
1.　緒　　　　　言

著者らは 1993年より「化学 IC（化学集積回路）チップ」

の概念を提案し，独自に開発を行ってきた．化学 ICとは，

化学反応系，流体制御系，検出分析系といった化学装置の

全構成要素すべてを集積化した汎用的なマイクロ化学デバ

イスである．近年は「モジュール型」化学 ICの開発を行

っている．これは，各種機能を有する化学 ICチップ群（チ

ップセット又はチップファミリーとも言う）から適宜必要

なチップを選択し，複数種を組み合わせることで任意のマ

イクロ反応系を容易かつ高速に構築するという概念であ

る．これにより多様な分析系・合成系に適応できる高い汎

用性が実現できる．すでに無細胞蛋白合成用化学 ICチッ

プ群など 20種近いチップが開発されてきた［1 ― 4］．

ヒト遺伝子をはじめとする多くの種の遺伝子が解明され

つつある現在，遺伝子と蛋白の相互関係や，生体内の様々

な対象を網羅的に解析するポストゲノム研究が注目を集め

ている．これらの研究の問題は，膨大な量の実験，解析を

必要とすることである．そのため，自動化，小型化された

高速・高効率な生化学実験装置が求められている．

しかし，従来のm-TASやラボチップの分野におけるマイ
クロ化学分析デバイスは，実際には反応部のみ微小化され

ているものが大半である［5, 6］．例えば，蛋白分析の前処

理工程や，液体輸送部を含めた全プロセスにおいて微量サ

ンプルのまま分析を行えるものは皆無であった．

全プロセスを通してサンプルが微少量（オールインワン）

で分析可能であれば，低コストかつ高速・高効率な分析が

可能であるだけでなく，装置全体も小型・軽量となり，ウ

エアラブルな応用まで可能となる．単なる分析装置の高度

化の枠を超えた新規の医療デバイスとなる．さらに，生化

学やバイオ分野の実験手法に大きな変革をもたらす可能性

も秘める．そこで，本研究室では，分析に必要なプロセス

全体をマイクロチップ化した「分析用化学 ICチップセッ

ト」を提案し，開発を行ってきた．

2.　オールインワンマイクロ分析デバイスの提案・開発

ポストゲノム研究の一つであるプロテオーム解析に焦点

を絞り，微少蛋白の分析をオールインワンで実施する分析

装置を開発した．すでに著者らは，サンプルの前処理とし

て微小な細胞や組織の破砕を行なう「ホモジナイザーチッ

プ」［7, 8］，蛋白を分離する「電気泳動チップ」［9］を開発し

てきた．次の段階として，各化学 ICチップを組み合わせ

て分析装置全体を構築するコンセプトの実現段階に到達し

た．しかし本目的を達成するには，電気泳動チップに関し

て，蛋白のオンチップ検出や回収処理の課題が残されてい

た．

本報では，新しい電気泳動チップを考案し，装置全体が

小型で簡素である新規化学 ICチップ群を開発した．蛋白

をリアルタイムに蛍光検出し，約 3分で 5種類の蛋白を分

離することに成功した．さらに，同じ化学 ICチップ上で

5種類の蛋白から目的の蛋白 1種類のみの回収にも成功し

た．細胞内蛋白特定分画の回収をも実証し，プロテオーム

解析への実用性を示した．
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これら蛋白分離・回収用化学 ICチップ群と，開発済み

