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研究成果の概要（和文）：生体内に極微量に存在する心疾患、癌などの疾患の指標となるマーカ

ー分子（疾病マーカー）を含む複数の成分を高感度、迅速、簡便に測定するためのバイオセン

サシステムの構築を行った。感度の向上のためには化学増幅法を開発・適用した。迅速、簡便

な測定のためにはマイクロチップ技術を適用し、特にポンプフリーでの分析操作を可能とする

ための新規方法（Drop-and-Sip 法、誘電泳動法）の適用により操作・装置の簡便性を達成した。 

 
研究成果の概要（英文）：Highly-sensitive, simple and rapid immunoassay systems have been 

prepared for the determination of multianalyte involving biomarkers whose concentrations 

in biological fluids are as low as pM-levels.  Chemical amplification techniques have been 

developed and used for enhancing the sensitivity, and microfluidic devices have been 

employed for serving simple and rapid assay procedure.  A “drop-and-sip” fluid-handling 

technique and a particle-manipulation technique based on dielectrophoresis have 

successfully applied for developing pump-free immunosensing devices. 
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１．研究開始当初の背景 

(1)ナトリウム利尿ペプチドはなど心疾患時
に心臓から放出されるホルモンであり、この
ものの血中濃度を測定することで心疾患の
病態把握が可能となる。このような疾病のマ
ーカーとなる分子を検出・定量することによ

り、心臓病、ガン等の疾病の早期発見・早期
治療が可能となる。一方、このような疾病マ
ーカーの測定においては、以下の問題点があ
った。 

①体液中濃度は pM レベルと低いものが多い
ことから、簡便なセンサーシステムでは測定
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が困難である。一部の疾病マーカー（B 型ナ
トリウム利尿ペプチドなど）の測定に開発さ
れた機器はかなり大型でオンサイトでの測
定には適用しがたい。 

②複数の成分測定がより高度の治療上好ま
しいが、対応できる機器は尐ない。 

(2)このような問題点を解決するために、高感
度、迅速、簡便な多項目免疫センサーシステ
ムの構築を試みた。その開発の方針は以下の
通りである。 

①高感度化のために化学増幅法を開発・適用
する。簡易なセンサー系ではノイズレベルの
低減には限界があるので、大きな信号を得る
方法の開発が必要不可欠であり、このために
最も適した方法は化学増幅法であると考え
た。 

②マイクロ流路をもちいたセンサーチップ
を開発・利用する。複数の成分を迅速・容易
に測定するのに適した方法としてはマイク
ロ流路の利用が好適なのは言を俟たない。 

③ポンプ、バルブフリーの送液あるいは試薬
輸送の方法を開発、利用する。一方で、マイ
クロ流路を用いた免疫センサーシステムに
おいては、通常、送液、洗浄のためのポンプ、
バルブが必要であるが、マイクロ流路サイズ
に合致した小型で信頼性のあるポンプ、バル
ブは得難く、センサーの構成、測定操作の簡
易化の観点からもポンプ、バルブを必要とし
ないシステムが強く望まれる。 

 

２．研究の目的 

以上の観点から、以下の目的で研究を行う
こととした。 

(1)酵素標識抗体を用い、この酵素の活性を測
定するために酵素反応生成物の電極表面へ
の蓄積→測定の方法を採用する。蓄積により、
測定時の信号は増大し、酵素活性の高感度測
定、ひいては測定対象分子（抗原）の高感度
測定が可能となる。 

(2)ここで使用する標識酵素としては、ヒト体
液中に殆ど含まれないものを選ぶ。これによ
って、体液中の酵素に由来する妨害レベルを
極小化できる。 

(3)ポンプを使わない送液法を開発、利用する。 

 これらを通じて、数L の試料を滴下する
だけで、pM オーダーあるいはそれ以下の複
数の生体成分を迅速（十数分以内）、簡便（オ
ンチップで送液ポンプ等不要）で測定し得る
センサーを開発しようとした。 

 

３．研究の方法 

具体的には、当初、以下の酵素反応系、送
液系を利用し、必要に応じ代替方法を開発し、
利用することにより目的を達成することと
した。 

(1)我々は以前に、アセチルコリンエステラー
ゼを標識酵素とし、チオコリンの加水分解に

より生成するチオール（チオコリン）を金電
極上に吸着・濃縮される方法を開発した
(Matsuura et al., Anal. Chem., 77 (2005) 

4235; Kurita et al., ibid., 78 (2006) 5525)。
この方法は感度の点で優れているものの、血
中のコリンエステラーゼ活性が高いことか
ら、これによる妨害を受けた。そこで酵素と
して体液中の活性が極めて低い-ガラクトシ
ダーゼを用い、p-アミノフェニルガラクトピ
ラノシドを加水分解させ、生成するチオール
を金電極上に吸着・濃縮させる系を新たに採
用することとした。 

