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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　検出面に光を所定の入射角で入射させることで発生する増強場を利用して試料内の被検
出物質を検出する方法であって、
　前記試料が供給される金属膜が一面上に配置されるプリズムと前記金属膜との境界面で
全反射する角度で、前記プリズムに、前記試料によらず前記金属膜に増強場を発生させる
所定の波長域におけるスペクトルの最大強度が最低強度の１．１倍以下のスペクトル分布
を有する光を入射させて、前記金属膜近傍で発生した光を検出する被検出物質の検出方法
。
【請求項２】
　前記所定の波長域は、波長幅が１５ｎｍ以上である請求項１に記載の被検出物質の検出
方法。
【請求項３】
　前記プリズムに入射するスペクトル分布を有する光は、光源から射出された光を、スペ
クトル調整手段を用いて生成する請求項１または２に記載の被検出物質の検出方法。
【請求項４】
　前記光源は、白色光を射出する光源である請求項３に記載の被検出物質の検出方法。
【請求項５】
　前記スペクトル調整手段は、波長毎に透過率の異なるフィルタである請求項３または４
に記載の被検出物質の検出方法。
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【請求項６】
　前記プリズムに入射するスペクトル分布を有する光は、光源から射出され、
　前記光源から射出された光を、前記光源から射出された光を集光する集光レンズ及び前
記光源から射出された光をＰ偏光方向に偏光する偏光フィルタを用いて、前記プリズムと
前記金属膜との境界面で全反射する角度で前記プリズムに入射させる請求項３～５のいず
れかに記載の被検出物質の検出方法。
【請求項７】
　前記光源は、互いに異なる波長の光を射出する複数の個別光源を有し、前記個別光源か
ら射出される光を合波し、所定の波長域におけるスペクトルの最大強度が最低強度の１．
１倍以下となるスペクトル分布の光を射出する請求項３～６のいずれかに記載の被検出物
質の検出方法。
【請求項８】
　前記光検出の検出結果に基づいて、前記試料内の前記被検出物質の濃度を算出する算出
手段を有する請求項１～７のいずれかに記載の被検出物質の検出方法。
【請求項９】
　前記被検出物質は、蛍光性を有する物質、または、蛍光性を有する物質で標識された物
質である請求項１～８のいずれかに記載の被検出物質の検出方法。
【請求項１０】
　前記スペクトル分布を有する光の所定の波長域におけるスペクトルの最大強度が最低強
度の１．０３倍以下である請求項１～９のいずれかに記載の被検出物質の検出方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、検出面に光を所定の入射角で入射させることで発生する増強場を利用して被
検出物質を検出する被検出物質の検出方法に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　バイオ測定（生体分子反応の測定）等において被検出物質を高感度かつ容易に検出（ま
たは測定）する方法としては、特定波長の光により励起され蛍光を発する蛍光物質（つま
り、蛍光性を有する物質）からの蛍光を検出することで、被検出物質を検出（または測定
）する蛍光法がある。
　この蛍光法は、例えば、被検出物質が蛍光物質の場合は、被検出物質を含むと考えられ
る検査対象試料に特定波長の励起光を照射し、そのときの蛍光を検出することによって被
検出物質の存在を確認する方法である。
　また、蛍光法は、被検出物質が蛍光物質ではない場合も、被検出物質と特異的に結合す
る特異的結合物質を蛍光物質で標識し、この特異的結合物質を被検出物質に結合させ、そ
の後上記と同様にして、蛍光（具体的には、被検出物質と結合した特異的結合物質を標識
する蛍光物質の蛍光）を検出することにより、被検出物質の存在を確認することができる
。
【０００３】
　また、蛍光法を用い被検出物質をさらに高感度に検出する方法としては、蛍光物質を励
起させるために金属膜の表面プラズモン共鳴による増強電場を利用する方法が提案されて
いる（例えば、特許文献１、特許文献２及び特許文献３）。
【０００４】
　特許文献１、特許文献２及び特許文献３に記載された方法は、いずれも、蛍光物質によ
り標識された被検出物質を金属膜の近傍に配置した状態で、金属薄膜とプリズム（半円柱
プリズム、三角形ガラスプリズム）との境界面に、プラズモン共鳴条件を満たす角度（プ
ラズモン共鳴角）で光を入射させて金属薄膜に増強された電場を発生させ、金属薄膜近傍
にある物質を強く励起し、蛍光を増幅させるというものであり、表面プラズモン増強蛍光
（以下「ＳＰＦ」ともいう。）を利用した蛍光検出法である。
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【０００５】
　ここで、特許文献２に記載されているように、表面プラズモンの電場は、金属表面に強
く局在し、かつ、金属表面からの距離に応じて指数関数的に減衰するため、金属表面に吸
着固定されている蛍光標識抗体（つまり蛍光物質）のみを選択的かつ高確率で励起するこ
とができる。これにより、特許文献２に記載されているように、ＳＰＦを利用した蛍光検
出法を用いることで、界面から離れた位置にある妨害物質の影響を最小限に抑制すること
ができ、高精度に被検出物質を検出することも可能になる。
【０００６】
　また、特許文献２及び特許文献３は、金属膜が載置されたプリズムの角度を調整する回
転機構を設け、この回転機構によりプリズムの角度を調整することで、光源から射出され
た光を最適なプラズモン共鳴角でプリズムに入射させることが記載されている。
【０００７】
　また、表面プラズモン増強効果を利用して、被検出物質を検出する方法としては、表面
プラズモンにより励起された蛍光を検出する方法以外にも散乱光を検出する方法がある。
　特許文献４には、プリズムの表面に金属膜と、金属膜の表面に配置された抗原・抗体反
