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1.　は じ め に

近年，医療現場に加え，環境モニタリング，食品の安
全検査など様々な分野において，測定現場で標的検出を
行うための技術（Point of Care Testing, POCT）の開発
が求められている。POCTでは，電源など検査に必要な
環境が保障されていない場所おいて検査を行う場合が多
く，また測定者は専門の測定技師ではない場合が多い。
したがって，充電式で持ち運びが可能な測定機器を使
い，また現場で活躍している人や患者自らが検査を行え
る様な簡便な手法であることが望まれる。
スマートフォンは，高性能カメラ，GPS，ネットワー
クシステム，加速度などの様々なセンサー，バッテリー
がコンパクトにまとめられたコンピューターであり，今
や世界のほとんどの人がポケットに入れて持ち歩いてい
る。ウエアラブル端末などと組み合わせた，いわゆる
Internet of Things（IoT）デバイスとしての活用も盛ん
になされている。スマートフォンは可搬性に優れている
ため，POCT開発における測定機器の情報処理部分とし
ての利用が期待される。実際，スマートフォンに小型化
したアクセサリーを追加することで，顕微鏡や計測器と
して利用する試みが始まっている 1)。例えば，イギリス
のナノポア社からは，スマートフォンベースの DNA
シーケンサ（SmidgION）も登場しようとしている。「遠
く離れたラボに検体や試料を持ち込むのではなくて，ラ
ボを人々に届ける」が，バイオ検査の一つの方向性とし
て示されている 1)。著者らは小型タブレットやスマート
フォンをプラットフォームにしたバイオ検査を「スマー
トバイオセンシング」と名付けて分野横断的な研究開発
を行っている。その中には著者らの身の回りの有害・危
険物質の検出を個人で可能にするための微細半導体チッ
プやフレキシブルなバイオセンサーの開発なども含まれ
るが，本稿では，開発したスマートフォン蛍光顕微鏡を

プラットフォームにしたスマートバイオセンシングにつ
いて主に解説する。

2.　スマートフォン蛍光顕微鏡の開発

著者らは以前，タブレット型のコンピューターを利用
した蛍光顕微鏡を開発していた。箱型ボディー内部に光
学系（レンズ 20倍，開口数 0.4，LED 励起光 470 nm，
蛍光フィルター 510 nm）を収納し，片手で持てるキャ
リングハンドルを装備し，モバイルバッテリーで動作可
能な蛍光顕微鏡である。天板に iPad を載せることで，
iPad の背面内蔵カメラを光路に接続すると，ディスプ
レイ上の表示倍率において約 300倍，iPad の表示拡大
機能を使えば約 1,000倍で観察を行うことができた。理
論上の分解能は 0.7 μmであった 2)。
今回，さらに小型化を目指し，スマートフォンの背面
カメラを顕微鏡の光路に接続することで，ディスプレイ
上に観察画像を表示させることにした。タブレット蛍光
顕微鏡と基本的な仕組みは同じであるが，励起光源や分
光フィルターなどの光学系とバッテリーを収納する部分
をできるだけ小型なものとし，持ち運び時には試料ス
テージや対物レンズを折りたためるようにした。その結
果，試料を入れる暗箱構造は持たないが，折りたたんだ
際は片手に収まるほどのサイズとなった（図 1）。観察
範囲を対物ミクロメーターで計測すると，画面上の表示
サイズで 150倍，iPhoneの表示拡大機能を使えば約 750
倍の倍率で観察を行うことができた。当初，手で試料を
動かし視野を移動していたが，倍率が高いために，観察
位置を調節することが難しかった。そこで X，Y，Z そ
れぞれの方向に微調整できるようメカニカルステージと
上下機構を持った台座部を作製し組み合わせた。その結
果，観察・撮影の操作性が上がり，タブレット型蛍光顕
微鏡の操作性に近づいた。
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3.　スマートフォン蛍光顕微鏡によるアスベスト検査

