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1.　はじめに

蛍光検出技術を用いた生体分子の解析手法は，基礎研究分野
における生命現象の解析，医薬品候補化合物のスクリーニング，
遺伝子診断・再生医療などの先端医療分野及び簡易診断分野に
は不可欠なツールである。例えば，DNAチップ，タンパク質チッ
プなどのマイクロアレイでは，基板上のオリゴヌクレオチドや
ペプチドを蛍光標識し，網羅的な解析に盛んに利用されている。
また免疫染色やバイオイメージングでは，特定の物質を蛍光標
識し観察することによって細胞内や細胞間の物質の動態を解析
することが可能となる。
これら蛍光を用いた解析手法では，ターゲットとなる細胞や

抗原，オリゴヌクレオチド，ペプチドなどを標識するための蛍
光試薬が用いられている。蛍光試薬に用いられている代表的な
蛍光材料は，ナノメートルサイズの有機色素である。有機色素
を用いた蛍光試薬は，生体高分子間の相互作用をFRET（蛍光
共鳴エネルギー移動）で解析するもの，特定の環境で発光・非
発光が制御できるもの，生体透過性がある近赤外の波長を有し，
体表から数センチ内部にある生きた組織を観察するために用い
られるものなど様々な種類が開発されている1）。しかし，退色
しやすい，輝度が低いなどの問題があり，耐光性や輝度の向上
が望まれている。
有機色素に代わる新たな蛍光標識材料として，ナノテクノロ

ジーが応用されたナノ粒子型の蛍光材料が注目を集めている。
ナノ粒子型の蛍光材料としてよく知られているのが，半導体ナ
ノ粒子である2）。半導体ナノ粒子は，粒径をナノサイズ化する
ことで発現する量子サイズ効果により，可視光での発光を可能
とした蛍光粒子である。この半導体ナノ粒子は，表面欠陥に由
来する発光効率の低下が問題であったが，近年表面技術が向上
し非常に発光効率の高い半導体ナノ粒子が開発され，明るく，
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耐光性に優れた蛍光材料として，イメージング試薬への利用が
始まっている3）。しかし，材料に人体に有害なカドミウムなど
を用いていることが問題となっている。

2.　QUARTZ DOTTM

当社は明るく，無害な材料からなる蛍光粒子として蛍光ナノ
シリカ粒子「QUARTZ DOT」を開発し，新たなバイオメディ
カル用標識プローブとしての応用を検討した。
QUARTZ DOTは，有機色素分子をシリカ（二酸化ケイ素）

粒子内部に固定化した蛍光粒子であり，1個の粒子に有機色素
分子を10 ～数万個含有させることにより，有機色素の弱点で
あった低発光強度の問題を解決した蛍光材料である（図1）。ま
た合成条件を変え粒子の大きさを調整することで，フローサイ
トメトリーなど蛍光ラテックスビーズが用いられるアッセイへ
の応用が可能となる。本章では，蛍光シリカ粒子の合成法及び
粒径制御方法について紹介する。

	 　 シリカナノ粒子 

有機色素 

生体分子 

図1	 QUARTZ DOTの構造
	 Structure of QUARTZ DOT.

2.1	 シリカ粒子合成法
粒径1 µm以下の微小なシリカ粒子の合成法には，溶液中で
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合成するゾル-ゲル法が古くから知られている。Stöberはアル
コール溶媒中で，テトラアルコキシシランをアンモニアなどの
弱塩基を用いて重合させ数十nmからミクロンサイズの粒子を
得ている4）。Stöberの報告以来，ゾル-ゲル法によるシリカ粒
子合成法は改良がなされ，有機色素を共有結合したシリカ粒子
内部に固定したシリカ粒子の合成法とその特性についてvan 
Blaaderenが報告している5）。

2.2	 有機色素の固定化方法
有機色素を固定化したシリカ粒子は，有機色素とシランカッ

プリング剤を共有結合で結合した色素-シランカップリング剤
複合体とTEOSを重合させることで得られる。シランカップリ
ング剤と有機色素を結合する方法としては，図2に示すような
F ITC（f l u o r e s c e i n  i s o t h i o c y a n a t e） や TR I T C

（tetramethylrhodamine isothiocyanate）などのイソチオシア
ネート基を有する色素とAPS （3-aminopropyltriethoxysilane）
を チ オ ウ レ ア 結 合 で 結 合 す る 方 法5），6）や，NHS

