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研究成果の概要（和文）：1μｌ以下の微量血液から疾病マーカーを迅速かつ高感度に網羅検出するための全自動検査
システムのプロトタイプを実現した。①試料滴量②血清抽出③免疫反応④光学検出の４CDを積層した10検体用のLab-on
-a-CDの設計・試作・評価を行った。同一回転数で異なる送液が可能な手法を考案し、CDの試作にはX線加工を用いて回
転制御のみで酵素免疫法に必要とされる全単位化学操作を再現性良く達成した。
マウスIgGの酵素免疫測定系に適用した結果、検量線が１回の操作で得られ検出限度は1ng/mL以下、CV変動は5％以下と
高い感度と再現性が得られた。以上疾病マーカーの網羅的迅速検出のための大きな見通しを得た。

研究成果の概要（英文）：This paper reports a new type of lab-on-a-CD device with three-dimensional microch
annel networks and vertical capillary bundle structure. The device consist of the multiple lab-on-a-CD chi
ps with conventional planer  microchannels and vertical microchannels which constructed on the disks made 
of poly-dimethylsiloxane (PDMS) and poly-methylmethacrilrate (PMMA). The PMMA layer with vertical channel 
were fabricated by deep X-ray lithography using synchrotron radiation. We designed and fabricated the chip
s for aim of taking enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA). Three-dimensional liquid transportation thro
ugh Lab-on-a-CD structure is suggested by computational fluid dynamics and it is successfully demonstrated
 chips. Detection of immunogroblin G(IgG) from mouse is successfully demonstrated in the three-dimensional
 devices and it is notable that the result suggests quite high-sensitive implying detection limit down to 
1ng/mL by primitive result.
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１．研究開始当初の背景 
ペプチドや蛋白質を精度良く定量検出する
手法としては酵素免疫測定法（ELISA）が最
も実績がある。しかし従来の ELISA による血
液分析は、タイタープレートや試験管を用い
ており、洗浄や反応に複数の機器の繰り返し
操作が必要で、分析時間に数時間～数日を要
する問題があった。 
これに対し、ワンチップ基板上に形成したマ
イクロ流路によって高速・高効率に化学操作
を行うµTAS (Micro Total Analysis Systems)
は、マイクロ流路を用いることにより反応分
子の拡散時間を大きく短縮したフロー化学
操作が行え、反応の飛躍的な高速・高効率化
や試料・試薬の少量化が期待できる。しかし
撹拌や反応には一定の流路長が必要なこと
から集積化に限界があり、複雑な化学操作で
は連続フロー化が難しいなどの欠点があっ
た。申請者らは、従来の µTAS の問題解決の
ために平面流路に垂直流路を結合した３次
元µTASによる “３次元マイクロ免疫反応回
転ディスク”を世界で始めて実現し、血液中
の免疫グロブリンなどの高感度なELISA測定
に成功した (Ukita et al. µTAS2010. pp345)。
このシステムは、前処理(血清抽出)、免疫反
応、光学検出からなる３つの基本機能の樹脂
ディスクを縦に積層した、３次元マイクロ免
疫反応システムであり、これを用いて回転動
作による遠心力制御のみでELISAに必要な全
化学操作を逐次的に行うことが可能である。 
“回転ディスク型µTAS”の開発自体は、これ
までUCIrvine大(米)、フライブルク大(独)、
千葉大(日)、サムスン先端研(韓国)等の例が
あり、連続化学操作を一括に行う有力ツール
と目されている。 しかし全てが１枚の単一
機能ディスクであるために、盛り込める測定
プロトコルが限られ、全プロコトルを実現す
ることができない。また、免疫反応を成功さ
せた例は数例しかなかった。 
 
２．研究の目的 
健康寿命の延伸や生活の質の向上が叫ばれ
ている昨今、早期医療診断･治療を行う上で
疾病マーカーとなる蛋白質やペプチドを高
感度かつ迅速に検出することが極めて重要
となっている。しかし血液中の様々な標的マ
ーカーを迅速かつ高感度に一括測定するセ
ンシングシステムは確立されてない。本研究
は疾病マーカーとなるペプチドや蛋白質を
少量の血液から迅速かつ高感度に一括検出
する為に、３次元放射光加工技術を駆使して
免疫測定法の全プロコトルを回転式 µTAS デ
ィスク上に集積した、世界初の全自動疾病マ
ーカー検査システムを実現することを目的
とする。 
 
