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第 1 章 序論 

1.1 本研究の背景 

 酵素結合免疫吸着法(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA)は、抗原－抗

体反応を利用し捕獲したターゲットタンパク質（抗原など）に蛍光物質など検出

可能な物質を生成する反応を促進する酵素を結合させ、光学的な観察により定

量する方法である。特定の病気に罹った人の血液や体液には、その病気に特有な

タンパク質（バイオマーカー）が微量に含まれているので、ELISA により、それ

らを検出することで特定の癌やその他の疾病の診断が可能になっている。また、

ELISA は疾病の診断のみではなく、食品中のアレルゲンの存在確認や、家庭用

の妊娠検査にもその技術が利用されている[1]。 

 蛍光反応を促進する酵素（例えば β-galactosidase）を使用した通常の ELISA で

は、蛍光反応を行うチャンバー容積は µL オーダーであり、ターゲットタンパク

質の検出限界濃度は 1 pM 程度である。ELISA の適用範囲を広くするためには、

さらに高感度化が望まれており、フェムトリッター（fL）オーダーの蛍光反応チ

ャンバーアレイを用いたデジタル ELISA が提案されている[2]–[5]。Kim らは、

デジタル ELISA により 2 aM(2×10-18 mol/L)の PSA（Prostate Specific Antigen、前

立腺特異抗原）の検出が可能であることを報告している[6]。実に、通常の ELISA

の 100 万倍近い高感度である。デジタル ELISA では最小単位である１分子の酵

素（すなわち対応するターゲットタンパク質も１分子）しか含まない反応チャン

バーの検出が可能になったために達成された感度である。 

 デジタル ELISA は高感度であるが、fL チャンバーアレイの蛍光観察には蛍光

顕微鏡を使用するため、装置が大きく、高価である。このため患者と直接対峙す

る臨床現場での検査（Point of care testing, POCT）には不向きであり、即時診断が

困難となっている。著者の研究室では、この点を克服するべく fL チャンバーア

レイを CMOS イメージセンサ上に集積化することにより小型化した装置を提案

してきている[7]–[9]。これらの装置はレンズのような集光装置を使用しないで

（レンズレス）、イメージセンサ表面近傍の様子を直接観察するコンタクトイメ

ージング技術に基づいている。著者の研究室では体内埋植型のコンタクトイメ

ージングデバイス開発が行われており培った技術を活かすことができる[10]–

[14]。 

 一般的に蛍光観察においては、観察対象となる蛍光体の他に（１）励起光源、

（２）励起光除去フィルタ（３）蛍光検出器、といった構成要素があるが、コン

タクトイメージングにおいても同様の要素が必要となる。本研究では、観察対象
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の蛍光体は、デジタル ELISA の fL チャンバーアレイである。 

 コンタクト蛍光イメージングにおいては、励起光吸収機能は蛍光体と検出器

の間に配置することになるため、どのような方式や素材を選ぶかが課題となる。

蛍光顕微鏡を使用した通常の蛍光観察では、励起光を狭波長域に抑えるための

励起光フィルタと励起光を除去し蛍光成分だけを取り出す蛍光フィルタが使用

されている。これらのフィルタには屈折率の異なる薄膜を多層に重ねて作製さ

れる干渉フィルタが使用されている。干渉フィルタは所望の波長域をシャープ

に取り出すのに優れているが、その性能は垂直入射光にのみ有効で、入射角が傾

くと透過波長がずれるという欠点がある。蛍光顕微鏡のようにレンズで集光す

る場合は、垂直入射にできるが、コンタクト蛍光イメージングにおいては、被写

体による屈折や反射成分があり入射角度制御が困難となる。また高性能の干渉

フィルタは、多層数が多く、その厚さも被写体とセンサの距離を広げる要因にな

り空間解像度の高い画像取得が困難になる。コンタクトイメージングにおいて

干渉フィルタを使用して十分な性能を求める場合、ライトガイド[7]や吸収フィ

ルタ[15]との組み合わせが必要となる。 

 超小型の統合分析装置、いわゆる µ-TAS (micro-Total-Analysis-System) や Lab-

on-chip の分野で蛍光検出が求められることがあり、さまざまなフィルタが検討

されている[16]。干渉フィルタの他、特定の波長を吸収する染料や硫化カドミウ

ム（CdS）を使った吸収フィルタが使われている。染料を使った吸収フィルタは

母材として樹脂[17], [18]や液体と混合して使用されるが、染料と母材を選別する

ことで、様々な用途、波長域に対応することができる。 

 蛍光検出器としては CMOS イメージセンサを使用する。その画素面積は、fL

チャンバーの面積と拮抗する大きさである。個々の fL チャンバーの蛍光、非蛍

光を判別する際に最適な結果を得るために CMOS イメージセンサの機能、性能

をカスタマイズすることが望ましい。CMOS イメージセンサは、CMOS イメー

ジセンサ専用の製造プロセスだけでなく、標準的な CMOS 製造プロセスによっ

てさえも作製が可能である。そして、これらの製造プロセスはシリコンファンダ

リとして商業化されているものなので、設計データを自ら作成することで必要

な性能を持つセンサを作製することが可能である。 

 

 ここから、デジタル ELISA やそれ以外にも様々な手法によるウイルスやバイ

オマーカーの微量分析が研究されているので幾つかを紹介していく。 

 最も精力的に開発が進められている分野の一つが HIV （ Human 

Immunodeficiency Virus, ヒト免疫不全ウイルス） /AIDS（Acquired Immuno-

Deficiency Syndrome, 後天性免疫不全症候群）に関わるものである。AIDS 発症

の原因となる HIV 感染は、現在では即日に結果が得られる迅速検査法によるス
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クリーニング検査（確認検査は必要）も可能であるが、HIV に感染後、検査が陽

性になるまでに平均 20 日必要であるといわれている[19]。ELISA によって HIV-

1 感染直後に検知するためには、HIV-1 p24 抗原を通常の ELISA では検知できな

い低濃度（50 aM から 15 fM の範囲）で検知する能力が必要であると考えられて

いる[5], [20]。 

 ELISA の高感度化のために ELISA と PCR を組み合わせた Immuno-Polymerase 

Chain Reaction (IPCR)が考案されている[20]。また、HIV-1 p24 抗原については、

ナノ粒子を使用したバイオバーコード増幅法で 0.1 pg/mL(4.2 fM)を検出した例

もある[21]。 

 HIV/AIDS の診断方法は、UNITAID が定期的にレポートしている[22], [23]。こ

の中には、HIV 感染に関わる CD4+ T リンパ球のカウントや RNA の定量などで

診断するための装置（市販品および開発品）がまとめられている。専門の施設に

置かれる大規模な設備だけでなく、POCT 用の装置が切望されており、すでに数

種の POCT 装置が市販されている。また、ハンディタイプのものの市販も近い

ことが示されている。 

 CD4+ T リンパ球の定量には、コンタクトイメージング技術が使用されている

例がある。CCD イメージャチップ上に、アンチ CD4 抗体を固定化した透明のマ

イクロ流路でCD4+ Tリンパ球をトラップしてリンパ球の影の映像からカウント

している[24], [25]。 

 初期がんの検出やがん治療中の経過観察には腫瘍マーカーの定量が行われる。

この定量で使用される代表的な方法が ELISA である。現在は、検出限界や個人

差等の課題があり、腫瘍マーカー検査だけでは最終的判断をすることが困難と

いわれている。そのため、様々な技術が検討されている。先にも紹介した前立腺

がんに特異な抗原である PSA では特に多くの研究が行われている。 

 前立腺摘出手術を受けた患者の PSA 濃度の変化をモニターできれば、再発を

確認できることが期待される。PSA を産出する臓器を失った患者は、その絶対

的な濃度が低い。定量下限濃度（LoQ）が 100 pg/mL (3 pM)程度の通常の ELISA

や、10 pg/mL (300 aM)程度の第 3 世代 ELISA では、正確な PSA 濃度変化を見極

めることが困難であったが、１分子検出可能な SiMoA (Single-Molecule Arrays)と

名づけられたデジタル ELISA では、LoQ が 0.035 pg/mL (1fM)であり、変化の推

移を確認できると報告されている[26]。 

 PSA においては、ジルコニア-ナノ粒子を蛍光プローブとして 0.4 ng/mL を検

出した例[27]や、ユーロピウム-ナノ粒子を使って 0.83 pg/mL を検出した例[28]が

ある。金ナノ粒子で表面増強ラマン散乱を利用して 1 pg/mL が検出できている

[29]。DNA をラベルする方法も研究されており、ELISA と同様な反応を利用し

た immuno-PCR では、0.2 pg/mL が[30]、バイオバーコードアッセイでは、1-10 
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fg/mL が達成されている[31]。その他の PSA 検出法も D. A. Healy らによりまと

められている[32]。 

 

1.2 本研究の目的 

 本研究は、小型デジタル ELISA に必要な各要素において、新規構造の提案や

最適化を行い、実用的な検査時間で診断できる能力を備えたシステムを作り上

げることを目的とする。 

 世界保健機関（World Health Organization, WHO）は、理想的な Point-of-care（POC）

診断用ツールの性能について、求められる性能の頭文字をとった「ASSURED」

というガイドラインを示している[33]。また、それぞれの項目には、Mabey ら[34]

や、McPartlin ら[35]によって分かりやすい解釈が加えられているのでこれらを

参考にまとめてみる。 

A: Affordable. 製造コストが低いこと。安価な試薬が使えて、使い捨てがで

きること。小型化により試薬の使用量を低減することも有効である。 

S: Sensitive. 統計的に高感度を示すこと。偽陰性が少ないこと。 

S: Specific. 統計的に高特異度を示すこと。偽陽性が少ないこと。 

U: User-friendly. 最小限の手順、付加ステップで簡単に使えること。最小限

の訓練で使えること。 

R: Rapid and robust. 短時間で結果が得られ、治療結果や患者の利便性が改

善されること。冷蔵保存が不要であること。 

E: Equipment-free. 前処理無しのサンプルをその場で使用できること。専門

施設での検査が不要であること。 

D: Delivered. 必要な場所に持っていけること。よく訓練された人がいない

場所、高品質の水や電気が乏しい場所、高温多湿の場所でも使用できる

こと。 

 「ASSURED」は、発展途上国における性感染症の診断を念頭に作られたもの

であるが、その内容は、あらゆる国々における様々な診断システムを小規模な医

療機関や家庭への普及する際にも当てはまるものと考えられる。 

 本研究のシステムも、このようなコンセプトを希求するものである。ELISA は

非常に広く普及しているため、デジタル ELISA においても一般的で入手しやす

い試薬を使用することができる。特殊な材料や検出設備を必要としないことは、

「ASSURED」の達成にあたって利点となる。 
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1.2.1 CMOS イメージセンサの最適化 

 レンズレス小型デジタル ELISA システムでは、発せられた蛍光を高効率で受

けるために、蛍光反応チャンバーと蛍光検出器の距離をなるべく離さないよう

に励起光除去フィルタを挿入する必要がある。このような制約の中では、励起光

は完全に除去することは困難なので、ある程度の励起光の漏れは考慮しておか

なければならない。また、１つの fL チャンバーの中では、わずか１分子の酵素

が蛍光物質の生成を促進しているだけなので、蛍光強度も微弱である。励起光強

度の漏れを想定した場合、励起光強度が変化した場合に蛍光が発生したと誤検

出する可能性がある。 

 励起光源の発光強度が変化した場合は、すべての画素出力が同時に変化する

ので変化量の違う画素を見つけることで正しい検出ができる。このような検出

を行う場合、画素毎の特性にバラツキがあると検出が困難となる。 

 

 そこで、まず画素間の特性バラツキを小さくすることを行った。すなわち、

CMOS イメージセンサでは、固定パターンノイズ（Fixed pattern noise, FPN）と呼

ばれるノイズの低減を試みた。 

 CMOS イメージセンサでは、画素内のトランジスタで受光量によって変化す

るフォトダイオードの電位を読み取るアクティブ・ピクセル・センサ（APS）方

式が主流であるが、使用されるトランジスタ特性のバラツキが出力に影響して

FPN となる。現在の最先端の CMOS イメージセンサは画素サイズが 1 µm2 以下

であるが[36]、デジタル ELISA への適用では微細化よりフォトダイオード占有

面積を大きくすることが有効であるので、画素サイズは比較的大きい。この画素

サイズの大きさを活かした画素や周辺回路のレイアウト設計の最適化によって

改善する方法を採った。 

 

 さらに、CMOS イメージセンサ、あるいは画素自体に励起光と蛍光を識別す

る能力があれば、誤検出を回避できる。そこで、シリコン中への光の侵入長が入

射光の波長に依存するという性質を利用して波長識別ができる CMOS イメージ

センサを開発した。 

 

1.2.2 新規構造の吸収フィルタの開発 

 これまで提案されたレンズレス小型デジタルELISAシステム（詳細は第 2章）

は、蛍光源である fL チャンバーから、蛍光検出器である CMOS イメージセンサ

までの距離が遠いため受光部に到達する蛍光強度が弱いという問題があった。
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この問題を解決するために、蛍光を集光し高効率に受光部に届けるライトパイ

プ構造の励起光吸収フィルタを考案した。この構造について、特性を理論計算に

よって検証するとともに、実際に作製するための製造プロセスを開発した。 

 

1.2.3 レンズレス小型デジタル ELISA システム 

 作製した各要素部品を組み合わせて機能させるためのシステムを考案し、プ

ロトタイプを作製した。 

 

1.3 本論文の構成 

 以下に本論文の構成を示す。 

 第 2 章では、まず、ELISA の反応および処理手順について説明し、１分子計

測のできるデジタル ELISA の開発動向や特徴について解説する。さらに、これ

までに提案されたレンズレス小型デジタル ELISA の概要を説明し、解決すべき

課題を明確にする。 

 第 3 章では、CMOS イメージセンサの基本的な性能の改善について２点を述

べる。ひとつは、固定パターンノイズ（FPN）の低減について、もうひとつは、

感度向上についてである。それぞれ、改善、最適化のために実施した内容の説明

と得られた特性について検証する。 

 第 4 章では、励起光と蛍光を識別することができる積層フォトダイオードを

用いた CMOS イメージセンサについて設計内容と特性評価結果を報告する。積

層フォトダイオード CMOS イメージセンサは、２つの製造プロセスで作製して

いる。第 1 回目は、波長識別の機能確認を行った。また、第２回目の作製では画

素回路の変更で高感度化を行っており、同時に低ノイズ化も達成している。 

 第 5 章では、レンズレス小型デジタル ELISA システムにおける蛍光検出につ

いて、代表的な蛍光物質であるフルオレセインを題材として、励起光と蛍光の強

度の関係や、受光部への蛍光到達量について考察する。また、考案した新構造の

励起光吸収フィルタの特性をシミュレーションによって予測する。さらに光退

色の観測への影響についても言及する。 

 第 6 章では、第 5 章で提示した装置を作製するための全体プロセスフローを

提示した後、要素工程毎に作製方法を解説する。 

 最後に、第 7 章では、各章の総括を行い、残された課題について議論し、今後

の展開について述べる。 

 



第 2 章 ELISA、デジタル ELISA およびレンズレス蛍光検出システム 

 

 

7 

第 2 章 ELISA、デジタル ELISA およびレン

ズレス蛍光検出システム 

2.1 はじめに 

 酵素結合免疫吸着法(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, ELISA)では、ターゲ

ットタンパク質の検出のために、一連の抗原－抗体反応および蛍光または発色

物質を生成するための反応が行われた後、光学的観察が行われる。本研究では、

蛍光検出を行う ELISA 法を開発ターゲットにしているので、これを中心に説明

していく。 

 ELISA は、抗原－抗体反応という特異性の高い生化学的反応の特徴を活かし

て、目的のタンパク質だけを捕獲することと、酵素による蛍光反応促進で高感度

化するという特徴を持った分析法である。ELISA には Direct ELISA, Indirect 

ELISA, Competitive ELISA, Sandwich ELISA といった反応の手法の異なるいくつ

かの種類がある本章では、最初に、代表例としてマイクロビーズを使ったサンド

ウィッチ ELISA 法について解説する。 

 次に、デジタル ELISA のコンセプトを概説する。さらに、デジタル ELISA で

は、微小反応チャンバーアレイで反応を行うが、その微小反応チャンバーの作製

方法や、調整方法、観察方法に関して、種々の提案がなされているので、それら

を紹介する。 

 最後に、これまでに著者の研究室から提案されたレンズレス小型デジタル

ELISA 装置を紹介し、それらの課題について述べる。 
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2.2 ELISA の概要 

 ここでは、デジタル ELISA でも使用されるマイクロビーズを使った ELISA の

一連の反応について図 2-1 にしたがって説明していく。 

 マイクロビーズはポリスチレン製の球体で、表面にはターゲットタンパク質

に特異的に反応（結合）するモノクローナル抗体が全面に共有結合されている。

マイクロビーズの直径は 3 µm 程度のものが使用される。このマイクロビーズに

固定化されたモノクローナル抗体は、まずターゲットタンパク質（抗原等）を捕

獲する。次に捕獲された抗原に特異的に結合する二次抗体を反応させ、さらにそ

の二次抗体と酵素が特異的に結合される。二次抗体には、ストレプトアビジンを

付加した酵素に結合しやすいようにビオチン化されたものが使用される。 

 

 図 2-1 上段の一連の反応手順については、Chang らの論文[37]に PSA（Prostate-

Specific Antigen, 前立腺特異抗原）をターゲットタンパク質とした場合の詳細が

紹介されていたので、引用する。 

 

①モノクローナル抗体を表面に結合した直径 2.5μm のビーズを用意 

②PBS（Phosphate Buffered Saline, リン酸緩衝生理食塩水）で 1/4 希釈した

血漿（plasma）に少量の PSA を混合した溶液 100μL を、96 ウェルのプ

 

図 2-1 ELISA における代表的な一連の抗原-抗体反応と蛍光反応 

 

ビーズに結合した酵素が蛍光基質中で蛍光物質を生成を促進する

非蛍光 蛍光

+ 2

SbG
Streptavidin-b-galactosidase

Fluorescein D-galactopyranose

3 µm

マイクロビーズ
酵素
の結合

モノクローナル抗体
（１個体拡大）

20 nm

抗原 (ターゲット)

の吸着

二次抗体
の吸着

ビオチン化抗体
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レート中で、500,000 個のビーズと混合して培養する。 

 （ターゲットタンパク質（PSA）の捕獲） 

③ビーズ洗浄 

  PBS で 5 回、さらに 0.1%-Tween20 で、３回洗浄 

④ビーズを 100μL のビオチン化したポリクローナル検出抗体で培養 

⑤ビーズ洗浄 

  PBS で 5 回、さらに 0.1%-Tween20 で、３回洗浄 

⑥100μL のストレプトアビジン-β-ガラクトシダーゼ（SβG）で培養 

⑦ビーズ洗浄 

  5×PBS+0.1%-Tween20 で、８回洗浄 

※培養時間、試薬の濃度は必要に応じて変化させる 

⑧ビーズを 25μL の PBS で再懸濁する 

 

 この後、図 2-1 下段の蛍光反応に移る。（上記、手順の例では蛍光基質には RGP

（ resorufin-β-D-galactopyranoside）が使用されていたが、図  2-1 では FDG 

fluorescein fi-β-D-galactopyranoside）を使用したものを例示している） 

 通常の ELISA では、蛍光反応は、手のひらサイズの 96 個のウェルが並んだマ

イクロプレートのウェル中で行われる。蛍光基質として FDG（を使用した場合、

酵素（streptavidin-β-galactosidase、SβG）が触媒となり非蛍光の FDG が加水分解

され、蛍光物質であるフルオレセイン（fluorescein）を生成する[38]。この反応は、

ほぼ等速度で進むので、フルオレセインは時間とともに増加していく。すなわち

蛍光強度が上がっていく。 

 通常の ELISA では、一定時間の蛍光反応の後、反応停止剤を加えて蛍光物質

の生成を止めて、専用のマイクロプレートリーダー装置で蛍光強度を測定し、タ

ーゲットタンパク質の濃度を算出する。 

 

図 2-2 通常 ELISA とデジタル ELISA 反応チャンバーの比較 

 

通常のELISA
（96ウェル マイクロプレート）

デジタルELISA

10 cm

体積 50 fLの

水滴(ウェル)

マイクロ
ビーズ
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2.3 デジタル ELISA 概要 

 デジタル ELISA では、通常の ELISA と違い蛍光反応を容積がフェムトリッタ

ー(fL)オーダーの多数の微小反応チャンバーで実施するのが特徴である。前ペー

ジの図 2-2 には、蛍光反応チャンバーのサイズの違いを示した。チャンバーサ

イズの違いは、蛍光強度に影響をおよぼす。図 2-3 にその様子を示した（デジタ

ル ELISA におけるチャンバーサイズは、マイクロビーズが１個だけ入り込める

サイズに設定されている）。酵素の数が少ない場合、チャンバーサイズが大きい

と生成された蛍光物質は、希釈されて検出が困難となる（酵素が無くても自然に

加水分解されるものもわずかながら存在するため弱い蛍光では、区別すること

が困難な場合も考えられる[38]）。これに対してデジタル ELISA の fL チャンバ

ーでは、蛍光物質が広く拡散することが無く、狭い空間で濃縮されるため蛍光を

検出しやすくなっている。そのレベルは、最小単位である１分子の酵素による蛍

光物質の検出ができるほどである。 

 通常の ELISA においては、濃度推定は蛍光強度から算出する。一方、デジタ

ル ELISA においては、特にターゲットタンパク質が低濃度の場合、酵素がチャ

ンバー内に存在す

るか否かという状

態になっているの

で、マイクロビーズ

を取り込んでいる

チャンバー数と蛍

光するチャンバー

 

図 2-3 ELISA とデジタル ELISA 蛍光検出感度の違い説明図 

 

通常の ELISA

デジタルELISA

チャンバーサイズ: µL (10-6 L)

蛍光物質が希釈される
低濃度酵素の観察が困難

検出限界: 1 pM (1×10-12 mol/L)

チャンバーサイズ: fL (10-15 L)

デジタルカウント
酵素１分子の存在を検出可能

検出限界: 2 aM (2×10-18 mol/L)

蛍光分子

Oil

 
図 2-4 デジタル ELISA におけるデジタル計数説明図 

1

0
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の数をカウントし、その割合から濃度を推定することができる（図 2-4）。 

 デジタル ELISA で使われる微小反応チャンバーは FDG のような蛍光基質の

水溶液で形成される水滴（ドロップレット）のようなものである。このようなド

ロップレットは大気中では、すぐに気化して干上がってしまう。それを克服した

ドロップレット作製の技術について紹介していく。 

 

シリコン鋳型による PDMS チャンバー作製法 

 1 つ目のドロップレット作製方法は、SOI（silicon on insulator）基板で作製した

パターンを鋳型として PDMS（poly-dimethylsiloxane）で微小チャンバーアレイを

作製するものである[2]。この方法は、2005 年に Rondelez、野地らによって発表

されたものである。 

 使用される PDMS は２液を混合することで硬化する透明なシリコーン樹脂で

ある。鋳型形状に忠実なパターン形成ができるのが特徴で、硬化した PDMS は、

滑らかな表面に密着しやすい。また、親水性の分子との親和性が高くないため、

その表面は生体分子に対して保護される状態になる。そのため、代表的な PDMS

である Sylgard 184（Dow Corning Corporation）などが、バイオコンパチブルな材

料として生化学分野で非常に頻繁に使用されている[39]。 

 図 2-5 のようなプロセスによって出来上がった PDMS シートをサンプル溶液

が乗った清浄なガラス基板に押し付けることにより密着させチャンバー間を分

離させることができる。この方法で作ったチャンバーで酵素による蛍光反応が

行われ、チャンバー毎の蛍光強度の分布が求められた。得られた分布がポアソン

分布にしたがっていることから微小チャンバー内での酵素１分子の反応が検知

 
図 2-5 PDMS を使った微小チャンバー[2] 

(a),(b) 鋳型作製フローと SEM 像, (c),(d),(e) PDMS 作製フローと SEM 像 
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できることが認められた。 

 これと同様の手法を使って、さらに ELISA の抗原－抗体反応から全てを行っ

た後、PDMS を押し付けたアッセイが Wang らによって実施されている[40]。こ

こでは、蛍光反応に先立って行う必要のある一連の抗原－抗体反応もマイクロ

流路技術を使ったチャンバー内で行うことが可能となっている。その結果、96 ウ

ェルのマイクロプレートを使った通常の ELISA の全工程時間（１晩＋6.5 時間）

を 125 分にまで減らすことができ、IGF-1R(Insulin-like Growth Factor1 Receptor)検

出感度 3.5 fg/mL (21.8 aM)が達成されている（市販の ELISA キットより 5 桁の高

感度化）。 

 

光ファイバーバンドルを使った微小チャンバー作製法 

 2006 年に Rissin らが発表した方法[4]で、直径 4.5 µm の光ファイバーを束（バ

ンドル）にしたもので微小チャンバーを作製する方法である。光ファイバーのコ

アとクラッド層のエッチング速度が違うことを利用し微小な孔を掘っている。

この孔を反応チャンバーアレイとして使っており、シリコーン樹脂に押し付け

ることでチャンバーの分離を行っている。個々のチャンバーが１本の光ファイ

バーの片端に形成されている状態なので、微小チャンバーで発生した蛍光を光

ファイバーの反対端から蛍光顕微鏡によって観察することが可能になっている。

同じ研究グループは、2010 年、同様の装置を使って、微小チャンバーにマイク

ロビーズを酵素の固定化のために使用したデジタル ELISA の発表を行っている

[5]。さらに 2011 年には、デジタル計測とアナログ強度測定を組み合わせた測定

濃度範囲の広い装置の発表も行っている[41]。 

 

図 2-6 光ファイバーバンドルによる微小チャンバーの作製[4] 

(a) 微小チャンバーアレイの作製された光ファイバーバンドル端面写真 

(b) 微小チャンバーアレイの AFM 像、(右側) 察装置（下側にチャンバアレイ） 
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ドロップレットによる微小チャンバー作製法 

 2010 年に榊原、野地らによって発表された方法[3]で、ここまでに紹介した方

法がチャンバー間分離を固相で実施していたのに対し、液相で分離しているの

が特徴である。疎水性表面に親水性部分を作製しそこに蛍光基質水溶液のドロ

ップレットを形成しようとするもので、親水性のガラス基板上に疎水性のアモ

ルファスフッ素樹脂 CYTOP（Asahi glass Co., Ltd.）をコーティングした後、フォ

トリソグラフィーとドライエッチングによって、パターン形成して作製されて

いる。この方法を使って、2011 年にはマイクロビーズを使ったデジタル ELISA

への適用が報告されている[6], [42]。ドロップレットの形成方法は、まず、蛍光

基質水溶液で作製した CYTOP パターンを満たし、それをオイル（フッ素系不活

性液体）フロリナート FC-40（3M Co., Ltd.）で置換することで親水性部分にドロ

ップレットが残る。図 2-7 にマイクロビーズのチャージも含めたドロップレッ

ト作製の方法を示した。 

 本研究のレンズレス小型デジタル ELISA システムでは、このドロップレット

作製方法を踏襲している。 

 

