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第 1 章 序論 

1.1 蛍光検出型バイオセンサ技術 

バイオセンサとは 

 生体内では複雑で多様な化学反応が、極めて精密に、正確な制御のもとで行われてい

る。例えば、酵素というタンパク質は、生体内の多くの反応に関与しており、物質代謝、

エネルギー変換をつかさどる生体触媒として、生命活動を営む上で不可欠な役割を果た

している。これは、酵素が常温、常圧という体内条件下で、特定物質を選択的に認識し、

特定の反応のみを触媒する特性を有するためである。抗体というタンパク質は、異物を

認識して結合する働きと、免疫を担う細胞を活性化させて異物(抗原)を排除する働きが

ある。抗体のこの反応は生体の防御機構であり免疫反応と呼ばれ、抗原と抗体が鍵と鍵

穴の関係に例えられるように選択的に抗原－抗体複合体を形成することに起因してい

る。このように酵素や抗体など生体分子は、夾雑物が多く存在する環境下であっても特

定の物質だけに特異的に働きかけるという優れた分子認識能力を有している。このよう

な生体分子の優れた分子認識能力を積極的に利用したセンサは「バイオセンサ」と呼ば

れる 1,2。 

 図 1.1にバイオセンサの構成図を示す。バイオセンサは、分子認識部と信号変換部か

ら構成される 1,2。分子認識部は、検体に特異的に働きかける生体認識機能を有する生体

分子を用いて検出対象である検体を認識する。信号変換部(トランスデューサ)は、特定

の生物学的事象の発生を物理信号に変換する。生体分子としては、酵素、抗体、受容体

が広く用いられており、それぞれ、基質－酵素、抗原－抗体、ホルモン－受容体の特異

的結合により、基質、抗原、ホルモンの認識に用いられる。信号変換部は、電気化学、

光学、圧電、質量変化、音響、熱など様々な方式が提案されている 2–4。 

バイオセンサの主要な応用分野は、医療・健康分野、環境分野、食品・発酵分野であ

る。医療・健康分野はバイオセンサの応用分野として最も占める割合が大きい。特に、

糖尿病患者がインスリン投与を行う際に、自己採血により血糖値をモニタするために用

いる血糖値センサの市場が大きい。糖尿病患者は世界的な生活習慣病増加により大幅な

増加傾向であり、患者数は日本 720 万人、世界 4億 1500 万人と言われ、世界人口の 8.8％

を占めている。国際糖尿病連合によると、今後は、急速な経済発展に伴いアジアでの糖

尿病患者の急増し、2040年には中国、インド、ASEAN で全世界の 60％を占めると予測

されている。世界市場規模は 2015 年 5,800 億円であり、2020 年 6,500 億円を超えると

予測されている。血糖値センサの主要メーカは、Roche、Johnson&Johnson、PHC ホール

ディングス(旧、パナソニックヘルスケアホールディングス)、Abbott であり、上位 4 社

で 86％を占める寡占市場となっている。 
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図 1.1 バイオセンサの構成模式図。 

 

 バイオセンサは、1956 年のクラークらの酸素電極の報告に始まり 5、それ以降、精力

的に研究され急速な性能改善を続け 1960 年代初めに市販された。応用分野は前述した

医療分野を中心に広範囲に渡っている 2,6。クラーク型酸素電極はアノード、カソード、

内部電解液からなる電極系を酸素透過膜で被覆した構造であり、カソード－アノード間

に電圧を印加し、カソードに到達する酸素分子の数に比例する電流が流れる。血糖値セ

ンサで用いられるグルコースセンサはクラーク型酸素電極表面に酵素であるグルコー

スオキシターゼが固定化された膜を形成した構造であり、酵素反応により生成／消費さ

れる電極活性物質を電気化学デバイスで電気信号に変換し、基質の濃度を間接的に測定

する 6。グルコースオキシターゼの代わりに別の酵素を用いることで基質－酵素反応に

より様々な基質を測定することができる。酸素電極のようなトランスデューサはバイオ

センサにおけるプラットフォームであり、検出対象に応じて分子認識部の生体分子を選

択することにより様々なバイオセンサを実現でき、バイオセンサの実現に極めて重要な

技術となっている。分子認識による生物学的反応を物理信号に変換するトランスデュー

サは、多様な方式が提案されているが、高感度かつ安価なトランスデューサ開発は依然

課題である 2。 
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バイオセンサにおけるトランスデューサ 

 バイオセンサの研究初期はグルコースセンサに代表される電気化学を用いる電極型

がトランスデューサ開発の中心であったが、近年は発光や蛍光などを利用した光検出型

バイオセンサの研究が盛んである。表 1.1 に光検出型バイオセンサの特徴を、従来から

広く研究されてきた電気化学を応用した電極型バイオセンサを比較対象として示す。光

検出型バイオセンサは幾つかの優れた特徴を有する。光検出型は電極型と異なり電気的

な妨害を受けにくく高感度化に有利である。また、分子認識部と光検出部が必ずしも接

触している必要がなくサンプル交換が容易であるため、連続検出が可能となる。さらに

光は波長や偏光など多くの情報が含まれるため、これらを区別し検出することで複数の

検出対象物質の同時検出が可能となる。複数同時検出が可能になれば、特定の対象だけ

を検出するバイオセンサの従来用途である医療・健康分野以外にも、新たな用途への展

開が期待される。新たな用途として、近年、空気や水など環境分野が注目されている。

一方、光検出型は、光の遮蔽が必要であることと、小型化が困難であることがデメリッ

トとして挙げられが、光源など光学系の急速な発展により解決されつつある。このよう

に、光検出型バイオセンサは、高感度、連続検出、複数同時検出を武器に、バイオセン

サの新たな用途開拓が期待されており、現在最も盛んに研究が行われている。 

表 1.1 光検出型バイオセンサの特徴 

長所  信号が光であるため、電気的な妨害を受けにくい 

 分子認識部と光検出部が物理的な接触が不要で、サンプル交換が容易 

 波長、偏光など情報量が多く、複数の検出対象物質の同時検出が可能 

短所  光を遮断して測定を行う必要がある 

 測定系の小型化が難しい 

 

光検出型のバイオセンサは、化学発光を利用するものと、蛍光や吸光を利用するもの

に分けられる。化学発光(chemicalluminescence；CL)の歴史は古く 7,8、現在では医療・健

康分野や環境分野で用いられている。代表的な化学発光であるルミノールは、アルカリ

溶液中で金属イオンなどにより触媒され、H2O2 存在下で酸化されることで励起状態の

アミノフタル酸となり、基底状態に戻る際に青色発光する。この現象を応用することで

H2O2 の測定が可能となる。H2O2 生成を伴う酵素反応と組み合わせることで、様々な基

質を測定することができる。しかし、化学発光は、ルミノールのように発光が化学反応

に起因するため試薬添加が必要となり、操作が煩雑で連続検出にも不向きである。 

一方、蛍光や吸光を利用する場合は、発光のための試薬添加が不要であり連続検出が

期待されるが、外部からの光照射が必要で以前はセンサ小型化が課題であった。しかし、

近年はレーザーや光ファイバの性能向上で小型化が可能となったため、蛍光や吸光を利

用するトランスデューサが光検出型バイオセンサの研究開発の中心となっている。 
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蛍光検出型バイオセンサ 

 抗原－抗体反応の特異的な親和性(アフィニティ)を利用し、検出対象を検出する方法

はイムノアッセイと呼ばれる。イムノアッセイは選択性と感度が極めて高いため、診断

や生化学に広く用いられる 2,6。抗体は、生体内において特定の異物である抗原に特異的

に結合して抗原－抗体複合体を形成し、その異物を生体内から除去する分子であるため、

極めて高い特異的結合性を有し、夾雑物を多く含むサンプルから特定の検出対象を認識

することが可能となる。イムノアッセイには、抗原－抗体複合体の形成を直接する測定

する非標識法と蛍光体などの標識を用いて間接的に抗原－抗体複合体の形成を検出す

る標識法がある。非標識法は、抗原－抗体複合体の沈殿量を肉眼で判定する方法や、沈

降を観察する方法があり、いずれも簡単に測定を行えるメリットがあるが、感度、再現

性に乏しく、定量化も困難である。そのためバイオセンサの高感度化に向けては、標識

法によるイムノアッセイが中心に研究開発が進められてきた。 

 高感度バイオセンサ実現に向けて、高感度に検出対象を認識できる標識法によるイム

ノアッセイと、高感度、連続検出、複数同時検出が期待される光検出型トランスデュー

サを融合したバイオセンサが、サンドイッチイムノアッセイ法を用いた蛍光検出型バイ

オセンサである。図 1.2にサンドイッチイムノアッセイを用いた蛍光検出型バイオセン

サの模式図を示す。基板上に自己組織化単分子膜(Self-assembled monolayer；SAM)など

リンカー材料を介して、1 次抗体として捕捉抗体を固定化する。そこに、検出対象であ

る抗原を含んだサンプル液を投入し、抗原抗体反応を行わせ、1 次抗体により抗原を捕

捉する。その後、2 次抗体として蛍光体を標識した検出抗体をサンプル液に添加し、抗

原抗体反応を行わせ、抗原と蛍光体標識検出抗体を結合させる。この蛍光体を外部から

の照射光により励起し、蛍光体からの蛍光を検出することにより、蛍光強度から検出対

象である抗原量を定量する。1 次抗体と 2次抗体で抗原を挟む形で結合させることから

サンドイッチイムノアッセイ法と呼ばれ、高い特異的結合性を有する抗原抗体反応を 2

度行うことにより、夾雑物を多く含むサンプルから検出対象を選択的に高感度に検出で

きる特徴を持つ。 
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図 1.2 サンドイッチイムノアッセイ法を用いた蛍光検出型バイオセンサの模式図。 

 

 蛍光検出型バイオセンサの主な構成要素は、抗体、蛍光体、基板である。バイオセン

サの高感度化に向けては、構成要素に求められる要件を抽出し、要件を満たすべく構成

要素の研究開発を進める必要がある。ここでは、構成要素に求められる要件を抽出し、

次節で各構成要素の研究開発アプローチを述べる。 

蛍光検出型バイオセンサの高感度化に向けては、大きく 2 つの取組みが必要である。

1 つは、夾雑物を含むサンプルに微量に含まれる検出対象を、効率的に認識し捕捉する

ことである。もう 1 つは、微量の検出対象と結合した検出抗体の蛍光体からの微弱な光

を高感度に検出することである。前者は分子認識機能を担う抗体の性能に起因している

ため、抗体を構成するアミノ酸配列の改変により高い結合能を持つ抗体の研究開発が進

められている。後者の、検出対象と結合した検出抗体の蛍光体からの微弱な光を高感度

に検出するためには、シグナル(S)である検出対象と結合した検出抗体の蛍光体からの

光を増大させ、ノイズ(N)であるその他の光を低減する必要があり、4 つの施策が考えら

れる。以下に、4 つの施策について説明する。 

① B／F 分離： 抗原を取りこぼしなく検出するため、検出抗体は抗原に比べて十

分多量に添加する。そのため、抗原と結合した検出抗体(Bound；B)と、抗原と結

合していない遊離した検出抗体(Free；F)が必ず存在する。バイオセンサでは、抗

原との結合抗体からの信号と、遊離抗体からの信号を分離することが高感度化に

は必須であり、B／F 分離と呼ばれる。高感度化を実現するためには、シグナル

である Bound された検出抗体の蛍光体からは光は強く発光させ、ノイズである
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Free の検出抗体の蛍光体からの光は発光させない必要がある。そのため、基板に

は、Boundされた検出抗体の発光を増強し、Free の検出抗体からの発光は増強さ

せない特性が求められる。蛍光体には、大きな吸収断面積及び高い量子収率によ

り強く発光する蛍光体よりも、大きな発光増強が得られる蛍光体が求められる。 

② 抗体などの生体分子は、短波長域で励起すると生体分子自身が蛍光(自家蛍光

(autofluorescence))を発し 2、ノイズ光となる。自家蛍光を抑制するためには、長波

長域で励起する必要があり、長波長励起に適用できる基板、及び長波長励起で励

起できる蛍光体が求められる。 

③ 高感度に光検出するためには、励起光の散乱をできる限り除去する必要がある。

検出対象が微量であるため、励起光は検出光である蛍光に比べて著しく強い。そ

のため、光学フィルタで励起光を除去しても、励起光と検出光の波長が近ければ

励起光を完全に除去することができず、検出感度が大きく低下する。高感度化の

実現には、励起光をできる限り除去するために、励起波長と蛍光波長が離れたス

トークスシフトの大きい蛍光体が必要となる。 

④ 高感度に光検出するためには、積算検出や検出時間などにより S／Nを向上させ

る必要がある。そのためには、光検出の自由度に制約のない、蛍光劣化のない蛍

光体が必要となる。 

以上、微量の検出対象と結合した検出抗体の蛍光体からの微弱な光を検出するため

に、光検出の S／N を向上させる 4 つの施策を述べたが、いずれも基板、蛍光体の特

性に強く依存している。図 1.3 に蛍光検出型バイオセンサの高感度化に向けて、基板

及び蛍光体に求められる要件をまとめる。 

 

図 1.3 蛍光検出型バイオセンサの高感度化に向けて基板及び蛍光体に求められる要件。 
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蛍光検出型バイオセンサの高感度化に向けては、構成要素である抗体、基板、蛍光体

の特性向上、及びそれらを高い次元で統合させていく必要がある。蛍光検出型バイオセ

ンサにおいて、機能性ナノ工学に基づく各構成要素の性能向上と、それらの構成要素を

統合する研究領域は、近年「ナノバイオセンシング」と呼ばれている 9,10。 

図 1.4に、ナノバイオセンシングの研究領域を示す 10。分子認識部(Bio-recognition units)

は選択的に検出対象を認識する機能を担い、抗体、アプタマー、人工結合タンパク質な

どの生体分子もしくは生体機能を模擬した分子が用いられる。生体分子の優れた分子認

識機能をデバイスの系で発揮させるための基板への固定化には、物理吸着、親和性タグ、

共有結合など表面機能化化学(Surface functionalization chemistry)が応用される。一方、サ

ンプル液中に含まれる夾雑物が基板上に吸着するとノイズ要因となるため、基板表面に

は自己組織化単分子膜(Self-assembled monolayer；SAM)や高分子電解質多層膜など表面

保護層(Surface passivation layer) が形成され、基板上への夾雑物の非特異吸着が抑制さ

れる。完全に抑制できなかった基板上への非特異吸着物を除去するために、界面活性剤

や触媒が用いられる。光検出するための蛍光体には、従来は有機蛍光色素が広く用いら

れてきたが、近年は量子ドット(Quantum dots)の研究が盛んに行われている。微弱な光

を高感度に検出するための基板には、発光増強など蛍光体の発光特性改変のために金属

ナノ構造を用いたプラズモニクス(Plasmonic)が適用される。 

 

図 1.4 ナノバイオセンシングの研究領域 10。 
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 ナノバイオセンシング領域において、それぞれの構成要素の研究開発が盛んに行われ

ているが、高感度バイオセンサの実用化に向けては課題が残されている。大きな課題の

1 つはプラズモン共鳴を発現する基板(プラズモニック基板)の開発であり、もう 1 つは

蛍光体の開発である。プラズモニック基板に関しては、半導体微細加工プロセスの発展

と計算機の性能向上を背景に研究開発が加速し、高い発光増強度を実現する金属ナノ構

造が提案されている。半導体プロセスにより精密に制御された金属ナノ構造を持つプラ

ズモニック基板は概念実証(Proof of Concept；POC)には適するものの、生産スループッ

トが低く、高コストであるため実用化には適さない。また、蛍光体に関しては、従来の

有機蛍光色素の代替として量子ドットが盛んに研究されているが、市販されている量子

ドットの多くには Cd などの人体及び環境への悪影響が懸念される元素が含まれており、

廃棄などの取り扱いが厳密にコントロールできる研究開発現場では用いられているも

のの、実用化には至っていない。 

 したがって、本論文では高感度蛍光検出型バイオセンサの実用化に向け、プラズモニ

ック基板と、蛍光体に焦点を絞り、要素技術の研究開発を行う。高感度蛍光検出型バイ

オセンサ実用化の最大の課題であるプラズモニック基板及び蛍光体に関する要素技術

を構築することにより、高感度バイオセンサの実用化は大きく前進することが期待され

る。次節では、バイオセンサにおけるプラズモニック基板及び蛍光体の先行研究を紹介

した上で、新規プラズモニック基板と、新規蛍光体に関するアプローチを示す。 
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1.2 バイオセンサの高感度化に向けたアプローチ 

1.2.1 新規プラズモニック基板 

表面プラズモン共鳴 

 プラズモンとは自由電子の集団的な振動である。電磁場(光)は金属膜および金属ナノ

構造の表面で表面プラズモンと結合することで強く閉じ込められる。光と自由電子が相

互作用した状態は表面プラズモン共鳴と呼ばれ、金属表面近傍において電場及び光の局

所状態密度が増大する 11–15。表面プラズモンには、金属ナノ構造に起因して発生する局

在型表面プラズモン(localized surface plasmons；LSP)と、金属膜に沿って伝搬する伝搬型

表面プラズモン(surface plasmon polaritons；SPP)が存在し(図 1.5(a))、表面プラズモン共

鳴により閉じ込められた電磁場は、励起波長及び輻射波長において蛍光体と相互作用し、

基底－励起状態間の遷移を改変する(図 1.5(b))2,3,11。 

  

 

 

図 1.5 (a)局在型及び伝搬型表面プラズモン共鳴の模式図、(b)表面プラズモンが関与し

た蛍光体の基底－励起状態間遷移を示す Jablonski 図 11。 

 

励起側及び輻射側の表面プラズモン共鳴に誘発される変化は、吸収μab 及び輻射μem

を持つ電気双極子モーメントを用いて、Maxwell 方程式によって説明できる 16。  

励起側の増強に関しては、吸収波長λabにおいて電場 E を持つ入射光による蛍光体の

励起割合γeは以下の式で表される。 

𝛾𝑒 = |𝐸 ∙ 𝜇𝑎𝑏|2 

 

輻射側の増強に関しては、蛍光体は励起光より長波長λem(輻射遷移割合γr)で光子を

放射するか、光子を放射せず(非放射遷移割合γnr)に基底状態に戻る。蛍光体が本来持つ

輻射遷移割合をγr
0、非輻射遷移割合をγnr

0とすると、蛍光体の量子収率はη0=γr
0/（γ

r
0+γnr

0）となる。蛍光体が金属表面近傍に配置されると、プラズモン増強電場| E | 2に伴

う輻射波長λemでの光の局所状態密度（local density of optical states；LDOS）の増大によ
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り、輻射遷移割合はγrに、非放射遷移割合はγnr=γnr
0+γabs(γabs：金属により増強され

た非輻射遷移割合)に変化し、蛍光体の量子収率が改変される。改変された量子収率η

は以下の式で表される 17。 

η =

𝛾𝑟

𝛾𝑟
0

𝛾𝑟

𝛾𝑟
0 +

𝛾𝑎𝑏𝑠

𝛾𝑟
0 +

(1 − 𝜂0)
𝜂0

 

 

 蛍光体が金属表面の極近傍に配置される場合には、蛍光体－金属間の Förster エネル

ギー移動により強いクエンチングが発生するが、これはγr と競合する金属により増強

された非輻射遷移割合γabsに起因しており、蛍光体の励起状態寿命τ= 1 /(γr+γnr)は短

くなり、量子収率ηは減少する。蛍光体が金属表面の極近傍から少し離れた表面プラズ

モンによる電場が影響する範囲内にある場合は、表面プラズモン共鳴が遠距離場と外部

結合され、この相互作用により蛍光体の輻射遷移割合γr が増大し、量子収率ηが増加

する。 

 

これまでのプラズモニック基板 

 1960 年代に金属ナノ構造による蛍光増強が報告されて以来 18、様々な金属ナノ構造

や金属ナノ構造表面の距離依存性に関して、表面プラズモン共鳴による蛍光増強の理論

的アプローチと実験結果が報告された 2。表面増強蛍光(surface enhanced fluorescence；

SEF)のための金属ナノ構造を有するプラズモニック基板は、当初は平面基板上に電気化

学的粗面化 19や熱蒸着など単純なプロセスによる金属薄膜形成により作製された。しか

し、これらの方法で作製された金属ナノ構造ではあまり大きな発光増強が得られなかっ

た。そこで、高い発光増強を達成するための厳密に制御された金属ナノ構造の作製には、

半導体製造プロセスが注目されるようになった。 

電子ビームリソグラフィ(electron beam lithography；EBL)や集束イオンビーム(focused 

ion beam；FIB)ミリングなど半導体製造プロセスを用いたトップダウンスキャンビーム

リソグラフィーは、サプ 10 nm以下の空間分解能の金属ナノ構造が形成できるため、プ

ラズモニック基板における金属ナノ構造の作製プロセスとして最も広く用いられてい

る 10,20–22。EBL を用いたプロセスでは、基板上にポリマーレジストを形成し、その後、

厳密に集束された電子ビームが露光される(図 1.6)。Duan らはレジストと高解像度 EBL

を使用したリフトオフプロセスにより、信頼性の高い 10 nm以下の極小ギャップを有す

る Au ナノ構造を形成することにより、プラズモン共鳴を正確に制御したと報告してい

る 20。Malak らはレジストと EBL を用いたリフトオフプロセスにより、積層中空 Auナ

ノ構造を作製し、従来の中空でない構造と比較して、散乱ピークが変化することを報告

している 21。Koh らは、レジストを EBL によりパターニングし、Au を熱蒸着すること

によりナノキャビティ構造を作製した 22。また、FIB を用いたプロセスでは、集束イオ
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ンビームにより、蒸着 Au 膜や単結晶 Au ナノプレートなどの金属基板上に所望のパタ

ーンを直接ミリングする 23,24。Ah らは塩化金酸を還元することで単結晶 Au ナノプレー

トを高純度で合成し、その後 FIB を用いて Au ナノプレートを様々な形状に加工するこ

とで金属ナノ構造を形成し、近赤外波長領域での強い表面プラズモン吸収を示すことを

報告した 23。Huang らは自己組織化単結晶 Au フレークとスパッタ ITO 基板上に Ti を介

して形成した蒸着多結晶 Au 膜に、FIB を用いて高精細な bowtie ナノアンテナを作製し

た 24。最近では、EBL と FIB の比較研究も報告されている(図 1.7)。Horak らは EBL と

FIB ミリングによって作製された Au のディスク型プラズモニックアンテナの光学的お

よび構造的特性と化学組成を調査し、EBL で作製されたアンテナの方が電場閉じ込め

が良好で、プラズモニック応答が強く、その差異要因としてナノ構造の精度に加え、FIB

に比べて有機及び無機汚染が少ないためと報告している 25。このようにプラズモン共鳴

に関する研究において EBL や FIB を用いた製造プロセスは、金属ナノ構造作製の中心

的役割を担ってきた。EBL や FIB を用いたプロセスはナノスケールでサイズ、形状、配

置、位置といった構造が厳密に制御でき、かつ構造再現性も高いため、概念実証(proof 

of concept；POC)においては最も優れた方法である。しかし、量産を見据えたプラズモ

ニック基板の製造プロセスとしては不向きであり、その最大の問題は生産スループット

である。そこで、近年 EBL と FIB の生産スループット向上に向けて、“sketch and peel”

という新たな概念も提案されているが 26,27、あくまでも従来の EBL や FIB に比べ高い

生産スループットで金属ナノ構造が作製できるというレベルであり、EBL や FIB は量

産に向けた大面積プラズモニック基板の製造プロセスには依然として適さない。 

 

図 1.6 EBL を用いた金属ナノ構造形成プロセス、及び金属ナノ構造例 20–22。 
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図 1.7 (a)EBL と FIB による金属ナノ構造作製プロセス、(b)EBL と FIB で作製された

Au ナノアンテナ 25。 

 

 金属ナノ構造の作製プロセスとして、ポリスチレンやシリカのナノ粒子を自己配列さ

せた 2 次元アレイを、金属ナノ構造作製のテンプレートとして用いるナノ球体リソグラ

フィ(nanosphere lithography；NSL)が提案されている。NSL は高価な設備を用いることな

く、高い生産スループットかつ低コストで大面積基板上に金属ナノ構造を作製できるプ

ロセスの 1 つである 28–36。Camden らは基板上に六角形に密集したナノ球体 2 次元アレ

イを形成し、2 次元アレイをマスクとして Ag 薄膜を堆積し、その後球体を除去するこ

とで、最も典型的な NSL によるナノ構造である三角形アレイ金属ナノ構造を作製した

(図 1.8(a)) 28。また、ナノ球体 2 次元アレイのテンプレート上に金属薄膜を堆積し、金属

ナノ構造を作製する方法も提案されており、ナノ球体上金属薄膜(film over nanosphere；

FON)と呼ばれる 33,34,36,37。Tang らは基板上にナノ球体 2 次元アレイを形成し、その上に

真空蒸着により Ag 薄膜を堆積し、金属ナノ構造を作製した(図 1.8(b))37。しかし、NSL

や FON などナノ球体を用いた金属ナノ構造作製プロセスにはいくつかの問題がある。

1 つ目は、形成できる金属ナノ構造形状が限定される。ナノ構造体を自己配列により均

一に密集させるために、ほとんどの場合ナノ構造体にはナノ球体が用いられる。そのた

め、NSL では三角形アレイ、FON では連続した波状の金属膜になり、作製できる金属

ナノ構造の設計自由度は小さく、プラズモニック特性の制御自由度も限定的となる。も

う 1 つは、大面積均一性と構造再現性が低いことである。自己配列による 2 次元ナノ球

体アレイを cm単位の大面積基板上に均一かつ再現性良く並べることは極めて困難であ
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り、概念実証を目的とした N=1 での局所的な金属ナノ構造の光学特性の評価は可能で

あっても、量産を見据えた大面積プラズモニック基板の作製プロセスには適していない。 

 

 
 

図 1.8 (a)NSL、及び(b)FON により作製された金属ナノ構造 31,37。 

 

本研究では、実用化に向けた大面積プラズモニック基板の開発を目指す。EBL 及び

FIB による半導体製造プロセスを応用したトップダウンプロセスでは、厳密に金属ナノ

構造を制御することはできるが、生産スループットが低いため高コストである。一方、

ナノ球体を用いた NSLや FON は、高価な製造設備は必要なく簡単に金属ナノ構造を形

成できるものの、作製できる金属ナノ構造が限定的でプラズモニック特性の設計自由度

が低く、大面積均一性及び構造再現性が低い。したがって、これらの金属ナノ構造作製

プロセスはいずれも、実用化に向けた大面積プラズモニック基板には不向きである。 

 

