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Beschreibung
Hintergrund der Erfindung

[0001] Diese Erfindung betrifft eine Elektrode fiir eine dielektrophoretische Vorrichtung, in welcher ein Hinter-
grund reduziert werden kann, um ein S/N (Signal/Rauschen)-Verhaltnis beim Detektieren einer zu messenden
Substanz (zu messende Molekule) durch eine Fluoreszenzstarke oder dergleichen zu verbessern, ein Verfah-
ren zur Herstellung derselben, eine Elektrodenanordnung, ausgeristet mit der Elektrode und ein Verfahren
zum Trennen von Substanzen unter Verwendung der Elektrode.

[0002] Verarbeitungstechnologien von Materialien im Bereich von Nanometern bis Mikrometern mittels
Feinstzerspanungstechnologien, wie beispielsweise Fotolithografie, wurden kurzlich durch die Entwicklung
von Halbleiter-Technologien eingeflihrt, wobei sich dieser Fortschritt gegenwartig fortsetzt.

[0003] Auf den Gebieten der Chemie und der Biochemie wachst eine neue Technologie, welche ,Micrototal-
analysesystem" (u-TAS), Labor auf einem Chip, genannt wird, bei welcher solche Feinstzerspanungstechno-
logien eingesetzt werden, um ganze Serien von chemischen/biochemischen analytischen Schritten der Extrak-
tion von Komponenten, welche von biologischen Proben analysiert werden sollen (Extraktionsschritt), der Ana-
lyse von Komponenten mit chemischen/biochemischen Reaktion(en) (Analyseschritt) und der nachfolgenden
Trennung (Trennungsschritt) und Detektion (Detektionsschritt) unter Verwendung einer aulRerst kleinen Analy-
sevorrichtung, welche auf einem Chip integriert ist, bei dem jede Seite nur wenige Zentimeter bis wenige 10
Zentimeter in der Lange betragt, auszufihren,

[0004] Von den Verfahren der p-TAS wird erwartet, dass sie einen grof3en Beitrag zur Einsparung der Analy-
sezeit, zur Reduzierung der Menge an Proben, welche verwendet werden, und an Reagenzien flir chemi-
sche/biochemische Reaktionen, und zur Reduzierung der GréflRe der analytischen Instrumente und des Platzes
fur die Analyse im Verlauf aller chemischen/biochemischen Analyseschritten leisten.

[0005] Insbesondere fiir den Trennungsschritt bei p-TAS wurden kapillarelektrophoretische Verfahren entwi-
ckelt, bei denen eine Kapillare (Feinréhrchen) mit einem Innendurchmesser von weniger als einem Millimeter,
welche aus Teflon, Siliziumdioxid oder ahnlichem als Material gemacht ist, als Trennungssaule verwendet wird,
um eine Trennung mit Ladungsunterschieden der Substanzen unter einem hochelektrischen Feld zu erreichen,
und Kapillarsaulen-Chromatografieverfahren, bei denen eine dhnliche Kapillare verwendet wird, um eine Tren-
nung unter Ausnutzung des Unterschiedes der Interaktion zwischen dem Carrier im Saulenmedium und den
Substanzen zu erreichen.

[0006] Allerdings bendtigen kapillarelektrophoretische Verfahren eine hohe Spannung zur Trennung und ber-
gen das Problem einer niedrigen Sensitivitat der Detektion wegen eines limitierten Kapillarvolumens in der De-
tektionszone, wobei dies solch ein Problem darstellt, dass sie nicht zur Trennung von Substanzen mit hohem
Molekulargewicht geeignet sind, jedoch fur die Trennung von Substanzen mit niedrigem Molekulargewicht ge-
eignet sind, da die Lange der Kapillare zur Trennung limitiert ist auf die Kapillarsaule auf einem Chip, wodurch
eine Kapillare nicht in einer Lange herstellbar ist, welche fir die Trennung von Substanzen mit hohem Mole-
kulargewicht ausreicht. Ferner besteht bei Kapillarsdulen-Chromatografiemethoden eine Grenze im Steigern
des Durchsatzes der Trennungsverarbeitung und es existiert ferner ein Problem, dass das Reduzieren der Ver-
arbeitungszeit schwierig ist.

[0007] Daher wurde kirzlich einem Verfahren zur Lésung der Probleme, wie oben beschrieben, Aufmerksam-
keit geschenkt, welches das Ausnutzen solch eines Phanomens, genannt dielektrophoretische Kraft, umfasst,
dass eine positive und negative Polarisation in Substanzen auftritt, welche unter einem ungleichférmigen elek-
trischen Feld platziert werden, wodurch eine Antriebskraft zur Bewegung der Substanzen zur Verfligung ge-
stellt wird [H.A. Pohl, ,Dielectrophoresis", Cambridge Univ. Press (1978); T. B. Jones, ,Electromechanics of
Particles", Cambridge Univ. Press (1995) und dergl.].

[0008] Von diesen Trennungsmethoden wird derzeit angenommen, dass sie geeignete Trennungsverfahren
in y-TAS wegen den folgenden Punkten sind:
(1) Eine schnelle Trennung kann bei einer niederen Spannung ohne das Erfordernis einer hohen Spannung
wie bei der Kapillarelektrophorese erwartet werden, da ein elektrisches Feld und dessen Gradient bis zu
einem extremen Ausmal erhéht werden kann, wenn mikrobearbeitete (engl: ,micromachined") Elektroden
eingesetzt werden, weil das Ausmal an dielektrophoretischen Kraften von der Gréf3e und den dielektri-
schen Eigenschaften der Substanzen (Partikeln) abh&ngt und proportional zum elektrischen Feldgradien-
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ten (engl. ,electric field gradient") ist;

(2) ein Anstieg der Temperatur aufgrund des Anlegens des elektrischen Feldes kann minimiert werden, da
eine Zone eines starken elektrischen Feldes an einem signifikant kleinen Bereich lokalisiert ist und ein star-
kes elektrisches Feld gebildet werden kann;

(3) da die dielektrophoretische Kraft eine Kraft ist, welche proportinonal zum elektrischen Feldgradienten
ist, wird die Kraft als unabhangig von der Polaritat der angelegten Spannung verstanden und funktioniert
daher unter einem Wechselstromfeld ahnlich einem Gleichstromfeld, wodurch eine Elektrodenreaktion
(elektrolytische Reaktion) in einer wassrigen Losung unterdriickt werden kann, wenn ein hochfrequenter
Wechselstrom angewandt wird, so dass die Elektroden selbst in dem Kanal integriert werden kdnnen
(Sample-FluRweg, engl.: ,sample flow path");

(4) eine Verbesserung in einer Detektionssensivitat kann erwartet werden, da keine Einschrankung hin-
sichtlich des Kammervolumens der Detektionskomponente im Unterschied zur Kapillarelektrophorese und
dergleichen besteht. Die Dielektrophorese, welche hierin genannt wird, ist ein Phanomen, bei dem neutrale
Partikel innerhalb eines ungleichférmigen elektrischen Feldes wandern und die Kraft, welche auf die Mole-
kile ausgeubt wird, wird dielektrophoretische Kraft genannt. Die dielektrophoretische Kraft wird in zwei
Krafte unterteilt, d.h. in eine positive dielektrophoretische Kraft, bei der Substanzen gegen ein starkes elek-
trisches Feld wandern, und eine negative dielektrophoretische Kraft, in welcher die Substanzen gegen ein
schwaches elektrisches Feld wandern.

(Allgemeine Gleichung der dielektrophoretischen Krafte)

[0009] Das aquivalente Dipolmomentverfahren ist ein Verfahren zur Analyse von dielektrophoretischen Kraf-
ten durch ein Ersetzen von induzierten Ladungen durch einen &quivalenten elektrischen Dipol. Gemal diesem
Verfahren wird die dielektrophoretische Kraft F,, ausgelbt auf einen spharischen Partikel mit einem Radius a,
welcher in einem elektrischen Feld E platziert wird, wiedergegeben durch:

F, = 2ma’, Re[K-(w)] V (E?) (1)

wobei K** (w) unter Verwendung einer Kreisfrequenz der angelegten Spannung w und der imaginaren Einheit
j folgendes bedeutet:

K*(w) = g,* — g, "le,* + 2¢* (2)
€, =€, —jo/w, ." =jo,/w (3)

wobei ¢, €,, 0, und o, die dielektrische Leitfahigkeit und die Leitfahigkeit des Partikels und der L6sung be-
deuten und die zusammengesetzten Mengen durch * bezeichnet werden.

[0010] Die Gleichung (1) zeigt, dass die Kraft im Falle von Re[K:(w)] > 0. in einer solchen Art und Weise wirkt,
dass der Partikel gegen eine Seite eines starken elektrischen Feldes (positiv dielektrophoretische, positive
DEP) gezogen wird, und dass in dem Fall von Re[K-(w)] < 0, die Kraft in einer solchen Art und Weise wirkt,
dass der Partikel gegen eine Seite eines schwachen elektrischen Feldes gedriickt wird (negativ dielektropho-
retisch, negative DEP).

[0011] Wie aus den oben beschriebenen Gleichungen ersichtlich ist, wird durch die Interaktion von drei Pa-
rametern entschieden, ob eine positive Elektrophorese in einer bestimmten Substanz oder eine negative Elek-
trophorese darin auftritt, nadmlich

1. die Frequenz eines angelegten elektrischen Feldes,

2. die Leitfahigkeit und die dielektrische Leitfahigkeit (dielektrische Konstante) des Mediums und

3. die Leitfahigkeit und die dielektrische Leitfahigkeit (dielektrische Konstante) der Substanz.

[0012] Wenn diese Parameter gedndert werden, zeigt sogar die selbe Substanz eine positive Dielektropho-
rese oder eine negative Dielektrophorese. Die negative Dielektrophorese ist ein Phanomen, bei dem die Sub-
stanz gegen ein schwaches eleketrisches Feld wandert, welches schwach in der Dichte der elektrischen Feld-
linie ist, wahrend die positive Dielektrophorese gegen ein starkes, elektrisches Feld wandert, welches hoch in
der Dichte der elektrischen Feldlinie ist. Eig. 1 ist eine Ansicht zur Erklarung der negativen Dielektrophorese.
Die negative dielektrophoretische Kraft ist eine Kraft zum Tragen von Substanzen zu solch einem Feld, um er-
niedrigt zu werden, wo die Dichte der elektrischen Feldlinie durch die Substanz aufgenommen wird.

[0013] Manchmal werden die Substanzen durch Konzentration derselben in einer Zone, wo ein elektrisches
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Feld an einer Elektrode unter Verwendung der negativen Dielektrophorese, wie beschrieben, schwach ist und
anschlieBendes Messen derselben durch Fluoreszenzstarke oder dergleichen gemessen. Die Detektion der
Fluoreszenzstarke wird durch Strahlung eines Anregungslichtes auf die zu messende Substanz durchgefihrt,
um fluoreszierendes Licht von der oberen Oberflache der Elektrode zu beobachten.

[0014] Wenn eine konventionelle Elektrode verwendet wird, tritt das Problem auf, dass das Anregungslicht
sogar an der Elektrode, welche unter der zu messenden Substanz zugegen ist, reflektiert wird und dadurch
reflektiertes Licht als grofRes Rauschen detektiert wird. Dies fiihrt zu einem Problem des Reduzierens der
Messsensitivitat. Daneben kénnen die auf der Elektrode konzentrierten (gesammelten) Substanzen nicht
durch Absorbtion detektiert werden, wenn eine konventionelle Elektrode verwendet wird, da Licht nicht durch
die Elektrode dringt. Darliber hinaus wird die Dielektrophorese als ein Trennungsverfahren betrachtet, welches
geeignet fur y-TAS ist. Jedoch ist es in Erwagung eines Falles der Anwendung der Dielektrophorese auf u-TAS
extrem wichtig, die Sammelfahigkeit zu verbessern. Im Hinblick darauf sollte die konventielle dielektrophoreti-
sche Vorrichtung noch nicht zufriedenstellend sein.

[0015] Das heifdt, dass eine Trennung in dem Elektrodenabschnitt erméglicht wird und die Substanzen effizi-
ent gehalten werden, wobei eine Trennung mit einem hohen S/N (Signal/Rauschen)-Verhaltnis realisiert wird,
wenn die Sammeleigenschaft der Substanzen verbessert wird. Ferner kann zum Beispiel insbesondere bei der
Feld-Fluss-Fraktionierung (engl. ,Field-Flow fractionation") zum Ausfiihren der Trennung durch die Interaktion
der dielektrophoretischen Kraft und dem Flissigkeitswiderstand, welche auf die Substanzen ausgeubt werden,
eine Trennung in einem kurzen Elektrodenabschnitt sogar bei der selben FlieRgeschwindigkeit erreicht wer-
den.

[0016] Aus dem Dokument WO 98/28405 ist eine Elektrodenanordnung fir Feldkafige, insbesondere in Mi-
krosystemen, bekannt, umfassend mehrere Elektroden, bei denen jede Endzone uber eine Versorgungslei-
tungszone einem elektrischen Potential unterworfen werden kann. Die Endzone ist geschaffen, um einen ent-
sprechenden Feldkafig und inhomogene Abschirmfelder auRerhalb des Feldkafigs zu bilden.

[0017] Aus der Veroéffentlichung ,The dielectrophoretic levitation of latest beads, with reference to field-flow
fractionation", J. Phys. D: Appl. Phys. 30 (1997) 2470-2477 sind ineinander greifende Mikroelektroden be-
kannt, welche benutzt worden sind, um die passive dielektrophoretische Levitation von Latexkugeln als Funk-
tion der Frequenz und Spannung des angelegten elektrischen Signals, die elektrische Leitfahigkeit des Sus-
pensionsmediums, die Kugelgréfe und die charakteristischen Ausmale der Elektrode zu untersuchen.

Zusammenfassung der Erfindung

[0018] Es ist eine Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine Elektrode fiir eine dielektrophoretische Vorrich-
tung zur Verfugung zu stellen, welche einen Hintergrund reduziert, in welchem ein Anregungslicht auf einer
Elektrode, welche unter einer Substanz (einem Molekil) anwesend ist, reflektiert wird und detektiert wird, um
ein S/N-Verhaltnis zu verbessern.

[0019] Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, eine Elektrode fir eine dielektrophoretische
Vorrichtung zur Verfligung zu stellen, welche sogar durch Absorbtion (engl. ,absorbance") detektiert werden
kann.

[0020] Die Elektrode gemaR der Erfindung wird durch die Merkmale des Anspruchs 1 definiert.

