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新型コロナウイルス感染症（COVID-19）の世界的な大流行（パンデミック）が引き起こしたように，

ウイルス感染症がもたらす人々への恐怖や，経済活動へ与える影響は計り知れない．感染の拡大防止

には，迅速かつ正確な診断技術が必要となる．本論文では，マイクロ流体チップテクノロジーと等温

遺伝子増幅法（LAMP法）を組み合わせることで，1回の作業工程で，標的遺伝子の多検体・多項目同

時定量診断が行えるシステムを開発した．  

はじめに，提案するマルチプレックス遺伝子診断デバイスの基本原理として，横型相ガイドによる

複数の反応容器への検体・試薬の分注技術，横型ミキサによる高効率な混合，蛍光LAMP法による多項

目同時遺伝子診断を示した．しかし，実用化に向けの技術的課題として，多段階の作製プロセスが必

要なこと，迅速診断が困難であること，蛍光観察のための特殊な装置が必要であることが挙げられた． 

次に，分注操作における受動バルブの決壊圧力の向上を目的とし，縦型相ガイドを考案し，導入流

量の向上を実現した．また，本デバイスの分注理論を構築し，各反応容器に設置した2個1組のバルブ

に必要となる決壊圧力の設計指針を明らかにした．さらに，受動バルブを空気排出流路内に配置した

エアープラグインバルブ構造を考案し，導入流量のさらなる向上を実現した．反応容器への充填が完

了すると，対向する受動バルブ間に捕捉された空気を介して液体が互いに押し合い，受動バルブに印

加される圧力が減殺できることを示した．その結果，最大導入流量70 µL/minの導入を可能にした． 

続いて，混合部において，1回のプロセスで簡易に作製できる高効率な受動ミキサ（P-ACEミキサ）

を開発した．流路長手方向に対し，左右非対称な障害物構造を流路壁面に設けることで，2液が流路幅

方向に対して交互に入れ替りながら混合が促進されることを示した．その結果，広いレイノルズ数の

範囲（Re＝0.13～13）において高い混合性能を実現した（送液距離20mmで混合効率90 %以上）． 

現場即時検査を目的として，デバイス上で比色指示薬を用いた遺伝子増幅実験を行った．節足動物

媒介性ウイルス，有毒植物，ヒト感染性ウイルス，農作物病害虫，植物性食物アレルギー物質の多項

目同時診断を実現し，反応容器の色の変化による定性診断が可能であることを示した．さらに，遺伝

子増幅中のデバイス画像を取得するタイムラプス撮影装置と，取得画像から反応容器の色相変化を解

析するプログラムを開発し，比色指示薬を用いた検体中の標的遺伝子の定量診断手法を確立した．ヒ

トヘルペスウイルスの遺伝子定量診断に適用し，その有効性を実証した． 

多検体の同時遺伝子診断を実現するために，遠心力によって送液が可能なデバイスを開発した．遠

心力による流体操作に適した流路デザインを検討し，複数の反応容器への逐次的な分注を行うための

遠心分注理論を構築した．開発した遠心送液型デバイスを用いて，食物アレルギー物質の 4 検体・4 項

目同時定量検査を実現した．  
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A risk management strategy to address emerging and reemerging viral infectious diseases is a 

pressing global public health challenge. Early detection of viruses through rapid and accurate 

diagnostic technologies is preventing the spread of infection. Therefore, a microfluidic-based 

quantitative analysis system has been developed for the multiplexed genetic diagnosis of multiple 

nucleic acid targets in multiple samples in a single operation by combining the microfluidic 

technology and the loop-mediated isothermal amplification (LAMP) method.  

The basic principle of the multiplex genetic diagnosis device, including liquid dispensing into an 

array of microchambers, highly efficient liquid mixing, and multiplexed genetic diagnosis based 

on a fluorescent LAMP method, was presented. However, several  technical challenges remain for 

practical application, such as the need for a two-step fabrication process, the difficulty of rapid 

diagnosis, and the need for the fluorescence observation setup. 

To address such issues, a vertical-type phaseguide structure was introduced to improve the burst 

pressure of the passive valve in the dispensing region, thus resulting in an increase in flow rate to 

be dispensed into microchambers. Moreover, a microfluidic flow control theory was developed to 

provide design guidelines for a pair of passive valves. To further improve the maximum flow rate, 

a passive valve configuration with high pressure resistance performance, termed an “air plug-in 

valve”, was proposed. By implementing the air plug-in valve, a maximal allowable flow rate of 70 

µL/min could be achieved for sequential liquid dispensing into 10 microchambers.  

In a mixing region, an efficient micromixer with a simple geometrical feature, termed a “P-ACE 

mixer”, was developed. The P-ACE mixier with vertical obstacle structures asymmetrically 

arranged on both sidewalls, which can be easily fabricated via only a single-step photolithography 

process, exhibited a high mixing efficiency of 90% or more within a microchannel length of 20 

mm over a wide range of Reynolds numbers (Re = 0.13–13). 

With the aim of enabling on-site diagnostics, LAMP assays were performed using a colorimetric 

indicator on the fabricated devices. Simultaneous diagnoses of arbovirus infections, toxic plants, 

human viral infections, agricultural pests, and plant food allergens were demonstrated. A 

qualitative detection was made possible by a color change in a positive reaction chamber. 

Moreover, a microfluidic-based quantitative analysis system was developed; it consists of a time-

lapse imaging equipment to acquire the device image during DNA amplification reaction and a 

program to analyze the hue change of reaction chambers from the obtained images based on the 

colorimetric LAMP assays. Using this system, a quantitative genetic diagnosis of human 

herpesvirus with high accuracy was successfully demonstrated. 

To realize simultaneous genetic diagnosis of multiple samples, a newly designed centrifugal 

microfluidic device capable of sequential dispensing of multiple samples was developed. In 

addition, the design guideline was proposed to sequentially dispense a liquid into multiple 

microchamber in a centrifugal pumping system. Furthermore, a quantitative diagnosis of four food 

allergens was performed simultaneously for four food samples. 
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第1章 緒論 

1.1 マイクロ化学分析システムの歴史的背景とその重要性 

マイクロ化学分析システム（Micro total analysis system，µTAS）は，チップ上に微小流路

やセンサなどを設けることによって，化学分析に必要な動作（サンプリング，サンプル送液，

ろ過，希釈，化学反応，分離，検出）などを自動化するデバイスのことを指す．このような

デバイスは，実験室で行う複数の作業工程を 1 つのチップ上に集約して実現することがで

きるため，ラボオンチップ（Lab on a chip，LOC）とも呼ばれている（図 1.1）． 

µTAS は半導体製造技術や微細加工技術の進展に伴って発展してきた．µTAS の起源とな

ったのは，1979 年に Terry ら 1)によって分析用小型デバイスとして直径 50 mm のシリコン

（Si）ウエハ上でガスクロマトグラフィ実現したことがはじまりであり，先駆的研究と位置

づけされている．このデバイスでは，ガス導入用の流入口および流出口，バルブと 1.5 mの

分離カラムが１枚のウエハ上に組み込まれており，導入したガスによってカラムを通過す

る時間が異なるため，それぞれのガスを分離させることができる．さらに，もう一枚のウエ

ハ上には，熱伝導率を検出するセンサが組み込まれており，熱伝導率の違いから特定のガス

（窒素，ペンタン，ヘキサン）を 10 秒以内で検出することを実証している．このデバイス

は，小さなチップ上で高い分離性能を示したが，分野が確立されていなかった当時は科学界

に大きなインパクトは示さなかった．一方で，微小電気機械システム（Micro Electro 

Mechanical Systems, MEMS）分野は活発に研究開発が進められており，Si ウエハ上での微小

なマイクロポンプ，マイクロバルブ，化学センサなどの機械要素が開発されていた 2) ．  

1988年に Verheggen ら 3)によって，複数のバルブを用いた溶液の一定量の抽出を可能とす

る T 字型流路のデザインが提案されて以来，分析用のマイクロ流体デバイスとして，1989

年に Transducers ‘89 国際学会および翌年 1990 年に Manz ら 4)によって µTAS のコンセプト

が提唱された．Manzらは，5 mm×5 mmのチップ上に中空カラム（幅 6 µm，深さ 2 µm，

長さ 15 cm）を実装し，高速液体クロマトグラフ法（HPLC）をシリコンチップ上で実証し

た．当時はセンサの選択性や寿命の点において，十分な性能を発揮できなかったため，化学

センシングの新しいコンセプトとして構想されたものであった．そのため，当初は装置の小

型化を実現するためではなく，分析性能の向上を目的としていた．しかし，小型化によるサ

ンプルの消費量低減という利点は認識されていた．また，このとき Manz らは µTAS を

Miniaturized total chemical analysis system の略として示していたが，後にこの分野での研究が

進むにつれて，より正確な用語が必要となり，Micro total analysis system という用語で 1994

年の µTAS ’94 ワークショップ（後の µTAS 国際学会）の開催に伴い改正された 5)． 

1992 年には，Manz らによって Si ウエハとガラス基板を使用した 15 cm×4 cm のチップ

上に設けられた流路（幅 30 µm，高さ 10 µm）を用いて，電気浸透流ポンプとキャピラリー

電気泳動が実証された 6)．145 pL の 2種類の蛍光試薬を含むサンプルを 500 V 印加すること
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でマイクロ流路へ導入し，3000 V を印加することでキャピラリー電気泳動を行ったところ，

10 分以内に 2 種類の蛍光試薬の違いを示す電気泳動図を取得することができた．この時期

より，生体分子や細胞の反応へのアプローチ手法としての µTAS を用いた応用研究も始まっ

ており，1993年には，Northup らによるポリメラーゼ連鎖反応（Polymerase Chain Reaction，

PCR）による DNA 増幅のための Si 基板上でのマイクロチャンバ作製手法の提案もなされた

7)． 

1994 年からは，µTAS ‘94 ワークショップの開催に伴い，多くの研究グループが µTAS 分

野に参画したため，関連する論文数が急激に増えた．Branebjergら 8)は 2種類の液体を T 字

直線流路やジグザグ形状のマイクロ流路（幅 300 µm，高さ 600 µm，長さ 100 mm）へ導入

し，混合効率を調査した．ジグザグ形状流路の場合，低レイノルズ数（Re=1.85）では送液

距離 100 mm通過後も流路中央の二液の界面でのみ部分的に混合されていたのに対し，比較

的高レイノルズ数（Re=148）では流路長 1/3 通過時点で二次流れや局所的な乱流に起因し

て，均一に混合されていることを報告している．なお，T 字直線流路では，高レイノルズ数

（Re=148）でも層流を示しており，混合は認められなかった． 

このワークショップでは演題 40 件のみであったが，ワークショップ以降，µTAS 分野は

盛況を見せ，爆発的に研究者の数を増やすこととなった．同年，オリゴヌクレオチド（短鎖

ヌクレオチド）9)，DNA10)，アミノ酸 11)の分離や電解による細胞操作 12)も実証された．これ

らの研究成果は，後に Caliper 社，Agilent社，島津製作所，日立製作所による様々な検査機

器に繋がり市販されるに至っている．同年，Seller らはガラスチップ上の交差するマイクロ

流路ネットワーク内で電気浸透流ポンプを使用して，流路抵抗と流量の関係がキルヒホッ

フの法則より予測することができることを明らかにし 13)，後発の研究へ設計指針を与える

成果となった．このように，1994 年は µTAS 分野での革新的な年であり，現在の研究にお

ける基盤ともいえる重要な研究成果が多く生まれた年であった． 

1995 年以降は，Si 基板上で作製する µTAS に代わり，ゴム材料によるマイクロコンタク

トプリンティング法が次第に使われるようになった 14)．この手法は，1989 年に Whitesides

ら 15)によって提案された自己組織化単分子膜を用いた有機表面の形成手法が基となってお

り，1993年にシリコーン樹脂であるポリジメチルシロキサン（Polydimethylsiloxane，PDMS）

を用いて微細パターンを型取る作製手法が提案された 16)．後にこの手法は，Si 基板やガラ

ス基板を用いた従来のリソグラフィ技術と対比してソフトリソグラフィと呼ばれるように

なった 17,18)． 

1997 年に Lorenz ら 19)は，厚膜ネガ型フォトレジストである SU-8（MicroChem 社）を用

いて高アスペクト比の微細構造をフォトリソグラフィにより作製し，機械特性の評価を行

った．SU-8 を用いた流路モールドの作製および PDMS へのパターン転写は，現在の µTAS

分野におけるデバイスの作製手法の標準プロセスになっており，多くのマイクロ流体デバ

イスにおいて用いられている 20-22)． 

2000 年には，Kawakatsu ら 23)によってマイクロ流路内で水相と油相の 2 種類の液体を使
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うことで，せん断力によって微小な液滴を生成する液滴マイクロ流体デバイスが提案され

た．さらに，その後，2001 年に Quakeら 24)によって十字流路に同時に流すことで，液滴サ

イズを均一にする手法が提案された．この微小な液滴を用いる手法は，生化学分野へ多く応

用され，現在では，1 細胞計測 25-27)や 1 分子計測 28-30)への応用へと展開している． 

2004 年以降には，マイクロ流体デバイス内で細胞培養を行う研究が盛んに行われるよう

になってきた 31)．特に，特定の細胞間相互作用を容易にカスタマイズできるため，フラスコ

やシャーレ内で行う従来手法に代わるものとして研究が進められた 32,33)．また，マイクロ流

路内での層流現象は，生体内の流体力学を正確に模倣していることから，マイクロスケール

での培養の方が適切であるという利点も報告されている 34)．その中で，2010 年に Ingberら

35)によって，人体の臓器を模倣する， Organ-on-a-chip（臓器チップ）のコンセプトが提唱さ

れた．このとき，細胞培養を行う流路とその流路を左右から伸縮させるための空圧流路を組

み合わせることで肺を模倣するデバイスを実証している．その後，胃（Gut-on-a-chip）36)，

腸（Intestine-on-a-chip）37,38)，筋肉（Muscle-on-a-chip）39)，骨髄（Born marrow-on-a-chip）40)

を模倣するデバイスが提案されている．現在では，人体全体を模倣する“Body-on-a-chip”の

実現を目指しており 41-44)，新薬開発時の動物実験に代わる手法として注目されている． 

2007 年には，Martinez らが紙製の µTAS を報告した 45)．この紙製デバイスは，セルロー

スなどの親水性材料をデバイスに用いることで，毛細管現象によって入口から目的の位置

まで液体を自律的に送液することができる 46-48)．このため，外部装置を必要としないという

利点がある．この紙製デバイスは，従来のフォトリソグラフィ技術に加え，ワックスプリン

タ 49-51)，インクジェットプリンタ 52-54)などを使用することで安価に作製が可能である．さ

らに，可搬性があり，かつ使い捨てが容易という利点から，医療診断システムへの応用が期

待されている． 

2020 年には，Isozaki ら 55)が人工知能（AI）技術を µTAS へ応用した，AI-on-chip という

デバイスへ展開された．AI 技術により，ハイスループットな画像処理を可能とし，細胞選

別技術や，DNA/RNA シーケンスと組み合わせることで，従来の計算ツールでは複雑で解析

困難であった大規模かつ高速な計算を可能とした 56,57)． 

近年では，µTAS やマイクロ流体技術は様々な機器へ実装されている．一例として，細胞

を一列に並べ高速で流路に流し，レーザを照射することで特定の細胞（がん細胞など）やそ

の数を検出するフローサイトメトリー技術 58-60)は，細胞解析を行うバイオ研究においては

不可欠な装置である．さらに，新型コロナウイルス感染症（SARS-CoV-2）の影響により，

診断機器の開発が急激に進められ，試薬量や検体サンプルの削減，操作の自動化が行える装

置の開発が急速に進められている 61-70)． 
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図 1.1 µTAS の歴史 

 

1.2 マイクロ流体チップテクノロジーを応用した遺伝子診断技術 

µTAS はマイクロ流路が微細であるため，省サンプルでの検査が可能なこと，チップ自体

が非常に小さく現場（オンサイト）で即時検査が可能なことから，遺伝子診断技術への応用

が多く行われてきた．遺伝子診断技術は，PCR 法 71)を代表とするような遺伝子増幅手法が

主に用いられている．図 1.2（a）に示すように，PCR 法では，はじめに検体サンプルから細

胞膜などのタンパク質を除去することで核酸を抽出する．その後，遺伝子増幅試薬と混合さ

せたものを 3 種類の温度条件（94～96℃，55～60℃，72℃）で一定時間，繰り返して加温す

ることで二本鎖の DNA を解離，プライマー（標的遺伝子を増幅するための短鎖 DNA）のア

ニーリング，伸長を行い，DNA 増幅を行う 72,73)．増幅された DNA は，電気泳動により塩基

長に依存して分離することで検出を行うのが一般的であった． 

その後，図 1.2（b）に示すように，蛍光試薬を用いることで，DNA の伸長反応中に塩基

対間に平行挿入（インターカレート）させ，蛍光強度の変化を計測するリアルタイム PCR

法 74)が提案された．リアルタイム PCR 法は，遺伝子増幅反応中の蛍光強度を計測すること

で，DNA 濃度が高いと増幅反応の開始温度サイクル数（閾値到達サイクル数：Ct 値）が短

くなることを明らかにした．また，Ct 値と DNA 濃度の関係を示す検量線を取得すること

で，検体サンプル中に含まれる DNA 濃度が不明な場合でも Ct 値から推定することを実証

した 75-78)． 

さらに，図 1.2（c）に示すように，fL～pL オーダの大量のマイクロウェルにサンプルと
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遺伝子増幅試薬の混合液を導入し，遺伝子増幅反応を行うデジタル PCR法が開発された 79)．

この手法では，極微量のマイクロウェルに溶液を分配することで，ウェル内に DNA が 1 コ

ピーまたは 0 コピーとなるようにサンプルを希釈し，遺伝子サンプル濃度を調整する．マイ

クロウェルへの導入後，遺伝子増幅反応を行い，反応した容器の個数を計測することで，導

入したサンプルに含まれる DNA 量を定量することができる 80,81)．この手法は，予め Ct 値

と DNA 濃度の検量線を取得する必要がなく，一度の増幅反応の結果からポアソン分布に従

って各マイクロウェルへの DNA の導入量を補正することで，DNA 濃度の絶対定量が可能

となる．  

 

 

(a) PCR 法の増幅過程    (b) リアルタイム PCR 法  (c) デジタル PCR 法 

図 1.2 PCR 法による遺伝子診断法 

 

1998年に Manzら 82)は，図 1.3（a）に示すように，3 種類（60℃，77℃，95℃）のサーマ

ルブロック上に設けたマイクロ流路に試薬とサンプルをシリンジポンプによって定流量で

導入することで，自律的な温度変化を可能にし，18.7 min 以内の PCR 反応（20サイクルで

176 塩基の DNA を増幅）を実証した．この手法は Continuous-Flow PCR（連続流 PCR）と呼

ばれており，従来のマイクロチューブ内での PCR 法と比べ，マイクロ流路内では表面積と

体積の比率が高いことから放熱性能が向上し温度サイクルを短くすることができ，結果と

して，短時間で PCR 反応を行うことができることを示した 83-88)．以降，PCR 法の開発の変

遷に伴い，マイクロ流路内でリアルタイム PCR 法 89-92)，デジタル PCR 法 93-98)を行うデバイ

スが開発されてきた．例えば，Cadyら 99)は，連続流PCRデバイス内に蛍光試薬であるSYBRG 

Green Ⅰを含む遺伝子増幅試薬と検体サンプルを導入し，遺伝子増幅反応中の溶液の蛍光強

度を 480 nm の波長をもつ LED 光源と 520 nm の蛍光波長を検出する光電子増倍管（PMT）

を用いてリアルタイム PCR 法による定量検出を実証した．Ottesen ら 100)は大量（1176 個）

のマイクロウェル（容積：6.25 nL）を設けたデバイスを用いて，バクテリアの DNA 量を絶

対定量するデジタル PCR 法を実現した．さらに，1 コピーずつ取り分けるデジタル PCR で

は，大量の DNA に紛れてしまい，通常遺伝子増幅反応を阻害してしまう希少な DNA の検
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出も可能となる．そのため，一度の遺伝子増幅反応によって，2 種類のバクテリアの DNA

を識別できることを実証した． 

さらに，マイクロ流体チップテクノロジーを応用した例として，図 1.3（b）に示すように，

ドロップレットデジタル PCR 法 101-105)という手法がある．十字形状をしたマイクロ流路内

に，水相（遺伝子増幅試薬）と油相（シリコーンオイル）を同時に導入する．すると，界面

張力の差から，流体の流量条件により，層流ではなく，水相が油相中に球状の微小液滴（fL

～pL）を形成して流れる．このため，遺伝子増幅反応を微小空間内で一度に大量に実現でき

るため，デジタル PCR 法が可能となる．Pekin ら 106)は，ドロップレットデジタル PCR デバ

イスを用いて，非変異遺伝子が 200000倍過剰に存在する中で腫瘍に起因する変異遺伝子を

検出し，さらに，各遺伝子の絶対定量解析を実証した．  

 

 

(a) 連続流 PCR デバイス (b) ドロップレットデジタル PCR デバイス 

図 1.3 マイクロ流体チップテクノロジーを応用した PCR 用デバイス 

 

この遺伝子増幅反応を介した診断技術は，PCR 法の他にも，増幅反応に使用する酵素の

種類，反応が進行する温度条件などが異なる様々な手法が開発されてきた 107-110)．その中で，

温度変化を必要とせず，一定の温度で加温することで遺伝子増幅反応が行える等温遺伝子

増幅法（Loop-mediated isothermal amplification：LAMP 法）がある 111)．LAMP 法は，表 1.1

に示すように，鎖置換活性を有する酵素（Bst DNA polymerase）と標的遺伝子の 6領域に対

して 4 種類のプライマーを用いることで，60～65℃の一定温度の加温で遺伝子を増幅させ

る技術である．一定温度での増幅に伴い，増幅時間が PCR 法と比べ短縮され，30 分～1 時

間で標的遺伝子を 109～1010 倍に増幅することができる 112-115)．さらに，追加で 2 種類のル

ーププライマーと呼ばれるプライマーを遺伝子増幅反応に使用することで，様々な長さの

塩基対を同時に増幅させることが可能となり，反応速度の向上を図ることが可能となる．  

LAMP 法で増幅した標的遺伝子を確認する方法としては，大別すると，表 1.2 に示すよう

に，増幅中の DNA の二本鎖へ蛍光色素をインターカレートさせる直接法と，遺伝子増幅反

応に伴う比色指示薬の色の変化を観察する間接法がある 116)．図 1.4（a）に示すように，直

接法として主に用いられる SYBR Green Ⅰや EvaGreen などの蛍光試薬は，基底状態にある物

質が DNA 中にインターカレートしたことで，遷移エネルギーが減少する．ここに，光エネ

ルギーが加わることで励起状態へと遷移するため，蛍光強度を計測することで，生成される
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DNA の増幅量を定量的に評価することができる． 

一方，図 1.4（b）に示すように，間接法で主に用いられる比色指示薬では，LAMP反応が

進むにつれ溶液の pH（水素イオン指数）が初期状態での約 8.8 から，反応後 6.0～6.5 へと

変化することを利用し，pH 指示薬（フェノールレッドなど）で判定する 117-128)．また，金属

指示薬であるヒドロキシナフトールブルー（HNB）を用いる判別方法もある．LAMP反応で

は，式（1.1）および式（1.2）に示すように，DNA 増幅反応の進行に伴い，副産物であるピ

ロリン酸イオンが多量に生成される．ピロリン酸イオンは金属イオンと反応するため，遺伝

子増幅試薬中の Mg2+イオンと結合し，不溶性の沈殿物であるピロリン酸マグネシウム

（Mg2P2O7）が生成される．この際，HNB は Mg2+イオンを脱離するため，溶液の色が紫色

（陰性）から水色（陽性）へと変化する．このように，間接法では，蛍光検出のための外部

機器（イルミネーターなど）が不要であるため，低コストでシステムが構築可能である．一

方で，定性的な評価に限られているという欠点をもつ． 

なお，一般的な LAMP 法の検出方法としては，ピロリン酸マグネシウムによる濁度検出

法が用いられている．濁度検出法は蛍光検出法と異なり，マイクロチューブ内液中で生成さ

れるピロリン酸マグネシウムを確認するため，時間経過での沈殿に伴い，濁度のピークが下

がるグラフが生成される．  

 

表 1.1 PCR 法と LAMP 法の比較 

 PCR LAMP 

Reaction time 2～3 hours 30～60 min 

Reaction temperature Repeating: 55℃→75℃→95℃ Constant: 60～65℃ 

Sensitivity 10 µg/g 10 µg/g 

On-site diagnosis Impossible Possible 

Detection method Equipment Visualization or Equipment 

 

 

(DNA)𝑛−1 + dNTPs = (DNA)𝑛 + P2O7
4− (1.1) 

 

(P2O7)
4− + 2Mg2+ = Mg2P2O7 (1.2) 
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表 1.2 LAMP 法に用いる色素とメカニズムおよび色の変化 

Dye Mechanism Color before and after amplification 

Calcein 

Metal ion indicators, fluorescence 

enhancement with the 

displacement of Mn2+ 

Orange / Green 

Hydroxynaphtol blue 

(HNB) 
Metal ion indicators Mg2+ Purple / Blue 

Phenol red pH indicator Red / Yellow 

Berberine Intercalation of dsDNA Orange / Green 

SYBR Green Ⅰ Intercalation of dsDNA Dark orange / Green 

EvaGreen Intercalation of dsDNA Orange / Green 

 

 

(a) 直接法による DNA 増幅指示薬 (b) 間接法による DNA 増幅指示薬 

図 1.4 LAMP 法を用いた検出方法 

 

マイクロ流体デバイス上での LAMP法を用いた診断技術は，前述の PCR 法と同様，研究

開発が進められてきた 129)．遺伝子増幅反応後に電気泳動により検出する手法 130)や，蛍光試

薬を用いてリアルタイムに検出する方法 131)，ドロップレットを用いることでデジタル検出

を行う方法 132)が検討されてきた．さらに，LAMP 法特有の比色指示薬を用いた検出も実証

されている 133)．前述の通り，LAMP法には，PCR 法のような温度変化を必要としないこと

に加え，比色指示薬を用いることで，目視での陽性・陰性判定が可能となるため，システム
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全体を簡易かつ安価に構築することができる 134-137)．そのため，現場（オンサイト）で即時

検査を行う診断機器の開発も進められており，新興感染症の感染拡大対策などでの活用が

期待されている 138,139)． 

 

1.3 マルチプレックス遺伝子診断技術への応用 

新興感染症の発生時や，再興感染症の流行時などでは，迅速な診断技術が求められる一方，

他の感染症との識別技術も必要となる．すなわち，多項目を一度に診断できるマルチプレッ

クス診断が求められている．通常の PCR 法や LAMP 法などの検査技術では，マルチプレッ

クス診断を行うためには，その分の試薬量や，検査技師の操作量が必要となり，コストが高

く，かつ長時間の検査となってしまう．2019 年より発生した新型コロナウイルス感染症

（SARS-CoV-2）の検査では，検査技師の不足や，試薬の不足が社会問題となり，さらに検

査結果が得られるまでに長時間を要することが課題であった． 

 そこで，前述の課題を解決するために，マイクロ流体チップテクノロジーを応用し，マル

チプレックス診断技術を実装した µTAS が開発されてきた 140-142)．図 1.5に LAMP 法を実装

した µTAS の例を示す．図 1.5（a）は，季節性インフルエンザ H1N1型ウイルス，A 型イン

フルエンザウイルス，パンデミック型インフルエンザ H1N1 型ウイルスの多項目診断を行

うデバイスである 143)．遺伝子増幅反応中に光ファイバセンサを用いて各流路の濁度を計測

することで，リアルタイム診断を行っている．季節性インフルエンザ H1N1 型ウイルスの

DNA を 3.2×102 fg/µL，A 型インフルエンザウイルスの DNA を 2.87×102 fg/µL，パンデミ

ック型インフルエンザH1N1型ウイルスのDNAを 2.47×102 fg/µLを検出できることを実証

した．図 1.5（b）に示すのは，マラリアを感染させる寄生虫と媒介する蚊の多項目遺伝子診

断を行うデバイスである 144)．8 個の反応容器の内，6 個にシマハマダラカなどの遺伝子に起

因するプライマーが固定されており，複数種類の同時検査を可能にしている．デバイスへの

導入後，ウォーターバス内 62℃で 45 min加温する．導入したサンプルとプライマーが対応

した場合，遺伝子増幅反応が生じ，試薬に混合されている HNB の色が紫色から水色へと変

化し，6種類すべての遺伝子を検出できることを実証した．図 1.5（c）は，現場での食肉の

種類を判定するためのマイクロ流体デバイスである 145)．このデバイスでは，手動でサンプ

ルと遺伝子増幅試薬を導入することが可能であるため，大掛かりなポンプなどのシステム

が不要である．このデバイスでヤギ，ヒツジ，ブタ，ニワトリ，ロバ，マウスの 6種類を 60 

min 以内に同定することを実証している．図 1.5（d）は，3D プリンタによって作製した µTAS

である 146)．本デバイスでは，導入口が多層構造を有しており，デバイス上での核酸抽出，

増幅反応，比色検出機能が統合されている．本デバイスを用いて，60 min以内に排水中に含

まれる新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）とヒト腸管病原体をそれぞれ 100 ゲノム/mL と

500 CFU/mL の感度で検出が行えることを実証している．さらに，スマートフォンを組み合

わせた携帯型簡易診断装置への実装も実現している． 
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(a) インフルエンザウイルスの多項目診断 143) (b) マラリア寄生虫と蚊の多項目検出 144) 

 

 

(c) 食物アレルギー物質の多項目検出 145) (d) SARS-CoV-2 の遺伝子多項目検査 146) 

図 1.5 LAMP 法を実装した µTAS 

 

 このように，複数項目の遺伝子診断技術は，SARS-CoV-2 のようなヒト感染症のみならず，

臨床微生物学（ヒト免疫不全ウイルス、B 型肝炎ウイルス、C型肝炎ウイルスなど）や，食

品細菌検査（リステリア，サルモネラなど），遺伝子治療における発現診断，法医学，農学，

アレルゲン物質検査のなど多くの領域で用途があり，高度な社会問題に直結する技術であ

る 147-149)．そのため，ポータブルで，安価なデバイスで，迅速かつマルチプレックスに診断

ができる µTAS はこれらの課題へのブレイクスルーとなり得る可能性がある． 

 

1.4 本研究の目的と本論文の構成 

 前述の通り，PCR 法や LAMP 法のマルチプレックス診断には，検査項目数分の試薬量や

検査技師による操作が必要となる．具体的には，患者などから採取した検体から DNA 抽出

（精製）を行い，調整した試薬と混合し，一定時間加温することで遺伝子増幅反応を行い，

検出をする．しかし，このとき検査項目ごとに，これらの操作を行う必要があり，長時間か

つ高コストな検査となってしまう．さらに，検体サンプル数が増えた場合には，その数の操
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作回数が必要となるため，膨大な操作量となる． 

そこで，本研究では，図 1.6 に示すように，迅速かつ簡便に多検体・多項目の同時診断を

行えるデバイスを開発することを目的とし，マイクロ流体チップテクノロジーと LAMP 法

を組み合わせたマルチプレックス遺伝子診断システムを開発する．作業者は，検体サンプル

と試薬の混合液を導入口より送液するだけで，複数項目の遺伝子診断が可能となり，大幅な

検査時間の短縮を図ることができる．さらに，多検体を同時に診断できるようにすることで，

検査のスループット向上を実現する． 

本研究の目的が達成できれば，感染症ウイルスから人の暮らしの安心を守り，食品検査を

通じて食の安全を守り，農作物や畜産における病害検査により食料の安定供給を守ること

で，安心・安全な社会を実現することが可能となる． 

 

 

図 1.6 従来の遺伝子診断手法と本研究で提案するマルチプレックス遺伝子診断システム 

 

