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研 究 ノー ト

液液界面反応のその場測定法

理学研究科 渡 會 仁(

1.は じめ に

有機相 と水相 からなる液液二相系 は、金属 イオ ンや タンパ ク質の分離、あるいは有機合成の媒体

として広 く利用 されている。 この ような二相系 を用いる化学操作 における重要 な素過程 として、界

面 を横 切る物質移動や、界面 での吸着反応 を仮定 し

た速度論 的研究が盛んに行 われて きた。また最近 は、

液液界面 を細胞膜のモデル と捉 える研究や、吸着状

態の計算化学的シ ミュレーシ ョンも行 われている。

図1は 、分子動力学法 によ り描かれたヘプタン/水

系 の密度変化 を示 す[1]。平 衡状態 におけ る分子 レ

ベルの液液界面 は、その厚 さが1nm以 下の極 めて

平坦 な領域である。 しか し、 この ような液液界面 の

溶媒物性や、反応機構 における界面の役割 を理解す

るには、界面反応の実験的評価が必要であるが、二

つのバル ク相 に挟 まれ界面だけを直接的に測定する

ことは必ず しも容易ではない。界面の古典的、熱力

学的評価法 として、界面張力測定が広 く用い られて

いるが、 この方法では界面 の化学種 を決定するこ と

はで きない。本稿では最近我 々の研究室で開発 した

い くつかの分光的その場測定法 を紹介する。
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図1ヘ プ タ ン/水 系 の 界 面 に お け る密 度 変 化(分

子 動 力 学 シ ミュ レー シ ョ ンの 結 果)
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2.単 一 分 子 プ ロ ー ブ法

界面に吸着 した一個の分子の挙動 を測定するこ とに より、界面の横方向の拡散運動 に関する情報

が得 られるのではないか。その運動性 か ら界面ナ ノ領域 の流体力学特性が測定で きるのではないか。

このような発想か ら、界面吸着性の蛍光分子 を液液界面 に吸着 させ、単一分子計測 を行 う方法 を開

発 した。 この方法のポイ ン トは、顕微蛍光測定 に適 した二相液膜 を作 ること、バ ックグラウン ドを

極力下 げること、および観測領域 を極力小 さくして分子 の存在確率 を下 げるこ とである。図2に 装

置の概略 を示す。薄いガラス板 を張 り合わせ たセル内 に、厚 さ0.14㎜ の水相 と厚 さ0.80mmの 有機相
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全検 出効率3%(計 算値)

観測領域 直径8300r300nm

レンズ 測 定温度25℃r
…Jズ・(卜 蟹 駄

二 相マイクロセ ル 捌翻 、 ..、_轍

対物 レンズ

(60x,NA1.4,0il)

バンドパスフィルター 難 難

にど　　　　　ね ロ　ロ　　

アバランシェee-cw-Nd:YAGレ ーザ ー

菅 』 …綴 鐸(532nm'50mW)
ピンホールNDフ ィルター

(直径500r10μm)

図2液 液 界 面 で の 単 一 分 子 の 拡 散 計 測 装 置 の概 略

に よ り二 相界 面 を作 成 し、そ の上 に直 角

プ リズ ム をのせ 、全 内部反 射 条件(入 射

角73。)で 有 機 相 側 か ら界 面 に 励 起 光

(cw-NdlYAGレ ーザ ー 、532nm、50mW)

