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報 　　文

ガ ラ ス 基板 へ 固 定 化 し た 金 ナ ノ 粒 子 の

局在表面プ ラ ズ モ ン共 鳴散乱顕微分 光 測 定
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　金ナ ノ 粒子 の 示す局在プ ラ ズ モ ン 共鳴 を利用 した 粒子 周 囲 媒質の 屈折 率変 化 の 検出を 目的 と して ，金 ナ ノ

粒子 を 固定化 し た ガ ラ ス チ ッ プ を作製 し，金 ナ ノ 粒子 の 局在表面 プ ラ ズモ ン共鳴散乱 分光測定装置の 構築及

び粒子近 傍 の 屈折率 に 対す る 分光応 答 に 関 して 検討 を行 っ た．作製 した 装 置 は，ガ ラ ス チ ッ プ を 固 定す る フ

ロ ー
セ ル

， 暗視野照明光源及 び CCD 分光検出器で 構成 され て い る ．フ ロ
ー

セ ル へ 屈折率 の 異なる 溶媒 を送

液 し，ス ペ ク トル を測定 した とこ ろ
， 屈折率変化 に対 して 応答 の 大 きい 波長領域 は 主 に 500〜900　nm で あ

る こ とが 分 か っ た．そ こ で ピーク 波長 よ り も長波長側 の 620 〜　670　nm 領域 の 散乱光強度を時 問 に対 して プ

ロ ッ ト した とこ ろ，送液す る溶媒 の 屈 折率上 昇に 伴 い 散乱光の 強 度 は増大 し，散乱光 の 屈 折率応答が 見 られ

た こ とか ら，実時 間 で 観測 可 能 な高感 度 な屈 折 率セ ン サーと して 機能す る こ とが確認 で きた．また，
’
ガ ラ ス

基板表面 に お ける粒子密度を最適化す る こ とで ，粒子 どうしが 凝集せ ず均
一

な表面 状態 を持 っ た 粒子固定化

ガ ラ ス 基 板 を作製 し，屈折 率応 答 に 最 も高感度な 粒子密度が 確認 で きた．本研究で 示 した 方法 は ，従来の 表

面 プ ラ ズ モ ン 共鳴法 と 同程度の 分解能 を 有 し，6，67 × IO
’6

の 屈折率変化 を観測す る こ とが 可能 で あ る こ と

が分か っ た．

1　緒 言

　金 ナ ノ 粒子 は，光を照射 した 際 に粒子内の 伝導電子 との

共 鳴 振 動 に起 因 す る分 光 応 答 を 示 す
1）．こ の 現 象 は局 在 表

面 プ ラ ズ モ ン 共鳴 （LSPR ）と呼ば れ
2）
，粒子の 凝集状態 に

よ っ て著 しい 色彩変化 が 生 ずる こ とか ら，デ オ キ シ リボ 核

酸 （DNA ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼー
シ ョ ン の 検出 に 応 用 さ れ て

い る
a’）．一

方，金ナ ノ 粒子 の 示す消光ス ペ ク トル （透過ス

ペ ク トル ） は，粒子表面 ご く近傍の 屈折率変化 に対 して 鋭

敏 に 変化す る
4）．また

， 粒子表面 に 対す る 分子 吸着が 粒 子

表面近傍 の 屈折率 を変化 させ る こ とを利用 して ， 粒子 表面

へ 分 子 プ ロ ーブ を導入 し，タ ン パ ク質をは じめ と した 生体

分子 を検出 可能で あ る こ とが 報告 され て い る
5｝−7）．

　金 ナ ノ粒子の 示す消光 ス ペ ク トル は，粒子 に よ る 光の 吸

収成分 と レ
ーリー散乱成分 に 分け る こ とが で き る

1）S｝．し

た が っ て ，消光 ス ペ ク トル に 基づ く LSPR を利用 した 分子

セ ン サ
ー

を構築す る 際 に は，理論，実験 に 基づ い たそ れ ぞ

れ の 成分 に 対す る定量的 な評価 が 必要 となる．し か しな が

ら， 消光 ス ペ ク トル は常 に 吸収成分と散乱成分 の 和 とな る

た め，吸収成分 の み を測定す る こ とは 不可 能 で あ る．一
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方，散乱成分 は 適切な暗視野光学系を用 い る こ と で 測定が