 本研究は，感染症ウイルス，食物アレルギー物質などの標的遺伝子を迅速・簡便に検査す

ることができる，多検体・多項目同時定量診断システムの開発を目的として実施したもので

ある．本論文は，図 1.7に示すように全体で 8 章からなっている． 

 第 1 章は緒論であり，最初に µTAS の歴史的背景とその重要性について述べた．次いで，

マイクロ流体チップテクノロジーを応用した遺伝子診断技術ならびにマルチプレックス診

断における研究開発動向ならびに周辺技術について述べるとともに，本研究で開発するデ

バイスの必要性とその目的について述べた． 

 第２章では，マルチプレックス遺伝子診断デバイスの基本原理を提案した．デバイスの

構成要素の一つである分注部には，3個1組の横型相ガイド（受動バルブ）を実装することで
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複数の反応容器への溶液の自律的な分注が可能であることを示した．また，分注部の前段

に配置した混合部には，横型ミキサを実装することで溶液の高効率な混合が可能であるこ

とを示した．さらに，開発したデバイスに蛍光LAMP法を実装し、複数種類の農作物感染性

ウイルスの多項目遺伝子診断に適用し，その有用性を示した．しかし，実用化に向けての

技術的課題として，2層構造を有するデバイスの作製プロセスが複雑であり再現性が低いこ

と，横型相ガイドの決壊圧力の制約条件からデバイスへの検体・試薬の充填速度に制限が

あること，蛍光観察のための大がかりな装置が必要となり現場即時検査には適さないこと

が挙げられた． 

第3章では，第2章で実用化に向けての課題となったデバイス作製プロセスの簡略化と受

動バルブの耐圧性能の向上を目的とし，横型相ガイド構造と比較して決壊圧力の設計自由

度が高い縦型相ガイド構造を提案した．個々の反応容器に設けた2個1組の縦型相ガイド（受

動バルブ）に必要となる決壊圧力の設計指針を明らかにし，最大導入流量および分注可能

な反応容器の個数を予測するための分注理論を提案した．さらに，導入流量のさらなる向

上を目的とし，受動バルブを空気排気流路内に対向して配置するエアープラグインバルブ

構造を考案した．反応容器への充填が完了することで，対向する受動バルブ間に捕捉され

た空気を介して液体が互いに押し合い，受動バルブに印加される圧力が減殺できることを

示した．その結果，デバイスに導入可能な最大流量の大幅な向上を実現し，さらに，分注

可能な反応容器数の制約を排除し，検査項目数の増加が可能になることを示した．  

第4章では，第2章で検討された横型ミキサの作製プロセスを簡略化するために，1回のプ

ロセスで作製が可能で，かつ流路デザインを損なうことなく実装が可能な汎用性の高い縦

型ミキサを提案した．流路長手方向に対して障害物構造を非対称に配置することで，広いレ

イノルズ数の範囲において高い混合効率が実現できることを示した．さらに，最適形状の調

査を行うとともに，混合メカニズムを明らかにした． 

第5章では，ワックスリフロー援用ソフトリソグラフィ法を適用し，デバイス作製プロセ

スの再現性を高めることで，反応容器内への液体充填時の空気の混入を防止できることを

実証した．また，検体・試薬の送液に電動ピペットを使用した診断プロセスの簡略化が実現

した．さらに，現場即時検査を目的として，遺伝子増幅反応の陽性・陰性判定を目視で行え

る比色指示薬を用いたLAMP法によって，節足動物媒介性ウイルス，有毒植物，ヒト感染性

ウイルス（新型コロナウイルスなど），農作物病害虫，食物アレルギー物質の多項目遺伝子

定性診断が可能であることを実証した．また，遺伝子増幅反応後の反応容器の色の変化を画

像解析することで，エンドポイントでの陽性・陰性判定が行えることを示した． 

 第 6章では，検体中の遺伝子の定量診断を目的とし，遺伝子増幅反応中の比色指示薬の色

の変化をモニタリングするタイムラプス撮影装置ならびに取得画像から反応容器の色の変

化を解析する色解析プログラムを開発した．本手法によって，遺伝子増幅曲線の自動取得が

可能となり，さらに，理論関数へのフィッティング処理を介して遺伝子増幅反応の立ち上が

り時間を算出することが可能となった，開発した遺伝子定量解析システムを用いて，ヒトヘ

ルペスウイルスを標的とした検体ウイルス遺伝子濃度の定量診断に適用し，その有効性を
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実証した． 

第 7 章では，複数検体の同時診断を目的とし，遠心力を用いて多検体を同時に送液できる

遠心送液型デバイスを開発した．遠心力下においても，個々の反応容器に２個１組の縦型相

ガイドを設置することで，自律的な分注操作が行えるデバイスデザインを提案し，遠心力と

受動バルブの耐圧性能の関係から，デバイスの設計指針を明らかにした．さらに，食物アレ

ルギー物質の 4 検体・4 項目の同時診断に適用し，開発したデバイスの有効性を実証した． 

 第 8章は，結論であり，本研究で得られた成果を統括し，今後の展望を述べた． 
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図 1.7 本論文の構成 
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第2章 マルチプレックス遺伝子診断デバイスの基本原理の提案 

2.1   緒言 

本章では，本研究で開発するマルチプレックス遺伝子診断デバイスの基本原理である自

律的な混合，分注および，遺伝子診断手法を提案する． 

遺伝子診断のためのデバイスは，検査毎に使い捨てされることが想定される．そのため，

大量生産を想定した安価に作製可能なデバイスが求められる 1)．これまで，短時間（～15 min）

で簡易に検出できる手法としてイムノクロマト法 2)などが提案されているが，感度が低いこ

とから，ウイルス量の少ない発症直後では偽陰性を示すことが課題であった．一方で，検査

の標準手法となっている PCR 法は，検出感度は高いものの，2～4 時間程度の長時間を要す

るといった課題がある． 

PCR 法に代わる手法として提案されている LAMP法では，比較的，短時間（30～60 min）

で極微量なウイルスでも検出できることから，検査手法の課題を解決するブレイクスルー

になり得ると考えられている 3)．さらに，LAMP 法とマイクロ流体チップテクノロジーを組

み合わせることで，簡便かつ迅速に，高感度で検査可能なデバイスの開発が進められている

4)．しかし，デバイス上での溶液操作には，可動部を実装することで行うものが多く提案さ

れており 5)，可動部を実装するとデバイスのコストがかかり，感染症診断などでの使い捨て

デバイスには向いていない． 

そこで，本研究では，流路デザインのみで高精度な流体制御を行うことができる可動部を

要さないデバイスの開発を目標に実施した．サンプル/遺伝子増幅試薬を複数の反応容器へ

分注するために，各反応容器に 3 個 1 組の異なる角度を設けた横型相ガイドを実装し，自

律的な分注が可能であることを示した．前段のサンプル/遺伝子増幅試薬の混合操作には流

路内に段差構造を設けた横型ミキサを実装することで，短い流路長で高効率な混合を達成

した．さらに，デバイス上での遺伝子診断性能評価として，蛍光 LAMP 法を用いた農作物

に感染する病害ウイルスの遺伝子増幅実験を実施した．トマトに感染するウイルス（トマト

黄化えそウイルス（TYLCV））のプラスミド DNA１種類と，ウリ類に感染するウイルスで

あるメロン黄化えそウイルス（MYSV），ウリ類退緑黄化ウイルス（CCYV），キュウリ緑斑

モザイクウイルス（KGMMV），キュウリモザイクウイルス（CMV）の 4つのウイルス RNA

の同時診断を実証した 6)．  

 

2.2 デバイスの概要 

 本研究で開発したシリコーン樹脂（ポリジメチルシロキサン，PDMS）製のポンプ送液型

マルチプレックス遺伝子診断デバイスの外観写真の一例を図 2.1に示す．遺伝子増幅反応を

行うための反応容器（各 3 µL）を 5 個一列に配置し，マイクロ流路（幅 200 µm，高さ 68 
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µm）によって接続している．本デバイスは，大きく分けて①混合部と②分注部で構成され

ている．導入口より遺伝子サンプルと遺伝子増幅試薬（LAMP試薬）を導入し，混合部を通

過させることで高効率に攪拌する．その後，混合液を分注部にて各反応容器へ分注を行う．

最後に各反応容器（検出項目数に相当）にて遺伝子増幅反応（LAMP反応）を実施する．各

反応容器（Ch1～Ch5）には，標的遺伝子を増幅させるための起点となるプライマー（短鎖

DNA）を予め固定化しており，導入したサンプル中に含まれる遺伝子に特異的に結合する

ことで，遺伝子増幅が行われる．このように，サンプルと試薬の混合液を導入する 1 回の作

業工程のみで一度導入する工程のみで，多項目同時診断（マルチプレックス診断）が可能と

なる． 

 

 

図 2.1 ポンプ送液型マルチプレックス遺伝子診断デバイスの外観写真 

 

 

2.3 デバイスの作製方法 

 デバイスの作製方法には，反応容器を局所的に深くするために，半球ビーズ援用ソフトリ

ソグラフィ法を用いた．作製方法を以下に示す．また，フォトリソグラフィによる流路モー

ルドの作製条件の詳細を表 2.1に示す．半球ビーズ援用ソフトリソグラフィ法によるデバイ

スの作製プロセスの概略図を図 2.2に示す．  

 

(1) 単結晶シリコンウエハ（イープライズ，ｎ型<100>，直径 4 inch，厚さ 525 µm；以
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下，Si基板）の表面をアセトン（関東化学，純度 99.5 %），イソプロピルアルコー

ル（関東化学，純度 99.7 %；以下，IPA）の順で洗浄（かけ流し）し，N2ブローを

行い乾燥させる． 

(2) 低温灰化装置（ジェイ・サイエンス・ラボ JPA300）を用いて Si 基板表面に空気プ

ラズマ処理を行う（150 W，3 min）． 

(3) スピンコータ（ミカサ MS-A100）を用いて，ネガ型厚膜フォトレジスト SU-8 3050

（MicroChem 社，動粘度 12000 cSt）を Si 基板表面にスピンコートする． 

(4) ホットプレート（アズワン EC-1200N）を用いて SU-8を塗布した Si 基板のプリベ

ークを行う．  

(5) 両面マスクアライナ（ユニオン光学 PEM-800）で露光を行い，マスクパターンを

Si 基板上のフォトレジストに転写する．なお，実験前に，ウエハ上の 5点の光強度

を紫外線照度計（ウシオ電機，本体 UIT-101，i 線用センサ UVD-365PD）によって

測定し，その平均値（約 5 mW/cm2）から所望の露光時間を決定した． 

(6) ホットプレートを用いて流路形状を転写したフォトレジストのポストベークを行

う． 

(7) 現像液（酢酸 2-メトキシ-1-メチルエチル；富士フィルム和光純薬，純度 97.0%）に

ポストベーク後のフォトレジストを 10 min浸漬させ，現像を行う． 

(8) 現像した Si 基板をアセトンおよび IPA で洗浄し，N2 ブローで Si 基板表面の水滴

を除去する．（図 2.2（a）） 

(9) 直径 2 mm の半球樹脂ビーズ（紗や工房）をエポキシ系接着剤（ハンツマン・ジャ

パン Araldite RT30）で SU-8 流路パターンの反応容器箇所に接着し，24 h 硬化させ

た．これをマスターモールドとした．（図 2.2（b）） 

(10) 真空チャンバ（サンプラテック PC-250KG）にビーズ接着を行ったマスターモール

ドを入れ，トリクロロシラン（トリクロロ(1H,1H,2H,2H-パーフルオロオクチル)シ

ラン；Sigma-Aldrich 社，純度 97 %）を 10 µL 滴下する． 

(11) 0.07 MPa まで減圧し，減圧状態を 60 min 維持し，マスターモールド表面にシラン

化処理を行う． 

(12) シリコーン樹脂（東レ・ダウコーニング SILPOT 184；以下，PDMS）の主剤およ

び硬化剤を 10:1 の割合で 60 g混合し，真空攪拌脱泡ミキサー（EME社 V-min 300）

を用いて 3 min 攪拌する． 

(13) 攪拌後，マスターモールドへ流し込み，ホットプレートを用いて 85℃で 40 min 加

熱し，硬化させる． 

(14) 硬化後，医療用ディスポメス（貝印 511-A）を用いて PDMS を切り出し，離型す

る． （図 2.2（c）） 

(15) 切り出した PDMS の流入口および，流出口をパンチ（貝印 BPP-10F）を用いて，

直径 1mm の穴をあけ，シリコーン系両面テープ（3M 社 91022）を用いてガラス
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ウエハ（東新理興，AS-3，厚さ 1.1 mm）と接着させる．（図 2.2（d）） 

 

表 2.1 フォトリソグラフィ条件 

SU-8 spin-coating 
1st layer: slope(5s)→500rpm(10s)→slope(10s)→3000rpm(60s)→slope(10s) 

2nd layer: slope(5s)→500rpm(10s)→slope(10s)→4000rpm(60s)→slope(10s) 

Pre-bake 65℃(2min)→95℃(15min)→65℃(2min)→室温(5min) 

Exposure 250mJ/cm2 

Hard-bake 65℃(2min)→95℃(5min)→65℃(2min)→Room temperature(5min) 

 

 

(a) フォトリソグラフィ (b) ビーズ接着 

 

(c) ソフトリソグラフィ (d) ガラスへの接着 

図 2.2 半球ビーズ援用ソフトリソグラフィ法によるデバイスの作製プロセス 

 

図 2.3に半球ビーズ援用ソフトリソグラフィ法を用いて作製した Siウエハ上の SU-8流路

モールドと半球ビーズを接着した反応容器の写真を示す． 

 

 

図 2.3 半球ビーズを接着した Si基板上の SU-8 流路モールド 
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2.4 横型相ガイドによる分注技術の検討 

2.4.1 分注理論の提案 

複数項目の診断には検体サンプルと LAMP 試薬を複数個の反応容器に分注することが必

要である．そこで，図 2.4 に示すような反応容器に 3 個 1 組の受動バルブ（横型相ガイド）

と呼ばれる凸構造を設けることで可能にする方法を提案した．この横型相ガイドは気液界

面に生じる表面張力を利用した受動バルブで 8-12)，凸構造の端部で液体がピン止めされてい

るときが最も決壊圧力（流体が乗り越えるために必要な圧力）が高くなる．このとき，流路

幅方向に対して角度を付けることで決壊圧力を制御することができ，流路幅方向に対して

平行なとき（α=0 °）が最も決壊圧力が大きくなる．流入口から流入してきた液体は，まず

バルブ S1（α=15°）によって一旦停止する．行き場を失った流体は流れの方向を変えて，反

応容器方向へと流入するが，再度バルブ S2（α=30°）によって停止する．しかし，この時，

バルブ S2の決壊圧力 P2（2.11 kPa）は，バルブ S1の決壊圧力 P1（2.14 kPa）よりも小さいた

め，流体はバルブ S2 を乗り越えて反応容器内へと流入される（P1>P2）．液体が反応容器を

満たすと，再び，バルブ S3（決壊圧力 P3）へ到達し，再び停止する．バルブ S1の決壊圧力

P1（2.14 kPa）は，バルブ S3（α=0°）の決壊圧力 P3（2.37 kPa）よりも小さく設計されてい

るため，流体はバルブ S1 を乗り越えて次の反応容器へと向かう（P3>P2）．この動作を繰り

返すことで，複数個の反応容器へ自律的に分注させることが可能になっている．なお，反応

容器への分注挙動には，バルブ S1とバルブ S3の２個１組のみで実現できるが，本デバイス

では，バルブ S2は逆流防止を目的として設計した． 

 

 

図 2.4 3 種類の角度（α=0°，15°，30°）を設けた横型相ガイドと相ガイドの概要 

 

この横型相ガイドの決壊圧力はヤング・ラプラスの式（2.4）を変形させることで次式（2.5）

を用いて求めることができる． 
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∆𝑃 = −𝛾 (
1

𝑅1
+
1

𝑅2
) (2.4) 

 

𝑃(𝛼) = −𝛾 (
2cos𝜃𝑚cos𝛼

𝑊
+
cos𝜃𝑓 + cos(min⁡(𝜃𝑚 + 𝛽, 180°))

𝐻 − ℎ
) , 𝛼 ≠ 90° (2.5) 

 

このとき，𝛾は表面張力（𝛾 = 0.73⁡mN），⁡ 𝑊はピン止めされている点での流路幅（バルブ S1

および S2：200 µm，S3：100µm），𝐻は流路高さ全体（= 67⁡µm），ℎは凸構造の高さ（= 26⁡µm），

𝜃𝑚は流路壁面の接触角（PDMS/水：108°），𝜃𝑓は流路底面の接触角（3M 社 両面テープ 91022

シリコーン接着面/水：97°），角度𝛼は流路に対しての角度，𝛽は凸構造の立ち上がりの角度

（= 90°）である． 

そのため，本提案の横型相ガイド𝑃1，𝑃2，𝑃3（𝛼 = 0°, 30°, 15°）の決壊圧力の理論値は，

⁡𝑃𝐿1 = 2.14⁡kPa，𝑃𝐿2 = 2.11⁡kPa，𝑃𝐿3 = 2.37⁡kPaと算出できる．  

 

2.4.2 分注実験方法 

分注実験方法の模式図を図 2.5 に示す．シリンジポンプ（New Era 社 NE-1000X）を用い

て，1 mL シリンジ（MonotaRO MDS-1mL，PP製）に 22G ノンベベル針（テルモ NN-2238N）

を取り付け，ビニルチューブ（イワセ EXLON-PVC，内径 0.55 mm，標準肉厚 0.40 mm）を

先端に接続し，赤色着色液（赤色 3 号，0.1% w/v）を各流入口より導入流量 5 µL/min（𝑅𝑒 =

1.2）で導入した．観察にはスマートフォンを用いて実験の様子を撮影した．  

 

図 2.5 分注実験セットアップ 

 

2.4.3 分注実験結果 

作製した横型デバイスに着色液を導入し，反応容器への分注実験を行った．使用したデバ
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イスは，図 2.1で示したデバイスを用いた．図 2.6 にシリンジポンプを用いて流量 5 µL/min

で赤色着色液を導入した結果を示す．図 2.6 から，着色液はバルブ S1と S2で一旦停止し，

S2を乗り越えて反応容器を満たした後，バルブ S3に達すると，バルブ S1を乗り超えて次の

反応容器へと逐次的に導入されている様子が分かる．さらに，導入後の反応容器からの漏れ

は確認されず，期待通り複数の反応容器に分注できることを示した．なお，図 2.6中に示す

ように，本実験で使用したデバイスの寸法設計値は，反応容器間の長さ L1 = 5 mm，メイン

流路から反応容器までの分岐流路の長さ L2 = 2.25 mm，反応容器からバルブ S3までの長さ

L3 = 1.25 mm，反応容器の幅 Cw = 3.0 mm，反応容器の長さ Cl = 5.35 mm であった． 

 



33 

 

 

図 2.6 横型相ガイドを組み込んだデバイスへ赤色着色液を導入流量 5µL/min で導入した

ときの実験結果 
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2.5 横型ミキサの最適形状の検討 

2.5.1 数値流体解析による混合効率の評価 

標的遺伝子サンプルと LAMP 試薬の混合は，遺伝子診断性能を左右する重要な工程であ

る．そこで，本デバイスの混合部には，流路中を溶液が流れるだけで混合される受動ミキサ

を実装した．受動ミキサは，可動部や回路素子を実装するアクティブミキサとは異なり，流

路中の障害物や流路形状によって自律的に混合される．本デバイスでは，受動ミキサとして

代表的なカオティックミキサ（横型ミキサ）を実装した 13,14)．横型ミキサは，流路中に周期

的に凸構造を設けることで，流路断面幅方向の流れを発生させることで高い混合性能を示

すことができる．本実験では，横型ミキサの最適形状を数値流体解析ソフト（COMSOL 

Multiphysics version 5.4）を用いて解析することにより検討した．図 2.7 および図 2.8に示す

ように，流路幅 200 µm，流路高さ 67 µm，凸構造の高さ 26 µm，幅 100 µm，ピッチ 200 µm，

10 個 1 組を 2セット組み込んだ長さ 5 mmの 3D 流路モデルを作成し，斜め形状，対称 V 字

形状，非対称 V 字形状の 3 種類の凸形状の混合効率を比較した．凸構造は流路幅方向に対

し 135°の角度を有しており，非対称 V 字形状は流路幅方向 1/3 の箇所で V 字になるよう

に設計した．なお，斜め形状と非対称 V 字形状の凸構造は 1 組毎に流路幅方向に対し上下

を反転させて設計した．また，基準となる結果を得るために，凸構造を設けていない矩形流

路を解析に用いた．計算資源と計算時間を削減するため，メッシュ要素数（解析時間に影響）

は 80,000 程度とした．解析条件としては，単相流モジュールと希釈種輸送モジュールを連

成させて定常条件下で解析した．流体は非圧縮性と仮定し，流路壁面はすべりなしとした．

また，流体は水と仮定し，密度と動粘度をそれぞれ 1.0×103 kg/m3，1.0×103 kg/m・s とした．

2 液の混合状態を解析するため，2液の濃度を 0 mol/m3（青色），および 1 mol/ m3（赤色）

とし，同一の 0.0128 m/s の流速でマイクロ流路内に導入し，流出側の圧力は大気圧と設定し

た．なお，溶液の拡散係数はフルオレセインの 4.25×10–10 m2/s（25 ℃）を使用した 15)．図 2.9

に数値流体解析結果を示す．図 2.9（a）より，凸構造のない単純矩形流路では，２液は層流

を描いており，混合していないことがわかる．また，対称 V 字形状ミキサ（図 2.9（c））で

も，図 2.9（a）の結果と比較すると混合されているが，２液は層流を描いていることがわか

る．一方，斜め形状ミキサ（図 2.9（b））および，非対称 V 字形状ミキサ（図 2.9（d））で

は，2液はらせん状の流れを示していることがわかる． 

図 2.10 には，各ミキサの y = 0.45 mmの箇所における流路横断面（xz 平面）とその流線を

示す．斜め形状ミキサは流路幅方向全域にわたって大きく横断しているのに対し，対称 V 字

ならびに非対称 V 字ミキサは V 字凸形状の頂点を境に二液が小さく逆向きに横断してるこ

とがわかる．図 2.11 には，数値流体解析によって得られた結果から算出した各ミキサの流

路長に対する混合効率を示す．図 2.11 より，流路断面幅方向に大きく横断する斜め形状ミ

キサが最も混合効率が高いことが分かった． 
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(a) 単純矩形流路 (b) 斜め形状流路 

  

(c) 対称 V 字流路 (d) 非対称 V 字流路 

図 2.7 流路デザイン 

 

  

(a) 単純矩形流路 (b) 斜め形状流路 

  

(c) 対称 V 字流路 (d) 非対称 V 字流路 

図 2.8 横型ミキサの数値流体解析モデル 
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(a) 単純矩形流路 (b) 斜め形状流路 

  

(c) 対称 V 字流路 (d) 非対称 V 字流路 

図 2.9 横型ミキサの数値流体解析結果 

 

  

 

(a) 単純矩形流路 (b) 斜め形状流路 

  

(c) 対称 V 字流路 (d) 非対称 V 字流路 

図 2.10 各ミキサの xz 断面図（y = 0.45 mm）および流線 
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図 2.11 横型ミキサの数値流体解析による混合効率解析結果 

 

2.5.2 横型ミキサの混合効率の評価方法 

マイクロミキサの混合効率の評価実験には，図 2.12 に示すように，2台のシリンジポンプ

（ワイエムシイ，YSP-201）を用いて，1 mL シリンジ（MonotaRO MDS-1mL，PP 製）に 22G

ノンベベル針（テルモ NN-2238N）を取り付け，ビニルチューブ（イワセ EXLON-PVC，内

径 0.55 mm，標準肉厚 0.40 mm）を先端に接続し，純水ならびにフルオレセイン（東京化成

工業 Acid Yellow 73）0.1 mol/m3 (0.1 mM)を各流入口より導入流量 5 µL/min（𝑅𝑒 = 1.2）で導

入した．蛍光観察には，倒立蛍光顕微鏡（ニコン TE2000-U）を使用し，水銀ランプ（ニコ

ン C-SHG-1）およびロングパス蛍光フィルター（ニコン B-2A，EX：470/40 nm，DM：455 

nm，BA：460 nm），CCD カメラ（ニコン Digital Sight DS-Fi2）を用いて観察した．得られ

た画像は，画像解析ソフト ImageJ（National Institutes of Health 社 バージョン 1.53e）を用い

て，マイクロ流路上面（流路幅方向 200 µm×流路長手方向 100 µm）の蛍光強度の標準偏差

を解析した． 

各計測点における標準偏差から式(2.1)を用いて混合効率を算出した． 

 

𝑀𝐸⁡[%] = (1 −
𝑆𝐷𝑥
𝑆𝐷0

) × 100 (2.1) 

 

ここで，𝑆𝐷0と𝑆𝐷𝑥はそれぞれ，ミキサ構造の直前（𝑥 = 0⁡mm）および出口（流路長手方向

の任意の位置）における流路断面全体の濃度の標準偏差を示す． 
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なお，矩形流路内のレイノルズ𝑅𝑒数を算出するにあたって，水力直径（等価直径）𝐷𝐻は

次式（2.2）を用いて算出した． 

 

𝐷𝐻 =
4𝐴

𝑃
(2.2) 

 

ここで，𝐴は流路の断面積，𝑃は潤辺（周長）である．得られた等価直径を用いて，次式（2.3）

から，𝑅𝑒数を算出した． 

 

𝑅𝑒 =
𝑄𝐷𝐻
𝜈𝐴

=
4𝑄

𝜈𝑃
(2.3) 

 

ここで，Q は体積流量，νは動粘性係数（水：1×10-6 m2/s）である．例えば，導入流量Q 

= 10 µL/min における Re数は Re = 1.2 と算出される． 

 

 

図 2.12 実験セットアップ 

 

2.5.3 蛍光観察による混合効率の評価 

続いて，横型ミキサを組み込んだマイクロ流路を作製し，混合効率を実験的に評価した．

実験には，流路幅 200 µm，流路高さ 67 µm，凸構造の高さ 26 µm，幅 100 µm，ピッチ 200 

µm，流路幅方向に対して 135°の角度を有する斜め形状，対称 V 字形状，非対称 V 字形状

の 3 種類の凸形状を 25個 1 組，計 4セット組み込んだデバイスを使用した．なお，数値流

体解析で使用したミキサ形状（図 2.8 参照）と同様に，斜め形状と非対称 V 字形状の凸構造

は 1 組毎に流路幅方向に対し上下を反転させている．シリンジポンプを用いて，各流入口か

ら 1 mM のフルオレセイン溶液と純水を各 5 µL/min（𝑅𝑒 = 1.2）で導入し，倒立顕微鏡を用
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いて，蛍光観察を行った（ゲイン 1 倍，露光時間 2s，B-2A 蛍光フィルター）．図 2.13 に横

型ミキサの混合実験結果を示す． 

 

 

(a) 単純矩形流路 

 

(b) 斜め形状流路 

 

(c) 対称 V 字流路 

 

(d) 非対称 V 字流路 

図 2.13 横型ミキサの混合効率解析実験結果（導入流量：10 µL/min） 

  

蛍光画像から，ミキサのない単純矩形流路（図 2.13（a））では送液距離 30 mm を通過し

た時点でも２液の界面が確認でき，混合していないことがわかる．一方で，凸構造を設けた



40 

 

３種類のミキサは，送液距離 30 mm 時点では，画像内が均一な明るさを示していることか

ら，十分に混合されていることがわかる．取得した画像より，画像解析ソフト ImageJ を用

いて流路幅方向の輝度値の標準偏差を算出した．混合効率の計算には，式(2.1)を使用した．

流路長手方向の長さに対する混合効率を図 2.14に示す．なお，実験は 3 回繰り返して行い，

グラフ中の各点は平均値と標準偏差を表している．実験結果から，斜め形状の横型ミキサが

送液距離 10 mmで 85 %以上の混合を示し，最も高い混合効率を有することがわかった．一

方で，ミキサのない矩形流路では，送液距離 30 mmでも混合効率が最大でも約 40 %であり，

凸構造がないと十分に混合されていないことがわかる． 

 

 

図 2.14 横型ミキサの実験による混合効率解析結果 

 

2.6 蛍光 LAMP 法による農作物病害の遺伝子増幅実験 

2.6.1   蛍光 LAMP 法による遺伝子増幅実験方法 

本診断デバイスを用いた蛍光 LAMP法による遺伝子増幅実験の手順を以下に示す．また，

実験手順の模式図を図 2.15 に示す． 

 

(1) PDMS デバイスのそれぞれの反応容器内（3 µL）に各標的遺伝子に対応したプライ
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マーをマイクロピペットで 0.5 µL 滴下する．  

(2) ホットプレート上で 80℃，5 min 加熱し，乾燥・固定化させる．（図 2.15（a）） 

(3) PDMS デバイス（流路面）を両面テープ（３M 社 91022）でガラスウエハ（東新理

興，AS-3，厚さ 1.1 mm）に接着させ，マイクロ流路を封止する．（図 2.15（b）） 

(4) シリンジポンプを用いて，ビニルチューブ内に検体サンプルと試薬の混合液を 10 

µL/min で吸引したのち，チューブ先端を PDMSデバイスの導入口に接続し，導入

流量 5 µL/min でデバイス内に導入する． （図 2.15（c）） 

(5)  混合液の導入後，両面テープ（日東電工，5303W）で導入口，流出口，排気口を封

止する． 

(6)  ガラスウエハを介してクリップでデバイスを機械的に固定する．（図 2.15（d）） 

(7) ウォーターバス（アズワン TB-2N）内で 60 min 加温し，LAMP 反応を行う．（図

2.15（e）） 

(8) 加温前後の反応容器（深さ 1mm の半球ビーズ転写箇所）の蛍光画像を倒立顕微鏡

（ニコン，TE2000-U）を用いて取得した．（図 2.15（f）） 

 

 

(a) プライマー固定 (b) 封止 (c) サンプル／試薬の導入 

 

(d) クリップによる固定 (e) 加温 (f) 検出 

図 2.15 遺伝子増幅実験の手順 

 

続いて，マルチプレックス遺伝子診断デバイスへ導入する試薬を示す．表 2.2に標的 DNA

（トマト黄化えそウイルス（TYLCV））の遺伝子増幅実験に用いた試薬を示す．TYLCV サ

ンプルは，大腸菌（E. Coli）を用いて複製したプラスミド DNA16)を使用した．表 2.3に標的

RNA（メロン黄化えそウイルス（MYSV），ウリ類退緑黄化ウイルス（CCYV），キュウリ緑

斑モザイクウイルス（KGMMV），キュウリモザイクウイルス（CMV））の遺伝子増幅実験に
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用いた試薬を示す．RNA ウイルスサンプルは愛知県内で発生，収集したウリ類の葉から抽

出したものを使用した．サンプルの RNA 濃度は，Qubit Fluorometer 4（Thermo Fisher社）を

用いて計測した． 

 

表 2.2 標的 DNA の遺伝子増幅実験における流入試薬 

 Manufacturer Concentration  Amount µL 

LAMP reagents 

FUJIFILM Wako Pure Chemical 

 

 

 

 

GE Healthcare 

Tris-HCl (pH 8.0): 20 mM 

KCl: 10 mM 

(NH4)2SO4: 10 mM 

MgSO4: 8 mM 

Betaine: 0.8 M 

dNTP: 1.0 mM each 

12.5 

Bst Polymerase Nippon Gene 8 U 1.0 

Berberine chloride hydrate FUJIFILM Wako Pure Chemical 180 µM 2.5 

DNA sample 
Provided by Aichi Agricultural 

Research Center 
─ 1.0 

Distilled water ─ ─ 8.0 

Total   25.0 

 

表 2.3 標的 DNA の遺伝子増幅実験における流入試薬 

 Manufacturer Concentration  Amount µL 

LAMP reagents 

FUJIFILM Wako Pure Chemical 

 

