
シンセシオロジー　研究論文

−16− Synthesiology　Vol.3 No.1 pp.16-25（Mar. 2010）

1　緒言 
健康長寿を達成し質の高い生活を実現するためには、糖

尿病などの生活習慣病を中心とする各種疾患の発症を超
早期、あるいは予知診断して有効な予防を講じる必要があ
る。このためには、各種疾患に関連する複数のバイオマー
カーを日常的に個人レベルでモニタリングし、得られたデー
タのネットワーク化と診断システムを確立することが必要に
なる。これらの実現に向けて、我々は個人で使うことがで
きる複数のバイオマーカー測定デバイスの構築を目指して
いる。そのため究極的には、各個人の日常生活つまり家庭
などで血液などの体液中に存在する複数のバイオマーカー
の検出技術の確立が必要になってくる。その実現には、血
液採取とその前処理・分離・反応・検出を一体化し、一般
家庭でも設置・使用できるよう操作が簡単でコンパクトな、
さらに正確な診断のために複数のバイオマーカー解析が一

度に行えるデバイスが必要になる。ところで、ここで行わ
れる血液中のタンパク質、糖、脂質など生体内での生物学
的あるいは生化学的変化を把握するためのバイオマーカー
解析は、病院受診時に行われている臨床検査にほかなら
ない。

近年、臨床検査の分野では「患者の傍での臨床検査」
Point of care testing（POCT）、つまり患者の傍らでの即
時検査が求められている [1]。現状の臨床検査では、受診
当日に検査の結果が得られることは少なく、結果判定に数
日必要であり迅速な診断と治療が難しいことが多い。これ
はバイオマーカー測定自体に時間が必要な場合があるほか
に、測定に大型・高価な精密測定機器が必要になること
に加えて臨床検査技師などの人件費など医療機関への経
済的負担が大きいことから、多くの医療機関で検体検査な
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とが原因である。この臨床検査の外部委託の模式図を図
1 に Lundberg らにより提唱された Brain to brain loop モ
デルをもとに示す [2][3]。一方、POCT では医療現場におい
て患者の傍らで検体採取・検査法の選択を行い、その検
査から直接検査結果が得られる。これによって患者の最初
の医療機関への受診時に確定診断が可能になり、迅速な
治療の開始・治療効率の向上・通院負担の軽減、医療費
の低減など患者自身と医療機関に、さらには社会にとって
大きなメリットがあると考えられる。また臨床医側のメリッ
トとして、緊急の外科処置が必要な場合などで、患者の感
染症や全身疾患の有無あるいはその病態の把握など、処
置方法を決定するのに有用な情報がその場で獲得可能に
なることである。現在は、心筋梗塞やインフルエンザ感染
診断キットなど、特に急性の疾患や感染症など短時間での
診断を要するもの、血糖値測定や手術室での血液ガス測定
などを対象に POCT デバイスが開発され臨床現場へ導入
されつつあるが、特定の疾患関連バイオマーカーのみを解
析対象としており、さらに定性的検出法が多いなどの問題
がある。現状のこれら POCT の問題点を解決して、複数
のバイオマーカーを定量解析できる POCT デバイスを開発
することは、将来の個人レベルでの複数バイオマーカーモ
ニタリングのための基盤技術になる。また、POCT 技術を
確立して医療現場でその有用性が認められてこそ、社会に
対して個人の健康モニタリング技術を認識させうると考える
（図 2）。そのためにもできるだけ早期に定量性を示す複数
バイオマーカーの解析が可能な POCT デバイスを実現させ
る必要性がある。一方、最近のナノテクノロジーを利用し
た分析技術により、検査技術の迅速・省サンプル・高感度・
機器の小型化が種々図られており、その典型的な技術開
発の対象として各種マイクロチップを利用したデバイス開発
がある。このデバイスは次章で述べるように POCT、ひい

ては個人レベルでのバイオマーカーデバイスとしてのメリッ
トが多い。そこで上記の目標達成に向けたステップとして、
この既存のマイクロチップ基板技術の組合せ、つまり市販
の核酸解析用のマイクロチップ電気泳動装置を用いた糖解
析や微小流体を取り扱うマイクロフルイディクスを利用した
マイクロ流路上での抗原抗体反応系の構築など、POCT デ
バイス開発に向けたナノバイオデバイスの応用例を示す。さ
らに臨床経験を踏まえた生物系のユーザーの立場から残さ
れた課題について記載する。

2　POCTデバイスの必要要件
POCT デバイスには診察室や病室の患者の傍らで迅速

にバイオマーカーの測定が可能になることが必須であり、
30 分以内での解析 [1]、臨床診断に利用可能な検出感度
と再現性を有して、現状の臨床検査法と同等ないしそれ
以上に正確な測定、診察室などへの設置が可能なコンパ
クト性、医師が問診時にでも操作できることが求められて
いる。一方、通常の血液検査では一検査項目あたり数 ml
単位の血液が必要で、患者自身に大きなストレスを与える
とともに、試験管レベルでの解析では大量の検査試薬が
必要になるためにコストがかかる問題がある。そのため、
POCT に限らず臨床検査では微量サンプルでの解析系が
求められている。また血液などを検査対象とすることから、
検査終了後は滅菌操作が簡単に行える材質であることなど
が必要になる。さらに複数の検査項目を一つのデバイスで
検出可能とするニーズも考慮に入れて、我々はこれらの要
件を満たす技術として、微細加工技術に基づくマイクロ化
学チップ技術、つまり解析しようとするサンプルの前処理・
分離・反応・検出などの化学や生化学分析のための操作を
数センチ角のマイクロチップ上に集積化するマイクロ化学分
析システムに注目した。そして POCT デバイスへの応用を

