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　Adesktop −sized 　thcrmal 　lcns　microscope （DT −TLM ）ha 、dng 　high　sensitivity 　and 　widc 　applica
−

bility　was 　developed．　 Thc 　operationalit アof 　the　DT −TLM 　compared 　with 　that 　of 　a 　big−sized 　TLM

has　bccn　rcmarkably 　impro祀 d　by　simplifying 　the 　optics 　and 　optimizing 　the 　optical 　configura −

tion．　 Irl　order 　to　evalllate 　the 　perfbrmance，　the 　DT −TLM 　was 　applicd 　to　thc 　ultrascnsitive 　detec−

tion　of　a　non −fiuorescent　molecule （dye ： Sunset 　Y6110w ）in　water ，　 Thc 　concentration 　depen −

dcnce　of 　the　thcrmal　lens　signal （calibration 　curve ）showed 　good　linearity　in　the 　rangc 　of 　l　x

lO
−8〜1 × 10

−7M ，　 From 　the 　value 　of 　twice 　the 　standard 　deviation（2σ ）of 　this　calibration

curve ，　the 　lower　limit　of 　the 　quantitative　determination　was 　cstimated 　to　be　1．10　x 　lO
−
8M ．　 The

lower　limit　of 　dcteclion　was 　estimated 　as 　8．27 × 10
−

“’
　M 　from 　the　conditions 　of 　thc 　signal −to−noise

ratio 　S／N ＝2．　 These 　obtaiDcd 　valucs 　werc 　almost 　the 　same 　as 　that 　of 　thc 　big−sized 　TLM ．

Kaywo，rts ： thermal 　lens　effect ；thermal 　lcns　microscopc ；ultra 　high　sensitive 　detection；non −flu−

　 　 　 　 　 Ore9 ．　Cent 　mOleCUIe ．

1 緒 言

　 近 年，数 cm 角の ガ ラ ス や シ リ コ ン，プ ラ ス チ ッ ク 基板

（マ イク ロ チ ッ プ） に 数十〜数百 μm の 微細流路 （マ イク

ロ チ ャ ネル ）をマ イ ク ロ マ シ ニ ン グ技術を用い て作製 し，

そ れ を利 用 して 化 学 操作 をマ イ ク ロ チ ッ プ上 に集 積 化 す る

研 究 （μ一TAS ： Micl
’
o　total 　analysis 　systems ，あ る い は lab

on 　a　chip と呼ば れ る ）が 大 き な注目を集 め て い る
］）2）．

　 マ イ ク ロ チ ッ プ の 利 点 は，試 料 量 ・廃 液量 の 低減，化学

処 理 時 間 の 短縮 ，
マ ル チ 化

・
自動化 な どが 挙げ られ る ．こ
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れ らの 利点は化学
・バ イ オ 関連 の 研究や 産業の み ならず，

