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（顕微分光法を用いた溶液フロー条件下での
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学位論文内容の要旨

  高分子ビーズやマイク口カプセル，油滴・水滴などのマイク口メートルサイズ微粒子は食品，

塗料，化粧品など幅広い分野で利用されるだけではなく，化学的にも興味深い対象である。ま

た，生細胞も大きさやかたちの面から一種の微粒子とみなすことができる。従って，微粒子が

関わる化学反応の微視的過程を本質的に理解することは，基礎的にも応用の観点からも非常に

重要である。これまでに，微粒子の関わる現象は種々の方法により研究されているが，微粒子

一個ごとに着目した研究は限られている。そこで本研究では，小型の分離・分析反応場として

非常に有用なマイク口流路を用いた顕微分光システムを作製し，溶液フ口ー条件下で単一微粒

子の化学反応の時間応答を直接測定することにより，微粒子が関わる化学反応や現象に関する，

ダ イ ナ ミ ク ス を 含 め た 詳 細 か つ 新 た な 知 見 を 得 る こ と を 目 的 と し た 。

単一イオン交換樹脂への色素吸着反応

  マイク口流路を用いた溶液フ口ー型の単一微粒子分析システムを作製し，これを用いて単一

陽イオン交換樹脂(MCI-GEL)への陽イオン性色素(RhodamineB．RhB)の吸着過程を直接測定

した。光学顕微鏡ステージに設置したマイク口流路（厚さ100 ym，幅lmm)を，テフロンチュ

ーブによルシリンジポンプと接続した。シリンジポンプにより流路内に樹脂懸濁液をフローし，

対物レンズを通して導入したレーザー光（波長1064 nm)により樹脂1個をレーザー捕捉した。

他の樹脂は水をフ口ーして排出し，測定対象である樹脂1個だけを流路内に残した。ここで三

方パルブにより流路を切り替え，RhB水溶液のフローを開始した。このとき，樹脂に吸着した

RhBの吸収スペクトルの時間変化を，顕微吸収法により測定した。得られた結果から，単一樹

脂への色素吸着速度を見積もり，吸着速度がフ口ーさせる色素水溶液の流速や濃度に依存する

ことを明らかにした。

単一微小油滴による液／液抽出反応

  マイク口流路を用いた溶液フ口ー型の単一微小液滴分析システム（図）を作製し，これを用い

てりン酸トリブチル(TBP)の単一微小油滴によるアルミニウムキレート錯体くAl-DHAB;
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DHAB＝2，2’-dihydroxyazobenzene)の液／液抽出過程を直接測定した。光学顕微鏡下に設置し

たマイクロ流路（厚さ400 ym，幅1mm)をガラスキャピラリーによルシリンジポンプ(Pump

1）と接続した。キャピラリー先端はあらかじめ細く加工した（内径～1 ym)。マイク口流路を水

で満たしたのち，キャピラリーにTBPをフローし，その先端に直径10-100 ymの単一TBP

油滴を生じさせ，そのまま保持した。ここでマイク口流路内にAl-DHAB水溶液をフ口ーし，

油滴ヘ抽出されるAl-DHABの吸収スベクトルの時間変化を，顕微吸収法により測定した。得

られた結果から，単一TBP油滴への

Al-DHABの抽出速度を見積もることができ

た。同じサイズの油滴では，抽出速度は

Al-DHAB水溶液の流速に比例して速くなる

ことから，この抽出反応が境膜拡散律速過程

であること を明らかに できた。また．

Al-DHAB水溶液の流速が同じ場合，油滴のサ

イズが小さくなると抽出速度が速くなること

を示した。これは，油滴サイズの減少に伴い，

その体積に対する表面積の割合，すなわち比

表面積が増大することによるものであること

を明らかにした。

単一細胞の螢光染色過程

  マイク口メ←トルサイズの微粒子の中でもっとも興味深い分析対象は生細胞である。そこで

マイク口流路を用いた溶液フロー型の単一細胞分析システムを作製し，これを用いて単一酵母

細胞(Saccゐ目朋mゾ舶sピ鮒血幽みの螢光色素FUN．1による染色過程を直接測定した。温度制御

可能な光学顕微鏡ステージに設置したガラス製のマイク口流路（厚さ100um，幅lmm）中に

酵母細胞懸濁液を導入し，細胞（大きさ～10いmx～6um）を流路底面に付着させた。ここでマ

イク口流路内にFUN．1水溶液をフ口ーし，FUN．1で螢光染色された単一細胞の螢光スベク卜

ルの時間変化を顕微螢光法により直接測定した。あらかじめ工夕ノールにより固定化した細胞

はFUN‐1により染色されると緑色の蛍光（極大波長～545nm）を発した。一方，生細胞（エタノ

ール未処理）もFUN．1により染色されると始めは緑色の螢光を発したが，細胞内でFUN・1が

代謝されるため，時間とともに赤色の螢光（極大波長～600nm）を発するようになった。この螢

光スペクトルの時間変化率をもとに単一細胞の代謝速度の指標となる値を見積もり，代謝速度

が温度に依存することを明らかにした。

  本論文では，マイク口流路を用いた顕微分光システムを作製し，溶液フ口ー条件下で単一微

粒子の化学反応の時間変化を直接測定した。その結果，イオン交換樹脂への色素吸着速度，油

滴による液／液抽出速度，細胞の代謝速度など，これまで多数の微粒子の平均値としてしか報

告されていなかった化学反応の速度を，単一微粒子の測定結果にもとづき初めて見積もるとと

も に ， 単 一 微 粒 子 分 析 に お け る 本 シ ス テ ム の 有 用 性 を 明 ら か に し た 。
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単一微粒子における化学反応に関する研究）

