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1　はじめに（10.5pt）
[bookmark: _Ref110363436]マイクロ加工の分離への応用の歴史は比較的古く、半導体製造技術とともに発展中であったマイクロ加工技術を利用したシリコンウェハ上のガスクロマトグラフィデバイスが、1979年に発表されている。[endnoteRef:1]このデバイスでは、光リソグラフィとシリコン湿式エッチングにより流路構造（インジェクター・分離カラムなど）を作製し、追加工によりバルブや熱伝導度検出器を組み込んでいる。4インチウェハ上に幅200 µm・深さ30 µmの分離カラム流路を、らせん状に1.5～3.0 m加工して、理論段数1000程度の分離を達成している。ガスクロマトグラフィとしては分離性能がもの足りないものの、マイクロ加工による分析技術集積化という意味で非常に先進的かつ独創的な研究である。この研究はScientific American誌[endnoteRef:2]でも大きく取り上げられ、注目研究として扱われたものの、分析化学や機器分析の研究者から追随するような動きはみられなかった。その後のマイクロ流路デバイスの発展を知っているものとしては、不思議な状況のように正直なところ感じられる。化学実験・分析実験にマイクロ加工技術を組み合わせることは、当時の状況では相当に難解に見えていたと思われ、設備を整えた上で長い年月を掛けて開発を進めるに十分な受容性をもつ、あるいは研究を行うと決断するに至らなかったのだと想像される。 [1:  S. C. Terry, J. H. Herman, and J. B. Angell, IEEE Trans. Electron Devices, 1979, 26, 1880.]  [2:  J. B. Angell, S. C. Terry, and P. W. Barth, Sci. Am., 1983, 248, 44.] 

分離性能を議論するとき、いわゆる理論段高Hと流速uに関するvan Deemter式[endnoteRef:3] [3:  D. C. Harris, 2010.] 


[bookmark: _Ref110415141]が用いられることが多い。ここで第1項（A項）は、クロマトグラフィの場合、渦拡散項などと呼ばれ、充填粒子がある場合の流路長多様性によるバンド拡がりや試料導入幅など、流速に依存しない理論段高である。第2項（B項）は流速方向の拡散拡がりを表し、第3項（C項）は物質移動項などと呼ばれ移動相・固定相間の平衡達成速度の遅さによる拡がりを表している。1990年、日立（その後Ciba-Geigy）のManzら[endnoteRef:4]は、実現可能な分離液体クロマトグラフィ分離カラムについて、当時のマイクロ加工技術の状況をもとに論じ、実際にシリコンマイクロ加工により、幅8 µm深さ2 µm長さ6.4 cmのようなカラム数種類を加工した結果を示している。ミクロン程度の小さな内径（高さあるいは幅）の（粒子充填のない）オープン流路をもちいることで、A項をなくし、十分小さなC項を達成できると目論んだものと考えられる。実際の分離結果が論文に示されていないのは、周辺技術の不足のために実験できなかったか、単純なシリコン表面では表面積不足のため十分な分離性能が得られなかったためと想像される。同年の論文にてManzら[endnoteRef:5]は、フローインジェクション分析などの流れ分析も含めたマイクロ加工利用分析の概念にMiniaturized Total Analysis Systems（現在ではµTASあるいはMicroTASと略される）と名前を付けた。この用語は、Lab on Chipと並んで、この分野やデバイスを表すときに広く普及した。 [4:  A. Manz, Y. Miyahara, J. Miura, Y. Watanabe, H. Miyagi, and K. Sato, Sensors Actuators B Chem., 1990, 1, 249.]  [5:  A. Manz, N. Graber, and H. M. Widmer, Sensors Actuators B Chem., 1990, 1, 244.] 

マイクロ加工技術を適切に用いれば、分離法を含む様々な分析法が集積化できることは、その後の発展が証明している。本稿では、分離法に話題を絞り、マイクロ流路デバイスがどのように利用されるのかを紹介する。

2　加工法
ナノサイズ・マイクロサイズの構造をつくるには多種多様な手法がある。ここでは代表的な、光リソグラフィ・湿式エッチング法、電子線描画・ドライエッチング法を紹介する。
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図1　光リソグラフィ－湿式エッチングによるマイクロ加工の概要。Reprinted with permission from Ref. 6. Copyright 2005 American Chemical Society.

