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研究成果の概要（和文）：ピッペットチップを用いる短時間酵素消化法では糖タンパク質から糖鎖を切断するこ
とのできる酵素である、PNGase F固定化ピペットチップを再現性良く作製する方法を確立した。この方法は、既
存の方法に比べ、酵素量、反応時間等を大幅に削減することが可能である。また、オンライン試料濃縮・標識法
ではカルボキシルタイプのゲルをマイクロチップ流路交差部に作製し効率よくアミノ酸をオンランで標識するこ
とができた。
多分岐流路を有するマイクロチップでの全分析操作のオンライン化では酵素消化、抽出・濃縮、標識、検出の操
作に使用するための4つの独立した流路を有するマイクロチップを作製した。

研究成果の概要（英文）：For the fast releasing of N-linked glycans from glycoproteins, a simple and 
efficient method has been developed by fabricating trypsin and  peptide-N4-(N-acetyl-β
-glucosaminyl)asparagine amidase (PNGase F)-impregnated polyacrylamide gel onto a commercial pipette
 tip, respectively. The fixed enzymes maintained their activities on the polyacrylamide gel and the 
reaction was completed by a few times pipetting operation.Also, a simple and efficient method has 
been developed to fabricate sample concentrate and derivative on a channel of a commercial 
polymethylmethacrylate-made microchip The availability of ionic acrylamide gel was demonstrated for 
the sensitive analysis of some FITC-amino acids under various buffer systems at several different 
pH. Then, the multi channel microchip was developed for combination of various functions of 
acrylamide gel, and achieves high-throughput glycans analysis.   

研究分野：分析化学
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１．研究開始当初の背景 
マイクロチップ電気泳動は、一辺が数 cm
の基盤上に幅 50～200 µm、深さ 5～150 µmの
様々な形状の流路を構築し、試料の導入と分
離を一度に行えるようにしたものが主流で
ある。分離系全体が微小化されており、一回
の分析に要する試料量、泳動液量が nL から
µLオーダーであり、分析時間も数秒から数分
というハイスループットな分析法として利
用されている。今後はバイオマーカー測定な
ど高度な臨床試験への応用が求められてい
るが、臨床検査などに応用するためには、マ
イクロチップ電気泳動の最大の欠点である
高濃度の試料が必要となる問題を解決しな
ければならなかった。また、単に試料を分離
するだけでなく前処理などの操作をチップ
の流路内で行えるような機能が必要となる。
マイクロチップ電気泳動の多機能化に関す
る研究は世界中で盛んに行われているが、こ
れらの多くは基盤となるマイクロチップを
作製するために非常に高価な装置、あるいは
卓越した技術が必要となっているため一般
的に普及することは難しいと考えられる。 
このような背景の中で申請者らが開発し
た光重合性のアクリルアミドゲル層を作製
する技術は、マイクロチップの流路の一部分
のみにゲル層を設けて機能を付加する方法
であり、ナノスケールの制御を必要とする微
細加工技術とほぼ同等の前処理を電圧印加
のみで達成することができる。本研究ではこ
れら、光硬化性アクリルアミドゲルの用途拡
大によるマイクロチップ電気泳動の糖鎖分
析システムの開発を目的に実験を行った。 

 
２．研究の目的 
本研究では、光硬化性アクリルアミドゲル
の用途拡大とこれらを組み合わせることで
新たな糖鎖分析システムを開発することを
目的に実験を行う。具体的には、アクリルア
ミドゲル層を用いる短時間酵素消化法とマ
イクロチップの流路中で試料標識化反応、お
よび濃縮・分離を一度に達成できる電気泳動
法を開発し、欠点であった感度の問題を解決
する。また、これら用途の異なるアクリルア
ミドゲル層を組み合わせることで、特定成分
の抽出・濃縮・分離・検出など分析に必要な
一連の操作を 1枚のチップ上で行う新たな分
析法の開発を行うことを目的とした。これが
実現すれば血中抗体医薬品の詳細な体内動
態の解明が可能なデバイスの開発に繋がる
ため、様々な社会的なニーズに合うと考えら
れる。 

 
３．研究の方法 
平成 27 年度では市販のピッペットチップを
用いる短時間酵素消化法（オンチップ法）の
開発と、短時間酵素消化法のオンラインマイ
クロチップ酵素消化法への適応に関する研
究を遂行した。オンチップ法については酵素
を混合した光硬化性アクリルアミドゲル溶

液を市販のピペットチップ内に作製してピ
ペットチップで酵素消化を達成した。また、
この酵素含有アクリルアミドゲルをマイク
ロチップの流路交差部に作製し、流路内での
反応・分離条件の最適化を行った。 
28 年度はカルボキシル基を有する光硬化性
アクリルアミドゲルを用い、このゲル自体を
試料濃縮と試料標識の反応場とするオンラ
イン試料濃縮・標識化マイクロチップ電気泳
動法の開発と現在までに開発した用途の異
なるゲル層を多分岐流路を有するマイクロ
チップの流路上に配し、濃縮、反応、粗分画、
特異的抽出の一連の過程を実現する方法の
開発を行った。 
 
４．研究成果 
①ピッペットチップを用いる短時間酵素消
化法（オンチップ法）の開発では糖タンパク
質から糖鎖を切断することのできる酵素で
ある、PNGase F固定化ピペットチップを再現
性良く作製する方法を確立した。この方法は、
既存の方法に比べ、酵素量、反応時間等を大
幅に削減することが可能となっている。 
②オンラインマイクロチップ酵素消化法で
は、マイクロチップ流路内においてもアクリ
ルアミドゲルによる酵素消化が達成できる
ことを確認した。現状では酵素消化が完了し
た試料溶液を回収し、キャピラリー電気泳動
装置で測定を行っているため、マイクロチッ
プの出口にキャピラリーを接続できるシス
テムを作製している。 
③オンライン試料濃縮・標識法ではカルボキ
シルタイプのゲルをマイクロチップ流路交
差部に作製し、 5-(4、 6-dichlorotriazinyl) 
aminofluoresceinを蛍光試薬、アスパラギン酸
を試料モデルに検討を行った。条件の最適化
を行ったところ、アスパラギン酸を導入した
1 分後に蛍光試薬の導入を開始することで効
率よくオンラン標識化が進行した。現在、必
須アミノ酸を一度に標識できる条件の最適
化を実施している。 
④多分岐流路を有するマイクロチップでの
全分析操作のオンライン化では酵素消化、抽
出・濃縮、標識、検出の操作に使用するため
の 4つの独立した流路を有するマイクロチッ
プを作製した。これらの流路に対し、カルボ
ン酸系のゲルを 2 つの異なる流路に作製し、
アミノ酸混合試料からの酸性アミノ酸の特
異的抽出とそれに続くオンライン標識化を
試みた。その結果感度が若干低下したものの
オンライン抽出した酸性アミノ酸のみを特
異的に標識化し、検出することができた。 
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