応により被検出物質をトラップする機能薄膜と、この機能薄膜に触れる状態で試料液を供
給するフローセルとを有する表面プラズモンセンサが記載されている。
　この表面プラズモンセンサは、金属膜上に表面プラズモン増強効果を利用して励起され
た表面プラズモンの電場が、機能薄膜に存在している被検出物質により乱されることで生
じる散乱光を検出することで、被検出物質を検出している。このように、蛍光ではなく、
散乱光を検出する方法でも、被検出物質を検出することができる。
【０００８】
【特許文献１】特開２００２－６２２５５号公報
【特許文献２】特開２００１－２１５６５号公報
【特許文献３】特開２００２－２５７７３１号公報
【特許文献４】特開平１０－７８３９０号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　ここで、表面プラズモンのプラズモン共鳴条件は、照明光の波長、金属膜への入射角、
プリズムの屈折率や凹凸、金属膜の誘電率、厚みや粗密度、金属膜上に配置される試料の
種類、状態、等により変化する。しかしながら、最大の増強度で再現性よく検出をするた
めに、特許文献２及び３に記載されているような、回転機構を設け、基板及びプリズムを
回転させ、最適角度を検出する方法では、装置コストが高くなり、また、最適角度を検出
している感に、金属膜上の蛍光物質の蛍光量が減少していくという問題があった。
　また、光の入射角度を調整する機構を設ける代わりに、上記の物理定数や位置関係を保
障（一定状態に維持）するための温度調整と、各部材の形状を同一にすることも考えられ
るが、装置や、チップの製造設備が高価となり、特に低コスト化の要求が厳しい血液診断
用途では受け入れられない。
　こういった問題が、プラズモンを用いたセンシング装置の実用化の実現を阻む要因だっ
た。
【００１０】
　これに対して、特許文献１～３に記載したようなＳＰＦを利用した蛍光検出法及び特許
文献４に記載した被検出物質が表面プラズモンを乱すことで生じる散乱光を検出する検出
法では、特許文献１に記載されているように、光源から射出された光をレンズ等で集光し
所定の角度幅の光にして、金属膜に入射させることで、一定の角度幅の光を金属膜に入射
させる。このように、一定角度幅の光を入射させ、その収束角度内での角度調整を不要と
することでコストダウンを図っている。
【００１１】
　しかしながら、光源から射出される光は、光束の位置（例えば、光束中心からの距離）
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によって光の強度が変化する（つまり、強度分布がある）ため、表面プラズモン共鳴が発
生する角度が変化することで、表面プラズモンがつくる電場の強度が変化してしまうとい
う問題がある。
　また、蛍光物質による蛍光は、同一の蛍光物質であっても表面プラズモンがつくる電場
の強度によって変化するため、表面プラズモンがつくる電場の強度が変化してしまうと、
同一、同量の蛍光物質であっても蛍光の光量が変化し検出値が変化してしまうため、検出
の精度が下がり、再現性が低下するという問題がある。
　また、表面プラズモンがつくる電場を利用して被検出物質を検出する場合に限らず、検
出面に光を所定の入射角で入射させることで発生する増強場を利用して被検出物質を検出
する場合にも、同様の問題がある。
【００１２】
　本発明の目的は、上記従来技術に基づく問題点を解消し、試料中の被検出物質を高精度
かつ再現性高く検出することができる被検出物質の検出方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【００１３】
　上記課題を解決するために、本発明は、検出面に光を所定の入射角で入射させることで
発生する増強場を利用して試料内の被検出物質を検出する方法であって、前記試料が供給
される金属膜が一面上に配置されるプリズムと前記金属膜との境界面で全反射する角度で
、前記プリズムに、前記試料によらず前記金属膜に増強場を発生させる所定の波長域にお
けるスペクトルの最大強度が最低強度の１．１倍以下のスペクトル分布を有する光を入射
させて、前記金属膜近傍で発生した光を検出する被検出物質の検出方法を提供するもので
ある。
【００１４】
　ここで、前記プリズムに入射するスペクトル分布を有する光は、光源から射出された光
を、スペクトル調整手段を用いて生成するのが好ましい。
　また、前記所定の波長域は、波長幅が１５ｎｍ以上であることが好ましい。
　また、前記光源は、白色光を射出する光源であることも好ましい。
　前記スペクトル調整手段は、波長毎に透過率の異なるフィルタであることが好ましい。
【００１５】
　さらに、前記プリズムに入射するスペクトル分布を有する光は、光源から射出され、前
記光源から射出された光を、前記光源から射出された光を集光する集光レンズ及び前記光
源から射出された光をＰ偏光方向に偏光する偏光フィルタを用いて、前記プリズムと前記
金属膜との境界面で全反射する角度で前記プリズムに入射させるのが好ましい。
【００１６】
　ここで、前記光源は、互いに異なる波長の光を射出する複数の個別光源を有し、前記個
別光源から射出される光を合波し、所定の波長域におけるスペクトルの最大強度が最低強
度の１．１倍以下となるスペクトル分布の光を射出することが好ましい。
【００１７】
　また、前記光検出の検出結果に基づいて、前記試料内の前記被検出物質の濃度を算出す
る算出手段を有することが好ましい。
　また、前記被検出物質は、蛍光性を有する物質、または、蛍光性を有する物質で標識さ
れた物質であることが好ましい。
　さらに、前記スペクトル分布を有する光の所定の波長域におけるスペクトルの最大強度
が最低強度の１．０３倍以下であるのが好ましい。
 
【発明の効果】
【００１８】
　本発明によれば、光源から所定波長幅の光を射出させ、スペクトル調整手段によりプリ
ズムに入射する光を所定波長幅において最高強度と最低強度との差が小さい光とすること
で、任意の波長において表面プラズモン増強効果が発生するプラズモン共鳴角が測定毎に
