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研究成果の概要（和文）：高精度３次元単分子追跡装置の構築とその性能評価、それらの手法を用いた高分子固体のナ
ノ空間不均一性評価等を目指し研究を行った。シリンドリカルレンズを結像光学系に挿入することで、蛍光分子の光軸
（Ｚ軸）方向の変位に対応して検出される発光スポットの楕円率が変化する装置を構築し３次元イメージングを実現し
た。同時にＺ軸方向に周期的光強度分布を有する構造照明でゲスト分子を励起し、検出される蛍光強度からＺ軸変位に
関する情報を得る手法を開発し、Ｚ分解能20 nmを達成した。構築した装置を用い、高分子薄膜材料中のゲスト分子が
示す不均一な拡散挙動の原因を明らかにし、またナノレベルの不均一性の可視化に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this project, we have focused on constructing single-molecule imaging apparatus
es with three-dimensional (3D) resolution for the investigation of spatial heterogeneity at the molecular 
level in polymeric materials. To achieve 3D localization, two approaches were employed. The first one is s
o-called the astigmatism imaging method, in which a cylindrical lens was inserted into the imaging system 
to modify the shape of the fluorescent image of a single molecule depending on Z-position. The second appr
oach is a structured illumination with a periodic intensity modulation along the Z-axis due to the interfe
rence of two laser beams. These imaging apparatuses provided the 3D resolution of several tens of nanomete
rs. By using the 3D super-resolution techniques, we have clarified the mechanism of anomalous diffusion of
 guest molecules in polymer films. In addition, we have also succeeded in the visualization of spatial het
erogeneity in polymeric materials.
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１．研究開始当初の背景 
 重合/架橋反応によるネットワーク形成や
化学結合の開裂/分解は、粘弾性、溶解度、
ガラス転移温度、誘電率、機械的強度など高
分子固体の物性を劇的に変化させる。その特
性を利用した材料は多岐に渡るが、その中で
もレジスト及びその関連材料は、半導体超微
細加工には欠かせない非常に重要な材料系
である。また類似の反応性高分子材料は、ナ
ノインプリントや３次元マイクロ光造形等
の次世代微細加工技術にも応用されており、
その重要性は今後ますます高まると予想さ
れる。また自然界に目を向けても、重合・架
橋反応は生体高分子の機能発現にも深く関
与しており、生命機能を理解する上でも非常
に重要な反応である。 
 しかしながら、これほど重要な反応である
にもかかわらず高分子固体内部で起こるネ
ットワーク形成や分解反応の nm スケールで
のダイナミクスに関しては研究がほとんど
進んでいない。高分子系固体は反応の進行と
共にその物性が時々刻々変化することに加
え、反応の進行度が場所ごとに異なる非常に
複雑なダイナミクスを示すため、従来のバル
クの測定手法で系全体の反応を追跡しても、
分子レベル〜数百 nm の空間スケールで見ら
れる反応の空間的不均一性を評価できない
ことがその主たる理由であり、このようなナ
ノ空間での複雑な反応ダイナミクスを追跡
するためには高い時空間分解能を有し、且つ
固体内部の情報を得ることの可能な測定手
法が不可欠である。そのためのアプローチと
して、申請者は近年、蛍光分子をプローブと
して反応性高分子材料中に添加し、一個一個
のプローブ分子の並進拡散挙動を数 nm 程度
の高い精度で詳細に追跡することで、ネット
ワーク形成反応など高分子固体内部で進行
するナノスケールの反応ダイナミクスが評
価可能になるとの着想に至った。また実際に
単分子追跡法や単分子蛍光デフォーカスイ
メージング法を駆使することで光/熱架橋性
高分子内部で進行するネットワーク形成反
応のナノスケール反応ダイナミクスやその
空間的不均一性評価などが可能であること
を示してきた。 
 
２．研究の目的 
 上記のように、単一分子をプローブとした
物性評価法はミクロな反応ダイナミクスや
空間的不均一性評価などの評価に有効であ
るが、ナノ空間で起こる複雑反応を理解する
には解決すべき問題が残る。まず第一の課題
は、蛍光顕微鏡を用いたイメージング法で
は３次元的な分解能を持たず、ゲスト分子
の動きに関して得られる情報は２次元情報
に限定される点である。さらに、反応ダイ
ナミクスの分子論的理解には、ゲスト分子追
跡精度のさらなる向上も必要である。 
 そこで本研究では、高精度３次元単分子追
跡装置の構築とその性能評価、それらの手法

を用いた高分子固体のナノ空間不均一性評
価等を主たる研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
 超高感度蛍光顕微鏡にナノレベルの３次
元位置決定精度を持たせるため、結像光学系
にシリンドリカルレンズを挿入することで
非点収差を導入し、蛍光分子の光軸方向の変
位に対応してCCDで検出される発光スポット
形状（楕円）の楕円率（Ｘ軸方向の長さ Lx
とＹ軸方向の長さ Ly の比）が変化するイメ
ージング系を構築し、検出される蛍光スポッ
トの Lx/Ly 値からＺ軸（光軸）変位に関する
情報を得た。同時に、楕円状の蛍光スポット
を２次元のガウス関数で解析し、その重心の
位置をゲスト蛍光分子のＸＹ平面上の位置
として決定した。 
 高分子薄膜中にペリレンジイミド誘導体
などの蛍光分子をゲストとして添加し、上記
の３次元単一分子イメージング装置を用い、
ゲスト分子の並進拡散を追跡した。３次元拡
散挙動の高分子膜厚、ゲスト分子依存性等に
関して詳細なデータを取得し解析すると共
に、データの合理的解釈のため実験条件を再
現する計算機シミュレーションも行った。 
 上記に加え、顕微鏡光軸(ｚ軸)方向に周期
的光強度分布を有する構造照明でゲスト分
子を励起し、検出される蛍光強度からＺ軸
（光軸）変位に関する情報を得る手法の開発
も同時に行った。図１に示すように、対物レ
ンズを上下に突き合わせた光学系を有する
顕微鏡を自作し、蛍光励起用レーザー光を２
つに分け、同じ光路長を経て上記２つの対物
レンズの後ろ側焦点にそれぞれ集光し、対物
レンズの物体面で光軸に沿って干渉縞が生
じる構造照明系を実現した。 

