
Title
環境負荷低減化のための<special>CO2</special>還元法

と環境試料の原子スペクトル分析法の研究

Author(s) 金子, 聡

Journal

URL http://hdl.handle.net/10076/6129

Right



第6章 ICP発光分光分析/質量分析による粒子中微量金属元

素の高感度 ･個別連続分析法の開発

従来の一般的な生物細胞や大気中エアロゾル粒子分析は､数多くの細胞や粒子を集め､そ

れらをまとめて化学的に分解処理し､その細胞群や粒子群の平均値化された化学組成を求め

ているに過ぎなかった｡近年､金属元素分析法の高感度化に伴い､粒子を個別に分析するこ

とが原理的に可能となり､河口らはICP発光分光分析を利用し､大気中エアロゾルを直接

プラズマに導入し､個々の粒子中に含まれる元素によるパルス状の発光信号を電気パルスに

変換し､そのパルス高さを計測することによって個々の粒子中の元素量を定量するシステム

を開発した1-3)｡このシステムを生物細胞分析に応用し､細胞を個別に噴霧乾燥させ､粒子の

代わりに乾燥させた細胞をプラズマ内に導入することが実現できれば､個別細胞中微量元素

を連続的に分析するシステムが可能となる｡したがって本研究では､まず液中に懸濁した細

胞を空気中で噴霧しながら乾燥し､細胞粒子を個別にICP発光分光分析装置のプラズマ内

に直接導入し､パルス状の発光信号の高さによって､細胞中に含まれる元素量を定量するシ

ステムの開発を試み､細胞中カルシウム元素の個別分析を行った｡また､河口らのICP発

光分光分析を利用した大気中エアロゾル粒子の個別分析システムを一般大気試料に応用する

には､元素によって検出感度が十分ではなく､実用性に限界があった｡そこで､最近急速に

発展してきた同じプラズマを用いるものの発光分光分析法よりも一般に2- 3桁感度の優れ

るICP質量分析法を元素検出法として用いることができれば､高感度で分析ができること

となり､実用性が大いに増すと思われる｡ゆえに､高感度なICP質量分析法を元素検出法

として用いたエアロゾル粒子の個別連続分析システムの開発を行い､最適な信号処理法やシ

ステムの操作条件を詳細に検討した｡

6.1 ICP発光分光分析法による生物細胞中微量金属元素の個別連続分析

6.1.1 緒言

近年､生化学 ･医学などの分野において生物細胞中微量金属元素の存在が生体物質の合成

や代謝､細胞の増殖や遺伝情報の伝達 ･複製に深く関与していることが明らかになってきて

いる4~6)｡これまでの細胞中微量元素の分析値は､数千個以上の細胞を分解処理した後､高感

度分析法によって細胞一個あたりの平均値を求めてきたOしかし､細胞の大きさにも分布が

あり､細胞数の計数もあまり正確でない｡さらに､異種細胞の混入や､正常細胞とがん細胞
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の混在がある場合､平均分析値は意義を失う｡高速な流れの中でレーザー光散乱法とレー

ザー蛍光法を用いたフローサイトメトリーにより､個々の細胞の大きさと生化学的組成を同

時に測定できることが報告されているが7)､この方法により細胞中の微量元素を測定するこ

とはできない｡また､細胞内の遊離カルシウムイオンは､Fura-2,Quin-2,Aequorinなどの

高感度な蛍光性カルシウム指示薬を用いた蛍光分析により個別に測定されているが8)､細胞

中の全カルシウム含有量を定量することはできない｡さらに､蛍光顕微鏡像による細胞中の

カルシウムや他の重金属元素の局所的イオン濃度を測定する方法が開発されているが9)､多

数の細胞を連続的に定量することはできない｡

近年､大気中エアロゾル粒子を誘導結合プラズマ (ICP)に直接導入し､個々の粒子に

基づくプラズマ内での閃光をパルス状の電気信号に変換し､閃光の強痩 (電気パルスの波

高)から粒子に含まれる任意の元素の含有量を個別に連続的に計測するシステムが開発され､

個々の粒子中のpgレベルの元素含有量を測定している1~3)｡本研究では､この個別粒子分析

システムを生物細胞分析に応用して､液中に分散させた細胞をネブライザーで噴霧しながら

乾燥し､粒子の代わりに乾燥させた細胞をプラズマ内に吸引導入し､パルス状の発光信号の

高さによって､細胞中に含まれる元素量を個々に定量するシステムの開発を試みた｡

6.1.2 装置及び方法

実験装置 :システム構成図をFig.6.1.1に示す｡HPLCポンプにより流速0.2ml/minで

70%エタノール溶液が連続的に空気圧式ネブライザーに供給され､細胞懸濁溶液lmlをロー

タリーバルブによりその流れの中に注入したOネブライザーは乾燥筒の中央部にあり､空気

流量1.3ml/minで細胞懸濁溶液を噴霧した｡噴霧してできた液滴を乾燥させるために､コー

ル ドトラップにより除湿した空気を乾燥簡内に流速10ml/minで流した｡乾燥筒の外壁は､

リボンヒーターにより約70℃に加熱した｡乾燥空気の乱流を抑えるために､径3mmの穴を

有するプレートが乾燥筒内に組み込まれた｡細胞の帯びた電荷を中和するために､乾燥筒の

内壁に241Amを取り付け､乾燥筒や搬送チューブの壁に細胞が付着するのを防いだ｡乾燥し

た細胞を運ぶ空気流の一部を､別の空気圧式ネブライザーの吸引により流速50ml/minでプ

ラズマ内に導入した｡信号処理を除いて､セイコー電子SPS-1100H誘導結合プラズマ発光

分光分析装置を用いた｡プラズマ内で細胞中のカルシウム元素から生じた閃光を高電子増倍

管でパルス状の電気信号に変換し､マルチチャンネル波高分析装置により測定した｡

細胞試料 :細胞試料は複数の研究者から提供された｡測定に用いられた細胞は､マウス繊

維芽細胞､人の躍臓細胞と内皮細胞であった｡測定する前に､細胞をリン酸緩衝溶液pBS(-)
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で洗浄した｡緩衝溶液中のカルシウム濃度は､0.7FLg/mlであった｡細胞を自然沈降させた後､

