
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　試料の通る流路と、該流路 内壁に複数の凹部が形成されてなる試
料分離領域と、を備え

ことを特徴とする分離装置。
【請求項２】
　 基板と、 形成され 溝部
からなる試料の流路と、前記流路に試料を導く試料導入部と、前記流路中に設けられた、
試料を複数の成分に分離する試料分離領域と、前記試料分離領域で分離された試料を分析
または分取する試料回収部とを備え、前記試料分離領域は、前記流路の内壁

複数の凹部が形成されてなることを特徴とする分離装置。
【請求項３】
　

【請求項４】
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の非金属材料からなる
、

　前記試料分離領域を試料中の成分が通過する経路長の前記成分の形状または大きさに由
来する相違に応じて、前記流路の延在方向と垂直な方向に電圧無印加の状態で前記成分を
分離するように構成された

非金属材料からなる 前記基板の表面が選択的に除去されて てなる

が選択的に除
去されてなる

試料の通る流路と、該流路内壁に複数の凹部が形成されてなる試料分離領域と、を備え
、
　少なくとも一つの前記凹部は、溝状の形状を有し、その開口幅は、前記試料分離領域の
上流側で小さく、下流側で大きいことを特徴とする分離装置。

試料の通る流路と、該流路内壁に複数の凹部が形成されてなる試料分離領域と、を備え



【請求項５】
　

【請求項６】
　

【請求項７】
　

【請求項８】
　

【請求項９】
　

【請求項１０】
　

、前記樹脂層が光硬化性樹脂からなることを特徴とする分離装置。
【請求項１１】
　

前記凹部は陽極酸化法により設けられたことを特徴とする分離装置。
【請求項１２】
　

前記凹部がテーパー形状を有し、前記凹部の開口部の最大径が底部の最大径よりも大き
いことを特徴とする分離装置。
【請求項１３】
　

前記流路内壁の表面が親水化処理されたことを特徴とする分離装置。
【請求項１４】
　

隔壁により前記流路が複数の分岐流路に分割され、前記隔壁に、隣接する分岐流路に連
通する複数の孔が設けられたことを特徴とする分離装置。
【請求項１５】
　請求項１ に記載の分離装置において、前記隔壁の少なくとも一方の面に、複数の凹部
が形成されたことを特徴とする分離装置。
【請求項１６】
　請求項１ または１ に記載の分離装置において、前記隔壁の両面に複数の凹部が形成
され、一方の面に設けられた凹部の開口部の最大径と、他方の面に設けられた凹部の開口
部の最大径とが異なることを特徴とする分離装置。
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、
　複数の前記凹部が柱状の形状を有し、前記試料分離領域の下流側に位置する前記凹部の
開口幅は、前記試料分離領域の上流側に位置する前記凹部の開口幅よりも大きいことを特
徴とする分離装置。

請求項３または４に記載の分離装置において、前記流路が基板上に形成されたことを特
徴とする分離装置。

請求項５に記載の分離装置において、前記流路は前記基板上に形成された溝部からなり
、前記基板上に樹脂層が設けられ、該樹脂層に前記溝部が設けられたことを特徴とする分
離装置。

請求項５または６に記載の分離装置において、前記基板が非金属材料からなることを特
徴とする分離装置。

請求項３または４に記載の分離装置において、中空の管を有し、前記管の中空部分が前
記流路をなすことを特徴とする分離装置。

請求項３乃至８いずれかに記載の分離装置において、
　前記流路に試料を導く試料導入部と、
　前記試料分離領域に連通する試料回収流路と、
　前記試料回収流路に連通し、前記試料分離領域で分離された試料を分析または分取する
試料回収部とを備えることを特徴とする分離装置。

基板上に形成された溝部からなる試料の流路と、前記流路に試料を導く試料導入部と、
前記流路中に設けられた、試料を複数の成分に分離する試料分離領域と、前記試料分離領
域で分離された試料を分析または分取する試料回収部とを備え、前記試料分離領域は、前
記流路内壁に複数の凹部が形成されてなり、前記基板上に樹脂層が設けられ、該樹脂層に
前記溝部が設けられ

試料の通る流路と、該流路内壁に複数の凹部が形成されてなる試料分離領域と、を備え
、

試料の通る流路と、該流路内壁に複数の凹部が形成されてなる試料分離領域と、を備え
、

試料の通る流路と、該流路内壁に複数の凹部が形成されてなる試料分離領域と、を備え
、

試料の通る流路と、該流路内壁に複数の凹部が形成されてなる試料分離領域と、を備え
、

４

４ ５



【請求項１７】
　

前記試料分離領域中に、複数の凹部が設けられた突起部を具備することを特徴とする分
離装置。
【請求項１８】
　

前記流路が複数設けられ、これらの流路と交差する液体試料導入用流路が設けられたこ
とを特徴とする分離装置。
【請求項１９】
　請求項 に記載の分離装置において、前記流路および前記液体試料導入用流路が交差
する箇所と前記試料分離領域との間に、複数の柱状体が配設されていることを特徴とする
分離装置。
【請求項２０】
　 基板上に形成され
た溝部からな 前記流路に試料を導く試料導入部と 記試料分離領域で分離された試
料を分析または分取する試料回収部とを備 ことを特徴とする分離装置。
【請求項２１】
　請求項 乃至 いずれかに記載の分離装置において、前記試料中の分離目的成分に対
して外力を付与する手段をさらに備えたことを特徴とする分離装置。
【請求項２２】
　基板上に試料の通る流路を設ける工程と、該流路内壁に複数の凹部を形成する工程とを
含む分離装置の製造方法であって、陽極酸化法により前記凹部を形成する工程を含むこと
を特徴とする分離装置の製造方法。
【請求項２３】
　請求項 に記載の分離装置の製造方法であって、通電することにより凹部を設ける工
程において、電圧を連続的に降下させることを特徴とする分離装置の製造方法。
【請求項２４】
　請求項 または に記載の分離装置の製造方法において、前記基板上に試料の通る
流路を設ける工程が、前記基板上に樹脂層を設ける工程と、該樹脂層に溝部を設ける工程
とを含むことを特徴とする分離装置の製造方法。
【請求項２５】
　請求項 に記載の分離装置の製造方法において、前記樹脂層が光硬化性樹脂からなる
ことを特徴とする分離装置の製造方法。
【請求項２６】
　一対の基板にそれぞれ流路となる溝部を設ける工程と、前記一対の基板にそれぞれ設け
られた溝部同士の位置が合うように、前記一対の基板を、前記流路となる溝部が設けられ
た面同士で対向させ、かつ前記一対の基板の間に複数の凹部を有する板状部材を配置した
状態で前記一対の基板と前記複数の凹部を有する板状部材とを接合することにより、前記
板状部材により二層に分割された流路を設ける工程とを含む分離装置の製造方法。
【請求項２７】
　請求項２ に記載の分離装置の製造方法において、前記複数の凹部を有する板状部材が
、複数の試料分離孔をさらに有することを特徴とする分離装置の製造方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、試料を分離する装置および方法に関し、さらに詳細には、微小スケールで様々
なサイズの物質、例えば細胞、核酸断片、あるいは、アミノ酸・ペプチド・タンパク質な
どの有機分子、金属イオン、コロイド、ラテックスビーズなどを分離する際などに用いる
好適な分離装置および分離方法に関する。
【０００２】
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試料の通る流路と、該流路内壁に複数の凹部が形成されてなる試料分離領域と、を備え
、

試料の通る流路と、該流路内壁に複数の凹部が形成されてなる試料分離領域と、を備え
、

１８

請求項１１乃至１９いずれかに記載の分離装置において、前記流路は
り、 、前

える

１ ２０

２２

２２ ２３

２４

６



【従来の技術】
細胞や核酸・タンパク質など生体物質の分析では、試料をあらかじめ分離精製しておくこ
とが重要な技術的課題となっている。こうしたニーズに対応するため、従来、超遠心分離
装置やキャピラリ電気泳動を用いた分離技術が広く用いられてきた。
【０００３】
しかしながら、超遠心分離装置やキャピラリー電気泳動は、分離に長時間を要する上、試
料が大量に必要となる。また、分離能についても、必ずしも満足できる水準にはない。
【０００４】
一方、米国特許５，８３７，１１５号には、多数の障害物をアレイ状に配置した分離装置
が開示されている。分離対象としては、細胞やウイルス、巨大分子、微小粒子等が例示さ
れている。しかしながらこの技術は、以下の点でなお改善の余地を有していた。
【０００５】
第一に、巨大分子や粒子が原因となって目詰まりが生じることがあり、スループットの向
上に限界があった。
【０００６】
第二に、多数の障害物を狭い間隔で精密に作製することが困難なため、障害物の間隔を充
分に小さくすることは困難であった。特に、２００ｎｍ以下の間隔で多数の障害物を精密
に作製することは、当時の技術水準ではきわめて困難であった。したがって、その適用範
囲も一定のものに限られていた。
【０００７】
【発明が解決しようとする課題】
本発明は上記事情に鑑みなされたものであって、小さいサイズの物質を、少量の試料で短
時間に優れた分離能で分別でき、目詰まり等の問題も少ない分離技術を提供することを目
的とする。
【０００８】
【課題を解決するための手段】
　本発明によれば、試料の通る流路と、該流路 内壁に複数の凹部が
形成されてなる試料分離領域と、を備え