の「ポンプチップ」［4］，「ホモジナイザーチップ」などを組

み合わせることにより，全プロセスにおいて完全に微量サ

ンプルのまま分析可能となる．

3.　ハイブリッドマイクロ光造形法

ハイブリッドマイクロ光造形法［10］は，著者らが1992年

に開発したマイクロ光造形法をさらに進化させたものであ

る．マイクロ光造形法とは，光硬化性樹脂，光学系，露光

強度，および液面規制法の大幅な改善，最適化を図り，数

mmから 100 mmの分解能をもつ 3次元微細加工法である．
ハイブリッドマイクロ光造形法は，光硬化性樹脂で作製

されたマイクロ流路やリアクタ構造に，形状記憶合金アク

チュエータやシリコンバルブなどの機能性材料を内蔵した

ハイブリッド構造を一体成形する造形法である．ハイブリ

ッドマイクロ光造形法のプロセスを図 1に示す．

（１）マイクロ光造形法により，部品を組み込む層まで積

層する．

（２）レーザ照射による造形を中断し，目的の位置に部品

を組み込む．

（３）造形を再開し，最終層まで造形する．

この造形プロセスにより，容易に光硬化性樹脂以外の機

能性部品を内蔵することが可能である．さらに，後から挿

入した機能部品は，硬化した光硬化性樹脂（接着剤）で密

閉されるため，接合部からの液漏れの問題はない．

化学 ICは本手法を使用するため種々の機能部品を容易

にハイブリッド化でき，多種多様なチップを作製できる．

4.　蛋　白　分　析

4・1　蛋白の分離手法

蛋白の分離手法としては，マイクロ化に適したキャピラ

リー SDS-PAGE（ドデシル硫酸ナトリウム ― ポリアクリル

アミドゲル電気泳動法）を採用した．キャピラリー SDS-

PAGEとは電気泳動法の一種で，SDSという界面活性剤を

蛋白にコートして，キャピラリーに詰めた PAG（ポリアク

リルアミドゲル）内で蛋白を分子量毎に分離する方法であ

る．SDS処理をすると，蛋白は直鎖状になって負に帯電す

るので，すべての蛋白は陽極側に移動する．また，その際

蛋白の分子量が小さいほどゲルの網目構造を抜けやすいの

で，移動速度が速くなる．この移動速度の差を利用して蛋

白を分子量ごとに分離する．

この分離法は，一般的に高分離能といわれており，PAG

濃度やキャピラリーの長さや内径を変更することで分離す

る蛋白の分子量範囲が可変であるため，幅広い分子量範囲

に対応できる［11］．汎用性を目的とした化学 ICに適した

手法である．

4・2　蛋白検出手法

蛋白の検出には，蛍光検出を採用した．この手法は，蛍

光色素を蛋白に結合させて，励起光を当てると蛍光を発す

るため，蛋白分離の様子がリアルタイム観察できる．本手

法により目的蛋白の位置を特定でき，オンチップで蛋白分

離が確認できる．本報では，蛍光色素の励起光源に発光ダ

イオード（LED，波長 470 nm）を使用し，化学 ICチップ

に内蔵することで装置の小型化を図った．

図 2（ａ）に示すように従来の蛍光を用いるマイクロ化学

デバイスでは，キャピラリーの軸方向に対して垂直から，

すなわち観察方向に対して垂直に励起光を照射していた

（垂直照射方式）．この手法で長いキャピラリー全体に励起

光を照射しようとするとトランスイルミネーターなどの大

きな励起光源が不可欠となり，装置全体の小型化が困難で

あった．本報では，小さい励起光源でキャピラリー全体の

蛍光を観察可能とし，同時に装置の小型化を実現するため

に，図 2（ｂ）のように励起光をキャピラリーの軸方向から

照射する方式（同軸照射方式）を考案した．

5.　分析用化学 ICチップ群の開発

5・1　蛋白分離チップ群の構成

蛋白分離チップ群は，アノードチップ，カソードチップ，

光源チップ，ガラスキャピラリーから構成される．システ

ム構成図を図 3に示す．アノードチップ‐カソードチップ
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図 2　蛍光観察のための励起光照射手法
（ａ）従来方法：励起光をキャピラリーの軸方向と垂直方
向から照射，（ｂ）新方式：励起光をキャピラリーの軸方
向から照射

Fig. 2　Comparison of irradiation method for the fluorescent 
detection.
（ａ）Traditional method : Irradiation from the vertical 
direction of the capillary, （ｂ）New method : Irradia-
tion from the axial direction of the capillary.

図 1　ハイブリッドマイクロ光造形法
Fig. 1　Process for hybrid microcstereolithography.