上澄みをピペッティングで除去し､この洗浄を少なくとも5回以上繰り返した｡最後に緩衝

溶液を除去し､106-107個/mlの数密度に調整し､70%エタノール中に細胞を懸濁した｡

70%エタノール中のカルシウム濃度は､1.Ong/mlであったo

較正曲線 : 測定システムを較正するために､振動オリフィス単分散エアロゾル粒子発生

装置(Model3450,TSI)を用いて単分散エアロゾル粒子を生成した(Fig.6.1.2)｡直径20pmの

オリフィスを振動数79.5kHzで振動させた｡10,3,1〃gZn/mlの酢酸カルシウム水溶液

(50%プロパノール)を装置に流入量0.17ml/minで供給し､カルシウム0.35,0.ll,0.036pgを

含む単分散粒子を生成した｡これらの単分散エアロゾル粒子をプラズマ内に導入し､得られ

た波高スペクトルをFig.6.1.3に示す｡信号処理に対数増幅器を用いているため､波高分析

装置のチャンネル数は発光信号強度の対数に比例する｡Fig.6.1.3におけるピークのチャン

ネル数は､それぞれの単分散粒子中カルシウム含有量と直線関係が得られた(Fig.6.1.4)｡Fig.

6.1.3におけるチャンネル数50以下の信号は､プラズマからの連続的な発光信号に起因する

バックグラウンド信号と思われる｡

6.1.3 結果と考察

ICP-AESで通常用いられる空気圧式ネブライザーにより生成される液滴の大きさは､直径

0.1-100vmである11)O一般的な動物細胞は5-20FLmの大きさであるため､懸濁溶液中の細

胞数密度が非常に高い場合､1個の液滴中に複数個の細胞が含まれる可能性があるが､懸濁

溶液中の細胞数密度を低くすれば､大部分の液滴は1個の細胞を含むか､もしくは細胞を含

まない状態になる｡70%エタノール溶媒中のカルシウム濃度は非常に低いため､細胞を含ま

ない液滴からカルシウムの発光信号は生じなかった｡分光器の波長をカルシウム共鳴線

(393.4nm)から離した場合､細胞粒子が観測ゾーンを通過したとしても､発光信号は生じず､

バックグラウンド信号も変化しなかった｡細胞組織から生じる発光強度は非常に低いため､

バックグラウンド信号を増加させなかったと思われる｡

細胞中のカルシウム含有量を測定するためには､緩衝溶液中に懸濁し､生きたままの細胞

を乾燥筒内に導入するすることが望ましいが､本研究では乾燥条件を考慮し､細胞試料を

70%エタノールで固定した｡70%エタノールは細胞膜を溶解しないが､細胞膜に小さいピン

ホールを開けることが知られている｡しかし､固定直後では､細胞構造や組成がほとんど変

化しないため､フローサイトメトリーにおける一般的な固定剤として用いられており､大部

分のカルシウムは細胞中の組織に存在し12)､細胞液の流失はカルシウム含有量にほとんど影
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響を与えないと思われる｡70%エタノールは蒸発しやすく､乾燥簡内で細胞以外の塩粒子を

生じないため､本システムには有効であった｡乾燥過程をなくすと､細胞を含んだ液滴は乾

燥筒や搬送チューブに付着しやすくなる｡スプレイチャンバーを用いた従来のICP発光分

光分析法により細胞懸濁溶液の分析を試みたが､全ての細胞がスプレイチャンバーで除かれ､

細胞からの信号を検出することができなかった｡

血液細胞､組織片から生成した細胞､培養細胞など様々な細胞試料を測定した｡血液細胞

は､カルシウム濃度が低かったため､本システムでは検出できなかった｡ネズミとネコの肝

臓､膵臓､肺などの臓器組織片を細かくし､ナイロン(200mech)を通すことにより細胞を簡

単に得ることができたが､多数の断片が存在するためパックブランド信号を増加させた｡細

胞が比較的大きく､細胞の断片が極めて少ないなどの理由から､培養細胞を本システムの評

価に用いた｡

個別細胞から生じたパルス信号は､同程度のカルシウム元素量を含む粒子から生じたパル

ス信号とほぼ同じであったため､システム較正のために単分散粒子を用いた｡粒子と生物細

胞により生じたプリアンプからの信号波形をFig.6.1.5に示す｡両方のパルス信号ともlmsと

ほぼ同程度のパルス幅を示し､単分散粒子によるシステムの較正は妥当であると思われた｡

Fig.6.1.6に培養したマウス繊維芽細胞の写真を示し､Fig.6.1.7にその波高スペクトルを

示す｡Fig.6.1.7のグラフの上段に示されているカルシウム含有量は､Fig.6.1.4の較正曲線

を使用した｡チャンネル数50以下に見られる信号は､Fig.6.1.3と同じバックグラウンド信

号と思われる｡Fig.6.1.7におけるチャンネル数は､ネブライザーにより生成した1個の液

滴に含まれるカルシウム含有量に相当する｡細胞懸濁溶液中の数密度が非常に高い場合､

個々の液滴は複数個の細胞を含むため､数密度が減少すると液滴中に含まれる細胞数が減少

し､波高スペクトルのピーク位置も数密度の減少に伴い､低チャンネル側に移動するであろ

う｡しかし､個々の液滴が1個の細胞を含むか､もしくは含まない状態であれば､数密度の

減少は細胞を含んでいない液滴の割合を増加させるだけであろう｡この場合､波高信号の高

さは変化しないが､数密度の減少とともに同じ波高のパルス計数率が減少するだけである｡Fig.

6.1.7に示されるように､数密度を減少させると波高スペクトルのピーク位置は変化しない

が､ピークの計数率は減少した.したがって､個々のパルス信号は1個の細胞を含んだ液滴

から生成した個別乾燥細胞から生じたと考えられた｡

Fig.6.1.7における実線は､n=13でスムージングを行った結果である｡個別細胞中に含ま

れるカルシウム含有量は､波高スペクトルのピークにおいて0.057pg/cellであった.用いた

細胞の大きさが10-15pmであったため､細胞を球状と仮定するとカルシウム濃度は0.82-
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Table 6. L. L Determined calcium content j-n cultured mammalian

ce l ] -s .

cell sample

mouse fibroblast cells
human pancreas cells
human endothelium cells

measured content
(pelcell)

o Calculated from the cell diameter and
content for each cell sample by assuming

the mean value of measured
a spherical cell.

