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　Microchip 　clectrophoresis （MCE ）can 　achieve 　fastcr　analysis 　wi 【h　small 　sanlple 　vc）lumes ．

Howe 、
・
er ，　the 　concelltration 　sensitivity 　is　generally　insufficiellt　duc 　to　the 　small 　sample 　mass

injcctcd　and 　the　de貫ecdon 　volumc ．　 To 　ilnprovc　thc 　detection　sensitivity 　limitations　ofl　MCE ，
several 　detection　scheines 　fbr　high　sensiti 、lity　and ／or 　high　pcrfbrmance　have　been　iIltrod疋1ccd ．

1n　the 　early 　stagc 　of　developing　MCE ，　lascr−induccd 　Huorcscence （LIF ）spectromct ら
・
was 　inainly

cmplQycd 　as　a　detecLion　schenle ，　RcccIltly
，　other 　detcction　metllods ，　e・9りUV 　absorption ，　elcc −

trochcrlli 〔：al　deIection，　conductonlctry ，　mass 　spectrometry 　and 　so 　forth，　havc　been 　introduccd 　ill

M （．：E．　In　thc 　prcsel〕tarticle ，　the 　prillciplcs　aIld 　features　of 　the 　detectioll　scheIIles 　apPlied 　to

MCE 　arc 　prescnted　and 　the 　advantages 　of 　thcsc 　 methods 　arc 　 reviewcd 　bascd　on 　 rccent

paperS・

Kのω ord5 ： rnicrochip 　clectrophoresis ；laser−induced　fluorescence　spectroIIletIy ；electrochemi −

　　　　　 cal　detcction；mass 　spcctromct5
「・

1　 は じ め に

　 199 〔｝年 に 微小統合化化学分析 シ ス テ ム （micro 　total

analysis 　system ，μ
JI
’
AS ｝ の 概念が 提唱 さ れ て 以 来

1
帆 微小

な基板 ヒに お け る 分析技術及び そ の 集積化技 術は 著 しい 発

展 を遂 げ て い る．数 cm 角の ガ ラ ス 基板上 に 作製 した 微細

な流 路 （マ イ ク ロ チ ャ ネル ） の 中で キ ャ ピ ラ リー電 気 泳動

（CF．） の 原 理 に 基づ く分離 を行うマ イ ク ロ チ ッ プ 電 気 泳 動

（MCE ） は，1992 年 に Manz ら に よ っ て 最初 に 報告 さ

れ
：1．崩

，μ
一TAS に お け る 重 要 な分離技術 と して 認 知 され る

よ うに な っ た．MGE は．従来の CE が 有 す る 特徴 で あ る

微量 分析，高分離能 に加え，分析 の 高速化 （数秒
〜

数 i’秒）

や チ ャ ネル の 並列化
E／’7／

に よ る分析 の ハ イス ル
ープ ッ ト化

な どの 利 点 を兼 ね備 え て お り，特 にバ イオ 関連 の 分 析 に重

要 な役 割 を 果 た す こ とが 期 待 され て い る
s）
−t’．1〕．最 も

．
般

的 な MCE 分析 に お い て は ，ク ロ ス 型 の チ ャ ネル パ タ
ー

ン
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を有 す る マ イ クロ チ ッ プ に対 して 泳動液を満 た し，試料を

分離 チ ャ ネル に 導入後，分離流路 の 終点近傍 で 試料成分の

検 出 を行 う．基 本 的 に は （〕E の 検 出 法 をそ の ま ま MCL に

転 用 す る こ とが 可 能で あり，高感度な レ
ーザー

励起蛍光

（LIF） 法が 最 も
一

般的な検 出法 と して 用い ら れ て きた が，

タ ン パ ク質の ア ミ ノ 酸配 列 や 相 tl二作 用 の 解析，糖鎖構造 の

解 析 な ど に お い て は 質量分析の 導入が 求 め ら れ て お り，

MCE と の 結合が 急務 で あ る．また，電気化学検出は 高感

度 か つ 装 置 の 小 型 化 が 容易な 検出法 と し て ，M （：E へ の 導

入 が 検討 され て い る．本稿 で は MCE に お ける 特徴的な検

出技術及びその 発展 に つ い て ，最近の 成果を中心 に 紹介す

る．

2　光を利用した検出法

　MCE の よ うな微小 領域 に お け る検出を行う際 に は，非

接触 で の 分析が可能な光学的な検出法を適用す る こ とが 最

も容易で あ る．CE に お い て も利 用 され て きた 蛍光 ・紫外

（UV ） 吸収 ・化学発光 に 基づ く検出法を利 用 した MCE デ
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BUFF εR

欄
　　　　　　　　 MICROSCOPE　OBJECTM 三

猛〉こ　　   ・・1P

FEg．　l　Confocal　epiflu て， rescence 　sc1up 　fbr　MCE −LIF
dctcctiOn

Reprinted　with 　pcrmissl〔m 　froIn　Bio、sens ．　 B・iθetec．，14，
861〜869 （20｛）（）〉，　Cc ｝p｝Tight 　2000　Else、