[bookmark: _Ref110427619]光リソグラフィ・湿式エッチングは、マイクロメートルサイズの加工に多く用いられる。プロセスの例を図1に示す。[endnoteRef:6]光リソグラフィ法によりデザインした流路パターンをある深さでガラスやシリコンなどに加工するには、コンピュータ上でCADソフトを用いて描いたパターンを金属マスクに転写する。これにより、デザインしたパターンがマスク上で金属の有無、つまり露光時の紫外光の透過の可否のパターンとすることができる。この金属マスクを、ポジティブ型フォトレジストを塗布した加工基板に近づけて紫外光を露光すると、光を受けた部分が現像溶媒に溶けやすくなる。現像後に露出した基板保護用の金属膜を除去し、HF水溶液によりガラスをエッチングする。HF水溶液によるガラスエッチングは等方的エッチングであるため、ガラス露出部からエッチングが等方的に進行していくため、流路構造の壁面部分は丸みを帯びた形となり、加工深さと同程度加工幅が転写したパターンより広がる。湿式エッチングの特殊な例として、シリコンウェハを基板とし、KOH水溶液をエッチング液として用いる加工がある。1適切に条件を設定すると、エッチング面が直線的になり三角形や台形の断面をもつ流路構造を作製することが可能である。これらの光リソグラフィとプラズマを組み合わせて基板を非等方的に（垂直に）加工していく乾式エッチング法も広く用いられる方法の一つである。長方形の流路断面が求められる場合などに用いられる。 [6:  A. Hibara, S. Iwayama, S. Matsuoka, M. Ueno, Y. Kikutani, M. Tokeshi, and T. Kitamori, Anal. Chem., 2005, 77, 943.] 

これらのシリコン基板はガラス基板を直接加工してデバイス形状を作製する手法の他に、デバイスのネガ型鋳型を作製して、ポリメタクリル酸（PMMA）やシクロオレフィンコポリマー（COC）などの高分子融液などにより、デバイスを繰り返し型取り整形する方法もある。この鋳型法の中で最も広く用いられるのは、シリコンゴムの一種であるポリジメチルシロキサン（PDMS）を機材とする「ソフトリソグラフィ」[endnoteRef:7]である。スピンコートにより厚膜を形成するレジストにより鋳型を作り、そのレジスト形状を鋳型としてポリジメチルシロキサンの液体プレポリマーを滴下した後に、硬化させてデバイスとすることが一般的である。必要な機材が少なく、比較的低廉に加工を行うことができる点で優位性がある。この例のような低廉な実験器具によりマイクロ流路デバイスを作製する研究も、この分野の中で広く受け入れられている。[endnoteRef:8]近年発展著しい3Dプリンターを用いた分離マイクロ流路デバイスを作製した例も報告されている。[endnoteRef:9] [7:  D. C. Duffy, J. C. McDonald, O. J. A. Schueller, and G. M. Whitesides, Anal. Chem., 1998, 70, 4974.]  [8:  J. H. Shin and S. Choi, Sensors Actuators B Chem., 2021, 347, 130624.]  [9:  U. Kalsoom, P. N. Nesterenko, and B. Paull, TrAC Trends Anal. Chem., 2018, 105, 492.] 

[bookmark: _Ref110414835]概ね1ミクロンよりも小さなスケールの流路構造を作製する場合は、電子線レジストを用いた電子線描画とプラズマ等を用いる乾式エッチングを用いる。[endnoteRef:10],[endnoteRef:11]図2にナノ加工の例を示す。電子線は数ナノメートルまでビームを絞ることができるため、数十から数百ナノメートル幅の露光を行うことができる。シリコン基板やガラス基板に対する含フッ素ガスから生成したプラズマエッチングにより、幅と同程度のナノ加工が可能となる。基板ごとに加工が必要となるなど、高コストの加工法であるが、ナノ空間の特性を活かした分離が可能であるという魅力もある。 [10:  A. Hibara, T. Saito, H.-B. Kim, M. Tokeshi, T. Ooi, M. Nakao, and T. Kitamori, Anal. Chem., 2002, 74, 6170.]  [11:  N. Kaji, Y. Tezuka, Y. Takamura, M. Ueda, T. Nishimoto, H. Nakanishi, Y. Horiike, and Y. Baba, Anal. Chem., 2004, 76, 15.] 
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図2　電子線リソグラフィ－乾式エッチングによるナノピラー加工の例。Reprinted with permission from Ref.11. Copyright 2004 American Chemical Society.
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図3　電気泳動マイクロ流路形状と、十字型試料導入、高速分離の画像。Reprinted with permission from Ref.11. Copyright 1994 American Chemical Society.