Table 6.1.1 Determinedcalciumcontentinculturedmammalian

cells.

measuredcontent
(pg/cell)

diameter
cellsample (〝m)

mousefibroblastcells 10-15

mean std calcdcellular
value dev

0.057 0.029

humanpancreascells 15-20 0.16 0.04
humanendotheliumcells 15-20 0.27 0.04

concnd(mM)

0.82-2.8
0.94-2.2
1.6-3.7

oCalculatedfromthecelldiameter?ndthemeanvalueofmeasured
contentforeachcellsamplebyassumingasphericalcell.
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2.8mMと 推定された。細胞内遊離カルシウムイオン濃度は10-4mMで あるが、細胞内全カル

シウム濃度は1‐2mMで あるため1幼、得られた値(0.82～2。8mM)は 報告値と非常に類似してい

た。さらに、従来の測定法と比較するため、ThOmaガ ラス計数板を用いて顕微鏡により細胞

数を計測し、酸により分解処理した後、カルシウム濃度をIcP_AESで 測定した結果、細胞 1

個当たりの平均カルシウム元素量は0。o16pgで あった。この結果は、本システムで得られた

値(0。057pg/cell)と必ずしも
一致しないが、細胞の計数法が一般的に桁が異なるほど不正確で

あるため、その違いはほとんど問題にならないであろう。Table 6。1.1に3種 類の培養細胞試

料のカルシウム含有量、標準偏差、カルシウム濃度を示す。全ての試料のカルシウム濃度は、

上記の報告値 と非常に近かった。本システムにおけるカルシウムの検出限界は、Fig.

6.1.7よリチャンネル数50以下をバックグラウンド信号と考えると、約0.olpgであった。

6.1。4 ま とめ

ICP発 光分光分析法を用いた個別細胞中の微量金属元素を連続的に分析するシステムを

開発した。実際試料の測定を行い、細胞内カルシウム濃度が報告値と極めて近い値を示し、

本システムの有効性が示された。このシステムを用いれば、細胞中の元素含有量の統計分布

を得ることができるだけでなく、正常細胞とガン細胞のように異種細胞が混在する場合でも、

それらを分離することなく、微量金属元素の統計分布が得られると思われる。カルシウム元

素以外の微量金属元素は、細胞中存在量と検出限界の関係から測定することができなかった

が、元素検出法に高感度な ICP質 量分析法を用いれば、他の微量金属元素も測定できる可

能性がある。生物工学の急速な発展とともに、本システムは多様なニーズが予想され、思わ

ぬ利用形態も生じうると思われる。

6.2 1CP質 量分析法 によるエアロゾル粒子 中微量金属元素の高感度 ・

個別連続分析

6.2.1 緒言

様々な発生源から大気中に放出されるエアロゾル粒子は、環境科学、公衆衛生のみならず

半導体産業、ライフサンエンス産業における超精浄環境実現などにおいても重要な因子であ

り、その粒子分析は発生起源を知る上で極めて重要である。一般に、粒子数濃度や粒度分布

測定には、レーザー光散乱技術が利用されることが多いが、エアロゾル粒子の化学組成を知
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2.8mMと推定された｡細胞内遊離カルシウムイオン濃度は10~4mMであるが､細胞内全カル

シウム濃度は1-2mMであるため12)､得られた値(0.82-2.8mM)は報告値と非常に類似してい

た｡さらに､従来の測定法と比較するため､Thomaガラス計数板を用いて顕微鏡により細胞

数を計測し､酸により分解処理した後､カルシウム濃度をICP-AESで測定した結果､細胞 1

個当たりの平均カルシウム元素量は0.016pgであった｡この結果は､本システムで得られた

値(0.057pg/cell)と必ずしも一致しないが､細胞の計数法が一般的に桁が異なるほど不正確で

あるため､その違いはほとんど問題にならないであろう｡Table6.1.1に3種類の培養細胞試

料のカルシウム含有量､標準偏差､カルシウム濃度を示す｡全ての試料のカルシウム濃度は､

上記の報告値と非常に近かった｡本システムにおけるカルシウムの検出限界は､Fig.

6.1.7よりチャンネル数50以下をバックグラウンド信号と考えると､約0.01pgであった｡

6.1.4 まとめ

ICP発光分光分析法を用いた個別細胞中の微量金属元素を連続的に分析するシステムを

開発した｡実際試料の測定を行い､細胞内カルシウム濃度が報告値と極めて近い値を示し､

本システムの有効性が示された｡このシステムを用いれば､細胞中の元素含有量の統計分布

を得ることができるだけでなく､正常細胞とガン細胞のように異種細胞が混在する場合でも､

それらを分離することなく､微量金属元素の統計分布が得られると思われる｡カルシウム元

素以外の微量金属元素は､細胞中存在量と検出限界の関係から測定することができなかった

が､元素検出法に高感度なICP質量分析法を用いれば､他の微量金属元素も測定できる可

能性がある｡生物工学の急速な発展とともに､本システムは多様なニーズが予想され､思わ

ぬ利用形態も生じうると思われる｡

6.2 ICP質量分析法によるエアロゾル粒子中微量金属元素の高感度 ･

個別連続分析

6.2.1 緒言

様々な発生源から大気中に放出されるエアロゾル粒子は､環境科学､公衆衛生のみならず

半導体産業､ライフサンエンス産業における超精浄環境実現などにおいても重要な因子であ

り､その粒子分析は発生起源を知る上で極めて重要である｡一般に､粒子数濃度や粒度分布

測定には､レーザー光散乱技術が利用されることが多いが､エアロゾル粒子の化学組成を知
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るためには､粒子を一旦メンブレンフィルターやガラスフィルターに捕集した後､酸などで

分解し､原子吸光分析法などの高感度分析が行われており､時間と労力がかかる一方で､得

られる情報は多数粒子の平均組成にとどまる｡これまで､エアロゾル粒子を誘導結合プラズ

マ (ICP)中に直接導入し､粒子中の元素含有量を個別にICP発光分光分析法により連
続的に定量するシステムが開発されているが1~3)､これを一般の大気試料に応用するには､元

素によって検出感度が必ずしも十分ではなく､実用性に限界があった｡そこで本研究では､

同じプラズマを用いながら一般に2,3桁感度の優れるICP質量分析法を元素検出法に利用
して､ICP質量分析法によるエアロゾル粒子中微量金属元素の個別連続分析システムの開

