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　過去100年で、ラマン分光法は、材
料や分子の構造研究の重要ツールであ
ることが証明された｡過去20年にわた
り、ラマン分光法は、生物学、医療及
びライフサイエンスの分野で働く人々
から大いに注目されるようになった｡
さまざまなクラスの生体材料や分子を
検出し、病気を特定し、診断ツールと
して役立つ可能性があるためだ｡これ
らの分野の他の技術と比較してラマン
方法は、高い分子特異性を実現し、ラ
ベルフリーで非破壊であり、またサン
プルの準備もほとんど必要ないか、ま
たは全く必要ない｡
　ラマン分光法は、一般にはレーザビ
ーム、励起光源の波長シフトを計測す
る｡これは、非弾力性散乱光を検出す
ることによるものである｡その光は、
調べているサンプルの分子で振動を起
こすために利用されているエネルギー
の結果としてシフトした散乱光である.
アプリケーションでのラマン分光法の
有用性は、2つの事実に依存する｡（a）
多様な分子のラマンスペクトルが、物

質を特定するために使用できる固有の
フィンガープリントを作る｡（b）ラマン
ラインの強さと位置が、サンプルの化
学物質（例えばpH値）または物理的（例
えば、歪、温度）特性のいずれかによ
って敏感に影響される｡

アプリケーション
　ラマン分光法のアプリケーションに
ついて、広範囲の研究が行われている。
現在、学界や産業界の研究者が、その
技術をさらに広く利用できるようにす
るための測定器を開発している｡ラマ
ン分光法は、バイオセンシング、医療
診断と処置に関わる幅広いアプリケー
ションに適用可能である｡感染の検出、
細胞の分類、細胞環境や代謝のモニタ
リング、また薬剤送達のモニタリング
に利用できる（1）｡
　多くのアプリケーションは、内科病
理学、体外と体内の両方で特にガン組
織の特定、手術の成功をモニターし評
価する有望なツールとしてのその技術
の利用に関与している｡ラマン分光法

は、肺、乳房、消化器官、前立腺、
皮膚及び脳の組織の健全性と腫瘍の識
別することが示された｡
　その技術の有用性の一例は、さまざ
まなタイプの組織の特定である（図1）。
異なるタイプの組織は、さまざまな強
度と多様な波長でラマン散乱光を発す
る｡個別のスペクトル線を組織の細胞
内の特定の分子構造、脂質やアミノ酸
など、C-H結合など特定の分子群まで
追跡できる｡これらのラマンスペクト
ルは、広範囲に分析され、一覧にされ
ている｡

SERSによる増強
　ラマン効果は、プラズモン、金属ナ
ノ構造付近の電場増強により数ケタ増
強可能である｡表面増強ラマン散乱

（SERS）は、ラマン技術の感度を大い
に強め、ラマン法が利用されている多
くの生物学的、医療アプリケーション
で有用性が証明されている（図2）｡
　前述のナノ構造は、溶液ベースのナ
ノ粒子または、マイクロ流体デバイス
と結合できる人工ナノ構造面のいずれ
かである｡さらに、SERS粒子は、機
能的にすることができる｡これは、極
めて特殊な生化学物質や分子をモニタ
ーする技術の標的を改善することが目
的である（2）｡

ラマン計測器
　ラマン分光計測の主要設定は、すべ
てのアプリケーションで同じである｡レ
ーザ光源を使いラマン放出を励起する｡
光学系が励起光をサンプルに転送し、
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新しいCCDは、バイオラマン計測に適した波長で2～ 7倍高感度になり、
検出限界を拡大し実験時間を短縮する｡
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図１　脂質の多い脂肪
組織（オレンジ）とタンパ
ク質を多く含む筋組織
（紫）のラマンスペクト
ル｡ブロードバンド自家
蛍光バックグラウンド
が両方のスペクトルに
はっきりと見える、そ
れぞれ同じ取得時間で
収集されたものである｡



