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研究成果の概要（和文）：本研究では、デザイナブル・ハイブリッドデジタル電気泳動の創成を目的として、新
規電気泳動デバイスの開発を行った。様々な分離機能を持つ機能性ハイドロゲルが充填されたキャピラリー内管
と、内管外径と同程度の内径を有するキャピラリー外管を組み合わせ、機能性ヒドロゲル充填凹凸型カートリッ
ジを作製した。これを任意に組み合わせた電気泳動デバイスを作製し、多様なタンパク質を含む混合試料に対し
て、等電点や分子量、免疫反応などに基づく分離・分取を電気泳動のみの単純な操作で実現した。さらに、各種
機能性ゲルに捕捉分取された試料をカートリッジ毎に回収後、それぞれの試料に対する二次元分離・分取も可能
となった。

研究成果の概要（英文）：Convex-concave cartridges partially filled with a functionalized hydrogel 
were newly developed to realize designable and hybrid digital electrophoresis. The cartridges were 
fabricated by the combination of an inner capillary containing a various type of functionalized 
hydrogel, and an outer one of which inner diameter was comparable to the outer diameter of the inner
 capillary. Digital electrophoresis devices were easily designed by connecting the cartridges with 
different functions, which provided the designable and hybrid separation of proteins due to their 
chemical or physical characteristics. Additionally, the two-dimensional separation using the 
cartridge devices was successfully demonstrated by detaching and reconnecting the cartridges after 
the first-dimensional separation.

研究分野：マイクロナノ分析化学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの生体試料中タンパク質分析では、複数の機器を用いて異なる原理で複雑な前処理を行う必要があっ
た。一方、本法では、異なる分離機能を有するカートリッジを任意に接続するだけの簡単なデバイスを用いて、
単純な電気泳動のみで目的タンパク質群の分取を実現できる可能性を見出した。今後、血清等の複雑系試料から
対象となる標的分子群のみを分離・分取するハイブリッド前処理法として、生体試料分析の高効率化に寄与する
ものと見込まれる。また、作製したデバイスは大量生産も可能であるため、特に微量生体試料の新規前処理法と
して広く貢献できるものと期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
悪性腫瘍などの病理診断では、生体試料中の複数のマーカー類を測定する必要がある。また、
生体試料のように複雑な混合物中に含まれる複数標的分子の同時分析には、高分離能分析法も
しくは高選択的分析法が必要となることに加えて、簡便な実験操作、迅速、高感度、低コストで
あることが望ましい。その実現のため、申請者は機能性ゲルを用いるデジタル電気泳動の提唱・
開発を行ってきた。これまでの研究で、キャピラリー内に形成された積層ゲルを用いた分離・濃
縮法である 1 次元デジタル電気泳動と、ガラス平板間に形成された 2 次元積層ゲルを用いて異
種分離機能に基づく連続的な分離・濃縮を行う 2 次元デジタル電気泳動が実証された。これら
の結果から、積層ゲルのさらなる多次元化・多層化によって高感度、高分離能かつ高選択的な分
析法となりうることも示唆されたが、積層ゲルの多層化に要する煩雑な調製手順が障害となり、
その実現はきわめて困難であった。 
そこで、多層化・多次元化による高感度化・高分離能分析を実現するためのアイデアとして、
予め調製した機能性ゲル充填キャピラリーカートリッジの接続によって簡便に作製可能で、よ
り多様な分離原理に基づくハイブリッドデジタル電気泳動デバイスを着想した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、あらゆる標的成分解析に適用可能なフレキシビリティを有する新規分析デ
バイスを創成すること、そして、その複数並列処理(マルチアレイ化)によって、1測定で複数の
標的分子を同時に測定可能な分析デバイスを開発し、診断に要する時間を飛躍的に短縮(1 時間
以内)することである。 
 
３．研究の方法 
(1) キャピラリーカートリッジの開発 
デジタル電気泳動において、多様な分離機能が組み合わされたハイブリッド分離分析を実現
するためには、多様な機能を有するカートリッジを開発し、それらを任意のデザインで多数接続
可能なデバイスを作製する必要がある。 
申請者はこれまでに、分離用カートリッジとして「分子ふるいカートリッジ」、「等電点分離カ
ートリッジ」、「免疫捕捉カートリッジ」を、また検出用カートリッジとして「酵素活性検出カー
トリッジ」を、それぞれ開発してきた。また、未接続状態の各カートリッジを用いたデジタル電
気泳動の基礎評価において、試料の分子量や等電点の違いに基づく分離・濃縮が確認された。本
研究では、複雑な混合物である生体試料中からさらに多様な機能に基づいて目的成分を分離・濃
縮・検出するため、第一段階として種々の機能性ゲル充填カートリッジを開発する 
(2) デザイナブル・ハイブリッドデバイスの開発 
申請者はこれまでに、「分子ふるい分離」と「等電点分離」を組み合わせた基礎的なハイブリ
ッドデバイスを試作し、本アイデアに基づく異種分離機能のハイブリッド化が可能であること
を示唆してきた。しかしながら、試作デバイスでは従来の二次元電気泳動と比較して分離能が低
く、さらなる多機能化・多層化による分離能向上が必要である。そこで、本デバイスはカートリ
ッジ交換のみでフレキシブルに分析をデザイン可能(デザイナブル)である点を生かし、多様な
分離機能がハイブリッドされたデバイスをデザインし、その分離性能について評価・検証を行う。 
(3) マルチアレイ化・多次元化ハイブリッドデジタル電気泳動デバイスの開発とその応用 
ここまでの研究で得られた知見を基に、実際の診断に対応可能な多成分同時解析デバイスを構
築する。本研究で開発するデバイスは、基本的には 1本の管状構造であるため、並列化(マルチ
アレイ化)が容易である。異なるハイブリッドデバイスをマルチアレイ化・多次元化して用いれ
ば、複雑な生体試料中から診断に必要な複数成分を同時検出可能となることが期待される。本研
究では、ここまでの研究で実現されたハイブリッドデジタル電気泳動デバイスを基に、モデル生
体試料からの多成分一斉解析を実証する。 
 