可 能 とな る ．更 に ， 金ナ ノ 粒 子 の 示 す レーリー散乱光ス ペ

ク トル は，単
一

粒子 レ ベ ル で も測定が 可 能 で あ る こ とが こ

れ ま で に 報 告 さ れ て い る
B｝− 1［｝．す な わ ち，ナ ノ 粒 子 か ら

の 散乱光 を利用す る こ とで ，粒子 の 分光特性 を定量的 に評

価 した 上 で セ ン サーを構築す る こ と が 可能 で ある．ま た，

単
一

粒子 レ ベ ル で の 計測が 可能 で ある こ と を加味す る と
，

セ ン サ
ー

の サイズ の 微小化 も期待 で きる．したが っ て，被

検体量 の 極微量化 が で きる た め
， 特 に わ ず か しか 採取で き

な い 生体試料に有効で ある こ とが 示唆さ れ る．

　 また ， 金 ナ ノ粒子 の 散乱光 ス ペ ク トル は ， 単
一

粒子 の 状

態 にお い て も ま た屈 折 率 に対 す る 応 答 を示す こ とが 報告 さ

れ て い る
1°）．した が っ て ，基板表面上 へ 集団で 均

一に 表面

へ 配置 した 金 ナノ 粒子 の LSPR 散乱分光特性 を利用す る こ

とで ，高感度なバ イオ セ ン サ
ー

の 開発 が 可能で ある と考え

られ る．

　本研究 で は，金ナ ノ 粒子 の LSPR 分光特性 を効率 よ く利

用 す るた め チ ッ プ化 す る こ と を主 な 目的 と し ， 金 ナ ノ粒 子

固 定化 ガ ラ ス 基 板作製 及び LSPR 散乱光測定装 置 の 構築 を

中心 に検討 を行っ た．更 に，作製 した ガ ラ ス チ ッ プ を フ ロ

ーセ ル へ 取 り付 け，屈 折 率 の 異 な る 溶媒 を送液す る こ と で

金 ナ ノ 粒子 か らの 散乱光強度 を測定 し，作製 した チ ッ プ の

屈折率 に 対す る 応答を評価 した．また ，測定感度 の 向上 を

．目的 と し て ，ガ ラ ス 基板表面で の 金 ナ ノ 粒子 の 粒径 と密度
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に 関して も検討 を行 っ た．

2 理 論 計 算

　金 ナ ノ 粒子 を屈 折率の 異 な る媒質 に接触 さ せ た 場合 の ス

ペ ク トル 変 化 を見 積 もる た め，Mie 散乱 理 論 に 基 づ き，粒

径及 び 溶媒 の 屈折率を変化 させ た と きの 消光 ス ベ ク トル

（可視透過 ス ペ ク トル に 対応）及 び 散乱 ス ペ ク トル の シ ミ

ュ レ
ー

シ ョ ン を 行 っ た．計算 プ ロ グ ラ ム は 文献 1）及 び

NIST よ り公開 され て い る G ＋＋ ク ラス ラ イ ブ ラ リ （SGAT −

MECH ，　 http：／／physics ．nist ．gov ／Divisions／Div844 ／

facilities／scatmech ／html／index ．htm ）を 基 に VisualG＋＋

（Microsoft）を用 い て 作 成 し た．ま た，計算 に用 い た 金 の

可視領域 にお ける光学定数は既報文献
12｝

の 値 を使用 した．

　Fig．ユ に は 計算 に よ り得 られ た 粒径 50　nm 及 び 80　nm

の 金ナノ 粒子 の 消光 ス ペ ク トル 及 び散乱 ス ペ ク トル を示 し

て い る ．計算 に 必要なパ ラ メ ータ
ー

は 粒径及 び粒 子 を取 り

囲 む媒質の 屈折率 で あ る．こ の とき計算 に用 い た 媒質の 屈

折率 は 1．33 とし た．計算 よ り得 られ る 消光 ス ペ ク トル は

粒 子 が 光 を 吸 収 す る 成 分 と散 乱 す る成 分 （散 乱 ス ペ ク ト

ル ） の 総 和 で ある た め，消光 ス ペ ク トル よ り散乱 ス ペ ク ト

ル を差 し引い た もの が 吸収成分で あ る．Fig．1 の 2 つ の ス

ペ ク トル を比 較す る と，粒径 が 増大 す る と消光 ス ペ ク ト ル
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Fig・2　Plots　of 　calcu 艮ated 　scattering 　intensity　at　the