[0021] Es ist eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zur Trennung von Substanzen
und ein Detektionsverfahren unter Verwendung der oben genannten Elektrode zur Verfligung zu stellen.

[0022] Zur Lésung der oben genannten Aufgaben haben sich die Erfinder ernsthaft Gedanken gemacht, und
als Ergebnis davon haben die Erfinder herausgefunden, dass eine Elektrode in einer Zone, in der zu messende
Substanzen konzentriert (gesammelt) werden, abgebaut wird, um dadurch eine Reduktion im Background zu
erreichen, welcher durch eine Reflektion eines Anregungslichts von der Elektrode hervorgerufen wird.

[0023] In der Vergangenheit erschienen viele Patente und Artikel im Zusammenhang mit Vorrichtungen und
Verfahren in einer dielektrophoretischen Chromatographievorrichtung (Feldflussfraktionierung, engl.:
.Field-Flow fractionation"), jedoch eine dielektrophoretische Vorrichtung und ein Verfahren, welche einen
Background durch Entfernen einer Elektrode, enthaltend einen Bereich, an dem zu messende Substanzen
konzentriert werden, um ein S/N-Verhaltnis zu verbessern, reduzieren, sind Uberhaupt nicht bekannt, und eine
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solche Idee ist Uberhaupt nicht bekannt.

[0024] Die vorliegende Erfindung ist dadurch gekennzeichnet, dass durch Bildung eines freien Raumes in ei-
ner Elektrode Substanzen, welche durch eine negative dielektrophoretische Kraft beeinflusst werden, welche
durch Anlegen einer Spannung an die Elektrode generiert wird, in dem freien Raum der Elektrode oder ober-
halb oder unterhalb des Raumes konzentriert werden.

[0025] Der freie Raum wird von einem Hohlraum gebildet oder aus einem Material, welches im Wesentlichen
Anregungslicht nicht reflektiert oder Licht in einem solchen Ausmal durchdringt, um im Stande zu sein, die
Absorbtion zu messen. Jedoch ist der freie Raum vorzugsweise ein Hohlraum.

[0026] Der Raum, an welchem die Substanzen, welche durch die negative dielektrophoretische Kraft beein-
flusst werden, konzentriert werden, ist ein Raum in welchem die Dichte der elektrischen Feldlinie fir die Sub-
stanzen niedrig ist.

[0027] Ferner, bis all die Substanzen, welche durch die negative dielektrophoretische Kraft beeinflusst wer-
den, vorzugsweise in dem freien Raum konzentriert werden, kdnnen die konzentrierten Substanzen in dem
freien Raum ein Teil von all den Substanzen sein.

[0028] Die Elektrodenanordnung der vorliegenden Erfindung ist charakterisiert durch ein Umfassen einer
Elektrode und einen Deckel, welcher oberhalb davon vorgesehen ist, um eine Liicke zwischen dem Deckel und
der genannten Elektrodenoberflache zu bilden, wobei die Elektrode, welche als Elektrode der vorliegenden Er-
findung gebildet ist, mit dem freien Raum ausgestattet ist.

[0029] Die Elektrodenanordnung der vorliegenden Erfindung enthalt eine Elektrode der vorliegenden Erfin-
dung, ein Substrat (eine Elektrodenbasisplatte) und einen Deckel. In der dielektrophoretischen Vorrichtung
sind eine Vorrichtung zum Anlegen einer Spannung an die Elektrode und eine Detektionssektion der Elektrode
oder Elektrodenanordnung beigefigt.

[0030] Ein Verfahren zur Herstellung einer Elektrode gemaf der vorliegenden Erfindung ist dadurch gekenn-
zeichnet, dass der genannte freie Raum durch physikalische oder chemische Mittel gebildet ist.

[0031] Das Separationsverfahren und das Detektionsverfahren gemag der vorliegenden Erfindung sind da-
durch gekennzeichnet, dass unter Verwendung der Elektrode der vorliegenden Erfindung, ausgestattet mit
dem freien Raum, eine Flussigkeit, enthaltend Substanzen, welche durch die negative dielektrophoretische
Kraft, generiert durch das Anlegen einer Spannung an die Elektrode, in der Elektrode oder dem freien Raum
oder in der Nahe davon positioniert wird, oder dazu gebracht wird, um dartiber oder darunter zu flieRen, wo-
durch die Substanzen, welche durch eine negative dielektrophoretische Kraft beeinflusst werden, im freien
Raum oder oberhalb oder unterhalb des Raumes konzentriert (gesammelt) werden.

[0032] Das Separationsverfahren der vorliegenden Erfindung kann fir Flissigkeiten verwendet werden, in
welchen zwei oder mehrere Arten von Substanzen geldst oder suspendiert sind, wobei jedoch die Substanzen,
welche durch die negative dielektrophoretische Kraft beeinflusst werden, welche in dem freien Raum oder in
einer vertikalen Richtung davon konzentriert sind, granulése Substanzen sind. Denn in den granuldsen Sub-
stanzen tendiert ein Bereich, in welchem die Dichte der elektrischen Flusslinie niedrig ist und die granularen
Substanzen konzentriert werden, der freie Raum oder in einer vertikalen Richtung davon zu sein.

[0033] Der freie Raum der vorliegenden Erfindung sollte auf eine solche Art und Weise gebildet werden, dass
ein Bereich, in welchem die Dichte einer elektrischen Feldlinie niedrig ist und die granulésen Substanzen kon-
zentriert werden, in dem freien Raum oder in einer vertikalen Richtung davon durch Wechseln der Grof3e der
Substanzen, welche durch die negative dielektrophoretische Kraft beeinflusst werden, und der Breite und Tiefe
einer verwendeten Elektrode (die Hohe der Elektrodenoberflaiche zu dem Deckelteil und/oder der Héhe von
dem Gefallboden der Elektrodenoberflache) gebildet und haufig angewandt werden kann.

[0034] Wo jedoch insbesondere die zu messenden Substanzen geldst sind, zum Beispiel in Flissigkeiten wie
Wasser, werden die Substanzen, welche durch die negative dielektrophoretische Kraft beeinflusst werden, an
die zu messenden Substanzen in einer Probe durch ,Substanzen, welche an die zu messenden Substanzen
binden", gebunden, um einen Komplex zu bilden und eine Reaktionssubstanz, welche den Komplex enthalt,
wird der Dielektrophorese unterworfen.
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[0035] Es wird betont, dass die zu messenden Substanzen, welche in der vorliegenden Erfindung verwendet
werden, Substanzen (Molekiile) bedeuten, welche in einem Bereich, in welchem die Dichte der elektrischen
Feldlinie niedrig ist, konzentriert werden, und brauchen nichtzwangslaufig ein zu messender Gegenstand sein.

[0036] Es wird eine Vorrichtung zur Verbesserung der Sammelfahigkeit von Substanzen beschrieben, in wel-
cher eine Flussigkeit, enthaltend zu trennende Substanzen, anwesend ist innerhalb eines ungleichmafligen
elektrischen Feldes, welches durch eine dielektrophoretische Elektrode gebildet ist, um die Substanzen durch
die dielektrophoretische Kraft, welche auf das Substrat wirkt, zu trennen.

[0037] Zur Lésung der oben genannten Aufgaben haben die vorliegenden Erfinder ernsthafte Studien durch-
gefuhrt und als ein Ergebnis von diesen Studien haben die Erfinder herausgefunden, dass eine Basisplatte
(Substrat) von Elektroden freigelegt ist, um einen Teil zu bilden, welcher niedriger als das Elektrodenlevel ist,
wodurch die ungleichférmige elektrische Feldregion erhdht wird und der Widerstand der Flissigkeit reduziert
wird, um die Sammelfahigkeit zu erhdhen.

[0038] In der Vergangenheit tauchten viele Patente und Artikel im Zusammenhang mit Trennungsvorrichtun-
gen und -verfahren auf, welche Verwendung einer dielektrophoretischen Kraft machten, insbesondere eine
Vorrichtung und ein Verfahren in der Feldflussfraktionierung (engl. ,Field-Flow fractionation"), jedoch sind eine
Vorrichtung und ein Verfahren, welche die Sammelfahigkeit durch Bildung ,eines Platzes eines niedrigeren Le-
vels als ein Elektrodenlevel" verbessert, iberhaupt nicht bekannt, und eine derartige Idee ist Giberhaupt nicht
bekannt.

[0039] Es wird eine dielektrophoretische Vorrichtung beschrieben, welche eine Elektrode aufweist, welche an
einem Substrat vorgesehen ist, wobei Mittel zum Erreichen einer Erhéhung einer ungleichférmigen elektri-
schen Feldregion unter den Elektroden gebildet werden.

[0040] Die Mittel zum Verwirklichen eines Anstiegs einer ungleichférmigen elektrischen Feldregion ist da-
durch gekennzeichnet, dass ein niedrigeres Level als das Elektrodenlevel unter den Elektroden gebildet wird.
Der Ort niedrigeren Levels als das ,Elektrodenlevel" wird gebildet, wobei elektrische Felder nicht nur oberhalb
zwischen den Elektroden gebildet werden, sondern darunter, wodurch eine ungleichférmige elektrische Feld-
region erhoht wird und ferner, wo zum Beispiel eine Feldflussfraktionierung verwendet wird, weil die Flie3ge-
schwindigkeit der Flissigkeit in diesen Platzen sinkt, wird der Widerstand der Flissigkeit reduziert, um die
Sammeleigenschaften der Substanzen zu verbessern.

[0041] Zur Bildung ,von Orten mit einem niedrigeren Level als das Elektrodenlevel" kann eine Basisplatte
(Substrat) zwischen den Elektroden durch physikalische und/oder chemische Mittel freigelegt werden, um den
Platz eines niedrigeren Levels als das Elektrodenlevel unter den Elektroden zu bilden. Die physikalischen Mit-
tel, welche hierin angesprochen sind, sind zum Beispiel ein Verfahren zum Freilegen unter Verwendung eines
geeigneten Messers oder dergleichen, zum Beispiel von LIGA (Lithographile Galvanoformung Abfor-
mung)-Verfahren unter Verwendung eines Synchrotron-Strahlungslichtes. Ferner ist das chemische Mittel At-
zen zum Freilegen einer Basisplatte unter Verwendung einer Atzflissigkeit fiir eine Basisplatte. Ferner kann
zum Beispiel eine Basisplatte freigelegt werden durch Atzen unter Verwendung eines Plasmas eines Reakti-
onsgases [reaktives Eisenatzen (RIE)], gebildet durch eine hochfrequente Energiequelle, in welchen eine phy-
sikalische Freilegung und chemische Freilegung gleichzeitig durchgefiihrt werden. Es wird betont, dass die
Mittel, die oben beschrieben sind, in geeigneter Art und Weise kombiniert werden kénnen, um die Freilegung
einer Basisplatte durchzufiihren. Dariber hinaus ist ein Trennungsverfahren gemaf der vorliegenden Erfin-
dung ein Trennungsverfahren fur Substanzen, in welchen eine Flussigkeit, enthaltend zu trennende Substan-
zen, anwesend ist innerhalb eines ungleichférmigen elektrischen Feldes, gebildet durch die dielektrophoreti-
sche Elektrode, und eine Trennung wird durchgefiihrt aufgrund eines Unterschiedes in einer dielektrophoreti-
schen Kraft, welche auf die Substanzen wirkt, dadurch gekennzeichnet, dass ein Anstieg einer ungleichférmi-
gen elektrischen Feldregion realisiert wird durch Orte eines niedrigern Levels als das Elektrodenlevels, gebil-
det zwischen (oder dazwischen) Elektroden, um dadurch die Sammeleigenschaft zu verbessern.

[0042] Eine Dielektrophorese (DEP), wie sie hierin genannt wird, ist ein Phdnomen, bei dem ein neutraler Par-
tikel innerhalb eines ungleichformigen elektrischen. Feldes durch Interaktion der Leitfahigkeit und der dielekt-
rischen Konstanten von Substanzen, der Leitfahigkeit und der dielektrischen Konstanten von Medien und der
angelegten Frequenz wandern, und eine Kraft, welche auf den Partikel wirkt, wird eine dielektrophoretische
Kraft genannt. Die dielektrophoretische Kraft wird in zwei Arten unterteilt, ndmlich eine positive dielektropho-
retische Kraft, in welcher Substanzen gegen ein starkes elektrisches Feld wandern, und eine negative dielek-
trophoretische Kraft, bei der Substanzen gegen ein schwaches elektrisches Feld wandern. Im Folgenden wird
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ein Fall beschrieben, bei dem eine positive dielektrophoretische Kraft auf ein Molekul wirkt.

[0043] Und zwar hat, wie in Fig. 2 gezeigt, ein neutrales Molekiil, welches in ein elektrisches Feld gebracht
wird, eine positiv induzierte Polarisationsladung +q stromabwarts im elektrischen Feld und eine negativ indu-
zierte Polarisationsladung —q stromaufwarts im elektrischen Feld, wodurch +q eine Kraft von +qE von dem
elektrischen Feld E erhalt und dieser Teil wird stromaufwarts in dem elektrischen Feld gezogen. Wenn das Mo-
lekul neutral ist, weisen +q und —q gleiche absolute Werte auf, und wenn das elektrische Feld gleichmafig ist,
befinden sich beide empfangenen Krafte ungeachtet der Positionen in einer Balance, wodurch sich die Mole-
kile nicht bewegen. Jedoch in dem Fall, bei dem das elektrische Feld ungleichférmig ist, wird eine Anziehungs-
kraft gegen ein starkes elektrisches Feld groRer, wodurch das Molekil gegen die starke Seite des elektrischen
Feldes getrieben wird. Wie oben beschrieben, wandert das Molekul in einer Lésung innerhalb eines elektri-
schen Feldes verschiedenartig, gemaR der dielektrophoretischen Kraft, welche in dem Molekil erzeugt wird.
Jedoch wird die Bewegung von Molekulen zum Beispiel bei der Feldflussfraktionierung durch drei Faktoren be-
stimmt:

Die dielektrophoretische Kraft F,, die Kraft F,, generiert den Widerstand aufgrund des Flusses im FlieRweg,
und die Kraft F,, aufgrund der thermischen Bewegung.

[0044] (1) Im Falle von F, > F, + F,, werden die Molekile gefangen (eingefangen) auf der Elektrode, (2) im
Fall von F, < F, + F,,, werden die Molekile mit dem Fluss im FlieBweg hinaus eluiert, ungeachtet des elektri-
schen Feldes. (3) Im Fall von F, + F, + F,,, werden die Molekile abwarts getragen mit wiederholter Absorption
und Desorption auf der Elektrode, so dass die Moleklle an einem Auslass mit Verzégerung ankommen, relativ
zum gesetzten Fluss im FlieBweg.

