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1.は  じ  め  に

生化学実験や分析に用いるチューブ (試験管)を どんど

んガヽさくしていくとどのようなことがおこるだろうか。マ

イクロファブリケーションを利用して,微 小な構造をもつ

マイクロチップを作り,そ こで生化学反応や分析を行うと,

微小化に伴う様々な効果があらわれ,処 理の高速化,高 精

度化が期待できる。海中工学研究センター藤井研究室では,

そのようなシステムを 「マイクロ生化学システム」と呼び,

海中を含む幅広い応用分野を想定した基盤技術め開発を進

めている。本稿では,マ イクロ生化学システムの基本概念

とこれを支える製作技術および具体例を紹介するととも

に,海 中分野における応用の見通しについて述べる。

2.マ イクロ生化学システム

生化学実験にかかわる反応や分析プロセスをマイクロチ

ップ上に集積したマイクロ生化学システムの概念図を図1

に示す。同一のマイクロチップ上に,反 応に必要な試薬の

リザーバ,リ アクター, ヒーターデバイス,分 離チヤネル

などが集積化され,反 応から分析にいたる一連の操作が自

動的に行われることを想定したものである。チップはマイ

クロファプリケーションによって製作するので,比 較的容

易にチップを並列化したり,大 量生産化することも可能で

ある。マイクロ生化学システムは,以 下に挙げるように数

多くのメリットを有する。

1)サ ンプル,試 薬および廃液が微量ですむ。

2)高 速,高 精度,高 効率の処理を行うことができる。

3)処 理の自動化,並 列化,低 コス ト化が容易である。

4)シ ステムの小型軽量化が可能である。

これらのうち, 2)に ついては,ス ケールを小さくするこ

とによる表面積/体 積比の増大ならびに分子拡散効果の相

対的増大などによるもので,そ の他については,シ ステム

の概念およびその製作技術によるところが大きい。たとえ

ば医療分野への応用を考えると,サ ンプル量が微量でよい

ため,検 査を低侵襲化できると同時に,多 量の検体につい

て高速に処理を行うことが可能になる。特に遺伝子 レベル

の診断においては,ヒ トゲノム計画によって近い将来,遺

伝情報に基づ く医療が現実化する時代を控え,高 速に多数

のサンプルを分析処理する技術の開発は必要不可欠であ

る。こうした観点から,マ イクロスケールで分析を行う技

術は,近 年国際的にも大 きな注 目を集めてお り,例 えば

μTAS(Micro Total Analysis Systcms)1)やHPCE(Microscalc

Separations and Andysis)2)などの国際会議は,年 々規模を拡

大 している。
一方,マ イクロ生化学システムと同じ技術の応用として,

化学合成分野においても,微 小空間の特性を積極的に活か

したマイクロリアクターが,新 しい化学プロセスの形態と

して注 目されている
3)。マイクロリアクターの場合,微 小

空間効果による混合効率の増大だけでなく,従 来のプロセ

スに比べて温度の制御などを正確かつ一様に行うことがで
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図 1 マ イクロ生化学システムの概念図
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きるため,年 間の生産スケールがもともと小さく付加価値

の高いファインケミカルなどの分野で,高 収率のプロセス

として期待されている。

3.ソ フ トリツグラフィ

マイクロ生化学システムを製作する基盤技術 として,藤

井研究室では,ソ フトリソグラフイと呼ばれるシリコーン

ゴムを材料 としたマイクロファブリケーシヨンの研究を進

めている。分析用マイクロチップの材料 としては,ガ ラス

が最 も広 く使用されている
4)。これは,例 えばチップ上で

のキャピラリ電気泳動分析を行う場合に,レ
ーザー等を用

いた光による検出を行うことが多いためで,特 に紫外光領

域の吸収を利用する場合には,石 英ガラスが用いられる
5).

