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研究成果の概要（和文）：空間捕捉された単一微小液滴が微小な光共振器として振る舞うことに注目し，液滴で
生じる特徴的な現象であるwhispering gallery mode共鳴や励起光共鳴を利用することによって，液滴に溶存し
た分子から放出される蛍光を高感度に検出することを目指した。液滴に溶存した分子の振る舞いを観測するには
長時間にわたって安定に液滴を空間捕捉する必要がある。これを実現するために，液滴捕捉のためのイオントラ
ップとそれを設置する冷却断熱チャンバーを独自に開発した。また，この装置を用いて捕捉した液滴からの蛍光
を観測したところ，既報の装置と比べて蛍光検出感度が約2桁向上していることが分かった。

研究成果の概要（英文）：We have focused on the fact that a levitated single microdroplet behaves as 
a tiny optical resonator, and have tried to detect fluorescence emitted from molecules dissolved in 
the droplet with high sensitivity by utilizing the characteristic phenomena of whispering gallery 
mode resonance and excitation light resonance that occur in droplets. In order to observe the 
behavior of molecules dissolved in a droplet, the droplet must be stably trapped for a long period 
of time. To achieve this, we newly developed an ion trap and a cooled adiabatic chamber in which the
 trap is installed. The fluorescence from the droplet was observed using this system, and it was 
found that the sensitivity of fluorescence detection was improved by about two orders of magnitude 
compared to the previously reported system.

研究分野：光物理化学

キーワード： 微小液滴　イオントラップ　蛍光検出

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
蛍光分光は様々な分光法のなかでも最も検出感度の高い分光法の一つであり，かつ測定対象を非破壊的に観測で
きる手法でもある。本研究では，空間捕捉された単一微小液滴が示す特徴的な現象である励起光共鳴を利用する
ことよって蛍光検出感度の向上を達成した。また最近，微小液滴内の化学反応がバルク溶液中の化学反応とはか
なり異なることが分かってきており，高感度「その場観測」分光の発展による微小環境の詳細分析が強く望まれ
ている。本研究で開発した手法を化学反応の追跡に利用できれば，微小環境における化学反応の特異性が何に起
因しているかを明らかにするための有用なツールになり得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
生体分子の構造ゆらぎと機能には密接な関係があることが分かりつつある。生体分子の構造
ゆらぎを十分な時空間分解能で観測することは，「生体分子の柔らかさと機能」の関係を理解す
るための第一歩になるはずである。蛍光測定は，生体分子の構造変化を実時間で追跡できる強力
な手法であり，これまでにもタンパク質の構造変化（折り畳み）が蛍光励起エネルギー移動（FRET）
を利用して調べられてきた。FRETは，ドナー分子とアクセプター分子の間で生じる励起エネル
ギー移動の効率が両者の距離に依存することを利用した「分子スケールの定規」としてよく用い
られてきた実験手法であり，生体分子の構造変化をナノスケールの高い空間分解能で知ること
ができる。一方，FRETで実際に計測するのは蛍光であることから，蛍光をいかに高感度に検出
するかが計測の成否を握っている。とくに，測定サンプルの濃度を極限まで下げた蛍光一分子測
定では，一分子が単位時間に繰り返す吸収・発光サイクルの回数で検出フォトン数が決まるので，
蛍光検出感度は分子の遷移モーメントの大きさで決まる限界が存在する。よって，十分な数のフ
ォトンを検出するためには，少なくともマイクロ秒以上の積算時間が必要になり，これが測定の
時間分解能を決めている。低濃度サンプルに対する FRET測定を短い時間で実現するには，何ら
かの方法で蛍光検出感度を向上させる必要がある。 
 
２．研究の目的 
 我々は，質量分析に用いられる三次元イオントラップ技術を応用し，独自の電極構造をもった
イオントラップ（エンドキャップトラップ）を開発することによって，直径が数～数十 mの単
一微小液滴を大気中で安定に空間捕捉することに成功している。また，捕捉した液滴にレーザー
顕微分光を適用することによって，液滴に溶存した分子の振る舞いを詳しく調べることが可能
である。空間捕捉された単一微小液滴は微小な光共振器と見なすことができる。例えば，ミクロ
な微小液滴内で蛍光が生じると液滴界面で全反射が生じる結果，液滴内部に whispering gallery 
mode (WGM) と呼ばれる光の定在波が形成される。微小液滴の蛍光スペクトルには WGM に起
因したシャープな発光線が強く観測される。また，外部から液滴に照射される励起光が液滴内部
に閉じ込められることによって，液滴内部に励起光由来の定在波が形成されることがある（励起
光共鳴と我々は呼んでいる）。この定在波が形成されることによって，液滴内部の実効的な励起
光強度が大きくなる。 
 本研究では，イオントラップを用いて安定に空間捕捉した単一微小液滴が，微小な光共振器と
してふるまうことに注目した。液滴で生じる特徴的な現象である WGM や励起光共鳴を利用す
ることによって，液滴に溶存した分子から放出される蛍光を高感度に検出することを目指した。 
 
