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研究成果の概要（和文）：本研究では多様な色素液体を開発し、薄膜・ナノ粒子化して各種分析対象に対する応
答性能を評価した。また、それらを活用した多様なマイクロ分析デバイスを開発した。その結果、これまで長い
応答時間を余儀なくされたヘパリンに対する高速応答、蛍光性色素液体の特徴を生かしたドナー・アクセプター
間エネルギー移動に基づく超高感度検出、アニオン応答機構の解明、酵素に対する高感度・高速応答、ナノ粒子
化に伴うカチオンの高速応答等を実現した。また、インクジェット技術を活用したデバイス開発ではCRPやアニ
オン等、当初目的としていた物質の検出に加えて酵素阻害剤アッセイ系への適用など、新たな1ステップ評価系
への適用も見出された。

研究成果の概要（英文）：In this research, various dye liquids were developed, made into thin films 
and nanoparticles, and response performance evaluations for various analytes were performed. In 
addition, we have developed various microanalytical devices using them. As a result, high-speed 
response to heparin, which had been forced to take a long response time, ultra-high-sensitivity 
detection based on energy transfer between the donor and acceptor utilizing the characteristics of 
fluorescent dye liquids, elucidation of the anion response mechanism, fast and high-sensitivity 
response to enzymes, high-speed response of cations accompanying nanoparticle formation, etc. have 
been realized. In the development of devices using inkjet technology, in addition to the detection 
of substances such as CRP and anions, which were originally intended, applications to new one-step 
evaluation systems such as application to enzyme inhibitor assay systems were also demonstrated.

研究分野： 分析化学

キーワード： イオン液体　色素液体　ナノ粒子　マイクロ分析デバイス

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、従来固体粉末であることが常識だった色素の液状化で、色素を用いる化学センシングに新たな方法
論を多数生み出した点で学術的意義は極めて大きい。また、マイクロ分析デバイス化でもインクジェット技術の
利用や試薬固定化の方法論開発、溶解プロセスの詳細検討など、実用的にも重要となる知見を多数生み出した。
これらの知見は現在の診断デバイスの改良や、新たなデバイス開発の基礎となる知見であるため、社会的意義も
極めて大きいと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 吸光・蛍光をはじめとする変色色素ベースの化学センシングは長い歴史を持ち、多様な色素分子が
使われてきた。中でも、イオン選択性電極（血中電解質自動分析計）で実用に供された可塑化ポリ塩化
ビニル膜（可塑化 PVC 液膜）を用いたセンサーは、可塑剤に色素やイオン認識分子を数 wt％溶解さ
せ、PVC と混合したテトラヒドロフラン（THF）溶液を蒸発させるのみの簡便な操作で均質・透明な高分子
センサー液膜が得られるため、色素ドープによるオプティカルセンシング応用が多数発表されてきた。 

 一方、現在スマートホンやパソコンの画像表示機能・ビデオチャット機能を使い、インターネットを介し
て医師が行う遠隔診療（オンライン診療）は、医療分野では大きく注目されている。ここでは視認検出で
きるドライケミストリーフィルム、イムノクロマトグラフィーや尿検査試験紙等の簡易診断デバイスから得ら
れた色変化情報を、特殊な検出装置を使わずにスマートホンカメラ・アプリを介して画像情報伝達し、医
療機関からの適切なアドバイス受信や、ドローンを用いる物資送達システムによる処方箋医薬品自動配
布につなげる構想など、今後の高齢化社会を支える医療システムが多数提案されている。しかしながら
現在の簡易診断デバイスは変色コントラストの悪さから擬陽性・擬陰性の割合も高く、信頼性が課題なこ
とはよく知られている。 

 遠隔診療では、診断デバイスが示す変色コントラスト情報と同時検出する項目数が診断精度・信頼性
を決定するため、より変色コントラストのよい安価なマルチ診断デバイス開発が強く望まれている。 

 よく知られたランベルトベール則に基づく変色色素含有膜センサーの感度向上では、当然のことなが
ら膜中色素濃度、あるいは膜厚の増加が有効である。しかし、可塑剤への色素溶解度の限界による析
出あるいは膜厚増加に伴う応答時間の指数関数的な延長が問題となるため、可塑化 PVC 膜センサー
の高感度化には新たなブレークスルーが必要不可欠であった。 

 

２．研究の目的 

 以上の背景を踏まえ、本研究では高密度に色素分子を含む液体である「色素液体」を多種開発して
各種分析対象の高感度検出を検討し、これらのナノ粒子化・デバイス化までを目的とした。 

 以下 2点を具体的な目的とする。 

① 「イオン・酵素応答性色素液体ナノ粒子」の創製と基礎変色特性評価 

② 疎水性色素液体ナノ粒子に基づく高感度量産型 1 ステップマルチ診断デバイスの開発 

 上記①では、各種疎水性色素液体合成・ナノ粒子化・性能評価から、基礎検討を実施する。②では安
価なマルチ診断デバイス開発を実施する。 

 