著者らは，2005年のアスベストショック以来，アス
ベストの蛍光検出技術を開発してきた。2006年わが国
ではアスベストが全面禁止になったものの，アスベスト
がすでに使われた可能性がある民間の既存建築物は，鉄
骨，鉄筋コンクリート造りのものだけで 280万棟，木造
も合わせると 3,600万棟にも及ぶことが知られている
（国土交通省，第 5回社会資本整備審議会建築分科会ア
スベスト対策部会資料，2009年）。最近でも，東京霞が
関の合同庁舎でエレベーターシャフトからアスベストの
飛散が見つかるなど，アスベストの問題は続いている。
従来のアスベストの検査法では，まず大気浮遊物を
フィルターに捕捉して位相差顕微鏡で観察することから
始まる。位相差顕微鏡で観察して総繊維数が多い場合，
アスベストか否かの検査が電子顕微鏡下の X 線による
元素分析によって行われる。しかし，電子顕微鏡を用い
る方法は大変時間がかかるので，迅速に危険を察知して
安全を確保するためには，手軽に検査できる方法が必要
とされていた。著者らはこれまでに，タンパク質の分子
認識能力を利用したアスベスト蛍光染色技術を開発し，
簡便で高精度なアスベスト測定方法の確立に取り組んで
きた。すなわち，自然界のタンパク質や人工的なペプチ
ドライブラリーからアスベストに結合するものを見つけ
出し，さらに特異性を高める様な改変技術を駆使して，
アスベストに対して選択的な蛍光試薬の開発を行ってき
た 3–5)。この蛍光試薬を使い，フィルター上のアスベス
トを染色することで，アスベストを蛍光顕微鏡で検出す
る方法（蛍光顕微鏡法）を開発した。2017年 7月に改
訂された『アスベストモニタリングマニュアル第 4.1
版』（環境省）では，位相差モードで検出された繊維を，
蛍光モードでアスベストか否かを判定しながら計測する
位相差／蛍光顕微鏡法が，解体現場での漏洩監視のため
の迅速測定法（公定法）として位置付けられた。蛍光に
よるアスベスト検査方法は電子顕微鏡を利用する従来の
方法に比べて格段に迅速なアスベストの判定が可能な方
法となった。
実際の解体現場から採取した試料 36種を用いて，蛍

光法と電子顕微鏡法による計測結果の比較を行い，測定
法の違いによる影響を調べた。36種のサンプルについ

て事前の資料調査から判明した使用アスベストの種類
は，蛇紋石系のアスベストであるクリソタイル（白石
綿），角閃石系のアスベストであるアモサイト，クロシ
ドライトであった。結果を検証したところ両方法による
計測結果は，非常に相関性が高いことが分かった
（r=0.995）（図 2）。実際に用いた顕微鏡は小型蛍光顕微
鏡であるが，過酷な解体現場での検査を考えた場合，さ
らに携帯性に優れた蛍光顕微鏡の開発が必要であった。
持ち運びが容易なスマートフォン蛍光顕微鏡を利用する
ことにより，解体現場や被災地などでの飛散アスベスト
の調査に利用できる。実際に蛍光で染色したアスベスト
試料を観察すると，明瞭に観察することができた（図 3）。
また表示拡大機能を使うとアスベストに特徴的な先割れ
した形状を確認することができた。スマートフォンベー
スでもアスベスト飛散を迅速に検知することができる。

4.　カーボンナノチューブやナノ粒子の蛍光検出

カーボンナノチューブ（CNT）は，グラフェンシー
トが単層または多層で繊維状になった物質で，他ではみ

図 1．スマートフォン蛍光顕微鏡。組み立てた際の外観（左）。重量は約 500グラム。光路を内蔵した箱部分を小型化したことにより，
片手サイズに折りたたむことが可能になった（右）。

図 2．蛍光法と電子顕微鏡法によるアスベスト計測の相関。サ
ンプルは，解体現場で通常のサンプリング法により取得し
たフィルター及びリアルタイムモニター・バックアップ・
フィルターを使用した。
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られない特殊な物性をもつことから，エレクトロニクス
分野をはじめ様々な分野で応用されている。しかし，多
層 CNT はアスベストと同じように悪性中皮腫を引き起
こすことが報告された。現在，CNT の観察には電子顕
微鏡が用いられており，日常的に CNT の飛散をモニタ
リングする方法は確立されていない。著者らの開発した
バイオプローブを用いて蛍光法で観察できる微細クリソ
タイルの直径は 30–35 nm であることがわかっている。
ナノマテリアルは，通常の光学顕微鏡では見ることがで
きないくらい小さいが，蛍光で修飾すれば，その存在は
可視化できると考えられる。すなわち，CNT の検出に
蛍光法を応用すれば，手間のかかる電子顕微鏡と比べ，
はるかに簡便に CNTを検出できると考えられた。

CNT 結合ペプチドをビオチン化し，Cy3で標識され
たストレプトアビジン（Streptavidin-Cy3）と混合して蛍
光標識し，蛍光検出プローブを作製した。この蛍光検出
プローブが，CNT に結合するか確認を行うために，発
がん性が危惧されている多層 CNT への結合を観察し

