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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
（i）表面に溝状の流路が形成された基材の表面を、該流路が露出するマスクで遮蔽し、
露出した基材表面に、高分子化合物膜を形成する工程、
（ii）前記基材を貼り合わせる側のカバー材表面を、前記基材のマスクの露出部分の一部
又は全部と露出部分が同一形状のマスクで遮蔽し、露出したカバー材表面に、高分子化合
物膜を形成する工程、および
（iii）前記基材の流路が形成されている側の表面に、カバー材を貼り合わせる工程、
を含む、マイクロ流路チップの製造方法。
【請求項２】
　前記基材表面の高分子化合物膜が、
（a） 基材表面でプラズマ重合性モノマーをプラズマ重合して形成するプラズマ重合膜、
（b） 基材表面で重合性モノマーを重合して形成する表面重合膜、または
（c） 基材表面に高分子化合物を結合して形成する高分子結合膜
である、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記基材表面の高分子化合物膜が、プラズマ重合膜である、請求項１または２に記載の
方法。
【請求項４】
　前記カバー材表面の高分子化合物膜が、
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（a）カバー材表面でプラズマ重合性モノマーをプラズマ重合して形成するプラズマ重合
膜、
（b）カバー材表面で重合性モノマーを重合して形成する表面重合膜、または
（c）カバー材表面に高分子化合物を結合して形成する高分子結合膜
である、請求項１～３のいずれかに記載の方法。
【請求項５】
　前記カバー材表面の高分子化合物膜が、プラズマ重合膜である、請求項１～４のいずれ
かに記載の方法。
【請求項６】
　前記基材の表面に形成する高分子化合物膜と、前記カバー材の表面に形成する高分子化
合物膜とが、同一の高分子化合物膜である、請求項１～５のいずれかに記載の方法。
【請求項７】
　前記貼り合わせを、圧着または熱圧着により行う、請求項１～６のいずれかに記載の方
法。
【請求項８】
　前記基材および前記カバー材の少なくとも一方が、プラスチックである請求項１～７の
いずれかに記載の方法。
【請求項９】
　前記基材およびカバー材が、プラスチックである、請求項１～８のいずれかに記載の方
法。
【請求項１０】
　前記基材およびカバー材のいずれもが、熱可塑性樹脂であり、
前記貼り合わせる工程が、基材とカバー材とを、熱圧着により貼り付ける方法である、請
求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　前記熱圧着を２００℃以下の温度で行う、請求項１０に記載の方法。
【請求項１２】
　前記基材およびカバー材のいずれか一方がケイ素樹脂であり、残りの一方がガラスまた
はプラスチックであり、
前記貼り合わせる工程が、基材とカバー材とを、圧着により貼り付ける方法である、請求
項８に記載の方法。
【請求項１３】
　前記マスクが、フォトレジストマスクまたは金属マスクである、請求項１～１２のいず
れかに記載の方法。
【請求項１４】
　請求項１に記載のマイクロ流路チップの製造方法により製造される、表面に流路が形成
された基材の該流路側の表面と、カバー材とが貼り合わされてなるマイクロ流路チップで
あって、
（i）前記基材表面のうち、流路の一部又は全部の表面にプラズマ重合膜が被覆されてお
り、且つ
（ii）前記カバー材の基材側の表面の、基材のプラズマ重合膜が形成されている領域と対
向する領域に、前記基材のプラズマ重合膜が形成されている部分の一部又は全部と同一形
状のプラズマ重合膜が被覆されている、
マイクロ流路チップ。
【請求項１５】
　前記基材およびカバー材が、プラスチックである、請求項１４に記載のマイクロ流路チ
ップ。
【請求項１６】
　前記基材およびカバー材のいずれもが、熱可塑性樹脂であり、
前記基材とカバー材との貼り合わせが、熱圧着による貼り合わせである、請求項１５に記
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載のマイクロ流路チップ。
【請求項１７】
　前記熱圧着が２００℃以下の温度での熱圧着である、請求項１６に記載のマイクロ流路
チップ。
【請求項１８】
　前記基材およびカバー材のいずれか一方がケイ素樹脂であり、残りの一方がガラスまた
はプラスチックであり、前記基材とカバー材との貼り合わせが、圧着による貼り合わせで
ある、請求項１４に記載のマイクロ流路チップ。
【請求項１９】
　次の工程を含む生体分子の分離方法：
ａ）請求項１４～１８のいずれかに記載のマイクロ流路チップに、分析すべき生体分子を
加える工程、および
ｂ）分離媒体に分離圧を加える工程。
【請求項２０】
　前記分離圧が電気泳動によるものである、請求項１９に記載の方法。
【請求項２１】
　前記電気泳動が、キャピラリー電気泳動である、請求項２０に記載の方法。
【請求項２２】
　前記生体分子が、蛋白質である、請求項１９～２１のいずれかに記載の方法。
【請求項２３】
　次の要素で構成される電気泳動分析装置：
ａ）請求項１４～１８のいずれかに記載のマイクロ流路チップ、
ｂ）該マイクロ流路チップを保持するための支持体、および
ｃ）支持体に保持されたマイクロ流路チップに電圧を印加するための電極。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、マイクロ流路チップの製造方法に関する。また、本発明は、マイクロ流路チ
ップ、該マイクロ流路チップを用いる生体分子の分離方法および電気泳動装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　キャピラリー電気泳動あるいはマイクロ流路チップ電気泳動は、微量の生体分子を分離
分析する方法として非常に優れており、分析の自動化、高速化が可能になるため、これま
で数多くの研究がなされている。（非特許文献１）
【０００３】
　キャピラリー電気泳動あるいはマイクロ流路チップ電気泳動に使用される一般的な材料
は、ガラスが挙げられるが、蛋白質を分離するためには、解決すべき課題が数多くある。
たとえば、ガラスにより作成されたキャピラリー電気泳動あるいはマイクロ流路チップ電
気泳動は、電気浸透流の影響があった。
【０００４】
　このため、たとえばキャピラリー内部に発生する電気浸透流の制御のために、キャピラ
リーの内壁にポリマーをコーティングする試みがなされている（特許文献１、２、３）。
　コーティング方法としては、化合物を化学的に表面に結合させる方法や、物理的な吸着
による方法が試みられている。
【０００５】
　化学的なコーティング方法としては、ガラスを用いたキャピラリーあるいはマイクロ流
路チップを用いる場合に、シランカップリング剤を被覆する方法が知られている。この方
法は、共有結合によりシランカップリング剤を結合させるため、非常に強くマイクロ流路
内をコーティングすることができるが、均一にコーティングすることが困難であり、高い
再現性が求められるキャピラリーあるいはマイクロ流路チップを作製することができない
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。また、化学反応によるため、複雑なコーティング方法となり、製品化する上で有効な方
法とはいえなかった。
【０００６】
　また、物理的なコーティング方法として、流路内にコーティング剤を流して、被覆する
方法が知られている。たとえば、コーティング剤を混合した泳動緩衝液を流して被覆する
方法がある。この方法は非常に簡便な方法であるが、静電相互作用、あるいは疎水性相互
作用による吸着であるため、吸着状態が非常に弱く、簡単にコーティングが剥がれるとい
う問題があった。また、静電的相互作用による場合、ｐＨの影響を受けやすいため、適用
範囲が狭いという問題もあった。
【０００７】
このため、基材表面に均一で安定なコーティングを行う方法が求められていた。たとえば
、ガラスの基材表面にマイクロ流路が存在するチップの基材表面全体を、プラズマ重合膜
でコーティングする試みがなされている（非特許文献２）。
【０００８】
　しかし、ガラスの基材およびカバー上にプラズマ重合膜をコーティングする場合、基材
とカバーとの貼り合わせを熱圧着で行おうとすると、極めて高温（たとえば、５００～６
００℃）の温度が必要となり、プラズマ重合膜が劣化する場合がある。このため、基材と
カバー材とを接着剤で結合させる方法が採られている（非特許文献２）が、接着剤を使用
すると、接着剤の使用量あるいは塗布する場所によっては、マイクロ流路内に接着剤が滲
出する場合があり、使用量や塗布箇所等を制御するなど製造プロセスが煩雑となる場合が
あった。
【非特許文献１】ジャーナル　オブ　クロマトグラフィー（F. E. P. Mikkers, F. M. Ev
eraerts, Th. P. E. M. Veerheggen, J. Chromatogr.）, 169, 11, 1979
【非特許文献２】Analyst, 2003, 128, 237-244
【特許文献１】特表平５－５０３９８９号公報
【特許文献２】特表平７－５０６４３２号公報
【特許文献３】特表平９－５０４３７５号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　マイクロ流路チップは、通常、表面に流路を有する基材とカバー材とを貼り合わせて得
られるが、本件発明者らは、基材表面全体を、プラズマ重合膜、表面重合膜などの高分子
化合物膜でコーティングすると、貼り合わせにおける接着強度が弱いあるいは低下し易く
、基材にカバー材を貼り合わせても、流路を流れる媒体が、流路から基材とカバーとの隙
間に滲出する可能性があることを見出している（本件出願時非公知）。
　すなわち、本件発明は、高分子化合物膜で該基材表面をコーティングした場合において
、基材とカバー材との貼り合わせの際の接着強度を向上させることが可能な、簡便なマイ
クロ流路チップの製造方法を提供することを課題とする。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本件発明者らは、上記課題を解決すべく鋭意研究し、以下の工程を経ることにより、基
材とカバー材との貼り合わせの際の接着強度を向上させることが可能で、しかも、簡便な
マイクロ流路チップの製造方法を提供できることを見出し、本件発明を完成するに至った
。すなわち、本件発明は以下を含む。
【００１１】
　〔１〕　表面に溝状の流路が形成された基材の表面を、該流路が露出するマスクで遮蔽
し、露出した基材表面に、高分子化合物膜を形成する工程、および
前記基材の流路が形成されている側の表面に、カバー材を貼り合わせる工程
を含む、マイクロ流路チップの製造方法。
〔２〕　前記基材を貼り合わせる側のカバー材表面に、高分子化合物膜を形成する工程を
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含む、〔１〕に記載の方法。
〔３〕　前記基材を貼り合わせる側のカバー材表面に、高分子化合物膜を形成するに際し
、
前記カバー材の表面を、前記基材のマスクの露出部分の一部又は全部と露出部分が同一形
状のマスクで遮蔽し、露出したカバー材表面に、高分子化合物膜を形成する、〔２〕に記
載のマイクロ流路チップの製造方法。
〔４〕　前記基材表面の高分子化合物膜が、
(a)基材表面でプラズマ重合性モノマーをプラズマ重合して形成するプラズマ重合膜、
(b)基材表面で重合性モノマーを重合して形成する表面重合膜、または
(c)基材表面に高分子化合物を結合して形成する高分子結合膜
である、〔１〕～〔３〕のいずれかに記載の方法。
〔５〕　前記基材表面の高分子化合物膜が、プラズマ重合膜である、〔１〕～〔４〕のい
ずれかに記載の方法。
〔６〕　前記カバー材表面の高分子化合物膜が、
（a）カバー材表面でプラズマ重合性モノマーをプラズマ重合して形成するプラズマ重合
膜、
（b）カバー材表面で重合性モノマーを重合して形成する表面重合膜、または
（c）カバー材表面に高分子化合物を結合して形成する高分子結合膜
である、〔２〕～〔５〕のいずれかに記載の方法。
〔７〕　前記カバー材表面の高分子化合物膜が、プラズマ重合膜である、〔２〕～〔６〕
のいずれかに記載の方法。
〔８〕　前記基材の表面に形成する高分子化合物膜と、前記カバー材の表面に形成する高
分子化合物膜とが、同一の高分子化合物膜である、〔２〕～〔７〕のいずれかに記載の方
法。
〔９〕　前記貼り合わせを、圧着または熱圧着により行う、〔１〕～〔８〕のいずれかに
記載の方法。
〔１０〕　前記基材および前記カバー材の少なくとも一方が、プラスチックである〔１〕
～〔９〕のいずれかに記載の方法。
〔１１〕　前記基材およびカバー材が、プラスチックである、〔１〕～〔１０〕のいずれ
かに記載の方法。
〔１２〕　前記基材およびカバー材のいずれもが、熱可塑性樹脂であり、
前記貼り合わせる工程が、基材とカバー材とを、熱圧着により貼り付ける方法である、〔
１１〕に記載の方法。
〔１３〕　前記熱圧着を２００?以下の温度で行う、〔１２〕に記載の方法。
〔１４〕　前記基材およびカバー材のいずれか一方がケイ素樹脂であり、残りの一方がガ
ラスまたはプラスチックであり、
前記貼り合わせる工程が、基材とカバー材とを、圧着により貼り付ける方法である、〔１
０〕に記載の方法。
〔１５〕　前記マスクが、フォトレジストマスクまたは金属マスクである、〔１〕～〔１
４〕のいずれかに記載の方法。
〔１６〕　表面に流路が形成された基材の該流路側の表面と、カバー材とが貼り合わされ
てなり、前記基材表面のうち、流路の一部又は全部の表面に高分子化合物膜が被覆されて
いる、マイクロ流路チップ。
〔１７〕　前記カバー材の基材側の表面に、高分子化合物膜が被覆されている、〔１６〕
に記載のマイクロ流路チップ。
〔１８〕　前記カバー材の基材側の表面の、基材の高分子化合物膜が形成されている領域
と対向する領域に、前記基材の高分子化合物膜が形成されている部分の一部又は全部と同
一形状の高分子化合物膜が被覆されている、〔１７〕に記載のマイクロ流路チップ。
〔１９〕　次の工程を含む生体分子の分離方法：
ａ）表面に流路が形成された基材の該流路側の表面と、カバー材とが貼り合わされてなり



