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研究成果の概要（和文）：本研究では「マイクロ液滴ラマンフローイメージング」という新規な手法を開発し，
水中で生じる水素結合構造の詳細を調べた．開発した手法によりμmオーダーの微小流路内における溶液の温度
を正確に測定でき，分子間相互作用の組み替えと平衡化を追跡できることを明らかにした．多変量解析で分離さ
れる水のスペクトル成分を調べることで，それらの成分と氷との構造的な関連性を明らかにし，電解質添加によ
る水素結合の乱れを，スペクトル成分の構成が変化することと対応づけて定量的に示した．

研究成果の概要（英文）：We have developed a novel approach, "microdroplet Raman flow imaging," to 
investigate the hydrogen bonding structures in water. This technique enables us to precisely 
determine the temperature of solutions in microchannels of μm order and monitor recombinations of 
intermolecular interactions (equilibration of liquid structure). By analyzing the spectral 
components of water that were separated using multivariate analysis, we found the structural 
relationship between one of the components and ice. Furthermore, our method provided a quantitative 
analysis of the change of hydrogen bonding due to the electrolyte addition and how it corresponds to
 changes in the components’ composition.

研究分野： 物理化学・分子分光学

キーワード： 水　フローイメージング　マイクロ液滴　ラマン分光　ナノアイス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，温度，分子構造，および分子間相互作用を同時に複合的に分析する独自のアプローチを構築し，そ
の有用性を示したことに学術的な意義がある．従来，溶液中の分子間相互作用の組み替えを分単位の分光測定で
追跡することは困難であったが，本研究ではフロー系を構築することにより，サブ秒の時間スケールでの変化を
追跡できることを示した．これは液体や溶液の構造を分子レベルで理解する上で重要な成果である．加えて，水
の液体構造の詳細を混合モデルに基づいて調べる指針を得たことも意義がある．このアプローチはナノアイスの
構造や凍結抑止の原理の解明に適用できると考えられ，さらなる応用展開の方向性を示すものである．

※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。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
⽔は最も⾝近な物質でありながら未だ多くの謎に包まれている．室温で⽔の密度は温度を下げ
ることで増加するが，4 ℃で極⼤になり，それよりも温度を下げると減少に転じる．さらに過冷
却状態でも密度は連続的に減少し，−30 ℃での⽔の密度は 4 ℃での密度の 0.98倍まで減少す
る．密度極⼤は⽔が単純な液体でないことを意味しており，密度の異なる構造が混合しているモ
デルで説明される．すなわち，液体の⽔の中には強固な⽔素結合による低密度の構造と⾼密度の
構造とが共存しており，低い温度では前者の⽐率が増えることで密度が減少する，というモデル
である．「低密度と⾼密度の構造がどのように共存し，それらが物性にどのように影響を与える
か？」は未だ未解明の問いであり，共存する複数の構造を決めることは⾮常に重要である．しか
しながら，液体中ではそれらが常にゆらいでおり速やかに⼊れ替わるため，成分を分離して分析
することは困難であった． 
本研究開始当初までに，研究代表者らは⽔の温度変化ラマンスペクトルを多変量解析によって
分析し，温度によって⽐率を変える 3つの成分に分解できることを報告した（Bull. Chem. Soc. 
Jpn. 2018, 91, 991）．常温の⽔のスペクトルは，四⾯体型の⽔素結合をもつ（Structured 
Hydrogen Bonded：SHB）成分と，崩れた⽔素結合をもつ（Destructured Hydrogen Bonded：
DHB）成分に分解され，両者が熱平衡的に共存する．⼀⽅で，低温の⽔からは SHBと DHBに
加えて，3番⽬の成分が分離される．３番⽬の成分は氷と類似したスペクトルをもち，その⽐率
は⽔の 4 ℃での密度極⼤も再現する．格⼦振動の confinement effectの考え⽅に基づいてその
スペクトルを考察することで，３番⽬の成分は，可視光の波⻑よりも⼩さな氷の結晶「ナノアイ
ス（Nano ice）」と帰属される． 

図１： 本研究で構想した「マイクロ液滴ラマンフローイメージング」装置の概略図 
マイクロ流路に⽔を流し，時間経過によって冷却された⽔を空間分解（イメージング）
測定によって顕微ラマン分光分析する．測定箇所から⽣じるラマン散乱の広いスペクト
ル範囲を独⾃のデュアル分光計で測定して調べ尽くすことにより，温度と分⼦の構造の
変化を明らかにし，冷却⽔中に⽣じる⽔素結合構造を明らかにする． 

