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バイオセンサーは生体素材の持つ高度の分子認識機能を利用した物質センサーであり,医療,食品

工業･環境計測など広い分野での応用が期待されている･最近,導電性ポリマーを用いて酸化還元酵

素を電極上に固定した電気化学バイオセンサーが注目されており,電子メディエーターの同時固定,

電極一酵素間の直接電子移動などこれまでの固定化法になかった特徴を持つ.本稿ではこのようなセ

ンサーの研究小史･計測原理などを解説し,筆者らがこれまでに実施してきた研究の一部を紹介する.

1.バイオセンサー

バイオセンサーとは,生体物質の持つ高度な物質認識機

能を利用または模倣した計測デバイスである. 1962年

ClarkとLyonsl)が初めて提示して以来,さまざまな信号

変換デバイスと生体素子を組み合わせることで発展し,医

痩,食品などの分野で応用が期待されている.バイオセン

サーは,基質(測定対象物質)を認識し化学変化を起こす

基質認識部(レセプター)と,その変化を最終的に電気信

号に変換する信号変換部(トランスデューサー)からなる

(図1)･基質認識部には酵素,抗体,細胞,微生物などが,

信号変換部には物質変化を検出する電極やFET,熱変化

を検出するサーミスタ,重量変化を検出する圧電素子など

基質

J
生化学反応

基質認識部

物理化学的信号

信号変換部

J
測定

電気信号

図1バイオセンサーの構成
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が用いられる.現在のバイオセンサーの中では基質認識部

に酵素,信号変換部に電極を用いた酵素電極が主流であり,

酵素と電極の組み合わせにより種々の物質を測定できる.

2.酵　素　電　極

2.1初期の試み

1967年UpdikeとHicksが酵素電極を初めて報告した2).

彼らは,グルコースオキシダーゼ(GOD)をポリアクリ

ルアミドのマトリックス中に包括固定化し,これをクラー

ク型酸素電極上に装着してセンサーを構成した(図2).

グルコースを含む試験溶液に電極を入れると,膜に固定化

されているGODによりグルコースが酸化されてグルコノ

ラクトンが生成するが,同時に酸素を消費する(図3).

酸素消費量は,下地の酸素電極で電流値の減少としてモニ

ターでき,この変化よりグルコース濃度が求まる.また

GODの酵素反応は,酸素の消費の他にpHの低下や過酸

化水素濃度の増加を伴うため,ガラス電極や過酸化水素測

定デバイスなどと組み合わせたグルコースセンサーも作れ

る3),4)

■
Pb anode

Pt cathode

Te刊on membrane

GOD membrane

O†ing

図2　UpdikeとHicksによるグルコースセンサー
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図3　グルコースオキシダーゼを用いたグルコースセ
ンサーの原理

2.2　計測の原理

一般的な酵素電極の原理をまとめると図4のようになる.

Aでは,基質Sが酵素E｡Xによって酸化され,酵素は還

元型のEredになり, Eredは電極に電子を渡してE｡Xにも

どる.この酵素から電極への電子の受け渡しの頻度を電流

の大きさとして測定すれば基質の濃度がわかる.基質が還

元される場合は電流が逆向きに流れる.酵素の反応中心

(電子授受サイト)は絶縁性の厚いポリペプチド層に覆わ

れているため,電極と直接の電子授受はかなり困難である.

