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種々の刺激を受けたサクラン凝集体からの光の倍音の観察

水谷五郎，趙 越，Hien Thi Thu Khuat，岡島麻衣子，金子達雄

Optical Second-harmonic Observation of Stimulated Sacran Aggregates

Goro Mizutani,Yue Zhao, Hien Thi Thu Khuat, Maiko Okajima, and Tatsuo Kaneko

School of Materials Science, Japan Advanced Institute of Science and
Technology; 11 Asahidai, Nomi, Ishikawa 9231292, Japan.

(Received August 8, 2018)

Second-order nonlinear optical images of aggregates of the ampholytic megamolecular polysaccharide sacran under

various stimuli were observed by optical second-harmonic generation (SHG) microscopy. SHG intensity microspots of

several tens of micrometers in size are seen for sacran cotton-like lumps and ˆbers and they have very clear incident

polarization dependence. In these microspots, the sacran molecules are oriented in concentric multilayers. We also ob-

served SHG images of sacran prepared in a needle-ring electrode with applied voltage, where SHG was enhanced near

the negatively biased needle electrode. We also observed SHG signals near the cast ˆlm edges of sacran. The appearance

of the SHG image suggested a phase-separation structure in sacran aggregates. These results show that sacran molecules

aggregate in several diŠerent ways.

Key words―sacran; optical second-harmonic generation microscopy; electric ˆeld; cation

1. 背景

サクランは，スイゼンジノリの細胞を覆うように

存在する寒天状物質から抽出される，今現在地球上

で一番分子量が大きいとされる分子である．1) サク

ランについては高分子ポリマーとして，食品や化粧

品として，多くの性質が調べられ，また，極めて高

い抗炎症性，抗アレルギー性を持ち，24) 薬品への

応用も検討されている5)が，基礎的な構造物性を始

め未解明な部分も多い．そこで，今回私たちは「対

称性の破れ」に敏感な光第二高調波（second-har-

monic generation; SHG，光の倍音）顕微鏡を用い

てサクラン凝集体の観察を試み，サクラン分子に関

する興味深い知見を得たため報告する．6,7)

Figure 1 にサクラン分子の構造を表す化学式の一

部を示す．このサクラン分子に特徴的なのは，図の

左端に見える両荷電性の硫酸化ムラミン酸の存在

で，これと各糖のカルボン酸基が理由で多くのアニ

オンとごく少量のカチオンが存在する．サクラン分

子は Fig. 1 では便宜上直線状に描かれているが，

濃度が低い水溶液では球状に丸まり，濃度が高くな

ると球状だった分子がほどけて伸び複数集合して棒

状になる．さらに濃度があがると，ゲル状になり，

その中でサクランは配向して液晶性を示す．8) 液晶

性のサクランは水分子を取り込んで著しく膨潤し，

逆に正の多価金属イオンの存在によりゲル状に固め

られることが知られている．913) ヒアルロン酸をは

るかに上回る保水力が利活用され，化粧品用保湿剤

として既に活用されている．

さて，このサクランに電気的な刺激や力学的な刺

激を与えて，光第二高調波（SHG）顕微鏡1416)と

いう方法で観察したのが，本稿の内容である．

SHG 顕微鏡はまだあまり知られていない技術なの

で，最初に SHG 顕微鏡と装置について紹介し，次

にサクラン繊維の SHG 像とその入射偏光依存性6)

について紹介する．さらに，サクランキャスト膜を

製作する原料であるサクラン水溶液に電界を印加し

ながら膜を作ったとき，その電界が膜の SHG 像に

与えた効果について述べる．7) またキャスト膜生成

の際の流体力学的な力が膜の SHG 像に与えた効

果6)について紹介して，サクランが相分離構造とい

う興味深い状態を示している可能性を紹介する．最
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ルサイエンス系教授．パルスレーザー
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空光和周波顕微鏡の開発者．

Fig. 1. Part of a Typical Structure of a Sacran Molecule10)

Fig. 2. (a) Schematic Representation of Aggregated Mole-
cules, and (b) Schematic SHG Image of the Molecular Ag-
gregate Depicted in (a)
(a) Each playing-card symbol represents a molecule. Hearts represent

noncentrosymmetric molecules, and diamonds represent centrosymmetric

molecules. (b) Only the asymmetric molecules represented by hearts are

emitting SHG light. (Color ˆgure can be accessed in the online version.)
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後にこれらの観察からわかるサクラン凝集体のミク