．ier　B．V．

バ イス の 開発 が 多 く報告されて い る．

　 2・lLIF 及 び蛍 光 検 出

　 LIF は 最 も高 感 度 な検 出 法 で あ り，MCE の 研究，開発

に お け る 有力な 検出 法 と して 初 期 の 段 階 か ら利用 され て き

た
S ｝
一

／，’／．基本的 に は レーザーと蛍 光 検 出器 が あ れ ば 高感度

な 測定 が で き る 千法で あ り，励起 光源 に は，Ile−Ne レ
ー

ザー，Ar イ オ ン レーザー，　
L

卜導体 レ
ーザー，発光 ダ イ オ

ー
ド （LED ） な どが ，検 出 に は 光 電

．
f増倍管，　 CGD カ メ

ラ ，
フ ォ トダ イ オードア レ イな どが使用され て い る ，最近

で は イ メージ ・イ ン テ ン シ フ ァ イア 内蔵の GCD カ メ ラ な

どに よ る 高感度 な蛍 光 画 像 測 定 も容易に 行 わ れ る よ うに な

っ た
25 齣 ，よ り高 感 度 な測 定 が要 求 され る 場 合 に は，共焦

点型 蛍光顕微鏡 を組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と が 多い

（Fig．1）
27 闘 ，最も基本的な 光学配 置 に お い て は，レ ーザ

ーを顕微鏡の 光軸 に 対 して 同軸 に導入 し，励起 光 を反 射 し

蛍光を透過す る よ うな ダ イク ロ イ ッ ク ミラ
ーを通 して 対物

レ ン ズ へ 導 く．対物 レ ン ズ と し て は 開 口 数 （NA ＞ 0．5〜

1．0， XIO 〜40 程度の もの が 利 用 され て い る．チ ャ ネ ル 内

の 試料か らの 蛍光 は 同 じ対物 レ ン ズ に よ り集光 し，ダ イ ク

ロ イ ッ ク ミ ラ
ー

及 び ピ ン ホール を通過して 検出器へ と導か

れ る．こ σ）ピ ン ホ
ー

ル の サ イ ズ に よ り空 間 分解能が 決 定 さ

れ，サ イ ズ が 小 さす ぎ る と十 分 な検出 体積が 得 られ ず，大

きす ぎ る とチ ャ ネル 以 外 の 部 分 か らの バ ッ ク グ ラ ウ ン ドノ

イ ズ の 影 響 が 大 き くな る た め，最 適 な ビ ン ホール サ イ ズ の

設 定が 重要 と な る．ピ ン ホール サ イ ズ の ほ か に も，ダ イ ク

ロ イ ッ ク ミラーの 種 類，レーザー
の ス ポ ッ トサ イ ズや 焦 点

位 置 を最 適 化 す る こ と に よ り，nM 〜pM の 蛍光性試料 を

検出す る こ と が 可 能 と な る，な お，最近で は 励起光源を

lOmW 程度の 半導体 レーザ ーと した 場 合 で も，フ ル オ レ

セ イ ン．ロ
ー

ダ ミ ン ，シ ア ニ ン 誘 導 体 な どの 蛍 光量
．
予収 率

の 高 い 試料で あ れ ば，こ の 程度の 検出隈 界 は 容 易 に得 る こ

とが で き る．一
方，MCE に お け る 検出部の 小型化を 冂指

し，LED を光 源 と し た 蛍光検出法の 開 発が 進 ん で い る．

例 え ば．フ ル オ レセ イ ン 誘 導体化 し た 糖類 の MCE 分 析 に

お い て は ，LED 光源を用 い る こ と に よ り 〜 1nM の 検 出

限 界が 得 ら れ て い る
t’9／．ま た ，ポ リ マ

ー
製 チ ッ プ に 対 して

LED と光 フ ァ イ バ ーを 直接埋 め 込 む こ と で
， 励 起 光 照 射

面及び 検出窓 とチ ャ ネル との 距離を最小 限 に し，光 の 損 失

を 抑 制 す る こ とで ，高感度 か つ 検 出部 も 小 型 化 さ れ た

MCE チ ッ プ も開発 され て い る
』“F）／sn ．

　 LIF の 性 能 を更 に高 め る た め に ，複数回の 試料導人や複

数位 置 で の 検 出 を行 い ，結果 を 数学的 に 解析す る こ と で

S／N 比 を 改 善 す る ア プ ロ ー
チ が 幾つ か 報 告 さ れ て い る ，

Fisterらは 相 互 相関解析法 を利用 した 手法 に よ る ．S／N 比

の 向．ヒに つ い て 検討を 行っ て い る
／‘Lb．相互 相関 解析 に お い

て は，試 料 導 人 の 有無 を ラ ン ダ ム に n 回繰 り返す こ と に

よ り得 られ た フ ェ ロ グ ラ ム の 相互 相関 を解析す る こ とで ．

理 論 的 に は n
≡7 で あ れ ば S／N 比 は 5．6 倍向上 す る こ と

が 期 待 され る．こ の 手 法 は，以 前 か ら高 速 液 体 ク ロ マ トグ

ラ フ f − CHPLC）や （：E に お い て検 討が な され て きた が，

1 「冂1の 分析 に 〜 1〔｝分の 時 間 を要 す る た め，こ れ を 〜 10

回 に わ た り繰 り返 す 同 手法の 適用 は デ メ リ ッ トの ほ うが 大

きい ．こ れ に 対 し，MGE で は 1 回 の 分 析 に 〜 1（）秒 しか

時間を要 さ ない こ とか ら，10分 以 内 の 分 析 で ト分 な 感度

向上 が 得 ら れ る ．実 際 に 1 回注 入 に よ る分 析 で は 全 く ピ

ー
クが 観測 さ れ な か っ た 試 料 に対 し，試 料 注 入 時問 ｛1．25

秒 で 相 互相 関解析 に 基づ く 7bil の ラ ン ダ ム 注 入 を行 う と，
　 ／／±　ttt
明 瞭 な ピーク が 観 測 され る よ う に な っ た．12 回 の 連 続 測

定 に よ り更な る SfN 比 の 向上 が 達 成 さ れ て お り，7 分 と

い う比 較的短 い 分析時間で ∫／N 比の 向．Lに 成功して い る．

ま た，同様 の 多重 注 入 を利用 し た 手法 と し て，ア ダ マ ール

変換法 に 基 づ く LIF 検出 の 高感度化が 報告 さ れ て い る，

ア ダ マ
ー

ル 変換法 は n × ’
n の 正方行列 の 擬似 ラ ン ダ ム コ

ー
ド （ア ダ マ

ー
ル コ

ー
ド） に 従 っ て ，繰 り返 し注 入 を 行 い ，

得 られ た結果 （蛍光強度 ） を逆 ア ダマ
ール 変換す る こ と に

よ っ て ， SIN 比 の 高い エ レ ク トロ フ ェ ロ グ ラ ム が 得 られ

る手法 で あ る，Hat己 らは ダ イ オ
ー

ド レ
ーザ ーを光 源 と し

た IJF 検 出 に 対 し，ア ダ マ ール 変 換 を適 用 し高感度化 を

図 っ て お り，2．ir） × 255 の ア ダ マ
ー

ル コ ードに 基づ い た 多

重 注 入 に よ りSIN 比 を 8 倍向上 させ る こ と に成功 して い

る
n’1レ
．　 方 ，シ ャ

ー （くし形） 関 数に 基 づ い た 多点検出に

よ る ∫／N 比の 向．hに つ い て も報告が な され て い る蹴 長

さ 66mm の 分離チ ャ ネル に 対 し lnun お きに 3〔10 μIn 幅

N 工工
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Reprinted 　with 　pernlission　fronl　Anal ．∫‘／i．，21 ，61 〜65

（20〔｝5），　 Copyright　2005　The 　Japan　Sて）cicty 　for
Anal＞

1tical
　qlemistrv．

の 光学 ス リ ッ トを 55 箇所設 け た チ ッ プ を作製 し，分 離 チ

ャ ネ ル 全 体に レ
ーザー

光 を照射 して チ ャ ネル 全体か らの 蛍

光 を検出す る こ とで ，くし形波形の フ ェ ロ グ ラ ム が 得 られ

る．こ れ を フ
ー

リエ 変 換 し，κ 軸 を周波数 と し た フ ェ ロ グ

ラ ム とす る こ とで ，目的の 試料 を 単
．一
の ピー

ク と して 検出

す る こ と に成 功 して い る．前述 の 方法で は，複数回の 分析

を要 す るの で 分 析 時 間 が 長 くな っ て し ま うの に 対 し，こ の

手 法 で は 1 回 の 分析 で 済 む た め 分析時間 を大 幅 に 短縮 で

き る．更 に こ の 手法 の 利 点 は，目的 の ピークが ベ ース ラ イ

ン の 変 動や ラ イ ン ノ イ ズ な どの 妨 害 を受け な い こ と で あ

り．多成 分試料の 分離検出 に も適用 ロf能で あ る．また，得

られ る ピーク周 波 数 は 試 料 の 泳 動 速 度 に 対 応 す る た め，微

粒 r一の 泳動速度測 定 に も応用 され て い る．こ れ らの 数学 的

な解析 に よ る 感度向 ヒの ア プ ロ ーチ は LIF の み な らず 他

の 検出 法 へ の 応 用 が 口∫能で あ り．特 に感度 は 低 い もの の 試

料の 適 用 範囲 が 広 い 紫 外
一
　 ul
’
視 吸 光検 出 な どへ の 適用 が 期

待され る．

　2・2　紫外 ・可視 吸 光 （UV ．VIS）検出

　M （：E に お け る uv 検出は ，光路 長 が 短 い た め に 十 分 な

感度が 得 られ ない こ とや，マ イ ク ロ チ ッ プ基板の 材質 （ポ

リマ
ー．パ イレ ッ ク ス ガ ラ ス な ど） に よっ て は 紫 外域 の 波

長 を 利 用 で き な い な ど の 問題点 が ある．しか しなが ら，

（：E にお い て 最 も
一

般 的 な検 出 法で あ る UV 検出 は ， 誘 導

体化等の 操作を必 要 とせ ずに 大部 分 の 試料 の 検出 が 可 能 で

あ る た め ，そ の 利川 価値 は 高い ．1990 年 代 に は MGE に

UV 検 出 を 適 用 し た 報 告 は ほ と ん ど な され て い な か っ た

が，2000 年 に UV 検 出 に よる マ イ ク ロ チ ッ プ電 気泳動装

置が市販され た
／
・
’t’］”6’／

．同装置で は リニ ア フ ォ トダ イ オード

ア レ イ 検出 器 に よ り，分 離 流 路 全 体 に お け る UV 吸 収 を測

定で きる こ とが特徴 で ある．また ， 光学 ス リ ッ トを組み 込

ん だ石英 チ ッ プ を使用す る こ とに よ り，検出感度の 向 Eが

図 ら れ て い る ．実 際 に 分離 流 路 に ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル

