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研究成果の概要（和文）： 1000分の 1ミリメートルの精度で微細加工するための技術（MEMS）

を利用して化学分析マイクロチップを設計・作成し、多項目の内分泌検査を一つの装置内で一

斉、迅速、簡便、高感度かつ高精度で行うことができる実用分析システムを構築した。これま

で不妊症治療の臨床現場で 1 週間程度かかっていた内分泌検査がわずか数分間のうちに完結で

きる分析システムの開発に成功した。 

 
研究成果の概要（英文）： A rapid, simple, sensitive practical method for simultaneous 
endocrine tests was developed by creating chemical analysis microchannel chips using a 
microfabrication technique called MEMS to an accuracy of 1 micrometer.  Hormonal 
inspections, which take about a week in clinical practice of treatment sterility by 
conventional methods, proved to be successfully completed in a few minutes by the proposed 
method. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年急増している不妊症への対策は、QOL
の向上のみならず、人口減少抑制の観点から
深刻かつ緊急な国家的課題である。不妊症の
主な原因である体内の性ホルモンバランス
不調の診断・治療のためには内分泌検査が不
可欠である。従来の内分泌検査では通常、採

血試料を専門検査機関へ送って検査を依頼
しているが、(1) 個々の性ホルモン検出には
長時間と高価な装置が必要、(2) そのため常
時変動している性ホルモン濃度を正確には
把握しにくい、(3) 大量の採血によるストレ
スが原因でホルモン濃度自体が変わってし
まい正確な検査値が得られにくい、など実用
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上きわめて問題が多い。 
 臨床においてその場で簡単に、ストレスフ
リーで、迅速・高精度で 結果が得られるよ
うな検査手法が強く望まれている。このよう
な分析法が提供されれば、不妊症治療・診断
のための画期的な検査手段となり得ると期
待された。 
 
２．研究の目的 
 高感度検出試薬固定化マイクロチップ技
術を応用して、多項目の内分泌検査を一つの
装置内で(1)一斉、(2)迅速、(3)簡便、(4)高
感度、(5)高精度で行うことができる実用分
析システムの開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
 本分析システムの原理はマイクロチャン
ネル技術に基づくマイクロ反応場でのイム
ノアッセイ法に基づく。複数の抗体試薬を一
つのマイクロチャンネル内にあらかじめ固
定化し、微量の試料がチャンネル内を通過す
る際に複数の抗体とわずか数分の間に反応
完結し、高感度蛍光検出系によって検出する。
マイクロチャンネル内の多項目試薬固定化
技術は申請者独自に確立したもので、本シス
テムの核となる部分である。 
 マイクロチャンネル技術を複数のホルモ
ン検査に応用するという独創的な手法によ
り従来の血液検査方法と比べて、複数の検査
を一斉に（多種類のホルモン検査を１回で）、
短時間で、微量の試料で、前処理が不要で、
高感度で、かつ小さな環境負荷で行えるとい
う、革新性の極めて高い実用的な内分泌検査
技術が実現すると期待される。 
 本分析システムの原理は、複数の抗体試薬
を一つのマイクロチャンネル内にあらかじ
め固定化し、微量の試料がチャンネル内を通
過する際に複数の抗体とわずか数分の間に
反応完結し、高感度蛍光検出系によって検出
するというものである。これに基づいて研究
計画を以下の 7 項目に分類し、研究を段階的
に遂行した。 
(1)分離・発色系の検討（抗原抗体反応、酵

素反応、蛍光反応、感度・精度・再現性） 
(2)蛍光検出技術の検討（光源・レンズ・フ

ィルター・CCDなど光学系の選択、データ
処理法） 

(3)マイクロチャンネル設計・作製（材質、
サイズ、エッチング、固定化技術、インタ
ーフェイス） 

(4)試料導入方法（採取チップ、前処理、送
液） 

(5)試作機の作製（モジュール結合、小型化
の試み） 

(6)実証実験・評価（従来機との比較、実際
試料への応用） 

 

４．研究成果 
(1) 分離・発色系の検討：検査対象ホルモン
として、排卵や月経など卵巣機能に密接に関
連している卵胞刺激ホルモン(FSH)、黄体化
ホルモン(LH)、黄体化ホルモン放出ホルモン
(LH－RH)、プロラクチン(PRL)、甲状腺刺激
ホルモン放出ホルモン(TRH)、テストステロ
ン、エストロゲン、プロゲステロンを選び、
生体成分の分析法として汎用されている、市
販 96 穴マイクロウェルプレート ELISA キッ
トを用いた分離検出系により原理検証を行
い、試薬の種類や濃度、および溶液の pH な
ど反応効率を左右する諸条件を最適化し、ホ
ルモンを蛍光検出によって高感度に分離定
量できることを確かめた。検出試薬としては、
汎用性の高い酵素である Horse Radish 
Peroxidase による酵素反応により高い傾向
収率が望める Amplex Redが最適であった。 
 
