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研究成果の概要（和文）：本研究では、複雑な混合物である生体試料中タンパク質を分離・解析するための従来
法であるウエスタンブロッティングに替わる新規分析法として、デジタル電気泳動法の開発を行った。異なる分
離・濃縮機能を有するヒドロゲルが充填されたキャピラリーカートリッジを調製し、それらを任意の順番で接続
することで、自由な分析デザインを可能とする新規電気泳動デバイスの作製に成功した。また、作製したデバイ
スを用いたデジタル分子ふるい分離、デジタル等電点分離、デジタルアフィニティ分離、異種分離原理混合モー
ドに基づく分離が達成され、提案したコンセプトに基づくデジタルウエスタンブロッティングが可能であること
が示された。

研究成果の概要（英文）：A digital electrophoresis device was newly developed to improve resolution 
and sensitivity of protein analysis in complex biogenic samples as compared to conventional western 
blotting assay. The developed capillary cartridges filled with hydrogels having different functional
 groups were easily connected each other, providing the designable digital electrophoresis device 
containing various separation modes. The digital molecular sieving separation, digital isoelectric 
fractionation, and digital affinity separation were successfully conducted by the developed devices.
 The combination of these modes were also confirmed, which indicated that digital western blotting 
could be conducted by using the proposed digital electrophoresis device.

研究分野： 分析化学

キーワード： デジタル電気泳動　ミクロスケール電気泳動　デジタル分子ふるい分離　デジタル等電点分離　デジタ
ルアフィニティ分離　多次元デジタル電気泳動分画
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１．研究開始当初の背景 
 タンパク質の分離と特異的検出を組み合
わせた手法であるウエスタンブロッティン
グは、生体内タンパク質解析において必須の
分析法である。しかしながら、長い分析時間、
低い再現性・検出感度、多数の装置を要する
煩雑な実験操作、必要試料量・試薬量が多い
などの点について改善が望まれている。近年
では、マイクロ分析チップ技術を応用したタ
ンパク質の分離・特異的検出法も開発されて
いるが、チップ作製に高コスト・長時間を要
する点がボトルネックとなり、その普及はほ
とんど進んでいない。そこで、本研究では機
能性ゲルとミクロスケール電気泳動技術を
組み合わせた、簡便かつ作製容易な新規電気
泳動分析デバイスの開発とその高感度化に
取り組むこととした。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、ウエスタンブロッティン
グの問題点を一斉に解決するための新規分
析法として、pH 緩衝ゲル・分子ふるいゲル・
免疫捕捉ゲルを積層したゲルを多次元分離
場として用いる『三次元デジタル電気泳動分
析法』を開発することである。また、三次元
デジタル電気泳動法をタンパク質の多成分
同時解析に応用することで、従来のウエスタ
ンブロッティングを凌駕する高性能分離分
析法として確立し、微量生体由来試料の迅
速・高再現性・高感度・簡便なタンパク質解
析を実現することを目指して検討を進めた。
その実現のために、「種々の機能性ゲルの構
造、組成、添加剤などが分離・濃縮に与える
影響の解明」、「機能性ゲルを組み合わせた二
次元デジタル電気泳動 (等電点・サイズ分離
およびサイズ分離・免疫捕捉検出) デバイス
の作製と性能評価」、「三次元デジタル電気泳
動デバイスの作製と実試料分析への適用」を
行った。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、ポリアクリルアミドを基材と
した様々な機能性ゲルを調製し、そのミクロ
スケール電気泳動分析への応用を行った。ま
た、その評価のためのキャピラリーデバイス
を作製し、デジタル分離・濃縮性能について
評価した。 
 分離・濃縮性能を評価した機能性ゲルを用
いて、二次元平面上に異なるゲルがパターン
化された平板ゲルを調製した。また、簡易な
二次元電気泳動を可能とする、二次元ミクロ
スケール電気泳動デバイスを新規に作製し、
調製した平板ゲルを用いた二次元デジタル
電気泳動分析を評価した。 
 デジタル電気泳動分析のさらなる多次元
化のため、機能性ゲル充填キャピラリーカー
トリッジを組み合わせる、新規デジタル電気
泳動デバイスを開発した。また、異種機能性
ゲルが接続されたデバイスを用いた多次元
分離について評価を行った。 

４．研究成果 
 一次元目としてタンパク質の等電点分離
を行うデジタル等電点電気泳動において、分
離媒体として用いる pH 緩衝ゲルについて検
討を行った。緩衝能を有する機能性モノマー
分子を異なる比率でアクリルアミド溶液に
混合して重合させたところ、pH 4～10 程度の
緩衝能を有する各種ヒドロゲルの調製が可
能となった。これを用いたデジタル等電点分
離・濃縮を試みたところ、等電点の異なるマ
ーカーやタンパク質の分離と 100 倍程度の試
料濃縮が同時に実現された。 
 二次元目として、異なるモノマー濃度を有
するアクリルアミド溶液を用いて異なる三
次元網目構造を有するヒドロゲルを調製し
た。これを評価用キャピラリー内に積層し、
デジタル分子ふるい分離について評価を行
った。タンパク質試料を積層ゲル充填キャピ
ラリー内に導入した結果、ヒドロゲルの分子
ふるい効果によって、分子量の異なるタンパ
ク質が異なるゲル界面に濃縮・分離される様
子が観察された。また、この時、未濃縮時の
試料と比較して、約 150 倍の蛍光強度増加が
確認された。 
 三次元目となる抗原抗体反応を利用した
デジタルブロッティングについて、抗体固定
化ヒドロゲルの調製と、その積層を検討した。
その結果、各層に異なるターゲットタンパク
質を捕捉、分離することに成功した。 
 しかしながら、ここまで検討を進めてきた
ヒドロゲル連続積層構造を有するデジタル
電気泳動デバイスの作製手順では、大量生産
および三次元以上の多次元化が困難であっ
た。そこで、発想を転換し、異種機能性ヒド
ロゲルが充填されたキャピラリーカートリ
ッジを多種類・多数調製し、それらを組み合
わせる新規デジタル電気泳動デバイスを着
想した。その実現のため、カートリッジ調製
法、接続法、ならびに作製したデバイスを用
いたデジタル電気泳動分析について検討を
行った。 
 デバイスを構成するカートリッジについ
ては、これまでに得られた知見を基に、各種
機能性ハイドロゲルをキャピラリー内に充
填して調製した。また、カートリッジ外径と
同等の内径を有するガラス管に調製した各
種カートリッジを並べて接続することで、煩
雑な位置調整の手間が不要なデジタル電気
泳動デバイスを、自由なデザインで作製可能
となった。 
 作製したデバイスを用いたデジタル分子
ふるい分離、デジタル等電点分離、デジタル
アフィニティ分離が可能であることがそれ
ぞれ確認された。また、それぞれのカートリ
ッジを組み合わせることで、異なる分離原理
を一つのデバイス内に組み込んだ新規分析
手法を容易に実現可能であることも実証さ
れた。また、分離・濃縮後のカートリッジを
分解し、それぞれのタンパク質を分取するこ
とも可能であった。これらの結果から、多様



な原理に基づく分離・濃縮を任意の回数繰り
返して分取・分画可能な新規デジタル電気泳
動分析法が実現されたものと考える。 
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