
(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】流路内の送液中の気泡を抑制できる方法を提供

する。

【解決手段】マイクロ流体デバイスにおいて、流路を飽

和蒸気圧以上の圧力に保たれ、温度、圧力の変化により

溶存気体の析出が起きない条件を満足する長さを持つサ

ブ流路を反応領域の下流に連結するか、または当該設定

温度条件化では飽和蒸気圧以上の圧力を保つことが出来

、かつ当該条件下における温度、圧力の変化によって溶

存気体の析出が起きない試料溶液と混ざらないか、ある

いは混ざりにくい溶液を試料溶液の前に流し流路内の試

料溶液圧力を高めるか、あるいは流れを生じさせている

上流からの圧力に対して、これと逆方向の下流側から圧

力を加え試料溶液内の圧力を高めるなどの管内の流れの

式を基に、メイン流路の流出口周辺の最適な液体試料送

液圧力の制御方法により気泡の発生を抑制する。

【選択図】図５
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 流 路 内 を 流 れ て い る 溶 液 内 の 圧 力 を 高 め る こ と に よ り 流 路 内 で の 気 泡 の 発 生 を 抑 制 す る
方 法 に お い て 、
　 流 路 内 を 流 れ て い る 溶 液 に お け る 、 圧 力 低 下 に よ り 、 設 定 温 度 に お け る 飽 和 蒸 気 圧 以 下
に な る こ と に よ る 沸 騰 か ら 生 じ る 気 泡 の 発 生 、 ま た は 、 溶 液 の 温 度 及 び ／ 若 し く は 圧 力 の
変 化 に よ り 、 溶 液 に 溶 け 込 ん で い る 気 体 の 溶 解 度 が 低 下 し 、 析 出 す る こ と に よ る 気 泡 の 発
生 を 抑 制 す る た め に 、 飽 和 蒸 気 圧 以 上 の 圧 力 に 保 た れ 、 か つ 温 度 及 び ／ 若 し く は 圧 力 の 変
化 に よ り 、 溶 存 気 体 の 析 出 が 起 き な い 条 件 を 満 足 す る こ と が で き る 長 さ を も つ サ ブ 流 路 を
反 応 領 域 の 下 流 に 連 結 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 気 泡 の 発 生 を 抑 制 す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 流 路 内 を 流 れ て い る 溶 液 間 の 圧 力 を 高 め る こ と に よ り 流 路 内 で の 気 泡 の 発 生 を 抑 制 す る
方 法 に お い て 、
　 流 路 内 を 流 れ て い る 溶 液 に お け る 、 圧 力 低 下 に よ り 、 設 定 温 度 に お け る 飽 和 蒸 気 圧 以 下
に な る こ と に よ る 沸 騰 か ら 生 じ る 気 泡 の 発 生 、 ま た は 、 溶 液 の 温 度 及 び ／ 若 し く は 圧 力 の
変 化 に よ り 、 溶 液 に 溶 け 込 ん で い る 気 体 の 溶 解 度 が 低 下 し 、 析 出 す る こ と に よ る 気 泡 の 発
生 を 抑 制 す る た め に 、 試 料 溶 液 と 混 ざ ら な い か 、 も し く は 混 ざ り に く い 、 及 び 当 該 設 定 温
度 条 件 下 で は 飽 和 蒸 気 圧 以 上 の 圧 力 を 保 つ こ と が で き 、 か つ 当 該 条 件 下 に お け る 温 度 及 び
／ 若 し く は 圧 力 の 変 化 に よ っ て 溶 存 気 体 の 析 出 が 起 き な い 溶 液 Aを 試 料 溶 液 の 前 に 送 液 す
る こ と に よ っ て 、 該 溶 液 Aを 押 し 流 す た め の 上 流 か ら の 圧 力 と 該 溶 液 Ａ の 抵 抗 に よ り 、 試
料 溶 液 内 の 圧 力 を 高 め こ と を 特 徴 と す る 気 泡 の 発 生 を 抑 制 す る 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 流 路 内 を 流 れ て い る 溶 液 内 の 圧 力 を 高 め る こ と に よ り 流 路 内 で の 気 泡 の 発 生 を 抑 制 す る
方 法 に お い て 、
　 流 路 内 を 流 れ て い る 溶 液 に お け る 、 圧 力 低 下 に よ り 、 設 定 温 度 に お け る 飽 和 蒸 気 圧 以 下
に な る こ と に よ る 沸 騰 か ら 生 じ る 気 泡 の 発 生 、 ま た は 、 溶 液 の 温 度 及 び ／ 若 し く は 圧 力 の
変 化 に よ り 、 溶 液 に 溶 け 込 ん で い る 気 体 の 溶 解 度 が 低 下 し 、 析 出 す る こ と に よ る 気 泡 の 発
生 を 抑 制 す る た め に 、 流 れ を 生 じ さ せ て い る 上 流 か ら の 圧 力 に 対 し て 、 こ れ と は 逆 方 向 の
下 流 か ら の 圧 力 を 加 え 、 試 料 溶 液 内 の 圧 力 を 高 め る こ と を 特 徴 と す る 気 泡 の 発 生 を 抑 制 す
る 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 上 記 圧 力 低 下 が 、 マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 流 れ に お い て 、 管 内 の 流 れ の 式 に 示 さ れ る よ
う な 上 流 か ら 下 流 に か け て の 圧 力 低 下 で あ る 請 求 項 １ ～ ３ の 何 れ か 一 に 記 載 の 気 泡 の 発 生
を 抑 制 す る 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 請 求 項 １ ～ ４ の 何 れ か 一 に 記 載 の 気 泡 の 発 生 を 抑 制 す る 方 法 を 利 用 す る 液 体 試 料 の 送 液
方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 請 求 項 ５ に 記 載 の 液 体 試 料 の 送 液 方 法 を 利 用 す る 化 学 反 応 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 流 路 内 の 気 泡 の 発 生 を 抑 制 し た 液 体 試 料 の 送 液 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 近 年 、 生 化 学 分 析 を 流 体 デ バ イ ス が 集 積 化 さ れ た 数 セ ン チ 角 の 基 板 上 で 行 う μ TAS（ Mic
ro Total Analysis System） の 研 究 が 行 わ れ て い る 。 本 来 、 生 化 学 分 析 は 複 数 の 機 器 を 用
い て 一 連 の 分 析 操 作 が 行 わ れ る が 、 基 板 上 に 様 々 な 分 析 機 能 を も つ 流 体 デ バ イ ス を 集 積 、
連 結 す る こ と で 、 複 数 の 分 析 操 作 の 自 動 化 が 可 能 に な る 。 ピ ペ ッ ト 等 を 用 い て 行 っ て い た
溶 液 調 整 を 流 体 制 御 に よ り 基 板 上 で 行 う こ と で 、 分 析 時 間 の 飛 躍 的 な 迅 速 化 が 期 待 で き る
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。 ま た 個 人 の 技 術 差 に よ る 分 析 結 果 の 違 い や コ ン タ ミ ネ ー シ ョ ン の 問 題 も 改 善 さ れ る 。 さ
ら に ナ ノ あ る い は ピ コ リ ッ ト ル の 流 体 制 御 に よ り 溶 液 調 整 を 行 う た め 、 こ れ ま で 人 為 的 に
は 不 可 能 で あ っ た 操 作 や 条 件 検 討 が 可 能 と な る 。 こ れ に よ り 生 物 学 的 に 大 変 興 味 深 い 実 験
結 果 を 得 る こ と が 期 待 で き る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 生 化 学 分 析 は 複 数 の 生 化 学 反 応 を 用 い て 行 わ れ る が 、 一 般 的 に 常 温 で 反 応 を 行 う も の が
ほ と ん ど で あ る 。 し か し 中 に は 反 応 溶 液 の 沸 点 付 近 で 行 わ れ る 反 応 も 存 在 す る 。 例 と し て
、 生 化 学 分 析 で 必 須 の DNA増 幅 反 応 PCR（ Polymerase chain reaction） は 、 95℃ 付 近 の 高
温 領 域 で 反 応 を 行 う 。 よ っ て μ TAS構 築 の た め に は 、 こ の 様 な 温 度 条 件 下 に 対 応 し た 流 体
デ バ イ ス の 開 発 が 必 要 と な る 。 し か し 、 こ の と き 特 に 問 題 と な る の が 流 路 中 に 発 生 し た 気
泡 に よ る 送 液 の 阻 害 で あ る 。 こ れ ま で マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス を 用 い て PCRを 行 う Continuou
s flow PCRな ど が 報 告 さ れ て い る が 、 こ れ ら は 有 効 な 気 泡 発 生 抑 制 方 法 も な く 、 ま た 単 に
DNA増 幅 す る だ け の 場 合 に は 特 に 問 題 と は な ら な か っ た （ 非 特 許 文 献 １ － ５ ） 。
　 し か し 、 増 幅 産 物 の 定 量 測 定 で あ る RT-PCR、 μ TASに 高 温 領 域 で 反 応 が 必 要 と す る DNA増
幅 反 応 を 導 入 す る た め に は 大 き な 問 題 と な る 。
　 ま た 、 特 開 2004-61320公 報 （ 特 許 文 献 １ ） で は 、 試 料 液 体 と は 非 相 溶 性 の 駆 動 液 体 を 用
い て 、 微 量 の 試 料 液 体 を 送 液 す る 方 法 を 開 示 し て い る 。 し か し 、 該 方 法 は 、 気 泡 の 混 入 防
止 を 目 的 と し 、 流 路 の 流 出 口 周 辺 で の 気 泡 の 発 生 抑 制 を 行 う こ と が で き な い 。
　 加 え て 、 流 路 内 で の 高 温 反 応 で は 、 は じ め に 高 温 領 域 に 試 料 溶 液 を 送 液 し た 場 合 、 試 料