ことを特徴とする分離装置、
が提供される。
【０００９】
　また本発明によれば、 基板と、

形成され 溝部からなる試料の流路と、前記流路に試料を導く試料導入部と、前記
流路中に設けられた、試料を複数の成分に分離する試料分離領域と、前記試料分離領域で
分離された試料を分析または分取する試料回収部とを備え、前記試料分離領域は、前記流
路の内壁 複数の凹部が形成されてなることを特徴とする分離装
置が提供される。
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の非金属材料からなる
、前記流路の延在方向と垂直な方向に電圧無印加

で、前記成分の形状または大きさに由来し、前記試料分離領域を前記成分が通過する経路
長に応じて、前記試料中の成分を分離するように構成された

非金属材料からなる 前記基板の表面が選択的に除去され
て てなる

が選択的に除去されてなる

　また本発明によれば、試料の通る流路と、該流路内壁に複数の凹部が形成されてなる試
料分離領域と、を備え、少なくとも一つの前記凹部は、溝状の形状を有し、その開口幅は
、前記試料分離領域の上流側で小さく、下流側で大きいことを特徴とする分離装置が提供
される。
　また本発明によれば、試料の通る流路と、該流路内壁に複数の凹部が形成されてなる試
料分離領域と、を備え、複数の前記凹部が柱状の形状を有し、前記試料分離領域の下流側
に位置する前記凹部の開口幅は、前記試料分離領域の上流側に位置する前記凹部の開口幅
よりも大きいことを特徴とする分離装置が提供される。
　この構成において、前記流路が基板上に形成されてもよい。
　また、この構成において前記流路は前記基板上に形成された溝部からなり、前記基板上
に樹脂層が設けられ、該樹脂層に前記溝部が設けられた構成とすることができる。
　本発明の分離装置において、中空の管を有し、前記管の中空部分が前記流路をなす構成



【００１０】
　また本発明によれば、

、上記基板上に樹脂層が
設けられ、当該樹脂層に上記溝部が設けられ 記樹脂層が光硬化性樹脂からなることを
特徴とする分離装置が提供される。
【００１１】
また本発明によれば、上記の分離装置において、上記試料中の分離目的成分に対して外力
を付与する手段をさらに備えたことを特徴とする分離装置が提供される。
【００１３】
本発明の装置は、米国特許５，８３７，１１５号等に開示されている従来の技術とは、異
なる原理で試料を分離する。米国特許５，８３７，１１５号に代表される技術では、分子
サイズの大きい物質ほど、障害物によって通過を阻害される程度が大きくなる。したがっ
て、大きいサイズの物質は、小さいサイズの物質よりも後から排出される形で分離がなさ
れる。
【００１４】
これに対して本発明の装置は、被分離対象となる物質のサイズが小さいほど、試料分離領
域中で凹部にトラップされ、長い経路を通ることになる。すなわち、小さいサイズの物質
は、大きいサイズの物質よりも後から排出される形で分離がなされる。サイズの大きい物
質は比較的スムーズに分離領域を通過するので、目詰まりの問題が低減され、スループッ
トが顕著に改善される。特に核酸やタンパク質等の分離においては、分子の慣性半径もき
わめて広い範囲に及ぶため、巨大サイズの物質が目詰まりしやすく、また、いったん、こ
うした物質が目詰まりすると洗浄しても脱離させることが困難となる。本発明によれば、
このような問題が解決されるため、核酸やタンパク質等の分離に好適に適用できる。
【００１５】
この分離装置では、複数の凹部が群をなし密集して形成された領域を試料分離領域とする
。本発明において、複数の凹部とは、分離機能を担保しうる程度の数の凹部のことをいう
。本発明においては、この凹部の開口部最大径をきわめて狭く設定することもできる。こ
の場合、従来では予想すらできなかったさまざまな物質を分離、分別することができる。
たとえば核酸やタンパク質の分離に際しては、上記凹部が数百ナノメートルオーダー以下
の微小な開口部を有することが望まれる。
【００１６】
開口部の形状は、例えば円形、楕円形、多角形などいずれでもよく、特に制限されない。
本発明において凹部の開口部最大径とは、開口部の一点と他の一点とを結んでできる任意
の直線のうち最も長い直線の長さをいう。
【００１７】
また、本発明において凹部の深さ方向は必ずしも重力と同じ方向である必要はない。たと
えば流路壁面に水平方向に凹部が設けられていてもよい。
【００１８】
このような狭い開口径で凹部を形成することは、従来技術ではなしえなかったが、本発明
者は、このような構造の分離装置を、後述するように微細加工用レジストのカリックスア
レーンを用いた電子線リソグラフィ技術を利用して凹部を形成することにより作製できる
ことを見いだした。
【００１９】
この発明においては、凹部の開口部最大径は、トラップされる分子の大きさを決定し、凹
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とすることができる。
　また、本発明の分離装置において、前記流路に試料を導く試料導入部と、前記試料分離
領域に連通する試料回収流路と、前記試料回収流路に連通し、前記試料分離領域で分離さ
れた試料を分析または分取する試料回収部とを備えることができる。

基板上に形成された溝部からなる試料の流路と、前記流路に試料
を導く試料導入部と、前記流路中に設けられた、試料を複数の成分に分離する試料分離領
域と、前記試料分離領域で分離された試料を分析または分取する試料回収部とを備え、前
記試料分離領域は、前記流路内壁に複数の凹部が形成されてなり

、上



部の深さはトラップされる量とトラップされている時間を決定する。また、凹部の間隔は
、測定ピークのブロードニングの程度に影響する。これらの値は、それぞれ個別に任意の
値に設定することができるため、サイズの分布が広い試料についても、スループットの低
下をもたらすことなく高い分離能で分離することができる。たとえば、凹部の開口部最大
径分布を広くする等の設計により、小さいサイズの分子および大きいサイズの分子の両方
に適応し、優れた分離効率を実現することができる。
ここで、上記凹部の開口部最大径（例えば図２におけるφ）、凹部間の間隔（例えば図２
におけるｐ）および流路の深さ（例えば図２におけるＤ）については、分離しようとする
試料に含まれる複数の成分の大きさの中央値Ｍや標準偏差σなどを考慮して適宜選択する
こともできる。こうすることにより、分離効率を最適化することができる。例えば、凹部
の開口部最大径をＭ、凹部間の間隔をＭ、流路の深さをＭ＋２σとすることができる。ま
た、凹部の開口部最大径を２Ｍ、凹部間の間隔を２Ｍ、流路の深さを２Ｍ＋２σとするこ
ともできる。
【００２０】
　また

、上記凹部は陽極酸化法により設けられた構成とすることができる
。陽極酸化法によれば、所望のサイズの凹部および凹部の間隔を有する分離装置が少ない
工程で実現できる。
【００２１】
　また本発明によれば、

、上記凹部がテーパー形状を有し、上記凹部の開口部の最大径が底
部の最大径よりも大きいことを特徴とする分離装置が提供される。この分離装置において
は、分離対象の分子はそのサイズが小さいほど、凹部での滞在時間が長くなる。従って、
分離能のさらなる向上を図ることができる。
　また、本発明によれば、

、上記流路内壁の表面が親水化処理されたことを特徴とする分離
装置が提供される。この分離装置においては、流路内壁に分子が粘着することが抑制され
るため、より良好な分離能を実現することができる。
【００２２】
　また本発明によれば、

、隔壁により上記流路が複数の分岐流路に分割され、上記隔壁に、
隣接する分岐流路に連通する複数の孔が設けられたことを特徴とする分離装置が提供され
る。上記複数の孔は、試料に含まれる分子のうち、一定のサイズより小さいものを分離す
るための試料分離孔である。凹部による分離の場合、小さい分子の流出は遅くなるが、こ
の分離装置によれば、試料分離孔よりも小さいサイズの分子についても大きな分子と同様
の迅速さで分取することが可能となる。
【００２３】
　また本発明によれば、

、上記隔壁の少なくとも一方の面に、複数の凹部が形成されたこと
を特徴とする分離装置が提供される。こうすることにより、少なくとも１つの分岐流路に
おいて、上記した凹部による分離効果を得ることができる。
【００２４】
　また本発明によれば、