ロな構造について議論する．

本研究で使用する SHG 顕微観察法の原理につい

て簡単に解説する．15,17) SHG は二次の非線形光学

効果の 1 つで，試料に周波数 v の光を照射すると

2 倍の周波数 2v の光が発生する現象である．この

現象は入射光電場 E0e－ ivt で励起された試料媒質中

の二次の非線形分極

P(2)＝e0x(2)E 2 ∝(E0e－ ivt)2 ∝ e－ i2vt (1)

が周波数 2v の電磁波を放出することによって発生

する．ここで一般に P(2) や E はベクトルであり，

二次の非線形感受率 x(2) は 3 階のテンソルである

が，ここでは簡単のため 1 次元の場合を想定し，ス

カラーで書いている．この分極より発生する SHG

光の強度は入射光強度の二乗に比例するので，

SHG 光は瞬間パワーの強いパルスレーザー光を用

いると効率よく発生する．

二次の非線形感受率 x(2) は試料の微視的な構造

に中心対称性がある場合にはゼロとなる．このこと

を以下で証明する．いま媒質の構造に中心対称性が

ある場合には，電場と媒質の分極を空間反転しても

同じ式 Eq.(1)を満たすはずである．このことは

P(2) や E を－P(2) や－E で置き換えた式，

－P(2)＝e0x(2)（－E)2 (2)

が成り立つことを意味する．そこで，Eq.(1)から

Eq.(2)を両辺引き算すると右辺は等しいので，

2P(2) ＝ 0 となり，二次の非線形分極はゼロとな

る．したがって二次の非線形感受率 x(2) もゼロと

なる．と言うことは逆に，試料のミクロな構造に中

心対称性が欠如していると，二次の非線形感受率

x(2) はノンゼロな値を持つ．すなわち SHG 顕微鏡

は「対称性の破れが見える顕微鏡」である．

例えば，Fig. 2(a)のトランプのマークを分子だ

と考える．ダイヤモンドのマークのように上下左右

対称の形の分子は反転対称性があるので SHG 禁制

である．一方，ハートのマークは上下方向に反転さ

せると自身には重ならないので反転対称性を持たず，

SHG 許容である．いま，トランプのマークの形を

した分子が Fig. 2(a)のように入り乱れて分布して

いたとする．普通の光を当ててこれをみても分子の

分布は判然としないが，パルスレーザー光を照射し

SHG 像を観察すると，Fig. 2(b)のように対称性の

破れた分子のみが選択された像が見える．このよう

に SHG 顕微鏡は物質の対称性に敏感な選択的な観

測ができる顕微鏡である．
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Fig. 3. Permanent, Linear, and Second-harmonic Polarization of an Asymmetric Molecule
(Color ˆgure can be accessed in the online version.)

Fig. 4. Schematic Conˆguration of the SHG Measurement Near the Sample When the Sample Structure Is in a Ring-shaped Cell with
the Electric Circuit
(Color ˆgure can be accessed in the online version.)
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さらにこの SHG 分極は，入射光や出射光の偏光

に対して興味深い性質を示す．Figure 3 にその様子

を示した．Figure 3 の左端のような永久双極子を

持った 2 原子分子があったとし，その永久双極子の

方向が紙面の下側を向いているとする（白い矢印）．

そこに外部から電磁波による電場 •Ev が作用する

と，この分子に誘起される線形の分極 •Pv もおおよ

そ入射電場と同じ方向を向く（ピンクの矢印）．一

方，入射電場| •Ev|が最大値をとるときの SHG を発

する二次の非線形分極 •P2v の方向はほぼ分子と平

行で紙面では上向きの方向を向く（青い矢印）．こ

の性質があるので，この図で左右方向に偏光を持つ

入射光 •Ev は •P2v を励起し難く，また発生する SHG

光も紙面の上下方向に偏光成分を持つ成分が強くな

る．これより，この分子からの SHG の入射出射偏

光依存性は，分子の方向を反映したものとなり，分

子の配向の決定に利用することができる．私たちの

グループでは，この SHG 顕微鏡を用いていくつか

の興味深い系について，観察を行った．1824)

2. 光第二高調波（SHG）顕微観察の方法

Figure 4 に模式的な SHG 顕微観察法の配置図を

示す．私たちの SHG 顕微鏡システムの光源は，再

生増幅したモード同期チタンサファイアレーザー

で，繰り返し周波数 1 kHz，パルス時間幅約 100 fs，

中心波長 800 nm である．レーザーから出た励起光

は，励起光強度を光学フィルタを用いて，偏光を半
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Fig. 5. (a) Linear and (b) SHG Images of a Sacran Fiber Re-
moved Gently from Cotton Ball-like Pure Sacran Aggregates
(Color ˆgure can be accessed in the online version.)
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波長板，偏光板を用いて調整し，焦点距離 200 mm