(2) 蛍光検出技術の検討：蛍光試薬を非常に
狭いチャネル内の任意の位置にスポットす
るための技術を開発した（図 1）。 

 
（図 1 顕微鏡下におけるマイクロチャネル

内への検出試薬スポッティング装置） 
 
さらに、Amplex Red の酵素反応により生じた
Resorufin の蛍光をマイクロチャネル内で効
率・精度良く捕捉するために、倒立型蛍光顕
微鏡と高感度 CCDカメラを組み合わせた測定
系を構築した。チャネルの蛍光画像を精度良
く撮影するための諸条件を決定できた。 
 (1)と(2)の技術に基づき、ホルモンへの応
用に先立って多種類の生体関連物質を一つ
のチャネル内で検出できることを確かめる
ために、ここでは塩基配列の異なる DNA1, 2, 
3 の逐次検出を試みた。各 DNA に特異的に応
答する蛍光検出試薬をチャネル内壁にスポ
ット上に固定化しておき、DNA1～3 を逐次チ
ャネル内に導入して逐次検出を行えること
を明らかにした（図 2）。 

 

（図 2 マイクロチャネル内における塩基配
列の異なる 3種類の DNAの蛍光検出） 



 

 

 
計画当初段階では、シグナルの検出系とし

て主に蛍光発光系の活用を考えていたが、研
究が進行し実用化への段階に移行するにあ
たり、デバイスの小型化を考慮した場合、一
般に蛍光検出に用いられる光学系では物理
的なサイズが大きく不向きな面があること
も分かってきた。したがって、高感度性を重
視する蛍光系を利用する検出の他に、デバイ
スの小型化が容易な電極反応を利用する電
気化学検出についても併せて検討した。その
結果、微小な電極をチャネルに配置すること
が有効なことが分かった。微小電極のテスト
段階では、高純度炭素からなるシャープペン
シル芯の活用がコストや取り扱いの点で有
用であった。将来的には電気化学検出とマイ
クロチャネルとの融合が実用化に有利とな
ることが示唆された。 
 
(3) マイクロチャネルの設計・作製： マイ
クロチャネルの材質や形状を設計し、エッチ
ングの諸条件を最適化することで、任意の流
路径のマイクロチャネルを作成できた（図 3）。
マイクロチャネルを組み込んだガラスと
PDMSとの複合チップに試料溶液、反応試薬溶
液、洗浄液を逐次送液するためのインターフ
ェイスについて検討し、高精度のマイクロシ
リンジポンプにより最適な送液条件を明ら
かにした。さらに、蛍光標識したタンパク質
をモデル化合物として、すでに開発済みの反
応試薬固定化手法によって、マイクロチャネ
ル内に固定された蛍光標識試薬を精度良く
検出できることを確認した（図 4）。 

 

（図 3 試作した 5 cm™ 5 cm PDMA-ガラスハ
イブリッド型マイクロチャネルチップ） 

 

 

（図 4 試作マイクロチャネル内におけるプ
ロラクチンの蛍光検出） 

 

(4) 試料導入方法： 多項目検査チップとの
インターフェイスの容易な唾液採取法につ
いて検討したが、市販の唾液採取用器具によ
り試料を回収する方法が最も簡便かつ有望
であることが分かった。Sarstedt製（商品名
Salivette）と Filtrona Fibertec 製（商品
名 Transorb）の製品について比較検討したと
ころ、これまで唾液中成分の研究にて汎用さ
れてきた前者に比べて、後者の方が特異的吸
着の少なさの点で優れていることが分かっ
た。 
 
(5) 試作機の作製： 個々に開発したマイク
ロチャンネルチップ、試料採取チップ、光学
系、送液系などの機能モジュールを組み合わ
せた分析システムを試作した。唾液試料を検
出部に導いて高感度に蛍光検出を行うため
の流路条件を確立できた。 
 
(6)実証実験・評価： ヒューマンインター
フェイスを意識したシステム化について検
討したが、実際の製品化を念頭に置いた試作
化までには、データの電子処理装置の設計・
作成、得られた数値データに関する評価方法
の確立、試料の粘度や気泡の蛍光検出・定量
に及ぼす影響の除去など、まだまだ解決すべ
き課題が多いことが分かり、計画当初の予想
をはるかに上回る労力と時間がかかること
が判明したため、本項目の完全な達成までに
は至らなかったが、(5)で作成した 試作機を
用いたモデル検証実験を行った。内分泌物質
モデルとしてプロラクチンなど数種類を取
り上げ、ヒト試料への応用について検討した。
比較検証には ELISA 法を用いた。その結果、
唾液および血清中に含まれる内分泌物質の
検出・定量が可能であることを明らかにした。
例として、プロラクチンの検量線を作成し、
10～50 ng/mLの定量範囲（r=0.999）を得た。
検出感度は 5.2 ng/mL であった(図 5）。した
がって、本モデルはプロラクチンをはじめと
する内分泌物質を含む実際試料の迅速かつ
高感度な定量に有用であることが示唆され
た。 

 

（図 5 プロラクチンの検量線） 
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