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1.1. 研究背景 

高分子は，今日，最も重要な素材の一つとなっている．その中でも代表的な

製品であるプラスチックの生産量は Fig. 1-1 に示すように 2019 年現在では約

3.7 億トンに達し，年々増加し続けている[1,2]．高分子材料は，重量，強度，柔

軟性，熱特性などの材料特性を選択的に調整することができ，様々な需要に答

えることができる．それに加え光学特性や導電性などを付与することもできる

ため，高機能材料として多様な用途に用いられる．目的に沿う高分子の製造の

ために，今日に至るまで研究が続けられてきている．化学が学問として研究さ

れるようになったのは 19 世紀であり，数学や物理学といった他の自然科学分

野と比べると比較的新しい．その中でも高分子化学分野は，Staudinger が 1920

年に高分子説を発表し[3]，高分子という概念が確立されたことに端を発する新

しい研究分野である．1940 年までには，付加重合でのラジカル連鎖機構，速度

論などの高分子生成論の一般化がなされ，多くの汎用高分子の工業化が行われ

た[4]．近年では，液晶・界面活性剤・ゲル・生体膜などを始めとしたソフトマ

ターとしての開発・研究も盛んに行われており，次世代を担う材料としても期

待されている．しかし，高分子の組織・構造・ダイナミクスに関しては多くの

疑問が残されている．特に巨視的な特性と微視的な構造およびダイナミクスと

の関係を理解することは，非常に難しい．巨視的な特性を抽出するためには，

たくさんの高分子の平均的な振る舞い（あるいは膨大な数の高分子が含まれる

検査領域）を計測するアンサンブル計測が強力なツールとなるが，局所的な構

造や個々の鎖などの分子スケールのダイナミクスは不明瞭なままである．これ

らの微視的な構造やダイナミクスは，高分子の特性に重要な影響を与えており，

それらを実験的に調べることは非常に重要である． 
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Fig. 1-1 プラスチック製品の世界生産量の変遷[1] 

 

1.2. 高分子溶液の過去の研究例と各種物性計測手法 

固体の粘弾性に関する最初の研究は，1833 年に Webber が絹糸の伸びに弾性

の残効性があることを発見したことに始まる[5,6]．1867年には，Maxwel1 は 応

力緩和の現象を取り扱った[7]．応力の減少率がそのときの応力に比例すると仮

定して，応力が指数関数的に減少することを示し，緩和時間の概念を導入した．

応力緩和の現象は，物体の弾性的性質に時間が重要な役割を演ずることを示し

ており，古典弾性論の枠外の現象となる． 

高分子溶液に関する熱力学の研究は，ゴム弾性や粘弾性に関する研究に比較

して遅れて発展した．1920 年に Staudinger が高分子説を発表して以降，その説

が完全に認められるまでに 15 年にも及ぶ論争があった．その後，Flory と

Huggins は 1941 年に格子モデルによる理論を発表した[8,9]．それにより，高分

子溶液の蒸気圧や浸透圧に関する理論づけがなされた． 
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1943 年には，Flory と Rehner によってゲルの膨潤理論[10]によって容積膨張

比と架橋結合間の平均分子量の関係式が求められるなどした．また，1948 年に

は Kirkwood と Riseman によって，高分子鎖の流体力学的相互作用に関する理

論が発表され，高分子溶液の固有粘度と分子量の関係を導出した[11]．さらに，

1949 年には Flory による排除体積効果の理論[12]などが発表され，希薄溶液に

おける分子鎖の広がりについて理論化がなされるようになった．このように

1950 年までには，現在の高分子溶液系の物理理論の基礎となる発表が続々と行

われた． 

1950 年以降では，さらに理論が大きく展開していき，1955 年には，Williams, 

Landel, Ferry によって，高分子の粘弾性における温度－時間則が導かれるなど

した[13]．1970 年代には，de Gennes によって高分子のスケーリング則[14]とレ

プテーションモデル[15]が提唱され，高分子物理学の再構築が行われ，現在に

至っている． 

現在では，高分子溶液は多種多様な手法を用いて計測が行われている．高分

子溶液の物性計測に用いられる各種計測手法について，その手法自体や特徴，

その手法を用いた計測事例について説明を行う． 

 

核磁気共鳴分光法（Nuclear Magnetic Resonance: NMR） 

磁場中の磁気モーメントを持つ原子核はゼーマン効果によりいくつかのエネ

ルギー状態が生じる．このエネルギー差に相当する周波数を持つ電磁波を照射

すると，分裂した核スピン状態間の遷移に基づくエネルギー吸収が観測される．

その共鳴吸収位置の相違により化合物の定性分析が可能である[16]．NMR 装置

の概略図を Fig. 1-2 に示す．試料は均一の磁場中で回転される．試料には，発

振コイルからラジオ波のパルスが照射され，共鳴によるエネルギー吸収が起こ
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る．パルス照射が終わると，試料からエネルギーの放出が始まり，放出された

エネルギーが受信コイルによって検出される．この時検出されるエネルギーは

時間によって減衰する（自由誘導減衰）．この自由誘導減衰を何回も繰り返し

積算し，フーリエ変換することによって NMR スペクトルが取得できる．NMR

では有機，無機または低分子，高分子等の材料を問わず各材料の分子構造を原

子レベルかつ非破壊で解析することができる． 

高分子化合物の NMR 測定では，水素，炭素，窒素の元素測定，立体規則性，

共重合組成，末端基，分岐等の構造の測定が行われている．通常の NMR 測定

は主に溶液状態で行われているが，固体状態，結晶及び非晶状態などさまざま

な状態での測定が可能である．またスペクトルの温度による変化を測定するこ

とにより，分子運動に関連した情報も得ることができる．NMR を用いた研究

例として，酢酸アリルと様々なモノマー間における共重合の反応性比について，

NMRによる組成解析などの研究がある[17]．  

 

Fig. 1-2 NMR装置の概略図[16] 

 

質量分析法（Mass Spectrometry: MS） 

MS では，試料分子のイオン化を行い，イオン化された試料を高い真空度を

有する真空中で加速させ，それぞれのイオンが有する質量または荷電数との通
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過する電場や磁場との相互作用の違いを利用することにより，成分の分離及び

検出する分析手法である[16]．Fig. 1-3 に MS の装置構成を示す．MS では測定

試料は気化され，イオン化室でイオン化される．生成されたイオンは加速され，

イオンビームとして入口スリットから発射され，強い均一な磁場を持つ質量分

離室に入る．ここで，イオンビーム中の各イオンは磁場によって質量に応じて，

運動の方向を曲げられ，分離された後に検出される．MS では，観測された質

量スペクトルピークの位置と強度から，化合物の分子量及び分子式に加え，化

学構造などに関する情報を取得することが可能である． 

 

Fig. 1-3 MSの装置構成[16] 

 

UV-Vis（紫外可視）吸光光度測定 

UV-Vis 吸光光度測定では，測定試料に紫外線や可視光などの光を入射させ，

各入射波長において試料が吸収する光量を連続的に計測する手法である[16]．

Fig. 1-4 に UV-Vis 分光光度計の光学系の例を示す．ハロゲンランプの光を回折

格子で分光し，分光した光をスリットを通過させることにより，特定波長の光

を取り出す．この光をビームスプリッタにより，2 つに分け測定試料とリファ

レンスに照射する．こうして，試料とリファレンスを通過した光を検出し，信

号処理を行う．UV-Vis 吸光光度測定の測定結果では，横軸に波長，そして縦軸
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には吸光度を持つ吸収スペクトルが得られる．吸収スペクトルの吸収極大波長

と，吸光度と濃度から求められるモル吸光係数から分子構造に寄与する情報を

得ることができる[16]． 

 

Fig. 1-4 UV-vis 分光光度計の光学系．WI: ハロゲンランプ，D2: 重水素ランプ，

G: 回折格子，M: ミラー，BS: ビームスプリッタ，D: 検出器，Sam: 試料光束，

Ref: 対照光束 [18] 

 

赤外吸収スペクトル分析 

赤外吸収スペクトル分析は，試料に赤外線を当て，双極子モーメントが変化

する分子骨格の振動，回転に対応するエネルギーの吸収を測定する手法である

[16]．Fig. 1-5 に赤外吸収スペクトル分析で一般的になっているフーリエ変換赤

外分光（Fourier Transform Infrared Spectroscopy: FT-IR）装置の概略図を示す．光

源から光が発射され，ビームスプリッタに当たり，直角方向の同じ強さを持つ

2 つのビームに分けられて上と左の光学部に入る．これらの光学部には鏡があ

り，この 2 つの光は固定鏡と可動鏡で反射して再びビームスプリッタに集まり，
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干渉波を発生させる．可動鏡の位置により異なる干渉波が得られ，各位置の信

号強度をフーリエ変換することにより，周波数成分ごとの光の強度を取得する

ことができる．赤外吸収スペクトル分析では，有機化合物を構成する官能基ご

とに固有の振動スペクトルを持つため，吸収強度から定量解析できる．そのた

め，分子種の同定だけでなく高分子の構造解析にも広く用いられてきた計測手

法である．  

 

Fig. 1-5 FT-IRの構成[16] 

 

ラマン分光法（Raman Spectroscopy） 

Fig. 1-6にラマン分光光度計の装置構成を示す．ラマン分光法は，試料に単色

の可視，紫外光を当てた際に分子振動により振動数が変化した散乱光（ラマン

散乱）を測定する[16]．散乱光の波数は官能基に特有であり，波数の位置から

定性分析，強度から定量分析ができる．分子振動は，分子の構造及び周囲の環

境に対して敏感であるため，定量・定性解析だけではなく，高分子鎖の構造に

関する微視的な情報を取得することもできる．またレーザー光を用いた計測手
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法であるため，非破壊・非接触で，試料形態を問わず分析可能といった特徴を

持つ．  

 

Fig. 1-6 ラマン分光光度計の装置構成[19] 

 

X 線光電子分光法（X-Ray Photoelectron Spectroscopy: XPS） 

Fig. 1-7 に XPS の装置構成の概略図を示す．XPS は高真空中に置かれたサン

プル表面に X 線を照射した際に生じる光電効果によって放出される光電子の数

と運動エネルギーを測定する手法である．放出される光電子は元素の定性また

は原子の化学状態に依存する[20]．また試料内部で発生した光電子は，試料内

部で吸収されるため，XPS で検出される光電子は試料表面近傍で発生したもの

に限定される．そのため，試料表面に与えるダメージが少ない方法で，試料表

面の深さ数 nm の範囲における元素の種類の同定や化学結合状態などの電子状

態に関する深さ分布の解析を行うことができる．  
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Fig. 1-7 XPS 装置[16] 

 

走査型電子顕微鏡（Scanning Electron Microscope: SEM） 

Fig. 1-8 に SEM の装置構成を示す．SEM は加速した電子線を試料表面で走査

することにより，試料表面と電子線の衝突から得られた二次電子を検出して

SEM 像にする顕微観察法である[16]．試料表面から発生する二次電子の発生の

確率は表面形状に依存するため，試料表面の形状をナノスケールの非常に高い

分解能で観測することができる．またバルク試料や粉体などでも計測が可能で，

ナノ粒子や膜表面などの観測に用いられている．さらに，蛍光 X 線を検出する

検出器を組み合わせることによって，試料の組成分析や元素分布などの情報も

得ることが可能となる． 
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Fig. 1-8 SEMの装置構成 

 

原子間力顕微鏡法（Atomic Force Microscopy: AFM） 

AFM は原子間・分子間に働くファンデルワールス力による片持ち梁型の探針

のたわみにより，局所的な表面状態を可視化する顕微観察法である[21]．Fig. 

