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研究成果の概要（和文）：我々はこれまでに，固体色素自身を液状化させた色素液体の開発によって，色素の極
限濃度化を達成した酵素応答性色素液体ナノエマルション(NE)型オプトードを開発し，高感度な酵素応答を実現
した．しかし，酵素応答性色素液体NEでは，一分子中に酵素基質部位と蛍光部位をもつ蛍光基質を用いるため，
さらなる高感度化に有効と考えられる基質部位・蛍光部位の比率の検討は原理的に困難であった．本研究では，
一般的な蛍光基質を用いずに基質部位と蛍光部位を分子として独立させてNEの油滴中に含ませた全く新しい応答
機構の酵素応答性NE型オプトードの提案・実証を行い，基質・蛍光部位の比率の検討から高感度化できることを
明らかにした．

研究成果の概要（英文）：This study aimed to propose and demonstrate an enzyme-responsive 
nanoemulsion (NE)-type optode in which the substrate site and the fluorescent site are introduced 
into NE as independent molecules. In this study, naphthol AS-TR phosphate was used as an alkaline 
phosphatase(ALP) substrate and acridine orange (AO) derivative, which is a cationic dye that emits 
strong fluorescence in a hydrophobic environment, was used as a fluorescent dye. In this case, 
naphthol AS-TR phosphate was dephosphorylated by the enzymatic reaction at the oil-water interface, 
and the cationic dye AO moved to NE/aq. interface to balance the electrical charge in NE. 
Furthermore, it was found that it was possible to increase the sensitivity by examining the mixing 
ratio of the molecules. Based on these results, the development of an enzyme-responsive NE-type 
optode with a new response mechanism was successfully demonstrated for the first time.

研究分野：分析化学

キーワード： イオン液体　色素液体　アルカリフォスファターゼ 　ナノエマルション　機能性色素
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、従来の蛍光基質を使用せず、基質部位と蛍光部位を分子として独立させた全く新しい応答機構の酵素
応答性ナノエマルション型オプトードを初めて提案・実証した。学術的には、従来にない新しい応答機構が初め
て示され、将来の生体分析やバイオセンシング分野での基礎研究に貢献する。社会的には、この新しいオプトー
ドは生物学的分析や環境モニタリングなどの実用的な応用に役立つ可能性がある。さらに、色素の疎水性と色素
比率の調整によってALP応答性を向上させる方法論は、医療診断や環境汚染監視などの分野において、より高感
度で信頼性の高いセンシング技術の開発に寄与する。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
申請者は、化学センシングで使われる「変色性色素分子」を、溶媒に溶解することなく完全液化でき
れば、「色素分子が密集した極限濃度の変色液体」を実現でき、液膜センサー超高感度化のブレーク
スルーとなり、化学センシングのパラダイムシフトが実現できると考え、2017 年頃からこの研究に取り組
んできた。申請者らは実際に、色素分子の液化・薄膜化で、従来比約 200 倍量という劇的に大量な色
素の液状安定保持に初めて成功し、アニオン・カチオンのみならず、疎水性蛍光基質分子の液化で油
水界面酵素反応に基づくアルカリフォスファターゼ（ALP）検出（Anal.Sci. 2020, 36, 143.）でも高感度応
答を実現した。 
ここでは 2価のリン酸アニオンが水相に放出される際、有機相中電荷バランスを保つために水相中ア
ニオンが取り込まれ、蛍光増強に強く寄与していることを初めて明らかにした。この知見はわざわざ蛍光
基質分子を合成しなくても疎水性のリン酸誘導体さえ有機相中に保持させれば反応前後の電荷バラン
ス変化によって、有機相に共存する疎水性色素の変色を容易に誘起できることを示唆している。 
これは油水界面酵素反応を油水間電荷バランス変色に変換する全く新しい変色機構と考え、挑戦的
研究として本研究構想を提案するに至った。 
 
２．研究の目的 
近年我々が見出した油水界面酵素反応
（Analyst 2015, 140, 1459., Anal. Sci. 2020, 
36, 143.）と高機能化色素液体ナノ油滴で、
超高感度 1 ステップタンパク検出の新原理
に直結する酵素検出用新規超高感度変色
原理を開拓する。 
本研究では，アルカリフォスファターゼ