 デジタル ELISA 用のドロップレット作製方法については、DVD（光ディスク

メディア）製造技術を応用した自動化[43]や EWOD (Electrowetting-on-dielectric)

技術[44]–[47]を使ったマイクロビーズ充填率向上の取り組み[48]もなされてい

る。 

  

 

図 2-7 親水性と疎水性を利用したドロップレット作製[6] 

(a) ドロップレット作製手順、(b) 作製後の顕微鏡写真 
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2.4 これまでのレンズレス ELISA システム 

 前ページの図 2-7 で紹介したデジタル ELISA システムにおける実際のドロッ

プレット作製の様子を図 2-8 に示した[6]。この写真で分かるように、蛍光反応

チャンバーアレイは非常にコンパクトである。しかしながら、蛍光観察には蛍光

顕微鏡が用いられているので、全体のシステムとしては大きなものになってい

る。著者の研究室では、蛍光顕微鏡の機能を CMOS イメージセンサで置き換え

ることで小型化を図ってきた。ここで、これまでに提案された小型システムを紹

介する。 

 

2.4.1 シリコン製ライトガイドアレイ搭載システム 

 蛍光源としてのドロップレット反応チャンバーアレイに、励起光吸収フィル

タと、蛍光検出器としての CMOS イメージセンサを集積化することで小型化を

達成している。それぞれの機能を、どのような形状や機能で作製していくかによ

って、それぞれに特徴のあるシステムができあがる。 

 最初に紹介するのは、シリコンで作製したライトガイドアレイ（Light guide 

array, LGA）を利用したシステムである。LGA 構造は、コンタクトバイオイメー

ジングのために開発されたものである[13]。コンタクトイメージングにおいては

被写体がイメージャから離れるとボケた画像になりやすいが、それを改善する

ために、直進光のみを CMOS イメージセンサの画素に取り込もうとしたもので

ある。LGA 構造の電子顕微鏡（SEM）像を図 2-9 に示す。LGA は、シリコン基

板に CMOS イメージセンサの画素アレイに対応した円形の垂直貫通孔アレイを

 

図 2-8 デジタル ELISA ドロップレット調整の様子[6] 
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形成したものである。高アスペクト比のシリコン貫通孔は D-RIE（deep reactive 

ion etching）装置を使用して作製されている。 

 LGA は、直進光を選択的に通す特性があるので、CMOS イメージセンサ表面

に貼り付けることによって、距離の離れた被写体であっても空間分解能の高い

画像が得ることができる（図 2-10）。 

  

 

図 2-9 シリコン貫通孔型ライトガイドアレイ（LGA）の SEM 像[13] 

(a) LGA プレート、(b) 孔部拡大、(c) LGA プレート断面 

 

(a) (b)

(c)

 
図 2-10 LGA による解像度向上原理図と撮像結果（Δは被写体と LGA の距離）[13] 

 

Δ = 200 µm

Δ = 0 µm

300 µm
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 デジタル ELISA への適用に当たって、このような特性を持つ LGA を干渉フ

ィルタと組み合わせることによって励起光を除去しようとしたのが、ここで紹

介するシステムである。 

 多層膜によって作られた干渉フィルタの透過波長は垂直入射光に対して最適

化されている。図 2-12 には、一般的な干渉フィルタ透過光の入射角依存性を示

した。なお、この図は参考文献[49]に示された 35 層膜フィルタを真似た構成の

フィルタの特性を RCWA 法による回折光学素子設計・解析ソフトウェア

DiffractMOD (RSOFT) でシミュレーションしたものである。入射角 45°で垂直入

射時に比べて、透過波長が 30 nm 程度短波長側にシフトしているのが分かる。

マイクロビーズを使ったデジタル ELISA においては、装置自体の反射や屈折に

よってフィルタへの入射角が変化するような状況が考えられるため、干渉フィ

 

図 2-12 一般的な干渉フィルタの光の入射角依存性（シミュレーション） 
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図 2-11 (a)使用した干渉フィルタの特性（垂直入射）、(b) LGA 透過光の入射角依存性[7] 
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ルタだけでは遮蔽しようとした励起光が透過してしまう可能性がある。 

 そこで、LGA を使って垂直光だけを干渉フィルタに導くような構造が考えら

れた。LGA の透過光強度の入射角度依存性は、図 2-11(b)に示したように、垂直

入射光を選択的に透過する。一方、干渉フィルタは図 2-11(a)のような特性をも

っている。これらを組み合わせると LGA を透過した垂直入射成分が干渉フィル

タを通過する構造の作製が可能で、励起光が効果的に除去できると考えられる

[7], [50]。この考えを基にして、図 2-13 のようなデジタル ELISA 用システムが

考案された。ここでは、LGA の開口部において、ドロップレットを形成し蛍光

反応チャンバーアレイとして使用することも提案されている。なお、図 2-13 で

は、LGA、干渉フィルタおよび CMOS イメージセンサが離れて描かれているが、

実際にはこれら３つの要素は密着した構造となっている。 

 この構造のシステムでは、実際にドロップレットが形成され、酵素アッセイま

で実施されているので、その結果を示す[51]。実験は、実際のデジタル ELISA に

 

図 2-13 LGA、干渉フィルタで構成した小型デジタル ELISA システム[7] 
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図 2-14 LGA 型デジタル ELISA による酵素アッセイ観察結果[51] 
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よる検査における蛍光反応の部分だけを模擬的に実施したもので、蛍光基質と

して fluorescein di-β-D-galactopyranoside（FDG）の水溶液を用い、その中に酵素

として β-galactosidase (β-gal)を所定の濃度で混入して蛍光反応を進め、蛍光物質

としてフルオレセインを生成するという系で行われた。図 2-14 には、蛍光顕微

鏡による観察結果と、β-gal 濃度を 10 nM とした時の CMOS イメージセンサで

得られた画像の経時変化を示した。10 nM は、各ドロップレットの体積を 50 fL

と仮定すると１つのドロップレット当たり酵素が約 300 個存在する濃度である。

蛍光顕微鏡像からは、ドロップレットが LGA 上に分離して形成されていること

が分かる。また、CMOS イメージセンサの画素値が時間とともに上昇している

ことから、ドロップレット中で進行する蛍光反応の様子がモニターできている

ことが分かる。 

 フルオレセイン水溶液を使った別の実験では、フルオレセイン濃度が 50 µM

以上で検出可能という結果が出ている。デジタル ELISA ではドロップレット中

に１分子しか酵素がない場合でも検知するのが目標である。実用的には、30 分

程度の蛍光反応時間で検出できるのが望ましく、１分子の酵素が１つのドロッ

プレット中、30 分間で生成するフルオレセイン濃度は約 1 µM 程度であるので、

約 50 倍の感度向上が必要である。 

 このシステムでは、いくつかの課題が挙げられる。ドロップレットの作製には

成功しているものの、蛍光顕微鏡像でも見られるような蛍光強度ムラがある。こ

れはドロップレットの深さ方向のサイズが制御できないことが大きな要因であ

ると考えられる。また、シリコンによる LGA は、蛍光もかなり吸収してしまう

ため CMOS イメージセンサに届く蛍光が弱くなっていると考えられる。感度向

上のためには、このような点を改善あるいは変更していく必要がある。 

 

2.4.2 ファイバーオプティックプレート搭載システム 

 このファイバーオプティックプレート（FOP）を使用したシステムでは、蛍光

体としては、図 2-8 に示したような通常のドロップレット型デジタル ELISA の

蛍光反応チャンバーアレイを使用する。励起光除去は、①蛍光反応チャンバーア

レイの基板であるガラスと空気の屈折率の差を利用した全反射と、②染料をド

ープした接着剤による吸収の組み合わせで行う。蛍光観察は CMOS イメージセ

ンサで行うが、LGA を使用したシステムと異なるのは、チャンバーと画素が１

対１で対応しておらず、１つのチャンバーから発せられる蛍光を複数の画素で

受光することになることである。したがって CMOS イメージセンサが受ける画

像はボケた画像になるため、空間解像度を上げるために、画像処理技術（デコン

ボリューション）による高解像度化が必要となる[8], [52]。 
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 図 2-15 にシステムの概念図と実際に組み立てられた装置の写真を示した。

FOP は、CMOS イメージセンサチップのパッドから出るワイヤーを避け、蛍光

反応チャンバーアレイを配置するスペースを設ける役割を果たしながら、この

部分では、蛍光の広がりを抑えることができるので、蛍光体から検出器までの距

離を実質的に抑える役割も果たしている。プリズムを使用することでガラスと

空気の界面で全反射する角度を作り出すことができるため大部分の励起光を反

射によって除去できる。ドロップレットやマイクロビーズで乱反射する励起光

は CMOS イメージセンサ方向に抜けていくので、その成分を吸収フィルタで取

り除いている。 

 図 2-16 には、模擬的に蛍光ビーズを使用して行った蛍光観察の様子と、

CMOS イメージセンサ像（画像処理前後）、および対応する蛍光顕微鏡像を示し

た。画像処理によって蛍光顕微鏡像に近い画像が得られている。この結果から、

 

図 2-15 FOP を使った小型 ELISA システム模式図と作製デバイスの写真[8] 
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図 2-16 FOP 搭載デジタル ELISA システムによる観察の様子と取得画像[8] 
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空間分解能は 35 µm と求められた。すなわち、反応チャンバーの配列ピッチを

35 µm 以上に広げる必要がある。 

 このシステムでは、１分子酵素検出に対応する酵素アッセイが実施された。

LGA 型システムで実施した実験と同様であるが、酵素 β-gal 濃度を pM オーダ

ーに下げると、ドロップレット体積が非常に小さいので、各ドロップレットは、

ポアソン分布にしたがって０個から数個の β-gal 分子を含むこととなる。この状

態で 18 時間蛍光反応を行った後、蛍光検出ができた。すなわち１分子計測は達

成できたといえる。なお、この観察時には、CMOS イメージセンサ感度を上げる

ため、暗電流を低減するためにペルチェ素子によって冷却しながら長時間露光

が行われた。但し、こうした測定環境下でも検出下限濃度は、10 µM 程度であ

り、目標には１桁不足していた。 

 FOP による蛍光の広がり抑制効果はあるものの、蛍光反応チャンバーアレイ

の基板ガラス厚は 50 µm 程度、吸収フィルタ厚は 20 µm 程度あり、CMOS イメ

ージセンサに到達する蛍光強度が低くなってしますうが課題である。 

 

2.5 考察とまとめ 

 抗原－抗体反応を利用してターゲットタンパク質を検出する ELISA は高感度

で高特異度なツールであり、癌の早期検出・経過観察や、その他の疾病の診断な

どに広く利用されている。この特徴をさらに発展させて超高感度化したものが

デジタル ELISA である。通常の ELISA の 100 万倍の超高感度化は、微小な蛍光

反応チャンバーアレイの作製と各チャンバー内での１分子検出を可能にするこ

とで達成されている。 

 デジタル ELISA においては、蛍光反応チャンバーアレイはすでに小型である

が、その検出は蛍光顕微鏡を使って行われている。観察ツールを CMOS イメー

ジセンサで置き換え、さらに、蛍光反応チャンバーアレイ、励起光除去フィルタ

および CMOS イメージセンサを集積することで小型化する取り組みがなされて

いる。これまでに、ライトガイドアレイを使用したシステムや、ファイバーオプ

ティカルプレートを搭載したシステムが提案されており、必要な機能を備えて

いることが確認されている。 

 しかしながら、これらのシステムは、蛍光検出感度が十分ではなく、実用的な

レベルに引き上げるためには、さらに改善あるいは変更が必要である。感度向上

のためには、まず、蛍光検出器である CMOS イメージセンサの性能をデジタル

ELISA に向けて最適化する必要がある。さらに、微弱な蛍光を高効率で CMOS

イメージセンサに取り込む方法や、励起光除去の方法を見直していく必要があ

る。 
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第 3 章 微弱蛍光検出に向けた CMOS イメー

ジセンサ性能の最適化 

3.1 はじめに 

 前章で紹介した画像処理（デコンボリューション）を利用したレンズレスデジ

タル ELISA 装置では、デジタルカメラやデジタルムービーと同様、撮影した画

像が高品位であることが必要となる。高品位画像を得るためには、暗いところか

ら明るいところまで広範囲にわたる感度の均一性が望まれる。これにより、適切

なコントラストの画像を得ることができる。 

 また個々の画素感度のバラツキが大きいと撮像画像に固定されたノイズが残

ってしまう。特にアクティブ・ピクセル・センサ（APS）構成の CMOS イメージ

センサでは、画素毎、カラム毎にアンプ回路があり、それらの回路を構成するト

ランジスタ特性のバラツキが画素出力値に反映される。デジタル ELISA の場合

は静止画像を取得するため、時間によりランダムに現れるテンポラリーノイズ

は、複数画像の積算または平均化によって低減することが可能である。したがっ

て、固定されたノイズのほうが大きな問題となる。 

 CMOS イメージセンサにおける固定パターンノイズ（FPN）は、オフセット

FPN とゲイン FPN に分けることができる。 

 オフセット FPN は、主にアンプ回路を構成する MOS トランジスタのしきい

値電圧（Vth）のバラツキによるものである。オフセット FPN は、暗時の出力電

圧を画素毎あるいはフレーム毎に補正をかけることが可能であり、イメージセ

ンサチップに内蔵された相関二重サンプリング（Correlated Double Sampling, CDS）

回路などによって補正される場合が多い[53], [54]。CDS 回路は、元来は CCD 型

イメージセンサのリセットノイズ低減のために適用された回路であるが[55]、

CMOS イメージセンサにおいては、同時にオフセット FPN の除去にも貢献する。

なお、著者の使用している CMOS イメージセンサでは、画素毎の暗時出力電圧

をバッファし、出力値との差分をとることで補正を行っている。 

 ゲイン FPN は、主にアンプ回路の MOS トランジスタのオン電流のバラツキ

によって生ずる。こちらは、上記の CDS 回路等による補正ができない FPN であ

る。従って、ゲイン FPN を低減するには MOS トランジスタの特性バラツキを

低減することが有効になる。本研究では、画素内の回路やカラムアンプ部の回路

を構成する MOS トランジスタのチャネル長とチャネル幅の最適化やパターン

レイアウトの最適化によるバラツキの低減を試みた。 
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 微弱な蛍光を検出するためには、高感度化が必要である。蛍光フォトン１個で

出力電圧を何 µV 上昇させることができるかが尺度となる。デジタル ELISA 用

の CMOS イメージセンサでは、比較的大きなサイズのフォトダイオードで蛍光

フォトンを受けることになるが、フォトダイオードのサイズが大きくなること

でその寄生容量が大きくなる。このため光キャリアの数と寄生容量によって決

定される出力電圧変化が小さくなる。すなわち感度低下を引き起こすことにな

る。フォトダイオードの寄生容量の影響を受けないようにするには、現在では、

殆どの一般的な CMOS イメージセンサで使用されている 4T-APS（four-transistor 

active pixel sensor）を使うのが効果的である。4T-APS では、フォトダイオードに

蓄積した光キャリアを小面積で低容量のPN接合容量（浮遊容量、floating diffusion、

または FD）に転送することで出力電圧変化を大きくすることで、感度を上げて

いる。この転送機能がない 3T-APS では、画素内に、３つのトランジスタ（ソー

スフォロワ、リセットスイッチ、選択スイッチ）が存在するが、転送スイッチと

して画素内のトランジスタが１つ増えて４つのトランジスタを持つことになる。

フォトダイオードから FD に光キャリアを完全転送できれば感度はそれぞれの

寄生容量 CPD と CFD の比に比例して上げることができる。シリコンファンダリ

等で利用できる CMOS イメージセンサ用のプロセスは、完全転送のできる埋め

込みフォトダイオードを標準デバイスとして搭載している。これを利用して、特

に感度向上を重点に画素設計を行った。 

 フォトダイオードの電圧変化を読み取り出力するために画素部、カラム部、出

力部の３段階のアンプ（ソースフォロワ回路）が構成されている。これらのうち

２段目と３段目のソースフォロワ回路においてバックバイアス効果を低減でき

る構造に変更しアンプゲインを向上した。これも高感度化に貢献している。 
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3.2 固定パターンノイズの低減 

 

3.2.1 設計概要 

 作製した CMOS イメージセンサのブロック図を図 3-1 に示す。コンタクトイ

メージングのために、組立工程などの利便性を考慮し、入出力パッドは最小限の

数に抑えている。すなわち、電源（VDD）、グランド（GND）、クロック入力（Clk）

および出力（Out）の４端子となっている。出力はアナログ信号を出力するので、

外付けの A/D コンバータ（ADC）によってデジタル信号に変換し画像を得るこ

とになる。 

 図 3-2 には、作製した CMOS イメージセンサチップ外観を、表 3-1 には、諸

元を示した。 

 チップは、製造を Austriamicrosystems（AMS）社に委託し、0.35 µm 標準 CMOS

プロセス（２層ポリシリコン、４層配線） を使用して作製した。電源電圧は 3.3V

単一電源とした。画素数は 120×268 で作製している。フォトダイオードは、P 型

基板と N 型ウェルによる PN 接合で形成している。この N 型ウェルは、P チャ

ネル MOS トランジスタの基板を形成するための N 型層であり、本プロセスで

一番深い N 型層である。画素サイズは 7.5×7.5 µm2 であり、画素中のフォトダ

イオードの占める面積割合（フィルファクタ）は 44%でとなっている。 

 

図 3-1 作製した CMOS イメージセンサのブロック図 
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 画素の読み取り方式は３トランジスタ構成のアクティブ・ピクセル・センサ

（3T-APS）である。この方式では、フォトキャリアの蓄積によって変化するフ

ォトダイオードのカソード（N 型ウェル）電位を Nch MOS トランジスタによっ

て読み取る形をとっている。 

 

  

 

  

表 3-1 固定パターンノイズ低減 CMOS イメージセンサ諸元 

 

プロセス
0.35µm  2-poly 4-metal 

標準CMOSプロセス
電源電圧 3.3 V

チップサイズ 1050 µm × 2700 µm

画素数 120×268

画素読み出し方式 3-Trアクティブピクセルセンサ
フォトダイオード n-well – p-sub  

画素サイズ 7.5 × 7.5 µm2

フィルファクタ 44%

 

図 3-2 固定パターンノイズ低減 CMOS イメージセンサチップ外観 
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3.2.2 設計パラメータとレイアウトの最適化 

 図 3-3 に「画素→カラムアンプ→出力」の回路図を示した。 

 画素内の Nch MOS トランジスタ MSFはフォトダイオードのカソード電位をモ

ニターしており、MSELがオンすると MBNとともにソースフォロワ回路を形成し、

カラムアンプ部の Pch MOS トランジスタ MSF-P に電位情報を伝達する。カラム

アンプ部の CMOS スイッチがオンすると MSF-P と MBP で形成されるソースフォ

ロワ回路が動作し、出力バッファの Nch MOS トランジスタ Mout1 に伝達され、

Mout2 と形成されるソースフォロワ回路を介して、Vout 端子に出力される。 

 MSF は画素毎に存在するが、これらのバラツキは画素 FPN の原因となる。ま

たカラムアンプ部は、画素アレイの縦１列毎に共有されているため、カラムアン

プ部のトランジスタ特性のバラツキは撮像画像の中では、縦スジのように見え

るカラム FPN の原因となる。 

 MOS トランジスタのバラツキは、アナログ回路におけるマッチングバラツキ

特性を見積もるために研究されており、バラツキの標準偏差が 1/√𝐿 ∙ 𝑊 に比例

することが知られている[56]–[58]。 

 すなわち、画素間のバラツキを低減するためには、より大きなトランジスタを

使用するのが望ましい。しかしながら、画素サイズは、出来る限り小さく、フィ

ルファクタは出来る限り大きくするのが高解像度化や高感度化に有効であるた

め、トランジスタサイズの大きな拡大は難しい。従って、サイズ拡大を極力抑え

ながらバラツキ低減する方法を考える必要がある。 

 

図 3-3 3T-APS CMOS イメージセンサ回路図（画素→カラムアンプ→出力） 

 

 

Vout
ΦSEL

ΦRST

VRST

VDD

ΦYSEL ΦYSEL

VBN

VBN

VBP

Pixel Column amp Out
buffer

Shared by 

one column of pixels

Shared by 

all pixels

Incident
Light

switch

MSF

MSF-P

Mout1

Mout2
MBN

MRST

MSEL

MBP

MSW-N MSW-P



第 3 章 微弱蛍光検出に向けた CMOS イメージセンサ性能の最適化 

 

 

26 

画素設計 

 MOS トランジスタではチャネル長が最小に近くなるとショートチャネル効果

によるしきい値の低下など特性変動量が大きくなる。このため今回は、従来使用

されていた、デザインルールで許される最小チャネル長である 0.35 µm を使用

せず、0.40 µm に拡大した。 

 さらに、MOS トランジスタのゲートを形成するポリシリコンパターンのレイ

アウトについても製造上のバラツキを抑制するように工夫した。実際の製造で

は、パターンの疎密によってリソグラフィー工程や、ドライエッチ工程でのマイ

クロローディング効果などにより、加工出来ばえが変化する。これらのバラツキ

を抑制するためにポリシリコンのダミーパターンを置き、疎なパターンになら

ないようにした。従来の画素レイアウトと今回のものの比較を図 3-4 示した。

赤い帯状のパターンが MOS トランジスタのゲート電極を形成するポリシリコ

ンのパターンである。 

 

  

 

図 3-4 従来画素(a)と新規画素(b)のレイアウト比較 
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カラムアンプ部設計 

 カラムアンプ部は、画素に比べるとサイズの制限が少ないので、まずサイズの

検討を行った。カラムアンプ部は、初段ソースフォロワ回路のバイアス電流を生

成する MBN、ピクセルの電位情報を受け取る MSF-P およびカラムを選択するため

の CMOS スイッチ（MSW-N, MSW-P）で構成されている。 

 MBN は画素内の MSF とともにソースフォロワ回路を形成しており、バイアス

電流を供給している。今回チャネル長を 0.35 から 2.0 µm に、チャネル幅を 0.7

から 2.5 µm に拡大した。これにより、L･W （ゲート面積）は、0.245 から 5.0 

µm2 へ約 20 倍になっている。従って、MBN に起因するバラツキの標準偏差は面

積比の平方根の約 4.5 分の１に減少することが予想される。 

 図 3-5 に示した回路図でソースフォロワ回路の出力電圧（pixel out）とバイア

ス電流のシミュレーションを行った。この回路図中の MBN は個々のカラムで共

有されている。シミュレーション結果を図 3-6 に示す。（バイアス電圧 VBN は、

 
図 3-6 画素出力電圧シミュレーション結果 

MBN channel size ( L/W = (a) 0.35 / 0.7, (b) 2.0 / 2.5 [unit: µm] ) 
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図 3-5 初段ソースフォロワ回路図 
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Nch MOS トランジスタのしきい値電圧（0.6 V）に 0.2 V を加えた 0.8 V に設定

している）。 

 チャネル長の拡大により、バイアス電流の入力電圧依存性が低減しているた

め、ゲインが 0.8 程度から 0.82 程度に向上している。ところで、理想的なソース

フォロワ回路ではゲインは１であるが、シミュレーション結果で 0.8 程度に下が

っている主な理由は、MSFのバックゲートが GND に接続されているためソース

電位の変化によってしきい値電圧が変化する現象（バックバイアス効果）に依る

ところが大きい。 

 カラムアンプ部では、カラム選択のために CMOS スイッチが使用されている。

このスイッチのオン抵抗が特性に大きな影響を与えていた。CMOS スイッチは、

MBPと MSF-Pで構成されるソースフォロワ回路のバイアス電流の通り道となって

いるため、オン抵抗が高いと出力電圧が変化する。図 3-7 に示すような回路で

出力電圧（Column out）のシミュレーションを行った。 

 表 3-2 には、カラムアンプ部に使用したトランジスタの従来と今回改善した

設計パラメータ（チャネル長および幅）をまとめた（MBP は出力バッファ部に配

置しており、初段ソースフォロワ回路の MBN は、カラムアンプ部に配置されて

いる）。 

  

 

図 3-7 2 段目ソースフォロワ回路図 

 

 

VDD = 3.3 V

ΦYSEL ΦYSEL

VBP = 2.35 ~ 2.45 V

switch

MSF-P

MBP

MSW-N MSW-P

Pixel out
(input)

Column out
(output)

I

3.3 V 0 V

表 3-2 設計パラメータ比較（従来と新規） 

 

Tr

Name

従来 新規

L (µm) W (µm) L (µm) W (µm)

MSW-N 0.35 0.7 0.4 2.5

MSW-P 0.35 0.7 0.4 9.8

MSF-P 0.7 20.0 0.7 19.6

MBN 0.35 0.7 2.0 2.5
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 図 3-8 に、回路シミュレーション結果を示す。従来のものは、特に MSF-P の抵

抗が高く出力電圧の変化を制限している。このため出力電圧が高いときのゲイ

ンが低くなっている（実際のイメージセンサにおいては、低照度時のゲインが低

いことになる）。 

 今回、L/W（単位 µm）を 0.35/0.7（Nch, Pch とも）から 0.4/2.5 (Nch), 0.4/9.8 

(Pch) と変更することにより出力ゲインのリニアリティを大幅に改善すること

ができた。さらにバイアス電圧 VBP についても、従来の 2.35V から 2.4V に変更

することで、バイアス電流を低減しており、このことも CMOS スイッチのオン

抵抗の影響を低減している。（Pch MOS トランジスタのしきい値は約-0.65V であ

るので、（2.4＝VDD-(|Vth|+0.25)となっている）） 

 

図 3-8 2 段目ソースフォロワ回路（カラム出力）シミュレーション結果 

(a) 従来設計、(b) 新規設計（VBP=2.35 V（赤）, 2.40 V（緑）, 2.45 V（青）） 
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図 3-9 カラムアンプ部レイアウト比較（a）従来、(b)新規 
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 ここまで説明したカラムアンプ部のレイアウトを図 3-9 に示した。トランジ

スタサイズは大きくなっているが、レイアウトの工夫により、従来のものとほぼ

同じ面積内に収まっている。プロセスの出来ばえバラツキを低減するためにゲ

ートのポリシリコンパターンは互いに隣接するように配置している。微細加工

において、孤立パターンと密集パターンで出来ばえ寸法や、バラツキに違いがあ

り、特に孤立パターンにおいて寸法バラツキが起こりやすいが、今回のようなレ

イアウトにより製造バラツキの低減が期待できる。 

 

