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第 1 章  序 章  

バ イ オ セ ン サ は Cl ark ら に よ っ て 、固 定 化 酵 素 と 酸 素 電 極 の 組 合 せ か ら な

る 酵 素 電 極 が 提 案 さ れ て か ら 、今 日 ま で 数 多 く の 研 究 が な さ れ て き た 1）。当

初 、 酵 素 タ ン パ ク 質 を 酸 素 電 極 の 近 傍 に 半 透 膜 で 保 持 し た も の で あ っ た 2 ）

が 、 酵 素 固 定 化 技 術 の 進 歩 に 伴 っ て 、 繰 り 返 し 使 用 が 可 能 で 保 存 寿 命 の 長 い

バ イ オ セ ン サ が 研 究 さ れ た 。 ま た 、 過 酸 化 水 素 検 出 型 や 電 子 伝 達 化 合 物 を 用

い た 電 流 検 知 型 （ ア ン ペ ロ メ ト リ ッ ク ） バ イ オ セ ン サ に 関 し て は 、 臨 床 検 査

分 野 を 中 心 に し て 研 究 開 発 と 実 用 化 が 進 ん で き た 3 , 4）。  

バ イ オ セ ン サ を 臨 床 検 査 分 野 へ 応 用 す る に あ た っ て は 、 メ ン テ ナ ン ス の 煩

雑 さ や 血 液 サ ン プ ル 等 に よ る 汚 染 と い っ た こ と が 課 題 と し て 挙 げ ら れ る 。 そ

の 解 決 方 法 の ひ と つ が 、 セ ン サ の デ ィ ス ポ ー ザ ブ ル （ 使 い 捨 て 、 ワ ン シ ョ ッ

ト ） 化 の 取 組 み で あ る 。 こ れ は 、 小 型 化 し た セ ン サ チ ッ プ 上 に 酵 素 な ど の 必

要 な 試 薬 を 配 置 し た も の で あ る 。さ ら に 、簡 易 測 定 を 可 能 に し た 方 式 と し て 、

「 ド ラ イ ケ ミ ス ト リ ー 」 と 呼 ば れ る 方 法 が あ る 。 こ れ は フ ィ ル ム ス ラ イ ド 上

に 反 応 試 薬 を 乾 燥 状 態 で 配 置 し た も の で 、 測 定 対 象 物 が 溶 け 込 ん だ 試 料 液 体

を 直 接 フ ィ ル ム 上 へ 滴 下 し 、 透 過 光 や 光 反 射 率 、 電 位 の 変 化 な ど か ら 反 応 生

成 物 量 を 定 量 す る こ と に よ っ て 、 測 定 対 象 物 を セ ン シ ン グ す る も の で あ る 。

現 在 、 糖 や 脂 質 、 各 種 酵 素 、 電 解 質 な ど を 対 象 と し た 医 療 分 析 用 ス ラ イ ド が

実 用 化 さ れ て い る 。  

以 上 の 背 景 に 基 づ き 、 本 研 究 で は 従 来 の 光 学 比 色 法 に 代 わ っ て よ り 高 精 度

な 計 測 が 簡 易 に 実 現 で き る 方 法 と し て 、 酵 素 と 電 極 を 組 み 合 わ せ た 計 測 方 法

の 確 立 を 目 的 と し て 以 下 の 3 つ の 検 討 を し た 。  

(1 )血 糖 値 測 定 技 術 の 検 討 。 (2 )血 糖 値 以 外 の 展 開 技 術 と し て 、 食 品 中 の ス

ク ロ ー ス 計 測 技 術 の 検 討 。(3 )疾 病 の 早 期 診 断 な ど を 目 指 し て 、計 測 の 高 感 度

化 技 術 の 検 討 。  

 



 
 

- 2 - 
 

第 2 章  血 糖 値 測 定 用 セ ン サ の 作 製 と 評 価  

2 .1 . 緒 言  

 代 表 的 な 生 活 習 慣 病 で あ る 糖 尿 病 は 、 そ の 患 者 数 が 世 界 的 に 増 加 す る 傾 向

に あ る 5 )。糖 尿 病 に よ る 重 篤 な 合 併 症 を 抑 制 し 、患 者 の QOL (Qual i ty  o f  L i fe )

を 高 め る た め に は 、 携 帯 可 能 な 血 糖 自 己 測 定 機 器 を 用 い た 日 常 的 な 血 糖 値 コ

ン ト ロ ー ル が 必 要 で あ る 6 )。 図 2 -1 に 、 血 糖 値 コ ン ト ロ ー ル の 一 例 を 示 す 。  

 

 健 常 者 で は 、図 2 -1 中 (a )の よ う に 食 事 の 度 に 血 糖 値 が 上 昇 す る が 、膵 臓 よ

り 分 泌 し た イ ン ス リ ン の 働 き に よ っ て そ の 上 昇 は 短 時 間 の う ち に 抑 え ら れ 、

結 果 と し て そ れ ほ ど 大 き な 変 動 は 見 ら れ な い 。 一 方 、 糖 尿 病 患 者 で は 、 食 事

の 後 で 、 イ ン ス リ ン が 分 泌 さ れ な い 、 あ る い は イ ン ス リ ン の 分 泌 は あ る の だ

が 、 分 泌 量 が 十 分 で は な か っ た り 、 イ ン ス リ ン が 作 用 し 難 い な ど の 理 由 に よ

っ て 、 血 糖 値 が 大 き く 上 昇 し 、 さ ら に は 長 時 間 に 亘 っ て 高 い 値 を 維 持 す る と
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い っ た こ と が 認 め ら れ る 。 こ の 高 血 糖 状 態 に よ っ て 、 大 血 管 が ダ メ ー ジ を 受

け る と 脳 梗 塞 や 脳 卒 中 と い っ た 脳 疾 患 や 、 心 筋 梗 塞 な ど の 心 疾 患 が 引 き 起 こ

さ れ 、 抹 消 血 管 が 障 害 を 受 け る と 腎 臓 病 、 網 膜 症 、 神 経 障 害 な ど の 合 併 症 が

発 症 す る 。 そ こ で 、 あ る レ ベ ル 以 上 の 糖 尿 病 の 治 療 に は 、 血 糖 自 己 測 定 と イ

ン ス リ ン 自 己 注 射 の セ ッ ト が 用 い ら れ る 場 合 が 多 い 。 糖 尿 病 患 者 は 、 血 糖 自

己 測 定 に よ っ て 食 事 の 前 の 血 糖 値 を 把 握 し 、医 師 に 処 方 さ れ た イ ン ス リ ン（ 種

類・量 ）を 微 調 整 し て 自 己 注 射 す る 。図 2-1 で は 、糖 尿 病 患 者 (b )は 食 事 に よ

っ て 血 糖 値 が 上 昇 す る の だ が 、イ ン ス リ ン の 自 己 注 射 に よ っ て ( c )の 状 態 に ま

で 血 糖 値 を 下 げ る こ と に よ っ て 、 合 併 症 の リ ス ク を 小 さ く す る こ と が 期 待 で

き る 。  

 こ こ で 用 い ら れ る 自 己 測 定 用 の 血 糖 計 は 、 そ の 結 果 に よ っ て イ ン ス リ ン を

微 調 整 す る た め 、 高 い 精 度 が 求 め ら れ る の は 当 然 だ が 、 特 に 、 高 め の 誤 差 値

に は 注 意 が 必 要 と さ れ る 。 実 際 の 血 糖 値 よ り も 高 い 値 を 誤 表 示 す る と 、 患 者

は 必 要 量 以 上 の イ ン ス リ ン を 注 射 し て し ま う リ ス ク が 高 ま る 。 そ の 結 果 、 低

血 糖 状 態 に 陥 る こ と が あ る 。低 血 糖 状 態 と は 、血 糖 値 が 50mg/dL よ り 低 い 状

態 で あ り 、 意 識 を 失 っ た り 、 場 合 に よ っ て は 昏 睡 か ら 死 に 至 る こ と も あ る 。    

さ ら に 血 糖 計 は 、 患 者 自 身 が 日 常 生 活 の 中 で 用 い る た め 、 極 め て 簡 易 な 操 作

性 が 要 求 さ れ る 。 国 際 的 な 基 準 で あ る I SO に よ っ て も 、「 求 め ら れ る 正 確 さ

の 要 求 事 項 」（ ISO15197） と し て 、 次 の よ う に 規 定 さ れ て い る 7 , 8）。  

『 自 己 検 査 用 測 定 シ ス テ ム の 測 定 結 果 に 対 す る 最 小 許 容 精 確 さ は 下 記 の 要

求 を 満 た さ な け れ ば な ら な い 。グ ル コ ー ス 濃 度 75mg/dL 未 満 の 試 料 に お い て

は 、販 売 製 造 業 者 の 測 定 手 順 の 値 の ±15mg/dL 以 内 に 測 定 の 95％ が 入 ら な け

れ ば な ら な い 。か つ グ ル コ ー ス 濃 度 75mg/dL 以 上 の 試 料 に お い て は ±20％ 以

内 に 個 々 の 測 定 の 9 5％ が 入 ら な け れ ば な ら な い 。』  

血 糖 自 己 測 定 機 器 の 歴 史 は 1970 年 代 に 米 国 AME S 社 が 光 学 比 色 法 に 基 づ

く 医 療 機 器 を 商 品 化 し て 以 来 、 よ り 使 い 勝 手 が 良 く か つ 精 度 の 高 い 機 器 が 患
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者 お よ び 医 師 を 中 心 に 切 望 さ れ て き た 。  

本 研 究 で は 、 酵 素 タ ン パ ク 質 と 電 極 反 応 を 組 合 せ た バ イ オ セ ン サ 技 術 に つ

い て 取 り 組 ん だ 。 血 糖 値 を 測 定 す る グ ル コ ー ス セ ン サ に つ い て 、 酵 素 タ ン パ

ク 質 、 酵 素 反 応 か ら 電 極 へ 電 子 を 伝 え る 電 子 伝 達 化 合 物 、 測 定 精 度 の 向 上 に

寄 与 す る 高 分 子 材 料 な ど が セ ン サ 応 答 特 性 に 与 え る 影 響 や 効 果 を 明 示 し 、 そ

の メ カ ニ ズ ム の 一 部 に つ い て 明 ら か に し た 。さ ら に 、セ ン サ 作 製 か ら 6 ヶ 月

後 、最 長 2 年 後 ま で の 保 存 特 性 変 化 に 関 す る 評 価 検 討 を 通 じ て 、セ ン サ 特 性

低 下 の 要 因 に 関 す る 考 察 を 行 っ た 。  

 

2 .2 . 試 薬 と 実 験 方 法  

 2 .2 .1 試 薬  

酵 素 試 薬 ： Gl ucos e  ox id as e (GOx,  G-6125 ,  23U /mg ,  EC  1 .1 .3 .4  f r om 

Aspergi l lus  n i ger ) は Si gma  A ldr i ch 社 よ り 購 入 し て 使 用 し た 。 Glucose  

dehyd rogenase (P QQ-GDH:EC 1 .1 .5 .2  f rom A ci ne tobac ter  Cal coace t i cus )は 、

東 洋 紡 株 式 会 社 が 作 製 し た も の を 購 入 し て 使 用 し た 。  

化 学 薬 品： Potass ium Ferr i cyan ide  (K3Fe (CN )6：試 薬 特 級 )は ナ カ ラ イ テ

ス ク 株 式 会 社 よ り 購 入 し て 使 用 し た 。Carboxy  methy l  c e l lu l os e  sod ium sa l t  

(CMC ,  セ ロ ゲ ン EP )  は 、 第 一 工 業 製 薬 株 式 会 社 か ら 購 入 し て 使 用 し た 。  

電 極 作 製 用 ペ ー ス ト 材 料：銀 ペ ー ス ト（ LS）お よ び 熱 硬 化 性 ソ ル ダ ー レ ジ

ス ト（ ス ー パ ー レ ジ ス ト CCR -240GS-V）は 株 式 会 社 ア サ ヒ 化 学 研 究 所 よ り 、

導 電 性 カ ー ボ ン ペ ー ス ト （ El ec t rodag） は 日 本 ア チ ソ ン 株 式 会 社 （ 現 在 の ヘ

ン ケ ル ジ ャ パ ン 株 式 会 社 ） よ り 、 そ れ ぞ れ 購 入 し て 使 用 し た 。  

 

 2 .2 .2 セ ン サ の 作 製 方 法  

 図 2 -2 に 作 製 し た グ ル コ ー ス セ ン サ の 分 解 構 造 図 を 示 す 。 セ ン サ は 、 ポ リ

エ チ レ ン テ レ フ タ レ ー ト (PET )製 の 電 極 基 板 と 試 薬 層 と PE T 製 の ス ペ ー サ と
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カ バ ー か ら 構 成 し た 。 電 極 基 板 上 に は 、 ス ク リ ー ン 印 刷 法 を 用 い て 以 下 の 手

順 で 電 極 系 を 作 成 し た 。銀 ペ ー ス ト を 用 い て 2 本 の リ ー ド パ タ ー ン を 印 刷 し

て 温 風 乾 燥 機 中 で 乾 燥 さ せ て リ ー ド 部 分 を 作 製 し た 。 次 に カ ー ボ ン ペ ー ス ト

を 用 い て 作 用 極 パ タ ー ン を 印 刷 し て 温 風 乾 燥 機 中 で 乾 燥 さ せ て 作 用 極 部 を 作

製 し た 。 次 に レ ジ ス ト ペ ー ス ト を 用 い て 作 用 極 の 面 積 を 一 定 に し 、 リ ー ド や

作 用 極 の 不 要 部 分 を 覆 い 被 せ る よ う な パ タ ー ン を 印 刷 、 乾 燥 さ せ て レ ジ ス ト

層 を 作 製 し た 。 最 後 に カ ー ボ ン ペ ー ス ト を 用 い て 対 極 パ タ ー ン を 印 刷 、 乾 燥

さ せ て 対 極 部 を 作 製 し た 。 こ の よ う に し て 出 来 た 電 極 系 は 、 エ イ ジ ン グ 処 理

の た め に 、 乾 い て 清 浄 な 不 織 布 を 用 い て 軽 く 表 面 を こ す り 、 更 に 常 圧 空 気 中

で 熱 処 理（ 100℃×4 時 間 ）を 施 し た も の を 使 用 し た 。作 製 し た 電 極 系 の 作 用

極 面 積 は 1 .0 平 方 ミ リ メ ー ト ル 、 対 極 面 積 は 7 .6 平 方 ミ リ メ ー ト ル と し た 。  

 次 に 試 薬 層 の 作 製 方 法 を 説 明 す る 。 ま ず 、 0 .5 重 量 ％ の C MC 水 溶 液 5μ L

を 測 定 極 と 対 極 上 へ 滴 下 後 50℃ の 恒 温 乾 燥 機 中 で 30 分 間 乾 燥 さ せ て CMC

層 を 作 製 し た 。 続 い て 、 Glu cose  ox idas e と フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム と CMC

の 混 合 水 溶 液 5μ L を C MC 層 上 へ 滴 下 後 50℃ の 恒 温 乾 燥 機 中 で 30 分 間 乾 燥

さ せ て 試 薬 層 を 作 製 し た 。  

 さ ら に 、PET 製 で 厚 み 300μ ｍ の ス ペ ー サ を 両 面 テ ー プ で 電 極 基 板 上 へ 貼

り 付 け 、そ の 上 か ら PET 製 の 厚 み 100μ m の カ バ ー を 両 面 テ ー プ で ス ペ ー サ

上 に 貼 り 付 け る こ と に よ っ て 、 グ ル コ ー ス セ ン サ を 作 製 し た 。 ス ペ ー サ と カ

バ ー に よ っ て 、 試 薬 層 部 分 に 約 2μ L の 空 間 部 を 形 成 し た 。 血 液 な ど の 試 料

液 は 、 毛 細 管 力 に よ っ て セ ン サ 先 端 か ら 空 間 部 へ 引 き 込 ま れ る 。 試 薬 は こ の

試 料 液 に 溶 解 し 、酵 素（ Glucose  ox id ase）と 基 質（ グ ル コ ー ス ）の 反 応 等 が

次 々 に 生 じ る が 、 ス ペ ー サ と カ バ ー に よ っ て 、 測 定 の 間 の 水 分 の 蒸 発 を 防 ぐ

こ と が 出 来 る と 共 に 、 ユ ー ザ ー が セ ン サ を 触 っ て も 、 直 接 試 料 液 が 手 に 付 着

す る こ と を 防 ぐ こ と が 出 来 、 特 に 血 液 な ど 感 染 性 が 危 惧 さ れ る 試 料 液 を 対 象

と す る 場 合 に は 安 全 性 が 高 ま る 。  
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Fig .2 -2  Structure  o f  g lucose  sensor.  
Reagent  layer  was made o f  g lucose  oxidase ,  potassium 
ferr i cyanide  and carboxymethyl  ce l lulose.  
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2 .2 .3 セ ン サ 応 答 の 測 定 方 法  

セ ン サ 応 答 特 性 の 測 定 評 価 は 以 下 の 手 順 で 行 っ た 。 セ ン サ の リ ー ド 部 分 を

測 定 器 の コ ネ ク タ に 差 し 込 ん だ 後 に 、 グ ル コ ー ス 水 溶 液 や 血 液 な ど の 試 料 液

を セ ン サ に 供 給 し た 。 そ の 後 、 電 極 に 一 定 電 圧 を 印 加 し て 流 れ る 電 流 値 を 測

定 し た 。 原 則 と し て 、 こ の 電 流 値 よ り 応 答 特 性 を 評 価 し た 。 従 来 の 臨 床 検 査

装 置 な ど と の 比 較 に お い て は 、 セ ン サ 応 答 電 流 値 と グ ル コ ー ス 濃 度 と の 関 数

を 求 め て 検 量 線 と し 、 こ の 検 量 線 を 利 用 し て 電 流 値 か ら グ ル コ ー ス 濃 度 へ の

換 算 を し た 。 測 定 原 理 を 含 め 、 詳 細 を 以 下 に 示 す 。  

血 液 な ど の 試 料 液 を セ ン サ の 先 端 部 分 に 接 触 さ せ る と 、 毛 細 管 力 に よ っ て

試 料 液 は セ ン サ 先 端 か ら 空 間 部 へ 引 き 込 ま れ る 。 試 薬 層 の 構 成 試 薬 は 試 料 液

に 溶 解 し 、ま ず 酵 素（ Glucose  ox id as e）と 基 質（ グ ル コ ー ス ）の 酵 素 反 応 が

生 じ る 。 ( 1 -a )式 に 示 し た よ う に 、 Gl ucos e  ox id as e の 補 酵 素 フ ラ ビ ン ア デ ニ

ン ジ ヌ ク レ オ チ ド（ FAD）は 還 元 体（ FA DH2）と な る 。続 い て ( 1 -b )式 に 示 し

た よ う に 、 補 酵 素 の 還 元 体 FA DH2 と 試 薬 中 に 存 在 す る 3 価 の 鉄 錯 体 で あ る

フ ェ リ シ ア ン 化 物 イ オ ン が 反 応 し 、 2 価 の 鉄 錯 体 フ ェ ロ シ ア ン 化 物 イ オ ン が

生 成 す る 。 そ の 後 、 例 え ば 10 秒 後 に 作 用 極 と 対 極 間 に ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト

な ど に よ っ て 一 定 電 圧 500ｍ V を 5 秒 間 印 加 す る と ( 1 - c )式 に 基 づ く 酸 化 電 流

が 得 ら れ る 。 還 元 型 電 子 伝 達 化 合 物 （ フ ェ ロ シ ア ン 化 物 イ オ ン ） が 作 用 極 で

電 気 化 学 酸 化 さ れ る こ と に よ る 。500mV を 印 加 し て か ら 一 定 時 間 後 、例 え ば

5 秒 後 の 電 流 値 を サ ン プ リ ン グ し て 特 性 を 評 価 し た 。 さ ら に 、 事 前 に 作 成 し

た 検 量 線 (相 関 関 数 )を 用 い る こ と に よ っ て 、グ ル コ ー ス 量 の 定 量 結 果 を 得 た 。 

 

C 6 H 1 2 O 6  + GOx(FAD)  → C 6 H 1 0 O 6  +  GOx(FA DH 2 )               (1 -a )  

GOx(FA DH 2 )  +  2Fe (CN ) 6 3 -  → GOx(FAD)  +  2F e (CN ) 6 4 -  +  2H +   (1 -b )  

2Fe (C N ) 6 4 -  → 2F e (CN ) 6 3 -  +  2e -                 (1 - c )  
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2 .2 .4 グ ル コ ー ス 水 溶 液 の 調 製 方 法  

 評 価 に 用 い た 試 料 液 の 調 製 方 法 に つ い て 説 明 す る 。 試 料 液 と し て は 、 グ ル

コ ー ス を 脱 イ オ ン 水 に 溶 解 さ せ て 調 製 し た グ ル コ ー ス 水 溶 液 と 、 ヒ ト 全 血 の

２ 種 類 を 用 い た 。  

は じ め に 、 グ ル コ ー ス 水 溶 液 の 調 製 方 法 に つ い て 示 す 。 グ ル コ ー ス 水 溶 液

は 、実 験 毎 に β -グ ル コ ー ス 粉 末 試 薬 を 脱 イ オ ン 水 に 溶 解 し て 調 製 し 、少 な く

と も 2 時 間 以 上 、評 価 実 験 の 環 境 温 度（ た と え ば 25℃ ）に 静 置 し た も の を 用

い た 。 2 時 間 以 上 静 置 の 目 的 は 、 奥 田 ら の 報 告 9 )を 基 に し て 、 グ ル コ ー ス の

α 体 と β 体 が 平 衡 状 態 に 達 し た 状 態 の 試 料 液 を 用 い る た め で あ る 。  

グ ル コ ー ス 濃 度 と し て は 、 90mg/dL（ 5ｍ M） と 360mg/dL（ 20ｍ M） を 多

用 し た が 、 こ れ は 臨 床 検 査 技 師 の 助 言 等 を 基 に し て 、 前 者 を 健 常 者 の 血 糖 値

領 域 の 代 表 と し 、後 者 を 糖 尿 病 患 者 の 血 糖 値 領 域 の 代 表 と 考 え た こ と に よ る 。 

 