peak　wavelength 　as 　a　function　of 　refractive 　index

Drawn 　symbols 　are 　distinguished　by　diameters　for　Au
nanoparticles ；■ ： 30　nm

， ● ： 60　nm ，▲ ： 90　nm ，▼ ：

120nm

の 強度が大 きくなるの が分か る．一
方，粒径 50nm で は

透過 ス ペ ク トル 中 の 散乱成 分 が 占め る 割 合 が 1 割 程 度 で

あ る の に 対 し ， 粒径 80　 nm の で は透 過 ス ペ ク トル 中 の 散

乱成分 が 占め る 割合 が 4 割程度 ま で 増 大 す る．つ ま り，

粒 径 が 大 き くな る に つ れ て ，共 鳴 波 長 近 傍 に お ける散乱効

率が 高 くな る と言える．また，媒質 の 屈折率を変化 させ て

散乱 ス ペ ク トル を計算 し，ピー
ク 位置 の 強度 を粒径 に 対 し

て プ ロ ッ ト し た もの を Fig．2 に 示す．こ の と き粒径 は 30

〜120nm まで 変化させ た．どの 大 きさ の 粒子 に お い て も

屈 折率 の 増 大 に対 して 散乱 強 度 は増 加 した が，粒 径 が 増 大

する の に伴い ，屈折率に対す る強度変化 もまた 大 き くな っ

た．した が っ て，粒径 が 大 き くな る ほ ど散乱成分 の 屈折率

変化 に 対す る 感度 が 高 くな る と考 え ら れ る．しか し な が

ら，粒径 90　nm 以上 に なる と屈折率 に 対す る 強度変化 の

割合 （屈折率 に対す る 強度変化 の 傾き）が ほ とん ど変化 し

な くなる ．し た が っ て
， 計算 か らは LSPR セ ン サーと して

用 い る 金 ナ ノ 粒 子 の 理想 的な 粒径 は 90nm 程度 で あ る と

見積 もられ た．

3 実験 と装置

　 3・1 金ナノ 粒子の 合成

　金ナ ノ 粒子 の 合成 は 既報文献
う）
〜7〕

を参考 に行 っ た．0，8

mM テ トラ ク ロ ロ 金（III）四 水和物 （関東化学製特級）水

溶液 125mL を加熱 か くは ん し，激 し く沸騰 し始 め た 後 ，

10mM クエ ン 酸 ナ トリ ウ ム （和光純薬製特 級）10mL を

加 え 10 分 間加熱 か くは ん し た．そ の 後，室 温 ま で 冷却し

た 金 ナ ノ粒 子 分 散 液 を孔 径 0．20 μm の シ リ ン ジ フ ィ ル タ

冖
（ADVANTEC 　DISMIC25CS ） で i戸過 した．合成 した粒

子の 分散液 は 使用す る まで 冷蔵庫 で 保存 した．
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G 陰 ss 　S 慧 bs 塁ra 重e

