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研究成果の概要（和文）： 

高分子鎖一本のコンホメーションを直接観察するためのナノメートルスケールの空間分解

能を示す光学イメージング技術の開発を行った。三次元空間において 15 ! 15 ! 80 nm3の空間分

解能を達成する超解像顕微鏡 Photo-Activated Localization Microscopy (PALM)の構築を行う

とともに、フォトクロミック蛍光色素によってラベルされたポリブチルメタクリレート

（PBMA）の合成を行った。これにより高分子鎖一本のコンホメーションをナノメートルスケ

ールの空間分解能で評価することに成功した。 

 
研究成果の概要（英文）： 

A super-resolution microscopy technique was developed to enable the structural 
analysis of polymers at a nanometric scale. A single poly(butyl methacrylate) (PBMA) 
chain labeled by photochromic fluorescent dye molecules was observed by the 
photo-activated localization microscopy (PALM), which has the spatial resolution of 15 
! 15 ! 80 nm3 in three dimensions. The PALM allowed us to directly examine the 

conformation of the individual PBMA chains. 
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１．研究開始当初の背景 
高分子鎖は非常に高い内部自由度を有し、

そのために一本の鎖は多様なコンホメーシ

ョンをとることができる。この形態の多様性

こそが高分子材料特有の諸物性を支配して

おり、鎖のコンホメーションを評価すること

は、その物性を理解する上で重要な課題の一

つである。このとき一本一本の鎖の形態を直

接可視化することが可能となれば高分子の

本質を理解する上で強力な情報となるもの

と考えられる。バルク内における単一高分子

鎖を観察するには、(1)複数のからみ合った鎖
から一本のみを区別してイメージング可能

であること、(2) < 100 nm以下の空間分解能
を実現することが要求される。単一分子観察

のためには試料高分子を蛍光ラベルし、その

発光を結像する蛍光イメージングが最も有

効である。しかしながら従来の蛍光顕微鏡の

空間分解能は回折限界によって 200 ~ 300 nm
に制限されている。これまでに近接場光学を

用いることで分解能 100 nm 以下の蛍光イメ
ージングが実現しているが、近接場顕微鏡で

は試料表面近傍のみの観察に限定されてい

た。そのためバルク内部の高分子鎖一本を直

接的に検出し、その三次元構造を評価可能な

手法が求められていた。 

 
２．研究の目的 
本研究は一本一本の高分子鎖の構造とダ

イナミクスの評価を実現するための超解像

光学顕微鏡法を開発することを目的として

いる。超解像法を利用することでナノメート

ルスケールの空間分解能での単一高分子鎖

の蛍光イメージングを実現し、さらに三次元

計測を実現することで、単一分子レベルでの

鎖の立体構造観察を可能にすることを目指

して研究を行った。 

 
３．研究の方法 
本研究では PALM (Photo-Activated Locali- 

zation Microscopy)と呼ばれる超解像法を応用
することで単一高分子鎖の評価を試みた。蛍

光顕微鏡測定において視野内に蛍光分子が

ただ一つのみ存在するとき、その位置はナノ

メートルスケールの精度で決定することが

で き る （ Fluorescence Imaging with One- 
Nanometer Accuracy; FIONA）。PALMでは試
料に導入された複数の色素分子に対して順

に一個ずつ観察することで、全ての色素分子

の位置座標を逐次決定し、これらを用いて画

像構築を行う（測定プロセスを図１に模式的

に示している）。FIONA では通常顕微鏡画像
の面内における位置評価すなわち分子の(x, 
y)座標のみを決定することができ、高さ（z
軸）方向の情報を高分解能で得ることができ