1-9 に AFM 測定の模式図を示す．試料表面に探針を接触させることによって生

じるカンチレバーのたわみ量を，カンチレバー背面で反射されるレーザー光を

用いて検出する．AFM は，真空中や大気中，溶液中といった様々な環境下で非

導電性の高分子やセラミックスといった材料の凹凸などの表面構造や組成，弾

性率や粘弾性といった力学物性の分布をナノメートルオーダーの分解能で可視

化観察，力学物性に関する定量的な解析ができる手法である．水平方向だけで

なく，垂直方向の分解能も高く試料表面の凹凸状態や粘弾特性などに関する情

報も調査することができる．また，高速化などの技術の進展により，高分子の

融解過程や結晶化過程における高分子構造の動態を時系列変化として撮影する

ことも可能となっている． 



緒論 

 

– 14 – 

 

Fig. 1-9 AFM測定の模式図[22] 

 

分光エリプソメトリー 

エリプソメトリーは，基板上の薄膜に偏光状態が既知の光を入射させ，試料

表面で生じる偏光状態の変化を測定することにより，薄膜の屈折率などの光学

的パラメータや膜厚を高精度に計測することができる分析手法である[23]．入

射光の偏光状態の変化というわずかな情報から薄膜の屈折率及び膜厚を逆推定

するために，薄膜の屈折率や膜厚の初期値から薄膜の誘導関数の偏光解析パラ

メータについての理論的な光学計算を行う．与えられた偏光状態に関する計算

結果と実験により実際に計測された偏光解析パラメータの結果との誤差が最小

化するよう，反復して計算を行い誘電関数モデルの偏光解析パラメータを最適

化し収束値を求めることによって，薄膜の誘電関数が決定され，薄膜の屈折率

と膜厚が算出される．また，試料の加熱と同時にエリプソメトリーによる光学

測定を実施することによって，薄膜のガラス転移温度の検出やこれに伴う相対

的な密度変化などの過渡特性の評価を行うこともできる． 
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光散乱法（Light Scattering: LS） 

LS は，静的光散乱と動的光散乱の 2 種類に大別される．静的光散乱では，溶

液中に照射された入射光と同じ波長を有する弾性散乱光の強度の計測，動的光

散乱では，散乱光強度の時間変化の揺らぎの計測を，様々な散乱角度で変えな

がら観測する手法である[24]．Fig. 1-10 に静的光散乱装置の模式図を示す．測

定試料を円筒型のセルに入れ，セルと屈折率の近い液体の入った恒温槽内にセ

ットする．レーザー光源より照射された単色光がセルに入射し，試料から 2 次

的な散乱光が四方に起こる．この散乱光の強度を入射光に対して散乱角度θに

ある検出器で測定する．強度検出器の設置台を回転させることによって，散乱

光強度の角度依存性を調べる．静的光散乱では，散乱光強度の時間平均から溶

液中の高分子（粒子）の分子量，粒子の回転半径などを測定できる．Fig. 1-11

に動的光散乱の概念図を示す．測定試料が，溶液中で微粒子が分散している微

粒子分散系であるとき，レーザー光源から照射された光の散乱光の波長はドッ

プラーシフトする．このように，光が照射されている領域内での微粒子の運動

や数の揺らぎいによって散乱光の波長や強度が変動する．動的光散乱では散乱

光の波長や強度の変動から，微粒子の流体力学的半径や物体の運動や緩和現象

などのダイナミクスについての情報が得られる． 
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Fig. 1-10 静的光散乱装置の模式図[24] 

 

Fig. 1-11 動的光散乱の概念図[24] 

 

電気泳動光散乱法（Electrophoretic Light Scattering: ELS） 

ELS は，液中に存在する帯電している粒子に電場をかけ，等速で並進運動し

ている粒子の散乱光の計測を行うことにより，電気泳動移動度（Electrophoretic 

Mobility: EPM）を測定する計測手法である．  EPM は，ゼータ電位へ

Smoluchowski の式を用いる事によって変換することが可能である[24]．Fig. 

1-12 に ELS の光学系の概略図を示す．レーザー光をハーフミラーで 2 つに分け，

一方を測定試料に入射させ，他方を参照光として迂回させる．試料からの散乱

光と参照光をハーフミラーにより混合したヘテロダイン光を検出する．得られ

たヘテロダイン信号の時間列から信号処理により，パワースペクトルを求める
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ことができる．ELS では，計測されたゼータ電位は微粒子の表面電位として見

なすことができるため，液中に存在する微粒子の分散状態を予測する事が可能

となる． 

 

Fig. 1-12 ELSの光学系の概略図[24] 

 

X 線散乱法 

X 線散乱法とは，試料に対して X 線を入射し，散乱した X 線を検出すること

により，散乱する角度に応じてオングストロームからナノメートルのサイズ・

形状・構造相関などを非破壊で得る手法である[25]．さらに，透過型である小

角 X 線散乱法（SAXS）に対して，斜入射小角 X 線散乱法（GISAXS）は，非

破壊で薄膜の内部や界面の深さ方向のナノ構造を調べることができる．Fig. 

1-13 に SAXS 測定装置の光学系を示す．モノクロメーターを兼ねた共焦点鏡を

用いて，ピンホールスリットを調整することにより，試料の位置で寄生散乱光

が取り除かれた高エネルギーを持つビームが得られる．また試料と検出器間の

空気による散乱を防ぐために，真空パスが設けられている．こうして試料で小

さな散乱角（1°以下）で散乱させた X線を検出器によって測定する．SAXSで
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は，高分子鎖 1 本の形状や高分子鎖の集合組織に関する情報を得ることができ

る． 

 

 

Fig. 1-13 SAXS測定装置の光学系[25] 

 

クロマトグラフィー 

試料を固定相と移動相への分配を繰り返しながら移動する過程で，試料中の

各成分によって分配の割合が異なり，さらに移動速度に差が生じることにより

各成分が分離される[16]．移動相に用いられる種類や分離の手法によって名称

が分けられる． 

Fig. 1-14 に高速液体クロマトグラフィー（ High Performance Liquid 

Chromatography: HPLC）の装置構成を示す．HPLC では極性がそれぞれ異なる

低分子量の物質を，カラムとそれぞれの物質間における相互作用の差を利用し

て分離を行う．高分子に HPLC を適用した場合では，極性が異なる異種ポリマ

ーの混合系や極性の異なる複数種のモノマーから構成されるコポリマー等の分

離及び分析が可能である． 
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Fig. 1-14 HPLC の装置構成 

 

ゲル浸透クロマトグラフィー（Gel Permeation Chromatography: GPC）は， 

HPLC の一種であり，溶媒中に存在する高分子は，分子量の違いに応じ，多孔

質で形成されているカラム固定相での保持時間は異なるものになり，高分子の

分離及び分子量分布の測定ができる．また，高分子の分子量の変遷から反応の

追跡などにも利用される． 

 

蛍光顕微分光法 

蛍光顕微分光法は，蛍光分光法を光学顕微鏡による観察に利用した観察手法

である．蛍光分光では，フィルターなどを用いることにより励起光と，計測対

象の蛍光を容易に分離でき，蛍光のみを検出し観察することができる．蛍光顕

微分光法は，形状や分布のみならず，経時的な変化の観察も容易に行えること

から，生物学の分野では細胞の観察，化学では高分子の動態などの観察に用い

られている [26]． 

 

熱分析 

測定試料の物理的パラメータを温度の関数として測定する方法で，その代表

的な方法として，熱重量分析（ Thermogravimetry: TG ），示差熱分析
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（Differential Thermal Analysis: DTA）, 示差走査熱量測定（Differential Scanning 

Calorimetry: DSC）などがある[16]． 

TG では，試料を加熱しながら重量測定を行うもので，減量曲線から測定試

料の熱的性質を得ることができる．Fig. 1-15（a）に TG の装置構成を示す．装

置は，試料と基準物質との間の温度差及び試料の質量を測定する回路部と出力

制御を行う回路部で構成される．また天秤と試料部との位置関係により，吊り

下げ型，上皿型，水平型などに分類される（Fig. 1-15（b））． 

DTA では，安定した熱特性を持つ標準物質と試料を同じ速度で加熱した際の

温度差を測定する手法であり，発熱変化・吸熱変化を調べることができる．Fig. 

1-16（a）に DTA の装置構成，Fig. 1-16（b）に PET 試料測定時の加熱炉・試

料・基準物質の温度変化，Fig. 1-16（c）にその際の DTA 曲線を示す．装置は，

試料と基準物質の温度変化および試料の温度を測定する測温部と試料と基準物

質に熱を加えるための加熱部で構成される．測定結果となる DTA 曲線（Fig. 

1-16（c））では，結晶化の発熱ピークや融解の吸熱ピークが観測される．DTA

と TG を併用することにより，加熱による重量変化が発熱的か吸熱的かを知る

ことができる． 

DSC では標準物質と試料を同じ速度で加熱するのに加え，温度差が生じた際

にそれを解消するためのエネルギーを与え，その量の測定を行う．また DSC曲

線のピーク面積から反応熱の定量を調べることができる．Fig. 1-17 に入力補償

DSC（a）と熱流束 DSC（b）の装置構成を示す．入力補償 DSC では，試料と

基準物質の温度が加えられた熱エネルギーの入力差を測定するのに対し，熱流

束型では試料と基準物質の温度差を測定している．  
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Fig. 1-15 TGの装置構成（a）および各種熱天秤の構造（b）[25] 

 

Fig. 1-16 DTAの装置構成（a），PET試料測定時の加熱炉・試料・基準物質の

温度変化（b），DTA 曲線（c）[25] 

 

Fig. 1-17 入力補償 DSC（a）と熱流束 DSC（b）の装置構成例[25] 
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1.3. 本研究の狙い，目的 

高分子溶液の物性計測においては，アンサンブル化された技術が用いられ，

高分子溶液の平均化された情報及び巨視的な特性が取得されてきた．そして，

それらを基に，高分子の物性化学の理論が発展してきた．しかし，個々の鎖単

位や分子スケールなどの局所的な情報については，まだ明らかになっていない

点が多々存在する． 

そこで本研究では，高分子溶液の物性計測における分子スケールの挙動に着

目した．溶媒中に存在する個々の分子鎖の末端間距離の変化を調べることがで

きる Fluorescence Energy Transfer（FRET）分子の蛍光強度変化の計測，溶液中

に散布した蛍光色素分子の拡散挙動から分子スケールの環境を調査することが

できる Single Molecule Tracking（SMT）の 2 つの方法を用いて高分子溶液の物

性計測を分子スケールで行う．FRET 分子の蛍光強度計測では，流動状態にあ

る高分子溶液の高分子鎖の挙動を評価し[27]，高分子膜の SMT 計測では溶液中

の高分子が硬化する様子の観察を行った[28]．これらの 2 つの実験により流動

状態から硬化までの，高分子の硬化に関する一連の流れに関する調査した．以

下に，本研究において実施したそれぞれの実験の具体的な目的を述べる．  

高分子末端間距離によって蛍光強度が変化する FRET 分子を用いて，せん断

下の高分子鎖の状態が，せん断開始からの時間経過に対して変化していくかの

評価を行う．本研究では，特に高分子溶液の濃度を変化させた際の高分子挙動

の変化に着目する． 

高分子膜の硬化する過程を，分子スケールから内部環境を SMT により調査

する．平均二乗変位や拡散係数といった指標を調べることにより，硬化剤投入

からの時間経過とともに，高分子膜の硬化が分子スケールではどのように進行
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するかの評価を行う．さらに SMT で用いられる新たな評価手法の提案を目指

す． 

1.4. 本論文の構成 

本論文は，この蛍光分子測定による高分子溶液物性計測に関する研究をまと

めた論文であり，全 5章からなる．以下に各章の構成を述べる． 

本章（第 1 章）では，本研究の背景及び過去の研究について説明し，本研究

の狙い，目的について明らかにした． 

第 2章では，蛍光計測の原理や期待される特徴について説明する． 

第 3 章では，FRET 分子を用いた高分子のせん断応答の実験について述べ，

本研究で構築した実験系，実験に用いた FRET 分子の合成方法，実験手法につ

いて説明する．そしてせん断下の高分子溶液の濃度を変更した際に，計測され

る FRET分子の末端間距離がどのように変化するか評価を行う． 

第 4 章では，高分子硬化過程の SMT 計測実験について述べ，計測に用いた

光学系，計測に使用したサンプルの情報，実験手法について説明する．平均二

乗変位を用いた PDMS 内部を拡散するプローブ分子の運動性の評価を行う．ま

た拡散係数の時間経過を算出することにより，PDMS 膜の硬化の伸展の評価を

行う．そして，ヒートマップによる解析手法の提案をし，PDMS 膜の内部環境

の調査をする． 

最後，第 5章に全体のまとめを記す． 
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2.1. 蛍光の原理[29] 

