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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、代表者が提案したＥＬＩＳＡマイクロ積層システム

の高感度化と多検体化のための３次元集積化を検討し、システム内における全ての流路を同時

駆動し、可搬式への展開が可能な超高感度で多検体分析可能なＥＬＩＳＡ環境分析システムを

実現することにある。複数の被検物質及び薬液投入→混合→抗体固定化→反応→検出に至る一

連の操作が 1システム上で連続的に行われるための、液体保持、送液、混合、抗体固定化の効

率的な制御方法として、各単位化学操作毎に対応した水平/垂直流路を Compact Disk 内に配置

し、遠心力で一括送液する３次元送液システムを実現した。さらにポリ塩化ビフェニルの多検

体同時分析を高感度にて実現した。 

 
研究成果の概要（英文）：There have been paid much attention to the lab-on-a-CD for the 
use of enazyme-linked immunosorbent assay (ELISA), due to its convenience for the 
automation of multiple microreactors [1-2]. However it is difficult to simultaneously 
realize the performance and integration of multiple reactor units due to the limited chip 
area. One of the biggest problem arise from the limitation is inadequate sensitivity due 
to shortage of surface area for the immobilization of antibody. we propose a new type 
lab-on-a-CD concept based on three-dimensional (3D) microchannel network. This paper 
reports high-sensitive detection of poly-chlorinatedbiphenyl (PCB) by using bundle-like 
capillary structure on a 3D lab-on-a-CD. 
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１．研究開始当初の背景 

  近年、内分泌攪乱化学物質(EDCs)が生態

系に及ぼす深刻な影響が明らかになり、各環

境レベルでの多元的なモニタリングが急務

となっている。このため、環境中の様々な化

学物質を高速・高感度に測定する多検体・多

成分の分析技術が求められている。一方、主

に医学・臨床の分野で実用化が進んでいる簡
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便な分析手法として酵素免疫測定法（ＥＬＩ

ＳＡ法）が挙げられるが、従来のプレートキ

ットや試験管を用いる方法では、洗浄機や読

込み機など複数の機器が必要で、分析時間は

数日を要し、微量環境分析には感度が不十分

という問題があった。  
我々は、この課題を解決するために、混合
槽、免疫マイクロリアクター(抗原抗体反応
槽)、光検出槽(ＵＶ吸光度又は蛍光検出)の
各機能槽を積層したＥＬＩＳＡ環境分析マ
イクロ積層システムを提案した. ここで
ELISA は放射光で微細加工した、マイクロキ
ャピラリー集合体を用いる。これ抗体固体化
の表面積を飛躍的に増大させるのみならず、、
垂直流体フィルターの働きも有し、各槽間の
仕切バルブとなって流体制御を行うもので
ある。本研究では、高いアスペクト比、もし
くは、キャピラリがクロスリンクした構造を
用いて薬液の混合効率を高めることも試み
た。 
  
２．研究の目的 
本研究の目的は、代表者が提案したＥＬＩ
ＳＡマイクロ積層システムの高感度化と多
検体化のための３次元集積化を検討し、シス
テム内における全ての流路の同時駆動法を
提案することにより、可搬式への展開が可能
な超高感度で多検体分析可能なＥＬＩＳＡ
環境分析マイクロ積層システムを実現する
ことにある。積層システム中の流体を送液す
る方法として、新たに遠心力を利用した回転
式の３次元送液方法を提案する。抗原抗体反
応は、マイクロ抗体キャピラリー集合体を用
いるために回転基板内に大幅な集積化が可
能となり、同一面積で従来の数十倍の検体処
理が可能となり、蛍光検出との併用により、
数百倍の感度向上が見込める。しかも、送液
用のポンプやバルブが不要であり、簡便で安
価な可搬式小型システムの構築が可能とな
る。本研究では上記システムの適用対象とし
て内分泌攪乱化学物質であるノニルフェノ
ールなどのアルキルフェノール類の分析に
適用する。 
 
３．研究の方法 

 本研究では上記システムの適用対象と
して、海底への蓄積が進む代表的な内分泌攪
乱化学物質であるノニルフェノールなどの
アルキルフェノール類に着目する。これらの
多検体微量環境分析を実現するために、以下
の方法、手順によって研究を進める。 

（１）多検体ＥＬＩＳＡ環境分析マイクロ
積層システムの設計 

数値流体力学解析（CFD）を用いて複数(５
～１０検体）の被検物質の同時測定が可能な
ELISAシステムの流路構成と流体制御法の検

討を行い、環境分析システムを試作する。代
表者が新規に開発した放射光を用いた３次
元ナノプロトタイピング法により、樹脂(Ｐ
ＭＭＡ、ＰＴＦＥ等)のマイクロ抗体キャピ
ラリー集合体を作製する。これに検体と試薬
導入、分注・混合、及び光(ＵＶ吸収･蛍光)
検出の各機能槽を積層して連続化学操作可
能な集積化システムを試作する。 

