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蛍光顕微鏡を用いた気液界面単分子膜の
直接観察と膜質制御

分子認識素子研究分野下村政嗣

気液界面単分子膜の直接観察と膜質の制御を行うために，蛍光顕微鏡を装着したフィルムバランスを作製し

た。単分子膜中での二次元結晶化の過程と結晶形態やサイズは，圧縮速度や温度に大きく依存する。とりわけ

パネルヒーターを用いて水面のみを加熱処理する方法は，対流などの影響が少なく均ーな再結置が可能となっ

た。下水相に添加した高分子電解質と単分子膜とのポリイオンコンプレックスのモルフォロジーは高分子の化

学構造に大きく依存する。ポリアクリル酸等の解離性高分子を用いると， pHによる膜質制御が可能である。単

分子膜の蛍光顕微鏡観察を用いたオプテイカルイオンセンサーの設計例もあわせて紹介する。

1.はじめに

オレイン酸のような両親媒性化合物をベンゼンに溶

かし水面上に滴下すると，さっと油膜が広がり溶媒が

揮発した後に数ナノメーターの厚みを持つ薄膜が残

る。この膜は気液界面単分子膜，あるいは Langmuir

によって詳細な研究がなされたことから， Langmuir 

膜 (L膜)とも呼ばれている。また Langmuirとその

弟子の Blodgettは，単分子膜を固体基板上に一層づ、つ

移し取って多層膜を作製する技術を開発した。こうし

て累積した分子薄膜は Langmuir-Blodgett膜，あるい

はその頭文字を取って LB膜と呼ばれている。 LB膜

は，分子が二次元に配向した単分子膜を構成要素とし，

膜厚や組成を任意にコントロールしながら分子レベル

のフィルムを作製できる点で，分子素子やバイオ素子

実現化の有力な素材として注目を集めている。望むべ

き構造と機能を持つ LB膜を設計するためには，構成

要素である単分子膜の評価が必要となる。従来，単分

子膜や LB膜の構造評価には電子顕微鏡による形態観

察や電子線回，赤外分光法， x線回折など様々な手法
が用いられてきた。しかし，その多くは固体基板に移

し取った単分子膜や LB膜を対象としたものであり，

水面上の単分子膜を観察するには適しているとはいえ

ない。気液界面の単分子膜を直接評価する方法が確立

されれば，膜構造をその場で制御しながら LB膜を作
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製することが出来るにちがいない。そこで我々は，蛍

光顕微鏡を用いた単分子膜の直接観察を行い，単分子

膜の膜質制御の可能性を検討した。

2.蛍光顕微鏡による単分子膜観察装置の作製

単分子膜のダイナミックな挙動を肉眼で直接観察で

きる点において，蛍光顕微鏡は魅力的な観察手法であ

る。この手法は， 1984年にドイツとアメリカの生物物

理の研究グループによってほぼ時を同じくして開発さ

れた方法である [IJ。蛍光イメージ観察用の装置は，落射

型蛍光顕微鏡と単分子膜作製装置(フィ lレムバランス)