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変化した場合も、つまり、所定のプラズモン共鳴角となる波長が測定毎に変化した場合も
、表面プラズモンに起因して発生する増強電場の強度を均一にすることができる。このよ
うに表面プラズモンに起因して発生する増強電場の強度を均一にできることで、高い再現
性でかつ高精度に試料中の被検出物質を検出することができる。
　また、任意の波長において表面プラズモン増強効果が発生するプラズモン共鳴角が測定
毎に変化した場合、つまり、所定のプラズモン共鳴角となる波長が変化した場合も、再現
性の高い検出ができることで、設計誤差の許容範囲を大きくすることができ、装置コスト
を安価にすることができる。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１９】
　本発明に係る被検出物質の検出方法について、添付の図面に示す実施形態を基に詳細に
説明する。
【００２０】
　図１は、本発明の被検出物質の検出方法を実施するセンシング装置の一実施形態である
センシング装置１０の概略構成を示すブロック図であり、図２（Ａ）は、図１に示したセ
ンシング装置１０の光源１２、入射光光学系１４、サンプルユニット１６の概略構成を示
す上面図であり、図２（Ｂ）は、図２（Ａ）のＢ－Ｂ線断面図である。
【００２１】
　図１、図２（Ａ）及び（Ｂ）に示すようにセンシング装置１０は、基本的に、所定波長
幅の光を射出する光源１２と、光源１２から射出された光（以下「励起光」ともいう。）
を導光し集光する入射光光学系１４と、光源１２から射出された光のスペクトルを調整す
るスペクトル調整手段１５と、被検出物質８４を含有する試料（つまり測定対象）８２を
保持し、入射光光学系１４により集光された光が入射されるサンプルユニット１６と、サ
ンプルユニット１６の測定位置から射出される光を検出する光検出手段１８と、光検出手
段１８の検出結果に基づいて被検出物質を検出する（つまり、光検出手段１８で検出した
信号をデジタル化し被検出物質の有無、濃度を判断する）算出手段２０とを有し、試料８
２に含有されている被検出物質８４を検出（及び測定）する。
　また、センシング装置１０は、さらに、励起光を変調するファンクションジェネレータ
（以下「ＦＧ」ともいう。）２４と、ＦＧ２４で発生された電圧に比例した電流を光源１
２に流す光源ドライバ２６とを有する。
　ここで、ＦＧ２４は、Ｈｉｇｈ、Ｌｏｗの電圧の繰り返しクロックを発生する信号発生
器である。ＦＧ２４が信号を光源ドライバ２６に流し、光源ドライバ２６がその電圧に比
例した電流を光源１２に流すことで、光源１２は、クロックに応じて変調された光を発光
する。また、ＦＧ２４のクロックは、ロックインアンプ６４に接続されており、ロックイ
ンアンプ６４は、ＦＧ２４から流されるクロックと同期した信号のみを光検出手段１８の
出力から取り出す。
　また、図示は省略したが、センシング装置１０の各部は互いの位置関係を固定するため
に支持機構により支持されている。
【００２２】
　光源１２は、所定の波長幅の光を射出する光射出装置であり、本実施形態では、ピーク
が６６０ｎｍとなる強度分布の光を射出するＬＥＤ（スタンレー社製ＥＢＲ３３６８Ｓ）
を用いている。
【００２３】
　入射光光学系１４は、コリメータレンズ３０と、シリンドリカルレンズ３２と、偏光フ
ィルタ３４とを有し、励起光の光路において、光源１２側からコリメータレンズ３０、シ
リンドリカルレンズ３２、偏光フィルタ３４の順で配置されている。したがって、光源１
２から射出された光は、コリメータレンズ３０、シリンドリカルレンズ３２、偏光フィル
タ３４をこの順で透過し、その後、サンプルユニット１６に入射する。
【００２４】
　コリメータレンズ３０は、光源１２から射出され、所定角度で放射状に拡散する光を平
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行光に変換する。
　シリンドリカルレンズ３２は、図２（Ａ）及び（Ｂ）に示すように、後述するサンプル
ユニットの流路の長手方向に平行な方向が軸方向となる柱状レンズであり、コリメータレ
ンズ３０により平行光とされた光を柱状の軸に垂直な面（図２（Ｂ）に示す面と平行な面
）のみに集光させる。
　偏光フィルタ３４は、透過した光を後述するサンプルユニット１６の反射面に対してｐ
偏光となる方向に偏光するフィルタである。
【００２５】
　次に、スペクトル調整手段１５は、波長域毎に透過率が異なるフィルタであり、入射光
光学系１４のシリンドリカルレンズ３２と偏光フィルタ３４との間の励起光の光路上に配
置されている。スペクトル調整手段１５は、光源１２から射出された光のスペクトル分布
を調整する。
　ここで、図３（Ａ）は、スペクトル調整手段１５の透過率と、光源から射出される光と
の関係を示すグラフであり、図３（Ｂ）は、スペクトル調整手段１５を通過した光のスペ
クトル分布と、光源から射出された光のスペクトル分布を示すグラフである。ここで、図
３（Ａ）は、横軸を波長［ｎｍ］とし、縦軸を相対強度と透過率とした。また、図３（Ｂ
）は、横軸を波長［ｎｍ］とし、縦軸を相対強度とした。
【００２６】
　スペクトル調整手段１５は、図３（Ａ）に示すように、波長毎に透過率が異なり、光源
から射出される光のスペクトル分布（強度分布）に反比例した透過率分布を有するフィル
タである。つまり、スペクトル調整手段１５は、光源１２から射出される光の強度が強い
波長域は、透過率が低く、光源１２から射出される光の強度が低い波長域となるにしたが
って、透過率が高くなる分布である。
　スペクトル調整手段１５は、上述のような透過率分布であり、図３（Ｂ）に点線で示す
ような波長毎に強度が異なるスペクトル分布を有する光である光源から射出された光を、
波長毎に異なる透過率で透過させることで、図３（Ｂ）に実線で示すような一定波長域の
強度が実質的に均一な光とする。
【００２７】
　次に、サンプルユニット１６は、プリズム３８と、金属膜４０と、基板４２と、透明カ
バー４４を有し、プリズム３８の一面に形成された金属膜４０上に被検出物質８４を含有
する試料８２が載置される。
【００２８】