のレンズを用いて，試料ステージに対して入射角

60°でスポット径 1 mmq の楕円形にゆるく集光し

た．集光レンズと試料との間に，780 nm より短波

長の光を除去する長波長パスフィルター（long pass

ˆlter; LPF）を入れ，散乱方向へ発生する SHG 光

は市販の顕微鏡 OLYMPUS BX60 を使用して結像

した．対物レンズを通過した試料からの SHG 光は

平行光線となり，短波長パスフィルター（short

pass ˆlter; SPF）により 800 nm の波長の光が除去

され，最後は Semrock 社製バンドパスフィルター

（band pass ˆlter; BPF）FF01-395/11 を通して，イ

ン テ ン シ フ ァ イ ア ー つ き の CCD カ メ ラ

（HAMAMATSU，PMA-100）を用いて光子観測

モードで像観察した．二光子励起発光（2-photon-

excited ‰uorescence; 2PEF）の像を確認するために，

中心波長 438 nm の Semrock 社製バンドパスフィル

タ FF02-438/24 を，400 nm を透過させる BPF フィ

ルターと差し替えて使用した．400 nm の BPF で像

が見えてもそれは多光子励起発光の可能性もあるの

で，その像が 438 nm の BPF の像と異なれば SHG

と判定した．低感度で白色光照射像をモニターする

ために，CMOS カメラ（Lumenera Corp., Lu135M）

を使用した．顕微鏡の空間分解能は，II-CCD カメ

ラのチップサイズ 11 mm× 13 mm で決まり，倍率

×5（NA＝0.15）では 2.6 mm，倍率×20 では NA

＝0.65 mm（NA＝0.15）である．この実験では，

サンプル上の最大励起光エネルギー密度は 8.6 mJ/

mm2 である．

多くのグループで行っている2532)ように，くりか

えし周波数が～80 MHz の再生増幅していないフェ

ムト秒レーザー光源を用いて，励起光を顕微鏡の鏡

筒側から入射させる観察法もある．この場合には，

入射光が自動的に試料の観察位置を照らすので，試

料への励起光の光学軸合わせが容易である．しかし

本顕微鏡のシステムでは，光強度の尖頭値が 5 桁ほ

ど高い再生増幅したフェムト秒レーザー光源を用い

ているのが理由で，このような配置は採用していな

い．なぜなら，再生増幅されたフェムト秒レーザー

光は光強度の尖頭値が高く，対物レンズを通過する

ときにスーパーコンティニウム光と呼ばれる白色光

が発生してしまい，試料からの SHG 光よりずっと

強い信号を検出器に与えるからである．しかし一方

で，本システムのような強度尖頭値の高い励起光を

用いると，SHG 光信号の強度が強く観測でき，数

秒から数分というこの種類の計測では比較的短い時

間でより広い視野での計測結果が得られるというメ

リットがある．

3. 光第二高調波（SHG）顕微鏡による刺激を受

けたサクラン凝集体の像の観察

3-1. 高純度の綿状サクラン塊の SHG 像の観察6)

Figure 5(a)は綿状のサクランの試料の中から繊

維状の集団を一本そっとひきだし，白色光を照らし

て CMOS カメラで撮影したものである．この繊維

は液晶状態のサクラン分子が形成したミクロな棒状

の繊維が多く集まったものである．この試料に波長

800 nm，時間幅～100 fs のフェムト秒光パルスを照

射して，波長 400 nm の SHG 像を観察したものが，

Fig. 5(b)である．Figure 5(a)のリニアイメージに

おいて，この試料は長さ 1 mm 程度，太さ数十 mm

程度の連続的な糸状の塊であるが，同じ試料の

SHG イメージ［Fig. 5(b）］を見てみると，試料の

中央付近や上半分にも 3 ヵ所，SHG が局所的に強

い場所がある．この繊維をとりだしたもとの綿状の

塊試料全体の SHG 像においても，SHG はスポッ

ト状にあちらこちらで強く観察された．Figure 5

(b)で試料全体にわたって比較的弱く見えているシ

グナルは多光子励起発光の可能性があり，SHG 光

とは限らない．
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Fig. 6. Incident Polarization Dependence of the SHG Intensity and the 2PEF Images of Pure Sacran at One SHG Spot
(a) The left panel is a linear microscopic image. The upper right and lower right images are SHG and 2PEF microscopic images, respectively. (b) Inten-

sity proˆles in the strongest SHG spot for the 30°and 120°input polarization angles. (c) SHG intensity variations as a function of the incident polarization in

areas 1, 2, and 3.6) Reprinted with permission from Ref. 6), The Optical Society of America. (Color ˆgure can be accessed in the online version.)
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さて，この試料全体を回転及び傾斜させてみると，