からなり，その測定原理はきわめて簡単である。しか

し，観察対象が水面上の厚みわずか数十オングスト

ロームの薄膜であり，水の対流や空気の流れによる水

面の撹乱の影響をうけるので，安定な蛍光イメージを

得るためには様々な工夫が必要で、ある。

我々は，小型のフィルムバランスを落射蛍光顕微鏡

のステージに載せた顕微鏡固定型と，大型のフィルム

バランスに顕微鏡鏡体を取り付けたフィルムバランス

固定型の二つのタイプの蛍光顕微鏡観察装置を試作し

た。小型のフィルムバランスを市販の落射蛍光顕微鏡

のステージを改良した X-Y-Zステージ上に置き，空

気流からの撹乱を受けないように全体をグロープボッ

クスのなかに収めた。焦点あわせや，観察位置の移動

はX-Y-Zステージの外部からの操作により行った。



一方，累積操作ができる大型のフィルムバランスの

場合，時々刻々と変化する蛍光イメージを水面上の

様々な地点で観察するために，可動式の顕微鏡鏡体を

用いることにした1210市販の蛍光顕微鏡の鏡体を切り

取り，水槽を取り 囲むように設置された大型の X-Y-Z

ステージに取り付け，ジョイスティックとステッピン

グモーターの操作で位置の制御を行う。単分子膜を圧

縮する駆動ノfリアーと同期して移動することもできる

ようにし，観察対象を定め圧縮に伴う蛍光イメ←ジの

動的変化を追跡することを可能とした。鏡体の軽量化

と，光源から発せられる熱による単分子膜の撹乱をふ

せぐために，光源は外置きとし石英ファイパーを通し

て励起光を投光管に導入した。この装置では蛍光スペ

クトルの同時測定も可能である。 40倍の超長焦点レン

ズと，流動的でかつ微弱な蛍光像を捉えることができ

る高感度 SITカメラの選択が良好な画像を得るキ←

ポイン卜になった。また，紫外域での励起に対応でき

るよう投光管は全て石英の光学系とした。特に紫外域

での観察には作動距離の長い反射対物レンズを使用し

た。単分子膜中での結品成長制御をその場で観察する

ことを目的として特別なヒーターを設計した。これは，

水槽の加熱に伴う対流による水面の撹乱を小さくする

ために，水面上から索処理しかっ同時に蛍光観察がて‘

きるパネルヒーターである。

3.水面上単分子膜のモルフォロジー観察

蛍光顕微鏡を用いて単分子膜の観察を行なうために

は，単分子膜が発光性でなげればならない。長鎖カル

ボン酸やリン脂質など蛍光性発色団を持たない単分子

膜の場合には蛍光プロープを用いる。一例として 2
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モル%のオクタデシルローダミン 1をプロープとして

