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第一章緒論

1. 1 緒言

微生物、生体高分子および有機物質等を対象とする生化学関連の計測

手法は、バイオプロセス、臨床検査、環境計iIlU等の分野に広く応用され

ている。これらの計担U手法には、①酵素の特異的な触媒反応を利用する

もの、②抗体の特異的な分子識illl能を利用するも の、③分子 の吸着能や

分子の大きさを利用するものがある。

これらの分析手段のうち、酵素を用いる方法は、一般に、酵素反応を

色素の磁化還元反応にリンクさせ、反応した色素を ili光度法によって測

定する方法である。また、酵素反応に基づく分析法の中には、カスケー

ド機構に起因するゲル化反応を利用する方法もある 。 この場合にも透過

光量という光学的な指標が用いられる場合がある .

抗体を用いる分析法では、抗体にラジオアイ ソ トープ、 蛍光色素、 酵

素を修飾した標識抗体が使用されている。この標識抗体を 用 いて、抗原

抗体反応を行った後、抗原抗体結合物の標識物質の活性を測定すること

によって、抗原滋度の定量が行われている。近年、ラ ジオアイソトープ

に変わって、蛍光色索、酵素が盛んに用いられるようになってきたが、

これらの測定においても、.1:に、光学的な ilUl定手段が用い られている。

分子の吸着能や分子の大きさを利用する分析法には、 液体クロマトグ

ラフイーやゲルろ過法等の方法がある。これらの分析に おい て、最もよ

く用いられている検出方法は、紫外主主における吸光度を測定する方法で

ある。

一般に、こうした従来の光学的な手法を中心とする分析方法には、 ①

操作が煩雑である、②装置が大型になり易 Lヘという問題点がある.一

ー



方、近年、活発な研究開発が進められているバイオセンサーは、①測定

システムが小型化できる、②迅速な測定が可能である、③オンライン計

測が可能である、という特徴を持っている。

バイオセンサーは、基本的に、酵素や抗体など生体高分子の固定化膜

と、この膜で変換された情報をさらに電気信号に変換するトランスデュ

ーサーとから構成されている.これまでに利用されているバイオセンサ

ーのトランスデューサーには、電気化学デバイス、温度センサー、光セ

ンサ一等がある [1-4J.

これらのバイオセンサ一周トランスデューサーに対して要望されてい

ることの一つに、汎用性がある。伊jえば、酵素サーミスタ ーは、パック

グランドの温度変化を厳密にコントロールしなければならないという問

題もあるが、全ての酵素反応が、熱変化を伴うことを考えると、汎用性

のある方法であるといえる。

このような汎用性のある測定の指標の一つに、重量変化が挙げられる.

特に、微量の重量変化を計測できる素子として、水品振動子がある。水

晶振動子は、表面の微少な重量変化を検出することが可能であり、これ

までにガスセンサーとして応用されている [5-14J。近年、水晶振

動子は、液体中でも発援が可能であることが明らかとなっており[1 5 

1 7 J、液体中における水品振動子の発援周波数は、液体の粘性によ

って変化することが示されている [18-21J。このような粘伎とい

う性質も、計測において、一つの汎用性のある指標と考えられる。

この水品振動子は、電気化学的な計測にも応用されている.これは、

水品振動子のセンサーとしての有用性を示すーっの例と考えられる[1 

6， 22-29]. 