　プリズム３８は、断面が二等辺三角形となる略三角柱形状（正確には、二等辺三角形の
各頂点部分を二等辺三角形の底面に垂直または平行に切断した六角柱形状）のプリズムで
あり、光源１２から射出され入射光光学系１４で集光される光の光路上に配置されている
。
　プリズム３８は、入射光光学系１４で集光された光が、３つの側面のうち二等辺三角形
の２つの斜辺のうちの１つの辺で構成される面から入射する向きで配置されている。
　プリズム３８は、公知の透明樹脂や光学ガラスで形成することができ、例えば、日本ゼ
オン株式会社製ＺＥＯＮＥＸ（登録商標）３３０Ｒ（屈折率１．５０）を材料として形成
することができる。また、プリズム３８は、コストをより低くすることができるため、光
学ガラスよりも樹脂で形成することが好ましく、例えば、ポリメチルメタクリレート（Ｐ
ＭＭＡ）、ポリカーボネイト（ＰＣ）、シクロオレフィンを含む非晶性ポリオレフィン（
ＡＰＯ）等の樹脂で形成することが好ましい。
　プリズム３８は、このような構成であり、入射光光学系１４で集光された光を、二等辺
三角形の２つの斜辺のうちの１つの辺で構成される面から入射させ、二等辺三角形の底辺
で構成される面で反射し、二等辺三角形の２つの斜辺のうちの他方の辺で構成される面か
ら射出する。
【００２９】
　金属膜４０は、プリズム３８の二等辺三角形の底辺で構成される面の一部（具体的には
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、プリズム３８に入射した光が照射される領域を含む領域）に形成された金属の薄膜であ
る。
　ここで、金属膜４０に用いる材料としては、Ａｕ、Ａｇ、Ｃｕ、Ｐｔ、Ｎｉ、Ａｌ等の
金属を用いることができる。なお、試料として液体を用いる場合は、液体との反応を抑制
するためにＡｕ、Ｐｔを用いること好ましい。
　また、金属膜４０の形成方法としては、種々の方法を用いることができ、例えば、スパ
ッタ、蒸着、めっき、貼り付け等によりプリズム３８上に形成することができる。
　ここで、図４は、図２（Ａ）及び（Ｂ）に示すサンプルユニット１６の金属膜４０の一
部を拡大して示す拡大模式図である。
　図４に示すように、金属膜４０の表面には、被検出物質８４と特定的に結合する特異的
結合物質である１次抗体８０が固定されている。
【００３０】
　基板４２は、プリズム３８の二等辺三角形の底辺で構成される面に配置された板状部材
であり、金属膜４０に試料８２を供給する流路４５が形成されている。
　流路４５は、金属膜４０を横断して形成された直線状の線状部４６と、線状部４６の一
方の端部に形成され、測定時に試料８２が供給される液溜りとなる始端部４７と、線状部
４６の他方の端部に形成され、始端部４７に供給され線状部４６を通過した試料８２が到
着する液溜りとなる終端部４８とで構成される。
　また、金属膜４０よりも始端部４７側の線状部４６には、蛍光物質８６によって標識さ
れた二次抗体８８が載置された二次抗体載置領域４９が設けられている。
　ここで、二次抗体８８とは、被検出物質８４と特定的に結合する特異的結合物質である
。
　なお、本実施形態のように、光源１２として６６０ｎｍがピークとなる強度分布の光を
射出するＬＥＤを用いる場合は、蛍光物質８６として、励起波長が６６０ｎｍ、蛍光波長
が６９０ｎｍ、粒径がΦ＝２１０ｎｍ、かつ、ＣＯＯＨ基を有する蛍光ビーズ（Bangs　L
aboratories社製、ＦＣ０２Ｆ／７０４０）、または、最大励起波長が６５０ｎｍ、かつ
、蛍光波長が６６８ｎｍである蛍光素子（Molecular　Probes社製、Alexa647）を用いる
ことが好ましい。
【００３１】
　透明カバー４４は、基板４２のプリズム３８と接している面とは反対側の面に接合され
た透明な板状の部材である。透明カバー４４は、基板４２のプリズム３８と接している面
とは反対側の面を塞ぐことで、基板４２に形成された流路４５を密閉している。
　また、透明カバー４４は、流路４５の始端部４７に対応する部分及び流路４５の終端部
４８に対応する部分に開口が形成されている。また、透明カバー４４は、始端部４７（さ
らには終端部４８）に対応する位置に形成した開口に開閉可能な蓋を設けてもよい。
　なお、サンプルユニット１６は、基本的に以上のような構成である。ここで、プリズム
３８と、金属膜４０と基板４２とは、一体で形成することが好ましい。
【００３２】
　ここで、光源１２と入射光光学系１４とサンプルユニット１６とは、入射光光学系１４
からプリズム３８に入射した光をプリズム３８と金属膜４０との境界面で全反射させてプ
リズムの他方の面から射出させる位置関係で配置されている。
【００３３】
　光検出手段１８は、検出光光学系５０と、フォトダイオード（以下「ＰＤ」という。）
５２と、フォトダイオードアンプ（以下「ＰＤアンプ」という。）５４とを有し、サンプ
ルユニット１６の金属膜４０上の光（つまり、金属膜４０上にある試料８２から射出され
る光）を検出する。
【００３４】
　検出光光学系５０は、第１レンズ５６と、カットフィルタ５８と、第２レンズ６０と、
これらを支持する支持部６２とを有し、金属膜４０上（より正確には金属膜４０の近傍）
から射出されている光を集光し、ＰＤ５２に入射させる。また、検出光光学系５０は、金
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属膜４０で発光された光の光路上において、金属膜４０側から順に第１レンズ５６、カッ
トフィルタ５８、第２レンズ６０の順に互いに所定間隔離間して配置されている。
【００３５】
　第１レンズ５６は、コリメータレンズであり、金属膜４０に対向して配置されており、
金属膜４０上で発光し、第１レンズ５６に到達した光を平行光にする。
　カットフィルタ５８は、励起光と同一波長の光を選択的にカットし、励起光と異なる波
長の光（例えば、蛍光物質８６に起因する蛍光等）を通過させる特性を有するフィルタで
あり、第１レンズ５６で平行光とされた光のうち、励起光と異なる波長の光のみを通過さ
せる。
　第２レンズ６０は、集光レンズであり、カットフィルタ５８を透過した光を集光し、Ｐ
Ｄ５２に入射入射させる。
