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研究成果の概要（和文）：生体試料分析に必須の分離手段である高速液体クロマトグラフィーにおける高分離能を達成
したピラー構造を有するオンチップ液体クロマトグラフィーにおける生体試料への応用を指向した研究を行った。具体
的には、生体試料中の分岐鎖アミノ酸の高速定量分析と、ピラー構造を有するオンチップ液体クロマトグラフィーにお
けるグラジエント溶離システムの開発に成功した。

研究成果の概要（英文）：High-performance liquid chromatography is an important separation technique used f
or bioanalysis. In this study, we used pillar array column, which has high separation efficiency. We perfo
rmed fast and quantitative analysis of branched-chain amino acids in biological samples using a pillar arr
ay column and Integration of pillar array columns into a gradient elution system for pressure-driven liqui
d chromatography.
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１．研究開始当初の背景 
ヒト全遺伝子解読が終了し、遺伝子の表現

形態として機能するタンパク質に関する研
究、さらに、タンパク質の具体的な機能解析
という観点から、タンパク質以外の細胞内低
分子を解析する研究が重要視されている。そ
のような研究においては、メタボローム研究
に代表されるように、微量生体分子の分離・
定量が重要である。 
高速液体クロマトグラフィー(HPLC)は、そ

の簡便性と精度の高さから、生体試料の分析
において最も汎用されている分離分析法で
ある。しかしながら、通常の HPLC において
用いられている粒子充填型カラムにおいて
は、分離性能に限界があることが知られてお
り、必ずしも生体化合物の分析における高速
分析の要求を満たしていなかった。 
そこで、ピラー構造を有するオンチップ液

体クロマトグラフィーに着目した。ピラー構
造を有するオンチップ液体クロマトグラフ
ィーは、シリコンを基板としたマイクロチッ
プ上に規則正しいピラー構造を有する分離
媒体であり、試料の拡散が最小限に抑えられ
るため、従来のカラムクロマトグラフィーの
分離能を超越することが理論的に示されて
おり、従来技術以上の高速化・高性能化を可
能とすると考えられたからである。 
実際に、チップ流路内にピラー構造を作製

したオンチップ液体クロマトグラフィーに
よる分離媒体の開発を行い、汎用されている
カラムクロマトグラフィーの 3 倍の高性能化
に成功した。さらに、拡散を最小限に抑えた
低拡散型曲線流路を用いることにより、チッ
プ上に長い分離流路を作製できることを明
らかにした。このように、申請者は、オンチ
ップ液体クロマトグラフィーによる高性能
な分離媒体を開発してきた。 

 
 

２．研究の目的 
 本研究においては、更なる高性能な分離媒
体の開発を行い、微量生体成分のためのマイ
クロ化学分析システムを構築することを目
的とした。具体的には、ピラー構造を有する
オンチップ液体クロマトグラフィーを用い
た生体試料中の分岐鎖アミノ酸の高速定量
分析とピラー構造を有するオンチップ液体
クロマトグラフィーにおけるグラジエント
溶離システムの開発を目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
(1) ピラー構造を有するオンチップ液体ク
ロマトグラフィーを用いた生体試料中の分
岐鎖アミノ酸の高速定量分析 
 MEMS（Micro Electro Mechanical Systems）
における代表的な技術であるフォトリソグ
ラフィーとドライエッチングにより、シリコ
ン基板に分離媒体としてピラーアレイを作
製した。流路表面に酸化膜を成膜した後、シ

リコンとガラスの陽極接合を行った。作製し
たピラーにオクタデシルシリル基を表面修
飾することで分離用チップとした。 
 分岐鎖アミノ酸（バリン、イソロイシン、
ロ イ シ ン ） は 、 4-fluoro-7-nitro-2,1,3- 
benzoxadiazole (NBD-F)により蛍光誘導体化
した。 
 
(2) ピラー構造を有するオンチップ液体ク
ロマトグラフィーにおけるグラジエント溶
離システムの開発 
 (1)と同様に、ピラー構造を有する分離媒体
を作製した。一枚のチップ上に、グラジエン
ト溶離のためのテスラ構造を有する混合流
路（長さ 18 mm）、サンプル注入用流路とピ
ラーアレイカラム（長さ58 mm）を作製した。 
 
 
４．研究成果 
(1) ピラー構造を有するオンチップ液体ク
ロマトグラフィーを用いた生体試料中の分
岐鎖アミノ酸の高速定量分析 
 背景において述べたように、これまでの研
究により、低拡散型曲線流路を用いて一枚の
チップ上に長いピラー構造を有するオンチ
ップ液体クロマトグラフィーを作製するこ
とにより、高い理論段数を得て、蛍光誘導体
化アミノ酸の分離が可能となった。 
 ピラー構造を有するオンチップ液体クロ
マトグラフィーが、生体試料への適用可能か
否かを確かめるために、慢性肝臓病、糖尿病、
心臓病などの病態マーカーとして有用であ
ることが知られている分岐鎖アミノ酸を例
にとり、血中濃度の定量を試みた。 
 はじめに、NBD-分岐鎖アミノ酸の高速分析
のための条件検討を行った。最適化の結果、
移動相は、水/アセトニトリル/トリフルオロ
酢酸(92/8/0.02, v/v/v)、流速は 0.2 µL/min、蛍
光顕微鏡による検出をカラム末端部で行う
こととした。本条件下、NBD-分岐鎖アミノ酸
を 100 秒で分離、検出することが可能となっ
た(図 1(A))。 

