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Abstract
　　 In our laboratory, gold nanoparticles protected by 3-mercaptopropionic acid (MPA-Au NPs) were 
previously prepared. The color of MPA-Au NPs changed from red to purple by addition of acid and returned 
from purple to red by addition of base. The pH response indicated many applications such sensors and optical 
switches. Recently, paper has been modified as a substrate to create microfluidic device for clinical diagnostics, 
environmental monitoring, and food safety assurance (i.e. microfluidic paper-based analytical devices, µPAD). 
We have developed µPADs using a photomask printed with a 3D printer for patterning of hydrophilic and 
hydrophobic zones by photolithography. Here, we demonstrate the pH sensor with multichannel µPAD using 
gold nanoparticle.
　　 MPA-Au NPs with a diameter of 1.7 nm ± 0.4 nm were prepared by citrate-reduction of hydrogen 
tetrachloroaurate (III) in the presence of sodium 3-mercaptopropionate. Chromatography paper was immersed 
with the octadecyltrichlorosilane n-hexane solution and hydrophobized. To hydrophilize paper, hydrophobized 
paper was covered with photomask (printed with 3D printer), and exposed to the UV light. A drop of MPA-
Au NPs was added to the detection zone on µPAD. The solutions with several pH were applied to the sample 
reservoir and the device images were captured with a digital camera. Blue and red intensities of collected 
digital images were analyzed using image software. The relationships between the ratio of blue intensity/red 
intensity and pH were linear.
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１．はじめに

　金属ナノ粒子は，量子サイズ効果や比表面積が極め
て大きいなどバルク金属とは異なる性質を示し１，２），
触媒３），電子材料４），光学材料５），色材６），分析７）な
ど様々な分野で応用されている。Shiraishi ら８）は3-メ
ルカプトプロピオン酸で保護された金ナノ粒子（Au 
NPs）が，pH の変化によって色調変化を生じること
を見出した。この Au NPs は，酸の添加により赤色か
ら紫色に変化し，アルカリの添加で再び赤色を呈する
可逆性を持つ。このような pH 応答性を有する Au NPs
は，センサーや光学スイッチへの応用が示唆された。
	 近 年， マ イ ク ロ 流 体 ペ ー パ ー 分 析 デ バ イ ス

（µPAD）が，分析の有効な手段として広く認識され
ている９）。µPAD は指先ほどの紙に，親水性・疎水性
の修飾を施し，分析目的成分と反応する試薬をあらか
じめ担持しておき，数10 µL 程度の試料溶液を滴下す
ることで，その色の変化から目的成分を分析すること
が可能な試験紙である。µPAD は紙を基板としてい
ることから次のような利点を有する。（i）どこでも入
手可能で安価（高品質クロマトグラフィー紙でも約
600円 /m2），（ii）水溶液が浸透するため、送液ポンプ
不要，（iii）薄く軽量（約10 mg/cm2）で幅広い厚さ

（0.07～1 mm）で使用でき，積み重ね，保管，輸送が
容易，（iv）白いため，比色試験に良好な媒体，（v）
その場分析が可能，（vi）分析後に簡便かつ安全に焼
却処分可能。したがってこのような利点から，µPAD
は医療診断，環境モニタリング，食品管理など幅広い
分野で研究されている．これまで著者らはフォトリソ
グラフィーの手法によって µPAD を作成し，水試料
中の鉄10）及び６価クロム11）の定量に応用し，その有用
性を示した。そこで本研究では，pH 応答性金ナノ粒
子を用いたフォトリソグラフィー修飾法によるマルチ
チャネル µPAD の開発を試みた。

２．実験

2.1　試薬
	 金ナノ粒子を調製するためのテトラクロロ金（III）
酸四水和物（HAuCl4），クエン酸三ナトリウム二水和
物及び3-メルカプトプロピオン酸ナトリウム（MPA）
は和光純薬工業製のものを用いた。µPAD の基板に
は，クロマトグラフィー用ろ紙（No.51B，Advantec）
を用いた。ろ紙の疎水化には，トリクロロオクタデ
シルシラン（OTS，東京化成工業）及び n-ヘキサン

（和光純薬工業）を用いた。pH 調製用の塩酸及び水
酸化ナトリウムは和光純薬工業製の特級試薬を使用し
た。

2.2　装置
　調製した金ナノ粒子の評価には，紫外可視分光光
度計（UV-2500PC，島津製作所），透過型電子顕微鏡

（TEM1230，日本電子）及び pH メーター（D-71TW，
堀場製作所）を使用した。フォトリソグラフィーによ
る µPAD 修飾のためのフォトマスクの作製には3D プ
リンター（Objet30 Pro，Stratasys）を用いた。疎水
化したろ紙の親水化には，UV-O3クリーナー（UV253，
Filgen）を用いた。接触角計（DM-300，協和界面科
学）を用い，µPAD の親水性及び疎水性を評価した。