(6) JP 4450368 B2 2010.4.14

10

20

30

40

50

、前記基材表面のうち、流路の表面に高分子化合物膜が被覆されている、マイクロ流路チ
ップに、分析すべき生体分子を加える工程、および
ｂ）分離媒体に分離圧を加える工程。
〔２０〕　前記分離圧が電気泳動によるものである、〔１９〕に記載の方法。
〔２１〕　前記電気泳動が、キャピラリー電気泳動である、〔２０〕に記載の方法。
〔２２〕　前記生体分子が、蛋白質である、〔１９〕～〔２１〕のいずれかに記載の方法
。
〔２３〕　次の要素で構成される電気泳動分析装置：
ａ）表面に流路が形成された基材の該流路側の表面と、カバー材とが貼り合わされてなり
、前記基材表面のうち、流路の表面に高分子化合物膜が被覆されている、マイクロ流路チ
ップ、
ｂ）該マイクロ流路チップを保持するための支持体、および
ｃ）支持体に保持されたマイクロ流路チップに電圧を印加するための電極。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明に係るマイクロ流路チップの製造方法は、基材、さらに好ましくは基材およびカ
バー材の表面において、高分子化合物膜で被覆されていない領域が存在するようにして高
分子化合物膜を形成するため、基材とカバー材との貼り合わせにおいて接着強度に優れ、
また、簡便である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１３】
＜マイクロ流路チップの製造方法＞
　本発明に係るマイクロ流路チップの製造方法は、表面に溝状の流路が形成された基材の
表面を、該流路が露出するマスクで遮蔽し、露出した基材表面に、高分子化合物膜を形成
する工程、および前記基材の流路が形成されている側の表面に、カバー材を貼り合わせる
工程を含むことを特徴としている。
【００１４】
　この場合、流路を露出させるマスクは、流路の全部、または流路の全部および流路の近
傍が露出するマスクであることが好ましく、流路近傍の露出部分は小さいほど好ましい。
　マスクの種類は限定されず、たとえば、フォトレジストマスク、金属マスクなどを用い
ることができる。
【００１５】
　このようにして得られるマイクロ流路チップでは、基材の表面は、流路が高分子化合物
膜で被覆され、他の部分は高分子化合物膜で被覆されていないので、カバー材との貼り合
わせの際の接着強度に優れている。
【００１６】
　この場合、前記基材と貼り合わせる側のカバー材表面に、高分子化合物膜を形成する工
程が含まれていてもよい。すなわち、基材とカバー材の表面は、ともに、高分子化合物膜
が形成されていてもよい。カバー材の表面にも高分子化合物膜が形成されていれば、マイ
クロ流路チップを用いて分離すべき試料の分解能をより高めることができる。
【００１７】
　また、カバー材の表面に、高分子化合物膜を形成する場合、前記カバー材の表面を、前
記基材のマスクの露出部分の一部又は全部と露出部分が同一形状のマスクで遮蔽し、露出
したカバー材表面に、高分子化合物膜を形成することが好ましい。
【００１８】
　この場合において、カバー材の露出部分は小さいほど好ましいが、前記基材のマスクの
露出部分の全部と露出部分が同一形状であることがより好ましい。
【００１９】
　また、基材表面に設けた流路内、あるいはカバー材表面には、分離能を向上させるため
、高分子化合物膜を各種のパターン、グラジュエントで形成させることができる。この場
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合は、たとえば、カバー材側に、基材のマスク形状とは異なる形状の高分子化合物膜を形
成させてもよい。
【００２０】
　このようにして得られるマイクロ流路チップでは、基材およびカバー材のいずれの表面
も、高分子化合物膜で被覆されていない領域が存在するため、基材とカバー材との貼り合
わせの際の接着強度により優れている。
【００２１】
　貼り合わせは、基材とカバー材の表面に被覆された高分子化合物膜同士が、相対する形
状でちょうど重なるように行うことが好ましい。
【００２２】
　前記基材表面に形成させる前記高分子化合物膜は、
(a)基材表面でプラズマ重合性モノマーをプラズマ重合して形成するプラズマ重合膜、
(b)基材表面で重合性モノマーを重合して形成する表面重合膜、または
(c)基材表面に高分子化合物を結合して形成する高分子結合膜
のいずれかであることが好ましい。
　これらのうちでは、プラズマ重合膜が好ましい。プラズマ重合膜であると、より均一で
、安定性に優れた膜を形成できる。
【００２３】
　また、前記カバー材表面に形成させる高分子化合物膜は、
(a)カバー材表面でプラズマ重合性モノマーをプラズマ重合して形成するプラズマ重合膜
、
(b)カバー材表面で重合性モノマーを重合して形成する表面重合膜、または
(c)カバー材表面に高分子化合物を結合して形成する高分子結合膜
のいずれかであることが好ましい。
　これらのうちでは、プラズマ重合膜が好ましい。プラズマ重合膜であると、より均一で
、安定性に優れた膜を形成できる。
【００２４】
基材およびカバー材
　カバー材表面にも高分子化合物膜を形成させる場合、基材とカバー材とに設けられる高
分子化合物膜の種類の組み合わせは特に限定されず、同一の高分子化合物膜を用いても、
異なる高分子化合物膜を用いてもよい。このうち、前記基材の表面に形成する高分子化合
物膜と、前記カバー材の表面に形成する高分子化合物膜とは、同一の高分子化合物膜であ
ることが好ましい。同一の高分子化合物膜の場合、ともにプラズマ重合膜であることが好
ましく、プラズマ重合膜のうちでも、同一のモノマー原料からなるプラズマ重合膜である
ことがより好ましい。
【００２５】
　前記基材を構成する素材は任意である。本発明においては、少なくとも、基材表面に形
成された流路表面がプラズマ重合膜、表面重合膜または高分子結合膜によって改質されて
いる。そのため、基材そのものの素材は電気泳動等の分離の結果には直接的な影響を与え
ない。したがって、たとえば次に示すような最低限の条件を満たす任意の素材を選択する
ことができる。
　－電気泳動等の泳動に伴う発熱に耐えなければならないこと、
　－一定の物理的な強度を有すること
　－絶縁体であること
【００２６】
　また基材には、一般に透明な素材が利用される。透明な素材を利用することによって、
外部からの光学的な観測が可能となる。具体的には、たとえば、ガラスやプラスチックな
どを基材として利用することができる。
【００２７】
　プラスチックとしては、たとえば、熱可塑性樹脂、ケイ素樹脂などが挙げられる。
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【００２８】
　熱可塑性樹脂としては、たとえば、ポリメタクリル酸メチル（ＰＭＭＡ）などのポリ（
メタ）アクリル酸エステル；ポリカーボネート（ＰＣ）；ポリエチレンテレフタレート（
ＰＥＴ）；ポリエチレン、ポリプロピレンなどのポリビニル系化合物；ポリスチレンなど
が挙げられる。
【００２９】
　熱可塑性樹脂は、種類にもよるが、熱変形温度が好ましくは２００℃以下、さらに好ま
しくは１５０℃以下、特に好ましくは１２０℃以下である。このような温度範囲であると
、高分子化合物膜の性能劣化を防ぐことができる。
【００３０】
　ケイ素樹脂としては、ポリジメチルシロキサン（ＰＤＭＳ）などのシリコーンゴムが挙
げられる。このようなケイ素樹脂を用いると、基材あるいはカバー材表面が粘着性を有し
、圧着による接着が可能となる。
【００３１】
　基材の形状は、板状の平面基板が好ましい。基材の厚さは限定されないが、たとえば、
好ましくは１～２０ｍｍ程度の範囲である。
【００３２】
　前記カバー材としては、前記基材と同様の材質のものを用いることができる。
　カバー材は、基材をカバーするものであるため、その形状、大きさは基材と同一である
ことが好ましい。
　カバー材の厚さは限定されないが、たとえば、好ましくは１～２０ｍｍ程度の範囲であ
る。
【００３３】
　基材とカバー材の材質の組み合わせは特に限定されず、同一の材質を用いても、異なる
材質を用いてもよい。
　このうち、前記基材および前記カバー材の少なくとも一方が、プラスチックであること
が好ましい。
【００３４】
　また、前記基材およびカバー材は、ともに、プラスチックであることが好ましく、この
場合、ともに熱可塑性樹脂であることがより好ましい。
【００３５】
　また、前記基材およびカバー材の一方がケイ素樹脂の場合、残りの一方はガラスまたは
プラスチックであってもよく、残りの一方はプラスチックであることがより好ましい。
【００３６】
　たとえば、前記基材およびカバー材のいずれもが、熱可塑性樹脂である場合、前記貼り
合わせる方法としては、基材とカバー材とを、熱圧着する方法が採用できる。熱圧着の際
の温度は、用いるプラスチックの種類にもよるが、好ましくは２００℃以下、さらに好ま
しくは１５０℃以下、特に好ましくは１２０℃以下である。
【００３７】
　またたとえば、前記基材およびカバー材のいずれか一方がケイ素樹脂であり、残りの一
方が任意のプラスチックまたはガラスである場合、貼り合わせる方法としては、基材とカ
バー材との圧着する方法が採用できる。
【００３８】
　このような基材とカバー材の材質における好ましい組み合わせ（基材：カバー材、また
はカバー材：基材）としては、たとえば、下記のものが挙げられる。
ＰＭＭＡ：ＰＭＭＡ、ＰＤＭＳ：ＰＤＭＳ、ＰＤＭＳ：ＰＭＭＡ、ＰＤＭＳ：ガラス、Ｐ
ＥＴ：ＰＥＴ、ＰＭＭＡ：ＰＥＴ、ＰＤＭＳ：ＰＥＴ、ＰＣ：ＰＣ、ＰＤＭＳ：ＰＣ、Ｐ
ＭＭＡ：ＰＣ、ＰＳ：ＰＳ、ＰＤＭＳ：ＰＳ、ＰＭＭＡ：ＰＳ
【００３９】
　これらのうちでは、ＰＭＭＡ：ＰＭＭＡ、ＰＤＭＳ：ＰＤＭＳ、ＰＤＭＳ：ＰＭＭＡ、
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ＰＭＭＡ：ＰＥＴ、ＰＤＭＳ：ＰＥＴ、ＰＤＭＳ：ＰＣ、ＰＭＭＡ：ＰＣ、ＰＤＭＳ：Ｐ
Ｓ、ＰＭＭＡ：ＰＳなどの組み合わせを好ましく用いることができる。
【００４０】
　これらのうちでは、ＰＤＭＳと他のプラスチックの組み合わせ、ＰＭＭＡとＰＭＭＡの
組み合わせが特に好ましい。
【００４１】
　上記のような組み合わせであると、低温で、しかも、接着剤を使用しなくても、接着強
度に優れた接着が可能となる。具体的には、このような材料を適宜組み合わせることによ
り、基材とカバー材との貼り合わせを、上述のように圧着または熱圧着で行うことができ
る。
【００４２】
　さらに、本発明に係るマイクロ流路チップの製造方法では、マスクにより基材表面等へ
の高分子化合物膜の形成領域を最小限にしているため、このようなプラスチックの接着効