　　　　　零：Xl：彎
Fig．3　Schematic　drawing　of 　Au 　na 皿 oparticle 　immo −

bi旦ized　on 血 e　glass　substrate

　 3 ・2　金ナノ 粒子 固定化 ガ ラ ス 基 板作製

　金 ナ ノ 粒子 を 固 定化す る ガ ラ ス 基 板 （MATSUNAMI 　l8

mmXl8mm ） は王水 で 表面を十分 に 洗浄 した後，ア ル カ

リ性 洗 剤 ，超 純水 で 洗 浄 した もの を使用 した．まず，ガ ラ

ス 基 板表面 に ， 5％ （v／v ）3一ア ミ ノ プ ロ ピ ル トリ メ トキ シ

シ ラ ン （APTMS ，東京化 成工 業製）溶液 ｛トル エ ン （関

東化学製特 級 ）｝ を滴 下 し 5 分 間 静 置 した．そ の 後 ，エ タ

ノ
ー

ル で 5 分間 ・6 回，超純水 で 5 分 間
・3 回超音波洗

浄 を行 い ，ガ ラ ス 表面 の 過剰 なシ ラ ン を 取 り除い た．3・1

で 合成 した 金 ナ ノ 粒子 分散液を希釈 し粒 子 濃度 を 0，24nM

と して ガ ラ ス 基板表面 へ 20 μL 滴 下 し 2時間静置 した ．

こ の 操作 に よ り，金ナ ノ 粒子 は ガ ラ ス 表面の 陽電荷 を持 っ

た ア ミ ン と粒子表面の ク エ ン 酸に よ る負電荷 に よ り，静電

相 互 作用 を介 し て 粒子 は ガ ラ ス 基 板 上 へ 固定化 され る
lS 〕．

Fig．3 に 金 ナ ノ 粒子 固定化状態の 模式図 を示 した．

Fj

er

Fig．4　Schematic　drawing　for （a ）the　LSPR 　scattering

light　measurement 　system 　and （b）flowcell

ノ粒 子 固 定化 ガ ラス 基板 の 透過 ス ペ ク トル 測定 を行 っ た．

ま た，AFM 画 像 か ら平均粒径 を求 め た．

　S・3　原子間力顕 微鏡画像測定及び 粒径解析

　金 ナ ノ 粒子 固 定化 ガ ラ ス 基板 の 表面状態観察 に は，原子

間力顕 微鏡 （AFM ，
　 Seiko　SPI−3700／SPA −300）を用 い た．

AFM 画像 よ り粒子固定化状 態 を観察し，測定した AFM 画

像 を グ レ
ース ケー

ル に 変 換 した 後，画 像 処 理 ソ フ トウ ェ ァ

ImageJ （NIH ） を用 い て ガ ラ ス 基板上 に 固定化 され て い る

金ナ ノ 粒子 の 平均粒径を解析 し た．

　3・4 　固 定化 した 金ナ ノ 粒 子 の 粒径制御

　Mie 散乱 理 論 を元 に 計 算 した 結 果 か ら ， 散乱 効率 と 屈 折

率変化 に対する 感度 の 増加 に は粒径増 大 が 必 要不 可 欠 で あ

る．均
一な 粒径 90nm 付近 の 粒子 を直接合成す る こ とは

非常 に 困難で あ る た め，既報文献
14 ｝ls）

の 手 順 を参考 に，ガ

ラス 基板 上 で 金 ナ ノ 粒子 の 粒径 を制御 した．3・2の 手順 で

作製 した 金 ナノ 粒子固定化 ガ ラ ス 基 板 を，O ．3・mM テ トラ

ク ロ ロ 金 （III）四 水和物水溶液 と 0．4　mM 塩酸 ヒ ド ロ キ シ ル

ア ミ ン の 体積比 10 ： 1の 混合液 （以下 成長液） に 10分間

浸 漬 させ ，ガ ラス 表面を超純水で 洗浄後，更 に新 し く調製

し た 成長液 に 浸漬 さ せ た．こ の 操作 を S 回 繰 り返 す こ と

で ，初 め に 固定化 され て い た粒子 の 周 りに 金 を析出 させ ，

粒子 の 粒径 を増 大 させ た．粒径制御操 作 を行 っ た 後 に 金ナ

　3 ・5　局在表面プラ ズ モ ン共 鳴散乱顕微分光装置 の 構築

　本研究 に お い て 作製 した 装置 の 概略図 を Fig．4 （a ）に

示す．光源 に は タ ン グス テ ン
ー

ハ ロ ゲ ン ラ ン プを使用 し，

光源か らの 光東 を対物 レ ン ズ （40 × ，N ．A ．0．65　Olympus ）

で 集 光 した後 ，直 径 100 μm の ピ ン ホール を 通 し，ア ク ロ

マ テ ィ ッ ク レ ン ズ （Edmund 　Optics，　 f＝60　mm ）を通 し

て 光束 を レ ン ズ 瞳径 と 同 じ直径を持つ 平行光 と した．そ の

後，暗視野照明用 リ ン グ に よ り，光束 を リ ン グ状 に し て ビ

ー
ム ス プリ ッ タ

ー，対物 レ ン ズ （10× ，N．A．O．28　Olympus ）

を通 し ，
フ ロ

ー
セ ル 内に 取 り付 け た 金 ナ ノ 粒子 固 定化 ガ ラ

ス 基 板 に集光 照 射 した ．こ の と きの 焦点位置 の ス ポ ッ ト

は，直径 115 μm の 円 形 で あ り，面積に し て 1，40 × 1ぴ

μm2 で あ っ た．焦 点 内 の 粒 子 数 は，例 え ば 粒 子 密 度 が 50

個 ／Pm2 で ある 場合 に は 観測領域 の 粒子数 は 5．14 × IO’

個

と計算 で きる．散乱光 は ビーム ス プ リ ッ ターを介 し て 反対

側 に 設置 し た 光 フ ァ イバ ー
へ 対物 レ ン ズ を用 い て 集光 し，

光 フ ァ イ バ ーを 通 じ て マ ル チ チ ャ ン ネ ル 分 光 器

（Stellarnet，　 EPP2000 ） へ 導入 し た．また，サ ン プ ル か ら

の 反 射光等 を 遮 る た め ， 光 フ ァ イバ ー側 に は虹 彩絞 り を設

置し た．分光器 に よ り検出 した散乱 ス ベ ク トル は PG へ 取

り込 み ，解析 を 行 っ た ．ま た，フ ロ ーセ ル の 模 式 図 を
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Fig. 5 Scattering spectra  for Au  nanoparticle  immo-
bilized on  the  glass substrate

Spectra drawn with  solid  line and  broken  line were

ebtained  by the  iajection of  water  and  1,4dioxane to

the flowcell, respectively.  The  region  between  two

lines in which  are  vertical  to the wavelength  axis  repre-

sents  the  wavelength  region  (620N670 nm)  employed

in time  course  measurements  indicated  in Fig, 6 and
Fig, 8,
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Fig. 6 Time  course  of  the scattering  intensity at 620
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 670 nm  region

Au  nanoparticle  with 3S.5 nm  diametcr  was  immobi-
lized on  the  glass substrate  in which  attached  to the

fiowcell. Datasetwere  obtained  by the  replicate  irijec-
tion  of  wzter  and  different fluids. Numbers  in the

drawing depicts the ibjection point ef  the fiuids, iaject-
ed  fluids were  1 : ethanol,  2: 1,4-dioxane,  S: DMSO,
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Fig. 7 A: AFM  image  for Au  nanoparticle  immobilized  on  glass substrate  before a

seeding  growth procedure. Particle size  was  analyzed  as  35,2 ± 6.0 nm;  B: Extinction
spectra  for Au  nanoparticle  immobilized glass substrate.  Absorbance  was  increased
with repetition  of  a  seeding  growth  procedure  ; C: AFM  image  fbr Au  nanoparticle  -
immobilized on  glass substrate  after  3-time seeding  growth procedure. Particle size  was

analyzed  as  10S.4 ± 18.4 nm.
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Au 　nanopardcle 舳 103，4　nm 　diarneter　was 　depositeCl
b
ア

aseeding 　growth　procedure 　on 　the　glass　substrate
in　 which 　 attached 　 to　 the 　 flowcell．　 Dataset　 were