、上記隔壁の両面に複数の凹部が形成され、一方の面に設けられた
凹部の開口部の最大径と、他方の面に設けられた凹部の開口部の最大径とが異なることを
特徴とする分離装置が提供される。これにより、各々の分岐流路における分離対象分子の
サイズに対応して精密な分離を実現することが可能となる。
【００２５】
　また本発明によれば

、上記試料分離領域中に、複数の凹部が設けられた突起部を具備す
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ることを特徴とする分離装置が提供される。こうすることにより、凹部を有する表面の面
積を増大させることができるため、分離能が向上する。
【００２８】
　また本発明によれば、

、上記流路が複数設けられ、これらの流路と交差する液体試料導入
用流路が設けられたことを特徴とする分離装置が提供される。この装置においては、１箇
所に試料を導入することにより上記複数の流路に試料を導入することが可能であるため、
分析の効率を大幅に向上させることができる。ここで、上記流路および上記液体試料導入
用流路が交差する箇所と上記試料分離領域との間に、複数の柱状体が配設されている構成
としてもよい。この場合、流路に流れ込む分子のサイズを制限することが可能になるため
、所望のサイズの分子についての分析を迅速かつ正確に実現することができる。
【００２９】
本発明における試料としては、さまざまなものが含まれるが、たとえば核酸またはタンパ
ク質を試料とした場合、より効果的である。これらの試料の分離に際しては、小さいサイ
ズの分子を高い分離能で分離しなければならないため、数百ナノメートルオーダー以下の
微小な間隙が設けられた構造が必須となる。一方、巨大物質による目詰まりを効果的に抑
制することも要求される。本発明によれば、これらの要求の双方に充分に対応できるため
、核酸またはタンパク質の分離に好適である。
【００３０】
また本発明によれば、基板上に試料の通る流路を設ける工程と、該流路内壁に複数の凹部
を形成する工程とを含む分離装置の製造方法であって、陽極酸化法により上記凹部を形成
する工程を含むことを特徴とする分離装置の製造方法が提供される。陽極酸化法によれば
、極めて少ない工程で、かつ精密な制御を必要とせずに所望のサイズの凹部を有する分離
装置を得ることができる。
【００３１】
また本発明によれば、上記の分離装置の製造方法であって、通電することにより凹部を設
ける工程において、電圧を連続的に降下させることを特徴とする分離装置の製造方法が提
供される。この製造方法によれば、テーパー状の凹部を設けることができる。
【００３２】
また本発明によれば、上記の分離装置の製造方法において、前記基板上に試料の通る流路
を設ける工程が、前記基板上に樹脂層を設ける工程と、該樹脂層に溝部を設ける工程とを
含むことを特徴とする分離装置の製造方法が提供される。例えば、可塑性樹脂により上記
樹脂層を設け、この樹脂層に対して金型を押圧することにより上記溝部を設けることもで
きる。この方法によれば、簡便に上記流路を形成することできる。そのため歩留まりよく
上記分離装置を供給することが可能となる。
【００３３】
また、上記の分離装置の製造方法において、上記樹脂層が光硬化性樹脂であってもよい。
この場合、より一層簡便に上記流路を形成することが可能となる。
【００３４】
また本発明によれば、一対の基板にそれぞれ流路となる溝部を設ける工程と、上記一対の
基板にそれぞれ設けられた溝部同士の位置が合うように、上記一対の基板を、上記流路と
なる溝部が設けられた面同士で対向させ、かつ上記一対の基板の間に複数の凹部を有する
板状部材を配置した状態で上記一対の基板と上記複数の凹部を有する板状部材とを接合す
ることにより、上記板状部材により二層に分割された流路を設ける工程とを含む分離装置
の製造方法が提供される。この製造方法によれば、複数の流路を有する分離装置を得るこ
とが可能となる。
【００３５】
また本発明によれば、上記の分離装置の製造方法において、上記複数の凹部を有する板状
部材が、複数の試料分離孔をさらに有することを特徴とする分離装置の製造方法が提供さ
れる。この製造方法により、上記した、隣接する分岐流路に連通する複数の試料分離孔が