  高分子ピーズやマイク口カプセル、油滴・水滴などのマイクロメートルサイズ微粒子は

食品、塗料、化粧品など幅広い分野で利用されるだけではなく、化学的にも興味深い対象

である。また、生細胞も大きさやかたちの面から一種の微粒子とみなすことができる。従

って、微粒子が関わる化学反応の微視的過程を本質的に理解することは、基礎的にも応用

の観点からも非常に重要である。これまで微粒子が関わる現象は種々の方法により研究さ

れているが、微粒子一個ごとに着目した研究は限られている。

  本研究は、小型の分離・分析反応場として非常に有用なマイクロ流路を用いた顕微分光

システムを新たに作製し，溶液フロー条件下においてイオン交換樹脂、油滴、生細胞など

の単一微粒子の化学反応の時間応答を直接測定することにより，微粒子が関わる化学反応

や現象に関する、ダイナミクスを含めた詳細かつ新たな知見を得ることを目的としたもの

である。

  第1章では、単一微粒子の分析に関わるこれまでの研究例を概観するとともに、単一微

粒子分析の重要性を述べている。また、そのための新たな研究の着眼点とアプローチにつ

いて詳細に述べている。

  第2章では、マイク口流路を用いた溶液フロー型の単一微粒子分析システムを作製し、

これを用いて単一陽イオン交換樹脂への陽イオン性色素(RhodamineB，RhB)の吸着過程

を直接測定した結果について述べている。光学顕微鏡ステージに設置したマイク口流路を

シリンジポンプと接続する。シリンジポンプにより流路内に樹脂懸濁液をフ口ーし、対物

レンズを通して導入したレーザー光により樹脂1個をレーザー捕捉する。他の樹脂は水を

フ口ーして排出し、流路内に測定対象である樹脂1個だけを残すことができる。RhB水溶

液のフローを開始し、樹脂に吸着したRhBの吸収スベクトルの時間変化を顕微吸収法に
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より測定する手法を確立した。このような実験から、単一樹脂へのRhBの吸着速度を見

積もり、吸着速度がRhB水溶液の流速や濃度に依存することを明らかにした。

  第3章では、マイク口流路を用いた溶液フ口ー型の単一微小液滴分析システムを作製し、

これを用いて単一リン酸トリブチル(TBP)微小油滴によるアルミニウムキレート

(Al-DHAB; DHAB＝2，2’-dihydroxyazobenzene)の液／液抽出過程を直接測定した結果に

ついて述べている。光学顕微鏡下に設置したマイク口流路にガラスキャピラリーを介して

シリンジポンプと接続する。キャピラリー先端はあらかじめ細く加工する（内径～1 ym)。

マイクロ流路を水で満たしたのち、キャピラリーにTBPをフ口ーし、その先端に直径

10-100 ymの単一TBP油滴を生じさせ、そのままこれを保持する。ここでマイクロ流路

内にAl-DHAB水溶液をフ口ーし、油滴へ抽出されるAl-DHABの吸収スベクトルの時間

変化からTBP油滴へのAl-DHABの抽出速度を見積もることが可能であることを示した。

抽出速度はAl-DHAB水溶液の流速に比例して速くなることから、抽出過程は境膜拡散律

速過程であることを明らかにするとともに、抽出速度は油滴サイズに依存することを示し

た。さらに、第4章では、第3章における実験で見出した単一微小油滴の自励発振現象の

特徴とその機構について詳細に議論している。

  第5章では、マイクロ流路を用いた溶液フロー型の細胞分析システムを作製し、これを

用いて螢光色素による単一酵母細胞の染色過程を直接測定した結果について述べている。

温度制御可能な光学顕微鏡ステージに設置したガラス製のマイク口流路中に酵母細胞懸濁

液を導入し、細胞を流路底面に付着させる。ここでマイクロ流路内に色素水溶液をフ口ー

し、染色された単一細胞の螢光スペクトルの時間変化を顕微蛍光法により直接測定してい

る。あらかじめェタノールにより固定化した細胞は色素により染色されると緑色の螢光を

発するが、生細胞（工夕ノール未処理）では染色されると緑色から赤色の螢光を発するよう

になることを示した。これにより、温度依存生を含めた、細胞内における蛍光色素の代謝

過程を詳細に議論することに成功している。

  第6章では、本研究で得られた結果を総括するとともに、研究の展望についても言及し

ている。

．これを要するに、著者はマイクロ流路を用いた新しい顕微分光システムを作製し、溶液

フロー条件下において単一微粒子の化学反応の時間変化を直接測定することに成功してい

る。更に、これに基づきイオン交換樹脂への色素吸着速度、油滴による液／液抽出速度、

細胞の代謝速度など、これまで多数の微粒子の平均値としてしか報告されていなかった化

学反応の速度を、単一微粒子の測定結果にもとづき初めて見積もり、単一微粒子分析にお

ける本システムの有用性を明らかにした。以上の結果は、微粒子に関わる分析化学、コロ

イド化学などの研究分野にとって極めて重要な手法と知見を与えるものである。

  よって著者は、北海道大学博士（理学）の学位を授与される資格あるものと認める。
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