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物質を構成

している臥 f ・分 f に関する情報を合み，物質問宵の形をとることから，定性・
)_L M 分析の ill~・ な手段のーっとなっている。特に複数の成分からなる混合物試料
の分析においては，連続または多波長の光スベクトルを測定することにより，化
学変化を作う分離 f 段を川]いすに簡単な数学的解析のみから各成分を存任状態の
ままで分析できることから， [?丈学，生物学，食品分析，水質分析など擁々な分野
で不IJ HJ されている 。 ただし，多成分数から成る複雑な混合物を分析する場合には，
作成分のスペクトル波形が'Î..いに重なり合うため，向占 い波長分解能と高感度な検
11'，が 1 IJ tr~ な大 Jt'! の分光笈置が必~ー となる。最近では波長司変レーザを利用した装
円も報 ?i されている 。 しかしこれらはいずれも高価であり，ルーチンワーク的な

分析にはイミ If'] きである 。
これに対し，近年， lfJj 速化・高性能化と共に低価格化が急速に進んでいるマイ
クロコンビュータ/パーソナルコンビュータを積梧的に利用して，従来の分光装
iげからの tl \ 力スペクトル波形をオンラインで数学的に処理・解析して分解能の向
卜，物質的報の抽出を行なえば，汎用の分光装置から大型分光装置に匹敵する性
能を得ることが uJ 能である 。 このようなコンビュータとの結合による性能向上の
ための事安な処理法として，ディコンボリューション処理とピークパラメータ推
定処即がある。これらの処聞はいずれも従来，中塑以上の計算機によってオフラ
イン演貨により丈行されてきた。これらが分光装置側でオンライン処理できれば，
分析結果の確認，主査パラメータの再検討などが容易に行なえ，分析効率は飛躍
的に向上するロしかし，次の点において，オンライン化が困難となっている。

(1)ディコンポリューション処理は，分光機器によって測定されたスペクトル
波形に合まれる機器固有の分光特性や電気系の伝達特性など，いわゆる装置関数
による歪を除去して，物質自体の持つ真のスベクトル波形を抽出する処理である。
この装置関数は，機種，測定条件(スリット幅，電気系の時定数なと)によって異
なるため，異機種閉または測定条件の異なるデータ間でのデ ー タの比較や，高精
度な物質分析を行なうためには，必ず除去しておく必要がある。この処理アルゴ
リズムは既に 1932年より種々開発されている川 10) が，いずれも正確な装置関数の
形が既知である必要がある。しかし実際の測定に際して装置関数を実測すること
は械めて煩雑であり，装置パラメータ不明の状態で測定されたデータの解析を要
求される場合もあるロこの問題を解決するためには，測定データのみから使用し
た分光機器の装 Lifi 関数を推定することが必要となる。また，処理アルゴリズムに
おいては，測定波形に含まれる雑青成分の影響を抑えるための効果的な方法がま
だなし可。

(2 )ピークパラメータ 惟定は，スペクトル波形の Lいからピーク位置，強度，半値
I~品事のパラメータを他出する処理であり，これにより物質自体の原子 ・ 分子レベ
ルでの成分構成，状態なとの情報を得ることができる D この処理はピーク波形自
体が非線形関数となることから，従来は非線形パラメータ推定演算により実行さ
れてきたJ ユ }。 稀々のアルゴリズムが利用されているが，いずれも演算量が多く，
パーソナルコンビュータ卜.でそのまま支 i Jー するのは演算 H寺聞の点で困難であり，

咋川アル ゴリズムを 開発す ることが必要となる。

物質・ の持つ光吸収 ・ 発光等の現象に某ずく各種の光スペクトルは，
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一心，従水の 1 次 J亡的なスペクトル j皮 !作卜.で IÞI't'， の Jよい J くンド‘ 仲i iむを引っ被数の

IJX:分からなる出 fT 物では成分 1lJのスペクト lレの 1ft なりが大きくなり， もはやピー

クパラメータtf(:!l:処 Irp.の適川は不 IIJ 能となる口これを前決する一つのん仏として，

観測l時のよ合ノ〈ラメータを後数化して，スペクトル波形を 2 次 J L.; ノ f ターンとして

民間するん法が巧えられる。 民間したノぐラメータ IUIU に対して作成分スペクトルが

I i_ いに IÚ /).tすれば，各成分 l~d イ j の情報を明確に tÙI/!lすることができ ，分析の {I~ 村i

t1t: は Ir1J 卜.する。

既に r己'J ).生液体クロマトグラフイ (IIPLC) により物 I'P 的に(時 II\J 判I JJ IÎJj に)以|刻す

ると r ， i]n~f に吸収スベクトルを 1 次)1.:アレイセンサを ~I J いてマル F チャネル訓J)_じす

る時間.波長の 2 次ペスベクトル，-\ターン測定投開が夫川化されている‘')。しかし

|吸収測定よ りも険 H1 感度の尚い蛍光測定においては，分 析対象 1;足分によ って以泊

励起波長が異なること，および微必な蛍光を!日1 速に訓IJ 店するための，'::) !:必 j良なセン

サが必要であることなど，問題点が多く，マルチチャネル険 11111 はふだに問先示

れていない D

また，蛍光現象における発光スベクトルと励起スペクトルの [['1 公判を利川して，

蛍光発光波長と励起波長を 2 次兄的に走在して測定する 2 次Jt:蛍光スペクトルノ〈

ターン ，蛍光励起・発光マトリ ックス (El::M) についても既にいくつかの込山が開

発され，多成分混合物分析に対する有効性も指摘されている 11mo しかし l~~ 11与点

ではいずれも感度が低く，低濃度試料に対するデータ解析は|永|灘な状配にある。

このため，より高感度かっ再現性の向い装置開允が明まれる。

このような祖IJ fi・データの 2 次元パターン化は，従来点検 111 ノJ .J-\が)IJ ~、られてじ

た光熱分光法のような測定法に適用した場合，測定データ中に合まれるぷλ::'&1刈

(伊IJ えば熱拡散や対流現象なと‘)に関する情報検出につながり，さらに感度を IÎ1J 1-. 

させることがロI能となると考えられる。

本研究ではこのような観点より，光分析機器からの情報抽出を，尚精度にかっ

安価に実現することを目的として，機器にオンライン結合したマイクロコンビュ

ータ/ノ〈ーソナルコンビュータによる数学的データ解析アルゴリズムを開発し，

さらに，光スベクトルを 2 次元パターン展開する新しい高感度な分光システムの

開発を行なった。本論文はこれらの研究成果をまとめたものであり，以下に示す

各章で構成されている。

第 1 章では，従来からあるアナログ出力形式の分光機器に直接結合して，数守:.

的解析処理を実現するために新たに開発したデータ収集 ・ 処理専用裳置りについて

述べるロ従来からの機器の多くはアナログ出力形式であり，これらの機器からの

出力に対するデータ処理を効率的に行なうためには，波長定斉機能を含むデータ

収集 ・ 処理装置を結合するのが有効である。ここで開発した装置は特にラマン散

乱分光，蛍光分光等の微弱光損IJ 定を対象としており，高い波長￡査精度とお感度

検出機能を持っている口この装置の詳細と有効性を夫際の測定結果とよしに小す。

第 2 章では，分光機器により測定したスベクトル波形のディコンボリューショ

ン処理において最も電要な装置関数，すなわちスリッ卜関数の形状を，測定波形

肉体から推定する手法b)を提案する。同時にスリット関数が本知のままでも実行 uJ

能なディコンボリューション法を提案する。また，分光機器のスリ ッ ト関数は 一

般に〈角状関数となることから角状スリット関数の場合に特にイj 似j な雑目成

分の平滑化を考慮したディコンボリューション法についても促'楽し，実損IJ データ

に適)1 J してこのむ効性をノJ\ す。
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第 3 .';'1" では，観測波形に合まれるピーク ・ パラメータを分析機誌に結合したパ

ーソナルコンビュータでオンライン解析するために開允した， BASICLf 語による

!日j 辿アルゴリスムけ.J I について述べる。本アルゴリズムは，従米大々!計算機丹j に用

いられてきたアルゴリスムを某礎とし，パーソナルコンビュータの特徴を活かす

と Jl にその杭 TI 能ノj を補うために， ')ご験者との対話形式を取り入れている。本ア

ルゴリスムを').f ~IIJ テータに適 JIJ した結果より，このむ効性と適川|限界について考

記ぎする。

出 4 I~;j. では， ,'::) 速成{本クロマトグラフイ( IIPLC) と蛍光スベクトル測定を結合し

て分光スペクトルの 2 次元凶開を実現した新しいシステムの開発結果について述

べる。ここでは試料を iæ 続え( (1 色光)で励起し，蛍光をマルチチャネル分光測定

するシステム<) および試料をキ間的に分光励起して蛍光測定を行なうマルチチャ

ネ jレ蛍光励起スペク卜ル測定システムを考案・試作し， IIPLCと結介した 。また，

(I~ 光励起蛍光測定システムとマルチチャネル吸収測定システムを結合した時間

ー蛍光-吸光の 3 次ノと測定も試みた。これらの測定結果より各々の宥用性を評価す

る。

ヲ1 5 l';iでは，蛍光測定を 2 次)[ノぐターン化した蛍光励起・発光マトリ y クス

( U ;，M) を， r~~:J 速かっ尚感度で測定するために開発した 2 種類の専用システムにつ

いて述べる。 EEM は特に未知成分を含む多成分系試料の分析に対し，各成分の波

長選択件に{去作せずに分析できることから，極めて有効であるが，従来の蛍光分

光光度 Jでは膨大な測定時間を必要とする。そこで回転型 F渉フィルタ分光受光

系1)および偏波由分割j 型フーリエ分光受光系を持つシステムを開発し，高速デ ータ

以朱を達成した。さらに測定された EEM に対して，固有値解析に基づくスペクト

ル分離手法を適用し，開発したシステムおよびデータ解析法の有用性を示す。

第 6 苧では，向感度検出法として注目されている光熱分光法に 2 次元パターン

検出 j去を適用して，熱変化より生ずる屈折率変化を光干渉法によって空間的に測

定する新しい測定システムを開発した結果について述べるとともに，その有効性

をノJ-\ す。

最後にみ;研究の研究成果を概説し，今後の研究課題について考察する口

-3 -
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('11.1 

第 l 章 微弱光分光データの惇用処開装 i茂の開允

1 . 1 序

分光機器の臼動化はマイクロプロセッサの許及と Jt に急速に進み 1)1) ， M 近で

は多くの分光機器がマイクロプロセッサを内蔵し ， これによって分光却の波長止
資，スリット幅制御，チャートレコー夕、の制御等のプログラム化を丈射している。

さらに手滑化， ピーク検出など極々のデータ処問機能を合むものもあるロこのよ

うな応機能分光機器は仙怖も向く，小規僕な実験宅 ・制 !光本 では ふだにモノクロ

メータのみを胤いて荷々の分光分析を行なっている ttJ- fT も少なくない D しかし Il}

現↑生の l吉]し、高精 j支な定性・Á[泣分析を行なうためにはコンビュ ータの filì WJ が ノド 11J

火であり.コンビュータへのデータ入力とデータ処 11t'機能を作 った 込山 1 1が必要
である 。

こ の日的を満たすためには，次のような機能を {，iil えたモノクロメータ (、J- JI~% ;1,' 

があれば効果的である 。( 1 )各種の検出器 111 jJ 伝りをディジタル化して人 }J でき

る。( 2) 測定条件，データ処開/ぐラメータの設定が h・払に行なえる o (3) 劦 t'l 分
析，定量分析のいずれも考慮、した多種のデータ処時機能を持つ 。 (4 )テータ収法 ・
処理の過程および結果が監慢できる。 (5 )データ保行機能を持つ 。 ( 6) プロ ッ タ /
レコーダへの山ノ]が可能。 (7 )小~~で簡単に移動できる 。

本研究では二れらの点を身慮して，パルスモータによる波 k または枝'数駄動 IIJ
能なモノクロメータに接続して，特にラマン散乱，蛍光発光なと の微 ~N 光分 )t 視IJ
光に有効な融通件の高い対話型汎用データ収集 ・ 処開装貯を開先した。~装凶は
8 ビットマイクロプロセッサを 1 個内蔵しており，異なる分光測光に適用する場

合には モノクロメータの制御プログラムを一部変更するだけでよく ， データ処理
機能は種々の分析に共通に利用できる。ここでは本装置をラマン散乱分光に適用
し， この有用性を示す 。

1.2 装置の構成

Fig.] .1 に装置全体の 構成を 示すロ本装置は，パルスモータによる波長または

波数駆動機構を持つモノクロメータと光電子増倍管などの検出器とを結介した簡
単な分光測光装 置に ，直接接続 して用いることを考慮して設計した。令体は大き
く分けて 4 部分:検出器からの信号入力部 ， α{Tへのデータ表ポ ;jj lj 御部， パラ メ

ータ設定用操作卓，およびデータ保存用ディジタルカセット ( TE八 C Ml二 2) からえ・
り.全体の制御は 8 ビットマイクロプロセッサ8085八(以下 MPU と略す)が行な
っている。

1.2.1 {言 号検出部

一般に nJ 視 ・紫外域の分光訓IJ yé には検山訟として光 'd.i (-1円計約が川い られ， こ

の IH ノJ は同 ùft 測定法かまたは光子 1; 1 数 ìL ( 柄微弱光の以介)により険 111 される 。
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本主!と iげでは山ノJ {, i ~ ~がディジタル/アナログどちらでも I LiJ - fJ 1J 路で対応できるよ

うに liI数別八D ~変換 Irll 路をほ川した。

l.� .1. 2 にこの 1111 路のブロック |χ| をぶす。この InJ 路は{日号パルスを計数するた

めのカウンタ部， 1 F.確な計数時 1m 幅を先生するためのタイマ部，およびこれらを

制御する I ! 0ポートか らなる。人 ノJ 信サは，光下計数法では光í-t! r!常的管からの

111 ノJ '1ιifii をディスクリミネータに通してディジタルノ〈ルス列とし LI度流 ÆIJ 定法で

は検 山~~ (通常はロックインアンプ)からの出力屯圧を這圧 . 周波数 (VF) 変換器

(八 na l og Dc vicc ぉ，八 0537) によりノ〈ルス列として， 1 6 ピットカウンタで一定時

間計数するロ人ノJ 信号のティジタル/ア ナログ選択はスイッチswにより手動切り

持えする。

MONOCHROM.A, TOR 

「ーーーー一一一一一一一-ー一一一一一一一一一一一一ーーー・1
6時12

CASSETIE MT 

0000 
囚 o 0 

口墨田町
OPERATOR CONSOLE 

rtOh 丁目C :阿。6 ' 

CRT OISPLAY 

Fig.1 .1. Schematic diagram of the microprocessor-based data acquis社 ion 加 d processing 

system. 

ANAlOG 
1M附T
(0・lV)

DIGITAL 
PULSE 

Fig.1.2. Block diagram of the data acquisition circuit. 
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(11. J 

l. 2.4 丈[I，'j 11円 CRI'ムノJ ~ [f1] ~行

制IJft ノ〈ラメ ー タの調整，デ ー タ処開演算結果の評価には，測定波形および演算

処 l' P- *山県がCRT に'丈時間で表ぶされることが宅ましし」また演 '!:1 処哩過程では，

2 {lò1 の波形の比 i校 ， J~ スベクトルの同時表ぷも必要である。これらの機能を実現

するために， Fig. 1. 5 にぷす 3 波形の lüj 時五示が可能な:fl; 1時間αT~ぷ I叶路を作製

した 。 この Inl 路は，データぷノJ ，Jfj RAM ， æTHi 力用 DA 変換器， およびRAMへの

ア ドレス允/卜誌 で精成されている 。 データ表示川氏八M は 1 波形を !024 点(2Kbyte)

として 3 波形分 の 作 I止を持 つ。 この民八M は MPU から l同接書き込み/読み出しがロj

{iE であるが， MPU か らの アクセスがない時にはアドレス発寸部の制御により連続

的に内科が読み U: され[)八変換されてα{Tの Y軸に出ノj される 。 データの最上位ピ

ッ トは CRTの χ申[11 にiJ:ノJ され制度変調に用いられる。

( 11.1 

タ イマ郎では lKll i'のクロックをぷキとし て， ふり日|数日 ，~. IIlJ I~tl\ を1) 255八か ら の

JE1LJ によ り ! 1 段附 (0 . 1 ， 0.2 、 0.5 、 1 ， 2 ， 5 ， 10 ， 20 ， 50 ， 100 ， 200scc) のうちの 一つ に投 kと

する 。
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Fig.1.3. 16 bit data format. 

INTERRUPT 
(RST5.5) 

1. 2.3 操作卓

モノクロメータの制御，データ処理などに必要なノぐラメータの設定には対話形

式が有効である D この操作のための操作阜の外観を Fig . 1 . 4 に小す 。 ここには 1 \

ラメータ設定手順・設定値を印字するための小型放電プリンタ(松ド屯子部品，

EUY・ lOE) ，分光器の指示波数，励起光からのうマンシフト波数，データ値を表

示する 3 組の 7 セグメント LEO，およびパラメータ人力用キースイッチ，パラメ

ータ設定用ロータリースイッチを持つ。
SPEED CONTROL UP-DOh'N CONTROL 

Fig.1.5. Block diagram of the real-time data-display circuit. 

CB) CA) 

‘'‘一ーー争4 ms 8 ms 
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一盤強…窃
・
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' Ll 、"

-SMC泊τ剛渇G

.MANυムl

(!' 

副都

圃圃薗園田植田置

CAT 

WAVE"UMBER 

,. .，.nコ

l訂
lニヱ三一」

ふ， γ;zア1

. ，.竺~

[7'.;巴J

'G-亀~.'A負。

宅島

。
DATA 

、旦

Fig.1.6. (A) AnaJog signals to the CRT forthe verticaJ (Y) and the horizontal (X) axes control , 
and (B) the resultant image on CRT. 

A picture of the operator console Fig.1.4. 
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C". 1 

CR ' 1‘の X軸にはアドレス允 Ij 二 部からの山ノJ (!ff が 1[' ， f広()八変~1!されて供給される 。

この X軸 4汽では，創出IJ 波形と共に O レベル線， しきいがi 線のみ小を f J なうため，

ni担 λt ft 71:を民間した D すなわち ， �5i n~ よノF には 低迷水中止f"'t (8m ~C じ / 'i n c) を 1 J 

ない，続いて O またはしきい航レベル線R 1]-\ を I~~J 速辺ん lí，]水平J: ft( 4m sc じハ i n c ) 

により行なう。 Fig. 1. 6 は 1 波形と 2 レベル線を Il iJ 時にム小したI!寺の x'P，h および y'P，h

への出力波形と I CRT 1こでのよぶ結果の例である。この IJ与のよ小速度は 6' ~lli r1'1ﾏ / 

日cc で，画面のちらつきはほとんどない。表小波形の選択， レベル線の仙は予め

操作 l;i から任意に設定できる 。

1.2.5 デ、ィ ジタルカセット

収集したデータ波形の保有には安価で記憶 2半世の大きいデ ィジタ ルカセット他

気テープ(以後CMTと略す)を利m したロデータの読み出し時に測定|付谷を的 ljí に

検余'できるようにアクセスの存易なテープの 先頭部分に併記録波形にあI する泊J )_L

パラメータを記録する索引部分を設けた。 1~のテープには以大 1 0 ful のよ舟波

形を記録できるように，索引部分も予め 1 0 セクタJfJ芯した。符セクタには，測

定日，試料番号，測定ノ〈ラメータを 32 バイト/波形として記録する白羽Ij )t波形は

索引部の後に順に記録される。記録可能なデータ点数は300ft テープで約 10000 }，'，'、
であり，これは通常の測定では充分な点数である。

1 . 3 装置の機能

本装置の持つ機能は，データ収集，波形演算処理，およびデータ保存 ・ 管理の

3 つに大別される。データ収集および処理では，実験者が常に動作過程を監視で

きるように必要な波形がαT上に表示される。各演算で必要な特定点の指示 lこは

輝度マーカを利用する。処理結果は XY プロ ッタ (G raphtec ， WX4(71) にも出 )J で

きる。制御プログラムは全体で約lOKbyte から成り，すべてROM 内に格納されて

いる。装置内にはこの他に約 1 Kbyte の簡単なモニタプログラムを持ち，装街全

体の自己診断も行なえる。

1. 3.1 データ収集

データ収集では，通常用いる単一走査法のほか，実時間での定件・定 fJ:分析に

有効なピーク検出走査法， SN比改善のための積算、ド均主査法，およびマニ ュア

ル走査が可能である。各走査に必要な/'\ラメータは，操作卓を則いて対話形式で

設定する口走査に先立ってモノクロメータとの波長校正をする必要があるが， こ

れにはレーザや水銀ランプなどの輝線スペクトルを利用して，モノクロメータを

手動でこれらの輝線波長位胃に合わせ，この波長を操作宅より人ノJ する口

(a) 単一定査

最も基本的な 1 @lの波数走査によるデータ収集では傑作パラメータとして，励

起光波数，測定開始波数，測定終 f 波数，サンプル波数間隔，データ計数 11寺聞を

設定する。この後MPU はモノクロメータを測定開始波数の手 'Îîj 1 ()c m ま で1"1'-:) 速に

進め，続いて 10cm 1 だけ低速に進めて測定を開始する 。この操作により パルスモ

ータのパックラッシュによる波数設定誤差を除去する。 測定は測定問紛波数 より

-8-
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)1断次サ ンプ ル 1111 I~~ づっ 離れた波数にモノクロメータを I ，ljj AE し，科人，f~，、で予め指定し

たiJ与 I /\J IIIJ I泊の1I 1，J Jt '~6: [-ノぐルスまたは VF変換器からのパルスを汁数する。

訓IJ )_L波Jf~は出IJ )1: JVJ 1111 r1' 常時CJ.~T J '，に表ぶさ れる 白 ただしメモリ の 制限から 1 度

にん小できるデータ点数は 1024点であり，これを越えた場合には，以後メモリ内

先凶作I~ 分の ()4 点のデ ータ を CMTに転送してメモりから消去し，メモリの内容を64

，l!，'、分移動させて I\1lJ )l:を続ける。この燥作によりデータ点数をメモリ谷'f去に制限さ

れることなく取ることかできる。

(h) 夫時 1111 ピーク検 11\ ，1 作

rLtt n についての子的的な分析を行なう際には，分光~*を l苛速に iË1i してピーク

{立川 とピーク強伎のみを榔J Áにすれは. 允分な場合も多い。これを簡単に夫現するた

め，データを以!lしつつ丈 11与!日i でピーク検 lii を行ない， この{立貯とテータ値をプ

リントし， C1U・トーには制度マー力によってぷノJ\する機能を賂載した。ピーク検 Ul

には年tt L~: 除去を巧地して，まず 7 点の 2 次多項式適介、!と滑化 1 次微分法ミにより

作 ItliJ ;.L点、の微係数 n りを水め， この符リが+からーに変化する点を検 Ul し， こ の

強!立 úñ か予めぷ)_Lしたしきい ú[( 以 k の時信号ピークとして出力する。

(じ)的 r，l 、ド均

制t 九を多く ft む低 SN 比の信りに士、j しては，繰り返し￡査による積算平均化 か

SN lt It'J L にわ幼である。積算[叶数の設定には SN 比の改善度と測定時間とを考慮、

する必要がある。本装置では対話形式の特徴を生かし，実験者が各走査毎に積算

平均結果を監視でき，充分な SN比が得られたと判断した時点で走査を打ち切る

ことができるようにした。このため各走査での測定波形とその時点までの積算平

均波形をαT上に重ねて表示した。 また全走査終 f後再度異常データを監視する

ため，各￡査毎のデータはすべてα1Tに記録し，全走査終了後改めて各データを

CRT L に表示し，この 11.}点で異常データを発見した場合にはこの走査回のデ ータ

のみを積算結果から除去できる機能を加えた。積算走査はメモリ容量の制限から

ぷ大64 回，データ点数 1024点までとした。

1.3 . 2 データ読み出し機能

データ処理演算では.対象とする波形 をαT上に表示して実行するため， 1 度

に鍛えるデータ点数を 1024点に制限した。しかしデータ収集ではデータ点数の制

限はなく連続的にαilTの容量内で記録しているため，適当な波数領域を読み出す

機能が必要になる。そのため， α，j Tに記録された全波数領域から任意の連続した

1024点を読み出す方法(M∞E 1) と，差スペクトル演算を考慮して，すでに読み出

されている領域と全く foJ ーの領域を読み出す方法( M∞E 2) を備えた口 Fig . l.7 に

各五法の様式凶を小す。 M∞E 0では，まず最初にα1Tに記録されている先頭部

分の 1024点を読み出し，続いて実験者の判断で64点づっ先頭データを削除して新

しいデータを読み出し加える。 この操作を必要な領岐が得られるまで繰り返すロ

Mor汗 1 ではデータのサンプル間隔が既に読み出されているデータと一致する場

介のみ，これと lûJ ーの波数範囲を読み出す。

9-
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(h) ぷ.スペク 卜 ル

多 成 分からなる以来:↓ のスペクトルから ，既知成分スペクトルを除去して残りの

成分を 1[iJ Jl.:' する場合や，パックグランドを 除 去 する場合には疋スペ クト ル演算が

イ j 効である。この J五i rl は対 象 となる 2 波 形 の 波 数範聞 お よびサ ンプ ル間隔が等し

い時のみ イJ 効 となる。ここでは 2 種類の 演算下 法，す な わち， rciJ 一条件化で測 定

し た 2 波形 に対する I(j 妓減算法 ， お よ び 2 披' 形聞 の ゲインの違いを 考慮 し た ゲ イ

ン 補 l上演すf iよを 巧 案し， これらのプ ロ グ ラム を熔載し た 。後者では， 2 波 形

1)八 ( k ), f)日(k ) に 共通 に合まれる巾ーピーク を 実 験者が指定すると ， この ピ ー ク近傍

5 点の L~i 積他 S" ， SB を什 TI: し，作波長 k での差スペ ク ト ル苅 k ) を次式より計算 す

る。

( 11. J 

DATA点。

門OOE 0 

門ODE 1 

CL1 Wo= f)Yl, ) 

X(k) ={ (S81 SA) D~( k )} -D8 ( k ) , 

こ れ に よ り 指定したピ ー ク両さが波

}伝 聞 で異なっていても左スペク ト ル

では完全に 除 去することができる。

FJ g ・1. 9 にこの例をぷす。(八)は Fe

- N i-Cu ホローカソードランフ.C H CL) と

ノk 銀ランプを同時点灯したときの発

光スペク トルであり， ( B ) は H G_のみ

の党光スベクトルである。この両波

形から l白接走スペク ト ルを求めた( C') 

