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研究成果の概要（和文）：申請者らは、マイクロ流路と従来の電気泳動法を組み合せることにより、サンプルの
数、大きさ、そして、ゼータ電位の同時測定ができる電気泳動コールター法（ECM）を提案し、細胞死誘発剤を
用いて細胞の生死状態の異なる細胞集団を作成し、そのECMの結果から、細胞の生死判定が可能かどうかを試み
た。生存率の減少により、大きさとゼータ電位に減少傾向が見られた。その結果は、細胞集団で見るとそれらの
状態の判定は可能であるが、ひとつひとつの細胞の状態を判別することは難しい。そこで、トリパンプルー染色
液と併用したECMによって測定・評価した結果、ひとつひとつの生死判定に充分なゼータ電位の｢差｣が確認され
た。

研究成果の概要（英文）：By combining the electrophoresis and conventional Coulter methods, we 
proposed the electrophoretic Coulter method (ECM) technique that enables the simultaneous analysis 
of the number, size and Zeta potential (ζ) of individual specimens. We also demonstrated that the 
ECM can identify whether the present cell state is alive or dead for solutions of human B 
lymphoblast (IM-9) cells, both before and after dosing of an apoptosis inducer. However, it was 
difficult to identify cell states in individual cells with the present ECM technique even though 
size distributions and ζ distributions in IM-9 cells were changed with the time lapse after dosing.
 
We demonstrated the identification of normal cells or dead cells by using cell stain buffer for ECM 
and their results show difference values in ζ, which are sufficient to separate normal cells or 
dead cells.

研究分野：電子デバイス
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１．研究開始当初の背景 
 ライフサイエンス・ケミストリ分野におけ
るマイクロ流体チップの研究・開発は近年、
急速に発展し、チップ上に微小な流路や反
応・混合領域、そしてセンサーを集積化した
生化学分析デバイスは、僅かな血液から血球
検査やDNA分析が可能になっている。更に、
マイクロ粒子や生体細胞の表面特性の解明
は、分析化学、薬学および医学の分野におい
て、非常に重要な役割を担うことが知られて
いる。これらの研究の発展により、臨床医療
の現場では、迅速な治療の開始・通院負担の
軽減・医療費の抑制などの目的のため、患者
の傍らで検体を採取し、検査することによっ
て直接的に検査結果が得られる、「患者の傍
らでの即時検査」の実現が可能になる。しか
しながら、現在のマイクロ流体チップを用い
た分析の多くは、顕微鏡から得られた画像を
解析し、評価している為、結果を得るのに多
くの時間を必要としている。 
 このような背景のもと申請者らはこれま
でに、次のような研究を行ってきた。 
1) 細胞表面に吸着した生体分子により流路
内での対象サンプルの泳動速度が異なるこ
とを初めて明らかにし、酵素・蛍光染色・放
射性元素などによる標識をせずに反応量を
見積もることができる測定手法を提案した。 
2) 検体の表面特性のパラメータとしてゼー
タ電位に注目し、その他、数と大きさの評価
を同時にできる電気泳動コールター法を提
案し、電気信号による血液診断デバイスへの
基礎実験を試みた。 
3) Si-On-Quartz (SOQ)基板上に作製したト
ランジスタの電気的特性を評価し、この基板
が小信号回路用素子に優れていることを明
らかにし、イオン感応性トランジスタや pH
センサに応用可能であること、またこの基板
は半透明であるため、蛍光染色された生体物
質を識別する光プローブバイオセンシング
への応用やカーボンナノ材料との組み合わ
せにより生体関連物質との融合に高いポテ
ンシャルを有していることを示した。 
 これらを電子デバイスの利用で電気信号
により計測・評価できるようになれば、現在、
画像解析が主流のマイクロ流体チップと比
較して、測定の高速化、測定精度の向上、そ
してコンパクトな分析デバイスの実現が期
待できる。そのためには、電気泳動による流
路内でのサンプルの流れのメカニズムを詳
細に把握や計測された電気信号に含まれる
ノイズ源の低減が必要である。 
 一方で高速化と方向性が異なるが、個々の
細胞の表面特性評価や経時変化の計測や希
少細胞の捕獲・評価は、分析化学、薬学・医
学の分野において高いニーズがある。そこで、
半透明の SOQ 基板上にデバイスを集積化し、
光学顕微鏡や光学分析装置による光情報と
組み合わせた、多機能生化学デバイスを目的
とした応用を試み、電気信号＋光情報＋分析
デバイスの組み合わせによる新規測定法な

どについても提案をしていく。 
 
２．研究の目的 
 申請者らが提案してきた電気泳動コール
ター法は、測定対象の粒径差 1um、ゼータ電
位差 2mV 程度の判別が可能となっている。
しかし、細胞表面に吸着する特有の微量分子
や細胞の大きさの変化を高感度で検出する
ためには、測定精度をさらに向上させなけれ
ばならない。そのために、実験とシミュレー
ションを比較しながら進めていき、電気信号
によりモデル粒子や生体材料を用いてデバ
イスの分解能を確認していく。その後に、
SOQ 基板をプラットホームとした新規生化
学分析システムへの展開を図る。 
 そこで本研究では、①流路内の測定対象の
流れの解明をし、②マラリア感染した赤血球、
がん細胞などの検出を想定したモデル粒子
や細胞の測定評価、そして、③SOQ 基板を
プラットホームとした流路と分析デバイス
を融合した新規生化学デバイスの提案の、3
つの研究を段階的に行う。 
 