出力バッファ設計 

 出力バッファは、Nch MOS トランジスタ（Mout1 および Mout2）で構成されるソ

ースフォロワ回路になっている。今回、静電放電（ESD）に対して高耐量にする

ことで、組み込み時等に破壊しにくい構成にした。Mout1 および Mout2 は、直接外

部パッドにつながる素子である、十分な ESD 耐量を得るにはチャネル幅 40 µm 

ではサイズが小さすぎるので、図 3-10 に示すようにオフ状態の Nch MOS トラ

ンジスタを並列接続した。ESD イベント時の Nch MOS の放電経路は、通常、ド

レインからソース方向は寄生 NPN トランジスタのブレークダウンを使い、逆方

向は、ドレインと P 型基板（あるいは P 型ウェル）で形成されるダイオードを

使って形成するが、Mout1 は、ソースが P 型ウェルと別電位であるためこのダイ

オードの経路が使用できない。そのため、逆方向も寄生 NPN を使用した。逆方

向の寄生 NPN を有効に働かせるために、ソース側にもバラスト抵抗領域（ゲー

トポリシリコンからソースコンタクト窓までの距離と広げ抵抗成分を持たせる）

を設けた構造にしている。 

 

図 3-10 出力バッファ (a)レイアウト, (b)等価回路図（寄生素子を含む） 
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 出力電圧のフォトダイオード電位（VPD）依存性のシミュレーション結果を図 

3-10 に示した。Mout1 および Mout2 はアクティブ部のチャネル長および幅は変化し

ていないので、出力バッファの特性は変化しないが、ここでは、ここまでに説明

した画素、カラムの回路特性も含めた形で比較している。大幅な出力リニアリテ

ィの向上が見られる。 

  

 

図 3-11 従来(a)と新規(b)のフォトダイオード電位に対する出力シミュレーション結果 

Pixel_out(赤)、Column_out（緑）、Chip_out（青）、（破線は対応するバイアス電流） 
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3.2.3 固定パターンノイズ評価方法 

 FPN 評価は、図 3-12 に示すような評価系によって行った。光源に輝度箱（京

立電機株式会社、LB-8110）を用いた。この評価では光源とセンサの距離が近か

ったため、センサからの反射光の影響がありセンサ表面内で照度の分布（ムラ）

が見られた。このため固定パターンノイズの評価では、隣接差分をとることで照

度ムラの影響を排除した。センサは外部からのクロックによりフレームレート

を制御し、30 fps の動画撮影により画素値情報を得た。 

 照度－出力特性評価では、センサ中心付近から 30 画素を抽出し、平均値を取

得した。 

 固定パターンノイズの評価は、飽和画素値の 50 ％になる照度で評価を行った。

画素値は暗時をゼロとした任意の値である。暗時のデータは、暗時ランダムテン

ポラリーノイズを低減するために各画素 100 フレームの平均値を用いてゼロ点

を決定した。明時（飽和 50%照度）についても 100 フレームの平均値を取り、ラ

ンダムテンポラリーノイズの影響を排除した。固定パターンノイズの計算方法

については次節に詳しく提示する。 

  

 

図 3-12 固定パターンノイズ評価装置の構成 
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3.2.4 固定パターンノイズ評価結果 

 まず、照度に対する出力特性の評価結果を示す。図 3-13 には、従来のセンサ

と新規センサの特性を示した。シミュレーション結果で予想されたように、出力

のリニアリティが大幅に改善していることが分かる。特に、暗い部分での感度が

向上している。出力リニアリティの向上はデジタル ELISA の観察においては、

漏れ出た励起光の強度が変化しても広い領域で差分が安定して得られることを

意味しており、微弱な蛍光を検知するために有利である。 

 固定パターンノイズは、写真画像を見ることで直感的な理解をすることがで

きる。そこで、従来および今回の CMOS イメージセンサにバリフォーカルレン

ズを取り付け簡易のデジタルカメラを作製し撮影した画像の比較を実施した。

取得画像を図 3-14 に示した。違いを分かりやすくするために比較的暗い条件で

の撮影で、どちらも同じ条件下での撮影結果である。従来センサは低照度時の感

度が低いため暗い画素になっている。また、縦スジが入っているように見えるが、

これがカラム固定パターンノイズ（カラム FPN）である。これまでの説明で示し

たようにカラムアンプ部のトランジスタ特性のバラツキによって発生するもの

である。画像より設計改善により固定パターンノイズが大幅に改善しているこ

とは明らかであるが、ここから定量的に比較を行っていく。 

 

 前節に示した評価方法で測定したデータを、El Gamal らの方法を参考に計算

する。[53] 

 

 
図 3-13 照度に対する出力画素値の比較 

従来品（青）、新規開発品（赤） 
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 ここで、 簡略化のため２つの仮定をおく。 

 ①カラム FPN とピクセル FPN のバラツキは独立、 

 ②隣接ピクセルの影響が無い（独立なバラツキ）。 

 各画素出力でランダムに発生するテンポラリーノイズの除去のために前節で

示したように、画素値データは 100 フレームの平均値を使用する。 

 図 3-15 のような仮想の画素数のセンサを評価する際、センサ表面を理想的に

 

図 3-14 取得画像比較（同一条件化で撮影）(a) 従来品、(b) 新規開発品 

 

 

 

(a) (b)

 

図 3-15 固定パターンノイズ（FPN）計算説明用の仮想画素数イメージセンサ 
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均一照射できた場合は、比較的簡単に FPN のバラツキ（分散や標準偏差）を求

めることができる。 

 まず、各画素の画素値から全画素の画素値の平均値を引いて各画素値のバラ

ツキ成分のみを抽出しておく。（i 行 j 列の値を 𝐹𝑖𝑗 とする） 

１列（カラム）内では画素毎のバラツキがランダムに発生していると考えられる

ので、同一カラム内の多数の画素値の平均は、カラムアンプ起因の変位を抽出し

たものになると考えられる。 

𝑌𝑗̅ =
1

𝑁
∑𝐹𝑖𝑗

𝑁

𝑖=1

 (3-1) 

 次に、カラム毎に計算したカラムアンプ起因の FPN 成分を引くとカラム FPN

成分が除去されて画素毎のバラツキを抽出したことになり画素 FPN が計算でき

る。 

𝑋𝑖,𝑗̅̅ ̅̅ = 𝐹𝑖,𝑗 − 𝑌𝑗̅ (3-2) 

 これらの値を使って、カラム FPN の標準偏差 𝜎𝑌̅̅ ̅ や分散 𝜎𝑌̅̅ ̅
2 および画素 FPN

の標準偏差 𝜎𝑋̅̅ ̅ や分散 𝜎𝑋̅̅ ̅
2 を求めることができる。 

𝜎𝑌̅̅ ̅
2 =

1

𝑀 − 1
∑𝑌𝑗̅

2
𝑀

𝑗=1

 (3-3) 

𝜎𝑋̅̅ ̅
2 =

1

𝑀(𝑁 − 1)
∑∑𝑋𝑖,𝑗̅̅ ̅̅ 2

𝑀

𝑗=1

𝑁

𝑖=1

 (3-4) 

 今回センサ表面で光の照射強度が、なだらかな傾斜をもっていた。照射バラツ

キが本来の FPN に付加されてしまうので、これを除去するために隣接画素間の

差分を利用した。照射強度は隣接画素間ではほぼ一定と考えられるので、照度ム

ラをキャンセルすることができる。この作業では、まず、カラム FPN の要素を

消してしまわないように隣接カラムにある隣接画素の差分をとって照度バラツ

キをキャンセルした。但し、この処理を行うと同等のバラツキをもつ 2 つの独

立な数値の差分になるのでそのバラツキの分散は本来の FPN のバラツキの 2 倍

になっている。標準偏差については、差分の標準偏差の平方根をとることで、単

独画素に対応した標準偏差に変換することができる。このような手法で、カラム

FPN と画素 FPN のバラツキを評価した。これらの結果を図 3-16 にカラースケ

ールを使って図示した。この図では、平均値が黄色、高画素値が赤、低画素値が

青に近くなるよう設定している。（a)は、カラム FPN 成分と画素 FPN 成分を区

別無く表示したもので、（b)は抽出したカラム FPN 成分を引くことで、画素 FPN

成分だけになっている。  
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 また、図 3-17 には、カラム FPN 成分の新旧比較を行っている。 

 表 3-3 にまとめたように、特にカラム FPN 成分のバラツキの改善が大きいこ

とがわかる（約 1/16）。なお、この表では、測定した照度（飽和画素値の約 1/2 の

 

図 3-16 固定パターンノイズ（FPN）比較（カラースケール像） 

(a) トータル FPN（Column + Pixel）比較、(b) Pixel FPN 比較 

 

Present Previous Present Previous

(a) (b)

 

図 3-17 カラム FPN 成分比較、従来品（青）、新規開発品（赤） 
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画素値になる照度）での全画素平均画素値に対する相対標準偏差を示している。

これは、カラムアンプ部の Nch MOS トランジスタ MBN および CMOS スイッチ

部の MSW-P、NSW-Nの大幅なサイズアップが効いていると考えられる。 

 画素 FPN は約 1/5 に低減している。トランジスタサイズ変更から考えられる

以上に改善されており、製造プロセスバラツキの影響を受けにくいレイアウト

に改善した効果があったと考えられる。 

  

 

  

表 3-3 平均画素値に対する相対標準偏差 

 

0.13 %

0.57 %

2.1 %

2.5 %

新規センサ 従来センサ
カラムFPN 𝜎𝑌
画素FPN 𝜎𝑋
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3.3 4T-APS による高感度化 

 

3.3.1 設計概要 

 4T-APS CMOS イメージセンサは CMOS イメージセンサ専用の製造プロセス

を使用して作製した。具体的には、次に示す２種類の製造プロセスを使用して作

製した。 

 

 ①TSMC 社 0.18 µm CMOS イメージセンサ用プロセス 

 （ポリシリコン１層、メタル配線６層） 

 ・埋め込みフォトダイオード 

 ・素子分離構造：STI（Shallow Trench Isolation） 

 ・CMOS：1.8 V 系および 3.3 V 系（ゲート酸化膜厚はそれぞれ最適厚） 

  ゲートポリシリコン（N+ for NMOS, P+ for PMOS） 

  → 表面チャネル型 CMOS 

 ・コバルトサリサイド（Co-salicide）による低寄生抵抗化 

  非サリサイド領域形成可能 

 ・MIM 容量搭載可能 

 

 ②大学連携プロジェクト(spro) 0.18 µm CMOS イメージセンサ用プロセス 

 （ポリシリコン２層、メタル配線５層） 

 ①プロセスと同様の特徴に加えて、 

 ・CMOS：低 Vth 素子やアナログ回路に適したポケット注入無し素子 

 ・深い N 型ウェル（DNW）層によりデジタル／アナログ分離が可能 

 ・作製に使用するシリコンウェーハは N 型基板上に 

  P 型エピタキシャル素を形成したもの。 

  

 

 TSMC プロセスで作製した 4T-APS CMOS イメージセンサのブロック図を図 

3-18 に示す。スキャナ部を 1.8 V 系 CMOS 回路で構成したため、画素内の 3.3 V

系 CMOS 回路を制御するためにシフトレジスタにより昇圧した信号を送る形に

なっている。spro プロセスでは、電源を 3.3 V の単一電源としたためスキャナ部

を 3.3 V 系 CMOS 回路で構成したためシフトレジスタは入っていない。 

 ブロック図中には、転送ゲート信号が記入されていないが、一行前のリセット

信号により転送ゲート（MTR）がオンしてフォトダイオードに蓄積した電子が FD
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に転送されるようにしている。一行目の画素については転送信号が入らないた

め、転送ゲートはグランド電位に落として動作しないように設定している。

256×256 の画素アレイの場合、実際動作するのは、255×256 の画素となる。なお、

画素サイズは、7.5 × 7.5 µm2 である。 

 基本端子は、電源（VDD）（TSMC プロセスは 1.8 V と 3.3 V の 2 電源、 spro 

プロセスの場合 3.3 V 単一電源）、グランド（GND）、クロック入力（CLK）、ア

ナログ出力（OUT）の 4 または 5 端子で構成されている。オプション端子とし

て、3 段のソースフォロワ回路のバイアス電圧や、パワーオンリセット信号を外

部から制御するための端子を備えている。 

  

 
図 3-18 4T-APS CMOS イメージセンサ ブロック図 
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 図 3-19 に画素から出力端子までの回路図を示す。3T-APS では、MSFがフォト

ダイオードのカソード電位を直接読み取っていたが、4T-APS では、MTR がオン

した時に電子を FD に転送して、MSF でその電位を読み取るようになっている。

この点以外は、前項で示した 3T-APS の回路と同様である。 

 

 

  

 

図 3-19 4 T-APS CMOS イメージセンサ回路図（画素→カラムアンプ→出力） 
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3.3.2 4T-APS 設計とレイアウト 

画素設計（TSMC プロセス） 

 0.35 µm CMOS プロセスで作製した 3T-APS に比べてデザインルールの小さい

0.18 µm になったことで画素中の MOS トランジスタのサイズが低減できるため

フォトダイオードの占有面積（フィルファクタ）を大きくすることができた。画

素中には、ロジックで使用されるものより若干しきい値電圧（Vth）の低いタイ

プのトランジスタを使用した。このため、チャネル長はデザインルール上の最小

寸法が 0.6 µm となっており、自動的に最小加工可能寸法より大きくなる。この

ことは、トランジスタのバラツキを抑え、固定パターンノイズ（FPN）を低減す

ることに繋がる。高感度化が主目的であるので FD サイズは小さいほうが望まし

いが、サイズバラツキが寄生容量のバラツキに反映され FPN となるので、最小

サイズは避けた。画素中の主要な素子の設計パラメータを以下にまとめた。 

 画素サイズ：7.5 × 7.5 = 56.25 µm2 

 フォトダイオードサイズ： 5.32 × 5.24 + α（突き出し部）= 28.0748 µm2 

  (フィルファクタ： 49.91 %) 

 FD サイズ：0.48 × 1.06 = 0.509 µm2 
 MSFサイズ： L/W = 0.7 × 0.8 = 0.56 µm2 

 MSF は、STI 応力の影響を受けにくい場所に配置した[59]。画素レイアウトを

図 3-20 に示す。 

 

  

 

図 3-20 4T-APS (TSMC) 画素レイアウト 
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画素設計（spro プロセス） 

 TSMC プロセスで設計したものと基本コンセプトは同じであるが、デザイン

ルールの差異があるため、形状が変わっている。図 3-21 に画素レイアウト図

と対応する断面模式図を示した。主要設計パラメータを以下に示す。 

 画素サイズ：7.5 × 7.5 = 56.25 µm2 

 フォトダイオードサイズ： 5.32 × 5.24 - α（凹部）= 27.8286 µm2 

  (フィルファクタ： 49.47 %) 

 FD サイズ：0.48 × 1.0 = 0.48 µm2 
 MSFサイズ： L/W = 0.6 × 0.8 = 0.48 µm2 

 

  

 

図 3-21 4T-APS(spro) 画素レイアウト(下段)および断面図(上段) 
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カラムアンプ部設計（TSMC プロセス） 

 本プロセスでは、0.35 µm CMOS プロセスで作製した 3T-APS と同じ回路を形

成した時に、ソースフォロワ回路のゲインが低下することが回路シミュレーシ

ョン結果で見受けられた。ソースフォロワ回路のゲインが低下する原因はバッ

クバイアス効果によるしきい値電圧（Vth）の変動である。図 3-22 に AMS 社

0.35 µm プロセスとの Vth のバックバイアス依存性を比較したグラフを示した。

特に Pch MOS トランジスタの Vth 変動量が大きくなっていることが分かる。 

 カラムアンプ部には２段目のソースフォロワを形成する Pch MOS トランジス

タ MSF-P があり、このバックバイアスがソース電位ではなく VDD電位になってい

ることが問題である。ソース電位に変更するためには、MSF-P と MBP の基板（ボ

 

図 3-23 各ノードの出力波形比較 

（Pch MOSFET 定電流源の基板(Nwell)電位：①VDD、②Source） 

 

←pixel_out①②

column_out①→

←column_out②
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chip_out①→

参考： 0.35μmプロセスの特性

プロセス chip_out傾き 比 備考
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TSMC 0.18μm 0.444 1.000 PMOS Vbg=Vdd

TSMC 0.18μm 0.602 1.355 PMOS Vbg=Vsource

 

図 3-22 Nch MOS トランジスタ しきい値電圧のバックバイアス依存性比較 

TSMC 0.18µm プロセス(左)、AMS 0.35µm プロセス(右) 
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ディ）である N 型ウェル層（NW）を互いに分離する必要がある。0.18 µm プロ

セスでは、ウェル層の最小デザインルールも縮小されているため画素ピッチ（7.5 

µm）内でこのレイアウトを達成することが可能であるので採用した。MBP の基

板電位を VDD からソース電位に変更した際のカラムアンプ出力のゲイン比較を

図 3-23 に示した。 

 この回路で使用するためのソース電位 VS＝基板電位 VB とした Pch MOS トラ

ンジスタ MBP のレイアウトを図 3-24 に示す。動作時に P 型基板（P-sub）－NW

間での充放電も必要となるため、NW コンタクトと P 型基板コンタクトを並走

させることで寄生抵抗値を下げる対応を行った。 

 

カラムアンプ部設計（spro プロセス） 

 spro プロセスにおけるカラムアンプについては、TSMC プロセスの場合と同

様に MSF-P のバックバイアスがソース電位と等しくなるよう設計し、ゲイン向上

を図っている。 

 

  

 
図 3-24 VB=VS Pch MOS レイアウト 
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3.3.3 出力バッファおよび静電放電（ESD）保護回路 

ESD 保護ネットワーク（TSMC プロセス） 

 今回使用した TSMC 0.18µm CMOS イメージセンサ用プロセスは、3.3V およ

び 1.8V 用回路が構成でき、それぞれに対応した ESD 保護素子が用意されてい

る。3.3V 回路は、3.3V の ggNMOS (grounded gate Nch MOSFET)および ggPMOS 

(grounded gate Pch MOSFET)、1.8V 回路は、1.8V のの ggNMOS および ggPMOS

で保護するのが基本である。また、ゲート入力パッドでは、CDM（Charged Device 

Model)のような低抵抗で印加されるサージにも耐性を持たせるため、２段の

ESD 保護形態を採ることが推奨されている。 

 ミックストシグナル集積回路では、ノイズ低減のためアナログとデジタルで

電源、GND を分割する場合がある。CMOS イメージセンサチップも、アナデジ

混載であるため同様に電源、GND の分割を行う場合がある。今回は、GND を共

通にし、3.3 V 電源をデジタル（D）とアナログ（A）で別端子から供給する形を

とったので図 3-25 のような ESD 保護ネットワークを構築した。 

  

 

図 3-25. ESD 保護ネットワーク（TSMC プロセス用） 
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出力バッファ（TSMC プロセス） 

 出力バッファは、3T-APS CMOS イメージセンサと同様に出力バッファとし

ての機能と ESD 保護素子としての機能を合わせ持った素子としている。素子の

レイアウトを図 3-26 に示した。 

 

※非サリサイド化しているところを図中では「RPO（非サリサイド化用マスク

名）」で示している。 

 

出力バッファ（spro プロセス） 

 出力バッファは Nch MOS トランジスタによるソースフォロワで構成される

が、これについてもカラムアンプ部の Pch MOS トランジスタの場合と同様、バ

ックバイアス効果を排除できればゲインを向上することができる。spro プロセ

スは Nch MOS トランジスタブロックを CMOS イメージセンサチップ全域の下

地として存在する P 型エピタキシャル層（GND 電位）から分離することができ

る深い N 型ウェル層（DNW）を有しているので、Nch MOS トランジスタ MOUT1

のバックバイアスをソース電位にすることが可能である。 

 この部分は、次章で説明する 4T-APS 積層フォトダイオード CMOS イメージ

センサと共通であるので、詳細説明は、そちらで行う。 

 

  

 

図 3-26. 出力バッファ用 Nch MOSFET 

 

3.3V

Out

GND

GND

RPO

L=0.7µm

W=60µm(Active)

+ 300µm(Off)

High/Lowとも同じ
ActiveOff Off 

(gate電位は10kΩの抵抗を介してGNDへ接続）

RPO抜き幅： 1.95µm 

(ドレイン側、ソース側とも同じレイアウト）
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3.3.4 感度評価方法および結果 

 感度評価は中心波長 525 nm の LED（Stanley Electric Co., Ltd., UG5305S）を光

源として実施した。使用した LED の発光スペクトルを図 3-27 に示す（Otsuka 

Electronics Co., Ltd., Multi Channel Photo Detector MCPD-3700 で測定）。この波長

は、デジタル ELISA において蛍光物質として使用される代表的な化合物である

フルオレセインの蛍光スペクトルに近いので選定したものである。 

 LED 光を CMOS イメージセンサ全面に均一に照射するために図 3 28 のよう

な LED 光源付きミニ暗室ボックスで直径 2 cm の拡散板を介して照射している。

装置は、２色の LED（各 3 個）を備えているが、ここでの評価では 525 nm LED

 

図 3-27 使用した 525 nm LED の発光スペクトル 
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図 3-28 LED 光源付ミニ暗室ボックス 模式図 
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のみを点灯させて使用している。拡散板（Ground glass diffuser）と評価対象とな

る CMOS イメージセンサの距離は 16 cm としている（F = 16 / 2 = 8）。ミニ暗室

ボックスは黒色のアクリル板を加工して作製しているが、かなり反射するので、

ボックス内壁は、黒色の導電性スポンジで内張りしている。 

 LED を発光させた状態でミニ暗室ボックスを白色机上で持ち上げた様子を図 

3-29 に示した。ミニ暗室ボックスの開口部は一辺 5.7 cm の正方形である。評価

する際には、CMOS イメージセンサは開口部の中心にセットする。 

 

光源の光強度測定 

 光強度測定は、上記のミニ暗室ボックスの中央部にパワーメータ（Thorlabs Inc, 

PM100USB, 受光部は直径 9.5 mm の円形）を実際の評価時に CMOS イメージセ

ンサが配置される場所に置き測定した。パワーメータの受光部には、ほぼ空間的

に均一に照射されているので、測定された光強度と受光部面積から光強度に換

算することができる。LED 電流値と測定された光強度には再現性のよい相関が

あるので、CMOS イメージセンサ評価時は LED 電流値から光強度を換算するこ

とができる。 

 

  

 

図 3-29 LED 光源付きミニ暗室ボックス 

(a) 持ち上げて白色机に照射した様子、(b) 装置全景 

 

(a) (b)
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感度評価結果 

 ２つの製造プロセスによって作製した 4T-APS CMOS イメージセンサの感度

測定を行った。同時に、前項で説明した 3T-APS CMOS イメージセンサも測定し

比較した。それらの結果を図 3-30 に示す。撮像はフレームレート 20 fps の動画

撮影モードで行った結果であり、横軸は、単位面積（m2）当たりの光強度（W/m2）

としている。また、縦軸は、アナログ出力を AD 変換した画素値を実際の電圧変

化量に換算して表示している。 

 小型デジタル ELISA 装置における蛍光検出の場合は、蛍光フォトンが何個フ

ォトダイオードに入射されるのかを把握しておくとシステム設計時に便利であ

る。入射光波長を 525 nm の単波長であるという近似を行うと撮像時間（フレー

ムレート）とフォトダイオードの面積から１つのフォトダイオードに入射する

フォトンの数を算出することができる。１個のフォトンのエネルギーE は、 

𝐸 =
ℎ𝑐

λ
 (3-5) 

で表される。ここで h はプランク定数、c は光速、λは光の波長である。 

 
図 3-30 光強度と出力電圧の関係 

(赤実線)3T-APS、(緑破線)4T-APS(TSMC)、(青一点鎖線)4T-APS(spro) 
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 波長 525 nm の場合、１個のフォトンエネルギーは 3.78 × 10-19 [J]となる。この

値を用いて、光強度を１フレーム当たりにフォトダイオードの面積に入射され

るフォトン数に換算できる。図 3-31 には、横軸をフォトン数に換えたグラフを

示した。また、表 3-4 には、これらのグラフ作成の元データを示した。 

 

   

 

図 3-31 入射フォトン数と出力電圧の関係 

(赤実線)3T-APS、(緑破線)4T-APS(TSMC)、(青一点鎖線)4T-APS(spro) 
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表 3-4 光強度と出力電圧の関係一覧表 

 

3T-APS 4T-APS (TSMC) 4T-APS (spro)

PD面積 (μm2) 24.56 28.0748 27.8286

光強度
(W/m2)

フォトン数
(*)

出力電圧
(mV)

フォトン数
(*)

出力電圧
(mV)

フォトン数
(*)

出力電圧
(mV)

0.000.E+00 0 0.0 0 0.0 0 0.0

6.667.E-05 224 1.6 246 41.3 243 9.2

3.748.E-04 1257 8.1 1381 76.9 1369 50.9

1.512.E-03 5069 31.9 5570 138.8 5521 199.5

4.580.E-03 15354 97.0 16872 286.2 16724 596.6

1.036.E-02 34725 218.4 38157 549.5 37823 1271.1

1.864.E-02 62483 388.7 68659 899.8 68057 1275.8

2.855.E-02 95735 587.8 105198 1057.8

3.969.E-02 133055 785.9

5.145.E-02 172504 885.0

6.360.E-02 213229 909.9

(*) １フレーム当たり１つのフォトダイオードに入射するフォトン数
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 光強度が 1.5 mW/m2 程度ところでのフォトン数に対する出力画素値の変化量

からこれらのセンサのフォトン－出力変換ゲインを算出すると、3T-APS(AMS), 

4T-APS(TSMC)および 4T-APS(spro)でそれぞれ 6.3、17 および 36 [µV/photon525]と

なった。 

 

3.3.5 テンポラリーノイズと検出限界 

 静止した被写体のムービー画像からノイズ性能を見積もることができる。 

 

図 3-32 テンポラリーノイズの比較 
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 図 3-32 に、固定した被写体（パンダ）の連続 250 フレームの画像（20 fps）か