を照射 した 。界 面 か らの蛍 光 を対 物 レ ン

ズ(60× 、NAI.4,0il)に よ り水 相 側(セ

ル の 下 方)か ら集 光 した。 直 径30-50

μmの ピ ン ホー ル に よ り、 直 径300-

830nmに 絞 っ た 観 測 領 域 か らの 蛍 光 を

アバ ラ ンシェ フ ォ トダイ オー ドを用 い て

フ ォ トンカ ウ ンテ ィ ング測 定 を行 った。

本光学系全体の検 出効率 は3%程 度である。また、一チ ャンネルの積算時間が最小 の2μsの 場合、

チ ャンネル数 は8192で あ るので、一回の測定 は16msと なる。溶媒や不純物か らの ラマ ン散乱 や蛍

光がバ ックグラウン ドとなることがあ り、系 に応 じて精製 と適当 なフィル ターの使用が重要である。

た とえば、 ドデカン/水 界面 に吸着 させた蛍光性 の1,1'一ジオクタデ シルー3,3,3',3'一テ トラメチル

イン ドカルボシアニン(DiI)分 子の場合、観測領域内 に平均o.2分 子が存在する ような低濃度 では、

図3(a)に 示す ような蛍光の フォ トンバース トが観測 された。16msの 測定 の間にこの ようなフォ ト

ンバ ース トが得 られる確率は、全検出効率 と同程度 の数%で ある。フォ トンバ ース トの持続時間は、

界面で ブラウン運動 をす る一個 の吸着分子が測定領域 に存在する滞在 時間を表 し、バース トにおけ

るフォ トンの密度 は蛍光収率 に関係す る。 フォ トンバース トの持続時間の最大値は、円形 の観測領

域の最大距離である直径上 を分子が移動 したことに対応す る。 したがって、数百回の測定か ら単一

分子 の最大滞在時 間を求め、拡散係数 を

求 め た。 そ して、Stokes-Einstein式 を

用 い て、粘 度 を計 算 した。 そ の結 果、 ド

デ カ ン/水 界 面 に吸 着 したDiI分 子 の拡

散 係 数 は2.3xlO-6c㎡s　 1、 粘 度 は

1.4mPasと 得 ら れ た。 この 値 は、 水 の

粘 度(0.89mPas)よ り も ドデ カ ンの 粘

度(1.4mPas)に 等 し く、DiI分 子 の 二

本 の オ ク タデ シル基 が ドデ カ ン相 に存 在

す る こ と を示 唆 して い る[2]。 ま た、 こ

の系 に界面 活性 剤 と して ドデ シル硫 酸 ナ

ト リ ウ ム(SDS)を 加 え、 界 面 にSDS

を共存 させ た と ころ、DiIの 拡散 係 数 は

あ ま り変 化 しなか っ た。 これ は、 ドデ カ

ン とSDSの 炭 素 鎖 長 が12個 と同 じで あ
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図3観 測領域内のDil分 子からのフォトンバース トの測定

DilO.2分 子,レ ー ザ ー パ ワ ー

観 測 領 域830nm
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るため、界面 における両者の運動性 に差が生 じない ことを示 している。一方、二本 のC13の 炭素鎖

をもつジミリス トイルポス ファチジルコリン(DMPC)を 界面 に共存 させ ると、 フォ トンバース トの

観 測時間は著 しく長 くな り(図3(b))、 界面被 覆率0.5に おいては0.7Pasと 著:しく粘度が増大す る

ことがわかった。DMPCは 細胞膜 を形成す る界 面活性剤 の一つであ り、 その粘重性 による膜構造

保持機能が示 された と言 える[3]。単 一分子 をプローブ とする このよ うな方法は、 タンパ ク質の構

造変化のプローブにも利用 されているが、 ミクロ構造 をもつ液液界面や微粒子表面のナノ領域の物

性評価法 としての応用性 も高い。 さらに、今後 は、界面 を横切 る単一分子 の移動や、その反応 の検

出に展 開されるであろう。

3.界 面 緩 和 法

界面に吸着 した分子の状態 を、極めて短い時間で平衡か らず ら し、元 の平衡状態へ の復帰過程 を

時間分解で測定することにより、界面ナノ領域 の流体力学特性が測定で きる。た とえば、蛍光寿命

測定 よ り、界面での分子の回転時間や集合状態 を知る ことがで きる。直径3cmの 太鼓型セルに二相

を入れて中央部 に平界面 を生成 させ る。全内部 反射条件で有機相(上 方)よ り励起 ビーム を入射 し、

水相(下 方)よ り蛍光 を対物 レンズで集光 し、界面 に吸着 した分子の蛍光寿命 を測定す る。励起 と

検 出の偏光ベク トルを45。 ず らして偏光の解消 を時間分解 で測定することによ り、吸着分子の面 内、

面外 の回転緩和 時間を測定する ことがで きる[4]。この方法 によ り、 オクタデシルロー ダミンBの

回転緩和時間 とそれ に対す る界面活性剤 の効果[5コや、界面で集合錯体 を形成するパ ラジウム(II)

一テ トラピリジルポル フィリン錯体 の回転緩和速度[6]が調べ られた。

4.遠 心 液 膜 法

液液系1こおける金属 イオンの抽出速度 において、界面反応の寄与 を実験:的に初めて明 らか に した

のは高速撹拝法*で ある[7]。 この方法は、界面吸着量 と反応量 を同時 にかつ高感度 に測定で きる点

で極めて優 れた方法であるが、界面 を直接測定 してはいないので、界面 の化学種 を実験的に決定す

ることはで きない。 この点 を補完する方法 として、遠心

液膜法 を考 案 した[8]。図4に 示 す ように、内径20㎜ 、

長 さ30㎜ の 円筒 ガ ラスセル に、有機 相、水 相各200μ40

を入れ、毎分1万 回転で回転 し、セルを横切 るように光 隅b6㎝

束 を透過 させ るこ とに よって吸収 スペ ク トルを測定 すS一

る。 この ときの液相 の厚 さは100μm以 下 に制御 す るこ 脚 謡 騨 陣

とがで きる。この方法ではバルク相 と界面の吸収 スペ ク

トルの総和が測定 されるが、バ ルク相が極めて薄い液膜

状態であるため、相対 的に界面 の吸光度が優勢 となる。

この方法の特徴 は、界面積が既知であることと、バ ルク

癌藍 1gmm

/

10000㎜

図4遠 心液膜法の模式図

*こ の印の付いている語は
、後 に 「用語説明」があ ります。
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液膜相 内の拡散が完全 に分子拡散のみであ るとい