 

 

 

GE Healthcare 

Tris-HCl (pH 8.0): 20 mM 

KCl: 10 mM 

(NH4)2SO4: 10 mM 

MgSO4: 8 mM 

Betaine: 0.8 M 

dNTP: 1.0 mM each 

12.5 

Bst Polymerase Nippon Gene 8 U 1.0 

AMV reverse transcriptase Promega 1 U 1.0 

Berberine chloride hydrate FUJIFILM Wako Pure Chemical 180 µM 2.5 

RNA sample 
Provided by Aichi Agricultural 

Research Center 

MYSV: 22.2 ng/µL 

CCYV: 19.3 ng/µL 

KGMMV: 3.0 ng/µL 

CMV: 17.6 ng/µL 

1.0 

Distilled water ─ ─ 8.0 

Total   25.0 
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2.6.2 蛍光観察条件最適化実験 

はじめに，マルチプレックス遺伝子診断デバイス上で蛍光観察条件を最適化するための

遺伝子増幅実験を行った．実験には，図 2.1 に示すデバイスを用いて，表 2.2 に示す試薬を

用いて，トマト黄化えそウイルス（TYLCV）のプラスミド DNA の遺伝子増幅実験を実施

し，蛍光試薬（インターカレーター）と蛍光フィルターキューブの最適な組み合わせ条件を

調査した．蛍光試薬には，塩化ベルベリンと硫酸ベルベリンを用いた．倒立顕微鏡（ニコン，

TE2000-U）で観察に用いた蛍光フィルターキューブには，UV-2A（EX 330-380，DM 400，

BA  410），BV-2A（EX 400-440，DM 455，BA  460），BV-2A（EX 450-490，DM 505，BA  

510）の３種類を評価した． LAMP 試薬および DNA サンプルの混合液を導入し，ウォータ

ーバス内 65℃で 60 min 加温を行い，遺伝子増幅を実施し，倒立顕微鏡を用いて加温前（0 

min），加温 30 min後，60min 後の画像を取得した． 

図 2.16 に，加温前（0 min）と 60 min加温後の反応容器の蛍光画像（ゲイン 1 倍，露光時

間 2 s）を示す．図 2.16 中，蛍光フィルターキューブ BV-2A を用いた場合では，加温前後で

蛍光強度が大きくなっていることがわかる．一方，蛍光フィルターキューブ UV-2A および，

B-2A を用いた場合では，60min 加温後も蛍光がほぼ確認ができなかった．  

 

 

図 2.16 蛍光試薬２種類（塩化ベルベリン，硫酸ベルベリン）と蛍光フィルターキューブ

（UV-2A，BV-2A，B-2A）を用いたトマト黄化えそウイルスの遺伝子増幅実験結果 

 

 取得した蛍光画像から，ImageJ（National Institutes of Health，version 1.52a）を用いて蛍光

強度を測定した．測定には，取得画像を RGB 成分の各画像に分割し，G 値を解析した．図

2.17 に各実験条件における加温前，加温 30 min後，加温 60 min後の反応容器の蛍光強度の
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解析結果を示す．また，遺伝子増幅反応が起こった反応容器（陽性反応）と起こっていない

反応容器（陰性反応）の蛍光強度の比（P/N 比）をグラフ中に示している．結果より，塩化

ベルベリンと BV-2A の組み合わせが P/N 比が 1.96 と高く，さらに，蛍光画像の視認性が高

いことが分かり，最適な観察条件とした． 

 

 

図 2.17 蛍光強度解析結果（N：陰性反応容器，P：陽性反応容器を示す） 

 

2.6.3 蛍光 LAMP 法による多項目同時診断実験 

続いて，ウリ類の農作物に感染する感染性ウイルスの遺伝子増幅実験を実施した．実験に

は，図 2.1 で示したデバイスを用いた．サンプルには，罹患したキュウリの葉から採取した，

メロン黄化えそウイルス（MYSV）17)，ウリ類退緑黄化ウイルス（CCYV），キュウリ緑斑モ

ザイクウイルス（KGMMV）18)，キュウリモザイクウイルス（CMV）の 4 種類のウイルス

RNA を用いた．反応容器 2 番には，MYSV プライマー，反応容器 3 番には，CCYV プライ

マー，反応容器 4 番には KGMMV プライマー，反応容器 5 番には CMV プライマーをそれ

ぞれ固定した（図 2.1 参照）． LAMP 試薬および DNA サンプルの混合液を導入し，ウォー

ターバス内 63℃で 60 min 加温を行い，遺伝子増幅実験を実施した．加温 20 min 以降は，10 

min 毎に反応容器の蛍光画像を取得した．図 2.18に加温 60 min 後の蛍光画像を示す．図 2.18

より，導入したサンプルに対応するプライマーを固定した反応容器のみ，蛍光が強まってい

ることがわかった．さらに，反応容器間でのクロスコンタミネーションは生じないことを確

認した． 

図 2.19 に蛍光画像から ImageJ を用いて測定した蛍光強度の解析結果を示す．MYSV では

加温 40 min，CCYV，KGMMV，CMV では，加温 30 min で遺伝子増幅が始まっていること
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がわかった．また，反応開始直後に蛍光強度が下がる結果が見られた．これは，反応容器内

に固定したプライマーが 1 本鎖の DNA であるため，塩化ベルベリンが結合し，蛍光してい

るものと考えられる．20 min 加温後は，プライマーが反応容器の溶液全体に拡散すること

で蛍光強度が下がっているものだと考えられた． 

 

 

(a) メロン黄化えそウイルス（MYSV） 

 

(b) ウリ類退緑黄化ウイルス（CCYV） 

 

(c) キュウリ緑斑モザイクウイルス（KGMMV） 

 

(d) キュウリモザイクウイルス（CMV） 

図 2.18 ウリ類感染性ウイルスの遺伝子増幅実験結果 
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(a) メロン黄化えそウイルス（MYSV） 

 

(b) ウリ類退緑黄化ウイルス（CCYV） 

図 2.19 蛍光強度解析結果 
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(c) キュウリ緑斑モザイクウイルス（KGMMV） 

 

(d) キュウリモザイクウイルス（CMV） 

図 2.19 蛍光強度解析結果 

 

次に，メロン黄化えそウイルス（MYSV）とウリ類退緑黄化ウイルス（CCYV）の混合サ

ンプルを用いて複数のウイルスの同時診断実験を行った．実験に使用した MYSV サンプル
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の RNA 濃度は 2.22 ng/µL，CCYV サンプルの RNA 濃度は 1.93 ng/µL であった．図 2.20 に

加温前，加温 30 min 後，加温 60 min 後の蛍光画像を示す．図 2.20 から，加温 30min 後に

は，CCYV のプライマーを固定した反応容器のみの蛍光が強まっていることがわかり，加温

60 min 後には MYSV のプライマーを固定した反応容器も蛍光が強まっていることがわかる．

さらに，他の反応容器へのクロスコンタミネーションは確認されなかった．図 2.21 に取得

画像から解析した蛍光強度解析結果を示す．図 2.21 より，CCYV が加温後 30 min から先に

遺伝子増幅反応が始まり，MYSV が 40 min から遅れて遺伝子増幅反応が始まることがわか

った．これは，図 2.19（a）および図 2.19（b）で示した単一項目での実験結果と同程度の結

果であり，複数項目のウイルスがサンプル内に混在する場合でも遺伝子増幅反応への影響

は少ないということがわかった． 

 

 

(a) 加温前 

 

(b) 加温 30 min 後 

 

(c) 加温 60 min 後 

図 2.20 メロン黄化えそウイルスとウリ類退緑黄化ウイルスの混合サンプル検出結果 

 



49 

 

 

図 2.21 蛍光強度解析結果 

 

2.7 実用化に向けた技術的課題 

本節では，本章で開発したデバイスの実用化に向けた技術的課題について考察する．本デ

バイスでは，自律的な分注操作のために 3 個１組の横型相ガイドを実装した（内１つは逆流

防止を目的に設計）．しかし，このデバイスでは，最大導入流量が 5 µL/min と小さいため，

導入工程に時間を要してしまい，迅速な診断が困難であった．これは，反応容器前後に設け

た２個の相ガイド間の決壊圧力がそれぞれ，𝑃𝐿3=2.37 kPa，𝑃𝐿1=2.14 kPa と設計されており，

両者の比（𝑃𝐿3: 𝑃𝐿1 = 1: 0.90）の差が小さいことが原因であると考えられた．さらに，横型

相ガイドの作製には 2 段階のプロセスが必要であることから，段差構造の再現性が低いこ

とが問題として考えられる．作製したデバイスの再現性は，分注挙動へ影響することが予測

され，診断デバイスの信頼性を左右する． 

混合操作のためには，横型ミキサを実装し，溶液の高効率な混合性能を示したが，横型相

ガイドと同様，横型ミキサを形成するためには多段階の作製プロセスを要することから，デ

バイスの再現性が低いことが課題として挙げられた． 

遺伝子診断性能評価では，多項目のウイルスの同時遺伝子診断を実証したが，蛍光試薬に

よる検出方法は倒立顕微鏡などの大掛かりな観察装置を必要とし，簡便な診断，特にオンサ

イト診断には不向きであるといった課題が考えられた． 
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2.8 結言 

本章では，本研究で開発するマルチプレックス遺伝子診断デバイスの基本原理を提案し，

分注部，混合部，遺伝子診断手法について基本性能を示した．得られた結果をまとめると次

のとおりである． 

(1) 分注部では，3 個 1 組の角度の異なる横型相ガイドを各反応容器に対し，実装すること

で，自律的な溶液の反応容器への分注操作が可能であることを示した． 

 

(2) 混合部では，横型ミキサを実装することで高効率に混合できることを示した．さらに，

最適形状を調査したところ，斜め形状が送液距離 10 mm で混合効率 90 %程度の高い混

合性能を示すことが分かった． 

 

(3) 農作物病害を標的として，トマトに感染する DNA ウイルス（TYLCV）の遺伝子診断が

可能であることを示し，ウリ類に感染する RNA ウイルス（MYSV，CCYV，KGMMV，

CMV）の同時診断が可能であることを実証した． 

 

(4) 開発したデバイスの実用化に向けた技術的課題を考察し，診断プロセスの迅速性，作製

プロセスの煩雑さ，診断手法の煩雑さに対し課題を挙げた． 
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第3章 逐次分注操作を実現するためのマイクロ流体制御理論の提案 

3.1   緒言 

従来，複数の微小な容器に溶液を導入する技術は検討されており 1-3)，その応用例として，

複数のウイルスを同時診断する遺伝子診断デバイスの開発は進められてきた．Liu ら 4)は，

複数の反応容器を備えた µTAS でマラリアを伝搬する蚊の遺伝子型を迅速に識別できるこ

とを報告した．デバイスの 3 つの反応容器が設けられており，サンプル/遺伝子増幅試薬の

混合液を導入後，63℃で加温することで 60 min 以内にサンプルに含まれる蚊の種類を同定

することができる．しかし，このデバイスでは，それぞれの反応容器に対して導入口と排出

口が設けられており，複数回の試薬とサンプルの混合液の導入が必要な構造であった．その

ため，操作性が必ずしも良いとは言い難い．一方で，Hagmeyer ら 5)は，微小容器の各出口

に受動バルブを設けることで，１個の導入口から溶液を導入すると複数の容器に分注する

ことができることを示した．しかし，各容器へ接続されている流路には，流路抵抗を等しく

するために左右対称な形状が必要であり，デバイスの流路デザインの設計には制約がある

ことが課題であった． 

そこで，本章では，2 章で示した分注構造の作製プロセスを簡略化させ，分注性能のため

の耐圧性能を向上させる縦型相ガイドを考案し，導入流量の向上を実現した．さらに，反応

容器への分注挙動にかかる各バルブの設計制約について解明し，微小流体の制御理論を提

案し，実験結果と比較し，その妥当性を検討した 6)．また，導入流量のさらなる向上ならび

に逐次分注操作が可能な反応容器の個数の増加を目的とし，エアープラグインバルブを開

発した 7)． 

 

3.2   実験方法 

本章で使用したデバイスは，2.3 節で示した手順で作製した．なお，表 3.1 に示す１層の

フォトリソグラフィ条件にて作製した． 

 

表 3.1 フォトリソグラフィ条件 

SU-8 spin-coating slope(5s)→500rpm(10s)→slope(10s)→1750rpm(60s)→slope(10s) 

Pre-bake 65℃(2min)→95℃(15min)→65℃(2min)→室温(5min) 

Exposure 250mJ/cm2 

Hard-bake 65℃(2min)→95℃(5min)→65℃(2min)→Room temperature(5min) 

 

実験には，PDMSデバイスをシリコーン/アクリル系両面テープ（日東電工 5303W）を用

いてスライドガラス（松浪硝子 S9213）と接着させたデバイスの他に，PDMS デバイスと
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シリコーン系粘着剤両面テープの界面における空気漏れの影響を調べるため，4 インチガラ

スウェハ（東新理興 AS-4 厚さ 1.1 mm）上に PDMS 薄膜をスピンコートし，大気プラズ

マによって表面処理（150 W，45 s）を行い，共有結合により接合させたデバイスを作製し

た． 

さらに，本章で示す実験では，図 2.12で示したシリンジポンプ（ワイエムシイ，YSP-201）

を用いたほか，図 3.1 に示す流量センサ（Fluigent 社 Flow Unit M）を備え付けた圧力駆動マ

イクロポンプ（Fluigent 社 Flow EZ 7000 mbar）を使用した．マイクロポンプはマイクロ流

路に導入される青色着色液（0.1% w/v）または，緑色着色液（0.1% w/v）の流量を制御する

ために使用した． 

 

 

図 3.1 圧力駆動ポンプを用いた実験セットアップの概略図 

 

3.3   縦型相ガイドによる逐次分注技術の提案 

3.3.1 原理検証実験 

 2.7節で述べた横型相ガイドの問題に対し，受動バルブの性能向上ならびに作製プロセス

の簡略化を目的とした横型相ガイドを縦に起こしたバルブ形状（以下，縦型相ガイド）を新

規に考案した．図 3.2に作製した二個一組の縦型相ガイドを組み込んだ反応容器の概略図を

示す．この縦型相ガイドは，流路壁面に凸構造を設けることで，壁面からのギャップ長を調

整することによって決壊圧力を制御することができる．さらに，この縦型相ガイドは，流路
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内に横型相ガイドのような段差構造が不要であるため，1段階の作製プロセスで作製可能で

ある． 

 

 

図 3.2 縦型相ガイドを組み込んだ反応容器の概略図 

 

この縦型相ガイドの決壊圧力の理論値は式（2.5）で示した横型相ガイドにおける流路幅

方向の項（𝑊）をギャップ長（𝑔）として代替することで，次式で求めることができる． 

 

𝑃(𝑔) = −𝛾 (
cos(min⁡(𝜃𝑚 + 𝛽, 180°)) + cos𝜃𝑚

𝑔
+
cos𝜃𝑚+cos𝜃𝑓

𝐻
) (3.1) 

 

このとき，𝛾は液体の表面張力（水：0.73⁡mN），𝑔は流路壁面からのギャップ長，𝐻は流路高

さ（= 50⁡µm），⁡𝜃𝑚は流路壁面の接触角（PDMS/水：108°），𝜃𝑓は流路底面の接触角（日東電

工両面テープ No.5303W シリコーン接着面/水：102°），𝛽は凸構造の立ち上がりの角度（=

90°）を示す． 

図 3.2に示される作製した縦型相ガイド（𝑔1 = 36.5⁡µm, 𝑔1 = 17.9⁡µm）の決壊圧力は，式

（3.1）によれば，𝑃2 = 4.45⁡𝑘𝑃𝑎，𝑃1 = 2.71⁡𝑘𝑃𝑎と算出でき，両者の圧力比は，𝑃2: 𝑃1 = 1 ∶

0.61 となる．2.4.1節で示されたように，横型相ガイドでは，⁡𝑃𝐿3 = 2.37⁡kPa，𝑃𝐿1 = 2.14⁡kPa，

𝑃𝐿3: 𝑃𝐿1 = 1 ∶ 0.90 となるので，決壊圧力の向上，圧力比の改善ができた．図 3.3 にシリンジ

ポンプを用いて縦型相ガイドデバイスへ導入流量 10 µL/min で導入した実験結果を示す．図

3.3 の実験で使用したデバイスの寸法設計値は，反応容器間の長さ L1 = 4 mm，メイン流路

から反応容器までの分岐流路の長さ L2 = 1 mm，反応容器からバルブ S3までの長さ L3 = 0.2 

mm，反応容器の幅 Cw = 2 mm，反応容器の長さ Cl = 5.3 mm である．横型相ガイドでは導入

流入量が 5 µL/min が限界であったのに対し，縦型相ガイドでは 10 µL/min まで流入が可能

となった．  
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図 3.3 縦型相ガイドを組み込んだデバイスへ導入流量 10µL/min で導入した実験結果 

 

 流路幅 200µm，流路高さ 80µm（横型凸構造 40µm）としたときの横型相ガイドの角度に

対する決壊圧力の相関と，縦型相ガイドの流路壁面とのギャップ長に対する決壊圧力の相

関を図 3.4に示す．図 3.4より，横型相ガイドでは，角度変化に伴い決壊圧力が緩やかに変

化するのに対して，縦型相ガイドではギャップ長 0～30µm までの範囲で決壊圧力が急激に

変化することが分かる．そのため，2 個の相ガイド間の圧力比を大きくすることができるこ

とが分かる． 

 

 

(a) 流路幅方向への角度に対する横型相ガイドの決壊圧力 (b) 流路壁面からのギャップ長

に対する縦型相ガイドの決壊圧力 

図 3.4 各相ガイドの理論決壊圧力の相関図 

 

3.3.2 決壊圧力に及ぼす縦型相ガイドの角部半径の影響 

 3.3.1 節で示した縦型相ガイドの決壊圧力の理論式（3.1）は，ピン止めされている縦型相
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ガイドの角部が直角であることを想定している．一方，作製したデバイスは，角部が丸まっ

て作製されてしまうことがある．特に，狭窄部の幅方向に対する流路高さのアスペクト比が

高いときには作製プロセス（フォトリソグラフィ，ソフトリソグラフィ）の精度からこうい

った問題が生じる．作製した縦型相ガイドの例として，図 3.4（a）ならびに（b）に倒立顕

微鏡を用いて取得したギャップ長 𝑔 = 40⁡µmに対して，角部半径 𝑟 = 8⁡µm  ならびに 𝑟 =

25⁡µm  で作製された縦型相ガイドでピン止めされている気液界面の画像を示す．また，図

3.5（c）に角部半径 𝑟 を考慮した縦型相ガイドの理論モデルを示す． 

 

 

(a) r = 8µm (b) r = 25µm の角部半径 (c) 縦型相ガイドの理論モデル 

図 3.5 角部半径を有する縦型相ガイドでピン止めされた気液界面の顕微鏡画像と角部半径

r を考慮した縦型相ガイド理論モデル 

 

 図 3.5（a）および（b）より，角部半径𝑟が大きい縦型相ガイド（𝑟 = 25⁡µm）では，ピン

止めされた液面が前傾に倒れ込むことが分かる．これは，図 3.5（c）で示すように，角部半

径𝑟によって流路壁面とのギャップ長が広くなる一方，ピン止めされている点における縦型

相ガイドの角度𝛽が起因して，決壊圧力の最大箇所が決まることが原因と考えられる．その

ため，縦型相ガイドの決壊圧力の理論式（3.1）は，角部半径𝑟を考慮することで，次式のよ

うに修正することができる． 

 

𝑃(𝑔, 𝑟, 𝛽) = −𝛾 (
cos(min(𝜃𝑚 + 𝛽, 180°)) + cos𝜃𝑚

𝑔 + 𝑟(1 − cos𝛽)
+
cos𝜃𝑚 + cos𝜃𝑓

𝐻
) (3.2) 

 

このとき，⁡𝑟は縦型相ガイドの角部半径，𝛽はピン止めされた液面と縦型相ガイドの角部に

よってなす角度を示す． 

 図 3.6 に式（3.2）で求められる縦型相ガイドのギャップ長𝑔 = 40⁡µm，角部半径𝑟 = 25µm，

流路高さ𝐻 = 50µmにおける，角度𝛽に対する決壊圧力とギャップ長𝑔′の関係を示す．図 3.6

より，ギャップ長𝑔′が増加するにつれ決壊圧力が小さくなる一方，ピン止めされた角度𝛽が

大きくなるため，決壊圧力は山なりのカーブを描く．今回のケースでは，𝛽 = 45° の場合，

𝑔′ = 45⁡µm，𝑃 = 2.61⁡kPaとなり，最も決壊圧力が高くなることが分かった． 
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図 3.6 ピン止めされた液面の角度𝛽に対するギャップ長𝑔′と決壊圧力𝑃の関係 

 

 続いて，角部半径を変えて，縦型相ガイドのギャップ長𝑔 = 40⁡µmおよび𝑔 = 20⁡µm，流

路高さ𝐻 = 50⁡µmの場合における，決壊圧力を解析した．図 3.7 に角部半径𝑟を変化させた際

の決壊圧力と，角部半径を考慮しない決壊圧力（式（3.1））に対する角部半径を考慮した決

壊圧力（式（3.2））との比を示す． 

図 3.7（b）において，ギャップ長𝑔と角部半径𝑟の比を無次元化したことで，二種類のギャ

ップ長の縦型相ガイドのグラフのデータはほぼ重なっていることが分かる．結果より，

𝑟/𝑔 = 0.20の場合，決壊圧力が約 90%まで低下することがわかった．一般的なフォトリソグ

ラフィ工程における厚膜ネガ型フォトレジスト（SU-8）パターンの寸法精度を考慮すると，

縦型相ガイドの角部半径を少なくとも𝑟/𝑔 = 0.40以下にすることが望ましく，それにより，

理論決壊圧力𝑃(𝑔)の 85 %以上を保証できることがわかった． 
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(a) ギャップ長𝑔 = 40⁡µmならびに𝑔 = 20⁡µmの縦型相ガイドにおける角部半径𝑟に対する

決壊圧力 

 

(b) ギャップ長に対する角部半径の無次元比（𝑟/𝑔）と決壊圧力の比との関係 

図 3.7 角部半径，ギャップ長と決壊圧力の関係 
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3.4   逐次分注理論モデルの構築 

3.4.1 永久阻害バルブ決壊圧力の設計指針 

 反応容器の個数を増やすことは本研究で目標とする多項目診断の性能向上に繋がる．

そこで，前節で開発したデバイスの反応容器を 10 個に増加した 1 列 10 連デバイスを作製

した．図 3.8 に作製した 1 列 10 連デバイスに導入流量 10 µL/min で青色着色液を導入した

ときの実験結果を示す．本実験で使用したデバイスの寸法設計値は，反応容器間の長さ L1 = 

5 mm，メイン流路から反応容器までの分岐流路の長さ L2 = 1.25 mm，反応容器からバルブ

S3までの長さ L3 = 0.2 mm，反応容器の幅 Cw = 2.0 mm，反応容器の長さ Cl = 5.45 mm であ

る． 

 

 

図 3.8 1列 10連デバイスへ導入流量 10 µL/minで導入した実験結果 

 

 図 3.8 より，6 個目の反応容器に分注したあと，1 番目の反応容器の永久阻害バルブ𝑆2が

決壊した．これは，反応容器の個数の増加に伴い，流路長が伸びたことで，流路内で損失す

る圧力が 1 番目の反応容器の永久阻害バルブ𝑆2に負荷としてかかっていると推測された．

そのため，分注可能な反応容器数は次の式（3.3）により算出することができると分かった

（以下，式（3.3）を反応容器分注理論式と呼ぶ）． 
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𝑃2 > 𝑃1 + (𝑚 − 1)∆𝑃(𝐿1) + ∆𝑃(𝐿2) + ∆𝑃(𝐿3) (3.3) 

 

ここで，𝑃2は 1 番目の反応容器の永久阻害バルブ𝑆2の決壊圧力，𝑃1は一時阻害バルブ𝑆1の決

壊圧力，∆𝑃(𝐿1)，∆𝑃(𝐿2)，∆𝑃(𝐿3)は図 3.8 中の各流路長で損失する圧力，𝑚は反応容器の個

数を示す． 

まず，1つ目の反応容器を満たした後，一時阻害バルブ𝑆1を乗り越える際に要する決壊圧

力の圧力𝑆1が永久阻害バルブ𝑆2に作用する．その後，反応容器間の流路長𝐿1および，満たし

ている反応容器の永久阻害バルブ𝑆2までの流路長𝐿2，𝐿3による圧力損失の負荷が 1 番目の

反応容器の永久阻害バルブ𝑆2に蓄積される．このとき，2番目以降の反応容器を満たした後，

反応容器間の流路長𝐿1のみが累積されることを示している．なお，矩形流路による圧力損失

∆𝑃は，次式を用いて算出することができる 8)． 

 

∆𝑃(𝐿) = 𝑄 ∙ 𝑅(𝐿) = 𝑄 ∙
12𝜂𝐿

𝐻3𝑊
(1− 0.630

𝐻

𝑊
)
−1

(3.4) 

 

このとき，𝑄は流量，𝑅(𝐿)は流路長𝐿の流路抵抗，⁡𝜂は粘度，𝐻は流路高さ，𝑊は流路幅を示

す．ただし，この式は，断面図の流路幅が流路高さに十分大きいものとして仮定されている

（𝐻 = 𝑊の時の誤差は 13%以下，𝐻 = 𝑊/2の時では 0.2%程度の誤差が生じる）． 

この理論式から，より多くの反応容器への流入を可能にしつつ，導入流量を増加させるに

は，①永久阻害バルブ𝑆2の決壊圧力𝑃2を大きく設計すること，②一時阻害バルブ𝑆1の決壊圧

力𝑃1を小さく設計する事，③各流路長𝐿1，𝐿2，𝐿3を短く設計し，流路抵抗を小さくすること

が有効であることが分かる．なお，式（3.4）において，反応容器内は局所的に広く深い構造

になっていることから反応容器内での圧力損失を無視している． 

構築した反応容器分注理論式を実証するため，新たに，反応容器をくし歯形状に配置する

ことで，反応容器間の長さ𝐿1を 5 mm から 2.5 mmに短く設計した 2列 10 連デバイスを作製

した．図 3.9 に作製した 2 列 10 連デバイスに青色着色液を導入流量 10 µL/min で導入した

実験結果を示す．図 3.9 より，流路長が短くなったことで，10個全ての反応容器へ分注する

ことが可能となった． 
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図 3.9 2列 10連デバイスへ導入流量 10µL/min で導入した実験結果 

 

さらに，式（3.4）からも分かるように，流量が増えるにつれて圧力損失は大きくなる．そ

こで，1 列 10 連デバイスと 2列 10連デバイスへ導入流量を変化させた際の式（3.3）により

求められる分注数𝑚𝑡ℎと実験結果𝑚𝑒𝑥を比較した．表 3.2 に導入流量に対する反応容器への

理論分注数と実験値の比較を示す．なお，この時使用したデバイスの寸法は，一時阻害バル

ブ𝑆1のギャップ長𝑔1 = 36.5⁡µm，永久阻害バルブ𝑆2のギャップ長𝑔2 = 17.9⁡µm，流路高さ𝐻 =

51.4⁡µm，1 列 10 連デバイスの𝐿1 = 5⁡mm，2 列 10 連デバイスの𝐿1 = 2.5⁡mm，𝐿2 = 1⁡mm，

𝐿3 = 0.2⁡mmであった．実験は 10回繰り返して行い，分注が可能であった反応容器の個数の

平均値と標準偏差を求めた． 

表 3.2より解析値と実験結果の分注数がよく一致していることが分かる．そのため，本提

案の分注理論式（3.3）が妥当であることが明らかになった．  

 

表 3.2 1列 10連デバイスおよび 2列 10連デバイスへの分注可能な反応容器の理論値（Nex）

と実験値（Nth）の比較（n=10）． 

Flow rate 
(µL/min) 

Single-row format (L1 = 5.0 mm) Two-row format (L1 = 2.5 mm) 

Theoretical 
number (mth) 

Experimental 
results (mex) 

Theoretical 
number (Nth) 

Experimental 
results (Nex) 

5.0 10 9.8 ± 0.4 10 10.0 ± 0.0 

7.5 8 7.8 ± 0.6 － － 

10 6 6.1 ± 0.7 10 9.5 ± 1.0 

15 4 4.7 ± 0.8 8 7.4 ± 1.0 

20 3 4.2 ± 0.4 6 6.4 ± 1.1 

30 － － 4 4.5 ± 0.5 

 

3.4.2 一時阻害バルブ決壊圧力の設計指針 

 反応容器分注理論式（3.3）で示されたように，一時阻害バルブ𝑆1の決壊圧力𝑃1を小さくす

ることは分注性能の向上に繋がる．そこで，一時阻害バルブ𝑆1の設計にかかる制約条件を調
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査した．新たに，一時阻害バルブ𝑆1のギャップ長𝑔＝122.8⁡µmに変更したデバイスを作製し

た（𝑊 = 199.1⁡µm，𝐻 = 54.4⁡µm）．導入流量 10 µL/min で青色着色液を導入した実験結果を

図 3.10（a）および（b）に示す．このとき，一時阻害バルブ𝑆1の決壊圧力は式（3.1）より，

1.36 kPaと予測される．また，図 3.10（c）に一時阻害バルブ𝑆1の設計最適化のための理論モ

デル概略図を示す．  

 

 

（a） 2 列 10 連デバイスの 5 個目の反応容器への導入中の一時阻害バルブ𝑆1の決壊 （b） 

5 個目の反応容器の拡大図 （c） 一時阻害バルブ𝑆1の理論モデル 

図 3.10 一時阻害バルブ𝑆1のギャップ長𝑔＝122.8⁡µmを用いた青色着色液の 10 µL/min 導入

実験結果 

 

 図 3.10（a）より， 5 個目の反応容器への分注直前に一時阻害バルブ𝑆1が決壊し，流体は

6 個目の反応容器方向へと向かった．図 3.10（b）より，この予期せぬ挙動は，反応容器に

入る直前に急激に広がるため，表面張力が作用したことで一時阻害バルブ𝑆1が決壊したこと

がわかる．そこで，図 3.10（c）の理論モデルを用いて考察すると，反応容器に入るために

かかる表面張力は次式を用いて算出することができる． 

 

𝑃𝐶 = −γ(
2 cos(min(𝜃𝑚 + 𝛽𝑐 , 180°))

𝑊 + 2𝑟𝑐(1 − cos𝛽)
+
cos 𝜃𝑚 + cos𝜃𝑓

𝐻
)⁡⁡⁡⁡⁡⁡⁡⁡⁡⁡(𝛽 ≤ 𝛽𝑐) (3.5) 

 

ここで，𝛾は表面張力（= 0.73⁡mN），𝑊は流路幅（= 199.1⁡µm），𝑟𝑐は反応容器入口の角部半

径（= 39.4⁡µm），𝐻は流路高さ（= 54.4⁡µm），⁡𝜃𝑚は流路壁面の接触角（PDMS/水：108°），

𝜃𝑓は流路底面の接触角（日東電工両面テープ/水：102°），𝛽𝑐は反応容器入口の広がり角度（=

19.9°）を示す． 

なお，𝛽は反応容器入口でピン止めされたときの決壊圧力が最大となる液面の傾斜角度を

示している．広がり角度が十分に大きい場合，β= 56°の角度をなすときに表面張力の最大

値 1.18 kPa が生じると予測される．しかし，反応容器の形状の設計上，広がり角度が最大と

なる，𝛽 = 19.9° が適応され（𝛽 ≤ 𝛽𝑐），反応容器に導入する際に生じる表面張力𝑃𝐶は 1.02 
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kPa であることがわかった．以上より，一時阻害バルブ𝑆1の決壊圧力𝑃1は次式の制約がある

ことがわかった． 

 

𝑃1 > ∆𝑃(𝐿2) + 𝑃𝐶 + ∆𝑃(𝐿3) (3.6) 

