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研究成果の概要（和文）：本研究は、高分子鎖一本一本の分子運動を直接的に評価可能な新しい顕微鏡システムの開発
を行うことで、薄膜中のダイナミクスを評価することを目的としている。個々の分子の位置(x,y,z)および配向(θ,φ)
を同時に検出可能な顕微鏡光学系を構築した。さらに分光検出によって分子の発光色λを分離することで異なる蛍光分
子を識別可能とした。このように分子一個の6つのパラメータ(x,y,z,θ,φ,λ)を時間tの関数として計測可能な顕微鏡
の構築に成功した。この顕微鏡によってポリメチルアクリレート薄膜の分子運動を評価した。その結果、超薄膜中にお
いては面外方向の回転拡散が著しく制限されていることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：The current study developed a single molecule detection system, which allows the s
imultaneous observation of the position (x, y, z), orientation (theta, phi), and emission wavelength lambd
a, as a function of time t. This system enables us to completely record the motion of a single fluorescent
 molecule.
The dynamics of poly(methyl acrylate) films was examined by the single molecule microscopy system develope
d here. The rotational motion in an ultra thin film with a thickness of 5 nm was suppressed compared to th
at in a three-dimensional bulk state. The detailed analysis of the molecular rotation revealed that the ro
tational relaxation time in the out-of-plane direction was 30-times longer than that in a bulk state and t
hat the in-plane rotation in the ultra-thin film was almost the same as that in a bulk system. This indica
tes that the molecular rotation in an ultra-thin film is restricted only in the thickness direction.
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１．研究の背景 
	 高分子材料はゴム弾性や粘弾性、ガラス転

移などの特徴的な物性を示すが、これは高分

子鎖の動的特性に由来するものであり、バル

ク材料中で高分子主鎖あるいは側鎖置換基

がどのような運動をしているかが重要な問

題となる。そのため高分子のダイナミクスに

関する研究は古くから理論・実験の両面から

精力的に行われてきた。高分子の動的特性を

考える上での基本は“一本の鎖”であり、理

論においては形態や鎖間の相互作用をモデ

ル化することでマクロな物性を予測し、力学

緩和や光散乱などの実験においては個々の

鎖の性質の積分として現れた物理量を測定

する。しかしながらこのような従来のアプロ

ーチにおいて、理論では一本鎖の性質からマ

クロ物性を導く間には様々な仮定によって

鎖を単純化したモデルに基づいて構築され

ており、一方で実験的に観測されるのは多数

の鎖の平均的な振る舞いの結果として表れ

る現象となっているため、現状では“高分子

鎖一本”の直接的な情報を得ることは難しく、

個々の高分子鎖の振る舞いは十分に理解さ

れていなかった。 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、高分子鎖一本一本を直接的に

観察し、時々刻々と変化する鎖のすがたをリ

アルタイムでとらえることで、その分子運動

を詳細に評価することを目的としている。高

分子鎖一本に蛍光分子を結合し、顕微鏡で直

接観察する蛍光イメージング法は、バルク内

の個々の高分子鎖を検出する最も有力な手

法である。しかし通常の光学顕微鏡では得ら

れる情報が限定されているために、詳細な分

子のダイナミクスを評価することは困難で

ある。そこで、高分子鎖一本の位置・配向な

ど様々な状態を高精度に評価することので

きる実空間・実時間観察の手法を確立するこ

とを研究目的としている。そして、新たに開

発した手法を用いることによって高分子の

ダイナミクスの本質を明らかとすることを

目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)	 顕微鏡システムの構築	 

	 一つの分子の運動状態を完全に追跡する

ためには、その位置(x,y,z)、配向(θ,φ)を

リアルタイムで記録することが必要となる。

本研究では(x,y,z,θ,φ)を同時にかつ高精

度に検出可能な顕微鏡システムの構築を行

った。さらに異なる 2 種の色素分子を用い、

その波長λを分離して検出することで、複数

種の分子を追跡可能なシステムの構築を目

指した。このように複数分子それぞれについ

て位置及び配向状態すなわち(x,y,z,θ,φ,

λ,t)の 7 つのパラメータを同時に検出可能

な顕微鏡の構築を試みた。	 

	 