　支持部６２は、第１レンズ５６と、カットフィルタ５８と、第２レンズ６０と互いに所
定間隔離間させて一体的に保持する保持部材である。
【００３６】
　ＰＤ５２は、受光した光を電気信号に変換する光検出器であり、第２レンズ６０で集光
され、入射した光を電気信号に変換する。またＰＤ５２は、変換した電気信号を検出信号
としてＰＤアンプ５４に送る。
　ＰＤアンプ５４は、検出信号を増幅する増幅器であり、ＰＤ５２から送られた検出信号
を増幅し、算出手段２０に送る。
【００３７】
　算出手段２０は、ロックインアンプ６４とＰＣ（つまり演算部）６６とを有し、検出信
号から被検出対象の質量、濃度等を算出する。
【００３８】
　ロックインアンプ６４は、検出信号のうち参照信号と等しい周波数成分を増幅する増幅
器であり、ＰＤアンプ５４により増幅された検出信号のうち、ＦＧ２４から送られた参照
信号と同期する信号成分を増幅する。ロックインアンプ６４で増幅された検出信号は、Ｐ
Ｃ６６に流される（出力される）。
【００３９】
　ＰＣ６６は、ロックインアンプ６４から供給された検出信号をデジタル信号に変換し、
変換した信号に基づいて、試料中の被検出物質の濃度を検出する。ここで、試料中の被検
出物質の濃度は、被検出物質の個数と液量との関係から算出することができる。また、被
検出物質の個数は、個数既知の被検出物質を用いて検出信号の強度と被検出物質の個数と
の関係を算出し検量線を作成しておくことで算出することができる。なお、サンプルユニ
ット１６の基板４２の流路４５に供給する試料の液量を一定量とすること（または、一定
量となるように設計すること）で、簡単かつ正確に濃度を算出することができる。
　センシング装置１０は、基本的に以上のような構成である。
【００４０】
　以下、センシング装置１０の作用について説明することで本発明をより詳細に説明する
。図５（Ａ）～（Ｃ）は、それぞれ、サンプルユニット１６での試料８２の流れを示す説
明図であり、図６は、試料８２が到達した金属膜４０の一部を拡大して示す拡大模式図で
ある。
【００４１】
　まず、図５（Ａ）に示すように、サンプルユニット１６の基板４２の流路４５の始端部
４７に、被検出物質８４を含有する試料８２を滴下する。
　始端部４７に滴下された試料８２は、毛細管形状により、線状部４６及びガラスカバー
４４で形成された管の中を終端部４８に向けて移動する。
【００４２】
　始端部４７から終端部４８に向けて線状部４６を移動する試料８２は、図５（Ｂ）に示
すように、線状部４６の二次抗体載置領域４９に到達する。試料８２が二次抗体載置領域
４９に到達すると、試料８２に含有されている被検出物質８４と二次抗体載置領域４９に
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載置されている二次抗体８８との間で抗原抗体反応がおき、被検出物質８４と二次抗体８
８とが結合する。また、この二次抗体８８は、蛍光物質８６により標識されているため、
二次抗体８８と結合した被検出物質８４は、蛍光物質８６により標識された状態となる。
【００４３】
　二次抗体載置領域４９を通過した試料８２は、線状部をさらに終端部４８側に移動し、
金属膜４０に到達する。試料８２が金属膜４０に到達すると、図６に示すように、試料８
２に含有されている被検出物質８４と金属膜４０上に固定されている一次抗体８０との間
で抗原抗体反応がおき、被検出物質８４が一次抗体８０に捕捉される。ここで、一次抗体
８０に捕捉された被検出物質８４は、二次抗体載置領域４９で蛍光物質８６により標識さ
れた状態であるため、被検出物質８４を捕捉した一次抗体８０は、蛍光物質８６で標識さ
れた状態となる。つまり、被検出物質８４は、一次抗体８０と二次抗体８８とでサンドイ
ッチされた状態となる。
【００４４】
　金属膜４０を通過した試料８２は、終端部４８まで移動する。また、一次抗体８０によ
り捕捉されなかった被検出物質８４、被検出物質８４に結合されなかった二次抗体８８及
び蛍光物質８６も試料８２とともに終端部４８まで移動する。
　これにより、図５（Ｃ）に示すように、金属膜４０上に二次抗体８８と結合し、蛍光物
質８６により標識され、かつ一次抗体８０に捕捉された被検出物質８４が残った状態とな
る。
【００４５】
　このように、金属膜４０上に蛍光物質８６により標識された二次抗体８８と被検出物質
８４と固定化された一次抗体８０のみが残った状態となったら、金属膜４０に励起光を照
射する。
　具体的には、ＦＧ２４で決定された強度変調信号に基づいて光源ドライバ２６から流れ
る電流に基づいて、光源１２から励起光を射出させる。励起光は、光源１２から射出され
た後、入射光光学系１４及びスペクトル調整手段１５を透過する。具体的には、励起光は
、コリメータレンズ３０により平行光とされ、その後、シリンドリカルレンズ３２により
一方向のみ集光され、スペクトル調整手段１５により一定波長幅の強度が実質的に均一に
され、偏光フィルタ３４により偏光される。
　入射光光学系１４及びスペクトル調整手段１５を通過した光は、プリズム３８に入射さ
れ、所定の角度幅の光としてプリズム３８と金属膜４０との境界面に到達し、プリズム３
８と金属膜４０との境界面で全反射され、プリズム３８から射出される。なお、シリンド
リカルレンズ３２は、プリズム３８と金属膜４０との境界面を一定距離越えた位置が焦点
となるように集光する。
　また、コリメータレンズ３０により生成された平行光を、シリンドリカルレンズ３２に
より一方向のみに集光することで、プリズム３８と金属膜４０との境界面の線状部４６の
延在方向に平行な方向には、同一角度の光を入射することができる。
【００４６】
　励起光がプリズム３８と金属膜４０との境界面で全反射されることで、金属膜４０の流
路４５側の面（プリズム３８側とは反対側の面）に、エバネッセント波が滲み出し、この
エバネッセント波により、金属膜４０中に表面プラズモンが励起される。この表面プラズ
モンにより金属膜４０の表面に電界分布が生じ、電場増強領域が形成される。
　このとき、所定の角度幅で入射された励起光のうち、プリズム３８と金属膜４０との境
