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研究成果の概要（和文）：表面増強ラマン散乱分光法は、金属ナノ構造をプローブに用い、金属表面近傍に存在
する分子からのラマン散乱光を増大させる。検体を無標識で識別し、分子の構造や周辺環境の分析を行うことが
できる上、ラマン分光法の課題である感度の低さを補うことができるため、様々な研究分野において、極めて重
要な計測法になると期待されている。しかしながら、信号の増幅度を精密に制御することが難しく、広範な応用
が困難であった。本研究では、信号強度に代えて、計数法を用いてSERSの定量を行う手法について開発を行い、
SERSの課題である低濃度域での検出感度や定量性を向上できる技術を目指して研究開発を行った。

研究成果の概要（英文）：Surface-enhanced Raman scattering spectroscopy uses metallic nanostructures,
 which amplifies Raman scattering signal from the molecule existing near the metal surface. Since it
 can identify molecular species of the sample at high sensitivity, and further provides information 
of the molecular structure and surrounding environment, it is expected to be a promising analytical 
method for various research fields. However, the range of its application has been limited, since 
the precise control of the degree of signal amplification is often challenging. In this research, 
digital counting was considered to use for the measure of the quantification of SERS signal, instead
 of the SERS signal intensity. By using it, improvement of the sensitivity of SERS measurement and 
quantitative analytical capability was examined.

研究分野： バイオフォトニクス

キーワード： 表面増強ラマン散乱　ラマン分光法
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１．研究開始当初の背景 
ラマン散乱分光法は、分子の振動情報を光で
直接捉える振動分光法である。入射光と分子
の相互作用により発生した散乱光の波長変
化から、検体に含まれる分子結合情報をスペ
クトルとして取得することができる。得られ
た散乱スペクトルに見られるピーク位置、形
状から、検体に含まれる分子種を同定するこ
とができる。さらに、ラマンピークの幅やシ
フト量、複数のラマンピークの強度比などか
ら、検体分子の構造変化や、周辺の温度、pH
や酸化・還元状態などの周辺環境の情報を取
得することもできる。分子を蛍光団などの標
識で修飾することなく、検体中の分子を無標
識で識別し、さらに分子の構造や周辺環境情
報をも取得できることから、ラマン分光法は
マテリアルサイエンスの研究領域で広く用
いられてきた。さらにこのラマン分光法は、
ラマン散乱の励起に用いる入射光と、分子か
ら発生する散乱光を、共に可視域の光を用い
て計測する事ができる。可視光は、水に対し
て光吸収が少ないことから、ラマン分光法を
用いれば、水中に存在する分子の振動情報を
取得する事が出来る。赤外分光法も、ラマン
分光法と同様に光を用いて分子種の識別・同
定を行うことができるが、計測に用いる光が
赤外光となるため、水の吸収の影響が大きく、
水中の分子の計測が困難である。生体試料に
含まれる生体分子は、その多くが水中で機能
している。ラマン分光法を用いれば、水中で
機能する分子を計測し、無標識で分子種を同
定することができる。さらに分子の構造変化
や周辺環境などの情報を取得し、分子の働き
をありのままに捉えることができる。このた
め、ラマン分光法は、医学・生物学や薬学な
ど、広くライフサイエンス分野に貢献する分
析手法となることが期待されている。 
 ラマン分光法をライフサイエンス分野な
ど、より広範囲の研究分野に応用するために
大きな課題となるのが、検出感度の低さであ
る。散乱の効率を示すラマン散乱の散乱断面
積は 10-30 cm2程度である。広く応用されてい
る蛍光分子の吸収断面積が 10-16 cm2 程度で
あることと比較すると、ラマン散乱が非常に
低感度な計測法であることが分かる。微弱な
信号光を捉えるため、1 回のスペクトルの取
得にも、数秒以上の計測時間が必要となるこ
とが多い。また、高い励起光強度を用いても、
その検出下限はミリモーラーからサブミリ
モーラー程度であるため、計測対象は、溶液
中に高濃度の検体分子が存在する場合に限
られてきた。このラマン散乱分光法の計測感
度を向上させる方法として、表面増強ラマン
散乱(Surface-enhanced Raman scattering, 
SERS) 分光法が開発されてきた。SERS は、検
体分子のラマン計測に金属ナノ構造を用い
る。波長より十分に小さい微細構造を有する
金属ナノ構造に光が入射すると、光と金属中
の自由電子の相互作用によって、金属の表面
近傍に、局在化した増強電場が形成される。