(2)	 高分子薄膜中のダイナミクス	 

	 色素分子としてペリレンジイミド誘導体

を用いた。高分子薄膜中に色素分子を導入し、

時々刻々と変化する色素分子の位置・配向を

開発した顕微鏡システムによってリアルタ

イムで追跡することで、その分子運動性を評

価した。	 

	 

４．研究成果	 

(1)	 顕微鏡システムの構築	 

	 蛍光顕微鏡が像中で蛍光分子一個は200	 nm

程度に広がった輝点として観察される。その

分子の位置(x,y)は輝点の中心位置として見

積もることができる。通常の顕微鏡観測にお

いてもノイズの十分に少ない画像を取得で

きれば 3	 nm 程度の精度で(x,y)を評価するこ

とができる（Fluorescence	 Imaging	 with	 

One-Nanometer	 Accuracy:	 FIONA 法）。一方、

z 座標については通常の顕微鏡では数 100	 nm

以下の精度が得られない。そこで本研究では

顕微鏡の光路にシリンドリカルレンズを挿

入した光学系を構築した。これにより導入さ

れた非点収差によって、焦点面からのわずか

なずれによって輝点が楕円形に観測される。

その形状を解析することで 50	 nm の精度で分

子の z座標を評価することに成功した。	 

	 分子配向(θ,φ)については、デフォーカ

ス計測によって評価可能である。しかしなが

らデフォーカス像からは分子の位置(x,y,z)

を求めることができない。本研究は(x,y,z,

θ,φ)の同時評価を実現するために、図 1a

に示すような光学系を構築することで、試料

からの信号を分岐し、一方の光路長を延長す

ることで焦点距離を変えることによって

FIONA 法とデフォーカス法の同時測定を可能

(b)

(a)

デフォーカス測定

FIONA測定
試料から
の蛍光
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図 1	 位置・配向同時測定のための顕微鏡

光学系(a)と得られた顕微鏡画像(b)	 



にした。図 1b は PMMA 薄膜中に分散したペリ

レンジイミド分子について同時計測した

FIONA 解析のための合焦状態での蛍光画像お

よびデフォーカス画像である。それぞれの画

像の解析から(x,y,z,θ,φ)を得ることがで

きた。固定した分子について多数回の測定を

行い、得られた値の標準偏差を計測精度とし

て見積もったところ、(x,y,z,θ,φ)につい

て、それぞれ 6.2	 nm,	 6.4	 nm,	 52	 nm,	 5.5°,	 

2.4°であり、高精度に分子の位置と配向を

決定可能な顕微鏡システムを構築すること

ができた。	 

	 次いで、波長分離を行うことによって異な

る蛍光分子を識別可能な計測系の構築を行

った。その光学系は図 1a に示すものと類似

であるが、ビームスプリッタとしてダイクロ

イックスプリッタを使用した。本研究におい

てはペリレンジイミド誘導体に加えて、カル

ボシアニン系色素である DiD の同時観察を可

能にするため、波長 650	 nm より短波長の光

を反射し、長波長を透過するダイクロイック

ビームスプリッタを用いた。これにより発光

波長の異なる複数の分子を独立に同時計測

することを実現した。一方、励起波長につい

ても複数の波長を選択可能な光学系を構築

した。光源としてスーパーコンティニュアム

レーザーを導入した。これは波長 450-800	 nm

を同時発振しているため、その中から任意の

波長の光を選択可能な分光器を図 2のように

設計し、実装した。図中のスリットの位置と

幅を調整することで任意の波長及び波長幅

のビームを取り出すことができる。これによ

って任意の励起波長λex を選択し、発光波長

λem で分離した上で個々の分子の位置・配向

を計測することが可能となった。	 

	 一回の分子の位置・配向計測には50−100	 ms

程度の積算時間が必要とされる。そのため 1

秒あたり 10-20 程度のフレームレートで分子

運動を計測することができた。このように

個々の分子について(x,y,z,θ,φ,λ,t)の 7

つのパラメータを計測する高感度の顕微鏡

システムの構築に成功した。	 

	 