3　電気泳動
1990年代の科学界の大きな話題の一つはヒトゲノム計画（HGP）であった。[endnoteRef:12]30億塩基対の全塩基配列を明らかにしようとする野心的な計画であり、ヒトの設計図を手にする利益は様々な方面に影響すると期待された。この計画の副産物として当初より見込まれていた成果に、ゲノム情報解析、特に塩基配列を決定するシークエンス法の高速化・低廉化がある。ゲノム解析、その基幹技術としての分離技術が汎用化することによる、生命化学・医療などへの波及が当初より期待されていた。DNAシークエンスに関しては、キャピラリーゲル電気泳動（CGE）を中心に研究がすすんだ。[endnoteRef:13],[endnoteRef:14],[endnoteRef:15]実際並列キャピラリー電気泳動シークエンサーの上市によりHGPは急速に進展し、2003年に全ドラフトデータの発表に辿り着いた。[endnoteRef:16]そのような折、1993年から1994年、前述のManzのグループ[endnoteRef:17]およびRamseyのグループ[endnoteRef:18],[endnoteRef:19]からマイクロ流路デバイスを用いた電気泳動チップの論文が発表された。図3に示すように十字に交差した試料導入法を用いることで、バンド幅を流路幅程度に出来る。ゲルを用いないオープン型の電気泳動では、C項は存在せず、試料幅を小さくすることは、理論段高のうちA項を小さくすることに相当する。この観点からは、高い性能と高速分離を実現する大変優れた手法であると言える。一方でゲルを用いる電気泳動では、溶液－ゲル間の試料導入部で試料濃縮がおこる現象があるため、マイクロ流路試料導入法は利点となりにくく、DNAシークエンスとしてはその後もCGEが主役の座を占めた。 [12:  J. D. Watson, Science, 1990, 248, 44.]  [13:  Y. Baba, N. Ishimaru, K. Samata, and M. Tsuhako, J. Chromatogr. A, 1993, 653, 329.]  [14:  S. Takahashi, K. Murakami, T. Anazawa, and H. Kambara, Nucleic Acids Res, 1994, 66, 2038.]  [15:  N. J. Dovichi, Electrophoresis, 1997, 18, 2393.]  [16:  F. S. Collins, M. Morgan, and A. Patrinos, Science, 2003, 300, 286.]  [17:  D. J. Harrison, K. Fluri, K. Seiler, Z. Fan, C. S. Effenhauser, and A. Manz, Science (80-. )., 1993, 261, 895.]  [18:  S. C. Jacobson, R. Hergenröder, L. B. Koutny, J. M. Ramsey, and R. J. Warmack, Anal. Chem., 1994, 66, 1107.]  [19:  S. C. Jacobson, R. Hergenröder, L. B. Koutny, and J. M. Ramsey, Anal. Chem., 1994, 66, 1114.] 

電気泳動にマイクロ流路を用いる利点のもう一つはデザイン性である。図Xに示すように試料導入部を5つの流路の交差とすることで、試料導入前にミセル溶液のプラグを導入するような操作も可能となる。[endnoteRef:20]電気浸透流で加入に流れる泳動液の後に、ミセルプラグ・試料プラグの順に導入することで、過渡的に試料をミセル内に濃縮し、分離するミセル導電クロマトグラフィー（MEKC）のような分離能を高める操作も可能である。 [20:  K. Sueyoshi, F. Kitagawa, and K. Otsuka, Anal. Chem., 2008, 80, 1255.] 

ナノ加工を用いてデザインされた分離空間を作成することも可能である。図2に示すような、数百ナノメートルレベルの空間分解能で、規則配置をもつナノピラー構造は、ゲルの網目を人工的にデザインして加工したものと見なすことができる。9,[endnoteRef:21]シリコンやガラス表面は水溶液中で電荷をもち、その電気二重層厚さがピラー間隔程度となるため、さまざまな動電現象も構造により誘起されうる。ナノピラーの配置や流れに対する角度などを変更することより、短鎖から長鎖のDNAの分離をデザインできるという意味で注目された研究である。 [21:  N. Kaji, Y. Okamoto, M. Tokeshi, and Y. Baba, Chem. Soc. Rev., 2010, 39, 948.] 