しかし,ガ ラスチップ上にマイクロスケールの構造 (マイ

クロチャネルなど)を 形成する場合,フ ッ酸等によるウェ

ットエッチングを行わなければならい上に,構 造を流路と

してシールするためには,溶 融接合などの高温を用いるボ

ンディングプロセスが必要となる。これに対 して,ソ フト

リソグラフイでは,シ リコーンゴムを材料に用いるため,

モールデイングによって簡便にチップを製作することが可

能で,接 合についても,内 圧を加えない場合には,フ ラッ

トな基板上にはりつけるだけで使用することができる。

図 2に 単層ソフトリソグラフイによるマイクロチップの

ファブリケーシヨンプロセスを示す。モールデイングを行

うための鋳型として,こ こではシリコンウェハ上にフォト

レジス トをパターニングしたものを使用する。まず,シ リ

コンウェハ上にフォトレジス トをスピンコー トし,こ れを
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パターニングする。マイクロチャネルなどで深さを必要と

する場合には, フォトレジストの層を厚 くする必要がある

ため,超 厚膜レジス トのSU_8な どがよく用いられる。こ

れにより,シ リコンウェハ上には,実 際に作 りたい構造の

凸型の構造を形成する。この鋳型に対して,未 重合のシリ

コーンゴムと重合開始剤を混合したものを流し込み,こ れ

に熱を加えて硬化させる。光で検出を行う際に重要となる

光学的な性質や生体に対する影響が小さいことなどから,

藤井研究室では,比 較的単純な構造のシリコーンゴムであ

るPDMS(polydimcthylsiloxane)を用いている。なお,シ

リコーンゴムを流し込む前に,モ ールドリリースを容易に

する目的で,鋳 型に対して,CHF3な どのフルオロカーボ

ンによるプラズマ処理を行っている6)。
最後に,硬 化した

シリコーンゴム製マイクロチップを鋳型から引き剥がし,

ガラス基板などのフラットな表面にはりつける。シリコー

ンゴムはフラットな表面に対して自己接着性があるため,

さほど大きな内圧を必要としない使用目的の場合には,こ

れで十分である。この場合, 目的に応じてチップを引き剥

がして洗浄したり,再 使用したりすることも可能である。

さらにガラス基板などに強く接着したい場合には,あ らか

じめシリコーンゴムの接着面をo2プラズマで処理した上

で,基 板上にはりつけることにより,半 永久的な接合も可

能である7).

以上のように,ソ フトリソグラフイを用いると,フ ォト

レジストのパターニングを行うだけで,マ イクロ構造を持

つシリコーンゴムチップを製作することができる8,9)。
単

層のものの場合には,平 面的な構造しか実現できないが,

最近では,こ れを多層化して3次元的な構造をつくること

も試みられている10'11)。
次節以降では,こ の方法を用いて

製作したマイクロ生化学システムの構成要素となる具体的

なマイクロチップを紹介する。

4ロ マイクロリアクター

マイクロ生化学システムを構成する一つのコンポーネン

トとして,藤 井研究室では,生 体外タンパク質合成用のマ

イクロリアクタこの開発を進めている1215).生
体外タンパ

ク質合成とは,我 々の体の細胞の中でタンパク質が作られ

ているのと同様の反応を生体外で行うもので,DNA上 の

遺伝情報をRNAに 転写したものに基づいて,タ ンパク質

を合成するという転写,翻 訳の一連の反応をマイクロリア

クター内で行うことを試みている。近年,ヒ トの遺伝情報

をすべて解読することを目的とした国際的なプロジェクト

としてヒトグノム計画が進行中で,近 々には全遺伝情報の

ドラフトが発表される見通しである。しかしながら,ヒ ト

のDNA上 のATGC 4種 類の塩基配列が解読されたとして

も,具体的にその配列がどのような意味を持っているのか,

あるいはどのような種類のタンパク質をコードしているの図2 単 層ソフトリソグラフイのプロセス
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かといったことを明らかにする作業が残されている。遺伝

子からタンパク質を発現させて,そ の性質を調べる際には,

その遺伝子を大腸菌などの菌体に組み込んで,タ ンパク質

作らせるという方法が一般的である。しかしながら,こ の

方法では,菌 体の生育条件を細かく制御することが困難で

あると同時に,元 来生体に対して毒性を持つようなタンパ

ク質を大量発現させることができない。これに対して,マ

イクロリアクターのような人工の入れ物の中でタンパク質

を発現させることが可能となれば,反 応条件を制御しなが

ら,毒性のあるタンパク質すらも合成できる可能性がある。

A「1

PDMS

PMMA

(b)作製したマイクロリアクター

図3 典 型的なマイクロリアクターの構造
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すなわち,生 体外タンパク質合成用マイクロリアクターは