では 測 定ゲインの差のため水銀ラン

プの特徴は現われていない。しかし

( D) のゲイン 補正演算では，両波形に

共 通 に含まれる 36 7 . 99n m 近傍のピー

クを 指 定 した こ と で水銀ランプのみ

の特徴( E l と 10J 様 の 結果が得られてい

るロ

D 1 SPLAY AREA 

Fig.1.7. Explanatory illustration of two modes of CMT read-out formats: the sequentiaJ read-out 

from top of the file (MODEO), and the random read-out searching the coincidence area (MODE1) 

1. 3 .3 データ処理演算

デ ー タ処理では雑音除去のための手滑化 ，;t性 ・ 1主 'k 分析のためのピーク検 1 11 , 

Æ スペ クト ル計算，荷積計算の各機能を持つ D

(a 1 平 滑化

雑音 除去のた めの平滑化 お よ び平滑化 1 次微分 ， 平滑 化 2 次 微分を 2 次 3 次多

項式適 合移動 平均法刊に よ り計算 する 。各演算に 必要な重みテーブルはR偽4 内に

用意 し ，実験者は 操作卓 上 の ロー タリ ー ス イ ッ チ に よ り 必要な演労を選択できる。

Fig. 1. 8 は 1 次 微 分演算結果のαT

への表示例を示したものである。図

の F は イ ンデンのラマン散乱スペク

トルを 500 cm I から 1523 cm 1 まで

lcm I 間隔で測定した結果であり，以l

の上は こ の 1 次微分波形である。演

算には， 15 点の手滑 化 微分をJìjいて

おり，演算時間は約 2 秒であった。

微分波形を表示する場介には ~I に示

すようにお] 一両面 j--_ にえの波形と共

に O レベルの{立慣を変えて表ぶした。
(c) 1(11 陥，n r~~ 

創作物 試料のスペクトル波形から各成分量を推定する場合， 通常各成分固有の

ピーク波形の rúj 肢 を 片H 、る。この計憶は ， 厳密には各 ピ ー クを ガウス型関数 やロ

ーレンツ Jr'l 関 数と (反応して分 離 しておく 必 要があるが， 簡 単な定量分 析で は

Fi g. ト 1 0 にぷ すよ うに 適吋 な ベ ースラ イ ンを 減算した後， ピーク波形をそ の 両側

の谷 部 で 切 り 取 り，この !面 積 を求めるだ けで も 充分な場合も多 い 。 ここではこ の

JJ;t fJH に jま づき，まず口{T 1-. でベースラ イ ン を設 定し， 続いて輝 度マー カ を 移動さ

せ て ( 13) にぷすようにピークの ffLj 端 2 点を順 に 指 定し，この 間の面 積を計算 して

( C ) にぶすようにプ リ ンタに 山 )J する。

Fig.1.9. ExperimentaJ results of the spectraJ 

subtraction: (A) emission spectrum of two 

lamps: a Fe-Ni-Cu hollow cathode lamp and a 

Hg lamp; (8) emission spectrum of a HCL; 

(c) result of the direct subtraction of (8) from 
(A); (D)result of the subtraction of (8) from 

compensated (A) ぉ mult iplied by S8 /SA 
(area ratio of two peaks at 367.99nm); (E) 

emission spectrum of a Hg lamp 

500cm.1 
1523cm 1 

Fig.1.8. Experimental result of 1 st derivative 

calculation. The Raman spectrum of Indene excited 
by A( Ia<>er between 500cm.1 and 1523cm ・ 1
mea<>ured with 1 cm.1 s釘npling inteNal (Lower). 1 st 

derivative curve calculated by using 15 point 
curve-fitting (Upper). 
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1.4 結言

#1 

• BASELINE 
• O-LEVEL 

( " 1 

事 HODE ? 
AREA CALCULAT 1 OH 
THP.ETHOLD LEVEL 2738 

日RER (lCH) % 

81893.6 ・ 9193 4. 4 45.S #1 
81 &58. 8 ・ 81988.9 11.4 #2 
91891.2 -91131.4 27.8 # 3 
91144.2 ・ 91169.8 8.8 #4 

(C) 

Fig.1.10. ExperimentaJ resuhs ot 

peak-area caJculation: (A) explanato印

illustration of peak-area caJculation; (8) 

output on the CRT; (C) output Cln the 
printer. 

ここでは従来のアナログ出力のみを持つ分光機器に接続して，そのデータをオ

ンラインでディジタル処理することを目的とした専用装置を開発した。本装慣は

パルスモータ駆動のモノクロメータを直接駆動ロj能であり，アナログ/ディジタ

ルどちらの信号も入力が口]能な汎用性の高い装置である口人 )J したデータに対す

る処理として，実時間での平滑化， ピーク検出， ピーク rilî 積計算， 1;: スベクトル

計算等の機能を持ち，これにより，測定現場での定国・定件分析，測定条仰の検

討などが容易に行なえる。また，すべてのデータ収集・処即の過院はCRTにムぶ
されるためデータの監視が口]能であり， さらに対話形式によるノぐラメータの修 Jr

機能は信頼性の高いデータの収集 ・ 処理のために有効である。

本装置は，測定規場での実時間分析と共に，より懐雑な j寅J?:ー をイ1~ う 117j 度なデー
タ処理のための rFJ 処理として，情報量の確認をするじでもれー 効である。

-12-
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~2 市 新しいディコンボリューション手法の提案と

分光データの処理

2 . 1 序

分散型分光機器を用いて測定した分光波形は機器固有の応答関数の影響を受け

て中を受けたものとなっている 。 この応答関数を決定する最大の要因は分光器の

人射スリットと射出スリットの幅である。両スリット幅がある程度狭くなると分

散よ f のイj 効傾域による制限も受ける。また電気系の応答特性も制限要因となるロ

スリ ヅ ト恥か 1夫くなれば応答関数はテルタ関数に近ずき，観測波形の分解は向上

する。しかし反白人射光量は減少し，信号対雑音比( SNR) は低下するロこのよう

な応答関数の影響を取り除くため，特に赤外域の吸収スペクトル測定では演算処

珂によるテイコンボリューション法が 1932年 Burger &Ci ttert 6 ) 以来種々提案，実

行されている J) 1 円)。 これらのディコンポリューション法は一般にスリット幅の拡

がりによる波形の歪みの回復を目的としており，正確なスリット幅が既知であれ

ば，測定波形の分解能を向上させることができる。しかしスリット幅が未知また

は LI- 確に惟定できない場合には，正しい波形は回復されず誤差を含んだものとな

る 。 例えば，遠隔操作に基ずく分光機器などではスリ y ト幅を直接に測定するこ

とが不司能な場合もある 。 また過去の測定波形を使用する場合には，そのスリッ

卜幅が木知の場合もある。このような場合，測定波形自体から正確な装置関数を

推定することが必要となる。従来，分光波形に対してこのような推定を試みた例

はないが，音声・画像処理の分野では，信号のケプストラムを利用した装置関数

推定法が提案されている 1 1 )。本研究ではこの方法を 1 次元分光波形に応用して，

測定データのみから測定に用いた分光機器の装置関数，すなわちスリソト関数の

推定を試みた。さらにこれを応用したホモモルフィック・フィルタリング12) 15) に

基づき，スリット関数の正確な形状がわからなくてもディコンボリューションが

行なえるブラインド ・ ディコンボリューション法を提案する。また，求められた

スリット関数の特徴を積極的に利用した平滑化ディコンボリューション法も提案

しその効果を評価した。

-13-
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2 .2 ケプストラムを用いたスリット関数推定 ら‘}の位相同復法を応用すれば，スリット幅 Tが求められる。

まず全体の波形を N個の小医聞に分害Ij する。この時，雑音が無視できるとすれ

ば科医問内では，2.2.1 観測波形と装置関数の関係

いま観測!被形と装置関数の関係を，次の条件下で弔える。

( 1 )全測定範囲内においてスリッ卜幅は不変である。

( 2 )全測定範囲に比べてスリット幅は卜分狭い。

これらの条件は通常の測定でも卜分満足される。ここで波数を V，測定波形を g (v) , 

真の波形を S( v) ，装置関数を h (v) とおくと，これらは次のコンポリューションで

表現される。

gk(V) =St(v) * h(v) (2.8) 

となる 。 ただし gk(V) ， s.(v) は各々測定波形と真の波形を N個の小区間に分割した

時の k 番打の lX~ 聞の伝り波形を，また記号本はコンボリューションを表す。これよ

り科分割信号のフーリエ変換は，次のように表される。

g(v) =s(v) * h(v) +n(v) (2.1) 

ただし n ( v) は加法的な雑音であり，ホはコンボリューションを表す。向辺のフー

リエ変換をとると，

Gk ( x) = S. ( x) H ( x ) ( 2.9 ) 

ここで， Gk ( x) , S k ( x) は gk(V) ， Sk(V) のフーリエ変換を表す。( 2.9) 式の対数をとっ

て、ド均をとると

S(x) = G(x)F(x) , (2.3 ) 

1 N 

- .~. Logl Gk(x) I s - ."!-. Logl Sk(x)H(x) I 
N K=1 N K=1 

=一一 {三 Logl Sk(X) 1} + Logl H(x) I (2.10) 
N "-=J 

となる 。 ここで( 2.10) 式の両辺のフーリエ変換をとって対数フーリエ変換として

定義されるケプストラムに変換すると，

Cg( q) = ~ ( q) + ~ ( q ) (2 . 11 ) 

と表される。ただし，ら(q) ， ~(q) は各々観測および真の信号の平均のケプストラ

ム， ~(q) はスリット関数のケプストラムであり， q はケフレンシ( 1/ x) を表 す 。

ここで ~(q )について考えると (2 . 7) 式より，

G(x) =S(x) H(x) + N(x) (2.2) 

となる。ここで x=l / v であり， G( x ), s (x ), H ( x ), N ( x )は各々 g(v) ， s( v) , h (v) , n (v) 

のフ ー リエ変換を表す。

今雑音がなく，かつ h ( v) または H(x) が既知でかつ H(x) • 0 である場合，信号
S( v) のフーリエ変換 S(x) は，

F(x) = 1/ H(x). H(x) .0 (2.4) 

として与えられる。 F(x) はディコンポリューション ・ フィルタ関数である。

雑音が含まれる場合の信号回復には種々の方法が提案されているが， もっとも一
般的な方法は，ウィナーフィルタリング法であり， ー s i n (πTx) ー 2

LogIH(x)I=Log{ J 
、:rtTx

= 2 Log I s i n (πTx) I -2 Log(πT) -2 Log I x I (2.12) 

H*(x) 

F(x) = 1." ,, 2 . ... , . , ... , . (2.5) 
IH(x)I.l +φn( x) / φ， (x) 

なる フ ィルタが使われる。ただし φD ( x) と φ，( x) は各々雑音と信号のパワースベク

トル を 表し， H 牟 (x) は H(x) の複素共役関数 を 表す。

(2 .4), (2.5) 式から明らかなように，いずれの場合でも h (v) または JI ( x) の正確な

値が必要である。

これに対して匂 pen h eim 1 1) らにより提案された信号値の統計計算に某づくホモ

モルフィ ッ ク ・ フィルタリング法ではこのような系の出力信号 g(v) から装置関数

h (V) を推定し，入力信号 s(V) を回復することができる。この手法は音声や l画像

解析の分野で利用されているが，分光波形に適用するためには， 宵声や l画像信号

に比べてデータ数が少ないため正確な統計量計算が困難であり，計資に r 夫が必
要である。

いま分光器の入射スリ ッ トと射出スリットが等しい場合を考えるとスリ y ト関

数は次式の 三角状関数となる 。

制
。円

吟
川
…
⑧ ﾗ + + 

h (V) = (T-Ivl) / T" Ivl :s T (2.6 ) 

閃
明l
i

ぷ
ト

W
 円

時
円

4甲

山

= 0 Ivl >T 

ただし Tはスペクトルスリット幅である。 h (v) のフーリエ変換は

(:rtTx) 

H(x) ニ(山~)ー (2.7) 

となり ， フーリエ l耐 にお し 、て J.'d 期的 に ゼロ 点 を持 つ。 こ の 判徴 に ìì 11 して Ca !1円 。 !1
Fig.2.1. Process of generating the cepstrum of the slは function ， Ch(q) , and 
the cepstrum of the sections of the spectrum Cs(q). 
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ます， I~{ 流成分を除去するために透過ギ波形 1・( v) を吸光本波形 S(v)=l-T(v)

に変換する口波形の分 1flJ は l肢')亡率波形土でのピークを中心としてその i向a 倒IJ 一定幅

を取ることで s ;\比の f古川、データを効率的に利用する。この後 (2.10) 式に基づき

Log フーリエスペクトルの、r~ 均値を計算する。ここでさらに (2.12) 式中に現われる

-2 Log I x I の項を除去して，符号を反転し ，

CiI. .2 

を得る。 (2.12 )式 ，C 辺第 1 項は πTx = nπ(n は整数) となる点において- cc となり，

第 2 J員は定数，第 3 項は文、j 数関数となる口この結果，じ(q )は q =ざI においてれの

ピークを持つ。 -}j c.( q) に関しては，一般にしOgISk(X)1 が)，'û JUJ ttI:を持たないこ

とから，原点以外に大きなピークは持たな~ , 0 したがって (2. 1 1 )式を 111 ・ }"~すること

ト

ト

~ ( q) = -Cg( q) + F r 2 L 0 g I x I J (2. 1 3 ) 

としてケプストラムを計算する。ただし F はフーリエ変換をぷす口このケプス

ラム1:で原点とは異なる最大ピーク位置をさがし，これよりスペクトルスリッ

幅を決定する。

により，そのピーク位置から q =::tT の値，すなわち装 ifl 関数の悩が求められる口

Fig.2.1 はこの計算式の関係を示したものである。

(b) シミュレーション実験

本下 i去の有効性を確認するため計算機により疑似赤外吸収スペクトル波形を発

作させ，スリット幅推定精度について検討した。 Fig.2.3 は波形の分割法について
比較 ・ 検討した結果である。

Fig.2.3(a) は計算機により発生させた疑似赤外吸収スペクトル波形である。こ

の波形は， 10個の吸収ピークを合成した後三角状関数でコンポリューションし，

さらに正規不規則雑青を重畳したものである。赤外吸収ピークは一般に吸光度波

形においてローレンツ型関数となることから，直接観測される透過率波形 T(v) を
次式のように表した。

赤外吸収スベクトルへの適用アルゴリズム

(a) 計算アルゴリズム

分散型分光器を用いた赤外吸収スペクトル損IJ 江においては透過中波形がスリッ

ト関数によるコンボリューションを受ける。したがって，泊J '-L波数範|井11付でスリ

ット関数が一定である透過率波形に対してのみ L述のんは・が適川できる 。

実際のアルゴリズムヒではスリット幅推定精度を L げるため，パックグランド

の除去，波形の分割における S \l比の r'!;j ~ ，部分の効史的な利川はについても巧旭

する必要がある。これらの点を含めたプログラムのフローチャー卜を Flg.2.2 に

示す。

2 

" t1v-

(2.14) S(v) = 1 ・ exp {-bCEo , ,} 
(v-vo)2+(A v)l J 

EO. v o• i1v は各々吸収ピークの吸光係数，

T(v) = 
:t Tronsml ttonce 

半値

128 

波数，

20 。

(
σ
)」U

c は濃度，ただし b は光路長，

100 

ω
U
C
口
一
戸村一E
」凶
C
O
」
ト
H

:t Absorptonce 

(b) 

128 
(c) 

Fig.2.3. Computer simulation of slit-width estimation method: (司 computer-generated

spectrum with ten absorption peaks, expressed ぉ Eq .(2 . 14) ， convolved with a tri加gular

sl比 function ， and added the Gaussian noise , (b) the cepstrum Cr(q) of the averaged 
log -Fourier叩ectrum of 7 sections regularly sampled , (c) same ぉ (b) but sampled by 10 
sections irregularly so that peaks center in the individual sections. 
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Flow chart of the spectral slit-width estimation 
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Ch 2 

ド i g.2.5 は異なるスリット幅 T=5 ， 20 , 40 , 80 に対するスリット幅推定結果をぷした

ものである。雑音成分は加えていないが，実視IJ 値に近づけるためデータはすべて

] 2 ピットに量子化した 。 いずれの結果でも正確なスリット幅がケプストラム上で
の最大ピーク位債として推定されている。

100 

Q) 
u 
C 
O 
令J

+-J 

E 
u) 

C 
O 
L 

ト・

ー吃
0 
1 

Cr(q) 

r・11 . 2

下幅を表す 。 波形全体のサンプル点数は 1024 点， スリ ッ ト幅 Tは 20点とした口

た JI 規不規則雑青の標準偏茶 は透過中に換算して2% とした 。

Fig .2.3( b) は 1 分割l を 256 点として|憐り合う分割とうし 50% ず つ 市'口させながら，

すなわち 128点ずつシフトさせながら順に全体を 7 個に分別したときのケプス ト ラ

ム ~(q )である。この結果では最大ピーク位置は 22 となり， 正しいスリット 幅 は

得られない。 一方， Fig.2.3(c) は同一の波形を用いて，各吸収 ピ ー ク位置が各分割

の中心に来るように 10 民間に分割してケプストラムを計算した給米である。この

場合には正確にスリ ッ ト幅の値 T =20 が推定されている口 Fig .2 . 3( わ)でのス リ ッ ト

幅推定誤売の要閃は雑音成分よりもむしろフ ー リエ変換での打ち切り演算に起凶

するものである。ただしこの実験では， (b) , (c) いずれの i易代にも，打ち切り演 n

誤差を最小化するためにハニング窓を使用した。

Fig.2.4は雑音成分に対する影響を調べた結果である。吸収ピーク波形はドi g .2.3 

と同ーであり，雑音はすべて正規不規則雑音として， その標準加疋を Fig.2 .4 (a) は

0% , Fig . 2 .4 (b) は 1 % ， Fig.2 .4 (c) は 2% とした 。 (a) から (c) ~，ずれの場介にもス リ ッ
ト幅はケプストラム上で最大ピークをとる位置として lト維に推定されている。た

だし， ピークの形状は無雑音の場合が最も鋭くなっている。

ま
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Fig.2.5. Computer simulation resutts of spectral slit-width estimation from spectraconvolved with 

different slit-widths: (司 compute r-generated spectrum convolved with the sl比 (the width T =5) 加d
the cepstrum; (b) same as (b) but with the slit width T =20; (c) T =40; and (d) T =80 , respectively. 

128 

Fig.2.4. Computer simulation resutts of spectral slit-width estimation from the spectra with 

different noise level: (司 noise free spectrum and the cepstrum Cr(q); (b) noisy spectrum 

(σn=1 % of transmittance) and the cepstrum; (c) same as (b) but on=2% 
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( c ) 文測した亦外吸収スベクトル波形への適用

亦外分光光度計による吸収スペクトル測定は， スリッ卜|均数をほぼ ; 向状 |比l 数

として近似できることから，本 f i去の適丹l に適している 。 Fig.2.6(a) および (h) は

アンモニアガスの l吸収スベクトルを極光束(1:11 折格子分光光度，iI， J 八 S∞ model A3 , 

を片j いて測定した結果である。スペクトルスリッ卜帆は Fig.2.ú(a) では 0..8 cm 1, 

Fig .2.6(b) では 2.16 cm I に固定して測定したロただしこれらの倣は，機械 的なス

リット幅と分光光度計のスベクトル分散より算出した。測定は，サンプル間隔

O.lcm 1 毎に 1100cm 1 から 1000cm 1 まで 1000 点について透過中 0% から 100% まで

を 12 ビット (0 ・ 4096) に量子化した。 Fig.2.6(c) および (d) は各々ドig.2.6(a) および(b)
に対するケプストラム ~(q )計算結果である。測定時のサンプル間隔が O.lcm 1 で

あるためケプストラムの分解も O.1cm 1 間隔となっている。ケプストラム 1-. での

最大ピーク位置は Fig.2.6(c) では 0.8cm 1 , Pig.2.6(d) では 2.2cm 1 となりケプストラ

ムの分解能を考えるといずれも実測値とよく一致している。
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Fig.2.6. Experimental resutts of the sl~ -width estimation method: (a) Absorption spectrum 

of ammonia gas between 1100 and 1000cm" measured by a double-beam glrating 

spectrophotometer, JASCO model A3 , w~h the spectral sl~ -width fixed at 2.16crn"; (b) 

same ぉ (司 but w~h the spectral sl~ width fixed at 2 . 16cm・'; (c) cepstrum Cr(q) ()f the 

spectrum (a); and (d) cepstrum of the spectrum (b). 
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2 . 3 ホモモルフィック・フィルタリングによるブラインド・
ディコンポリューション

('!t .:> 

j ~ 述のん- はによりスリット幅が推定できればスリッ卜関数が佐定し，観測波形
に対して既 tf のディコンボリューション法を適用することができる。しかしスリ
ット|矧数が 二 角状関数にならない場合(例えばスリット幅が小さいときには回折
光の影響によりガウス型関数になり，入射スリッ卜と射出スリッ卜の幅が異なる
ときには台形になる)または正確なスリット関数の形がわからない場合には， 上
述のスリット幅推定法は適用できない。ところが，信号波形の平均的な周波数特
性が推定できれば以下のようにホモモルフィッ ク・ フィルタリング法に基づいて
ディコンポリューション(ブラインド ・ ディコンポリュ ー ション) を 行なう こ と
ができる。

2.3.1 原理

(2.10) 式において真の波形を小区間に分割してその対数フーリエスペクトルを平
均した関数の母関数を Log I P(x) I とおく。これは対象とする波形(吸収，発光，
散乱等)をスリット関数による歪みのない高分解の分光器で多種類の資料につい
て測定したときの平均的関数であり，対象波形によって一定の形状をとると予想
されるロすなわち，

Log 1 P(x) I 量百三[Log I S.(x) 1 = Log 1 Sk(X) 1 (2.15) 

と表すことができる。ここで，観測波形の分割平均対数フ ー リエスペク ト ル

N~μg 1 Gk(x) ト LogIGk(x)1

との差をとることに よ り (2. 1 0) 式 よ り

Log I P(x) 1-Log IGk(x)11iI! Log ISk(X)I-Log IGk(x)1 

(2.16) 

=-LogIH(x)1 (2.17) 

を得る。したがって ， ディコン ボ リュ ー ション フ ィル タ関数 は，この指数関数を
とる こ とにより次の よ うに求められる。

F(x) =exp{.[ Log ISk(X)1 + Log IGk(x)1 ] } 

lIf exp{ -Log IH(x)1 } 

= 1/ IH(x)1 

観測j波形に加法的な雑音成分が含まれる場合には，

成分の関係 (2.9) 式に雑音成分 N .( x) が加わり，

(2.18) 

各分割区間でのフ ー リエ変換

Gk(x) =Sk(X) H(x) + Nl(x) (2.19) 

と表される。この場合のディコンボリューションフィルタ関数は (2.17) 式と同様
に次のように求められる。

Log IP(x)l-Log IGk(x)l9! Log ISk(X)I-Log ISk(X)H(x) + Nkl (2.20) 

ここでし()g Ip (x) I も分割平均から求められ，かっ対数平均操作に関して，

Log I PI;(X) 1 =Log I Pk(x) 1-Y (2.21) 

の関係( Y は Eu J e r の定数)が (2.20) 式各項について成立することから，
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Fig.2.7. Flow chart of the blind-deconvolution 

method based on the homomorphic filtering ・

CIr.:! 

Fig.2.9 は Fig.2.6 の観測波形に対する LogIGt(x) I と推定された Log IP (x) I を示した

ものであり， Fig.2.10 はこれにより復元された波形である。図中の矢印で示した

ピーク位置は， Fig.2.5(a) の高分解スペクトル(スペクトルスリット幅 O.86cm 1)) 

の結果と比較すると全O.5cm 1 以内の誤差で一致しており，本手法により 2 倍以上

の分解能の向上が達成されたことがわかる。

Fig.2.8. Averaged log-Fourier叩ectra of a computer generated absorption waveform 

(doted line) and one which convoluted by a triangular sl社 function (solid line) 

I F I = Log I P(x) I -Log I Gk(X) I 

fや) = F[ exp (しog I F(x) 1) 

N/2 

~ 

N/20 Nt1 0 N/4 

Frequency (N=256) 
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2.3.J 演算アルゴリズム

実際の計算アルゴリズムでは Fig.2.2 と同

様のf: IllJi で Log IG~( x) 1 まで求めた後

Fiι.2.7 に /J、すようにしogIP(x)1 を推定する。

これは雑青成分の存配を考慮して

j ,og IG.(x) 1 の原点近傍 5 点を 2 次多項式に

通イラし， これより原点での接線の式を求

める。続いて(2.21 )式のフィルタ関数を計

算し，この指数変換を逆フーリエ変換し

て，観測波形とのコンポリューションを

汁到することにより次のように止の波形

を似ヰする。

お (v) =g(v) 事 f(v) (2.28) 

f(v) =flexp(LogIF(x)I)] (2.29) 

Fig.2.8 は Fig.2.4( b) のシミュレーション

波形について ILogSt(x)1 と Log IGt(x) 1 を示

したものである。図より ILog 丸(x) I がほぼ

直線で近似できることがわかる。また

I[,og Gt( x) 1 の原点での傾きが Log IGt( x) I と

一致するのがわかる。

。

。
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2 

」
ω
主

o
a
e
m
o
」

次

I F(x) I = I 
... Sk (x) H (x) + N k (x ) 

rφs 

一Lφs IH(x)l ~ +φn 

ここで φS 'φn は各々信号と雑音のパワースベクトル I ~九 (x)l ' ， IN l (x)/ 2 を表す。

の (2.23)式がホモモルフィック ・ ディコンボリューション関数となる l 九

波形回復演算においては IF(x)1 のデータ点数が観測波形 g (v) に比べて允分少な

いことから IF(x) 1 を一旦逆フーリエ変換して観測由関数 f( v) に民してからコンポ

リューション演算を行なう。すなわち，

Ch.2 

ローレンツ型ピーク波形の平均対数

母関数は

この時 V t を中

Log IP(x)1 =-a1lxl + ao (2.27) 

として直線で与えられる。ガウス型ピークではそのフーリエ変換もガウス型関数

となり， Log IP(x) I は 二 次式で表される 。 通常の光スペクトルピークはローレンツ

型関数とガウス型関数の中聞をとる場合が多く， したがって母関数 LogIP( x) 1 も

たかだか 2 次の滑らかな関数となる 。

赤外吸収ピークでは(2.14) 式の形状を持つが，吸光度引 l の場合， s(v) は近似的

にローレンツ型関数になり，多数のピークの平均である LogIP(x)/ は直線として近

似できる。この直線の傾きは，スリット関数が(2 . 6)式の 三 角形でよされ，雑高特

性N k ( x) が白色であれば， X:::{) の 点における Log IGk( x) I の 傾きより 求められる口すな

わち( 2.9) 式において X:::{) の近傍では， Nk(x) の傾き は 0 ， II(x) の傾きも O であるこ

とから， Sk(X) の傾き，すなわち 1 P (x) I の 傾き が得られる。

守

、ー

2.3.2 母関数 LogIP(x)1 の推定

装置関数の影響を受けていないピーク波形の形状は対象となる物理現象によっ

て異なるロラマン散乱スペクトルでは各ピークは次のようなローレンツ型関数と

なる。

(2.22) 

(2.23 ) 

(2.24 ) 

(2.25 ) 

(2.26) 

SK(X)l i(X)+NK(X)| 

位相成分は巧 l直していないため，

St(v) = 今ヲ
(V -Vk )ゐ +σk-

ただし V t はピーク位置 ， a t はピーク高さ ， Ot は半値半幅を表す白

心とした Sk(V) の対数フーリエ変換は次のような直線となる 。

Sk( x) 

S..( x) 

(Ck は定数)

a kσK 

LogISk(x)1 = Log 卜2exp { ・ σkIx I } I 

= -oklxl + 4 

したがって，半値半幅， ピーク高さの異なる

フーリエ変換 LogISt(x) I もやはり直線となり，
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P(x) 

Log If(x)1 = Log Iτ===1 ー Log I 
Gk( x) 

さらにここでは振幅成分のみを扱っており，

のように絶対値をとることができる。

S(v) =g(v) 本 f(v) =g(v) * F[F(x)] 

][ 
ヲ
/

 

ー、
・
・
E
E

』

Sk( x) 

a k Ok 2 



Clt. ! 