 
２．研究の⽬的 
 
⽔と共存する微細な氷である「ナノアイス」は，⽔の密度極⼤から均⼀核⽣成による凍結まで
を統⼀的に説明する可能性がある．本研究では，ナノアイスがどのような形や⼤きさの微結晶に
帰属されるか，また温度や時間に対してどのように成⻑し形成されるか，さらに凍結との関係を
明らかにすることを⽬的とした．そのために，本研究独⾃の測定⼿法である「マイクロ液滴ラマ
ンフローイメージング」を構築し，１滴の⽔から⽣じるラマン散乱の時間的温度変化を調べ尽く
すことを計画した（図１）．冷却してから⼀定時間経過後の⽔の構造を調べるために，その下流
を空間分解測定する．同⼀点から⽣じるラマン散乱から，温度と分⼦内および分⼦間の構造情報



を抽出することで，冷却⽔中に⽣じる⽔素結合構造を明らかにする．また，このように温度とマ
ルチスケールの構造とを同時に複合分析するという，液体あるいは溶液の物理化学研究に資す
る新規⼿法を確⽴することも本研究の⽬的とした． 
 
３．研究の⽅法 
 
まず，研究の基盤となるデュアル分光計⽅式の多元的ラマン分光測定システムを構築した．デ

ュアル分光計とは，2 組の分光器・検出器を⽤いて１つのラマン散乱光を分析することで，さま
ざまなスペクトル領域を同時測定することである．このシステムにより，ラマンスペクトルの
Stokes/anti-Stokes 領域を測定することで測定箇所のミクロ温度を決定でき（J. Raman 
Spectrosc. 2015, 46, 1140），低振動数領域（<300 cm-1）を測定することで分⼦間相互作⽤を調
べることができ，指紋領域や⾼振動数領域（>1000 cm-1）を測定することで分⼦構造に関する情
報が得られる．このような多元的な分光分析装置を開発した．本測定システムの性能評価として，
光機能性結晶の格⼦振動(ラマンスペクトル)と発⾊(蛍光スペクトル)とを顕微鏡下で同時に同⼀
箇所を分析することも⾏った． 
さらに，マイクロ流路中の冷却⽔を分析するための冷却フロー装置も構築した．この装置は，
⽔を均⼀核⽣成温度付近まで冷却して測定するためものであり，⾼性能ペルチェ冷却ユニット
を使⽤してマイクロ流路チップを冷却する装置と，結露を防ぐためのガスパージシステムを装
備したものである．マイクロ流路内部でラマン測定を⾏い，Stokes/anti-Stokes 領域によるラマ
ン温度分析が可能であることを確認した．また，純⽔だけでなく，シクロヘキサンやエタノール，
それらの溶液などにもこの分析⼿法を適⽤し，有機化合物（凍結抑⽌剤）を含む⽔溶液の正確な
温度測定に備えた．この研究の派⽣として，流路内での溶液混合やそれに伴う化学反応の追跡を
⾏い，温度と分⼦構造（分⼦変換）・分⼦間相互作⽤の変化を複合的に追跡する多元的ラマン分
光測定の有⽤性も確かめた． 
軽⽔（H2O）だけでなく，重⽔（D2O）や電解質（LiCl）⽔溶液の温度変化スペクトルも分析
した．Pythonの scikit-learnライブラリを利⽤して⾮負値⾏列因⼦分解（Non-negative Matrix 
Factorization：NMF）を実施して温度依存性の異なる成分を抽出する．重⽔素化による各スペ
クトル成分のピークシフトを調べることにより，各成分の⽔素結合構造を調べた．電解質は⽔分
⼦間の⽔素結合を乱し，凍結を抑制する効果があることが知られている．電解質添加後のスペク
トル変化と⽔中のスペクトル成分とを⽐較・分析し，⽔素結合様式の変化について知⾒を得た． 

 
図２:  マイクロ流路内の⽔（丸印）と流路媒質のラマン温度（⿊線）．温度勾配をつけた流路に

蒸留⽔を(a) 40, (b) 20, (c) 2 mm/sで流した，(b) エタノール⽔溶液や溶媒の Stokes/anti-
Stokes強度⽐（丸印）．⽚対数プロットの傾きから各溶液の温度を決定できる． 