(ALP)をターゲットとし，一般的な蛍光基質
を用いずに基質部位と蛍光部位を分子とし
て独立させて NE の油滴に含ませた全く新
しい応答機構の酵素応答性 NE 型オプトー
ドの提案・実証を目的とした．応答機構の知
見を得るため，ALP 基質分子として比較的
低波長の発色 ALP 基質として知られる
Naphthol AS-TR Phosphate，蛍光色素として
疎水性環境下で強い蛍光を発し、親水性環
境下では消光するカチオン性色素の N-ア
ルキル化アクリジンオレンジ(AO)誘導体を
用いた．想定される応答機構を Fig. 1 に示
す．まず，ALP との油水界面酵素反応によ
り，有機相である NE 中に大量に含まれる
naphthol AS-TR phosphate が脱リン酸化さ
れ，2 価アニオンが 1 価に変換される．それ
に伴い NE 中の電荷バランスを保つために
カチオン性蛍光色素である AO が NE のバ
ルクから油水界面の水相付近へ移動し，消
光すると想定される．本論文では，基質部
位と蛍光部位を分子として独立させた全く
新しい応答機構の酵素応答性 NE 型オプト
ード実証において得られた知見を報告す
る． 
 
３．研究の方法 
 ３－１ 基質および蛍光色素イオン対の調製 
     [P66614]2[naphthol AS-TR phosphate]、[P66614]2[naphthol AS-TR phenolate]Cl、[9-AO][TFPB]、
[18-AO][TFPB]を溶媒抽出法にて調製した。組成比はプロトン NMR測定の積分値から確認した。 
 
 ３－２ ナノエマルション(NE)作製 
     ３－１で調製したイオン対を用いて NE を作製した．[P66614]2[naphthol AS-TR phosphate]製
NE を P-NE，[P66614]2[naphthol AS-TR phenolate]Cl製 NE を O-NE，[18-AO][TFPB]と[P66614]2[naphthol 
AS-TR phosphate]製 NE を 18-AO/P-NE，[9-AO][TFPB]と[P66614]2[naphthol AS-TR phosphate]製 NE を
9-AO/P-NE とそれぞれ表記した．Table 1～3の組成の NE材料(8 mg)と界面活性剤 F-127(10 mg)をメ
タノール 1.5 mL に溶解させ，NE プレ溶液を調製した．NE プレ溶液 1 mL をそれぞれ超純水 9 mL と
混和し，超音波を 5分かけ撹拌した．その後，窒素置換によりメタノールを除去し，NE を作製した．DLS

Fig. 1  Concept of new responce mechanism for ALP 

 and molecular structures of reagents used. 



測定の結果，粒子径は約 160-180 nm程度であった。 
Table 1  18-AO/P-NE composition 

 [P66614]2[naphthol 

AS-TR phosphate] 

[18-

AO][TFPB] 

P-NE 100 wt% 0 wt% 

18-AO(0.5)/P-NE 99.5 wt% 0.5 wt% 

18-AO(1)/P-NE 99 wt% 1 wt% 

18-AO(3)/P-NE 97 wt% 3 wt% 

18-AO(5)/P-NE 95 wt% 5 wt% 

18-AO(10)/P-NE 90 wt% 10 wt% 

18-AO(15)/P-NE 85 wt% 15 wt% 

18-AO(20)/P-NE 80 wt% 20 wt% 

 

Table 2  O-NE composition 

 [P66614]2[naphthol AS-TR phenolate]Cl 

O-NE 100 wt% 

 

Table 3  9-AO(1)/P-NE composition 

 [P66614]2[naphthol 

AS-TR phosphate] 

[9-

AO][TFPB] 

9-AO(1)/P-NE 99 wt% 1 wt% 

 

３－３ 試料溶液調製と ALP 応答性評価 
     緩衝溶液(Buffer)は 10 mM HEPES-NaOH pH 9.0 を使用した．ALP試料溶液の調製方法
は次の通りである．19.7 U/Lの ALP(原液)を 2 L とり，998 Lの Bufferで希釈して 40000 U/Lの ALP
試料溶液を調製した．40000 U/Lの ALP試料溶液を Bufferで 10倍希釈し，4000 U/Lの ALP試料溶
液を調製した．同様にして，400 U/L，40 U/L，4 U/Lの ALP試料溶液を調製した． 
 これらを各 NE溶液と混和し、吸光度測定あるいは蛍光強度測定で評価した． 
 
