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研究成果の概要（和文）：マイクロチップ電気泳動において，極めて簡便な表面修飾法と電気浸透流制御に基づ
くオンライン試料濃縮法を組み合わせることで，生体試料を高効率に濃縮してから電気泳動分離を行うマイクロ
分析法を開発した。真空乾燥法によるポリマー修飾を利用し，マイクロチャネル全体に注入した試料溶液を濃縮
したうえで，試料リザーバーから目的成分を供給しながら濃縮を行う2段階オンライン試料濃縮法をクロス型チ
ャネルチップ上で行う技術を確立した。従来法に比して最大で38,000倍の高感度化に成功し，生体試料もアミノ
酸，ペプチド，アミンなどを120～4800倍に濃縮し，混合試料の分離にも成功した。

研究成果の概要（英文）：In microchip electrophoresis, the microanalytical technique for highly 
efficient preconcentration and separation of biomolecules by the combination of two online sample 
concentration techniques, large-volume sample stacking with an electroosmotic flow pump (LVSEP) and 
field-amplified sample injection (FASI). By utilizing the vacuum-drying method for modifying the 
coating polymers onto the channel surface, it was successfully achieved that analytes injected 
throughout a microchannel were concentrated by LVSEP, followed by the electrokinetic introduction of
 concentrated analytes from a sample reservoir by FASI. In the LVSEP-FASI analysis, up to 38,
000-fold sensitivity increase was obtained, which was 245-times higher than normal LVSEP. In the 
analyses of biomolecules, amino acid enantiomers, peptides and amines were enriched with the 
concentration factors ranging from 120 to 4800.

研究分野： 分析化学

キーワード： 分離分析　マイクロチップ　電気泳動分析　オンライン試料濃縮　高感度分析
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１．研究開始当初の背景 
近年のオミクス分析の進展に伴い，キャピ

ラリー電気泳動 (CE) やマイクロチップ電気
泳動 (MCE) による生体分析の高性能化・高
感度化はますます重要な課題となっている。
特に CE や MCE においては，感度不足が微量
な生体試料の分析において問題となること
が多く，高感度化を実現するための様々なオ
ンライン試料濃縮技術が開発されてきた。し
かし，どの手法も一長一短を有しており，改
良の余地を残している。なかでも，分離キャ
ピラリーやマイクロチャネル全長に充填し
た試料を濃縮・分離できる large volume sample 
stacking with electroosmotic flow pump 
(LVSEP) と呼ばれる濃縮法は，高効率な濃縮
に基づく高感度検出と反転泳動に基づく高
分離性能を実現できるが，濃縮できる試料量
が分離カラム全体の体積までに限られるた
め，高感度化にも限界がある。そこで本研究
では，この LVSEP 法の限界を克服し，超高
効率な濃縮による生体試料の検出感度向上
を目指し，電気伝導度の低い試料溶液で満た
した液溜め（リザーバー）に電圧を印加し続
けることで，チャネル内に試料成分を濃縮し
ながら注入を行う電気的試料注入 (FASI) と 
LVSEP 法を結合した LVSEP–FASI 法の MCE
分析への適用を着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究では，クロス型チャネルチップなら

びにチャネル内表面に対する修飾ポリマー
の真空乾燥固定化法を基にした LVSEP– 
FASI–MCE 法を開発し，MCE 分析の超高感度
化を目指した。図 1 に示すように，試料溶液
リザーバーの液面高さにより印加圧力を調
整し，電気浸透流 (EOF) と圧力が釣り合っ
て濃縮ゾーンの移動が停止する地点がクロ
ス部になるようにすることで，FASI による高
効率な濃縮と電圧切り替えによる試料の分
離が効率よく行えるものと期待されるが，分
析の度に EOF 速度が変化してしまうと濃縮
ゾーンの停止位置がクロス部からずれるの
で，濃縮・分離の再現性の確保が難しくなる。
したがって，LVSEP–FASI–MCE の実現のた
めには，安定性の高い EOF が得られるチャネ
ルを再現性よく作製する技術が必要となる。 
この目的にあたり，我々が新たに見出した