obtained 　by　the　replicate 　i功ec 廿on 　of 　water 　and 　dHfer−

ent 　fluids．　 Nu 皿 bers　in　the 　drawing　depicts　the 　i両ec −

tion　pQint　 of 　 the 　fiuids，　 i巧e ⊂ ted 　fluids　 were 　l ：

ethanol ，2 ： 1，4−dioxane，3： DMSO ，　 Lower 　dra“壇ng

depicts　the　dataset　in　which 　indicated　in　F1g，6for
comparison ・ Scauering　intensity　d邯 erence 　in　which
indicated　in　（a ）　as　a　function　of 　refractive 　index ．
Deposited　particle　diameters　were 　lO3，4　nm （filled　cir−

clc ）and 　33．4 ± 7．8　nm （filled　square ），respectively ．
Solid　Iines　were 　obtained 　by　iinear　leas〔squares 　curve

fitting・

Fig．4 （b） に 示 して い る．フ ロ ーセ ル は，　 o リ ン グ を 介

して ガ ラ ス チ ッ プ を 挟み 込み ，ガ ラス チ ッ プ 上 を溶媒 が 通

過す る よ う，ポ リテ トラ フ ル オ ロ エ チ レ ン （PTFE ） に よ

り作製 した もの を用 い た．フ ロ
ー

セ ル に は ポ ン プ を取 り付

け ， 試料 を送液 した．得られ た散乱 ス ペ ク トル の 特定の 波

長領域 に お ける 強度 の 合計値 を時間 に対 して O．5〜1．0 秒

ご とに プ ロ ッ トす る ようプ ロ グ ラ ム を作成 し ， 試 料 送 液 に

よ る 散乱 光強 度 変化 を観測 し た ．測 定プ ロ グ ラ ム は

Labview7．1 （National　lnstrulnents）を用 い て 作成 し た．

3・6　散乱光の 屈折率応答

金 ナ ノ 粒子固定化 ガ ラ ス 基板 を フ ロ
ー

セ ル 内 に セ ッ ト

し，異なる 濃度の ス ク ロ ー
ス 溶液 （和光純薬製特級）及 び

エ タ ノ
ー

ル （ナ カ ラ イテ ス ク 製特級，屈折率 1．9．62 ），1，4一

ジ オ キ サ ン （東京化 成コ：業製特級，屈折率 1．422 ），ジ メ

チ ル サ ル ポ キ シ ド （DMSO ，和 光純薬製特級 ， 屈 折率

1．477）を流量 0．1　 mL ／min で 送液 した．散乱光強度が
一

定 に な る の を確認 し ， 送 液試料 を 変 え る と きは，完 全 に フ

ロ ーセ ル 内 を超 純水 で 満た して か ら次 の 試料 を送液 した．

4 結果 と考察

　4・1 散乱ス ペ ク トル 測定

　作製 した 装置 を用 い て 測定 し た 金 ナ ノ粒子 の 散乱 ス ペ ク

トル を Fig．5 に 示す．こ の と きガ ラ ス チ ッ プへ 固 定化 し

た 金 ナ ノ粒子 の 粒径は 65．7 ± 13．4nm で あ り，固 定化時

の 濃 度 は O．24　nM と した．ま た，　 Fig．5 の 実 線 で 示 して い

る ス ペ ク トル は超純水 を フ ロ ーセ ル へ 送液 した 場合 の ス ペ

ク トル で ある．ピーク 波長 は 580nm 付 近 に 現れ ，これ は

同 じ粒径 の 金 ナ ノ 粒子 に つ い て 計算 し た散乱ス ペ ク トル の

ピ F．・ク位置 570nm とほ ぼ
一

致 して い た．一
方 ， 破線で 示

して い る ス ペ ク トル は IA ジ オ キ サ ン を送液 し た場合 の ス

ペ ク トル で あ る．送 液す る 溶媒 の 屈 折 率増加 に伴 い ピーク

位置 は 長波長 側 に シ フ トし ， 波 長 領 域 500　− 900 　nm の 強

度 が 増大 した．した が っ て ，、こ の 波長領域 の 散乱光強 度 を

時間 に対 して 測定す る こ とで ，実時間で 測定可能 な LSPR

セ ン シ ン グが可能で ある こ とが 予想 された．

　4・2　屈 折率変化 に対する 散乱光強度 の 実時間測定

　前項 の 結 果 に 基づ き，屈 折率変化 に対す る散 乱 光強 度 の

実 時 間測 定 を試 行 した．理 論 計 算 の 項 に お い て はス ペ ク ト

ル の ピーク位置 の 強度 を屈折率 に対 し て プ ロ ッ トし た が，

実時間測定 に お い て は 散乱 ス ペ ク ト ル に 対 して そ の 都度 ピ

ー
ク 位置 を検索 し，プ ロ ッ トす る の は 処 理 を行 うプ ロ グ ラ

ム に 負担が か か っ て しまう．また，ス ペ ク トル の ノ イズ に

よ り誤 差 が大 き くな る恐 れ が あ る．そ こ で ，変化 の 大 きい

波長 領域 の 散乱 光強 度 を 時 間 に対 し て プ ロ ッ トす る こ と で

