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研究成果の概要（和文）：ゼータ電位測定法に関しては過去数十年において数多く提案され検証さ

れてきたが大型な装置が多く安価かつ簡易な測定はできない。また、個々の粒子のゼータ電位を測定

できない。そこで本研究では、その問題の解決を図るべく電気泳動コールター法(Electrophoretic 

Coulter Method; ECM)を独自に提案し、標準粒子としてポリスチレン微粒子を使用し、その有用性を

確認した。更に、臨床医療応用への第一歩として、赤血球を用いることにより異種の生体細胞に対す

る ECM の有用性の検証を行った。その結果、ゼータ電位の分布からも、サイズの分布からも、同一液

中における異種の赤血球の判別が可能であることを実証することに成功した。これは赤血球だけでな

く異種の生体細胞にも容易に敷衍できる原理であり、ECM の臨床医療検査機器としての有用性を充

分に実証することができた。更に、この ECM と電気的検出回路あるいは光学的電気的検出回路とをソ

ーティング部と併せて集積化させるにはガラス基板に替わり、SOI(Silicon On Insulator)基板あるいは

SOQ(Silicon On Quartz) 基板をプラットフォームとして活用することが非常に有効であると考え、その

実用化の為の基礎的な検討として、SOI 基板や SOQ 基板の基礎物性評価を精力的に行った。 

 

研究成果の概要（英文）：By combining the electrophoresis method and the conventional Coulter 
method, we previously proposed the Electrophoretic Coulter Method (ECM) – a technique that enables 
simultaneous analysis of the size and ζ values of individual specimens. In this study, we validate ECM 
in ζ measurement of biological cells by a conventional Dynamic Light Scattering (DLS) to apply ECM 
to the field of clinical medicine. We use sheep’s red blood cells (RBCs) as biological cells. The ζ of 
RBC is varied by adsorption of Immunogloblin G (IgG) to RBC. We are able to obtain the difference 
between ζs of RBCs and those of RBCs-IgG by using ECM. In addition, we demonstrate that ζs 
obtained using ECM show a good agreement with those obtained by the conventional DLS and our 
ECM can distinguish biological cells using the difference of ζs. Furthermore, we propose that 
SOI(Silicon On Insulator) wafers or SOQ(Silicon On Quartz) wafers should be utilized as platforms for 
integration of ECM systems combined with electric detectors or optical detectors and sorting systems, 
and we characterize fundamental characteristics of SOI wafers and SOQ wafers in detail. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

マイクロ粒子や生体細胞の表面特性は分析
化学、薬学および医学上非常に重要な役割を
担う。マイクロ粒子や生体細胞の表面電荷特性
を解析するもっとも簡単な方法の 1 つはゼータ
電位測定である[1]。過去数十年において数多く
のゼータ電位測定法が提案され検証されてきた。
現在では電気泳動レーザードップラー法が主流
となっている。しかしながら、レーザー光源や電
子倍増管などの高価な測定装置を必要とする。
また、セル内にある多数の粒子にレーザー光を
照射しているため、個々の粒子のゼータ電位を
測定できず、特定の粒子のゼータ電位がわから
ない。[1]A. Aki et al., Sens. Actuators, B, 131 
(2008) 285-289. 

 

２．研究の目的 

 
本研究では、電気泳動法にコールター法[2]

を併用する新規ゼータ電位測定法“電気泳動コ
ールター法(Electrophoretic Coulter Method; 
ECM)”を提案し、電気信号解析のみで検体の
数、サイズおよびゼータ電位の同時測定が可能
にする。また本手法はその利点を最大限生かせ
る場所として臨床医療分野を考えており、そのた
めには ECM において生体細胞を用いた実験的
検証が必要不可欠である。更に、この ECM と電
気的検出回路あるいは光学的電気的検出回路
とをソーティング部と併せて集積化させるにはガ
ラス基板に替わり、SOI(Silicon On Insulator)基
板あるいは SOQ(Silicon On Quartz) 基板をプラ
ットフォームとして活用することが非常に有効で
あると考え、その実用化の為の基礎的な検討と
して、SOI 基板や SOQ 基板の基礎物性評価を
行う。 

[2] W. H. Coulter, US Patent No. 2656508 

(1953). 

 

３．研究の方法 

 

Figure 1 に測定系の概略図を示す。マイクロ

チャネル両端に設置した電極を使いマイクロチ

ャネル内の溶媒に一定電圧を印加し、マイクロ

粒子や細胞などの検体を電気泳動させ、同時に

イオン電流を測定する。検体がアパーチャーを

通過している間、アパーチャー内の溶媒の電気

抵抗は増加し、イオン電流は減少する。その結

果、イオン電流のパルスが発生する。パルスの

数はアパーチャーを通過した検体の数に、振幅

は検体のサイズに相当する。更に、パルスの幅

は検体のアパーチャー通過時間を示し、電気泳

動移動度(μ)が求まる。これにより、検体のゼー

タ電位(ζ)を次に示すスモルコフスキーの式から

近似することができる。 

 ζ = μη / ε0εr 

ここで、η、ε0 および εr は各々、溶媒の粘性、

真空の誘電率および溶媒の比誘電率を示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ソフトリソグラフィー技術にて poly dimethyl 

siloxane (PDMS)基板上にマイクロチャネルを作

製し、2-methacryloyloxyethylphosphorylcholine 

(MPC)でコーティング処理した。このマイクロチャ

ネルを使い、ポリスチレン(PSL)微粒子のサイズ

測定、ポリスチレン微粒子のゼータ電位測定お

よび羊赤血球(RBC)のサイズとゼータ電位の同

時測定の 3 つの実験を通して電気泳動コールタ

ー法（ECM）の実験的検証を行った。 

 
４．研究成果 

（１）ポリスチレン微粒子のサイズ測定 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(a) 

(b) 

Fig. 1 Schematic diagram of the experimental 
system. (a) Configuration of measurement 
instruments. (b) Shape of the microchannel. 