2.3　�メルカプトプロピオン酸保護金ナノ粒子の調製
（MPA-AuNPs の調製）

	 MPA-Au NPs は既報８）に従い調製した。簡単には，
0.5 M HAuCl4水溶液に還元剤として0.025 mmol クエ
ン酸三ナトリウム二水和物及び保護剤として25 mM 
MPA を加え，加熱還流によって調製した。

2.4　マイクロ流体ペーパーデバイス（µPAD）の修飾
	 µPAD は既報10）に従い修飾した（Fig.1）。適当な大
きさに切断したクロマトグラフィーろ紙を0.1%（v/
v）OTS-n-ヘキサン溶液に12時間浸漬させ疎水化処理
を行った。乾燥後，疎水化したろ紙を3D プリンター
により作製したフォトマスクで被覆し，紫外線照射に
よって親水化を行った。中心の円は試料滴下部，４隅
の円は目的成分と反応して発色する試薬が担持してあ

Fig. 1  �(a) Schematic of the method for fabricating µPADs 
and (b) images of photomask and patterned paper.
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り，検出部の役割を果たす。中心の円に試料を滴下す
ると流路を伝わり，4隅の円に試料が到達し，呈色反
応を示すマルチチャネル型の µPAD である。

３．結果と考察

3.1　調製した MPA-Au NPs のキャラクタリゼーション
　調製した MPA-Au NPs 分散液の吸収スペクトルを
Fig.2a に示す。これより523 nm 付近に MPA-Au NPs
由来の表面プラズモン吸収ピークがみられ，MPA-Au 
NPs の生成が確認された。また，pH 3.0の溶液との反
応により合成した MPA-Au NPs のプラズモン吸収シ
フトも見られ，合成した Au NPs は pH に応答するこ
とが明らかとなった。
	 TEM 観察の結果（Fig.2b 及び c），調製した MPA-
Au NPs の平均粒径は1.7 nm となり，粒径分布も2 
nm をピークとして標準偏差0.4 nm とばらつきの小さ
い均一な粒径のナノ粒子が得られた。以前報告した
MPA-Au NPs の平均粒径は2.0 ± 0.7 nm８）であり，ほ

ぼ同程度の粒径を持つ Au NPs が得られたことを確
認した。調製した MPA-Au NPs 分散液に塩酸および
水酸化ナトリウム水溶液を加え，pH を調整し，吸収
スペクトルの測定及び MPA-Au NPs の色調の変化を
観察した。その結果，塩酸を加え pH を5.9から3.0に
段階的に変化させた場合，赤色から紫色に色調が変化
した。また，吸収スペクトルの測定から，プラズモン
吸収ピークの長波長側へのシフト（Fig.2a）及び粒径
の変化（Fig.2d 及び e）が観察され，スペクトルがブ
ロードとなり，粒子の凝集が確認された。一方，水酸
化ナトリウム水溶液により pH を3.0から9.8に調整し
たところ，再び色調が紫色から赤色に変化した。ま
た，スペクトル測定からも塩酸を添加する前と同様
のスペクトルが観察され，調製した MPA-Au NPs が
pH に対して可逆性の応答を示すことが確認された。

3.2　 �µPAD 修飾条件（OTS-n-ヘキサン濃度，紫外線
照射時間）の最適化

	 ろ紙の疎水性及び親水性は，試験液を水とし，表面
の接触角を測定することにより評価した。Fig.3にク
ロマトグラフィーろ紙の疎水化処理のための OTS-n-
ヘキサン溶液の濃度について検討した結果を示す。こ
れより，OTS-n-ヘキサン溶液濃度は，検討したいず
れの濃度においても接触角は概ね120°となり，十分な
疎水性が得られることが明らかとなった。したがっ
て，結果から OTS-n-ヘキサン溶液濃度は，最も大き
な接触角が得られた0.1%（v/v）を選択した。

Fig. 3  �Effect of the OTS-n-hexane concentration on 
the contact angles. Test liquid was water. Each 
datum is the mean of five measurements; error bars 
represent the relative standard deviations of these 
measurements.