３．研究の方法 
 図 1 に今回開発・改良した単
一微小液滴捕捉・レーザー顕微
分光装置の概略図を示す。エレ
クトロスプレーイオン化法を用
いて生成した帯電微小液滴は，
図中中央付近にある 2対のエン
ドキャップトラップ，もしくは
平行平板型イオントラップ（4. 
研究成果の欄で詳述する）を用
いて捕捉される。このイオント
ラップは，今回の研究で新たに
開発した冷却断熱チャンバー
（図中中央付近の黄色の四角）
内に設置している。帯電微小液
滴を捕捉するため，イオントラ
ップ電極には正弦波電圧が印加
されている（印加周波数 2000～
3500 Hz，印加電圧 1000～1500 
V）。液滴に照射する励起光源に
はピコ秒パルスレーザー（波長
532 nm）を用いている。励起光は，シングルモードファイバー，NDフィルター，偏光板を通過
したのち，アクロマティックレンズを用いて液滴に集光した。対物レンズ（CFI TU Plan EPI ELWD 
100X, Nikon, NA 0.8, WD 4.5 mm）を用いて液滴からの蛍光を捕集した後，無偏光ビームスプリ
ッターで光路を 2 分割した。一方の光路を通った蛍光を冷却 CCD 検出器付分光器
（iHR550+Symphony）に導入することで蛍光スペクトルを測定した。もう一方の光路を通った蛍
光は，イメージング測定用冷却 CCDカメラ（ビットラン，BU-61M）に導入することで液滴の蛍

図 1. 本研究で新たに開発・改良した単一微小液滴捕捉・
レーザー顕微分光装置の概略図 



光顕微画像を取得した。また，フリップミラーを用いて蛍光を光電子増倍管に導入し，時間相関
単一光子計数法を用いることで蛍光寿命測定を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 微小液滴から放出される蛍光の長時間連続観測を目指した冷却断熱チャンバーの開発 
 エンドキャップトラップは従来使用されていた四重極イオントラップなどに比べシンプルな
構造をしており，トラップの周りに遮蔽物が存在しないため，作動距離の短い高い開口数の対物
レンズを液滴に近づけて高感度に蛍光測定を行うことができる。しかしながらエンドキャップ
トラップを用いて実験を行うと，液滴からの溶媒の蒸発が速くなる現象が観測されている。液滴
からの溶媒の蒸発速度が速いと長時間にわたり安定に液滴を捕捉することができないため，液
滴内部の分子の挙動を長時間にわたり観察することができない。エンドキャップトラップで液
滴からの溶媒の蒸発が速くなる原因としては，電極の構造上電極と液滴の距離が近いため，液滴
が電極から何かしらの影響を受けているのではないかと考えた。よって本研究では，既報の平行
平板型イオントラップをもとに電極構造を工夫した，独自の平行平板型イオントラップを新た
に作製した。 
図 2 に新たに作製した平行平板型イオントラップの
写真を示す。トラップは三個の特徴的な電極からなり，
両端が Endcap 電極，中央の箱型の電極が Ring 電極で
ある。Ring 電極に数百 Hz の変調電圧を印加すること
で捕捉電場を形成する。捕捉した液滴に Ring電極に空
けた穴から励起光を当て，励起光と直交方向に設置し
た対物レンズを用いて液滴からの蛍光を捕集する。
我々が以前使用していた平行平板型イオントラップは
Endcap電極に空けた穴の大きさが 2 mmと小さく，光
の検出効率が低かった。そこで新たに作製したトラッ
プでは穴の大きさを 8 mm にすることで光捕集の立体
角を大きくし，光の検出効率を 38倍に高めた。また電
極の厚みを 2 mmから 1 mmにすることで，より対物レ
ンズを液滴に近づけて蛍光測定を行えるようにした。
しかし，今回設計した電極を用いて液滴が安定に捕捉
できるかは自明ではない。そこで電場解析を行うこと
で液滴が安定に捕捉されるか調査した。Ring電極にあ
ける穴の大きさに対して捕捉力をプロットすると穴の
大きさが 7 mmのときに捕捉力が最大になった。一方，
Endcap電極に空いた穴が大きいと電場の漏れ出しが大
きくなり，対物レンズを近づけたときに中心の電場が
乱されて液滴を安定に捕捉することができない。これ
らの条件を考慮して電極構造を決定した。 
 また，液滴からの溶媒の蒸発を抑えるには，周囲の
温度を低く保つことが有効であると考え，平行平板型
イオントラップを設置するための冷却断熱チャンバー
を製作した（図 3）。このチャンバーは壁が二重構造に
なっており，壁の間に断熱材を充填することで断熱性を高めている。また，チャンバー底部に冷
却液が循環するようになっており，これによってチャンバー内部を冷却できる。 
 断熱チャンバーの温度を下げたときに液滴からの溶媒の蒸発がどの程度抑えられるかを調べ
たところ，チャンバー内が室温のとき，液滴の体積は 10分間で約 70％減少したが，チャンバー
を冷却することによって，体積減少率が 4％程度まで縮小した。つまり，これまでの装置と比べ，
18倍程度の長時間にわたって液滴を安定に捕捉することに成功した。 
 