2 .2 .5 全 血 試 料 の 調 製 方 法  

ヒ ト 全 血 試 料 液 の 調 製 方 法 を 示 す 。 ヒ ト 全 血 試 料 は 健 常 者 か ら 採 血 し た 全

血（ 含 グ ル コ ー ス 濃 度：～ 5mM）お よ び 、こ の 全 血 に グ ル コ ー ス を 添 加 し て

調 整 し た 。 詳 細 は 以 下 の 手 順 に 従 っ た 。  

健 常 者 か ら 採 血 管 ま た は 注 射 器 を 用 い て 採 血 し た 全 血 を 、 軽 く 遠 心 分 離

（ 1 ,000rp m×1mi n） し て 赤 血 球 等 を 分 離 し て 血 漿 成 分 主 体 の 上 清 を 得 た 。

こ の 血 漿 部 分 に β -グ ル コ ー ス を 加 え て 溶 解 さ せ た 後 、先 に 分 離 し た 赤 血 球 等

成 分 と 静 か に か つ 確 実 に 転 倒 混 和 さ せ て 調 製 し た 。 赤 血 球 成 分 を 分 離 し た の

は 、 高 濃 度 の グ ル コ ー ス が 直 接 赤 血 球 膜 に 触 れ る と 、 急 激 な 浸 透 圧 変 化 か ら

赤 血 球 膜 が 破 壊 さ れ る こ と を 避 け る た め で あ る 。 そ の 後 、 添 加 し た グ ル コ ー

ス の α 体 お よ び β 体 が 平 衡 状 態 に 達 す る ま で 、 室 温 で 1 時 間 程 度 静 置 し た 。

採 血 に 用 い た 採 血 管 は 、 解 糖 阻 止 剤 と し て フ ッ 化 ナ ト リ ウ ム と 、 抗 凝 固 剤 と
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し て E DTA -2Na が 含 ま れ る も の を 用 い た 。  

グ ル コ ー ス セ ン サ へ の 試 料 液 供 給 は 、 事 前 に サ ン プ ル 管 を ゆ っ く り と 転 倒

混 和 し て 、 血 球 等 の 有 形 成 分 が 出 来 る 限 り 均 一 に な る よ う に し て か ら 、 実 験

用 マ イ ク ロ ピ ペ ッ ト を 用 い て 試 料 液 の 取 り 出 し と セ ン サ へ の 供 給 を 行 っ た 。  

 

2 .3 結 果 と 考 察  

2 .3 .1 セ ン サ 試 薬 層 の 構 造  

 作 製 し た セ ン サ の 電 極 ～ 試 薬 層 部 断 面 の 走 査 型 電 子 顕 微 鏡 （ SEM） 写 真 を

図 2 -3 に 示 す 。 PE T 製 の 基 板 (a )上 に 銀 リ ー ド (b )、 カ ー ボ ン 製 作 用 極 ( c )、 試

薬 層 (d )が 、 順 に 積 層 し て い る こ と が 分 か る 。 銀 リ ー ド (b )と 作 用 極 ( c )の 厚 み

は 場 所 に よ っ て 多 少 の ば ら つ き は あ る が 約 6～ 7μ m、試 薬 層 厚 み は 2～ 4μ ｍ

で あ っ た 。  

試 薬 層 (d )部 分 は 、場 所 に よ っ て SEM 像 が 少 し 異 な る こ と が 分 か っ た た め 、

少 し 倍 率 を 上 げ て 、試 薬 層 表 面 部 分 と カ ー ボ ン 電 極 ( c )に 近 い 部 分 の 観 察 を 行

っ た 。 結 果 を そ れ ぞ れ 図 2 -4 と 図 2-5 に 示 す 。  

図 2 -4 は 、 試 薬 層 表 面 近 く の SE M 像 で あ る 。 試 薬 層 の 上 部 に は ロ ッ ド 状

の 結 晶 が 多 く み ら れ た 。 本 結 晶 は 、 別 途 作 成 し た フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム 単

体 の SEM 像 と 類 似 で あ る こ と よ り 、 表 面 近 く に は フ ェ リ シ ア ン 化 物 イ オ ン

の 微 結 晶 が 多 く 、 そ の 大 き さ は 、 直 径 約 0 .1μ m、 長 さ は 0 .5～ 1 .0μ m で あ

っ た 。 一 方 、 カ ー ボ ン 電 極 に 近 い 部 分 の SEM 像 を 見 る と 、 ロ ッ ド 状 の 結 晶

は 少 な く 、崩 れ た よ う な 結 晶 が 認 め ら れ た（ 図 2 -5）。酵 素 や フ ェ リ シ ア ン 化

カ リ ウ ム の 混 合 水 溶 液 を カ ー ボ ン 電 極 上 に 滴 下 後 、 恒 温 乾 燥 機 中 で 乾 燥 さ せ

る 場 合 に 、 表 面 か ら の み 水 が 蒸 発 し 、 そ れ に 伴 っ て 試 薬 層 の 上 部 か ら 順 に 結

晶 が 析 出 す る と 考 え ら れ る 。表 面 近 く で あ る 上 部 は 比 較 的 短 時 間 に 結 晶 化 し 、

下 部 の 結 晶 化 は そ れ よ り も 時 間 が か か る こ と よ り 、 フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム

の 結 晶 成 長 時 間 の 差 に よ っ て 、 こ の よ う な 違 い が 生 じ た も の と 考 え ら れ る 。
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更 に 、 酵 素 タ ン パ ク 質 が 試 薬 層 中 で 均 一 に 分 布 し て い な い 可 能 性 も 示 唆 さ れ

た 。SE M 観 察 か ら は タ ン パ ク 質 の 分 布 状 態 は 不 明 で あ り 、こ の 点 に つ い て は

今 後 の 研 究 が 必 要 で あ る 。  
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Fig .2 -3  SEM of  cross  sect ion o f  the  glucose  sensor.  

(a )polyethylene terephthalate base,  (b )si lver  lead,  (c )carbon 

electrode ,  (d)reagent layer  (enzyme,  ferr i cyanide  and 

carboxymethyl  ce l lulose) .  
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Fig .2 -4  SEM of  upper  part  o f  reagent layer.  

This  layer  contained enzyme,  ferri cyanide  and carboxymethyl  

cel lulose.  
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Fig .2 -5  SEM of  l ower part  o f  reagent layer.  

This  layer  contained enzyme,  ferri cyanide  and carboxymethyl  

cel lulose.  
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2 .3 .2 酵 素 量 の 検 討  

 本 バ イ オ セ ン サ は 、 酵 素 反 応 に 基 づ い て 基 質 成 分 を 定 量 す る た め 、 セ ン サ

に 含 ま れ る 酵 素 活 性 が 重 要 で あ る 。 一 方 で 、 本 セ ン サ 反 応 系 は 試 料 液 を 供 給

す る 前 は 試 薬 層 が 乾 燥 状 態 に あ り 、 試 料 液 に 溶 解 し た 後 は 撹 拌 子 な ど に よ る

溶 液 撹 拌 を す る こ と が 無 い た め 、 通 常 の 酵 素 活 性 を 求 め る 均 一 な 溶 液 条 件 と

は 大 き く 異 な る 。更 に は 、CMC の よ う な 親 水 性 高 分 子 も 反 応 系 内 に 存 在 す る

た め 、 実 際 に 酵 素 反 応 が 生 じ て い る 環 境 の 溶 液 は お よ そ 「 均 一 系 溶 液 」 と は

言 い 難 い こ と が 容 易 に 想 像 で き る 。 セ ン サ に 必 要 と さ れ る 酵 素 量 を 見 積 も る

に は 、 通 常 の 方 法 で 求 め ら れ た 酵 素 活 性 値 は 使 え な い た め 、 必 要 な 酵 素 量 に

関 す る 検 討 を 行 っ た 。  

グ ル コ ー ス セ ン サ に 用 い る 酵 素 Glucose  ox idas e 量 が セ ン サ 応 答 に 与 え る

影 響 を 評 価 し た 結 果 を 、 図 2 -6 に 示 す 。 Gl ucos e  ox id as e は 10 か ら 100μ g

／ セ ン サ と し 、 測 定 時 間 は 60 秒 と し た 。  

Gl ucos e  ox idase10μ g か ら 酵 素 量 を 増 や す と 共 に 応 答 値 の 増 加 が 認 め ら

れ 、50μ g 付 近 で 極 大 と な る こ と が 解 っ た 。本 検 討 に 用 い た Gl ucos e  ox id as e

の 試 薬 と し て の 比 活 性 は 23uni t s /mg で あ り 、セ ン サ 当 り 50μ g と い う の は 、

1 .15un i t s／ sensor と 算 出 さ れ る 。Uni ts は 1 分 当 り 基 質 1μ mol の 反 応 を 触

媒 す る と い う 定 義 か ら は 、 セ ン サ に 含 ま れ る 酵 素 が 均 一 溶 液 条 件 下 と 同 様 に

働 く と 仮 定 す る と 、 1 分 間 に 1 .15×180×10 - 6 g＝ 207×10 - 6 g の グ ル コ ー ス の

酸 化 反 応 に 寄 与 す る こ と が 期 待 さ れ る 。 一 方 、 セ ン サ に 供 給 さ れ た 試 料 液 は

5μ L で あ り 、 20ｍ M グ ル コ ー ス 水 溶 液 5μ L 中 に 含 ま れ る グ ル コ ー ス は 、  

3 .60g /L×5×10 - 6 L＝ 18×10 - 6 g と な る 。 よ っ て 、 セ ン サ 化 す る こ と に よ り 、

実 質 的 な 酵 素 活 性 は 、 18 /207＝ 0 .087 に 低 下 し て い る と 考 え ら れ る 。  

低 下 の 原 因 と し て は 、先 に も 述 べ た が 、均 一 な 溶 液 で は な い こ と 、CMC の

よ う な 親 水 性 高 分 子 の 共 存 に よ っ て 溶 液 粘 度 が 向 上 し て 分 子 の 拡 散 係 数 が 低

下 し て い る こ と 、 さ ら に は 溶 液 pH が 酵 素 の 至 適 pH か ら ず れ て い る こ と な
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ど が 考 え ら れ る 。  

一 方 で 、 セ ン サ に 供 給 さ れ た 試 料 液 中 の 基 質 （ グ ル コ ー ス ） 全 て が 反 応 し

て い る と は 限 ら な い 。 セ ン サ 応 答 は 、 フ ェ リ シ ア ン 化 物 イ オ ン を 介 し て 電 気

化 学 的 な 応 答 で 見 て い る た め 、 電 極 近 傍 の イ オ ン 濃 度 変 化 を 中 心 に 反 映 す る

か ら で あ る 。  

以 上 結 果 よ り 、 セ ン サ に 必 要 と さ れ る 酵 素 量 は 試 薬 と し て の 酵 素 活 性 か ら

は 直 接 判 断 出 来 な い が 、 少 な く と も 8％ 程 度 に は 見 積 も れ る こ と が 明 ら か と

な っ た 。  
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Fig .2 -6  Ef fect  o f  amount o f  g lucose oxidase on sensor  response.  

Sample  was 20mM glucose so lut ion.  Measurement  t ime was 

60sec .  
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2 .3 .3 フ ェ リ シ ア ン 化 物 イ オ ン の 効 果  

 

本 セ ン サ に 用 い た 酵 素 Gl ucos e  ox idase は 、 酵 素 反 応 に 伴 う 電 子 伝 達 機 能

を 酸 素 分 子 が 担 う こ と が 知 ら れ て い る 1 )。 図 2 -7 (a )に 、 酸 素 分 子 が 電 子 伝 達

を す る ス キ ー ム を 示 し た 。 Glucose  ox id ase の 補 酵 素 FA D(  f lav in  ad eni ne  

d inuc l eo t ide )は 、 グ ル コ ー ス 酸 化 反 応 に 伴 っ て 還 元 体 FADH 2 と な る が 、 共

存 す る 酸 素 分 子 と の 電 子 授 受 を 行 っ て 酸 化 体 FA D に 戻 る 。同 時 に 酸 素 か ら 過

酸 化 水 素 が 生 成 す る 。 こ の 過 酸 化 水 素 と 適 当 な 色 素 を 共 役 さ せ る こ と に よ っ

て 、 そ の 色 変 化 （ 実 際 に は 特 定 波 長 の 吸 光 度 変 化 ） か ら グ ル コ ー ス を 定 量 す

る こ と が 出 来 る 。 あ る い は 、 過 酸 化 水 素 を 電 極 に よ っ て 直 接 酸 化 さ せ る こ と

に よ っ て 酸 化 電 流 値 か ら グ ル コ ー ス 定 量 が 可 能 で あ る 。 病 院 な ど で 用 い ら れ

る 臨 床 検 査 機 器 は こ の 酸 素 ／ 過 酸 化 水 素 反 応 を 用 い た も の が 多 い 。 臨 床 検 査

装 置 の ほ と ん ど は 、測 定 検 体 を 専 用 の 緩 衝 溶 液 な ど で 100 倍 程 度 に 希 釈 す る

プ ロ セ ス に な っ て い る た め 、 測 定 基 質 量 に 対 す る 溶 存 酸 素 量 が 十 分 に 見 込 め

る 。  

し か し な が ら 、 本 セ ン サ の よ う に 試 料 液 量 が 極 め て 少 な い 場 合 に は 、 溶 存

酸 素 量 が 不 足 す る こ と に よ っ て 、 十 分 な 測 定 が 出 来 な い こ と が 予 想 さ れ る 。

そ こ で 、 本 セ ン サ の 構 造 を そ の ま ま 用 い て 、 試 薬 層 か ら フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ

ウ ム を 除 き 、 過 酸 化 水 素 を 定 量 で き る よ う に 電 極 に 印 加 す る 電 圧 を 従 来 の

500ｍ V か ら 1 ,000ｍ V に 上 げ て グ ル コ ー ス に 対 す る 特 性 を 評 価 し た 。結 果 を

図 2 -8 (b )に 示 す 。  

グ ル コ ー ス 36mg/d L (2mM)付 近 か ら 応 答 の 低 下 傾 向 が 認 め ら れ 、 約

400mg/dL（ 22 .2mM）付 近 で 飽 和 値 に 達 し た 。こ れ は 、試 料 溶 液 中 の 溶 存 酸

素 量 の 不 足 が 原 因 と 考 え ら れ る 。  

そ こ で 、 Glucose  ox idas e 中 の 補 酵 素 FA D と 電 子 授 受 を 行 う 電 子 伝 達 化 合

物 と し て フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム を セ ン サ 試 薬 層 中 に 導 入 し 、 グ ル コ ー ス 濃
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度 依 存 性 を 評 価 し た 。電 子 授 受 の ス キ ー ム を 図 2 -7 (b )に 、応 答 特 性 を 図 2 -8 (a )

に そ れ ぞ れ 示 す 。 セ ン サ へ の フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム 導 入 量 は 66 .0μ g／

sensor（ 0 .2μ mol /s ens or）と し た 。溶 存 酸 素 を 用 い た 場 合（ 図 2 -8 (b )）と は

異 な り 、グ ル コ ー ス 濃 度 域 600mg/d L（ 33mM）以 上 ま で の 直 線 性 が 得 ら れ た 。  
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a )  Oxygen as  an e lectron mediator  

 

 

 

 

 

b )  Ferricyanide  as  an e lectron mediator  
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Fig .2 -7  Measurement  principles o f  g lucose sensor.  

Glucose  oxidase i s  employed as  an enzyme.  

FAD:  f lavin  adenine dinucleotide  
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Fig .2 -8  Response o f  g lucose  sensor  employing  (a )  ferr i cyanide  

ion,  (b )  disso lved oxygen as  an e lectron mediator.  Glucose  

ox idase  was used as  an enzyme.  Appl ied potent ials  were  

(a )500mV, (b )1 ,000mV.  
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2 .3 .4 親 水 性 高 分 子 の 添 加 効 果  

 本 グ ル コ ー ス セ ン サ の 主 な 化 学 反 応 は 、 酵 素 反 応 と 電 気 化 学 反 応 で あ り 、

Gl ucos e  ox id ase と フ ェ リ シ ア ン 化 物 イ オ ン と 電 極 に よ っ て 構 成 さ れ る こ と

は 既 に 示 し た 。 こ こ で は セ ン サ を 実 生 活 の 中 で 活 用 す る 際 に 課 題 と な る 点 を

挙 げ 、 そ の 対 応 策 と し て 、 親 水 性 高 分 子 で あ る C arboxymethy l  

ce l lu lose (C MC )を 用 い た 場 合 の セ ン サ 特 性 に 関 す る 評 価 結 果 を 示 し て 考 察

を 加 え る 。  

実 用 上 の 課 題 と し て は 以 下 の 2 点 が 挙 げ ら れ る 。一 つ 目 は 、測 定 中 に 電 極

部 分 が 振 動 を 受 け る と 応 答 に 正 誤 差 が 出 る こ と で あ り 、 二 つ 目 は 、 血 液 中 の

赤 血 球 や ア ル ブ ミ ン な ど タ ン パ ク 質 の 影 響 に よ っ て 負 誤 差 が 出 る こ と で あ る 。 

ま ず 振 動 に よ る 正 誤 差 に つ い て 説 明 す る 。 本 測 定 原 理 の う ち 、 生 成 し た フ

ェ ロ シ ア ン 化 物 イ オ ン を 電 極 で 酸 化 し て 電 流 値 を 計 測 す る プ ロ セ ス が あ る が 、

こ こ で 外 部 か ら 振 動 が 加 わ る と 、 ス パ イ ク ノ イ ズ が 入 り 、 結 果 と し て 正 誤 差

と な り 得 る 。図 2 -9 (b )に 、CMC な ど 親 水 性 高 分 子 を 用 い ず に 作 製 し た セ ン サ

の 電 流 値 変 化 を 示 す 。 更 に 電 極 表 面 を 図 2 -10 (a )に 示 す 。 セ ン サ に 試 料 液 を

導 入 し て か ら 60 秒 後 に 、 電 極 間 に 500mV を 10 秒 間 に 亘 っ て 印 加 し 続 け た

が 、500ｍ V を 印 加 し た 瞬 間 を ｘ 軸 の「 時 間 ＝ 0 秒 」と し た 。電 極 表 面 の フ ェ

ロ シ ア ン 化 物 イ オ ン が 酸 化 さ れ て 酸 化 電 流 が 流 れ 、 電 極 か ら 少 し 離 れ た 溶 液

中 か ら の フ ェ ロ シ ア ン 化 物 イ オ ン の 移 動 に は 時 間 が 掛 か る た め 、 電 流 値 は 減

少 傾 向 を 示 す 。 そ の 途 中 の 約 1 .2 秒 後 と 4 .2 秒 後 の 2 回 、 測 定 中 の セ ン サ に

対 し て 軽 い 振 動 刺 激 を 外 部 か ら 与 え た （ 実 験 上 は 、 実 験 者 の 指 で 軽 く 触 る 程

度 の 刺 激 ）。 結 果 、 C MC 被 覆 を し て い な い セ ン サ で は 、 振 動 に 伴 う ス パ イ ク

ノ イ ズ が 観 測 さ れ た 。 こ れ は 、 外 部 振 動 に よ っ て 電 極 上 の 溶 液 が 一 瞬 撹 拌 さ

れ た 状 態 と な り 、 電 極 か ら 離 れ て 存 在 し て い た フ ェ ロ シ ア ン 化 物 イ オ ン が 、

一 気 に 電 極 表 面 に 近 寄 っ て 来 た こ と で 酸 化 さ れ 、 そ の 酸 化 電 流 が ス パ イ ク 状

に 重 畳 さ れ た も の と 考 え ら れ る 。 ノ イ ズ が 重 畳 さ れ る と 、 見 か け の 電 流 値 が
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大 き く な る た め に セ ン サ 応 答 の 正 誤 差 と な る 。  

こ れ に 対 し て 、 電 極 表 面 を C MC で 被 覆 し た 場 合 （ 図 2 -9 (a )、 図 2 -10 (b )）

に は 、 同 様 の 外 部 振 動 を 与 え た 場 合 に も ス パ イ ク 状 の ノ イ ズ は 観 測 さ れ な か

っ た 。こ れ は 、CMC が 電 極 表 面 で ゲ ル 状 と な り 、外 部 か ら の 振 動 刺 激 に 対 す

る 緩 衝 材 料 の 効 果 を 持 っ た こ と に よ る と 考 え ら れ る 。  

 

次 に 、 血 液 中 の 赤 血 球 や ア ル ブ ミ ン な ど タ ン パ ク 質 の 影 響 に よ っ て 負 誤 差

に 対 す る 効 果 に つ い て 検 討 し た 結 果 を 図 2 -11 に 示 す 。 CMC に よ る 電 極 被 覆

の 有 無 と 、 被 覆 す る 場 合 に は そ の 量 を 変 え て 評 価 し た 。 電 極 上 に CMC 水 溶

液 を 滴 下 、乾 燥 さ せ て 被 覆 を す る が 、そ の 際 の C MC 濃 度 を 図 2 -11 (a )0 .5wt％

か ら ( c )0 .1wt％ と し た 。 試 料 液 は グ ル コ ー ス 水 溶 液 と し て 、 さ ら に ウ シ 血 清

ア ル ブ ミ ン (B SA )を 最 終 濃 度 と し て 10 か ら 30mg/dL に な る よ う に 添 加 し た 。

(a )0 .5wt％ の 場 合 に は 、 B SA の 量 と は 関 係 な く 一 定 の 応 答 が 得 ら れ た が 、

CMC の 量 が 減 る に 従 っ て B SA 添 加 に と も な う 応 答 低 下 傾 向 が 認 め ら れ た

（ 図 2 -11 (b )か ら (d )）。こ れ は 、B SA が 電 極 表 面 に 存 在 あ る い は 吸 着 す る こ と

に よ っ て 、電 極 表 面 近 傍 の フ ェ ロ シ ア ン 化 物 イ オ ン の 動 き が 妨 害 さ れ た こ と 、

及 び 電 極 に 吸 着 し た 場 合 に は 、 活 性 な 電 極 表 面 積 が 小 さ く な っ た た め 電 流 値

が 低 下 し た も の と 考 え ら れ る 。  

CMC 効 果 の イ メ ー ジ を 図 2 -12 に 示 す 。CMC 層 は 高 分 子 マ ト リ ッ ク ス と し

て 分 子 フ ィ ル タ ー の 効 果 を 持 つ と 考 え ら れ る 。 ア ル ブ ミ ン や 赤 血 球 な ど は こ

の フ ィ ル タ ー に よ っ て そ れ 以 上 は 進 め ず 、 セ ン サ の 応 答 特 性 に 直 接 寄 与 す る

フ ェ ロ シ ア ン 化 物 イ オ ン は 分 子 量 も 330 と 小 さ い た め 、 C MC 層 を 通 過 し や

す い 。そ の 結 果 、電 極 表 面 に は フ ェ ロ シ ア ン 化 物 イ オ ン が 優 先 的 に 到 達 す る 。  

全 血 試 料 を 前 処 理 無 し に そ の ま ま 測 る 場 合 に は 、赤 血 球 な ど の 有 形 成 分 や 、

ア ル ブ ミ ン な ど の タ ン パ ク 成 分 が 同 様 の 影 響 を 与 え る こ と が 想 定 さ れ る が 、

CMC 被 覆 に よ っ て 影 響 が 最 小 化 で き る こ と が 分 か っ た 。  
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Fig .2 -9  Ef fect  o f  CMC as  an insulator on sensor response .   
(a :  sol id  l ine)CMC coated e lectrode,  (b :  dashed l ine)  without 
CMC coat .  Electrode  was tapped l ight ly  by f inger  at  
“ tapped”  t ime.  
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Fig .2 -10 Surface o f  the  sensor e lec trodes .  