果を最大限に発揮することができる。
【００４３】
流路
　前記流路は、基材の表面に形成される溝である。たとえば溝の幅は、１～１００μｍと
いった微細な空間とすることができる。溝の断面は、三角形や四角形のような多角形、あ
るいはＵ字型や半円状とすることができる。このような微細な構造の溝をガラス、プラス
チック等の基材に設けるには、次のような方法を利用することができる。
　・半導体加工技術のウェットエッチング法（フッ酸を使う方法）
　・半導体加工技術のドライエッチング法（イオンスパッタリング、リアクティブイオン
エッチング（ICPエッチングなど））
　・レーザーせん孔
　・ダイシングソー
【００４４】
　ウエットエッチング、ドライエッチング、あるいはレーザーせん孔の方法を利用すれば
、自由な形状を有する微細な構造を容易に設けることができる。たとえば、１０～１００
μｍの幅、ならびに深さを有する溝を、ガラス表面に設ける技術が公知である。
　たとえば本発明者らは、リアクティブイオンエッチング（reactive ion etching）を利
用した微小流路の作製に成功している。基材の素材に応じた異なる種類のエッチングガス
を利用して、選択性の良い、またエッチレートの大きいエッチングが可能となっている。
【００４５】
　基材表面に形成された溝は、カバー材を重ねることにより閉鎖系とすることができる。
【００４６】
　また、カバー材表面にも、溝を設けることができる。この場合、基材に設けられた溝と
重なるように設けることが好ましい。
【００４７】
　さらに、カバー材に、基材またはカバー材に設けられた溝と重なる位置に穴を設けるこ
とによって、溝に試料や分離媒体を供給するための連絡流路を形成することができる。あ
るいは、カバー材に設けられた穴は、試料や緩衝液を保持するリザーバーとして利用する
こともできる。
【００４８】
高分子化合物膜
　本発明に係るマイクロ流路チップの製造方法は、表面に溝状の流路が形成された基材の
表面を、該流路全体が露出するマスクで遮蔽し、露出した基材表面に、高分子化合物膜を
形成する工程を含む。また、前記基材と貼り合わせる側のカバー材表面に、高分子化合物
膜を形成する工程を含んでもよい。前記のとおり高分子化合物膜としては、プラズマ重合
膜、表面重合膜または高分子結合膜などが挙げられる。
【００４９】
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　プラズマ重合によれば、微細な溝表面に対しても、プラズマ重合膜を形成することが可
能である。しかもプラズマ重合によれば、得られる膜は極めて均質なものとなる。このた
め、基材表面のピンホールの発生を抑制し、信頼性の高い分離分析用基材を作成すること
ができる。
　表面重合によれば、膜の剥離が抑制された所望の表面重合膜を、基材表面の所望の位置
に、形成させることができる。
　さらに、基材表面に高分子化合物を結合させる高分子結合膜によれば、基材表面に、膜
厚の制御をしながら、所望の高分子化合物膜を、所望の位置に形成させることができる。
【００５０】
　これらのプラズマ重合膜、表面重合膜または高分子結合膜で被覆された基材、あるいは
カバー材は、公知の方法によって得ることができる。以下、それぞれの膜について説明す
る。
【００５１】
（プラズマ重合膜）
　具体的には、プラズマ重合は、真空中でモノマー物質をプラズマ励起によって直接支持
体表面に成膜を行う技術である。モノマー物質の成分を換えることによって、さまざまな
特徴を持つプラズマ重合膜を得ることができる。プラズマ重合では原理的にはどのような
モノマーを用いても、重合が可能である。通常のポリマーを得るためには二重結合の開裂
が必要となるのに対して、プラズマ中ではモノマー物質がばらばらになり多くの活性種を
介した重合反応が起きるためである。
【００５２】
　本発明におけるプラズマ重合膜のためのモノマー物質は、基材あるいはカバー材表面に
電気泳動分離等の分離に応じた好適な性状を与える重合膜を形成できるものであればよい
。たとえば電気泳動分離に応じた好適な性状としては、以下に示すような性状を示すこと
ができる。これらの性状のうち、いずれかの任意の性状を与えることができるモノマー物
質は、本発明に利用することができる。
　－被分離物質の基材への吸着の抑制
　－被分離物質に対する親和性
【００５３】
　基材あるいはカバー材がプラスチックの場合、上記表面重合膜または高分子結合膜を形
成することは困難な場合があるが、プラズマ重合によれば、プラスチック表面であっても
、微細な溝表面に対しても、プラズマ重合膜を形成することが可能である。しかも得られ
る膜は極めて均質であり、プラスチックへのコーティングに特に優れる。
【００５４】
　プラズマ重合膜が被覆された基材とカバー材との貼り合わせは、他の高分子化合物膜が
被覆された場合と比較して貼り合わせ強度の向上が必要な場合があったが、本発明に係る
マイクロ流路チップの製造方法では、マスクにより基材表面等への高分子化合物膜の形成
領域を最小限にしているので、前記プラスチックを用いる接着効果を最大限に発揮するこ
とができる。
【００５５】
　したがって、本発明に係るマイクロ流路チップの製造方法においては、好ましくはプラ
ズマ重合膜でコーティングされた流路を用い、前記プラスチックの組み合わせを採用する
ことが望ましく、これにより、極めて均一にコーティングされた流路を有し、しかも基板
とカバー材との接着強度にも優れるマイクロ流路チップを、簡便かつ歩留まりよく製造す
ることができる。
【００５６】
　なお、キャピラリー電気泳動に利用されるガラスは、表面に蛋白質を吸着しやすい。蛋
白質の基材への吸着はプラズマ重合膜によって制御することができる。たとえば、基材の
疎水性度や表面電荷によって制御可能である。
【００５７】
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　前記条件を満足するプラズマ重合膜を与えるモノマー物質としては、以下のようなもの
を示すことができる（「プラズマ重合」長田義人・編、角田光雄、中島薫、宮村雅隆、森
田慎三、他著、東京化学同人1986年発行）。
【００５８】
　アルカン、またはシクロアルカンとして、次の化合物を示すことができる。
　メタン、エタン、プロパン、ブタン、イソブタン、ペンタン、イソペンタン、ネオペン
タン、ヘキサン、イソヘキサン、3－メチルペンタン、2,2－ジメチルブタン、2,3－ジメ
チルブタン、ヘプタン、2,2,3－トリメチルブタン、オクタン、ノナン、デカン、メタン
－d1、メタン－d2、メタン－d3、メタン－d4、シクロプロパン、シクロブタン、シクロペ
ンタン、シクロヘキサン、メチルシクロヘキサン、シクロオクタン、cis－デカリン、お
よびtrans－デカリン。
【００５９】
　アルケン、アルキン、あるいはシクロアルケンとしては、次の化合物を示すことができ
る。
　エチレン、プロピレン、１－ブテン、（Ｚ）－2－ブテン、（Ｅ）－2－ブテン、2－メ
チルプロペン、1－ペンテン、2－メチル－1－ブテン、3－メチル－1－ブテン、2－メチル
－2－ブテン、1－ヘキセン、（Ｅ）－2－ヘキセン、（Ｅ）－3－ヘキセン、3－メチル－1
－ペンテン、2,3－ジメチル－2－ブテン、1－ヘプテン、1－オクテン、（Ｅ）－2－オク
テン、1－デセン、1,3－ブタジエン、（Ｚ）－1,3－ペンタジエン、（Ｅ）－1,3－ペンタ
ジエン、イソプレン、2,3－ジメチル－1,3－ブタジエン、ヘキサジエン、アセチレン、プ
ロピン、1－ブチン、2－ブチン、1－ペンチン、3－メチル－1－ブチン、ビニルアセチレ
ン、シクロプロペン、シクロブテン、シクロペンテン、シクロヘキセン、シクロヘプテン
、シクロペンタジエン、1,3－シクロヘプタジエン、およびシクロオクタテトラエン。
【００６０】
　アルコール、アルデヒド、ケトン、カルボン酸、あるいはエステルとしては次の化合物
を示すことができる。
　メタノール、エタノール、1－プロパノール、2－プロパノール、1－ブタノール、2－ブ
タノール、2－メチル－1－プロパノール、2－メチル－2－プロパノール、アリルアルコー
ル、1,3－ブタンジオール、2,3－ブタンジオール、２，３－エポキシ－１－プロパノール
、ホルムアルデヒド、アセトアルデヒド、プロピオンアルデヒド、ブチルアルデヒド、バ
レルアルデヒド、イソバレルアルデヒド、アクリルアルデヒド、クロトンアルデヒド、グ
リオキサール、アセトン、2－ブタノン、2－ペンタノン、3－メチル－2－ブタノン、3－
ペンタノン、2－ヘキサノン、4－メチル－2－ペンタノン、2－ヘプタノン、シクロブタノ
ン、シクロペンタノン、シクロヘキサノン、シクロヘプタノン、シクロオクタノン、4－
メチル－3－ペンテン－2－オン、2,3－ブタンジオン、ギ酸、酢酸、プロピオン酸、酪酸
、イソ酪酸、アクリル酸、ギ酸メチル、ギ酸エチル、ギ酸プロピル、ギ酸ブチル、ギ酸イ
ソブチル、酢酸メチル、酢酸エチル、酢酸プロピル、酢酸イソプロピル、酢酸ブチル、酢
酸イソブチル、酢酸s－ブチル、プロピオン酸メチル、酪酸メチル、酢酸ビニル、および
酢酸アリル。
【００６１】
　エーテル、アミン、あるいはその他のモノマー物質として利用可能な化合物を以下に示
す。
　ジメチルエーテル、ジエチルエーテル、ジプロピルエーテル、ジイソプロピルエーテル
、ジブチルエーテル、エチレンオキシド、1,3－ジオキソラン、1,3－ジオキサン、1,4－
ジオキサン、メチルビニルエーテル、メチルアミン、エチルアミン、プロピルアミン、イ
ソプロピルアミン、ブチルアミン、イソブチルアミン、ｓ－ブチルアミン、ｔ－ブチルア
ミン、ペンチルアミン、へキシルアミン、ジメチルアミン、トリメチルアミン、ジエチル
アミン、トリエチルアミン、ジプロピルアミン、ジイソプロピルアミン、トリプロピルア
ミン、ジブチルアミン、アリルアミン、ホルムアミド、アセトアミド、Ｎ－メチルアセト
アミド、Ｎ，Ｎ－ジメチルホルムアミド、Ｎ，Ｎ－ジメチルアセトアミド、メタンチオー
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ル、エタンチオール、硫化ジメチル、硫化ジエチル、硫化ジプロピル、二硫化ジメチル、
二硫化ジエチル、メタンジチオール、1,2－エタンジチオール、ニトロメタン、ニトロエ
タン、1－ニトロプロパン、2－ニトロプロパン、1－ニトロブタン、2－ニトロブタン、ア
セトニトリル、プロピオニトリル、アクリロニトリル、アミノアセトアルデヒドジメチル
アセタール、ヘキサメチルジシロキサンなどが挙げられる。
【００６２】
　また、次のようなハロゲン化物をモノマー物質に利用することができる。
　フルオロメタン、ジフルオロメタン、フルオロホルム、テトラフルオロメタン（四フッ