３．研究の方法 

① 「イオン・酵素応答性色素液体ナノ粒子」の創製と基礎変色特性評価 

 本項目では、各種イオン・酵素応答性色素液体を合成し、各種検出対象の応答評価を実施した。疎
水性の側鎖を導入したフルオレセイン系・クマリン系のアニオン性色素またはピレンにアニオン性官能
基を導入した色素を疎水性ホスホニウムカチオン（P66614 カチオン）と化学量論的にイオン交換し、色
素液体化した。 

 次に、上記色素液体のナノ粒子化を実施した。色素液体と界面活性剤（F-127）の THF 溶液を一定流
量で、高速攪拌下の水溶液に分散させ、色素液体ナノ粒子を得た。ここでは動的光散乱装置（DLS）で
ナノ粒子サイズ・分散度を確認した。また、比較のため、従来型色素含有可塑化 PVC製ナノ粒子、可塑
化 PVC膜等のデータも取得した。 

② 疎水性色素液体ナノ粒子に基づく高感度量産型 1 ステップマルチ診断デバイスの開発 

本項目では多種同時検出のため、開発したナノ粒子等の分析試薬をインクジェットプリント技術で流路
内の両サイドにスポッティング固定したデバイスを試作した。いずれの流路も試料溶液導入と同時に固
定した試薬が再溶解・反応、あるいはナノ粒子内包ゲルの場合には試料分子の浸透で変色応答する。
ここでは電解質検出用および CRP検出用デバイスの試作・評価を行った。 

 

４．研究成果 

 各検討項目での成果を以下に示す。 

① 「イオン・酵素応答性色素液体ナノ粒子」の創製と基礎変色特性評価  

  １）アニオン応答性色素液体 

  ここではアルキル化フルオレセインアニオンと疎水性 4 級ホスホニウムカチオン（P66614）からなる色素
液体を合成した。色素側のアルキル鎖長が可逆応答性に及ぼす影響を系統的に検討するために異な
る鎖長の分子を合成し、可塑化 PVC 薄膜化して、その応答可逆性を評価した。その結果、アルキル鎖
長が 10-12 以上の分子を用いた場合には、数十回の可逆応答が確認されたのに対し、鎖長が 8 以下
では測定ごとに色素が溶出し、可逆性が悪化することが明らかとなった。そこで、これ以降はアルキル鎖
長が 12の分子で検討を進めた。各種アニオンへの応答を検討したところ、その選択性は予想通り、ホフ
マイスター順列に従うことが確認された。ここではこの薄膜のヘパリンセンサーへの応用を検討した。過
去に報告された可塑化 PVC 膜型ヘパリンセンサーは、高分子のヘパリンの拡散が遅いために応答時
間が極めて長く、応答後 10 分程度で反応を打ち切り、過渡的な応答を評価に使わざるを得なかったの
に対し、本研究で開発した色素液体薄膜センサーでは 0.2-20 U 程度のヘパリンに対し、1 分以内で平



衡応答を得ることができることを明らかにした。これは通常遅い応答を余儀なくされる高分子アニオンに
対する極めて高速な応答であり、高速な分析が期待できる。 

 また、ここではフルオレセイン系分子に加えて炭素数 12 のアルキル鎖を付与したクマリン系の色素液
体も合成した。ここではアニオンイオノフォアである Chloride ionophore IV を用いてナノ粒子化し、イオノ
フォアの有無によるアニオン応答性を評価した。その結果、イオノフォアがない場合には色素のプロトン
化に伴うバックグラウンド信号の上昇が見られたのに対し、イオノフォアを用いた実験系ではそのバック
グラウンドがほとんどない信号を得られることを見出した。この現象を明らかにするためにプロトン NMR

測定を試みた。色素液体単独で得られる NMR スペクトルと、アニオン認識能のないと思われるイオノフ
ォア類似分子を混合した場合には、それぞれの分子単独で測定した場合と同一のスペクトルが得られ
るのに対し、色素液体分子とイオノフォア分子を混合した NMR スペクトルでは、色素プロトンおよびイオ
ノフォアプロトンの大きなシフトが見られた。これは色素分子とイオノフォア分子の分子間相互作用が極
めて強いことを示している。また、緩衝溶液の濃度を変化させてもバックグラウンド信号強度は変わらな
かったことと合わせて考えると、イオノフォアがない場合には色素分子が油水界面でプロトン化してしまう
のに対し、イオノフォアがある場合には色素のフェノール部位に錯形成し、プロトン化が抑制されるため
にバックグラウンドの上昇もなく、理想的な応答を得られることが明らかになった。 