(,h.2 

2 .4 適応、r~ 滑化ディコンポリューション
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4

 

」
①
〉
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n斗
m
o
J

8 

" (a) 

\、 Est imated Log I P (x) I 

N/8 N/4 

Frequency (N=128) 
N/2 

スリッ卜関数が _ 1Jj 形であることが既に分かっている場合には従来より用いら

れている Burger &Ci ttert らの反復法に基づく疑似ディコンボリューション法， そ

の改良法，および(2.5)式でノJ"されるフーリエ変換を用いたウィナーフィルタ法等

を用いることができる 口 しかし，いずれも SN比の高いデータには有効であるが，

SN比の低いデータでは雑在の影響で疑似ピークを先生する司能性が高い。この解

決法として，反復法を用いて反復回数を適当な回で打ち切ったり， ウィナ ー フィ

ルタ法により適当な SN比を設定して疑似ピー ク の出現を押さえる方法も用いら

れるが，いずれの場合も一つの波形の中で SN比の異なる部分を持つ場合には，最

適な結果を得ることはイミ司能である。また，観測波形をあらかじめ平滑化した後

にディコンポリューション処理を実行する場合もあるが，この方法で得られる結

果は点の波形を平滑化したものとなる 。

しかし， スリ y 卜関数が 三 角状関数であることが明確であれば‘情報量を欠落す

ることのない特定の手滑化関数を用いて平滑化し，さらにこの平滑 化関数 を含め

てディコンボリューションを行なうことにより雑音の影響を同制して真の波形 を

|口j 復できる。この SN比の低いデータにも適用可能な新しい手法を以下に示す。

数値計算上の取り扱いを容易にするため(2.1 )式を一定時間間隔でサンプルした

時系列離散波形として表現する。すなわち， g(v) ， s(v) ， n(v) の各々から等間 隔ð.v

で N点サンプルした値， g " s " n ， (i = l ユーN) を要素とするベ ク トルを g . s. 0 と

l背く 。 また装置関数 h (v) については各サンプル点に対応して h 'J = h ( v ， ・ v J ) を 要素

とする行タIJ H で表す 。 これにより (2.1) 式は次のように表現で き る。

g =H s +0 (2.30) 

いま装置関数行列が既知であるとして，測定波形 g より真の波形 s を 推定する 場

公を考える。 H が正則であり，かっ雑 音がなし， (すなわち o = 0 ) 時には， s の 推

定値 ;" を， s = H 1 g として求められるが， 雑 音を含む場 合には雑音 成分が強調

されることになる。平滑化法では こ の 雑 音成 分 を 軽減す るた めに ， 平滑化 の た め

の行列 Y を 導入 し ，観測ベク ト ル g を 平 滑化する。 すな わち ，

Yg =YHs +Yo (2.31) 

ここ で Y を適 当 に選択 し て I YH l-.t 0 かつ Yo =0 となるようにとれば

s =( YH) I Yg (2.32) 

より 真の波形 s が求められる 。 実際の計算においては IYHI ・ o となる位置で解が

不安定となるため，

s=(YH+yIr1Yg (2.33) 

と して YH の対角要 素 に 安定 化のための定数 y を加える手法が用いられる 9)ロ

( 2 . 32) 式でY とし て H ' ( H の 転置行列) を用いれば線形最小 2 乗法と同ーの形とな

る 。 また (2 . 34 ) 式は y =φn / φs と お けば ウ ィ ナーフ ィ ルタと同一の形となる 。

いま ス リ ッ ト関数を (2.6 )式で表 さ れ る 三 角 形 h ( v ) と し て ， これに対する最適な

、fi. 滑 関数Y を 求める o h ( v ) の周波数特性 は ( 2 .7 ) 式で表 され， x=n/T(n =:t l , :t2, . 

ー) にお い て O 点を持つ。フー リエ 面でのディ コ ン ボリュー シ ョ ン ではこ の O 点で

の除貨に よ る 雑音成分の増大の効果を抑えるた め ， (2.S) 式 に 示 すウ ィ ナーフ ィ ル

タ仏- が 月J ¥.. \られる。しかしこの方法は φ，( x) / φn( x ) すな わ ち SN 比を波形全体に

渡って一定であるとして扱っており，原子吸収，赤外吸収 ス ベクト ルな どピー ク

の }u} 在する 波形への 適 用は不利である D こ れに対して平 滑化法は 波 形全体 に 渡 っ

て均ーな 雑 青分布を持つものと仮定して ， この雑音を平滑 化除去 し た後ディコン

ボリューションを行なうため，雑音による影響は極めて少なくなる。

2 
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Fig.2.9. (司 An aver勾ed log-Fourier-spectrum and an estimated prototype of the absorption 
spectrum of ammonia gas shown in Fig.2.6 (b). (b) A deconvolution function derived from (a) 

100 

ω
U
C
O一
戸
一
戸
E 
u) 

C 
O 
'ｭ
ト-

~ 

0 
1100 1050 

WAVEN U門BER (cm -1) 

1000 

Fig.2.10. ExperimentaJ result of the blind deconvolution from an ammonia gas absorption 
spectrum shown in Fig.2.6 (b) , measured with the spectral slit-width of 2.16cm '. 
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CII.2 

測定波形g が h によって帯域制限を受けていることを巧慮すると、fí.滑化行ダIJ Y 

としては， (1 )ローパスフィルタの特性を持つ， (2) H(x) と児なる O 点、を持たな

い， (3) 原点対象であり演算操作によ っ て仇相変化を作じない， (4) 波数 I fT l での演

算が容易である，などの特性が要求される。これらの点を巧感すると Y の周波数

特性 Y(x)=H(x / k) , (k = 1, 2，ー)を満たすものが台効である白ただし k が大きくな

ると通過帯域が広がり高周波域での雑音除去効果が低下する。したがって k = 1 ま

たは 2 が適当である D

Fig.2.11(a) の Y 1 (x) ， Y ~ (x) は各々 H(x) ， H(x / 2) をよしたものであり，似l には I I1J

時に YH の周波数特性，および波数面での形状 h(V)'Yl(V)'Y2(V) を小した。 Y 1 (x) 

を用いた場合にはローパスフィルタとしての効果は大きいが低周波域が抑制され

る。これに対して Y ~(x) は信号成分の欠落もなく，かつローパスフィルタの効果

も大きいことからディコンポリューションには掻も効県的と)5. えられる ロ Fig.2.11

(b) には比較のために矩

形の平滑化関数 S ， (X) を

用いた場合の周波数特性

を示した。この場合 SrH

は低周波数域で位相が反

転することからディコン

ポリューションにはイえ利

である。また演算時間は

一般的な反復法 (Gauss

Se idel 法や共役勾配法な

ど)を利用する場合， YH  

の次元の 2 乗に比例する。

この点からも Y l(X) より

も Y:! (x) の方が有利であ

る。

Fig.2.12 はコンビュー

タ・シミュレーションに

より平滑化ディコンボリ

ューション法の効果を調

べた結果である。プログ

ラムは BASIC言語で作製

し，パーソナルコンビュ

ータ pω801F (NE。上で

実行した。ここでは(a) に

ぷした 2 つのガウス型関

数ピークより成る波形を

よ角状関数でコンボリュ

ーションし，さらにこの

最大値の 5%の標準偏差

を持つ正規分布雑音を加

えたものを疑似観測波形

として用いた。
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Fig.2.11. SpectraJ characteristics of the triangular slit-function 

and severaJ smoothing functions: (司 Triangular smoothing 
functions; (b) rectangular smoothing functions. 
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Ch.2 

ディコンポリューション演算には (2.33) 式に基づき Gauss-Seidel 反復法を利用した。

、|え滑化をしない場合には (b) にぷすように雑音のために収束していない。また矩形

関数による平滑化では， (C) ""_'(e) に示すように平滑化幅を変えても正確な波形は

1 11 1 復できていない。これに対し， - 角状関数による平滑化では Fig.2.11 の

Y 2 (X)'Yl(X) に対応する (g) ， (h) において元のピークが回復されているのがわかる。

ただし演算時間は (g) では 52 秒， (h) ではこの約 4 倍の 205 秒を要しており，実用仁

はは)の、ド滑化が最も利効とJ?jえられる 。 プログラム容量は， 'lL滑化関数が異なっ

てもほとんど変わらず令体で約 5Kハイト，さらにデータ領域として(観測データ

数錨 60) バイト程度を要するのみである。

(a) Original curve 
lit-function 

八/寸~H
il 人 o 8 

γ竹え

(c) Rectangular smoothing (T =2) 

(d) Rect. (T =4) 

P 

。

position 
32 

(b) Without smoothing 

(T =:2) 

(g) Tri. (T =4) 

(h) Tri (T=8) 

。

position 
32 

Fig .2.12. Results of computer simulation forthe smoothing-deconvolution: (司 The originaJ 

curve (dotted line) and convoluted curve by a triangular slit-function; (b) A result of 

deconvolution without smoothing; (c)-(e) Results of the rectangu凶 smoothing

deconvolution with (c) T =2 , (d) T =4 , and (e) T =8 , respectively; (f)-(h) Results of rectangular 
smoothing-deconvolution with (町 T=2 , (g) T =4, and (h) T =8, respectively 
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fig.2.13 は Fig.2.6 にぶした よか外吸収スベ

クトルの一部 (1040cm 1 ~ l025cm 1 デ ータ

点数 150 点) )に 、ド滑化 ディコン ポリュー シ

ョンはを適用した結果である。 (a) の低分

解測定データ(スペクトルスリ ッ ト幅

2.2cm J) に 対し I (b) はこのスリット幅の

1/ 2 の幅の 三角状関数で平滑化した結果(演

算時間 5 .4分) I (c) は最小二乗推定結果(演

算時間 14.6 分) I (d) は高分解(スベクトル

スリット幅 O.9cm 1 ) の結果である。明ら

かに (b) では (d) に現われている各ピ ーク が

明確に現われており，この手法の有用性

がわかる。この結果は (c) に示す最小 二 乗

法よりも明確であると共に演算時間も 1 / 3

程度とな っ ており，明らかに優れている 。

Fig.2.13. Experimental Results of the smoothingｭ
deconvolution from an ammonia gas absorption 

spectrum: (司 The measured spectrum with 
spectraJ slit-width of 2.16cm'1; (b) The result of 
triangul釘 smoothing-deconvolution from (司 with

T=4; (c) s訓e ぉ (b) but T =8; (d) The measured 
spectrum with spectral slit-width of O . 86cm・ 1

2 .5 結言

('11 2 {.�J.i 

100 
第 3 [;1. 非線形ノミラメータ推定法による 15 効半

ピーク分離処理
(a) 

/十\
3.1 序

0 

100 、
、
冒
，
，
，

h
u
 

，
，
，
‘
、
、

一次元の光スペクトル波形においてはピークに関する情報，すなわちピークの

位置，高さ，形状などのパラメータに観測対象物質の原子または分子構造，成分

量，存在状態などが反映されている。したがって，試料の発光，吸光等のスベク
トル波形に含まれるピークのパラメータを推定することによって，試料中に含ま

れる物質の定性，定量分析が可能となる。

観測波形に合まれるピークパラメータの抽出には，通常，各ピークをガウス型

やローレンツ型などの解析関数で表現できると仮定し，この関数に含まれるパラ

メータを調整して波形を合成し観測波形に適合させる，いわゆる曲線適合法に基

づく非線形ノ〈ラメータ推定法が用いられる。この推定においては，第 2 章のディ

コンポリューション法により装置関数の影響を除去してピークの重なりを減少さ

せておくことが望ましい。しかし S N 比の低い高雑音波形では，雑音による疑似

ピークの出現可能性が高く，このためディコンポリューションを行なわずに観測

波形を直接用いて各ピーク形状を装置関数の影響を受けたものとして取り扱う方
が実用的である。

曲線適合には，波形合成専用ハードウェアを用いる方法 1 6J.17J と中型以上の計算

機による数値計算法 1 8けれがある口前者は分析機器に直結して用いられ， CRT上に

合成波形と観測波形を表示して対話形式で適合を行なうため，操作者の持つ観測

波形に対する先験情報(例えばピーク個数，特定のピーク位置など)を容易に取

り入れることができる実用性の高い方法である。しかし適合精度は低く，また一
意的な解が得られないなどの問題がある。

後者はピーク波形関数として複雑な関数型( Voigt関数なと)を利用でき 20 ト22 1 適合

精度も高~¥ 0 反面，オフライン利用となるため実時間分析を必要とする現場には

不向きである。しかし現在のパーソナルコンビュータ(以後ノ〈ソコンと略す)の発

展と普及状況を考えると，パソコン上でパラメータ推定が実現できれば分光機器

に直接接続してオンラインでの処理も可能となり，応用分野も大きく拡大できる
ことが期待できる。

そこで本研究では一次元の光スペクトル波形に含まれるピークパラメータを実

時間で簡単に精度よく求めるために，操作性，プログラムの容易さにおいて優れ

たパソコン BASICによる効率の高いピーク分離アルゴリズムの開発を行なった D

ただしパソコンでは大型計算機に比べて演算速度が極端に落ちることから，従来

の計算アルゴリズムをそのまま利用するだけでは実用は困難である。このためま

ずパソコン tで各種非線形最適化手法に基づくパラメータ推定プログラムを作製

して収束速度・精度を比較して最も効率的な手法を選択した。また高精度の初期

仰を得るために実験者による対話形式でのピーク検出手法を導入した。さらに演

算時間短縮のための波形分割演算法とデータ点数の削減法についても考案し，実

視IJ 波形に適用してこの有効性を確認した口

0 

100 (c) 

。

100 

ゐaLE。J J 二J 

ゐー'

一
E U3 

トCO Lーー
砂喧 。

1040 

(d) 

Wavenumbe r (cm-1 
) 

1025 

分光測定データのディコンボリューションを行なう際に必要なスリット関数の

推定法として直接観測波形を用いてケプストラムから解析する手法を提案した。

この手法はスリット関数が三角状関数であれば観測波形のみから jト僻なスリ ッ ト

幅を推定可能である。またディコンポリューションにおいてはスリッ卜幅，スリ

ット関数の形が未知であっても， ピーク波形の平均的な形状がわか って いればホ

モモルフィック・フィルタリングの応用で真の波形を|口j 復できることをぶした 。

一方，スリット関数が正確に 三 角状関数であるとわか って いる場介には，スリ

ッ卜幅推定手法と合わせて平滑化ディコンポリューション j去を適 )-fJ することによ

り，高速かっ高精度なディコンボリューションを実現できることを体認した。
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3 . 2 曲線適合の原理

曲線適合に基づくピーク分離法では，観測波形に適合させるべきピークの関数

増およびベースラインの型の決定が重要となる 22L こ こでは多くの分光分析の呪

場において共通して利用できることを考慮して次の 2 つの仮定を l~~ いた。

( 1 )ピーク波形は次式で示すガウス型関数またはローレンツ型関数で点され，

一つの観測波形中のピークはすべて同一の型からなる。

ガウス型関数 g( j, h ,p ,w) = h e玄 p( -ln2(j - p) 2 /W 2) (3.1) 

ローレンツ型関数: r( j, h ,p ,w) = h / (1+(j_p)2/W2) (3.2) 

ただし， j は離散変数. hはピーク 高さ， pはピーク仇首 Wは 、ド伸、r 幅をよi し，

この仮定により，各ピークはいずれも 3 個のパラメータ， h , p , Wで、決定できる。

これらの形状は赤外，可視，紫外域での発光，散乱，吸収なとの分光波形に.対し

て良い近似を与える。

(2) 観測波形中にベースラインを含まな~) 0 通常の観測波形にはベースライン

成分が含まれるがここでは予めこれを除去した波形を抜う。

曲線適合ではどちらかのピーク型を選択し， いくつかのピークを合成してモデ

ル波形を作り， この中に含まれるパラメータを観測波形との残差 :乗和が厳小と

なるように推定する。今， N個の離散点 j (= 1 ， 2…N) で測定した観測j 波形 Y1 が n 例
のガウスピークを持っとすると，これに対するモデル波形は，

CJ(p) = I~l g j( j, h l , p" W,) (3.3) 

と表される。ただし pはパラメータベクトルを表し. 3n(=L) 個の要素 (hl ， P I ，W 1 "

Wn) = (X 1 ， X Z…X L) からなるロこのpを

E(p) =j~ (cj(p) -YJ) 2 (3.4) 

が最小となるように非線形最適化法を用いて推定する。

3 .3 初期値の決定

(3.4)式の最小化演算ではピーク個数nの最適値は求められず.nは予め別の方法

で正確に推定しておく必要がある。また各ピークの初期パラメータの精度は収束

時間に大きな影響を及ぼす。そこでまず観測波形の平滑化 2 次・ 3 次微分波形よ

りピークの個数，各ピークの初期ノ〈ラメータを決定し，続いてこれらの結果をグ

ラフィック表示して操作者が対話形式で修正する，高精度で融通性の高い方式を

開発した。

3.3.1 平滑化微分法による初期値決定

Fig . 3 . 1 に平滑化 2 次・ 3 次微分法引を用いた/-\ラメータ設定法の原 f~~ をノJ' す。

各ピーク位置は 2 次微分波形上で通常負の柄小点を取る 。 この点を検 HI するため，

まず観測波形 (a) の平滑化 2 次微分波形 (b) を求め，さらにこれを微分して 3 次微

分波形 (C) を求める口いすれの計算でも 2 次 ・ 3 次式適介、ド滑化仏を川いる。この

30-

3 次微分波形の O 点より 2 次微分波形の

負の概小点 Pl ， P2 を求め， これらの点の内，

雑 音レベル (Sh)以上の強度を持つ点をピー

クと判断し，ピーク位置，ピーク個数を

決定する。

雑 tf レベルは観測波形を 9 点 2 次 ・ 3

次式適合により平滑化した波形示(j = 1 ム ， N)
と観測波形との残差 二 乗和より次のよう

に求めた。

Sh = 3σn 

正 =1i(Yl 一三 )2 /( N_l))I/2
(3 う)

ピーク高さの初期値h，は，各ピーク位置

での手滑化波形の強度五とした。この強
度はピークの重なりが大きくなると大き

な誤差を含むため，後の対話処理におい

て実験者が簡単に修正できるようにした。

、ド値半幅W，は， 2 次微分波形上でピーク

位置からこれに隣接する極大点( 3 次微分

波形上では O 点)までの距離 d". d'2 より 次
のように決定した。

W, = f max(d" ,d,z) (3.6) 

~ 1 (for Gaussian) 

fzi0.68(for Lorentzian) 

ただし fは独 立した単一ピークに対して正

確な半値半幅を与える係数である。

Cn.>" 

Sh 

fb) 

(c) 

(d) 

W2 

Pl PZ 

Fig.3.1. Explanatory iIIustrations of the peak-finding proc 
edure based on the third derivative ofthe observed curv 
e: (司 the observed curve; (b) the second derivative; (c) 
the third derivative; (d) estimated Lorentzian peaks (solid 
lines) and the original peaks (do託ed lines). 

3.3.2 対話形式による初期値修正

平滑化微分を用いる方法では平滑化の幅が適当でないと雑音による偽ピークの

発生や信号ピークの欠落を生じる。実験者の持つ先験情報を取り入れることも不

"I 能である。そこで， 上で得られた結果を元に各ピーク波形をグラフィック表 示

し，実験者がこれを見ながら対話形式で必要なパラメータを修正する機能を加え

た。この機能を合めた初期値決定アルゴリズム全体のフローチャートをF氾 3 .2 に，

ディスプレイへの表示例を Fig .3. 3 に示す口まずディスプレイ上に観測波形①， 平

滑化 2 次微分波形④，上述の演算法に従って求めた各ピーク波形③を表不し， さ

らに 令ピークの合成波形と観測波形との差波形③も表示する口平滑化 2 次微分演

1~. における手滑化幅( Ws) は，実験者が観測j 波形を見て適宜入みする⑤。対話処理

では実験円がこれ らの結呆をはて次の 4 機能のどれかを選択する 。

-31 
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( 1 )符ピーク毎に保用するか行かを選以し，さらに必安な ら ば新たなピ ー クを 一

組のパラメータ (h"p"w) によ っ て与える⑤(S-mode) 。
(2) ピーク高さ h，を，合成波形の面積Sç と観測波形の面積Sy が一致するように

h ,' = (S,JSJ h , (3.7) 
として補正する。この補正はピークの重なりが大きいときに有効となる (A-m剖e) 。

(3) 現在求められている初期値をすべて棄却し，平滑化微分演算に反って丙計算

を行なう (N-mode ) 。

(4) 初期値設定を完了する (Y-mode ) 。

0) 

SJ 

DSJ 

Calculate 1st Derlvatlve of DSJI DTJ 

Y 

Fig.3.2. Flowchart of the peak-finding procedure. 

Fig .3 . 3 は微分演算による初期値 ( a )に対して対話処聞により雑汗ピークを除去し，

ピーク高さの補正を行なった例 ( b ) であり，差波形が③から@に明らかに減少して

修正が有効に行なわれたことがわかる。
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( a) 

(b) 

③ 

① 

② 

④ 

⑥ 

Fig.3.3. Photographs of the display at the man-machine interactive process for the 
parameter setting: (司 automat icaJly caJculated results; (b) m叩uaJly adjusted results by 
rejecting a noise peak. 
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3 . 4 )f 線形最適化プログラムの開発

(3.4 )式の最小化には反復法に基づく種々の非線形段通化法が )IJ~ 、られる。すで

にj. Pithe ら 23'が赤外吸収スペク トルを対象に. FORTRANプログ ラムでの併科 アル

ゴリズムの詳細な比較検討を h な っている。本研究では彼 らの 結~・は参 JS となる

が，初期値精度の違い，およびFORTRAN と BASICでの演算法，使川メモリ などの

述いが演算速度にも影響すると考えられる。そこで，必要メモリ 7年 fJt が少なく泌

算の簡単な GN(Gau ss-Newton) 法 24 1 ， DFP(Davidon -Fletcher -Powell) は 2~'. [['，線照
索に基づく Simplex ì'去 Z6127\ およびGN法を安定化した DLS(Dam ped -Least-Sq uares) 

法 28' の各々について BASICプログラムを開発し，収束特性を比較し た。 間J R~ した

プログラムのメモリ占有量と演算領域容量は Table 1 に 不すとおりである。

Table 1. Memory occupation by the developed curve-fitting algorithms. 
(P: number of parameters to be estimated , N: number of the observed data.) 