 

続いて，図 3.10（a）で示したデバイスデザインに対して，一時阻害バルブ𝑆1のギャップ

長𝑔=45.3，85.0，122.8，162.1 µm とした 4 種類のデバイスを用意し，シリンジポンプを用い

て各流量（2.5，5.0，10，15 µL/min）で導入したときの一時阻害バルブ𝑆1での挙動を調査し

た．表 3.3 に一時阻害バルブ𝑆1の理論決壊圧力𝑃1が分注性能に及ぼす影響を調査した実験結

果を示す．表中，「Succeeded」はそれぞれ導入実験中に，全ての反応容器を満たすまで一時

阻害バルブ𝑆1で流体を止められたこと，「Failed」は一時阻害バルブ𝑆1で止められず決壊した

ことを示している．表中の理論圧力は，式（3.6）を用いて算出された値を示している． 

 

表 3.3 一時阻害バルブ𝑆1の理論決壊圧力𝑃1が分注性能に及ぼす影響 

Gap distance 

g (µm) 

Burst pressure 

P1 (kPa) 

Flow rate (µL/min) 

2.5 5.0 10 15 

45.3 2.69 — Succeeded Succeeded Succeeded 

85.0 1.70 — Succeeded Succeeded Succeeded 

122.8 1.36 Failed Failed Failed — 

162.1 1.17 Failed Failed Failed — 

Theoretical total pressure (kPa) 1.05 1.07 1.13 1.19 

 

 表 3.3 より，ギャップ長 45.3 µmおよび，85.0 µm のデバイスでは 5.0 ~ 15 µL/min の導入

流量すべてにおいて正しく一時阻害バルブ𝑆1が挙動した．それぞれのギャップ長に対する理

論決壊圧力（2.69 kPa ならびに 1.70 kPa）はいずれも式（3.6）より予測された圧力損失より

も約 1.5 倍であったため，期待通りの結果となった．一方，ギャップ長を 122.8 µm および

162.1µm のデバイスでは，流量 2.5 ~ 15 µL/min のいずれの場合でも一カ所以上が決壊した

ことを確認した．これは，縦型相ガイドの上面と両面テープの接着界面が完全に封止されて

いなかったため，実際の決壊圧力が理論値よりも低下したことが原因と考えられる．なお，

各流路長における圧力損失∆𝑃(𝐿2)，∆𝑃(𝐿3)はそれぞれ，0.019 ~ 0.113 kPa，0.009 ~ 0.055 kPa

であり，反応容器入口での決壊圧力𝑃𝐶 = 1.02⁡kPaに対して非常に小さい値である．したがっ

て，一時阻害バルブ𝑆1の決壊圧力𝑃1は決壊圧力𝑃𝐶よりも 1.5 倍程度，大きく設計する必要が

あることがわかった． 

 

3.4.3 デバイス設計における自由度の検証 

 開発した反応容器への分注方法ならびに考案した反応容器分注理論はマイクロ流体デバ

イスの高い設計自由度を実現した．Hagmeyer ら 4)によれば，複数の反応容器へ自律的に分
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注させるためには，各容器までにかかる圧力損失を等しくするために，反応容器の配置とネ

ットワークを形成するマイクロ流路を左右対称に配置しなければならないとされている．  

これに対し，提案した反応容器分注理論式（3.3）を用いた設計手法はシンプルかつ連続

的に液体を分注するため，マイクロ流体デバイスの設計に高い自由度をもたらす．また，液

体を分注した反応容器の出口側から液体が漏出しないことも本設計手法の利点である．そ

のため，本診断デバイスにおいては，反応容器内に予め固定していた LAMP プライマー（標

的遺伝子を増幅させるための起点となる短鎖 DNA）が流出することを防ぐことができる． 

本手法を用いて，反応容器の大きさや位置が異なるよう設計したデバイスの例を図 3.11

に示す．シリンジポンプを用いて緑色着色液（0.1 w/v %）を導入流量 10 µL/min で導入して

いる． 図 3.11 より，本提案の設計手法は，高い設計自由度を有することを示した． 

 

 

(a) 主流路から離れた位置に 3 種類の異なる大きさの 10 個のマイクロチャンバを設けた

デバイス 

 

(b) 2 種類の大きさの 13 個のマイクロチャンバを円周上に配置したデバイス 

図 3.11 マイクロチャンバへの分注実験結果 
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3.5  永久阻害バルブの耐圧性能の向上 

3.5.1  二面縦型相ガイド構造の検討 

 相ガイドは形状の特性上，液体がピン止めされている角の数が増えると決壊圧力が向上

する．そこで，これまで，図 3.2で示した流路壁の片側から突出させることで狭めていた永

久阻害バルブ𝑆2を流路壁の両方向から狭めた縦型相ガイドに改良することを考案した（以

下，二面縦型相ガイド）．図 3.12 に永久阻害バルブ𝑆2を二面縦型相ガイドに改良した反応容

器の概要ならびに，青色着色液を導入した際に各バルブによってピン止めされている液面

の顕微鏡観察画像を示す． 

 

 

図 3.12 永久阻害バルブ𝑆2に二面縦型相ガイドを組み込んだ反応容器形状 

 

 この二面縦型相ガイドの決壊圧力の理論式は，一面縦型相ガイドの決壊圧力理論式（3.2）

を用いて次式を導くことができる． 

 

𝑃(𝑔) = −𝛾 (
2cos(min(𝜃𝑚 + 𝛽, 180°))

𝑔 + 2𝑟(1 − cos𝛽)
+
cos𝜃𝑚 + cos𝜃𝑓

𝐻
) (3.7) 

 

このとき，𝛾は表面張力（𝛾 = 0.73⁡mN），𝑔は流路壁面からのギャップ長（= 21.4⁡µm），𝑟は

縦型相ガイドの角部半径（= 6.4⁡µm），𝐻は流路高さ（= 59.0⁡µm），⁡𝜃𝑚は流路壁面の接触角

（PDMS/水：108°），𝜃𝑓は流路底面の接触角（日東電工両面テープ/水：102°），𝛽は角部でピ

ン止めされているときの液面の流路幅方向に対する傾斜角度を示す． 

永久阻害バルブ𝑆2が一面縦型相ガイドの場合では，4.47 kPa となるところを，二面縦型相

ガイドでの決壊圧力は 5.58 kPa となり，1.3倍に向上することができる．作製した二面縦型

相ガイドを組み込んだ 1列 10連デバイスに青色着色液を圧力駆動ポンプによって導入した
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ときの実験結果を図 3.13 に示す．なお，このとき使用したデバイスの寸法は流路幅𝑊 =

205.5⁡µm，一時阻害バルブ𝑆1のギャップ長𝑔2 = 40.5⁡µm，𝐿1 = 5⁡mm，𝐿2 = 1⁡mm，𝐿3 =

0.2⁡mm，反応容器の幅 Cw = 2.0 mm，反応容器の長さ Cl = 5.3 mm であった． 

結果として，3.4.1 節で示した永久阻害バルブ𝑆2が一面縦型相ガイドのデバイスでは導入

流量 10 µL/min のとき 6個しか分注できなかったのに対し，永久阻害バルブ𝑆2を二面縦型相

ガイドに改良したデバイスでは 10 個の反応容器に分注することが可能となった（図 3.13

（a））．このように，バルブのギャップ長を変えずに分注性能を改善できるため，作製コス

トが変わらないことを示している．しかし，図 3.13（b）に示すように導入流量を 20 µL/min

に上げた場合では，5 個の反応容器のみに，図 3.13（c）に示すように導入流量 50 µL/min で

は 2 個の反応容器のみしか分注することはできなかった．なお，この時の分注できた反応容

器の数は，反応容器分注理論式（3.3）に従って算出した理論分注数と一致している． 

 

 

(a) 10 µL/min 

 

(b) 20 µL/min 

 

(c) 30 µL/min 

図 3.13 二面縦型相ガイドデバイス（𝑃1 = 2.79⁡kPa，𝑃2 = 4.47⁡kPa，𝐿1 = 5⁡mm，𝐿2 = 1⁡mm，

𝐿3 = 0.2⁡mm）への青色着色液の導入実験結果 
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3.5.2   エアープラグインバルブ構造の提案 

 前節 3.5.1 節では，永久阻害バルブを 2面相ガイドに改良したことで，導入流量の改善は

できたものの，流路長∆𝑃(𝐿1)の伸長に伴う圧力損失の増加は防ぐことができず，導入流量の

増加ならびに導入可能な反応容器の個数には制約があることを示した．そこで，制約を排除

するために，図 3.14 に示すように，空気の排出流路内に永久阻害バルブ𝑆2を設置し，個々

の反応容器には左右２箇所にバルブ構造を配置した流路デザインを考案した（以下，エアー

プラグインバルブ）． 

 

 

図 3.14 エアープラグインバルブを組み込んだ反応容器の概略図 

 

 このエアープラグインバルブは，隣接する反応容器が液体で満たされると，対向する永久

阻害バルブ𝑆2間に空気を封入することができる．このとき，対向する永久阻害バルブ𝑆2に到

達した液体は空気を介して左右から互いに押し合うため，永久阻害バルブ𝑆2にかかる圧力が

減殺される．このため，永久阻害バルブ𝑆2の決壊圧力𝑃2は，次の反応容器を充填するまでに

必要な次式の耐圧性能に設計すればよいことになる． 

 

𝑃2 > 𝑃1 + ∆𝑃(𝐿1) + ∆𝑃(𝐿2) + ∆𝑃(𝐿3) (3.8) 

 

ここで，𝑃2は反応容器の永久阻害バルブ𝑆2の決壊圧力(= 5.85⁡kPa)，𝑃1は一時阻害バルブ𝑆1の

決壊圧力(= 2.79⁡kPa)，，∆𝑃(𝐿1)，∆𝑃(𝐿2)，∆𝑃(𝐿3)は図 3.14 中の各流路長で損失する圧力を

示している． 

 

さらに，前述の通り，対向する永久阻害バルブ𝑆2の間で空気が封入されると，永久阻害バ

ルブ𝑆2の耐圧性能は次式の条件まで減殺されることになる． 
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𝑃2 > ∆𝑃(𝐿1) (3.9) 

 

すなわち，本提案のエアープラグインバルブにすることで，反応容器の個数に依存しないこ

とになる．このため，永久阻害バルブ𝑆2が式（3.8）の耐圧性能を満たす最大流量以下では，

理論上は無限個数の反応容器への分注が可能となる． 

 図 3.15に導入流量 30 µL/min で反応容器 10個を満たしたあとの各反応容器の永久阻害バ

ルブ𝑆2にかかる印加圧力の関係を示す．１番目の反応容器の永久阻害バルブ𝑆2(1)には 11.02 

kPa が印加されているが，対向する２番目の反応容器の永久阻害バルブ𝑆2(2)に 10.13 kPa が

印加されており，バルブ𝑆2(1)方向に空気を介して押し返している．そのため，永久阻害バ

ルブ𝑆2(1)への圧力は減殺され，結果として 0.89 kPa が印加されているということがわかる．

この動作を繰り返すため，どの永久阻害バルブ𝑆2の場所においても印加圧力は等しくなる． 

 

 

図 3.15 各バルブにかかる圧力の理論値（バルブ間の空気を介して左右から液体が押し合

うため圧力が減殺され，各バルブにかかる印加圧力は全て等しくなる） 
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図 3.16にエアープラグインバルブを実装した 1列 10連デバイスへ圧力駆動ポンプを用い

て導入流量 10，30，70 µL/min で緑色着色液を導入したときの実験結果を示す．このとき，

一時阻害バルブ𝑆1のギャップ長𝑔1 = 39.6⁡µm，永久阻害バルブ𝑆2のギャップ長𝑔2 = 20.9⁡µm，

流路高さ𝐻 = 59.0⁡µm，𝐿1 = 5⁡mm，𝐿2 = 1⁡mm，𝐿3 = 0.2⁡mmのデバイスを使用した．実験

結果から，導入流量 70 µL/min でも導入することができることを示した．この流量は，本実

験のデバイスにおいて反応容器分注理論式(3.3)で計算される最大流量であり，理論式の妥当

性を示した．これにより，10 個の反応容器を満たすことのできる最大導入流流量が 2 面縦

型相ガイドを組み込んだデバイスへの導入流量の 7 倍（10 µL/min），2 章で示した横型相ガ

イドを組み込んだデバイスの導入流量の 14倍（5 µL/min）の向上を実現した． 

 

 

(a) 10 µL/min 

 

(b) 30 µL/min 

 

(c) 70 µL/min 

図 3.16 エアープラグインバルブを実装した 1 列 10 連デバイスへの緑色着色液の導入実験

結果 
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 従来，図 3.13 で示したデバイスでは，反応容器分注理論式（3.3）で示したように，永久

阻害バルブ圧力 S2 の決壊圧力と流路長による圧力損失の関係から，駆動ポンプやシリンジ

ポンプによって 10 µL/min と小さい導入流量で導入する必要があった．しかし，図 3.17 に

示すように，エアープラグインバルブを実装したことで，耐圧性能が向上し，結果として，

本デバイスへ手動による液体の導入が行えることを実証した（推定平均流量：～40 µL/min）． 

 

 

図 3.17 エアープラグインバルブを実装したデバイスへの手動による導入実験（推定平均

流量：～40 µL/min） 

 

3.5.3  空気排出流路内への液漏れ現象の考察 

 前節の図 3.16 の実験中，黄色の矢印で示した箇所で永久阻害バルブ𝑆2からの液漏れを確

認した．これは，デバイス素材に用いた PDMS の高い透過性によって，封入した空気が内

圧の上昇に伴い漏出したと推察される 9-13)． 

そこで，液体導入後のデバイスの写真から画像解析ソフト（ImageJ）を用いて，各反応容

器における長さ LL（リーク長と定義）を解析した．なお，PDMS デバイスと両面テープ（シ

リコーン接着面）との界面における空気漏れの影響を調べるため，PDMS 薄膜をコーティン

グした 4インチガラスウエハ上に大気プラズマによって接合した PDMSデバイスを作製し，

比較を行った．図 3.18 にその結果を示す．なお，導入実験は 3 回繰り返し行い，グラフ中

の各データ点は 3 回の平均値および標準偏差を示している．図 3.18 より，2 種類のデバイ

スの間には有意な差がないことがわかる．そのため，PDMS デバイスと両面テープの界面で

の空気漏れは無視できるものとした．また，1番目と 2 番目の反応容器の間に封入された空

気内へのリーク長 LL は下流に位置する他の封入された空気内よりも長いことを確認した．

これは，隣接する永久阻害バルブ𝑆2の間に空気を封入した後，すべてのバルブ𝑆2には式（3.9）
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で示す圧力∆𝑃(𝐿1)が，みかけ上作用しているが，封入された空気には，式（3.3）で示す内圧

𝑃1 + (𝑚 − 1)∆𝑃(𝐿1) + ∆𝑃(𝐿2) + ∆𝑃(𝐿3)が作用していることが原因であると考えられる（図

3.14 参照）．したがって，リーク長 LL は，エアープラグインバルブがより上流に位置する

だけでなく，より高い導入流量による圧力損失の増加によっても長くなることが結果から

もわかる． 

図 3.19 は PDMS 薄膜をコートした 4インチガラスウエハとプラズマ接合したデバイスを

用いた実験結果を各封入空気にかかる内圧（P）と時間の自然対数（ln(t)）の積の関数とし

てプロットしているグラフである．このとき，内圧 P は式（3.3）により予測された値，t

は 10個の反応容器を完全に満たした時点での経過時間とした．グラフに示すように，リ

ーク長 LL≥ 0.8⁡mm の条件下において，次式で近似できることがわかった． 

 

𝐿𝐿 ∝ 𝑃 × ln(𝑡) (3.10) 

 

したがって，マイクロ流体デバイスの設計段階においてもリーク長 LL を理論的に予測

することができる．なお，ポンプでのマイクロ流体デバイスへの液体の流入を停止した

後，導入口に挿入したチューブを取り外すとマイクロ流路の内圧が大気圧まで直ちに低下

するため，エアープラグインバルブへのリーク速度が大幅に減少する．この液漏れの問題

を解決する根本的な方法としては，PDMSをポリメチルメタクリレート（PMMA），ポリ

カーボネート（PC），シクロオレフィンポリマー（COP）など，ガス透過性の低いプラス

チック材料に置き換えることが有効である． 

 

図 3.18 各導入流量における各反応容器の永久阻害バルブ𝑆2からのリーク長（LL） 
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図 3.19 各流量における液漏れ長さ LL の解析結果 

  

 表 3.4 に各反応容器におけるリーク長 LLの実測値と印加圧力の計算結果を示す． 
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表 3.4 4 インチガラスウエハ上に製膜した PDMS薄膜と共有結合した PDMS を用いたリー

ク長 LL および導入流量に対する印加圧力の解析結果 

Flow rate: 10 µL/min 

Chamber No. 

(n-th) 

LL 

(mm) 

P2 (n) 

(kPa) 

P2 (n+1) 

(kPa) 

P 

(kPa) 

t 

(s) 

P × ln (t) 

1 0.48 5.53 5.24 5.39 162.0 27.40 

2 0.41 5.24 4.94 5.09 144.0 25.30 

3 0.20 4.94 4.65 4.80 126.0 23.19 

4 0 4.65 4.35 4.50 108.0 21.07 

5 0 4.35 4.06 4.21 90.0 18.92 

6 0 4.06 3.76 3.91 72.0 16.72 

7 0 3.76 3.47 3.61 54.0 14.42 

8 0 3.47 3.17 3.32 36.0 11.90 

9 0 3.17 2.79 2.98 18.0 8.62 

10 0 2.79 0 1.40 0 — 

 

 

 

Flow rate: 30 µL/min 

Chamber No. 

(n-th) 

LL 

(mm) 

P2 (n) 

(kPa) 

P2 (n+1) 

(kPa) 

P 

(kPa) 

t 

(s) 

P × ln (t) 

1 1.37 11.02 10.13 10.58 54.0 42.19 

2 1.20 10.13 9.25 9.69 48.0 37.51 

3 1.14 9.25 8.36 8.80 42.0 32.91 

4 0.69 8.36 7.48 7.92 36.0 28.38 

5 0.39 7.48 6.59 7.03 30.0 23.92 

6 0.21 6.59 5.71 6.15 24.0 19.54 

7 0 5.71 4.82 5.26 18.0 15.21 

8 0 4.82 3.93 4.38 12.0 10.88 

9 0 3.93 2.79 3.36 6.0 6.02 

10 0 2.79 0 1.40 0.0 — 
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表 3.4 4 インチガラスウエハ上に製膜した PDMS 薄膜と共有結合した PDMS を用いたリー

ク長 LL および導入流量に対する印加圧力の解析結果 

Flow rate: 50 µL/min 

Chamber No. 

(n-th) 

LL 

(mm) 

P2 (n) 

(kPa) 

P2 (n+1) 

(kPa) 

P 

(kPa) 

t 

(s) 

P × ln (t) 

1 1.66 16.50 15.03 15.77 32.4 54.84 

2 1.44 15.03 13.55 14.29 28.8 48.02 

3 1.34 13.55 12.08 12.81 25.2 41.35 

4 1.23 12.08 10.60 11.34 21.6 34.84 

5 1.22 10.60 9.12 9.86 18.0 28.50 

6 0.38 9.12 7.65 8.39 14.4 22.37 

7 0.07 7.65 6.17 6.91 10.8 16.44 

8 0 6.17 4.70 5.43 7.2 10.73 

9 0 4.70 2.79 3.74 3.6 4.79 

10 0 2.79 0 1.40 0 — 

 

 

Flow rate: 70 µL/min 

Chamber No. 

(n-th) 

LL 

(mm) 

P2 (n) 

(kPa) 

P2 (n+1) 

(kPa) 

P 

(kPa) 

t 

(s) 

P × ln (t) 

1 1.93 21.99 19.92 20.96 23.4 66.07 

2 1.74 19.92 17.86 18.89 20.8 57.33 

3 1.67 17.86 15.79 16.82 18.2 48.81 

4 1.55 15.79 13.72 14.76 15.6 40.54 

5 1.33 13.72 11.66 12.69 13.0 32.55 

6 1.27 11.66 9.59 10.62 10.4 24.88 

7 0.62 9.59 7.52 8.56 7.8 17.58 

8 0.23 7.52 5.46 6.49 5.2 10.70 

9 0 5.46 2.79 4.12 2.6 3.94 

10 0 2.79 0 1.40 0 — 

 

このとき，LL は実験結果より得られたリーク長，P は排気流路内に向かい合う永久阻害バ

ルブ S2間に捕捉された空気に印加される圧力の理論値 {P2 (n) + P2 (n+1)}/2，t はその反応

容器が分注されてから，10 個目の反応容器が満たされるまでの時間を示している． 
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3.6   結言 

 本章では，反応容器へ逐次分注するための流路デザインの課題に対し，流路幅方向のギャ

ップ長で決壊圧力を制御する縦型相ガイドを開発した．これにより，１段階のプロセスによ

って作製が可能となっただけでなく，一時阻害バルブと永久阻害バルブの決壊圧力比も改

善された．また，反応容器分注理論式を構築したことで，各バルブの設計制約を明らかにし，

実験による理論検証を行った．さらに，エアープラグインバルブを開発したことで，反応容

器への最大導入流量の飛躍的な向上を実現し，分注可能な反応容器の個数の制約を理論上

排除することができた．得られた結果をまとめると次のとおりである． 

 

(1) 新規に流路幅方向のギャップ長で決壊圧力を制御する縦型相ガイドを考案し，作製プ

ロセスの簡略化，一時阻害バルブ𝑆1と一時阻害バルブ𝑆2の決壊圧力比を改善することが

できた． 

 

(2) 反応容器への分注理論を構築し，各バルブにかかる設計制約を明らかにした． 

 

(3) 永久阻害バルブ𝑆2を空気排出流路内に配置したエアープラグインバルブを考案した．

エアープラグインバルブを実装することで，最大導入流量 70 µL/min を実現した（従来

比 14倍）．さらに，理論式より反応容器の個数の制約を排除することができ，診断項目

数の増加を可能にした． 

 

(4) デバイス材料（PDMS）に起因する封入した空気への液漏れを調査したところ，空気へ

の内圧と印加時間によりリーク長を予測できることを示した． 
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第4章 非対称構造を有する高効率マイクロミキサの開発 

4.1 緒言 

 マイクロ流路内では，レイノルズ数 Re が低いため，流体は層流になってしまう．そのた

め，2 液を導入したさいに効率よく混合させるマイクロミキサの研究は，µTAS 分野の黎明

期から活発に研究がなされてきた 1-3)．マイクロミキサは，その混合の方法から能動ミキサ

（アクティブミキサ）と受動ミキサ（パッシブミキサ）に大別される 4-6)． 

アクティブミキサの場合，圧電素子を流路中に組み込むことで発生する音響波や，くし歯

形状の電極を組み込むことによる表面弾性波，振動子を組み込むことによる振動波などを

活用する．アクティブミキサは，広いレイノルズ数範囲（0.01<Re<100）において，短い流

路長および混合時間で 90%以降の高い混合効率を実現することができる．しかし，これら

は，素子の組み込みのためにデバイスのコストが高くなってしまい，なおかつ，素子を駆動

するための設備を必要とするため，システム全体が大きくなってしまう．一方，パッシブミ

キサは，マイクロ流路へ液体を導入するポンプ以外の外部機器を必要としない．そのため，

使い捨ての診断デバイスにはパッシブミキサが適している．しかし，パッシブミキサは，ア

クティブミキサと比較して，一般的に混合性能が低く，混合プロセスは主に分子拡散または，

カオス流れに依存している． 

パッシブミキサの中には，さらに 2 次元（2D）構造と，3 次元（3D）構造の 2 種類の形

状がある．代表的なパッシブミキサの形状と混合効率を表 4.1 に示す．2D 構造では，T 字

型や Y 字型のマイクロミキサが最も単純な形状をしている．しかし，効率よく混合できる

のは高いレイノルズ数（Re>400）条件下に限られている．他にも，曲線形状や，ジグザグ形

状，流路内に障害物が設けられたマイクロミキサなどが提案されてきたが，極めて低いレイ

ノルズ数（Re<1）の条件下あるいは， 比較的高いレイノルズ数条件下でのみ混合効率が高

いことを示している．一方，診断デバイスなどの実用上の流量相当のレイノルズ数 Re=1～

10 の流れでは混合が困難であることが分かる．一方で，3D 構造では，Strook ら 21)が提案し

たカオティックミキサはマイクロ流路内に周期的な段差形状を設けることでカオス流れを

起こすことができる．斜め向きの凸構造または，ヘリンボーン形状の凸構造をマイクロ流路

の底面に作製し，断面横断方向の流れを生成できることを示した．Lanovska ら 22)は，ヘリ

ンボーン形状の凸構造を設けることで広いレイノルズ数（0.3<Re<90）の条件下において送

液距離 10mmで 90 %以上の混合効率を示すことを実証した．しかし，このカオティックミ

キサは作製工程に凸構造を形成するために 2 段階のプロセスを必要とするため，長時間を

要し，診断デバイスへの実装を想定すると費用対効果が低い． 

そこで本章では，1 回のプロセスで作製可能な 2D 構造のマイクロミキサ形状を検討し，

流路長手方向中心線に対し，非対称な形状のミキサが広い Re 数条件下で高い混合性能を示

すことを明らかにした．さらに，開発した非対称形状ミキサの混合メカニズムを考察した 24)．
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表 4.1 代表的な受動マイクロミキサの混合効率 

Dimension Categories Characteristics Re Mixing efficiency 

(max.) 

Mixing efficiency 

(min.) 

Ref. 

2D Lamination T-shaped 100–1400 ~100% f 

(Re = 400–500) 

 [7] c 

  T-shaped 0.5–550 ~98% f 

(Re > 300) 

10% 

(Re = 3–35) 

[8] a 

  Modified 2D Tesla 0.1–10 ~ 90% f 

(Re = 5–10) 

 [9] c 

  Modified 2D Tesla 0.05–40 80–90% d 

(Re = 0.05, Re = 40) 

< 40% 

(Re = 2) 

[10] b 

  Asymmetric split-and-recombine 

(P-SAR) 

1–100 86% d 

(Re = 80) 

< 20% 

(Re = 10) 

[11] c 

 Serpentine Curved, square-wave, and zigzag 0.267–267 90% d 

(Re = 267) 

10% 

(Re = 5–15) 

[12] b 

  Curved, square-wave, and zigzag 0.1–100 95% e 

(Re = 100) 

40–50% 

(Re = 1) 

[13] c 

  Zigzag 0.309–309 90% e 

(Re > 100) 

40% 

(Re = 30) 

[14] a 

  Ellipse-curved 0.1–100 90% d 

(Re = 0.1, Re > 80) 

25% 

(Re = 1–10) 

[15] c 

  Logarithmic spiral 1–70 80–86% f 

(Re = 1, Re = 67) 

53% 

(Re = 15) 

[16] c 

 Obstacle Triangle baffles 0.1–500 86% d 

(Re = 0.1) 

58% 

(Re = 500) 

[17] c 

  Parallelogram 0.29 80% d 

(Re = 0.29) 

 [18] c 

3D Lamination 3D Tesla 0.1–100 95% e 

(Re = 0.1–100) 

 [19] c 

  Sifted trapezoidal blades 0.5–100 80–95% e 

(Re = 0.5–100) 

 [20] c 

 Obstacle 

(Chaotic 

mixer) 

Staggered herringbone (SHM) 0.2–90 90% d 

(Re = 0.2–90) 

 [21] a 

  Staggered herringbone (SHM) 0.3–90 90% d 

(Re = 0.3–90) 

 [22] a 

  Barrier-embedded (BEM) 0.2–2 80–90% f 

(Re = 0.2–2) 

 [23] a 

a Research including only experimental results. b Research including only numerical simulation results. c Research 

including experimental and numerical simulation results. d Mixing efficiency (ME) is defined as follows: 

 ME = 1 −
√
1

𝑁
∑ (𝑐𝑖−𝑐)̅

2𝑁
𝑖=1

𝑆𝐷0
, where N is the total number of sampling points across the width of the microchannel, and 

𝑐𝑖  and 𝑐̅  are the point concentration (or pixel intensity) and the mean concentration (or pixel intensity), 

respectively. 𝑆𝐷0 is the maximum standard deviation in the non-mixing region at the inlet of the microchannel. e 

Mixing efficiency (ME) is defined as follows: ME = 1 −
√
1

𝑁
∑ (𝑐𝑖−𝑐)̅

2𝑁
𝑖=1

𝑐̅
. f Mixing efficiency is defined in different ways. 
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4.2 実験方法 

4.2.1 数値流体解析方法 

 本研究で開発するマルチプレックス遺伝子診断デバイスに実装するマイクロミキサの数

値流体解析手法を示す．解析には，有限要素法（FEM）による数値流体解析ソフトである

COMSOL（COMSOL AB 社 COMSOL Multiphysics ver.5.4）を用いた．混合現象には，COMSOL

の単相流および希釈種輸送モジュールを連成させて，定常状態での解析を行った．流体は非

圧縮性と仮定し，流路壁面の境界条件は滑りなしとした．解析に使用したマイクロミキサの

有限要素モデル（約 18 万要素）は，解析時間を短縮するために混合ユニット数を減らした．

導入する流体は水と設定し，2 つの混合する流体の密度は 1.0×103 kg/m3，動粘度は 1.0×103 

kg/m・s とした．2つの流体の混合には， 0 mol/m3および，フルオレセイン 1 mol/m3とし，

拡散係数にはフルオレセインの 25℃における 4.25×10-10 m2/s を使用した 3)．各流入境界条

件は流速をそれぞれ 8.3 × 10-3 m/s（5 µL/min に相当）となるよう設定し，流出口の境界条件

は圧力がゼロとなるようにした． 

 混合効率（Mixing efficiency，ME）の評価には，式（2.3）を用いた．なお，𝑆𝐷0と𝑆𝐷𝑥はそ

れぞれ，マイクロ流路の入口（𝑥 = 0⁡mm，混合ユニットの入口から 270 µm離れた位置）お

よび出口（流路長手方向の任意の位置）における流路断面全体の濃度の標準偏差を示す． 

 

4.2.2   混合効率および圧力損失の評価方法 

マイクロミキサの混合効率の評価実験には，図 2.12 で示したように，2 台のシリンジポン

プ（ワイエムシイ，YSP-301）を用いて，1 mL シリンジ（MonotaRO 社 MDS-1mL，PP製）

に 22G ノンベベル針（テルモ NN-2238N）を取り付け，ビニルチューブ（イワセ EXLON-

PVC，内径 0.55 mm，標準肉厚 0.40 mm）を先端に接続し，純水ならびにフルオレセイン（東

京化成工業 Acid Yellow 73）0.1 mol/m3 (0.1 mM)を各流入口より導入流量 0.5～50 µL/min

（𝑅𝑒 = 0.13~13）で導入した．二液の混合挙動を観察するために，倒立蛍光顕微鏡（ニコン 

TE2000-U）を使用し，ロングパス蛍光フィルター（ニコン B-2A，EX：470/40 nm，DM：455 

nm，BA：460 nm）を用いた．得られた画像は，画像解析ソフト ImageJ（National Institutes of 

Health 社 バージョン 1.53e）を用いて，マイクロ流路上面の蛍光強度の標準偏差を解析した．

各計測点における標準偏差から式（2.3）を用いて混合効率を算出した． 

 圧力損失の評価実験には，図 3.1で示した流量センサ（Fluigent 社 Flow Unit M）を備え付

けた最大印加圧力の異なる 2 種類の圧力駆動マイクロポンプ（Fluigent社 Flow EZ 345 mbar：

1~10 µL/min，Flow EZ 7000 mbar：20~100 µL/min）を使用した．マイクロポンプはマイクロ

流路に導入される青色着色液（0.1% w/v）の流量を制御する．なお，本実験では，2 つある

導入口の片側のみを使用し，流路の送液に必要な全体の圧力損失を測定した． 
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4.3 数値流体解析によるミキサ構造の検討 

