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新規蛍光イメージング法の開発と高分子一本の構造と
ダイナミクスの評価への応用

青木裕之
京都大学 先端医工学研究ユニット

【はじめに】
界面においては空間的制約のために分子の形態・運動性がバルクとは変化し、動的なソフト界
面を形成する。特に高分子材料は、一つの分子鎖が数十 nmの拡がりを示すため、界面の影響を
受けやすいと考えられる。高分子の界面物性を理解するためには、高分子鎖のコンホメーション
とそのダイナミクスを分子鎖一本のスケールで理解することが重要な課題となる。高分子鎖一本
一本を直接観察する上で最も有効な手段は蛍光ラベル法である。試料に対して微量の蛍光色素を
導入し、その蛍光をイメージングすることで、個々の鎖を実空間観察することが可能となる。し
かしながら従来の蛍光顕微鏡法では回折限界によって空間分解能が制限されており、高々100 nm

程度の拡がりしか示さない高分子鎖の情報を得ることは困難であった。我々は光を用いながらナ
ノメートルスケールの構造評価を可能にする顕微鏡法を開発することで高分子鎖一本一本につい
てコンホメーションの三次元観察を実現し、表面・界面における高分子の分子物性を明らかにす
ることを目的として研究を行っている。ここでは我々が最近取り組んでいる超解像顕微鏡による
単一高分子の物性評価について紹介する。

【単一高分子鎖のコンホメーション評価】
光学顕微鏡の空間分解能は回折限界による制限を受けるため、1 nm以下ののサイズの分子一個を観
察しても光の波長程度に広がった輝点として観察される。そのため200 nm以下に接近した2点を識別
することはできず、光学顕微鏡ではナノメートルスケールの構造観察が不可能であるとされている。
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Figure 1: Histogram of position
of a single perylene diimide molecule
obtained from fluorescence images.

しかしながら観測視野内にただ一つの分子しか存在しな
い場合、その分子の位置は高い精度で求められることが
知られている。その位置精度 σは、蛍光画像で観察され
る分子のサイズ wと観察時に積算した光子数N を用い
て σ � w/

√
N で与えられる。ここでwは観測波長の半

分程度なので 10000個の光子を検出すれば、その分子の
位置は数 nmの分解能で決定できることになる。図 1は
PMMA中に固定されたペリレンジイミド分子を繰り返
し測定し、得られた座標値のヒストグラムであり、その
分布の広さが位置決定精度を表している。その標準偏差
は 3.1 nmであり、単一分子の位置が高い精度で測定可
能であることが分かる。
蛍光イメージングにおいて試料は複数の色素分子でラベルされており、それぞれの位置を高精
度で決定すれば、試料の構造情報を得ることができる。しかしながら上記の分解能は視野内に分子
がただ一つのみが観察されている場合に得られるため、試料上の個々の色素分子を別々に観察しな
くてはならない。そのために試料を蛍光ラベルする色素として、非蛍光性および蛍光性の状態を任
意に変換することのできるフォトクロミック分子が用いられる。はじめにすべての色素分子を非���
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Figure 2: Super-resolution image of a
single poly(butyl methacrylate) chain.

(a) (b)

Figure 3: Fluorescence images of single dye
molecules under (a) in-focus and (b) out-of-focus
conditions.

蛍光体としておき、その中の一つのみを蛍光体に変換して観察した後に非蛍光体へ戻す過程を繰
り返すことで、個々の分子を逐次測定し、すべての色素分子の位置をナノメートルの精度で計測
する。このような手法は Photo-Activated Localization Microscopy (PALM)あるいは Stochastic

Optical Reconstruction Microscopy (STORM)として近年注目されている。我々はこのような手
法を高分子に応用することで図 2に示すように高分子鎖一本を直接観察することに成功している。
空間分解能は 15 nmに達しており、バルク中の単一高分子鎖のコンホメーションが明瞭に観察さ
れていることが分かる。