Algorithm Program area (Kbyte) Working area (byte) 

GN , DLS 5.S (2p2 + PN + 2N) x 4 

DFP 7.0 (3P2+8P)x4 

Simplex 6.2 (P2+P+N)x4 

(a) GN法

パラメータベクトルの m+l 回目の反復推定解 p昨 J= (x ， …XL )l を次式より求める。

P m. , = Pm+e (3.8) 

e =ー (ATA)ー J AT s

Ajk = �j(Pm)l� I; I Sj=CJ(Pm) -Yl' j= 1.2…N. k= 1.2 ,..,L 

ただし AT は A の転置行列を表し ， e=(e ， .... e L ) は各反復でのパラメータ修正量であ

る。 Aの各要素はピークの関数型より解析的に計算する。

(b) DLS法

GN法での修正量eに制限を加えて収束を安定化させた方法であ り I (3.8)式の代

わりに ATAの対角要素に次のように一定値を加える。

e = ー ( ATA + yDr ' A Ts, 

e = 一 ( ATA+y l) ー ' ATs ，

y > 0 

y > 0 

(3.9 ) 

(3.10) 

ただしDは ATA の対角要素のみをもっ対角行列， 1 は単位行列を表す。ここでは便

宜上 (3.10)式をDLS-D 法， (3.11)式をDLS寸法と呼ぶ o y はダンピング係数である 。

y を反復毎に最適化する方法も提案されているが，パソコンで実行する 場合には

この演算時間も無視できないため，ここでは一定値とした 。

(c) DFP法

共役勾配法の一手法であり， E(p) に関する 1 次微分ベクトル g(gk =ðE(p)1はい k

= 1 ， 2 ， ... L) を用いて次式により反復計算を進める。

P m, '= Pm+ e , e =ー λH mg m (3.11) 

eeT Hmdgmdgm
T 
Hm

T 

Hm.r = Hm + 一τ一一 + γ dgm = gm , -gm 
... e'dgm dgm' Hmdgm 

ただし入は定数であり，各反復毎に E(Pm-入H mg m) が般小となるように i，k Jl:する必
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要がある。これには 3 次多項式近似法24'を用いた。またHmの初期値目。には本来単

位行タIJ が JIJ ~，られるが，ここでは収束を速めるためE( P) の p に関する 2 次差分値

の逆数 1 1{t. 2E( p)1 t. X ~ 2 } を要素とする対角行列を用いた 。

(d) Simplex法

Nelder ら2(，，により提案された!自ー線探索に基づく方法であり，最初に L+ l 伺 のパラ

メータ点( これを Simple玄 と呼ぶ ) pk( k =I ， 2 ， ー，L+1 )を作り， E( Pk) の値を直接計算 ・

比 1校して，この r rJ で最も大きな値を取る点Pll を次式により新しい点P~ に移す。

p" = p , +α( Pc. -PH) (3.12) 

ただし p【;は PH のみを除いた残り L点の重心である。修正量を決定する係数αは 2 . 0 ，

2.0+0.Sm , 1. 4 ， 0.5 の順に設定し，最初に E( 臥) < E(P H ) を満たす点p" を PIi と交換する。

ただし α=2 . 0 + O . Sm の場合のみ m= I ， 2，ーと順に距離を延ばし， E( p .;) が最小となる点

を照会する。この力法では最初のL+1 点(初期Simple玄) が収束速度に大きく影響す

る。そこで前節のん法で求めた初期値PO= (X"X2 ド・，X L ) を初期Simplexの重心点とす

るノj 仏(弔心法: Simplex - A) と，一つの頂点として用いる方法(端点法 : Simple玄 -B)

の 2 r 法を比較検討した。各手法での初期Simplex J者、， P ". ， P k ，.， P L.' の 変分量(Pk -

Po ) = (δh ， k' t. P,I;ot.W J い….t.WLl3k ) にはパラメータの種類毎に初期値精度が異なること

を考慮して次のような相対変分量の上限 ßh , ßp , ß.wを設けた。

t. h ,/h , < ßh, t. p ,/p , < ßp ，企w， Iw , < 九 (3.13) 

3 . 4 . 1 収束速度の比較

各アルゴリズムの収束速度を比

較するためFig.3 .4に 示 す 2 個のロ

ーレンツ型ピークからなる疑似観

測波形を用いてシミュレーション

実験を行なったロすべての演算は

PC9801F(NEC, CPU8086)を用いて

BASICインタプリタで実行した。

Fig.3.5 にこの結果を示す。図中

の縦軸は残差一 乗和 E( p)，横 軸

は演算時間を表す。初期値にはす

べて向ーの値を用いた。図中の E

は収束の基準となる雑音分散の推

定値であり， E = NOn とした。

〉、
みd

(f) 

200 

~ 100 
+-' 
E二

。 50 75 128 

Pos1tion 

Fig.3.4. A computer generated curve synthesized 
from two Lorentzian pe出S 剖d white Gaussian noise 
(standard deviation ， σn=4) . 

いずれの T法でもほぼ E に収束しており収束点での各ノ〈ラメータの推定誤差は

すべて 1%以内であ った。図 より明 らかなように 収束速度はGN法が最も 早く， DF 

P rよーの約 1/3の時間で E に収束している。 Simplex法では重心法，端点法ともに 初

期JS1m plex 変 分位の ~:限を変えて試みたが ，いずれも GN法やDFP法より高速には

できなかった。
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両 ]三法とも収束時間はピ←ク個数と共に急速に増加していくが，常に DFP法よ

り GN i.よ守 の方が高速である。ただしピー ク個数 8 個以上ではGN法は発散し， DFP 法

でも 収束はするものの真値から大きく 外れている。このピー ク 個数の増加に伴う

発散は， ピー ク の重なり の増大に よ る 初期値精度の低下に起 因 す ると考えられる口

実際初期 ピーク高さの真値に対する最大相対誤差は， ピー ク個数 2 ， 5 ， 8 ， 10 に対し

て各々 7 . 8% ， 21.4% , 34 . 7% ， 37 .う% となっている。図中， GN法での 8および 10 ピー

ク 時の演算はDLS i:去を用いたときの時間であり，この時はほぼ真値に収束してい

る。

以上の結果より GN法， DFP法， Simple玄法の中ではGN 法が最も効率がよく， さ

らに DLS法では安定性もあることがわかる。また一度に多数のピーク を同時分 離

するよりも，観測波形を適当に分割して，一度に分離するピークの数をせいぜい

6 個程度とするのが有利であるといえる D

Fig.3.7. Convergence characteristics of DLS curve-f出Ing
method forthe computer generated curve same as shown in 
fig.3.4 except the noise ， σ戸10 . 9 is the damping factor. (a) 
DLS-D method and GN method (y =0). (b) DLS-I method. 

Fig . 3 . 8 は同機のシミュレーションを (a) に示す 8 個のローレンツ噌ピークを含む
波形(雑音標準偏走=最大ピーク強度の 0 .5% ) に対して行なった結果である。 (b ) に
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3.4.2 DLS法の収束特性

1:.の結果より最も効率的と

考えられる DLS法についてその

特性を調べるとともに，最適

ダンピング係数をシミュレー

ション実験 により求めた。

Fig . 3 . 7 は DLS r.去におけるダン

ピング係数 y の効果を調べる

ためF ig . 3 .4 の波形に大きな雑

音成分(標準偏差=最大ピーク

偵の 5% ) を加えたものをテス

ト波形として，収束特性 を 調

べた結果である。 (a ) に DLS - D

法， (b) に DLS寸 法を示す。初

期値設定の誤差 ( 真値との差)

はピー ク 高さ， ピ 一位置で 40

% ，半 値半 幅 で 110% とかなり

大き ~ 'o GN 法 (Fig .3.7( a) の y= o

の場合) では 4 回の反復で雑

音分散和E の 近傍に収束してい

る。こ れ に 対 してDLS -D法では

O < y < O . 1 で は加速され y と l

では 減速さ れている。一方DLS

寸 法では o < y < 1 でGN法とほぼ

一致し， y = I ではやや減速され

ている。

」
O
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」
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103 
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。 5 10 20 25 15 

Colculotlon Tlme (mln) 

Fig.3.5. Convergence characterrstics of three optimization methods, GN ((泊uss NeVlrton), 
DFP (Davidon-Fletcher-Powell) and Simplex, applied to the curve f 比ting for the computer 
generated curve shown in Fig.3.4. 

50 
Fig .3 .6 は収束速度の速いGN法と DFPiょに

ついて，多重ピークに対する収束時間の

変化を調べた結果である口テスト波形は

すべてデータ点数 1 2 8 点とし， 2----10 佃の

ローレンツ型ピーク(半値半幅う~ 2 0 ， ピー

ク高さ 80~200 ) の範囲 を適当な間隔で重

ね，さらに 標準偏 差 On= 1 の正規雑 音を加

えて 合成した 。 収 束点の 判 定は， k 回目の

反復において ，

DLS-D 

(向。
@句c 

・....... 
ε , , , 
(l) 

~ 30 
トー

c 
o 

(3.14) 

る.... 

号 20
U 
-・4
D 
u 

E(Pk) < Nσn 

または

I(E(Pk-l) -E(Pk)) / E(Pk)1 < 0.01 (3.15) 

を満たす場 合 とした 。 図中の各 点で の数

字 は 上の条件を満たすま での反 復回 数 で

あ り， GN法で はい ずれも 4回， DFP法では

共役勾 配法 の特長からほぼパ ラメー タ 数 L

に近い 回数で収束しい て い る 。

Jl._1_ 

5 6 7 8 10 

Number of Peaks 
Fig.3.6. Calculation time of the curve fitting for various number of 
overlapped Gaussian peaks by using GN and DFP methods. The number 
written on each point indicates the iteration count to be converged. DLS-D 
method is used instead of GN method for cases over 8 peak curves. 
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クトルスリット幅 0.017nm として尚分解測定し，

結果である。

Table 2 はこれらの分離結果を

ぷにしたものである。 ( d) では

分離されている 231.366 nm と

231.398 nmのピークが (b)では

分離できていないが，他のピー

クについては +0.07nm--ｭ

- 0.02nmの範附内でよく一致し

ている。 Table 2 中の Ratioおよ

び Ratio( d) は 231 . 097nmのピー

ク向磁を 1.0 と規格化したとき

の作ピークの面積をそれぞれの

分離結果について計算したもの

である D この結果でも (d) との

来は，軍なりの大きなピーク 3

でも 10% ，他のピークではア%以

内であり，この程度の誤差であ

れば通常の分光分析には充分利

HJ できる。演算時間は，初期値

決定までに約 2 分， DLS-D法の

反復に約 15 . 7分，合計 17.7分で

あった。

Fig.3.9. Resutts of the peak-separation for an emission spectra of Ni付CL (Hollow-Cathodｭ

Lamp). (司 ObseNed spectrum meぉured by the monochromator (Shimadzu , MAF) with the 
spectraJ slit-width of 0.1 nm 加d sampled at inteNaJs of 0.004nm. (b) The separated 5 

Gaussian peaks. (c) The difference curve between the observed curve and the fitted one. (d) 
A high resolution spectrum of N卜HCLmeasured with the spectral slit-width of 0.017nm. 

0].>' 

ピーク {\'L li"l~ 

〉、 200
ゐJ

v) 

~ 100 
+-' 
C二

DLS-D法， (C) に DLS- I?去を示す。初期値の最大誤 Æ: はピーク日さ 30% ，
20% ，半値半幅 120% である。 GN法では
発散しているがDLS-D法では y > 0.001 , 
DLS-I 法では y > 0.01 で収束している。
ただし y が大きすぎると収束速度は械端
に低ドし，反復[þJ 数が増加している口

この結果ではy の最適値はDLS-D法で

0.03 , DLS-Iì去で 0.1 となった。しかしさ

ら に高速にかっ安定に収束させるため

には各反復毎に残差 二乗和が員長も急速

に減少する値を選択するのが効果的と

考えられるロ Fig.3 . 8 中のy 皐はこの弔え

に基づき y 値を反復毎に変更したときの

結果である。 k 回目の反復に対する y 値

y~ は DLS-Di去で Y o = 0.1 , Y 1= 0.03 , y , = 0.01 

(iミ 2) ， DLS寸法で Y o = 10, y ,= 1, y ,=0 .1 

(i 迂 2) とした。

DLS-D 法では明らかに収束速度が加

速されているが， DLS寸法では大きな利

点、は得られていない。反復演算に要す

る時間はいずれの手法もほとんと差は

なかった。また DLS寸法ではy の最適値

がFig.3.7 と Flg .3 .8 で大きく異なってい

るが，この原因は (3.10)式中の ATAの対

角要素が信号強度の関数となっている

ことによる。したがってDLS寸法を効果

的に用いるためには予め信号強度を規

格化しておく必要がある。

これらの結果より， DLS法は初期値

精度が低い場合でもGNl法と同程度の速

度で収束し，特にDLS-D法においてY 値

を反復毎に変更したy 車を利用する方法

が，安定性，収束速度の点で最も効果

的であるといえる。
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さらに本手法でピーク分離した
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Table 2. Estimated Gaussian-peak parameters of the Ni-HCL emission spectrum shown in Fig.3.9. 

Fig.3.8. Convergence characteristics of DLS 
cUNe-fitting methods for the computer generated 

CUNe contained 8 Lorentzian pe紘s. (司 The
computer generated CUNe. (b) DLS-D mlethod 

(c) DLS-I method. 

Peak Intensity Pos;t;on HWHM Area Ratio Ratio (d) 
(V) (nm) ( nm) (nm.V) 

5.63 231.097 0.56 6.74 1.00 1.00 

2 2.24 231.241 0.42 2.02 0.30 0.30 

3 3.11 231.375 0.53 3.52 0.52 *0.28((231.366nm) ) 
'* 0.34{231.398nm 

4 2.57 231. 602 0.57 3.12 0.46 0.43 

5 0.97 231.722 0.39 0.80 0.12 0.19 

Peak Shape = Gaussian • Base1 �e = 1.01 (V) 

Number of Da ta = 260 , Convergence Time:: 15 m; n 40 sec 

3.4.3 DLS法による発光スペクトルの分離

Fig.3.9 はDLS-D(y 淑 ) i:去を用いて Ni ホローカロードランプ(HCL)の発光スペクトル

を分離した例である。観測波形(a) は分光器(島津， MAF)スペクトルスリット耐を

O.lnm として，サンプル間隔0.04nm毎に収集した260点のデータからなる。 (b) は

本手法によりこの波形を 5 個のガウス型ピークと 1 次式ベースラインに分離した

結果である。ベースラインは波形の両端を結ぶ直線で近似した 。 (c) は収点 11与の以

)i; 波形である 。 または)は (b)の分離結果の精度を検討するため 1 ，，] ー ランプをスぺ
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CIl.l 

として計算する。ただし fは (3.6 )式でうえられる定数である。

最後に領域 X1 と Y1 の和領域を求め，この中でピークの存在する領域 Z)""Zr を抽
出する。この操作によりピーク領域の分割と同時にピークの存在しない領域の削
除も行なわれ，データ点数も減少して演算時間が効率的に短縮される。

(./] i 

一|口|の

波形分割とデータ点数削減による高速化

DLS i:去による曲線適合に要する時間は乗算の凶数によって評価できる。
反復に要する乗算回数は (3 . 4)式の計算で，

3 . 5 

演算点数の削減

曲線適合における演算時聞を単純に短縮するためにはデータ数を等間隔で間引
いて削減し，演算量を減少させればよし 1 。すなわち目的関数として (3.4)式を直接

には月~ ~、ず，次式で示すようにデータを一定間隔d (整数)で間引いてデータ数で

正規化した残差二乗和Ed(p) を用いる。

N M 

Ed(p) = -~. (Ckd.(,(P) -Ykd.J2 
M '-1 

M = [(N-α )/d] 

3.5.2 

K) = ( 1 13 ) aNL + N 

(3 . 10)式の計算で

K2={(1/2)N+l)LZ+((3/2)N+3)L (3.17) 

となる。ただし aは一つのピーク波形の 1 点を計算するのに必要な乗算 [ù] 数であ
り，ガウス型ピークでは 7 ，ローレンツ型ピークでは 4 となる。したがってピー

ク個数の少ないときには全データ数 N が， ピーク個数が多いときにはノ〈ラメータ
数 Lが支配的となる 。 このため観測波形をピーク庁在傾域毎に分割して計算すれ
ば演算の高速化が可能となる。また観測波形を一定間隔叫に間引いて演算点数を
削減することも効率的な高速化の手段となる。

(3.16) 

(3.22 ) 

ただし，ここでは簡単のため観測波形の分割は考えなし」式中のα(=O~d-l) は演

算に使用する先頑データ位置(通常α=0 とする) , []は整数化記号 ， Mは全演算点数
(整数)を表す 。 この間引き演算により， (3.9)式の DLS法における行列 Aの次元はM

xNに，ベクトル s の次元はMに縮小される。したがって乗算回数は全体として約

M/Nsd/d に減少する。しかし半面データ点数が減少することによ っ て雑音の影響

を受けやすくなり適合精度は低下する。そこで適合精度を一定に保つことのでき

る Mの最小値をど検定法に基づいて決定した。

今観測波形に含まれる雑音分散が位置(波長)によらず一定値onzであると仮定す

ると， Ei p)(M/N)( 1/0/) は次式で与えられる分散vをもっ自由度CM-L)のど分布
に従う 29 1 0

3.5.1 ピーク存在領域の分害IJ

(3.9)式の計算において観測波形を r個の小領域に分割し，各|天間内のデ ー タ数
を N ) ， . .， Nr ， ここに含まれるパラメータ数を L) ド.， Lr とおくと，このときの乗算 luJ 

数は (3.16) ， (3 . 17)式に対応して，

K)' = - a (~ N,L) + N 
3 1-1 

1 r ‘ r _ 3 r 

Kz' = 一- L , N,L/ + ~ L,L +ーー主 N ，L ， + 3L 
2 1-) 1-) 2 1) 

ここで

(3.18 ) 

(3.19) 

と表される。

Eip)M 
v = 

(M-N) N On
L 

自由度が大きくなればVは 1 に近づき適合精度は向上する。 v < 1 うであれば通常
の分光分析に応用する際の適合には充分であると考えられる。ピ分布表30 ) より 95

%の確率でこの条件を満たす自由度はおとなり，これより最小演算点数MOP1を
MOP1 = 25 + L (3.24) 

(3.23) 

(3.20) 

の関係が成り立つことから， r > 1 であれば演算時間の短縮が可能となる。この分
割演算は結局， (3.9)式での行列ATAの計算を，この対角要素にそったL Io.， Lr次の小
行列式に分解して計算することに対応し，対角要素から離れた要素に対する計算
が省略されることになる。したがって各区間内にただ一つのピークを含むように
分割したとき，すなわちトピーク個数となるとき K j ' ， K 2 ・ は最小値を取る。

N=i Nl , LzJ Li , Sl NtLl < NL i NlL』 2 〈 NL2.t : LtzsL2

とした。

またDLS法では通常初期 3 回程度の反復で急速に収束点に近づくことから，初

期 3 回の反復は演算点数をM附以下に大幅に削減して大まかな解を求め，この解
をもとにさらに演算点数をM削に切り替えて反復演算を行なう万式を取れば演算
時間は大幅に短縮できる。この初期反復での演算点数M) は， χZ 検定での誤差分散
に関する制限を緩和して v < 2.5 となる確率が95% となる自由度を基準として，

M) = 4 + L (3.25) 
とした o M ぃ MOP1 iこ対応する整数間引き間隔 d1 ， doP1 は ， d j = [N 1 M ) 1 , d Opl = [N 1 MoP1l と
して求める。

さ ら に適合精度の向 t には，信号強度が大きく SN 比の高いピーク近傍の点を取
るのが有利である。そこで (3.23)式同様， ピーク近傍でピーク強度の20%以上の強
度を持つ範囲内で 3 点以上の演算点を確保できるようにd の最大値を決定した。
これにより初期値中の最小平値半幅Wm1n に対して

d s 1.33 f WmlO 

の制限を設けた口ただし，

(3.26) 

f は (3.6 )式で用いたピーク関数型による係数を表す 。

lx 
U2U3 UPost  on 

311  X4 

ご~Y3:
Z2= X3U Y 2U Y 3 

Fig.3.10. Explanatory illustrations of the principle of 
the peak-area selection. 沌， signaJ area with intensity 
over the threshold (noise) level; Yi, foot area of each 
peak; Zi , summed Up area of Xi and Yi. 
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実際の分割はFig . 3.10 に示す
ように行なう口まず初期値計算

の過程で求めた雑音レベルSh を
3 点以上連続して越える領域
(図中の X1 ) を抽出する。続いて
初期値ノ〈ラメータ Poより各ピー
ク( 1 ，..， n) 毎に強度がピーク値
の20% 以上となる領域Yj (j=I ，..， n)
を求める。すなわち各ピーク位

置，半値半幅の初期値 P p W j よ
り，

Y
J 
= ( i: Ii-Pjl < 2f W

J 
) , 

j = 1…n (3.21) 
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Fig.3.11. Convergence CUNeS of data-reduced DLS CUNeイitting method for the computer 
generated curve same ぉ shown in Fig.3.4 with noise (standard deviation ， σn=2) . Solid lines 
represent the error calculated from whole data po ints, and dot1ed lines calculated from 
selected data points. d, the inteNal of data selection ;α ， the otfset pos耐on of the data 
selection procedure; R, Rd , fluctuation ex1ents of the final error at the convergenc:e point 

caused by the change of α; N (=128) , total number of data. 

3.5.3 シミュレーション実験

(a) 演算点数削減法の玄定性

J寅算点数決定の際に検討した適合誤走

分散は，適合の安定件をぷすものであ

り，これは同一観測波形に対して ( 3 . 22 ) 

式の先頭データ位置αを変えて演算点、を

シフトさせた時の収束点でのE(p) の変

動範囲によって評価できる。演算:が 1i.

:QであればE(p ) は α に依符せずほぽ Nσf
近傍の値を取るが，不安定ならばαによ

って大 き く変 化 する。

Fig . 3.11 は Fig . 3 . 4 にぷす波形 ( on= 2.0 ) を

用いて， d= 14 でのα=3 および α= 10 の場合

の収束特性を示したものである。点線

はE d ( p) ，実線は各反復解 pに基づき間

引き せずに計算したE( p ) の値 を 示す。 E d

( p ) は常に E( p) よりも小 さ な {簡 をとって

いるが，いずれも 3 回の反 復で急 速 に

収束点に 近 づ き ， 5 回の反復ではほぼ

収束点に達し て いる。

Fig . 3.12 はχ2検定法に基づく間引き

間隔と誤差分散の関係を確認するた

め，前記波形を対象として間引き間

隔d毎にα値を0- d-l まで変化させた

時の 5 回反復後のEd(p)およびE(p) の

変動範囲， Rd . Rを表したものである。

ピ分布から予測されるとおり ， dの増

加に従って自由度が減少し Rd' Rは共
に広がっている。ただし Rは常に雑

音分散和NOn2以上となるのに対して ，

RdはほとんどNof以下であり，これ
は演算 点の減少による雑音成分へ の

適合が生じ ているためと考え ら れる 。

ιfl .i 
CIlJ 

104 

この 例ではパラ メ ータ数 L=6 より M ， = 10 (d ,=14) , MoPl=31 (dnpl = 4) となり，図では
ds4では Rd< 1. 5Nσf ， dg 14では Rd< 6 . 5NσnZ となって お り，前述のど検定法に基づく 解
析結束:と良く一致している。また 間引 き間隔 d，での 収束点精度は 初期残差二乗和
f O に 比べると 1/う以ド となっており ，初期反復に は 充分効 果が あ る こと がわかる 。

(b) 演算点数切符DLS ピー ク 分離 プ ロ グラ ムの開発

f-. の結 果 に品づき演算点数の 2 段階切 り替えを合むピーク分離 BASICプ ログ ラ
ムを 作製 した。このフローチャー トをFig . 3 . 13 に不す。 3 . 3節の万 j去により 初期値 p
1)を決定した後， 初期間引き間隔 d ，を ， データ数N，パラ メ ータ 数L ， porl J の最小半
値 下 IþgjwmlOより 次 式により求める。
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d, = max(min([N/ (L+4 )] , [1.33f WmJn] , 1) 

(3.27 ) 

ただし Fig . 3 . 13 ではガウス型ピーク を 対象 とし

て 1. 33f = 1 として表ぷした。 こ の d ，間 隔 での間

引きに よ り 3 回の反復 を 行ない， こ の後 間 引

き間隔を ，

dOPl = ma玄(min([N/(L+2S ) ] , [1.33f W'mlO] , 1) 

(3.28) 

に変更し て反 復する 。 ここで、w ・ m lO は初期 反 復

演算で得ら れた解の中 の最小半値 半幅 で ある 。

DLS i去に おける ダン ピング係数 y は演 算点 数 に

関係なく 第 1 回目の反 復よ り 順 に 0 . 1， 0.03 , 

0.01 (以後 す べて 0.01) と 縮小し た 。
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I d=dl I 

--・4
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Fig.3.12. The variation of the fluctuation ex1ent of 1he final titting-error at the 

convergence point for the computer generated curve same as used in Fig.3.11 by 
using the data-reduced DLS method. R, Rd , errors calculated from whole and 
selected data points , respectively; N σn2 ， noise level; f o , the initial fitting error. 

Fig.3.13. Flowchart of the DLS curve-fitting algorithm with two-step data reduction technique. 
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Fig.3 . 16 は Fig .3 . 10 と I óJ 械 Ni -HCL の 231nm近傍の発光スベクトルを 12個のガウス

刷ピークに分離した結史である。観測波形(a)は分光諒スペクトルスリット幅 0.00

7nm，サンプル間隔 0.004nm，データ点数495点からなる。 (b) は分離した結果と

観測波形との残走波形である。

Ni-HCL発光スペクトルの分離3.6.1 

01.1 

Fig.3.14 はこのプログラムを用いてFig.3.4の波形の分離を行なったときの収束特

性を示したものである。 (a) は d l =14 ， d叩寸としたときのE(p) の前， (b) は見かけの

残差て乗和 Ed(p) である。 (b)の収束は不安定に比えるが，実際の残芽:ー乗和は'女

定に収束している。一方(c)は演算点数の切り替えを行なわずにか3 として計算し

た時のE(p)の値であり，収束速度の点では (a) より劣っていることから演算点数の

切り替えが有効であることがわかる。

(0) Ni-HCL Emission Spectrum 
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Fig.3.14. Convergence curves of the 

DLS curve-f社ting with two-step data 

-Nσ~ reduction technique for the compute 

generated curve (Fig .3.4, on=2) by using 
PC-9801 F(NEC). (司， (b)Errors caJculated 

from whole data points and selected data 

points , respectively. (c) A convEirgence 
curve with a constant data-reduction 

interval. 
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Fig.3.16. Results of the peak-separation by using the developed method for an emission 

spectrum of Ni-HCし(司 The observed spectrum me誦red by the monochromatorwith the spectraJ 

slit-width of 0.007nm and sampled at the intervaJ of 0.004 円 m. (b) The difference between the 

observed spectrum and the separated results 

Table 3. Estimated Gaussian peak parameters of the Ni-HCL emission spectrum shown in Fig.3.16. 

