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研究成果の概要（和文）：ゲルは高分子鎖が三次元的に架橋した溶媒を含んだネットワーク構造をとっている
が、そのネットワーク構造は不均一であり、架橋点の分布や鎖セグメント濃度には粗密が存在していることが知
られている。本研究は、超解像蛍光イメージングに基づく手法を高分子ゲルの計測に新たに導入し、ゲルに内在
する網目鎖構造と力学特性の不均一性について実空間で直接評価する方法論を確立し、ゲルの不均一性について
明らかにすることを目的としている。単一分子局在化顕微鏡によるナノ光学イメージングとマイクロレオロジー
法を用いることで、ポリ(N-イソプロピルアクリルアミド)ゲル中に存在するネットワーク鎖の構造と局所粘弾性
の定量解析に成功した。

研究成果の概要（英文）：Polymer gels, which consists of three-dimensionally cross-linked polymer 
chains swollen with solvents, are known to have inhomogeneous structure. The structural 
inhomogeneity in polymer gels has been studied extensively by scattering methods in inverse space. 
However, it has been difficult to obtain the quantitative information on the chain segment density 
from the inverse-space techniques. The objective of the current study is the development of novel 
methodology for the real-space analysis not only of the network structure but also local physical 
properties in polymer gels. We introduced a single molecule localization microscopy with a 
particle-tracking micro-rheology method to observe poly(N-isopropyl acrylamide) gels and succeeded 
the quantitative analysis of the network chain structure and dynamic viscoelasticity in a nanometric
 local area.

研究分野：高分子物性

キーワード： ゲル　超解像顕微鏡　単一分子

  ２版
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１．研究開始当初の背景 

 高分子鎖が互いに架橋することで三次元的
なネットワーク構造をとり、溶媒で膨潤され
たゲルは、ユニークな物性を示すことから
様々な場面で応用され、機能性材料として
様々な研究が展開されている。より高性能・
高機能の材料を開発するためには、材料内部
の構造およびダイナミクスと、マクロな物性
との相関についての知見を得て、機能発現の
基礎的なメカニズムを理解することが不可欠
である。 
 高分子ゲルの構造は光や中性子線などを用
いた散乱法を中心に研究されており、現実の
ゲル内部における高分子鎖のネットワーク構
造は粗密のある不均一な構造をとっているこ
とが知られている（図 1）。しかしながら、散
乱による逆空間の計測法ではバルク全体の平
均的な構造評価しか行うことが出来ず、局所
的なネットワーク鎖の空間分布などの情報を
得ることは困難である。また、ネットワーク
鎖および架橋の構造に合わせて局所的な物性
評価を行い、ゲルの内部構造と物性の相関を
評価することは不可能であった。そのため、
直接的に実空間での構造とダイナミクスの評
価を行うことの出来る新しい手法が必要とさ
れている。 
 

 
図 1 高分子ゲル内部に存在する不均一

構造の模式図 
 
２．研究の目的 

 ゲルにはナノメートルスケールの分子オー
ダーからマイクロメートルスケールに至る構
造が存在しているため、バルク材料の内部を
このような広い空間スケールに渡って観察可
能な手法が求められる。そのためには光学顕
微鏡が最も適した手法となるが、従来の光学
顕微鏡では空間分解能が波長によって制限さ

れており、数 100 nm 以下の構造を評価する
ことが出来なかった。そこで本研究では、光
を用いながら波長の限界を超えるナノメート
ルスケールの空間分解能を達成する超解像光
学顕微鏡をベースとして高分子ゲルを計測す
るための新しい方法論を提案する。超解像光
学顕微鏡技術としては、様々な手法が提案さ
れているが、本研究ではその中で最も高い空
間分解能を示す単一分子局在化顕微鏡法を採
用する。さらに、系中に分散したナノ粒子の
動態から周辺媒体の粘弾性的特性を評価する
マイクロレオロジー法を超解像顕微鏡と融合
することで、ゲルのネットワーク構造と局所
粘弾性を同時評価可能な方法論を開発するこ
とを目指して研究を行った。このように、高
分子ゲル内部の高分子鎖のネットワーク構造
をナノメートルスケールで実空間観察すると
ともにゲル内部の局所的な力学物性を評価可
能な計測システムを開発することを目的とし
ている。 
 
３．研究の方法 

 ゲルの構造・局所物性計測のための顕微鏡
システムは、ニコン社製倒立型顕微鏡 Ti-E を
ベースとして自作した。光源として波長 532 
nm のレーザーを用い（CNI 社製 MGL-III-
532）、1～10 kW/cm2 のパワー密度で試料の
照明を行った。検出器として EMCCD カメラ
（Andor 社製 iXon+）あるいは sCMOS カメ
ラ（Andor 社製 Zyla）を用いた。試料として
はポリ（N-イソプロピルアクリルアミド）
（PNIPAM）を用いた。2枚のカバーガラスで
作製した 10 mm のチャネル間で、蛍光ラベ
ル分子および蛍光ナノ粒子を導入した N-イ
ソプロピルアクリルアミドモノマー水溶液を
重合することで顕微鏡観察用試料を調製した。 
 
４．研究成果 

4．1．PNIPAMゲルの構造 
 単一分子局在化顕微鏡では、蛍光色素分子
によって染色された試料を高分解能で蛍光イ
メージングする手法である。通常の蛍光顕微
鏡では、個々の蛍光分子は回折限界によって
光の波長の 1/2 程度に広がって観察されるた
め、試料上に導入された多数の色素分子が互
いに重なって観察され、結果として本来の試
料の構造よりも200~300 nm程度ぼやけて観