この金属表面に検体分子が存在すると、電場
増強効果によって、分子から発生するラマン
散乱光が増大する。さらに、分子から発生し
たラマン散乱光が金属ナノ構造によって再
び増幅される事によって、信号光のさらなる
増幅効果を得る事ができる。電場の増幅効果
に加えて、検体分子と金属の化学的な相互作
用による増幅メカニズムも存在する。特に、
金属と化学結合を形成する分子構造や、金属
表面に吸着する構造を有する分子で顕著に
その効果を得ることができる。その極めて高
い増強効果によって、計測感度が大幅に向上
され、1 分子検出が実現された事例も報告さ
れている (S. Nie et al., Science Vol. 275, 
pp.1102, 1997, K. Kneipp et al., Phys. Rev. 
Lett., Vol. 78, pp. 1667, 1997)。計測対
象も、色素等の金属表面への吸着効果が高い
分子に加えて、ヘモグロビンやアデニンなど
生体分子の計測も報告されており、そのライ
フサイエンス分野への応用が期待されてき
た。 
 
２．研究の目的 
金属ナノ構造を用いた SERS 計測法は、ラマ
ン分光法の計測感度の低さを補うことので
きる極めて有望な検出手法である。数桁から
十数桁の増幅効果が報告されており、信号増
幅による検出下限の低減に加えて、感度向上
に伴う計測時間の短縮、用いる励起光強度の
低減による試料分子に対する光損傷の可能
性の低減など、様々な利点を有する。こうし
た大きな利点を有していながら、これまで
SERS を用いたラマン分光法の応用、中でもラ
イフサイエンス分野における応用範囲は限
定的であった。SERS の広範な応用を妨げる要
因となるのが、信号増幅効果の安定性と再現
性を高く保つことが難しい点にある。SERS の
信号増幅効率は、金属ナノ構造の微細な形状
の違いによっても大きく変化する。複数の金
属ナノ構造が近接したナノスケールの間隙
や、金属がナノスケールで先鋭化した先端部
など、金属ナノ構造全体で均一ではなく、ホ
ットスポットと呼ばれる限られた領域で高
い増幅度を示すことが知られている。さらに
その増幅度は、金属ナノ構造のナノメートル
オーダーでの近接距離に依存して、鋭敏に変
化することも報告されている。SERS による増
幅度を安定して取得するには、上記の金属ナ
ノ構造体を広範囲に渡って高い精度で再現
性高く均一に作成することが重要である。し
かしながら、金属のナノ構造体をナノスケー
ルの精度で広範に形成することは容易では
ない。さらに、分子と金属ナノ構造の相互作
用が増幅度に大きく影響するため、分子の吸
着状態が信号の増幅度に寄与する可能性も
ある。こうした状況のため、SERS で得られる
信号光強度を頼りに、計測の安定性と再現性
を保ち、高感度化を図ることは容易ではなか
った。上記の状況を鑑み、申請者は、SERS を
安定に、かつ高感度に計測する手法の開発を