【単一高分子鎖のダイナミクス評価】
超解像観察においては個々の色素分子は蛍光画像内で “点”として観察され、その位置のみが求
められる。一方、観察法を工夫することで位置情報だけでなく個々の分子の配向情報すなわち分
子一個がどの方向を向いているかを知ることも可能となる。図 3aはペリレンジイミド単一分子の
蛍光顕微鏡像であり、ここから顕微鏡対物レンズを 1 μmシフトさせると図 3bのパターンが得ら
れる。このようなデフォーカス条件では、これまで全て円形の輝点として観察されていた色素分
子がそれぞれ異なるパターンを形成していることが分かる。これは分子の配向状態に依存してお
り、このパターンを解析することで個々の分子の三次元配向を得ることができる。このようにデ
フォーカス観察によって、分子の位置と配向を一枚の蛍光画像から取得することが可能である。そ
のため高速に経時観察を行うことができるため、分子一個一個の並進および回転の様子を直接的
に追跡することが可能となる。

【まとめ】
光学顕微鏡は単一分子が容易に観察可能な極めて高い検出感度を有しており、分子一つ一つか
らの情報を直接とらえることができる。このような手法は、微小な界面領域における物性を分子
レベルで評価するために特に有効であるものと考えられる。ここで紹介した最新の顕微鏡法の他
にも新たな手法が提案されており、顕微鏡法による単一分子計測は界面物性の解明において大き
な役割を果たすものと考えられる。

略歴：2001年京都大学大学院工学研究科高分子化学専攻博士後期課程修了。博士 (工学)。2001年
日本学術振興会特別研究員 (京都大学大学院工学研究科電子物性工学専攻)、京都大学大学院工学
研究科高分子化学専攻助手、2006年同特任助教授を経て、2009年より京都大学先端医工学研究ユ
ニット特定准教授。 ���
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ポリマー1分子の直視 
合成高分子鎖一本の運動特性の解明と制御 

 
篠原 健一 

北陸先端科学技術大学院大学 マテリアルサイエンス研究科 

 

 合成高分子鎖一本の上を分子が歩いた。これは、室温の液中における分子のブラウン運動

であるが、高分子鎖から脱着することなく歩行分子はプロセッシブ運動し、高分子鎖がレー

ルとなって歩行分子の運動方向を制御した。この合成高分子は、キラルらせんの主鎖構造を

有し、ペンダント基としてコレステリル基が導入されている。運動解析によって、歩行分子

の変位に 3 nm のステップが確認された。このステップサイズは、レール側の主鎖らせんに

基づいて高分子表面に形成される周期構造のピッチと一致したことから、歩行分子がレール

高分子の表面構造と噛み合っているものと考えられる。（ここで言うピッチとは、主鎖らせん

のピッチのことではなく、主鎖がらせんを巻くことで形成される高分子鎖表面の周期構造の

ピッチを指す。図 2d 参照）この結果は、合成高分子鎖の微小空間におけるトランスポーター

としての分子デバイスの応用のみならず、組織化によって構築される人工筋肉の実現の可能

性を示す。 

 生体高分子に目を向けると、例えば、筋肉にアクトミオシン（レールタンパク F-アクチン

と歩行分子ミオシンの結合体）と呼ばれるモータータンパク質があり、これが機能して我々

は運動ができる。一方、人工の合成分子では未だに有用な分子モーターは実現していない。

アクトミオシンのような分子モーターを人工的に作ることはできないだろうか？もし合成高

分子による分子モーターができれば、有機合成化学的手法による構造設計で機能制御が容易

になる上に優れた耐久性も期待できる。 

 生体分子モーターにおいて、レールとなるアクチンフィラメント（F-アクチン）は、球形

のG-アクチンが重合して生長しキラルらせん構造を形成している。そして、その上をミオシ

ンが水溶液中でゆらぎながらステップを踏み、同時にATP加水分解エネルギーを利用して一

方向に偏った歩行、即ちバイアスブラウン運動をしてモーター機能を発現している。これら

の知見から、分子モーターのレールとして機能するためには、少なくとも、表面に歩行分子

の足場となる周期構造が必要であることが分かる。 
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 これまでに我々のグループは、ポリマー1分子のイメージングに関する研究を近接場光学顕