多 くの 分野 に とっ て 非常 に大 きな魅力を持 つ ．しかし，上

述の 利点を最大限に 引 き出すた め に は，超高感度検出技術

が 必須とな る．なぜ な ら試料量の 低減 は ， 検出 とい う観点

か らは 逆 に大 きな 問題 とな るか らで あ る．

　 マ イ ク ロ チ ッ プ シス テ ム の 検 出 法 と して は，こ れ まで に

様 々 な方法 が提案され て い る
s）．Table　l に マ イ ク ロ チ ッ

プ シ ス テ ム の 代表的 な検出法 の 特徴 と性 能 を示 す．こ の 中

で 最 も頻 繁 に 用 い られ て い る の が ， 感 度 が 最 も高 い 蛍 光法

で ある．ロ
ー

ダ ミ ンや フ ル オ レ セ イ ン な どの 蛍光量 子収率

が 高い 蛍光性分 子 の 場合，1分 子 検 出 は そ れ ほ ど難 し くな

い ．DNA や 生 体 関 連物質な ど は 自ら は ほ と ん ど蛍 光 を発

しない た め ，こ れ らの 蛍光性分子で ラベ ル 化 して検出 を行

う．し か し，ラベ ル 化 は すべ て の 分 子 に対 して行 う こ とが

で きる わ けで は ない ．また ，ラ ベ ル 化 で きる場 合 も煩 雑 な

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

570 BUNSEKI 　 KAGAKU Vo1．　52　　（2003 ）

Table　 l　Gomparison 　ofdetection 　methods

Fluorescencc
E ］CCtro −chemical
　 detection

Absorption
Thermat 　leIiS
detection

SensitiVitv

Applicability

Miniaturization

◎

△

△

△

△

0

△

◎

△

◎

◎
△

操作が 必 要 で あ る．した が っ て ，蛍光法 は 感度 は 高い が，

適 応 で きる対象が大 きく限定 され て しまう．

　
一

方，シ ス テ ム 全体 の 小 型 化 とい う観 点 か らは，チ ッ プ

上 に 容易に集積化で き る電気化学検出法があ る．電気化学

検出 法 は 光検 出法 と 異なり，光源や 光検出器が 不要 な た

め ，小型化 が そ れ ほ ど 困難で な い ．しか し，適応可能な対

象が 電気化学活性種の み で，感度 もそれ ほ ど高 くない ．

　 は ん用 性 とい う観点か ら は，吸光法 が最 も高い ．光の 励

起波長を測定対象 の 吸収帯 に合 わせ る こ とで，すべ て の 物

質 を測定対象 に す る こ とが で き る ．しか し，Lambert −

Beer の 法則 か ら吸 光度 は光路長 に 比 例す る の で
4）

， 光路長

が 長 くとれ ない マ イク ロ チ ッ プで は原理的に高感度化する

の は難 しい ．

　そ れ ぞ れ の 検出法に は一
長
一

短があり，マ イク ロ チ ッ プ

シ ス テ ム の 検出器 と して は，蛍光法の よ うな感度を持ち，

か つ 吸光法の よ うな は ん 用 性 を持つ も の が 理 想的 で あ る．

こ れ まで に著者らは超微量 分析 の 検出器 と して，熱 レ ン ズ

法 を顕 微鏡
”「
ドで 初め て 実現 した 熱 レ ン ズ 顕微鏡 （thermal

lens　microscope ； TLM ）を開 発 し た
「’｝f’）．熱 レ ン ズ 法 は光

熱変換分光法 の 1 つ で あ り，物質 の 光吸 収 に 基づ く高感

度 分 光 法 と し て 古 くか ら知 られ て い る
7）．こ の TLM は，

10 μm 程度 の 光路長があれば 吸光度で 10
−s

（Abs）程度を

検 出で きる 能力 を持 ち，こ れ は 吸 光 法 に比 べ て 3 け た 以

上 高感度 で ある．理 想的な 条件 fで は，非蛍光性分子 の 1

分子 レ ベ ル の 定量も実現 して い る
s）9）．こ れ らの TLM の 特

長は
，

マ イ ク ロ チ ッ プ シ ス テ ム の 検出法 と して 理 想的な も

の で あ る
1°〕
一一12）．

　しか し，TLM は 光学防振台．．ヒで 大 型 の レ
ーザ ーと多数

の 光学部品，顕微鏡 を組 み合 わせ て 構成 され て お り，可搬

性 は な く，検出シ ス テ ム と して も非常 に大型で ，専門的な

操 作 技 術 が 必 要 で あ っ た ．マ イ ク ロ チ ッ プ シ ス テ ム の 検出

器と して は ， 当然小型 で あ る こ と と簡便性 が 望まれて お