溶 液 の 先 頭 部 か ら 気 泡 が 発 生 し 、 液 体 試 料 送 液 が 不 安 定 に な る 問 題 点 が あ る 。
【 非 特 許 文 献 １ 】 SCIENCE,VOL.280,15　 MAY　 1998
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Lab　 on　 a　 Chip,2001,1,42-49
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Sensors　 and　 Actuators　 B　 82　 (2002)75-81
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Sensors　 and　 Actuators　 B　 84　 (2002)283-289
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Anal.Chem.2003,75,288-295
【 特 許 文 献 １ 】 特 開 2004-61320
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 本 発 明 は 、 上 記 記 載 し た 従 来 技 術 の 問 題 点 を 解 消 す る こ と を 解 決 す べ き 課 題 と し た 。 即
ち 、 本 発 明 で は 、 一 般 的 な マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス を 作 製 し 、 高 温 条 件 下 に お け る 送 液 挙 動
を 調 べ た 。 そ の 結 果 、 流 出 口 周 辺 に 集 中 し て 気 泡 が 発 生 し 、 ま た 送 液 速 度 が 遅 く な る に つ
れ 気 泡 の 発 生 範 囲 が 広 く な っ た 。 す な わ ち 、 本 発 明 の 課 題 は 、 こ の よ う な 気 泡 の 発 生 原 因
を 解 明 し 、 気 泡 発 生 の な い 安 定 し た 液 体 試 料 送 液 を 実 現 す る こ と で 、 様 々 な 温 度 条 件 下 に
対 応 可 能 な マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス 及 び 液 体 試 料 送 液 方 法 を 提 供 す る こ と で あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 本 発 明 は ま ず マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス に お け る 気 泡 発 生 原 因 を 検 討 し た 。
　 そ の 結 果 、 流 路 内 を 流 れ て い る 溶 液 が 、 圧 力 低 下 に よ り 、 設 定 温 度 に お け る 飽 和 蒸 気 圧
以 下 に な る こ と に よ る 沸 騰 か ら 生 じ る 気 泡 の 発 生 、 ま た は 、 試 料 溶 液 の 温 度 及 び ／ も し く
は 圧 力 の 変 化 に よ り 、 溶 液 に 溶 け 込 ん で い る 気 体 の 溶 解 度 が 低 下 し 、 析 出 す る こ と に よ る
気 泡 の 発 生 が 生 じ る こ と 、 加 え て 、 マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 流 路 内 も 管 内 の 流 れ に 従 っ て
気 泡 が 発 生 し て い る こ と を 新 た に 見 出 し た 。
　 こ れ に よ り 、 管 内 の 流 れ の 式 を 基 に 、 メ イ ン 流 路 の 流 出 口 周 辺 で の 最 適 な 液 体 試 料 の 圧
力 を 維 持 す る こ と に よ る 気 泡 の 発 生 を 抑 制 す る 方 法 と し て 、 １ ） サ ブ 流 路 を 高 温 条 件 下 で
な い メ イ ン 流 路 の 流 出 口 に 導 入 す る こ と 、 ２ ） 溶 液 Ａ を 試 料 溶 液 の 前 に 送 液 す る こ と 、 ３
） 流 れ を 生 じ さ せ て い る 上 流 か ら の 圧 力 に 対 し て 、 こ れ と は 逆 方 向 の 下 流 か ら の 圧 力 を 加
え る こ と 、 を 見 出 し た 。
　 以 上 に よ り 、 管 内 の 流 れ の 式 を 基 に 、 最 適 な 液 体 試 料 送 液 圧 力 の 範 囲 に 各 パ ラ メ ー タ ー
を 設 定 す る こ と に よ っ て 、 最 適 長 の サ ブ 流 路 長 、 気 泡 発 生 抑 制 に 必 要 な 溶 液 Ａ の 量 を 設 定
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す る こ と が で き る 。 こ れ に よ っ て 、 反 応 試 薬 の 微 量 化 や マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 小 型 化 が
可 能 と な っ た 。
　 さ ら に 、 高 温 領 域 に 試 料 溶 液 を 送 液 し た 場 合 、 試 料 溶 液 の 先 頭 部 か ら 気 泡 が 発 生 し 、 送
液 が 不 安 定 に な る 問 題 点 に は 、 溶 液 Ａ を 最 初 に 流 し 、 次 に 液 体 試 料 を 流 す こ と で 、 気 泡 の
発 生 を 防 ぐ こ と が 可 能 に な っ た 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 つ ま り 本 発 明 は 以 下 よ り な る 。
「 １ ． 流 路 内 を 流 れ て い る 溶 液 内 の 圧 力 を 高 め る こ と に よ り 流 路 内 で の 気 泡 の 発 生 を 抑 制
す る 方 法 に お い て 、
　 流 路 内 を 流 れ て い る 溶 液 に お け る 、 圧 力 低 下 に よ り 、 設 定 温 度 に お け る 飽 和 蒸 気 圧 以 下
に な る こ と に よ る 沸 騰 か ら 生 じ る 気 泡 の 発 生 、 ま た は 、 溶 液 の 温 度 及 び ／ 若 し く は 圧 力 の
変 化 に よ り 、 溶 液 に 溶 け 込 ん で い る 気 体 の 溶 解 度 が 低 下 し 、 析 出 す る こ と に よ る 気 泡 の 発
生 を 抑 制 す る た め に 、 飽 和 蒸 気 圧 以 上 の 圧 力 に 保 た れ 、 か つ 温 度 及 び ／ 若 し く は 圧 力 の 変
化 に よ り 、 溶 存 気 体 の 析 出 が 起 き な い 条 件 を 満 足 す る こ と が で き る 長 さ を も つ サ ブ 流 路 を
反 応 領 域 の 下 流 に 連 結 さ せ る こ と を 特 徴 と す る 気 泡 の 発 生 を 抑 制 す る 方 法 。
２ ． 流 路 内 を 流 れ て い る 溶 液 間 の 圧 力 を 高 め る こ と に よ り 流 路 内 で の 気 泡 の 発 生 を 抑 制 す
る 方 法 に お い て 、
　 流 路 内 を 流 れ て い る 溶 液 に お け る 、 圧 力 低 下 に よ り 、 設 定 温 度 に お け る 飽 和 蒸 気 圧 以 下
に な る こ と に よ る 沸 騰 か ら 生 じ る 気 泡 の 発 生 、 ま た は 、 溶 液 の 温 度 及 び ／ 若 し く は 圧 力 の
変 化 に よ り 、 溶 液 に 溶 け 込 ん で い る 気 体 の 溶 解 度 が 低 下 し 、 析 出 す る こ と に よ る 気 泡 の 発
生 を 抑 制 す る た め に 、 試 料 溶 液 と 混 ざ ら な い か 、 も し く は 混 ざ り に く い 、 及 び 当 該 設 定 温
度 条 件 下 で は 飽 和 蒸 気 圧 以 上 の 圧 力 を 保 つ こ と が で き 、 か つ 当 該 条 件 下 に お け る 温 度 及 び
／ 若 し く は 圧 力 の 変 化 に よ っ て 溶 存 気 体 の 析 出 が 起 き な い 溶 液 Aを 試 料 溶 液 の 前 に 送 液 す
る こ と に よ っ て 、 該 溶 液 Aを 押 し 流 す た め の 上 流 か ら の 圧 力 と 該 溶 液 Ａ の 抵 抗 に よ り 、 試
料 溶 液 内 の 圧 力 を 高 め こ と を 特 徴 と す る 気 泡 の 発 生 を 抑 制 す る 方 法 。
３ ． 流 路 内 を 流 れ て い る 溶 液 内 の 圧 力 を 高 め る こ と に よ り 流 路 内 で の 気 泡 の 発 生 を 抑 制 す
る 方 法 に お い て 、
　 流 路 内 を 流 れ て い る 溶 液 に お け る 、 圧 力 低 下 に よ り 、 設 定 温 度 に お け る 飽 和 蒸 気 圧 以 下
に な る こ と に よ る 沸 騰 か ら 生 じ る 気 泡 の 発 生 、 ま た は 、 溶 液 の 温 度 及 び ／ 若 し く は 圧 力 の
変 化 に よ り 、 溶 液 に 溶 け 込 ん で い る 気 体 の 溶 解 度 が 低 下 し 、 析 出 す る こ と に よ る 気 泡 の 発
生 を 抑 制 す る た め に 、 流 れ を 生 じ さ せ て い る 上 流 か ら の 圧 力 に 対 し て 、 こ れ と は 逆 方 向 の
下 流 か ら の 圧 力 を 加 え 、 試 料 溶 液 内 の 圧 力 を 高 め る こ と を 特 徴 と す る 気 泡 の 発 生 を 抑 制 す
る 方 法 。
４ ． 上 記 圧 力 低 下 が 、 マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 流 れ に お い て 、 管 内 の 流 れ の 式 に 示 さ れ る
よ う な 上 流 か ら 下 流 に か け て の 圧 力 低 下 で あ る 前 項 １ ～ ３ の 何 れ か 一 に 記 載 の 気 泡 の 発 生
を 抑 制 す る 方 法 。
５ ． 前 項 １ ～ ４ の 何 れ か 一 に 記 載 の 気 泡 の 発 生 を 抑 制 す る 方 法 を 利 用 す る 液 体 試 料 の 送 液
方 法 。
６ ． 前 項 ５ に 記 載 の 液 体 試 料 の 送 液 方 法 を 利 用 す る 化 学 反 応 方 法 。 」
ま た 、 よ り 詳 し く は 、
「 １ ． メ イ ン 流 路 及 び 該 メ イ ン 流 路 の 流 出 口 に 導 入 し た サ ブ 流 路 を 含 む こ と を 特 徴 と す る
マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス お い て 、 サ ブ 流 路 長 を 以 下 の 式 （ ５ ） 又 は 式 （ ６ ） に 従 っ て 決 定 す
る こ と を 特 徴 と す る マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス 。
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【 数 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 数 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
（ こ こ で 、 L： 流 路 長 、 Δ P prevent： 気 泡 発 生 を 抑 え る の に 必 要 な 圧 力 、 μ ： 溶 液 粘 度 、
dは 流 路 内 の 直 径 、 d h ： hydraulic diameter、 λ ： 管 摩 擦 係 数 、 ρ ： 液 体 試 料 の 密 度 、 u：
液 体 試 料 の 平 均 流 速 を 意 味 す る 。 ）
２ ． サ ブ 流 路 長 を 以 下 の 式 （ ５ ） 又 は 式 （ ６ ） に 従 っ て 決 定 す る こ と を 特 徴 と す る 、 メ イ
ン 流 路 及 び 該 メ イ ン 流 路 の 流 出 口 に 導 入 し た サ ブ 流 路 を 含 む マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 作 製
方 法 。
【 数 ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 数 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
（ こ こ で 、 Δ P prevent： 気 泡 発 生 を 抑 え る の に 必 要 な 圧 力 、 L： 流 路 長 、 μ ： 溶 液 粘 度 、
dは 流 路 内 の 直 径 、 d h ： hydraulic diameter、 λ ： 管 摩 擦 係 数 、 ρ ： 液 体 試 料 の 密 度 、 u：
液 体 試 料 の 平 均 流 速 を 意 味 す る 。 ）
３ ． メ イ ン 流 路 及 び 該 メ イ ン 流 路 の 流 出 口 に 導 入 し た サ ブ 流 路 を 有 す る マ イ ク ロ 流 体 デ バ
イ ス に お い て 、 メ イ ン 流 路 の 流 出 口 周 辺 の 液 体 試 料 送 液 圧 力 を 、 以 下 の 式 （ ３ ） 又 は 式 （
４ ） に 従 っ て 制 御 す る こ と を 特 徴 と す る マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 液 体 試 料 送 液 方 法 。
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【 数 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 数 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
（ こ こ で 、 Δ P prevent： 気 泡 発 生 を 抑 え る の に 必 要 な 圧 力 、 L： 流 路 長 、 μ ： 溶 液 粘 度 、
dは 流 路 内 の 直 径 、 d h ： hydraulic diameter、 λ ： 管 摩 擦 係 数 、 ρ ： 液 体 試 料 の 密 度 、 u：
液 体 試 料 の 平 均 流 速 を 意 味 す る 。 ）
４ ． 前 項 ３ に 記 載 の マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 液 体 試 料 送 液 方 法 に お い て 、 メ イ ン 流 路 の 流
出 口 周 辺 の 液 体 試 料 送 液 圧 力 を 50.00－ 65.00kPaの 値 の 範 囲 に 保 つ こ と を 特 徴 と す る マ イ
ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 液 体 試 料 送 液 方 法 。
５ ． 前 記 液 体 試 料 の 送 液 に お い て 、 溶 液 Ａ を 、 該 液 体 試 料 よ り 先 に メ イ ン 流 路 内 に 送 液 す
る こ と を 特 徴 と す る 前 項 ３ 又 は ４ の い ず れ か １ に 記 載 の マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 液 体 試 料
送 液 方 法 。
６ ． 前 記 溶 液 Ａ の 送 液 量 を 、 以 下 の 式 （ ７ ） 又 は 式 （ ８ ） に よ っ て 決 定 す る こ と を 特 徴 と
す る 前 項 ３ － ５ の い ず れ か １ に 記 載 の マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 液 体 試 料 送 液 方 法 。
【 数 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 数 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
（ こ こ で 、 V o i l ： 気 抱 発 生 抑 制 に 必 要 最 低 量 、 S： 流 路 の 断 面 積 、 L o i l ： 流 路 を 流 れ る 溶
液 Aの 長 さ 、 Δ P prevent： 気 泡 発 生 を 抑 え る の に 必 要 な 圧 力 、 μ ： 溶 液 Aの 粘 度 、 dは 流 路
内 の 直 径 、 d h ： hydraulic diameter、 λ ： 管 摩 擦 係 数 、 ρ ： 溶 液 Aの 密 度 、 u： 液 体 試 料 の
平 均 流 速 を 意 味 す る 。 ）
７ ． 前 記 液 体 試 料 は メ イ ン 流 路 内 で 異 な る 温 度 領 域 を 通 過 さ せ る よ う に し た 前 項 ３ － ６ の
い ず れ か １ に 記 載 の マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 液 体 試 料 送 液 方 法 。
８ ． 前 記 液 体 試 料 は メ イ ン 流 路 内 で ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 を 行 う よ う に し た 前 項 ７ に 記 載
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の マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 液 体 試 料 送 液 方 法 。
９ ． 前 項 ３ － ８ の い ず れ か １ に 記 載 の 液 体 試 料 送 液 方 法 を 使 用 し た 、 液 体 試 料 中 の DNA増
幅 反 応 方 法 。
１ ０ ． メ イ ン 流 路 及 び 該 メ イ ン 流 路 の 流 出 口 に 導 入 し た サ ブ 流 路 を 有 す る マ イ ク ロ 流 体 デ
バ イ ス の サ ブ 流 路 長 の 決 定 及 び ／ 又 は メ イ ン 流 路 の 流 出 口 周 辺 の 液 体 試 料 送 液 圧 力 の 決 定
方 法 で あ っ て 、
　 １ 、 任 意 の サ ブ 流 路 長 を 有 す る マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス を 作 製 す る 。
　 ２ 、 任 意 の 液 体 試 料 送 液 速 度 で 液 体 試 料 を メ イ ン 流 路 内 に 流 す 。 こ こ で 、 メ イ ン 流 路 内
で 気 泡 が 発 生 す る 場 合 に は 、 気 泡 が 発 生 し な く な る ま で 液 体 試 料 送 液 速 度 を 上 げ る 。 ま た
、 こ こ で 、 メ イ ン 流 路 内 で 気 泡 が 発 生 し な い 場 合 に は 、 気 泡 が 発 生 す る ま で 液 体 試 料 送 液
速 度 を 下 げ る 。 こ れ に よ り 、 気 泡 が 発 生 し な い 程 度 の 液 体 試 料 送 液 速 度 を 求 め る 。
　 ３ 、 上 記 ２ の 気 泡 が 発 生 し な い 程 度 の 液 体 試 料 送 液 速 度 及 び 上 記 １ の 任 意 の サ ブ 流 路 長
を 式 （ ３ ） 又 は 式 （ ４ ） に 代 入 す る こ と に よ り 、 気 泡 が 発 生 し な い 程 度 の メ イ ン 流 路 の 流
出 口 周 辺 の 液 体 試 料 送 液 圧 力 値 を 求 め る 。
　 ４ 、 上 記 ３ の 気 泡 が 発 生 し な い 程 度 の メ イ ン 流 路 の 流 出 口 周 辺 の 液 体 試 料 送 液 圧 力 値 を
固 定 値 と し て 、 上 記 ２ の 気 泡 が 発 生 し な か っ た 液 体 試 料 送 液 速 度 値 を 、 式 （ ５ ） 又 は 式 （
６ ） に 代 入 す る こ と に よ り 、 サ ブ 流 路 長 を 求 め る 。
　 ５ 、 上 記 ３ の 気 泡 が 発 生 し な い 程 度 の メ イ ン 流 路 の 流 出 口 周 辺 の 液 体 試 料 送 液 圧 力 値 を
固 定 値 と し て 、 上 記 ２ の 気 泡 が 発 生 し な か っ た 液 体 試 料 送 液 速 度 値 を 、 式 （ ７ ） 又 は 式 （
８ ） に 代 入 す る こ と に よ り 、 気 泡 発 生 抑 制 に 必 要 な 溶 液 Aの 必 要 最 低 量 V O i l を 求 め る 。
　 こ と を 特 徴 と す る 設 定 方 法 。
【 数 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 数 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 数 １ １ 】
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【 数 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
（ こ こ で 、 Δ P prevent： 気 泡 発 生 を 抑 え る の に 必 要 な 圧 力 、 L： 流 路 長 、 μ ： 溶 液 粘 度 、
dは 流 路 内 の 直 径 、 d h ： hydraulic diameter、 λ ： 管 摩 擦 係 数 、 ρ ： 液 体 試 料 の 密 度 、 u：