界面に所定角度（具体的には、プラズモン共鳴条件を満たす角度）した入射した励起光に
より発生した、エバネッセント波と表面プラズモンとが共鳴し、表面プラズモン共鳴（プ
ラズモン増強効果）が発生する。このように、表面プラズモン共鳴（プラズモン増強効果
）が発生した領域では、より強い電場増強が形成される。ここで、プラズモン共鳴条件と
は、入射された光により発生したエバネッセント波の波数ベクトルと、表面プラズモンの
端数とが等しくなり、波数整合が成立する条件であり、上述したように、試料の種類、試
料の状態、金属膜の厚み、密度、励起光の波長、入射角度等種々の条件に基づいて決まる
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。なお、本発明において、プラズモン共鳴角及び励起光の入射角は、金属面に垂直な線と
のなす角である。
【００４７】
　このとき、エバネッセント波の滲み出している領域において蛍光物質８６がある場合、
励起されて蛍光を発生させる。また、エバネッセント波が染み出している領域とほぼ同等
の領域に存在する表面プラズモンによる電場増強の効果、特に、表面プラズモン共鳴によ
り増強された電場増強の効果により、この蛍光が増強される。
　なお、エバネッセント波の滲み出し領域外の蛍光物質は励起されないため、蛍光を発生
させない。
　このようにして、金属膜４０上に固定された被検出物質８４を標識する蛍光物質８６の
蛍光は、励起され、増強される。
　蛍光物質８６から射出された光は、光検出手段１８の第１レンズ５６に入射し、カット
フィルタ５８を透過し、第２レンズ６０で集光され、ＰＤ５２に入射され電気信号に変換
される。また、第１レンズ５６に入射した光のうち励起光を同一波長の光は、カットフィ
ルタ５８を透過できないため、励起光成分は、ＰＤ５２まで到達しない。
【００４８】
　ＰＤ５２で生成された電気信号は、検出信号として、ＰＤアンプ５４で増幅され、ロッ
クインアンプ６４で、参照信号と同期する信号成分を増幅する。これにより、励起光に起
因して発生した光を増幅することができるため、その他のノイズ成分（例えば、部屋の蛍
光灯、装置内のセンサーの光など、検出光光学系５０以外からＰＤ５２に入射した光や、
ＰＤで発生する暗電流）と蛍光物質８６から射出された光とを確実に識別することができ
る。
　ロックインアンプ６４で増幅された検出信号は、ＰＣ６６に送られる。
　ＰＣ６６は、信号をＡ／Ｄ変換し、あらかじめ記憶していた検量線に基づき、被検出物
質８４の算出結果から、試料８２中の被検出物質８４の濃度を検出する。
　センシング装置１０は、以上のようにして、試料８２中の被検出物質８４の濃度を検出
する。
【００４９】
　センシング装置１０によれば、光源１２から所定波長幅の光を射出させ、スペクトル調
整手段１５により所定波長域内における各波長の強度を実質的に均一（つまり、最高強度
と最低強度の差が小さいスペクトル分布）にすることで、プラズモン共鳴角がずれた場合
でも、強度差の少ない増強電場を発生させることができる。
【００５０】
　以下、図７を用い波長とプラズモン共鳴角の関係について、より詳細に説明する。ここ
で、図７は、単波長の励起光の入射角度と境界面での反射率との関係を示すグラフであり
、横軸を入射角度［°］とし、縦軸を反射率とした。ここで、反射率とは、プリズム３８
と金属膜４０との境界面に入射した光の強度に対する、プリズム３８と金属膜４０との境
界面で反射された光の強度の割合である。また、プリズム３８と金属膜４０との境界面で
反射されなかった光は、表面プラズモンに変換されている。したがって、反射率が低いほ
ど（境界面で反射される光の量が少ないほど）、より強い表面プラズモンが発生し、より
強い増強電場が形成されていることになる。
【００５１】
　また、図７には、金属膜を厚さ５０ｎｍの金で形成し、試料として水を用い、プリズム
として屈折率ｎ＝１．６０のプリズムを用い、励起光として、波長λ＝６５６ｎｍの光を
用いた測定例１、金属膜、試料、励起光は、測定例１と同一とし、プリズムとして屈折率
ｎ＝１．６５のプリズムを用いた測定例２、さらに、金属膜、試料は、測定例１と同一と
し、プリズムとして屈折率ｎ＝１．６５のプリズムを用い、励起光として、波長λ＝７０
１ｎｍの光を用いた測定例３の測定結果を示す。
【００５２】
　測定例１と測定例２に示すように、サンプルユニット（測定例では、プリズムの屈折率
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）が異なると、表面プラズモンへの変換効率が最も高い角度、つまり共鳴角が変化する。
そのため、同一角度で同一強度の励起光を入射させた場合でもサンプルユニットにより表
面プラズモンの発生量が変化することになる。具体的には、入射角度を６３度で光を入射
させた場合、測定例１の場合よりも測定例２の場合の方が反射率が１０％上がるため、表
面プラズモンの強度が下がることになる。
　次に、測定例１と測定例３に示すように、サンプルユニットが異なる場合も、励起光の
波長を調整することにより、同様の反射率の分布とすることができる。つまり、入射角は
変化させずに射出する光の波長を変化させることで、表面プラズモンに起因する増強電場
強度を同一にすることができる。
　つまり、プラズモン共鳴角は、波長によっても変化するため、異なるサンプルユニット
を用い、任意の波長におけるプラズモン共鳴角が変化した場合でも、励起光の波長を変化
させることで、同一の入射角で、同じ量だけ、表面プラズモン共鳴に起因する増強電場を
発生させることができる。
【００５３】
　ここで、センシング装置１０は、一定幅の波長域の光を実質的に均一な強度で入射させ
ることで、サンプルユニットの任意の波長におけるプラズモン共鳴角が異なる場合でも、
一定幅の波長域の中で同一の反射率分布の波長を含むことができる。つまり、センシング
装置１０は、サンプルユニット毎に、光の入射角がプラズモン共鳴角となる波長が異なる
場合でも、所定波長幅の光を入射させているため、表面プラズモン増強効果を発生させる
ことができる。また、所定波長幅の光を入射させることで、表面プラズモン増強効果を効
