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研究成果の概要（和文）：蛍光ON－OFF状態制御が可能な分子からなるナノ粒子（1万分子以上）が、粒子全体と
して蛍光ON-OFF挙動を示すことを見出した。このナノ粒子は光吸収確率の増大により、弱励起光強度で蛍光測定
可能であることから、超解像蛍光顕微測定に用いた場合、長時間測定を可能とする。本研究ではこのON-OFF機構
解明を目的として詳細な測定と解析を行った結果、光反応によりON状態分子が隣接して生成した場合、著しく弱
蛍光性の会合体が生成し励起エネルギー捕捉により粒子全体の蛍光がOFFとなること、一方、開環反応が進行し
会合体から単量体となった場合、粒子全体からの蛍光がONになることが判明した。

研究成果の概要（英文）：It was found that nanoparticles composed of more than 10000 molecules 
enabling the controlled fluorescence ON-OFF states exhibit fluorescence ON-OFF behaviors as a whole 
particle. Because these nanoparticles allows the fluorescence measurement with weak excitation light
 intensity due to an increase in the light absorption probability, they enable long-time measurement
 when they are applied to the super-resolution fluorescence microscopy. In this study, detailed 
measurements and analyses were carried out with the aim of elucidating this ON-OFF mechanism. As a 
result, when ON-state molecules are produced adjacent to each other by a photoreaction, a 
significantly weakly fluorescent aggregate is formed, which captures excitation energy, leading to 
the fluorescent OFF state of the whole particle. On the other hand, the fluorescence of the whole 
particle was turned on when the ring-opening reaction took place in the aggregates resulting in the 
independent ON state.

研究分野： 光機能材料

キーワード： 超解像蛍光観測　蛍光スイッチング　会合体生成　ナノ粒子　１波長制御

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
単一分子の蛍光像の重心を数nmの分解能で決定し超解像を得る手法は、静的画像のみならず単一分子の動的拡散
挙動測定も可能とする。この方法では蛍光ONとOFF状態をスイッチできる分子が重要な役割を果たす。しかし測
定には非常に強い励起光強度が必用で、色素の光劣化も迅速に進行するため、長時間、広空間域の知見を得るこ
とは困難であった。本研究では、近年我々が見出した可視単一波長照射下で、全体として蛍光ON－OFF挙動を示
すナノ粒子を対象に、その構解明を行った。得られた知見から、非常に弱い照射光強度で測定可能かつ長時間測
定を可能とする新たな蛍光ON-OFF可能なナノ粒子の合理的設計が可能となった。

※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。



１．研究開始当初の背景 
 
 単一分子レベルの蛍光観測に基づく超解像光学顕微手法は、光の回折限界（約 200 nm）をは
るかに超える数 nm サイズの空間分解能を有するイメージング法として、微小物質の構造測定
に広く利用されている。多くの超解像手法の中でも、単一分子の蛍光像の重心を数 nm の空間分
解能で決定し超解像を得る方法（localization 法）は、微小物質の静的イメージングのみならず、
ホスト媒体中の蛍光分子の拡散挙動等の分子ダイナミクス測定にも応用可能であり、単一分子
の並進拡散の場合には、連続取得された蛍光像の重心位置の時間変化から、10 nm 以下の空間
精度でその軌跡を得ることができる（図１）。この手
法は多数分子のアンサンブル測定では検出困難な空
間位置を特定した拡散定数の決定や異常拡散領域
（図１の最下図）の検出などから、ホスト環境の不均
一構造を高い空間分解能で検出可能であり、架橋等
の化学変化や aging など非晶質固体の slow 
dynamics 等の解明、光レジスト用材料等の高精度ナ
ノメートル微細加工の評価などへの応用も期待され
ている。しかし直径 200nm 程度の回折限界サイズの
複数の蛍光像が重なると localization 解析が不可能
となるので、通常は蛍光 ON と OFF 状態をスイッチ
できる分子を用いて外部スイッチ光により ON－
OFF 状態間制御を行い、希薄な蛍光 ON 状態分子濃
度（10－10M 程度）を保つ必要がある。また単一分子
蛍光観測では非常に強い励起光強度（分子あたり数
十万回/秒の励起）が必用であり、色素の光劣化も迅
速に進行する。これらの結果、１分子あたりの測定時
間はせいぜい数分程度で、モニター可能な空間も限
定されるため、長時間、広域空間の詳細な知見を得る
ことは困難であった。 
 
