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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　ラマン分光分析に用いる分析用基板であって、所定の透明基板と、この透明基板の表面
に不均一に付着した金属粒子とからなり、
　前記金属粒子は、前記透明基板上の所定の領域ではナノオーダーの間隔で密集し、それ
以外の領域ではマイクロオーダーの間隔で分散していることを特徴とする分析用基板。
【請求項２】
　前記金属粒子は金、銀、銅、白金、パラジウム、アルミニウム、チタン又はコバルトか
らなることを特徴とする請求項１に記載の分析用基板。
【請求項３】
　前記透明基板は、板状であることを特徴とする請求項１又は２に記載の分析用基板。
【請求項４】
　前記透明基板は、円筒状であることを特徴とする請求項１又は２に記載の分析用基板。
【請求項５】
　前記透明基板は、直方体状であることを特徴とする請求項１又は２に記載の分析用基板
。
【請求項６】
　少なくとも２枚の上記請求項３に記載の板状の分析用基板を相互に平行に配列したこと
を特徴とする分析用基板組合体。
【請求項７】
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　上記請求項４に記載の円筒状の分析用基板と、この円筒状の分析用基板の内部に挿入さ
れる少なくとも１枚の上記請求項３に記載の板状の分析用基板とからなることを特徴とす
る分析用基板組合体。
【請求項８】
　直径の異なる少なくとも２つの上記請求項４に記載の円筒状の分析用基板を備え、直径
の大きな分析用基板の内部に直径の小さな分析用基板を配置したことを特徴とする分析用
基板組合体。
【請求項９】
　上記請求項５に記載の直方体状の分析用基板と、この直方体状の分析用基板の内部に挿
入される少なくとも１枚の上記請求項３に記載の板状の分析用基板とからなることを特徴
とする分析用基板組合体。
【請求項１０】
　前記複数の分析用基板には、相互に異なる金属粒子が付着されていることを特徴とする
請求項６～９の何れか一項に記載の分析用基板組合体。

【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、ラマン分光分析に用いる分析用基板及び分析用基板組合体に係り、特に、試
料内の物質を高感度に分析することができる分析用基板及び分析用基板組合体に関する。
【背景技術】
【０００２】
　ラマン分光法は、光の非弾性散乱（ラマン散乱）を利用した分光法である。ラマン散乱
は、光を照射した分子の各振動に起因するため、このラマン散乱を測定することにより、
物質固有の振動に起因するスペクトルを得ることができる。ラマン分光法は赤外分光と同
様に状態分析ができること、種々の形状の試料測定が可能で、特に水分の影響を受けない
こと、波数精度が良いこと、測定時間が短いことなどから工学、薬学および農学分野など
多くの分野から注目されている。また、製造業における品質管理手法としての利用も考え
られている。しかし、ラマンスペクトルの検出感度は本質的には低く、微量成分の分析に
は適していない。また、再現性や定量性などの問題から癌診断の臨床医学に応用された例
もない。
【０００３】
　ラマン分光法を改良したＳＥＲＳ（表面増強ラマン分光法）は金属ナノ構造体に吸着し
た分子のラマン散乱が通常よりも増強する現象を用いた分光法である。原理として、分子
が金属表面に吸着すると、金属表面の凹凸により電磁場の局所的増強（電磁場効果）と、
局所的に増強された場における吸着分子の空軌道への電荷移動（化学効果）の２つの効果
の重畳により、ラマン散乱の増強が起きると考えられている。ＳＥＲＳにより迅速に微量
成分の分析が可能なことから、環境ホルモン、残留農薬および有毒成分などの検出の目的
