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研究成果の概要（和文）：microRNA (miRNA) が，早期がん発見に使用できる可能性が指摘されている。しかし
従来の解析装置は巨大で，設置場所が大病院等に制限される。そこで本研究では、代表の生田が体系的に開発し
てきた「化学ICチップ」を活用し、各家庭レベルで使える、がん早期診断システムの開発を目的とした。開発デ
バイスは手のひら程度の大きさでありながら、診断に必要な全反応を可能とする。また低コストでの作成、使い
捨てが可能であり、実用性に優れている。更に従来装置の約1/100のサンプルで解析可能である。本デバイスで
の解析実験では、正確な定量が可能であり、検出感度は早期段階のがんを検出するのに十分である事が示され
た。

研究成果の概要（英文）：Exosomal microRNA (miRNA) expression analysis is an important screening tool
 for the early detection of cancer. In this study, we developed two portable microdevices for 
multiple RNA expression analysis by miRNA purification and qRT-PCR for point-of-care testing. These 
microdevices are composed of several types of modules termed ‘chemical IC chips’. The developed 
microdevice was the palm size, and improved the portability of all systems. For the practical use, 
the microdevice also improved the disposability. The microdevice could perform reactions for samples
 of small volume. We purified miRNA from the liver cancer cell line and confirmed the expression 
level of miRNA, which is a potential biomarker for liver cancer, by the microdeivces. We observed an
 accurate reaction in the microdevice. We also demonstrated that our microdevice can detect miRNA 
cancer biomarkers at the early stage.

研究分野：医用マイクロマシン

キーワード： マイクロマシン　POC　ナノバイオシステム
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、日本人の死因の一位であるがんの早期診断が、各家庭レベルで可能となれば、日本人の健康寿命
の向上に大きく貢献する。早期発見だけでなく、再発防止にも有用である。また、血中からのRNA 精製から
qRT-PCR によるRNA 定量を行うプロセスは、がんのみならず、他の慢性疾患や感染症の早期発見にも応用でき
る。さらに、将来的には、定期的に自分のRNA 発現解析データをクラウド上に保存し、発現の時系列変動をモニ
タするシステムまで構築することを視野に入れている。これにより、疾患の早期発見のみならず、適切な食事や
運動の提案をするなど、疾患予防システムへ展開する。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

 近年、血液中のエクソソームに含まれる miRNA が、早期がん発見用マーカとして使用でき
ることが明らかになってきた。エクソソームとは、細胞から放出される脂質二重膜で形成される
直径 40 nm～100 nm 程度の小胞で、血流に乗って生体内を移動する。多くのがん患者におい
て、血中エクソソーム量の増加が見られることが注目されている [1]。エクソソーム内 miRNA 

のうちの数種は、がんの早期段階から発現異常が生じる。さらに発現異常が生じる miRNA は、
原発組織特異的であり、miRNA 解析によりがんが存在する組織の特定まで可能である。しかし、
従来の RNA 抽出、解析装置は巨大で、設置場所が大病院等に制限されている。患者が病院等へ
検査を受けに行くのは発症後であることが多く、寛解に繋がりにくい。 

 

２．研究の目的 

 上記の研究背景から、本研究は各家庭レベルで使える、がん早期診断・発見システムの開発を
目的とした。がん早期発見のためには、（1）血中、及び細胞内エクソソーム miRNA の精製、(2) 

qRT-PCR による miRNA の定量の 2 過程を達成する必要がある。更に、各家庭レベルで使える
ようにするためには、上記 2 点を可能とするシステムが、(3) 簡単かつ低コストでの開発、反応
が可能である必要がある。この(1)-(3)を達成するデバイスシステムの開発を行った。 

 

３．研究の方法 

化学 ICチップ 
 目的達成のため、本研究は、生田が世界に先駆けて提唱し、各種実証チップを開発してきた「化
学 IC チップ」のコンセプトを基に開発を行った [2]。これは反応を行うリアクタチップ、送液
を行うポンプチップ、加熱を行うヒータチップ等、各々の反応に必要な機能を持つチップを 3次
元的に積み重ねる事により、1 つの反応系を構築する手法である。この構造により、化学 IC チ
ップは多様な反応系を構築できる。また、平面基板上に反応に必要な機能を付加する従来のマイ
クロデバイス作製手法と異なり、立体的にマイクロデバイスを構築することで、反応制御に必要
な面積を最小限に抑える事ができる利点も有する。そのため、観察系、制御系など、反応に必要
な全てのシステム系をポータブル化できるという特長がある。 
 