図 1　現状の臨床検査会社に依存した検査の流れ。
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図 2　POCTに必要とされる要件と集積化マイクロチップ基板
の模式図。
マイクロチップ基板上に血漿分離機構が組込まれ、マイクロチップ
電気泳動とマイクロフルイディクス系の流路を有する。
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目指して、すでに市販されているマイクロチップ電気泳動や
マイクロフルイディクスを用いた個々のバイオマーカーの最
適な検出のための条件を明らかにして、バイオマーカー検
出系のオンチップ化を行っている。

3　マイクロチップ基板のPOCTデバイスへの応用
3.1　マイクロチップ電気泳動による糖解析を利用した
バイオマーカー測定法の構築
3.1.1　マイクロチップ電気泳動の生物学・生化学的解
析への応用

半導体作製技術に基づく微細加工技術を用いて、数セ
ンチ角のプラスチックやガラスを材料とするマイクロチップ上
に µm 単位の幅と深さでマイクロ流路を形成し、この流路
上で電気泳動を行うマイクロチップ電気泳動装置が開発・
市販されている。主に核酸やタンパク質の分離分析を行う
従来の電気泳動法と比較して、マイクロ流路を用いること
で省サンプル化されるとともに、流路内の体積に比較して
表面積が大きくなることによる電気泳動時の熱発生の放出
効率の上昇が可能になるため、マイクロチップ電気泳動は
高電圧の印加による高い分離能を有する。さらに LED 励
起の蛍光検出系を利用することなどによる高感度化が認め
られる。しかしながら、これらの装置は主なユーザーと考
えられる大学などの生物学・生化学系の研究室に十分普及
しているとはいえない。これは使用用途が主に核酸などの
分離分析に限られる上に、既存のアガロース電気泳動など
と比べて泳動装置本体価格が高価なこと、サンプルあたり
の解析に必要なマイクロチップやゲルの価格が約 200 倍程
度高くなることが主な原因と考えられる。そこで我々は、泳
動用チップや泳動装置・解析装置と解析ソフトの変更を全
く行わずに、泳動用ゲルや泳動用緩衝液組成の条件検討
を行って泳動条件の最適化を図ることで、核酸などの分離
分析以外への適用を試みた。そして日常的に生物学・生化
学分野の研究室で行われている種々の実験法について、サ
ンプルリザーバーを反応場として利用するオンチップ制限酵
素処理に引き続いて電気泳動による解析を行なうことで、
Mg2+ イオンなど制限酵素活性に必須のイオンや酵素などタ
ンパク質の存在が電気泳動に影響しないことを明らかにし
た。この結果をもとにオンチップ制限酵素処理法を設計し、
迅速な制限酵素切断断片長多型解析を行った。そのほかミ
トコンドリア膜電位測定、さらに合成 RNA 解析や DNAの
Ligation 反応の解析などへの応用が、泳動装置本体や付属
解析ソフトの変更を必要とせずに生物系の研究者でも簡単
に行える泳動条件を変更するだけで可能となることを報告し
た。そして核酸の分離分析のみならず、各種酵素処理とそ
の解析が迅速・省サンプル・高感度に行えるなど、マイクロ

チップ電気泳動の長所を生かした生物学・生化学的解析へ
の応用性の高さを報告した [4]-[8]。これらの成果は、種々の
実験操作にマイクロチップ電気泳動法が応用可能であるこ
とを示しており、結果的にコストダウンが期待される。
3.1.2　マイクロチップ電気泳動の血糖値解析への応用

これらの知見をもとに、我々は POCT への応用を見据
えて、市販のマイクロチップ電気泳動装置とマイクロチップ
を用いて血中バイオマーカー解析への応用を行った。各リ
ザーバーの容量が 10 µl であることからピペットマンによる
溶液ハンドリングが簡単に行え、泳動ゲルや泳動用緩衝液
の変更が容易な日立 SV1100 をマイクロチップ電気泳動装
置として利用した。さらにマイクロチップ基板としては付属
のチップを使用した。図 3 に SV1100 上で用いる付属のポ
リメタアクリレート（PMMA）製 i- チップを示す。i- チップに
は幅 100 µm、深さ 30 µm のマイクロ流路が 3 本形成され
ており3 サンプルの同時解析が可能になる（図 3A）。泳動
操作も簡単であり、ゲルリザーバー（GR）から添付のゲルを
充填後、サンプルリザーバー（SR）に内部標準用 DNAを
含む計 10 µl のサンプル溶液を加えて導入泳動と分離泳動を
行い、蛍光検出によりDNAの分離・解析を行う（図 3B）。
このマイクロチップ電気泳動では、従来のアガロース電気
泳動に比べて省サンプルでありながら検出感度は約10倍、
泳動開始から数分以内に解析結果が得られ、わずか数塩
基の誤差で DNA の分離分析が可能になる。我々はこのマ
イクロチップ電気泳動において糖構造を含む DNA の分離
分析能の高さに注目し、付属の DNA 解析ソフトをそのま
ま利用して、血中バイオマーカーの中で糖構造を有するも
の、あるいは酵素基質として糖を利用するものとして血糖
やアミラーゼに注目し解析を行った [9][10]。