ない。本研究では z座標についても超解像計
測が得られるよう顕微鏡光学系に改良を加

えた。 
PALMにおいてはフォトクロミック性蛍光

色素分子によって試料の蛍光ラベルを行う

ことが必要となる。PALMにおいて有効な色
素の探索を行うとともに、高分子試料への導

入法を確立した。このように顕微鏡システム

の構築と試料合成を行うことで、単一高分子

鎖の形態評価を行った。 

 
４．研究成果 
４．１ 超解像顕微鏡の構築 
超解像観察を実現するための顕微鏡の構

築を行った（図 2）。PALMにおいては色素分

 
図 1. 超解像光学顕微鏡の原理 



子一個の蛍光画像を観察するため、高感度の

EMCCD カメラを備えた蛍光顕微鏡を基本と
して構成される。前述のように観察試料はフ

ォトクロミック色素によってラベルされ、図

1 に示したフォトクロミック色素分子の活性
化、観察、消去のサイクルを繰り返すことで

観察を行う。その非蛍光異性体から蛍光体へ

の異性化反応を引き起こすための紫外レー

ザー（波長 375 nm）と、蛍光体を励起するた
めの可視レーザー光源（波長 532 nm）を備え
ている。一方、蛍光体の消去は可視レーザー

の照射による褪色反応を利用している。これ

らの光源からのビームはダイクロイックミ

ラーによって重ねた上で試料に照射した。各

レーザー光源およびカメラ露光はパルスジ

ェネレータによって同期した。露光時間は 30 
msとし、励起可視光は露光の間のみ照射を行
い、露光終了後のデータ転送の間に紫外光を

照射した。このように PALM計測可能な顕微
鏡の構築を行うことができた。構築したシス

テムの空間分解能の評価したところ、最大で

3.1 nmの分解能での超解像計測が可能である
ことが分かった。 

 
４．２ フォトクロミック色素によってラ

ベルされた高分子の合成 
PALM観察に使用することのできるフォト

クロミック色素の探索を行った。ここでは図

3 に示されるスピロピラン誘導体（SP）およ
びローダミンスピロアミド誘導体（RSA）を
評価した。これらはいずれも図に示した閉環

体では非蛍光性であるが、紫外光の照射によ

って開環体へ変換し、波長 532 nm の可視光
を吸収して蛍光を発する。これらをポリメチ

ルメタクリレート（PMMA）中に分散し、水
銀ランプ（波長 365 nm）を照射することでフ
ォトクロミック反応の追跡を行った。SPにつ
いては高い効率で閉環体から開環体への変

換を行うことができた。また可視光照射によ

る閉環体への戻りも観察でき、さらに繰り返

しフォトクロミック反応を行うことができ

た。しかしながら発光強度が低く、単一の SP
分子の蛍光を観察することは不可能であっ

た。一方、RSA については SP と比較して変
換効率は低いものの、開環体からの蛍光強度

が大きく、単一分子のフォトクロミック反応

を観察することができた。このように PALM
において利用する色素分子として RSA が適
切であることが分かった。 

RSA 分子が有するヒドロキシル基に対し
てメタクリル酸クロリドを反応することで

RSA を有するメタクリレートモノマーを合
成し、これをメタクリル酸ブチルと共重合す

ることで RSA によってラベルされたポリブ
チルメタクリレート（PBMA）を作製するこ
とができた。 
超解像計測における空間分解能は、色素分

子一個について検出することのできる光子

数によって決定される。RSAについては 2000
~5000個の光子を検出することができ、この
ときの空間分解能は 15 nmであった。 

 

 
図 2. 構築した PALMシステムの模式図 

 
図 3. スピロピラン色素（SP）およびローダミン

スピロアミド色素（RSA）の化学構造 



４．３ 単一高分子鎖の超解像観察 
蛍光ラベルされた PBMA鎖（数平均分子量

215 万）を、蛍光ラベルされていない PBMA
中に極微量混合し、トルエン溶液を作製した。

これを清浄なガラス基板上にスピンキャス

トすることで膜厚 200 nm のフィルムを作製
し、PALMによる測定を行った。PBMA鎖に
導入された個々の RSA 分子の位置を逐次測
定し、それらを元に画像再構成を行った。図

4は PALMによって得られた単一 PBMA鎖の
超解像顕微鏡画像である。個々の鎖のコンホ

メーションを明瞭に観測することに成功し

た。鎖一本の画像からその回転二乗半径や形

態を解析したところ、PBMA鎖のコンホメー
ションはガウス分布をとることが示された。 

 
４．４ 三次元超解像計測 
面内方向の超解像によって分解能 15 nmの

高分子鎖の形態評価を行うことができた。さ

らに高さ方向に超解像計測を行うことで、三

次元構造の計測を試みた。顕微鏡光学系にシ

リンドリカルレンズを挿入することで顕微

鏡画像に対して非点収差を導入した。図 5は
単一のペリレンジイミド分子に対して高さ

を変えながら測定を行った蛍光画像である。

観察された像の形状が分子の z座標に依存し
ていることが分かる。すなわち、分子が焦点

面より上方に存在する際には x方向を長軸と
する楕円形に、z 座標が減少するに従って y
方向を長軸とする楕円形に変形するように

観測されている。このように観察された輝点

の形状から、分子の z座標を得ることができ
る。図 6は観察された輝点の xおよび y方向
の拡がり"x、"yを用いて ("x – "y)/("x + "y) で
定義される形状パラメータを分子の z座標に
対してプロットしたものである。これより色

素分子の z座標を得ることができ、その分解
能を 80 nmにまで向上させることに成功した。
これにより三次元の超解像光学計測を行う

ことが可能となった。 

 
以上のように、超解像法を用いることによ

って xyzの三次元空間において 15 ! 15 ! 80 
nm3 の空間分解能を有する蛍光顕微鏡を構築

し、高分子鎖一本一本のコンホメーションを

計測することに成功した。バルク内の単一高

分子鎖の直接観察を実現する本手法は、高分

子材料の分子レベルでの物性を評価する上

で重要な手段となるものと考えられる。 

 
図 5. 三次元超解像顕微鏡における単一分子蛍光

像の z座標依存性 

 

 
図 6. 非点収差測定による z座標の超解像計測 

 
図 4. PBMA鎖の超解像顕微鏡画像。 
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