（N-hydroxysuccinimide）で活性化されたエステル基を有する
色素とAPSをアミド結合で結合する方法7）が報告されている。
有機色素の発光特性は，有機色素とシランカップリング剤の結
合方法に影響されるので，合成される粒子の発光強度を大きく
左右する。従って有機色素とシランカップリング剤の結合は，
非常に重要な工程である。
我々は，APSをアミド結合した色素-シランカップリング剤

複合体を用いて蛍光シリカ粒子の合成を検討した。粒子は，色
素-シランカップリング剤複合体，及びTEOSを水-アルコー
ル混合溶媒に溶解し，アンモニアを添加して重合させ，室温で
数時間から1日混合することで合成される（図3）。本手法によ
り，これまでにフルオレセイン，ローダミン6G，ROX （5（6）
-carboxy-X-rhodamine），TAMRA （5（6）-carboxytetrameth
ylrhodamine），クマリンなどの様々な波長の蛍光色素を導入
できることを確認している。
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図2	 FITC及びTRITC の構造
	 Structure of FITC and TRITC.
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図3	 蛍光シリカ粒子の合成法
	 Synthesis of fluorescent silica nanoparticle.

2.3	 粒径制御
バイオ分野における蛍光検出技術では，アプリケーションに

よって最適な粒径が異なる。例えば免疫染色やイメージングな
どの微小領域の観察に用いる場合や，DNAチップ，プロテイ
ンチップなどマイクロアレイへの応用には，30 nm以下の微小
なシリカ粒子が好ましい。また，イムノクロマト法では30 nm
～数100 nmの粒径が用いられ，フローサイトメータを用いた
ビーズアッセイでは，ミクロンサイズの粒径の粒子が用いられ
る。
我々は，TEOSの添加量とアンモニア濃度を変えて粒子合成

を行い，粒径の作り分け，及び粒度分布の狭窄化の検討を行っ
た。その結果，図4に示すように粒径が15 nm～ 500 nmで非
常に均一性の高い粒子の合成に成功した。
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図4	 粒径を作り分けた蛍光シリカ粒子
	 Size-controlled fluorescent silica nanoparticles.

3.　表面修飾法の開発

蛍光シリカ粒子を蛍光試薬として用いるためには，粒子表面
をタンパク質やオリゴヌクレオチドなどの生体分子で表面修飾
する必要がある。また，蛍光試薬は生理食塩水などの塩を含む
緩衝液中で用いられるため，凝析を防止するための表面修飾が



一般論文　　診断試薬用シリカナノ粒子の開発

古河電工時報 第 121 号（平成 20 年 3 月）  　19

必要である。本章では，これらの表面修飾の目的及び表面修飾
法について説明する。

3.1	 表面修飾の目的
3.1.1	 生体分子を結合するための官能基の導入
蛍光シリカ粒子を蛍光試薬として用いるためには，蛍光シリ

カ粒子表面に抗体，オリゴヌクレオチド，酵素などの生体分子
を結合する必要がある。例えば免疫染色や細胞イメージングで
は，細胞の内部や表面に提示された抗原に蛍光試薬を特異的に
結合させるために，抗体を表面に修飾した粒子が必要である。
生体分子と粒子を結合させる方法は，物理化学的吸着によっ

て結合する方法と，共有結合によって結合する方法に大別され
る。
物理化学的吸着は，粒子と生体分子を緩衝液中で数時間から

数日混合し，粒子表面にファンデルワールス力やイオン結合に
よって生体分子を吸着させる方法である。この方法は，操作は
簡便であるが，粒子の表面状態や結合させる生体分子の種類に
よって付き方が一定しないという問題がある。
一方，粒子と生体分子を共有結合させる方法は，粒子表面に

導入したカルボキシル基と生体分子のアミノ基を縮合剤を用い
て ア ミ ド 結 合 で 結 合 す る 方 法，EMCS （N-

（6-Maleimidocaproyloxy）succinimide）や，分子量数百～数千
のポリエチレングリコールをスペーサとする二価架橋剤を用い
て架橋する方法（図5）などがある。また近年，高い選択性かつ
高い反応性で2種類の化合物を共有結合できる「クリックケミ
ストリー」が共有結合による生体分子の標識方法として注目を
集めている8）。以上のような共有結合による結合方法は，生体
分子を定量的，かつ不可逆的に導入するのに適している。
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図5	 架橋試薬
	 Cross-linking reagent.