率よく発生させる波長の前後の波長も、サンプルユニット毎に入射することができるため
、サンプルユニットによらず、表面プラズモンに起因して発生する増強電場の強度を実質
的に同一にすることができる。
【００５４】
　このように、サンプルユニットによらず（ある波長における表面プラズモンの共鳴角に
よらず）、金属膜上に発生する表面プラズモンに起因して発生する増強電場の強度を実質
的に均一にできることで、蛍光物質の蛍光を増強する増強電場の強度を一定にすることが
できる。したがって、任意の波長におけるプラズモン共鳴角の角度が異なるサンプルユニ
ットで測定した場合（条件が異なる測定の場合）でも、被検出物質の量、濃度に対する検
出信号の強度が一定となる。
　これにより、再現性の高い測定をすることができ、被検出物質の量、濃度を正確に検出
（もしくは測定）することができる。
　また、プラズモン共鳴角を検出する必要がないため、短時間で検出することができる。
また、条件設定のために、測定前に蛍光物質を励起することもないため、蛍光物質の蛍光
の強度が低下することも防止できる。
【００５５】
　また、プラズモン共鳴角は、金属膜上に配置される試料や、被検出物質によっても変化
するが、本発明のセンシング装置のよれば、一定の波長幅の光を、差のない強度で入射で
きることで、異なる試料、被検出物質を用いてプラズモン共鳴角が変化した場合も角度調
節することなく、同一の装置で検出することができる。
　例えば、１つのセンシング装置で、試料として尿を用い尿の中の被検出物質を検出する
ことも、試料として血液を用い、血液の中の被検出物質を検出することもできる。
　このように本発明によれば、検出する対象もより多くすることができる。また、プラズ
モン共鳴角によらず、表面プラズモンに起因して発生する増強電場の強度を一定にするこ
とができるため、検出物質によって、検出精度にバラツキが生じることを防止できる。
【００５６】
　また、任意の波長におけるプラズモン共鳴角の角度が異なるサンプルユニットで再現性
の高い測定を可能となることで、サンプルユニットの許容誤差を大きくすることができる
ため、サンプルユニットを安価に製造することが可能となる。
【００５７】
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　また、スペクトル調整手段（本実施形態ではフィルタ）を設けるという簡単な構成で、
被検出物質の量、濃度を正確に検出（もしくは測定）することが可能となるため、回転機
構等を用いるよりも装置を安価にすることができる。
【００５８】
　ここで、本実施形態では、スペクトル調整手段をシリンドリカルレンズと偏光フィルタ
との間に配置したが、スペクトル調整手段の配置位置は、光源とサンプルユニットとの間
の励起光の光路上にあれば特に限定されず、コリメータレンズよりも光源側でもよく、ま
た、コリメータレンズとシリンドリカルレンズの間でも、偏光フィルタよりもプリズム側
でもよい。
【００５９】
　また、より正確に被検出物質の検出、測定を行うことができるため、上記実施形態のよ
うに、スペクトル調整手段が、所定波長域におけるスペクトル分布が実質的に均一となる
ように調整することが最も好ましいが、所定波長域において、スペクトルの最大強度が最
低強度が１．１倍以下となるスペクトル分布にすることで、表面プラズモンの強度を実質
的に均一にすることができる。また、表面プラズモンに起因して発生する増強電場の強度
をより均一にすることができるため、スペクトル調整手段は、所定波長域において、スペ
クトルの最大強度が最低強度が１．０３倍以下となるスペクトル分布とすることが好まし
い。
【００６０】
　また、上記実施形態では、光源として、一定波長域の光を射出するＬＥＤ光源を用いた
が、本発明はこれに限定されず、一定長さの波長域の光を射出する光源、より具体的には
、試料によらず金属膜にプラズモン増強効果を発生させる所定の波長域を含む波長域の光
を射出する光源であればよく、種々の光源を用いることができる。
　ここで、試料によらず金属膜にプラズモン増強効果を発生させる所定の波長域とは、想
定されるサンプルユニット、試料のいずれの組み合わせとしても、波長域の中にセンシン
グ装置の光の入射角がプラズモン共鳴角となる波長を含むように設定する波長域である。
　ここで、所定の波長域は、波長幅を１５ｎｍ以上とすることが好ましい。波長幅を上記
範囲にすることで、プラズモン共鳴角がずれた場合も均一な強度の電場を形成することが
できる。
　また、光源としては、図８に示すようなスペクトル分布の光、つまり、白色光を射出す
る白色光源（例えば、白色ＬＥＤ）も好適に用いることができる。なお、図８に示す白色
光源のスペクトル分布は、２５℃の場合のスペクトル分布である。
　図８に示すように白色光源は、広範囲はスペクトル分布の光であるため、光源として白
色光を用い、スペクトル調整手段で、強度を均一にすることで、より多くの種類のサンプ
ルユニット、試料に対応させることができ、また、許容誤差をより広くすることができる
。
【００６１】
　ここで、センシング装置１０では、光源として一定波長域の光を射出する光源を用い、
かつ、スペクトル調整手段により光源から射出された光のスペクトルの強度を調整したが
、本発明はこれに限定されない。
　例えば、光源にスペクトル調整手段を組み合わせ、所定の波長域のスペクトルの強度が
実質的に均一の光を射出する光源としてもよい。
　具体的には、光源として互いに波長の異なる光を射出する複数のＬＥＤを用い、各ＬＥ
Ｄから射出される光を合波することで、所定の波長域のスペクトルの強度が実質的に均一
の光を射出するようにしてもよい。
　なお、ハイパスフィルタや、ローパスフィルタ、バンドパスフィルタ等により、各ＬＥ
Ｄから射出される光の各波長の強度を調整することで、合波させる場合も各波長における
強度を調整することができる。
【００６２】
　ここで、蛍光物質は、波長によって蛍光の励起効率が変化するため、スペクトル調整手
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段は、蛍光物質の励起スペクトル及び励起光率に基づいて、励起光のスペクトルを調整す