血 糖 測 定 で は、 血 漿 に 蛍 光 色 素 2-aminoacridone 
（AMAC）を加えてグルコースを直接蛍光標識した後、泳
動用緩衝液としてホウ酸緩衝液を使用してグルコースにマイ
ナス荷電を加え電気泳動時のドライビングフォースとして利
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図 3　日立i- チップの模式図（A）とクロス流路におけるサン
プル分離（B）。
＋は陽極を、G はグラウンドを示し、矢印はサンプル DNA の泳動方
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用することで、特異的に血中グルコースが検出可能なこと
を報告した（図 4A）[8]。そして、種々雑多なタンパク質など
が存在する血漿サンプル中で、蛍光標識されたグルコース
の電気泳動による分離・分析が可能なことが明らかになっ
た。この検出法では検出限界は 0.92 µM、1 〜 300 µM の
範囲で定量的検出が可能で、従来の臨床検査で得られる
血糖値と全く遜色なく正確に血中グルコースの検出が可能
であった。さらに同日再現性および日間再現性においても
高い再現性を有しており、マイクロチップ電気泳動による血
糖値測定の実用化の可能性が認められた。一方、既存の
臨床検査で用いられる hexokinase-G-6-P-dehydrogenase
法では、輸液に含まれる 2 糖のマルトースの存在により実
際より高血糖に測定されるという大きな問題があるが、マイ
クロチップ電気泳動を用いることで泳動時間の違いから容
易に単糖のグルコースと 2 糖のマルトースの識別が可能に
なる [11]。その結果、マルトース含有輸液等投与患者での血
糖測定における偽高値表示によって実際には低血糖になっ
てしまう危険が防止される。
3.1.3　マイクロチップ電気泳動による血中アミラーゼ
活性の測定

血中アミラーゼは膵炎や唾液腺炎などの診断に用いられ
るバイオマーカーであるが、アミラーゼはグリコシド結合を
加水分解することで、デンプンをグルコース、マルトース
およびオリゴ糖に変換する。既存の臨床検査ではオリゴ糖
を酵素基質として利用し、比色法で定量的測定が行われ
ている [12]。アミラーゼはオリゴ糖であるマルトヘキサオース
（G6）をマルトトリオース（G3）に加水分解することが既
に知られていることから、血糖測定で明らかになったマイク
ロチップ電気泳動による蛍光標識されたグルコースの高い

分離分析能に注目して、8-aminopyrene-1,3,6-trisulfonic 
acid （APTS）で蛍光標識した APTS-G6 を基質として利
用し、分解産物 APTS-G3 をマイクロチップ電気泳動で分
離して、アミラーゼ活性を定量的に測定した（図 4B）[10]。
ここでは、血糖分離と同様に、泳動用緩衝液としてホウ酸
緩衝液を用いてドライビングフォースとした。本法では、検
出限界 4.38 U/Lで、5 〜 500 U/L の範囲で血中アミラー
ゼ活性の定量的検出が可能になる。血中アミラーゼとして
膵臓および唾液腺由来の 2 種類のアイソザイムが存在する
が、膵臓疾患の鑑別診断では抗唾液腺由来アミラーゼ抗
体で血漿の前処理を行うことで、特異的に膵臓由来アミラー
ゼ活性の測定が可能になった。血漿サンプルを用いた場
合、高い再現性をもって既存の臨床検査法と同等に正確な
アミラーゼ活性測定が可能であることが示され、マイクロ
チップ電気泳動によるアミラーゼ活性測定への実用化の可
能性が認められた。

上述した血糖およびアミラーゼ測定では血中グルコース
の標識やAPTS-G6 の酵素処理に 1 時間程度必要で、
POCT へ応用するには処理時間の短縮が必要である。し
たがって、蛍光物質あるいは検出系を変更することで高感
度化による検出時間の短縮が必要になる。しかし、市販
のマイクロチップ電気泳動装置と付属の泳動用チップを用
いて血漿を蛍光標識して泳動した後、あるいは蛍光標識オ
リゴ糖を血漿と混ぜて泳動した後に、付属の DNA 鎖長解
析ソフトをそのまま使用して血糖や血中アミラーゼ活性が
測定される。このように極めて簡単に定量的検出が行える
点に大きなメリットがあり、さらに既存の臨床検査法と同
等な正確性と再現性を有する。そしてµl 単位の血漿を使
用するだけで解析ができる省サンプルであること、本体お
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図 4　マイクロチップ電気泳動を用いた血中グルコース（A）とアミラーゼ活性測定（B）。
（A）グルコース標品と同じ移動時間に血漿中グルコースのピークを認める。既知濃度のグルコース標品の蛍光強度から検量線を作製し、血中グ
ルコース濃度（血糖値）を測定した。