Fig. 2 Snapshots of the PSL particles in the 
microchannel and ion current modulations 
caused by the PSL particles. The time interval 
between each photograph is 33.3 msec. 
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Figure 2 に直流電圧 30V 印加時のポリスチレ

ン微粒子(3 μm)電気泳動のスナップショットとイ

オン電流変調を示す。径 2, 3 および 4 μm の粒

子を使いイオン電流変調(ΔI)からマイクロ粒子

のサイズの違いを検出できることを確認した。 

Figure 3 より、実験値と計算値がよく対応して

いることが確認できた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）ポリスチレン微粒子のゼータ電位測定 

Figure 4 にポリスチレン微粒子によるイオン電

流変調とその拡大図を示す。パルス幅がアパー

チャー通過時間(Δt)を示すことを動画解析から

確認した。Δt から粒子のゼータ電位を解析した

結果、ζ = -29.47 ± 3.89 mV となった。この値

はレーザードップラー法(ELS-6000; Otsuka 

Electronics, Japan )で測定した結果の ζ = 

-33.35 ± 2.42 mV とほぼ一致した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）羊赤血球のサイズおよびゼータ電位の同時
測定 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figure 5 に羊赤血球電気泳動のスナップショ

ットとイオン電流変調を示す。ΔI と Δt から赤血

球のサイズとゼータ電位を解析し既存の測定法

(顕微鏡法とレーザードップラー法)で得られた結

果と比較した。更に、抗羊赤血球の血清との反

応後のゼータ電位の測定も行った。Table 1 に比

較結果をまとめる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）電気浸透流の解析 
電気浸透流を反映する壁面のゼータ電位の算

出のため、印加電圧を 20-40[mV]に変化させ、
実験を行った。マイクロチャネル内を泳動してい
る粒子速度は式(1)のように４成分に分けられ、
式(2)にまとめられる[3]。[3] R. R. Henriquez et 
al., Analyst, 129 (2004) 478-482. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

その結果を Fig.6 に示す。壁面のゼータ電
位 ζw は、2.55 mV であることが分かった。この
値はチャネル内のコーティングによりさらに低
減できる可能性はあるが ECM の精度には本
質的な影響を与えるものではない。 

 

（５）異種検体の同時測定 
羊と兎の赤血球の混合溶液に、ECM を用い

た。Fig. 7 より、ゼータ電位の分布からも、サイズ
の分布からも、赤血球は 2 つの集団(図中(a), 
(b))に明確に分離されていることが分かる。既存
のゼータ電位計との比較により (a), (b)は、各々
羊と兎の赤血球の集団であることが同定される。 

Fig. 3 Dependence of ion current modulations 
ΔI on the diameter of the particles. 

Fig.4 Ion current modulations caused by PSL 
particles of 3 μm in diameter. (a) Series of 
current pulses. (b) An enlarged current pulse.  

Before After

Conventional 4.20 ± 0.47 -16.90 ± 1.77 -9.10 ± 1.45

ECM 4.67 ± 0.26 -11.42 ± 3.38 -7.55 ± 0.22

Zeta potential [mV]Size

distribution [μm]

Table 1 Comparison of the RBC’s size and 
zeta potential measured by conventional 
method and ECM. 

…(1) 

…(2) 

…(3) 

Fig.6 Electric field dependence of particles 
velocity. 

 

Fig.5 Snapshots of the RBC in the 
microchannel and ion current modulations 
caused by the RBCs. The time interval 
between each photograph is 33.3 msec. 
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（６）羊の赤血球の抗原抗多反応前後の混合 
羊の赤血球（RBC）およびそれに抗原抗体反

応させた RBC-IｇG を単体で測定した結果と混
合体を同時に測定した結果を Fig. 8 に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 8 よりから、個別に測定した場合と同じよう

にゼータ電位が分布していることが分かる。同種
の生体細胞でもゼータ電位さえ異なれば、本手
法によって判別がつくことが確認された。 

 

（７）まとめ 

本研究では、新規ゼータ電位測定法「電気泳

動コールター法」(ECM；Electrophoretic Coulter 

Method)を提案し、臨床医療応用への第一歩と

して、赤血球に対するECM の有用性を検証した。

その結果、ゼータ電位の分布からも、サイズの分

布からも、同一液中における異種の赤血球の判

別が可能であることを実証することに成功した。

これは異種の生体細胞にも容易に敷衍できる原

理であり、ECM のポータブルなオンチップの臨

床医療検査機器としての可能性を示せた。 
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