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1. 緒言  

1990 年代中頃より，ガラスやプラスチックの

基板上に作製した深さ数十～数百 µm 程度の微

細な流路 (マイクロチャネル )を利用して，前処理，

反応，分離，検出などの一連の化学分析操作を，

手のひらサイズの 1 枚の基板 (マイクロチップ )
に集積化する研究が注目されはじめた。これら

は，µTAS あるいは Lab-on-a-chip と呼ばれ，装

置の小型化，試薬・試料・廃液量の低減，測定

時間の短縮など多くの優れた特徴を有すること

から，革新的な新技術として将来の発展が期待

されている。近年，ベットサイド臨床検査など

の社会的なニーズの高まりを反映して，この

µTAS 技術を生化学分析に適用したマイクロ生

化学分析システムの研究開発が急速に進展して

いる。しかし，従来の分析装置の小型化の例の

ように，装置を構成している各パーツを小型化

して，これらを組み合わせて装置を小型化する

という手法をそのままマイクロ生化学分析シス

テムに適用することは困難で，現時点では必要

な構成要素がすべて集積化された高度なマイク

ロ生化学分析システムは存在していない。  
そこで本研究では，真のマイクロ生化学分析

システムを実現するための集積化方法の開発を

目的として，①反応部の集積化，②マイクロチ

ャネルの機能集積化，③検出システムの集積化，

に焦点をあて検討を行った。まず，マルチチャ

ネルマイクロチップイムノアッセイシステムを

構築し，従来長時間要していたイムノアッセイ

の超高速化を達成した。次に，µTAS の更なる機

能集積化を目指して，マイクロチャネル内の集

積化を行った。すなわち，光化学反応を利用し

てマイクロチャネル内壁に多種類のタンパク質

を位置選択的に固定し，１つのマイクロチャネ

ル内に異なる機能を発現させた。さらに，光フ

ァイバーと LED をオンチップ化し，装置全体の

小型化を図った。  
 
2. 反応部の集積化  
～マルチチャネルマイクロチップを用いる高速

ELISA システムの開発～  
酵素免疫測定法 (ELISA)は 96 穴マイクロプ

レートのウェル壁面に固定された抗体と試料

(抗原 )との特異的な反応を利用した分析法であ

る。血液や尿などの生体試料中の微量成分を高

感度に測定できることから，医学や生化学の分

野で広く利用されている。しかし，反応がプレ

ートの固液界面に局在するため，試料の拡散が

律速となり，測定に数時間から数十時間要する。

一方，マイクロチャネルにおいては，その短い

分子拡散距離と大きな比界面積により反応が高

効率に進行することから，マイクロチャネルを

ELISA の反応場とすることで測定時間の大幅な

短縮が期待できる。これまでに，マイクロビー

ズを用いる ELISA チップが開発されているが，

操作が煩雑でビーズの充填状態が結果に大きく

影響するため実用化には限界があった。そこで，

マイクロチャネル表面を利用する ELISA を考

案した。マルチチャネルマイクロチップを用い

る独自のフロー型 ELISA システムを構築し，

ELISA の高速化と自動化を図った。これを唾液

中イムノグロブリン A の定量に応用した。  
マイクロチップは安価で作製の容易なポリジ

メチルシロキサン (PDMS)製のものを用い，マイ

クロチャネルは幅 1 mm，長さ 40 mm，深さ 20 µm
のものを使用した。予めチャネル内壁に第一抗

体を吸着させたマイクロチップを Fig. 1 に示す

装置に接続し，ブロッキング溶液，試料 (抗原 )
と HRP 標識第二抗体との混合溶液，および基質

溶液を順次サンプルインジェクターから注入し

た。反応時間はキャリヤー溶液の流量により制

御し，検出はウォブリング機能を有する独自の

蛍光検出器により行った。  
抗原 -抗体反応時間 24 秒，酵素 -基質反応時間

2.4 秒における検量線は 30～250 ng/mL の濃度範

囲で良好な直線関係を示した。従来の 96 穴マイ

クロプレートを用いる方法では測定に 150 分を

要するが，本法では 10 分以内で測定可能であり，

ELISA の迅速化を達成できた。また，試薬量も

1/10 に削減できた。薬局や医療現場での簡易検

査装置としての実用化が期待される。  
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3. マイクロチャネルの機能集積化  
～光化学反応を利用したマイクロチャネル内壁

