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細胞内や表面の多様な分子をリアルタイムで単分子分析するには，高感度でかつ分子識別能が高い手法が要求される。
ラマン散乱分光では分子官能基の微細構造を反映したスペクトルが得られるため高い分子識別能を有する。しかし，感
度が低いという問題がある。表面増強ラマン散乱（Surface Enhanced Raman Scattering：SERS）では，金や銀のナ
ノ粒子に吸着した単分子のラマン散乱が計測できるためこの感度の問題を解決できる。SERSの問題点として，その機
構が不確かなため，実用化への開発指標が得られないことが挙げられる。そこで本研究では，SERS機構の解明と細胞
表面SERSリアルタイム分析への応用を行った結果を述べる。

Real-time analysis of bio-molecules of living cells requires sensitivity and high molecular discrimination ability 
for the methodology. Raman spectroscopy provides vibrational spectra reflecting detailed molecular structures. 
Thus Raman spectroscopy satisfies the high discrimination ability. However, a problem of Raman spectroscopy 
is its low sensitivity. Research of Surface Enhanced Raman Scattering (SERS) has been carried out to resolve 
the problem. SERS occurs to the molecules on Au and Ag nanoparticle (NP) surfaces. Enhancement of SERS 
enables us single molecule detections. The important issue of SERS is unclearness of its enhancement 
mechanism. The unclearness prevents us from development of practical applications of SERS. Thus, in the 
present studies I carried out (1) Clarification of SERS mechanism and (2) Demonstration of application of SERS 
to real-time analysis of bio-molecules on living cells.
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はじめに

細胞は多様なタンパク分子の相互作用でその生命機能
を維持している［1］。一細胞当たりのタンパク分子の発現
量は通常は微量であり，また細胞周期とともに変化する。
従って，細胞に発現しているタンパク分子をリアルタイム
分析するための課題として次の3点が挙げられる。一つ
めは高精度な分子の識別能，二つめは単一分子レベルの
高感度，3つめは測定の非侵襲性と迅速性である。分光
を用いた分子識別法はその簡便性，迅速性において他の

手法より優れている点が多い。従って，顕微分光法を用
いてこれらの課題を解決し細胞発現タンパク分子のリア
ルタイム分析を目指す研究が盛んに行われている［2］。そ
のための代表的な分光法として蛍光分光，可視紫外吸収
分光，赤外吸収分光，ラマン散乱分光が挙げられる。蛍
光と可視紫外吸収のスペクトルはブロードで単純な構造
であるため生体分子を識別する能力は高くはない。蛍光
分光は単分子感度を有するが，被識別分子に蛍光分子
を結合させるという前処置が必要となる。また，蛍光エネ
ルギー移動が起きるため複数種の分子の多重識別には 



Feature Article  堀場雅夫賞 受賞者論文

Masao Horiba Award

表面増強ラマン散乱の電磁増強機構の実証と生細胞
表面タンパク質の単分子リアルタイム検出への応用
Clarification of Surface Enhanced Raman Scattering Mechanism and its 
Application to Real-time Analysis of Bio-related Molecules on Living Cells

伊藤 民武

Tamitake ITOH

細胞内や表面の多様な分子をリアルタイムで単分子分析するには，高感度でかつ分子識別能が高い手法が要求される。
ラマン散乱分光では分子官能基の微細構造を反映したスペクトルが得られるため高い分子識別能を有する。しかし，感
度が低いという問題がある。表面増強ラマン散乱（Surface Enhanced Raman Scattering：SERS）では，金や銀のナ
ノ粒子に吸着した単分子のラマン散乱が計測できるためこの感度の問題を解決できる。SERSの問題点として，その機
構が不確かなため，実用化への開発指標が得られないことが挙げられる。そこで本研究では，SERS機構の解明と細胞
表面SERSリアルタイム分析への応用を行った結果を述べる。

Real-time analysis of bio-molecules of living cells requires sensitivity and high molecular discrimination ability 
for the methodology. Raman spectroscopy provides vibrational spectra reflecting detailed molecular structures. 
Thus Raman spectroscopy satisfies the high discrimination ability. However, a problem of Raman spectroscopy 
is its low sensitivity. Research of Surface Enhanced Raman Scattering (SERS) has been carried out to resolve 
the problem. SERS occurs to the molecules on Au and Ag nanoparticle (NP) surfaces. Enhancement of SERS 
enables us single molecule detections. The important issue of SERS is unclearness of its enhancement 
mechanism. The unclearness prevents us from development of practical applications of SERS. Thus, in the 
present studies I carried out (1) Clarification of SERS mechanism and (2) Demonstration of application of SERS 
to real-time analysis of bio-molecules on living cells.