のために研究が行われている。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　上記したように、微量成分分析法の一つである表面増強ラマン分光法（ＳＥＲＳ）は、
金属ナノ構造体に吸着した化学分子によるラマン散乱の増強程度が最大10,000倍になる現
象を用いた分光法である。従来では、金属粒子を付着させた基板を試料中に入れ、これに
単一のレーザ光を照射し、反射した散乱光を検出していた。このため、一回の測定で一度
しかＳＥＲＳは発生せず、理論的な検出限界に拘束されていた。また、基板に付着させる
金属の種類の違いにより、増強を起こす化学物質が異なることが報告されており、水溶液
中の多成分の同時検出が困難であるという問題点があった。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
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　発明者らは、通常のＳＥＲＳを応用し、ナノオーダーの金粒子を蒸着によりガラス基板
上に形成する際に、部分的にナノオーダーの間隔で狭く配置し、他の部分はマイクロオー
ダーの間隔で広く配置した複数の基板を平行に配置し、レーザ光を通過させながら、更に
反射光を検出することにより、多重に近接場も用い、ＳＥＲＳ測定を行う方法を開発した
。これは、透過型多重増強ラマン分光法（ＭＥＲＳ）と呼ぶことにする。本手法の特長は
、単一のレーザ光を平行に配置した複数の基板に透過させることにより、複数回のＳＥＲ
Ｓ測定が同時に可能となることである。これに加えて、一定容量の溶液中に複数の基板を
配置することによる、発光現象やラマン散乱光との共鳴による増強も考えられる。また、
複数の基板を用いる場合には、測定分子が基板に吸着する機会が増加するため、増強、感
度は基板の枚数に単純に比例する以上に増加する。ピリジンの測定例では、通常のＳＥＲ
Ｓでは検出限界が128ｐｐｂであるのに対し増強回数５回（基板３枚）では0.96ｐｐｂと
いう結果が得られている。
【０００６】
　上記のような結果を得るために、本発明では、ラマン分光分析に用いる分析用基板であ
って、所定の透明基板と、この透明基板の表面に不均一に付着した金属粒子とからなるこ
とを特徴とする。
【０００７】
　また、前記金属粒子は、前記透明基板上の所定の領域ではナノオーダーの間隔で密集し
、それ以外の領域ではマイクロオーダーの間隔で分散していることを特徴とする。
【０００８】
　また、前記金属粒子は金、銀、銅、白金、パラジウム、アルミニウム、チタン又はコバ
ルトからなることを特徴とする。
【０００９】
　また、前記透明基板は、板状であることを特徴とする。
【００１０】
　また、前記透明基板は、円筒状であることを特徴とする。
【００１１】
　また、前記透明基板は、直方体状であることを特徴とする。
【００１２】
　また、少なくとも２枚の板状の上記分析用基板を相互に平行に配列したことを特徴とす
る。
【００１３】
　また、円筒状の上記分析用基板と、この円筒状の分析用基板の内部に挿入される少なく
とも１枚の上記板状の分析用基板とからなることを特徴とする。
【００１４】
　また、直径の異なる少なくとも２つの円筒状の上記分析用基板を備え、直径の大きな分
析用基板の内部に直径の小さな分析用基板を配置したことを特徴とする。
【００１５】
　また、上記直方体状の分析用基板と、この直方体状の分析用基板の内部に挿入される少
なくとも１枚の板状の上記分析用基板とからなることを特徴とする。
【００１６】
　更に、前記複数の分析用基板には、相互に異なる金属粒子が付着されていることを特徴
とする。
【発明の効果】
【００１７】
　本発明によれば、レーザ光の透過による複数回のＳＥＲＳ測定が可能で、ＳＥＲＳ測定
以上の増強度が得られる。また、基板数の増減により増強程度の制御が可能であり、複数
の異種金属膜基板を組み合わせることによる多成分検出が可能である点が、既存技術に対
して優位である。
【図面の簡単な説明】
