
１ はじめに

分析化学におけるダウンサイズ化の究極の姿として半導体

の微細加工技術を利用したマイクロ化学分析１，２）が注目を集

めている。即ち主にガラス或いはプラスチックなどの基板に

フォトリソグラフィー、化学或いは物理的エッチングにより

幅１０～２００µm、深さ１～５０µm程度の微細な溝を作製し、こ

の溝を分離場や反応場として用いるものである。このような

微細な流路中では物質の拡散による反応、分子間の相互作用

が顕著になるため、きわめて効率の高い反応が期待できるの

と同時に、全体として使用する試薬量が非常に少ないという

利点がある。この分野において分離分析で特に注目されてい

るのはマイクロチップを用いた電気泳動法（CE）ないしは

電気クロマトグラフィー（CEC）であり、これはマイクロ

化学分析の大きな一分野となっている。これらの方法では流

路に高電圧を印加することにより発生する電気浸透流

（EOF）をその駆動力として用いている。

マイクロチャンネルをCEに応用した例は数多く知られて

いるが、そのほとんどはガラス２，３）のチップである。これら

の材料は光学的に透明、堅牢などの利点を有する。またポリ

ジメチルシロキサン４，５）（PDMS）やポリメチルメタクリレー

ト６）（PMMA）、ポリスチレン７）（PS）などの高分子をチッ

プ材料として用いた例もいくつか報告されており、これらは

取り扱いの容易さ、安価・ディスポーザル化が可能などの利

点がある。いずれのマイクロチャンネルにおいても、装置の

小型化、試料導入の再現性の向上と微小化、自由な流路設計

の可能性などが利点としてあげられる。

微小液体流路をクロマトグラフィーの場として用いようと

する試みは、ガスクロマトグラフィーの中空カラムと同様の

着想により多くなされている。ガラス基板上に作成したマイ

クロ流路を用いたものでは、流路に機能性の固定相を充填し

たもの、充填剤として粒子状のものでなく一体化した充填剤

を満たしたもの、マイクロ流路内表面を利用したオープン

チューブラータイプのものなどがある。送液には電気浸透流

を用いるものをはじめとして、ポンプで圧送したHPLCモー

ドを用いたものなどが報告されている。本稿ではそれぞれに

ついて著者らの興味に従って取り上げ、それぞれの特徴と今

後の可能性について述べる。

２ 充填型固定相を用いたマイクロチャンネルCEC

マイクロチャンネルをCEC用に使用するには、何らかの

方法で固定相をチャンネル中に作製し、フリットなどを用い

て充填剤を固定しなければならない。マイクロチャンネル

は、通例微細な溝をつけたガラスプレートと試料導入用孔を

このガラスプレートの対応する位置に空けたカバープレート

を陽極接合或いは熱接合により接合して用いる。しかし接合

後のマイクロチャンネルに再現性よくフリットを作製するの

は難しい。そこでガラスの微細加工技術を利用して、流路に

流路の深さよりも若干低い堰を作りこの堰の間の空間を充填

剤溜めとして用いる方法が報告されている８）。この流路の概

観をFigure １に示す。堰の高さは９µmでチャンバー深さは

１０µmであるので蓋と堰の間には１µmの隙間ができる。Fig-

ure １左の図の③から固定相を電気浸透流によりこのチャン

バーに導入する。固定相として１．５～４µm径のODSを結合

したシリカゲル粒子を導入した。粒子の直径は先の隙間より

も大きいのでシリカゲル粒子は流れ出すことなくこのチャン

バーに固定される。すなわちこの隙間がフリットとなる。微

細加工により作製したチャンバーの容積は３３０pLであった。

試料溶液と溶離液はこの隙間を通ってチャンバー内に導入さ

れ、ODS固定相によって成分が分離される。またチャンバー

中のODSシリカゲルを用いたオンチップマイクロ固相抽出
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が可能であり、５００倍程度の濃縮が可能であった。また、チャ