 2 次元形状の平面ミキサの最適形状について検討した．はじめに，図 4.1に示すような（a）

周期形状ミキサ，（b）対称形状ミキサ，（c）非対称形状ミキサを数値解析ソフト（COMSOL）

で数値流体解析を実施し，混合効率を調査した．周期形状ミキサは，マイクロ流路の両側壁

面から向かい合う長方形の障害物構造（幅 50 µm，長さ 60 µm）が規則的に配置され，80 µm

という狭い隙間が形成されている．対称形状ミキサは，ギャップ長が 40 µm と 120 µm を繰

り返すように障害物を交互に配置している．なお，ギャップ間の距離の和は周期形状ミキサ

と等しくなるようにした．非対称形状ミキサは対称形状ミキサと同じギャップ長であるが，

ギャップの中心位置が障害物構造ごとに異なるように設計している． 

2 液の液体（フルオレセイン溶液 1 M と純水）を導入流量 10 µL/min（𝑅𝑒 = 1.3）となるよ

う導入したときの濃度コンター図および流線の解析結果を図 4.1に示す．図 4.1（a）の周期

形状の流線はほぼ層流のパターンを示している．また，濃度コンター図では層流による２液

の界面が見えており，流路長 1.35 mm で混合効率が 47 %であることを示した．なお，FEM

シミュレーションで自動生成された 3 次元メッシュモデルが流路長手方向の中心線に対し

て完全に対称ではないため，２液の流線は非対称となっている．図 4.1（b）の対称形状ミキ

サでは，ギャップ長が 40 µm と 120 µmの箇所で規則的に流速が変化し，2つの液体は流路

断面によって収縮と拡大を繰り返したため，混合効率が 68%に向上した．さらに，図 4.1（c）

の非対称形状ミキサでは，対称形状ミキサと同様に流速が変化することに加え，2 つの流体

の流れ方向を意図的に変えることができる．そのため，この非対称の障害物構造によって引

き起こされる非対称な流れによって混合を顕著に促進し，混合効率を最大 84 %まで大幅に

向上させることが明らかとなった． 
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(a) 周期形状ミキサ 

 

(b) 対称形状ミキサ 

 

(c) 非対称形状ミキサ 

図 4.1 2D 平面ミキサの数値流体解析による濃度コンター図および流線分布 
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4.4 混合効率の実験的評価 

4.3 節のシミュレーション結果を検証するために，非対称ミキサの 3 種類の形状について

（周期形状，対称形状，非対称形状）混合効率を実験的に調査した． 

図 4.2（a）に示すように，実験に用いた非対称ミキサは 2種類の液体を 2 つの流入口に導

入させ，Y 字の形状をした長さ 28.87 mm の矩形断面形状のマイクロ流路を通過し，１つの

排出口より吐出させるようにした．混合領域には，PDMS マイクロ流路（幅 200 µm，高さ

54 µm）内には 25 個 1 組の混合ユニットが 4 セット設けられている．合計 100 個の混合ユ

ニットは各セット間の距離 0.55 mm を含めて，全体で 21.85 mmを有している．さらに，非

対称形状ミキサの向きは 1 セット毎に，流路流れ方向に対して逆になるよう作製した．周期

形状ミキサおよび対称形状ミキサも同様の構成で作製したが，幾何学的にはマイクロ流路

長手方向の中心線に対して対称とした． 

 図 4.2（b-d）に，2液（フルオレセイン溶液 100 µM および純水）をシリンジポンプによ

り導入流量各 5 µL/min で導入したときの蛍光顕微鏡画像を示す．はじめ２セット（50 個の

混合ユニット）での 5 個の混合ユニットでの画像である．なお，本実験では，図 4.2（a）で

示すように，ゼロ位置（非混合の初期位置として𝑥 = 0 mm）を最初の混合ユニットの入口

から 270 µm 離れた位置に設定した．蛍光画像中の逆三角形の箇所はゼロ位置からの距離 x 

mm を示している． 
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(a) 設計詳細 

 

(b) 周期形状ミキサ 

 

(c) 対称形状ミキサ 

 

(d) 非対称形状ミキサ 

図 4.2 マイクロミキサの設計詳細，蛍光試薬と純水を導入流量各 5 µL/min で導入したとき

の蛍光顕微鏡画像 

 

 シミュレーションの結果（図 4.1）から予測されたように，図 4.2（b）の周期形状ミキサ

では，マイクロ流路壁面両側に障害物がないかのように，2つの流体は混合することのない

層流を示した．図 4.2（c）の対称形状ミキサでは，狭いギャップ長と広いギャップ長（40 µm

および 120µm）の 2 種類を交互に通過し，流速は変化し，2 液は収縮と拡大を繰り返してい
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ることが予測されるものの，2 つの流体は混合せず，安定した層流が維持されていた．一方，

図 4.2（d）の非対称形状ミキサでは，25 個の混合ユニット（𝑥 = 5.6⁡mm）を通過した時点

でも流路幅全体にフルオレセイン溶液による緑色蛍光が分布していることより，2液は十分

に混合されていることが明らかになった． 

 図 4.3 に ImageJ を用いた画像解析によって得られた 3 種類のミキサの送液距離に対す

る混合効率を示す．なお，実験は 3 回繰り返して行い，グラフ中の各点は平均値と標準偏差

を表している．また，コントロールとして，ミキサを設けていない矩形流路での解析結果も

示している．結果より，ミキサのない矩形流路では，送液距離 20 mm に対し，わずか 10%

の混合効率を示した．また，流路長手方向の中心線に対して対称な形状を有する周期形状ミ

キサおよび対称形状ミキサも送液距離 20 mm の時点でそれぞれ約 25 %と約 45 %と低い混

合効率を示した．一方，非対称形状ミキサでは，送液距離 10 mm（25 個の混合ユニットの

最初の 2 セットを通過後）で混合効率 80 %以上を示し，その後，送液距離 15 mm（混合ユ

ニット 3 セットを通過後）で 90 %以上と非常に高い混合性能を示した． 

これらの結果より，マイクロ流路の長手方向の中心線に対して非対称に配置された障害

物によって 2 つの流体の流速と流れ方向が変化するという相乗効果により，非対称の幾何

学的形状が混合性能を高めることが明らかとなった． 

 

 

図 4.3 混合効率解析結果 
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4.5 混合効率に及ぼす混合ユニット数の影響 

非対称形状ミキサの 1 セット内での混合ユニット数が及ぼす混合効率への影響を実験的

に調査した．図 4.4（a）に，混合領域に 5 個の混合ユニットを 1 セットとし，16 セットで

構成された非対称形状ミキサを示す．本実験では，図 4.3（a）のミキサと同じ形状のミキサ

を使用した．ただし，各セット間には 0.50 mmの間隔を設け，マイクロ流路全体で 24.30 mm

の長さを有している．非対称の障害物構造は 1 セット（5個 1組の混合ユニット）ごとに流

路長手方向中心に対し逆転させた． 

図 4.4（b）に純水とフルオレセイン溶液をシリンジポンプによりそれぞれ 5 µL/min（合計

10 µL/min 𝑅𝑒 = 1.3）で導入したときの蛍光顕微鏡画像を示す．実験結果より，5 個 1 組の

混合ユニットを 7 セット通過後（𝑥 = 10.87⁡mm）も，2 つの流体は界面が徐々に消失したも

のの，界面は正弦波状にうねるだけで，安定した層流を維持した．また，マイクロ流路の幅

方向で 2 つの流体の流れが交互に変化し，混合する挙動は見られなかった． 

図 4.5には，5個 1組の混合ユニットを 16 セット，25 個 1組の混合ユニットを 4 セット，

100 個 1 組の混合ユニット 1 セットを組み込んだ非対称形状ミキサでの混合実験結果を示

す．25 個 1 組の混合ユニットを 4 セットと 100 個 1 組の混合ユニット 1 セットのミキサで

は，混合効率に大きな差はなかった．一方で，5 個 1 組の混合ユニットを 16 セットでは効

率的な混合が行えていないことがわかる．この結果より，非対称形状の障害物構造による混

合が十分に進む前に障害物構造の向きをマイクロ流路の流れに対して反転させてしまうと，

混合効率が低下することが示唆された． 

この 5 個 1 組の混合ユニットを 1 個の混合ユニットとしてみなすと，ミキサ形状は流路

長手方向中心に対して左右対称な形状になっていると考えられ，混合効率が低下したと考

察できる．また，混合効率の解析結果より，混合ユニットの非対称な向きは少なくとも 4 mm

の長さを維持する必要があると考えられ，約 20個 1 組の混合ユニットを構成する必要があ

ることがわかった．以上より，非対称形状ミキサを適切な流路長を超えるユニット数を構成

すれば，混合を促進することができることを明らかにした． 
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(a) 5 個 1組の混合ユニットを 16 セット実装した非対称形状ミキサの設計 

 

(b) 純水とフルオレセイン溶液を 5 µL/min で導入したときの蛍光顕微鏡画像 

図 4.4 混合ユニット数を変えた非対称形状ミキサの設計と混合実験結果 

 

 
図 4.5 混合ユニット数の異なる 3 種類（100個 1 組，25 個 4 組，5 個 16 組）の非対称形状

ミキサの混合効率解析結果 
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4.6 混合ユニット形状の最適化 

本節では，レイノルズ数𝑅𝑒 0.13～13（総流量 1～100 µL/min）の範囲において，非対称形

状ミキサの幾何学的形状が混合効率に及ぼす影響を実験的に調査した．マイクロ流路（幅

200 µm，高さ 54 µm）内に 6 種類（M1～M6）の形状を有する 100個 1 組の混合ユニットを

作製した．また，比較のために，マイクロ流路の長手方向の中心線に対して，対称な混合ユ

ニットを持つ蛇行ミキサ（M7）も作製した． 

図 4.6 に実験に使用した非対称形状ミキサの混合ユニットの例として M1，M4，M7 の寸

法を示す．ここで，1つの混合ユニットにおける流路幅方向の中心位置を結ぶ距離の合計を

ユニット流路長（UL）と定義した．ユニット流路長 UL の例を図 4.6 中，赤線で示す．表 4.2

にすべてのミキサの障害物構造（BL1～BL4ならびに UL）の寸法を示す． 

 

 
図 4.6 デザイン最適化のための 100個 1組の混合ユニットからなる非対称形状ミキサ

（赤線はユニット流路長 ULを示す） 

 

表 4.2 非対称形状ミキサ（M1～M6）と対称形状の混合ユニットを有する蛇行型ミキサ（M7）

の障害物構造の設計寸法 

Mixer BL1 (µm) BL2 (µm) BL3 (µm) BL4 (µm) UL (µm) 

M1 40 120 40 40 280 

M2 40 120 60 20 320 

M3 40 120 80 0 360 

M4 40 120 100 0 380 

M5 40 120 120 0 400 

M6 40 120 140 0 420 

M7 0 140 140 0 480 
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図 4.7に，マイクロ流路（幅 200 µm，高さ 54 µm）にシリンジポンプを用いて，純水およ

びフルオレセイン溶液（0.1 mol/m3）を総流量 1 µL/min（𝑅𝑒⁡ = ⁡0.13）で導入したときの蛍

光顕微鏡画像を示す．非対称形状ミキサ（M1～M6）の混合プロファイルは，送液距離𝑥⁡ =

⁡4.2⁡mm以内（20 個のミキシングユニットを通過した後）では，2 液は混合することなく層

流を示した．これは，𝑅𝑒 = 0.13という極めて低いレイノルズ数であるため，分子拡散によ

る混合が支配的であるためと考えられる．しかし，マイクロチャネルの片側の側壁に沿った

狭い空間では，図 4.7 中の矢印で示すように，混合効率が悪くなった．一方，対称型蛇行マ

イクロミキサー（M7）では，非対称形状ミキサ（M1～M6）に比べて優れた混合性能を示し，

𝑥⁡ = ⁡8.2⁡mm（混合ユニット 40組通過後）において流路幅方向の緑色の蛍光強度がほぼ均一

であることがわかった．これは，蛇行形状の場合，どの箇所においても流路幅は同じであり，

流路内に狭い空間が存在しないことが原因と考えられる． 

図 4.8に総流量 10 µL/min（𝑅𝑒⁡ = 1.3）の場合の混合実験結果を示す．ミキサ M1の場合，

マイクロ流路に沿って混合が進むと，フルオレセイン溶液がマイクロチャネル幅方向に

徐々に広がっていくことがわかった．しかし，混合ユニット 40個を通過した後（𝑥 = 8.2⁡mm）

でも，2 つの流体の界面ははっきりと確認された．ミキサ M2は，ミキサM1 に比べ，混合

性能が向上しており，𝑥 = 8.2⁡mm（混合ユニット 40 個）において，流路幅方向の蛍光が比

較的均一に分散していた．しかし，ミキサ M3～M5 では，異なる混合挙動を示した．𝑥 =

4.2⁡mm（混合ユニット 20個）でフルオレセイン溶液と水からなる別の層状パターンが出現

していることがわかる．その後，流路の長手方向に対して左側の蛍光強度は、𝑥 = 6.2⁡mm（混

合ユニット 30個）で右側の蛍光強度よりも強くなった．さらに，𝑥 = 8.2⁡mm（混合ユニッ

ト 40個）ではほぼ均一な混合を達成している．このように非対称の混合ユニットによる流

れの位置の変化が混合を促進することが確認された． 

一方，M6ミキサでは、𝑥 = 8.2⁡mm（混合ユニット 40 個）においても，2液の界面が維持

された．これは，M6ミキサの混合ユニットの幾何学的形状がマイクロ流路の長手方向の中

心線に対しては非対称であったが，混合ユニット M3～M5 と比較して対称な形状に近づい

たためであると考えられる．この仮説は，完全に対称な混合ユニットを持つ蛇行ミキサ（M7）

が最も低い混合性能を示していることからも妥当であると考えられる． 

図 4.9は，総流量 100 µL/min（𝑅𝑒⁡ = 13）の場合の混合実験結果を示す．ミキサ M1～M3

では，流体挙動と混合挙動はほぼ同じであった．2液の流れる位置が交互に変化させられる

ことで混合が進行していることがわかる．さらに，M4～M6 では、𝑥 = 2.2⁡mm（混合ユニッ

ト 10個）で別の層状パターンが出現した．最終的に，𝑥 = 6.2⁡mm（混合ユニット 30個）で

は，2 つの流体の間に識別可能な界面が存在しないことがわかった．M1～M3 と M4～M6で

異なる混合挙動を示したのは，BL1 と BL2 の間の狭いギャップ（40μm）から収縮した流体

が流れ出るときに，長さが異なる（40～140μm の範囲）障害物構造 BL3 によってもたらさ

れる物理的な障害の程度に依存していることが考えられる．一方，蛇行ミキサー（M7）で

は，𝑥 = 8.2⁡mm（混合ユニット 40個）でも層流を示したが，流路に沿って混合が進むにつ
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れて 2液間の界面は徐々に消失することを確認した． 

 

 

図 4.7 総流量 1 µL/min（𝑅𝑒 = 0.13）の混合実験結果 
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図 4.8 総流量 10 µL/min（𝑅𝑒 = 1.3）の混合実験結果 
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図 4.9 総流量 100 µL/min（𝑅𝑒 = 13）の混合実験結果 
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 図 4.10 に，非対称形状ミキサ（M1～M6）および対称形状蛇行ミキサ（M7）の送液距離

𝑥に対する混合効率を示している．実験はそれぞれ 3 回繰り返して行い，式（2.1）より算出

された混合効率の平均値と標準偏差をグラフに示している． 

 図 4.10（a）に示すように，ミキサ M1 の混合速度が他の非対称形状ミキサ（M2～M6）に

比べてわずかに遅れている．これは，ユニット流路長 ULが最も短いことに起因すると考え

られる．しかし，送液距離𝑥 = 10⁡mm（混合ユニット 50 個通過後）では，すべての非対称

形状ミキサ（M1～M6）の混合効率は 80 %以上に達した．この結果から，非対称形状ミキサ

の幾何学的特徴は分子拡散が支配的な極めて低い𝑅𝑒数条件下（= 0.13）では，混合効率に大

きな影響を与えないことがわかった．マイクロ流路内に狭い空間がなく，常に流路幅方向の

長さが一定の対称蛇行ミキサ（M7）は非対称ミキサよりも優れた混合性能を示したものの，

すべてのミキサにおいて，𝑥 = 20⁡mm（混合ユニット 100 個通過後）で約 90 %の混合性能

を示したため，両者に有意な差は見られなかった． 

 しかし，図 4.10（b）に示すように，𝑅𝑒数を 1.3 まで増加すると混合性能はミキサの幾何

学的形状に強く依存するようになった．対称蛇行ミキサ（M7）の混合効率は，非対称形状

ミキサ（M2～M6）の混合効率と比較して著しく低下した．非対称形状ミキサのうち，M3～

M5 ミキサは他の非対称形状ミキサ（M1，M2，M6）と比較して，非常に高い混合効率（混

合ユニット 20 個通過後の𝑥 = 4⁡mmで約 80 %）を達成した．しかし，すべての非対称形状

ミキサは，下流に進むにつれ，混合効率の差が小さくなり，最終的に𝑥 = 20⁡mm（混合ユニ

ット 100 個通過後）で約 90 %に達した．一方，対称蛇行ミキサ（M7）の混合効率は約 80 %

で留まった． 

 さらに，図 4.10（c）に示すように，𝑅𝑒数を 13まで増加させると，混合性能は非対称形状

ミキサ M1～M3と M4～M6 の 2 つのグループに大別された．これらの結果は，蛍光顕微鏡

で観察された混合パターンの特徴とも一致する（図 4.9）．M4～M6 ミキサは，𝑥 = 6⁡mm（混

合ユニット 30個通過後）で 80 %以上の高い混合効率を示し，𝑥 = 20⁡mm（混合ユニット 100

個通過後）では，約 90 %の混合効率を達成した．しかし，M1～M3ミキサは 80 %の混合効

率に留まった．また，対称蛇行ミキサ（M7）も，非対称形状ミキサ（M4～M6）と比較して

混合性能が低いことがわかった．なお，非対称形状ミキサ（M6）は，対称形状蛇行ミキサ

ー（M7）と幾何学的形状が似ているにもかかわらず，高い混合性能を示した．実験結果よ

り，非対称ミキサ M5 が広い𝑅𝑒数の範囲（0.13 ≦ 𝑅𝑒 ≦ 13）で最も高い混合性能を示し，ミ

キサ M4 がそれに続く混合性能を示したが，他の非対称ミキサは特定の𝑅𝑒数での範囲でし

か十分な混合性能を示さないことがわかった． 
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(a) 1 µL/min（𝑅𝑒 = 0.13） 

 

(b) 10 µL/min（𝑅𝑒 = 1.3） 

図 4.10 非対称形状ミキサ（M1～M6）と対称蛇行ミキサ（M7）の混合効率解析結果 
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(c) 100 µL/min（𝑅𝑒 = 13） 

図 4.10 非対称形状ミキサ（M1～M6）と対称蛇行ミキサ（M7）の混合効率解析結果 

 

4.7 圧力損失の実験的評価 

 非対称形状ミキサ（M1～M6）の圧力損失を実験的に調査し，対称蛇行ミキサ（M7）およ

び矩形流路（流路幅 200 µm，高さ 54 µm）の圧力損失と比較した．実験では，青色着色液

（0.1 % w/v）のみを二個の流入口のうち一方を塞いで，圧力ポンプ（Fluigent社製，Flow EZ）

で導入した．図 4.6 および表 4.2 に示すミキサ形状で，100 個の混合ユニット 1 セットを有

するデバイスを使用した．マイクロ流路の全長は導入口から２液の合流箇所までの流路幅

100 µm，長さ 2mm，合流後の流路幅 200 µm，長さ 28.87 mm，流路高さ 54µm であった． 

 図 4.11 に示すように，すべての実験において，圧力損失は流量の増加と共に直線的に増

加した．原点を通る直線回帰線の傾き（kPa/(µL/min)）と決定係数（R2）を表 4.3 に示す．表

から，極めて強い相関が得られたことがわかる．混合ユニットのない矩形流路では流量 100 

µL/min (𝑅𝑒 = 13) で圧力損失は 27 kPaに達した．なお，式（3.4）で示される矩形流路の圧

力損失は 26 kPa と計算できることから，理論値と実験値はよく一致していた．  

 非対称形状ミキサ M5と M6の圧力損失は，最も長いユニット流路長 UL を有する対称蛇

行ミキサ M7 よりも高い圧力損失を示した．一方，他の非対称形状ミキサ（M1～M4）は対

称蛇行ミキサ M7 よりも低い圧力損失となった．そのため，混合効率と圧力損失の比を示

す，混合コスト 6)（𝑀/∆𝑃）の観点から考察すると，非対称ミキサ M4 は，広いレイノルズ
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数範囲（0.13 ≤ 𝑅𝑒 ≤ 13）において，最も混合効率の良いマイクロミキサであることがわか

った． 

 

 
図 4.11 導入流量（1～100 µL/min）に対する 6種類の非対称形状ミキサ（M1～M6）および

ミキサのない矩形流路の圧力損失計測結果 

 

表 4.3 導入流量(1～100 µL/min)に対する 6 種類の非対称形状ミキサ(M1～M6)の圧力損失

との関係（原点を通る直線回帰線の傾きと決定係数 R2） 

Mixer Slope 

(kPa/(µL/min)) 

R2 

M1 1.10 0.9986 

M2 1.33 0.9997 

M3 1.46 0.9996 

M4 1.54 0.9998 

M5 1.80 0.9996 

M6 1.89 0.9992 

M7 1.65 0.9983 

w/o 0.27 0.9996 

 

4.8 混合メカニズムの考察 

 本節では，数値流体解析を用いて非対称形状ミキサの混合メカニズムについて考察した． 

図 4.12 は，非対称形状ミキサ（M5）における混合現象の数値解析結果である．図 4.12（a）
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に示すように，流体 A（0 mol/m3）と流体 B（1 mol/m3）をマイクロ流路（FEM モデル幅 200 

µm，高さ 50µm，長さ 1350 µm）にそれぞれ 50 µL/min 相当の流速 8.3 × 10−2⁡m/s（合計流

量 100 µL/min，𝑅𝑒 = 13）で導入した． 

 図 4.12（b）に示されるように，流体 A と B はマイクロ流路長手方向の中心線に対して非

対称な位置にある 2 つの障害物（D1 と D2 とする）によって収縮する．マイクロ流路の左

側にある狭い隙間（E）から流出した流体 A，B はマイクロ流路の長手方向の中心線を挟ん

で左から右に流れ方向を変えて広い空間（F）を急速に拡大し，障害物構造（D3）を迂回す

る．このとき，流体 B は広い空間 F に容易に展開でき，その後，流体 B の流速が急激に低

下することにより，空間 F を占有する可能性が高いが，流体 A は流入する空間が不足する

ため，展開が困難である．図 4.12（c）に示すように，マイクロ流路の高さ方向の中央部（z 

= 25μm 付近）では流体 B が支配的であるが，流体 A は流体 B を避けて上（z = 50μm の上

面方向）および下（z = 0 の下面方向）へと流れる．これは，圧力流体の放物線状の流速分

布に従って，マイクロチャネル内の上面および下面に向かって流速が低下すること，すなわ

ち，流体 A は流体 B よりも流速の低い空間に流入する可能性が高いことに起因すると考え

られる．この流れは，2流体間の界面接触面積を増大させ、非対称形状ミキサの効果的な混

合を促進すると結論づけることができる．このような非対称型ミキサの混合メカニズムか

ら，我々はこのミキサを P-ACE マイクロミキサと呼んでいる． 
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(a) 流線 (b) マイクロ流路の底面（z=0），中間（z=25µm）上面（z=50µm）における流体

B の濃度コンター図（𝑅𝑒 = 13） 

 

(c) 異なる位置での流路断面の濃度コンター図および横断方向の速度場（矢印） 

図 4.12 非対称形状マイクロミキサ（M5）の数値解析結果 
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続いて，共焦点顕微鏡（ニコン A1R MP）を用いた混合実験を通じて，非対称形状ミキサ

の混合メカニズムについて考察した．図 4.13 にマイクロ流路（幅 200 µm，高さ 54 µm）内

に純水とフルオレセイン溶液（0.1 mol/m3）を各 5 µL/min（総流量 10 µL/min（𝑅𝑒 = 1.3））

で導入したときの非対称形状ミキサ M5 の混合挙動を共焦点顕微鏡で撮影した様子である．

マイクロ流路の高さ方向（z 方向）で 10 µm ごとに xy 平面を合計 5 枚の画像を取得した．

25 個の混合ユニットを通過後の位置（𝑥 = 5.2⁡mm）で撮像を行い，𝑧 = 0⁡µmを中間面，𝑧 =

−20⁡µmを底面（PDMS 面），𝑧 = +20⁡µmを上面（両面テープ面）とした．図 4.13より，𝑧 =

0⁡µmとした画像の蛍光強度は𝑧 = −20⁡µm，𝑧 = +20⁡µmで取得した画像よりも高いことがわ

かる．これは，フルオレセイン溶液を避けるために純水が流路高さ方向に対して，上面側お

よび下面側に向かって回り込むためと考えられる．このような混合の様子は数値解析によ

るシミュレーション結果ともよく一致している（図 4.12）．また，𝑧 = −20⁡µmでは，マイク

ロ流路の流れ方向に対して右側壁面の蛍光強度が他の領域よりも高く，𝑧 = 0⁡µm以上では，

2 つの流体の流れの位置が変化し，マイクロ流路の流れに対して左側の蛍光強度が高くなっ

ていることがわかる．その結果，マイクロ流路の断面 yz 平面において，非対称な障害物構

造によって二次流れが発生していることが明らかとなった． 
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図 4.13 純水とフルオレセイン溶液を各 5 µL/min で非対称形状ミキサ(M5)に導入したとき

の高さ方向（z軸）の距離が 10 µm異なる共焦点顕微鏡画像（𝑧 = 0⁡µmはマイクロ流路の高

さの中央面，𝑧 = −20⁡µmならび𝑧 = +20⁡µmはそれぞれマイクロ流路の上面および下面を示

している） 

  



100 

 

4.9 結言 

 本章では，2.7節で挙げた横型ミキサの作製には段差構造を形成するために二段階のプロ

セスを要し，デバイスの再現性が低いという課題に対して，1 回のプロセスで作製可能な非

対称形状ミキサ（P-ACE ミキサ）を考案し，最適な幾何学形状ならびに混合メカニズムにつ

いて調査した．この開発した P-ACE ミキサは，マイクロ流体デバイスへの組み込みが容易

でデバイス設計全体を変更せずに，実装することが可能である．得られた結果をまとめると

次のとおりである． 

 

(1) 1 回のプロセスで作製可能な 2 次元平面ミキサの混合性能を数値流体解析により調査

したところ，流路長手方向の中心線に対して非対称な幾何学形状を有するミキサが高

い混合性能を示すことがわかった． 

 

(2) 非対称形状ミキサの混合実験結果より，一定の流路長の非対称の障害物構造を設ける

ことで，導入した 2 種類の流体が流路幅方向に対して上下が連続的に入れ替わること

で高い混合性能を示すことを明らかにした．  

 

(3) 非対称ミキサの形状最適化を行ったところ，広いレイノルズ数範囲（0.13 ≤ 𝑅𝑒 ≤

13）で高い混合性能を示し，送液距離 10 mm で 80 %以上，20 mm で約 90 %の混合

効率を達成した． 

 

(4) 非対称ミキサの混合メカニズムを調査したところ，流路長手方向中心線に対し，狭い

空間の流体が広い空間側の液体の上下に回り込むことで界面が増えることで高効率に

混合されていることを明らかにした． 
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第5章 比色指示薬を用いた目視判定による標的遺伝子の定性診断 

5.1  緒言 

 本章では，簡便なオンサイト診断を実現するために，蛍光 LAMP 法に代わる安価かつ

簡便な検査手法として，比色指示薬を用いた定性診断手法を示す．比色指示薬を用いる比色

LAMP 法は，蛍光 LAMP 法のような観察のための装置（倒立顕微鏡など）が不要であるた

め，低コストで検査が可能となる 1-2)．例えば，Dan ら 3)は，遺伝子増幅反応による pH の変

化に伴って，溶液の色が黄色から赤色に代わる比色指示薬を用いることで，マイクロ流体デ

バイス上で，3 種類の食物アレルギー物質（落花生，ゴマ，大豆）の多項目同時診断を実証

している．Xiao ら 4)は，pH の変化により溶液の色が赤色から黄色に変わる比色指示薬を用

いることで，6種類の動物（ヤギ，ヒツジ，ニワトリ，ブタ，マウス，ロバ）の特定を行う

マイクロ流体デバイスを開発し，定性診断を実証している．しかし，これらの比色指示薬は，

LAMP 反応に伴う水素イオン（pH）の変化をモニタリングしているため，検体サンプルに

唾液などの酸性のサンプルを用いる場合，偽陽性を示す可能性がある 5)． 

そこで，本章では，金属指示薬であるヒドロキシナフトールブルー（HNB）を用いた．

HNB は，LAMP 反応中の溶液中のマグネシウムイオンの減少をモニタリングし，溶液の色

が紫色から水色へと変化する．はじめに，マイクロ流体デバイス上で HNB を用いた標的遺

伝子の定性診断結果を示した．次に，増幅後の色を解析することにより陽性と陰性の反応容

器を識別できることを示した． 

 

5.2  実験方法 

5.2.1 ワックスリフロー援用ソフトリソグラフィ法 

 2.3節で示した半球ビーズ援用ソフトリソグラフィ法では，半球樹脂ビーズをエポキシ系

接着剤で接着を行った．しかし，接着剤が一様に塗布できていない場合，図 5.1（a）の矢印

にて示すように半球樹脂ビーズの下に PDMS が回り込み，反応容器内に薄膜が形成されて

しまう．このような作製プロセスの問題により，図 5.1（b）に示すように反応容器内に予期

せぬ気泡が捕捉されることがあった．これは，反応容器入口での段差形状によって流れが不

均一になったことが原因である可能性が高い．20 個のデバイス（合計 100 個の反応容器）

へ LAMP 試薬を導入した結果，気泡が反応容器内に残留しない確率は 87.0 %であった． 
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(a) 反応容器断面図 

 

(b) LAMP試薬の導入実験結果 

図 5.1 半球ビーズ援用ソフトリソグラフィ法で作製した反応容器への気泡の噛みこみ 

 

そこで，半球ビーズ援用ソフトリソグラフィ法での問題に対し，デバイスの作製手法にワ

ックスリフロー6)を適用した．本方法では，材料の表面張力を利用したリフローによるもの

であるため，作製者によらない技術となっており，また，再現性が高いといった利点がある．

ワックスリフロー援用ソフトリソグラフィ法を以下に示す．また，ワックスリフロー援用ソ

フトリソグラフィ法によるデバイスの作製プロセスの概略図を図 5.2に示す．また，フォト

リソグラフィによる流路モールドの作製条件について，表 5.1 に示す． 

 

(1) 単結晶シリコンウエハ（イープライズ，ｎ型<100>，直径 4 inch，厚さ 525 µm；以

下，Si基板）の表面をアセトン（関東化学，純度 99.5 %），イソプロピルアルコー

ル（関東化学，純度 99.7 %；以下，IPA）の順で洗浄（かけ流し）し，N2ブローを

行い乾燥させる． 

(2) 低温灰化装置（ジェイ・サイエンス・ラボ JPA300）を用いて Si 基板表面に空気プ

ラズマ処理を行う（150 W，3 min）． 

(3) スピンコータ（ミカサ MS-A100）を用いて，ネガ型厚膜フォトレジスト SU-8 3050

（MicroChem 社，動粘度 12000 cSt）を Si 基板表面にスピンコートする． 

(4) ホットプレート（アズワン EC-1200N）を用いて SU-8を塗布した Si 基板のプリベ

ークを行う．  

(5) 両面マスクアライナ（ユニオン光学 PEM-800）で露光を行い，マスクパターンを
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SU-8 に転写する．なお，実験前に，Si 基板上の 5 点の光強度を紫外線照度計（ウ