最近では、この水晶振動子や水晶振動子と同じ圧電素子の一種である

SAWデバイスを用いて免疫測定を試みた研究が、いくつか報告されて

いるが [30-35J、測定条件や測定システムの構成には、改良の余

地があると考えられた。

このような知見をもとに、本研究では、水晶振動子を検出素子とした

バイオセンサーおよび化学計il!lJシステムの開発を行い、汎用性のある計

測手段を提供すると供に、これらの理論的な解析に関しでも検討を加え

ることにした。本章では、まず、従来の生化学計測法の中で、本研究と

関係のある微生物計測法、バイオセンサーおよびバイオセンサーによる

免疫測定法、ゲル化反応を伴う生化学反応とその計担u~去について述ペる。

さらに、これまでに行われている水品振動子の化学計測〈の応用に関し

て、その原理とガスセンサーへの応用、液体中における水品振動子の挙

動と電気化学計測lへの応用、水晶振動子の免疫測定への応用について述

べ、最後に、本研究の目的と意義をまとめる。

1. 2 従来の生化学計測法

l. 2. 1 微生物計調，IJ法

微生物計測は、食品プロセスにおいては、食品中の微生物汚染の計測、

臨床検査においては、病原菌の検査という点で特に重要である。

従来の微生物計測法では、寒天プレートを用いて試料中の微生物の培

養を行い、微生物濃度を調パ、顕微鏡観察によって、微生物の同定を行

うのが、一般的であった.さらに、詳細な微生物の同定の手法としては、

免疫的方法と化学的方法がある。免疫的方法は、抗血清を添加して、微

生物の凝集や沈降を観察するものである。 E.co1i、 C. albi 

c a n s等の抗血清が、市販されている.化学的方法は、微生物の持つ

。，“
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脂質や糖質の分析または DNAハイブリダイゼーション等の手法を利用

したものである [36 J. 

こうした従来の方法に対して、より簡便な方法による微生物計測の試

みがなされている.その一つは、微生物の持つ酵素によって、蛍光色素

の変換反応を行い、蛍光測定を行う方法である. Snyderらは、こ

の方法によって B.g1 0 b i 1 iの濠度の測定を行い、検出限界は、 3

'10'cells'ml→であったと報告している [3 7 ]。

また、微生物は、直接電極上で電極反応を起こすことから、電気化学

的な電位走査で得られる酸化ピークから微生物濃度の測定が可能である

ことが報告されている.松永らは、この方法で、 107-1.9・10 • 

cells.ml-'の問で、 S.c erevisia eについて、電流値

と微生物狼度の問に直線関係が認められ、さらに、ピーク電位のシフト

からグラム陰性菌とグラム陽性菌の判定ができたと報告している[3 8 J. 

さらに、微生物の持つ酵素、補酵素の酸化還元反応にともなって、酸

化還元されたメデイエーターを電気化学的に測定する方法も報告されて

いる。西川らは、 DC 1 P (2，4-dichlorophenol-indophenol) を用いた

測定を行うことによって、 E.coliが、 10'cells'ml-'まで

測定可能であったと報告している [3 9 ]。

抗体を利用した測定法としては、有機膜に微生物に対する抗体を固定

化し、微生物との反応前後の膜電位を測定することによって、微生物滋

度の測定と同定を行う方法も報告されている.松岡らは、抗立 an d i 

d a抗体を固定化したセルローストリアセテートを主成分とする有機膜

の膜電位を測定することによって、 C.a1 b i c a n sの濃度を 10 ' 

- 5・10'cells'ml-'の聞で測定できることを示した [4 0 ]。

しかし、これらの方法は、センサーとして自動化するのは難しく、検

-4 -

出感度も十分とはいえないと考えられる.

1. 2. 2 バイオセンサーおよびバイオセンサーによる免疫測定

バイオセンサーは、基本的に、化学物質を特異的に認識する生体高分

子固定化膜とその膜で生じた変化を電気信号に変換するトランスデュー

サーから構成される.

代表的な酵素センサーは、固定化酵素膜と酸素電極、 pHセンサーな

どの電気化学デバイスとから構成されている.この固定化酵素膜の種類

を替えることによって、種々のセンサーが開発されている.この酵素膜

の代わりに抗体を固定化した膜を用いて、免疫センサーの開発も行われ

ている[1 ]。

こうした免疫センサーの原理の一つに、膜電位の変化を測定する方法

がある (Fig.l-l(a))。この方法は、固定化された抗体に対応する抗

原が、抗原抗体反応によって結合したときに、抗原の持つ電荷によって、

膜電位が、変化することを利用したものである.前述の微生物計測法の

中にもこの原理を用いたものがある。この膜電位を測定する方法におい

て、アルブミン、 1 g Gなどを抗原として固定化することによって、血

清に含まれる特定の抗体の滋度測定も可能である[1 ]。

一方、酵素を利用した免疫測定法も考案されている。この方法は、抗

体固定化担体と酵素標識した抗原または抗体を用い、競争反応法あるい

はサンドイツチ法による反応の後に、固定化膜上に存在する酵素の活性

を電気化学デバイスによって測定するものである.ここで競争反応法と

は、抗原試料と既知量の酵素標識抗原を混合し、抗体固定化漢に対し競

争反応を行わせるものである (Fig.1 - 1 (b)) .この場合、摸上の酵素

活性から試料の獲度を計算することができる.また、サンドイツチ法と

F
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は、抗体固定化膜に対し抗原試料の結合反応を行わせ、その後、結合し

