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研究成果の概要（和文）：本研究は、高分子複合材料中における高分子鎖一本一本の形態を三次元的に直接観察するこ
とを実現し、その特性を明らかにすることを目的としている。高分子複合系における高分子鎖の三次元計測を実現する
ためには、従来よりも広範囲の視野を実現する必要があった。そこで超短パルスレーザー光源を用いた多光子励起を実
現するtemporal focus光学系を構築することによって、三次元の超解像観察を行うことができた。この超解像顕微鏡を
用いて、ポリメチルメタクリレート（PMMA）鎖が様々な異種高分子とブレンドしたときのコンホメーションを解析した
。その結果、PMMA鎖の形態はブレンドの相溶性に依存しないことが示された。

研究成果の概要（英文）：The objective of the current study is to clarify the properties of polymer hybrid 
systems at the single molecule level. We developed a novel super-resolution fluorescence microscopy system
 for the three-dimensional imaging. A temporal focus optics with an ultra-short pulse laser was implemente
d in the microscope system. Our microscope allows the three-dimensional imaging with nanometric spatial re
solution for a large volume with 10 x 10 x 10 um� We examined the conformation of single chain of poly(met
hyl methacrylate) (PMMA) in blend systems with incompatible polymers: poly(butyl methacrylate), poly(vinyl
 acetate), and poly(vinyl formal). The direct observation of individual chains revealed that the chain dim
ension of the PMMA chain was not dependent on the polymers. This indicates that the compatibility of the b
lend systems has little influence on the conformation of the polymer chain.

研究分野：

科研費の分科・細目：
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１．研究の背景と目的 
	
 高分子材料物性を制御するために、異種高

分子とのブレンドやブロック共重合体を用

いることで、複数成分から成る材料が現実に

用いられている。このような複合材料におい

ては、各成分の単なる平均的な物性だけでは

なく、複合系特有の新たな物性が発現するこ

とが期待される。高分子の材料物性は鎖のエ

ントロピー項の影響が大きいため、材料設計

を行うためには高分子の化学構造だけでな

く、高分子鎖がどのようなコンホメーション

をとっているのか、またこれが他成分の影響

をどのように受けているのかという情報が

重要であり、このような単一高分子鎖レベル

のパラメータがどのようにマクロ物性と相

関しているのかを理解することが必要であ

る。高分子のコンホメーションはこれまで

様々な方法で行われてきたが、特に空間的に

不均一な複合材料の場合、局所的な実空間観

察が最も有効であると考えられる。三次元計

測については近年、電子顕微鏡トモグラフィ

ーの開発が目覚ましい進展を遂げているが、

複合材料のバルク内部奥深くを直接観察し、

また高分子鎖一本を見分けることは現状で

はほぼ不可能である。一方、代表者が開発し

てきた超解像法は高分子鎖一本のコンホメ

ーションの直接観察を可能にするものであ

るが、現状では複合系における計測を行うこ

とが困難であり、複合材料の分子物性を評価

することができなかった。 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、複合材料における単一高分子

鎖観察を実現する超解像蛍光顕微鏡システ

ムの開発を行うとともに、これを用いて高分

子複合材料の物性を明らかにすることを目

的としている。これまでに代表者が開発した

超解像顕微鏡では三次元計測における視野

が 10	
 x	
 10	
 x	
 1	
 μm3に制限されていた。特に

深さ方向の計測範囲を拡大することで、広範

囲にわたる高分解能三次元観察を実現する

ことを目指した。さらにこれを用いて、高分

子ブレンド材料中における鎖のコンホメー

ションを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
	
 超解像顕微鏡においては、試料の蛍光ラベ

ルにフォトクロミック色素であるローダミ

ンスピロアミドを用いる。試料のラベルはそ

の非蛍光異性体の状態で行われ、超解像測定

の際に、一つずつ蛍光異性体に転換してイメ

ージングが行われる。これまで、非蛍光体か

ら蛍光体への異性化には紫外光照射によっ

て行われてきたが、焦点面のみで選択的に異

性化反応を引き起こすため、フェムト秒パル

スレーザーによる多光子励起を試みた。また

長時間の三次元計測を安定して行うために、

焦点維持機構の導入を行う。このようにして

作製した顕微鏡システムを用いて高分子ブ

レンド系における個々の鎖のコンホメーシ

ョンについて評価した。	
 

	
 