への位置選択的タンパク質固定～  
マルチチャネル化は，多成分同時分析や多検

体同時分析に最も簡便で有効な方法の１つであ

る。しかし，多数のポンプやバルブが必要とな

り，システム全体としては大掛かりなものとな

る。この問題を解決する方法として，1 つのマイ

クロチャネル内に多機能を集積化する方法が挙

げられる。例えば，1 つのチャネル内に多種類の

抗体を固定化すれば，1 流路でのマルチイムノア

ッセイが可能となり，多種類の酵素を固定化す

れば酵素リアクターや酵素センサが実現できる。

これまでに，バルブなどのメカニカルなパーツ

を使用して多種類のタンパク質を固定化する方

法が報告されているが，高度な集積化は困難で

ある。そこで，光化学反応を利用してタンパク

質をマイクロチャネル内の任意の位置に微細な

パターンとして固定化する方法を開発した。す

なわち，Fig. 2 に示すように，一方に光反応部位

を，他方にタンパク質との反応部位を有する光

架橋剤を用いて，予め光反応部位を有するタン

パク質を調製しておき，これをチャネル内に導

入し外部から紫外光を照射することにより，タ

ンパク質をチャネル表面に位置選択的に固定化

した。本法をグルコースセンサに応用した。  
マイクロチップは PDMS 製のものを使用し，

マイクロチャネルは幅 300 µm，長さ 40 mm，深

さ 20 µm のものを用いた。PDMS はタンパク質

の吸着性に富むため，前処理としてチャネル内

壁を牛血清アルブミンによってブロッキングを

行 っ た 。 予 め 光 架 橋 剤 で あ る
4-azido-2,3,5,6-tetrafluorobenzoic acid 
succinimidyl ester (ATFB-SE)を，グルコースオキ

シダーゼ (GOD)と西洋ワサビペルオキシダーゼ

(HRP)にそれぞれ反応させ，各々の溶液をブロッ

キング済みマイクロチャネルに満たした。マイ

クロチャネルの所定の位置に He/Cd レーザー

（325nm，200mW，ビーム直径約 1mm）を 10
分間照射し，チャネル上流側に GOD を，下流側

に HRP を固定化した。このように作製したマイ

クロチップを用いてグルコース分析を行った。

Fig. 3 にその原理を示す。Amplex® Red を含むグ

ルコース溶液をチャネルに流すと，グルコース

とチャネル上流部に固定化された GOD とが反

応して過酸化水素を生成する。この過酸化水素

が下流に固定された HRP により Amplex® Red と

触媒的に反応して蛍光物質である Resolufin を生

成する。チャネル最下流部における蛍光強度を

測定することによりグルコースの定量を行った。 
Amplex® Red を含むグルコース溶液を 10 

µL/min でチャネルに流しながら，チャネル内の

蛍光強度を測定した。Fig. 4 にマイクロチャネル

内の蛍光強度の変化を示す。蛍光強度は HRP 固

定化部よりも下流で大幅に増加した。この結果

はマイクロチャネル内に酵素が位置選択的に固

定化されていることを示している。グルコース

濃度が増加すると下流における蛍光強度も増加

したが，検量線を作成することはできなかった。

これは，GOD と HRP の固定化量が少ないためと

推測される。そこで，マイクロチャネルの幅を 1 
mm に広げ，さらに GOD をチャネル全体に物理

吸着させた後，下流 20 mm の範囲に殺菌灯 (東芝

GL15)を用いて HRP を光化学固定化した。その

結果，反応時間 4.8 秒における検量線は 8～130 
µM の範囲で良好な直線関係を示し，光化学固定

法により作製したマイクロチャネルを用いてグ

ルコース分析が可能であることが確認された。  
光化学固定法は，マイクロチャネル表面機能

化の基盤技術と成り得るものであり，応用性も

極めて高いと考えられる。  

 

Fig. 2 Photochemical patterning of proteins inside 
microchannel. 
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Fig. 4 Variation in fluorescence intensity in the PDMS 
microchannel on which the GOD and HRP were 
immobilized. The dotted lines denote the position where 
the GOD and HRP were immobilized. Concentration of 
glucose: (●) 100 nM, (△) 10 nM, (■) 5 nM, and (◇) 
1 nM. 