(a )  wi thout  CMC(bare  e lectrode) ,  (b )coated with CMC.  

 

 

b a 

tapped 
tapped 



 
 

- 24 - 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

50

60

70

80

90

100

0 10 20 30

Fig .2 -11  Response o f  g lucose sensor  employing  CMC in the  
reagent layer.  Prepared CMC solut ions  :  (a )0 .5wt%,  (b )0 .25wt%, 
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こ こ ま で 、CMC の 2 つ の 効 果 と し て 、① 外 部 か ら の 振 動 対 策 と 、② 血 液 中

の 有 形 成 分 対 策 に つ い て の 研 究 結 果 に つ い て 示 し た 。 確 か に 実 験 結 果 と し て

は 効 果 が 認 め ら れ た が 、 親 水 性 高 分 子 を 酵 素 反 応 系 に 共 存 さ せ る と 、 溶 液 粘

度 の 向 上 な ど に よ っ て 負 の 影 響 も 予 測 で き る に も か か わ ら ず 、 そ れ ほ ど 大 き

な 負 の 影 響 が 認 め ら れ な か っ た 。 そ こ で 、 さ ら に 正 の 効 果 が あ る た め に 正 負

が 打 ち 消 し 合 っ て い る と い う 仮 説 の 元 、 酵 素 反 応 に 対 す る 正 の 効 果 と し て 、

酵 素 活 性 に つ い て 実 験 考 察 を 行 っ た 。   

CMC 添 加 の 有 無 に 伴 う 酵 素 活 性 変 化 を 図 2 -14 に 示 す 。 酵 素 活 性 評 価 手 順

は 、 試 薬 供 給 者 で あ る Si gma-A ldr i ch 社 の 手 順 に 原 則 従 い 、 C MC は 最 終 濃

度 が 0 .5wt%と な る よ う に 添 加 し た 。 p H 条 件 を 変 え る た め に 、 0 .1M リ ン 酸

緩 衝 液 (pH5 .6～ pH8 .0 )を 用 い た 。最 終 p H 値 は 反 応 系 全 体 の pH を 実 測 し た 。  

CMC が 無 い 場 合 に は 、 図 2 -14 (a )の よ う に p H5 .6 か ら pH7 .6 に 向 け て 約

55％ の 酵 素 活 性 低 下 が 認 め ら れ た 。一 方 で CMC を 添 加 し た 場 合 に は 、p H 上

昇 に 伴 う 酵 素 活 性 低 下 の 傾 向 は み ら れ た が 、 そ の 程 度 は 小 さ く な っ て お り 、

pH5 .6 か ら p H7 .7 に お い て 約 30％ の 低 下 で あ っ た 。  

こ の 原 因 と し て は 、CMC マ ト リ ッ ク ス 中 で Gl ucos e  ox i das e の 構 造 変 化 が

制 限 さ れ る こ と に よ る 活 性 維 持 が 考 え ら れ る 。 CMC の 網 目 構 造 の 中 に

Gl ucos e  ox id as e が 入 っ た よ う な 形 に な る こ と で 、p H 変 化 時 の 酵 素 構 造 変 化

が 生 じ 難 く な る こ と を 想 定 し て い る が 、 詳 細 に 付 い て は C D ス ペ ク ト ル な ど

タ ン パ ク 質 構 造 に 関 す る 分 析 手 段 を 用 い て 、 Glucose  ox i das e の 構 造 変 化 に

関 し て 明 ら か に す る 必 要 が あ る 。  

 

  



 
 

- 27 - 
 

 

 

 

  

 

 

 

 

20

6 7
10

15

25

85

Fig .2 -14 Ef fect  o f  CMC on enzyme act iv ity.  Glucose  sensor  :  (a )  

wi thout  CMC, (b )  with  CMC.  

pH  

G
O

x 
ac

ti
vi

ty
 (

U
ni

ts
/m

g)
 

(a) 

(b) 



 
 

- 28 - 
 

2 .3 .5 溶 存 酸 素 に よ る 影 響 の 解 析  

 本 セ ン サ に 用 い る 酵 素 Gl ucos e  ox idas e が 、 溶 存 酸 素 と 電 子 授 受 を 行 う こ

と は 先 に も 述 べ た 。 本 セ ン サ の 測 定 原 理 で は 、 電 極 間 に 500mV を 印 加 す る

た め 、生 成 し た 過 酸 化 水 素 の 酸 化 電 流 を 計 測 す る こ と が 出 来 な い（ 図 2 -15）。

そ こ で 、 ま ず 本 セ ン サ の 溶 存 酸 素 依 存 性 に つ い て 評 価 し た 。 結 果 を 図 2 -16

に 示 す 。  

 溶 存 酸 素 量 の 増 加 に 伴 っ て 、 直 線 的 な 応 答 低 下 が 見 ら れ た 。 セ ン サ 応 答 は

フ ェ ロ シ ア ン 化 物 イ オ ン に 基 づ く 電 流 値 の み で あ る か ら 、 こ の 直 線 的 な 低 下

傾 向 よ り 、 フ ェ ロ シ ア ン 化 物 イ オ ン に 比 べ て 溶 存 酸 素 の 方 が 反 応 性 が 高 い こ

と が 予 測 さ れ る 。 そ こ で 、 Glucose  ox id ase と の 電 子 伝 達 機 能 に 関 す る 反 応

速 度 論 的 な 評 価 解 析 を 行 っ た 。  

 実 験 は B AS 株 式 会 社 製 の ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト CV-50W を 用 い て 25℃ で 行

っ た 、 作 用 極 に は グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン （ BAS 株 式 会 社 ： 直 径 1mm） を 、 対

極 に は ス パ イ ラ ル 状 に し た 白 金 線 を 、参 照 極 に は 銀 ／ 塩 化 銀 電 極（ BA S 株 式

会 社 ： RE -1B） を そ れ ぞ れ 用 い た 。  

 表 2 -1 に Glucos e  ox idas e と 電 子 伝 達 化 合 物 と の 反 応 二 次 速 度 定 数 ｋ c r s を

示 す 。 二 次 速 度 定 数 ｋ c r s は 、 電 気 化 学 的 な 測 定 を 基 に し て 、 図 2 -17 に 示 す

Liaud et の 式 1 0 )よ り 算 出 し た 。  

ｎ は 反 応 に 関 わ る 電 子 数 、F は フ ァ ラ デ ー 定 数 、A は 電 極 面 積 、D 0 は 電 子 伝

達 化 合 物 の 拡 散 係 数 、C E T は 全 酵 素 濃 度 、C R は 電 子 伝 達 体 の 還 元 体 濃 度 で あ

る 。サ イ ク リ ッ ク ボ ル タ モ グ ラ ム よ り I l i m を 求 め 、上 記 式 に よ り ｋ c r s を 算 出

し た 結 果 、 1 .28 × 10 3 [M - 1 ｓ - 1 ] と な っ た 。  We ibe l  ら に よ る と 、 Glucos e  

ox idase と 酸 素 の 反 応 二 次 速 度 定 数 は 1 .50 [M - 1ｓ - 1 ]で あ る 1 3 )こ と よ り 本 セ

ン サ で 用 い る フ ェ リ シ ア ン 化 物 イ オ ン は 溶 存 酸 素 に 比 べ て 、 1 ,000 倍 以 上 反

応 が 遅 い こ と が 分 か っ た 。 こ れ は 、 電 子 伝 達 体 と 酵 素 の 反 応 速 度 は そ の 電 荷

に 影 響 を 受 け る と し た Fraser ら の 報 告 1 4 )と も 整 合 す る 。  
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Mediator / Enzyme Kcrs (M-1s-1) ×10 -3 Ref.

Fe(CN)6
3- /  GOx 1.28 a

Fe(CN)6
3- /  LOx 8.30 11

Ru(CN)6
3- /  GOx 10.0 12

Fc-COOH   /  GOx 201 4

Fc-Me-N+ Me3 /  GOx 525 4

Fc-Vinyl   /  GOx 30.0 4

O2 /  GOx 1500 13

 

 

 

 I l i m=nFA(2D0kc rsCET)
1 / 2

CR  

Table  2 -1  Kineti c  data obtained for  several  electron 
mediator /glucose ox idase  systems.  

Fig .2 -17 Kineti c  model  o f  enzyme/electrode  react ion.  

Liaudet ’s  equation.  

a:  this  work  
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2 .3 .6 酸 素 と 反 応 し な い 酵 素 系 に よ る 検 証  

 Gl ucos e  ox idase 反 応 に お い て 、 酸 素 と フ ェ リ シ ア ン 化 物 イ オ ン が 競 合 す

る こ と は 既 に 知 ら れ て お り 4 , 1 5 , 1 6 )、 本 研 究 の 反 応 速 度 論 的 な 解 析 に よ っ て 、

本 セ ン サ が 溶 存 酸 素 の 影 響 を 受 け る 主 メ カ ニ ズ ム と し て 、 Gl ucose  ox id as e

に 対 す る フ ェ リ シ ア ン 化 物 イ オ ン と 酸 素 の 反 応 速 度 の 違 い が 示 唆 さ れ た 。 本

セ ン サ の 反 応 系 は 、 酵 素 反 応 と 電 極 反 応 の 組 合 せ で あ る た め 、 前 半 の 酵 素 反

応 部 分 に 主 要 因 が あ る こ と は 明 ら か だ が 、 後 半 の 電 極 反 応 部 分 に 酸 素 が 影 響

す る か 否 か に つ い て は 依 然 明 確 で は な い 。 そ こ で 、 こ れ に 関 す る 知 見 を 得 る

た め に 、 以 下 の 実 験 を 行 っ た 。  

グ ル コ ー ス の 酸 化 反 応 は 触 媒 す る が 、 酸 素 へ の 電 子 授 受 を 行 わ な い 酵 素 と

し て 、 P yrro loqu ino l in e  quinone (P QQ)を 補 酵 素 と す る Gl ucose  

dehyd rogenase (P QQ-GDH:EC  1 .1 .5 .2  f r om A cine tobac ter  Ca lcoace t i cus )

を 用 い て 溶 存 酸 素 に よ る 影 響 を 評 価 し た 。P QQ-GDH の 反 応 機 構 を 図 2 -18 に 、

酵 素 の デ ー タ を 表 2 - 2 に そ れ ぞ れ 示 す 1 7 )。  

 P QQ-GDH を 用 い て 、 Glucose  ox id as e の 時 と 同 様 に グ ル コ ー ス セ ン サ を

作 製 し た 。 溶 存 酸 素 に 対 す る 影 響 を 評 価 し た 結 果 を 図 2 -19 に 示 す 。  

Gl ucos e  ox idase（ 図 2 -19 (b )） で は 直 線 的 な 低 下 を 示 し た が 、 PQQ-GDH で

は 溶 存 酸 素 濃 度 に 関 わ ら ず 一 定 の 値 を 示 し た（ 図 2 -19 (a )）。 こ れ よ り 、溶 存

酸 素 は 酵 素 反 応 部 分 の み に 影 響 し 、 電 極 反 応 部 分 に は 影 響 が 無 い こ と が 明 ら

か と な っ た 。  

 本 P QQ-GDH を 用 い て 溶 存 酸 素 の 影 響 を 無 く す こ と は 糖 尿 病 治 療 の 現 場 に

お い て も 意 味 が あ る 。血 液 中 の 溶 存 酸 素 濃 度 は 、静 脈 で 40～ 50mmHg、指 先

な ど 毛 細 血 管 で 70～ 90mmHg、動 脈 で は 85～ 105mmHg で あ る 。糖 尿 病 患 者

が 自 己 血 糖 測 定 を 行 う 場 合 に は 、 指 先 採 血 の 場 合 が 非 常 に 多 い の で 、 溶 存 酸

素 濃 度 が ば ら つ く こ と は そ れ ほ ど 多 く 無 い 。 し か し 、 病 院 内 に お い て 本 セ ン
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サ が 使 わ れ る 場 合 に は 、 静 脈 採 血 も あ り 得 る し 、 救 急 現 場 な ど で は 動 脈 血 か

ら 血 糖 値 を 測 る 場 合 も 可 能 性 と し て は あ り 得 る 。  
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product

glucose

PQQ Glucose 
dehydrogenase

起 源 Acinetobacter
calcoaceticus

分子量 約100kDa
KM値 4.8 mM

至適pH・温度 pH7.0 ・ 37℃

pH安定性 3.5-8.5

Fig .2 -18 React ion o f  PQQ-glucose  dehydrogenase  and 

ferr i cyanide  or  dissolved oxygen.  

Table  2 -2  Data  o f  PQQ-glucose  dehydrogenase.  
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2 .3 .7 血 液 に 対 す る 基 本 応 答 特 性  

 Gl ucos e  ox id as e を 用 い た グ ル コ ー ス セ ン サ に つ い て 、 全 血 試 料 を 用 い た

場 合 の 応 答 特 性 を 図 2-20 に 、グ ル コ ー ス 水 溶 液 を 用 い た 場 合 の 結 果 を 図 2 -21

に 、 そ れ ぞ れ 示 す 。 図 2 -20 よ り 、 全 血 試 料 液 に 対 し て は 、 血 中 グ ル コ ー ス

濃 度 25mM 付 近 ま で 直 線 的 な 応 答 増 加 が 認 め ら れ た 。 各 測 定 点 は 12 個 の セ

ン サ の 応 答 値 の 平 均 値 で あ る が 、 そ れ ぞ れ の 点 の 変 動 係 数 （ CV 値 ：

Coe f f i c ien t  o f  Var ia t i on） は 3％ 以 下 で あ っ た 。  

 同 じ セ ン サ を 用 い て 、 グ ル コ ー ス 水 溶 液 に 対 す る 応 答 特 性 を 評 価 し た 結 果

を 図 2 -21 に 示 す 。 グ ル コ ー ス の 濃 度 範 囲 は 、 全 血 は 25ｍ M 付 近 ま で 、 水 溶

液 は 70ｍ M 近 く ま で を 評 価 し た 。全 血 の 高 グ ル コ ー ス 濃 度 試 料 液 は グ ル コ ー

ス を 添 加 し て 調 製 す る た め 、 あ ま り 高 い 濃 度 の 試 料 は 溶 血 な ど の 影 響 が 顕 著

と な り 作 り 難 い 。 よ っ て 、 測 定 濃 度 域 に つ い て は 比 較 が 出 来 な い が 、 応 答 電

流 値 は 、 水 溶 液 に 比 べ て 全 血 試 料 の 方 が 低 い 値 と な る こ と が 分 か っ た 。 こ れ

は 、 試 薬 層 中 の CMC に よ る 効 果 が あ る と は 言 え 、 赤 血 球 や 共 存 タ ン パ ク 質

の 影 響 を 全 く 無 く す こ と が 出 来 な い た め 、 そ れ ら に よ る 影 響 と 考 え ら れ る 。  

次 に 、全 血 に 対 す る 測 定 時 間 依 存 性 評 価 を 行 っ た 結 果 を 、図 2-22 に 示 す 。

血 中 グ ル コ ー ス 濃 度 が 、5 ,5mM と 23 .1mM の 2 種 類 の 血 液 を 用 い て 評 価 を し

た 。グ ル コ ー ス 5 .5mM の 全 血 に 対 し て は 、 30 秒 か ら 120 秒 の 間 で 応 答 値 は

ほ と ん ど 変 化 が 無 く 一 定 値 で あ り 、30 秒 以 内 に 十 分 な 反 応 が 進 行 し て い る こ

と が 示 唆 さ れ た 。 一 方 で 、 23 .1mM の 全 血 で は 、 30 秒 か ら 90 秒 に か け て 応

答 値 の 増 加 が 認 め ら れ 、 90 秒 か ら 12 0 秒 の 間 の 変 化 値 は 5 %以 内 で あ っ た 。 
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 Fig .2 -20 Response o f  g lucose sensor.  

Samples  were human whole  b lood.  

Measurement t ime was 60sec .  
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Fig .2 -21 Response o f  g lucose sensor.  

 Samples were  glucose  solutions.  
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Fig .2 -22 Response o f  g lucose sensor.  Blood glucose was 

(a )  23 .1mM, (b )  5 .5mM. Measurement t ime was 60sec .   
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2 .3 .8 血 液 中 の 妨 害 物 質 に よ る 影 響  

 Gl ucos e  ox id as e を 用 い た セ ン サ で 全 血 試 料 を 測 定 す る 際 に 測 定 の 妨 害 と

な る こ と が 予 想 さ れ る の は 、先 に 示 し た 溶 存 酸 素 以 外 に 、大 き く 分 け て 2 つ

の 種 類 が あ る 。一 つ は 、電 極 活 性 な た め に 正 誤 差 を 与 え る 共 存 物 質 。他 方 は 、

赤 血 球 や タ ン パ ク 質 の よ う に 酵 素 反 応 お よ び 電 極 反 応 の 双 方 に 影 響 し て 負 誤

差 を 与 え る よ う な 物 質 で あ る 。  

 正 誤 差 を 与 え る 共 存 物 質 と し て は 、 L -ア ス コ ル ビ ン 酸 や 尿 酸 な ど そ の 化 学

物 質 の 酸 化 還 元 電 位 が 比 較 的 負 で あ る た め に 、 電 極 で 直 接 酸 化 さ れ て 正 誤 差

を 与 え る こ と が 想 定 さ れ る 。 代 表 的 物 質 と し て 、 L -ア ス コ ル ビ ン 酸 の 影 響 を

図 2 -23 に 示 し た 。 2 種 濃 度（ 5 .0ｍ M、 16 .3ｍ M）の 全 血 試 料 に 対 し て 、そ れ

ぞ れ 最 終 濃 度 が 5～ 20mg/dL と な る よ う に L -ア ス コ ル ビ ン 酸 試 薬 を 添 加 し て

調 製 し た 。 L -ア ス コ ル ビ ン 酸 添 加 量 が 増 え る に 従 っ て 直 線 的 に 応 答 値 が 増 え

る こ と が わ か る 。し か し な が ら 、日 常 生 活 の 中 に お け る 血 中 L -ア ス コ ル ビ ン

酸 濃 度 は 最 大 で も 2 mg/dL 程 度 で あ り 直 接 的 な 影 響 は ほ と ん ど 無 い と 考 え ら

れ る が 、 ビ タ ミ ン 錠 剤 を 服 用 し た 直 後 な ど は 一 時 的 に 血 中 濃 度 が 高 い 場 合 も

あ る か も し れ ず 、 注 意 は 必 要 で あ る 。  

 次 に 、 負 誤 差 を 与 え る 要 因 と し て 、 血 液 中 の 赤 血 球 に 対 す る 影 響 を 評 価 し

た 結 果 を 図 2 -24 に 示 す 。 横 軸 は ヘ マ ト ク リ ッ ト （ ％ ） と し た 。 ヘ マ ト ク リ

ッ ト は 、 血 液 中 の 赤 血 球 容 積 比 率 の こ と で あ り 試 料 の 調 製 は 以 下 の 手 順 で 行

っ た 。 全 血 を 軽 く 遠 心 分 離 （ 1 ,000rp m×1min） し て 、 血 漿 成 分 中 心 の 上 清

と 赤 血 球 に 略 分 離 し た 。 次 に 血 漿 成 分 を 適 当 量 ピ ペ ッ ト で 移 し た 後 、 緩 や か

に 転 倒 混 和 さ せ て 血 漿 と 赤 血 球 を 均 一 に し た 。  

図 2 -24 (b )よ り 、血 糖 値 5ｍ M の 試 料 液 で は ヘ マ ト ク リ ッ ト の 影 響 は 認 め ら

れ な か っ た 。 し か し 、 高 濃 度 （ 25 .4mM） 試 料 で は 、 ヘ マ ト ク リ ッ ト の 増 加

に 伴 う 応 答 低 下 が み ら れ た 。 先 に 図 2 -22 で 示 し た 、 測 定 時 間 依 存 性 の 結 果

も 含 め る と 、比 較 的 低 濃 度 域（ ～ 10ｍ M ）に お い て は 、妨 害 が 予 想 さ れ る 種 々
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の 因 子 の 影 響 は ほ と ん ど 受 け な い こ と が 分 か っ た 。一 方 で 高 濃 度 域（ ～ 25ｍ

M） で は 予 想 さ れ る 影 響 が 見 ら れ た 。  

 最 後 に 、 臨 床 検 査 室 で 用 い る 測 定 装 置 と の 比 較 結 果 に つ い て 図 2 -25 に 示

す 。横 軸 は 静 脈 採 血 試 料 の 血 漿 成 分 を 臨 床 検 査 装 置 で 測 定 し た 結 果 、縦 軸 は 、

本 グ ル コ ー ス セ ン サ を 用 い て 、指 先 採 血 試 料 を 基 に し た 測 定 結 果 で あ る 。 65

名 分 の デ ー タ よ り 、 相 関 係 数 0 .991 と 高 い 相 関 性 が 得 ら れ た 。  
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Fig .2 -23 Influence o f  L-ascorbic  ac id.  Blood g lucose was 

(a )16.3mM, (b )5 .0mM. Measurement t ime was 60sec .  
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Fig .2 -24 Influence o f  haematocri t . Blood glucose  was 

(a )  25 .4mM, (b )  4 .5mM. Measurement t ime was 60sec .  
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Fig .2 -25 Corre lat ion between the  g lucose  sensor  (capi l lary  
blood)  and conventional  method (venous plasma).  Correlation 
coef f i c ient (r )=0 .991  (n=65)  
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2 .4 小 括  

酵 素 に Glucos e  ox i dase を 用 い 、 電 子 伝 達 化 合 物 に フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ

ム を 用 い た グ ル コ ー ス セ ン サ の 特 性 に つ い て 明 ら か に し た 。 ま た 、 グ ル コ ー

ス と の 反 応 に は 直 接 的 な 関 係 は 無 い が 、 親 水 性 高 分 子 で あ る CMC を 添 加 す

る こ と で 振 動 対 策 や 妨 害 物 質 対 策 が 出 来 る こ と を 、 一 部 メ カ ニ ズ ム を 含 め て

明 ら か に し た 。  

一 般 の 糖 尿 病 患 者 が 日 常 生 活 の 中 で 血 糖 値 を 測 る 場 合 に は 、 測 定 中 に セ ン

サ を 机 の 上 に 置 い た り 、 手 で 持 ち 変 え た り す る こ と は 頻 繁 に あ る が 、 そ こ で

セ ン サ に 伝 わ る 振 動 ノ イ ズ が 課 題 と な り う る 。振 動 ノ イ ズ は 正 誤 差 と な る が 、

正 誤 差 は 糖 尿 病 患 者 に と っ て は 非 常 に 危 険 で あ る と い え る 。 高 い 血 糖 値 を 確

認 す る と 、 多 め の イ ン ス リ ン を 自 己 注 射 す る 可 能 性 が あ る が 、 実 際 よ り も 高

い 血 糖 値 を セ ン サ が 表 示 し た 場 合 に は 、 イ ン ス リ ン 過 多 に 伴 う 低 血 糖 状 態 に

陥 る か ら で あ る 。 著 し い 低 血 糖 状 態 は 昏 睡 か ら 心 肺 停 止 に 至 る こ と も あ る た

め 、 血 糖 セ ン サ の 正 誤 差 は 避 け な け れ ば な ら な い 。 本 研 究 で 明 ら か に し た 親

水 性 高 分 子 の 添 加 技 術 に よ っ て そ の 一 部 が ク リ ア で き た も の と 考 え ら れ る が 、

ま だ 未 解 明 な 部 分 も 多 い た め 、 更 な る 研 究 が 求 め ら れ る 。  

本 研 究 成 果 を 基 に し て 試 作 し た グ ル コ ー ス セ ン サ の 特 性 に つ い て 、 従 来 よ

り 血 液 検 査 に 用 い ら れ て き た 臨 床 検 査 装 置 と 比 較 し た 結 果 、 相 関 係 数 0 .991  

(n =65 )と 高 い 相 関 性 が 得 ら れ 、 簡 単 な 測 定 操 作 で 精 度 の 高 い 血 糖 値 測 定 が 可

能 で あ る こ と が 示 さ れ た 。  
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第 3 章  血 糖 値 測 定 用 セ ン サ の 長 期 保 存 特 性 に 関 す る 検 討  

3 .1 緒 言  

 前 章 で 示 し た グ ル コ ー ス セ ン サ は 血 液 試 料 を 用 い る た め 、 感 染 予 防 な ど 衛

生 面 か ら の 配 慮 を 含 め て 、 一 回 使 用 後 は 再 使 用 が 出 来 な い よ う に 設 計 し た 。

主 ユ ー ザ ー と な る 患 者 に は 、使 用 の 都 度 廃 棄 し て い た だ く こ と が 前 提 で あ る 。

ま た 、 化 学 反 応 の 視 点 か ら み て も 、 試 料 液 中 の グ ル コ ー ス と セ ン サ 試 薬 層 中

の 酵 素 な ど の 試 薬 が 反 応 し た 後 は 、 計 測 し た グ ル コ ー ス 濃 度 に よ っ て 試 薬 組

成 が 異 な る た め 、 再 使 用 す る と 応 答 の 再 現 性 が 得 ら れ に く い 。  

セ ン サ を 作 製 す る 側 の 視 点 で み る と 、 作 製 後 に 個 々 の セ ン サ 特 性 を 事 前 に

評 価 す る こ と が 出 来 な い 。 セ ン サ 特 性 評 価 が 破 壊 試 験 と な る た め 、 作 製 ロ ッ

ト か ら の 抜 き 取 り 試 験 は 可 能 で あ る が 、 全 数 試 験 が 出 来 な い 。 従 っ て 、 セ ン

サ の 作 製 ロ ッ ト 間 初 期 特 性 を 揃 え る こ と と 共 に 、 作 製 後 の 特 性 変 化 を 最 小 限

に 抑 え る こ と が 必 要 と さ れ る 。  

そ こ で 、 試 作 し た グ ル コ ー ス セ ン サ の 保 存 信 頼 性 に つ い て 評 価 を 行 い 、 作

製 か ら 数 ヶ 月 ～ 数 年 ま で の 特 性 変 化 を 確 認 す る と 共 に 、 そ れ を 通 じ て 特 性 変

化 に 関 わ る 因 子 や そ の メ カ ニ ズ ム 、 制 御 方 法 な ど に 関 す る 検 討 を 行 っ た 。  

 

3 .2 試 薬 と 実 験 方 法  

3 .2 .1 試 薬  

Gl ucos e  ox idase (GOx,  G-6125  Type2 ,  23U /mg ,  EC  1 .1 .3 .4  f rom 

Aspergi l lus  n i ger )は Si gma  Ald r i ch 社 よ り 購 入 し て 使 用 し た 。 β -グ ル コ ー

ス （ 試 薬 特 級 ）、 P otass ium Ferr i cyan id e  (K3F e (CN )6： 試 薬 特 級 )、 及 び

Pol yvi ny l  p yrro l idone  (PVP,  K-90： 一 級 試 薬 )は ナ カ ラ イ テ ス ク 株 式 会 社 よ

り 購 入 し て 使 用 し た 。 C arboxy  meth yl  c e l l u l os e  s od i um s a l t  (C MC ,  セ ロ ゲ

ン EP )  は 、第 一 工 業 製 薬 株 式 会 社 か ら 購 入 し て 使 用 し た 。レ シ チ ン（ レ シ ノ

ー ル  S -10EX,  大 豆 由 来 ） は 、 日 本 サ ー フ ァ ク タ ン ト 工 業 株 式 会 社 よ り 購 入
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し て 使 用 し た 。 エ タ ノ ー ル （ 試 薬 特 級 ） は 関 東 化 学 株 式 会 社 よ り 購 入 し て 使

用 し た 。 シ リ カ ゲ ル は 、 青 色 粒 状 （ 中 粒 ） の も の を 関 東 化 学 株 式 会 社 よ り 購

入 し 、 加 熱 乾 燥 な ど の 処 理 は 行 わ ず 、 新 品 を 開 栓 後 そ の ま ま 使 用 し た 。  

 

3 .2 .2 セ ン サ の 作 製 方 法  

 2 .2 .2 に 記 載 し た 方 法 と 同 様 に し て 、図 2 .1 に 分 解 構 造 を 示 し た グ ル コ ー ス

セ ン サ と 同 じ も の を 作 製 し た 。  

次 に 、 試 薬 層 中 の 酵 素 Gl ucos e  ox idase と 電 子 伝 達 化 合 物 フ ェ リ シ ア ン 化

カ リ ウ ム を 試 薬 層 中 で 分 離 さ せ た 「 試 薬 多 層 型 グ ル コ ー ス セ ン サ 」（ 図 3 -1

参 照 ） の 作 製 方 法 を 以 下 に 示 す 。  

 0 .5 重 量 ％ の CMC 水 溶 液 5μ L を 測 定 極 と 対 極 上 へ 滴 下 後 、 25℃ 、相 対 湿

度 15％ の 環 境 下 で 45 分 間 静 置 乾 燥 し て CMC 層 を 作 製 し た 。次 に 、Gl ucos e  

ox idase  20mg を 0 .5 重 量 ％ CMC 水 溶 液 1mL に 溶 解 さ せ た 溶 液 4μ L を 先 に

形 成 し た C MC 層 の 上 に 滴 下 し 、 25℃ 、 相 対 湿 度 15％ で 60 分 間 静 置 乾 燥 し

て GOx-CMC 層 を 作 製 し た 。 続 い て 、 P o ly  v in yl  p yrro l id one の 0 .5 重 量 ％

エ タ ノ ー ル 溶 液 3μ L を GOx-CMC 層 上 へ 滴 下 し て 、 25℃ 、相 対 湿 度 15％ で

30 分 間 静 置 乾 燥 し て PVP 層 を 作 製 し た 。 こ れ を 、 乾 燥 剤 で あ る シ リ カ ゲ ル

で 満 た し た 常 圧 デ シ ケ ー タ 中 に 約 12 時 間 置 い て 緩 や か に 試 薬 層 中 の 水 分 を

除 去 し た 。 最 後 に フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム 微 結 晶 の エ タ ノ ー ル 分 散 液 3μ L

を PVP 層 上 へ 滴 下 し て 25℃ 、 相 対 湿 度 15％ で 60 分 間 静 置 乾 燥 し て フ ェ リ

シ ア ン 化 カ リ ウ ム 層 を 作 製 し て 「 試 薬 多 層 型 」 の 試 薬 層 を 作 製 し た 。  

フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム 微 結 晶 の エ タ ノ ー ル 溶 液 の 調 製 方 法 を 以 下 に 示 す 。 

市 販 さ れ て い る フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム は 水 溶 液 か ら エ タ ノ ー ル を 用 い て 再

結 晶 さ せ 、ボ ー ル ミ ル を 用 い て 4 時 間 粉 砕 す る こ と で 微 結 晶 化 し た 。こ の 微

結 晶 フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム 190mg を 0 .5 重 量 ％ レ シ チ ン の エ タ ノ ー ル 溶 液

に 分 散 さ せ て 調 製 し た 。 フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム は エ タ ノ ー ル 溶 液 中 で 分 散
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剤 と し て 用 い た レ シ チ ン の 効 果 に よ っ て 微 結 晶 が 分 散 し た 状 態 で あ っ た 。 フ

ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム の 濃 度 は 、 3 1 . 3m g / mL（ 溶 媒 ： エ タ ノ ー ル ） と し た 。 

 さ ら に 、厚 み 300μ ｍ の P ET 製 ス ペ ー サ と カ バ ー を 両 面 テ ー プ で 基 板 上 へ

貼 り 付 け て 、「 試 薬 多 層 型 」 グ ル コ ー ス セ ン サ を 作 製 し た 。  

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 
Fig .  3 -1  Reagent layer  o f  g lucose  sensor.  Cross  sect ion o f  
(a )  normal  type ,  (b )  multi - layered type.  Dashed l ine  means 
gradual  separation o f  two layers .  GOx:  glucose  ox idase ,  
PVP:  Po lyv inyl  p yrro l id one ,  CMC :  carboxy  methy l  c e l lu l ose  
sod i um sa l t .  

電  極  電  極  
CMC 層  CMC 層  

GOx 層  
PVP 層  

Fe(CN)6 層  

GOx /  Fe(CN)6 層  

(b) (a) 
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3 .2 .3 セ ン サ の 保 存 方 法  

作 製 し た グ ル コ ー ス セ ン サ は 12 個 の セ ン サ と 乾 燥 剤 （ シ リ カ ゲ ル ） 約 2g

を ポ リ エ チ レ ン 袋 に 入 れ て 密 封 し た 。 こ の セ ン サ と 乾 燥 剤 が 入 っ た ポ リ エ チ

レ ン 袋 7～ 8 袋 を 、 シ リ カ ゲ ル 約 80g と 共 に 保 存 用 ガ ラ ス 瓶 に 入 れ て 密 封 し

た 。 ガ ラ ス 瓶 は 紫 外 線 の 影 響 を 避 け る た め に 褐 色 の も の を 用 い 、 各 保 存 温 度

環 境 下 に 置 い た 。 保 存 温 度 は 、 - 15℃ か ら 70℃ と し 、 - 15℃ は 冷 凍 庫 、 4℃ は

冷 蔵 庫 、 20℃ か ら 70℃ は 送 風 型 定 温 恒 温 器 を そ れ ぞ れ 用 い た 。  

 

3 .2 .4 セ ン サ 応 答 の 測 定 方 法  

セ ン サ 応 答 特 性 の 測 定 評 価 は 以 下 の 手 順 で 行 っ た 。 保 存 用 の ガ ラ ス 瓶 か ら

セ ン サ を 取 り 出 し 、シ リ カ ゲ ル の 入 っ た ポ チ エ チ レ ン 袋 の ま ま で 25℃ に な る

ま で 2 時 間 程 度 静 置 し た 。  

セ ン サ の リ ー ド 部 分 を 測 定 器 の コ ネ ク タ に 差 し 込 ん だ 後 に 、 グ ル コ ー ス 水

溶 液 お よ び 血 液 試 料 液 を セ ン サ に 供 給 し た 。 試 料 液 供 給 か ら 55 秒 後 に 電 極

間 に 電 圧 500mV を 印 加 し て 流 れ る 電 流 値 を 測 定 し 、 電 圧 印 加 か ら 5 秒 後 の

電 流 値 を 「 応 答 電 流 （ μ A）」 と し た 。  

 

3 .2 .5 グ ル コ ー ス 水 溶 液 及 び 全 血 試 料 の 調 製 方 法  

評 価 に 用 い た 試 料 液 は 、 グ ル コ ー ス を 脱 イ オ ン 水 に 溶 解 さ せ て 調 製 し た グ

ル コ ー ス 標 準 液 と 、 ヒ ト 全 血 の ２ 種 類 を 用 い た 。 各 試 料 液 に 対 す る グ ル コ ー

ス セ ン サ の 応 答 電 流 値 の 変 化 に よ っ て 保 存 特 性 を 評 価 し た 。  

グ ル コ ー ス 標 準 液 は 、90mg/dL（ 5ｍ M：健 常 者 の 血 糖 値 領 域 ）と 360mg/dL

（ 20ｍ M： 糖 尿 病 患 者 の 血 糖 値 領 域 の 代 表 ） の ２ 種 濃 度 と し 、 測 定 評 価 毎 に

β -グ ル コ ー ス を 脱 イ オ ン 水 に 溶 解 し て 調 製 し 、少 な く と も 2 時 間 以 上 、評 価

実 験 の 環 境 温 度 で あ る 25℃ に 静 置 し た も の を 用 い た 。  
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ヒ ト 全 血 試 料 液 は 、健 常 者 か ら 採 血 し た 全 血（ 含 グ ル コ ー ス 濃 度：～ 5mM）

お よ び 、こ の 全 血 へ グ ル コ ー ス を 添 加 し て 調 整 し た 調 整 血 の 2 種 類 を 用 い た 。 

調 製 血 の 調 整 法 を 以 下 に 示 す 。 健 常 者 か ら 採 血 し た 全 血 を 軽 く 遠 心 分 離

（ 1 ,000rp m×1min） し て 赤 血 球 等 を 分 離 し た 血 漿 部 分 に β -グ ル コ ー ス を 加

え て 溶 解 さ せ た 後 、 先 に 分 離 し た 赤 血 球 等 成 分 と 静 か に か つ 確 実 に 混 合 さ せ

て 調 製 し た 。 赤 血 球 成 分 を 分 離 し た の は 、 高 濃 度 の グ ル コ ー ス が 直 接 赤 血 球

膜 に 触 れ る と 、 急 激 な 浸 透 圧 変 化 か ら 赤 血 球 膜 が 破 壊 さ れ る こ と を 避 け る た

め で あ る 。 そ の 後 、 グ ル コ ー ス ア ノ マ ー （ α 体 お よ び β 体 ） が 平 衡 に 達 す る

ま で 、 室 温 で 1 時 間 程 度 静 置 し た 9 ）。  

採 血 に 用 い た 採 血 管 は 、 解 糖 阻 止 剤 と し て フ ッ 化 ナ ト リ ウ ム と 、 抗 凝 固 剤

と し て E DTA -2N a が 含 ま れ る も の を 用 い た 。  

グ ル コ ー ス セ ン サ へ の 試 料 液 供 給 は 、 事 前 に サ ン プ ル 管 を 緩 や か に 転 倒 混

和 し て 、 血 球 等 の 有 形 成 分 が 出 来 る 限 り 均 一 に な る よ う に し て か ら 行 っ た 。  

 

3 .3 結 果 と 考 察  

3 .3 .1  グ ル コ ー ス セ ン サ の 保 存 特 性  

保 存 環 境 温 度 を - 15℃ ～ 70℃ に 設 定 し て 、 6 ヶ 月 ま で の 保 存 試 験 を 行 っ た 。

グ ル コ ー ス セ ン サ の 応 答 特 性 変 化 に つ い て 、 グ ル コ ー ス 水 溶 液 を 用 い た 結 果

に つ い て 表 3 -1 か ら 表 3 -8、 お よ び 図 3 -2 か ら 図 3 -9 に 示 す 。 全 血 試 料 を 用

い た 評 価 は 30℃ 保 存 に つ い て の み 実 施 し 、 そ の 結 果 を 表 3 - 9 と 図 3 -10 に 示

す 。  

-15℃ か ら 35℃ の 範 囲 内 で 、 応 答 特 性 に 関 す る 大 き な 変 化 は 見 ら れ な か っ

た 。 30℃ 保 存 に つ い て は 、全 血 試 料 を 用 い た 評 価 も 併 せ て 実 施 し た が 、ほ と

ん ど 特 性 変 化 が 無 か っ た（ 表 3 -9、図 3 -10）。各 測 定 点 の ば ら つ き も 、変 動 係

数 4％ 以 下 （ n = 12） で あ り 、 初 期 の 特 性 が 維 持 さ れ て い る こ と が 分 か っ た 。 
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保 存 温 度 が 上 が る と 、40℃ 保 存 で は 2 ヶ 月 あ た り か ら 、50℃ 保 存 で は 1 ヶ

月 目 か ら グ ル コ ー ス 0mg/dL 水 溶 液 に 対 す る 応 答 （ ブ ラ ン ク 応 答 ） 値 の 上 昇

が 認 め ら れ た （ 表 3 - 5、 図 3 -6）。 50℃ 保 存 で は 、 特 に 高 濃 度 （ 20mM） で 保

存 開 始 後 1 ヶ 月 以 内 に 10％ 程 度 の 低 下 が み ら れ た が そ の 後 は 大 き な 変 化 は

見 ら れ な か っ た （ 表 3 -6、 図 3-7）。 60℃ 保 存 で は ブ ラ ン ク 応 答 値 の 急 激 な 上

昇 が み ら れ 、 グ ル コ ー ス 5ｍ M 水 溶 液 の 応 答 も ブ ラ ン ク 応 答 の 上 昇 に 平 行 し

た 増 加 が み ら れ た （ 表 3 -7、 図 3 -8）。 こ の 現 象 よ り 、 Gl ucos e  ox idas e や フ

ェ リ シ ア ン 化 物 イ オ ン は 変 質 を し て い る が 、5mM 程 度 の グ ル コ ー ス と 反 応 す

る こ と は 可 能 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。グ ル コ ー ス 20ｍ M の 応 答 は 大 き く 変

化 し て い な い が 、 ブ ラ ン ク 応 答 の 影 響 を 受 け る と 仮 定 す る と 、 酵 素 に よ る 反

応 は 十 分 に 進 ん で い な い と 考 え ら れ る 。 70℃ 保 存 で は 保 存 直 後 か ら 、ブ ラ ン

ク 応 答 の 急 激 な 上 昇 と 、グ ル コ ー ス 20mM に 対 す る 応 答 低 下 が み ら れ 、本 温

度 で 置 か れ る と 、 数 日 以 内 に 特 性 劣 化 が 生 じ る こ と が 分 か っ た （ 表 3 -8、 図

3-9）。  

全 体 を み る と 、特 性 の 変 化 は 、① ブ ラ ン ク 応 答 の 増 加 と 、② 20ｍ M グ ル コ

ー ス 水 溶 液 に 対 す る 応 答 値 の 低 下 の ２ 点 に 注 目 で き る 。  

ま ず 、 ① ブ ラ ン ク 応 答 の 増 加 は 、 そ の 電 流 値 の 大 き さ よ り 、 試 薬 層 に 含 ま

れ る 電 気 化 学 活 性 な 化 合 物 の う ち フ ェ リ シ ア ン 化 物 イ オ ン の 還 元 に よ っ て 生

成 し た フ ェ ロ シ ア ン 化 物 イ オ ン の 増 加 に 基 づ く も の と 推 定 さ れ る 。 そ れ 以 外

の 化 学 物 質 で こ れ ほ ど の 大 き な 電 流 値 に 関 与 す る も の は 見 当 た ら な い 。 そ こ

で 、 別 途 、 フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム と C MC と Gl ucos e  ox id ase の 混 合 物 を

シ ャ ー レ に 入 れ て 乾 燥 後 、 加 温 保 存 を し た 後 に 電 気 化 学 的 な 分 析 を 行 っ た と

こ ろ 、 フ ェ ロ シ ア ン 化 物 イ オ ン の 生 成 を 確 認 で き た 。 こ れ よ り 、 グ ル コ ー ス

セ ン サ の 保 存 後 ブ ラ ン ク 応 答 は 、 フ ェ ロ シ ア ン 化 物 イ オ ン の 生 成 に 基 づ く も

の と 考 え ら れ る が 、 そ の メ カ ニ ズ ム に つ い て は 明 ら か で は な い 。  
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次 に 、② 20ｍ M グ ル コ ー ス 水 溶 液 に 対 す る 応 答 値 の 低 下 は 、試 薬 と し て 用

い る 酵 素 Glucose  ox idas e の 失 活 が 主 要 因 で あ る と 考 え ら れ る 。そ こ で 、CMC

と フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム と Glucose  ox idas e を 混 ぜ た 溶 液 を 乾 燥 後 、 加 温

保 存 の 後 に Glucose  ox idase の 酵 素 活 性 を 評 価 し た 。 結 果 を 図 3 - 11 に 示 す 。 

酵 素 活 性 は 50℃ で 6 ヶ 月 間 保 存 後 も 初 期 の 90％ 程 度 を 維 持 し て い た （ 図

3-11 (a )）。 酵 素 活 性 が こ の よ う な 高 温 で 長 期 間 保 持 さ れ る の は 予 想 外 だ が 、

そ の 原 因 と し て は 、 例 え ば 、 C MC の 添 加 に よ る 効 果 が 考 え ら れ る 。 Glucose  

ox idase が C MC マ ト リ ッ ク ス 中 で 自 由 な 動 き を 制 限 さ れ 、そ の 構 造 変 化 に 伴

う 活 性 低 下 が 少 な く な っ た こ と が 考 え ら れ る が 詳 細 に つ い て は 不 明 で あ る 。

本 仮 説 に つ い て は 、 更 な る 研 究 に よ っ て 検 証 さ れ る こ と を 期 待 す る 。 さ ら に

温 度 が 上 が る と 、 図 3 -11 (b ) ( c )に あ る よ う に 、 数 ヶ 月 で 酵 素 活 性 が 半 分 以 下

と な る こ と が 分 か っ た 。 70℃ 保 存 で は 、 6 ヶ 月 に は ほ と ん ど 酵 素 活 性 は 残 っ

て い な か っ た （ 図 3 - 11 ( c )）。  
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Fig .3 -2  Storage character ist i c  o f  g lucose sensor ( -15 ℃ )  
Glucose  :  (a )20mM, (b )5mM  
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Fig .3 -3  Storage character ist i c  o f  g lucose sensor  (4 ℃ )  
Glucose  :  (a )20mM, (b )5mM.  
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Fig .3 -4  Storage  character ist i c  o f  g lucose sensor  (30 ℃ )  
Glucose  :  (a )20mM, (b )5mM, (c )0mM.  
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Fig .3 -5  Storage  character ist i c  o f  g lucose sensor  (35 ℃ )  
Glucose  :  (a )20mM, (b )5mM.  
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Fig .3 -6  Storage  character ist i c  o f  g lucose sensor  (40 ℃ )  
Glucose  :  (a )20mM, (b )5mM, (c )0mM.  
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Fig .3 -7  Storage  character ist i c  o f  g lucose sensor  (50 ℃ )  
Glucose  :  (a )20mM, (b )5mM, (c )0mM.  

