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要約
本研究では、特別な分析機器を使用せずに銅イオンを測定する目的で、検出領域としてウェル状スポットを有する紙製分析デ
バイス（PAD）を開発した。PADは、トリクロロシランの化学気相成長（CVD）でクロマトグラフィー紙に疎水性障壁を形成さ
せることで作製した。検出・定量領域には、銅との反応で茶色を呈する錯化剤として、ジエチルジチオカルバミン酸（DDTC）
を固定した。水試料中の銅の検出に適用した後、作製したPADは、画像として取り込まれ、RGB値へ変換することで定量に適用
された。
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1.  緒言
　重金属は、工業利用などが盛んである一方、その環境汚染
は深刻な問題の一つである。銅（Cu）は、動植物にとっては重
要な微量元素である一方で、過剰摂取によっては、黄疸、肝
臓障害など様々な症状を引き起こす可能性がある（Lisa and 
Ching, 2003）。そのため、世界保健機関は、飲料水中の最大
許容濃度を1.5mg L-1（WHO, 2004）、日本においては、一律
排水基準を3 mg L-1（環境省， 1971）と定めている。したがっ
て、様々な環境水中の銅濃度を簡便に測定する方法は重要で
ある。
　現在、微量金属元素を定量するために一般的に用いられて
いる分析法には、原子吸光分析法（Anna et al., 2012）、ICP発
光分析法（Yuemei et al., 2006）、ICP質量分析法（Sebastian et 
al., 2011）などが挙げられる。これらの方法は、選択性があり、
高感度に定量することが可能だが、高価な装置や、高度な分
析技術が必要とされる。
　近年、紙上に一連の分析手順を集約させたものである、紙
製分析デバイス（Paper based analytical device: PAD）が、高感

度、簡便性、携帯性、低コストなどといった利点を有すると
して、大きな注目を集めている。PADの研究は、医療現場で
のポイントオブケア（David et al., 2015）に主な焦点が当てられ
ていたが、環境分析（Maria et al., 2018）などの分野への応用の
報告も増えている。
　PADの製造方法として、親水性紙への疎水性物質による壁
の構築が報告されており、フォトリソグラフィー法（Martinez 
et al., 2007）、印刷法（Shoumei et al., 2012）などの方法がある。
中でも化学気相成長（CVD）を利用する方法は、熱的、化学的
に安定な疎水性障壁を、特別な装置がなくても作製すること
が可能である。
　比色分析は、発色試薬を使用することで検体濃度を色調変
化として表す手法であり、金属、タンパク質などの分析に広
く適用されてきた（Saravanan et al., 2012）。一般には、吸光
光度法を併用することが多いが、デジタル画像処理の進歩に
より、色をデジタルデータとして取得した後、数値化させる
ことで、測定に応用させる例も報告されている（Firdaus et al., 
2014）。
　中でも、赤（Red）、緑（Green）、青（Blue）を混ぜて色を表す
加法混合の一種であるRGB解析は、各要素を0～ 255の範囲
で変動させ、組合わせることで色を表現させるため、色を数
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図1：PAD作製から色解析までの流れ
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値として可視化することができる（Paolo et al., 2012）。これは、
人が視覚的に判断するよりも遥かに再現性がある。また、カ
メラやスキャナーなどの画像取得ができる機材があれば良い
ので、特別な分析機器や技術は不要である。
　本研究では、疎水性剤としてトリクロロシランを用いた
CVDによってPADを作製した。この製造技術は、真空や温度
調節を必要とせず、短時間で実行された。水試料中の銅を発
色させるために、銅との反応によって茶色を呈するジエチル
ジチオカルバミン酸を適用し、PADに含浸させた。そして、
試料との反応後に現れる発色団をデジタルイメージングし、
RGB値に変換することで銅の定量を試みた。

2.  実験
2.1  試薬
　全ての試薬は、分析等級以上のものを追加精製することな
く使用した。全ての実験を通して、Advantec ultra pure water 
system（CPW‒102）で製造された精製水を使用した。
　銅標準溶液（1000 mg L-1）は、和光純薬工業から購入した。
銅の形態は、2価の陽イオン（Cu2+）であった。試料溶液は、
標準溶液を適切に希釈することで調製した。ジエチルジチオ
カルバミン酸ナトリウム三水和物は、和光純薬工業製であり、
比色剤として選択された。トリクロロシランは、東京化成工
業株式会社から購入し、疎水性障壁を形成させるために使用
した。クロマトグラフィー紙は、Advantec製であり、純粋な
セルロース繊維で構成されていた。干渉元素を含む溶液は、
一般的なアルカリ金属、アルカリ土類金属、遷移金属の硝酸
塩、または塩酸塩を溶解させて調製した。