[bookmark: _Ref110429133]ナノ構造と電気泳動（電場印加）の組合せをより積極的に利用して、ナノ流路とマイクロ流路の接続部にイオン欠乏液相（その後帯電液相）を生成し、上流からの生体分子を帯電液相と泳動液の界面に濃縮することができる（図4）。[endnoteRef:22]ナノ流路とマイクロ流路の接続構造の設計、印加電位のパターンの設計により百万倍の前濃縮も可能となる方法であり、マイクロ流路チップの前濃縮法として広く用いられている。 [22:  Y. C. Wang, A. L. Stevens, and J. Han, Anal. Chem., 2005, 77, 4293.] 
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図4　マイクロ流路－ナノ流路接続構造におけるイオン欠乏層および帯電液相による試料濃縮法の原理図。Reprinted with permission from Ref.22. Copyright 2005 American Chemical Society.

4　クロマトグラフィ
[bookmark: _Ref110430304][bookmark: _Ref110430713]冒頭述べたガスクロマトグラフィ1の後継研究は1990年代半ばより進められ、数多くのシステムが提案されている。その一例を図5に示す。[endnoteRef:23]この例では、マイクロ加工した長距離のカラムを精度よく作製している。液体クロマトグラフィでは、粒子充填型カラムを備えた集積化が検討された。図6は3.5 µmあるいは5.0 µm径粒子が充填された分離カラムをもつポリイミドフィルム製マイクロ流路デバイスである。[endnoteRef:24]液体導入コネクター部の工夫により試料導入が出来る方式になっており、カラム出口がエレクトロスプレーイオン化用tipとなっている。この例だけでなく、周辺機器を含めた集積化による可搬型クロマトグラフィシステムなどが多く実現している。[endnoteRef:25] [23:  A. D. Radadia, R. I. Masel, M. A. Shannon, J. P. Jerrell, and K. R. Cadwallader, Anal. Chem., 2008, 80, 4087.]  [24:  H. Yin, K. Killeen, R. Brennen, D. Sobek, M. Werlich, and T. Van De Goor, Anal. Chem., 2005, 77, 527.]  [25:  A. Ishida, M. Fujii, T. Fujimoto, S. Sasaki, I. Yanagisawa, H. Tani, and M. Tokeshi, Anal. Sci., 2015, 31, 1163.] 

[bookmark: _Ref110431814]Manzの構想のようなオープン流路型クロマトグラフィシステム4には、ナノサイズ流路での自在な液体ハンドリングが必要であった。ナノ流路の複数の出入口にマイクロ流路を接続し、その流路内流体圧力を空圧制御することにより、ナノ流路上流から下流に向けた圧力差を印加する方法[endnoteRef:26]がブレークスルー技術となった。図Xにナノサイズのオープン流路をカラムとするクロマトグラフィの例を示す。[endnoteRef:27]試料導入によるA項を抑え、ナノサイズ空間を利用した小さなC項の特徴を備えたクロマトグラフィが実現したと言える。 [26:  T. Tsukahara, K. Mawatari, A. Hibara, and T. Kitamori, Anal. Bioanal. Chem., 2008, 391.]  [27:  M. Kato, M. Inaba, T. Tsukahara, K. Mawatari, A. Hibara, and T. Kitamori, Anal. Chem., 2010, 82.] 
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図5　マイクロ加工したガスクロマトグラフィ用カラムの例。Reprinted with permission from Ref.23. Copyright 2008 American Chemical Society.
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図6　ポリイミドフィルムに作製した粒子充填型液体クロマトグラフィチップ。Reprinted with permission from Ref.24. Copyright 2005 American Chemical Society.
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図7　オープン流路型ナノサイズ流路による液体クロマトグラフィシステム。Reprinted with permission from Ref.27. Copyright 2010 American Chemical Society.
5　その他の特徴的分離法
電気泳動・クロマトグラフィ以外にも、マイクロ流路構造の特徴を活用した様々な分離法が提案されている。ここではその代表的な数例を紹介する。
[bookmark: _Ref110431375]まず、水力学ろ過法の概要を図Xに示す。[endnoteRef:28],[endnoteRef:29]オープン型のマイクロ流体内の圧力駆動流では、極端な条件としない限り、流れのレイノルズ数が小さく、慣性よりも粘性の強いことを特徴とする層流となる。層流では、流路中心部の流速が大きく、壁面では流速がゼロとなる。マイクロ粒子を壁面付近に偏らせても、粒子が有限の大きさをもつことから、粒子半径以上には壁面に近づくことはできない。流速分布とあわせて考えると、マイクロ粒子は粒子の中心部での流線にのって動き、小さな粒子の法が、より壁面に近い流線にのることができる。ここで、マイクロ流を二分岐して、小さな粒子のみが分岐流路に分離され、大きな粒子はもとの主流路に残るような設計が可能である。 [28:  M. Yamada and M. Seki, Lab Chip, 2005, 5, 1233.]  [29:  M. Yamada and M. Seki, Anal. Chem., 2006, 78, 1357.] 
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図8　水力学ろ過法による粒子分級法の原理図。Reprinted with permission from Ref.29. Copyright 2006 American Chemical Society.