（B）APTS-G6 単独の電気泳動で、単一ピークを認める。APTS-G6 を、精製アミラーゼと反応させることで、APTS-G6 とその分解産物であ
る APTS-G3 の単一ピークを認める。APTS-G6 を血漿と反応させることで、血漿中アミラーゼによりAPTS-G3 に分解される。既知濃度のアミ
ラーゼと APTS-G6 を反応させ、APTS-G3 に相当する蛍光強度から検量線を作成することで、血中アミラーゼ活性が測定される。
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よび解析装置がコンパクトであること、プラスチック基板は
オートクレーブなどでの滅菌が可能であることなどを総合
すると、血糖値やアミラーゼなどのマーカー解析へのマイク
ロチップ電気泳動のポテンシャルの高さを示している。た
だし、血糖値やアミラーゼ測定は保険での検査費用が 110
円と比較的安価であり、マイクロチップ電気泳動を用いた
単一項目としての検査適応では経済的メリットは低い。し
かしながら、後述する各種血中タンパク質の検出など複数
の項目検査と組合せた疾患別チップの 1 項目として測定す
ることで十分な採算性が見込める。
3.2　マイクロチップ基板上での抗原抗体反応系構築
3.2.1　マイクロ流路上でのサンドイッチELISA法の構築

血中に存在するバイオマーカーの多くが各種代謝産物や
タンパク質であり、夾雑物が多数存在する血液の中であっ
ても特異的検出が可能で、電気泳動による分子ふるいの
必要がない抗原抗体反応系を用いた検査法が既存の臨床
検査法では汎用されている。既存の臨床検査では 96 穴プ
レートを用いた抗原抗体反応が一般的であるが、その反応
時間としては 1 時間以上必要であり、サンプル量としても数
十 µl を要する。そこでマイクロ空間の利用による分子拡散
効果による抗原抗体反応時間の短縮、さらに省サンプル化
を期待して、マイクロチップ基板上に形成したマイクロ流路
上での抗原抗体反応系の構築を試みた。この際、バイオ
マーカー検出に広く利用され定量性に優れた Sandwiches 
Enzyme-linked ImmunoSorbent Assay 法（サンドイッチ
ELISA 法、図 5A）の検討を行った。

測定モデルとして、特異性の高い抗体が市販されている
骨粗鬆症や癌転移のバイオマーカーである血中 I 型プロコ
ラーゲン C 末端プロペプチド（PICP）を選択した。サンド

イッチ ELISA 法では、一次抗体を固相に固定を行う [13]。
固相としては、従来の検査法では 96 穴プレート（図 5B）
が主に用いられているが、これに対して、ここではマイクロ
チップ基板（図 5C）を固相として用いた。抗体の固定をし
てから、ブロッキング用語 1 を行った後、血漿サンプルあるい
は既知濃度の精製 PICPとペルオキシダーゼ標識二次抗体
を加え、標識二次抗体に結合した PICP の一次抗体への
結合を介して固相への固定を行う。抗原と結合していない
標識二次抗体を洗浄後、ペルオキシダーゼの基質を加え化
学発光を CCD カメラで検出する。POCT デバイスとして
利用する場合は、ユーザーはブロッキング操作以降の操作
を行う。従来法である 96 穴プレートでは、20 µl の血漿を
用いた抗原抗体反応時間としては 3 時間が必要になる。マ
イクロチップ基板としては 1 枚のマイクロチップ上にマイクロ
流路 3 本を有して、表面にタンパク質固定用の表面処理が
施された環状ポリオフィン（COC、住友ベークライト社製）
基板を使用した。以降の操作で、マイクロ流路への µl 単
位の各溶液導入はピペットマンを用いて行った。サンプル
ウェル①から②の方向に一次抗体を導入して固定した後に
ブロッキングを行い、③から②の方向に抗原およびペルオ
キシダーゼ標識二次抗体を導入する。抗原抗体反応後に洗
浄し、①から②の方向に酵素基質を加えて化学発光を検
出している。1 本のマイクロ流路あたりに必要な血漿量は 1 
µl 以下で、抗原抗体反応時間は 30 分であり、従来法に比
べ大幅な検出時間の短縮と省サンプル化が実現された。

マイクロ空間での抗原抗体反応としては、直径数 µm の
マイクロビーズ表面に抗体を固定して、ビーズをマイクロ流
路に導入・固定する方法が既に報告されている。ビーズ法
では、ビーズをマイクロ流路内に保持するための複雑な形

化学発光の測定
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洗浄

血漿サンプル
＋

ペルオキシダーゼ標識二次抗体

ブロッキング

一次抗体の固定

C

BA

長さ 480 mm
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幅 300 µm

3
21

3
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3
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(ng/ml)
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320

80

160

40

0

標識二次抗体

プレート表面
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図 5　サンドイッチELISA法による抗原抗体反応。
サンドイッチ ELISA 法の原理と実験手順（A）、96 穴マイクロプレート（B）、マイクロ流路上での PICP 検出（C）。