Peak 
Separated Resu1ts Ca1cu1ation 門 IT Wa ve 1 ength 

po?;;;on 
Intensity 

(rAlnr1.lema v) L(f nlits ) d1 ,dopt Tab 1 e (nm) 
(V) Da ta 

230.997 0.77 0.027 45 231.002 
2 事 231.097 5.75 0.052 636 

39-167 8, 3 
事 231.097

3 231. 239 2.32 0.046 229 
(129) 

231. 234 
4 231.375 3.11 0.054 355 231.366 + 231.398 

5 231.601 2.65 0.061 342 176-253 7, 2 
231.604 

6 231. 726 1.04 0.041 91 (78) 231.716 

7 231.895 0.97 0.027 55 231.848 
8 231.993 8.69 0.051 951 

261-383 7, 3 
232.003 

9 232.128 2.76 0.042 245 
(123) 

232.138 
10 232.219 0.63 0.070 94 232.196 + 232.268 

11 232.480 0.44 0.053 50 408-458 5, 1 
232.464 

12 232.559 2.19 0.046 216 (51) 232.579 

No-Of Data(N)=495 , No-of Parameters(L)=2 36 , Average of Basel frle=0.94(V) 
Estimated Deviation of Noise{�n2) '" O.033(y2) 
Error of Fit(E{p)/(N-L)) =0.014(y2) 
Calculation Time=15min31 sec{Peak Finding: 5'52 11 , DLS: 7'25 11 , Disp1ay: 2'1411

) 

実験 結果

上で述べた初期値決定，ビ一ク領

域の分割，演算点数の 2 段階切り替

え間引きをすべて統合したフプ.ログラ

ムのフロ一チヤ一トをFi屯g .3 .1ηうに示す o

べ一スライン成分は観損視測lリl 波形の両端

付近の谷部を結ぶ一次式により近似

して除去する o この後初期値p。を求

め r個のピーク領域に分割する D こ

の各小領域内に含まれるパラメータ

P l , P Z ，..， P r を順に演算点数切り替え

法により計算する。このプログラム

を用いて実際に観測波形のピーク分

離を行なった結果を以下に示す。

6 3 

Flowchartof the developed curve-fitting algorithms Fig.3.15. 
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Table 3はこの分離結果と，文献値 311 による 対応ピーク波長を小したものである 。

波長値はピーク 2 を文献値l231.097n m とし て 校 11二 した結果であり， ピーク 1:-b さは

tll 力這庄傾， ピーク面積は下値下幅とピーク高さより計算で求めた航である。分

離したピーク波長と文献値との誤涯は，司王なりの大きなピーク 11 ， 12 ，および 2 例

のピークの重なりを分 離できていないピーク 4. 10 では蚊大 . 05nmfr，~度 であるが ，

その他の部分では O .Olnm以ドの誤差であり ，サ ンプル 1m 陥， スリッ 卜恥を-01.息す

ると傾めて高精度の分離が達成されて いる 。演算時間は初 }~J {l座決 5t にう . 9 分， パラ

メータ推定に7.4分，表示に 2 . 2 分 ，合計 15 . 5 分であ り， Fig .3. 10 の九lin*円以 と 比較

すると約 4 倍程度高速化されている。

Fig . 3 . 17 および、Table 4 は NH3 ガスの赤外吸収スベクトル 1040cm I から 1025 c: m I ま

でを， 4 個のローレンツ型ピークに分離した例であるロ測定条 {'I は分光恕スペク

ト lレスリ ッ ト幅 0.58cm 1 サンプル間隔 O . lcm 1 である。ベースライン成分は 1100

cm - l から 1000 cm - I 間での観測データより決定した 。

Table 4中のピーク高さは吸光度で

示した。 この例では全体が一つのピ

ーク領域となり，間引き間隔は d 1 =7 ，

d刷 =3 となった。演算時間は全体で

3 .7分であり，間引き演算を行なわな

いときに比べて約 2.4倍の高速化が実

現された。しかし 適合精度の基準と

なる適合誤差分散に関しては，間引

き演算の適用/非適用に関わらず ，

X2 検定における有意棄却域に入る。

これは適合関数が適当でないことに

起因すると考えられる 。同一観測波

形に対して，ガウス型ピーク波形を

適合した場合も誤差分散はほとんど

変わらず， したがってこの場合には，

Cauchy-Gauss和関数 20) Voigt関数 211

等，より複雑な関数による適合が必

要と考えられる。

3.6.2 NH:ì赤 外吸収スペクトルの分離

Table 4. Estimated Lorentz附1 ・peak parameters of the NH3 absorption spectrum 
shown in Fig.3.17. 

Peak Wavenumbet角 Absorbance HWHM Area 
(cm-1) (A) (cm-1) (cm-l.A) 

1035.29 0.93 0.61 1. 78 
2 1033.65 0.42 0.69 0.91 
3 1031.82 0.22 0.47 0.34 
4 1028.40 0.40 0.54 0.69 

NO.of Data(N) ==151 , NO.of Parameters( し) == 1 2 

Average of Baseline=0.0og9(4A(仇5) X 
M附ed Deviation of 州 se(ân2 ) == 0 ・ plr4(〆)
Error of Fit(E(p)/(N-L)) == 6.45XlO-4(AZ) 
Ca1cu1ation: Limits : 27-138(112 po;nts) 

d :d1=7 , sdeoc pt=3 
Time :3min43 

( c>) NH3 Absorption Spectrum 

1.0 

分光波形のピーク分離処理をパソコン BASIC言語を用いて手軽に実現すること

を目的として，高精度な初期値決定法の開発と各種パラメータ推定アルゴリズム

の比較を行なった。初期値決定においてはパソコングラフィック機能を利用した

対話型修正法を 取り入れることで実験者の持つ観測波形に関する先験情報を導入

することを可能とした 。パラ メータ推定アルゴリズムではGN法， DLS 法， DFP法，

Simple玄法の比較を行ない， DLS法が演算速度，初期値精度の低いときの収束安定

性の点で最も優れていることを確認した D しかしピーク個数の増加と共に演算時

間は二次関数的に急速に増加することから，一度に分離するピーク個数を少なく

するための観測波形の分割法と演算点数の等間隔間引き法を考案した。この手法

は特に重なり合ったピークがいくつか局在するような波形に対しては極めて有効

である。演算時 間は全観測j点数よりもむしろピークの数と重なりの程度によって

決まり，従来の直接計算法に比べて数倍の高速化を実現した。また演算に必要な

メモリ容量も大幅に縮小され，小規模なパソコンでも多数のピークの同時分離が

可能である。

ここではピーク形状として演算量の少ないガウス型関数とローレンツ型関数の

みを扱ったが，観測波形によってはより複雑なピーク型の適用も必要となること

がχ2 検定法より確認された。複雑なピーク関数への適合は演算量の点で現時点の

パソコンには適用困難であるが，将来/-\ソコンの演算スピードが向 l二すれば充分

実用可能となると考えられる。
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Fig.3.17. Results of the peak-separation for an IR absorption 

spectrum of ammonia 9ぉ(司 The obseNed sprctrum mE!ぉured
by the spectrophotometer (JASCO , A3) with the spectral sllit-width 

of 0 . 58cm・ ， and sampled at the inteNal of 0.1 cm " and separated 4 

Lorentzian pe油s . (b) The difference CUNe between the 

observed spectrum and the separated results. 
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第 4 章 ク ロマト グ ラ フィ高度 化 のた め の 2 次 店展 開

分光システムの試作

4 . 1 序

多成分系混合物試料を一次元の分光スペクトル波形によって分析する場介には

各成分からの信号を分離することが必要であり，これには高分解測定とピーク分

離等の滴算処理が要求される。しかし分子スペクトルのように作成分からの{けり

が広いノ〈ンド構造を持ち相互の重なりが大きい場介にはたとえ日分断訓IJ).どを fr な

っても成分分離は困難である。このような試料に対しては， クロマトグラフィ守・

の物理的分離手段と分光スペクトル測定を結合して 2 次 j乙訓IJ :.i:をわなって↑fJ 矧 ! 1 1

を増大させることにより，構成成分の分離 ・ 定量が III 能となる。

既に吸光測定ではポリクロメータとフォトダイオードアレイ (PDA) 検出却を出Il

み合わせたマルチチャネル検出に基づくスペクトロ・クロマトグラム訓IJ :J..:咋川 24

置が l↑i 販され，未知混合物試料の分析に広く利用されている山JJ OD ー ん，微 1.1 物

質の検出には吸光測定よりも蛍光測定方の Jj が感伎の点で俊れており.蛍光スペ

クトル測定とクロマトグラフィを結合すれば，険 H\!ðJ史)止'判 fI巨 )J の人~，J.、でも JI 市

に有効な分析手段となる 3410 しかし蛍光測定においては，一般に c ~ ~ ~+ 強 J.Q が微 ~~J

であり， さらに物質毎に最適励起波長および先光被 iκ が史二 なるニとから，吸光制

定のようなマルチチャネル検出には種々の L犬か必坦!となる c これまでに問先さ

れた研究報告では，励起波長を阿波長倒IJ に|古 1 ~どして.蛍光分えにはポリクロメー

タを用いてその結像面仁に複数の光屯ヂ増倍管を必べた設問 ) ~ I インテンシフ ァ

イアを付加したPDA検出器を用いて感度を向上させた装 l宵 '(， '.)71 ， SIT 険 1 1\ {，~を使川

した装置 3Rげ9 1 レーザ光源を使用して励起エネルギを増大させたな(. ljil~ .10 1 , :2次 JL

CCDアレイを用いて面積・時間積分により SN比を向上させた袋lî'ìt 4 11 すー がある D

いずれの装置でも蛍光スぺクトロ ・ クロマトグラムか得られているか ， �JJ J~ 政 iえ

が固定されているため成分によっては全く検出されない場合も '1 : じている ロ

ここでは蛍光測定法の持つ定性能力を有効に利月]し，蛍光t'L をふすどのような

物質に対しても蛍光スベクトル信号ー が得られる蛍光スベクトロ・クロマト :アラム

の新しい測定法の開発と検討を{丁なった。これらの測定 ilでは，物質の叫つ波 u

選択性よりもむしろ情報量の多い蛍 YL スベクトルの特長にì'Ì. [. ，し，物質分離はク

ロマトグラフィで行なうことで選択性，感度共に満足させるようにした 。

本研究では( 1 )励起波長に対する選択性を除去した白色光励起蛍A.允 YL スペク

トル測定装置， (2)(1) と同時に吸光スペクトル測定を行なう吸え・蛍光 [IJj IL'J:訓!正

装置，および (3 )発光波長に対する選択性を除去した励起スペクトル剖l 正弘前を

開発した。( 1 )ではどのような成分に対しても効率よく WJ起するため， i':色 紙スペ

クトル光椋を分散させすに l目接励起光としてJtlい，蛍 JL スペクトルをポリクロメ

ータと PDA のみでマルチチャネル検出するノJ 式を)5'案し，込山を ~.t\ fl した。ニの

方式ては励起波長に対する選択性が無制されるため大部分の蛍 YL t'1.物 't'l に汁して

蛍光先光スペクトルが得られ，多成分からなるよ矢口 M什物ぷ料に対しでも山t'1

定量の|両分析が 11I 能となる。 (2) では( 1 )で開先した設 it'ifにさらに 1 出Il のポリクロ

メータと PDAによるマルチチャネル検出器を付加して吸収スベクトル測定を i J な

い， ;Jド蛍光性物質の検出も uJ 能とした。 (3)では蛍光励起スベクトルをマルチチャ
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ネ ル測定するために，励起光を分散させた後にフローセルの流出方向に空間的に

異なる波長の光で励起し，各位置からの蛍光発光をロッドレンズアレ イ を用いて

PDA上に結像 させ励起スペクトルを得た。

4 . 2 t l 色 光励起蛍 光発光スペ ク トル 測定システム の 開 発

従来の蛍光発光スペクトル測定では，励起波長を適当に選択して固定し，発光

波長をこの波長より長波長側で走査する。しかし HPLCに適用して多成分試料を連

続的に分析する場合には，試料成分毎に最適励起波長が異なることから，同一励

起波長ですべての成分を分析することは不可能である。この問題を解決し，多成

分ぷ料を一度のクロマトグラフ展開によりすべて分析するために，試料励起光源

として吋悦・紫外域に連続スペクトルを持つ白色光を用いる手法を考案した。こ

の 1iよでは励起 yé に対する選択性を考慮する必要がなく， しかも光源エネルギー

を効中出く利用して試料を励起できるため，検出感度も高く取れるなとの特徴を

持つ。

ねり検出においては試料の流量に合わせた高速性を満たすため，ポリクロメー

タと PDA を結合したマルチチャネル検出 i去を用いた。ただし PDA のダイナミッ

クレンジはせいぜい 10 3 程度である 3R I 42 1 ため，蛍光測定方向にはできる限り散乱

光の少ない刀向を選び，さらに積算処理によるダイナミックレンジの鉱大も行な

った。

4 . 2 . 1 測定原理

本測定法の原理を説明するために，試料

に対する励起方向と観測方向をFig . 4 . 1 に示

すようにとる。光源自体のスペク ト ルを

S(λ) とし，セル内に溶媒のみを流した時の

観測スペク ト ルを R ( 入 ) t 試料を流した時の

観測スベク ト ルを D(λ) とする。ただし 入 は

波長を表す。 R(λ) ， D( 入 ) にはフ ロ ーセル壁

面からの散乱光とフローセル内部を通った

光が含まれ，近似的に次のように表される。

S(A) 

I Excitation 

Flow cell ~ 
、νて~ Fluorescence 

( l ... R(り : Solvent

メよ--_/ D (A) :Sample 

Sample 

Fig.4.1. Geometry of the fluorescencespectrum detection 

w�h a flow cell. S(I) , an emission spectrum of the exc�ation 
source; R(Q , a scat1ering spectrum w�h solvent; D(Q , a 

scattering spectrum with sample solution. 

R(λ ) = pS( λ) + qS( λ) 10 Arlﾀ' (4.1) 

D(λ) = pS( λ) + qS( 入) 1 0 Ar l λ1 1 0 .Afl;" + f CtC λ) (4.2) 

p : 試料に到達せずに観測される散乱光の割合

q : セル内の試料を通過して観測される散乱光の割合

A/入) :前媒の平均吸光度

Ar( 入) :試料の平均吸光度

f u(λ) :試料からの蛍光発光強度の観測万戸j 成分
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ここでは . 1 )式と (4.2)式の差 F(入)をもとめると，

F(λ) = D(λ) -R(λ) = f d(λ) + qS( 入)1 0 A r( λ) (10 Afl).l - 1) (4.3) 

となる口溶媒については通常 Ar (入)彊 O であり，また希薄試料治被では， A ，(入) << 1 

となることから，

F(λ) 望 fu ( 入) -Ar( 入 )qS( 入) (4.4) 

と近似できる。したがって散乱光の少ない q<<1 となるん. rnJ で観測すれば

F(λ) 5!! fi λ) (4.5) 

と近似できる。

-}J， 試料からの蛍光強度 fi入)は励起光スベクトル 5(λ) に依イf し，次のよう

に表せる O

fuC入) =αAS(λ)[ 1 -1 0 A[ i ..， ]仇(入 )d入 (4.6) 

ただし， À oは励起光の短波長端であり，これは主に光学系の材質により決まる 。

またα は全蛍光発光強度のうちの観測方向への放射の害IJ fì ，仇(入 ' )は吸収波長入，党

光波長λでの量子収率を表す。ここで Ar ( 入) << 1 とみなせる希湾総波では，

f( 入) = f ~ 5(入 )Ar ( 入)仇(入) d入 (4 . 7)

となり，発光波長入での蛍光強度は λ より短波長域で吸収した光子の令積分前と

量子収率仇(入 ')との積に比例する。したがって，この万式では励起光エネルギ ー

の利用効率が高くレーザのような高エネルギー源を使用しなくても (1 色光源のみ

で大きな蛍光強度を得られ， しかも単純な減算のみで蛍光スペクトルが得られる

という大きな特徴を持つ。ただしこの関係は希薄溶液に対しては成 立するが，ぬ

濃度溶液では (4 .4)， (4 . 7)式の近似が成立せず ， 減算結果 F(λ) は蛍光発光スベクト

ルと一致しなくなり，吸光度の補正処理が必要となる。

4.2.2 装置

(a) 蛍光検出系

本システムの測定系全体の構成を Flg .4 . 2 に示す。試料励起用光源には口I 視・紫

外域で連続スペクトルを持つ 150Wキセノンランプ(L2175 ，浜松ホトニクス)を用

い，溶融石英レンズ Ll(f=60rnrn ， φ=30rnrn) ， L2(f=45rnrn ，ゅう o rnm) を使 っ て円筒

形の石英フローセル(外径 4mm 内径1.5m m) に集光する。セル ~~J での YL Mt、 屯拘ア

ーク像の大きさは lmmx3mm となる。セルホルダ部には迷光を避けるため励起川

(2mm x 8mm)および発光測定用 (Immx8mm)の窓を設け，他の部分は遮蔽した 。

セルからの蛍光発光は励起光に対して側面方向でレンズ L3(f=60mm ， 1j>=45mm) 
を用いて集光し，凹面回折格子を持つポリクロメ ー タ (F = 2.5. 逆分散20nm/mm.

日本分光)で分光するロスペクトル検出にはう 12 素ヂのPDA (52301 う 12Q，浜松ホト

ニクス)を用いてマルチチャネル検出した。 PDA の 1 素ー 子のアパーチャは 501μm

2.5 mm. チャネル分解能は lnmである 。 ポリクロメータの人射スリ ッ ト幅は 0 . 5

mm と し ，人射スリ ッ トの直前には 2 次回析光を除去するため 310 nm にカ ッ トオ

フを持つパ イレ ッ クス製スライドガラス(厚さ 1 mm) を仲人した 。 測定波長域 は

340 nm ~ 620 nm に 限 定し た 。
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Ll 

L2 

Flow Cell 

Ce 11 Ho 1 de r 

30ﾘ(f=60) 

30の(f=45)
45の(f=60)

L3 

Polychromotor 

(F=2 , 5J JOSCO) 

F i 1 ter 

PDA 

S2301-512Q 
(Homomotsu) 

Lﾌl.4 

Fig.4.2. Block diagram of the optical system of the white-light excited multichannel fluorometer. 

(b) 高速液体クロマトグラフ

試料送液系および信号検出用電気系の構成を Fig . 4.3 に示す。 高速液体クロマト

グラフ (HPLC)装置には

LC-5Ajき液ポンプ(島津 Sample 

)を中心として，

5 IL-} A サンプルイン ジ

ェクタ(島津)， CTO- } 恒

温槽(島津)を用いた 。

分離カラムには逆相の

CLC-ODS( 島津)を使用し

た。また，試作した蛍

光検出システムと直列

に u v 検出器 (UVD-l ，

品津)を嬢続し，吸光

度による試料のモニタ

ーも行なった。この U

V 検出器は，非蛍光成

分の検出にも有効であ

る 。

門ultlplexer
ADCHX12BGC 
Cﾐatel) 

PDA Driver 

C2324-28S 
(Hαnamatsu) 

(P;201) 

76.8KHz 

Fig.4.3. Block diagram ofthe data acquisition system. 
( C) 伝サ検出系

PDA からの信号はマルチプレクサを通 っ て 12 ビ ッ ト AD変換され，パーソナルコ

ン ビュータ (PC9801. NEC) に転送される。 PDAの駆動には専用駆動阿路 (C2324-

285.浜松ホトニクス)を用いた 。 PDA の 1 チャンネル当りの信号読み取り時間は

う2μsec ， 1 同の露光時間は 27.3 msecであり，蛍光強度が微弱な場合には最高32fUJ 

までね 1~l: IJJ 能である。モニター用として接続した仁 V 検出器からの信号はマルチ

プレクサにより PDAf3 りと交任に切り替えて読み取る口

PDA の 人L 再開始，マルチプレクサの選択， AD変換の開始等の制御はすべて ノ 〈ー

ソ ナル コン ビ ュー タより機械語プログラムによって実行した。
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仁n4

本システムでは，参照スベクトル R(i)を測定期間中ほぼ一定であると仮定して

いるが，実際には PDAの暗電流分布や光源強度の時間変動により多少変化するロ

この変動はそのまま蛍光スペクトル計算での誤差となるため，できる限り抑える

必要がある。 Fig .4.5( a ) 中の v(i)はこの参照スペクトルの安定度を調べた結果であ
る。これは光源強度がほぼ安定状態になった後，メタノール溶媒のみを試料セル

に流した状態で 1 時間連続的にR(i)を測定し(露光時間 l 秒) ，この間の各チャネ
ル毎の強度変動の分散を求めたものである。分散はチャネルに依らずほぼ一定で

あり， イ言号ピーク値に対してう%以下となっており，この程度であれば実用上はほ

とんど問題ない。しかし蛍光信号が特に弱い場合にはこの参照信号の変動の影響

を受けるため，積算によって S N 比向上を計る必要がある口

Ln .j 

散乱光強度は観測方向によっ

て大きく異なり，蛍光の検出感

度を I~ げるためには，散乱光が

少なく，かっ大きな蛍光強度の

得られる方向で観測するのが有

利である。そこで Fig . 4 . 6 に示

すように励起光軸 (Z 軸)をフロ

セール(玄 軸)と直交する方向に

悶定し，観測方向のみを変更し

て散乱光強度を測定した。観測

方向は励起光軸との角度α と，

励起光軸を含みフローセルと直

交する面(yz 面)からの角度 p を

パラメータとして決定した口

Fig .4 . 7 にこの結果を示す。縦軸はメタノールをフロセールに流し，露光時間 l

秒で連続 100 回測定した時の観測波形の平均値を，波長軸に沿って積分した積分

散乱強度である。角度走査範囲は光学系配置上の制約から， 8う o ::s α ::s 110 0 , 00 ::s :゚:s 

28 . 5。とした。この結果，散乱光は角度 αが 100。近傍で最小となっている口

Observation 

Direction 

Excitation 

Beam 

y 

(b ) 針通観測方向の検討

Fig.4.4. Flowchart of the data 
acquisはion procedure. 

( d ) 信号処理アルゴリズム

Fig . 4.4 にデータ収集のフローチャ卜を示す。まず試料

注入前に溶離 j伎のみを流した状態で，参照スペクトル波

形R(i)を測定する。ただし i は PDAのチャネル番号を表

し， R(i)はクロマトグラム測定中，一定であると仮定

する。この後，試料を注入し，蛍光を含んだスベクトル

波形 D t(i )と， u v 検出器の出力 At を測定する。蛍光ス

ベクトルFt(i)は，

(4.8) 

として求める。実測の R(i)および' Dt ( i) にはスペクトル信

号以外に PDA 自体の持つ暗電流分布が含まれるが， こ

, 512 i= 1.2 
-
g
E
A
 R

 

-
-
E
A
 

，
a
・
‘
、D

 

.
-E
A
 

R
i
 

れは R(i)， Dt( i) に共通に含まれ，測定中ほぼ一定である

と仮定できることから， Ft(i)では相殺される。

メモリ内にはFt ( i) をすべて格納し， CRT 上にはこの波

形とともに，これを波長軸にそって積分した積分蛍光強

度 F t を，じ V 出力信号とともにクロマトグラムとして

表示する。この動作を一定時間 ( te)繰り返す。スベクト

ロ・クロマトグラフは全測定終 f 後，必要に応じて読み

出し解析に用いる。

Z 
Number Channe1 測定結果4.2.3 

日g .4 . 6 . Geometry of the flJorescence detection angles. 
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実測波形の特徴

実際に本システム を用いて蛍

光試料 を 測定した例をFi g .4 . う に

示す。試料には 2-Phenylindol e 

のメタノール溶液 ( 0.8mg/ 1)を

用い，カラムには通さずに直接

(a) 

フロセールに流して測定した。

参照信号はメタノールのみを流

して同様に測定し，両信号の差

として蛍光スベクトル信号 Ft(i ) 

を求めた。露光時間は l 秒であ

る o ( a ) に示すように蛍光信号

は大きな散乱光の上に重なって

現れるが，求められた蛍光スペ

クトル ( b ) は従来の分光蛍光光

度計での測定結果とよく一致し

ている。
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400 

0 
340 

30 

Fig.4.8. Plots of scattering and fluorescence 

intensity for the observation angle ゚. 