ら得られた平均値画像と画素毎の時間変動バラツキ（テンポラリーノイズ）の標

準偏差を画像化したものを示した。標準偏差画像は、標準偏差の大きい画素を明

るく、小さい画素を暗く表示するように設定している。最下段のグラフは、各画

素の平均値と標準偏差をプロットしたもので、256×256 画素分すべてがプロット

されている。 

 4T-APS(spro)は、画素値が高いほどノイズレベルが上昇している。これは、光

ショットノイズによるものと考えられる。光ショットノイズは、入射フォトン数

のゆらぎでありポアソン分布で仮定されるので、画素値の平方根に比例して大

きくなる。暗時のバラツキは、暗電流ショットノイズや読み取り回路から発せら

れるバラツキであると考えられる。 

 4T-APS(TSMC)の場合、画素値に依らずバラツキが大きくなっている。これは、

回路設計に起因するものである。リセット電位と２段目ソースフォロワ回路の

Pch MOS トランジスタ MBP へ供給する電位を同電位に設定しラインを共用した

ことで、リセット信号がノイズ源になっていることが大きな原因であると考え

ている。 

 テンポラリーノイズレベルとフォトン－出力変換ゲインが算出されたので、

検出限界を見積もることができる。波長 525 nm の蛍光の変化が何個のフォトン

が入射されたときに検出可能かを、変化量がノイズの標準偏差（σ）を超えたら

検出可能として計算した。Dark（画素値 0）の場合と、飽和画素値の 50％の明る

さの場合での最小検出可能フォトン数を表 3-5 にまとめた。 

 4T-APS(spro)の蛍光検出能力が一番高いことがわかる。これは 3T-APS に比べ

てノイズは高くなっているが、それ以上に感度が上がっているためである。 

 4T-APS(spro)での飽和画素値の 50％光強度の場合、140 個のフォトン入射がな

いと検出できないということになるが、これは、単独フレームの情報で検出使用

とした場合のフォトン数である。テンポラリーノイズは平均値一定のままラン

ダムに発生するノイズと考えられるため、複数フレームを積算することで検出

限界を改善することが可能である。N フレーム積算するとノイズは√𝑁分の１に

表 3-5 フォトン－出力変換ゲインと蛍光検出限界 

 

3T-APS (AMS) 4T-APS (TSMC) 4T-APS (spro)

フォトン－出力変換ゲイン(μV/photon525) 6.3 17 35.7

飽和画素値(mV) 800 800 1200

時間ノイズ標準偏差σ@dark (mV) 0.7 7.2 1.7

検出可能最小フォトン数@dark 110 420 48

時間ノイズ標準偏差σ@50% (mV) 1.9 7.3 5.0

検出可能最小フォトン数@50% 300 430 140

※ @50%：飽和画素値の50％の光強度の場合

※検出可能最小フォトン数= σ/gain
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減ると考えられ、例えば 100 フレーム積算によってノイズレベルは 10 分の 1 に

なると考えられる。すなわち、4T-APS(spro)50％光強度で、100 フレーム積算す

ると 14 個のフォトン検出が可能になると考えられる（検出限界を 3σ/gain とし

た場合、42 個となる）。 

 

3.4 考察とまとめ 

 小型デジタル ELISA システムにおける蛍光検出器である CMOS イメージセン

サの性能の最適化を２つの観点から行った。ひとつは固定パターンノイズ低減、

もうひとつは 4T-APS 構成を採用することによる高感度化である。 

 

 デジタル ELISA における蛍光観察では、ほぼ定常状態を観察するので、高感

度化のために複数の画像を積算することにより低ノイズ化することができる。

これにより時間変動ノイズ（テンポラリーノイズ）の低減は可能である。しかし

ながら、この手法では、CMOS イメージセンサ各画素のトランジスタの製造出

来ばえバラツキによる空間的に固定化されたノイズ（固定パターンノイズ、FPN）

は残ってしまう。したがって、低 FPN の CMOS イメージセンサが有効である。

また、一般的に CMOS イメージセンサでは、相関二重サンプリング（CDS）回

路による FPN 除去が行われているが、この方法ではトランジスタのしきい値バ

ラツキは除去できるが、ゲインのバラツキは除去できない。微小な変化量を画素

間で比較する場合にはゲイン FPN も除去しておかなければならない。 

 今回、トランジスタの製造バラツキを低減させるために使用するトランジス

タのサイズとレイアウトを最適化した。一般に MOS トランジスタのバラツキの

標準偏差は、トランジスタサイズに相関があり、チャネル長 L とチャネル幅 W

に対して、1/√𝐿 ∙ 𝑊に比例することが知られているが、実際には、孤立したパタ

ーンなどでは、この関係以上にバラツキが大きくなる。回路特性は維持または向

上しながら配置上可能なところは極力大きなトランジスタを使用し、ポリシリ

コンダミーパターンを随所に挿入することで製造バラツキの低減を試みた。そ

の結果、トランジスタサイズ変更だけで見積もられる以上の改善ができた。従来

のセンサと比較して、カラム FPN は、約 1/16 に、画素 FPN は、約 1/5 に低減し

た。 

 この CMOS イメージセンサにより、FOP 搭載型小型デジタル ELISA 装置にお

ける画像処理の品位を向上することができた。また、この CMOS イメージセン

サは、自由行動マウスでの埋植コンタクトイメージングにおいて従来センサで

は不可能であった血流イメージングにも成功している[14]。 
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 4T-APS による高感度化では、画素内でフォトダイオードから低容量のフロー

ティングデフュージョン（FD）にフォトキャリア（電子）を転送する構成を作

製した。設計に当たっては、特に高感度化のために FD 面積を極力小さくするこ

とを試みた。これにより、従来の 3T-APS 構成の CMOS イメージセンサと比較

して、5 倍以上の感度向上を達成した。感度向上の最大の要因はもちろん FD の

追加であるが、これ以外にも、同時に画素情報を出力に伝達するためのソースフ

ォロワ回路にも改良を加えた。製造プロセスの特徴を活かし、MOS トランジス

タのバックバイアス効果によるしきい値変動を抑えることのできる構成とする

ことで、各段の伝達ゲインおよびそのリニアリティを向上させている。 

 4T-APS 化においては、フォトキャリア転送のためにスイッチ（MOS トランジ

スタ）がひとつ増えるため、テンポラリーノイズは、わずかに悪化しているもの

の、感度向上の効果が、それ以上に大きく、微小蛍光フォトンの検出能力を２倍

以上向上することができた。 
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第 4 章 蛍光検出のための積層フォトダイオ

ード CMOS イメージセンサ 

4.1 はじめに 

 デジタル ELISA の蛍光反応においては、酵素を含むフェムトリッターサイズ

の反応チャンバー（fL-チャンバー）では、蛍光物質がほぼ等速で生成され続け

るので、蛍光強度は経時的に増加する。従って長時間蛍光反応を続ければ検出は

容易になってくる。しかしながら、実際の臨床現場では極力、短時間で検出する

こが望ましい。光退色に細心の注意が必要であるが、励起光強度を増加させるこ

とは、短い時間の検出を達成するのに有効である。しかし、高強度の励起光は、

フィルタで減衰しきれずに、CMOS イメージセンサに到達してしまうという問

題がある。この様な場合、漏れた励起光を感知しながら、その中の小さな蛍光シ

グナルを拾う必要がある。 

 CMOS イメージセンサ自体が、色を認識できれば、デジタル ELISA の持つ高

感度の性能を維持しつつ、高特異度（誤検出が少ない）を達成することが可能に

なる。個々の fL-チャンバーの占有面積は CMOS イメージセンサの画素面積と

同程度であるため、画素毎に一色フィルタが割り当てられるオンチップカラー

フィルタは、この用途には適していない（例えば、一般的なデジタルカメラ用

CMOS イメージセンサ等に用いられる図 4-1 のようなバイヤーフィルタ（Bayer 

filter））[60], [61] 。 

  

 

図 4-1 バイヤーフィルタのイメージ図 
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 オンチップカラーフィルタを用いずに光の波長を見分ける手法として、シリ

コン中への光の侵入長の波長依存性を利用したものがある。図 4-2 は、シリコ

ンの光学特性（光の吸収係数と侵入長の波長依存性）を示したものである[62]。

長波長ほどシリコン中へ深く侵入していくことが分かる。図中には、デジタル

ELISA で用いられる代表的な蛍光物質であるフルオレセインの蛍光観察で使わ

れる励起光波長（470 nm）と発せられる蛍光中心波長（525 nm）を記している。

470 nm の光の侵入長は約 0.6 µm、525 nm の光の侵入長は約 1.2 µm である。 

 

 
図 4-2 シリコンの光特性（光の吸収係数と侵入長の波長依存性） 
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図 4-3 フォトゲート電位による変調を利用した蛍光観察用センサ[63] 
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 空乏層の深さを変化させることができれば、光キャリア発生深さに対して感

度を変化させることができる。空乏層の深さを制御するためにフォトゲート構

造を使用したフィルタレス蛍光観察のためのセンサも開発されている[63]–[66]

（図 4-3 に、発表されたデバイスの構造図を示す）。しかしならが、このフィル

タレス蛍光センサは、専用の製造プロセスが必要となる。 

 また Merrill は、フォトダイオードを積層してそれぞれのダイオードの出力を

比較することでフルカラー映像の撮れる図 4-4 のようなイメージセンサを開発

している[67]。これは、いわゆる FOVEON センサ[68]–[70]と呼ばれるもので、現

在はさらに進化した形になりデジタルカメラに採用され市販されている[71]。 

 

 本章では、これに近い構造であるが、シリコンファンダリで利用できる一般的

な CMOS プロセス技術を用いて、蛍光検出に適した積層フォトダイオード構造

の CMOS イメージセンサを作製することができたので報告する。 

  

 
図 4-4 トリプルウェルを使ったフルカラーセンサ（FOVEON センサの原型）[67] 
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4.2 3T-APS 積層フォトダイオード CMOS イメージセンサ 

 はじめに作製したものは、前章で報告した 3T-APS CMOS イメージセンサと同

様の画素回路構成を持つもので、0.18 µm ミックストシグナル用 CMOS プロセ

ス技術を使用したものである。ミックストシグナル用とは、アナログ回路とデジ

タル回路が同一チップに混載されている IC に適しているということである。プ

ロセスの特徴は、深い N 型ウェル拡散層（DNW）を備えていることで、DNW で

デジタル回路部を囲い込むことで電気的に分離することが可能となっている。

これにより、デジタル部から発生するノイズをアナログ回路ブロックから分離

することができる。 

 この DNW でフォトダイオードを構成することにより、フォトダイオードの

積層化が実現できた。なお、ここで使用したプロセスは Taiwan Semiconductor 

Manufacturing (TSMC) 社の 0.18 µm ミックストシグナル用 CMOS プロセスであ

る。 

4.2.1 設計概要 

 図 4-5 に作製した 3T-APS 積層フォトダイオード CMOS イメージセンサのブ

ロック図を示す。基本的な構成は前章で示した 3T-APS CMOS イメージセンサと

 

図 4-5 3T-APS 積層フォトダイオード CMOS イメージセンサ ブロック図 
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同様であるが、画素から出力にいたるアナログ回路部は 3.3 V で動作するのに対

し、x-スキャナおよび y-スキャナを 1.8 V - CMOS 回路により構成しているため、

レベルシフト回路により 3.3 V に昇圧した信号を画素に送る構成になっている。

図中には記入していないが、オプション端子として、外部から３段のソースフォ

ロワのそれぞれのバイアス電圧を可変できる端子と外部パワーオンリセット端

子も備えている。１画素に対して、２系統のリセット信号およびセレクト信号が

割り当てられており、積層した２つのフォトダイオード（シリコン表面側のフォ

トダイオードを PD1、深いところに配置したフォトダイオードを PD2 とする）

を個々に制御している。出力は、１端子（Out）からのアナログ出力になってい

るので、前章で紹介したような通常の CMOS イメージセンサと同様に AD 変換

して画像にすると図 4-6 のような画像になる。このため、PD1 と PD2 のそれぞ

れ個別情報を取り出すためには、図 4-6 中の①と④の画素情報をそれぞれ選択

取得することになる。 

 

  

 

図 4-6 通常処理を行った場合の積層フォトダイオード CMOS イメージセンサ画像 
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4.2.2 3T-APS 積層フォトダイオード画素レイアウト 

 積層フォトダイオードは、シリコンファンダリ（TSMC）から支給される標準

デバイスではないので、プロセス中に存在する拡散層を選択して作製する必要

がある。図 4-7 に画素レイアウトと断面図を示した。画素内でフォトダイオー

ド２個を深さ方向に積層した構造（浅い側 PD1 と深い側 PD2）を作っている。

断面図において、N+は、Nch MOS トランジスタのソース／ドレインに使用され

る拡散層である。PW は、Nch MOS トランジスタのウェル（バックゲート）とし

て使用されている拡散層である。また、DNW は、先に説明したデジタル回路ブ

ロックを電気的に分離するために使用される深い N 型ウェル層である。PW は

シリコン基板（P-sub）と接しており、グランド電位に固定される。このためア

ノードは PD1、PD2 どちらも共通の端子で接続している。N+は、PD1 のカソー

ドとして使用されている。PD2 のカソードは DNW で形成されているが、直接シ

リコン表面から電極を取ることできないので、NW 層を介して電極を取り出し

ている。なお、NW と PW は、濃度が低くオーミックコンタクトが取れないの

で、それぞれ N+と P+拡散層で補強している。 

 
図 4-7 3T-APS CMOS イメージセンサ画素レイアウトおよび断面図 
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 画素の回路図を図 4-8 に示す。PD1 と PD2 は、それぞれリセットスイッチ

（MRST1 と MRST2）を備えており、カソード電位読み取りのためのトランジスタ

もそれぞれが備えている（MSF1 と MSF2）。 

 

 作製したチップの表面写真を図 4-9 に示した。また、諸元を表 4-1 にまとめ

た。 

 

 

 

 

 

 

  

 

図 4-8 3T-APS 積層フォトダイオード CMOS イメージセンサ画素回路図 
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図 4-9 チップ写真 
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表 4-1 作製した CMOS イメージセンサ諸元 

 

Process technology
0.18 µm  1-poly 6-metal

CMOS for mixed signal

Supply voltage (V) 3.3  (analog) / 1.8 (digital)

Chip size (mm2) 2.2 x 2.5

Pixel type 3-transistor active pixel sensor

Pixel size (µm2) 15 x 15

Array size 128 x 64

Photodiode type
Stacked  2 photodiodes

N+/PW (Top) and PW/DNW (bottom)

Fill factor 31.8%, 2 layers



第 4 章 蛍光検出のための積層フォトダイオード CMOS イメージセンサ 

 

 

62 

4.2.3 3T-APS 積層フォトダイオードセンサによる画像取得 

 作製した CMOS イメージセンサはレンズをつける事で、簡単なデジタルカメ

ラを作ることができる。今回はバリフォーカルレンズ（ズーム、フォーカス、絞

りが可変）を使って撮影を行った。撮影は、通常の天井蛍光灯照明下で、図 4-10

のような構成で撮影を行っている。 

 

 PD1 および PD2 のそれぞれの出力値で構成した画像を図 4-11 に示した。(a)

は PD1 の画像、(b)は PD2 の画像である。これらの画像で見られるように赤色系

 

図 4-10 撮影のセットアップ 

(a)センサ上にバリフォーカルレンズを配置、(b)全体の模式図 
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図 4-11 3T-APS CMOS イメージセンサによる取得画像 

(a)PD1 画像、(b)PD2 画像 
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（長波長）の所が、シリコン中の深い位置に形成されている PD2 の画像におい

て明るくなっていることが分かる（画像中で赤色のテープ「RED」と赤色 LED

の部分が明るくなっている）。逆に青色のテープは PD1 画像においては、明るく

写っているに対して、PD2 画像では、暗く写っているのが分かる。PD1 と PD2

の画像にこのような差異があることは、この CMOS イメージセンサが色（波長）

を感知する能力があることを示している。特に PD1 の画像でノイズが目立つが、

これは、いくつかの画素の PD1 のアノード－カソード間がショートしているた

めである。これは、PD1 中の比較的大面積の N+層（カソード）中に発生した結

晶欠陥が原因であると考えられる。 

 次項では、このセンサが励起光と蛍光を判別できるかどうかを検証する。 
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4.2.4 LED 光源による蛍光観察模擬評価 

 ２種の LED（Light Emitting Diode）光源を用いた蛍光観察の模擬評価を行った。

使用した LED の中心波長は、それぞれ 470（Stanley Electric Co., Ltd., UB3803X）

および 525 nm（Stanley Electric Co., Ltd., UG5305S）である。２種の LED（各３

個）と CMOS イメージセンサは、図 4-12 のようなミニ暗室ボックスにセットし

て評価した。（図 4-12 には、2 種類の LED の発光スペクトルと蛍光物質フルオ

レセイン（FITC）の励起／蛍光スペクトル[72]を示した。代表的な励起／蛍光フ

ィルタ波長も示しているが、励起光フィルタについては、吸収効率は低下するが

短波長側にシフトさせることが可能である。）拡散板を LED と CMOS イメージ

センサの間に配置することにより、CMOS イメージセンサ全面に照射される光

強度の均一性を増している。この状態で、種々の LED 強度下で PD1 と PD2 の

出力画素値を測定した。 

 475および 525 nmの LED光に対する感度曲線を図 4-13(a)および(b)に示した。

出力画素値は 470 nm に対しては PD1 のものが PD2 のものに比べて高く、逆に

525 nm に対しては低くなっていることが分かる。どちらの LED 波長において

も、低光強度時の感度が高光強度時に比べて高くなっている。低光強度時には、

 

図 4-12 ２波長の LED による評価装置概要 

(a) LED 光源付きミニ暗室ボックス, (b) LED 発光スペクトル 

(c)フルオレセイン（FITC）の励起／蛍光スペクトル 

（ハッチ部は蛍光顕微鏡で使用される代表的な励起／蛍光フィルタ） 

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

400 450 500 550 600 650

N
o

rm
al

iz
ed

 in
te

n
si

ty

Wavelength (nm)

525nm

(Green)

LED

470nm

(Blue)

LED

Ground glass diffuser

CMOS image sensor

0

20

40

60

80

100

400 450 500 550 600 650

R
el

at
iv

e 
In

te
n

si
ty

 [
%

]

Wavelength [nm]

N
o

rm
al

iz
ed

in
te

n
si

ty

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0

(a)

(b)

(c)



第 4 章 蛍光検出のための積層フォトダイオード CMOS イメージセンサ 

 

 

65 

カソード電位がリセット電位に近く、高電位になっているためアノード－カソ

ード接合にかかる逆バイアスが大きくなっている。このような状態では、PD1 と

PD2のそれぞれの接合の空乏層が広がってお互いに繋がっていると考えられる。

空乏層幅が大きく広がるため、寄生容量が減少し、感度が上がっていると考えら

れる。PD1 と PD2 の出力画素値の比は、高光強度時にほぼ一定となっている。

これは、PD1 と PD2 の空乏層が離れてしまった後は、光キャリアは PW 層の最

大不純物濃度の位置で PD1 と PD2 に分配されるようになっているからだと考え

られる。 

 図 4-14 は、470 および 525 nm の LED をそれぞれ単独で照射した場合と同時

 

図 4-13 PD1 および PD2 の感度曲線. 光源(a)470 nm LED (b)525 nm LED 
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図 4-14 PD1 と PD2 の出力画素値の相関 

（青）470nm LED のみ、（緑）525 nm LED のみ（赤）両 LED 混色 
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照射した場合の、PD1 と PD2 の出力画素値の相関をとったものである。図 4-14

中の一番下の曲線（青）は、470 nm LED 単独照射の場合の相関曲線であり、一

番上の曲線（緑）は、525 nm LED 単独照射の場合の相関曲線である。これらの

曲線は図 4-13(a)、(b)と同じデータをプロットしたものである。図 4-14 中の真

ん中の曲線（赤）は、470 nm LED の光強度を固定した状態で、525 nm LED の光

強度を徐々に上げていった場合の相関曲線である。ここでは、PD1 出力画素値が

50 および 100 になる 470 nm LED 光強度に固定したものを示している。グラフ

の曲線中には、どのデータポイントが同じ 525 nm LED 光強度のものであるかを

明確にするため、白抜きシンボルを入れている。 

 図 4-14 の相関曲線より励起光中の蛍光を判別する能力について議論できる。

ある点における相関曲線の傾きは、これらの曲線を 6 次の多項式で近似して微

分することで算出することができる。例えば、図 4-14 において、PD1 画素値が

100 の位置の曲線の傾きは 2.38（青曲線）、0.78（赤曲線）となる。470 nm LED

光強度固定で、525 nm LED 光強度を上げていったとき、PD2 画素値の赤曲線の

青曲線からの差異は、PD1 画素値の約 1.6 倍の変化が見られということになる。

近似誤差やテンポラリーノイズへの注意は必要であるが、PD1 が光強度変化を

感知できる状況であれば、励起光中の蛍光を検知することが可能であると言え

る。デジタル ELISA においては、蛍光反応初期では、どの反応チャンバーも蛍

光が無い状態なので、初期状態で PD1 と PD2 の画素値の初期値を取っておけば、

この初期相関曲線からの差異の有無によって出力画素値の変化が励起光の強度

変化によるものか、蛍光強度の変化によるものなのかを判別することができる。 

 積層フォトダイオード構造により、検出した光が励起光によるものか蛍光に

よるものかを判別する能力を持つことができることを示すことができたが、こ

こで作製したものは、特に光強度が高い部分の感度が低いため励起光除去が十

分にできた場合でしか使えない。また、PD1 画素値と PD2 画素値の比が光強度

によって変化するためリファレンス曲線の近似誤差が大きくなる懸念がある。

次項では、これらを改善した 4T-APS 構成の積層フォトダイオード CMOS イメ

ージセンサを紹介する。 
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4.3 4T-APS 積層フォトダイオード CMOS イメージセンサ 

4.3.1 設計概要 

 4T-APS 積層フォトダイオード CMOS イメージセンサは、東北大学を中心とし

た大学連携 CMOS イメージセンサ作製プロジェクト（以降 spro とする）で使用

できる CMOS イメージセンサ用 0.18 µm CMOS プロセスで作製した（前章の 4T-

APS CMOS イメージセンサで使用したものと同じプロセス）。このプロセスの特

徴は、フォトダイオードの暗電流を抑制できる埋め込みフォトダイオードを標

準デバイスとして備えており、3T-APS 積層フォトダイオードで使用したミック

ストシグナル用プロセスと同様、深い N 型ウェル層（DNW）を備えていること

である。また MOS トランジスタに使用される LDD 構造用の比較的濃度の低い

拡散層を単独でフォトマスクに反映できるので、拡散層の選択自由度が高いの

も特徴である。 

 CMOS 部は、1.8 V 系と 3.3 V 系が使用可能であるが、今回は、すべて 3.3 V 系

を使用して、x-および y-スキャナ部などデジタル回路を作成した。 

 以下に、出力バッファ回路のゲイン向上や静電放電（ESD）保護回路について

新規設計を行っているので概要を説明する。 

 画素設計については、レイアウトと断面構造について示す。 
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4.3.2 出力バッファ 

 今回、DNW 層を活かして、アナログ出力端子部の Nch MOS トランジスタで

構成されるソースフォロワ回路（出力バッファ）のゲインを向上したので詳細内

容を報告する。（前章の 4T-APS CMOS イメージセンサでも同じものを使用） 

 

回路とレイアウト 

 図 4-15 に回路図を示す。基本構造は、ここまでに紹介した CMOS イメージセ

ンサと同様、静電放電（ESD）保護機能を備えている。パターンレイアウトは通

常の ESD 保護素子(ggNMOS)と同様で、ドレインコンタクト窓とゲートポリシ

リコンの距離を 2 µm 離して電流均一化のためのバラスト抵抗を形成している。

 

図 4-15 出力バッファの回路図 

 

 

 

図 4-16 出力バッファのレイアウト図 
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アクティブな Nch MOS トランジスタ (W/L=40.5/0.8)とオフ Nch MOS トランジ

スタ (W/L=283.5/0.8) を並列接続することでサージ電流経路を十分な大きさに

している。 

 従来からの大きな変更点は、電源側の Nch MOS トランジスタを well in well 型

のものに変更したことである。DNW（深い N 型ウェル層）により P 型ウェルを

共通の GND 電位となる P-epi 層から分離することによってソース電位をウェル

電位と同電位に固定することが可能となる。バックバイアス効果によるしきい

値電圧変動を無くすことによりソースフォロワのゲインとそのリニアリティの

向上ができた。 

 図 4-16 にはパターンレイアウトを示した。回路動作時は 200 µA 程度の電流

しか流さないが、サージ保護時に大電流が流れる経路となるので、引き出し（図 

4-15 中の chip_out, gnd, vdd）配線幅を広く取る必要がある。この対応のため第３

層目の配線（MET3）で引き出しやすい構造としている。 

 

Nch MOS トランジスタのバックバイアス効果 

 ここで、回路シミュレーションによる Nch MOS トランジスタのバックバイア

ス効果の影響を確認しておく。図 4-17 は、Nch MOS トランジスタ(L=0.6 および

1.0 µm)のしきい値電圧の基板（P 型ウェル）バイアス依存性を示している。横軸

は[Vsource－Vbody]としている（Vbody＝GND）。しきい値電圧の変化はソースフォ

ロワのゲインの低下をもたらす。 

 

図 4-17 Nch MOSFET バックバイアス効果 
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基板分離 (well in well) のゲイン向上効果 

 出力バッファ中の Nch MOS トランジスタで構成したソースフォロワのゲインの変化

を比較した。（理想的なソースフォロワでは、ゲインは１となる） 

 図 4-18 には、Column_out の電圧を横軸にバイアス電流、chip_out 電圧、ゲイ

ン（chip_out の傾き）をプロットしている。DNW によるバックバイアス効果の

低減により、ゲインが約 10％向上しており、広範囲の入力電圧において、ほぼ

一定となっておりリニアリティも向上していることが分かる。 

 図 4-19 は、W/L=50 に固定した状態で、チャネル長 L を変化させてゲイン変

化のようすを比較したものである。チャネル長が短いとチャネル長変調効果に

よって、GND 側 Nch MOS トランジスタ（バイアス電流源）のドレイン電流のド

レイン電圧依存性が大きく（アーリー電圧が低い）ゲインが低下していることが

分かる。今回は、L = 0.8 µm を採用した。 

  

 

図 4-18 Deep-NW（DNW）の効果（ゲインとそのリニアリティの向上） 
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図 4-19 出力バッファ ゲインのチャネル長依存性 
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4.3.3 静電放電（ESD）保護回路 

ESD 保護ネットワーク 

 主要な４端子について ESD 保護素子の配置について説明する（図 4-20）。 

① 電源－GND 間に ggNMOS（gate grounded Nch MOSFET） 

② clk 端子（ゲート入力）には、ローサイドに ggNMOS、ハイサイドに ggPMOS

を挿入する。ggNMOS と ggPMOS は、サージ電流印加時の電流の流れを素

子内で均一化するためドレイン拡散層を非サリサイド化してバラスト抵抗

を持つ形にしているため、サージに対しての反応速度が遅くゲート保護が不

完全になる可能性があるので 2nd ESD 保護として電流制限抵抗＋サリサイ

ド化（回路内で通常使用されるものと同じ）された小さい ggNMOS と

ggPMOS を挿入。 

③ Out 端子は、専用の出力バッファ用素子（前述）により ESD 保護を行うた

め追加の保護素子は不要 

④ オプション端子については、Clk 端子と同様の保護素子を配置 

 