液 体 試 料 の 平 均 流 速 を 意 味 す る 。 ）
【 数 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 数 １ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
（ こ こ で 、 V o i l ： 気 抱 発 生 抑 制 に 必 要 最 低 量 、 S： 流 路 の 断 面 積 、 L o i l ： 流 路 を 流 れ る 溶
液 Aの 長 さ 、 Δ P prevent： 気 泡 発 生 を 抑 え る の に 必 要 な 圧 力 、 μ ： 溶 液 Aの 粘 度 、 dは 流 路
内 の 直 径 、 d h ： hydraulic diameter、 λ ： 管 摩 擦 係 数 、 ρ ： 溶 液 Aの 密 度 、 u： 液 体 試 料 の
平 均 流 速 を 意 味 す る 。 ）
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 流 路 内 を 流 れ て い る 溶 液 内 で の 気 泡 の 発 生 を 抑 制 で き る 方 法 を 提 供 す
る こ と が で き る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 液 体 試 料
　 本 発 明 の 液 体 試 料 は 、 例 え ば 反 応 原 液 や 生 成 物 溶 液 、 分 離 原 液 や 分 離 液 、 検 出 す べ き 物
質 の 溶 液 、 定 量 す べ き 液 体 な ど で あ り 、 そ の 状 態 は 任 意 で あ る 。 例 え ば 、 純 粋 液 体 、 混 合
液 体 、 溶 液 、 分 散 液 な ど で あ り 得 る が 、 特 に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス
　 本 発 明 の マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス は 、 マ イ ク ロ ・ フ ル イ デ ィ ッ ク ・ デ バ イ ス 、 マ イ ク ロ ・
フ ァ ブ リ ケ イ テ ッ ド ・ デ バ イ ス 、 ラ ブ ・ オ ン ・ チ ッ プ 、 又 は マ イ ク ロ ・ ト ー タ ル ・ ア ナ リ
テ ィ カ ル ・ シ ス テ ム （ μ TAS） と も 呼 ば れ る も の で あ り 、 液 体 試 料 を 流 路 内 に 流 入 し 流 出
す る ま で の 経 路 内 で 、 液 体 試 料 が 温 度 変 化 を う け る 機 構 、 濃 度 調 整 さ れ る 機 構 、 化 学 反 応
を う け る 機 構 、 流 動 の 流 速 、 流 動 の 分 岐 、 混 合 若 し く は 分 離 な ど の 制 御 を う け る 機 構 、 又
は 電 気 的 、 光 学 的 な 測 定 を う け る 機 構 等 を 設 け た 流 路 を 備 え る 。 加 え て 本 発 明 の 一 態 様 で
は 、 メ イ ン 流 路 の 流 出 口 下 流 に 連 結 し た サ ブ 流 路 を 有 す る 。
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【 ０ ０ １ ０ 】
　 管 内 の 流 れ の 式
　 流 路 内 の 流 れ が 層 流 の 場 合 、 各 パ ラ メ ー タ ー で あ る 、 P1： 上 流 の 圧 力 、 P2： 下 流 の 圧 力
、 L： P1－ P2の 流 路 間 、 μ ： 溶 液 粘 度 、 dは 流 路 内 の 直 径 、 uは 平 均 流 速 と す る と 以 下 の 式
（ １ ） で 与 え ら れ る 。 こ の 式 を ハ ー ゲ ン ポ ア ゼ イ ユ の 法 則 と い う 。
【 数 １ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 ま た 、 流 路 断 面 積 が 円 形 で な い 場 合 に は 、 以 下 の 式 （ ２ ） で 表 さ れ る 。
【 数 １ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 （ こ こ で 、 d h ： hydraulic diameter、 λ ： 管 摩 擦 係 数 、 ρ ： 溶 液 の 密 度 、 u： 溶 液 の 平
均 流 速 、 L： 流 路 長 を 意 味 す る 。 ）
　 よ っ て 、 流 路 断 面 積 が 円 形 の 場 合 に は 、 以 下 の 式 （ ３ ） と な り 、 流 路 面 積 が 非 円 形 の 場
合 に は 、 以 下 の 式 （ ４ ） と な る 。
【 数 １ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 数 １ ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
（ こ こ で 、 Δ P prevent： 気 泡 発 生 を 抑 え る の に 必 要 な 圧 力 、 L： 流 路 長 、 μ ： 溶 液 粘 度 、
dは 流 路 内 の 直 径 、 d h ： hydraulic diameter、 λ ： 管 摩 擦 係 数 、 ρ ： 液 体 試 料 の 密 度 、 u：
液 体 試 料 の 平 均 流 速 を 意 味 す る 。 ）
　 本 発 明 の メ イ ン 流 路 及 び 該 メ イ ン 流 路 の 高 温 条 件 下 で な い 流 出 口 下 流 に 連 結 し た サ ブ 流
路 を 有 す る マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス で の 液 体 試 料 の 送 液 は 、 上 記 式 （ ３ ） 又 は 式 （ ４ ） に 近
似 的 に 当 て は ま る こ と を 、 下 記 実 施 例 に よ り 新 規 に 見 つ け 出 し た 。 こ れ に よ り 、 各 パ ラ メ
ー タ ー の 値 を 変 更 し て 、 上 記 式 （ ３ ） 又 は 式 （ ４ ） に 代 入 す る こ と に よ り 、 メ イ ン 流 路 の
流 出 口 周 辺 の 液 体 試 料 送 液 圧 力 の 値 の 決 定 を 行 う こ と が で き る 。
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【 ０ ０ １ １ 】
　 メ イ ン 流 路 及 び サ ブ 流 路
　 本 発 明 の メ イ ン 流 路 は 、 液 体 試 料 の 反 応 の 場 で あ る 反 応 領 域 で あ り 、 こ の 流 路 中 で 、 化
学 反 応 、 物 理 化 学 的 処 理 、 検 出 、 定 量 な ど を 行 っ た り 、 こ の 流 路 か ら 極 微 少 量 の 液 体 を 定
量 吐 出 し た り 、 同 じ く 定 量 吸 引 し た り す る 機 能 を 有 す る も の で あ る 。
　 ま た 、 サ ブ 流 路 は 、 飽 和 蒸 気 圧 以 上 の 圧 力 に 保 た れ 、 か つ 温 度 及 び ／ 若 し く は 圧 力 の 変
化 に よ り 、 溶 存 気 体 の 析 出 が 起 き な い 条 件 を 満 足 す る こ と が で き る 長 さ を も つ 流 路 を 意 味
す る 。 具 体 的 に は 、 高 温 条 件 下 で な い メ イ ン 流 路 の 流 出 口 に 連 結 さ れ た 流 路 で あ り 、 主 に
メ イ ン 流 路 の 流 出 口 周 辺 の 圧 力 を 一 定 以 上 に 保 つ た め に 、 設 置 さ れ て い る 。 ま た 、 本 発 明
の サ ブ 流 路 長 は 、 以 下 に 示 す 式 （ ５ ） 又 は 式 （ ６ ） か ら 決 定 す る こ と が で き る 。 こ れ に よ
り 、 メ イ ン 流 路 内 で は 気 泡 が 発 生 し な い 必 要 最 小 限 の サ ブ 流 路 長 を 設 定 す る こ と が で き 、
マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 小 型 化 を 可 能 と し て い る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 サ ブ 流 路 長 の 設 定 方 法
　 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 メ イ ン 流 路 の 流 出 口 下 流 に 連 結 し た サ ブ 流 路 を 備 え る こ と で 、 気
泡 の 発 生 を 抑 制 す る 方 法 で あ る 。
　 サ ブ 流 路 長 の 長 さ は 、 流 路 断 面 積 が 円 形 の 場 合 に は 、 式 （ ３ ） を 基 に 以 下 の 式 （ ５ ） で
算 出 で き 、 流 路 面 積 が 非 円 形 の 場 合 に は 、 式 （ ４ ） を 基 に 以 下 の 式 （ ６ ） で 算 出 す る こ と
が で き る 。
【 数 １ ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 数 ２ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
（ こ こ で 、 L： 流 路 長 、 Δ P prevent： 気 泡 発 生 を 抑 え る の に 必 要 な 圧 力 、 μ ： 溶 液 粘 度 、
dは 流 路 内 の 直 径 、 d h ： hydraulic diameter、 λ ： 管 摩 擦 係 数 、 ρ ： 液 体 試 料 の 密 度 、 u：
液 体 試 料 の 平 均 流 速 を 意 味 す る 。 ）
　 例 え ば 、 予 め サ ブ 流 路 長 以 外 の 各 パ ラ メ ー タ ー を 設 定 し て お け ば 、 式 （ ５ ） 又 は 式 （ ６
） に 各 パ ラ メ ー タ ー を 代 入 す る こ と で 、 サ ブ 流 路 長 （ Ｌ ） を 求 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 メ イ ン 流 路 の 流 出 口 周 辺 の 液 体 試 料 送 液 圧 力
　 本 発 明 の マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 液 体 試 料 送 液 方 法 に お け る 、 メ イ ン 流 路 の 流 出 口 周 辺
の 液 体 試 料 送 液 圧 力 は 、 式 （ ３ ） 又 は 式 （ ４ ） を 基 に 算 出 す る こ と が で き る 。