(2)	 高分子薄膜中のダイナミクス	 

	 高分子薄膜中においては、鎖は界面の存在

によって空間的に拘束されており、その分子

運動性は制限を受けるものと考えられる。本

研究では分子量 10 万のポリメチルアクリレ

ート（PMA）を試料として、分子運動性を評

価した。プローブとなる蛍光色素分子として

N,N'-Bis(2,6-dimethylphenyl)-3,4,9,10-	 

perylenetetra-	 carboxylic	 diimide（PDI）

を PMA 中に分散し、5	 nm と 120	 nm のスピン

コート膜を作成した。ここで PMA の分子量は

PDI 分子の位置と配向パラメータ(x,y,z,θ,

φ)を 100	 ms の時間分解能で蛍光顕微鏡観察

によって評価した。	 

	 15〜30℃の測定温度範囲内において、PMA

中の PDI 分子の位置(x,y,z)には測定精度（約

6	 nm）以上の変化が見られず、PDI 分子の並

進拡散はほとんど見られないことが分かっ

た。一方、分子の配向角(θ,φ)は 10 分の測

定時間内に時々刻々変化する様子が観察さ

れ、PDI 分子が回転運動していることが示さ

れた。その運動の速度を評価するため、PDI

分子の配向自己相関関数Φ(τ)を次式に従

って算出した。	 

	 
ここで〈	 〉tは時間 t についての平均を表し、

M(t)は時間tにおける分子の向きを表すベク

波長選択された
レーザー光

プリズム

レンズ

ミラー

ミラー

スリット

スーパーコンティニュアム光

	 
	 

図 2	 スーパーコンティニュアムレーザー

光源を用いた励起光学系の模式図。プリズ

ムとスリットによって任意の波長・帯域幅

の光を取り出すことができる。二重スリッ

トを用いることで複数の波長を取り出すこ

とも可能である。	 

(b)

(a)

M(t)

	 
	 

図 3	 分子配向の座標系(a)と PMAの配向自

己相関関数Φ(τ)	 (b)	 



トル（図 3a）である。図 3b に膜厚 5	 nm 及び

120	 nm の試料についてのΦ(τ)を示す。PMA

中では数秒の緩和時間スケールの回転運動

を示していることが分かる。ここでΦ(τ)の

減衰速度に膜厚依存性が見られ、薄膜中では

運動性が低下していることが分かった。ここ

で 5	 nm の薄膜では、膜厚が PMA の回転半径

と同程度であるのに対し、120	 nm の試料では

膜厚は PMA 鎖のサイズに対して十分大きい。

そのため 5	 nm の薄膜中では PMA は高さ方向

に空間的拘束がかかっていると見なすこと

ができる。このような薄膜中ので分子運動性

を詳細に検討するため、膜面内の回転運動を

表すφの自己相関関数Φφ(τ)、および面外

の運動を表すθの自己相関Φθ(τ)を評価し

た。図 4に面内、面外の分子運動成分の自己

相関関数を示す。面内の分子運動については

5	 nm および 120	 nm の膜厚で緩和時間がそれ

ぞれ 14.8	 s および 6.1	 s であり、超薄膜中

では分子運動性が 2倍程度低下していること

が分かった。一方、面外の運動については緩

和時間は膜厚 120	 nm の試料が 5.6	 s と面内

回転とほぼ同じ緩和時間を示しているのに

対して、超薄膜状態では 150	 s と運動性が大

きく制限されていることが分かった。このよ

うに超薄膜中では高さ方向の空間的拘束に

よって、面外方向の分子回転が阻害されるこ

とが、顕微鏡による直接観察によってはじめ

て明らかになった。	 

	 

