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Fig. 3.10 PNIPAM 水溶液の HD-TG応答 

(温度ジャンプ幅: 1.0 K, 格子間隔: 80 m) 

 

4-7 s 付近で観測される振幅の小さい振動応答は発生した音響回折格子がセル

内で反射して、再び観測領域に戻ってきた応答だと考えられる。相転移が誘起

される試料温度 32.5 
o
C の条件の応答では、10

-7
-10

-6
 秒領域に振動する応答以外

に新たな成分が観測された。 

 次に、参照応答として、CV水溶液(0.3 mM) を同様の条件で測定した結

果を Fig. 3.11 に示す。温調セルで試料温度を 25.0, 35.0 
o
C に制御した。CV水溶

液の応答も同様に振動しながら緩和する音響回折格子信号が観測された。また、

この応答は試料の温度に依存せず、PNIPAM 水溶液のように新規の成分は観測

されなかったことから、PNIPAM の相転移に関する応答であると考えられる。 
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Fig. 3.11 CV水溶液の HD-TG 応答 

(温度ジャンプ幅: 1.0 K, 格子間隔: 80 m) 

 

 音響回折格子信号の屈折率の時間変化n(t)acoustic は次のように表すこと

が出来る。 

)exp()2cos()(
acoustic

acousitcacoustic

t
ftAtn


     (3.6) 

ここで、Aacousticは定数、fは振動周波数、acousitcは音響回折格子の緩和時間をそ

れぞれ表す。ここで、振動周波数は次のように表される。 

 /acousticf 
       (3.7) 

acousitcは溶媒中の音速、は格子間隔を表す。 

式 3.6 を用いて CV 水溶液のヘテロダイン過渡格子応答をフィッティングした

ところ、振動周波数 fは 1.84 x 10
7
 /s, acousitcは 450 nsであった。また式 3.7 より、

水中での音速が 1500 m/s, 格子間隔が 80 m であることから、振動周波数の理論

値は 1.88 x 10
7
 /s と算出され、水中で音が伝わっていく音響回折格子信号が検出

されていることが分かる。また音響回折格子信号は 25.0から 35.0 
o
C の温度範囲



Chapter 3 
                                                              

                                                                                  

72 

では CV水溶液の試料温度に依存しなかった。 

 PNIPAM 水溶液の応答も同様にフィッティングを行った。試料温度 25.0 

o
C の条件では式 3.6 の音響回折格子を用いて振動周波数 fは 1.89 x 10

7
 /s, acousitc

は 600 ns と CV 水溶液とほぼ同程度の値でフィッティングされた。一方、励起

後の試料温度が相転移温度に到達する試料初期温度 32.5 
o
Cの条件では、10

-7
-10

-6
 

秒領域に新たな応答が観測されているため、音響回折格子応答だけでは表すこ

とが出来なかった。ヘテロダイン過渡格子法で得られる応答は指数関数の足し

合わせで表すことが出来るため、音響回折格子の式に新たに指数関数を追加し

た以下の式を用いてフィッティングを行った。 

)()()( tntntn acoustictotal 
     (3.8) 

      )/e x p ()e x p ()2c o s ( 11 


 tA
t

ftA
acoustic

acoustic   (3.9) 

ここで、A1 は定数、1 は新規成分の時定数を表す。式 3.9 を用いて試料初期温

度 32.5 
o
Cの PNIPAM水溶液のヘテロダイン過渡格子応答をフィッティングした

ところ、1は 220 ± 20 ns であった。右辺第 2 項によるフィッティング曲線を

Fig. 3.10 黒のドット線として重ねて示した。 

 式 2.39 に示すように、ヘテロダイン過渡格子法による応答は拡散や寿

命に関する情報を持つ。そこで、音響回折格子信号に指数関数の足し合わせで

表すことができた成分1について、回折格子間隔依存性の測定を行ったところ、

格子間隔に対して依存性を示さなかった。つまり、拡散に関与する成分ではな

く、励起されたその場で反応が起きていると考えられる。Sakamaki 等はアミド

基と水の水素結合の切断は数 10 ps 領域で起こると報告している。[11,12]
 また Lu

等は、蛍光プローブ分子を PNIPAM 水溶液に添加した時間分解蛍光測定を用い

て、PNIPAM 分子の構造変化、いわゆる、coil-globule 転移が 20-200 s 領域で観
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測されると報告している。[13,14]
 また、Tanaka等の流れの影響を考慮した Gaussian 

計算から、coil-globule 転移は鎖末端ではなく鎖中心付近から起こると報告して

いる。[14]
 Katsumoto等は DFT計算を用いて NIPAM二量体の安定構造を解析し、

主鎖はイソプロピルアミド基の立体障害からトランス体構造を持ち、隣接する

アミド基同士は水素結合を形成している構造が最も安定であることを報告して

いる。[15]
 また相転移により隣接するアミド基同士の水素結合が切断されること

を全反射赤外分光測定より明らかにしている。生体分子との比較においては、

Ballew 等は筋肉中の酸素貯蔵を担うミオグロビンから鉄が脱離したアポミオグ

ロビンのフォールディング過程の解析を行い、およそ 250 ns で疎水性分子鎖が

局所的に動くことによりへリックス構造が形成されることを明らかにしている。

[16]
 これらの報告から、PNIPAM 水溶液のヘテロダイン過渡格子応答で観測され

た成分1 は、PNIPAM 分子から水分子が脱離した後、coil-globule 転移が起こる

以前の応答で、PNIPAM のアミド基間の水素結合が近距離相互作用から中・長

距離相互作用へと変化し、局所で収縮が起きている応答だと考えられる。 

 次に、音響回折格子応答が緩和した後の応答、10
-5

-10
-2 秒領域の PNIPAM

水溶液のヘテロダイン過渡格子法による応答測定した。(Fig. 3.12) 同様に、温調

セルを用いて試料の初期温度を、励起光の照射後も相転移温度に到達しない 25.0 

o
C (青線) と、相転移温度に到達する 32.5 

o
C (赤線) に制御し測定を行った。温

度ジャンプ幅は 1.0 K とし、格子間隔は 80 m を用いた。応答の縦軸は 10
-4

 秒

で規格化した信号強度、横軸は対数時間を表す。音響回折格子応答が緩和した

後、試料温度 25.0 
o
C の条件では 10

-5
 から 10

-3
 秒へかけてベースラインへと指

数関数的に減衰する応答が観測された。 
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Fig. 3.12 PNIPAM 水溶液の HD-TG応答 

(温度ジャンプ幅: 1.0 K, 格子間隔: 80 m) 

 

Fig. 3.7 に示すように、CV水溶液でも同様の減衰応答が観測された。この減衰

応答は音響回折格子応答とともに、過渡回折格子法に特有な応答で、励起状態

の失活に伴い縞状に発生した熱が拡散していく応答であり、熱拡散回折格子

(thermal grating: 熱格子) と呼ばれている。[18]
 また、相転移が誘起される試料温

度 32.5 
o
C の条件での応答では、10

-5
-10

-4
 秒領域に熱格子応答以外に新たな成分

が観測された。 

 熱格子信号の屈折率の時間変化nth(t) は以下のように表すことが出来

る。 

)/exp()( ththth tAtn 
      (3.10)

 

ここで、Athは定数、thは熱格子の時定数を表す。 

式 3.10 を用いて CV 水溶液のヘテロダイン過渡格子応答をフィッティングした

ところ、熱格子の時定数は 7.35 x 10
-4

 s となった。また音響回折格子と同様、CV

水溶液のヘテロダイン過渡格子応答に試料温度依存性は観測されなかった。一
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方、相転移が誘起される条件で測定した PNIPAM 水溶液の応答は式 3.10 ではフ

ィッティングすることが出来なかった。ヘテロダイン過渡格子法による応答は

指数関数の足し合わせで表すことが出来るので、式 3.10 に新たに関数を追加し

た以下の式を用いてフィッティングを行った。 

)()()( tntntn thtotal       (3.11) 

     )/e x p ()/e x p ( 22  tAtA thth     (3.12) 

このとき、A2 は定数、2 は新規成分の時定数を表す。成分1、音響回折格子応

答はすべて緩和し、無視できるとする。式 3.12 を用いてフィッティングを行っ

たところ、2は 96 ± 7 s で、熱格子の時定数は 25.0 
o
C の条件で 7.32 x 10

-4
 s,  

32.5 
o
C の条件で 1.05 x 10

-3
 s と算出され、またこの値は CV水溶液の熱格子の時

定数と一致しなかった。また成分1 と同様に、回折格子間隔依存性の測定を行

ったところ、2 の成分は格子間隔に対して依存性を示さなかった。この結果か

ら、拡散に関与する成分ではなく、励起されたその場で反応が起きていると考

えられる。Lu等の報告による coil-globule 転移の応答と成分2の時定数が良い一

致を示したことから、水和した coil 状態の分子が収縮した globule 状態へと分子

体積を変化させる際の屈折率変化を測定していると考えられる。 

 次に熱格子応答より、各溶液中の熱拡散係数を算出するため、格子間隔

を 40-90 m に変化させて測定を行った。熱は成分1, 2とは異なり、寿命を持た

ず、拡散しながら緩和するため、熱格子応答の格子間隔依存性を測定すること

で、式 2.39 の右辺第二項を無視し熱拡散係数が算出される。[19,21]
 CV水溶液に

ついて格子間隔を変化させたときの熱格子のヘテロダイン過渡格子法による応

答を Fig. 3.13 に示す。試料温度は 25.0 
o
C とし、各格子間隔で温度ジャンプ幅は

1.0 Kとした。 
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Fig. 3.13 CV水溶液の HD-TG 応答の格子間隔依存性  

 

熱格子応答は格子間隔が広くなるにつれて、遅くなる応答を示した。これは熱

が拡散するための距離が伸びたことによる緩和時間の上昇によるものである。

各回折格子を用いて測定した応答を式 3.10 を用いてフィッティングし、時定数

を算出し、時定数の逆数を回折格子間隔の逆数の二乗に対してプロットした結

果を Fig. 3.14 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3.14 CV水溶液の熱格子応答の時定数の格子間隔依存性 
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ここで、式 2.34 において、qを以下のように表記した。 

 /2q         (3.13) 

このとき、プロットの傾きが熱拡散係数に相当する。[22]
 傾きより、CV 水溶液

の熱拡散定数は 1.97 x 10
-7 

m
2
/s であった。また同様の測定を試料温度 35.0 

o
Cに

おいても行ったが、測定温度範囲内で、熱拡散係数の温度依存性は観測されな

かった。 

 同様に、PNIPAM 水溶液の熱格子応答の時定数を算出し、格子間隔依存

性の測定を行った。PNIPAM水溶液の熱格子時定数の格子間隔依存性を Fig. 3.15 

に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3.15 PNIPAM 水溶液の熱格子応答の格子間隔依存性 

 

CV 水溶液と同様に、傾きより試料温度 25.0 
o
C の条件では熱拡散係数は 2.32 x 

10
-7

 m
2
/s, 試料温度 32.5 

o
C の条件では 1.61 x 10

-7
 m

2
/s となった。PNIPAM 水溶液

では、試料温度に関わらず、熱拡散係数は CV水溶液に比べて大きな値となった。

また相転移が起きている条件下で、室温試料に比べて熱拡散係数が小さな値へ

と変化した。 
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 化学便覧より、純水の熱拡散係数は 25.0 
o
C で 1.46 x 10-7 m