た抗原試料に対して標識抗体の結合反応を行わせるものである (Fig. 1 

-l(c)). この場合も、膜上の酵素活性から抗原試料の漫度を求めるこ

とができる[1 J • 

最近では、光ファイパーを検出素子に用いた免疫測定法が報告されて

いる.この方法は、光ファイパ一端面に抗体を固定化するとともに、蛍

光標識した抗体を用い、試料抗原に対して、上記のサンドイツチ法と同

様の反応を行わせた後、光ファイパ一端面上の蛍光測定を行うものであ

る。この測定法によって、比較的高感度な免疫測定が可能であると報告

されている (Fig.1-1d) [lJ。

これらの測定法の問題点としては、次のような点が挙げられる。表面

電位を測定する方法では、非特異吸着、その他不確定な電極界面の変化

の影響を受けやすく、電位が不安定になりやすい。また、標識試薬を用

いる方法では、試薬を使い捨てにするごとになり、再使用可能という、

従来のバイオセンサーの特徴が生かせないことになる.また、特に電気

化学デバイスを用いる方法は、感度的がやや劣るという点が挙げられる。

光ファイパーを用いる方法は、紫外光の光源が必要であるため、システ

ムの小型化が難しいという問題点がある。

いる [41-44]. カブトガニ血球抽出物は、多段階で増幅する酵素

反応系(カスケード機構)を含んでおり、エンドトキシンが、そのトリ

ガーとなることが知られている (Fig.1- 2 (a)) .エンドトキシンは、

パイロジェン(体内発熱物質)の一種であり、医療、医薬品の分野で重

要な検査項目となっている.

また、血液凝固反応系の凝固反応も各種の血液凝固因子の分析に応用

されている。この血液凝固反応もカスケード機構によって機成されてい

ることが明らかにされている (Fig.1-2 (b)). この中で、フイブリ

ノーゲンは、凝罰したゲルの骨格となる成分であることが知られている 。

酵素(トロンピン)を用いてた凝固反応によって、フイブリノーゲンを

定量する方法が報告されている [45-49]. このフィブリノーゲン

の定量は、血液中の血栓の存在を調べる上できわめて有効な方法になっ

ている。

1. 2. 3 ゲル化反応を伴う生化学反応とその計測l

自然界には、多くの種類のゲルおよびゲル化反応が存在する。これら

のゲル化反応の反応機構は複雑であり、一部が解明されているにすぎな

い。これらのゲル化反応のいくつかは、実用的な分析へ応用されている。

その代表的なものは、カブトガニ血球抽出物のエンドトキシンによるゲ

ル化反応である。この反応は、エンドトキシンの微量分析に利用されて

これらの凝固反応の計測には、これまで手作業によって凝固を判定す

る方法が広く行われていたが、特に、エンドトキ シンに関しては、これ

に変わる光学的な測定方法が開発されている[5 0 J。この方法は、凝

固にともなって、試料の濁度が変化することを利用したものである。し

かし、光学的な方法は、試料の汚れや塩析などの影響を受けるなど、直

接的なゲル化の測定でないため測定される変化量との対応性に不安があ

り、さらに、測定には十分な量の試薬を必要とするという問題点がある.

したがって、今後、少量の試料で測定可能で、ゲル化反応を直接に計測

する方法の開発が、必要であると考えられる。

1. 3 水晶録動子の化学計担uへの応用

内
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1. 3. 1 水晶振動子の化学計測〈の応用の原理とガスセンサーへの

応用

水晶伝動子は、水晶の圧電効果を利用したデバイスであり、きわめて

高精度な基準信号源として広く電子機器に利用されている。水晶振動子

の中で代表的なものが、 ATカット水晶振動子である。 ATカット水品

振動子は、 Fig.1-3に示すように、薄い水晶板の両側に電極が設置さ

れている.この ATカット水晶振動子は、温度センサ一、圧力センサ一、

ガスセンサーなどのセンサーとしても広く応用されている。この水晶振

動子のセンサーとしての応用の原理は、大きく分けると、水晶自身の物

理的特性の変化を利用するものと、水晶振動子表面八の物質の吸着や接

触による共振周波数変化を利用するものとがある。化学物質の計測には、

主に、後者の原理が適用されている。

S a u e r b r e yは、水品振動子表面の振動の式をもとに次のよう

な式を導いている[5 1 J。

6 J .ガスセンサーの開発は、近年、 Gu i 1 b a u 1 tらによって精

力的に行われている.これまでに、種々の薄膜について、ガスセンサー

としての特性が調べられている [7-14J.

