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研究成果の概要（和文）：糖尿病性腎症診断のための、パネル化診断チップの開発を行った。糖尿病性腎症のバイオマ
ーカーのパネルとして、MCP-1、L-FABP、Angiotensinogen、CTGFおよびCollagen IVを選定した。標準試料および患者
検体を用いて、開発したパネル化診断チップの性能評価を行ったところ、わずか12分の測定時間で、試料・試薬量0.5 
μLで、従来のELISA法と同様な結果を得ることに成功した。

研究成果の概要（英文）：We developed a diagnostic chip with a five biomarker panel for diabetic 
nephropathy. The biomarker panel of MCP-1, L-FABP, Angiotensinogen, CTGF, and Collagen IV was adopted for 
diabetic nephropathy. With standard and patient samples, we evaluated the performance of the panel 
diagnostic chip. For the detection of biomarkers, we confirmed the chip provides rapid analysis (total 
assay time of 12 min) with high sensitivity and it uses small volumes of the sample and reagent (0.5 μL 
each), and the obtained results correlated with that of conventional ELISA.

研究分野：マイクロ化学システム

キーワード： チップ分析　免疫分析

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
血中や尿中のバイオマーカーは、疾病診断
や疾病管理に広く利用されており、極めて有
効な診断指標である。現在では様々なバイオ
マーカーが臨床において用いられており、新
規バイオマーカーの探索が世界中で繰り広
げられている。申請者は、1998 年から微量検
体中のバイオマーカーを迅速かつ高感度に
検出するためのビーズ充填型の免疫分析チ
ップの開発に取り組んできた。流路内に導入
したビーズの表面を抗原抗体反応の反応場
として利用することで、迅速・高感度分析を
可能にした（Anal. Chem., 72, 1144 (2000).）。
また、このチップを用いて血清サンプルの分
析に世界で初めて成功した（Anal. Chem., 73, 
1213 (2001).）。これらの成果は世界的にも
高く評価されており、免疫分析チップの開発
では世界のトップレベルにある。しかし、こ
のビーズ充填型のプラットフォームは、1 検
体 1 項目測定を基本としており、1 検体多項
目測定を行うには、複数のチップ・測定機器
類が必要になる。そこで申請者は、1 検体多
項目測定が可能な光硬化性樹脂を利用した
新規免疫分析チップを開発した（NEDO 産業技
術研究助成事業：H19-21）。このチップは、
抗体が固定化された微小ビーズが多数包埋
されているハイドロゲル構造体がマイクロ
流路内に構築されており、その構造体を抗原
抗体反応の反応場に利用する。このプラット
フォームは、ビーズ充填型に比べると、微量
（試料・試薬量：0.25 µL）、迅速（測定時間：
4分）、高感度、簡便（試料導入・排出はピペ
ットのみ）であり、必要試料・試薬量および
測定時間は申請者が知る限り世界最高性能
である（Lab Chip, 10, 3335 (2010).）。こ
のチップは、僅か 0.25μLで 1検体の分析が
可能なことから、複数流路を配置したマイク
ロチップを用いることで、超微量検体で複数
項目の同時測定が可能である。申請者は、こ
のチップを用いることで、血中・尿中のバイ
オマーカーを含むたんぱく質の同時測定に
よる統計解析が実現できると着想した。疾病
は多因子が複雑に関与して進行しており、１
つのバイオマーカーのみが血中・尿中に放出
されるわけではない。したがって、統計解析
により、病態ステージ・病期ステージに強く
相関したマーカー群を抽出できれば、それら
をパネル化して搭載した革新的な診断チッ
プを構築することができる。これが実現すれ
ば、診断精度の向上のみならず、疾病の早期
発見、疾病の重篤化の予想など、さまざまな
メリットを有する診断法となりうる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、超微量試料中の複数のたんぱ
く質（5～20 種類）を簡便かつ迅速に定量分
析が可能な分析チップを開発する。具体的に
は、5µL 以下の血液・尿をサンプルとして、
測定濃度領域が大きく異なる複数のたんぱ
く質を、10 分程度で同時測定することが可能

な分析チップを開発する。糖尿病性腎症をモ
デルとして、様々な病態ステージの糖尿病性
腎症患者の血液・尿サンプルに対してバイオ
マーカー候補群を用いて測定・統計解析し、
病態ステージごとに強く相関するバイオマ
ーカーの組合せを抽出する。抽出されたバイ
オマーカーセットをパネル化して搭載した
診断チップを開発することを最終目的とす
る。これにより、未だ有効な診断技術のない
糖尿病性腎症に対する診断法を確立できれ
ば、臨床医学的にも大きなブレークスルーと
なる。 
 