た。蛍光検出プローブと CNT をチューブ中で混合し蛍
光顕微鏡で観察を行ったところ，CNT が蛍光で光って
いる様子が観察された（図 4）。バイオプローブを用い
た蛍光法は非常に簡便な CNT 検査法になる可能性があ
る。
一方，酸化チタンなどのナノ粒子も 100 nm 以下の非
常に小さいサイズを持つことから，生体への影響が懸念
されている。一部の研究では，酸化チタンに発がん性が
あることが報告されており，また銀のナノ粒子は神経毒
性が報告されている。酸化亜鉛ナノ粒子は，毒性は低い
が一時的な肺の炎症作用を持つことが報告されている。
ナノ粒子を管理するためには，測定法が必要となるが，
ナノ粒子は通常の光学顕微鏡では見えないことから観察
や測定を電子顕微鏡に依存している。簡便な測定法とし
て，これらのナノ粒子を蛍光で簡便に検出する技術の開
発を行った。
様々なナノ粒子に結合するペプチドが報告されてい
る。ここでは酸化チタン結合ペプチドと Cy3で標識さ
れたストレプトアビジンを混合することで，酸化チタン
検出用蛍光プローブを作製した。酸化チタン検出用蛍光
プローブと酸化チタンナノ粒子とをチューブ中で反応さ
せた後，位相差と蛍光顕微鏡で観察を行った。位相差顕
微鏡では，粒子の形態はほとんど観察できないのに対
し，蛍光顕微鏡では酸化チタンのナノ粒子を可視化すこ
とができた（図 5）。Brilliant Blue 515は，最も一般的な
蛍光色素である Fluorescein の約 7倍の蛍光強度を持つ
ことが知られている。高輝度蛍光色素である Brilliant 
Blue 515が標識されたストレプトアビジンを利用するこ
とで検出感度を向上させることができるのではないかと
考えられた。蛍光で検出できた酸化チタンナノ粒子の直
径を電子相関顕微鏡で解析を行った結果，約 28 nm で
あることがわかった。光学顕微鏡の分解能は 250 nm 程
度であるので（回折限界），位相差顕微鏡では見ること
はできない。一方，蛍光プローブと蛍光顕微鏡を使う蛍
光法では，同じく光学的な分解能の限界でナノサイズの
正確な計測は出来ないものの，ナノ粒子が光って見える
のでその存在を簡便に検出することが可能である。

図 3．スマートフォン蛍光顕微鏡によるアスベスト検査。試料は，
角閃石アスベストであるクロシドライト。標準試料をフィル
ター上に塗布し，蛍光染色後に観察した。右上の枠内はア
スベストの先端部をアイフォンの画面操作によって拡大。

図 4．多層カーボンナノチューブの位相差画像（左）と蛍光画像（右）。
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5.　発色による核酸検査

著者らは DNA ナノ構造体を利用した標的核酸検出用
の人工的なバイオセンシングプローブを開発している。
ここでは，二つのシグナル産生方式を採り上げ，POCT
開発に資するスマートフォンを用いた検出例を紹介する。
特定の DNA 配列の中には，立体構造を形成し酵素活

性を示すものが存在する。代表的な例として，グアニン
が豊富な DNA 配列は，G-quadruplex とよばれる 4重鎖
構造をとり，ヘミンと複合体を形成すると，ペルオキシ
ダーゼ活性を示すことが知られている。そこで著者ら
は，グアニンリッチな G-quadruplex 配列を二つに分割
し，それらの配列をピンセット構造体の両末端に持つよ
うな DNA ナノピンセット構造体（split-Gq-based DNA-
NT）を開発した（図 6） 6)。この DNA-NT は，標的核酸
が存在しない状態では開いた状態であり，分割した
G-quadruplex 配列が離れているため，ペルオキシダー
ゼ活性を示さない。一方，標的核酸が存在する場合，標
的認識部位が標的核酸と 2重らせん構造を形成し，ピン
セット構造が開いた状態から閉じた状態へと変化する。
このとき両末端に配置されていた分割 G-quadruplex 配
列は近接し，G-quadruplex 形成能が回復する。その際，
ヘミンとの複合体形成能も回復することから，ヘミン存

