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研究成果の概要（和文）：疾病や身体状態に伴い、生体から発散される揮発性生体成分には様々な生体情報が含まれて
おり、医療診断や口腔衛生評価などへの適用が期待されている。エタノールガスを時間的・空間的な動態変化を生体触
媒である酵素及びルミノール試薬にて化学発光へ誘導することで光学情報に変換し、高感度CCDカメラを用いて撮影す
ることで視覚化するシステムを構築した。倫理委員会の承認に基づき、生体からのエタノールガスの放出について評価
を行った。飲酒後の被験者の皮膚より数百ppb程度のエタノールガスが放出されていることが示唆された。代謝に伴い
生体から放出されるガス成分の濃度変化や放出動態について評価できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：An ethanol sensing and imaging system in the gas phase has been developed for 
analysis of breath ethanol. This breath gas imaging system has been expected to be easy, rapid and 
painless approach for sampling from patients to diagnose diseases. The system provides the image of 
ethanol distribution as chemiluminescence (CL) on the enzyme-immobilized mesh. The spatio and temporal 
changes in CL generated by ethanol in exhaled breath after ethanol oral administration was detected by 
employing an electron multiplier CCD camera. Breath samples from volunteers with aldehyde hydrogenase 2 
(ALDH2) (+) and (-) are detected and analyzed with the imaging system. This imaging system for the human 
odor and skin gas has been expected to be the safe and useful assessment for metabolism in the body.

研究分野：計測工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 生体から発せられる「生体ガス情報」を利
用した診断法として、尿素呼気試験法や口臭
診断等の呼気を用いた非侵襲的な診断法が
用いられているが、呼気採取を要するため連
続計測が難しく、拘束性を伴うなどの課題が
ある。現在診断に用いられている生体ガス情
報として口臭診断がある。この診断では、ガ
スクロマトグラフィやガスセンサを用いる
方法があるが、簡便性や選択性に問題があり、
医師が患者の口臭を直接嗅いで口臭の有無
や強度を判定する手法では、嗅覚の個人差に
より感じる臭いの強さが異なるため診断者
の主観に左右されやすく、生体ガス情報を用
いた診断基準は明確でないのが現状である。
また、生体由来のガス成分としては、呼気と
同様に皮膚ガス中にも疾患や身体の生理的
状態に伴う揮発性化学成分が含まれること
が報告されており、高い関心が寄せられてい
る。これまでに身体から放出される皮膚ガス
中に含まれる揮発性化学成分としては、糖尿
病患者においてアセトンを計測した例が報
告されているが、これはサンプリングを行い、
ガスクロマトグラフにより計測するため、装
置が高価、操作が複雑といった課題とともに、
連続計測ができないことから経時的な分泌
動態情報が得られず、有効な手段となってい
ない。さらに、皮膚ガス中成分は呼気成分に
含まれる量と比較すると低濃度であり、簡便
性・感度・高い選択性を兼ね備えた皮膚ガス
計測法は存在しない。そのような理由から、
皮膚ガス中の生体由来のガス成分を高感度
かつ選択的に、連続的に計測する技術が求め
られている。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、皮膚表面から放出される
生体由来ガスに含まれる揮発性化学情報を
高感度かつ選択的に画像化する技術を構築
することである。生体から放出されるガス成
分はその濃度が空間的・時間的に大きく変動
することから、その濃度分布をリアルタイム
で画像化し、空間的・時間的情報を兼ね備え
た生体ガス情報のイメージングが可能とな
れば、発生部位の特定や濃度の連続測定が可
能な、新規な非侵襲計測法となり得ると考え
られる。代謝産物であるヒトの産生する糖尿
病由来のアセトン、肝臓の代謝能評価として
エタノールなどの皮膚ガス情報をイメージ
ングが可能なシステムを構築し、新しい疾患
のスクリーニングへの応用を目指す研究で
ある。 
 
３．研究の方法 
３．１ エタノールガス可視化システムの
構築 
 可視化システム(図１)におけるエタノール
ガスの可視化原理を図２に示す。アルコール
酸化酵素(alcohol oxidase, AOD, from Pichia 
pastoris, 47 mg protein/ml, 32 units/mg protein, 

Sigma-Aldrich Inc.)はエタノールを酸化触媒
し、過酸化水素が生成される。過酸化水素は
ルミノールの存在下で、西洋わさび由来ペル
オキシダーゼ(horseradish peroxidase, HRP, 100 
units/mg, 和光純薬㈱)の触媒反応により励起
状態の 3-アミノフタル酸となり、3-アミノフ
タル酸が基底状態に戻る際に波長 460 nm を
ピークとする青色の発光が生じる。 
 この青色発光をオンチップの電子倍増機
能を有した高感度 CCD カメラ(L3C95, e2v 
Inc.)にて撮影することで、エタノールガスの
動態(濃度分布、経時的な濃度変化)を可視化
することが可能となる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 標準エタノールガスの可視化計測シス
テムの概略図 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 エタノールガスの可視化計測の原理 
 