ることが好ましい。
　また、表面プラズモン共鳴は、励起光の波長によって共鳴角が変化することに加え、電
場の増強度も、波長毎に変化する。一般的に励起光が長波長となるに従って増強度は、高
くなる。そのため、スペクトル調整手段は、励起光の波長とその波長により発生する表面
プラズモン共鳴により発生する電場の最大増強度との関係に基づいて励起光のスペクトル
を調整することが好ましい。例えば、励起光の波長が高くなるに従って強度が低くなるよ
うにすることが好ましい。これにより、より高精度に被検出物質を検出することができる
。
【００６３】
　以上、本発明に係る被検出物質の検出方法およびこれを実施するセンシング装置につい
て詳細に説明したが、本発明は、以上の実施形態に限定されるものではなく、本発明の要
旨を逸脱しない範囲において、各種の改良や変更を行ってもよい。
【００６４】
　例えば、上述した実施形態では、いずれも入射光光学系として、コリメータレンズと集
光レンズとなるシリンドリカルレンズとを設け、光源から射出された光をコリメータレン
ズで平行光にした後、シリンドリカルレンズで集光させたが、本発明はこれに限定されず
、集光レンズのみを設け、光源から射出された光を平行光にせずに集光レンズで集光させ
る構成としてもよい。
【００６５】
　また、センシング装置１０では、入射光学系にシリンドリカルレンズまたは集光レンズ
を用い、光源から射出された光を集光したが、これに限定されず、光源から所定の放射角
で射出された光を集光させずにプリズムと金属膜との境界面に入射させてもよい。
　また、偏光フィルタも必ずしも設ける必要はなく、光源として予め偏光された励起光を
射出する光源、例えば、レーザ光源（正確には、光波長域の光を射出するレーザ光源）を
用いる場合は、光源から射出される光が偏光された光であるので、偏光フィルムは設けな
くてもよい。
【００６６】
　また、上述した実施形態では、いずれも試料に含まれる被検出物質の個数または濃度を
検出したが、本発明はこれに限定されず、試料に被検出物質が含有されるが否か（つまり
、試料の中に被検出物質があるか否か）を検出してもよい。
【００６７】
　また、上述した実施形態では、いずれも蛍光物質に標識された二次抗体に被検出物質を
結合させた状態で、表面プラズモンに起因して発生した増強電場により増強された蛍光物
質の蛍光を検出し、被検出物質を検出したが、被検出物質を蛍光物質により標識する方法
は特に限定されず、例えば、被検出物質自体が蛍光物質である場合は、二次抗体を設ける
必要はない。
　また、本発明のセンシング装置は、金属膜上に被検出物質に付着（または近傍に配置）
されている状態で表面プラズモンを発生させた場合に生じる散乱光（ラマン散乱光）を検
出する方式のセンシング装置にも用いることができる。
【００６８】
　また、上述した実施形態では、いずれも金属膜の表面にエバネッセント波及び表面プラ
ズモンを発生させ、さらに表面プラズモン共鳴を発生させることで、増強された電場を形
成させたが本発明はこれに限定されず、増強電場が形成される面への光の入射角度によっ
て増強度が変化する（つまり、所定の入射角で光が入射したときのみ増強場が変化する）
種々の方式に用いることができる。例えば、プリズム上に金膜と厚み約１μｍのＳｉＯ２

膜とを積層させ、所定角度で入射した光をＳｉＯ２膜内で共振させることで増強された電
場を形成する方式にも用いることができる。
【図面の簡単な説明】
【００６９】
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【図１】本発明のセンシング装置の一実施形態の概略構成を示すブロック図である。
【図２】（Ａ）は、図１に示したセンシング装置の光源、入射光光学系、サンプルユニッ
トの概略構成を示す上面図であり、（Ｂ）は、（Ａ）のＢ－Ｂ線断面図である。
【図３】（Ａ）は、スペクトル調整手段の透過率と、光源から射出される光との関係を示
すグラフであり、（Ｂ）は、スペクトル調整手段を通過した光のスペクトル分布と、光源
から射出された光のスペクトル分布を示すグラフである。
【図４】図２（Ａ）及び（Ｂ）に示すサンプルユニットの金属膜の一部を拡大して示す拡
大模式図である。
【図５】（Ａ）～（Ｃ）は、それぞれ、サンプルユニットでの試料の流れを示す説明図で
ある。
【図６】試料が到達した金属膜の一部を拡大して示す拡大模式図である。
【図７】単波長の励起光の入射角度と境界面での反射率との関係を示すグラフである。
【図８】本発明のセンシング装置に用いることができる光源の他の一例のスペクトル分布
を示すグラフである。
【符号の説明】
【００７０】
　　１０　センシング装置
　　１２　光源
　　１４　入射光光学系
　　１５　スペクトル調整手段
　　１６　サンプルユニット
　　１８　光検出手段
　　２０　算出手段
　　２４　ファンクションジェネレータ（ＦＧ）
　　２６　光源ドライバ
　　３０　コリメータレンズ
　　３２　シリンドリカルレンズ
　　３４　偏光フィルタ
　　３８　プリズム
　　４０　金属膜
　　４２　基板
　　４４　透明カバー
　　４５　流路
　　４６　線状部
　　４７　始端部
　　４８　終端部
　　４９　二次抗体載置領域
　　５０　検出光光学系
　　５２　フォトダイオード（ＰＤ）
　　５４　フォトダイオードアンプ（ＰＤアンプ）
　　５６　第１レンズ
　　５８　カットフィルタ
　　６０　第２レンズ
　　６２　支持部
　　６４　ロックインアンプ
　　６６　ＰＣ
　　８０　一次抗体
　　８２　試料
　　８４　被検出物質
　　８６　蛍光物質
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　　８８　二次抗体

【図１】 【図２】
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【図３】

【図４】

【図５】

【図６】

【図７】

【図８】
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