物質が電磁波の照射や電場の印加，電子の衝突，化学反応などによって外部

からエネルギーを吸収したとき，熱放射を伴わず電子励起状態𝐸2 から基底状態

𝐸1 までの𝐸2 − 𝐸1 = ℎ𝜈に相当するエネルギーの光を放射する現象をルミネッセ

ンスといい，とくに光エネルギーのみ吸収して再び光を放射する現象をフォト

ルミネッセンスという．このときの光吸収および光放射はその物質固有のエネ

ルギー状態をとる． 

また，フォトルミネッセンスには蛍光と燐光がある．分子が光エネルギーを

吸収して高いエネルギー状態に励起されたとき，基底状態に戻るために光を放

射する．その高いエネルギー状態が励起一重項エネルギー状態であるとき蛍光

と呼び，励起三重項エネルギー状態であるとき燐光と呼ぶ．一般的に蛍光と比

較すると燐光は寿命が長くなる． 

 

2.1.1.  励起状態[29] 

原子中の電子が取り得る状態のなかで最低のエネルギー状態を基底状態とい

い，それ以外の場合の状態を励起状態という．基底状態からの励起状態への励

起は光，熱，電場，磁場などや電子，陽子，中性子，分子，イオンの入射，衝

突などによって引き起こされる．光による励起の場合，基底状態にあった電子

は入射光の照射により∆𝐸 のエネルギーをもらい励起状態に遷移する．この時，

入射光から∆𝐸 のエネルギーが減少するため，出射光の波長はその減少したエ

ネルギーに相当する分だけ長くなる．また，励起状態の電子では，基底状態に

戻る際に，∆𝐸 のエネルギーに相当する波長を持った放射光を出す． 
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2.1.2.  Kasha の法則[29] 

蛍光または燐光の発光は第一励起エネルギー状態の最低振動準位からしか起

こり得ない（Fig. 2-1）． Fig. 2-1 の𝑆0 は基底一重項状態，𝑆1 と𝑆2 は，それぞれ

第一励起一重項状態と第二励起一重項状態であり，第一励起一重項状態の方が

第二励起一重項状態より吸収するエネルギーが小さい．𝑇1 は第一励起三重項状

態であり，第一励起状態から，無放射のエネルギー移動が起こることがある 

（intersystem crossing）．そして，Kasha の法則の要因は第一励起エネルギー準

位状態のゼロ点振動準位より高い電子および振動エネルギー準位への励起に要

した余剰エネルギーは internal conversion または intersystem crossing による失活

のためのエネルギー放出により急速に消滅することにある．失活とは比較的高

い励起状態の分子が溶媒の他分子との衝突のため励起エネルギーの一部が無輻

射遷移することである． 

 

Fig. 2-1 光発光[29] 
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2.2. 光の回折 

光は波として伝播するため，反射，屈折，回折，散乱などの現象が生じる．

光波が障害物に遮られた場合に，その背後にも回り込む現象を回折（diffraction）

と呼ぶ．光学顕微鏡の分解能は光の波として性質によって決定され，回折限界

（diffraction limit）と呼ばれる[30]． 

 

2.2.1. フレネル回折とフラウンホーファー回折[30] 

Fig. 2-2に示すように，開口 Sに光が入射し，開口によって回折され，スクリ

ーン上に形成される振幅分布を求める．開口上の軸を𝜉, 𝜂，スクリーン上の軸

を𝑥, 𝑦とし，互いに平行であるものとする．𝜉, 𝜂の原点と，𝑥, 𝑦の原点との距離

を𝑧とする．開口の大きさに比べて𝑧は十分大きいものとする．スクリーン上の

点𝑃1に到達する光は，開口上の点から生じた球面波であるため，その振幅

𝑢2(𝑃1)は開口上の点𝑃0での波の振幅を𝑢1(𝑃0)とすると， 

𝑢2(𝑃1) =
1

𝑖𝜆
∬ 𝑢1(𝑃0)

exp(−𝑖𝑘𝑟01)

𝑟01𝑆

d𝑠 (1) 

で与えられる．𝑟01は点𝑃0と点𝑃1との距離で， 

𝑟01 = √𝑧2 + (𝑥 − 𝜉)2 + (𝑦 −  𝜂)2 (2) 

となる．開口の大きさが𝑧に比べて十分小さく，また𝑥, 𝑦も原点付近の光軸近傍

のみを考えると，𝑥, 𝑦, 𝜉, 𝜂 ≪ 𝑧と近似してよいので， 

𝑟01 = 𝑧√1 + (
𝑥 − 𝜉

𝑧
)

2

+ (
𝑦 −  𝜂

𝑧
)

2

≈ 𝑧 +
1

2𝑧
{(𝑥 − 𝜉)2 + (𝑦 −  𝜂)2} (3) 

となる．式(1)に式(3)を代入する．振幅の項は，近軸近似の範囲ではあまり変

化が大きくないので，𝑟01 ≈ 𝑧とおくと，式(1)は， 

𝑢2(𝑥, 𝑦) =
exp(𝑖𝑘𝑧)

𝑖𝜆𝑧
∬ 𝑢1( 𝜉, 𝜂)

∞

−∞

exp [𝑖
𝑘

2𝑧
{(𝑥 − 𝜉)2 + (𝑦 −  𝜂)2}] d𝜉d𝜂 (4) 

で与えられる．上式は，開口面上での振幅分布𝑢1( 𝜉, 𝜂)から距離𝑧の位置での振 



蛍光計測の原理 

 

– 28 – 

 

Fig. 2-2 フレネル回折とフラウンホーファー回折[30] 

 

幅分布を求めることができることを意味している．式(4)で表される回折をフレ

ネル回折（Fresnel diffraction）と呼ぶ．式(4)で与えられるフレネルの式におい

て， 

𝑧 ≫
𝑘(𝜉2 + 𝜂2)max

2
(5) 

となる領域を考える． このような近似が成り立つのは，光の波長を 600 nm，

開口の大きさを 2 cm としたとき，𝑧 ≫ 1000 m となる．この近似が成立する領

域では，式(4)は， 

𝑢2(𝑥, 𝑦) =
exp(𝑖𝑘𝑧)exp [𝑖

𝑘
2𝑧

(𝑥2 + 𝑦2)]

𝑖𝜆𝑧
∬ 𝑢1( 𝜉, 𝜂)

∞

−∞

exp [𝑖
𝑘

𝑧
{𝑥𝜉 + 𝑦𝜂}] d𝜉d𝜂 (6) 

と表される．この式が成り立つ領域での回折をフラウンホーファー回折

（Fraunhofer diffraction）と呼ぶ．フラウンホーファー回折の領域では，開口面

上の振幅分布𝑢1( 𝜉, 𝜂)とスクリーン上の振幅分布𝑢2(𝑥, 𝑦)はフーリエ変換の関係
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で結ばれることがわかる．フラウンホーファー回折を観察するためには，開口

から 1000 m 以上離れた位置にスクリーンを配置する必要がある．しかし，レ

ンズを使用すると，その焦点面の強度分布はフラウンホーファー回折となるの

で，実用上はたいへん重要である． 

 

2.2.2. 円形開口による回折[30] 

光軸を中心とした円形開口の場合，系が回転対称であるので，極座標表示を

用いるとよい． 

𝜉 = 𝜌 cos 𝜑 , 𝜂 = 𝜌 sin 𝜑 (7) 

𝑥 = 𝑟 cos 𝜃 , 𝑦 = 𝑟 sin 𝜃 (8) 

とすると，式(6)は， 

𝑢2(𝑟, 𝜃) =
exp(𝑖𝑘𝑧)

𝑖𝜆𝑧
exp (𝑖

𝑘

2𝑧
𝑟2) ∫ ∫ 𝑢1( 𝜉, 𝜂)exp [𝑖

𝑘

𝑧
𝑟𝜌 cos(𝜑 − 𝜃)] 𝜌d𝜌d𝜑

2𝜋

0

𝑎

0

(9) 

となる．ここで𝑎は円形開口の半径である．式(9)の積分は，ベッセル（Bessel）

関数となり，スクリーン上の振幅分布と強度分布は，式(6)の定数と位相項を省

略して， 

𝑢2(𝑟, 𝜃) = 2𝜋𝑎2
𝐽1 (

𝑘𝑎
𝑧 𝑟)

𝑘𝑎
𝑧 𝑟

(10) 

𝐼(𝑟, 𝜃) = 4𝜋2𝑎4 {
𝐽1 (

𝑘𝑎
𝑧 𝑟)

𝑘𝑎
𝑧 𝑟

}

2

(11) 

で与えられる．ここで𝐽1(𝑥)は一次の第一種ベッセル関数であり，𝑥 = 1.22𝜋の

とき最初の 0点をとるので，最初の暗環の半径𝑟0は， 

𝑟0 = 0.61
𝑧

𝑎
𝜆 (12) 

となる．この半径で与えられる円盤状の像をエアリーディスク（Airy disk）と

呼ぶ．エアリーディスク内では，開口に入射する全光量の約 84%となる． 
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2.2.3. レンズによるフーリエ変換[30] 

レンズは顕微分光において最も重要な光学素子の一つである．レンズを使用

することにより，開口から遠距離に形成されるフラウンホーファー回折をレン

ズの焦点位置に形成することができる． 

透明なレンズに光が入射した場合，レンズを通過する場所によって，光の位

相が変化する．レンズの中心と(𝑥, 𝑦)の場所を通過する光の位相差𝜑(𝑥, 𝑦)は，レ

ンズの中心の厚みを∆0，場所(𝑥, 𝑦)の厚みを∆(𝑥, 𝑦)とすると， 

𝜑(𝑥, 𝑦) = 𝑘𝑛∆(𝑥, 𝑦) + 𝑘{∆0 − ∆(𝑥, 𝑦)} (13) 

となるので，レンズの曲率を𝑅1, 𝑅2とすると，レンズの振幅透過率𝑡1(𝑥, 𝑦)は 

𝑡1(𝑥, 𝑦) = exp [−𝑖𝑘(𝑛 − 1)
𝑥2 + 𝑦2

2
(

1

𝑅1
−

1

𝑅2
)] (14) 

となる．ここで，(𝑥, 𝑦)に依存しない位相成分は省略した．レンズの焦点距離

（focal length）を𝑓として， 

1

𝑓
= (𝑛 − 1) (

1

𝑅1
−

1

𝑅2
) (15) 

と定義すると，レンズの振幅透過率𝑡1(𝑥, 𝑦)は， 

𝑡1(𝑥, 𝑦) = exp [−𝑖
𝑘

2𝑓
(𝑥2 + 𝑦2)] (16) 

と表される．焦点距離𝑓のレンズの前面焦点面に開口，後ろ焦点面にスクリー

ンを配置する．スクリーン位置の振幅分布𝑢2(𝑥, 𝑦)は，開口位置の光振幅分布

𝑢1( 𝜉, 𝜂)を用いて， 

𝑢2(𝑥, 𝑦) =
𝐴

𝑖𝜆𝑓
∬ 𝑢1( 𝜉, 𝜂)

∞

−∞

exp [𝑖
𝑘

𝑓
(𝑥𝜉 + 𝑦𝜂)] d𝜉d𝜂 (17) 

と表すことができる．この場合は位相項まで含めて，開口上の振幅分布とスク

リーン上の振幅分布はフーリエ変換の関係で結ばれる． 
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レンズを用いて平行光を集光した場合は，その焦点位置の光強度分布は，円

形開口による回折パターンと同じくベッセル関数を用いて表される．レンズで

光を集光した場合のエアリーディスクの半径𝑟0は， 

𝑟0 = 0.61
𝜆

𝑁𝑎

(18) 

𝑁𝑎 = 𝑛sin𝜃 (19) 

で与えられる．ここで𝑛は媒質の屈折率，𝜃はレンズの開き角である．𝑁𝑎はレン

ズの開口数（numerical aperture）と呼ばれる値で，レンズの分解能を決める重

要な値である．開口数の大きいレンズほど解像度が高い．通常の構成では，レ

ンズの周囲の媒質は空気であるため𝑛 = 1となり，開口数は 1を超えないが，光

学顕微鏡などでは，レンズと試料の間にオイルを使用し媒質の屈折率を大きく

することにより開口数を高くして，分解能を向上させる手法が用いられる．こ

のような顕微鏡用のレンズは，油浸対物レンズ（oil immersion lens）と呼ばれ

る． 

 