そこでBに示すように,電子メデイエータ-と呼ばれる

第三の電極活性物質Mを共存させることが多い.つまり,

還元された酵素Er｡dがM｡Xを還元してMredにし, Mr｡d

が酸化されてM｡Xになる際のMredから電極-の電子の流

れを電流として測定する.メデイエータ-としては,フェ

ロセンとその誘導体,クーベンゾキノンとその誘導体,ヘ

キサシアノ鉄酸(Ⅲ)イオン,ジクロロフェノールインド

フェノールなど電気化学活性の高い物質が用いられる.前

述のUpdikeとHicksによる酵素電極も,潜存する酸素/

過酸化水素をメデイエータ-と考えれば,後者の原理に

よってグルコースを測定するバイオセンサーである｡

2.3　酵素の固定化法

酵素電極で最も重要な側面の一つは,酵素の電極上への

固定化法である｡酵素固定化法は化学結合法,架橋法,包

括法に大別できる(図5).化学結合法と架橋法は,電極

と酵素の結合力が強いため電極からの酵素の脱離は少ない

が,化学試薬を用いるため調製時の酵素の失活が起こりや

すい.包括法は,ポリアクリルアミドやポリビニルアル

コールなどの高分子膜中に包括する方法であり,本解説で

述べる導電性ポリマーを用いた酵素電極も包括法に属する.

包括法では,調製時の酵素の失活は最小限度に押さえられ

調製も容易ながら,酵素と電極との結合力が化学結合法や

架橋法ほど強くなく,酵素の脱離によるセンサー感度の低

下が欠点となる.このように酵素固定化法には一長一短が

あり,それ故に酵素電極は多くのグループにより幅広く研

究されている5)～ll)

2.4　電子メディエーター

最近の酵素電極の研究では,電子メデイエータ-の固定

aPO1一031山
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図4　一般的な酵素電極の原理
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電極上への酵素固定化法

化が重要となっている.前にも述べたように,被検溶液に

第三の物質を添加するのは操作を煩雑にするだけでなく,

人工臓器-の応用や生体植え込み型センサーとして用いる

ためにも全機能のデバイス化が要望されている.これまで,

電極上にメデイエータ-を固定化する,メデイエータ-の

結合したポリマー(レドックスポリマー)で酵素を包括す

る,酵素自身にメデイエータ-を結合させるなどの方法が

報告されている.導電性ポリマーで酸化還元酵素を包括す

る方法も,添加試薬不要のセンサーを目指す上で注目され,

1980年代後半から活発に研究されている.以下では導電性

ポリマーを用いる酵素電極について述べる.

3.導電性ポリマーを用いる酵素電極

3.1導電性ポリマー

1979年にDiazら12)が電解酸化重合で合成したポリピロー

ルに始まり,ポリチオフェンやポリアニリンなども出現し

て導電性ポリマーは宇宙,航空用軽量導電材料,異方性導

電体,透明導電体などの新しい導電材料として注目される

ようになった.エレクトロニクス分野では,電気二重層

キャパシタ,コンデンサ,電界効果型トランジスタなど,

エネルギー分野では,一次電池,二次電池,燃料電池,光

電池などへの応用が期待され,一部実用化もできてい

る13ト16)

導電性ポリマーは化学重合でも合成できるが,酵素電極

29
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図6　ポリピロールの電解重合

の作製にはもっぱら電解重合法が用いられ,その中でもポ

リピロールが研究対象の主流となっている.ピロールを銀

/塩化銀電極(Ag/AgCl)に対して+650mVより正の電

位で電解すると,図6に示すようなモノマーからの水素の

引き抜き反応とそれに続くラジカルカップリング反応で,

電極上に導電性の重合膜が生成する.得られるポリマーは

共役二重結合を保持し,支持電解質のアニオンをド-パン

トとして取り込むので高い電気伝導性を示す.

3.2　導電性ポリマーを用いる酵素電極

(1)特徴

ポリピロールはきわめて安定な導電性ポリマーの一つで

あり17),様々な電解液中で電解重合により容易に作製で

き,酵素の取り扱いに適した水溶液中でも作製できる18).

このポリピロールの特徴を利用して, 1986年にF｡uldsと

Lowe19)は,ポリピロール膜中に酵素を包括固定した酵素

電極を報告した.酵素を導電性ポリマー膜中に包括する利

点として, 1)作製の簡便性一酵素とモノマーを水に溶か

して電解酸化するだけで作製できる, 2)電解電気量で膜

厚をかなり正確に制御できる, 3)電極上の特定の場所に

面積を制御して作製できる,などがあげられる. F｡｡lds

とLoweは,ピロールのモノマーとGODを溶かした水溶

液を2･5時間, +0･8V (vs. Ag/AgCl)の走電位で電解す

ることにより,白金電極上にGODを包括したポリピロー

ル膜を得た･この酵素電極では,電極電位を+0.7Vとし,

GODとグルコースの反応の際に酸素の還元で生ずる過酸

化水素を電極上で酸化することによりグルコース濃度を調

べる原理になっている.