2
/s , 35.0 °C

で 1.51 x 10-7 m
2
/s と測定温度範囲でほぼ一定の値を示すことが分かっている。

そのため、PNIPAM 水溶液の熱拡散係数変化は相転移に由来する変化だと考え

られる。このとき、熱拡散は初期温度 32.5 
o
C , 1.0 Kの温度ジャンプした後の加

熱後温度 33.5 
o
C での条件を考える。PNIPAM 水溶液は相転移により水和してい

る coil 状態から脱水和した globule 状態へ構造転移しており、熱拡散は globule

状態の分子が凝集するより早く起こる。したがって異なる溶質中を拡散する熱

について考察を行った。熱拡散係数 Dthは次の式を用いて表すことが出来る。 

p

th
C

k
D




        (3.14)

 

ここで、kは熱伝導率、は密度、Cpは熱容量をそれぞれ示す。 

物質拡散を考慮しない時間領域の応答なので、密度は一定、熱容量 Cp は DSC

測定よりやや変化することが報告されているが、無視できる範囲である。[23]
 よ

って熱伝導率の変化が熱拡散係数に寄与していると考えられる。Terazima 等は

水素結合の有無が熱拡散過程に与える影響を調べており、水素結合量の減少は

熱の伝達を遅らせると報告している。[24,25]
 つまり PNIPAM の水和数の減少は熱

伝導率を減少させる。この傾向は coil-globule 転移による水和数の減少と熱拡散

係数の減少の関係と一致する。この熱拡散係数の変化は相転移により溶質は水

和した coil状態の分子から脱水和した globule状態の分子に変化していることを

表し、成分2で coil-globule 転移が起きていることを支持する結果だと考えられ

る。[26,27]
 

 

3.4.4 Observation of phase transition dynamics after turbidity 

relaxation 

 次に濁度が緩和した後の 10
-1

-10
2 秒領域の応答について考察を行った。
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Fig. 3.6 の試料温度 32.7 
o
C、相転移が誘起されている条件の応答について考える。

10
-1

-10
2 秒領域の山なりの応答は過渡格子法の測定原理において、二つの屈折率

変化の正負の異なる応答、つまり縞状に生成された中間種や励起種などの生成

物による拡散と、縞状の励起によって消費された反応物の拡散、これらの相互

拡散応答が観測されていると考えられる。これらの成分を同定するために、格

子間隔依存性の測定を行った。式 2.39 にあるように、拡散する距離が変化する

と、観測される時定数が変化する。各成分の時定数の格子間隔依存性を測定す

ることで、拡散係数の算出を行った。[28]
 

 10
-1

-10
2 秒領域の相転移が誘起されている条件で、格子間隔依存性を測

定した結果を Fig. 3.16 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3.16 PNIPAM 水溶液の HD-TG応答の格子間隔依存性 

 

縦軸は山なりの信号強度の最大値で規格化した値、横軸は対数時間を表す。格

子間隔は 60-80 m を用いた。温度ジャンプ幅は各格子間隔での測定でレーザー

強度を調整し 1.0 K とした。温調セルを用いて試料の初期温度を、各格子間隔の

測定において励起光照射後、相転移温度に到達する 32.5 
o
C 制御した。山なりの
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応答は格子間隔に依存して変化することが分かった。これは励起縞の間隔が変

化したため、拡散緩和する時間が変化したためである。各応答は指数関数の足

し合わせで表すことができるため、次の式を用いてフィッティングを行った。[29]
  

)()()( tan tntntn treacproductdiffusion      (3.15) 

       )/e x p ()/e x p ( r e ar e aprpr tAtA     (3.16) 

このとき、Apr, Areaは定数でそれぞれ逆の符号の値を持つ、pr, reaは各成分の時

定数を表す。各回折格子を用いて測定した応答を式 3.14 を用いてフィッティン

グし、時定数を算出し、時定数の逆数を回折格子間隔の逆数の二乗に対してプ

ロットした結果を Fig. 3.17 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3.17 PNIPAM 水溶液の相互拡散応答の格子間隔依存性 

 

このとき、増加する成分を青のプロットで、減衰する成分を赤のプロットで示

す。青のプロットから見ていくと、傾きから拡散係数を算出したところ、5.6 x 

10
-11

 m
2
/s であった。また y切片は原点を通る、つまり寿命のない安定化学種の

拡散応答であることが分かる。また赤のプロットについて見ていくと、傾きか
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ら拡散係数は 2.7 x 10
-11

 m
2
/s、y切片、つまり寿命を持つ中間種の拡散緩和応答

であることが分かった。y切片の逆数から寿命を算出したところ 1.5 s 程度であ

った。濁度が緩和した後の PNIPAM 水溶液について考えると、安定化学種は反

応物である coil 状態の分子であると考えられ、濁度が緩和した後の透明な溶液

中に存在する中間種は coil 状態へと緩和する過程の globule分子、またはそれに

準ずる中間種であると考えられる。この結果より、globule-coil 構造緩和転移過

程が観測され、その寿命は 1.5 s ほどと見積もられた。NMR を用いた測定からも

同じオーダーで寿命が観測されていることから、得られた結果は妥当な値だと

考えられる。[30]
 

 得られた拡散係数から溶液中の溶質状態について考える前に、室温で

coil 状態の PNIPAM 水溶液について考える。溶液中の高分子鎖同士の重なりは

次の式を用いて表すことが出来る。[31]
 

3

*

)(4

3

RgNA

Mw
C


        (3.17) 

ここで、C*は重なり濃度、Mw は分子量、NA はアボガドロ定数、Rg は回転半

径を示す。重なり濃度から考えられる溶液中の高分子の状態の模式図を Fig. 3.18 

に示す。 

 

 

 

 

 

Fig. 3.18 溶液中の高分子の状態と濃度条件 
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 本実験で用いたPNIPAM水溶液の分子量は25000 g/mol, 文献値より回転

半径は 3 nm とした。式 3.15 を用いて重なり濃度を算出したところ、0.37 g/ml

であった。用いた PNIPAM 水溶液の濃度は 3.0 x 10
-2

 g/ml であるので、PNIPAM

水溶液は重なり濃度よりも薄く、溶液中の高分子鎖独立した状態を保つことが

分かった。そのため、高分子鎖の内部の溶媒が固定化されて通り抜けを許さな

い、流体力学的に等価な球体モデルを適用し、Einstein-Stokes の式より拡散係数

から粒径の算出を行った。[32,33]
 溶液中を拡散する高分子鎖の等価球モデルの模

式図を Fig. 3.19 に示す。 

Hr

kT
D

6
         (3.18) 

ここで、k はボルツマン定数、T は温度、は粘度、rHは流体力学的半径示す。

式 3.18 より拡散係数から粒径を求めたところ、coil 分子は直径 5.5 nm, globule

分子は直径 2.8 nm と算出された。coil 分子のサイズは globule分子のサイズより

も小さく、構造転移して収縮している結果と一致した。水中の牛血清アルブミ

ン(BSA) のサイズが分子量 65 kDaで 3.6 nm, b-lactoglobulin のサイズが 18 kDa 

で 2.7 nm であることから、得られた PNIPAM(分子量 25000 g/mol) のサイズは妥

当であると考えられる。[34,35]
 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3.19 溶液中を拡散する高分子鎖の等価球モデル 
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 これらの結果から考えられる、PNIPAM 水溶液の相転移ダイナミクスの

模式図を Fig. 3.20 に示す。水和した coil 状態の PNIPAM は温度ジャンプにより

ピコ秒領域で水の脱離が起こる。その後、成分1 として観測された高分子鎖中

のアミド基間水素結合変化による局所的な収縮が起こる。続いて、成分2 とし

て観測された globule 状態へと分子レベルでの収縮が起こる。その後、収縮した

globule 分子の疎水性相互作用により凝集し光を散乱するサイズにまで成長する。

熱の緩和とともに凝集は緩和し、globule 分子が独立し、数秒かけて元の coil 状

態へと構造緩和していく様子を明らかにした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3.20 PNIPAM 水溶液の相転移ダイアグラム 
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3.4.5 Observation of phase transition dynamics depending on initial 

sample temperature 

 以上までの結果より、レーザー温度ジャンプ法とヘテロダイン過渡格子

法を用いた PNIPAM 水溶液の相転移ダイナミクス測定より、濁度の変化という

巨視的な変化だけでなく、個々の分子レベルでの構造転移から、疎水性相互作

用による分子集合体の形成・緩和、その後、再び元の状態へと構造緩和すると

いう複雑に進行する一連の相転移過程を経ていることを明らかにしてきた。こ

の一連の相転移ダイナミクスは相転移温度前後の 1.0 K 程度の温度上昇で水素

結合変化から構造変化に至るまで多くの過程が誘起されることから、熱に対し

て非常に敏感であると考えられる。そこで、PNIPAM 水溶液の試料初期温度を

変化させることで、熱がどのように相転移ダイナミクスに影響を与えるか考察

を行った。 

 温調セルを用いて PNIPAM 水溶液(3.0 wt %, CV: 0.3 mM) の試料初期温

度を 25, 32.2-33.1 
o
C まで変化させたときのヘテロダイン過渡格子法による応答

を Fig. 3.21 に示す。温度ジャンプ幅はレーザー強度を調整し 1.0 Kとした。格

子間隔 60 m の回折格子を用いた。応答の縦軸は 10
-5 秒時の信号強度で規格化

した信号強度、横軸は対数時間を表す。もっとも大きな変化として、10
-1

-10
2
 秒

領域で観測される coil-globule 相互拡散応答が試料温度を相転移温度に近づけ

ると、遅い時間領域へとシフトしていく様子が分かる。また 10
-2

-10
-1

 秒領域で

観測される光の透過率変化応答はより試料温度が高温になると観測れる様子が

分かる。これらの各成分の試料温度依存性について詳しく解析を行った。 
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Fig. 3.21 PNIPAM 水溶液の HD-TG応答の試料初期温度依存性 

(温度ステップ: 0.1 K, 温度ジャンプ幅: 1.0 K, 格子間隔: 60 m) 

 

 まず、相転移が誘起されている条件下での 10
-5

-10
-4

 秒領域に観測される

成分1 について時定数の温度依存性を算出した。coil-globule 構造転移応答の試

料温度依存性を Fig. 3.22 に示す。縦軸は寿命、横軸は試料の初期温度を示す。

観測された時定数は相転移が誘起される温度条件内で、試料初期温度依存性が

なかった。後述するが、試料温度が相転移温度近傍になるとコイル状態の高分

子鎖から水が脱離し、コイル分子同士が会合体を形成していると考えられる。

しかし高温で会合体を形成しているにも関わらず、時定数に変化がないことか

ら、coil-globule 構造転移応答は周囲の高分子鎖に影響されない局所の構造変化

からなる応答であると考えられる。 
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Fig. 3.22 Coil-globule構造転移の試料の初期温度依存性 

  