含む臭化ジオクタデシルジメチルアンモニウム 2の単

分子膜の蛍光イメージを示す。テフロンバリアーを動

かして膜が占有する面積を徐々に小さくしていくと，

単分子膜は流動的な，いわゆる液体膨張膜と呼ばれる

状態から，流動相と結晶相が共存する領域を経て国体

中目へと変化する。この変化は，二次元の相図である表

面圧一分子占有面積曲線 (π-A曲線)として記述され

る(図3参照)。

分子占有面積が大きく圧力が低い場合，顕微鏡の視

野は一面に光っている o 二次元の結晶化が始まると明

るい視野のなかに暗いスポットが出現する。流動的な

状態では蛍光プロープは単分子膜中に均一に分散し，

視野全体は明るく輝いている。結晶化がおこると蛍光

プロープは不純物としてはじきだされ，膜面内での蛍

光プロープの分布に差が生じるため明暗のコン トラス

トとして蛍光イメージが観察される。結晶相は圧縮に

伴いデンドライト状に成長し(図 1)，高圧下では識別

出来ないほど密に詰まるった。酸化シリコン薄膜上に

移し取った単分子膜を位相差電子顕微鏡で観察する

と，蛍光イメージに相当するデン ドライトが観察され，

その電子線回折パターンは 6点スポッ トとなることか

らこのデンドライ ト状の形態は化合物2の二次元結品

であることが確かめられてた (3)0 

4.単分子膜の形態制御

単分子j摸の膜質がLB膜の様々な機能を大きく支配

していることは言うまでもないことである。たとえば

図 1 ジオクヲデシルジメチルアンモニウム塩単分子

膜の蛍光顕微鏡イメージ。
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分布はむしろ広くなっている。

圧力にむらがあり結品核形成が不均一におこっている

ためだと考えられる e4J。

既に我々は，単分子膜を熱処理にすることで二次元

結晶のサイズが著しく大きくなることを明らかにし

た[3J。化合物2の単分子膜の結晶は圧力が上昇すると

互いを識別するのが困難なほど密に詰まる O 一旦圧縮

した後ノfリアーを戻して圧力を下げると，結晶相が数

珠状に連なったパターンが見られ，さらに圧力を下げ

ると結晶は消滅してしまう。小さな結晶をよせあつめ

ただけでは大きな結品にはならないことがわかる。と

ころが， 20
0

Cで単分子膜を圧縮した後水槽全体を 40
0

C

まで加熱し，ふたたび冷却すると結晶のサイズは著し

く大きくなる O この操作は水面上で単分子膜結品の再

結晶を行なったことになる。 しかし，水槽全体を加

熱する方法には問題点があった。我々が用いている

フィルムバランスは，水槽の裏底にとりつけた蛇管を

通して恒温水を循環し温度を制御している。その結果，

加熱時には対流が起こり水面上には大きな温度分布が

生じた。結晶成長は温度に大きく支配されるので，水

槽全体を加熱する方法では結晶サイズに分布が生じて

しまう。そこで，水面だけを均一に加熱する方式を採

用することで対流の発生を抑えることにした [2J。水面

上に設置したパネルヒーターには熱処理のプロセスが

観察できるように対物レンズ用の穴をあけた。水面の

温度は，ヒーターにかかる電圧と水面からの距離に

これは水面上の温度や超薄膜絶縁体として電子デバイスに組み込もうとすれ

ば，欠陥の無い均一な LB膜の作製が要求される。用途

によってはサイズの揃ったドメインが規則的に並んだ、

構造が必要になる場合もあるだろう。蛍光顕微鏡によ

る単分子膜のその場観察法は， πA曲線の解釈や結晶

化等の夕、イナミックなプロセスの解明のみならず，顕

微鏡で直接モニターしながら水面上単分子膜の構造を

操作し膜質制御された LB膜を作製することも可能と

する。

単分子膜中における結晶ドメインの形成は，圧縮速

度や温度などの物理的条件と，下水相の pHやイオン

添加などの化学的条件に大きく依存するO たとえば，

結晶核の形成を制御できればドメインサイズのコント

ロールが可能となる。単分子膜の圧縮速度は結晶核生

成を支配する大きな要因である。図2はジオクタデシ

ルジメチルアンモニウム塩の結品ドメインサイズにお

よぽす圧縮速度の効果を示したものである。一画面お

よそ 73，500μm2の顕微鏡視野を場所むらのないよう

に24画面抽出し簡単な二値化処理によって結晶ドメ

インの面積を求めた。 150mm  X 560 mmのフィルムバ

ランスを用い 60mm2/secで圧縮した場合，平均サイ

ズ116μm2の445個の結晶が観察された。50μm2以下

の小さなドメーインの分布が目につく。一方，6mm2/

secの圧縮では 257個にまで減少し平均サイズは 234

μm2であった。ゆっくりと圧縮することで 1000μm2

を越える大きなドメインも形成される。しかしサイズ
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図 2 ジオクタデシルジメチルアンモニウム塩単分子膜の結品ドメインサイズの圧縮速

度依存性。
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よってコントロールすることができた。水槽の温度を

