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研究成果の概要（和文）：色素で標識したタンパク質の高感度検出を目的として、グレーティン

グ結合型表面プラズモン共鳴（GC-SPR）による蛍光顕微鏡観察について研究した。ランダム

偏光での GC-SPR の高効率励起のために、銀コート表面レリーフ回折格子のデザインおよび作

製に成功し、スライドガラス基板に比べ 100 倍明るい蛍光イメージングに成功した。 

 

研究成果の概要（英文）：Fluorescence microscopy using grating-coupled surface plasmon 

resonance (GC-SPR) was investigated for sensitive observation of proteins labeled by 

fluorescence dyes. Surface-relief periodic structures coated with a silver film were designed 

and fabricated for high-efficiency excitation of GC-SPR with unpolarized light, which gave 

a fluorescence image 100 times brighter than that on a slide glass. 
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１．研究開始当初の背景 

表面プラズモン共鳴場やエキシトンエネル

ギーによって、化学反応に伴う微弱な蛍光な

どを高感度に検出したり、化学反応そのもの

を制御できる可能性がある。その様なエネル

ギーの局在化には、回折格子、フォトニック

結晶、極微導波路等の利用が有望である。我

々はこれまでに、金薄膜の表面プラズモン共

鳴場（SPR）を利用した人工生体膜（脂質膜）

の高感度蛍光検出や、シリコンナノ粒子の局

在エキシトンを使った希土類イオンの高効率

発光等の研究に取り組んできた。 

 

２．研究の目的 

本研究では、これまでの研究実績をもとに

、金属薄膜表面に形成されるプラズモンエネ

ルギーと波長レベル以下の周期構造とを組み

合わせた、生体反応等に使われる蛍光色素か

らの微弱信号の高感度検出あるいは信号増幅

のための素子化技術について検討することを

目的とした。特に、回折格子上で表面プラズ

モン共鳴（SPR）を励起場として発生させ、表
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面に固定した蛍光分子を励起する表面プラズ

モン励起増強蛍光分光（SPFS）の開発と応用

に関する研究を実施した。 

 

３．研究の方法 

表面プラズモン共鳴場に適したサブ波長
オーダーの周期構造をガラスおよびプラス
チック基板表面に形成した。ガラス基板の表
面加工については、レジストをコートした基
板への He-Cdレーザー（波長 325nm）を用い
た干渉露光法とドライエッチング法を用い
た。また、プラスチック基板に対しては、熱
ナノインプリント法および紫外線ナノイン
プリント法を用いた。所望の周期(通常は
480nm あるいは 400nm)、溝深さ(10-50nmの範
囲)に制御された表面レリーフ型回折格子を、
蛍光イメージングに必要な 3mm2以上の面積
に形成するためのプロセスを構築した。 
得られた回折格子に、スパッタ法で銀薄膜

を 50～200nmの間で制御された厚みになるよ
うにコーティングした。銀の酸化を防ぐため
に、最表面にはシリカ膜を 20nm成膜し、銀
と基板およびシリカ膜との密着性を保つた
めに各界面に 1nm 程度のクロムを成膜した。 

作製した銀コート回折格子に p偏光の
He-Ne レーザー光(633nm)を入射し、その入射
角に対する反射率を計測することで、格子結
合型表面プラズモンの発生を確認した。 

また、周期構造基板表面をシランカップリ
ング処理によりアミノ化し、蛍光標識蛋白質
（Cy5 標識ストレプトアビディン）を吸着さ
せ、He-Neレーザー光の入射角に対する 680nm
での蛍光強度をフォトマルで検出した。用い
た光学系を図 1 に示す。また、蛍光顕微鏡下
でハロゲンランプ光(630nm±15nmのフィル
ター装着)での励起による蛍光イメージを
EMCCD で計測した。測定光学系のイメージを
図 2に示す。 

４．研究成果 
(1) 格子形状の最適化 
 平坦な基板上に周期の回折格子を形成し
た。格子の溝深さ(凹凸）が十分に浅い場合、
角度で入射した光(波長)の一次回折光が
その格子表面に結合する条件は、ncsin=N 
–ncは空気の屈折率、N は金属とシリカ
からなる導波層の実効屈折率）となる。図 3
はととの関係を空気中と水中で求めた
結果である。ここで、N=1.4(水の場合)、
1.0(空気の場合)とした。本研究では、水溶
液中に存在する色素などでラベルされた細
胞などの蛍光イメージを光学顕微鏡下で観
察することを目的としている。したがって、
対物レンズから正規分布に近いパワー密度
の励起光が出射する場合には、をできるだ
け小さくした方が励起効率が向上すると予
想される。図 3より、本研究で用いる励起光
源(He-Ne レーザー:波長 633nm)の場合には、
周期 400nm付近がその条件に近いことがわか
る。同様な結果は FDTD シミュレーションで
も得られる。図 4は、水中に置かれた一次元
格子に入射角度 2.6°で 633nm の光を入射し
た場合の SPRによる表面電場強度分布である。
格子のエッジの部分に強い電場が局在して
いることがわかる。

本研究で作製した代表的な一次元格子の
AFM像を図 5 に示す。蛍光(Cy5)標識蛋白質を
固定化した一次元格子基板にレーザー光(p-
偏光)を入射し、入射角を変化させながらゼ

ロ次の反射光強度と蛍光強度を測定した。図
6 は格子深さが 20nm、デューティー比 0.43(
に対する格子幅の比)の場合の測定結果であ
る。空気中では入射角度 31 度付近、水中で
は 8度付近で SPRの励起によって反射光が弱