ポス トゲノムシーケンシング時代のタンパク質の人工的な

発現系 として,重 要な意味を持つ。

図3(a)にY字 型の溝を持つ2液 による反応を行うため

の典型的なマイクロリアクターの構造を示す。前節に述べ

たソフ トリソグラフイの方法で PDMSチ ップ上に幅

800 μm,深 さ100 μmの チャネル構造を形成し,こ れをア

クリル板の上に貼 り付けてシールした構造となっている。

アクリル板にはあらかじめ溶液を注入するためのポートを

設けておく。図3(b)が完成写真で,こ の場合には発光反

応の観察を行うための黒いアクリル板を使用している。こ

のような典型的なデザインのリアクターは,微 小流路内で

の液体の挙動や生化学反応の可能性を検討する際に有用で

ある.先 に述べたいわゆる微小空間効果
Ю)の

確認を行う

目的で,実 際にホタルの発光反応を行った際の観察結果を

図 4に 示す。Inletの一方からホタルの発光酵素である

Luciferaseと発光素のLucifcrinを含む溶液を, もう一方か

らATP(ア デノシン三リン酸)を 含む溶液を注入すると,

Luciferascの2基 質反応により発光が観察できる。チャネ

ルの幅や深さなどが,そ れぞれ異なるリアクターを使うな

どして,マ イクロチャネル内における流体の挙動や混合の

状態などの検討を進めている17,18)。

マイクロリアクター内における微小空間効果の観察だけ

でなく,生 体外タンパク質合成や遺伝子増幅反応 (PCR:

Polym∝ase Chain Reacion)などの生化学的に有用な反応

を行うためには,リ アクター内の温度制御を正確に行う必

要がある。リアクターを専ら反応を行う容器として考える

場合には,ベ ルチェ素子などのデバイスを外部に付加して,

間接的に温度制御を行うが4),この方法は, リアクター内

部の温度を局所的に制御するのには適していない。これま

でに発表されたPcRの ためのマイクロリアクターでは,

マイクロファブリケーシヨンの特色を生かして, リアクタ
ー直下にヒータ構造を作 り込み,局 所的な加熱を可能とし

ている19'20)。これに対して藤井研究室では,PDMSチ ップ

4.75■1ln

(a)マ イクロリアクターのデザイン

図4 マ イクロリアクターにおける発光反応の観察
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をシールするガラス基板上にヒータおよび温度センサとな

る電極構造を形成することにより,局 所的な加熱を可能と

したハイブリッド構造を提案 している (図5参 照)15)。こ

の構造は,ガ ラス基板上に2層 のITO(Indium Tin O対de)

PDMS

Si(Э2

Glass

side

electrical
contacts

After 2 hours

ハイプリッドマイクロリアクターにおけるGF Pの合成
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を材料 とする透明電極を形成することにより,加 熱ならび

にITOの 温度に依存する抵抗変化に基づ く温度計測を同

時に行うもので,生 体試料の透過光による観察が可能であ

る。また,PDMSチ ツプ部分は使用するごとに引き景Jがし

て交換 し,比 較的ファブリケーシヨンに手間のかかるガラ

ス基板部分については,洗 浄して繰 り返し使用することに

ができるため,ク ロスコンタミネーションの可能性が低 く,

かつコス ト的にも有利な構造となっている。実際に,こ の

マイクロリアクターを用いて,ク ラゲの蛍光タンパクであ

るGFP(Grccn Fluorescent Protcin)の遺伝子 (GPuv Genc

top view

MA plate

=400pm

cross sectional view
、■r■r▲              才 h°les l.5φPMゃ

a$arose gel
microchannel
d=40pm

(a)電気泳動チップのデザイン

(b)電気泳動チップのセットアップ写真

図7 キ ヤピラリ電気泳動用マイクロチップ
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に基づくタンパク質の合成を試み,図 6に示すように,そ