　 例 え ば 、 メ イ ン 流 路 の 流 出 口 周 辺 の 液 体 試 料 送 液 圧 力 以 外 の 各 パ ラ メ ー タ ー を 設 定 し て
お け ば 、 式 （ ３ ） 又 は 式 （ ４ ） に 各 パ ラ メ ー タ ー を 代 入 す る こ と で 、 メ イ ン 流 路 の 流 出 口
周 辺 の 液 体 試 料 送 液 圧 力 （ Δ Ppresent） を 求 め る こ と が で き る 。
　 ま た 、 本 発 明 の マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 液 体 試 料 送 液 方 法 に お け る 、 メ イ ン 流 路 の 流 出
口 周 辺 の 液 体 試 料 送 液 圧 力 は 、 例 え ば 、 本 実 施 例 の 条 件 を 基 に し て 、 50.00-65.00（ kPa）
、 好 ま し く は 53.00-65.00（ kPa） 、 さ ら に 好 ま し く は 56.00-65.00（ kPa） で あ る 。 こ の よ
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う な 送 液 圧 力 は 、 マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 管 内 に 負 の 影 響 を 与 え ず か つ メ イ ン 流 路 内 で 気
泡 が 発 生 し な い 送 液 圧 力 を 意 味 す る 。 ま た 、 こ れ ら の メ イ ン 流 路 の 流 出 口 周 辺 の 好 ま し い
液 体 試 料 送 液 圧 力 値 は 、 以 下 に 示 す 実 施 例 に よ り 算 出 さ れ た も の で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 ま た 、 本 発 明 の マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の サ ブ 流 路 長 の 決 定 及 び ／ 又 は メ イ ン 流 路 の 流 出
口 周 辺 の 液 体 試 料 送 液 圧 力 並 び に 溶 液 Ａ の 量 の 決 定 方 法 は 、 以 下 の よ う に 決 定 す る こ と も
で き る 。
　 以 下 に 示 す メ イ ン 流 路 及 び サ ブ 流 路 を 有 す る マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 作 製 方 法 に よ り 、
任 意 の サ ブ 流 路 長 を 有 す る マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス を 作 製 す る 。 そ し て 、 任 意 の 液 体 試 料 送
液 速 度 で 液 体 試 料 を メ イ ン 流 路 内 に 流 す 。 こ こ で 、 メ イ ン 流 路 内 で 気 泡 が 発 生 す る 場 合 に
は 、 気 泡 が 発 生 し な く な る ま で 液 体 試 料 送 液 速 度 を 上 げ る 。 ま た 、 こ こ で 、 メ イ ン 流 路 内
で 気 泡 が 発 生 し な い 場 合 に は 、 気 泡 が 発 生 す る ま で 液 体 試 料 送 液 速 度 を 下 げ る 。
　 以 上 に よ り 、 気 泡 が 発 生 し な い 程 度 の 上 記 液 体 試 料 送 液 速 度 及 び 任 意 の サ ブ 流 路 長 を 式
（ ３ ） 又 は 式 （ ４ ） に 代 入 す る こ と に よ り 、 気 泡 が 発 生 し な い 程 度 の メ イ ン 流 路 の 流 出 口
周 辺 の 液 体 試 料 送 液 圧 力 値 を 求 め る こ と が で き る 。 さ ら に 、 前 記 気 泡 が 発 生 し な い 程 度 の
メ イ ン 流 路 の 流 出 口 周 辺 の 液 体 試 料 送 液 圧 力 値 を 固 定 値 と し て 、 気 泡 が 発 生 し な か っ た 液
体 試 料 送 液 速 度 値 を 、 式 （ ５ ） 又 は 式 （ ６ ） に 代 入 す る こ と に よ り 、 メ イ ン 流 路 内 に 気 泡
が 発 生 し な い サ ブ 流 路 長 を 求 め る こ と が で き る 。
　 さ ら に 、 上 記 の 気 泡 が 発 生 し な い 程 度 の メ イ ン 流 路 の 流 出 口 周 辺 の 液 体 試 料 送 液 圧 力 値
を 固 定 値 と し て 、 上 記 の 気 泡 が 発 生 し な か っ た 液 体 試 料 送 液 速 度 値 を 、 式 （ ７ ） 又 は 式 （
８ ） に 代 入 す る こ と に よ り 、 気 泡 発 生 抑 制 に 必 要 な 溶 液 Ａ の 必 要 最 低 量 V o i l を 求 め る こ と
が で き る 。
【 数 ２ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 数 ２ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
（ こ こ で 、 V o i l ： 気 抱 発 生 抑 制 に 必 要 最 低 量 、 S： 流 路 の 断 面 積 、 L o i l ： 流 路 を 流 れ る 溶
液 Aの 長 さ 、 Δ P prevent： 気 泡 発 生 を 抑 え る の に 必 要 な 圧 力 、 μ ： 溶 液 Aの 粘 度 、 dは 流 路
内 の 直 径 、 d h ： hydraulic diameter、 λ ： 管 摩 擦 係 数 、 ρ ： 溶 液 Aの 密 度 、 u： 液 体 試 料 の
平 均 流 速 を 意 味 す る 。 ）
【 ０ ０ １ ５ 】
　 本 発 明 の メ イ ン 流 路 及 び 該 メ イ ン 流 路 の 流 出 口 に 導 入 し た サ ブ 流 路 を 含 む マ イ ク ロ 流 体
デ バ イ ス の 作 製 方 法
　 メ イ ン 流 路 及 び 該 メ イ ン 流 路 の 流 出 口 に 導 入 し た サ ブ 流 路 を 含 む マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス
の 作 製 方 法 は 、 公 知 の マ イ ク ロ デ バ イ ス 作 製 方 法 に よ り 作 製 す る こ と が で き る 。
　 具 体 的 に は 、 基 板 表 面 に レ ジ ス ト を 塗 布 し 、 ス ピ ン コ ー タ ー に よ り 表 面 に 薄 膜 を 形 成 す
る 。 そ の 後 、 ベ ー ク し 、 マ ス ク ア ラ イ ナ ー を 用 い て 、 レ ジ ス ト 面 に メ イ ン 流 路 及 び 該 メ イ
ン 流 路 の 流 出 口 に 導 入 し た サ ブ 流 路 の 目 的 の パ タ ー ン を 描 い た フ ォ ト マ ス ク を 接 触 さ せ な
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が ら 、 UV照 射 す る 。 ベ ー ク 後 、 現 像 液 に 浸 し 、 余 分 な レ ジ ス ト を 除 去 し た 。 最 後 に ベ ー ク
し 、 鋳 型 を 作 製 す る 。
　 作 製 し た 鋳 型 に 、 PDMSを 流 し 込 み 、 加 熱 し 硬 化 さ せ る 。 常 温 に 冷 ま し 、 PDMSを 剥 が し メ
イ ン 流 路 及 び サ ブ 流 路 の 転 写 を 行 っ た 。 Inlet部 （ 注 入 口 ） 及 び Outlet部 （ 流 出 口 ） に シ
リ ン ジ 針 に よ り 貫 通 穴 を 作 製 し 、 送 液 用 テ フ ロ ン （ 登 録 商 標 ） チ ュ ー ブ を 挿 入 す る 。 PDMS
を 挿 入 部 に 塗 布 し 、 加 熱 の 工 程 を 複 数 回 繰 り 返 し 、 チ ュ ー ブ の 固 定 化 を 行 う 。 こ の PDMS流
路 と ス ラ イ ド ガ ラ ス の 両 面 を イ オ ン エ ッ チ ン グ 装 置 に よ り 、 酸 素 プ ラ ズ マ 処 理 し 、 張 り 合
わ せ る こ と で メ イ ン 流 路 及 び 該 メ イ ン 流 路 の 流 出 口 に 導 入 し た サ ブ 流 路 を 含 む マ イ ク ロ 流
体 デ バ イ ス を 作 製 し た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 溶 液 Ａ （ 先 送 液 体 ）
　 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 溶 液 Ａ を 試 料 溶 液 の 前 に 送 液 す る こ と に よ り 、 気 泡 の 発 生 を 抑 制
す る 方 法 で あ る 。
　 溶 液 Ａ （ 先 送 液 体 ） は 、 液 体 試 料 を メ イ ン 流 路 内 に 導 入 す る 前 に 、 メ イ ン 流 路 内 に 導 入
す る 液 体 を 意 味 す る 。 加 え て 、 溶 液 Ａ （ 先 送 液 体 ） は 、 試 料 溶 液 と 混 ざ ら な い か 、 も し く
は 混 ざ り に く い 、 及 び 設 定 温 度 条 件 下 で は 飽 和 蒸 気 圧 以 上 の 圧 力 を 保 つ こ と が で き 、 か つ
当 該 条 件 下 に お け る 温 度 及 び ／ 若 し く は 圧 力 の 変 化 に よ っ て 溶 存 気 体 の 析 出 が 起 き な い 液
体 を 意 味 す る 。 ま た 、 溶 液 Ａ （ 先 送 液 体 ） は 、 液 体 試 料 と は 非 相 溶 性 の 液 体 で あ り 、 液 体
試 料 や マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス  な ど を 犯 す も の で な け れ ば 任 意 で あ る 。 具 体 的 に は 、 液 体
試 料 が 水 系 液 体 、 即 ち 水 溶 液 や 、 水 を 分 散 媒 と す る 分 散 液 で あ る 場 合 に は 、 溶 液 Ａ （ 先 送
液 体 ） は 非 水 溶 性 の 有 機 溶 剤 や 有 機 液 体 、 例 え ば 、 ノ ル マ ル ヘ キ サ ン 、 ト ル エ ン 、 ミ ネ ラ
ル オ イ ル な ど の 炭 化 水 素 系 溶 剤 ； デ カ ン 酸 エ チ ル な ど の エ ス テ ル 系 溶 剤 ； ジ ブ チ ル エ ー テ
ル な ど の エ ー テ ル 系 溶 剤 ； ク ロ ロ ホ ル ム な ど の 塩 素 系 溶 剤 ； フ ッ 素 系 溶 剤 ； シ リ コ ン オ イ
