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技術論文

高速 フ ー リエ 変換 を用 い た 2 成 分 蛍 光寿命 の 解 析

板垣 　昌幸
O ＊

， 渡辺 　邦洋
＊

　 （1994年 9 月 ア 日受 付 ）

（1995 年 1 月 28 日審査 終 の

　2 成分 の 蛍光物質 と し て エ タ ノ
ー

ル 中の ピ レ ン と ア ン トラ セ ン を選定 し，高速 フ
ーリエ 変換 を用 い た

2 成 分 蛍 光 寿 命 に 対 す る 三 つ の 解 析 を試 み た．（1）励起光 と 蛍光 の 減衰曲線 の 周 波数領域 で の ク ロ ス ス

ペ ク トル か ら蛍光放射 の 伝達関数を求め，理論式 に よ る シ ミュ レ
ーシ ョ ン を行う こ とで ，素過程の速度

定数を決定 した ．更 に ，求め た速度定数か ら 2 成分蛍光寿命 を計算し た．12）周波数領域に お い て 伝達

関数 の 実数成分 と虚数成分 の 比か ら ア ン トラ セ ン の 蛍光寿命 を決定 し た．（3）時間領域 で の 蛍光放射 の

イ ン パ ル ス 応答関数 を求 め，最小二 乗 法 に よ り 2 成 分 蛍光 寿 命 を決定 し た ．こ れ らの 解析法 で 求 め た

蛍 光 寿命 は い ず れ も よ い
一一
致 を晃 せ ，高速 フ

ー
リ エ 変換 を用 い た 2 成分蛍光寿命 の 解析 の 有効性 が 示

さ れ た．

1 緒
’