間に電流を流し，キャピラリー内に詰められた PAG内で

蛋白を上から下にかけて分離する系である．本化学 ICチ

ップ群の特長は，

（１）LED同軸照明法により装置全体を小型化

（２）キャピラリーを交換するだけで再利用可能

（３）キャピラリーの長さを分析対象に応じて可変

である．

キャピラリー以外のアノードチップ，カソードチップ，

LEDチップは繰り返し使用可能なため，キャピラリーを交

換するだけで繰り返し，サンプルの分離を行うことがで

き，高効率・低コストを実現する．また，キャピラリーの

長さ，内径は自由に変更可能であるので，分離対象の蛋白

の分子量範囲に応じたキャピラリーを使用することができ

る．

蛍光の検出器には CCDを使用し，キャピラリーの軸方

向に対して垂直方向からフィルターを通して蛍光のみを観

察する．

今回，作製したアノードチップ，カソードチップ，光源

チップ，およびそれらをホルダーユニットで結合した蛋白

分離チップ群を図 4に示す．アノードチップとカソードチ

ップは，Pt電極を内蔵しており，光源チップは青色LEDを

内蔵している．

5・2　蛋白回収チップ群

回収には，十字流路を利用した電気的な方法を採用し

た．回収原理を図 5に示す．

まず，サンプルを注入して図 5（１），電気泳動を開始し

て蛋白を分離する同図（２）．目的の蛋白が流路の交差部に

到達した同図（３）と同時に，垂直方向に電流を流すのを止

め，水平方向に電流を流す．すると，流路の交差部にあっ

た目的の蛋白は水平方向の流路の陽極側に移動する同図

（４）ので，これを回収槽へ導いて蛋白を回収する．

水平方向の電流を止めて再び垂直方向へ電流を流すと，

電気泳動が再開されるので，同様の方法で連続的に蛋白を

回収することができる．

この回収システムを実現すべく，先の分離システムの途

中に，新たに回収チップを設けた．蛋白回収チップ群のシ

ステム構成図を図 6に，作製した回収チップおよび回収チ

ップ群全体の概観を図 7に示す．回収チップは，他の化学

チップと同様ハイブリッドマイクロ光造形法で作製してい

る．図 7（ａ）に示すように，回収チップは Pt電極を内蔵し

た 2つの電極槽とそれをつなぐ流路から成る．あらかじめ

（94） 生体医工学　45巻 1号（2007年 3月） 

図 3　蛋白分離チップ群概略図
Fig. 3　Schematic design of a protein analysis chip-set.

図 5　蛋白回収方法
（１）サンプル注入，（２）泳動開始，（３）電流の切り替
え，（４）蛋白回収

Fig. 5　Procedure of protein collection.
（１）Inject sample, （２）Start electrocataphoresis, （３）
Switch current, （４）Collect target protein.

図 4　蛋白分離チップ群外観図
（ａ）カソードチップ，（ｂ）アノードチップ，（ｃ）LED
チップ，（ｄ）チップ組み立て図

Fig. 4　Protein analysis chips and chip assembly.
（ａ）Cathode chip, （ｂ）Anode chip, （ｃ）LED chip, （ｄ）
Chip assembly in a holder.