 次に、相転移が誘起されている条件下での PNIPAM 水溶液の熱拡散係数

の試料温度依存性について解析を行った。試料温度を 25.0, 32.2-33.1 
o
C まで変

化させ、熱格子応答の格子間隔依存性から熱拡散係数を算出した。PNIPAM 水

溶液の熱拡散係数の温度依存性を Fig. 3.23 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3.23 PNIPAM 水溶液の熱拡散係数の温度依存性 
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縦軸は PNIPAM 水溶液の熱拡散係数、横軸は試料の初期温度を示す。試料初期

温度が 32.7 
o
C を超えると熱拡散係数は減少し始めた。上記にもあるように、純

水の熱拡散係数はこの温度範囲でほとんど変化がないことから、(25.0 °C: 1.46 x 

10
-7

 m
2
s

−1
 , 35.0 °C: 1.51 x 10

-7
 m

2
s

−1
) PNIPAM 水溶液の熱拡散係数変化は相転移

に由来すると考えられる。高温状態での熱拡散係数の減少は coil 状態の分子か

ら脱水和した globule 状態の分子に変化していることを表し、より試料温度 32.7 

o
C (加熱後温度 33.7 

o
C)で globule分子からより脱水が進行していると考えられる。

この結果から、試料温度がより高温になると、globule分子の脱水がより進行し、

密に収縮、または後述するように会合体を形成していると考えられる。 

 次に相転移が誘起されている条件下での coil-globule 相互拡散応答の試

料温度依存性について解析を行った。同様に、試料温度を変化させ測定した、

ヘテロダイン過渡格子法の応答を Fig. 3.24 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3.24 PNIPAM 水溶液の coil-globule相互拡散応答の温度依存性 
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増加する globule分子の拡散緩和応答、減衰する coil 分子の拡散応答ともに、試

料の初期温度を相転移温度に近づけるとともに、緩和時間が長くなる応答を得

た。これら拡散する各成分から時定数を算出し、格子間隔依存性から拡散係数

を算出した。coil 分子、globule分子の拡散係数の試料温度依存性を Fig. 3.25 に

示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3.25 coil, globule分子の拡散係数の試料温度依存性 

 

縦軸は各成分の拡散係数、横軸は試料初期温度を示す。32.6 
o
C から coil 分子の

拡散係数が急激に減少する応答を得た。上記のように水溶液中の高分子鎖に等

価球モデルを適用し、式 3.18 にあるように、Einstein-Stokes の式を用いて拡散

係数から粒径を算出した 

 拡散係数より算出された粒径の試料温度依存性の応答を Fig. 3.26 に示

す。縦軸は各成分の粒径、横軸は試料の初期温度を表す。試料の初期温度に応

じて粒径が変化する結果を得た。まず、coil 分子について見ていくと、試料温度

が十分低いとき、(~32.6 
o
C) 粒径は 3 nm とほぼ一定の値を示した。また試料温

度が相転移温度近傍に近づくとともに、(32.7 
o
C~) 粒径は増大することが分かっ
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た。Coil-globule 構造転移応答が誘起されると、coil 分子は収縮することから、

この増大する粒径は複数の coil 分子が会合体を形成しているのではないかと、

考えられる。また globule分子について見ていくと、いずれも coil 状態の分子サ

イズよりも小さく、脱水して分子内収縮している様子が分かる。また、coil 分子

同様に、globule 分子もより高温で粒径が増大することから、会合体を形成して

いると考えられる。光散乱を用いた粒径の試料温度依存性測定からも、相転移

温度近傍で粒径の上昇が観測されることから、ヘテロダイン過渡格子により得

られた結果を支持していると考えられる。[36-38]
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3.26 coil, globule分子の粒径の試料温度依存性 

 

また、globule 分子の拡散緩和応答の格子間隔依存性から、globule-coil 構造緩和

転移の寿命の試料温度依存性について Fig. 3.27 に示す。縦軸は globule- coil 構造

緩和転移の寿命、横軸は試料の初期温度を表す。試料温度が高温になるととも

に、構造緩和の寿命が長くなるこことが分かった。これはより高温で凝集体が

形成された結果、濁度緩和の後も globule状態で会合体を形成し、紐がほどける

のち時間がかかるように、緩和に時間がかかるのではないかと考えられる。 
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Fig. 3.27 Globule-coil 構造緩和転移応答の試料温度依存性 

 

ヘテロダイン過渡格子法を用いた PNIPAM 水溶液の相転移ダイナミクス測定、

またその試料温度依存性応答から考えられる PNIPAM 水溶液の相転移ダイナミ

クスの模式図を Fig. 3.28 に示す。 

 

 

Fig. 3.28 PNIPAM 水溶液の温度依存性相転移ダイアグラム 
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ダイアグラムに示すように、PNIPAM 水溶液の相転移は透明な状態と白濁した

状態の 2状態ではなく、分子レベルの個々の相転移が数ステップかけておこり、

中間種として globule 状態が形成され、凝集することで巨視的な変化として観測

されることが分かった。また、相緩和が起こる際も globule状態を経ることを明

らかにし、また coil 分子、globule 分子ともに高温で会合体を形成することを明

らかにした。 
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3.5 Summary 

 以上のように、PNIPAM 水溶液の相転移を光によって励起し、そのダイ

ナミクスを、レーザー温度ジャンプ法を組み合わせたヘテロダイン過渡格子法

により測定してきた。得られた応答を、温調フォルダーを用いて試料の初期温

度を制御し、相転移が起こらない条件との比較を行い、また、PNIPAM を含ま

ない試料での応答と比較を行うことで、PNIPAM 水溶液の相転移ダイナミクス

の同定を行った。PNIPAM 水溶液は室温で水和した coil 状態から加熱されるこ

とにより、数 10 ps 程度で水和していた水との水素結合が切れる。その後、200 ns

程度から体積変化相転移の初期応答が観測され、100 s 程度で coil-globule相転

移が進行することが分かった。その後、およそ 10 ms 程度で globule分子は疎水

性相互作用により凝集し白濁、熱拡散とともに、およそ 50 ms 程度で凝集は緩和

し元の透明な溶液へと緩和していった。凝集が緩和した透明な溶液中では、

globule 状態の分子が存在し、数秒かけてもとの水和した coil 状態の分子へと拡

散しながら緩和していく様子が観測された。さらに、相転移温度以前で、水和

した coil 状態の分子は相転移温度近傍に近づくにつれて、会合体を形成し、ま

た凝集より緩和した globule状態の分子もより高温で凝集が形成されると会合体

を形成していることを明らかにした。以上のように、PNIPAM 水溶液の相転移

過程をレーザー温度ジャンプ法とヘテロダイン過渡格子法を組み合わせて屈折

率を通して測定した結果、透明・白濁という見た目の変化だけでなく、水和し

た coil 状態の分子から、脱水・収縮を経て globule状態の分子へと構造転移する

過程、疎水性相互作用により凝集・緩和する過程、もとの coil 状態へと構造緩

和する過程、また試料の温度に応じて会合体を形成するなど、複雑な相転移ダ

イナミクスを有していることを明らかにすることが出来た。  



Chapter 3 
                                                              

                                                                                  

93 

Reference 

1] H. Inoue, K. Katayama, K. Iwai, A. Miura, H. Masuhara, “ 

Conformational relaxation dynamics of a poly(N-isopropylacrylamide) aqueous 

solution measured using the laser temperature jump transient grating method” Phys. 

Chem. Chem. Phys., 2012, 14, 5620. 

[2] M. Okuda and K. Katayama, “Photochemical Reaction Dynamics Measured using the 

Near-Field Heterodyne Transient Grating Method” J. Phys. Chem. A, 2008, 112, 4545. 

[3] M. Okuda and K. Katayama, “Selective detection of real and imaginary parts of 

refractive index change in solutions induced by photoexcitation using near-field 

heterodyne transient grating method” Chem. Phys. Lett., 2007, 443, 158. 

[4] K. Katayama, M. Yamagushi and T. Sawada, “Lens-free heterodyne detection for 

transient grating experiments” Appl. Phys. Lett., 2003, 82, 2775. 

[5] H. Staerk and G. Czerlinski, “Nanosecond Heating of Aqueous Systems by Giant 

Laser Pulses” Nature, 1965, 205, 63. 

[6] D. Madge and M. W. Windsor, “Picosecond internal conversion in crystal violet” 

Chem. Phys. Lett., 1974, 24, 144. 

[7] S. Chen, I. Y. S. Lee, W. A. Tolbert, X. Wen and D. D. Dlott, “Applications of ultrafast 

temperature jump spectroscopy to condensed phase molecular dynamics” J. Phys. 

Chem., 1992, 96, 7178. 

[8] Y. Nagasawa, Y. Ando, D. Kataoka, H. Matsuda, H. Miyasaka and T. Okada, “Ultrafast 

Excited State Deactivation of Triphenylmethane Dyes” J. Phys. Chem. A, 2002, 106, 

2024. 

[9] Y. Tsuboi, Y. Yoshida, K. Okada and N. Kitamura, “Phase Separation Dynamics of 

Aqueous Solutions of Thermoresponsive Polymers Studied by a Laser T-Jump 

Technique” J. Phys. Chem. B, 2008, 112, 2562. 

[10] E. L. Cussler, “Diffusion Mass Transfer in Fluid System”, 3rd ed. Cambridge Univ.,  

2009. 

[11] T. Sakamaki, T. Fujino, H. Hosoi, T. Tahara and T. Korenaga, “Picosecond 

time-resolved fluorescence study of poly vinyl methyl ether aqueous solution” Chem. 

Phys. Lett., 2009, 468, 171. 

[12] S. Woutersen, Y. Mu, G. Stock and P. Hamm, “Hydrogen-bond lifetime measured by 

time-resolved 2D-IR spectroscopy: N-methylacetamide in methanol” Chem. Phys., 

2001, 266, 137. 

[13] X. Ye, Y. Lu, L. Shen, Y. Ding, S. Liu, G. Zhang and C. Wu, “How Many Stages in the 

Coil-to-Globule Transition of Linear Homopolymer Chains in a Dilute Solution?” 

Macromolecules, 2007, 40, 4750. 

[14] Y. Lu, X. Ye, J. Li, C. Li and S. Liu, “Kinetics of Laser-Heating-Induced Phase 

Transition of Poly(N-isopropylacrylamide) Chains in Dilute and Semidilute Solutions” 

J. Phys. Chem. B, 2011, 115, 12001. 

[15] K. Kamata, T. Araki and H. Tanaka, “Hydrodynamic Selection of the Kinetic Pathway 

of a Polymer Coil-Globule Transition” Phys. Rev. Lett., 2009, 102, 108303.  

[16] Y. Katsumoto, T. Tanaka and Y. Ozaki, “Relationship between the coil-globule 

transition of an aqueous poly(N-isopropylacrylamide) solution and structural changes 

in local conformations of the polymer” Macromol. Symp. 2004, 205, 209. 



Chapter 3 
                                                              

                                                                                  

94 

[17] R. M. Ballew, J. Sabelko and M. Gruebele, “Observation of distinct nanosecond and 

microsecond protein folding events” Nat. Struct. Biol., 1996, 3, 923. 

[18] M. Terazima, “Temperature lens and temperature grating in aqueous solution” Chem. 

Phys., 1994, 189, 793. 