茜

　蛍光分析法 は，比 較的安価 で 取 り扱 い の 容易 な 測定装

置 に よ り，ppb レベ ル の 試料の 定量 が 可能 で あ る の で ，

様 々 な 分 野 で 利用 さ れ て い る．蛍光特性 を表 す パ ラ メ
ー

ターに は 蛍光 ス ペ ク トル
， 蛍光量子収率 ， 蛍光強度 ， 蛍

光寿命 な どが あ る．蛍光寿命 は 通常 10
− s − 1 

一IOs
の 値

で あ り，こ の 値 を測定す る こ と に よ り 蛍光放射現象 の 速

度論的解析 が 行 え る ，蛍光寿命 の 測 定方 法 に は，位 相 差

法
1），パ ル ス サ ン プ リ ン グ 法

2｝，励 起 プロ ーブ法
3｝

， 時聞

相関単一光子計数法が あ る．こ の 中で 最も
一

般的 な 方法

は 時間相関単
一

光子計数 法 で あ る．こ の 方 法 は
， 時間 電

圧 変換器 （timc 　to　amplitude 　converter ，　TAG ） に よ り単

一光子 の 時間 軸上 で の 確率分布を求め，蛍光減衰曲線 を

決定 す る もの で あ る．こ の 蛍光減衰曲線 に 対す る 解析法

に は ，位相面 プ ロ ッ ト法
4），ラ プ ラ ス 変換

5〕
，

フ ーリエ

変換
6）を用 い た もの ，及 び最小二乗法 に よ る カーブフ ィ

ッ テ ィ ン グ が 挙 げ られ る が，現在で は ほ とん ど の 解析 が

最小二 乗法 に よ る カーブ フ ィ ッ テ ィ ン グ を用 い て 行わ れ

て い る η81，

　既報
9）に お い て 著者 ら は ， 時間相関単

一
光子計数法 を

用 い て 測定 し た 蛍光減衰 曲 線 に 対 す る フ ーリエ 変 換 に よ

る新 しい 解析法 を提案 し，ア ン トラ セ ン の 蛍光寿命と蛍

光量子収率 を 求め る こ と で ，そ の 解析法 の 有効 性 を確認

し た ．本報 で は，既 報 の 解 析 法 を 2 種 の 蛍光成 分 を 有

す る 溶液 の 解析 に 発展 させ る こ と を 目的 と し た．そ こ

で ，高速 フ
ー

リエ 変換 を 用 い た 演算 に よ り，周 波 数 領 域

に お け る 蛍光放射 の 伝達関数 を決定 し，二 通 りの プロ ッ

トを行 う こ とで ，蛍光寿命 を求め た．更 に 逆高速 フ ーリ

エ 変 換 に よ り時 間領 域 に お け る 蛍光放射 の イ ン パ ル ス 応

答関数を計算 し ，
カ ーブ フ ィ ッ テ ィ ン グ に よる 解析 を行

っ た．な お，2 種 の 蛍光物質 と し て蛍光寿命が明確 に 異

な り，化 学的 に 安定 な 試薬 で あ る ア ン ト ラ セ ン と ピ レ ン

を選定 し た ，

2　理 論

千葉県野田市

　2 ・1　周波数領域 に お け る伝達闃数

　既 報
9）

に お い て ，1 成 分 の 蛍 光 物 質 を含 む 溶液 に お け

る周 波数領域 で の 伝達関数 H （ω ） の 理論式を導 い た．

本報 で は 2 成 分 の 蛍光物質 を含 む 系で の H （ω ） の 導出

を行 う．Fig．1 に 2 種 の 蛍光物質 を含 む 溶液 に お け る

蛍光放射現象の ス キーム を示す．励起光照射 に よ り 2

種 の 蛍光物質 A ・B が 同時 に 励起 さ れ ，そ れ ぞ れ 異 な

る 速度定数 に よ り蛍光放射遷 移
・
無放射遷 移 を起 こ す，

図 に お い て ，kifは 蛍光放射 遷 移 の 速度定数 ，　 kiqは 無放

と 蛍 光
・
了
・
，A

＊ L ・B
＊ L

は励起分子 を示 して い る．ス キ
ー

ム ［1］に お い て ，励 起 分子数 を そ れ ぞ れ θパ θB と す

る と， θパ θB に 閧す る 物質収支 は 以下 の よ うに 表さ れ

る
＊ 且．

＊

東京 理科 大学 理 工 学 部二1二業化学科 ： 278
　 山崎 2641

＊ 1 一般 に 吸収 され る 励 起 光 ば il、〔1− 10
− ECi

）で 表 さ れ る

　 が ，εCI が 小 さ い 場 合 に は 2．3εCIIi、と 書 け る．
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A

B

々レ　　　　　　　　　　　　 ノz レ

，

　　　　　　　　　　〉ヘ ノ
「

L　　　　　　　　 k 八 1
・

　　　　A ＊

＝ ＝ A
　　　　　　　　 k 八 9

h　1．

壽
一

　　　　　　　　 んレ

世，

　　　　　 ゲ
　 　 　 　た Bl

B＊

＝ ： B
　　　　k 恥

fluorescence　emission 　scheme ［冂

Fig・l　Scheme 　 or 　nuorcscence　 emission 　 from　 two

fluorescent　substanccs

hv　represents 　the 　cxcitation 　ray ，ん1〆 and 　hり
”

repre −

sent 　the　fluoresccncc・　k：f　and んlq　 represent 　the　 rate

constants 　 of 　fluQrescence　 emission 　 and 　 quenching，
respectively ，

dθA ／dt＝23 εA ／CAIL− （kAr十 kAq）θA

dθB／dt＝2、3ε BICB ∬L
− （kBf十んBq ）θB

）

）

12

こ こ で ，εA
・

ε B は そ れ ぞ れ の 試料 の モ ル 吸光係数，1

は セ ル 長 ，cパ CB は そ れ ぞ れ の 試料の 濃度，∬L は 励起

光 の 光 量 子 数 を示 す．入 射す る 励 起 光 の 強 度 が 正 弦 波 状

で 変調 し た 場合 ， 励起分 子 数 θi は

θ、
＝θ、．＋ 1△ θ、1・ ・ 丙 ω ’

一
ψ、） 〔3 ）

と 書 け る 。こ こ で
， 」 は 虚数 ，

ω は 角速度 ， ψL は 位相

差，θi。は 励起光が 定常 で 入 射 さ れ て い る と 仮定 し た 場

合 の 励起 分 子数 を表 す．式 （3 ）を 式 （1），（2 ）に 代 入

し ， 全微分 す る と

ブω dθA
＝2．3ε AICAd ∬1、一（んAf 十 ん八 q）dθA

ブω dθB
＝2βε BICBd ／L

−
（kBr十 kBq）dθB

と な り，更 に 変形 し て

dθ
，Vdli．＝2．3ε AICAI 　Qω 十 kAf十 kAq）

dθB ／dlL＝2．3EBICB／（丿ω 十 kBf十 kBq＞

＞

＞

4EJ

（4り

（5
’
）

と な る ．・…
方，ス キ

ー
ム ［日 に お い て 放射 され る 蛍光 の

光量子 tw　IF は，

IF！！：kAfθA ＋ kBrθB

と書 け ， そ の 全微分 は以下 の よ う に な る．

〔6 ）

3）
玉
日

H
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Fig．2　Simulated　results 　f〜）r　the　transfer　function　of
the　fiuorcsccnce　 emission

