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研究成果の概要（和文）：細胞膜表面や細胞質全体のイメージング技術は飛躍的に進歩しているが、その一方で
細胞内の膜近傍に限定した精確な位置情報も含めた局所イメージング技術はまだほとんど未踏分野と言って良
い。表面プラズモン共鳴(SPR)と表面プラズモン増強蛍光(SPEF)の同時イメージングを可能にするためにこれま
で不可能であった短波長光源でのＳＰＲ測定が可能な新規センサ膜を開発しＳＰＲとＳＰＥＦの同時測定が可能
な新しい近接場イメージング技術を開発した。

研究成果の概要（英文）：Significant advances are shown in imaging techniques for cell membrane 
surface and cellular cytoplasm, but few studies on local precise imaging techniques for 
juxtamembrane region have been reported. This study focused on realization for the simultaneous 
imaging of surface plasmon resonance (SPR) and surface plason enhanced fluorescence (SPEF). Novel 
sensor chips were developed for SPR imaging under shorter wavelength light. Simultaneous imaging of 
SPR and SPEF could be realized by using these sensor chips and shorter wavelength light.

研究分野： 生物計測工学

キーワード： バイオセンサ　表面プラズモン共鳴センサ　近接場イメージング　計測工学　細胞イメージング
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
細胞膜表面の受容体から、細胞内部の膜近

傍における情報伝達系にいたる領域の詳細
な機能解析は医療や創薬の分野において極
めて重要である。細胞膜表面や細胞質全体の
イメージング技術は飛躍的に進歩している
が、その一方で細胞内の膜近傍に限定した精
確な位置情報も含めた局所イメージング技
術はまだほとんど未踏分野と言って良い。 
表面プラズモン共鳴（ＳＰＲ）測定は金属

薄膜に全反射するような角度で光を入射し
たとき、そのエネルギーの一部が漏れだして
生じるエバネッセント波と、それによって金
属中の自由電子が励起されて生じる表面プ
ラズモン波の共鳴現象を利用している。この
光エネルギーが漏れ出す距離が「浸透深さ
（あるいは侵入長）」と呼ばれ、ＳＰＲ測定
で実際に「見ている」範囲となる。この浸透
深さは光源波長の影響を受ける事が知られ
ている。波長 505～940nm の範囲で試算した
ところ、銀では 53～526nm、アルミニウム
では 168～720nm となる（水測定時）。この
距離はまさに上述の細胞内の膜近傍での情
報伝達系などの様子を見るのに好適な範囲
である。そこで研究代表者はこれを利用した
２種類の近接場イメージング手法を組み合
わせた新しいイメージング技術の開発を目
指した。光源波長により浸透深さが異なるこ
とから、異なる波長で得られたＳＰＲ画像の
互いの差分をとれば、細胞のどのあたりで
（何かが）起きているかを見れるはずである。
これをＳＰＲ断層イメージングと名づけた。
一方、上述の漏れだしたエバネッセント波に
よって金属膜表面の蛍光色素を励起させる
表面プラズモン増強蛍光分析(SPEF)では励
起される蛍光物質は浸透深さの領域にある
ものに限定されるので、その蛍光が細胞のど
のあたりで生じているかを知ることが出来
る。さらに用いる蛍光色素により、「何が」
起きているかも推定できる。本研究ではＳＰ
Ｒ断層イメージングとＳＰＥＦイメージン
グの同時測定を実現しようと考えた。 
 

２．研究の目的 
ＳＰＲセンサの測定範囲に相当する浸み

出し光の及ぶ範囲である浸透深さが光源の
波長に依存することに着目して、浸透深さの
異なる画像の差分をとることでＳＰＲ断層
イメージングを実現する。さらに浸み出し光
により励起されるＳＰＥＦを、これまでＳＰ
Ｒ測定ができないため利用できなかった
490nm 付近の励起波長を有する蛍光色素を
利用して行う。そしてこれらＳＰＲイメージ
ングとＳＰＥＦイメージングを同時に取得
できる測定システムを構築し、数十～数百
nm という細胞内の細胞膜近傍に相当する近
接場領域の「どこ」で「何が」起きているか
を画像化できる、ＳＰＲ－蛍光近接場断層イ
メージング法を創製する。 
 本研究は 490～650nm というこれまでＳＰ

Ｒセンサでは未開拓の短波長領域の光を光
源として用いた研究である。これは研究代表
者が開発した積層センサ膜を始めとする新
しいＳＰＲセンサチップを用いることで初
めて可能となるものである。短波長光源での
ＳＰＲイメージングを実現することにより
ＳＰＥＦイメージングにおいても励起波長
450～600nm という最も有用で多彩な蛍光プ
ローブ色素が初めて使えるようになる。また 
光源波長による浸透深さの相違に着目した
断層ＳＰＲイメージングというのは他に例
のない計測手法であるが、短波長光ＳＰＲイ
メージングにより幅広い波長領域でのＳＰ
Ｒイメージングが可能なったことで初めて
実現に近づいたものである。また数十μm 程
度に過ぎない細胞１個のレベルでのＳＰＲ
イメージングに関する研究は研究代表者ら
の研究以外ではほとんど例のない独創的な
ものである。 
 