NIL プラズモニック基板 

近年、ナノインプリントリソグラフィ(nanoimprint lithography；NIL)で作製された 3次

元ナノ構造基板上に金属成膜したプラズモニック基板に関する数多くの報告がなされ

ている 38–46。NIL で作製できる 3次元ナノ構造は、ピラー、ホール、ライン＆スペース、

ハニカム、スクエアなど多種類の形状が可能であり、それらのディメンジョンも含める

と多種多様なナノ構造形成が可能となる。さらに、金属成膜に関しては、金属の種類に

加えて、金属成膜プロセスによっても特徴が異なるため、NIL と金属成膜による金属ナ

ノ構造の設計自由度は極めて高い。NIL はシリコンやニッケルのモールドを用いて、熱

硬化や紫外線硬化により樹脂フィルムに 3 次元形状を形成する。NIL モールドは半導体

プロセスにより厳密に構造制御されるため作製に時間を要するが、NIL 基板の成型はモ

ールドを使うため高い生産性及び構造再現性で 3 次元ナノ構造を作製できる。近年は

NIL モールドの大面積化が進み、12 インチサイズまで市販されている。したがって、

NIL を用いた金属ナノ構造は、様々な構造が作製できるためプラズモニック特性の設計

自由度が高く、かつ高い大面積均一性、構造再現性、生産性を有するため、NIL プラズ

モニック基板は高い発光増強度と実用性を両立できるプラズモニック基板と期待され
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る。 

以上より、本研究のプラズモニック基板は、高感度蛍光検出型バイオセンサの実用化

を目指し、高いプラズモニック特性の設計自由度、高い大面積均一性、構造再現性、生

産性の特徴を有する、NIL フィルム上に金属成膜する NIL プラズモニック基板を開発

する方針とする。 

  

1.2.2 新規蛍光体 

これまでの蛍光体 

蛍光検出型バイオセンサにおいて、蛍光体はプラズモニック基板と同様に極めて重要

な構成要素である。蛍光体の発光特性、発光安定性、化学特性は、バイオセンサの検出

感度や信頼性に大きく影響し、さらに実用化という観点では人体及び環境適合性が求め

られる 47。 

バイオセンサの蛍光体には有機蛍光色素が幅広く用いられてきた。しかし、有機蛍光

色素は励起光により早期に蛍光劣化が生じるため、蛍光検出型バイオセンサの励起光パ

ワー及び検出積算時間など光検出の自由度が小さく、バイオセンサの高感度化の阻害要

因となっている。また、ストークスシフトが小さいため、励起光を完全に光学フィルタ

で遮断することが困難であることも、バイオセンサの高感度化の阻害要因となっている。

そこで、有機蛍光色素の代替材料として、量子ドットが注目されている。量子ドット(特

に、Cd や Pb のカルコゲナイド量子ドット)は有機蛍光色素に比べて、励起光による蛍

光劣化がはるかに小さく優れた発光安定性を持ち、加えて、狭い発光バンド、発光波長

制御性、広い励起バンド、大きなストークスシフトと優れた発光特性を持つため、有機

蛍光色素を置き換えるバイオセンサの蛍光体として有望な候補と考えられている 48–52。

図 1.9 に有機蛍光色素(フルオレセイン)と量子ドットの励起及び蛍光スペクトル、蛍光

劣化の比較を示すが 51、量子ドットは有機蛍光色素に比べ、ストークスシフトが大きく、

蛍光劣化が小さいため、蛍光検出型のバイオセンサの蛍光体に適していることがわかる。 

 



1.2 バイオセンサの高感度化に向けたアプローチ 15 

 

 

図 1.9 (a)有機蛍光色素(A)と量子ドット(B)の励起(点線)及び蛍光(実線)スペクトル、(b)

有機蛍光色素と量子ドットの蛍光劣化の比較 51。 

 

半導体量子ドットは、直径が～10 nm程度のナノ結晶である。原子のド・ブロイ波長

に相当する大きさである～10 nm程度のナノ構造を作製すると、電子はその領域に閉じ

込められ電子の状態密度は離散化される 53。閉じ込め方向を 1 次元にしたものを量子井

戸、2 次元にしたものを量子細線、3 次元のものを量子ドットと呼ぶ。量子ドットは、

量子閉じ込め効果によりサイズでエネルギーギャップが決まるため、量子ドットのサイ

ズを高精度に制御することにより発光波長を制御することができる(図 1.10(a))50。図

1.10(b)に半導体量子ドットの主な材料系を示す 50。バイオセンサの高感度化に求められ

る赤から近赤外域に発光を持つ材料系は、CdSe、CdTe、PbSとなる。これらの化合物半

導体量子ドット(特に、Cd や Pb のカルコゲナイド量子ドット)は、有機蛍光色素に比べ

て、優れた発光特性及び発光安定性を有し有機蛍光色素を置き換える有望な候補と考え

られているが 48–52、CdS、CdTe、PbS など人体及び環境に有害な重金属を含んでいる。

特に Cd に関しては、生物医学分野では発がん物質で主要な細胞死を引き起こす遊離 Cd

イオンの放出が懸念されている 54–56。そのため、これらの化合物半導体量子ドットは研

究室での使用に限定され、蛍光検出型バイオセンサの実用化には適さない。 
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図 1.10 (a)半導体量子ドットのサイズ制御によるに発光波長 50、(b)半導体量子ドッ

トに関する主な材料系 50。 

 

 近年、Si 量子ドットは、生物医学応用に潜在的に適した量子ドットとして大きな注目

を集めている。ここ 10年の間に、Si 量子ドットコロイド溶液を筆頭に Si 量子ドットの

特性は着実に改善されており、今では Si 量子ドットの特性は化合物半導体量子ドット

に急速に追い付きつつある 57–59。Si はマイクロエレクトロニクス産業を支えてきた半導

体材料としての実績があり、生体及び環境適合性に加えて、地球の地殻に豊富に存在す

るため魅力的な材料である 57,60,61。しかし、Si は間接遷移型半導体であり、光学遷移に

は運動量保存則を満たすためにフォノンの吸収及び放出が必要となるため 62、発光効率

が 10-6と極めて低く、発光素子としては期待されていなかった 63。そのような中、1990

年にナノ構造を有する Si において、量子閉じ込め効果により発光効率が向上すること

が報告された 64。Si をバルク励起子ボーア半径である 4 nm 以下程度にすることで、量

子閉じ込め効果により、直接バンドギャップ遷移を介した輻射再結合の確率を高め、フ

ォノン支援の間接バンドギャップ遷移を低減することで、発光効率が向上する 65–67。 

 しかし、Si 量子ドットに関する研究は盛んに行われ、人体及び環境適合性が高く、バ

イオセンサ応用が期待されているにも関わらず、未だ実用化には至っていない。その主

な原因は、Si 量子ドットの発光特性が Si 量子ドットの表面状態及び周囲環境により変
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化することである。Si は格子整合する半導体が存在しないため、化合物半導体 Si 量子

ドットのようなコア／シェル構造を形成できない。そのため、波動関数を内部に閉じ込

めることができず表面状態に発光状態が左右される。これにより、Si 量子ドットに関す

る研究の大部分は、発光波長が粒子サイズ依存性を示さず、青色の可視領域で発光する

68,69。これは Si量子ドットの発光が表面の酸化物欠陥に起因しているためである 57,70,71。

また、Si 量子ドットを表面機能化により官能基を形成した際には、官能基の種類によっ

て発光特性が変化してしまう(図 1.11)57。 

 

 
 

図 1.11 Si 量子ドットの表面官能基を変化させた際の発光写真 57。 

 

Si 量子ドットの蛍光検出型バイオセンサ応用に向けては、近赤外発光及び表面状態に

依存しない発光安定性が必要である。短波長励起では生体分子が自家蛍光を発するため、

蛍光検出型バイオセンサの高感度化には 600nm 以上の長波長励起が必要であり、発光

はさらに長波長の近赤外発光が必要となる。また、蛍光検出型バイオセンサの応用に向

けては、Si 量子ドットを蛍光体として生体分子と結合させるために、Si 量子ドットの表

面に所望の官能基を形成し(表面機能化)、さらに表面機能化 Si 量子ドットを生体分子と

結合させる必要がある。この表面機能化及び生体分子との複合体形成後も、近赤外発光

が保持できる発光安定性が求められる。 
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ホウ素、リン同時ドープ Si 量子ドット 

 Si は格子整合する半導体が存在しないため化合物半導体量子ドットのようなコア／

シェル構造を形成できず、波動関数を内部に閉じ込められないため表面状態に発光状態

が左右される。そこで、我々の研究グループでは、同時スパッタリング法により不純物

ドープ Si 量子ドットを作製している 72,73。Si、SiO2、ホウケイ酸塩ガラス(borosilicate 

glass；BSG)、リンケイ酸塩ガラス(phosphosilicate glass；PSG)を同時スパッタリングする

ことにより、ホウ素(B)とリン(P)を同時ドーピングした Si ナノ結晶をホウリンケイ酸

塩ガラス(borophosphosilicate glass；BPSG)中に成長させる。本プロセスにより、Si、O、

不純物元素からなる混合薄膜を作り、ナノ結晶の成長とドーピングはその後の熱処理に

より行われる。 

 B,P 同時ドープ Si 量子ドットは、CdSe コア／ZnS シェルなど化合物半導体量子ドッ

トと同様のコア／シェル構造を持つことで、励起子をコアに閉じ込めることにより、高

い発光効率及び発光安定性を有する。加えて、B,P を大量に添加したシェルは負の表面

電位を有するために、量子ドット表面に有機修飾分子を用いることなく完全無機材料で

水やアルコールなど極性溶媒中で良好に分散する。図 1.12 に B,P 同時ドープ Si 量子ド

ットの、(a)構造模式図 74、(b)メタノール分散コロイド溶液の写真 75、(c) TEM 像 76を示

す。 

 

図 1.12  B,P 同時ドープ Si 量子ドットの、(a)構造模式図 74、(b)メタノール分散コロイ

ド溶液の写真 75、(c) TEM 像 76。 

 

 このように B,P 同時ドープ Si 量子ドットはコア／シェル構造により、従来の Si 量子

ドットの課題を解決し、高感度蛍光検出型バイオセンサの蛍光体に求められる優れた特

徴を有する。高感度蛍光検出型バイオセンサの蛍光体には自家蛍光抑制の観点から近赤

外発光が求められる。従来の Si 量子ドットの波動関数を内部に閉じ込めることができ

ず、多くの場合青色の可視領域で発光していたが 68,69、B,P 同時ドープ Si 量子ドットは

コア／シェル構造により、化合物半導体 Si 量子ドット同様に発光波長のサイズ依存性

が見られるため 77、Si 量子ドットサイズを制御することにより蛍光検出型バイオセンサ

に求められる近赤外発光が得られる(図 1.13(a))77。加えて、高感度蛍光検出型バイオセ

ンサの蛍光体には表面状態に依存しない安定した発光特性が求められる。従来の Si 量
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子ドットは発光が表面の酸化物欠陥に起因しているため表面状態や周囲環境により発

光特性が変化していたが 57,70,71、B,P 同時ドープ Si 量子ドットはコア／シェル構造によ

り、幅広い pH 範囲で発光特性が安定である(図 1.13(b))77。さらに、Si 量子ドットをバ

イオセンサに応用するためには生体分子との結合のために表面機能化が必要であるが、

B,P 同時ドープ Si 量子ドットは有機分子修飾なしで良好な極性溶媒分散性を示すため

77、生体分子との結合のための表面機能化の自由度が極めて高い。 

 

 

図 1.13 B,P 同時ドープ Si 量子ドットの(a)発光スペクトルの量子ドットサイズ依存性、

(b)発光特性及びζ電位の pH 依存性 77。 

 

 以上、我々の研究グループで開発した B,P 同時ドープ Si 量子ドットは、Si 量子ドッ

トの特徴である人体及び環境適合性に加え、近赤外発光、発光安定性、表面機能化自由

度の点から、蛍光検出型バイオセンサの蛍光体に応用することで高感度化が期待される。

そこで、本研究では、実用化を見据えた高感度蛍光検出型バイオセンサの実現に向け、

蛍光体には B,P 同時ドープ Si 量子ドットを応用する方針とする。 

 B,P 同時ドープ Si 量子ドットのバイオセンサ応用に向けては、大きく 2 点の検討が

必要である。1つ目は長波長領域での励起断面積の増大である。Si のエネルギーバンド

構造に起因し直接吸収は 400 nm付近で立ち上がるため、可視光及び近赤外領域では Si

量子ドットの吸収断面積は小さく 78、高効率励起には紫外光が必要となる。しかし、紫

外光励起は、生体分子の自家蛍光によりバイオセンサの検出感度が低下する。そこで、

金属ナノ構造による表面プラズモンとの結合により、長波長光子による Si 量子ドット

の高効率励起を検討する。2 つ目は Si 量子ドットと抗体との結合である。B,P 同時ドー

プ Si 量子ドットの優れた水溶媒分散性及び近赤外発光特性を保持しつつ、Si 量子ドッ

ト表面に所望の官能基を形成する表面機能化プロセスと、表面機能化 Si 量子ドットと

抗体を結合させる複合体形成プロセスを開発する。 
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1.3 本論文の目的・構成 

 本研究の目的は、実用化を視野に入れた高感度蛍光検出型バイオセンサの要素技術を

構築することである。蛍光検出型バイオセンサの主な構成要素は、抗体、蛍光体、基板

である。この中で、特に高感度蛍光検出型バイオセンサの実用化に向けて、課題となっ

ているプラズモニック基板と蛍光体に焦点を絞り研究を行う。 

プラズモニック基板に関しては、広く用いられている EBL 及び FIB など半導体製造

プロセスを応用したトップダウンプロセスでは、厳密に金属ナノ構造を制御できるもの

の、生産スループットが低いため高コストで実用化には繋がらない。一方、ナノ球体を

用いた NSL や FON は、高価な製造設備は不要で簡単に金属ナノ構造を形成できるが、

作製できる金属ナノ構造に制限があるため高い発光増強度が得られず、また大面積均一

性及び構造再現性も低いため、実用化に向けた大面積プラズモニック基板には不向きで

ある。そこで本研究では、高い発光増強度、大面積均一性、構造再現性、生産性を有す

る NIL を用いた大面積プラズモニック基板を開発する。 

蛍光体に関しては、従来広く用いられてきた有機蛍光色素は蛍光劣化のため、蛍光検

出型バイオセンサの光検出の自由度が小さく、またストークスシフトも小さいため励起

光を完全に遮断できず、バイオセンサ高感度化の阻害要因となっている。一方、化合物

半導体量子ドットは有機蛍光色素に比べて、優れた発光特性及び発光安定性を有するも

のの、Cd など人体及び環境に有害な元素を含むため実用化することはできない。そこ

で、本研究では、人体及び環境適合性に加え、優れた近赤外発光特性、発光安定性、表

面機能化自由度を有する B,P 同時ドープ Si 量子ドットの蛍光検出型バイオセンサ応用

に向けて、表面プラズモンとの結合による長波長光子での高効率励起の実現と、抗体と

の結合に向けた表面機能化プロセス、及び抗体－Si 量子ドット複合体形成プロセスを開

発する。本論文の構成は以下の通りである。 

 第 2 章では、NIL プラズモニック基板の開発について述べる。NIL の多種多様な 3 次

元ナノ構造が作製できる特徴を活かし、NIL フィルムの上に金属成膜することにより金

属ナノ構造を作製する。NIL を用いた金属ナノ構造は、プラズモニック特性の設計自由

度が高いことに加え、高い大面積均一性、構造再現性、生産性を有する。しかし、これ

までの先行研究の NIL プラズモニック基板においては、シミュレーションと実験によ

るプラズモニック特性が一致しないため、電場増強メカニズム及びホットスポット位置

が十分明らかになっていない。本研究では、NIL 上に Au を成膜することにより、シミ

ュレーション予測と同等にシャープな表面プラズモン共鳴を持つ大面積プラズモニッ

ク基板を開発し、電場分布、ホットスポット位置、及びプラズモニックモードを明らか

にした。さらに、開発したプラズモニック基板を用いてサンドイッチアッセイを行い、

インフルエンザウイルスの核タンパク質を検出することでバイオセンサに応用できる

ことを実証した。以上の結果により、高い発光増強度、大面積均一性、構造再現性、生
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産性を有し、シミュレーションによるプラズモニック特性が予測可能である大面積プラ

ズモニック基板を開発し、さらにバイオセンサ応用を実証したことは、高感度光検出型

バイオセンサの実現に向けて、非常に重要な要素技術を構築できたと言える。 

 第 3 章では、NIL プラズモニック基板による Si 量子ドットの発光増強について述べ

る。我々の研究グループで開発した B,P 同時ドープ Si 量子ドットは、人体及び環境適

合性に加え、近赤外発光、発光特性安定性、表面機能化自由度の点から、蛍光検出型バ

イオセンサ応用が期待されるが、Si の直接吸収は 400 nm付近で立ち上がるため、バイ

オセンサ高感度に必須である長波長励起では吸収断面積が小さい課題がある。本研究で

は、開発した NIL プラズモニック基板を用いて表面プラズモンとの結合により、長波長

光子による Si 量子ドットの高効率励起を、Layer by Layer 法で形成したポリマースペー

サ層を用いて Si 量子ドット－Au ナノ構造間距離を厳密に制御することにより検討し

た。発光励起スペクトル、発光スペクトル、及び発光減衰ダイナミクスと、反射スペク

トルを詳細に解析することで、複数の共鳴バンドを持つ NIL プラズモニック基板によ

り、Si 量子ドットの課題であった励起側における吸収断面積の増大を明らかにした。加

えて、輻射側において輻射遷移割合も増大されることを明らかにし、励起側及び輻射側

の同時増強の両立を実証した。さらに、Si 量子ドットの発光増強度の Si 量子ドット－

Au ナノ構造間距離依存性を明らかにすることで、蛍光検出型バイオセンサにおける最

適蛍光体配置位置を示した。以上の結果より、長波長励起による Si 量子ドットの高効

率励起と輻射遷移割合増大の同時増強を実証し、さらに Si 量子ドット－プラズモニッ

ク基板間距離の最適位置を明らかにしたことは、高感度光検出型バイオセンサの実現に

向けた Si 量子ドットのバイオセンサ応用に非常に重要な要素技術を構築できたと言え

る。 

 第 4 章では、シランカップリング分子による Si 量子ドットの表面機能化について述

べる。B,P同時ドープ Si 量子ドットは人体及び環境適合性に加え、近赤外発光、発光特

性安定性、表面機能化自由度の点から、蛍光検出型バイオセンサ応用が期待されるが、

その表面は主に水素、酸素で終端されており、そのままでは抗体と結合させることはで

きない。本研究では、抗体と B,P 同時ドープ Si 量子ドットの結合に向け、シランカッ

プリング分子を用いてアミノ基、エポキシ基に表面機能化するプロセスを開発した。シ

ランカップリング分子構造、及び Si 量子ドットとシランカップリング分子の分子数混

合比を制御することにより、B,P 同時ドープ Si 量子ドットが有する水溶媒分散性及び近

赤外発光特性を保持しつつ、Si 量子ドット表面をアミノ基及びエポキシ基にできる表面

機能化プロセス条件を見出した。以上の結果より、B,P 同時ドープ Si 量子ドット表面機

能化プロセスを構築したことは、高感度光検出型バイオセンサの実現に向けた Si 量子

ドットのバイオセンサ応用に非常に重要なステップとなったと言える。 

 第 5 章では、抗体と表面機能化 Si 量子ドットの複合体形成について述べる。第 4 章
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で開発したプロセスで表面機能化した Si 量子ドットを用いて抗体との複合体形成プロ

セスを開発した。抗体のカルボキシル基と、アミノ基で表面機能化した Si 量子ドット

をペプチド結合により共有結合させ、IgG 抗体－Si 量子ドット複合体が形成されている

ことを、電気泳動、動的光散乱(Dynamic light scattering；DLS)、及び透過型電子顕微鏡

(Transmission electron microscopy；TEM)により、詳細に解析した。その結果、表面機能

化 Si 量子ドットが IgG 抗体の軽鎖及び重鎖に共有結合していることを明らかにした。

さらに、複合体形成後の Si 量子ドットが近赤外発光を保持していること、及び、複合

体形成後の IgG 抗体が抗原との特異的結合性を保持していることを実証した。以上の結

果より、IgG 抗体の特異的結合性及び Si 量子ドットの近赤外発光特性を保持しつつ、

IgG 抗体と Si 量子ドット複合体を共有結合させ、抗体－表面機能化 Si 量子ドットの複

合体形成プロセスを開発したことは、高感度光検出型バイオセンサの実現に向けた Si

量子ドットのバイオセンサ応用に非常に重要な要素技術を構築できたと言える。 

 最後に第 6 章で、本研究のまとめを述べる。  
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第 2 章 プラズモニック基板の開発 

2.1 はじめに 

 プラズモニック基板は、表面増強蛍光(surface-enhanced fluorescence；SEF)及び表面増

強ラマン(surface-enhanced Raman scattering；SERS)によりバイオセンサの高感度化を実

現する鍵となる構成要素である 79,80,89,90,81–88。従来のプラズモニック基板の精巧な金属ナ

ノ構造は、電子ビームリソグラフィ(electron beam lithography；EBL) 86,91–93や集束イオン

ビーム(focused ion beam；FIB)ミリング 94などの最先端ナノ加工技術を用いて非常に高

精度に作製されている。これらのナノ加工技術は高精度であるため、概念実証(Proof of 

concept)やチャンピオンデータとして高い発光増強を達成するには適している。しかし

ながら、これらのナノ加工技術は、生産スループットが低く、製造コストが高いため、

実用化を目指したバイオセンサの製造方法には適していない。 

 金属ナノ構造の形成のテンプレートとして、ポリスチレンやシリカの球の自己配列さ

せた 2 次元アレイを用いるナノ球体リソグラフィ(nanosphere lithography；NSL)は高価な

設備を用いることなく、高生産スループット及び低コストで大面積基板上に金属ナノ構

造をプロセスの 1 つである 28–36。球体 2 次元アレイのテンプレートはナノ球体上金属薄

膜プロセス(film over nanosphere；FON)にも用いられ、金属ナノ構造形成のための球体 2

次元アレイの上に金属薄膜が形成される 33,34,36。しかし、NSLや FON は金属ナノ構造の

設計自由度が小さいため大きな発光増強が得られず、実用化に求められる大面積均一性

及び構造再現性も得られない。 

そこで本研究では、ナノインプリントリソグラフィ(nano-imprint lithography；NIL)で

作製された 3 次元ナノ構造基板上に金属薄膜を成膜し、金属ナノ構造を作製する 95,96。

NIL による金属ナノ構造は、プラズモン共鳴波長の高い制御性、電場増強箇所であるホ

ットスポットの高い設計自由度に加えて、実用化に必要な高い大面積均一性、構造再現

性、生産性を併せ持つ。 

 NIL で作製されたナノ構造基板上に金属成膜したプラズモニック基板に関して多く

の報告がなされている 38–46。Li らは NIL で作製したシリカピラーアレイ上に Au 成膜し

たプラズモニック基板を作製し、高い SERS 増強度(1.2 × 109)と優れた大面積均一性(変

動率 22.4％)を達成した 38。Alvarez-Puebla らは NIL で作製した Si 格子及びピラーアレ

イの上に Ag成膜し、表面プラズモン共鳴特性を調査した 39。Yuらは Agミラー上の周

期構造をワンステップで作製する直接ナノインプリント金属法(direct nano-imprint-in-

metal method)を提案し、SERS により 10-15M(molar：mol/L)のローダミン 6G の検出に成

功した 40。Lee らは SERS のために Au マイクロビーズアレイ形成のために NIL と化学

堆積を融合したハイブリッドプロセスを提案し、増強度 4.4 × 106と 1.0 × 10−11 M の検出
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下限を達成した 43。Zhu らは、肺がん A549 細胞、網膜色素上皮細胞、乳がん MC-7 細

胞を検出するために、ナノインプリントで作製したポリマー製のスクエアピラーとナノ

ホールの上に Au 成膜したプラズモニック基板を作製し、5.0 × 102 ～1.0 × 107個／mL

の細胞検出を達成した 45。Barbillon らは NIL とリフトオフプロセスで作製したガラス

基板上の Auナノディスクアレイとビオチンにより、10 pM という低濃度のストレプト

アビジンの検出に成功した 46。 

 これらの先行研究は NIL プラズモニック基板が実用化に向けて有望なプロセスであ

ることを示唆している。しかしながら、先行研究の多くの場合、高い電場増強のメカニ

ズム及びホットスポット位置は十分に明らかにされていない。その理由は NIL プラズ

モニック基板のシミュレーション結果はシャープなプラズモン共鳴を予測しているに

も関わらず 41,42、測定されたスペクトルははるかにブロードであるため 38,39,41,42,44–46、シ

ミュレーションと測定のスペクトルはほとんど一致しない 41,42。従って、シミュレーシ

ョンでは、電場増強に寄与する電磁場モード及びホットスポット位置の特定をすること

はできない。これが、更なる電場増強及びホットスポット位置チューニングの障害とな

っている。 

 そこで、本章の研究目的は、シミュレーション予測と同等にシャープな表面プラズモ

ン共鳴を持つ NIL プラズモニック基板を開発することである。Au 表面粗さを改善する

ことにより、表面プラズモン共鳴が著しくシャープになり、実験及びシミュレーション

の両者の反射スペクトルが良好に一致することを示し、電場分布及びホットスポット位

置を明らかにする。さらに、実験とシミュレーション用いた正反射及び拡散反射スペク

トルの入射角度依存性評価から、ダイポールライクなブライトモードと、クアドロポー

ルライクなダークモードが Au ナノピラー間ギャップに存在することを示す。最後に、

開発した NIL プラズモニック基板のバイオセンサ応用可能性を確認するため、開発し

たプラズモニック基板を表面増強蛍光(surface-enhanced fluorescence；SEF)を用いたサン

ドイッチイムノアッセイに適用し、インフルエンザウイルスの核タンパク質の検出を実

証する。 
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2.2 実験方法 

2.2.1 試料作製方法 

NIL プラズモニック基板作製方法 

 本研究では、ナノインプリントフィルム上に電子ビーム(Electron Beam；EB)蒸着法と

スパッタリング法により Au 成膜し NIL プラズモニック基板を作製した。図 2.1 に NIL

プラズモニック基板作製プロセスの模式図を示す。 

 ナノインプリントフィルムは、ピラー形状を持つオレフィン製ナノインプリントフィ

ルム(FLP230/200-120, SCIVAX)を用いた。ピラー形状は、ピラー径 230 nm、ピラーピッ

チ 460 nm、ピラー高さ 200 nmである。EB 蒸着法は、EB 蒸着機(Eiko)を用いて Au 膜厚

を 301 nmとし、成膜レートは 1 Å/s で成膜を行った。スパッタリング法は、スパッタ

リング装置(i-miller Ⅱ, Shibaura)を用いて行った。Si ウエハ上にナノインプリントフィ

ルムを固定し、Ar 流量 20 sccm、スパッタリング出力 50 W、基板回転速度 20 rpmとし

た。スパッタリング法では Au 膜厚はスパッタリング時間で制御し、膜厚は段差計を用

いて測定した。スパッタリング時間を 875 s-2143 s で変化させることで、Au 膜厚を 208 

nm-488 nmと変化させた。 

 

 

図 2.1 NIL プラズモニック基板作製プロセスの模式図。 

 