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【００１８】
【図１】本発明の一実施形態に係る分析用基板の側面図である。
【図２】図１に開示した分析用基板に付着している金粒子の原子間力顕微鏡写真である。
【図３】従来からラマン分光法に用いられてきた円筒状基板を示す断面図である。
【図４】本発明の他の実施形態に係る分析用基板組合体を示す断面図である。
【図５】本発明の更に他の実施形態に係る分析用基板組合体を示す断面図である。
【図６】本発明の更に他の実施形態に係る分析用基板組合体を示す断面図である。
【図７】本発明の更に他の実施形態に係る分析用基板組合体を示す断面図である。
【図８】本発明の更に他の実施形態に係る分析用基板組合体を示す断面図である。
【図９】図６に開示した分析用基板組合体を用いたラマン分光の原理を説明する概念図で
ある。
【図１０】本発明に係る分析用基板組合体の応用例を示す図である。
【図１１】本発明に係る分析用基板組合体の他の応用例を示す図である。
【図１２】本発明に係る分析用基板組合体の更に他の応用例を示す図である。
【図１３】本発明に係る分析用基板組合体の更に他の応用例を示す図である。
【図１４】本発明に係る分析用基板組合体の更に他の応用例を示す図である。
【図１５】本発明を用いて得られたラマンシフトとラマン強度との関係を示すグラフであ
る。
【図１６】増強回数０回と本発明を用いた増強回数１回による検出限界濃度と検出感度増
強度を比較した図である。
【図１７】本発明を用いた増強回数３回と増強回数５回による検出限界濃度と検出感度増
強度を比較した図である。
【図１８】本発明を用いて得られたラマンピーク強度とピリジン濃度との関係を示すグラ
フである。
【図１９】重金属に対して本発明を用いて得られたラマンシフトとラマン強度との関係を
示すグラフである。
【図２０】重金属の測定において、増強回数０回と本発明を用いた増強回数１回と３回に
よる検出限界濃度と検出感度増強度を比較した図である。
【図２１】菌に対して本発明を用いて得られたラマンシフトとラマン強度との関係を示す
グラフである。
【符号の説明】
【００１９】
１　分析用基板
３　ガラス基板
５　金粒子
７　密集領域
９　分散領域
２１　分析用基板組合体
２３　円筒状ガラス基板
２５ａ　金粒子
２５ｂ　板状ガラス基板
３１　分析用ガラス基板
３３　金粒子
３５　円筒状ガラス基板
４１　分析用基板組合体
４３　円筒状分析用基板
４５　板状分析用基板
５１　分析用基板組合体
５３　円筒状分析用基板（大直径）
５５　円筒状分析用基板（小直径）
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６１　分析用基板組合体
６３　板状分析用基板
７１　分析用基板組合体
７３　板状分析用基板
７５　容器
８１　分析用基板組合体
１０１　分析用基板組合体
１０３　分析用基板
１０５　分析用基板
１１１　分析用基板組合体
１１３　分析用基板
１１５　分析用基板
１２１　分析用基板組合体
１２３　分析用基板
１２５　分析用基板
１２７　分析用基板
Ｌ　レーザ光
Ｒ　ラマン散乱
Ｓ　測定分子
Ｔ　試料
【発明を実施するための最良の形態】
【００２０】
　次に、図面を用いて本発明の一実施形態について説明する。
【００２１】
　図１は、透明基板である板状ガラスからなるガラス基板３の表面に金粒子５を付着させ
た分析用基板１の例を示す側面図であり、図２はこの分析用基板１の一部表面の原子間力
顕微鏡写真である。図１においては、説明の便宜上、蒸着された金粒子５の層の厚さを誇
張して記載している。図２の原子間力顕微鏡写真は、４×４μｍ角の大きさである。図２
中の白い部分は金粒子が密集している領域７であり、黒い部分は金粒子が分散している領
域９である。密集領域７では金粒子同士がナノオーダーで近接しており、分散領域９では