，
　H （ω ），

肋 m 　two 　fiuores−
cent 　speciCS

k・ f
− k・

，

− 5× 108・

一
’

，k。、
− k。 ，

− 1× 106・

『
’

，ε ．
一

・ B

− 0，1 ・ m

−
’

pPゴ
’

，園 ・m
，
・C．、− C 。

＝・O」 PPm

d／F
＝kAfdθA 十 kBfdθB

又，式 （力 を 変形 す る と

d∬F／d∬1．＝k八 rd θA ／dli、十 kBfdθB ／d∬L

（7 ）

（8 ＞

と な る．式（8 ）は励起 光 と蛍光 の 光 量 子数の 比 で あ り，

ス キー
ム ［1］に お け る 伝達関数 U （ω ）を表す．伝達関

数 H （ω ）は 式 （8 ）と式 （4
’
）及 び （5

！
〉か ら 以 ドの よ う に

書 く こ と が で き る．

H （ω ）＝d∬F／dll．

　　
＝23 ε・ICAkA ・／（丿ω ＋ kA・＋ んA

，
｝

　　　 ＋ 23 εBICB 曜 （卿 ＋ kBf＋ kB
，
） 〔9 ）

式 （9 ）に お い て ，H （ω ）の 実 数 部 を Re　IH〔ω ）ト，虚数

部 を ImlH 〔ω ）1と す る と，こ れ ら は そ れ ぞ れ，

RclH （ω ）｝

一・2．3εAICAkA ・（kAf＋ 鮎 ）／1ω 2
＋ （kAf＋ kA

，
）
2
｝

　　＋ 2．3ε。IC，k。，（k。、
＋ ん。、

〕／1ω 2
＋ （κ。、

＋ ん。，
｝
2
｝

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（10）

　 Im 尉 （ω ）｝

　　
一

　
− 2．3 ・ A ／C 。

kA
、
a・AQ ）

2
＋ （hA ，

＋ k
。 ［1）

？1

　　　
− 2．3・ BIC ・k・ fa・／i・・

2
＋ （k・・

＋ k
・，

＞
21
　 （11）

と な る，Fig．2 に 任意 の 速度定数 を式 （10＞，（11）に 代入

し た 場合 の H （ω 〉を示 す．図 に お い て H （tU）は二 つ の

半 円 の 合成 と な っ て お り，高 周 波側 か ら，そ れ ぞ れ

A ・B の 蛍 光 寿 命 の 伝 達 関 数 に 対 応 す る も の に な っ て い

る．既報
9｝に お い て ， 蛍光物質 が

一
つ の 場合に は半円 の

頂点で の 周 波数ん が蛍光寿命 τ と以 下 の 関係 を持 っ こ

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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と を報告 し た ．