研究論文：マイクロチップを用いたバイオマーカー解析コア技術の開発（片岡ほか）

−21−Synthesiology　Vol.3 No.1（2010）

状のマイクロ流路の設計が必要になるなどの問題があるこ
とから、我々は、直接マイクロ流路表面への抗体固定法を
選択した。図 5C に示すように精製 PICP の濃度に依存し
て化学発光強度の増加を認めたが、同一流路内での発光
の不均一性が認められており、定量性が確保されていない
ことが分かる。これは、1）流路表面での不均一な一次抗
体の固定や、2）ブロッキング、各段階での不十分な洗浄
あるいは標識二次抗体の部分的な残留の可能性などが考
えられる。今回用いたY 字形の流路（図 5C）では特にマ
イクロ流路分岐部において化学発光の増強傾向が認めら
れ、より洗浄が容易な流路設計の必要性が認められた。
そこで、1）についてはインクジェットを用いたマイクロ流路
上で特定部分への一次抗体の固定、2）については流路設
計変更による洗浄効率を高めることで、定量性の改善を試
みた。　
3.2.2　微細化インクジェットによるマイクロ流路表面
への抗体固定の応用

一定量の抗体をマイクロ流路上の任意の部分に一定面積
で固定するため、プログラムによりpl 単位の極微量の溶液
の任意部分への吐出が可能な微細化インクジェットの利用を
行った。微細化インクジェットは、ピエゾ駆動であるクラスター
テクノロジー社製のパルスインジェクターを用いた（図 6）。こ
のインクジェッターからは、65 pl の希釈した抗 PICP 一次抗
体が 1 液滴容量として吐出が可能である。これを用いて 100
液滴の一次抗体を吐出・固定すると、ほぼ流路幅に相当す
る液滴直径となり、これによって抗 PICP 一次抗体の固定
化を行った（図 6）。前述のように分岐部を有するマイクロ流
路設計では、分岐部分で強く化学発光が求められるなどの

洗浄などの問題から非特異的化学発光用語 2 が認められ、
定量性の確保が困難であった。そこで容易にマイクロ流路
の洗浄が行える直線状マイクロ流路 4 本を1 枚の COC マイ
クロチップ上に形成して（図 7A）、定量的検出系の構築を行っ
た。マイクロ流路表面へ一次抗体のインクジェットによる
吐出・固定の後、①から②の方向にブロッキング、洗浄を
行うことで抗体の非特異的吸着や残留を防止し、30 分間
の抗原抗体反応の後に化学発光を CCD カメラで検出した
（図 7B）。この反応系では 1 本のマイクロ流路あたり必要
な血漿量は 1.8 µl で、抗原抗体反応は 30 分であり、従来
法の 96 穴プレート法と比較してそれぞれ 1/10 以下と 1/6
になり、省サンプル・高感度な検出系が構築された。ネガ
ティブコントロールとして PICP を認識しない心筋梗塞マー
カーHeart type Fatty Acid Binding Protein （H-FABP）
に対する抗体をインクジェットにてマイクロ流路表面へ吐出
固定を行ったが、非特異的な発光は認めず、0 〜 600 ng/
ml の濃度範囲で良好な定量性が認められる（図 7B、 C）。
血漿サンプルを用いた場合は、既存の 96 穴プレートによる
サンドイッチ ELISA 法と同答に正確な測定が可能で、迅
速・省サンプルで正確な検出系が構築された。このように、
マイクロ流路上で抗原抗体反応を行うことで、POCT 技術
への適用可能な血中タンパク質検出技術を構築することが
できた。

微細化インクジェットを用いて抗体をマイクロ流路上に吐
出・固定する方法では、任意の部分に任意の量の抗体を吐
出・固定化が可能になる（図 7D）。サンドイッチ ELISA 法
による血中タンパク質の検出の原理は、バイオマーカーの
種類にかかわらず基本的には同じであり、抗体溶液を含む
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微細化インクジェット

300 µm

 
 

D.

C.

B.

A.

発
光
強
度

PICP ng/ml
0

R2 = 0.9958
y = 2167.5x + 80832

600

300

150

0

PICP
（ng/ml） H-FABP抗体PICP抗体

300 600

1 2

 
 

D.

C.

B.

A.

発
光
強
度

PICP ng/ml
0

R2 = 0.9958
y = 2167.5x + 80832

600

300

150

0

PICP
（ng/ml） H-FABP抗体PICP抗体

300 600

1 2

図 7　マイクロ流路を有するマイクロチップ基板の模式図（A）と、これを用
いた PICP 検出像（B）。検量線（C）と各流路へ任意量の抗体固定を行った
際の化学発光像（D）。