を充填 したチ ッ プ上 に お い て，DNA の ゲ ル 竃 気泳動分 離

が行 わ れた例が報告されて い る
：“i）：｛71

，吸光度 に よ る定量測

定 が 可 能 で あ る た め ，ス ラ ブ ゲ ル 電 気 泳動 と 同様 の 分 離 結

果 を UV 吸 収測 定 に よ り定量 化 し，マ ーカーと の 比 較 に よ

り分子量に 関する情報を得る こ とが で きる，また，同装 置

を 利 用 す る こ と に よ り．ゾ ーン 電気 泳動 モ ードに よ る単 糖

類
：ls
’
F

， 炭水化 im／19”4［］｝
，代 謝物

41 ／

の 分離 や シ ク ロ デ キ ス トリ

ン 動電 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

〔（IDEKC ） モ ードに よ る光学

異性 体
42 曲

や 神経伝達 物質
柚

の 分 離 が 1 分 以 内 に 達 成 さ れ

た 例が 報告 され て い る．

　著者 らは CDEKC に よ る光学異性体分離 に つ い て ．　 UV

リ ニ ア イ メ
ージ ン グ 検 出器 を用 い て 検討を行 っ て い る

（Fig．2）
LI 〕．試料 と して は ア ル ツ ハ イマ

ー
病や パ ー

キ ン ソ

ン 病 の 特効薬 の 基 本骨格 を成す 1一ア ミ ノ イ ン ダ ン を，キ

ラ ル セ レ ク ターと して は硫酸化．β．シ ク ロ デ キ ス トリ ン を

用い ，キ ラ ル 分離の 過程をそ の 場観測 した．Fig，2 は通 常

の エ レ ク トロ フ ェ ロ グ ラム と異なり，横軸が 分離流路 の 検

出 位置に 対応 し て お り，0 秒 に 導入 され た 試 料 が S 秒 後 に

は 既 に 分離 し始 め ，15 秒後 に は ベ ー
ス ラ イ ン 分 離す る 様

子が 観測 され て い る ．分離流路の 終点に 到達する こ ろ に は

分 離 度 は S．4 に 達 し，効率の よ い キ ラ ル 分離が 達成 さ れ て

い る．通常 の CE に お け る CDEKC で は キ ラ ル セ レ ク タ
ー

の 濃 度 を高 く しす ぎる と，検出 時間が 遅くな り ピー
ク 広が

りを招 い て し ま うた め ，キ ラ ル セ レ ク ターの 濃度を極力抑

え る 必 要が あ っ た．こ れ に 対 し，UV リニ ア イメ
ージ ン グ

検出 に よ る M （：E 分析 で は．キ ラ ル セ レ ク タ
ー

の 濃度を 高

くす る と よ り短い 分 離 長 で 分 離 が 達 成 され る 場合 が 多 く，

分 析 時 間の 短 縮 化に もつ な が る た め，非常に 有効な 手法で

あ る．実 際 に Fig．2 の 例 で は，従来の 分離流 路 の 終端 に

お け る 1点 検 出 で は 泳 動 時 間 が 52 秒 で あ っ た の に 対 し，

リニ ア イ メ ージ ン グ検 出 を用 い る こ と に よ り分析時間を

14秒 ま で に 短 縮 化 す る こ とが で きる，た だ し，試料 とキ

ラ ル セ レ ク ターの 組 み 合 わ せ に よっ て は，セ レ ク タ
ー濃 度

が 高 くな りす ぎ る と 異 性 体間 の 電 気泳動 速 度差 が 減少 し，

分 離能が低下 す る 場合が ある の で 注意が必要で ある．

　2・3　化学発光 （CL ）検出

　CL は，化学 反 応 （酸化
・
還元反応な ど）に よ り生 じた

励 起種 が，発 光 を伴っ て 基 底状態へ と 失活 す る 現 象 で ，試

料 と化 学発 光 試 薬 を混合す る だ けで 強い 発光が 観測 さ れ
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Fig．3　Schcmatic 　lay〔♪ul　and 　scparation 　of 〔lansyHysinc　alld −glycine　in　M （：E−CL 　analysis

RepriI馳ted　with 　pe ］
’
ITIis ．si 〔．レn　f 馳〔：）m ．J．　Ch．’rθ mat （’gr．！1．867．271〜279 （2〔｝〔｝〔｝）．　Copyright　2000　Elscvicr　B．V．

る ，した が っ て ，励 起 光源 （レ
ーザ ーな ど） は必 要 な く，

光電了増 倍管など の 光検出器 の み で 高感度検出が ttJ
’
能 とな

る た め，装 置の 小 型 化 が 容 易 で あ る と い う特 徴 を有 して い

る．MCE に お け る CL 検 出 に お い て は，分 離 した 試 料 と

化 学 発光 試薬 との 混 合 及 びそ れ に伴 う デ ッ ドボ リ ュ
ーム が

分 離 能 及 び検 出感 度 に大 き く影響を及 ぼす．

　 Harrison ら は ガ ラ ス ．基板 L に MGE 分 離 用 の チ ャ ネ ル と

CL 反 応 槽 を集積化 した デ バ イス を 作製 し，マ ウ ス 免疫 グ

ロ ブ リ ン G （IS・G ） の 分 析 へ の 適用 につ い て 検討を行 っ て

い る
ai＋．　 GL 反応 槽 の 底 面 を ア ル ミ ニ ウ ム で コ ーテ ィ ン グ

す る こ とで 発 光の 捕捉率を高め て い る の が 特徴 で，フ ル オ

レ セ イ ン を結合 した 酉洋 ワ サ ビペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ （HRP ）

に よ る GL を モ デ ル 反 応 と し て デ バ イ ス の 評 価 を行 っ た と

こ ろ ，チ ャ ネル 深 さ が 10 μm の チ ッ プ で は 検 出限界

（LOD ） は 35　nM で あ っ た の に 対 し，40 μm 深 さ の デ バ イ

ス で は LOD は 7nM まで に 向上 した．更 に H ｝U ’ を触媒 と

した ル ミ ノ ール の CL に よ る lgG 分 析 に適 用 した と こ ろ ，

〔卜 60Ppm の 範囲で 直線 関 係 が 得 られ て い る．

　ま た，市 販 の 石 英 製 ク ロ ス 型 マ イ ク ロ チ ッ プ を （
．
：L 検 出

に 適用 した 例 も報告 され て い る （Fig．3）
41i1
．　 TStLkat’oshi

らは ダ ン シ ル 化 ア ミ ノ酸 の 分析 に お い て，過 シ ュ ウ酸エ ス

テ ル に よ る （
．
：L 検 出 を 適 川 して い る ．CI、試 薬 を 分 離 流 路

終 端 の 液 だ め に 満 た して お き，特 別 な混 A 装 澱 等 を 用 い ず

に 1  pM の LOD を達成 して い る．しか しなが ら，こ の 手

法 で は CL 検 出部 の 液 だ め に 泳 動 液 が 流 入す る た め，連 続

測 定 に は 不 向 き で あ る と 考 え られ，実 際 に 5 回 以 Lの 分

析 を行 っ た 際 に は ピー
ク 高 さの 減少が 観測 さ れ て い る．更

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 L ψよ．’／
に 同様 の チ ッ プ を用 い て，イム ノ ア ッ セ イに よ る腫瘍 マ

ー

カ ーの 検 出 に 用 い た 例 も報告 され て い る
1η ，イ ソ ル ミ ノ

ー

ル を結合 した 免疫抑制酸性 タ ンパ ク 質 （IAP）を試料とし，

試料液だめ に抗 IAP を表面 に 固 定化 し た ガ ラ ス ビーズ を

満 た し，ビーズ表面 で 競合 的 イ ム ノ ア ッ セ イ を 行っ た 試料

を分離流路 に 導入す る こ とで 選択的検出 を達成 して い る ．

lAP の 直線定量範囲 は 0．l　pM か ら 5 μM で あ り，コ ン ト

ロ
ール 血 清中の IAP の 濃 度 を 3％ 以 1・

．
の 誤 差 範 囲 で 決 定

す る こ とに 成功 して い る．

　 様 々 な 流路 パ ターン の ポ リジ メ チ ル シロ キ サ ン （PDMS ）

チ ッ プ に お け る 〔IL検出を金属 イオ ン や ア ミ ノ 酸 の 光学異

性 体 分 離 に適 用 した 例 が 報 告 され て い る
IH
’／．　 Liu ら は 試料

と CL 試薬 の 混 合法が LOD や 分 析 の 冉 現 性 に 及 ぼ す影響

を詳細 に検討 し，V 字型の 混合流路を用 い た場合 に最 も高

い ピーク 強 度が 得 られ る こ と を見い だ し た ，ダ ン シ ル 化 グ

リ シ ン の LOD は O．39 μM で あ り， 再現 性も相対標準偏差

5％ 以 内に 抑 え る こ とが 11］
’
能で あ っ た．史に ダ ン シ ル 化 フ
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馳
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apPlicd ．　Rcprhlted　with 　permission　fr〔）ln　Ti
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・ier