発を試みた｡

6.2.2 装置及び方法

本研究に用いた装置図をFig.6.2.1に示す｡ICP質量分析装置はセイコー電子工業社製
SPQ6500を用いた｡プラズマの操作条件は､高周波出力1.2kW(27.12MHz)､外側ガス､中

間ガス､キャリアーガス流量;16,0.7,1.ll/min､サンプリング距離12mmであった｡目的元

素の水溶液を用いて測定条件を最適化した後､キャリアーガス流量を0.87ml/minに変え､ネ

ブライザーにより試料空気をプラズマに吸引導入したO実際にプラズマに吸引された試料空

気流量は､50ml/minであった｡質量分析装置の質量軸は､亜鉛64､鉛208に固定した｡装置

に備え付けられたプリアンプを大きい時定数(0.33ms)を有するプリアンプに代えることによ

り､アナログ信号を得ることができた｡この信号を1-kHzバンドパスフィルターを備えた直

流増幅器を通し､エアロゾル粒子中の目的元素に応じた連続的な信号を得た｡粒子のイオン

化に相当するピーク信号の半値幅は1ms程度であり､ICP発光分光分析法による粒子分析
において光電子増倍管から得られた信号と非常に類似していた1~3)｡さらに､対数増幅器､
1kHzローパスフイスターを通した後､マルチチャンネル型波高分析装置にかけられ､粒子

中元素含有量の分布がCRT上に表示された｡

6.2.3 単分散エアロゾルの発生
システムの較正を行うために､前節6.1.2で用いられた振動オリフィス単分散エアロゾル

粒子発生装置により単分散エアロゾル粒子を生成した｡直径10FLmのオリフィスを使用し､

振動数は亜鉛173kHz､鉛138kHzであった｡酢酸亜鈴または硝酸鉛水溶液(50%プロパノー

ル)を亜鉛0.17ml/min､鉛0.039ml/minの流入量で装置に供給した｡空気はコールドトラップ

により除湿し､分散空気1.01/min､希釈空気201/minを流した.乾燥筒や搬送チューブの壁

158



Quadrupole mass spectrometer

Channeltron

Pre-arnplifier

DC amplifier

I kFIz band-pass filter

Lng arnplifier

1 kFIz low-pass filter

A/D converter

Personal comDuter

Pulse height
analyzer

F ig .  6 .2 .L  B lock  d . iag ram o f  the exBeriment system.

1 5 9

airsamplej_._ _ _____ -

_-___._J

Fig.6.2.1 Blockdiagram Of theexperimentsystem.

159



に荷電粒子が付着することを防ぐために､乾燥筒の壁面に241Amを取り付けた｡

6.2.4 電子増倍管からの出力信号の処理
質量分析装置の検出器として用いられている電子増倍管は､約10nsの短い時間幅を有する

一定電荷(106-108個の電子)のパルスを生成し､このパルスの個数が質量分析装置からのイオ

ン量に応じて増加する13)｡通常の水溶液の測定では､任意の一定時間内(0.1-looms)におけ

るパルス数から､単位時間当たりの平均パルスカウント数と日的元素の濃度を相関させ､較

正曲線を作成しているが､そのパルス計数方式をそのまま粒子分析に応用することはできな

い｡プラズマ内に導入された個々の粒子は､約1msの時間幅で閃光を発するト3)｡プラズマ中

で生成したイオンは､質量分析とのインターフェイスであるサンプリングコーンにより非常

に短時間で抽出されるので､個々の粒子からのイオン信号も約1msの時間幅を有するはずで

ある｡ICP発光分光分析法を用いたシステムにより得られた波高分布と同様なものを得る

ためには､イオンパルス信号をアナログ信号に変換しなければならない.まず､FVコン

バーターやFV変換回蕗を用いてプリアンプからのパルス信号の周波数を電圧信号に変換す

ることを試みた｡しかし､信号を検出できなかったり､信号が100msほどのテーリングを起

こすなど､適切に電圧信号に変換することができなかった｡次に､チャンネルトロンのプリ

アンプを大きな時定数(0.33ms)を有するプリアンプに変えて測定を行ったところ､プリアン

プから個別ピークが得られた(Fig･6･2･2(,a))｡さらに､1kHzバンドパスフィルターを備えた

直流増幅器を通してスムージングを行った(Fig.6.2.2(b))｡バックグラウンド信号を低減さ

せるために､プリアンプのオフセット信号を調整し､直流増幅器からの出力信号を対数増幅

器､1kHzローパスフイスターに通し､マルチチャンネル型波高分析装置にかけられた｡

6.2.5 単分散酢酸亜鉛粒子の測定

2.0,0.80,0.40pgZn/mlの酢酸亜鉛水溶液(50%プロパノール)を用いて､単分散エアロゾル

発生装置により亜鉛32,12,6.4fgを含む単分散粒子を発生させた｡Fig.6.2.3に示すように､

それぞれの単分散エアロゾル粒子で得られた波高スペクトルは､粒子中の亜鉛含有量に相当

したチャンネル数にピークを示した｡しかし､これらの波高スペクトルはかなり広い分布を

有した｡例えば､Fig.6.2.3(a)のスペクトルの相対標準偏差(RSD)は27%であり､大きさで

は33%であった｡振動オリフィス単分散エアロゾル発生装置により生成した単分散粒子の相

対標準偏差は､直径において3%以下であることが報告されている14)0 ICP発光分光分析

法によるシステムを用いた単分散粒子の測定では､波高スペクトルの相対標準偏差は11%で
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あり､大きさでも11%であった3)0