化炭素）、フッ化ビニル、1,1－ジフルオロエチレン、（Ｚ）－1,2－ジフルオロエチレン
、（Ｅ）－1,2－ジフルオロエチレン、トリフルオロエチレン、テトラフルオロエチレン
、1,1,4,4－テトラフルオロブタジエン、ペルフルオロブタジエン、2－フルオロエタノー
ル、トリフルオロ酢酸、1,1,1－トリフルオロ－2－プロパノン、ペルフルオロアセトン、
クロロメタン、ジクロロメタン、クロロホルム、テトラクロロメタン（四塩化炭素）、ク
ロロエタン、1,1－ジクロロエタン、1,2－ジクロロエタン、1－クロロプロパン、2－クロ
ロプロパン、1,2－ジクロロプロパン、1,3－ジクロロプロパン、1－クロロブタン、2－ク
ロロブタン、1－クロロ－2－メチルプロパン、2－クロロ－2－メチルプロパン、クロロシ
クロプロパン、1,1－ジクロロシクロプロパン、塩化ビニル、1,1－ジクロロエチレン、（
Ｚ）－1,2－ジクロロエチレン、（Ｅ）－1,2－ジクロロエチレン、トリクロロエチレン、
テトラクロロエチレン、3－クロロプロペン、1,3－ジクロロプロペン、クロロアセチレン
、ジクロロアセチレン、1－クロロプロピン、2－クロロエタノール、クロロアセトアルデ
ヒド、クロロアセトニトリル、ジクロロアセトニトリル、トリクロロアセトニトリル、ブ
ロモメタン、ジブロモメタン、ブロモホルム、テトラブロモメタン（四臭化炭素）、ブロ
モエタン、1,1－ジブロモエタン、1,2－ジブロモエタン、1－ブロモプロパン、2－ブロモ
プロパン、1,3－ジブロモプロパン、1－ブロモブタン、2－ブロモブタン、1－ブロモ－2
－メチルプロパン、2－ブロモ－2－メチルプロパン、1,4－ジブロモブタン、1－ブロモビ
シクロ［2.2.1］ヘプタン、1－ブロモビシクロ［2.2.2］オクタン、臭化ビニル、3－ブロ
モプロペン、1,3－ジブロモプロペン、ブロモアセチレン、ジブロモアセチレン、1－ブロ
モプロピン、2－ブロモエタノール、ヨードメタン、ジヨードメタン、ヨードホルム、テ
トラヨードメタン（四ヨウ化炭素）、ヨードエタン、1－ヨードプロパン、2－ヨードプロ
パン、1－ヨードブタン、2－ヨードブタン、1－ヨード－2－メチルプロパン、2－ヨード
－2－メチルプロパン、1－ヨードペンタン、3－ヨードプロペン、ヨードアセチレン、ジ
ヨードアセチレン、2－ヨードエタノール、1－ブロモ－2－クロロエタン、1,1,1－トリフ
ルオロ－2－ヨードエタン、2－クロロ－1,1－ジフルオロエチレン、1－クロロ－1,2,2－
トリフルオロエチレン、1,1－ジクロロ－2,2－ジフルオロエチレン、1－ブロモ－2－クロ
ロアセチレン、1－クロロ－2－ヨードアセチレン、および1－ブロモ－2－ヨードアセチレ
ン。
【００６３】
　更に、以下のような芳香族炭化水素がモノマー物質として利用できる。
　ベンゼン、トルエン、エチルベンゼン、プロピルベンゼン、クメン、ブチルベンゼン、
s－ブチルベンゼン、t－ブチルベンゼン、o－キシレン、m－キシレン、p－キシレン、o－
ジエチルベンゼン、m－ジエチルベンゼン、p－ジエチルベンゼン、メシチレン、1,2,4,5
－テトラメチルベンゼン、スチレン、フェニルアセチレン、（Ｅ）－1－プロペニルベン
ゼン、（Ｅ）－1－フェニルブタジエン、2－フェニルブタジエン、ビフェニル、ナフタレ
ン、１－メチルナフタレン、2－メチルナフタレン、アントラセン、フェナントレン、ピ
レン、ナフタセン、クリセン、およびペンタセン。
【００６４】
　加えて、次のベンゼン誘導体等も本発明のモノマー物質に有用である。
　フェノール、ベンズアンデヒド、アセトフェノン、アニソール、ベンジルメチルエーテ
ル、アニリン、ペンジルアミン、チオフェノール、ベンゾニトリル、フルオロベンゼン、
クロロベンゼン、ブロモベンゼン、ヨードベンゼン、o－ジクロロベンゼン、m－ジクロロ
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ベンゼン、p－ジクロロベンゼン、o－ジブロモベンゼン、m－ジブロモベンゼン、p－ジブ
ロモベンゼン、トリフルオロベンゼン、ヘキサフルオロベンゼン、o－フルオロトルエン
、m－フルオロトルエン、p－フルオロトルエン、o－クロロトルエン、p－クロロトルエン
、o－ブロモトルエン、p－ブロモトルエン、o－ヨードトルエン、m－ヨードトルエン、p
－ヨードトルエン、p－クロロフルオロベンゼン、およびo－クロロヨードベンゼン。
【００６５】
　また、次のような複素環式化合物がモノマー物質として利用できる。
　ピリジン、2－メチルピリジン、3－メチルピリジン、4－メチルピリジン、2,6－ジメチ
ルピリジン、2,5－ジメチルピリジン、2,4－ジメチルピリジン、ピリダジン、ピリミジン
、ピラジン、1,3,5－トリアジン、ピリジンＮ－オキシド、2－メチルピリジンＮ－オキシ
ド、3－メチルピリジンＮ－オキシド、4－メチルピリジンＮ－オキシド、2,6－ジメチル
ピリジンＮ－オキシド、フラン、メチルフラン、テトラヒドロフラン、ピロール、ピロリ
ジン、チオフェン、および2－クロロチオフェン。
【００６６】
　その他、トロポンやトロポロンのようなトロポノイド化合物、またテトラメチルシラン
、テトラメチルスズ、テトラメチル鉛に代表される有機金属化合物をモノマー物質に用い
ることもできる。
【００６７】
　これらのうちpHが中性付近の条件において基材表面が中性付近の電荷を持つ場合には、
アセトニトリル、ヘキサジエンを好ましく用いることができる。
　pHが中性付近の条件において基材表面が負の電荷を持つ場合には、ヘキサメチルジシロ
キサンを好ましく用いることができる。
　pHが中性付近の条件において基材表面が正の電荷を持つ場合には、ヘキシルアミンやア
ミノアセトアルデヒドジメチルアセタールを好ましく用いることができる。
【００６８】
　これらのモノマー物質によってプラズマ重合膜を成膜する条件は公知である。具体的に
は、プラズマ重合反応の再現性に影響を与える主な要因として、たとえば流速、放電電力
、放電時間、そして圧力といった条件が重要であるとされている。プラズマ重合において
は、装置やモノマーに合わせて最適な重合条件を設定する必要がある。W/FM（ここでWは
放電電力、Fは流速、Mはモノマーの分子量）が同じであれば、膜質はほぼ同じであるとす
る報告(Yasuda, Plasma Polymerization, Academic Press, New York,1985)がある。
【００６９】
　利用するモノマー物質や、最終的に必要なプラズマ重合膜の膜厚等を考慮して、これら
の条件を適切に調整することは当業者が日常的に行っていることである。また文献的にも
各種のパラメーターがプラズマ重合膜の性質に及ぼす影響は明らかにされている(Surface
 and Coatings Technology 82:1-15,1996, Polymer Engineering and Science 37/7:1188
-1194,1997)。後にポリヌクレオチドの固定化を目的とする場合に有利なモノマー物質と
して説明するヘキサメチルジシロキサンでプラズマ重合膜を作成するには、たとえば次の
ような範囲のもとで最適な条件を選択することにより、およそ０を超えて２４０Å以下の
プラズマ重合膜を形成することができる。
【００７０】
　流速：０～５０cm3/min.
　放電電力：０～３００Ｗ
　圧力：１０－6～１０ Ｔｏｒｒ
　放電時間０～５分
　（温度：０～１００℃）
【００７１】
　あるいは、０を超えて２４０Å以下のプラズマ重合膜を形成するための、より望ましい
条件として、次の条件を示すことができる。
　流速：０～５０cm3/min.
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　放電電力：２０～１００Ｗ
　圧力：０．０５～０．６Ｔｏｒｒ
　放電時間３０秒～５分
　（温度：室温）
【００７２】
　このようなプラズマ重合によれば、モノマー物質の選択によって、種々の官能基を基材
表面に付与することができるので、種々の性状を有する膜を容易に形成することができる
。たとえば、種々の範囲の表面電荷、疎水性／親水性を有する基材表面を得ることができ
る。
【００７３】
　たとえば、ｐＨにより異なるが、物質の荷電状態を示すゼータ電位を好ましくは－１０
０～＋１００ｍＶの範囲にコントロールすることができる。
　またたとえば、表面の接触角を、好ましくは１度～１４０度の範囲にコントロールする
ことができる。
　このようなプラズマ重合膜の膜厚は、たとえば、好ましくは１～２００ｎｍの範囲にあ
ることが望ましい。
　また、このようにして得られるプラズマ重合膜は、極めて均質な膜であり、ピンホール
の発生が著しく抑制されている。
　またプラズマ重合によれば、プラズマ重合膜を任意の形状の基材表面に形成させること
ができる。
【００７４】
　導入された官能基を利用して、蛋白質と多様な相互作用をさせながら各種方法による分
離が可能となる。例えば、アセトニトリルのような窒素原子を持つ有機物質をモノマー物
質とすると、表面にアミノ基を持つプラズマ重合膜が合成できることが公知である。この
ようなプラズマ重合膜コート表面を利用して、静電的な相互作用（膜のプラス電荷と蛋白
質のマイナス電荷）を行わせながら蛋白質の電気泳動等を行うことが可能である。
【００７５】
　また酢酸などカルボン酸やエステルなどの有機物質をモノマー物質とすると、表面にカ
ルボキシル基を持つプラズマ重合膜が合成される。その結果、膜のマイナス電荷と蛋白質
のプラス電荷の間での相互作用による電気泳動分離等が可能になる。
【００７６】
　さらにアルカンやシクロアルカン、芳香族炭化水素などをモノマー物質とすると、表面
が極めて疎水的なプラズマ重合膜が合成されるので、疎水的相互作用に基づく分離が可能
である。すなわち上記３つの例では、それぞれ陰イオン交換クロマトグラフィー、陽イオ
ン交換クロマトグラフィー、疎水クロマトグラフィーと類似の作用を有する表面を実現で
きる。
【００７７】
　本発明に係るマイクロ流路チップの製造方法において、表面に溝状の流路が形成された
基材の表面を、該流路全体が露出するマスクで遮蔽し、露出した基材表面に、高分子化合
物膜を形成する工程を含むが、フォトマスクのパターンを光で一括転写すること（フォト
ファブリケーション：楢岡清威、二瓶公志、フォトエッチングと微細加工、総合出版社、
1989）により、マイクロ流路チップを大量生産することができる。
　フォトファブリケーションを利用すれば、超LSIに代表されるように数百万個からなる
部品が組み立てられたデバイスを、数mm角のシリコン基板上に、一体構造として作製可能
である。更にフォトファブリケーションにおいては、複数のフォトマスクのパターンを組