ンバーを横方向に用いると長さ２００µmの微少クロマトカラ

ムとなり、4, 4-difluoro-1, 3, 5, 7, 8-pentamethyl-4-bora-3 a, 4 a-

diaza-s-indacene (BODIPY�493/503) が２０秒程度で分離でき

た。このときの理論段高さは２µmで高性能分離が達成され

た。本法は固定相を自由に選択可能であり、適用範囲が広い

という点では興味深いが、総合的な分離性能の点では若干不

満が残る。すなわちより長い流路の実現により分離が改善さ

れると思われる。

このような微細加工技術により作製した堰をフリットとす

る方法は大変興味深いが、長い分離カラムを作製するのは技

術的にはそれほど容易でない。そこで固定相自身を連続体と

し、フリットを用いないで固定相をマイクロチャンネル中に

作製する方法も報告されている。Christerら９）は高分子固定

相をマイクロチャンネル中で作製し、これを固定相充填剤と

して用いた。クロマトグラフィー的な分離を達成するため流

路は長いほうが好ましいので、折り返し構造を持つ構成とし

た。しかしこのような形状ではたとえフリットがうまくでき

たとしても先の例のような微粒子を導入することはできな

い。折り返しの部分で微粒子が滞留したり不均一になったり

するためである。そこで連続的な高分子固定相を、モノマー

溶液をカラム中で重合することにより作製した。官能基とし

てスルホン酸、イソプロピル基（C ３）を持ったもの、アン

モニウム基を有するモノマーをカラム中でin situで合成し

た。前者はスルホン酸基により電気浸透流を発生し、イソプ

ロピル基により弱い逆相的保持を狙ったものである。後者は

タンパク質のイオン交換分離を目的とし、電気泳動でなく

HPLCモードで分離を行った。いずれもマイクロチャンネル

内部で重合、固化させるため壁と固定相の間の隙間が問題と

なる。そこでマイクロチャンネル内壁を化学的に処理し、ポ

リマーと化学結合できる構造を付与した。すなわち、種々の

溶液で内壁をコンディショニング後、メタクリロキシ基を有

するシラン化剤でガラス内壁を処理した。これによりアクリ

ルアミド系のポリマーが化学的に内壁と結合し、いわゆる

“Wall Effect”の問題を解決した。また、検出窓の作製はポ

リエチレングリコール及び重合触媒を高濃度に満たした高粘

度溶液を、緩衝液溜めから導入することにより作製した。こ

の溶液によりシャープな界面を持った高分子固定相を作製し

た。彼らはこのようにして作製したポリマー固定相を“Con-

tinuous bed”と称しているが、いわゆる有機系モノリスカ

ラムといってよい。粒子径は０．１～０．４µmと小さく、CECで

低分子化合物が、イオン交換クロマトグラフィーモードでタ

ンパク質の分離ができた。装置はHPLCモード、電気クロマ

トグラフィーモードの両方が使用可能なシステムとし、試料

導入はHPLCのインジェクターを用いて行った。アルキル

フェノール類を先のC ３カラムを用い、CECモードで分離し

た例をFigure ２に示す。カラムの有効長は２８．１cm、検出は

２４０nmのUV検出で行った。アセトンで約３００，０００段／mの

理論段が得られた。タンパク質はイオン交換クロマトグラ

フィーにより良好な分離が１分以内に達成された。また、こ

の報告のマイクロチップの作成方法がユニークであるので紹

介する（Figure ３）。まず石英基板上にポリシリコンを蒸着

し、このシリコンをパターニング後ドライエッチングにより

除去する。次に露出した石英層をフッ化水素酸によりエッチ

ングする。これにより半円状の断面をもった石英チャンネル

ができる。半円状のチャンネル上面にあるポリシリコンを酸

化すると透明なSiO２となるが、この上にTEOSを低圧CVDに

より蒸着しポリシリコンにパターニングしたはじめの孔を塞

ぐ。このカバーの厚さは４µm、チャンネルの幅は４０µmで

Figure 2. Electrochromatography of alkyl phenones in a chip col-

umn filled with a continuous bed derivatized with isopro-

pyl and SO３
- ligands. Serpentine column geometry, 28.1-

cm effective length ; mobile phase, 5 mM sodium phos-

phate, pH 2.5, containing 30% acetonitrile (v/v) ; flow

rate of the mobile phase through the inlet reservoir, 50

µL/min ; applied voltage, 16 kV (500 V/cm) ; UV detec-

tion at 240 nm ; electrokinetic injection, 1 kV, 1 s ; sam-

ple concentration 0.30-0.60 mg/mL. Sample 1, acetone ;

2, aniline ; 3, acetophenone ; 4, propiophenone ; 5, buty-

rophenone ; 6, 2, 6-dihydroxyacetophenone ; 7, 2, 5-

dihydroxypropiophenone, Plate/m≒ 300,000 (acetone).

