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はじめに 蛍光計測はバイオ分子と非常に親和性が高い検出手法の一つであり，環境計測や医療計測において有用で

ある。今回，前回の報告[1]に引き続き蛍光分子封入リポソームを用いた蛍光アレイセンサを検討する。蛍光分子封入

リポソームの蛍光検出のメカニズムは，リポソームの脂質膜が蛋白質との相互作用で流動化し，膜透過性が高まるこ

とでリポソームから蛍光強度が低い高濃度カルセイン溶液が漏出する。カルセイン溶液はリポソーム近傍にあるリン

酸緩衝生理食塩水(PBS)により希釈されることで蛍光強度が増加し，その蛍光強度を検出することでタンパク質との相

互作用が測定できると考えられる。今回，リポソームに封入するカルセイン分子の濃度の最適化を検討し，さらにタ

ーゲット蛋白質に対する蛍光検出特性を評価した。 

実験内容と結果 作製した蛍光アレイの構造を図 1 に示す。加工した PDMS アレイを加熱・硬化し，液状 PDMS を

接着剤として塗布・加熱し，スライドガラス上に固定した[1,2]。アレイデバイスは 700 μm×700 μm のセル（深さ約

2000 μm）3×3構成である。測定系として落射光学系を用いて，青色 LED からの励起光をアレイ直上から照射し，ア

レイセル内の蛍光分子が発する蛍光を CMOS イメージャにより撮像し，セル毎の蛍光強度特性を測定した。 

今回，カルセイン溶液を 0.001, 0.01, 0.1, 1, 5, 10, 50, 100 mM の 8種類用意し，マイクロピペットにより 0.7 μL各セ

ルに封入し，特に揮発防止のためアレイとカバーガラスを PDMS で接着して 1 時間の経時変化を測定し，蛍光の濃度

依存性を評価した。その結果を図 2 に示す。同図よりカルセイン濃度が 0.001 mM(1 μM)から上昇すると蛍光強度は増

加し，1 mM から 5 mM の間で蛍光強度は最大となる。5 mM よりも濃度が上昇すると蛍光強度は減少することが分か

る。文献[3]では，カルセイン濃度が 3.1 (±0.4) mM において蛍光強度は最大となることが報告されており，今回の結果

は文献[3]の結果と一致していることが確認された。蛍光分子封入リポソームの蛍光検出のメカニズムと今回の結果よ

り，リポソームに封入するカルセイン溶液は，PBS により希釈され蛍光強度が最大になる濃度より高い濃度で最適化

する必要がある。 

次にアレイセル中の蛍光分子封入リポソームにターゲット蛋白質(ウシ炭酸脱水酵素(CAB))を添加し，カバーガラス

で密閉後 1時間の経時変化を測定して同蛋白質濃度依存性を評価した。カルセイン封入リポソーム(ジパルミトイルホ

スファチジルコリン(DPPC))の濃度は 10 mM，ターゲット CAB 濃度は 100, 300, 500 μMとした。その結果を図 3 に示

す。カルセイン封入リポソームに添加した CAB の濃度が高くなるほど蛍光強度は単調に増加することが分かり，リポ

ソームと CAB の相互作用強度の CAB 濃度依存性を得た。以上，カルセイン蛍光分子の濃度が最適化され，その結果

明瞭なターゲット蛋白質の濃度依存性の検出結果が得られた。 
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Fig.3. Intensity of fluorescence after 60 min as a 

function of concentration of target CAB.  

(a)        (b) 

Fig.2. Intensity of fluorescence after 60 min as a 

function of concentration of Calcein. 

Fig.1. Structure of miniaturized array sensor 

device: (a) a surface photograph of array, (b) 

fluorescence image of array, (c) 
cross-sectional illustration of array. 
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