み合せて利用することができる。この特徴を利用すれば、付着加工、表面改質加工といっ
た異なる処理工程を組み合せることが可能である。
【００７８】
　フォトファブリケーションに応用される表面改質や薄膜形成のための技術は、ドライプ
ロセスである。前記プラズマ重合法はドライプロセスなので、フォトファブリケーション
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によるデバイス作成に好適である。更にプラズマ重合法を利用すれば、適切なモノマー物
質を選択することにより表面に官能基を持つ薄膜を作製することができる。またプラズマ
重合膜は、高度な橋かけ構造を持つピンホールフリーな膜であることから流路内部の修飾
薄膜として最適である。
【００７９】
（表面重合膜）
　表面重合膜は、前記基材表面上で重合性モノマーを重合して得られる重合膜である。
重合は、基材表面上の、末端に二重結合を有する疎水性官能基に重合性モノマーを重合し
て実施することが好ましい。
【００８０】
　前記疎水性官能基としては、好ましくは炭素原子数２～６、さらに好ましくは炭素原子
数３～６、特に好ましくは４～６の末端に二重結合を有するアルケニル基が挙げられる。
　このような疎水性官能基としては、ビニル基、アリル基、１－ブテニル基、１－ペンテ
ニル基、１－ヘキシニル基などが挙げられる。
【００８１】
　このような疎水性官能基と重合性モノマーとを重合させることにより、表面重合膜は、
該疎水性官能基をスペーサーとして、炭素－炭素単結合により共有結合することとなる。
【００８２】
　したがって、このような表面重合膜が結合した基材は、疎水性のスペーサーにより水分
子の接近が抑制されているので、ｐＨ等の影響による加水分解による疎水性スペーサー自
体の脱離が抑制される。また、疎水性スペーサーと表面重合膜とが炭素－炭素結合により
結合しているので、表面重合膜が疎水性スペーサーとの結合位置で剥離することもない。
【００８３】
　したがって、分析すべき物質がタンパク質の場合に、水溶性溶媒中で分析を行ってもｐ
Ｈの影響による表面重合膜の剥離がなく、信頼性の高い分析を行うことができる。
【００８４】
　また、表面重合法では、重合性モノマーを重合させて表面のポリマー膜を形成させるの
で、ポリマー自体を結合させる場合と比較して、ポリマーの凝集がないので、基材表面と
の結合を効率的に行うことができる。
【００８５】
　疎水性官能基の基材表面への導入は、トルエン、メタノール、エタノール等の溶媒に、
前記末端に二重結合を有する疎水性官能基を誘導する化合物を溶解し、ガラス等の基材を
接触させて実施することができる。接触反応は、たとえば、室温（２５℃程度）～１００
℃程度の温度で、たとえば、１～２４時間程度の時間実施する。
【００８６】
　このような前記末端に二重結合を有する疎水性官能基を誘導する化合物は、一方の末端
がガラス表面のシラノール基と反応しうるものであることが好ましい。このような化合物
としては、たとえば、トリエトキシビニルシラン、トリエトキシアリルシラン、トリエト
キシブテニルシラン、トリエトキシペンテニルシラン、トリエトキシへキシルシランなど
のアルケニルシランが挙げられる。
【００８７】
　これらのうちでは、より好ましくはトリエトキシアリルシラン、トリエトキシブテニル
シラン、トリエトキシペンテニルシラン、トリエトキシへキシルシラン、特に好ましくは
トリエトキシブテニルシラン、トリエトキシペンテニルシラン、トリエトキシへキシルシ
ランを用いることが望ましい。これらのアルケニルシランは、市販品又は公知の方法によ
り製造することができる。たとえば、溶媒の存在下、所望のアルケニル基を含有するグリ
ニャール試薬又はアルキルリチウム化合物と、クロロシラン等のハロゲン化シラン又はア
ルコキシシランとを反応させて、容易に合成することができる。
【００８８】
　前記重合性モノマーとしては、ビニル基、アリル基、ジエンなどを有するものであれば
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よく、限定されない。
【００８９】
　このような重合性モノマーとしては、ノニオン性モノマー、アニオン性モノマー、カチ
オン性モノマーなどが挙げられる。
【００９０】
　ノニオン性（疎水性、親水性など）表面を作るノニオン性モノマーとしては、たとえば
、
　アクリルアミド、メタクリルアミドなどのアミド類；
　アクリル酸メチル、メタクリル酸メチル、酢酸ビニル、酢酸アリル、アセト酢酸アリル
、トリメチル酢酸ビニル、ビニル蟻酸、ヘキサン酸ビニル、ラウリン酸ビニル、メタクリ
ル酸ビニル、オクタン酸ビニル、パルミチン酸ビニル、ピバル酸ビニル、プロピオン酸ビ
ニル、ステアリン酸ビニル、ヘキサヒドロフタル酸モノ2-（メタクリロイルオキシ）エチ
ル、フタル酸モノ-2-（メタクリロイルオキシ）エチル、安息香酸ビニル、ｐ-ビニル安息
香酸、酪酸ビニル、カプリン酸ビニル、カプロン酸ビニル、クロトン酸ビニル、デカン酸
ビニル、けい皮酸ビニル、アリルブチレート安息香酸アリル、n-酪酸アリル、n-カプリン
酸アリル、n-カプロン酸アリル、エナント酸アリル、ヘプタン酸アリル、イソフタル酸ア
リル、イソチオシアン酸アリル、イソ吉草酸アリル、n-吉草酸アリルなどのエステル類；
　ビニルメチルケトンなどのケトン類；
　ビニルブチルエーテル、アリルエーテル、アリルエチルエーテル、アリルブチルエーテ
ル、ビニルエチルエーテル、n-デカン酸　アリルなどのエーテル類；
　ビニルアルコール、アリルアルコールなどのアルコール類；
　塩化ビニル、塩化アリル、塩化メタクリロイル、クロロ酢酸ビニル、塩化アクリロイル
、臭化アリル、よう化アリル、クロロ酢酸アリル、クロロぎ酸アリル、アリルクロロホル
メートなどのハロゲン化物；
　スチレン、アリルベンゼン、4-メタアクリルオキシ-2-ヒドロキシベンゾフェノン、ビ
ニルトルエン、アリルベンジルエーテル、4-アリル-2,6-ジメトキシフェノール、アリル
アリソール、4-アリル-1,2-ジメトキシベンゼンなどのベンゼン環を有する芳香族化合物
；
　3-メタクリルオキシプロピルトリメトキシシラン、ビニルトリクロロシラン、アリルク
ロロジメチルシラン、アリルクロロメチルジメチルシランなどのシラン類；
　メタクリロニトリル、ビニルアセトニトリル、アクリロニトリル、シアノ酢酸アリル、
シアン化アリルなどのシアン類；
　2-アリルシクロヘキサノン、1-アリルシクロヘキサノール、アリルシクロペンタンなど
のシクロアルカン誘導体；
　その他、ビニルアントラセン、ビニルスルホン、アリルアルコールプロポキシレート、
アリル-L-システイン、アリルエチレン、アリルグリシジルエーテル、アリルトリフルオ
ロ酢酸、アリルシクロペンタジエニルニッケル、ジエチルホスホノ酢酸アリル、アリルジ
フェニルホスフィン、アリルジフェニルホスフィンオキシド、アリルジスルフィドなどが
挙げられる。
【００９１】
　これらのうち、親水性ノニオン性表面として、アクリルアミドやビニルアルコール、疎
水性ノニオン性表面として、スチレンやアリルベンゼンなどを好ましく用いることができ
る。
【００９２】
　アニオン性表面を作るアニオン性モノマーとしては、たとえば、
　アクリル酸、メタクリル酸、モノ-2-（アクリロイルオキシ）エチルスクシネートなど
のカルボキシル基含有化合物；
　アリルスルホン酸、ビニルスルホン酸、2-アクリルアミド-2-メチルプロパンスルホン
酸、3-アリルオキシ-2-ヒドロキシ-1-プロパンスルホン酸、p-ビニルベンゼンスルホン酸
などのスルホン酸基含有化合物などが挙げられる。
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【００９３】
　これらのうち、強アニオン性として、ビニルスルホン酸やアリルスルホン酸、弱アニオ
ン性としてアクリル酸やメタクリル酸などを好ましく用いることができる。
【００９４】
　カチオン性表面を作るカチオン性モノマーとしては、たとえば、
　アリルアミン、3-アクリルアミド-N,N- ジメチルプロピルアミン、アリルシクロヘキシ
ルアミン、3-メタクリルアミド-N-ジメチルプロピルアミンなどの第一級アミン；
　メチルアリルアミンなどの第二級アミン；
　N-アリルジエチルアミン、N-アリルジメチルアミンなどの第三級アミン；
　アリルトリエチルアンモニウム、（3-アクリルアミドプロピル）トリメチルアンモニウ
ムクロリド、ビニルトリメチルアンモニウムブロミド、3-（メタクリロイルアミノ）プロ
ピルトリメチルアンモニウムクロリド、メタクリル酸エチルトリメチルアンモニウムクロ
リド、ジアリルジメチルアンモニウムなどの第四級アンモニウムが挙げられる。
【００９５】
　また、上記ノニオン性モノマー、アニオン性モノマー、カチオン性モノマーの他、たと
えば、複素環式化合物を側鎖に有する、アリルヒドラジン、2-ビニルピラジン、2-ビニル
ピリジン、4-ビニルピリジン、N-ビニル-2-ピロリドン、1-アリルベンゾトリアゾール、
アリル-1-ベンゾトリアゾールカーボネートなどを用いることもできる。
【００９６】
　これらのうち、強カチオン性としてジアリルジメチルアンモニウム塩、弱カチオン性と
して、アリルアミンなどを好ましく用いることができる。
【００９７】
　このような重合性モノマーは、１種単独で、または複数を併用して用いることができる
。
【００９８】
　基材表面上での前記重合性モノマーのラジカル重合は、公知の方法を採用することがで
きる。たとえば、溶媒の存在下又は非存在下で、必要に応じ重合開始剤を添加して、重合
性モノマーを重合性官能基が導入された基材表面で重合させて行うことができる。
【００９９】
　溶媒としては、重合性モノマーが溶解するものであればよく、限定されない。たとえば
、ＴＨＦ、メタノール、ＤＭＦ、ＤＭＳＯなどを用いることができる。
【０１００】
　重合開始剤としては、たとえば２，２'－アゾビス（イソブチロニトリル）（ＡＩＢＮ
）、１，１'－アゾビス（シクロヘキサン－１－カルボニトリル）、２，２'－アゾビス（
２－メチルブチロニトリル）などを用いることができる。また、このようなアゾ化合物の
他に、過酸化物、有機金属化合物などを用いることもできる。
【０１０１】
　上記ＴＨＦ等の溶媒に溶解しない重合性モノマーを用いる場合は、たとえば、超純水を
溶媒として用い、Ｎ，Ｎ，Ｎ'，Ｎ'－テトラメチルエチレンジアミン、４，４'－アゾビ
スシアノ吉草酸などの重合開始剤を用いて重合を行うことができる。
【０１０２】
　重合は、重合性モノマーの種類により異なり限定されないが、通常、たとえば、室温～
１００℃程度の温度範囲で、１～７２時間程度の時間で実施することができる。
【０１０３】