 酵素メッシュの作製では、市販のコットン
メッシュに上記 2種類の酵素、リン酸緩衝液 
(PBS, pH 7.5, 0.1 mol/l)、紫外線架橋樹脂 
(PVA-SbQ, Biosurfine SPH, 東洋合成工業㈱) 
の混合液を均一に塗布し、4℃の冷暗所にて
乾燥させた後、紫外線を照射することにより
酵素を包括固定化した。可視化実験では、酵
素メッシュをルミノール溶液に浸漬し暗箱
内に設置した後、標準ガス発生装置にて調整
した各濃度のエタノールガスを負荷 (流量: 
200 ml/min、負荷時間: 10秒) し、酵素反応に
より生じたルミノール発光を高感度 CCD カ
メラにて動画像撮影した。なおルミノール発
光にて励起状態の 3-アミノフタル酸が基底
状態に戻る際の青色発光(ピーク波長: 460 
nm) を可視化するため、その発光領域に感度
を有するオンチップの電子倍増型 CCD カメ
ラ(L3C95, e2v INC.)を用いた。撮影した動画
像は、多機能汎用画像解析ソフト (cosmos32, 
㈱ライブラリー) を用いて解析を行った。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ AOD/HRP の固定化メッシュ膜の作製
方法 
 
３．２ 呼気中エタノールの可視化計測 
 本システムを、飲酒後の呼気中エタノール
ガスの可視化計測に適用した。被験者には予
め、アルコールパッチテストを行い、飲酒実
験が可能と判断された被験者に対し実験を
行った(東京医科歯科大学・生体材料工学研究
所・倫理委員会 承認番号：2012-6)。実験で
は健常な男性被験者を対象として、飲酒 (体
重 1 kg あたり 0.4 g エタノール) 後の呼気ガ
スを可視化計測に供した。 
 
３．３ 手掌部より放出されるエタノール
ガスの可視化計測 
 飲酒後の皮膚からはエタノールガスが放
出されていることが報告されており、特に評
価の簡易性より手掌部を対象とした実験が
実施され報告されている。そこで、開発した
可視化システムを、飲酒後の手掌部より放出
されるエタノールガスを可視化計測するシ
ステムへと改良した。飲酒後の被験者の手掌
部をセルプレートに密着させ、皮膚ガスの発
生に伴う発光を高感度 CCD カメラにて撮影
した(図４)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ 皮膚ガス中エタノール計測実験系の
概略図 
 
４．研究成果 
４．１ エタノールガスの可視化計測と選
択性の評価 
 構築した可視化システムに標準エタノー
ルガス (100, 400 ppm) を負荷した結果、負荷

点を中心として周囲に発光が広がっていく
様子が観察され、ガス濃度に応じた発光分布
の画像が得られた。発光強度はガスの負荷
(200 ml/min, 10秒間) に伴い増加し、ピーク
強度に達した後に漸次消光しており、エタノ
ールガスによる発光(濃度分布及び経時変化) 
を二次元的に可視化することができた(図５
(a))。 
 
 
 
 
 
 
 
 
  original CL image    2-D color image 
   (a) 200 ppm gaseous ethanol imaging 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(b) 3-D image of 200 ppm gaseous ethanol 
 
図５ 可視化システムを用いたエタノール
ガスの 2Dイメージと 3Dイメージ 
 
 また高さ方向で発光強度を示した三次元
プロファイルとして画像化することも可能
であった(図５(b))。次に得られた動画像をも
とに画像解析にて発光強度を算出したとこ
ろ、ガス負荷に対する著しい平均発光強度の
上昇と、濃度に応じたピーク値が観察され、
エタノールガスの負荷に伴うルミノール発
光の経時変化を数値化することが可能であ
った。なお、エタノールガス濃度と動画像の
発光強度に相関性が確認され、酒気帯び運転
の判断値の 78 ppmを含む、30～400 ppm の
範囲でエタノールガスの定量が可能であっ
た(図６)。 
また、呼気ガス中の他のガスの影響を評価す
るため、呼気に含まれる主な成分 (メタノー
ル、アセトアルデヒド、トリメチルアミン、
アセトン、メチルメルカプタン、硫化ジメチ
ル) について、呼気ガス相当の濃度を可視化
システムに負荷したところ、エタノールガス
以外の成分では発光が観察されず、呼気計測
ではエタノールガスを選択的に測定が可能