 
４．研究成果 
 ４－１ ALP応答性評価 
     P-NE を用いた ALP 応答性確認で
は、用いる蛍光色素の励起・蛍光波長との
オーバーラップの少ない比較的低波長の発
色 ALP 基質である市販の naphthol AS-TR 
phosphate と疎水性 4 級ホスホニウムカチオ
ン(P66614)のイオン対(液体)([P66614]2[naphthol 
AS-TR phosphate])を ALP応答分子として用
いた．初めに， NE 中のリン酸化合物
(naphthol AS-TR phosphate)と水相中の ALP
が油水界面で酵素反応を起こすことを確認
す る た め に ， [P66614]2[naphthol AS-TR 
phosphate]含有 NE(P-NE)を用いて ALP 応答性評価を行った．また，NE 中の naphthol AS-TR 
phosphate が ALP により脱リン酸化された際にどのようなスペクトルが得られるか考察するために，
[P66614]2[naphthol AS-TR phenolate]Cl 含有 NE(O-NE)を用いて酸塩基応答を確認した．その結果，P-
NE の場合は Buffer 混和時にバックグラウンドがわずかに上がるもののスペクトル変化がほぼないのに
対し，ALP混和時は時間経過とともに 415 nm付近のスペクトルの増加がみられた(Fig. 2左)．一方，O-
NE の場合は naphthol AS-TR phenolate が NaOH によって脱プロトン化していると考えられる際は 415 
nm 付近にピークが確認される(Fig. 2 右)ことと併せて考えると，Fig. 2 左の結果は，NE 中の naphthol 
AS-TR phosphate が ALP との酵素反応により脱リン酸化され，naphthol AS-TR phenolate となったため

Fig. 2  Absorption spectra of P-NE (left) with or without 

ALP, and those of O-NE in acid or base solutions (right). 



であると考えられる．以上のことより，NE 中
の naphthol AS-TR phosphate が水相中の
ALP と油水界面酵素反応を起こすことが確
認できた． 
 続いて基質部位・蛍光部位を分子として
独立させた新しい発色機構の ALP 応答性
NE 実証のために，まず色素を 10 wt% 含
む 18-AO(10)/P-NE で NE を作製し，ALP
応答性を評価した (Fig. 3)．その結果，
Buffer混和時の蛍光強度より，ALP混和時
の蛍光強度が小さくなった．これはNE中の
naphthol AS-TR phosphate が ALP との酵素反応により脱リン酸化された際，NE 中の電荷バランスを保
つためにカチオン性色素である 18-AOが NEバルクから油水界面に移動したためと考えられる．この結
果から，基質部位・蛍光部位を分子として独立させた NE の油水界面酵素反応に伴う全く新しい ALP
応答機構を確認した． 
  