 図 4-20 に太線で示したラインはサージ電流経路になるので幅広配線（10 µm

以上を推奨）にする必要がある。 

  

 

図 4-20 ESD 保護ネットワーク 
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ggNMOS および ggPMOS の構造 

 ggNMOS のレイアウトを図 4-21 に示す。図 4-22 は、一部を拡大したもので、

ドレイン側の非サリサイド化の設定を示している。ゲート端からドレインコン

タクト窓の間に2.0 µmの非サリサイド領域を設けている。ggPMOSについても、

同様の構造であるが、ggNMOS に比べると ESD 耐性が弱いのでチャネル幅が大

きくなっている。設計寸法は以下の通り。 

 ggNMOS: L=0.44 µm, W=324 µm(20.25 µm × 16 本) 

 ggPMOS: L=0.44 µm, W=672 µm(48.0 µm × 14 本) 

 

 

  

 

図 4-21 ggNMOS レイアウト図 

 

 

 

図 4-22 ggNMOS レイアウト図（一部拡大、配線無し） 

水色斜線ハッチ部（SL 層）が非サリサイド化指定領域 
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4.3.4 4T-APS 積層フォトダイオード画素パターンレイアウト 

 spro プロセスにおいても、積層フォトダイオードは標準的に用意されている

素子ではないので、必要な拡散層を組み合わせて作成しなければならない。3T-

APS 積層フォトダイオードでは、高濃度の N+層をカソードに使ったために欠陥

画素の比率が多くなっていたので、今回は、標準デバイスである埋め込みフォト

ダイオードや Nch MOS トランジスタの LDD（lightly doped drain）で使用される

低濃度 N 型層を使って構成した。 

 フォトダイオードからフローティングディフュージョン（FD）に光キャリア

（電子）を転送する構造を作成するにあたって、表面側のフォトダイオード（PD1）

 

図 4-23 4T-APS 積層フォトダイオード画素レイアウトと断面図 
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については、標準の埋め込みフォトダイオードと同様の形状を使用した。但し、

縦方向の濃度プロファイルが変動しているので、完全空乏化しにくくなってお

り、フォトキャリア（電子）を転送しやすい理想的な構造にはならないと考えら

れる。深い側のフォトダイオード（PD2）については、カソードは深い N 型ウェ

ル（DNW）層で作られるため、一旦、Pch MOS トランジスタで使用される N 型

ウェル（NW）層を使って表面まで引き上げた後、転送ゲートを通して FD に転

送される形を採った。PD2 についても完全空乏化は困難な構造になっている。さ

らに、転送ゲートまで引き上げる部分は N 型不純物濃度が高くなっており、ポ

テンシャルの低い部分（電位ポケット）が出来ると考えられる[73]。レイアウト

図と断面図を図 4-23 に示す。断面図は A-A’に沿った断面は、PD2 から転送ゲー

トの様子が分かるもの、B-B’に沿った断面図は、PD1 から転送ゲートの様子が分

かるものになっている。 

 図中に拡散層の名前を記入している。TR は、素子分離用の酸化膜、LNI は、

3.3 V 低 Vth Nch MOS トランジスタ用の P 型ウェル層、LN2 は 3.3 V Nch MOS

（ポケット注入無）の LDD 用 N 型層である。 

 １画素は、一辺 15 µm の正方形となっている。その他の主要サイズは、 

 フォトダイオード面積：71.9718 µm2 (フィルファクタ：31.99 %) 

 FD1 および FD2 面積：どちらも 1.00 × 0.48 = 0.48 µm2 

 MSF1 および MSF2 ゲート面積：どちらも 0.6 × 0.8 = 0.48 µm2 

 
図 4-24 4T-APS 積層フォトダイオード画素 等価回路図 
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 図 4-24 には、画素の等価回路図を示した。3T-APS 積層フォトダイオードの

際と大きくは変わらないが、PD1 と PD2 にはそれぞれに対応した転送ゲート

（MTR1 および MTR2）が配置されている。なお、画素アレイ化した際の転送ゲー

トの制御は、前章の 4T-APS CMOS イメージセンサと同様、１行前のリセット信

号を使用して行う形にした。 

 転送ゲートと FD による感度向上の効果を明確にするために、リファレンスと

して、フォトダイオードや他の MOS トランジスタの配置はそのままで、転送ゲ

ートを省き、フォトダイオード（PD1 と PD2）のカソード電位を直接読み取る形

に変更した 3T-APS 積層フォトダイオードセンサも作成した。図 4-25 に、その

画素のレイアウトと断面図を示す。転送ゲートのあった場所を高濃度 N 型拡散

層に置き換えた形にして、フォトダイオードのカソード電位を直接読み取る構

 

図 4-25 3T-APS 積層フォトダイオード(spro)画素レイアウトと断面図 
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造になっている。 

4.3.5 4T-APS 積層フォトダイオードセンサによる画像取得 

 前項の 3T-APS 積層フォトフォトダイオードセンサの場合と同様に簡単なデ

ジタルムービーカメラを組んで画像取得を試みた（10 fps の動画撮影）。 

 TSMC社のプロセスで作製した 3T-APS積層フォトダイオードセンサ（3T-APS-

SPD(TSMC)）と比較してコントラストの高い画像が得られている。3T-APS-

SPD(TSMC)は、低光強度時の感度が高く、高光強度時の感度が低いという特性

であったため、この 4T-APS-SPD(spro)は感度のリニアリティが向上していると

考えられる。図 4-26 に得られた画像を示した。表面側の PD1 画像には、ザラツ

キが見られる。シリコンの結晶の乱れが画像に反映されていると考えられる。

3T-APS-SPD(TSMC)では、PD2 画像にも影響がみられザラツキのある画像になっ

 

図 4-26 4T-APS 積層フォトダイオードセンサ(spro)取得画像 

(a) PD1 画像、(b) PD2 画像 

 

Upper photodiodes

 

 

20 40 60 80 100 120

20

40

60

80

100

120

0

500

1000

1500

2000

2500

3000

3500

4000

4500
Bottom photodiodes

 

 

20 40 60 80 100 120

20

40

60

80

100

120

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

8000

(a) (b)

 

図 4-27 比較用 3T-APS 積層フォトダイオードセンサ(spro)取得画像 

(a) PD1 画像、(b) PD2 画像（感度が低くレンズの絞り全開で撮影） 
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ていたが、今回のものは PD2 画像にほとんどザラツキが見られない。これは PD1

のカソードの N 型不純物濃度を低く抑えた効果と考えられる。 

 同時に比較用に 3T-APS 構造で作製したセンサ（3T-APS-SPD(spro)）も撮影し

たが、こちらもコントラストの高い画像が得られた（図 4-27）。この事は、PD1

のカソード層濃度を低濃度化したことや製造プロセスが変わったことで P 型ウ

ェル層の濃度が上がったことにより、低光強度時でも PD1 と PD2 の空乏層が結

合することなく中性領域が残っていることを示唆するものである。 

 但し、3T-APS-SPD(spro)の場合は、感度が低く、4T-APS-SPD (spro)と同一条件

での撮影で同等の明るさの画像を得るためには、バリフォーカルレンズの絞り

を全開して光強度を増す必要があった。すなわち、4T-APS 化の効果により、か

なり高感度になっていることが分かる。詳細な感度比較は次節の LED 光源によ

る評価で明らかにする。 

 動画撮影をした場合に、4T-APS-SPD (spro)では、残像（Image lag）が現われた

（図 4-28、特に PD2 画像において残像が酷く現れている）。3T-APS-SPD (spro)

では、このような残像は見られないので、光キャリア（電子）の FD への転送に

関わって発生する現象であるといえる。前述のように、フォトダイオードが転送

時に完全空乏化しない構造であること、ポケット電位を持つこと、さらに高感度

化のためにフォトダイオードのサイズに対して FD の引き出し口が小さくなっ

ていることが原因と考えられる。残像は一般のデジタルカメラやムービーにお

いては、決して良いことでは無いが、デジタル ELISA への適用では良い面が見

られる（詳細は後述）。 

  

 

図 4-28 4T-APS 積層フォトダイオードセンサ(spro)取得画像（残像） 
パンダの前に指を差し入れた直後の画像（パンダが透けて見える） 

(a) PD1 画像、(b) PD2 画像 

(a) (b)
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4.3.6 LED 光源による評価結果 

 3T-APS 積層フォトダイオード CMOS イメージセンサの場合と同様、中心波長

470 および 525 nm の 2 色の LED を励起光および蛍光に見立てた評価を行い、波

長を識別する能力が確認できた。それぞれの LED 光強度に対する PD1 と PD2

の画素値の変化の様子を図 4-29 に示す。なお、画素値は AD 変換された任意の

値[DN]を測定に先立って確認した[DN]と電圧値の相関（本実験時は、1V を 7007

分割に設定）から、電圧値（単位：mV）に変換して表示している。 

 それぞれの LED を中心波長で単一波長であるという近似を行うと、光強度、

 

図 4-29 4T-APS(spro) LED 照射光強度と出力画素値の関係 

（青線）PD1（赤線）PD2 

光源 (a) 470 nm LED、(b) 525 nm LED 
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図 4-30 4T-APS 積層フォトダイオードセンサ(spro) PD1 と PD2 の画素値相関 

（青実線）470 nm LED 照射時の相関、（緑破線）525 nm LED 照射時の相関 
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フォトダイオードの面積および撮像時間（フレームレート）から１フレーム当た

りにフォトダイオードに入射するフォトン数を算出することができる。この算

出されたフォトン数と画素値（mV）の変化量からフォトン－出力変換ゲイン（フ

ォトン１個に対する画素値の変化量）を計算することができる。図 4-29 のグラ

フ中に計算したフォトン－出力変換ゲインの値を併記している。感度が高く、特

に蛍光に相当する 525 nm LED 光に対しては、PD2 の場合、約 40 個のフォトン

入射で 1 mV の出力変化が得られるという結果になっている。 

 次に、それぞれの LED 光に対応した PD1 と PD2 の画素値の相関を確認する。

図 4-30 にその様子を示した。TSMC プロセスで作製した 3T-APS 積層フォトダ

イオードセンサと違いほぼ一定の比率になっていることが分かる。したがって、

デジタル ELISA での蛍光観察における初期リファレンス曲線（励起光のみ）の

近似式導出の際の誤差は小さくなると考えられる。 

 この PD1 と PD2 の画素値の比が光強度によって変化しないということは、3T-

APS-SPD(TSMC)で見られたように PD1 と PD2 の空乏層が結合していないので、

全光強度域において、光キャリア（電子）の PD1 と PD2 への分配が同じ位置（共

通アノードである P 型ウェル層の濃度極大部）でなされていることを示唆して

いると考えられる。 

 4T-APS 化ではフローティングディフュージョン（FD）への光キャリア（電子）

の転送による高感度化が主な狙いであった。ここで、対応する 3T-ASP-SPD (spro)

も同様の測定を行っているので比較していく。図 4-31 には、それぞれの LED 光

強度に対する PD1 と PD2 の画素値の変化の様子を示した（4T-APS-SPD (spro)の

 

図 4-31 比較用 3T-APS(spro) LED 照射光強度と出力画素値の関係 

（青線）PD1（赤線）PD2 

光源 (a) 470 nm LED、(b) 525 nm LED 
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グラフとは横軸の桁が変わっていることに注意）。 

 図 4-31 のグラフ中には、センサ毎、フォトダイオード毎のフォトン－出力変

換ゲインを記入している。4T-APS-SPD (spro)と比べると１／１０以下の感度に

なっている。4T-APS-SPD (spro)の際と同様、PD1 と PD2 の画素値の相関を図 4-32

に示した。 

 表 4-2 にフォトン－出力変換ゲインの比較をまとめた。表中には画素値の比

を「ゲイン比」として併記しており、PD1 では、１０倍強、PD2 では、２０倍近

く感度が向上している。 

 

 

  

表 4-2 積層フォトダイオード(spro)フォトン－出力変換ゲインまとめ 

 

フォトダイオード
Gain 

(μV/photon)

470 nm LED

ゲイン比
4T/3T

Gain 

(μV/photon)

525 nm LED

ゲイン比
4T/3T

4T-APS PD1 10
12.7

5.7
11.0

3T-APS PD1 0.79 0.52

4T-APS PD2 12
20.7

25
17.9

3T-APS PD2 0.58 1.4

 
図 4-32 比較用 3T-APS 積層フォトダイオードセンサ(spro) PD1 と PD2 の画素値相関 

（青実線）470 nm LED 照射時の相関、（緑破線）525 nm LED 照射時の相関 
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4.3.7 テンポラリーノイズと検出限界 

 積層フォトダイオード CMOS イメージセンサにおいても、通常の CMOS イメ

ージセンサと同様、画素値とテンポラリーノイズの相関を取ることができる。

4T-APS-SPD (TSMC)においては、読み取り回路起因のノイズが前章で示した通

常の 4T-APS(TSMC)と同様に大きいため、提示しない。 

 図 4-33 に、10 fps で撮影した 4T-APS-SPD(spro)の PD1 および PD2 の 100 フ

レーム平均画素値画像、標準偏差画像および平均画素値と標準偏差の相関グラ

フを示す。標準偏差は画素毎のテンポラリーノイズのレベルを示すものである。

光ショットノイズが支配的要因である場合、標準偏差画像は平均値画像と同様

の明暗を示すはずであるが、そのようになっていない。感度が低くなると光ショ

ットノイズのバラツキが出力電圧に反映されにくくなるので、見かけ上標準偏

差が小さくなるが、今回の場合は、特に PD2 のフォトン－電圧変換ゲインは 25 

µV/photon525 と高く、高光強度での低感度化も見られていないので、本来ならば

光ショットノイズの影響が大きくなるはずである。光ショットノイズの影響が

小さくなっている原因としては、「残像」が考えられる。今回、4T-APS 化に当た

って、転送ゲートを設け、フォトダイオードから FD に転送する形にしたが、前

述のようにフォトダイオードから FD への完全転送が困難な状況になっている

 

図 4-33 4T-APS-SPD(spro) PD1 と PD2 のテンポラリーノイズ 
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ため、光強度変化があった場合に出力画素値が安定するまでに数 10 フレーム程

度必要になっている。このため光ショットノイズは転送段階で平準化されてい

るものと考えられる。デジタル ELISA における蛍光検出の際には、蛍光検出限

界を向上するために画像積算を行うが、光ショットノイズの影響をセンサ自体

が除去しているため、積算では、それ以外のノイズだけの低減を行うことになる。

したがって蛍光検出限界の改善が期待できる。 

 比較のため転送ゲートのない 3T-APS-SPD(spro)で同様の評価をした結果を図 

4-34 に示す。感度が低いので光ショットノイズの影響が低く見えるものの、標

準偏差画像は元画像の明暗を保っており、グラフからも高画素値ほどノイズレ

ベルが悪化していることが分かる。同じ積層フォトダイオード構造でも転送ゲ

ートがない 3T-APS 構成でこのような状況になることは、4T-APS-SPD(spro)にお

いて光ショットノイズが低下しているのは「残像」による平準化の効果があると

いうことの裏づけになっている。 

 残像による平準化について詳細に検証してみる。図 4-35 は、525 nm LED を

光源として光強度を変化させた時の 4T-APS-SPD(spro)出力画素値の変化の様子

を見たものである。光強度はステップ状に上げて一定に設定しているが、出力画

素値は、ゆっくり上昇して数１０フレーム後に飽和している。ここで単純なモデ

 

図 4-34 比較用 3T-APS-SPD(spro) PD1 と PD2 のテンポラリーノイズ 
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ルで出力画素値の変化をシミュレーションしてみる。入力値として発生フォト

キャリア数を Ngen、フォトダイオードとフローティングディフュージョンに滞留

するフォトキャリア数を Nstr、転送効率 ηtx で転送されて出力に寄与するフォト

キャリア数を Ntr とするとｎフレーム目の出力フォトキャリア数 Ntr,n は、 

𝑁𝑡𝑟,𝑛 = 𝜂𝑡𝑥(𝑁𝑔𝑒𝑛 + 𝑁𝑠𝑡𝑟,𝑛−1) (4-1) 

と表すことができる。ここで、転送フォトキャリア数は転送時に滞留しているフ

ォトキャリア数に比例するとしている。 

 図 4-35 中の破線（PD1）および点線（PD2）は、式(4-1)を用いて ηtx = 0.05 と

して出力レベルの立ち上がりをシミュレーションした曲線であり、PD1 および

PD2 の実測した上昇曲線に近い形になっている。すなわち、4T-APS-SPD(spro)は、

PD1、PD2 ともに転送効率は５％程度であると考えられる。 

 

 図 4-36 は、式(4-1)で定常状態の出力ノイズをシミュレーションしたものであ

る。ここでは、入力波形は、平均値に対して標準偏差がその平均値の平方根とな

る正規分布する乱数を発生させたものである。転送効率 ηtx は 5％で一定とした

計算であるが、光ショットノイズ平準化の様子が見てとれる。この計算の場合、

出力バラツキの標準偏差は入力のものに比べて約 1/6 に低減している。 

  

 
図 4-35 光強度アップ後の画素値上昇の様子 

破線(PD1)および点線(PD2)は転送効率を 5%とした場合のシミュレーション曲線 
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 フォトン－出力電圧変換ゲインとノイズ特性が明らかになったので、蛍光検

出限界を見積もっておく、通常の CMOS イメージセンサ評価の際と同様、ノイ

ズのバラツキ標準偏差（σ）以上の出力変化量を示すために必要な蛍光フォトン

数として算出する。結果を表 4-3 にまとめた。3T-APS-SPD(spro)は、ノイズレベ

ルは低いがフォトン－出力変換ゲインが低いため検出限界は悪くなっている。

それに対し、4T-APS-SPD(spro)は、暗時の検出限界は通常の CMOS イメージセ

ンサの 4T-APS(spro)と同等であるが、飽和画素値の 50％光強度時の検出限界も

暗時と同等でフレーム積算無しで、60 個の蛍光フォトンの変化が検知できるの

が特徴的である。さらに、100 フレーム積算によるノイズ除去を行った場合、6

個の蛍光フォトンの変化が検出できると考えられる。 

 

 この時に、積層フォトダイオードの波長識別機能がどのように機能するかを

考えてみる（表 4-2 のフォトン－出力変換ゲインの値を用いる）。6 個の蛍光フ

表 4-3 フォトン－出力変換ゲインと蛍光検出限界（積層フォトダイオードセンサ） 

 

4T-SPD-PD1 (spro) 4T-SPD-PD2 (spro) 3T-SPD-PD1 (spro) 3T-SPD-PD2 (spro)

フォトン－出力変換ゲイン(μV/photon525) 5.7 25 0.52 1.4

飽和画素値(mV) 600 1000 1400 1700

時間ノイズ標準偏差σ@dark (mV) 1.4 1.5 1.2 0.9

検出可能最小フォトン数@dark 250 60 2300 640

時間ノイズ標準偏差σ@50% (mV) 1.6 1.5 1.8 1.8

検出可能最小フォトン数@50% 280 60 3500 1300

※ @50%：飽和画素値の50％の光強度の場合

※ 検出可能最小フォトン数 = σ/gain

 

図 4-36 光ショットノイズ平準化（転送効率 5%）シミュレーション 
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ォトンが積層フォトダイオードに入射した場合、PD2 の出力変化⊿VPD1 は 6×

25=150（µV）である。同時に PD1 は 6×12=72（µV）変化しているはずでる。

これに対して、⊿VPD1 が励起光の変化に過ぎなかった場合は、⊿VPD1 の変化相

当の励起光フォトン数は 150／5.7=26（個）となり、26 個の励起光フォトンでは、

PD1 の出力は、26×10=260（µV）となる。PD1 出力変化量の差分は 260-72=188

（µV）である。一方、PD1 のノイズの標準偏差は、100 回積算では、160（µV）

程度と考えられるので、違いを感知できる。すなわち積層フォトダイオードセン

サの効果により、蛍光の誤検出リスクを低減できるといえる（検出限界を 3σと

した場合、PD1 出力変化量の差分はこの 3 倍となり、さらに安全な判定が行え

る）。 

 

4.4 考察とまとめ 

 CMOS イメージセンサにオンチップカラーフィルタを使用しないで、光の波

長を識別することのできる機能を付加した。ここでは、シリコン中への光の侵入

長が入射光の波長依存性を持つことを利用した。イメージセンサを構成する画

素内でフォトダイオード２個（浅い側 PD1 と深い側 PD2）を深さ方向に積層し、

それぞれの出力画素値を比較することで、励起光と蛍光を見分ける能力が備わ

った。これにより、デジタル ELISA の蛍光検出時の誤検出を抑制することがで

きる。 

 レンズレス小型デジタル ELISA においては、漏れ出た励起光の中から、微弱

な蛍光を識別しなければならない状況が考えられるので、この識別能力を励起

光と蛍光を模擬した LED を光源として評価した。その結果、入射光波長によっ

て、PD1 と PD2 の出力画素値の比が大きく変化することが確認できた。 

 デジタル ELISA において、この特性を利用して蛍光と励起光を区別するため

には、蛍光反応初期（すべてのチャンバーが蛍光していない）状態で励起光強度

を変化させて PD1 と PD2 の画素値の関係を画素毎に取得し、それぞれ近似曲線

で表現しておけば、その近似曲線からズレがある場合に蛍光が発生していると

判断できる。この方法では、励起光強度が不安定な状況下でも正しい判定が可能

となる。 

 実際の試作・評価にあたっては、まず 3T-APS 構成の積層フォトダイオード

CMOS イメージセンサを作製した。波長識別能力があることを確認することが

できたが、感度およびそのリニアリティが低いことや、PD1 と PD2 の画素値の

比が入射光強度によって変化するという課題があった。 

 これらの課題を解決するために、積層フォトダイオードを形成するための不

純物拡散プロファイルを変更し、さらに 4T-APS 構成を採用した。その結果、特
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に高画素値における感度が大幅に向上した。また、PD1 と PD2 の画素値の比も

安定したことから、励起光／蛍光判別時の誤差の低減も見込める。 

 4T-APS 積層フォトダイオード CMOS イメージセンサにおいては、フォトダイ

オードが完全空乏化しないこと、転送ゲート近傍に電位ポケットができること、

さらにフローティングデフュージョン（FD）に対してフォトダイオードサイズ

が大きいことが影響して、フォトダイオードから FD へのフォトキャリア（電子）

の転送が困難となり、「残像」が現われる。「残像」は静止画像を撮る形になるデ

ジタル ELISA での蛍光検出においては、光ショットノイズによる画素値の揺ら

ぎを平準化し、低減する効果があった。これにより、入射光強度が高いところで

の低ノイズ化が出来ている。すなわち、励起光の漏れ量が多くなった場合でも、

蛍光識別能力が低下しにくいといえる。テンポラリーノイズの評価結果から、

100 フレーム積算によるノイズ低減を行えば、積層フォトダイオード表面に 1 フ

レーム当たり 18 個（3σ）の蛍光フォトンが入射すれば検出可能であり、励起光

揺らぎを蛍光の発生と誤検出することもないということが見積もれた。 

 励起光の漏れ量が飽和画素値の 50％相当ある場合を考えると、今回作製した

4T-APS 積層フォトダイオード CMOS イメージセンサは、これまで使用されてき

た 3T-APS 構成の通常 CMOS イメージセンサと比較すると、検出感度が約５倍

向上した。 
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第 5 章 新規小型デジタル ELISA システムの

提案および検証 

5.1 はじめに 

 本章では、新たな小型デジタル ELISA システムの構成を提案し、その性能を

計算によって検証していく。 

 新規システムの計算に先立って、我々の最初のターゲット蛍光反応によって

生成される蛍光分子フルオレセインを取り上げ、その性質を確認しておく。デジ

タル ELISA に適用可能な蛍光物質はフルオレセインだけではないが、これを十

分検証することは、他の蛍光物質適用時の検証においても、役立つものと考えら

れる。 

 新規システムについては、基本形状を示した後、性能を計算する。また、CMOS

イメージセンサと組み合わせたときの性能の議論も行う。 

 最後に蛍光検出の際の注意点として、光退色の影響についても議論する。 

 

5.2 デジタル ELISA における蛍光反応 

 デジタル ELISA では、微小チャンバー内で蛍光反応が進み、時間とともに蛍

光強度が増大していく。吸収フィルタの設計にあたって、蛍光物質の性質や反応

速度から蛍光強度を明らかにしておく必要がある。 

 本項では、代表例として、蛍光基質（fluorescent substrate）の FDG（fluorescein 

 

図 5-1 フルオレセイン生成の反応式 

非蛍光 蛍光

+ 2

SbG
Streptavidin-b-galactosidase

FDG
Fluorescein di-b-D-galactopyranoside

Fluorescein D-galactopyranose
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di(β-D-galactopyranoside)）から酵素（enzyme）の β-ガラクトシダーゼ（β-

galactosidase）の働きで、蛍光物質であるフルオレセイン（fluorescein）を生成す

る、図 5-1 に示す反応を例に議論をすすめていく。 

 

5.3 フルオレセインの蛍光強度 

5.3.1 イオン化定数の pH 依存性 

 フルオレセインは、水溶液中で様々なイオン形態をとることが知られている。イオン

種によりモル吸光係数（molar extinction coefficient, molar absorption: ε）や蛍光の量子

収率（quantum yield: ΦF）が異なっているため蛍光観察にあたっては、どのような状態

で観察されるかを知っておくことが重要である。フルオレセインの場合、アルカリ性の

時に蛍光強度の強いジアニオン（dianion: F2-）が大部分となるため蛍光観察はアルカ

リ性状態で行うのが有利である。しかしながら、デジタル ELISAにおいては、反応条件

がそのまま観察条件となるため、どの程度不利な観察条件になっているかを確認して

おく必要がある。β-ガラクトシダーゼによる酵素反応は、pH=6.9～7.7 程度で酵素

活性が高いため[74]、ほぼ中性の条件で行われる。 

 イオン種のモル分率は pH依存性があり、イオン化定数（ionization constant: Ka）の値

からイオン種のモル分率の pH 依存性を計算することができる。フルオレセインのイオ

ン化定数は 1958 年に Zanker らによってフルオレセインのイオン種のモデルが提示さ

 

図 5-2 水溶液中でのフルオレセインのイオン種 
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れて以来[75]、いくつかのイオン化定数が提示されている。図 5-2 は、イオン形態とイ