2.3. 蛍光分光 

蛍光は 2.1.2 で述べたように励起状態から基底状態への緩和に対応する電子

遷移によって生じる発光プロセスである．蛍光では，電子が基底状態から励起

準位に励起した後，励起準位における熱的な緩和を伴うため蛍光の発光波長は

励起光の波長よりも長波長となる（Fig. 2-3）．これはストークスシフト（Stokes 

shift）と呼ばれる．蛍光観察では，励起光と蛍光との波長が異なるため，適当

な光学フィルターなどを用いることにより，励起光をカットでき，背景光をほ

とんど除去することができる．そのため蛍光観察においては，蛍光のみを検出

することが可能になり，高い感度を得ることが可能となる．そのため理想的に
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は，完全に暗い中で微弱な蛍光強度を検出することが可能となり，1 分子の蛍

光発光を観察することも可能となる（Fig. 2-4）． 

 

 

Fig. 2-3 ストークスシフトによる蛍光スペクトル[30] 

 

 

Fig. 2-4 蛍光ラベル付けされた DNA分子の追跡例[31]
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3.1. 背景・目的 

高分子溶液の流れは，様々な材料や繊維を製造するための合成プロセスや応

用プロセスでよく現れる．また，このような流れは，流体制御やその他の微細

加工されたセンシング技術においてもよく見られる[32,33]．せん断下における

高分子のダイナミクスに関しては，流体力学的な力を加えたときに，せん断速

度と剪断方向に対する分子の角度の関数として変形する，Kuhn のビーズ－スプ

リング・モデル（Fig. 3-1）が知られている[34]．ビーズ－スプリング・モデル

は，変形を再収束させる全体的な復元力を記述する弾性の「バネ定数」を導入

することで，チューブモデルとしてさらに改良された[14]．高分子が流れの中

で定常状態にあるとき，流体力学的な力と弾性的な力は平衡している．これら

のモデルでは，流体力学的な力は，高分子鎖に作用する伸長力であると考えら

れている．一方，実験的には Dunston らによって，準希薄溶液中でクエット流

によるせん断を受けた高分子鎖の変形が研究された[35,36]．彼らの研究では，

高分子は，500 s-1 以下のせん断速度ではせん断方向に平行に整列するが，それ

以上のせん断速度ではせん断方向に垂直に整列することが報告された．この結

果は，せん断力を加えると高分子が伸びるという古典的な仮定とは矛盾するも

のである[14,34]．また，希薄溶液の極限系と考えられる溶液中の単一の高分子

鎖に着目したシミュレーションでは，溶液中の高分子鎖にせん断力を加えると，

座屈と伸張が繰り返されることが示唆された[32,37]．この挙動は実験でも確認

されている[38,39]．高分子のせん断応答は高分子溶液の濃度によって変化する

ことが予測されているが，同一のサンプルを用いて高分子溶液の濃度変化によ

る応答を系統的に調べた例は知る限りでは報告されていない． 

そこで本研究では，様々な濃度の高分子溶液にクエット流を加えた場合の挙

動の時間変化から，せん断下での高分子鎖の応答を調べた．この目的のために，
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本研究では蛍光共鳴エネルギー移動（Fluorescence Resonance Energy Transfer: 

FRET）分子に着目した．FRET 分子とは，高分子の両端に一対の蛍光分子を付

加したものである．FRET は，ある種類の蛍光分子から別の種類の蛍光分子へ

の無放射のエネルギー移動が起こる現象である．エネルギーを提供するドナー

分子から，エネルギーを受容するアクセプター分子へのエネルギー移動の効率

は，両者の距離に依存するため，FRET 分子の蛍光強度の変化を観察すること

で，FRET 分子の両端の蛍光分子間の距離，すなわち FRET 分子の伸長・収縮

を観察することができる．そこで，高分子溶液中に FRET 分子を散布し，高分

子鎖の応答を検出した． 

 

Fig. 3-1ビーズ－スプリングモデル[40] 

 

3.2. FRET 分子 

高分子のせん断時の伸長・圧縮性を評価するために，溶質となるポリスチレ

ン（Sigma-Aldrich, 𝑀w=35,000）と溶質のポリスチレン分子の動きを模擬するこ

とを期待したポリスチレン分子の両末端を修飾した FRET 分子をトルエン溶媒

に溶かした溶液を試験液として用意した．FRET 分子である Pyr-PSt-C343 は，

ピレンを有する開始剤を用いた Atom Transfer Radical Polymerization（ATRP）の

後，末端にプロパルギル基を有する Coumarin343 をクリック反応させて作製し

た．ATRP は，高い末端基忠実度を持つ高分子サンプルを得るためには，外部
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ラジカル開始剤を必要とする Revrsible Addition-Fragmentation chain-Transfer

（RAFT）重合よりも優れている．さらに ATRP は，末端にハロゲンを持つ高

分子を得ることができ，このハロゲンはアジド官能器で容易に置換され，さら

にクリックケミストリーによって末端アルキンと容易に結合することができる． 

 

3.2.1. FRET の原理 

FRET（Fig. 3-2）が起こるためには，3つの条件が揃う必要がある． 

1） ドナー分子の蛍光スペクトルがアクセプター分子の吸収スペクトルと重

なること 

2） ドナー分子とアクセプター分子が近接していること 

3） 2つの分子の配向モーメントが適切な配向関係にあること 

ドナー分子からアクセプター分子に伝達されるエネルギーの割合である FRET

のエネルギー効率 𝐸は，ドナー分子とアクセプター分子の間の距離 𝑟に関係し，

これを Försterの式と呼ぶ[26,41]． 

𝑟 = (
1

𝐸
− 1)

1
6

𝑅0
(20) 

ここで，𝑅0は FRET のエネルギー効率が 50%となる距離である．FRET のエネ

ルギー効率 𝐸 は，アクセプターを持たないドナーの量子収率 𝜙𝐷
0  と，アクセプ

ターを持つドナーの量子収率 𝜙𝐷を用いて，以下の式で表される[26,41]． 

𝐸 = 1 −  
𝜙𝐷

𝜙𝐷
0 (21) 

さらに，量子収率は吸光度と蛍光強度で表すことができるので 

𝐸 = 1 −   
𝐴𝐷

0 (𝜆𝐷)

𝐴𝐷(𝜆𝐷)
 ∙  

𝐼𝐷(𝜆𝐷,   𝜆𝐷
𝑒𝑚)

𝐼𝐷
0(𝜆𝐷,   𝜆𝐷

𝑒𝑚)
(22) 

ここで，𝐴𝐷
0 (𝜆𝐷)と𝐴𝐷(𝜆𝐷)は，アクセプター分子がない場合とある場合の吸光度

を表し，𝐼𝐷
0(𝜆𝐷,   𝜆𝐷

𝑒𝑚)と𝐼𝐷(𝜆𝐷 ,   𝜆𝐷
𝑒𝑚)は，アクセプター分子がない場合とある場合
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の発光強度を表す．𝜆𝐷はドナー分子の励起波長，𝜆𝐷
𝑒𝑚 はドナー分子の発光波長

である[26,41]．これらの関係に従ってドナー分子の発光強度を測定することで，

高分子鎖の端部距離 𝑟を評価することができる（Fig. 3-3）．本研究では，せん断

を加えた直後のドナー分子からの蛍光強度の時間変化を測定し，初期値からの

変化を観察することで，FRET分子の末端間距離の挙動を評価した． 

 

Fig. 3-2 分子間距離による FRET効率の変化 

 

Fig. 3-3 FRET効率変化による末端間距離の変化 
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3.2.2. FRET 分子の合成 

FRET 分子としては，ポリスチレンにピレンをドナー分子とし，Coumarin343

をアクセプター分子とする両末端で付加重合した Pyr-PSt-C343（Fig. 3-4）を用

いた．ドナー分子の発光スペクトルとアクセプター分子の吸収スペクトルを

Fig. 3-5に示す．それぞれのスペクトルが重なっていることから，ドナー分子が

励起されるとアクセプター分子へのエネルギー遷移が起こる． 

ここでは，ポリスチレン分子に ATRP とクリック反応により，ドナー分子の

ピレンとアクセプター分子となる Coumarin343 の FRET ペアを両末端に付加重

合した Pyr-PSt-C343の合成法について記す．  

 

Fig. 3-4  Pyr-PSt-C343の化学構造 

 

Fig. 3-5  FRET分子のドナー分子の発光スペクトルとアクセプターの吸収スペ

クトル 



FRET分子を用いた高分子溶液のせん断応答 

 

– 39 – 

 FRET ドナー付き ATRP 開始剤の調製 

FRET分子のドナー分子側の ATRP 開始剤となる Pyr-BrBの調整方法を以下に

記す．ドナー分子となるピレンを有する 1-Pyrenemethanol に 2-Bromoisobutylic 

acidを反応させ，ATRP 開始剤となる Pyr-BrBの作成を行った． 

2-Bromoisobutylic acid（203.5 mg, 1.22 mmol），1-Pyrenemethanol（232.0 mg, 

1.00 mmol），4-ジメチルアミノピリジン（12.1 mg, 0.10 mmol）を試験管に入れ，

乾燥 CHCl3（3 mL）で溶解した．この溶液に，N,N'-Dicyclohexylcarbodimide

（DCC；309.3 mg, 1.50 mmol）を乾燥 CHCl3（2mL）に溶解した溶液を加えた．

この混合物を暗所で 24 時間，室温で撹拌した．得られた反応混合物を CHCl3

で希釈し，1M HCl(aq)，sat.NaHCO3(aq)で洗浄した．NaHCO3(aq)および飽和食

塩水で洗浄し，Na2SO4 上で乾燥させた．粗生成物をゲル浸透クロマトグラフィ

ー（GPC）で精製し，Pyr-BrB（263 mg, 0.69 mmol）を得た． 

 

 

Fig. 3-6 Pyr-BrBの合成 

 

クリッカブル FRET アクセプターの調製 

FRET 分子のアクセプター分子側のクリック反応開始剤となる C343-pa の調

整方法を以下に記す．アクセプターとなる蛍光分子 Coumarin343 にプロパギル

基の導入を行った． 

Coumarin343（142.4 mg, 0.50 mmol），Propargylamine（117.1 mg, 2.13 mmol），

1-Hydroxybenzotriazole（HOBt; 107.0 mg, 0.79 mmol）を試験管に入れ，乾燥
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DMF（2 mL）で溶解した．次に，DCC（207.5 mg, 1.01 mmol）を乾燥 DMF（1 

mL）に溶解した溶液を加え，室温で 72 時間撹拌し，溶媒を除去した後，粗生

成物を分取 GPCで精製して C343-pa（55.6 mg, 0.17 mmol）を得た． 

 

 

Fig. 3-7 C343-paの合成 

 

ATRP-Click 法による FRET ペアを分子鎖の両末端に搭載したポリスチレンの

作製 

FRET分子 Pyr-PSt-C343の合成法を以下に記す．調製した Pyr-BrBと C343-pa

を ATRPとクリック反応により，ポリスチレン分子の両末端に順次重合させ ，

合成を行った． 

Styrene（1.04 g, 10 mmol），Pyr-BrB（38.4 mg, 0.10 mmol），N,N,N',N'',N''- 

Pentamethyldiethylenetriamine（PMDETA; 17.4 mg, 0.10 mmol）をシュリンク管に

入れ，ゴム製のセプタムで密封した．この溶液は，凍結脱気を 5 回繰り返した．

溶液が凍結している間に CuBr（14.1 mg, 0.10 mmol）を素早く加え，その後，

チューブを真空にして N2 ガスを数回逆流させた．このチューブを 90℃に予熱

したオイルバスに浸し，重合を開始した．重合は 6 時間行い，粗生成物を

CHCl3-CH3OH から再沈殿させて精製し，Pyr-PSt-Br （562.7 mg; Mn = 7700, 

Mw/Mn = 1.09）を得た．試験管に Pyr-PSt-Br （386.9 mg, 0.05 mmol），NaN3

（66.4 mg, 1.02 mmol），乾燥 DMF（2 mL）を入れ，ゴム製セプタムで密封した．

この溶液を室温で 72 時間撹拌した後，CHCl3で希釈し，不溶性塩を濾過した．
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濾液を蒸発させ，粗生成物を CHCl3-CH3OH から再沈殿させて精製し，Pyr-PSt-

N3 (375.5 mg; Mn = 7770, Mw/Mn = 1.12)を得た．Pyr-PSt-N3（310.9 mg, 0.04 mmol），

C343-pa（26.1 mg, 0.08 mmol），PMDETA（10 μL），乾燥 DMF（1 mL）をシュ

リンク管に入れた．混合物は，凍結脱気を 5 回繰り返した．溶液が凍結してい

る間に CuBr（5.6 mg, 0.04 mmol）を素早く加え，その後，チューブを真空にし

て N2 ガスを数回逆流させた．混合物を 90℃で 9 時間撹拌し，粗生成物を分取

GPCで精製した後，CHCl3-CH3OHから再沈殿させ，Pyr-PSt-C343 (268.1 mg; Mn 

= 7420, Mw/Mn = 1.07)を得た．紫外可視分光法により，末端に導入された

Coumarin343色素の割合は 86.7%であった． 

 

Fig. 3-8  ATRP-Click法による Pyr-PSt-C343の合成 
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3.2.3. FRET 分子の分析結果 

CDCl3溶液中の Pyr-BrB，C343-pa の 1H NMR スペクトルをそれぞれ Fig. 3-9，

Fig. 3-10に示す．1H NMR スペクトルは，AVANCE 400 （400 MHz, Bruker）を

用いて記録した．Pyr-PSt-Br, Pyr-PSt-N3, Pyr-PSt-C343 の GPC 解析結果を Fig. 