B ．v ．

エ ニ ル ア ラ ニ ン の 光学異 性体分離 につ い て も検討を行 っ て

い る が ，分 離 長 3〔｝mm で 分 離 度 は 0、8 程 度 で あ り，混 合

の 際に 生 じる デ ッ ドボ リ ュ
ーム が 分 離能 の 低 下 を招 い て い

る 可 能性 が あ る ．

3　質量分析法 （MS ）

　M （：E と MS 検 出 を オ ン ラ イ ン で 結 合 した MCE −MS は ，

MCE の 微 量 の 試 料 を 高 速 分 析 で きる特 徴 と MS の 試 料 の

構造情報が 得 られ る特徴 を併せ持っ た 分析法で あり，特 に

生 体 関 連 物 質 （代謝 物，ペ プ チ ド，タ ン パ ク 質，糖鎖など）

の 分 析 に 有用 な 手段 で あ る．ま た，MS は 般 に 高 感 度 な

分析法で あ り．CE −MS に お い て は 〜　amol （〜 11M ） レ ベ

ル の 検 出 隈 界が 達 成 され て い る ．MCE −MS に お い て は，

四 重 極 型 質 量 分 析 計，飛 行 時 間 型 （TOF ） 質 量 分 析 計，

四 重極 イ オ ン トラ ッ プ 型 質量 分析計な どが 検出 器 と して 利

用 され て い るが ，MCE に よ りチ ャ ネル 内で 分離 した試料

を効 率 よ く イ オ ン 化 し，MS 検 出 器 に 導入 す る イ ン タ
ー

フ

ェ
ース の 開 発 が 電 要 な 課 題 で あ る．MCE −MS の イ ン タ

ー

フ ェ
ース と して は ，HPLC や CE −Ms で

．．一・
般 的 に 使 用 され

て い る エ レ ク トロ ス プ レ
ー

イオ ン 化 〔ESI） に 基づ い た 例

が 多い ．CE −MS に お い て は ESI の み な らず ，大 気1
．
E化学

イオ ン 化や マ トリ ッ ク ス 攴援 レ
ーザー脱 離 イオ ン 化の 適 用

が 報告 され て い る が，ESI は装概構成が単純で あり，ESI

電圧 を印加す る 電極を電気泳動用 の 電極 と して も利 用 で き

る た め ，MCE へ の 適 用 が 容易で あ る とい う利点 を 有 して

い る
1！b）t’／］／噛

　 3・1 開 ロ 型 ESI イ ン タ
ー

フ ェ
ー

ス

　MCE −MS イ ン ター
フ ェ

ー
ス の プ ロ トタ イ プ と して，複

数 の チ ャ ネル を有す る ガ ラ ス 製 チ ッ プ とエ レ ク トロ ス プ レ

ー型 の MS 検 出 器 を 直 接 結 合 した イ ン ターフ ェ
ース が

Karger らに よ っ て 最初 に報告 され て い る
川

，こ の チ ッ プ

は 9 本の チ ャ ネ ル （幅 60 μτKl，深 さ 25 μm ） が 61nm 間隔

で作製 され て お り，チ ャ ネ ル ヒ流 部 に泳動液だ め 及 び 試料

溶液だ め が，チ ャ ネ ル ド流 部 の チ ッ プ端 面 に MS へ の 導入

口 とな る 開 口 部 が 設 け られ て い る．なお，チ ッ プ端 面 に は

シ ラ ン 剤 に よ る疎 水 処 理 が 施 され て お り，出 冂 側 の チ ャ ネ

ル 問で の 試 料 の 混 入 を 防 い で い る．こ の チ ッ プ に お い て，

試料 だ め に対 し 4．2kV の ES ［電圧 を印加 した だ け で は，

チ ッ プ 端 面 に お い て 溶液 が 液滴 と な らず，MS 検 ltlは 達 成

され な い ，そ こ で，シ リ ン ジ ボ ン プ に よ りイ ン レ ッ ト側か

ら溶液を注 入 しなが ら，分析を行 っ た と こ ろ，ア ウ トレ ッ

ト側 の チ ッ プ 端 面 に 微小 な 液滴が 形 成 し，ES　t−．NIS 検出が

達成 され て い る．こ の イ ン タ
ー

フ ェ
ー

ス に より6U　nM の

ミ オ グ ロ ビ ン の 検出に 成功して お り，MS ス ペ ク トル の 解

析 か ら得 ら れ る 分 子 量 も〔｝．02％ 程度の 誤 差範 開 と い う十

分 な 定性能力を示 して い る．また．RaIIIscyらは ク ロ ス 型

の チ ャ ネル パ タ
ー

ン に 分離流路 の 終端から4mm の 位置 に

サ イ ドチ ャ ネ ル を 設 け た ガ ラ ス チ ッ プ を作 製 し，チ ッ プ 端

面 に 開 凵 部を設 け MS へ の イ ン タ
ー

フ ェ
ー

ス と して い る

〔Fig．4A ）醗 　こ の チ ッ プ に お い て は，サ イ ドア
ー

ム 終端

の 液だ め に ESI 電圧 を印加 し，電気浸透流 （EOF ） に よ り

開口部へ 試料を導い て い る．こ の 際，未修飾の チ ャ ネル を

用 い た 場合に は ，サ イ ドア
ー

ム へ と全 試料が 流れ 込む た め

MS 検 出 は 達成 さ れ な い が ，サ イ ドア
ーム 部 を ポ リ ア ク リ

ル ア ミ ド修飾して EOF を抑制す る こ とで ．開L．【部へ と試

料が 導かれる ように なり，ESI−MS に よる 4 級 ア ン モ ニ ウ

ム イオ ン の 検 出 に 成功 し て い る ．し か し な が ら．い ず れ の

イ ン ター
フ ェ

ー
ス に お い て も試料 の 分離 は 達成 され て い な

い うえ に ，安定 な ESI を 達 成 し た とは 言い 難い ．こ れ は チ

ッ プ 開 ［ 部 に形 成 され る 液 1商が 比 較 的 大 き く，EOF で は

ス プ レ
ーす る の に ト分な流量が 得 られない こ とが 要因とな
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っ て い る．ま た，大 きな液 滴 部 分が デ ッ ドボ リ ュ
ーム と な