　このようにして得られる表面重合膜を、用いる重合性モノマーの種類あるいは複数のポ
リマーの組み合わせにより、種々の範囲の電荷、疎水性／親水性の表面とさせることがで
きる。
【０１０４】
　たとえば、ｐＨにより異なるが、物質の荷電状態を示すゼータ電位を好ましくは－１０
０～＋１００ｍＶの範囲にコントロールすることができる。
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　またたとえば、表面の接触角を、好ましくは１～１４０度の範囲にコントロールするこ
とができる。
【０１０５】
　表面重合膜においては、ピンホールなどのモノマー未修飾部分が発生する場合がある。
このため、さらに、重合性モノマーまたはポリマーを結合させることができる。
【０１０６】
　本発明で用いることができる表面重合膜では、さらに、表面重合膜のポリマー側鎖中の
官能基に、別のポリマーまたはモノマーを反応させてもよい。
　導入された官能基を利用して、蛋白質と多様な相互作用をさせながら電気泳動による分
離が可能となる。例えば、前記カチオン性モノマーを重合性モノマーとして用いることに
より、表面にカチオン性官能基を有する表面重合膜が合成できる。このような表面重合膜
が被覆された表面を利用して、静電的な相互作用（膜のプラス電荷と蛋白質のマイナス電
荷）を行わせながら蛋白質の電気泳動を行うことが可能である。
【０１０７】
　また、アニオン性モノマーを重合性モノマーとして用いることにより、表面にアニオン
性官能基を有する表面重合膜が合成される。その結果、膜のマイナス電荷と蛋白質のプラ
ス電荷の間での相互作用による電気泳動分離が可能になる。
【０１０８】
　さらにノニオン性の重合性モノマーを適宜使い分けることにより、表面が極めて疎水的
あるいは親水的な表面重合膜が合成されるので、疎水的相互作用あるいは親水的相互作用
に基づく分離が可能である。
【０１０９】
したがって、すなわち上記３つの例では、それぞれ陰イオン交換クロマトグラフィー、陽
イオン交換クロマトグラフィー、疎水／親水クロマトグラフィーと類似の作用を有する表
面を実現できる。
【０１１０】
（高分子結合膜）
　高分子結合膜は、基材表面に反応性官能基を導入し、該官能性反応基にポリマーを共有
結合させて得られるものである。
【０１１１】
　高分子化合物を結合させる部位となる反応性官能基としては、アミノ基、エポキシ基、
カルボキシル基、アルデヒド基などが挙げられる。これらのうちでは、アミノ基、エポキ
シ基を好ましく用いることができる。
【０１１２】
　このような反応性官能基を有する結合基は、さらに、疎水性のスペーサーを介して基材
表面に結合していることが好ましい。
【０１１３】
　疎水性スペーサーとしては、好ましくは炭素原子数２～６、さらに好ましくは炭素原子
数３～６、特に好ましくは炭素原子数４～６のアルキル基を含むことが望ましい。
【０１１４】
　このような疎水性スペーサーを介した反応性官能基に、高分子化合物を結合した基材は
、疎水性のスペーサーにより水分子の接近が抑制されているので、ｐＨ等の影響による加
水分解による高分子結合膜の剥離が抑制される。
【０１１５】
　前記スペーサーを有する反応性官能基の基材表面への導入は、基材の種類により異なる
が、たとえば、基材がガラスの場合シランカップリング法により行うことができ、基材が
金属であればセルフアセンブルモノレイヤー法により行うことができる。
【０１１６】
　シランカップリング法を用いる場合は、たとえば、トルエン、メタノール、水等の溶媒
に、アミノプロピルトリエトキシシラン、アミノブチルトリエトキシシラン、アミノペン
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チルトリエトキシシラン、アミノヘキシルトリエトキシシランなどのアミノアルキル系シ
ランカップリング剤、あるいは、３－グリシドキシプロピルトリエトキシシラン、３－グ
リシドキシブチルトリエトキシシラン、３－グリシドキシペンチルトリエトキシシラン、
３－グリシドキシヘキシルトリエトキシシランなどのエポキシアルキル系シランカップリ
ング剤を溶解し、ガラス等の基材を接触させて実施することができる。これらは、市販品
又は公知の方法により製造することができる。たとえば、アミノアルキル系シランカップ
リング剤あるいはエポキシアルキル系シランカップリング剤は、溶媒の存在下、所望のア
ルキル基および官能基を含有するグリニャール試薬又はアルキルリチウム化合物と、クロ
ロシラン等のハロゲン化シラン又はアルコキシシランとを反応させて、容易に合成するこ
とができる。
【０１１７】
　接触反応は、たとえば、室温（２５℃程度）～１００℃程度の温度で、たとえば、１～
２４時間程度の時間実施する。
【０１１８】
　セルフアセンブルモノレイヤー法を用いる場合は、たとえばスパッタリングなどによっ
て基材表面に金などの金属薄膜を形成し、その金属薄膜表面に官能基とチオール基を有す
るスペーサーを導入し、さらにポリマー（あるいは重合開始剤を官能基と反応させ、モノ
マーを用いて重合することも可能である。）を反応させ、高分子結合膜を形成することが
できる。また、チオール基を有するポリマーを先に調製しておき、これを金属表面に修飾
させて高分子膜を形成することができる。
【０１１９】
　金属としては、金、銀、銅などが挙げられる。スペーサーとしては、アミノ基を有する
アミノエタンチオール、カルボキシル基を有するチオクト酸などが挙げられる。
【０１２０】
　基材上にスペーサーあるいは、チオール基を修飾したポリマーを導入するための溶媒は
DMSO、水などの溶媒中にスペーサーを溶解し、金属薄膜に接触させて実施することができ
る。
【０１２１】
　接触反応は、例えば室温～100℃程度の温度で、例えば1～24時間程度の時間実施する。
【０１２２】
　前記ポリマーとしては、前記表面重合において用いる重合性モノマーを、あらかじめ重
合して得られるポリマーが挙げられる。これらのうちでは、好ましくは、ポリスチレン、
ポリアリルベンゼン、ポリビニルアルコール、ポリアクリルアミド、ポリビニルスルホン
酸、ポリアクリル酸、ポリジアリルジメチルアンモニウム塩、ポリアリルアミン、ポリエ
チレングリコールなどを好ましく用いることができる。
【０１２３】
　これらのうち、ノニオン性表面として、ポリビニルアルコール、ポリアリルアルコール
をさらに好ましく用いることができる。
【０１２４】
　強アニオン性表面として、ポリアクリル酸などをさらに好ましく用いることができる。
　強カチオン性表面として、ポリアリルアミンをさらに好ましく用いることができる。
【０１２５】
　このようなポリマーは、１種単独で、または複数を組み合わせて用いることができる。
　このようなポリマーの重量平均分子量としては、たとえば、好ましくは５０００～５０
００００、さらに好ましくは１００００～２５００００の範囲にあることが望ましい。
【０１２６】
　ポリマーを基材あるいはカバー材に結合させて得られる高分子結合膜においては、ピン
ホールのような反応性官能基がポリマーと結合していないポリマー未修飾部分が発生する
場合がある。このため、さらに、ポリマーを結合させることができる。
【０１２７】
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　このような高分子結合膜の製造は公知の方法が採用でき限定されない。たとえば、前記
ポリマーを溶媒に溶解し、前記表面に反応性官能基を導入した基材を溶液に接触させて製
造することができる。
【０１２８】
　溶媒としては、ポリマーを溶解するものであれば限定されないが、たとえば、ＤＭＳＯ
（ジメチルスルホキシド）、ＨＥＰＥＳ（２－［４－（２－ヒドロキシエチル）１－ピペ
ラジニル］エタンスルホン酸）緩衝液、などが挙げられる。
【０１２９】
　また、結合反応には、必要に応じ活性化剤を用いることもできる。たとえば、アミノ基
が導入された基材に、ポリアクリル酸を結合させる場合、ＨＥＰＥＳにポリアクリル酸を
溶解させた後、Ｎ－ヒドロキシスクシンイミド、塩酸１－エチル－３－（３－ジメチルア
ミノプロピル）カルボジイミドを添加して結合させる。
【０１３０】
　このようにして得られる高分子結合膜は、ポリマーが未修飾部分を有する場合があるが
、該ポリマー未修飾部分に対し、別のポリマーを結合させることもできる。さらに、結合
したポリマー側鎖中の官能基に、別のポリマーまたはモノマーを反応させることもできる
。
【０１３１】
　このようにポリマーの種類、あるいは複数のポリマーの組み合わせによって種々の範囲
の電荷、疎水性／親水性の表面を有する高分子結合膜を得ることができる。
　たとえば、ｐＨにより異なるが、物質の荷電状態を示すゼータ電位を好ましくは－１０
０～＋１００ｍＶの範囲にコントロールすることができる。
　またたとえば、表面の接触角を、好ましくは１～１４０度の範囲にコントロールするこ
とができる。
【０１３２】
　このような高分子結合膜は、予め結合すべきポリマーを調製することにより、膜厚を容
易に制御することができる。
【０１３３】
　導入された官能基を利用して、蛋白質と多様な相互作用をさせながら電気泳動等による
分離が可能となる。例えば、前記カチオン性モノマーに由来するポリマーを用いることに
より、表面にカチオン性官能基を有する高分子結合膜が合成できる。このような高分子結
合膜が被覆された表面を利用して、静電的な相互作用（膜のプラス電荷と蛋白質のマイナ
ス電荷）を行わせながら蛋白質の電気泳動等を行うことが可能である。
【０１３４】
　アニオン性モノマーに由来するポリマーを用いることにより、表面にアニオン性官能基
を有する高分子結合膜を合成することができる。その結果、アミノ基と同様の静電的な相
互作用であり、かつ膜のマイナス電荷と蛋白質のプラス電荷の間での相互作用による電気
泳動分離等が可能になる。
【０１３５】
　ノニオン性の重合性モノマーに由来するポリマーを適宜使い分けることにより、表面が
極めて疎水的あるいは親水的な高分子結合膜を合成できるので、疎水的相互作用あるいは
親水的相互作用に基づく分離が可能である。
【０１３６】
　また、アニオン性官能基を有するポリマーを修飾した後、該アニオン性官能基に、たと
えば、疎水性（または親水性）の官能基を有するノニオン性ポリマーまたはノニオン性モ
ノマーを結合させることにより、アニオン性と疎水性（または親水性）の性質を併せ持つ
基材表面を形成することができる。また、ノニオン性ポリマー又はモノマーの修飾率を変
えれば、疎水性（または親水性）のバランスをコントロールすることができる。
【０１３７】
　このようにして得られるマイクロ流路チップでは、基材、さらに好ましくは基材および