オン化定数の説明である。この平衡状態において、３種の中性（neutral）種（lactone, 

quinoid, zwitterion）を１つのものとして扱い、モノアニオンについても水溶液中では

phenolateは殆ど存在せず、carboxylateだけが存在するとしている。 

 発表されたイオン化定数のいくつかを表 5-1 に示す。表 5-1 には、それぞれのイオ

ン化定数の値で計算したイオン種の pH=7.0におけるモル分率（molar fraction）を併記

した。pH=7.0 では、モノアニオン（monoanion: FH-）とジアニオンが主成分であり、励起

光の吸収係数が高く、蛍光の量子収率の高いジアニオンが 50～90％を占めている。 

 なお、モル分率は、Smith らの論文[76]で詳細に記述されている式で計算した。す

なわち、イオン化定数は次のように定義できる。 

𝐾𝑎1 =
[H+][H2F]

[H3F+]
 

  
(5-1) 

ここで、pKa= -log10Ka である。また、全イオン種の合計濃度を[FTotal]すると、 

[𝐹𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙] = [H3F
+] + [H2F] + [HF

−] + [F2−] (5-2) 

であるので、(5-1)および(5-2)式を変形することによって、各イオン種の濃度をイオン化

定数 Kaと[FTotal]および水素イオン濃度（pH= -log10[H
+]）で(5-3)～(5-6)式のように表

すことができる。 

 

  

 

表 5-1 イオン化定数の比較と対応するモル分率（計算値） 

著者 刊行年 イオン化定数  モル分率 ( % ) at 

pH=7.0 

pKa1 pKa2 pKa3 FH3
+ FH2 FH- F2- 

Zanker[75] 1958 1.95 5.05 7.00  0 0.6 49.7 49.7 

Sjöback[90] 1995 2.08 4.31 6.43  0 0.3 21.2 78.8 

Klonis[77] 1996 2.25 4.23 6.31  0 0 17.0 83.0 

Smith[76] 2002 2.22 4.34 6.68  0 0.1 32.3 67.6 

Gholivand[91] 2008 2.20 4.30 6.43  0 0 21.2 78.8 

Batistela[92] 2010 2.5 3.8 6.1  0 0 11.2 88.8 

 

𝐾𝑎2 =
[H+][HF−]

[H2F]
 𝐾𝑎3 =

[H+][F2−]

[HF−]
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(5-3) 

  

(5-4) 

  

(5-5) 

  

(5-6) 

 これらの計算式により、イオン種のモル分率の pH依存性を計算することができる。

式の形から、各イオン種のモル分率は[FTotal]の値には依存しないことが分かる。 

 図 5-3は、Klonis らが図 5-2の平衡モデルに対して導いた Kaの値を使って計算し

た例である[77]。 

 

  

[H3F
+] =

[𝐹𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙]

1 +
𝐾𝑎1
[H+]

+
𝐾𝑎1𝐾𝑎2
[H+]2

+
𝐾𝑎1𝐾𝑎2𝐾𝑎3
[H+]3

 

[H2F] =
[𝐹𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙]

[H+]
𝐾𝑎1

+ 1 +
𝐾𝑎2
[H+]

+
𝐾𝑎2𝐾𝑎3
[H+]2

 

[HF−] =
[𝐹𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙]

[H+]2

𝐾𝑎1𝐾𝑎2
+
[H+]
𝐾𝑎2

+ 1 +
𝐾𝑎3
[H+]

 

[F2−] =
[𝐹𝑇𝑜𝑡𝑎𝑙]

[H+]3

𝐾𝑎1𝐾𝑎2𝐾𝑎3
+
[H+]2

𝐾𝑎2𝐾𝑎3
+
[H+]
𝐾𝑎3

+ 1
 

 

図 5-3 フルオレセイン 各イオン種のモル分率の pH 依存性 
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5.3.2 フルオレセインのモル吸光係数と量子収率 

 図 5-4 に、フルオレセイン水溶液のモル吸光係数 ε の入射光波長依存性のグ

ラフを示す。イオン種のモル分率の計算と同様 Klonis らの提示したものである

[77]。黄色染料（VARIFAST YELLOW 3150）を使用した吸収フィルタの最大吸収

波長に近い 470 nm を励起光として選択すると、図 5-4 より、FH2-のモル吸光係

数は約 40000 であり FH-は 32000 M-1cm-1（＠λ=470 nm）である。蛍光の量子収

率（quantum yield: ΦF）についてもイオン種によって固有の値を持っており、ジ

アニオン（F2-）は 0.93、モノアニオン（FH-）は、0.36 程度とされている。前節

で計算したとおり、pH=7.0 の状態では F2-のモル分率は 83 ％、FH-は 17 ％であ

る。これらの値を使ってデジタル ELISA の蛍光強度を計算していく。なお、実際

の蛍光反応は酵素活性の至適に近い pH=7.5 程度で行われるので、若干厳しい評価

になっている。 

  

 

図 5-4 フルオレセイン 各イオン種のモル分率の pH 依存性 
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5.4 デジタル ELISA における励起光、蛍光強度の概算 

5.4.1 検出目標濃度 

 蛍光基質として FDG、酵素として SβG（streptavidin-β-galactosidase conjugate）

を使用したデジタル ELISA では、SβG を結合したビーズを含んだチャンバー内

では、酵素の働きによって加水分解が促進されフルオレセインがほぼ一定の速

度で生成される。酵素の反応速度 v はミカエリス・メンテン式（Michaelis-Menten 

equation） 

 
𝑣 =

𝑉𝑚𝑎𝑥[S]

𝐾𝑚 + [S]
 (5-7) 

で表すことができる。ここで Kmはミカエリス・メンテン定数、Vmax は蛍光基質

濃度[S]が無限大時の反応速度である。デジタル ELISA では、蛍光基質濃度

[FDG]=1 mM 程度とすれば µM オーダーのフルオレセインの生成を行うので、

[FDG]はほぼ変化しないとみなせるため、反応速度 v も、ほぼ一定であると考え

られる。蛍光基質として resorufin-β-D- galactopyranoside (RGP)を使用した例であ

るが、微小チャンバー内の１分子酵素反応においても、反応速度が６時間以上一

定であることが Rissin らにより確認されている[78]。また、１分子酵素反応にお

いて酵素がフリーであるかビーズ表面等に固定化されているかの違いは反応速

度に大きな影響を与えないことが English らによって示されている[79]。榊原、

野地らは、微小チャンバー内での FDG と SβG の反応において、反応速度（ター

ンオーバー数；turnover rate）を算出しており、14.7～23.8 s-1 としている[3]。すな

わち１分子の酵素が毎秒、約２０分子のフルオレセインを生成しているといえ

る。 

 榊原、野地らは、FDG 水溶液のドロップレットをオイル(Fluorinert FC-40, 3M 

Co., Ltd.)で分離した微小チャンバーでの反応を行っているが、生成したフルオレ

セインのオイルへの漏れ出しについても言及している[3]。1 µM のフルオレセイ

ン水溶液のドロップレットの蛍光強度の減少の様子から、蛍光強度 IEM は時定数

51 分で指数関数的に減少していることを見出している。すなわち、 

 𝐼𝐸𝑀 = 𝐼𝐸𝑀0exp⁡(−𝜆𝑡) (5-8) 

ここで、IEM0 は初期蛍光強度、時定数(1/λ)=51 分、および t は放置時間（分）で

ある。時定数については、測定時の励起光による退色の影響も含んでいるので実

際にはこれよりも大きな値であると考えられるとされている。なお、時定数 51

分は直径 8.5 µm のドロップレットで得られた値である。 

 デジタル ELISA における検出時間の目標を 30 分とすると、上記のターンオー

バー数と漏れ出し速度を使って検出すべきドロップレットの濃度を計算するこ
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とができる。微小チャンバーの体積を 50 fL（直径 5 µm, 深さ 3 µm）と仮定した

時のフルオレセイン濃度の時間依存性を図 5-5 に示す。なお、時定数はドロッ

プレットとオイルの接触面積に比例すると考え、ドロップレットの直径の違い

から、(1/λ)=51×(8.5/5)2=147 分とした。蛍光反応開始から 30 分程度で検出するた

めには、1 µM 程度のフルオレセイン濃度の検出が必要であることが示唆されて

いる。 

5.4.2 ランベルト－ベールの法則 

 ランベルト－ベールの法則（Beer-Lambert law）に従い、吸光度（absorbance: A）

は、次式で表される。 

𝐴 = −log10
𝐼

𝐼0
= 𝜀𝑐𝑙 

(5-9) 

 ここで、ε (M-1cm-1)はモル吸光係数、c (M)は、蛍光体のモル濃度、l (cm)はフ

ルオレセイン水溶液を励起光が通過する距離であり、今回の場合反応チャンバ

ーの深さ（3 µm とする）である。検出目標濃度を 1 µM として、前節までに示し

たフルオレセインのイオン種の存在確率、量子効率の値を代入して計算する。透

過率（transmittance）を T とすると、吸収率（不透過率：opacity）O は、F2-と FH-

に対応する値をそれぞれ計算すると（添え字で区別）、 

𝐴𝐹2− = 𝜀𝑐𝑙 = 40000 × (1 × 10−6 × 0.83) × (3 × 10−4) = 9.96 × 10−6 (5-10) 

𝐼𝐹2− = 𝐼0 × 10
−9.96×10−6 = 0.9999771 × 𝐼0 = 𝑇𝐹2− × 𝐼0 (5-11) 

𝑂𝐹2− = 1 − 𝑇𝐹2− = 1 − 0.9999771 = 2.29 × 10−5 (5-12) 

 

 

図 5-5 フルオレセイン濃度の反応時間依存性 
反応チャンバーサイズ(直径 5 µm, 深さ 3 µm), ターンオーバー 20 s-1, リーク時定数 147 min の場合 

内側のグラフは蛍光反応時間 50 分までの拡大図 
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𝐴𝐹𝐻− = 𝜀𝑐𝑙 = 32000 × (1 × 10−6 × 0.17) × (3 × 10−4) = 1.63 × 10−6 (5-13) 

𝐼𝐹𝐻− = 𝐼0 × 10
−1.63×10−6 = 0.99999624 × 𝐼0 = 𝑇𝐹𝐻− × 𝐼0 (5-14) 

𝑂𝐹𝐻− = 1 − 𝑇𝐹𝐻− = 1 − 0.9999964 = 3.76 × 10−6 (5-15) 

となる。F2-と FH-の量子収率 ΦF を吸収率 O にそれぞれ掛け合わせて合算する

と、蛍光強度（励起光に対する比）を求めることができる（I0 = 1 とした）。 

 𝐼𝑒𝑚 = 𝐼𝑒𝑥(𝑂𝐹2−𝛷𝐹,𝐹2− + 𝑂𝐹𝐻−𝛷𝐹,𝐹𝐻−) = 2.27 × 10−5 ∙ 𝐼𝑒𝑥 (5-16) 

逆数をとると、 

 𝐼𝑒𝑥/𝐼𝑒𝑚 ⁡= 44000 (5-17) 

 

入射した励起光は、発生する蛍光の約 44000 倍（フォトン数）である。 
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5.5 金属隔壁マイクロピラー吸収フィルタ 

5.5.1 吸収フィルタ配置時の課題 

 レンズレス小型デジタル ELISA 装置において、吸収フィルタを反応チャンバ

ーと CMOS イメージセンサの間に配置した場合、蛍光の発光点から CMOS イメ

ージセンサの間に最低でもフィルタの厚さ分の距離が必要になる。ここで、距離

が開くことによる弊害について明らかにしておく。 

 全方向に均一に蛍光を発する点光源からイメージセンサまでの距離 d と受光

部を直径 a の円形あるいは、一辺 a の正方形と見なした場合、全蛍光の何パー

セントが受光部に到達するかを見積もることができる。横軸を 𝐹 = 𝑑/𝑎 として

図 5-6 にグラフ化した。Dandin らは、円形および正方形の受光部で受ける光の

割合をカップリング効率（Coupling efficiency, CE）として、図 5-6 のグラフ内に

示した受光サイズと受光距離の式で表している[16]。 

 例えば、第 2 章で紹介したファイバーオプティックプレートを搭載したシス

テムにおいて受光面を a = 10（一辺 10 µm）の正方形とすると、反応チャンバー

から 70 µm 離れているので、F= 7 となり、到達蛍光量は全蛍光量のわずか 0.16 % 

である（実際には吸収フィルタによる蛍光の吸収もあるので、さらに小さい値と

なる）。また、隣接画素の受光部へのクロストークの問題も生じるため、対策が

必要である。 

 

 

図 5-6 点光源から投影面へ到達する光の割合 

 (a) パラメータ定義、(b) 距離（F 値）と到達割合の関係 
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5.5.2 マイクロピラーフィルタを使ったレンズレスELISA装置概要 

 蛍光体（蛍光反応チャンバー）と受光部（CMOS イメージセンサ）の間には励

起光除去機能が必要なため、それらの間にはある程度の距離が必要になる。こう

した状況下でカップリング効率の劣化を抑制するためには、何らかの集光機能

を導入する必要がある。 

 そこで、図 5-7 に示すような反射率の高い金属によるパイプを形成し、その

パイプ内を励起光吸収フィルタで充填するような構造を考えた。このような構

造の１つ１つを CMOS イメージセンサの画素に対応させることにより、隣接画

素への蛍光の漏れ（クロストーク）も防ぐことができる。 

 すなわち、ライトパイプアレイによって蛍光を高効率に受光部へ導き、ライト

パイプ内に充填された励起光吸収フィルタ（マイクロピラー吸収フィルタ）アレ

イによって励起光を除去することができる。 

  

 

図 5-7 マイクロピラー吸収フィルタを使ったレンズレスデジタル ELISA 装置概要 

 

励起光

ライトパイプ(金属)

吸収フィルタ(染料入り樹脂)

CMOSイメージセンサ

（１画素）

蛍光反応チャンバー(5 µmφ)

（励起光除去）

疎水性膜（CYTOP）

親水性膜（SiO2）
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5.5.3 マイクロピラー吸収フィルタ透過率計算のモデル 

 マイクロピラー吸収フィルタ形状は円筒状で滑らかな側面の（乱反射しない）

金属管からなり、金属管内は樹脂中に励起光波長付近の光をよく吸収する染料

を混合したものとする。蛍光源については、計算を単純化するために、図 5-8 に

示すように、マイクロピラーフィルタの入射側の円形開口部の中心に存在する

点光源から全方向に均一に照射されると仮定する。この場合、金属管側面で反射

する光は、必ず円の中心（直径を含む面）を通ると考えられる。フィルタの長さ

を lf、フィルタの直径を df、光源を頂点とする直円錐の半頂角を θ としている。

蛍光は、吸収フィルタの吸収による減衰や金属管側壁での反射による減衰を受

けながら発光点から下方に向けて進行していく。 

 

5.5.4 反射による減衰 

 金属表面の反射率はフレネルの式（Fresnel equations）により、雰囲気の複素屈

折率𝑛̃1と金属の複素屈折率𝑛̃2を使って計算することができる。反射率は光の入

 

図 5-8 マイクロピラー吸収フィルタ シミュレーションモデル（垂直断面図） 

 

 

 

 

df

lf

𝑙 
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射角度依存性があり、図 5-9 のように角度を定義して、s 波の反射率を Rs、p 波

の反射率を Rp、非偏光の反射率を R とすると、(5-18)～(5-20)式のような形で表

すことができる。 

 なお、複素屈折率は 𝑛̃2 = 𝑛2 + 𝑖𝑘2 のように、屈折率（n）と消衰係数（k）で

表すことができる。これらの複素屈折率の値は、データベース[80]から引用する

ことで計算した。（屈折率には光の波長依存性があるので、計算する波長に対応

した値を使用する。） 

 

 𝑅𝑠 = |
𝑛̃1  o  𝑖 − 𝑛̃2  o  𝑡
𝑛̃1  o  𝑖 + 𝑛̃2  o  𝑡

|
2

=
|

|𝑛̃1  o  𝑖 − 𝑛̃2
√1 − (

𝑛̃1
𝑛̃2
 i  𝑖)

2

𝑛̃1  o  𝑖 + 𝑛̃2√1 − (
𝑛̃1
𝑛̃2
 i  𝑖)

2|

|

2

 (5-18) 

 𝑅𝑝 = |
𝑛̃1  o  𝑡 − 𝑛̃2  o  𝑖
𝑛̃1  o  𝑡 + 𝑛̃2  o  𝑖

|
2

=
|

|𝑛̃1
√1 − (

𝑛̃1
𝑛̃2
 i  𝑖)

2

− 𝑛̃2  o  𝑖

𝑛̃1√1 − (
𝑛̃1
𝑛̃2
 i  𝑖)

2

+ 𝑛̃2  o  𝑖
|

|

2

 (5-19) 

 𝑅 =
𝑅𝑠 + 𝑅𝑝

2
 (5-20) 

 蛍光波長（525 nm）の各種金属の反射率の角度依存性を図 5-10 に示した。こ

こで、𝑛̃1 は吸収フィルタ母材の複素屈折率であり、これらのグラフの計算では、

1.6 とした（k=0）。これは、エポキシ系樹脂を想定した値である。 

  

 

図 5-9 反射率計算 光の入射角 θiの定義 

 

 

 

θi

𝑛̃1 = 𝑛1 + 𝑖𝑘1

𝑛̃2 = 𝑛2 + 𝑖𝑘2

θt
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5.5.5 吸収フィルタの吸収による減衰 

 シミュレーションモデルを示した図 5-8 において、θが大きくなると反射回数

が増え同時に光が吸収フィルタを通過する実質距離が長くなる、この距離は反

射せずに直進するとした仮想の経路長 𝑙 𝜃 と等しくなり、図 5-8 にも示したよ

うに、𝑙 𝜃 = 𝑙 /  o   と表すことができる。吸収フィルタの透過率を垂直入射時

（経路長 𝑙  に対応）𝑇  とし、𝑙 𝜃 に対して 𝑇 𝜃 とすると、ランベルト－ベー

ルの法則を適用して、 

 𝑇 𝜃 = 𝑇
 

(𝑙𝑓𝜃/𝑙𝑓) = 𝑇 
(1/ cos𝜃)

 (5-21) 

 

図 5-10 各種金属の反射率の光入射角依存性 

𝝀 = 𝟓𝟐𝟓⁡𝐧𝐦, 𝒏𝟏 = 𝟏. 𝟔 として計算 
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 仮想の蛍光点光源から放射される光の強度は、θ に対応する立体角 ω と比例

関係になっており、𝜔 = 2 (1 −  o  ) の関係から o  = 1 − 𝜔/2  であるので、

(5-21)式を ωの関数に書き換えると、 

 
𝑇𝜔 = 𝑇

 

(
1

1−
𝜔
2𝜋

)

 
(5-22) 

となる。 

 

5.5.6 マイクロピラー吸収フィルタを透過する蛍光強度の計算 

 反射による減衰と吸収フィルタによる吸収による減衰を考慮すると、どちら

の減衰も無いと仮定した蛍光強度を I0 とすると、立体角 ω における蛍光強度

Isr(ω)は、反射回数を nωとすると、 

 
𝐼𝑠𝑟(𝜔) = 𝐼0𝑇𝜔𝑅𝜔

𝑛𝜔 = 𝐼0𝑇 

1

1−
𝜔
2𝜋𝑅𝜔

𝑛𝜔 
(5-23) 

 透過強度は、これを ω で積分することにより求めることができる。積分範囲

は点光源から下方向に向かう光で十分なので下半球分の 0～2π とする。すなわ

ち全透過強度を Itotal とすると、 

 𝐼𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 = ∫ 𝐼𝑠𝑟(𝜔)𝑑𝜔 = ∫ 𝐼0𝑇𝜔𝑅𝜔
𝑛𝜔𝑑𝜔 = ∫ 𝐼0𝑇 

1

1−
𝜔
2𝜋𝑅𝜔

𝑛𝜔𝑑𝜔
2𝜋

0

2𝜋

0

2𝜋

0

 (5-24) 

と、表すことができる。 

 実際の数値計算では、入力強度に対する比を得たいので、I0=1 とした。なお、

反射回数 nωは、 

 𝑛𝜔 = (
𝑙     

𝑑 /2
+ 1) /2 = 𝑅𝑎     + 1/2 (5-25) 

で、小数点以下を切り捨てた整数値とした。ここで、𝑅𝑎 = 𝑙 /𝑑 （アスペクト比）

である。計算例として、図 5-11 には、𝑇𝜔 , 𝑅𝜔 , 𝑛𝜔 のそれぞれの立体角 ω 依

存性を示した。また、図 5-12 には、𝑇𝜔𝑅𝜔
𝑛𝜔 の立体角 ω依存性を示しており、さ

らにその積分を図 5-13 に示した。なお、これらの図は、銅（Cu）で隔壁を形成

し、吸収フィルタはエポキシ系樹脂（屈折率 1.6）、吸収フィルタは垂直入射時の

透過率が 10 µm 厚あたり 0.8 の材料で 30 µm 厚のものを作った場合（直径は 8 

µm）を想定した計算結果である。なお、計算は MATLAB（MathWorks, Inc.）に

よるプログラム計算で実施した。 

 図 5-14 は図 5-13 と同じ計算の結果であるが、横軸を立体角 ωに対応する直

円錐の半頂角 θに置き換えて直感的に分かりやすくしている。全蛍光量は 4π で
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あるので、何パーセントが透過したかは簡単に計算することができる。この例で

は、透過光は 0.115π であるので、全蛍光の（0.115π/4π）×100 = 2.9 % が透過し

ている。図 5-14 において、グラフの曲線中に反射回数𝑛𝜔の変化点を赤点で示し

ている。 

  

 図 5-14 においては、半頂角 60°以下で積分値がほぼ飽和している様子も見て

とれる。すなわち半頂角 60°以上の光はこのような条件で作製したマイクロピラ

ー吸収フィルタをほとんど透過しないことを示している。 

  

  

 

図 5-11 マイクロピラー吸収フィルタ パラメータの立体角依存性 

隔壁：Cu、吸収フィルタ屈折率 1.6、lf / df = 30/10、Tf = 0.8@lf=10 µm の場合の計算
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図 5-12 マイクロピラー吸収フィルタの減衰率の角度依存性 

隔壁：Cu、吸収フィルタ屈折率 1.6、lf / df = 30/10、Tf = 0.8@lf=10 µm の場合の計算
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 ここまでの計算と同様に、ライトパイプの形状（深さ、直径）や吸収フィルタ

の蛍光透過率を変化させた時の蛍光カップリング効率の変化の様子を図 5-15

および図 5-16 に示した。これらの図の縦軸は、点光源として仮定した蛍光体か

ら発せられる全蛍光のうちライトパイプを透過する蛍光成分を百分率で表した

 

図 5-13 マイクロピラー吸収フィルタの蛍光透過強度（立体角表示） 

隔壁：Cu、吸収フィルタ屈折率 1.6、lf / df = 30/10、Tf = 0.8@lf=10 µm の場合の計算値 
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図 5-14 マイクロピラー吸収フィルタの蛍光透過強度（半頂角表示） 

隔壁：Cu、吸収フィルタ屈折率 1.6、lf / df = 30/10、Tf = 0.8@lf=10 µm の場合の計算値 
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ものである。図 5-16 の横軸において、透過率＝１は、吸収フィルタによる減衰

が無い状態になる。なお、ここまでに示した計算例の形状あるいは透過率に対応

するデータ点をこれらのグラフ中において、四角シンボル（■）で表示している。 

  

 
図 5-15 ライトパイプ蛍光カップリング効率のサイズ依存性 

グラフ中の凡例はライトパイプ直径 
充填吸収フィルタの垂直入射蛍光透過率： 0.8 @ tfilter=10 µm 固定 

(a) 銅（Cu）ライトパイプ、(b) 銀（Ag）ライトパイプ 
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図 5-16 ライトパイプ蛍光カップリング効率のフィルタ透過率依存性 
グラフ中の凡例はライトパイプ深さ（ライトパイプ直径： 8 µm 固定） 

(a) 銅（Cu）ライトパイプ、(b) 銀（Ag）ライトパイプ 
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 電解めっき法で作製しやすい銅だけでなく反射率の高い銀を使用したライト

パイプのシミュレーション結果も同時に示している。反射による減衰の小さい

銀ライトパイプでは、銅ライトパイプに比べて２倍以上のカップリング効率が

得られている。 

 

5.6 励起光吸収フィルタの検討 

 ライトパイプ内に充填する励起光吸収フィルタについては、FOP を搭載した

デジタル ELISA で、FOP と CMOS イメージセンサの接着および励起光吸収で使

われた染料入り接着剤が参考になる。この時、染料としては、黄色染料 Varifast 

Yellow 3150 (Orient Chemical Industries Co., Ltd.）が使用され、接着剤としては、

アクリル系紫外線硬化樹脂の NOA63（Norland）が使用された。また染料の溶解

には溶媒としてシクロペンタノンが使用された。この構成で、薄膜フィルムを作

製して、その透過スペクトルが取得されている。図 5-17 に膜厚 4 µm のフィル

タ（重量比、染料：樹脂：溶媒＝1:1:1 で作製）の透過スペクトルを示す。この

データによると、525 nm（蛍光） の透過率は、0.62、470 nm（励起光） の透過

率は 0.0052 である。 

 前項の計算例では、吸収フィルタの蛍光の透過率を厚さ 10 µm 相当で 0.8 と

したので、計算で使用した 30 µm 厚での垂直光透過率は 0.8(30/10)＝0.512 となっ

ている。ランベルト－ベールの法則に従うとすれば、この蛍光透過率に対応する

励起光の透過率も計算できて、励起光の透過率は、約 0.00063 となる。この蛍光

および励起光の透過率特性を、30 µm 厚の薄膜で作製しようとした場合、図 5-17

で特性を示した膜厚 4 µm の薄膜フィルタの染料濃度に対して、1/5 以下の染料

濃度で達成可能である。 

 

図 5-17 薄膜フィルタの透過スペクトル 

（Varifast Yellow 3150 in NOA63, ４ µm 厚） 
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 前項までの計算例において、全蛍光のうち 2.9%が受光部に到達し、励起光が