10

20

30

40

50

(7) JP 3695431 B2 2005.9.14

試料の通る流路と、該流路内壁に複数の凹部が形成されてなる試
料分離領域と、を備え



設けられたことを特徴とする分離装置を得ることができる。
【００３６】
【発明の実施の形態】
本発明において、流路や試料分離領域は、シリコン基板や石英等のガラス基板あるいはシ
リコン樹脂、ポリスチレン、ポリエチレンテレフタレート等の樹脂基板の表面に形成する
ことができる。たとえば、これらの基板の表面に溝部を設け、これを表面部材によって封
止し、これらによって囲まれた空間内に流路や試料分離領域を形成することができる。
【００３７】
本発明における凹部は、たとえば、上記基板を所定のパターン形状にエッチングすること
により形成することができる。その際のリソグラフィ工程は、フォトリソグラフィおよび
電子ビームリソグラフィのいずれを用いてもよい。また、これ以外の方法として、可塑性
樹脂表面への金型からの転写により凹部を形成する方法、陽極酸化法を採用することもで
きる。
【００３８】
凹部は、円柱、楕円柱、円錐、楕円錐のものが好適に用いられるが、直方体、三角錐等、
さまざまな形状を採用することができる。また、凹部のサイズは、分離目的に応じて適宜
設定される。たとえば、
(i)細胞とその他の成分の分離、濃縮
(ii)細胞を破壊して得られる成分のうち、固形物（細胞膜の断片、ミトコンドリア、小胞
体）と液状分画（細胞質）の分離、濃縮
(iii)液状分画の成分のうち、高分子量成分（ＤＮＡ、ＲＮＡ、タンパク質、糖鎖）と低
分子量成分（ステロイド、ブドウ糖等）の分離、濃縮
といった処理において、
(i)の場合、１μｍ～１０μｍ、
(ii)の場合、１００ｎｍ～１μｍ、
(iii)の場合、１ｎｍ～１００ｎｍ、
とすることができる。
【００３９】
凹部の深さについても用途に応じて適宜設定することができるが、たとえば５～２０００
ｎｍとすることができる。
【００４０】
隣接する凹部の平均間隔は、好ましくは２００ｎｍ以下、より好ましくは１００ｎｍ以下
、さらに好ましくは７０ｎｍとする。下限については特にないが、たとえば５ｎｍ以上と
することができる。なお、凹部の間隔とは、凹部の中心点間距離をいう。
【００４１】
以下、図面を参照して本発明の実施の形態についてさらに説明する。
【００４２】
図１は、本発明に係る分離装置の一例を示す図である。基板１１０上に分離用流路１１２
が形成され、これと交差するように投入用流路１１１および回収用流路１１４が形成され
ている。投入用流路１１１、分離用流路１１２および回収用流路１１４には、それぞれそ
の両端に液溜め１０１ａ、ｂ、１０２ａ、ｂ、１０３ａ、ｂが形成されている。分離用流
路１１２には、検出部１１３が設けられている。装置の外形寸法は用途に応じて適宜な値
が選択されるが、通常は、図示したように、縦５ｍｍ～５ｃｍ、横３ｍｍ～３ｃｍの値と
する。
【００４３】
この装置を使って試料の分離を行う方法について説明する。試料は、まず液溜め１０２ａ
、ｂに注入される。この試料は、投入用流路１１１を通過し、投入用流路１１１および分
離用流路１１２の交差する点で、分離用流路１１２に投入される。液溜め１０１ａおよび
１０１ｂには電極が設けられており、これを用いて分離用流路１１２の両端には電界が印
加される。この電界による外力を受けて、試料は分離用流路１１２を投入用流路１１１側
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から回収用流路１１４側へ移動していく。分離用流路１１２の内部には多数の凹部が一定
の間隔で設けられており、この部分を通過する際、分子の大きさ等により試料が分離され
る。したがって、様々な分子サイズの分子を含む試料を分離用流路１１２中に導くと、そ
の大きさにしたがって、液溜め１０３ａ、ｂに格納されるタイミングが相違することとな
り、試料の分離が行われる。
【００４４】
　ここで、上記の電極が設けられた液溜めの構造について、図 および図３ を参照し
て説明する。図 は、図１における液溜め１０１ａ付近の拡大図である。また図３ は
、図 におけるＡ－Ａ '断面図である。分離用流路１１２および液溜め１０１ａが設け
られた基板１１０上には、緩衝液を注入できるようにするための開口部８０２が設けられ
た被覆８０１が配設される。また被覆８０１の上には、外部電源に接続することができる
ように伝導路８０３が設けられる。さらに図３ に示されるように、電極板８０４が液溜
め１０１ａの壁面と伝導路８０３とに沿うように配設させる。電極板８０４と伝導路８０
３とは圧着され、電気的に接続される。なお、その他の液溜めについても上記と同様な構
造を有する。
【００４５】
なお、図１において、分離用流路１１２と投入用流路１１１とは直交しているが、これに
限られない。たとえば分離用流路１１２と投入用流路１１１とが４５度の角度で交わる構
成を採用しても上記と同様の効果が得られる。回収用流路１１４についても同様である。
【００４６】
また、液溜め１０２ａ、１０２ｂおよび投入用流路１１１を設けない構成を採用すること
もできる。この場合は、液溜め１０１ａから緩衝液を注入し、分離用流路１１２を緩衝液
で満たした後、試料を液溜め１０１ａから注入する。同様に液溜め１０３ａ、１０３ｂお
よび回収用流路１１４を省略することもできる。この場合は液溜め１０１ｂから分離され
た試料を分取することができる。
【００４７】
図２は、図１中の分離用流路１１２の構造を詳細に示したものである。図２中、基板１１
０に幅Ｗ、深さＤの溝部が形成され、この溝の底部に、直径φ、深さｄの円柱形状の穴が
等間隔ｐで規則正しく形成されている。なお、流路の幅Ｗ、流路の深さＤ、穴の直径φ、
穴の深さｄ、穴の間隔ｐについては、たとえば図示されたサイズとすることができる。ま
た、後述の図５、図６、図７、図８に示される形態においても、Ｗ、Ｄ、φ、ｄ、ｐにつ
いて同様のサイズとすることができる。
【００４８】
　この流路は、実際には図３のように被覆部により覆われている。すなわち、基板に形成
された流路が被覆部によって封止されて空間を形成しており、この空間内を試料が移動す
る。この被覆部は、試料に含まれる水分の蒸発を防止する役割を有する
【００４９】
次に、多数の穴が設けられた構造が試料分離手段として機能する理由について、図４を参
照して説明する。図４中、試料分離領域には、複数の穴部が所定の間隔で形成されている
。この領域を通過する際、穴の径よりも大きなサイズの分子は、穴にトラップされること
なく流路を素通りするため、短い時間でこの領域を通過する。一方小さいサイズの分子は
、基板に設けられた穴にトラップされて長い経路を通ることになる。この結果、小さいサ
イズの物質は、大きいサイズの物質よりも後から排出される形で試料が分離される。
【００５０】
上記のように本発明の装置では、目詰まりの原因となりやすいサイズの大きい物質は比較
的スムーズに分離領域を通過する方式となるので、目詰まりの問題が低減され、スループ
ットが顕著に改善される。
【００５１】
図４に示した分離方式を実現する試料分離領域の構造の例について、図５を参照して説明
する。図５に示したように、この試料分離領域は、開口部最大径φの凹部が間隔ｐにて規
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則的に形成されている。
【００５２】
図６は他の試料分離領域の例である。この例では凹部が列をなして整然と配列されている
。
【００５３】
　図３ は他の試料分離領域の例である。この例では流路を進むにしたがってサイズの大
きな凹部が配列された構成となっている。
【００５４】
　図３ は他の試料分離領域の例である。この例では開口径の異なる凹部がランダムに配
列された構成となっている。
【００５５】
　図７は他の試料分離領域の例である。この例では凹部がストライプ状に形成されている
。すなわち、凹部はホールではなく、溝となっている。この場合、φ、ｐはそれぞれ溝の
幅、溝と溝との間隔を表している。
　図３ は他の試料分離領域の例である。この例では、流路を進むにしたがって幅が広く
なる溝が流路中にもうけられた構成となっている。
【００５６】
図８は他の試料分離領域の例である。図７と同様、凹部がストライプ状に形成されている
が、試料の流れ方向に対するストライプの方向が、図７では平行であったのに対し、図８
では垂直の関係となっている。この場合においても、φ、ｐはそれぞれ溝の幅、溝と溝と
の間隔を表している。
【００５７】
　試料分離領域を、図３ 、図３ 、図３ に示すような構成とすることにより下記のよ
うな効果が得られる。
【００５８】
　穴や溝のサイズよりも大きな分子には、穴による分離効果が得られ難い。従って、穴や
溝のサイズを一定にすると、その穴や溝のサイズよりも大きなサイズの分子に対する分解
能は小さい分子に比べて低下してしまう。また、穴や溝のサイズを一定にすると、大きな
分離効果が得られる分子サイズのレンジが狭くなってしまう。そのため、流路を図３ 、
図３ 、図３ に示すような構造とすることにより、大きなサイズの分子に対する分解能
を高くすることができるとともに、十分な分離効果が得られる分子サイズのレンジを広く
することができる。
【００５９】
本発明において、凹部の開口部の最大径は、分離しようとする成分（核酸、アミノ酸、ペ
プチド・タンパク質などの有機分子、キレートした金属イオンなどの分子・イオン）のサ
イズに合わせて適宜に選択される。たとえば、分離したい分子群のサイズの中央値に相当
する慣性半径と同程度か、それよりもわずかに小さめあるいは大きめとするのが好ましい
。具体的には、上記中央値に相当する慣性半径と、凹部の開口部の最大径との差異を、１
００ｎｍ以内、より好ましくは１０ｎｍ以内、最も好ましくは１ｎｍ以内とする。凹部の
開口部の最大径を適切に設定することにより、分離能が一層向上する。
【００６０】
また、上記実施形態では凹部を一定間隔で配設した例を示したが、試料分離領域内におい
て凹部を異なる間隔で配設することもできる。こうすることで大・中・小等の複数の大き
さの分子・イオンを効率的に分離することができる。また、凹部の配置に関し、図５に示
されるように、試料の進行方向に対して互い違いに凹部を配置する方法を採用することも
有効である。こうすることにより、凹部と分子との遭遇機会が増すため、目詰まりを効果
的に防止しつつ目的の成分を効率的に分離することができる。
【００６１】
また、上記実施形態では、凹部が円柱状である例を示したが、これに限られない。凹部の
内径が底面に近づくに従って小さくなっているテーパー状の形態を採用することもできる
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。例えば、図１９（ａ）に示されるように、凹部の内径が段階的に小さくなっている形態
や、図１９（ｂ）または（ｃ）に示されるような、凹部の内径が連続的に小さくなってい
る形態が挙げられる。これらの場合、小さい分子ほど凹部の奥深くまで移動可能であるた
め、当該凹部に滞在する時間が長くなる。その結果、分離能がさらに向上する。
【００６２】
このようなテーパー状の凹部は種々の手法により設けることができる。例えば上記した陽
極酸化法により凹部を設ける際に、電圧を徐々に降下させることにより、テーパー状の凹
部を設けることができる。
【００６３】
また、エッチングによりテーパー状の凹部を設けることも可能である。例えば基板として
シリコンを用いる場合、まず、設けようとする凹部の底面の内径と同程度の内径を有する