Storage (months) 
 

C
ur

re
nt

 (
μA

) 



 
 

- 60 - 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

0

2

4

6

8

10

12

14

0 1 2 3 4 5 6

(a) 

(b) 

(c) 

Fig .3 -8  Storage  character ist i c  o f  g lucose sensor  (60 ℃ )  
Glucose  :  (a )20mM, (b )5mM, (c )0mM.  
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Fig .3 -9  Storage  character ist i c  o f  g lucose sensor  (70 ℃ )  
Glucose  :  (a )20mM, (b )5mM, (c )0mM.  
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F ig .3 -10 Storage  character ist i c  o f  g lucose  sensor  (30℃ )  
Whole blood samples  were used.   
 (a )  in i t ia l  response,  (b )  stored 6  months.  
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Fig .3 -11  C hanges  i n  GOx  enzyme  ac t i v i ty  o f  the  g lucose  s ensor  

under  s to rage  cond i t ions .  (a )50℃ , (b )60℃ , ( c )70℃  
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3 .3 .2 試 薬 多 層 型 グ ル コ ー ス セ ン サ の 保 存 特 性  

上 記 （ 3 . 3 . 1） で 得 ら れ た 保 存 に よ る 特 性 変 化 、 特 に ブ ラ ン ク 応 答 の 増 加 と 酵

素 活 性 の 低 下 が 、ど の よ う な 原 因 で 生 じ て い る か に つ い て 明 ら か に す る た め に 、

以 下 の 実 験 を 行 っ た 。  

試 薬 層 を 構 成 す る 試 薬 は 、 C M C と 酵 素 G l u co s e  ox i d a s e と フ ェ リ シ ア ン 化 カ

リ ウ ム の 3 種 で あ り 、 こ の 中 で 酸 化 還 元 反 応 に 直 接 関 与 す る 成 分 で あ る 酵 素 と

フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム に 注 目 し 、 こ れ ら が 混 ざ り 合 っ た 状 態 で 高 温 度 条 件 下

に 置 か れ る と 、 フ ェ ロ シ ア ン 化 物 イ オ ン の 生 成 と 酵 素 活 性 低 下 が 引 き 起 こ さ れ

る と い う 仮 説 を 考 え た 。 こ の 仮 説 検 証 に 向 け て 、 試 薬 層 中 の 酵 素 と フ ェ リ シ ア

ン 化 カ リ ウ ム を 分 離 し た 状 態 に す る 構 成 を 、 以 下 の プ ロ セ ス で 実 現 し た 。 試 薬

層 の 構 成 を 図 3 - 1 2（ 図 3 -1 と 同 じ ） に 示 す 。  

電 極 に 近 い 層 に は 、 C M C と と も に 酵 素 G l u co s e  ox i d a s e を 配 置 し た 。 次 に 、

水 と 有 機 溶 剤 の 両 方 に 溶 け る 高 分 子 と し て 、 P o l y  v i n y l  p y r ro l i do n e（ P V P） 層

を 設 置 し た 。 P V P の エ タ ノ ー ル 溶 液 を 調 製 し 、こ れ を C M C と G l u c o se  ox i d a s e

か ら な る 層 上 に キ ャ ス ト し て P V P 層 を 製 膜 し た 。 G lu c o s e  o x i d a s e は エ タ ノ ー

ル に は 不 溶 の た め 、C M C - G l uc o s e  o x id a s e と P V P と は 分 離 し た 層 と し て 作 製 で

き た 。 次 に 、 フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム の 微 結 晶 を エ タ ノ ー ル 中 に 分 散 し た も の

を P V P 層 上 へ キ ャ ス ト し て 、フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム の 微 結 晶 を そ の ま ま P V P

層 上 へ 配 置 さ せ た 。 こ の プ ロ セ ス に よ っ て 、 試 薬 層 が 、 C M C - G lu c o s e  o x i d a s e

層 と 、 P V P 層 と フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム 微 結 晶 の 層 に 分 離 さ れ た 構 成 の セ ン サ

を 作 製 し た 。こ れ を 、「 試 薬 多 層 型 」あ る い は 簡 略 化 し て「 多 層 型 」の グ ル コ ー

ス セ ン サ と 呼 ぶ こ と に す る 。  
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 本 セ ン サ に つ い て 、（ 3 . 3 . 1 に 示 し た ） 通 常 の グ ル コ ー ス セ ン サ と 同 様 の 方

法 で 、長 期 の 保 存 信 頼 性 評 価 を 行 っ た 。保 存 温 度 は 、 - 1 5℃ か ら 7 0℃ ま で 、評 価

期 間 は 2 年 間 ま で 実 施 し た 。 結 果 を 図 3 - 1 3 か ら 図 3 - 2 1、 お よ び 表 3 - 1 0 か ら 表

3 - 1 8 に 示 す 。  

「 試 薬 多 層 型 」 グ ル コ ー ス セ ン サ の 保 存 特 性 を 評 価 し た 結 果 、 先 に 示 し た 通

常 型 の グ ル コ ー ス セ ン サ に 比 べ て 、 応 答 値 の 低 下 度 合 い 、 グ ル コ ー ス 0mg/dL

水 溶 液 に 対 す る 応 答 （ ブ ラ ン ク 応 答 ） 値 の 増 加 程 度 が 大 き く 緩 和 さ れ 、 初 期

特 性 を 長 期 間 に 亘 っ て 維 持 し て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 通 常 型 の グ ル コ

ー ス セ ン サ で は 、40℃ 保 存 6 ヶ 月 で ブ ラ ン ク 応 答 の 微 増 傾 向 お よ び グ ル コ ー

ス 高 濃 度 域 に お け る 計 測 値 の 変 動 幅 が 大 き く な る 傾 向 が 認 め ら れ た が 、 試 薬

多 層 型 グ ル コ ー ス セ ン サ で は 、50℃ 保 存 2 年 後 に お い て も 変 化 は 認 め ら れ ず
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Fig .3 -12 Reagent layer  o f  g lucose  sensor.  (a )  normal  type ,  
(b )  multi - layered type .  Dashed l ine  means gradual  
separation o f  two layers .  GOx:  glucose  oxidase ,  PVP:  
Pol yvi ny l  p yrro l idone ,  C MC :  carboxy  methy l  c e l lu l os e  s od ium 
sa l t .  
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（ 図 3 -18）、 高 い 保 存 信 頼 性 を 有 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。 試 料 液 と し て

全 血 を 用 い た 場 合 に も 、30℃ 保 存 2 年 後 に 応 答 特 性 が ほ と ん ど 変 わ ら な い こ

と が 確 認 で き た （ 表 3 -19、 図 3 -22）。  

通 常 型 と 試 薬 多 層 型 グ ル コ ー ス セ ン サ の ブ ラ ン ク 応 答 値 の 変 動 比 較 を 、 図

3-24 に 示 す 。保 存 温 度 条 件 60℃ と 70℃ の 結 果 に つ い て 示 し た 。 70℃ 保 存 に

お い て 、従 来 型 で は 0 .23μ Ａ か ら 8 .0μ Ａ へ と 35 倍 の 増 加 が 認 め ら れ た（ 表

3-8）が 、試 薬 多 層 型 の 場 合 に は 、同 様 の 条 件 下 で ブ ラ ン ク 応 答 値 は 0 .3μ Ａ

か ら 1 .43μ Ａ へ 4 .7 倍 の 増 加 で 抑 え ら れ て い た （ 表 3 -18）。  

同 様 に し て 通 常 型 と 試 薬 多 層 型 グ ル コ ー ス セ ン サ の 試 薬 層 を ス ケ ー ル ア ッ

プ し た 実 験 に よ り 、 加 温 保 存 に 伴 う 酵 素 活 性 変 化 に つ い て 評 価 し た 結 果 を 図

3-25 に 示 し た 。60℃ 以 上 で は 、共 に 酵 素 活 性 の 低 下 は 認 め ら れ る が 、そ の 程

度 は 通 常 型 よ り 試 薬 多 層 型 の 方 が 緩 や か で あ り 、 試 薬 多 層 型 の 場 合 に は 、

70℃ 保 存 で 6 ヵ 月 後 も 約 35％ の 酵 素 活 性 が 残 っ て い る こ と が 分 か っ た （ 図

3-25 (b )）。  

以 上 の 結 果 よ り 、 保 存 に 伴 う グ ル コ ー ス セ ン サ の 特 性 劣 化 は 、 主 に 酵 素 で

あ る Gl ucos e  ox idas e と 電 子 伝 達 化 合 物 で あ る フ ェ リ シ ア ン 化 物 イ オ ン が 接

触 状 態 に あ る こ と に よ っ て 引 き 起 こ さ れ 、 こ れ ら を 離 し た 状 態 に し て お く こ

と で 、 特 性 変 化 を 抑 え ら れ る こ と が 明 ら か と な っ た 。  
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Fig .3 -13 Storage  characterist i c  o f  g lucose sensor  ( -15℃ )  
Glucose  :  (a )20mM, (b )5mM, (c )0mM.  
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Fig .3 -14 Storage  characterist i c  o f  g lucose  sensor  (4 ℃ )  
Glucose  :  (a )20mM, (b )5mM, (c )0mM.  
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Fig .3 -15 Storage  character ist i c  o f  g lucose  sensor  (20℃ )  
Glucose  :  (a )20mM, (b )5mM.  
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Fig .3 -16 Storage  character ist i c  o f  g lucose  sensor  (30℃ )  
Glucose  :  (a )20mM, (b )5mM, (c )0mM.  
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Fig .3 -17 Storage  character ist i c  o f  g lucose  sensor  (35℃ )  
Glucose  :  (a )20mM, (b )5mM, (c )0mM.  
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Fig .3 -18 Storage  character ist i c  o f  g lucose  sensor  (40℃ )  
Glucose  :  (a )20mM, (b )5mM, (c )0mM.  
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Fig .3 -19 Storage  character ist i c  o f  g lucose  sensor  (50℃ )  
Glucose  (a )20mM, (b )5mM, (c )0mM.  
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Fig .3 -20 Storage  character ist i c  o f  g lucose  sensor  (60℃ )  
Glucose  (a )20mM, (b )5mM, (c )0mM.  
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Fig .3 -21 Storage  character ist i c  o f  g lucose  sensor  (70℃ )  
Glucose  (a )20mM, (b )5mM, (c )0mM.  
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Ta b l e  3 - 1 0  S t o r a ge  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  m u l t i - l a ye r ed  g l uc o s e  s en s o r  ( - 1 5℃ )  

 U n i t :μ A  

Ta b l e  3 - 11  S t o r a g e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  m u l t i - l a ye r ed  g l u co s e  s en s o r  ( 4℃ )  

 U n i t :μ A  

Ta b l e  3 - 1 2  S t o r a ge  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  m u l t i - l a ye r ed  g l u co s e  s en s o r  ( 2 0℃ )  
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Ta b l e  3 - 1 3  S t o r a ge  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  m u l t i - l a ye r ed  g l u co s e  s en s o r  ( 3 0℃ )  
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 U n i t :μ A  

Ta b l e  3 - 1 6  S t o r a ge  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  m u l t i - l a ye r ed  g l u co s e  s en s o r  ( 5 0℃ )  
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Ta b l e  3 - 1 7  S t o r a ge  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  m u l t i - l a ye r ed  g l u co s e  s en s o r  ( 6 0℃ )  

 U n i t :μ A  



 
 

- 78 - 
 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 
 

0 0.1 0.25 0.5 1 2 3 6 12 18 24

0 0.30 0.43 0.43 0.47 0.60 0.83 0.87 1.43 1.93 1.97

5 2.60 2.96 2.85 2.77 2.88 3.01 2.86 1.90 2.40
20 11.2 12.1 11.7 11.3 10.1 9.7 8.6 5.2 2.5

glucose (mM)
storage (months)

Ta b l e  3 - 1 8  S t o r a ge  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  m u l t i - l a ye r ed  g l u co s e  s en s o r  ( 7 0℃ )  

 U n i t :μ A  



 
 

- 79 - 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

90 93 92 94 398 377 358 303

0 2.72 10.01

12 2.62 9.30
18 2.51 8.78
24 2.43 7.44

storage (months)
Blood glucose (mg/dL)

0

2

4

6

8

10

12

0 100 200 300 400 500

Ta b l e  3 - 1 9  S t o r a g e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  g l u co s e  s e n s o r  (  3 0℃ ) .  B l oo d  s a m p l e .  

 U n i t :μ A  

Blood g lucose (mg/dL)  

C
u

rr
en

t 
(μ

A
) 

F ig .3 -22 Storage  character ist i c  o f  g lucose  sensor  (30℃ )  
Whole  blood samples  were used.  (a )  ini t ial  response ,  (b )  12  
months,  ( c )  18 months,  (d)  24  months storage .   
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Fig .3 -23 Changes  in  enzyme activi ty  o f  the  glucose  sensor  
through the  storage  under  (a )60℃ , (b )70℃ .   

 Multi - layered glucose  sensors  were  used.  
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Fig .3 -24 Changes  in  blank response (glucose  0mg/dL)   
through the  storage .  

 (a )  normal ,  70℃ ,  (b )  normal ,  60℃ ,  
 ( c )  mult i - layered,  70℃ ,  (d )  mult i - layered,  60℃  
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Fig .3 -25 Changes  in  enzyme activi ty  o f  the  glucose  sensor  
through the  storage .  

 (a )mult i - layered,  60℃ ,  (b )multi - layered,  70℃ ,  
 ( c )normal ,  60℃ ,  (d )normal ,  70℃  
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3 . 4 小 括  

酵 素 に G l u c o se  o x id a s e を 用 い た グ ル コ ー ス セ ン サ に つ い て 、 長 期 の 保 存 特

性 に 関 す る デ ー タ を 取 る こ と が 出 来 た 。保 存 温 度 を - 1 5℃ か ら 7 0℃ ま で 設 定 し て

6 ヶ 月 間 の 特 性 変 化 を 見 る こ と に よ っ て 、 下 記 の こ と が 明 ら か と な っ た 。  

①  - 1 5℃ か ら 3 5℃ の 間 で は 、 6 ヶ 月 保 存 後 も 特 性 変 化 は み ら れ な い 。  

②  4 0℃ 以 上 の 保 存 で は 、ブ ラ ン ク 応 答 の 増 加 と 高 濃 度 域 の 応 答 低 下 が 見 ら れ

る 。  

③  ブ ラ ン ク 応 答 の 要 因 は フ ェ ロ シ ア ン 化 物 イ オ ン が 生 成 し て い る こ と 、高 濃

度 域 の 低 下 は G l u c o s e  o x id a s e の 酵 素 活 性 低 下 が 主 要 因 で あ る 。  

 

更 に 、通 常 の 試 薬 層 で は な く 、G lu c o s e  o x id a s e と フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム を 親

水 性 の 高 分 子 （ P V P） に よ っ て 分 離 さ せ た 試 薬 層 構 成 の セ ン サ を 作 製 し て 、 そ

の 保 存 特 性 を 評 価 し た 結 果 、 通 常 型 に 比 べ て 保 存 信 頼 性 が 大 き く 向 上 す る 結 果

が 得 ら れ た 。 ブ ラ ン ク 応 答 の 増 加 と 酵 素 活 性 の 低 下 と い っ た 問 題 が 、 G lu c o s e  

ox i d a s e と フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム を 分 離 し て 保 存 す る こ と で 改 善 す る 可 能 性

を 得 る こ と が 出 来 た 。  

 ま だ 、 特 性 低 下 の 明 確 な メ カ ニ ズ ム 特 定 に は 至 っ て い な い が 、 上 記 の 知 見 を

基 に し て 更 な る 研 究 が 進 む こ と を 期 待 す る 。  
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第 4 章  食 品 分 析 用 バ イ オ セ ン サ  

4 .1 緒 言  

 現 在 、 多 く の 食 品 が 栽 培 ・ 加 工 ・ 製 造 さ れ 、 消 費 者 は 自 分 の 嗜 好 や 必 要 性

に 応 じ て 適 宜 選 択 を し て い る 。 食 品 成 分 の 分 析 は 、 栽 培 、 食 品 加 工 ・ 流 通 ・

販 売 に 関 わ る 業 者 が 、 品 質 の 向 上 、 ブ ラ ン ド 力 強 化 な ど に 取 り 組 む 場 合 に 、

非 常 に 重 要 な 手 段 と な っ て い る 。 ま た 、 時 代 を 反 映 す る よ う に 急 増 す る 生 活

習 慣 病 の 中 に は 、治 療 プ ロ セ ス の 一 部 に 食 事 制 限 が 含 ま れ る 場 合 も 多 く あ り 、

消 費 者 の 毎 日 摂 取 す る 食 品 に つ い て 情 報 を 得 る 需 要 は 高 ま っ て い る 。  

 こ こ で は 、 筆 者 が 主 に 臨 床 分 析 目 的 に 取 り 組 ん で き た バ イ オ セ ン サ 技 術 を

ベ ー ス に し て 、 酵 素 の 持 つ 高 い 選 択 性 を 活 か し 、 食 品 中 の 成 分 を 簡 易 な 操 作

で 測 定 で き る 食 品 分 析 用 バ イ オ セ ン サ の 概 要 と 特 性 、 実 際 の 食 品 分 析 に 適 用

し た 結 果 等 に つ い て 示 す 。  

 食 品 成 分 の 分 析 手 法 と し て は 、 従 来 か ら 種 々 の 方 法 が 研 究 さ れ 実 用 化 さ れ

て い る 。 一 例 と し て 糖 類 の 定 量 分 析 法 に つ い て 取 り 上 げ る と 、 物 理 的 な 方 法

と し て は 、 旋 光 度 計 測 、 化 学 的 手 法 と し て 比 色 法 、 還 元 滴 定 法 、 酵 素 法 、 ク

ロ マ ト グ ラ フ （ ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ： GC、 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ：

HPLC） な ど が あ る 。 各 測 定 法 そ れ ぞ れ に 利 点 が あ る 一 方 で 、 選 択 性 の 不 十

分 さ や 測 定 操 作 の 煩 雑 さ 、 測 定 に 要 す る 時 間 の 長 さ 、 機 器 の 導 入 か ら 維 持 管

理 費 の 点 と い っ た 課 題 も 有 す る 場 合 も 多 い 。  

 第 2 章 で 取 り 上 げ た 、ワ ン シ ョ ッ ト タ イ プ（ 使 い 捨 て 型 ）の バ イ オ セ ン サ

は 、 酵 素 反 応 と 電 気 化 学 反 応 を 組 み 合 わ せ た 分 析 法 で あ る 。 酵 素 の 持 つ 高 い

基 質 選 択 機 能 を 活 用 す る こ と に よ っ て 、 多 く の 成 分 が 混 在 す る 試 料 液 や 、 濁

っ た 試 料 液 で あ っ て も 特 定 成 分 の 定 量 が 容 易 に 可 能 で あ り 、さ ら に D 体 や L

体 と い っ た 光 学 異 性 体 の 判 別 も 容 易 で あ る 場 合 が 多 い 。 ま た 、 電 気 化 学 測 定

技 術 を ベ ー ス に し て い る た め に 、 分 光 学 的 な 方 法 の 場 合 に 問 題 と な り や す い

試 料 液 が 着 色 し て い た り 、 懸 濁 し て い る 場 合 に お い て も 優 位 性 が あ る と 考 え
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ら れ 、 本 分 析 分 野 に お い て 期 待 さ れ る 技 術 と い え る 。 筆 者 が 研 究 の 過 程 で 試

作 し た セ ン サ と 測 定 器 を 図 4 -1 に 示 し た 。 図 4 -1 (b )は セ ン サ を 装 着 し た 測 定

器 の 外 観 で あ る 。 本 測 定 器 は 電 池 駆 動 に よ り 持 ち 運 び 可 能 な 軽 量 小 型 の も の

で あ る 。 セ ン サ は 測 定 器 の コ ネ ク タ 部 に 差 し 込 ん で 使 用 す る 。 測 定 結 果 は 液

晶 画 面 に 表 示 さ れ る 。  

こ こ で は 食 品 分 析 へ の 応 用 の 一 例 と し て 、 ス ク ロ ー ス セ ン サ を 作 製 ・ 評 価

し た 結 果 に つ い て 報 告 す る 。 ス ク ロ ー ス セ ン サ の 基 本 特 性 と 共 に 、 ス ク ロ ー

ス と グ ル コ ー ス の 2 成 分 定 量 や 、果 汁 中 の 糖 分 分 析 結 果 、更 に は セ ン サ の 長

期 保 存 特 性 に つ い て 明 ら か に し 、 今 後 の 課 題 を 含 め て 検 討 し た 。  

 

 

 

  

 

 

 

 Fig .4 -1  Biosensor  for food analysis .  (a )  sensors ,  (b )  meter  
and sensor.  