うことである。吸収 スペ ク トル測定法 によ り、界

面での金属錯体の生成反応速度[9]、お よび有機液

膜 におけるポル フィリンの拡散速度[6]が 測定 され

た。最近、図5に 示す ように、遠心 液膜法 と共焦

点顕微共鳴 ラマ ン分光法 を組合 わせ、焦点 を深 さ

方向 に移動 させ るこ とによ り、水相、界面、お よ

び有機相 のラマ ンスペク トルを分解 して測定す る

ことが可能 となった['o]。この方法 は、それぞれの

領域 における化学種 の同定 に威力があ り、特 に界
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図5遠 心液膜/ラ マン分光法のセル部分の概略

面 に生成す る化学種が 同定で きる点で有力であ り、今後微小領域 の反応解析法 としてさらに普及す

る もの と思われる。

5.二 相 マ イ ク ロ フ ロ ー 法

6

草:あ

1:0H
f

　ロみ ニ　　　　ね 　ヱ　　 　　　ヨ

pH6(MES)00

ki=1.1x103mol-1dm3s'1

一

Hocqn

12

Time/ms

反応 時 間

CH。cqnl

10-3moldm-3

1,1,

上
0.68,

0.57,

0.34,

0,11

キャピラリー

(先端の直径

約20μm)

シ ース フロー セル
シ

図6二 相マイクロシースフロー法による界面高速反応測定

遠心液膜法 において試料の注入 を速や

か に行 うことによ り、秒 オーダーの界面

反応 を測定す ることがで きる。 しか し、

さらに高速の ミリ秒か らサ ブミリ秒 の界

面反応 を測定す るには新 しい工夫が必要

である。一つ の方法 として、二相マイク

ロ シース フロー法 を開発 した[ll〕。 図6

に装置の概略 を示す。石英製のフローセ

ルに挿入 したキャピラリーの先端か ら直

径20μm程 度 の有機相 を押 し出 し、外側

には水相 を流す。定常的 フロー状態では、

流れの方向の距離がその まま反応時間 と

なる。 したが って、有機相 フローの界面

に添 って レーザ ー励 起 光 の焦 点 を走査 し、界 面 の蛍 光 を測 定 す る こ とに よ り、 界面 反応 量 の 時 間変

化 を測定 す る こ とがで きる。有機 相 の流 量 を1～50μ4/minの 範 囲 で変 え る こ とに よ り、亜 鉛(II)

とオ キ シン誘導体 の1ミ リ秒 以 内の界 面 反応 速 度 を測 定す る こ とが で きた。 また 、二相 マ イ クロ フ

ロー系 をそ の ま まエ レ ク トロス プ レー法 に よ りイ オ ン化 し、TOF/MSに 導 入 す る こ とに よ り、 有

機 液 滴 の一 滴 一滴 に含 まれ る化 学種 のMSス ペ ク トル[12]や、液 滴 の界 面 で 会合 した化 学種 のMSス

ペ ク トル を測定 す る こ とに成功 した[エ3]。

6.ま とめ

バルク相体積 に対す る界面の寄与は比界面積 により評価 されるが、ここで紹介 した反応計測法 に
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おいては、二相 マイクロシースフロー法の比界面積 が最 も大 きく2000cm『ユであ り、次いで高速撹拝

法400cm『1、 遠心液膜法100cmdで ある。つ まり、体積が小 さいほ ど界 面の効果は増大する。固体表

面 の研究では、現在様々な走査 プローブ顕微鏡が開発 され、 ナノレベルの計測が容易 となっている

が、液液界面は流動性が高 く、チ ップを用 いるプローブは系 を著 しく乱す。これが、単一分子 プロー

ブを用 いる理由の一つである。今後、プローブ として量子 ドッ トが利用 される可能性 も高い。液液

界面 を細胞膜 のモデルとして、 タンパク質の構造変化や酵素反応 の一分子 レベルでの研究が進行 中

である。 また、液液界面では、金属錯体が二次元超構造 を形成することを見いだ してお り、そのナ

ノ構造 の解析が課題 となっている。 自由エネルギーが平衡か ら大 きくず れた液液系の界面 ではて分

子の吸脱着 が集団 として非線形 的、かつ不均一 に起 こるが、 この ような系の計測 に対 して も、 ここ

で紹介 した顕微分光的方法 は極 めて有用である。
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用 語 説 明

高速擾拝 法

抽出試薬 を含 む有機相 と金属イオンを含む水相 を毎分5000回 転程度で撹絆 し、機械的 に分散状

態 として界面積 を増大 させ、 テフロン相分離膜 で有機相のみを連続的 に外部の分光光度測定用 フ

ローセルを循環 させ る。撹拝状態 と撹拝停止時の吸収スペ ク トルの差か ら、界面吸着量 を求める。

また、有機相 中の金属錯体濃度 の時間変化 よ り、抽 出速度が決定で きる。
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