(2)計測電位の問題

しか七,過酸化水素を電極で直接酸化するためには+

0･7Vという高い電位を電極に印加する必要があり,食品

中や血中のグルコース濃度を測定する場合,共存するアス

コルビン酸などの他の電極活性物質の影響を受けやすい.

また+0･75Vの電位をポリピロール膜に印加すると,導

電性が著しく低下するという報告20)もある.

そこでメデイエータ-をGODとともにポリピロール膜

に包括し,より低い電位で測定しようとする研究が広く行

われている21ト27)･ Yoneyamaら21)は,ピロール, GOD,

ハイドロキノンスルホン酸ナトリウム(HQS)を含む水

溶液を+0･8 Vの走電位で電解重合してGOD/HQS/ポリ

30

図7　酵素を包括したポリピロール膜の模式図

ピロール(PPy)電極を作製した.この場合,ハイドロキ

ノンスルホン酸イオンはド-パントとしてGODとともに

ポリピロール膜中に包括され,メデイエータ-の機能も持

つ.さらにはピロールとフェロセン修飾ピロールを用いた

共重合膜中に酵素を包括した例もある28).しかし,いず

れもメデイエータ-の失活や膜からの脱離のため繰り返し

の耐久性に乏しい.

(3)電極一酵素間の電子授受

ポリピロールを用いる酵素包括については,酵素と電極

の間で直接の電子授受が進むかどうかが問題になる.前述

のように,酵素の酸化還元の反応中心は絶縁性の厚いタン

パク質の殻に覆われているために,一般には電極と酵素の

間の直接電子移動は困難であると言われている.しかし図

7のように酵素が導電性ポリピロール鎖の中に埋め込まれ

れば,酵素の酸化還元の反応中心とポリピロール鎖が電子

の授受ができるほど近づき,酵素からポリピロール,ポリ

ピロールから電極へと電子が流れる(還元される場合は逆

向きに電子が流れる)と期待できる29ト32)

Aizawaら29)は,次のようにしてGODをポリピロール

膜中に包括固定した. GOD水溶液中に白金電極を浸漬し

て走電位を印加すると白金表面にGODが吸着し単分子層

を形成する.このGODが吸着した電極をピロールのモノ

マーを含む水溶液に入れ,約+0.5Vの走電位を印加L

GODを覆うようにポリピロール膜を形成してGOD/PPy

電極を作製した.そしてGOD/PPy電極のディファレン

シャルパルスボルタンメトリー(DPV)により, GODと

電極との間に可逆な電子移動が行われていると考えた.

Koopa130),31)らは,トラックーエッチ膜の内側にポリピロー

ル膜を合成した導電性の微小管を作り,その上にGODを

吸着した電極を作製した.この電極では,グルコースとの

反応で還元されたGODの反応中心を+0.35Vで再酸化

できた.制限された空間内で作られたポリピロール膜は電

気的,機械的特徴が平面電極上の膜と異なる33)ことが知

られ,酵素と相互作用しやすいようにポリピロール膜が生

成したのではないかと説明している.またKarubeら32)は,

N-メチルピロールを50℃で電解重合してGODを包括し

た電極では, GODと電極との間で直接電子移動すると報

告し,酵素が部分的に変性することによって反応中心とポ

リピロール鎖が互いに接近すると考えた.