波高スペクトルは広い分布を示したが､Fig.6.2.3に示されたそれぞれのピークチャンネ

ル数と単分散エアロゾル粒子中の亜鉛含有量を相関させた｡その結果をFig.6.2.4に示す｡

プリアンプにおけるオフセットを調節し､バックグランドを低減させ､粒子をプラズマに導

入していない時､信号が生じないようにしたが､Fig.6.2.3ではチャンネル数50以下に信号

が現れた｡したがって､その信号は粒子をプラズマに導入したことによる付加的なバックグ

ランド信号と考えられた｡チャンネル数50以下の信号をバックグラウンド信号と考えると､

本システムにおける亜鉛の検出限界は約6fgであった｡iCP発光分光分析法によるシステ

ムでは亜鉛の検出限界は0.3pgであったため､ ICP質量分析法による粒子分析システムの

検出限界は50倍向上したことになる｡

本システムにより低い検出限界が得られたが､単分散粒子を測定した場合でも幅広い波高

分布を示したため､実際試料の分析に適用することは困難であると思われた｡したがって､

波高分布の幅を狭くするために､プラズマの操作条件を検討した｡プラズマのキャリアーガ

ス流量が直流増幅器からの信号強度に極めて影響することが分かった0Fig.6.2.5は､単分

散エアロゾル粒子から生成したイオン強度へのキャリアーガス流量の影響を示す｡イオン強

度は､それぞれの波高スペクトルにおけるピークチャンネル数から計算され､最大強度で規

格化された｡通常の溶液測定における信号強度へのキャリアーガス流量の影響も調べたが､

粒子測定ではキャリアーガスに少量の空気が握入するために､ピーク位置が移動することが

分かった｡キャリアーガス流量の信号強度への影響は非常に類似していたが､波高スペクト

ルの幅はほとんど変化しなかった｡中間ガス流量､プラズマガス流量､サンプリング深さ､

高周波出力などの操作条件を変化させても､波高分布を狭くすることはできなかった｡Fig.

6.2.3(a)と(b)に示されるように､パルス信号の幅はほとんど同じであるため､信号処理が波

高スペクトルの広がりに影響しているとは考えられない｡したがって､.操作条件の精密な最

適化が必要であろう｡

6.2.6 単分散硝酸鉛粒子の測定

他の重金属元素の高感度検出を確認するために､3.0,1.6,0.40〝gPb/mlの硝酸鉛水溶液

(50%プロパノール)を用いて､単分散エアロゾル発生装置により鉛14,7.6,1.9fg含む単分散

粒子を発生させ､較正曲線を作成した｡硝酸鉛のそれぞれの波高スペクトルは､同様に幅広

い分布を示した｡亜鉛の場合と同様にチャンネル数50以下の信号をバックグランド信号と考

えると､鉛の検出限界は約0.3fgと見積もられた｡これは､通常の溶液試料に対する検出限
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界と比較して､妥当な結果と考えられた｡鉛0.3fgを含むエアロゾル粒子は､硝酸鉛粒子と

して直径0.050pm､金属鉛として直径0.037FLmの大きさに相当する.

6.2.7 まとめ

ICP質量分析法により個別エアロゾル粒子中のフェムトグラムレベルの微量金属元素を

連続的に検出するシステムを開発した｡亜鉛に対する検出限界は､6fgと見積もられたOこ

の結果は､これまでのICP発光分光分析法を用いたシステムより50倍以上向上した｡バッ

クグラウンドが抑制されれば､さらに低い検出限界が実現されるであろう｡しかし､単分散

粒子を測定した時でさえ､分散の大きな波高分布を示した｡波高スペクトル分布の改善には､

操作条件の精密な最適化を必要とするであろう｡

6.3 ICP質量分析法による個別エアロゾル粒子分析における操作条件

の最適化

6.3.1 緒言

大気中エアロゾル粒子の分析評価は､環境科学､公衆衛生､超清浄環境制御技術などの分

野でますます重要になってきている｡前節6.2では､エアロゾル粒子をプラズマ中に直接導

入し､粒子中の元素含有量を個別にICP質量分析法によって連続的に定量するシステムを

開発し､単分散エアロゾル粒子中の亜鉛や鉛をfgレベルで計測できることを確認した｡しか

し､均一な径の粒子を導入しているにもかかわらず､その信号は大きな分散を示したため､

実用性が極めて低かった｡したがって､プラズマの操作条件を詳細に検討し､システムの高

精度化及び高感度化を試みた｡

6.3.2 装置及び方法

装置及びエアロゾル粒子分析システムは､前節6.2.2で用いたものと同様なものを使用し

た.キャリアーガス流量の精密な制御を行うために､ロータメーターをマスフローコント

ローラー(NipponTylanFC-260E)に代えて測定を行った｡システム評価のための既知量亜鉛

を含む粒子は､振動オリフィス単分散発生装置に既知濃度の酢酸亜鉛水溶液(50%プロパ

ノール)を供給して発生させた｡
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6.3.3 アルゴンキャリアーガス流量の影響

前節6.2.5で述べたようにICP質量分析法を用いた個別粒子分析システムでは､アルゴ

ンキャリアーガス流量が信号強度に極めて影響した0本研究の初期において､操作条件を最

適化した後､測定中に信号強度が徐々に減少する現象が見られた｡アルゴンキャリアーガス

の制御にニードルバルブを備えたロータメーターを用いていたため､ロータメーターの入口

ガス圧の僅かな変動により流量が変化し､信号強度が変動したと思われる｡また､プラズマ

内へエアロゾル空気試料をネブライザーで吸引導入しているため､吸引圧の変化による試料

の導入流量の変化も一因になっていると考えられる｡したがって､マスフローコントロー

ラーを用いて相対標準偏差0.2%以下の精度でアルゴンキャリアーガス流量を制御した｡

6.3.4 イオンレンズ電圧及びポールバイアス電圧の影響

単分散粒子で分散の小さい波高スペクトルを得るために､操作条件の最適化が検討され､

イオンレンズ電圧の影響が調べられた｡しかし､全ての条件で感度を低下させずに信号分布

を改善することはできなかった｡質量分析装置のボールバイアス電圧を増加させながら､単

分散粒子の波高スペクトルが測定されたが､信号分布に変化は生じず､分散を小さくするこ

とはできなかった｡これは､サンプリングオリフィスにより抽出されたイオンの動力学的な

エネルギー分布が､信号の変動に寄与していないことを示していると思われるO

6.3.5 プラズマ操作条件とサンプリング距離の影響

様々な操作条件(外側､中間､キャリアーガス流量､高周波出力､サンプリング距離)を変

化させて､単分散粒子の信号強度と信号分布を測定した｡前節に述べたように､アルゴン

キャリアーガス流量が信号強度に極めて影響したが､本研究では高周波出力とサンプリング

距離も信号強度に極めて影響を及ぼすことが分かった｡プラズマと中間キャリアーガス流量

はほとんど影響を及ぼさなかった｡高周波出力とサンプリング距離を変化させて､亜鉛

0.13pgを含む単分散粒子の波高スペクトルを測定した(Fig.6.3.1)Oアルゴンキャリアーガス

流量は､Fig.6.3.1(a)では600ml/minであり､(b)では800ml/minであった｡プラズマと中間

のガス流量は､それぞれ16,0.71/minであった｡信号強度が増加するにつれて､波高スペク

トルは高いチャンネル側へ移動するが､波高スペクトルの幅は信号変動に関係している｡明

らかに､高い信号強度と狭い波高分布が得られた最適操作条件は､600ml/minのキャリアー

ガス流量では高周波出力1.OkW､サンプリング距離10mmであった｡一方､800ml/minの

キャリアーガス流量では､最適操作条件は､高周波出力1.4kW､サンプリング距離14
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mmであったO同様に､他のキャリアーガス流量(700,750,850ml/min)においても､高周波