3-11 に示す．GPC は，HPLC システム（ポンプ：LC-20AT，屈折率検出器：

RID-10A，島津製作所）を用いて，Styragel HR4（7.8×300 mm）（Waters, MA），

Styragel HR3（7.8×300 mm），Styragel HR1（7.8×300 mm）の各カラムを固定

相とし，Tetrahydrofuran（THF）を移動相として，1 mL min-1 の流速で行った．

GPCシステムは，分子量が 1.31～2210 kg mol-1の 11種類のポリスチレン標準試

料（昭和電工）を用いて校正した．数平均分子量（Mn）および分散度（Mw/Mn）

は，ポリスチレンのキャリブレーションによって算出した．THF 溶液中の Pyr-

BrB，C343-pa，Pyr-PSt-C343の UV-vis ，蛍光スペクトルをそれぞれ Fig. 3-12，

Fig. 3-13，Fig. 3-14 に示す． UV-vis スペクトルは，V-550 分光光度計（日本分

光）を用いて記録した．蛍光スペクトルは，FP-6300 Spectrofluorometer （日本

分光）で記録した．  
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Fig. 3-9  CDCl3溶液中の Pyr-BrBの 1H NMR スペクトル 
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Fig. 3-10 CDCl3溶液中の C343-paの 1H NMR スペクトル 

 

Fig. 3-11 Pyr-PSt-Br (黒), Pyr-PSt-N3 (青), Pyr-PSt-C343 (赤)の GPC 解析結果 
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Fig. 3-12 THF溶液中の Pyr-BrBの UV-vis ，蛍光スペクトル． [Pyr-BrB] = 1.91 × 

10−5 M 

 

Fig. 3-13 THF溶液中の C343-paの UV-vis ，蛍光スペクトル．[C343-pa] = 2.10 × 

10−5 M 
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Fig. 3-14 THF 溶液中の Pyr-PSt-C343 の UV-vis スペクトル（黒），Pyr-BrB と

C343-pa の UV-vis スペクトルの重ね合わせによるベストフィッティング線（赤; 

Acalc）．[Pyr-PSt-C343] = 0.156 mg mL−1. 

 

末端基の修飾率の推定 

重ね合わせたスペクトルを以下のように計算した． 

𝐴calc = 휀Pyr−BrB[Pyr − BrB] + 휀C343−pa[C343 − pa] (23) 

ここで，εPyr-BrB と εC343-pa は，それぞれ所定の波長におけるモル吸光係数である．

Pyr-PSt-C343 の UV-vis スペクトルを 300〜500 nm の領域で式(23)を用いてフィ

ッティングすると，それぞれのモル濃度[Pyr-BrB]，[C343-pa]は 2.11 × 10−5 M， 

1.83 × 10−5 Mとなった．その結果，末端基の修飾率は 86.7%と推定された． 
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始端の忠実度 

始端にピレンが存在すると仮定すると，上記の UV-vis スペクトル（Fig. 3-14）

から数平均分子量は以下のように推定できる． 

𝑀n,UV =
0.156

2.11 × 10−5
= 7393 (24) 

この値は GPCで推定された値とほぼ一致しており，始端でのピレン色素の保存

状態が良好であることを示している． 

 

3.2.4. 実験方法 

本研究では，高分子溶液にせん断力を加えて，高分子溶液中の FRET 分子の

蛍光強度を測定した．本研究で用いる実験装置の模式図を Fig. 3-16 に示す．キ

セノンショートアークランプ（U-LH75XEAPO，Olympus）から発せられた励起

光は，倒立顕微鏡（IX-71，Olympus）内の長波長カットフィルター（FF01-

336/19-25，Semrock: Fig. 3-17）を通過し，ダイクロイックミラー（Di01-R355-

25x36，Semrock: Fig. 3-18）で反射された後，対物レンズ（MPLFLN10x，

Olympus: Table 3-1）を通過した．高分子溶液中の FRET 分子は励起光により励

起され，対物レンズ，ダイクロイックミラー，バンドパスフィルターを通過し

た放出光は，EMCCD カメラ（ProEM 1024B，Princeton Instruments: Table 3-2）

で検出される．高分子溶液は，固定されたガラス窓（半径 R = 45 mm）と回転

する円盤（半径 r = 40 mm）の隙間に投入された．回転円盤をガラス面との接

触点から 0.3 mm だけ上方に移動させて間隙を作った．回転円盤をモーター

（NX940AS-PS5-1，オリエンタルモーター: Table 3-3）で回転させ，高分子溶液

にせん断力を加えた．高分子溶液にせん断が加わると，粘性の散逸や摩擦によ

って熱が発生し，溶液の温度が上昇する．この熱を除去するために，冷却装置

（FPH1-12708AC，Z-Max: Table 3-4）を設置し，高分子溶液の温度を 295 K に
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制御した．高分子溶液の溶媒として使用したトルエンは揮発性であるため，リ

ン酸緩衝液を用いたソルベントトラップを設置した．また，トルエンの蒸気が

飽和した状態で測定を行うために，測定前に回転ディスクを 2 時間運転した．

蛍光画像は，回転ディスクを作動させてから，60 秒の露光時間で 1 分ごとに撮

影した． 

希薄溶液から順希薄溶液へと移り変わる際の濃度のしきい値を臨界重なり濃

度と呼ぶ[14]．溶液の濃度の基準となる臨界重なり濃度𝑐∗は，以下のようにし

て算出した．溶媒に対して溶質が良く溶ける場合は良溶媒と呼ばれ，ポリスチ

レン-トルエン系は良溶媒に分類される．良溶媒中のポリスチレンの平均二乗末

端距離である Flory半径𝑅𝐹は，次のように計算した[14]． 

𝑅F =  𝑏𝑁𝜈 (25) 

ここで，𝑏 は Kuhn のセグメント長であり，ポリスチレンの骨格がオールトラ

ンスコンフォーマルであると仮定して算出した長さ（𝑏 = 0.25 nm）を採用した

[42]．𝑁 はセグメント数であり，ポリスチレン分子の重合度として計算され，

𝑁 ≈  337 とした．また𝜈  は膨潤指数であり，良溶媒の膨潤指数は，𝜈 =

 0.588[43]である．良溶媒中の臨界重なり濃度𝑐∗は，分子量𝑀w，フローリー半

径𝑅F，アボガドロ定数𝑁𝐴を用いて以下の式で表される[14]．  

𝑐∗ =
𝑀w

𝑁A𝑅F
3 (26) 

これにより，トルエン溶媒中のポリスチレン（𝑀w = 35,000）の臨界重なり濃

度は，𝑐∗ = 0.13 g/cm3と求まった． 

また，臨界重なり濃度𝑐∗は固有粘度[𝜂]を用いると，以下のように表すことが

できる[44]． 

𝑐∗ =
2.5

[𝜂]
(27) 
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 固有粘度[𝜂]の分子量依存性は Mark-Houwink の式で表される． 

[𝜂] = 𝐾𝑀𝛼 (28) 

ここで，𝐾と𝛼は Mark-Houwink パラメータであり，高分子と溶媒間の系に依存

し，ポリスチレン-トルエン溶液の場合、𝐾 =  0.00862, 𝛼 =  0.736となる[44]．

式(27)と(28)から算出された臨界重なり濃度は，𝑐∗ = 0.13 g/cm3となった． 

計算に使用したポリスチレンの実測値が不明であり，それぞれの値を仮定す

る必要があるため，臨界重なり濃度の計算には曖昧さがある．しかし，2 通り

の計算方法による臨界重なり濃度の値は意外にもよく一致していた．以下では，

この臨界重なり濃度の値を基準にして濃度を算出した． 

FRET 分子の濃度は，異なる FRET 分子のドナー・アクセプター分子間にお

いて起こらないために，FRET 効率が 0.1%となる分子間の距離𝑟以内に異なる

分子が存在しない濃度とした．異なる FRET 分子間で FRET が起こらない最大

濃度を求めるために，半径𝑅 = 𝑅𝑔 + 𝑟 /2 の密着球を考え、面心立方格子の最密

充填の場合で計算した．トルエン中の𝑀w = 7,940 のポリスチレンの回旋半径𝑅𝑔

は，次式から𝑅𝑔 = 2.8 nmとなった[45]． 

𝑅𝑔 = (0.0150)𝑀w
0.583±0.022 × 10−9 [m] (29) 

また，FRET効率が 0.1%となる距離𝑟は，式(20)から𝑟 = 11.4 nmとなった．その

結果，最密充填時のモル濃度は 4.8 × 10-7 mol/mlとなり，これを FRET分子の濃

度の上限値とした． 
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Fig. 3-15 FRET分子の最密充填モデル 
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disk

window
Φ90

Φ80

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 

Fig. 3-16 実験装置の概略図: （a）全体図，（b）光学系，（c）回転

装置，（d）回転装置の詳細図 
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Fig. 3-17 長波長カットフィルター（FF01-336/19-25）の透過率[46] 

 

Fig. 3-18 ダイクロイックミラー（Di01-R355-25x36）の透過率[46] 

 

Table 3-1 対物レンズの仕様[47] 

型式 MPLFLN10x 

メーカー Olympus 

倍率 10 

NA 0.3 

WD（mm） 11 

浸液 空気 
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Table 3-2 EMCCDカメラの仕様[48] 

型式 EM1024B 

メーカー Princeton Instruments 

有効ピクセル 1024 × 1024 

ピクセルサイズ 13 µm × 13 µm 

EMゲイン 1~1000 

A/Dコンバータ 16 bits 

冷却方法 空冷（-55 ℃） 

 

Table 3-3 モーターの仕様[49] 

型式 NX940AS-PS5-1 

メーカー オリエンタルモーター 

タイプ PSギヤード 

定格出力 400 W 

定格トルク 5.72 N∙m 

速度範囲 0～600 rpm 

減速比 5 

 

Table 3-4 冷却装置の仕様[50] 