(4)過酸化水素センサー

筆者らはまず,溶存メデイエータ-を用いない高感度の
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図8 (a) HRP/PPy電極の原理
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図8 (b) HRP/PPy電極の過酸化水素に対する電

流応答(3回の独立な測定の結果)

過酸化水素センサーを作製するため,西洋わさびベルオキ

シダーゼ(HRP)を包括固定したポリピロール膜を電極

上に被覆した34)～36).この電極は図8(a)のように,過酸

化水素がHRPによって還元され,酸化されたHRPの反

応中心からポリピロールを介して電極-電子が流れる原理

になっている.実際の作製では,電極基板として酸化スズ

(sno2)コートガラスを用い,ピロール(0.05M), HRP

(0.6g/L), KCl (0.06M)を含む電解液中,走電流モー

ド(0.1mA/cm2)で電解重合した.膜厚は重合電気量に

よって制御でき,厚くすれば包括される酵素の量が増えて

感度が良くなると予想されたが,実際にはノイズが大きく

なりまた基質の拡散が律速になるため5mC/cm2 (時間50

秒,膜厚10nm程度37))で感度が頭打ちになった. 5

mc/cm2で電解重合したHRP/PPy電極について過酸化水

素の濃度と応答電流の関係を図8(b)に示す.測定は+

150mVで行った.この電位ではポリピロールの導電性の

低下はなく,他の電極活性物質の影響もほとんど受けない.

また10~7-10~4 Mの広い濃度範囲の過酸化水素に直線応

答があり,従来の電極38)と比べて格段に優れた過酸化水

素センサーである.

(5)複合酵素を同時固定したセンサー

さらに, HRP/PPy電極を応用して,ポリピロール膜中

生　産　研　究　　161
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図9 (b) GOD/HRP/PPy電極のグルコースに対

する電流応答(3回の独立な測定の結果)
● : GOD/PPy電極の電流応答

にGODとHRPを同時に包括固定したGOD/HRP/PPy

電極を作製した39,40).この電極は図9(a)に示すように,

GODによるグルコースの酸化と同時に溶存酸素から生成

する過酸化水素をHRP/PPy電極と同様の原理で検出す

ることによりグルコースのセンシングができる.

HRP/PPy電極と同様にメデイエータ-を用いずに+150

mvの穏やかな電位で測定でき, 10~5-10~3Mのグル

コースに対し直線応答があった(図9(b)). GODのみを

ポリピロール膜中に包括したGOD/PPy電極の電流応答

はきわめて小さい.以上の事実は,膜中のHRPが過酸化

水素からポリピロール-の電子の移動を促進することを物

語る.

応答感度は,電解溶液中のGODとHRPの量比に依存

する.電解溶液中のGODが多くなると膜中のHRPの見

かけの活性が低下し, HRPが多くなると膜中のGODの

見かけの活性が低下した.これはGODとHRPが競争的

にポリピロール膜に包括されることを示唆し,複合酵素系

では組成の最適化が重要となる.またGOD包括ポリピ

ロール膜の上にHRP包括ポリピロール膜を乗せて2層構

造を持たせた(HRP/PPy) / (GOD/PPy)電極およびそ

の道の手順で作製した(GOD/PPy) / (HRP/PPy)では,

GODとHRPを同一の膜中に包括したGOD/HRP/PPy

電極と比べて感度が劣る.前者ではHRP/PPy層により

31
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図10　GLOD/HRP/PPy電極のグルタミン酸に対す

る応答電流(○)とLOD/HRP/PPy電極の乳

酸に対する応答電流(□)

グルコースのGODへの拡散が妨げられ,後者ではグル

コースとGODの反応により生ずる過酸化水素の大部分が

HRPと反応するよりも膜外へ拡散するためと考えられる.

したがって,二つの酵素が近接し均一に分散していること

が重要となる.

GOD/HRP/PPy電極と同様の方法で,グルタミン酸オ

キシダーゼと乳酸オキシダーゼを用いてグルタミン酸セン

サーと乳酸センサーも作製した(図10)41).このように,

基質を酸化し酸素から過酸化水素を生成する各種オキシ

ダーゼを, HRPとともにポリピロール膜中に包括するこ

とによって様々な生体関連物質のセンサーの開発が可能と

なる.