20 

β(deg) 

10 

Ang1e 

Fig.4.7. Plots of scattering intensity from 

the flow cell for observation angles 

Fig .4.5. Examples of obta匤ed spectra of 2-Phenylindole in methanol. (司 Raw

data from the PDA; R(i) , a reference spectrum filled w~h solvent (100% 

methanol); Dt(i) , a spectrum w~h 2-Phenylindole; v(i) , a variance of R(i) cluring 1 
hour. (b) A calculated fluorescence spectrum of 2・ Phenylindole
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Fig . 4 . 10 は Eosin を用いて濃度に関す

る検地線を求めた結果である。測定には

100% メタノール溶液を溶離液として用い，

:J.:祉の試料を注入，展開して積分蛍光

強度クロマトグラム波形を測定し，この

ピーク位向での強度とこの時の濃度(セ

ル谷'量， クロマトピーク波形および試料

汁人近より換算した伯)をプロ ッ トした

ものである。図より 10 ---- 10 4μg/lの範凶で

よい直線性が認められる。検出限界は，

溶離械のみ流したときの信すの標準偏差

の 3 イたをとると， 4μg/l と なる。

07'; 

Fig.4 .7 では， α= 100。の場合，散乱強度の角度。に対する依存れはほとんど認め

られない。そこで，角度 p の最適値については蛍光強度が政大舶 をとる 的肢とし

て決定した。 Fig .4 . 8 は角度 αを散乱光が最小となる 100。に間定した状態で角度 I~

のみを変えて蛍光強度の変化を調べた結果である。試料には Eosinのメタノール

溶液を使用し， これを直接フロセールに流した。蛍光強度はがJ .i1の散乱強度の Æ'J

定と[åJ持に，露光時間 1 秒で 1 OO ~ 測定した平均波形を求め， Ild 械 に 測定し たメ

タノールのみによる平均参照波形を減算し，この結果を波長 刺l にそって積分した

積分蛍光強度を用いた。図中には参照波形を積分した積分散乱強度も心した D 散

乱強度は H に依存せずほぼ一定値とな っ ているが，蛍光強度は 21 0 で故大 Mr をと

っ ている 。 これはフロセール内で励起光が多重散乱し，試料励起体肢が i付加 して

いるためと考えられる口これらの結果を考慮して以下では， α = 100 0 , ﾟ = 21 0 に同

定して測定を行なった。
Fig.4.1 O. AnalyticaJ CUNe for Eosin in methanol 
The noise level is defined as 3 times of the 
standard deviation of reference spectra 

液体クロマトグラフィ適用例

'よ|際に本システムを用いて蛍光物質混合試料のスぺトロ・クロマトグラムを測

定した例を Fig .4.11 に不す 。 溶離液には 100% メ タノール溶液を用い，流量 1 mll 

min，カラム温度 50てとした。試料には 2干henylindole ， Anthracene, Pyrene 
を fT み，各々 (1) ， ( 2 ) ， (3) の JI闘に検出されている。各成分の溶出の様ヂは ( b ) の積

分蛍光強度クロマ卜グラムによく現れている 。 また ( c) のスペクトロ ・ クロマトグ

ラムからは各成分の定性情報が明瞭に現れている。これらの結果は同時に検出し

た ( a ) の C ¥' 吸収スペクトルともよく対応している。この結果より，試料の溶出ピ
ー クのモニターには積分蛍光強度が有効であり，成分間定にはスベクトロ ・クロ

マトグラムが効果的であることがわかる。 また，蛍光制定と吸収測定の併用も定

性分析能力をさらに強化するものである ことがわかる。

4.2.4 考察

本システムは液体クロマトグラフィにおける定性分析能力の強化を目的として，

蛍光スベクトルの高速マルチチャネル測定を可能にしたものである。システム構
成はきわめて簡単である上に，連続スペクトルを持つ白色光源を非分散で用いて

いるため光源エネルギーを有効に利用でき，かっ最適励起波長の異なる物質も一

様に励起できるため，多成分混合物の分析もきわめて効率的にできる。この方式

では励起波長に対する選択性は失われるが，この点は発光スベクトル波形が得ら

れることで定性情報は逆に増加している。

ただし問題点として，険出感度が従来の蛍光 測定法に比べて多少低いことが 挙

げられる。これは蛍光信号が， 強い散乱光の上に重なって現れるためであり， こ

れを解決するためには，散乱光自体をもっと減少させるようなセル形状の工夫が

必要である c また，本ん式では展開時間が長くなるとデータ量が膨大となりデー

タの保管が困難 となる。この点は，積分蛍光強度クロマ ト グラムとそのピーク部

分でのスベク トルのみを保管するデータ圧縮法の開発が必要である。

これらの点を解決すれば，きわめて実用的なシステムとなる。また本システム

での蛍光測定と ともに吸光スペクトル測定も同時に行えは、 'より効率的で信頼性

の IC~J い 定性分析が実現できると考一 えられる。

(d) 

定常測定例

本励起万式での蛍光スベクトルの特徴を調べるため，種々の蛍光 JÁ 料を本HPLC

システムにより展開し，各成分の溶出ピーク位置でのスペクトル波形を測定した 白

これ ら の結果を Fig .4.9 に示す。試料には， Anthracene , 2-A minoanthrac:ene , 

Pyrene , Eosin を用いたロ溶離液には 100% メタノール裕被をJiJい， ifit t.rは

1 mllmin とした口露光時間は 1 秒であり，関ではスペクトルの特徴を iリ]小するた

め，面積が一定となるように規格化表示 した 。 図のド段には比較のため 1 [11-， .ﾁ * ;~ 

を市販の分光蛍光光度計(目立 650-10)で測定した給米も小した 。 分光蛍ïL Jl, J旦バ 1

での損IJ 定条件は励起側スリ ッ ト幅2nm，蛍光側スリッ卜幅うnm とした。向 rtl1j )t *ii 
果を比較すると， Anthracene , 2- Aminoanthracene , Pyrene ではよく一致した

スペクトル波形が得られている。しかし Eosjnでは通常測定法における 320nm励起

時の波形とは一致するものの， 280nm励起時に現れる 350nm近傍のピークが本測

定法では現れていない。これは本システムでの光源エネルギ一分布が300nm より

短波長域で急激に減少していることに起因している。しかし，多くの蛍光物質の

分析には本システムでの励起波長域で充分有効である。また，必要ならば光源を

短波長域で高エネルギーを持つものに交換すればさらに多くの物資分析が可能と

なる。
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トル測定システムの開発

HPLCによる多成分混合物試料の分析においては多種類の検出器を直列に並べて

使川することで分析効率， {J. 頼性の向仁を凶ることができる。前節の蛍光スベク

トル検 f1\ においても吸収スペクトル測定と組み合わせて用いれば分析可能物質数

が明えるばかりでなく，蛍光と吸収の機構上の相補関係より定性能力は格段に向

上 し ，さらに定ほ性の強化される。そこで前節で開発したシステムにさらにマル

チチャネル吸収測定システムを付加し，吸収および蛍光スベクトルの!r1J時マルチ

チャネル検出HPLC システムを開発した。

吸収・蛍光同時スペク3 4 
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4.3.1 測定原理

本システムでは Fig斤 12 に示すように，

lìíJ 節のマルチチャネル蛍光測定に加え

て励起光透過 JJ 向でマルチチャネル吸

収測店を行なう 。 いまフローセルに溶

蝶 の みを流した時と試料を流 し た時の

励起光透過ん向て の 観測スペクトルを

各々 Ra ( 入) . Da ( 入)とおくと，

Ra ( 入) = P aS ( 入) + q .S( 入 )10 Arli� (4.9) 

D. ( 入) = P aS ( 入) + qaS (λ) 1 0 A内'1 0 Af1i. + c( 入)

(4.10) 

P a 透過ん l oj で観測される励起光の 割
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Fig.4.12. Geometry of the absorptionｭ
fluorescence simultaneous detection with a 

flow cell. S(I) ， R(I) ， O(り ， same as Fig.4.1; 
Ra(I) , a transmitted spectrum filled with 
solvent in the cell; Oa(I). a transmitted 
spectrum with sample solution. 

q J セル内試料をを通過して観測され

る励起光の割合

fa( 入) :試料からの蛍光発光強度の透過

方向成分

Ar(λ). Ar(λ) :試料および溶媒の平均光度

ここでRa ( 入)と Da(入)の比をとると. ArCλ) (( 1 の場合には

Pa + qa (1-ArCλ) )1 O -Af川+ C( 入 )/SC λ)

( c) 

Pa + qa (1-ArC 入)}

さらに，セルホルダを工夫して観測j方向への散乱光のもれを大部分遮蔽できれば

Pa (( q a となり. ArC 入) s 1 と近似できる溶媒では

(4.11 ) 
Da(λ) 

Ra( 入)

400 

ε 
C 

..c. 
+-> 
o"l 

~ 500 
F開.

(l) 
>

tO 
3: 

600 
620 

100 

(4.12) 

と表される。一般に蛍光強度 C(λ) は励起光強度qa S (λ) に比べて充分小さいことか

らこの比の対数をとることにより次のように試料の吸光度を得る。

Log1 o (R a ( 入 )/Da ( λ)) ー ArCλ) (4.13) 

A … faC 入)
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Fig.4.11. Chromatograms of three component mixture. (a) Absorption chromato~Jram 
detected at 254nm by UVD-1 (Shimadzu). (b) Integrated fluorescence chromatogram. (c) 

The fluorescence spectro-chromatogram. 

(sec) Time 

システムの構成4.3.2 

(a)光学系

Fig.4.13 に ノドシステムの構成を示す，このシステムは基本的にはFig.4 . 2 のシステ

ムに吸収測定用ポリクロメータを結合したものであり，励起光学系，フローセル

- 56- -57-
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は Fig ;4 .2 と同ーのものを用いた。吸収スペクトル測定には蛍光測~HJ セルホル夕、ー

を加てして透過方向にも観測窓(lx8mm)を開け，この窓から透過光をレンズ L4 (f 

=70mm , <)> = 40mm，溶触石英製)を用いてポリクロメ ータ ( rJ 本分光; F2 .5, ~分散20n

m/mm) の入射スリ ット上に結像させた。入射スリ ッ ト脳は 20μm に同店し，スペ

クトル検出には前システム同様512 素子のフォトダイオードアレイ (PDA) S230 1 う 1

2Q (浜松ホトニクス)を使用した。測定波長域は 300----600n m チャネル分解能は l

nm，有効データ 点数は 300点である。一方，蛍光スペクトル測定は前シ ステムと

同一測定方向 (α=100 0 ， ß=21 0 ) でレンズL3(f= 60mm，十 40mm) により集光し，ポリク

ロメータ (USF-200 ， Jobin-Yvon; F3，逆分散 24nm/mm)で分光して，吸収測定 JH と

同一のPDA (S230 1 - 512Q)で検出する D 人射スリ ッ ト幅は0.5mm，抑l lii 波長域は 350

-----700nm，有効データ点数は 300点である D 両ポリクロメータの波長校正には光悦

位置に低圧水銀ランプ(L937 - 02 ， 浜松 ホトニクス)を白いて，その純線 スペク トル

波長(365.0 ， 404.7, 435 . 8 ， う 45 . 8 ， 546 . 1 ， 577 . 0nm) よ り白線近似した 。

(b)制御系

Fig :4 . 14 は PDA の制御と信号読み取りのための電気系ブロック凶である，吸収測

定，蛍光測定用の 2 つの PDAは同一制御回路によって制御され，交互に切り替え

てAD変換 (12 ビット)されてパーソナルコンビュータ (PC98 0 1 M， NEC) に格納される，

512 素子の全デ ータ を入力するのに要する時間(露光時間と一致)は 27msecであり，
通常は|両PDA 出ノJ ともにコンビュータ内で 16 同積算される 。積算時の吸収，蛍光
|山j スペクトル測定に要する時間は 1 点あたり 0.87secである 。

Fluorescence 
Detectlon Multiplexer 

~.回

Select 

Cell Holder 

Xe Lamp 
150W 

IAmﾒ> . 

..- Clock & Start 

Absorptlon 
Detectlon 

Control Unit 

Personal Computer 

PC9801 M (NEC) 

Fig.4.14. The electronic control system of the absorption-fluorescence 
simultaneous detection system. 

Fluorescence 
Polychromator 
(USF-200, Jobin-Yvon) 

4 . 3 . 3 実験結果

(a)吸収・蛍光同時スペクトル

本システムを用いた吸収・蛍光同時スベクトル測定の結果をFig.4 . 1 うに示す。こ

こではスペクトルの特徴を調べることを目的として，試料をカラムに通さず直接

フローセルに流して 16回積算測定を行なった。溶媒にはすべて 100% メタノール

を用いた。試料は， (a) Fluoresceine (240mg/l) , (b) Uranine, (c) Eosin (3mg/1), 

(d) Anthracene( 60 mg/1), (e) 2-Phenylindole(30mg/l) , (f) 2-Aminoanthracene , 

(g) Rhodamine-B, (h) Esculine (15 mg/l) , (i) py lene, (j) Phenanthre ne の 10 種

類である。図の短波長側の実線C300----600nm)は吸光度スペクトル， 点、線(3 50'"'-'70
Onm) は蛍光発光スペクトルを示す。これらの結果は文献値421 とよく一致しており

各成分物質の特徴をよく表している。ただし吸光度が O 近くで蛍光発光ピークを

持つ場合 (Fluorescei ne の 4う Onm近傍)では (4 . 12) または (4 .4 )式の第 2項の影響で吸
収または蛍光に負値が現われる。しかし定性分析においては大きな問題とはなら
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(b)検出限界

試料の1t人絶対量に対する検出限界は，吸収または蛍光の全ピーク体積(時間 ・

校長積分値)が惰媒のみを流した時の波長方向積分値の分散の 3 倍となる値として

j火山した。 試料としてEosinを用いた時の検出限界は，吸収側で25ng ， 蛍光側で 10
ng となった。

PDA (S2301-512Q) 

Fig.4.13. The optical system of the absorption-fluorescence simultaneous detection system. 
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(c) クロ マ ト グラム 測定

Fig . 4 . 16 は本システ ムを 前 節 の HPLC シ ステム に結合 して ， 3 成分( ヨ ウ 素， 2-

Phenylindole , Anthracene);混合物試料を測定 した結果である 。 移動相 には 100%

メタ ノ ー ル，流量 1.0mllmin， 分離カ ラ ム に は CLC-ODS( 島津 )を使用し， カラム温度

50 0Cの条件 で 測定した。 (a) は 吸収 スペ クトル・ク ロマ ト グラ ム， (b) は蛍光スペ

ク ト ル ・ ク ロ マ ト グラムである。各々の左側の凶は波長軸方向積分吸光度および

蛍光 強度を心したものであり ， ここでは分離 されたピークが明確によされている D

Fig .4 .17 はこの 2 つのク ロ マトグラムを同一時間軸 k に表したものである。両 クロ

マ ト グラムピーク位置に約 lsec将のずれがあるが ， これは露光/サ ンプリングを交

/i_に 行 なっていることに起因している。また ピ ー ク 1 は蛍光信号が負となってい

るが，これは大きな 吸光度を持つ非蛍光性物質( ヨウ 素)から生じている。

Fig .4 . 18 は Fig .4 . 17 に現れているピ ーク 1 ， 2, 3 に対する 吸収- 蛍光スペ クト ルであ

る。それぞれ， (a) ヨウ素， (b) 2 -Pheny1indole , (c) Anthracene の特 徴 が表れてお

り，本システムが未知物質の定性分析に有効で あ ることがわかる。
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Fig.4.16. Results of spectro-chromatograms and integrated chromatograms 
(a) absorbance, and (b) fluorescence. 
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Fig.4.17. Resultsof integrated absorbance and fluoｭ

rescence chromatograms same as Fig.4.16. 

をJl:義した。

Fig .4 . 19 は Fig .4 .18 の (b) ， ( c ) の位置での AEMであり ， それぞれ 2 次店、!正面上で 物

質 iん| イ j のピーク制域を持っており ， 容易に定性分析が行なえる こ とがわかる。

(4.14) 

Fig.4.15. Results of absorption-fluorescence spectra. (司 Fluoresceine (240mg/ I) , (b) 
Uranine , (c) Eosin (3mg/I) , (d) Anthracene (60mg/I) , (e) 2・Phenylindole (20mg/I) , ('f) 
2-Aminoanthracene, (g) Rhodamine-B, (h) Escurine (15mg/I) , (i) Pylene , 0) Phenanthrene 
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トル測定システムの開発マルチチャネル蛍光励起スベク4.4 

蛍光を H~ いた Æ性分析では蛍光発光スペクトルとともに蛍光励起スペクトルも

イ1" 効な分析手段としてよく用いられる 。 通常蛍光励起スベクトルは蛍光測定波長

を適叶に問定し，同}]起波長を短波長調IJ で走査することにより得られる。測定結果

は吸収ス ベ クトルと類似の パ ターンを持つが ， 検出感度は吸収測定法よりはるか

に向い 。 また作物光合成過科でみ ら れるように，光エネルギーを吸収した色素が

そのエネルギーを電子伝達系によりクロロフィル a に渡して， クロロフィル a か

らのみ蛍光を免するシステムでは蛍光励起スペクトル分析が最も重要な色素分析
手 j去となる 。

HPLC検出 手段としても蛍光励起スベクトル測定は生物過程の解明，光合成色素

の分析等に有力な店法である。ただし HPLCに適用する際には高速走査またはマル

チチャネル検出が必須となり，励起スペクトル測定では励起側波長を高速走査ま

たはマルチチャネル化する必要がある。従来，励起スベクトルのマルチチャネル

検出システムに関する報 告例はないが蛍光励起発光マトリックス (EEM )測定用の

Video-f1uorometer として，白色光源、 をポリクロメータで分光し，そのスベクトル

結像而に試料セルをおいて空間的に異なる波長で励起し，さらに各励起波長から
の蛍光スベクトルをポリクロメータで分光するシステム 44 1が報告されている。こ

のシステムでは出力強度が極めて弱く希薄試料の測定は困難である。

ここではマルチチャネル蛍光励起スペクトル測定を実現するために，励起には

Video-fluorometer 方式を採用し，出力蛍光は分光せず全蛍光を積分して検出感度

を向上させる万式を考案し， システムを試作した。

システムの構成

Fig . 4 . 20 に開発したシステムの光学系の概略を 示 す 。 光源、 に は 前節と 同じ l うOW

キ セ ノンラン プを用い，この光をポ リ クロメ ー タ (USF-200 ， jobin -Yvon)で分光し

て，石英フローセル ( 内径 I .Smm ， 外 径 4.0 mm)の流出方向 6 . 2う mm上に 300"-'4S0n m 

の波長を結像 さ せ る。ポリク ロ メ ータの入射ス リッ ト幅は 0 . 5mm に固定した 。 各

励起位置からの蛍光発光は ロ ッ ドレ ン ズアレイ (SLAI2 -TC32 日 本板硝子 )によ り

等倍でフォ ト ダ イオ ー ド ア レイ S230 1-51 2Q( 浜松ホトニクス)上の 125素子分に結像

されるロ理論上のスベクトル分解能は約 12nmである。 S2301 - う 12Qからのデータは

Fig . 4 . 14 の 回路の 片側チ ャ ネ ルの みを用いてコンビュータ上で積算した。

このシステ ム で得ら れる出 力D(λ) は

λ2 

D(λ) ~ S(λ) ( 10 Ar().) J λJ I�). (λ ' )dλ ・ +α)

S( 入) :光 源 の 発光ス ペ ク トル

Ar ( 入) :試 料吸光度

恥(入 ・ ) : 波長λの光を 吸収 し λ・で 蛍光 を 発す る時の量子効率

α : 視IJ 光側 に入る 散乱光の割合

入 1 ， ^2 : 検出 可能な短波長端と 長波長端

(4 , 15 ) 

4.4, 1 

500 

吸収・蛍光ス ペ クトル同時測 定法は定性分析 手法 と して 極 めて有効で あ り ， 特

に AEM表示法は利用価値が高 しV 現時点で は 検 出 感度がやや低いが，これは 散 乱
光成分 が 大 き い こ と に起 因し て おり， セル形状 ， セルホル ダーのじ夫によりさら

に 1 "-' 2 桁程度の感度向上 を 図る こ とができると考えら れ る。また高濃度試料で
は蛍光 と吸収 の 相互干渉が生じ ， どちらかに負のピークを生じることがある 。 こ

れは原理的 には 補正演算によってある程度除去でき，定性分析にはさほど大きな

問題とはならない口

450 

Em1ss1on rJavelength (nm) 

Fig.4.19. Absorption-Fluorescence Matrix 
fingerprints calculated from the results of 
Fig.4.18. (司 Anthracene . (b) 2-Phenylindole. 
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Fig.4.18. Results of absorption-fluorescence 
spectra of separated components shown in 
Fig.4.16: (司 lodine ， (b) 2-Phenylindole , and 
(c) Anthracene. 

4.3 .4考察
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こ れらは溶媒のみと表される。 D(入)には光源スベク ト ルと 散乱光の影響を含む。

を試料 とした時の 測定スベクトル : R( 入) ~ αS(入)よ り，

D(λ) -R( λ ) 1 ).1 

~ -10 i\ r lλI Jλ t 。λ(λ)dλ
R(λ)α 』

(4.16) 

とし て 除よで き る口
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Fig.4.22. Explanatory illustration of time-wavelength 

relation for the multichannel fluorescence excitation 

spectrometer 
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実際にHPLCに適用する際には

Fig.4.22 に/J\すように試料流量

に依μ してスペクトロ・クロマ

トグラムトで傾斜したデータを

測定することになる。いまフロ

ーセル容泣をfml，流量を v mll 

sec とすると，スペクトロ・ク

ロマトグラム~-. での!出j 波長端で

の測定時間差T( sec) は f/v(sec)

となる。従って'_t用 t はフロー

セル内励起部分で試料が均ーと

比倣せる程度まで流置を下げる

か，またはこの測定時間差を考

慮したスベクトロ・クロマトグ

ラムの再構成が必要となり，今

後の検討を要する口
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結言

多成分系混合物試料を対象とした定性分析の信頼性を向上させ，かっ高感度に

検出するための手段として， HPLCによる物理的な分離と，マルチチャネル検出法

に基づく蛍光発光スペクトル/蛍光励起スベクトル/吸収スベクトル測定のいず

れかを組み合わせた多次元データ展開を実現したシステムを開発し，その有効性

を示した。

特に白色光励起によるマルチチャネル蛍光発光スベクトル測定システムは励起

効率が高く，定性能力にも優れている，またこのシステムに吸収スペク卜ル測定

を加えると定性能力が大きく向上することも示された D 制御コンビュータ側での

メモリ容量，制御能力が充分あれば，このようにマルチチャネル検出方式による

多極煩のスペクトルの同時測定は極めて有効である。マルチチャネル蛍光励起ス

ベクトル測定万式については， まだスベクトル波形の解析の点で問題があるが，

植物細胞の光合成色素分析のような特殊な用途には有用と考えられ，今後さらに

検討する必要がある。

4.5 

Fig.4.20. Optical arrangement of the multichannel fluorescence-excitation spectrometer. 
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出力結果

Fig :4 .21(a) は本システムを用いてAnthracene

のメタノール溶液を直接フローセルに循環させ

て， 16 回の積算(全露光時間O . 87sec) で測定した

結果である。 Fig :4 . 21(b) は比較のため蛍光分光

度計(日立， 650-10S)で測定した蛍光励起スベク

トル(発光検出波長 450nm ，スベクトルスリッ
ト幅5nm)を示す。両スペクトルはピーク位置

が大きくずれている。これは (4.16)式での量子

効率の積分項に関係しており， Anthracene の

ように発光スペクトルと励起スペクトルの重な

り部分が大きいものではこのような大きな差が

生じる。従ってこの方式では従来のスペクトル

との比較は困難であり独自のデータベースによ

る定性分析が必要となる。また現システムでは

低濃度試料の分析が困難であり，光源強度の増

大または，インテンシフ ァ イアの付加等による

検出器感度の向上を図ることが必要である 。

4.4.2 

- 65-

420 

Fig.4.21. Resuns of the fluorescence excitation spectra of Anthracene in 
methanol measured by (司 the developed system , and (b) the SpHctroｭ
fluorometer (650-1 0, Hitachi) detected at 450nm with spectral slit-width of 5nm 
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第 5 ['~-'i: 蛍光励起 ・ 発光マトリックス展開分光システム

の試作と 2 次元データ解析

いる必要がある 。 しかし )h}J 起光には 300nm近傍の阿波 k域を必要とすることか ら ，

励起光学系には分散別分光加を機械的に定査するん- 式をとり，受光光学系で I白述

よ伐を実射している。これらのシステムの釘効性を特に多成分混合物試料の測定

結果および聞の他解析 r il の適用結果よりぷす。

5 . 1 序

物質からの情報を多次.JI.的に 測定して情報量を培大させる T 法の 1 っとして，

蛍光発光スベク ト ルと蛍光励起 スベク ト ルの持つ l直交性に本づき，発光波長と fJj))

起波長を て次元的に走査して蛍光強度をマトリックス 状 にプロッ 卜 する蛍光励起

発光マ ト リック ( Excitation -Emission Matrix; EEM ) 測定法がある 4九

いま 1 つの物質の蛍光発光スペク ト ルをベク ト ル 玄~ (x ，，"..， X n )T , IJÍ)J 起スペクトル

を Y=(YI ，…，Ym)T とおくと，この物質のEEM は
M = 玄 yT (5.1) 

と表わされ，複数 ( r種 )の混合物では各物質のEEMパターンの線相手11 として

5. 2 回転型 F渉フィルタ分光受光系 を用いたEEM測定システ ム の開発

蛍光受光系の高速走査手段として半円板型の波長可変薄膜干渉 フ ィルタ を ステ

ップ ・ モータにより l回転定査する方式を 考案し，ロッ クイ ン検出方式と結合して

f詣速 ， 高感度な EEM測定を同的としたシステ ムを 開発し た 。

M zZ11 Y lT (5.2 ) 

と表現できる。したがって l 次元の蛍光発光スベクトルでは，物質問! でピーク仇

置の重なりが大きい場合でもEEM 上では分離される υ] 能件が向く. そのイjm 1tト，

特に混合物試料に対する定性，定量能力が注目されている 。

(5.2 )式の関係に基づく数学的な EEM解析手法の研究も進んでおり ， も" 't1(，となる

物質の EEMパターンを利用して最小 ; 乗法で;どはする了(1.... 4~1 4ぺ JI : n lJ.小 fll に ~l

づく定量法 471，相関 4 1'， Iおよびフーリエ変換 4')1を附いた 1-\ ターン 必品仏， Rank 

annihi1ation 法による特定成分の定量法 ')0 引 ， Ratio法による EEM分離は ~ll 写が報

告されている。また未知物質の定性分析手法としても標準パターンを持たずに[剖

有値解析から成分 EEMパターンを推定する手法刊も開発されている 。 このように

EEMは前章のクロマトグラム展開のような物理的分析手段を!日いす， 2 次;LJ:.~

によるスペクトル測定のみから数学的な分離同定が可能であるため例えば化γ 反

応過程のモニタのような動的分析にも有効である 州。

EEMは市販の蛍光分光光度計にコンビュータを結合すれば測定できるが， 1 [ul 

の測定に必要な走査凶数が多いため測定時間，駆動部分への負向が大きく実則的

ではない。したがってEEM測定には蛍光測定の特徴を生かすための I~~J 感度検山 と

後のデ ー タ処理のための高 SN検出機能高速走査機能，および lE停な波長 "fj W1 を作
っ た 専用装置が必要となる。専用装置の開発例 には Warner ら 4 'i 1及びJ ohnson ら ~4 1 

に よ る 2 台のポリ クロ メータと 5rr カ メラを用いた駆動部分を全く持たない V ideo
Fluorometerがある。同様の装置がHPLC 4日 ) 4 4 )およびりん光測定用 4(，' としても |淵允

さ れて いる。しかし これ らは共通 し て 感度， 5N比 が低く，波長分解も イ民~， 0 さ ら

に試料励起をポ リ クロメー タの出 力像面上の一次 JC 空 間で行なっているため，ぷ

料の均一性が要求さ れ る。

ここではこれらの問題点を解決した 2 種類の新しい EEM測定 'h 川 システムを開

発した。 1 台は特に高感度なEEM測定を目的として蛍光受光光学系に !日J I~l; }I~ F 捗

フィルタを用いて光電子増倍管で検出する 構造を持つ。もう一向はクロマ ト グラ

フィや顕微分析等， 微小空 間での応用を目 的 として，受光光学系に受光効中，師、}

迷光性に優れたフォ ト ダ イ オードアレイ検出 Jt'l フー リ エ分光装 何 を除問 した D

EEM測定には励起波長か免光波長のどちらかを高速，t fi してラスタ人Lft }j .J:\を 川

5.2.1 システムの 構造

(a) ノ、ードウェア

Fig . 5 . l にシステム全体の構成を， Teble 1 には仕様を示す。光源には l う OWキセ

ノンランプを用い， レンズL1 (石英 ， f= う O mm )を通して小型分光器 ( H2 0-VI5 , Jobi n 

-Yvon) により分光してレンズL2 (石英， f~ う O m m) により石英製試料セル ( lO x lO x

50 m m)に結像させる。分光器ス リ ッ ト幅は 2 mm ( スベクトル幅 8 nm )に固定した。

Data Acquisition Section 

Lα氷-in Amp 

AMP1 

L∞k・in Amp 

AMP2 

Computer 
(FP1100, Casio) 

一句
C
O
一ω
o
c一ε
一
ト

Optical Section 

Fig .5.1. Schematic diagram of the EEM scanning spectrofluorometer by using a 
visible -circular -variable -interference filter (VCVF). 
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Table 1. Specifications of the optical system (1) H20 - VISを短波長端位置に設

定する， (2) ここから 44Snm近傍ま
で一定のパルスを送って進める，

(3) 長波長側に 10nm ゆ っ くり主査

してキノセンランプの強度( AMPl 

の出 力)を測定する ， (4) 測定範囲

内でのピーク位置を求め， これを

450 . 1nm とおいて波長校正を完了

する。 測定開始時に はステップ ・

モータのパックラッシュを抑える

ため， - Ei 290nm に設定した後，
測定￡査方向にゆ っくり 1 0nm進め
てから測定を開始する。

Excitation Emission 

Monochromator H20-VIS (Jobin-Yvon) 

f = 200 mm , F = 3.5 
0.5mm 
2nm 
330 nm -550 nm 

1 P28 (Hamamatsu) 
26 (Max 91) 
0.03, 0.1, 0.3, 1.0 sec 

VCVF180-017 (Ocli) 

Slit Width 
Spectral Resolution 
Scanning Area 
Photomultiplier 
Sampling Number 
Time Constant 

1 mm 
17 nm 
400 nm -700 nm 

円928 (HamamatsLJ) 
31 (Max 89) 

励起光強度はセ」レに入射する i自前で石英スライドグラス( )'/さ o . 5mm) により - t，，~ 
を光量子計 (Rhodamine -B エチレンゲリコール裕被 8g/1を付人した 3 fCJ セル)に呼
き，光電子増倍管PMTl (lP28，浜松ホトニクス)でモニ タする o u.rt H からの蛍え(
励起散乱光を除去するため， 390nm にカ ットオフを持つ色ガラスシャープカット

フィルタ (L39，東芝ガラス)を通して， レンズL3(B K7 ， f = 50mm ，ゅ = 40m m)で 1 [1 1 和、明
干渉フィルタ (VCVF ; Ocli , 180 - 017) 上に集光し，ここで分光して光市(-情的行PM T
2(R928，浜松ホ トニクス)で検出する 。

VCVFは 半円 板形状を持ち ，角度 }j

向に 400~700nm までを分解能 17nm

以下で連続的に分光する。 Fi g.5 . 2 は

試料励起・蛍光受光光学系の幾何学

的関係を示し たものである 。 励起分

光器 H20- VIS は横置にして出口スリ

ットを水平に設置し，試料セル内励

起部分を厚さ O . Smmの水平な薄層状

にする。この薄層からの蛍光はVCVF

の直径方向に結像させ，直後に迷光

を防ぐためのスリットを置いてPMT2

で受ける。また VCVF のホルダには回

転角度の基準となる位置マーカを取

り付けた。

Position 
Marker-、

Sample Cell 
(1 cmx1 cm) 

Fig.5.2 Schematic diagram of the optical 

arrangement of the sample illumination and 

the fluorescence detection 

信号処理系ではSN比を上げるためロックインアンプ検出方式を採用した。すな
わち励起光を分光器H20-VISの直前でチョッパによりう40Hzで断続し，これと同期

してPMTl およびPMT2からの信号を各々ロ ック インア ンプAMPl ， AMP2で増幅 す

る。この 2 つ 信号強度の比をとることによ って 励起光子数の変 動 を除いた蛍光強

度が得られる。ロックインアンプの時定数は 0.0 3. 01 , 0.3 , 1 秒の 4 段附で切り符え
られる。コンビュータでの A/D変換，データ取り込みはプログラムで制御されて
おり，この最高周波数は 4うHzである。

、-

~ 1.0 
何
u.. 
C 
0 

m 0.5 
c 
o 
Q._ 

ε 
0 
() 0 

400 
(b) 波長校正

EEM の 解析には波長走査の精度と再現性が軍要な要素となる。このため励起側

分光器H20-VIS と受光側分光器VCVFの止確な波長校正が必要となる 。 H~~O - VIS に
ついては高精度の sine - bar よー 奇機構を作っていることから， 1 波 Lとで校 l卜してお

けば充分である。この校Jt:.には Fig.5 . 3 に /j-iす光源キセノンランプの 4う O.lnmでの
輝線スペクトルを用いて，次の手順で行なった 。

CIl. ち
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Fig.5.3 A xenon lamp spectrum acquired by the 
monitoring PMT. The peak at 450.1 nm is used ぉ the
calibration wavelength. 

