
室蘭工業大学・大学院工学研究科・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１０１０３

基盤研究(C)（一般）

2023～2021

集束表面プラズモンを利用した顕微複屈折測定法の開発と細胞異常診断への応用

Measurement of microscopic birefringence by using focused surface plasmon and 
its application to cell diagnosis

８０３２２８７４研究者番号：

加野　裕（Kano, Hiroshi）

研究期間：

２１Ｋ０４９１６

年 月 日現在  ６   ６ １３

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：表面プラズモンを用いてナノ領域の複屈折をワンショットで測定する手法について開
発を行い，光異性化材料における複屈折の生成や消失を測定することができた．さらに，測定基板上での生体細
胞培養において，銀表面をポリマー薄膜で保護する手法を開発し，膜厚15~20 nmのPMMA薄膜の成膜に成功した．
PMMA薄膜により金属層は保護され，細胞を培養することには成功したが，基板と細胞間に混入した不純物によっ
て集束表面プラズモンの空間周波数応答スペクトルの尖鋭さが失われたため，細胞培養条件の精査などが課題と
して残った．

研究成果の概要（英文）：A method for measuring birefringence in nano-region using a focused surface 
plasmon was developed.  Birefringence induced by photo-isomerization was measured successfully.  A 
method for protecting a silver surface with polymer ultra-thin film was also developed.  In this 
method, the silver surface was modified by atmospheric  low-temperature plasma treatment to have 
hydrophobic surface to enable the use of the spin coating technique.  With the protective layer, 
cell cultivation was conducted successfully, while contaminations between the substrate surface and 
the cell degraded the spatial frequency response that is essential for birefringence analysis.

研究分野：光計測

キーワード： 表面プラズモン　複屈折　銀表面の親水化　大気圧低温プラズマ処理　光異性化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では，極めて微小な領域に生じる複屈折を極めて高い感度で測定する手法を開発することに成功した．不
屈折は，光が媒質中を伝搬するとき，電場の振動方向によって感受する屈折率が異なる現象であり，たとえば，
細胞異常は細胞に複屈折を発生させたり，消失させたりする．開発した手法は，細胞のサイズに比べ小さな領域
の複屈折を高感度に測定する点で画期的であり，その実現には，金属表面の自由電子を光の電磁場がナノ領域で
共鳴する集束表面プラズモンを利用した．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
金属表面に光励起される表面プラズモンの伝搬定数は，金属表面の屈折率に強く依存するため，
これを測定プローブに用いると極めて高感度な屈折率測定を行うことができる．広く行われて
いる屈折率測定では，ガラスプリズム，膜厚 50nm 程度の金属薄膜，試料の 3 層で構成される
光学配置に対し，プリズム側からレーザー光を入射させ，反射光強度を測定する光学系が広く用
いられる．この光学系では，表面プラズモン励起に起因する光吸収が生じる入射角を測定し，表
面プラズモンの伝搬定数を求める．この伝搬定数から求められる屈折率の測定感度は，金属表面
で生じる分子間相互作用による屈折率変化を捉えられるほど高く，生体分子間相互作用の主要
な検出方法の一つとして認知されている． 
一般な手法に対し，研究代表者は金属表面の極微小領域に表面プラズモンを局所励起する原
理を考案した．この手法では，図１に示すように，可干渉な表面プラズモンを金属表面の 1点に
向かって集束させ，干渉によって表面プラズモンを局在させる．（以下， これを集束表面プラズ
モンと呼ぶ．）屈折率測定においては，集束領域が測定領域となる． 

 

 
集束表面プラズモンは，図２に示すように，高開口数油浸対物レンズを用い，金属薄膜を成
膜したカバーガラスに励起光を集光することにより，励起できる．また，この励起原理を用いる
と，金属薄膜からの反射光の空間周波数スペクトル（対物レンズの射出瞳における光強度分布）
に現れる光吸収パターン（図２）から，励起された表面プラズモンの伝搬定数（ ݇ୱ୮ ）を求め
ることができる．これにより，表面プラズモンの回折限界に相当する空間分解能で金属表面の屈
折率分布を測定することができる． 
たとえば，NA1.65の対物レンズを用いて波長 632.8 nmの光を，水に接する金薄膜に集光す
ると，集束表面プラズモンの生成する電場は半径 180nm，金属表面から 180nm の領域に局在
する．表面プラズモンが生成する電場はエバネッセント場であるため，金属表面の近接場に局在
し，金属表面での電場の広がりは金属表面の媒質中に形成される光の回折限界スポットよりも
小さい． 
これまで，この手法によって実現される高い空間分解能を活かして，生体模倣膜（脂質二分
子膜）の膜構造や細胞と基板の間隙に形成される接着斑の計測などを実現したが，試料は等方的
であると見なせる試料を測定の対象としていた．本研究では，光学的異方性を有する試料も対象
にするべく，複屈折を示す試料の計測についての知見を深め，その応用を企図した． 