最近では、このガスセンサーを匂い物質の計測へ利用することが、注

目さつつある.水晶振動子を用いた匂い物質の計測は、まだ十分な研究

が行われていない段階であり、今後の詳細な研究が期待されている。

L'.F/F=-L'.m/ρd A ( 1 - 1 ) 

1. 3. 2 液体中における水晶振動子の挙動と電気化学計測への応用

従来、水品振動子は、液体に接した状態では、機械的な抵抗が大きす

ぎて、発振できないと考えられていた。ところが、実際には、液体に接

した状態でも発振が可能であることが、野村らによって示された[1 5 J。

液体の種類によって、発振周波数が変化することが示され、液体クロマ

トグラフィーの検出器としての応用も検討されている [1 6 J • 

この液体中での発振周波数について、 Ka n a z a w aらは、液体中

で様方向に弾性的に振動する平板のモデルから、次 の ような関係式を導

いている[1 8 J。ここで、 F 基本周波数、L'.F :周波数変化、 b.m:重量変化、 p 水

品の密度、 d :振動子の厚さ、 A:振動子の函積である。

この式は、L'.m (重量変化)が ρdA (水晶の重量)に対して十分小

さい場合に成り立つことが実験的に確かめられている。

7.K晶振動子ガスセンサーは、この原理を応用した代表的なセンサーで

ある。このガスセンサーの原理は、 7t品振動子表面に感応膜を被覆し、

この感応膜にガスが吸着することによって、 7t晶振動子の発援周波数が

変化することを利用したものである. K i n gらは、水晶振動子表面を

ガス吸着性の薄膜でコーテイングすることによって、湿度の測定やキシ

レンなどの炭化水素ガスの滋度の測定が可能であることを示した[5. 

L'. F = - F 3/2 (ヮ ρL/πμ PQ) 1/2 ( 1 - 2 ) 

ここで、 F:発振周波数、L'.F:発振周波数変化、 ヮ:液体の粘性、

μ:水晶の弾性、 P L ・液体の密度、 ρQ .水晶の密度である。

このように、発振周波数変化L'.Fは、 ( P ヮ) Iバ に比例して変化す

る。この関係は、実験的に得られた結果とよく一致することも報告され

ている。

このように、水溶液中での発振が可能であることから、徴量のイオン

の検出を行った報告もある。この方法は、水溶液中の金属イオンや陰イ

オンを水晶振動子上に析出させ、これにともなう水品振動子の発振周波
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数変化を測定するものである。 [21-24].

さらに、水晶振動子は、電解重合膜の形成や電極表面の吸着反応につ

いての研究に応用されている.この方法は、水晶振動子の二つの電極の

うち一つを電気化学測定系における作用極として使用し、反応と同時に

発振周波数変化を測定するものである. [26-29J。

液体中における水晶振動子は、センサーとして応用される可能性が数

多く考えられ、今後の研究が期待されている.

一方、高周波領威の液体の粘弾性を測る方法としてねじれ振動子が用

いられてきた [52， 53]. しかし、このねじれ振動子は、円筒状で

側面に四つの電極を配置するという形状であり、液体中での使用には難

がある (Fig.1-4)。したがって、ねじれ娠動子のセンサー素子とし

ての利用は、ほとんど進んでいないのが現状である.これに対して、水

品振動子は、 ATカット型の場合、板状であるため扱い易く、安価に入

手可能であることから、今後の応用展開が期待されている.

1. 3. 3 水晶振動子の免疫測定への応用

7)C品振動子の免疫測定 における最初の報告は、 Schmolkaらに

よる抗 BS A (Bovine Serum Albumin)抗体測定用センサーに関するもの

と考えられる[3 0 J。 このセンサーは、抗原(この場合、 BS A) を

水晶振動子表面に固定化して、その抗原に特異性のある抗体の滋度を測

定するものである。

この他にも、水晶振動子を用いた免疫測定に関する報告がなされてい

るが、いずれも発銀周波数の測定は、 7)C品振動子を液体から出して、空

気中で行なわれている。このため測定精度が十分でないという問題があ

った.液体中で水晶振動子を発銀させながら免疫iIliJ定を行った研究も最
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近発表されている.この中で、 1 g G濃度の測定が、検討されているが、

十分な感度は、得られていない [32， 33].