2.2.2 構造評価方法 

金属薄膜の膜厚測定 

 スパッタリング法を用いたプラズモニック基板の公称 Au 膜厚は、段差計(Dektak3, 

ULVAC)を用いて測定した。スパッタリング成膜時に、ナノインプリントフィルムに加

え、膜厚測定用に一部をマスクした Si ウエハ断片を同時に成膜した。成膜後 Si ウエハ

断片のマスクを剥がし、マスク有無による高低差を段差計(Dektak3, ULVAC)により測定

し、公称 Au膜厚とした。 
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光学顕微鏡観察 

 プラズモニック基板の Au ナノ構造の周期性評価を、光学顕微鏡(Keyence)を用いて行

った。観察は明視野観察法(Bright Field microscopy；BF)で行い、露光時間(Exposure time)

は 1s、減光(Natural Density；ND)フィルタは 1/16を用いた。 

 

走査型電子顕微鏡観察 

ナノインプリントフィルム、及び NIL プラズモニック基板の構造評価を、走査型電

子顕微鏡(Scanning Electron Microscope；SEM, HELIOS NANOLAB G3 UC, FEI)を用い

て行った。断面観察用サンプルは、保護層としてカーボン(C)、オスミウム(Os)、白金

(Pt)でサンプルをコーティングした後、集束イオンビーム(Focused ion-beam；FIB)を用

いて作製した。 

 

2.2.3 光学特性評価方法 

反射スペクトル測定 

 プラズモニック基板の反射スペクトルは紫外可視近赤外分光光度計(V-670, JASCO)を

用いて、測定波長範囲 400 nm-1200 nm、入射角 5°で測定した。反射スペクトルの入射

角度依存性は、同装置と角度可変ステージ(ARMN-735, JASCO)を用いて測定した。測定

波長範囲は 350 nm-1200 nm とし、入射角は 5-75°の範囲で 5°刻みで設定した。プラ

ズモニック基板の散乱及び吸収スペクトルを、正反射及び拡散反射スペクトルを測定す

ることで求めた。正反射スペクトルは同装置を用いて、測定波長範囲 400 nm-1400 nm、

入射角 8°で測定した。 

 

拡散反射スペクトル測定 

 プラズモニック基板の散乱及び吸収スペクトルを、正反射及び拡散反射スペクトルを

測定することで求めた。拡散反射スペクトルは、積分球と UV-VIS 紫外可視近赤外分光

光度計(SolidSpec-3700, SHIMADZU)を用いて測定した。測定波長範囲は 400 nm-1400 nm、

入射角は 8°の範囲で設定した。 

 

2.2.4 FDTD シミュレーション解析方法 

 プラズモニック基板における電場分布及び電場増強箇所であるホットスポットを特

定するため、時間領域差分法(Finite Difference Time Domain；FDTD)法を用いて解析を行

った。解析ソフトは光学用電磁波解析ソフトウェア(FDTD Solutions, Lumerical Solutions)

を用いた。断面 SEM 像から得られた幾何学的パラメータを用いて、Au ナノ構造をモデ

リングした。詳細な解析モデル及び解析条件に関しては実験結果の中で述べる。 
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2.2.5 サンドイッチイムノアッセイによる発光増強評価方法 

表面増強蛍光を用いたサンドイッチイムノアッセイ評価 

 NIL プラズモニック基板の発光増強評価、及びバイオセンサ応用可能性を実証するた

め、表面増強蛍光(Surface-enhanced fluorescence；SEF) を用いたサンドイッチイムノア

ッセイ評価に NIL プラズモニック基板を適用し、インフルエンザ核タンパク質

(Nucleoprotein；NP)の検出を行った。図 2.2 にサンドイッチイムノアッセイ評価の模式

図を示す。 

 表面増強蛍光を用いたサンドイッチイムノアッセイは、抗体によりサンプル中の微量

な検出対象である抗原を特異的に結合させ、蛍光体の微弱な光を表面プラズモン共鳴に

より発光増強することにより、高感度検出が可能となる。抗原にはインフルエンザウイ

ルスの核タンパク質 (Nucleoprotein；NP)を用い、抗体には Anti-influenza A NP 

IgG(Immunoglobulin G)抗体を用いた。蛍光体には 800 nmをピーク発光波長とする有機

蛍光色素を用い、785 nm のレーザー光を用いて蛍光体を励起し、蛍光強度の NP 濃度依

存性を評価した。 

 NIL プラズモニック基板上にチオール基(-SH)による化学結合で自己組織化単分子膜

(Self-assembled monolayer；SAM)を形成し、SAM 末端のカルボキシル基(COOH)に捕捉

抗体(Capture antibody；c-Ab)である IgG 抗体(ab66191, abcam)のアミノ基(NH2)をペプチ

ド結合(CONH)により固定した。捕捉抗体により抗原である NP(11675-V08B, Sino 

Biological)を抗原抗体反応により捕捉し、その上に有機蛍光色素(Dylight 800, Thermo 

Fisher)を標識した検出抗体(Detection antibody；det-Ab)である IgG 抗体(ab110661, abcam)

を抗原抗体反応により結合させた。波長 785 nm のレーザー光を照射し、波長 800 nmが

ピーク波長である有機蛍光色素の蛍光強度を評価した。 

 
 

図 2.2 表面増強蛍光を用いたサンドイッチイムノアッセイ評価の模式図。 
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以下に、表面蛍光増強を用いたサンドイッチイムノアッセイ評価の手順を示す。 

① NIL プラズモニック基板作製： ナノインプリントフィルム上に EB 蒸着法及びス

パッタリング法により Au 成膜し、NIL プラズモニック基板を作製する。Au 成膜条

件は 2.2.1と同様とした。Au 膜厚はいずれもプラズモン共鳴波長を有機蛍光色素の

800 nmにチューニングし、EB 蒸着は Au301 nm、スパッタリングは Au403 nmとし

た。 

② SAM 形成： Au 成膜後に成膜装置の真空チャンバからプラズモニック基板を取り

出し、すぐにシャーレに入れた SAM 溶液に浸漬し、揮発防止のためパラフィルム

でシールし、暗所、室温で一晩放置する。 SAM 溶液は、 5-Carboxy-1-

pentanethiol(Dojindo)を無水エタノールで 1.5 mM(molar = mol/L；M)に希釈して作製

した。一晩浸漬後、SAM 形成された基板をエタノールで 2 回、純水で 1 回洗浄し

し、N2 ブローで乾燥させ、24穴プレートの各Well に基板を 1 枚ずつ入れる。ここ

での注意点は、シャーレに基板の表面が上になるように並べること、シールを忘れ

ないこと、基板をピンセットで取り出す際プラズモニック基板表面を傷つけないよ

うにすることである。 

③ NHS エステル： 100 mM MES バッファ(pH4.7)で 400 mM に希釈した EDC (1-ethyl-

3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride)(Dojindo)溶液と、100 mM MES バ

ッファ(pH4.7)で 100 mM に希釈した NHS(N-Hydroxysuccinimide)(東京化成)溶液を、

直前によく混合し、基板を暗所、室温で 15分間浸漬する。15分経過後、各 Well の

EDC－NHS 溶液をポンプ吸引する。ここでの注意点は、EDC 溶液と NHS 溶液は直

前に混合すること、浸漬時間 15 分は厳密に管理すること、EDC－NHS溶液から取

り出した基板を洗浄しないことである。 

④ Caputure-Ab： EDC-NHS 溶液をポンプ吸引した直後に、酢酸バッファ(pH5)で希釈

した 10 ug/mL の IgG 抗体(ab66191, abcam)溶液に、基板を暗所、室温、シェーカ(As 

one), 300 rpmで揺らしながら 2 時間浸漬する。その後、c-Ab 溶液をポンプ吸引し、

PBS-T(後述)溶液でシェーカ, 300 rpm で揺らしながら 5 分間、3 回洗浄する。ここ

での注意点は、EDC-NHS 溶液吸引直後に、基板を c-Ab 溶液に浸漬させることであ

る。PBS-T 溶液は、10 x PBS Buffer(NIPPON GENE)を純水で 10 倍希釈して作製し

た PBS(phosphate-buffered saline) バ ッ フ ァ ( リ ン 酸 緩 衝 液 ) で 、 Tween 

20(Polyoxyethylene Sorbitan Monolaurate, 東京化成)を 0.05％に希釈して作製した。 

⑤ Blocking： 検出抗体の基板上への非特異吸着抑制のため、基板表面に Blocking処

理を行う。ELISA Assay Diluent(5 x)(BioLegend)を PBS バッファで 5 倍希釈した

Blocking 溶液に、基板を暗所、室温、シェーカ, 300 rpmで揺らしながら 1時間浸漬

する。その後、Blocking 溶液をポンプ吸引し、PBS-T 溶液でシェーカ 300 rpmで揺

らしながら 5 分間、3回洗浄する。 
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⑥ NP & Detection-Ab： NP 溶液と det-Ab 溶液を 1：1 で事前混合した Premix 溶液に、

基板を暗所、室温、シェーカ, 300 rpm で揺らしながら 1 時間浸漬する。以下に、

Premix 溶液の作製手順を説明する。NP 溶液は NP(11675-V08B, Sino Biological)を

Blocking 溶液で 2, 20, 200, 2000, 2000 pM に希釈して作製する。det-Ab 溶液は有機蛍

光色素 (Dylight 800, Thermo Fisher)を標識した det-Ab 抗体 (ab110661, abcam)を

Blocking 溶液で 52ug/mL に希釈して作製する。NP 溶液と det-Ab 溶液を 1：1 で混

合し、遮光して、ローテータ(MTR – 103, As One)を用いて回転させながら 1 時間混

合する。Premix 溶液に基板を 1 時間浸漬後、Premix 溶液をポンプ吸引し、PBS-T 溶

液でシェーカ 300 rpmで揺らしながら 5 分間、3回洗浄する。その後、基板をビー

カーに入れた純水にさっとくぐらせ(1秒以下)、N2 ブローで乾燥させ、サンプルが

完成する。ここでの注意点は、純水にさっとくぐらせることであり、長時間純水に

浸すと、基板上の抗原抗体複合体が剥がれてしまう恐れがある。 

⑦ 発光測定： 図 2.3に発光スペクトル測定系の概略図を示す。励起光源には波長 785 

nm の半導体レーザー(LML-785, PD-LD)を用いた。レーザー直後にはバンドパスフ

ィルタを配置し、対物レンズ(10 x, NA = 0.3)を用いてサンプル基板上に集光した。

入射角及び検出角は 0°とし、焦点距離が 100mmのレンズを用いて分光器(iHR320, 

Horiba)のスリット上に集光した。スリット直前には 2 枚のロングパスフィルタを設

置し、レーザーからの散乱光を除去した。検出器には液体窒素で冷却した Charge 

Coupled Device(CCD)(Symphony CCD, Horiba)を使用した。 

 

 

図 2.3 サンドイッチイムノアッセイの発光測定系の概略図。 
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2.3 実験結果 

図 2.4 にオレフィン製ナノインプリントフィルム(FLP230/200-120, SCIVAX)の走査型

電子顕微鏡(Scanning Electron Microscope；SEM)像を示す。ナノインプリントフィルムのナ

ノ構造はピラー(円柱)構造で、ピラー径 230 nm、ピラーピッチ 460 nm、ピラー高さ 200 

nmである。ピラー形状の上面のエッジは若干なまっており、上面はドーム形状である。 

 

 

図 2.4 ポリオレフィン製ナノインプリントフィルムの SEM 像。 

 

 ピラー形状のナノ構造を有するナノインプリントフィルム上に、EB 蒸着法及びスパ

ッタリング法により Au薄膜を形成した。図 2.5(a)にナノインプリントフィルム上に EB

蒸着法で Au 成膜した NIL プラズモニック基板の SEM 像を、図 2.5(b)にスパッタリン

グ法で Au 成膜したプラズモニック基板の SEM 像を示す。Au 成膜の際、膜厚測定用の

Si ウエハ断片を同時に成膜し、公称 Au 膜厚(Nominal Au thickness)とした。以下、Au 膜

は公称 Au 膜厚を示す。EB 蒸着は蒸着レート 1 Å/s で膜厚 301 nmで、スパッタリング

はスパッタリング電力 50 W、Auガス流量 20 sccmで膜厚 208 nmで、それぞれ Au 成膜

を行った。 

図 2.5 より、2 つの異なる成膜法で作製した Au ナノ構造の形状には明らかに違いが

見られる。EB 蒸着法で作製した Auナノ構造の Au 表面は凹凸を有しており、スパッタ

リング法で作製した Au ナノ構造の Au 表面は平滑であることがわかる。この違いは、

EB 蒸着法とスパッタリング法の成膜時における真空チャンバ中での Au 原子の飛行運

動エネルギーの違いに起因する 97。 
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図 2.5 NIL プラズモニック基板の SEM 像。(a) EB 蒸着法で Au成膜(Au膜厚 301 nm)、

(b)スパッタリング法で Au 成膜(Au膜厚 208 nm)。 

 

 図 2.6 に EB 蒸着法及びスパッタリング法で Au 成膜して作製した NIL プラズモニッ

ク基板の反射スペクトルを示す。入射角は 5°に設定した。EB 蒸着法及びスパッタリ

ング法のいずれにおいても波長 500 nm 以下で反射率が低下しているが、これは Au の

バンド間遷移に起因している。EB 蒸着法で作製したプラズモニック基板とスパッタリ

ング法で作製したプラズモニック基板の反射スペクトルは大きく異なっている。EB 蒸

着法で作製したプラズモニック基板の反射スペクトルは 850 nm付近にブロードなディ

ップが見られる。一方、スパッタリング法で作製したプラズモニック基板の反射スペク

トルは波長 550 nm付近にシャープなディップが見られる。図 2.5(a)に示した EB 蒸着プ

ラズモニック基板の Auナノ構造における Au 表面の凹凸を考慮すると、EB 蒸着基板の

表面プラズモン共鳴のブロードな広がりは Au 表面凹凸に起因と想定される。 

本章では、Au ナノ構造における Au 表面粗さの影響を除外して、プラズモニック基

板固有の特性を解析するために、ナノインプリントフィルム上にスパッタリング法で

Au 成膜して作製したプラズモニック基板に関して、詳細に解析・議論する。 

 

 
 

図 2.6 EB 蒸着法及びスパッタリング法で作製した NIL プラズモニック基板の反射ス

ペクトル。入射角は 5°。 
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2.3.1 構造評価 

走査型電子顕微鏡観察 

 図 2.7にプラズモニック基板の平面(a, c, e, g, i)及び断面(b, d, f, h, j)の SEM 像を示す。

図中に Au 成膜時のスパッタリング時間、及び Au 膜厚を示す。スパッタリング時間を

857, 1285, 1714, 1928, 2143 s と変化させることで、Au 膜厚を 208, 294, 403, 450, 488 nm

と変化させた。断面 SEM 像のサンプルは、保護層として C, Os, Pt でサンプルをコーテ

ィングした後、集束イオンビーム(Focused ion-beam；FIB)を用いて作製した。 

 Au 成膜時間の増加に伴い、Au ナノピラーの直径と高さは増加し、隣接 Au ナノピラ

ー間のギャップは減少している。平面 SEM 像より、成膜時間増加に伴い、Au ナノピラ

ーの形状が円から六角形に変化し、隣接 Au ナノピラー間の最小ギャップ箇所は点から

線に変化していることがわかる。隣接ナノピラー間のギャップは表面プラズモン共鳴に

よる電場増強のホットスポットであるため、Au ナノ構造の形状は電場増強を決定する

重要な因子となる 38,98–100。最も成膜時間が長い 2143 s においては、隣接 Au ナノピラー

は一部接触している箇所が確認された。 
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図 2.7 プラズモニック基板の平面及び断面 SEM 像。図中にスパッタリング時間及び

Au 膜厚を示す。スパッタリング時間を 857, 1285, 1714, 1928, 2143 s と変化させ、Au膜

厚を 208, 294, 403, 450, 488 nm と変化させた。断面 SEM 像における C, Os, Pt をイオン

ミリングプロセスの保護層である。 



34 第 2 章 プラズモニック基板の開発 

図 2.8 に SEM 像から取得した Au ナノ構造のピラー直径、ピラー高さ、隣接ピラー間

ギャップ、公称 Au 膜厚のスパッタリング時間依存性を示す。Au ナノ構造のピラー直

径、ピラー高さ、隣接ピラー間ギャップは、図 2.7(b)にそれぞれ a, b, c に示すように定

義した。ピラー高さと公称 Au 膜厚はスパッタ時間に増加に伴いほぼ線形に増加してい

る。ピラー直径はスパッタ時間に伴い増加するが、増加量は徐々に低下し、隣接ピラー

間ギャップはスパッタ時間の増加の伴い減少するが、減少量は徐々に低下している。ピ

ラー直径及び隣接ピラー間ギャップの変化率が徐々に低下する理由は、スパッタリング

時間の増加に伴い Au ナノピラーの増大することにより、ピラー間への Au 原子の堆積

が阻害されるためである。 

 

 
 

図 2.8 Auナノピラーの直径(黒丸)、高さ(赤四角)、隣接ピラー間ギャップ(青三角)、公

称 Au 膜厚(白抜き赤丸)のスパッタリング時間依存性。それぞれの定義は図 2.7(b)参照。 

 

2.3.2 光学特性評価 

反射スペクトル評価 

図 2.9 にプラズモニック基板の反射スペクトルを示す。スパッタリング時間を 857, 

1285, 1665, 1714, 1928, 2143 s と変化させることで、Au 膜厚を 208, 294, 386, 403, 

450, 488 nm と変化させた。比較検討用に、平滑な基板上にスパッタリング法により

Au 成膜した平滑な Au(以下、AuFlat)のスペクトルを示す。入射角は 5°と設定した。 

 最も薄い Au 膜厚(膜厚 208 nm)の基板では、反射スペクトルのディップは波長 550 nm

付近に見られる。Au 膜厚の増加に伴い、スペクトルのディップは 2-3 個に分離し、長

波長側のディップは大きく長波長シフトしている。これは隣接する Au ナノ構造の表面
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プラズモンの結合に伴う共鳴波長変化に起因すると考えられる 82,101,102。最も Au 膜厚が

厚い膜厚 488 nm では、表面プラズモン共鳴は他の Au 膜厚のサンプルに比べブロード

である。これは、図 2.7(j)の SEM 像が示すように、隣接 Au ナノピラーが一部接触して 

いることに起因すると考えられる。 

 本章の最後に行うサンドイッチイムノアッセイでは励起／検出波長は 785 nm／800 

nm を用いる。またこれまでの検討により、プラズモニック基板の共鳴波長はアッセイ

後 50 nm程度長波長シフトすることがわかっている。これらのことを踏まえ、本章では

750 nm付近に共鳴を持つ Au 膜厚 386 nm(図 2.9より)のプラズモニック基板に焦点を当

て、これ以降表面プラズモン共鳴特性を詳細に解析する。 

 

 
 

図 2.9 プラズモニック基板の反射スペクトル。スパッタリング時間を 857, 1285, 1665s,  

1714, 1928, 2143 s と変化させ、Au 膜厚を 208, 294, 386, 403, 450, 488 nm と変化させた。

入射角は 5°。比較として AuFlat のデータを示す。 
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反射スペクトルの入射角度依存性評価 

 プラズモニック基板の反射スペクトルにおけるディップの要因である表面プラズモ

ン共鳴モードを明らかにするため、反射スペクトルの入射角度依存性を調査した。サン

プルは Au 膜厚 386 nm、入射光は p 偏光、入射角は 5 - 75°の範囲で 5°刻みで測定し

た。図 2.10(a)にプラズモニック基板の反射スペクトルの入射角度依存性、図 2.10(b)に

(a)の 3D マップを示す。次項でこれらのデータを用いて、実験結果とシミュレーション

結果を比較することにより、表面プラズモン共鳴の分散関係を議論する。 

 

図 2.10 (a)Au 膜厚 386 nmのプラズモニック基板の反射スペクトルの入射角度依存性。

入射光は p 偏光、入射角は 5°-75°の範囲で 5°刻みで測定。(b)反射スペクトルの入射

角度依存性の 3D マップ。 
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拡散反射スペクトル、散乱及び吸収スペクトル評価 

 図 2.9の反射スペクトルにおいて観察されたプラズモニックモードの輻射及び非輻射

特性を調査するため、プラズモニック基板の正反射スペクトル及び拡散反射スペクトル

を測定することにより、反射、散乱、吸収の寄与の切り分けを行った。 

図 2.11(a)に正反射スペクトル、図 2.11(b)に拡散反射スペクトル(SolidSpec-3700, 

Shimazu)の測定系の模式図を示す。入射角は 8°とした。正反射スペクトルでは、入射

光子に対する反射した光子の比率(R)だけが測定される。一方、拡散反射スペクトルの

ジオメトリでは、積分球により散乱した光子(S)と反射した光子(R)を足し合わせたもの

が測定される。従って、拡散反射スペクトルから正反射スペクトルを差し引くことで、

散乱した光子の比率(S)が得られる。さらに、1から拡散反射スペクトル(S + R)を差し引

くことで、吸収された光子の比率(A)が得られる。 

 

図 2.11 (a)正反射スペクトルの測定系の模式図。(b)拡散反射スペクトルの測定系の模

式図。入射角はいずれも 8°とした。 

 

図 2.12(a)に拡散反射スペクトル(黒)及び正反射スペクトル(赤)を、図 2.12(b)に散乱ス

ペクトル(青)及び吸収スペクトル(緑)を示す。サンプルは Au膜厚 386 nmのプラズモニ

ック基板を用いた。波長 714 nmの共鳴の散乱強度は、波長 563 nmの共鳴の散乱強度に

比べて約 2 倍大きい。一方、波長 714 nmの共鳴の吸収は、波長 563 nmの吸収に比べて

約 1/2 である。これらの結果より、短波長側である波長 563 nm の表面プラズモン共鳴

モードは吸収が支配的なダークモードであり、長波長側である波長 714 nmの表面プラ

ズモン共鳴モードは散乱を有するブライトモードであることがわかる。 
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図 2.12 (a)Au膜厚 386 nmのプラズモニック基板の拡散反射スペクトル(黒)及び正反射

スペクトル(赤)。(b)(a)より算出した散乱スペクトル(青)及び吸収スペクトル(緑)。入射

角はいずれも 8°。 
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2.3.3 FDTD シミュレーション解析 

 Au 膜厚 386 nmのプラズモニック基板における反射スペクトル及び電場分布を、時間

領域差分法(Finite Difference Time Domain；FDTD)法を用いて解析を行った。シミュレー

ションのモデリングにおいて Au ナノ構造の幾何学的パラメータは断面 SEM 像から取

得した。図 2.13に、シミュレーションの幾何学的パラメータ取得に用いた断面 SEM 像

を示す。 

 

 
 

図 2.13 FDTD シミュレーションのモデリングにおいて Au ナノ構造の幾何学的パラメ

ータ取得に用いた Au 膜厚 386 nmのプラズモニック基板の断面 SEM 像。 

 

 図 2.14 に FDTD シミュレーションにおける Au ナノ構造モデルの模式図を示す。Au

ナノピラーは Auの円柱と半球で構成し、Au ナノピラーは六角形状に配置されている。

Au ナノピラーに関して直径は 438 nm、Au ナノピラー高さはオレフィン平面から 545 

nm、半球高さは 200 nm、ピッチは 470 nmとし、Au 薄膜に関してはオレフィン平面か

ら 141 nmとした。Au の誘電関数は Johnson and Chiristy の値を用い 99、Air 及びオレフ

ィンの屈折率はそれぞれ 1 と 1.55 とした。シミュレーション領域は、周期的な境界(面

内)及び完全に一致したレイヤー(面外)に囲まれた、1 つのピラーと 4 つの 1/4 ピラーで

構成される単位セルによって定義される。光源は、直線偏光平面波光源を Au ナノピラ

ーアレイ上に配置し、平面波光源の波数ベクトル kは Z方向に平行で、電場ベクトル E

は X 方向に平行とした。吸収エネルギーは光源と Au ナノピラーアレイの間に設けたモ

ニタで計算し、一方、反射と散乱を含む全反射エネルギーは光源より上方に配置したモ

ニタで計算した。そのため全反射エネルギーの計算で得られるスペクトルは、測定で得

られる拡散反射スペクトルと一致する。 
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図 2.14 FDTD シミュレーションにおける Au ナノ構造モデルの模式図。 

 図 2.15 にシミュレーションで得られた Au 膜厚 386 nmのプラズモニック基板の全反

射エネルギースペクトル(赤)と、測定で得られた拡散反射スペクトル(黒)(図 2.12(a)で示

したスペクトル(黒)と同じ)を示す。シミュレーション結果が実験で得られた拡散反射ス

ペクトルを非常に良く再現できていることがわかる。表面プラズモン共鳴波長はほぼ完

全に一致し、さらに波長 563 nmのディップの深さ及び幅も良好に一致している。波長

714 nm のディップに関しては、ディップ深さは実験とシミュレーションで若干異なっ

ている。図 2.15 に示した本研究における実験とシミュレーションの一致は、先行研究

の実験とシミュレーションの一致に比べて、はるかに優れている 41,42,82–84。実験とシミ

ュレーションが良好に一致したことにより、電場分布から表面プラズモン共鳴モードの

起源について議論することが可能となった。 
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図 2.15 シミュレーションで得られた Au 膜厚 386 nm のプラズモニック基板の全反射

エネルギー(赤)と測定で得られた拡散反射スペクトル(黒)。 

 

 図 2.16(a)に波長 563 nm における XZ 断面の電場分布(|𝐸 𝐸0⁄ |2)を、図 2.16(b)に波長

714 nmにおける XZ断面の電場分布(|𝐸 𝐸0⁄ |2)を示す。波長 563 nmでは、Z = 200 nmと

352 nm 周辺の位置に 2 つのホットスポットが隣接 Au ナノピラー間のギャップに形成

されており、その最大の電場増強度は 186 倍であった。一方、波長 714 nmでは Z = 236 

nmの位置に 1つのホットスポットが形成され、その最大の電場増強度は 414倍であり、

波長 714 nmの電場増強度は波長 563 nmの電場増強度に比べ、2.2倍大きな値であった。

これらの XZ 断面における電場分布は、波長 563 nm の共鳴はマルチポールな高次のキ

ャビティモードであり、波長 714 nmの共鳴はダイポールライクな最も低次のキャビテ

ィモードであることを示している 82,103。 

図 2.16(c)-(e)に各ホットスポット高さにおける XY 断面の電場分布を示す。(c)と(e)は

波長 563 nmのホットスポットである Z = 352 nmと 200 nm、(d)は波長 714 nmのホット

スポットである Z = 236 nmにおける XY 断面である。XY断面の電場分布はホットスポ

ットが隣接 Auナノピラー間ギャップに存在するキャビティモードであることを示して

いる。 
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図 2.16 シミュレーションで得られた Au 膜厚 386 nm のプラズモニック基板の電場強

度(|𝐸 𝐸0⁄ |2)。(a)(b)は XZ 断面、(c)-(e)は XY 断面。(a, c, e)は波長 563 nm、(b, d)は波長

714 nm。 
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 FDTD シミュレーションにおいて、入射角を 0 - 70°で変化させた正反射スペクトル

を計算することにより(図 2.17)、分散関係を求めた。入射光は p偏光とした。図 2.18(a)

