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第 1 章 序論 

1-1. 背景 

1-1-1. はじめに－疾病を早期に発見するための診断技術の開発－ 

 2021 年現在，新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）のパンデミックが世界中に大きな

混乱をもたらしている。コロナウイルスの感染拡大を防ぐ上で，早期に感染者を見つけ

適切な治療を施し重症化を防ぐこと，および，感染者と健常者を隔離することは不可欠

である。このような新種の感染症に限らず，疾病のリスクを低減するためには，疾病の

有無およびその兆候を早期につかみ，正確に診断を行うことが非常に重要である。他の

例として，全世界の死因第 1 位である心血管疾患 1 の代表例である急性心筋梗塞では，

発症してから治療を開始するまでの時間が患者の生存率と予後に大きく影響するため，

早急な診断が求められる。また，現代人の代表的な生活習慣病である糖尿病においても，

できるだけ早期にその兆候を発見し血糖コントロールを行うことは，重大な慢性合併症

の発生を抑制する上で有効である。 

 疾病を早期に発見することによって疾病の重症化を防ぐこと，さらに進んでその発症

自体を未然に防ぐことは，増加の一途を辿っている莫大な医療費を削減することにも寄

与する。世界の医療費は 2014 年時点で 9.21 兆ドルであり，2040 年には 24.24 兆ドルに

達すると推定されている 2。特に我が国では，2025 年に国民の 4 人に 1 人が 75 歳以上

の後期高齢者になる超高齢化社会が到来し，従来の医療保険制度の維持が困難になるこ

とが懸念されているため，医療費削減に寄与する新規技術開発は不可欠である。 

 このような背景の下，近年，疾病を早期に発見するための新しい診断技術やサービス

の開発がより一層活発化している。特にコンピューターの性能が飛躍的に向上したこと

によって，従来は不可能であった解析技術が実現している。次世代シーケンサーを用い

た遺伝子の網羅的解析技術 3,4 およびシングルセル（単一細胞）解析技術 5,6，あるいは

AI を利用した画像解析技術 7はその代表的な例である。また，バイオセンサーを埋め込

んだウェアラブルデバイス 8,9，スマートフォンを検出器とする高性能迅速診断キット
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10,11，診断機能を集積したマイクロ流体デバイスなどに代表される POCT（point of care 

testing: その場診断）システム 12,13などの開発も活発に行われている。 

 このような新規「診断技術」を開発し，そして深耕することは，人々の健康を守るた

めに，また医療を保障できる社会を持続していくために，今後ますます重要となってい

くものと容易に想定される。 

 

1-1-2. 臨床検査の現状と今後 

臨床検査とは，診療目的で行われ，患者の傷病の状態を評価する検査のことであり，

疾病の診断および治療方針の決定のために必要不可欠である。臨床検査は，心電図，脳

波，超音波などに代表されるような，患者の身体データを直接検査する「生体検査」と，

患者の身体から取り出した検体試料（血液，尿，便など）中の成分を分析する「検体検

査」に大別される（Fig. 1-1）。本項では，特に本研究で対象とする「検体検査」に関し

て，その概要と現状，および必要とされている機能や性能について説明する。 

検体検査においては，細菌，ウイルス，タンパク質，ホルモン，細胞，核酸，代謝物

などが検出および分析の対象成分となる。検体検査は，検体の種類，対象成分，分析方

法などによって分類されており，その種類は非常に多岐に渡っている（Fig. 1-1）。大き

な分類として，血液中の細胞や代謝物を分析する「血液検査」，抗原抗体反応を利用し

て感染症や疾病マーカー，血中薬物濃度などを検出する「免疫検査」，感染症の要因と

なる微生物を培養することによって特定・発見し，薬物耐性などを調べる「培養同定検

査」，DNA や RNA などの核酸を分析する「遺伝子検査」などがあり，それらもさらに

細分化されている。 

我が国においてこれらの検査のほとんどは，臨床検査技師と呼ばれる臨床検査を専門

に行う医療従事者によって実施されている。上述のように，検査の種類が多岐に渡るた

め，臨床検査技師の仕事の範囲は極めて広い。また，遺伝子検査のような新たな検査の

導入により必要な技量や知識も高度化しているといえる。 

そして，臨床検査の多くは，比較的規模の大きな病院の中央臨床検査室や，民間の検

査機関である衛生検査所にて実施されている。これらの施設において，大型の検査装置



3 

 

を一箇所に集約することで，多様な検査への対応や，多量の検体の迅速かつ正確な分析

が可能となり，検査の効率化，低コスト化が図られている 14。 

しかしながら近年では，前項でも記述したように疾病の早期診断に対するニーズが高

まっており，こうしたニーズに対応するためには従来の中央化された検査体制だけでは

不十分であると指摘されている 15。特に我が国においては，超高齢化による人手不足や，

地方医療の過疎化に対応するための在宅・遠隔医療体制の拡充が不十分であるという課

題がある 16。こうした課題に対応するために，いつでもどこでも簡便かつ迅速に疾病を

診断する POCT という仕組みがより一層注目されており，急速に普及しつつある。 

 

 

Fig. 1-1  臨床検査の分類と代表例 
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1-1-3. POCT とその活用例 

 POCT（ピーオーシーティー）とは，前述のように「その場診断」を表す言葉である

が，より具体的には，被験者の傍らで行われる簡便な検査，およびその結果を速やかに

診療に活かす仕組みのことである。POCT の概念には，疾病の有無を診断するための検

査だけでなく，看護，疾病の予防，健康増進に寄与する様々な検査も含まれている。医

療情勢の変化とともに，近年 POCT の普及が進みつつあり，病院，診療所，在宅など，

様々な場面において使用されるようになっている。実用化されている POCT の代表例を

Table 1-1 に示す。 

 病院や診療所において実施される POCT の代表例として，感染症の迅速検査 17が挙げ

られる。特に，インフルエンザウイルスに対する感染の有無を簡易的に調べるための抗

原検査が代表例であり，また最近では新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）の抗原検査

も行われている。インフルエンザの同定においては，患者から鼻腔拭い液や鼻汁などの

検体をその場で採取し，専用の検査キットを用いることで，迅速に診断を行うことがで

きる。検査室を持たない小規模の診療所などにおいては，大病院の中央臨床検査室や民

間の衛生検査所に検体を輸送することなく，その場で迅速に検査結果が得られるため，

大きなメリットがあり広く普及している。例えば 2017 年度，我が国のインフルエンザ

迅速検査キットの供給量は 3,589 万回分に達したことが報告されている 18。さらに新型

コロナウイルスの感染拡大が社会問題となっている現代において，より一層その必要性

が高まりつつある。 

 また POCT は救急外来の現場においても実施されている。例えば，急性心筋梗塞の診

断において，心筋の傷害によって上昇する血液中の心筋梗塞マーカーとなるタンパク質

を検出対象とした迅速検査 19が行われている。代表的なマーカーとして，トロポニンと

呼ばれる筋原線維の収縮調整タンパク質があり 20，その血液中の濃度は，心筋梗塞の発

症後に数時間で上昇する。そのため，心筋梗塞が疑われる患者の血液を採取し，専用の

検査装置や検査キットを用いて血中に含まれるトロポニンの濃度を分析することで，心

筋梗塞の診断を行うことができる。急性心筋梗塞においては早期の診断が患者の命を左

右するため，その場でリアルタイムに実施できる検査に対する必要性は極めて高い。 
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さらに在宅においても，被験者が自ら測定する POCT が既に利用されている。糖尿病

患者が診療の一環として実施する自己血糖モニタリング 21はその代表例である。この検

査において，まず微小な針を取り付ける専用の器具（ランセット）を用いて患者が自身

の手指に穿刺することで採血を行う。採取した微量の血液を専用のセンサーに付着させ

ることによって，簡便かつ迅速に血液中のグルコース濃度を測定することができる。通

常，患者は食前，食後など，1 日に 4 回以上も血糖値測定を行う必要があるため，簡便，

迅速に検査できることは重要である。2019 年度の調査において，糖尿病の患者数は，

全世界で 4 億 6300 万人 22，我が国においては 739 万人にも上ることが報告されており，

今後も患者数が増加し続けることが予測されている。そのため血糖モニタリング検査の

需要は高く，現在様々なメーカーから多くの種類の簡易自己血糖測定機器が販売されて

いる。 

また，一般市民がキットを薬局において購入し自ら実施できる検査として，妊娠検査

は広く認知されている 23。試験者は検査キットに尿をかけるだけで，尿中の妊娠マーカ

ータンパク質である hCG（ヒト絨毛性ゴナドトロピン：human chorionic gonadotropin）

を迅速かつ簡便に検出でき，妊娠の有無を確認することができる。このように一般市民

が薬局等でキットを購入し実施できるセルフチェック検査は OTC（over the counter）検

査と呼ばれている。高齢化による医療費の増加を抑制するという意味でも，このような

OTC 検査の利用は今後ますます拡大していくものと予想されている。 

 POCT を実施する上では，迅速，簡便，かつ手軽に操作できる分析手法や分析機器が

不可欠である。そのような分析機器は，POCT 対応機器，POCT システム，POCT デバ

イスなどと呼ばれている。前述した糖尿病患者が行う血糖の自己測定では，酵素電極法

という原理を応用した電気化学センシング POCT システムが用いられている 24。このシ

ステムにおいて，まず採取した血液を，手のひらサイズの測定機器に装着されたセンサ

ーに付着させる。その際，酵素反応によって血液中のグルコースが酸化し，センサー上

に固定された電子伝達物質の荷電状態が変化する。その後，電圧を印加することによっ

て，血液中のグルコース量に比例した電流が流れ，その電流値からグルコースを定量す

ることができる。測定に必要な時間はわずか数十秒と短く，また穿刺用機器，測定機器

は誰でも簡便に使用できる設計となっている。 



6 

 

 そして前述した感染症，急性心疾患，妊娠などの各種迅速検査の多くは，ラテラルフ

ローイムノアッセイ（lateral flow immunoassay）と呼ばれる（イムノクロマトグラフィ

ーとも呼ばれる）測定方法によって実施されている 17,25。この方法は，検体を水平方向

に搬送させて，イムノアッセイ（免疫測定）を行う分析法であり，迅速，簡便，安価に

実施できるため広く普及している。イムノアッセイおよびラテラルフローイムノアッセ

イについては，次項以降において詳細に説明する。 

 

Table 1-1  実用化されている POCT の代表例 

種類 検出対象 主な実施場所 試験者 測定方法 

感染症の 

迅速検査 

各種ウイルスや細菌 

の持つ抗原 

病院，診療所 医師 

看護師 

ラテラルフロー 

イムノアッセイ 

急性心疾患の 

迅速検査 

血液中の心筋梗塞マー

カーとなるタンパク質 

（トロポニン T，トロ

ポニン I，CK-MB など） 

病院（救急） 医師 

看護師 

ラテラルフロー 

イムノアッセイ 

妊娠検査 尿中の妊娠マーカーと

なるタンパク質（hCG） 

在宅 

 

被験者 ラテラルフロー 

イムノアッセイ 

自己血糖測定 血液中のグルコース 在宅 

 

被験者 酵素電極法 

酵素比色法 
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1-1-4. イムノアッセイの原理と現状 

 イムノアッセイは，抗原抗体反応を利用した分析手法であり，感度および特異性が

高く，さらに簡便かつ迅速に測定できるという特徴を有している 26。そのため，様々な

物質が混在している複雑な検体を対象とした場合においても，前処理を行うことなく，

目的とする微量のターゲット物質を検出することが可能である。また，ホルモンや薬物

などの低分子化合物から，タンパク質や核酸などの高分子化合物，さらにはウイルスや

細菌に至る様々な対象物質を検出できるため，汎用性にも優れた手法であるといえる。

そのため，医療，環境，食品などの様々な分野における分析手法として広く利用されて

いる 27。 

イムノアッセイの測定原理は，競合法と非競合法に大別される。競合法は，一定量の

抗体に対して，あらかじめ酵素や色素，蛍光物質などの信号物質を標識した一定量の抗

原と，測定対象となる非標識の抗原を競争的に反応させる方法である（Fig. 1-2）。この

手法では，測定対象の抗原濃度が増加するほど，標識抗原が抗体と結合する割合が減少

するため，信号は小さくなる。競合法は一般的に，高濃度の低分子化合物の測定に適し

ているが，その検出感度は非競合法と比較して低いと報告されている 26。 

一方で非競合法は，測定対象となる抗原に対して，過剰量の標識抗体を反応させる方

法である。抗原濃度が増加するほど，抗原と結合する標識抗体の量が増加するため，信

号は大きくなる。 

非競合法の代表的な例としては，サンドイッチ法（サンドイッチイムノアッセイ）が

挙げられる（Fig. 1-3）。この手法は，あらかじめ一定量の抗体を固定化した基材に対し

て試料液を添加し，試料液中の抗原を捕捉した後に，過剰量の標識抗体を添加すること

で固定化抗体－抗原－標識抗体のサンドイッチ免疫複合体を形成し，最終的に標識抗体

由来の信号を測定する，というものである。サンドイッチ法に代表される非競合法では，

異なる 2 つ以上のエピトープ（抗体が認識する抗原の部位）を有している抗原が測定対

象となる。そのため測定対象はタンパク質などの比較的分子量が大きな成分に限定され

るものの，競合法と比較して検出感度や特異性が高いため，微量成分の検出において頻

用されている 26。 



8 

 

またイムノアッセイを反応系の違いによって分類すると，均一系と非均一系に大別さ

れる。均一系は，抗原や抗体を基材に固定化することなく，均一な溶液中で測定を行う

ものである。均一系による測定方法の代表例としてはラテックス凝集法が挙げられ，以

下の原理により測定が行われる（Fig. 1-4）。標識物質としてラテックスを結合させた抗

体の溶液に対して抗原を含む試料液を加えると，抗原の添加量に依存して，ラテックス

が凝集する。その懸濁液に光を照射し，光散乱に基づく吸光度の変化を測定することに

よって，試料液中に含まれている抗原量を定量することができる。 

一方で非均一系は，抗原または抗体を基材に固定化して反応が行われる系であり，先

述したサンドイッチ法などの多くの手法が該当する。非均一系イムノアッセイは，均一

系と比較して，操作が複雑になるものの検出感度や特異性が向上するため，より一般的

に利用されている 28。 

 

 
Fig. 1-2  (a) 競合法によるイムノアッセイの模式図  (b) 競合法によるイムノアッセイ

における抗原濃度と信号強度の関係 
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Fig. 1-3  (a) サンドイッチ法によるイムノアッセイ  (b) サンドイッチ法によるイムノ

アッセイにおける抗原濃度と信号強度の関係 

 

 

 
Fig. 1-4  ラテックス凝集法によるイムノアッセイの模式図 
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 上述した原理および反応系を利用して，これまでに様々なイムノアッセイ技術が開発

されてきた。以下では，測定を実施するための反応場によってイムノアッセイ（主に非

競合的手法による非均一系イムノアッセイ）を分類して説明する。Fig. 1-5 に代表的な

反応場の模式図を示す。 

マイクロプレートは，従来，イムノアッセイの反応場として標準的に用いられてきた

基材の一つである。マイクロプレートは多数のマイクロウェルが連結されたプラスチッ

ク製の容器であり，代表的な形式である 96 ウェルプレートでは，ウェルが 8 列×12 行

に配置されており，一つのウェルあたり 300 μL 程度の液体を入れることができる。抗

体あるいは抗原をマイクロプレートのウェル表面に固定化し，酵素によって標識した抗

体を用いて抗原を検出することを特徴とする酵素免疫測定法（ enzyme-linked 

immunosorbent assay; ELISA，酵素結合免疫吸着法などとも呼ばれる）は，基礎研究から

臨床検査まで幅広く活用されている手法である 29。ELISA では，抗原抗体反応を行った

後，酵素標識抗体と反応する基質を添加し，その結果生じる生成物の量を吸光度変化や

蛍光，発光などを信号として検出することによって，抗原を定量することができる。こ

れらの信号を検出する際には，専用の測定装置であるプレートリーダーを利用すること

によって，各ウェルに導入された多数の試料液を同時に分析することが可能となる。さ

らに，作業工程が自動化された ELISA 用の大型装置も開発されており，多数の試料を

効率良く分析できるため，大規模な医療機関の臨床検査室などにおいて利用されている。 

 ラテラルフローイムノアッセイは，前項で述べたように，各種感染症の抗原，心筋マ

ーカー，妊娠マーカーなどの迅速検出に利用されている分析手法である 30。この手法で

は紙や多孔質膜などの基材によって構成された，使い捨てのデバイスが用いられており，

一部の基材には，抗体や試薬が乾燥状態で固定化されている。デバイスに滴下された試

料液（50~100 μL 程度）が，毛細管力によって水平方向に輸送されていく過程において，

基材上で抗原抗体反応が生じる。その結果，基材上に生じる着色の有無を主に目視によ

って確認して測定を行う，ことを特徴とする手法である。本手法は，特定の検出装置を

必要とせず，簡便に短時間で測定が可能なことが利点である。本手法は，本論文の基盤

となる技術であるため，その詳細については次項で詳述する。 
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 また近年，ガラスや樹脂などの材料に微細な流路構造を加工したマイクロ流体デバイ

スを用いたイムノアッセイ技術も盛んに開発されている 31。これらの手法では，微小空

間（体積：nL~μL）において抗原抗体反応を行うことによって，従来法と比較してより

迅速な分析が可能となる。さらに，任意の形状の微細構造を作製できるため，チップ上

に様々な機能を集積することができる。例えば，検体の前処理機能，試薬の導入，混合，

洗浄などの機能を統合したイムノアッセイデバイスが報告されている 32,33。 

 これらの他にも，抗原抗体反応を電気化学的または光学的に検出するイムノセンサー

34,35，フェムトリットルの超微小なウェルを集積した基材を用いたデジタル ELISA36 な

ど，様々なイムノアッセイ技術の開発が進められている。 

 
 

 
Fig. 1-5  イムノアッセイを実施するための代表的な反応場の模式図  (a) マイクロプ

レート  (b) マイクロ流体デバイス  (c) ラテラルフローデバイス 
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1-1-5. ラテラルフローイムノアッセイ 

 前項では，感染症，急性心疾患，妊娠などの迅速な診断において広く用いられている

実用的な POCT 技術として，ラテラルフローイムノアッセイについて簡潔に記述した。

本項では，その原理と利点について詳述する。 

ラテラルフローイムノアッセイは，測定デバイスに滴下された試料液を毛細管力によ

って搬送しながら，デバイスの一部に固定化された抗体を利用して抗原を捕捉する分析

手法である。 

Fig. 1-6 に一般的なラテラルフローイムノアッセイの原理および測定デバイスの構成

を示す。測定デバイスは，主にサンプルパッド，コンジュゲートパッド，ニトロセルロ

ースメンブレン，吸収パッドなどの基材によって構成されており，これらがカートリッ

ジ型のケース内部に収納されている。これらの基材のほとんどは紙や膜などの多孔質体

であり，毛細管現象によって試料液が基材内部を輸送されていく。多くの場合，試料液

としては，血液や鼻水などの検体を抗原抽出液と混和した溶液が用いられる。 

次に，このデバイスの操作方法について説明する。調製された試料液をサンプルパッ

ドに滴下すると，試料液はコンジュゲートパッドに輸送される。コンジュゲートパッド

には，標識物質が修飾された抗体（標識抗体）が固定化されており，試料液中に含まれ

る抗原と標識抗体が反応することで，抗原と標識抗体からなる免疫複合体が形成される。

なお標識物質としては，一般的に金コロイド粒子や着色ラテックス粒子が用いられてい

る 17。形成された免疫複合体は，その後，ニトロセルロースメンブレンに搬送される。

ニトロセルロースメンブレンの一部には，抗体がライン状に固定化されており，抗原を

捕捉するためのテストラインと，標識抗体を捕捉するためのコントロールラインがある。

搬送された免疫複合体は，テストラインに固定化された抗体と反応することによって，

固定化抗体，抗原，および標識抗体からなるサンドイッチ型の免疫複合体となり捕捉さ

れる。そして標識物質が凝集した結果，テストライン上に視認できる着色が生じる。抗

原が含まれていない試料液をデバイスに滴下した場合は，サンドイッチ免疫複合体が形

成されないため，テストラインにおいて着色はみられない。したがって試験者は，試料

液を滴下した後，テストラインにおける着色の有無を目視で確認することのみによって，

試料液に抗原が含まれているかどうかを判別できる。 
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またテストラインの後方にあるコントロールラインには，標識抗体と反応する抗体が

固定されており，試料液中に抗原が含まれていない場合であっても，標識抗体が結合す

ることで着色がみられるため，測定が正常に実施されたことを確認することができる。

なお，メンブレンを通過した余分な試料液は，吸収パッドにおいて吸収される。以上が，

一般的なラテラルフローイムノアッセイの操作方法および測定原理である。 

 

 

Fig. 1-6  一般的なラテラルフローイムノアッセイデバイスの構成と原理 
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次に，ラテラルフローイムノアッセイの利点について説明する。最も顕著な利点とし