縦穴をドライエッチングにより設ける。次に、この縦穴に対して等方性のエッチング液を
用いたウエットエッチングを行う。このとき、縦穴におけるエッチング液の交換速度は、
縦穴の底面において最も小さく、縦穴の底面から開口部へ向かうにつれて大きくなる。こ
のため、縦穴の底面付近ではサイドエッチングがほとんど生じず、内径はほとんど広がら
ない。その一方で、底面から開口部へ近づくにつれてサイドエッチングの程度が大きくな
ることから、それに伴って内径も広がることになる。こうしてテーパー状の凹部を設ける
こともできる。
【００６４】
さらに、上記実施形態においては、凹部を平面上に配置させた例を示したが、立体的に配
置させることも可能である。例えば、流路に分離板を設けることにより流路を二層に分割
し、分離板および流路壁に凹部を設けることができる。
【００６５】
本発明に係る分離装置は、小さい分子ほど流出が遅くなるという特性を有している。大き
な分子と同様の迅速さで小さい分子を分取するために、上記の分離板に目的の分子のサイ
ズと同程度の口径の貫通孔を設けることができる。このようにすれば、目的とする小さい
分子は、凹部の設けられた流路を迂回することができる。そのため、大きな分子と同様の
迅速さで小さな分子を分取することができるとともに、それ以外の分子の分離を実現する
ことが可能となる。
【００６６】
図２０は流路を二層に分割した形態の一例を示す図である。図２０（ａ）は、流れ方向に
対する垂直断面図である。流路３０９が分離板３１９により二層に分割されている。図２
０（ｂ）は、図２０（ａ）中のＡ－Ａ '面における断面図である。分離板３１９には部分
的に貫通孔３２０が設けられており、貫通孔３２０を通過可能な分子は図中の下方の流路
３０９に移動する。このような構造を採用することにより、流路が一層である構造では流
出時間が遅い、小さな分子を迅速に分取することが可能となる。さらに分離板３１９に、
凹部３２１よりも小さな凹部３２２を設けることもできる（図２０（ｃ））。このように
することにより、下方の流路３０９において小さな分子の精密な分離を実現できる。
【００６７】
また、図２１（ａ）または図２１（ｂ）のように、流路にピラーや突起を設け、当該ピラ
ーまたは突起および流路壁に凹部を設けることもできる。このようにすることにより、凹
部を備えた分離領域の面積を増大させることができるため、分離能の向上を図ることがで
きる。
【００６８】
本発明に係る分離装置は、内部に緩衝液を導入した状態で使用されることが好ましい。こ
こで、流路壁面や被覆部などの流路表面がプラスチックなどの疎水性材料で構成されてい
る場合、緩衝液を流路内へ導入することは通常、容易ではない。緩衝液を円滑に導入する
方法としては、たとえば図９に示す方法を採用することができる。図示した方法では、遠
心管１５１のホルダー１５３中にチップ１５０を固定した状態で遠心分離を行うことによ
り緩衝液がチップ１５０に導入される。なお、緩衝液を導入する困難を解消する方法とし
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て、分離装置内の流路表面にシリコン酸化膜等の親水性膜を形成することも有効である。
【００６９】
本発明の分離装置では、図１１に示すように、分離用流路１１２の両端に電圧が印加され
、これにより試料が分離用流路１１２中を移動する。ここで、試料に外力を与えるための
電圧以外に、電気浸透流を抑制するための電圧を印加してもよい。図１１ではこの目的の
ため、基板にゼータ補正電圧を印加している。このようにすれば電気浸透流が抑制され、
測定ピークのブロードニングを有効に防止することができる。
【００７０】
なお本発明において、試料に外力を付与する手段は電圧に限られない。例えば、流路に緩
衝液を導入しない状態で、分離対象試料を含んだ緩衝液を導入する場合、この緩衝液が毛
細管現象により自動的に流路に流入する。この過程で分離を実現することも可能である。
【００７３】
また、分離領域を備えた流路が複数設けられ、その流路と交差し、かつ当該分離領域に試
料を導入する目的の試料導入用流路がもうけられた形態を採用することもできる。図２３
に示される分離装置はその一例である。この分離装置には、凹部を備えた分離領域３２３
を有する流路３０９が複数設けられている。分離対象試料は、試料導入口３２４から導入
され、リザーバー３２５へ向かって拡散する。試料導入口３２４とリザーバー３２５との
間の流路３２６は分離能を賦与されておらず、分離能を有する複数の流路３０９へ試料を
運ぶためのものである。試料が流路３２６に満たされた後、リザーバー３２７からリザー
バー３２８方向へ試料を泳動させることにより、同時に分離・解析を実行することができ
るため、分析の効率が向上する。また各流路３０９ごとに、異なる特性をもつ分離領域３
２３を備えることにより、種々の解析を同時に実施することが可能となる。さらに図２４
のようにリザーバー３２７を一つとした形態を採用することもできる。この例の場合、リ
ザーバー３２７から全ての流路３０９にバッファを注入することができるため、効率的で
ある。
【００７４】
さらに、図２３または図２４に示される形態においては、分離領域が設けられた流路と試
料導入用流路とが交差する箇所にピラーメッシュを配設することもできる。図２５はその
一例を示す図である。流路３０９と流路３２６との交差点において、ピラーメッシュ３２
９は微少なピラーが配設されてなっている。このピラーメッシュ３２９は濾過機能を有し
ており、ピラーのピッチを制御することにより、所望する範囲の大きさの分子のみを分離
領域３２３へと通過させることができるため、所望の分析を迅速かつ正確に実施すること
ができる。なお、図２５においては、分離領域が設けられた流路と試料導入用流路とが直
交している例を示したが、これに限られず、任意の角度で交わった構成としても上記の効
果を得ることができる。
【００７５】
また、ピラーメッシュ３２９を備えた場合、弱い駆動力（たとえば微弱な電界）を分離対
象の分子群に与えることによって、泳動を開始する前においては図２６（ａ）に示される
ように広がっていた試料は、ピラーメッシュ３２９によって堰き止められる。このため、
図２６（ｂ）のように当該分子群は濃縮され、細いバンドを形成する。次に、一時的に強
い駆動力（たとえば強い電界）を分離対象の分子群に与えると、当該分子群は濃縮された
状態を保ちつつピラー列を通過する。これは、特にＤＮＡやタンパク質のような高分子の
場合、分子サイズがピラー同士の間隔よりも大きい場合であっても、ピラー列が一列ない
し数列程度であれば当該分子は伸長することによりピラー間をすり抜けることができるこ
とによる（レプテーション効果）。当該分子群は、ピラーメッシュ３２９を通過後も細い
バンド状態を保っているため、分離後のピークの重なりが少なくなることから高精度の分
離が実現する。なお、分離用流路のリザーバーに試料を直接投入しても図２６（ｂ）のよ
うに、十分細いバンドが得られるため、投入用流路が不要であるという特長もある。
【００７６】
なお、図２５および図２６においては、分離領域が設けられた流路と試料導入用流路とが
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直交している例を示したが、これに限られず、任意の角度で交わった構成としても上記の
効果を得ることができる。
【００７７】
［エッチングによる凹部の作製方法］
凹部の作製方法の一例を以下に示す。工程の詳細について図１０を参照して説明する。
【００７８】
まず、図１０（ａ）に示すように、シリコン基板２０１を用意し、その上にカリックスア
レーン電子ビームネガレジスト２０３を塗布する（図１０（ｂ））。次に、電子ビーム（
ＥＢ）を用い、試料の流路となる部分を露光する。現像はキシレンを用いて行い、イソプ
ロピルアルコールによりリンスする。この工程により、図１０（ｃ）に示すように、パタ
ーニングされたレジスト２０４が得られる。
【００７９】
つづいて、これをマスクとして、シリコン基板２０１をエッチングする（図１０（ｄ））
。レジストを除去した後（図１０（ｅ））、再度全面にポジ型フォトレジスト２０５を塗
布する（図１０（ｆ））。その後、流路部分が露光するようにマスク露光をし、現像を行
う（図１０（ｇ））。ポジ型フォトレジスト２０５は、シリコン基板２０１に所望の凹部
（穴部）が形成されるようにパターニングされている。
【００８０】
次に、シリコン基板２０１をＣＦ４ 、ＣＨＦ３ の混合ガスを用いてＲＩＥエッチングする
（図１０（ｈ））。レジストをアセトン、アルコール、水の混合液を用いた有機洗浄によ
り除去した後（図１０（ｉ））、ガラス２１０で静電接合を行いシーリングして分離装置
を完成する（図１０（ｊ））。
【００８１】
上記のようにして分離装置を試作したところ、外観上、問題がないことが確認された。
【００８２】
［陽極酸化法による凹部の作製方法］
次に、上記とは異なる方法、すなわち陽極酸化法による凹部の作製方法について説明する
。
【００８３】
陽極酸化法とは、電解液中で酸化させたい金属（例えばアルミニウム、チタン、ジルコニ
ウム、ニオブ、ハフニウム、タンタルなど）を陽極として通電し、酸化させる処理のこと
をいう。この処理法においては、酸性電解液を用い、通電による水の電気分解により、陰
極では水素が生成するが、陽極では酸素が生成せず、金属表面に酸化被膜層が形成される
。アルミニウムの場合、この酸化被膜層はポーラスアルミナと呼ばれ、図１２に示される
ように、ポーラスアルミナ層３１６は各セル３３１の中央に細孔３３０を持った周期的構
造を有する。これらの構造は自己組織的に形成されるため、パターニングを必要とせず、
容易にナノ構造を得ることができる。セルの間隔は酸化電圧に比例（２．５ｎｍ／Ｖ）し
、アルミニウムの場合では酸化電圧により硫酸（～３０Ｖ）、シュウ酸（～５０Ｖ）、リ
ン酸（～２００Ｖ）が酸性電解液として使用される。
【００８４】
一方、細孔のサイズは酸化条件および酸化後の表面処理に依存する。酸化電圧の上昇に従
って細孔の直径は拡大する。例えば、酸化電圧を５Ｖ、２５Ｖ、８０Ｖ、１２０Ｖとした
とき、それぞれ１０ｎｍ、２０ｎｍ、１００ｎｍ、１５０ｎｍ程度の最大径を有する、開
口部が円形ないし楕円形の細孔ができる。また、ポーラスアルミナを形成後、例えば３ｗ
ｔ％のリン酸によりその表面をエッチングする表面処理が行われるが、この表面処理の時
間が長いほど、細孔の直径は拡大することになる。
【００８５】
以上のように、酸化電圧や表面処理の時間を適宜選択することにより、規則正しく整列し
、かつ所望の間隔および直径を有する凹部を設けることが可能となる。
【００８６】
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なお、上記ポーラスアルミナをより均質に設けるためには、図１５のように、陽極酸化す
る対象のアルミニウム層の周辺部を絶縁膜で覆いつつ、上記の陽極酸化を実施することが
好ましい。図１５（ａ）は絶縁性基板の上に形成されたアルミニウム層３０２の周辺部が
絶縁膜３１１で覆われた状態を示す上面図である。絶縁膜３１１としては、たとえば感光
性ポリイミドなどの絶縁性の樹脂を用いることができる。このようにすることにより、電
極取付部３１２の周辺でのみ陽極酸化反応が速く進み、陽極から遠い部分では酸化されな
い領域ができる現象を抑制することができるため、アルミニウム層３０２全体にポーラス
アルミナを均質に設けることが可能となる。
【００８７】