 
２．研究の目的 
 
 分子集合体や高分子固体などの緩和や時間変化には数時間から数日以上にわたり進行するも
のも多く、これらの過程の詳細な知見の獲得には、高い光耐久性を持ちかつ ON-OFF スイッチ
ング可能な蛍光物質を用いる必用がある。高耐久性有機色素開発は活発に研究が行われ、優れた
特性を持つ分子も開発されているが、ON-OFF スイッチング可能で 1 分子として数分から数１
０分以上の計測が可能な例は申請者の知る限り存在しない。一方 10nm 程度の有機ナノ粒子に
は約 104個以上の分子が存在し、単純に考えれば耐久性は 104以上向上する。更に光吸収確率の
増大により照射光強度も 10-4 倍弱くできるので光劣化につながる非線形過程が抑制でき、より
高い耐久性が期待できる。そのためここ数年は蛍光スイッチ可能なナノ粒子開発が重要な課題
と考えられている。このような背景の中、最近申請者らのグループは、可視域の単一波長照射下
でも、粒子全体として蛍光の明滅（ON-OFF）挙動を示す有機ナノ粒子を見出した。本課題では
この機構を解明すること、また、これに基づく有機ナノ粒子全体の蛍光 ON-OFF スイッチング
の新手法の開発と応用を行い、超解像追跡計測法の発展を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
 上記の可視域の単一波長照射下でナノ粒子全体の蛍光の ON-OFF 挙動を示す集合体は、 
開環体（O, 蛍光 OFF）＋ hv1（UV）→ 閉環体（C, 蛍光 ON）および  
閉環体（C, ON）＋ hv2（可視光）  → （O, OFF） 
の環開閉光異性化反応による蛍光スイッチング可能なジアリールエテン誘導体のみから構成さ
れ、分子レベルの開環反応（C→O, ON→OFF）収量は小さい（≤10-5）。本研究の開始段階まで
の結果からは、以下のような機構が仮説として考えられた。（１）開環体の微小な吸収の裾
（Urbach tail）を介した光吸収により閉環反応（O→C）が進行する、（２）ON 状態分子（C）
が隣接し多量体程度の会合体が形成された場合、単量体では蛍光が ON 状態であるにもかかわ
らず、会合体では著しく弱蛍光性となる、（３）この多量体が励起移動のトラップとなり、粒子
全体の蛍光が OFF となる、（４）これらの多量体の中で開環反応が進行し、たとえば C-C-C か
ら C-O-C のように単量体となった場合、励起移動が進行せず粒子全体からの蛍光が ON になる
ことが粒子全体で蛍光が OFF→ON へと変化する。 
 これらの過程を検討するために、 
（１）溶液中の定常吸収・蛍光スペクトルに対する濃度効果、温度効果かと会合数の決定、（２） 
ナノ粒子のアンサンブル系の時間分解蛍光測定による励起移動の解明、（３）単一粒子からの発