て，以下の（1）～（5）が挙げられる。 

(1) 迅速に測定を実施できること。測定時間は検出対象となる抗原によって異なるが，

概ね 5~30 分である 37。このように迅速な検出が可能である理由として，特異性が高い

抗原抗体反応を利用していること，滴下した試料液とデバイス中に固定化されている各

種試薬が順次反応していくため，試薬の添加や洗浄操作などの追加の作業を伴わないこ

となどが挙げられる。 

(2) 操作が簡便であること。デバイスおよび検査キットは最小限の操作で扱えるよう

に最適化されており，誰でも簡便に測定を実施することができる。具体的に試験者が行

う操作は，検体の採取と試料液の調製，試料液の滴下，および，目視によるテストライ

ン上の着色の確認のみである。デバイスを使用する上で特別な手技を必要としないため，

臨床現場において一般の医師や看護師でも難なく操作することができる。 

(3) 検査キットが安価であること。上述したように，測定デバイスは紙や多孔質膜な

どの安価な材料で構成されている。また液体の搬送や信号の検出のために，特別な装置

を必要とすることもない。そのため，1 キットの価格は 500~1,000 円程度であり，安価

である 38。 

(4) 汎用性が高く，幅広い用途に応用できること。検出対象となる抗原の種類に対応

した抗体を用いることで，様々な測定に利用することができる。そのため，ラテラルフ

ローイムノアッセイは前述した感染症，心筋マーカー，妊娠マーカーの検査以外にも，

腫瘍マーカー，薬物，アレルゲンの検査など様々な用途において実用化されている。 

(5) 測定デバイスを大量生産する技術が確立されていること。メーカーは測定デバイ

スを効率的に製造するための生産設備を有しており，生産プロセスも適正化されている。 

上述した利点があるため，ラテラルフローイムノアッセイは迅速，簡便，安価という

POCT の基本性能を満たすばかりでなく，汎用性，生産性にも優れた診断技術であると

いえる。 

これらの利点の中でも，特にその迅速性と簡便性は，他の分析手法と比較して特筆す

べき点であるといえる。例えば感染症を検査するための代表的な手法としては，ラテラ

ルフローイムノアッセイの他に，検体から病原体を分離培養して同定する「培養同定法」，
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および検体から抽出した遺伝子を増幅する手法の一種である「PCR（polymerase chain 

reaction）法」が挙げられる。培養同定法，PCR 法はいずれもラテラルフローイムノア

ッセイと比べて，検出感度が高い。そのため，確定診断においては，これらの手法が利

用されることが一般的である。しかしながら，これらの検査は病原体の培養や，遺伝子

の抽出などの煩雑な操作を必要とするため，高度な手技を身につけた臨床検査技師が検

査を実施する必要がある 39。また検査にかかる時間も長く，培養同定法では数日程度，

PCR 法では半日程度の時間が必要であるとされている。さらに，専用の臨床検査室を有

していない診療所においてはこれらの検査を実施することができないため，被験者から

検体を採取して中央臨床検査室や衛生検査所に輸送する必要がある。その場合，検査結

果が得られるまでに，場合によっては数日以上の時間がかかってしまうこともある。そ

の一方で，ラテラルフローイムノアッセイは，操作が簡便であり測定時間が短い手法で

ある。医師や看護師が被験者の前で検査を実施することができ，早ければ数分程度で結

果が得られるため，患者に対してすぐに治療を開始し，またその場で投薬の種類を選択

することができる。 

また，一般的な他のイムノアッセイ技術と比較した場合でも，迅速検査を行うことが

できるという意味においてラテラルフローイムノアッセイの有用性は高い。代表的なイ

ムノアッセイ技術との比較を Table 1-2 に示す。 

前項において説明したマイクロプレートを利用した ELISA は，検出感度が高く（タ

ンパク質を検出対象とした場合，概ね pM 程度）40,41，定量測定，多項目同時測定が可

能なイムノアッセイ技術であるため，疾患のスクリーニング検査として頻用されている。

しかしながら，試薬の添加，溶液交換，複数回の洗浄などの煩雑な操作を必要とするた

め，高度な技術をもつ臨床検査技師が実施する必要があり，また測定に数時間程度を要

するため，迅速検査を行う上では不適であるといえる。 

マイクロ流体デバイスを用いたイムノアッセイシステムは，まだその多くが研究開発

段階であるが，原理的には ELISA レベルの検出感度，定量性を達成することができる

検査技術である 42。また，測定時間も比較的短く 30 分程度という研究例が多い。その

ため，次世代の POCT 技術として期待されている。しかしながら，溶液を搬送するため

にシリンジポンプなどの外部動力を必要とするシステムが多く，装置構成が複雑となる
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ため，誰でも簡便に使用できる操作性については開発途上であるといえる。また，デバ

イスの製造コストが高いことも重要な課題である。結果として，複雑な操作性と高い製

造コストの問題が，この技術の実用化および普及における障壁となっている。 

以上をまとめると，ラテラルフローイムノアッセイは，現時点では他の技術をもって

代替することができない，極めて実用的な POCT 技術であるといえる。そして重大疾患

を早期に発見することや，在宅にて個人が自身で健康をチェックすることが，より重要

視される現代において，今後ますますその需要が高まっていくことが予想される 43。 
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Table 1-2  代表的なイムノアッセイ技術の比較 

イムノアッセイの種類 測定時間 使いやすさ 

タンパク

質を対象

とした 
検出感度 

その他特徴 

ラテラルフロー 

イムノアッセイ 

5~30 分 極めて簡便 nM 程度 ・デバイスが安価 

・主に定性的測定 

マイクロプレート 

を用いた ELISA 

数時間 煩雑 

 

pM 程度 ・同時多項目測定 

・定量的測定 

・高価な自動測定装

置もある 

マイクロ流体デバイス 

を用いたイムノアッセイ 

30分程度 やや煩雑 pM 程度 ・デバイスの製造コ

ストが高い 

・現時点では実用化

例は限定的 
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1-1-6. ラテラルフローイムノアッセイの課題とその解決法に関する研究例 

 前項において詳述したように，ラテラルフローイムノアッセイは他の技術をもって代

替することができない，実用的な POCT 技術である。その一方で，本技術においても解

決すべきいくつかの重要な課題が存在する。主な課題は，「高感度化」および「再現性

の向上」であり 30，それぞれについて，以下に説明する。 

高感度化は，本技術の最も重要な課題の一つである。一般的なラテラルフローイムノ

アッセイにおける検出感度は，タンパク質を検出対象とした場合，概ね nM レベルであ

ると報告されている 42。この値は，他のイムノアッセイ技術と比較して高くない（Table 

1-2）。感度が劣る要因としては，ELISA のように信号の増幅工程を含まないこと，信号

を目視によって検出していること，基材への非特異的な吸着を十分に抑制できないこと，

などが挙げられる。 

もう一つの重要な課題が，再現性の向上である。ラテラルフローイムノアッセイにお

いて，試験間（test-to-test）の測定の再現性が低いことが指摘されている 30。その要因と

しては，測定結果を目視で検出することによる測定者間の評価のばらつき，基材材料や

試薬の性質のばらつき，基材に試薬を固定化する際の塗布や乾燥工程のばらつき，など

が挙げられる。そして，このような再現性における問題があるため，既存の製品は主に

定性試験として用いられており，定量的な試験のために用いられることはほとんどない。 

ラテラルフローイムノアッセイの検出感度，再現性を向上させることは，疾病をより

早期に，正確に発見するために重要である。検出感度や再現性が低いことは，実際の臨

床検査において，検査結果が「偽陰性」となることの要因となる。偽陰性とは，実際に

は疾病を発症しているにもかかわらず，検査結果が陰性となってしまうことである。ラ

テラルフローイムノアッセイにおいては，実際には検体中に抗原が含まれている場合で

あっても，テストラインにおける着色が得られずに，偽陰性となることがある。特に疾

病を発症してから間もない時期は，検体中に含まれる抗原の量が少ないため，偽陰性と

なる確率が高い。その場合，疾病の発見が遅れ，重症化につながってしまう。またイン

フルエンザのような感染症の場合，患者が他の人に感染させるリスクを高めることにも

なる。さらに，患者にとって何度も検査を受診することの負担も大きいものである。こ
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のような問題を解決するために，ラテラルフローイムノアッセイの検出感度，再現性を

向上させるための技術開発を行うことは急務である。 

 また検出感度，再現性を向上させることは，上述したような顕在化している問題を解

決するためだけではなく，本技術の応用性を高め，従来の臨床検査をより簡易な方法で

実施するためにも重要である。 

例えば，ラテラルフローイムノアッセイの高感度化を達成化することができれば，従

来は侵襲性が高い操作によって得られた検体を用いる検査を，侵襲性が低い操作によっ

て得られた検体を用いて実施できることが期待される。血液や鼻腔拭い液は，一般的に

含有される抗原量が多いため，ラテラルフローイムノアッセイの検体として頻用されて

いる。しかしながら，採血や鼻腔に綿棒を入れて拭う行為は侵襲的であり患者への負担

が比較的大きい。高感度化によって，一般的に抗原量が少ないとされている唾液，尿，

涙などの非侵襲性あるいは低侵襲性の操作によって得られる検体を使用できれば，検査

の簡便性がより一層向上する。また，検体の採取が容易になれば，従来の検査を在宅で

も実施しやすくなると期待される。 

また，再現性を向上させることができれば，本技術を用いた定量的な検査が可能とな

るものと期待される。従来，本技術は疾患の有無のみを判断することを主な目的として

おり，定性的な検査に対して適用することがほとんどであった 30。再現性の向上によっ

て，定量的な検査が可能となれば，検体中の濃度の同定が必要な疾患マーカーの検査に

おいても応用されるものと期待される。 

 このような背景の下，ラテラルフローイムノアッセイの検出感度，再現性を向上させ

るため，これまでに様々な研究開発が行われてきた 44–46。以下本項では，近年ラテラル

フローイムノアッセイの分野において多くの研究開発事例が報告されている，試薬，反

応方式，検出装置に関する新規技術開発について説明する。Table 1-3 に，その代表例を

示す。 

 高感度化のために検討されている代表的なアプローチの一つとして，二次抗体に修飾

するための標識物質の開発が挙げられる。感度をより向上させるためには，より明瞭な

信号が得られる物質を抗体に結合させることが有効である。従来のラテラルフローイム

ノアッセイでは，金コロイド粒子や着色ラテックス粒子など，視認で検出可能な標識物
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質を用いることが一般的であった。一方近年では，蛍光ナノ粒子や量子ドットなど，信

号強度が高い標識物質の開発，および，それらを組み込んだデバイスの開発が盛んに進

められている 17,46。例えば，ナイルレッドにより染色した蛍光ナノ粒子や，蛍光性プロ

ーブとして代表的な量子ドットであるテルル化カドミウム（CdTe）を，抗体に結合させ

てラテラルフローイムノアッセイに利用した研究が報告されている 47,48。その結果とし

て，血清中の炎症マーカータンパク質の検出において，既存の視認検出型のデバイスと

比較して，10~100 倍程度の感度を達成できたことが報告されている。 

 また高感度化のために，従来とは異なる反応方式を適用するという研究例も報告され

ている。その例として，酵素反応を利用したラテラルフローイムノアッセイが挙げられ

る。この手法では，一次抗体（固定化抗体），抗原，酵素標識抗体からなるサンドイッ

チ型の免疫複合体を形成した後に，基質を含む溶液を導入し，酵素反応を行う。基質が

反応した結果生じる生成物由来の発色，蛍光，発光，あるいは電流などの信号を検出す

ることで測定が行われる。このような酵素反応を利用したラテラルフローイムノアッセ

イの一例として，アルカリホスファターゼ（alkaline phosphatase; ALP）を酵素として，

5- ブ ロ モ -4- ク ロ ロ イ ン ド リ ル リ ン 酸 二 ナ ノ リ ウ ム 塩

（5-bromo-4chloro-3-indolyl-phosphate; BCIP）を基質としてそれぞれ用いた手法が報告さ

れている 49,50。BCIP は酵素反応により紫色の発色色素を生じるため，視認により信号

を検出することができる。この ALP と BCIP を利用したラテラルフローイムノアッセイ

は，インフルエンザなどの感染症の迅速診断のためにすでに実用化されている 51。 

さらに，より高感度な反応方式として，化学発光性基質を利用したラテラルフローイ

ムノアッセイに関する研究も報告されている。化学発光とは，化学反応によって励起さ

れた分子が基底状態に遷移する際に，エネルギーを光として放出する現象である。その

一例として，西洋ワサビペルオキシダーゼ（horse radish peroxidase; HRP）を酵素として，

ルミノールを基質としてそれぞれ用いて酵素反応を行い，ルミノールの化学発光を検出

するラテラルフローイムノアッセイが報告されており，従来法と比較して，100 倍程度

の高感度化を達成したことが報告されている 52,53。 

 このように化学反応系を取り入れたアプローチとして，酵素反応以外にも，たとえば

銀塩増幅反応を利用したラテラルフローイムノアッセイが報告されており，感染症の迅
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速検査として実用化されている。この方法では，金コロイド粒子を標識した抗体を二次

抗体として用いて一般的なラテラルフローイムノアッセイを実施した後に，還元剤と銀

イオン液を滴下，搬送する。金コロイド粒子が触媒として働き，その表面に銀粒子が成

長することで粒子が肥大化し，視認度が向上するというものである。この方法を利用し

たインフルエンザ検出キットの感度は，従来法と比較して 10~100 倍程度高いことが報

告されている 54,55。 

 また検出感度および再現性の向上のために，上述した新規標識物質や反応方式の開発

に加えて，検出機器の開発も進められている 56,57。蛍光や化学発光など，非視認性の検

出方式をラテラルフローイムノアッセイに適用する場合，これらの方式に対応した検出

機器の開発は必須である。その一例として，蛍光ナノ粒子を検出対象とするシステムが

開発されており，インフルエンザなどに代表される感染症の迅速検査において既に実用

化されている 51。特に最近では，新型コロナウイルスのパンデミックの影響によって，

高感度かつ正確な病原体検査に対するニーズがより一層高まっており，蛍光や化学発光

などの非視認性の検出方式を用いた高性能ラテラルフローイムノアッセイシステムの

開発は急務である。 

また，目視で検出するシステムであっても，検査者間の測定誤差を低減し，測定の再

現性を向上するために，テストラインを撮像して着色の程度を定量する検出器の利用も

増えつつある 56。さらに，専用の検出器ではなく，スマートフォンのカメラを検出器と

して利用するシステムの開発も盛んに進められている 11,58。スマートフォンは，今日で

は多くの人が所有している端末であるため，スマートフォンを利用した検出システムは，

誰でもどこでも利用できる高性能なラテラルフローイムノアッセイを実現し，在宅や遠

隔地での POCT を普及させるための有効なツールになると期待されている 11。 
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Table 1-3  ラテラルフローイムノアッセイの改良に関する研究例（試薬，反応方式，装

置関連） 

大分類 代表例 

標識物質の開発 蛍光ナノ粒子（ラテックス，シリカなど），量子ドット 

反応方式の開発 酵素反応（基質：BCIP, ルミノールなど），銀塩増幅反応 

検出装置の開発 専用検出器，スマートフォンを利用した検出システム 

（方式：比色検出，蛍光検出，化学発光検出，電気化学検出など） 
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1-1-7. ラテラルフローイムノアッセイデバイスを構成する基材材料に関する課

題とその解決法に関する研究例 

 前項で紹介した研究例はいずれも，既存のデバイスを利用しつつ，適用する試薬や装

置を工夫するという検討である。このような検討は，これまでのプラットフォームをそ

のまま生かし，なるべくデバイスの変更箇所を最小限にしながらアッセイの高性能化を

図るという点において効率的なアプローチであるといえる。 

その一方で，ラテラルフローイムノアッセイにおいて検出感度や再現性を飛躍的に向

上させるためには，試薬や装置の工夫だけでは不十分であり，デバイスを構成する新規

基材材料の開発は不可欠であると考えられる。前述したように，既存のデバイスにおい

ては，セルロースやニトロセルロースなどによって構成された紙あるいは多孔質膜が部

材として利用されている。紙や多孔質膜を基材材料として用いたデバイスは，安価に作

製でき，また簡便に取り扱えるといった利点があるため POCT デバイスとして適してい

るが，その一方で，材料の不均一性が測定の再現性や検出感度に影響を与えることが問

題である 30,59。 

特に，抗体を固定化するニトロセルロースメンブレンは，その製造プロセスにおいて，

製造ロット内およびロット間における性質のばらつきを避けることができない 30,60,61。

ニトロセルロースメンブレンにおいて，抗体の固定化効率や毛細管流れの速度といった

物理化学的性質は，イムノアッセイの性能に影響を及ぼす重要なパラメーターである。

そして，その性質のばらつきが，ラテラルフローイムノアッセイにおいて検出感度や再

現性が低下することの要因の一つであると指摘されている 30,60–63。 

したがって，ラテラルフローイムノアッセイにおける検出感度や再現性の問題を根本

的に解決するためには，試薬や装置の工夫だけでは不十分であり，抗体を固定化する基

材材料を均質かつ再現性良く作製すること，またその基材を組み込んだ新しいプラット

フォームを開発することが必要であると考えられる。 

しかしながら，ラテラルフローイムノアッセイにおける基材材料を改良するという観

点からなされた研究例は極めて限定的であり，上述した試薬，反応方式，あるいは装置

関連の改良研究が多数存在することと比較して，その例はわずかである。以下にその具

体例を説明する。 
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 熱可塑性樹脂をホットエンボスや射出成形により加工する方法は，比較的安価に，か

つ再現良く微細な構造を作製できるという利点がある 64,65。このような微細加工技術を

ラテラルフローイムノアッセイの基材材料に応用した例として，射出成型によって作製

したマイクロピラー型ラテラルフローイムノアッセイデバイスが開発されている 30。こ

のデバイスは，均質な大きさのマイクロピラー構造がアレイ状に配列した構造を有する

樹脂基材によって構成されており，ピラー上に抗体を固定化して使用される。またこの

基材は熱可塑性樹脂であるため，材料として安定であり，ニトロセルロースと比較して

経年劣化しにくいという特徴がある。このデバイスを用いてサンドイッチイムノアッセ

イを行った結果，血中の炎症マーカーを高感度に検出できたことが示されている 66–68。 

しかしながらこれら既存の研究では，微細加工を施した熱可塑性樹脂上に毛細管力を

発生させて試料液をスムーズに流すために，あるいは基材上に十分な量の抗体を固定化

するために，シラン－デキストラン処理，高分子電解質を用いたコーティングなど 66,69，

精密にコントロールされた表面処理工程が必要であった。このような表面処理は，基材

上における液体の毛細管流れ速度，および抗体の固定量という 2 つの重要なパラメータ

ーに影響を及ぼすため，そのわずかな工程や条件のばらつきが測定の再現性を損なう要

因となりうる。さらに，イムノアッセイデバイスの商業的生産において複雑な表面処理

工程を導入することは，その生産性を低下させるため望ましくないものと考えられる。 

これらを総括すると，複雑な表面処理を行う必要なく，簡便かつ再現良く作製できる

基材を組み込んだ新しいラテラルフローイムノアッセイデバイスの開発が必要である

といえよう。そのためにデバイスの基材が満たすべき要件としては，（i）無垢，つまり

化学的な表面処理を必要としない基材であること，（ii）抗体を高効率に固定化できるこ

と，（iii）基材表面あるいは基材内部において毛細管力によって試料液をスムーズに搬

送できること，が挙げられる。 

これらの要件のうち特に，（ii）抗体を高効率に固定化するためには，基材が高い比表

面積を有しており，かつ抗体を固定化しやすい微細構造を表面に有していることが効果

的であると考えられる。そして，抗体分子の大きさがおよそ 10~15 nm であることを考

慮すると 70,71，ナノメートルオーダーで構造を制御した基材，およびそのような基材を

作製するための精密な加工技術が必要であるといえる。 
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1-1-8. ナノインプリント法 

 ナノメートルスケールの構造を再現よく作製できる手法として，ナノインプリント法

と呼ばれる技術がしばしば用いられる。ナノインプリント法は，金型に形成された微細

構造を樹脂に転写する技術であり，1995 年に Chou らによって報告された 72,73。ナノイ

ンプリント法は，熱可塑性樹脂を用いた熱ナノインプリント法と，紫外線硬化樹脂を用

いた UV ナノインプリント法に大別される。本項では，本論文の基盤となる関連技術と

して，熱ナノインプリント法について詳述する。 

 熱ナノインプリント法は，以下のプロセス (1) ~ (3) によって実施される（Fig. 1-7）。

(1) 転写する樹脂と金型を接触させた状態で，それらを樹脂のガラス転移温度以上に加

熱する。(2) 加熱状態を保持し，樹脂が軟化した状態で圧力を印加する。(3) ガラス転

移温度以下に冷却したのちに離型する。 

このような熱ナノインプリント法の特徴として，加工のプロセスが簡便であること，

および，様々な種類の樹脂表面に 10 nm~数百 μm のスケールのマイクロ・ナノ構造を形

成できることが挙げられる 74。この加工スケールの下限値（10 nm 程度）は，同様に金

型を用いた加工技術の代表例である射出成型法と比較しても一桁以上小さい。したがっ

て，熱ナノインプリント法はナノメートルスケールの構造を形成する上で，転写性に優

れた手法であるといえる。熱ナノインプリント法の加工方式としては，従来はバッチ方

式のプロセスが一般的であったが，近年ではローラー方式のプロセスの開発が進められ

ており，大量生産も可能になりつつある 75–77。 

 