τ
＝1／2π痴 （12）

し か し 2 成分系 の 場合 に は，2 成 分 の 分 離 が十 分 に 行 わ

れ て い な け れ ば，式 （12）の 関係 を厳密 に は 満 た さ な い ．

しか し実験 結果 に対 して ， 式 （9 ）を用 い た シ ミュ レ
ー

シ

ョ ン を行 う こ とで 素過程 に お け る 各速度定数 kiを求め

る こ と が で き る．更 に シ ミ ュ レ ーシ ョ ン に よ り得られ た

各速度 定 数 を用 い る こ と で ，各蛍光物質 の 蛍光寿命を以
．
ドの 関係 か ら求 め る こ とが で きる ．

τA
＝1／（kA・

＋ k。
，
）

τ B
＝lf （kBf＋ kB

，
〉

（13）

（14）
「

　次 に H 〔ω ）の 実数成分 に 対 す る虚 数 成 分 の 比 に よ る

蛍光寿命 の 決定 法 を検討 す る ．式 （10）， （ll）か ら H （ω 〉

の 虚数成 分 と実数成分 の 比 を角速度 で割 っ た 値
一lmIH

〔ω ）▽ω Re 霞 （ω ）｝を計算 す る と 以 下 の よ う に な る．

一lmiH （ω ）レω Re 瞬 〔ω ）1
＝　iκ ，s

　rA ／（ω
2
τ A2 ＋ D ＋ κB τB／（ω

2
τB2 ＋ 1）｝

／iKA／（ω 2
τA2 ＋ 1）＋KB／（ω

2
τB2 ＋ 1）｝　 　 〔15）

こ こ で Ki＝2．3ε ilCiiPi，　 il，＝kir／（kir十 kiq）で あ る．

τA 《 τB の と き，ω
→o 。 で は 式 〔15）は

一lm　lH（ω ）｝／ω Re　lH（ω ）1・・τ A

と な り
＊ 2

，ω
→0 で は

一Im 鳳 ω W ω Re 霞 （ω ）｝
＝（κ A τ A ＋ κH τB ）ノ（KA ＋ κB ）

（16）

（17）

と な る．式 （16）よ り小 さ い 時定数 を持つ 蛍光寿命 τ ＾ を

決定 す る こ と が で き る．更 に，KA ，　 KB は Fig．2 に お

け る そ れ ぞ れ の 半円の 直径に相当す るが ，
こ れ らの 直径

を 実験的 に 求 め る こ と が で き れ ば，τ B を決定 す る こ と

も可能 で あ る，

　2 ・2　 フーリエ 変換 に よ る実験結果 か らの 伝達関数 と

イ ン パ ル ス 応答関数 の 決定法

　蛍光放射現象 の 線形性 か ら，時間領域 に お け る 励起光

量 と蛍光放 射 量 の 関係 は 次 式 で 記述 され る．

　 　 　 t

・・ （，）　
＝＝
　fLh〔・）・・ （t− ・）・T （18）

＊ 2
い わ ゆ る 位相 差 法

1）に お け る 以下 の 理 論式 と 同 義 で あ

　 る．

　　　 tan δコ2π露
幽

（δ は 位相遅 れ ）

こ こ で ，h（t）は 蛍光放射 の イ ン パ ル ス 応答関 数 で あ る．
一一

般的 に は，h（t）を以下 の よ う に複数の 指数関数の 和

と仮定 し， 式 〔18）の 畳 み 込 み積分 に よ り蛍光減衰曲線を

計算 し た 後，実測値 と 比較 す る こ と で 擁 ）を決定 す る．

んω ＝Σ 君 exp ← t／τ i）
　 　 　 ピ扁1

（19）

式 （18）は 周波数領域 に お い て は 簡単 な 積 で 表 さ れ る，

1F（ω ）；β （ω ）iL（ω ）

H （ω ）＝1，（ω ）／1L（ω ）

（20）

（20り

式 （20）で iF（ω ）及 び iL（ω ）は そ れ ぞ れ 以下の 演算 に よ

り決定す る こ とが で き る．

ノF （ω ）；FFT 　IIFω｝

IL（ω ）斎 FFT μL ω ｝

（2D

（22）

こ こ で ，FFT ｛X ｝は X の 高速 フ
ーリ z 変換を示 す，更

に ，式 （20）で 求 め た 伝 達 関 数 H （ω ）に 対 し て 逆 高 速

フ
ーリエ 変換 （IFFT 　lxl）を行う こ とで ，蛍光放射の イ

ン パ ル ス 応答関 数 を求め る こ と が で き る ．

h（t）＝ IFFT 　IH（CD ）i （23）

Andrc ら
TO）は式 （23）の 演算 を用 い て ，1 成 分 の 蛍光物質

を含 む系で の 蛍光放射の イン パ ル ス 応答関数を求め て い

る．

3 実 験

　3 ・1 試　薬

　2 種 の 蛍光物質 と し て，異 な る蛍光寿命 を 有する ア ン

トラ セ ン と ピレ ン を含む溶液を試料 と した ．工 タノ
ー

ル

を溶媒 と す る 100　pprn の ア ン トラ セ ン 標準溶液 と 100

ppm の ピ レ ン 標準溶液 を 混合 し，こ れ を エ タ ノ
ー

ル で

希釈 す る こ と で ，所定 の 濃度 （ア ン トラ セ ン 0．16ppm ，

ピ レ ン O．02〜O．2　ppm ） の 試 験 溶 液 を調 製 し た．本実験

で の 試料 は す べ て 特級試薬と 2 回蒸留水 で 調製 され て

い る．

　3 ・2 装　置

　 t50W キ セ ノ ン ラ ン プ を光源 と し た 島津分光蛍 光光

度 計 RF −540 に よ り，試薬 の 最大励起波長 を 決定 し た ．

励 起 光及 び蛍光放射の 過 渡応答 の 測定 は，高圧水素 フ ラ

ッ シ ュ ラ ン プ を 光源 と し た 堀場 蛍光寿命 測 定装 置

NAES −500 を使用 し た．
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　3 ・ 3　測定方法