20
0

Cに設定し，圧力が20mN/mになるまで圧縮する

と直径 2~3 ミクロンの結晶が形成される。この圧力

を保つように圧力センサーからバリアーにフィード

ノfックをかけながらパネルヒーターに電圧をかける

と， 5分ほどの聞に水面の温度は 42
0

C付近まで上昇す

る。温度が上昇するにつれて結品サイズは小さくなり

40
0

Cを越えたあたりで結品は消失し視野は均一に光

る。ここでヒーターのスイッチを切ると急激に水面温

度が下がりはじめ， 350C付近から再び結晶が出現しは

じめる。水面温度は 10分ほどで20
0Cに戻った。

一方，水相温度が 10
0

Cの場合，単分子膜展開直後か

ら不均一な核形成がおこりサイズ分布の大きなドメイ

ンが得られたが， 5 mN/mの定圧条件下で再結晶する

ことでドメインのサイズ分布は均一になった。膜面全

体を均一に熱処理することで，個々のドメインが持っ

ている展開直後の履歴が除かれ熱力学的な平衡に近い

状態で結晶化したものと考えられる。

下水相の pHやイオン強度の変化も単分子膜のドメ

イン化を支配する大きな要因である。下水相に溶存す

る物質との相互作用によってドメインの形態を著しく

変えることも可能で、ある。カリウムイオン選択性のイ

オノフォアであるパリノマイシンを含むジドデシルリ

ン酸3単分子膜の πA曲線は NaCl水溶液上と KCl

水溶液上ではかなり異なる。これはパリノマイシンと

カリウムイオンが膜界面において特異的なホストーゲ

スト相互作用をしているためだと考えられる。蛍光顕

微鏡による形態観察にも下水相イオンの違いが見られ

た。 NaClの場合にはドメインのサイズも数も著しく

減少するのに対し， KClでは小さなドメインが密につ

まった蛍光像が得られた[司。

5.ポリイオンコンプレックス法による
ドメイン形成制御r61

電荷を持った単分子膜を反対電荷の水溶性高分子を

含む下水相上に展開すると，気液界面で高分子'性のイ

オン対すなわちポリイオンコンプレックスを形成す

る。この方法は簡便な高分子性LB膜の作製法として，

また高分子の配列制御法として注目されている。さら

に高分子との相互作用を利用して単分子膜の膜質制御

にも用いることができる。イオン対形成にともなう z

A曲線の変化は高分子の化学構造に大きく依存し，

-12 

例えばカチオン性単分子膜とのコンプレックスでは高

分子のアニオン電荷密度が大きいほど単分子膜を凝縮

させる傾向が見られる。アニオン性モノマーであるス

チレンスルホン酸と水溶性に富むアクリルアミドとの

共重合体4を合成し πA曲線ならびに蛍光イメージ

に及ぼす共重合組成の効果を検討した。スチレンスル

ホン酸とアクリルアミドが1対 1の組成比ではスチレ

ンスルホン酸のホモポリマーよりも圧力立ち上がりの

面積が大きくなる。これは高分子のアニオン電荷密度

の低下によって膜分子聞の密なパッキングが妨げられ

たものと考えることができる。さらにアクリルアミド

の組成比を 1対6に増やすと πA曲線はより広面積

側にシフトする(図3)。

しかし，アクリルアミドの組成がもっと増加しでも

(1対64)πA曲線には大きな変化はみられなくなる。

これはアクリルアミド連鎖によるスペーサー効果で説

明することができる。重合性基を有する二分子膜の分

子パッキングが高分子主鎖形成によって乱されること

は以前より指摘されていた。 Ringsdorfらは高分子主

鎖とアルキル鎖の聞に緩衝作用を示す親水性のスペー

サーグ守ループを導入することで，単分子膜の分子パッ

キングに対する主鎖形成の影響を抑えることに成功し

た[':。共重合体とのコンプレックスの場合も，アクリル

アミド組成が大きくなりその連鎖がある程度の長さに

なると水相で柔軟なコイルを形成し，膜分子のパッキ

ンクゃへの影響が小さくなり， πA曲線の組成依存性も

小さくなるものと考えられる(図 4)。

分子パッキングにおよぽすアクリルアミド連鎖のス

ペーサー効果は蛍光イメージの観察にも見いだされ

た。ポリスチレンスルホン酸のホモポリマーとのコン

プレックスでは顕微鏡の視野は圧力に関係なく均一で、

ある。アクリルアミドの組成が少ない場合にも視野は

均一で結晶ドメインは観察されなし〉。一方，組成比1

対64の共重合体では圧縮に伴いデンドライト状のド

メインが成長した。

ポリアクリル酸のように可逆的な解離平衡を示す高

分子を用いればpH変化によるドメイン形成制御が期

待される。図 3bに種々の pH条件下における πA曲

線と， 5mN・m-1における分子占有面積と pHの関係

を示す。面積と pHのプロットは， pH 5付近をさかい

に低い pH側で単分子膜の面積が広がる傾向を示して

いる Oポリアクリル酸の pKa付近よりも低い pH領域
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図 3

では，未解離のカルボキシル基が多く高分子の電荷密

度が減少し πA曲線が広がるものと解釈できる。純水

上の πA曲線は pHに対し大きな変化を示さないこ

とから，ポリアクリル酸とのコンプレックス形成によ

りpH変化に応答する新しい機能が付与されたことを

意味している。これは，高分子の性質を利用すること

で膜特性の制御が可能性になったことを示す重要な結

果である。

蛍光顕微鏡像にも著しい pH依存性が見られる。

pH3では視野は均一に光っており結晶化しにくいよ

うである。pH5.5では小さな黒点が観察されはじめ，

pH 11では明確なデンドライト状結晶ができる。 7t-A

曲線の結果とあわせ推論すると，低pHでは未解離の

アクリル酸連鎖が単分子膜疎水部近傍に入り込み膜分

子聞のパッキングを悪くすると考えられる。アクリル

アミドとは異なり，未解離のアクリル酸残基はスペー
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サーとしての効果を示さないようである(図 4b)。