 

Fig. 1-7  熱ナノインプリントによる微細加工プロセス 
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上述したように，熱ナノインプリント法は，ナノメートルスケールの構造を再現良く

作製できること，簡便なプロセスで実施できること，生産性が高いこと，といった利点

を有する優れた技術である。そのため，次世代の微細加工技術として，主に半導体部品

や光学部品などの生産のために利用されてきた。具体的には，高速熱インプリント装置

を用いた光ディスクやデータストレージの作製 78，携帯電話や液晶テレビなどのフラッ

トディスプレイ用の部材（導光板，反射防止膜，偏光板など）の生産 78，GaN 製の LED

を高効率化するフォトニック結晶デバイスの開発などに応用されている 79。 

また近年，バイオ分野の研究開発においてもナノインプリント法が応用されつつある。

例えば，熱ナノインプリントを用いて，DNA やタンパク質をサイズによって分離する

ナノ構造体を組み込んだバイオチップが報告されているほか 80，高アスペクト比を有す

るマイクロ・ナノ構造体を利用した細胞培養用のシートを作製した研究例も報告されて

いる 81,82。 

そして非常に限定的ではあるが，イムノアッセイ用の基材の作製方法としても，熱ナ

ノインプリント法が応用された例が報告されている。具体的には，熱ナノインプリント

法によって作製した，高アスペクト比を有する樹脂製のナノピラーを用いて，高感度な

蛍光検出サンドイッチイムノアッセイを実現したという研究が報告されている 83。この

研究では，直径 100 nm，高さ 4 μm の高アスペクト比ナノピラーを有する樹脂基材上に

抗体を固定化し，二次抗体として蛍光標識抗体を用いて蛍光検出サンドイッチアッセイ

を行った結果，測定後の蛍光強度が，ナノピラーの形成されていない樹脂基材と比較し

て 34 倍高くなったことが報告されている。その要因は，ナノピラーの形成によって基

材の比表面積が増加し，抗体を高密度に固定できるようになったためであるとの考察が

なされている。 

樹脂基材表面に抗体を固定するための足場を作製するためのナノ加工技術として，熱

ナノインプリント法以外には，反応性イオンエッチングを用いた加工方法 84,85，および

ナノ粒子やポリマーブラシを用いたボトムアップ型の加工方法 86,87 が報告されている。

これらのナノ加工技術の比較を，Table 1-4 に示す。 

反応性イオンエッチングを用いた加工方法は，アスペクト比の高いナノ構造を作製可

能であり，極めて高い比表面積を実現することができるという利点を有している。その
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一方で，加工に数十分程度の時間がかかり，また加工可能な面積が小さい，つまり生産

性が低いという課題がある。ナノ粒子やポリマーブラシを用いたボトムアップ型の加工

方法は，3 次元的に入り組んだ複雑なナノ構造を作製可能であるが，その一方で，煩雑

な表面処理プロセスが必要となる。そして上述した 2 つの手法はどちらも，主に研究開

発段階の加工プロセスであり，製品への応用は限定的である。 

これらのナノ加工技術と比較して，熱ナノインプリント法は，プロセスの簡便性，基

材の生産性，加工の再現性において優れており，これらの優位性を満たすナノ加工技術

は他に存在しないものと考えられる。したがって，特にラテラルフローイムノアッセイ

用の抗体固定化基材のように大量生産を必要とする製品の作製方法として，熱ナノイン

プリント法は高い適合性を有しているものと期待される。 

しかしながら，ナノインプリントによって形成した微細加工基材を，抗体を固定する

ための足場として利用した研究例は限定的であり，また特に，ラテラルフローイムノア

ッセイに応用した研究例は，筆者が知る限り皆無であった。 
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Table 1-4  イムノアッセイ用基材の作製方法として報告されているナノ加工技術と，熱

ナノインプリント法の比較 

方法 利点 欠点 

熱ナノインプリント法を

用いた微細構造の作製 83 

・プロセスが簡便 

・再現性が高い 

・生産性が高い 

 

・3 次元的に入り組んだ複雑

な構造を作製することは困

難 

 

反応性イオンエッチング

を用いた微細構造の作製

84, 85 

・アスペクト比が高い針状構

造を作製可能 

・生産性が低い 

・作製できる形状が限定的 

ナノ粒子やポリマーブラ

シを用いたボトムアップ

型の微細構造の作製 86, 87 

・3 次元的に入り組んだ複雑

な構造を作製可能 

・プロセスが煩雑 

・再現性が低い 
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1-2. 本研究の目的 

 上述したように，代表的な POCT 技術の一つであるラテラルフローイムノアッセイに

おいて，検出感度および再現性を向上させることは極めて重要な課題である。そしてラ

テラルフローイムノアッセイの性能を飛躍的に向上させるためには，試薬や装置の改良

のみでは不十分であり，デバイスを構成する基材材料の不均一性や低い再現性といった

問題を解決することが必要であると考えられる。特に抗体を固定化するための基材を均

質に，かつ再現良く作製することは重要な要素である。さらに，測定の再現性，アッセ

イにおける操作性，またデバイスの生産性などを考慮すると，基材に複雑な表面処理を

行うことなく抗体を固定化でき，さらに，毛細管力によって試料液をスムーズに搬送で

きる基材の開発が求められている。 

 また繰り返しになるが，熱ナノインプリント法は，汎用の熱可塑性樹脂に対してナノ

～マイクロメートルオーダーの微細加工を施すことが可能であり，生産性にも優れた技

術である。そして，既存の研究では，熱ナノインプリント法を用いて高アスペクト比の

ナノピラー構造体を形成した基材上において，抗体を高密度に固定化できることが示唆

されている。しかしながら筆者が調べた限り，これまでに基材表面のナノ構造を制御し

たラテラルフローイムノアッセイデバイスの研究は報告されていなかった。 

以上の点に着目して，本研究では，『熱ナノインプリント法によって作製した微細加

工樹脂基材を適用することによって，ラテラルフローイムノアッセイにおける従来の課

題を解決する実用的なプラットフォームを実現できるのではないか』と考えた。より具

体的には，『熱ナノインプリント法を用いて均質なマイクロ・ナノ加工基材を作製し，

抗体の固定化基材として組み込んだデバイスを開発することで，従来のデバイスと比較

して検出感度や再現性を向上させることができるのではないか』，という仮説を立てた。 

 したがって本研究では，熱ナノインプリントで作製した微細加工基材がラテラルフロ

ーイムノアッセイに応用できるか検証すること，および，それを用いたシステムを構築

すること，を主な目的とした。また検出方式としては，従来の視認による検出方式と比

較して，より高感度な測定を可能とし，近年実用化も盛んに進められている蛍光検出方

式を検討することとした。そして，構築したシステムの性能について，既存の研究と比
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較してその有用性を評価することとした。また，産業への応用を鑑みて，できるだけ再

現良く，高い生産性で作製することができる基材の開発を目指した。そのために，ナノ

インプリントに関する既存研究の多くで検討されているような複雑なナノ構造体を作

製するのではなく，比較的作製しやすいマイクロ構造を一次構造として，その表面にナ

ノ構造が二次構造として形成された，マイクロ・ナノ加工基材の作製を検討することと

した。 

また，基材表面のナノメートルサイズの構造が，ラテラルフローイムノアッセイの性

能に決定的な影響を与えるのではないか，という仮説の下，基材表面のナノトポロジー

（ナノメートルスケールの形態）がラテラルフローイムノアッセイの性能に及ぼす効果

について検証すること，さらにナノ構造を制御することによってラテラルフローイムノ

アッセイデバイスを高性能化すること，をもう一つの目的とした。 
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1-3. 本論文の構成 

本論文は，以上の目的を達成するために実施した実験内容について主に記述するもの

であり，第 1 章～第 4 章の 4 つの章によって構成されている。 

まず第 1 章では，本研究の背景および目的について記述した。 

第 2 章では，熱ナノインプリント法を用いて作製した微細加工シート（以下，インプ

リントシートと呼ぶ）がラテラルフローイムノアッセイのための抗体固定化基材として

適用できるかどうかを検証し，その上でインプリントシートを用いたラテラルフローイ

ムノアッセイデバイスを構築すること，そして，その性能と有用性を評価することを目

的とした。そのために，具体的にはまずインプリントシート上に抗体を十分に固定化で

きるかどうか，さらにまた，毛細管力によって液体を搬送できるかどうか，という 2 つ

の点について検証を行うこととした。そして，インプリントシートを組み込んだラテラ

ルフローイムノアッセイデバイスを構築し，モデル検出物質の測定を行うことによって，

その性能について評価し，既存の研究と比較することとした。実験において，まず基材

の材料としてポリカーボネート（polycarbonate; PC），ポリメチルメタクリレート

（poly(methyl methacrylate); PMMA），シクロオレフィンポリマー（cycloolefin polymer; 

COP）の 3 種類の汎用熱可塑性樹脂を検証し，ナノメートルスケールの粗さを有するマ

イクロコーン（微小円錐）構造がアレイ状に配列した表面構造を有するインプリントシ

ートを作製した。次に各材料を用いて作製したインプリントシートに対する抗体の吸着

性，および界面活性剤を含有する水溶液をインプリントシートに滴下した際の濡れ性を

評価した。そしてインプリントシートと吸収パッドを組み合わせた試作デバイスを作製

し，血液中に存在する炎症マーカータンパク質である C 反応性タンパク質（C-reactive 

protein; CRP）をモデル検出物質として用い，蛍光検出サンドイッチイムノアッセイを

行うことで性能を評価した。最後に，構築したデバイスの性能について，既存の研究と

の比較を行った。 

第 3 章では，基材表面のナノトポロジーが，抗体の吸着性やイムノアッセイの検出感

度にどのように影響するか検証すること，そして，表面のナノ構造を制御することによ

ってラテラルフローイムノアッセイデバイスを高性能化できるか検証すること，を目的
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とした。具体的には，まず表面のナノトポロジーを意図的に変化させたインプリントシ

ートを作製し，その形状および抗体の吸着性について検証することとした。そして，そ

れぞれの構造を有したインプリントシートを用いてラテラルフローイムノアッセイデ

バイスを作製し，CRP をモデル検出物質として測定することで，アッセイの性能を評価

し，表面ナノ構造の効果を考察することとした。実験において，まず金型の材料および

加工方法を変えることで，マイクロコーン表面のナノトポロジーが異なる 3 種類の PC

インプリントシートを作製した。次にシート断面を SEM により観察し，得られた SEM

像の画像を解析することによって表面のナノ構造のキャラクタリゼーションを行った。

そして，作製したインプリントシートに対する抗体の吸着性の評価，および CRP を検

出物質に用いた蛍光検出サンドイッチイムノアッセイを行い，その測定結果に基づいて

表面ナノ構造の効果を考察した。 

最後に，第 4 章では，本研究の総括を行い，本技術の有用性と今後の課題についてま

とめることとした。 
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第 2 章 インプリントシートを用いた 

ラテラルフローイムノアッセイプラットフォームの構築 

 

2-1. 緒言 

2-1-1. 本章の目的 

本章では，ナノインプリント技術を用いて微細加工を施した樹脂基材をラテラルフロ

ーイムノアッセイにおける抗体固定化基材として適用できるかどうか検証すること，そ

して，作製した基材を用いて蛍光検出方式のラテラルフローイムノアッセイデバイスを

構築し，その性能について既存の研究と比較すること，を目的とした。また測定の再現

性やデバイスの生産性などを考慮して，煩雑な表面処理を必要とせず再現性の高い基材

の作製法を検討することとした。本節では，本研究において利用する樹脂材料の選定，

抗体固定化基材を作製するための本研究におけるアプローチ，および検出対象とする疾

患マーカーについて順次説明する。 

 

2-1-2. インプリント加工を施すための樹脂材料 

まず，インプリント加工を施すための樹脂材料の選定について説明する。熱ナノイン

プリント法において，通常，材料としては主に熱可塑性樹脂が用いられる。汎用熱可塑

性樹脂の中でも，ポリカーボネート（PC），ポリメチルメタクリレート（PMMA），シ

クロオレフィンポリマー（COP）はマイクロ・ナノスケールの微細加工成形のための材

料として用いられる代表例である 1–5。身近な例でいえば，PC は光学ディスクの材料と

して，PMMA，COP は光学レンズの材料として用いられている。これらの材料は加工

性が高いだけではなく，透明性が高く，自家蛍光が低いといった利点を有しているため，

生体物質を検出するためのマイクロ流体デバイスや微細加工基材の材料としても利用

されている 6。 
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なお，研究段階においては，熱硬化性樹脂であるポリジメチルシロキサン（PDMS）

を用いてマイクロ流体デバイスや微細加工基材を作製することが多い 2,7。しかしながら

PDMS には，材料コストが比較的高いこと，大量生産のための設備が十分に開発されて

いないこと，などの課題がある。それに対して，上述した熱可塑性樹脂は，材料コスト

が低く，大量生産のためのプロセス開発も進んでいるため，実用的な材料であるといえ

る。 

以上を踏まえて本研究では，熱ナノインプリント加工を施す樹脂材料として，PC，

PMMA，COP の 3 種類の熱可塑性樹脂を用いることとした。 

 

2-1-3. 抗体固定化基材を作製するための本研究のアプローチ 

上述した樹脂材料に対して微細加工を施し，ラテラルフローイムノアッセイのための

抗体固定化基材として利用するためには，加工した基材表面に抗体を十分に固定化でき

ること，および，毛細管力によって水溶液を搬送できること，という 2 点を実証する必

要がある。加工における再現性を担保しつつ，基材に対して化学的な表面処理を行うこ

となくこれらを実現するための本研究におけるアプローチについて，以下に説明する。 

イムノアッセイを行うために十分な量の抗体を基材上に固定化し，高効率で抗原と反

応させるためには，基材上に微小な構造体を形成することが有効であると考えられる。

例えば，マイクロ流体デバイスを利用したイムノアッセイや希少細胞の捕捉に関する研

究では，基材の比表面積を向上させて抗体を高効率に固定化するために，デバイス中に

マイクロスケールの構造体を作製することが一般的である。 

さらに，構造体を密に配置することによって，構造体に固定した抗体と，抗原や細胞

などの検出対象物質が衝突する確率を高め，検出対象物質を効率的に捕捉することが可

能となる。構造体の具体的な形状として，マイクロピラー構造をアレイ状に配列させた

ものが用いられることが多く，そのような構造を組み込んだマイクロ流体デバイスを利

用した，炎症マーカータンパク質や血中循環がん細胞などの高効率な捕捉と検出に関す

る研究が報告されている 8–10。これらの研究において，マイクロピラー構造は，光硬化

性樹脂を利用したフォトリソグラフィーや，フォトリソグラフィーとモールディングを

組み合わせた手法によって作製されることが多い。 
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一方で，熱ナノインプリント法によってマイクロピラー構造を再現良く作製すること

は容易ではなく，そのような報告例も限定的である。その理由として，高さ方向に一様

な断面を有するマイクロピラー構造を作製する場合，金型から樹脂を離型する際の抵抗

力が大きいため，構造に欠損が生じやすい，という点が挙げられる。特に，マイクロピ

ラー同士を高密度に配置する場合，構造に欠損が生じるリスクが増大する。 

それに対して，構造体の上部になるほど，その径が細くなる傾斜構造の場合は，金型

からの離型性が良く，構造体に欠損が生じにくいと考えられる。したがって，再現良く

微小な構造体を作製するためには，ピラー構造を傾斜させたコーン（円錐）構造が適し

ていると考え，本研究ではマイクロコーン構造がアレイ状に配列した構造（以下，マイ

クロコーンアレイ構造と表記する）を有する樹脂シートの作製を検討することとした。 

 さらに基材の比表面積をより向上させるために，マイクロコーン構造を 1 次構造とし

て，その表面にナノスケールの凹凸構造を 2 次構造として有する，階層的なマイクロ/

ナノ構造体を作製することが有効ではないか，と考えた。樹脂基材上にそのような階層

構造体を作製する方法として，光硬化性樹脂材料に対して，その硬化性を制御しながら

複数回の紫外線照射を実施する手法が報告されている 11。しかしながら，この方法を用

いて作製された 2 次構造の大きさは数百 nm 程度と比較的大きく，さらにこの方法には

加工プロセスが煩雑であり精密な条件制御を必要とする，というデメリットがある。 

そのため本研究では，熱ナノインプリント法を用いて，ワンステップで簡便に階層的

なマイクロ/ナノ構造体を作製することができないか検討することとした。ナノインプ

リント法を用いてマイクロ構造およびナノ構造を一括で成型加工するためには，対応す

る形状を有した金型が必要となる。つまり，マイクロスケールの微小穴の表面にナノス

ケールの形状が形成された金型が必要となる。 

そのような形状を金属表面に形成できる加工技術として，レーザーアブレーション法

に着目した 12。レーザー加工は，金属，ガラス，ポリマーなど様々な材料に対する微細

加工技術として，広く用いられてきた。特に近年，フェムト秒程度（<10-13 秒）の極め

て短いパルス幅を有するレーザーを用いたアブレーション加工によって，材料表面にナ

ノスケールの構造が形成されることが報告されており，超撥水性材料の作製などに応用

されている 12,13。 
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そこで，レーザーアブレーション法によって加工した金型を用いて，樹脂シートに熱

ナノインプリント加工を施すことで，表面にマイクロ/ナノ構造体を有する基材を作製

できるのではないかと考え，本研究において検討を行うこととした。なお筆者が調べた

限り，レーザーアブレーション加工を用いた金型の作製とナノインプリント法を組み合

わせて，樹脂基材上に階層的なマイクロ/ナノ構造を作製したという研究例は，これま

でに報告されていない。そのため，新規の微細加工プロセスを開発するという観点から

も，本検討を行う意義は大きいと考えた。 

 次に，基材表面において水溶液を毛細管力によって搬送するためのアプローチについ

て説明する。疎水性の樹脂基材上において水溶液を搬送するためには，基材表面にシラ

ン－デキストラン処理，高分子電解質のコーティング，プラズマ処理，UV/オゾン処理

などの各種表面処理を施すことが一般的である 14。しかしながら，前述したように，基

材に対してこのような化学的な表面処理を行うことは，測定の再現性や基材の生産性を

考慮すると望ましくはない。 

そこで樹脂基材に対して化学的な表面処理を施すのではなく，搬送する水溶液に対し

て界面活性剤を添加することによって表面張力を下げ，基材に対する濡れ性を向上させ

ることが有効ではないか，と考えた。したがって本研究では，作製した基材上に界面活

性剤を含む水溶液を滴下し，その濡れ性を接触角測定によって評価した上で，ラテラル

フローイムノアッセイにおける抗原や抗体の搬送用水溶液として適用することとした。 

 

2-1-4. デバイスの性能を評価するための検出対象物質 

 次に，試作デバイスの性能評価のために用いる検出対象物質（＝疾患マーカーとなる

抗原）について説明する。本研究では，検出対象物質として，C 反応性タンパク質（CRP）

を用いることとした。CRP はヒト血清中に存在する炎症マーカータンパク質であり，細

菌感染症，ウイルス感染症，心筋梗塞，悪性腫瘍などの疾病が生じた際に，その血中濃

度が上昇することが知られている 15–17。ヒト CRP は，206 のアミノ酸からなる同一のサ

ブユニット 5 個が環状に配列した 5 員環構造をとっており，5 員環全体の分子量は約

115,000（1 つのユニットの分子量が約 23,000）18,19，外径は約 11.1 nm，中心に存在する

孔の直径は約 3.5 nm である 20。CRP は一般の血液検査においても測定の対象となって
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おり，その臨床的閾値は 3~5 µg mL-1である。つまり，血液中の CRP 濃度が 3~5 µg mL-1

以上となった時に，上述した疾病に起因する炎症が生じていることが疑われる。 

したがって実用的な観点から，濃度 3~5 µg mL-1の CRP を含む試料に含まれる CRP

を検出できるかどうかということを，デバイスの実用性を評価するための本研究におけ

る一つの判断基準とした。実際に CRP は，ラテラルフローイムノアッセイやマイクロ

流体デバイスを用いたイムノアッセイに関する多くの研究において，検出感度を評価す

るための標準的なサンプルとして用いられている 17。そのため，本研究で構築したデバ

イスの性能を他の研究と比較するという観点においても，CRP は検出対象物質として適

していると考えた。 

また構築したデバイスの性能を正確に評価するために，ヒト血清中に一定量の CRP

を添加した試料を用いて測定を実施することとした。ヒト血清には，約 10,000 種類の

タンパク質が，濃度 60~80 mg mL-1程度存在している 21。そのような様々なタンパク質

が混在している複雑な検体中において，目的とする微量の検出対象物質を検出できるか

どうか確認することは，測定の信頼性を評価する上で重要であると判断した。 

 

2-1-5. 検討内容 

 上述した観点を踏まえて，本章では熱ナノインプリントで作製した微細加工樹脂シー

ト（インプリントシート）を用いて，ラテラルフローイムノアッセイプラットフォーム

の構築とその性能評価を検討した。 

具体的には，まず，PC，PMMA，COP の 3 種類の熱可塑性樹脂に対して，レーザー

アブレーション法によって作製した金型を用いて熱ナノインプリントを実施すること

で，表面にナノスケールの粗さを有するマイクロコーン構造（直径 30 µm，高さ 30 µm）

がアレイ状に配列したインプリントシートの作製を検討した。その際，マイクロコーン

の幾何学的配置が抗体の吸着性に及ぼす影響を調べるために，マイクロコーンの中心間

距離を変化させた 3 種類の構造を作製することとした。 

次に，それぞれの材料を用いて作製したインプリントシートに対して，蒸留水および

界面活性剤を含む水溶液を滴下した際の濡れ性，および抗体の吸着性をそれぞれ評価す

ることによって，これらのインプリントシートが抗体固定化基材として有用であるかど
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うか検証した。そして各インプリントシートと吸収パッドを組み合わせた試作デバイス

を作製し（Fig. 2-1 (a)），CRP を含む緩衝液および CRP を含む血清をそれぞれ試料液と

して用いて蛍光検出サンドイッチイムノアッセイを行うことで，デバイスの検出感度を

評価した。 

以上の結果について，ラテラルフローイムノアッセイおよびマイクロ流体デバイスを

用いたイムノアッセイに関する既存の研究と比較することによって，作製したデバイス

の利点と課題を明らかにすることとした。 

  



44 

 

 

Fig. 2-1  (a) 本研究で提案する，インプリントシートを用いたラテラルフローイムノア

ッセイデバイスの模式図。このデバイスは，マイクロコーンアレイ構造が形成されたイ

ンプリントシートと吸収パッドによって構成されている。なおマイクロコーンアレイ構

造の上面は，開放系となっている。  (b) マイクロコーンアレイ構造の形状。d は最も

近接するマイクロコーンの中心間距離を表しており，48，60，80 μm の 3 種類を検討し

た。  (c) 本デバイスを用いた蛍光検出サンドイッチイムノアッセイの手順を示した模

式図  (Adapted from Ref. 22 with permission from the Royal Society of Chemistry.) 