にシミュレーションによるプラズモニック基板の分散関係を、図 2.18(b)に正反射スペ

クトルの入射角度依存性(図2.10(a))の実験結果から求めたプラズモニック基板の分散関

係を示す。横軸は𝑘∥ =  (𝜔 𝑐⁄ ) sin 𝜃より計算される面内波数ベクトルである。Au 膜厚は

いずれも 386 nmである。 

実験及びシミュレーションで得られた分散関係が非常に類似していることがわかる。

この結果は、シミュレーションにおけるモデリング構造がほぼ完全に実際の Au ナノ構

造を再現できていることを示している。分散関係は、低エネルギーのプラズモニックモ

ードの分散は非常に小さく、高エネルギーのプラズモニックモードの分散は比較的大き

いことを示している。従って、低エネルギーモードは隣接 Auピラー間ギャップに強く

局在しており、一方、高エネルギーモードは Auナノピラー格子の周期性を反映した結

合モードであると示唆される 104–107。 

 

 
 

図 2.17 シミュレーションによる Au 膜厚 386 nm のプラズモニック基板の反射スペク

トルの入射角度依存性。 
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図 2.18 (a)シミュレーションによる Au膜厚 386 nmのプラズモニック基板の分散関係、

(b)実験によるAu膜厚386 nmのプラズモニック基板の分散関係。横軸は𝑘∥ =  (𝜔 𝑐⁄ ) sin 𝜃

より計算される面内波数ベクトル。 
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2.3.4 サンドイッチイムノアッセイによる発光増強評価 

 開発した NIL プラズモニック基板の発光増強特性評価、及びバイオセンサ応用の可

能性を実証するため、NIL プラズモニック基板を用いて、表面増強蛍光(Surface-enhanced 

fluorescence；SEF)によるサンドイッチイムノアッセイ評価を行った。検出対象をインフ

ルエンザの核タンパク質(Nucleoprotein；NP)とし、プラズモニック基板の Au 膜厚を 208 

nm-488 nmの範囲で変化させることにより、図 2.9 に示したように表面プラズモン共鳴

波長は 550 nm-1030 nm に変化させた。サンドイッチイムノアッセイ評価では、蛍光体

には有機蛍光色素(Dylight 800, Thermo Fisher)を用い、励起光には波長 785 nmのレーザ

ー光を、検出光は波長 800 nmとした。 

 図 2.19 にサンドイッチイムノアッセイにおける発光強度を示す。横軸はプラズモニ

ック基板の Au 膜厚で制御したプラズモン共鳴波長である。発光強度はプラズモニック

基板の共鳴波長が励起(785 nm)及び発光波長(800 nm)に近づくにつれて増加し、Au膜厚

403 nmで最も大きくなり、その後 Au 膜厚増加に伴い共鳴波長が 800 nmから離れるに

伴い発光強度は低下した。 

 

 
 

図 2.19 スパッタリング法で Au成膜したプラズモニック基板を用いたサンドイッチイ

ムノアッセイの発光強度。横軸はプラズモニック基板の Au 膜厚を変化させることで制

御した表面プラズモン共鳴波長。励起波長と検出波長はそれぞれ 785 nmと 800 nm。 

 



46 第 2 章 プラズモニック基板の開発 

 次に、EB 蒸着法及びスパッタリング法で Au 成膜した NIL プラズモニック基板を用

いたサンドイッチイムノアッセイ評価により、発光増強度の比較を行った。図 2.5 に示

したように、EB 蒸着法で作製したプラズモニック基板の Auナノ構造の Au 表面は凹凸

を有しており、一方スパッタリング法で作製したプラズモニック基板の Au ナノ構造の

Au 表面は平滑である。図 2.20 にサンドイッチイムノアッセイの発光強度の NP 濃度依

存性を示す。プラズモニック基板の Au 膜厚は、図 2.6(黒)と図 2.9(緑)に示した反射スペ

クトルより、プラズモニック基板の共鳴波長が 800 nm 付近を示す Au 膜厚を選定し、

EB 蒸着法は Au膜厚 301 nm、スパッタリング法は Au 膜厚 403 nmとした。図 2.20 にお

いて、EB 蒸着法とスパッタリング法で作製したプラズモニック基板はほぼ同じ 800 nm

の共鳴波長を持つにも関わらず、スパッタリング法で作製したプラズモニック基板を用

いたサンドイッチイムノアッセイの発光強度は、EB 蒸着法で作製したプラズモニック

基板を用いた場合に比べて、約 4 倍大きい。これは、スパッタリング法で作製した Au

ナノ構造の共鳴波長における電場増強が、EB 蒸着法で作製した Au ナノ構造に比べて

大きいことを示しており、スパッタリング法で作製した Au ナノ構造における Au 表面

平滑性に起因していると考えられる。また、EB 蒸着法及びスパッタリング法のいずれ

のプラズモニック基板においても、発光強度の NP 濃度依存性が見られ、NIL プラズモ

ニック基板がバイオセンサに応用できることを実証できた。 

 

 
 

図 2.20 EB 蒸着法及びスパッタリング法で作製したプラズモニック基板を用いたサン

ドイッチイムノアッセイの発光強度の NP 濃度依存性。共鳴波長が 800 nm 付近になる

ように、EB 蒸着法及びスパッタリング法の Au 膜厚はそれぞれ 301 nm と 403 nm とし

た。励起波長と検出波長はそれぞれ 785 nmと 800 nm。 
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2.4 考察 

 本章では、ナノインプリント上にスパッタリング法により Au 成膜することにより、

プラズモニック基板を作製した。開発した NIL プラズモニック基板は Auナノ構造にお

ける Au 表面が平滑であるため、FDTD シミュレーションにおいて Au ナノ構造を厳密

にモデル化することが可能となり、シミュレーションにより実験結果を良好に再現でき

ることを示した。プラズモニック基板のプラズモニックモードを明らかにするため、2

つの表面プラズモン共鳴を持つ Au 膜厚 386 nm のプラズモニック基板を用いて、正反

射及び拡散反射スペクトル測定による散乱及び吸収スペクトル評価、正反射スペクトル

の入射角度依存性評価、シミュレーションによるホットスポット位置及び電場分布の特

定を行った。ここでは、2 つの共鳴についてプラズモニックモードを考察する。 

表 2.1に各評価における短波長側及び長波長側の表面プラズモン共鳴の評価結果をま

とめる。散乱及び吸収スペクトル評価において、散乱強度は長波長側の共鳴は短波長側

に比べて約 2 倍大きく、吸収は長波長側の共鳴は短波長側の約 1/2 であり、短波長側の

共鳴はダークモード、長波長側の共鳴はブライトモードである。シミュレーションによ

る Au ナノ構造近傍の断面電場分布より、隣接 Au ナノピラー間ギャップにおいて、短

波長側の共鳴は 2 つのホットスポット、長波長側の共鳴は 1 つのホットスポットを持っ

ており、短波長側の共鳴はマルチポールな高次のキャビティモード、長波長側の共鳴は

ダイポールライクな最も低次のキャビティモードであることを確認した 82,103。一般的に、

ダイポールライクな低次モードは遠隔場(far-field)と結合できるブライドモードであり、

高次モードは遠隔場輻射(far-field radiation)がほとんどないダークモードである 104。散乱

及び吸収スペクトル評価と、Au ナノ構造近傍の電場分布はコンシステントな結果であ

り、短波長側の共鳴はマルチポールライクな高次モードでダークモード、長波長側の共

鳴はダイポールライクな低次モードでブライトモードであることが確認できた。 

 

表 2.1 Au膜厚 386 nm のプラズモニック基板における表面プラズモン共鳴評価結果。 

 

 

 

 

 短波長側の 

表面プラズモン共鳴 

(共鳴波長 563 nm) 

長波長側の 

表面プラズモン共鳴 

(共鳴波長 714 nm) 

散乱及び吸収スペクトル 吸収が支配的 散乱も含む 

隣接 Au ナノピラー間 

ギャップのホットスポット数 

2 つ 1 つ 

分散関係 非常に小さい 比較的大きい 
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次に、実験及びシミュレーションの正反射スペクトルの入射角度依存性評価から、短

波長側の共鳴モードは比較的大きい分散であるのに対し、長波長側の共鳴モードは非常

に小さい分散であることを確認した。開発した NIL プラズモニック基板は隣接 Au ナノ

ピラーが相互作用する程度に近接しており、規則正しい周期性を持つ(図 2.21)。そのた

め、隣接間ギャップに局在する共鳴モードに加えて、周期構造の回折次数を反映した共

鳴モードを併せ持つ 108–111。分散関係より、短波長側は比較的大きな分散であるため Au

ナノピラー格子の周期性を反映した結合モード、長波長側の分散は非常に小さいため隣

接 Au ナノピラー間ギャップに局在したプラズモニックモードであると示唆される 104–

107。 

 
 

図 2.21 Au膜厚 386 nm のプラズモニック基板における光学顕微鏡の明視野像。露光時

間 1 秒、ND フィルタ 1/16。 

 

 

以上より、NIL プラズモニック基板のプラズモニックモードは、短波長側の共鳴は Au

ナノピラー周期構造を反映したマルチポールライクな高次のダークモード、長波長側の

共鳴は隣接 Auナノピラー間ギャップに局在するダイポールライクな低次のブライドモ

ードであることが明らかとなった。 

最後に NIL プラズモニック基板の蛍光検出側バイオセンサへの適用性を考察する。

高感度蛍光検出型バイオセンサでは、励起光をできる限り除去するため、ストークスシ

フトの大きい蛍光体が求められる。プラズモンとの結合により高い発光増強を得るには

励起側及び輻射側の発光増強を両立する必要があり、ストークスシフトの大きい蛍光体

に適用するためには励起波長及び蛍光波長にプラズモン共鳴波長を持つプラズモニッ

ク基板が有効である。加えて、輻射側は検出光として伝搬光を取り出すため、遠隔場(far-

field)と結合できるブライドモードである必要がある。今回開発した NIL プラズモニッ

ク基板は短波長側がダークモード、長波長側がブライトモードであり、ストークスシフ

トの大きい蛍光体の励起側及び輻射側の同時増強に必要な「ダブルレゾナンス」及び「長

波長側がブライトモード」の特性を満たしていることが確認でき、蛍光検出型バイオセ

ンサの高感度化に大きく貢献できると期待される。 
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2.5 まとめ 

 本章では、シャープなプラズモン共鳴を有する NILプラズモニック基板を開発した。 

NIL プラズモニック基板は、ナノインプリントフィルム上に Au 成膜することで作製さ

れ、Au ナノ構造の設計自由度に加えて、高い大面積均一性、構造再現性、生産性を有

している。開発した NIL プラズモニック基板は、Au 表面平滑性を改善することにより

プラズモニック特性はシミュレーションにより良好に再現でき、Au ナノ構造近傍の電

場分布及び電場集中箇所であるホットスポット位置の特定が可能となった。実験とシミ

ュレーションを組み合わせた、正反射及び拡散反射スペクトル評価、反射スペクトルの

角度依存性評価により、短波長側の共鳴は Au ナノピラー周期構造を反映したマルチポ

ールライクな高次のダークモード、長波長側の共鳴は隣接 Auナノピラー間ギャップに

局在するダイポールライクな低次のブライドモードであることが判明した。バイオセン

サ応用の可能性を実証するため、SEF を用いたサンドイッチイムノアッセイに NIL プ

ラズモニック基板を適用した。その結果、Au 表面平滑性の改善によるシャープなプラ

ズモン共鳴を持つ NIL プラズモニック基板は発光増強が増大すること、及びインフル

フルエンザの核タンパク質を検出できることを確認し、開発した NIL プラズモニック

基板が蛍光検出型バイオセンサに適用できることを実証した。NIL プラズモニック基板

の Au 表面平滑性を改善することにより、高い発光増強度と、高い大面積均一性、構造

再現性、生産性を有するシミュレーションで予測可能な NIL プラズモニック基板の開

発に成功し、表面増強蛍光を用いたサンドイッチイムノアッセイに適用できることを実

証したことは、実用化を見据えた高感度蛍光検出型バイオセンサの実現に大きな貢献で

ある。 
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第 3 章 プラズモニック基板による Si

量子ドットの発光増強 

3.1 はじめに 

 量子ドットは、蛍光検出型バイオセンサの蛍光体に一般的に用いられてきた有機蛍光

色素に比べて優れた特性を有している 47。有機蛍光色素は励起光により早期に蛍光劣化

が生じるため、蛍光検出型バイオセンサの励起光パワー及び検出積算時間など光検出自

由度が小さくデバイスの検出感度向上の大きな阻害要因となっている。量子ドット(特

に、Cd や Pb のカルコゲナイド量子ドット)は有機蛍光色素に比べて、はるかに安定し

た発光特性を有し、加えて、狭い発光バンド、発光波長制御性、広い励起バンドの特徴

を持つため有機蛍光色素を置き換える有望な候補と考えられている 48–52。しかしながら、

これらの化合物半導体量子ドットの重金属は常に生物医学用途の懸念事項である 54。そ

こで、近年、Si 量子ドットは、生物医学応用に潜在的に適した量子ドットとして大きな

注目を集めている。ここ 10 年の間に、Si 量子ドットコロイド溶液を筆頭に Si 量子ドッ

トの特性は着実に改善されており、今では Si 量子ドットの特性は化合物半導体量子ド

ットに急速に追い付きつつある 57–59。 

 Si 量子ドットのバイオセンサ応用に向けた課題の 1 つが、エネルギーバンド構造に

起因する可視光及び近赤外領域での Si 量子ドットの小さい吸収断面積である 78。Si 量

子ドットの直接吸収は 400 nm付近で立ち上がるため、高効率な励起には紫外光が必要

となるが、紫外光励起は、バイオセンサの生体分子の劣化及び生体分子の自家蛍光によ

る検出感度低下を引き起こす。この問題の克服するため、金属ナノ構造による表面プラ

ズモンとのカップリングにより、長波長光子による Si 量子ドットの高効率励起が提案

されている 32,92,112。我々の研究グループでも、プラズモニック基板上に Si 量子ドットを

配置することにより Si量子ドットの励起断面積が著しく増大されることが実証され 36、

加えて、表面プラズモン共鳴波長を Si 量子ドットの発光波長にチューニングすること

により、パーセル効果による輻射遷移割合の増大も報告されている 35,113–115。 

 これまでの表面プラズモンによる量子ドットの発光増強に関する研究では、金属ナノ

構造は幾つかの異なる方法で作製されている 94,116–119。最も幅広く用いられているプロ

セスは電子ビームリソグラフィ(Electron beam lithography；EBL)である 92,93,112。EBL は高

精度にナノ構造を作製できるプロセスであるため概念実証には適しているが、高コスト

であるため実用化には適さない。金属ナノ構造の形成のテンプレートとしてナノ粒子の

2 次元アレイを用いるナノ球体リソグラフィ(Nanosphere lithography；NSL)もしばしば用

いられる金属ナノ構造作製プロセスであり 32,35,36、高価な設備を必要としないプロセス
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であるが、金属ナノ構造の設計自由度が低いためプラズモニック特性の制御性が制限さ

れ、大面積均一性及び構造再現性が低いため実用化には適さない。ナノ球体 2 次元アレ

イ上に金属を成膜して作製するプラズモニック基板(Film over nanosphere；FON)も同様

に、大面積均一性及び構造再現性に問題がある。 

 本章では、金属ナノ構造の高い設計自由度に加え、高い大面積均一性、構造再現性及

び生産性を有する第 2 章で開発した NIL プラズモニック基板を用いて B,P 同時ドープ

Si 量子ドットの発光増強を検討する。本章の研究目的は、NIL プラズモニック基板上に

Si 量子ドット単層膜を形成することにより、バイオセンサ応用に必要な長波長光子によ

る励起において、Si 量子ドットの励起断面積と輻射遷移割合の同時増強を実現すること

である。Layer by Layer(LbL)法により形成した有機ポリマーをスペーサ層として用いる

ことで、Si 量子ドット－Au ナノ構造間の距離を非常に正確に制御する。まず、反射分

光法により基板の表面プラズモン共鳴特性を評価し、次に、励起断面積の増大と輻射遷

移割合の増大の相対な寄与を分析するため、発光(Photoluminescence；PL)、発光励起

(Photoluminescence excitation；PLE)、及び発光減衰(Photoluminescence decay；PL decay)ダ

イナミクスを調査する。これにより、励起断面積及び輻射遷移割合の同時増強により、

Si 量子ドット単層膜の発光が 600 nm以上の長波長励起下で強く増強されることを実証

する。さらに Si 量子ドットの発光増強度の Si 量子ドット－Au ナノ構造間距離依存性

を明らかにすることにより、Si 量子ドットの最適配置位置を示す。 
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3.2 実験方法 

3.2.1 試料作製方法 

 近赤外発光 Si 量子ドット単層膜を金属ナノ構造上に、スペーサにより Si 量子ドット

－Au ナノ構造間距離を厳密に制御して配置し、Si 量子ドットの発光特性を評価する。

作製した試料の構造を図 3.1 に示す。金属ナノ構造は、ナノインプリント(NIL)フィルム

上に EB 蒸着により Au成膜して作製した NIL プラズモニック基板を用いた。スペーサ

は、Layer by Layer (LbL)法により作製したポリマー層を積層した。Si 量子ドット単層膜

は、ホウ素(B)、リン(P)同時ドープ Si 量子ドットコロイド溶液をスピンコートにより形

成した膜を用いる。各々の作製方法を以下に示す。 

 

 
 

図 3.1 NIL プラズモニック基板上の Au ナノ構造上に、ポリマースペーサ層を介して

配置した Si 量子ドット単層膜。Si 量子ドット－Au ナノ構造間の距離はポリマーの膜

厚により厳密に制御した。 

 

ホウ素(B)とリン(P)同時ドープ Si 量子ドット作製方法 

 B,P 同時ドープ Si 量子ドットコロイド溶液は同時スパッタリング法により作製した。

詳細な作製方法は先行研究に詳細に述べられている 73,76,77,120。簡単に説明すると、シリ

コン(Si)、二酸化ケイ素(SiO2)、酸化ホウ素(B2O3)、五酸化二リン(P2O5)を同時にスパッタ

することで、Si 量子ドットを含む borophosphosilicate glass(BPSG)薄膜がステンレスプレ

ート上に堆積される。BSPG 薄膜をステンレスプレートから剥離し、1100℃の N2ガス雰

囲気で 30 分間アニールすることで、BPSG マトリクス中に同時ドープ Si 量子ドットを

成長させる。次にフッ酸(HF)エッチングにより BPSG マトリクスから Si 量子ドットを

抽出し、フッ酸をメタノールで置換しメタノール分散 Si 量子ドットを作製した 77。 
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NIL プラズモニック基板作製方法 

 高い設計自由度、大面積均一性、構造再現性、生産性を有するプラズモニック基板と

して、第 2 章で開発した NIL プラズモニック基板を用いた。3 次元ナノピラー形状を持

つオレフィン製ナノインプリントフィルム(FLP230/200-120, SCIVAX)上に EB 蒸着機

(Eiko)を用いて Auを 301 nm成膜した。ナノインプリントフィルムのピラー形状は、ピ

ラー径 230 nm、ピラーピッチ 460 nm、ピラー高さ 200 nmである。EB蒸着における成

膜レートは 1 Å/s とした。 

 

Layer by Layer 法によるポリマースペーサ層形成方法 

 Si 量子ドット単層膜－Au ナノ構造間の距離を、Layer by Layer 法により作製したポリ

マースペーサ層により厳密に制御した。Layer by Layer 法(交互積層法)は、簡易な設備、

常温常圧下で高精度に膜厚が制御できるポリマー層が作製できる手法として、広く用い

られており 36,121–123、正または負に帯電したポリマーを交互に積層していき、積層数に

より膜厚が決定される。以下に詳細な手順を示す。 

① 自己組織化単分子膜(SAM；Self-Assembled Monolayer)形成： プラズモニック基板

の親水性向上と基板表面を正に帯電させるため、プラズモニック基板上に SAM 膜

を形成する。まず、プラズモニック基板を 10 mm□に割断し、基板表面洗浄のため

に UV オゾンクリーナー(UV-1, SAMCO)を用いて、基板加熱なしで 20 分間 UV オ

ゾン処理を行う。6-Amino-1-hexanethiol, hydrochloride(6-AHT, Dojindo Laboratories)を

エタノールで 1 mM に希釈した SAM 溶液に、プラズモニック基板を暗所で一晩浸

漬させる。その後、基板を取り出しエタノールと純水で洗浄し、N2 ブローで乾燥

させる。 

② ポリマー溶液調整：  負に帯電したポリマーとして PSS；Poly(sodium 4-

styrenesulfonate)(Sigma Aldrich) 、正に帯電したポリマーとして PDDA ； 

Poly(diallyldimetylammoniumchloride)(Sigma Aldrich)を用いた 36,124–126。PSS200 mgま

たは PDDA1000 μLに塩化ナトリウム 5.84gを加え、水 200 mL に溶解させ、超音

波分散器を用いて十分に撹拌する。 

③ ポリマー層形成： 6-AHT による SAM 膜を形成したプラズモニック基板表面は正

に帯電しているため、まず負に帯電した PSS 膜を形成する。SAM 膜を形成したプ

ラズモニック基板をポリマー溶液に 20 分間浸漬する。その後、大量の水(1L)を入れ

たビーカーを用いて基板洗浄し、N2 ブローで乾燥させる。その後、同様のプロセ

スで PDDA 膜を形成し、十分に水洗し、乾燥させる。 

④ ③のプロセスを必要なだけ繰り返し、負と正に帯電したポリマー層を交互に堆積さ

せる。Si 量子ドットは負に帯電しているため、最後は必ず正に帯電した PDDA 膜

で終了する。 
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Si 量子ドット単層膜の作製方法 

 Si 量子ドット単層膜は、プラズモニック基板上に B,P 同時ドープ Si 量子ドットコロ

イド溶液をスピンコートすることにより作製した。SAM 膜を形成した 10 mm□のプラ

ズモニック基板(L(0))上、ポリマースペーサ層を 2 層、4層、6層、8 層、10 層、12 層、

14 層形成したプラズモニック基板(L(2)~L(14))、及び比較対象として Silica 基板上に、

0.2 mg/mL にエタノール希釈した Si 量子ドットコロイド溶液を 10 uL 滴下し、スピンコ

ートを行った。スピンコートは 2段階で行い、1st ステップは 500rpmで 5秒、2nd ステ

ップは 1500rpm で 30 秒とした。また、Silica 基板は Si 量子ドット単層膜作製の前処理

として、アセトンで 5 分間超音波洗浄した後、イソプロピルアルコール(IPA)で洗浄し、

UVオゾンクリーナー(UV-1, SAMCO)を用いて基板温度 110℃で 20分間基板洗浄を行っ

た。 

 

3.2.2 構造評価方法 

透過型電子顕微鏡観察 

Si 量子ドットの構造評価を、透過型電子顕微鏡(Transmission Electron Microscope；TEM, 

JEM-2100F, JEOL)を用いて行った。より詳細な構造評価のため、高分解 TEM(High 

Resolution TEM；HR-TEM)像を用いて評価した。観察サンプルは、カーボンコーティン

グした Cu メッシュに希釈した Si 量子ドットコロイド溶液を滴下することで作製した。 

 

走査型電子顕微鏡観察 

ナノインプリントフィルム、及びナノインプリントフィルム上に EB蒸着により Au

成膜し作製したプラズモニック基板の構造評価を、走査型電子顕微鏡(Scanning 

Electron Microscope；SEM)(HELIOS NANOLAB G3 UC, FEI)を用いて行った。 

 

可視分光エリプソメトリー 

 プラズモニック基板上に形成したポリマースペーサ層、及び Si 量子ドット単層膜の

膜厚を可視分光エリプソメーター(Auto SE, HORIBA)を用いて評価した。光源には、入

射角が 70°で固定のハロゲンランプを用いた。測定波長範囲は 450 nm-1000 nm、スポ

ットサイズは 250×250 µm2とした。 

 薄膜の膜厚の見積もりの際に必要となるモデルを図 3.2に示す。誘電率は、PDDA は

1.41、PSS は 1.50 とし 127、ポリマー中での PDDA と PSS の体積比が 1:1 であると仮定

することで、ポリマー層の誘電率は 1.455 に設定した。 

Si 量子ドットの誘電率には、以下に示す Bruggeman の有効媒質近似を用いた 128。 

 

𝑓𝑆𝑖

𝜀𝑆𝑖 − 𝜀𝑒𝑓𝑓

𝜀𝑆𝑖 + 2𝜀𝑒𝑓𝑓
+ (1 − 𝑓𝑆𝑖)

𝜀𝑎𝑖𝑟 − 𝜀𝑒𝑓𝑓

𝜀𝑎𝑖𝑟 + 2𝜀𝑒𝑓𝑓
= 0 
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ここで𝜀𝑆𝑖はバルク Si の誘電率、𝑓𝑆𝑖は Si 量子ドットの充填率、𝜀𝑎𝑖𝑟は空気の誘電率(= 

1)であり、上記の式より Si 量子ドット層の有効な誘電率𝜀𝑒𝑓𝑓を求める。そのためには Si

量子ドットの充填率である𝑓𝑆𝑖が必要となり、𝑓𝑆𝑖には過去の実験から予想されている

25 %と 30 %の 2 つの値を用い、Si 量子ドットの有効な誘電率を求めた 129。 

 

図 3.2 エリプソメトリーにおける解析モデル。(a)ポリマースペーサ層、(b)Si 量子ド

ット層。 

 

3.2.3 反射スペクトル測定方法 

プラズモニック基板上のポリマースペーサ層を 0 層から 14 層まで変化させ、その上

に Si 量子ドット単層膜を配置したサンプルの反射スペクトルを紫外可視近赤外分光光

度計(SolidSpec-3700, SHIMADZU)を用いて測定した。入射角は 45°と 60°とし、測定

波長範囲は 180 nm-1600 nmとした。 

 

3.2.4 発光特性評価方法 

発光励起スペクトル測定 

 Si 量子ドットの発光励起スペクトル(Photoluminescence Excitation Spectrum；PLE)測

定には、モジュール型蛍光分光測定装置(Fluorolog-3, HORIBA)を用いた。励起光源は

ダブルモノクロメーターで分光された 450 W の Xe ランプからの光を用いた。励起光

の波長範囲は 300 nm-700 nmとし、シングルモノクロメーターで分光された発光は光

電子増倍管(Photomultiplier: PMT)(500-850 nm)で検出される。ロングパスフィルタ

(LP425, HOYA)を検出側分光器のスリット直前に配置することで、励起光の散乱光を除

去した。サンプルは Silica 上に形成した Si 量子ドット単層膜を用いた。図 3.3 に発光

励起スペクトル測定のジオメトリを示す。入射角は 60°とし、検出光は入射光と 90°

をなす方向の光とした。 
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図 3.3 発光励起スペクトル測定のジオメトリ。 

 

発光スペクトル測定 

図 3.4 に発光スペクトル測定の概略図を示す。励起光源には波長 405 nm 及び 641 nm

の半導体レーザー(CUBE, COHERENT)を用いた。レーザー直後にはそれぞれ 405 nm及

び 641 nmのバンドパスフィルタ(TECHSPEC Bandpass Filter, Edmund)を配置し、アパー

チャーと焦点距離 100 mmのレンズを用いてサンプル基板上に集光した。入射角は 45°

とし、検出光は励起光と 45°をなす方向の光とし、焦点距離が 150 mmと 250 mmの 2

枚のレンズを用いて、分光器(SpectraPro-300i, Acton Research Corp.)のスリット上に集光

した。スリット直前には手前から順番にロングパスフィルタ(575 nm、675 nm)とダイク

ロイックフィルタ(J52529, Edmund)を設置し、レーザーからの散乱光を除去した。分光

器の中心波長は 800 nm に設定した。検出器には液体窒素で冷却した Charge Coupled 

Device(Roper Scientific)を使用した。 

 