[19] M. Okuda, T. Tsuruta and K. Katayama, “Lifetime and diffusion coefficient of active 

oxygen species generated in TiO2 sol solutions” Phys. Chem. Chem. Phys., 2009, 11, 

2287. 

[20] Y. Nakazato, K. Taniguchi, S. Ono, T. Eitoku and K. Katayama, “Formation dynamics 

of gold nanoparticles in poly(vinylpyrrolidone) and other protective agent solutions” 

Phys. Chem. Chem. Phys., 2009, 11, 10064. 

[21] N. Maeda, T. Eitoku, Y. Ikezoe and K. Katayama, “Nucleation reaction dynamics of Pt 

nanoparticles observed by the heterodyne transient grating method”, Phys. Chem. 

Chem. Phys., 2012, 14, 200. 

[22] M. Terazima, T. Hara and N. Hirota, “Reaction volume and enthalpy changes in 

photochemical reaction detected by the transient grating method; photodissociation of 

diphenylcyclopropenone” Chem. Phys. Lett., 1995, 246, 577. 

[23] Y. Ding, X. Ye and G. Zhang, “Microcalorimetric Investigation on Aggregation and 

Dissolution of Poly(N-isopropylacrylamide) Chains in Water” Macromolecules, 2005, 

38, 904. 

[24] T. Okazaki, N. Hirota and M. Terazima, “Thermalization process after the relaxation 

of electronically excited states: Intramolecular proton transfer systems studied by the 

transient grating method” J. Chem. Phys., 1999, 110, 11399. 

[25] M. Terazima, “Vibrational relaxation from electronically photoexcited states in 

solution studied by the acoustic peak delay method: hydrogen bonding effect to 

betaine-30” Chem. Phys. Lett., 1999, 305, 189. 

[26] B. Sun, Y. Lin, P. Wu and H. W. Siesler, “A FTIR and 2D-IR Spectroscopic Study on 

the Microdynamics Phase Separation Mechanism of the Poly(N-isopropylacrylamide) 

Aqueous Solution” Macromolecules, 2008, 41, 1512.  

[27] J. Dybal, M. Trchova and P. Schmidt, “The role of water in structural changes of 

poly(N-isopropylacrylamide) and poly(N-isopropylmethacrylamide) studied by FTIR, 

Raman spectroscopy and quantum chemical calculations” Vib. Spectrosc., 2009, 51, 

44. 

[28] A.Ukai,N.Hirota andM.Terazima, “Radical diffusion measured by the transient grating 

in a short timescale” Chem. Phys. Lett., 2000, 319, 427. 

[29] S. Nishida, T. Nada and M. Terazima, “Kinetics of Intermolecular Interaction during 

Protein Folding of Reduced Cytochrome c” Biophys. J., 2004, 87, 2663. 

[30] P. V. Yushmanov, I. Furo and I. Iliopoulos, “Kinetics of Demixing and Remixing 

Transitions in Aqueous Solutions of Poly(N-isopropylacrylamide): A 

Temperature-Jump 1H NMR Study” Macromol. Chem. Phys., 2006, 207, 1972. 

[31] I. Teraoka, “Polymer Solutions: An Introduction to Physical Properties” John Wiley & 

Sons, Inc.: New York, 2002. 

[32] K. Katayama, H. Nomura, H. Ogata and T. Eitoku, “Diffusion coefficients for 

nanoparticles under flow and stop-flow conditions” Phys. Chem. Chem. Phys., 2009, 

11, 10494. 

[33] I. Yamamoto, K. Iwasaki and S. Hirotsu, “Light Scattering Study of Condensation of 



Chapter 3 
                                                              

                                                                                  

95 

Poly (N-isopropylacrylamide) Chain” J. Phys. Soc. Jpn., 1989, 58, 210. 

[34] S. Takata, T. Norisuye, N. Tanaka and M. Shibayama, “Heat-Induced Gelation of 

β-Lactoglobulin. 1. Time-Resolved Dynamic Light Scattering” Macromolecules, 2000, 

33, 5470. 

[35] A. Valstar, M. Almgren and W. Brown, “The Interaction of Bovine Serum Albumin 

with Surfactants Studied by Light Scattering” Langmuir, 2000, 16, 922. 

[36] J. Won, C. Onyenemezu, W. G. Miller and T. P. Lodge, “Diffusion of Spheres in 

Entangled Polymer Solutions: A Return to Stokes-Einstein Behavior” Macromolecules, 

1994, 27, 7389. 

[37] X. Qiu, M. Li, C. M. S. Kwan, C. Wu, “Light-scattering study of the coil-to-globule 

transition of linear poly(N-isopropylacrylamide) ionomers in water” J. Polym. Sci.: 

Part B: Polym. Phys., 1998, 36, 1501. 

[38] H. Cheng, L. Shen and C. Wu, “LLS and FTIR Studies on the Hysteresis in 

Association and Dissociation of Poly(N-isopropylacrylamide) Chains in Water” 

Macromolecules, 2006, 39, 2325. 

 

 

 

 

 



Chapter 4 
                                                              

                                                                                  

96 

Chapter 4 

 

Observation of time resolved fluorescence 

spectroscopy & transmittance imaging using 

laser trapping under the microscope 

 

 

4.1 Introduction 

 前 章 ま で に 、 ヘ テ ロ ダ イ ン 過 渡 格 子 法 を 用 い た

poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM) 水溶液の相転移ダイナミクス測定につい

て紹介してきた。その結果、相転移には PNIPAM 鎖中のアミド基と水との水素

結合や、高分子同士の疎水性相互作用が重要な役割を果たしていること、また、

相転移は透明・白濁の 2 状態間で起こるのではなく、個々の分子鎖の構造転移

から巨視的な過程へと連続的に進行していることを明らかにした。 

 本章は極性環境変化に敏感に応答する蛍光プローブ分子を用いること

で、屈折率変化を用いて観測したヘテロダイン過渡格子法とは異なる視点から、

PNIPAM 水溶液の相転移・相緩和過程についての考察を行う。過去に、蛍光プ

ローブ分子を用いた熱応答性高分子の局所的な相転移ダイナミクスの測定はい

くつか報告されている。[1,2]
 しかし、これらの研究は熱応答性高分子が相転移す

ることで、凝集、溶液が白濁することで蛍光強度の測定が困難になる問題点を

抱えていた。 

 そこで、相転移による凝集の様子と極性変化による蛍光スペクトル変化

を同時に測定する技術として、光圧を用いた相転移誘起と蛍光測定を顕微鏡下
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で行うことを発案した。対物レンズを用いてレーザー光を集光すると、焦点近

傍に光圧が生じ、ピンセットのように溶液中の微粒子を扱うことが出来る光ピ

ンセットの技術は古くから知られている。また光圧を用いて熱応答性高分子の

相転移誘起に関する研究も行われている。しかし、これらの研究は光圧の有用

性を示す一方、熱応答性高分子の相転移ダイナミクスに関して深く考察が行わ

れてこなかった。本研究は、蛍光プローブ分子を共重合させた PNIPAM の蛍光

測定と、光圧を用いた相転移誘起を顕微鏡下で同時に行い、凝集の様子と蛍光

スペクトル変化から、溶液の巨視的な相分離と微視的な相転移を相関付け、相

転移・相緩和ダイナミクスについて考察する。 
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4.2 Photon force 

 4.2.1 Principle of photon force 

 媒体に光が入射されるとき、媒体は光からの圧力 “光圧” を受けている。

この考えは光子の運動量の変化として説明することが出来る。電磁気学の立場

から光を電磁波としての性質でとらえると、マックス・プランクの式より、光

のエネルギーEと電磁波の周波数は次の関係にある。 

hE          (4.1) 

ここで、hはプランク定数を表す。 

また量子力学の立場から光を粒子としての性質でとらえると、アインシュタイ

ンの式より、光子は静止質量を持たず、そのエネルギーE と質量 m は次の関係

にある。 

2mcE          (4.2) 

ここで、cは光の速度を表す。 

また光の波長と周波数は次の関係にある。 

c         (4.3) 

このプランクの式とアインシュタインの式より、光の電磁波としての性質と粒

子としての性質が結びつき、式 4.3 に代入すると次のように表すことが出来る。 

mch /        (4.4) 

ここで、質量 mと光速 cの積(mc) は運動量 pに等しいので、次のように表すこ

とが出来る。 

/hp          (4.5) 

上記の式より、光はその波長に応じた運動量を持つことが分かる。したがって、



Chapter 4 
                                                              

                                                                                  

99 

光が反射や屈折などにより、その進行方向を変化させた場合や、光の吸収、反

射が起きた場合には、運動量保存の法則により、その反作用として光の放射圧

(radiation pressure) が生じることが分かる。この光の放射圧が ”光圧” と呼ばれ

ている。光圧は 1871 年に Maxwell によって理論的に導かれ、その後、Levedev

により実験的にも証明された。[3]
 この光圧は身の回りの光に照らされているす

べての領域にて生じているが、この光の圧力は極めて小さく、例えば，レーザ

ーポインターの光(1 mW) をミラー表面に対して垂直に入射させて反射させた

場合、ミラーにかかる放射圧は約 7 pNとほぼ無視できるほど小さく、日常生活

で感じることはない。このごく小さい力である光圧は宇宙空間などの抵抗が極

めて小さい条件で応用され、特に、太陽からの放射圧を宇宙船の推進機構の動

力として用いるソーラーセイルの研究が行われており、また、2010 年には宇宙

航空研究開発機構 (JAXA) で打ち上げられた IKAROSは世界初のソーラーセイ

ル実証機として 2012 年現在も宇宙空間にて研究がなされている。Fig. 4.1 に小

型ソーラー電力セイル実証機 IKAROSを示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.1 小型ソーラー電力セイル実証機 IKAROS 

(http://www.jaxa.jp/countdown/f17/overview/ikaros_j.html) 
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また、宇宙空間だけでなく、光を極限まで集めることで、光圧を利用する研究

もなされている。Ashkin は 1970 年にレンズを用いてレーザー光を集束させる

と、その集光点に直径がマイクロメートル程度の微粒子を捕捉する力が発生す

ることを発見した。[4-6]
 この微粒子を補足する力は集光下で増強された光圧であ

る。この手法を用いると，空間中に光を用いて物質を補足することが可能で、

また、集光位置を操作することで、あたかも、ピンセットで微粒子をつまむよ

うに、微粒子を捕まえ、三次元的に自由に動かすことが可能である。この顕微

鏡下でレーザー光を集光することで生成する光圧を用いたテクニックはレーザ

ートラップや、特に微粒子操作を行うときはレーザーピンセットと呼ばれてい

る。[7-9]
 光を用いて微粒子を操作することが可能なため、1) 非接触・非侵襲で

対象物の捕捉・操作をおこなえる、2) トラップ光を遮断すれば容易に放すこと

ができる、3) 多数の粒子を同時にそれぞれ干渉することなく制御できる、など

のメリットがあり、広く研究がなされている。[10,11]
 

 