全蛍光の 44000 倍と計算されている。ここで、仮に励起光が垂直入射成分だけ

で吸収フィルタを透過すると考えると、蛍光に対して、44000/0.029×0.00063≒960

倍の励起光が受光部に入射することになる。4T-APS 積層フォトダイオード

CMOS イメージセンサの PD2 においては、蛍光に対して励起光感度が 1/5 程度

と低いため、出力画素値換算では、約 1/200 の蛍光を検出することになる。すな

わち、励起光でイメージセンサの出力が 500 mV（飽和画素値の 50％）程度出て

いる時に 2.5 mV を検出するということになり、100 フレーム積算時の最小検出

電圧をバラツキ標準偏差の 3σで考えても、その 5 倍の変化であるので、余裕を

持って検出できる。 

 蛍光のライトパイプ透過の角度依存性から予測できるように、励起光を斜め

入射にすることで、さらに励起光除去率を高めることができると考えられる。こ

のため、照射励起光強度を上げることにより蛍光強度を強くして観察すること

が可能である。 

 吸収フィルタの性能に関しては、遮断したい波長の光と、透過させたい波長の

光の透過率の比が重要になる。蛍光と励起光の透過率の比を性能指数（Figure of 

merit：Q-value）として表すことができる。Q 値の厳密な定義は、Hofmann ら[17]に

より提示されている式、 

𝑄 =
[∫ 𝐼𝑎𝑛𝑎𝑙𝑦𝑡𝑒(𝜆)𝑇(𝜆)𝑑𝜆]/[∫ 𝐼𝑎𝑛𝑎𝑙𝑦𝑡𝑒(𝜆)𝑑𝜆]

∞

0

∞

0

[∫ 𝐼𝑒𝑥 (𝜆)𝑇(𝜆)𝑑𝜆]/[∫ 𝐼𝑒𝑥 (𝜆)𝑑𝜆]
∞

0

∞

0

 (5-26) 

で表すことができる。ここで、Iexc と Ianalyte はそれぞれ光源と検体の発光スペクトルで

ある。蛍光、励起光の波長域が狭い（単一波長に近い）場合は、Hofmann らも使用し

ている簡便な次式でもフィルタの性能評価が可能である。透過したい波長（蛍光）とブ

ロックしたい波長（励起光）をそれぞれ、λtansmit およびλblockとして、 

𝑄 =
𝑇(𝜆𝑡𝑟𝑎𝑛𝑠𝑚𝑖𝑡)

𝑇(𝜆𝑏𝑙𝑜 𝑘)
 (5-27) 

と表すことができる。透過率は膜厚や染料濃度に対して指数関数的に変化する

ので、図 5-17 のような特性を持つフィルタの場合、膜厚を厚くすることや、濃

度を高くすることで Q 値を上げることが可能である（但し、透過光の絶対強度

は低下する）。 

 励起光強度を無制限に上げることが出来るのであれば Q 値の高いフィルタを

作れば良いのであるが、実際には、次項に示す光退色の影響も考慮しておく必要

がある。 
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5.7 光退色現象による励起光強度の制限 

 蛍光強度を上げるためには励起光強度を上げることが有効である。しかしな

がら、強い励起光は光退色（photobleaching）の速度も上げてしまう。一方、CMOS

イメージセンサによる高感度、低ノイズ測定を実現するためには、長時間露光や

フレームの積算が必要になるため光退色の影響が大きいと測定時間内で蛍光が

減衰することが問題となる。ここでは、フルオレセインの光退色速度のシミュレ

ーションを行い、レンズレスデジタル ELISA における適切な励起光強度につい

て考察する。 

 

5.7.1 フルオレセイン水溶液の光退色 

 フルオレセインの光退色は、Song ら

[81]によってまとめられており、図 5-18

のジャブロンスキーダイアグラムで示

される過程の中で化学変化することに

より起こると考えられる。S は、基底状

態（ground state）のフルオレセインに対

応し、S*および T*は励起状態で、それ

ぞれ一重項状態および三重項状態であ

る。 

 2014 年 Beutler ら[82]は、エピ蛍光顕

微鏡で酸素濃度を測定するために光退

色速度の酸素濃度依存性を利用してお

り、Song らのまとめた式によるシミュレーションと検証実験により、フルオレ

セイン濃度と励起光強度を最適化することで、通常のエピ蛍光顕微鏡と CCD カ

メラによって、酸素濃度分布のイメージングが可能であることを示している。こ

うしたイメージングができるということは、Song らによってまとめられた光退

色に関わる反応速度定数が妥当であることの裏づけにもなっている。 

 デジタル ELISA においては、微小チャンバー内の濃度 1 µM 程度のフルオレ

セインが発する蛍光を検知しなければならない。濃度検知のためには、励起光強

度を上げることや、光ショットノイズや電気的ノイズを除去するために長時間

露光や、積算によるノイズ低減が必要である。したがって、励起光によるフルオ

レセインの退色の影響を考慮しておくことが重要である。次に示す式(5-28)~(5-

33)は、光退色に関わる反応速度定数と濃度の変化量の関係を表している。表 5-2

には、速度定数の値を説明とともにまとめた。 

 

図 5-18 光退色の説明図 

（Jablonski energy diagram） 
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 𝑑

𝑑𝑡
[𝑁𝑠(𝑡)] = [𝑘𝑑𝑁𝑆∗(𝑡) + 𝑘1𝑁𝑇∗(𝑡) + 𝑘2𝑁𝑇∗

2 + 𝑘3𝑁𝑇∗(𝑡)𝑁𝑆(𝑡)

+ 𝑘6𝑁𝑇∗(𝑡)𝑁𝑋(𝑡) + 𝑘7𝑁𝑇∗(𝑡)𝑁𝑅(𝑡) + 𝑘8𝑁𝑇∗(𝑡)𝑁𝑂2(𝑡)]

− [𝑘𝑎𝑁𝑆(𝑡) + 𝑘5𝑁𝑇∗(𝑡)𝑁𝑆(𝑡)] 

(5-28) 

 𝑑

𝑑𝑡
[𝑁𝑆∗(𝑡)] = 𝑘𝑎𝑁𝑆(𝑡) − [𝑘𝑑𝑁𝑆(𝑡) + 𝑘𝑖𝑠 𝑁𝑆∗(𝑡)] (5-29) 

 𝑑

𝑑𝑡
[𝑁𝑇∗(𝑡)] = 𝑘𝑖𝑠 𝑁𝑆∗(𝑡) − [𝑘1𝑁𝑇∗(𝑡) + 𝑘2𝑁𝑇∗

2 + 𝑘3𝑁𝑇∗(𝑡)𝑁𝑆(𝑡)

+ 2𝑘4𝑁𝑇∗
2 + 𝑘5𝑁𝑇∗(𝑡)𝑁𝑆(𝑡) + 𝑘6𝑁𝑇∗(𝑡)𝑁𝑋(𝑡)

+ 𝑘7𝑁𝑇∗(𝑡)𝑁𝑅(𝑡) + 𝑘8𝑁𝑇∗(𝑡)𝑁𝑂2(𝑡)

+ 𝑘9𝑁𝑇∗(𝑡)𝑁𝑂2(𝑡)] 

(5-30) 

 𝑑

𝑑𝑡
[𝑁𝑋(𝑡)] = ⁡𝑘4𝑁𝑇∗

2 + 𝑘5𝑁𝑇∗(𝑡)𝑁𝑆(𝑡) + 𝑘9𝑁𝑇∗(𝑡)𝑁𝑂2(𝑡) (5-31) 

 𝑑

𝑑𝑡
[𝑁𝑅(𝑡)] = ⁡𝑘4𝑁𝑇∗

2 + 𝑘5𝑁𝑇∗(𝑡)𝑁𝑆(𝑡) (5-32) 

 𝑑

𝑑𝑡
[𝑁𝑂2(𝑡)] = −𝑘9𝑁𝑇∗(𝑡)𝑁𝑂2(𝑡) (5-33) 

 
表 5-2 フルオレセインの光化学反応と速度定数 

Reaction Description Rate constants 
S + hν → S* Absorption ka: depends on ex. (see text) 
S* → S + hν’ Fluorescence emission kd = 2.134 × 108 s-1 
S* → S Internal conversion  
S* → T* Intersystem crossing kisc = 6.6 × 106 s-1 
T* → S Radiationless deactivation k1 = 50 s-1 
   
T* + T* → T* + S Triplet quenching k2 = 5 × 108 M-1s-1 
T* + S → S + S  k3 = 5 × 107 M-1s-1 
T* + T* → R + X Electron transfer k4 = 6 × 108 M-1s-1 
T* + S → S + X Electron transfer k5 = 5 × 107 M-1s-1 
T* + X → S + X T* quenching by X k6 = 5 × 108 M-1s-1 
T* + R → S + R T* quenching by R k7 = 5 × 108 M-1s-1 
   
T* + O2 → S + O2 Physical quenching by O2 k8 = 1.56 × 109 M-1s-1 
T* + O2 → X + HO2 (or O2

-) Chemical quenching by O2 k9 = 1.4 × 108 M-1s-1 

Song (1995) らのまとめた表を引用。k6 + k7 = 1 × 109 と区別されていないがシミュレーション時は上表の

値で実施した。kaは 1 分子のフルオレセインが 1 秒間に何回励起されるかを表すものなので励起光強度に

依存する（詳細は本文参照）。 
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5.7.2 励起光強度と吸収の速度定数 kaの関係 

 励起光吸収の速度定数 ka は、１分子のフルオレセインが１秒間に何回励起さ

れるかを表す値である。すなわち、 

 S + hν → S* (5-34) 

の反応において、１秒間に吸収される励起光フォトンの数である。したがって、

概ね励起光強度に比例する値となる。 

 速度定数 kaは、励起光強度とモル吸光係数 εから算出することができる。Tsien

ら[83]は、励起光波長が 488 nm（ ε = 80,000 M-1cm-1 ）の場合の kaの値を導出し

ている。すなわち、出力 1 mW のアルゴンイオンレーザーで顕微鏡の対物レンズ

を通して照射した場合、1/e2 半径 0.25 µm のガウス分布スポットの中心励起光強

度は、5.1×105 W･cm-2 （1.25×1024 photons･cm-2)となり、この中心励起光強度に対

しては、ka=3.8×108 s-1 となるとしている。 

 レンズレスデジタル ELISA 装置における励起光吸収の速度定数 kaを計算して

いく。使用する励起波長が 470 nm の場合、モル吸光係数 ε = 40,000 M-1cm-1 であ

る。 

 ここから、デジタル ELISA の１つのドロップレットチャンバーのサイズで議

論を進めていく。チャンバーサイズを直径 d = 5 µm、深さ l = 3 µm とする。フル

オレセイン濃度を検出目標の c = 1 µM とすると、ランベルト－ベールの法則 

𝐴 = − log10 (
𝐼

𝐼0
) = 𝜀𝑐𝑙 

より、励起光の吸収割合が計算できる。上記の条件で I0 = 1 とすると、吸収され

る励起光（１－I ）は、2.76×10-5 となる。ここで、一例として励起光の光強度を

W = 5 mW･cm-2 とする。１秒当りの励起フォトン数 Nph,exに換算すると、Nph,ex = 

Wλ/(hc) = 1.18×1016 photons･cm-2･s-1 となる（h はプランク定数、c は真空中の光

速）。直径 d = 5 µm のチャンバーの投影面積は 19.53 µm2 であるので、1 つのチ

ャンバーに照射される励起フォトン数Nph,ex,chamberは、2.32×109 photons･s-1である。

したがって、１つのチャンバーで吸収されるフォトン数は、𝑁ph,ab,chamber =

(1 − 𝐼) ⋅ 𝑁ph,ab,chamber = 6.42 × 104 個となる。一方、c = 1 µM のチャンバー内に

含まれるフルオレセイン分子数 Nfl,chamber は、アボガドロ定数を 6.022×1023 とする

と、3.55×104 個である。この１秒間の吸収フォトン数を分子数で割って速度定数

ka = Nfl,chamber / Nph,ab,chamber = 1.81 s-1 となる。 

 

 ここで、例示した励起光強度 W = 5 mW･cm-2 がどういう値であるかを

確認しておく。１チャンバー当り発生する全蛍光フォトン数 Nph,em,chamber

は、量子収率 ΦF を 0.93 とすると、𝑁ph,em,chamber = 𝛷F ⋅ 𝑁ph,ab,chamber =
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5.97 × 104 photons･s-1 となる。 

 ここまでに得られた実験結果や計算結果を使って検証していく。例示

したライトパイプ構造では、全蛍光の 2.9％が透過すると計算された。ま

た、4T-APS 積層フォトダイオード CMOS イメージセンサのフォトン－出

力電圧変換ゲインは、25 µV/photon525 であった。ライトパイプを透過した

蛍光フォトンがすべてフォトダイオードに受光されるとすると、5.97 ×

104 × 0.029 ≒ 1700個（１秒間当り）のフォトンが到達し、これに対応す

る CMOS イメージセンサの出力電圧は 10 fps で撮影しても、170 個のフ

ォトンが到達することとなる。これに対し 4T-APS 積層フォトダイオード

CMOS イメージセンサで 100 フレーム積算時の最小検出フォトン数は 18

個（3σ）であったので、１桁近い余裕をもって検出可能である。 

 次節では、この励起光強度 5 mW･cm-2 における光退色を計算する。 

 

5.7.3 光退色速度計算（溶存酸素の光退色への影響） 

 表 5-2 において、最終の２行は、溶存酸素による三重項状態に励起したフル

オレセイン（T*）の緩和に関する式であり、物理的緩和と化学的緩和を表してい

る。化学的緩和は、フルオレセインが別の分子に変化するので光退色を引き起こ

す反応であり、物理的緩和はフルオレセインの基底状態（S）に戻る変化である

ため光退色を引き起こさない。物理的緩和の速度定数 k8 は、化学的緩和の速度

定数 k9 より１桁高い値であるため、T*が比較的高濃度の場合は、酸素が関わら

ない T*の化学的変化が起こる前に酸素が物理的緩和を起こしやすくするために

光退色が起こりにくくなる可能性を示唆している。この様子を確認するために

前述の６つの微分方程式を数値計算することにより各成分の濃度の時間変化を

求めた。計算は MATLAB（Mathworks, Inc.）で作成したプログラムで行った。Δt 

= 5 ns として初期濃度から順次、濃度変化量（ΔN/Δt）を所望の経過時間まで繰

り返し加算することにより計算した（これ以上大きな Δtを設定すると変化量が

大きすぎて収束しない）。 

 溶存酸素濃度の影響は、Song らの手法に倣って、酸素飽和濃度を 250 µM、脱

気状態の濃度を 0.025 µM として、この２種類の濃度で比較することとした。図 

5-19 は、励起光吸収の速度定数 ka を 1.81 s-1（励起光強度 5 m･Wcm-2 に対応）と

し、フルオレセイン濃度は検知目標の 1 µM とした場合の連続照射時の光退色の

様子をシミュレートしたものである。フルオレセイン濃度が化学変化を起こし

ながら減少していく様子が見てとれる。励起種の濃度は桁違いに小さいので、フ

ルオレセインの濃度減少が蛍光強度の低下に対応していると考えてよい。この

条件においては、酸素濃度が高い場合の方が光退色の速度が遅くなっている。 
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 10 秒間の励起光照射で蛍光強度は酸素飽和状態で 95.6%、酸素欠乏状態で

80.3%に低下すると計算された。デジタル ELISA の蛍光観察においては、画像取

得（積算）中の蛍光低下はあるものの蛍光検出の目的は果たせるレベルと考えら

れる。 

  

 酸素濃度によって光退色速度が変化することは、デジタル ELISA におけるド

ロップレット作製の方法も光退色速度に影響を与えるということを示唆してい

る。ドロップレット作製時は、微小なチャンバー底部に蛍光基質水溶液を馴染ま

せるために脱気処理が必要になるが、この方法として２種類あり、１つは真空ポ

ンプなどによる脱気で、もう１つは冷却による気体の溶解である。ポンプによる

脱気では、蛍光基質水溶液全体から溶存酸素が奪われるため低酸素濃度になる。

これは光退色には不利な状態を作っていることになる。一方、冷却法では、溶存

酸素はそのまま残るため光退色には有利になる。このため、ドロップレット作製

は冷却法が望ましい。 

 

 ここで、励起光強度や溶存酸素濃度の条件変動に対する光退色時間の依存性

をまとめておく。図 5-20(a) には、１秒間にフルオレセイン１分子が何回励起さ

れるかを表す係数 ka の値と光退色時間の関係を示した（ka は、ほぼ励起光強度

に比例する）。計算した範囲では、光退色時間は、ほぼ励起光強度に反比例する

 

図 5-19 光退色シミュレーション結果 

 初期フルオレセイン濃度: 1 µM、励起光吸収速度定数 ka=1.81 s-1（励起光強度 5 mW･cm-2 相当） 

（a）酸素欠乏状態（[O2]=0.025 µM）赤実線: [Fluorescein], 青破線: [T*]×103, 緑一点鎖線: [S*]×107. 

（b）酸素飽和状態（[O2]=250 µM）赤実線: [Fluorescein], 青破線: [T*]×106, 緑一点鎖線: [S*]×107, 

     ※ [T*]の桁が（a）と（b）で異なっているのに注意 
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ことが分かる。図 5-20(b) は、ka= 18.1 [s-1] （励起光強度 50 mW･cm-2 に相当）

とした時の、光退色時間の溶存酸素濃度依存性シミュレーション結果である。グ

ラフ中の曲線の右端の計算点における溶存酸素濃度は、室温における飽和酸素

濃度を仮定したものであり、[O2] = 250 µM としている。溶存酸素濃度が 2 桁程

度低下したところから急激に光退色時間が短くなっていく様子がみられる。 

 

5.8 考察とまとめ 

 本章では、ELISA で利用される代表的な蛍光分子であるフルオレセインを題

材にして詳細に検証した。他の蛍光分子を使用した際にも同様の手法により考

えることができる。 

 まず、励起光と蛍光の強度の関係を知ることが重要である。デジタル ELISA

のドロップレットチャンバーサイズで目標検出濃度 1 µM を仮定すると、励起光

強度は、全蛍光の 44000 倍であった。通常の ELISA では、観察時に酵素を失活

すると同時に、蛍光強度が上がる状態（pH コントロール等）に変更できるが、

デジタル ELISA では、蛍光反応を実施する条件が観察条件になる。このことも

考慮しておく必要がある。計算においてはランベルト－ベールの法則が重要な

役割を果たしている。 

 従来のライトガイドアレイ（LGA）搭載システムやファイバーオプティックプ

レート（FOP）搭載システムでは、蛍光反応チャンバーから受光部までの距離が

遠いためにカップリング効率（全蛍光の内受光部に到達する蛍光の割合）が低く

 

図 5-20 フルオレセイン光退色時間の変化の様子 

(a) ka（励起光強度に比例する定数）依存性、(b) 酸素濃度依存性 
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感度不足となっていた。これを解決するための新規構造として、画素サイズと同

等のサイズの金属製ライトパイプアレイ構造を提案した。これは金属面の反射

を利用して空間に均一に放射される蛍光を受光部に集光しようとしたものであ

る。この構造では、励起光はライトパイプ内を吸収フィルタで埋め込むことで除

去することが可能である。 

 反応チャンバーを点光源と仮定し単純化したモデルで透過率を計算した結果、

ライトパイプ直径 8 µm、深さ 30 µm のライトパイプに 10 µm 厚当りの蛍光透過

率 0.8 の吸収フィルタを充填した場合、全蛍光の 2.9%を受光部に到達させるこ

とができると計算された。一方、従来の FOP 搭載システムでは、受光部（フォ

トダイオード）を一辺 10 µm の正方形としても、反応チャンバーアレイの基板

ガラス厚 50 µm と吸収フィルタ厚 20 µm があるため、この蛍光源と受光部の距

離だけでも蛍光カップリング効率は約 0.16%と低い。さらに吸収フィルタで約

1/10 に減衰されていた。したがって、ライトパイプ構造の新規システムでは、従

来の FOP 搭載システムに比べて約 180 倍の蛍光カップリング効率向上が見込ま

れる。 

 ライトパイプアレイで得られるカップリング効率は蛍光顕微鏡の対物レンズ

に匹敵するものも作製可能である。一般的な 20 倍の対物レンズでは、開口数

NA=0.75（Olympus, UPLSAPO 20X）程度である。F=1/(2NA)=0.67 でありカップ

リング効率は約 10%である。金属として反射率の高い銀を使った場合、銅で 2.9%

が得られた構造で 9.1%と計算できているので、蛍光顕微鏡と同等である。 

 励起光除去についても、黄色染料をドープする方法で得られるフィルタで十

分な蛍光透過性と励起光吸収性を持たせることが可能であると考えられる。こ

のような吸収フィルタでは、ドープする染料濃度を上げること、または膜厚（ラ

イトパイプ深さ）を上げることで蛍光と励起光の透過率の比である Q 値を上げ

ることができる。しかしながら、Q 値を上げることは透過する蛍光の絶対的な強

度を下げることに繋がるため、より強力な励起光が必要になる。また、吸収フィ

ルタの透過特性は光の波長依存性が大きいため、励起光源としては、狭波長帯の

光源の使用が望ましい。 

 蛍光強度を上げるためには、励起光強度を上げればよいが、上げ過ぎると光退

色によりサンプルの蛍光が失われる現象が起きる可能性がある。使用する蛍光

分子の性質を確認した上で励起光の設定を考える必要がある。フルオレセイン

において、光退色シミュレーションを行った結果、本研究で作製した CMOS イ

メージセンサで光退色の影響を受けないレベルの励起光強度で、余裕をもって

蛍光検出ができる目処を得た。 
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第 6 章 吸収フィルタアレイを搭載した小型

デジタル ELISA システム 

6.1 はじめに 

 本章では、第 5 章で提案したライトパイプ構造のマイクロピラー吸収フィル

タアレイを用いた小型デジタル ELISA システムの作製について述べていく。 

 蛍光発生源であるフェムトリッターサイズの蛍光反応チャンバー（fL チャン

バー）は、カップリング効率を向上させるためには、ライトパイプ入り口に極力

近いほうが良いのでマイクロピラー吸収フィルタアレイと蛍光反応チャンバー

アレイは、図 6-1 のような密着一体型とする。受光部の CMOS イメージセンサ

とは、蛍光観察時に画素とライトパイプ出口の位置合わせを行って接触させる

形を考えた。この方式によると、蛍光反応チャンバー＋吸収フィルタが使い捨て

あるいは、数回使用可能な部品となるが、CMOS イメージセンサまたはそのユ

ニット部は長期間にわたり使用することができる。 

 

 図 6-1 の各部の機能を説明しておく。最上部中央部は、蛍光反応チャンバー

である。撥水性の薄膜（アモルファスフッ素樹脂 CYTOP、旭硝子[84]）に直径、

 
図 6-1 マイクロピラー吸収フィルタアレイと蛍光反応チャンバーアレイの構成 

蛍光反応チャンバーアレイ
＋マイクロピラー吸収フィルタアレイ

Excitation light

ライトパイプ(metal)

吸収フィルタ(染料入り樹脂)

CMOSイメージセンサ

（１画素）

蛍光反応チャンバー(5 µmφ)

（励起光除去）

CYTOP

SiO2
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約 5 µm の孔を空けて下地のシリコン酸化薄膜（親水性）に貫通させている。図

中には蛍光基質（水溶液）のドロップレットと直径 3 µm の表面にモノクローナ

ル抗体を敷きつめたポリスチレン製のマイクロビーズも描いている。 

 蛍光反応チャンバーの直下には、金属（今回は銅を使用）のライトパイプがあ

りパイプ内部には、励起光を吸収する能力を持った染料をドープした樹脂が埋

め込まれている。 
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6.2 反応チャンバー付吸収フィルタアレイ作製プロセス 

 蛍光反応チャンバー＋吸収フィルタアレイの作製プロセスフロー概要を、図 

6-2～図 6-3 の鳥瞰図で示した。ここより、これらの図のフロー番号に沿って説

明していく。（主要工程の詳細については次節で説明する） 

 

1. 酸化膜付シリコン基板 

 熱酸化（膜厚 1 µm）した４インチシリコンウェーハを開始材料として使

用した。この熱酸化膜は蛍光反応チャンバーの親水性の底部として使用さ

れることになるものである。 

 

2～3. シードメタルスパッタ 

 後に電解めっきを施すので、そのための電極となるものである。今回は、

 

図 6-2 蛍光反応チャンバー＋吸収フィルタアレイの作製プロセスフロー（１） 

 

1. 酸化膜付シリコン基板

2. シードメタル(Ti)スパッタ

3. シードメタル(Cu)スパッタ

4. フォトレジスト塗布

5. フォトレジストパターン形成

6. シードメタルエッチング

7. フォトレジスト除去

8. 厚膜フォトレジスト塗布

9. 厚膜フォトレジストパターン形成

10. Cu電解メッキ

11. 厚膜フォトレジスト除去

12. 吸収フィルタ埋め込み

13. 吸収フィルタオーバーフロー分除去

※ 裏面プロセスへ

※ 裏面プロセスへ
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チタンおよび銅の 2 層構造としている。 

 

4～5. フォトレジストによるパターン形成。 

 ライトパイプの光の通り道となる部分のシードメタルを除去するための

ポジ型レジストパターンをフォトリソグラフィーにより形成する。使用す

るフォトマスクは円形開口アレイパターンである。 

 

6～7. フォトレジスト開口部のシードメタルを除去した後フォトレジス

トを除去する工程。シードメタルにはホールがアレイ状に形成されるが全

体に繋がっているので電解めっき時の電極としてはウェーハ周辺部から導

通させることで問題ない。 

 

8～9. 厚膜フォトレジストパターン形成。 

 ネガ型厚膜フォトレジストをスピンコートし、ピラーアレイパターンを

フォトリソグラフィーにより形成する。使用するフォトマスクは円形開口

アレイパターンであり、開口直径は先に形成したシードメタル開口パター

ンより小さく形成しており、ピラーパターンはシードメタル開口の内側に

形成される。 

 

10. 電解めっきにより銅を成膜する。電解めっきは厚膜フォトレジストパ

ターン部に沿って形成される。 

 

11. 厚膜フォトレジストを除去する。電解めっきで形成した銅のホールア

レイが現われる。 

 

12～13. ホールアレイに別途準備した励起光を吸収する染料を混合した

樹脂を埋め込む。銅表面を越える部分の樹脂は除去する。 

 

※ この後、裏面の工程（蛍光反応チャンバーアレイ形成工程）に移る。 

 

14～15. 基板のシリコンを完全に除去する。但し、熱酸化膜は残す。 

 

16. 撥水性の薄膜をスピンコートによって形成する。 

 

17～18. ポジ型フォトレジストを使用し、リソグラフィーにより円形（直

径 5 µm）の蛍光反応チャンバー形成用パターンを形成する。 



第 6 章 吸収フィルタアレイを搭載した小型デジタル ELISA システム 

 

 

118 

 

19．ドライエッチにより撥水性薄膜をエッチングする。 

 

20. フォトレジストを除去して完成。 

 

 次項より、主な要素工程のプロセスフローの詳細を試作結果と合わせて述べ

ていく。 

  

 

図 6-3 蛍光反応チャンバー＋吸収フィルタアレイの作製プロセスフロー（２） 

 

 