の蛍光を観察することに成功している15)。
現在までのと

ころ,こ うしたマイクロリアクターは,タト部から溶液を導

入することによって,反 応そのものを微小な空間で行うこ

とそのものが重視されているが,近 い将来には,こ れらの

リアクターを並列化して,例 えば複数の変異遺伝子の翻訳

反応を同時に多数処理するなどといった応用が想定されて

いる。そのためにはマイクロリアクター自体をアレイ化す

る技術はもちろん,多 種類の溶液をリアクター内に導入す

るための外部とのインタフェースや送液を行うシステムな

ど,リ アクターの周辺機器の自動化,並 列化を含めた技術

的な検討が求められる。

5ロ キャピラリ電気泳動チップ

ー般に,反 応産物を具体的に同定するためには,電 気泳

動などの方法によって反応溶液から,反 応産物を分離し,

分子サイズを特定しなければならない。しかしながら,マ

イクロ生化学システムでは,取 り扱う溶液の体積がnL

(ナノリッター)か らpL(ピ コリッター)の スケールであ

るため,例 えばマイクロリアクターにおける反応産物を人

間がピペットなどでハンドリングして電気泳動操作を行う

Pt
Electrode

Plate

(1.5φ)

Agarose Gel
焉

l夕
2甜肝ツt為

図8 マ イクロチップにおけるで電気泳動のセットアップ
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図9 マ イクロチップにおける電気泳動の結果

(2.0%agarOse in l×TBE,1100 bp DNA rulct 71.4v′/cm)
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ことは,ほ ぼ不可能である。そのため,藤 井研究室では電

気泳動 の操作 自体 もこれ まで述べ て きた PDMS製 のマイ

クロチ ップ上で行 うことを試みている
21,2".

図 7に キャピラリ電気泳動用のPDMSマ イクロチップ

の構造とその写真を示す。チップ上に,前 述のソフトリソ

グラフイによって幅400 μm,深 さ40 μm,長 さ141111nのI

字型のチャネルを形成 し,こ のチップをアクリル板に貼 り

付けた構造を用いる。アクリル板には 1.5φの穴を2カ 所

あけ,こ れをサンプルローデイングおよびゲルローディン

グのポー トとして用いる。チャネル内に分離用のマ トリク

スとなるアガロースグルを充填する。その際,サ ンプルプ

ラグを形成するために,図 8に 示すようにチャネルの片側

については,末 端までゲルをロー ドせずに空隙を残す。ア

クリル板上のポー ト内に白金電極を差 し込むことにより,

チャネル内に電場を発生 して,電 気泳動を行 う。図 9に

FITC(Fluoresccin lsothiocyanate)でラベルされた 100 bp

DNA ttlerを分離 した結果を示す。この場合,100 bpか ら

l kbpまで,100 bpお きに長さの異なるフラグメントが含

まれるが,そ れらがそれぞれピークとなって検出されてい

る。この種の電気泳動を通常のスラブゲルで行う場合には

数十分の時間を要するが,マ イクロチップで行う場合には,

わずか 2分 程度で分離を行うことができる。

前述の通 り,チ ップ上で電気泳動分離を行うメリットの

一つは,反 応後の産物を直ちに分離 し,そ の同定を行うこ

とである。現在は,こ の電気泳動チップを発展させて,遺

伝子増幅反応用のリアクターを同一のチップ上に配置した

集積化チップを開発中である。

6口微 量 液体 操 作

これまで述べてきたようにマイ.クロ生化学システムは,

マイクロリアクターや電気泳動チップなど複数の処理パー

トから構成されるシステムであり,処 理対象 となる,ご く

微量のサンプル溶液や試薬類を,必 要に応 じて特定の処理

パー トから次の処理パー トまで運ぶための,液 体操作技術

は重要な基盤技術の一つである。ここでは筆者 らの研究グ

ループで開発を進めている液滴ハンドリングを基本とした

微量液体操作法を紹介する。

マイクロリアクターやマイクロチップ上での電気泳動な

どにおける液体操作方法は,連 続流動式のものがほとんど

である。連続流動式とは,リ アクター内やチップ上のチャ

ネル内をすべて液体で満たし,タト部から液を連続的に送 り

込むもので,液 体は静水圧や電気浸透流などによって駆動

される。例えば前述のマイクロリアクターでは,こ の連続

流動式の方法で反応溶液をリアクターに送 り込んでいる。

この方式では,一 般に,
・動作流体そのものがサンプルや試薬の溶液となるため

デッドボリュームが大きい。
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。連続条件のために,特 定の場所に溶液を自由に滞留さ