3.1.2	 塩を含む緩衝液中での分散安定化
蛍光試薬は，標的となる細胞や抗原，抗体，酵素，DNA，

ペプチドなどの生体分子の安定性や活性を保持するために様々
な緩衝液中で用いられる。NaClやKClなどの塩が含まれる緩
衝液中では，粒子が疎水コロイドとなっている場合，粒子は凝
集体を生じ容易に凝析する。これは，粒子同士の静電反発力が
電解質によって弱められるために起こる現象である。蛍光シリ
カ粒子が凝析すると蛍光試薬としての機能が果たせなくなるた
め，表面修飾によって凝析を防止する必要がある。

3.2	 交互吸着法
上述したように，シリカ粒子への官能基導入及び凝析防止の

ために，シリカ粒子を高分子で被覆する検討を行った。シリカ
粒子を高分子で被覆する方法には，シリカ粒子表面に高分子を
重合させシリカ粒子のコアを高分子層で覆ったコアシェル粒子
にする方法が考えられるが，本研究ではより簡便な方法でシリ
カ粒子と高分子の複合化を可能とする，交互吸着法（layer-by-
layer：LbL）による表面修飾法を検討した。
交互吸着法とは，正の電荷を持つイオン性高分子及び負の電

荷を持つイオン性高分子を，基板や粒子の表面に静電的引力に
よって交互に積層させ，高分子の薄膜を形成する手法である9）

（図6）。本方法を利用すれば，室温，水中などの温和な条件の下，
比較的簡便な操作で粒子の表面修飾が可能である。

アニオン性高分子

カチオン性高分子

基板または粒子

図6	 交互吸着法
	 Layer-by-layer adsorption method.

3.3	 交互吸着法による蛍光ナノシリカ粒子の表面修飾
水中に分散している粒子は，そのほとんどが帯電しており，

静電的反発力によって分散を維持している。このような帯電し
た粒子の表面付近では，粒子と反対の符号を持つイオンが集ま
り，図7に示すような電気二重層を形成している。粒子表面に
近い領域では，イオンは粒子の静電的相互作用を強く受けるた
めに束縛されており，固定層またはStern層と呼ばれている。
更に外側では，イオンは完全には束縛されず比較的自由に動い
ている。この領域を拡散層と呼ぶ。固定層と拡散層の境目をす
べり面と呼び，無限遠を基準としたすべり面の電位をゼータ電
位と呼ぶ10）。粒子の表面電位を直接測定することは困難であ
るが，ゼータ電位は電気泳動法などによって測定でき10），液
体に分散した粒子の表面状態を知る非常に重要な情報である。

　　　　　

すべり面

固定層

負電荷を持つ粒子

拡散層

電気二重層

図7	 電気二重層
	 Electrical double layer.
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蛍光シリカ粒子のゼータ電位は，蒸留水中で-45 ～ -55 mV
程度の値であり，負の電位を持っている。そこで，1層目にカ
チオン性高分子であるポリアリルアミン塩酸塩（PAH），2層目
にアニオン性高分子であるポリアクリル酸ナトリウム（PAA）
を積層することにより，粒子表面に静電的引力を利用した交互
吸着処理を行った（図8）。
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図8	 蛍光シリカ粒子の交互吸着処理
	 Modification of fluorescent silica nonoparticles by 

Layer-by-Layer adsorption.

交互吸着処理では，粒子と反対の電荷を持つイオン性高分子
が静電的に結合することによって，粒子のゼータ電位はマイナ
スからプラス，プラスからマイナスに反転する。ゼータ電位の
符号が反転する過程では，粒子間の静電反発力が一時的に弱め
られるために，粒子凝集が生じ易くなる。そこで交互吸着処理
として，高分子溶液中に徐々にシリカ粒子を滴下し，粒子が速
やかに高分子によって被覆される条件を採った。その結果，交
互吸着処理プロセルの粒子のゼータ電位は，PAH処理によっ
てゼータ電位がプラスに反転し，更にPAA処理によってゼー
タ電位がマイナスに反転することが確認でき（図9），交互吸着
処理の過程での凝集が抑制されたシリカ粒子を得ることができ
た。

未修飾シリカ粒子（silica NP）
PAH-silica NP 
PAA-PAH-silica NP 

700000

600000

500000

400000

300000

200000

100000

0

In
te
ns
ity
（
kc
ps
）

100500-50-100

Zeta potential（mV）

図9	 LbL 処理におけるゼータ電位の変化
	 Changes of ζ-potential in LbL process.