500 

0 

300 500 550 

ん， VCVFの校正については角度と透過波長との関係がほぼ 2 次式で表現でき

ることから，校正済みの H20 -V IS を 利用して， 400nrn ，ううOnm ， 700nm の 3 点での
散乱光を利用した。ここではセルホルダ内に拡散板(MgO絞)を挿入 して， H20-VIS 

をまず400nmに設定する。ここで VCVFを一回転させ， PMT2の出力を測定して強

度か最大となる I Il J 転角に対応、したステップモータ駆動ノぐルス数(位置マ ーカ からの

数)を U憶する。この動作を550nm ， 700n m についても同様に行ない， 得られた 3
点、のパルス数と波長の関係、から 2 次式を求める。

(c) EEM走査

EEMの収集は励起波長入目を一定波長間隔で順次変えながら発光波長入em を VCVF
の [IIJ 転により高 速走査してラスタ走査方式で行なう 。 サンプル点数は通常励起側

26点，発光側31 点(波 長間隔 10nm) とした 。 検出器側では光量子計によ る励起光 学
系の補正は行われるが，受光側光学系の分光特性，すなわち VCVFの透過率特性T

(入em ) と光電子倍増管PMT2の量子効率 11( 入em) は補正されていな~， 0 これらの値は

各メーカより与えられたデータ表より得られ， η(λ em ) x T(入em) は Fig.5.4 に示す特性
となる。したがって測定されたEEMの発光スベクトル軸 方向にこの特性の逆数を

かけて受光側光学系分光特性の補正を行なった。

600 700 

Wavelength(nm) 

Fig.5.4 Sensitivity compensation function. 
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Fig . う .7( a) は 3 成分 (Esculine ， Eosine , 2 - Aminoanthracene) か ら なる泌合物 J式料

を社[IJ )_Ëした結果 で ある o Fig. う .7(b) ， (c) , (d) は各々の純粋な成分の EEM測定結果で

ある 。 これらの結果は前章(Fig . 4.15)で示した吸収・蛍光同時スペクトルよりも明

停に特徴をよしており，特に混合物試料に対してはその特徴領成から各成分の仔

{L: が簡単に把蝉できる。ただしこの例では EEM上で構成成分の特徴ピークの重な

りが少ないため，容易に成分同定が可能であるが，重なりが大きくなった場合に

は数学的な分離または識別演算処理が必要となる 。

0.】ち

Fig . 5 . 5 は エ タノール溶媒 LII の Fluoresceine (20μg/1) を測定した私lf 以 で あ る 。 (a)

は 26 x 31 要素か ら なる 生データで あり，蛍光!強度 の 故大仰 で 11 m 化した後 3 ビ ッ

ト のグ レー・レベルで表ぶしたものである。ロ ッ クイ ン ・ アン プの川正数は 0. 1 秒，

全測定時間は 4 分であった D 図には， Rayleigh散乱 Yt が Ll'{ 線状にほぼ一定強度ピ

ークとして現れており，本システムでの 2 次元波長主査が I';_;J 精度であり， 1励起強

度補 J[_ ，受光系分光感度補正が効果的に行われていることがわかる。 Fig . 5 .5(C) は

(b) を 3 次元的に表示した例である。

Fig . 5 . 6 は本システムの検出限界を求めるため，エタノール治煤 r1 J の Fluore 

sceineを用いて検量線を求めた結果である。縦軸はFig.5.5Ca)'I' に内角で阿 っ た

Fluoresceineの特徴領域内の全蛍光強度積分値を示す。線形比例範開は約 3. 5 桁，

検出限界は雑音標準偏差値の 3 倍の信号強度に対する濃度より 2μg/ l を得た。

測定結束 と 再 察5.2.2 
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Fig.5.7. Acquired EEMs of fluorescent samples in Ethanol. (司 Mixture of 
Escurine(1 OOmg/L) , Eosine(20mg/L) 加d 2-Amino加th旧cene(100mg/I) ， (b) 
Escurine(1 OOmg/I) , (c) Eosine(20mg/I) , (d) 2司Aminoanthracene (1 OOmg/り.

l 伽

Fig.5.6. Analytical curve of Fluoresceine 
in Ethanol. The ordinate indicates the 
spatially integrated intensity within the 
characteristic area shown in Fig.5(a) 

55 

-.~~ Eri' (nril) 

3ﾘﾘ'4HO 

m
 

1 u lOu 'OOu 
Concentrotlon (g/)) 

Fig.5.5. Acquired EEM for Eosine in Ethanol 
(20mgm. (a) Displayed pattern on a CRTwith 3 
b託 brightness resolution (26 x 31 elements) (b) 
Spatially interpolated pattern (200 x 240 
elements). (c) 3・dimensional display 
interpolated along the emission axis. 
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ンターフェロいま試料からの蛍光スペクトルをf(v) とおくと PDA r_ に生じるイ
グラムI(x)は次のように与えられる白

al5" 

I(x) ~ J f( v){ 1 + cos 2πv8X) dv 

ただし， v: 波数， x: PDA上の位置， 8: 干渉する 2 光束の交差角(= 85/ M) , M: 結

像レンズL4の横倍率( s!! 1 .5 )を表す。蛍光スベクトル f(v) は得られた 512点からな

るインターフエロブラムI(玄)を離散的に複素フーリエ変換して，その絶対値をと

ることによりが求められる。これをさらに波長軸に変換してEEMとして配列する。

求められる f(v) の波数分解(隣合う素子聞の波数差)久は素子間隔 d(=50μm) より

(5.3 ) 

偏波面分割型フーリエ分光受光系を用いたEEM測定システムの開発

。îj 節の VCVFを用いたE酌f測定システムでは高速波長主査は IIJ能であるが高感度，

高SN比測定を実現するためには口 y クイン・アンプでの積分時間を長くとる必安

があり，全体のデータ収集時間は長くなっている。この点を改普して， I司紅!吏の

感度， SN比の測定をより短時間で行ないクロマトグラフィや顕微測定などの微小

傾域の分析への応用を可能にするために，受光分光系にフォト夕、イオード・アレ

イ検出型フーリエ分光装置を用いたシステムを試作し，そのイi }-tJ ~I . を検討した。

5 .3 

(5.4) 

これより測定波長域での波長分解

この村的には従来の分散型マルチチャネル分光器の適JlJもれ効とJ!3"・ えられるが，

ここでは特に対象蛍光が微弱であることから，明るさと耐迷 YL tLに優れてかっ小

担な偏波面分割型フーリエ分光装置を使用した。

(a) 

500 400 200 300 

Channel Number 

100 

(b) 

。

VI 

:: 350 
c 
コ

..0 
L 

~ 300 
〉、

‘ J 

ν唱

C 

~ 250 
c 

う 3.1 システムの構成

Fig う 8 に本 システムの構成を示す。試料励起には百Îj節と f， iJ ーの分散分光(，~H20 

-VI Sを用いているが，試料セルの照射は微小傾域分析への適 m を Jうえ観測 1(!1より

行なった。励起光量子数の補正は前節同様，励起光の一部をイ i 失スライドグラス

で分岐させ，光量子計，光電子増倍管( 1 P28) を通してモニ ターする。受光光学系

にはOkamoto ら刊により開発された偏波面分割引フーリエ分光弘討を JIJ いた 。 ぷ

料からの蛍光はレンズL3(f~30mm，ゅうOm rn) で集光され， {w 光般Pl によりiI'l 級品i

光にされてWol1aston プ リズムに入射する口この Wollastonプリスムは人射した 11\

線偏光を分離角。5=20 で， 足いに直交する 2 つのがi 線似光光収に分ける 。 こ の 2

平面波はプリズム内に局在化した F 渉縞を生成し，Útti光紋P2 によ ヲ て rl } '~.'J (?され

て結像用カメラレンズL4(f=55mm ， F2) によりう 12 系 rPDA(S23 0 1 512Q, iJ(. 松ホト ニ

クス)上に干渉縞，すなわちインターフエログラムを生ずる。

..... 
C 
コ

4コ
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代Z

L 
C1J 

Z 
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450 

(c) 

500 550 600 650 700 

WaveJength(m) 

Slit : Ex=2nm 

Em=2nm 

T rreas = 125 sec 

7∞ 

bv = 1/( う 12 8 d) Q! 100 cm I 

となる。測定波長領域は 450 ~700nm とした。

は約2~4nm となる。

露光時間は PDAの時電流によ

る飽和時間(約 6秒)以下で任意

に設定するロ波長校正は前節同

様に H20-V 1Sを校正した後，試
料セルホルダ内に拡散板を挿入

してうOOnrnの散乱光を測定し，

これより光学系横倍率Mを調整

して波長を合わせる。システム

令体の制御およびフーリエ変換

演算は 1"' ーソナルコンビュータ

( PC9801 M , NEC) によって行な

った。
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(d) 

損IJ 定結束

Fig . 5 .9 は試料としてUranine

のメタノール溶液(うOrng/l)を用

いた時のインターフエログラム

( a )， それをフーリエ変換した結

梨 (b )，さらに波数軸を波長紬に

変換した結果( c) を 示したもの

である。観測時間(センサでの

高光時間)は1. 6 秒である口 (d) は

蛍光分光光度計 (6 う 0 -10 ， [J tL) 
を川いて InJ 一試料を測定した結

!よ!である 。 小システムでの結果

(c)は (d)に比べてSN比は低いが，

rHlJ店時間は約 1/80 とな っ ており，

!日j 辿￡作の必設なEEM 測定には

祢めてイi 効であるといえる。

う .3.2

Somple Cell 

Ll 

し3 (f=80，中=50)

Polarizer: P1 

Wollaston Prism 
(30x30 ,8=20') 

Polarizer: P2 

し4 (f=55,F2) Cαnputer 

PC-9801門

(NEO 

Fig.5.9 Resu~s of Fluorescence emission spectraof Uranine in Ethanol (50mg/l) by using the 

photodiode-array Fourier-transform spectrometer based on birefringent interferometer. The 

excitation wavelength is 500nm and the exposing time is 1.6 sec; (司 the inte而rogram ， (b) 

the power spectrum caJculated from (司， (c) the power spectrum represented on wavelength 

axis. (d) The emission spectrum measured by aspectrofluorometer (650・ 1 OS , Hitachi). 

Fig.5.8. Schematic diagram of the EEM scanning spectrofluorometer by using a 

photodiode-array Fourier-transform spectrometer based on birefringent interferorneter 

一 73--72-



ιみ 7 075 

Fig .5. 1 0 は試料セル励起光軸 と蛍光観樹IJ Jt 軸 のなす )(J α と iìZ )t 強 lえの |立j 係を ，制 べ

た結果である o riÂ 料には Eos in ( う O mg/l) を J 1J い ， bVJ 起校長を う20nm に I ~ d )t して，

蛍光ピーク領域 5 50nm ~ 600 nmの而積をプロットした。巡 {IIJ''!" (内 な :1， 1] 約;から 90 0

~ う O。の範間内でしか社lIJfLできなかったが， α=5 0 0 でほぼ {1II1 1(1]測 光ん式と 1 ，1] ,f',' }立の

強度が得られ ， 以後 α=5 0 0 に間定した。

Fig . 5 . 11 はみ;システムを用いてUrani ne ( 50 mg/ l) , Rhod amine-B(33 mg 1 1) およ

び|山j 成分の混合物のエタノール溶媒中でのEEM を 出IJ Jtした 結県 である。作EEM iよ

員立大強度怖 が一定値となるように正規化 した後， 16 段階 の ド ッ ト・ パターンで 強

度を表している。いずれも 1 励起波長吋りの蕗光 !I _J 聞 は 4 . 2 秒 ，げj 起{JlIJ J..合点数は

22点，発光側サンプル点数は 82点であり，全走倉時間 は約 1. 5 分である。 Fig .5.1 1 

( c ) の混合物EEMには両成分の特徴がよく表れている。ただし Rhodarninle-Bの免光

波長位置が純粋成分のパターンよりも短波長側 に移動 しているが ， これは符純粋

成分の pHがUranine で; 4.5 , Rhodamine -B で 7 . 0 であったのに対し ， 制作物では pH =

6. 0 にシフトした結果であ る と考えられる。 EEMの解析ではこのような 動的 金化 の

解析にも応用できる こ とがわかる。

う .3. 3 考察

本システムでは測定時間j において VCVF受光系システムの 1/4 ，flrI 度まで短縮する
ことか IIJ 能となった。また受光光学系は摘造が簡巾であるため一体化 も可能であ
り，顕微分析等広い分野に適用できると考えられる。ただし検出限界は Eosin のメ
タノール治媒 を m いた場介 0.5mg/lであり， VCVF受光系システムでの同じ試料に
対する 舶 が 10μg/lであると比較すると 1 桁以 t低い。この点を解決して，より高
感度化するためには， (1) PDA を冷却して時這流を抑える。 ( 2)励起光学系の励起
角度を小さくして励起効率をかせぐ，事の工夫が必要と考えられる。

5 . 4 成分分離処理への応用

Fig.5.10 Plots of integrated tluorescence 

intensity of the Uranine in Ethanol (50mg/l) 

torthe angle between the excitation and the 
observation axis 

EEM の 解 析手法は前述のように種々提案 ・ 開発されている。こ れ らの解析手法
の lt' で特に末知多成分混合物試料のEEMに対するスペクトル分離一定性分析手法は，
EEMの持つ情報量を最大限に引き出す手法であり，重要かっ利用価 値の高いもの
である。このーっとしてWarner ら叩は間有値解析に基づく fi去 を提案しているが
ここでは Lawton ら切による 2 成分系での混合比の異なる一連の 1 次元スペ ク トル
波形からの成分分離 手法をEEMに適用して，本システムで得られたデ ー タの有用
竹について検討した。
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5.4.1 S MCR(Self -Modeling Curve Resolution ) 手法 561の原理

いま 観測したEEMを行列M として， こ れが 2 成 分から成ると仮定する。 ここ で
はM™の Oでない 2 伺 の固有値に対応する固有ベク ト ルをV " Vz とおく。 ( 5.2 )式の
線引関係が成立すれば各成分発光スベク ト ル玄 " X 2 は

玄 ， = t " v , + t'2V2 
(5.5 ) 
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玄 2 = t 2,v , + tzzv2 

と表わされる。したがって x = ( 玄 " 玄 2 ) ， Y = ( y" Y 2) , v = (v I , V 2) , T = (t，) ) と定義 す ると
M =XyT, X= VTT より，各成分励起 スペク ト ルY も

Y =MTvr' (5.6) 

として求められる。ここで Tの各要素を次の二つの制約条件より求めるロ
( 1 )各成分の励起および発光スベクトルはすべての波長で非負となる。
( 2 )発光スペク ト ルは面積 で規格化して，その形状のみ を抽 出する。

( 1 ) の条 件よ り

x ，JT) 注 O for i= 1 ,2, j= 1 ,.. ,n 
(5.7) 
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Fig.5.11 Acquired EEMs ot tluorescent samples in Ethanol. (a) Uranine (50mg/I) , (b) 
Rhodamine-B (33mg/I) , (c) Mixture of Uranine and Rhodamine-B. 

FIlm =1 for i=I.2 (5.8 ) 

が得 ら れ る。さらに得ら れた バン ド幅を持 っ た発光ス ベ ク ト ルの 中か ら 特定の 1
ノド のスペク 卜 ル 波形を選択する た めに S asaki ら引の 2 次微分 波形の情報エントロ

ビー最小化 による 特徴強調規範を用い た。 すな わち X lJに 対す る 2 次 微分波形 を Sl)
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C!l ぢ 0] ち

として， 5 目 5 結 J

2 n Is ,,1 Is ,,1 
H=2: (-2:一一 ln-一一) 一一 ) min 

]:-'] • J:i S, S, 
(5.9 ) 蛍光分析法における蛍光発光スペクトルと蛍光励起スペクトルの直交関係を利

川したEEM分析下法の有用性を生かすための専用装置の開発を行なった。 EEM で

はデータ最が大きくなることから高速主査性，後のデータ解析演算のために高い

波長内射性と高SN比検出が要求される。ここで開発した同転型干渉フィルタ分光

受光系システムおよびフーリエ分光受光系システムは，ほぼこれらの条件を満た

すことができた 。 前高は特に高感度な分析に後者は微小領域分析を目標としてお

り，実用に際してはさらに適用分析に合わせて改良する必要がある。

またデータ解析手法唱 として固有値解析手法に基づくスペクトル分離を試みEEM

の持つ有用性を示した。とくにEEMでは物理的分離を行わずに数学的に成分分離

が [II 能であることから，広い分野での応用が期待される。

n 

S1=2l|S1l| 

なる最適解 XIJ を求める。

Fig.5.12 は Fig.5.11 (c) の 2 成分混合物EEM に本手法を適月j した結果; である。

Fig う 12(a) は 2 つの固有ベクトルV ，. V2 であり ， Fig .5.12(b) , (C) は科々分離t1t æ さ

れた第一成分と第 一二成分の発光ベクトルをバンド領域でぶしたもの(斜線の傾域)

と，その中から特徴強調規範により 1~のスペクトルを選択した結束(太線) • と

これに対応する励起スベクトル(点線)を不したものである。明らかに (b) は

Rhodamine-B , (C) は Uranineの特徴をよく明らかにしておりこの泌すì r 仏のイIJIJ

性がわかる。ただし Uranineの発光スペクトルについてはう70nm近併に純粋成分

にはないピークが現われており，これはデータ精度が低いために J l じたものと巧

えられる。

(a) Eigenvectors 

V1 1-ーノ)ハトー一一

V2 l~ 
450- ~← 700 

(b) Rhodamine-B a
F
 J
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~ I Excitation ,,' 
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.� , , 

Wavelength (nm) 

Fig.5.12 Results ofthe Self-Modeling Curve-Resolution (SMCR) 加aJysisforthe EEM o'f a mixture 
sample shown in Fig.5.11 (c). (司 The first two eigenvectors of MTM, (b) the estimated emission 
spectral band (hatching) , emission spectrum (bold line) and excitation spectrum (dotted iine) for the 
first component: 円hodamine-B ， (c) same as (b) for the second component: Uranine 
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いまセル中心部の励起光軸 (Z軸) に垂直な面上で，

の励起光強度を p(r ， z) とおくと，

d p(r ,Z) 

p(r ,z) 
と表 される 。 セル人射 直前 の励起光強度分布を Po ( r) として，

(z= O) までの距離を d(cm) とおくと ，

光 |二 渉 ノ〈ターン 検 出 明 光熱分光法の原型

， ":J エネルギーのレーザビームにより試料を励起した場合. Fig .6. 1 にぷすように

試料セル |勾 に光 l以収世に比例した円筒状の Jili 折率分布を性じる。この円筒軸 (Z軸 )

に lド L， 'j な平出 (XYI ~ll )内での hû 折率変化量と光吸収係数との関係を求める。ここで

まず次の仮定をおく。

( 1 ) 励 起 レ ーザビームは 軸 対称の、手行光束である D

( 2)試料は希薄抗液であり励起レーザ光に対する吸収係数α(cm ')は小さい。

( 3)試料の回折率の温度変化係数 ( dn/dT)は温度に依らず一定である。

( 4 ) 試 料 に吸収されたエネルギーはすべて熱に変換 される。

(5 ) 試料はた]ーで無限の広がりを持ち セ ルでの吸収は無 視できる。

(a) 光吸収 量

Z軸 からの距 離 r =( x 2+y2 ) 112 で

。ぬハ山 、4η
F子ーしleqSt::l

qehch.??f 
.... I/)de)( 

Fig.6.1. Expl加ato叩 illustration of the phototherm剖 spectrometry bぉed on the 

interferometric phase-shift detection. 
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光干渉ノマターン 検出 相光熱分光システ ム の試 作

と i出精度情報の抽 iii

第 5 章，第 6 章においては多成分混合物試料 分析を対象として ， 分光スベクト

ル測定での走査 軸 を 2 次元展開する新しい万式を身案し，従米 |問題 となってきた

スベク ト ル波形の重なりを減少さ せ，結果的に定件分析能ノJ の飛躍 的 rrrJ l-.を実現

したシステムを開発した。一方，単一成分試料 の定日分析には，従米より光 iU r 
増{音管なとの点検出器を用いた，単一波長での光学特件(吸収や発光など)損IJ ).l法

が用いられている。このような単一成分試料の定量分析に 一次点または 2 次 IC 検

出法を採用すれば，時間積分のみにより SN比向上を実現してきた従米仏に比べ，

空間積分も利用でき， SN 比の大幅な改善と高感度化が期待できる 。 ここでは特に

高感度な分析手法として注目されている光熱分光法を取り I~げ，一次元検出法を

導入した新しいシステムを考案 ・ 試作し，安定かっ傾めて r~:J 感度な吸収測定を実

現した。

光熱分光法は試料の光吸収から牛じる無放射遷移過科での熱によ って 引き起こ

される赤外放射 ， J:ll 折率変化等を測定して高感度に吸光!支を求める h11. ~I(Iで ある 。

特に屈折率変化を利用する方法は光源強度に比例した感度が仰 ら れることか ら ，

レーザ光源を用いた超高感度な手法が種々開発され多み面に応用されている Wlo
これらには，熱レンズ法 60ト6ち光熱政射法66l，光熱偏向法 Ml bh，光熱[吋折法『{11 ，

光熱干渉法ヲい 75 )等がある。熱レンズ法は特に液体試料を対象として試料の凶折中

変化による励起レ ー ザビ ー ム径の拡がりを測定するものであり，設置が簡中で感

度が高いことから多くの応用が報告されている。通常は点測定法が m~ 、られるが，

ビーム径を一次元センサで測定する手法641 も提案されている 。 光熱 1M IC1J iムーは励起

レーザによって生じた屈折率変化を検出用レーザによ っ てその偏向的肢から測定

する手法であり，特に固体試料の表面分析に有効である口光熱ト捗はは試料内に

生じた屈折率変 化を干渉計を用いて位相検出する方法であり，微小な)出折率変化

を測定で きるこ とから特に高感度な 検出が可能である。この手法ではStone7217JI が

jamin干渉計 を用いて位相変化量 を測定し，試料吸光度を求めている。

本研究では感度の点で最も高いと考えられるこの光熱干渉法において， レーザ

励起 に よ っ て 生じ た 屈 折率変化を一次 元 的 に 検出する手法を 巧 察し， 超 高感度な

吸収測定シ ステムを開発し ， そこ 有用性を確認した 。

Hぃ
・4
1

.
、
し
?