SHG 像中の各スポット同士の相対強度は変化し

た．このことより，このスポットには光学的な異方

性があることが考えられる．そこで，入射している

フェムト秒レーザー光の偏光を回転させて SHG 光

スポットの強度イメージを計測した．その結果を，

Fig. 6 に示す．

Figure 6(a)は純粋な綿状のサクランの塊の 1 つ

の SHG 強度スポットに注目し入射偏光角依存性を

調べたものである．一番左の画像は白色光で照らし

た綿状サクランの白黒像である．その右の 2 段組み

の図列の上の段は，左の白黒像中の赤い枠内にフェ

ムト秒レーザー光を照射して観測した SHG 像であ

り，下の段は二光子励起発光の像である．励起する

レーザー光の偏光方向を各図の上に示した．

まず下段の 2PEF 像を見る．2PEF 像に関してム

ラはあるがほぼ一様な像強度を示し，左の白色光照

射像におおよそ対応している．また，この 2PEF の

強度は入射光の偏光方向の角度には依存しない．一

方，上段の SHG 像では画面の中心のおよそ直径 50

mm の円形の範囲で SHG 光強度が強い．そして

SHG 光強度は入射光の偏光角度に強く依存し，入

射光偏光角度が 0°付近で強く，90°付近で弱い．

Figure 6(b)は Fig. 6(a)の 30°と 120°の SHG 像を

拡大し，さらにその中心部を通る水平な直線上の

SHG 光強度のプロファイルをプロットしたもので

ある．Figure 6(b)右の入射偏光角度 120°に対する

SHG プロファイルを見ると中央の部分で SHG 光

強度が局所的に強いことがわかる．この中央の

SHG 光強度の強い領域の大きさは直径おおよそ

2 mm である．それに対応して，2 次元の SHG 像の

方も中央の 2 mm の領域で強度が強い．また 2 つの

SHG プロファイルのピークのすそ野を見てみる

と，入射偏向角度 30°については半径 40 mm 以内に

分布しているのに対し，120°については SHG 光は

半径 40 mm より大きい範囲にものびていることが

わかる．これに対応して，入射偏光角度 120°に対

する SHG 像の大きさ［Fig. 6(b），Right］は，強

度が弱いながら 30°のそれ［Fig. 6(b），Left］より

大きいことがみてとれる．
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この SHG 像の入射偏光角度依存性は，試料を 3