Technical Reports

21Special issue  October  2011

困難が伴う。赤外吸収とラマン散乱では，分子振動を反
映してスペクトルは複雑な構造となり分子を識別する能
力は高いが，蛍光法に比べ非常に感度が低いという問
題点がある。例えば，ラマン散乱は，その断面積は約10
－29 cm2であり，この値は蛍光断面積の値，～10－16 cm2と
比べ10桁以上小さい。赤外吸収分光には水中に存在す
る分子に適用できないという問題点もある。これらの各
問題点を整理すると，ラマン散乱の高感度化という解決
法が導かれる。SERSはこの解決法の有力な候補である。
SERSはラマン散乱の一種であるため高い分子識別能力
を持ち，更に，ラマン散乱分光には無い高い感度を持つ。
SERSは1977年にFleischmannよって銀電極に吸着した
ピリジン分子のラマン散乱強度の異常増強として発見さ
れた［3］。1997年にKneipp, Nieは金や銀ナノ粒子2量体の
間隙に色素分子が吸着した場合，ラマン散乱強度が1014

倍も増強されることを発見した［4］。この増強は実効的なラ
マン散乱断面積が約10－15 cm2，つまり蛍光断面積とほぼ
等しくなったことを意味する。つまり分子識別能力が高く
単分子感度の分光法の可能性を示している。1997年の単
分子SERSの発見以来，SERS分野のアクティビティーが
指数関数的に向上している。具体的には，2010年のSERS
関連論文数は1340件と2000年の10倍に達している（ISI 
Web of Knowledgeの検索結果）。しかし，SERSはその
発見以来続いている強度やスペクトルの揺らぎ，再現性
の低さという問題を抱えているため，今後，死の谷に入っ
ていくと予想される。この問題の原因は，SERSが最適化
されておらず不安定な状態で分光測定を行っていること
と考えられる。そこで，このSERSの問題を解決するため
に現在いくつかの方法が提案されている。一つは蛍光タ
グと同じ原理で，安定した色素のSERSスペクトルで抗原
抗体反応などを検出する方法［5］，二つめは不均一なコロ
イド系ではなく，電子線リソグラフィーなどで基板表面に
均一に造られたナノ形状体を用いて，吸着分子のSERS
スペクトルを平均測定する方法［6］，三つめは，ランダムに
吸着した分子を測定するのではなく，金属チップ先端を
選択的に分子に近接させチップ増強ラマン散乱（TERS）
スペクトルを測定する方法である［7］。しかし，これらのナ
ノ形状体やチップにおいて，SERSの増強因子を最大化
する普遍的な指標がないことが依然として問題として存
在している。従って，著者はこの普遍的な指標を明らか
にするためSERS機構解明に取り組み，その上で生細胞
リアルタイム分析へのSERS応用を行った。

SERS電磁増強機構

SERS発現機構として電磁増強と化学増強が理論として
提案されている［8］，［9］。電磁増強とは，金属ナノ粒子のプ
ラズモンと共鳴し増強された光電場が，吸着分子と相互
作用しラマン散乱強度が増大するという機構である［8］。
化学増強とは，金属表面に吸着した分子の電子準位が電
荷移動相互作用によって安定化し励起光と共鳴すること
でラマン散乱強度が増大されるという機構（つまり電荷
移動共鳴ラマン散乱＝SERS）である［9］。電磁増強と化学
増強は多くの研究によって検証され，両方を支持する実
験結果が数多く報告されている。この結果はSERS発現
機構解明を複雑にする要因となっている。従って，SERS
機構解明に重要なことは，ある理論に着目し，その理論
の因果関係の枠内で定量的にSERSを検証し，支配的な
理論か否かを検証することになる。化学増強が電荷移動
錯体形成を前提とするのに対し，電磁増強は原理的に全
ての分子に働くので分子種に依存しない普遍性がある。
従って，著者は電磁増強に着目しSERS機構解明の研究
を行うことにした。電磁増強とは，プラズモンによるラマ
ン励起効率とラマン散乱効率の増強である［10］。励起光が
金属ナノ粒子に入射すると励起光とプラズモンとの共鳴
で生じた光増強場によって吸着分子のラマン励起効率が
向上する（1段目の増強）。次に，吸着分子に発生したラマ
ン散乱光とプラズモンの共鳴によるラマン散乱効率の向
上が生じる（2段目の増強）。2段目の増強は，真空に配置
した励起分子からは，放射されないラマン散乱光がプラ
ズモン共鳴という新しい経路を通ることで放射可能とな
るとも言える。この2重の効率向上によってSERSの増強
因子MEM（λL,λ,r）は式1の様に記述できる。