り，TLM の 小型化 ・簡便化 が 期待 され て い た．そ こ で 著

者 ら は ，TLM の 持 つ 高感度能を維持 した まま，操作の 簡

便化と小型化を実現 した デ ス ク トッ ブサ イズの 熱 レ ン ズ顕

微鏡 （desktop−sized 　thermal 　lens　microscope ： DT −TLM ）

を開 発 した ．

2 熱 レ ン ズ顕微鏡の 原 理

Fig．1 に TLM の 原 理 図 を示 す．測 定 対 象 を励 起す る た

め の 励起 レ
ー

ザ
ーとそれ を検出す るた め の プ ロ ーブ レ

ー
ザ

ーを 同軸で 対物 レ ン ズ に導入 し，試料に 照 射す る．試料中

の 測定対象は 励起光 を吸 収 し，無放射緩和過程を経て 吸収

した光 エ ネ ル ギーを熱エ ネ ル ギ
ーと して 放出す る．放出 さ

れ る 熱 は，レ
ー

ザ
ー

の 強度分布 と媒 体 （液 体 中 で は溶媒〉

へ の 熱拡散を反 映 して ， 光軸 に垂 直な温度勾配を生 じる．

温度変化 が 微小 な 場合 は，温 度変化 △T は 屈折率変化 △n

と比 例 関 係 に あ る た め，△n は 中心部で 最 も小 さ く， 中心

か ら離れ る に つ れて 大 きくなる よ うな屈折率分布を 形 成 す

る．こ の 屈 折率分布が 擬 似 的 な 光 学 レ ン ズ と して 作用 し，

こ れ を熱 レ ン ズ 効果 と呼ぶ
ア）．試料の 後 で 励起光 カ ッ トフ

ィ ル ターを用 い て 励起光 を フ ィ ル タ リ ン グ し，プ ロ ーブ光

の み を ピ ン ホ
ー

ル を通過 させ
，

プ ロ ーブ光 の 光量 変化 を フ

ォ トダ イ オードで 検出す る．この 光量 変化 は熱 レ ン ズ効果

の 程度 （発 熱量），つ ま り励起 さ れ た 分子数 に 比例す る の

で ，光量変化を測定す る こ とで 定量分析で きる．

　 こ こ で 注意しなければならない の が，励起光とプ ロ ーブ

光 の 焦点の 位置関 係 で あ る．通 常 の 対 物 レ ン ズ は色 収差 が

完全 に 補正 され て い るた め，波長の 異なる励起光 と プ ロ
ー

ブ 光の 焦点 は全 く同 じ位置に なる IFig．1（a ），（c ）］．つ

ま り，励起光に よ っ て 熱 レ ン ズ が 形成 され て もプ ロ ーブ 光

の 軌跡 は 変化 せ ず，プ ロ ーブ 光の 光量変化 は検出 さ れ な

い ．した が っ て ，熱 レ ン ズ 顕 微 鏡 測 定 を行うた め に は，励

起光 と プ ロ ーブ 光の 焦点の 位置 に 差 △Z をつ ける 必要が あ

る IFig、1（b），（d ）1　ls）．従来の TLM は 2 枚の 光学 レ ン ズ

と ピ ン ホール か ら構成 され た プ ロ ーブ光 の 焦点位置 を任意

に移動 で きる 焦点調 整ユ ニ ッ トを持 っ て い る．

　原理 の 説 明 か ら も分 か る よ うに ，熱 レ ン ズ 測定は測 定対

象 以外 に励起光を 吸収す る よ うな物質 （きょ う雑物）が試

料中に含 まれて い る 場合 に は，測定対象だ けで なく，きょ

う雑物 も信号発生 に 寄与す る．し た が っ て ，マ イ ク ロ チ ッ

プ シ ス テ ム に よ る 分離等 と TLM の 組み 合 わせ は，　 TLM

の 性能を引き出す上 で 非常に 都合が よい ．

3 装 置 構 成

　Fig．2 に 従来の TLM の 装 置構成 を示す．励起 光 とプ ロ

ーブ光 に は 連 続発振 レ
ーザーを用 い ，対 物 レ ン ズ に導入 す

る前 に ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ
ー

で 同 軸 にす る．励起 光 は平行

光 と して 対物 レ ン ズ に導入 し ， プ ロ ーブ光 は対 物 レ ン ズ に

導 入 す る 前に 焦点調 整ユ ニ ッ トを通 して，励起光との 焦点
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C（

區

Objective

ce 。f
　points

Fig．1　Principle‘）fthermal　lens　microscope

The 　focal　po童nts 　of 　excitation 　and 　probe　beams　are （a ）in　the 　same 　position　and

（b＞out 　of 　posidorL，　（c ）thermal 　lens　e任ect 　induced　in　the 　case 　of 　configuration