金粒子同士はマイクロオーダーで分散している。このような不均一な分布としたのは、ラ
マン分光に用いるレーザ光が分析用基板１を透過することができ、さらに密集領域７にお
いてラマン散乱の増強を起こさせるためである。尚、用いる金属粒子は金に限定されるも
のではなく、銀、銅、白金、パラジウム、アルミニウム、チタン又はコバルトなどの金属
粒子であってもよい。また、金属粒子は、ナノロッド等の金属ナノ構造体も含むナノメー
トルオーダーの金属ナノ粒子である。
【００２２】
　金粒子の密集及び分散の度合いについては種々の設定が可能であるが、物質の濃度が低
濃度の試料であっても確実に分析できるようにするために、以下の条件を満たすことが必
要である。
【００２３】
【数１】

【００２４】
　ここでは、試料中における測定分子の濃度が、通常のラマン分光分析では不可能な場合
を想定している。先ず、式中のｎは光が金蒸着面を透過する回数である。これは増強回数
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と言い換えることもできる。また、式中のＩｒ（ｘ）はｘ番目に透過したガラス基板で発
生した試料のラマン散乱が検出部に到達した時のラマン散乱強度、式中のN（ｎ）はｎ回
透過したときに検出されるノイズの総量、そして式中のDは測定装置（検出器）のラマン
シグナル検出下限値である。
【００２５】
　本実施形態に係る分析用基板１は、市販されているイオンコーターを用いて、金蒸着法
によって作製される。実際の蒸着工程では、ガラス基板３をターゲット中心部から4.5ｃ
ｍ離れた高さ７ｃｍの位置に傾けて配置し、蒸着時間30分で行った。そのときの蒸着電圧
は1.2ｋＶであり、蒸着電流は5.5ｍＡとした。但し、当該条件は用いるイオンコーターご
とに最適に設定する必要がある。また、円筒状ガラスからなる分析用基板も上記と同様に
金蒸着法により作製した。蒸着条件は、円筒状ガラスをターゲット真上から1.5ｃｍ離れ
た位置に配置し、蒸着時間30分で行った。そのときの蒸着電圧は1.2ｋＶであり、蒸着電
流は5.5ｍＡとした。尚、本発明では、不均一な金属（例えば、金）粒子の分布が形成さ
れればよいので、イオンコーターでなく、他の装置を用いて分析用基板を作製してもよい
。例えばナノメートルオーダーの穴をマイクロメートルオーダー間隔であけた状態の単分
子膜を基板に作成し、金属ナノコロイドを塗布し、その後単分子膜を除き、目的分析基板
を作成する方法のように単分子膜や金属コロイドを用い作成することも可能である。また
、ナノリソグラフィー法やレーザーアブレーション法による作成も可能である。
【００２６】
　上記した板状ガラスからなる分析用基板１は、円筒状ガラスからなる分析用基板の内部
に配置することも考慮し、3×15ｍｍ角から4×15ｍｍ角程度の大きさのものを用いた。ま
た、円筒状ガラスは、市販の測定用ＮＭＲガラスチューブ（5ｍｍφ）を長さ約3ｃｍに切
断して用いた。尚、上記説明では板状若しく円筒状の透明基板を用いた分析用基板につい
て記載しているが、本発明はこれに限定されるものではなく、直方体形状のガラスセルな
どのガラス容器を透明基板として用いてもよい。もちろん、立方体形状であっても良いこ
とは言うまでもない。更に、透明であればよいので、これらの透明基板を透明プラスチッ
ク或いはサファイアガラスなどで作製してもよい。
【００２７】
　次に、分析用基板及び分析用基板組合体の様々な具体例について説明する。図３は通常
のラマン測定（多重増強回数０回）に用いる基板１１であり、試料Ｔ（約300μｌ）を通
常の円筒状ガラス内１３に充填したものである。図４はＳＥＲＳ測定（多重増強回数１回
）に用いる分析用基板組合体２１であり、試料Ｔ（約300μｌ）を通常の円筒状ガラス２
３内に充填し、更に金粒子２５ａが蒸着された板状ガラス２５ｂの分析用基板２５を配置
したものである。図５はＭＥＲＳ測定（多重増強回数３回）に用いる分析用基板３１であ