３．研究の方法 
光源波長と浸透深さの関係の評価 
光源波長が長いほど浸透深さも長くなる。

浸透深さに対応したＳＰＲ画像が得られる
かを実証するためにモデル実験材料として
樹脂微粒子や微小直方体を用いてそのＳＰ
Ｒ画像の大きさの変化から確認した。蒸留水
中でＳＰＲセンサ基板上に３種類の樹脂微
粒子（平均粒径 0.1mm、1mm、5mm）及び
コントロールとして断面積が 0.1mm 四方の
四角柱体（浸透深さが変わってもＳＰＲ画像
の大きさは不変）を置き、６種類の光源波長
（490、505、590、660、850、940nm）で
ＳＰＲ画像を取得した。得られた画像の直径
から浸透深さを算出した。浸透深さの理論値
δi は、δi ＝(λ0/2π){(εm＋εd)／εd2}(1/2)

より求めた。ここでλ0は光源波長、εdは水
の誘電率、εm は金属の誘電率で物性データ
集のデータ、または実際に作製したセンサチ
ップを用いてエリプソメータで実測した屈
折率と消光係数から算出した。 
また各波長で得られた画像同士の差分画

像を得るための、画像位置照合、画質補正、
差分計算など必要な解析ツールの作成を行
った。 

 
ＳＰＲイメージと蛍光イメージが同時取得
できる近接場イメージング装置の構築 
 ＳＰＲイメージングと同時に、その試料の
ＳＰＥＦに基づく蛍光画像を取得するため
に、２次元ＳＰＲ装置のＳＰＲセンサチップ
を設置するプリズム上に高感度ＣＣＤカメ
ラ【平成２７年度申請設備】を装着した。高
感度ＣＣＤカメラに長ＷＤ（作動距離）顕微
鏡レンズと蛍光フィルターを接続したもの
を、上下スライド付きのスタンド（既設）に
装着してＳＰＲセンサのセンサ基板上に来
るよう位置調整をした。これに遮光カーテン
等必要なものを装備した。ＳＰＥＦは微弱な
ためカメラの感度向上のみならずバックグ



ウンドレベルの低減が必要であった。 
 
ＳＰＥＦ画像の取得とＳＰＲ画像との関連
性についての検討 
 短波長領域の光源でＳＰＥＦが観察でき
るかをまず確認した。モデル実験系としてＦ
ＩＴＣで標識したアルブミンの固定化膜や
ルテニウム錯体を溶解したナフィオン膜を
ＳＰＲセンサ基板上に形成し、波長 490nm
の光源でＳＰＲ測定を行った。これによりＳ
ＰＲ吸収とＳＰＥＦが確かに対応している
ことを確認した。またセンサ基板について
種々の多重層薄膜基板（各層の厚さをいろい
ろ変えたもの）や銀薄膜で比較し、ＳＰＲ吸
収が大きく、かつＳＰＥＦが強く見られる基
板を検討した。 
 
長距離伝搬表面プラズモン(LRSP)を活用す
るための新規センサチップの開発 
ＳＰＲセンサチップの基板（プリズム）と

金属薄膜の間に測定試料と同等の屈折率を
有する物質の層を挿入することで、エバネッ
セント波の浸透深さや表面プラズモン波の
伝搬距離が増大し高感度化が期待できるＬ
ＲＳＰが実現できることが報告されている。
本研究では SF6 基板上に屈折率が水とほぼ
等しいアモルファスフッ素樹脂の 1種である
Cytop®(CTL-809M、旭硝子)をスピンコーテ
ィングにより塗布、硬化させ、その上に金薄
膜を形成した。 
 
４．研究成果 
平成２７年度は、まずＳＰＲ断層イメージ

ングの基礎実験として光源波長と浸透深さの
関係について評価した。ここでは樹脂微粒子
のＳＰＲ画像の直径から浸透深さを算出した。
参照試料として位置によって画像の大きさが
変わらない直方体試料を用いた。その結果、
光源波長が長いほど浸透深さも長くなること
を実証することが出来た。 
 次にＳＰＲイメージングと同時に、その試
料のＳＰＥＦに基づく蛍光画像を取得するた
めに、２次元ＳＰＲ装置のセンサチップを設
置するプリズム上に冷却ＣＣＤカメラを装着
した。申請時に導入を予定していた Retiga 
6000（日本ローバ）は視野が広く解像度が高
いものの感度が不充分でＳＰＥＦによる微弱
な蛍光画像の取得は困難であることがわかっ
たので、バックグラウンドレベルが低く高感
度なライカのDFC365FXを導入した。 
 最後に短波長領域の光源でＳＰＥＦが観察
できるかを確認した。アルミニウム薄膜（膜
厚15nm）基板上にルテニウム錯体をＰＤＭＳ 
で固定化したものについて光源波長505nmで
ＳＰＲイメージング画像とＳＰＥＦイメージ
ング画像を計測したところ、ＳＰＲ吸収が最 
大となった入射角54°付近で蛍光も最大とな
った。同様に蛍光微粒子を用いた実験でもＳ
ＰＲ角で蛍光強度は最大となり、ＳＰＥＦが 
観察できていることがわかった。 