序

第 6

1 6 

(6.1 ) 

セル壁面から観測面

=一 αd z 

p(r ,z) = po(r) e 'u ( 川)

と 表 される 。 (2) の 仮定 : α <<lよ り ， Z=O に おいては

p(r ， 0) 圃 p(r)(l -αd) (6.3) 

と.ìli似できる D ここで，試料にτ時間励起光を照射した時の単位長 さ 当 りの吸収エ

ネルギ Q は，

(6.2 ) 
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。 =ατ .Îo p(r ,O) rdr 

=αT(1αd).(; p(r ,O) rdr 
=ατ( 1 -αd)P。

ー αTPn (J/cm) 

Po =~ p(r ,O) rdr 

と表されるロただし Po は試料セル入射直前の励起光ノ〈ワーである。

(b) lt� 折率変化

(6.4) 

(6.5 ) 

ι /J ρ 

一方， τ時間後の観測 illí 内の温度変化畳分布を δT(r) とおくと. Z=Oでの tp {'L l~ 

さ当りの吸収熱量Qtは

。T = pc.ﾎo �(r) rdr (j/cm) (6.6 ) 

ρ: 密度(g/cm .) ) ， c: 熱容量(j/(g deg)) 

と表され，この温度変化による屈折率の変化 ðn(r) は

�(r) = (dn/dT) �(r) (6.7) 

となる。 (dn/dT) は気体，液体では一般に負の舶をとり，温度卜~ ri の大きい部分

ほと屈折率は下がる。

(c) 干渉縞位相変化量の検出

( 6.7)式のように得られる屈折率変化を測定するため，励起光村と 1 1'1 交するん ríJj

(Y軸)から位相測定用のレーザ光を照射し .Y軸ん向 の 仇Hl .企化 の h'i う} IJtφ(x) をホ

める。ここで位相測定用レーザ光の試料による吸収は無悦できる と (Jx 正 す る 。 ザ

の時
2π 

。 (x) = ~.. fsx�(r) ds =ー (dn/dT)fsx ð T( r)ds (6.8) 
入

ただし fSI ds は位相測定用レーザ光が玄に到達する光路に沿 っ た線応分をみす 。 こ

れをさらに玄軸に沿って積分した値を φ とおくと，

2π 
φ =f二 φ(玄 )dx =ー (dn/dT) f: fsx�(r)dsdx 

λ 

=子 (dn/dT)月日(r) rdr 

(6.6 )式と (6.9 )式より，

。T =入ρcφ

2π(dn/dT) 

さらに仮定(4) より Q=QT となることから次式を得る。

λρcφ 
α= 

τPu(dn/dT) 

(6.9 ) 

(6.10) 

(6.11) 

すなわち，試料 /\ ラメータ ρ， c , (dn/dT) ， 励起光 / ぐワー PO，励起 H与 11\1τ，検 III レ ー ザ

波長λが既知であれば‘ ， 1励起光軸と垂 IF( な平面内での全作相変化 lJφを訓J ).Lするこ

とにより吸収係数αを求めることができる 。

- 80-
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6 . 3 Mach-Zehnder 干渉計を用いた光熱分光システムの開発

。ij 節の理論に基づき，試料をレーザ励起した時に生ずる位相変化を Mach

Zehnder 干渉計により検出するシステムを試作した。

6.3.1 システムの構成

Fig.6.2 にシステム全体の構成を示す。試料励起には Ar イオンレーザ(最大出力

lW)を用い，電磁シャツタにより励起時間を制御する。試料セル(溶触石英製， 10 x 

10 x う o mm) は Mach-Zehnder f 渉計の一方の光路中に設置した。干渉計の光源に

は He-Ne レーザ(632.8 nm 出力 5 mW)を用い，これを 10倍に拡大して 2 光束に分

割した。干渉縞の間隔は参照光路側ミラー M2をチルトさせて調整し，セル端面で

位相変化を生じた F 渉縞は結像レンズL3 により 1 次元CCDセンサ(TCD 104C ，東芝)

1 -- に結像される。 CCDセンサは 1 素子 32μmx32μm ， 128素子より成る。センサから

の信号読出し， シャツタの開閉はすべてパーソナルコンビュータ (PC980 1, NEC) に

より制御した。

8eam Expander 
( X10 l 

L1 
Probe Laser 

(He-Nel 

し2

( fused silica l 

し3

M2 
BS1 (t!ltedl 

:「 t cT←寸

n PlJJlP L~ se 

CCD Linear 
1mοge Sensar 
CTOSH 18A, TC010句C)

128 elements 
(32 um / e I emen t l 

Personal Computer 
( NEC , PC-9801 ) 

Fig.6.2. Schematic diagram of the photothermaJ spectrometer bぉed on the 

interferometric-detection by using the Mach-Zehnder interferometer. 

Fig ， 6 . 3 は文|燦に本 システ ム で 得 ら れたCCD セ

ンサ IÍII 1 -_ での 1 - 捗紛 の械子を小したも の である 。

セン サ はこの 像 の rj I 心部分を観測できるように

ぷ iげ した。

Fig .6.3. A fringe pattern detected at the 

sensor position 
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位相解析

CCD センサにより得られた下渉糾から位相変化肢を求める f 段には，九jO? が附
中でかつ高精度な，フーリエ変換サブフリンジ ~ll 測法 7(， 1 をJ1j ~ ，た。いま r 渉計の

ミラー M2 を微小角度 0 だけ傾けて，弔問周波数制()=4 1t tan(OIλ) のキャリア f ，{ ~J守を

導入すると，次式で表される干渉縞が観測される。

6.3.2 

Interference 

Frlnges 

(6.12) 

g( 玄 )=a(x)+b(玄) cos( (川 x +ゆ(玄)}

=a(x)+ c(玄) exp(jwo x) + c繍 (x) e玄 p(-j (l) o x) 

c( 玄 )=(1/2)b(玄) exp(jφ(x) ) FFT 

-・圃『司.....-

100 

CCD Blt N叩lber

100 

CCD B1t NlJTlber 
ただし cぺ玄)は c(玄)の複素共役をよし， a(玄)， b(x) は干渉 rilーでの 照明むらやセンサ

感度分布等である D ここで， (6 . 12)式をフーリエ変換すると，

Fl1tering 

and 

Orlg1n Shift .ｭ可........ 
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G(ω) = A(ω) + C(ω-ω。) + c事 (ω+ω 。 ) (6.13) 

となる D ただし G(ω). A(ω) ， C(ω) は各々 g( 玄)， a(x). c(x) に対するフーリヱ変換をみ

す。 (6.13)式は位相変化。(x)の情報が ±ω。のまわりにんj 任していることをよして

いる。そこで， C(ω-lù o )のみをフィルタリングにより残してωりだけJrld 波数を移動

させ， φ(x) に関係する成分 C(ω)を抽出する。これを逆フーリエ変換して

( 6.14) F I ( C(ω)) = (1/2)b(x) exp(j<t>(x)) 

この実部R(玄)と虚部I(x)の比より

Inverse FFT .ｭ可....... 
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を得，

。 (x) = tan - I (I(玄 )/R( 玄)} (6.1 う)

として位相を求める。さらにこの位相を X軸方向に積分して光熱伝り
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(6.16) 

を得る。

Fig . 6 . 4 は実際に本システムから得られた干渉縞から， 1-. 記の T i去に従って位相

変化量を計算する手順を示したものである。ここではまず試料励起前の仇相分布

。o(玄)を求め，続いて t 秒間試料励起後の位相分布 φ1(討を fnJ 悼の r 順で求める。

これらの差として位相変化量 φ(x) =恥(x) ー中。(x) を求める。

φ=5二 φ( 玄 )dx

Phase Shift 

(PTI S i 9 na 1 ) 
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Fig.6.6. Plots of photothermal signals ， φ 

for the excitation Iぉer power. 
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Fig.6.6 は励起レーザ出力と光熱信号の関

係を調べた結果である。試料は前述同一

のヨウ素のアセトン溶液を用い，励起波

長488nm，励起時間0.2Ssec で， レーザ出

ノj のみを変更して光熱信号をプロットし

た。レーザ出力はパワーメータ (Ophir

Optics) により測定した 。 (6.11)式で予測さ

れる械によい直線が成立している。
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ユFig.6 . 7 はヨウ 素のアセトン溶

液を HJ いて，検量線を求めた結

史である。測定条件は励起レー

ザ波長488nm，出力 310mW，励

起時間 0 . 25 sec とし，励起終 r

[，'{後から 1 秒後までの、ド均位相

変化培より (6.11) 式を用いて 1 c 

mあたりの吸光度に換算した。

この換算に必要な溶媒(アセト

ン)の熱パラメータは文献(7 2)

より引用した。これらの値はT a

b le 6. 1 のとおりである口ここに

は後に使用した，四塩化炭素，

純水の各/ぐラメータもぶした。

Ch6 

Fig .6. S はヨウ素のアセトン溶液(6 . 8XI0 可 mo1l1) を試料として，励起レーザ波長

488nm. 出力310mWの条件で， 0 .2 う sec励起した時の位相の空間的，時間的変動の

母子 (Fig. 6.5 (a) )と，これを空間的に積分した光熱信けφの時間変動 (Fig . 6 . S(b)) を

ぶしたものである。位相変化の最大値は約 π/10である 。この結果では励起開始と

ともに励起ビーム形状に対応した位相変化が生じ，励起時間に比例してゆが t 舛

している。

励起ビーム遮断後の位相分布は，熱}広散によりゆっくりと!よがりつつ，対抗現

象によって上方に移動している口しかしφは対流現象によって位相変化傾域がセ

ンサの端に達するまではほぼ一定値をとり，この後は観測矧域外に位制]分布が広

がるため，ゆっくりと低下している口

これらの結果より本手法では励起レーザ出ノ〕と励起時間(すなわち励起エネル

ギー)に比例した位相変化が得られ，位相変化領域がセンサ受光純附|付にあれば

対流現象も影響しないことがわかる。これらの特徴は熱レンズは.')L熱偏~ IIJ] il で

は得られない大きな特徴である。

(a) 

E 
o 
<lJ 
ロコ

a 
E 
CL ・

一--{・ー・ートー~ 0.0 

ヰーー- --0.5 

Pos 1 t lon (rrrn) 

2.2 

1.0 

0.5 

-1,.0 

実験結果6.3.3 

Concentration (mol/l) -1. 9 

Analytical curve for lodine in Acetone. Fig.6.7. 4.0 3.0 

Tlme (sec) 

2.0 1.0 

ィを25

0.0 

Photothermal parameters of solvents. Table 6.1. 

Density Specific heat -dn I dT 

(g/cm3
) (cal/gOC) (1040 G1

) 

carbontetrachloride 1.575 0.206 5.7 

acetone 0.78 0.519 1.36 

water 1 . 00 1 . 00 1 . 04 

l刈 '1' の A点は分光光度計(UV -220 島津)によって測定した l投光度であり，この値

は本システムでの測定相とほぼ一致している。 4. 8 x 10 4 mo1l 1 の点では直線から外

Pump Beom 

ﾋ 10-1 

てコ
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一
的
ド
CL 

10-Z 

0 

これはが~bJ.として附いたアセトン日体の吸光度 ( 2 . 2xl0 4 ) の影響であ

この値

れているが，

る 。 このアセトンの吸光度を R し引けばヨウ素の吸光度は 9x 10 'iとなり，

は求めた校 Il二 l白線 iて に乗る。

4.0 

Fig.6.5 Temporalchangesofthe phase pattern during and afterthe pulsed (0.25sec) excnatlon 
The sample is lodine in Acetone. (a) Spatial patterns, (b) spati剖 Iy integrated signals (1) 

3.0 

Tlme (sec) 

2.0 1.0 
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fL 熱効*によって 11 じる)t1!折半変化をト渉討を朋いて 1 次点字間的に損IJ 定する
ん八を!.é)l:に動杓させるために， Mach-Zehnder 干渉計をTalbot 下渉計77/1こ置き換
えたシステムを試作し，その性能を評価した。本光学系は楠成か簡中で直線状に

令 )t ,.[:;t (-を配 i円でき，ほぼコモンパスの F渉計であることから外乱の影響を受
けにくく，友 ÀL ヤ 1 : は大きく改善された。

07 β 

Talbot 干渉討を}甘いた光熱分光システムの開発4 6 

CI! (, 

12 匤 ̂ cetone 

システムの構成

Fig.6.9 に本システムの光学系の模式凶を， Fig.6.10 にシステム全体の構成をノドす D

~ÁN の励起は前節 lñJ繰 Ar イオンレーザを屯磁シャツタで制御してパルス照射する。
この励起によって生じた flli 折率変化は励起光軸と l直交する光軸を持つ同折格子十

渉光学系，いわゆる Talbot 下渉討により検出する。この光学系は試料セル(10xl0x
50mm)の了前に胃かれた透過型凶折格子(格子定数d~O. l mm, 30x30mm)のフーリエ
像を 1 次元CCDアレイセンサ(μPD79SD， NEC)で検出するだけの簡単な構成である。

6.4.1 

Fig.6.8 は励起レーザの発振校長を変え

て，吸収スペクトル測定への応用を試

みた仏果である。 試料にはアセトン治'

奴 I ~ I のヨウ素 (6.8xl0'\ mol/ l) をけ]い， A 

r イオ ンレーザの 4 本の発振校長(476 . う PT 。

1.0 
{
N
'
O
H
X
}
む
U
C
0
2」
O
凶
D
《

0 , 5 

nrn , 488.0nm , 496.5nm ，う 14.Snm) におい

て， 1.励起時間 0.25 sec で測定し， I政光度

に換罪した。励起レーザの出 }J は各波

長旬に試料セル l直前でパワーメータに

より測定した白凶中には比較のため同

一試料を分光光度計uV -220 で測定した
スペクトル波Jf~もぶした。 UV 220での

測定結果は試料濃度が装計の検出限界

に近いためSN比が低いが，本システム

では充分な感度で分光光度計測定値と

よく一致した値が得られている。
((0 Llnear lmage Sensor 

uP07950(NEC) 1024 巴 1 巴ments

(14umX9um/element) 

1>JrÌ', 

Z 

¥
w
o
u
 

/
\
山

静

UV-VIS Spectrophotometer 
(UV-220, SHIMADZU) 

Fig.6.8. Photothermal spectrum for lodine in Acetone 

The solid line represents the spectrum measured by 

the spectrophotometer (UV-220 , Shimadzu). 
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Fig.6.9. OpticaJ system 01 thephotothermaJ spectrometer based on the interferometricｭ
detection by using the Talbot interferometer 

Beam Stop 

Lens 

6.3.4 考察

本システムでは光熱効果によって生じた屈折率変化をト渉討を川いてヤ間的な

位相変化量として測定することで高感度な吸収測定を達成した口特に従木:の光熱

分光法の大部分が点検出方式であり， レーザ出力に比例した感度を得ていたのに

対し，本方式では 1 次元検出法を用いたことにより，空間的な熱変動があっても

測定でき，励起時間の延長によっても感度を上げることが吋能となった。さらに

本測定法は励起レーザビームの形状に依存せず，試料吸光度とも~. ~} Hl )J との聞論

的対応、も明確である。ただし倹出用干渉計が外乱を受けやすく交正件を維持する

ことが困難であり，この点を改善することで感度はさらに向上すると身えられる 。

spectrometer. 

Shutter 

Block diagram of the Talbot interferometric photothermal Fig.6.10 
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CCDセ ンサは素子数 1024 ， 1 素 子 14~mx9~m，釘効長 14 . 336mm か ら IJX り， ñíj 節 で使

用したセンサよりも有効長を長くして観測傾域の拡大を以| っ た。 1"1 t片付?子の照明

には He -Ne レーザ(出力 lmW)のビ ームを 25倍に拡大して用いた。シャツタの 制御，

CCDセンサからの信号の読み取りはすべてパーソナルコンビュータ (PC9:~0I ， NEC) 

より行なった。
(0) 

1024 
BIT NU門BER

1 

回折格子像の解析

Fig . 6 . 9 に 示した光学系において凶折格子からの川折光が開忽的に O次 ， -+ 1 i欠， - 1 次

光のみから成ると仮定する。このとき，照明レーザ光波長をλ とおくと， InJ 折角

は入Id となり，格子の後方 2md2 1λ( ただし mは整数)の位慣に原佑子と同一のフー

リエ像を生ずる。検出光学系の光軸をZ軸にとり，センサ伶置をZs '励起{な i斤をZ fI
とおくと，センサ位置での回折光の shear 量 a は

6.4.2 

Fig.6.11. Procedures for the phase recovery 
from the Fourier image of the grating. (司 A

Fourier image of the grating , (b) the recovered 
derivative-phぉe pé就tern ， (c) the inherent 
phase pattern; integration pattern of (b) 
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(6.17) 

D=Zミー Zp (6.18) 

となる。ここでいま試料の屈折率変化により O次光に生じる位相愛化日をゆ(玄)と

おくと， Zミでの各回折光の複素振幅は次のように与えられる 7R10

a = (Zs -Zp)λId = DλId 

X /¥ (c) 

(6.19a) 

(6.19b) 

(6.19c) 

0次光 Vo(x) = Aoexp (iゅ (x)) 

+ 1 次光 : V.(x) = A 1 exp(2ni[ -D入1(2d 2 ) + x/dl + iゆ (x - a))

- 1 次光 : V (x) = A 1 exp(2 ;ri[ -D入1(2d 2 ) -x/dl + iφ(x+a)) 

ここでセ ンサ lflJがフ ーただし Ao ， AI は各々 O 次， :t 1 次同折光のみでの振幅を表す 口

リエ像面と一致している場合のセンサ面上強度分イlJI(x) は，

Fig . 6 . 12 はヨウ素の四塩化炭素溶液(吸光度2.8xl0 2) を試料として，励起後の位

相変化の縫子を不したものである。励起レーザの波長は 514.6nm，出力は 143mW

で 10秒間照射を続けた。 位相分布パターンは前システムでの結果と同様，励起時

間の経過と共に拡散が牛ー じ， 上 Jら4 に移動しているが，光熱信号は線形的に上昇し

ている 。 本システムは観測領域が長いため，励起時間と光熱信号が比例する線形

傾城が広がっている。

Fig.6.13 はヨウ素を 3 種類の溶媒(四塩化炭素，アセトン，純水)に溶かして，検

IJ 線を求めた結果である口励起波長はう 14.6nm 出力約 140mW 励起時間 1 ~ 10 秒

とした。縦軸は光熱信号を励起エネルギーで正規化した値，横軸は分光光度計(U

V - 220，島沖)で測定した高濃度試料の吸光度(1.7xl0 1) を基準にして希釈倍率より

換到して求めた吸光度である 。 溶媒による検量線の違いはそれぞれの熱ノぐラメー

タ pc/( dn/dt)の違いによるものである。図中の点線はTable6 . 1 の各 ノ〈ラメ ータか

ら l以光度に対応する光熱信号の理論値を ( 6 . 11)式より求めたものであり，実測点

と良く一致している。

6.4 .3 実験結果I(x) = (Vo(x)+ V.(x)+ V (玄 ))(V o (x)+V . (x)+V (x))* 

= A/ + 2AI2 + 4AoA I cos[2πx/d -( 1/2)(ゆ (x+a) ーゆ (x- a)))

+2AI 2 cos[4π玄 Id -(ゆ (x+a) - <þ ( x-a))) (6.20) 

となる。従って，得られた回折強度パターンから cos(2π玄 Id) の周波数の近{労の {11

号成分を前節同様フ ーリエ変換サプフリンジ法で抽出することによ り位相変化の

差分パタ ーン

φ(x)=(1/2)(ゆ (x+a)-<þ (x-a))

が得られる o shear量 aは観測範囲に比べて充分小さいことか ら，

d 
<p( x) = a ーや(x)

ox 

(6.21 ) 

(6.22) 

位相変化量。(x) はこれを積分することにより次のように求められる 。

。 (x) = d/(Dλ) t;ψ(x' )dx ・

この φ(玄)は前システムで直接観測される位相変化日と一致し，

これをさらに玄軸に沿って積分して求める。

Fig .6 . 11 は実際に本システムで得 られた戸|折像 ( a) か らの位.f:1I 1 1I 1 f担 rr I r~ の f 11国を

ぶした例である。位相変化の微分パターン (b )，位相変化パタ ーン (c) ともに lりJ I僚 に

抽出されている 。支|擦の測定では試料励起 ln 前の仙 m ノ〈タ ーンと- Jl:叫 I~ \J J)}) J.b後

のパターンを求め，この左を位相変化 (tl- とする D

(6.23) 

従 って 光;怖いりは

と表され，

- 89-- 88 ー
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$j察

本システムでの検山限界は l吸光度 1 x 10 3 程度であり， レーザ出ノJ の違いを考慮

しでも Mach -Zehnder 干渉計システムより約 0.5桁ほど悪い。この原因は，実際に

観測される値が IrJ]折格子による shear 量 aによって決定される位相変化の空間差分

値である点にある。 a が小さければ空間分解能が向上する反面，出力値は低下し，

いずれにしても Mach-Zehnder型のような直接位相測定法に比べて感度は落ちる。

現システムでは CCDの素子の大きさとほぼ等しく，かっ出力値が最も大きくなる

shear量として，波長51 4.6nm に対してD=46mm ， a =23 .7μm と した。
しかし本システムでは光学系が大幅に簡略化・安定化され，構成上は熱レンズ

法と変わらない程度に簡単であり，実用的には極めて有用である。
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従来主として点検出法が用いられてきた光熱分光法において， 1 次元空間検出

法を川いた干渉計測技術に基づく新しい検出システムを開発し，その有用性を示

した 口 この空間検出法の導入により，励起レーザのパワーとともに照射時間にも

比例した出 )J 信号が得られ，低出力レーザでも高感度な検出が実現できた D 特に

Talbot r 渉 J I システムでは光学系が熱レンズ法に匹敵する程度に簡単であり，実

川料: の高いシステムである。
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Fig.6.13. AnaJytical curves for 
lodine in three solvents; Acetone , 
CCI4 , and pure water. 
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本研究では分光スベクトル波形を用いた物質分析，とくに多元来，多成分から

なる混合物試料の分析における信頼性の向上を日的として， 1 次 IC スペクトル彼
形を対象とした数学的な情報抽出手法の開発と，分光スペクトルを多次ベに出|制

して情報量の拡大を図った新しい測定システムの開発をわ・なった。これらの開発

では，計測機器との接続が容易でコスト・パフォーマンスの高いパーソナル ・ コ

ンビュータを積極的に利用し，主としてBASICð 語を則いて，数 γ的な泌 n処 flE

を前提としたシステムの制御，データ収集を行なった。以下に只体的成*をタIJ 挙

する。

( 1) 1 次元スペクトル波形からの情報抽出
1 次元的な分光スベクトル波形を用いた分析では，大弓1~ 分光器を使用して "'_;J 分

解・高精度測定を行なうよりも，むしろ低分解でも高SN比で測定した波形を数学

的にディコンボリューション， ピーク分離することで，'Jj速に，山J 精度の情柑を υ

られることを示した。

このような数学的な処理を行う際には，測定装晋に r~j ~、よ合精度と r~-;JSN lt が要

求される。これを従来のコンビュータ化されていない分光認で文脱するため，分

光器に直接接続して使用できるデータ収集装置を開発した。

ディコンボリューション処理では従来装置関数の形状が既知でないと丈 h 不能

であったが，新たに測定波形のみから装置関数を推定する f 71 を|淵允し，さらに

これを拡張して，装置関数が未知のままでもデ ィコンポリューションを 1 J なえる

手法を開発した。 これらの 手法を赤外吸収スペクトル波形に適用して良好な粘*

を得た口

ピーク分離処理では計測機器との接続を考慮して，パーソナルコンビュータ L

でオンライン処理するための専用アルゴリズムを開発し，ほぽ尖 II ，}I問での処聞を

実現した。

(2) 分光スペクトル測定の多次A化
情報量の鉱大を目的とした分光スペクトル測定の多次 )C 化では，民間j する j小問:

軸を瓦いに直交させることで情報 の重畳 ・縮返を解 くことができる 。 本研究では

2 次元展開スペクトル測定のための 2 種穎の寺川システムを開先した 。 一つはク

ロマトグラフィによる時間軸と吸収または蛍光スペクトル測定での校長制i で嵐山!

したスペクトロ・クロマトグラム， もう一つは蛍光損IJ ).Lでの励起校長軸! と発光校

長軸で展開した蛍光励起・発光マトリックス (EEM) である。

クロマトグラフィと蛍光スペクトル測定の結合では測定領域が微小で，かつ !'t;J

速測定が要求されることから，新たに白色光励起を用いたマルチチャネル党光ス

ベクトル検出方式と，分光励起を用いたマルチチャネル励起スベクトル加J ~どん式
を考案・開発した口これらは EEM 上において蛍光強度を符々発光波 k 朝11 と励起波
長軸に投影・積分した出力となることから，測定効率が高く，クロマトグラフィ

の検出手段としては極めて有用である。さらに，蛍光スペクトルと吸収スペクト
ルを同時に測定するクロマトシステムも試作した。このシステムでは↑行制 1.\ が大

幅に増え，強力な定性分析能力を持つことも 11\ した。
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EEM 測定においては，蛍光受:光光学系として特に lf:j 感度測定に屯点をおいた[!l]

1'[; )t'~干渉フィルタを使川したシステムと，微小傾岐祖IJ 定への応用を f I 的とした偏

波 I(n 分別相フーリエ分光装置を使用したシステムの 2 種鎖を開発した。いずれの

システムでも良好な ~EM を得た。またEEM からの情報抽出手段として，固有値解

析法に基づくスペクトル分離法を適用し，この手法の有用性とともに本システム

でりられたデータの有用性も確認したロ

(1)起向感度分析における検出次元の拡大

従米，点検出ん式が主であった超高感度な光熱分光法に 1 次元検出 j去を採用す
ることで，測定データの中に合まれる誤差要因に関する情報を検出し，分析精度

を IÎ1J J-. させた。ここでは光熱効果によって生じた屈折率変化を Mach -Zeh n der 干

渉計又は Talbot r 渉計で，干渉縞の位相変化として l 次元的に検出することによ

り，熱拡散，対流現象を検知し，従来法にはない励起エネルギーに比例した出力

を得る }j 式を開発した。特にTal bol 下渉計を用いたシステムは装置が小型で安定
件が高く実用的である 。

(4) 今後の展開

物質分析におけるスベクトル測定にはコンビュータでの演算処理による情報抽

出がイミロJ 欠であり， システム開発においてもコンビュータの演算能力，負荷を考

慮した設計が必要である。特にスペクトル測定の多次元化においては，各展開軸

のよ街分解をとげるよりも直交軸を多くとり，コンビュータで数学的に情報を抽

山するほうが価格，構造の点で台利となることも多い。この様な多次元測定技術

は今後ますます発展すると考えられる。
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