 

図 3.4 発光スペクトル測定系の概略図。 
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発光減衰スペクトル測定 

 図 3.5 に発光減衰スペクトル測定の概略図を示す。励起光源には波長 405 nm の半導

体レーザー(CUBE 1073840, COHERENT)を用いた。このレーザー光をパルスジェネレー

ター(PG-230, IWATSU)により、パルス幅 0.6 ms のパルス光にした。レーザー直後には

405 nmのバンドパスフィルタ(TECHSPEC Bandpass Filter 65133, Edmund)を配置し、アパ

ーチャーと焦点距離 150 mm のレンズを用いてサンプル基板上に集光した。入射角は

45°に、検出光は入射光と 45°をなす方向の光とし、焦点距離が 150 mmと 250 mmの

2 枚のレンズを用いて、分光器(SpectraPro-300i, Acton Research Corp.)のスリット上に集

光した。スリット直前には、425 nm のロングパスフィルタ(High Performance OD5 

Longpass Filters 425 nm, Edmund)を設置し、レーザーからの散乱光を除去した。分光器の

中心波長は 700 nmに設定した。検出器には gated image intensified CCD (iCCD) (PI-Max, 

Princeton Instrument)を用いた。時間分解能は 1 µs とした。 

 

 

図 3.5 発光減衰スペクトル測定系の概略図 
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3.3 実験結果 

3.3.1 B,P 同時ドープ Si 量子ドットの評価 

 Si 量子ドット単層膜形成に用いた B,P 同時ドープ Si 量子ドットについて、目視及び

TEM 観察による構造評価、発光励起スペクトル及び発光スペクトル測定による発光特

性評価を行う。 

 

構造評価 

 Si 量子ドット単層膜形成に B,P 同時ドープ Si 量子ドットコロイド溶液を用いた

72,76,77,120。B,P 同時ドープ Si 量子ドットは、B と P が高濃度にドープされた表面層を有

し 130,131、これにより表面に負の表面電位を持つため、静電斥力により極性溶媒中で凝

集を抑制している。そのため、B,P同時ドープ Si 量子ドットは有機分子なしで良好な水

溶液分散性を有する 76,77。B,P 同時ドープ Si 量子ドットは、粒径により発光波長を可視

域～近赤外域で制御でき、水溶液中の幅広い pH範囲で安定した発光特性を有する 77,120。

そのため、B,P 同時ドープ Si 量子ドットは蛍光検出型バイオセンサを始めとしたバイオ

応用に非常に適している。 

 図 3.6にメタノール中の B,P 同時ドープ Si 量子ドットコロイド溶液の写真を示す。Si

量子ドットは完全に分散しているので、溶液は非常に透明で 1 cm2石英セルの背後にあ

る文字も鮮明に読むことができる。 

 

図 3.6 メタノール中の B,P 同時ドープ Si 量子ドットコロイド溶液の写真。 

 

 図 3.7(a)にカーボンコーティングした Cuメッシュに Si 量子ドットコロイド溶液を滴

下して作製した B,P 同時ドープ Si 量子ドット単層膜の透過型電子顕微鏡(Transmission 

Electron Microscope；TEM)像を示す。Si 量子ドットが高密度に集まった単層膜が形成

できており、3次元凝集体は観察されない。図 3.7(b)に Si 量子ドット高分解 TEM 像を

示す。高分解 TEM 像の格子縞は、Si 結晶の｛1 1 1｝面と一致しており、Si 量子ドッ

トが Si ナノ結晶であることがわかる。TEM 像から Si 量子ドットの粒径を見積もる

と、平均直径 3.9 nm、標準偏差 0.8 nmである 77。 
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図 3.7 (a)カーボンコーティング Cuメッシュ上に形成した Si 量子ドット単層膜の

TEM 像、(b)Si 量子ドットの高分解 TEM像。 

 

発光特性評価 

 図 3.8に B,P同時ドープ Si 量子ドットの発光スペクトル(Photoluminescence Spectrum；

PL)、発光励起スペクトル(Photoluminescence Excitation Spectrum；PLE)を示す。発光スペ

クトルの励起波長は 405 nm、発光励起スペクトルの検出波長は 850 nmとした。サンプ

ルは Silica 基板上に形成した Si 量子ドット単層膜を用いた。 

 発光スペクトルは、800 nm付近をピークに持ち、ブロードなスペクトルである。Si 量

子ドットの量子収率は約 3.9 %である 77。発光励起スペクトルは 600 nm以下の波長で立

ち上がっており、可視光領域での励起効率は非常に小さいことがわかる。そのため、Si

量子ドットの励起には紫外光が必要であるが、蛍光検出型バイオセンサでは生体分子が

自家蛍光を発するため課題となっている。そこで、本章ではプラズモンとの結合により

長波長光子における Si 量子ドットの高効率励起を検討する。 

 

 

図 3.8  Si 量子ドット単層膜の発光励起スペクトル(黒線)と発光スペクトル(赤線)。発

光励起スペクトルの検出波長は 850 nm、発光スペクトルの励起波長は 405 nm。 
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3.3.2 構造評価 

走査型電子顕微鏡観察 

 図 3.9(a)に本研究で用いたポリオレフィン製ナノインプリント (Nano-Imprint 

Lithograpy；NIL)フィルム  (FLP230/200-120, SCIVAX)の走査型電子顕微鏡 (Scanning 

Electron Microscope；SEM)像を示す。ナノインプリントフィルムのナノ構造は、ピラー

(円柱)形状であり、ピラー径 230 nm、ピラーピッチ 460 nm、ピラー高さ 200 nmである。

図 3.9(b)にナノインプリントフィルム上に EB 蒸着法により Au301 nm を成膜し、作製

した NIL プラズモニック基板を示す。Au ナノ構造における Au 表面は Au のアイラン

ド成長のため凹凸が見られる。 

 
 

図 3.9 (a)ポリオレフィン製ナノインプリントフィルムの SEM 像、(b)ナノインプリン

トフィルム上に EB蒸着により Au301 nmを成膜して作製した NIL プラズモニック基板

の SEM 像。 

 

可視分光エリプソメトリー測定 

 本章では、図 3.1 に示したように、NIL プラズモニック基板上に、Layer by Layer 法に

より厳密に膜厚を制御したポリマースペーサ層を形成し、その上にスピンコートにより

Si 量子ドット単層膜を形成し、サンプルを作製した。Si 量子ドット発光特性の Si 量子

ドット－Auナノ構造間距離依存性を評価するためには、Layer by Layer 法によるポリマ

ースペーサ層の膜厚と、Si 量子ドットの単層膜がナノレベルで制御でき形成されている

ことが極めて重要である。そこで、ポリマースペーサ層と Si 量子ドット層の膜厚を、

エリプソメトリーにより測定した。なお、ナノ構造を持たない平滑な Au表面上に形成

したポリマースペーサ層を用いて測定した。 

 図 3.10 にポリマースペーサ層膜厚のポリマー層数依存性を示す。今回の実験では負

に帯電した Si 量子ドット単層膜をポリマースペーサ層の上に形成するため、ポリマー

スペーサ層は正に帯電した PDDA ポリマー層で終了させる必要がある。そのため、ポ

リマースペーサ層数は全て偶数で終了している。ポリマー層数の増加に伴いポリマース
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ペーサ層膜厚は増加し、0 層から 14 層まで変化させることでポリマースペーサ層は 1 

nmから 84 nmまで変化していた。これより、Layer by Layer 法によりポリマースペーサ

層を形成することで、層数によりポリマースペーサ層の膜厚をナノレベルで制御できて

いることを確認できた。なお、ポリマースペーサ層の膜厚増大が線形ではなく、非線形

的に増大するのは、ポリマー層数増加に伴いポリマー層表面のラフネスが増加したため

1 度のポリマー層形成で吸着するポリマー量が増加したことが原因と考えられる。 

  

 
 

図 3.10 Layer by Layer 法で形成したポリマースペーサ層膜厚のポリマー層数依存性。 

 

 図 3.11 に Si 量子ドット層膜厚のスピンコート回数依存性を示す。なお、Si 量子ドッ

ト単層膜の発光増強に用いるサンプルはスピンコート回数が 1 回であるが、今回は Si

量子ドット層膜厚測定のためにスピンコート回数を 1 回～4 回と変化させ、Si 量子ドッ

ト層膜厚を測定した。ナノ構造を持たない平滑な Au 表面上に形成した Si 量子ドット

層を測定し、解析は Si 量子ドット層の充填率を 0.25 と 0.3 の 2 つの値を用いて Si 量子

ドット層膜厚を計算した。Si 量子ドット層の膜厚は、充填率 0.25 では傾き 4.7 nm／回

で、充填率 0.3 では傾き 3.8 nm／回で、スピンコート回数に対しほぼ線形に増加してい

た。このエリプソメトリーで得られた傾きの値は、図 3.7 に示した TEM 像からの見積

もった Si 量子ドットの平均直径は 3.9 nm、標準偏差 0.8 nmと非常に近い値である。以

上より、スピンコートにより Si 量子ドット層をナノレベルで制御できており、スピン

コート 1回により Si 量子ドット単層膜が形成できていることを確認できた。 
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図 3.11 Si 量子ドット層膜厚のスピンコート回数依存性。 

 

3.3.3 反射スペクトル評価 

プラズモニック基板上にポリマースペーサ層を介し Si 量子ドット単層膜を形成した

サンプル(以下、Si 量子ドット単層膜／ポリマースペーサ層／プラズモニック基板と記

す)の特性評価を反射スペクトル測定により行った。反射スペクトル測定は、紫外可視

近赤外分光光度計(SolidSpec-3700, SHIMADZU)を用いて、入射角 45°と 60°に設定し、

波長範囲 180 nm-1600 nm で行った。図 3.12(a)に入射角 45°、(b)に入射角 60°の反射

スペクトルを示す。ポリマースペーサ層は 0 層(L(0))から 14 層(L(14))まで変化させた。 

ポリマースペーサ層なしでプラズモニック基板上に直接 Si 量子ドット単層膜を形成

したサンプル(L(0))の反射スペクトルでは、3 つのディップが見られる。波長 500 nm以

下の反射率ロスは Au のバンド間遷移に起因するため、Si 量子ドットの発光増強には寄

与しない。650 nm付近のシャープなディップと、800 nm付近のブロードなディップは、

表面プラズモンの励起に起因する。800 nm 付近のディップは、図 3.8 に示した Si 量子

ドットの発光スペクトルと重なるため、このプラズモニックモードと結合することによ

り強い輻射増強が期待できる。一方、650 nm 付近のディップは、Si 量子ドットの励起

光をこの波長と近いものを選択する場合には、Si 量子ドットの励起断面積の増大が期待

できる。反射スペクトルはポリマースペーサ層の層数に大きく依存している。650 nm付

近のディップはポリマースペーサ層の膜厚増加に伴い、わずかに長波長シフトしている。

一方、800 nm 付近のブロードなディップはポリマースペーサ層の膜厚増加に伴い、大

きく長波長シフトしており、ポリマースペーサ層 14 層(L(14))では 1300 nm 付近にまで

達している。長波長シフトは Au ナノ構造付近の誘電率増加によって説明できる。800 

nm 付近の長波長側のディップは周囲の誘電率変化に敏感であることより、このモード

はダイポールライクな低次モードと考えられる。一方、650 nm 付近のマルチポールラ

イクな高次モードと考えられる。 
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図 3.12  (a)入射角 45°、(b)入射角 60°における Si 量子ドット単層膜／ポリマースペ

ーサ層／プラズモニック基板の反射スペクトル。ポリマースペーサ層は 0 層から 14 層

まで変化させた。 
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3.3.4 発光励起スペクトル評価 

 プラズモニック基板による Si 量子ドットの励起断面積の増大による励起側発光増強

の Si 量子ドット－Au ナノ構造間距離依存性を明らかにするため、異なるポリマースペ

ーサ層数(n)を有する、Si 量子ドット／ポリマースペーサ層 L(n)／プラズモニック基板

の発光励起スペクトルを測定した。ポリマースペーサ層数は0(L(0))～14層(L(14))とし、

検出波長は 850 nm、励起光の入射角は 60°と設定した。比較検討のため、プラズモニ

ック基板の代わりに、ナノ構造を有さない平滑なオレフィン製フィルムの上に EB 蒸着

により Au301 nmを成膜した平滑な Au 基板(AuFlat)と、Silica 基板(Silica)の Si 量子ドッ

ト単層膜の発光励起スペクトルも測定した。また、プラズモニック基板上及び AuFlat 基

板上の Si 量子ドットの発光強度を、Silica 基板上の Si 量子ドットの発光強度で割るこ

とにより(PL/PLsilica)、発光増強度(Enhancement Factor)スペクトルを求めた。 

図 3.13 に Si 量子ドット／ポリマースペーサ層 L(n)／プラズモニック基板、Si 量子ド

ット／AuFlat 基板、Si 量子ドット／Silica 基板の発光励起スペクトルを示す。なお、縦

軸は Logスケールである。図 3.14 に Si 量子ドット／ポリマースペーサ層 L(n)／プラズ

モニック基板、Si 量子ドット／AuFlat 基板の発光増強度スペクトルと、入射角 60°で

測定した反射スペクトル(線)を示す。図 3.15 に発光励起スペクトル及び発光増強度スペ

クトルを比較するため、Si 量子ドット／ポリマースペーサ層 L(n = 0, 4, 8, 14)／プラズ

モニック基板、Si 量子ドット／AuFlat 基板、Si 量子ドット／Silica 基板のデータを同一

グラフにプロットしたものを示す。 

 発光励起スペクトルに関して、Si 量子ドット／Silica 基板では、励起波長が長波長に

なるに伴い発光強度は単調減少し、励起波長 500 nm以上ではデータはかなりばらつい

ている。Si 量子ドット／AuFlat 基板では、発光強度は Silica 基板上に比べ著しく小さく

なり、励起波長 500 nm以上では信頼できるデータは取得できていない。Si 量子ドット

／ポリマースペーサ層／プラズモニック基板では、発光励起スペクトルの形状は強く改

変されている。 

 発光増強度スペクトルを用いてプラズモニック基板上の Si 量子ドットの発光励起ス

ペクトル改変を分析すると、プラズモニック基板上の Si 量子ドットの発光強度は Silica

基板上に比べ大きく増大しており、特に励起波長 500 nm以上での増大が著しい。発光

増強度スペクトルと反射スペクトルを、L(0)を例に比較すると、励起波長 650 nm 付近

の強い増強は、反射スペクトルのディップ(矢印)と良好に一致している。これは、Si 量

子ドットの励起側の発光増強は、Au ナノ構造に由来する表面プラズモン共鳴により電

場が増強され、それに伴い Si 量子ドットの励起断面積が増強されたことを示唆してい

る。L(0)以外でも、発光増強度スペクトルのピークと反射スペクトルのディップの波長

は概ね一致している。 
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図 3.13  Si 量子ドット／ポリマースペーサ層 L(n)／プラズモニック基板の発光励起ス

ペクトル。入射角 60°、検出波長 850 nm。比較として Si 量子ドット／AuFlat 基板、Si

量子ドット／Silica 基板のデータも示す。 
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図 3.14  Si 量子ドット／ポリマースペーサ層 L(n)／プラズモニック基板の発光増強度

スペクトル(点)と反射スペクトル(線)。入射角 60°、検出波長 850 nm。比較として Si 量

子ドット／AuFlat 基板、Si 量子ドット／Silica 基板のデータも示す。 
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図 3.15  Si 量子ドット／ポリマースペーサ層 L(n = 0, 4, 8, 14)／プラズモニック基板の

(a)発光励起スペクトル、(b)発光増強度スペクトル。入射角 60°、検出波長 850 nm。比

較として、Si 量子ドット／AuFlat 基板、Si 量子ドット／Silica 基板のデータを示す。 

 

3.3.5 発光スペクトル評価 

プラズモニック基板による Si 量子ドットの輻射遷移割合の増大による輻射側の発光

増強の Si 量子ドット－Au ナノ構造間距離依存性、及び、励起波長依存性を明らかにす

るため、異なるポリマースペーサ層数(n)を有する、Si 量子ドット／ポリマースペーサ

層 L(n)／プラズモニック基板の発光スペクトルを、2 つの励起波長 405 nmと 641 nmを

用いて測定した。ポリマースペーサ層数は 0(L(0))～14 層(L(14))とし、励起光の入射角

は 45°と設定した。比較検討のため、平滑な Au基板(AuFlat)と、Silica 基板(Silica)の Si

量子ドット単層膜の発光スペクトルも測定した。また、プラズモニック基板上及び

AuFlat 基板上の Si 量子ドットの発光強度を、Silica 基板上の Si 量子ドットの発光強度

で割ることにより(PL/PLsilica)、発光増強度(Enhancement Factor)スペクトルを求めた。 

 図 3.16 に Si 量子ドット／ポリマースペーサ層 L(n)／プラズモニック基板におけるの

発光スペクトルと、発光増強度スペクトルを示す。なお、発光スペクトルは Silica 基板

上の Si 量子ドットのピーク発光強度で規格化している。(a)は励起波長 405 nm、(b)は励

起波長 641 nmであり、入射角はいずれも 45°である。図 3.17に励起波長 405 nmにお

ける発光増強度スペクトルと反射スペクトルを、図 3.18 に励起波長 641 nmにおける発
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光増強度スペクトルと反射スペクトルを示す。入射角は全て 45°である。 

 図 3.12(a)に示した入射角 45°における反射スペクトルより、650 nm付近のシャープ

なディップと、800 nm 付近のブロードなディップが見られ、いずれもプラズモン共鳴

に起因している。発光スペクトル測定では励起光として 405 nm と 641 nm の 2 波長を

用いたが、励起波長 641 nmの場合は、反射スペクトルの 650 nm付近のシャープなディ

ップと波長がほぼ一致しているため吸収断面積増大による励起側発光増強と、Si 量子ド

ット発光波長 800 nm と反射スペクトルの 800 nm 付近のブロードなディップの波長一

致するため輻射遷移割合増大による輻射側発光増強の影響を受ける。一方、励起波長 405 

nmの場合は、励起側発光増強はなく、輻射側発光増強の影響のみを受ける。そのため、

ここでは輻射側発光増強の影響のみを分析するため、励起波長 405 nmのデータについ

て以下に議論する。 

 図 3.16(a)の励起波長 405 nmの発光スペクトルより、プラズモニック基板上の Si 量子

ドットの発光強度は、Silica 基板上の発光強度と比べて大きく増強されている。その最

大発光増強はポリマースペーサ層を 8 層(L(8))であり、Silica 基板上の約 9 倍に増強され

ている。加えて、発光スペクトル形状は大きく改変されており、特にポリマースペーサ

層 14 層(L(14))で顕著である。一方、平滑な Au 基板上の Si 量子ドット(AuFlat)の発光強

度は、Silica 基板上に比べて大きく減少している。図 3.16(b)より、励起波長 405 nmにお

ける Si 量子ドット／ポリマースペーサ層 L(n = 0, 4, 8, 14)／プラズモニック基板、及び

Si 量子ドット／AuFlat 基板の発光スペクトルを、Si 量子ドット／Silica 基板で割った発

光増強度スペクトルは、ポリマースペーサ層の層数に強く依存している。 

図 3.17の励起波長 405 nmにおける発光増強度スペクトルと反射スペクトルの比較よ

り、発光増強度スペクトルのピークは反射スペクトルのディップの波長はかなり良好に

一致している。これより、発光スペクトル形状の著しい改変は、プラズモニック基板の

表面プラズモンとのカップリングによる Si 量子ドットの輻射遷移割合の改変に起因し

ている 132。 
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図 3.16 Si 量子ドット／ポリマースペーサ層 L(n)／プラズモニック基板における、(a)

発光スペクトル(励起波長 405 nm)、(b)発光増強度スペクトル(励起波長 405 nm)、(c)発光

スペクトル(励起波長 641 nm)、(d)発光増強度スペクトル(励起波長 641 nm)。入射角 45°。

比較として Si 量子ドット／AuFlat 基板、Si 量子ドット／Silica 基板のデータも示す。 
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図 3.17  Si 量子ドット／ポリマースペーサ層 L(n)／プラズモニック基板の発光増強度

スペクトル(点)と反射スペクトル(線)。励起波長 405 nm、入射角 45°。比較として Si 量

子ドット／AuFlat 基板、Si 量子ドット／Silica 基板のデータも示す。 
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図 3.18  Si 量子ドット／ポリマースペーサ層 L(n)／プラズモニック基板の発光増強度

スペクトル(点)と反射スペクトル(線)。励起波長 641 nm、入射角 45°。比較として Si 量

子ドット／AuFlat 基板、Si 量子ドット／Silica 基板のデータも示す。  
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3.3.6 発光減衰スペクトル評価 

 プラズモニック基板による Si 量子ドットの発光減衰レートの Si 量子ドット－Au ナ

ノ構造間距離依存性、及び、検出波長依存性を明らかにするため、異なるポリマースペ

ーサ層数(n)を有する、Si 量子ドット／ポリマースペーサ層 L(n)／プラズモニック基板

の発光減衰スペクトル測定を行った。ポリマースペーサ層数は L(n=0, 4, 8, 12)とし、励

起波長は 405 nm、励起光の入射角は 45°と設定した。比較検討のため、平滑な Au 基

板(AuFlat)と、Silica 基板(Silica)の Si 量子ドット単層膜の発光減衰スペクトルも測定し

た。 

 図 3.19に励起波長 405 nm、入射角 45°、検出波長を 600 nm- 650 nm、650 nm-700 nm、

700 nm-750 nm、750 nm-800 nm、800 nm-850 nm、850 nm-900 nmにおける、Si 量子ドッ

ト／ポリマースペーサ層 L(n)／プラズモニック基板の発光減衰曲線を示す。比較検討の

ため、Si 量子ドット／AuFlat 基板、Si 量子ドット／Silica 基板のデータも示す。一般的

に観測されているように、Si 量子ドットの発光減衰曲線は非指数関数的である。 

図 3.20(a)に発光減衰レートの検出波長依存性を示す。発光減衰レート(Γ)は、Γ =

 1 𝜏𝑎𝑣𝑒⁄  ( 𝜏𝑎𝑣𝑒 ：平均発光寿命 )により算出した。平均発光寿命 ( 𝜏𝑎𝑣𝑒 )は 𝜏𝑎𝑣𝑒 =

 𝜏𝛽−1Γ𝐸(𝛽−1) (Γ𝐸：オイラーガンマ関数)で定義され、τ及びβを求めるため発光減衰曲線

を拡張指数関数 𝐼 = 𝐼0 𝑒𝑥𝑝{(− 𝑡 𝜏⁄ )𝛽}(τ：減衰係数、β：拡張パラメータ)を用いてフィッ

ティングを行った。Silica 基板上の Si 量子ドットの減衰レートは、今回の検出波長域に

おいて 0.1～0.4 μs-1 である。検出波長が短くなることにより減衰レートが増加するの

は、小粒径の量子ドットの運動量空間において電子と正孔の波動関数が良好に重なるた

めである。プラズモニック基板上、及び AuFlat 基板上の Si 量子ドットの発光減衰レー

トは、Silica 基板上に比べて増大している 106。プラズモニック基板上の Si 量子ドットの

中では、ポリマースペーサ層のない L(0)の発光減衰レートが最も大きく、ポリマースペ

ーサ層数が増加による Si 量子ドット－Au ナノ構造間距離が増加に伴い、発光減衰レー

トは減少している。 

 図 3.20(b)に発光減衰レート増強度の検出波長依存性を示す。発光減衰レート増強度

は、Si 量子ドット／ポリマースペーサ層 L(n)／プラズモニック基板、及び Si 量子ドッ

ト／AuFlat 基板の発光減衰レートを、Si 量子ドット／Silica 基板の発光減衰レートで割

ることで求めた。ポリマースペーサ層数の減少による Si 量子ドット－Auナノ構造間距

離の減少に伴い、発光減衰レートが増加している。 

発光減衰レートの増加は 2 つの要因から生じる。1 つ目は輻射遷移割合であるパーセ

ルファクターの増大であり、量子効率増大に貢献する。2 つ目は、損失モード(lossy mode)

へのエネルギー散逸である 105。そこで、発光減衰レートの増加から、パーセルファクタ

ーの増大を抽出した。パーセル増強ファクター(𝑃 𝑃𝑆𝑖𝑙𝑖𝑐𝑎⁄ )(ここで、 P：プラズモニック

基板上、及び AuFlat 基板上の Si 量子ドットのパーセルファクター、PSilica：Silica 基板上
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の Si 量子ドットのパーセルファクター)は、発光減衰レートの増強度(Γ Γ𝑆𝑖𝑙𝑖𝑐𝑎⁄ )と、発光

強度の増強度(𝐼 𝐼𝑆𝑖𝑙𝑖𝑐𝑎⁄ )により以下に示す手順により求まる。発光増強度は 

𝐼 𝐼𝑆𝑖𝑙𝑖𝑐𝑎 =  𝑄 𝑄𝑆𝑖𝑙𝑖𝑐𝑎 ∙ 𝜎 𝜎𝑆𝑖𝑙𝑖𝑐𝑎 ∙ 𝜂 𝜂𝑆𝑖𝑙𝑖𝑐𝑎⁄⁄⁄⁄  

と表すことができる。ここで、Q は量子収率、σは励起断面積、ηは集光効率である。量

子収率増強度(𝑄 𝑄𝑆𝑖𝑙𝑖𝑐𝑎⁄ )は、 

𝑄 𝑄𝑆𝑖𝑙𝑖𝑐𝑎 =  𝑃 𝑃𝑆𝑖𝑙𝑖𝑐𝑎 ∙ Γ𝑆𝑖𝑙𝑖𝑐𝑎 Γ⁄⁄⁄  

である。これらのパラメータの内、励起断面積増強度(𝜎 𝜎𝑆𝑖𝑙𝑖𝑐𝑎⁄ )は、励起波長 405 nmで

は一定と近似できる。一方、集光効率に関しては、かなりの量の光子が基板側に放射さ

れ、Silica 基板上の Si 量子ドットにおいては集光できないため、集光効率は大きく異な

る。誘電率 1.45 の Silica 基板上に双極子放射体を配置すると、約 24％の光子が上方に

放射され、残りは基板側に放射される。そのため、発光増強度(𝐼 𝐼𝑆𝑖𝑙𝑖𝑐𝑎⁄ )は、 

𝐼 𝐼𝑆𝑖𝑙𝑖𝑐𝑎 =  𝑃 𝑃𝑆𝑖𝑙𝑖𝑐𝑎 ∙ Γ𝑆𝑖𝑙𝑖𝑐𝑎 Γ⁄ ∙ 1 0.24⁄⁄⁄  

と近似できる。 

図 3.20(c)にパーセルファクター増強度の検出波長依存性を示す。想定していた通り、

AuFlat 基板上ではパーセルファクターの増強はなく、プラズモニック基板上ではパーセ

ルファクターは大きく増大している。L(0)と L(4)のパーセルファクター増強度の検出波

長依存性は似た傾向を示しており、長波長側でパーセルファクターは増加している。こ

の結果は、パーセルファクターの増大が図 3.12(a)で示した長波長側のプラズモニック

モードとのカップリングに起因していることを示唆している。L(8)ではパーセルファク

ター増強度の検出波長依存性が小さく、L(14)では依存性は逆転し長波長側でパーセル

ファクターは減少している。これは、L(14)のプラズモニック基板では、図 3.12(a)で示

した長波長側のプラズモニックモードが、800 nmをピークの Si 量子ドットの発光波長

を超えて長波長シフトしたことにより、パーセルファクターの増強は主に短波長側の表

面プラズモニックモードとのカップリングに起因しているためである。 
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図 3.19  Si 量子ドット／ポリマースペーサ層 L(n)／プラズモニック基板の発光減衰曲