４．研究成果	
 

(1)	
 超解像顕微鏡の開発	
 

	
 多光子励起を実現するためには時間的に

も空間的にも高い光子密度が要求されるた

め、超短パルスレーザーを集光することが求

められる。そこで図 1に示すようにパルス幅

100	
 fsのレーザー光を対物レンズによって試

料上の 1点に集光した。本研究で用いた色素

であるローダミンスピロアミドは、非蛍光異

性体に波長 760	
 nm のパルス照射によって二

光子励起され、蛍光体への異性化を引き起こ

すことが可能であった。本光学系においては

試料内の 1点のみしか照明することができな

いため、視野内を隈無く照明するために、ガ

ルバノミラーによる走査を行った。その結果、

10	
 x	
 10μm2の領域を均一に照明し、色素分子

の異性化を行うことが可能となった。このよ

うな多光子励起は焦点面付近 1.2	
 μmの領域

のみで行うことができた。焦点面を逐次上下

に走査することで広い領域で三次元測定を

行うことにも成功した。しかしながら、１フ

レームの測定時間に１秒の時間を要した。超

解像顕微鏡測定においては 1回の測定で数万

フレーム以上の照明と撮像を繰り返す必要

があるため、このような長時間のフレームレ

ートでは現実的な超解像画像測定は不可能

であると考えられる。	
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図 1	
 多光子励起光学系の模式図	
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図2	
 Temporal	
 focusによる多光子照明光

学系の模式図	
 



	
 多光子励起の手段として、temporal	
 focus

法による照明を検討した。これは図 2に示す

光学系を有するものである。超短パルスレー

ザー光を顕微鏡の結像レンズの焦点面に設

置された回折格子に入射する。レーザーパル

スは波長によって異なる角度に分散するが、

結像レンズと対物レンズを通して再び試料

上に結像される。この手法では視野内を均一

に、かつ焦点面のみで尖頭出力の高いパルス

照明を行うことが可能となる。このような光

学系を構築することで、励起光を走査するこ

となく均一な多光子励起を実現することが

できた。Temporal	
 focus では 8	
 x	
 8	
 x	
 1.6μ

m3の領域を励起できるようになった。焦点面

以外では励起が起こらないため、対物レンズ

をシフトすることで励起領域を上下に走査

し、15μm までの領域を三次元計測すること

ができた。また本手法では１フレームを 100	
 

ms で計測することが可能となり、ガルバノミ

ラーによる手法に対して大幅に高速化する

ことができた。	
 

	
 超解像測定は1つの試料の測定のために30

分程度の時間を要する。その間のフォーカス

のずれは測定精度に大きな影響を与える。そ

こで焦点維持のためのフィードバック機構

を導入した。顕微鏡観察の励起光とともに近

赤外（波長 830	
 nm）のレーザー光をプローブ

光として入射し、試料表面からの反射光を分

割フォトダイオードで検出した。試料-対物

レンズ間の距離が変化する、すなわちフォー

カスがずれるとプローブ光の反射角が変化

するため、これを分割フォトダイオードで検

出できる。対物レンズをアクチュエーター上

にマウントし、試料-対物レンズ間の距離が

一定に保たれるようフィードバック制御し

た。これにより 10 時間以上にわたって、フ

ォーカスのずれを 100	
 nm 以内に抑制するこ

とができた。	
 

	
 

(2)	
 高分子ブレンド中における高分子鎖の

コンホメーション解析	
 

	
 高分子鎖はバルク状態においてランダム

コイルコンホメーションをとることが知ら

れているが、本研究では異種高分子の中に孤

立した鎖のコンホメーションに着目した。試

料としてローダミンスピロアミドで蛍光ラ

ベルされたポリメチルメタクリレート（PMMA、

分子量 270 万）を用いた。これを蛍光ラベル

を施していない PMMA（分子量 210 万）、ポリ

ブチルメタクリレート（PBMA、分子量 280 万）、

ポリ酢酸ビニル（PVAc、分子量 10 万）及び

ポリビニルフォルマール（PVF、分子量 11 万）

中に分散し、スピンコート法によってフィル

ム状試料を作製した。ラベル PMMA のコンホ

メーションは超解像顕微鏡によって観察を

行った。各成分の相溶性の指標として溶解度

パラメータがしばしば用いられる。ここで

PMMA と各高分子の溶解度パラメータの差は、

PBMA で 0.65、PVAc で 0.95、PVF で 1.95 とな

っている。	
 

	
 図 3 は PBMA 中に孤立した PMMA 鎖の超解像

顕微鏡画像である。一本の PMMA 鎖のコンホ

メーションが明瞭に観測されている。ここで

超解像顕微鏡では、高分子鎖の輪郭に沿って

導入された複数の色素分子の位置座標を記

録しているため、次式から個々の鎖の慣性半

径 Rgを見積もることができる。	
 

	
 
ここで riは i 番目の色素分子の位置座標、N

は色素分子の総数である。このような測定か

ら各ポリマー中でのラベル PMMA 鎖の Rgを見

積もったところ、PMMA 中すなわち均一成分の

バルク系においては 42	
 nm であった。一方、

異種高分子である PBMA、PVAc、PVF 中ではそ

れぞれ 40	
 nm、43	
 nm、42	
 nm であり、その広

がりに大きな差は見られなかった。このよう

に、非相溶な異種高分子中に孤立した PMMA

鎖の広がりは、PMMA バルク内のそれとほぼ同

じであることが示された。	
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