また、阿相らの方法（ J. Vac. Sci. Technol. B 19(2), 569 (2001)）により、ポーラス
アルミナを設けたい箇所に、モールドを用いて予め窪みを設けてから陽極酸化を実施する
ことにより、ポーラスアルミナを所望の配置に設けることもできる。この場合も上記同様
、電圧を制御することにより凹部の最大径を望みのものとすることができる。
【００８８】
また、図１５（ｂ）に示すように、陽極酸化されない導電体（金など）をスライドガラス
３０１上に設けられたアルミニウム層３０２に蒸着させることにより導電体層３１３を形
成後、陽極酸化を実施することによってもアルミニウム層３０２全体にポーラスアルミナ
を均質に設けることが可能となる。なお、陽極酸化実施後、導電体層３１３は導電体が金
の場合、金エッチャントにより取り除かれる。金エッチャントはヨウ化カリウムとヨウ素
の水溶液を混合することによって得られる。混合比はヨウ化カリウム：ヨウ素：水＝１：
１：３（重量比）とする。
【００８９】
さらに、流路壁に対してＤＮＡやタンパク質などの分子が粘着することを防ぐために、流
路壁をコーティングするなど、親水化処理をすることが好ましい。この結果、分離装置が
良好な分離能を発揮することができる。コーティング材料としては、例えば、細胞膜を構
成するリン脂質に類似した構造を有する物質が挙げられる。このような物質としてはリピ
ジュア（登録商標、日本油脂社製）などが例示される。リピジュア（登録商標）を用いる
場合は、０．５ｗｔ％となるようにＴＢＥバッファなどの緩衝液に溶解させ、この溶液を
流路内に満たし、数分間放置することによって流路壁をコーティングすることができる。
【００９０】
また、流路壁をフッ素系樹脂、あるいは牛血清アルブミンによりコーティングすることに
よって、ＤＮＡなどの分子が流路壁に粘着することを防止することもできる。
【００９１】
【実施例】
（実施例１）
本実施例に係る分離装置の作製について、以下説明する。
【００９２】
図１３（ａ）は上記した陽極酸化法を実施する装置の概略を表した断面図である。スライ
ドガラス３０１上に、アルミニウムをＥ－ｇｕｎ蒸着装置により５００ｎｍの膜厚になる
ように蒸着させ、アルミニウム層３０２を形成した。次に、図１３（ａ）に示されるよう
に、直流電源３０７の正極、負極をそれぞれアルミニウム層３０２、白金電極３０６に接
続し、電解液３０４に浸した。電解液３０４としては、０．３ｍｏｌ／Ｌのリン酸を使用
した。
【００９３】
直流電源３０７を電圧１２０Ｖに設定し、電流が完全に流れなくなるまで約５分間通電さ
せることにより陽極酸化を行い、ポーラスアルミナ層３１６を形成した（図１３（ｂ））
。次に、アルミニウム層３０２から直流電源３０７との配線を外し、スライドガラス３０
１、アルミニウム層３０２およびポーラスアルミナ層３１６を電解液から取り出し、ポー
ラスアルミナ層３１６を５ｗｔ％のリン酸で浸すことにより、表面処理を行った。表面処
理の条件は、３０℃、４０分間とした。凹部の直径１２０～１５０ｎｍ、凹部の深さ５０
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０ｎｍ、凹部の間隔約２５０ｎｍのポーラスアルミナが形成された。図２８は得られたポ
ーラスアルミナの表面の走査型電子顕微鏡写真である。
【００９４】
以下、図１４を参照して流路の形成について説明する。図１４（ａ）～（ｄ）は、いずれ
も左側が上面図を、右側がその上面図のＡ－Ａ '断面を表した図である。
【００９５】
図１４（ａ）は上記のようにして得られたポーラスアルミナ層３１６とスライドガラス３
０１を表した図である。ポーラスアルミナ層３１６上に、スピンコート法により光硬化性
樹脂  アロニックスＵＶ－３７５０（東亜合成社製）を用いて光硬化性樹脂層３０８を設
けた（図１４（ｂ））。スピンコート法の条件は、１回目：８００ｒｐｍ　５秒間、２回
目：６０００ｒｐｍ　３０秒間とした。次に、流路となる部分をマスクしつつ、光硬化性
樹脂層３０８上にパターン露光を実施した。露光条件は１３ｍＷ／ｃｍ２ 　６０秒間とし
た。その後、メチルイソブチルケトンで１分間、イソプロパノールで３０秒間現像し、さ
らに光硬化性樹脂層３０８に対し、ＵＶを照射することにより図１４（ｃ）に示される流
路３０９を形成させた。流路３０９の長さは１．４ｍｍ、幅は８０μｍ、深さは約３μｍ
であった。
【００９６】
こうして流路が形成された光硬化性樹脂層３０８上に、直径２ｍｍの穴あけ加工を施した
カバーガラス３１０を圧着した。図１４（ｄ）は、カバーガラス３１０が貼り付けられた
状態を示している。
【００９７】
上記のようにして得られた分離装置の流路を観察した結果、光硬化性樹脂により塞がれた
凹部は認められなかった。また、流路壁からの液漏れも発生しないことも確認された。
【００９８】
次に、カバーガラス３１０に施された穴の周辺部と、ガラス管（内径３ｍｍ、外径５ｍｍ
、高さ５ｍｍ）とをエポキシ樹脂によって接着することによりリザーバーを設け、１×Ｔ
ＢＥバッファ（０．０９Ｍトリスボレイト＋２ｍＭ　ＥＤＴＡ）を注入した。その後、１
６５ｋｂｐのＤＮＡ１００個を含むバッファを一方のリザーバーから注入した。その後、
両方のリザーバーに白金線を挿入し、電圧（４０Ｖ）を印加することによりＤＮＡを電気
泳動させた。同様の操作を１０ｋｂｐのＤＮＡについても実施した。なお、ＤＮＡの泳動
速度は次のような操作により決定した。ＤＮＡを予め蛍光色素 YOYO-1（ Molecular probe
社製）で処理しておき、蛍光顕微鏡で１０００倍に拡大する。得られた映像をイメージイ
ンテンシファイア（浜松ホトニクス社製）により感度増強し、個々のＤＮＡをトレースす
る。
【００９９】
図２２は、各サイズのＤＮＡをそれぞれ１００個づつトレースして、その泳動速度分布を
示したグラフである。１６５ｋｂｐおよび１０ｋｂｐのＤＮＡの平均泳動速度はそれぞれ
１６．５μｍ／ｓ、１３．６μｍ／ｓであり、ＤＮＡのサイズによって泳動速度分布の差
が認められ、分離能を有することが示唆された。
【０１００】
１００個づつのＤＮＡについて計測した上記の結果では，両分子の速度分布の裾野が広く
見えるが、次の理由で十分高い分離能を持つことが判明した。すなわち、トレースする分
子数をＮとするとき、ピークの標準偏差は１／Ｎ１ ／ ２ に比例して小さくなることが知ら
れている（中央極限定理）。一般に、電気泳動でできるバンドには約数十万個（１０の７
乗個）のＤＮＡ分子が含まれるので、同数のＤＮＡについてトレースすれば、１００個の
場合と比較して，ピークの標準偏差は１０００００１ ／ ２ 分の１、すなわち０．００３倍
程度に小さくなる。従って、凹部による分離結果のピークは極めて鋭いものになるに間違
いないからである。
【０１０１】
そこで上記分離装置に、１６５ｋｂｐ、１０ｋｂｐのＤＮＡを含むバッファを適用してピ
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ークの保持時間を正確に計測してみたところ、表１に示すように、１６５ｋｂｐ、１０ｋ
ｂｐのＤＮＡの保持時間はそれぞれ８４秒、１０５秒となり、互いに分離することが判明
した。
【０１０２】
【表１】
　
　
　
　
　
【０１０３】
比較のため、分離流路長１４ｍｍのアジレント社製の分離装置（バイオアナライザ）を用
いたときの電気泳動分析結果を表２に示す。分離対象のＤＮＡの大きさが一致していない
ため、両者の分離性能の比較はできないものの、アジレント社の分離装置が異なる大きさ
のＤＮＡを２～４秒の保持時間の差で分離している（表２）のに対し、本実施例の分離装
置が１６５ｋｂｐおよび１０ｋｂｐのＤＮＡを２１秒という長い保持時間の差で分離して
いることから優れた分離能を有していることがわかる。また、本実施例の分離装置は、ア
ジレント社製の分離装置よりも極めて短い分離流路で上記の分離能を実現していることか
ら、理論段数の高い優れた分離装置であることが証明された。さらに、アジレント社製の
分離装置はゲルを用いた電気泳動によるものであるため、１６５ｋｂｐのＤＮＡは大きす
ぎて目詰まりが起こり、分析することができない。一方、本実施例の分離装置は目詰まり
が生じず、円滑に分析することが可能である。
【０１０４】
【表２】
　
　
　
　
　
　
　
【０１０５】
このように、本分離装置は優れた分離能を有することが証明された。さらに、従来の分離
装置においては目詰まりが生じてしまうことから適用が難しかった、上記の１６５ｋｂｐ
のＤＮＡのような巨大な分子についても、本分離装置は適用可能であり、本分離装置の有
用性が示された。
【０１０６】
なお、本実施例においては、光硬化性樹脂  アロニックスＵＶ－３７５０（東亜合成社製
）を用いたが、他の樹脂材料を採用しても上記と同様の分離装置が得られる。例えば、感
光性ポリイミド樹脂により樹脂層を設け、パターン露光することによっても流路を設ける
ことが可能である。感光性ポリイミド樹脂としては、住友ベークライト社製  ＣＲＣ－３
８００などを使用することができる。
【０１０７】
（実施例２）
本発明の分離装置の性能をさらに確認するため、下記のような分離実験を行った。本実施
例の分離装置は、以下のように作製した。
【０１０８】
まず、ポーラスアルミナ基板を次のようにして作製した。アセトン洗浄、ＳＰＭ（硫酸過
水）洗浄した５０ｍｍ×７６ｍｍのスライドグラスの表面に１μｍのアルミニウム薄膜を
スパッタリングにて形成した。そのアルミニウム面を０．３Ｍ　リン酸を電解液として、
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２℃、１４０Ｖの条件で電流が停止するまで陽極酸化を行った。生じたポーラスアルミナ
膜を３ｗｔ％のリン酸に３０℃で６０分浸漬することにより、凹部の口径を拡大した。最
終的な凹部の口径は、１５０ｎｍ～２００ｎｍ（平均１７０ｎｍ）であった。
【０１０９】
こうして得られたポーラスアルミナ基板に、光硬化性樹脂（アロニックスＵＶ－３７５０
、東亜合成社製）を１回目：８００ｒｐｍ　５秒間、２回目：６０００ｒｐｍ　３０秒間
、の条件で３μｍの厚さにスピンコートした後、流路パターンをマスクしつつ６０秒間露
光し、アセトンで３０秒間現像した。さらにＵＶ照射により樹脂部分を硬化させることで
分離用流路と試料導入用流路を成型した。流路パターンは、幅８０μｍ、長さ４０ｍｍの
分離用流路と、幅８０μｍ、長さ３０ｍｍの試料導入用流路とが、当該試料導入用流路の
中点で直交した形状とした。
【０１１０】
最後に、流路を形成した上記基板にリザーバー用の穴を開けたカバーガラスを光硬化性樹
脂の粘着性を利用して張り付け、さらにガラス管リザーバーと白金電極をエポキシ系接着
剤にて取り付けた。
【０１１１】
試料には、１０ｋｂｐ、１６５ｋｂｐの長さのＤＮＡ（Ｔ４ファージ）を用いた。観察の
ために、それぞれ YOYO-1（ Molecular probe社製）で染色して用いた。ＤＮＡの長さに関
しては、蛍光の強度と分子形状から長さを容易に判別できるようにするという観点から選
択した。これら２種類の長さのＤＮＡを含む試料を、次の手順でパルス状に分離用流路に
導入した。パルス状に導入するため、まず試料を試料導入用流路の一端に導入し、その端
を－５０Ｖ、他端を０Ｖになるように電圧を印可し、試料導入用流路に試料を導入した。
この時、分離用流路の両端も０Ｖとして、試料導入用流路から分離用流路への試料の拡散
が生じないようにした。次に、０．５秒間だけ試料導入用流路にかけた電圧を反転させて
