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マイクロチップ電気泳動における
イオン濃度分極効果によるオンラ
イン試料濃縮

山本 佐知雄

1 は じ め に

マイクロチップ電気泳動は分析までに必要なすべての

工程を数センチメートル角のマイクロチップ上で実現す

る micro total analysis system (nTAS)1)の駆動力とし

て利用されている。電気泳動をマイクロ流体チップの駆

動力として用いれば，流路内における試料の輸送と分離

を同時に行うことが可能となる。またマイクロチップ電

気泳動では，スタッキング法や等速電気泳動法に代表さ

れる，キャピラリー電気泳動で使用されているオンライ

ン濃縮法を適用することが可能である。さらに微細化さ

れた流路では試料や試薬，溶媒の消費量や分析に必要な

時間を抑えることができ，自動化や並列化も他の分析装

置に比べて容易である。しかしながらほとんどのマイク

ロ流体デバイスと同様に，マイクロチップ電気泳動では

導入する試料量に対して検出できる試料量が少なくなっ

てしまうため，高濃度の試料溶液が必要となる。これは

マイクロ流体デバイスの応用が最も望まれている臨床現

場での使用にとって大きな障害となる。この試料濃度の

問題を解決するため，2000 年の初頭には物理的あるい

は化学的手法を応用した様々なオンライン濃縮法が考案

され，マイクロチップ電気泳動の欠点であった濃度感度

の問題が改善されている。初期に開発されたオンライン

濃縮法はキャピラリー電気泳動の濃縮法をベースに開発

されたものが多く，これに該当するものとして，高濃度

の泳動液を用いて試料成分を濃縮する電場増強スタッキ

ング法，試料成分をリーディング液とターミナル液の間

に入れて濃縮する過渡的等速電気泳動法2)，イオン性ミ

セルへの分配を利用して濃縮を行う sweeping 法3)，オ

ンラインでの固相抽出法などがあげられる。その後，先

のオンライン濃縮法とは異なり，流路上に特殊な濃縮系

を構築するマイクロチップ電気泳動に特化した濃縮法が

考案された。これらはイオン濃度分極（ion concentra-

tion polarization, ICP）あるいは permselective 濃縮法

と呼ばれる高効率な濃縮法である。

本稿ではマイクロチップ電気泳動において，特に高効

率な濃縮を実現できる ICP について紹介する。

2 ICP 濃縮法の原理と応用

ICP または perm selective 濃縮法は，薄膜やナノ

メートルサイズの隙間を使って，試料成分の電荷に応じ

た濃縮を行うマイクロチップ電気泳動に特化した極めて

効率の高い方法である。その原理を図 1 に示す。ガラ

ス製マイクロチップのように表面が負に帯電しているマ

イクロ流路中に陽イオン交換タイプのナノチャネルを作

製し，図 1(a)のように電圧を印加すると，ナノメート

ルサイズの空間では壁面表面の負電荷が隙間全体に及ぶ

ため陰イオンは電荷反発によりナノチャネルを通過する

ことができなくなる。一方，陽イオンはナノチャネルを

通過することができるため陰極へと泳動される。電圧を

更に印加し続けると，流路内でのイオン分布の不均一性

を解消するためにナノチャネルの近傍にイオン欠乏領域

が生成する（図 1(b））。イオンがほとんど含まれていな

いこの領域では，電気伝導度が極端に低くなり電場が集

中する。陰イオンは，この領域に到達すると速く電気泳

動して，イオン欠乏領域との境界面外側に高効率に濃縮

される。一方，ナノチャネルの陰極側では陽イオンが多

量に輸送されるためイオン欠乏領域とは対照的にイオン

が大量に存在する領域が形成される（図 1(c))4)。1999

年に Khandurina は，ガラス製マイクロチップの分離

チャネル上に非常に細いシリカ膜を構築して DNA の濃

縮を行い，電圧を切り替えることで，その濃縮した

DNA を分離した。この際に，250 秒の濃縮で約 100 倍

の感度向上を達成した5)。その後，濃縮効率は飛躍的に

上昇し，Wang らが精密な工作技術により作製したマイ

クロチップを用いて少なくとも 106 という濃縮効率を得
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た例などがある6)。この方法で用いたナノチャネルは

