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研究成果の概要（和文）：　環境や医療の分野では、様々な検査をリアルタイムで測定する必要がある。現在の検査方
法の多くは、比色や免疫反応などを利用したものに限られている。複数の成分を調査する必要がある場合には、検体か
ら分析したい目的成分を分離し、それぞれの量を正確に捉える必要がある。本研究ではマイクロチップ電気泳動とゲル
のピンポイント光重合技術を使って生体試料を分単位で分離するために高感度分離分析技術の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：Previously most of the environmental and clinical examinations have been conducted
 on-site in real time. They could be realized by applying simple methods based on colorimetric examination
s using specific chemical reactions or immunological assays using a simple apparatus. This situation makes
 difficult for the analysis of a series of compounds in complex mixture. Here we applied photopolymerizati
on chemistry on microchip separation techniques to provide novel methods and devices for the evaluation of
 such complex examinations.
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１．研究開始当初の背景 
マイクロデバイスを用いた総合分析シス

テム(µTAS)の目標は，微細な半導体加工技術
を使って，複雑な液体流路系を構築し，反
応・分離・検出を一つの基盤上に凝縮し，環
境分析や医療診断など，現場で使える技術を
提供することにある。現在の方法は大がかり
な装置と高度な技術を用いてマイクロチッ
プを作成しており，その利用は大量生産が可
能なニーズの高い分野に限られている。 
我々はマイクロチップ電気泳動の高速性

に着目し，様々な分析法を開発してきたが，
微細流路を用いるために，分析に供される試
料量がナノリットル以下と非常に少ないこ
とに気づき，光重合性イオン交換ゲルを流路
の一部に構築し，その電荷反発を利用して濃
縮する perm selective 法を新たに開発した。
この方法では，先ず単純な流路をもつ市販の
DNA 分析用マイクロチップの流路内にスル
ホン酸を官能基にもつアクリルアミド混合
物溶液を注入し，検出光源であるアルゴンレ
ーザーを照射して，試料濃縮部の近傍にイオ
ン交換ゲル層を作成するというものである。
アクリルアミドゲルの重合反応は速やかに
進行し，レーザー照射後，数分内で完了した。
また，レーザー光の照射範囲は，顕微鏡の対
物レンズを交換することで，任意に変更でき
るので，様々なサイズのゲルを作成できると
いう特徴を有する。 
糖タンパク質糖鎖を強酸性レーザー蛍光

色素である 8-aminopyrene-1,3,6-trisulfonic 
acid で誘導体化して得られた酸性誘導体を
用いて，電圧を印加した際の濃縮効率を調べ
たところ，数万倍，すなわち試料槽(10 µL)
に加えた試料成分のほぼ全量がゲルの直前
に濃縮されることを見いだし，実際の分離分
析に適用可能であることを示した。この方法
ではゲルに様々な官能基を導入できるばか
りではなく，タンパク質のような高分子はゲ
ルに添加して重合させることで効果的に封
止することができる。この方法を応用すれば
試料成分の特異的な捕捉，抽出や反応場の提
供が可能となる。したがって，この技術が完
成すれば，単純な流路をもつチップを測定現
場で利用目的に応じたゲルをチップ上で合
成し，カスタマイズすることが可能となるの
で，環境や臨床などの分野で幅広く利用でき
ると考えた。 
 
２．研究の目的 
 マイクロチップ電気泳動を環境や臨床分
野におけるオンサイト検査に適用すれば，今
まで不可能であった複雑な成分の分離分析
などの検査を秒単位で実施できる。しかも，
装置のミクロ化によって野外のような電源
の届かない場所でも，PC の USB 端子から供
給される電源を利用して駆動させることが
できる。マイクロチップは大量生産が可能で
あるが，試料に応じた前処理や濃縮過程をチ
ップ上で実現するには，それぞれの目的に合