実 時 間測 定を試 行 した．これ まで の 検討 に よ り試 料送 液 に

伴 う屈折率変化 に よ っ て 散乱 ス ペ ク トル は 強度が．と昇する

と と もに ，ピー
ク 位置 が レ ッ ドシ フ トす る こ とが 実験及び

理論計算 よ り分か っ た が，ピー
ク波長付近を測定領域 と し

て 選択 し た 場合，ス ペ ク トル が 大 きく レ ッ ド シ フ トす る

と，初 め の ピーク付近 の 散乱光強度 は 逆 に減少す る可能性

があ る．そ の ため ，ピー
ク位置 よ り長波長側 で ， 確実 に 強

度変化 の 観測 で き る 620　一　670　nm （Fig．5 に お い て 波 長

軸に垂直な直線で 囲ま れ た領域）を測定領域 と し た．

　試料 を 送 液 した と き の 散乱 光 強度 の 経 時 変化 を Fig．6

に示す．まず フ ロ ー
セ ル 内に 超純水を 10 分間送液 し，続

い て エ タ ノ
ー

ル を送液 した．送液後，セ ル 内がエ タ ノ
ー

ル

で 完全 に 満 た され る まで に 数分 か か り，散乱光強度が 徐 々

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

700 BUNSEKI 　 KAGAKU Vol．　56　　（2007）

一 鑾 灘韆灘認論

Fig．9　AFM 　images　for　Au 　nanoparticle 　deposited　glass　surface ，　before （A ，　C ）and

after （B，　D ）aseeding 　growth　procedure

Initial　Au 　nanoparticle 　densities　on 　glass　surfaces 　were 　11ユ．6particle／μm2 　and 　30．l　par−

ti・1・／μm2 ，・e・p・・tively，

に増加 し て い くの が 確認 で き た，更 に 1，4一ジ オ キ サ ン
，

DMSO を用 い て 同 様 に 測 定 を 行 っ た 結 果 ，エ タ ノ
ール ，

1，4 ジ オ キ サ ン ，DMSO の 順 に散乱光強度 は 増大 した．つ

ま り，送 液す る 試料の 屈折率が 増加す る の に従 っ て ，散乱

光強度が 増大 した こ と を示 し て い る ．こ の 試行 に よ り，散

乱 ス ペ ク トル 測定 にお い て 変化を確認 した特定 の 波長領域

の み を測定す る こ とで ，効率よく金 ナ ノ 粒子を取 り囲む媒

質 の 屈折率を実時間 で 測定 で き る こ とが 示 され た．

　4・3　屈 折 率応答 に 対す る粒径 の 効 果

　 次 に，ガ ラ ス 基板 表面 に 固定化 し た金 ナ ノ 粒子 の 屈折率

応答 に対す る粒径 の 効果 を検討 し た．金 ナ ノ 粒子固定化 ガ

ラ ス 基 板 の AFM 画像 ｛Fig．7 （a）｝か ら平均粒径 を 求 め

た 結果，合成 に よ り得 られ た 金 ナ ノ 粒子 の 粒径 は 35．2 ±

6，0nm で あ っ た．計算 よ り得 られ た結果 で は，散乱光 を

測 定す る こ と で 効率 よ く LSPR セ ン シ ン グ を行 うに は 90

nm 程度 の 粒 径が 必 要 で あ る．しか しな が ら ， 通 常 の 液相

還 元 法 で 再現性 よ く合成で きる金 ナ ノ粒子 の 粒径は 50nm

程度 が 限 界 で あ る
e ）．一

方，ヒ ドロ キ シ ル ァ ミ ン を用 い て

あ らか じめ 合成 した 金ナ ノ 粒子 を種 と して 粒径 を増大 させ

る こ とが 可能 で あ る
16｝

が ，容易 に凝集 して し まうた め分散

液 の 濃度 を あ ま り高 くで きな い ．そ こ で ，APTMS を介 し

て ガ ラ ス 表面 に金 ナ ノ 粒子を固定化 した後 に塩化金酸及び

ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン を用 い て 粒径 増大操作 を行 っ た ．

Fig．7 （b） に 粒径制御操作後 の 金 ナ ノ 粒 子 固 定化 ガ ラ ス

基板 の 透過 ス ペ ク トル を示 した．ヒ ドロ キ シル ア ミ ン／塩

化金酸混 合 液へ の 浸 漬 を繰 り返 す ご とに ス ベ ク トル を測定

した と こ ろ ，粒径 の 増 大 に伴 う吸光度の 増加 と ピー
ク 位置

の レ ッ ドシ フ ト
16）17）が 観測され た．浸漬を 3 回繰 り返 した

後の AFM 画像 を Fig．7 （c ） に 示す．こ の 画像 か ら求 め た

平均粒径 は 103．4 ± ユ3．4　nm で あ っ た ．次 に ， 粒径制御操

作 に よ り粒径 を 33．5〜103．4nm ま で 増大 さ せ た金 ナ ノ粒

子 固 定化 ガ ラス 基 板 をフ ロ ーセ ル 内 に取 り付 け，同様 に 屈

折率 の 異 な る試 料 を 送 液 し ， 散乱光強度測定 を 行 っ た．
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Slユrface ．