在下では標的を認識するとペルオキシダーゼ活性を示す
バ イ オ セ ン シ ン グ プ ロ ー ブ と し て 機 能 す る。
G-quadruplex の酵素活性は，通常のペルオキシダーゼ
活性を測定するための基質，ABTS と過酸化水素を用い
た比色法により検出可能である。この split-Gq-based 
DNA-NT は標的核酸を混合すると酵素活性を示し，溶
液はうすい緑色を示す（図 7）。このように標的濃度に
依存した発色反応が得られれば，あとは例えばウシオ電
機社のスマートフォンを活用した小型分光光度計ピコス
コープなどを利用すれば，簡単に定量化が可能である。
これまでにモデル 1本鎖 DNA だけでなく，生体外転写
反応により人工的に作製したノロウィルス RNA の一部
なども検出に成功している。この時，DNA-NT は標的
が存在する場合のみ酵素活性を示すことから，基本的に
は，測定サンプル，発色基質，センシングプローブを単
純に混合し，しばらくした後に吸光度を測るだけである
ので，POCT開発の基本原理としての利用が期待される。
ところで，スマートフォンにはカラーのイメージセン
サーによるカメラ機能も搭載されている。スマートフォ
ンで撮影した写真は R（赤），G（緑），B（青）の要素
から構成され，イメージセンサーの分光感度特性に則っ
てそれぞれの色の画像が撮影される。したがって，発色
反応後の溶液をカメラで撮影し，RGB の各要素に写真

図 5．酸化チタンナノ粒子の位相差画像（左）と蛍光画像（右）。

図 6．split-Gq-based DNA-NT の動作原理図。Elsevierから許可を得て転載。Reprinted from Ref. 6, Copyright (2015), with permission 
from Elsevier.



33スマートバイオセンシング

を分割後に輝度を評価すれば，吸光度計などを用いなく
ても，発色具合が評価可能であると考えられる。そこ
で，split-Gq-based DNA-NT を用いて発色させた溶液を，
スマートフォンカメラで撮影し，Image-J 7) を用いて
RGB それぞれに分割した画像を作成した。その結果，特
に B 画像において，標的核酸（39塩基のモデル 1本鎖
DNA）濃度に対応した輝度の減少が認められた（図 8）。
ABTS 発色反応の B画像領域部分の波長が吸収された結
果と考えられる。定量性や，定量濃度領域に課題は残る
ものの，スマートフォンによる写真撮影とソフト処理だけ
でも標的核酸の定性的な検出が可能になると期待される。

6.　スマートフォン蛍光顕微鏡による核酸検査

蛍光共鳴エネルギー移動（FRET）は，近接した 2個
の蛍光色素分子の間でエネルギーが移動する現象であ
る。二つの蛍光色素が十分離れている場合は，ドナーと
呼ばれる蛍光色素が吸収した励起エネルギーはドナーか
ら蛍光として放出される。この時，アクセプターと呼ば
れる蛍光分子は何のシグナルも発しない。しかし，二つ
の蛍光色素が近接した場合，ドナーが吸収した励起エネ
ルギーはアクセプターに移動し，アクセプターから蛍光
として放出される。そこで，特定の標的を認識するとこ
の二つの蛍光色素間の距離が変化するような分子をデザ
インすることにより，標的を認識すると FRET シグナ
ルを発するようなバイオセンシングプローブの開発が可
能である。このようなセンシングプローブは，標的を認
識した場合のみシグナルを発することから，基本的に
は，測定サンプルとセンシングプローブを単純に混合
し，しばらくした後に蛍光を測るだけで標的の検出が可
能なので，POCT開発の基本原理としての利用が期待さ
れる。しかし一般に，FRETシグナルの解析においては，
複数種の蛍光強度を測定することが必要であるため，蛍
光スペクトロメーターやフィルター切り替え装置付きの
蛍光顕微鏡などが利用される。これでは折角プローブ側
で実現した簡便な測定操作という特長を生かしきれな
い。しかし先の項で述べたように，スマートフォンで撮
影した写真は R（赤），G（緑），B（青）の要素から構
成されることから，イメージセンサーの分光感度特性に