３．研究の方法 
本研究では、先に述べた研究目的を達成す
るために、先行研究で開発した免疫分析チッ
プの高感度化と高性能化、並列化を行うこと
で、測定濃度領域が大きく異なる複数のたん
ぱく質（5～20 種類）を、10 分程度で同時測
定することが可能な分析チップを開発する。
さらに、開発チップを用いて、様々な病態ス
テージの糖尿病性腎症患者の血液・尿サンプ
ルを、バイオマーカー候補群を用いて測定・
多変量解析し、病態ステージごとに強く相関
するバイオマーカーの組み合わせを抽出す
る。抽出されたバイオマーカーセットをパネ
ル化して搭載した診断チップを試作し、その
性能評価を行い、未だ有効な診断技術のない
糖尿病性腎症に対する診断法の開発を目指
す。 
具体的には、研究目的を達成するために、
（1）解析チップの開発、(2)バイオマーカー
候補群の選定、（3）バイオマーカー群のパネ
ル化、(4)パネル化診断チップの試作と評価、
(5)実用化のための要素技術開発、を実施す
る。 
 
４．研究成果 
(1) 解析チップの開発 
チップの高感度化を目的として、①高性能
ラベル化剤の検討と、②抗原-抗体反応の反
応場の最適化を行った。 
 
① 高性能ラベル化剤の検討 
 従来の有機系蛍光色素に代わる新しい蛍
光ラベル化剤として、量子ドットの使用を検
討した。CRP のサンドイッチアッセイを評価
モデルとして、量子ドットを標識した二次抗
体を用いて、免疫分析を行った。評価結果よ
り、量子ドット標識二次抗体は、マイクロ流
路内に構築したハイドロゲル構造体の内部
に浸透しにくいということが分かった。ゲル
のポアサイズ（数 100 nm）を考慮すると、使
用した量子ドットのサイズではなく、使用し
た量子ドットの化学的性質によるものだと
考えられる。量子ドット標識二次抗体のゲル
内への導入効率を向上させるためには、量子
ドットの表面処理が必要になると考えられ
る。 
 



② 抗原-抗体反応の反応場の最適化 
 従来の免疫分析チップ（Lab Chip, 10, 3335 
(2010).）では、直径 1 µm のポリスチレンビ
ーズの表面に一次抗体を物理吸着により固
定化していた。この場合、抗体はビーズ表面
にランダムかつ直接吸着するため、吸着した
抗体の中には、抗体の抗原認識部位が抗原と
反応しにくい配置で吸着するものも多数存
在すると考えられる。そこでこれらを改善す
る目的で、化学結合で抗体を固定化できるア
フィニティービーズの使用について検討し

た。直径 1 µm のアフィニティービーズが手
に入らなかったため、直径 5 µm のビーズを
使用した。アフィニティービーズでは、ビー
ズ表面を修飾するポリマーのアミノ基と共
有結合させることで、抗体の運動の制約が大
幅に減少し、抗原との結合に有利な配向を取
ることができると考えた。CRP を評価モデル
として、開発した免疫分析チップの性能評価
を行った。図 1に CRP の検量線を示す。比較
のために、従来のポリスチレンビーズ（物理
吸着）の結果も示す。期待したように、アフ
ィニティービーズを用いた場合の感度が従
来のポリスチレンビーズの場合より高くな
った。検量線から得られた検出限界（LOD）
は、それぞれ 0.1 ng/mL（アフィニティービ
ーズ）と 10 ng/mL（ポリスチレンビーズ）と
なった。 
 また、血液および尿を前処理せずに直接チ
ップに導入できるように、チップの試料導入
口に接続できる着脱式の血球分離用フィル
ター付きアダプターを開発した（図 2） 
 