[0045] Da ein Teil zwischen den Elektroden tief freigelegt wird, wodurch ein ungleichférmiges elektrisches
Feld unterhalb zwischen den Elektroden gebildet wird, wird die ungleichférmige elektrische Feldregion in der
vorliegenden Erfindung erhéht und die Flissigkeit in diesem Teil wird langsam, um den Widerstand der Kraft
F, der Flussigkeit zu reduzieren, wodurch Fd weiter grof3 wird unter den Bedingungen (1) wie oben beschrieben
und F, weiter klein wird, wodurch die Sammelrate verbessert wird. Ferner kénnen die Partikel, welche in dem
elektrischen Feld, gebildet unten zwischen den Elektroden, gefangen sind, nur schwer hinaus flieRen, da die
Partikel an Orten eines niedrigeren Levels als das ,Elektrodenlevel" positioniert sind.

[0046] Die oben genannten und andere Aufgaben und Vorteile der Erfindung werden klarer aus der folgenden
Beschreibung:

Kurze Beschreibung der Zeichnungen
[0047] Fig. 1 ist eine erklarende Darstellung der negativen Dielektrophorese.
[0048] FEia. 2 ist eine Ansicht, welche das Prinzip der positiven Dielektrophorese zeigt.

[0049] Fig. 3 ist eine Draufsicht, welche eine Ausfiihrungsform einer Elektrode der vorliegenden Erfindung
zeigt.

[0050] Fig. 4 ist eine Draufsicht, welche eine weitere Ausflihrungsform einer Elektrode der vorliegenden Er-
findung zeigt.

[0051] Fig. 5 ist eine Draufsicht, welche eine andere Ausfiihrungsform einer Elektrode der vorliegenden Er-
findung zeigt.

[0052] Fig. 6 ist eine Draufsicht, welche ein Beispiel einer konventionellen Elektrode zeigt.

[0053] Fig. 7 ist eine Draufsicht, welche ein weiteres Beispiel einer konventionellen Elektrode zeigt.
[0054] Fig. 8 ist eine Draufsicht, welche ein anderes Beispiel einer konventionellen Elektrode zeigt.
[0055] Fig. 9 ist eine Draufsicht, welche noch ein anderes Beispiel einer konventionellen Elektrode zeigt.
[0056] Fig. 10 ist eine Draufsicht, welche ein anderen Beispiel einer konventionellen Elektrode zeigt.

[0057] Eig. 11 ist eine Draufsicht, welche noch ein anderes Beispiel einer konventionellen Elektrode zeigt.
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[0058] Fig. 12 ist eine erklarende Darstellung des Falles, bei dem eine Fluoreszenzmessung gemaR dem
Verfahren der vorliegenden Erfindung durchgefihrt wird, (A), darstellend den Fall, bei dem eine Fluoreszenz-
messungseinheit darliber vorgesehen ist (B), darstellend den Fall, bei dem eine Fluoreszenzmessungseinheit
darunter angeordnet ist.

[0059] Fig. 13 ist eine Draufsicht, welche eine Elektrode der vorliegenden Erfindung zeigt, hergestellt im Bei-
spiel 1.

[0060] Fig. 14 sind jeweils eine Draufsicht (A) und eine Schnittdarstellung (B), darstellend eine weitere Aus-
fuhrungsform der vorliegenden Erfindung.

[0061] Fig. 15 ist eine Schnittdarstellung, welche ein Beispiel von ,Orten niedrigerer Level als das Elektro-
denlevel" der vorliegenden Erfindung zeigt, gebildet durch isotropes Atzen (A), anisotropes Atzen (B) und RIE
oder LIGA (C).

[0062] Fig. 16 ist eine Draufsicht, welche eine Elektrode zeigt, welche in der vorliegenden Erfindung verwen-
det wird.

[0063] Fig. 17 ist eine Schnittdarstellung einer dielektrophoretischen Chromatografievorrichtung.

[0064] Fig. 18 ist eine Schnittdarstellung, welche ein Beispiel des Bildens ,eines Platzes mit niedrigerem Le-
vel als dem Elektrodenlevel" auf der Basisplatte (Substrat) gemal dem Verfahren der vorliegenden Erfindung
zeigt.

[0065] Fig. 19 ist ein Graph, welcher eine Beziehung zwischen der Atzzeit und der Tiefe einer Rille, gemes-
sen in Beispiel 3, zeigt.

[0066] Fig. 20 ist ein Graph, welcher die Sammelrate im Hinblick auf Rinderserum Albumin (BSA) — Protein
unter Verwendung der dielektrophoretischen Chromatografievorrichtung gemaf der vorliegenden Erfindung
und der konventionellen dielektrophoretischen Chromatografievorrichtung maf.

[0067] Fig. 21 ist ein Graph, welcher die Sammelrate im Hinblick auf 500bp DNA unter Verwendung der die-
lektrophoretischen Chromatografievorrichtung geman der vorliegenden Erfindung und der konventionellen di-
elektrophoretischen Chromatografievorrichtung maf.

Detaillierte Beschreibung der bevorzugten Ausfliihrungsformen
[0068] Die bevorzugten Ausfiihrungsformen der vorliegenden Erfindung werden im Folgenden beschrieben.
[0069] Die Erfindung wird im Folgenden im Detail beschrieben.

[0070] Eia.3 ist eine Draufsicht, welche eine Ausfuhrungsform einer Elektrode fir die dielektrophoretische
Vorrichtung der vorliegenden Erfindung zeigt, darstellend ein Beispiel, in welchem ein Hohlraum (freier Raum)
12 in einem Abschnitt 13 gebildet wird, an welchem konzentrierte Substanzen (zu messende Substanzen) dem
Einfluss der negativen dielektrophoretischen Kraft, generiert durch eine Elektrode 11, welche viele hexagonale
Teile angegliedert hat, unterworfen werden.

[0071] Der Hohlraum 12 ist gebildet, um eine Zone zu bilden, welche niedrig in der Dichte einer elektrischen
Feldlinie ist, in welcher die zu messenden Substanzen in dem Hohlraum 12 oder in einer vertikalen Richtung
davon konzentriert werden kdnnen. Die Zone, welche niedrig in der Dichte der elektrischen Feldlinie ist, ist eine
Zone, welche niedriger in der Dichte der elektrischen Flusslinie ist als die einer Elektrode in der Peripherie, und
im Allgemeinen eine Zone, welche am niedrigsten in der Dichte der elektrischen Feldlinie ist. Die GroRRe des
Hohlraums 12 ist unterschiedlich, abhangig von der Art und Gré3e der zu messenden Substanzen, der Distanz
zwischen einer Elektroden-Basisplatte und einem Deckglas (Tiefe) oder dergleichen, jedoch ist sie generell so
gebildet, um gréRer zu sein als ein Raum 13, auf welchem die zu messenden Substanzen konzentriert werden,
wenn der Hohlraum nicht gebildet wird. Der Hohlraum 12 kann, wie in Eig. 3 gezeigt, zusammenhangend sein
oder kann als unabhangige hexagonale Teile ausgebildet sein, wie in Eig. 4 gezeigt.

[0072] Im Hohlraum 12 kann die Peripherie durch die Elektrode umgeben sein oder es kann eine Unterbre-
chung 14 in einem Abschnitt, wie in Fig. 3 gezeigt, anwesend sein, aber vorzugsweise kann die ganze Peri-
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pherie durch die Elektrode umgeben sein.

[0073] Wenn die gesamte Peripherie des freien Raumes durch die Elektrode umgeben ist, werden elektrische
Feldlinien von der Peripherie des freien Raumes generiert und daher ist der freie Raum durch eine hohe elek-
trische Feldregion zu umgeben, so dass die Substanzen dazu tendieren, an einem spezifischen Teil konzent-
riert zu werden und einfach gesammelt werden kénnen.

[0074] Wo auf der anderen Seite ein Raum des freien Raumes nicht durch die Elektrode umgeben wird, wird
keine Linie von elektrischer Energie von diesem Abschnitt generiert und daher wird ein Abschnitt generiert,
welcher nicht eine hochelektrische Feldregion ist, und die Substanzen kénnen in einfacher Art und Weise durch
diesen Abschnitt bewegt werden. Daher existiert ein Fall, bei dem die gewlinschte Substanz schwierig zu sam-
meln ist.

[0075] Da die Groflie der Substanzen (Partikel, Molekule), welche auf dem Hohlraum zu konzentrieren sind,
klein ist, sollte die Aufmerksamkeit auf die Breite einer Elektrode gelegt werden. Weil eine Zone oberhalb der
Elektrode ein Abschnitt sein wird, welcher niedrig in der Dichte einer elektrischen Feldlinie fur die Substanz ist,
als der Hohlraum. Der Grund hierflr ist, dass ein MaR an Einfluss, hervorgerufen durch die elektrische Feldli-
nie, generiert von einem Rand einer Elektrode in Kontakt mit dem Hohlraum, unterschiedlich ist, abhangig von
der Grofle der Substanz, weil eine elektrische Feldlinie auch von einem Ende einer Elektrode in Kontakt mit
dem Hohlraum generiert wird. Wo die zu konzentrierenden Substanzen an dem Hohlraum klein sind, kann die-
ses Problem durch Verschmalern der Breite einer Elektrode mit dem Hohlraum gel6st werden.

[0076] Die Form der Elektrode und des Hohlraums kann ein Kreis sein, oval oder ein Polygon, wobei die Form
nicht speziell beschrankt ist. Auch die Breite der Elektrode selbst kann breiter sein oder schmal wie ein Draht.
Kurz gesagt kann die Konstruktion einer Elektrode so gestaltet sein, dass eine Elektrode nicht in einer Zone
prasent ist, in welcher detektierte Objekte, welche der negativen dielektrophoretischen Kraft unterzogen wer-
den, konzentriert werden und in einer vertikalen Richtung davon.

[0077] Selbstbei der selben Elektrodenkonstruktion erscheint ein Unterschied in einer Region, wo die gemes-
senen Objekte konzentriert werden wegen der Anderung der Frequenz des angelegten elektrischen Feldes
und der Leitfahigkeit und dielektrischen Konstanten des gemessenen Objekts und des Mediums, wobei die
Elektrodenkonstruktion gemaR der Frequenz des angelegten elektrischen Feldes gemal dem verwendeten
Objekt bestimmt werden kann. Umgekehrt kdnnen die zu messenden Substanzen an der gewlinschten Posi-
tion durch Variieren der Frequenz oder dergleichen, angepasst an die Elektrodenkonstruktion, konzentriert
werden.

[0078] Vorzugsweise kann der Hohlraum 12 in der Elektrode zum Beispiel durch physikalische Mittel, wie bei-
spielsweise einem Schneideerfahren unter Verwendung beispielsweise eines geeigneten Messers oder der-
gleichen, und einem Prageverfahren, chemischen Mitteln, wie beispielsweise Atzen zum Entfernen einer Elek-
trode, beispielsweise unter Verwendung einer Atzfliissigkeit oder zum Beispiel durch physikalische und chemi-
sche Mittel, wie beispielsweise Reaktiv-lonen-Atzen (RIE) unter Verwendung eines reaktiven Gases, geformt
in Plasma durch eine Hochfrequenz-Energiequelle, usw., gebildet werden.

[0079] Die gebildete Elektrode mit dem freien Raum 12 der vorliegenden Erfindung wird vorzugsweise zum
Beispiel durch die Feinverarbeitungstechnik (Biochim, Bophys.Acta. 964, 231-230) wie unten beschrieben,
hergestellt:

(A) Zum Beispiel wird ein Fotolack auf eine Basisplatte, auf welcher Kupfer, Gold, Aluminium oder dergleichen
laminiert ist, aufgetragen und eine Elektroden-Fotomaske wird auf den Fotolack laminiert. Dann wird Licht aus-
gestrahlt, um den Fotolack freizulegen und zu entwickeln, um einen Fotolack, korrespondierend zu einem frei-
en Raum und einem anderen Abschnitt als der Elektrode zu I6sen, welche dann in eine Atzfliissigkeit getaucht
wird, um ein Atzen der Elektrodenoberflache (Aluminiumoberflache) durchzufiihren, und der verbleibende Fo-
tolack auf der Elektrodenoberflache wird entfernt. Es wird betont, dass der Fotolack ein positiver Fotolack zum
Entfernen eines Abschnitts, welcher Licht ausgesetzt ist, oder ein negativer Fotolack zum Entfernen eines nicht
exponierten Abschnitts sein kann.

(B) Abheb-Verfahren (engl.: ,Lift off methold")
[0080] Nachdem ein Fotolack auf eine Basisplatte aufgetragen wurde, wird eine Elektroden-Fotomaske auf

den Fotolack laminiert, welche belichtet wird. Dann wird eine Entwicklung ausgefiihrt, um einen Fotolack, kor-
respondierend zu einem Elektrodenabschnitt, zu entfernen, und ein Elektrodenmaterial wird auf der gesamten
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oberen Oberflache durch Aufdampfen oder Zerstauben (engl. ,sputtering") laminiert. Dann wird ein Fotolack,
korrespondierend zu einem anderen Abschnitt als der Elektrode und einem freien Raum (eine Elektrode wird
auf der oberen Oberflache laminiert), entfernt.

C) Metallmasken-Verfahren

[0081] Eine Metallmaske mit lediglich dem Elektrodenabschnitt, angelegt mit Aushdhlung, wird auf einer Ba-
sisplatte laminiert, auf welcher die obere Oberflache mit einem Elektrodenmaterial durch Bedampfen oder Zer-
stauben beschichtet ist. AnschlieRend wird die Metallmaske (ein Elektrodenmaterial ist auf der oberen Ober-
flache laminiert) entfernt.

[0082] In der vorliegenden Erfindung ist eine Elektrode eine solche, welche aus leitfahigem Material, wie bei-
spielsweise Aluminium, Gold, Kupfer und dergleichen, gefertigt ist. Ihre Struktur kann jegliche Struktur sein,
welche geeignet ist, dielektrophoretische Krafte zu verursachen, das heif3t, Bilden eines horizontalen und ver-
tikalen ungleichférmigen elektrischen Feldes, einschliellich beispielsweise einer interdigitalen (engl. ,interdi-
gital") Form [J. Phys. D: Appl. Phys. 258, 81-89 (1992); Biochim. Biophys.Acta., 964, 221-230 (1988), und der-
gleichen].