4. 検出システムの集積化  
～オンサイト測定のための検出システム集積化

マイクロチップの開発～  
システムの小型化により対象試料が極微量と

なるメリットは，検出の観点からは逆にデメリ

ットとなり，必然的に µTAS には超高感度な検

出法が必要不可欠なものとなる。一般に，レー

ザー誘起蛍光法 (LIF)や熱レンズ法が用いられる

が，レーザーや顕微鏡などの周辺装置がマイク

ロチップそのものに比べて大掛かりであるため，

オンサイトで測定することは事実上困難である。

そこで，光ファイバーと LED を PDMS マイクロ

チップにオンチップ化し，装置全体の小型化を

図った。  
フォトリソグラフィー・ウェットケミカルエ

ッチング法により凸型の流路をもつガラス基板

を作製し，倒立型顕微鏡のステージに設置した。

チャネルの検出部位を観察しながら，発光面直

前まで研磨しショートパスフィルターを設置し

た LED，および光ファイバーを，それぞれ垂直

になるように配置した (Fig. 5)。この上に PDMS
樹脂を流し込み，室温で 1 晩重合させた。同様

に，マイクロチップの液だめに相当する部分に

テフ ロン チ ュー ブを 固 定し たガ ラ ス板 上で

PDMS を硬化させ，カバーチップとした。両者

をガラス板から剥離後，空気プラズマを照射し

接合した。LED により励起された蛍光は光ファ

イバーによって導光され，ロングパスフィルタ

ーで励起光を除いた後に光電子増倍管で検出し

た。LED は緑色と青色の二種を使用し，電気泳

動により検出システムの評価を行った。  

 
モデル試料としてスルホローダミン 101 およ

びフルオレセインを用い，これらの検量線を作

成した。緑色 LED を用いたとき，スルホローダ

ミン 101 の検量線は 1~100 µM の濃度範囲で良好

な直線関係を示し，検出限界は 600 nM (240 
amol) (S/N = 3)であった。一方，青色 LED を用

いたとき，フルオレセインの検量線は 0.2~100 

µM の濃度範囲で直線関係を示し，検出限界は

120 nM (50 amol) (S/N = 3)であった。本法におけ

る検出感度を従来の顕微鏡 LIF と比較したとこ

ろ，単位光量あたりではほぼ同等の検出感度が

得られた。また，本法をアミノ酸誘導体の分離

定量に応用し，オンサイト分析への応用を示唆

した。  
 
5. 結論  

本研究では，総合的なマイクロ生化学分析シ

ステムを構築するための簡便かつ強力な方法論

を示した。このようなマイクロチップへの高度

な集積化およびシステム化の利用価値は極めて

高く，他分野への波及効果も極めて大きいもの

と考えられる。  
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7. H. Nakajima, S. Ishino, H. Masuda, T. Shimosaka, 
T. Nakagama, T. Hobo, K. Uchiyama, “On-line 
Photo-Immobilization of Protein inside 
Microchannel”, Pittsburgh Conference 2005, 
Orland, Florida, USA, February, 2005. 

8. H. Nakajima, S. Ishino, H. Masuda, T. Shimosaka, 
T. Nakagama, T. Hobo, K. Uchiyama, 
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►研究資金  
1. 2006 年度，㈶加藤記念バイオサイエンス研究振

興財団，国際交流助成，代表，ポータブル型マ

ルチポイント表面プラズモン共鳴センサの開発． 
2. 2006 年度 , アンデス電気㈱，共同研究，代表，

表面プラズモン共鳴測定装置のセンサチップに

関する基礎的検討．  
3. 2006 年度，独立行政法人 科学技術振興機構

(JST)，地域イノベーション創出総合支援事業 

重点地域研究開発推進プログラム「シーズ発掘

試験」，分担，マルチポイント表面プラズモン共

鳴センサの高性能化と実用化に関する研究．  
4. 2006 年度，㈶クリタ水・環境科学振興財団，研

究助成，代表 ,マイクロチップを利用した界面活

性剤の超高速高感度分析法の開発．  
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