ル 等 を 例 示 で き る 。 フ ッ 素 オ イ ル は 沸 点 が 高 く 、 化 学 的 に 不 活 性 、 高 い 粘 性 、 疎 水 性 で あ
る た め 、 親 水 性 の 溶 液 と 交 わ ら な い な ど の 特 徴 が あ り 、 特 に 好 適 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 先 送 液 体 で あ る 溶 液 Ａ の 送 液 量 は 、 以 下 の 式 （ ９ ） 又 は 詳 し く は 式 （ ７ ） 若 し く は 式 （
８ ） か ら 算 出 す る こ と が で き る 。
【 数 ２ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
（ こ こ で 、 Δ Pprevent は 、 気 泡 の 発 生 を 抑 制 す る た め に 必 要 な 圧 力 、 μ O i l  は フ ッ 素 オ
イ ル の 粘 度 、 Δ P o i l は フ ッ 素 オ イ ル を 流 し た 場 合 の オ イ ル 上 流 、 下 流 の 圧 力 差 で あ る 。 ）
【 ０ ０ １ ８ 】
　 メ イ ン 流 路 内 の 設 定 温 度
　 本 発 明 に お い て は 、 マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス  内 の メ イ ン 流 路 が 異 な る 温 度 に そ れ ぞ れ 設
定 さ れ た 複 数 の 温 度 領 域 （ 温 調 領 域 部 ） に ま た が っ て 形 成 さ れ て お り 、 こ れ ら の 温 度 領 域
の 流 路 を 液 体 試 料 が 通 過 し 、 異 な る 温 度 領 域 を 通 過 さ せ る こ と に よ っ て 液 体 試 料 の 化 学 反
応 が 行 わ れ る 。 特 に 本 発 明 の 設 定 温 度 は 、 ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） を 行 う よ う な 高
温 条 件 に 設 定 さ れ て い る 。
　 な お 、 本 発 明 で は 、 設 定 温 度 で 試 料 溶 液 を 送 液 し た 場 合 に 、 流 路 内 を 流 れ て い る 溶 液 が
、 圧 力 低 下 に よ り 、 当 該 設 定 温 度 に お け る 飽 和 蒸 気 圧 以 下 に な る こ と に よ る 沸 騰 か ら 生 じ
る 気 泡 の 発 生 、 又 は 、 試 料 溶 液 の 温 度 及 び ／ も し く は 圧 力 の 変 化 に よ り 、 溶 液 に 溶 け 込 ん
で い る 気 体 の 溶 解 度 が 低 下 し 、 析 出 す る こ と に よ る 気 泡 の 発 生 を 抑 制 す る た め の 手 段 を 提
供 す る も の で あ る 。
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【 ０ ０ １ ９ 】
　 液 体 試 料 送 液 方 法
　 本 発 明 の 液 体 試 料 送 液 方 法 は 、 自 体 公 知 の マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 液 体 試 料 送 液 方 法 で
行 う こ と が で き る 。
　 例 示 的 に は 、 空 気 な ど の 気 体 や シ リ ン ジ ポ ン プ な ど の 外 部 駆 動 手 段 を 用 い た 圧 力 差 に よ
る 方 法 、 マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス 内 部 に 設 け た ダ イ ヤ フ ラ ム ポ ン プ や ギ ヤ ポ ン プ な ど の 内 部
駆 動 手 段 を 用 い た 圧 力 差 に よ る 方 法 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ に 限 定 さ れ な い 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 本 発 明 の 流 体 デ バ イ ス で の 試 料 液 体 の 送 液 方 法 に つ い て 図 ４ を 用 い て 説 明 す る 。
　 本 発 明 の 流 体 デ バ イ ス  の 溶 液 入 口 １ に 溶 液 Ａ （ 先 送 液 体 ） を マ イ ク ロ シ リ ン ジ を 用 い
て 注 入 す る 。 こ の と き の 溶 液 Ａ で あ る 先 送 液 体 の 送 液 量 は 、 式 （ ９ ） 又 は 詳 し く は 式 （ ７
） 若 し く は 式 （ ８ ） か ら 算 出 さ れ る 。 続 い て 、 試 料 液 体 を 気 泡 の 混 入 が な い よ う に 、 溶 液
入 口 １ に マ イ ク ロ シ リ ン ジ を 用 い て 注 入 す る 。 こ の と き の 試 料 液 体 の 送 液 速 度 は 、 式 （ ３
） 又 は 式 （ ４ ） に 制 御 さ れ る 。
　 ま た 、 溶 液 入 口 １ に マ イ ク ロ シ リ ン ジ ポ ン プ を 装 着 し た 配 管 （ 図 示 せ ず ） の 先 端 を 嵌 挿
さ せ 、 マ イ ク ロ シ リ ン ジ ポ ン プ を 駆 動 さ せ て 溶 液 Ａ （ 先 送 液 体 ） 、 続 い て 試 料 液 体 を 溶 液
入 口 １ か ら 注 入 す る 。
　 こ れ に よ っ て 溶 液 Ａ （ 先 送 液 体 ） 、 続 い て 試 料 液 体 は 、 メ イ ン 流 路 ３ 内 を 一 定 速 度 で 送
液 さ れ 、 ヒ ー タ ー ２ を 通 過 す る こ と で 温 度 履 歴 を 受 け る 。
　 続 い て 、 メ イ ン 流 路 ３ 内 を 通 過 し た 溶 液 Ａ （ 先 送 液 体 ） 、 試 料 液 体 は 、 メ イ ン 流 路 ３ 内
の 流 出 口 に 導 入 し た サ ブ 流 路 ４ に 入 り 、 そ の 後 溶 液 出 口 ５ か ら 排 出 さ れ る 。
　 ま た 、 本 発 明 の 気 泡 の 発 生 を 抑 制 す る 方 法 の 一 態 様 で あ る 、 試 料 液 体 の 流 れ を 生 じ さ せ
て い る 上 流 か ら の 圧 力 に 対 し て 、 こ れ と は 逆 方 向 の 下 流 か ら の 圧 力 を 加 え る 方 法 で は 、 メ
イ ン 流 路 （ ３ ） の 流 出 口 （ サ ブ 流 路 の 設 置 は 任 意 で あ る ） 又 は 溶 液 出 口 （ ５ ） に マ イ ク ロ
シ リ ン ジ ポ ン プ を 装 着 し た 配 管 （ 図 示 せ ず ） の 先 端 を 嵌 挿 さ せ 、 マ イ ク ロ シ リ ン ジ ポ ン プ
を 駆 動 さ せ て 、 試 料 溶 液 の 流 れ と は 逆 方 向 の 下 流 か ら の 圧 力 を 加 え る 。 し か し な が ら 、 マ
イ ク ロ シ リ ン ジ ポ ン プ に よ る 逆 方 向 の 下 流 か ら の 圧 力 を 加 え る 方 法 に 限 定 は さ れ ず 、 逆 方
向 の 下 流 か ら の 圧 力 を 加 え る こ と が で き れ ば い か な る 方 法 で も よ い 。
　 こ の 際 、 メ イ ン 流 路 の 流 出 口 周 辺 の 液 体 試 料 送 液 圧 力 は 、 50.00-65.00（ kPa） 、 好 ま し
く は 53.00-65.00（ kPa） 、 さ ら に 好 ま し く は 56.00-65.00（ kPa） の 範 囲 で 行 う こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 以 下 で 本 発 明 を 実 施 例 に よ っ て 説 明 す る が 、 こ れ ら は 最 良 の 態 様 を 例 示 し た も の で あ っ
て 、 本 発 明 は そ の 対 象 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 実 施 例 １ 】
【 ０ ０ ２ ２ 】
（ マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 作 製 方 法 ）
１ ． 試 料 及 び 試 薬
　 本 発 明 で 使 用 し た 試 料 及 び 試 薬 を 以 下 に 示 す 。
　 鋳 型 基 板 と し て Siウ ェ ハ ー （ 信 越 ア ス テ ッ ク 、 CZ-N、 4イ ン チ 、 結 晶 面 [110]、 片 面 研 磨
） を 使 用 し 、 フ ォ ト リ ソ グ ラ フ ィ ー の レ ジ ス ト と し て SU-8（ Micro　 Chem　 Corp.,　 NANOT
MSU-8　 50） 、 現 像 液 と し て Developer（ Micro　 Chem　 Corp.,　 NANOTMSU-8　 Developer）
を 用 い た 。 チ ッ プ 材 質 と し て PDMS（ Polydimethyl　 sioxane,　 DOW　 CORNING,　 SYLGARD　
kit） を 使 用 し 、 送 液 用 チ ユ ー ブ と し て FEPチ ュ ー ブ （ 内 径 0.15± 0.05ｍ ｍ ,ビ ー ・ エ ー ・
エ ス 株 式 会 社 ） を 用 い た 。 チ ッ プ 下 底 に は MICRO　 SLIDE　 GLASS（ 76× 52× 1～ 1.2mm,MATS
UNAMI） を 用 い た 。 流 路 表 面 処 理 に リ ピ ジ ュ ア （ PMB、 日 本 油 脂 株 式 会 社 ） を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
２ ． マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 作 製 装 置 及 び 周 辺 機 器
　 Si基 板 上 に レ ジ ス ト を 塗 布 す る た め に ス ピ ン コ ー タ ー （ MIKASA,1H-DX2） 、 ベ ー キ ン グ
の た め の ホ ッ ト プ レ ー ト （ イ ウ チ 、 DATAPLATE） 、 露 光 す る た め に マ ス ク ア ラ イ ナ ー （ Kar
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l　 SUSS,MJB3） を 使 用 し た 。 転 写 鋳 型 の た め の ベ ー キ ン グ と し て オ ー ブ ン （ YAMATO社 製 、
DKN301） を 使 用 し た 。 Inlet及 び Outletの 溶 液 注 入 口 作 製 に は 、 シ リ ン ジ 針 （ 20G× 11/2、