[0083] Die Elektrode der vorliegenden Erfindung wird vorzugsweise an der oberen Oberflache und/oder der
unteren Oberflache der Basisplatte (Substrat) gebildet. Normalerweise wird eine Elektrode, gebildet an der
oberen Oberflache der Basisplatte verwendet, weil die Flissigkeit, welche die zu messende Substanz enthalt,
dazu gebracht wird, Gber die Elektrode zu flieen.

[0084] Eine Elektrode wird jedoch in einen Zustand gebracht, um in einen Hohlraum zu floaten (engl. ,that
floated in hollow") und die Flissigkeit, welche die zu messende Substanz enthalt, kann unterhalb der Elektrode
flieBen. In diesem Fall wird eine Elektrode verwendet, welche auf der unteren Oberflache einer Basisplatte
oder sowohl auf der unteren als auch auf der oberen Oberflache einer Basisplatte gebildet ist. Die Elektroden,
welche in der vorliegenden Erfindung verwendet werden, enthalten zum Beispiel eine Elektrode in der Form
mit vielen Elektroden derselben Form (Hexagon), wie in den Eig. 3 und Eig. 4 gezeigt und eine Elektrode, wel-
che so gebildet ist, dass eine Kathode bzw. eine Anode intern oderextern vorgesehen sind, und langslaufende
und laterale Abschnitte sind ebenso gemacht oder etwas anders, wie in Eig. 5 gezeigt.

[0085] Da in der Elektrode, wie in den Fig. 3 und Fig. 4 gezeigt ist, negative dielektrophoretische Regionen
an nicht nur einem Ort sondern mehreren Orten gebildet werden kénnen, kénnen verschiedene Hohlraume mit
einer Zone, welche niedrig in der Dichte derselben elektrischen Feldlinie ist, hergestellt werden, wobei die Flu-
oreszenzstarke von verschiedenen Orten gemessen wird und gemittelt wird, um dadurch Daten mit Sicherheit
zu erhalten.

[0086] Ferneristin einer Elektrode, welche mit einer Kathode und einer Anode intern bzw. extern ausgestattet
ist, wie in Fig. 5 gezeigt, ein Messplatz vorhanden, da aber ein erforderlicher Platz klein ist, kann er zur Inte-
gration der Messung von vielen untersuchten Objekten beitragen.

[0087] Andere konkrete Beispiele von Elektroden, wie in den Fig. 3 und Fig. 4 gezeigt, enthalten eine Form,
bei der viele dreieckige, nach auften ragende Teile in einem regelmaRigen Abstand gegentiber einem oberen
und einem unteren Teil eines linearen Netzes verbunden sind, wie in Fig. 6 gezeigt, eine Form, bei der viele
trapezformige, nach aulien ragende Teile in einem regelmafigen Abstand gegentiber einem oberen und unte-
ren Teil eines linearen Netzes verbunden sind, wie in Fig. 7 gezeigt, eine Form, bei der viele Hexagone linear
verbunden sind, wie in Fig. 8 gezeigt, eine Form, bei der viele viereckige, nach aul’en ragende Teile in einem
regelmaBigen Abstand gegeniiber einem oberen und unteren Teil eines linearen Netzes verbunden sind, wie
in Fig. 9 gezeigt und eine Form, bei der viele halbkreisférmige, nach aulen ragende Teile in einem regelma-
Rigen Abstand gegenuber einem oberen und unteren Teil eines linearen Netzes verbunden sind, wie in Fig. 10
gezeigt. Wahrend in (A) und (B) in den Fig. 6 bis Fig. 10 die Form der Enden unterschiedlich ist, reicht jedoch
eines von beiden aus.

[0088] Ferner enthalten andere konkrete Beispiele von Elektroden, wie in Fig. 5 gezeigt ist, zum Beispiel, wie
in den Fig. 11(A) bis (G) gezeigt ist, Elektroden, bei denen eine externe Anode als Polygon, wie beispielsweise
viereckig und achteckig, kreisférmig, halbkreisférmig und oval ausgebildet ist; und als eine interne Kathode ist
ein Kathodenkopf, lokalisiert in einem zentralen Teil der Kathode, als Polygon, wie beispielsweise quadratisch,
viereckig und achteckig, kreisférmig und dergleichen, ausgebildet. In der vorliegenden Erfindung kann jede
Elektrode verwendet werden, solange die Elektrode selbst zur Dielektrophorese zur Ausbildung eines Hohl-
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raums verwendet werden kann, wobei die Art der Elektroden nicht beschrankt ist.

[0089] Eine Basisplatte (Substrat), welche verwendet wird, wenn eine Elektrode hergestellt wird, ist nicht be-
sonders beschrankt, wenn diese auf diesem Gebiet verwendet werden kann, und eine Basisplatte, ausgebildet
aus einem nicht leitenden Material, wie beispielsweise Glas, Plastik, Quarz, Silikon oder dergleichen, ist be-
vorzugt.

[0090] Die Basisplatte kann aus einem transparenten Material gebildet sein, wobei das Material nicht immer
transparent sein muss, wenn Anregungslicht nicht wesentlich reflektiert wird oder Licht in einem derartigen
Ausmal eingezogen wird, um das Absorptionsvermdégen messen zu kénnen.

[0091] Die Elektrode kann ahnlich einer solchen aus dem Stand der Technik sein, au3er der Bildung eines
freien Raumes, und eine organische Schicht kann auf der Elektrode gebildet sein, um Absorption von verschie-
denen Materialien auf der Elektrode zu verhindern.

[0092] Zur Herstellung der elektrophoretischen Vorrichtung unter Verwendung der Elektrode der vorliegenden
Erfindung mit dem freien Ort, wie oben beschrieben, kdnnen solche anders als die Elektrode in einer dhnlichen
Art und Weise wie im Stand der Technik gebildet werden.

[0093] Zur Ausfiihrung des Separationsverfahrens der vorliegenden Erfindung unter Verwendung der Elek-
trode und der dielektrophoretischen Vorrichtung der vorliegenden Erfindung, gebildet mit dem freien Raum, wie
oben beschrieben, kann das Separationsverfahren selbst in einer Art und Weise, ahnlich zum Stand der Tech-
nik, durchgefiihrt werden.

[0094] Namlich wird eine Flissigkeit, enthaltend zu trennende Substanzen, eine Flussigkeit, in welcher zum
Beispiel zwei oder mehrere Arten von Substanzen (Molekile oder Partikel) gelést oder suspendiert sind, in Ge-
genwart mit einem ungleichfdrmigen elektrischen Feld, gebildet unter Verwendung der oben beschriebenen
Elektrode, gebracht und eine Trennung kann durchgefliihrt werden aufgrund eines Unterschiedes in der dielek-
trophoretischen Kraft, welche auf die Substanzen ausgelibt wird. Es wird betont, dass ein elektrisches Feld,
angelegt in der vorliegenden Erfindung, entweder ein elektrisches Gleichstromfeld oder ein elektrisches Wech-
selstromfeld sein kann, wobei ein elektrisches Wechselstromfeld bevorzugt wird.

[0095] Beim Separationsverfahren der vorliegenden Erfindung werden granulése Substanzen in einer Grofie
von 100 nm bis 100 pm in einfacher Art und Weise in einem Bereich konzentriert, welcher niedriger in der Dich-
te der elektrischen Feldlinie ist. Weil die granulésen Substanzen mit der GréRRe teilweise einfach konzentriert
werden kdnnen an der Elektrode mit einer Zone, welche niedrig in der Dichte der elektrischen Feldlinie ist, in
welcher die zu messenden Substanzen konzentriert werden in dem freien Raum und oberhalb und unterhalb
des Raumes. Es ist jedoch moglich, selbst wenn zu trennende oder zu messende Substanzen kleine Partikel
oder Molekile sind, eine Elektrode aufzubauen, welche fahig ist, eine Zone zu bilden, welche niedrig in der
Dichte der elektrischen Feldlinie in oberen und unteren Richtungen des freien Raumes ist durch Verschmalern
der Breite einer Elektrode oder durch Vertiefen der Tiefe (die Distanz zwischen der Elektroden-Basisplatte und
dem Deckglas und/oder der Distanz vom Gefal3boden zur Elektrode). Kurz gesagt kann eine Elektrode, in wel-
cher die Partikel in dem freien Raum oder in dartber liegenden oder darunter liegenden Richtungen davon kon-
zentriert werden, in einfacher Weise gebildet werden, wenn der Partikel, welcher teilweise die Gro3e aufweist,
dem Separationsverfahren der vorliegenden Erfindung unterzogen wird, da der Einfluss der elektrischen Feld-
linie, welche durch die Partikel empfangen wird, unterschiedlich ist, gemafl der Grof3e der Partikel.

[0096] Dementsprechend wird zum Trennen von Molekiilen oder kleinen Partikeln, welche gemessene Mate-
rialien sind, in einer Lésung von Molekilen oder einer Suspension von kleinen Partikeln, ein Komplex, in wel-
chem zu messende Substanzen (durch ,Substanzen, welche an zu messenden Substanzen binden", falls n6-
tig) an Substanzen gebunden sind, welche dem Einfluss der negativen dielektrophoretischen Kraft unterworfen
sind, vorzugsweise granuldse Substanzen mit einer GroRRe von 100 nm bis 100 ym, dem Separationsverfahren
unter Verwendung einer Dielektrophorese unterworfen. Dies ist aufgrund der Tatsache, dass die Breite der
Elektrode extrem geschmalert werden muss, wenn die GroRRe der Partikel zu klein ist.

[0097] Die granulésen Substanzen werden wie oben beschrieben gebunden, wobei die Substanzen vergro-
Rert sind, wodurch eine Trennung der zu messenden Substanzen begunstigt wird. Dementsprechend fungie-
ren die granulésen Substanzen als Substanzen zum Verbessern der Trennung. Die granulare Substanz, wel-
che in der vorliegenden Erfindung verwendet wird, enthalt anorganische Metalloxide, wie beispielsweise Silizi-
umdioxid und Aluminiumoxid, Metalle, wie beispielsweise Gold, Titan, Eisen und Nickel, anorganische Metall-
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oxide und dergleichen mit funktionellen Gruppen, eingefiigt durch ein Silankupplungsverfahren und derglei-
chen, lebende Organismen, wie beispielsweise verschiedene Mikroorganismen und eukaryotische Zellen, Po-
lysaccharide, wie beispielsweise Agarose, Cellulose, unldsliches Dextran, synthetische makromolekulare Ver-
bindungen, wie beispielsweise Polystyrol, Latex, Styrol-Butadien-Copolymer, Styrol-Methacrylat-Copolymer,
Acrolein-Ethylen-Glykoldimethacrylat-Copolymer, Styrol-Styrolsulfonatlatex, Polyacrylamid, Polyglycidylme-
thacrylat, polyacrolein-beschichtete Partikel, vernetztes Polyacrylnitril, Acryl- oder Acrylestermischpolymer,
Acrylnitril-Butadien, Vinylchloridacrylester und Polyvinylacetatacrylat, relativ grof3e biologische Molekiile, wie
beispielsweise Erythrocyten, Zucker, Nucleinsauren, Proteine und Lipide und dergleichen.

[0098] Die ,granulésen Substanzen" sind zur Verwendung normalerweise an Substanzen, welche an ,Sub-
stanzen, welche an zu messende Substanzen binden", gebunden. Durch eine derartige Vorgehensweise kon-
nen sie an eine ,zu messende Substanz" in einer Probe gebunden werden. Allerdings kann die granulése Sub-
stanz direkt an die zu messende Substanz durch ein chemisches Bindungsverfahren gebunden werden, wie
zum Beispiel durch ein Verfahren zum Einfiihren einer funktionellen Gruppe in die Oberflache der granuldsen
Substanz und anschlieBendes Binden durch die funktionelle Gruppe, oder ein Bindungsverfahren, bei dem die
granuldse Substanz durch einen Linker an die zu messende Substanz gebunden wird.

[0099] Ferner kann ein Verfahren, welches ahnlich dem Verfahren zum Markieren der gemessenen Substanz
durch eine Markierungssubstanz ist, das spater beschrieben wird, angewandt werden, um die granulése Sub-
stanz an die ,Substanz, welche an die zu messende Substanz bindet" zu binden.

[0100] Wenn eine Substanz mit Eigenschaften, welche geeignet sind, spezifisch an die zu messende Sub-
stanz zu binden, direkt als die granulése Substanz verwendet wird, ist die oben beschriebene Vorgehensweise
unnotig. Das granulése Material, wie es beschrieben ist, enthalt zum Beispiel Nucleinsaure, Protein, Lipid usw.

[0101] Die ,Substanz, welche an die zu messende Substanz bindet" welche in der vorliegenden Erfindung
verwendet wird, wird an die granulése Substanz zur Verwendung gebunden, um einen Komplex der zu mes-
senden Substanz, der ,Substanz, welche an die zu messende Substanz bindet" und der granulésen Substanz
von der zu messenden Substanz in der Probe zu bilden, und ein Komplex eines anderen Molekdls als der zu
messenden Substanz, der ,Substanz, welche an die zu messende Substanz bindet" und der granulésen Sub-
stanz kann nicht im Wesentlichen gebildet werden, was nicht besonders beschrankt ist. Kurz gesagt reicht es
aus, wenn die oben genannte Drei-Komplex-Substanz nicht gebildet wird, sogar wenn sie an andere als die zu
messende Substanz gebunden wird. Allerdings ist es nach wie vor bevorzugt, dass die ,Substanz, welche spe-
zifisch an die zu messende Substanz bindet" verwendet wird.

[0102] Eine ,Substanz, welche an die zu messende Substanz bindet" bezieht sich auf eine Substanz, welche
an die ,zu messende Substanz" durch Interaktionen bindet, wie beispielsweise einer ,Antigen"-,Antikor-
per"-Reaktion, eine ,Zuckerketten’-,Lecithin"-Raktion, einer ,Enzym"-,Inhibitor"-Reaktion, einer ,Prote-
in"-,Peptidketten"-Reaktion und einer ,Chromosom" -oder ,Nucleotidketten"-,Nucleotidketten"-Reaktion. Falls
ein Partner die zu messende Substanz in jeder oben beschriebenen Kombination ist, ist der andere eine ,Sub-
stanz, welche an die zu messende Substanz bindet", wie oben beschrieben.