(2) バイオマーカー候補群の選定 
(3) バイオマーカー群のパネル化 
 糖尿病性腎症の尿中バイオマーカーの候
補群として、予備実験および文献を参考にし
て、MCP-1、L-FABP、Angiotensinogen、CTGF
および Collagen IV を選定した。また、糖尿
病性腎症診断用チップの開発においてリフ
ァレンスとして不可欠な糖尿病性腎症モデ
ル尿検体ライブラリーの構築を行った。具体
的には、糖尿病性腎症の病期（ステージ：0、
1、2、3A、3B、4 期）の異なる患者から尿を
採 取 し 、 尿 中 の MCP-1 、 L-FABP 、
Angiotensinogen、CTGF および Collagen IV
の濃度を市販の抗体を用いたELISAにより測
定した（図 3）。これにより、各バイオマーカ
ーの濃度が明らかな糖尿病性腎症ステージ

 
図 1 CRP の検量線（アッセイ時間：12分、

試料量 0.5 µL） 

 

 

図 2 血球分離用フィルター付きアダプ
ター (a)概略 (b)写真 

 
図 3 MCP-1 濃度とステージの相関（グラフ
の縦軸は尿中クレアチニン濃度で規格化） 



別モデル検体ライブラリーを構築した。さら
に、血液検体の収集作業にも着手し、糖尿病
性腎症ステージ（0、1、2、3A、3B、4期）の
患者から血漿を採取・保存し、リファレンス
用血液検体ライブラリーの構築も行った。 
 
(4) パネル化診断チップの試作と評価 
 選定したバイオマーカーをパネル化した
診断チップを試作し、標準試料およびステー
ジの異なる患者検体を用いて試作した診断
チップの性能を評価した。図 4 に L-FABP の
例を示す。患者検体(尿)の測定結果は、標準
試料の検量線に対応した濃度に良く一致し
た。図 4の検量線から求めた検出限界（LOD）
は、20 pg/mL であった。また、図 5に試作し
た診断チップとマイクロタイタープレート
の測定結果の相関を示す。患者検体数が十分
ではないが、両者の結果は良い相関を示した。
その他のマーカーについても同様に、良い結
果を得ることに成功した。 
 

 
(5)  実用化のための要素技術開発 
 (4)で開発した診断チップ用の小型蛍光検
出器の概念設計を行った。また、概念設計し
た小型蛍光検出器で検出しやすいハイドロ
ゲル構造体の形状についても検討した。 
 さらに、簡便に検出するという点を考慮し
て、構造体全体で均一な蛍光強度を得るため
に、ビーズに抗体を固定化するのではなく、
構造体を構成するポリマーの表面に直接抗
体を固定化する方法についても検討した。 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 
〔雑誌論文〕（計 13 件） 
① Toshihiro Kasama, Mai Ikami, Keiko 
Yamada, Noritada Kaji, Manabu 
Tokeshi, Yoshinobu Baba, Rapid, 
Highly Sensitive, and Simultaneous 
Detection of Staphylococcal 
Enterotoxins in Milk by Using 
Immuno-Pillar Devices, Analytical 
Methods, 7, 5092-5095 (2015). 査読
有 
DOI:10.1039/C5AY00698H 
 
② 西脇奈菜子、笠間敏博、石田晃彦、谷博
文、馬場嘉信、渡慶次学、イムノピラー
デバイスの高性能化：抗体固定化担体の
改良、分析化学、64 巻、329-335 (2015)、
査読有 
https://www.jstage.jst.go.jp/article
/bunsekikagaku/64/5/64_329/_pdf 

 

③ Toshihiro Kasama, Yutaka Hasegawa, 
Haruyuki Kondo, Tsutomu Ozawa, 
Noritada Kaji, Manabu Tokeshi, 
Yoshinobu Baba, Development of 
Immuno-Wall Devices and a Mobile 
Fluorescence Reader for On-Site 
Sample-to-Answer Immunoassay, Proc. 
MicroTAS 2014, 1, 935-937 (2014). 査
読有 

 

④ Nanako Nishiwaki, Toshhiro Kasama, 
Akihiko Ishida, Hirofumi Tani, 
Yoshinobu Baba, Manabu Tokeshi, 
Development of 3rd Generation 
Immuno-Pillar Device for High 
Sensitive Detection of Disease Markers, 
Proc. MicroTAS 2013, 1, 1164-1166 
(2013). 査読有 
http://www.rsc.org/images/loc/2013/P
DFs/Papers/390_0674.pdf 

 

⑤ Miaomiao Sun, Toshihiro Kasama, 
Noritada Kaji, Shin-ichi Akiyama, 

 

図 4 L-FABP の検量線 

 
図 5 診断チップとマイクロタイタープレ
ートの測定結果の相関 
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