　25ml の 試薬溶液 は ，15分 聞 の N2 ガ ス 脱気 を 行 っ た

後 ， 測定 に 用 い ら れ た ，蛍光放射 の 過渡応答 は
， 330

nm の 波長 を 持つ 励起光 を用 い 時間相閧光電子計数法 に

よ り測 定され た，励起 光 は，光源 を フ ィ ル ターに よ り

1、1％ に 強度を絞 りな が らア ル ミ ニ ウム 板で 反射 させ る

こ と で，受光器 に お い て 直接測定 し た ．測定 さ れ た励起

光 と 蛍 光 の 減衰 曲線 を 直接卓上 コ ン ピ ュ
ー

タ に 取 り 込

み，2 理 論で 示 し た 手順 に よ り伝達関数 H （ω ）及 び イ

ン パ ル ス 応答関数 hCt）を計算 し た ．

4 結果 と考察

　4 ・1　周波数領域に おける解析

　式 〔20
’
）の 演算 で 得 られ た H （ω ）を実数部 と虚 数部 に

分 離 し，複 素 平 面 と に プロ ッ トし た もの が Fig．3 で あ

る ．な お
， 解析の 精度 を 向上 さ せ る た め に

， 256 点の 測

定数を 1024 点に ゼ ロ フーリ ン グ
s）し た後，FFT に よ る

演算処 理 を 行 っ た．い ず れ の ピ レ ン 濃 度 の 場 合 も，第 四

象 限 に お い て 二 つ の 半 円 が 観察 さ れ る，高周 波数側の 半

円は，い ずれ の 場合 もほ ぼ一
定 の 直径をもつ こ と か ら，

ア ン トラ セ ン の 蛍光放射 に 対応 す る もの で あ る ．低 周 波

数 側 の 半 円 は ピ レ ン に よ る も の で ，濃度増加 に 従 い 直径

が 大 き く な っ て い る．Fig．3 に お い て，二 つ の 半円 を明

確 に 分 離す る こ と が で きれ ば，そ れ らの 頂点 で の 周 波 数

か ら式 （12）の 関 係 を用 い て そ れ ぞ れ の 蛍 光 寿命 を 決定す

る こ とが 可能で あ rp　J そ れ ぞ れ の 半 円 の 直径 か ら溶質濃

度 と蛍光量子収率 に 関す る 情報 を得 る こ と が で き る ．し

か し，Fig．3 に お い て ピ レ ン 濃度 が 40　ppb と 80　ppb

の 場合 の H （ω ）を除 い て は ，
二 つ の 半 円 の 境界 は 明 り

よ うで は な い ．

　実験結果 に 対 し て ，式 （10），（11＞を用 い て シ ミ ュ レ
ー

シ ョ ン を行 っ た 結 果 を Fig．4 に 示 す．図 に お い て
， 各

速度定数 は任意 に 仮定 さ れ て お り，モ ル 吸光係数
＊ 3
，

セ ル 長及 び試薬濃度 は実測値を用 い た．い ずれ の ピ レ ン

濃度 に お い て も，軌跡 は．二 つ の 半円 を描 き ，
ピ レ ン 濃度

の 増加 に 伴 っ て 低周 波数側 の 半 円 が 大 き く な っ て い る．

又 ，シ ミュ レーシ ョ ン に よる 半円の 直径及 び周波数依存

性 も 測 定結 果 （Fig．3）と一致 し て お り ，　 Fig．1 の ス

キ
ーム で こ こ で の 蛍光放射現象を説明で き る こ と を示 し

て い る．Fig ．4 で 得 られ た速度定数 か ら，式 （13），（14）

を用 い て ア ン トラ セ ン ，ピ レ ン の 蛍 光 寿 命 を 計 算 す る

＊ 3
分光 光 度 計 （島re　UV −2100S）を用 い て 測定 した と こ ろ ，

　 ア ン トラ セ ン ，ピ レ ン の モ ル 吸 光 係 数 ε は 330nm で

　 そ れ ぞ れ 2．16× 10s　d 皿

s
／mol 　cm ，1．80× IO4　dms／mol

　 cm で あ っ た．

O．OOO

一〇．002

＆ ＿0．004
箪

云
　 　

一
〇。006

一〇．008
　 　 0．000　　0，002　　0．004　　0，006　　0．008　　Q．OIO

　　　　　　　　　 Re　IH（ω ）｝

O．OOO

　 一〇．004

弖

聖
一e・OO8

E
　

− O．OI2

一〇．016
　　 0．OOO　　　O．005　　　0。010　　　0．015　　　0．020

　　　　　　　　　 RelH （tO＞｝

Fig・3　Nyquist　p且o亡s　H （ω ）in　an　ethanQl 　solution

containing 　anthraccne 　and 　pyrene

The 　 concentration 　 Qf 　anthraccne 　is α 16ppm 、　 The
concentratiQns 　 of 　pyrene　arc 　O・02　ppm 　ln　solution 　 1，
0．0ヰ ppm 　in　 solution 　2》0．08　ppm 　in　solution 　3，0．12
ppm 　in　solution 　4