線。励起波長 405 nm、入射角 45°。検出波長を 600 – 650 nm、650 – 700 nm、700 – 750 

nm、750 – 800 nm、800 – 850 nm、850 – 900 nmと変化させた。比較として Si 量子ドッ

ト／AuFlat 基板、Si 量子ドット／Silica 基板のデータも示す。 
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図 3.20 (a) Si 量子ドット／ポリマースペーサ層 L(n)／プラズモニック基板の発光減衰

レートの検出波長依存性。比較として Si量子ドット／AuFlat基板、Si量子ドット／Silica

基板のデータも示す。(b)発光減衰レート増強度の検出波長依存性。各発光減衰レートを

Si 量子ドット／Silica 基板の発光減衰レートで割ることで求めた。(c)パーセルファクタ

ー増強度の検出波長依存性。 
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3.4 考察 

 NIL プラズモニック基板を作製し、Layer by Layer 法によりナノレベルで膜厚制御し

たポリマースペーサ層を形成し、その上にSi量子ドット単層膜を形成することにより、

Si 量子ドットの発光特性が表面プラズモンとの結合によりどのように改変されるかを

詳細に調査した。反射スペクトル評価によりプラズモニック基板が Si 量子ドットの励

起および輻射に適用できる 2 つの表面プラズモンバンドを持つことを明らかにし、反射

スペクトル評価と、発光励起スペクトル評価、発光スペクトル評価、及び発光減衰評価

により、Si 量子ドットの励起及び輻射プロセスの両方がプラズモニック基板により強く

改変されていることが明らかとなった。ここでは、2 つの励起波長(405 nmと 641 nm)に

おいて、Layer by Layer 法によるポリマースペーサ層により得られた Si 量子ドットの発

光増強度の Si 量子ドット－Au ナノ構造間距離依存性から、発光増強メカニズムに関し

て考察する。 

 図 3.21 に励起波長 405 nm(黒)と 641 nm(赤)での発光波長 850 nm における Si 量子ド

ットの発光増強度のポリマースペーサ層数依存性を示す。励起波長 405 nmの場合は、

ポリマースペーサ層数の増加に伴い Si 量子ドットの発光増強度は増加し、スペーサ層

8 層(L(8))で最大となり発光増強度 9 倍に達し、その後層数増加に伴い発光増強度は低

下している。一方、励起波長 641 nmの場合は、ポリマースペーサ層なし(L(0))で発光増

強度は最大で発光増強度は 22 倍であり、層数増加に伴い発光増強度は単調減少した。

2 つの励起波長における発光増強度の層数依存性の違いは、Si 量子ドットの発光増強メ

カニズムが異なることを示唆している。 

励起波長 405 nmの場合は、Au の誘電関数の大きな虚数部により、Si 量子ドットの励

起側の増強は期待できない。従って、Si 量子ドットの発光増強は、アンテナ効率の増大

に起因する Si 量子ドットの量子収率の増大のみである。輻射遷移割合の増大と、損失

モードへのエネルギー散逸の競合により、アンテナ効率に最適な距離があることは知ら

れている 133。本実験における最適距離は、ポリマースペーサ層 8 層であり、図 3.10 の

ポリマースペーサ膜厚の層数依存性より Si量子ドット－Auナノ構造間の最適距離は約

30 nmである。 

一方、励起波長 641 nmの場合は、Si 量子ドットの量子収率の増大に加えて、励起効

率の増大が重要な役割を担っている。入射光電場の増強に起因する励起効率の増大は、

金属ナノ構造表面で最大である。図 3.21 に示したポリマースペーサ層膜厚の増加に伴

う発光増強度の単調減少は、励起波長 641 nmにおいては励起効率の増大が支配的であ

ることを示唆している。 
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図 3.21 励起波長 405 nm(黒)と 641 nm(赤)における発光波長 850 nmでの Si 量子ドット

の発光増強度のポリマースペーサ層数依存性。 

 

 Si 量子ドットの発光増強度の Si 量子ドット－Au ナノ構造間距離依存性は、蛍光検出

型バイオセンサデバイスを設計する際に重要な指針となる。最適な発光体位置に関して

以下に考察する。 

 図 1.2 に示したサンドイッチイムノアッセイにおいて、抗体を最も一般的である

IgG(immunoglobulin G)抗体、Si 量子ドットは IgG 抗体の Fc(Fragment cystallization)領域

の末端に標識され、抗原は核タンパク質(NP；Nucleoprotein)と想定すると、IgG 抗体の

長辺の長さは約 15 nm、NP は直径約 5 nmであるため、サンドイッチイムノアッセイし

た際の Si 量子ドット－Au ナノ構造間距離は 35nm となる。IgG 抗体－NP－IgG 抗体の

抗原抗体複合体はプラズモニック基板に対して垂直に直立している訳ではなく、Au 表

面に倒立しているものも存在するため、Au 表面に対し倒立(0°)から直立(90°)まで均

一に存在していると仮定すると、Si 量子ドット－Au ナノ構造間の平均距離は 35 nmに

sin45°をかけて 25 nm程度となる。発光増強度の距離依存性より、励起波長 405 nmで

の最大の発光増強はポリマースペーサ層 8層でありその距離は 28.1 nmであり両者はほ

ぼ一致するため、IgG 抗体を用いたサンドイッチイムノアッセイでは Si 量子ドットは

最適なプラズモニック基板からの距離に配置できる。一方、励起波長 641 nmを用いた

場合には、Si 量子ドット－Au ナノ構造間距離が小さくなるに伴い発光増強度が増加す

るため、サンドイッチイムノアッセイにおいて Si 量子ドット－Au ナノ構造間距離が短
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くなるように設計することが望ましい。Si 量子ドット－Au ナノ構造間距離を短縮する

ための有効な手段は、抗原サイズは変えられないため、小型抗体への置換である。IgG

抗体は軽鎖と重鎖を持ち複数のドメインから構成されるが、ラクダ科動物(アルパカ、

ラマなど)は重鎖のみで構成される単ドメイン抗体を有し、VHH 抗体(Variable domain of 

Heavy chain of Heavy chain antibody)と呼ばれ、IgG 抗体の分子量は 150 kDa に対し、VHH

抗体の分子量は 15 kDa と約 1/10、サイズは約 5 nmである 134,135。VHH 抗体をサンドイ

ッチイムノアッセイに適用すると、Si 量子ドット－Au ナノ構造間の平均距離は 15 nm

に sin45°をかけて 11 nm程度となり、励起波長 641 nmでは発光増強度は約 1.3 倍増大

することが期待される。 

 

3.5 まとめ 

 本章では、蛍光検出型バイオセンサの高感度化に向けて、長波長励起下での NIL プラ

ズモニック基板による Si 量子ドット単層膜の発光増強と、Layer by Layer 法で形成した

ポリマースペーサ層を用いて Si量子ドット－Auナノ構造間距離を厳密に制御すること

により発光増強度の距離依存性を検討した。複数の共鳴バンドを持つ NIL プラズモニ

ック基板により、長波長光子による Si 量子ドットの近赤外発光は大きく増強されるこ

とを実証した。発光励起スペクトル、発光スペクトル、及び発光減衰ダイナミクスと、

反射スペクトルを詳細に解析することで、複数の共鳴バンドを持つ NIL プラズモニッ

ク基板により、Si 量子ドットの長波長光子の吸収断面積の増大と輻射遷移割合の増大の

同時増強を明らかにした。また、励起側発光増強と輻射側発光増強の相対的寄与度が励

起波長に強く依存していることを示し、励起断面積の増大が期待されない励起波長 405 

nm では、Si 量子ドット－Au ナノ構造間距離が 28.1 nm で最大の発光増強が得られた。

一方、強い励起断面積の増大が期待される励起波長 641 nmでは、Si 量子ドット－Auナ

ノ構造間距離が最小の約 1 nm で最大の発光増強度が得られた。NIL プラズモニック基

板により、Si 量子ドットにおける長波長光子の吸収断面積増大による励起側、及び輻射

遷移割合増大による輻射側の同時増強を実証し、Si 量子ドットの最適配置位置を明らか

にしたことは、実用化を見据えた高感度蛍光検出型バイオセンサの実現に大きな貢献で

ある。 
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第 4 章 シランカップリング分子によ

る Si 量子ドットの表面機能化 

4.1 はじめに       

 有機蛍光色素はバイオセンシングの蛍光体に幅広く用いられている。有機蛍光色素は

サイズが小さいため、生体分子の生物学的相互作用を妨害する可能性は低く、特に、近

赤外発光の有機蛍光色素は生体分子の自家蛍光を回避できるため優先的に使用される

136。しかしながら、有機蛍光色素は照射光により蛍光劣化するため、積算検出や励起光

強度など光検出の自由度が小さく、蛍光検出型バイオセンサの高感度化の障害となって

いる 137。加えて、有機蛍光色素はストークスシフトが小さいため、励起光を完全に光学

フィルタで除去することが困難であり、センサの検出感度の低下をまねく 47。量子ドッ

トは、発光波長のサイズ制御性、狭い発光バンド、高い量子収率、高い光安定性など幾

つかの優れた物理的及び光学的特性のため、近赤外発光有機蛍光色素に代わる有望な候

補と考えられている 47–50,52,137–139。しかしながら、CdS、CdTe、CdSe、ZnS でキャップさ

れた CdSe など市販され入手可能な Cd カルコゲナイド量子ドットの使用においては、

生物医学分野では発がん物質で主要な肝細胞死を引き起こす遊離 Cd イオンの放出が常

に懸念されている 54–56。 

 Si 量子ドットは、生体及び環境適合性から、バイオセンシング応用に潜在的に適した

量子ドットである 140–145。近年、幾つかの研究グループが生物学的応用に向けて、Si 量

子ドットと抗体や DNA などバイオ材料との結合に関して報告している。Wang らは、2

つの光誘導反応とそれに続く DNA 標識ステップにより、青色発光(400 nmと 450 nm)を

持つ直径1 nm-2 nmのSiナノ粒子を5-アミノ修飾オリゴヌクレオチドに結合させた 146。

He らは、直径約 35 nmの Si 量子ドットを閉じ込めた抗体結合 Si ナノ粒子により、500 

nm程度の波長域で免疫蛍光細胞イメージングを報告した 147。Tu らは、抗体を結合した

直径 100 nm-150 nm のポーラス Si により、免疫染色された生きたガン細胞の赤色波長

範囲での時間ゲート共焦点蛍光イメージングを実証した 148。最近、Robidillo らは、光化

学的チオールエン反応により 630 nm付近の発光バンドを持つ Si量子ドットと酵素の結

合に成功した 149。しかしながら、実用化に向けてはまだいくつかの課題が残っている。

先行研究の多くは、有機または無機の厚いシェルにカプセル化された Si 量子ドットや

その凝集体が用いられており、それらのサイズは未修飾の Si 量子ドットのサイズに比

べはるかに大きいため、バイオセンサの生体分子の生物学的相互作用を妨害するため適

さない。さらに、これらの Si 量子ドットはコア／シェル構造を有していないため、発

光が Si 量子ドット表面状態に依存するため青色～赤色発光であり、さらに表面状態に
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より発光特性が変化することが報告されており、高感度蛍光検出型バイオセンサに求め

られる安定的な近赤外発光を有する Si 量子ドットは実現できていない。 

 本章では、Si 量子ドットには我々の研究グループで開発した B,P 同時ドープ Si 量子

ドットを用いて 72,150、抗体との結合に向け、シランカップリング分子を用いた Si 量子

ドットの表面機能化プロセスを開発する。B,P 同時ドープ Si 量子ドットは、結晶性 Si

コアの表面に高濃度に B,P がドープされたアモルファス Si シェルを有する 151。シェル

は Si 量子ドットの表面に負の電位(ζ電位：－35 mV)を誘導し 77、静電反発によりアル

コールや水などの極性溶媒中で凝集を防ぐ 76。従って、水分散性を発現・維持するため

の厚い有機や無機のシェルは不要である。Si 量子ドットはドナー－アクセプター遷移に

より、近赤外範囲でサイズによる発光波長調整が可能である 120,152。さらに、励起子は結

晶性 Si コアに閉じ込められるので、Si 量子ドットの発光は幅広い pH 範囲(pH 1 -10)の

水溶液中で安定である 77。これらの優れた特性から、B,P 同時ドープ Si 量子ドットをバ

イオセンサに応用することで、高感度蛍光検出型バイオセンサの実現が期待される。本

章の研究目的は、B,P 同時ドープ Si 量子ドットが有する優れた水溶媒分散性と近赤外発

光特性を保持しつつ、抗体との結合に向けて Si 量子ドットをシランカップリング分子

で表面機能化することである。 
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4.2 実験方法 

4.2.1 試料作製方法 

Si 量子ドットの表面機能化方法 

 Si 量子ドットと抗体を結合させるためには、抗体表面の官能基と共有結合できる官能

基を Si 量子ドット表面に修飾する必要がある。Si 量子ドットの表面機能化方法にはヒ

ドロシリル化反応とシランカップリング反応が研究されているが 153,154、本研究では Si

量子ドット表面の水酸基(-OH)を利用しシランカップリング反応による表面機能化を行

う 129,155。 

 図 4.1 にシランカップリング反応による Si 量子ドットの表面機能化プロセスの模式

図を示す。シランカップリング分子は水相で加水分解反応によりメトキシ基((Si)-OCH3)

がシラノール基(Si-OH)に変化し、生じたシラノール基が Si 量子ドット表面の水酸基(-

OH)に吸着する。その後、脱水縮合反応によりシロキサン結合(Si-O-Si)が形成され、Si 量

子ドットの表面が所望の官能基に機能化される 156–160。 

 
 

図 4.1 Si ナノ結晶のシランカップリング反応を用いた表面修飾プロセス。 

 

 次にシランカップリング分子の選定について説明する。シランカップリング分子の官

能基の種類、及びシラノール基(Si-OH)の数が表面機能化に大きな影響を及ぼすことが

報告されている 154。官能基の種類に関しては、抗体の官能基を考慮する必要がある。図

2.4 にアミノ酸、タンパク質、IgG 抗体の模式図を示す。抗体はタンパク質であり、アミ

ノ酸がペプチド結合により多数連結してできた高分子である。アミノ酸はアミノ基(-

NH2)とカルボキシル基(-COOH)の両方の官能基を持つ有機物である。そのため、抗体の

アミノ基またはカルボキシル基と共有結合させるために、Si 量子ドット表面はカルボキ

シル基またはアミノ基で表面機能化し、抗体と Si 量子ドットをペプチド結合させるこ

とが考えられる。また別の官能基として、エポキシ基は活性アミン水素を介して開環重

合によりアミノ基と結合することも報告されている 153。シラノール基の数に関しては、
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シランカップリング分子あたりのシラノール基の数が多いほど、Si 量子ドットに固定化

されるシランカップリング分子数が増加するため、抗体との反応性の高い機能化 Si 量

子ドットが得られる。一方、シラノール基間での脱水縮合反応による架橋が起こること

により、Si 量子ドット－Si 量子ドット間の架橋による凝集も生じる懸念がある。以上よ

り、シランカップリング分子の官能基は、カルボキシル基、アミノ基、エポキシ基を持

つシランカップリング剤が候補だが、本研究では入手性からアミノ基とエポキシ基を選

定した。シラノール基の数はメリット／デメリットがあるため、単数と複数のシラノー

ル基を持つシランカップリング分子を選定した。これらの、異なる分子構造を持つシラ

ンカップリング分子を用いて、抗体との結合に向け B,P 同時ドープ Si 量子ドットの表

面機能化プロセスを検討した。 

使用したシランカップリング剤の分子構造を図 4.3 に示す。アミノ基修飾には、(3-

Aminopropyl) dimethylethoxysilane : APDMES (Sigma Aldrich) 、 (3-Aminopropyl) 

trimethoxysilane : APTMS (Sigma Aldrich)を、エポキシ基修飾には、(3-Glycidyloxypropyl) 

trimethoxysilane : GOPTS (Sigma Aldrich)を用いた。 

 

 

図 4.2 アミノ酸、タンパク質、IgG 抗体の構造模式図。 

 

 

図 4.3 Si 量子ドットの表面機能化に用いたシランカップリング剤の分子構造。 
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 図 4.4に Si 量子ドットの表面機能化プロセスを、表 4.1に本実験で作製したサンプ

ルリストを示す。以下に表面機能化手順を示す。 

① 希釈： メタノール分散 Si 量子ドット溶液(1.0 mg/mL)を純水で 10倍希釈し、

0.1mg/mL の Si 量子ドット水溶液を作製する。純粋で希釈する理由は、後のプロ

セスで用いる透析膜のメタノール耐性のためである。 

② 混合： メタノールと純粋を 1：9で混合した溶液に分散した Si 量子ドット溶液

(0.1 mg/mL), 400 µL に、メタノールで濃度調整を行ったシランカップリング剤 20 

µL を混合し、純水 20 µL を加えることで、溶液中で加水分解反応を起こす。 

③ 撹拌： ボルテックスミキサーで②の溶液を混合し、その後、超音波洗浄機に 15

分間かけることで、十分に撹拌する。 

④ 透析： 透析膜フィルタ(Slide-A-Lyzer G2 Dialysis Cassettes, 7000MWCO, Thermo 

Fisher)を用いて、未反応のシランカップリング剤を取り除く。透析は、純水 1L を

入れたビーカーに透析膜フィルタをフロートさせ、4℃の冷蔵庫の中でマグネット

スターラーを用いて撹拌させ、1時間、1時間、1 晩と 3回行った 161–163。 

⑤ 反応： 溶液を 95℃に熱したホットプレートで 10 分間加熱し、脱水縮合反応を

促進させる 154,158,160。 

 

 
 

図 4.4 Si 量子ドットの表面機能化プロセス。 
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表 4.1 サンプルリスト

 
 

4.2.2 分散性評価方法 

透過スペクトル測定 

 Si 量子ドットコロイド溶液の可視～近赤外領域における透過率スペクトルの測定に

は、紫外可視分光光度計(UV-310PC, Shimadzu)を用いた。測定範囲は 300 nm-1000 nmと

し、スリット幅は 3 nm、サンプリングピッチは 1 nm、スキャンニングスピードは中速

(200 nm/min)に設定した。測定の際は、微小容量溶液用の石英セル(容量 100 µL)を使用

した。リファレンスには水を用いた。 

 

4.2.3 発光特性評価方法 

発光スペクトル測定 

 可視～近赤外領域(500 nm-1300 nm)の検出波長領域における Si 量子ドットコロイド

溶液の発光スペクトル測定には、モジュール型蛍光分光測定装置(SPEX Fluorolog-3, 

HORIBA)を用いた。励起光源として、ダブルモノクロメーターで 405 nmに分光され

た 450 W の Xe ランプからの光を用い、シングルモノクロメーターで分光された発光

は光電子増倍管(Photomultiplier: PMT)(500 nm-850 nm)、あるいは液体窒素で冷却された

InGaAs 近赤外フォトダイオード(800 nm-1400 nm)で検出される。光電子増倍管を検出

器として用いる際は、ロングパスフィルタ(Y44, HOYA)を、InGaAs 近赤外フォトダイ

オードを用いる際は、ロングパスフィルタ(IR75, HOYA)を検出側分光器のスリット直

前に配置することで、励起光の散乱光を除去した。励起、及び検出スリット幅は 5 nm

とし、Increment は 5 nmに設定した。サンプルは微小容量溶液用の石英セルに溶液を

入れたものを使用した。 
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4.3 実験結果 

4.3.1 分散性評価 

 Si 量子ドットの表面修飾が、水溶媒分散性に与える影響に関して、透過率スペクトル

を測定することにより議論する。図 4.5に 3 種類のシランカップリング分子(図 4.3)を用

い、Si 量子ドットとシランカップリング分子の混合比率（Si-QDs：シランカップリング

分子＝1：125、1：250、1：1250）を変化させて、Si 量子ドットを表面機能化した溶液

の透過率スペクトルを示す。比較検討用として、シランカップリング分子を加えず、同

様の表面機能化プロセスを行った Si 量子ドットコロイド溶液の透過率を黒線で示す。

Ref.のデータより、Si 量子ドットの吸収がない 700nm以上の波長域において、透過率が

ほぼ 100 %であることより、溶液中に巨視的な散乱体、つまり凝集物が存在せず、我々

の研究室の B,P 同時ドープ Si 量子ドットが、表面修飾なしで非常に高い水溶媒分散性

を有することがわかる。 

図 4.5(a)に APDMES：(3-Aminopropyl)dimethylethoxysilane を用いてアミノ基に表面機

能化した Si 量子ドットコロイド溶液の透過率スペクトルを示す。全ての混合比のサン

プルの透過率において、Ref.である未修飾 Si 量子ドットからの変化は見られなかった。

これより、APDMES 表面機能化 Si 量子ドットはいずれの混合比においても良好な水溶

性溶媒分散性を保持できることがわかった。 

図 4.5(b)に、APTMS：(3-Aminopropyl)trimethoxysilane を用いてアミノ基に表面機能化

した Si 量子ドットコロイド溶液の透過率スペクトルを示す。APDMES の場合とは異な

り、全ての混合比のサンプルの透過率において、Ref.である未修飾 Si 量子ドットに比べ

て透過率が低下した。特に Si 量子ドットの吸収がない 700nm 以上の波長域で透過率に

おいても透過率が低下しており、これは溶液中に巨視的な散乱体、つまり凝集物が形成

したことを示している。これより、APTMS 表面機能化 Si 量子ドットは凝集体を形成し

良好な水溶性溶媒分散性を保持できないことがわかった。 

図 4.5(c)に、GOPTS：(3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilane を用いてエポキシ基で表面

機能化した Si 量子ドットコロイド溶液の透過率スペクトルを示す。Si 量子ドットとシ

ランカップリング分子の分子数混合比が 1：125、1：250のサンプルの透過率は、Ref.で

ある未修飾 Si 量子ドットからの変化は見られなかった。一方、最もシランカップリン

グ分子の混合比が高い 1：1250 のサンプルの透過率は、Ref.である未修飾 Si 量子ドット

に比べ低下した。特に Si 量子ドットの吸収がない 700nm 以上の波長域で透過率におい

ても透過率が低下しており、これは溶液中に巨視的な散乱体、つまり凝集物が形成した

ことを示している。これより、GOPTS表面機能化 Si 量子ドットは、Si 量子ドットに対

するシランカップリング分子の分子数混合比が 1：250 以下であることが分散性の観点

から望ましいことがわかった。 

以上の結果より、シランカップリング剤を用いた Si 量子ドットの表面機能化におい
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て、Si 量子ドットの水溶媒分散性の観点から、シランカップリング分子の構造、及び分

子数混合比が重要であることが分かった。 

 
 

図 4.5 シランカップリング分子の種類、及び Si 量子ドットとシランカップリング分子

の混合比を変化させて Si 量子ドットを表面機能化した場合の透過率スペクトル。  
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4.3.2 発光特性評価 

 図 4.6に 3 種類のシランカップリング分子(図 4.3)を用い、Si 量子ドットとシランカッ

プリング分子の混合比率（Si-QDs：シランカップリング分子＝1：125、1：250、1：1250）

を変化させて Si 量子ドットを表面機能化した場合の、Si 量子ドットコロイド溶液の発

光スペクトルを示す。比較検討用として、シランカップリング分子を加えず、同様の表

面機能化プロセスを行ったSi量子ドットコロイド溶液の発光スペクトルを黒線で示す。

縦軸の発光強度は、未修飾Si量子ドットのコロイド溶液の発光強度で正規化している。

全サンプルにおいて、発光スペクトル形状に関しては未修飾 Si 量子ドットと比較して

表面機能化による変化は見られなかったが、発光強度に関してはシランカップリング分

子の構造及び分子混合比率に依存して変化が見られた。表面機能化を行っても Si 量子

ドットの発光スペクトル形状が変化しない今回の結果は、他グループの先行研究で報告

されている Si 量子ドット表面機能化による発光特性変化と大きく異なっている

57,67,68,146,148,164–167。 

図 4.6(a)に APDMES：(3-Aminopropyl)dimethylethoxysilane を用いてアミノ基で表面機

能化した Si 量子ドットコロイド溶液の発光スペクトルを示す。全混合比で発光スペク

トル形状変化は見られなかった。発光強度に関しては、1：125、1：250 では未修飾 Si

量子ドットと比べ発光強度低下は見られなかったが、1：1250 では 1/2 に発光強度が低

下し、発光強度の混合比依存性が見られた。 

図 4.6(b)に APTMS：(3-Aminopropyl)trimethoxysilane を用いてアミノ基で表面機能化し

た Si 量子ドットコロイド溶液の発光スペクトルを示す。全混合比で発光スペクトル形

状変化は見られなかった。発光強度に関しては、図 4.6(a)で示した APDMES とは異な

り、全混合比で発光強度が大きく低下し、1：125、1：250の発光強度は未修飾に比べ約

2 割程度に減少、1：1250 ではほとんど発光が検出できず、発光強度の混合比依存性が

見られた。 

図 4.6(c)に、GOPTS：(3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilane を用いてエポキシ基で表面

機能化した Si 量子ドットコロイド溶液の発光スペクトルを示す。全混合比で発光形状

変化は見られなかった。発光強度に関しても、全混合比で発光強度低下は見られなかっ

た。 

以上の結果より、シランカップリング剤を用いた Si 量子ドットの表面機能化におい

て、Si 量子ドットの発光特性の観点から、シランカップリング分子の構造、及び分子数

混合比が重要であることが分かった。 
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図 4.6 シランカップリング分子の種類、及び Si 量子ドットとシランカップリング分子

の混合比を変化させて Si 量子ドットを表面機能化した場合の発光スペクトル。 
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4.4 考察 