水力学ろ過法と原理が似ている手法に、Deterministic Lateral Displacement（DLD）法がある。[endnoteRef:30],[endnoteRef:31]この手法では、配列したマイクロピラーを多数マイクロ流路中に配置する。このときピラーの繰り返し軸を、マイクロ流路軸とずらして配置するとマイクロ粒子がピラーを回り込む流線にのるとき、PFF法と同様に小さい粒子はピラー構造に従ってより大きく曲がるため流路軸に向かってすすみやすく、大きな粒子はピラー繰り返し軸に向かってすすみやすい。若干の違いであるが繰り返し操作を行うことにより、粒子を大きさごとに分けることができる。 [30:  L. R. Huang, E. C. Cox, R. H. Austin, and J. C. Sturm, Science, 2004, 304, 987.]  [31:  J. McGrath, M. Jimenez, and H. Bridle, Lab Chip, 2014, 14, 4139.] 

[bookmark: _Ref110432039]マイクロ流体デバイスの分析化学応用が研究されている技術の一つにマイクロ水滴がある。マイクロ空間で油水や気液の二相操作を行う場合、表面張力が支配的な力となることが多く、この原理を利用すると均一系のマイクロ水滴を形成することができる。[endnoteRef:32]マイクロ水滴は、分子・粒子・細胞などを閉じ込めた孤立水相であり、並列実験を行う場として、デジタルPCR[endnoteRef:33]など様々な化学・バイオ分析に利用可能であるが、外部有機相との物質の出入りの制御は困難である。固定したマイクロ水滴の周りに中性界面活性剤逆ミセルを流すと、逆ミセル中の親水空間にマイクロ水滴から溶媒である水が分配して、水滴の縮小を起こすことができる。[endnoteRef:34],[endnoteRef:35]このとき溶質は、その化学的性質や分子量にしたがって分配されるため、分配を適切に設計することにより、分配を通したマイクロ水滴選択濃縮法が実現する。[endnoteRef:36] [32:  S. Y. Teh, R. Lin, L. H. Hung, and A. P. Lee, Lab Chip, 2008, 8, 198.]  [33:  P. L. Quan, M. Sauzade, and E. Brouzes, Sensors 2018, Vol. 18, Page 1271, 2018, 18, 1271.]  [34:  M. Fukuyama and A. Hibara, Anal. Chem., 2015, 87, 3562.]  [35:  M. Fukuyama and A. Hibara, Bunseki Kagaku, 2016, 65, 57.]  [36:  M. Fukuyama, A. Hibara, Y. Yoshida, and K. Maeda, Anal. Chem., 2017, 89, 9279.] 

[image: Figure 1]
図9　逆ミセルへの溶質・溶媒の分配速度を利用した選択的濃縮分離法の例。Reprinted with permission from Ref.36. Copyright 2017 American Chemical Society.

6 おわりに
ナノサイズ流路を含むマイクロ流体デバイスは、複数原理の集積化や、大きさに基づく分離など、デバイスならではの分離を実現可能である。さらに高い生産性や可搬性などにより、個別診断やオンサイト分析などの分析イノベーションの中心に今後もいるであろう。
本稿では、分析化学の既存概念を打ち破り、分野に新しい風を吹き込んだ手法を取り上げ、その原理を中心に説明してきた。ここで紹介したもの以外にも多くの分離法がマイクロ流路デバイスを利用して提案されている。今後の発展に期待頂くととともに、この分野に参入する研究者が増えることを期待する。
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