ラマン発光を収集する｡これをスペクト
ログラフに搭載したカメラで検出する｡
　セットアップでは、光フィルタを利用
してレーザラインを不要な人工物から
区別し、弾性散乱光を吸収する。これ
は、弱いラマン放出だけを分光器でと
らえるためである。ラマン放出のエネ
ルギーは励起レーザに対してシフトす
るので、励起波長はラマン実験では極
めて重要なパラメータである。それが
信号の波長範囲を決めるからである。
　組織及び体内観察のラマン分光法で
は、強力な自家蛍光がサンプルから放
出され、ラマン信号に重なる。この現
象が、観察時間を制限し、信号ノイズ
を増やす。自家蛍光信号は、励起波長
を高くすることで大幅に低減されるの
で、近赤外（NIR）の比較的高い励起
波長を利用するのが望ましい、通常は
785nmまたは830nm発光のレーザを
利用する。
　一般に、光学系はアプリケーション
に適合させている。細胞や組織の内部
構造を研究する実験は、顕微分光法セ
ットアップを利用する。これにより、
高い空間分解能のために共焦点取得を
必要とし、スキャニングシステムと組
み合わせて、サンプルのハイパースペ
クトルモップを提供できる。
　体内では、実験は柔軟性の高さが求
められるので、ファイバオプティクプ
ローブを使う。ファイバオプティクプ

ローブは、ラマン分光法を臨床応用に
移行させるための決定的な要素であ
る。最近の文献で、さまざまなプロー
ブの適切な概観が紹介されている。こ
れらは、与えられたアプリケーション
に強く依存するものである（3）。

分光パフォーマンスの最適化
　すべてのラマン実験に共通すること
は、信号の放出が非常に弱いというこ
とである。ラマンクロスセクションは、
励起光エネルギーの4乗に比例して小
さくなる。特にライフサイエンス用の
ラマンアプリケーションは、最高レベ
ルの計測器性能とシステムスループッ
トを必要とする。このセクションでは、
感度とパフォーマンスを最適化する分
光器とディテクタの実験パラメータを
検討する。
　まず、分光器システムの光結合とス
ループットの最適化が重要である。顕
微分光法実験は、一般に、低出力開
口であるので、ミラーベースのグレー
ティング分光器が、これらの研究には
最適である。
　理想的には、高分解能（スペクトル
的と空間的の両方）を維持し、SNR改
善（低収差、高フルエンスデザイン）、
最小クロストークで多くのスペクトル
チャネルを同時検出できるようにする
には、収差低減分光器の利用が望まし
い。フレキシブルスキャニングやマル

チグレーティングタレットのような先
進的機能は、同様に非常に有用である
ことが明らかである｡
　光学ファイバは、非常に大きな出力
開口（一般にf/2）であるので、分光器
の開口部をファイバに一致させること
が重要である｡レンズベースの分光器
は、従って、ファイバやファイバオプ
ティクプローブを利用するアプリケー
ションには最適である｡どんなタイプ
の分光器でも、最適化されたシステム
は、各素子に光学コーティングを用い
ている｡システム損失を最小化し、ス
ループットを最大にするためである｡
　バイオラマンシステムのもう1つの重
要コンポーネントはディテクタである｡
最高感度を保証するために、科学的
CCDカメラがよく利用される｡ライフ
サイエンスには比較的高い励起波長が
ラマン実験で使われるので、適切なデ
ィテクタの選択が極めて重要である。
　例えば、830nm励起を利用するとき、
重要なフィンガープリントや3000cm-1

までの高い波数域（この励起波長で
1100nmにある）は、低雑音シリコン
CCDでまだ検出可能であるが、このし
きい値を超えた波長では光の検出はで
きない｡

InGaAsディテクタvs.CCD
　さらに高い励起波長を選ぶと、不要
な自家蛍光信号は一層低減されるが、
これにはCCDではなくInGaAsディテ
クタが必要になる｡最新のInGaAs焦
点面アレイは、第2近赤外ウィンドウ

（～ 1700nmまで）で優れた量子効率を
提供するが、ノイズ性能はそれほどで
もなく、CCDと比べるとアレイフォー
マットの選択が少なくなることは留意
すべきである｡
　シングルチャネルアプリケーション
では、CCDセンサアレイの高さを利用
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図２　ゴールドナノ粒
子を使用するSERS
スペクトル｡標準スペ
クトル（オレンジ）と
比較したSERSスペ
クトル（紫）の信号増
強ははっきり見える｡
両方のスペクトルとも
同じ実験設定で取得
された｡