2.2  紙製デバイスの作製
　PADを作製するためのCVDは、シリコンゴム製のパッキン
が付いた密閉容器内で行われた。容器体積は1.3 Lであり、中
央にはTCSを添加するための小瓶を設置した。
　塩化ビニル製のテープを任意の形状に切り出し、クロマト
グラフィー紙に貼り付けた。今回、テープをφ6 mmの円形
に切り出した。紙をCVD用容器に入れた後、トリクロロシラ
ン（TCS）を滴下してCVDを行った。容器から紙を取り出し、
テープを除去することで、テープ下の紙の領域は親水性にな
り、他の領域は疎水性になったPADを得た。

2.3  銅イオンの測定
　銅イオン検出のために、2 wt%ジエチルカルバミン酸溶液
10 μLを、PAD上のウェルスポットに添加し、室温下で自然
乾燥させた。
　次に、銅イオンを含む試料溶液50 μLを、作製したDDTC含
浸PADの検出領域に滴下し、反応させた。乾燥後、スキャナー
（RICOH MP1301）でカラー画像として取り込んだ。得られた
色は、Adobe Photoshop Elements 8を使用して赤緑青（RGB）
の要素に分けて数値化した。

2.4  実試料の前処理
　実試料の分析には、三重県津市にて採取した井戸水、河川
水、雨水が適用された。試料は分析前に、孔径0.45 μmのセ

ルロースメンブレンフィルターで試料を濾過した。
　実試料に対する提案手法の正確さと精度が、回収率と相対
標準偏差に基づく標準添加法によって確認された。

3.  結果と考察
3.1  紙製流体デバイスの作製及び使用条件
　PADの作製条件の検討のために、50 mg L-1ローダミンB溶
液を色素として使用した。溶液をスポットに滴下することで、
スポット場所を示す枠線に対する色素の広がりが確認され
た。

3.1.1  TCS 滴下量
　クロマトグラフィー紙へ疎水性障壁を形成させるため、蒸
着させるトリクロロシラン（TCS）の最適な滴下量を検討した。
蒸着時間は10分に固定した。結果を図2に示す。15 μL以下
の場合、溶液が枠外に染み出した。30 μLでは、親水領域が
目標よりもやや狭い範囲となった。よって、最適なTCS量を
20 μLとした。

3.1.2  蒸着時間
　続いて、滴下するトリクロロシランを20 μLに固定し、蒸
着に要する時間を検討した。結果を図3に示す。蒸着時間が
10分未満でも、疎水性障壁を形成させることができると分
かった。しかし、1、2分の場合、溶液が枠線を越えて染み出
した。したがって、十分にCVDを行うことができる時間とし
て、3分を選択した。

3.1.3  試料体積
　作製したPADへの最適な試料溶液の体積を検討した。図4に、
40～ 200 μLの範囲で滴下量を変化させた結果を示す。試料
体積の増加に従い、紙上で形成される水滴が大きくなり、疎
水領域外への侵出も観察された。50 μLを最適な試料体積と
決定した。

図2：蒸着時間10分におけるTCS量の影響
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図3：PADへの試料体積の影響
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3.1.4  分析までの所要時間
　試料溶液をPADに滴下した後、乾燥させ、RGB解析ができ
るまでに要する時間を測定した。実験は、室温（25 ℃）で、風
の影響を受けない場所で行われ、50 μLのローダミンB溶液を
滴下することで検討した。結果を図5に示す。結果から、分
析までに要する時間は、1時間程度であった。

3.2  pH の影響
　試料溶液中の銅と、DDTCが反応することで生じる色に対
する、pHの影響を調査した。結果を図6に示す。R、G値に
注目すると、pHの変化による大きな値の変化を観察するこ
とができなかった。よって、目的試料を測定する際、pHを
調整する必要がほとんどないことが確認された。