[0103] Zur Bildung eines Komplexes durch Binden der zu messenden Substanz in einer Probe mit der granu-
I6sen Substanz direkt oder durch die ,Substanz, welche an die zu messende Substanz bindet" werden eine
Probe, welche die zu messende Substanz enthalt, die granulése Substanz und, falls nétig, die ,Substanz, wel-
che an die zu messende Substanz bindet" zum Beispiel jeweils geldst, dispergiert oder suspendiert in Wasser
oder einer Pufferflissigkeit, wie zum Beispiel Tris-(hydroxymethylaminomethan)-Puffer, Good's Puffer, Phos-
phatpuffer, Boratpuffer in einem fllissigen Material, und diese fliissigen Materialien kbnnen gemischt und mit-
einander in Kontakt gebracht werden.

[0104] Das Separationsverfahren der vorliegenden Erfindung wird grob in zwei Verfahren, wie nachfolgend
dargestellt, getrennt:

[Separationsverfahren 1]

[0105] Zuerst, wo die zu messende Substanz oder der Komplex der Substanz, welche dem Einfluss der ne-
gativen dielektrophoretischen Kraft (Substanz zum Verbessern der Trennung) und die zu messende Substanz
(durch ,die Substanz, welche an der zu messenden Substanz bindet", falls nétig) dieselbe negative dielektro-
phoretische Kraft zeigt wie die der Substanz, welche anders ist, als die zu messende Substanz, in dem Fall,
bei der die zu messenden Substanz oder der Komplex die grof3ere dielektrophoretische Kraft als die Substanz,
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welche anders ist als die zu messende Substanz zeigt, empfangen die zu messende Substanz oder die Sub-
stanz zum Verbessern der Trennung und der Komplex der Substanz zum Verbessern der Trennung und die zu
messende Substanz nur im Wesentlichen die grofde dielektrophoretische Kraft und werden getrennt.

[0106] Es wird namlich zum Beispiel durch geeignetes Wahlen der elektrischen Feldstarke und der Medium-
bedingungen auf eine solche Art und Weise, dass die zu messende Substanz oder die Komplexsubstanz der
Substanz, welche einer negativen dielektrophoretischen Kraft ausgesetzt wird, und der zu messenden Sub-
stanz (durch ,die Substanz, welche an die zu messende Substanz bindet", falls nétig) in dem freien Raum ober-
halb der dielektrophoretischen Elektrode oder in der nach oben gerichteten oder nach unten gerichteten Rich-
tung davon konzentriert; aber damit die anderen als die zu messenden Substanzen nicht konzentriert werden,
kénnen diese zu messenden Substanzen und die Substanz, anders als die zu messende Substanz, getrennt
werden. Das Verfahren der vorliegenden Erfindung ist geeignet zum Trennen in dem Stadium frei vom Fluss
(engl.: ,free from flow"). Jedoch kann die sogenannte dielektrophoretische Chromotografievorrichtung (Feld-
fluss-Fraktionierungsvorrichtung), welche die Trennung durch die Interaktion der dielektrophoretischen Kraft,
generiert in den Molekiilen durch das elektrische Feld und der Bewegung der Molekiile, ausfiihrt, verwendet
werden, um Trennung durchzufihren. In diesem Fall kénnen diese zu messenden Substanzen und die ande-
ren als die zu messenden Substanzen getrennt werden durch geeignetes Setzen der FlieRgeschwindigkeit (die
Geschwindigkeit ist niedrig gewahlt) auf eine solche Art und Weise, dass nur die zu messende Substanz oder
der Komplex der Substanz, welche dem Einfluss der negativen dielektrophoretischen Kraft unterworfen ist, und
der zu messenden Substanz (durch ,Substanz, welche an die zu messende Substanz bindet", falls nétig) in
dem freien Raum der Elektrode oder in einer nach oben oder nach unten gerichteten Richtung durch dielekt-
rophoretische Kraft gesammelt wird. In dem Fall, dass die Substanz, welche in dem Hohlraum der Elektrode
oder in einer nach oben oder nach unten gerichteten Richtung davon gefangen ist, durch den Fluss nicht be-
wegt wird, kdnnen viele Proben auf den Hohlraum der Elektrode durch Messung im Fluss aufgebracht werden,
wodurch die Messsensivitat verbessert wird.

[Separationsverfahren 2]

[0107] Zweitens: Wo die zu messende Substanz oder der Komplex der Substanz, welche dem Einfluss durch
die negative dielektrophoretische Kraft unterworfen wird, und die zu messende Substanz (durch die ,Substanz,
welche an die zu messende Substanz bindet" falls nétig) eine(r) ist, welche(r) dem Einfluss durch die negative
dielektrophoretische Kraft unterworfen wird, anders als die zu messende Substanz, nadmlich wo die zu mes-
sende Substanz oder der Komplex der Substanz zum Verbessern der Trennung (Substanz, welche dem Ein-
fluss durch negative dielektrophoretische Kraft unterworfen wird) und die zu messende Substanz die negative
dielektrophoretische Kraft und die anderen als die zu messenden Substanzen die positive dielektrophoretische
Kraft zeigen, bewegt sich entweder 1. die zu messende Substanz oder der Komplex der zu messenden Sub-
stanz und der Substanz, welche dem Einfluss durch die negative dielektrophoretische Kraft unterworfen wird
oder 2. die Substanzen, anders als die zu messende Substanz, zu dem Hohlraum oder in die nach oben oder
nach unten gerichtete Richtung davon, wahrend die anderen sich zu einer anderen Elektrodenregion bewegen,
wobei die zu messende Substanz von den Substanzen, anders als die zu messende Substanz, getrennt wer-
den kann.

[0108] Wenn die zu messende Substanz, getrennt durch das Separationsverfahren gemaR der vorliegenden
Erfindung, durch ein Verfahren gemaR den eigenen Eigenschaften der Substanz detektiert werden kann, kann
die Anwesenheit oder Abwesenheit der zu messenden Substanz, enthaltend in einer Probe, gemessen werden
(detektiert werden).

[0109] Unter Verwendung der Elektrode gemaf der vorliegenden Erfindung, des Elektrodenaufbaus und der
dielektrophoretischen Vorrichtung, wird namlich ein flissiges Material (Probe), welche die Substanz enthalt,
welche durch die negative dielektrophoretische Kraft, generiert durch Anlegen einer Spannung an die Elektro-
de, beeinflusst wird [oder die zu messende Substanz oder der Komplex der Substanz zum Verbessern der
Trennung und der zu messenden Substanz (durch ,Substanz, welche an die zu messende Substanz bindet",
falls ndtig)] an der Elektrode gemaR der vorliegenden Erfindung oder dem freien Raum oder in der Nédhe davon
lokalisiert oder dazu gebracht, dariiber oder darunter zu flieRen, wodurch die Substanzen, welche dem Einfluss
durch die negative dielektrophoretische Kraft unterworfen sind, an dem freien Raum oder dartiber oder darun-
ter konzentriert werden, und danach kann die zu messende Substanz in einer Probe durch optisches Detek-
tieren der Substanz detektiert werden.

[0110] Die im oben beschriebenen Verfahren genannte zu messende Substanz kann durch jede optische Me-
thode gemessen werden oder kann durch eine optischdetektierbare Markierungssubstanz markiert werden
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oder an die ,Substanz, welche an die zu messende Substanz bindet" gebunden werden, welche gemessen
werden kann (detektiert werden kann), oder kann durch eine optisch detektierbare Markierungssubstanz mar-
kiert werden.

[0111] In der vorliegenden Erfindung kann die zu messende Substanz oder die ,Substanz, welche an die zu
messende Substanz bindet" durch die optisch detektierbare Markierungssubstanz markiert werden und das
Markieren selbst kann durchgefliihrt werden durch eine bekannte Markierungsmethode, welche generell in ei-
nem konventionellen Verfahren ausgefihrt wird, welches generell auf dem Feld der Stand der Technik bekannt
ist, zum Beispiel EIA, RIA, FIA oder einem Hybridisierungsverfahren.

[0112] Die optisch detektierbaren Markierungssubstanzen, welche in der vorliegenden Erfindung verwendet
werden kénnen, sind alle Substanzen, welche gewdhnlich im Stand der Technik bei Enzym-Immunoassay
(EIA), Fluoro-Immunoassay (FIA) Hybridisierungsverfahren und dergleichen verwendet werden und sind nicht
besonders beschrankt. Jedoch ist die Markierungssubstanz, welche geeignet ist, durch die Fluoreszenzstarke,
die Lichtemissionsstarke oder die Absorption detektiert zu werden, insbesondere bevorzugt.

[0113] Im oben beschriebenen Verfahren wird als die ,Substanz, welche an die zu messende Substanz bin-
det", im allgemeinen die ,Substanz, welche an die zu messende Substanz bindet" verwendet, welche durch
jede optisch detektierbare Methode gemessen (detektiert) werden kann oder welche durch eine optisch detek-
tierbare Markierungssubstanz markiert werden kann.

[0114] Genauer gesagt kann das Detektionsverfahren gemaf der vorliegenden Erfindung auf eine solche Art
und Weise durchgeflihrt werden, wie unten beschrieben.

[0115] Die zu messende Substanz oder der Komplex der zu messenden Substanz und der Substanz, welche
die Trennung verbessert (falls nétig durch die Substanz, welche an die zu messende Substanz bindet,
und/oder die Substanz, welche an die zu messende Substanz bindet, markiert durch die optisch detektierbare
Markierungssubstanz), erhalten durch eine Reaktion der zu messenden Substanz und der die Trennung ver-
bessernden Substanz (falls nétig und die Substanz, welche an die zu messende Substanz bindet und/oder die
Substanz, welche an die zu messende Substanz bindet, markiert durch die optisch detektierbare Markierungs-
substanz) und der Substanzen, anders als die zu messende Substanz (zum Beispiel die freie Substanz, welche
an die zu messende Substanz bindet, oder die freie markierte Substanz, um die zu messende Substanz zu
binden), werden gemall dem Separationsverfahren der vorliegenden Erfindung, wie oben beschrieben, ge-
trennt. Als nachstes wird die getrennte zu messende Substanz oder der getrennte Komplex optisch auf Basis
von Eigenschaften der zu messenden Substanz oder der Substanz, welche an die zu messende Substanz bin-
det (oder die Markierungssubstanz, welche an die Substanz, welche an die zu messende Substanz in dem
Komplex bindet) in dem zu messenden Komplex in Anwesenheit oder Abwesenheit der zu messenden Sub-
stanz in der Probe detektiert.

[0116] Ferner kann gemaR der vorliegenden Erfindung nicht nur die Anwesenheit der zu messenden Sub-
stanz in der Probe detektiert werden, sondern auch die Menge der zu messenden Substanz in der Probe kann
quantitativ gemessen werden. Die quantitative Messung der zu messenden Substanz kann ahnlich dem Stand
der Technik durchgefiihrt werden, wo der Komplex nicht gebildet werden wird, und im Fall, wo die Komplex-
substanz gebildet wird, kann das folgende Verfahren angewandt werden.

[0117] Na&mlich werden die zu messende Substanz oder der Komplex der zu messenden Substanz und der
die Trennung verbessernden Substanz (wenn nétig durch die Substanz, welche an die zu messende Substanz
bindet und/oder die Markierungssubstanz, welche an die zu messende Substanz bindet) und die Substanzen,
anders als die zu messende Substanz [z.B. die freie Substanz, welche an die zu messende Substanz bindet
(oder die freie markierte Substanz, welche an die zu messende Substanz bindet)] gemal dem Separations-
verfahren der vorliegenden Erfindung, wie oben beschrieben, getrennt. Als nachstes wird die Menge der ge-
trennten zu messenden Substanz oder der Substanz, welche an der zu messenden Substanz in dem Komplex
bindet (oder die optisch detektierbare Markierungssubstanz, welche an die Substanz bindet, welche an die zu
messende Substanz in dem Komplex bindet), oder die Menge der freien Substanz, welche an die zu messende
Substanz bindet (oder die optisch detektierbare Markierungssubstanz, welche an die freie markierte Substanz
bindet, welche an die zu messende Substanz bindet) durch das optische Messverfahren gemaf dieser Eigen-
schaften erhalten und die Menge der zu messenden Substanz in der Probe kann auf der Basis der erhaltenen
Menge erhalten werden.

[0118] Bei dem oben beschriebenen Verfahren kann zum Beispiel die Menge an spezifischem Molekil in der

14/44



DE 601 30 052 T2 2008.05.15

Probe durch Verwendung einer Kalibrierungskurve berechnet werden, welche die Beziehung zwischen der
Menge der zu messenden Substanz und der Menge der Substanz, welche an die zu messende Substanz in
dem Komplex bindet (oder die markierte Substanz, welche an der zu messenden Substanz bindet) oder der
Menge der freien Substanz, welche an die zu messende Substanz bindet (oder die optisch detektierbare Mar-
kierungssubstanz in der markierten Substanz, welche an die zu messende Substanz bindet), erhalten durch
das Durchfuihren der selben Messmethode, wie oben beschrieben, mit der Ausnahme der Verwendung einer
Probe, dessen Konzentration der zu messenden Substanz bekannt ist, zeigt, um die Menge der zu messenden
Substanz in der Probe auf der Basis der erhaltenen Mengen der zu messenden Substanz, der Substanz, wel-
che an die zu messende Substanz bindet, oder der Markierungssubstanz zu erhalten.

[0119] GemaR der vorliegenden Erfindung kann die zu messende Substanz (zu messende Molekdle) in dem
Hohlraum der Elektrode oder in der nach oben oder nach unten gerichteten Richtung davon konzentriert wer-
den. Wenn das Anregungslicht auf die konzentrierten gemessenen Molekile gestrahlt wird, wird der Back-
ground, welcher durch Reflektierung verursacht wird, selbst auf der Elektrode nicht detektiert, da die Elektrode
unter den Molekuilen nicht anwesend ist, im Vergleich zu dem Fall, bei dem eine konventionelle Elektrode ver-
wendet wird, wie in Fig. 12(A) gezeigt ist. Als ein Ergebnis wird das S/N-Verhaltnis im Vergleich mit dem Stand
der Technik verbessert und die Messsensivitat wird verbessert.

[0120] Wenn darliber hinaus die Elektrode der vorliegenden Erfindung verwendet wird, kann ein Fluoreszenz-
detektor auf der gegenuberliegenden Seite vorgesehen sein, weil die Elektrode nicht unter der zu messenden
Substanz vorhanden ist, wie in Fig. 12(B) gezeigt ist. Ferner wird das S/N-Verhaltnis (Blendeneffekt, engl.: ,slit
effect") verbessert, wo sie auf der gegeniiberliegenden Seite vorgesehen ist, weil die Teile, anders als die Re-
gion, wo die zu messende Substanz konzentriert wird, mit der Elektrode bedeckt werden, wodurch in den ge-
nannten Teilen das Anregungslicht, welches von der oberen Flache gestrahlt wird, die untere Flache nicht er-
reicht, wodurch der Background reduziert werden kann.