った専用の流路をデザインしなければなら
ず，コストがかかるために普及が妨げられて
いる。既に報告者らは陰イオン性モノマー溶
液にレーザー光を照射することで電気泳動
用マイクロチップの分析流路の特定の部位
に µm サイズのゲル層を構築する方法を考案
し，陰イオン性試料成分を十万倍という高い
効率でチップ流路内に濃縮できる技術を開
発し，生体試料の分離に応用した。本研究で
はこの機能性ゲルの in situ 合成技術を抽出や
精製，さらには標識化のオンライン化に応用
する。本法では共通した単純な流路をもつ電
気泳動チップをベースとして，それぞれの現
場で検出光源を使って機能性ポリマーを流
路上に構築し，複雑な試料にも対応できる高
機能な分析を実現することが本研究の目的
である。そのために，以下の３つについて検
討した。 
 
(1) 試料の電荷による濃縮 
 
(2) 生物学的，物理的な親和性を用いた特異
的抽出 
 
(3) 誘導体化と誘導体化後の過剰試薬の除去 
 
３．研究の方法 
 本研究を開始するにあたっては，まずマイ
クロチップ電気泳動の原型であるキャピラ
リー電気泳動(CE)や液体クロマトグラフィー
(LC)といった汎用型の分析装置を使って，抽
出，標識あるいは濃縮など実験系を検証し，
その有用性が確立された段階でマイクロチ
ップへ移行させるという二段階の研究方法
を採用した。以下に具体的な研究テーマと実
験方法について列記する。 
 
(1) 弱陰イオン性ポリマーを用いる酸性化
合物の濃縮と分析： 既に硫酸基を官能基に
用いた perm-selective 濃縮法を開発したが，試
料や泳動液に含まれる強酸性成分が試料の
濃縮効率に影響を与えた。これはスルホン酸
の強い負電荷によって，すべての陰イオンを
排除するためと考えられる。そこで，カルボ
ン酸のような弱酸性のゲルを in situ 合成し，
その特性を調査する。 
 
(2) 親和性に基づく捕捉と分析への応用： 
タンパク質にはリガンド分子を特異的に捕
捉する性質をもつものがある。そこで，糖類
を特異的に認識し結合するタンパク質群で
あるレクチンを用いた糖鎖構造特異的な分
離や構造解析への応用について検討する。さ
らに，得られた結果はマイクロチップ電気泳
動に応用する。 
 
(3) 加水分解酵素を用いる in capillary 消化
法： 加水分解酵素を用いる in capillary消化
法について CE 法を使って調査し，構造解析
への応用を検討する。 



 
(4) 蛍光標識化後のオンライン精製：
の生体成分を定量的かつ網羅的に解析する
目的で
その多くは誘導体化後に過剰試薬の除去が
必要となる。そこで
ライン化する方法について検討する。
 
４．研究成果
今回の助成を得て達成されたプロジェク

トを以下にまとめる。
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有させたゲルを用いることで，様々な特異的
濃縮が可能となることを示したものであり，
応用範囲は広いと考える  (Yamamoto 2012)。 
 
 (3) 加水分解酵素を用いる in capillary 消化
法： (2)の PFACE 法の応用として加水分解
酵素を導入して in capillaryで消化する方法に
ついて調査し
た。試料に抗
体医薬品を用
いノイラミニ
ダーゼなどを
使って解析したところ，人体に有害な N-グリ
コリルノイラミン酸やα-Gal含有糖鎖の存在
を確認できることを報告した (Yagi, 2011, 
2012)。 
 
(4) 蛍光標識化後のオンライン精製： 微量
の生体成分を定量的かつ網羅的に解析する
目的で，様々な蛍光標識化法が用いられるが，
その多くは誘導体化後に過剰試薬の除去が
必要となる。そこで，過剰試薬の除去をオン
ラ イ ン化す る 方法に つ いて検 討 し た
(Yodoshi 2013)。 
これにより，大幅な操作の短縮と分析精度

の向上が達成できた。またオンライン精製に
応用した結果についても本年中に公表する
予定である。 
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