出力(1.0,1.2,1.4kW)とサンプリング距離(10,12,14mm)の操作条件を検討した｡それぞれ

のアルゴンキャリアーガス流量における最適操作条件をTable6.3.1にまとめた｡最も高い信

号強度は､キャリアーガス流量800ml/min､高周波出力1.4kW､サンプリング距離14mmの

操作条件で得られた｡キャリアーガス流量800ml/min､高周波出力1.4kWにおいてサンプリ

ング距離13,15mmで測定を行ったが､14mmが最も良い条件であった｡Table6.3.1における

相対強度は､それぞれの波高スペクトルのピークチャンネル数を求め､それを最適条件の最

も高い信号強度(800ml/minの場合)で規格化したものである｡相対標準偏差もそれぞれの波

高スペクトル分布から計算され､最も狭い分布は相対標準偏差5%であり､その操作条件は

最も高い信号強度が得られた場合と同じ条件であった｡前節6.2.5の波高スペクトル分布の

相対標準偏差は27%であり､ICP発光分光分析法を用いた粒子分析システムの波高スペク

トル分布の相対標準偏差は11%であったため3)､本研究では非常に分散が小さい結果が得ら

れた｡振動オリフィス単分散エアロゾル発生装置により生成された単分散粒子の相対標準偏

差は､直径において3%以下であることが報告されている15)Oしたがって､キャリアーガス

流量の精密な制御､高周波出力とサンプリングオリフィスによるイオンサンプリングの最適

条件の選択により､分散の小さい波高スペクトルが得られたと思われる｡

6.3.6 最適操作条件へのエアロゾル粒子サイズの影響

信号強度と信号分布が粒子のイオン化過程に関係しているため､エアロゾル粒子の大きさ

が最適条件に影響すると予想される｡直径0.2-1.2〃mの酢酸亜鉛粒子(亜鉛含有量 :7.l-

l.4pg)において､最適操作条件への粒子サイズの影響は見られなかった｡しかし､直径

0.4fLm以下の粒子においてのみ(亜鉛50fg以下)､粒子サイズの減少に伴い､信号分布が徐々

に広がった｡これは､検出限界付近であるために起こったのであろう｡本研究で用いた粒子

は非常に小さいためイオン化過程に変化が生じず､操作条件に粒子サイズが影響しなかった

と思われる

6.3.7 ICP質量分析法による粒子分析における信号変動

本研究において信号強度と信号分布は､アルゴンキャリアーガス流量､高周波出力､サン

プリング距離により極めて影響を受けた｡この結果は､プラズマ中の粒子の蒸気化とイオン

化､イオンの拡散過程が信号強度と分散に極めて重要であることを示している｡キャリアー

ガス流量600ml/min(Fig.6.3.1(a))では､高周波出力の減少とともに信号強度が増加した｡比
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較的小さい高周波出力でもトーチの試料導入管の先端から短い距離内で､粒子の蒸気化とイ

オン化は完了すると思われる｡したがって､高周波出力1.OkW以上では､プラズマの中心か

らのイオンの拡散は加速するであろう｡プラズマから目的元素を効率良くサンプリングする

ためには､比較的小さいサンプリング距離が有効であると思われる｡次に､キャリアーガス

流量800ml/min(Fig.6.3.1(b))では､粒子を完全に蒸気化及びイオン化するためには､小さい

高周波出力では不十分であろう｡高周波出力の増加にともなって､信号強度も増加したが､

サンプリング距離はさほど影響を及ぼさなかった｡分散の小さい信号分布が大きいサンプリ

ング距離で得られた｡近年､01esikとHobbsは単分散エアロゾル粒子のICP発光分光分析
における信号変動を研究している16)｡彼らは､プラズマの側面に小さい分光器を備え付けた

り､プラズマ像を90度回転させる偏光装置を用いるなどして､プラズマを46FLmの高さごと

に観測し､高さ方向の分解能を高めた｡プラズマ中で粒子が蒸気化している付近では(アル

ゴンキャリアーガス1.41/minの時､観測高さ14mm)､原子とイオンの発光信号強度は､スト

ロンチウム3pgを含む単分散粒子で相対標準偏差30-35%の大きな変動があったと報告した｡

しかし､観測高さ30mmでは信号変動は､相対標準偏差6%であった｡アルゴンキャリアー

ガス0.91/min､観測高さ14mmでは､相対標準偏差は約1%に抑えられた｡したがって､蒸

気化領域付近における信号の大きな変動は､キャリアーガスの速度変動により生じる蒸気化

範囲の変動に起因していると彼らは指摘した｡河口らのICP発光分光分析法を用いた個別
粒子分析システムでは､発光信号は4mmのスリット高さの分光器により測定していたト3)｡

プラズマ中の高さ4mmを観測している間､発光信号は平均化されるので､信号強度はプラ

ズマ操作条件により影響されなかったのであろう｡ICP発光分光分析法を用いた粒子分析
システムの波高スペクトル分布の相対標準偏差は11%であった3)0 iCP質量分析法では､

プラズマ中の極めて限定された空間においてサンプリングオリフィスにより目的元素が抽出

される｡したがって､信号強度と信号変動はプラズマ操作条件とサンプリング距離により極

めて影響を及ぼされるのであろう｡ゆえに､本システムにおけるICP質量分析法による信
号特性は､01esikとHobbsによる高さ分解能を高めたICP発光分光分析による信号特性と
非常に類似していた｡彼らは､単分散エアロゾル粒子の大きさに伴い蒸気化される場所の移

動が起こることを指摘しているが､本研究では用いられたエアロゾル粒子の大きさが彼らよ

り非常に小さかったため､最適操作条件に影響を及ぼさなかったのであろう｡

6.3.8 粒子中亜鉛元素の検出限界

高周波出力1.4kW､サンプリング距離14m ､プラズマ､中間､キャリアーガス流量16,0.7,
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Fig .  6 .3.3 Relat ion between the zinc content in a part ic le

and the channel number of the pulse height analyzer.

