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研究成果の概要（和文）：ヒトを取り巻く周辺環境中には、様々な特性（組成、サイズ、濃度など）の微粒子が
存在する。それら微粒子への暴露（エクスポソーム）は人間の健康に密接に関わるため、微粒子の特性を個人レ
ベルで分析する必要がある。本研究課題では、エクスポソーム解析に向けて、濃縮捕集法・イオン成分分析法・
単一微粒子分析法の各要素技術を開発し、さらにそれらを融合することで、環境中微粒子の特性を網羅的に分析
可能な手法を創出することを目的とする。

研究成果の概要（英文）：Human beings are exposing to a mixture of airborne fine particles showing 
various properties such as size (<10 um), compositions (elemental carbons and organic/inorganic 
compounds) with different concentration, and exposure to them causes health damages reaching to 
increase mortality.  Comprehensive detections and characterizations of exposed particles are highly 
required for understanding their impacts on ones’ health.  However, conventional techniques are 
unable to match the requirements due to difficulties in particle characterizations and in 
applicability to the person level.  This work aim to develop an analytical method to comprehensively
 characterize PMs’ size and composition via collection of particles into aqueous solution and 
followed-by single particle and ion detections.

研究分野：ナノバイオライフサイエンス

キーワード： エクスポソーム解析　粒子状物質　濃縮捕集　ナノワイヤ　単一微粒子センシング　マイクロポア　イ
オン選択性電極　集積化チップ
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の学術的意義は、環境中微粒子を水薄膜内に濃縮捕集することで、イオン成分分析・単一微粒子分析を超
高感度化し、それら分析法により環境中水溶性・非水溶性微粒子の特性情報を網羅的に取得するところにある。
また、社会的意義として、個人レベルで異なる微粒子のエクスポソームを解析し、健康と環境の関係を明らかに
することで、環境を含めた予防医療の開拓とオーダーメイド医療の創出に資する波及効果を有する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

１．研究開始当初の背景 

近年、環境中物質への暴露（エクスポソーム）が人間の健康と密接に関わることが明らかにな
り、医療・ヘルスケアの観点からもエクスポソーム解析の必要性が増している（Eur. Respir. Rev., 

25, 124-129, 2016）。エクスポソームの中でも環境中微粒子は重要課題の一つであり、WHO の報
告によると、当該微粒子により引き起こされる健康被害の死者数は年間 700 万人にも達する
（WHO, 2018）。環境中には化学物質粒子と生物粒子(e.g., 花粉、真菌、細菌)が存在しており、サ
イズ(< 10 μm)も多岐にわたる。また、それらの組成(種類)も多様であり、水溶性と非水溶性成分
に大別される（Science, 326, 1525-1529, 2009; Nature, 514, 218-222, 2014）。これらの微粒子に暴露
すると、その特性（組成、サイズ、種類など）に応じて異なる健康への影響が惹起されることが
分かっている（Nature, 525, 367-371, 2015）。また、環境中に存在する微粒子は個人レベルで異な
ることも突き止められており（Cell, 175, 277-291, 2018）、オーダーメイド医療の観点から個人レ
ベルでの微粒子分析の重要性も増している。 

しかしながら、現行の微粒子分析は、定点サンプリングでの微粒子をひとまとめにした測定に
より行われており（Environ. Sci. Technol., 51, 13161-13169, 2017）、個人レベルでの環境中微粒子
の詳細情報を取得できない。また、サンプリングフィルタを有するリストバンドを用いたエクス
ポソーム解析が行われたが（Cell, 175, 277-291, 2018）、週単位での微粒子捕集が必要なため、時
間的・空間的な変化を詳細に追跡できないという問題がある。このため、個人周辺の環境中にど
のような特性の微粒子が存在し、それらが時間的・空間的にどのように変化するかは依然として
解明されていない。 

研究提案者は、ナノ構造体を用いた環境中微粒子の濃縮捕集法（Micro Total Analysis Systems 

2016, 1, 1473-1474, 2016; Micro Total Analysis Systems 2017, 1, 1433-1434, 2017; Micro Total Analysis 

Systems 2018, 1, 270-271, 2018）、および、マイクロポアを用いた微粒子検出法（Analytical Science, 

10, 1347-1349, 2018; ACS Sensors, 3, 574-579, 2018）に関する研究を進めてきた。本研究課題では、
これまでの成果をさらに発展させることで、濃縮捕集法・イオン成分分析法・単一微粒子検出法
を融合することで、環境中微粒子の水溶性・非水溶性成分を個人レベルで網羅的に分析可能な手
法を創出する。 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、環境中微粒子の水溶性・非水溶性成分の網羅的分析法を創出し、個人レベル
での環境中微粒子の時間的・空間的変化を明らかにすることである。そのために、(1)水溶性成分
の検出法と(2)非水溶性微粒子の検出法をそれぞれ開発し、(3)濃縮捕集法との融合による微粒子
センシング法を開発する。 

