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研究成果の概要（和文）：分光信号のゆらぎを考慮した測定によって、ノイズに埋没し観測が困難であった微弱
なラマン信号光の検出を可能にする新しい実験およびデータ解析手法を確立した。表面増強ラマン散乱のゆらぎ
の時間スケールは、常温液体のブラウン運動の時間スケールから、ナノ秒オーダーと見積れる。そこで、パルス
幅ナノ秒レーザーのシングルパルスを露光時間とし多数回測定を行い、高SN信号のみを選択的に取り出して積算
し、残りを棄却することによって、バックグランドを排除したラマンスペクトルの測定を行った。データは、密
度に基づくノイズあり空間クラスタリングDBSCAN法によってノイズと信号の分別を行ない、高いSNでスペクトル
を再構成した。

研究成果の概要（英文）：We established a method to detect weak Raman scattering signals by taking 
into signal fluctuation into the measurement scheme. The fluctuation time scale of surface enhanced 
Raman scattering is approximately nano second which is influenced by Brownian motion of a molecule 
in liquid under room temperature. We measured thousands of Raman spectra with exposure time of a 
single nano-second pulse duration time, followed by deta selection procedure. Density-Based Spatial 
Clustering Analysis with Noize (DBSCAN) was employed for data analysis. We successfully 
reconstructed Raman spectra with high SN ratio. 

研究分野：分光学

キーワード： ラマン分光　表面増強ラマン散乱　ゆらぎ　クラスター分析　近接場光学　微弱光測光

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
非侵襲で分子固有の信号を与えるラマン分光を、安定して単分子レベルで行うことは、近年の分光学の究極の目
標の一つである。本研究では、従来の高感度ラマン分光で問題であった信号ゆらぎを測定に組み込み、大容量デ
ータ取得とデータ選別法を組み合わせた超高感度分析手法を開発した。ここで開発したデータ解析手法は、生物
試料等の複雑系、食品や医薬品分析に幅広く適用可能である。本手法は、計算機のCPU速度およびメモリの容量
を増大させることで精度を高めることができるため、コンピュータの進歩とともに今後ますます発展することが
予想される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

単一分子レベルの超高感度で、試料の化学分析をすることは、近年の分光学が目指す究極の目標

の一つである。特にラマン散乱をはじめとする振動分光は、スペクトルのパターンから分子種を

直接特定することができる強力な手法であるため、高感度ラマン分光法には大きな期待がよせ

られている。ラマン分光と顕微鏡と組み合わせて空間マッピングをする顕微ラマン分光や、微小

なプローブを用いてナノスケールの空間分解能を実現する近接場ラマン顕微鏡測定も、高感度

分光分析の技術に依拠している。ラマン分光の欠点は、信号強度が蛍光の 10億分の一程度と微

弱であるため、長時間の露光や検出限界の問題を抱えていた。らマン分光の感度を改善する手法

として、80年代から表面増強ラマン散乱 Surface Enhanced Raman Spectroscopy(SERS)が注目され、

多くの研究者によって研究されてきた。SERSでは、自由電子金属（通常では Auや Ag）の近傍

にある分子からのラマン散乱光が、局在表面プラズモン増強効果によって大きく増強される効

果である。プラズモンによる信号増強効果は 103-1020倍にも達するため、単一分子からの、本来

極微弱なラマン散乱信号を観測することが可能である[1]。従って一分子イメージングの可能性

を十分に有している。一方、単一分子分光が可能な強い信号は、点滅をくりかえし安定的に継続

しないことも知られている[2]。金属表面は複雑な形状をしており、一分子検出が可能なラマン

信号光は、ホットスポットと呼ばれる原子レベルでの微細構造に起因すると言われている。原子

レベルでこのような金属微細構造を設計することは現状のナノテクノロジーでは不可能である

と同時に、常温常圧下で測定系は、一定の熱ゆらぎを有している。従って SERSの金属プローブ

と測定試料間の相互作用は時間的に変動し、不可避的に分光測定強度にもゆらぎが生じる。もし

信号光を長時間積算するならば、無駄な積算している可能性がある。ここで、ゆらぎの時間スケ

ールに合わせた露光時間を設定し、取得した測定ラマンスペクトルを選別することによって、飛

躍的にラマン分光の SNを改善することが本研究の提案である。 

 