シランカップリング分子を用いた B,P 同時ドープ Si 量子ドットの機能化では、シラ

ンカップリング分子構造及び分子数混合比に依存した水溶媒分散性及び発光特性を示

すことが明らかになった。これは、目的とする官能基で表面機能化を行う際、分子構造

の選択、及び混合比を制御することにより、B,P同時ドープ Si 量子ドットの優れた水溶

性溶媒分散性、及び発光特性を保持できることを示している。 

水溶媒分散性に関しては、アミノ基を持つ 2 種類のシランカップリング分子におい

て、APDMES で表面機能化した Si 量子ドットは全混合比で良好な分散性を示したが、

APTMS では全混合比で凝集体が形成した。エポキシ基を持つシランカップリング分子

GOPTS を用いた場合は、一定の混合比までは良好な分散性を示したが、シランカップ

リング分子が高濃度になると凝集体が形成した。この結果は、B,P 同時ドープ Si 量子

ドットの水溶性溶媒(極性溶媒)中での分散起源が強く関与していると考えられる。B,P

同時ドープ Si 量子ドットは、B,P 同時ドープにより負の表面電位を有しており、pH7

付近で-35 mV 程度である 77。この負の表面電位により、水溶性溶媒やアルコールなど

極性溶媒中で、Si 量子ドット粒子間に静電斥力が働くことで、凝集を防ぎ良好な分散

性を示す 76。 

水溶液中で正の電荷を持つアミノ基で表面機能化することにより、Si 量子ドットの

負の表面電位は低下し、凝集体を形成すると考えられる。今回のアミノ基を有するシ

ランカップリング分子において、Si 量子ドットと結合するシラノール基となるメトキ

シ基(-OCH3)の数が APDMES と APTMS で異なることにより、分散性に大きな違いが

見られた。APDMES はメトキシ基が 1箇所であり Si 量子ドット表面に修飾されるシラ

ンカップリング分子の数が限定的であったため、Si 量子ドットの負の表面電位は完全

には緩和されることはなく、APDMES 表面機能化 Si 量子ドットは良好な分散性を保持

した。一方、APTMS はメトキシ基が 3箇所あるため、Si 量子ドット表面に過剰にシ

ランカップリング分子が修飾されたことで、Si 量子ドットの負の表面電位が著しく低

下したことで分散性が低下し、凝集体を形成したと考えられる。さらに、メトキシ基

が 3 箇所あるため、シランカップリング分子間の架橋により複数の Si 量子ドットが共

有結合し、凝集体が形成されたことも考えられる。 

一方、水溶液中でエポキシ基はアミノ基ほど正の電荷を持たないため、GOPTS はメ

トキシ基が 3 箇所存在し、Si 量子ドット表面に十分に修飾されても、シランカップリ

ング分子が低濃度である分子数混合比が 1：125、1：250の場合は Si 量子ドットの負

の表面電位は完全には緩和されず、Si 量子ドットは良好な分散性を示したと考えられ

る。しかし、シランカップリング分子が高濃度である 1：1250 では、Si 量子ドット表

面に過剰にシランカップリング分子が修飾され、Si 量子ドットの負の表面電位の緩和

による静電斥力低下による分散性低下、及びメトキシ基が複数存在することによるシ
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ランカップリング分子間の架橋により複数の Si 量子ドットが共有結合し、凝集体が形

成したと考えられる。 

次に表面機能化 Si 量子ドットの発光特性に関して考察する。APDMES 表面機能化

Si 量子ドットの発光強度は、シランカップリング分子が低濃度である 1：125、1：250

では発光強度低下は見られなかったが、シランカップリング分子が高濃度の 1：1250

では発光強度が半減した。一方、APDMES表面機能化 Si 量子ドットの分散性は全分子

数混合比のサンプルで良好であった。これより、分子数混合比 1：1250 で見られた発

光強度低下は、表面機能化により非輻射遷移割合が増加したことが発光強度低下の原

因と考えられる。今回の結果は、先行研究で報告されている APDMES 表面機能化 Si

量子ドットの結果と良好に一致しており 154、先行研究では APDMES 表面機能化 Si 量

子ドットの発光寿命は分子数混合比に依存して減少することが報告されており 154、ア

ミノ基を持つ修飾分子へのエネルギー移動による非輻射遷移割合の増大が APDMES 表

面機能化 Si 量子ドット(1：1250)の発光強度低下の支配的要因であると考えられる。 

APTMS 表面機能化 Si 量子ドットは、発光強度は、全混合比で発光強度が大きく低

下し、1：125、1：250 の発光強度は未修飾に比べ約 2 割程度に減少、1：1250 ではほ

とんど発光が検出できず、発光強度の混合比依存性が見られた。一方、分散性は全分

子数混合比で低下していた。APTMS 表面機能化 Si 量子ドットの発光強度低下の原因

は、非輻射遷移割合増加に加えて、凝集体が計測用石英セル下部に沈殿したことによ

りコロイド溶液中の Si 量子ドットの分散量が低下したためと考えられる。非輻射遷移

割合増加に関しては、先行研究において APTMS 表面機能化 Si 量子ドットの発光寿命

は、APDMES 表面機能化 Si 量子ドットよりも顕著に減少することが報告されており

154、メトキシ基の増加により Si 量子ドット表面に修飾されたシランカップリング分子

が増加したことによるアミノ基を持つ修飾分子へのエネルギー移動の増大に伴い、非

輻射遷移割合も増大したと考えられる。 

GOPTS 表面機能化 Si 量子ドットは、全混合比において発光強度が低下せず、メト

キシ基が 3 箇所あることを考慮すると、エポキシ基を持つ修飾分子へのエネルギー移

動は、アミノ基を持つ修飾分子へのエネルギー移動に比べ小さく、そのため非輻射遷

移割合が増加しなかったと考えられる。 

本章の目的は、Si 量子ドットと抗体の結合に向け、B,P 同時ドープ Si 量子ドットの

優れた水溶媒分散性及び近赤外発光特性を保持しつつ表面機能化できるプロセスを開

発することである。3種類のシランカップリング分子を用い、Si 量子ドットとの分子

数混合比を 3 水準変化させた結果、水溶液中で正に帯電するアミノ基を持ち、かつメ

トキシ基を 3 箇所持つ APTMS は全分子数混合比で透過率低下が見られ分散性が低下

したことから、Si 量子ドットの表面機能化には不適であると判断した。アミノ基を持

ちメトキシ基が 1 箇所の APDMES では分子数混合比 1：125、1：250 では分散性と発
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光特性のいずれも良好であったが、シランカップリング分子が高濃度の 1：1250 では

分散性は良好であったが発光強度が半減した。エポキシ基を持ちメトキシ基が 3 箇所

の GOPTS では、分子数混合比 1：125、1：250 では分散性と発光特性のいずれも良好

であったが、シランカップリング分子が高濃度の 1：1250 では透過率低下が見られ分

散性が低下した。以上の結果より、Si 量子ドットの水溶媒分散性及び発光特性を保持

しつつ表面機能化するためには、シランカップリング分子は APDMES と GOPTS、分

子数混合比は Si 量子ドット：シランカップリング分子＝1：250が最適であると判断し

た。次章ではシランカップリング分子は APDMES 及び GOPTS、分子数混合比は Si 量

子ドット：シランカップリング分子＝1：250 で表面機能化した Si 量子ドットを用い

て、抗体－表面機能化 Si 量子ドットの複合体形成プロセスを検討する。 

 

4.5 まとめ 

 本章では、抗体との結合に向け、B,P 同時ドープ Si 量子ドットの表面機能化プロセ

スを開発し、優れた水溶媒分散性と近赤外発光を保持しつつ、アミノ基とエポキシ基

に表面機能化した Si 量子ドットの作製に成功した。表面機能化プロセスでは、シラ

ンカップリング分子の構造と、Si 量子ドットとシランカップリング分子の分子数混合

比が、Si 量子ドットの水溶媒分散性と近赤外発光特性に大きな影響を与えることが明

らかとなった。B,P同時ドープ Si 量子ドットの水溶媒分散性と近赤外発光の保持可能

な Si 量子ドット表面機能化プロセスを構築したことは、Si 量子ドットの蛍光検出型

バイオセンサ応用に極めて重要であり、抗体－Si 量子ドットの複合体形成に大きく貢

献できると期待される。  
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第 5 章 抗体と表面機能化 Si 量子ドッ

トの複合体形成 

5.1 はじめに 

 第 4 章では、バイオセンサの蛍光体として幅広く用いられている有機蛍光色素の代替

を目指し、光退色性のない安定した近赤外発光、大きなストークスシフト、生体及び環

境適合性、表面機能化自由度と優れた特性を有する我々の研究グループで開発した B,P

同時ドープ Si 量子ドットの表面機能化プロセスを開発した。B,P 同時ドープ Si 量子ド

ットは、コア／シェル構造により、Si 量子ドット本来の小さいサイズで良好な水溶媒分

散性と安定した近赤外発光特性を有している。シランカップリング分子を用いてアミノ

基及びエポキシ基で表面機能化し、B,P 同時ドープ Si 量子ドットの優れた水溶媒分散性

と近赤外発光を保持していることを示した。表面機能化プロセスにおいて、シランカッ

プリング分子の構造、及びSi量子ドットとシランカップリング分子の分子数混合比が、

Si 量子ドットの水溶媒分散性と近赤外発光の維持に大きな影響を与えることを明らか

にした。 

本章では、前章で開発した表面機能化 Si 量子ドットを用いて、抗体－表面機能化 Si

量子ドットの複合体形成プロセスを開発する。表面機能化 Si 量子ドットは、良好な水

溶媒分散性と近赤外発光特性を示したシランカップリング分子種及び分子数混合比で

ある、アミノ基を持つ APDMES((3-Aminopropyl)dimethylethoxysilane)、及びエポキシ基

を持つ GOPTS((3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilane)の、Si 量子ドットとシランカップリ

ング分子の分子数混合比は 1：250 を用いる。抗体はバイオ分野で広く用いられる免疫

グロブリン G(Immunoglobulin G；IgG)抗体を用い、インフルエンザの核タンパク質と結

合する IgG 抗体(Anti-Influenza A Virus Nucleoprotein IgG antibody)を選定した。 

本章の研究目的は、B,P 同時ドープ Si 量子ドットの優れた近赤外発光特性と IgG 抗

体の抗原との特異的結合性を保持できる、IgG 抗体－表面機能化 Si 量子ドットの複合

体形成プロセスを開発することである。IgG 抗体－Si 量子ドット複合体は、電気泳動、

動的光散乱(Dynamic light scattering；DLS)、及び透過型電子顕微鏡(Transmission electron 

microscopy；TEM)により、多方面から詳細に解析し、IgG 抗体と表面機能化 Si 量子ドッ

トが結合し、複合体形成に成功していることを証明する。加えて、複合体形成後の Si 量

子ドットが近赤外発光を保持していることを発光特性評価により明らかにし、複合体形

成後の IgG 抗体が抗原との特異的結合性を維持していることをインフルエンザの核タ

ンパク質を抗原とした蛍光イムノアッセイ評価により明らかにする。 
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5.2 実験方法 

5.2.1 試料作製方法 

抗体と表面機能化 Si 量子ドットの複合体形成プロセス 

抗体とシランカップリング分子で表面機能化した Si 量子ドットを結合させる。表面

機能化 Si 量子ドットは、第 4章で得られた Si 量子ドットの分散性と発光特性を保持で

きる最適表面機能化条件である APDMES： (3-Aminopropyl)dimethylethoxysilane と

GOPTS：(3-Glycidyloxypropyl)trimethoxysilane の分子数混合比 Si 量子ドット：シランカ

ップリング分子＝1：250を、比較検討用として未修飾 Si 量子ドットを用いた。抗体は、

インフルエンザの核タンパク質と結合する IgG 抗体(Anti-Influenza A Virus Nucleoprotein 

IgG antibody, ab66191, abcam)を用いた。 

 図 5.1に IgG 抗体と表面機能化 Si 量子ドットの複合体形成プロセスを、表 5.1に本

実験で作製したサンプルリストを示す。S1~S3 は IgG 抗体と Si 量子ドットを含むサン

プルであり、R1~R4 は IgG 抗体、Si 量子ドットのいずれかしか含まない比較検討用サ

ンプルである。以下に IgG 抗体と表面機能化 Si 量子ドットの複合体形成の実験手順を

示す。 

① IgG 抗体希釈： IgG 抗体(6.7 mg/mL)を PBS バッファ(Phosphate Buffered Saline; 

リン酸緩衝食塩水), pH7.4 で 0.4 mg/mL に希釈する。 

② DMT-MM 水溶液作製： アミノ基とカルボキシル基のペプチド結合の縮合剤に用

いるため、4-(4,6-dimethoxy-1,3,5-triazin-2-yl)-4-methylmorpholium chloride (DMT-

MM)を 17.8 mg/mL になるように純水に溶かす 154,168。 

③  混合(IgG 抗体と Si 量子ドット)： IgG 抗体(0.4 mg/mL) in PBS と表面機能化 Si

量子ドット(0.1 mg/mL) in 純水を分子数比 1:2で混合し、PBS(1 x)溶液となるよう

に PBS(10 x)溶液を混合する(S1、S2、S3)。IgG 抗体を用いない比較用のサンプル

(R1、R2、R3)は IgG 抗体溶液と同量の PBSバッファを、Si 量子ドットを用いない

比較用のサンプル(R4)は Si 量子ドット溶液と同量の PBS バッファを混合する。 

④ 結合(DMT-MM 添加)： APDMES 表面機能化 Si 量子ドットを用いるサンプル

(S1、R1)は、③で作製した水溶液量の 1/10 体積の DMT-MM 水溶液(17.8 mg/mL)を

添加する。それ以外のサンプルは、DMT-MM 水溶液は不要であるため、③で作製

した水溶液量の 1/10体積の純水を添加する(S2、S3、R2、R3、R4)。 

⑤ 反応： 室温、暗所で 4時間インキュベートする 153,154,169。 
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図 5.1 IgG 抗体と表面機能化 Si 量子ドットの複合体形成プロセス。 

 

表 5.1 サンプルリスト 

 
 

5.2.2 構造評価方法 

電気泳動法 

IgG 抗体－Si 量子ドット複合体の分子量評価は、電気泳動法を用いて行った。電気泳

動法は、アガロースゲルを用いる方法、ポリアクリルアミドゲルを用いる方法などいく

つかの方法があるが、今回は疎水性相互作用など物理的な非特異吸着による影響を最小

限にし共有結合など化学的結合のみ評価するとともに、タンパク質の高次構造を変性さ

せ分子量把握するために、 SDS-PAGE(Sodium dodecyl Sulfate- Polyacrylamide gel 

electrophoresis)電気泳動法を用いた。また、表面機能化 Si量子ドットが IgG抗体の重鎖、

軽鎖のいずれに結合しているのかを明確化する目的で、IgG 抗体のジスルフィド結合(S-

S 結合)を切断するために還元剤を用いた。以下に電気泳動の実験手順を示す。 

① サンプルバッファ調整(2 x)： サンプルバッファ(NuPAGE LDS Sample Buffer 4 x, 

Thermo Fisher)250μL と還元剤 (NuPAGE Sample Reduction Agent 10 x, Thermo 

Fisher)100μLを混合し、純水を 150μL添加し、ボルテックスミキサーで混合する。 

② サンプル調整： サンプル(S1~S3、R1~R4)各々15 uL と、①で調整したサンプルバ

ッファ 15 uLをボルテックスミキサーで混合し、ホットプレートで 95℃、5 分加熱

する。 

③ ランニングバッファ調整： ランニングバッファ(Tris/Glycine/SDS buffer 10 x, Bio-
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Rad)50mL に純水 450mL を加え 10倍希釈する。 

④ サンプルローディング： プレキャストポリアクリルアミドゲル(Any kD Mini-

PROTEAN TGX precast gel 10well 30μL, Bio-Rad)にピペットで②で作製したサンプ

ルを各々20μL ロードする。また、分子量を定量的に評価するため、分子量マーカ

(PageRuler Unstained Protein Ladder, Thermo Fisher)を 15μL ロードする。 

⑤ 泳動： 垂直型電気泳動セル(Mini-PROTEAN, Bio-Rad)を用い、ゲルはプレキャス

トポリアクリルアミドゲル(Any kD Mini-PROTEAN TGX precast gel, Bio-Rad)を用い、

印加電圧 200V で 30 分間泳動する。 

⑥ Si量子ドット発光バンド評価： ゲル中の Si量子ドットのバンドを評価するため、

ゲル中の Si 量子ドットの PL を Chemiluminescence イメージングシステム(FUSION 

FX, Vilber-Lourmat)で撮影した。励起光には 312 nm、近赤外バンドパスフィルタ(800 

nm-840 nm)を用いた。 

⑦ 染色： 電気泳動後のゲルを、クマシーブリリアントブルー(Coomassie Brilliant 

Blue：CBB)染色液(EzStain AQUA, ATTO)に 1 時間浸漬する。 

⑧ 脱色： 染色後のゲルを純水に浸漬し、室温で 1晩保管する。この際、キムワイプ

をゲルと同じ容器に入れておくと、きれいに脱色される。 

 

動的光散乱法 

 IgG 抗体－Si 量子ドット複合体形成による粒径評価は、動的光散乱法(dynamic light 

scattering: DLS)を用いて行った。DLS測定装置(Zetasizer Ultra, Malvern Panalytical)に、微

小容量用ディスポセルをセットし測定を行う。この際ディスポセル中には、十分な量(50 

µL 程度)の溶液を入れる。測定温度は 25℃に設定し、ディスポセルのセット後から測定

開始まで 2 分間温度を一定に保ってから測定を行った。測定終了後、散乱強度分布、体

積分布、個数分布のデータを取得した。なお、動的光散乱法により測定される粒子径は、

粒子の実際の直径ではなく、アインシュタイン-ストークスの式を用いて計算される流

体力学的直径(hydrodynamic diameter)であることに注意する。 

 

透過型電子顕微鏡観察 

 IgG 抗体－Si 量子ドット複合体の構造評価は、透過型電子顕微鏡(Transmission Electron 

Microscope:TEM)を用いて行った。本実験では、より詳細な構造評価のため、高分解

TEM(High Resolution TEM: HR-TEM)像、及び FFT 像(Fast Fourier Transform image)を、透

過型電子顕微鏡(JEM-2100F, JEOL)を用いて観察した。加速電圧は 200 kV とする。観察

対象となるナノ粒子の試料は、マイクログリッドに酸化グラフェン支持膜を担持した

TEM 観察用支持膜上にサンプル溶液を１滴滴下することで作製した。 
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5.2.3 発光特性評価方法 

発光スペクトル測定 

IgG 抗体－Si 量子ドット複合体形成後の Si 量子ドットの発光スペクトルを評価する

ために、電気泳動後のポリアクリルアミドゲル中の Si 量子ドット発光バンドの発光ス

ペクトルを評価した。具体的には、電気泳動後の CBB 染色していないポリアクリルア

ミドゲルを Chemiluminescence イメージングシステム(FUSION FX, Vilber-Lourmat)を用

いて、ゲル中の Si 量子ドットの発光バンド位置を確認し、Si 量子ドットの発光バンド

が含まれるようにゲルを適当なサイズ(7 mm□程度)に割断した。その後、割断したゲル

を石英セルの内壁に密着固定し、発光スペクトルを評価した。 

図 5.2 に発光スペクトル測定の概略図を示す。励起光源には波長 405 nm の半導体レ

ーザー(CUBE 1073840, COHERENT)を用いた。レーザー直後には 405 nm のバンドパス

フィルタ(TECHSPEC Bandpass Filter 65133, Edmund)を配置し、アパーチャーと焦点距離

150 mmのレンズを用いてサンプル上に集光した。検出光は励起光と 90°をなす方向の

光とし、焦点距離が 150 mm と 250 mm の 2 枚のレンズを用いて、分光器(SpectraPro-

300i, Acton Research Corp.)のスリット上に集光した。スリット直前には手前から順番に

ロングパスフィルタ(575 nm)とダイクロイックフィルタ(J52529, Edmund)を設置し、レ

ーザーからの散乱光を除去した。分光器の中心波長は 800 nmに設定した。検出器には

液体窒素で冷却した InGaAs フォトダイオードアレイ(OMA-V-SE, Roper Scientific)を使

用した。 

 

図 5.2 発光スペクトル測定系の概略図。 
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5.2.4 抗体結合性評価方法 

蛍光イムノアッセイ評価 

 本研究の目的は、IgG 抗体の抗原抗体結合性と Si 量子ドットの近赤外発光を保持し

つつ、IgG 抗体－Si 量子ドット複合体を形成することである。そこで、IgG 抗体－Si 量

子ドット複合体形成後の IgG 抗体が抗原との特異的結合性を評価するため蛍光イムノ

アッセイ評価を行った。図 5.3 に蛍光イムノアッセイ評価の模式図を示す。  

 

 
 

図 5.3 蛍光イムノアッセイ評価の模式図。 

 

IgG 抗体－Si 量子ドット複合体形成に用いた IgG 抗体 (Anti-Influenza A Virus 

Nucleoprotein, ab66191, abcam)は、インフルエンザの核タンパク質に結合する抗体である

ため、蛍光イムノアッセイにおける抗原はインフルエンザの核タンパク質(NP；

Nucleoprotein)を用いた。また、Anti-NP IgG 抗体－Si 量子ドット複合体が NP と非特異

吸着ではなく、抗原抗体反応により結合していることを明らかにするため、比較検討用

として NP とは抗原抗体反応せずヒト血清アルブミン(HSA；Human serum albumin)と抗

原抗体反応する 2 種類の異なる Anti-HSA IgG 抗体を用いた。Anti-NP IgG 抗体と同様の

プロセスで、Anti-HSA IgG 抗体と表面機能化 Si 量子ドットの複合体を作製し、比較検

討のために蛍光イムノアッセイ評価を行った。以下に蛍光イムノアッセイ評価の実験手

順を示す。図 5.4 に蛍光イムノアッセイの Well 配置を示す。各条件 N=3 で行った。 

① NP 希釈： NP(Recombinant Influenza H1N1 NP, Sino Biological)を PBS バッファで

10nM(M；Molar = mol/L)に希釈する。 

② NP 固定化： タンパク質吸着 ELISA(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)用プレー

ト(F Maxi Sorp, Thermo Fisher)の各Well に NP 0 (=PBS バッファ)と、①で作製した

NP10 nM を 50 uLずつ入れ、フィルムでシールし、4℃冷蔵庫に 1 晩保管し、NP を

プレートに固定化する。 



98 第 5 章 抗体と表面機能化 Si 量子ドットの複合体形成 

③ Blocking 溶液作製： PBS バッファに界面活性剤の Tween 20(=Polyoxyethylene 

Sorbitan Monolaurate, 東京化成)を 0.05 %混合し、PBS-T 溶液(Tween 0.05 %)を作製

する。PBS-T 溶液にスキムミルク粉末を溶解させ、5 %スキムミルク in PBS-T(Tween 

0.05 %)を作製する。 

④ Blocking： 1 晩保管し NP を固定化したプレートから NP 溶液を取り除く。この

際、イスなどクッションの上に複数枚キムタオルを重ね、その上にプレートをたた

きつけることで、Well の NP0(PBS バッファ)溶液と NP10 nM 溶液を混合させずに

取り除くことができる。その後、Well の Wash は行わずに、③で作製した Blocking

溶液を各Well に 300 μL ずつ入れ、フィルムでシールし、室温で 1時間保管する。

1 時間経過後、Well の Blocking溶液を前述した様にキムタオルにたたきつけ取り除

き、プレートウォッシャー(HydroFlex, TECAN)を用いて、PBS-T 溶液(Tween 0.05 %)

で Well を 3回Wash する。 

⑤ 抗原抗体反応： 第 4 章で述べた Si 量子ドット表面機能化プロセス、及び第 5 章

で述べた IgG 抗体－Si 量子ドット複合体形成プロセスで作製した Anti-NP IgG 抗体

(Anti-Influenza A Virus Nucleoprotein, ab66191, abcam)－表面機能化 Si 量子ドットの

複合体サンプル溶液を、各 Well に 50 μL 入れる。比較検討用として、NP と抗原

抗体反応しない 2種類のAnti-HSA IgG抗体(Anti-HSA, 15C7, HyTest), (Anti-HSA, 1A9, 

HyTest)をそれぞれ同様のプロセスで表面機能化 Si 量子ドットと複合体形成したサ

ンプル溶液を各 Well に 50 uL ずつ入れ、フィルムでシールし、室温で 3 時間保管

する。3時間経過後、Well の Blocking溶液を前述した様にキムタオルにたたきつけ

取り除き、プレートウォッシャー(HydroFlex, TECAN)を用いて、PBS-T 溶液(Tween 

0.05 %)でWell を 3 回Wash する。 

⑥ Si 量子ドット発光測定： プレートリーダー(Infinite M1000 PRO, TECAN)を用い、

励起波長 230 nm、検出波長 800 nmで各 Well の Si 量子ドットの発光強度を測定す

る。 

 

図 5.4 蛍光イムノアッセイの Well 配置。 
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5.3 実験結果 

5.3.1 構造評価 

 IgG 抗体－Si 量子ドット複合体の形成を明らかにするために、IgG 抗体－APDMES 表

面機能化 Si 量子ドット(S1)、IgG 抗体－GOPTS 表面機能化 Si 量子ドット(S2)、IgG 抗

体－未修飾 Si 量子ドット(S3)に関して、APDMES表面機能化 Si 量子ドット(R1)、GOPTS

表面機能化 Si 量子ドット(R2)、未修飾 Si 量子ドット(R3)、IgG 抗体(R4)を比較対象に、

電気泳動による分子量評価、動的光散乱による粒径評価、TEM による直接観察評価を

行った。 

 

電気泳動評価 

IgG 抗体－Si 量子ドット複合体の形成を分子量変化から評価するため、SDS-PAGE に

よる電気泳動を行った。電気泳動ゲル中の IgG 抗体バンドは CBB 染色により目視で、

Si 量子ドットバンドは CBB 染色前に Chemiluminescence イメージングシステムを用い

Si 量子ドットの近赤外発光を撮影することにより評価した。図 5.5(a)に CBB 染色後の

電気泳動ゲル写真を、図 5.5(b)に CBB 染色前の Chemiluminescence イメージングシステ

ム(FUSION FX、Vilber-Lourmat)を用いて励起波長 312 nm、近赤外バンドフィルタ(800 

nm-840 nm)で撮影した電気泳動ゲルの蛍光写真を示す。 

図 5.5(a)において、IgG 抗体を含まない比較対象の R1、R2、R3 では染色バンドは見

られず、染色バンドは IgG 抗体由来であることは明らかである。R4 より IgG 抗体は 25 

kDa と 50 kDa に 2 つのバンドを示し、IgG 抗体の軽鎖と重鎖と良好に一致していた 170–

172。これは、還元剤により IgG 抗体のジスルフィド結合が切断されたためである。IgG

抗体と APDMES表面機能化 Si 量子ドットを混合した S1では、25 kDa と 50 kDa の IgG

抗体の軽鎖と重鎖のバンドは完全に消滅しており、200 kDa 付近に薄っすらとブロード

なバンドが確認できた。これは、IgG 抗体の軽鎖と重鎖に Si 量子ドットが共有結合した

ことを示している。一方、IgG 抗体と GOPTS 表面機能化 Si 量子ドットを混合した S2

と、IgG 抗体と未修飾 Si 量子ドットを混合した S3 は、R4 の IgG 抗体と同じ 25 kDa と

50 kDa の位置にバンドが確認できた。ただ、S2、S3 いずれにおいても、50 kDa の重鎖

のバンドはいずれも薄っすらと分子量の大きい側に広がっているのが確認できる。これ

より、S2と S3 においては、IgG 抗体の軽鎖と重鎖は Si 量子ドットと共有結合せずにそ

のまま残っているが、極一部の IgG 抗体の重鎖が Si 量子ドットと結合していると考え

られる。 

図 5.5(b)において、Si 量子ドットを含まない比較対象の R4 ではバンドは見られず、

Si 量子ドットの発光バンド由来であることは明らかである。IgG 抗体と APDMES 表面

機能化 Si 量子ドットを混合した S1 では 200 kDa 付近にブロードな Si 量子ドットの発

光バンドが確認でき、この発光バンドは 200 kDa 付近の IgG 抗体の染色バンドと完全に
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一致した。一方、IgG 抗体と GOPTS表面機能化 Si 量子ドットを混合した S2 と、IgG 抗