(b) (a) 
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4 .2 試 薬 と 実 験 方 法  

 

 4 .2 .1 試 薬  

Gl ucos e  ox id as e (GOx、G-6125、23U /mg、G-7773、25kU /g、EC  1 .1 .3 .4  f rom 

Aspergi l lus  n i ger )は Si gma  Ald r i ch 社 よ り 購 入 し て 使 用 し た 。  

ス ク ロ ー ス 加 水 分 解 酵 素 と し て β -F ruc to furanos id ase （ Inver tas e 、

#104922、490U /mg、EC 3 .2 .1 .26   f r om Yeas t  (Saccharomyces  ce revi s i ae )）

は 、 ベ ー リ ン ガ ー ・ マ ン ハ イ ム 社 （ 現 在 の ロ シ ュ ・ ダ イ ア グ ノ ス テ ィ ッ ク ス

社 ） よ り 購 入 し て 使 用 し た 。  

グ ル コ ー ス 異 性 化 酵 素 と し て A ld ose  1 -ep imeras e（ Mutaro tase、M-9776、

2 ,300  U /mg、M-4286、250  U /mg、EC  5 .1 .3 .3、  f r om P orc i ne  Kidney）は 、

Si gma  Ald r i ch 社 よ り 購 入 し て 使 用 し た 。  

Po tass i um F err i cyanide  (K3Fe (CN )6：試 薬 特 級 )は ナ カ ラ イ テ ス ク 株 式 会

社 よ り 購 入 し て 使 用 し た 。 Carboxymeth yl ce l l u l ose  s od ium sa l t  (C MC、 セ

ロ ゲ ン E P)  は 、 第 一 工 業 製 薬 株 式 会 社 か ら 購 入 し て 使 用 し た 。  

リ ン 酸 緩 衝 液 は 、 り ん 酸 二 水 素 カ リ ウ ム （ 試 薬 一 級 、 ナ カ ラ イ テ ス ク 株 式

会 社 ）、り ん 酸 水 素 二 カ リ ウ ム（ 試 薬 特 級 、ナ カ ラ イ テ ス ク 株 式 会 社 ）を 脱 イ

オ ン 水 に 溶 解 し て 0 .2M 溶 液 を 調 製 後 、 こ れ ら を 混 ぜ る こ と に よ っ て 目 的 の

pH 値 に な る よ う に 調 製 し た 。  

広 域 緩 衝 液 と し て M cI lva i ne の 緩 衝 液 は 、り ん 酸 二 水 素 ナ ト リ ウ ム（ 試 薬

特 級 、 ナ カ ラ イ テ ス ク 株 式 会 社 ） の 0 .2 水 溶 液 と 、 ク エ ン 酸 一 水 和 物 （ 試 薬

特 級 、 ナ カ ラ イ テ ス ク 株 式 会 社 ） の 0 .1M 水 溶 液 を 脱 イ オ ン 水 を 用 い て 調 製

し 、 こ れ ら を 適 当 に 混 合 さ せ る こ と に よ っ て 目 的 の pH 値 に な る よ う に 調 製

し た 。  

 

4 .2 .2 セ ン サ の 作 製 方 法  



 
 

- 87 - 
 

 ま ず 、 セ ン サ の 構 成 及 び 作 製 方 法 に つ い て 説 明 す る 。 図 4 -2 は バ イ オ セ ン

サ の 分 解 構 造 図 で あ る 。 セ ン サ は 、 ポ リ エ チ レ ン テ レ フ タ レ ー ト (PET )製 の

電 極 基 板 と 試 薬 層 と PET 製 の ス ペ ー サ と カ バ ー か ら 構 成 さ れ る 。電 極 基 板 上

に は 、 ス ク リ ー ン 印 刷 法 を 用 い て 以 下 の 手 順 で 電 極 系 を 作 製 し た 。 銀 ペ ー ス

ト を 用 い て 2 本 の リ ー ド パ タ ー ン を 印 刷 し て 温 風 乾 燥 機 中 で 乾 燥 さ せ て リ ー

ド 部 分 を 作 製 し た 。 次 に カ ー ボ ン ペ ー ス ト を 用 い て 作 用 極 パ タ ー ン を 印 刷 し

て 温 風 乾 燥 機 中 で 乾 燥 さ せ て 作 用 極 部 を 作 製 し た 。 次 に レ ジ ス ト ペ ー ス ト を

用 い て 作 用 極 の 面 積 を 一 定 に し 、 リ ー ド や 作 用 極 の 不 要 部 分 を 覆 い 被 せ る よ

う な パ タ ー ン を 印 刷 、 乾 燥 さ せ て レ ジ ス ト 層 を 作 製 し た 。 最 後 に カ ー ボ ン ペ

ー ス ト を 用 い て 対 極 パ タ ー ン を 印 刷 、 乾 燥 さ せ て 対 極 部 を 作 製 し た 。 こ の よ

う に し て 作 製 し た 電 極 系 は 、 エ イ ジ ン グ 処 理 の た め に 、 清 浄 か つ 乾 燥 し た 不

織 布 を 用 い て 軽 く 表 面 を 研 磨 し 、 更 に 常 圧 空 気 中 で 熱 処 理 （ 100℃ ×4 時 間 ）

を 施 し た も の を 使 用 し た 。 作 製 し た 電 極 系 の 作 用 極 面 積 は 1 . 0 平 方 ミ リ メ ー

ト ル 、 対 極 面 積 は 7 . 6 平 方 ミ リ メ ー ト ル と し た 。  

 次 に 試 薬 層 の 作 製 方 法 に つ い て ス ク ロ ー ス セ ン サ を 例 に と っ て 説 明 す る 。

ま ず 、 0 .5 重 量 ％ の CMC 水 溶 液 5μ L を 測 定 極 か ら 対 極 ま で 拡 が る 様 に 滴 下

し 、 50℃ の 恒 温 乾 燥 機 中 で 30 分 間 乾 燥 さ せ て CMC 層 を 作 製 し た 。 続 い て 、

Gl ucos e  ox id as e と Mutaro tas e と Inver tas e と フ ェ リ シ ア ン 化 カ リ ウ ム を

0 .2M リ ン 酸 緩 衝 液 （ p H： 5 .6～ 7 .4）に 溶 解 さ せ た 水 溶 液 5μ L を C MC 層 上

へ 滴 下 し て 50℃ の 恒 温 乾 燥 機 中 で 30 分 間 乾 燥 さ せ て 試 薬 層 を 作 製 し た 。 さ

ら に 、厚 み 300μ ｍ の PET 製 ス ペ ー サ を 両 面 テ ー プ を 用 い て 電 極 基 板 上 へ 貼

り 付 け 、そ の 上 か ら 厚 み 100μ m の PE T 製 カ バ ー を 両 面 テ ー プ で 貼 り 付 け る

こ と に よ っ て 、 ス ク ロ ー ス セ ン サ を 作 製 し た 。  
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ox idase ,  potassium ferr i cyanide and carboxymethyl  
cel lulose.  

spacer  



 
 

- 89 - 
 

4 .2 .3 セ ン サ の 測 定 原 理  

 ス ク ロ ー ス セ ン サ の 測 定 原 理 に つ い て 次 式 (1 )～ (4 )に 示 す 。  

＜ Inver tase＞  

  Sucrose   →    α -G lucose  ＋  F ructos e        ( 4 -a )  

 

＜ Mutarotase＞  

  α -G lucose   →    β -Gl ucos e              (4 -b )  

  

＜ Gl ucos e  ox idase＞  

  β -G lucose  2F e (CN ) 6 3 -  +  H2 O  →  

 Gl ucon ic  a c id  +  2H +  +  2Fe (C N) 6 4 -      ( 4 - c )  

 

Fe (CN )6 4 - →  Fe(CN) 6 4 - + e -               ( 4 -d )  

 

          ＜ ＞ 内 は 、 直 下 の 反 応 を 触 媒 す る 酵 素 で あ る 。  

 

試 料 液 中 の ス ク ロ ー ス は In ver tase に よ っ て 加 水 分 解 さ れ 、 (4 -a )式 に 従 っ

て α -グ ル コ ー ス と フ ル ク ト ー ス が 生 じ る 。さ ら に こ の α -グ ル コ ー ス か ら β -

グ ル コ ー ス へ の 異 性 化 を Mutaro tas e に よ っ て 促 進 さ せ る（ ( 4 -b )式 ）。次 に β

-グ ル コ ー ス を Glucose  ox idas e に よ っ て 酸 化 さ せ る 際 に フ ェ リ シ ア ン 化 物 イ

オ ン を 共 存 さ せ る と 、β -グ ル コ ー ス 量 に 比 例 し た フ ェ ロ シ ア ン 化 物 イ オ ン が

生 成 す る た め （ ( 4 - c )式 ）、 こ の フ ェ ロ シ ア ン 化 物 イ オ ン を 電 極 で 電 解 酸 化 さ

せ る と 、 (4 -d )式 に 基 づ く 酸 化 電 流 値 を 得 る こ と が 出 来 る 。こ の 電 流 値 に よ り

基 質 で あ る ス ク ロ ー ス の 濃 度 が 定 量 可 能 で あ る (図 4 -3 )。  
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Fig .4 -3  Reaction scheme of  sucrose  sensor.   
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4 .3 結 果 と 考 察  

 

4 .3 .1 p H に よ る 影 響 評 価 と 緩 衝 塩 添 加 効 果 の 検 討  

 果 汁 中 な ど に 含 ま れ る ス ク ロ ー ス を 定 量 す る 場 合 に は 、 含 ま れ る 有 機 酸 に

よ っ て 試 料 液 が 酸 性 で あ る こ と が 多 い 。 従 っ て 果 汁 中 の 糖 類 分 析 の た め に は

低 い p H 領 域 で 作 用 す る ス ク ロ ー ス セ ン サ が 必 要 で あ る 。  

 そ こ で ま ず 試 薬 層 中 に 緩 衝 性 の 塩 を 含 ま な い ス ク ロ ー ス セ ン サ に つ い て 、

試 料 液 の pH 依 存 性 に 関 す る 評 価 を 行 っ た 。 結 果 を 図 4 -4 と 表 4 -1 に 示 す 。

試 料 液 の p H は 、広 域 緩 衝 液 で あ る McI lva ine の 緩 衝 液 (0 .1M ク エ ン 酸 、0 .2M

リ ン 酸 水 素 二 ナ ト リ ウ ム )に よ り 、 3 か ら 7 に コ ン ト ロ ー ル し 、 測 定 時 間 は 3

分 と し た 。 試 料 液 の p H が 4 以 下 で は ス ク ロ ー ス 濃 度 が 増 加 し て も 応 答 電 流

値 の 増 加 は 極 め て 少 な く p H5 か ら 6 以 上 で 応 答 電 流 値 の 増 加 が 認 め ら れ た 。

pH7 で 最 も 高 い 電 流 値 が 得 ら れ た が 、ス ク ロ ー ス 30mM 以 上 の 試 料 液 に 対 し

て は 十 分 な 応 答 が 得 ら れ な か っ た 。  

こ の 原 因 を 特 定 す る た め に 、ス ク ロ ー ス セ ン サ に 用 い る 3 種 類 の 酵 素 に つ

い て 酵 素 活 性 の p H 依 存 性 を 調 べ た 。結 果 を 図 4 -5 に 示 す 。G lucos e  ox i das e、

Mutaro tas e、 Inver tase の p H 依 存 性 は そ れ ぞ れ 異 な り 、例 え ば p H4 付 近 で

は Inver tase と Glucose  ox id ase の 酵 素 活 性 は 維 持 さ れ て い る が 、Mutaro tas e

は ほ と ん ど 酵 素 と し て の 機 能 を 発 現 し て い な い こ と が 分 か る 。 酸 性 領 域 で ス

ク ロ ー ス セ ン サ の 応 答 電 流 値 が 低 下 し た 主 な 原 因 は 、 こ の 酵 素 活 性 の 低 下 で

あ る と い う 仮 説 の 基 で 、 次 の 実 験 を 行 っ た 。  

ス ク ロ ー ス セ ン サ 試 薬 層 を 作 製 す る 時 に 、 リ ン 酸 緩 衝 液 （ 0 . 2M～ 0 .8M、

pH7 .4） を 用 い る こ と に よ っ て 、 試 薬 層 中 に 緩 衝 性 の 塩 を 含 有 さ せ た 。 緩 衝

塩 の 含 有 量 は 4 種 類 と し て 、そ の 傾 向 が 分 か る よ う に し た 。本 ス ク ロ ー ス セ

ン サ に つ い て 試 料 液 p H 依 存 性 を 評 価 し た 結 果 を 、 図 4 -6 か ら 図 4 -9 と 、 表

4-2 か ら 表 4 -5 に そ れ ぞ れ 示 す 。  
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試 薬 層 中 に リ ン 酸 緩 衝 塩 を 含 ま せ る こ と に よ っ て ス ク ロ ー ス 濃 度 に 依 存 し

た 応 答 電 流 値 の 増 加 傾 向 が 認 め ら れ た 。 0 .2M リ ン 酸 緩 衝 液 を 用 い て 作 製 し

た セ ン サ で は 、試 料 液 p H の 値 に よ っ て 応 答 値 が 変 化 し た（ 図 4 -6、表 4 -2）。

ス ク ロ ー ス 濃 度 と p H 値 の 2 つ の 因 子 に よ っ て セ ン サ 応 答 電 流 値 が 変 化 す る

た め 、 セ ン サ の 特 性 と し て は 不 十 分 と 考 え ら れ る 。 添 加 す る リ ン 酸 緩 衝 塩 の

量 を 更 に 増 や す と こ の 傾 向 は 緩 和 さ れ 、 0 .6M リ ン 酸 緩 衝 液 を 用 い て 作 製 し

た ス ク ロ ー ス セ ン サ で は 、 試 料 液 pH に 依 存 し な い 応 答 特 性 が 得 ら れ る こ と

が 分 か っ た （ 図 4 -8、 表 4 -4）。  

試 薬 層 中 に 担 持 し た リ ン 酸 緩 衝 塩 の p H 緩 衝 作 用 に よ っ て 、 用 い る 3 種 類

の 酵 素 が 全 て 酵 素 活 性 を 発 現 可 能 な p H 領 域 で あ る pH7 近 辺 （ 図 4 -5） に 制

御 出 来 た こ と に よ る 。 以 上 の 結 果 よ り 、 セ ン サ の 試 薬 層 を 作 製 す る 際 に 緩 衝

液 と し て 用 い た リ ン 酸 塩 が 試 料 液 pH の 影 響 緩 和 に 効 果 的 で あ る こ と が 分 か

っ た 。  
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Fig .4 -4  Influence  o f  sample f luids  pH on sucrose sensor  
without phosphate buf fer  sal ts  in the reagent layer.  
Sucrose  (a )40mM, (b )30mM, (c )20mM, (d)10mM. Sample  
f lu id  pH was control led with  McIlvaine buf fer (pH 3-7 ) .  
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Tabl e  4 -1  In f luence  o f  samp le  f lu ids  p H on  s ucrose  sens or  wi th out  

phosp hate  bu f f e r  s a l ts  in  the  reac t ion  layer.  

 
 

 
Tabl e  4 -2  In f luence  o f  s amp le  f lu ids  p H on  s ucrose  sens or  wi th  

0 .2M phosph ate  bu f f er  sa l t s  i n  th e  reac t i on  l ayer.  

 
 

 
Tabl e  4 -3  In f luence  o f  samp le  f lu ids  p H on  s ucrose  sens or  wi th  

0 .4M phosph ate  bu f f er  sa l t s  i n  th e  reac t i on  l ayer.  

 

3 4 5 6 7

10 0.75 0.94 1.60 5.17 8.97

20 1.10 1.41 2.81 8.67 20.8
30 1.60 2.27 4.10 11.7 23.4
40 1.99 2.67 4.97 13.6 24.8

pH
sucrose (mM)

3 4 5 6 7

10 4.10 7.43 8.73 8.67 8.93

20 7.57 13.5 16.0 16.4 17.6
30 11.2 17.8 22.3 22.8 24.1
40 13.1 21.9 27.7 29.3 31.3

pH
sucrose (mM)

3 4 5 6 7

10 8.07 7.93 8.77 8.60 7.83

20 15.4 15.3 16.4 16.5 16.5
30 22.0 24.5 24.6 24.1 26.7
40 27.1 31.1 31.0 31.7 28.7

pH
sucrose (mM)



 
 

- 96 - 
 

 

 

 

 
Tabl e  4 -4  In f luence  o f  s amp le  f lu ids  p H on  s ucrose  sens or  wi th  

0 .6M phosph ate  bu f f er  sa l t s  i n  th e  reac t i on  l ayer.  

 
 

 
Tabl e  4 -5  In f luence  o f  samp le  f lu ids  p H on  s ucrose  sens or  wi th  

0 .8M phosph ate  bu f f er  sa l t s  i n  th e  reac t i on  l ayer.  

 
 

3 4 5 6 7

10 8.57 8.53 8.27 8.20 7.93

20 16.8 16.6 16.2 15.5 15.1
30 23.0 23.3 23.1 22.6 21.4
40 29.4 30.7 30.8 29.6 27.7

sucrose (mM)
pH

3 4 5 6 7

10 9.10 7.27 7.47 7.77 7.53

20 14.4 14.3 13.8 14.4 14.3
30 22.0 21.9 20.2 20.6 20.1
40 28.5 27.0 25.6 25.9 23.9

sucrose (mM)
pH
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Fig .4 -6  Influence  o f  sample f luids  pH on sucrose sensor  
with 0 .2M phosphate  buf fer  sa lts  in the  reagent  layer.  
Sucrose  (a )40mM, (b )30mM, (c )20mM, (d)10mM. Sample  
f lu id  pH was control led with  McIlvaine buf fer (pH 3-7 ) .  
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Fig .4 -7  Influence  o f  sample f luids  pH on sucrose sensor  
with 0 .4M phosphate  buf fer  sa lts  in the  reagent  layer.  
Sucrose  (a )40mM, (b )30mM, (c )20mM, (d)10mM. Sample  
f lu id  pH was control led with  McIlvaine buf fer (pH 3-7 ) .  
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Fig .4 -8  Influence  o f  sample f luids  pH on sucrose sensor  
with 0 .6M phosphate  buf fer  sa lts  in the  reagent  layer.  
Sucrose  (a )40mM, (b )30mM, (c )20mM, (d)10mM. Sample  
f lu id  pH was control led with  McIlvaine buf fer (pH 3-7 ) .  
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Fig .4 -9  Influence  o f  sample f luids  pH on sucrose sensor  
with 0 .8M phosphate  buf fer  sa lts  in the  reagent  layer.  
Sucrose  (a )40mM, (b )30mM, (c )20mM, (d)10mM. Sample  
f lu id  pH was control led with  McIlvaine buf fer (pH 3-7 ) .  
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4 .3 .2 ス ク ロ ー ス と グ ル コ ー ス の 同 時 測 定 の 検 討  

本 反 応 系 で は 、 図 4 - 3 か ら 明 ら か な よ う に 、 ス ク ロ ー ス の 定 量 測 定 に 際 し

て 共 存 す る グ ル コ ー ス の 影 響 を 受 け る こ と が 予 測 さ れ る 。 本 セ ン サ の 反 応 過

程 に お い て 生 成 し た β -グ ル コ ー ス は Gl ucose  ox idase に よ っ て 酸 化 反 応 を 受

け る が 、 試 料 液 中 に 予 め 含 ま れ る β -グ ル コ ー ス も ま た 、 Gl ucose  ox id as e に

よ る 酸 化 反 応 を 受 け る た め で あ る 。 最 終 的 な 応 答 電 流 か ら 両 者 を 区 別 す る こ

と は 原 理 的 に は 難 し い 。  

そ こ で 、 グ ル コ ー ス と ス ク ロ ー ス の 混 合 水 溶 液 に 対 す る 応 答 特 性 を 評 価 し

た 。 結 果 を 図 4 -10 に 示 す 。 グ ル コ ー ス お よ び ス ク ロ ー ス の 双 方 が 40mM 程

度 ま で の 直 線 性 を 得 ら れ る よ う に 、測 定 時 間 は 3 分 と し た 。ま ず 、グ ル コ ー

ス を 含 ま な い ス ク ロ ー ス だ け の 試 料 液 で は 、 図 4 -10 (d )の 結 果 が 得 ら れ た 。

こ れ ら 試 料 液 へ グ ル コ ー ス の 最 終 濃 度 が 10mM に な る よ う に し て 添 加 し 、調

製 し た ス ク ロ ー ス と グ ル コ ー ス の 混 合 水 溶 液 に 対 す る 応 答 特 性 を 評 価 し た 結

果 、 先 の (d )が 平 行 移 動 し た よ う な 特 性 （ 図 4 -10 (c )） が 得 ら れ た 。 更 に 添 加

す る グ ル コ ー ス 量 を 、 30mM、 50mM と 増 や す に 従 っ て 、 応 答 性 は 同 様 の 増

加 傾 向 を 示 し た （ 図 4 -10 (b )お よ び (a )）。  

共 存 す る グ ル コ ー ス は 、 そ の 濃 度 に 応 じ て 直 線 的 な 応 答 増 加 を 示 す こ と よ

り 、 ス ク ロ ー ス セ ン サ に 加 え て 、 グ ル コ ー ス セ ン サ を 併 用 し 、 そ の 応 答 電 流

値 の 差 を 取 る こ と に よ っ て 、 ス ク ロ ー ス 濃 度 を 高 精 度 に 定 量 す る こ と の 可 能

性 が 得 ら れ た 。  
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Fig .4 -10 Response  o f  sucrose  sensor,  obtained with mixed 
sample  solution o f  sucrose  and glucose .  (a )  50mM glucose ,  (b )  
30mM glucose ,  ( c )  10mM glucose  were  added to  sucrose 
samples,  (d)  wi thout glucose .  Measurement  t ime was 3min.  
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次 に 、 別 の 視 点 で グ ル コ ー ス と ス ク ロ ー ス の 同 時 定 量 を 可 能 と す る 仮 説 を

立 て て 実 証 し た 結 果 を 図 4 -11 に 示 す 。今 ま で 示 し た デ ー タ と 大 き く 異 な る の

は 、 そ の 反 応 時 間 で あ る 。 グ ル コ ー ス お よ び ス ク ロ ー ス を 、 そ れ ぞ れ 別 に ス

ク ロ ー ス セ ン サ に 供 給 後 、10 秒 後 に 電 極 間 に 電 圧 を 印 加 し 、さ ら に 5 秒 後 の

電 流 値 を 計 測 し た 。  

図 4 -11 (a )は グ ル コ ー ス 試 料 液 に 対 す る ス ク ロ ー ス セ ン サ の 応 答 電 流 で あ

る 。試 料 液 中 の グ ル コ ー ス は 、セ ン サ 試 薬 層 中 の Glucose  ox idas e と 反 応 し 、

濃 度 依 存 的 な 電 流 増 加 を 示 し た 。一 方 、図 4 -11 (a )は ス ク ロ ー ス 試 料 液 に 対 す

る ス ク ロ ー ス セ ン サ の 応 答 電 流 で あ る 。 ス ク ロ ー ス は 、 In ver tas e と

Mutaro tas e、 2 つ の 酵 素 反 応 を 経 た 結 果 と し て β -グ ル コ ー ス が 生 成 さ れ る

（ 図 4 -3）が 、 10 秒 間 で は こ の 2 つ の 酵 素 反 応 が 十 分 に 進 ん で い な い こ と が

考 え ら れ る 。  

こ の 結 果 よ り 、 グ ル コ ー ス と ス ク ロ ー ス の 混 合 試 料 液 に 対 し て 、 ま ず 10

秒 後 に １ 回 目 の 電 圧 印 加 と 電 流（ i1）計 測 を 実 施 し 、さ ら に 3 分 後 に 2 回 目

の 電 圧 印 加 と 電 流 （ i2） 計 測 を 実 施 す る こ と で 、 複 数 の セ ン サ を 用 い る こ と

な く 、 2 成 分 （ グ ル コ ー ス と ス ク ロ ー ス ） の 同 時 定 量 が 可 能 で あ る こ と が 示

唆 さ れ た 。 図 4 -11 か ら 明 ら か な よ う に 、 電 流 i1 か ら グ ル コ ー ス 濃 度 を 定 量

す る こ と が 可 能 で あ る 。 ま た 、 図 4 -10 よ り 、 電 流 i2 か ら グ ル コ ー ス と ス ク

ロ ー ス の 和 を 知 る こ と が 可 能 な た め 、 電 流 i1 よ り グ ル コ ー ス 濃 度 を 、 電 流

i1 と i2 の 差 よ り ス ク ロ ー ス 濃 度 を 得 ら れ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 実 際 に 測 定

を し た と こ ろ 、 ス ク ロ ー ス 濃 度 の 算 出 に 少 し 係 数 を か け る こ と が 必 要 で は あ

る が 、 狙 い 通 り の 結 果 が 得 ら れ た 。  
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Fig .4 -11  Response  o f  sucrose  sensor.  Substrates  were  (a )  
g lucose and (b )  sucrose .  Measurement  t ime was 10sec .  
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4 .3 .3 果 汁 成 分 の 分 析 結 果  

 実 際 の 食 品 分 析 に 適 用 し た 例 と し て 、 果 汁 に 含 ま れ る ス ク ロ ー ス と グ ル コ

ー ス に つ い て 測 定 を 行 い 、 高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ H PLC： Hi gh  