３．研究の方法 
本研究では全自動疾病マーカー検査システ
ムを実現するために、以下の課題に取り組む。 
(1)フルプロトコル３次元マイクロ免疫反応

システムの実現と化学操作性能評価 
全ての ELISA 測定のプロコトルに対応した、
３次元流路の構成法と流体制御法を確立す
る。次に３次元放射光加工技術を用いて、免
疫反応、光学検出の２機能を積層したより集
積度の高い、高信頼性のディスクを作製する。
さらに遠心力によって全血から血清分離と
抽出が可能な前処理ディスクを作製し、先の
ディスク上に積層することによって、血液試
料導入から、前処理（血液分離、血清抽出）
→免疫反応→洗浄→蛍光標識抗体の導入→
洗浄→光学計測 に至る全自動操作が可能な
フルプロトコルの３次元マイクロ免疫反応
システムを実現し、その化学操作性能を評価
する。 
 
(2)免疫反応系の最適化による高感度化・高
精度化の実現 
免疫反応系の高感度化、高精度化(データの
高い再現性)は、信頼性の高い“全自動疾病
マーカー検査システム”を実現する必須条件
である。このため、<1>共有結合を用いたキ
ャピラリー側壁への安定した抗体固定化方
法の確立と、<2>少量のバッファー液による
効率的な洗浄手法の確立に重点を置き、免疫
反応条件の最適化を行う。 
 
４．研究成果 
(1)①セミフルプロトコルの免疫反応ディス
クの設計・試作と送液特性評価 
試料導入ディスク、免疫反応ディスク、光学
検出ディスクを積層した、血清検査用のセミ
フルプロトコルの免疫反応ディスク(径３イ
ンチ)を設計、試作した。さらに、作製した
ディスクが、回転速度の制御によって、ELISA
プロコトルに対応した逐次送液が再現性良
く実行可能か検証した。この結果、ユニット
間の輸送回転数のばらつきを設計値の５％
以下に抑えることが出来た。 

②前処理（血清抽出）ディスクの設計と試作 
フルプロコトルのディスクを実現するため
の全血からの血清抽出が行える前処理ディ
スクの設計及び試作を行った。血清成分の抽
出には、流路の親水化方法等を検討した。こ
の結果キャピラリバルブと血清成分分離の
ための遠心力のみにより、全血から 99.8％以
上の精製率で血清分離に成功した。 

図１ セミフルプロトコルディスク 



図３ 送液タイミングの制御 

図４ マウス IgG の検量線 

 

 
③フルプロトコルの免疫反応ディスクの設
計と試作の検討 
PMMA による免疫反応ディスクと PDMS から成
るセミフルプロトコル免疫反応ディスク上
に、開発中の前処理（血清抽出）ディスクを
積層し、フルプロトコルの免疫反応が可能な
４層構造のディスクの設計と作製を行った。
特に前処理（血清抽出）ディスクから免疫反
応ディスクへの血清の輸送が再現性良く行
えるための流路設計を行った。設計には遠心
送液のみならず毛管力や空気流入の制御な
どを用いて同一回転数において異なる送液
が可能な方法を取り込んだ、より柔軟性の高
い手法を考案した。さらに PMMA と PDMS から
成る免疫反応ディスクと新規に試作した血
清抽出用の前処理ディスクを積層し、マーカ
ー検査に必要なフルプロトコルの単位化学
操作がすべて可能な４層構造のディスクを
実現した。特に血清抽出後に、前処理ディス
クの下層に位置する免疫反応ディスクに血
清を再現性良く輸送するために、回転数を下
げて動作する毛管力ポンプの最適設計を行
いその試作を行った。同時に毛管力ポンプの
内壁表面処理方法の検討を行い輸送動作の
再現性向上を図った。免疫反応ディスクの設
計も新規に見直し、リザーバーへの空気流入
を制御することで回転数に依存せず送液タ
イミングを設定できる手法を考案した。さら
に該手法に基づく新規の免疫反応ディスク
を放射光と UV リソグラフィーを用いて試作
し、回転数に依存せずに送液タイミングを制
御できることを検証した。 