3.4	 分散安定性の評価
交互吸着処理の効果を確認するため，得られた粒子のリン酸

緩衝液中での分散安定性を評価した。交互吸着処理をした粒子
を，0.9％のNaClを含むリン酸緩衝液（pH7.0）に分散させ室温
で放置したところ，30分後に粒子は沈降した。これは，NaCl
の添加によって，静電的に吸着しているイオン性高分子の静電
的引力が弱められ，高分子が粒子から脱離したためと考えられ

る。したがって，塩を含む緩衝液中での分散安定化には，単に
交互吸着でイオン的に高分子を結合させるだけでなく，共有結
合などのより強い結合力で高分子同士を固定化する必要があ
る。
PAHは高分子鎖の側鎖にアミノ基を，PAAはカルボキシル

基を持つ。これらを縮合しアミド結合で結合すれば，高分子の
網に覆われた構造を形成し，塩の添加に対して粒子から脱離し
なくなると考えられる（図10）。そこで，EDC （1-ethyl-3-
（3-dimethylaminopropyl） carbodiimide）を用いて高分子の縮
合処理を行い網構造を形成させたシリカ粒子を，0.9%のNaCl
を含むリン酸緩衝液（pH7.0）に分散させ，粒径の経時変化を動
的光散乱法（DLS）で評価した。その結果，46時間後でも粒子
は分散を維持しており，安定なコロイドとなっていることが確
認できた（図11）。またこの粒子は，表面にカルボキシル基を
有していることから，このカルボキシル基を利用して，抗体，
アミノ基末端を持つオリゴヌクレオチドあるいは酵素などを結
合することが可能である。
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図10	 交互吸着層の縮合処理
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図11	 架橋処理した粒子の分散安定性
	 Dispersion stability of silica nanoparticles after LbL 

adsorption process.

3.5	 吸着の防止
粒子の表面修飾は，不要な物質の吸着を防止するという効果

が期待できる。吸着は，蛍光試薬にとって次のような2つの意
味を持つ。1つは，基板やメンブレンなどの部材への粒子の吸
着である。蛍光試薬がマイクロアレイの基板やプレートアッセ
イに用いるプレートに吸着すると，ノイズレベルが増大し感度
低下を招く11）。他の1つは，標的以外の不純物の非特異的吸着
である。蛍光検出に用いるサンプルには，細胞培養液や唾液，
血清，尿など標的以外の不純物を含むものが多い。それらの不
純物との非特異的吸着が生じると，擬陽性などの判定誤りの原
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因となる。このような吸着の表面修飾技術による抑制は，蛍光
シリカ粒子を蛍光試薬に利用する際の非常に重要な特性となる。

4.　診断試薬用標識材料への応用

4.1	 発色ナノ粒子としての応用
有機蛍光色素を含んだ溶液は，色素濃度を高くしていくと，

濃度消光によって蛍光が弱くなり，ついには全く蛍光発光を示
さなくなる。蛍光シリカ粒子中に固定化される有機色素も同様
の現象を示し，シリカ粒子に固定化する色素を増大させていく
と，ついには蛍光発光しない粒子となる。一方，濃度増加と供
に吸光度は単調に増加するので，色素を高濃度に固定化したシ
リカ粒子は高発色粒子となる。

図12に，TAMRAを高濃度に固定化した吸光シリカ粒子
（左），蛍光が最大になる濃度でTAMRAを固定化した蛍光シ
リカ粒子（中央），及び色素が全く入っていない無色素シリカ
粒子（右）のコロイドの写真を示す。左から赤色のLD 