  



45 

 

2-2. 実験方法 

2-2-1. 熱ナノインプリント 

Fig. 2-1 に，本研究で提案するインプリントシートを用いたラテラルフローイムノア

ッセイデバイスの概念図と，測定の手順を表した模式図を示す。厚さ約 200 µm の PC

シート（帝人フロンティア株式会社，日本，ガラス転移温度; Tg = 160 °C），PMMA シー

ト（住化アクリル販売株式会社，日本，Tg = 125 °C），COP シート（日本ゼオン株式会

社，日本，Tg = 145 °C）を熱ナノインプリントのための樹脂材料として，それぞれ用い

た。これらの樹脂シート上に Fig. 2-1 (b)に示すマイクロコーン構造を形成するために，

円錐形状の微小穴（直径 30 µm，深さ 30 µm）がアレイ状に配列した金型（アルミニウ

ム合金製）を用いた。マイクロコーン構造の幾何学的配置を変えた形状を作製するため

に，微小穴の中心間距離 d を 48, 60, 80 µm と変化させた 3 種類の金型を用いた。これら

の金型はいずれも東成エレクトロビーム株式会社（日本）によって，レーザーアブレー

ション法を用いて作製されたものである。微小穴の配列は，水溶液の流れ方向に対して，

菱形状となるように設計した。それぞれの金型に対して，以下の手順で離型処理を施し，

インプリント加工に用いた。まず金型をフッ素系離型剤（オプツール HD-2100，ダイキ

ン工業，日本）に 1 分間浸漬し，引き上げた後，室温で 12 時間以上放置した。次に，

金型表面の余分な離型剤をリンス剤（オプツール HD-TH，ダイキン工業）を用いて洗

浄し，その後，室温で数分程度乾燥した。 

熱ナノインプリント加工は，Fig. 2-2 に示す熱ナノインプリント装置（X300，SCIVAX

株式会社，日本）を用いて次の手順で行った。(1) ポリマーシートを，金型とアルミニ

ウム製の平板の間に配置した（Fig. 2-3）。(2) 約 0.02 MPa の圧力でプレ加圧を行った。

(3) 装置内を加圧温度（PC：185°C，PMMA：140°C，COP：155°C）まで加熱し，その

まま 3 分間維持した。(4) 金型とシートを 5.5 MPa で 3 分間加圧した。(5) 装置内部を

所定の温度（PC：140°C，PMMA：90°C，COP：110°C）まで冷却し，そのまま 3 分間

維持した。(6) 圧力を解放し，装置内部を室温まで冷却した後，シートと金型を取り出

した。(7) 金型からインプリントシートを離型した。この一連のプロセスの概略図を，

Fig. 2-4 に示す。 



46 

 

以上の方法を用いて，マイクロコーンの中心間距離 d をそれぞれ 48，60，80 µm とし

たインプリントシートを作製した。以下，これらのシートをそれぞれ d-48 構造，d-60

構造，d-80 構造と表記する。作製したインプリントシートは，30 mm × 30 mm の範囲に

加工が施されており，それを 5 mm × 30 mm のストリップ形状にカットした試料を，以

下の各評価およびアッセイにおいて使用した。 

 

 

 

Fig. 2-2  熱ナノインプリント装置の外観 
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Fig. 2-3  試料ステージ内の配置 

 

 

 

Fig. 2-4  熱ナノインプリントによる加工の手順と加工条件 
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2-2-2. インプリントシートの評価 

 インプリントシート上に形成された構造およびその表面形態を，走査電子顕微鏡

（scanning microscopy; SEM，JSM-7001F，日本電子株式会社，日本）を用いて観察した。

インプリントシート表面に対して，あらかじめオスミウムコーター（HPC-30W，株式

会社真空デバイス，日本）を用いて導電処理を施した。 

インプリント加工を施す前のシート（以下，フラットシートと表記する）およびイン

プリントシートの静的接触角を，接触角測定装置（OCA 20，英弘精機株式会社，日本）

を用いて測定した。なお，室温下で本測定を行った。蒸留水または 2% Triton X-100

（Sigma-Aldrich, USA）水溶液の液滴（体積 2 µL）を各シート表面に滴下して，10 秒後

にシート上の液滴を撮影した。撮影した液滴の画像を，解析ソフトウェア（SCA 20，英

弘精機株式会社，日本）を用いて解析することによって，接触角を算出した。各サンプ

ルに対してそれぞれ 3 回測定を行い，その平均値を算出した。 

 次に，各シートに対する抗体の吸着試験を，以下の手順で行った。Fig. 2-5 に，その

手順を模式的に表した図を示す。対照として使用したフラットシート，および，インプ

リントシートを 5 mm × 30 mm のストリップ形状にカットしたものを，それぞれ評価用

サンプルとして用いた。FITC（fluorescein isothiocyanate）標識抗ヒト CRP 抗体（goat, 

polyclonal, Bethyl Laboratories, USA）を 50 mM Tris-HCl（ナカライテスク株式会社，日

本）および 2% (w/v) トレハロース（富士フイルム和光純薬株式会社，日本）を含む水

溶液（pH = 7.5）に添加し，抗体濃度 0.1 mg mL-1の抗体溶液を調製した。マイクロピペ

ットを用いて，調製した抗体溶液の液滴（体積 1 µL）をそれぞれのシートの表面に円

形に塗布した後，45 °C で 1 時間乾燥させた。なおトレハロースは，乾燥状態において

も抗体の活性を保持するために添加したものである。その後，シートを抗原の搬送/洗

浄用の緩衝液（2% Triton X-100 を含むリン酸緩衝生理食塩水（PBS））に浸漬し，超音

波で 5 分間処理することによって，シートに吸着していない余分な抗体を洗浄した。な

おこの洗浄操作において，洗浄用水溶液をシートに単に滴下する方法ではなく，超音波

による洗浄方法を用いた理由は，対照として用いたフラットシート表面では毛細管流れ

が生じず，その表面を十分に洗浄することが難しいためである。 
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次に，洗浄後のシートにエアーを吹き付けることで，シートを十分に乾燥させた。乾

燥させたシートをスライドガラスに貼り付け，蛍光顕微鏡（BZ-X710，株式会社キーエ

ンス，日本）を用いて，各シートにおける抗体溶液の塗布領域を観察した。抗体塗布領

域（Φ = ~1 mm）の中心部を解析領域（円形状，Φ = 800 μm）として，励起波長 450~490 

nm，蛍光波長 500~550 nm の条件において，平均蛍光強度を算出した。シート上の抗体

が固定化されていない領域を，同様に解析することによって算出したバックグランドの

蛍光強度を，抗体塗布領域の蛍光強度から差し引いた値を評価値とした。以上の試験を，

各シートに対して 3 回ずつ繰り返した。 

 

 

 

Fig. 2-5  インプリントシートおよびフラットシートに対する抗体吸着試験の手順 
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2-2-3. イムノアッセイ 

 非標識抗ヒト CRP 抗体（goat, polyclonal, Bethyl Laboratories, USA）を 50 mM Tris-HCl

および 2% (w/v)トレハロースを含む水溶液に添加し，抗体濃度 0.1 mg mL-1の一次抗体

溶液を調製した。マイクロピペットを用いて，調製した一次抗体溶液の液滴（体積 1 µL）

を，それぞれのインプリントシート（5 mm × 30 mm のストリップ）上に円形に塗布し

た後，45°C で 1 時間乾燥させた。乾燥後のインプリントシートと，5 mm × 30 mm のス

トリップ形状にカットした吸収パッド（アイオン株式会社，日本）を重ねあわせ，テー

プを用いて固定化することで，Fig. 2-1 (a)に示すラテラルフローイムノアッセイデバイ

スを作製した。 

 作製したデバイスを用いた蛍光検出サンドイッチイムノアッセイの手順を，Fig. 2-1 

(c)に示す。ヒト CRP（BBI Solutions, UK）を，搬送/洗浄用緩衝液（2% Triton X-100/PBS）

を用いて希釈して，濃度 0.1，1，10 μg mL-1の標準 CRP 試料液を調製した。また CRP

を含まない搬送/洗浄用緩衝液（2% Triton X-100/PBS）を，ネガティブコントロールと

して用いて blank 試験を行った。 

操作としては，初めに，搬送/洗浄用緩衝液 10 µL をインプリントシートの端部（サ

ンプル滴下領域）に滴下し，毛細管力によって搬送/洗浄用緩衝液を流すことでシート

上に固定されていない余剰な一次抗体を洗浄した。次に，調製した標準 CRP 試料液 10 

µL を滴下した後，10 分間室温でインキュベーションした。その後，搬送/洗浄用緩衝液

を用いて希釈した FITC 標識抗ヒト CRP 抗体溶液（抗体濃度 20 µg mL-1）10 µL を滴下

し，この操作をさらに 2 回繰り返した。最後に搬送/洗浄用緩衝液 10 µL を再度滴下し，

シート上に残存する余剰な抗原および抗体を洗浄した。2-2-2 項に示した抗体吸着試験

と同様に，蛍光顕微鏡を用いて抗体塗布領域の観察，撮影，および蛍光強度の解析を行

った。各条件において 3 回ずつ測定を繰り返した。 

 次に，ヒト血清に CRP を添加したサンプルを対象としてイムノアッセイを行った。

あらかじめ CRP の枯渇化処理を施した標準ヒト血清（Lot No. 3620-20, BBI Solutions, UK）

に対して，一定量のヒト CRP を添加することによって，濃度 0.1，1，10 µg mL-1の標準

CRP 血清を調製した。調製した標準 CRP 血清および CRP を添加していない標準血清を，

それぞれ 4% Triton X-100/PBS と等量混合して 2 倍に希釈し，デバイスに滴下するため
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の試料液とした。上述の手順と同様に，イムノアッセイを行った。各条件において 4 回

ずつ測定を繰り返した。 
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2-3. 結果と考察 

2-3-1. インプリントシートの作製およびマイクロコーン構造の観察 

本研究では，PC，PMMA，COP の 3 種類の熱可塑性樹脂シートに対して，熱ナノイ

ンプリント加工を施し，シートの表面にマイクロコーン構造（直径 30 μm，高さ 30 μm）

がアレイ状に配列したインプリントシートを作製した。 

作製したインプリントシート（PC，d-48 構造）の外観を Fig. 2-6 に示す。中央の白色

の領域がインプリント加工を施した領域であり，その表面にはマイクロコーン構造が形

成されている。PC を用いて作製した，中心間距離が異なる 3 種類のマイクロコーンア

レイ構造（d-48 構造，d-60 構造，d-80 構造），および PMMA，COP を用いて作製した

マイクロコーンアレイ構造（どちらも d-48 構造のみ）の SEM 像を Fig. 2-7 に示す。こ

れら 3 種類すべての材料において，マイクロコーン構造が形成されていることが確認さ

れた。どの材料を使用した際にも，マイクロコーンの表面には，ナノメートルスケール

の凹凸が観察され，これらのシートが高い比表面積を有していることが示唆された。特

に，3 種類すべての材料において，形成されたマイクロコーンの表面におけるナノメー

トルスケールの形態はほぼ同一のものであり，この結果から，本研究において採用した

熱ナノインプリント法が微細構造の形成において極めて高い再現性を有していること

が示唆された。なお，これらの微小構造がほぼ同一であったことから，レーザーアブレ

ーション加工によって金型の表面に形成されたナノ構造が，樹脂シートの表面に精密に

転写されたものと考えられる。 

以上の結果から，レーザーアブレーション加工によって作製した金型と熱ナノインプ

リント法を組み合わせることで，表面にナノメートルスケールの粗さを有するマイクロ

コーン構造を作製できることが実証された。 

なお今回作製した微小構造は，マイクロコーン構造を 1 次構造としつつ，その表面に

ナノスケールの凹凸構造を 2 次構造として有する，階層的なマイクロ/ナノ構造体であ

るともいえる。このような階層的なマイクロ/ナノ構造体を作製するための既存の方法

として，マルチプレックスリソグラフィー11や，フォトリソグラフィーとエッチングを

組み合わせた手法 23が報告されているが，いずれも 2 段階以上の煩雑な加工プロセスを
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必要とする。それに対して本手法は，1 回の加工プロセスで階層的なマイクロ/ナノ構造

体を作製できるため，簡便な手法である。また温度条件を変更するだけで，様々な熱可

塑性樹脂に対してマイクロ/ナノ構造体を作製できることが実証されたことから，本手

法の汎用性は高いといえる。さらに，金型表面のナノ構造を変化させることによって，

表面形態を制御したマイクロコーン構造が作製できることも示唆された。なお，マイク

ロコーン表面のナノ構造の制御および作製したナノ構造の形状評価については，第 3 章

においてより詳細に検討した。 

 

 

Fig. 2-6  インプリントシートの外観（PC，d-48 構造） 
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Fig. 2-7  マイクロコーン構造の SEM 像  (a, b) PC，d-48 構造  (c) PC，d-60 構造  (d) PC，

d-80 構造  (e) PMMA，d-48 構造  (f) COP，d-48 構造  (Adapted from Ref. 22 with permission from 

the Royal Society of Chemistry.) 
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次に，熱ナノインプリント法によって作製したマイクロコーン構造が，1 枚のシート

内において均質に作製できているかどうか，また，製造ロットが異なるシート間におい

て再現良く作製できているかどうかについて，それぞれ検証を行った。 

製造ロットが異なる 2 枚のインプリントシート（30 mm × 30 mm）を観察用の試料と

して用い，SEM によってその中央部と端部をそれぞれ観察した。それらの SEM 像を

Fig. 2-8 に示す。1 枚目（製造ロット 1）のシートの中央部と端部，および 2 枚目（製造

ロット 2）のシートの中央部と端部において，いずれも極めて類似した形態を有するマ

イクロコーン構造が観察され，形成された部位および製造ロットに依存した差異は観察

されなかった。この結果から，作製したマイクロコーン構造は，1 枚のシート内（製造

ロット内）において均質性が高いばかりでなく，さらに製造ロットが異なるシート（製

造ロット間）においても再現良く作製できることが確認された。 

以上の結果から，熱ナノインプリント法によって，樹脂シート上に均質な微細構造を，

くり返し再現良く作製できることが示された。ただし，今回利用した金型の加工範囲は

30 mm × 30 mm であり，その面積は比較的小さいため，イムノアッセイデバイスを大量

に生産する上では不十分である。したがって，実応用を目指してインプリントシートの

生産性を上げるためには，今後，より加工面積が大きい平板金型を用いたインプリント

シートの作製，またはローラー方式のナノインプリント装置を用いた連続加工プロセス

の検討などが必要になると考えられる。 
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Fig. 2-8  製造ロットが異なる 2枚のインプリントシートの観察  (a) インプリントシー

トの観察位置を表した画像  (b-e) PC，d-48 構造の SEM 像  (b) 1 枚目（製造ロット 1）

の中央部  (c) 製造ロット 1 の端部  (d) 2 枚目（製造ロット 2）の中央部  (e) 製造ロッ

ト 2 の端部 
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2-3-2. 接触角測定 

ラテラルフローイムノアッセイシステムにおいて，水溶液の流れを制御することは，

測定の結果に関わる重要な機能の一つである 24。熱ナノインプリント法によって形成し

た微細構造の隙間に水溶液（試料液および洗浄液）を流し，抗体固定部に対して抗原を

効率的に搬送するためには，シート上において毛細管流れを発生させる必要がある。本

研究では，インプリントシート上に化学的な表面処理を施すことなく水溶液をスムーズ

に搬送させるために，水溶液に対して界面活性剤（Triton X-100）を添加することによ

って，インプリントシートに対する水溶液の濡れ性を向上させることとした。本項では，

インプリントシート上に蒸留水，または界面活性剤を添加した蒸留水を滴下し，その濡

れ性を接触角測定によって評価した。 

 PC，PMMA，COP のフラットシート，およびインプリントシート（d-48 構造）に対

する接触角の測定結果を，Fig. 2-9 に示す。蒸留水および 2% Triton X-100 水溶液を評価

用の液体として，それぞれ用いた。3 種類すべてのフラットシートに対する，蒸留水の

接触角は 90~95°であった（Fig. 2-9 (b)）。この結果は，今回使用した 3 種類の樹脂材料

が比較的疎水的な表面を有していることを示している。一方で，3 種類の材料を用いて

作製されたインプリントシートに対する蒸留水の接触角は 100~115°であり，フラットシ

ートと比較して大きくなった。インプリントシート上に形成されたマイクロコーン構造

の効果によって，見かけの接触角が大きくなったものと考えられる。撥水性を示す材料

の表面に周期的なマイクロ構造およびナノ構造を形成した場合，元の平滑な表面と比較

して，見かけの接触角が大きくなるという傾向は，固体の濡れ性に関する理論モデルで

ある Wenzel モデル，および Cassie-Baxter モデルによっても説明されており 25，本実験

の結果はこれらのモデルと定性的に一致している。 

一方で，界面活性剤を含む水溶液を滴下した際，すべてのフラットシート，およびイ

ンプリントシートにおいて接触角は大きく低下した。Fig. 2-9 (c)に示すように，フラッ

トシートの接触角は 20~30°であり，さらにインプリントシートでは測定できなくなる

ほど（10°未満），接触角は劇的に低下した。撥水性を示す微細構造上に濃度を変えた

Triton X-100 水溶液を添加し，その濡れ性を評価した先行研究において，臨界ミセル濃

度（critical micelle concentration; CMC）以上の Triton X-100 水溶液を滴下すると，接触
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角が大きく低下し，水溶液が濡れ広がることが報告されている 26。その要因としては，

気液界面と比較して数倍の量の界面活性剤分子が，固液界面に対して選択的に吸着する

ためであると考察されている。本実験では，CMC（~0.02%）と比較して十分に濃度が

高い 2% Triton X-100 を用いた。したがって，上述の研究と同様の効果によって，本実

験においても接触角が大きく低下したものと考えられる。 

また特筆すべき点として，蒸留水と界面活性剤を含む水溶液で，表面の微細構造に対

する接触角の変化が逆になったことが挙げられる。具体的には，まず評価用の液体とし

て蒸留水を用いた場合，インプリントシートに対する接触角はフラットシートに対する

接触角よりも大きい値を示した。しかし一方で，2% Triton X-100 水溶液を用いた場合に

は，その反対に，インプリントシートに対する接触角のほうが小さい値を示し，大小の

関係が逆転した。この結果については，粗さを有する材料表面における濡れ性の関係を

表した，以下の Wenzel の式 25によって理解することができる。 

𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝜃𝜃w = 𝑟𝑟 𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 

