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Abstract

Chromium has diverse oxidation states, the charges of +3 and +6 for chromium occur the most 
commonly within chromium compounds. Trivalent chromium (Cr(III)) is not toxic and is essential for living 
organisms. On the other hand, hexavalent chromium (Cr(VI)) is known to has the strong ability to oxidize and 
to be a carcinogen. Therefore, it is important selectively to determine of Cr(VI) for the analysis of chromium 
due to the difference of toxicity between Cr(III) and Cr(VI). 1,5-Diphenylcarbazide (DPC) is a reagent which 
selectively reacts with Cr(VI) to color violet complex. We have developed a simple and sensitive analysis of Cr
(VI) using a micro fluidic paper-based analytical device (μPAD) with the DPC colorimetric reaction. The 
fabrication of μPADs was carried out by melting wax with an oven after the pattern was printed with a wax 
printer. The detection spots were dropped DPC solution and dried. Then, the sample solution was dropped 
into the sampling spot and wicked to the detection spots. μPAD was scanned with a scanner, the color 
intensity for the detection spots was analyzed by an image analysis software. The RGB intensity of the 
images was analyzed, and the highest sensitivity was obtained when G-intensity was used. The detection limit 
of this device for the Cr(VI) analysis was 26.2 μg/L, the sensitivity for present method has been enhanced 
compared to the previous method (30 mg/L).
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1.  緒言

クロム（Cr）の酸化状態は主に三価と六価である。
三価クロム（Cr(III)）は，欠乏すると耐糖能異常を引
き起こすことから，生体の機能維持のための必須元素
とされている 1)。一方，六価クロム（Cr(VI)）は，毒
性が強く，発がん性のある元素とされている 2)。した
がって，毒性の強いCr(VI)を選択的に分析することは，
Cr の影響を評価する上で非常に重要である。Cr(VI)
の定量に関しては，原子吸光光度法 3)，蛍光 X 線分析
法 4)，誘導結合プラズマ発光分析法 5) などが報告され
ているが，Cr(III) と Cr(VI) を分別する何らかの前処
理が必要である。一方，化学発光分析法 6) や吸光光度
法 7) は，Cr(VI) と特異的に反応する試薬により，前処
理を行うことなく分析することが可能である。

マイクロ流体ペーパー分析デバイス（μPAD）8) は，
切手大の紙に，分析目的成分と反応して発色する試薬
をあらかじめ担持しておき，試料を滴下することで，
その発色度合いから目的成分を分析することが可能な
素子である。μPAD は，安価な生産性，送液ポンプ不
要性，高い携帯性，高い廃棄性，操作の簡便性，容易
な小型化可能性，臨床現場即時検査（point-of-care 
testing, POCT）可能性，試薬消費量の最小化可能性
などの特徴を有する。我々はこれまで，フォトリソグ
ラフィーによる手法でμPAD を作成し，鉄分析 9)，
pH 測定 10)，Cr(VI) 分析 11,12) に応用してきた。μPAD
は簡便な分析が可能であるが，機器分析と比較すると
一般的にやや感度が低い。フォトリソグラフィーによ
るμPAD の修飾法は，精度の高い流路設計が可能と
なるものの，紫外線照射による紙の変色がブランクを
上昇させ，結果として感度低下の原因となっていた。
そのため，Cr(VI) 分析では検出限界が 30 mg/L と，
実用的には困難なレベルのものであった。一方，ワッ
クスプリンターによるμPAD の修飾法は，紙の白色
の部分を維持したまま流路の構築が可能である。そこ
で本研究では，ワックスプリンティング修飾法により
作製したμPAD による Cr(VI) の高感度定量法につい
て検討を行った。

2.  実験

2.1 試薬
Cr(VI) 標準液（1000 mg/L，和光純薬工業製）を適

宜希釈したものを用いた。1,5 - ジフェニルカルバジド
（DPC）は，ナカライテスク製のものを使用し，10 g/L

のアセトン溶液として用いた。塩酸は，和光純薬工業
製のものを用い，純水で希釈し，0.1 mol/L のものを
用いた。

2.2 μPADの作製
Fig.1 A に示す 4 チャネル型のμPAD を Microsoft 

Word によりデザインし，ワックスプリンター
（Xerox，ColorQube 8580）を用いてクロマトろ紙
（Advantec，No.51B）に印刷した。印刷したろ紙を，
120 ℃にした乾燥器（Advantec, FS-620）に2分間入れ，
ワックスインクを融解することにより疎水性バリアを
構築した（Fig.1 B）。

2.3 μPADによるCr(VI) の分析手順
Fig.2 に修飾したμPAD による Cr(VI) の分析手順

を示す。修飾したろ紙の 4 隅の検出部に，マイクロピ
ペッターを用い，DPC 溶液 1μL，塩酸 0.5μL を滴下
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し乾燥した。次に，Cr(VI) を含む試料溶液を中心の試
料滴下部に滴下すると，試料溶液は 4 隅の検出部に浸
透し，Cr(VI)-DPC 錯体が形成することで紫色に呈色
す る（Fig.1 C）。乾 燥 後 のμPAD を ス キ ャ ナ ー

（Epson，GT-S650）で撮り込み，呈色部の RGB 強度
を画像処理ソフト ImageJ（NIH）13) により解析した。
なお，分析値は 4 回測定したものを平均し，その標準
偏差を求めた。