MEM（λL,λ,r）
＝｜Eloc（λL,r）/EI（λL）｜2×｜Eloc（λ,r）/EI（λ）｜2… ……（1）

ここで，Elocはプラズモンと結合し増強した光電場振幅，
EIは増強が無いときの光電場振幅，λLとλは励起光と放
射光の波長，rは分子の吸着位置をそれぞれ示す。式1を
実験的に検証することで電磁増強の検証が可能となる。

単一ナノ粒子分光によるSERS電磁増強の検証

従来の電磁増強研究の問題点と著者の解決法を述べる。
従来の研究では，金属ナノ粒子の集団系を測定対象とし
てきたため金属ナノ粒子ごとのプラズモン共鳴スペクト
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ルのバラつきが原因となり，SERSと「SERSを引き起こし
ている」プラズモン，そして「プラズモンを規定している」
金属ナノ粒子形状との関係を捉えることが出来なかっ
た。つまり電磁増強が想定している「SERS，プラズモン
共鳴，金属ナノ粒子形状」という因果関係の特定が出来
なかった。その結果，電磁増強を定量的に検証できずに
いた。著者はこの問題点を単一の金属ナノ粒子について
SERS，プラズモン共鳴，そして形状を測定する手法を確
立することで解決した［11］。
図1を用いてSERS増強機構の検証法を説明する。金属ナ
ノ粒子として，単分子SERS測定に実績がある平均直径
約40 nmの銀ナノ粒子を用いた。プラズモン共鳴は導電
性ガラス表面に配置した銀ナノ粒子を白色光で暗視野照
明し弾性光散乱像として観察した。そして，レーザ光を
同じ銀ナノ粒子に再度照射しSERS像を観察した。光学
像面にピンホールを設置することで選択的に単一銀ナノ
粒子のプラズモン共鳴光とSERS光を分光測定した。そ
して，導電性ガラス表面の銀ナノ粒子の形状は，走査型
電子顕微鏡（SEM）で測定した。これら一連の測定によっ
て，単一ナノ粒子の「プラズモン共鳴，SERS，銀ナノ粒
子形状」の取得に成功し電磁増強が想定している因果関
係の輪の中で，電磁増強の定量的検証を可能とした。こ
の検証において重要な点は，双極子型のプラズモン共鳴

を有する銀ナノ粒子2量体を選択したことである。理由
は，2量体近傍の電磁場は既存の電磁場解析で取り扱い
が可能であり，2量体接点からSERS光が放射されてい
ることが実験的に確かめられているからである［12］。次に
電磁増強の評価法を説明する。図2（a）がSERS活性を有
する銀ナノ粒子2量体のSEM像，図2（b）と図2（c-e）がそ
の2量体のプラズモン共鳴と3種類の励起波長でのSERS
スペクトルである。図2（g）が図2（a）の2量体の形状を境
界条件（図2（f））としてFDTD（Finite Difference Time 
Domain）という電磁場解析法で計算したプラズモン共鳴
スペクトルである。図2（h-j）にラマン散乱スペクトルと3
種類の励起波長での電磁増強因子とを掛け合わせること
で再現したSERSスペクトルを示す。実験と計算のSERS
スペクトルを偏光特性［13］，プラズモン共鳴Q値依存性［14］，
プラズモン共鳴波長依存性［15］，分子共鳴波長依存性［16］，
励起波長依存性［17］，周辺屈折率依存性［18］，形状依存性［11］