ここで，θw は粗化表面における見かけの接触角，θは平滑表面における接触角，r は

表面粗さ係数をそれぞれ表す。表面粗さ係数は，固体表面における実際の表面積を，垂

直方向からの投影表面積で除した値であり，粗面において r > 1 となる。このとき，θ > 

90°の場合θw > θという関係が，θ < 90°の場合θw < θという関係が，それぞれ成立する。

つまり平滑表面に対して濡れにくい液体は，粗面加工を施した表面において，より一層

濡れにくくなり接触角が増大する。一方で，平滑表面に対して濡れやすい液体は，粗面

加工を施した表面において，より一層濡れやすくなり接触角が減少する，ということを

示している。 

今回の実験において，蒸留水を用いた場合，フラットシート（平滑面）に対する接触

角は 90°より大きく，疎水性を示したため，インプリントシート（粗面）においてはさ

らに濡れにくくなったということが理解できる。一方で 2% Triton X-100 水溶液を用い

た場合には，フラットシート（平滑面）に対する接触角は 90°より小さい，つまり濡れ

やすいため，結果としてインプリントシート（粗面）においてはさらに濡れやすくなっ

たものと考えられる。 
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Fig. 2-9  (a) 蒸留水または 2% Triton X-100 水溶液を PC インプリントシート（d-48 構造）

上に滴下した際の観察像  (b) 各シートに対する蒸留水の接触角測定結果  (c) 各シー

トに対する 2% Triton X-100 水溶液の接触角測定結果  (Adapted from Ref. 22 with permission 

from the Royal Society of Chemistry.) 
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以上の結果から，界面活性剤を添加した水溶液をインプリントシート上に滴下するこ

とによって，水溶液を効率的に搬送できることが示唆された。 

そして，実際に 2% Triton X-100 水溶液 10 μL をインプリントシート（5 mm × 30 mm）

の端に滴下したところ，インプリントシートの表面を水溶液が搬送され，逆側の端まで

到達することが確認された。一方で，界面活性剤を添加していない水溶液 10 μL をシー

ト上に滴下した場合には，水溶液は滴下した位置に留まり，搬送されなかった。 

一般に樹脂表面を親水化させるためには，煩雑な操作を伴う化学的な表面処理が必要

であり，さらに処理方法によっては，その親水化効果が持続する期間が短い場合も多い。

それに対して本手法は，水溶液に界面活性剤を添加するだけで，基材の化学的性質によ

らず水溶液を搬送できるため，簡便かつ実用的な手法であるといえる。一方で，界面活

性剤を添加していない水溶液をインプリントシート上に滴下した場合に，水溶液が滴下

した位置に留まるという性質は，一次抗体をインプリントシート上に固定するプロセス

において応用できる。具体的には，界面活性剤を添加していない抗体溶液をインプリン

トシート上に滴下することで，液滴を任意の位置に留まらせ，そのままインキュベーシ

ョンできることが観察された（Fig. 2-10）。 

以上の結果から，インプリントシートを用いたシステムにおいて，水溶液中の界面活

性剤の有無によって，水溶液の固定および送液を簡便に制御できることが示された。 
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Fig. 2-10  (a) インプリントシート（PC，d-48 構造）上に滴下した抗体溶液  (b) 抗体

溶液を乾燥させた後の様子 

 

2-3-3. インプリントシートに対する抗体の吸着性の評価 

非均一系イムノアッセイを利用したシステムにおいて，基材に固定化される一次抗体

の量は，測定の感度および再現性を左右する重要な要素の一つである。例えば ELISA

では，平坦な樹脂基材にタンパク質を固定化するが，タンパク質を十分に吸着させるた

めに，基材に対して，プラズマ処理や高分子電解質のコーティングなどの表面処理を施

すことが一般的である 27,28。 

それに対して本研究では，熱ナノインプリント法によって作製したマイクロコーン構

造上に，表面処理を施すことなく，イムノアッセイを実施することを目標としている。

そのために，十分な量の抗体をインプリントシートの表面に固定できるかどうか検証す

ることとした。インプリントシートに形成したマイクロコーン構造は，表面にナノメー

トルスケールの粗さを有しているため，平板と比較して高い比表面積を有していること

が推測される。そのため，マイクロコーン構造を用いることで，抗体の固定量を増加で

きるのではないかと考え，実際に評価を行った。 
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 基材に用いる材料の種類が抗体の吸着性に与える影響を評価するために，3 種類の樹

脂（PC，PMMA，COP）を用いて作製したインプリントシート，および 3 種類の樹脂

からなるフラットシートに対して，FITC 標識抗体の吸着試験を行った。また，マイク

ロコーン構造の幾何学的配置が，抗体の吸着性に与える影響を評価するために，マイク

ロコーンの中心間距離を変えた 3 種類の構造の PC インプリントシート（d-48 構造，d-60

構造，d-80 構造）に対して，FITC 標識抗体の吸着試験を行った。 

 PC インプリントシート（d-48 構造）に対する FITC 標識抗体の吸着試験において観

察された蛍光顕微鏡像を，Fig. 2-11 (a)に示す。抗体塗布領域におけるマイクロコーン構

造が形成されている部分から，強い蛍光が観察された。一方，抗体塗布領域であっても，

マイクロコーン構造が形成されていない平坦な領域からは，蛍光がほとんど観察されな

かった。この結果は，作製したマイクロコーン構造が，表面処理を施すことなく，抗体

を吸着できる特性を有していることを示している。また，抗体を塗布していない領域か

らは蛍光がほとんど観察されなかったことから，インプリントシート自体の自家蛍光は

十分に低いことが示された。 

各シートに対する抗体の吸着試験の結果を，Fig. 2-11 (b)に示す。PC フラットシート

における蛍光強度は，PC インプリントシートと比較して，非常に低い値であった。こ

の結果は，平坦な PC 表面が抗体の固定に適していないことを示している。一方で，PC

インプリントシートにおける蛍光強度は高くなり，さらにマイクロコーン構造の中心間

距離が狭い構造ほど，その強度は高くなった。この結果は，中心間距離が狭い構造ほど，

マイクロコーン構造の数密度が高くなり，単位面積あたりの抗体の吸着量が高くなるこ

とを示している。このように，抗体がマイクロコーン構造上において選択的に吸着する

要因の一つとして，ナノメートルスケールの粗さを有するマイクロコーン構造の形成に

よる基材の比表面積や表面粗さの飛躍的な増加が挙げられる。また，比表面積や表面粗

さの絶対値の増加だけでなく，マイクロコーン構造の表面に形成されたナノスケールの

凹凸構造の形状が，抗体の吸着に寄与している可能性も考えられる。このような仮説を

支持する先行研究の例として，表面のナノメートルスケール粗さの程度が異なる樹脂基

材に対する抗原および抗体の吸着量が，基材の表面粗さと相関したことも報告されてい

る 29。 
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 PMMA および COP シートについても，PC の場合と同様に，それぞれのフラットシ

ート上においては，抗体の吸着はほとんど確認されなかった。一方で PMMA および COP

のインプリントシート（d-48 構造）上においては，PC の場合とは異なり，マイクロコ

ーン構造上においても蛍光強度の増加は極めて限定的であり，蛍光強度は PC インプリ

ントシート（d-48 構造）と比較して著しく低くなった。この結果は，PMMA および COP

を用いて作製されたマイクロコーン構造上において，抗体の吸着がほとんど生じていな

いことを示唆している。これはつまり，微細構造の形態に起因する比表面積や表面粗さ

の増加などの物理的特性だけではなく，材料の分子構造やその表面に存在する官能基な

どの化学的特性も，基材上における抗体の吸着性に大きく影響していることを示してい

る。 

基材に対する抗体の物理吸着において，抗体と基材の間に生じる双極子相互作用や水

素結合などの静電的相互作用，および疎水性相互作用が寄与していることが報告されて

いる 30。しかしながら，実際には様々な相互作用が複雑に関係しており，詳細な吸着メ

カニズムは明らかになっていない。 

PC が抗体の吸着性能に優れていることも報告されており，そのことは本研究の結果

と一致するが 31,32，その要因についても詳細には明らかになっていない。一つの要因と

して，PC の分極構造に起因する双極子相互作用が寄与したものと想定される。 

 また， PC インプリントシートにおいて，マイクロコーンが存在しない平坦な領域で

は，未加工の PC シートと同様に抗体が吸着しなかったことから，基材の化学的性質は

インプリント加工の前後で大きく変化せず，主に形態のみが変化したことが推測される。 

 以上の結果は，樹脂の材料表面が有している化学的特性と，表面に形成された微細構

造が有している物理的特性の両方が，適切な状態であることによってはじめて，抗体が

効率的に吸着する，ということを示唆している。 

今後の課題としては，基材ごとの抗体の吸着量のばらつきを抑制することが挙げられ

る。今回の試験では，同じ条件であっても基材ごとに，蛍光強度が比較的大きくばらつ

く場合があった。このばらつきは，マイクロピペットを用いて抗体溶液を基材に対して

マニュアル操作で塗布していること，あるいは，乾燥工程において湿度などの環境条件

を十分に制御できてきないこと，などに起因していると考えられる。今後，抗体の吸着
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量のばらつきを抑制するために，たとえば基材に対して極少量の抗体溶液を塗布するこ

とができる専用の装置を用いた上で，塗布，乾燥の条件を適正化するなどの改良が必要

であると考えられる。 
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Fig. 2-11  (a) PC インプリントシート（d-48 構造）表面に吸着した FITC 標識抗体由来

の蛍光像。点線は抗体塗布領域と非塗布領域の境界を示している。  (b) 各シートに対

する抗体吸着試験の結果  (Adapted from Ref. 22 with permission from the Royal Society of Chemistry.) 
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2-3-4. 緩衝液中に希釈した CRP を対象とするイムノアッセイ 

 次に，インプリントシートと吸収パッドを組み合わせて作製したラテラルフローイム

ノアッセイデバイス（Fig. 2-12）を用いて，蛍光検出サンドイッチイムノアッセイを行

った。作製したデバイスに対して，2% Triton X-100 水溶液 10 μL を滴下したところ，イ

ンプリントシート上において生じる毛細管力によって，水溶液は数秒で抗体固定部まで

輸送され，その後，吸収パッドによって吸収された。本デバイスを用いた場合，一度に

10~20 μL の水溶液を複数回滴下することが可能であり，合計~100 μL の水溶液を搬送す

ることができる。なお，この搬送可能な液体の体積は，吸収パッドの体積に依存するも

のである。 

 本検討では，3 種類の樹脂（PC，PMMA，COP）で作製したインプリントシートを用

いてイムノアッセイを実施した。インプリントシートの構造としては，最もマイクロコ

ーン構造が密に配置されている d-48 構造を用いた。イムノアッセイのモデル検出物質

としては，CRP を用いた。インプリントシートに対する固定抗体（一次抗体）として無

標識抗体を，抗原の滴下後に展開する標識抗体（二次抗体）として蛍光標識抗体を用い

ることによって，蛍光検出サンドイッチイムノアッセイを行った。 

まず，CRP を搬送/洗浄用緩衝液によって段階的に希釈して調製した標準 CRP 試料液

を用いて，イムノアッセイを行った。3 種類の樹脂を材料として作製したインプリント

シートを用いたデバイスのアッセイ結果を，Fig. 2-13 にそれぞれ示す。PC インプリン

トシートを用いたデバイスでは，抗原である CRP 濃度が高くなるほど蛍光強度が高く

なる（抗原濃度に依存して蛍光強度が高くなる），という結果が得られた（Fig.2-13 (a), 

(b)）。また，PC インプリントシートに対する抗体の吸着試験において観察された蛍光顕

微鏡像と同様に，蛍光はマイクロコーン構造が存在する部分のみから観察された

（Fig.2-13 (a)）。この結果は，マイクロコーン構造の表面に吸着した一次抗体に対して

抗原である CRP が結合し，その後，CRP に対して二次抗体が結合したことを示してい

る。そして，blank 試料（CRP の濃度 0 の試料）の測定値の平均＋3σ（σは標準偏差を

表す）によって定義される最小検出感度（limit of detection; LOD）は，0.1 μg mL−1未満

であった（Fig. 2-13(b)）。この最小検出感度は，CRP の臨床的検出閾値である 3~5 μg mL−1

と比較しても十分に低い値であった。 
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一方，PMMA インプリントシートを用いたデバイスでは，抗原濃度に依存した蛍光

強度の上昇は確認されず，0.1~10 μg mL−1の濃度域の CRP を検出することはできなかっ

た（Fig. 2-13(c)）。また，COP インプリントシートを用いたデバイスでは，抗原濃度に

依存した蛍光強度の上昇の割合が，PC インプリントシートと比較して低くなり（グラ

フの傾きが小さくなり），0.1~10 μg mL−1の濃度域の CRP を定量的に検出することはで

きなかった（Fig. 2-13(d)）。PMMA および COP インプリントシートを用いた場合に，蛍

光強度が低くなった要因としては，前項の抗体の吸着試験において示されたように，ア

ッセイを実施するために十分な量の一次抗体がシート上に吸着していなかったことが

挙げられる。 

以上の結果から，3 種類の樹脂で作製されたインプリントシートを用いたデバイスの

中で，PC インプリントシートを用いたデバイスを用いた場合に，最も高感度に抗原で

ある CRP を検出できることが示された。 

 

 

Fig. 2-12  インプリントシート（PC，d-48 構造）を用いたラテラルフローイムノアッセ

イデバイスの外観  (Adapted from Ref. 22 with permission from the Royal Society of Chemistry.) 
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Fig. 2-13  緩衝液中に希釈した CRP を用いたサンドイッチイムノアッセイの結果  (a) 

PC インプリントシート（d-48 構造）表面に吸着した二次抗体由来の蛍光顕微鏡像  (b-d) 

CRP 濃度 0~10 μg mL−1の試料液を用いたときの，各インプリントシートにおける蛍光

強度の算出結果。点線は blank 試料の測定値の平均+3σを表す。  (b) PC インプリント

シート（d-48 構造）  (c) PMMA インプリントシート（d-48 構造）  (d) COP インプリ

ントシート（d-48 構造）  (Adapted from Ref. 22 with permission from the Royal Society of Chemistry.) 
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2-3-5. 血清中に希釈した CRP を対象とするイムノアッセイ 

 次に，構築したデバイスが実際の臨床診断に適用できるかどうか検証するために，血

清中に希釈した血清標準 CRP 溶液を用いてイムノアッセイを行った。ここでは，前項

で説明したイムノアッセイにおいて，最も高感度に抗原を検出することができた PC イ

ンプリントシート（d-48 構造）を用いてアッセイを実施した。また，インプリントシー

ト上において毛細管力を発生させるために，標準 CRP 血清を 4% Triton X-100/PBS を用

いて 2 倍希釈したものを，デバイスに滴下するための試料液とした。 

血清中の CRP を対象としたイムノアッセイの結果を，Fig. 2-14 (a)に示す。緩衝液中

の CRP を対象としたイムノアッセイの結果（Fig. 2-13 (b)）と同様に，CRP 濃度の上昇

に依存した蛍光強度の上昇が確認され，その LOD は，約 0.1 μg mL−1であった。この結

果から，血清中に添加した CRP を用いた場合でも，イムノアッセイを実施できること

が示され，さらに LOD の値から，CRP の臨床的閾値（3~5 μg mL−1）と比較しても，10

倍以上高感度に CRP を検出できることが示された。したがって，本章において構築し

たアッセイシステムは，CRP の臨床診断として十分に応用できる検出感度を有している

といえる。さらに，この LOD の値は，量子ドットや蛍光ナノ粒子を修飾した抗体を標

識抗体として用いた，高感度ラテラルフローイムノアッセイに関する最新の研究におい

て報告されている値と同程度であった 33–35。以上の結果から，本デバイスを用いて血清

中の炎症マーカーを高感度に検出できることが示された。 

なお，緩衝液中に希釈した CRP を試料液として用いた場合と比べて，LOD の値が若

干高くなった（検出感度が低くなった）要因としては，標準 CRP 血清を 2 倍に希釈し

て試料液として用いたこと，あるいは，血清に含まれるタンパク質が基材表面に非特異

的に吸着したことによって抗原抗体反応が阻害されたこと，などが考えられる。後者の

問題を抑制するためには，基材に対してブロッキング処理，つまり，タンパク質の非特

異的な吸着を抑制するために，予め抗原抗体反応に関与しないタンパク質を基材上に固

定化しておく処理を実施することが有効であると考えられる。ただしその一方で，基材

に対してブロッキングを行わずとも，高感度な検出を実現していることは，本デバイス

の有する特筆すべき特徴であるともいえる。その要因としては，希釈に用いた界面活性
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剤が，樹脂基材に対するタンパク質の非特異的な吸着を抑制する効果を有していたこと

が考えられる 36。 

 次に，測定の再現性を確認するために，デバイスの作製日とアッセイの実施日を変え

て，追加で 2 回アッセイを行った（Fig. 2-14 (b), (c)）。そのうち 1 回は，製造ロットが

異なる標識抗体を用いて，アッセイを行ったものである（Fig. 2-14 (c)）。これらすべて

の試験において，蛍光強度の絶対値は変化したものの，抗原濃度に依存した蛍光強度の

上昇が確認され，LOD はいずれの場合も約 0.1 μg mL−1であった。したがって，本デバ

イスを用いて，再現良く高感度な測定が実施できることが示された。 

一方で，同一条件において短時間にくり返し測定を行った場合の，蛍光強度のばらつ

きは比較的大きくなった。その要因としては，2-3-3 項でも述べたように，主に基材に

対して抗体溶液をマニュアル操作によって塗布していることに起因して，基材上に固定

化される抗体の量のばらつきが大きくなったことが挙げられる。今後，本デバイスにお

けるアッセイの再現性を向上させ，定量的な測定を実現するために，インプリントシー

トに対する抗体の塗布，乾燥プロセスを自動化し，さらに適正化する必要があると考え

られる。なお今回の検証では，モデル検出物質として炎症マーカーである CRP のみを

利用したが，本デバイスのさらなる有効性および汎用性を実証するためには，他の種類

の疾患マーカーを対象とした検証実験を行う必要性もある。 
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Fig. 2-14  血清中に希釈した CRP を用いたサンドイッチイムノアッセイの結果。PC イ

ンプリントシート（d-48 構造）で作製したデバイスを測定に用いた。点線は blank 試料

の測定値の平均+3σを表す。  (a-b) 同じ製造ロットの抗原，抗体を用いて，デバイス

の作製日およびアッセイの実施日を変えて測定した結果  (c) (a-b)の試験とは製造ロッ

トが異なる二次抗体を用いて，さらにデバイスの作製日およびアッセイの実施日を変え

て測定した結果  (Adapted from Ref. 22 with permission from the Royal Society of Chemistry.) 