つの領域に分類することにより現象論的に記述でき

る．Figure 6(c)の右上部の模式図に，この分類の

様子を示す．すなわち，中心から半径 1 mm の範囲

内の領域（Area 1），中心から半径 15 mm の範囲内

の領域（Area 2），中心から半径 50 mm の範囲内の

領域（Area 3）の 3 つの領域を考える．SHG 強度

の位置分布をこの 3 つの大きさを持つガウス型分布

に分離してその成分の大きさをプロットしたのが

Fig. 6(c)の各ドットである．これを見ると，赤い

ドットの示す Area 1 及び紺色のドットの示す Area

3 の成分の大きさは，100°付近で大きく 20°付近で

小さい．一方，黄緑色のドットの示す Area 2 の成

分の大きさは，50°付近で大きく 120°付近で小さい．

本稿冒頭で述べたように，永久双極子を持った分

子は一般に，その永久双極子のベクトルと方向が逆

を向いている二次の非線形分極を持つ．Figure 6

(c)で，ある角度の入射偏光角に対して SHG が強

いことは，その方向と平行な方向に二次の非線形分

極及び永久双極子を持つからだと考えられる．この

ことはサクラン繊維の中のサクラン分子が配向して

いる結果だと推測できる．

この SHG 像にのみ見える構造の由来は何かを考

えるために，原料水溶液をパーティクルフィルター

でろ過して用い製作したキャストフィルムについ

て，同様の SHG 顕微観察を行った．成膜法として

は，サクランの 0.5 wt％水溶液を作り，ろ過後シリ

コンウェーハ―に滴下して乾燥させた．サクラン水

溶液としては，フィルター処理しないもの，及び

0.45 mm の孔サイズのパーティクルフィルターを通

したものを用いた．その結果，フィルター処理しな

いサクラン水溶液から作ったサクランのキャスト

フィルムでは，綿状の試料と同じように SHG ス

ポットが観測されたが，0.45 mm のフィルターを用

いた膜に対しては，エッジ以外の部分は綿状のよう

に場所に依存しない SHG スポットは全く観測され

なかった．エッジの部分における SHG は別のメカ

ニズムで発生したものであり，3-3. の節で解説す

る．したがって，この SHG スポットの原因となる

ものは，0.45 mm の孔径のフィルターによって取り

除かれることがわかった．

それでも，この SHG 強度スポットの起源はかな

らずしも明らかではない．Figure 5 や 6 を見ると，

サクランが連続的に存在している場所においても，

SHG 強度は大きく変化しているので，サクラン凝

集体全体で SHG 光が発生しているわけではない．

SHG 光を発生させるという事実からはこの部分の

媒質の対称性に中心対称性がないということしか言

えない．今の場合の SHG の起源の候補として挙げ

られるのは，サクランを抽出したスイゼンジノリの

細胞の破片などか，あるいはサクラン分子の中で特

殊な構造をしたものである．細胞の破片のサイズは

大きく，0.45 mm のフィルターに除外されるのは自

然である．一方で 0.45 mm のフィルターに除外され

る大きなサイズのサクランがあっても不思議ではな

い．大きなサイズのサクランがフィルターの孔に

ひっかかる場合もあり得るし，フィルターの作用で

分解し，小さなサイズのサクランになった可能性も

ある．

ここからは 1 つの可能性であるが，大きなサイズ

のサクランが正体である場合の 1 つの候補として，

後に述べる電場をかけた計測からわかるように，周

りにアニオンのサクランを従えたサクランカチオン

を挙げる．Figure 6(c)に見るような，SHG スポッ

トの同心球状の多層構造は，1 点の電荷から放射状

に発生して分布する電場の形に対応している．電場

の大きさに従ってアニオンのサクランが配向したと

考えると SHG 像と対応すると思われる．この場

合，中心にサクランのカチオンが存在し，そのカチ

オンサクランを取り巻くようにアニオンのサクラン

が集まり，各領域の電場の強さに応じて 3 つの配向

したサクランの層ができたと想像される．平均的な

サクラン分子そのものは，0.45 mm のフィルターを

通過することはわかっているが，サクランカチオン

の周囲にアニオンが凝集している場合は嵩高くなっ

て，フィルター孔を通過しなかったと考えられる．

しかし，各層でなぜサクランの電気分極の配向が発

生するのかという機構についてはいまだ明らかでは

ない．

一方，細胞の破片の候補では Fig. 6(c)にみられ

る同心球殻構造は期待されない．また，スイゼンジ

ノリについて同様の計測をした結果によれば，スイ

ゼンジノリの細胞の破片は強い 2PEF を発する確率

が高い．したがって細胞の破片の可能性はここでは

捨て，Fig. 6(b)のスポットの中心にあるのはサク

ランのカチオンであると推定して話を進める．
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Fig. 7. Current Volume Change over Time through Sacran
Aqueous Solution When the Applied Voltage Was －6 V

At time zero, the voltage was switched on, and at time 7000 s the sample

was dry. The inset shows the chart with the time scale expanded.7)
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3-2. 電場をかけながら成膜したサクランキャス