3.3  干渉イオンの影響
　実試料に適用する際には、他元素の影響が問題になる。銅
10 μg L-1を含む試料溶液に、環境試料水に多く含まれるイオ
ンを混在させることで、RGB解析に対する一般的な共存イオ
ンの影響を調査した。表1に示されるように、アルカリ金属
イオン、アルカリ土類金属イオン、鉛、亜鉛、クロムは、提
案手法に対して大きな影響を及ぼさなかった。
　しかし、マンガンや鉄を含有した溶液では、反応後のスポッ
トの色が黒く変色した。これは、DDTCと反応して発色を呈
したためだと考えられた。そのため、マンガンと鉄に関して、
目的試料を測定する際には、あらかじめマンガンと鉄を除去
するか、影響を受けない濃度まで下げる必要があった。

3.4  分析性能
　最適条件下において、試料溶液の銅濃度を変化させること
によって、RGB値別で検量線の検討を行った。検量線の線形
範囲（ダイナミックレンジ）は、図7に示す通り、0～ 70 mg 
L-1の範囲で得られ、R: y = -1.521x + 259.8、G: y = -1.898x + 
246.1、B: y = -2.194x + 208.9であった。直線性は、GとRでは
優れていたが、Bでは良い直線性を得られなかった。検出限
界（3/N）は、R: 0.49、G: 0.30、B: 0.45 mg L-1であった。また、
銅5 mg L-1を含む試料を5回測定した場合の再現性は、相対
標準偏差（RSD）として算出され、R: 1.0 %、G: 2.0 %、B: 3.7 %

↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓
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図4：滴下直後と乾燥後のPADへの試料体積の影響
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図6：RGB値に対するpHの影響

Interference Concentration
(mg L-1)

Recovery ± standard deviation

R G B

Na+ 30000 99.8 ± 0.6 100.7 ± 2.7 104.7 ± 7.5

Mg2+ 200 101.4 ± 1.3 103.1 ± 2.5 104.3 ± 3.6

K+ 200 101.5 ± 2.7 102.1 ± 6.7 101.2 ± 10.5

Ca2+ 200 100.6 ± 1.0 101.6 ± 1.3 103.6 ± 0.5

Mn2+ 1 103.5 ± 0.4 107.1 ± 0.5 112.9 ± 0.9

Fe3+ 1 96.5 ± 0.4 95.7 ± 0.0 96.8 ± 0.2

Pb2+ 10 100.7 ± 0.5 102.1 ± 0.8 105.1 ± 1.3

Zn2+ 10 101.9 ± 0.8 103.0 ± 1.9 101.3 ± 4.5

Cr2O7
2- 20 99.8 ± 1.0 103.4 ± 1.5 110.6 ± 2.8

NO3
- 1300 101.4 ± 1.3 103.1 ± 2.5 104.3 ± 3.6

Cl- 45000 99.8 ± 0.6 100.7 ± 2.7 104.7 ± 7.5

表1：共存元素から受ける影響

図5：試料50 μLに対する分析までにかかる時間
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図7：銅濃度0～ 70 mg L-1におけるRGB値の変化

であった。
　結果から、提案手法を用いた銅の測定には、検量線の傾き
が大きく、安定性のあるG値が最も優れていることが判明し
た。

3.5  実試料への適用
　最適化された条件下で、実試料の分析を行った結果を、表
2に示す。実試料としては、井戸水、河川水、雨水を用い、G
値を中心に調査した。結果から、特に河川水、雨水では10 %
程度の誤差となり、満足のいく結果になった。
　また、R値、B値は濃度毎による値の変動が大きく、定量に
は不向きであることが観察された。これは、検量線の傾きが
小さいため、測定値のわずかなズレが大きな誤差となること
が一つの要因と考えられる。

4.  まとめ
　クロマトグラフィー紙上へ、TCSのCVDによって疎水性障
壁を形成させることで、紙製分析デバイスは調製された。提
案手法では、特別な機材を使用せず、真空、加熱条件なしに、
短時間（3分）で任意の領域を親水性 -疎水性にすることができ
た。このPAD技術は、比色分析とRGB解析を組み合わせるこ
とによって、水試料中の銅イオンの定量に適用、最適化され
た結果、簡便、低コスト、携帯性、操作性に優れる手法であ
ることが示唆された。今回は、ウェルスポットのPADであっ
たが、より高度な流路の作製を検討することにより、複数元
素の同時検出や、共存イオンの影響を受けにくい簡易分析法
を開発できる可能性がある。
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