して利用できる信号を増やし、従って
SNRを改善することができる｡体内実
験では、プローブの励起側で円形パタ
ーンに配列されたマルチコアファイバ
のファイバオプティクプローブを利用
することがよくある｡
　1本のファイバを使って励起光を伝
送する一方で、残りのファイバが大面
積をカバーしてより多くのラマン放出
を収集する｡プローブの分光器側で、
ファイバを再配分して入射スリットに
沿って位置決めし、高いスペクトル分
解能を維持できるようにする｡スペク
トル信号は、より大きな合算信号が読
み取れるように、垂直方向にビニング
されている｡
　微光イメージングや分光アプリケー
ションで実積のある製品は従来の裏面
入射型CCDであるが、これらのデバ
イスの量子効率（QE）は、800nm以上
の波長では急速に低下する（図3）｡
　通常、バイオラマンアプリケーショ
ンはディープデプレッションCCDを使
う。これらは、感度を近赤外域に増強
するように設計されている｡しかし、
これらのセンサは、従来の裏面入射型
CCDより暗電流が非常に大きい｡
　従って、結果としてのダークノイズ
をうまく処理するには、深くまで届く
信頼性のある冷却が求められる｡今日
の最先端のCCDカメラは、全く冷却液
を用いることなく、−95℃の低温に達
し、観察時間は数分、数時間さえ可能

になっている｡特別な増強プロセスは
センサにも適用可能である｡量子効率
を最大化し、不要な副作用、特に近赤
外光で照射されたCCDに現れるフリン
ジング効果を減らすことが目的である｡

スーパーディープデプレッション
CCD
　先頃、バイオラマン分野で使える、よ
り最適な検出ソリューションが現れた｡
高抵抗性結晶シリコンから作られた独自
の新しいクラスの｢スーパーディープデ
プレッション｣CCDが、利用できるよう
に な っ て い る｡こ れ は、 近 赤 外 域

（1000nmで最大75%、図3参照）で優
れた量子効率を実現している｡
　実際、これらの新しいセンサは、バ
イオラマン計測関連の波長域で、2 ～
7倍高感度であり、アプリケーション
要件に従い、検出限界を拡大し、実験
時間を短縮する（4）｡
　最後に、分光システムは設定やバイ
オラマン実験への組込みが容易でなけ
ればならない｡システムは、NISTトレ
ーサブル放射測定参照光源を使い、波
長のスペクトル校正や相対的強度の迅
速かつ正確なルーティーンをユーザー
に提供すべきである｡校正ルーティー
ンは、分光器メーカーの測定器制御ソ
フトウエアにより簡単に実行できるこ
とが望ましい｡
　推奨システムソフトウエアにより、
ユーザーは実験のすべての要素を組織

化することができる｡ハードウエアの
設定と操作だけでなく（例えば、分光
器とディテクタ）、データの取得、分析、
エクスポートもである｡サードパーティ
のソフトウエアパッケージ、スクリプ
トインタフェース及びファイルフォー
マットとの簡単な適合が提供されるべ
きである｡
　バイオラマン分光ソリューションを
探している科学者、研究者、専門家は、
システムコンポーネントを個別に選択
するか、完全な専用システム（図4）を
選べる｡完全集積バイオラマンシステ
ムには、分光器、ディテクタ、レーザ、
サンプルチャンバー、及びソフトウエ
アが含まれる｡光ファイバ接続用のポ
ートも提供されている｡
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図３　+25℃で計測した典型的
なQEデータ。独自の新しいHR（高
NIR量子光率）とLD（低暗電流）デ
ィープデプレションセンサは、多
くの分光アプリケーションに、比
類のない性能を提供する｡留意点
は以下の点｡BIは、ディープデプ
レションなし標準裏面入射型セン
サであり、Unichromeは独自の
UV増強コーティング｡

図４　完全集積バイオラマンシステムには、
分光器、ディテクタ、レーザ、サンプルチャ
ンバー、及びソフトウエアが含まれる｡光フ
ァイバ接続用のポートも提供されている。
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