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超高速レーザ

　1990年代の電気通信ブームがもたら
したフォトニクスの発展により、ラマ
ン分光法はあらゆる分野のユーザーが
利用しやすくなっている。非破壊かつ
in situ で、分子レベルの感度で化学的
性質や構造を測定できる性能を組み合
わせることで技術が向上し、薬剤学、
生体臨床医学、法医学などの分野で活
用できるアプリケーションが急増して
いる（1）。
　ラマンシステムの重要なパラメータ
は励起波長であり、試料への侵入深さ

（レーザ波長に比例する）と、ラマン散
乱の強度（レーザ波長に反比例する）の
両方に影響する。多くのアプリケーシ
ョンでは532nmもしくは488nmレー
ザが適切な選択であるのだが、生物サ
ンプルでは蛍光が強くなりがちで、ラ
マンシグナルの1000倍以上の強度で
発光するため、感度が大きく低下する。
785nmといった、より長い励起波長
を選ぶことで蛍光は減少もしくは消失
させることができるのだが、腎臓や肝
臓などの暗い臓器はかなり強い蛍光を

発するため、さらに長い波長を使わな
ければならない。例えば、1064nmで
励起させればかなりの効率で蛍光を消
失できるが、市販のラマンシステムの
多くは1050nm以上を感知できない
CCD検出器を使っている。
　理想としては、異なるサンプルにお
ける効率を最大化させるために、異な
る波長で励起できる性能をラマン分光
計はもつべきであろう。ただ、この性
能は複数のレーザと検出器を必要とす
るため、コンパクトなシステムに収め
ることができなかった。ところが、新
しいレーザ、光学素子、InGaAs検出
器が登場したことで（本来は電気通信
業界で発展したものである）、多波長
励起のラマン分析器が手持ちや卓上フ
ォームファクタとして入手できるよう
になっている。体積位相格子（VPG）
を取り付けることで（2）、そういったシ
ステムはモジュラーが統合され、コン
パクトでハイパフォーマンスであり、
メンテナンスに手間がかからず、長期
的に信頼できるものとなり、現実的な

課題を解決できるようになった（3）。異
なるふたつのシステムを選ぶよりも、
多波長システムひとつのほうが共通コ
ンポーネントがあるため安価である。
また、ユーザーインタフェースがひと
つであること、ラマンライブラリやア
クセサリが共通である、測定体積が重
複する、分光計を切り替えるときに再
キャリブレーションが不要であるとい
う利点もある。
　このような統合により、あらゆる状
況で精度が最大化している。実際に多
波長ラマンは、研究グレードの機器類
として入手可能である。例えば、ハイ
パフォーマンスで3波長（532、785、
1064nm）が利用できるラマン顕微鏡、
可搬型の卓上システム（シングルバン
ドモデルあるいはダブルバンドモデル
で532、785、1064nmが利用可能）、
科学グレードのダブルバンドのラマン
分光計がある（図1）。
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ホエジカの皮膚の繊維芽細胞を
Alexa Fluor 488ファロイジン、
Alexa Fluor 555ヤギ由来抗マ
ウスIgG、TO-PRO-3 stainでラ
ベルし、青色LED光でイメージン
グしたもの。ラマンスペクトルは、
米ベイ・スペック社（BaySpec）の
Nomadicラマン顕微鏡を使い、
1064 nmレーザ励起で取得した

（a）。脂質ラマンマーカーを用い
て再構成したカラーイメージとし
て、ヒトの細胞のラマンマッピン
グからダイレクトな生化学的な情
報が得られる（b）。



り、蛍光が弱い試料では785nm励起
を用いたライブラリのマッチングが好
まれている。しかしながら、蛍光色素
分子が存在するときには、より長い励
起波長を用いるほうがより優れたラマ
ンスペクトルを得ることができる。こ
の事実を説明する例として、白砂糖と
ブラウンシュガーの測定やシグナルノ
イズ比（SNR）分析を挙げる（図2）。白
砂糖の蛍光は弱いため、785nmを使
う励起で高分解能のラマンスペクトル
が得られ、積分時間も短い。しかし、
ブラウンシュガーには蛍光分子である
フルラフールといった色素成分が含ま
れており、785nmで見られるノイジー
なスペクトルを避けるために1064nm
レーザを必要とする。
　ニワトリ、ブタ、ラットそれぞれの皮
膚など、さまざまな動物組織を785nm
励起で調べると、異なる結果が得られ
る（図3）。ニワトリやブタといった明
るい色の組織では、785nmでも優れ
た結果が得られる。だが、ラット皮膚
は蛍光を発するため、1064nm励起源
のほうがよりよい結果を得られる。この
アプリケーションから、785nmと1064 
nmレーザを構成するデュアルバンドシ
ステムの有用性がわかる。
　前述したように、腎臓のように色素
成分やポルフィリンが豊富な組織も同
様に、蛍光が強すぎて785nmでは測
定しづらい。そこで1064nmを用いる
と、同じ積分時間で、比較的蛍光バッ
クグラウンドが取り除かれたクリアな
ラマンスペクトルが得られる。加えて、
InGaAs検出器の量子効率が広がった
ことにより、同じレーザで高波数特性