チャネルに対する修飾ポリマーの真空乾燥
固定化法の適用について検討を行った。この 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1．LVSEP-FASI-MCE 法 

真空乾燥固定化法は，ポリジメチルシロキサ
ン (PDMS) チャネルに対し，修飾ポリマーの
水溶液を充填し，そのまま真空乾燥を行うだ
けで，耐久性に優れた修飾層が固定化できる
技術であるが，修飾層形成の機構や修飾ポリ
マー・基板の応用範囲などについては不明な
点が多く，これらを明らかにすることで，
様々な生体試料に適用可能な LVSEP–FASI– 
MCE 法への発展を目的とした。 
 
３．研究の方法 
クロス型マイクロチャネルにおける

LVSEP–FASI–MCE 法の開発においては，濃
縮機構の解明および分析条件の検討を通し
て，分離の高性能化と高感度化を図った。 

(1) 真空乾燥ポリマー修飾の検討 
真空乾燥法によるチャネル内表面のポリ

マー修飾の安定性について検討した。チャネ
ル前処理の効果や修飾条件について網羅的
に検討を行い，EOF 速度の安定性の向上を目
指した。 

(2) 濃縮機構の解明 
本手法における濃縮現象の解明にあたり， 

EOF と印加圧力が釣り合い，濃縮ゾーンが停
止して FASI を連続的に実行可能な位置の解
析を行うことは非常に重要である。この濃縮
位置の制御にあたり，濃縮ゾーンの停止位置
に及ぼす因子を，蛍光イメージングにより網
羅的に調査した。さらに LVSEP–FASI による
生体成分の濃縮・分離においては，試料マト
リクスならびに泳動緩衝液の塩濃度，塩の種
類，pH，添加剤に加え，印加する電場強度，
電圧プログラム，FASI 注入時間や真空乾燥法
による修飾したポリマー層の固定化・表面状
態などが濃縮・分離性能ならびにその再現性
を決定するものと予想されたため，これらの
因子について最適化を行った。 

(3) MCE 分析への応用 
明らかにした濃縮機構ならびに確立した

真空乾燥法に基づき，アミノ酸光学異性体や
ペプチドなどの生体試料を MCE 分析へ応用
した。さらに，カチオン種の LVSEP–FASI 分
析を目指し，表面が正に帯電した修飾層を作
製し，生体活性アミンの分析へ応用した。 
 
４．研究成果 
(1) 真空乾燥ポリマー修飾の検討 
チャネル全体に注入した試料溶液を濃縮 

(LVSEP) したうえで，試料リザーバーから目
的成分を供給しながら濃縮 (FASI) を行う
MCE 分析において，濃縮に影響を及ぼす因子
である電気浸透流 (EOF) 速度の安定性を向
上させるため，真空乾燥法によるポリビニル
アルコール (PVA) 修飾について最適化を行
ったところ，EOF 速度を+8.1×10–5 cm2V–1s–1

まで抑制し，その相対標準偏差  (RSD) も
2.3%に向上させることに成功した。さらに真
空乾燥後に加熱乾燥を組み合わせることで， 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2．種々の修飾チップにおける EOF 安定性 
 
+7.0 × 10–5 cm2V–1s–1とさらに抑制され，RSD
も 1.1%とさらに向上できることが明らかと
なった。 
さらにポリビニルアルコール (PVA) に加

え，ポリビニルピロリドン  (PVP) やポリ
N,N-ジメチルアクリルアミド (PDMA) など
種々の中性ポリマーでも安定な修飾が得ら
れることがわかった (図 2)。このことから，
様々な生体試料に適した表面修飾剤を安定
に固定化できるものと期待される。一方，
種々のポリマー基板チップに対して真空乾
燥法を適用したものの，ポリジメチルシロキ
サン (PDMS) 以外の材質では安定な修飾が
得られないことがわかった。これは PDMS の
高い気体透過性によるものと考えられ，今後，
気体透過性の低い基板への適用について検
討を進める必要がある。 
一方，カチオン性の試料成分を濃縮するた

めにカチオン性ポリマー修飾について検討
を行ったところ，ポリブレンでは修飾層が不
安定で EOF 速度が遅いことがわかった。そこ
で修飾層の安定性をよくするために，PVA と
ポリアリルアミン (PAA) の混合ポリマーを
修飾したところ，EOF 速度が増加し，安定性
も向上することがわかった。 