 4.2.2 Principle of laser trapping 

 光が屈折率の異なる媒質(n1 < n2) に入射した場合、光は二つの媒質の境

界面で反射、屈折し、光子の運動量が変化することで、作用反作用の法則から

物質に光圧が働く。Fig. 4.2 に静止した二つの媒体(n1, n2) に光が入射したときに

働く運動量の変化を示す。赤線は光の進行方向、黒の実線 P1は入射前の光の運

動量のベクトル成分、黒の実線 P2は反射または屈折した後の光の運動量のベク

トル成分、黒の点線は二つの媒質界面にかかる光圧を示す。反射・屈折現象と

もに光の進行方向が変化するので、光の運動量の変化から、界面に垂直な方向

に光圧がかかることが分かる。 
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Fig. 4.2 静止した屈折率の異なる二つの媒体に光が入射したときの光子の 

運動量変化 (a)光が反射する場合 (b)光が屈折する場合 

 

 次に、顕微鏡下でレーザー光を球状微粒子に集光した場合に働く光圧に

ついて考える。理論的な取り扱いとして、微粒子半径が波長に比べて十分大き

い場合には幾何光学の理論を用いて、微粒子半径が波長よりも十分小さい場合

には Rayleighの光散乱の理論を用いて近似的に表すことが出来る。[12,13]
 

 まず、微粒子の粒径(r) が波長() に比べて十分大きい場合に働く光圧の

模式図を Fig. 4.3 に示す。幾何光学的に考えると、対物レンズによって集光され

たレーザー光は周囲の媒質より高い屈折率をもつ微粒子に入射すると、光は微

粒子表面で屈折する。このとき、光子の進行方向が変化することで運動量が変

化し、微粒子に光圧が働く。微粒子内を通過した光は微粒子からでるときにも

う一度屈折し、再び微粒子に光圧が働く。様々な角度から入射する光の放射圧

を積分するとレーザー光の焦点方向に働く力 F となる。粒子のブラウン運動よ

りも粒子に働く光圧が大きいとき、微粒子はレーザー光の焦点に補足される。 
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Fig. 4.3 マイクロメーターサイズの粒子に働く光圧 (2r >> ) 

 

 次に，光の波長より十分に小さいナノメートルサイズの粒子の場合の模

式図を Fig. 4.4 に示す。Rayleighの光散乱の理論より、ナノ粒子に光が照射され

たとき、ナノ粒子が周囲の電場から受ける力は Lorentz力として次のように表す

ことが出来る。[14]
 ナノ粒子を 1個の電気双極子とする近似を用いると、 

)(
2

1 2 BE
t

EF 



        (4.6) 

ここで 
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4

2
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213
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nn

nn
r       (4.7) 

Eは電場密度、Bは磁束密度、rは微粒子の半径、n1はナノ粒子の屈折率、n2は

媒質の屈折率である。 
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Fig. 4.4 ナノメーターサイズの粒子に働く光圧 (2r << ) 

 

Lorentz 力はナノ粒子と媒質の比誘電率に依存し、式 4.6 右辺第一項は双極子が

不均一な空間分布をした電場の中におかれているときに生じる静電応力で、勾

配力(Fgrad) と呼ばれ、微粒子の屈折率が周囲の媒質に比べて高い場合には電場

強度の強いところへ微粒子を引き寄せる力として働く。右辺第二項は光のエネ

ルギーの進行方向が時間的に変化することによって生じる力であり、散乱力

(Fscat) と呼ばれている。勾配力が散乱力よりも上回るとき、焦点近傍に粒子が

トラップされる。顕微鏡下でレーザー光を集光する場合には、開口数の大きい

レンズを用いて光を集光させることで、勾配力が散乱力に比べて大きくなり、

ナノ粒子は光強度の高いところへとひきつけられることになる。 

 光圧を用いて集光点にトラップできる物体の条件として、レーザー光の

波長に対して透過率が高く、溶媒よりも屈折率が高いことが挙げられる。また、

レーザートラップの効率はレーザー光の強度と入射角、微粒子サイズに依存す

ることが分かっている。これらの条件を満たすことで、粒子だけでなく、水中
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のタンパク質やアミノ酸の結晶化や熱応答性高分子の相転移などを光圧により

誘起できることが知られている。[15-17]
 光圧により分子が集められ、相が変化す

る場合について考える。Fig. 4.5 に光圧を用いた PNIPAM水溶液の相転移・光ト

ラップの概念を示す。[18-20]
 光圧により分子が集められ、局所的な濃度が増加す

ると、系の平衡状態が変化する。相図のシフトより集光位置には均一相とは異

なる分子集合体が生じる。分子集合体が凝集しサイズが上昇することで、ブラ

ウン運動が減少し、より強い光圧が働き、系の平衡状態は加速度的に相分離を

生じる方向へとシフトし、定常的に相が異なる状態の粒子をトラップすること

が可能となる。 

 

Fig. 4.5 光圧を用いた PNIPAM水溶液の相転移・光トラップの概念 

(J. Hofkens et al., Langmuir, 13, 414, 1997.) 
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4.3 Experimental section 

 4.3.1 Optical setup 

 レーザートラップの装置図を Fig. 4.6 に示す。レーザートラッピング用

の近赤外光源として Nd:YVO4レーザー (MATRIX 1064-10-CW, Coherent,) の基

本波(: 1064 nm, 連続光) を用いた。近赤外光の強度は 1/2波長板と偏光ビーム

スプリッタ(PBS) を用いて微調節した。近赤外光は二つの凸レンズを用いてビ

ーム径を対物レンズの開口径に合わせて拡大した。対物レンズ(UPlan FLN 60  

NA: 0.9または UPlan SAPO, 100x oil, NA: 1.4, Olympus)を用いて近赤外光を集光

した。焦点位置は試料セルの中央とし、硝子基板の影響を排除した。蛍光プロ

ーブ励起用の光源として He-Cd laser(IK3410R-F, KIMMON,=325 nm,  連続光 ) 

を対物レンズの後ろ焦点に集光することで、試料面で広域に照射されるように

した。落射光の透過光または試料の蛍光は各種フィルターを用いて励起光をカ

ットした後、EMCCD (PIXIS 400; Princeton instruments), Polychromater (SP2300i; 

Princeton instruments) を用いて、透過像、蛍光画像および蛍光スペクトルを測定

した。 

 試料セルはカバー硝子とパラフィルムを用いて自作した(Fig. 4.7). 2枚の

カバーガラス(Matsunami, 24 x 40, No.1, 18 x 18, No. 1) にパラフィルム(PM-996) 

を薄く延ばしたものをスペーサーとして挟み込み、ホットプレートで加熱し融

着させて試料セルを作成した。試料セルの厚みは約 80 m、試料の液量は 10 L

程度であった。 
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Fig. 4.6 光トラップ顕微蛍光測定の光学セットアップ 

Fig. 4.7 (a)試料セルの模式図 (b)断面図 
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 4.3.2 Sample preparation 

 本実験で用いた熱応答性高分子の構造を Fig. 4.8 に示す。PNIPAM は

Sigma-Aldrichより分子量 20000-25000 g/molのものを購入した。また蛍光ラベル

として、 3-(2-propenyl)-9-(4-N,N-dimethyl-aminophenyl) phenanthrene (VDP)を

NIPAMモノマーとともに共重合させたVDP-co-NIPAMを用いた。VDPはNIPAM

に対して 0.1 mol%の組成比で重合させた。VDP-co-NIPAM の分子量は 30000 

g/mol で、合成法については参照論文に詳しく紹介されている。[21]
 各試料は純

水または重水に 3.5 wt%になるように溶解した。濁度測定により求められた各高

分子の相転移温度は水溶媒中で PNIPAM, VDP-co-NIPAMともに 32 
o
C、重水溶媒

中で PNIPAM, VDP-co-NIPAMともに 34 
o
Cであった。溶媒間の相転移温度の差

は水素結合力に起因すると考えられる。[22]
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.8 (a) PNIPAM (Mw: 25000 g/mol) (b) VDP-co-NIPAM (VDP unit content is 0.1 

mol% (m:n = 1:1000), Mw: 30000), 赤点線内は VDPユニットを示す 
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VDP ユニットは分子間電荷移動特性を持ち、局所的な溶媒の極性変化に敏感な

ため、極性蛍光プローブとして働く。熱応答性高分子の相転移には極性変化が

伴うため、VDP ユニットの蛍光スペクトル変化が局所的な相転移過程を反映で

きると期待される。Fig. 4.9 に各誘起溶媒における VDP ユニットの蛍光スペク

トルを示す。[23]
 蛍光スペクトルより、VDPユニットは極性溶媒になるほど蛍光

ピークがレッドシフトする。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.9 各誘起溶媒における VDPユニットの蛍光スペクトル (励起 295 nm) 

蛍光ピーク波長の短波長側からイソオクタン、ジブチルエーテル、ジエチルエ

ーテル、テトラヒドロフラン、アセトニトリル 

(A. Onkelinx et al., J. Am. Chem. Soc. 118, 2892, 1996.) 
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4.4 Results and discussion 

 4.4.1 Photothermal effect of near infrared laser 

 光圧による相転移誘起・蛍光測定を行う前に、光圧以外に近赤外光が

PNIPAM 水溶液に与える効果について考察を行った。光圧を用いた測定には、

試料物質の吸収の少ない近赤外波長領域のレーザー光、特に Nd:YVO4結晶を用

いた半導体レーザー(=1064 nm) が安価、高出力で高安定であり、光圧の光源と

して広く用いられている。しかし、水溶液系の光圧実験、特に熱応答性高分子

の相転移実験において、Nd:YVO4 レーザー(=1064 nm) を用いることは、光圧

の光源としてだけでなく重要な意味を持つ。Fig. 4.10 に PNIPAM 水溶液(1) と

PNIPAM重水溶液(2) の可視・近赤外吸収スペクトルを示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.10 PNIPAM水溶液(1)と PNIPAM重水溶液(2)の 

可視・近赤外吸収スペクトル 

(J. Hofkens et al., Langmuir, 13, 414, 1997.) 
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近赤外領域において、PNIPAM 自体の吸収は存在しない。また水、重水分子に

おいても近赤外領域に電子遷移による吸収は存在しない。しかし水分子では、

波長 950 nm付近に OH伸縮振動の倍音による吸収バンドが存在し、水溶液の光

圧の光源に高強度の Nd:YVO4レーザー(=1064 nm)を用いると、光熱変換による

熱の影響が無視できなくなってくる。この吸光度は波長 1064 nm、光路長 1 cm セ

ルを用いて約 0.06 と見積もられる。通常、この吸光度の値は光路長が短いので

無視できる値だが、光圧を発生させるために高強度の近赤外光を回折限界まで

絞り込み、集光位置付近の僅かな加熱体積を考えると 100 mW の近赤外光で約

0.37 K/m
3の程度上昇が生じると計算できる。PNIPAMは熱を外部刺激として相

転移現象を示すため、近赤外光による相転移誘起は光圧の効果と光熱変換効果

の双方の寄与を考慮する必要がある。そこで、OH伸縮振動の倍音バンドによる

吸収を無視できる PNIPAM重水溶媒と光熱変化効果のある PNIPAM水溶液で同

様の実験を行い、その効果を考察した。 

 