LC における定量分析を行うためには、精
度の高さが求められる。しかしながら、ピラ
ー構造を有するオンチップ液体クロマトグ
ラフィーにおけるサンプルの注入量は 1 nL
程度であり、精度良く注入量を制御すること
は出来ない。そこで、内標準法を採用するこ
とにした。内標準物質として 6-アミノカプロ
ン酸を採用し、相対ピーク高さの再現性を算
出したところ、CV 値 3.23％と良好な再現性
が得られた。NBD-分岐鎖アミノ酸の検量線は、
0.4 µMから 2 mMの範囲において良好な直線
性が得られた。そこで、実試料、スポーツ飲
料とヒト血漿サンプルへの応用を試みた。そ
れぞれに内標準物質を加え、NBD-F により誘
導体化後、ピラー構造を有するオンチップ液
体クロマトグラフィーに注入した。試料中の
分岐鎖アミノ酸は、良好に分離、検出された
（図 1(B), (C)）。血中分岐鎖アミノ酸濃度は、



バリン 191±4.0 µM、ロイシン 111±1.5 µM、イ
ソロイシン 72.7±1.6 µM であった。日内、日
間変動は、5％以下と良好であり、accuracy は、
90.2-99.6％の範囲であった。同じ試料を
HPLC システムにて測定し濃度を算出したと
ころ、ピラー構造を有するオンチップ液体ク
ロマトグラフィーによる定量値と一致した。 
 
(2) ピラー構造を有するオンチップ液体ク
ロマトグラフィーにおけるグラジエント溶
離システムの開発 
通常の逆相 HPLC においては、極性の異な

る化合物を一分析で分離するために、高極性
と低極性の 2 つの移動相を混合し、その濃度
を連続的に変化させるグラジエント溶離を
行う。ピラー構造を有するオンチップ液体ク
ロマトグラフィーにおいて高速分析を行う
際、通常のグラジエント溶離を行うと、流速
が遅いためにポンプからカラムまでの遅延
時間が生じてしまう。遅延時間を短くするた
めには、移動相の混合からカラムまでの距離
を短くすれば良い。そのために、2 種の移動
相を混合するためのミキサーをチップ上に
開発した。 

幅が数百ミクロン程のマイクロ流路にお

いては、2 種の異なった溶液は簡単には混合
しない。そこで、オンチップにおける効率的
な混合流路の設計を行った。流体力学シミュ
レーションにより、攪拌部の構造としてテス
ラ構造が最適であることが明らかとなった。
実際に、テスラ構造を有するチップを作製し、
混合効率を調べたところ、3 mm の流路長さ
で十分な混合効率が得られることが明らか
となった。 
そこで、ピラー構造を有するオンチップ液

体クロマトグラフィーにテスラ構造を組み
込んだチップを作製した。はじめに、グラジ
エント溶離システムが機能するか否かを検
討した。移動相として、蛍光色素を含むメタ
ノール溶液と水の２種溶液を用いて、ピラー
構造を有するオンチップ液体クロマトグラ
フィーの入口における蛍光強度を計測した。
グラジエント溶離プログラムを開始後わず
か 7 秒で蛍光強度の上昇が見られ、その後、
直線的に蛍光強度が上昇した（図 2）。この結
果より、遅延時間が非常に短く、また、2 種
溶液のグラジエント溶離が十分に行えるこ
とが明らかとなった。 

 

 
図 2 ピラー構造を有するオンチップ液体ク
ロマトグラフィーにおけるグラジエント溶
離。実線、蛍光強度の変化；破線、グラジエ
ント溶離プログラムの変化。 
 
続いて、2 種の蛍光色素（クマリン 525 と

クマリン 545）を用いて分離を行った。アイ
ソクラティック溶離においては、55 秒で十分
な分離が得られた。グラジエント溶離条件下
においては、グラジエント溶離時間を短くす
るにつれ、分析時間は短くなった。グラジエ
ント溶離時間を 30 秒にした時には、分析時
間は 30 秒となり、アイソクラティック溶離
の半分の時間での分離が可能となった。また、
クマリン 545 のピーク幅は、アイソクラティ
ック溶離においては 6.9 秒であったのに対し
て、グラジエント溶離においては 2.1 秒とな
り、グラジエント溶離により、分離効率が改
善することが明らかとなった。 
さらに、4 種脂肪族アミンの NBD-F による

誘導体の分離を行った（図 3）。アイソクラテ
ィック溶離においては、最後に溶出すべき
NBD-オクチルアミンのピークが 1300 秒以内

図 1 分岐鎖アミノ酸のクロマトグラム。
(A) 標品、(B) スポーツ飲料、(C) ヒト血
漿サンプル 



に溶出されなかった。グラジエント溶離を用
いることにより、NBD-ヘキシルアミンのピー
クが溶出し、4 種脂肪族アミンが 110 秒以内
に良好に分離された。また、クマリン色素分
析のときと同様に、グラジエント溶離を用い
ることにより、アイソクラティック溶離時と
比べて、鋭いピークを得た。以上の結果より、
グラジエント溶離システムを有するピラー
構造を有するオンチップ液体クロマトグラ
フィーシステムは、複雑な組成の生体試料の
分離分析を可能にすると考えられる。 
 

 
図3 脂肪族アミンのクロマトグラム。(A) ア
イソクラティック溶離条件、(B) グラジエン
ト溶離条件（グラジエント時間450秒）、(C) グ
ラジエント溶離条件（グラジエント時間90秒）。
ピーク：1, NBD-OH; 2, NBD-pentylamine; 3, 
NBDhexylamine; 4, NBD-heptylamine; 5, 
NBD-octylamine。 
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