S A W (Surface Acoustic Wave)デバイスは、水品娠動子と動作原理は

異なるが、同じ圧電体を用いたデバイスであり、センサーとして類似し

た特性を持っている. S AWデバイスには、発銀用と受信用の 2組の対

になったくし型電極が、水晶板上に配置されている (Fi g. 1 - 5 ). S 

AWデバイスでは、乙の発信用の電極から発生した音波が、水晶板上を

伝わり、受信用電極で検出される。この時、 SAWデバイスは、特定の

周波数だけを通過させる特性を持っている。この SAWデバイスを用い

た免疫センサーについても既に報告されている。この中で、抗ヒト 1g 

Gを固定化した SAWデバイスの発振回路が、 O.0225-2.25m

g .m 1ぺのヒト 1g G濃度の間で濃度に依存して変化することが示さた.

[31， 34J。

このような抗体を圧電素子表面に固定化した免疫 センサ ーは、結合し

た抗原を解離させることによって、繰り返し使用が可能である。また、

容易にiIliJ定を自動化することが可能である。こうした点から、今後の感

度の向上や新たな利用法が期待されている。

1. 4 本研究の目的および意義

本研究の目的は、理論的な考察を踏まえ、 7)C品振動子をトランスデュ

ーサーとするバイオセンサーおよび化学計測システムを 開発することに

ある。各章における目的および意義は、以下の通りである。

( 1 )第二章では、 7)C晶娠動子をバイオセンサーとして使用する上で必

要な基礎的検討を行う.さらに、これを踏まえ、抗体を水晶振動子表面

に固定化した微生物センサーの開発を行う。水品振動子を 用い た微生物
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センサーは、これまでに例がなく、微生物の漫度測定と同定が同時にで

きるセンサーの開発は、意義のあることと考えられる.

( 2 )第三章では、水晶振動子バイオセンサーの液体中での連続測定八

の応用を目指し、免疫測定用フローシステムの開発を行う.この測定シ

ステムを用い、プロテイン Aを表面に固定化した水晶振動子によって、

1 g G 滋皮の測定を行うとともに、 1 g Gサブクラスの成分の分析への

適用を行う.さらに、ポリエチレン粒子を用いた感度の向上法について、

E.co1iの測定を通して検討を行う.水晶振動子バイオセンサーを用

いる成分分析法や感度の向上法については、これまで報告がなく、水晶

振動子センサーの発展性を明らかにする上で、以上の点についての検討

は、意義のあることと考えられる.

( 3 )第四章では、水晶振動子の電気的等価回路定数の物理的意味につ

いて考察するとともに、水品録動子の水中での挙動について、この等価

回路定数をもとに検討する.さらに、水晶振動子バイオセンサーの測定

結果についても考察する。一方、新たに共振抵抗の粘性に対する関係式

を導き、実験的な検証を行う。この章における理論的な検討は、水品振

動子のセンサーとしての応用性を広げる上で重要である。ここで得られ

る粘度測定の指標は、第五章以降の水晶振動子の化学計測j八応用される。

( 4 )第五章では、水晶振動子の粘度測定デバイスとしての機能を利用

し、パイロジェンの一種であるエンドトキシンの濃度を測定するシステ

ムの開発を行う.この測定システムは、カブトガニ血球抽出物のエンド

トキシンによるゲル化反応を粘性変化として測定するものである。共振

抵抗および共振周波数の測定結果をもとに、エンドトキシン濃度を求め

るために最も適したゲル化時間の算出法について検討する。この中で特

に、一定のしきい値に達するまでの時間または粘度変化の最大変化速度

-12 -

を指標とすることにより、測定時間の短縮が可能であることを示す。本

法は、従来法の欠点を克服するものであり、実用手化につながる筏術と

して、特に、意義のあるものと考えられる.