，
　and 　O．2　ppm 　in　solution 　5

と，そ れ ぞ れ 5，71ns と な る．

　次 に，式 （20
’
）を 用 い て 実験結 果 か ら計算 し た H ＠）

の 虚 数 部 と 実数部 の 比 を 角速度 で 割 っ た 値
一lmlH

〔ω ）｝／tuRe 　lH（ω ｝1 を周波数 に 対 して プロ ッ トし た結果

を Fig，5 に 示 す．い ず れ の ピ レ ン 濃度 に お い て も低周

波数域 及 び高周 波数域 に お い て 平坦 部が み ら れ ，そ れ ら

の 中間周波数域 に お い て 値 が 遷 移 して い る，式 C16＞に 従

い ，Fig．5 の 結果か ら τ A は 5．9±0、9　ns と な る，

　4・2　時間領域 に おける蛍光放射 の イ ンパ ル ス 応答関

数

　時間 相関単
一

光 子 計数法 で 得 られ た 蛍光減衰曲線 は ，

励起 光 と蛍光放射の イ ン パ ル ス 応 答 関数 の 畳 み 込 み 積分

拭 （lsM の 結果 で あ り，現 実 に は励 起 光 の 光 源 の 種類

と 状態 に 依存 す る，本研究 で 用 い た NAES −500 の 励起

光 パ ル ス は 減衰す る ま で に 約 50ns の 遷移時 間 を必要 と
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一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

技術 論 文 板垣 ， 渡 辺 ： 高速フ ーリエ 変換 を用 い た 2 成 分 蛍光 寿 命 の 解析 487

0．OOO

一
〇．002

烹

9
　 　 − O．oe4
≧

薯

　 　
一

〇．006

一
〇．OO8

　 　 0．000　　0．002　　0．004　　0．006　　0．008　　0．010

O．000

一〇．004

寛

＆
　 　 − O．008
躄

E
　 　

− O．012

RelH （ω ）｝

一Q．016
　 　 0．000　　　0．005　　　0．OlO　　　O．015　　　〔レ。020

RelH （ω ）｝

Fig・4　Simulated　results 　of 　H （ω ）

ん・ ・司 ．6× IOe・

一
  んA

，

− 4× 107　s
− 1

海
一 4× 1。6

・
唄

，

κ。
，

− 1× 107s
−

【

，
・ A

漏 2、16× 103　dm   ・1
− 1cm − 1

，

εB
＝ 1．8°× 104dm3　mol

− lcm − i

，1竺lcm，　CA＝0，16
ppm ，　CB ≡0．02　ppm （D，＝ 0．04　ppm （2），0．08　ppm
（3｝，  ．12ppm （4），

0．2ppm （5）

す る
＊ 4
．ア ン トラ セ ン の 蛍光寿命 は 約 5ns で あ る こ と

か ら，蛍光減衰曲線は 励起光 に 対 して わ ずか な 時問 遅 れ

をみ せ る の み で
，

一
般的に は こ の デ

ー
タに 対 して 式 （18＞

を用 い た カーブ フ ィ ッ テ ィ ン グ を 行 う デ コ ン ボ リ ュ
ーシ

ョ ン か ら蛍 光 寿 命 を決 定 す る．本 節 で は フ ーリエ 変換 を

用い た演算に よ り ， 蛍光減衰曲線を励起光で 補正 す る こ

とで ，時間領域 に お け る 蛍光放射 の イ ン パ ル ス 応 答関数

h （t＞を 求 め，そ の 結 果 か ら試 料 中 に 含 ま れ る 2 種 の 蛍

光体 の 蛍光寿命を求 め る，式 （23）の 演算 に よ り計算 し た

ピ レ ン と ア ン トラ セ ン を含む 試料溶液 の 蛍光放射 の イ ン

パ ル ス 応 答 関数 h（t）を Fig．6 に 示 す．周 波数領域 に お

け る ク ロ ス ス ペ ク トル で は高周波数域 の 雑音が 強 調 さ れ

る た め に，逆高速 フ
ーリエ 変換時 に お い て は 250MHz

料
数 ps の パ ル ス 幅 を持 つ レ ーザーに よる 励 起光 を用 い た

　 蛍 光寿命装 va11｝で は 本節 で 述 べ て い る こ と は 問題 と は

　 な ら な い．

nO

宀
×

奄
ミ
τ
属
3丶、
…（
8＞
主

聶

5

4

3

2

1

05
6 7

Frequency，　 log　f／log（Hz ）

8

Fig．5Pl ・ts・卜 lm 　IH（ω ）レω R ・ 協（ω ＞l　vs．1・9／
The 　 concentrations 　 of 　 anthraccne 　 and 　 pyrene　 refer