 
図 1 GC-SPR および蛍光検出のための光学

系 

 
図 2 顕微鏡を用いた蛍光イメージングの

模式図 
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図 3 空気中および水中での光の入射角

度と(:波長, :格子定数)の関係 

 

 
図 4 FDTD で計算した格子表面での電界

業度分布 
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くなり、図 3 あるいは図 4の計算結果とほぼ
一致した。次に、一次元格子において、格子
深さと SPRの関係を調べた結果を図 7に示す。
強い SPR を励起するには、格子深さ 20nm 付
近が好ましい。また、デューティー比依存性
についても調べた結果、0.4～0.5 が好ましい
ことがわかった。 

 
 
(2) 一次元格子を用いた蛍光イメージング 
図 8は、光学顕微鏡で観測された Cy5標識

細胞の明視野像(a)と蛍光像(b)である。回折
格子基板上で極めて鮮明な蛍光像が観測さ
れ、その明るさは、スライドガラス上での蛍
光強度の約 24倍、平坦な銀薄膜上の 12倍で

あった。励起光はハロゲンランプからのラン
ダム偏光であるが、主にその p偏光成分が格
子と結合し、SPR による強い電場が発生した
と推察される。 

 
(3) 二次元格子を用いた蛍光イメージング 
さらに鮮明な蛍光イメージングを実現す

ることを目的として、格子を二次元化するこ
とを試みた。格子の作製方法は一次元の場合
とほぼ同じであるが、二光束干渉露光による
パターニングの際に、一次元の場合の 1/2 の
露光時間で基板を 90 度回転して残り 1/2 の
露光を行った。代表的な二次元光格子の AFM
像を図 9 に示す。 

 
周期 400nm、格子深さ 20nmの二次元格子を用
いて、蛍光標識蛋白質の蛍光イメージを観察
した結果を図 10 に示す。参考のため、一次
元格子の観察結果も示す。図から明らかなよ
うに、二次元格子の方が明るい蛍光イメージ
を得ることができた。CCD カメラのカウント
数から見積もられるその明るさは一次元格
子の約 3 倍（スライドガラスの約 100倍）で
あった。 
二次元格子での優れた蛍光増強の要因に

ついて考察するために、RCWA 法でシミュレー
ションを行った。その結果、図 11 に示す様
に、x-y 面の回転軸(φ)に対して入射光が結
合する条件が広く分布するためであると推
察された。 

  
(a)       (b) 

図 5 本研究で作製した一次元回折格子の

AFM像：(a)銀コート前、(b)銀コート後 

 

 
図 6 リン酸緩衝液中での He-Ne レーザー

光の反射率と Cy5の蛍光強度 
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(a)        (b) 

図 8 光学顕微鏡で観測された Cy5 標識細

胞の明視野像(a)と蛍光像(b) 

(細胞の大きさは約 10μm程度) 

 

図 7 格子の溝深さと反射率の関係 
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図 9 本研究で作製した二次元回折格

子の AFM 像(銀コート後) 

 



 

 

 
(4) 蛍光消光に関する考察 

銀格子表面での蛍光の消光を抑制するた
めに成膜したシリカ膜の膜厚と消光傾向と
の相関を定量的に求めることを試みた。一般
に、格子表面での蛍光は、銀に再結合するこ
とで消光されやすく、その程度は表面からの
距離に依存する。そこで、銀と蛍光分子との
距離を制御するために種々の厚みのシリカ
を周期 400nm の銀回折格子の表面に成膜し、
蛍光強度とシリカ膜厚の関係を調べた。結果

を図 12 に示す。実験開始当初は、最適構造
のガラス回折格子をナノレベルの精度で複
数枚作製することが極めて困難であったた
め、紫外線インプリント法で樹脂レプリカを
作製し、その表面に銀およびシリカを成膜し
た。その結果、シリカ膜厚 20nm 付近で蛍光
強度が最大になることが実験的に確かめら
れた。その後、ガラス基板の微細加工精度を
高めた結果、樹脂と同様な高精度な周期構造
を複数枚作製することに成功し、同様な結果
を得た。一方、金属表面での蛍光消光の理論
的予測に使われる CPS モデルと、時間領域差
分法で求まる表面プラズモン電場強度分布
の両者の積が最大となる距離を計算したと
ころ、金属表面から 20nm 付近であることが
明らかとなり、実験結果と一致した。 
 

 
 
 
(5) まとめ 

一次元および二次元の銀コート回折格子
を作製し、その表面に固定した蛍光色素で標
識された細胞あるいはタンパク質の鮮明な
蛍光イメージングに成功した。特に二次元格
子表面での蛍光強度は、銀コートしていない
平坦なスライドガラス上に比べて約 100倍明
るいイメージが得られた。本結果は、当初の
期待以上であり、インパクトファクターの高
い雑誌に複数本の論文が採択された。また、
米国光学会（OSA）の年会で Post Deadline 
Paper に選ばれた。 

本回折格子はリゾチウムの高効率光誘起
結晶化等の化学反応場への応用も可能であ
り、その他にも幅広い応用が期待される。 
 

 
(a)       (b) 

図 10 一次元および二次元格子上に固定

した蛍光標識蛋白質の明視野像(上段)と

蛍光イメージ（下段）：(a)二次元格子、(b)

一次元格子 

 

 

 
 

 

 
図 11 RCWA 法で計算した二次元格子にお

ける入射光の結合条件と計算に用いたモ

デル 
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図 12 一次元銀格子において、計測条件

をすべて同一にして、銀表面のシリカ膜

厚のみ変化させた場合の Cy5 の蛍光強度

の変化 
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