シオ電機，本体 UIT-101，i 線用センサ UVD-365PD）によって測定し，その平均値

（約 5 mW/cm2）から所望の露光時間を決定した． 

(6) ホットプレートを用いて流路形状を転写した SU-8のポストベークを行う． 

(7) 現像液（酢酸 2-メトキシ-1-メチルエチル；富士フィルム和光純薬，純度 97.0%）に

ポストベーク後の SU-8を 10 min浸漬させ，現像を行う． 

(8) 現像した Si 基板をアセトンおよび IPA で洗浄し，N2 ブローで Si 基板表面の水滴

を除去する． 

(9) 4 インチ角シャーレ（Greiner Bio-One 社 688161，PS 製，120 mm×120 mm×17 

mm）を用いて厚さ 2 mm の PDMS を用意し，パンチ（カイインダストリーズ 

 BPP-10F）で直径 2 mmの穴を 20 個開ける．（図 5.2（a）） 

(10) ワックス（Freeman Manufacturing & Supply Company 社 Ferris File-A-Waxブルー）

を上記(9)の PDMS の上に設置し，ホットプレート上で 195℃ 10 min 加熱し，直径

2 mm の円柱形状のワックスを作製する．（図 5.2（b）） 

(11) 円柱形上のワックスを電子天びん（島津製作所 AP125WD）とディスポメスを用い

て 2.7 mg に切り出す． 

(10) ひょう量した上記(9)のワックス（2.7 mg）と流路 SU-8モールドを同時に空気プラ

ズマ処理（150 W，2 min）し，ワックスを SU-8 モールドの反応容器中央に乗せる．

（図 5.2（c）） 

(11) ホットプレート上で 135℃ 3 min 加熱し，ワックスを融解させる．（図 5.2（d）） 

(12) 十分にワックスが融解していることを確認し，室温まで徐冷させ，ワックスを再び

凝固させ，マスターモールドとした． 

(10) 真空チャンバ（サンプラテック PC-250KG）にマスターモールド（Si 基板）を入れ，

トリクロロシラン（トリクロロ(1H,1H,2H,2H-パーフルオロオクチル)シラン；

Sigma-Aldrich 社，純度 97 %）を 10 µL 滴下する． 

(11) 0.07 MPa まで減圧し，減圧状態を 60 min 維持し，マスターモールド表面のシラン

化処理を行う． 

(12) シリコーン樹脂（東レ・ダウコーニング SILPOT 184；以下，PDMS）の主剤およ

び硬化剤を 10:1 の割合で 60 g混合し，真空攪拌脱泡ミキサー（EME社 V-min 300）

を用いて 3 min 攪拌する． 

(13) 攪拌後，マスターモールドへ流し込み，ホットプレートを用いて 85℃で 40 min 加

熱し，硬化させる．  

(14) 硬化後，医療用ディスポメス（カイインダストリーズ 511-A）を用いて PDMS を

切り出し，離型する．（図 5.2（e）） 

(15) 切り出した PDMS の流入口および，流出口をパンチ（貝印 BPP-10F）で，直径 1mm

の穴をあけ，シリコーン/アクリル系両面テープ（日東電工 5303W）を用いて塩化
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ビニル板（光 EB235-5，厚さ 0.5 mm）と接着させる．（図 5.2（f）） 

 

 

(a) PDMS への穴あけ  (b) ワックス円柱形状の形成 

 

(c) ワックス設置   (d) リフロー 

 

(e) ソフトリソグラフィ (f) 塩化ビニル板への封止 

図 5.2 ワックスリフロー援用ソフトリソグラフィ法によるデバイスの作製プロセス 

 

表 5.1 フォトリソグラフィ条件 

SU-8 スピンコート条件 slope(5s)→500rpm(10s)→slope(10s)→1750rpm(60s)→slope(10s) 

プリベーク条件 65℃(2min)→95℃(15min)→65℃(2min)→室温(5min) 

露光条件 積算光量：300mJ/cm2 

ポストベーク条件 65℃(2min)→95℃(5min)→65℃(2min)→室温(5min) 

  

続いて，液滴シミュレーションソフト HyDro（産業技術総合研究所）を用いて，反応容器

の流路高さ 1mm を形成するために必要なワックスの体積を解析した．本シミュレーション

では，液滴はエネルギーが最小の状態で安定するという基本原理に基づき，解析され，接触

角等のパラメータから液滴形状の解析が行われる．SU-8 モールドの反応容器（幅 2mm，長

さ 5.3mm）上にワックスをリフローしたときの解析結果を図 5.3に示す．このとき，ワック

スと SU-8 3050 との接触角は 41.3°，表面張力 23 mN/m，密度 0.809 g/cm3，滴下量 3.5 µL

とした．図 5.3 より，3.5 µL のワックス（2.7 mg）をリフローすると流路高さ 1.028 mm が形

成できることが分かった． 
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図 5.3 液滴シミュレーション結果 

 

続いて，実際に SU-8モールド上にワックスリフローにより反応容器のモールドを作製し

た．図 5.4 に加熱前および，加熱後のモールドの写真を示す．SU-8 モールドから溢れるこ

となく，均一な液滴形状が形成されていることが分かる．図 5.5にワックスリフロー援用ソ

フトリソグラフィ法により作製した PDMS の反応容器を示す．断面図より，反応容器の流

路高さ最大値は，1041.2±32.2µm（n = 5）であった．この結果より，シミュレーション結果

が妥当であることがわかり，概ね 1 mm の反応容器の流路高さを作製することができた．さ

らに，図 5.5 の反応容器の断面図より，SU-8 モールドとワックスの界面に PDMS 薄膜が形

成されていないことが確認できた． 
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(a)加熱前，(b)135℃ 3min加熱後  

図 5.4 ワックスリフローによる反応容器の作製 

 

 

図 5.5 ワックスリフロー援用ソフトリソグラフィ法により作製した反応容器 

 

図 5.6（a）に，走査型電子顕微鏡（日立製作所，S-3000N）を用いて撮影した PDMSマイ

クロ流路の画像と図 5.6（b）にワックス援用ソフトリソグラフィ法により作製した反応容器

をデジタルマイクロスコープ（KEYENCE 社製，VHX-7000）を用いて取得した 3D 立体画
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像を示す．なお，SEM観察には予め卓上スパッタ装置（サンユー電子社製，SC-701AT）を

用いて目標膜厚設定 500Åで Au を PDMS 表面に成膜している．図 5.6（a）および，図 5.6

（b）から，SU-8 モールドとワックスリフローによって作製した反応容器は段差構造がなく，

なめらかな曲線をなして，作製されていることがわかった． 

図 5.7 に LAMP 試薬を導入した結果を示す．左右対称に均一に導入されていることがわ

かる．作製した 20 個のデバイス（合計 100 個の反応容器）への LAMP 試薬の導入実験結

果，反応容器内の空気の排除率を 100%まで大幅に向上させることができた． 

 

 

(a) マイクロ流路および反応容器の SEM 画像 (b) デジタルマイクロスコープで取得した反

応容器の 3D 画像ならびに反応容器高さ計測結果 

図 5.6 マイクロ流路および反応容器の計測結果 

 

 

 図 5.7 反応容器への LAMP 試薬の導入実験結果 
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5.2.2 デバイスの送液方法 

ポンプ送液型マルチプレックス遺伝子診断デバイスを用いた実験方法を示す．サンプル

と LAMP試薬の混合液の導入には，図 5.8に示すようにシリンジポンプ（ワイエムシイ YSP-

201）もしくは，電動ピペット（アイカムス・ラボ pipetty 250 µL，MSIC01-03-250，吐出範

囲 1～250 µL，特注品）を用いた．図 5.8（a）に示すようにシリンジポンプには，1 mL のシ

リンジ（MonotaRO 社 MDS-1mL，PP 製）および，針（テルモ NN-2238N，22G）を取り付

け，先端にビニルチューブ（イワセ EXLON-PVC，内径 0.55 mm，標準肉厚 0.40 mm）を接

続した．一方，図 5.8（b）に示すように，電動ピペットを用いた場合は，混合液をピペット

で吸引した後，ピペットチップの先端を診断デバイス流入口に差し込み，ピペットを吐出す

ることで送液を行った．送液中は，3D プリンタ製の治具に固定した．電動ピペットを用い

てデバイスに導入した際，ピペットチップ内に残留する空気の体積量によって導入時間が

変わる．図 5.9（a）に，200 µL のピペットチップ（体積総量 554 µL）に対し，200 µL（充

填率 36.1 %），100 µL（充填率 18.1 %），50 µL（充填率 9.0 %）の緑色着色液を導入したとき

の実験結果を示す．なお，本実験では，容量 200 µL のピペットチップ（Watson 社 1252P-

703CS，容量 200 µL）を使用している．図 5.9（a）から，遺伝子診断実験では 50 µL の試薬

を導入するためには，390 s を要することがわかる．そこで，図 5.9（b）に示すように，電

動ピペットの先端を加工し，低容量のピペットチップ（Thermo scientific 社 FinntipTM 50，容

量 50 µL）が装着できるように取付部を改造した．このピペットチップを用いた場合， 50 

µL（充填率 27.6 %）を 90.3±4.9 s （n=6）で導入ができることがわかった． 

 

 

（a）シリンジポンプ，（b）電動ピペット 

図 5.8 ポンプ送液型マルチプレックス遺伝子診断デバイスの実験方法 
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(a) ピペットチップ内充填率と送液時間 (b) ピペットチップへ 50µL の着色液を吸引した写

真（左：改造前 200µL のピペットチップを使用，右：改造後 50µL のピペットチップを使用） 

図 5.9 電動ピペットによるチップ充填率と送液時間 

 

5.3   比色 LAMP 法による標的遺伝子の多項目同時診断 

5.3.1 節足動物媒介性ウイルス 

 デング熱，チクングニヤ熱，ジカ熱のようなネッタイシマカ，ヒトスジシマカなどの節足

動物が媒介する感染症（アルボウイルス）は世界各国で毎年大きな被害が報告されており，

交通手段の発達に伴い感染拡大が急速に広がる傾向にある 7-11)．デング熱は世界中で年間

5,000 万人が感染していると推測されており 5)，妊婦がジカ熱に感染した場合，胎児へ影響

が出る可能性が大きく，小頭症や先天性の病気を抱えるケースが多い．さらに，カ→ヒト→

カの感染環が成立しているアルボウイルスは感染拡大前の水際対策が課題として挙げられ，

迅速な感染症診断が重要な手法として考えられている 6)．さらに，デングウイルスはフラビ

ウイルス科の中で 1型から４型まであり，非致死性の熱疾患に繋がるデング熱と，重症型の

デング出血熱やデングショック症候群の 2 つの病態があり，ウイルスの迅速な特定は早急

な処置へと繋がる． 

アフリカ等での現場即時診断を想定し，本研究のマルチプレックス遺伝子診断デバイス

でデング 2型ウイルス（DENV-2）およびジカウイルスの遺伝子増幅実験を実施した．なお，

本実験では，デング２型ウイルスの遺伝子増幅実験ではプライマーの最適温度である 58℃，

ジカ熱ウイルスの検出実験では 62℃の湯中で加温を実施した 12)．また，2 種のウイルスを

使用した実験では中間の温度である，60℃の湯中で加温を行った． 

 図5.10に60 min加温後のデバイスをスマートフォンで撮影した画像を示す．本実験では，

反応容器 2 番にデング 2 型ウイルスに起因するプライマーを固定し，反応容器 3 番にはジ
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カ熱ウイルスに起因するプライマーを固定した．図 5.10（a）に示すように，デング２型ウ

イルスを含む混合液を導入した場合，デング２型ウイルスに起因するプライマーを固定し

た反応容器 2 番が遺伝子増幅反応（陽性）を示す紫色から水色へと変化した．同様に，図

5.10（b）に示すように，ジカ熱ウイルスをサンプルに使用した実験では，反応容器 3 番の

色が水色へと変わった．さらに，デング２型ウイルスとジカ熱ウイルスを混合させたサンプ

ルを導入したところ，それぞれのウイルスに対応するプライマーを固定した反応容器 2 番

と 3 番が陽性反応を示した．他の反応容器での色の変化が認められなかったため，反応容器

間でのクロスコンタミネーションは生じていないことが分かった．このように，本デバイス

により，比色指示薬を用いることで，定性診断が可能であることを実証した． 

 

 

(a) デング２型 

 

(b) ジカ 

 

(c) デング 2型とジカの混合サンプル 

図 5.10 節足動物媒介性ウイルスの検出結果 

 

 続いて，取得した画像から反応容器の色を解析した．日本人男性の 10人に 1 人は紫色と

水色の識別が困難であると言われており，色の識別を定量的に陽性反応と陰性反応を区別

する必要がある．そこで，人間が知覚する色差と同じになるよう設計された CIE-L*a*b*色

空間 13-16)を用いた．図 5.11 に L*a*b*色空間の模式図を示す．L*は明度，a*-b*平面は色相と

彩度を表している．画像解析ソフト ImageJを用いて，取得した画像の各反応容器内の RGB

値（赤，緑，青成分）を取得し， XYZ 表色系と呼ばれる色空間座標へ変換後， L*a*b*色
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空間にプロットした．色空間座標への変換には，次式を用いた 17)． 

 

 

図 5.11 L*a*b*色空間の模式図 

 

[
𝑋
𝑌
𝑍
] = [

0.4124 0.3576 0.1805
0.2126 0.7152 0.0722
0.0193 0.1192 0.9505
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ここで，𝑥𝑛，𝑦𝑛，𝑧𝑛は基準となる白色点を示しており，D65光源の場合，(𝑋𝑛, 𝑌𝑛, 𝑍𝑛) =

(95.039, 100, 108.88)，(𝑥𝑛, 𝑦𝑛, 𝑧𝑛) = (0.313, 0.329, 0.358)である． 

 

図 5.12 に加温 60 min 後の取得画像の反応容器を解析し，a*-b*色度図上にプロットした

結果を示す．陽性の反応容器（水色）は，第 3 象限側に，陰性の反応容器（紫色）は第 4

象限側にあることがわかり，陽性と陰性の反応容器をグループ化することができた．以上

より，陽性と陰性の反応容器を a*-b*色度図上で識別できることがわかった． 

 

 

図 5.12 L*a*b*色空間での解析結果 

 

5.3.2 有毒植物 

 有毒植物の誤食事故は日本国内で報告されており，2009 年から 2018 年では，19 人のイ

ヌサフランの誤食事故が起き，その内 8 人が死亡している．イヌサフランは山菜採りで代表

的なギョウジャニンニクと酷似しているため誤食が起こっている． 

 他にもスイセン（有毒）とニラ（可食）や，トリカブト（有毒）とニリンソウ（可食）な

どの誤食事故も報告されており，全身麻痺，嘔吐，めまい，動機，昏睡などの重篤な中毒症

状に陥るケースが多い．そのため，誤食した有毒植物の迅速なスクリーニング検査は救急医

療には重要であると言える 18)．通常，検査には中毒症状患者の胃の内容物から植物片を採

取し高速液体クロマトグラフィーなどで特定を行う 19)．最近では，PCR 法による方法 20)も

提案されているが，これらの分析方法では，長い処理時間と大掛かりな機器が必要であるた

め，短時間で簡便な装置で診断が可能な本提案のマルチプレックス遺伝子診断デバイスに

よる検査手法は有効であると言える． 
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救急医療での使用を想定し，本研究のマルチプレックス遺伝子診断デバイスで有毒植物

の遺伝子増幅実験を実施した．反応容器 2 番と 5 番にはイヌサフランに起因するプライマ

ーを固定した．反応容器 3 番には植物に共通する遺伝子を増幅させるプライマー（ポジコ

ン）を固定した．なお，反応容器 1 番および 4番にはネガティブコントロールとして，プラ

イマーは固定しなかった．本実験では，ギョウジャニンニクとイヌサフランから簡易抽出キ

ット（カネカ 簡易 DNA 抽出キット version2）を用いて抽出した遺伝子サンプルを使用し

た． 

図 5.13 に 63℃ 60 min 加温後のデバイスを撮影した画像を示す．図 5.13（a）に示すよう

に，ギョウジャニンニクの DNA を導入した場合には，植物共通プライマーを固定した反応

容器 3番のみが陽性反応を示した．一方，図 5.13（b）に示すように，イヌサフランの DNA

を導入した場合，反応容器 3 番に加えて，イヌサフランの遺伝子を増幅させるプライマーを

固定した反応容器 2 番と 5 番が陽性反応を示した．他の反応容器では，遺伝子増幅反応は

見られず，反応容器間のクロスコンタミネーションは認められなかった． 

 

 

(a) ギョウジャニンニク 

 

(b) イヌサフラン 

図 5.13 有毒植物の検出結果（加温前および 63℃ 60 min 加温後） 

 

続いて，取得した画像から反応容器の色を解析した． 図 5.14 に加温 60 min 後の画像の

反応容器を解析し，a*-b*色度図でプロットした結果を示す．図から，陽性反応容器および

陰性反応容器を明確にグループ化して区別することができ，色度図上で識別できることを

示した．  
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（a）ギョウジャニンニク検出結果 （b）イヌサフラン検出結果 

図 5.14 L*a*b*色空間での解析結果 

 

5.3.3 ヒト感染症ウイルス 

新型コロナウイルス感染症（COVID-19）は SARS-CoV-2 がヒトに感染することによって

発症する気道感染症である 21-25)．CCOVID-19 は，2019 年 12 月に中国，武漢にて最初の症

例が報告されて以降，急速に世界中に広がった感染性の高い感染症である．感染者数は，累

計 6 億人を超え，世界的流行（パンデミック）を引き起こした．COVID-19 の大流行は，医

療，経済，社会システムに前例のない混乱を引き起こし，人々の生命，生活を脅かした．

COVID-19 の蔓延を防ぐためには、SARS-CoV-2 のタイムリーかつ正確な診断および，積極

的な調査，早期発見が重要な第一歩である． 

そこで，本研究のマルチプレックス遺伝子診断デバイスを用いて，SARS-CoV-2 を含む 4

種類のヒト感染症ウイルス（SARS-CoV-2，SARS，A 型インフルエンザウイルス，A 型イン

フルエンザウイルス H1N1 pdm09 型）の同時迅速診断を行った．反応容器 2番には新型コロ

ナウイルス（SARS-CoV-2），反応容器 3番には SARS コロナウイルス，反応容器 4 番には A

型インフルエンザウイルス，5 番目には A 型インフルエンザウイルス H1N1 pdm09 型に起

因するプライマーを固定した．なお，なお，反応容器 1 番にはネガティブコントロールとし

て，プライマーは固定しなかった．導入するサンプルには，新型コロナウイルス（RNA，最

終濃度 200 copies/µL），SARS コロナウイルス（栄研化学 検出キット内ポジコン cDNA），

A 型インフルエンザウイルス（栄研化学 検出キット内ポジコン cDNA），A 型インフルエ

ンザ H1N1 pdm09 型（栄研化学 検出キット内ポジコン cDNA）を使用した．なお，LAMP

試薬には，全 4回の実験で共通して RT-LAMP 試薬（栄研化学）を使用した．  

 遺伝子サンプルと LAMP 試薬を調整後，シリンジポンプを用いてデバイス内に 10 µL/min

で導入した．導入後は流入口および流出口を両面テープで封止後，クリップで固定し，ウォ

ーターバス（58 ℃）で 60 min 加温した． 

図 5.15 に加温 60 min 後のデバイスを撮影した画像を示す．図 5.15（a）に示すように，新



117 

 

型コロナウイルスを含む混合液を導入した場合，新型コロナウイルスに起因するプライマ

ーを固定した反応容器 2番が紫色から水色へと変化し，遺伝子増幅反応（陽性反応）を示し

た．同様に，図 5.15（b）SARS コロナウイルス，図 5.15（c）A 型インフルエンザウイルス，

図 5.15（d）A 型インフルエンザウイルス H1N1 pdm09 型をデバイスに導入した実験では，

それぞれのウイルスに対応するプライマーを固定した反応容器が陽性反応を示した．また，

他の反応容器での色の変化が認められなかったため，反応容器間でのクロスコンタミネー

ションは生じていないことが分かった．  

 

 

(a) 新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）(b) SARS コロナウイルス 

 

(c) A 型インフルエンザウイルス (d) A 型インフルエンザウイルス（H1N1）pdm09型 

図 5.15 ヒト感染性ウイルスの検出結果（58℃ 60 min 加温後） 

 

 続いて，取得した画像から反応容器の色を解析した． 図 5.16 に加温 60 min 後の画像の

反応容器を解析し，a*-b*色度図でプロットした結果を示す．図から，陽性反応容器および

陰性反応容器を明確にグループ化して区別することができ，色度図上で識別できることを

示した．  
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図 5.16  L*a*b*色空間での解析結果 

 

5.3.4 農作物病害虫 

メロン黄化えそウイルス（MYSV）やウリ類退緑黄化ウイルス（CCYV）は，キュウリ，

メロン，スイカなどのウリ類の農作物に感染し，葉が黄色く退色する症状を引き起こす．そ

の結果，草勢が低下し，収穫量や果実等の品質に影響をおよぼす．これらの感染症は，生育

不良との見分けが困難であり，早期の原因特定が求められている．さらに，これらの病害ウ

イルスは，数 mm 程度の病害虫（アザミウマやコナジラミ）によって伝搬されるが 26,27)，病

害虫の種類（バイオタイプ）によって伝搬するものとしないものがあるため，病害虫の識別

は重要であるといえる． 

そこで，本研究のマルチプレックス遺伝子診断デバイスを用いて，愛知県内で捕獲した病

害虫から抽出した遺伝子サンプルを用いて遺伝子増幅実験を実施した．反応容器 2 番には，

メロン黄化えそウイルス（MYSV），反応容器 3 番にはウリ類退緑黄化ウイルス（CCYV），

反応容器 4 番にはミナミキイロアザミウマ，反応容器 5 番にはミカンキイロアザミウマの

遺伝子に起因するプライマーを固定した．なお，反応容器 1 番にはネガティブコントロール

として，プライマーは固定しなかった． 

ミナミキイロアザミウマから抽出した遺伝子サンプルを用いた実験結果を図 5.17（a）に

示す．63℃，60 min 加温後，反応容器 4番の色が陽性反応を示す水色へと変化し，ミナミキ

イロアザミウマの遺伝子が検出できていることを示した．さらに，反応容器 2 番も水色に変

化していることから，ミナミキイロアザミウマの体液に含まれていた MYSV も同時に検出

できたことがわかる．同様に，タバココナジラミ（バイオタイプ Q）から抽出した遺伝子サ
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ンプルを用いた遺伝子増幅実験結果を図 5.17（b）に示す．このとき，反応容器 2 番には

MYSV，反応容器 3 番には CCYV，4 番目にはタバココナジラミ（バイオタイプ Q），5 番目

にはタバココナジラミ（バイオタイプ B）の遺伝子に起因するプライマーを固定した．なお，

反応容器 1番にはネガティブコントロールとして，プライマーは固定しなかった．実験結果

から，反応容器 4 番が陽性反応を示していることからタバココナジラミ（バイオタイプ Q）

を正しく検出できていることがわかる．さらに，タバココナジラミの体液に含まれていた

CCYV を同時に検出できていることがわかった． 

 

 

(a) メロン黄化えそウイルス（MYSV）保毒ミナミキイロアザミウマ 

 

(b) ウリ類退緑黄化ウイルス（CCYV）保毒タバココナジラミ バイオタイプ Q 

図 5.17 農作物病害ウイルス保毒病害虫の検出結果（加温前および 63℃ 60 min 加温後） 

 

 続いて，取得した画像から反応容器の色を解析した． 図 5.18 に加温 60 min 後の画像の

反応容器を解析し，a*-b*色度図でプロットした結果を示す．図から，陽性反応容器および

陰性反応容器を明確にグループ化して区別することができ，色度図上で識別できることを

示した． 
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図 5.18  L*a*b*色空間での解析結果 

 

5.3.5 食物アレルギー物質 

食物アレルギーは特定の食品に含まれるたんぱく質の吸入あるいは接種によって引き起

こされる免疫性の反応である 28-30)．食物アレルギー反応の発症率および有病率はここ数十

年で増加し，世界的な健康問題となっている．アレルギー反応は，皮膚（じんましん），呼

吸器（喘鳴，咳），消化器（吐き気，嘔吐，下痢）などの急性アレルギー反応だけでなく，

アナフィラキシーなどの重篤な状態を引き起こすことがある 31,32)．現在，多くの国で食物ア

レルゲンの表示が義務化され，法制化されている．日本では，小麦，そば，落花生，卵，エ

ビ，カニの 7種類の特定原材料を含む加工食品について，食品アレルゲン表示規制が行われ

ている．このガイドラインでは，アレルゲンとなるタンパク質を含む食品は，その濃度が 10 

mg/kg（ppm）33)を超える場合に表示しなければならないと規定されている．食物アレルギ

ーを持つ消費者にとって，アレルゲンは微量であってもアレルギー反応を引き起こす可能

性がある．したがって，アレルゲン物質が誤って混入した加工食品を迅速かつ容易に特定す

ることは，食品加工業界におけるリスク管理戦略上，食物アレルギー事故を効果的に防止す

るために極めて重要である． 

そこで，開発したデバイスを用いて，食物アレルギー物質の検出を行った．10 個の反応

容器を半径 20 mm の円周上に配置したデバイスを用いて，植物性の食物アレルギー物質 3

種（小麦，そば，落花生）の 60 min 以内の多項目同時診断を実証した．LAMP 法を用いて

植物性の食物アレルギー物質の多項目同時診断実験を行った．図 5.19 に示すように，新た

に 10個の反応容器を直径 20 mm の円周上に配置したデバイスを作製し，実験に供した（導

入流量 30 µL/min で緑色着色液を導入後の写真）．円形にすることで直列にならべたデバイ

スと比較してコンパクトにすることを可能にした．なお，本デバイスの各寸法は，反応容器
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間の長さ 𝐿1 = 1.52⁡mm，メイン流路から反応容器までの分岐流路の長さ 𝐿2 = 0.80⁡mm，反

応容器から永久阻害バルブ S2 までの長さ 𝐿3 = 0.89⁡mm，一時阻害バルブ S1 のギャップ長 

𝑔1 = 40.5⁡µm  (𝑃1 = 2.79⁡kPa ) ，永久阻害バルブ S2 のギャップ長  𝑔2 = 21.4⁡µm  (𝑃2 =

4.47⁡kPa)，一時阻害バルブ S1 の角部半径および，永久阻害バルブ S2 の角部半径 𝑟1 = 𝑟2 =

6.4⁡µm であり，導入流量 160 µL/min まで可能となる．  

 

 

図 5.19 緑色着色液を 30 µL/min で導入した 10連円周デバイス 

 

 本実験では，検体サンプルに小麦，そば，落花生，チャノキの DNA（最終濃度 各 1 ng/µL）

を使用した．使用した DNA は遺伝子抽出キット（タカラバイオ TaKaRa NucleoSpin Plant 

Ⅱ）を用いて精製した．反応容器 2 番，7 番は小麦，反応容器 3 番，8 番にはそば，反応容

器 4 番，9 番には落花生の遺伝子に起因するプライマーを 0.5 µL 滴下し固定した．反応容器

5 番と 10 番にはポジティブコントロールとして植物に共通する遺伝子に起因するユニバー

サルプライマーを固定した．反応容器 1 番，6 番はネガティブコントロールとして，プライ

マーは固定しなかった． 

検体サンプルと試薬の混合液を導入後，ウォーターバス（60℃）で 60 min 加温後のデバ

イスの画像を図 5.20 に示す．図 5.20（a）から，小麦の DNA を含む混合液を導入したとき

には小麦に対応するプライマーを固定した反応容器 2 番と 7 番に加え，ユニバーサルプラ

イマーを固定したポジティブコントロールの反応容器 5 番と 10 番の溶液の色が陽性反応を

示し，紫色から水色へと変化し，正しく遺伝子増幅反応を示した．図 5.20（b）から，小麦
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とそばの DNA サンプルを混合させて導入した場合，前述の反応容器に加え，そばの DNA

に起因するプライマーが固定された反応容器 3 番と 8 番も陽性反応を示した．さらに，図

5.20（c）から，小麦，そば，落花生の DNA サンプルを混合させて導入した場合には，同様

に，落花生の DNA に起因するプライマーが固定された反応容器 4番と 9 番も期待通り陽性

反応を示した．一方で，図 5.20（d）に示すように，チャノキの DNA を含む混合液を導入し

た際には，植物共通のユニバーサルプライマーを固定した反応容器 5番と 10 番のみが反応

した．すべての実験において，反応容器間のクロスコンタミネーションは見られなかった． 

 

 

(a) 小麦  (b) 小麦とそば 

 

(c) 小麦，そば，落花生 (d) チャノキ（ネガティブコントロール） 

図 5.20 植物性食物アレルギー物質の遺伝子増幅実験結果 
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また，加温 60 min 後に取得した画像の反応容器の色を画像解析ソフト（ImageJ）で取得

し，CIE-L*a*b*色空間を用いて解析したところ，期待通り，陽性の反応容器と陰性の反応容

器を明確にグループ化して区別することができた．加温 60 min後の各反応容器を a*-b*平面

上にプロットしたグラフを図 5.21に示す． 

 

 

図 5.21  L*a*b*色空間での解析結果 

 

また，図 5.22（a）にそば DNA サンプル，図 5.22（b）に落花生 DNA サンプル，図 5.22

（c）に小麦と落花生 DNA サンプルの混合液，図 5.22（d）にそばと落花生 DNA サンプル

の混合液を使用した遺伝子増幅実験結果（60 ℃ 60 min 後）を示す．すべての実験におい

て，正しく対応するプライマーを固定した反応容器のみで遺伝子増幅反応が生じ，反応容器

間でのクロスコンタミネーションは見られなかった． 

本実験結果で得られた画像においても反応容器内の色を解析したところ，図 5.23 に示す

ように期待通り，陽性を示した反応容器と陰性の反応容器で明確にグループ化し区別する

ことができることを明らかにした． 
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(a) そば (b) 落花生 

 

(c) 小麦と落花生 (d) そばと落花生 

図 5.22 植物性食物アレルギー物質の遺伝子増幅実験結果 
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図 5.23  L*a*b*色空間での解析結果 

 

5.4 結言 

 本章では，はじめにデバイスの作製方法にワックスリフロー援用ソフトリソグラフィ法

を適用し，反応容器への一様な溶液の流入を可能にした．続いて，電動ピペットを用いた送

液方法に改良し，装置の小型化ならびに診断手順の簡略化を図った．最後に，比色指示薬を

用いたマルチプレックス遺伝子診断デバイス上での定性診断を示した． 得られた結果をま

とめると次のとおりである． 

 

(1) ワックスリフロー援用ソフトリソグラフィ法を適用したことで，作業者によらない作

製プロセスに改良し，反応容器内の気泡が残留しないように改良した． 

 

(2) 電動ピペットを用いることで，診断プロセスの簡略化を実現した．さらに，電動ピペッ

トに装着するピペットチップ内の空気の容積を少なくすることで，送液時間の短縮が

可能であることを示した． 

 

(3) 節足動物媒介性ウイルス，有毒植物，ヒト感染性ウイルス，農作物病害ウイルス，農作

物病害虫，食物アレルギー物質の比色指示薬を用いた簡便な定性診断を実施した．さら

に，反応容器の色を解析することで，陽性と陰性の反応容器を識別できることを示し

た． 
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第6章 画像色解析手法に基づく遺伝子定量解析システムの開発 