ト膜の負電位針電極付近の SHG 像の観察7) サ

クランにおける SHG にはサクランカチオンが関連

していることを推測したので，次にサクランに対す

る電場の効果を SHG 顕微鏡で調べた．Figure 4 に

模式的に示したように，シリコン基板の上にリング

状の電極（内径 6.6 mmq）を置き，中心に直径

50 mmq の針状の電極を配置した．両電極の材質は

金やステンレスを用いたが，結果は同じだったので

本稿ではステンレスを用いた結果を示す．この電極

の内側に孔径 0.45 mm のパーティクルフィルターを

通した 0.5 wt％のサクラン水溶液を 70 mL 滴下し，

針電極をおろして直ちに＋6 V 又は－6 V の電圧を

かけて電流を流した．目視で観察した限りでは針電

極が－6 V のときのみ，最初の数分間水溶液の負極

正極両方から気泡が観察された．電圧のかけ方には

関係なく膜は 2 時間ほどで完全に乾燥した．

中心電極に－6 V をかけたときの電流値の時間変

化を Fig. 7 に示す．電流によりサクランが劣化し

たかどうかを確認するために，得られた材料をセル

から取り出し，90100°C の温水に入れ，部分的に

ゲル化していることを確認した．したがってサクラ

ンは電流によって著しく化学変化はしなかったこと

が確認できた．Figure 7 では，電流の指数関数的な

減衰が 1200 秒までみられ，3000 秒付近にも電流の

低いピークがみられる．右上の挿入図は同じデータ

について横軸の時間を引き延ばしたグラフである

が，最初の 4 分間に電流が繰り返し上下している様

子が観察される．

Figure 7 で観測された電流は，サクラン水溶液中

の陽イオン及び陰イオンの移動に起因すると考えら

れるが，その詳細な起源は不明である．7000 秒後

には，サンプルが乾燥したため，イオンの動きがな

くなり電流はゼロとなった．気泡の起源は電気分解

された水，すなわち酸素（正極）と水素（負極）で

あると思われる．200 秒までの電流値の振動の起源

は 2 つの候補が考えられる．1 つめとしては，針か

ら発生した気泡が針電極と溶液との間の電気的接触

を遮断した効果が考えられる．気泡が壊れると針電

極と溶液は再び接触し，イオン電流が再開し，結果

として振動を示す．2 つめとしては，サクラン分子

の粘度とサイズのばらつきが考えられる．挿入図の

曲線は，それらのサクラン分子の到着時間の分布に

対応しているとも考えられる．気泡の発生が中心電

極が－6 V のときだけだった理由はわからない．

Figure 8 は電界をかけながら水溶液から乾燥させ

たサクラン膜の SHG 像である．上中下段は中央に

模式的に表したような電極に印加する電界の方向の

違いに対応した図である．各段 3 つ組の図の一番左

は白色光を当てて撮影した白黒像，真ん中が SHG

像，右が 2PEF 像である．各段 3 つ組の図の測定箇

所は，中央に示す模式図に示している．これらの観

察のときは両電極は取り除いた．

Figure 8 において SHG 像は(b), (e), (h), (k),

(n), (q)であり，438 nm の 2PEF 像は(c), (f), (i),

(l), (o), (r)である．この中で Fig. 8(e)は中央電極

に－6 V をかけたときの SHG 像である．電極の付

近 200 mm 程度の大きさの範囲で SHG が強くなっ

ている（黄色い矢印で示した）ことがわかる．

Figure 8(k)は中央電極に＋ 6 V をかけたときの

SHG 像であるが，検出器感度の範囲では SHG は

観測されなかった．Figure 8(n)は電場をかけてい

ないときの周辺電極付近の 400 nm の像であり，有

意なシグナル強度が見えるが，Fig. 8(o)の 438 nm

の像でも同様なシグナル分布がみられるので，

SHG とは判定できない．以上をまとめると，強い

電場がかかったときには負極の針電極の周辺で

SHG を出すサクラン分子が集まるということがわ

かる．この SHG 像を見ながら，入射偏光を回転さ

せると，偏光ベクトルが負の針電極を向くときに

SHG が強くなっており，サクラン分子が電場によ

り配向していることが示唆された．7) なお，Fig. 8

(e)と同様の実験を，パーティクルフィルターを通
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Fig. 8. SHG Images of Sacran Film after Drying Aqueous Solution
The nine images on the left show the sacran ˆlm near the inner edge of the steel ring electrode. The nine images on the right show the area near the central steel

needle electrode. For (a)(f) and (g)(l), the needle electrode was negatively and positively biased, respectively, and for (m)(r) the voltage was not applied dur-

ing ˆlm formation. Microscopic images using white light illumination are shown in (a), (g), (m), (d), (j), and (p). SHG and 2PEF images are shown in (b), (h),

(n), (e), (k), and (q) and (c), (i), (o), (f), (l), and (r), respectively. The excitation power was 20.1 mW, and the irradiated area was 6 mm2. The integration time

was 60 s. The diameter of the tip of the needle was about 50 mm, and its position is indicated by white arrows in (d), (j), and (p). The thick arrow indicates the in-

tense SHG near the negatively biased needle electrode.7) (Color ˆgure can be accessed in the online version.)

Table 1. XPS Response of the Sacran Film under Electric
Field

Element
Without electrode With electrodes

(ring: ＋, needle: －)

Center Edge Center Edge

N 〇 〇 〇 〇

S 〇 〇 × 〇

Na 〇 × 〇 ×
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していないサクラン水溶液を原料として行ったとこ