※ 裏面プロセス開始

14. シリコンエッチング

15. 酸化膜露出（Siエッチストップ）

16. 撥水性薄膜形成

17. フォトレジスト塗布

18. フォトレジストパターン形成

19. ドライエッチ（アッシング）

20. フォトレジスト除去
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6.3 励起光吸収フィルタ充填ライトパイプアレイの形成 

6.3.1 金属ライトパイプアレイ 

 金属ライトパイプは電解めっき技術を使って形成した。ここから作製フロー

に従って詳細を示す。なお、今回は、反射率はやや低くなるが、電解めっきの容

易さから金属材料としては銅（Cu）を選定した。 

 

プロセス開始基板 

 厚さ 1 µm の熱酸化を施した４インチシリコンウェーハを基板としてプロセ

スを開始した。シリコンは、最終的に仕上がった部品には残らない部分となるが、

半導体製造ラインで作製しやすいこと、また、シリコン酸化膜は、KOH 溶液に

よるシリコン異方性ウェットエッチや、SF6ガスを使ったリアクティブイオンエ

ッチ（RIE）でのシリコンドライエッチの際に高い選択性を持つため、元の膜厚

をほとんど失うことなく残すことができることからプロセス開始基板として選

定した。 

 

・シードメタル層形成 

 チタニウム（t Ti= 50 nm）次いで、銅（t Cu = 200 nm）をスパッタにより成膜す

る。チタニウムは基板との密着性の向上や、シリコンやシリコン酸化膜中への拡

散バリアとしての役割を果たしている。 

 

・シードメタルパターン形成 

 ライトパイプの光の通り道として予め必要部分を開口しておく。開口パター

ンは微小な独立した円形パターンであるので、電解めっき時の電極の導通には

問題がない。 

 まず、ポジ型フォトレジスト（AZ6112, AZ-Electronic Materials）をスピンコー

トにより塗布する（t RE = 1.3 µm）。コンタクトアライナー（MA150e, SUSS）に

より露光し、現像液 NMD-W（TOKYO OHKA KOGYO CO., LTD）で現像、DIW

（純水）リンスの後、スピンドライヤーで乾燥する。 

 形成したフォトレジストパターンをマスクにして、まず銅をエッチング液 E-

process WL（Meltex Inc.）でエッチングする。次いでチタニウムエッチ液 Ti etchant

（Mitsubishi Chemical Corporation）でエッチングする。エッチング終了後、フォ

トレジストを除去液 THB-S2（JSR Corporation）で除去する。 
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・厚膜フォトレジストパターン形成 

 電解めっきの形状を決めるために最終の銅ホールアレイの反転パターン形状

を厚膜フォトレジストにより形成する。 

 厚膜フォトレジストは、エポキシ樹脂ベースのネガ型フォトレジストの

KMPR1035（Nippon Kayaku Co., Ltd.）を使用した。KMPR1035 は、専用の剥離液

による除去が比較的容易であることから選定した。KMPR の架橋は、 

(1)露光工程；i 線（365 nm）露光により光酸発生剤から強酸が生成 

(2)露光後ベーク工程（PEB）；酸の存在下で熱処理することにより架橋反応が

促進 

というメカニズムによって、厚膜でありながら、ほぼ垂直に切り立ったパターン

の形成が可能になっている。[85] 

 KMPR1035 はスピンコート（500 rpm,10 秒→3000 rpm, 30 秒、膜厚 35 µm）で

塗布する。ホットプレート上で 100 ℃、15 分のプリベークの後、コンタクトア

ライナーMA150e（SUSS）で 1000 mJ/cm2 の i 線（365 nm）露光を行う。連続し

て 100 ℃、4 分の PEB を行った後、NMD-W（TOKYO OHKA KOGYO CO., LTD）

で 23℃、6 分のディップ現像を行う。 

 現像後、出来上がったピラーパターン周辺の KMPR 残渣を除去するために、

 

図 6-4 厚膜レジスト（KMPR 1035）パターン形成後光学顕微鏡および SEM 写真 

 

Design parameter

Pitch: 15 µm

Pillar diameter: 6 µm

Photoresist thickness

35 µm

Alignment mark

for CIS pixel array

and reaction chamber array

SEM photograph of KMPR pillar array

patterned by photolithography
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O2 プラズマアッシング（O2, 40 Pa, 70 W, 240 秒）を行う（表面の KMPR 残渣は

めっき形成不良につながるため十分に除去しておく必要がある）。厚膜レジスト

パターンの出来ばえを図 6-4 に示した 

 

・銅めっき 

 めっき直前にシード層の脱脂、活性化した後、銅めっきを行う。めっき時の電

流密度は 1.5 A/dm2 とした。めっき厚は、30 µm とした。（KMPR ピラー高さよ

り低くすることで、オーバーハング形状ができないようにしている） 

 

・厚膜レジスト（KMPR）除去 

 KMPR 専用の剥離液によって除去する。すなわち、まず 70 ℃の Remover PG

（Nippon Kayaku Co., Ltd.）に 20 分間浸漬し、膨潤剥離する。さらに、高アスペ

クト比パターンの剥離性能を高めるために 70 ℃の Remover K（Nippon Kayaku 

Co., Ltd.）に 20 分浸漬し、常温の Neutralizer K（Nippon Kayaku Co., Ltd.）に浸漬

し、十分に中和する。最後は、DIW リンスにより薬液を除去する。 

  

 

図 6-5 銅めっき、厚膜レジスト除去後 SEM 写真 

 

tilt : 20° tilt : 45°

tilt : 45° tilt : 45°

11 µm

15 µm
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6.3.2 マイクロピラー吸収フィルタアレイ 

 前節で作製したライトパイプに励起光を吸収する染料をドープした樹脂を埋

め込んでいく。染料が均一に樹脂に溶け込んでいること、励起光の漏れの原因と

なるボイドやクラックの無い埋め込みが必要となる。30 µm の染料ドープフィ

ルタで十分に励起光を除去するために、染料濃度は約 20 wt%となるよう調合し

た（前章の「励起光吸収フィルタの検討」の項を参照）。 

 

・染料と樹脂の混合 

 染料は、黄色染料 Varifast Yellow 3150 (Orient Chemical Industries Co., Ltd.）を使

用した。この染料は、「含金錯体及び造塩体技術を駆使したスピリットカラーで

あり、日光堅牢性が極めて高く、溶解性に優れ、昇華・ブリードが生じない」、

というものである[86]。Valifast Solubility (%) Chart[87]によると、アルコールや酢

酸エチル、メチルエチルケトンなどの極性溶媒に対して 300 g/L 以上の極めて高

い溶解性を持っている。また、高温に対しても安定で 200℃×1 分でも高い色堅

牢度を示すとされている。 

 樹脂は、低粘度エポキシ樹脂「Z-1」透明型（Nissin Resin Co., Ltd.）を使用し

た。主剤（粘度 1200 mPa･s @ 23℃）と硬化剤（粘度 400 mPa･s  @ 23℃)を重

量比 2:1 で混合することで架橋、硬化が始まるタイプの樹脂である。透明で自家

蛍光の少ない材料として選定した。 

 

・まず、容量 10 ml のバイアル瓶に Varifast Yellow 3150 の粉末 0.5 g を入れ、そ

こにシクロペンタノン（Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.）を 0.5 g 加え、よく攪

拌し完全に溶解する。さらにエポキシ樹脂「Z-1」の主剤を 1 g 加え均一になる

まで、攪拌する、最後に硬化剤を 0.5 g 加え攪拌して均一にする。直ちに硬化が

始まるので、ここからの手順はすばやく行っていく。 

 

 

・染料ドープ樹脂のライトパイプ内埋込み 

 調合した染料ドープ樹脂を直径 2 cm の小型シャーレに移し、その中にライト

パイプアレイの銅板を、ホール側を上に向けて浸漬する。この状態で、真空デジ

ケータ中に置いて、真空ポンプにより脱気する。デジケータの真空度が上がると

染料ドープ樹脂は大量に発泡する。約５分間脱気状態を保持した後、大気圧に戻

して消泡する。この脱気と大気圧へ戻す作業を５回繰り返す。 

 



第 6 章 吸収フィルタアレイを搭載した小型デジタル ELISA システム 

 

 

123 

・余分な染料ドープ樹脂の除去 

 シャーレから銅板を取り出すと、銅板が全体に染料ドープ樹脂に覆われてい

る。プラスチック製スパチュラのエッジを使って表面から余分な樹脂をそぎ落

とす。さらに残った余分な樹脂はエタノールを染み込ませたキムワイプによっ

てふき取ることで、ライトパイプ内の樹脂は保持した状態で、余分な樹脂を除去

することができる。 

 

・硬化 

 十分に硬化するために 100℃のホットプレート上で５分間保持する。このとき

溶媒として使ったシクロペンタノンが急激に失われないよう、ライトパイプ開

口側をカバーガラスにより覆った状態で硬化を行う。 

 

 埋め込み後の出来映えを示していく、なお、観察しているものは、ライトパイ

プピッチが 30 µm で、観察のための光が透過するようガラス基板上に作製した

ものである。 

 図 6-6 は、ライトパイプアレイ裏面から白色 LED 光を照射した状態で撮影し

た光学顕微鏡写真である。パイプ内が染料ドープ樹脂で埋められていることが

分かる。パイプ孔周辺に樹脂が残っているが、これは、硬化時に蓋をしたためシ

クロペンタノンと同時に気化した樹脂が再付着して硬化したものと考えられる。

図 6-7 は、電子顕微鏡（SEM）写真である。少し窪んでいるが、均一に染料ドー

プ樹脂が埋め込まれているのが分かる。クラックなどの異常は見られない。 

 図 6-8 は、サンプル裏面からの白色 LED 光照射のみで撮影した光学顕微鏡写

真で、比較として、染料をドープしないで樹脂のみを埋め込んだものを並べてい

 
図 6-6 染料ドープ吸収フィルタ埋め込み後のライトパイプアレイ 

光学顕微鏡写真（裏面から白色 LED 照明、表面は通常の顕微鏡照明） 
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る。染料ドープしたものは黄色く光っている。埋め込み状態が不均一になった場

合や、クラックが入った場合、輝きにムラが見られるが、このサンプルは、均一

に光っている。 

 

図 6-7 染料ドープ吸収フィルタ埋め込み後のライトパイプアレイ ＳＥＭ写真 

 

 

Tilt 30°

Tilt 30°Tilt 0°

Tilt 45°

2.6 µm 11 µm

 

図 6-8 染料ドープ吸収フィルタ埋め込み後のライトパイプアレイ 

裏面白色ＬＥＤ照明のみで撮影(a)染料ドープ、(b)比較用アンドープ樹脂充填 

(a) (b)
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 図 6-9 は、フィルタの透過光スペクトルを取得したもので、染料ドープ樹脂

を埋め込んだライトパイプアレイを通過した白色 LED 光は短波長成分が除去さ

れている。一方、染料をドープしていない樹脂を埋め込んだものでは、ほぼ光源

と同じスペクトルが観測された。このことは、ライトパイプに充填したマイクロ

ピラー吸収フィルタによって、励起光の除去ができることを示している。 

 

  

 
図 6-9 マイクロピラー吸収フィルタアレイ通過光スペクトル 

(a)光源（白色 LED）スペクトル、(b)染料ドープ樹脂フィルタ通過スペクトル 

(c)アンドープ樹脂フィルタ通過スペクトル 
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6.3.3 蛍光チャンバーアレイ 

 蛍光反応チャンバーアレイは Kim らによって発表されたデジタル ELISA 用反

応チャンバーの作製方法と同様に作製することができる。Kim らは、親水性のガ

ラス基板に図 6-10 に示すような撥水性の薄膜のスルーホール構造を作製して

いる[6]。 

 まず、文献の作成方法を示す。 

 カバーガラス（Matsunami, Japan）上に撥水性のアモルファスフッ素樹脂

(CYTOP809M, Asahi-glass, Japan）をスピンコートにより塗布する。塗布したカバ

ーガラスをホットプレート上で 50℃、１時間加熱し、さらに１時間かけて徐々

に 180℃まで昇温し１時間保持することで良質の皮膜を得ることができる。

CYTOP はこのプロセスを繰り返すことで厚膜化できるので、繰り返すことで厚

さ 3 µm の CYTOP 薄膜を形成することができる。スルーホールの貫通は、高粘

度のフォトレジスト（AZP4903, AZ Electronc Materials, Japan）を使用してフォト

リソグラフィー技術によってパターンを形成し、このパターンをマスクとして

O2 プラズマを使ったリアクティブイオンエッチ（RIE-10NR, Samco, Japan）を行

うことで実施する。RIE の後厚膜フォトレジストはアセトンによって除去する。 

 今回、基本的なフローは同じだが、別の作製方法も試みたので紹介する。

CYTOP のような液体をはじきやすい材料では、フォトレジストもはじかれてス

ピンコートするのが困難である。そのため通常は、はじきにくい上記のような粘

 

図 6-10 フェムトリッター蛍光反応チャンバーアレイの構造 

 

 

Glass substrate
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度の高い厚膜塗布用のフォトレジストが使われることが多い[88]。厚膜フォトレ

ジストは、微細加工には向いていないので、パターン形成が困難になる。そこで

通常のフォトレジストを使って作製する方法を試みた。 

 CYTOP を酸素プラズマ処理することで、撥水性から親水性に変えることがで

きる。こうすることによって薄膜用のフォトレジストの塗布が可能となる。但し、

これでは、デジタル ELISA にも使えないので、撥水性の回復が必要である。今

回、パターン形成後にベークすることで撥水性の回復が見られたので、デジタル

ELISA 用に使用可能なパターンとすることができる（図 6-11）。 

 以下に、作製プロセスフローを示す。 

 

Cytop 809M 1000 rpm スピンコート 

  膜厚： 1.6 µm 

デスカム （Samco、FA-1）： O2, 10 W , 30 sec 

   膜減り量： 約 0.05 µm, フォトレジストはじき防止 

レジスト塗布 

 OAP 2000 rpm, 20 sec, 100℃×1 min 

 OFPR-8600(33 cp) 3000 rpm ×20 sec×5 回 

  （膜厚：1.9 µm） 

露光 コンタクトアライナー（Mikasa, MA-10, 8 sec） 

現像 NMD-3(2.38 %）, 65 sec, DIW リンス 

ポストベーク 90℃×5 min （アセトン除去を実施するため低温） 

アッシング Samco, FA-1: O2 10 sccm, 100 W , 50 sec 

 etch rate (Cytop: 2.25 µm/min, OFPR: 1.33 µm/min） 

OFPR 除去 アセトン×２回→IPA→乾燥（N2ガン） 

デスカム （Samco、FA-1）： O2, 10 W , 30 sec 

ポストベーク 180℃×30 min （撥水性回復のため） 

 

 

図 6-11 CYTOP 酸素プラズマ処理による親水化とベークによる回復 

 

Cytop 809M as cured

at 180℃, 1 hour

O2 plasma treatment

(10 sccm, 10 W, 30 sec.)

180℃ bake, 30 min.

hydrophobic hydrophilic hydrophobic

(recovered)
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 この方法で、作製した CYTOP のデジタル ELISA 用反応チャンバーアレイ

の光学顕微鏡写真を図 6-12 に示す。マスク設計寸法直径 5 µm の円形開口パタ

ーン（15 µm ピッチのアレイパターン）が、ほぼ設計値の大きさで仕上がって

いる。 

 

 低粘度フォトレジストを撥水性の基板に塗布する方法として、最近は、特殊

な界面活性剤が使用する方法も開発されている[89]。この方法によると、撥水

性回復のためのベーキング処理が不要になるため、さらに簡単なプロセスフロ

ーによる微細パターンの形成が可能になると考えられる。 

 

  

 

図 6-12 CYTOP パターン（蛍光反応チャンバーアレイ）光学顕微鏡写真 

 

4.9 µm
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6.4 アライメント機構 

 ライトパイプ（マイクロピラー吸収フィルタ）アレイと蛍光反応チャンバーア

レイを形成した銅プレートを使ってCMOSイメージセンサで蛍光検出を行うた

めには、ライトパイプアレイの開口部と CMOS イメージセンサの画素の位置を

合わせて密着させる必要がある。そのためのアライメント機構の試作を行った。 

 図 6-13 に示した試作品について説明する。銅プレートは、CMOS イメージ

センサのチップより少し大きければ十分なので、今回は、１辺が 9 mm の正方

形とした。また、厚さ 30 µm 程度と薄いため、変形しやすいので、3 方向を台

座に固定した。固定した台座ごと、通常のデジタル ELISA のドロップアレイ作

製工程ができるようになっている。固定していない辺側から、CMOS イメージ

センサチップを挿入して密着できるようにした。 

 CMOS イメージセンサは、フレキシブル基板先端に固定する形にして、アラ

イメントの移動の際に銅プレートに強い衝撃を与えないようにしている。この

フレキシブル基板は固定しておいて、反応チャンバーユニット側をマニュアル

ステージで可動としている。マニュアルステージは xyz の３方向移動およびツ

イストとチルトができるものを使用している。 

 

 

図 6-13 デジタル ELISA アライメントユニット試作品 

 

CMOS イメージセンサ

挿入口

マイクロピラー
吸収フィルタ
アレイ

スペーサー

アクセスポート
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6.5 考察とまとめ 

 前章で提案した新規レンズレス小型デジタル ELISA システムの作製プロセス

についてシリコン基板を使った、両面加工プロセスを考案し、必要な要素工程に

ついて検討した。 

 ライトパイプアレイは、厚膜フォトレジストでパターンを形成し、そのパター

ン周辺に銅めっきを施すことで作製した。積層フォトダイオード CMOS イメー

ジセンサの画素ピッチと同じ 15 µm ピッチで形成することに成功した。めっき

後、厚膜フォトレジストを除去した状態の観察で、ライトパイプ内壁は、ほぼ垂

直で滑らかな表面で仕上がっていることが確認できた。内壁での反射を使って

蛍光を集光するものなので、滑らかな表面であることが重要である。 

 ライトパイプ内への励起光吸収フィルタの埋め込みに際しては、少量の溶媒

を使用することで染料と樹脂をムラ無く混合することができ、また粘度もさげ

ることができたので、均一に埋め込むことができた。埋め込み歩留まりを上げる

ためには、ライトパイプアレイを染料ドープ樹脂に浸し、減圧と常圧を繰り返す

ことが必要であった。 

 ライトパイプ内に充填形成されたマイクロピラー吸収フィルタアレイの白色

LED 光の透過スペクトル測定によって、作製したフィルタアレイが励起光を除

去し、蛍光を透過するという基本機能を満たしていることが確認できた。 

 蛍光反応チャンバーアレイは、撥水性の薄膜としてアモルファスフッ素樹脂

CYTOPを使用し、フォトリソグラフィーとドライエッチング技術を使って加工、

形成することができた。 

 主な要素工程技術を確立することができたので、これらを組みあせることで、

ライトパイプアレイおよびマイクロピラー吸収フィルタアレイを集積したデジ

タル ELISA 用、蛍光反応チャンバーアレイを作製することができる。 

 また、蛍光反応チャンバーおよびライトパイプアレイと CMOS イメージセン

サの位置合わせを行う機構を検討し、試作した。 
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第 7 章 結論 

7.1 本研究の成果 

 本研究では、CMOS イメージセンサを使用した高性能なレンズレス小型デジ

タル ELISA システムを構築するためのアーキテクチャの考案およびそれを構成

する主要部品の機能、性能の向上を行った。 

 

(1) CMOS イメージセンサの固定パターンノイズ（FPN）低減 

 CMOS イメージセンサは画素毎、カラム毎にトランジスタ回路をもっており、

それらの製造バラツキは、取得画像上では、固定化されたノイズとなる。定常状

態を観察するデジタル ELISA の蛍光検出においては、時間変動ノイズは、積算

により低減することが可能であるが FPN は低減できないので低 FPN 化が有効で

ある。今回、使用するトランジスタのサイズおよびレイアウトを見直すことで、

バラツキを低減することができた。画像上で縦スジとして現れるカラム FPN は

従来のセンサに対して約 1/16 に、また画素 FPN は、約 1/5 に低減することがで

きた。FPN を改善すると同時に感度のリニアリティも向上することができたの

で、広い光強度範囲における差分比較が正確に行えるようになった。この成果は

デジタル ELISA への適用に留まらず、血流のコンタクトイメージング等、他の

研究においても効果を発揮している。 

 

(2) CMOS イメージセンサの高感度化 

 デジタル ELISA において検出時間を短縮するためには、極力、微弱な蛍光を

検出する必要がある。本研究では、感度向上のために 4T-APS（4 トランジスタ

－アクティブ・ピクセル・センサ）構成を利用した。従来の 3T-APS センサの画

素内にフォトキャリアをフォトダイオードより小さい容量に転送するためのト

ランジスタを１つ追加したもので、現在の市販されている CMOS イメージセン

サで使用されている方式であるが、今回は、特に感度向上に重点を置いた設計を

行った。4T-APS 採用以外の取り組みとして、同時に画素情報を出力に伝達する

ためのソースフォロワ回路にも改良を加えた。製造プロセスの特徴を活かし、

MOS トランジスタのバックバイアス効果によるしきい値変動を抑えた構成とす

ることで、各段の伝達ゲインおよびそのリニアリティを向上させている。その結

果、従来使用していた 3T-APS 構成の CMOS イメージセンサに対して感度を 5

倍以上向上することができた。 
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(3) 積層フォトダイオード CMOS イメージセンサによる蛍光検出 

 イメージセンサを構成する画素内でフォトダイオード２個を深さ方向に積層

（浅い側 PD1と深い側 PD2）し、それぞれの出力画素値の比較することで、CMOS

イメージセンサに励起光と蛍光を見分ける能力を付加することができた。デジ

タル ELISA における蛍光検出においては、励起光強度の揺らぎを蛍光であると

して誤検出する可能性があるが、この機能があることで改善が可能である。励起

光中の微弱な蛍光を検出する能力については、LED 光源を使用した模擬実験で

検証できた。 

 特に、4T-APS 構成の積層フォトダイオードは、高感度で低ノイズであった。

この構成では、画素自体が光ショットノイズを平準化し低減する機能を備えた

ため、高光強度時でも微弱な変化量を見極めることができる。飽和画素値の 50%

光強度における微小変化量の検出能力は、従来使用していた 3T-APS 構成の

CMOS イメージセンサに対して約 5 倍である。 

 

(4) 新規小型デジタル ELISA システムの提案とシミュレーションによる検証 

 レンズレス小型デジタル ELISA システムとして、ライトガイドアレイ（LGA）

やファイバーオプティクプレート（FOP）を使用したシステムが提案されている

が、蛍光を受光部へ届ける効率（カップリング効率）が課題であった。蛍光カッ

プリング効率を向上するために、励起光吸収フィルタを充填した金属製のライ

トパイプアレイ構造を考案し、その特性を単純化したモデルで、シミュレーショ

ンした。その結果、銅製の目標寸法ライトパイプにおいてカップリング効率は

2.9%程度と算出された。これは、FOP 型のレンズレス小型デジタル ELISA シス

テムに比べて約 180 倍の効率である。 

 

(5) 新規構造デジタル ELISA システムの作製プロセス 

 提案したライトパイプ構造を実現するために、銅の電解めっき技術使って作

製するプロセスを検討し、積層フォトダイオード CMOS イメージセンサの画素

ピッチと同じ 15 µm ピッチのライトパイプアレイの作製に成功した。また、ラ

イトパイプ内への吸収フィルタ埋め込みプロセスも確立することができた。こ

こには、同じピッチで蛍光反応チャンバーアレイも形成される。 

 今回のシステムでは、CMOS イメージセンサは別ユニットとなるため蛍光検

出時には、蛍光反応チャンバーアレイユニットとの位置合わせが必要となる。こ

のための機構を考案し、試作した。 
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7.2 今後の展開と課題 

 本研究の成果を最大限に活かしてシステムを組んだ場合に予測される性能を

従来の FOP 搭載システムと比較してみる。まず、ドロップレットから発生する

蛍光のカップリング効率は 180 倍で、検出感度は、固定パターンノイズを改善

した 3T-APS 構成の CMOS イメージセンサから 4T-APS 構成の積層フォトダイオ

ード CMOS イメージセンサへの変更であり、5 倍向上している。すなわち、シ

ステムとしての感度は、約 900 倍の改善が見込める。FOP 搭載システムでは、

CMOS イメージセンサの暗電流の影響を抑えるためにシステムを冷却しながら

長時間露光を行った状態でフルオレセイン濃度 10 µM（目標の 10 倍）まで検出

が可能であった。従って、同様の条件で観測を行った場合、目標検出濃度に対し

て約 90 倍の余裕を持った性能が期待できる。露光時間を 1/10 にすれば冷却も不

要となると考えられるが、この条件でも目標検出濃度を 9 倍のマージンをもっ

て達成できると考えられる。 

 

 しかしながら、まだ改善すべき点は残っている。 

(1) CMOS イメージセンサ 

 本研究において、4T-APS 積層フォトダイオード CMOS イメージセンサはレン

ズレス小型デジタル ELISA システムでの蛍光検出器としては非常に良い特性が

得られている。しかしながら、積層フォトダイオードを形成するために使用した

不純物拡散層は改善の余地があると考えられる。特に表面側のフォトダイオー

ドにおいて、テンポラリーノイズが大きい画素が散見される。これらの画素は、

検出感度が落ちており誤検出に繋がるので、デジタル ELISA における検出対象

から除外しないといけない。既存の製造プロセスで拡散層（マスク）を選んでレ

イアウトするので、選択自由度は低いが、改善を試みる必要がある。 

 

(2) システム作製プロセス 

 主要な工程については、作製方法を確立できたが、全体の組み合わせについて

は、検討が必要である。特に、製作途中で、30 µm 厚の銅プレートに対して低ダ

メージでハンドリングするための工夫が必要である。 

 蛍光反応チャンバーアレイユニットと CMOS イメージセンサの位置合わせに

ついては、マニュアルステージによる試作を行ったが、小型のアクチュエータの

導入により小型のユニット内に納めるような取り組みが必要である。 

 励起光源についても組み込み型のものを開発する必要がある。励起光除去の

ために吸収フィルタを使用しているため、励起光源波長幅が広いと漏れ量が増

してしまうので出来るかぎり狭波長域の光源開発が必要である。光源について
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は、光退色の影響を低減するため、観測時だけ光らせるのが望ましいので、CMOS

イメージセンサと連動した制御系の開発が必要である。 

 現状、ドロップレット作製はマニュアル作業であるが、これの自動化も望まれ

る。さらに、蛍光反応以前に実施する必要のある一連の抗原－抗体反応について

も小型化や一体化へ向けた検討が必要になると思われる。 

 

 本研究の成果が、非常に高感度で早期癌やその他の疾病の診断ができるデジ

タル ELISA を広く臨床現場、ひいては家庭内にまで普及するための一助となる

ことを期待する。 
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