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研究成果の概要（和文）：　市販のキャピラリー電気泳動分析装置や作製した電気泳動分析用マイクロチップを用いて
、アルギン酸ヒドロゲルをベースとした新規ブロッティング分析法の開発を行った。その結果、微小空間内に形成され
たアルギン酸ヒドロゲルは分子ふるい効果を有すること、アルギン酸ヒドロゲルの調製条件が分子ふるい効果に影響を
与えることを見出した。
　また、アビジン内包ヒドロゲル充填キャピラリーを調製し、これを用いたビオチンラベル化試料のアフィニティ電気
泳動分析法を開発した。その結果，ラベル化試料のみがヒドロゲルに選択的に捕捉され濃縮されること、また、濃縮さ
れた試料の溶離が可能であることを見出した。

研究成果の概要（英文）：A novel protein analysis using alginate hydrogels was developed. The alginate hydr
ogels were easily prepared and immobilized in capillaries and microchannels. It was confirmed that the pre
pared hydrogel was used as molecular sieving matrix. When the DNAs were introduced into the capillary fill
ed with the alginate hydrogel, some DNAs were separated during the migration in the formed hydrogel, the o
thers were trapped. The sieving effect was controllable by varying concentration of alginate and calcium i
ons. It was also confirmed that the alginate hydrogels was applicable to affinity capillary electrophoresi
s. In the experiments, the alginate hydrogel containing avidin specifically captured biotinylated molecule
s, resulting in the selective separation and preconcentration of the target molecules. Consequently, it is
 clarified that the alginate hydrogel is versatile material to realize blotting device based on microscale
 electrophoresis.
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１．研究開始当初の背景 
 近年，生命科学分野において DNAや RNA，
タンパク質などの複雑な生体試料の分析の
ために，種々のブロッティング法 (Southern 
blotting, northern blotting, western blotting) が
開発されてきた。これらの手法は平板ゲル電
気泳動によって試料のサイズ分離を行った
後に，分離された試料を膜へ転写し，特定の
塩基対構造のみにハイブリダイゼーション
する試薬，または 3次元構造にアフィニティ
を示す試薬で処理することで，複雑な混合試
料の中から特定の試料のみを検出可能な優
れた分析手法である。そのため，特に遺伝子
異常診断や腫瘍マーカーとしての変異タン
パク質の検出等に必要不可欠な技術として，
世界中で広く使用されている。しかしながら，
煩雑な実験操作，半日以上の分析時間，自動
化が困難，高コストなどのデメリットも多く，
それらの問題点の改善が生命科学研究の発
展を加速するために切望されている。 
 このような社会状況において，ごく最近，
申請者らがこれまで研究を進めてきたミク
ロスケール電気泳動 (キャピラリー電気泳動, 
CE; マイクロチップ電気泳動, MCE) に注目
が集まっている。CE/MCE は，短い分析時間，
高い分離能，自動化が可能，必要な試薬量・
試料量が少なく低コストなどのメリットを
有しており，ミクロスケール電気泳動に基づ
く改良ブロッティング法の開発がいくつか
の研究グループによって進められている。実
際に，新規ブロッティング法による分析時間
の大幅な短縮について数点の報告が既にな
されているものの，MCEに基づく手法では複
雑なマイクロチップ作製手順が，CE に基づ
く手法では膜への転写までしか自動化でき
ない点から，それぞれブロッティング法の代
替技術とはなっていないのが現状である。 
 一方，申請者らは，海藻類由来の天然多糖
類高分子であるアルギン酸ナトリウムが二
価の金属イオンとの混合により速やかにヒ
ドロゲルを形成する特徴を有する点に着目
し，微小空間内においてアルギン酸およびカ
ルシウムイオンを電気泳動により混合する
ことで，アルギン酸ヒドロゲル充填キャピラ
リー/マイクロチップを調製可能であること，
アルギン酸ヒドロゲルが分子ふるい効果を
示すこと，活性が維持されたままタンパク質
をヒドロゲル内に固定可能であることをそ
れぞれ見出した。また，アルギン酸ヒドロゲ
ルはその組成や分子量，カルシウムイオンと
の混合条件などによって，多彩な三次元網目
状構造を形成することも知られている。そこ
で，本研究では，二次元MCEに基づくブロッ
ティング法のコンセプトを基に，構造が異な
るアルギン酸ヒドロゲルが連続的に充填さ
れたキャピラリーを用いた，CE に基づく新
規ブロッティング分析法を着想した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，海藻由来のバイオマスである