6.1 緒言 

5.3 節では，比色指示薬の定性診断について述べた．しかし，サンプル中に含まれる遺伝

子濃度の定量解析は遺伝子診断や臨床の分野で重要な役割を担っている．例えば，ヒトヘル

ペスウイルス 1型（HSV-1）は，幼少期から青年期にかけて感染し，顔面や上半身，特に口

唇に発赤性の水疱症状等を発症する 1,2)．また，ヒトヘルペスウイルス 2 型（HSV-2）は，世

界中で最も有病率の高い性感染症の一つであり，HSV-1 同様，性器や臀部に水疱症状などが

生じる 3)．しかし，これらのウイルスは，稀に血行性として全身に広がり，脳炎などの重篤

な症状を引き起こすことがあり，脳炎を発症した場合では，抗ウイルス薬の効果を検証する

ためにウイルス量の定量化は必要な技術である．  

これまで，比色指示薬の色の変化をモニタリングすることで LAMP 法における遺伝子増

幅を定量解析する研究は行われてきた 4-6)．Vanら 7)は，ヒドロキシナフトールブルー（HNB）

を用いた比色 LAMP法において，遺伝子増幅反応に伴う溶液の色の変化を 640 nm の波長を

計測することによってサンプル中に含まれる遺伝子濃度の定量解析できることを示した．

González-González ら 8)は，赤色から黄色に変わる比色指示薬を用いた比色 LAMP 法におい

て，L*a*b*色空間での色差を解析することによって，サンプル中に含まれる遺伝子濃度の定

量解析を実証した．しかし，これらの解析システムは得られたデータを直接プロットしてい

くことで遺伝子増幅曲線を取得するため，外乱に対するロバスト性（堅牢性）が低く，一定

の条件下において正しい解析結果が得られないことが予想された． 

そこで，本章では，遺伝子増幅反応中のデバイスの画像を取得するタイムラプス撮影装置

と，取得した画像から反応容器の色の変化を解析するプログラムを開発することで，デバイ

ス上での遺伝子定量解析手法を開発した．さらに，外乱の影響を小さくするために，得られ

たデータを理論曲線にフィッティングすることで，システムの信頼性の向上を図った．開発

した解析システムを実証するために，ヒトヘルペスウイルスを用いた遺伝子診断実験を行

い，定量解析が可能であることを示した． 

 

6.2 実験方法 

6.2.1 タイムラプス撮影装置 

恒温槽内（湯中）に設置した遺伝子増幅反応中のデバイスの個々の反応容器の色相変化を

解析するために，一定時間間隔で画像の連続取得を行うタイムラプス撮影装置を構築した．

図 6.1に構築したタイムラプス撮影装置ならびに，治具でデバイスを固定した様子，治具の

構成を示す．恒温槽内には，診断デバイスを固定する治具を設置し，CMOS カメラ（オムロ
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ン社製 STC-MCS163U3V）および単焦点レンズ（TAMRON 社製 M117FM35）によって撮影

を行った．なお，デバイスの上方に LED リング照明（アームスシステム社製 LED-R48）を

設置し，撮影中の照明条件を一定とした．CMOS カメラから得られた映像は，コンピュータ

上でマクロプログラムを用いて 30 s ごとに 1 枚の画像として保存した．治具は，アルミニ

ウム製であり，デバイス上面側からアクリル板（クラレ，幅 52 mm×長さ 76 mm，厚さ 2 

mm），デバイス下面側は接着したポリ塩化ビニル板の下にスライドガラス（松浪硝子，S9213）

を挟んで固定している． 

 

 

(a) 構築したタイムラプス撮影装置 

 

(b) 治具で固定したデバイス    (c) 治具の構成 

図 6.1 タイムラプス撮影装置とデバイス固定用治具の外観図 
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6.2.2 画像色解析方法 

本実験では，Visual Studio Code（version 1.79.2）を用いて，画像色解析プログラムを開発

し，解析を実行した．反応容器の色相変化を解析し，遺伝子量を定量解析するためには次の

解析フローが必要となる．取得画像から，①反応容器を識別し，②取得した RGB 値を変換

し，L*a*b*色空間にプロット，③色相角度変化量を計算し，④理論曲線にフィッティング，

⑤閾値到達時間を算出する． 

画像色解析プログラムには，Python を言語として使用した．また，OpenCV，NumPy，math，

os，copy，statics を拡張モジュール，matplotlib，pandas，openpyxl，tqdm，SciPy を追加ライ

ブラリとして使用した． 

 

6.3 画像色解析アルゴリズムの構築 

6.3.1 反応容器の自動識別手法の検討 

本実験では，図 6.2（a）に示されるように，上下 2か所に各 5個の反応容器を設けた 2検

体 5 項目診断デバイス（流路幅 202 µm，流路高さ 109 µm）を新たに作製し用いた．なお，

導入には，図 5.8（b）に示した電動ピペット（アイカムスラボ pipetty）を使用し，各導入口

から 32.5 µL ずつ導入した．図 6.2（b）に電動ピペットによる赤色着色液（0.1 w/v %）をデ

バイスへ導入したときの分注挙動を示す．反応容器の前後には，一時阻害バルブ S1（ギャッ

プ長𝑔 = 43.7⁡µm），永久阻害バルブ S2（ギャップ長𝑔 = 23.4⁡µm）が 2 個 1 組ずつ実装され

ており，逐次分注を実現している． 

 

(a) 2 検体 5 項目診断デバイス (b) 電動ピペットによる赤色着色液の導入実験結果 

図 6.2 2検体 5 項目診断デバイスの外観写真と赤色着色液の導入実験結果 
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 本実験では，ヒトヘルペスウイルス 1 型（HSV-1）ならびに 2 型（HSV-2）のプラスミド

DNA を使用した 10-12)．図 6.3 にタイムラプス撮影装置で取得した HSV-1および HSV-2 の遺

伝子増幅実験結果を示す．反応容器 1，3，6，8には HSV-1 に対するプライマー，反応容器 

2，4，7，9 には HSV-2に対するプライマーを 0.5 µL 滴下し，加熱乾燥させ，固定した．加

温 20 min 後に HSV-1のプライマーを固定した反応容器 1および 3の色が紫色から水色へ変

化し，陽性反応を示した．続いて，加温 30 min 後に HSV-2 のプライマーを固定した反応容

器 7 および 9 の色が紫色から水色へと変化し，陽性反応を示した． 

 

 

図 6.3 タイムラプス撮影装置で取得した HSV-1 および HSV-2の遺伝子増幅実験結果 

 

続いて，画像色解析プログラムのうち，反応容器の識別手法の検討を行った．反応容器の

識別には二値化処理を用いた．二値化処理は，画像をグレースケール（0～255）に変換し，

指定した閾値を超えた箇所を白黒画像として抽出する画像処理方法である 13,14)．図 6.4（a）

に二値化処理によって取得した白黒画像を示す．次に，閾値を超えた箇所の内，一定の面積

（本実験では，ピクセル数 5000 以上，12000 以下とした）の範囲内にある箇所を反応容器

として識別した．図 6.4（b）に識別した反応容器を示す．このとき，閾値の選定は安定した

反応容器の識別には重要である．閾値が小さい場合，反応容器以外の影なども抽出してしま

い，一方で，閾値が高い場合，抽出できる領域が小さいことから反応容器毎のピクセル数に

バラつきが生じてしまう．そこで，識別した全ての反応容器の面積の標準偏差が最小値とな

る閾値を最適閾値とした．図 6.4（c）に閾値に対する反応容器の面積の標準偏差を示す．本

実験の場合，閾値 80 が最も反応容器間の面積の差が小さく，安定した抽出ができていると

考えられる．本手法により，撮影時の照明環境やウォーターバスによる湯気，液面の泡など

の影響を最小限に抑えて，反応容器を安定して識別することが可能となった． 
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(a) 二値化処理後の画像例（閾値 80） (b) 識別された反応容器 

 

(c) 閾値に対する全 10個の反応容器の面積の標準偏差 

図 6.4 反応容器の認識と最適閾値 

 

6.3.2 色相角度変化による遺伝子増幅曲線の取得 

 識別した各反応容器の色から RGB 値を取得し，L*a*b*色空間内にプロットした．算出方

法には式（5.1）～（5.6）を使用した．図 6.5（a）に図 6.3 で得られた画像の内，反応容器

1，2，3，7，および 9 を抜粋し，a*-b*平面にそれぞれの色の時間変化に従ってプロットし

たグラフを示す．図 6.5（a）より，a*-b*平面上では，時間変化に伴い，陽性反応を示した反

応容器 1，3，7，9 内の色は a*および b*の値が減少する（水色方向）へと進んでいることが

分かる．図 6.5（b）には，図 6.3で得られた画像の全ての反応容器の LAMP反応中の色相角
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度ℎ（= 𝑡𝑎𝑛−1(𝑏∗/𝑎∗））の時間変化を示す．図 6.5（b）より，観察開始直後から 5 分間程度

は，全ての反応容器で，ウォーターバスの加温によって反応容器内の試薬に含まれる Tris-

HClが温度変化によって pH が下がるために，色相角度が同じように上昇した．その後，陽

性反応を示した反応容器１，３，７，９の色相角度が減少し，他の容器では変化がないこと

がわかる． 

 

 

(a) a*-b*平面上での反応容器 1，3，7，9の色の変化 

 

(b) 反応時間における反応容器の色相変化の推移 

図 6.5 色相変化解析結果 

 

 図 6.6（a）に観察開始直後（加温 0 min）からの色相角度の変化量，図 6.6（b）に加温 5.5 

min 後からの色相角度の変化量を解析したグラフを示す．図 6.6 から見てわかる通り，HSV-

1 と HSV-2 の反応容器で色相角度変化のグラフの変化開始時間が異なっていることが分か

る．さらに，同じプライマーを固定した 2つの反応容器はほぼ同じ時間で反応が開始してお
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り，反応容器毎で反応の再現性が高いことがわかった． 

 

 

(a) 観察直後 0 min からの色相角度変化量 

 

(b) 加温 5.5分後からの色相角度変化量 

図 6.6 色相角度変化量解析結果 

 

図 6.6に示した通り，初期の変化量が色相角度で正の方向に対してあるため，負の方向に

進む遺伝子増幅した反応容器では一度グラフが下がることが分かる．そこで，初期から 5 点

の標準偏差に対して，各計測点から 5 点の標準偏差が一定の値以内に入った点を加温が完

了した時間（𝑡𝑠）とした．𝑡𝑠の算出方法を次式に示す． 

 

𝜎(∆ℎ(𝑡𝑠)~∆ℎ(𝑡𝑠+4)) ≤ 𝑁 ∙ 𝜎(∆ℎ(𝑡0)~∆ℎ(𝑡4)) (6.1) 
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ここで∆ℎ(𝑡𝑠)加温が完了した時間における色相角度，∆ℎ(𝑡0)は観察開始直後の色相角度，𝑁

は定数を示す．なお，本実験では，𝑁 = 0.3を用いた． 

 図 6.6（a）の実験結果では，実験開始後 5.5 min で範囲内に収まり，加温が完了したもの

とした．図 6.6（b）は開始 5.5 min を初期値としてそこからの変化量を解析したグラフであ

る．なお， 5.5 min までの変化量を無視し，ベースラインを補正した．このように初期値を

補正することで，図 6.6（a）と比較して遺伝子増幅反応の立ち上がり開始時間を明確に示す

ことができ，一般に遺伝子増幅曲線と呼ばれる遺伝子増幅を示すグラフを取得することが

可能となった． 

 

6.3.3 データフィッティング関数の最適化 

 得られた遺伝子増幅曲線から，閾値到達時間（𝑇𝑡値）を算出することでサンプル内の遺伝

子量を定量解析することができる 15)．しかし，図 6.7（図 6.6反応容器 9 番のグラフを抜粋）

に示すように，加温中のウォーターバスの液面の泡などの影響によって遺伝子増幅曲線に

ノイズが生まれてしまう．そのため，ノイズによって誤った𝑇𝑡値を算出することが問題とし

て挙げられた．  

 

 

(a)ウォーターバスの水面上の気泡による影 (b)影による遺伝子増幅曲線内のノイズおよび

それに伴う誤認識した閾値到達時間 

図 6.7 周囲の環境によるノイズが及ぼす閾値到達時間算出への影響 

 

そのため，正しい𝑇𝑡値を算出するためには，得られた遺伝子増幅曲線を理論カーブにフィ

ッティングする必要がある．そこで，従来 PCR 法のカーブフィッティング手法に用いられ

ているシグモイド関数を用いてフィッティングを試みた．シグモイド関数は，一般的な遺伝

子増幅曲線に見られるような S字形状のカーブである 16-20)．次式にシグモイド関数を示す．  
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𝑦 =
𝐶

1 + 𝑒−(𝐴𝑡−𝐵)
(6.2) 

 

ここで，A，B，C は実験結果をフィッティングすることにより求められる係数である． 

図 6.8にシグモイド関数を用いてフィッティングしたカーブと各データを示す．図を見て

わかる通り，理論カーブと実験値の遺伝子増幅曲線の形状が異なってしまい，期待通りのカ

ーブフィッティングはできなかった．そこで，フィッティングの精度を定量的に評価するた

めに平均絶対誤差（MAE: Mean absolute error）を用いた 21-23)．平均絶対誤差の算出式を式

（6.3）に示す． 

 

MAE =
1

𝑛
∑|𝑦̂𝑖 − 𝑦𝑖|

𝑛

𝑖=1

(6.3) 

 

ここで，𝑦̂𝑖は理論カーブ上の予測値，𝑦𝑖は実験値を示している．観察開始 0 分から 60 分ま

でのデータ（121 点）に対して MAE は 0.79となり，これは各時間において，色相角度変化

量が 0.79 ° 誤って算出されることを示している． 

 

 

図 6.8 従来のシグモイド関数を用いたフィッティングカーブ 

 

本デバイスの遺伝子増幅実験で使用している比色指示薬であるヒドロキシナフトールブ

ルー（HNB）は，主に LAMP 反応に伴うマグネシウムイオンの脱離によって色の変化が生

じている．そのため，LAMP 法の一般的な計測手法である濁度計測で得られるようなグラフ

形状をしており，単純な S 字形状を示さない．そこで，新たに式（6.4）に示す関数を考案

した（以下，比色 LAMPシグモイド関数）．表 6.1 に式（6.4）を用いたカーブフィッティン

グにより得られた陽性反応容器の各データに対するパラメータを示す．図 6.9 に比色 LAMP
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シグモイド関数でカーブフィッティングした結果を示す．フィッティング結果より，理論曲

線が実験値の遺伝子増幅曲線の形状とよく一致した．さらに，平均絶対誤差を計算すると，

MAE = 0.19となり，フィッティング精度の向上を実現した． 

 

𝑦 =
𝐶 + (𝐹 ∙ 𝑡)

1 + 𝑒−(𝐴𝑡−𝐵) + 𝑒−(𝐷𝑡−𝐸)
(6.4) 

 

ここで，A，B，C，D，E，F は実験結果をフィッティングすることにより求められる係数で

ある． 
 

表 6.1 フィッティング結果の各パラメータ 

 A B C D E F 

Chamber 1 0.104 1.016 18.593 0.781 12.508 0.048 

Chamber 3 0.102 1.023 18.009 0.783 12.592 0.038 

Chamber 7 0.432 9.903 11.347 7.842 39.973 0.156 

Chamber 9 4.832 25.647 11.556 0.409 10.251 0.161 

 

 

図 6.9 色相シグモイド関数を用いたフィッティングカーブ 

 

6.3.4 定量解析のための閾値到達時間の定義 

 前述の通り，得られた遺伝子増幅曲線から，閾値到達時間（𝑇𝑡値）を算出することでサン

プル内の遺伝子量を定量解析することができる．𝑇𝑡値は，PCR 法で𝐶𝑡値（サイクル数到達時

間）の算出によく用いられる二次導関数の最大値となる時間とした 24-26)．なお，計算の分解

能は 0.1 min として，近似曲線から𝑇𝑡値を算出した．図 6.9 の結果では，HSV-1 を検出した

反応容器１，３の𝑇𝑡値は，13.9 min および 14.0 min となり，HSV-2 を検出した反応容器７，

９では 20.1 min および 22.0 min となっており，概ね同じ値を示した． 
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6.4 ヘルペスウイルス遺伝子量の定量診断 

 開発した色解析システムを実証するために，ヒトヘルペスウイルス 1 型（HSV-1）の定量

解析を行った．導入するサンプルに含まれる HSV-1の DNA 量を 102~107 copies/µL に変化さ

せた．図 6.10 に DNA 濃度を検出したときの遺伝子増幅曲線の実験結果を示す．図 6.10 よ

り，サンプルに含まれるDNA濃度が高いほど遺伝子増幅は早く開始していることが分かる．

この遺伝子増幅曲線より，閾値到達時間（𝑇𝑡値）を算出する．𝑇𝑡値は各グラフの二次導関数

の最大値に達した時間とした． 

 

 

図 6.10 HSV-1の遺伝子増幅曲線の実験結果（Log [DNA] = 2–7） 

 

図 6.11 に各 DNA 濃度に対する閾値到達時間（𝑇𝑡値）の検量線を示す． このとき，マルチ

プレックス遺伝子診断デバイスを用いて解析したものを●(𝑛 = 4)で示しており，通常の PCR

マイクロチューブ（25µL）で濁度計測器（栄研化学社製 LoopampEXIA）を用いて計測した

𝑇𝑡値を図中▲(𝑛 = 3)で示している．  

図 6.11 より，マルチプレックス遺伝子診断デバイスを用いて解析した検量線は線形性を

示し，高い相関係数を示した(𝑅2 = 0.970)．この検量線を用いることで，検体サンプルに含

まれる DNA 量が不明な場合でも𝑇𝑡値から DNA 量を推定することができる．さらに，PCR

チューブで実施した検量線ともよく一致しており，マルチプレックス遺伝子診断デバイス

を用いた場合でも𝑇𝑡値は変わらないことを示し，同等の感度であることを実証した． 

従来研究で，Curryら 27)は，PCR 法を用いて試薬量を変化させた際の𝐶𝑡値（サイクル数到

達時間）への影響を調査しており，𝐶𝑡値は溶液中の検出対象の DNA 濃度に依存することを

示している．そこで，HSV-1（107 copies/µL）を用いて，PCR チューブ内の溶液の全量を 12.5，

25.0，50.0 µL に変化させた際の，遺伝子増幅実験を行った．図 6.11 に濁度計測結果を示す．
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図 6.12 からわかるように，LAMP法においても PCR 法同様，溶液の全量および溶液中に含

まれるウイルス量の絶対量は増幅時間に影響せず，DNA 濃度に依存することとなることが

わかり，図 6.10 のデータが妥当であるといえる．ただし，溶液の全容量が異なることから，

診断デバイス上（3 µL）での検出限界は PCR チューブ（通常 25 µL）での検出限界に対し，

約 1/8 になると推測される． 

 

 

 

図 6.11 DNA 濃度に対する閾値到達時間（𝑇𝑡値）の検量線 

 

 

 

図 6.12 3つの異なる試薬量条件における PCR チューブ内での濁度計測結果 
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6.5 結言 

 本章では，診断デバイス上でタイムラプス撮影装置と反応容器の色を解析するプログラ

ムを開発することで比色指示薬を用いた遺伝子定量解析手法を開発した．さらに，ヒトヘル

ペスウイルスを用いた定量解析を実証した．得られた結果をまとめると次のとおりである． 

 

(1) 遺伝子増幅反応中のデバイスの画像を取得するタイムラプス撮影装置を開発し，30 s毎

に 1 枚の写真を取得することを可能にした． 

 

(2) 取得画像から各反応容器の領域を識別する最適手法を開発し，色情報を取得，L*a*b*

色空間内で色相角度の変化量を解析するプログラムを開発した．色相角度の変化量を

求めることで，遺伝子増幅曲線を取得することを可能にした． 

 

(3) 実験から得られた遺伝子増幅曲線を理論曲線にフィッティングするために，新しく，比

色 LAMP シグモイド関数を定義することで，高いフィッティング精度を実現し，取得

した遺伝子増幅曲線のデータに含まれるノイズの影響を受けにくいロバスト性の高い

システムを実現した． 

 

(4) ヒトヘルペスウイルス 1 型の遺伝子サンプルを用いて，検量線の取得ができることを

示し，デバイス上で遺伝子の定量解析が行えることを実証した．さらに，従来の PCR

チューブ内での結果と比較し，デバイス上でも同等の診断性能を示すことを明らかに

した． 
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第7章 遠心送液型マルチプレックス遺伝子診断デバイスの開発 

7.1 緒言 

 図 5.19 や図 6.2 に示した，これまでに開発したポンプ送液型マルチプレックス遺伝子診

断は，サンプルを一つずつ順に導入していく必要があり，多検体のサンプルを用いた遺伝子

診断はその分の導入時間が必要となり，長時間な検査となる．さらに，シリンジポンプを用

いた場合では，チューブの付け替え時などに遺伝子サンプルがコンタミネーションする可

能性があることも課題として挙げられていた． 

そこで，本章では，遠心力を用いて多検体のサンプルと遺伝子増幅試薬を同時に導入する

遠心送液型マルチプレックス遺伝子診断デバイスを開発した．図 7.1 にポンプ送液型マルチ

プレックス遺伝子診断デバイスと遠心送液型マルチプレックス遺伝子診断デバイスの比較

を示す．検体サンプルと試薬はマイクロピペットで各注入リザーバへ注入するだけでよい

ため，検体サンプル間のコンタミネーションのリスクを低減することができる．さらに，遠

心力によって送液を行うため，円周上に同一形状の流路デザインを設けることで多検体の

同時導入を可能とする．  

 

 

図 7.1 ポンプ送液型マルチプレックス遺伝子診断デバイスと遠心送液型マルチプレックス

遺伝子診断デバイスの比較 

 

 遠心力を用いたマイクロ流体デバイスは，Lab-on-a-Chip に習い，Lab-on-a-CD や Lab-on-

a-Disc とも呼ばれている 1-4)．これまで，遠心式マイクロ流体デバイスでは，回転数（遠心
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力）を制御することで，試薬の送液，試薬の混合，サンプル溶液の計量などの流体制御技術

が検討されてきた．単一細胞解析 5-7)や，抗原抗体反応を用いたタンパク質分析 8-10)，遺伝子

診断 11-17)への Lab-on-a-Disc の応用が検討されてきた．LAMP 法に限ると，新型コロナウイ

ルス（SARS-CoV-2）の診断 18-22)，食品検査における細菌検査 23-25)，食物アレルギー検査 26)，

排水内のレジオネラ菌などの細菌検査 27)など Lab-on-a-Disc 上で実証されてきた．しかし，

これらのデバイスは，各動作（導入，混合，分注など）に対して回転数や回転方向を切り替

えることで，溶液の操作を行う．そのため，制御システムが非常に複雑化するという課題が

ある． 

 そこで，本章では，一定回転数で多検体の同時導入，複数の反応容器への迅速分注を行う

ことを目的とし反応容器への自律的かつ逐次的に分注が行える流路構造を検討し，その設

計にかかる理論を明らかにした．さらに，開発したデバイスを用いて，食物アレルギー物質

4 種類（ニワトリ，ウシ，小麦，落花生）の多項目同時診断を実施し，60 min 以内に検出で

きることを示した． 

 

7.2 実験方法 

7.2.1 デバイスの概要 

本研究で開発する PDMS 製の遠心送液型マルチプレックス遺伝子診断デバイスの外観写

真を図 7.2に示す．本デバイスは，注入リザーバに遺伝子サンプルと遺伝子増幅試薬（LAMP

試薬）をマイクロピペットで導入する．その後，デバイスを高速で回転させることで遠心力

によって混合液を各反応容器へ分注する．余分な試薬は廃液リザーバと導入される．反応容

器への分注後は，ポンプ送液型マルチプレックス遺伝子診断デバイスと同様に，一定時間加

温することで LAMP 反応を行い，標的遺伝子を増幅することで検出を行う．この時，円周

上に同一形状の流路デザインを設けることで多検体の同時分注を行うことが可能となって

いる．これにより，多検体・多項目を同時に遺伝子診断することが可能となる． 
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図 7.2  遠心送液型マルチプレックス遺伝子診断デバイス 

 

 図 7.3 に示される理論モデルの遠心送液型のデバイスでは，液体を送液する際の印加圧力

（水頭圧）は次式によって算出することができる 2)． 

 

𝑃ℎ = 𝜌𝜔
2(𝑅2 − 𝑅1) (

𝑅2 + 𝑅1
2

) = 𝜌𝜔2∆𝑅𝑅̅ (2.7.1) 

 

ここで，𝑅1，𝑅2は，それぞれ中心から注入リザーバの液面までの距離，中心から圧力が作用

している点までの距離である．𝜌は液体の密度（水：1000 kg/m3），𝜔は角速度，𝛥𝑅は R1，R2

の距離の差で，𝑅̅は R1，R2の距離の平均を示す．遠心力により，注入リザーバ内では液面は

回転中心に対して円弧を示す．この円弧の半径 R1と導入されている 3 つ目の反応容器の液

面先端までの半径 R2から水頭圧 Phを算出することができる． 
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図 7.3 遠心送液型デバイスにおける印加圧力を決定するための理論モデル 

 

7.2.2 遠心送液型マルチプレックス遺伝子診断デバイスの作製方法 

遠心送液型マルチプレックス遺伝子診断デバイスの作製方法を示す．また，作製プロセス

の概略図を図 7.4 に示す． 

 

(1) 単結晶シリコンウエハ（イープライズ，ｎ型<100>，直径 4 inch，厚さ 525 µm；以

下，Si基板）の表面をアセトン（関東化学，純度 99.5 %），イソプロピルアルコー

ル（関東化学，純度 99.7 %；以下，IPA）の順で洗浄（かけ流し）し，N2ブローを

行い乾燥させる． 

(2) 低温灰化装置（ジェイ・サイエンス・ラボ JPA300）を用いて Si 基板表面に空気プ

ラズマ処理を行う（150 W，3 min）． 

(3) スピンコータ（ミカサ MS-A100）を用いて，ネガ型厚膜フォトレジスト SU-8 3050

（MicroChem 社，動粘度 12000 cSt）を Si 基板表面にスピンコートする． 

(4) ホットプレート（アズワン EC-1200N）を用いて SU-8を塗布した Si 基板のプリベ

ークを行う．  

(5) 両面マスクアライナ（ユニオン光学 PEM-800）で露光を行い，マスクパターンを

SU-8 に転写する．なお，実験前に，ウエハ上の 5 点の光強度を紫外線照度計（ウ

シオ電機，本体 UIT-101，i 線用センサ UVD-365PD）によって測定し，その平均値

（約 5 mW/cm2）から所望の露光時間を決定した． 

(6) ホットプレートを用いて流路形状を転写した SU-8のポストベークを行う． 

(7) 現像液（酢酸 2-メトキシ-1-メチルエチル；富士フィルム和光純薬，純度 97.0%）に
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ポストベーク後の SU-8を 10 min浸漬させ，現像を行う． 

(8) 現像した Si基板をアセトンおよび IPA で基板を洗浄し，N2ブローで表面の水滴を

除去する． 

(9) 4 インチ角シャーレ（Greiner Bio-One 社 688161，PS 製，120 mm×120 mm×17 

mm）を用いて厚さ 2 mm の PDMS を用意し，パンチ（カイインダストリーズ 

 BPP-10F）で直径 2 mmの穴を 20 個開ける． 

(10) ワックス（Freeman Manufacturing & Supply Company 社 Ferris File-A-Waxブルー）

を上記(9)の PDMS の上に設置し，ホットプレート上で 195℃ 10 min 加熱し，直径

2 mm の円柱形状のワックスを作製する． 

(11) 円柱形上のワックスを電子天びん（島津製作所 AP125WD）とディスポメスを用い

て 2.7 mg に切り出す． 

(10) ひょう量した上記（11）のワックス（2.7 mg）と SU-8 モールドを同時に空気プラ

ズマ処理（150 W，2 min）し，ワックスを SU-8 モールドの反応容器中央に乗せる． 

(11) ホットプレート上で 135℃ 3 min 加熱し，ワックスを融解させる．（図 7.4（a）） 

(12) 十分にワックスが融解していることを確認し，室温まで徐冷させ，ワックスを再び

凝固させることで反応容器を形成した． 

(13) 3D プリンタ（FLASHFORGE 社 Adventure4）を用いて，PLA 樹脂（ガラス転移温

度：55 ℃）製の注入リザーバおよび廃液リザーバのモールド形状（高さ 2 mm）を

充填率 100%で作製する． 

(14) プリントした PLA 樹脂を SU-8 モールドの注入リザーバおよび廃液リザーバにエ

ポキシ系接着剤を用いて接着し，24 h 硬化させ，マスターモールドとした．（図 7.4

（b）） 

(10) 真空チャンバ（サンプラテック PC-250KG）にマスターモールド（Si 基板）を入れ，

トリクロロシラン（トリクロロ(1H,1H,2H,2H-パーフルオロオクチル)シラン；

Sigma-Aldrich 社，純度 97 %）を 10 µL 滴下する． 

(11) 0.07 MPa まで減圧し，減圧状態を 60 min 維持し，マスターモールド表面のシラン

化処理を行う． 

(12) シリコーン樹脂（東レ・ダウコーニング SILPOT 184；以下，PDMS）の主剤およ

び硬化剤を 10:1 の割合で 60 g混合し，真空攪拌脱泡ミキサー（EME社 V-min 300）

を用いて 3 min 攪拌する． 

(13) 攪拌後，マスターモールドへ流し込み，ホットプレートを用いて 85℃で 40 min 加

熱し，硬化させる． 

(14) 硬化後，医療用ディスポメス（カイインダストリーズ 511-A）を用いて PDMS を

切り出し，離型する．（図 7.4（c）） 

(15) 切り出した PDMS の流入および流出口をパンチ（貝印 BPP-10F）で直径 1mm の穴

をあけ，シリコーン/アクリル系両面テープ（日東電工 5303W）を用いて塩化ビニ
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ル板（光 EB235-5，厚さ 0.5 mm）または，ガラスウエハ（東新理興 AS-4 厚さ

1.1 mm）と接着させる．（図 7.4（d）） 

 

 

(a) ワックスリフロー (b) PLA 樹脂接着 

 

(c) ソフトリソグラフィ (d) 塩化ビニル板への接着 

図 7.4 遠心送液型マルチプレックス遺伝子診断デバイスの作製プロセス概略図 

 

 実際に作製した遠心送液型マルチプレックス遺伝子診断デバイス用のマスターモールド

の写真を図 7.5に示す． 

 

 

(a)ワックスリフロー後 (b) 3D プリントした PLA 樹脂の接着後 

図 7.5 遠心送液型マルチプレックス遺伝子診断のモールド 
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7.2.3   遠心送液型マルチプレックス遺伝子診断デバイスの実験方法 

 作製した遠心送液型マルチプレックス遺伝子診断デバイスの観察装置を図 7.6に示す．ス

ピンコータ（ミカサ MS-B100）と真空ポンプ（ULVAC 社 DA-60S）によってデバイスを吸

着し，回転数を制御する．デバイスを設置する試料台にはスリット（幅 10 mm）が設けられ

たフィルムマスク（直径 160 mm）が固定されている．このスリットの通過を透過型フォト

インタラプタ（パナソニック CNZ1023）によって検出し，マイコン（Arduino 社 Arduino 

Leonard）を通じて，CMOS カメラ（Ximea 社 MQ022CG-CM）ならびにストロボスコープ

（日進電子工業 CF-15S60）に同時に 5V のアナログ出力を行う．それにより，ストロボス

コープはランプハウス（日進電子工業 LH-15M）を発光させると同時に，CMOS カメラは単

焦点レンズ（TAMRON 社 M112FM12）を通じて露光をすることができ，1回転に 1 枚の画

像を取得する．このとき，マイコンの駆動電圧（12V）とカメラ，ストロボスコープへの入

力電圧（5V）を分けるため，三端子レギュレータ（RECOM Electronic社 R-78E5.0-0.5）を

使用した．また，１回転中に複数回フォトインタラプタが入力されることを防ぐために，ス

リット通過後，透過していない箇所を通過したことを確認してから次の入力がフォトイン

タラプタに行えるように Aruduino のプログラムを作成した． 

 