流路内を PAGで満たし，キャピラリーと結合させること

で十字型の PAGを作製している．

この蛋白回収チップ群も，蛋白分離チップ群と同様の特

長を有しており，キャピラリーと回収チップを交換するだ

けで再使用が可能で，高い汎用性を持つ．

6.　検　証　実　験

6・1　蛋白分離実験

蛋白分離チップ群の機能を検証するため，図 4のシステ

ムで 5種類の蛋白を含むマーカー蛋白の分離実験を行っ

た．マーカー蛋白に含まれる蛋白とその分子量を以下に示

す．

・Ovalbumin, 45 kDa

・Serum albumin, 66.2 kDa

・Phosphorylase, 97.4 kDa

・b-galactosidase, 116.25 kDa
・Myosin, 200 kDa

今回の実験の条件を以下に示す．

蛍光試薬は，蛋白にコートした SDSに結合する性質を持

つ NanoOrange（Molecular Probes, Inc）を 使 用 し た．

NanoOrangeの励起波長および蛍光波長はそれぞれ 470 

nm/570 nmである．励起光源には青色 LEDを用いた．キ

ャピラリーは内径 0.5 mm，外径 0.7 mm，長さ約 10 mmの

ものを使用した．ゲルのアクリルアミド濃度は 10％，緩衝

液には 1.5M Tris-HCl（ph8.8）を用いた．通常のキャピラ

リー SDS-PAGではゲル中に SDSを混合するが，本実験で

は混合せず，電極液の Tris-Glycineバッファーに，SDSを

0.01％で混合したものを使用した．蛍光試薬は，この電極

液に混合する．

以上の条件で PAGと電極液を作製し，チップに電極液

を満たした後，図 5のようにホルダー内にチップとキャピ

ラリーを組み立てる．次に，チップ内にサンプル 5 mlを注
入後，電極間に 0.2 mAの定電流を流し，電気泳動を開始す

る．分離の様子は CCDでリアルタイムに観察する．

電気泳動開始 30秒から 5種類の蛋白の分離が完了する

180秒まで，30秒ごとに CCDから得られた画像を図 8に

示す．

図 9は，CCDから得た画像情報を解析することで得られ

た三次元グラフである．縦軸は蛍光強度であり，横軸はそ

れぞれキャピラリーの長さ方向の pixel数と経過時間であ

る．時間経過は 30秒ごとに表している．グラフの蛍光強

度がピーク部分が蛋白の検出を表している．

図 8と図 9から，電気泳動開始から約 3分後に 5種類の

蛋白が分離できていることが確認できる．ただし両図の，

一番先頭の高輝度バンドは SDSに結合しなかった蛍光色

素であり，蛋白ではない．

6・2　蛋白回収実験

6・2・1　マーカー蛋白からの蛋白回収実験　　蛋白回収

チップ群の機能を検証するため，5・2で述べた方法で 5種

生田幸士ほか：微量蛋白分析用化学 ICの研究 （95）

図 7　蛋白回収チップと回収チップ群
（ａ）蛋白回収チップ，（ｂ）チップ組み立て図

Fig. 7　Protein collection chip and chip assembly.
（ａ）Protein collection chip, （ｂ）Chip assembly in a 
holder.

図 6　回収チップ群の概略図
Fig. 6　Schematic design of the protein collection chip-set.

図 8　蛋白分離の様子
Fig. 8　CCD camera image of protein separation.



類の蛋白を含むマーカーの内，1種類の蛋白を回収する実

験を行った．実験条件は 3・1と同じであり，細胞抽出液の

量は 5 mlとした．回収目的とする蛋白は一番分子量が小さ
いOvalbuminとした．回収の確認のため，回収したサンプ

ルを市販の電気泳動装置で泳動し，銀染色を施して観察し

た．CCDから得られた回収の様子を図 10，回収サンプル

の銀染色結果を図 11に示す．

図10より，目的の蛋白が交差部に来た時に電流を切り換

えることで，回収槽の方へ移動しているのが確認できる．

図 11から，（ａ）のサンプルと比べて，（ｂ）の回収サンプル

には目的の蛋白Ovalbuminのバンドのみが観察でき，他の

蛋白のバンドが観察できないことから，目的の蛋白 1種類

のみの回収に成功したことが実証された．

6・2・2　細胞内蛋白回収実験　　プロテオーム解析への

応用を確認するため，細胞内蛋白の回収実験を行った．サ

ンプルには PC12細胞（ラット副腎髄質由来褐色細胞）の

破砕液を使用した．本報では，蛋白回収チップ群の検証用

の PC12細胞の破砕には市販のホモジナイザー（MISONIX 

Inc. XL2000）を使用した．

一般に細胞内には，数百から数千種類の蛋白が含まれて

おり，蛋白の種類が多すぎるため，現時点の本システム単

体で個々の蛋白を分離，回収するのは困難である．しか

し，数百から数千の蛋白の内，特定の分子量帯を回収する

ことができれば，再度電気泳動を繰り返すことで，より詳

細な解析ができるようになる．そこで，蛋白の特定分画の

回収をするため，回収のタイミングは蛋白の位置ではなく

泳動開始からの経過時間として回収を行った．今回は，回

収のタイミングを電気泳動開始から 5分とした．

検証実験として，回収サンプルを市販の電気泳動装置で

泳動し，銀染色を施した結果を図 12（ａ）に示す．図 12

（96） 生体医工学　45巻 1号（2007年 3月） 

図 9　蛋白のリアルタイム分離 3Dグラフ
FIg. 9　3D graph of alteration in fluorescent intensity.