 
４．研究成果 
 
(1) マイクロ流路内の流体の温度分析に関する研究 
 精密化学合成などにも活⽤されるマイクロ流路は，内液の温度を精密に制御できるという特
⻑を有する．しかし，微⼩流路内部の温度を正確に計測して，温度制御が適切に⾏われているか
を検証することは⾮常に難しい．本研究では，ラマンスペクトルの Stokes/anti-Stokes 領域の
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１．緒言 
ラマン分光法を用いた測定では，高空間分解測

定、ラベルフリーかつ非接触での測定，更に in situ
測定が可能なことから，微小空間の温度測定に適

している．温度測定は次の原理で行う．分子の振

動エネルギー準位間にボルツマン分布則が成り

立つため，同じ振動モードの Stokes・anti-Stokes 成
分の強度比からラマン温度 T が得られる（式(1)）．  

ூ౪ష౪ౡ
ூ౪ౡ౩

(ఔబାఔ)షయ

(ఔబିఔ)షయ = exp ቀ−
ℎ𝑐

𝑘B𝑇
𝜈ቁ   (1) 

(𝜈: 入射光の絶対波数，𝜈: ラマンシフト，h: プラ

ンク定数，c: 光速，kB: ボルツマン定数) 我々は

分子間振動が生じるスペクトル範囲に式(1)を連

続的に適用することで，高精度な温度決定を行っ

ている．これまで，様々な溶媒に対してマクロス

ケールでの温度測定が行われていたが，フィッテ

ィングで使用できる最適な領域が溶媒ごとに異

なっていたため，それぞれで補正を行っていた(1)．

同じ補正方法を使用できれば混合溶液の測定な

どにも応用できると考えられるため，本研究では，

様々な溶媒に対して同補正関数を用いた温度決

定の正確性を検証した． 
 
２．実験・解析方法 
角セルに試料（水，エタノール， 30 wt%エタノ

ール水溶液）を入れ，温度（20 ℃，30 ℃）を変え，

532 nm 励起のラマン分光装置を用いて Stokes・
anti-Stokes 領域を同時に測定した．解析ではまず，

波数校正で横軸データを得た．次に，背景光減算

した測定データに対して，白色光源の測定データ

を用いてスペクトル強度を補正．そして，各ラマ

ンシフトに対して式(1)左辺を計算した片対数プ

ロットを作成．20 ℃の水のラマンスペクトルから

求めた片対数プロットに対して多項式フィッテ

ィングを行い，式(1)右辺から求めた 20 ℃の場合

の指数関数を，得られた多項式（fitastst）で割るこ

とで補正関数（ratioastst）を求めた（式(2)）． 
exp ൬−

ℎ𝑐
𝑘B(20 ℃ + 273.15)

𝜈൰ fitaststൗ = ratioastst  (2) 

この補正関数を水，エタノール，エタノール水

溶液の片対数プロットに掛けることで強度を補

正し（図 1），指数関数(𝑦 = exp (−𝜏𝜈))フィッティ

ングで得られた減衰パラメーターτ と式(3)からラ

マン温度 T を求めた． 

𝑇 [K] =
ℎ𝑐
𝑘

𝜏ିଵ − 273.15 ; ℎ𝑐 𝑘⁄ = 1.4394 (3) 