to　Fig．3．

3
｛

1

0．1

0．Ol

0．001
　 　 0 100Time

，が ns

200

Fig．6　1mpulse　 response 　functiens，　 h（t），　 of

fluerescencc　emisslon 　from　anthracene 　anCl 　pyrene

The 　concentrat 三〇 ns 　refer 　to　Fig．5．

以上 の 高調波成分 を無視 して い る，い ず れ の 場合 も二 つ

の 直線的 な減衰が 見 られ，ピ レ ン 濃度 が 上昇 す る に 従 っ

て 長 時 間 側 の 蛍 光強 度 が 大 き く な っ て い る，本実験 で は

蛍光体 は 2 種 で あ る こ とか ら式 （19）に お い て n ＝・2 と し

て ，最小二 乗 法 に よ る カーブ フ ィ ッ テ ィ ン グ を 行 い 蛍光

寿命 を決定 し た ．こ の よ う に し て 求 め た 蛍光寿命 を Fig．

4，5 で 求 め た 結果 と併 せ て Table　lに 示 す．決定法 に

か か わ らずい ずれ の 結果同上もだい た い
一

致を示 して い

る もの の ，多少 の ば ら つ き も 見せ て い る．こ れ は，Fig，

6 の 結 果 に お い て は 蛍光減衰曲線測定時 に 低 ピ レ ン 濃度

の 試料 で は 高周波雑音 の 影響 を 大 き く受 け た た め で あ
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Table　l　Fluorescence　lifetimes　Qbtained 　by　various

　　　　 analytical 　methodAnthraccne

　Pyrene

（a ） Simulation　 of 　H （ω ）

　 　 　 　 　 　 SQ 正uLion 　　l　〜5

　　0．16ppm　anthracene

　　O・02ppm 　pyrene
（b）

− Im／ω replots

　 　 　 　 　 　 solution 　l
　 　 　 　 　 　 solution 　2
　 　 　 　 　 　 solution 　3

　 　 　 　 　 　 solution 　4

　 　 　 　 　 　 so ユut 量on 　5

（c） Curve 　fitting・fh（t）
　 　 　 　 　 　 selution 　l
　 　 　 　 　 　 solution 　2
　 　 　 　 　 　 so 且ution 　3
　 　 　 　 　 　 solution 　4