微鏡法やプローブ顕微鏡法などの手法を駆使して展開している[1-3,6,7]。特に、キラルらせ

ん高分子鎖一本の高次構造[4,5]とその動態[8]、さらに光分解反応の動態[9]を1分子イメージ

ングによって明らかにしている。今回、キラルらせん高分子鎖一本に乗った分子が歩行する

プロセッシブなブラウン運動のイメージングに成功したので報告する[10]。 

 観測装置は、既製の高速走査型の原子間力顕微鏡 (高速AFM NVB500, オリンパス) を当

研究室で有機溶媒中観測仕様に改造して使用した。AFMカンチレバーは、市販品

(BL-AC10EGS, オリンパス) を用いた。嵩高い光学活性なコレステリル基をパラ位に有する

置換フェニルアセチレンポリマー (図1の右下) のTHF溶液を3-アミノプロピルトリエトキシ

シラン (APS)で化学修飾したマイカ基板表面に高分子鎖を分散した状態で吸着させ、室温の

n-オクチルベンゼン中でAFMイメージングした (図1)。紐状構造体が観測され、そのサイズ
（長さ約300 nm、高さ2～3 nm）が理論値とほぼ一致したことから高分子鎖一本であること

が確認された。そして、キラルらせん高分子鎖一本に吸着した分子 (図中の矢印) が高分子鎖

に沿って歩く構造動態をAFMイメージングすることに成功した。この歩行分子は、そのサイ

ズから分子量が数万程度のポリマーであると考えている。歩行は100 nm以上の長距離に渡り、

かつ4分以上観測された。そして瞬間速度は、100 nm/s に到達した。特に、図1のフレーム3

から6にかけて、レール高分子鎖が曲率半径10 nm以下でカーブしている領域においても、分

子が脱着することなくレール上を歩いたことはトランスポーター特性として重要である。こ

こで、矢印で示した構造体が吸着した分子であることは、最終的には高分子鎖から脱離した

ことから明らかである。一方、拡散によって高分子鎖に接近し吸着、やがて歩行を開始した����



分子も確認されている。また、プローブのタッピングと走査が高分子鎖のブラウン運動およ

びミクロブラウン運動に及ぼす影響は無視できるほど小さいことは既報告の研究で実証され

ている[7,8]。 

 分子歩行の解析結果を図 2a 示す。歩行分子の像の重心の動きを軌跡（図中の線）として示

し、理解のため、解析した動画のある一枚の AFM 像に重ね合わせた。重心の移動距離の時

間変化から（図 2b）、ブラウン運動だけとは考えられない移動距離の偏りが推測されたので、

図 2c のようにヒストグラムとしたところ、ブラウン運動に基づく 0を最大とする分布関数に

従う分布に加え、その他に三つのピークが確認された。これらのピークは、距離が約 3, 6, 9 

nm と 3 nm の倍数であった。3 nm は、らせん高分子鎖の周期構造のサイズ (最適化モデル

では 2.8 nm) にほぼ一致するので、この周期構造が、運動の一方向性は低いものの、ラチェ

ット様の分子機械として機能している可能性がある（図 2d）。即ち、歩行分子の表面が高分

子鎖表面の凹凸に噛み合い、多点相互作用で安定化し、そして高分子表面から脱離すること����



なくプロセッシブ運動する。レール高分子と歩行分子との間の多点相互作用は、硬い面状構

造のコレステリル基表面の間で主に生じているであろう。そして、歩行分子は、ナノメート

ルスケールで尺取り虫のような動きをしているのではないかと考察される。事実、これを支

持するデータが最近の研究で得られているので合わせて報告したい。 

 

 人工筋肉の実現には、大きく三つの関門がある。第一関門は、レールに乗った物質を輸送

すること。第二関門は、化学エネルギーなどを利用してその輸送方向に一方向性を持たせる

こと。第三関門は、それらを組織化して人工筋肉を構築することである。本研究は、この第

一関門を突破し、熱ゆらぎを駆動エネルギーとして長距離かつ長時間の物質輸送を達成した

画期的な成果である。 
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