( 5 )第六章では、反応速度の速いゲル化反応を計測することのできる

システムを構築し、血液凝固因子の 1つであるフイブリノーゲン濃度の

測定に適用する.温度変化に起因する周波数変動をアルミナ粒子の添加

によって改善できることを示し、本システムが、汎用性の 高い凝固反応

の測定装置であることを明らかにする。フィブリノーゲン の分析は、臨

床検査において重要であり、本システムの臨床検査八の応用の可能性を

示すことは、意義のあることと考えられる。

( 6 )第七章では、水晶振動子を用いた匂い物質の測定について検討を

行う。匂い物質の検出には、感応膜として各種の天然脂質を使用する。

匂い物質の識別について、嘆覚で識別される傾向 と測定結果 との関連性

から考察を加える。匂い物質の計測については、まだ、十分な研究が行

われていないため、ここで、匂い物質の計測について検討 を行うことは

意義のあることと考えられる。

以上のように、水晶振動子を用いたバイオセンサーおよび化学計測シ

ステムの開発を行うことは、分析化学分野の発展および食品、 医療、環

境計測などの分野の進展に大きく貢献するものと考えられる。

1. 5 用語について

本論文において、発媛周波数とは、発振回路を用いて測定された周波

数を意味し、共振周波数とは、インピーダンスアナライザーを用いて測

定された周波数を意味する。
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2. 1 緒言

既に、第一意でも述べたように、従来の微生物計測n去には、顕微鏡に
よる直接観察法、免疫的方法、化学的方法、さらに、電気化学的方法が

ある.この中で、抗体の特異性を利用した免疫的な方法が、最も確実に

微生物を識別する方法である。一方、水品振動子によって、微量な重量

変化が可能である.このことから、本章では、水晶振動子を検出素子と

し、免疫反応を利用する、新しいバイオセンサーの開発についての検討

を行う。

本センサーの原辺を簡単に述べると、次のようになる。水晶振動子表

面に微生物に対する抗体を固定化し、微生物表商の抗原と抗原抗体反応

を起こさせる。これによって、微生物が、 7K品振動子表面に結合し、重

量変化を生じる。この重量変化を水晶策動子の発娠周波数の変化として

の測定するのである.

本章では、抗体として、抗Ca n d i d a抗体を用い、病原菌の一種

である C.a1 b i c a n sの計測について検討する。本システムでは、

抗原抗体反応を利用するため高い選択性が期待される。

7K品振動子をバイオセンサ ーとして使用する上で重要なことは、水晶

振動子の安定性である.すなわち、測定の際に、測定対象物以外のもの

に起因する発援周波数の変動を抑えることが重要である。このためには、

使用する水晶振動子の選択および発銀回路の検討が必要である。また、

水晶振動子表面八の抗体の固定化法の検討も、免疫センサーの性能を向

上させる上できわめて重要である。 7K品振動子の電極は、 直接固定化担

体として使用されるため、電極の材質について検討することも必要であ

る。金属電極上ヘの固定化に関しては、既に、白金電極上に固定化を行

った報告があるので、本章では、この方法を参考に検討を進める。この

報告では、白金表面を陽極酸化したのち、アミノシラン処理によって、

酵素の固定化を行っている[5 4 ].また、 ES C A (Electron Spect 

roscopy for Chemical Analysis) を用いて電極表面の酸化物層の分析を

行った研究も報告されている [55， 56J. このような表面分析法は、

電極の材質や処理法を検討する上で、有効な手段である.本章において

も、 AE S (オージェ電子分光法)を用いて、電極表面の状態について

検討を行う.

本章では、以上の項目について、水晶振動子バイオセンサーの開発の

ための基礎的検討を行い、続いて、水晶振動子を用いる微生物計測につ

いての検討を行う。

第二章 水晶振動子を用いるバイオセンサーとその病原性微生物の計測

への応用

2. 2 実験方法

2. 2. 1 実験装置および試薬

本実験には、 ATカット，基本周波数 9M H zの水晶振動子を使用し

た。この水晶振動子の水晶板の大きさは、 8mm X 8 mm x 0 . 1 8 mmである。

固定化担体として用いる電極の材質としては、次の 4種類について検討

した。

①真空蒸着によって形成された Ag電極の上に Pd -N iメッキしたも

の、

② P d -N iメッキされた電極をさらに 0.5M 水酸化ナトリウム中で、

4mA. cm-2の定電流で陽極酸化したもの、
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③ A g電極上にさらに S i O 2をスッパタリングしたもの、

④ A gペースト.

発銀周波数の測定には、 TTL-ICを用いた発振回路と周波数カウ

ンター (Iwatsu、 SC-7201) を使用した.発費量回路の回路

図を Fig.2-1に示す.

抗 Ca n d i d a抗体としては、は、 1 a t 0 r 0 n L a b 0 r a 

tories (Tokyo) で販売されている C a n d i d a c h e 

ck  No. 4を使用した。 Ca n d i d a a 1 b i c a nSの繕養に

は、グルコース 2%、ペプトン 2%、イーストエキス 1%を 含む、 pH 

7の繕地を用いた.繕養条件は、 30 "c、 48時間とした。

S a c c h a r 0 m y c e s c e r e v i s i aeについても同じ条件

で培養を行った.微生物の前処理には、遠心分離器を用 Lヘ微生物を p

H 7、 0.05 Mのりん酸緩衝液で洗浄した。この操作を 2回繰り返し、

リン酸緩衝液に懸濁した徴生物を測定に使用した.