ろ，Fig. 6 で観察されたようなスポット状の SHG

のスポットが負電極の周りに観察された．

電場をかけて成膜したサクランフィルムの各位置

に存在する元素を調べるために，X 線光電子分光

（X-ray photoelectron spectroscopy; XPS）を行った．

フィソンズ・インスツルメント社製の S-Probe TM

2803 を用いた．結果を Table 1 に示す．サクラン

においては，S 原子を含む硫酸基（11 mol％）と，

カルボン酸（22 mol％）が負電荷を，N 原子を含む

アミノ糖，混入する Na イオンが，正電荷を与える

可能性がある．Table 1 は，サンプル中のすべての

箇所に N すなわちアミノ糖が存在することを示し

ている．これはサクランがアミノ糖を含んでいるの

で妥当な結果である．一方，負電圧をかけた針電極

の周りで生成されたサクラン膜においては S の信

号が観測されなかった．Na の信号は印加電圧にか

かわらずフィルムの外縁では検出されなかった．そ

こで参考のため NaCl を混ぜたサクランフィルムを

製作し SHG 観察を試みたが，SHG 信号はなかっ

た．したがって，Na＋ イオンはサクラン分子を

SHG 活性にする要因としては除外される．した

がってこの計測では，SHG を発生させるサクラン

は S 元素を持たないという相関がみつかった．

従来，サクラン分子としては，負電荷を持つカル

ボン酸と硫酸基を持つムラミン酸が電荷の担い手と

して支配的であり，アニオン性高分子としてふるま

うと考えられてきた．しかし，今回の実験結果より

ムラミン酸やガラクトサミンなどの正電荷を持った

アミノ糖も無視できないと推測される．これの類例

は硫酸基を持つ紅藻由来のカラギーナンにおいても

みられる．すなわちカラギーナンは通常は硫酸基を

多く有するが，硫酸基を持たない成分もみられ，

b-カラギーナンと呼ばれている．3335) なお，Fig. 5

のサクランの例において，SHG 強度のスポットが

数個しか観測されないのは，サクランカチオンはあ

る程度以上のプラス電荷がないと，SHG スポット

を発生させないためと考えられる．

水溶液中でサクラン分子の濃度が上がって棒状の

多重螺旋構造をとるメカニズムは，動的誘電率の測
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Fig. 9. Linear and Nonlinear Images of a Cast Film Made
from Sacran Aqueous Solution Dropped onto a Silicon Sub-
strate after Passing through a Membrane Filter of 0.45-mm
Pore Size
(a) Photographic image, (b) microscopic image using a CMOS camera,

(c) SHG image, and (d) 2PEF image. The small square frame in (a) is the

observed area of the microscopic images in (b).6) (Color ˆgure can be ac-

cessed in the online version.)
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定結果より議論されている．8) すなわち，水溶液中