[0121] Da die Messung von der niedrigeren Oberflache durchgefihrt werden kann, wird ferner, gemaf der
vorliegenden Erfindung, das Absorptionsvermogen der zu messenden Substanz gemessen, was vor dem un-
moglich gewesen ist, um eine qualitative (Detektion) und quantitative Messung der zu messenden Substanzen
zu ermdglichen.

[0122] In diesem Fall wird das S/N-Verhaltnis weiter verbessert (Blendeneffekt), weil die anderen Teile als die
Region, wo die zu messenden Substanzen konzentriert werden, mit der Elektrode bedeckt werden, wodurch
in den genannten Teilen das Licht nicht durch die Elektrode von der oberen Oberflache zu der niedrigeren
Oberflache dringt und daher kann der Background weiter reduziert werden.

[0123] FEiq. 14 zeigt eine Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung, welche ein Beispiel zeigt, in welchem
eine Elektrode 3 in einer langsgerichtet beabstandeten Relation durch ein konvexes Glied 2 (eine Abstitzsau-
le) auf einem Substrat (ein Glassubstrat) 1 gestutzt wird.

[0124] Ein ,Platz niedrigeren Levels als das Elektrodenlevel" (eine Kommunikationsrille) 4, welcher im Quer-
schnitt halbkreisférmig ist, wird zwischen den Elektroden 3, 3 gebildet, wie in Fig. 14(B) gezeigt ist, und Kom-
munikationsrillen 4, 4, jeweils aneinander angrenzend, stehen in Verbindung zueinander an Teilen, anders als
das konvexe Glied 2, wie in Fig. 14(A) gezeigt ist. Alternativ wird jedoch die Elektrode 3 durch eine Wand (ein
konvexes Glied) 2' gestutzt und Rillen 4, 4, welche einander benachbart angeordnet sind, werden durch die
Wand 2' isoliert, um nicht miteinander zu kommunizieren, wie in Fig. 15(B) gezeigt ist.

[0125] In den Ausflhrungsformen, welche in den Fig. 14 und Fig. 15 gezeigt sind, sind andere Abschnitte als
die konvexen Glieder 2 und 2' auf ,dem Platz niedrigeren Levels als das Elektroden 3-Level" (4 und 4') gebildet.

[0126] Jedoch kann ein konkaver Abschnitt (Loch) einzeln oder zu mehreren in einer beabstandeten Relation
in einem Teil zwischen den Elektroden 3, 3 vorgesehen sein; jedoch ist der ganze dder ein Grolteil des Ab-
schnittes zwischen oder unter den Elektroden in einem Platz niedrigeren Levels als das Elektrodenlevel (4 oder
4") gebildet, um die Sammelfahigkeit zu verbessern.

[0127] Wo der konkave Abschnitt (Loch) in einem Teil zwischen den Elektroden 3,3 gebildet ist, kann er vor-
zugsweise in einer minimalen Lucke 5 zwischen den Elektroden gebildet werden. Da dieser Abschnitt hoch in
der elektrischen Feldstarke ist, wird die Sammelfahigkeit weiter verbessert, wenn der konkave Abschnitt (Loch)
in diesem Abschnitt gebildet wird. Wenn dieser jedoch in dem Loch gebildet wird, welches diesen Abschnitt
enthalt, kann die Sammelfahigkeit weiter verbessert werden, weil ein Abschnitt zum Fangen von Molekilen er-
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héht wird.

[0128] Die Breite der Rille 4 (dieselbe, wie die Distanz zwischen den Elektroden 3, 3 in dem Fall, welcher in
den Fig. 14 und Fig. 15 gezeigt ist) wird vorteilhafterweise gemafR der GroRe der Substanzen als getrennte
Substanzen durch die Elektrophorese gewahlt und wird absolut genannt, obgleich sie einen gro3en Effekt auf
die elektrische Feldstarke gibt. In der Substanz der GroRRe, welche in Mikrometern angegeben ist, ist die Breite
vorzugsweise 1 mal bis 100 mal so gro wie der Durchmesser der Substanz, insbesondere 1 mal bis 10 mal.

[0129] Ferneristin einem Falle eines Biomolekiils, wie beispielsweise eines Proteins, eines Gens oder der-
gleichen, zum Beispiel ein Peptid, ein Protein oder dergleichen, die Breite normalerweise ein | nm bis 10 pm,
vorzugsweise 1 nm bis 5 ym. Im Falle einer Nucleotidkette (Polynucleotid, Oligonucleotid) ist die Breite norma-
lerweise 1 nm bis 100 pm, vorzugsweise 1 nm bis 50 pm.

[0130] Generell vergrofiert sich ein Abschnitt zum Fangen eines Molekuls, wenn die Tiefe tiefer wird. Ferner,
insbesondere im Falle der Feldfluss-Fraktionierung, wird die FlieRgeschwindigkeit an dem Rillenabschnitt un-
terdriickt, um die Sammelfahigkeit zu verbessern (Sammelrate). Allerdings ist es manchmal schwierig, das ge-
fangene Molekdl von dem Rillenabschnitt zu entlassen oder wird Uberhaupt nicht entlassen, wenn die Rille zu
tief ist, wo es nétig ist, um ein gefangenes Molekil auf der Elektrode durch die Dielektrophorese zu messen.
Dementsprechend ist die Tiefe der Rille vorzugsweise 1/1000 mal bis 10 mal die Breite der Rille, bevorzugter
1/1000 mal bis 1 mal.

[0131] Im Hinblick auf die Tiefe der Rille wird das konvexe Glied, welches die Elektrode halt, vollig weggegra-
ben, wodurch die Elektrode 3 abblattert, wenn isotropes Atzen zur Bildung verwendet wird, wie in den Fig. 14
und Fiq. 15 gezeigt ist, wenn die Rille mehr als die Breite der Elektrode einnimmt. Dementsprechend wird die
Tiefe der Rille Y2 oder weniger der maximalen Elektrodenbreite gewahlt, wenn die Rille durch dieses Verfahren
gebildet wird.

[0132] Wo ein anisotropes Atzen eines Silikonwafers zur Bildung verwendet wird, wie in Fig. 15(B) gezeigt
ist, verlauft das Atzen nur in eine Richtung der Tiefe bei einem Winkel von ca. 55°. Dementsprechend resultiert
die maximale Distanz (die Distanz zwischen Elektroden + 2) x 1,42 (tan 55°), wo das Atzen durch dieses Ver-
fahren durchgefihrt wird.

[0133] Wie in Fig. 15(C) gezeigt ist, sind die Atzprozesse im Wesentlichen vertikal, wo die Bildung durch RIE
oder LIGA durchgefihrt wird. Dementsprechend ist die Tiefe der Rille in dem Bereich, wie er oben beschrieben
ist, ndmlich vorzugsweise 1/1000 mal bis 10 mal, bevorzugter 1/1000 Mal bis 1 Mal, wo das Atzen durch diese
Verfahren durchgefihrt wird.

[0134] Die Verteilung der Rille (= Breite der Elektrode selbst) wird nicht durch das separierte Objekt beein-
flusst, falls diese limitierend auf die Trennung durch die positive Dielektrophores ist. Es ist normalerweise von
der Prozessgenauigkeit bei Feinprozesstechniken 1 nm bis 50 um, bevorzugter 1 nm bis 10 pm.

[0135] Die Rille durch das isotrope Atzen, gezeigt in Fig. 15(A), wird gebildet durch Atzen einer Glas-Basis-
platte oder einer Plastikbasisplatte. Beim isotropen Atzen werden verschiedene Formen geméaR dem Ausmaf
des Atzens gebildet, wie beispielsweise in dem Fall, wo die Elektrode 3 durch die Wand 2 auf der Basisplatte
gestutzt ist und die Rillen 4, 4, welche zueinander benachbart angeordnet sind, werden gebildet, um durch die
Wand 2 isoliert zu sein, oder der Fall, wo die Elektrode 3 durch das konvexe Glied 2 auf der Basisplatte gestutzt
wird und die Rillen (Kommunikationsrillen) 4, 4, welche benachbart zueinander angeordnet sind, werden kom-
muniziert.

[0136] Die Rille durch das anisotrope Atzen, welche in Fig. 15(B) gezeigt ist, wird durch Atzen einer Silikon-
basisplatte gebildet. In diesem Fall wird die Elektrode 3 auf der Wand 2' auf der Basisplatte gestiutzt und die
Rillen 4, 4', welche benachbart zueinander angeordnet sind, werden durch die Wand 2" isoliert.

[0137] Die Rille durch RIE, gezeigt in Fig. 15(C), wird durch Atzen einer Silikon- oder SiO,-Basisplatte gebil-
det und die Rille durch LIGA wird durch Atzen einer Polymer-Keramik-Plastikbasisplatte etc. gebildet. In diesen
Fallen wird die Elektrode 3 auf der Wand 2" auf der Basisplatte gestiitzt und die Rillen 4", 4", welche benach-
bart zueinander angeordnet sind, werden durch die Wand 2" isoliert.

[0138] Bei dem isotropen Atzen, gezeigt in den Fig. 14 und 15(A), wird generell die Rille oder die Kommuni-
kationsrille 4 gebildet, um eine Form aufzuweisen, dessen Querschnitt halbkreisférmig oder semioval ist. Wenn
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eine Rille durch das anisotrope Atzen gebildet wird, wie in Fig. 15(B) gezeigt, wird die Rille 4' generell einem
Atzen in eine im Wesentlichen V-Form via einer im Ausschnitt im Wesentlichen trapezoiden Form unterworfen.
Wenn eine Rille durch RIE oder LIGA gebildet wird, gezeigt in Fig. 15(C), wird das Atzen im Allgemeinen zu
einem im Wesentlichen viereckigen Querschnitt durchgefihrt. Dementsprechend werden verschiedene sekti-
onale Formen gemaR der Art und Weise des Atzens und der Art und Weise des Bildens eines ,Ortes eines
niedrigeren Levels als dem Elektrodelevel" gebildet, aber in der vorliegenden Erfindung ist die Form eines ,,Or-
tes niedrigeren Levels als dem Elektrodenlevel" (wie beispielsweise einer Kommunikationsrille, einer Rille, ei-
nem konkaven Teil, etc.) nicht besonders limitiert. Eine Wand oder ein konvexes Glied 2 in Fig. 15(A) wird in
einer Form gebildet, in welcher ein zentraler Teil gebunden wird; eine Wand 2' in Fig. 15 wird gebildet in eine
trapezoidale Form; und eine Wand 2" in Fig. 15(C) wird gebildet in eine viereckige Form, aber die Wand, das
konvexe Glied 2, die Wand 2" und die Wand 2" kénnen von jeglicher Form sein, solange sie die Elektrode 3
stitzen kénnen und sind nicht besonders limitiert.

[0139] Die Elektrode 3, welche in der vorliegenden Erfindung verwendet wird, wird aus einem leitfahigen Ma-
terial gebildet, zum Beispiel aus Aluminium, Gold oder dergleichen und die Konstruktion davon reicht aus, um
eine zu sein, welche die dielektrophoretische Kraft produziert, das heil3t ein ungleichférmiges elektrisches Feld
in horizontaler und vertikaler Richtung, zum Beispiel eine interdigitale Form [J. Phys. D: Appl. Phys. 258, 81-88,
(1992), Biochim. Biophys. Acta. 964, 221-230, (1988), etc.].

[0140] Genauer gesagt sind Formen bevorzugt, wie dies in Fig. 16(A) dargestellt ist, in welchen viele dreie-
ckig nach aufien ragende Teile 7a in einer voneinander beabstandeten Relation gegeniber oberen und unte-
ren Teilen eines linearen netzartigen Teils 6 gebildet sind; (B) eine Form, in welcher viele quadratisch nach au-
Ren ragende Teile 7b in einer voneinander beabstandeten Relation gegenliber oberen und unteren Teilen ei-
nes linearen netzartigen Teils 6 gebildet sind; (C) eine Form, in welcher viele trapezférmig nach auflen ragende
Teile 7c¢ in einer voneinander beabstandeten Relation zueinander gegenuber oberen und unteren Teilen eines
lineraren netzartigen Teils 6 gebildet sind; (D) einer Sinuswellenform bei oberen und unteren Abschnitten, eine
Form, bei welcher sinuswellenférmige konvexe Teile 8 und konkave Teile 9 (konkaver Teil 9 und konvexer Teil
8) linear gegenliber oberen und unteren Abschnitten gebildet sind; und (E) eine Sdgezahnform bei oberen und
unteren Abschnitten, eine Form, bei welcher viele konvexe Teile 8' eines sagezahnférmigen und konkaven
Teils 9' (konkaver Teil 9' und konvexer Teil 8') linear gegenuber oberen und unteren Abschnitten gebildet sind.
Jedoch kann jegliche Form verwendet werden, wenn die Elektrode zur Dielektrophorese verwendet werden
kann und die Formen sind nicht speziell limitiert.

[0141] Solch eine Elektrode, wie sie beschrieben ist, wird normalerweise hergestellt durch Bereitstellen eines
Paares oder mehrerer Elektroden mit Formen, wie sie oben beschrieben sind, in einer Art von Kammzahnen
auf einer Basisplatte, welche aus einem nichtleitenden Material gebildet ist, zum Beispiel aus Glas, Plastik,
Quarz, Silikon etc. unter Verwendung von bekannten Feinprozesstechniken [Bichim. Bioophys.Acta., 964,
221-230, etc.]. Ferner ist der Abstand zwischen den Elektroden 3, welche einander gegeniber liegend (be-
nachbart) angeordnet sind nicht speziell limitiert, solange ein ungleichférmiges elektrisches Wechselstromfeld
mit einer starken elektrischen Feldstarke gebildet werden kann, und sollte in geeigneter Art und Weise gewahlt
werden, gemal der Art der gewlinschten Molekiile.

[0142] Die Dicke der Elektrode 3 kann ahnlich der Dicke von Elektroden aus dem Stand der Technik sein und
genauer gesagt ist die Dicke normalerweise 0,5 nm oder mehr, vorzugsweise 0,5 nm bis 1000 nm, bevorzugter
1 nm bis 1000 nm.

[0143] Die Elektrode 3 kann ahnlich einer Elektrode aus dem Stand der Technik sein, abgesehen von der Di-
cke, und eine organische Schicht kann auf der Elektrode gebildet werden, um eine Absorption von verschie-
denen Materialien auf der Elektrode zu verhindern.