、試料を引き戻すことにより、分離用流路にかかる部分の試料の幅を細くした。最後に、
分離用流路の近位端を－１００Ｖ、遠位端を０Ｖ、試料導入用流路の両端を０Ｖにセット
することで、試料導入用流路から分離用流路へ試料がさらに引き込まれることを防ぎつつ
、試料導入用流路と分離用流路の交点に存在する試料の細いパルス状のバンドだけを分離
用流路に導入した。
【０１１２】
導入された試料は、分離用流路を通過するに従って、２種の長さのＤＮＡそれぞれが構成
する２つのバンドに分離された。試料導入用流路と分離用流路のクロス点から下流に５ｍ
ｍの位置において次の手法で蛍光量を実測した。蛍光顕微鏡を用い、染色したＤＮＡを蛍
光ランプで励起するとＤＮＡの長さに応じて蛍光を発する。この蛍光を、蛍光顕微鏡に取
り付けたフォトマルチプレクサ（浜松ホトニクス社製　Ｈ７４６７）で受け、その強度信
号を記録した。同時に、流れている分子をハーフミラーを介して１０００倍にて観察し、
どの長さのＤＮＡが通過しているかについても確認を行った。
【０１１３】
　図３ は、フォトマルチプレクサの信号強度（フォトンカウント）を縦軸、試料の導入
からの経過時間を横軸としたグラフである。試料が導入された時点から、まず最初に１６
５ｋｂｐのＤＮＡが２７０秒でピークを形成し、ついで４１０秒付近に１０ｋｂｐのＤＮ
Ａがピークを形成し、２種のＤＮＡが明瞭に分離されていることがわかる。この結果から
、この分離装置においては、サイズの大きな分子ほど分離用流路を速く通過することが示
され、目詰まりをおこしにくいゲル濾過的分離機構を実現していることが明らかとなった
。さらに、この分離結果をもとに理論カラム高さ（ＨＥＴＰ： height equivalent to a t
heoretical plate）を計算した結果、１６５ｋｂｐのＤＮＡについては９．７μｍ、１０
ｋｂｐのＤＮＡについては３２μｍという結果が得られた。理論カラム高さは、分離能を
計る指標の 1つで、その長さが短いほど高い分離能であることを意味する。通常のゲルろ
過カラム、例えば、ＤＮＡを含む生体高分子の分離に用いられるカラムの理論カラム高さ
は、概ね１０μｍ～１００μｍである。例えば、市販のカラム、 Ohpack SB-80シリーズ（
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昭和電工株式会社製）の理論カラム高さは、２５μｍであり、同社の高分解能カラム GPC
　 KF－ 40シリーズでも１０μｍであることから、本発明の分離装置は、理論カラム高さの
観点から、それらのカラムと同程度の分離能を、数センチ角のチップで達成できているこ
とがわかる。
【０１１４】
（実施例３）
実施例１および２では、ポーラスアルミナ層の上に光硬化性樹脂層を設けた後、流路を形
成した。これに対して本実施例においては、図１８に示すように、あらかじめエッチング
により流路３０９が形成されたシリコン基板３１７上に接着用樹脂を塗布することにより
接着層３１８を設けた。その後、ガラス基板３１４上に、上記陽極酸化法により設けられ
たポーラスアルミナ層３１６と、接着層３１８とが接合することにより、本実施例に係る
分離装置を得た。この分離装置は、製造工程が少ないことから大量生産に向くという特長
を有する。
【０１１５】
（実施例４）
本実施例について図１６および図１７を参照して説明する。図１６（ａ）～（ｃ）、図１
７（ｄ）～（ｇ）は、いずれも左側が上面図を、右側がその上面図のＡ－Ａ '断面を表し
た図である。
【０１１６】
ガラス基板３１４上に、エッチングにより流路３０９を設けた（図１６（ａ））。次にガ
ラス基板３１４上にスパッタリング法によりアルミニウムを蒸着させ、５００ｎｍの膜厚
のアルミニウム層３０２を設けた（図１６（ｂ））。その後、ダマシンプロセスにより流
路３０９上のアルミニウム層３０２のみを残し、その他は除去した（図１６（ｃ））。次
に図１７（ｄ）に示されるように、アルミニウム層３０２に金製の引き出し電極３１５を
接続し、実施例１で述べた陽極酸化を実施した。図１７（ｅ）は陽極酸化後の状態を示し
たものである。アルミニウム層が陽極酸化されることにより、流路にはポーラスアルミナ
層３１６が形成されている。次に引き出し電極３１５をＫＩにより取り除き、図１７（ｆ
）の状態にし、ガラス基板３１４と穴あけ加工を施したカバーガラス３１０とをガラス溶
着により貼り付けた。図１７（ｇ）は、カバーガラス３１０が貼り付けられた状態を示し
ている。
【０１１７】
本実施例の分離装置においては、流路はガラス基板およびカバーガラスにより密閉されて
いるため、液漏れを効果的に防止することができる。また、本分離装置は構造および製造
工程が簡単であるため、効率良く安定的に製造することが可能である。
【０１１８】
（実施例５）
本実施例の分離装置の凹部は、図１９（ｃ）に示される形状を有している。
【０１１９】
本実施例においては、基板としてシリコンを用いた。まず、塩素ガスおよび酸素を使用し
たドライエッチングにより、内径約１０ｎｍの縦穴をシリコン基板に設けた。次に、この
縦穴に対し、硝酸：フッ酸：酢酸＝１：１：１（容量比）のエッチング液を用いたウエッ
トエッチングを実施した。この結果、開口部の直径１２０～１５０ｎｍで底部が２０～３
０ｎｍのテーパー状の凹部がシリコン基板状に形成されていることを確認した。
【０１２０】
このようにして得られた基板上に、実施例１と同様の手法により流路を形成し、カバーガ
ラスを貼り付けることにより本実施例に係る分離装置が得られた。
【０１２１】
（実施例６）
本実施例に係る分離装置は、図２０（ａ）および図２０（ｂ）に示されるように、凹部３
２１および貫通孔３２０を有する分離板３１９により流路３０９が二層に分割されている
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。
【０１２２】
分離板３１９上の凹部３２１は実施例１と同様、陽極酸化法により形成した。その後、分
離板３１９の一部分の領域のみを電解質に浸し、再度陽極酸化を貫通孔３２０が形成され
るまで行った。次に実施例１と同様に表面処理を行い、凹部３２１および貫通孔３２０を
有する分離板３１９を得た。得られた分離板３１９と、あらかじめエッチングにより流路
３０９が形成されたシリコン基板３１７とを接着用樹脂により接着し、図２０（ａ）およ
び（ｂ）に示される分離装置を得ることができた。
【０１２３】
（実施例７）
本実施例は管状の分離装置であり、その断面図を図２７（ａ）に示す。図のようにポーラ
スアルミナ層３１６とアルミニウム層３３２が同心円状に形成されている。本実施例の分
離装置は次のようにして作製することができる。
【０１２４】
図２７（ｂ）のようにアルミニウム管３３３と牽引された白金線３３４をフォルダ３３５
にセットし、アルミニウム管３３３内を電解液で満たす。このとき、白金線３３４は図２
７（ｃ）の断面図に示されるようにアルミニウム管３３３の中心に位置させる。その後、
陽極酸化を行うことによって図２７（ａ）の断面図のように、アルミニウム管３３３内に
ポーラスアルミナ層３１６を形成することができる。こうして得られた分離装置はポンプ
に接続され、アルミニウム管内に導入された試料は当該ポンプにより移動・分離される。
アルミニウム管から排出されるバッファを分取することによって、分離された試料を得る
ことができる。
【０１２５】
本実施例の分離装置はアルミニウム製の管であるため、自由に長さを選択できるとともに
、曲げ加工などを施すことにより多彩なレイアウトを選択することができるメリットを有
している。
【０１２６】
【発明の効果】
以上説明したように本発明によれば、試料分離領域中に、多数の凹部が設けられているた
め、サイズの分布が広い試料についても、目詰まりの発生やスループットの低下をもたら
すことなく高い分離能で分離することができる。また、核酸やタンパク質等、サイズの小
さい分子を高い分離能で迅速に分離することができる。
【図面の簡単な説明】
【図１】　本発明に係る分離装置の一例を示す図である。
【図２】　図１中の分離用流路の構造を詳細に示した図である。
【図３】　図１中の分離用流路の構造を詳細に示した図である。
【図４】　試料の分離方式を説明するための図である。
【図５】　試料分離領域中の凹部の配置を示す図である。
【図６】　試料分離領域中の凹部の配置を示す図である。
【図７】　試料分離領域中の凹部の配置を示す図である。
【図８】　試料分離領域中の凹部の配置を示す図である。
【図９】　チップに緩衝液を導入する方法を説明する図である。
【図１０】　本発明の分離装置の製造方法を説明するための図である。
【図１１】　電気浸透流を調節するための補正電圧の印加方法を示す図である。
【図１２】　ポーラスアルミナを説明するための図である。
【図１３】　陽極酸化法を実施する装置を説明するための図である。
【図１４】　流路の形成について説明するための図である。
【図１５】　アルミニウム層の周辺部が絶縁膜あるいは導電体層で覆われた状態を示す図
である。
【図１６】　本発明の実施例に係る分離装置の製造工程を説明するための図である。
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【図１７】　本発明の実施例に係る分離装置の製造工程を説明するための図である。
【図１８】　本発明の実施例に係る分離装置の製造工程を説明するための図である。
【図１９】　本発明の分離装置の凹部の形状を説明するための図である。
【図２０】　本発明の実施形態の一例を示す図である。
【図２１】　本発明の実施形態の一例を示す図である。
【図２２】　本発明の分離装置におけるＤＮＡの泳動速度分布を示したグラフである。
【図２３】　本発明の実施形態の一例を示す図である。
【図２４】　本発明の実施形態の一例を示す図である。
【図２５】　本発明の実施形態の一例を示す図である。
【図２６】　ピラーメッシュの機能を説明するための図である。
【図２７】　本発明の実施形態の一例およびその作製について説明するための図である。
【図２８】　ポーラスアルミナの表面の走査型電子顕微鏡写真である。
【図２９】　
【図３０】　 。
【図３１】　
【図３２】　
【図３３】　 。
【図３４】　
【符号の説明】
　１０１ａ、ｂ　液溜め
　１０２ａ、ｂ　液溜め
　１０３ａ、ｂ　液溜め
　１１０　基板
　１１１　投入用流路
　１１２　分離用流路
　１１３　検出部
　１１４　回収用流路
　１５０　チップ
　１５１　遠心管
　１５３　ホルダー
　２０１　シリコン基板
　２０３　カリックスアレーン電子ビームネガレジスト
　２０４　パターニングされたレジスト
　２０５　ポジ型フォトレジスト
　２１０　ガラス
　３０１　スライドガラス
　３０２　アルミニウム層
　３０４　電解液
　３０６　白金電極
　３０７　直流電源
　３０８　光硬化性樹脂層
　３０９　流路
　３１０　カバーガラス
　３１１　絶縁膜
　３１２　電極取付部
　３１３　導電体層
　３１４　ガラス基板
　３１５　引き出し電極
　３１６　ポーラスアルミナ層
　３１７　シリコン基板
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本発明の実施形態の一例における液溜めの構造を説明するための図である。
本発明の実施形態の一例における液溜めの構造を説明するための図である
本発明の分離装置におけるＤＮＡの分離データを示すグラフである。
試料分離領域中の凹部の配置を示す図である。
試料分離領域中の凹部の配置を示す図である
試料分離領域中の凹部の配置を示す図である。