目的に研究を行った。 
 
３．研究の方法 
SERS 計測において散乱強度による評価法に
代えて、数を計量する計数法を用いて、SERS
の感度を向上する手法の開発を目指して研
究を行った。従来の SERS 計測では、ラマン
分光計測装置やラマン顕微鏡を用いて、試料
から発生するラマン散乱スペクトルを取得
する。得られたスペクトルの内、特定の分子
振動モードに帰属されるピークの高さから、
溶液に含まれる検体分子を定量する。本研究
では、標準試料と金属ナノ構造を含む試料に
対して、散乱分光イメージングを行った。さ
らに、得られた画像における、特定の分子振
動モードの散乱強度を元に画像を構築する。
構築した画像を解析し、検体の濃度を変えな
がら各濃度で取得した画像のうち、得られた
ホットスポットの数を計上する。従来、画像
全体の強度の平均値など、散乱強度で評価し
ていた縦軸を、ホットスポットの数に置き換
えて計測を行う。レーザーのスポット内に存
在する分子数が極めて少ない、低濃度の条件
下でラマン計測を行い、散乱強度を元にした
従来法と計数法において、検出感度に差が出
るかを検証する。 
 上記に加え、より高精度で計数法を行う基
盤技術の開発のため、マイクロスケールの微
小なチャンバーアレイの作成方法を検討し
た。作成方法として、電子線描画装置を用い
たマイクロパターニング法を選定した。この
方法を用い、ガラス基板上に作成したレジス
トにマイクロスケールのパターンを形成し、
これをアレイ状に配列することでチャンバ
ーアレイを作成する。ホットスポットの得ら
れる場所を予め限定し、画面内におけるホッ
トスポットの数を毎回一定にする。さらに、
チャンバーのサイズを微小化することによ
り、一度のイメージングで取得出来るホット
スポットの数を増加させる。 
 SERS イメージングを行うため、スリット走
査型のラマン顕微鏡を用いた(A. Palonpon 
et al., Nat. Protoc. Vol. 8, pp. 677, 2013, 
J. Ando et al., Curr. Opin. Chem. Biol., 
Vol. 33, pp. 16, 2016)。レーザー光をシリ
ンドリカルレンズによってライン状に成形
し、対物レンズを用いて試料上にライン状に
集光する。発生したラマン散乱を同一の対物
レンズで集め、イメージング分光器のスリッ
ト上に結像する。発生したラマン散乱光を冷
却 CCD カメラで、数百個のスペクトルをパラ
レルに検出する。ライン状の照明光を、ガル
バノメータミラーを用いて走査する事によ
り、２次元的なラマン像を取得する。SERS 計
測を行う金属ナノ構造には、金、及び銀のナ
ノ粒子を用いた。 
 
４．研究成果 
SERS において、計数法を用いた計測を行うた
め、銀ナノ粒子を用いて生体分子の SERS 測

定を行った。標準試料として、アルキン標識
したペプチドを用いた。アルキンは、炭素-
炭素三重結合を有し、ラマンピークが、生体
試 料 が 通 常 ラ マ ン 散 乱 光 を 示 さ な い
1800-2600cm-1 付近のサイレント領域と呼ば
れる波数域に現れる(Yamakoshi et al., J. 
Am. Chem. Soc., Vol. 133, pp. 6102, 2011)。
このため、背景光を抑えて選択的に目的の分
子を検出する事が出来る。10 アミノ酸の連結
したペプチドの１つに、末端アルキンを有す
る非天然のプロパルギルグリシンを導入し
た。上記の試料を、直径 40nm の銀ナノ粒子
と混合してラマン計測を行った。様々な条件
検討を行ったところ、トリフルオロ酢酸
(TFA)を混合する事で、銀ナノ粒子が安定し
てガラス基板上に凝集体を形成することを
見いだした。凝集体からは、ペプチドに含ま
れるアルキン標識由来の増幅されたラマン
散乱光を得ることができる。TFA を添加し、
ガラス基板上に安定して凝集体を形成させ
たのち、励起光 532nm のレーザー光を照明光
として、ラマン計測を行った。1 ラインあた
り 1秒露光し、25 回走査してイメージングを
行った。ライン方向のピクセル数は 240 とし
た。倍率 40倍、開口数 0.75 の対物レンズを
用い、対物レンズ後のレーザー光強度を
240mW として測定を行った。アルキン標識ペ
プチドの濃度を、30 ピコモーラーから 300 
ナノモーラーまで変化させて、各濃度でイメ
ージングを行った。計測後、アルキンに由来
する 1957 cm-1の SERS ピークの強度とピーク
ボトムの強度の差をとり、SERS ピークの強度
を元に画像を構築した。300 ナノモーラーの
高濃度域では、基板上に存在するほぼ全ての
凝集体から高い SERS 光強度が得られている
ことが確認できた。取得した画像を元に、平
均の SERS 光強度をプロットした場合、その
検出下限は約 3 ナノモーラー程度であった。
一方、各画像に見られるホットスポットの数
を計量した場合、0.3 ナノモーラー程度まで、
濃度に応じてホットスポットの数が変化し
ている様子が観察された。上記の検討結果か
ら、計数法によって、SERS の検出下限を低減
できる可能性が示唆された。 