[0144] Die dielektrophoretische Vorrichtung kann auf eine ahnliche Weise, wie sie aus dem Stand der Technik
bekannt ist, hergestellt werden, abgesehen von ,einem Ort niedrigeren Levels als dem Elektrodenlevel" (wie
beispielsweise eine Kommunikationsrille 4, eine Rille 4', ein konkaver Abschnitt etc.), wie beispielsweise ein
FlieBpfad und eine dielektrophoretische Elektrode.

[0145] Der ,Platz niedrigeren Levels als dem Elektrodenlevel" kann beispielsweise gebildet werden durch
Freilegen einer Basisplatte zwischen Elektroden mittels physikalischer Mittel, wie beispielsweise einem Freile-
gungsverfahren unter Verwendung eines geeigneten Messers oder dergleichen, eines LIGA (litographile Gal-
vanoformung Abformung)-Verfahrens unter Verwendung eines synchrotronen strahlenférmigen Lichtes und ei-
nes Prageverfahrens unter Verwendung eines geeigneten Pragestempels mittels physikalischer Mittel zum
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Freilegen einer Basisplatte, zum Beispiel unter Verwendung einer Atzfliissigkeit fiir eine Basisplatte oder mit-
tels physikalischer und chemischer Mittel, wie beispielsweise einem Atzen unter Verwendung eines reaktiven
Gases, gebildet in Plasma durch einen Hochfrequenzpowersupply [reaktives lonenatzen (RIE)].

[0146] Es wird betont, dass die oben beschriebenen Mittel in geeigneter Weise kombiniert werden kénnen,
um eine Freilegung des Substrats durchzufiihren.

[0147] Als Atzfliissigkeit kann eine bekannte Atzfliissigkeit ausgewahlt werden, gemaR dem Material eines
Substrats. Wo ein Ort niedrigeren Levels als dem Elektrodenlevel in einem Teil eines Substrats gebildet wird,
kann ein Atzen mit einer Maske durchgefiihrt werden, welche in geeigneter Weise auf einen Abschnitt aufge-
bracht wird, welcher nicht freigelegt werden soll.

[0148] Zur Durchfliihrung des Separationsverfahrens der vorliegenden Erfindung unter Verwendung einer di-
elektrophoretischen Vorrichtung gemaR der vorliegenden Erfindung ist das Separationsverfahren das selbe
wie eines aus dem Stand der Technik.

[0149] Das heiflt, dass eine Flussigkeit, welche eine zu trennende Substanz enthalt, zum Beispiel eine Flus-
sigkeit in welcher mehrere als zwei Arten von Substanzen (Molekile oder Partikel) gelost oder suspendiert
sind, in einem ungleichférmigen elektrischen Feld anwesend ist, welches unter Verwendung der Elektrode
(Elektroden-Basisplatte), wie oben beschrieben ist, gebildet ist, wobei die Trennung durch einen Unterschied
der dielektrophoretischen Kraft, welche auf die Substanzen wirkt, durchgefihrt werden kann.

[0150] Im Allgemeinen wird ein ungleichformiges elektrisches Feld horizontal und vertikal innerhalb eines
Flusspfades auf dem Substrat gebildet, um zu bewirken, dass eine Flissigkeit, enthaltend eine zu trennende
Substanz, von einem Einlass flief3t, und eine Trennung kann durchgefiihrt werden durch einen Unterschied der
dielektrophoretischen Kraft, welche auf die Substanzen wirkt. Jedoch kann die Substanz selbstverstandlich in
eine Komponente getrennt werden, welche in einem bestimmten Abschnitt der Elektrode gehalten wird, und in
eine Komponente, welche nicht gehalten wird, zum Durchflihren der Trennung ohne dem Generieren eines
Flusses.

[0151] Zum Trennen durch einen Unterschied der dielektrophoretischen Kraft, welche auf die Substanzen
(Molekiile, Partikel) wirkt, kann die Substanz in ein Molekul etc. getrennt werden, welches an einem spezifi-
schen Abschnitt einer Elektrode gehalten wird, und ein Molekil etc., welches nicht gehalten wird. Oder die
Trennung kann durchgeflihrt werden unter Verwendung der Tatsache, dass ein Unterschied in der Bewegungs-
geschwindigkeit hergestellt wird, weil die Moleklle, welche einer starkeren dielektrophoretischen Kraft unter-
zogen werden, spater wandern als Molekile, welche einer schwachen dielektrophoretischen Kraft ausgesetzt
sind.

[0152] Die FlieRgeschwindigkeit in einer Kommunikationspassage (Rille) 4 wird geringer als die des FlieRpfa-
dabschnitts, so dass der Widerstand Fv der Flissigkeit, aufgebracht auf die Molekiile, welche die Kommuni-
kationsrille 4 erreicht haben, kann reduziert werden kann, wenn, wie durch einen Pfeil in Fig. 17 gezeigt, eine
Flissigkeit, enthaltend eine zu trennende Substanz, in einer Richtung, welche eine Elektrode der Lange nach
kreuzt, dazu gebracht wird, um in einen FlieRpfad der Vorrichtung gemaf der vorliegenden Erfindung zu flie-
Ren. Ferner kann der Bereich, welcher durch das elektrische Feld beeinflusst wird, durch das Vorsehen der
Kommunikationsrille 4 zwischen den Elektroden 3, 3, verbreitert werden und der Raum, wo die gefangenen
Molekile gesammelt werden, wird breiter, wodurch die Sammelrate (Fahigkeit) verbessert wird.

[0153] Das Messverfahren der vorliegenden Erfindung kann in Ubereinstimmung mit den bekannten Verfah-
ren, wie sie oben beschrieben sind, anders als unter Verwendung des Separationsverfahrens der vorliegenden
Erfindung, durchgefuhrt werden, und die Reagentien, welche verwendet werden, kénnen in geeigneter Art und
Weise aus den bekannten Reagentien ausgewahlt werden.

[0154] Wahrend die vorliegende Erfindung im Folgenden konkret unter Bezugnahme auf die Beispiele und
Referenzbeispiele beschrieben wird, ist die vorliegende Erfindung nicht darauf beschrankt.
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[Beispiele]

Beispiel 1: Herstellung einer Elektrode nach der vorliegenden Erfindung, hergestellt mit einem freien Raum
durch Atzen

[0155] Die Elektrode nach der vorliegenden Erfindung wurde hergestellt durch Aufbringen eines Fotolacks auf
einer Glasbasisplatte, aufgebracht durch Aluminium-Dampfablagerung, anschlieRendes Belichten durch das
Laminieren einer Fotomaske mit einem Muster aus einer Elektrode und einem freien Raum, durch eine Elek-
tronenstrahlvorrichtung auf dem Fotolack und Entwickeln des Fotolacks, Lésen eines Fotolackfilms entspre-
chend dem freien Raum und den anderen Abschnitten auf3er der Elektrode, und danach Tauchen desselben
in eine Atzflissigkeit, um ein Atzen an der Aluminiumoberflache auszufiihren, und Entfernen des Fotolacks,
welcher auf der Aluminiumoberflache verblieben ist, um eine Elektrode mit einem freien Raum, wie in Fig. 13
gezeigt, zu bilden.

[0156] Das Muster des freien Raums wurde geandert, um die Elektroden 1 bis 4 herzustellen, welche unter-
schiedlich in der Lange (um) von a) bis e) in Fig. 13 sind.

[0157] Die Tabelle 1 zeigt die Lange in (um) von a) bis e) der Elektroden 1 bis 4, welche hergestellt wurden.

Tabelle 1
Elektrode 1 Elektrode 2 Elektrode 3 Elektrode 4
(M) (Hm) (M) (m)
a 14 8 8 8
b 8 2 2 2
c 5 5 10 15
d 2 2 2 2
e 3.5 3.5 3.5 3.5

Beispiel 2: Dielektrophoretischer Test von Kigelchen an einer Hohlelektrode

[0158] Wo Kigelchen mit einem Durchmesser von 1 um einer Dilektrophorese unter Verwendung einer kon-
ventionellen Elektrode unterzogen wurden, wurden die Kugelchen an einer Position auf der Elektrode konzen-
triert (gefangen), dessen Feldstarke schwach war. Im Design der Elektrode, welche in Beispiel 1 hergestellt
wurde, ist der Aluminiumelektrodenabschnitt in einer Region, wo die Klgelchen gefangen sind, ausgeschlos-
sen.

[0159] Der dielektrophoretische Test wurde unter dem elektrischen Feld durchgefiihrt, dass die Kiigelchen die
negative Dielektrophorese auf der Elektrode (Elektrode 2 in Tabelle 1), hergestellt in Beispiel 1, unter Verwen-
dung der Klgelchen mit einem Durchmesser von 1 pm mit der fuoreszenzmarkierten Oberflache davon, zei-
gen.

[0160] Eine Probenlésung mit den suspendierten Kiigelchen wurde oberhalb des Elektrodensubstrats (Hohl-
raum) getropft und danach wurde ein Deckglas aufgelegt und die Beobachtung wurde durch ein optisches Mi-
kroskop gemacht.

[0161] Als ein Ergebnis der Beobachtung des dielektrophoretischen Tests wurde bestatigt, dass die Kigel-
chen in dem Hohlraum (freier Raum) der Elektrode durch die negative dielektrophoretische Kraft konzentriert
wurden. Die Kigelchen wurden wahrend des FlieRens in der Losung oberhalb des Hohlraums (in der Nahe
des Deckglases) konzentriert.

Referenzbeispiel 1:

Herstellung eines dielektrophoretischen Elektrodensubstrats

[0162] Eine Multielektrodenanordnung mit einem minimalen Abstand von 7 um, einer Elektrodenhéhe von 20
pm und einer Anzahl von Elektroden von 2016 (1008 Paare) wurde hergestellt und eine Fotomaske geman
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dieses Designs wurde hergestellt zum Herstellen der Elektrode, wie folgt hergestellit.

[0163] Aufeinem Glassubstrat, auf welchem Aluminium abgelagert wurde, und auf welches ein Fotolack auf-
gebracht wurde, wurde ein Elektrodenmuster, wie es designed war, auf eine Elektrodenstrahl-Auftragungsma-
schine aufgetragen und anschlief’end wurde der Fotolack entwickelt und das Aluminium wurde geatzt, um die
Fotomaske herzustellen.

[0164] Das Elektrodensubstrat wurde gemaf des Verfahrens, beschrieben in T. Hashimoto, ,lllustrative Pho-
tofabrication", Sogo-denshi Publication (1985) wie folgt hergestellt.

[0165] Die Fotomaske, welche auf diese Art und Weise hergestellt wurde, wurde mit dem aluminiumbeauf-
schlagten Glassubstrat fest in Kontakt gebracht, auf welches ein Fotolack aufgebracht wurde, und dann dem
Elektrodenmuster mit einer Quecksilberlampe ausgesetzt. Das Elektrodesubstrat wurde hergestellt durch Ent-
wickeln des belichteten Glassubstrats fiir die Elektrode und Atzen der Aluminiumoberfléche, gefolgt von einem
Entfernen des Fotolacks, welcher auf der Aluminiumoberflache verblieben ist.

Beispiel 3:
Bildung eines ,Ortes niedrigeren Levels als dem Elektrodenlevel" auf einem Substrat durch Atzen.

[0166] Wie in Fig. 18 gezeigt ist, wurde ein Atzen auf dem Glassubstrat 1 der dielektrophoretischen Elektro-
de, hergestellt auf eine solche Art und Weise wie in Referenzbeispiel 1 beschrieben ist, durchgeflihrt, um eine
Kommunikationsrille 4 in einem Abschnitt zwischen den Elektroden 3 auf dem Glassubstrat 1 zu bilden.

[0167] Als Atzfliissigkeit wurde Natriumfluoridschwefelsdure (NH,F 3%, H,SO,, H,0) verwendet. Natriumflu-
oridschwefelsdure hat die Eigenschaften, sowohl Glas als auch Aluminium zu I6sen; da aber die Geschwindig-
keit des Atzens von Glas sehr hoch ist im Vergleich mit der des Atzens von Aluminium kann ein anderer Glas-
abschnitt als die Aluminiumelektrode einem Atzen mit einer Aluminiumelektrode als Maske unterzogen wer-
den.

[0168] Es wurde beobachtet, dass in dem Fall, in welchem die Dicke des Aluminiums einer Elektrode 40 nm
ist, eine Elektrode durch einen Wasserfluss gebogen wird, wenn die Atzfliissigkeit mit reinem Wasser gewa-
schen wird, wenn ein Atzen bis zu einer Tiefe von 3 pm oder mehr durchgefiihrt wird. Jedoch wird das Phéno-
men, dass die Elektrode gebogen wird, in dem Falle einer Dicke von 250 nm nicht be-obachtet.

[0169] Eine Beziehung zwischen einer Atzzeit (Sek.) und der Tiefe (um) einer Kommunikationsrille, welche
zwischen den Elektroden gebildet wurde, wurde nach dem Atzen gemessen. Das Ergebnis zeigte, dass die
Atzzeit und die Tiefe einer zu bildenden Rille in einer proportionalen Relation zueinander stehen, wie in Fig. 19
gezeigt ist. Die Tiefe einer Rille wurde durch Schneiden einer Elektrode mit einem Glasschneider und Beob-
achten des Schnittes mit einem Mikroskop gemessen.

Referenzbeispiel 2:
Herstellung eines Elektrodensubstrats mit einem Flie3pfad

[0170] Um Molekile durch die Bewegung der Molekule unter einem ungleichférmigen elektrischen Feld zu
trennen, wurde ein FlieRpfad auf dem Elektrodensubstrat, hergestellt in Beispiel 3, unter Verwendung eines
Silikongummis gebildet.

[0171] Der Silikongummi-FlieBpfad zum Senden einer Lésung, enthaltend geléste Molekile auf der Elektro-
de, hatte eine Tiefe von 25 pm und eine Breite von 400 um und wurde so designed, dass der FlieBpfad durch
eine Region verlauft, in welcher die Elektrode auf dem Elektrodensubstrat platziert war.