 4.4.2 Laser trapping of PNIPAM water and heavy water solution 

 溶媒の近赤外光吸収による局所的な加熱効果の影響を調べるために、

PNIPAM 水溶液と、光熱変換を無視できる PNIPAM 重水溶媒との応答と比較を

行った。 

 PNIPAM重水溶液(Mw 25000 g/mol, 3.5 wt%) に近赤外光を集光照射した

ときの応答を Fig. 4.11 に示す。対物レンズは 100倍 (UPlan SAPO, 100x oil, NA: 

1.4, Olympus), 試料面での近赤外光の強度は 140 mWとした。重水溶媒では近赤

外光の吸収による光熱変換効果の局所加熱がなく、光圧のみの効果で相転移を

誘起させることができると考えられる。 
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Fig. 4.11 PNIPAM重水溶液(Mw 25000 g/mol, 3.5 wt%)に近赤外光を集光 

照射したときの透過像(140 mW) 

 

近赤外光の照射からおよそ 3 分で焦点近傍に粒子核の生成が確認された。その

後、粒子核は 15分で約 2.5 mの直径をもつ単一微粒子が徐々に形成されていく

様子が確認された。局所的な加熱は無視することが出来るので、光圧のみの効

果で PNIPAMの相転移が誘起され、球状に凝集しているものと考えられる。 

 次に、形成される PNIPAM微粒子の粒径の光強度依存性について測定を

行った。照射強度と微粒子サイズの関係を Fig. 4.12 に示す。 
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Fig. 4.12 トラップされる粒径の近赤外光強度依存性 PNIPAM重水溶液 

(Mw 25000 g/mol, 3.5 wt%) 

 

近赤外光の強度を上げることで、粒子核形成までの時間は短縮されるが、粒径

の急激な上昇は観測されず、いずれの強度においても粒子サイズはおよそ 2.5 

m程度で一定の値となった。このことから、光圧は焦点近傍で急激に強くなり、

PNIPAM を相転移させ微粒子を形成していると考えられる。またこの粒径は回

折限界まで絞り込んだ近赤外光のビーム径よりもやや大きいことから、観測領

域外の広域より PNIPAM 鎖を引き寄せ、焦点近傍にて相転移が誘起していると

考えられる。 

 次に、PNIPAM水溶液(Mw 25000 g/mol, 3.5 wt%) に近赤外光を集光照射

したときの応答を Fig. 4.13 に示す。対物レンズは 100倍 (UPlan SAPO, 100x oil, 

NA: 1.4, Olympus), 試料面での近赤外光の強度は 120 mWとした。 
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Fig. 4.13 PNIPAM水溶液(Mw 25000 g/mol, 3.5 wt%) に近赤外光を集光 

照射したときの透過像 (120 mW) 

 

近赤外光の照射からおよそ 30秒で焦点近傍に粒子核の生成が確認された。その

後、徐々に粒子核は大きくなっていき、およそ 7分で 10 mの直径をもつ単一

微粒子が形成されていく様子が確認された。この単一微粒子は光熱変換効果と

光圧により相転移した PNIPAM が球状に凝集し焦点にトラップされていると考

えられる。 

焦点にトラップされた微粒子は近赤外光の照射を停止すると、数秒かけ

て徐々に溶解していう様子が観測された。光圧の効果は照射の停止とともにな
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くなる。また発生した熱の影響については。三次元の熱拡散方程式を用いて表

すことが出来る。[24]
 

DtL 6        (4.8) 

ここで、Lは熱拡散長、Dは熱拡散係数、tは拡散時間を示す。20 mの距離を

熱が拡散するときの拡散時間を考えると、水の熱拡散係数(D=0.146 mm
2
/s) を用

いると、およそ 50 s以内には観測領域の温度は一定になることから、相転移し

た PNIPAM は凝集した状態で数秒間、液中に存在していることが分かった。ヘ

テロダイン過渡格子法を用いた測定では熱の緩和とともに濁度の緩和が観測さ

れていることから、相転移した PNIPAM は光圧の効果で、より密にパッキング

されているのではないかと考えられる。 

 次に近赤外光による加熱効果を見積もるために照射強度を変化させた

ときの、観測される粒径の形状変化を Fig. 4.14 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.14 光圧により形成される PNIPAM微粒子の近赤外光強度以前性 

(PNIPAM水溶液(Mw 25000 g/mol, 3.5 wt%)) 
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近赤外光の強度が弱いとき(~100 mW), 照射から 6分後に粒子各が形成し、その

後、一定のサイズのまま変化しなかった。また近赤外光を強くすることで、粒

子核形成までの時間が短縮され、粒径も大きくなった。130 mW以上の強度で照

射することで、粒径の増加傾向の強度依存性が変化したことから、均一な粒子

の形成には、相転移温度以上まで加熱される領域、つまり相転移した PNIPAM

の分子数と光圧により焦点方向へと集める力、これらのバランスが重要である

と考えられる。光圧の影響を受けて高分子の濃度が上昇するとともに、光熱変

換効果により集光位置付近の液温が上昇することで、熱応答性高分子は相転移

する(Fig. 4.15). 凝集した高分子の屈折率は媒体の屈折率に比べて十分高いので、

凝集した高分子にはより大きな光圧が働き、レーザー光に集光位置に集められ

る。これによりレーザー光の焦点に凝集したポリマーのブラウン運動が抑えら

れ、単一微粒子が形成する。以上のように、熱応答性高分子水溶液における相

転移粒子形成には、光圧に加え光熱変換による局所的な加熱効果が大きく関係

しているものと考えられる。 
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Fig.4.15 光圧と近赤外加熱を用いた相転移誘起 

 

4.4.3 Observation of phase relaxation process by transmittance image 

and fluorescence spectrum 

 重水と水溶媒を用いた PNIPAMの光圧相転移実験より、水溶媒が近赤外

光を吸収した結果、光熱変換効果による熱の生成が PNIPAM 相転移微粒子の形

成に重要であることが分かった。次に極性蛍光プローブ付の PNIPAM 水溶液を

用いて、相転移における微粒子形成と蛍光変化についての測定を行った。 

 対物レンズは 60倍(UPlan FLN 60, NA: 0.9, Olympus), 試料面での近赤外

光の強度は 300 mWとした。実験におけるハンドリング向上のため、油浸の 100

倍対物レンズから 60倍の対物レンズに交換した。VDP-co-NIPAM水溶液の粒子

形成は PNIPAM 水溶液同様、均一な粒子が形成された。蛍光測定に関しては、
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He-Cdレーザーを相転移誘起とともに長時間照射することで、試料の劣化、蛍光

のブリーチングが観測されたため、近赤外光の照射を止めた後の相緩和過程の

み測定を行った。VDP-co-NIPAM水溶液(Mw 25000 g/mol, 3.5 wt%)に近赤外光を

集光照射し、微粒子形成させたのち、近赤外光の照射を止めたときの応答を Fig. 

4.16に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.16 VDP-co-NIPAM水溶液(Mw 30000 g/mol, 3.5 wt%) に近赤外光を

集光照射し微粒子形成させたのち、照射を止めたたときの透過像 

  

近赤外光の照射を止めて 4 秒ほどで、トラップ粒子は溶解していく、相緩和過

程が顕微画像から観測された。熱拡散は PNIPAM水溶液の条件と同様に、式 4.8 
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より、1 ミリ秒以内に起こっていると考えられる。次に、同測定条件において、

落射照明を切り He-Cd レーザーを照射し蛍光励起したときの蛍光スペクトルの

時間変化を Fig. 4.17に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4.17 VDP-co-NIPAM水溶液(Mw 30000 g/mol, 3.5 wt%) の相緩和時の 

蛍光スペクトルの時間変化 

 

縦軸は蛍光強度、横軸は蛍光波長をそれぞれ表す。近赤外光を照射している(t=0 

s) 蛍光スペクトルでは、蛍光ピーク波長は=456 nmで、蛍光強度も強い。これ

は相転移微粒子が形成されることで、VDPユニットが PNIPAM鎖内に取り込ま

れ、無極性側へとシフトしているためと考えられる。また凝集することで単位

体積当たりの VDPユニット数が増加し、蛍光強度が増加したと考えられる。ま

た、経過時間とともに、蛍光ピーク波長はレッドシフトし、蛍光強度も減少し

ていく様子が観測された。これは相緩和がおこることにより凝集がほどけ、VDP

ユニットが極性環境へと暴露されていくためだと考えられる。蛍光ピーク波長

の時間変化を Fig. 4.18 に示す。 
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Fig. 4.18 VDP-co-NIPAM水溶液(Mw 30000 g/mol, 3.5 wt%) の相緩和時の 

蛍光ピーク波長の時間変化 

 

縦軸は蛍光ピーク波長、横軸は近赤外光の照射を止めたとき(t=0 s) からの経過

時間を表す。蛍光ピーク波長は照射を止めた後、456 nmのピーク波長を保ち、

その後、徐々にレッドシフトし、502 nmに緩和していく様子が観測された。緩

和過程の透過像との比較から、456 nmのピーク波長を数秒間保つのは微粒子の

溶解過程に関与していると考えられる。つまり、相転移微粒子から 456 nmのピ

ーク波長をもつ蛍光が観測されている。一方、透過像では相転移微粒子が溶解

した後に、蛍光ピーク波長では徐々にレッドシフトが起きていることが分かる。

すでに述べたように、観測領域からの熱の拡散、近赤外光の照射を止めて数十

マイクロ秒で起こる。つまり、系は相転移温度以下であり、光圧の影響がない

条件で、凝集体が緩和した後、VDP ユニットは徐々にもとの水和構造へと緩和

していく様子が観測された。この結果はヘテロダイン過渡格子法で得られた濁

度が緩和した後に globule状態の分子が数秒程度存在していることを支持する結

果だと考えられる。 
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4.5 Summary 

 光圧による PNIPAM水溶液の相転移・レーザートラップによる微粒子形

成を行った。重水中での PNIPAM の相転移は光圧のもっとも大きい焦点近傍で

のみ観測された。光圧により高分子密度が上昇することで水和構造よりも高分

子鎖の分子内・分子間相互作用が優位になるためと考えられる。また水溶媒に

おいては、近赤外光の吸収による光熱効果により熱が発生し、光圧とともに相

転移を相互的に誘起することを明らかにした。また緩和過程において、微粒子

が溶解する様子から、光圧により PNIPAM はより密にパッキングしていること

を明らかにした。 

 また、極性蛍光プローブを共重合させた PNIPAMの蛍光スペクトルと透

過像との比較から、微粒子が溶解したのちに、極性環境変化が起きていること

を明らかにした。この結果から、微粒子が溶解した後、水和状態へと緩和する

以前に、VDP ユニットが高分子鎖の内側に取り込まれている状態が存在してい

と考えられる。ヘテロダイン過渡格子法の結果と比較すると、透過像は凝集体

が緩和していく過程と、蛍光スペクトルは個々の分子が構造緩和していく過程

と関係付けられ、緩和過程における透過像と蛍光スペクトルの時間変化から、

ヘテロダイン過渡格子法で観測された globule 分子の緩和過程の存在を支持し、

また、globule分子の極性環境についての情報を得ることが出来た。 
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Chapter 5 

 

Application of local extraction and condensation 

under a microscope 

 

 