 
２．研究の目的 
 
本研究では，集束表面プラズモンを測定プローブとして局所的な複屈折を高感度に測定する手
法の確立を研究目的とした．複屈折を測定する手法は一般に透過光に生じる位相変化の偏光依
存を調べる手法が広く利用されている．この原理に基づく測定手法では，十分な位相変化を得る
のに，比較的長い光路長が必要となるため，ナノ領域の複屈折測定には測定感度の問題が付随す
る．本研究で開発する手法により，局所領域の微小な複屈折の測定が実現すると，試料における
形態的な制限が緩和されるメリットをもたらす． 
さらに，開発する手法の応用として，細胞内に形成される複屈折を測定することを研究目的
とした．本研究の測定法は，高い空間分解能を有するため，細胞のどの部位がどの程度の複屈折
を示しているのかを表す像の取得が実現できれば，個別の細胞の状態を評価することに貢献で
きる．そこで，正常細胞に比べ，癌化した細胞は強い複屈折を示すことが知られているため，そ
の診断を行うことが可能か，検討を行うこととした．細胞の癌化では，ステージ I で 10ିଷオー
ダーの変化が生じるとされるが，細胞の全体が均一な複屈折を示すわけではなく，相対的に核は
大きな変化を示すと考えられている．そのため，ステージ Iへの変化をより早期に診断できる可
能性がある． 



以上の研究目的に照らし，本研究では，200 nm以下の空間分解能と，常光線と異常光線の間
で10ିଷオーダーの屈折率差があることを検出可能な測定感度の実現を開発の目標とした．  
 
３．研究の方法 
 
本研究では，はじめに集束表面プラズモンを用いて複屈折測定を行う装置の試作を行った．図３
に示す試作装置では，ラジアル偏光させた平行光を，高開口数の油浸対物レンズでクレッチマン
配置(高屈折率ガラス/銀 /シリカ/試料)基板に集光し，反射光を，対物レンズの射出瞳と光学的に
共役な位置に配置したイメージセンサーで強度測定する光学系を構築した．これにより，基板か
らの反射光の空間周波数スペクトルを取得し，画像解析によって，表面プラズモンの伝搬方向ご
との伝搬定数を測定することができる．伝搬定数の決定においては，楕円状の光吸収パターンの
長軸，短軸の方位，長軸方向の伝搬定数，楕円率を決定する非線形収束法（シンプレックス法）
に基づく画像処理プログラムを作成した．測定システムの動作検証のため，試料として，一方向
に張力を加えたパラフィン膜を用い，光学軸の方位や常光線，異常光線に対する屈折率を求めた．
その結果から，測定システムが適切に構築できたと判断した． 
 

 
続いて，この試作装置が高い測定感度を有することを示すため，膜厚 100nm 程度の薄膜に
おける複屈折分布の測定を行った．この実験では，図４に示すように，基板表面に光異性化によ
っ て 複 屈 折 を 示 す 材 料 (PAZO: poly[1-[4-(3-carboxy-4-hydroxyphenylazo)benzene-
sulfonamide]-1,2-ethanediyl sodium salt])をスピンコートし，波長 473 nmの光照射によって，
PAZOが異性化し，これによる複屈折の発現により，図５のように，空間周波数スペクトルに現
れる光吸収パターンが楕円化することを確認した，また，光吸収パターン楕円率から，光異性化
に伴う複屈折により光学軸とこれを直交する方位では屈折率が 0.01程度異なることを確認した． 
さらに，空間周波数スペクトルを記録するイメージセンサーの画素数を増大させ，より精密
に複屈折を測定できるよう，装置の改良を行った．この改良においては，イメージセンサーの信
号伝送をアナログからデジタル方式に変更したため，システムの制御ソフトウェアに大幅な変
更を行った．この改良により，データ取得速度の向上も実現した． 
試作装置の動作確認を終えた後，集束表面プラズモンを測定プローブに用いた生体細胞の複
屈折分布の可視化に向け，集束表面プラズモンを励起することができる基板上での生体細胞の
培養を試みた．集束表面プラズモンを可視域で励起するとき，銀を用いると，金などを用いる場
合と比べ，伝搬定数のピークが先鋭化させることができるが，銀は化学的に安定でないため，こ
れまで，シリカのスパッタ薄膜で表面保護を行っていた．この基板を用いて細胞培養を試みたと
ころ，シリカスパッタ膜の崩壊が確認された．そこで，表面プラズモンセンシング基板の表面の
保護にポリマー薄膜を用いる検討を行った．表面プラズモンセンシングでは，表面プラズモンが
形成する電場はエバネッセント波となって局在し，金属表面から離れると指数関数的に減衰す
るため，保護膜の膜厚は測定感度に大きな影響を与える．これを考慮して，ポリマー薄膜の膜厚
の目標値を 10~20nmに定め，材料と成膜法の選定を行い，ポリメチルメタクリレイト(PMMA)
をトルエンに溶解させ，スピンコーティング法で成膜することとした．その試行段階では，目標
とする膜厚での成膜においては，膜厚が不均一になることが確認された．この成膜過程において