型式 FPH1-12708AC 

メーカー ジーマックス 

冷却方式 ペルチェ 

抵抗値 1.5 Ω 

最大電流 8.5 A 

最大電圧 15.7 V 

最大吸熱量 85 W 
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3.3. 結果 

Fig. 3-19 は，FRET が起こらないようにアクセプターが修飾されていないド

ナー分子のみが修飾された PS分子で，333 s-1のせん断速度を印加し退色などに

よる影響による蛍光強度変化を示したグラフである．およそ 2 時間の計測で

1%の輝度値の低下が見られた． 

Fig. 3-20 は，333 s-1のせん断速度を印加し 0.35 𝑐∗, 0.71 𝑐∗, 1.41 𝑐∗の各濃度の

高分子溶液中の FRET 分子の蛍光強度の時間変化を示したものである．蛍光強

度は，各濃度におけるサンプル間の FRET 分子の濃度のばらつきを考慮して，

回転ディスクの作動開始から 2 分後の初期蛍光強度 I0 を用いて規格化した．

0.35 𝑐∗と 0.71 𝑐∗の高分子溶液では，時間の経過とともに蛍光強度が増加してい

く傾向が見られた．一方，1.41 𝑐∗の高分子溶液では，蛍光強度は時間経過によ

って減少する傾向を示した．これらの蛍光強度の変化は，FRET 効率の変化に

よるものと考えられ，つまり高分子溶液中の FRET 分子の末端間距離の変化と

解釈することができる．蛍光強度の減少は高分子鎖の圧縮，増加は伸長をあら

わしている．したがって，せん断力を加えると高分子溶液の濃度によって

FRET 分子の伸長や圧縮する様子が観察される．しかし，臨界重なり濃度𝑐∗の

値には曖昧さがあるため，濃度によって高分子溶液の状態を正確に判断するこ

とはできない． 

 

Fig. 3-19 アクセプターなし分子の蛍光強度変化（15min時の輝度値で正規化） 
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Fig. 3-20 333 s−1のせん断印可された 0.35 𝑐∗, 0.71 𝑐∗, 1.41 𝑐∗の濃度の高分子溶

液中の FRET 分子の規格化された蛍光強度の時間変化．各曲線は 2 分後の蛍光

強度で規格化した． 

 

1.41 𝑐∗で FRET分子の圧縮が見られた理由は，FRET分子が周囲の高分子の存

在によって制限されているためと考えられる．一方，0.35 𝑐∗と 0.71 𝑐∗で FRET

分子の伸長が見られた理由は，FRET 分子の周囲に自由に変形できる空間が存

在するためと考えられる． 

Fig. 3-20 では，0.35 𝑐∗よりも 0.71 𝑐∗の方がせん断時の伸びが大きいことが示

されているが，この理由は以下のように説明できる．せん断時の流体力学的な

力は，ビーズ－スプリング・モデルによって次のように計算される[34]． 

𝑓hyd(𝑅) = 6𝜋𝜂𝑥�̇�𝑅sin2𝜃 (30) 

ここで，η は半径𝑥のビーズの粘度、�̇�はせん断速度，𝑅はビーズ間の距離，𝜃は

ビーズがせん断方向に対してとる角度である[34]．0.71 𝑐∗の高分子溶液の粘度

0.35 𝑐∗の溶液よりも高いため，上式から，FRET 分子自体の流体力学的な影響

は，0.71 𝑐∗の方が 0.35 𝑐∗よりも大きいことがわかる．それに加えて，低濃度の

高分子溶液では，せん断前の分子の末端間の距離が長くなるため[51]，濃度の
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異なる溶液間では，末端間の距離の初期値が異なり，それが Fig. 3-20 の正規化

された蛍光強度に影響を与えていると考えられる． 

Fig. 3-20 の 1.41 𝑐∗から，この系の緩和時間は数十分オーダーであり，高分子

鎖そのものの緩和時間よりもはるかに長いことがわかる．分子量 200 kg/mol の

polymethyl methacrylate の最大緩和時間は，質量濃度 20%（3.3𝑐∗）で 0.104 ms，

28%（4.6𝑐∗）で 0.207 ms と報告されている[52]．また，せん断下で形成された

hydroxy propyl guar gels の構造を原子間力顕微鏡で観察した研究では，"balling"

と呼ばれる圧縮に伴う分子の再配列が報告されている[53]．この結果は，高分

子鎖自体が圧縮されるだけでなく，せん断を加えることで "balling"のような高

分子鎖単体レベルよりも大きな構造の変化が起こり，それが緩和時間を大きく

増加させている可能性を示唆している[52]． 

クエット流での同様の FRET 実験では，せん断を加えた直後に蛍光強度の低

下が報告されているが[52]，本研究では，1.41 𝑐∗の濃度の溶液でせん断を加え

始めてから一定時間後に観察された蛍光強度の低下が見られた．また，蛍光強

度の緩和時間も異なり，先行研究では約 10 分であったのに対し，本研究では

約 60 分であった[52]．これらの違いは，測定条件の違いに由来すると考えられ

る．先行研究の実験では，せん断速度が 616 s-1 から 1848 s-1 と高かったのに対

し，今回の実験ではモーター性能と高速回転時の冷却性能の問題によりせん断

速度が 333 s-1 となったため，再配列に要する時間が以前の実験よりも長くなっ

ていることがわかる．このことが，遅延時間と緩和時間の違いにつながってい

ると考えられる． 
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3.4. 結言 

高分子鎖の変形はせん断流動の中で起こる．この変形の挙動は，高分子溶液

の濃度に依存する．クエット流中の FRET 分子の蛍光強度を測定したところ，

高分子溶液の濃度が異なると，高分子鎖の伸長と圧縮の異なる挙動が観察され

た．また，せん断力を加えたときの FRET 分子の蛍光強度の時間変化を測定す

ることにも成功した．その結果，濃度によって異なる挙動が観察された．高分

子溶液の濃度が高くなるにつれて，蛍光強度の増加は時間とともに減少する傾

向に転じた．しかし，高分子溶液の臨界濃度の計算には大きな誤差があり，高

分子溶液の状態については曖昧さが残っている．今後，より詳細な解析を行う

ためには，高分子の特性に関する詳細なデータが必要である． 

高分子鎖の変形の時間変化を見ると，高分子鎖自体の緩和時間よりも大きな

タイムスケールで変化していることがわかった．これは，せん断力を加えるこ

とで，高分子溶液中の分子が再配列されたためと考えられる．1.41 𝑐∗以外の濃

度の場合においても，緩和時間の概念が適用できるはずであるが，本研究の計

測時間内において輝度値が一定値に近づく様子が観測できなかった．溶媒の蒸

発や溶液温度の維持の観点からこれ以上の長時間計測ができなかったが，より

長時間の計測を行うことができれば輝度が一定値になる時間の観測ができ，そ

の他の濃度においても緩和時間の適用ができるだろう．古典的な理論で予測さ

れる高分子鎖の伸長だけでなく，高分子鎖の圧縮も観察された．今後，同じ試

料を用いて濃度を変えた実験を行うことで，せん断を受けたときの高分子鎖の

挙動のメカニズムを解明することができるだろう． 
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4.1. 背景・目的 

重合は，プラスチック，ゴム，繊維の製造などの工業的プロセスに広く利用

されている．架橋ポリマーの重合プロセスを理解することは，高品質の高分子

製品の製造や，その製造プロセスを最適化するために不可欠である．重合過程

は，核磁気共鳴法[17]，動的光散乱法[54]，サイズ排除クロマトグラフィー[55]

など，さまざまな方法でよく調べられている．近年では，単一分子レベルに着

目したポリマーネットワーク研究が注目されている[56–72]．多くの単一分子研

究では，被験物質に添加されたプローブ分子を可視化して解析する．プローブ

分子の動きを顕微鏡などにより直接観察する方法は，単一分子追跡法（SMT）

として知られている．SMT を用いることで，プローブ分子の周りの時空間環境

を分子レベルで調べることができる．プローブ分子の運動性，動的な不均一構

造，反応点やガラス転移温度などの，SMT から得られる分子レベルの詳細な情

報は，ポリマーダイナミクスの包括的な理解に必要不可欠である．そして，

SMT は，物質科学や生命科学の分野で，ナノスケールの不均一性を調べるため

に応用されている[56–61]．高分子科学の分野では，SMT は，重合[62–64]，ガ

ラス転移温度近傍でのポリマーダイナミクス[65–68]，個々の高分子鎖のコンフ

ォメーション/レピュテーション[69,70]，ハイドロゲルの構造解析[73]，ブロッ

ク共重合体モノリス中のミクロドメイン[74,75]，伸長したポリマーフィルムの

粘弾性特性[76]，高分子の界面ダイナミクス[77]などの研究に用いられている．

重合の研究では，SMT は，ラジカル重合中のスチレンネットワークにおける拡

散の研究[62]，光硬化性材料[63]，メタクリル酸メチル溶液の重合[64]などに応

用されている． 
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本研究では，マイクロ流体デバイスのソフトリソグラフィ[78]やナノインプ

リントリソグラフィに用いられるポリジメチルシロキサン（PDMS）材料とし

てよく知られている Sylgard 184に着目した．Sylgard 184は，液状の母剤と液状

の硬化剤で構成されている．液体の母材と硬化剤を混合することで，鎖の架橋

反応により PDMS層が硬化する．均質性と再現性の高い PDMS微細構造を構築

するためには，硬化過程における PDMS 層の均質性，不均質性を調べることが

重要である．走査電子顕微鏡（SEM）や原子間力顕微鏡（AFM）の観察結果か

ら，エポキシ[79–81]，ポリウレタン，ポリエステル，フェノール，アミノ樹脂

などの架橋ポリマー[82,83]では，不均質な構造が認められた．直径約 10 nm の

高度に架橋されたミクロゲル粒子が主な微細構造の特徴であり，より大きな構

造（最大で 70 μmまで）はこれらの粒子の凝集であると考えられている[80,84]．

また，PDMS 層にバイモーダルなネットワーク構造が存在することが報告され

ている[85]．本研究では，分子拡散の観点から PDMS 層の微細構造を調査する．

次に，蛍光色素を PDMS 層に添加し，SMT 法を用いた硬化プロセスにおける

PDMS 層内の蛍光色素の拡散運動を観察する．時間平均およびアンサンブル平

均の平均二乗変位（MSD）を解析する．また，色素分子の拡散運動を抽出する

ために，各軌跡のモーメント・スケーリング・スペクトル（MSS）の傾きを調

べる．さらに，MSS スロープのヒートマップで認識されるクラスター構造の相

関長を計算し，考察を行う． 

 

4.2. 実験手法 

4.2.1. サンプルの準備 

プローブ分子として，PTCDI-C5（N, N-Dipentyl-3,4,9,10-perylenedicarboxim, 

Sigma-Aldrich，励起波長 488 nm，発光波長 566 nm）分子をプローブ分子とし
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て採用し，硬化過程における PDMS（poly(dimethylsiloxane), Sylgard 184, Dow 

Corning Toray）層内の拡散運動の調査を行う．ベースとなるエラストマーの粘

度は 5000 cP（ 5 Pa ∙ s） [86]，ベースと硬化剤の混合物の粘度は 3500 cP

（3.5 Pa ∙ s） [86]である．濃度 5.0×10-9 M の PTCDI-C5のトルエン溶液（関東

化学）を，PDMSのベースとなるエラストマーに 1：3の質量比で混合した．そ

の後，このサンプル溶液を 48 時間以上真空引きし，トルエンを除去した．こ

の極低濃度の PTCDI-C5 を添加したベースエラストマーと PDMS の硬化剤を

10：1 の質量比で混合した．得られたサンプル溶液を，直径 10 mm，深さ 0.5 

mm の穴が空けられたシリコーンゴムセルに入れた．セルの底面およびカバー

プレートには，プラズマアッシャー（JPA300，J-Science Lab）で洗浄したガラ

ス板（カバーガラス，厚さ No.1，松浪硝子）を用いた． 

 

4.2.2. SMT 

PTCDI-C5分子に，波長 488 nmの固体レーザー（OBIS488LS, Coherent）を照

射した．PTCDI-C5 のストークス半径に基づいた流体力学的体積は~1 nm3と推

定される．これは，ホスト材料の不均質性を報告するのに十分な大きさである

[67,87–89]．Fig. 4-1 に SMT の実験装置を示す．PTCDI-C5 分子の発光は，対物

レンズ（UPlanSApo100XOIL，100x, N.A 1.4, 油浸, Olympus）と 1.2xのズームレ

ンズを備えた倒立蛍光顕微鏡（IX-73, Olympus: Table 4-2）に取り付けられたコ

ンフォーカルスキャナーユニット（CSU-X1, 横川電機）と EM-CCD カメラ

（ImagEM X2, C9100-23B，浜松ホトニクス: Table 4-3）によって撮影された．

励起光と迷光を除去するために，ダイクロイックミラー（Di01-T488, Semrock: 