３．研究の方法 
①流路内の測定対象の流れの解明 
 実験から得られる流速＝電気泳動速度＋
電気浸透流＋圧力勾配流＋拡散速度 であ
ると考えられ、電気泳動速度の正確な導出に
は他の成分の抑制が課題である。特に、電気
浸透流は流路に用いられる材料の帯電状態
に依存する。コーティング剤の濃度の違いに
よる、流路の表面状態の変化を XPS 測定に
より、数値化へ向け、各条件下での帯電状態
を既存のゼータ電位測定装置で評価し、其々
の電気浸透流は、マイクロ流路の実験から得
られる流速の電圧依存性より外挿して導く。
流路内の流れについてシミュレーション結
果と比較しながら、実験を行う。また、流路
を充たしている溶液のイオン及びその濃度
にも注目しながら、電気伝導への寄与につい
て調べる。 
②電気信号によるモデル粒子や細胞の測定
評価 
 アレルギー診断やマラリア感染した赤血
球等の検出を目的とし、粒径差 1µm 以下、
ゼータ電位差 1mV の分解能を目指す。サン
プルに対するアパーチャー設計の最適化は
シミュレーションの結果を反映させて進め
ていく。 
③SOQ 基板をプラットホームとした流路と
電子デバイスを融合した新規生化学デバイ
スの提案 
 半透明な SOQ 基板上に作成した電気泳動
コールターデバイスを、光学顕微鏡と組み合
わせることにより、1)電気信号による解析、
2)画像診断、そして 3)細胞の捕獲・評価がで
きるようにし、最終的には希少細胞やターゲ
ット細胞の培養・評価へと繋げられる技術の
確立を目指す。 
 



４．研究成果 
 まず始めに、電気泳動による流路内での測
定対象の流れのメカニズムを詳細に把握し、
アレルギー・血液診断などの分野における新
規分析デバイスおよび分析手法の提案を目
的とした。サンプルを計測した際に電気信号
に含まれるノイズ源の低減が必要で、流路表
面へのコーティング剤の成膜状態を XPS 測
定により調べ、成膜済みの流路で、流速の電
圧依存性を調べ、電気浸透流を外挿し、最小
となる条件の確立を行った。続いて、流路の
ゼータ電位測定分解能が 1mV 以下であるこ
とを確認し、その条件でコーティングされた
マイクロ流路を用いて、抗原抗体反応量によ
るゼータ電位の変化や生細胞→死細胞によ
るゼータ電位についても評価し、判別可能で
あることを確認した。 
 つづいて、微量な血液からアレルギー判定
や希少細胞の検出・捕獲・評価が可能な分析
デバイスの実現を目的とし、1)同一流路での
多重分析と 2)希少細胞捕獲・評価を行った。  
 1)に関しては、培養した末梢血循環腫瘍細
胞(CTC)に、その細胞死誘発剤を用いて細胞
死を誘発させることにより、異なる生存率の
細胞集団を用意し、それらを測定サンプルと
した。その生死判定(生存率)は従来の手法に
よる蛍光染色・顕微鏡解析によって予め測定
を行った。その測定サンプルについて、私た
ちが提案している分析システム(ECM)によっ
て、ひとつひとつの細胞を分析し、ゼータ電
位とサイズの測定を行った。細胞状態が正常
細胞・前期アポトーシス細胞・後期アポトー
シス(死)細胞へと変化していく(生存率が低
下していく)につれて、ゼータ電位は 0mV方
向へと移動し、またサイズも縮小していく結
果が得られた。この結果から、本分析システ
ムによって、測定サンプルの細胞状態につい
て、生死判定が可能であることを示した。 
 ただし、この結果は細胞集団の状態判定は
可能であるが、個々の細胞の状態判定は困難
であった。そこで、ECM と液中でマイナス
に帯電するトリパンプルー染色液を併用す
ることにより、ひとつひとつの細胞の状態評
価を判定が可能であることを示した(図 1)。 
 加えて、同一流路での複数の異なるサンプ
ルの評価についても可能であることを示し
た。その他、赤血球/白血球の判別や赤血球表
面での抗原抗体反応量の見積もりが可能で
あることも示した。 
 2)の分析デバイスの機能化へ向けた取り組
みに関しては、細胞の接着、増殖、細胞死、
解離時の状態を『電気信号』によって判定が
可能かどうかについて、細胞表面の仮足形成
能力に注目した。SOQ 基板上に作成した、
くし型電極上に接触している細胞の投薬有
無での状態変化について、蛍光顕微鏡と合わ
せて調べ、今後の『電気信号』によるリアル
タイム計測が実現可能であることを示した。
また、Si微細加工によって作られた微小領域
にこの細胞を捕まえておくことが可能であ

ることを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 Histograms of ζ distributions in normal 
cells and dead cells of IM-9 cells by ECM 
with trypan blue stain, at the viability of 
70-80 % with the apoptosis inducer in (a), 
and their averaged ζ values in normal cells 
and dead cells of IM-9 cells at different 
concentration of trypan blue stain in (b). 
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