0.90× 38mm、 TERUMOR） の 先 端 を 切 断 し 、 フ ラ ッ ト に 研 磨 し た シ リ ン ジ 針 を 使 用 し た 。 PDM
Sと Glassの 接 着 の た め の 反 応 性 イ オ ン エ ッ チ ン グ 装 置 （ SAMCO、 RIE-10NR） を 使 用 し た 。 C
ontinuous　 flow　 PCRの ヒ ー タ ー と し て 、 カ ー ト リ ッ ジ ヒ ー タ ー （ 外 径 6mm× 8cm、 九 州 日
昌 ） 、 ヒ ー タ ー ブ ロ ッ ク と し て ア ル ミ ヒ ー タ ー ブ ロ ッ ク （ 1× 1× 8cm、 株 式 会 社 　 九 州 日
昌 ） を 使 用 し 、 温 度 制 御 用 熱 電 対 （ 九 州 日 昌 ） 、 温 度 調 節 器 （ LCSS、 九 州 日 昌 ） を 用 い て
温 度 制 御 を 行 っ た 。 送 液 の 観 察 の た め に 実 体 蛍 光 顕 微 鏡 （ MZFL.ラ イ カ ） 、 CCDカ メ ラ と し
て （ Axio　 cam,Carl　 Zeiss） を 使 用 し た 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
３ ． マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 作 製 方 法
　 マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 作 製 は ま ず 、 片 面 研 磨 し た 4イ ン チ の Si<100>ウ エ ハ ー に レ ジ ス
ト （ SU-8-50） を 塗 布 し 、 ス ピ ン コ ー タ ー に よ り 表 面 に 薄 膜 を 形 成 し た 。 ス ピ ン コ ー タ ー
の 回 転 数 を 3000rpmと し 、 30秒 間 行 う こ と で 、 40μ mの 薄 膜 が 形 成 さ れ る よ う に 設 定 し た 。
そ の 後 、 65℃ で 5分 、 95℃ で 15分 間 ベ ー ク し 、 マ ス ク ア ラ イ ナ ー を 用 い て 、 レ ジ ス ト 面 に
目 的 の パ タ ー ン （ メ イ ン 流 路 の み 、 メ イ ン 流 路 及 び サ ブ 流 路 ） を 描 い た フ ォ ト マ ス ク を 接
触 さ せ な が ら 、 UVを 25秒 間 照 射 し た 。 65℃ で 2分 、 95℃ で 4分 間 ベ ー ク 後 、 現 像 液 に 約 20分
間 浸 し 、 余 分 な レ ジ ス ト を 除 去 し た 。 最 後 に 150℃ で 20分 間 ベ ー ク し 、 鋳 型 を 作 製 し た 。
　 作 製 し た 鋳 型 に 、 PDMSを 厚 さ が 3mm程 度 に な る よ う に 流 し 込 み 、 オ ー ブ ン で 120℃ 、 約 1
時 間 加 熱 し 硬 化 さ せ た 。 常 温 に 冷 ま し 、 PDMSを 剥 が し 流 路 の 転 写 を 行 っ た 。 Inlet部 （ 注
入 口 ） 及 び Outlet部 （ 流 出 口 ） に シ リ ン ジ 針 に よ り 500μ m程 度 の 貫 通 穴 を 作 製 し 、 送 液 用
テ フ ロ ン （ 登 録 商 標 ） チ ュ ー ブ （ 内 径 0.15mm± 0.05mm） を 挿 入 し た 。 PDMSを 挿 入 部 に 塗 布
し 、 120℃ で 10分 間 加 熱 の 工 程 を ３ 回 繰 り 返 し 、 チ ュ ー ブ の 固 定 化 を 行 っ た 。 こ の PDMS流
路 と ス ラ イ ド ガ ラ ス の 両 面 を イ オ ン エ ッ チ ン グ 装 置 に よ り 10秒 間 、 酸 素 プ ラ ズ マ 処 理 し 、
張 り 合 わ せ る こ と で マ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス を 作 製 し た 。 ま た 、 該 マ イ ク ロ デ バ イ ス を 切 断
し 、 顕 微 鏡 に よ り 流 路 幅 50μ m、 流 路 高 50μ mに な っ て い る こ と を 確 認 し た 。
【 実 施 例 ２ 】
【 ０ ０ ２ ５ 】
（ 高 温 領 域 に お け る 液 体 試 料 の 流 れ ）
　 図 １ に 示 す よ う に 、 2cmの 流 路 が 29ラ イ ン 繰 り 返 し 並 ん だ 流 路 構 造 か ら な る マ イ ク ロ 流
体 デ バ イ ス を 作 製 し た 。
　 該 デ バ イ ス を ヒ ー タ ー 上 に 設 置 し 、 0.2mM Neutral red溶 液 （ 0.2mM の Neutral redを 溶
か し た ミ リ Q水 ） を 送 液 し 、 溶 液 で デ バ イ ス 内 を 満 た し た 。 次 に ヒ ー タ ー の 温 度 を 95℃ ま
で 上 昇 さ せ 、 送 液 の 様 子 を 顕 微 鏡 に よ り 観 察 し 、 気 泡 の 発 生 地 点 を 調 べ た 。 こ の と き 0.5
、 0.6、 0.7、 0.8、 0.9お よ び 1.0、 2.0、 3.0、 4.0、 5.0、 6.0 mL/minの 各 速 度 に つ い て 行
っ た 。
　 そ の 結 果 、 流 出 口 周 辺 に 集 中 し て 気 泡 の 発 生 が み ら れ た （ 図 ２ ） 。 ま た 各 速 度 に お け る
気 泡 の 発 生 ラ イ ン を プ ロ ッ ト し た と こ ろ 、 送 液 速 度 が 上 昇 す る に つ れ て 、 気 泡 の 発 生 範 囲
が 狭 く な る こ と は わ か っ た （ 図 ３ ） 。 こ れ は 、 マ イ ク ロ 流 路 内 が 式 （ １ ） お よ び 式 （ ２ ）
で 示 す 、 管 内 の 流 れ で あ り 、 下 流 に な る ほ ど 低 圧 と な る こ と が 原 因 と 考 え ら れ た 。
　 こ こ で 流 路 内 の 流 れ が 層 流 の 場 合 、 各 パ ラ メ ー タ ー で あ る 、 P1： 上 流 の 圧 力 、 P2： 下 流
の 圧 力 、 L： P1－ P2の 流 路 間 、 μ ： 溶 液 粘 度 、 dは 流 路 内 の 直 径 、 uは 平 均 流 速 と す る と 以
下 の 式 （ １ ） で 与 え ら れ る 。 こ の 式 を ハ ー ゲ ン ポ ア ゼ イ ユ の 法 則 と い う 。
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【 数 ２ ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 ま た 、 今 回 の よ う に 流 路 断 面 積 が 円 形 で な い 場 合 、 式 （ ２ ） の よ う に な る 。
【 数 ２ ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 （ こ こ で 、 d h ： hydraulic diameter、 λ ： 管 摩 擦 係 数 、 ρ ： 溶 液 の 密 度 、 u： 溶 液 の 平
均 流 速 、 L： 流 路 長 を 意 味 す る 。 ）
　 式 （ ２ ） か ら 、 損 失 ヘ ッ ド は 流 路 長 に 比 例 し て 大 き く な る こ と が わ か る 。 つ ま り 出 口 付
近 ほ ど 圧 力 が 低 圧 で あ り 、 溶 存 気 体 の 析 出 等 に よ る 気 泡 が 発 生 し た と 考 え ら れ る 。
　 こ の 気 泡 の 発 生 を 抑 制 す る た め に 図 ４ に 示 す よ う に 、 出 口 に 長 さ 33cmの サ ブ 流 路 を 連 結
し 、 メ イ ン 流 路 内 の 圧 力 を 上 昇 さ せ た 。 こ の デ バ イ ス を 用 い て 上 記 と 同 様 の 実 験 を 行 っ た
と こ ろ 、 2.0 mL/minま で 気 泡 の 発 生 が み ら れ な か っ た 。
　 ま た 、 レ イ ノ ル ズ 数 は 式 （ １ ０ ） で あ ら わ さ れ る 。
【 数 ２ ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　 こ こ で  は 動 粘 度 、 deは hydraulic equivalent diameterで あ る 。 式 （ １ ） 又 は 式 （ ２ ）
お よ び 式 （ １ ０ ） か ら Δ Pは 、 Lと umに 線 形 比 例 す る こ と が わ か る 。 よ っ て サ ブ 流 路 長 を 2
倍 の 66cmと し 、 送 液 速 度 を 1/2の 1.0 mL/minと し て 実 験 を 行 っ た 。 そ の 結 果 1.0 mL/minに
お い て も 気 泡 が 発 生 せ ず 、 安 定 し た 送 液 が み ら れ た 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 以 上 の 結 果 に よ り 、 流 路 内 の 流 れ は 、 近 似 的 に 管 内 の 流 れ の 式 に 当 て は ま り 、 該 式 を 基
に し て 、 流 路 長 を 最 適 化 し 、 流 路 内 の 圧 力 調 整 を 行 う 手 法 は 簡 単 で か つ 有 効 で あ る と い え
る 。 ま た 、 気 泡 の 抑 制 に 必 要 以 上 の 圧 力 は 、 デ バ イ ス や シ リ ン ジ や シ リ ン ジ ポ ン プ に 余 計
な 負 荷 を 与 え る 。 よ っ て 圧 力 の 最 適 化 を 行 う こ と は 、 こ う い っ た 周 辺 機 器 の 耐 久 性 を 向 上
さ せ る 上 で も 重 要 で あ る 。
【 実 施 例 ３ 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
（ 溶 液 Ａ で あ る 先 送 液 体 に よ る 気 泡 の 抑 制 ）
　 図 ５ に 示 す よ う に 高 温 領 域 に 液 体 試 料 を 送 液 し た 場 合 、 液 体 試 料 の 先 頭 部 か ら 気 泡 が 発
生 す る 問 題 が 生 じ る 。 こ れ ま で 報 告 さ れ た Continuous flow PCRは 最 初 常 温 下 で 、 バ ッ フ
ァ ー を デ バ イ ス に 充 填 し 、 そ の 後 PCR溶 液 を 送 液 す る 手 法 が 採 ら れ て き た 。 し か し 、 今 後
、 他 の 機 能 デ バ イ ス と 連 結 し 、 μ TASを 構 築 す る こ と を 考 え る と 決 し て 有 用 な 手 法 と は い