せることができない。
・気泡などが発生すると流れの障害になるだけでなく,

取り除くのが困難である。

などのデメリットを考慮する必要がある。これに対して,
図10に示すように,流路内に空気で区切られた液体プラ
グ (液滴)を 形成し,こ れを空気圧で駆動して移動させる

ことにより,流 路内のある場所からある場所へ必要な溶液

を運ぶことが可能となる。図では流路内の末端に液滴を運

ぶ操作 (Positioning), 2つの液滴 を合体 させる操作

(Mixing)の2通 りの例を示している。この場合,図 中に

もあるように流路内の空気を外部に抜 くためのベントを設

けることが重要な課題となるが,先 にも述べたPDMSの

表面が疎水性であることを利用すると空気抜きベントをマ

イクロ構造で実現することができる。例えば図11に示す

ように流路の末端に,流 路構造に対して極端に断面積の小

さいキヤピラリ構造を設ければ (図中では3満 ×3 μm),

PDMSの 表面の疎水性により,い わゆる毛細管現象の逆の

効果を得ることが寸能で,あ る程度の圧力まで (このデザ

インの場合には,お およそ30 kPa)液体の浸入をブロック

することができる。これに対して,空 気はキャピラリ内を

自由に通り抜けられるため,こ のキャピラリ構造を空気抜

きベントとして用いることができる。この構造をHMcv

(HydrophObic MicЮcapillary Vent)と呼ぶ23).HMcVの
製

作プロセスを図 12に示す。先に紹介 した単層ソフ トリソ

グラフイのプロセスでは,鋳 型構造を作るのにフォトレジ

ス トを使用 したが,HMcvの 構造はかなり微細であるた

め , HMcv部 分 につ い て は シ リコ ンウェハ を RIE

(Reactivc lon Etching:反応性イオンエッチング)と 呼ば

れる ドライエッチング法によって加工 し(a),残 りの流路

部分の構造にのみフォトレジス トを用いている(b).

HMcvを 応用 して,複 数の液滴 を流路内で形成 し,そ

れらを互いに合体させる操作を行った実験例を図 13に示

Mixing

生 産 研 究

す
24): 1本

の液体流路 (Liquid Channcl)と4つ の圧カポ
ー ト (Pl～ P4)が IIMCvに よって接続 されてお り,

この4つ の圧カポー ト内の圧力を制御することにより,流

路内の液体を操作する構造となっている。まず,圧 カポー

トPlを 減圧することにより, 1つ 目の溶液を流路内に導

入する (図13B)。 その後 P2を 加圧することによって,

溶液を切 り取 り,液 滴を形成する (図13C)。 この液滴の

容積は,流 路および圧カポー トの配置によって予め定める

ことが可能である。この例の場合には約 600 pLの液滴が

形成されている。次に圧カポー トP3を 減圧 して, 2番 目

の溶液を流路内のP3の 位置まで導入する (図13D)。 1

つめの液滴 と同様にP4か ら空気を送 り込んで,溶 液を切

り取 り, 2番 目の液滴を形成する (図13E)。 さらにP2

を減圧 して液滴間の空気を抜き取ることによって, 2つ の

液滴を合体させる (図13F)。合体 した液滴は,拡 散によ

って徐々に混合 していくが,全 体が十分に混合されるのに

は,か なりの時間 (この場合数分)か かる。混合を促進 し

たい場合には,合 体 した液滴を流路内で行き来させること

cuum

Liquid

Liquid
Conduit

図 1l HMcvの 原理

peel

PDMS

SU中8

(b)