図 6　微細化インクジェットによるマイクロ流路上へ
の抗体固定の模式図と流路表面に固定された抗体。
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インクジェットのヘッド部分を交換するだけで複数種類の抗
体溶液の吐出が可能になり、1 本のマイクロ流路上でわず
か 1.8 µl の血漿サンプルから複数のバイオマーカー検出が
可能になる。現在、我々は複数種類の血中バイオマーカー
を同一マイクロ流路上で定量的に検出できる抗原抗体反応
系の最適条件としての各種一次抗体や二次抗体濃度の洗
い出しを行っており、マルチマーカー検出マイクロチップの
構築、特に生活習慣病として注目される糖尿病や骨粗鬆
症の診断チップの作製を目指している。糖尿病診断では、
血糖値に加え、抗原抗体反応での検出が可能なインスリン
や高感度 CRP 測定をオンチップ化することで、正確な診
断が極微量の血液で可能になる。また骨粗鬆症では骨形
成マーカー PICPと吸収マーカー NTx の双方を同時に測
定することで、詳細な病態が明らかになる。さらにコスト
面での長所を考えると、現状の検査ではインスリン検査に
2640 円、CRP 測定に 1560 円が必要であり、血糖値測定
を合わせ 3 項目で計 4310 円となる。また、骨粗鬆症では
PICP 測定で 1700 円、NTx 測定で 2900 円の計 4600 円
が必要とされる。抗原抗体反応検出系のコストは、試薬と
しての抗体費用が占める部分が大きい。したがって、イン
クジェットによる抗体固定法を用いれば、96 穴プレート法
に比べ、PICP の場合では抗体使用量は約 1/10000 とな
り、抗体費用は桁違いに削減できる。そのほか 1 本のマイ
クロ流路上に複数種類の抗体固定を行うことで、使用する
検出試薬量も大幅に節約され、材料費の安価なプラスチッ
ク基板との併用により十分な採算性が見込める。

4　今後の課題
我々は、生物系ユーザーの立場から前述のようにマイクロ

チップ電気泳動やマイクロチップ基板など、既存の技術を
基礎にしてバイオマーカー検出系の構築を行ってきた。マイ
クロチップ電気泳動などでは、新たに装置やソフト開発に
時間と労力をかけずに、市販のチップと泳動装置、解析ソ
フトをそのまま利用するだけでその生物学・生化学系の実
験への適用や臨床検査への応用性を示すなど、比較的短
期間で個々の既存技術のポテンシャルの高さを明らかにで
きたと考える。しかしながら POCT デバイスの実現に向け
ては、以下に述べるように生物学的アプローチのみならず、
微細加工を中心とする工学系や医学系、さらには将来の
データベース化などには情報系など、幅広い分野を超えた
技術者・研究者による連携が必要と考える。

糖やタンパク質を対象としてマイクロチップ基板上でのバ
イオマーカー解析のコア技術は構築できたと考えるが、さ
らにこれを POCT デバイスとして臨床の現場で実際に用
いるには以下の課題が残されている。上述のマイクロチッ

プ基板では従来どおりの遠心分離による血球分離を行っ
た後、血漿成分をマイクロチップに添加して解析を行って
いる。したがって、臨床の現場で医師が問診中に血液検
査が行えるようにするには、血球分離の簡易化が必要とな
る。そのために、全血をマイクロチップに添加するだけで、
血球分離を含めて解析できることが求められる。µl 単位の
極微量の血液で検査を可能にするため、既存のディスポー
ザブルな微量採血針によって採血された全血から血球成
分を取り出すフィルターを組み込んだ、マイクロ流路上での
血漿分離システムのオンチップ化を目指している。さらに、
マイクロチップ電気泳動流路やマイクロフルイディクス流路
のサンプルウェルへ自動的・定量的に必要量の血漿を送り
込むためのマイクロポンプによる送液系の構築が必要にな
る。また多項目バイオマーカー検出チップの実現には、1
枚のマイクロチップ上に、物質の電荷、大きさ、形状によ
る移動速度の違いで物質の分離を行う電気泳動系と、極
微量の液体の送液を行い抗原抗体反応系で利用するマイク
ロポンプ 用語 3 系という原理の異なる分離・分析系を併存さ
せる必要から、複雑なマイクロ流路設計が求められており、
プラスチック成型を含む微細加工技術に長けた企業などと
の連携が必要と考えている。

上述の技術課題を含め、検出系や解析ソフトの開発など
周辺技術の統合・構築を行い、POCT デバイスとして早期
に医療用検査機器として試作機を製作する。この際、まず
は対象疾患としては日本の成人の中で数百万人から一千万
人に及ぶ患者が存在する糖尿病や骨粗鬆症などの疾患別
診断チップを構築する。そして大学病院や専門病院との共
同研究の中で既存の臨床検査データとの比較から POCT
デバイスとしての有効性の検証を行う。そして医療検査
機器として薬事法に基づく厚生労働省の認可を得るように
データ収集を進め、POCT デバイスとしての開発を進める
予定をしている。POCT デバイスとして医療現場へ導入を
行った後、家庭レベルでの健康モニタリングのバイオマー
カー測定デバイスの基盤として導入を図る。

用語説明

ブロッキング：抗原タンパク質以外のタンパク質や固相
表面に対する抗体の非特異的結合を防ぐことを意味す
る。ブロッキング剤としては、ウシ血清アルブミンやゼ
ラチン、スキムミルクなどが用いられる。
非特異的発光：ブロッキングや洗浄操作が不十分なため
に、ペルオキシダーゼ標識二次抗体が非特異的にタンパ
ク質や固相面に結合後、ペルオキシダーゼの酵素基質を
分解して発光すること。バックグラウンドノイズとなる。
マイクロポンプ：微量液体を駆動するための圧力発生を
目的とする液体制御素子のこと。