４．研究成果 
(1) キャピラリーカートリッジの開発 
アクリルアミドモノマー濃度の調整と機能性分子の添加によって、分子ふるい効果や pH 緩衝
能・各種アフィニティを有する各種機能性ヒドロゲルが調製可能である。これらの機能性ヒドロ
ゲルが充填されたキャピラリーをそれぞれ作製し、機能性ヒドロゲル充填カートリッジとした。
異種分離原理ハイブリッドデジタル電気泳動を実現するため、異種分離機能を有するカートリ
ッジをアクリルアミドモノマー溶液で満たされたホルダ内に順次挿入し、光重合を利用して接
続した (Fig. 1 左)。また、着脱が容易なカートリッジ・ホルダ一体型デバイス（凹凸型デバイ
ス）を作製し、カートリッジ接続・デジタル電気泳動分級・接続解除による分画を 1次元とする
多次元デジタル電気泳動分画を考案した (Fig. 1 右)。蛍光標識タンパク質類を用いたデバイス
評価によって、各カートリッジに充填された機能性ヒドロゲルの有する分離機能に基づくデジ
タル分離が可能となることが実証された。 



 

 
(2) デザイナブル・ハイブリッドデバイスの開発 
モデル試料として各種蛍光標識タンパ
ク質を用いてデジタル電気泳動を行い、そ
れぞれのコンセプトについて検証した。ハ
イブリッドデジタル電気泳動デバイスに
おいて、それぞれ分子ふるい効果と pH 緩
衝能を有する異種カートリッジを接続し
て電圧印加した結果、分子量、等電点の差
異に基づいた 1デバイスでのハイブリッド
分離が達成された。また、アフィニティ分
離、分子ふるい分離を組み合わせたデバイ
スにおいても、それぞれのカートリッジに
対応した分子のみが捕捉され、分離・検出
できることが証明された。以上の結果か
ら、作製したカートリッジ組合せ型デバイ
スを用いたハイブリッド分離が実現可能
であることが明らかとなった(Fig. 2)。 
多次元デジタル電気泳動分画デバイスでは、一次元目のデジタル等電点電気泳動に基づくタ
ンパク質の分級・分画に成功した。さらに、二次元目のデジタル分子ふるい分級デバイスへ等電
点分画後のカートリッジを接続して電圧印加した結果、画分に含まれていたタンパク質試料が
それぞれの分子量に従って分級される様子が観察された(Fig. 3)。以上の結果から、開発したカ
ートリッジ接続型デバイスは多様なデジタル電気泳動分析を自由かつ容易にデザイン可能なフ
レキシビリティを有するデバイスであることが示された。 
 

 
(3) マルチアレイ化・多次元化ハイブリッドデジタル電気泳動デバイスの開発とその応用 
 開発した機能性ヒドロゲル凹凸型カートリッジ組合せ型デバイスを用いて、多次元電気泳動
に基づく試料分画を試みた。人血清由来アルブミン(HSA)、卵白由来オボアルブミン(OVA)、免
疫グロブリン G (IgG)をそれぞれ蛍光標識してモデル試料とし、その基礎性能評価を行った。そ
の結果、分子ふるい効果を利用する一次元目デバイスにおいて、分子量の大きな IgG とそれ以
外のアルブミン類を、二つのカートリッジに分級することに成功した。続いて、分画されたアル
ブミン類を二次元目のアフィニティカートリッジに導入したところ、コンカナバリン A を用い
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Figure 1. Concept of digital electrophoresis devices fabricated by cartridge connection. 
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Figure 2.  Typical result in hybrid digital 
electrophoresis devices. 

Fig. 3. Protein separation based on molecular weight  



た糖鎖認識ゲルにおいて強く捕捉される OVA と、あまり保持されない HSA が分画される様子が
観察された。また、各カートリッジに捕捉された試料はそれぞれ別個に回収可能であった。以上
の結果から、作製したデバイスの多次元化やマルチアレイ化による複雑な生体試料分析の新規
前処理法としての実用化が期待される。 
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