 このように平成２７年度に予定していた
研究についてはほぼ計画通り遂行できた。 
平成２７年度の研究によりＳＰＲ吸収とＳ

ＰＥＦの同時測定が可能となり、ＳＰＲ吸収
が最大となった入射角付近で蛍光も最大とな
るという結果が得られた。しかしＳＰＥＦに
よる蛍光は極めて微弱であり、ＳＰＥＦでは
なく単に励起光を観測していた可能性も否定
できなかった。そこで平成28年度は短波長光
源でも感度の高いアルミ基板を用いてＳＰＥ
Ｆ測定の検証を行った。直径6μmの蛍光微粒
子(ex.512nm em.554nm)を用いてSPEF測定を
行ったところ、505nmの光源ではSPR角付近で
蛍光ピークが見られたが、660nmの光源では
SPR角付近でも蛍光はほとんど見られなかっ
た。銀基板では505nmの光源ではSPR角が測定
範囲外となったが、この時505nmの光源でも蛍
光は見られなかった。以上のことから確かに
SPRのエネルギーで蛍光が励起されているこ
とが示された。このように浸透深さが大で、
短波長光源でもSPR測定ができるアルミ基板
を用いてSPEFが測定できた。しかしアルミ薄
膜は不安定で緩衝液のように塩濃度の高い溶
液中ではすぐに溶解してしてしまう。 
そこで塩を含む溶液中でも使用できるよう

にアルミ基板上にアルミナ膜を形成したセン
サチップを開発した。449nmに励起ピークを有
し、500nm程度でも励起されるルテニウム錯体
を含むナフィオン膜をセンサ基板上に形成し、
505nmの光源を用いて SPR-SPEF 同時測定を
行った。結果を図１に示す。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ アルミ－アルミナ積層膜を用いたSPR
－SPEF同時測定 
 
ルテニウム錯体を含まないナフィオン膜で

は SPR 、SPEF共、入射角 51.0°でピークと
なったが、ルテニウム錯体を含むナフィオン
膜では SPR 角は52.4°、SPEF の最大値は 
51.5°で得られ、ルテニウム 錯体の有無によ
る SPEFの増大も見られた。このようにアルミ
－アルミナ基板でもSPR-SPEF 同時計測に成
功した。 
このように平成２８年度の研究によりアル

ミ－アルミナ積層膜をＳＰＲイメージングの
センサ基板として新たに用いることでＳＰＲ
－ＳＰＥＦ同時測定に成功した。しかしＳＰ
ＥＦの感度は依然充分とは言えずアルミナ薄
膜はＳＰＲセンサに一般的に用いられる金薄
膜と比べ化学的修飾が難しく安定性も充分と
は言えなかった。そこで平成２９年度はＳＰ

 



ＥＦの感度の一層の向上を図り、金薄膜を用
いたセンサ基板を利用できるようにするため
長距離伝搬表面プラズモン(LRSP)技術を導入
した新しいセンサ基板を開発した。プリズム
と金薄膜との間に水と屈折率の値が近いアモ
ルファスフッ素樹脂であるCytopの層を挿入
した。まずシミュレーション結果を参考に
Cytop層と金薄膜の最適膜厚を、光源波長が
505nm、590nm、660nm、850nmの各場合につい
て求めた。そしてＳＰＲセンサ膜としての特
性を検討したところ、いずれの光源波長にお
いてもCytop層の挿入によりＳＰＲ曲線は非
常にシャープになり、これにより輝度変化を
指標としたＳＰＲ測定の感度は2.5～15倍向
上した（図２）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ Cytop挿入基板のＳＰＲ感度 

 
また従来、金薄膜では測定が不可能であっ

た波長505nmの光源でもＳＰＲ測定が可能と
なった。また入射光が金属薄膜から滲み出て
表面プラズモン現象を引き起こす範囲を示す
浸透深さはＳＰＥＦの高感度化に直接関係す
る指標であるが、Cytop層の挿入により約1.6
倍増大した。 
なおＳＰＥＦ測定の高感度実現のため新規

のＳＰＲセンサ基板の開発に注力したため、
交付申請時に平成２９年度に実施を予定して
いた接着性培養細胞ＳＰＲ－蛍光同時計測近
接場イメージングについては十分時間を割く
ことができず特筆すべき成果は得られなかっ
た。研究期間終了後も引き続き取り組んでい
く予定である。 
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