5.1 Introduction 

 前章までに、熱応答性高分子について、またヘテロダイン過渡格子法を

用いた相転移ダイナミクスの測定について、また顕微蛍光スペクトルを用いた

相緩和ダイナミクス測定について紹介してきた。続く第五章では、熱応答性高

分子の相転移機構を利用した新しい応用についての研究を紹介する。 

 熱応答性高分子は外部からの熱刺激に応答して、その溶解性を変化させ

る。[1]
 このとき、溶液内では、透明・白濁という見た目の変化だけでなく、親

水・疎水性や極性といった物性が大きく変化し、また熱に応じて可逆的に作用

する。[2,3]
 この熱応答性高分子の相転移による物性変化を利用した応用は、

Heskins等が熱応答性高分子を報告して以来、広く研究がなされている。その一

例として、懸濁水溶液中に熱応答性高分子を添加し、低温で粒子と水和吸着、

高温で吸着した粒子ごと沈殿・凝集させる懸濁溶液中のスラリー回収・水質浄

化の研究に着目した。[4,5]
 熱応答性高分子は懸濁粒子の回収のみならず、凝集と

ともに水溶液中に可溶化している疎水性物質を取り込む特徴を有し、溶液中の

物質を抽出する均一固相抽出法と呼ばれる研究も行われている。[6-13]
 この方法

は試料溶液中に熱応答性高分子を入れ、加熱することで溶解している試料を高

分子に取り込ませ、凝集・沈殿・回収し、有機溶媒に再溶解させ試料の濃縮を
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行い、既存の分析装置を用いて検出する。本研究は熱応答性高分子の相転移に

よる試料の取り込みに注目し、さらに均一固相抽出法のように沈殿・回収・再

溶解過程を行わない試料の In-situ 濃縮・検出を用いた新しい熱応答性高分子の

応用について研究を行った。方法としては、マイクロ空間中で熱応答性高分子

の相転移を誘起し、白濁化による検出の困難さを排除し、高分子水溶液に溶解

させた様々な色素を局所相転移領域内に捕集させることで、その濃縮度を確認

した。熱応答性高分子として poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM)と

poly(Vinylmethelether) (PVME) を用いて、色素の局所相転移領域内への捕集機構

についても考察を行った。[14,15]
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5.2 Experimental section 

 5.2.1 Local laser heating under the microscope 

 Fig. 5.1 に金属細線付セルを用いた局所加熱システムに用いた光学系の

概略図を示す。[16, 17]
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5.1 金属細線付セルを用いた局所加熱システム装置図 

 

試料セルは金属細線が蒸着した顕微鏡のキャリブレーション用ミクロメーター

(NT58-606, Edmund Optics) とカバーガラスの間に薄く延ばしたパラフィルムを

厚み 40 mのスペーサーとして挟み込み、熱で融着させて作成した。金属細線(ク

ロム製) の太さは 2 m のものを用いた。波長 975 nm の近赤外光(PL980P330J, 

Thorlabs) を対物レンズ(E Plan 100, oil, NA: 1.2, Nikon) に平行に照射し、試料面

金属細線上に集光照射した。試料面での近赤外光強度はおよそ 8.5 mWであり、
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焦点でのサイズはおよそ 3 mと見積もられる。透過像はダイクロイックミラー

(DMSP805, Thorlabs) を透過し、ハーフミラーを用いて、CCDカメラ(DCU223M, 

Thorlabs) と分光器(USB4000, Ocean Optics) を用いて観測した。吸収スペクトル

を測定するポジションは光ファイバーにより分光器と同軸上に導入された位置

合わせ用レーザーを用いて、金属細線に被らない観測領域のほぼ中心になるよ

うに調整された。 

 

 5.2.2 Sample preparation 

 熱応答性高分子として PNIPAM(Mw: 40000, Polysience, Mw: 157000, 

Polymer Source) と、PVME(Mw: 30000, Polysience) を用いた。各熱応答性高分子

の構造式を Fig. 5.2に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5.2 (a)PNIPAM (b)PVMEの構造式 

 

これら熱応答性高分子は純粋に 10.0 wt%で溶解させた後、24時間静置した。そ

の後、実験に応じて純水で薄めて使用した。熱応答性高分子水溶液に添加する

物質として、malachite green (MG), crystal violet (CV), sunset yellow (SY), new 
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coccine (NC) を和光ケミカルより、rhodamine B (RhB), rhodamine 6G (Rh6G) を

Sigma-Aldrichより erythrosine (Er), rose bengal (RB) を東京化成工業より、eosine Y 

(EY) を純正化学より購入した。用いたこれらの物質の分子構造を Fig. 5.3 に示

す。これらの物質は純粋に 1.0 mMの濃度で調整し、その後実験に応じて、0.5, 0.1 

mMに薄めて使用した。 

 

 

Fig. 5.3 各色素の構造式 

 

  



Chapter 5 
                                                              

                                                                                  

128 

5.3 Results and discussion 

 5.3.1 Local laser heating & phase transition 

 Fig. 5.4(a) に PNIPAM水溶液(分子量 40000, 濃度 10.0 wt%) を金属細線

付試料セルに入れ、顕微鏡下で近赤外光を照射したときの透過像を CCDカメラ

を用いた撮影した動画のコマ送り画像を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5.4 PNIPAM水溶液(Mw 25000 g/mol, 10.0 wt%) に近赤外光を 

集光照射したときの透過像 (a)近赤外光 on, (b) off 

 

金属細線はコマ送り画像上の黒い細線として撮影される。近赤外光が照射され

る以前の画像から、室温で溶液は均一な状態を保つことが分かる。近赤外光を

金属細線上に照射することにより、金属細線が近赤外光を吸収し、光熱効果に

より、熱が発生、面内に等方的な熱拡散により円形に温度上昇する。試料が相
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転移温度以上に加熱されることで相転移が誘起される。照射を続けると、焦点

を中心とした円形の相転移領域の生成が確認できる。経時変化を詳しく見てい

くと、照射開始からおよそ 1 秒以内で、相転移により相が不均一になる様子が

確認できる。その後、PNIPAM 同士の疎水性相互作用による凝集が起こり、内

部に含まれていた水が追い出されるため、均一な相が形成されていく様子が確

認できる。照射を続けるとおよそ 40 秒で完全に脱水が終わり、円形の均一な

PNIPAM相が生成しているのが分かる。Fig. 5.4(b) より近赤外光の照射を止める

と、相転移温度以下まで冷やされ、PNIPAM 相は速やかに均一相へと溶解して

いく様子が確認できる。これらの結果から、金属細線と近赤外光を用いること

で局所的に均一な PNIAPM相の生成に成功した。 

 また濃度を変化させた PNIPAM 水溶液(分子量 40000, 濃度 5.0 wt%) を

用いて同様の相転移領域の生成実験を行ったところ、均一な PNIPAM 相の形成

にかかる時間は 10.0 wt%の条件で 2倍程度早かった。これは濃度を薄くするこ

とで、脱水する水の量が多くなり、均一な高分子相の形成に時間がかかったた

めと考えられる。また、高分子量の PNIPAM 水溶液(分子量 157000, 濃度 10.0 

wt%) で同様の測定を行ったところ、低分子量条件の方が PNIPAM相の形成が早

い こ と が 分 か っ た 。 こ れ は 高 分 子 量 溶 液 で は 溶 液 粘 度 が 高 く

(Mark-Houwink-Sakurada equation)、また分子サイズも大きい為、高分子の移動に

かかる拡散時間が長くなったためと考えられる(Einstein-Stokes equation).
[18,19]

 

 

 5.3.2 Local extraction & condensation 

 次に PNIPAM水溶液に水溶性色素を添加して同様の実験を行った。一例

として、PNIPAM水溶液(分子量 40000, 濃度 10.0 wt%) に CV水溶液(0.1 mM) を

添加したときの顕微鏡下で近赤外光を照射したときの透過像をCCDカメラを用
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いた撮影した動画のコマ送り画像を Fig. 5.5 に示す。また、位置合わせガイドレ

ーザーを用いて相転移領域のほぼ中心(緑の☆印) からの光を測定した顕微吸収

スペクトルの時間応答を Fig. 5.6 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5.5 CVを添加した PNIPAM水溶液(Mw 25000 g/mol, 10.0 wt%, CV: 0.1 mM)

に近赤外光を集光照射したときの透過像  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5.6 CVを添加した PNIPAM水溶液(Mw 25000 g/mol, 10.0 wt%, CV: 0.1 mM)

に近赤外光を集光照射したときの吸収スペクトルの時間応答 
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近赤外光の照射とともに、相転移が誘起され、脱水が進行していくとともに、

相転移領域が色ついていく様子が観測された。また吸収スペクトルも同様に、

相転移が誘起されるとともに吸収が増大し、均一相が形成される 30-40秒にかけ

て変化する応答を得た。ここで、参照応答として、バルクで測定した CV水溶液

の吸収スペクトルを Fig. 5.7 に示す。分光光度計として UV/VIS 

spectrophotometer(V-530, JASCO) を用いた。ブランクの測定には純水を用いた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5.7  バルクでの CV水溶液の吸収スペクトル 

 

得られた顕微吸収スペクトルと、バルクでの CV水溶液の吸収スペクトルを比較

すると、相転移により得られた吸収スペクトルは 5 nm程度のレッドシフトが見

られるが、CV水溶液の吸収スペクトルとおよそ一致した。このことから、相転

移領域に抽出・濃縮されているのは添加した CVであることが分かった。吸収ピ

ークのレッドシフトは PNIPAM 相の極性変化による溶媒効果であると考えられ

る。このとき吸光度の変化から、CV はおよそ 25 倍濃縮され、PNIPAM 相中で

2.5 mM程度になった。 
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 同様の測定を CV水溶液の濃度を 0.5 mMで行った。すると、相転移領

域で CVはおよそ 5倍濃縮され相転移領域中で 2.5 mM程度になった。また濃度

や分子量を変化させた PNIPAM水溶液中においても、CVは相転移領域中で 2.5 

mM程度になった。これらのことから、相転移領域に捕集できる溶解量に一定の

値があるのではないかと考えられる。 

 他の色素についても、同様の実験を行い、吸収スペクトル変化から、濃

縮度を算出した。9種類の色素を測定したところ、PNIPAM相に捕集される色素

と捕集されない色素が存在することが分かった。熱応答性高分子は相転移時の

水相-高分子相に分かれるため、色素の各層への分配には物質の疎水性度を表す

分配係数が関係していると考えられる。用いた各試料について、水/オクタノー

ル分配係数を求めた。[20]
  

 水/オクタノール溶液は各色素水溶液(0.5 mM) に 1-オクタノールを同量

加えて調製し、良く振とうさせたのち 24時間以上放置し、水相中の各色素につ

いて、UV-Vis 分光光度計を用いて吸収スペクトル測定を行った。得られた水相

の吸収スペクトルから水相の試料濃度を算出し、初期濃度の差から油層の濃度

を算出した。以下の式を用いて各色素の分配係数を求めた。 

wowo CLogCLogP //        (5.1) 

Table 5.1 に各色素の分配係数と 0.5 mMの色素濃度を用いたときの、相転移領域

中での濃縮度を示す。 
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Table 5.1 各色素の分配係数と濃縮度 

 