図 12　銀染色による PC12細胞破砕抽出液の電気泳動図
（ａ）回収後，（ｂ）回収後

Fig. 12　Electrophoretogram of PC12 cells homogenate with 
silver staining.
（ａ）After collection, （ｂ）Before collection. 

図 11　銀染色による回収蛋白の電気泳動図
（ａ）マーカー蛋白，（ｂ）回収されたサンプル

Fig. 11　Electrophoretogram of protein markers with silver 
staining.
（ａ）Protein markers before collection, （ｂ）Collected 
sample.

図 10　蛋白回収の様子
（ａ）目的の蛋白が交差部に到達，（ｂ）目的の蛋白を回収

Fig. 10　Appearance of protein collection experiment.
（ａ）Target arrived cross-point, （ｂ）Collecting target.



（ｂ）は，PC12細胞を市販のホモジナイザー装置で破砕し

たものを電気泳動で泳動し，銀染色を施した．図12から細

胞内蛋白をおおよそ 60 kDaから 100 kDaの分子量範囲で

選択的に回収できていることがわかる．この分子量範囲以

外に薄く見えているバンドは，キャピラリーと回収チップ

の流路の交差部を通る際の拡散による混入が考えられる．

将来，この部分的に回収した蛋白をキャピラリーの長さ

や内径，ゲル濃度を変えるなどして，再び電気泳動を行う

ことでさらに一層精密に蛋白の回収を行うことができる．

さらに回収操作を繰り返すことで図 12で見られる薄いバ

ンドも取り除かれると考える．

今回は回収のタイミングを 5分としたが，あらかじめ

マーカー蛋白など分子量のわかっている蛋白を用いて分子

量ごとの経過時間を調べておけば，目的の分画の回収が容

易になる．

7.　考　　　　　察

従来のマイクロ分析チップを用いて，蛋白の分析を行う

場合では，サンプルをチップに注入する前に細胞懸濁液を

ホモジナイザーなどで破砕しなければならない．そのた

め，分析には多量（約 500 ml）の細胞懸濁液が必要であった．
しかし，本報で開発した蛋白分離・回収チップ群では，

細胞抽出液は 5 mlで十分であった．本チップファミリー
は，すでに本研究室で開発されているホモジナイザーチッ

プと整合性を持っているため，これらを結合して蛋白の前

処理から分析までの全工程を連続的に行うことができる．

ホモジナイザーチップに必要な細胞懸濁液の量は 30 mlで
あったため［5］，本チップ群を用いて蛋白の分析を行うの

に必要な細胞懸濁液の量は若干増えて 30 mlとなるが，従
来方法と比べると 10分の 1以下になったことがわかる．

8.　ま　　と　　め

蛋白のオールインワン分離・回収のための化学 ICチップ

群を開発した．これらチップ群を用いて，5種類のマー

カー蛋白を蛍光検出し，約 3分で 5種類の蛋白を分離し，

リアルタイムに観察することに成功した．さらに，5種類

のマーカー蛋白のうち目的の蛋白 1種類のみを回収するこ

とに成功した．最後に，細胞内蛋白の選択的回収にも成功

し，生化学分野への応用可能性を示した．

本研究のように機能ごとにモジュール化されたマイクロ

デバイスを結合して分離，回収を実現した例は世界に類を

見ない．

今後，これらチップ群とホモジナイザーチップ，ポンプ

チップなど他の化学 ICチップと組み合わせることにより，

前処理を含む，蛋白の分離検出・回収の全プロセスをマイ

クロスケールで処理できる．これによりポストゲノム研究

を担うモジューラ汎用マイクロデバイスが実現できる単な

る分析装置の軽量化や高効率化だけに留まらず．生化学分

析実験スタイルを一新してしまう足がかりができた．
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