 
図１ 濃度を変化させながら測定した標識
ペプチドの SERS 像。左側の数字は、画像内
でホットスポットの見られたピクセル数の



計数値を示す。 
 
 計数法によってより高精度に SERS 計測の
定量性と感度を向上するには、金属ナノ構造
を精密に配列したチャンバーアレイの作成
が重要となる。そこで、電子線描画装置を用
いてガラス基板上にマイクロスケールの微
小チャンバーアレイの作成を試みた。ガラス
基板上に電子線レジストとしてZEP520Aを塗
布した。成膜にはスピンコーターを用い、カ
バーガラス上面に膜を形成した。スピンコー
ターの回転数を 6000rpm, 回転時間を 2 分と
した。180℃でベーキングを行った後、試料
のチャージアップ防止剤をスピンコーター
で塗布し、110℃でベーキングを行った。得
られた基板を電子線描画装置のカセットに
設置し、電子線描画を行った。電子線の露光
パターンは、1 つの区画を 2.5×2.5μm, 及
び 0.5×0.5μmの正方形とした。区画間のピ
ッチを 10.0μm、及び 12.5μm として、500
×500μmの区画に40×40個の計1600個のマ
イクロパターンをアレイ上に形成するデザ
インとした。電子線露光後に現像液の
ZED-N50、リンス液の ZMD-D を用いて現像を
行った。現像後、暗視野顕微鏡で観察した結
果を図２に示す。ガラス基板上に、アレイ状
に、均一なマイクロパターンが２次元的に配
列されていることが確認できる。 

 
図 2  電子線描画装置で形成したマイクロ
チャンバーアレイの暗視野像 (上: 2.5×2.5
μm, 下: 0.5×0.5μm) 
 
 次に、マイクロパターンを形成した基板上
に、SERS 計測に用いる金属ナノ粒子を配列・
制御する手法を検討した。種々検討した結果、
現像後に露出するガラス基板表面に効率よ
く金属ナノ粒子を結合させるため、表面をア
ミノシランでコーティングした表面修飾ガ
ラス基板の利用を試みた。アミノシランでコ
ーティングしたガラス基板は、正に帯電した
アミノ基の性質により、負に帯電した金属コ

ロイドを効率的にガラス基板上に吸着させ
ることができる。上記と同様の手順で、表面
修飾されたガラス基板上に電子線レジスト
を成膜し、電子線描画装置による露光、及び
現像を行った。現像後、レジストが剥離され
たパターン上にのみ、アミノ基を有するガラ
ス表面が露出することになる。実際に、作成
した機能化表面を有する2.5×2.5μm区画の
パターニングを行ったガラス基板上に、SERS
計測に用いる金ナノ粒子の溶液を滴下した。
ナノ粒子を含む溶液に浸漬させた後、超純水
で洗浄し、余剰な金ナノ粒子を排除した。パ
ターニングした基板上の任意の位置に金属
ナノ粒子が配列できているかを確認するた
め、洗浄後に乾燥させた基板に対して、スリ
ット走査分光顕微鏡を用いたフォトルミネ
ッセンスイメージングを行った。金ナノ粒子
は、530nm 付近の励起光を照射すると、特徴
的なフォトルミネッセンスが得られる。波長
532nm のライン状に成形したレーザ光を１次
元的に走査し、各ライン毎に分光スペクトル
を取得した。得られた分光スペクトルの
550-600nm の発光強度の平均値を元に、2 次
元画像を構築したところ、マイクロパターン
に沿って、２次元的に配列された発光パター
ンを確認できた。金属ナノ構造を配列制御し
た基板を用いて、表面増強ラマン散乱計測を
行った。励起波長 683nm の近赤外レーザー光
を励起光に用い、スリット走査型のラマン散
乱顕微鏡を用いて計測と行った。SERS 計測の
標準試料として、ローダミン 6G を用いた。
ローダミン 6G 溶液を基板上に滴下し、露光
時間50 ms, 120回の走査数で計測を行った。
ローダミン 6G に特徴的に見られる 1511cm-1

のラマンピークの強度で画像を構築し、ラマ
ンピークの見られない1849cm-1のラマン強度
の強度分布との差分をとった画像を図３に
示す。基板上に形成したマイクロチャンバー
に沿って、目的分子由来の SERS 信号を空間
的に制御して取得出来ることが確認できた。 

 

図 3 マイクロチャンバーアレイに配列した
金ナノ粒子を用いたローダミン 6G 溶液の
SERS 像 
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