り、試料Ｔ（約300μｌ）を金粒子３３が蒸着された円筒状ガラス３５の分析用基板内３
１に充填したものである。図６はＭＥＲＳ測定（多重増強回数５回）に用いる分析用基板
組合体４１であり、試料Ｔ（約300μｌ）を金粒子４３ａが蒸着された円筒状ガラス４３
ｂからなる分析用基板４３内に充填し、更にその内部に金粒子４５ａが蒸着された板状ガ
ラス４５ｂの分析用基板４５を挿入したものである。図７は、ＭＥＲＳ測定（多重増強回
数７回）に用いる分析用基板組合体５１であり、試料Ｔ（約300μｌ）を金粒子５３ａが
蒸着された円筒状ガラス５３ｂからなる分析用基板内５３に充填し、更にその内部に金粒
子５５ａが蒸着された小直径の円筒状ガラス５５ｂからなる分析用基板５５を挿入したも
のである。図８は、ＭＥＲＳ測定（多重増強回数９回）に用いる分析用基板組合体６１で
あり、図７の構成に金粒子６３ａが蒸着された板状ガラス６３ｂの分析用基板６３を加え
たものである。
【００２８】
　図９は、図６に示す分析用基板組合体４１を用いてラマン分光分析をした場合の増強原
理を説明する概念図である。図６では円筒状の分析用基板４３を組み合わせているが、図
９では説明の便宜上全て平面状の分析用基板で説明する。この図に示すように、分析用基
板組合体４１の左方からレーザ光Ｌが照射される。レーザ光Ｌの一部は第１（左側）の分
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析用基板４３の測定分子Ｓによってラマン散乱Ｒを生じさせ、これを図示しない光源側に
反射させる。一方、レーザ光Ｌの残りの部分は第１の分析用基板４３を通過して、第２の
分析用基板４５に照射される。ここでもレーザ光Ｌの一部は分析用基板４５の測定分子Ｓ
によってラマン散乱Ｒを生じさせ、光源側に反射される。更に、第２の分析用基板４５を
通過したレーザ光Ｌは、第３（右側）の分析用基板４３に到達し、ここでも測定分子Ｓに
よってラマン散乱Ｒを生じさせる。これらに加え、第２の分析用基板４５から光源側に反
射する光は第１の分析用基板４３でもラマン散乱Ｒを生じさせ、更に、第３の分析用基板
４３から反射する光は第２及び第１の分析用基板４５，４３でもラマン散乱Ｒを生じさせ
ることとなる。このように、光源からのレーザ光Ｌが反射するまでには、分析用基板４３
，４５を最高５回通過若しくは反射することになる。このようなことから、検出感度の増
強が図られる。
【００２９】
　図１０は、分析用基板組合体の応用例を示す。当該分析用基板組合体７１では、板状ガ
ラス７３ａからなる複数の分析用基板７３が相互に平行に配列され、これが所定の容器７
５に収容されているものである。ここで用いられる分析用基板７３の表面には、金粒子７
３ｂを覆うようにサブミクロンオーダーの厚さの被覆層７３ｃが施されている。容器７５
内には測定分子が含まれた水溶液が満たされている。そして、この分析用基板組合体７１
にレーザ光が照射され、ラマン散乱Ｒを分光器によって測定する。
【００３０】
　図１１は、分析用基板組合体の他の応用例を示す。当該分析用基板組合体８１では、直
線部８３と曲線部８５からなる蛇行したガラス管を用いた分析用基板組合体８１であり、
直線部分５３が所定間隔を隔てて相互に平行で同一平面上に配列されている。ガラス管の
内部には金粒子が蒸着されている。分析に際しては、ガラス管内に測定分子を含む水溶液
を満たし、直線部分８３に対して垂直な方向からレーザ光Ｌが照射され、ラマン散乱Ｒを
分光器で測定する。
【００３１】
　図１２は、分析用基板組合体の更に他の応用例を示す。当該分析用基板組合体１０１は
、中空の直方体若しくは立方体形状の分析用基板１０３と、この内部に配置される板状の
分析用基板１０５とからなる分析用基板組合体１０１である。分析用基板１０３は中空で
直方体状のガラスからなる透明基板１０３ｂと、この透明基板１０３の内壁に付着される
金粒子１０３ａとからなる。また、内部に配置される板状の分析用基板１０５は、板状の