図 1．単一蛍光分子の拡散挙動の測定法
の概念図．下図の○は異常拡散の領域。  



光挙動に対する励起光強度（ON-OFF 時間間隔の測定）から、粒子の粒子全体の一波長蛍光 ON-
OFF 機構を明らかにする。 
   
 
４．研究成果 
 
（１） 溶液中の定常吸収・蛍光スペクトルに対する濃度効果、温度効果かと会合数の決定 
 置換基の異なる蛍光 ON-OFF スイッチ可能な 3 種のジアリールエテン誘導体を用い、メチル
シクロヘキサン－イソペンタン混合溶液中で、室温から 77 K までの定常吸収、蛍光スペクトル
に対する濃度変化、温度変化を測定した。その結果、温度の低下とともに、閉環体（C）の吸収、
蛍光スペクトルが長波長にシフトする挙動が観測された。これらのスペクトル変化を解析した
結果、室温では主に単量体として存在するが、230 K 程度から２量体が主成分となり、更に温度
が低下すると（あるいは濃度が高くなると）３量体が生成することが判明した。これらの、２量
体や３量体、あるいは結晶系のスペクトルを基に Kasha の励起子理論からから見積もると、ナ
ノ粒子の微弱な発光は主に３－４量体に対応する会合体が起因していることが判明した。 
 置換基を変えた 3 種類の分子の会合挙動からは、分子の長軸の長い系では会合の平衡定数が
大きい結果が得られた。長波長へのスペクトルシフトが観測されることから、J-タイプの会合体
生成が考えられるが、このような置換基を含む相互作用が会合体生成に重要な役割を果たして
いると考えられる結果が得られた。 
 
（２） ナノ粒子のアンサンブル系の時間分解蛍光測定による励起移動の解明 
 組成（O と C）ナノ粒子を水に分散させた条件で、主に C の励起に対応する可視光を励起光
として時間分解蛍光スペクトルを測定した。その結果、C の組成が非常に小さい（0.5%）場合に
は、モノマーの C からの蛍光が観測され、そのスペクトルは時間とともに変化せず、減衰挙動
もほぼ単一指数関数で再現できた。一方 10％程度 C を含むナノ粒子では、励起直後はモノマー
の C からの発光が観測されるが 100 ps からナノ秒の時間領域で、蛍光スペクトルは長波長にシ
フトした。これは、主に多量体への励起移動が効率的に進行していることを支持する。  
 更に、開環体（O）からなるナノ粒子に対して UV 高を照射し、C の組成の増大（C の吸収）
と蛍光の変化を測定した結果、閉環体組成が 8％程度までは、C（モノマー）の蛍光は増加する
が、その後は C の増加とともに蛍光は減少した。これは、C の増加とともに会合体が増加するこ
とと、効率的な励起移動とトラップによる消光が進行することを示す。 
 
（３）単一粒子からの発光挙動に対する励起光強度（ON-OFF 時間間隔の測定） 
 単一ナノ粒子からの発光時間（On-time）に対して、可視 532 nm の励起光強度依存性を測定
した結果、5.9 秒（励起光強度 1.1 mW）、2.6 秒（励起光強度 4.3 mW）、2.4 秒（励起光強度 
8.1 mW）と励起光強度の増加とともに短くなった。単純に、単一分子の光励起による開環反応
（C→O）が ON-time を決めているのであれば、この ON-time は励起光強度の逆数に比例する
（開環反応収率が一定の場合）が、単一ナノ粒子では、このような挙動は観測さなかったのは、
励起光強度の増大とともに Urbach tail の励起による会合体生成、また、会合体の消失などの複
合した過程が ON-time を決定していることによると考えられる。これらの効果を考慮した解析
から、励起光強度が弱いときは、主に会合体生成（による励起移動による消光）、強い場合には、
発光 C 状態（モノマー）の開環反応の進行が On-time を決定していると考えられる結果が得ら
れた。 
 
 上記の結果から、可視一波長励起による単一粒子の粒子全体の蛍光 ON-OFF 挙動の機構とし
て、当初予測された 
 
① 開環体の微小な吸収の裾（Urbach tail）を介した光吸収により閉環反応（O→C）が進行 
② ON 状態分子（C）が隣接し多量体程度の会合体が形成された場合、単量体では蛍光が ON
状態であるにもかかわらず、会合体では著しく弱蛍光性となる、 
③この多量体が励起移動のトラップとなり、粒子全体の蛍光が OFF となる、 
④ これらの多量体の中で開環反応が進行し、たとえば C-C-C から C-O-C のように単量体とな
った場合、励起移動が進行せず粒子全体からの蛍光が ON になることが粒子全体で蛍光が OFF
→ON へと変化する 
 
の過程で基本的には進行することが明らかとなった。 
 
 今後は、各過程を詳細に検討することでこれらの機構を支配する因子（集合体系の閉環・開環
反応速度などの分子レベルの特性など）を解明するとともに、実際の超解像測定系への応用を展
開する。 
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