Figure 1. Drawing of microchip device used for packing and solid-

phase extraction (left). 1. outlet buffer channel ; 2, inlet

sample/buffer channel ; 3, bead-introduction channel,

and cross-section of packed chamber, showing weir

heights in relation to channel depth and particle size

(right).
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あった。

３ オープンチャンネルCEC

上記の例は充填型HPLCをスケールダウンしたものであ

る。しかし容易に想像できるようにマイクロチャンネルのサ

イズ効果を生かした分離方法として中空カラムを用いた分離

については多くの報告１０～１２）がある。その中でRamseyらのグ

ループは折り返し構造をもった石英製チップによりオープン

チャンネルクロマトグラフィーによる分離を報告している。

オープンチャンネルはガスクロマトグラフィーにおけるGo-

layカラムから容易に類推される。ガスに比べて溶液の拡散

係数は１，０００倍以上小さいので迅速な分配が期待できないと

いうデメリットが考えられるが、CECでは流れのプロファ

イルがプラグフローになること、微細な溝が作製可能である

ことを考慮すると十分な性能が期待できる。しかし、問題は

固定相が再現性よく内壁へ構築できるかどうかである。彼ら

はガラス内壁を常温でオクタデシルシリル化して逆相固定相

を作製１３）した。また、分子拡散によって固定相と相互作用す

る際に最も大きな影響を及ぼすマイクロチャンネルのサイズ

は幅６６µm、高さ５．６µmとし、長さは折り返し構造により１７１

mmとした。チャンネルのアスペクト比（チャンネル幅に対

するチャンネル深さの比率）は１／１２である。チャンネルの形

状をFigure ４に示す。中性蛍光色素（クマリン）の逆相分

離をisocraticな系で行い良好な結果を得ている。また、溶離

液の線速度と理論段高さの関係をvan Deemterの式にフィッ

ティングしそれぞれの要素を求めたところ以下の式が得られ

た。

Htot＝２Dm/u＋Cmu＋０．６７（µm）

また、同様の手法を用い、２種類の緩衝液を混合しグラジエ

ント溶離を用いたCECも行なっている。これには２つの緩

衝液溜めに独立に電圧を印加し、その印加電圧をプログラム

することにより直線状のグラジエントを作製し、溶出を行っ

ている。グラジエント溶出と高圧の電場の印加により２０秒以

Figure 3. Process for the fabrication of channels in the quartz sub-

strate. Poly-Si, polycrystalline silicon. The TEOS-oxide

(tetraethylorthosilicate) is deposited by LPCVD. 1,

Deposition of poly-Si on the quartz substrate, 2, Pattern-

ing and dry etching of the poly-Si, 3, Wet etching of the

quartz, 4, Oxidation of the poly-Si, 5. Deposition of

TEOS-oxide.

Figure 4. Schematic of the microchip with a serpentine column geometry (right) and-

measured profile of channel cross section with h = 5.6 µm and w0.5 = 66 µm.
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内に色素の分離が達成された。（Figure ５）