Fig. 4-2）とバンドパスフィルター（FF01-565/133-25, Semrock: Fig. 4-3）を使用
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した．SMT 測定は，PDMS のベースエラストマーに硬化剤を混合してから 30

分ごとに行った．  

Table 4-1 レーザーの仕様[90] 

型式 OBIS488LS 

メーカー Coherent 

出力波長 488±5 nm 

出力 50, 150 mW 

ビーム径 0.7±0.05 mm 

ビーム拡がり角 < 1.2 mrad 

出力安定性 < 2 % 

 

Table 4-2 顕微鏡の仕様[91] 

型式 IX-73 

メーカー Olympus 

照明方式 落射蛍光照明 

顕微鏡 倒立 

 

Table 4-3 EMCCDカメラの仕様[92] 

型式 C9100-23B 

メーカー 浜松ホトニクス 

有効ピクセル 512 × 512 

ピクセルサイズ 16 µm × 16 µm 

EMゲイン 4~1200 

A/Dコンバータ 16 bits 

冷却方法 水冷（-80 ℃） 
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Fig. 4-1 SMT実験装置（左）と顕微鏡（右） 

 

Fig. 4-2 ダイクロイックミラー（Di01-T488）の透過率[46] 

 

Fig. 4-3 バンドパスフィルター（FF01-565/133-25）の透過率[46] 
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各 SMT 測定では，カメラの露光時間を 0.1 秒（10 fps）として 500 枚の蛍光

画像を撮影した．さらに，表面付近での分子の拡散が妨げられる現象[93,94]を

避けるために，ピエゾアクチュエーター（P-725K, Physik Instrumente）を用いて，

焦点面を底面の上部に設置した．また，PDMS 試料の架橋反応を活性化するた

め，ペルチェ素子（TPi-110RH26，東海ヒット）を用いて試料の温度を 308K に

保った． 

PTCDI-C5 分子の検出と追跡は，ImageJ Fiji (ver. 1.51s) [95]のプラグインソフ

トウェアである ParticleTracker [96–98]を用いて解析した．解析では，

ParticleTrackerのパラメータを Table 4-4のように設定した ． 

 

Table 4-4 Particle Trackerのパラメータ 

Radius 2 

Cutoff 0.001 

Displacement 2 

Link range 1 

 

ここで，Radius は画像中の分子のおおよその半径をピクセル単位で表し，

Cutoff は非粒子識別のためのスコアカットオフ，Displacement は後続の 2 つの

フレーム間で分子が移動できる最大のピクセル数，Link range は最適な対応付

けを決定するために考慮する後続フレームの数である．これらのパラメータの

詳細については，ParticleTrackerのチュートリアル[96]で説明されている． 

PTCDI-C5 分子の拡散係数は，分子の運動の軌跡から計算した[98]．ベイズ解

析法も提案されているが[99–102]，ここでは単純に平均二乗変位（MSD）を考

慮した．文献[103]にしたがって，時間平均とアンサンブル平均の MSD を考え，

それらを比較する．アンサンブル平均化された MSD は次のように定義される． 
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𝑀𝑆𝐷(𝑡) =
1

𝑁
∑ |𝑿𝑖(𝑡) − 𝑿𝑖(0)|2  

𝑁

𝑖=1
(31) 

ここで|∎|はユークリッドノルムを表し，𝑿𝑖(𝑡)は時刻𝑡における𝑖番目のプロー

ブ分子の位置ベクトルである．また，𝑁はプローブ分子の総数である. 個々の時

間平均 MSDは，下記のように計算される． 

𝛿𝑖
2(𝜏) =

1

𝑇 − 𝜏
∑ |𝑿𝑖(𝑡 + 𝜏) − 𝑿𝑖(𝑡)|2

𝑇−𝜏−1

𝜏=0
 (32) 𝛿𝑖

2(𝜏) =
1

𝑇 − 𝜏
∑ |𝑿𝑖(𝑡 + 𝜏) − 𝑿𝑖(𝑡)|2

𝑇−𝜏−1

𝜏=0
 , (2) 𝛿𝑖

2(𝜏) =
1

𝑇 − 𝜏
∑ |𝑿𝑖(𝑡 + 𝜏) − 𝑿𝑖(𝑡)|2

𝑇−𝜏−1

𝜏=0
 , (2) 

ここで，ラグタイム𝜏はトレース長(𝜏 < 𝑇)よりも小さい．また個々の時間平均

された MSDのアンサンブル平均は，下記のように計算される． 

〈𝛿2(𝜏)〉 = 𝑁−1 ∑ 𝛿𝑖
2(𝜏) 

𝑁

𝑖=1
(33) 

また個々の時間平均された MSD は，個々のプローブ分子の拡散係数𝐷𝑖と，

スケーリング指数𝛾を用いて以下のように表される． 

𝛿𝑖
2(𝜏) = 4𝐷𝑖𝜏𝛾 (34) 

ここで式(34)の両辺の対数をとると，下式が得られる． 

log 𝛿𝑖
2(𝜏) = γlog 𝜏 + log 4𝐷𝑖  (35) 

次に，個々のプローブ分子の拡散係数𝐷𝑖を以下の式から算出する[97]． 

𝐷𝑖 =
1

4
exp{𝑦𝑖(0)}    (36) 

ここで，𝑦𝑖(0)は log𝛿𝑖
2(𝜏)vs log𝜏のプロットにおける線形最小二乗回帰の𝑦切片

である．𝑦0の計算では (𝜏 = 1, 2, 3, … , 𝑇/3)の範囲の𝛿𝑖
2(𝜏)のみを計算に用いた．

式(31)の平均化に用いるデータ量は，ステップ数∆𝑛が大きいと減少し，結果的

により大きな分散を持つ MSD となる．線形近似と拡散係数の計算には少なく

とも 2 点が必要なため，解析では 6 ステップ以上の軌跡のみを考慮した．

Einstein-Stokes 方程式によれば，PDMS 層の局所的な粘性は拡散係数に反比例す

る． 
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また，モーメント・スケーリング・スペクトル（MSS）[97,98]も考える．こ

こで𝑚番目のプローブ分子の変位モーメントは𝛿𝑖
𝑚(𝜏)~𝜏𝜈で示されるタイムラグ

に依存する．MSS は，タイムラグの各指数𝜈に対し𝑚次の変位モーメントのグ

ラフをプロットしたものであり，MSS の傾き𝑆は，プローブ分子の運動の良い

指標となる[97]：ここで𝑆 = 1/2は通常の拡散，0 < 𝑆 < 1/2は分子の運動が局

所的に妨げられるような遅い拡散，1/2 < 𝑆 < 1は局所的な流れを含みジャン

プ運動などをしている速い拡散，𝑆 = 1は弾道運動を示す． 

 

4.3. 結果 

4.3.1. 平均二乗変位 

時間平均とアンサンブル平均の MSD を比較検討する．アンサンブル平均し

た MSD，個々の時間平均 MSD 𝛿𝑖
2(𝜏)，および個々の時間平均 MSD のアンサン

ブル平均 〈𝛿2(𝜏)〉を Fig. 4-4 に示す．時間またはタイムラグの指数は，時間が経

過するにつれて減少した．例えば，硬化剤投入から 90 分後のタイムラグの指

数は 0.93 で，1 に近く，正常な拡散を示している．一方，900 分後の〈𝛿2(𝜏)〉の

タイムラグの指数は 0.18 で，分子が閉じ込められた領域で拡散していることを

示している． 

個々の時間平均した MSD のアンサンブル平均〈𝛿2(𝜏)〉とアンサンブル平均

𝑀𝑆𝐷(𝑡)との間の不一致は，弱いエルゴード性の破れを示していると考えられる

[73,103–105]．この現象は，通常の拡散している状態では見られず，閉じ込めら

れた拡散などの異常な拡散でのみ見られる．しかし，今回の実験では粒子の追

跡時間が限られているため，追跡時間を長くすることで，この不一致を解消で

きる可能性がある． 
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Fig. 4-4 （ラグ）タイム t, 𝜏に対して時間およびアンサンブル平均した MSD．薄

い赤色の曲線，薄い緑色の曲線，薄い青色の曲線はそれぞれ 90 分後（2039

個），510 分後（1250 個），900 分後（1370 個）の𝛿𝑖
2(𝜏)．それぞれの曲線は全

体の分布を示すために透明化している．暗赤色，暗緑色，暗青色の曲線は 90

分後，510 分後，900 分後の〈𝛿2(𝜏)〉．赤，緑，青の曲線はそれぞれ 90 分，510

分，900 分後の𝑀𝑆𝐷(𝑡)．図中のタイムラグの指数は各曲線の初期部分をもとに

算出されている．黒線は𝑀𝑆𝐷(𝑡) ∝ 𝑡で表される正常な拡散の場合． 

 

4.3.2. 拡散係数分布 

Fig. 4-5 は，硬化剤を添加してから 90 分，510 分，900 分後の PTCDI-C5 分子

の軌跡とその拡散係数（a-c）および MSS の傾き（d-f）を示したものである．

観察された画像の領域は 68.1 μm×68.1 μmである． Fig. 4-5(g)と(h)はそれぞれ，

90 分後の𝑆 = 0.5 (通常の拡散)と𝑆 = 0.1 (閉じ込められた拡散)の典型的な軌跡
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を示している．Fig. 4-5(a-c)に示すように，相対的に拡散係数の高い軌跡の数は

減少した．Fig. 4-5(e,f)は Fig. 4-5(d)と比較して，時間の経過とともに閉じ込め

られた拡散 ( 0 < 𝑆 < 1/2 ) をしている分子の数が増加している． Fig. 

4-5(b),(c),(e),(f)に示すように，相対的に拡散係数と MSS の傾きが大きい軌跡が

認められる．この結果は，硬化した PDMS 層に不均一な環境が存在することを

を示している． 

 

Fig. 4-5 硬化剤を添加してから(a)90分後，(b)510分後，(c)900 分後の PDMS層

内の PTCDI-C5 分子の軌跡の典型的な画像．軌跡の色は拡散係数を示す．拡散

係数は，𝐷0 = 1.0 μm2/sで正規化されている．(d)90 分，(e)510 分，(f)900 分の

時点における，MSS の傾きがカラースケールで示された軌跡．90 分後で観察さ

れた(g)通常拡散𝑆 = 0.5，(h)分子周囲が閉じ込められた 𝑆 = 0.1を示す典型的

な軌跡． 
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Fig. 4-6 硬化剤添加後から 30 分ごとに PDMS 層内で観測された PTCDI-C5 分

子の平均拡散係数の時間変化．拡散係数は，𝐷0 = 1.0 μm2/sで正規化した． 

 

Fig. 4-6は，硬化剤投入から各時間経過後において観測された分子の拡散係数

のアンサンブル平均を示しており，エラーバーは標準誤差を示している．Fig. 

4-5に示すように，観察されたほとんどの PTCDI-C5分子の拡散係数は，時間の

経過とともに減少している．拡散係数は粘度に反比例するため，この結果は

PDMS 層の硬化が時間の進行とともに進んでいることを示している．また，

Einstein-Stokes 方程式から推定される粘度は粘度計によるカタログ値の約 1.5 倍

であり，妥当な値であると考えられる（ベースと硬化剤の混合物の場合）．Fig. 