7](晶振動子電極表面の分析には、オ ージェ電子分光法 (AE S) を用

いた. A E S装置には、 ALVAC HI、 Su p e r S a m 5 9 

o Aを用い、加速電圧および電流をそれぞれ、 3.0k Vと 1.4Aとし

て測定を行った a エッチングガスには、アルゴンを用い、 1 0 mm2あた

り、 2k V、 5mAの条件でスパアタリングし、エッチングを行 った。

2. 2. 2 水晶振動子表面への抗体の固定化

7](晶振動子表面の抗体の固定化には、 γ-aminopropyl triethoxysi la 

ne (γ APTES) とグルタルアルデヒド (GA) を使用した.処理

の手順は次のようになる。水晶振動子の電極を γ A P T E Sの 2%ア

セトン溶液中に浸し、 1時間処理した。これによって、電極表面にアミ
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ノ基が生成される.アセトンによる洗浄後、乾燥させ、この際に、発銀

周波数の測定を行った.このときの発銀周波数を F，とした.さらに、グ

ルタルアルデヒド (GA) の 5%水溶液中で 3時間処理を行い、続いて、

p H 7のりん酸緩衝液で十分に洗浄した.この処理によって、表面にア

ルデヒド基が生成し、このアルデヒド基と抗体の持つアミノ基との結合

によって、抗体の固定化が可能になった。抗 Ca n d i d a抗体(1 0 

mg  protein.cm-') の固定化条件を室温で 30分間として、

固定化を行った。未反応のアルデヒド基を処理するため、 0.5Mグリシ

ン水溶液中で、 30分間処理を行った。さらに、非特異的な吸着物を除

去するため、 0.5M塩化ナトリウムで洗浄を行った。

2. 2. 3 微生物計調Jjへの適用

まず、表面に抗体を固定化した水晶振動子をス.;zーラーで撹持されて

いる微生物懸濁液に浸した。一定時間放置し、固定化された抗体と微生

物表面の抗原との間で、抗原抗体反応を行わせた。反応後、水晶振動子

を0.5M塩化ナトリウムで洗浄し、さらに、水洗した.空気中で乾燥し、

再び発援周波数を測定した。このときの発振周波数を F2とした。発援周

波数変化(.6F=F，-F2) を測定デ-.;zとして用いた.

比較のため、微生物滋度を血球計数盤によって計測した.電極上に結

合した微生物は、蛍光色素である 4，6-diamino-2-phenylindoledihydro 

chlorideによって核染色を行い[5 7 ]、蛍光顕微鏡で観察した.

2. 3 結果および考察

2. 3. 1 水晶振動子の選択および発振回路の検討
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水晶振動子は、水晶の結晶面に対して、ある角度でカットした水晶片

から製造される.水晶片は、適切な形状に加工され、電極が付けられ、

水晶振動子として完成する。一般に使用されている水品振動子の中には、

厚み滑り振動を行う ATカット水晶振動子や音叉振動を行う音叉形水品

振動子、さらに、輪郭滑り水晶振動子、 GTカット水晶振動子など、多

くの種類の振動子がある.このうちガスセンサーとして、一般に用いら

れているものが、 ATカット水晶振動子である。 ATカット水晶振動子

は、温度変化による発振周波数の変化が少ないこと、板状で怨いやすく、

安価に入手できるという特長を持っている.本研究においてもこの点か

ら、 ATカット水晶振動子を使用することにした.

水晶振動子の感度については、既に示した Sa u e b r e yの式(式

1 - 1 )からある程度の計算が可能である。すなわち、基本周波数日 M

H zの水晶振動子は、 1 n gの重量変化に対して、約 1H zの周波数変

化を生ずることになる。式 1- 1からわかるように、援動子の基本周波

数が大きければ、重量変化に対する周波数変化も大きくなる。したがっ

て、基本周波数が大きい方が、検出感度は向上する.ただし、 ATカッ

ト水品振動子の共振周波数は、振動子の厚さによって決定される。この

ため振動子の厚さが薄くなると、共振周波数は増加するが、機械的な強

度は低下する。

すなわち、水晶振動子をセンサーとして使用する場合、水品振動子の

基本周波数をなるパく高くする方が望ましいが、逆に、水芸振動子の機

械的な強度は、低下してしまうという問題がある。さらに、水晶振動子

と今回使用した発援回路とのマッチングについての実験の結果、 9MH

zの水晶振動子が、最も安定に発振することが確認された。これらの知

見から総合的にみて、 9MHz程度の基本周波数を持つ振動子が、震も
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適していると判断した.