72 

 

2-3-6. 本手法と既存手法の比較 

 本章の最後に，本研究において提案したインプリントシートを用いたラテラルフロー

イムノアッセイシステムと，他の研究において報告されているイムノアッセイデバイス

の性能を比較することによって，本手法の有用性を評価することとした。CRP を検出対

象物質として用いた最近のイムノアッセイデバイスに関する研究例とその性能につい

て，本研究のデバイスと併せてまとめた表を，Table 2-1 に示す。 

 まず検出感度について比較する。本研究におけるデバイスは，市販されている金コロ

イド粒子を用いた一般的なラテラルフローイムノアッセイデバイス 37と比較して，検出

感度が 100 倍程度高くなった。また前述したように，蛍光ナノ粒子や量子ドットを修飾

した抗体を標識抗体として用いた高感度ラテラルフローイムノアッセイの研究 34,35と比

較しても，同程度の検出感度が得られた。したがって，本研究におけるデバイスは，現

在市販されている一般的なラテラルフローイムノアッセイデバイスと比較して，高い感

度を有しているといえる。一方で，微細加工基板やマイクロ流体デバイスを用いたシス

テムにおいては，さらに高い検出感度も報告されている。より高感度な検出システムを

目指す場合，基材上の微細構造の形状を工夫すること，アッセイのプロトコルを適正化

すること，上述した研究で報告されている蛍光ナノ粒子や量子ドットなどの高輝度な標

識物質を適用すること，などが有効であると考えられる。 

 次に測定に要する時間について比較する。本研究のデバイスは，15 分程度で CRP を

検出できることが示された。他の研究と比較しても，測定時間は比較的短く，特に POCT

デバイスへの応用を見据えた場合に最低限必要な性能を満たしていると言える。ただし，

より迅速な測定（たとえば 5 分以内の検出）を実現するためには，抗原を滴下した後の

インキュベーション時間などのアッセイのプロトコルを適正化することが必要である

と考えられる。 

 次に，抗体を固定する基材材料の特性について比較する。本研究における重要な特徴

の一つとして，ラテラルフローイムノアッセイのための標準的な抗体固定化基材である

ニトロセルロースメンブレンの代替として，均質かつ再現性よく作製することができる

基材を用いてシステムを構築した，ということが挙げられる。前述したように，ニトロ

セルロースメンブレンは，製造ロット内および製造ロット間における性質のばらつきが
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決定的な課題であるとされている 24,38,39。より高性能なラテラルフローイムノアッセイ

を実現する上で，再現良く均質に作製できる材料を用いてデバイスを作製することは重

要である。本研究において，抗体固定化基材を再現良く作製するプロセスを確立できた

ため，今後は前述したように，測定の再現性を向上させるために抗体の固定化プロセス

などを最適化してくことが必要であると考えられる。 

本手法におけるもう一つの重要な特徴として，緩衝液に界面活性剤を添加したことに

よって，基材に対する煩雑な化学的表面処理を施すことなく，イムノアッセイを実現し

た，という点が挙げられる。先行研究において報告されているマイクロピラーが形成さ

れた COP 基材を用いたラテラルフローイムノアッセイシステムは，CRP を高感度に検

出できるものの（LOD：0.0026 μg mL-1），基材表面に抗体を固定化するためにプラズマ

処理，シラン－デキストラン処理などの煩雑な表面処理工程を必要とするものであった

40。それに対して，本手法は，無垢の基材（化学的な表面処理を施していない基材）に

対して抗体を塗布し乾燥するだけで，アッセイに必要な抗体を固定化することができる

ため，基材の作製プロセスが簡便であり，表面処理に起因する再現性の低下を防ぐこと

ができるものと期待される。 

 次にデバイスの作製コストについて比較する。本デバイスは，安価な材料を用いて簡

便に作製できるため，マイクロ流体デバイスを用いたイムノアッセイシステム 41と比較

すると低いコストで作製できると考えられる。ただしその一方で，紙や多孔質膜によっ

て構成されている既存のラテラルフローイムノアッセイデバイスと比較した場合，イン

プリント加工にかかるコストが問題となる可能性がある。加工コストをなるべく低く抑

えるためには，ローラー方式のインプリント装置を用いた連続加工プロセスによって，

インプリントシートの生産性を向上させることが必要であると考えられる。 

 以上をまとめると，本研究で作製したデバイスは，迅速かつ高感度な測定が実施でき

る点，抗体を固定化する基材を均質に再現良く作製できる点，基材に対して煩雑な表面

処理を必要としない点，において優れていると考えられる。今後の課題としては，抗体

の固定化プロセスの最適化による測定の再現性の向上，生産プロセスの自動化によるデ

バイスの作製コストの低減などが挙げられる。 
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Table 2-1  CRP を検出対象物質として用いたイムノアッセイデバイスに関する研究と

本研究との比較 

方法 抗体の固

定化基材 

検出感度 

[μg mL−1] 

測定時間 

[min] 
その他特徴 

熱インプリントシートを

用いたラテラルフローイ

ムノアッセイ（本研究） 

マ イ ク ロ

コ ー ン を

形 成 し た

PC インプ

リ ン ト シ

ート 

~0.1 15 ・基材に対する表面処

理が不要 

・蛍光検出系 

金コロイド粒子を用いた

ラテラルフローイムノア

ッセイ 37 

ニ ト ロ セ

ルロース 

10 10~15 ・Creative Diagnostics

社（USA）より製品化

されている 

・視認検出系 

蛍光ナノ粒子を用いた 

ラテラルフローイムノア

ッセイ 34 

ニ ト ロ セ

ルロース 

0.091 3 ・蛍光検出系 

量子ドットを用いた 

ラテラルフローイムノア

ッセイ 35 

ニ ト ロ セ

ルロース 

0.3 30 ・蛍光検出系 

微細加工基材を用いた 

ラテラルフローイムノア

ッセイ 40 

マ イ ク ロ

ピ ラ ー を

形 成 し た

COP 基材 

0.0026 NA ・基材に対して化学的

な表面処理が必要 

・蛍光検出系 

ドロップレットマイクロ

流体デバイスを用いた 

イムノアッセイ 41 

抗 体 固 定

の 必 要 な

し 

0.01 60 ・定量性が高い 

・装置系が複雑 

・蛍光検出系 
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2-4. 結論 

 本章では，熱ナノインプリント法によって作製したマイクロコーンアレイ構造を有す

る樹脂シート（インプリントシート）を用いて，蛍光検出方式のラテラルフローイムノ

アッセイシステムの構築を検討した。熱ナノインプリント法によって，表面にナノメー

トルスケールの粗さを有するマイクロコーン構造を，再現性良く作製できることが示さ

れた。また，レーザーアブレーション法によって作製した金型と，熱ナノインプリント

法を組みあわせた微細加工プロセスは，階層的なマイクロ/ナノ構造体をワンステップ

で作製する手法として有用であることが示唆された。 

 界面活性剤を添加した水溶液を，インプリントシート上に滴下することによって，シ

ート上の接触角は劇的に低下し，水溶液がスムーズに搬送されることを確認した。PC，

PMMA，COP を材料として作製したインプリントシートに対して，抗体吸着試験を行

った結果，PC インプリントシートに対する抗体の吸着性が最も高いことが示された。

表面にナノスケールの粗さを有するマイクロコーン構造を形成したことに起因する基

材の比表面積や表面粗さの増加，および，基材表面の化学的特性の両方が，抗体の吸着

に寄与したものと考えられた。最後に PC インプリントシートを用いて試作デバイスを

作製し，CRP を検出対象物質として蛍光検出サンドイッチイムノアッセイを行った。そ

の結果，血清中のCRPを高感度に検出できることが実証された（LOD：約 0.1 μg mL−1）。  

また既存の研究と比較すると，本研究で構築したデバイスは，迅速かつ高感度な測定

が実施できる点，抗体を固定化する基材を均質に再現良く作製できる点，基材に対して

煩雑な表面処理を必要としない点，において優れていると考えられる。 

以上の結果より，熱ナノインプリント法を用いて作製した微細加工樹脂シートがラテ

ラルフローイムノアッセイのための抗体固定化基材として適用できること，および構築

したシステムを用いて高感度なアッセイが可能であること，が示された。今後の課題と

して，測定の再現性向上のために基材に対する抗体の固定化プロセスを最適化すること，

シートの生産性向上のためにローラー方式のインプリント装置を用いた連続的な作製

プロセスを検討すること，などが挙げられる。 
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第 3 章 表面ナノ構造の制御によるラテラルフローイムノ

アッセイデバイスの高性能化 

 

3-1. 緒言 

3-1-1. 本章の背景 

第 1 章において記述したように，近年，マイクロ・ナノ加工技術の開発が急速に進展

しており，簡便，迅速，高感度な高機能イムノアッセイプラットフォームの研究開発が

より一層活発化している。例えば，ラテラルフローイムノアッセイ 1,2，マイクロ流体デ

バイスを用いたイムノアッセイ 3,4，ペーパーマイクロ流体デバイスを用いたイムノアッ

セイ 5,6，電気化学イムノセンサー7,8など，様々なタイプの測定プラットフォームが報告

されている。これらの技術は，感染症の早期診断，救急時の臨床検査，在宅医療などを

目的とした POCT システムとして実用化されつつある。さらに，最近では上述した測定

プラットフォームに対して，サンプルの前処理 9，信号のデジタル化 10，スマートフォ

ンを用いた検出および結果のモニタリング 11，などの高度な機能を実装する試みが進め

られている。特にラテラルフローイムノアッセイは，最も代表的な簡易診断法として広

く社会に普及しているため 12,13，従来の課題を解決する高性能なラテラルフローイムノ

アッセイシステムの開発が期待されている。 

 ラテラルフローイムノアッセイを含む多くのイムノアッセイにおいては，抗体を基材

に固定化して測定することを特徴とする非均一系が用いられている 12,14。非均一系の代

表例であるサンドイッチ法において，測定の感度，信頼性，再現性を確立するためには，

基材上において抗体を高密度に固定化し，さらにその活性と特異性を維持することが重

要となる。 

これまでに，シランカップリング剤とクロスリンカーを活用した固定化法 15，アビジ

ンとビオチンの高い親和性を利用した固定化法 16，抗体結合タンパク質であるプロテイ

ン A やプロテイン G を活用した固定化法 17など，化学結合あるいは生物的相互作用を

利用した抗体の固定化法が多数報告されている。これらの方法は，高効率に抗体を固定
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化できる一方で，反応のための条件を厳密に制御する必要があること，反応機構が複雑

であり固定化する抗体の活性に影響を与える可能性があること，などの欠点がある。 

それに対して物理吸着法は，抗体と基材の間に生じる静電相互作用や疎水性相互作用

などを利用した吸着方法であり，抗体を含む溶液を基材上に導入しインキュベーション

するだけで，基材表面に抗体を固定化することができる。この方法は，極めてシンプル

なプロセスによって実行できるため，イムノアッセイに関する研究開発において頻用さ

れている 17。 

物理吸着法において，抗体を固定化するための基材の比表面積は，固定化される抗体

の密度や総量に大きく影響を与える重要な因子である 8,18,19。基材の比表面積を大きく

するために，セルロースやニトロセルロース，繊維ファイバーなどの多孔質材料が基材

として用いられることが多い 17,20。これらの多孔質材料は 3 次元的に入り組んだ構造を

有しているため，その比表面積は非常に大きくなっている。しかしながら，第 1 章，第

2 章でも述べたように，多孔質材料の形状をマイクロ・ナノメートルスケールで制御す

ることは容易ではなく，その形状の均質性および再現性の低さが，イムノアッセイの検

出感度，再現性，信頼性に深刻な影響を与えていることが報告されている 13,21–23。また

その一方で，シリコン，ガラス，ポリマーなどの材料を用いて精密に作製した構造体上

に抗体を吸着させ，その吸着量を評価した研究が報告されている 18,19,24。 

しかしながら，筆者が調査した限り，ラテラルフローイムノアッセイシステムにおい

て，マイクロ・ナノ加工技術を用いてその表面粗さを精密に制御した研究例は，これま

でに報告されていなかった。 
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3-1-2. 本章の目的 

第 2 章では，熱ナノインプリント法を用いてマイクロコーンアレイ構造を有する微細

加工樹脂シート（インプリントシート）を作製した。そして，インプリントシートが抗

体固定化基材として適用できること，インプリントシートを組み込んだラテラルフロー

イムノアッセイデバイスを用いて血中の炎症マーカーを高感度に検出できることを実

証した 25。また，作製したマイクロコーン構造表面において抗体が選択的に吸着するこ

と，マイクロコーン構造を密に配置するほど単位面積あたりの抗体の吸着量が増大する

こと，などを明らかにした。 

しかしながら，第 2 章では異なる樹脂材料間での比較を行ったものの，熱ナノインプ

リント加工においては同一の金型を使用したため，マイクロ構造体の表面構造に起因す

る抗体の吸着特性の評価を行っていなかった。つまり，表面に形成されたナノメートル

スケールの粗さやナノトポロジー（ナノメートルスケールの形態）が，実際に抗体の吸

着性やイムノアッセイの測定性能に及ぼす影響については，明らかにしていなかった。

一方で，第 2 章における検討結果から，基材表面におけるナノメートルスケールの構造

が，抗体の固定化量やイムノアッセイの検出感度に決定的な影響を与えるのではないか

と考えられた。そして，この影響を詳細に評価することは，ラテラルフローイムノアッ

セイの高機能化に寄与するばかりではなく，より広い意味で，生体分子の表面吸着に関

する新しい知見をもたらすことにもつながるものと期待された。 

したがって本章では，熱ナノインプリント法を用いて，表面のナノトポロジーが異な

る 3 種類のマイクロコーンアレイ構造が形成されたインプリントシ―トを作製し，それ

らを抗体の固定化基材として用いることによって，表面のナノトポロジーが抗体の吸着

性，および，イムノアッセイの性能に対して与える影響を明らかにすること，を目的と

した。そのために，本研究では，機械切削加工またはレーザーアブレーション加工によ

って，表面粗さの程度が異なる 3 種類のインプリント用の金型を作製し，それらを用い

て 3 種類のインプリントシートを作製することとした。 

本章で検証する仮説は，「表面が粗い（＝表面に細かな凹凸を多数有する）マイクロ

コーン構造が形成されたインプリントシートは，表面が滑らかなマイクロコーン構造が

形成されたインプリントシートと比較して，より多量の抗体を吸着するのではないか」
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ということであり，さらに，「そのような粗い表面のインプリントシートを抗体の固定

化基材としてラテラルフローイムノアッセイデバイスに組み込むことによって，疾患マ

ーカー分子のより高感度な測定を実現できるのではないか」，ということである。 

本章におけるコンセプトおよびイムノアッセイのプロセスを，Fig. 3-1 に示す。イム

ノアッセイデバイスの基本的な構成およびアッセイの手順は，第 2 章の検討において記

述したものとほぼ同様のものとした。すなわち，インプリント加工によって微小構造体

を形成した樹脂基材上において，水溶液を滴下するだけで，毛細管力によって水溶液を

抗体固定部まで搬送する，というものである。このシステムでは，試料液，抗体溶液な

どの滴下を繰り返すだけで，イムノアッセイを簡便に実施できるため，本章の目的を果

たす上でも有用であると考え，採用することとした。 

 

3-1-3. 検討内容 

本研究では，具体的に以下の検討を行った。まずレーザーアブレーション法，または

機械切削法を用いて作製した 3 種類の金型を用いて，PC シートに対して熱ナノインプ

リント加工を施すことによって，表面のナノトポロジーが異なる 3 種類のマイクロコー

ンアレイ構造が形成された PC インプリントシートをそれぞれ作製した。作製した 3 種

類のマイクロコーン構造の形状，およびその表面形態の差異を確認するため，SEM を

用いてそれぞれのマイクロコーン構造を観察した。さらに，3 種類のマイクロコーン構

造表面に形成されたナノ構造の形状をより詳細に比較するために，集束イオンビーム

（focused ion beam; FIB）を用いてマイクロコーン構造を切断し，高分解能 SEM を用い

てその断面を観察することで，各マイクロコーンの表面形状を比較した。 

次に，それぞれのマイクロコーン構造表面に形成されたナノ構造が，抗体の吸着性に

及ぼす影響を明らかにするために，蛍光標識抗体を用いて抗体の吸着試験を行い，マイ

クロコーン構造表面に固定化される抗体の量を定量した。最後に，3 種類のインプリン

トシートを用いてラテラルフローイムノアッセイデバイスを作製し，本章においても血

清中の炎症マーカーである CRP を検出対象物質として，蛍光検出サンドイッチイムノ

アッセイを行うことによって，それぞれのデバイスの性能を評価し，検出性能を比較し
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た。以上の結果から，基材表面のナノトポロジーが，抗体の吸着性や，イムノアッセイ

の検出性能に及ぼす影響について考察した。 

 

 

 

Fig. 3-1  (a) 表面のナノトポロジーを制御したマイクロコーン構造を用いたラテラル

フローイムノアッセイデバイスの模式図。機械切削法またはレーザーアブレーション法

によって作製された金型を用いて，樹脂基材に対して熱ナノインプリント加工を施すこ

とによって，マイクロコーン表面のナノトポロジーを変化させた。  (b) 本デバイスを

用いたイムノアッセイの手順を示した模式図  (Adapted with permission from Ref. 26. Copyright 

2019 American Chemical Society.) 
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3-2. 実験方法 

3-2-1. 熱ナノインプリント加工用金型の作製 

 熱ナノインプリント加工に用いる金型としては，表面粗さの程度を意図的に変化さ

せた 3 種類の金型を用いた。円錐形状の微小穴（直径 30 μm，深さ 30 μm）が中心間距

離 30~35 μm でアレイ状に配列した金型を，次の 3 種類の方法を用いて作製した。(1) 先

端の直径が約 10 μm であるダイヤモンドドリルを用いて，アクリル板を切削することに

よって，微小穴を形成した。微小穴を形成したアクリル板に対して，ニッケル電鋳を行

ことによって凸型の金型を作製し，さらにその金型に対してニッケル電鋳を行うことに

よって凹型の金型を作製した。この金型を，以下，MM-Ni（micromachining-Ni）金型と

表記する。(2) ニッケル平板に対して，レーザーアブレーション法を用いて微小穴を形

成することによって，金型を作製した。この金型を，以下，LA-Ni（laser ablation-Ni）

金型と表記する。(3) アルミニウム平板に対して，レーザーアブレーション法を用いて

微小穴を形成することによって，金型を作製した。この金型を，以下，LA-Al（laser 

ablation-Al）金型と表記する。なお，MM-Ni 金型は浅川商会（日本）より，LA-Ni 金型，

LA-Al 金型は東成エレクトロビーム株式会社より提供された。それぞれの金型に対して，

2-2-1 項に記載した手順と同様の手順で離型処理を施し，インプリント加工に用いた。 

 

3-2-2. インプリントシートの作製 

 厚さ約 200 µm の PC シート（帝人フロンティア株式会社，日本，Tg = 160°C）を，熱

ナノインプリント加工を施すための樹脂材料として用いた。上述の 3 種類の金型

（MM-Ni，LA-Ni，LA-Al）を用いて，PC シートに対して熱ナノインプリント加工を施

し，3 種類のマイクロコーンアレイ構造を有するインプリントシートをそれぞれ作製し

た。熱ナノインプリント加工の条件は，第 2 章において記載した PC インプリントシー

トの作製条件と同様とした。 
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3-2-3. 3 種類のマイクロコーン構造の形状評価 

 作製した 3 種類の PC インプリントシートにおいて，形成されたマイクロコーン構造

およびその表面の形状を観察した。オスミウムコーターを用いて各インプリントシート

に対して導電処理を行った後，SEM（JSM-7001F，日本電子株式会社，日本）を用いて

マイクロコーン構造を観察した。 

さらにマイクロコーン表面に存在するナノ構造をより詳細に観察するために，マイク

ロコーンの断面試料を次の方法を用いて作製し，観察および解析を行った。まずインプ

リントシート上にプラチナおよびカーボンの保護皮膜を形成した。次に，FIB-SEM

（Helios 650 NanoLab, Thermo Fisher Scientific, USA）を用いて，マイクロコーン構造の

中心部を通過する位置においてインプリントシートを垂直方向に切断することによっ

て，断面試料を作製した。作製した断面試料を，高分解能 SEM（S-5500，株式会社日

立ハイテクノロジーズ，日本）を用いて観察した。なお，断面試料の加工および観察は，

一般財団法人材料科学技術振興財団の協力の下で実施した。そして，画像解析ソフトウ

ェア（Image J, National Institutes of Health, USA）を用いて，撮影した SEM 像から，それ

ぞれのマイクロコーン断面の表面線を解析することによって，表面線の長さを算出した。 

解析方法について以下に説明する。まず倍率 30,000 倍で撮像したマイクロコーンの

断面像（観察領域 4.2 μm × 3.0 μm）を，5 つのセグメントに分割した。そして，セグメ

ントごとに設定したベースラインに対するマイクロコーンの表面線の相対的な長さを

算出し，5 つのセグメントにおける平均値を求めた。なお，3 種類のマイクロコーン構

造に対して，それぞれ上部，中央部，下部の 3 箇所の断面を観察し，解析を行った。 

 

3-2-4. インプリントシートに対する抗体の吸着試験 

 作製した 3 種類のインプリントシートに対する抗体の吸着性の評価を，以下の手順に

よって実施した。まず，FITC 標識抗ヒト CRP 抗体（Bethyl Laboratories, USA）を，50 mM 

Tris-HCl（ナカライテスク株式会社，日本），および 2% (w/v) トレハロース（富士フイ

ルム和光純薬株式会社，日本）を含む水溶液（pH = 7.5）に添加し，抗体濃度 0.1 mg mL-1

の FITC 標識抗体溶液を調製した。マイクロピペットを用いて，調製した抗体溶液の液
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滴（体積 1 μL）を，それぞれのインプリントシート（5 mm × 30 mm のストリップ）上

に円形に塗布した後，45℃で 1 時間乾燥させた。乾燥後のインプリントシートと 5 mm × 

30 mm のストリップ形状にカットした吸収パッド（アイオン株式会社，日本）を重ねあ

わせ，テープを用いて固定することによって，評価用のデバイスを作製した。作製した

デバイスに対して，搬送/洗浄用緩衝液（2% Triton X-100/PBS）10 μL をインプリントシ

ートの端部（端~5 mm の位置）に滴下し，毛細管力によって搬送/洗浄用緩衝液を流す

ことによってインプリントシート上に固定されていない抗体を洗浄した。洗浄後のイン

プリントシートに対して，エアーを吹き付けることによって，インプリントシートを十

分に乾燥させた。乾燥させたインプリントシートをスライドガラスに貼り付け，蛍光顕

微鏡（BZ-X710，株式会社キーエンス，日本）を用いて，各インプリントシートにおけ

る抗体塗布領域を観察した。抗体塗布領域の中心部（円形状，Φ = 800 µm）を解析領域

として，励起波長 450~490 nm，蛍光波長 500~550 nm の条件において，平均蛍光強度を

算出した。以上の試験を，各インプリントシートに対して 4 回ずつ繰り返した。 

また各インプリントシート上に固定化された抗体を定量するための検量線を，インプ

リント加工を施す前の PC シート（以下，PC フラットシートと表記する）を用いて，

以下の手順によって作成した。まず，上述の方法によって，濃度 0.01，0.1，1，10 μg mL-1

の標準 FITC 標識抗体溶液を調製した。調製した標準 FITC 標識抗体溶液 1.0 µL を PC

フラットシート上に円形に塗布した後，45°C で 1 時間乾燥させた。蛍光顕微鏡を用い

て乾燥後の PC フラットシートにおける抗体塗布領域を観察し，単位面積あたりの平均

蛍光強度を算出した。以上の操作を，各濃度に対して 4 回ずつ繰り返した。PC フラッ

トシート上に固定された単位面積あたりの抗体の量に対して蛍光強度をプロットし，最

小二乗法を用いた線形近似によって検量線を作成した。作成した検量線を用いて，各イ

ンプリントシート上に固定された，単位面積あたりの抗体の量をそれぞれ算出した。 

 