用語 1:

用語 2:

用語 3:
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査読者との議論 
議論1　実用化
質問（中村 和憲：産業技術総合研究所評価部）

筆者は、「さらにこれを POCT デバイスとして臨床の現場で実際に
用いるには多くの課題が残されている」と述べているように、実際の
利用にはまだまだ距離のある技術と考えます。その点が読者に理解さ
れるように、論文タイトルおよび論文の導入部での工夫が望まれます。

そして、多くの残された課題の解析と、解決方法の整理、具体的
な取り組みと今後の方向について取りまとめてください。また、実際
に臨床検査機器、方法として認可されるまでには、定量性や信頼性
のみならずコストも含めて厚生省の認可が必要となります。認可に当
たっては保険点数が決まることから、既存の方法に比べてコスト面で
の優位性を確保することが重要となりますが、この点についての見解
はいかがでしょうか。

回答（片岡 正俊）
今後の課題を第 4 章に記載しました。技術的内容として①血球分

離システムのオンチップ化、②マイクロポンプによる送液系の構築、
③マイクロ流路設計があり、その後医療用検査機器として試作機作
製後、臨床検査装置としての有用性を証明する。さらに薬事法によ
る医療用検査機器の認証の必要性などを記載しました。具体的なコ
ストの問題は、保険点数も含め現状の検査費用と比較して十分な採
算性が見込めることを記載しました。

タイトルについてはコア技術の開発を強調するように変更しました。

議論2　既存技術との比較
コメント（中村 和憲）

血糖やアミラーゼ活性の測定に応用していますが、特に血糖に関し
ては、既に患者が日常的に使用できる血糖センサーが広く利用されて
います。したがって、既存の方法の問題点の整理、それを解決する
ために行ったことなどを明記してください。また、本研究で開発され
た方法が既存の臨床検査法と同等の性能を有していると述べられて
いますが、既存の臨床検査にとって代わる方法となり得るのか、さら
には POCT デバイスとして普及する可能性があるのか、コスト面も含
めた実用化への道筋など、今後の展開についての記述が望まれます。

回答（片岡 正俊）
ご指摘のように POCT デバイスとして既に血糖値センサーが市販

されていますが、hexokinase-G-6-P-dehydrogenase 法による血糖値
測定法では、二糖のマルトースを単糖のグルコースとして認識し実際
よりも高血糖と表示してしまいます。これはマルトースを含む輸液を
受けている場合、大きな問題となります（実際、低血糖のため死亡
例があります）。このような際には、電気泳動による単糖と二糖を泳
動時間で識別することは臨床的に大きな利点になります。

アミラーゼ測定については、定量性・易操作性・省サンプル・デバ
イスのコンパクト性・チップがオートクレーブできるなど、POCT デ
バイスとして必要とされる条件を具備していることを明示しました。
コスト面については、マイクロチップ電気泳動装置の各種実験操作
への汎用性の高さから結果的に泳動装置としてのコストが安くなるこ
と、さらに臨床検査においては血糖やアミラーゼ測定では保険での
検査費用が安いため、これら単体の検査としてはコスト的に無理があ
るが、他の検査項目と組み合わせたマルチ解析チップとして実用化
することで十分なコスト面での競争性が確保されることを記載しまし
た。

議論3　個々の技術の性能
コメント（中村 和憲）

現在用いられている、サンドイッチ ELISA の問題点は指摘されて
いますが、骨粗鬆症という長期疾患の診断に、開発手法の測定時間
の短縮がどの程度有効であるのか必ずしも明確になっていません。
反応時間が従来法の 3 時間から 30 分に短縮できるとしていますが、

測定原理が抗原抗体反応と酵素反応を利用した手法であり、基本的
に同じ原理を利用しているにもかかわらず短縮できることの説明が不
十分です。

コメント（赤松 幹之：産業技術総合研究所人間福祉医工学研究部門）
従来のアガロース電気泳動と比べてマイクロチップ電気泳動では少

サンプルで済んで、検出感度が高い理由を簡単で結構ですので記述
してください。

回答（片岡 正俊）
抗原抗体反応系を構築する場合、抗体の抗原認識能の高さが問題

になります。我々は、生活習慣病として罹患患者が多く社会的に問
題になっている疾患（骨粗鬆症による骨折は寝たきり老人の原因にな
ることが多い）で、さらに特異性の高い抗体が手に入りやすい（抗体
単独で市販されている）、その他として健常人でも一定の血中濃度が
測定可能なマーカー（血液サンプルから必ずデータが取れること、炎
症性サイトカインなどでは健常人で測定限界以下が多くデータ解析が
困難→実験系が成り立ちにくい）ということで PICP を選択しました。
この点について記載しました。