の濃度が上がるとアミノ糖残基間距離が縮まりそれ

らがアニオン性基と相互作用し最終的に螺旋を巻

き，液晶性を示し配向するとされている．カチオン

性部位の多いサクランがそのなかに混ざっている

と，より強固な液晶相ができると想像される．この

ときサクランアニオンの液晶相がサクランカチオン

の周りを取り巻いていると，マクロな対称性が破れ

SHG 活性になる可能性がある．Figure 8(e)で，

SHG が観測され，Fig. 8(h)では観測されなかった

ことは，サクランカチオンの周りのアニオンの集ま

り方に差があることを意味している．そして Fig. 6

では，カチオンからの距離すなわち電場の強さに応

じて液晶層に複数の相が存在したと推測される．

3-3. サクランキャスト膜の端部の SHG 像の観

察6) パーティクルフィルターを通しカチオンを

除いたと思われる水溶液から作ったサクランキャス

ト膜は，電界がかからないと全く SHG を出さない

のかというとそうではない．われわれは電界をかけ

ない状態でフィルムの端部から SHG 光が発生する

ことを確認した．

Figure 9(c)は 0.45 mm のパーティクルフィル

ターを通した 0.5 wt％サクラン水溶液をシリコン

ウェハー基板上に滴下し，自然乾燥してつくった

キャスト膜の SHG 像である．観察位置は Figs. 9

(a)，(b)に示すように，フィルムの端より 50 mm

程度の距離である．Figure 9(c)で SHG が観測され

る範囲を Fig. 9(b)に黄色い曲線で示した．SHG 光

の発生している領域は，線形像では大きな特徴がな

い．Figure 9(c)は，Fig. 9(d)の二光子励起発光

（2PEF）とは明らかに異なる分布を示しており，

Fig. 9(c)が SHG 像であることを示している．この

ような SHG 光はキャスト膜の端部全域から発生し

ており，またパーティクルフィルターを用いない

フィルムの端部からも観測された．

この SHG はいわゆるコーヒーリング効果の影響

で起きたものではないかと考えている．コーヒーの

滴が机などに落ちて乾くと，滴の縁に沿ってコー

ヒーの粒子が濃く分布しているのを日常生活で見か

ける．これをよく“コーヒーリング効果”と呼

ぶ．36,37) このとき，落ちた滴の中のコーヒー粒子に

対して，溶液からの表面張力と粘性による流体力学

的で異方的な力が働くとされている．サクラン水溶

液中のサクラン分子は濃度が上がってくると，丸

まった状態から棒状に安定状態が変わり水溶液の性

質が変わる．コーヒーリング効果で液滴のエッジが

フィルムの内側に後退すると，そこの分子濃度が上

がり，棒状のサクランが発生38)し，さらにエッジの

後退に伴う液体の流れにより分子が液滴の周辺方向

に引っ張られて配向する．それ時点以降は，この流

れがなくなって一斉に乾くので，中央の方の分子の

方位はランダムに固定される．リングの中央のサク

ランの分子は分極を打ち消すように分布しているか

ら SHG 不活性であると考えられる．

さて，Fig. 9(c)をよく見ると，SHG の発生して

いる領域の中でも強度はかならずしも連続ではな

く，ところどころに SHG が観測されない斑点があ

ることがわかる．斑点が明瞭でない場所においても，

SHG の弱い小さな領域が観察される．これらの

SHG の弱い斑点はこの試料について SHG が観測

されるほぼ全域に分布している．この現象について

の解釈は難しいが，1 つの可能性として相分離構造

が観測されているという可能性がある．39) 相分離構

造とは典型的にはブロック共重合体について観測さ

れる現象で，ブロック共重合体 AB の A と B のバ

ランスがよいときには，モルフォロジーはラメラ構

造となるが，A と B のバランスが崩れると，ミク

ロドメインが球やシリンダーの形状になるものを言

う．ブロック共重合体の典型的なミクロドメインの

サイズは数 nm から 100 nm 程度であるが，このサ

イズは分子のサイズによって大きくなると言われて

おり，分子量が大きいサクランにおいて数十ミクロ

ンのミクロドメインが出現することは否定できな

い．40) サクランにおいても電子顕微鏡観察によりラ
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Fig. 10. Three Samples of Sacran Found to Emit SHG Light under DiŠerent Conditions in This Study
(Color ˆgure can be accessed in the online version.)
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メラ構造が観察されているため上記の相分離構造は

形成されている．41) サクラン分子の糖鎖の中で，ブ

ロック共重合体のような配列を持つものがこの領域

に偏析したのかもしれない．また，桶葭らはサクラ

ンの水溶液に空間的な制限を与えて，ミリメーター

サイズの自己組織化膜構造の発生を報告している42)

ため，サクラン分子同士の相互作用は大きく，比較

的大きなサイズのパターンを作ることは不思議では

ない．この場合に，Fig. 9(c)において，SHG 活性

なサクラン分子と SHG 不活性なサクラン分子が分

離して分布している可能性がある．

本稿で観測された刺激を受けたサクラン凝集体か

らの SHG について Fig. 10 を用いてまとめる．ま

ず，精製され乾燥したサクランの中には正電荷を持

つ部分があると推察され，その周りに平均として負

電荷を持つサクランが多層構造の配向状態を持って

集まっていると推測される．サクランは液晶状態を

とる41)ことが知られておりそれと類似の状態をとっ

ていると思われる．また，同心円状の電極に入れ

て，電場をかけながら乾燥したサクラン膜は，中心

電極が－6 V のときに中心に直径 200 mm 程度以内

の位置で SHG が発生するような分極を持ったサク

ランが集まる．このサクランも針電極に向いて配向

しており，カチオンのサクランが集まってアニオン

のサクランとともに分極を持った領域を作ったもの

と思われる．また，サクラン溶液を滴下して乾燥し

た膜では，端部において，コーヒーリング効果で分

子鎖がひっぱられて分極を持って配向したことによ

り SHG が観測されていると推測している．しか

し，どのような構造を介してサクラン分子が分極を

持つのかは依然として謎であり，更なる研究が必要

である．

4. まとめ

サクラン繊維とフィルムからの初めての SHG の

観察結果について解説した．SHG の増強はサクラ

ン分子の配向に関連すると思われる．逆に SHG が

発生しない多くの他の部分では，サクラン分子は反

転対称性を持つように配列している．SHG 活性な

サクラン分子の配向は自発的には起こらず，特別な

分子か電界の効果かコーヒーリング効果によって起

こる．今後は，今回発見されたサクラン分子のふる

まいが，サクラン特有の性質が発現するときにどの

ように変化するかを探求していきたい．また，サク

ラン膜の著しい吸湿性や，重金属イオンのとりこみ

などの際の SHG 像の変化などを追跡していきたい．

利益相反 開示すべき利益相反はない．
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