（２）遠心力駆動３次元マイクロＥＬＩＳ
Ａシステムの提案と試作 
システムの集積度をさらに大幅に向上させ
るために、遠心力を利用した回転式の３次元
送液方法を検討する。マイクロキャピラリー
集合体構造と平面流路構造を用いて、垂直方
向および面内方向に任意に連続送液を可能
とする流路構造、制御方法を検討する。 

（３）３次元マイクロＥＬＩＳＡシステム
を用いた、高感度分析の実現。 
２）で提案したシステムを用いて、微量環境
物質の高感度分析を実現する。この際、被検
物質のELISAの感度を従来の数百倍に高めた
めに、マイクロ免疫応答場の微細化と３次元
集積化を試み、抗体固定化表面積をさらに増
大させると同時に抗原抗体反応時の拡散律
速反応時間を大幅に短縮する。  
 
４．研究成果 

 （１）多検体ＥＬＩＳＡ環境分析マイク
ロ積層システムの 

申請者が提案し性能実証した垂直ELISAシ
ステムを集積化し、５検体の被検物質につい
ての同時測定が可能な環境分析システムを
作製した。数値流体力学解析（CFD）を用い
て複数の被検物質の同時測定が可能なELISA
環境分析システムの流路構成と流体制御法
を検討し、構造・制御パラメータを最適化し
た。さらに、代表者が開発した波長可変型の
放射光ディープＸ線リソグラフィとナノイ
ンプリント技術を統合した３次元ナノプロ
トタイピング法によりマイクロ抗体キャピ
ラリー集合体の集積化を行った。マイクロ抗
体キャピラリー集合体は、垂直流体フィルタ
ーの働きも有し、各槽間の仕切バルブとなっ
て流体制御を行うものである。本研究では、
高いアスペクト比、もしくは、キャピラリが
クロスリンクした構造を用いて薬液の混合
効率を高めることに成功した。さらに被検物
質と試薬の高速撹拌槽、及び光(ＵＶ吸収)検
出槽を併行して作製し、これらを積層して
ELISA環境分析システムの試作を行った（図
１）。 
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図1 試作したＥＬＩＳＡ環境分析マイクロ
積層システム 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ ＥＬＩＳＡ環境分析マイクロ積層シ
ステムを用いて得られたPCBの検量線 
 
また、図２に、有機溶媒用のテフロン材質か
らなるマイクロキャピラリー集合体を用い
て、発ガン物質のポリ塩化ビフェニル（PCB）
の濃度を測定した結果を示す。データーの定
量性の点で改善すべき余地があるが、PCB濃
度との優位な相関があり競合的ELISAによる
高感度な環境分析の可能性を示すデータと
言える。 
 

（２）遠心力駆動３次元マイクロＥＬＩＳ
Ａシステムの提案と試作 

システムの集積度をさらに大幅に向上さ
せるためには、試料と試薬の送液方法をより
簡便なものにする必要がある。圧力空気に代
わる送液方法として、遠心力を利用した回転
式の３次元送液方法を検討した。具体的には、
異なる単位化学操作機能毎に異なる水平/垂
直流路を回転基板内に配置し、それらを積層
したシステムを設計し、試作した（図2）。
動作試験の結果、複数の被検物質及び薬液投
入から、混合、免疫反応、基質導入、酵素反
応、反応停止、吸光度検出に至る各操作に対
応した逐次送液を回転数の制御のみによっ
て可能なことを検証した。 
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図３ 試作した多検体ＥＬＩＳＡ環境分析
マイクロ積層システム 
 

（３）３次元マイクロＥＬＩＳＡシステム
を用いた、高感度分析への適用。 

競合法ELISAを想定した流路構成を設計し、

ディープＸ線リソグラフィとUVフォトプロセ

スを用いて実際のＣＤ型マイクロ積層システ

ムを作製し、分析特性を評価した。競合法

ELISAを用いてポリ塩化ビフェニルを定量分

析した。試作ディスクは、６検体同時に定量

分析が可能で、約0.01 ng/mlの高い感度を得

た。図４に得られた検量線を示す。 
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図４ PCB の検量線 

 
さらに、免疫反応ディスクと光学検出ディス
クの２枚を積層したディスクを用いて、濃度
の異なるマウス免疫グロブリンＧを６検体
同時にサンドイッチ ELISAにて測定すること
に成功した。この測定ではディスクの回転数
を 1500rpmまで５段階に逐次変化するのみで
ELISA 測定の全操作を実現した。また、数
ng/ml という高い測定感度を得た。 
 以上、本研究ではこれまで提案してきた垂
直型マイクロリアクターの新たな展開を示
した。これは 3次元流路ネットワークを用い
ることで、平面型 Lab-on-a-chip が有する機
能と、垂直型マイクロリアクターの機能の融
合を図ったものである。即ち積層構造と 3次
元流路ネットワークを形成することで複数
の機能要素をシームレスにインターコネク
ションし、物理的にも単位科学操作的にもシ
ームレスな系を構築できることを実証した。
これにより、Lab-on-a-CD という制約の大き
なプラットフォームおいても、3 次元流路ネ
ットワークによる多様な機能とのカップリ
ングが可能となることが示唆された。     
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