  ２）酵素応答性色素液体 

  酵素応答性色素液体としては上記のアルキル化クマリン誘導体にリン酸基を持つ蛍光基質分子を
合成し、P66614 を 2 分子もつ色素液体を合成した。ここではこれをナノ粒子化し、アルカリフォスファター
ゼに対する応答を評価した。その結果、通常量の基質を含むナノ粒子と比較して検量線の傾きが約 3.8

倍となり、高感度な応答を示すことを明らかにした。また、薄膜状の場合と比較して、ナノ粒子状の場合
には応答時間も約 80 分から約 30 分まで短縮され、比表面積向上に伴う高速化が達成された。ここで
はナノ粒子に含まれる蛍光基質分子の反応率も吸光度測定から評価し、薄膜状では基質消費率が低
いのに対し、ナノ粒子状では 9 割以上の基質が消費される効率の良い反応系となっていることを明らか
にした。 

  ３）色素液体 FRET（フェルスター共鳴エネルギー移動）に基づく高感度アニオンセンシング 

  ここでは色素液体を FRET ドナーとして用い、FRETアクセプターとなる分子を添加したセンシング系
を設計し、その基礎検討を行った。ピレンにアニオン性のスルホン酸基を導入した分子を合成し、P66614

とイオン交換したところ、ピレン二量体の形成に基づくエキシマ蛍光を示す色素液体を得ることに成功し
た。ここではドナー・アクセプターの組成比を検討したところ、最適条件ではアクセプターを直接励起し
て得られる蛍光強度よりも、ドナーを励起してアクセプターにエネルギー移動させた場合の方が約 20倍
高感度な応答を示すことを初めて見出した。この成果は色素液体という特殊な環境を生かした高感度
センシングの方法論を示す先駆的な成果である。ここではアニオンイオノフォアを用いることによるイオ
ン選択性の改善も確認された。 

  ４）銀イオン応答性色素液体 

  カチオンに応答する色素液体開発の一環として銀イオン応答性色素液体を開発した。ここでは疎水
性チオール誘導体にアニオン性のスルホン酸基を導入した分子を合成し、プロトン化に伴ってカチオン
となる疎水性メロシアニン色素誘導体とのイオン対を合成したところ、液状になることを見出した。ここで
はこの新規材料をナノ粒子化し、銀イオン応答を評価した結果、水銀イオン、銅イオンなどと比較して高
い選択性で銀イオンに応答することが明らかとなった。また、比較のために電気的にちゅせいな類似構
造を持つイオノフォア分子も合成し、イオノフォア分子にアニオン性官能基を導入した効果を検討した
結果、アニオン性官能基を持つ分子を用いた方が、より低濃度域から銀イオンに応答することがわかり、
アニオン性官能基の導入が高感度検出に有利であることを明らかにした。 

② 疎水性色素液体ナノ粒子に基づく高感度量産型 1 ステップマルチ診断デバイスの開発 

  １）インクジェットプリント技術に基づくデバイス開発の基礎検討 

  ここでは幅・深さ 500 ミクロンのマイクロ流路を多数持つポリジメチルシロキサン（PDMS）マイクロ流路
アレイへの試薬固定を検討した。試薬スポットをマイクロ流路中央部に印刷した場合には、PDMS の疎
水性によって試薬溶液が動いてしまい、壁面と接触して固着してしまう現象が見られた。そこでその性
質を逆手に取り、試薬スポットを流路底面の壁面付近に印刷すると、極めて再現性良く試薬スポットを固
定できることを明らかにした。 

  ２）CRP検出デバイスの試作 

  ここでは 1 ステップ CRP 検出の予備検討として、抗 CRP 抗体を固定した酸化グラフェンおよび、蛍
光標識 CRPを PDMS流路の底面左右にそれぞれスポットしたデバイスを試作した。試料溶液導入する
と両者が溶解し、CRP がない場合にはそれぞれの試薬同士の結合に伴う蛍光消光が起こるのに対し、
CRP 存在下では抗体固定化酸化グラフェンへの競争結合反応が起こるため、濃度に応じて蛍光強度
が上昇する。ここでは今回検討したインクジェットプリント技術で 1 ステップ CRP 検出できることを明らか
にした。 

  ３）アニオンセンシングデバイスの試作 

  ここではアニオン応答性色素液体ナノ粒子をポリアクリルアミドハイドロゲルに包含した状態でガラス
基板上にインクジェットプリントし、PDMS 流路をかぶせる形のデバイスを試作した。その結果、試料溶
液導入に伴う簡便な 1 ステップ測定をできることが明らかとなった。 

 研究項目②では上記以外にも酵素阻害剤アッセイ、ビオチンアッセイ等、多様な 1 ステップ検出デバ
イス開発にも成功した。詳細は成果論文を参照されたい。 
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