Table 6 . 3. 1 Comparison of optimum cond.it ions at various

carrier gas fJ-ow rates

Carrier gas flow rate

Suction of sample air

Optimum conditions

rf power
sampling depth

Normalized intensity

RSD
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Fig･6･3･3 Relationbetween thezinccontent in aparticle

and thechannelnumberofthepulseheight analyzer･

Table6･3･1 comparisonofoptimum conditionsatvarious

carriergasflow rates.

Carriergasnowrate(ml/min) 600 700 750 800 850

Suctionofsampleair(ml/min) 50 75 85 95 97

Optimumconditions

rfpower

samplingdepth

Nomalizedintenslty

RSD

1.0kW 1.2kW 1.4kW 1.4kW 1.4kW

10nml 10mm 12rrm 14rrm 14mm

0.26 0.27 0.48 1.0 0.37

16% 21% 12% 5.0% 8.5%
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0.81/minが最適操作条件として選択された｡粒子中亜鉛含有量の較正曲線を作成するために､

酢酸亜鉛水溶液(50%プロパノール)を単分散エアロゾル発生装置に供給し､亜鉛6.4-

130fgを含む単分散エアロゾル粒子を発生させたO亜鉛8.3,30,83fgを含む単分散エアロゾル

粒子の波高スペクトルをFig.6.3.2に示す｡これらの信号分布の相対標準偏差は､15%,7.7%,

5.5%であった｡波高スペクトルのピークのチャンネル数と粒子中亜鉛含有量を相関させた

較正曲線をFig.6.3.3に示す｡図中のエラーバーは､信号分布の標準偏差を示す｡それぞれ

の波高スペクトルのピークチャンネル数は､粒子中の亜鉛含有量の対数と直線的に相関した｡

Fig.6.3.2に示されるように､チャンネル数50以下の信号はバックグラウンド信号と考える

と､粒子中亜鉛元素の検出限界は､約3fgと見積もられたO前節6.2の結果と比較して検出限

界が2倍向上した｡さらに､検出限界付近では多少幅広い波高スペクトル分布を示したが､

亜鉛50短以上では実際試料に十分応用できるほど幅の狭い波高スペクトルが得られた｡

6.3.9 まとめ

ICP質量分析法による個別粒子分析では､当初単分散粒子の導入にもかかわらずその信

号は大きな分散を示したが､プラズマキャリアーガスの精密な制御､高周波出力とサンプリ

ングオリフィスによるイオンサンプリングの最適条件の選択により極めて分散の小さい波高

分布を得ることができた｡分散が小さくなるにつれて､感度が向上する結果となり､粒子中

亜鉛元素の検出限界は約3fgと見積もられた｡

6.4 第6章の要約

ICP発光分光分析法やICP質量分析法を利用して､生物細胞や粒子中の微量金属元素

の個別連続分析システムの開発を行った｡まず､液中に懸濁した生物細胞を空気圧式ネブラ

イザーで噴霧し､乾燥空気流の中で乾燥させた後､プラズマ内に吸引導入し､パルス状の発

光信号の高さによって､細胞中に含まれる元素量を定量するシステムを開発した｡マウスの

繊維芽細胞など実際試料に応用し､細胞中のカルシウム元素量分布を得ることができ､開発

したシステムの実用性を明らかにすることができた｡続いて､元素検出法にICP質量分析

法を利用した大気中エアロゾル粒子中の微量金属元素の個別連続分析を行うシステムを開発

したo当初は分散の大きなパルス波高分布となったが､操作条件の最適化などにより分散の

小さいパルス波高分布が得られ､実際試料に十分応用できるようになった｡粒子中亜鉛の検

出限界は､約3fgと見積もられ､極めて高感度な計測システムが開発された｡iCP質量分
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第 7章 結論

本論文は､ ｢環境負荷低減化のためのCO2還元法と環境試料の原子スペクトル分析法の研

究｣と題し､電気化学的手法と光化学的手法による新規な反応場を用いたCO2還元法の開発

と原子スペクトル分析法を用いた環境試料中微量金属元素の分析法の開発に関して得られた

研究成果をとりまとめたものであり､本論文は7章からなる｡

第1章では､序論として本研究の背景､目的と意義､概要について述べた｡21世紀は環境

の世紀と呼ばれるほど､環境問題が世界的に取り上げられるようになってきている｡このよ

うな状況の中で､人類と生態系に直接関わってくる大気環境､水環境問題が非常に懸念され､

また重金属元素などの化学物質が環境中を通じて人や生態系に有害な影響を及ぼすおそれ､

いわゆる環境リスクも直接関連する問題として重要視されてきている｡大気環境では､局所

的な大気汚染も深刻な問題であるが､地球規模での問題である地球温暖化が最も深刻な問題

の一つとなっている｡その間題の解決には､地球温暖化の原因物質の一つとして疑われてい

るC02の排出低減化につながる化石燃料の代替エネルギー源の開発が急務であると同時に､

大気中のC02や放出されるC02を固定化または還元するための技術開発が求められている｡

次に､重金属元素などの化学物質の環境リスク問題は､水環境を通じて起こりやすいことか

ら､重金属元素の環境リスク評価や対策のために､生体中や水環境中の微量金属元素の含有

量や挙動を調べる研究が進んでいる｡しかし､一部の重金属元素は内分泌撹乱化学物質に指

定されるなど､金属元素の低濃度連続摂取と関係が深いと思われる疾患については将来的に

問題化する可能性が高いため､現在の環境におけるさらに微量な金属元素濃度を把握する必

要性が生じている｡したがって､環境分野とそれに関連した医学 ･生化学の分野において､

さらに微量な金属元素を正確に分析する計測手段の開発が切望されている｡以上の背景から

本研究では､CO2還元法と原子スペクトル分析法の基礎的な開発研究を行った｡

第2章から第4章までは､電気化学的手法と光化学的手法を用いた新規なCO2還元法の開

発について述べた｡第2章と3章では､メタノール溶媒を用いたC02の電気化学的還元にお

ける支持電解質や電極金属の影響を検討した｡銅電極を用いたメタノール溶媒では､これま

で支持電解質として塩化ベンザルコニウムが試されたが､本研究では過塩素酸テトラエチル

アンモニウム､水酸化リチウム､水酸化セシウムを支持電解質として用いて還元生成物分布

への支持電解質の影響を調べ､第2章にまとめた｡過塩素酸テトラエチルアンモニウムを用

いた場合､COとギ酸のファラデー効率が大きく増加し､CO2還元の総ファラデー効率は約

88%にも達したが､メタンやエチレンの効率はさほど高くなく､炭化水素類のファラデー効
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率を増加させる結果には至らなかった｡次に､水酸化リチウムを支持電解質とした場合､メ