について定量に比較した。これらの計算スペクトルは，数
倍の誤差の範囲で実験スペクトルと一致していた。この
誤差は最大14桁に及ぶSERSの増強因子からすれば無視
可能な程度である。従ってこの定量的一致は電磁増強が
SERSを支配する増強因子であることを示している。この
再現は，SERS発見以来30年以上の間の懸案だった増強
機構を実証した成果であり，研究者がSERS増強因子を
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図1　�導電性ガラス表面に配置した金属ナノ粒子凝集体（A（x，y））を白色光で暗視野照明しプラズモン共鳴光散乱像（A）を観察し，レーザー光を同じ凝集体に照射し
SERS像（B）を観察した。光学像面にピンホールを設置することで単一金属ナノ粒子凝集体のプラズモン共鳴スペクトル（C）と SERSスペクトル（D）を測定した。
その金属ナノ粒子凝集体を走査型電子顕微鏡（SEM）測定し凝集体形状（E）を測定した。
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最大化する普遍的な理論を得たことを意味している。

SERS生体分子分析の重要性

現在までのSERS応用の進展が少ないのは，その増強機
構が不明瞭だっただけでなく，SERSのキラーアプリケー
ションが発見されていないことも挙げられる。この発見
には多くの試行錯誤が必要となる。著者は，キラーアプ
リケーションの創出される「場」として細胞表面を予想し
ている。細胞表面には不均一に多種類のタンパク質が発
現し細胞の生命機能を支えている［1］。SERSでこれらの
タンパク質を多重識別できれば細胞診断などの基礎，応
用研究に大いに貢献すると考えられる。現在，下村博士
がノーベル化学賞を受賞したGFPに代表されるように，
蛍光法を使って細胞タンパク質の機能を生きたままで可
視化し解明する研究が進んでいる［19］。しかし，蛍光法に
は，（1）既知で標識可能な分子のみに限定され，（2）蛍光標
識分子の退色，（3）多重染色の困難さなどの課題がある。
SERSの非標識，非退色，多重測定の容易さなどの特徴

は，これらの課題を解決可能とするため，革新的な研究
の進展をもたらすことが期待される。現在までのSERSを
用いた細胞タンパク質の研究の進展が少ないのはSERS
でどの種類のタンパク質を測定しているか特定できな
いことが理由であった。そこで著者はゲノムが解読さ
れ，多くの発現タンパク質が既に識別されている酵母菌

（Saccharomyces Cerevisiae）をモデル細胞として表面
タンパク質分子のSERS測定を試みた［20］，［21］。

単一酵母菌表面のSERS分光分析

生きた酵母菌の表面に銀ナノ粒子（平均直径40 nm）を自
然吸着させてレーザ光（波長532 nm）を照射し発光像を
観測した。図3（a，b）は銀ナノ粒子吸着前後の白色光の暗
視野照明像である。プラズマ共鳴の発色により銀ナノ粒
子が酵母菌表面へ吸着していることが確認できる。酵母
菌表面と銀ナノ粒子表面の平均電荷は共にマイナスであ
り反発し合うため，銀ナノ粒子は酵母菌表面の親和性が
高い場所に選択的に吸着していると考えられる。図3（c）
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図2　�SERS活性を有する金属ナノ粒子2量体のSEM像（a），その凝集体のプラズモン共鳴（B）とSERSスペクトル（c-e）。FDTD（Finite Difference Time Domain）と
いう電磁場解析法の境界条件（f）で再現したプラズモン共鳴スペクトル（g）。分子の吸着位置（k）。式1に従いラマン散乱スペクトルと電磁場因子とを掛け合わせ
ることで理論的に再現したSERSスペクトル（h-j）。各励起波長における電場の分布（l-n）。
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はレーザ光励起（波長532 nm）による酵母菌の発光像で
ある。多数の輝点が観測できる。図4はその発光点1つ1つ
の分光測定結果である。そのスペクトル形状からこの発
光はSERSであることがわかる。酵母菌表面には，タンパ
ク質や多糖類など様々な分子が存在している［22］。
図4のSERSスペクトルには，アミド基に起因する分子振
動バンドが多く確認できた。これらのバンドはタンパク質
に特有で，多糖類には余り現れない。従って，このSERS
スペクトルは酵母菌表面のタンパク質分子からのものだ
と考えられる。従来の平均的な細胞のラマン測定のレー
ザ照射条件（照射光強度～105 W/cm2，測定時間～300s）