察される。一方、単一分子局在化顕微鏡は試
料上の多数の色素分子を同時に光らせるので
はなく、個々の色素分子を別々に計測する手
法である。それぞれ色素分子一つのみが観察
された蛍光画像からは分子の位置座標が 10 
nm の精度で決定できるため、多数の色素分
子について得られた座標データから、分子の
空間分布すなわち試料の形態を再構築画像と
して得ることができる。蛍光分子を別々に計
測する手法として幾つかの方法が提案されて
いるが、本研究では dSTORM 法と呼ばれる
手法を用いる。これは、蛍光色素を含む試料
中に還元剤（メルカプトエタノール）を添加
し、励起状態にある色素分子の大部分を可逆
的な非発光状態に転換することで蛍光分子の
明滅状態を制御するものである。本研究では
色素分子としてローダミン誘導体を採択し、
PNIPAMゲルの染色を試みた。蛍光色素分子
をアクリルアミドモノマーに導入し、これを
重合することでゲルのネットワーク鎖のイメ
ージングすることを試みたが、色素導入モノ
マーの合成が当初の想定よりも困難であり、
ゲルの作製を行うに十分な量のモノマーを得
ることができなかった。そこで、ネットワー
ク鎖を直接イメージングするのではなく、ネ
ットワーク鎖の疎な領域すなわち溶媒で満た
されたボイド領域をイメージングすることに
よって、間接的にネットワーク鎖セグメント
の粗密構造を評価することを試みた。これは
ローダミン B 分子を溶解した水によって膨潤
した PNIPAM ゲルを観察することで行った。
図 2 に PNIPAM の超解像顕微鏡画像を示す。
溶媒中に分散する蛍光分子の観察された領域
は観察領域内で不均一に分布しており、
PNIPAMゲル内部の溶媒分布は不均一である
ことが直接的に示された。 
 

4．2．PNIPAMゲルの局所粘弾性 
 ゲル内部の局所的な力学特性を評価するた
め、マイクロレオロジー法を導入した。微粒
子のブラウン運動は媒質の粘性および弾性に
影響を受けるため、粒子の運動状態を解析す
ることで粒子近傍の媒体の粘弾性を評価する
ことが可能である。そこで PNIPAMゲル中に
直径 200 nm の蛍光ビーズを分散し、そのブ
ラウン運動を観察した。図 3 は粒子の平均二
乗変位（MSD）の時間依存性である。粘性流
体中における MSD は全領域で時間に比例す
るが、PNIPAM中においては時間 0.5 秒以下
及び 5 秒以上では時間に比例し、0.5-5 秒で
時間に依存しないプラトー領域が見られる。
これは媒体が粘弾性を有することを示してい
る。ここで粒子の感じる複素弾性率G*はMSD
のラプラス変換D<r2>と次式によって関係づ
けられる。 

𝐺∗ 	= 	
𝑘&𝑇

𝜋𝑎𝑠 ∆𝑟-(𝑠)
 

ここで aは粒子の半径、kBはボルツマン定数、
Tは絶対温度である。ここで s = iωとするこ
とで、角周波数ωに依存した粘弾性特性を評
価することができる。図 4 は、図 3 の MSD
から得られた動的粘弾性特性であり、1 個の
粒子近傍の局所的な力学特性を評価可能であ
ることが分かる。図 5に PNIPAMゲル中に分
散した多数のプローブ粒子について得られた
1Hz における貯蔵弾性率 G’の分布を示す。こ
こで赤、青、緑のヒストグラムは架橋密度 0.1, 
0.2, 0.3%の PNIPAM ゲル、グレーのヒスト
グラムは PNIPAM 線形鎖の 35%水溶液につ
いてのデータである。溶液系ではシャープな
分布を示しており、空間的に概ね均一な力学

 
図 2 PNIPAM ゲルの膨潤領域の超解像

顕微鏡画像。視野は 1000 x 780 
nm2
。 

 
図 3 PNIPAM ゲル中に分散した蛍光粒

子（200 nm）の平均二乗変位の時
間依存性。 



特性を示しているが、PNIPAMゲルについて
はいずれの架橋密度においてもG’は2桁近い
広い分布を示しており、ゲル内部の力学特性
は極めて不均一であることが示された。架橋
密度の増加とともにG’の平均値は大きくなっ
ており、これはマクロな弾性率の傾向と一致
する。しかしその分布状態に注目すると、G’
の最低値は 1 ~ 2 Pa 程度でありながら架橋密
度の増大とともに分布が高弾性率側へ広がっ
ていく傾向が見られた。これは低弾性率の領

域が、ゲル内部に存在しているネットワーク
鎖密度の低いボイド領域に対応しており、架
橋密度を上げても、このボイド領域が存在し
ていることを示唆している。このことを実証
するため、超解像イメージングとマイクロレ
オロジー測定を対応させることで、ネットワ
ーク鎖の密な領域で G'が大きく、疎な領域で
小さくなる傾向が観察された。試料調製にお
いて想定外の時間を要したことからこの点に
ついて期間内に十分に検討することはできな
かったが、ゲルの新しい構造・物性計測手法
の確立という目的は達成することができた。
今後、これを活用した局所構造-物性相関につ
いての研究の展開を行う予定である。 
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