本目的を達成するために、濃縮捕集では超親水性表面上に形成した薄膜状の水（水薄膜）、イ
オン成分分析ではイオン選択性電極、単一微粒子分析では微細孔をそれぞれ用いる。濃縮捕集に
おいて、微小体積である水薄膜に空気中微粒子を能動的に接触させることで捕集し、濃縮を行う。
加えて、水薄膜を連続的に流し続けることで、濃縮捕集しつつ、下流のイオン選択性電極・微細
孔に送液可能である。イオン成分分析では、微細流路内に作製したイオン選択性電極を用いて、
捕集水溶性微粒子から溶解したイオン成分の種類と濃度を分析する。当該電極は固体電極にイ
オン感応膜を修飾することで作製し、これを発展させ、異なるイオン選択性電極を並列化するこ
とで、複数種イオンの同時検出を目指す。単一微粒子分析では、微細孔の両端に電圧印加して、
イオン電流計測を行う。微粒子の通過はイオン流の減少を引き起こし、微細孔の電気抵抗値が変
化する。この変化に由来したシグナル形状から、微粒子のサイズ・濃度・組成を分析可能である。
これらの要素を融合することで、個人レベルでの環境中水溶性・非水溶性微粒子の網羅的分析法
を創出する。 

学術的独自性は、水薄膜を連続的に流し続けることで、従来法では困難であった個人レベルで
のリアルタイム分析を達成するところにある。さらに、水溶性・非水溶性微粒子の網羅的な分析
を可能にすることで、微粒子特性情報を含むエクスポソーム解析が可能となる。本研究の創造性
は、環境中微粒子を水薄膜内に濃縮捕集することで、イオン成分分析・単一微粒子分析を超高感
度化し、それら分析法により環境中水溶性・非水溶性微粒子の特性情報を網羅的に取得するとこ
ろにある。 

 

３．研究の方法 

本研究では、(1)水溶性成分の分析法と(2) 単一微粒子の分析法をそれぞれ開発し、(3)濃縮捕集
法との融合による微粒子センシング法の開発を行った。 

 

(1)水溶性成分の分析法：マイクロ流路内の並列化イオン選択性電極によるセンシング 

水溶性粒子状物質成分は溶液中で水和してイオンとなるため、これらイオンの検出のために、
マイクロ流路内にイオン選択性電極を組み込んだデバイスを開発した。ガラス基板上に銀/塩化
銀電極を作製し、その上に硝酸イオン、アンモニウムイオン、ナトリウムイオンのイオン感応膜
を塗布することによってイオン選択的電極（ISE）を作製した。具体的には、白金電極を成膜し、
電気化学反応に基づき銀メッキした後、塩化物形成することで、Ag/AgCl 電極を作製した。電極
形状を基に、紫外線硬化性のポリジメチルシロキサン(PDMS)をウェル状に成型した。イオン認



識分子(イオノフォア)を含むポリ塩化ビニル膜をウェル内の電極上に塗布して加熱硬化するこ
とで、ISE を作製した。また、イオノフォアを含まないポリ塩化ビニル膜をウェル内電極上に塗
布して参照電極(RE)も開発した。これらの電極を有する基板と PDMS 製のマイクロ流路を貼り
合わせ、微小体積の検体でもセンシング可能なデバイスを創製した。 

硝酸ナトリウム、塩化アンモニウムを水に溶かした溶液をサンプルとして用い、各 ISE と市販
の外部 RE を用いて濃度に対する電位変化を計測した。同様に、基板上の内部 RE を用いても計
測可能であることを確認した。内部 RE に対する各 ISE の電位変化を同時計測し、複数種イオン
を同時センシングした。さらに、水に溶解させた実試料（都市大気粉塵、国立環境研究所）をろ
過して、含有イオン成分を抽出し、ISE を用いて計測した。 

 

(2)単一微粒子分析：界面活性とマイクロポアによる網羅的センシングと機械学習判定による微
粒子識別 

マイクロポア(W; 5 µm, L; 5 µm, H; 5 µm)を有する PDMS 製チップを作製し、陰イオン性界面
活性剤のドデシル硫酸ナトリウム(SDS)を 2 mM 添加した 5×tris-borate EDTA(5×TBE)溶液でポア
を満たした。本研究では、(a)サイズ・濃度分析と(b)粒子種同定に関する実験を行った。(a)では、
未修飾及びカルボキシル基末端のポリスチレンビーズ(UPS, CPR)、元素状炭素の微小粒子状物質
モデルとしてカーボン粒子を計測した。計測の際、電気的駆動力による粒子のマイクロポア導入
だけでなく、シリンジポンプを利用した圧力駆動を加えることで、濃度感度を検討した。ベース
ラインからのピーク強度(S)とノイズ強度(N)を求め、S/N>3 以上の信号をカウントした。また、
(b)では、1 μm UPS 及び CPS、1 μm シリカ粒子(未修飾、アルミナ膜)を計測した。各シグナルか
らピーク強度やピーク幅、尖度などのシグナル形状を表すパラメーターを抽出し、それらによっ
て 10 次元の特徴量ベクトルを作成した。各微粒子由来のベクトルを学習及びテスト用に分割し、
機械学習を駆使して学習用データから最適なモデルを構築し、テスト用データを用いてその評
価を行い、微粒子を識別した。 