 ４－２ NE組成の最適化 
想定している応答機構では AO の疎水性
の違いで ALP 応答時の AO の水相側へ
の移動しやすさが変わると考えられる。そ
こで，18-AO と 9-AO での ALP 応答性の
違いを調べ，本法におけるAOアルキル鎖
長の ALP 応答性への影響を調べた(Fig. 
4)．さらに，疎水性の高いカチオンである
tetrabutylammonium ion(TBA+)を ALP 応
答後の試料溶液に過剰量添加して蛍光強
度を測定し，NE中 AO を強制的に油水界
面へ移動させた際の蛍光強度を調べた．
まず Buffer 混和時と TBA+混和時の蛍光
強度差をみると，18-AOに比べて 9-AOは
蛍光強度差がほとんどなかった．これは臭
素塩の分子としては水溶性を示す9-AOの
場合，NE 作製時にすでに水相側へ移動
してしまっているためと考えられる．続いて
Buffer混和時とALP混和時の蛍光強度差
をみると 18-AO のほうが，9-AO に比べて
大きくなった．また ALP 混和時の蛍光強度の経時変化をみると，18-AO は酵素反応の時間スケールで
徐々に蛍光強度が下がっているのに対し，9-AO は変化があまり見られなかった．これは，上記同様 9-
AOがNE作製時に油水界面あるいは水相側へすでに移動してしまっているため，酵素反応が起こって
も環境が変化しないためだと考えた．以上の結果から，AO の疎水性は本法において重要な要素であり，
また今回の検討では 18-AO のほうが 9-AO に対して適当であることがわかった．今後の検討は 18-AO
を用いて行った． 
 ALP 応答性を向上させるために，基質部
位 ([P66614]2[naphthol AS-TR phosphate])に
対する蛍光部位([18-AO][TFPB])比率を検
討し，ALP 応答性にどのような違いがみら
れるか調べた (Fig. 5)．検討した比率は
[P66614]2[naphthol AS-TR phosphate] : [18-
AO][TFPB] = 99.5 : 0.5，99 : 1，97 : 3，95 : 
5，90 : 10，85 : 15，80 : 20である．また，感
度を比較するため，Buffer混和時と ALP混
和時の蛍光強度差を縦軸にとりグラフを作
成した．まず[18-AO][TFPB]比率 0.5 wt%と
1 wt%を比較すると，1 wt%のほうが蛍光強
度差が大きくなることがわかった．これはNE
中の AO 濃度増加に従って蛍光強度が増
加するため，ALP混和時と Buffer混和時の
相対的な変化量も増加したと考えられる．
一方，[18-AO][TFPB]比率 1 wt%から 20 wt%までを比較すると，[18-AO][TFPB]比率が上がるにつれ
て ALP 応答性が下がることがわかった．これは，NE 中の AO 濃度上昇で濃度消光により初期蛍光強
度が下がるため，ALP混和時と Buffer混和時の相対的な変化量が小さくなったと考えている．以上のこ
とから，今回提案した NE では基質部位・蛍光部位の比率の検討から高感度化できることが示唆された．
また次の検討では最も大きな蛍光強度差が得られた [P66614]2[naphthol AS-TR phosphate] : [18-

Fig. 3  Fluorescence spectra of 18-AO(10)/P-NE (left) 

 and response profiles (right). 

Fig. 4  Fluorescence spectra and time response profiles of 

 9-AO/P-NE (top) and 18-AO/P-NE (bottom). 

Fig. 5  Definition of fluorescence intensity difference (left) 

and change in fluorescence intensity difference for ALP 

response to composition ratio of fluorescent dye in NE (right). 



AO][TFPB] = 99 : 1 を採用した． 
  
 ４－３ ALP濃度依存性確認 
     最後に新規 ALP 応答性 NE の
ALP濃度依存性を調べた(Fig. 6)．その結
果，ALP の増加に従って，蛍光強度が低
下し，ALP 濃度依存性を示すことがわか
った．また，応答範囲は 20-2000 U/Lであ
った．この応答範囲は過去に蛍光基質を
用いて行った研究と比較して 1 桁高濃度
であった．応答機構が異なるため，同等の
比較は困難であるが，酵素反応に伴う NE
内電荷バランスの変化だけで NE 中蛍光
分子の存在位置を偏らせるアプローチで
あるため，水相中のイオン強度等も影響していると考えられる．この点はさらなる検討が必要である． 
 
 本研究では，一般的な蛍光基質を用いずに基質部位と蛍光部位を分子として独立させた全く新しい
応答機構の酵素応答性NE型オプトードの提案・実証を行った．はじめに，新しい応答機構の酵素応答
性 NEに用いるリン酸化合物(naphthol AS-TR phosphate)が ALP と油水界面酵素反応を起こすことを確
認した．次に，基質部位と蛍光部位を分子として独立させた全く新しい応答機構の酵素応答性NE型オ
プトードの ALP 応答評価を行い，ALP 試料混和時の蛍光強度が時間とともに低下することが確認でき
た．これはNE中の naphthol AS-TR phosphateが油水界面での酵素反応により脱リン酸化された際，NE
中の電荷バランスを保つためにカチオン性色素である AO が NE のバルクから油水界面へ移動したた
めと考えられる．このことから，基質部位・蛍光部位を分子として独立させた新しい応答機構の ALP 応
答性 NE が実現できることを実証した．さらに色素の疎水性が ALP 応答性に寄与することや，NE 中の
色素比率の検討により濃度消光を抑え、ALP応答性を向上できることがわかった． 
 

Fig. 6. Time response profiles (left) and calibration curve 

(right) of 18-AO(1)/P-NE for various concentration of ALP. 
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