　 　 　 　 　 　 solution 　5

5，0ns5
，［ns

5．1ns5
，0ns5
．3ns6
．1ns6
．8ns

4．7ns6
．lns4
．5ns5
．8ns4
．8ns

71ns

70ns

74・　ns70ns63ns67ns68

　ns

The 　fluorescence　 l漉 time 　 of 　pYrene　 is　 smaller 　than

that　Qbtained 　in　a 　previous 　studyL2
） in　a 　dcgassed

solvent ，　because　dissolved　oxygen 　influences　thc

且uQresCenCe 　emissions ．

り， Fig．5 に お い て は τ A が高濃度 の ピレ ン の 蛍光放射

の 影響 か ら完 全 に 分離 さ れ て い な い こ と に よ る もの と考

え ら れ る ．Rayerη ら及 び Warea ）
ら に よ り，脱気 さ れ

た エ タ ノ
ー

ル 溶媒中 で の ア ン トラ セ ン の 蛍光寿命 は そ れ

ぞ れ 5． ，5．lns と報告 さ れ て お り，本報 の 結 果 と ほ ぼ

．．一一
致 して い る、しか し，報告 さ れ て い る 脱気 さ れ た エ タ

ノー
ル 溶媒中の ピレ ン の 蛍光寿命 は 130ns で あ り図 ，

本報 で の 結果 と は 大 き く くい 違 っ て い る．こ れ は 本報 で

行 っ た N2 ガ ス に よ る バ ブ リ ン グ脱気 が ト分 で は な い こ

と に 起因 す る も の で あ る．

　4 ・S　高速 フ ーリエ 変換 を用 い た蛍光寿命の 解析 の特

徴及び その 発展

　周波数及 び 時間 領域 に お い て ，高速 フ
ーリエ 変換 を用

い た幾 つ か の 蛍 光 寿 命 決 定法 を検討 し た の で ，そ の 特徴

（長所及 び短 所 ）に つ い て 述 べ る．

（1）周 波 数 及 び時 間 領 域 で の 伝 達 関数 を 決 定 で き る ．

（2）蛍光放射現象 の 素過程を仮定 した 反 応 ス キーム か ら

伝達関数を理論的 に 導 く こ とが で き，測定結果 と比較す

る こ と で ，素反 応 の 速度 定 数 を推 定 す る こ と が で き る，

こ れ は，蛍光放射 に 複雑 な 消光過程 が 存在 す る 場 合 ・エ

クサ イ マ
ー

化反応 が存在 す る場合 な ど の 解析 に 有効とな

る ．

（3）　Fig．5 の プ ロ ッ トか ら 高周 波数側 の み で あ る が ，

義的 に 蛍光寿命が決定 さ れ る，

  遅 （ω ｝の 複素平面プ ロ ッ トに お い て ，
二 つ の 半円 を

明 確 に 区 別 で き な い 場合 が あ る ．こ れ は 2 種 の 蛍光体

の 蛍光強度の バ ラ ン ス と蛍光寿命 の 相違 か ら 生 じ る も の

で あ る ．し か し，蛍光放射現 象 の 素過 程 を仮定 した シ ミ

ュ レ ーシ ョ ン を行 う こ とで 解析 を行 う こ とが で き ， 更 に

各反応パ ラ メ
ーター

を決定す る こ とが で き る ，

（5）従来 の デ コ ン ボ リ ュ
ー

シ ョ ン に よ る 蛍 光 寿命 の 決 定

法
7）勒 に 比 較 し て ，本法 で は 同様 の 装置 で 蛍光減衰曲線

を測定 し解 析 法 が 異 な る だ け なの で ，必 然的に 同程度 の

精度 し か 得 ら れ な い ．しか し本 法 を用 い る こ と で ，上 に

述 べ た 蛍光放射現象に 関す る様々 な情報を得 る こ とが で

き る ．

  周 波数領 域 に お い て ，高 周 波 数 域 で の 雑 音 の 影響 が

大 き い ．こ の 問題 は 蛍光減衰曲線 に 対 して ス ム ージ ン グ

を行 う こ とで あ る程度解決 す る こ とが で き る もの と考 え

ら れ る．又 ， 励起光 を 正 弦波 で 変調 し蛍光強度 と 位相変

化 を測 定 す る こ と （位相差法 の 応用）で
， 雑音を軽減 し

精度 を向上 させ る こ と が で き る と 考え られ ，今後 の 検討

課題 とす る ，更 に 励起光 の 正弦 波 変調時 に 蛍光放射 の 高

調波成分 を測定す る こ と で ，非 線 形 反 応 に 対 応 す る 解析

に 発展で き る．
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  Analysis of  two-component  fluorescence lifetimes by fast Fourier  transformation.

Masayuki  ITAGAKi and  Kunihiro WATANABE  (Departmcnt of  Industrial Chemistry, Faculty

of  Science and  Technology, Science University of  TQkyo, 2641, Yamazaki, Noda-shi, Chi-
ba  278)
  Three different methods  using  the  fast Fourier transformatien  (FFT) have becn used  te

analyze  the fluorescence lifetimes foratwo-component  system.  In this study,  anthracene

and  pyrene  were  used  for the  two  components.  In the first method,  the  transfer  function,

H(to), for fluorescence emission  was  obtained  from the  cross  spectra  of  the excitation  ray

and  fluorescence decay curves  in the  frequency domain. A rate  constant  for each  step  in

the fluorescence emission  process was  determined on  the basis of  simulations  with  a

theoretical medel,  Fluerescence lifetimes, Ti, of  the two  components  were  calculated  us-

ing the fo11owing relation,  Ti= l!(kif+kiq), where  kif and  kiq represent  rate  constants  of

fluorescence emission  and  quenching, respectively.  In the  second  method,  the fluores-
cence  lifetime of  anthracene  was  determined from plots of  

-Im
 IH@)11tuRe IH(ca)] vs.

(to12n) in the  frequency domain, where  Im  IXI and  Re  jXI represent  imaginary and  real

parts of  X) respectively,  In the third method,  the impulse response  function, h(t), of  the

fluorescence emission  was  obtained  from the  invcrse-FFT of  H(co). Fluorescence life-

times  were  determined from curve  fitting of  the  two  component  exponentizl  decay curves

for h(t), The  two  eomponent  fluorescence lifetimes obtained  by the three analytical

methods  agreed  well  with  each  ether,  and  the applicability  of  FFT  analysis  on  fluores-

cence  lifetime was  proven.
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