4-6 に示すように，平均拡散係数が 750 分後程度までは急激に減少し，それ以

降はわずかに拡散係数が減少するという 2 つのパターンの硬化過程が観察され

た．急激な減少は，モノマー間で架橋反応が生じながら硬化していく過程を示

していることが考えられる．一方で拡散係数がわずかに減少していく過程は，

高分子間のネットワークを形成した後，PDMS の架橋密度が高まることにより，

PDMS が硬くなることを示唆している．この考察は，750 分以後にエラーバー

が小さくなったことからも裏付けられる． 
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Fig. 4-7 硬化剤を添加してから 30 分経過するごとに，拡散係数で分類した

PTCDI-C5 分子の割合の時間変化．拡散係数は𝐷0 = 1.0 μm2/sの値で正規化し

た． 

 

Fig. 4-7 は，各時刻に観測された PTCDI-C5 分子の拡散係数の割合の時間経過

を示したものである．Fig. 4-7，Fig. 4-5 に示すように，各時間において異なる

拡散係数を持つ PTCDI-C5 分子が観察面内で観察され，PDMS 層の内部に様々

な粘性を持つ不均一な構造が少なくとも分子スケールで存在していることがわ

かる．750 分後には，各拡散係数の割合の変化は安定している．この結果は，

Fig. 4-6の 750分以後で見られた平均拡散係数の減少幅がわずかなことと一致し

ている． 

Fig. 4-8 は，硬化剤投入から 90 分，510 分，900 分後で観測された PTCDI-C5

分子の MSS の傾きのヒストグラムである．90 分後では，MSS の傾きの分布は

およそ𝑆 = 1/2のあたりにピークを持っている．これは，90 分後では観察され

た多くの分子が通常拡散をしていることを示しており，PDMS 層が均一な構造

を持っていることを示唆している．510 分，900 分後になると，𝑆 = 0または0 <
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𝑆 < 1/2付近の値を持つ分子の割合が増えてきた．𝑆 = 0の値を持つ分子は静止

した状態を，0 < 𝑆 < 1/2の値を持つ分子は閉じ込められた領域内部での拡散運

動を示している．その一方で，𝑆 = 1/2付近の値を持つ正常な拡散運動をする

分子も同時に存在している．PDMS 層は一時的・永久的に閉じ込められた（ケ

ージ）状態の拡散する分子と通常の拡散できる運動環境が混ざり合った不均一

な構造となったことを示唆している． 

 

Fig. 4-8 90 分後，510 分後，900 分後に観測された PTCDI-C5 分子の MSS のヒ

ストグラム. 𝑃(𝑆)は確率密度． 

 

4.3.3. ヒートマップ 

Fig. 4-9 は，PDMS 層における MSS の傾きの分布を可視化したヒートマップ

である．まず，顕微鏡で観察された画像の全域に正方形のメッシュ（500 

nm×500 nm）を生成した．そして，各分子の軌跡の重心座標とそれぞれの分子

の MSS の傾きのデータを方程式に当てはめ，各メッシュでの値を補間した．

サンプル量の増加のために前後 2 時刻を含めた計 5 時刻分の軌跡データセット

を用いて，各時刻のヒートマップ画像を構築した．この計算には，MATLAB の 
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griddata 関数を用いた．griddata関数は𝑣𝑞 = griddata(𝑥, 𝑦, 𝑣, 𝑥𝑞, 𝑦𝑞)の形で表され，

(xq,yq)で指定された格子グリッド状のクエリ点に𝑣 = 𝑓(𝑥, 𝑦)の表面を内挿し，

内挿された値 vq を返すことで，ベクトル(x,y,v)内の散布データを近似する[106]．  

Fig. 4-9に示すように，MSSの傾きも Fig. 4-5と同様に時間の経過とともに減

少していくことがみられる．また，各ヒートマップ画像中には，同じような

MSS の傾きを持っている領域が連なっているクラスターのような構造が点在し

ている様子が観察される．ヒートマップ画像中のクラスターの大きさを評価す

るために，以下のように空間自己相関関数を計算した[107]． 

𝐶(𝛿𝑟) =
〈𝑆(𝒓)𝑆(𝒓 + 𝛿𝒓)〉

〈𝑆(𝒓)〉2
(37) 

ここで𝐶(𝛿𝑟)は，距離𝛿𝑟 = |𝛿𝒓|による空間相関値であり，𝑆(𝒓)はヒートマップ

の位置ベクトル𝒓の 2 次元メッシュグリッドに格納されている MSS 勾配である． 

Fig. 4-10 は，硬化剤投入の 90 分後から 930 分後までを 60 分間隔でのヒート

マップの空間相関を示したものである．いずれの時間においても相関値は距離

の増加とともに減少している．経過時間が 330 分未満の相関は 0.7 程度まで減

衰しており，長距離秩序を持っていることを示している．これは，330 分未満

の経過時間では，比較的小さい繰り返しのクラスター構造（約 2 μm）が存在し

ていることを意味する．一方，750 分以降の経過時間の相関は，それぞれの相

関曲線が互いに類似したものになっており，その相関値も約 0. 5 と比較的小さ

な値へと減衰している．この結果は，硬化剤投入からの経過時間が 750 分以上

になると，比較的大きなクラスターが観測されることを示している．これらは 

Fig. 4-9 でみられる傾向と一致している．また，この 750 分という時間は，Fig. 

4-6 に示した平均拡散係数の急激な減少を示す傾向からわずかな減少を示す傾

向に変化した時刻とも一致している． 
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Fig. 4-9 硬化剤投入から(a)90 分，(b)510 分，(c)900 分後における MSS の傾き

分布を示す典型的なヒートマップ．白い部分（例：(c)の右下）は，軌跡がない

ために MSSデータがない場所． 
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Fig. 4-10 硬化剤投入から 90-930分後のヒートマップにおける空間相関値． 
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4.4. 結言 

PTCDI-C5(N,N'-Dipentyl-3,4,9,10-perylenedicarboxim)をプローブ分子として用

い，PDMS(poly(dimethylsiloxane))層の硬化過程を SMT(single-molecule tracking)

法を用いて調査した．時間平均の MSD  𝛿𝑖
2(𝜏)とそのアンサンブル平均の

MSD 〈𝛿2(𝜏)〉を比較したところ，弱いエルゴード性の破れが確認された．この

ような弱いエルゴード性の破れは，ハイドロゲル[73]や細胞[103,104]を対象と

した先行研究でも観察されている．硬化剤を添加してから 90 分後での PDMS

層で観察された分子では主に通常の拡散運動，900 分後の PDMS 層では閉じ込

められた領域内での拡散運動という異なる拡散運動の挙動を示した．観察され

た分子の拡散係数の平均値は，時間発展に対して急速な減少と緩慢な減少の 2

段階で減少が進行した．急速な減少は，主に硬化剤投入によりモノマー間での

架橋が進行していることを示している．緩慢な減少は，PDMS の架橋密度が高

まりポリマー間の架橋が進展していることを示している．また，硬化剤投入か

らの一定時間経過後の各計測において，不均一な拡散係数分布が観察された．

これらの結果は，硬化剤を添加した後の PDMS 層には分子の運動環境が異なる

ような不均質な環境が存在することを示している．スチレンの重合反応におい

ても，分子の不均一な運動が観察されている[62]．さらに，モーメント・スケ

ーリング・スペクトル（MSS）を用いて個々の分子の拡散運動を解析した．硬

化剤投入 90 分後には，観察されたほとんどの分子が正常な拡散を示した．一

方，900 分後には，ほとんどの分子が静止した，あるいは閉じ込められた領域

内での拡散を示した．そして，MSS の傾きのヒートマップを構築し，各時間経

過後でのヒートマップ中に類似した運動環境を持つクラスターのような構造が

みられた．ヒートマップ中に現れるクラスター構造の大きさを評価するために，

空間相関を計算した．比較的小さい繰り返しのクラスター構造（約 2 μm）が
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90 分後のヒートマップ画像中で見られた．一方，900 分後のヒートマップ画像

中には比較的大きなサイズのクラスター領域が観察された．これらの結果は，

基となるマイクロゲルの存在とそのマイクロゲルの凝集が硬化層につながるこ

とを示す先行研究[80,84]と一致している． 
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 第 1 章では，本研究の背景を述べるとともに，高分子溶液に物性計測に関

連する計測手法や先行研究について述べ，本研究の意義，位置付けを明らかに

した． 

 

 第 2 章では，蛍光計測の原理，特徴について説明した．概要は以下の通り

である．  

1. 蛍光の基本原理について述べ，蛍光の励起過程及び発光過程について詳

しく述べた． 

2. 蛍光計測で重要となる光の回折及び測定の分解能となる回折限界につい

て述べた．また回折によって作られるスクリーン上の光の振幅分布及び

強度分布について示した．さらにレンズを用いたフーリエ変換やレンズ

に形成されるエアリーディスクの大きさ，レンズの分解能となる開口数

について詳しく説明した． 

3. 蛍光の励起・発光過程で見られるストークスシフトと光学フィルターを

用いた計測における分光について詳しく説明した． 

 

 第 3 章では，FRET 分子を用いた高分子溶液のせん断応答実験を行った．

概要は以下の通りである．  

1. クエット流中の FRET 分子の蛍光強度を測定したところ，高分子溶液の

濃度が異なると，高分子鎖の伸長と圧縮の異なる挙動が観察された．高

分子溶液の濃度が高くなるにつれて，蛍光強度の増加は時間とともに減

少する傾向に転じた．  

2. 高分子鎖の変形の時間変化を見ると，高分子鎖自体の緩和時間よりも大

きなタイムスケールで変化していることが示された．これは，せん断力
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を加えることで，高分子溶液中の分子が再配列されたためと考えられる．

古典的な理論で予測される高分子鎖の伸長だけでなく，高分子鎖の圧縮

も観察された．  

 

 第 4章では，PDMS 膜の硬化過程の SMT計測実験を行った．概要は以下の

通りである． 

1. PTCDI-C5(N,N'-Dipentyl-3,4,9,10-perylenedicarboxim)をプローブ分子として

用い，PDMS(poly(dimethylsiloxane))層の硬化過程を SMT(single-molecule 

tracking)法を用いて調査した．時間平均の MSD 𝛿𝑖
2(𝜏)とそのアンサンブル

平均の MSD 〈𝛿2(𝜏)〉を比較したところ，弱いエルゴード性の破れが確認

された．硬化剤を添加してから 90分後での PDMS層で観察された分子で

は主に通常の拡散運動，900 分後の PDMS 層では閉じ込められた領域内

での拡散運動という異なる拡散運動の挙動を示した． 

2. 観察された分子の拡散係数の平均値は，時間発展に対して急速な減少と

緩慢な減少の 2 段階で減少が進行した．急速な減少は，主に硬化剤投入

によりモノマー間での架橋が進行していることを示している．緩慢な減

少は，PDMS の架橋密度が高まりポリマー間の架橋が進展していること

を示している．  

3. モーメント・スケーリング・スペクトル（MSS）を用いて個々の分子の

拡散運動を解析した．硬化剤投入 90 分後には，観察されたほとんどの分

子が正常な拡散を示した．一方，900 分後には，ほとんどの分子が静止

した，あるいは閉じ込められた領域内での拡散挙動を示した． 

4. MSS の傾きの分布を示すヒートマップを構築し，類似した運動環境を持

つクラスターのような構造がみられた．ヒートマップ中の空間相関を計
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算したところ比較的小さい繰り返しのクラスター構造（約 2 μm）が 90

分後のヒートマップ画像中で見られた．一方，900 分後のヒートマップ

画像中には比較的大きなサイズのクラスター領域が観察された．これら

の結果は，基となるマイクロゲルの存在とそのマイクロゲルの凝集が硬

化層につながることを示す． 

 

本研究では，蛍光分子測定による高分子溶液の物性計測として，FRET 分子

を用いた高分子溶液のせん断応答及び高分子硬化過程における SMT 計測を行

った．FRET 分子を用いた高分子溶液のせん断応答では，高分子溶液の濃度に

よって分子鎖単位での伸長または圧縮が時間発展とともに生じることが明らか

になり，高分子溶液の流動状態における分子鎖レベルの知見を得た．また，

SMT 計測による高分子膜の硬化過程計測では，分子レベルの様々な粘性を同時

に有するような不均一な環境とともに，硬化が進行していく様子が明らかにな

り，高分子溶液の硬化過程における分子レベルの内部環境に関する知見を得た．

これらにより，高分子溶液の硬化で見られる流動状態から硬化過程までの一連

の流れに関する知見の獲得及び物性計測手法の実証を行うことができた．

FRET 分子のせん断応答では，蛍光寿命の計測を用いることで，分子鎖の末端

間距離に関する定量的な議論ができるようになると同時に，本研究では明らか

にならなかった濃度ごとの溶液状態も明確になることが考えられる．高分子膜

の硬化の SMT 計測においては，～100 時間までの長時間の計測や観察面の 3 次

元位置の変更を駆使した観察などが行うことができれば，硬化過程における分

子レベルでのより詳細な情報が獲得できることが考えられる．これらを行うこ

とにより，高分子硬化のさらなる理解につながり，高分子製品の高品質化や製

造プロセスの最適化に非常に重要な情報がもたらされるであろう． 
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