分配係数と濃縮度を比較すると、分配係数が正、つまり疎水性物質は相転移領

域内へと捕集されることが分かった。また分配係数が負、つまり親水性物質で

ある RB, SY, NCは捕集されないことが分かった。これらのことは、相転移領域

が水相よりも疎水性が高いことと一致した結果だと考えられる。しかし、Er, EY

に関しては、分配係数が負、つまり親水性物質であるにも関わらず、相転移領

域内へと捕集されることが分かった。これらのことから、PNIPAM 相転移領域

内への濃縮はおおむね物質の疎水性度に依存すると考えられる。 

 相転移領域への物質の抽出機構についてより理解するために、PNIPAM

に変わる熱応答性高分子として、PVME を用いて同様の測定を行った。PVME

水溶液(分子量 30000, 濃度 10.0 wt%) に CV水溶液(0.5 mM) を添加したときの

相転移時のコマ送り画像を Fig. 5.8 に示す。 

 



Chapter 5 
                                                              

                                                                                  

134 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5.8 CVを添加した PVME水溶液(Mw 30000 g/mol, 10.0 wt%, CV: 0.5 mM)に

近赤外光を集光照射したときの透過像 (a)近赤外光 on, (b) off 

 

PNIPAM 水溶液の相転移応答と同様に、近赤外光を照射すると相転移領域が生

成されているのが分かる。また照射をやめるともとの均一水溶液に緩和してい

く様子が観測された。しかし、CCDカメラの画像からは PVMEの相転移領域内

に CVが濃縮されていく様子は観測されなかった。相転移時の顕微吸収スペクト

ルの時間変化応答を Fig. 5.9 に示す。 
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Fig. 5.9 CVを添加した PVME水溶液(Mw 30000 g/mol, 10.0 wt%, CV: 0.1 mM)に

近赤外光を集光照射したときの吸収スペクトル 

 

顕微吸収スペクトルから、相転移の前後で吸収変化が観測された。しかし、相

転移時の吸収スペクトルに注目すると、波長 450-500 nm に観測される、CV 水

溶液で通常、吸収がない、ベースラインとなる領域の吸収が増加している様子

が観測された。このことから、相転移前後のスペクトル変化は濃縮による吸光

度の増加ではなく、相転移した PVME による光の透過率の減少であると考えら

れる。PNIPAM 水溶液においても、用いる分子量を大きくすると、このような

相転移による光の透過率の減少が観測されることから、熱応答性高分子由来の

光の透過率減少応答であると考えられる。 

 PVMEを用いた局所相転移領域中への物質の捕集について、他の試料に

対しても測定を行ったところ、どの物質も捕集されることはなかった。PNIPAM

同様に、PVME による相転移領域は水相よりも疎水性が高く、親水性物質が濃

縮されやすい環境になっていると考えられるが、物質捕集に差が生じた。この

ことから、PNIPAM と PVME の構造の違いが、物質の捕集機構に深く関与して
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いるのではないかと考えられる。 

 両者の構造について比較を行うと、熱応答性高分子の基本骨格としての

親水基にPNIPAMはアミド基、PVMEはエーテル基を有していることが分かる。

(Fig. 5.2) また、PNIPAMの相転移領域内に捕集される物質について見ていくと、

MG, CV, RhB, Rh6Gは官能基としてアミド基と相互作用の起きやすいアルキル

アミノ基を有していることが分かる。(Fig. 5.3) また Er, EYも同様に相互作用の

起きやすいカルボキシル基を有していることが分かる、これらの PNIPAM の親

水基と相互作用の起きやすい官能基を持つ物質が優先的に捕集・濃縮されると

考えられる。 

 Er, EY, RBは基本骨格としてキサンテン構造を持ち、同様にカルボキシ

ル基を持つが、RBだけ捕集されなかった。これらの色素は官能基としてヒドロ

キシ基とカルボキシル基を持ち、溶液中の pHによって水素イオンが解離するた

め、PNIPAM のアミド基との相互作用が変化すると考えた。水溶液中の EY と

RBの酸解離の平衡反応式を Fig. 5.10 に示す。[21]
 平衡式から分かるように、EY

と RBのヒドロキシ基、カルボキシ基の水素イオンはともに、中性条件で解離し

ていることが分かった。各色素の持つ官能基に差異が見られなかったことから、

RB の構造由来の立体障害や Cl 分子の電子状態などが関与しているのではない

かと考えられる。 
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Fig. 5.10 (a) EYと(b) RBの酸解離平衡反応式 

(V. R. Batistela et al., Spectrochimica Avta Part A, 79, 889, 2011.) 
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5.4 Summary 

 以上のように、金属細線付の試料セルと近赤外光を用いて、顕微鏡下で

局所的に熱応答性高分子の相転移領域の生成に成功した。またこの相転移領域

を用いて溶存中の物質を in-situ に濃縮・検出することに成功した。この相転移

領域には疎水性物質や PNIPAM のアミド基と相互作用の起きやすい官能基を持

つ分子が捕集・濃縮されることを明らかにした。また、局所空間において物質

の濃縮が行えることから、反応・抽出・検出を硝子基板上で集積して行えるマ

イクロ化学チップにおいて、反応後の試料の濃縮・検出が高感度に行えるので

はないかと考えている。また、目的の分子構造と相互作用の起きやすい熱応答

性高分子をデザインし、抽出剤に用いることで、特定物質の高感度熱応答性濃

縮剤としても応用できるのではないかと考えられる。また局所空間中の相転移

領域を用いた物質の捕集を行い、その捕集機構について明らかにした。局所に

おいて相転移領域を生成、濃縮場に利用することで、in-situにその様子を検出す

ることが可能となり、この研究を発展させることで、熱応答性高分子の相転移

領域を試料の濃縮だけでなく、局所での環境変化を利用した反応場の形成や、

反応触媒とともに保持することで、高活性触媒反応などにも使えると期待され

る。 
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Chapter 6 

 

Conclusion and future outlook 

 

 

6.1 Conclusion 

 本研究は、熱応答性高分子、特に poly(N-isopropylacrylamide) (PNIPAM) 

水溶液の相転移ダイナミクスを、ヘテロダイン過渡格子法を用いて明らかにし

た。また同測定法と別の視点から PNIPAM 水溶液の相転移を考察するため、近

赤外光を導入した顕微鏡下で蛍光ラベルされた PNIPAM の相転移の誘起とその

緩和過程の観察、および蛍光スペクトル測定を行った。また、相転移による

PNIPAM の物性変化を用いて、試料の局所的な濃縮とその原理について検討を

行った。 

 第一章では、熱応答性高分子の熱に対する特異的な性質と応用例を紹介

し、水と高分子の相互作用が生体高分子の機能発現に深くかかわっていること、

相転移ダイナミクス研究の目的について述べた。また分光法・時間分解分光法

について、また光熱変換分光法が発展した歴史的背景について紹介した。 

 第二章では光熱変換分光法の一種である過渡回折格子法およびヘテロ

ダイン過渡格子法の特徴および測定原理について数式を用いて解説した。また

緩和法の一種であるレーザー温度ジャンプ法を紹介し、ヘテロダイン過渡格子

法と組み合わせることで、光を用いて熱により反応が進行する過程が測定でき

る利点について述べた。 

 第三章では、同測定法を用いて PNIPAM水溶液の相転移ダイナミクス測
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定を行い、分子レベルから溶液全体へと連続して起こる一連の相転移過程につ

いて検討を行った。その結果、PNIPAM 水溶液の相転移過程は透明・白濁の二

状態のみが存在するのではなく、PNIPAM 鎖から水が脱離する過程から巨視的

に凝集が起こるまでに数段階の過程を経ていること、また凝集状態からの緩和

においても、巨視的な構造緩和から、分子レベルでの構造緩和を経ていること、

これらの一連の相転移・相緩和過程について初めて明らかにした。 

 第四章では光圧による PNIPAM水溶液の相転移誘起、および顕微蛍光測

定を行った。極性蛍光プローブを共重合させた PNIPAM の蛍光スペクトルと透

過像との比較から、微粒子が溶解した後の、極性環境変化について検討を行っ

た。蛍光スペクトル変化より個々の分子が構造緩和していく過程が観測され、

また粒子が溶解していく透過像の応答と比較を行うことで、局所的な構造転移

と巨視的な相緩和の相関について明らかにした。この結果はヘテロダイン過渡

格子法により得られた考察を支持した。 

 第五章では PNIPAM 水溶液の相転移による物性変化を用いた応用とし

て、金属細線と近赤外光を用いた局所相転移領域の生成と、相転移領域の極性

環境などによる試料の局所的な in-situ 濃縮および検出を行った。局所的な空間

において、均一な PNIPAM 相の形成に成功し、物質の抽出場としての特性につ

いて検討を行い、同等の分子量・相転移温度を持つ poly(vinylmethelether) (PVME)

水溶液を用いた比較実験、および用いた色素の構造から、濃縮場としての特性

は高分子相の疎水性だけでなく、物質-高分子間の相互作用が重要であると示唆

された。この結果から、試料の濃縮だけでなく、局所での環境変化を利用した

反応場の形成や、反応触媒とともに保持することで、高活性触媒反応などにも

使えると期待される。 

 第六章では本研究を総括した。 
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 以上、PNIPAM水溶液の相転移ダイナミクス測定および相転移を利用し

たアプリケーション開発についての研究に成功した。我々の周りで起きている

化学反応の多くは熱変化を伴う反応である。従来の光を用いた分光測定では、

これらの熱変化を反応解析の手法として生かした測定はあまり行われてこなか

った。その中で光熱変換分光法の一種であるヘテロダイン過渡格子法を用いて

反応解析を行えたこと、またレーザー温度ジャンプ法を用いて光熱変換による

試料の熱誘起を行えたことは、光と熱の境界領域を広げる興味深い研究であっ

たと考えている。 

 熱応答性高分子の相転移ダイナミクスについては、同測定法を用いて一

連の相転移過程を明らかにすることで、高分子と水や、高分子間の連続的に変

化する相互作用について明らかにすることが出来た。この結果から、将来的に

生体高分子の構造変化過程などの研究を行う際の知見になるのではないかと考

えている。また光圧による相転移誘起と顕微蛍光測定を相転移ダイナミクス測

定に用いたことで、顕微鏡測定に関する技術や知識を習得できたことは非常に

有意義であった。透過像と蛍光スペクトルという異なる測定を用いて同一の現

象を測定することで、相緩和に関する新しい知見が得られた。各々の測定を行

うだけでなく、各測定結果を比較する手法は相転移を伴う過程の解析に有効な

手段であると考えている。 

 また局所空間中の相転移領域を用いた物質の捕集を行い、その捕集機構

について明らかにした。局所において相転移領域を生成、濃縮場に利用するこ

とで、in-situにその様子を検出した。この研究を発展させることで、熱応答性高

分子の相転移領域を試料の濃縮だけでなく、局所での環境変化を利用した反応

場の形成や、反応触媒とともに保持することで、高活性触媒反応などにも使え

るのではないか考えている。 
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 最後に、修士・博士課程において、光と物質の相互作用に関して、光に

より物質を励起したヘテロダイン過渡格子法、光により物質を操作したレーザ

ートラップ法についての技術・知識を習得することができた。また光と物質の

相互作用の一環として、光による物質の破壊を基にしたレーザーアブレーショ

ン研究が出来なかったのが心残りである。 
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