ガラス基板１０５ｂとその表面に付着される金粒子１０５ａとからなる。分析用基板組合
体１０１の内部には試料Ｔが充填されている。当該構成の分析用基板組合体１０１では、
外部から光が入射して反射するまでに金粒子を最高５回通過するので、図６に記載した分
析用基板組合体と同様の効果が得られる。
【００３２】
　図１３は、分析用基板組合体の更に他の応用例を示す。当該分析用基板組合体１１１は
、中空の直方体若しくは立方体形状の分析用基板１１３と、この内部に配置される板状の
分析用基板１１５とからなる分析用基板組合体１１１である。分析用基板１１３は中空で
直方体状のガラスからなる透明基板１１３ｂと、この透明基板１１３ｂの内壁に付着され
る金粒子１１３ａとからなる。また、内部に配置される板状の分析用基板１１５は、板状
のガラス基板１０５ｃとその両側表面に付着される金粒子１１５ａ、１１５ｂとからなる
。分析用基板組合体１１１の内部には試料Ｔが充填されている。当該構成の分析用基板組
合体１１１では、外部から光が入射して反射するまでに金粒子を最高７回通過するので、
図７に記載した分析用基板組合体と同様の効果が得られる。
【００３３】
　図１４は、分析用基板組合体の更に他の応用例を示す。当該分析用基板組合体１２１は
、円筒状の分析用基板１２３と、この内部に配置される２枚の板状の分析用基板１２５，
１２７とからなる分析用基板組合体１２１である。分析用基板１２３は中空で円筒状のガ
ラスからなる透明基板１２３ｂと、この透明基板１２３ｂの内壁に付着される金粒子１２
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３ａとからなる。また、内部に配置される板状の分析用基板１２５、１２７は、それぞれ
板状のガラス基板１２５ｂ、１２７ｂとその表面に付着される金粒子１２５ａ、１２７ａ
とからなる。分析用基板組合体１２１の内部には試料Ｔが充填されている。当該構成の分
析用基板組合体１２１では、外部から光が入射して反射するまでに金粒子を最高７回通過
するので、図７に記載した分析用基板組合体と同様の効果が得られる。
【００３４】
　次に、具体的な測定及び分析について説明する。ラマン測定には、市販されているラマ
ン分光計を用いた。このラマン分光計の測定範囲は300～2400ｃｍ-1である。分析用基板
を励起するレーザ光の励起波長は785ｎｍであり、検出器はＣＣＤを用い積算回数１秒×
５（合計５秒）にて測定を行った。測定方法としては、市販されているプローブを用いる
方法を採用した。また、試料としてはピリジン水溶液を用いた。ピリジン水溶液は表面増
強ラマン分光法（ＳＥＲＳ）研究において広く用いられる増強確認成分である。ピリジン
水溶液の調製には超純水を用いた。薄膜測定には市販のスラブ型光導波路を用いる。尚、
光導波路を用いたラマン測定では、上記の条件に加え、入射角40°、積算回数１秒×１０
（合計１０秒）にて測定を行う。光導波路はシグナル検出部の反対側の端面をレーザ光が
反射するように蒸着を施したのち、上面を上記の金蒸着法で蒸着した。
【００３５】
　図１５に、一例として、１Ｍのピリジン水溶液に対する通常（増強回数０回）ラマンス
ペクトル（Ａ）、10-4Ｍピリジン水溶液の通常ラマンスペクトル（Ｂ－１）および多重増
強ラマンスペクトル（増強回数３回）による増強スペクトル（Ｂ－２）を示す。これらは
実際の測定前に円筒状ガラス内に純水を充填してラマンスペクトルを得て、試料のラマン
スペクトルから差し引くことでバックグランド補正を行っている。図１５に示すように、
１Ｍのピリジン水溶液の通常ラマンスペクトル（Ａ）ではピークが観察される。しかし、
10-4Ｍピリジン水溶液の通常ラマンスペクトル（Ｂ－１）では濃度が薄いため、何もピー
クは認められない。一方、多重増強回数３回による10-4Ｍのピリジン水溶液（Ｂ－１）で
は、高濃度の水溶液のラマンスペクトル（Ａ）と同様にラマンシフトのピークが認められ