(2) 濃縮機構の解明 
PVA 修飾を施したマイクロチップにおけ

る濃縮位置の制御について検討を行ったと
ころ，試料リザーバーに印加する圧力が重要
であることが確認された。試料液面を 1.25 
mm 高くして 12 kPa の圧力印加したときにち
ょうどクロス部の位置で濃縮が進行するこ
とがわかったが，濃縮率は 1600 倍程度に留
まったのに対し，1.50 mm の液面差で 15 kPa
印加時にはクロス部よりも 50 μmほど試料リ
ザーバーよりの位置で濃縮が進行 (図 3) し，
濃縮率は 4500 倍ほどまで増加した。これは，
濃縮位置をクロス部としてしまうと，泳動液
リザーバーからの流れの影響を大きく受け，
濃縮された試料が希釈され，濃縮率が低下し
たものと考えられる。また，試料の電荷によ
り FASI による濃縮位置が異なることもわか
った。–1 価の標準色素では圧力を 20 Pa 印加
したときに最も鋭いピークが観測され，濃縮 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3．試料液面差が濃縮位置に与える影響 

 
率は 10000 倍に達したのに対し，–3 価の色素
では圧力を 40 Pa 印加すると濃縮率 13000 倍
と最大となった。この結果より，価数の大き
く異なる成分を含む試料の分析の際には，印
加圧力の設定に注意が必要であることが示
唆された。一方，電場強度も分析性能に大き
く影響し，最適化することで濃縮率を 6000
倍までに，泳動時間の RSD を 11%から 1.2%
までに向上することに成功した。さらに試料
リザーバー直径を 4.0 mm から 6.0 mm にして，
注入できる試料量を増加させたところ，濃縮
率を 8100 倍までに向上させることができた。 
さらに，チャネル幅が重要な因子であるこ

とも明らかとなった。チャネル幅を 150, 100, 
75 μm と細くしていくと，標準試料の濃縮率
は 1400, 6400, 38000 倍と劇的に増加すること
がわかった。これは，チャネル幅を細くする
ことにより，濃縮初期における EOF 速度が増
加し，濃縮した試料のバンド広がりを抑制で
きたために，ピーク幅が狭くなったことを反
映しているものと考えられる。この 38000 倍
という濃縮率は従来の LVSEP 法に比しても
275 倍の高感度化を達成しており，生体試料
の超高感度 MCE 分析の基盤となる技術を確
立できたと言える。 

(3) MCE への応用 
確立した LVSEP–FASI 法をアミノ酸のキラ

ル分析へ応用した。通常の MCE 分析 (図 4a) 
ではピークが太く，Leu の分離度は 0.75 に留
まったのに対し，LVSEP–FASI 分析を行った
ところ，非常に細いピークが得られたために
Leu の分離度は 1.37 に向上した上に，ピーク
強度も大きく増強され，濃縮率は 2900 倍に
達した (図 4b)。さらにペプチドを LVSEP– 
FASI 分析したところ， angiotensin I と
angiotensin II に由来する鋭い 2 本のピークが
観測され，濃縮率はそれぞれ 550, 1540 倍と
なり，分離度も 1.56 と良好な分離を達成した。
以上の結果より，本手法が生体試料の MCE
分析の高感度化のみならず，分離の向上にも
役立つことが確認できた。 
一方，カチオン性成分の分析を行うため，

PVA/PAA 修飾チップを用いて標準試料であ 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4．アミノ酸の LVSEP-FASI-キラル分離 

 
るローダミン色素の LVSEP 分析を行ったと
ころ，濃縮率は 100 倍程度と良好であった。
さらに生理活性アミンの分析に応用できる
か確認するために，NBD-F で蛍光ラベルした
ヒスタミンを分析したところ，濃縮率は最大
120 倍に達し，ヒスチジンとの混合した際に
はピーク分離が確認された。したがって
LVSEP–FASI 法により，アミン類に代表され
る生体内カチオン種を簡易な操作で超高感
度に分離分析できることが期待される。 
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