(21) JP 4450368 B2 2010.4.14

10

20

30

40

50

カバー材の表面において、高分子化合物膜で被覆されていない領域が存在するため、基材
とカバー材との貼り合わせの際の接着強度に優れている。
【０１３８】
＜マイクロ流路チップ＞
　本発明に係るマイクロ流路チップは、表面に流路が形成された基材の該流路側の表面と
、カバー材とが貼り合わされてなり、前記基材表面のうち、流路の一部又は全部の表面に
高分子化合物膜が被覆されている。
　また、前記カバー材の基材側の表面には、高分子化合物膜が被覆されていることが好ま
しい。
【０１３９】
　さらに、前記カバー材の基材側の表面の、基材の高分子化合物膜が形成されている領域
と対向する領域に、前記基材の高分子化合物膜が形成されている部分の一部又は全部と同
一形状の高分子化合物膜が被覆されていることがより好ましい。
　このようなマイクロ流路チップは、前記本発明に係るマイクロ流路チップの製造方法に
より製造することが好ましい。
【０１４０】
　前記基材、前記カバー材、前記流路、前記高分子化合物膜は、前記マイクロチップの製
造方法で示したものと同意義である。
【０１４１】
＜生体分子の分離方法＞
　本発明に係る生体分子の分離方法は、次の工程を含む。
ａ）表面に流路が形成された基材の該流路側の表面と、カバー材とが貼り合わされてなり
、前記基材表面のうち、流路の表面に高分子化合物膜が被覆されている、マイクロ流路チ
ップに、分析すべき生体分子を加える工程、および
ｂ）分離媒体に分離圧を加える工程。
【０１４２】
　該生体分子の分離方法で用いることのできるマイクロ流路チップは、本発明に係る前記
マイクロ流路チップである。また、前記基材、前記カバー材、前記流路、前記高分子化合
物膜は、前記マイクロチップの製造方法で示したものと同意義である。
【０１４３】
　分離媒体としては、電気泳動等における泳動媒体として公知のものを採用でき限定され
ない。たとえば分離媒体としては、有機溶媒、ポリアクリルアミド、アガロースなどのゲ
ル、緩衝液等の液体が挙げられる。好ましくは電気泳動媒体を用いる。電気泳動媒体とし
ては、たとえば、ゲル、緩衝液などを用いることが好ましい。圧送の場合、用いる分離媒
体に特に限定はない。
【０１４４】
　分離圧としては、用いる分離媒体などにより異なり特に限定されず、電気泳動、圧送な
どを採用することができる。このうち電気泳動が好ましい。
【０１４５】
　生体分子としては、蛋白質、ＤＮＡ、ウィルス、細菌、糖類、アミノ酸、その他の代謝
産物などが挙げられ、これらのうち、本発明は蛋白質の分離に有効である。
【０１４６】
　前記電気泳動方法の分離原理は限定されない。前記表面に高分子化合物膜が被覆された
基材を用いる電気泳動分離は、分離媒体の条件によって、様々な性状に基づく分離を可能
とする。電気泳動分離の分離条件として、pH勾配、分子篩（ふるい）、分離媒体中で接触
する官能基との相互作用等を示すことができる。pH勾配を備えた分離媒体中における電気
泳動を蛋白質に利用すれば、等電点電気泳動となる。またポリアクリルアミドゲルのよう
な分子篩効果を持つ媒体中で電気泳動を行うとき、SDS、尿素、あるいはグアニジンのよ
うな蛋白質変性剤を共存させれば、変性条件下での分子篩電気泳動が成立する。あるいは
、変性剤を用いなければ、ネイティブな条件下での電気泳動となる。
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【０１４７】
　同様に分子篩（ふるい）に基づいて核酸を泳動するとき、核酸は長さに基づいて分離さ
れる。PCR-SSCPのように非変性条件と変性条件下で同じ核酸を電気泳動分離して、両者の
結果を比較して立体構造の違いを明らかにする分析方法も公知である。
【０１４８】
　更に、さまざまな官能基を備えた分離媒体の利用も可能である。具体的には、静電的相
互作用、水素結合、疎水結合、あるいは任意の組み合わせの親和性物質などを示すことが
できる。親和性物質としては、抗原－抗体、相補的な塩基配列からなる核酸のハイブリダ
イゼーション、アビジン－ビオチンや、糖－レクチンのような親和性物質の組み合わせ等
がある。
【０１４９】
　本発明に好適な電気泳動の原理の一つに、キャピラリー電気泳動を示すことができる。
本発明に基づいてキャピラリー電気泳動を行う場合、前記高分子化合物膜が施されている
ので、電気浸透流を制御することのできる流路を形成できる。
【０１５０】
　本発明において、キャピラリー電気泳動に有用な好ましいモノマー物質には、例えば、
プラズマ重合膜の場合、ヘキサジエン、ヘキサメチルジシロキサン、アセトニトリル、ヘ
キシルアミン、アミノアセトアルデヒドジメチルアセタールを示すことができる。
　表面重合膜の場合、スチレン、アクリルアミド、ビニルスルホン酸、アクリル酸、ジア
リルジメチルアンモニウム塩、アリルアミンが挙げられる。
　高分子結合膜の場合、ポリビニルアルコール、ポリアクリル酸、ポリアリルアミンが挙
げられる。
【０１５１】
　以下は、プラズマ重合膜を用いる例である。陽極液と、陰極液を両端に導入し、両端に
電圧を印加する。陽極液には、電解質の中で最も酸性の強いものよりも低いpHを与える酸
性の溶液が用いられる。一方、陰極液には、最も塩基性の強いものよりも高いpHを与える
アルカリ性の溶液を利用する。それぞれの両性電解質は等電点の位置まで移動した後停止
する。蛋白質成分は、流路内に形成されたpH勾配上の等電点の位置で濃縮され、細いゾー
ンとして観測される。
【０１５２】
　キャピラリーゾーン電気泳動（ＣＺＥ）では、１種類の電解質溶液を流路内に導入する
ことにより、流路内壁および内壁に接する電解質溶液の間に電気二重層が形成される。電
圧がかけられると電解質溶液が溶媒を伴って移動し、電気浸透流が生じる。電気浸透流は
分離された成分イオンを移動させる駆動力となる。試料成分はそれぞれの電荷とサイズに
応じた静電気力を受けて対極へ引き寄せられ、電荷とサイズの違いが移動度の違いとなり
成分が分離される。
【０１５３】
　ＣＺＥでは、電気浸透流を用いて生体分子の分離を行っているが、電気浸透流はｐＨに
よって大きく変わり、キャピラリー間の個体差もあるため問題である。この電気浸透流を
コントロールすることができれば、様々なモード（キャピラリー電気泳動全般（CZE、キ
ャピラリーゲル電気泳動（CGE)、キャピラリー等電点電気泳動（CIFE）など）及び、クロ
マトグラフィー的な分離（イオン交換、逆相、順相、アフィニティークロマトグラフィー
等））で生体分子を分離することが可能になると考えられる。本発明で用いる高分子化合
物膜（特にプラズマ重合膜）によってコーティングされた流路は、電気浸透流をコントロ
ールすることができるため非常に有効である。
【０１５４】
＜電気泳動分析装置＞
　更に本発明は、次の要素で構成される電気泳動分析装置に関する。
　ａ）表面に流路が形成された基材の該流路側の表面と、カバー材とが貼り合わされてな
り、前記基材表面のうち、流路の表面に高分子化合物膜が被覆されている、マイクロ流路
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チップ、
　ｂ）該マイクロ流路チップを保持するための支持体、および
　ｃ）支持体に保持されたマイクロ流路チップに電圧を印加するための電極。
【０１５５】
　該電気泳動分析装置で用いることのできるマイクロ流路チップは、本発明に係る前記マ
イクロ流路チップである。また、前記基材、前記カバー材、前記流路、前記高分子化合物
膜は、前記マイクロチップの製造方法で示したものと同意義である。支持体は特に限定さ
れず、マイクロ流路チップが安定に固定されるものであればよい。
【実施例】
【０１５６】
　以下実施例により本発明を説明するが、本発明はこれらの実施例により何ら限定される
ものではない。実施例において用いた装置等は下記の通りである。
【０１５７】
［プラズマ重合装置］
　実施例において、プラズマ重合膜の重合方式として、RF電源、外部電極方式によるAfte
r glow方式を利用した。サムコ社製のプラズマ基礎研究装置BP-1をベースに種々のユニッ
トを追加して、流量、圧力、およびパワーマッチングを自動で制御可能な装置を作製した
。装置の構成を以下に示す。
【０１５８】
　反応器(チャンバー)：パイレックス（登録商標）製210ｍｍφ、
　試料ステージ：チャンバー下部に、SUS304製、ヒーター加熱制御ステージ設置
　排気系：ファイファー社製ターボ分子ポンプ＋エドワーズ社製ロータリーポンプ
　RF電源：サムコ社製１３．５６MHz、３００W、水晶発振
　マッチング：サムコ社製オートマッチング方式
　圧力コントロール：MKS社製バラトロン真空計からの圧力をVAT社製オートマチックプレ
ッシャーコントロール（APC）バルブユ　ニットで自動制御