体と未修飾 Si 量子ドットを混合した S3では 50 kDa-60 kDa と 150 kDa 付近に薄っすら

と発光バンドが見られ、50 kDa-60 kDa 付近の薄っすらとしたブロード発光バンドは図

5.5(a)の S2 と S3 における IgG 抗体染色バンドと一致し、IgG 抗体－Si 量子ドットの結

合を示唆するが、その量は S1 に比べると極微量である。 

以上より、IgG 抗体と APDMES 表面機能化 Si 量子ドットを混合した S1では、IgG抗

体染色バンドと Si 量子ドット発光バンドが 200 kDa 付近で完全に一致し、IgG 抗体の

軽鎖と重鎖に対応する 25 kDa と 50 kDa の染色バンドは完全に消滅していたことより、

S1においてはほぼ全ての IgG抗体の重鎖と軽鎖が Si 量子ドットと共有結合しているこ

とを確認できた。複合体形成後の分子量が 200 kDa 程度であることから、IgG 抗体に複

数の Si 量子ドットが共有結合していると考えられる。また複数の IgG 抗体が Si 量子ド

ットを介して共有結合している可能性もある。複合体の構造の議論は、動的光散乱評価

と、TEM構造解析の結果を踏まえ、後で議論する。一方、IgG 抗体と GOPTS 表面機能

化 Si量子ドットを混合した S2と、IgG抗体と未修飾 Si量子ドットを混合した S3では、

IgG 抗体染色バンド及び Si 量子ドット発光バンドより僅かに分子量が増加しているこ

とが確認できたものの、IgG 抗体の軽鎖と重鎖に対応する 25 kDa と 50 kDa の染色バン

ドは比較対象である IgG 抗体(R4)と同じ位置にはっきりと確認でき、大半の IgG 抗体が

Si 量子ドットと未結合であることが確認できた。 

 

図 5.5 (a)CBB 染色後の電気泳動ゲル写真、(b)CBB 染色前に Chemiluminescence イメー

ジングシステムを用いて励起波長 312 nm、近赤外バンドバスフィルタ(800 nm -840 nm)

を用いて撮影した電気泳動ゲルの蛍光写真。 
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動的光散乱評価 

IgG 抗体－Si 量子ドット複合体の形成を粒径変化から評価するため、動的光散乱法を

用いて流体力学的直径を測定した。図 5.6 に IgG 抗体－APDMES 表面機能化 Si 量子ド

ット(S1)、IgG 抗体－GOPTS 表面機能化 Si 量子ドット(S2)、IgG 抗体－未修飾 Si 量子

ドット(S3)、Si 量子ドット(R3)、IgG 抗体(R4)における動的光散乱法で測定した流体力

学的直径の強度分布、体積分布、個数分布のピークをまとめ、図 5.7 に動的光散乱法で

測定した流体力学的直径の個数分布を示す。 

図 5.6 より、全てのサンプルにおいて、流体力学的直径の強度分布、体積分布、個数

分布のピークの違いはほとんど見られない。これは、測定範囲である直径 1 nm-100 nm

の範囲外に、巨大な凝集体が形成されていないことを示唆している。 

 図 5.7 に示した流体力学的直径の個数分布を用いて、IgG 抗体－Si 量子ドット複合体

のサイズを議論する。Si 量子ドット(R3)の平均流体力学的直径は 7.4 nm であった。こ

の値は TEM による Si 量子ドットの直接観察による、平均直径 3.9 nm、標準偏差 0.8 nm

と比較して大きい 77。水溶液に分散した Si 量子ドットにおける動的光散乱法による流

体力学的直径と TEM 観察による直径の不一致は先行研究でも報告されており、動的光

散乱法と TEM の評価条件下における Si 量子ドットの表面状態に起因する 173–176。IgG

抗体の平均流体力学的直径は 7.7 nmであった。 

IgG 抗体と GOPTS 表面機能化 Si 量子ドットを混合した S2 と、IgG 抗体と未修飾 Si

量子ドットを混合した S3 における平均流体力学的直径はそれぞれ、7.5 nmと 7.7 nmで

あり、この値はシリコン量子ドット(R3)7.4 nmと IgG抗体(R4)7.7 nmと近い値であった。

これは S2 と S3 では、IgG 抗体と Si 量子ドットの大部分が複合体を形成せず、独立し

た状態で存在することを示している。この結果は、図 5.5 で示した電気泳動において、

S2 と S3 では複合体のバンドはかなり薄く、IgG 抗体の軽鎖、重鎖のバンドが明確に表

れた結果と良好に一致する。 

 一方、IgG 抗体と APDMES 表面機能化 Si 量子ドットを混合した S1 の平均流体力学

的直径は 33.0 nmと、S2、S3、R3、R4 に比べてかなり大きな値であった。S1 のサイズ

増大は、IgG 抗体と APDMES 表面機能化 Si 量子ドットが結合し、複合体を形成したた

めと考えられる。この結果は、図 5.5 で示した電気泳動において S1 では IgG の軽鎖と

重鎖に対応するバンドは見られず、150 kDa-200 kDa 付近に新たにバンドが見られ複合

体が形成できているという結果と良好に一致する。さらに S1 において、流体力学的直

径の個数分布データにおいて 10 nm 以下の粒子は見られず、これはほぼ全ての IgG 抗

体と Si 量子ドットが複合体形成に消費されたことを支持している。 
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図 5.6  IgG 抗体－Si 量子ドット混合溶液、Si 量子ドット、IgG 抗体における動的光散

乱法で測定した流体力学直径の強度分布、体積分布、個数分布のピーク。 

 

 
 

図 5.7  IgG 抗体－Si 量子ドット混合溶液、Si 量子ドット、IgG 抗体における動的光

散乱法で測定した流体力学直径の個数分布。 
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透過型電子顕微鏡観察 

図 5.5 で示した電気泳動法による分子量評価と、図 5.6 と図 5.7 で示した動的光散乱

法による粒径評価の結果より、分子量と粒径の増加が確認され複合体を形成が示唆され

る IgG 抗体－APDMES 表面機能化 Si 量子ドットの混合サンプル(S1)において、複合体

形成を直接的に確認するため透過型電子顕微鏡(TEM)を用いて観察した。図 5.8(a)に S1

の TEM 像を、図 5.8(b)に拡大した TEM 像を示す。アモルファスカーボン支持膜のバッ

クグランドノイズを低減し、有機物を鮮明に観察するために、酸化グラフェン支持膜を

用いた 151。 

図 5.8(a)の TEM 像より、20 nm-30 nm程度のアモルファスの物体が確認でき、これら

は IgG抗体とAPDMES表面機能化 Si量子ドットの複合体であると考えられる。図 5.8(b)

の拡大 TEM 像より、黄色の四角で囲んだ複合体と想定される有機物を拡大すると、ア

モルファスの物体の中に直径 4.2 nm 程度の結晶性粒子を確認することができた。以上

より、アモルファスの物体は有機物である IgG 抗体、結晶性粒子は Si ナノ結晶である

Si 量子ドットと想定される。 

 
 

図5.8 (a)IgG抗体とAPDMES表面機能化Si量子ドットの混合サンプル(S1)のTEM像。

(b)(a)において黄色で囲んだ領域を拡大した TEM 像。 
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次に図 5.8(b)で見られた結晶性粒子が Si 量子ドットであることを確認するために、図

5.8(b)で白い点線で囲んだ領域の高速フーリエ変換(FFT；Fast Fourier Transform)像を取得

した。図 5.9 に FFT 像を示す。 

 アモルファス物体からのハローリングパターンにおいて、いくつかのスポットが確認

され、これらのスポットは結晶 Si(JCPDS No. 27-1402)の｛1 1 1｝と｛2 2 0｝と良好に一

致した 76。これにより、図 5.8(b)で見られた結晶性粒子が Si 量子ドットであることが確

認された。アモルファス物体の中に Si 量子ドットが確認されたことより、IgG 抗体と

APDMES 表面機能化 Si 量子ドットの混合サンプル(S1)では、IgG 抗体－Si 量子ドット

複合体が形成されたことを確認できた。 

 

 
 

図 5.9 図 5.8(b)において白点線で囲んだ領域で FFT 像。 

 

以上の結果より、電気泳動法による分子量評価と、動的光散乱法による粒径評価の結

果は良好に一致しており、IgG 抗体と APDMES 表面機能化 Si 量子ドットを混合したサ

ンプル(S1)に関しては、分子量増加と粒径増加が確認され、単体の IgG 抗体と Si 量子ド

ットは確認されなかった。さらに、S1 における TEM 観察による構造解析と FFT 像よ

り、IgG 抗体の中に Si 量子ドットが存在することが確認できた。これらの結果より、

IgG 抗体と APDMES 表面機能化 Si 量子ドットの混合サンプル(S1)は、Si 量子ドットが

IgG 抗体の軽鎖及び重鎖に共有結合し、IgG 抗体－Si 量子ドット複合体が形成されたこ

とを確認できた。また、IgG 抗体と Si 量子ドットは複合体形成に消費され、単体の IgG

抗体と Si 量子ドットは枯渇していた。 

一方、IgG 抗体と GOPTS 表面機能化 Si 量子ドットの混合サンプル(S2)と、IgG 抗体

と未修飾 Si 量子ドットの混合サンプル(S3)に関しては、分子量増加と粒径増加は確認さ

れず、単体の IgG 抗体と Si 量子ドットが存在することが確認でき、複合体を形成して

いないことを確認した。 
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5.3.2 発光特性評価 

発光スペクトル測定 

 本研究の目的は、IgG 抗体の抗原との特異的結合性と、Si 量子ドットの近赤外発光特

性を保持しつつ、IgG 抗体－Si 量子ドット複合体を形成することである。他の研究グル

ープの Si 量子ドットでは、Si 量子ドットの表面機能化、及び生体分子との複合体形成

後に、Si 量子ドットと発光特性が変化することが報告されている 146–149。一方、B,P 同

時ドープ Si 量子ドットは発光特性が表面状態に依存せず安定である特徴を有し、シラ

ンカップリング分子による表面機能化も発光スペクトルが変化しないことを示したが

154、抗体との共有結合による発光特性への影響は未確認である。そこで、IgG 抗体－Si

量子ドット複合体形成後の Si 量子ドットの発光スペクトルを評価する。 

 5.3.1 で IgG 抗体と APDMES 表面機能化 Si 量子ドットの混合サンプル(S1)で、IgG 抗

体－Si 量子ドット複合体が形成されていることを確認した。そこで、S1 における IgG

抗体－Si 量子ドット複合体の Si 量子ドットの発光スペクトル評価を行うために、図

5.5(b)で示した CBB 染色前のポリアクリルアミド電気泳動ゲルを Chemiluminescence イ

メージングシステム(FUSION FX、Vilber-Lourmat)で Si 量子ドットの発光バンドを評価

しバンド位置を確認した後、IgG 抗体－Si 量子ドット複合体である S1 の 200kDa 付近

のゲル(図 5.5(b)の緑矢印)を割断し、PLスペクトル評価を行った。 

 図 5.9に電気泳動ゲル中の S1の IgG抗体－Si量子ドット複合体の Si量子ドットの発

光スペクトルを緑線で示す。また比較対象として、未修飾 Si 量子ドット(黒ドット)、

APDMES 表面機能化 Si 量子ドット(赤ドット)の発光スペクトルを示す。3 つの発光スペ

クトルはほぼ完全に一致しており、Si 量子ドットは IgG 抗体－Si 量子ドット複合体形

成後も、未修飾および APDMES 表面機能化 Si 量子ドットと同様に近赤外発光を保持し

ていることを確認できた。同時に電気泳動評価(図 5.5(b))の発光バンドが Si 量子ドット

の発光であることを証明できた。 

 以上より、IgG 抗体－Si 量子ドット複合体形成後も Si 量子ドットの発光スペクトル

形状に変化はなく、近赤外発光を保持していることを確認した。B,P 同時ドープ Si 量子

ドットは、シランカップリング分子による表面機能化後、及び抗体との共有結合後も近

赤外発光特性を維持しており、表面状態変化に極めて鈍感で、安定した近赤外発光特性

を有することを確認できた。 
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図 5.9 電気泳動ゲルにおける S1 の 200 kDa 付近の IgG 抗体－APDMES 表面機能化 Si

量子ドット複合体の Si量子ドットの発光スペクトル(図 5.5(b)緑矢印)。励起光は 415 nm。 

 

5.3.3 抗体結合性評価 

蛍光イムノアッセイ評価 

 本研究の目的は、IgG 抗体の抗原結合性と、Si 量子ドットの近赤外発光特性を保持

しつつ、IgG 抗体－Si 量子ドット複合体を形成することである。IgG 抗体における抗

原結合部位は、図 4.2 で示した Fab(ab；antigen binding の略)と呼ばれる IgG 抗体の Y

字の上端 2 箇所である。そのため、IgG 抗体－Si 量子ドット複合体形成により、Si 量

子ドットが IgG 抗体の抗原結合部位の周辺に共有結合した場合には、複合体の IgG 抗

体は抗原との結合性を消失している可能性がある。そこで、IgG 抗体－Si 量子ドット

複合体の IgG 抗体における抗原との特異的結合性を評価する。 

 5.3.1 で IgG 抗体と APDMES 表面機能化 Si 量子ドットの混合サンプル(S1)で、IgG

抗体－Si 量子ドット複合体が形成されていることを確認した。そこで S1における IgG

抗体－Si 量子ドット複合体サンプルの蛍光イムノアッセイ評価を行った。IgG 抗体が

Anti-NP IgG 抗体であるため、タンパク質吸着プレートに抗原としてインフルエンザウ

イルスの核タンパク質(NP；Nucleoprotein)を固定化し、その後、IgG 抗体－Si 量子ドッ

トの非特異吸着を低減するため、ブロッキング剤としてスキムミルクを用いた。次

に、S1 の IgG 抗体―Si 量子ドット複合体の IgG 抗体をプレートに固定化した NP と抗

原抗体反応させ、未反応の IgG 抗体－Si 量子ドット複合体を洗浄により取り除いた。

さらに、複合体における IgG 抗体と NP との結合が、非特異吸着ではなく抗原抗体反

応に起因することを明らかにするため、NPと結合せずヒト血清アルブミン(HSA；
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Human Serum Albumin)と抗原抗体反応する 2 種類の IgG 抗体(Anti-HSA IgG)を、それぞ

れ APDMES 表面機能化 Si 量子ドットと、S1 と同様のプロセスで結合させ、Anti-HSA 

IgG 抗体－APDMES 表面機能化 Si 量子ドット複合体を作製し、比較対象として蛍光イ

ムノアッセイを行った。 

 図 5.10にタンパク質吸着プレート上の Si 量子ドットの PL 強度を示す。赤の棒グラ

フは吸着プレート上に NP 固定なし、緑の棒グラフは吸着プレート上に NP10 nM を固

定した PL 強度で、棒グラフは N = 3 の平均値、エラーバーは標準偏差を示している。

励起波長は 230 nm、検出波長は 800 nmとした。 

 Anti-NP IgG 抗体と APDMES 表面機能化 Si 量子ドットを混合したサンプル S1 で

は、NP なしに対して、NP10 nM では PL 強度が増加した。一方、比較対象として

Anti-HSA IgG 抗体と APDMES 表面機能化 Si 量子ドットを混合した 2 種類のサンプル

ではいずれも、NPによる PL 強度の増加は見られない。この結果は、Anti-NP IgG 抗体

を用いた S1 の NP による PL 増加は、NP への IgG 抗体－Si 量子ドット複合体の非特

異吸着ではなく、抗原抗体反応に起因していることを示している。 

 以上より、S1において IgG 抗体－APDMES 表面機能化複合体における IgG 抗体が

NP との抗原抗体結合性を保持していることが明らかとなった。しかし、抗原抗体反応

による PL 増加は、S1 の NP なしで見られた非特異吸着の PL 強度に比べ小さく、蛍光

検出型バイオセンサに IgG 抗体－APDMES 表面機能化 Si 量子ドットを応用する際に

は、バイオセンサの高感度化に向け、IgG 抗体－APDMES 表面機能化 Si 量子ドットの

非特異吸着を抑制するプロセス開発が必要不可欠であることも明らかとなった。 

  

 

図 5.10 蛍光イムノアッセイにおける S1の PL強度。Anti-HSA IgG 抗体は比較対象。

励起波長 230 nm、検出波長 800 nm。N = 3 の平均値、エラーバーは標準偏差。 
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5.4 考察 

 IgG抗体とAPDMES表面機能化 Si量子ドットの混合サンプル(S1)、IgG抗体とGOPTS

表面機能化 Si 量子ドットの混合サンプル(S2)、IgG 抗体と未修飾 Si 量子ドット(S3)の混

合サンプル(S3)に関して、APDMES 表面機能化 Si 量子ドット(R1)、GOPTS 表面機能化

Si 量子ドット(R2)、未修飾 Si 量子ドット(R3)、IgG 抗体(R4)を比較対象に、IgG 抗体－

Si量子ドット複合体形成の構造評価と、複合体形成後の Si量子ドットの発光特性評価、

複合体形成後の IgG 抗体の特異的結合性評価を行った。IgG 抗体と APDMES 表面機能

化 Si 量子ドットの混合サンプル(S1)において、IgG 抗体－Si 量子ドット複合体形成を証

明し、複合体形成後も、Si 量子ドットは近赤外発光を、IgG 抗体は抗原抗体結合性を保

持していることを示した。ここでは、S1 における IgG 抗体－Si 量子ドット複合体の構

造について考察する。 

 S1 において、電気泳動法で 200 kDa に IgG 抗体の染色バンドと Si 量子ドットの発光

バンドが見られたこと、動的光散乱法で流体力学的直径が平均 33 nm であったことよ

り、IgG 抗体と Si 量子ドットが 1：1 で結合し複合体を形成しているのではなく、IgG

抗体に複数の Si 量子ドットが結合、または、Si 量子ドットに複数の IgG 抗体が結合し

ていると考えられる。IgG 抗体と Si 量子ドットの分子数混合比が 1：2であることを考

慮し、S1 において想定される IgG 抗体－Si 量子ドット複合体の構造の 1 つのモデルを

図 5.11に示す。 

 このモデルの左図において、IgG 抗体の長さが約 15 nm、Si 量子ドットの平均直径が

3.9 nm であり、IgG 抗体と Si 量子ドットは 3 次元的に複合体を形成することを考慮す

ると 177,178、IgG 抗体－Si 量子ドット複合体のサイズは 30 nm 程度と想定され、動的光

散乱法で得られた流体力学直径 33.0 nmと近い値である。この IgG 抗体－Si 量子ドット

複合体の分子量は、IgG 抗体の軽鎖と重鎖がそれぞれ 25 kDa と 50 kDa で、Si 量子ドッ

ト 1 個の分子量は 40 kDa であるため、690 kDa となる。 

 SDS－PAGE では還元剤により IgG 抗体のジスルフィド結合が切断されるため、図

5.11 の右図の構造となる。このモデルにおいて分子量は 205 kDa となり、SDS-PAGE 電

気泳動において S1 で見られた IgG 抗体の染色バンドと Si 量子ドットの発光バンドの

位置と同程度の値になる。 
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図 5.11 S1 において想定される IgG 抗体－Si 量子ドット複合体の 1 つのモデル。左は

溶液中、右は SDS-PAGE でジスルフィド結合が切断された状態。 

 

5.5 まとめ 

 本章では、IgG 抗体－表面機能化 Si 量子ドットの複合体形成プロセスを開発し、アミ

ノ基である APDMES で表面機能化した Si 量子ドットにより、IgG 抗体－Si 量子ドット

複合体形成に成功した。IgG 抗体－Si 量子ドット複合体の形成を証明するために、SDS-

PAGE 電気泳動法、動的光散乱法、TEM 観察により詳細に解析した。SDS-PAGE 電気泳

動により、Si 量子ドットが IgG 抗体の軽鎖と重鎖の両方に共有結合していることが明

らかとなった。また、電気泳動ゲルにおける複合体を示すバンドの発光スペクトル評価

により、IgG 抗体－Si 量子ドット複合体形成後も Si 量子ドットの発光スペクトル形状

に変化がなく近赤外発光を保持しており、B,P 同時ドープ Si 量子ドットの近赤外発光が

表面状態に依存せず極めて安定であることが明らかとなった。さらに、蛍光イムノアッ

セイ評価により、IgG 抗体－Si 量子ドット複合体形成後も IgG 抗体は抗原抗体結合性を

保持していることが明らかになった。Si 量子ドットの近赤外発光と IgG 抗体の抗原抗

体結合性を保持しつつ、共有結合により IgG 抗体－Si 量子ドット複合体形成に成功し

たことは、実用化を見据えた高感度蛍光検出型バイオセンサの実現に向けて、極めて大

きな前進である。 
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 本研究では、実用化を視野に入れた蛍光検出型バイオセンサの高感度化に向けた要素

技術の構築を目指し、新規プラズモニック基板の開発と、新規蛍光体のバイオセンサ応

用技術を開発した。新規プラズモニック基板は、優れた設計自由度、大面積均一性、構

造再現性、生産性と優れた特徴を持つ NIL プラズモニック基板の開発を行った。その結

果、Au ナノ構造の表面平滑性を改善することで、シミュレーションにより予測可能な

シャープな 2 つのプラズモン共鳴を持つ NIL プラズモニック基板の開発に成功した。

新規蛍光体のバイオセンサ応用技術としては、近赤外発光、発光安定性、大きなストー

クスシフト、表面機能化自由度、人体及び環境適合性を有する我々の研究グループで開

発した B,P 同時ドープ Si 量子ドットを用いて、バイオセンサ応用に向け、長波長光子

による発光増強、Si 量子ドット表面機能化プロセス、及び抗体－表面機能化 Si 量子ド

ット複合体形成プロセスを開発した。その結果、NIL プラズモニック基板によるプラズ

モンとの結合により長波長光子での Si 量子ドットの吸収断面積及び輻射遷移割合の同

時増強を実現した。また、シランカップリング分子を用いて Si 量子ドットの優れた水

溶媒分散性及び近赤外発光特性を保持しつつ表面機能化することに成功し、Si 量子ドッ

トの近赤外発光特性及び抗体の特異的結合性を保持しつつ IgG 抗体－表面機能化 Si 量

子ドットの複合体形成に成功した。これらの結果は、実用化を見据えた高感度蛍光検出

型バイオセンサの実現に向けた要素技術として、非常に重要な意味を持つ。以下に、本

研究で得られた成果と今後の展望をまとめる。 

 第 2 章では、NIL プラズモニック基板の開発について述べた。本研究では、高感度蛍

光検出型バイオセンサの実現に向け、優れた設計自由度、大面積均一性、構造再現性、

生産性を有している NIL プラズモニックを開発した。先行研究で報告されている従来

の NIL プラズモニック基板はプラズモン共鳴がブロードであった。そのため、高い発光

増強度が得られないことに加え、シミュレーションで電場分布及びホットスポット位置

を予測できず、プラズモニック基板の特性改善には試行錯誤に頼らざるを得なかった。

本研究では、Au ナノ構造における Au 表面平滑性を改善することによりシミュレーシ

ョン予測と同等にシャープなプラズモン共鳴を実現したことで、電場分布、ホットスポ

ット位置、及びプラズモニックモードを明らかし、シミュレーションで予測可能なプラ

ズモニック基板を開発した。さらに、開発した NIL プラズモニック基板のバイオセンサ

応用可能性を、インフルエンザウイルスの核タンパク質検出により実証した。これらの

結果は、高感度蛍光検出型バイオセンサの実現に向けた大面積プラズモニック基板の開

発において、非常に大きな一歩である。 

 第 3 章では、NIL プラズモニック基板による Si 量子ドットの発光増強について述べ
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た。本研究では、優れた発光特性及び発光安定性を有する我々の研究グループで開発し

た B,P 同時ドープ Si 量子ドットのバイオセンサ応用に向けて、Si 量子ドットの課題で

ある長波長光子での小さい吸収断面積を、NIL プラズモニック基板によるプラズモンと

の結合により解決した。NIL プラズモニック基板上に Layer by Layer 法で形成したポリ

マースペーサ層を用いて Si 量子ドット－Au ナノ構造間距離を厳密に制御し、発光励起

スペクトル、発光スペクトル、及び発光減衰ダイナミクスと、反射スペクトルを詳細に

解析することで、プラズモンとの結合により長波長光子での Si 量子ドットの吸収断面

積増大及び輻射割合増大による同時増強を明らかにした。また、発光増強の Si 量子ド

ット－Au ナノ構造間距離依存性を明らかにすることで、バイオセンサの高感度化に向

けた蛍光体配置位置を示した。これらの結果は、高感度蛍光検出型バイオセンサの実現

に向けた、B,P 同時ドープ Si 量子ドットのバイオセンサ応用において、非常に大きな一

歩である。 

 第 4 章では、シランカップリング分子による Si 量子ドットの表面機能化について述

べた。本研究では、B,P同時ドープ Si 量子ドットを抗体と結合させるために、シランカ

ップリング分子を用いてアミノ基、エポキシ基に表面機能化するプロセスを開発した。

シランカップリング分子構造、及び Si 量子ドットとシランカップリング分子の分子数

混合比を制御することにより、B,P 同時ドープ Si 量子ドットが有する水溶媒分散性及び

近赤外発光特性を保持しつつ、Si 量子ドット表面をアミノ基及びエポキシ基に修飾でき

る表面機能化プロセス条件を見出した。これらの結果は、高感度蛍光検出型バイオセン

サの実現に向けた B,P 同時ドープ Si 量子ドットのバイオセンサ応用において、非常に

重要なステップとなったと言える。 

 第 5 章では、抗体と表面機能化 Si 量子ドットの複合体形成について述べた。本研究

では、第 4 章で開発したプロセスで表面機能化した Si 量子ドットを用いて、抗体との

複合体形成プロセスを開発した。アミノ基で機能化した Si 量子ドットと抗体のカルボ

キシル基をペプチド結合させることで、IgG 抗体－Si 量子ドット複合体が形成されてい

ることを、電気泳動、動的光散乱(Dynamic light scattering；DLS)、及び透過型電子顕微

鏡(Transmission electron microscopy；TEM)により詳細に解析し、表面機能化 Si 量子ドッ

トが IgG 抗体の軽鎖及び重鎖に共有結合していることを明らかにした。さらに、複合体

形成後に、Si 量子ドットが近赤外発光を保持していること、IgG 抗体が抗原との特異的

結合性を保持していることを明らかにした。これらの結果は、高感度蛍光検出型バイオ

センサの実現に向けた B,P 同時ドープ Si 量子ドットのバイオセンサ応用において、非

常に大きな一歩である。 
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