33 ．5 及 び 103．4　nm それぞれ の 粒径 の 金 ナ ノ 粒子 が 固 定化

され た ガ ラ ス チ ッ プ を用 い た場 合の ，4・2 と同様 の 実験 の

結果 を Fig，8 （a）に示す．粒径 の 増大 に伴 い 屈折率変化

に対 す る散乱 光強 度変 化 は増大 した．した が っ て ，計算 に

よ る予測 と同様 に ，粒径 を増大 させ る こ と に よ り，屈折率

に対す る感度 も増大す る こ とが 分か っ た．また，試料送液

後 に 強度が
一

定 に なっ た 位置 の 平均値を求め ，超純水を送

液 した ときの 強度 に対す る強度変化を屈折率 に対 し て プ ロ

ッ トした もの が Fig．8 （b） で あ る．測定 した 領域 （屈折

率 1．36〜1．47） に お い て，強 度 変 化 は 良 好 な 直 線 と な っ

た．そ の 傾 き を 測定感度の 指標 と して 比 較 を 行 っ た と こ

ろ ，粒径増大後 に は 感度が 4 倍 上 昇 した こ とが 分 か っ た．

また，検出器 の 応 答最 小 単位 に 対す る 屈折率応答 の 分解能

を こ の 傾 きよ り逆算 した と こ ろ ，粒径 を 10B．4 ± 13．4　nm

と した場合 に は 6，67 × 10
−6RIU

と得 られ た．表面 プ ラ ズ

モ ン共鳴 （SPR ）法の 持つ 分解能 は 5，0 × 10
−°

か ら 1．7 ×

10
−7RIU

で あ り
ls 〕19 ｝

，ほ ぼ 本研 究 で検討 し た 手法 は SPR

法 とほ ぼ 同等 の 屈 折 率 変 化 に対 す る感度 を有す る こ とが 分

か っ た．

　4・4　ガ ラ ス 表面 の 粒子密度制御

　粒予濃度を 0．52nM と した ときの 金 ナ ノ 粒 子 固 定化 ガ

ラ ス 表面 の AFM 画像を Fig．9．A に 示す．こ の よ うに粒 子

固 定化 時 の 粒子密度 が 111．6particle／μm
？

と 高 い 状 態 で

は ， 粒 径増大操作 を 行うと，粒子 ど うしの 間隔が 狭す ぎ る

た め に Fig．9−B の よ うに 会合 し て し まい 粒子 が 島状 に 成

長 して しまうこ とが分か っ た．こ の よ うな状態 に お い て は

表面状態が不均
一とな る こ とで ，測定箇所 に よっ て 強度変

化 に ぱ らつ きが 生 じ，セ ン シ ン グ効率 の 低 下 につ なが る こ

とが確認 で きた ．そ こ で ， 金 ナ ノ 粒 子 分 散液濃度 を 0，13

nM と し，粒子 固 定化後 の ガ ラ ス 表面 の 粒子密度を 39．2

p 乱rticle ／μm2 と下 げ る こ とで ，　 Fig．9−C に 示す よ うに ，粒

子問距離 を
・．
卜分 に持 っ た 状態 で 固定化 させ た．こ の 後 に 増

大操作 を行 っ た 場合 の AFM 画像 が Fig．9−D で あ る ．図 よ

り，粒子成長操作 を行 っ て も島状 に 成長す る こと な く， 均

・
に粒子の 粒径 が 増大す る こ とが確認 で きた．また ，散乱

ス ベ ク トル 測 定 を試 行 した と こ ろ，ガ ラ ス 表 面 は，測 定 箇

所 に よ る強度変化 の ば らつ きが ほ と ん ど ない 均
一な状態 と

な っ た こ と も ま た確認で き た．

　4・5　屈折率応答 に対するガ ラス 表面粒子密度 の 効果

　 ガ ラ ス 表面 に おけ る 金 ナ ノ 粒子密度 を変化 させ た 場合

の ，各溶媒 の 送液 に 対 す る 散 乱 光 測 定を 行 っ た 結 果 を

Fig．　 lo （a ） に 示す．粒子密度 は ガ ラ ス へ 固 定化す る とき

の 金 ナ ノ 粒子分散液濃度 を 0，13，0．15 及 び O．20　nM と変

える こ とで 変化 させ た．そ れ ぞ れ の 濃度で 固定化 した ガ ラ

ス 基板 の 表面 状 態 を AFM で 観察 し粒子密度 を 求 め た と こ
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ろ，32．0， 40．7及 び 60．8　particlc／μm2 で あ っ た．得 られ