タンのファラデー効率が著しく増加し､約60%の極めて高い効率を達成することができた｡

一方､水酸化セシウムを支持電解質とすると､エチレンが優先的に生成し､約30%の高い

ファラデー効率を得ることができた｡得られた結果より､支持電解質の種類による電極表面

上での反応中間体･CO2~の安定性の違いが､炭化水素類の優先的な生成に寄与すると予想さ

れた｡また､リチウム塩とセシウム塩では､電極表面上の吸着プロトン数の違いが､メタン

とエチレンの生成比に起因すると考えられた｡

第3章では､メタノール溶媒を用いた各種金属電極によるC02の電気化学的還元を述べた｡･

これまでは､銅電極のみが還元特性を調べられているだけで､他の金属電極による還元特性

は明らかにされていないため､金､銀､チタン､インジウム､鉛などの種々の金属電極によ

る触媒特性を調べた｡金と銀電極を用いると､COが主に生成され､水溶液中のC02の還元

特性と類似していた｡チタン電極を用いると､水溶液中ではC02の還元をほとんど行わず､

水素のみを発生するが､メタノール溶媒中ではC02の還元が進行し､ギ酸とCOが生成した｡

また､水素吸蔵チタン電極では､ギ酸のファラデー効率が増加した｡鉛電極を用いると､ギ

酸が主に生成し､水溶液中の還元結果と類似していた｡インジウム電極を用いると､COと

ギ酸とも比較的高効率で生成した｡本研究で得られた結果より､メタノール溶媒中のC02の

電気化学的還元では､1)炭化水素類を生成する金属電極(cu)､2)coを主に生成する金

属電極(Au,Ag)､3)ギ酸を主に生成する金属電極(pb)､4)CO､ギ酸とも生成する2)

と3)の中間的なグループ(Ti,也)などに分類できることが分かった｡メタノール溶媒を用い

た電気化学的還元において､支持電解質や金属電極の選択により､ある程度還元生成物を制

御できる見通しができ､C02のメタノール物理吸収法と電気化学還元法を組み合わせたシス

テムの将来性が大きく開けたと思われる｡

第4章では､高圧下での新規な反応場におけるC02の光化学的還元を行った｡まず､電子

供与体であるホールスカベンジャーとして2-プロパノールを還元系に添加して､C02の光化

学的還元を行った｡メタンの生成速度は､ホールスカベンジャーを添加してない従来の生成

速度と比較して8倍以上であった｡この結果から､2-プロパノールがホールスカベンジャー

として作用し､C02の光化学的還元が促進され､メタンの生成速度が増加したと思われる｡

次に､水にC0 2を溶かし込むのではなくCO2自身を溶媒とする高圧下の液化条件や超臨界条

件において､C02の還元反応を行うことを試みた｡還元生成物としてギ酸が得られ､液化条

件や超臨界条件でもC02の光化学的還元反応を進行させることができた｡将来的にホールス

カベンジャーを液化条件や超臨界条件での還元に用いることができれば､メタンなどの炭化

174



水素類を生成できる可能性がある｡高圧下での本研究結果では､反応効率の飛躍的向上には

至っていないが､将来的な工業プラントへの応用に向けた貴重な結果が得られ､その実用化

に向けて大きく前進したと思われる｡

第5章と6章では､原子スペクトル分析法を用いた環境試料中微量金属元素の定量法の開

発について述べたOまず第5章では､金属チューブアトマイザーを用いた電熱原子化原子吸

光法による環境試料中の銀､コバルト､ロジウムなどの特定元素の高感度 ･精密分析法の開

発を行った｡アトマイザーの材質として高融点のモリブデンとタングステンを選択し､直径

2mmの金属チューブを原子化部として用いて原子化特性や干渉除去法を調べた｡その結果､

原子化温度､パージガス流量､灰化温度などの因子が原子吸光信号に影響することが明らか

となり､その最適条件を見出した｡本法が再現性に優れ､高感度であることを示し､生体試

料や海水 ･河川水などの実際試料に応用した｡重金属元素の低濃度連続摂取が様々な疾患と

将来関係づけられる可能性があり､環境中や生体中の微量金属元素の存在量を正確に把握す

ることがますます重要になるため､本法のような特定元素の高感度 ･精密分析法の必要性が

今後さらに高まると思われる｡

第6章では､ICP発光分光分析/質量分析による粒子中微量金属元素の高感度 ･個別連

続分析システムの開発を行った｡まず､液中に懸濁した細胞を空気中で噴霧しながら乾燥し､

細胞粒子を個別にICP発光分光分析装置のプラズマ内に直接導入し､パルス状の発光信号

の高さによって､細胞中に含まれる元素量を定量するシステムを開発した｡マウス繊維芽細

胞､人の肝細胞や内皮細胞などの実際試料に応用し､細胞中カルシウム元素量の分布を測定

し､システムの有効性を示した｡続いて､同じプラズマを用いながら一般に2-3桁感度の優

れるICP質量分析法を元素検出法に用いたエアロゾル粒子の個別連続分析システムを開発

した｡プラズマキャリアーガスの精密な制御､高周波出力とサンプリングオリフィスによる

イオンサンプリングの最適条件を選択することにより､分散の小さい波高分布が得られ､亜

鉛に対して約3fgの検出限界が見積もられた｡生物細胞や粒子中の微量金属元素を高感度に

個別連続分析できる本システムは､医学 ･生化学や環境科学､公衆衛生などの分野に役立つ

ことが予想される｡

以上のように､本研究ではCO2還元法と原子スペクトル分析法の基礎的な開発研究が行わ

れた｡これら開発された基礎技術は､環境問題の解決及びその対策技術として将来的に実用

化させることが十分に期待される｡
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