（a）．　（dlthermal 　lens　effect 　induced 　in　the 　case 　ofconfiguration （b），

差を最適調整す る．励起 光 は光 チ ョ ッ パ ーで変 調 し，そ の

変調 周期とプロ
ー

ブ光の 光量変化 を ロ ッ ク イ ン ア ン プで 同

期検娼す る．Fig，2 か ら分かる よ うに ，従来の TLM は多

数 の x −
）
，軸，x −），−z 軸，θ軸 の 精密調整 が 必要なた め ，測定

に は高度な技術が 必 要 で あ っ た．

　Fig．3 に 開 発 した DT −TLM の 装 置構成 を示 す．操作 ・

調整 の 簡略化を実現す るため に，光学部品点数 を最小限に

し，顕 微 鏡 鏡筒内部 に
・
体化 した．Fig．4 に DT −TLM の

概観写真 を示 す ．従 来 の TLM は焦点調 整ユ ニ ッ トが プ ロ

ーブ光 の 光路上 に あ っ た が，小 型化 す る た め に励起光 の光

路上 に 焦点調整用 の レ ン ズ対 を配置 した．励起光 に は 半導

体励起 固 体 レーザー （波長 ： 532　 nm ，75　mW ） を，プ ロ

ーブ 光 に は ダ イ オ
ー

ド レ
ーザ ー

（波長 ： 670 　nm ，0，95

mW ） を用 い た ．励起光は 光チ ョ ッ パ ー
で 変調 （変調周波

数 ： 1kHz ） さ れ ，焦点調整用の レ ン ズ対，ダ イ ク ロ イ ッ

ク ミ ラ
ー，キ ュ

ーブ ビー
ム ス プ リ ッ タ

ーを通 り，対物 レ ン

ズ に 導入 され る．プ ロ
ー

ブ 光 は 励起光 の 光軸 と垂 直な 位置

に 配置 さ れ て お り，ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラ
ー

で 励 起 光 と同 軸

に す る．対物 レ ン ズか ら照射 さ れ た励起 光 とプ ロ ーブ 光 は

試料，コ ンデ ンサ ー
レ ン ズ を通 っ て ，ミラ

ーで フ ォ トダ イ

オードに 導か れ る．励起 光 は フ ォ トダ イ オードの 手 前 に配

置 さ れ た 励起光 カ ッ トフ ィ ル タ
ー

で フ ィル タ リ ン グ さ れ，

プ ロ ーブ光 の みが ビ ン ホール を通 過 し，フ ォ トダ イ オ
ー

ド

で 検出され る．

　DT −TLM の 調整可能な光学系 は，焦点調整用 の レ ン ズ

対 と ダ イ ク ロ イ ッ ク ミ ラー
，

コ ン デ ン サ
ー

レ ン ズ の 3 つ

だ け で ，ほ とん どすべ て の 光学系に 調整 が 必要 な従来 の

TLM に 比 較す る と大幅 な調整の 簡略化が 実現 し，操作性

が 大 きく向．hした．

　今 回 開発 し た DT −TLM は，光学系 の 配置 の 問題か ら正

立 顕 微 鏡 をベ ース に して 開発 を行っ た が，原 理 的に は 倒立

顕 微鏡で も 同 じよ うに TLM を構 成 す る こ とが で きる．

4DT −TLM の 評価

　開発 した DT −TLM の 性能 を 評 価す る た め に ， 非蛍 光性

色素水溶液で あ る Sunset　Yellow水溶液をテ ス ト試料 と し

て ，熱 レ ン ズ 信 号 の 濃 度 依 存性 を測 定 した ．測 定に は 光路

長 が 100 μn1 の 光学 セ ル を用 い た．　 Fig．5 に そ の 結果を示
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F藍g．2　System　diagram　ofTLM