4.センサー性能を左右する因子の検討

4.1はじめに

医療分野ではすでにグルコースオキシダーゼ固定化電極

を用いた血糖値の測定が実用化されている42)が,患者か

ら採血しセンサーのある中央検査室に運んでまとめて測定

するために,診断結果が出るまでにかなりの時間を要する

という問題があり,リアルタイムで血糖値を測定する方法

が研究されている.その方法の一つとして,超微小酵素電

極を血管中に直接刺す方法がある43).微小電極上に酵素

を固定化するのは一般に難しいが,電極上の特定の場所に

面積を制御して作製できる導電性ポリマー膜を用いれば,

比較的容易にできる.この章では導電性ポリマーを用いる

酵素電極の実用化を念頭に置き,電極の最適な作製法およ

び保存条件について述べる.

4.2　電解重合条件の榛討

HRP/PPy電極は重合電気量が5 mC/cm2のとき最も感

度が高く,また独立な作製を行ったときの標準誤差が10%
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図11電解重合時の電流密度と応答電流の関係

以下と再現性も良好であった.そこで重合電気量を5

mc/cm2に固定し,さまざまな電流密度で電極を作製して,

10-5Mの過酸化水素に対する応答電流を測定した.その

結果,図11に示すように約0.06mA/cm2までは電流密度

の増加とともに応答も増加し,それ以上電流密度を増やし

ても応答電流に変化はなかった.低電流密度で感度が下が

る原因として,酵素包括量の低下,ポリピロール膜の導電

性の低下,膜のモルフォロジーの変化などが考えられるが,

詳細は今後の検討課題としたい.また走電位モードで5

mc/cm2の電解をして電極を作製したが応答電流の顕著な

変化はなかった.

4.3　保存条件の検討

次に,電流密度0.1 mA/cm2,重合電気量5mC/｡m2で

作製したHRP/PPy電極とGOD/HRP/PPy電極の最適な

保存条件を検討した.図12(a)に保存液の温度を変えたと

きの,図12(b)に保存液のpHを変えたときの両電極の応

答電流の半減期を示す.保存液の温度が高いほど,また

pHが中性付近からずれるほど電極の保存安定性が悪くな

ることがわかる･保存安定性の低下の原因としては, 1)

膜からの酵素の脱離, 2)膜中の酵素自身の活性の低下

3)膜の導電性の低下などが考えられる.この実験で変化

させた温度やpHの範囲では,酵素自身の活性の低下は考

えられず,またサイクリックボルタンメトリーの測定より

膜の導電性の低下も考えられない.筆者らの作製したポリ

ピロール膜よりもかなり厚い膜(0.1-1.6〃m)である

が,ゆるく包括された酵素を除くために電極を浸けた溶液

を撹拝したあと保存安定性の実験を行うと, 20日間ほぼ初

期の酵素活性を保つという報告があり44),筆者らもサイ

クリックボルタンメトリーの結果より,膜が崩壊して酵素

が膜から脱離しやすくなり,応答電流が低下すると考えて

いる･さらに,電解重合時の電流密度や電解量を変えて電

極を作製し,これらが保存安定性に及ぼす影響を調べた.
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電流密度を変えることにより形態の異なるポリピロール膜

を作製したが,保存安定性の向上にはつながらなかった.

しかし電解量を増やして膜を厚くすると保存安定性が向上

した.また電解重合時の支持塩をKClからNa2S04に変え

たところ40日後でもおよそ80%の応答があり保存安定性が

向上した.支持塩のアニオンはド-パントとしてポリピ

ロール膜中に取り込まれるので,酵素が脱離しにくいよう

な構造のポリピロール膜が生成したと考えられる.この興

味深い支持塩の影響については現在検討中である.

5.　あ　わ　り　に

バイオセンサーの主流である酵素電極について述べ,吹

に導電性ポリマーを用いる酵素電極について現在までの研
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究の流れと筆者らの研究成果を簡単にまとめた.膜からの

酵素の脱離による保存安定性の低下が実用化の障壁になっ

ているが,本文でも述べたように微小電極-の酵素固定や

作製が簡単であるためにディスポーザブルバイオセンサー

-の応用が期待される.今後は保存安定性を向上させる作

製条件と保存条件を確立し,医療や食品などの分野におけ

る実用化を目指す.　　　　　　　(1996年1月5日受理)
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