た データ は 下 に凸 な緩 や か な 曲線 を示 して い る．理論計算

に よ り得ら れ た 620〜　670　nm の 領域 の 散乱断面積 の 和 を

屈折率 に 対 して プ ロ ッ ト した と こ ろ ｛Fig．ユ0 （b）｝，実験

デ
ー

タ と 同様 の 形状を示す こ とが分か っ た．

　
一

方，い ずれ の 粒子 密度 にお い て も，屈折率変化 に対 し

て 散乱光強度の 増加が確認 で きた ．ま た
， 密度の 上 昇 に伴

い 散乱光強度変化 も増加 し，屈折率に対する応答は粒子密

度 に 依 存 して い る こ とが 分 か っ た．粒 子 密 度 が 高 くな る こ

とで ，測定領 域 にお ける粒子数が 増加す る た め，粒子数 の

増大 に対応 して散乱光 の 屈折率応 答 は高 くなる と考えられ

る ．こ の こ と を確認す る た め Fig．　 10 （a ） の デ
ー

タ に 対 し

て 最小二 乗 に よ る カ
ー

ブ フ ィ ッ テ ィ ン グを行 い ，直線 の 傾

きを粒子密度 に 対 して プロ ッ トした もの が Fig．10 （c） で

あ る．ゼ ロ を通過す る 直線 に よ り最 小 二 乗 近似 を行 っ た と

こ ろ ， 直線 の 傾きは粒子 密度の 増大 に対して 比 例 して増加

す る こ とが 分 か っ た．した が っ て ，粒 子 密度が 高い ほ ど感

度 の 増大が 見込 まれ る こ とが 予想 され る．

　他方，前項 に示 した とお り，粒径 を増大す る 操作 に伴 っ

て 粒子 ど うしが 凝集 し て し まい ，測定箇所 に お け る 表面状

態 に ばらつ きがで て しまう．以上 の こ とから， 屈折率変化

に対 して 感度 よ く測定を行 うこ とがで き，同時 に粒子問の

凝集を防 ぐこ との で きる ガ ラ ス 表面 上 の 粒子 密度の し きい

値 は 60　particle／Pm2程度 で あ る と判 断 し た．

5　結 論

　本研 究 で は，Mie 散乱理論 に 基 づ い た 金 ナ ノ 粒子 の

LSPR 散乱 ス ペ ク トル の シ ミ ュ レ
ー

シ ョ ン を行 う こ と で ，

散乱光計測 に よ る LSPR セ ン サ ー
に 最適な粒径 を予 測 し

た．また，予測 を基 に ， 金 ナ ノ粒子 固 定化 ガ ラ ス 基板 を作

製 し ，
ガ ラ ス 表面 へ 固定化 す る金 ナ ノ粒 子 の 粒 径 を制 御す

る こ と で
， 屈 折 率 に 対す る 感度 を増大 させ る こ と が で き

た．更 に，屈折率変化 に対 して ス ペ ク トル 変化 の 大きい 領

域 を 選 択 す る こ とで ，送 液す る試 料 の 屈折率変化 を散乱光

強度変化 と して リア ル タ イム に検出可能 で あり，表面プラ

ズ モ ン セ ン サ
ーと ほ ぼ 同等 の 感度を有す る こ とが分か っ

た ．また，表面粒 子 密度 の 最適化 に よ りセ ン シ ン グ効率が

上 昇す る こ とが 確認で きた．今後，本研究 に よ り構築 した

散乱光検出 を ベ ー
ス に した LSPR セ ン サ ーは，固定化 した

金 ナ ノ 粒子 を化学修飾す る こ と に よ り，粒子表面近傍 に お

ける DNA 及 び タ ン パ ク 質相 互 作用解析へ と応用 さ れ る こ

とが期待 で きる．

　本研 究の
一

部 は甜）実吉奨学会 の 助 成 を受 けて行 われ た．
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 Localized  surface  plasmon  resonance  (LSPR) scattering  spectroscopy  fbr Au  nanoparticle

immobilized on  a glass substrate  was  studied,  An  apparatus  for LSPR  scattering  spectroscopy,

which  consists  of  a  flowcell, dark-field illumination light source  and  CCD  spectrophotometer,

was  constructed  in this study.  A  flowcell was  designed to fix an  Au  nanoparticle  deposited glass
chip,  so that  iajected fluids contact  with a  Au  nanoparticle  deposited surface  inside the flowcell.
The  spectroscopic  response  of  a  Au  nanoparticle  fbr dielectric environments  around  the particle
was  examined  by the  irijection of  water  and  several  organic  solvents.  LS?R  scattering  spectra

revealed  a  red-shift  of  the  scattering  maxima  and  an  increment  of  the  scattering  intensity at  the

500N900  nm  region  by increasing  the  refractive  index  of  the  iajected solvent.  Then,  the  time

course  of  the  scattering  intensity at  620N  670  nm  region  was  observed  by  the  replicate  iajection

of  water  and  organic  solvents.  The  scattering  intensity was  increased  with  increasing  refractive

index of  the iajected solvent,  Therefbre, it was  confirmed  that the fabricated glass chip  worked

as  a  sensitive  refractive  index  sensor  by combining  with  LSPR  scattering  spectroscopy.  The
LSPR  scattering  responses  in different sumbce  density and  size of  a  Au  nanoparticle  on  a glass
surface  were  also  examined.  We  confinmed  the  optimum  Au  nanoparticle  density with uniform

particle spacing  and  without particle aggregation  for refractive  index sensing.

Kaywerds  : localized surface  plasmon resonance  (LSPR); Au  nanoparticle;  light scattering.