図 1. 各溶媒のスペクトル（実線）とそれらにお

ける式(1)左辺の片対数プロット（点線） 
 
４．結果及び考察 
温度を変えて測定した各溶媒のスペクトルか

らラマン温度とその精度を求めた（表 1）．ラマン

温度を誤差範囲内で求めることが出来たことか

ら，共通の補正関数及びフィッティング領域を用

いた温度測定が可能であることがわかった． 
表 1. 設定温度と各溶媒でのラマン温度の比較 

 
５．結論・今後の予定 
ラマン分光法を用いて水，エタノール，エタノー

ル水溶液（30 wt%）の温度を測定した．同じ補正

方法を用いて各溶媒でも同一の温度が得られる

ことが分かった．また，混合溶媒に対する温度測

定の有効性も確認できた．本研究は反応デバイス

の内部温度測定法の開発を展望としており，今後

はマイクロ流路を用いた混合溶媒の温度分析を

行い，混合過程の反応熱の測定を検証していきた

いと考えている． 
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強度⽐から，流路内部の温度を in situ に測定できることを⽰した．図２(a)-(c)は，温度勾配を
つけたマイクロ流路において，流れる⽔の温度と流路媒質である⽯英ガラスの温度を計測した
結果である．温度勾配のある流路媒質中を流れることで，流速に応じて⽔の温度に差が⽣じるこ
とが⽰された．例えば流速が 40 mm/sの場合，流路中央での⽔の温度と媒質の温度には 10 ℃
程度の差があり，さらに流れる⽅向（加熱側か冷却側か）でも異なる．この結果は，流速を上げ
ると滞留時間が減少し，媒質と内液の熱交換が⼗分に⾏われなくなること，つまりマイクロ流路
による精密温度制御が難しくなることを意味している．さらに，アルコール⽔溶液でも同様の⽅
法で正確に温度測定ができることが確かめられた．図２(d)は，異なる⽔溶液の Stokes/anti-
Stokes ラマン強度⽐を同じ⽅法で解析し，同じ指数減衰（すなわち同⼀のラマン温度）が得ら
れることを確かめたものである．この結果は，凍結抑⽌剤として有機物を加えても，先⾏研究と
同じようなラマン分光による温度分析が利⽤できることを⽰したものである． 

 
図３： 流路内部の滞留時間経過によって DCE の分⼦構造と分⼦間相互作⽤が平衡化する過程

を表すグラフ(a)と模式図(b)．(a) trans/gauche 体の存在⽐の平衡値からのずれ（緑丸）
と<200 cm-1 の低振動数ラマンバンド強度の平衡値からのずれ（⾚三⾓）．滞留時間が
0.15 秒から 1.5 秒になるにつれて，ずれが⼩さくなり平衡化が進むことがわかる．(b) 
測定箇所に残存する DCE の gauche 体が多く含まれるドメインが，時間とともに緩和
する様⼦を表す． 

 
(2) マイクロ混合での分⼦間相互作⽤の組み換えに関する研究 
マイクロ流路内での分⼦間結合の組み替えや結合様式の変化を調べるためのモデル系として，

1,2-ジクロロエタン(DCE)とシクロヘキサンの混合を扱った．特に DCEの trans/gauche 回転異
性化に注⽬し，それらのラマンバンドの強度⽐を指標に構造変化を追跡して，ピークシフトを指
標に分⼦周囲の環境変化を評価した．さらに，低振動数領域の解析によって，分⼦間相互作⽤が
どのように組み替えられて混合が進⾏するのかを分析した．スペクトルの複数の領域の解析を
総合的に⾏うというアプローチにより，⽔に関する研究の基礎とした．混合直後における DEC
のラマンバンドから，秒単位の時間スケールで gauche体が多く含まれる過渡的な溶液環境から
定常溶液の環境へと変化する局所平衡化を⽰した．また，低振動数領域のスペクトル変化との類
似性から，平衡化と同じ時間スケールで溶媒間の分⼦間結合の組み替えが⽣じていることも確
認した（図３）．これと類似する結果として，エタノール・⽔混合系でも分⼦間相互作⽤（⽔素
結合）の組み替えが進⾏する過程を確認することができ，本研究にて制作したラマンフローシス
テムが分⼦間相互作⽤の変化を追跡・分析することに有効であることを⽰すことができた． 
 