４．研究成果 

(1) qRT-PCR 用デバイス 

 miRNA の定量発現解析を行うための、

qRT-PCR 用マイクロデバイスを図 1 に示

す。本マイクロデバイス、及び次節の

miRNA 精製チップは化学 IC チップ構造

に基づき、複数の機能的なチップから構築

されている。本デバイスは 4 つのチップよ

り構成されており、上部より、サンプルを

添加し、実際に反応を行うリアクタチッ

プ、リアクタチップ-ヒータ間の熱伝導率

を向上させる金属スペーサ、サンプルの加熱制御を行うヒータチップ、及びサンプルへの励起光

照射、観察を行う蛍光観察チップから成る。リアクタチップには、4 個のサンプルアプライ用の

ウェルがあり、1 実験での複数同時解析が可能である。構築後のマイクロデバイスは、5.5 cm×

2.5 cm×2.5 cm の小型サイズであり、ポータブル性に優れる。 

 

(2) miRNA 精製用マイクロデバイス 

 

図 1 qRT-PCR マイクロデバイス 
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 血液、あるいは

細胞よりエクソソ

ーム miRNA を精

製するためのマイ

クロデバイスを図

2 に示す。デバイ

スの大きさは 1.4 

cm×1.2 cm×0.7 

cm の指先サイズ

である。本デバイ

スは FTA カードシステムを用いた精製を行っている。本手法は、添加されたサンプルに含まれ

るタンパク質成分を、FTA カード表面の薬剤により失活させ、核酸成分をその線維構造内に絡

めとる。核酸を絡めとった FTA カードに MilliQ 水を添加し、加熱を行う事で線維構造が緩み、

核酸が MilliQ 水内に放出される事で、精製が完了する。本デバイスは 3 つのチップより構成さ

れており、上部より余剰サンプルの吸引を行うフィルタチップ、FTA カードを搭載し、実際に

サンプルを添加、精製を行うリアクタチップ、加熱制御を行うヒータチップから成る。ヒータチ

ップとリアクタチップの間には断熱フィルタを搭載し、放熱を防止している。 

 

(3) ポリプロピレンフィルムリアクタ（PP フィルムリアクタ） 

(1)、(2)のマイクロデバイスに搭載する、簡単かつ低コストで開発可能なリアクタチップとし

て、PP フィルムリアクタの開発を行った（図 3 (a)）。本リアクタは、厚さ 100 µm の極めて薄

い PP フィルムを、鋳型に沿って熱変形させる、ホットエンボス加工で作製した（図 3 (b)）。2

種類の鋳型は、マイクロ光造形法により作製した。PP は従来の PCR チューブに用いられてい

る素材であり、反応阻害が生じない。更に本チップの透過率は 80%を越え、蛍光観察時の検出

感度の向上に貢献している。図 3 (b) に見られるように、PP フィルムリアクタは極めて簡単な

手順での作製が可能である。以上より、使い捨てが可能な、実用的なリアクタチップの開発に成

功した。 

  

(4) 肝がんマーカ miRNA の検出 

 上記(1)-(3)で開発したマイクロデバイスを用い、肝がん細胞株 HepG2 より、miRNA の精製

及び定量実験を行った。本実験では、miR-224 の定量実験を行った。miR-224 は肝がんマーカ

 

図 2 miRNA 精製用マイクロデバイス 
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図 3 PP フィルムリアクタ 

(a) 作製した PP フィルムリアクタ、(b) PP フィルムリアクタの作製手法   
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になりうる可能性を持つ miRNA である [3]。その結果を図 4 に示す。図 4 は、精製用マイクロ

デバイスを用いて肝臓がん細胞株 HepG2 より miRNA を精製し、精製後のサンプル内に含まれ

る miR-224 について、qRT-PCR マイクロデバイスを用いて定量解析を行った結果である。NC

は MilliQ 水をサンプルとして添加した際の結果を示す。精製後サンプルの RNA濃度を計測し、

各々の濃度に希釈したサンプルを qRT-PCR マイクロデバイス上の各反応用ウェルに添加し、反

応を行った。図 4(a)は、各サンプルの qRT-PCR 時の蛍光強度の増加の様子を示す。横軸は実施

した温度サイクル数、縦軸は各温度サイクル終了時の各サンプルの蛍光強度を示す。図 4(a)よ

り、サンプル内 RNA 濃度毎に蛍光強度が増加していく様子が観察された。図 4(b)に、34 サイ

クルにおける、リアクタの様子を示す。図 4(b)より、異なるサンプル RNA 濃度間での蛍光強度

の違いを、目視でも観察できた。また、本実験ではサンプルの RNA 濃度が 50 pg/μl まで検出可

能であった。これは早期がん段階における患者の血中エクソソーム内 miRNA 濃度を下回る事

から、早期段階患者からの、miRNA 検出が可能である事が示された[4]。以上より、早期がん発

見のための、サンプルの精製～miRNA 定量までを可能とする、極めて実用的なマイクロデバイ

ス群の開発に成功した。 
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