チップ表面の負電荷とフォトリソグラフィーとエッチン

グ技術で作製された幅 5～50 nm，深さ 40 nm の均一な

ナノ細孔膜による ICP 効果で濃縮を行っている。彼ら

が作製したナノ細孔膜は非常に頑丈であり，1～2 時間

程度連続して試料を濃縮することが可能となっており，

マイクロチップに導入したすべての試料を濃縮部に集め

ることが可能になると考えられる。この高い濃縮効率の

利用により，UV 検出あるいは非接触型電気伝導度検出

などを用いて目的物質の高感度検出ができる可能性があ

り，本手法がバイオマーカー検出，環境分析などにとっ

て理想的なプラットフォームになると考えられる。

一般に，流路中に濃縮層を形成させるうえで，フォト

リソグラフィーやエッチングを行うための専用の装置や

設備が用いられる。特に nm サイズの流路を作製する場

合などには卓越した技術が必要となる。一方で，このナ

ノチャネルの作製を簡便に達成するため，ICP 濃縮層

（荷電層）の作製にイオン性のハイドロゲルを用いて，

濃縮を達成した例が報告されている7)。一般的にハイド

ロゲルの作製は比較的容易で，ゲルの組成となるモノ

マーの溶液を流路に導入し，意図する場所（濃縮位置）

のモノマー溶液に pH 変化や温度変化，もしくは光照射

などの刺激を与えることによって局所的に溶液をゲルに

変化させる。ゲルを流路に作製後は余分なゲル溶液を緩

衝液で置換・洗浄し，通常のマイクロチップ電気泳動が

行える条件に復帰させる。微細加工技術の代わりにハイ

ドロゲルによる濃縮層を形成することは設備や技術など

を考慮すると簡便であると考えられるが，現時点では微

細加工技術により作製された濃縮層に比べてハイドロゲ

ルの濃縮効率は低く，再現性も悪い。

ICP 濃縮法に関する研究は，現在でも盛んにおこなわ

れている。例えば，原理面では印加電圧，緩衝液のイオ

ン強度，pH と ICP の濃縮位置の関係が示され8)，実用

化の面では，持ち運びの可能なバイオセンサーデバイ

ス9)や紙製のデバイスで ICP 濃縮を達成した例10)などが

報告されている。このように ICP は濃縮効率が非常に

高く様々な試料の感度を向上させたとの報告がなされて

いる。ただし，タンパク質標品や蛍光試薬に適用した例

が多く，濃縮時間によるベースラインの乱れ，分離への

影響も報告されている。これらの改善には現状では非常

に高精細な微細加工技術が要求されるのかもしれない。

しかし，この微細加工技術に代わる方法で濃縮層が簡便

に構築できれば，マイクロチップ電気泳動の応用範囲を

さらに広げることができる。今後，微細加工技術とハイ

ドロゲルの長所を活かし，試料の特異的高感度検出が可

能なマイクロチップの開発が期待される。

3 終 わ り に

微細加工技術が日々進化し，成熟期に移行するにつれ

て，この技術を応用したマイクロ流体デバイスが生化

学，医学，薬学の分野などに，様々な用途で用いられて

いる。これらのデバイスは従来の装置に比べて，低コス

ト，試料や溶媒消費量の削減，スループットの向上，持

ち運び/移動の容易さなど様々な利点がある。特にポリ

ジメチルシロキサンなどポリマー系チップは大量生産が

可能であり，しかも壁面の均一性が高く，安価であるこ

とから，今後は臨床分析用キットとして利用される可能

性が高い。一方で，マイクロ流体デバイスが，広く既存

の方法の代替になるには検出感度と選択性を改善するこ

とが求められる。そのためには，目的試料に選択的な，

オンライン濃縮法や検出法を指向することが有効だろ

う。マイクロチップ電気泳動では前述のキャピラリー電

気泳動で開発されたオンライン濃縮法をマイクロチップ

用に改良した方法などが報告されており，圧力流駆動の

マイクロ流体チップと異なる原理での試料の特性に応じ

た濃縮法を選択できる可能性がある。また，ここで紹介

した ICP 効果を利用したオンライン濃縮法では，他の

濃縮法を
りょう

凌
が

駕する濃縮効率が報告されており，マイク

ロチップ電気泳動での劇的な濃度感度の向上が期待でき

る。一方で，ICP 濃縮法の克服しなければならない課題

も多い。通常，濃縮効率は濃縮時間に比例するが，濃縮

時間が長くなる場合，サンプルの分散を抑制する手段が

必要である。また，ICP 濃縮法を含め，現行のオンライ

ン濃縮法の多くは，試料マトリックス物質の干渉を受け

やすく，実分析では前処理法の検討が必要である。マイ

クロチップシステムの開発面では，微細加工技術の向上

とともに，別のアプローチからも「濃縮層」を構築でき

るシステムをさらに追及していくことになるだろう。
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