3.  結果

3.1 画像取り込み方法の検討
呈色したμPAD の画像を取得するため，コンパク

トデジタルカメラ（Panasonic，DMC-LS80），デジタ
ル一眼レフカメラ（Nikon，D5100）及びスキャナー

（Epson，GT-S650）を用い比較を行った。なお，コン
パクトデジタルカメラ及びデジタル一眼レフカメラに
関しては，実験台で覆い等をせず，そのまま撮影した
ものと，撮影ボックス（シーフォース SEA FORCE，
PX-260）内で撮影したものについても検討した。

Cr(VI) 濃度，0，0.5，1，5，10 mg/L の溶液を試料
溶液とし，２．３に記述した方法により呈色操作を行っ
た。取り込んだ画像の呈色部を画像解析ソフトにより，
RGB 強度で解析したところ，G 強度が最も強い応答
を示した。したがって，G 強度を評価強度として選択
した。一方，それぞれの画像取得方法を評価するため，
ここでは各 Cr(VI) 濃度と画像解析から得られた G 強
度をプロットし，感度の目安である検量線の傾き及び

強度 - 濃度の関係性の強弱を示す相関係数を調べた。
その結果を Table 1 に示す。これよりコンパクトデジ
タルカメラ（Compact）及び一眼レフデジタルカメラ

（DSLR）は，実験台（Table）での撮影よりもボック
ス（Box）内での撮影の方が，検量線の傾きがやや大
きい結果が得られた。これは外からの光の入り込み等
の影響を受けず，呈色部の撮影が行えたためと考えら
れる。一方，相関係数に関しては 0.9 程度が得られて
いるが，ボックスを使用した一眼レフデジタルカメラ
での撮影は 0.772 と良い相関が得られなかった。一眼
レフデジタルカメラは，撮影条件を設定できる項目が
多く，最適化すれば感度・精度の改善がみられると考
えられるが，今回の検討では，コンパクトデジタルカ
メラの方が良い結果となった。一方，スキャナー

（Scanner）による取り込みは，カメラに比べて傾きが
1.5～2.7 倍大きく，感度に大きく影響を与えることが
分かった。スキャナーは外界の光の影響を受けること
なく画像を取り込むことができるため，より高感度な
分析が可能となったと考えられる。今回使用したス
キャナーは，PC に USB 接続することにより（バスパ
ワー）駆動するタイプであり，AC 100 V の電源を必
要としないため，ノート PC などを利用すれば，屋外
でも画像の取り込みを行うことが可能である。今回検
討したものと異なる機種のカメラやスキャナーの使用
による，強度（感度）への影響があると考えられるが，
試験紙上の分析とは関係ない位置に基準となる紫色で
印字した箇所を設け，呈色部の強度との比をとること
で（内標準法），機種に依存しない分析が可能となる
と考えられる。以上の結果から，今後，高感度化のた
めの画像の取り込みは，スキャナーを用いることとし
た。

3.2 滴下体積の検討
通常，分析における高感度化のためには，濃縮の手

法が用いられる。例えば，Cr(VI) の濃縮法として溶媒
抽出14) やイオン交換樹脂を用いた方法15) 及び共沈法16)

が報告されている。しかしながら，そのような前処理
を行うことなく高感度化が可能となれば，操作が煩雑
とならず，特別な試薬も必要としない簡便な手法とな
る。そこで，本研究では，μPAD に滴下する試料体積
を増加させる単純な操作で，高感度化が可能か検討を
行った。滴下体積による G 強度への影響について検
討した結果を Fig. 3 に示す。なお，各強度は，ブラン
クの強度を差し引いた値，ΔG としてプロットしてい
る。これより，滴下体積の増加にともない，強度は緩
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やかではあるが，増加していることがわかる。滴下体
積の増加に伴い強度も向上するが，その分呈色反応終
了までの時間も要する。したがって，ここでは，ばら
つきも少なく，乾燥時間も適当な，滴下体積 60μL を
選択した。

3.3 検出限界の算出
３．２で検討した結果から，Cr(VI) を含む試料溶液

の滴下体積を 60μL とし，作成した検量線を Fig.4 に
示す。これより，100μg/L までは良い直線性を示し，
100μg/L 以降はやや湾曲してくるものの，各 Cr(VI)
濃度において明瞭な強度差がみられた。これより，
100μg/L までの検量線（Fig.4 インセット）の回帰線

を用い，ブランクの標準偏差の 3 倍の強度を与える
Cr(VI) 濃度，すなわち検出限界を算出した。その結果，
Cr(VI) の検出限界は，26.2μg/L となり，以前に報告
した検出限界 30 mg/L の 1000 倍感度が向上した。

4.  結論

本研究ではμPAD を用いた Cr(VI) の高感度定量法
について検討を行った。その結果，試料体積を 60μL
とすることで，検出限界 26.2μg/L が得られ，以前に
報告した手法から 1000 倍感度が向上した。実用化に
は，実サンプル中に想定される共存成分の影響や，本
分析試験紙及び他の分析法による実サンプル分析結果
との比較等の検討を行う必要がある。本法は，濃縮な
どの前処理操作を必要とせず，試料溶液を滴下するだ
けで，簡便な Cr(VI) 高感度分析が可能である。分析
機器を使用することなく分析が可能であるため，分析
環境が十分でないオンサイトや開発途上国などでの活
用が期待される。
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