２．研究の目的 

本研究では、大容量データ取得とデータ選別法を組み合わせ、微弱な分子分光スペクトルを超高

感度に測定する手法を開発する。ラマン分光をはじめとする分子振動分光は、非侵襲で分子種を

特定することのできる優れた分析手法である。しかしラマン信号光は微弱で、観測視野に微量に

しか存在しない分子を測定することは困難である。室温下の溶液測定では分子はブラウン運動

しており、少数分子からの光の吸収と放出は時間的に変動するので、ラマン信号光にも常にゆら

ぎがある。そこで本研究では、レーザーの１パルス露光時間内に１つのスペクトルを測定し、結

果を積算せずにすべて回収し、標的とする信号成分が含まれているデータのみクラスター分析

によって抽出し、隠れた微弱な信号光高い SNで再構築する。このプロセスは、感度の問題を頻

度の分析に置き換えた測定を実施することに相当し、計算機の CPU速度およびメモリの容量を

増大させることで精度を高めることができる、これまでにない分析手法である。 

 

３．研究の方法 

(1)実験方法: ゆらぎの時間スケールは、下記の考察より、数ナノ秒程度と見積もることができる。

まず、常温液体中の分子のブラウン運動による移動速度を 1 nm/nsecとすると、分子一個が金属

ナノ粒子の近傍に存在する時間は数ナノ秒程度と見積もることができる。また、空気中に置かれ

た試料には、多くの場合水和層が存在している可能性が高いため、分子-ナノ構造体間のゆらぎ
の時間スケールとして、類似の値を仮定することは妥当な近似であると考えられる。これはナノ

秒パルスレーザーのシングルパルス時間を露光時間として、ラマン分光測定を行うことに相当

する。そこで本研究では、パルス幅ナノ秒レーザーのシングルパルスを露光時間とし、試料の一

点につき多数(~1000回以上)の SERS測定を行い、高 SN信号のみを選択的に取り出して積算し、

残りを棄却するという方法を用いることによって、信号光が発生していない時間に由来するバ

ックグランドを極限まで排除した近接場ラマンスペクトルの測定を行う。以上、ゆらぎ 



を組み込んだ新しいアプローチ、「シングルパルス SERS」によって、ノイズに埋没し観測が困難

であった微弱なラマン信号光の検出を可能にする。 

(2) データ解析 : 得られたスペクトルに Density-Based Spatial Clustering Analysis with Noise 

(DBSCAN) [3]と呼ばれるクラスタリング分類手法(密度に基づくノイズあり空間クラスタリン

グ)を適用し、信号が強く出ているスペクトルを選別することで、より高精度なスペクトルを取

得することを目的とする。  

 

４．研究成果 

(1) シングルパルス SERS実験  

銀薄膜を 10 [nm]真空蒸着したガラスボ

トムディッシュに 10-5 mol/Lのナイルブ

ルー水溶液を約 5 ml 滴下し、波長 532 

nm、7 ns 幅パルスレーザーを照射し、

10000個の SERSスペクトルを取得した。 

(2)DBSCAN 

DBSCANをデータに適用する。各スペクトル

から強度が最大となるデータ点を取り出し、

eps(半径)と min-samples(クラスター形成に必要な最

小データ点数)の条件をそれぞれ変化させ、高密度

領域を検索した。高密度領域から高精度な SERSス

ペクトルを再構成した。DBSCANを微弱光検出目

的のスペクトル解析に用いたのは、本研究が最初

である。 

(3) 結果の一例を図１に示す。Intensity軸は、スペ

クトル軸と密度の比較を可能にするために、標準

偏差 5pixにスケーリングしている。これ平均的な

らマンスペクトルの線幅を元に決められている。

図１は、eps=3.8,min-samples=110の条件で

DBSCANを行い、クラスターを作成したものであ

る。図２にそれぞれのスペクトルを示す。再構成

したスペクトルは全積算スペクトルと比較して、

全体的に細かな構造を再現している。四角で囲っ

た範囲において、構成前ではピークが小さく見え

にくかったが、再構成スペクトルでは、大きく見

ることができるように変化している。この

DBSCANを用いることで、高精度なスペクトルを再構

成することができた。 

(4) クラスター形成条件の最適化 

得られたスペクトルから DBSCANによりクラスター

を生成するためには、epsと min-samplesの２つのパラメータを指定する必要があるが、この条

件を k-dist法によって予想することを試みた。k-distの曲率が急激に変化する周辺の条件につい

て、クラスター数を自動的に探索するプログラムを作成した。 

 

<引用文献> [1] Kneipp et al., Phys. Rev. Lett . 78, 1667 (1997) [2] Maruyama et al. J. Phys. Chem. B, 

108, 673 (2004) [3] Ester et al. KDD-96 proceedings, 226(1996).  

図２ DBSCAN によるデータ選別の効果,上か
ら固体のナイルブルー, 再構成スペクトル、
構成前のスペクトル.四角で囲った領域にと
くに信号が顕著に現れている。 

図１ DBSCAN によるクラスター形成、色のつい
た領域がスペクトルでグレーの領域がノイズ
に分類される 
  

固体のスペクトル 

再構成スペクトル 

全積算スペクトル 
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