Per fo rmance  L i quid  Chromatograp hy） と 比 較 し た 結 果 を 表 4 -6 に 示 す 。 用

い た 試 料 溶 液 は 市 販 さ れ て い る 果 実 （ メ ロ ン 、 す い か 、 り ん ご 、 グ レ ー プ フ

ル ー ツ 、 温 州 み か ん 、 パ イ ナ ッ プ ル 、 キ ウ イ 、 ぶ ど う ） を 搾 っ て 得 ら れ た 果

汁 液 を 、 脱 イ オ ン 水 で 10 倍 に 希 釈 し て 調 製 し た 。 全 て の 果 実 に つ い て 、 外

皮 を 除 い た 後 に 速 や か に 果 汁 を 搾 取 し た 。  

 グ ル コ ー ス セ ン サ は ス ク ロ ー ス セ ン サ の う ち Inver tase を 除 い て 、 ス ク ロ

ー ス セ ン サ と 同 様 の 手 順 で 作 製 し た 。 ス ク ロ ー ス と グ ル コ ー ス を 共 に 含 む 試

料 液 に 対 す る ス ク ロ ー ス セ ン サ の 応 答 は 、 前 述 し た よ う に ス ク ロ ー ス と グ ル

コ ー ス 濃 度 の 和 に 比 例 す る た め 、 ス ク ロ ー ス セ ン サ と グ ル コ ー ス セ ン サ の 応

答 電 流 値 の 差 よ り ス ク ロ ー ス 濃 度 を 算 出 し た 。  

 全 体 的 に 、セ ン サ に 基 づ く 定 量 値 の 方 が HPLC に 比 べ て や や 低 い 傾 向 が 見

ら れ た が 、 こ れ は 各 糖 成 分 （ ス ク ロ ー ス 、 グ ル コ ー ス ） の 定 量 に 用 い た 検 量

線 を 、 ス ク ロ ー ス お よ び グ ル コ ー ス の 水 溶 液 に よ っ て 作 成 し た こ と が 原 因 と

考 え ら れ る 。 図 4 -12 に は ス ク ロ ー ス セ ン サ と HPLC の 結 果 を 比 較 し た グ ラ

フ を 示 し た 。相 関 係 数 0 .99 と 良 い 直 線 性 を 示 し て お り 、検 量 線 の 修 正 に よ っ

て 、 定 量 の 精 度 は 更 に 高 め ら れ る こ と が 分 か っ た 。  
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sensor HPLC sensor HPLC

melon 2.9 1.7 20.7 26.2

watermelon 4.8 5.3 14.2 18.6

apple 13.9 15.8 4.1 5.0

grapefruit 14.8 15.8 9.5 10.5

orange 17.9 20.1 13.1 16.2

pineapple 22.1 25.1 14.9 20.0

kiwifruit 28.4 30.1 3.6 4.9

grape 41.9 47.9 0.0 0.6

Glucose (mM) Sucrose (mM)
Fruits

Samples are diluted with distilled water (×10)

Table  4-6  Correla t ion  between biosensor  and HPLC.  
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Fig .4 -12 Corre lat ion between b iosensor  and re ference  method 

(HPLC:  High performance  l iquid chromatography).  Samples  

were  di luted with dist i l l ed  water  (×10) .  
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4 .3 .4 ス ク ロ ー ス セ ン サ の 保 存 特 性  

 本 研 究 で 設 計 、 試 作 し た ス ク ロ ー ス セ ン サ の 保 存 信 頼 性 に つ い て 評 価 を 行

っ た 。  

 

4 .3 .4 .1 実 験 方 法  

ス ク ロ ー ス セ ン サ は 一 度 使 う と 再 使 用 が 出 来 な い 「 使 い 捨 て 型 （ ワ ン シ ョ

ッ ト タ イ プ ）」の 設 計 で あ る た め 、予 め 評 価 に 使 う 全 個 数 の ス ク ロ ー ス セ ン サ

を 試 作 し 、 初 期 特 性 を 評 価 し た 後 に 、 一 定 の 温 度 環 境 下 に お い て 保 存 し た 後

に 特 性 を 評 価 し た 。  

評 価 に 用 い た ス ク ロ ー ス セ ン サ は 、 試 薬 層 中 に 含 ま せ る リ ン 酸 緩 衝 剤 の 量

を 通 常 の 0 .2M リ ン 酸 緩 衝 液 4μ L を 用 い て 作 製 し た も の と 、３ 倍 濃 度（ 0 .6M）

リ ン 酸 緩 衝 液 4μ L を 用 い て 作 製 し た も の の ２ 種 類 を 用 意 し た 。 試 薬 層 に 含

ま せ る リ ン 酸 緩 衝 塩 の 量 を 変 え る こ と に よ っ て 、 リ ン 酸 緩 衝 塩 が 試 薬 の 変

質 ・ 変 性 に 与 え る 影 響 の 有 無 と そ の メ カ ニ ズ ム に 関 し て 考 察 す る こ と を 狙 い

と し た 。  

特 性 の 評 価 は 、 0～ 50mM に 調 整 し た 6 種 類 濃 度 の ス ク ロ ー ス 水 溶 液 を 用

い て 得 ら れ た セ ン サ 応 答 電 流 値 （ μ A） を 測 定 し て 実 施 し た 。 ス ク ロ ー ス セ

ン サ を 一 定 期 間 保 存 し た 後 の 評 価 に 用 い た ス ク ロ ー ス 水 溶 液 は 、評 価 の 都 度 、

新 し い も の を 調 製 し て 用 い た 。  

保 存 環 境 条 件 に つ い て 以 下 に 説 明 す る 。 ス ク ロ ー ス セ ン サ を 乾 燥 剤 と 共 に

ポ リ エ チ レ ン 製 の 小 袋 に 入 れ て 密 封 し 、 紫 外 線 の 影 響 を 避 け る た め に 褐 色 の

ガ ラ ス 瓶 に 入 れ て 密 閉 し 、各 評 価 温 度（ 30℃ 、 40℃ 、 50℃ ）に 設 定 し た 送 風

型 定 温 恒 温 器 中 に 保 存 し た 。 乾 燥 剤 と し て は 、 粒 状 シ リ カ ゲ ル を 予 め 100℃

で 1 時 間 加 熱 し て 水 分 を 除 去 し た も の を 室 温 ま で 戻 し て か ら 用 い た 。測 定 評

価 実 験 は 25℃ の 環 境 下 で 実 施 し た 。  
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4 .3 .4 .2 結 果 と 考 察  

ま ず 始 め に 試 薬 層 に 含 む リ ン 酸 緩 衝 塩 を 0 .2M 溶 液 で 作 製 し た ス ク ロ ー ス

セ ン サ の 保 存 特 性 に つ い て 、 表 4 -7 か ら 表 4 -9 と 、 図 4-13 か ら 図 4 -15 に 示

す 。 30℃ 保 存 で は 、 30 日 後 で ス ク ロ ー ス 40mM 以 下 で は 変 化 は 見 ら れ な か

っ た 。60 日 後 に は ス ク ロ ー ス 40mM の 応 答 値 に 僅 か な 低 下 傾 向 が 見 ら れ た 。

50mM に つ い て も 保 存 開 始 10 日 過 ぎ く ら い か ら 応 答 値 が 少 し ず つ 低 下 す る

傾 向 が み ら れ た が 、 そ れ ほ ど 大 き な 特 性 変 化 と は 言 え な か っ た （ 表 4 -7、 図

4-13）。 保 存 温 度 の 上 昇 に 伴 っ て 応 答 低 下 の 傾 向 が 認 め ら れ る が 、 主 と し て

ス ク ロ ー ス 30mM 以 上 の 試 料 液 に 対 し て で あ り 、ス ク ロ ー ス 20mM 以 下 で は

60 日 ま で ほ と ん ど 変 化 は 認 め ら れ な か っ た （ 表 4 -8 ,4 -9、 図 4 -14 ,4 -15）。  

次 に 、 試 薬 層 に 含 む リ ン 酸 緩 衝 塩 を 0 .6M 溶 液 で 作 製 し た ス ク ロ ー ス セ ン

サ の 保 存 特 性 に つ い て 、 表 4 -1 0 か ら 表 4 - 12 と 図 4 - 1 6 か ら 図 4 - 1 8 に 示 す 。

試 薬 層 中 の リ ン 酸 塩 量 を 3 倍 に 増 や し た 結 果 、 30℃ 保 存 で は 、 ス ク ロ ー ス

30mM 以 上 で 保 存 開 始 直 後 か ら 特 性 低 下 の 傾 向 が み ら れ た 。 保 存 温 度 が 上 昇

す る と 応 答 低 下 は 更 に 顕 著 と な り 、保 存 温 度 50℃ で は ス ク ロ ー ス 高 濃 度 の 応

答 低 下 と 共 に 、 ブ ラ ン ク 電 流 値 （ ス ク ロ ー ス を 含 ま な い 試 料 液 に 対 す る 応 答

電 流 値 ） の 増 加 傾 向 が 保 存 30 日 後 か ら 認 め ら れ た 。  

試 薬 層 中 の 緩 衝 塩 量 増 加 は 、 試 料 液 の p H に よ る 影 響 を 最 小 化 す る た め に

有 効 な 手 段 で は あ る が 、 保 存 信 頼 性 に は 逆 効 果 で あ る こ と が 分 か っ た 。 こ の

原 因 と し て は 、 緩 衝 塩 に 含 ま れ る 水 分 が 保 存 期 間 中 に 酵 素 タ ン パ ク 質 の 構 造

変 化 の 要 因 と な っ て い る こ と な ど が 考 え ら れ る が 、更 な る 検 討 が 必 要 で あ る 。 

本 研 究 に よ っ て 、 通 常 は 熱 に 弱 い と さ れ る 酵 素 タ ン パ ク 質 が 、 前 章 の グ ル

コ ー ス セ ン サ の 保 存 特 性 で も 分 か っ た よ う に 、 保 存 状 態 に よ っ て は か な り 高

温（ 50℃ ～ ）で も 数 ヶ 月 は 活 性 が 維 持 さ れ る こ と が 示 さ れ た こ と は 非 常 に 興

味 深 い 。 長 期 保 存 を 実 現 す る 条 件 と し て は 、 期 乾 燥 剤 と 共 に 密 封 し た こ と に
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よ っ て 、 試 薬 中 の 水 成 分 が 減 っ て お り 、 著 し い 構 造 変 化 が 生 じ て い な い こ と

な ど が 予 想 さ れ る が 、 詳 細 は 今 後 の 研 究 に 期 待 し た い 。  
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Tabl e  4 -7  Storage  charac ter i s t i c s  o f  sucros e  s ensor  under  30℃  

 
 

 

Tabl e  4 -8  Storage  charac ter i s t i c s  o f  sucros e  s ensor  under  40℃  

 
 

 

Tabl e  4 -9  Storage  charac ter i s t i c s  o f  sucros e  s ensor  under  50℃  

 

0 10 20 30 40 50

0 0.47 9.13 16.6 23.9 29.9 35.3

10 0.63 9.47 17.1 23.9 30.8 35.1
30 0.77 9.50 16.8 23.7 29.7 33.9
60 0.93 9.57 17.1 22.5 27.7 32.1

sucrose (mM)
storage (days)

0 10 20 30 40 50

0 0.47 9.13 16.6 23.9 29.9 35.3

10 0.80 9.27 17.1 23.3 28.2 31.5
30 1.10 9.90 17.1 23.4 28.7 33.9
60 1.27 9.63 17.1 23.1 28.3 31.9

sucrose (mM)
storage (days)

0 10 20 30 40 50

0 0.47 9.13 16.6 23.9 29.9 35.3

10 1.13 9.77 16.4 22.4 28.5 32.3
30 1.60 9.90 17.0 23.7 26.7 29.8
60 1.90 10.2 17.1 23.2 28.5 32.1

sucrose (mM)
storage (days)

Un i t :μ A  
S e n so r s  w e re  p re p a r ed  w i t h  0 . 2 M  p h o s p h a t e  b u f f e r  

Un i t :μ A  
S e n so r s  w e re  p re p a r ed  w i t h  0 . 2 M  p h o s p h a t e  b u f f e r  

Un i t :μ A  
S e n so r s  w e re  p re p a r ed  w i t h  0 . 2 M  p h o s p h a t e  b u f f e r  
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F ig .4 -13 Storage  characterist i c  o f  sucrose  sensor  (30℃ ) .  
Sucrose (a )50mM, (b )40mM, (c )30mM, (d)20mM, (e )10mM, 
( f )  0mM. Reagent  layers o f  the  sensors  were  prepared with 
0 .2M phosphate buf fer.  
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(e) 

(f) 
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Fig .4 -14 Storage  characterist i c  o f  sucrose  sensor  (40℃ ) .  
Sucrose (a )50mM, (b )40mM, (c )30mM, (d)20mM, (e )10mM, 
( f )  0mM. Reagent  layers o f  the  sensors  were  prepared with 
0 .2M phosphate buf fer.  
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Fig .4 -15 Storage  characterist i c  o f  sucrose  sensor  (50℃ ) .  
Sucrose (a )50mM, (b )40mM, (c )30mM, (d)20mM, (e )10mM, 
( f )  0mM. Reagent  layers o f  the  sensors  were  prepared with 
0 .2M phosphate buf fer.  
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Tabl e  4 -10  Storage  charac ter i s t i cs  o f  s ucrose  sensor  under  30℃  

 

 

 

 

Tabl e  4 -11  Storage  charac ter i s t i cs  o f  s ucrose  sensor  under  40℃  

 

 

 

 

Tabl e  4 -12  Storage  charac ter i s t i cs  o f  s ucrose  sensor  under  50℃  

 

 

 

0 10 20 30 40 50

0 0.50 8.37 15.6 21.9 28.5 31.9

10 0.60 11.47 14.4 19.7 25.0 28.0
30 0.70 8.33 14.7 19.8 19.9 21.9
60 0.70 8.30 13.5 17.5 20.6 23.1

storage (days)
sucrose (mM)

0 10 20 30 40 50

0 0.50 8.37 15.6 21.9 28.5 31.9

10 0.77 11.73 14.3 20.3 22.5 24.6
30 0.80 7.80 13.2 17.3 17.9 21.4
60 0.93 7.50 12.1 16.4 18.3 21.5

storage (days)
sucrose (mM)

0 10 20 30 40 50

0 0.50 8.37 15.6 21.9 28.5 31.9

10 0.83 11.70 13.6 18.2 22.1 25.0
30 1.10 8.23 13.0 16.9 18.3 19.7
60 1.37 8.1 12.3 16.2 19.1 22.5

storage (days)
sucrose (mM)

 U n i t :μ A  
S e n so r s  w e re  p re p a r ed  w i t h  0 . 6 M  p h o s p h a t e  b u f f e r  

 

 U n i t :μ A  
S e n so r s  w e re  p re p a r ed  w i t h  0 . 6 M  p h o s p h a t e  b u f f e r  

 

 U n i t :μ A  
S e n so r s  w e re  p re p a r ed  w i t h  0 . 6 M  p h o s p h a t e  b u f f e r  
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Fig .4 -16 Storage  characterist i c  o f  sucrose  sensor  (30℃ ) .  
Sucrose (a )50mM, (b )40mM, (c )30mM, (d)20mM, (e )10mM, 
( f )  0mM. Reagent  layers o f  the  sensors  were  prepared with 
0 .6M phosphate buf fer.  
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Fig .4 -17 Storage  characterist i c  o f  sucrose  sensor  (40℃ ) .  
Sucrose (a )50mM, (b )40mM, (c )30mM, (d)20mM, (e )10mM, 
( f )  0mM. Reagent  layers o f  the  sensors  were  prepared with 
0 .6M phosphate buf fer.  



 
 

- 118 - 
 

 

 

 

 

  

 

 
 

 

 

0

10

20

30

40

0 10 20 30 40 50 60
Storage (days) 

 

C
ur

re
nt

 (
μA

) 

(a) 
(b) 

(d) 
(c) 

(e) 

(f) 

Fig .4 -18 Storage  characterist i c  o f  sucrose  sensor  (50℃ ) .  
Sucrose (a )50mM, (b )40mM, (c )30mM, (d)20mM, (e )10mM, 
( f )  0mM. Reagent  layers o f  the  sensors  were  prepared with 
0 .6M phosphate buf fer.  
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4 .4 小 括  

ス ク ロ ー ス セ ン サ に つ い て 、 作 製 直 後 か ら 長 期 間 保 存 後 ま で の 特 性 変 化 を

明 ら か に す る こ と に よ っ て 、 酵 素 を 用 い た バ イ オ セ ン サ が 持 つ 「 食 品 分 析 分

野 へ の 応 用 可 能 性 」 の 一 端 に つ い て 示 す こ と が 出 来 た 。  

食 品 分 析 へ の 応 用 に 際 し て の 問 題 と し て 、 共 存 す る 有 機 酸 の 影 響 な ど が 考

え ら れ る 。例 え ば 、果 汁 中 に 含 ま れ る 有 機 酸 の 一 つ と し て ク エ ン 酸 が あ る が 、

ク エ ン 酸 100mM を 含 む ス ク ロ ー ス 水 溶 液 の p H 実 測 値 は 2 .3 で あ り 、 こ の

pH 条 件 下 で は 、 ス ク ロ ー ス セ ン サ に 用 い る 3 種 類 の 酵 素 は ほ と ん ど そ の 活

性 を 発 現 す る こ と が 出 来 な い 。 本 章 で 述 べ た 試 薬 層 中 の リ ン 酸 塩 の 緩 衝 作 用

に よ り 、 適 当 な p H 条 件 下 で 酵 素 反 応 が 進 行 し て お り 、 こ れ に よ っ て 果 汁 中

の ス ク ロ ー ス を 定 量 で き る 可 能 性 が 示 さ れ た 。 実 際 に ス ク ロ ー ス と ク エ ン 酸

の 混 合 水 溶 液 を 調 製 し て ス ク ロ ー ス セ ン サ の 応 答 特 性 を 評 価 し た と こ ろ 、 ク

エ ン 酸 100mM 添 加 に つ い て も ク エ ン 酸 を 添 加 し て い な い 試 料 液 の 場 合 と 同

様 の ス ク ロ ー ス 濃 度 定 量 が 可 能 で あ っ た 。  

共 存 す る L ア ス コ ル ビ ン 酸 や タ ン ニ ン 酸 な ど 、電 極 で 直 接 酸 化 さ れ て セ ン

サ 応 答 電 流 に 正 誤 差 を 与 え る 物 質 に つ い て は 今 後 の 対 応 が 必 要 で あ る 。 例 え

ば 、 ス ク ロ ー ス を 測 定 す る た め の 電 極 と は 異 な る 位 置 に 、 酵 素 反 応 が 関 与 し

な い 補 助 電 極 を 設 け る 方 法 等 が 考 え ら れ る 。 補 助 電 極 で は 、 L ア ス コ ル ビ ン

酸 な ど の 酸 化 電 流 値 を 得 る こ と が 可 能 で あ る た め 、 セ ン サ 応 答 か ら 補 助 電 極

で 得 ら れ た 応 答 電 流 値 を 差 し 引 く こ と に よ っ て 、 正 の 誤 差 を 除 去 す る 方 法 で

あ る 。  

 ま た 、 保 存 特 性 に つ い て は 、 3 0℃ で 2 ヶ 月 間 保 存 後 も 大 き な 特 性 変 化 が 見 ら

れ な い こ と が 明 ら か と な っ た 。 一 方 で 、 試 薬 層 中 に 含 む リ ン 酸 緩 衝 塩 の 量 を 3

倍 に す る と 3 0℃ で も 1 ヶ 月 以 内 に 特 に 高 濃 度 域 （ ス ク ロ ー ス 2 0 m M～ 4 0 m M）

に お い て 特 性 低 下 が み ら れ る な ど 、 ま だ ま だ 改 善 の 余 地 が あ る と 言 え る 。  
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第 5 章  高 感 度 化 に 向 け た 計 測 原 理 の 研 究  

 

5 .1 緒 言  

 医 療 費 の 高 騰 が 世 界 的 に 社 会 問 題 化 し て お り 、 そ の 対 策 の 一 つ と し て 、 疾

病 の 早 期 発 見 ニ ー ズ が ま す ま す 高 ま っ て き て い る 。 誰 も が 、 健 康 な 状 態 で 長

生 き す る こ と を 望 ん で い る が 、 疾 病 そ の も の を 全 面 的 に 克 服 す る こ と は 現 実

的 に は 難 し い 。 そ こ で 、 疾 病 の 早 期 発 見 に よ っ て 、 早 期 治 療 を 実 現 す る こ と

で 、医 療 費 の 削 減 と 個 人 の QOL（ Qual i ty  Of  L i fe）を 維 持 し て い く こ と が 重

要 で あ る 。  

 第 4 章 ま で に 示 し た「 酵 素 を 用 い た バ イ オ セ ン サ 技 術 」は 、ト レ ー ニ ン グ

を 受 け た 専 門 家 で は な く 、 一 般 の 人 が 使 っ た 場 合 に も 正 確 な 測 定 を 可 能 と す

る よ う な 基 本 特 性 を 持 つ こ と が 示 さ れ た 。 そ こ で 、 酵 素 を 用 い た バ イ オ セ ン

サ 技 術 を 更 に 高 感 度 化 さ せ る こ と が 出 来 れ ば 、 一 般 の 人 が 日 常 生 活 の 中 で 疾

病 を 早 期 発 見 す る た め の ツ ー ル に な り 得 る の で は な い か と 考 え 、 以 下 の 研 究

に 着 手 し た 。  

 バ イ オ セ ン サ の 高 感 度 化 測 定 技 術 の 中 で 変 換 ス ト リ ッ ピ ン グ 法 に 注 目 し た 。

変 換 ス ト リ ッ ピ ン グ 法 は 、 電 気 化 学 的 な 測 定 方 法 で あ り 、 く し 型 電 極 に よ る

微 小 電 流 値 の 増 幅 と 、 塩 化 銀 の 析 出 な ど を 利 用 し た 信 号 蓄 積 と か ら 構 成 さ れ

る 。従 来 研 究 さ れ て き た 変 換 ス ト リ ッ ピ ン グ 法 は 溶 液 系 を 用 い る 方 法 で あ り 、

こ れ で は 一 般 の 人 が 日 常 的 に 活 用 す る の は 難 し い 。 そ こ で 、 ゲ ル 材 料 を 活 用

し て 、 変 換 ス ト リ ッ ピ ン グ 法 を ド ラ イ セ ン サ 化 す る こ と に 取 組 ん だ 。  

 

5 .2 試 薬 と 実 験 方 法  

 5 .2 .1 試 薬  

1 -butyl -3 -methyl imidazo l i um b is ( t r i f luoromethyls u l f ony l )amid e と 、

1-butyl -3 -methyl imidazo l i um ch lo r id e は 東 京 化 成 工 業 株 式 会 社 よ り 購 入 し
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て 使 用 し た 。 メ タ ク リ ル 酸 メ チ ル ポ リ マ ー （ Mw =  10 ,000） は 関 東 化 学 株 式