(2) 微小液滴に溶存した色素分子から放出される蛍光の高感度計測 
 空間捕捉した単一微小液滴に溶存した Kiton Red (KR) の蛍光スペクトルを図 4aおよび bに示
す。この液滴は上述した平行平板型イオントラップおよび冷却断熱チャンバーを用いて捕捉し
た。図 4aおよび bの蛍光スペクトルは同じ液滴を用いて測定しているが，両者は測定時間が異
なっており，図 4aは液滴捕捉直後に測定したもの，図 4bは液滴捕捉から約 800秒後のものであ
る。図 4aと図 4bの蛍光強度を比較すると明らかに図 4bの方が大きくなっている。今回の研究
では冷却断熱チャンバーを用いているため，液滴からの溶媒の蒸発は遅くなっている。しかしな
がら，完全に溶媒の蒸発を抑制できているわけではなく，時間経過に伴って徐々に溶媒が蒸発す
ることによって，液滴の大きさが小さくなっている。液滴捕捉直後から 1秒毎に蛍光スペクトル
を連続測定し，蛍光スペクトルの積分強度を時間に対してプロットした（図 4c）。蛍光強度はあ
る特定の時間で明らかに増大している（図 4cでは 200秒と 800秒付近）。これは，液滴から溶媒
が蒸発し，液滴径が徐々に減少していった結果，ある特定の直径になったところで外部からの励
起光が液滴内部に閉じ込められ，液滴内部の実効的な励起光強度が増大したことを意味してい

図 2. 今回開発した平行平板型イオ
ントラップの写真 

図 3. 今回開発した冷却断熱チャン
バーの写真 



ることがわかった。我々
が今回製作した装置は，
過去に報告されている類
似の装置と比べて，蛍光
捕集効率が約 38 倍向上
している。それに加えて，
図 4に例示しているよう
な励起光共鳴に起因する
蛍光増強効果を積極的に
利用することで，蛍光検
出効率は過去の報告と比
べて約 2桁向上している
（図 3b の場合は約 190
倍）。 
単一微小液滴を長時間
にわたり安定に空間捕捉
するための装置を独自に
開発し，それを用いて色
素分子からの蛍光を測定
することで，微小液滴が
光共振器として振る舞う際の特徴的な現象である励起光共鳴を明確に観測することに成功した。
また，励起光共鳴を用いることで蛍光検出効率が既報の装置に比べて約 2 桁向上することを明
らかにした。本報告書には KRの例のみを報告したが，ローダミン B (RhB) や RhBを含む両親
媒性分子，ナイルレッド，量子ドットなどでも励起光共鳴を利用した蛍光の高感度観測に成功し
ている。一方，現状では液滴内に溶存した色素分子を少なくとも数百個程度励起しなければ液滴
からの蛍光を観測することが難しく，液滴に溶存した単一分子の検出には至っていない。単一分
子の検出を達成するには更なる感度向上が必要であり，液滴が示す励起光共鳴に加えて，WGM
共鳴も同時に利用することによって感度向上を図る必要があると考えている。 

図 3. (a) 液滴捕捉直後のKRからの蛍光スペクトル (b) 液滴捕
捉から約 800 秒後の蛍光スペクトル (c) 蛍光スペクトルを連
続測定した際の蛍光強度の時間変化 
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