、ラマン散乱の増強が確認された。
【００３６】
　ピリジン水溶液のラマンスペクトルにおけるピーク強度と濃度の関係については、各増
強または多重増強回数のラマン測定において、ピリジンのＣ－Ｈ面内変角振動に帰属する
ラマンシフト1013ｃｍ-1ピーク強度をＸ軸に、その時の濃度をＹ軸にプロットし検量線を
作成することにより求めた。（図１８参照）。ラマンシフト1013ｃｍ-1のラマンピーク強
度は下記の式で算出した。
【００３７】
　　ピーク強度＝〔ラマンシフト1013ｃｍ-1散乱強度（ピリジンのＣ－Ｈ面内変角振動）
〕
　　　　　　　　　　－〔ラマンシフト1013ｃｍ-1ピーク両端の散乱強度の平均値〕
　その結果、ピーク強度の増加に伴う、濃度の増加が認められ、定量性の存在が確認され
た。そこで、それぞれの増強および多重増強回数において検出限界濃度と検出感度増強度
を算出した。検出限界濃度はＳ／Ｎ（signal to noise ratio）＝３におけるピリジン水
溶液の濃度として計算を行った。ノイズ値は、ラマンスペクトルにおいてピークが何も認
められない2300－2350ｃｍ-1における二乗平均平方根（ＲＭＳ）を用いた。得られた検出
限界シグナル値は図１８の検量線と照らし合わせて検出限界濃度を計算した。検出限界増
強度は増強回数０回における検出限界濃度を１と設定し算出した。その結果を図１６およ
び図１７に示す。その結果、通常のラマン測定（増強回数０回）では検出限界が220ｐｐ
ｍであるのに対し、ＳＥＲＳ（増強回数１回）では129ｐｐｂとなり、検出感度増強度は1
,700倍となった（図１６参照）。一方、ＭＥＲＳ（多重増強回数５回）では0.96ｐｐｂと
なり、通常のラマン測定に対して検出感度増強度は209,900倍となった（図１７参照）。
つまり、ＭＥＲＳを用いることにより通常のラマン分光計による検出感度に対して10,000
倍を超えるラマン散乱の増強が確認された。



(9) JP 4491616 B2 2010.6.30

10

20

30

40

50

【００３８】
　それらから、多重増強回数を増やすにつれ検出感度増強度が増加していることがわかっ
た。これは、単一のレーザ光源により、複数回のＳＥＲＳ測定が同時に可能であることに
加えて、一定容量の溶液中に複数の基板を配置することによる発光現象やラマン散乱光と
の共鳴による増強も考えられる。また、測定分子が基板に吸着する機会が増加するため、
検出感度増強度は基板の枚数に単純に比例する以上に増加することが示唆された。以上か
ら、多重増強ラマン分光法の有効性が確認された。
【００３９】
　また、蒸着基板表面を非晶性フッ素樹脂（商品名サイトップ）を用いサブミクロンオー
ダーでコーティングした場合でも、ラマン散乱増強は認められ、コーティングが可能であ
ることが示唆された。
【００４０】
　本手法を用いて、内分泌撹乱物質として疑われており、残留農薬としての制限があるカ
ーバメイト系殺虫剤Carbaryl（1-naphthyl methyl carbamate）の測定を行った結果、ピ
リジン水溶液と同等の感度増強を確認した。
【００４１】
　また、本発明を用いて重金属の測定も行った。測定する重金属としては、6価クロムを
有するニクロム酸カリウム（K2Cr2O7）を用いた。超純水を用い、適切な濃度に調製し測
定に用いた。測定用基板は、市販の金属イオンコーターを用い、金を基板に蒸着して作成
した。ラマン測定は、一例として、市販されているプロセスラマン分光計PI-200（プロセ
スインスツルメンツ社製）を用いた。測定範囲300-2400ｃｍ-1、励起波長785 nm、検出器
CCD、積算回数1秒×5（合計5秒）にて測定を行い、測定方法としては、一例として、市販
されているプローブ（インフォトニックス社製）を用いる方法を採用した。
【００４２】
　通常のラマン測定（多重増強回数0回）には、試料（約300 ml）をガラスチューブに充
填し測定を行った。また、ＳＥＲＳ測定（多重増強回数1回）には、ガラスチューブに蒸