り，ピー
ク 広が りが 生 じる 点 も指 摘 さ れ て い る，そ こ で

CE −MS の イ ン タ
ー

フ ェ
ース と同 様 に ネブ ラ イザ ーガ ス の

導 入 に よ り安定 な ESI を 目指 した 例 な ど も報 告 され て い る

が 澗 ，ES1 用 の エ レ ク トロ ス プ レーチ ッ プ を 開 冂 部 に 接 続

す る手法が 検討 され て い る．

　 3・2ESI チ ッ プ 接続型 イ ン タ ーフ ェ
ース

　 エ レ ク トロ ス プ レ
ー

チ ッ プの マ イ ク ロ チ ャ ネ ル へ の 接 続

に お い て は，先細 キ ャ ピ ラ リ
ー

を接 続 し液 絡 を 介 して ESI

電 圧 を印加 す る イ ン タ
ー

フ ェ
ー

ス CFig．4B ）
51155 〕

，導電性

材 料 を コ ー
テ ィ ン グ した 先細キ ャ ピ ラ リ

ー
を接続 しス プ レ

ーチ ッ プ に 直接 ES ［電圧 を 印加す る イ ン タ
ー

フ ェ
ー

ス

（Fig．4C）
2、陥 鮒 ，シ

ー
ス 液及 び ネブ ラ イザー

ガ ス をフ ロ ー

す る イ ン ター
フ ェ

ー
ス （Fig．4D ）

珊
、

醐

な どが 報告 さ れ て

い る．先細 キ ャ ピ ラ リ
ー

は，内径 50 μm の キ ャ ピ ラ リ
ー

の 先 端 を iO μm 程度 ま で 細 く し た もの が 使 わ れ て い る ．

先 細 キ ャ ピ ラ リーを チ ッ プ端面 に 接続 しス プ レ
ー

チ ッ プ と

して 利用 す る 予 法 の 利 点 と して は ，前述 の 開冂 部か ら 直接

ス プ レ ーす る方 法 よ り も小 さ な液滴 が で きる た め ，イ オ ン

化 効 率す な わ ち検 出 感 度 や 分離能が 向．ヒす る 点 や ，チ ッ プ

先端 に 印加す る電 圧 を 液絡 や 金属 コ ー
テ ィ ン グ を通 して 制

御 で きる点 が 挙 げ られ る．ま た，先 細 の ス プ レ
ー

チ ッ プ を

使用 す る場 合 に は，ほ こ りや 結 品 ・
沈殿 な どに よ る詰 ま り

が 問題 と な る こ とが あ る た め，ス プ レ
ーを交 換す る こ とが

可 能 な イ ン ターフ ェ
ース は コ ス トの 面 か ら も優 れ て い る．

　先端 内 径 10LLinほ どの 先細 フ ユ
ーズ ドシ リ カ キ ャ ピ ラ

リーを ESI チ ッ プ と して 石 英 製 マ イ ク ロ チ ッ プ端 面 に 接続

し，液 絡 を介 して ESI 電 圧 を印 加 す る イン タ
ー

フ ェ
ース が

開 発 され て い る
濶 漸

．こ の イ ン ター
フ ェ

ース にお い て は，

キ ャ ピ ラ リ
ー

の 接続 口の 底 面 を平 面 加工 し，デ ッ ドボ リ ュ

ー
ム を最小 限 に す る こ と に よ り，ピーク 広 が りを抑 制 す る

試み が な され た．実際 に従来の 加工 法で作 製 した 底 面 が 完

全な平面で は ない マ イク ロ チ ッ プ を用い た 場合 に は，4nl

の デ ッ ドボ リ ュ
ーム が 生 じ，標 準 試 料 の 理 論 段 数 も 900

で あ っ た の に対 し ， 平 面加 工 を施 した場合 には 理 論段 数 は

260   ま で 向上 す る こ とが 確 認 さ れ て い る．更 に イ ン タ
ー

フ ェ
ー

ス の 直前に お け る 蛍光検 出 で 得 ら れ る ピーク の 理 論

段数 と イン タ
ー

フ ェ
ー

ス を経由 した MS 検出に お ける理 論

段 数 の 比 較 か ら，分 離 長 が分 離効率 に 与 え る影響 に つ い て

検討 が な され て お り，短い 分 離 流 路 （22．9mm ） の チ ッ プ

で は ピークの 広 が り方が 理 論式 の 予測 よ りも大 きい こ とが

明 らか とな っ た，こ れ は，MS 検出 部の 陰 圧 の 影響 に よ り，

流 れ が 層流 に な っ て い る こ とに 起 因す る もの と考 え られ，

長 い 分離流 路 （58．9mm ） の チ ッ プ を川い る と，陰 圧 の 効

果 は軽 減 され る こ とが 分 か っ た．この 分 離長 の 長 い チ ッ プ

を用 い て，ア ミ ノ 酸，ペ プチ ドや タ ン パ ク 質の トリ プ シ ン

消化物 の 分析 に つ い て 検討が 行 わ れ て お り， ア ミ ノ酸 の 分

離 に つ い て は 75 秒以内 に 2〔1種すべ て の 検出 に 成功 し ，

ペ プ チ ドの 分析 で は 理 論段数 は最大 で 8600 と良好 な分離

を達 成 して い る．

　 導電 性 コ ー
テ ィ ン グ を施 した先細 キ ャ ピ ラ リ

ーをチ ッ プ

の 端面 に接続 し，キ ャ ピ ラ リー先端 に直接 ES 置電 圧 を印加

す る イ ン ター
フ ェ

ー
ス に つ い て は，Harrison らが 金 コ

ー

テ ィ ン グ した エ レ ク トロ ス プ レ ーチ ッ プ を用 い ，TOF −MS

に よ り検 出 を 行っ た 例 を報 1一して い る
1“／）S7）．分離流路 の 終

点 近 傍 で サ イ ドチ ャ ネ ル か ら シ リ ン ジポ ン プ に よ り内部標

準 溶 液 を送 液 し合 流 させ た 後，ESI ス プ レ ーチ ッ プ に 試料

を導 い て い る．こ の 送 液が 流 量 不足 を補 うた め ，安定 な

ESI が 達 成 され，ま た 内 部標 準 の 導 入 に よ り，よ り止 確 な

定量分 析が 口∫能 とな っ て い る，また，チ ッ プ Eに お い て 2

種類 の 濃縮 法 を組 み合 わせ る こ とに よる 高感 度化 につ い て

検 討 して お り，ス タ ッ キ ン グに よる オ ン ラ イ ン 試料 濃 縮 の

適用 で は 0．3nM の ，疎水性膜 を 利用 した 周相抽出の 適用

で は 1．811M の ペ プ チ ドの 検出に 成功 して い る．しか しな

が ら，こ の タ イ プ の イ ン タ
ー

フ ェ
ー

ス で は 金 コ
ー

テ ィ ン グ

ナ ノ ス プ レーの 寿命が 短 い な ど の 欠点 も指摘 され て い る，

そ こ で Dahlin ら は，表面 に グ ラ フ ァ イ トを 固 定化 した ポ

リマ
ー

製 ESI チ ッ プ の 作製に つ い て 検討を行 っ て い る
t’s’／．

作製 し た ESI チ ッ プ の 寿命 は 180 時 間 以 ヒで あ り ，
ペ プ

チ ドの 分析 に お い て も 2分以 内に 良好な MCE 分離 ・MS

検出 を達成 して い る．

　 CE −MS に お い て
一

般的 な シ
ー

ス フ ロ
ーと ネ ブ ラ イ ザ

ー

ガ ス を利用 し た ESI イ ン タ
ー

フ ェ
ー

ス を MGE 川 に 改良 し

て 用い た 例が 報告 され て い る
謝
 
隅 ．Henion ら は 1 ：重構造

の チ ュ
ーブ と T 型 の ア ダ プ タ

ーを組み 合 わ せ た 液絡型 ESI

イ ン ター
フ ェ

ー
ス を開発 した．こ の イ ン タ

ー
フ ェ

ー
ス に お

い て は，分 離 溶液 をマ イ ク ロ チ ッ プの 端面 に 接続 した 細い

チ ュ
ーブ に 導 き，そ の 周 りを覆 うス テ ン レ ス チ ュ

ーブ を経

て シース 液 を合 流 させ る こ とで 流 量 不足 を補っ て お り，更

に イ ン ターフ ェ
ース の 終端で ネ ブ ラ イザーガス を導入 す る

こ とで 安 定 な ESI を 達 成 して い る
゜°）
−F／／｛）．シ

ース 液 を用 い

る こ とで 試料の 希釈が 生 じる が，分離用の マ イ ク ロ チ ッ プ

に お い て 試 料 導 入部 の チ ャ ネ ル を ダ ブ ル T 型 と し て 試 料

体 積 を 大 き くす る こ と で 感 度 の 低
．
ドを 補 っ て い る．こ の イ

ン タ
ー

フ ェ
ース を川 い た MCE −MS 分析 に お い て は，4 種

の カ ル ニ チ ン類 の 分離 を 48 秒 で 達成 し，そ の 検出限界は

lOPpm と報 告 され て い る．

　3 ・3　減圧 型 イ ン ター
フ ェ

ー
ス

　Kargcr ら は MS 検 出器 の イ オ ン 化 室 と エ レ ク トロ ス プ

レ
ーチ ッ プ の 問に ク ロ ス 型 の ジ ョ イ ン トを接続 した イ ン タ

ー
フ ェ

ー
ス に つ い て 報告 して い る （Fig．5）岡 65

  ク ロ ス 型

ジ ョ イ ン トに 圧 力計 とガ ス リ ス トリ ク タ
ーを接続 し，ジ ョ
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　　　sy臨 9¢ 敝

th　tip

g

　　　　
separaUon

channel
鬆
　　　　 ↑　　EShip

　 Liquidjunoこio跳

Fig，5　Diag1 ．am 　uf 　the 　nlicrochip 　de 、
・ice　with 　a　suba しmosphcric 　clcc しIDspray 　mtc 仕hcc

Reprinted 　with 　pe1
．
lnissiQn 　fi’om 　Anal ．（：hem，，72，】ω 5 〜1〔［22 （20〔｝〔｝）．　（：op アrigh 匸 2000 　American （：hemlcal　Socie ［