ミ

he plate

PDMS

(C)            (d)PMMA

図12 HMCvの 製作プロセス

Pneumatic Conduit

Positioning

図10 液 滴による微量液体操作
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によって,液 滴内部に流れを発生させれば,素 早く混合す

ることが可能である (図13G).以 上のように,HMCVを

用いるとpL(ピ コリットル)オ ーダーの微量な液体につ

いて,決 まった体積の液滴を複数形成し,そ れらを合体,

混合できることを確認している。すなわち,こ の方法を用

いると,微 量液体同士の反応や微量サンプルの試薬による

処理などをマイクロチップ上で行うことが可能となる。

アロ海中での応用ヘ

前節までに述べたように,マ イクロ生化学システムのコ

ンポーネントとして,

1)生 化学反応を行うマイクロリアクター

2)反 応産物を分離検出する電気泳動用マイクロチップ

3)コ ンポーネント間をつなぐ微量液体操作方式

などの基盤的技術ができあがりつつある。冒頭に述べたよ

うに,こ れらのコンポーネントを集積することにより,小

型でかつ自動化されたトータルな処理を行うシステムの実

現が期待できる。システムカⅥ 型ヽ化できることはすなわち,

従来実験室内で行われてきた一連の分析操作のための装置

生 産 研 究

群を,可 搬型のシステムとして実験室の外の環境へ持ち出

せることを意味しており,そ の究極のケースとして極限環

境における化学分析あるいは生物探査 といった用途を考え

ることができる。
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図 14 マ イクロ現場遺伝子分析システムの概要図13 HMCVに よる液滴操作の実験結果
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筆者の研究室では,こ うしたマイクロ生化学システム特

有のメリットを活かして,海 中ロボットに搭載 したり,深

海掘削孔内に設置することが可能な小型の現場遺伝子分析

システムの開発を進めている。図 14に深海掘削孔内に設

置する現場分析システムのイメージを示す
25)。

システム

の構成 としては,サ ンプルを取 り込んで核酸 (DNAあ る

いはmRNAな ど)を 抽出する部分,バ イオマス現存量を

同定するための計測セクション,遺 伝子増幅反応を行うリ

アクター
,反 応産物を分離検出するための電気泳動セクシ

ョン及び将来的な構想 としてDNAチ ップを用いて解析を

行うセクションなどが一つのシステムの中に組み込まれた

ものを構想している。これまで,海 中の微生物については,

主として,海 水あるいは泥水をサンプリングし,こ れを母

船上や陸上に持ち帰った上で実験室内で分析する方法がと

られてきた。しかしながら,こ の方法では,サ ンプリング

してから母船上に引き上げるまでのコンタミネーション

や,海 水の圧力や温度変化などに伴う微生物の状態変化が

避けられないことから,獲 得できる情報は限られたものと

なっている。こうした従来手法の限界をブレークスルーし,

微生物の遺伝子レベルの動態や空間的な広がりを正確に把

握するためには,可 搬型の分析システムを開発し,海 中の

現場において直接分析を行うことが必要不可欠である。

8. お わ  り  に

以上述べてきたように,マ イクロ生化学システムの技術

は,現 在までのところコンポーネント毎の技術開7itが行わ

れている段階であるが,今 後は具体的な応用を想定して,

トータルなシステムを考えることにより,よ リー層そのメ

リットを活かしうる。また,海 中環境での現場分析の必要

性は,現 時点においても既に明らかであり,特 にこの5年

程度の間に,観 測機器を搭載するプラットフォームとして

の,海 中ロボットや海底観測ステーションなどの技術は飛

躍的に進歩している。また,来 るべき21世紀においては,

国際的なプロジェクトとして深海掘削計画が実行されつつ

あり,そ こでは,掘 削孔内に設置した機器による現場計測

が,大 きな目的の一つとなっている。こうした状況下では,
マイクロ生化学システムのような新しい技術を導入するこ

とによって,こ れまで以上に小型かつ高精度,さ らに長時

間の使用が可能な現場分析装置の開発がきわめて重要であ

る。こうした極限環境の探査を支える技術としてのマイク

ロ生化学システムの役害Jにも注目しながら研究開発を進め

てきたいと考える。
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