また、Uchiyamaらは高分子を用いたオープンチャンネル

CECを報告している１４～１６）。ガラス製マイクロチャンネルにお

ける以下のような問題点を解決し、容易に中空カラムを作製

する方法を考案した。１）マイクロチャンネルチップとカ

バーチップの接合プロセスの歩留まりが低い。２）内壁の化

学修飾の評価が困難。３）内壁の分子機能の再現性が小さ

い。などである。そこでマイクロチャンネル流路のテンプ

レート（凸型鋳型）を作成し、これにin situで機能性モノマー

を重合し、高分子マイクロチップを作製した。Figure ６に

高分子マイクロチップの作成方法の概要を示す。テンプレー

ト上に適当な濃度の触媒を加えた高分子のモノマーを展開

し、その場で重合させた。高分子として不飽和ポリエステル

（PE）を用いた。カバーチップは平面ガラス基板上に試料

溜め及び緩衝液溜め作成用シリコンゴムを、検出窓用のガラ

ス板を底面から約１ mmの位置におき、同様のポリエステル

樹脂を重合させて作成した。二つの樹脂が約８０％程度重合し

た後重ね合わせ、２４時間放置しマイクロチャンネルを作製し

た。マイクロチャンネルのパターンは折り返しを持つパター

ンとし、分離部の長さは約３５cmとした。マイクロチャンネ

ルは幅約７０～１００µm、深さ約１５µmである。作製したポリエ

ステルマイクロチャンネルは疎水性で水溶液の導入が困難で

ある。しかし界面活性剤のミセル水溶液の導入は容易であっ

た。そこでまず本マイクロチップをミセル動電クロマトグラ

フィー（MEKC）に応用した。検出はLIFにより行っている。

モデル試料としては蛍光色素を用いた。分離能を石英製キャ

ピラリーと比較し結果をFigure ７に示す。ガラスあるいは

溶融シリカを用いたキャピラリーチューブ及びマイクロチャ

ンネルではpHにより電気浸透流１７）の大きさが変化する。こ

れは主にガラス表面のシラノール基の解離によるもので、

pHの低下とともにキャピラリー内表面の負電荷が減少する

ため電気浸透流速も小さくなる。一方本マイクロチップでこ

Figure 6. Fabrication procedure for polyester microchannels.

Figure 7. Comparison of the separation characteristics of Rho-

damine dyes between Polyester microchip and fused sil-

ica capillary by MEKC mode, Running buffer : 10

mMborate buffer (pH 8.1) with 12 mM SDS, Sample :

Sulforhodamine B+Sulforhodamine 101 (1×10‐4M),

Electric field : 200 V/cm.

Figure5. Fast open-channel electrochromatography on microchips.