｝
・．

イ ン ト内の 圧 力 を一
定 （78kPa ）の 減圧 状 態 に 保つ こ とで ，

100n レ min の 流 量 で シ
ース 液 を引 き 込 む こ と が で きる た

め ，流 量 不 足 を補 い 安定 な イ オ ン 化 を 達成 して い る ．12

種 の ペ プ チ ド混合試料の 分析 に お い て は，最大 9．・1000 の

理 論段数で ピー
ク が 検出 さ れ ，CE −MS とほ ぼ 同程度 の 分

離性能で あ っ た こ とか ら，イン タ
ー

フ ェ
ー

ス 部 に お け る バ

ン ド広 が り等の 影響 は最 小 限 で あ る と結 論 して い る．な

お，ウ シ血 清 ア ル ブ ミ ン （BSA ） の トリプ シ ン 消 化 物 の 分

析 に お い て も，最大 理 論段 数 40000 で 10本 の ピー
ク を検

出，データベ ース 検索に よ る構造の 同定 に成功 し，検出限

界 〜 IO
’
M が 達 成 さ れ て い る，　 ・

方，　 MCE に お い て は

電気的に 試料を導 人す る こ とが 多 く，試 料溶液の 組 成 が 変

化 して しま うこ とが 問題 と して指摘 さ れ て い るが，彼 ら は

圧 力 に よ る 試 料導 人 に つ い て も検 討 を行 い ，従 来 の 電 気 的

注 入法 と同等の 分離性能を得 る こ とに成 功 して い る．

　 同 様の ESI イ ン ター
フ ェ

ース を利 用 し た MCE −MS 分 析

の 自動 化 に つ い て も検 討 され て い る．96 穴 の マ イ ク ロ ウ

ェ ル プ レート中 の 試 料 を オートサ ン プ ラーに よ り採取 し，

圧 力 注 入 に よ り分 離 チ ャ ネル へ 導 入 後，電 気泳動 分 離 した

試 料 を 減圧 型 ESI イ ン タ
ー

フ ェ
ー

ス に よ り Ms 検出器 へ 導

く シ ス テ ム が 開発 され て い る
岡 ．こ の MCE −MS シ ス テ ム

に お い て，チ トク ロ ム r／の トリプ シ ン消化物 を分析 した と

こ ろ，全 体 の 97％ の ア ミ ノ 酸 配列 を MS ス ペ ク トル か ら

読 み 出 す こ とが で きた．また，開発 され た シ ス テ ム に お い

て は，試 料 導 人 の み な らず，チ ッ プ の 洗 浄 もオートメ ーシ

ヨ ン 化 され て お り，ハ イ ス ル ープ ッ ト分析 へ の 展 開が 期 待

され る．

4 電極を利用 した検出法

　マ イ ク ロ チ ッ プ上 に 電極 を作 製 し，電気化学 反応 に 伴 う

電流変化，電気化学活性種 との 反応 に よ る 発光や 電気伝導

度 変化 を検出 す る手法 は．微小 電極 の 加 工技術 の 進農 と と

も に MCE の 検 出 法 と して 広 く利 用 さ れ る よ うに な っ た ．

電気 化 学 反 応 を誘 起 す る際 に は，電 気 泳 動 分 離 用 の 電圧 と

検出用電極の 電圧との 分離が重要な因子となるが，こ の よ

う な MCE に お け る特 有 の 問 題 の 解 決 法 を中 心 に電 極 を利

用 した検出法 を概 観す る．

　4・1　 電 気化 学検 出

　電 気 化 学 検 出 は 試料 の 誘 導体 化 を必 要 と せ ず，測 定 対 象

に よ っ て は LIF 検 出 に 匹 敵 す る検 出 感 度 が 得 られ る．一

ノiで ，酸 化還 元 さ れ や す い 試料 に 測 定対 象が 限定 され る こ

とが 問題 とな る が ，分光測定 に 比 べ て 装置 の 小型 化が 容易

で あ る と い う利 点を有 して い る
tl：・／．マ イ ク ロ チ ャ ネル 内に

3〜4 本 の 微小電極 〔作用電極，参照電極，対電極 ） を配

置 し，ア ン ペ ロ メ トリ
ー｛IS

・
1−T・Lb

や ボ ル タ ン メ トリ
ー7WII

に

よ る検 出 が 行わ れ て い る．ア ン ペ ロ メ トリーは MCE へ の

適 用が 最 も多 く研 究 さ れ て きて お り，作 用 電 極 に
・
定電 圧

を 印加 した 際の 電 流 値 を モ ニ ター
す る手法 で ある．印加電

圧 が 試 料 の 酸 化 還 元 電 位 よ り も
．
卜分 に 大 き け れ ば （〉 ］80
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B

