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学　位　論　文　題　名

Development of Paper-based Analytical Devices for Low-cost, Rapid and Straightforward
Measurement of Components in Human Whole Blood

（安価、迅速、簡便なヒト血中成分測定のための ペーパーデバイスの開発）

　紙を部材にしたペーパー分析デバイス（PAD）は、印刷技術やカッティングにより流路やウェルを
形成し、試料・試薬溶液の輸送や混合、反応を行うことで対象物質を分析するデバイスである。安価、
容易な作製、携帯性、廃棄性、外部動力を使わずに液体操作が可能などの利点があることから、医療
診断や環境分析、食品安全検査など様々な分析分野に PADの応用が進められている。その中で、本
論文は医療診断分野の血液検査に注目した。血中成分の測定は、検査機関だけではなく、在宅検査や
災害場所での検査など多くのニーズがある。しかし、従来の血液検査は、比較的多くの採血量と複数
の高価な専用装置が必要であるため、高コストである。さらに、測定結果を取得するまでには長時間
を要する。そのような背景から筆者は、安価、迅速かつ簡便に血中成分測定ができる PADの開発を
目的とした。具体的には、血中成分の比色定量を可能とする PAD作製法及び多色変化を測定可能な
画像解析法を検討した。さらに、リチウムイオンを血中のモデル成分として、血漿分離と分離した血
漿の定容操作を可能とする 2つの異なるフォーマットの PADを開発した。

　本学位論文の概要及び主要な成果は以下に要約される。

　筆者は、血中成分を比色定量するための PADの作製方法について検討した。PADの一般的な作製
方法であるクラフトカット、ワックスプリント、スクリーンプリント、フォトリソグラフィーの四つ
の作製方法で、同一デザインの PADを作製し、作製精度や比色法における分析性能などの比較・評
価を行った。クラフトカット以外の作製方法では、疎水性インクを印刷することで流路等を形成する
ため、紙表面に印刷した疎水性インクの紙部材への浸透が重要である。そこで、走査型電子顕微鏡で、
三つの作製方法で作製した PADを観察した結果、スクリーンプリントのみ、紙の裏面まで疎水性イ
ンクが浸透していることが観察された。続いて、血液検査への適用に向けて、比色法による牛血清ア
ルブミンの定量を試み、PAD作製法が物質定量に及ぼす影響を評価した。これらの結果から、作製方
法としてクラフトカットとスクリーンプリントが比色法を用いる PADの開発に優れると結論付けた。

　続いて、筆者は PAD上の多色変化を測定可能な画像解析法について検討した。将来的に血中の複
数成分の同時検出を可能にするためには、複数の比色反応から生じる多色変化を測定可能な画像解析
が必要である。CIE L*a*b*色空間とよばれる、色の濃淡だけではなく色変化を数値化できる解析ス
ケールを導入し、PAD上でユニバーサル指示薬による多色変化（pH2-9）の測定に適用した。RGB
スケールでは、pHに対応した応答を得ることは困難であったのに対して、明度（L*）と二つの彩度
（a*, b*）をパラメーターとして含む CIE L*a*b*色空間を利用した解析では、pHに対応した応答が



得られることを明らかにした。これらの結果から、CIE L*a*b*色空間は、多色変化の測定に応用で
きることを実証した。

　次に、筆者は血中成分のモデルとして、双極性障害患者の薬物検査対象であるリチウムイオンを検
出するための PADの開発を行った。開発した PADは、全血から血漿を分離する血漿分離ユニットと
血漿中のリチウムイオン検出する検出ユニットから構成される。血漿分離ユニットは、市販の血漿分
離紙をストリップ状に裁断したものをポリマー基板上に設置し、血液導入用のポリマー製アダプター
をストリップの上流側に配置した。検出ユニットは、スクリーンプリントにより直径 4 mmの円形の
検出部をろ紙上に作製し、各検出部には、リチウム製剤の血中薬物濃度測定に実際に使用されている
リチウムイオン検出試薬を濃縮乾固した。したがって、この PADは、血液を血漿分離ユニットに導入
すると赤血球などの細胞成分は上流側にトラップされ、血漿のみが分離紙の下流に流れてくる。その
後、血漿のみが流れてきた下流部に、検出ユニットを手動で加圧接触させると、血漿が検出ユニット
の検出部に吸収され、血漿中のリチウムイオンと検出試薬が反応して赤く変色する。測定は、画像解
析により検出部の変色度合いをマゼンタ強度で算出した。この PADでは、ピペッティング操作をす
ることなく、両ユニットの接触とその時間調整により血漿の定容操作を実現した。リチウムイオン標
準溶液試料およびリチウムイオン含有血液試料を用いた性能評価から、開発したデバイスが従来法と
同等の測定性能を持つことを確認した。また、測定した各濃度で添加リチウムイオンの回収率 90%以
上を達成したことから、PADによる血中リチウムイオン定量が可能であることを実証した。

　最後に、筆者は必要な血液量の更なる削減および一定量の血液分取と導入を必要としない血中リチ
ウムイオン定量のための融合デバイスの開発を行った。融合デバイスは、微量血液からの一定体積の
血漿の分割、輸送、導入を可能とするデジタルマイクロフルイディクス（DMF）ユニットとリチウム
イオン検出試薬を濃縮乾固したろ紙製の円形 PADユニットで構成した。DMFは、上基板の全面電
極と下基板に構築された複数の微小電極から構成されている。下基板の微小電極への電圧操作により、
基板間の空隙に導入された液体の定容分割や輸送、混合ならびに液体中の粒子の分離などを行うこと
ができる。全血からの血漿分離に誘電泳動力を利用した。先行研究を参考に、電極へ印加する高周波
数電圧を調節することで、5分以内に全血から血漿液滴（分離効率 99%）を分離することに成功した。
次に、融合デバイスで、5 μ Lの血液から血漿液滴を分離して、PADに輸送・導入することで血中リ
チウムイオン検出を試みた。その結果、融合デバイスは従来法と同等の検出性能を示したことから、
融合デバイスにより血中リチウムイオンの定量が可能であると結論付けた。以上の結果より、本融合
デバイスは、適当な微量体積（数μ L）の血液を導入するだけで、検出までの全工程を自動かつ迅速
に行うことが可能であることを実証した。

　これを要するに、筆者は PADの作製方法および多色同時検出用の画像解析法の検討を行った。得
られた情報は、PAD開発における作製方法の選定や複数の測定対象の同時検出が可能な PADを開発
する際に有益な情報を提供するだけでなく、新たな PADを開発する際の開発指針となると考えられ
る。また、リチウムイオンを血中のモデル成分として、血漿分離と分離した血漿の定容操作を可能と
する 2つの異なるフォーマットの PADを開発した。これらの成果は、医療分野におけるオンサイト
分析用 PADの研究開発に大きく貢献するものである。よって、筆者は北海道大学博士（工学）の学
位を授与される資格があるものと認める。