[0172] Seine Herstellung wurde gemaf dem Verfahren, beschrieben in T. Hashimoto, ,lllustrative Photofabri-
cation", Sogo-denshi Publication (1985) durchgefiihrt. Zuerst wurde ein blattartiger negativer Fotolack mit einer
Dicke von 25 pym auf das Glassubstrat aufgebracht, durch eine Fotomaske, hergestellt zum Herstellen des
FlieBpfades, belichtet und der negative Fotolack wurde entwickelt. Ungeharteter Silikongummi wurde unter
Verwendung des negativen Foto-Lack-Subtrats als ein Templat gegossen und wurde dann gehartet, um eine
Silikongummioberflache mit der konkaven Oberflache mit einer Hohe von 25 pm in dem Bereich, in welchem
die Elektrode platziert war, herzustellen.
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[0173] Das Elektrodensubstrat und der Silikongummi-FlieBpfad wurden mit einem Zwei-Flussigkeits-Har-
tungs-Silikongummi festgeklebt, so dass die konkave Oberflache des Silikongummis an der Region, an der die
Elektrode auf dem Elektrodesubstrat platziert war, befestigt wurde. Eine Spritze zum Injizieren einer Lésung
wurde stromaufwarts auf dem FlieBpfad platziert und eine Vorrichtung, welche einer Lésung, in welcher die Mo-
lekile gelost waren, erlaubte, auf der Elektrode zu flie3en, wurde zu dem Elektrodensubstrat gefligt.

Beispiel 4:
Messung der Sammelrate im Hinblick auf Rinderserumalbumin (BSA)-Protein

[0174] Eine Elektrode, gebildet mit einer Kommunikationsrille mit einer Tiefe von 2 pm oder 4 pm, wurde her-
gestellt, wie in Beispiel 3 beschrieben, ein FlieRpfad wurde hergestellt wie in Beispiel 2 beschrieben, eine die-
lektrophoretische Chromotografievorrichtung der vorliegenden Erfindung wurde hergestellt und die Sammelra-
te der Vorrichtung wurde auf folgende Art und Weise gemessen. Zum Zwecke des Vergleichs im Hinblick auf
die dielektrophoretische Chromotografievorrichtung, welche ahnlich hergestellt wurde, aul3er dass eine Kom-
munikationsrille nicht gebildet war, wurde die Sammelrate auch gemessen.

(Probe)

[0175] Als eine Probe wurde eine Losung verwendet, welche FITCmarkiertes BSA enthielt (Molekulargewicht:
annahernd 65 kD) (60 pg/ml).

(Vorgehensweise)

[0176] Zum Verhindern der Adsorption von Proteinmolekulen auf dem Elektrodensubstrat oder dem Flie3pfad
wurde ein Block A (hergestellt von Snow Brand Milk Products CO., Ltd.) verwendet, um die Oberflache des
FlielRpfades zu blockieren, worauf FITCmarkiertes BSA auf die dielektrophoretische Chromotografievorrich-
tung aufgebracht wurde.

[0177] Die Durchschnittsgeschwindigkeit der verwendeten Probe betrug 556 pm/Sek. und das elektrische
Feld wurde fiir 30 bis 120 Sekunden vom Start der Messung an angelegt. Die Sammelrate wurde im Hinblick
auf die elektrische Feldstarke gemessen, angelegt bei der Zeit von 2,14 Mv/m, 2,5 Mv/m und 2,86 Mv/m.

[0178] Die Messung der Sammelrate wurde durch die folgende Gleichung erhalten.
Sammelrate (%) = [(I, — ) X 100]/(l, — lpaek)

wobei |, den fixen Wert der Fluoreszenzstérke vor dem Anlegen des elektrischen Feldes reprasentiert, |, den
minimalen Wert der Fluoreszenzstarke wahrend des Anlegens des elektrischen Feldes reprasentiert, und I,
den Background reprasentiert.

(Resultate)

[0179] Fig. 20 zeigt die Resultate. In Fig. 20 werden die Ergebnisse gezeigt, welche durch die Verwendung
der dielektrophoretischen Chromotografievorrichtung von
-A- (Tiefe 4 ym), -O- (Tiefe 2 ym) und -O- (Tiefe 0 um) erhalten wurden.

[0180] Wie es aus den Ergebnissen, gezeigt in Fig. 20, offensichtlich ist, verbessert sich die Sammelrate (%)
je tiefer die Tiefe der Rille ist. Bei 2,86 MV/m betragt die Sammelrate der Vorrichtung der vorliegenden Erfin-
dung mit der Kommunikationsrille von 4 pm 40 % im Vergleich mit der Sammelrate von 28 % der konventionel-
len Vorrichtung ohne Kommunikationsrille und die Sammelrate wurde um ca. 43 % verbessert; in anderen Wor-
ten wird die Sammelfahigkeit der gewlinschten Substanzen durch die Verwendung der Vorrichtung gemag der
vorliegenden Erfindung merklich verbessert.

Beispiel 5: Messung der Sammelrate bis 500 bpDNA
[0181] 500 bpDNA, markiert durch den Fluoreszenzfarbstoff YOYO-1 (Molecular Probe Ltdt.) wurde als eine

Probe verwendet. Die Sammelrate (%) wurde durch die dielektrophoretische Chromotografievorrichtung mit ei-
ner Tiefe der Rille von 0 ym, 2 ym und 4 pm gemessen. Fig. 21 zeigt die Ergebnisse.
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[0182] In Fig. 21 werden die Ergebnisse gezeigt, welche unter Verwendung der dielektrophoretischen Chro-
motografievorrichtung mit der Kommunikationsrille von -A- (Tiefe 4 ym), -O- (Tiefe 2 pm) und -0- (Tiefe 0 ym)
erhalten wurden.

[0183] Wie es aus den Ergebnissen, gezeigt in Fig. 21, offensichtlich ist, wurde die Sammelrate der Vorrich-
tung der vorliegenden Erfindung mit der Kommunikationsrille mit einer Tiefe von 4 ym auch in diesem Fall in
der elektrischen Feldstarke von 1,5 Mv/m oder mehr um ca. 20 % im Vergleich mit der konventionellen Vorrich-
tung ohne Kommunikationsrille verbessert.

Vorteilhafte Effekte der Erfindung

[0184] Gemal der Erfindung ist die Elektrode unter den zu messenden Substanzen nicht vorhanden, weil die
zu messenden Substanzen in dem Hohlraum der Elektrode oder in der oberen oder unteren Richtung davon
konzentriert werden kénnen, und daher wird die Reflektion des Anregungslichtes durch die Elektrode unter
dem gemessenen Substanzen vermieden, wo die Fluoreszenzstarke detektiert wird. Als ein Resultat wird der
Background reduziert, das S/N-Verhaltnis wird verbessert und die Messsensitivitat wird verbessert. Ferner
kann die Messung von der niedrigeren Oberflache der Elektrode gemacht werden. Ferner ist es moglich, ge-
mal der vorliegenden Erfindung die zu messenden Substanzen durch die Absorption zu messen, was im
Stand der Technik unmoglich gewesen ist, weil die Messung von der niedrigeren Oberflache gemacht werden
kann.

[0185] Wenn die Messung von der niedrigeren Oberflache der Elektrode durchgefihrt wird, wird der Back-
ground reduziert, das S/N-Verhaltnis verbessert und die Messsensivitat verbessert (Slit-Effekt), weil die ande-
ren Abschnitte als die Region, wo die zu messenden Substanzen konzentiert werden, mit der Elektrode be-
deckt werden, wobei in den genannten Abschnitten das Anregungslicht, abgestrahlt von der oberen Oberfla-
che, die niedrigere Oberflache nicht erreicht.

[0186] Das ist ein extrem groRer Vorteil.

[0187] Das Vorsehen des Ortes niedrigeren Levels als dem Elektrodenlevel zwischen oder unter den Elektro-
den, welcher im Stand der Technik noch nicht vorgesehen war, fiihrt zu einer bemerkenswerten Verbesserung
der Sammelfahigkeit (Rate), was eine sehr wichtige Rolle beim Trennen der Substanzen durch die Dielektro-
phorese fuhrt, was ein enormer Effekt ist. Dies ist daher eine extrem bahnbrechende Erfindung.

Patentanspriiche

1. Elektrode fir eine dielektrophoretische Vorrichtung, gekennzeichnet durch einen freien Hohlraum, wel-
cher in der Elektrode ausgebildet ist und welcher einen Bereich schafft, in welchem die Dichte einer elektri-
schen Feldlinie niedrig ist, so dass Substanzen, welche durch eine negative dielektrophoretische Kraft beein-
flusst werden, in dem freien Raum oder oberhalb oder unterhalb des freien Raums in einer vertikalen Richtung
davon konzentriert werden.

2. Elektrode nach Anspruch 1, wobei der gesamte Umfang des freien Raumes (12) durch die Elektrode (11)
umgeben ist.

3. Elektrode nach Anspruch 1, wobei ein Bereich, in welchem Substanzen konzentriert werden, welche
durch eine negative dielektrophoretische Kraft beeinflusst werden, ein Bereich ist, in welchem die Dichte einer
elektrischen Feldlinie niedrig ist.

4. Elektrode nach Anspruch 1, wobei die Elektrode (11) eine kreisférmige, ovale oder mehreckige Form
aufweist, und ein kreisférmiger, ovaler oder mehreckiger freier Raum (12) im zentralen Teil davon ausgebildet
ist.

5. Elektrode nach Anspruch 1, wobei die Elektrode (11) an einem Substrat vorgesehen ist.

6. Elektrode nach Anspruch 5, wobei das Substrat, welches mit der Elektrode ausgestattet ist, aus einem
Material hergestellt ist, welches Anregungslicht im Wesentlichen nicht reflektiert oder Licht in einem solchen

Ausmal durchdringt, um geeignet zu sein, das Absorbtionsvermdgen zu messen.

7. Elektrode nach Anspruch 6, wobei das Substrat, welches mit der Elektrode ausgestattet ist, aus einem
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transparenten Material hergestellt ist.

8. Verwendung der Elektrode nach Anspruch 1, wobei die Substanzen, welche durch die negative dielekt-
rophoretische Kraft beeinflusst werden, granulare Substanzen sind.

9. Elektrodenkonstruktion fur eine dielektrophoretische Vorrichtung, umfassend eine Elektrode (11) nach
Anspruch 1 und einen Deckel, welcher oberhalb davon vorgesehen ist, um eine Licke zwischen dem Deckel
und der Elektrodenoberflache zu bilden, wobei der freie Hohlraum (12) in der Elektrode (11) oberhalb oder un-
terhalb eines Abschnittes ausgebildet ist, in welchem Mess-Zielsubstanzen durch eine negative dielektropho-
retische Kraft, generiert durch das Anlegen einer Spannung an die Elektrode, konzentriert werden.

10. Verfahren zur Herstellung einer Elektrode nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der freie
Raum durch physikalische oder chemische Mittel ausgebildet wird.

11. Verfahren zur Herstellung einer Elektrode nach Anspruch 1, wobei die Elektrode und der freie Raum
durch die Feinverarbeitungstechnik hergestellt werden, umfassend mindestens folgende Schritte:
(A) Auftragen eines Fotolacks auf eine Basisplatte; Laminieren einer Elektroden-Fotomaske auf den Fotolack;
Strahlen von Licht, um zu belichten und den Fotolack zu entwickeln, um einen Fotolack, entsprechend einem
freien Raum, aufzulésen; oder
(B) Auftragen eines Fotolacks auf eine Basisplatte; Laminieren einer Elektroden-Fotomaske auf den Fotolack,
welcher Belichtung ausgesetzt wird; Entwickeln, um einen Fotolack, entsprechend einem Elektrodenabschnitt,
zu entfernen; Laminieren eines Elektrodenmaterials auf die gesamte obere Oberflache; und Entfernen eines
Fotolacks, entsprechend einem anderen Abschnitt als der Elektrode und einem freien Raum.

12. Separationsverfahren von Substanzen, dadurch gekennzeichnet, dass eine Flussigkeit, welche Sub-
stanzen enthalt, welche dem Einflu einer negativen dielektrophoretischen Kraft, generiert durch das Anlegen
einer Spannung an einer Elektrode gemaR Anspruch 1, unterworfen sind, an der Elektrode, welche den freien
Raum darin aufweist, oder oberhalb des freien Raums oder in der Nahe davon positioniert wird, oder dazu ge-
bracht wird, um dartber oder darunter zu flieBen, um die Substanzen, welche durch eine negative dielektro-
phoretische Kraft beeinflusst werden im genannten freien Raum oder oberhalb oder unterhalb des Raumes in
einer vertikalen Richtung davon zu konzentrieren.

13. Separationsverfahren nach Anspruch 12, wobei die Elektrode eine Elektrodenkonstruktion mit einem
Substrat, an welchem die Elektrode vorgesehen ist, und einem Deckel in einer solchen Weise bildet, um eine
Lucke zwischen der Elektrode und dem Deckel zu schaffen, und eine Flussigkeit, welche Substanzen enthalt,
welche dem EinfluR® der negativen dielektrophoretischen Kraft unterliegen, wird durch die Liicke eingespeist,
um den Substanzen zu ermdglichen, in Kontakt mit der Elektrode zu kommen oder zur Elektrode zu kommu-
nizieren.

14. Separationsverfahren nach Anspruch 13, wobei die Substanzen, welche durch die negative dielektro-
phoretische Kraft beeinflusst werden, an eine Substanz gebunden werden, um in einer Probe durch Substan-
zen gemessen zu werden, welche an die Substanz, welche gemessen werden soll, binden, um einen Komplex
zu bilden.

15. Detektionsverfahren von Substanzen, dadurch gekennzeichnet, dass eine Flissigkeit, welche die Sub-
stanzen enthalt, welche durch eine negative dielektrophoretische Kraft, generiert durch ein Anlegen einer
Spannung an eine Elektrode nach Anspruch 1, beeinflusst werden, an der Elektrode, welche einen freien
Raum darin aufweist, oder oberhalb dem freien Raum oder in der Nahe davon positioniert wird, oder dazu ge-
bracht wird, um oberhalb oder unterhalb davon zu flieBen, um die Substanzen, welche durch eine negative di-
elektrophoretische Kraft beeinflusst werden, im freien Raum oder oberhalb oder unterhalb des Raumes in einer
vertikalen Richtung davon zu konzentrieren, wobei die Substanz anschlieRend optisch detektiert wird.

16. Detektionsverfahren nach Anspruch 15, wobei die Substanzen, welche durch die negative dielektro-
phoretische Kraft beeinflusst werden, an eine zu messende Substanz in einer Probe durch Substanzen gebun-
den werden, welche an der zu messenden Substanz binden, um einen Komplex zu bilden.

Es folgen 21 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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FIG. 3
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FIG. 4
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FIG. 5
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FIG. 6
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FIG. 7
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FIG. 8
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FIG. 9
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FIG. 10
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FIG. 11
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FIG. 12
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FIG. 13
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FIG. 14
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FIG. 15
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FIG. 16
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FIG. 20
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