Mobile phase, 10 mM borate buffer (pH 8.4) with a linear

gradient of acetonitrile from 29% to 50% within 5 s,

starting 1 s after injection ; analytes, 1. C 440, 2. C 450,

3. C 460 and 4. C 480.
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の点について検討したところ独特の性質を持つことがわかっ

た。Figure ８に種々のpHにおける電気浸透流速の大きさを

示す。溶融シリカキャピラリーの場合、シラノール基の解離

に基づく電気浸透流の変化が観測され、pH ２以下では電気

浸透流はほぼ０となった。一方ポリエステルマイクロチップ

では測定したpH範囲ではほぼ一定の電気浸透流となった。

ポリエステルの内表面で解離の可能性があるのはポリエステ

ル主鎖末端のカルボキシル基が考えられ、そのpKaは４から

６の範囲にあると思われるが、この解離に基づく電気浸透流

の変化は認められない。これはSDS分子がポリエステル表面

に強く吸着し、あたかも固定相のような挙動をするためと考

えられる。又ポリエステル末端のカルボキシル基はSDS分子

の下に隠れるためその解離が観測されなかったと思われる。

同様の実験をBriji３５などの非イオン性界面活性剤を用いて

行ったところ広い範囲にわたり電気浸透流が０になることを

発見した。即ち長鎖アルキル鎖はポリエステルに強く吸着し

擬似的固定相となることが間接的に示された。非イオン性界

面活性剤の添加は等電点電気泳動などへの応用が期待され

る。

高分子マイクロチャンネルは再現性良く微小空間が作製可

能で、そのサイズ効果を利用したクロマトグラフィーが期待

される。ポリエステル重合時に適当な機能性分子を添加し、

ポリエステル内表面に機能性分子を発現させこの機能性分子

と試料との相互作用を利用したCECが可能である。クロス

リンカーとして10-undecen-1-olを６％添加したポリエステル

チップを作成した（マイクロチャンネルは半値幅７２µm、深

さ約８µm）。高分子マイクロチャンネルチップに添加したア

ルケノールが内壁に発現しこれを固定相としたキャピラリー

電気クロマトグラフィーを試みた。溶融シリカキャピラリー

との分離の比較をFigure ９に示す。通常の電気泳動法では

分離が不十分であることがわかるが、内壁を利用したCEC

では電気泳動とクロマトグラフィーの両方のモードが混在す

るため完全分離が達成された。また、高分子の利点を生かし

たユニークな方法として、TimothyらはPMMA製マイクロ

チャンネルの折り返しパターンの部分にUVエキシマーレー

ザーを照射することにより表面電荷を上昇させ、折り返し部

分でのバンドの広がりを抑えることができたと報告１８）してい

る。

さらに中空カラム理論的裏づけとして、Zhangら１９）はオー

プンチャンネルによる電気クロマトグラフィーについて３次

元のランダムウォークモデルを用い、電気浸透流で駆動され

たクロマトグラフィーシステムにおける分離効率のカラムの

ジオメトリーについての評価をした。これは、分子拡散につ

いて３次元空間で数値解析法によりシミュレーションしたも

ので、時間ステップは１ msとして行った。これによって試

料プラグの長さ、チャンネルの断面、矩形のチャンネルのア

スペクト比についてシミュレーションを行った。分子拡散の

分布をガウス型分布と仮定し、van Deemter式を直接シミュ

レートした。試料プラグの長さはチャンネル長さの０．４％以

内であれば分離効率に対してほとんど影響がないことがわ

かった。保持k’の値が０．２５から０．３５になると理論段高さは倍

になった。カラム効率に最も大きな影響を及ぼすのはチャン

ネルのジオメトリーである。矩形状のカラムの場合、アスペ

クト比が４～８に達するまで理論段高さが上昇する。また、

分子拡散に最も大きな寄与をすると考えられるチャンネル深

Figure 9. Comparison of 10-undecen-1-ol modified polyester mi-

cro channel chip with conventional fused silica capillary,

Running buffer, 25 mM Borate buffer pH 9.6, Electric

field strength, 200 V/cm, (a) fused silica capillary, (b) 10

-undecen-1-ol modified polyester micro channel chip,

enol : styrene ratio, 0.143.

Figure 8. Effect of buffer pH on electroosmotic mobilities, Run-

ning buffer, boric acid - citric acid -sodium phosphate at

the constant ion strength of 30 mM in the presence of 12

mM SDS, ◇ ; polyester microchip, △ ; fused silica

capillary tube (50 µm i.d.)
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さは、分離効率により大きな影響があることがわかった。

Figure１０にチャンネル深さの分離効率に対する影響を示

す。理論段高さの最小値の理想的な値はチャンネル深さの半

分である。したがってチャンネル深さに反比例して分離効率

が上昇することになる。また、オープンチューブラーシステ

ムにおける分離効率は現在のパックドカラムを用いたシステ

ムと同等である。また、矩形のオープンチャンネルはシリン

ダー状のオープンチャンネルよりも分離効率は低いが、現在

のパックドカラムよりも優れている。シミュレーションでは

サブミクロンの深さのマイクロチャンネルが可能であればよ

り大きな分離効率が期待できる。現実的には並列カラムを

持ったマイクロシステムが試作２０）されている（アスペクト比

は５～７）のでこれが現実的であると結論している。しか

し、現在の加工技術ではサブミクロンレベルもさほど困難で

はないと思われ、今後の展開が期待される。

４ おわりに

以上マイクロチップを用いたCECについての最近の動向

を筆者らの独断で選び紹介した。CE及びCECはマイクロ化

学分析における高性能分離手段として益々重要になると思わ

れ、今後とも日進月歩の進歩が期待される分野である。また

オープンチャンネルクロマトグラフィーにおける内壁の化学

構造と物質の相互作用に関する知見は化学のマイクロ化に伴

い益々重要となると思われ今後の発展が注目される。
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Figure 10. The impact of channel depth on plate height at a fixed

aspect ratio. ○ si for data derived from a 10 × 2 µm

channel ;△, 22.5 × 4.3 µm ; and◇, 45 × 8.7 µm. Val-

ues set for other parameters were N = 103, δt = 10-3s,

Dm = 1.6 × 10-6cm2s-1, Ds = 8 × 10-7cm2s-1, L = 2.7 cm

ank’ = 0.25.
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