合わせた蛍光色素を選択することにより，高額な蛍光測
定装置を用いなくても FRET の解析が可能であると考
えられる。そこで，著者らが開発した標的核酸を認識す
ると FRETシグナルを産生する FRET-based DNA-NT 8,9) 
を基盤技術として，スマートフォン蛍光顕微鏡による標
的核酸のイメージング検出法を開発している。具体的に
は，ドナー蛍光色素として 6-FAM，アクセプター蛍光
色素として ATTO590を修飾した FRET-based DNA-NT
を作製した（図 9）。この FRET-based DNA-NT は，通
常はピンセットが開いたような構造をしており，6-FAM
を励起すれば 6-FAM 由来の緑色の蛍光を発する。とこ
ろが標的核酸を認識すると構造変化を起こし，ピンセッ
トが閉じた構造に変化し，二つの蛍光色素が近接する。
その結果，6-FAM を励起すると FRET 現象により，
6-FAM から ATTO590へエネルギーの移動が起こり，
ATTO590が蛍光を発する。スマートフォンでの写真撮
影画像を用いることを想定すると，溶液のままではピン
トの合わせ方など解析が難しいと考えられる。著者らは
ビーズ表面へ FRET-based DNA-NT を修飾し，このビー
ズにピントを合わせて写真を撮影することによって
FRETの定量解析が行えると考えた。そこで，ピンセッ
ト構造のヒンジ部分にビオチンを修飾した FRET-based 
DNA-NT を作製し，ストレプトアビジン修飾磁性ビー
ズと混合することによって FRET-based DNA-NT 修飾磁
性ビーズを作製した。標的核酸（39塩基のモデル 1本
鎖 DNA）と混合後，この溶液を滴下してプレパラート
を作製した。このプレパラートを磁石の上に 2分ほど置
くことで，磁性ビーズをスライドガラス上に整列させ
た。この操作により，一枚の写真でも複数のビーズに焦
点があった画像の撮影が可能になった。そこでスマート
フォン蛍光顕微鏡で励起しながら蛍光画像を撮影した。
得られた画像は Image-Jを用いて R，G，B画像に分割し，
Analyze Particle 機能を利用してビーズ部分の輝度を算
出した。各ビーズの輝度について，R画像の輝度÷G画
像の輝度の値を FRET 効率として算出し，評価した。
その結果，標的核酸濃度を反映した FRET 効率の上昇
が認められた（図 10）。このようにスマートフォン蛍光

図 7．split-Gq-based DNA-NT による標的核酸の発色検出。測
定サンプル，発色基質，センシングプローブを単純に混合
するだけで，標的核酸濃度に応じた発色が得られる。ノロ
ウィルス RNA 配列の一部を模した合成オリゴ DNA（49
塩基）を用いて発色させた例。

図 8．B 画像における発色部分の標的核酸濃度依存性。発色反
応後の溶液をスマートフォンのカメラを用いて撮影し，
RGB の各要素に写真を分割した。B 画像における発色部
分の平均輝度を算出し，0 nM における平均輝度を用いて
相対評価を行った。
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顕微鏡による単純な写真撮影，さらにソフト処理だけで
も FRET 解析が可能であったことから，このシステム
の POCT への応用が期待される。本システムで利用し
た FRET-based DNA-NT は，一度閉構造を取ったあとは
比較的安定して閉構造を取り続けると考えられる。した
がって，FRET-based DNA-NT 修飾磁性ビーズを用いる
ことにより，大容量のサンプル中に存在する少量の標的
をビーズを用いて回収することが可能になり，そのビー
ズの FRET 効率をイメージングによって評価すること
で高感度化が期待できる。

7.　ま と め

著者らは小型タブレットやスマートフォンをプラット
フォームにしたバイオ検査をスマートバイオセンシング
と名付けて研究活動を続けている（http://sbsc.hiroshima-

u.ac.jp）。今回詳細は割愛したが，アスベストが映し出
された画像はスマートフォンの通信機能により，離れた
分析室でもリアルタイムで観察することができる。さら
にアスベスト計測用に開発したソフトウェアを使えば，
非熟練者でも現場での分析が可能になった。遠隔でも自
動画像解析できることが活かされると考えられる。ス
マートバイオセンシングの研究拠点では，身の回りの有
害・危険物質の検出を個人で可能にし，さらには自身の
生体情報を感知するウェアラブルなスマートバイオセン
シングの発展へと繋げて行きたいと考えている。
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図 10．ビーズ部分における FRET 効率の標的核酸濃度依存性。
スマートフォン蛍光顕微鏡を用いて撮影した画像を RGB
の各要素に分割し，バックグラウンド処理を行った。各
ビーズ部分について，R 画像の輝度÷G 画像の輝度の値を
FRET 効率として算出した。0 nM における平均 FRET 効
率を用いて相対評価を行った。グラフ内の図は，スマート
フォン蛍光顕微鏡を用いて撮影した画像から作成した
FRET シグナルイメージの例。直径 3 μm の磁性ビーズに
FRET-based DNA-NT を修飾したものを利用した。

図 9．スマートフォン検出用 FRET-based DNA-NT の例。参考文献 8)の図を改変した。Modified and reproduced from Ref. 8 with per-
mission from The Royal Society of Chemistry.