 

図 7.6 遠心送液型マルチプレックス遺伝子診断デバイスの実験観察装置 
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7.3   外向き分注技術の検討 

 はじめに，6 章までに開発してきたポンプ送液型マルチプレックス遺伝子診断デバイスの

流路デザイン（エアープラグインバルブ構造）を用いて，遠心送液型デバイスを作製した．

各反応容器には，2 個１組の受動バルブが組み込まれている．図 7.7 に流路デザインの概要

を示す．なお，図の上方向が回転中心方向である．注入リザーバより導入された液体は一時

阻害バルブ𝑆1（1面縦型相ガイド）によって流れの向きを変え，遠心力が印加されている方

向に沿って反応容器へと流れ込む．反応容器を満たした後は，永久阻害バルブ𝑆2に到達し，

一時阻害バルブ𝑆1が決壊することで次の反応容器へと向かうことを想定して設計されてい

る（以下，外向き分注デバイス）． 

 

  

 

図 7.7 外向き分注デバイスの概要（上方向を回転中心方向とする） 

 

図 7.8 に一時阻害バルブ𝑆1のギャップ長 𝑔1 = 39.6 ± 6.2⁡µm⁡(n = 10)，バルブ𝑆1の角部半

径 𝑟1 = 6.2 ± 1.5⁡µm⁡(n = 10)，永久阻害バルブ𝑆2のギャップ長 𝑔2 = 20.3µm ± 5.4⁡µm⁡(n =
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10)，バルブ𝑆2の角部半径 𝑟2 = 5.4 ± 0.7⁡µm⁡(n = 10)，流路高さ 𝐻 = 105.1 ± 1.0⁡µm⁡(𝑛 = 3)

で作製した外向き分注デバイスへ緑色着色液（0.1 w/v %）を 100 µL 導入し，回転数 1500 

min−1 で回転させたときの実験結果を示す．図 7.8 より，反応容器へ流入した直後，液体は

途切れてしまい，液滴として反応容器へ導入された．その後，遠心力方向へ押し流されてし

まい，永久阻害バルブ𝑆2に達し，反応容器内に空気が捕捉された．5 番目の反応容器までは

1 つ目の反応容器と同様の挙動を示したが，6 番目の反応容器では，永久阻害バルブ𝑆2が決

壊した．決壊後は，7 番目以降の反応容器には，遠心力とは逆らう方向に着色液が導入され

ることを確認した． 

 

 

図 7.8 外向き分注デバイスへの分注実験結果 

 

7.4   内向き分注技術の開発 

7.4.1 一時阻害バルブ外側配置構造 

 7.3節の結果より，遠心力に逆らう方向では反応容器に液体が導入できることを確認した

ため，図 7.9に示すように外向き分注デバイスの流路デザインを上下反転させたデバイスを

考案した（以降，内向き分注デバイス一時阻害バルブ外側配置構造）．なお，図の上方向が

回転中心方向とする． 

図 7.10 に一時阻害バルブ𝑆1のギャップ長 𝑔1 = 43.6 ± 5.1⁡µm⁡(n = 10)，バルブ𝑆1の角部半

径 𝑟1 = 5.1 ± 0.9⁡µm⁡(n = 10)，永久阻害バルブ𝑆2のギャップ長 𝑔2 = 20.0µm ± 4.8⁡µm(n =
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10)，バルブ𝑆2の角部半径 𝑟2 = 4.8 ± 0.7⁡µm⁡(n = 10)，流路高さ 𝐻 = 103.9 ± 2.7⁡µm⁡(𝑛 = 3)

で作製した内向き分注デバイス一時阻害バルブ外側配置構造へ緑色着色液（0.1 w/v %）を

100 µL 導入し，回転数 1000 min−1および 1250 min−1で回転させたときの実験結果を示す．

図 7.10 より，回転数 1000 min−1では約 164 s で反応容器 10 個全てを充填することが可能で

あった．しかし，導入流量を上げようと，回転数を 1250 min−1に増加した場合では 1番目の

反応容器へ分注中，一時阻害バルブ𝑆1が決壊してしまい，次の反応容器へ導入されることを

確認した． 

この結果を踏まえると，内向き分注デバイス一時阻害バルブ外側配置構造では，反応容器

への分注中，一時阻害バルブ𝑆1は，次式を満たす必要があることがわかった． 

 

𝑃1 > 𝑃𝐶 + ∆𝑃(𝐿1) + ∆𝑃(𝐿2) + 𝑃ℎ(𝑆1) − 𝑃ℎ(𝑆2) (7.1) 

 

ここで，⁡𝑃1は一時阻害バルブ𝑆1の決壊圧力，∆𝑃(𝐿1)，∆𝑃(𝐿2)，∆𝑃(𝐿3)は図 7.9 に示すの各流

路長で損失する圧力，𝑃ℎ(𝑆1)は一時阻害バルブ𝑆1の位置で印加される水頭圧，𝑃ℎ(𝑆2)は永久

阻害バルブ𝑆2の位置で印加される水頭圧を示している．この式から，回転数 1000 min−1 で

は，𝑃1 = 2.69⁡kPaに対し，𝑃ℎ(𝑆1) − 𝑃ℎ(𝑆2) = 2.62⁡kPa となっており，制約を満足することが

わかる．一方，回転数 1250 min−1では，𝑃ℎ(𝑆1) − 𝑃ℎ(𝑆2) = 3.66⁡kPa となっていることから，

制約式を満足しないことがわかった． 

さらに，この制約式では，∆𝑃(𝐿1)ならびに∆𝑃(𝐿2)が，0.055 kPa，0.011 kPa と非常に小さ

い圧力損失であり，水頭圧が支配的であることがわかった．そのため，デバイスの流路幅や

流路高さを大きくし，流路抵抗（圧力損失）を小さくしたとしても，この水頭圧は変わらな

いため，回転数の制約が大きく，本流路デザインではこれ以上の導入時間の短縮は困難であ

ることがわかった． 
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図 7.9 内向き分注デバイスの概要（上方向を回転中心方向とする） 
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(a) 回転数 1000 min−1 

 

(b) 回転数 1250 min−1 

図 7.10 内向き分注デバイス一時阻害バルブ外側配置構造(𝑆1 = 43.6µm, 𝑆2 = 20.0µm )の導

入実験結果（回転数 1500 min−1） 

 

7.4.2 一時阻害バルブ内側配置構造 

 一時阻害バルブ外側配置構造では，反応容器への分注中，反応容器の中心方向への長さ分

の水頭圧が印加されてしまい，回転数に大きな制限があることがわかった．そこで，一時阻

害バルブが分注時の回転数の制約条件（上限値）を緩和するために，図 7.11 に示すように

一時阻害バルブ𝑆1を回転中心に対して反応容器よりも内側に配置した，内向き分注デバイス

一時阻害バルブ内側配置構造を考案した．この構造では，反応容器よりも一時阻害バルブ𝑆1

が回転中心に対して内側に配置されているため，反応容器への分注中，一時阻害バルブ𝑆1に

遠心力による圧力が作用しない構造になっている．さらに，分注完了後には，永久阻害バル

ブ𝑆2とメイン流路との間に空気を封入することでエアープラグインバルブとして機能し，反

応容器からの液体の漏出を防ぐことが期待される． 

図 7.12 に一時阻害バルブ𝑆1のギャップ長 𝑔1 = 46.0 ± 4.8⁡µm⁡(n = 10)，バルブ𝑆1の角部半

径 𝑟1 = 8.4 ± 2.3⁡µm⁡(n = 10)，永久阻害バルブ𝑆2のギャップ長 𝑔2 = 26.0µm ± 3.2⁡µm(n =
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10)，バルブ𝑆2の角部半径 𝑟2 = 8.5 ± 1.9⁡µm⁡(n = 10)，流路高さ 𝐻 = 109.8 ± 6.0⁡µm⁡(𝑛 = 5)

で作製したデバイスへ緑色着色液（0.1 w/v %）を 100 µL 導入し，回転数 1500 min−1で回転

させたときの実験結果を示す．図 7.12 より，期待通りの反応容器への分注挙動を示し，回

転数 1500 min−1において約 35 s で 10 個の反応容器すべてに分注することが可能となり，図

7.10（a）で示した一時阻害バルブ外側配置構造（回転数 1000 min-1）のときと比較して，導

入時間が約 1/5 倍に短縮することを可能にした． 

 

 

図 7.11 一時阻害バルブ内側配置構造の概要 
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図 7.12 一時阻害バルブ内側配置構造（𝑆1 = 46.0µm, 𝑆1 = 26.0µm）の導入実験結果（回転数

1500 min−1） 

 

7.5 遠心送液型デバイスにおける逐次分注理論モデルの構築 

7.5.1 一時阻害バルブ決壊圧力の設計指針 

続いて，本提案の内向き分注デバイス一時阻害バルブ内側配置構造において，各バルブ

（一時阻害バルブ𝑆1および永久阻害バルブ𝑆2）の設計にかかる制約を調査した． 

はじめに，流路幅 200 µm に対して，一時阻害バルブ𝑆1のギャップ長 𝑔1 = 120.1 ± 2.7⁡µm⁡

（n=10）とし，バルブ𝑆1の角部半径 𝑟1 = 6.3 ± 1.1⁡µm⁡(n = 10)，永久阻害バルブ𝑆2のギャッ

プ長 𝑔2 = 19.9. µm ± 6.1⁡µm（n=10），バルブ𝑆2の角部半径 𝑟2 = 6.1 ± 1.4⁡µm⁡(n = 10)，流路

高さ 𝐻 = 103.2 ± 2.7⁡µm⁡（n=5）としたデバイスを作製した．図 7.12で示したデバイスと比

べ，一時阻害バルブのギャップ長を大きくしているため，一時阻害バルブ𝑆1の決壊圧力は，

𝑃1 = 2.22⁡kPaから𝑃1 = 1.14⁡kPaに小さくなっている．図 7.13 にデバイスの注入リザーバへ

緑色着色液（0.1 w/v %）を 100 µL 導入し，1500 min−1で回転したときの実験結果を示す．

図 7.13 より，回転数 1150 min−1で導入したときには期待通りの反応容器への分注挙動を示

した．しかし，回転数を 1500 min−1にあげて導入したところ，反応容器への分注途中で一時

阻害バルブ𝑆1が決壊し，2～4 番目の反応容器には空気が封入される結果となった．結論と

して，一時阻害バルブ𝑆1の決壊圧力𝑃1は次式（7.2）を満たす必要があることがわかった．  
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𝑃1 > 𝑃𝐶 + ∆𝑃(𝐿1) (7.2) 

 

ここで，𝑃𝐶は反応容器入口で作用する表面張力(= 0.82⁡kPa)，∆𝑃(𝐿1)は図 7.11 に示す流路長

での圧力損失を示している．なお，遠心力方向への流路を進むときの圧力損失ならびに円周

方向へ進むときの圧力損失は作用していないことが実験結果より推測された． 

 式（7.2）によれば，回転数 1150 min−1の場合，一時阻害バルブ𝑆1の決壊圧力𝑃1 = 1.14⁡kPa

に対し，𝑃𝐶 + ∆𝑃(𝐿1) = 0.99⁡kPa であり，制約を満たしているが，回転数 1500 min−1の場合，

𝑃𝐶 + ∆𝑃(𝐿1) = 1.31⁡kPaとなり，満たしていない．また，この式では，流路抵抗による圧力損

失∆𝑃(𝐿1)を小さくすることは有効であるため，流路幅および高さを大きくすることで回転

数の制約を緩和できることがわかった． 

 

 

(a) 回転数 1150 min−1 

 

(b) 回転数 1500 min−1 

図 7.13 内向き分注デバイス一時阻害バルブ内側配置構造（𝑆1 = 120.1⁡µm, 𝑆2 = 19.9⁡µm）

の導入実験結果 
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7.5.2 永久阻害バルブ決壊圧力の設計指針 

続いて，永久阻害バルブ𝑆2にかかる設計制約を考察した．一時阻害バルブ𝑆1（1面縦型相

ガイド形状）のギャップ長 𝑔1 = 38.6 ± 2.2⁡µm⁡(n = 10)に対し，永久阻害バルブ𝑆2を 2面相

ガイド形状から 1 面縦型相ガイド形状に変更し，ギャップ長𝑔2 = 29.9⁡µm± 0.8⁡µm(n = 10)

としたデバイスを作製した．なお，バルブ𝑆1の角部半径 𝑟1 = 5.1 ± 0.8⁡µm⁡(n = 10)，バルブ

𝑆2の角部半径 𝑟2 = 5.7 ± 0.7⁡µm⁡(n = 10)，流路高さ 𝐻 = 105.8 ± 1.1⁡µm⁡(n = 5)であった．

図 7.14 にデバイスへ緑色着色液（0.1 w/v %）を 100 µL 導入し，回転数 1500 min−1および，

2000 min−1で回転させ，導入した実験結果を示す．図 7.14（a）に示すように，500 min−1で

回転させた場合には，期待通りの分注挙動を示したものの， 図 7.14（b）より，2000 min−1

で回転させた場合には，永久阻害バルブ𝑆2が決壊し，反応容器内の溶液が漏れ出してしまう

こととなった．この結果を踏まえると，永久阻害バルブ𝑆2には次式の制約があることがわか

った． 

 

𝑃2 > 𝑃1 + 𝑃ℎ(𝑆2) − 𝑃ℎ(𝑆1) (7.3) 

 

ここで，𝑃ℎ(𝑆2) − (𝑆1)は図 7.11に示すように，永久阻害バルブ𝑆2と一時阻害バルブ𝑆1の距離

による水頭圧の差を示している．1500 min−1で回転させた場合，𝑃2 = 3.25⁡kPaに対し，𝑃1 +

𝑃ℎ(𝑆2) + 𝑃ℎ(𝑆1) = 3.01⁡kPaであり，制約式を満足している．一方で，2000 min−1で回転させ

た場合，𝑃1 + 𝑃ℎ(𝑆2) + 𝑃ℎ(𝑆1) = 3.35⁡kPaであり，制約を満足していないため，永久阻害バル

ブ𝑆2が決壊したと考えられる． 

 

 

回転数 (a) 1500 min−1 (b) 2000 min−1 

図 7.14 一時阻害バルブ内側配置構造(𝑔1 = 38.6⁡µm, 𝑔2 = 29.9⁡µm) への導入実験結果 

  

さらに，式（7.3）の妥当性を検証するために，一時阻害バルブ𝑆1と永久阻害バルブ𝑆2の形状

および長さをほぼ同程度に設計したデバイスを作製した．作製したデバイスの寸法は，一時
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阻害バルブ𝑆1のギャップ長⁡⁡𝑔1 = 41.3 ± 2.3⁡µm⁡(n = 10)，バルブ𝑆1の角部半径 𝑟1 = 4.2 ±

0.7⁡µm⁡(n = 10)，永久阻害バルブ𝑆2のギャップ長 𝑔2 = 42.1⁡µm± 1.6⁡µm(n = 10)，バルブ𝑆2

の角部半径 𝑟2 = 4.6 ± 1.3⁡µm⁡(n = 10)，流路高さ 𝐻 = 99.8 ± 2.6⁡µm⁡(n = 5)，であった．図

7.15 にデバイスへ緑色着色液（0.1 w/v %）を 100 µL 導入し，回転数 1500 min−1で導入した

実験結果を示す．図 7.15 から，全反応容器で永久阻害バルブ𝑆2が決壊し，反応容器の中に

溶液を留めることができていないことがわかる．これは，回転数を変更しようとも永久阻害

バルブ𝑆2が回転中心に対して，一時阻害バルブ𝑆1よりも外側にあるために水頭圧分高い圧力

がかかっていることを示しており，式（7.3）が妥当であると考えられる． 

 

 

図 7.15 一時阻害バルブ内側配置構造(𝑔1 = 41.3⁡µm, 𝑔2 = 42.1⁡µm)への導入実験結果（回転

数 1500 min−1） 
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7.6 食物アレルギー物質の多検体・多項目同時定量診断 

 7.5節までの成果に基づいて作製された遠心式マルチプレックス遺伝子診断デバイス（内

向き遠心デバイス一時阻害バルブ内側配置構造）を用いて，食物アレルギー物質の多検体・

多項目同時診断を実施した．そこで，新たに図 7.16 に示す 4 検体 5 項目を診断可能な直径

70 mm のデバイスを作製した．注入リザーバー（容量 94 µL）と廃液リザーバー（容量 31 

µL）が 4 カ所あり，それぞれに 5 個の反応容器が組み込まれている． 

 

 

図 7.16 4検体 5 項目診断用遠心式マルチプレックス遺伝子診断デバイス 

 

 図 7.17に本デバイスへ赤色（10% v/v，McCormick社，Assorted FOOD COLOR＆EGG DYE），

青色（10% v/v），緑色（10% v/v），黄色（15% v/v）着色液を 40 µL ずつマイクロピペットで

導入し，1500 min−1で回転させたときの実験結果を示す．結果より，各着色液の導入に反応

容器への分注時間の違いなどは見られなかった．このとき，20個のすべての反応容器を 12 

s で充填することができた． 
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図 7.17 着色液（40µL）を回転数 1500 min−1 で導入させたときの実験結果 

 

食物アレルギー物質の検出実験には，小麦，落花生，ニワトリ（生肉），ウシ（生肉）か

ら精製した DNA サンプル（DNA 最終濃度，各 1.0 ng/µL）を用いた．使用した DNA は遺伝

子抽出キット（タカラバイオ，TaKaRa NucleoSpin Plant Ⅱ）を用いて精製した．遺伝子サン

プルと試薬を合計 50 µL 調整し，各導入口より注入リザーバ内へマイクロピペットを用い

て 40 µL 導入した．LAMP 試薬内の界面活性剤の影響により，表面張力が低減していること

を考慮して，回転数を 1000 min-1とし，150 s 回転させることで，混合液を反応容器へ導入

した． 

導入後は，図 7.18 に示すように新たに作製した縦 120 mm，横 120 mm 厚さ 9mm のアル

ミ治具で固定した．また，デバイス上部の天窓部には，外直径 105 mm 厚さ 2 mmのアクリ

ル円板（さくら樹脂），底部にはガラスウエハを挟み込んだ． 

 



163 

 

 

 (a) 作製した治具に固定したデバイスの外観写真 (b) 固定治具の構成図 

図 7.18 デバイス固定用治具 

 

 治具での固定後，ウォーターバス内（60 ℃）でタイムラプス撮影装置を用いて 60 min

間 30 s 毎に 1枚撮影した．なお，本実験では視野を拡大させるため，単焦点レンズ（TAMRON

社製 M112FM12）をタイムラプス撮影に用いた．図 7.19 にタイムラプス撮影装置で取得し

た食物アレルギー物質 4種類（小麦，落花生，ウシ，ニワトリ）の検出実験結果を示す．図

7.19 中，反応容器の Wは小麦，P は落花生，C はニワトリ，B はウシの遺伝子に特異的なプ

ライマーを 0.5 µL 滴下し，加熱乾燥させ，固定していることを示す．なお，図 7.19中 N は

ネガティブコントロールを意味し，プライマーの固定は行わなかった．また，図 7.20 に取

得したタイムラプス画像から第 6 章で開発した色相解析プログラムを用いて解析した，各

反応容器の遺伝子増幅曲線を示す．実験結果から，反応容器間のクロスコンタミネーション

は見られず，対象となるプライマーを固定した反応容器のみが紫色から水色へと変化して

いることが分かる．さらに，解析結果より，加温 20 min 後にはニワトリプライマーが最も

早く増幅を開始していることがわかった．続いてウシプライマー，小麦プライマーが加温 25 

min 後に反応し，最後に加温 35 min 後に落花生プライマーが反応し，色相角度 12～17°程

度変化することがわかった．  
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図 7.19 食物アレルギー物質 4種（W：小麦，P：落花生，C：ニワトリ，B ウシ）の多検体・

多項目同時診断実験結果  
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図 7.20 遺伝子増幅曲線解析結果 

 

7.7 結言 

 本章では，多検体・多項目同時診断を行う遠心送液型デバイスの開発を目指し，定常回転

において複数の反応容器への自律的な分注を可能にする流路デザインを検討した．さらに，

開発したデバイスを用いて，食物アレルギー物質 4 種類の多検体・多項目同時診断を実証し

た．得られた結果をまとめると次のとおりである． 

 

(1) 遠心力と逆らう方向に分注することで反応容器内の空気を排出し，溶液を充填できる

ことを示した． 

 

(2) 一時阻害バルブ𝑆1の位置を逆転したことで作用する圧力を排除することができ，分注

時間 164 sから 35 s に短縮することができ，導入流量を 5 倍にすることができた． 

 

(3) 反応容器に組み込んだ 2 個 1 組の受動バルブ（一時阻害バルブ𝑆1ならびに永久阻害バ

ルブ𝑆2）にかかる設計制約を明らかにした． 

 

(4) 第 6 章までの成果と本章の成果を組み合わせることで，食物アレルギー物質 4 種類

（小麦，落花生，ニワトリ，ウシ）を 60 min 以内に検出できることを示し，4 検体・

4 項目の同時診断が可能となった． 
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第8章 結論 

1980年代に始まった µTAS の開発は，ここ 20～30年の間に急速に発展し，現在では多く

の計測機器に基礎技術が応用され，キーテクノロジーとして大きな役割を担っている．その

中で，2019 年からの新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）の蔓延に伴い，迅速・簡便・低コ

ストに多項目・多検体の同時検査が行える検査機器へのニーズが高まったことで，µTAS の

遺伝子診断技術への応用研究が活発に進められている． 

しかしながら，現在でもすべてのニーズを満たせる製品はなく，次なる新興・再興感染症

への対策が喫緊の課題とされている．このような背景のもと，本研究では，マイクロ流体チ

ップテクノロジーと等温遺伝子増幅法（LAMP 法）を融合することで，標的遺伝子の多検

体・多項目同時定量診断システムを開発することを目的として実施したものである． 

 第 2章では，マルチプレックス遺伝子診断デバイスの基本原理として，分注部，混合部，

遺伝子診断性能を示し，実用化に向けた技術的課題を挙げた．分注部には，各反応容器に角

度の異なる 3 種類の横型相ガイドを設けることで複数の反応容器への自律的な溶液の分注

を可能とした．混合部では，流路中に段差構造を設けた横型ミキサを実装することで，溶液

の高効率な混合を実現した．さらに，開発したデバイス上で蛍光試薬を用いた LAMP 法に

よって，農作物に感染する DNA ウイルスおよび RNA ウイルスの多項目同時遺伝子診断を

実証した．しかし，分注部，混合部には段差構造を設けるための２段階の作製プロセスが要

であること，蛍光観察のためには大掛かりな装置が必要であることが実用化に向けての技

術的課題となった． 

 第 3 章では，分注部の受動バルブの耐圧性能を向上ならびに作製プロセスの簡略化を目

的とし，１回のプロセスで作製可能であり，かつ流路幅方向のギャップ長によって耐圧性能

が制御できる縦型相ガイドを提案した．さらに，縦型相ガイドの配置を最適化したエアープ

ラグインバルブ構造を考案し，横型相ガイド構造と比較し，導入流量を 14倍（最大導入流

量 70 µL/min）に向上させるとともに．分注可能な反応容器数の制約条件を解除（理論上，

無限個数）することに成功した．さらに，反応容器への逐次分注挙動を記述する理論モデル

を構築し，デバイスへ導入可能な最大流量の予測を可能とし，設計指針を明らかとした．  

第 4 章では，1 回のプロセスで作製可能で高効率な縦型ミキサ（P-ACE ミキサ）を提案し

た．流路長手方向に対して左右非対称な障害物構造を流路壁面に設けることで，広いレイノ

ルズ数の範囲（Re＝0.13～13）において高い混合性能（送液距離 20 mm で 90％以上）を実

現した．さらに，混合メカニズムを考察し，流路長手方向の中心線に対して左右の領域で空

間の体積が異なるため，2液が流路幅方向に対して交互に入れ替りながら混合が促進される

ことを明らかにした． 

第 5 章では，現場即時検査を目的として，デバイス上での比色指示薬を用いた LAMP 法

による目視での定性遺伝子診断法を確立した．また，反応容器の色を画像解析することによ

って，エンドポイントでの陽性・陰性判定が可能であることを示した．開発した定性遺伝子
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診断法によって，アフリカ諸国における熱帯病のオンサイト検査を目的とし，節足動物媒介

性ウイルス 2 種類（デング２型ウイルスおよびジカ熱ウイルス）を標的とした多項目同時遺

伝子診断を実現した．救急医療におけるスクリーニング検査を目的とし，有毒植物（イヌサ

フラン）の迅速診断に適用できることを示した．ヒト感染性ウイルスの多項目診断を目的と

し，新型コロナウイルス（SARS-CoV-2），重症急性呼吸器症候群コロナウイルス（SARS-CoV），

A 型インフルエンザウイルス，新型インフルエンザ A(H1N1)pdm09 ウイルスの４種類の同

時迅速診断を実証した．食料の安定供給の観点から，農作物病害虫の多項目診断に適用し，

農業害虫の種類の識別と同時に保毒した植物ウイルスの診断も可能であることを実証した．

食の安全・安心の観点から，植物性食物アレルギー物質 3 品目（小麦，そば，落花生）を標

的とし多項目同時診断を実現し，本提案技術の有用性を示した． 

第 6 章では，遺伝子増幅反応中のデバイスの画像を 30 s 毎に取得するタイムラプス撮影

装置と，得られた画像から反応容器の色の時間変化を解析する画像色解析プログラムを開

発し，比色指示薬を用いた遺伝子定量診断法を確立した．ヒトヘルペスウイルスの遺伝子定

量診断に適用し，従来のマイクロチューブを用いた濁度検出手法と同等の感度を有するこ

とを実証した． 

第 7 章では，多検体の同時遺伝子診断を実現するために，遠心力によって送液が可能な遠

心送液型デバイスを開発した．複数の反応容器へ逐次的に分注が行える流路デザインを提

案し，遠心分注理論を構築し，デバイスの設計指針を明らかにした．さらに，第 6章までの

成果と組み合わせることで，食物アレルギー物質（動物性 2 種，植物性 2種）の 4検体・4

項目同時定量診断を実現した． 

以上の各章にて得られた結果を総括すると次の通りである． 

 

(1) 耐圧性能の設計自由度が高い縦型相ガイド（受動バルブ）を提案し，個々の反応容器の

入口側に一時阻害バルブとして，出口側に永久阻害バルブとして配置することで，逐次

的な分注操作を可能とする流体制御技術を開発した．また，受動バルブを空気排出流路

内に配置したエアープラグインバルブ構造を提案し，分注可能な反応容器数の制約条

件を解除した．さらに，分注理論モデルを構築し，デバイスに送液可能な最大流量の予

測を可能とし，受動バルブに必要となる耐圧性能の設計指針を明らかにした．  

 

(2) 簡便なプロセスで作製が可能であり，かつ流路デザインを損なうことなく実装が可能

な汎用性の高い非対称構造を有する縦型ミキサを開発した．広いレイノルズ数の範囲

（0.13 ≤ 𝑅𝑒 ≤ 13）において．高効率な混合性能（送液距離 20mm で 90 %）を実現し

た．また，開発した縦型ミキサの混合メカニズムを考察し．流路長手方向に対し，左右

非対称な障害物構造を流路壁面に設けることで，2液が流路幅方向に対して交互に入れ

替りながら混合が促進されることを明らかにした．  
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(3) マイクロ流体デバイス上に比色指示薬を用いた LAMP 法を実装し，遺伝子増幅反応過

程の反応容器の色相の時間変化を自動解析することで，検体中の遺伝子濃度を定量診

断するシステムを開発した．本システムは，濁度検出法に基づく従来の LAMP 法と同

等の検出感度を有し，さらに，多項目の遺伝子同時定量診断を可能とした． 

 

(4) 遠心力による送液に適した流路デザインを提案し，多検体の逐次的な分注操作を実現

した．また，遠心分注理論モデルを構築し，受動バルブに必要な耐圧性能の設計指針を

明らかにした．開発した遠心送液型デバイスによって，多検体・多項目の同時定量診断

が可能であることを実証した． 

 

(5) 本論文で開発した診断システムは，新興感染症ならびに再興感染症の感染拡大防止へ

寄与する技術である．また，加工食品の安全確保や農作物の安定供給に資する技術でも

ある．さらに，開発した流体制御技術は汎用性の高いものであり，化学，生命科学，工

学など広範な分野への応用が可能な基盤技術である． 
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今後の展望 

本研究で得られた各要素を統合することで，図 8.1に示すように検体サンプルから抽出し

た遺伝子サンプルを導入するだけで，LAMP試薬と高効率に混合し，各反応容器へ自律的に

分注，および同時に遺伝子診断が行える簡便な多検体・多項目検査システムへと展開するこ

とができる．さらに，カメラ，ヒーター，回転用モーターを小型化，集積化することにより，

卓上サイズの可搬型の診断システムを開発することができることが期待できる．これは，オ

ンサイトで安価かつ簡便に多検体・多項目を遺伝子診断することを実現する． 

 

 

図 8.1 開発した各要素を統合した多検体・多項目検査デバイスと可搬型診断システム 

 

しかし，真の意味での完全自動診断システムの実現には，前工程である遺伝子抽出プロセ

スにおいてもヒトの介入から解放する技術の提供が不可欠となる．現状の遺伝子抽出工程

は，①細胞膜（タンパク質）を溶解して細胞核内の遺伝子を溶出し，②不要なタンパク質を

洗浄・除去し，③遺伝子のみを選択的に抽出している．これらの操作はマイクロピペットを

用いた複数回の試薬のハンドリングと遠心分離操作が求められることから，作業者の負担

になるだけではなく，診断結果の信頼性が作業者の熟練度に大きく依存するという問題が

ある．そこで，図 8.2 に示すように，サンプルから遺伝子を抽出する工程をデバイス上に実

装することにより，サンプルを導入するだけで遺伝子抽出，試薬との混合，多検体・多項目

の同時診断が可能な Sample-to-Answerシステムへと展開することが期待できる． 

このデバイスのコンセプトは，３箇所の注入リザーバに検体サンプル，洗浄バッファ，溶

出バッファをそれぞれ導入し，遠心力によって送液する．３種類の溶液は，流路長さとタイ

ミングチャンバの容積を調整することにより，順番にシリカメンブレン（DNA を特異的に

吸着するシリカゲル）を通液する．マイクロ流路内に実装した縦型相ガイドにより，流れの

方向を制御することによって，検体サンプルと洗浄バッファは廃液チャンバ側に， シリカ
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メンブレンから DNA を脱離させた溶出バッファは DNA 回収チャンバに分離して回収する

ことができる．DNA 抽出チャンバへの導入後，LAMP 試薬と混合させ，混合液は，複数の

反応容器へ導入され，マルチプレックス遺伝子診断工程へと進み，多項目同時診断を行う． 

Sample-to-Answer の遺伝子診断デバイスは，これまでの研究において報告されているが，

回転数と回転方向を複数回変化させることで遠心力の大きさやコリオリ力の向きを変えて

送液を行っている 1)．その場合，制御システムが複雑となり，システムの不安定さや装置の

コストを高くなる．さらに，遠心送液型デバイスにおける流路のスイッチング技術は，デバ

イスの表面処理（流路内壁の部分的な親水性処理あるいは，超撥水性処理）や，送液操作の

ための外部駆動（空圧，レーザ照射，電気回路による発熱）によるものが多く，診断デバイ

スとしては高コストとなり実用的ではない． 

一方，本論文で実現した微小流体の操作技術にように，定常回転での溶液操作を実現する

ことができるため，デバイスの信頼性が格段に向上する．さらに，回転数の変化が必要ない

ことから，システム全体のコストの低減，安定性の向上を図ることができる．本デバイスを

実現することで，誰でも，どこでも簡便かつ高精度に検査することできるシステムを提供す

ることができる． 

 

 

図 8.2 遺伝子抽出技術と多項目診断技術を統合した Sample-to-Answer デバイス 
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