(2)送液法として我々が本研究の課程で開発
した試料のマイクロピペット吸引、キャピラ
リーフォースを利用した導入法（Drop-and- 

sip 法）を適用する。 

 
４．研究成果 
(1)個別技術に係る研究成果は以下の通りで
ある。 
①高感度測定方法 
 -ガラクトシダーゼによる、p-アミノフェ
ニルガラクトピラノシドを加水分解速度が
極めて小さいことが分ったので、反応・蓄積
系として、新規な系を開発した。すなわち、
標識酵素としてグルコースオキシダーゼを
利用し、この酵素反応生成物の蓄積のために
ペルオキシダーゼ／Os(II)錯体固定化ポリマ
ーを利用する方法を開発した。グルコースオ
キシダーゼは、グルコース＋酸素→グルコノ
ラクトン＋過酸化水素の反応に従い、過酸化
水素を生成させる。過酸化水素はペルオキシ
ダーゼの触媒作用により Os(II)錯体を酸化し
Os(III)に変える。Os(III)を一定時間（5~10

分）蓄積後に還元することで、グルコースオ
キシダーゼ活性が低い場合でも大きな電流
信号が得られる。グルコースオキシダーゼ活
性として、0.5 mU/L と、通常の電気化学測
定法の 1/1000 程度の活性まで測定でき、こ
の方法を免疫測定に応用した結果、腎臓病の
マーカーであるインスリン、ガンの尿中マー
カーであるジアセチルスペルミンをそれぞ
れ pM 前後まで測定できることが分った。 

②試料輸送方法 

 疎水性の試料入り口／親水性の反応チャ
ンバー／疎水性の試料出口の構成のマイク
ロチップを作製し、試料を入り口に滴下し、
次いで出口からマイクロピペットを用いて
吸引するという操作により、親水性のチャン
バーに試料を満たすことが出来る。親水性の
チャンバーを複数も受けた場合も、適切な流
路設計により全てのチャンバーを試料で満
たすことが出来る。基質、酵素、イオノフォ
アなどを予め導入乾燥させた親水性チャン
バーを作製しておくことにより、複数の酵素、
基質、イオンのセンシングが可能となる。 

 一方、酵素標識抗体を用いた免疫測定にお



 

 

いては、例えば、試料と酵素標識抗体とを反
応させた後、固定化抗原基板上への反応液の
導入・未反応の酵素標識抗体の抗原固定化基
板上への回収→洗浄液の導入・基板表面に非
特異的に吸着した酵素標識抗体の除去（B/F

分離）→基質溶液の導入・基板表面の酵素標
識抗体の酵素活性測定、等測定プロセスに応
じて、複数回の送液操作が必要である。
Drop-and-sip 法はチャンバー内への試料導
入には適しているものの、これに続く洗浄、
基質導入などを繰り返す場合、操作が煩雑で、
再現性に欠けるという問題があることが分
った。 

 そこで、洗浄操作を必要としない新規な測
定法として誘電泳動を利用することとした。
すなわち、抗原分子を固定化したマイクロビ
ーズと試料とを混合し、免疫反応を行わせる。
この後、抗体を固定化した基板を上面に、交
互くし形電極を下面に設置したマイクロチ
ャンバー内マイクロビーズ／試料液を導入
し、交互くし形電極に交流電場を印加する。
すると誘電泳動（負の誘電泳動）によりマイ
クロビーズは電場の弱い固定化基板の電極
直上部に押しつけられる。1~2 分後に電場の
印加をストップすると、試料と反応しなかっ
た抗体部位が抗原固定化基板と接触したビ
ーズは免疫反応により基板上に固定化させ
たままで残るが、すでに試料中の抗原と反応
して、最早基板上の抗原と反応し得ない部位
が抗原固定化基板と接触したビーズは、電場
による力を受けなくなると基板上から散逸
する。つまり、電場の力のオンオフで B/F 分
離が行われることから、通常の B/F 分離に必
要とされる洗浄操作を必要としない。上述の
方法で固定化されたビーズ上の標識酵素活
性を測定する等により、試料中の抗原濃度が
求められる。 

(2)システムの構成 

 複数成分の同時測定用のチップを構築し、
上記の新規な化学増幅方法と試料輸送方法
を組み合わせて、ナトリウム利尿ペプチドフ
ァミリーを pM オーダーで、15 分以内に同時
に測定できる事を見出した。また、尿中のジ
アセチルスペルミンとクレアチニンとを、い
ずれも同一の（数百倍の）尿希釈率で測定で
きるシステムを構築した。尿中の疾病マーカ
ーは非侵襲測定の観点から有用であるが、尿
を試料とする場合、その「濃度」が飲食、発
汗等により大きく変化するので、クレアチニ
ンによる濃度補正が必要となる。これまで、
尿中クレアチニンと微量タンパク質等の同
時測定の報告はあったが、高濃度のクレアチ
ニンと低濃度成分とを同一の希釈率で測定
できるシステムの報告例はなかった。今回、
クレアチニン測定用の酵素センサーと、高感
度なジアセチルスペルミン測定用の免疫セ
ンサーとを組み合わせて、同一の、高い希釈

倍率での二成分検出が可能となった。希釈率
を高くすることは、尿のような成分濃度が大
きく変化し得る試料での測定の他成分によ
る妨害のリスクを低減し、測定の信頼性を向
上させるためにも有効である。 

 本研究で得られた成果は、疾病マーカーの
オンサイト測定のための基本技術を提供す
るものであり、意義は大きいものと考えられ
る。 
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