着カバーガラスを入れ測定を行った。更に、ＭＥＲＳ測定（多重増強回数3回）には試料
（約300 ml）を蒸着ガラスチューブに充填し測定を行った。
【００４３】
　図１９に、0.4 Mのニクロム酸カリウム水溶液の通常ラマンスペクトル（A）、10-4 Mニ
クロム酸カリウム水溶液の多重増強回数3回による増強スペクトル（B-1：実線）、超純水
の多重増強回数3回による増強スペクトル（B-2：点線）および10-3 Mニクロム酸カリウム
水溶液の通常のラマンスペクトル（B-3：破線）を示す。図１９のB-2からラマン散乱の増
強が認められた。よって、ラマン散乱増強の確認された803 ｃｍ-1の散乱強度と濃度との
関係をプロットし、検量線を作成し、各増強回数における検出限界と増強度を算出した。
検出限界はＳ／Ｎ比（signal to noise ratio）＝３として計算を行った。ノイズ値は、
増強スペクトルにおいてピークが何も認められない2300－2350ｃｍ-1における二乗平均平
方根（RMS）を用いた。増強度は増強回数0回における検出限界を1と設定し、各増強回数
の検出限界を算出した。結果を図２０に示す。これらから、重金属のＭＥＲＳ測定が可能
であることがわかった。
【００４４】
　更に、本発明を用いて菌の測定も実施した。供試菌株としては、大腸菌（Esherichia c
oli O157 H:7）および黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）を用いた。各菌を37℃
で一晩振とう培養後、培養液10 mlから遠心集菌（4℃、8000 g、5分）と滅菌水による洗
浄を5回繰り返し行った。その後、滅菌水1 mlに混合させ、適切な濃度に希釈し測定に用
いた。測定用基板は、市販の金属イオンコーターを用い、銀を基板に蒸着して作成した。
ラマン測定は、一例として、市販されているプロセスラマン分光計PI-200（プロセスイン
スツルメンツ社製）を用いた。測定範囲300-2400ｃｍ-1、励起波長785 nm、検出器CCD、
積算回数1秒×5（合計5秒）にて測定を行い、測定方法としては、一例として、市販され
ているプローブ（インフォトニックス製）を用いる方法を採用した。測定には、試料300 
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【００４５】
　図２１にＭＥＲＳを用いた大腸菌（A）および黄色ブドウ球菌（B）のラマンスペクトル
を示す。図中の（A）において603および743ｃｍ-1にピークが認められたのに対し、図中
の（B）において567および919ｃｍ-1にピークが認められたことから、食中毒菌のＭＥＲ
Ｓ測定が可能であり、また大腸菌および黄色ブドウ球菌の判別が可能であることがわかっ
た。
【００４６】
　この他、光導波路を用いた測定においては、ポリ塩化ビニリデンが主成分である食品包
装用ラップフィルムの測定を行った。その結果、フィルム表面の微量添加物の明瞭なスペ
クトルを得ることができた。以上から、水溶液以外の固体表面微量物質の測定も可能であ
ることが示唆された。
【００４７】
　その他、ＭＥＲＳを用いて、アミノ酸、タンパク質、核酸、毒素、菌類、ポリアミン、
木粉、紙、ポリイミド、黒鉛多環芳香族、ガス、プラスチック、導電性ポリマーなどが測
定可能であると考えられる。
【産業上の利用可能性】
【００４８】
　低濃度の物質を感度良く分析することが可能となるため、環境、食料或いは医療分野に
おける様々な物質分析に利用することができる。具体的には、河川、農地、飲料水、工業
排水中の残留農薬・環境ホルモンなどの有害成分の迅速な検出や、生体内のたんぱく質・
ペプチド・菌の検出、更には大気中の有害成分の分析などに利用できる。

【図１】 【図２】

【図３】
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