(3) ⽔の温度変化スペクトル成分の構造に関する研究 
⽔の温度変化スペクトル成分の構造について詳細に調べた．まず，H2O と D2O の温度変化ラ
マンスペクトルをそれぞれ NMFで分解し，先⾏研究で報告された DHBと SHBの重⽔素化ピ
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ークシフトを求めた．成分分離前のラマンスペクトルでは，⽔のOH/OD 伸縮振動（~3500 cm−1）
の重⽔素化ピークシフトはこれまでにもよく知られていたが，⽔素結合に由来する分⼦間振動
（<300 cm−1）のピークシフトはほとんど報告がなかった．本研究によって特に SHBのピーク
シフトを確認することができた．図４(a)は H2O と D2O の温度変化ラマンスペクトルから得ら
れた SHBのスペクトルの低振動数領域を⽰したものである．188/182 cm−1に観測されるバンド
が顕著にピークシフトしていることが注⽬に値する．このピークシフトは，このバンドが⽔分⼦
全体の運動に相当する換算質量をもつ振動であることを意味し，氷のスペクトル図４(b)におけ
る 214/207 cm−1の格⼦振動と⾮常によく対応する．その他のバンドのピークシフトも同様に調
査し，SHBが氷と類似する四⾯体型の⽔素結合構造であることを⽰すことができた． 
次に LiCl ⽔溶液と⽐較した．OH/OD 伸縮振動のスペクトル形状は LiCl ⽔溶液と DHB とで
⾮常に⼀致する．⼀⽅，低振動数領域では両者の⼀致はそれほど⾒られない．これは，電解質と
⽔分⼦の相互作⽤の影響を無視できないためと考えられる．しかしながら，概ね LiCl 添加によ
るスペクトル形状の変化は DHB成分の増加と SHBの減少で説明することができる． 
以上のようにして DHBと SHBの構造について知⾒を得ることができた．SHBでのピークシ
フト分析と同様のアプローチによって，DHBやナノアイスの構造を調べるための道筋が⽴てら
れ，それらは今後早急に取り組むべき課題となった．電解質添加による⽔の成分構成の変化は，
凍結抑⽌と⽔素結合構造の関係を明らかにするための重要な知⾒を与えると期待される． 

 
図４： (a) 軽⽔：H2Oと重⽔：D2Oの温度変化ラマンスペクトルを，それぞれNMFによって

分離することで得られたスペクトル成分のうち SHB を⽐較したもの．(b) H2O と D2O
からなる氷のラマンスペクトル．(a)の 188/182 cm−1 のバンドのピークシフトは(b)の
214/207 cm−1のバンドのピークシフトと⾮常によく⼀致しており，SHB の⽔素結合構
造が氷に類似することを明確に⽰している。 

 
本研究全体を通じて，「マイクロ液滴ラマンフローイメージング」という新規な測定⼿法を構築
し，溶液系の分析におけるその有⽤性を多⽅⾯から⽰すことができた．(1)の研究においては，
微⼩流路内部の温度を分光情報だけで分析できることを⽰した．これにより，熱電対などの温度
センサーを直接使⽤することができない微⼩領域において，温度変化スペクトルを正確に測定
する⽅針を提案した．(2)の研究では，分⼦構造変化と分⼦間相互作⽤に注⽬し，マイクロ流路
中での溶液環境の平衡化を追跡できることを⽰し，分⼦間結合の組み替えがサブ秒の時間スケ
ールで起こり得ることを確認した．この時間スケールは，フロー系を⽤いない通常の測定では実
現困難なものであり，本⼿法の有⽤性を⽰すことができた．⼀⽅で，⽔の研究においては，現時
点ではナノアイスの詳細を直接議論できるような研究成果は得られなかった．これは，装置開発
や試料調整に予期しない遅れが⽣じたためである．しかしながら，(3)の研究においては，重⽔
素化や電解質添加の結果との⽐較によって⽔のスペクトル成分を調べるという⽅針を⾒出すこ
とができた．特に SHBに関しては，氷と強く関係する⽔素結合構造を⽰すことができた．これ
は，ナノアイスの構造や凍結抑⽌の原理の解明にも適⽤できる分析⽅針であり，今後の課題や展
望・応⽤可能性を明らかにすることができた． 
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• Two components are decomposed from H2O and D2O Raman spectral dataset at 15~45 ℃ .
These spectral patterns and temperature dependencies are similar to the previous DHB and SHB. [1]

• The spectral changes when adding LiCl into water are consistent with the spectrum of DHB.
It suggests that some part of the HB structure in DHB is broken, like the effect that electrolytes

(LiCl) destroy the hydrogen bonds in liquid water.
• Although no D-shift is detected in the original low-frequency Raman spectra of water, the SHB

spectra show a clear peak shift. It is reasonable since a similar peak shift is observed for Ice.

Samples: H2O (Wako, distilled water, 049-28355) 
D2O (Deuteration ratio of 99.8%, Wako, 047-34243)
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m n
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Carried out by Python libraries
Numpy, Pandas and Scikit-learn [4]
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* Electrolytes, eg. LiCl, are known to destroy hydrogen bonds in water. [2]

The purpose of this study 

Precise structures of DHB and SHB are not discussed enough.
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structures by comparing LiCl aq.* and
examining peak shifts by deuterium
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D-shift is newly found in SHB spectra.
This peak shift is reasonable,
since similar peak shifts are observed for Ice.
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