 
図１ 光干渉により光軸方向に強度変調さ
れた励起光学系とＺ位置に依存した蛍光強
度の模式図． 
 
 
 20 nm 程度の蛍光性高分子ナノ粒子を参照
試料とし、ピエゾステージを用い、光軸方向
に一定の速度で移動させその時の蛍光強度
変化を高感度 CCD カメラで検出した。蛍光強
度の変化からＺ軸方向の分子位置を決定し、
同時に2次元ガウス関数による画像解析から
顕微鏡焦平面(ＸＹ平面)上の分子位置を決
定した。得られたデータを解析し、構築した



３次元イメージング装置の分解能を評価し
た。 
 
４．研究成果 
 ガラス転移温度が室温より低い 15℃程度
の高分子薄膜中のゲスト蛍光分子（ペリレン
ジイミド誘導体）３次元単一分子追跡の結果
の一例を図２に示す。図２a は得られた蛍光
イメージで、Ｚ位置の参照用にガラス基板に
蛍光色素を共有結合で固定化しており、その
蛍光スポットが縦長に、薄膜中のペリレンジ
イミド誘導体の蛍光スポットは横長となっ
た。縦長の蛍光スポットは並進運動を示さず、

一方横長のスポットは並進運動を示した。 
 
図２ (a)非点収差を導入した結像光学系で
取得したゲスト蛍光分子の蛍光イメージと
(b)３次元単一分子追跡により得られた並進
拡散の軌跡の一例．高分子膜厚は約 1 µm. 
 
 
 図 2b は縦長及び横長の蛍光スポットの３
次元拡散の軌跡の一例である。Ｚ位置がほぼ
０で並進運動を示していない軌跡が縦長の
スポットに対応し、これは基盤に固定化した
色素の信号であることが分かる。一方、Ｚ位
置が 500 nm 付近で、より広い範囲にわたる
軌跡が横長の蛍光スポットに対応する。この
並進拡散運動をＸＹ成分とＺ成分に分離し、
ＸＹ平面に投影した並進拡散挙動に対し平
均自乗変位の時間変化をプロットするとほ
ぼ傾き１の直線となり、これよりＸＹ平面上
の並進拡散ほぼ２次元のランダムウォーク
であることが分かった。一方、図２b でＺ軸
方向の位置の変化に注目すると、ある平均的

な値を中心にランダムに上下動しており、一
見すると束縛されたランダムウォークのよ
うに見える。平均自乗変位の時間変化をみる
と、時間と共に平均自乗変位の値は増加せず
ほぼ一定値を示した。これにより、Ｚ方向の
並進運動は束縛のないランダムウォーク（所
謂正常拡散）を示すＸＹ平面上の拡散挙動と
全く異なり、ある空間に束縛されていること
が明らかとなった。 
 光軸方向に構造を有する照明により励起
されたナノサイズ蛍光体の位置決定精度を
実験的に明らかとするために、ステップ幅を
40 nm, 30 nm, 20 nm, 10 nm, 5 nm とし、1
ステップ移動（移動時間＜30 ms）、400 ms 待
機 の操作を繰り返し行いつつ、蛍光イメー
ジを露光時間 31 ms で取得した。この時、検
出される蛍光強度は励起レーザー光の干渉
パターンに依存し、構造照明が設計どおり構
築されている場合、Ｚ方向への移動に伴い励
起光の波長オーダーで蛍光強度が増減する
と予想される。実験結果は予想された挙動を
示し、設計どおりの励起光強度分布が実現さ
れていたことが示された。 

図３ 400 ms ごとに試料を 20 nm ステップで
光軸方向に移動させた場合の単一ナノサイ
ズ発光体の蛍光強度の時間変化.イメージン
グの露光時間は約 31 ms. 
 
 
 上で述べたステップ状のＺ方向移動に対
して、構築した顕微鏡が移動量に比べて十分
なＺ方向分解能を有する場合、蛍光強度の時
間変化は 400 ms ごとにステップ状に変化す
ると予想され、逆に分解能が不足する場合ス
テップ状の移動が判別できないと考えられ
るため、イメージングで得られる蛍光強度の
時間変化から構築した顕微鏡のＺ分解能を
評価した。その結果、図３に示すように、移
動量 20 nm 程度のステップ状の移動を判別す
ることに成功した。10 nm 以下の移動量の場
合、このようなステップ状の変化を観察する
ことができず、構築した空間変調励起系を有
する顕微鏡における光軸方向分解能は現状
で 20 nm であると分かった。さらなるＺ分解
能の向上には、励起光の時間的な揺らぎのさ
らなる低減、装置の除振性能のさらなる向上
などが必要であり、高精度アクティブ除振台
の導入、温度変化、空気の揺らぎに起因する



励起レーザー光の位相変化の低減などによ
り数 nm 精度のＺ位置決定の実現も期待でき
る。 
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