５．主な発表論文等	 

 
〔雑誌論文〕（計	 9	 件） 
①	 Hiroyuki	 Aoki,	 Kazuki	 Mori,	 Toshiaki	 

Takahashi,	 Shinzaburo	 Ito,	 

"Quantitative	 Analysis	 of	 End-to-end	 

Distance	 of	 Single	 Polymer	 Chain	 in	 

Ultra-thin	 Film	 by	 Super-resolution	 

Fluorescence	 Imaging",	 Chem.	 Phys.,	 

419,	 54-58	 (2013) ,	 DOI:	 

10.1016/j.chemphys.2012.12.026.	 

② Toru	 Ube,	 Akihiko	 Shin,	 Hiroyuki	 Aoki,	 

Shinzaburo	 Ito,	 "Conformation	 of	 

Single	 Polymer	 Chain	 in	 Rubbed	 Thin	 

Film	 Observed	 by	 Fluorescence	 

Imaging",	 Langmuir,	 28,	 13871–13876	 

(2012) ,	 DOI:	 10.1021/la302513c.	 
③ Hiroyuki	 Aoki,	 Kazuki	 Mori,	 

Shinzaburo	 Ito,	 "Conformational	 

Analysis	 of	 Single	 Polymer	 Chains	 in	 

Three	 Dimensions	 by	 Super-resolution	 

Fluorescence	 Microscopy",	 Soft	 

Matter,	 8,	 4390-4395	 (2012) ,	 DOI:	 
10.1039/C2SM07227K.	 

④ Toru	 Ube,	 Hiroyuki	 Aoki,	 Shinzaburo	 

Ito,	 Jun-ichi	 Horinaka,	 Toshikazu	 

Takigawa,	 "Relaxation	 of	 Single	 

Polymer	 Chain	 in	 Binary	 Molecular	 

Weight	 Blends	 Observed	 by	 Scanning	 

Near-field	 Optical	 Microscopy",	 Soft	 

Matter,	 8,	 5603-5611	 (2012) ,	 DOI:	 
10.1039/C2SM25272D.	 

⑤ Toru	 Ube,	 Hiroyuki	 Aoki,	 Shinzaburo	 

Ito,	 Jun-ichi	 Horinaka,	 Toshikazu	 

Takigawa,	 Toshiro	 Masuda,	 

"Relaxation	 of	 Single	 Polymer	 Chain	 

in	 Poly(methyl	 methacrylate)	 Films	 

under	 Uniaxial	 Extension	 Observed	 by	 

Scanning	 Near-field	 Optical	 

Microscopy",	 Macromolecules,	 44,	 

4445-4451	 (2011) ,	 DOI:	 

10.1021/ma2004986.	 

⑥	 Hiroyuki	 Aoki,	 Jun-ichi	 Kakuta,	 

Tomoyuki	 Yamaguchi,	 Satoshi	 Nitahara,	 

Shinzaburo	 Ito,	 "Near-infrared	 

Fluorescent	 Nano-particle	 of	 

Low-bandgap	 π -conjugated	 Polymer	 

for	 in	 vivo	 Molecular	 Imaging",	 Polym.	 

J.,	 43,	 937 – 940	 (2011) ,	 DOI:	 
10.1038/pj.2011.86.	 

⑦	 Li-Ting	 Lee,	 Toru	 Ube,	 Hiroyuki	 Aoki,	 

Shinzaburo	 Ito,	 "Characterization	 of	 

Surface	 Compositions	 of	 

Phase-Separated	 Structures	 in	 

Conjugated	 Poly(phenylene	 vinylene)	 

Blends	 by	 Scanning	 Near-Field	 Optical	 

(b)

(a)
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内成分(a)と面外成分(b)。	 
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