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え な い 。 式 （ １ ） 、 式 （ ２ ） か ら 流 路 内 圧 は 粘 性 に よ り 変 化 す る 。 そ こ で 最 初 に 、 気 泡 の
抑 制 に 必 要 な 先 送 液 体 で あ る 粘 性 流 体 を 送 液 し 、 次 に 液 体 試 料 を 送 液 す る 手 法 を 試 み た 。
今 回 、 粘 性 流 体 と し て 、 フ ッ 素 オ イ ル を 用 い た 。 ま た 、 フ ッ 素 オ イ ル の 送 液 量 は 下 記 式 （
９ ） 又 は 詳 し く は 式 （ ７ ） 若 し く は 式 （ ８ ） か ら 算 出 し た 。
【 数 ２ ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
（ こ こ で 、 Δ Pprevent は 、 気 泡 の 発 生 を 抑 制 す る た め に 必 要 な 圧 力 、 μ O i l  は フ ッ 素 オ
イ ル の 粘 度 、 Δ P o i l は フ ッ 素 オ イ ル を 流 し た 場 合 の オ イ ル 上 流 、 下 流 の 圧 力 差 で あ る 。 ）
　 こ の 値 を 基 に 、 送 液 速 度 1.0 mL/minで （ １ ） フ ッ 素 オ イ ル 、 （ ２ ） 0.2mM Neutral red
溶 液 の 順 で 送 液 を 行 っ た （ 図 ６ 、 赤 ： 液 体 試 料 、 青 ： 先 送 液 体 （ オ イ ル ） ） 。 図 ７ に 送 液
結 果 を 示 す 。 図 ７ （ a） は 、 フ ッ 素 オ イ ル を 用 い て 送 液 を 行 っ た 場 合 で あ り 、 （ b） は 、 フ
ッ 素 オ イ ル を 用 い な か っ た 場 合 で あ る 。 こ の よ う に 、 フ ッ 素 オ イ ル の よ う な 粘 性 オ イ ル で
あ る 先 送 液 体 を 用 い る こ と で 、 流 路 内 の 圧 力 を 制 御 し 、 高 温 化 に お い て も 安 定 し た 送 液 が
行 え る 。
【 実 施 例 ４ 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
（ Continuous flow PCR）
　 上 記 実 施 例 の 流 路 長 及 び 粘 性 流 体 を 用 い た 圧 力 制 御 に よ る 気 泡 の 抑 制 法 を 用 い て Contin
uous flow PCRを 行 っ た 。
　 Continuous flow PCRに は KOD-plusキ ッ ト を 使 用 し た 。 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー と し て 5'-
GGATGCACT CGT TGATGTTTG-3'（ 配 列 番 号 １ ） 、 及 び 、 リ バ ー ス プ ラ イ マ ー と し て 5'-GATGC
CTTCTCCCTAGTGTTGA-3'（ 配 列 番 号 ２ ） （ 国 際 公 開 番 号 WO2002-034943参 照 ） を 用 い 、 遺 伝
子 組 み 換 え ト ウ モ ロ コ シ DNA（ 0.8 mg/mL） か ら Mon810を 標 的 と し た DNA増 幅 を 行 っ た 。 増
幅 産 物 を 回 収 し 、 3%ア ガ ロ ー ス ゲ ル を 用 い て 電 気 泳 動 、 エ チ ブ ロ 染 色 後 UV照 射 に よ り DNA
増 幅 確 認 を 行 っ た 。
　 図 ８ に 示 す よ う に PCR溶 液 が 、 95℃ 、 59℃ の 2つ の 温 度 領 域 を 交 互 に 通 過 す る よ う に 、 50
サ イ ク ル の 2ス テ ッ プ Continuous flow PCRデ バ イ ス の 流 路 設 計 を 行 っ た 。 送 液 速 度 を 1.0 
mL/minと し 、 （ １ ） フ ッ 素 オ イ ル （ 100 mL） 、 （ ２ ） PCR溶 液 の 順 で 送 液 を 行 っ た 。 ま た
、 メ イ ン 流 路 の 流 出 口 に 流 路 長 66 cmの サ ブ 流 路 を 連 結 す る こ と で 気 泡 の 発 生 を 抑 制 し た
。 な お 送 液 速 度 を 1.0 mL/minと す る こ と で 各 反 応 時 間 が 8秒 と な っ た 。 増 幅 産 物 を 回 収 し
、 電 気 泳 動 を 行 っ た 結 果 、 目 的 の DNA増 幅 が 確 認 さ れ た （ 図 9(b)） 。 ま た 、 サ ブ 流 路 を 連
結 し な か っ た 場 合 は 、 図 ９ (a)に 示 す よ う に メ イ ン 流 路 の 出 口 付 近 に 気 泡 が 発 生 し た 。 さ
ら に フ ッ 素 オ イ ル を 初 め に 送 液 し な か っ た 場 合 は 、 図 ５ の よ う に PCR溶 液 の 先 頭 部 か ら 気
泡 が 発 生 し 、 送 液 を 行 う こ と が で き な か っ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 以 上 に よ り 、 サ ブ 流 路 長 の 連 結 、 先 送 液 体 （ 溶 液 Ａ ） に よ る 気 泡 の 抑 制 方 法 は Continuo
us flow PCRの よ う な 高 温 反 応 に 十 分 応 用 可 能 で あ る こ と が わ か っ た 。 ま た 、 管 内 の 流 れ
の 式 を 用 い て 流 路 設 計 を 行 う こ と で 広 い 速 度 範 囲 で の 送 液 が 可 能 と な り 、 こ れ に よ り サ ー
マ ル サ イ ク ル 同 様 に 個 々 の サ ン プ ル に 合 わ せ た 反 応 時 間 の 設 定 が 可 能 と な っ た 。
【 実 施 例 ５ 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
（ 気 泡 が 発 生 し な い メ イ ン 流 路 の 流 出 口 周 辺 の 液 体 試 料 送 液 圧 力 値 の 決 定 ）
　 気 泡 が 発 生 し な い メ イ ン 流 路 の 流 出 口 周 辺 の 液 体 試 料 送 液 の 圧 力 値 を 求 め た 。 図 ４ に 示
す よ う な メ イ ン 流 路 に 0.66mの 長 さ の サ ブ 流 路 が 連 結 し た 流 体 デ バ イ ス に 0.2mM Neutral r
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ed溶 液 を 送 液 し 、 流 路 全 域 が 溶 液 に 満 た さ れ た の を 確 認 後 、 ヒ ー タ ー の 温 度 を 95℃ ま で 上
昇 さ せ た 。 そ の と き の 送 液 の 様 子 を 顕 微 鏡 で 観 察 し 、 気 泡 が 発 生 し な い 平 均 流 速 （ u） を
顕 微 鏡 で 確 認 し た 。 そ の 結 果 、 気 泡 が 発 生 し な い 平 均 流 速 （ u） は 、 6.67× 10 - 3  （ m/sec
） で あ っ た 。
　 こ れ に よ り 、 上 記 各 パ ラ メ ー タ ー を 、 式 （ ３ ） 又 は 式 （ ４ ） に 代 入 し 、 気 泡 が 発 生 し な
い メ イ ン 流 路 の 流 出 口 周 辺 の 液 体 試 料 送 液 の 圧 力 値 を 算 出 し た 。 結 果 は 、 56.348　 (kPa)
と な っ た 。
　 以 上 に よ り 、 メ イ ン 流 路 の 流 出 口 周 辺 の 液 体 試 料 送 液 の 圧 力 値 を 56.348　 (kPa)以 上 に
設 定 す れ ば 、 メ イ ン 流 路 及 び 該 メ イ ン 流 路 の 流 出 口 に 導 入 し た サ ブ 流 路 を 有 す る 流 体 デ バ
イ ス の メ イ ン 流 路 内 で は 、 気 泡 が 発 生 し な い こ と が わ か っ た 。
【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 発 明 は 、 μ TAS構 築 の た め の 流 体 デ バ イ ス を 用 い た 、 高 温 反 応 に つ い て の 研 究 を 行 っ
た 。 そ の 結 果 、 気 泡 発 生 の 原 因 は 流 路 内 の 圧 力 が 関 係 し て お り 、 圧 力 を 高 め る こ と で 気 泡
を 抑 制 で き る こ と が わ か っ た 。 抑 制 す る 原 理 と し て は 流 路 内 の 流 れ を 管 内 の 流 れ の 式 を 目
安 に し 、 サ ブ 流 路 長 の 設 計 や 送 液 速 度 等 の 各 パ ラ メ ー タ ー を 変 化 さ せ 最 適 送 液 圧 力 を 設 定
す る こ と で 気 泡 の 発 生 を 抑 制 し た 。 ま た 、 先 送 液 体 （ 溶 液 Ａ ） を 用 い た 手 法 は 、 初 期 の 送
液 手 順 で の 気 泡 に よ る 送 液 阻 害 を 改 善 す る 手 法 で あ り 、 簡 単 で 効 果 的 な 結 果 が 得 ら れ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ３ ２ 】
【 図 １ 】 流 路 構 造 の 概 略 図
【 図 ２ 】 気 泡 の 発 生 の 結 果
【 図 ３ 】 各 速 度 に お け る 気 泡 の 発 生 ラ イ ン 数
【 図 ４ 】 サ ブ 流 路 を 含 む 流 路 構 造 の 概 略 図
【 図 ５ 】 直 接 送 液 し た 場 合 の 気 泡 の 発 生 の 結 果
【 図 ６ 】 先 送 液 体 を 用 い た 送 液 方 法
【 図 ７ 】 先 送 液 体 を 用 い た 場 合 の 気 泡 の 発 生 の 結 果
【 図 ８ 】 サ ブ 流 路 を 含 む Continuous　 flow　 PCRマ イ ク ロ 流 体 デ バ イ ス の 概 略 図
【 図 ９ 】 Continuous　 flow　 PCRの 結 果
【 符 号 の 説 明 】
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 １ 　 　 溶 液 入 口
　 ２ 　 　 ヒ ー タ ー
　 ３ 　 　 メ イ ン 流 路
　 ４ 　 　 サ ブ 流 路
　 ５ 　 　 溶 液 出 口
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】 【 図 ８ 】
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【 図 ９ 】

【 配 列 表 】
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