抗原抗体反応の原理は基本的に対象とするマーカーの種類に限ら
ず同じため、PICP であろうが他のマーカーであろうが基本は同じで
す。このためにも、特異性の高い抗体が市販されている骨粗鬆症の
マーカーである PICP を対象に選択しました。3 時間から 30 分への
時間短縮は、POCT に要求される診察室などでの 30 分での解析に
応用可能となります。抗原抗体反応は、抗体と抗原の空間内での衝
突により特異的結合が始まりますが、マイクロ空間では分子拡散効
果により拡散時間が短縮され結果的に抗原抗体反応時間の短縮が起
こったと考えられ、これについても記載しました。

電気泳動については、「従来の電気泳動法と比較してマイクロ流路
を用いることで省サンプル化、流路内の体積に比較して表面積が大
きくなり電気泳動時の熱発生の放出効率の上昇が可能になるため、
高電圧の印加による高い分離能を有する。さらに LED 励起の蛍光
検出系を利用することなどによる高感度化が認められる」と記載しま
した。

議論4　臨床経験に基づいたアプローチ
コメント（赤松 幹之）

臨床経験を持つ生物系研究の立場からのアプローチは、大変有益
なことと理解していますが、どの点が臨床経験に基づいた視点なの
かが明記されていません。例えば、処理時間やサイズなどは臨床経
験に基づかなくても解決すべき課題であることは容易に分かると思い
ます。したがって、臨床の立場からみたときのポイントを明記される
ことを期待します。

回答（片岡 正俊）
家庭などでの個人レベルの健康モニタリングシステムの構築にあた

り、日常生活で利用可能な血中バイオマーカーデバイスの構築に向け
て、まず POCT デバイスの開発からアプローチを考えています。この
ため、既存技術であるマイクロチップ基板を用いてできるだけ早い実
現を目指しています。さらに臨床の立場からの緊急の外科処置が必
要な場合などで、患者の感染症や全身疾患の有無あるいはその病態
の把握など、処置方法を決定するのに有用な情報がその場で獲得可
能になるとの意見を加えました。

議論5　既存技術の組み合せというアプローチ
コメント（赤松 幹之）

個別の技術はオリジナルではなく、その組合せ技術に本研究のオ
リジナリティがあると理解していますが、組合せ技術のオリジナリティ
を主張する時には、他の（採用しなかった）要素技術をなぜ選択し
なかったのか、といった議論が論文に記載されていることを期待しま
す。全体として、結果として採用した技術を用いて行なったことが書
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かれています。シンセシオロジーの論文としては、どのように技術の
選択をしたかについて記述していただきたいと思います。

回答（片岡 正俊）
ご指摘のように、市販のマイクロチップ電気泳動装置の本体や付属

のチップ、解析ソフトをそのまま利用して、各種生物学的実験法へ応
用可能なためコストダウンが期待されると考えます。この点について
記載しました。要素技術の選択について、マイクロチップの選択につ
いても既存技術の組合せに言及しました。また、日立 SV1100 形を
選択した理由として、泳動ゲルや緩衝液の変更が簡単なことから選
択したと記載しました。アミラーゼ測定で G6 と G3 の加水分解に注
目した理由は電気泳動で容易に分離できるためです。PICP 選択の
理由として、疾患特異性（骨粗鬆症やがん転移マーカー）が高く、特
異性の高い（良い抗体）抗体が市販されているためですが、抗体特
異性は重要で、この点を重視しました。そのほか、マイクロ流路など
マイクロ空間での抗原抗体反応における抗体固定法としては、ビーズ
法を比較検討した文章を追加しました。

また、既存技術を利用することで、そのメリットとして時間をかけ
ずに個々の既存技術のポテンシャルを証明できたこと、逆に今後のデ
バイスとしての製品化には工学・医学などの分野との連携が必要なこ
とを記載しました。

議論6　膵臓由来と唾液腺由来のアミラーゼ
質問（赤松 幹之）

3.1.2. において膵臓由来のアミラーゼと唾液腺由来のアミラーゼを
分離する必要性が述べられていますが、実際の臨床においては膵炎
と唾液腺炎では、現れる症状が全く異なる（腫れる場所が違う）の
で、診断を間違える可能性は低いと思います。それでも両者を分離す
る必要があるのでしょうか？もちろん、症状が出る前に検知すること
ができるメリットはありますが、実際の患者についてみると、炎症が
起きる前に検知する必要性がある人は少ないような気がしますが、い
かがでしょうか？

回答（片岡 正俊）
ご指摘のように膵炎、唾液腺炎では部位が全く違います。そのた

め腫脹や炎症などの臨床症状から簡単に鑑別診断は可能ですが、
各々の疾患の病態を把握するためのマーカーとして血中アミラーゼを
測定します。本文中にも記載しましたが、血中アミラーゼは膵臓と唾
液腺由来の 2 種類があり、その約 40 % は膵臓由来、60 % が唾液
腺由来になります。この比率は年齢、性差など個人差があることが知
られています。そのため、病態の把握、治療効果の判定にはそれぞ
れの臓器由来アミラーゼ活性を正確に測定する必要があります。急性
膵炎、慢性膵炎、膵臓癌での経過観察においても膵臓由来アミラー
ゼはマーカーとして利用されます。