会 社 よ り 購 入 し て 使 用 し た 。 フ ェ ロ セ ン カ ル ボ ン 酸 は 和 光 純 薬 工 業 株 式 会 社

よ り 購 入 し て 使 用 し た 。  

 

5 .2 .2 セ ン サ の 作 製 方 法  

 メ タ ク リ ル 酸 メ チ ル ポ リ マ ー 50mg を 氷 冷 し な が ら ア セ ト ン 1mL に 溶 解 さ

せ た 。 10 ｍ M の 1 -butyl -3 -methyl imidazo l ium ch l or ide を 含 ん だ

1-butyl -3 -methyl imidazo l i um b is ( t r i f l uoromethyl su l f ony l )amide  50μ L を

ア セ ト ン 溶 液 に 滴 下 し て 十 分 に 攪 拌 し た 。 そ の 溶 液 1 .5μ L を 銀 電 極 上 へ 電

極 全 体 を 覆 う よ う に し て 滴 下 し た 後 、 3 時 間 以 上 減 圧 し て ア セ ト ン を 除 去 し

た 。 以 上 の 操 作 に よ っ て ゲ ル 被 覆 の 銀 電 極 を 作 製 し た 。  

 図 5 -1 に 、 試 作 し た 電 極 の 構 成 を 示 す 。 絶 縁 性 の 基 板 上 に 対 極 と 参 照 極 を

作 製 し 、 作 用 極 と し て は 金 の く し 型 電 極 を 用 い た 。 く し 型 電 極 は 、 電 極 幅 お

よ び 電 極 間 距 離 が 共 に 1μ m（ 150 対 ）、 各 電 極 長 さ が 2 .6mm の も の を リ ソ

グ ラ フ ィ ー 法 に よ っ て 作 製 し た も の を 貼 り 付 け た 。  
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Fig .5 -1  Schematic  i l lustrat ion o f  the  substrate  comprising   
(a )gel -coated Ag electrode ,  (b ) interdigi tated array  
microelectrode ,  ( c )re ference  electrode  and (d)counter  
electrode .   The dashed l ines are leads on the  back s ide .  
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5 .2 .3 セ ン サ 応 答 特 性 の 評 価 方 法  

ゲ ル 被 覆 銀 電 極 の 評 価 方 法 に つ い て 述 べ る 。 予 め 、 塩 素 イ オ ン 源 で あ る

1-butyl -3 -methyl imidazo l i um ch lo r id e を 含 ん だ ゲ ル と 含 ま な い ゲ ル を 調 製

し て 銀 電 極 上 を 被 覆 し 、 リ ン 酸 緩 衝 液 を 滴 下 し て か ら サ イ ク リ ッ ク ボ ル タ ン

メ ト リ ー に よ っ て 電 気 化 学 特 性 を 評 価 し た 。  

 次 に 、 ゲ ル 被 覆 銀 電 極 を 用 い た 変 換 ス ト リ ッ ピ ン グ 法 の 評 価 方 法 に つ い て

示 す 。 図 5 -1 に 示 し た 電 極 を 用 い て 、 ゲ ル 被 覆 銀 電 極 、 く し 形 電 極 （ コ レ ク

タ 極 と ジ ェ ネ レ ー タ 極 を 交 互 に 配 置 ）、対 極 、参 照 極 を 覆 う よ う に し て 、フ ェ

ロ セ ン カ ル ボ ン 酸 の リ ン 酸 緩 衝 溶 液 30μ L を 滴 下 し た 。く し 型 電 極 の コ レ ク

タ 極 と ゲ ル 被 覆 銀 電 極 を つ な い で 電 位 が 一 定 に な っ て か ら 、 く し 型 電 極 の ジ

ェ ネ レ ー タ 極 400mV を 60 秒 間 印 加 す る こ と で 、く し 型 電 極 間 に お け る 酸 化

還 元 の サ イ ク ル 反 応 を 生 じ さ せ た 。 次 に く し 型 電 極 の コ レ ク タ 極 に ゲ ル 被 覆

銀 電 極 だ け が つ な が っ た 状 態 に し て 、 コ レ ク タ 極 へ の 電 子 供 給 を ゲ ル 被 覆 銀

電 極 か ら の み と し た 。こ の 時 の ゲ ル 被 覆 銀 電 極 の 電 位 変 化 を 180 秒 間 計 測 し

た 。 こ の 電 位 変 化 量 （ ⊿ E／ mV） を セ ン サ 応 答 値 と し て 用 い た 。  

 

5 .3 結 果 と 考 察  

 ま ず 初 め に 、 従 来 型 の 変 換 ス ト リ ッ ピ ン グ 法 に つ い て 、 図 5 -2 を 用 い て 説

明 す る 。 変 換 ス ト リ ッ ピ ン グ 法 は 、 通 常 の 電 気 化 学 測 定 の 構 成 要 素 で あ る 、

作 用 極 、 対 極 、 参 照 極 の 組 み 合 わ せ に 、 ハ ロ ゲ ン 化 物 イ オ ン を 含 む 補 助 溶 液

と 補 助 電 極 系 を 加 え た 基 本 構 成 で あ り 、 作 用 極 の あ る 溶 液 と 補 助 溶 液 は 塩 橋

で 結 ば れ て い る 。 さ ら に 、 作 用 極 に は く し 型 電 極 を 用 い て い る 。  

 本 方 法 の 測 定 は 、 前 電 解 ス テ ッ プ と ス ト リ ッ ピ ン グ ス テ ッ プ の ２ つ か ら 成

っ て い る 。 前 電 解 ス テ ッ プ を 説 明 す る 。 例 え ば 酵 素 反 応 に よ っ て 生 成 し た 電

子 伝 達 化 合 物 の 還 元 体 （ フ ェ ロ シ ア ン 化 物 イ オ ン な ど ） は 、 く し 型 電 極 の ジ
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ェ ネ レ ー タ 極 で 酸 化 反 応 を 受 け る 。 同 時 に 、 く し 型 電 極 の コ レ ク タ 極 で は 還

元 反 応 が 生 じ て 両 極 間 に 酸 化 還 元 の サ イ ク ル 反 応 が 生 じ る 。 こ の 時 に コ レ ク

タ 極 で 必 要 と な る 電 子 を 、 補 助 電 極 に お け る ハ ロ ゲ ン 化 銀 の 析 出 反 応 か ら 供

給 す る こ と が 出 来 る 。 こ こ で 析 出 す る ハ ロ ゲ ン 化 銀 の 量 は コ レ ク タ 極 に お け

る 電 子 変 化 量 に 依 存 し 、 こ れ は 酵 素 反 応 に よ っ て 生 じ た 電 子 伝 達 化 合 物 の 還

元 体 量 に も 比 例 関 係 に あ る た め 、 酵 素 反 応 の 基 質 量 を 反 映 す る こ と に な る 。  

次 に 、 ス ト リ ッ ピ ン グ ス テ ッ プ に つ い て 説 明 す る が 、 こ れ は 上 記 の 「 析 出

し た ハ ロ ゲ ン 化 銀 の 量 」 を 求 め る ス テ ッ プ で あ る 。 具 体 的 に は 、 補 助 電 極 の

電 位 を 掃 引 す る こ と で 析 出 し た ハ ロ ゲ ン 化 銀 を 電 解 剥 離 す る 時 の 電 荷 量 か ら

ハ ロ ゲ ン 化 銀 の 析 出 量 を 求 め る こ と が 出 来 る 。  

こ の 反 応 系 は 、 図 5 -2 よ り 溶 液 が 不 可 欠 で あ る 。 そ こ で 、 ド ラ イ セ ン サ 化

に 向 け て 、 次 の 取 り 組 み を 行 っ た 。 従 来 の 変 換 ス ト リ ッ ピ ン グ 法 で は 、 溶 液

が 2 種 類 存 在 す る（ 図 5 -2）。こ の う ち 、く し 型 電 極 が 入 っ た 方 は 、溶 液 を 試

料 液 に 置 き 換 え る こ と が 可 能 で あ る 。第 2 章 か ら 第 4 章 で 述 べ た バ イ オ セ ン

サ は こ の 方 式 と い え る 。 ハ ロ ゲ ン 化 物 イ オ ン を 含 む 補 助 溶 液 を ド ラ イ 化 す る

た め に 、 疎 水 性 の イ オ ン 液 体 と 疎 水 性 高 分 子 の 組 み 合 わ せ か ら イ オ ン 可 動 性

の ゲ ル 材 料 を 作 製 す る こ と に し た 。 イ オ ン 液 体 と 高 分 子 と を 混 合 す る 取 り 組

み は い く つ か 報 告 さ れ て お り 1 8 - 2 1 )、 そ れ ら を 参 考 に し て 疎 水 性 イ オ ン 液 体

と し て 1 -butyl -3 -methyl imidazo l ium b i s ( t r i f luoromethyl su l f onyl )amid e を 、

疎 水 性 高 分 子 と し て メ タ ク リ ル 酸 メ チ ル ポ リ マ ー を そ れ ぞ れ 用 い た 。 本 材 料

は 、 ① ゲ ル 内 部 を 塩 化 物 イ オ ン (C l - )が 移 動 可 能 、 ② ゲ ル と 水 溶 液 (血 液 な ど

検 査 液 )の 界 面 を 介 し て イ オ ン が 移 動 可 能 、③ ゲ ル が 水 溶 液 (血 液 な ど 検 査 液 )

と 混 じ り 合 わ な い 、と い う 3 つ の 条 件 を ク リ ア し て お り 、そ れ ゆ え ハ ロ ゲ ン

化 物 イ オ ン を 含 む 補 助 溶 液 か ら 塩 橋 の 部 分 （ 図 5 -3 中 、 破 線 で 囲 っ た 部 分 ）

を ド ラ イ 化 す る こ と が 可 能 で あ る 。  
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C R W

Fig .5 -2  I l lustration o f  substi tut ional  stripping vo ltammetry  
system. (a )  interdig itated array microelectrode ,  
(b )re ference electrode ,  ( c )counter  e lectrode,  (d)sample  
solution,  (e )  generator e lectrode,  ( f ) col lector  electrode ,  
(g )Ag electrode ,  (h)halogen ion solution,  ( i )switch.  

Dashed area i s  interdigi tated array microelectrode .  
  

(a) 

(b) 

(c) 

(d) 

(e) ( f )  

(g) 

(h)  

( i )  
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Fig .5 -3  I l lustration o f  substi tut ional  stripping vo ltammetry  
system. Dashed area i s  the replacement  target  by   
ge l -coated Ag e lectrode .  
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5 .3 .1 ゲ ル 被 覆 銀 電 極 の 特 性  

 イ オ ン 液 体 と 疎 水 性 高 分 子 を 用 い て 作 製 し た ゲ ル 被 覆 銀 電 極 に つ い て の サ

イ ク リ ッ ク ボ ル タ モ グ ラ ム を 図 5 -4 に 示 す 。 塩 化 物 イ オ ン を 含 ま な い 電 極 で

は 図 5 -4 (b )の よ う に 酸 化 還 元 反 応 は み ら れ な か っ た 。一 方 で 、10ｍ M の 塩 化

物 イ オ ン を 含 ん だ ゲ ル 電 極 で は 、 銀 ／ 塩 化 銀 の 酸 化 還 元 反 応 に 基 づ く ピ ー ク

が 得 ら れ た（ 図 5 -4 (a )）。こ の こ と よ り 、ゲ ル 被 覆 銀 電 極 が ハ ロ ゲ ン 化 物 イ オ

ン を 含 む 補 助 溶 液 と 銀 電 極 （ 図 5 -3 中 の 破 線 の 囲 み 部 分 ） の 代 替 機 能 を 有 し

て い る こ と が 確 認 で き た 。  

 

5 .3 .2 試 作 ド ラ イ セ ン サ の 特 性 評 価  

 ゲ ル 被 覆 銀 電 極 と く し 型 電 極 を 一 体 化 し た ド ラ イ セ ン サ （ 図 5 -1） を 用 い

て 、 フ ェ ロ セ ン カ ル ボ ン 酸 の 濃 度 を 変 え て 調 製 し た 試 料 溶 液 に 対 す る 応 答 特

性 を 評 価 し た 。 結 果 を 図 5 -5 に 示 す 。 フ ェ ロ セ ン カ ル ボ ン 酸 濃 度 が 10 - 1 0 M

レ ベ ル 以 下 に な る と 応 答 値 の ば ら つ き も 大 き く な る が 、10 - 9 M ま で は セ ン サ

と し て 使 用 可 能 で あ る こ と が 分 か っ た 。 こ れ よ り 、 高 感 度 計 測 の 可 能 性 が 示

さ れ た 。  
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5 -4 小 活  

 酵 素 を 用 い た バ イ オ セ ン サ の 高 感 度 化 技 術 と し て 、 変 換 ス ト リ ッ ピ ン グ 法

を 応 用 し た 新 た な セ ン サ 構 成 の 設 計 と 測 定 手 法 に つ い て 示 し た 。 イ オ ン 液 体

と 疎 水 性 ポ リ マ ー か ら な る ゲ ル 材 料 に よ っ て ， 従 来 の 変 換 ス ト リ ッ ピ ン グ 法

に お け る 塩 橋 か ら 補 助 電 極 系 を ド ラ イ 系 に 置 き 換 え ら れ る こ と が 分 か っ た 。  

現 状 で は 、 研 究 に 着 手 し た ば か り で あ り 今 後 多 く の 課 題 が 出 て く る こ と が

予 想 さ れ る が 、従 来 の 簡 易 型 セ ン サ で は 出 来 な か っ た 10 - 9 M オ ー ダ ー の 高 感

度 検 出 の 可 能 性 を 示 す こ と が 出 来 た 。  

今 後 は 本 技 術 の 研 究 を 更 に 進 め る こ と に よ り 、 高 感 度 な 簡 易 計 測 型 バ イ オ

セ ン サ の 実 現 が 期 待 さ れ る 。  
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第 6 章  総 括  

 本 研 究 は 、 酵 素 と 電 極 を 組 み 合 わ せ た バ イ オ セ ン サ 技 術 に つ い て 、 主 に 試

薬 構 成 に 関 す る 評 価 検 討 を 通 じ て 実 社 会 へ の 応 用 可 能 性 を 明 ら か に す る こ と

を 目 的 と し た 。  

第 2 章 で は 、 血 糖 値 測 定 用 の グ ル コ ー ス セ ン サ に つ い て 述 べ た 。 酵 素

Gl ucos e  ox id ase と 電 子 伝 達 化 合 物 （ フ ェ リ シ ア ン 化 物 イ オ ン ） に 親 水 性 高

分 子 を 添 加 す る こ と に よ っ て 、 電 気 化 学 信 号 の ノ イ ズ が 低 減 さ れ 、 試 料 液 中

の 赤 血 球 や タ ン パ ク 質 成 分 の 影 響 を 緩 和 す る 効 果 に つ い て 示 し た 。更 に 、p H

変 化 に 伴 う 酵 素 活 性 の 変 動 を 緩 和 す る 結 果 か ら 、 セ ル ロ ー ス 高 分 子 マ ト リ ッ

ク ス が Glucos e  ox id ase の 構 造 変 化 を 制 御 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た 。  

 Gl ucos e  ox id as e と 電 子 伝 達 化 合 物 と の 電 子 移 動 に つ い て 、 反 応 速 度 論 的

な 評 価 を 通 じ て 、 溶 存 酸 素 と フ ェ リ シ ア ン 化 物 イ オ ン の 反 応 性 の 違 い を 反 応

二 次 速 度 定 数 と の 比 較 か ら 論 じ た 。 ま た 、 酸 素 と の 電 子 授 受 を し な い 酵 素 と

し て P QQ を 補 酵 素 と す る Gl ucos e  d ehyd rogenas e を 用 い た セ ン サ 特 性 評 価

を 通 じ て 、 酸 素 は 酵 素 反 応 過 程 の み に 関 与 し 、 電 極 反 応 過 程 に は 直 接 影 響 し

な い こ と を 示 し た 。 こ の グ ル コ ー ス セ ン サ 用 い て 、 全 血 中 の グ ル コ ー ス 計 測

を 行 い 、 血 中 妨 害 成 分 に よ る 影 響 度 合 い に つ い て 言 及 し 、 従 来 法 と の 比 較 に

よ っ て 実 用 上 は 大 き な 問 題 に な ら な い レ ベ ル で あ る こ と を 示 し た 。  

第 3 章 で は 、こ の グ ル コ ー ス セ ン サ の 長 期 保 存 特 性 に つ い て 評 価 検 討 し た 。

実 際 に 社 会 で 使 用 さ れ る こ と を 前 提 と し て 、 6 ヶ 月 間 に 亘 る 評 価 を 行 っ た 。

予 想 通 り 保 存 温 度 に よ る 特 性 変 化 が 見 ら れ た も の の 、35℃ 以 下 で あ れ ば 6 ヵ

月 後 も 大 き な 特 性 変 化 が み ら れ な い こ と を 示 す こ と が 出 来 た 。 更 に 、 冷 凍 保

存 （ -15℃ ） に よ っ て も 特 性 は 低 下 し な い こ と が 分 か っ た 。 一 方 、 40℃ 以 上

で み ら れ た 特 性 変 化 の 原 因 に 関 す る 検 討 の 結 果 、 Glucose  ox idas e の 活 性 低

下 と 、フ ェ リ シ ア ン 化 物 イ オ ン の 非 酵 素 プ ロ セ ス に よ る 還 元 反 応 の 2 つ の 因

子 が 支 配 的 で あ る こ と を 示 唆 す る 結 果 が 得 ら れ た 。  
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こ の メ カ ニ ズ ム 解 析 に 向 け て 、 セ ン サ 試 薬 層 中 の Glucose  ox id as e と フ ェ

リ シ ア ン 化 物 イ オ ン を 層 分 離 さ せ た 試 薬 多 層 型 グ ル コ ー ス セ ン サ を 考 案 し て 、

同 じ く 長 期 保 存 特 性 試 験 を 実 施 し た 。そ の 結 果 、分 離 さ せ た 2 つ の 化 学 物 質

（ Gl ucos e  ox id as e と フ ェ リ シ ア ン 化 物 イ オ ン ） の 相 互 作 用 に よ っ て 、 特 性

低 下 が 生 じ て い る 可 能 性 を 示 す こ と が 出 来 た 。 試 薬 多 層 型 グ ル コ ー ス セ ン サ

に つ い て は 、50℃ で 2 年 間 保 存 し て も 初 期 特 性 を ほ ぼ 維 持 し て い る こ と が 分

か っ た 。  

第 4 章 で は グ ル コ ー ス セ ン サ の 原 理 を 基 に し 、二 糖 類 の 加 水 分 解 酵 素 な ど

を 追 加 し た ス ク ロ ー ス セ ン サ を 作 製 、 評 価 し た 結 果 を 示 し た 。 主 と し て 食 品

分 析 分 野 へ の 応 用 を 狙 い と し 、 試 料 液 の p H が セ ン サ 応 答 に 大 き な 影 響 を 与

え る 結 果 を 得 た 。 こ の 要 因 と し て 、 用 い る 酵 素 の 酵 素 活 性 p H 依 存 性 が 主 要

因 で あ る と の 仮 説 を 立 て 、 試 薬 層 中 に 適 当 な p H 緩 衝 塩 を 含 ま せ る こ と で ス

ク ロ ー ス が 再 現 性 良 く 計 測 で き る こ と を 明 ら か に し た 。 本 ス ク ロ ー ス セ ン サ

に つ い て も 、 保 存 特 性 を 評 価 す る こ と に よ っ て 、 p H 緩 衝 塩 の 添 加 は 試 料 液

の p H 対 応 に は 効 果 的 で あ る が 、 一 方 で 保 存 信 頼 性 の 低 下 要 因 と な る と い う

結 果 を 得 た 。 長 期 保 存 に お け る 特 性 低 下 の メ カ ニ ズ ム 解 明 の 手 が か り と な る

と 考 え ら れ 、 さ ら な る 研 究 成 果 が 期 待 さ れ る 。  

第 5 章 で は 酵 素 を 用 い た バ イ オ セ ン サ の 高 感 度 化 に 向 け た 取 り 組 み と し て 、

電 極 部 分 に 変 換 ス ト リ ッ ピ ン グ 法 を 導 入 す る 研 究 成 果 に つ い て 示 し た 。 通 常

の 変 換 ス ト リ ッ ピ ン グ 法 は 溶 液 系 で 行 う も の で あ る が 、 こ れ を 、 イ オ ン 液 体

と 疎 水 性 高 分 子 を 組 合 せ た ゲ ル 材 料 を 用 い る こ と で 、 ド ラ イ セ ン サ 化 で き る

と い う 可 能 性 を 得 た 。 本 研 究 は ま だ 緒 に 着 い た ば か り で あ り 、 高 感 度 測 定 に

つ い て も 可 能 性 が 見 え て き た 段 階 で 、こ れ か ら の 取 組 み が 大 い に 期 待 さ れ る 。 

以 上 の こ と か ら 、 酵 素 を 用 い た バ イ オ セ ン サ は 、 血 中 グ ル コ ー ス 測 定 か ら

食 品 分 析 へ 展 開 可 能 で あ る こ と が 得 ら れ た 。 ま た 、 変 換 ス ト リ ッ ピ ン グ 法 を

ド ラ イ セ ン サ 化 す る ア プ ロ ー チ で 、 疾 病 の 早 期 診 断 が 可 能 な 簡 易 型 セ ン サ の
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原 理 モ デ ル を 示 す こ と が 出 来 た 。 そ れ ぞ れ の 技 術 に つ い て は 、 そ の 反 応 機 構

が 十 分 に 解 明 出 来 て い な い 部 分 が 残 さ れ て お り 、今 後 の 研 究 が 重 要 で あ る が 、

今 後 、 多 く の 人 々 の 役 に 立 つ 技 術 と し て 、 酵 素 を 用 い た バ イ オ セ ン サ 技 術 の

可 能 性 を 示 す こ と が 出 来 た と 考 え て い る 。  
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最 後 に な り ま し た が 、 日 々 の 研 究 活 動 と 博 士 論 文 の ま と め に お い て 、 い ろ
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こ こ に 重 ね て 厚 く 謝 意 を 表 し 、 謝 辞 と 致 し ま す 。  

平 成 27 年  春  
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	ｎは反応に関わる電子数、Fはファラデー定数、Aは電極面積、D0は電子伝達化合物の拡散係数、CETは全酵素濃度、CRは電子伝達体の還元体濃度である。サイクリックボルタモグラムよりIlimを求め、上記式によりｋcrsを算出した結果、1.28×103[M-1ｓ-1]となった。 Weibel らによると、Glucose oxidaseと酸素の反応二次速度定数は1.50[M-1ｓ-1]である13)ことより本センサで用いるフェリシアン化物イオンは溶存酸素に比べて、1,000倍以上反応が遅いことが分かった。これ...
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