3-2-5. インプリントシート上における水溶液の流速評価 

 作製した 3 種類のインプリントシート上における，毛細管現象による水溶液の流速を，

以下の手順によって評価した。まず 2% Triton X-100 水溶液に対して，赤色色素（X-200，

シヤチハタ株式会社，日本）を添加し，流速評価用の水溶液とした。3 種類のインプリ
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ントシート（5 mm × 30 mm のストリップ）の端部（端~5 mm の位置）に，流速評価用

の水溶液10 μLを滴下し，インプリントシート上を水溶液が流れる様子を動画撮影した。

撮影した動画から，インプリントシート上の所定の領域（インプリントシートの端から

15 mm~25 mm の区間）を水溶液の先端が通過する時間を計測し，平均流速を算出した。 

 

3-2-6. イムノアッセイ 

 次に，3 種類のインプリントシートを用いて作製したデバイスのイムノアッセイにお

ける検出性能を比較するために，ヒト血清に CRP を添加したサンプルを対象として蛍

光検出サンドイッチイムノアッセイを行った。非標識抗ヒト CRP 抗体（goat, polyclonal, 

Bethyl Laboratories, USA）を FITC 標識抗ヒト CRP 抗体の代わりとして用いたことを除

いて，3-2-4 項に示したデバイスの作製方法と同様に，3 種類のインプリントシートと

吸収パッドを組み合わせたラテラルフローイムノアッセイデバイスをそれぞれ作製し

た。 

CRP を枯渇化処理した標準ヒト血清（Lot No. 3620-20, BBI Solutions）に対して，一定

量のヒト CRP（BBI Solutions, UK）を添加することによって，濃度 0.01，0.04，0.1，0.4，

1，4，10 μg mL-1の標準 CRP 血清を調製した。調製した標準 CRP 血清および CRP を添

加していない標準血清を，4% Triton-X100/PBS と等量混合して 2 倍に希釈し，デバイス

に滴下するための試料液とした。これらの試料液を用いて，次の手順によってイムノア

ッセイを実施した。なお以下の手順すべてにおいて，インプリントシートの端部（端~5 

mm の位置）に溶液を滴下した。(1) 搬送/洗浄用緩衝液（2% Triton-X100/PBS）10 µL を

滴下し，インプリントシート上に固定されていない余剰な一次抗体を洗浄した。(2) 調

製した CRP 試料液 10 µL を滴下した後，10 分間室温でインキュベーションした。(3) 二

次抗体溶液（FITC 標識抗ヒト CRP 抗体，濃度 20 μg mL-1，2% Triton-X100/PBS）10 µL

を滴下し，さらにこの滴下操作を 2 回繰り返した。(4) 搬送/洗浄用緩衝液 20 µL を滴下

し，抗原と結合していない二次抗体を洗い流した。(5) エアーを吹き付けることによっ

て洗浄後のインプリントシートを十分に乾燥させた後，蛍光顕微鏡を用いてインプリン

トシート上の抗体塗布領域における蛍光像を撮影した。そして 3-2-4 項と同様の方法に
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よって，平均蛍光強度を算出した。以上の試験を，各インプリントシートの各条件に対

して 4 回ずつ実施した。 
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3-3. 結果と考察 

3-3-1. マイクロコーン表面のナノトポロジーのキャラクタリゼーション 

 本章における第一の目的は，基材表面のナノトポロジーが，抗体の吸着性およびラテ

ラルフローイムノアッセイの検出感度に及ぼす効果について検証することである。その

ためには，同一の材料からなる樹脂基材を用いて，表面粗さの程度が異なる微細構造を

作製する必要がある。そのために本研究では，機械切削法，またはレーザーアブレーシ

ョン法を用いて，円錐形状の微小穴が形成された 3 種類の金型を作製し，それらを用い

て樹脂シートに対して熱ナノインプリントを施し，3 種類のマイクロコーンアレイ構造

を作製することとした。 

本研究において作製した金型について，以下に説明する。機械切削法はマイクロメー

トルスケールの微細な切削が可能な技術であり，さらに切削表面をナノメートルスケー

ルで平滑に仕上げることができる 27,28。したがって，機械切削法によって加工した

MM-Ni 金型には，平滑な表面が形成されることが予想された。それに対して，レーザ

ーアブレーション法は，第 2 章においても言及したように，材料表面にナノメートルス

ケールの周期的な微細構造を形成することを可能とする技術である。そしてまた，レー

ザー照射の対象となる材料によって，形態が異なる微細構造を形成できることが報告さ

れている 29–32。したがって，Ni 板または Al 板をレーザーアブレショーション法によっ

て加工した LA-Ni 金型および LA-Al 金型の表面は，既存の研究において報告されてい

るように，ナノメートルスケールの凹凸が形成された粗面となることが予想され，さら

に 2 つの金型の表面形態は大きく異なっている可能性がある 29–32。 

この 3 種類の金型を用いて，PC シートを基材として用いてインプリントシートを作

製した。なお基材として PC を用いた理由は，第 2 章の検討において，PC インプリン

トシートがその他の熱可塑性樹脂（PMMA，COP）と比較して高い抗体吸着性を示し，

それを用いて作製したデバイスによって血中の炎症マーカーを高感度に検出できるこ

とが実証されたためである 25。 

PC シートを用いて作製した 3 種類のマイクロコーンアレイ構造の SEM 像を，Fig. 3-2

に示す。マイクロコーン構造同士の隙間距離は 2 μm 以下であり，第 2 章において作製
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した構造と比較して高密度に配置したものであったが，マイクロコーン構造の欠損や変

形はほとんど観察されなかった。また SEM を用いて，製造ロットが異なる 2 枚のイン

プリントシート（30 mm × 30 mm）の中央部と端部をそれぞれ観察したところ，いず

れもほぼ同一の形態を有するマイクロコーン構造が観察された（Fig. 3-3）。つまり，マ

イクロコーン構造の形態は，形成された部位および製造ロットに依存しないことが確認

された。この結果は，熱ナノインプリント法を用いた加工プロセスが，本章の実験にお

いても高い再現性で実施されたことを示している。 

3 種類のマイクロコーン構造の表面形状を比較したところ，明確な差異が観察された

（Fig. 3-2 (b), (d), (f)）。まず MM-Ni 金型を用いて作製したマイクロコーン構造（以下，

MM-Ni 構造と表記する）においては，極めて滑らかな表面が観察された（Fig. 3-2 (b)）。

この滑らかな表面は，切削加工の際に用いられたドリル刃の先端形状を反映したものと

考えられる。また MM-Ni 構造の先端は，わずかに窪んだ凹型構造となっており，その

直径は約 8 μm であった。 

一方で，LA-Ni 金型および LA-Al 金型を用いて作製したマイクロコーン構造（以下，

LA-Ni 構造，LA-Al 構造と表記する）の表面においては，数十～数百 nm のサイズの微

細な凹凸構造が観察された。また LA-Ni 構造の先端には，マイクロスケールの隆起構

造が 2~3 個形成されていることが確認された。このような差異は，金型の種類の違い，

つまり 3 種類の金型表面において明確に異なるナノトポロジーが形成されたことに起

因するものであると想定される。前述したように，レーザーアブレーション法によって

材料表面に形成されるナノメートルスケールの微細構造は，レーザーを照射する材料や

レーザーの照射条件に依存して変化することが報告されている 29–32。具体的には，材料

ごとの電子格子相互作用および熱拡散の程度の違いや，レーザーの波長およびパルス幅

などの条件が，形成される微細構造の形態に影響することが報告されている。したがっ

て，材料や加工条件の違いによって生じた金型の表面構造の差異が，それぞれのマイク

ロコーンの表面構造として反映されたものと考えられる。 

なお本検討では，異なる材料あるいは加工方法によって作製した金型を用いて 3 種類

のインプリントシートを作製したものの，それぞれの金型表面には同一の離型処理を施

したため，3 種類のインプリントシート表面の化学的性質に差異はないものと考えられ
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る。すなわち，熱ナノインプリントによって形状や表面粗さなどの物理的性質のみが異

なる 3 種類のマイクロコーン構造を作製することができたと想定された。 

 

 

 

Fig. 3-2  3 種類の金型を用いて作製したマイクロコーンアレイ構造の SEM 像  (a, b) 

MM-Ni 構造  (c, d) LA-Ni 構造  (e, f) LA-Al 構造  (Adapted with permission from Ref. 26. 

Copyright 2019 American Chemical Society.) 
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Fig. 3-3  製造ロットが異なる 2 枚のインプリントシート（LA-Al 構造）の観察結果  (a) 

インプリントシートの観察位置を表した画像  (b-e) LA-Al 構造の SEM 像  (b) 1 枚目

（製造ロット 1）の中央部  (c) 製造ロット 1 の端部  (d) 2 枚目（製造ロット 2）の中

央部  (e) 製造ロット 2 の端部  (Adapted with permission from Ref. 26. Copyright 2019 American 

Chemical Society.) 

 

次に，マイクロコーン表面のナノトポロジーの差異をより詳細に評価するために，FIB

を用いて 3 種類のマイクロコーン構造を切断し，その断面を観察することで，表面形状

を評価した。3 種類のマイクロコーン構造の断面試料を，高分解能 SEM を用いて観察

した画像を，Fig. 3-4 に示す。これらは，各マイクロコーン構造における上部，中部，

下部の 3 箇所の表面形状を，より高倍率（倍率 30,000 倍）で観察したものである。な

お，図中に示した黄色の四角形は高倍率における観察箇所を，黄色の点線はマイクロコ

ーンの表面を，それぞれ示している。Fig. 3-4 に示すように，FIB を用いることで，表
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面の形状を損傷することなく，マイクロコーン構造をその中心部を通過する位置におい

て切断することができた。 

作製した断面試料から観察された各マイクロコーン構造の表面形状には，明確な差異

が確認された。まず MM-Ni 構造においては，平滑な表面線が観察された。特に，MM-Ni

構造の中央部から下部にかけては，極めて滑らかな，ほぼ直線形状の表面線が観察され

た。この MM-Ni 構造の観察箇所ごとにおける表面形状の違いは，切削に用いたドリル

の形状を反映したものと考えられる。その一方で，LA-Ni 構造および LA-Al 構造におい

ては，粗い表面線が観察された。特に LA-Ni 構造の表面には，数十 nm の大きさの凹凸

が多数形成されており，顕著に粗くなっていた。 

MM-Ni 構造，LA-Ni 構造，LA-Al 構造の断面像から，基準線に対する表面線の相対

長さを解析した結果，それぞれ 1.015，1.285，1.096 であった（Table 3-1）。なおこの解

析においては，相対長さの解析値が 1 に近づくほど，表面が平滑であることを表してい

る。つまりこの結果は，LA-Ni 構造の表面が最も粗い一方で，MM-Ni 構造の表面はほ

とんど凹凸のない平坦な面であることを示している。この結果から，3 種類のマイクロ

コーン構造の比表面積についても，LA-Ni 構造が最も大きく，MM-Ni 構造が最も小さ

くなっていることが示唆された。 

以上の結果より，表面のナノトポロジーを変化させた金型を利用して，樹脂シートに

対してナノインプリント加工を施すことによって，構造体表面のナノトポロジーや表面

粗さを制御できることが示された。 

なお第 2 章でも言及したように，表面のナノ構造を制御した金型と熱ナノインプリン

ト法を組み合わせた本研究における微細加工プロセスは，階層的なマイクロ・ナノ構造

体を簡便に作製できる手法として有用であると考えられる。本章において実施した加工

方法に限らず，エッチングやブラスト処理など様々な方法を用いて，金型の表面形態を

制御することによって，任意の表面形態を有するマイクロ・ナノ構造体を作製できるも

のと期待される。 
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Fig. 3-4  3種類のマイクロコーン構造の断面SEM像。全体像における黄色の四角形は，

高倍率における観察箇所を表している。高倍率像における黄色の点線は，マイクロコー

ンの表面を表している。  (a-d) MM-Ni 構造  (a) 全体像  (b) 上部  (c) 中部  (d) 下部  

(e-h) LA-Ni 構造 (e) 全体像  (f) 上部  (g) 中部  (h) 下部  (i-l) LA-Al 構造  (i) 全体

像  (j) 上部  (k) 中部  (l) 下部  (Adapted with permission from Ref. 26. Copyright 2019 American 

Chemical Society.) 
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Table 3-1  各マイクロコーン構造の断面像から算出した表面線の相対長さ（基準線の長

さ＝1）  (Adapted with permission from Ref. 26. Copyright 2019 American Chemical Society.) 

 Relative length of surface line to linear baseline [-] 

Structure Upper Middle Lower Average 

MM-Ni 1.020 1.011 1.013 1.015 

LA-Ni 1.331 1.188 1.337 1.285 

LA-Al 1.062 1.087 1.139 1.096 

 

 

3-3-2. インプリントシート上における抗体の吸着量の評価 

 ラテラルフローイムノアッセイにおいて，基材上に固定化される一次抗体の量は，測

定の感度，再現性を左右する重要なパラメーターである 33,34。したがって本項では，表

面のナノトポロジーが異なる 3 種類のインプリントシートを用いて，各インプリントシ

ート上に固定化される抗体の量を評価することとした。 

3 種類のインプリントシートに対する FITC 標識抗体の吸着試験において観察された

蛍光顕微鏡像，および蛍光強度の測定結果を Fig. 3-5 に示す。以下，LA-Ni 構造，LA-Al

構造，MM-Ni 構造が形成された PC インプリントシートをそれぞれ，LA-Ni シート，

LA-Al シート，MM-Ni シートと表記する。蛍光強度については，LA-Ni シート，LA-Al

シート，MM-Ni シートの順に高くなった。そして，すべてのインプリントシートにお

いて，マイクロコーン構造が形成されていない平坦な領域からは，蛍光はほとんど観察

されなかった。 

次に，PC フラットシートに対して既知濃度の FITC 標識抗体溶液を塗布することによ

って作成した検量線を用いて，MM-Ni シート，LA-Ni シート，LA-Al シート上に固定

された単位面積あたりの抗体の量を求めたところ，それぞれ 0.97，2.1，1.3 ng mm-2で

あることが算出された（Table 3-2）。これらの値は，先行研究において報告された，化

学的な表面処理によって抗体の吸着性を高めたシリコン基板上に固定された抗体の量

（1.11~3.15 ng mm-2）と同程度であった 35。したがって，本研究において作製した基材
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上には，イムノアッセイを実施するために十分な量の抗体を，化学的な表面処理を行な

うことなく固定できることが示唆された。 

前項で算出した 3 種類のマイクロコーン構造における表面線の相対長さに対して，固

定化された単位面積あたりの抗体の量をプロットしたグラフを，Fig. 3-6 に示す。マイ

クロコーン構造における表面線の相対長さと，抗体の固定量は正の相関を示した。また

マイクロコーン構造における表面線の相対長さは，比表面積や表面粗さとの間に正の相

関を示すものと容易に推察される。そのため，PC インプリントシートにおける比表面

積や表面粗さが，抗体の固定化量と相関することが示唆された。 

なお，単に比表面積や表面粗さの絶対値の大小だけではなく，マイクロコーン表面に

形成されたナノメートルスケールの凹凸構造の形状や大きさが，効率的な抗体の吸着に

寄与した可能性も想定される。特に LA-Ni 構造表面において観察された表面の凹凸（大

きさ数十 nm）と抗体分子の大きさ（およそ 10~15 nm）はほぼ同程度であるため，表面

上の微小構造が抗体の物理吸着を促進し，さらに安定化させた可能性もある。今後，表

面のナノ構造と抗体の吸着性の関係をより詳細に評価するためには，ナノ構造のサイズ

や密度を系統的に変化させた複数のインプリントシートを作製して，それらの形状と抗

体の吸着性を評価し，比較することが有効であるかもしれない。 

 なおこれまでに，樹脂製のマイクロプレート上において，固定される抗体量の上限値

は 5~10 ng mm-2であることが報告されている 36。そのため，本研究で評価を行ったイン

プリントシート上における抗体の固定化量についても，工夫次第で今回の結果よりもさ

らに数倍程度増加させることができる可能性がある。 

抗体の固定化量を増加させるためのアプローチとして，まずインプリントシートの表

面ナノ構造をさらに粗くし，比表面積を増加させる方法が考えられる。そのような構造

を熱ナノインプリント法によって作製するためには，形成したい微細構造の形状に対応

した金型の作製が必要となる。金型の加工方法として，例えばレーザーアブレーション

法においてレーザーの照射条件や材料を最適化することや，作製した金型に対して追加

でエッチング加工やブラスト加工を施すことが有効であると考えられる。そしてまた，

インプリントシートに対する抗体の塗布濃度および塗布した抗体の乾燥条件を最適化

することも，抗体の固定化量を増加させるために必要であると想定される。また，今回
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の研究方針とは相反するが，簡便に実施することができる化学的な表面処理をインプリ

ントシートに対して施すことも，抗体の固定化量を上限値に近づける上で必要となるか

もしれない。 

 

 

Fig. 3-5  3 種類の PC インプリントシートに対する FITC 標識抗体の吸着試験の結果  

(a) 3 種類のマイクロコーン構造表面に吸着した FITC 標識抗体の蛍光像  (b) 各インプ

リントシートの抗体塗布領域における蛍光強度  (Adapted with permission from Ref. 26. Copyright 

2019 American Chemical Society.) 
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Table 3-2  各インプリントシート上に固定化された抗体量の算出結果  (Adapted with 

permission from Ref. 26. Copyright 2019 American Chemical Society.) 

 Amount of immobilized antibody [ng mm-2] 

Structure Run 1 Run 2 Run 3 Run 4 Average SD 

MM-Ni 0.88 0.95 1.0 0.98 0.97 0.068 

LA-Ni 2.1 1.9 1.9 2.6 2.1 0.35 

LA-Al 1.3 1.1 1.1 1.6 1.3 0.22 

 

 

 

Fig. 3-6  各インプリントシートにおける表面線の相対長さと固定化された抗体量の関

係を示したグラフ  (Adapted with permission from Ref. 26. Copyright 2019 American Chemical Society.) 
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3-3-3. イムノアッセイによるデバイスの検出性能評価 

最後に，基材表面のナノトポロジーがラテラルフローイムノアッセイにおける検出性

能に与える影響を評価するため，3 種類のインプリントシートを用いて蛍光検出サンド

イッチイムノアッセイを実施した。第 2 章の検討と同じく，検出対象物質としては血液

中の炎症マーカーである CRP を用いた。なお繰り返しになるが，CRP 検出における臨

床的閾値は 3~5 μg mL−1である 37。 

本実験においても，それぞれのインプリントシートと吸収パッドを組み合わせること

で，3 種類のデバイスを作製した。CRP 試料液，二次抗体溶液（FITC 標識抗体溶液），

搬送/洗浄用緩衝液のすべてには界面活性剤（Triton X-100）が添加されており，それぞ

れの水溶液をインプリントシートに対して滴下するだけで，毛細管現象によって水溶液

を搬送することができる。 

まず，3 種類のインプリントシート上における毛細管現象による水溶液の流速を評価

したところ，それらの値は同程度（速度 3.3~3.6 mm s-1）であり（Fig. 3-7），3 種類の

インプリントシートにおいて流速に大きな差はないことが示された。また製造ロットが

異なる 4 枚の LA-Al シートを用いて，毛細管現象による水溶液の流速を評価した場合

にも同様に，流速はほぼ同じであった（Fig. 3-8）。作製したインプリントシートは製

造ロット間における流速のばらつきが小さいため，アッセイの再現性を向上する上でも

有用であるといえる。 

これらのインプリントシートと吸収パッドを組み合わせたデバイスに対しては，液体

の滴下，搬送を複数回実施することができる。具体的には，一度に 10~20 μL の水溶液

を滴下でき，さらにこの操作を繰り返すことで，吸収パッドの大きさにも依存するが，

合計で 100 μL 程度の液体を搬送することができる。作製したデバイスに対し，そのよ

うな液体の滴下操作を繰り返すことによって，サンドイッチイムノアッセイを実施した。

最終的に蛍光顕微鏡を用いて抗体塗布領域を観察し，蛍光強度を算出した。 
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Fig. 3-7  3 種類のインプリントシート上における毛細管現象による水溶液の流速  

(Adapted with permission from Ref. 26. Copyright 2019 American Chemical Society.) 