は，銀表面に滴下した PMMAトルエン溶液の濡れ性が低いことが視認できたため，銀表面の親
水化が必要であると判断した．いくつかの手法を検討した結果，銀表面に大気圧低温プラズマを
照射する手法を試行することとなった．プラズマバレットの形状，ガスの種類，基板とプラズマ
バレットの距離，照射時間，ガスへの水の添加などの条件を変化させて，銀表面に滴下した水滴
の接触角を測定した．その結果，図６に示すように，アルゴンガスを用いて発生させたプラズマ
を 30mm の距離から 180 秒照射すると，図７に示すように，銀に滴下した超純水の接触角が
94°から 54°まで減少することを確認できた．また，プラズマ照射の前後で表面プラズモンの
空間周波数応答を測定したところ，図８のように，光吸収ディップにわずかな変化は生じるもの
の，半値全幅も含め大きな変化は生じないことを確認できた． 

 
続いて，PMMAの成膜を行い，集束表面プラズモン顕微鏡で評価した．測定領域を 15 μm
平方とし，64 × 64 点で，反射光空間周波数スペクトルを取得し，それぞれのスペクトル画像
を解析してプラズモンの伝搬定数を求めた．図９は，4枚の基板につき，およそ 1mm間隔で 3
領域を測定した結果であり，各領域内（b1から e3）の伝搬定数の標準偏差が10ିସオーダーであ
ることから，各領域において集束表面プラズモンの伝搬定数のばらつきは十分に小さいこと，ま
た，領域間の伝搬定数の平均値の差が 0.001であったことから，基板が十分に均一であることを
確認できた．なお，伝搬定数を PMMAの膜厚に換算するとおよそ 17 nmであった．以上より，
目標とする膜厚で，均一性の高い薄膜の成膜に成功し，再現性も確認できた． 

 

 
次に，PMMAで保護した銀を用いる表面プラズモンセンシング基板上に，ラットの神経細胞



(後根神経節)を培養し，その基板の顕微領域からの反射光空間周波数スペクトル測定を行った．
その結果，基板の銀を劣化 させずに培養は行えたものの，基板表面で生じる多重散乱によって
周波数スペクトルの光吸収パターンの尖鋭さが失われ，周波数スペクトルの背景雑音が増大し
たため，集束表面プラズモンの伝搬定数を決定することができなかった．ポリマー保護膜と培養
細胞の間に析出物が混入したことが，周波数応答の尖鋭さを低下させ，背景雑音を増大させた原
因と考えられる． 

 

 
その他，複屈折を示す媒質と相互作用した集束表面プラズモンが示す空間周波数応答から，
複屈折媒質の光学軸方位，常光線，異常光線に対する屈折率を求めるプログラムについても追加
の改良を行った．空間周波数スペクトル画像において，楕円化した周波数スペクトルパターンの
中心，長軸の長さ，楕円率，長軸の方位の 5種のパラメーター推定をシンプレックス法によって
行うが，シンプレックス法の収束過程において，より高い評価値を与えるパラメーターセットを
探索する不能になる問題の解消を行った．具体的には，候補となるパラメーターセットの選択肢
を増大させるとともに，その序列を調整した．これにより， 複屈折を生じさせる光学軸の方位
推定の精度が向上した． 
 
４．研究成果 
 
ナノ領域の複屈折をワンショットで測定する手法について開発を行い，光異性化材料における
複屈折の生成と消失を測定することによって，これを検証することができた．さらに細胞の複屈
折を測定するために，基板表面に細胞培養を試みたが，銀の保護層となっているシリカ層が崩壊
したため，表面プラズモンセンシングを行う銀表面を膜厚 15~20 nm でポリマーコーティング
する手法を開発した．この過程では，銀表面でポリマーのスピンコーティングが実行できるよう
に，銀表面を親水化する必要があり，大気圧低温プラズマ照射がこれに有効であることを明らか
にした．PMMA保護層を有する基板を用いて細胞培養を行ったところ，金属層は保護され，細
胞が培養できることを確認できたものの，集束表面プラズモンの空間周波数応答スペクトルの
尖鋭さが失われたため，細胞培養条件の精査などが課題として残った． 
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