Fig．6　T 叩 view 　of 　a　 microchip 　 use （l　f（丿r　CapiHary

clcdrophc レresis 　with 　electr ｛コchcnlical 　dctecl．ic，n

（A ）Electrodc 　hy ｛〕 uL ｛
．
，n 　glass　and （B）thc 垣icdion

and 　 seParation 　 dhalmel 　 made 　 fl’cエ】τ1　 PDMS ： （c ）

coun1cr 　cledrc 》（le，（9）9round　electr ｛〕de ，（r ）refcrcncc

electrod （  and （、、
・
）w ぐエrkin ，gs　electrode ．　Reprintcd　wiIh

pcrmission　t
’
T
’
【〕m 　Anttl，　C 乃槻 ．，75，947 − 9う2 （20 〔｝3 ）．

（：て）Pyr童gh 【20（，3　Anle】
．iCUT】 Chelnical　SOciet｝ 

mV ），エ レク トロ フ ェ ロ グ ラ ム F．の ピー
ク 而積 は試料の 酸

化 還 元 に 伴 う寵 気量 に 比 例す る ため ，検出 した モ ル 数 を直

接 測 定 す る こ とが で き る．ま た，バ ッ ク グ ラ ウ ン ド レベ ル

が 他 の 電 気化 学 検 出 法 よ りも低 く，印加電 圧 の 設定 に よ り

対
．
象 と す る 試 料 の ピ

ー
ク の み を検 出 す る こ とが 叮能 に な る

な ど の 利 点 を有 して い る．電 極材料 と して は カーボ ン イ ン

グ
：1〕
，グ ラ ッ シ

ー
カ
ー

ボ ン
76’
，金

771 湘

，白金
H‘’），銅

洲

，パ

ラ ジ ウ ム
Sl
’／
，ダ イヤ モ ン ド

HL’）
な どが 利 用 され て い る．

　貴金属 （金，白金等 ）微 小寇 極 は，
．
市販 の 金属細線 をポ

リマ ー製 マ イ ク ロ チ ッ プ に埋 め込 む 方法
麟

で容易に作製す

る こ と が で き る こ とか ら，MCE に お け る電 気化 学 検 出 の

研 究 初 期 か ら頻 繁 に 利 用 され て きた．こ れ らの 貴 金属電 極

を用 い る こ と に よ り，カ テ コ ール 類
漸

，神 経 伝 達 物 質
油

，

炭水化物
H‘）／

な ど の 検出 が 達 成 され て い る．また，蒸 着や ス

パ ッ タ な どに よ りチ ッ プ 基板
一．

面に 金属 を 固 定化 し た 後，

フ ォ トリ ソ グ ラ フ ィ
ー

に よ り任意の 電極パ タ
ー

ン を作製す

る こ と もで きる た め，様 々 な機能 の 電 極 を 集積化 し た マ イ

ク ロ チ ッ プへ の 応 用 が 期 待 され る．一
方，カ

ー
ボ ン電極 は

過電圧 及びバ ッ ク グラ ウ ン ドノ イ ズが 低 く，酸化側の 電位

窓が 広 い な どの 利点 を有 して お り，カ テ コ
ール 類

S4／

，ア ス

コ ル ビ ン 酸 類
痢 ，ア ミ ノ waS／／11，フ ェ ノ

ール ta7t’／，ニ トロ 化

合物
HG ）

な どの 検出に 応用 され て い る．また．カ
ーボ ン材料

の 特 徴 と して，ペ ース トや イ ン クの よ うな形 状 と して 11了販

され て い る た め ，加 ⊥ が 容 易 で あ る こ とが 挙 げ られ る．カ

ー
ボ ン イ ン ク を利用 した 加工 法 と して ，任意の パ タ

ー
ンの

チ ャ ネル を作製 した PDMS チ ッ プ を 1 板 に は り付 け，チ

ャ ネ ル に カーボ ン イ ン ク を満 た して か ら加熱す る こ と に よ

り， カーボ ン 微 小 電 極 を基 板上 に作製 す る方法が 報告され

て い る
SSI
．ま た，コ ン タ ク トプ リ ン テ ィ ン グ

覇
の よ うな 簡

易 な微 細 加 工 技 術 を適 用 す る こ と もで き る た め ，使 い 勝予

の よい 電 極材 料 で あ る とい え る，しか しな が ら，カ
ーボ ン

電極 は 貴金属電極 に 比 して 電子移動速度が 遅 い こ とが 知 ら

れ て お り，電極表而 で の 反応が 律速 とな る よ うな試料 で は

感 度 が 低 ドす る 恐 れ が あ る．

　 MGE にお い て 電気化学検出 を適用す る際 に は，霓気泳

動 を行 うた め の 電 圧 と電 気化学検 出 の た め の 電 圧 を 分離 す

る 必要が ある．そこ で，検出用電極の 配置 につ い て様 々 な

報告が な さ れ て きた，最 もよ く使 わ れ る 電極配置 と して

は，分 離 流 路 の 直後 に 電 極 を作製す る もの で ，チ ャ ネ ル 出

「1か ら数 卜μm ほ ど離れ た 位置で 検出を行うこ とで ，検出

用 電 圧 と泳動 用電 圧 と をほ ぼ 分離す る こ とが で きる
S”）
−Yl ）．

しか しなが ら，分 離 され た 成分 の ゾーン が 広 が っ て しまい

感度 ・分 離 能 と もに低
．
ドして しま う こ とや，泳動用の 電圧

の 影響 に よ り検出 用 電 圧 が 設 定値か ら大 き くず れ て しま う

こ と な どが 問題 となる．こ の 問題を解決す るため ，分離チ

ャ ネ ル の 終端部 に 2 本の サ イ ド チ ャ ネ ル が 合流 す る チ ッ

プ に お い て，分 離 され た 試料バ ン ドをサ イ ドチ ャ ネ ル か ら

の シ
ー

ス フ ロ
ー一

に よ り強制的に 検出用 電極 へ 到 達 させ る こ

と で 検 出感 度 を 高 め る試 み が な さ れ て い る
「〕1’1
．Ertlらの 作

製 した検出デ バ イス で は ，シ
ー

ス フ ロ
ー

に よ り 1  倍 ほ ど

の 感度向．Lを達成 し，分離能も大きく向上 した．一
方，分

離流 路 内 に デ カ ッ プ ラ
ーとな る 電 極 と検出 用 電極 を 配 置 し

た デ バ イ ス に よ り，バ ン ド広が りを低減させ る 試み も行わ

れ て い る （Fig．6）
S ／．／yt，〕’L

肌 デ カ ッ プ ラ
ー電 極 を泳動用電

圧 の グ ラ ウ ン ドとす る こ とで 直後に 配 置 さ れ た検出用電極

の 電圧 との 分離を図り，直 1）iiまで の EC ）F に よ り試料が 押

し出 され る よ うに して 電極上 へ 運 ば れ る こ とで ，電気化学

検 出 を可 能 に して い る．Wll らの 作 製 し た M （：E デ バ イ ス

で は，自金電極 を デ カ ッ プ ラ
ーと して 用い る こ とで バ ッ ク

グラ ウ ン ドを O，Orコ　pA 以 ドま で に 抑 制 し，〜 1〔｝〔）nM の ド

ーパ ミ ン の 検 出 に成 功 して い る
／’／’／／
，

　4・2　電気化学発 光 （ECL ）検 出

　ECL 検出 は ，電 極 上 で 酸化 還 元 され て 生 成 す る 化 学 種

と ECL 試薬 との 反 応 に よ り生 じ る 励起状態か ら の 発光を

検出す る 方法 で ある ．ル テ ニ ウ ム 錯体 iRu（bpy浸
＋
1 を

ECL 試薬，ア ミ ン類 を試料 と し た 例 で は ，　 Ru （bpy ）｝3
＋
を

電極 ヒで 還 元 して 生 成 し た Ru （bpy）．押 と ア ミ ン 類 が 反応

して ア ミ ン ラ ジ カ ル が 生 成す る ．再 び Ru （bpy）．∴ は ア ミ

ン ラ ジ カ ル と 反応 して 励 起 状 態 の Ru （bpy渉
一
を生 成 す る

ため ，発 光 を伴 っ て 基底 状 態 へ と失 活 す る
罰

．分 離 流 路 終

端の ECL 用 電 極を備えた 液だ め に こ の よ うな ECL 試薬 を

満 た して お き，分 離 した試 料 が 液 だめ に 到達 した と きの 発

光 を 光庵 子 増 倍 管 な ど に よ り検 出 す る．（：E に お い て は プ
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ロ リ ン，ヒ ス チ ジ ン な ど の ア ミ ノ 酸
廟 嘶