（650 nm）を照射すると，それぞれのコロイドについて，チン
ダル現象によって光路が確認できる。一方，右側から緑のLD 

（532 nm）を照射すると，無色素粒子では緑の光路が見えてお
り，中央の蛍光シリカコロイドでは蛍光によって長波長にシフ
トした色の光路が確認できる。しかし，吸光シリカ粒子のコロ
イドでは，吸光シリカ粒子が緑色の光源を完全に吸収してしま
い，光路が確認できない。このように，色素を高濃度に固定化
した吸光シリカ粒子は非常に高い吸光度を有することが分か
る。
そこで我々は，この強い吸光度を有する吸光シリカ粒子を用

いることで，発色による陽性・陰性の判定を行うイムノクロマ
ト検査薬への応用を検討した。

Green LD

Red LD

(a) (b) (c)

（a）高濃度に色素が含有したシリカ粒子
（b）蛍光に最適濃度の色素を含有するシリカ粒子
（c）色素を含有しないシリカ粒子

図12	 シリカ粒子の吸発光状態
	 Absorption and fluorescence properties of silica 

nanoparticles.

4.2	 イムノクロマト法
イムノクロマト法とは，①血清，唾液，尿などのサンプルに

含まれる標的物質を，抗体が結合した標識用ナノ粒子が補足，
②この標識粒子と標的物質の複合体が毛細管現象によってメン
ブレン中を移動，③メンブレン中に固定化されたライン状の抗
体に複合体が集積することによる発色，この一連のステップに
より標的物質の陽性・陰性を判定する簡易検査試薬である

（図13）。
イムノクロマト法は操作が簡便で判定が容易であり，また比

較的短時間で判定が可能なことから，インフルエンザ感染の判
定や妊娠判定時の非常に有用なツールになっている。また，近
年注目されるPOCT （point of care testing）の有用なツールと
して，感染症抗体や心筋マーカなどの様々な診断ターゲットへ
の開発が進められている。

毛細管現象

陽性

陰性

サンプル
ナノ粒子

抗体

図13	 イムノクロマト法
	 Immunochromatography assay.

4.3	 吸光シリカ粒子を用いたイムノクロマト検査薬の調製
本研究では，妊娠検査の際に判定に使用するhCG（ヒト絨毛

性ゴナドトロピン）を検出するイムノクロマト試薬用標識粒子
の試作を行った。
粒子コロイドは，高濃度にTAMRAを含有させた吸光シリ

カ粒子に，PAH及びPAAで交互吸着処理を行い，その後EDC
及びSulfo-NHS共存下，抗hCG抗体を混合した。この処理は，
PAHとPAAの架橋反応と抗体の結合を同時に行うことを意図
している。
得られた粒子コロイドを，抗IgG抗体がライン状に塗布され

たメンブレンに浸し，粒子を毛細管現象により展開させたとこ
ろ，図14に示すように抗体のラインが赤く発色した。

図14	 シリカ粒子でラインが発色したメンブレン
	 Line of membrane colored by high-doped silica 

nanoparticle.

4.4	 蛍光イムノクロマトへの展開
現在，イムノクロマト法の標識粒子には，金粒子や着色ラテッ

クス粒子が使用されており，陽性・陰性の判定を目視で行う方
法が主流である。イムノクロマト検査薬のアプリケーションの
拡大には更なる高感度化が有望視されており，このためには，
標識粒子に蛍光粒子を利用し，蛍光発光を検出する方法が有効
であると考えられている。
金粒子は，発色が強く発色型のイムノクロマト検査薬には広

く使用されているが原理的に蛍光発色しないために，蛍光型イ
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ムノクロマト試薬には適さない。一方，ラテックス粒子は，蛍
光色素を導入した蛍光ラテックス粒子が市販されているが，粒
子表面に抗体が結合しにくく，また疎水結合による非特異結合
を起こしやすいといった課題がある。我々が開発する蛍光シリ
カ粒子は，親水性が高く，また抗体の結合性が高いことを特長
としており，蛍光型イムノクロマト試薬用の標識粒子として非
常に適していると考えられる。

5.　おわりに

新たな生体分子解析用蛍光標識材料として，蛍光シリカ粒子
「QUARTZ DOT」を開発した。QUARTZ DOTは，粒径の精
密な制御が可能であり，アプリケーションに最適化された特性
の粒子が作製可能である。
今後，当社の得意とする光技術と材料技術を組み合わせるこ

とで，より高感度な生体分子検出技術を構築し，バイオメディ
カル分野へ貢献したい。
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