 

(3)濃縮捕集法との融合による微粒子センシング：濃縮捕集・単一粒子検出チップの開発 

 単一微粒子分析と濃縮法を融合し、捕集とセンシングが可能なチップを創出した。そのために、
捕集のためのナノワイヤ構造体と検出のためのマイクロポア構造体の作製プロセスを検討し、
単一チップ上に両構造体を作製した。気相中の粒子状物質の実試料(都市大気粉塵、国立環境研
究所)を分散させ、溶液中に捕集するとともに、同時にマイクロポアによる単一微粒子検出を行
った。 

 

４．研究成果 

 (1)水溶性成分の分析法 

外部 RE を用いて、硝酸イオン・アンモニウムイオン・ナトリウムイオンに対する ISE の電位

応答計測に基づき、イオンをセンシングしたところ、10 μM - 100 mM までの濃度範囲を検出で

きることを確認した。同様に、基板上に作製した内部 RE でも、10 μM - 100 mM をセンシング可

能であり、オンチップ上でのイオンセンシングの可能性を示した。マイクロ流路(W; 500 µm, L; 

1,000 µm, H; 100 µm)と貼り合わせ、硝酸ナトリウムと塩化アンモニウムを含む溶液をこれらの

ISE を用いて同時計測したところ、10 μM - 100 mM の濃度範囲で電位応答を示すことを実証し

た。これらの結果から、微粒子の実試料から抽出したイオンセンシングへと展開し、既存法(イ

オンクロマトグラフィー)との比較を行った。具体的には、粒子状物質の実試料(都市大気粉塵、

国立環境研究所)からイオン成分を純水中に抽出し、フィルタ処理したサンプルを用いた。各 ISE

は実試料濃度(0.2-20 μg/μL)に対して直線的な応答を示し、濃度に基づき含有量を算出したとこ

ろ、既存法と同等の結果が得られることを実証した。本手法は、 数百 nL 程度の検体でも解析可

能であるため、濃縮捕集法と高い親和性を有すると考えられる。 

 

(2)単一微粒子分析 

(a)のサイズ・濃度分析では、界面活性剤を利用したイオン電流計測により、疎水性微粒子モデ

ルのカーボン微粒子を分析した。これまでに、研究代表者は、微細孔を用いたイオン電流計測に

よる微粒子分析技術を開発してきたが、粒子状物質に含まれる分散性の低い疎水性微粒子の計

測が困難であった。そこで本研究課題では、界面活性剤による分散性向上を利用したイオン電流

計測法を開発し、疎水性微粒子のサイズ・濃度を分析した。SDS 未添加の計測では、ピーク数が

＜1 signals/min となり、濃度定量は困難であった。そこで、2 mM SDS を 5×TBE 溶液に添加した

ところ、計測が可能となった。続いて、圧力導入を駆使して濃度感度の検討を行い、流量 1.0 

µL/min の条件で、5×103 - 5×107 particles/mL の範囲を計測した。本条件のもと、元素状炭素モ

デルのカーボン粒子を計測し、サイズと濃度を分析した。SEM 画像に基づき長径を計測した分

布とシグナル強度に基づき算出した直径分布を比較した結果、同形状の分布を示し、本検出法を

用いてサイズ分析が可能であることを示した。また、顕微鏡観察とイオン電流計測により算出し

た個数濃度を比較すると、直線関係が得られたため、本検出法による濃度分析も可能であった。 



(b)粒子種同定では、シグナルの形状を定量し、機械学習解析することで、電気的に微粒子を識

別した。界面活性剤の添加は、分散安定性の低い粒子(ポリスチレン(PS)粒子、表面：PS)を計測

可能にした。同様に、COOH 基表面の PS 粒子に対しても、電気シグナルを取得した。従来的な

パラメーター(波高、波幅)では、プロットの重なりのために識別は困難であった。シグナル形状

を多次元パラメーター(波高や波幅、クリアランス率、波形率など)として定量し、機械学習元解

析したところ、単一シグナルを精度 98.4%で識別した。さらに、無機粒子モデルとしてシリカ粒

子(未修飾、アルミナ膜)のシグナルも加えても、4 種類粒子を精度 99.1%で識別可能であった。 

 

(3)濃縮捕集法との融合による微粒子センシング 

微細加工工程のプロセス検討によって、ナノワイヤ構造体とマイクロポア構造体を単一チッ

プ上に集積化した。本集積化チップでは、気相を導入しながら単一微粒子を検出することが求め

られるため、気相導入の有無によるベースラインノイズを確認したところ、導入無に対して二倍

程度のノイズレベルに収まり、微粒子検出が可能であることを確認した。捕集のためのナノワイ

ヤ構造体に 5×TBE を流し、水薄膜を形成して捕集を行い、マイクロポア構造体で検出行ったと

ころ、微粒子に由来すると考えられるシグナルを取得した。本結果より、集積化チップによる微

粒子センシングの可能性を示すとともに、各要素技術を融合できることを確認した。 
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