Fig. 2  �Absorption spectra (a), particle size distribution 
histograms (b and d), and TEM images (c and e) 
of MPA-Au nanoparticles. (b) and (c): pH 5.9. (d) 
and (e): pH 3.0. dav: average diameter. σ: standard 
deviation.
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　次に表面の親水化のための UV の照射時間に関して
検討を行った。結果を Fig.4に示す。これより接触角
は UV の照射時間に伴い，指数関数的に減少し，親水
化が進行することが明らかとなった。16時間の照射で
接触角がほぼ0°となったため，UV 照射時間は16時間
を選択した。

3.3　 µPAD の pH センサーへの応用
	 調製した pH 応答性 MPA-Au NPs 分散液を µPAD
に応用することを試みた。初めに分散液の検出部への
滴下量について検討した。MPA-Au NPs 分散液の滴
下量を1，2，3，4，5及び6 µL の範囲で変化させて滴
下を行い，検出部の観察を行った。滴下量6 µL の場
合，検出部から試料滴下部への MPA-Au NPs 分散液
の流出がみられた。一方，1～5 µL の滴下量の範囲で
は，滴下量の増加とともに色調はやや強くなったが，
滴下量の増加に伴い乾燥時間が長くなった。そこで，
1 µL の分散液を1～5回に分けて滴下を行った。数回
の滴下の場合は，滴下した分散液の乾燥を待ってから
次の滴下を行った。その結果，滴下量が同じでも，塗
布を繰り返した方が早く乾燥することが明らかとなっ
た。ここでは，滴下と乾燥の操作及び時間を考慮し，
1 µL を2回に分けて滴下することとした。
	 次に pH の検出方法について検討した。色調変化を
目視でとらえる場合，人による誤差等が考えられるた
め，ここでは画像解析による色調の数値化を行った。

種々の pH に調整した試料溶液を µPAD に滴下し，
画像をデジタルカメラで撮影した。撮影した画像を
PC に取り込み，画像処理ソフト，ImageJ12）（National 
Institute of Health）を用い，検出部の赤色の強度

（IRed）及び青色の強度（IBlue）を測定した。IRed と pH
の関係をプロットしたところ，pH の上昇に伴い IRed

は直線的に増加した。IRed と pH の関係から最小二乗
法により算出した回帰線及び決定係数 R2はそれぞれ
IRed = 0.57pH + 170及び0.59となった。一方，IBlue につ
いて解析を行ったところ，IRed の場合とは異なり，pH
の上昇に伴い IBlue は直線的に減少する結果となった。
得られた直線関係及び R2はそれぞれ IBlue = −4.1pH + 
150及び1.00となり，傾き及び R2は IRed の場合と比較
して大きくなり，感度だけでなく相関においても良好
な結果が得られた。一方，検量線法ではしばしば内部
標準法13）が用いられる。これは，試料中に存在する目
的成分と他の成分の信号強度比を解析することで，分
析時の不規則な変化を相殺し，分析精度の向上を図る
解析手法である。本手法では µPAD による色調の変
化をデジタルカメラで撮影し，画像解析によって分析
しているため，外部からの光の影響を受ける可能性
がある。そこで，分析時の影響を相殺する内部標準
法のように，IBlue/IRed 比を用いた解析を試みた。その
結果，Fig.5に示すように，IBlue を解析した時と同様に
IBlue/IRed 比も pH の増加に伴い直線的に減少している
ことがわかる。この際の直線関係及び R2はそれぞれ

Fig. 4  �Effect of the UV exposing time of paper on the 
contact angles. The paper was immersed in 0.1% 
(v/v) OTS-n-hexane solution. Test liquid was water. 
Each datum is the mean of five measurements; 
error bars represent the relative standard deviations 
of these measurements.

Fig. 5  �Blue/red intensity ratio as a function of pH. Our 
AuNPs (closed circles) and commercial AuNPs 
(open circles). Each datum is the mean of four 
measurements; error bars represent the relative 
standard deviations of these measurements.
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IBlue/IRed = −2.6×10−2pH + 0.88及び1.00となり良好な
相関が得られた。一方，比較として市販の Au NPs を
用い同様の検討を行ったが，色調に変化が見られず，
画像解析による IBlue/IRed 比も pH による変化は見られ
なかった。これより，本研究室で合成した MPA-Au 
NPs を µPAD に担持することで，pH 応答センサーと
して応用可能であることが示唆された。

結論

	 本研究では pH に対して可逆的な凝集・分散を行う
MPA-Au NPs を合成し，MPA-Au NPs を担持した
µPAD を用いた pH センサーを開発した。本デバイス
に異なる pH の溶液を滴下し，検出部の画像を解析し
たところ，検出部の IBlue/IRed は pH に対して直線的に
減少し，本試験紙の有用性が確認され，µPAD への
Au NPs の担持が可能であることが明らかとなった。
Au NPs は凝集・分散による色調変化から視認性が高
く，金表面への修飾が容易なため，分析目的成分に合
わせた機能性を付与した Au NPs を担持した µPAD
への応用が期待される。
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