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研究成果の概要（和文）： 
オンチップ液体クロマトグラフィーによる高性能な分離媒体の作製に成功した。フォトリソグ

ラフィーとドライエッチングにより、シリコン基板にクロマトグラフィー用分離媒体として流

路内にピラーアレイを作製し、分離用チップとした。低拡散曲線構造を有するカラム長の長い

LC チップ(カラム長 110mm)を用いることで、直線流路だけでは得られない分離能を得ることが

できた。6 種蛍光誘導体化アミノ酸を 140 秒以内に分離することに成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The separation efficiency of a pillar array column under pressure-driven liquid chromatography 
conditions can be improved using a separation channel with low-dispersion turns. The pillar array column 
was fabricated by reactive ion etching of a silicon substrate. Two coumarin dyes were well resolved under 
reversed-phase conditions with a maximum theoretical plate number of 8000. Successful separation of the 
fluorescent derivatives of six amino acids was achieved in 140 s. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、半導体微細加工技術と生物工学技術

の発展により、マイクロ化学分析システムの
研究が行われている。分離分析においては、
電気泳動を用いた定性・定量分析が報告され
ている。チップを用いた分析法は、微量のサ

ンプルで高感度検出が可能であると共に、高
速分析も可能である。また、生体分子の分離
分析をマイクロチップ上において行う場合、
前処理や誘導体化反応技術などを含めた分
析の全ての過程をマイクロチップ上で行う
ことができるという利点がある。このように、
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生体分子の分離・定量の技術として、マイク
ロ化学分析システムの利用は有効であると
考えられる。 
 液体クロマトグラフィーは、電気泳動と並ぶ分
離手段の一つであり、広く用いられている。しか
しながら、マイクロ化学チップにおける液体クロ
マトグラフィーの報告は少ない。このように、分
析対象物質の範囲が広く汎用性の高いマイクロ
チップ液体クロマトグラフィーの開発が嘱望さ
れている。 
 一方、体液中カテコールアミン濃度は、
交感神経系の活動状態の指標と考えられて
いる。しかし、特に、血液中のカテコール
アミン濃度は非常に低い。本研究によるカ
テコールアミン分析システムでは、より微
量な試料での分析が可能となり、臨床にお
ける高血圧などの病態解析だけでなく、生
体のストレス応答解析などの研究に広く用
いられると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
マイクロチップ上における分離技術につ

いては、高分離能を有する分離場を作製でき
る方が好ましい。そこで、理論的に優れた分
離性能を有することが示されており、試料の
拡散が少ないと考えられる µm オーダー以下
の微小流路を修飾することにより、分離媒体
を形成させ、マイクロ構造体を用いたオンチ
ップクロマトグラフィー技術を開発するこ
とを目的とする。従来の HPLC カラムと同等
の分離能をもつ分離媒体の作成を目指す。さ
らに、蛍光顕微鏡を用いた検出系と組み合わ
せることによりカテコールアミンの分析シ
ステムを構築する。 
 
 
３．研究の方法 
 フォトリソグラフィーとドライエッチン
グにより、シリコン基板にクロマトグラフ
ィー用分離媒体として流路内にピラーアレ
イを作製した。流路表面に酸化膜を成膜し
た後、シリコンとガラスの陽極接合を行っ
た。作製したチップに ODS（octadecylsilyl）
基を表面修飾することで分離用チップとし
た。 
 検出には、蛍光顕微鏡を用いた。 
 
 
４．研究成果 

はじめに、長さ 6.7 mm の直線部におい
て C525 と C545 の 2 つのクマリン色素の
分離を試み、理論段数 800 を得た。チップ
内において得られる直線流路の長さは限ら
れる。そこで、流路の曲線構造について検
討を行い、低拡散曲線構造をもちいること 

 

 
図 1 (A)円弧型曲線構造と(B)低拡散曲線
構造における蛍光バンドの様子 

 
 
 

で、ピークの形状がほとんど変化しないこ
とを見出した。一方、円弧型曲線構造を用
いた流路においては、明確なピークの広が
りが観察された（図 1）。 
 
 
 

続いて、低拡散曲線構造を有するカラム長
の長い LC チップ（カラム長 110 mm）を用
いて、C525 と C545 の 2 つのクマリン色素
の分離を検討した。図 2 に示すように、イン
ジェクション流路からの距離（=カラム長）
が長くなるほど、良い分離が得られた。カラ
ム長 7.0 mm において、C525 の理論段数は、
760 であった。カラム長が長くなるにつれ理
論段数の増加がみられ、カラム長 107 mm に
おいては、8000 を超える理論段数が得られ
た。また、理論段高さについては、カラム長
7.0 mm において 9.3 µm であったのが、カラ
ム長107 mmにおいては13.1 µmであったこ
とから、低拡散曲線構造におけるサンプルの
拡散が最小限に抑えられていることが示さ
れた。 

 
 
 
 
 



 

 

 
 

図 2 低拡散曲線構造を有するカラム長の長
いカラム（カラム長 110 mm）を用いて C525
と C545 を分離したときのクロマトグラム。
それぞれのインジェクション流路からの距
離、(A) 7.0 mm, (B) 41.2 mm, (C) 75.4 mm, (D) 
107 mm。1, C525; 2, C545。 

 
 
 

最後に、低拡散曲線構造を有するカラム長

の長いカラムの有用性を示すために、蛍光誘

導体化アミノ酸の分離を試みた。蛍光誘導体

化試薬として、4-Fluoro-7-nitro-2,1,3- 
benzoxadiazole (NBD-F)を用いた。6種蛍光誘導

体化アミノ酸を分離した時のクロマトグラム

を図3に示す。直線流路だけでは困難であった

分離が、低拡散曲線構造を有するカラム長の

長いカラムを用いることで140秒以内で良好

に分離することが出来た。 

 
 

図3 低拡散曲線構造を有するカラム長の長

いカラム（カラム長110 mm）を用いて蛍光誘

導体化アミノ酸を分離したときのクロマトグ

ラム。(A) 第1ターン、(B) 第2ターン、(C) 第
3ターンの直前で検出。ピーク: 1, NBD-OH; 2, 
NBD-Pro; 3, NBD-Val; 4, NBD-ε-amino-n- 
caproic acid; 5, NBD-Ile; 6, NBD-Leu; 7, 
NBD-Phe. 
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