　３１８　接着層
　３１９　分離板
　３２０　貫通孔
　３２１，３２２　凹部
　３２３　分離領域
　３２４　試料導入口
　３２５　リザーバー
　３２６　流路
　３２７，３２８　リザーバー
　３２９　ピラーメッシュ
　３３０　細孔
　３３１　セル
　３３２　アルミニウム層
　３３３　アルミニウム管
　３３４　白金線
　３３５　フォル

０１　被覆
　８０２　開口部
　８０３　伝導路
　８０４　電極板
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【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】

【 図 ６ 】 【 図 ７ 】

(22) JP 3695431 B2 2005.9.14



【 図 ８ 】 【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】 【 図 １ １ 】
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【 図 １ ２ 】 【 図 １ ３ 】

【 図 １ ４ 】 【 図 １ ５ 】
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【 図 １ ６ 】 【 図 １ ７ 】

【 図 １ ８ 】 【 図 １ ９ 】
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【 図 ２ ０ 】 【 図 ２ １ 】

【 図 ２ ２ 】

【 図 ２ ３ 】

【 図 ２ ４ 】
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【 図 ２ ５ 】 【 図 ２ ６ 】

【 図 ２ ７ 】 【 図 ２ ８ 】
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【 図 ２ ９ 】 【 図 ３ ０ 】

【 図 ３ １ 】

【 図 ３ ２ 】 【 図 ３ ３ 】
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【 図 ３ ４ 】
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