　ガス導入系：試料モノマー、アルゴン、酸素ラインをSTEC社製電磁弁とマスフローコン
トロール（MFC）ユニットで自動制御
【０１５９】
［電子顕微鏡］
　電子プローブマイクロアナライザーＪＸＡ－８１００（日本電子社製）
【０１６０】
［電子プローブマイクロアナライザ］
　電子プローブマイクロアナライザーＪＸＡ－８１００（日本電子社製）
【０１６１】
〔実施例１〕
［マスクを用いてプラズマ重合膜が成膜されたチップの作製］
　ポリメチルメタクリレート（ＰＭＭＡ）（クラレックス０００（商品名）、日東樹脂社
製、厚さ３mm×縦７０mm×横７０mm）基板に、幅２００μｍのステンレス製マスクを載せ
、これらを、プラズマ重合装置のチャンバー内に入れた。チャンバー内の真空度を３×１
０-5Torrとした。ヘキサメチルジシロキサン（ＨＭＤＳ）をチャンバー内に満たし、放電
電力（ＲＦパワー）１５０Ｗ、圧力０．１Pa、流速１００sccmとし、１８０秒放電を行い
、プラズマ重合膜を成膜した。膜厚は１００nmであった。
【０１６２】
　図１に示すように、プラズマ重合膜が、２００μｍの幅で成膜されたことが、電子顕微
鏡により確認できた。
【０１６３】
　図２に示すように、電子プローブマイクロアナライザにより、成膜部の元素マッピング
組成分析を行ったところ、基材のＰＭＭＡには含まれず、ＨＭＤＳに含まれるＳｉが、20
0μm幅で強く検出された。また基材のＰＭＭＡに比較してＨＭＤＳでは含有が少ないＣの
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検出が小さくなっており、マスク幅で膜が形成されていることが確認された。
【０１６４】
〔実施例２〕
［マイクロ流路チップの製造］
　成型チップ（ポリメチルメタクリレート：PMMA）とポリジメチルシロキサン：PDMSとの
貼り付けによって電気泳動用チップを作製し、これを用いてタンパク質の分離を行った。
【０１６５】
　PMMA（厚さ8mm）を射出成型することによって、十字型のマイクロ流路を設けたプラズ
マ重合用チップ（基材）を作製した（小林精工社製、図３を参照）。マイクロ流路の深さ
と幅は、それぞれ100μm、リザーバーの径：4mm、導入チャネル：10mm、分離チャネル：5
0mmである。
【０１６６】
　カバー材は、ポリジメチルシロキサン（PDMS）（商品名SYLGARD 184：信越シリコーン
社製）をポリスチレンケース内で重合することにより作製した。重合は、モノマーと触媒
を10：１で混合し、真空ポンプにて脱気後、ポリエチレンケースにキャストし、70℃で1
時間反応させて蓋材であるPDMSを得た。
【０１６７】
　プラズマ重合用チップのマイクロ流路内へ成膜するため、３種類の金属マスク（幅150
、200、1000μm）（ステンレス製：健正堂社製）を使用した。
　基材とカバー材の両方に、３種類の金属マスク（幅150、200、1000μm）を施し、重合
用モノマーを用い、各プラズマ重合膜が100nm程度の膜厚になるようプラズマ重合を行っ
た。重合用モノマーとして、HMDS、ヘキシルアミン、アセト二トリルを用いた。
【０１６８】
　各モノマーのプラズマ重合の条件は下記の通りである。
HMDS
　・ RFパワー：150W
　・ MF：100sccm（HMDSに対する値、アセトニトリル用マスフローメーターの値は22.0sc
cm）
　・ 時間：180秒
【０１６９】
ヘキシルアミン
　・ RFパワー：200W
　・ MF：4.0sccm（アセトニトリル用マスフローメーターの値）
　・ 時間：900秒
【０１７０】
アセト二トリル
　・ RFパワー：200W
　・ MF：10.0sccm（アセトニトリル用マスフローメーターの値）
　・ 時間：180秒
【０１７１】
　成膜後、金属マスクをはがし、基材とカバー材のアライメントを取りながら貼り付け、
電気泳動用チップを作製した。
　作製したマイクロ流路チップのマイクロ流路内に、泳動バッファー（0.6%セルロースを
含む0.1Mリン酸緩衝液（pH8.5））を流したところ、全てのプラズマ重合膜、および幅150
、200、1000μmの全てにおいてチャネル外への泳動バッファーの漏出がなく、基材とカバ
ー材の貼り付けは十分であることが確認できた。
【０１７２】
〔実施例３〕
［マイクロ流路チップを用いる電気泳動によるタンパク質の分離］
　実施例２で、ＨＭＤＳ、幅1000μmの金属マスクを使用して調製したマイクロ流路チッ
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プを用い、タンパク質としてカルボニックアンヒドラーゼを用いて分離実験を行った。比
較対象用に、被膜していないチップを用いた。
　カルボニックアンヒドラーゼ１mgを下記の蛍光試薬（Cy5）によって染色し、これを用
いた。
【０１７３】
蛍光試薬による染色方法
　（Cy５によるタンパク質の染色方法）
　蛍光色素であるCy5はタンパク質染色用としてキット化されており、安定で量子効率の
良い蛍光試薬である。このため、Cy5を蛍光色素としてタンパク質を染色し、これを使用
した。染色方法を以下に示す。カルボニックアンヒドラーゼ1mg（タンパク質重量）（等
電点ｐＩ＝７．３、分子量３０ｋＤａ（Sigma社製））とアマシャムCy5染色キット1パッ
クを0.1M炭酸緩衝液（pH9.2）1mＬ中に溶解し、室温、1時間攪拌下で反応させた。反応後
、未反応Cy5を除去するため、マイクロコンYM3（ミリポア社製、分画分子量3000）中に50
0μL入れ、14000Gで100分間遠心し（限外ろ過）、その後、同じ炭酸緩衝液を400μL加え
て遠心を行った。これを4回繰り返し精製した。最終液量を1mＬとし、Cy5染色タンパク質
を調製した。
【０１７４】
泳動バッファーのチップへの導入方法
　図３に示すように、チップのリザーバー３に泳動バッファーを17μL入れ、シリンジで
圧を加えることによってチャネル内を泳動バッファーで満たした（気泡が入らないように
注意して行った）。
【０１７５】
　それぞれのリザーバーまでのチャネル内を泳動バッファーで満たした後、泳動バッファ
ーをリザーバー１、２には17μL、リザーバー４には15.5μL、それぞれ添加した。リザー
バー４にサンプルを1.5μL添加し、ピペッティングしてよく攪拌した。
【０１７６】
　各リザーバーに白金線で作った電極を入れ、ハイボルテージ・シーケンサーで電圧を制
御しながら電気泳動を実施した。電気泳動の検出は、リザーバー４に入る直前の流路で行
った。導入時の電圧、分離時の電圧、導入時間、分離時間は、以下の通りである。電圧の
加え方は図３の通りである。
　導入電圧　６００Ｖ
　導入時間　６０秒
　分離電圧　Ｖ１　１３０Ｖ
　　　　　　Ｖ２　７５０Ｖ
　分離時間　１２００秒
【０１７７】
結果
　図４にサンプルとしてカルボニックアンヒドラーゼを用いたときの電気泳動結果を示す
。最初に検出されたピークは、未反応Cy５によるものと考えられる（成膜なし：約160秒
、HMDS成膜：約180秒）。続いて検出された複数のピークがカルボニックアンヒドラーゼ
によるものであると考えられるが、成膜なしチップで検出されたピーク群（約170～1200
秒）とHMDS成膜チップで検出されたピーク群（約190～460秒）ではCy5のピークを基準に
してみた場合、ほぼ同じ時間に検出された（約10秒後）。分離能は、HMDS成膜チップの方
が速く多数のピークが検出されたことから良好であると判断される。ここでの分離能とは
、電気泳動パターンの相違とピークの数（多いほど分離能が高いと解釈される）を示して
いる。Cy5によるピークを基準として検出されたタンパク質のピークを考察した。
【図面の簡単な説明】
【０１７８】
【図１】図１は、プラズマ重合膜が、２００μｍの幅で成膜されたことを示す電子顕微鏡
写真の例である。電子顕微鏡の加速電圧５．００ｋＶ、写真倍率１００倍である。
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【図２】図２は、電子プローブマイクロアナライザによる成膜部の元素マッピング分析組
成を示す図である。
【図３】図３は、チップへの試料導入時、分離時における電圧の加え方を示す模式図であ
る。
【図４】図４は、プラズマ重合膜を有するチップと、成膜なしのチップとで、Ｃｙ５染色
したカルボニックアンヒドラーゼを電気泳動した結果を示す例である。図４中、Ａはプラ
ズマ重合膜（ＨＭＤＳ）を有するチップの場合を示し、Ｂは成膜なしのチップの場合を示
す。

【図３】 【図４】
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【図１】
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【図２】
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