す．1 × 1 
一8 〜1 × 10

−
7M

の 濃度範囲 で 良好な直線関係を

示 し た．得 られ た 検量線か ら見積 も っ た 定量 限 界 （2σ〉

は 1，10 × 10
−SM

で
， 検出限界 （S／N ＝2）は 8．27 × 10

−
9

M で あっ た．式 （1） の 関係 か ら，定量 限界 と検 出 限界を

吸 光度 で 表 す と，そ れ ぞ れ 5．12xlO
−7

と 385 × 10
−7

に な

る．

A ＝εcl （1 ＞

　 こ こ で ，A は 吸光度，ε （mol
−llcm −1

）は モ ル 吸 光係 数，

c （mol 　l
−1
） は 試料濃度 ，

　 t （cm ）は 光 路 長 で あ る．励起

光波長 532nm に お ける Sunset　Yellow 水溶液の モ ル 吸 光

係数は 4657 で あ る ．

　 こ こ で 得 られ た 結果 と従来の TLM を用 い て 同 じ測 定 を

行 っ た 結果 の 比較 を Table　 2 に まとめ た．両 者 の 比 較か

ら，DT −TLM は 従来 の TLM と ほ ぼ 同等の 性能を有 して い

る こ とが 分 か る ．む しろ ，若干 DT −TLM の ほ うが よ い 結

果を示 して い る．こ の 原因 と して ，DT −TLM は 高剛性基

板 上 に最 小 限 の 部品点数 で 光学系を組み 上 げ た こ と で，振

動等 の 外乱 に よ る 雑音を抑え る こ とが で き た と考 え られ

る，

　また
， 今 回 の 評 価 で は 光路長が 10  pm の 光学セ ル を用

い た が ， 熱 レ ン ズ信号強度は 光路長 が 10 μm 程度 まで は

光路 長 に 依存 しな い の で ，吸光度 と して は 更 に 1 け た 向

上 させ る こ とが で きる．更 に熱 レ ン ズ 信号 強 度 は ， 溶 媒 に

有機溶媒 を用 い た 場合 は 溶媒 に 水を用い た場合 の 約 20 倍

強 くな る の で ，よ り高感度な測定を 行うこ とが で き る
7）IS）．

5　結 言

　熱 レ ン ズ顕 微 鏡 の 持 つ 高感度能を 維持 し た ま ま，操作 の

簡便化 と小 型 化 を実現 した デ ス ク トッ プ サ イズ の 熱 レ ン ズ

顕 微 鏡 を 開発 し た，DT −TLM は マ イ ク ロ チ ッ プ シ ス テ ム

の 検出器 と して，感 度，は ん 用 性，操作性，可搬性 とい っ

た 点で 非 常 に優 れ た特徴 を持 っ て お り，今後 マ イ ク．ロ チ ッ
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Fig．4　Photograph　ofDT −TLM
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Fig・5　　Calibration　curve

10

プ シス テ ム の 検出器 と して広 く利 用 され る こ とを期待 して

い る ．

　 ま た，熱 レ ン ズ法 は 測定対象 に 光 吸 収が あ れ ば ラ ベ ル 化

が 不要で ，試料形態 を選 ば ず，細胞 上
14）あ る い は細胞内

1「’｝

の 直接測定 も可能 で ，様々 な 分野へ の 応 用 が 期 待 され る．

　本 研 究 の
・
部 は ，新 エ ネ ル ギ

ー・産 業 技 術 総 合 開 発 機 構

（NEDO ）「平成 13 年度基 盤 技術研究 促進 事業」の 成果 で あ る．
　 ま た，DT −TLM の 初 期 開 発 メ ン バ ー

と して 大 きな貢 献 を い た だ

い た （株）カ ノ マ ッ クス技術 研 究所の 常見　亮氏 に感謝 し ます，

Table　2　 Limit　of 　detection　and 　determination

DT −TLM TLM

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　
一I

Limitofdetection ／n 聖ol　l
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

−1
1．imitofdetermination ／mol 　l

Limit　of 　detection／Abs．
Limit　of 　deter血 natioI1 ／Abs ，
Noise　level／PV
Standard 　deviat孟on 　of 　noise

S“27x10
−E）

　 　 　 　
−8

1．lox103
．85Xl  

一’

5．12 × 1 
一’

　 0．Ol89
　 0．OlO2

1．S7 × 10
−li

　 　 　 　
−8

2．41 × 10
　 　 　 　

−7
8．29 × 10
　 　 　 　

−G
l．12XlO
　 O，OS59
　 0．0169
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要 旨

　超高感度か つ は ん用 性 の 高い ，デ ス ク トッ プ サイズ の 熱 レ ン ズ顕 微鏡 （DT −TLM ） を開発 した．光 学 系の

単純化 と最適 化 に よっ て ，DT −TLM の 操作性 は従来の 大 型 TLM に 比 較 して 大 きく向上 した，非 蛍 光 性 の 色

素分子 （Sunset　Yellow ）水溶液 を用 い て 性 能 評価 した と こ ろ
， 色素分子 濃度 lxlO

−8〜lxlO
−7M

の 範囲

で 良好な直線 関 係 を示 した．検 量 線 の 標準偏差 （2σ ）か ら 定量下 限値は 1．10 × 10
−
SM

，　 S／N 比 （≡2） か

ら検出下 限値は 8，27x10
−tl

　M とそれぞれ 見積 も られ た．これ らの 結果は 大型 TLM とほ ぼ 同 等の 値 で あ っ

た．
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