 

 

 

Fig. 3-8  製造ロットが異なる 4 枚のインプリントシート（LA-Al 構造）上における毛細

管現象による水溶液の流速  (Adapted with permission from Ref. 26. Copyright 2019 American Chemical 

Society.) 
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3種類のインプリントシートによって作製したデバイスを用いてイムノアッセイを実

施した結果を，Fig. 3-9 に示す。3 種類すべてのデバイスにおいて，blank 試料（CRP の

濃度 0 の試料）の測定値の平均＋3σによって定義される LOD は，約0.01 μg mL-1であっ

た。この LOD の値は，近年報告されている蛍光ナノ粒子や量子ドットを標識した抗体

を用いた高感度ラテラルフローイムノアッセイに関する研究において報告されている

値 38–40，および第 2 章で作製した PC インプリントシート（d-48 構造）を用いたアッセ

イにおける LOD の値と比較して，一桁程度小さい値である。したがって 3 種類のデバ

イスは，いずれも高い検出感度を有していることが実証された。第 2 章の結果と比較し

て検出感度が高くなった要因として，隙間なく密に配置されたマイクロコーンアレイ構

造が抗原の効率的な捕捉に寄与したこと，および，アッセイの最後に滴下する搬送/洗

浄用緩衝液の体積を 2 倍に増やしたことによって，基材に対する抗原や抗体の非特異的

な吸着が抑制されたこと，などが考えられる。 

すべてのデバイスにおいて高い検出感度が示された一方で，高濃度の試料液を測定し

た場合の蛍光強度については，3 種類のデバイス間で明確な差異がみられた。具体的に

は，抗原濃度 10 μg mL-1の試料液を測定した場合，LA-Ni シートおよび LA-Al シートの

蛍光強度は，MM-Ni シートの蛍光強度と比較して 2 倍程度高かった（Fig 3-9 (a)-(c)）。

この結果は，サンドイッチイムノアッセイにおける二次抗体由来の信号強度と，マイク

ロコーン表面のナノトポロジーの間に，明確な相関があることを示唆している。つまり，

マイクロコーン表面に存在するナノメートルサイズの凹凸構造が，一次抗体の吸着量を

増加させた結果，アッセイの信号強度が増強されたものと考えられた。今後さらに信号

を増強させるためには，3-3-2 項に記載したように，金型の表面加工を工夫して，より

粗い表面ナノ構造を作製することや，抗体の塗布，乾燥の条件を最適化することによっ

て，基材に対する一次抗体の吸着量を増加させることが有効であると想定される。 

 また特筆すべきこととして，MM-Ni シートにおいては，抗原濃度 4 μg mL-1の試料液

を測定したときの蛍光強度と比較して，より高濃度である 10 μg mL-1の試料液を測定し

たときの蛍光強度が低くなった。その一方で，LA-Ni シート，および LA-Al シートでは，

測定した抗原濃度の範囲（0.01~10 μg mL-1）において，抗原濃度の増加に依存して蛍光

強度は増加し続けた。MM-Ni シートにおいて観察された，高濃度の抗原を測定した場
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合に蛍光強度が低下するという結果は，ELISA などの一般的なサンドイッチイムノアッ

セイにおいて生じる「フック現象」に起因することが考えられる。フック現象とは，基

材表面に固定された抗体によって捕捉されずに遊離している抗原と，標識抗体が結合す

ることによって，サンドイッチ免疫複合体の形成が抑制されてしまう，という現象であ

り，その結果，抗原濃度がある程度上昇すると信号強度が低下する，というものである

41。つまり本実験においても，MM-Ni シート上に固定された一次抗体に対して過剰量の

抗原を滴下した結果，一次抗体に捕捉されずに基材上に残存した抗原が，サンドイッチ

免疫複合体の形成を抑制したものと考えられた。 

以上の結果より，LA-Ni シート，LA-Al シートを用いたデバイスにおいては，MM-Ni

シートを用いたデバイスと比較して，検出対象物質を定量できる濃度範囲（ダイナミッ

クレンジ）が拡大することが示された。 

また，LA-Ni シートおよび LA-Al シートによって作製されたデバイスを用いて，より

高濃度の試料液（抗原濃度 10~400 μg mL-1）を用いて測定を行ったところ，100 μg mL-1

までは抗原濃度の増加に依存して蛍光強度が上昇し，400 μg mL-1 においては下降した

（Fig. 3-10）。したがって，LA-Ni シートおよび LA-Al シートを用いたデバイスにおけ

る，高濃度側のダイナミックレンジは，概ね 100 μg mL-1程度であることが示唆された。

この値は，微細加工基材やマイクロ流体デバイスを用いたイムノアッセイに関する研究

において報告されている値 42,43 と比較して 1～2 桁程度大きく，ニトロセルロースメン

ブレンを用いたラテラルフローイムノアッセイデバイスの研究において報告されてい

る値と同程度であった。したがって本デバイスは，上述した微細加工技術を用いたイム

ノアッセイデバイスと比較して，幅広いダイナミックレンジを有していることが示唆さ

れた。そして，この幅広いダイナミックレンジは，マイクロコーン表面に存在するナノ

メートルスケールの構造に起因して，一次抗体の吸着性が高くなったことによるもので

あると考えられた。 

また Fig. 3-9 および Fig. 3-10 に示した結果から，3 種類のデバイスすべてにおいて，

一般的なサンドイッチイムノアッセイの結果と同様のシグモイド型の検量線 44 が得ら

れることが示された。 
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 以上の結果より，マイクロ・ナノ加工技術を利用した金型の作製，および熱ナノイン

プリント法を組み合わせることによって，抗体固定化基材の表面に形成されたナノスケ

ールの凹凸構造が，抗体の吸着性の向上およびイムノアッセイにおけるダイナミックレ

ンジの広範化に寄与することが示唆された。 

本研究において開発したデバイスは，基材表面のナノ構造を制御することによって，

アッセイの検出性能をコントロールできる。今後，本研究において開発したプラットフ

ォームの信頼性が，紙や多孔質膜によって構成されている従来品と比較して高いことを

より詳細に実証できれば，定量的な測定が可能なラテラルフローイムノアッセイデバイ

スとして広く応用されることが期待される。 
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Fig. 3-9  3 種類のインプリントシートを用いた，血清中の CRP を検出対象としたイム

ノアッセイの結果  (a-c) CRP 濃度 10  μg mL-1の試料液を測定した際に，各マイクロコ

ーン構造上において観察された蛍光顕微鏡像  (a) MM-Ni 構造  (b) LA-Ni 構造  (c) 

LA-Al 構造  (d-f) CRP 濃度 0~10 μg mL−1の試料液を用いたときの，各インプリントシ

ートにおける蛍光強度の算出結果。点線は blank+3σの値を表す。  (d) MM-Ni 構造  (e) 

LA-Ni 構造  (f) LA-Al 構造  (Adapted with permission from Ref. 26. Copyright 2019 American Chemical 

Society.) 

 

 

Fig. 3-10  CRP 濃度 0，10~400 μg mL−1の試料液を用いたときの，イムノアッセイの結

果。点線は blank+3σの値を表す。  (a) LA-Ni 構造  (b) LA-Al 構造 
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3-4. 結論 

本章では，表面のナノトポロジーが異なる 3 種類のインプリントシートを作製し，表

面のナノトポロジーが抗体の吸着性やラテラルフローイムノアッセイの検出性能に与

える効果について検証した。 

まず，機械切削法またはレーザーアブレーション法によって作製した 3 種類の金型を

用いて，PC シートに対して熱ナノインプリントを施すことによって，表面のナノトポ

ロジーが異なる 3 種類のマイクロコーンアレイ構造を作製した。各マイクロコーン構造

について，FIB を用いて作製した断面試料を観察した結果，レーザーアブレーション金

型を用いて作製したマイクロコーン構造の表面において，数十 nm 程度の大きさの凹凸

が無数に形成されていることが確認された。次に 3 種類の PC インプリントシートを用

いて，抗体の吸着試験および血清中の CRP を検出対象としたラテラルフローイムノア

ッセイを実施した結果，すべての構造において高い検出感度を有していることが示され

（LOD：約 0.01 μg mL−1），さらにマイクロコーン構造の表面に形成されたナノメート

ルスケールの凹凸が，基材に対する抗体の吸着性の向上，さらにはイムノアッセイにお

けるダイナミックレンジの広範化に寄与することが示唆された。 

以上の結果より，本研究において提案されたラテラルフローイムノアッセイプラット

フォームは，迅速，簡便という POCT の特徴を満たしつつ，検出感度やダイナミックレ

ンジといった検出性能においても優れていることが実証された。さらにまた，熱ナノイ

ンプリント法を用いた抗体固定化基材の作製プロセスは，再現性が高い手法であるとい

える。今後，本研究において開発したプラットフォームの信頼性が，紙や多孔質膜によ

って構成されている従来品と比較して高いことをより詳細に実証できれば，定量的な測

定が可能なラテラルフローイムノアッセイデバイスとして広く応用されることが期待

される。 

また，本研究はナノ加工技術によって作製した表面が，生体分子の物理的な吸着を促

進することを実証した一例であるともいえる。したがって，今回の結果は，イムノアッ

セイに限らず，広く生化学的アッセイの分野において有用な知見をもたらすかもしれな

い。 
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第 4 章 結論 

4-1. 各章の要約 

第 1 章 序論 

 第 1 章では，本研究の背景として，まず臨床検査および POCT の現状について記述し

た。次に，代表的な POCT 技術の一つであるラテラルフローイムノアッセイに関して，

その原理，有用性，および課題について詳述した。そして，熱ナノインプリント法を利

用した本研究のアプローチ，および本研究の目的について説明した。 

 

第 2 章 インプリントシートを用いたラテラルフローイムノアッセイプラット

フォームの構築 

 第 2 章では，熱ナノインプリント法によって作製した微細加工シート（インプリント

シート）が，ラテラルフローイムノアッセイのための抗体固定化基材として適用できる

かどうか検証することを目的とし，インプリントシートを用いたラテラルフローイムノ

アッセイプラットフォームを構築し，実際の疾患マーカー分子の検出に応用した。具体

的には，ナノメートルスケールの粗さを有するマイクロコーン構造をアレイ状に配列さ

せたインプリントシートを組み込んだ，ラテラルフローイムノアッセイデバイスを作製

した。 

滴下する水溶液に対して界面活性剤を添加することによって，水溶液がインプリント

シート上を毛細管力によって搬送されることを確認した。インプリントシートの材料と

して 3 種類の樹脂（PC，PMMA，COP）を用いてデバイスを作製し，その抗体吸着性を

評価した結果，PC インプリントシートが優れた抗体吸着性を示し，さらにアッセイを

行うために十分な量の抗体を，表面処理を施すことなく固定できることを確認した。マ

イクロコーン構造の形成に起因する基材の比表面積や表面粗さの増加，および基材表面

の化学的特性の両方が，抗体吸着性の向上に寄与したものと推定された。さらに，構築

したデバイスの性能を評価するために，血清中の CRP を検出対象物質として蛍光検出

サンドイッチイムノアッセイを行った結果，高感度な測定（LOD：約 0.1 μg mL−1）が可

能であることを実証した。 
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既存の研究と比較すると，本章において構築したデバイスは，迅速かつ高感度な測定

を実施できる点，抗体固定化基材を均質かつ再現良く作製できる点，基材に対して煩雑

な表面処理を必要としない点において，優れていると考えられた。 

以上の結果から，熱ナノインプリントによって加工を施した樹脂シートはラテラルフ

ローイムノアッセイにおける抗体固定化基材として有望であること，および，実際に高

性能なアッセイプラットフォームの構築へと適用可能であることを示すことができた。 

 

第 3 章 表面ナノ構造の制御によるラテラルフローイムノアッセイデバイスの

高性能化 

 第 3 章では，基材表面のナノトポロジーが，基材に対する抗体の吸着性，およびイム

ノアッセイの検出性能に及ぼす影響を評価すること，および，ナノトポロジーの制御に

よってラテラルフローイムノアッセイデバイスを高性能化することを目的とした。 

機械切削法，またはレーザーアブレーション法を用いて作製した 3 種類の金型を利用

して PC シートに対して熱ナノインプリント加工を実施し，表面のナノトポロジーが異

なる 3 種類のマイクロコーンアレイ構造をそれぞれ作製した。レーザーアブレーション

法で作製した金型を用いて形成したマイクロコーン構造表面において，数十 nm 程度の

大きさの凹凸が多数形成されていること，および，その構造上において多量の抗体が吸

着することを確認した。3 種類のインプリントシートを用いて血清中の CRP を検出対

象物質として蛍光検出サンドイッチイムノアッセイを行った結果，いずれのインプリン

トシートにおいても高い検出感度を有していることが実証された（LOD：約 0.01μg 

mL−1）。さらにマイクロコーン構造の表面において形成されたナノメートルスケールの

凹凸構造が，イムノアッセイにおけるダイナミックレンジの広範化に寄与することが示

唆された。 

以上の結果より，基材表面のナノトポロジーを制御することによって，基材に対する

抗体の吸着性，およびアッセイにおける検出性能を向上できることが示された。本章の

結果は，ナノ加工技術によって作製した表面が，生体分子の物理的な吸着を促進するこ

とを実証した稀な例であり，生化学的アッセイ分野において有用な知見をもたらすかも

しれない。また，本章において検証した基材のうち，特にナノメートルスケールの凹凸
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を有する構造については，疾患マーカーの単なる検出にとどまらず，ラテラルフローイ

ムノアッセイにおける定量的な測定を実現するための新規材料としての応用が期待さ

れる。 

 

4-2. 本研究の総括と現状の課題 

繰り返しになるが，本研究では，『熱ナノインプリント法を用いて均質なマイクロ・

ナノ加工基材を作製し，それを抗体の固定化基材として組み込んだデバイスを開発する

ことで，従来のデバイスと比較して検出感度や再現性を向上させることができるのでは

ないか』，という仮説の下，熱ナノインプリントによって作製した微細加工基材がラテ

ラルフローイムノアッセイのための抗体固定化基材として適用できるか検証すること，

それを用いてアッセイプラットフォームを構築すること，を主な研究目的とした。また，

基材表面のナノトポロジーがイムノアッセイの性能に与える影響を評価し，その制御に

よってデバイスを高性能化することを，もう一つの目的とした。 

 第 2 章の検討において，熱ナノインプリント法を用いることによって，表面にナノス

ケールの構造を有するマイクロコーン構造を樹脂基材上において再現良く作製できる

こと，作製した構造上に表面処理を施すことなく十分な量の抗体を固定化できること，

さらにその基材を組み込んだデバイスを用いて高感度なアッセイが可能であることが

実証された。また，第 3 章の検討において，熱ナノインプリント法を利用して，基材表

面のナノ構造を制御することによって，基材に対する抗体の吸着性，およびイムノアッ

セイにおけるダイナミックレンジを向上できることが実証された。 

 以上の結果から，本研究において開発した微細加工樹脂基材（インプリントシート）

がラテラルフローイムノアッセイのための抗体固定化基材として適用できること，それ

を用いて高性能なアッセイプラットフォームを構築できること，さらに基材表面のナノ

構造を制御することによって，検出性能を向上できることが示された。 

 本研究において，ラテラルフローイムノアッセイのための標準的な抗体固定化基材で

あるニトセルロースメンブレンの代替として，均質かつ，再現良く作製することができ

る基材を用いてシステムを構築したことの意義は大きいものと考えられる。繰り返しに

なるが，ニトロセルロースメンブレンには，製造ロット内および製造ロット間における
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性質のばらつきという重要な課題があるため，ラテラルフローイムノアッセイのための

理想的な材料ではないということが言及されている 1。より高性能なラテラルフローイ

ムノアッセイを実現する上で，均質かつ再現良く作製できる基材を用いてデバイスを作

製することは重要であると考えられ，本研究において開発した基材はそのためにも適し

ていると言える。 

 さらに，本研究において構築したシステムにおける検出感度は，第 3 章までの検討の

結果，量子ドットや蛍光ナノ粒子を標識物質として利用した高感度ラテラルフローイム

ノアッセイの研究において報告されている値と比較して，一桁程度高かった（LOD が

一桁程度低かった）。したがって，本研究において開発したシステムは，ラテラルフロ

ーイムノアッセイを高感度化するためにも有用であることが示された。より，高い検出

感度を実現するためには，上述した研究において報告されている蛍光ナノ粒子や量子ド

ットなどの高輝度な標識物質を，本システムに適用することも有効ではないかと考えら

れる。 

 一方で，測定の再現性については課題が残った。本研究において，デバイスの作製日

とアッセイの実施日を変えてアッセイを行ったところ，LOD はいずれも同程度の値と

なり，再現良く高感度な測定が実施できることが示された。しかしながら，同一条件に

おいて短時間に繰り返し測定を行った場合における，蛍光強度のばらつきは比較的大き

かった。その主な要因として，基材に対する抗体の固定化プロセスを手作業で行ってい

ること，および，抗体を塗布した後の乾燥条件が厳密に制御されていないこと，などに

起因して，基材上に固定化される抗体の量のばらつきが大きくなったことが想定された。 

したがって今後は，抗体の吸着量のばらつきを抑制するために，たとえば基材に対し

て極少量の抗体溶液を塗布することができる専用の装置を用いた上で，塗布および乾燥

の条件を最適化するなどの改良が必要であると考えられる。本研究において，ナノイン

プリント技術を用いることで抗体固定化基材を再現良く作製できることが実証された

ため，今後は抗体の固定化プロセス等の細かな条件を適正化することによって，より測

定の再現性を向上できるのではないかと考えている。 

 また，実用化を目指した場合に解決すべき重要な課題としては，インプリントシート

の作製コストの低減が挙げられる。汎用樹脂を材料として用いた熱ナノインプリント技
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術は，通常のマイクロ流体デバイスの作製と比較すると簡便であるため，マイクロ流体

デバイスを用いたイムノアッセイシステムと比較して本研究のデバイスは低コストで

作製できるものと考えられる。しかしその一方で，紙や多孔質膜を基材として構成され

ている既存のラテラルフローイムノアッセイデバイスと比較した場合，インプリント加

工にかかるコストが問題となる可能性がある。 

既存品における抗体固定化基材であるニトロセルロースメンブレンは，ベルトコンベ

アを用いた連続的な生産が可能であるため，その製造コストは低い。インプリントシー

トの作製においても加工コストをなるべく低く抑えるために，たとえばローラー方式の

インプリント装置を用いた連続加工プロセスを適用することによって生産性を向上さ

せる，といった工夫が必要であると考えられる。なお，ローラー方式のインプリントで

は，平板金型を用いたバッチ方式と比較して，金型の接触時間が短く，またその接触範

囲も狭くなるため，樹脂の加熱，充填，冷却，離型といった一連のプロセスをより短時

間で行う必要がある。したがって，加工を施す材料，ロール金型における微細構造の大

きさおよび形状，金型の回転速度，などの条件を十分に考慮して検討を進める必要があ

ると考えられる。このような技術的課題を解決できれば，本研究で提案した新規材料の

実応用が実現するものと期待される。 
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4-3. 今後の展望 

今後の展望として，本研究において開発したプラットフォームを，従来品と比較して

高感度かつ測定の信頼性が高いラテラルフローイムノアッセイデバイスとして実用化

することを想定している。 

具体的には第一に，感染症の迅速検査など，高感度かつ信頼性が高い定性検査を必要

としている検査に応用していきたい。そのような検査の実現においては，標識試薬およ

び検出装置の開発，および最適化も併せて進めていくことが必要となる。近年，ラテラ

ルフローイムノアッセイの分野において，新規の高輝度標識粒子や高精度な測定が可能

な検出装置の開発およびそれらの実用化が盛んに進められているが，これらの研究の多

くは，ニトロセルロースメンブレンを抗体固定化基材として用いた既存の測定デバイス

を適用対象としている。しかしながら，既存の測定デバイスの基材およびその構成は，

ラテラルフローイムノアッセイが開発された 1980 年代からほとんど変化しておらず，

新しい技術を応用する上で適しているとは限らない。したがって，本研究において開発

したプラットフォームに対して，このような高輝度な標識粒子や，信頼性の高い検出装

置を適用し，より高性能なラテラルフローイムノアッセイシステムを実現していきたい

と考えている。 

次に，「定量的な測定」を可能とするラテラルフローイムノアッセイデバイスへの応

用が期待される。前述したように，既存のラテラルフローイムノアッセイデバイスには，

試験間における測定の再現性が低いという問題があるため，主に定性試験のためのツー

ルとして用いられており，定量的な試験のために用いられている製品はほとんどない。

本研究において提案したプラットフォームは，既存の製品と比較して基材の均質性が高

く，さらに再現良く作製できるという特長を有している。したがって，前述した抗体の

固定化に関する検討を進め，既存の製品と比較してより高い測定の再現性を実証するこ

とができれば，定量的な測定を可能とするラテラルフローイムノアッセイデバイスとし

て実際に適用できるものと期待される。具体的には，炎症マーカーや心筋マーカーなど

の各種疾患マーカーを対象とした定量的な検査への応用が想定される。 
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最後に，上述したような高い検出感度および再現性を有するラテラルフローイムノア

ッセイデバイスは，現在猛威を奮っている新型コロナウイルス感染症（COVID-19）の

ような重大な疾病に人類が対抗していくための有力なツールにもなりうる。本研究にお

ける成果が，疾病を早期かつ正確に発見できる診断技術の開発に寄与し，人々の健康が

保障される豊かな社会を実現するための一助となることを願いつつ，今後も研究を継続

していく予定である。 
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