に比べて，今回の照射条件（10 W/cm2，1秒）は，遥かに
微弱で短時間であり菌にとってマイルドであった。図5は
SERSを示している菌表面の原子間力顕微鏡（AFM）像
である。多くの銀ナノ粒子が，2量体を形成し菌表面に吸
着していることが確認できる［20］。電磁増強機構ではこの
様な2量体接点の約1 nm3の領域で単分子SERSが観測
可能になる［10-12］。実際，この接点に入り込めるタンパク質
分子は1個程度である。従って，図4は2量体接点に入り込
んだ単分子のSERSスペクトルだと予想できる。この様
な系では電磁増強が2量体接点の1 nm3に局在するため
熱揺らぎによる分子の数オングストロームの位置変化に

10 µm

（a） （b） （c）

10 µm 10 µm

図3　�銀ナノ粒子吸着前（a）後（b）の酵母菌の暗視野照明顕微鏡像。銀ナノ粒子のプラズモン共鳴散乱によって菌表面に様々な色の輝点が現れている。（c）酵母菌の
SERS顕微鏡像。一つ一つの輝点が単一分子からのSERS光である。
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図4　�酵母菌表面の各輝点からのSERSスペクトル（A）と銀ナノ粒子自然吸着後の酵母菌表面のSERS像（B）。（A）のスペクトルaからfは（B）の輝点からaからfに対応。
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よってSERS光の大きな強度変化（点滅現象）が生じるこ
とが知られている［14］。
実際，図4（B）のSERS輝点も頻繁に点滅現象を示した［20］。
図6は様々な細胞周期における酵母菌のSERS像である。
SERS発現と細胞周期との間に関係があることがわかる。
親細胞から出芽直後の娘細胞にはSERS輝点が現れてい
ない。しかし，娘細胞が成長し細胞質の分裂が起きるの
と同時期に娘細胞にもSERS輝点が出現している。酵母
菌表面のタンパク質研究からこの様な発現挙動を示すタ
ンパク質は数種類知られている［23］。著者は酵素法やアル
カリ溶出法による表面タンパクの選択的切断解離やノッ
クアウト法とSERS発現との比較を行うことで，このタン
パク質の特定を試みた。その結果，このタンパク質がPir
という熱応答に関与する表面タンパクの一種であること
が分かってきた。本研究はSERSを用い細胞周期に依存
した細胞表面発現タンパク質分子の分析を成功させた
世界初の結果である。

終わりに

本論文ではSERS増強機構を電磁増強理論に基づき検証
した。単一ナノ粒子分光法を用い電磁増強の因果関係，
即ち，「金属ナノ粒子形状，プラズモン共鳴，SERS」の関
係を因果関係の輪の中で電磁増強を用い検証し，SERS
を定量的に再現できることを示した。この結果は，SERS
発見以来の懸案だった増強機構を解明した重要な成果
である。また，SERSのキラーアプリケーション探索のた
め細胞表面タンパク質のSERS観察を行った。観察の結
果，細胞周期に依存した細胞表面発現タンパク質分子の
SERS分析に成功した。この成果は細胞表面がSERSの
キラーアプリケーションの「場」となる可能性を示唆して
いる。
著者は今後，SERS増強機構の研究は「プラズモンと分子
との強結合」の研究に展開していくと予想している。強結
合によりプラズモンと分子とがコヒーレントにエネルギー
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図5　�銀ナノ粒子を自然吸着以前の酵母菌表面（a）と自然吸着後の酵母菌表面（b）のAFM像。銀ナノ粒子の吸着が確認できる。自然吸着した銀ナノ粒子の拡大像（c）。
銀ナノ粒子が2量体を形成していることが分かる。（b）のIからVIは（c）のIからVIに対応。
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染色体の分裂細胞質の分裂

図6　�各出芽細胞分裂周期における銀ナノ粒子の吸着状態（各パネルの右図）とSERS発現状態（各パネルの左図）の変化。
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を交換し新しい量子状態が形成される。この分野は量子
電磁力学（QED）と言われる。この分野でSERS研究は，
ナノ領域での単分子量子状態制御技術として展開する
かもしれない。
SERSのキラーアプリケーション探索の研究の今後は予
想できない。しかし，トライ アンド エラーの自由度が高
い研究の枠組みが求められるだろう。著者は現在，細胞
表面タンパク質のSERS観察の適応範囲を，病原性細
菌である大腸菌（Escherichia Coli JM109）やピロリ菌

（Helicobacter Pylori）の分析・識別，糖尿病指標分子
である糖化ヘモグロビン（HbA1c）の超高感度識別などに
拡張しキラーアプリケーションの探索を続けている［24-26］。
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