であることを確認した(図７)。 
 以上より、本システムはエタノールガスの
濃度分布と経時変化を動画像として可視化
することができ、画像解析によりエタノール
ガスの濃度定量が可能であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ 可視化システムを用いた標準エタノ
ールガスの定量特性 (30〜400 ppm エタノ
ールガス) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ 可視化システムの呼気中ガスへの選
択性評価 
 
４．２ 呼気中エタノールの可視化計測 
 呼気導入部と可視化システムの間に定流
量制御装置 (AFC-150 , ACE (株))を介し、可
視化実験系を構築した。呼気導入部と定流量
制御装置の間には流量センサを介し、定流量
制御装置の制御特性を評価した。 
 被験者を利用した評価において、呼気流量
を流量センサで測定したところ、6000～8000 
ml/minの範囲の不安定な流量であった。流量
を設定した定流量制御装置を導入すること
で200 ml/minの安定した流量の呼気を吐出す
ることが可能であった。構築したシステムの
生体ガスに対する有用性を確認するため、飲
酒後の呼気中エタノールを用いて、可視化計
測を行った。本システムに呼気流量制御装置
を介し、飲酒後の呼気ガス (200 ml/min) を供
したところ、呼気中エタノールガスにおいて、
標準エタノールガスと同等の二次元の可視
化動画像が得られた。 
 また、可視化画像を用いて、飲酒後の呼気
エタノールガス濃度の経時変化を調べた結

果、アルコール摂取後直ちに呼気中エタノー
ルガス濃度は上昇し、30分後にピーク値に達
した後、アルコール代謝に伴う一次関数的な
濃度低下が観察された（図８）。さらに、ア
ルデヒド脱水素酵素 2型の活性型ALDH2(+)
と不活性型 ALDH2(-)の被験者で呼気中のエ
タノール濃度が大きく異なることが確認さ
れた。このように構築したシステムにて、生
体ガスである呼気中エタノールの可視化計
測を行うことができ、本システムの代謝機能
評価への有用性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８ 可視化計測によるアルコール摂取後
の代謝に伴う ALDH2(+)と(-)の被験者毎の呼
気中アルコール濃度変化 
 
４．３ 手掌部での皮膚エタノールガスの
可視化計測 
 本システムにて飲酒後に手掌部より放出
されるエタノールガスの可視化計測を行っ
た。放出部位を詳細に評価するため、手掌部
を細かい範囲で計測することが可能な10 mm
角のパターンで酵素メッシュを作製した。10 
mm 角のパターンを手の形状を模して配置し
た酵素メッシュを用いて、皮膚から放出され
るエタノールガスの可視化計測を行った。こ
の時、高純度ルミノール溶液に増感剤として
エオシン Y を用いた高感度可視化システム
にて評価を行った。 
 本システムに被験者の手掌部を静置させ、
飲酒に伴う発光を観察した。実験の結果、飲
酒 30 分後より手掌部からのエタノールガス
放出に伴う発光の増加が確認され、その後消
光していくことが観察された（図９）。手掌
部全体の平均発光強度の経時変化は既報値
の経皮エタノールガスの放出時間と矛盾す
るものではなかった。また、酵素パターン毎
に発光量が異なっていることから、手掌内の
各部位で皮膚ガスの放散量が異なることが
考えられ、放出されるエタノールガスが手掌
部において一定ではなく、濃度分布が存在す
ることが示唆された。以上のことから、本シ
ステムにて手掌部より放出されるエタノー
ルガスを直接可視化が可能であった。本シス
テムにて皮膚ガスの発生分布やその分泌動
態評価への応用が示唆された。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
図９ 手掌部におけるエタノールガスの放
出に伴う発光の様子と発光強度の変化 
 
４．４ 研究の成果のまとめ 
 エタノールガスをモデル成分とし、酵素反
応によるルミノール発光を高感度 CCD カメ
ラにて可視化する計測システムを構築した。
AODと HRPの固定化メッシュを作製したエ
タノールガス可視化システムでは、エタノー
ルガスの負荷に対して、円形状のルミノール
発光が観察され、ガスの濃度分布とその経時
変化を高感度 CCD カメラにて可視化するこ
とが可能であった。また、画像解析により 30
～400 ppmの濃度範囲でエタノールガスの定
量が可能であった。さらに飲酒後の呼気サン
プルの可視化計測に適用したところ，アルコ
ール代謝能に応じた出力を得られ、本システ
ムの生体ガスの可視化計測に対する有効性
を確認された。また、手掌部からのエタノー
ルガスの可視化にも適用したところ、皮膚ガ
ス中に含まれるエタノールガスの放出分布
を可視化することが可能であった。今後、可
視化計測システムの高感度化を目指し、生体
から放出される生体ガスの放出動態につい
て検討を進めていきたいと考えている。 
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