（C-H、O-H、N-Hの伸縮振動モード）
も同時にキャプチャできる。これは、
785nm分光計における高波数のラマ
ンとは対照的である。785nm分光計
では、これらのバンドがシリコン（Si）

検出能の端にあるため、第2のより短
い波長のレーザ源（通常は671nmまた
は720nm）、さらに両方のレーザライ
ンに適合するフィルタと光学を必要と
する。さらに、785nmの高いバックグ
ラウンドシグナルが組織の測定体積に
広がって除去できないため、有効なラ
マンバンドが得られない。1064nmで

は、このバックグラウンドシグナルが
大きく減少するか完全に除去できるた
め、クリアなラマンバンドが得られる。
1064nmのラマンシステムで得られる
スペクトルはハイクオリティであるた
め、生体医学研究を新しいフロンティ
アに進めるだろうと期待されている

（図4a）（4）。
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図1　市販の多波長励起ラマンシステムには、Agility 785/1064デュアルバンド可搬型ラマ
ン分光計（a）、研究グレードのNomadic 532/785/1064 トリプルバンドのラマン顕微鏡（b）
がある。
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図2　スクロース、精製糖、
ブラウンシュガーを2つの
ラマン励起波長で比較した
もの。青は785nm、赤は
1064nm。
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　1064nmラマンの利点を紹介する別
の好例は、植物バイオマスである。カ
ラフルな植物サンプルには、クロロフ
ィルやカロテノイドなど、さまざまな
光合成色素が含まれている。これまで
のラマン分光法では植物サンプルの蛍
光が強くて検出器を飽和させてしま
い、適した可視レーザがなかったため、
植物研究者はラマン分光法の利点を享
受できなかった。1064nmラマンであ
れば、蛍光がなく、ハイクオリティの
スペクトルがほぼリアルタイムで得ら
れる。これにより、植物生物学、食品
科学、バイオ燃料、その他の分野にお
ける分析処理能力は大きく向上するだ
ろう（図4b）。
　もうひとつの例として、共焦点ラマ
ン顕微鏡によって実現された単一細胞
ラマン分光法である。これは、サンプ
ルの外的改変を必要としないハイスル
ープットな分析をして、ダイレクトで
非破壊的、定量的なin vivo 診断法を可
能にするものである。重要なこととし
て、1064nmラマンは特に生体細胞や
生体組織で利点がある。なぜなら、ラ
マン測定以外の他のアッセイではサン
プルをしばしば染色（蛍光ラベル化）す
るからである。1064nmレーザではそ
ういった蛍光ラベルを励起させないた
め、ラベリングせずにラマンスペクト
ルが得られる（口絵参照）。
　これらの事例はラマン分光法の実力
を示すものである。ラマン分光法は、
ライフサイエンスでは非接触、非破壊
的アプローチでin situ にアプライできる
性質ゆえ、ますます一般的な技術とな
っている。生体組織は蛍光特性という
点では非常に多様であり、シングルレ
ーザによる励起システムの適性が制限
されてしまう。この課題は多波長シス
テムで解決される。例として、持ち運
び可能なAgilityデュアルバンド卓上ラ

マン分光計、ハイパフォーマンスで科
学グレードであるデュアルバンドの
RamSpecラマン分光計、ハイパフォーマ
ンスで3波長のNomadicラマン顕微鏡

がある。VPGデザインに柔軟性がある
ため、実際のアプリケーションにおけ
るさまざまな要望にマッチするシステ
ムを構成できる。
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図4　腎臓（ブタ）は785nm励起では高い蛍光を発するため、有効なラマンシグナルが抽出でき
ない。しかし1064nmであれば、この蛍光干渉が大きく減少し、クリアなラマンバンドが明確
になる（a）。植物組織（トウモロコシの葉）は785nm励起で高い蛍光を発する。1064nmラマ
ンなら光合成色素やその他の構成物の分析や定量が可能である（b）。
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図3　ニワトリ皮膚、ブタ皮膚、ラット組織のラマンスペクトルシフト。計測には、ベイ・スペック
社の785nmの卓上システムを使用し、7.5mmの焦点距離のファイバプローブでフィルタし、全
測定の収集時間は10〜30秒、785 nm測定には50mW出力である。動物組織サンプルに対
しては、同じレーザで高波数特性（C-H、O-H、N-Hの伸縮振動モード）を同時にキャプチャできる。