 
 
 
以上の知見に基づき、血清抽出用の前処理デ
ィスクと新規設計の免疫反応ディスクを積
層したフルプロトコルの免疫反応ディスク

を試作した。さらに単位化学操作に必要な全
ての液体輸送の動作の検証を行い、再現性良
く実現できることを実証した。図３に各回転
数におけるキャピラリー破断バルブの計算
結果（赤線）と実測結果（黒線）を示すが、
50rpm 以下の送液タイミング精度が得られた。 
 
(2)①免疫反応系の最適化による高感度化・
高精度化の実現 
物理吸着を用いたキャピラリー側壁への安
定した抗体固定化方法と洗浄について条件
の最適化を行った。得た知見を元に抗マウス
IgG 抗体をキャピラリーに側壁に固定化した
ELISA（酵素免疫測定）反応により、実際の
マウス IgG の検量線を得た（図４）。この結
果、数 10ng/ml の検出感度を得た。さらに、
ELISAの各洗浄工程はCDチップ内で行う場合
（白丸）と、チップ外で行う場合（黒丸）で
有意な差が得られ、CD チップで全ての工程を
行うことの優位性を示す結果が得られた。 

②キャピラリー側壁への共有結合を利用に
よる安定した抗体固定化方法の検討 
従来の µTAS や Lab-on-a-chip では、抗体の
固定化方法としてファンデルワールス力や
疎水性相互作用などの物理吸着を主に用い
て来たが、溶液の輸送時や洗浄時に抗体が剥
離する、抗体の種類によっては固相表面に固
定化がなされないなど安定した固定化がな
されない場合が多い。図４で示した ELISA 実
験も、抗体を物理吸着によって固定化し行っ
ている。更なる感度向上、そして再現性のあ
る検量線作成には、抗体の安定な固定化が重
要となってくる。本研究では共有結合を用い
て抗体を強固に固定化させる手法の確立を
試みた。 
抗体を安定かつ強固に固相表面に固定化す
ることを意図して、アビジンビオチンシステ
ムを採用した。アビジンとビオチンは特異的
に非常に強く結合するうえ、配勾を持たせた
固定化が可能なため、安定性、再現性の高い
抗体の固定化が可能であると考えられる。本
研究では反応場の固相表面に第一級アミノ
基を導入した。具体的には反応場であるキャ

図２ 血清抽出ディスク 
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ピラリー側壁に第一級アミノ基を多量に導
入し、抗体を共有結合させるために、塩素基
結合型の PMMA 樹脂を新たに開発した。反応
場を含む垂直流路材料となる PMMA に直接ア
ミノ基を導入するのは難しいため、MMA と少
量の塩素を側鎖結合したモノマーのクロロ

エチルメタクリレート（CEMA）をランダムに
共重合することで PMMA(MMA/CEMA)を合成し
た。MMAと CEMA の共重合した PMMA(MMA/CEMA)
は表面に 少量のクロロ基が露出している
ため、第一級アミノ基を大量に含むポリエチ
レンイミン(PEI)と反応させることで、PEI の
アミノ基とクロロ基が置換反応を起こし、
P(MMA/CEMA)表面に PEI を結合した。 
本デバイスによる免疫測定法の可能性検討
と特性を見積もるために、マウス由来のイム
ノグロブリン G（IgG）の検出を試みた。図５
に作成した検量線を示す。検出限度は 1ng/mL
以下と推定される。この結果物理的抗体固定
化法に比べ１桁以上の感度向上となってお
り、共有結合による抗体の固定化の効果が大
きく表れた。 
以上、共有結合を用いたキャピラリー側壁へ
の安定した抗体固定化方法について検討を
行った。この結果、塩素基結合型の PMMA 樹
脂を新たに提案し、その開発を行い、従来の
物理吸着法と比較して数十倍の感度を得た。 
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