や リ ドカ イ ン の よ

うな塩 基性薬物
ys ）

の 検出に 応用 され て い る ，

　酸化 イ ン ジ ウ ム ス ズ （ITo ） 微小 電 極 を 作製 し た ガ ラ ス

基 板 L と電気泳動川 の チ ャ ネ ル を作製 した PDMS 基板を

は り合 わ せ た簡易な M （
．
：E デ バ イス に お い て ，プ ロ リ ン の

LCL 検 出 を 行 っ た 例 が 報 告 さ れ て い る
1川

．こ の デ バ イ ス

に お い て は，1 μM の プ ロ リ ン を検 出 す る こ とが 可 能 で あ

る が，理 論 段 数 が お よそ i）Ooo と ピーク 幅が 非常 に広 くな

っ て お り．分 離流 路 出 冂 か ら電極 に 到 達 す る 間 の 拡 散 の 影

響 が 大 きい もの と考 え られ る．一方，Manz らは MCE に

よ り分 離 した ル テ ニ ウム 錯 体 の ECL 検 出 に つ い て 検討 し

て い る
1’）1／’／

．彼 らが 作 製 した デ バ イ ス は，電 気 泳 動 用 の 高

電 場 が 印加 され た 溶 液 中 に U 字 型 の 金属 線 を浸 す と，金

属 線 の 両 端が 陽 極 及 び 陰極 と して 働 く こ と を利 用 して お

り，電気化学検出の 項で 述べ た よ うな泳動用 電圧 と検出用

電 圧 の 分 離 を 行 う必 要 が な い 点 が特 徴 で あ る．こ の デ バ イ

ス に お け る ル テ ニ ウ ム 錯 体の 検出限 界 は 5 μM で あ り，史

に は 間接法に よる ア ミ ノ 酸分析も検討 され て い る が，こ の

例 に お い て も ピーク 幅 が 広 く，検 出 部 の 更 な る 改 良 が必 要

で あ る と 考え られ る．

　4・3　 電気 伝 導 度検 出

　MCL にお け る 検 出法 と して の 電 気伝導 度 測 定 は，最 近

そ の 報告 例 が 増 え て い る
7211 川 ．UV 検出 や LIF 検 出 に お い

て は 試 料 は 発 色 団 を有 す る 化 合 物 に，電 気 化 学 検 出 に お い

て は電 気 化学活 性 な 部 位 を有 す る 化 合 物 に 限 られ る が，こ

の 検出法で は 泳動液 と試料 ゾー
ン との 電気伝導度の 左を 検

出 す るた め ．試 料 の 適 用 範 囲 が 限 定 され な い こ と が特 徴 と

して 挙 げ られ る，伝導度検出に お い て は，2 本以 ヒの 電極

間 に交流 電圧 を印加 した 際の 電流値か ら溶液の モ ル 電気伝

導 度 を測 定 す るが，電 極 が 泳 動 液 に 接 触 す る形 式
1‘’ttト1”／1’／

と．

静 電 結 合 に よ る非 接 触型 の 測 定形 式
川 ト1「／／’／

の 2 種類 に 分 類

され る．

　 接 触 型 の 伝 導 度 検 出 に お い て は，微 細 加 工 技 術 に よ り分

離 流 路内 に 2 本の 電 極を作製 し た チ ッ プ が 用 い ら れ て い

る が，電 極 の 配 置が 検出 感度 や 分 離 能 に大 き く影響 を及 ぼ

す こ とが 報 告 さ れ て い る
1岫

，チ ャ ネ ル の 幅方向の 両 端 に

電 極 を作 製 したマ イ ク ロ チ ッ プで は ， 電 極 幅 を小 さ くした

ほ うが 感度，分離性能 と もに向 tlして お り．感度の 向 Eは

バ ッ ク グ ラ ウ ン ドノ イ ズの 減少 を，高分 離 能 は 検出体積の

減 少 を 反映 した もの と考えられ る．

　非接触型 の 伝導度測定 は，接触型検出 に比べ て バ ッ ク グ

ラ ウ ン ドが 低 い こ とや ，電 極 Eで の 気 泡 の 発 生 が 起 こ ら な

い こ と な どの 長 所 を有 す る．検 出 にお い て は 分 離 チ ャ ネ ル

の 終端付近 に 2 本の 霓極を対面 に 配 置 した デ バ イ ス が 利

用 され るが，チ ャ ネ ル 部 以 外 で の 静 電 結 合 を防 ぐた め に 隣

接 した 位 置 に作 製 した 2 本 の 電 極 を シール ドと して 使 用

す る こ と が 多 い （Fig．7）．　 Lichtenberg らの 報告 し た

M （：E デ バ イ ス で は，lOO　pM の ア ル カ リ金属 イ オ ン の 分 離

検 出 に 成 功 し，K
＋
イ オ ン の LOD は 18　pM で あ っ た

川 1

．

こ の よ うな電気伝導度検出を利 用 す る こ と に よ り，前述 の

無機金 属 イオ ン をは じめ と して ，有機酸
lc’t’lftコ

ア ミ ノ 酸 ・

ベ プ チ ド ・
タ ン パ ク 質

・DNA な どの 生 体関 連物質
11川

の 分

離 検 出 が達 成 され て い る．

5　そ の 他の 検出法

　第 2 章 に お い て，既 に MCE へ の 適 用が な され て い る 光

学的な 検出 法 に つ い て 概観 したが ，本章で は GE へ の 適用

例 が 報 告 さ れ て お り，今後 MCE に お け る 検 出 法 と して の

利 用 が 期 待 され る手 法 につ い て 紹 介す る．

　5・lX 線蛍光検 出

　X 線 蛍 光
1［廟 1117，

や 誘 導 結 合 プ ラ ズ マ 質 量 分 析 〔ICP−MS ｝

1［〕sト1”／）／
は 試 料 に 含 ま れ る 元 素 の 同 定 が 可 能 な検 出法 で あ

り，CE に お い て は 多 く の 適 用 例 が 報 告 さ れ て い る が ，

MCE に 適 用 した 例 は 報 告 され て い な い ．　 ICP−MS は 高 感 度

か つ 選択的な 検出 法で あ る が．試料が破壊 され る ほ どの 強

力 な イ オ ン 化が な され る うえ に，Ar 気流 ドの プ ラ ズマ で

イオ ン 化 を行 うた め，イ ン ターフ ェ
ース が複 雑 な もの とな

っ て し ま うこ とか ら MCE へ の 適 用 が 困難で あ る．一・．
方，

X 線 蛍 光 検 出 は Rh −X 線光 源 を試 料に 照射 し，発 せ られ た

蛍 光 X 線 を
’
卜導 体 検 出 器 等 で 検 出 す る た め，特 殊 な イ ン

ター
フ ェ

ース を必 要 と し ない が ，MCE へ 適 用 され た報告

は な され て い な い ，Mmcr ら は 12．〔l　x 　8．5　x　6．（lcm の 箱に

分 離 用 キ ャ ピ ラ リーを固 定 し，X 線 蛍 光 の 検 出 部 を 設 け た

〔：E 装置 を開 発 して お り （Fig．8）．〜 1〔｝
．．＋

M の Co2
＋
，

C］tlL
，
　
＋
，ビ タ ミ ン B12 の （：E 分離 ・選択的検 出に 成功 して

い る
1”1／．感 度 が そ れ ほ ど 高 くな い こ と や デ

ータ 取 得 速 度

が 〜1〔｝Hz と遅 い こ と な ど が 問 題 点 と な る が，定性 能 力

を有す る検出法として MCE へ の 適用 が 期待 され る．

　5・2　ラ マ ン 分光検出

　 ラ マ ン 分 光法 は試料の 構造 に 関 す る情報が 得 られ る tlJlj

な 振 動分 光検出法で あ るが，ス ペ ク トル の 積算に 時 間 を要

す る こ と ， 及 び 検 出 感 度 が 必 ず し も高 くな い こ とか ら．

M （：E へ の 適用 は ほ とん どな され て い ない ．W とllker ら は ラ

マ ン 顕 微鏡の ス テ
ー

ジ 上 に マ イ ク ロ チ ッ プ を設置 し，除 草

剤の 等速電気泳動分離 ・ラマ ン 分光検出に つ い て 検討を行

っ て い る が
［1［／ト

，8cm 　
1
とい う低波数分解能に もか か わ ら

ず，1 つ の ラ マ ン ス ペ ク ト ル を 得 る の に 20〔｝〜50｛lms も

要 して お り，ピー
ク 上 の ポ イ ン ト数が 少な くな る た め ，高

速 分析 を 要求 さ れ る MGE に は 不 利 で あ る よ うに 思 わ れ

る ．なお，等速 電気泳動に よ る 濃縮を組 み 合わ せ た 条件で

L30i ・M の 除草剤成分の 検川に 成功 して い る．今後，表面
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rlagG111bH ＆C 〔冫 ．

KGaA ． 増 強 ラ マ ンな ど の 適用 に よ る 高
感度化 並 び

デー タ取 得 の
高速化が望

れる
tl ］ ／ ． 　 5 ・

  M 変 換分 光 検 出 　 光 熱変 換 分 光 法 は光励 起さ れ た 試

か ら発 せ られる熱 を 光学 的に 検出 する手 法 で，ほ とん

の 化 合 物は 熱 を 発 しな がら基 底 状 態 へ失活 す る ため ，

質的に LIF よ り も適 用 叮 能 な 化合 物 が広範 な 検出 法

あ る と 言 え る ． 光 熱変換 分 光 の 測 定 に お いては，励起 用

熱 発 生 のモニター Jtj の 2 本 の レ ー ザ ー 光 が 必 要 で

り ， 従 来型 の装 置 で は 非 常 に 複 雑 な 光 学 系 と な
っ て
し

うことが問 題とされてい だ 旧 ’ ． Kitam （，ri ら は 顕微

を ベ ー ス と し た 光 熱 変 換 分光 測定 装 鍛 で あ る 熱
レンズ顕微

鏡（

M ） 検 出 器 を 開発 し LL ’ 」 1 ， 非 蛍光 性試 料 の C

ｪ 析への適 用 に つ い て 検討を行 っ てい る ． TLM に お

て は ， 顕 微 鏡 の対物レン ズ に対して 2 種 類 の波長 のレ

ザーを導 入し，試 料 分子が励起レ ー ザーの 焦点 付近に存

す
る

と
，

熱 発 生 に よ り 溶 液 の 温度 が上昇 し ， レ ー ザ

の 強度分 布に 従っ て ．温 度勾 配 が 形成 さ れ る た め ，屈

率の勾 配すなわち 擬似的な 凹 レンズ〔熱レン ズ 効
果）が焦

付 近 に 形 成 さ れ る 〔 Fig ．
9aL

励起レ ー ザ ー と 阿

に 導 入 さ れ た プローブ レ ーザー は， 熱レ ン ズ によ り 光

が 変化 す るた め ， ピ ン ホ ー ル を通し て 観 測 さ れる プ ロ ー

光 強度 も 変 化 す る ことに な り，こ の 変 化 量は試料分
r
一 か

ら
発
生し た 熱量 の大きさに依存す

るた め
，試料分 了 一 の検

出 ・定 量が 可 能 と なる． ま た，レー ザー 光を対物レンズ に

謔闕i り 込 むた め ， 高い 空 間分 解能 を有 し ． ．単

子検出が μ ∫能 な ほ ど の 高 感 度 が 得られ る 検 出 法で
あ

． 　
TLM 検出 のCE へ の適用に おい て は ， キ

ャ
ピ
ラ
リ ー

面 で のレーザー光の
屈折に伴 う感 度 及 び 再 現 性 の 低 ． 卜 ’ が 問

題 と な る が ， Uciliyal 撒 ら は 流路形 状 が 半円

のマイ クロ チッ プを 分 離 用の キャピ ラリ ー に
接続
し
，チップqで T

検 出 を 行うこと で この 問 題 を 解 決 し てい るL［・v ／ 11i

D ／ ．ア ミ ノ酸4 種混合試 料
の分析 に おい て ， 約4000

ﾌ理論段 数 で 分 離 を 達 成 し ， 検 出
限

界は〜IUnM と な った

Fig ． 9b ）．この検 出 限界 は 吸 光 度換 算 で 〜 1001

U とな り， UV 検 出 に 比 べて 1 〔 ｝ 0 倍以 E の 高 感度検 出 が達

さ れて い る ．以一tl はTLM 検 出をCE に適用した

であ る が ． 　 MCE

適用も 易

あり ，非 蛍 光 性 試料 の 高 速 分離 ・高 感度検 出 が 期待 され

LL … ． 6 　総 括 　 MCE にお ける 種 々 の 検

法 に 関 し て ， 光， 質 量分 析 計， 電 極 を 利 用 した 検 出 法を

心 に 紹 介 し た ，MCE の 研 究 初 期 で は ほ とん どの 報告

が LIF 検 出 に 基 づ くも ので あ り， 微 小な チ ップヒに

ける 検 出 を 大 型 の 顕微 鏡 ・レ ーザ ー・ 検 出器 を 用 いて

う と い う矛盾を 引 き 起 こ し て い た が ，近 年 で は本 稿 で紹

したよ う な 多 様 な 検 出 法 の適用が MCE に なさ れ ， 検出

の 小 型化につい ても大きく進展している， L ［F にお

る発光 ダ イオー ド及び光 フ ァ イ バーの利用に基 づ い た

出部 の 小 型 化 ，微小電 極作製 技術 の 進 歩 に 伴 う 竃 気化

的検出の 多様化などによ り ，検出部 を 含めた手の ひ ら
イ
ズの分析 装 置 の作 製 が 実 現 可 能 にな っ て き て お り ，

宅 診 断・ 携 帯 型 分 析 キ ット な ど への 応 用 が期待さ れる ．

E 方，質量分 析検 出は プ ロテオ ミ クス や メタボ ロ ミ ク ス に

お け る重 要 な 検 出 法 と し て 認知 さ れて おり ， CE に お い て

は 実 用段階に到達して い る．チャネル の 並列化 によ る ハイ

スルー プッ トM

分 と

量分析法を 組み合わせ ること により，生命 科学分 野の急速 な進展が成し遂げ られ
る
ものと期待される． 文
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要 旨

　微小基板上 に作製 した 微細 な 流 路 内で 電 気泳動 分 離 を 行 うマ イ ク ロ チ ッ プ電 気泳動 （MGE ） は，高速 分

析
・
微 量 分析 な ど の 特 徴 を有 して お り，ハ イス ル

ー
ブ ッ ト分 析 へ の 適 用 が 期 待 さ れ て い る，MCE にお け る

問題 点 と し て，検出感度が 十 分 で は な い こ とが 指 摘 され て お り，様 々 な高 感 度 検 出 f’法 の 導 人が 検 討 され て

い る ，MCE の 研究初期 に お い て は ，蛍光 に 基づ い た 検出法を適 川 した 例 が ほ と ん ど で あ っ た が ， 微細 加工

技術 の 進 展 に 伴 い 微小電極 をチ ッ プ 上 に 作製す る こ とが 可 能 と な り，高感度な電 気化 学検出や 試料の 適用 範

囲の 広 い 電気伝導度検出等 の M （：E へ の 適用 が 進 ん で い る．また，MCE チ ッ プ と質量分析計 との 結合を可

能 に す る イ ン タ
ー

フ ェ
ー

ス の 開発 も進展 して お り，タ ンパ ク 質 の ア ミ ノ酸配列や 相互作用の 解析，糖鎖構造

の 解析な どへ の 応用が期待 されて い る．本稿 で は ，MCE へ の 適用 が検討 され て い る検出法 の 原理 及び 特徴

的な技術 に つ い て，最近の 成果を中心 に 紹介す る．
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