アルギン酸ナトリウムを微小空間内でヒド
ロゲル化し，分子ふるい効果を有する分離媒
体およびアフィニティ分子の固定化媒体と
して用いることで，ミクロスケール電気泳動
に基づく新規ブロッティング分析に関する
要素技術を開発し，簡便，迅速かつ高選択的
な生体試料分離分析の実現を目指した。また，
要素技術開発で得られた知見を基に，DNAや
タンパク質などの実試料のブロッティング
分析への展開，酵素・薬剤スクリーニングな
どへの応用などを通じて，社会に貢献するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 平成 24 年度には，組成や分子量の異なる
アルギン酸ナトリウムから調製されたアル
ギン酸ヒドロゲル充填キャピラリー/マイク
ロチップを用いた マイクロチップゲル電気
泳動(MCGE) および アフィニティキャピラ
リー電気泳動 (ACE) 分析について検討し，
ヒドロゲル形成条件が分子ふるい効果とア
フィニティ分子の固定化効果に与える影響
をそれぞれ明らかにした。 
 平成 25 年度には，分離用およびアフィニ
ティ分子固定化用ヒドロゲルの両方を同時
に形成させたキャピラリーの調製，それを用
いた CE に基づく新規ブロッティング法の
開発，その基礎的性能評価および実試料分析
への応用について検討した。また，分離能，
選択性の異なるヒドロゲルを一つの分離流
路内に調製し，MCGE 分析の分離能の向上お
よびマルチ ACE 分析の実現に取り組んだ。 
 
４．研究成果 
 市販のキャピラリー電気泳動分析装置や
作製した電気泳動分析用マイクロチップを
用いて実験を行い、アルギン酸ヒドロゲルを
ベースとした新規ブロッティング分析法の
開発による，短時間，簡便，省試薬量な分析
の実現に取り組んだ。 
 (1) アルギン酸ヒドロゲルは，アルギン酸
および添加するカルシウムの濃度によって
構造が変化することが知られている。そこで，
本研究ではキャピラリー内に充填したアル
ギン酸ナトリウム溶液に対して，電気泳動に
よって種々の濃度のカルシウムイオンを加
えることで，異なる構造のヒドロゲルを作製
することを試みた。その結果，混合比を最適
化することで種々の DNA のサイズ分離が可
能となること，アルギン酸自体の構造の違い
がゲル構造およびサイズ分離能に影響を与
えることがそれぞれ見出された。 
 (2) アルギン酸ナトリウム溶液にアビジン
を添加したものをキャピラリー内に充填し，
その後カルシウムイオンを電気泳動によっ
て加えることで，アビジンがゲル構造の中に
閉じ込められ，キャピラリー内に固定化され
ることを見出した。また、キャピラリー内に
固定化されたアビジンのビオチンに対する
高い活性が維持されていることを確認した。 



 (3) アビジン内包ヒドロゲル充填キャピラ
リーを調製し、これを用いたビオチンラベル
化試料のアフィニティ電気泳動分析法を開
発した。その結果，ラベル化試料のみがヒド
ロゲルに捕捉され，それ以外の試料はゲル充
填部を通過することが確認された。また、イ
ミノビオチンの捕捉による濃縮と溶離が可
能であることを見出し、生体試料に対する選
択的かつ高感度な分析法として確立した。 
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