ところで，高pHでほとんど解離したポリアクリル

酸とのコンプレックスでは結晶ドメインが見られるの

に対し，常に完全解離しているポリスチレンスルホン

酸ではドメイン形成が見られない。大きなベンゼ、ン環

の立体障害によって膜分子のパッキングが阻害されて

いるのかもしれない。単分子膜の結晶化には，膜分子

の側方拡散と適切な分子パッキングが必要となる。ポ

リイオンコンプレックス単分子膜では，高分子の電荷

密度，側鎖置換基の立体効果，イオン対形成の結合定

数，高分子主鎖の自由度，高分子側鎖の疎水性，など

の要因が複雑にからみあって結晶化を支配するものと

考えられる。

6.形態観察の応用

Wolfbeisらは膜電位感受性色素としてオクタデシ

ルローダミンを含むパリノマイシンとアラキジン酸と

の混合単分子膜を石英基板上に累積し，カリウムイオ

ンのオプテイカルセンサー(オプトーデ)の作製を行っ

た:8J。パリノマイシンによるカリウムイオンの取込に

伴う膜電位変化をローダミン色素の蛍光強度変化とし

て検出しようとするものである。しかし彼らのLB膜

はカリウムイオンに応答するものの，イオン強度の変

化に伴う非特異的な蛍光応答もみられた。そのために

参照オプトーデとしてパリノマイシンを含まないLB

膜が必要で、ある。そこで我々は，より選択性に優れた

センサーを設計するために，蛍光分光光度計を装備し

た蛍光顕微鏡トラフを用いてローダミン色素の蛍光強

度を支配する要因を調べた。膜化合物としてジドデシ

/レリン酸とアラキジン酸を用いたところ，蛍光強度は

結品ドメインの形成とともに著しく減少すること，ア

ラキジン酸との混合単分子膜ではドメイン形成に及ぽ

す金属イオンの効果がジアノレキルリン酸ほど顕著にみ

られないことが明らかになった:9J。そこで，ジアルキル

リン酸をマトリックス膜として，イオンとの相互作用

があってもあまり大きな形態変化のない圧力条件で累

積膜を作製し，フローセル中での種々のイオンに対す

る蛍光強度の応答を測定したところ，カリウムイオン

に対しては蛍光強度の減少が見られナトリウムイオン

ではほとんど変化はなかった。ジアルキノレリン酸LB

膜を用いることで参照オプトーデは不用となった。蛍

光強度の変化量はカリウムイオン濃度の対数に比例す

14 

ることから，膜電位変化を反映しているものと考えら

れる [10。以上の結果は，蛍光顕微鏡による単分子膜の

直接観察をもとにしたイオン選択性の高いオプトーデ

設計の成功例である。

最近，熱処理によって LB膜の機能が向とすること

を見いだした。半導体電極表面を単分子膜1とポリビ

ニル硫酸からなるポリイオンコンプレックス LB膜で

修飾し，ブエロシアン化カリウムの電気化学酸化還元

反応を調べた。通常の累積操作で表面被覆した電極に

は多くの欠陥があり，電極反応は有効にはブロックさ

れない。一方，水面上でポリイオンコンプレックス単

分子膜を熱処理した後に累積すると，電気化学反応の

著しい抑制がみられた。これは，熱処理によって LB膜

中の欠陥が減り絶縁性が向上したためである [11]。今後

熱処理は，高品質LB膜の作製法として広く用いられ

る技術となるであろう。

7.おわりに

水面上単分子膜のミクロ構造を蛍光顕微鏡によって

直接観察する手法は，発色団を持つ膜や蛍光プロープ

の添加を必要としており， X線回折法や FT-IRなど

に比べると汎用性に欠けるという批判もある O 光学顕

微鏡による観察であるためにその分解能には制約があ

るものの，反射分光法や顕微分光法の併用が簡単であ

り分子レベルの情報を得ることが可能で、ある。最近，

Brewster角度で単分子膜に p-偏光を入射し反射率の

違いを利用して相状態の変化を視覚化する顕微鏡

(Brewster Angle Microscope: BAM)の作製が報告

されている II~ ， J:lJ。ドイツとフランスのグループがそれ

ぞれ独自に開発しており，前者の装置は市販されてい

る。この手法は蛍光プローブを必要としない点で汎用

的であり今後研究例が増えるものと思われる O 一方，

原子問力顕微鏡 (AFM)などとの併用によって光学顕

微鏡から電子顕微鏡レベルにいたる広いレンジで単分

子膜の構造評価が可能である。 Hansmaらと Gaubら

は原子間力顕微鏡や走査型トンネル顕微鏡 (STM)を

組み込んだ蛍光顕微鏡システムを試作し，それ自身が

強い蛍光を発するポリジアセチレンカルボン酸単分子

膜の結晶格子の観察に成功している [14JO BAMや

AFMによる単分子膜の観察は飛躍的に増加するであ

ろう。それぞれの顕微鏡の長所を活かした相補的な使

用が望まれる。
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