発振回路についても、各種の発振回路を作製し、検討を行った.第 3

章以降で、水中において発振を行うことを考慮すると、使用する回路は、

水中で安定に発援できる必要がある.本章の実験では、発援回路として、

トランジス ?lを用いた回路、 CMOS-ICを用いた回路、 TTL-I

Cを用いた回路、それぞれ数種類について検討を行った.この結果、 Fi

g.2 -1に示す TT L S N 7 4 0 0を用いた回路[2 4 ]が最適であ

るととが明らかになった.

2. 3. 2 抗体固定化法の検討

本実験では、水晶振動子の電極として、 Ag電極上に Pd-Niメッ

キしたもの、さらに Pd-Ni電極を陽極酸化したもの、 Ag電極上に

S i O2スッパタリングを行ったもの、 Agペーストの 4種類の電極につ

いて検討を行った.通常、水晶振動子の電極に使用されている A g電極

については、徐々に酸化が進んでしまうという問題点があるため、今回

は使用しなかった。 4種類の電極について、 2・10.ce11s'c

m -3のC.a1 b i c a n s懸濁液中に浸潰し、反応を行わせた後、電極

表面に結合した微生物の密度を測定した。その結果を Table2-1に示す。

Table2 -1から、微生物の結合量は、 Pd-Niメッキ後、陽極酸化を

行った電極で、最も多いことが示された。この陽極酸化の効果を確認す

るため、 Pd-Niメッキした電極および Pd -N i電極をさらに陽極

酸化した電極について、 AESによる深さ方向の元素分析を行った。こ

の結果が、 Fig.2-2 (a)、(b )である. Fig.2 -2において、縦軸

は、それぞれの元素のスペクトルに対応する時間あたりのエネルギー強

度を示しており、元素分布の指標となる.横軸は、スッバッタ時間であ
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り、試料はスッバッタによって徐々に削られて行くことから、深さ方向

の状態を表している。 Fig.2-2から、揚極酸化した電極表面で酸素元

素の量が増加していることが示された.また、深さ方向の酸素の分布も

陽極酸化によって、拡大していることが示された。これは、陽極酸化に

よって、表面の荒さが増したためと考えることができる。さらに、陽極

酸化した電極の表面で、 A g漫皮の増加が認められた.これは、下層の

A gが拡散したためと考えられる。また、この Pd -N i電極のサイク

リックボルタモグラムを取ったところ、顕著な酸化ピークが観察された.

以上の結果を総合して考えると、陽極酸化によって、 PdO、 Ni O2、

A g 20、 AgO等の酸化物が形成されるとともに、表面の粗 さが増した

ものと考えられる.この結果、 γ-APTESの結合量が増し、これに

伴い、抗体結合量が増加し、結果的に、微生物結合密度の増加につなが

ったものと考えられる。

Table 2 -1では、 Si O2をスッパタリングした電極も比較的高い密

度で微生物が結合することが示された。しかし、 S，02をつけた水晶振

動子では、溶液中で発振させた場合、発振周波数が不安定になりやすい

という問題が認められた。このため、以降の実験では、 Pd -N i電極

を陽極酸化したものを使用することにした。

2.3.3 C.a 1 b i c a n s濃度測定における反応時間の検討

Fig.2-3は、♀.albican s 5・108 C e 1 1 s' c m-3の懸

濁液について、抗原抗体反応の時間と発振周波数変化 (t:. F )の関係を

示したものである.この発振周波数変化は、グルタルアルデヒドおよび

抗体固定化に伴う周波数変化を含んでいる。反応時間ゼロ(反応を行わ

なかった場合)における発振周波数変化は、約 15 0 H zであった。 Fi
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g.2 -3から、 t:.Fの値は、反応時間の増加に従って増加していること

が確認された.反応時間が約 30分ほどで、 t:.Fの増加は鈍くなり、十

分な変化が得られることから、以降の実験では、反応時間を 30分に定

めた。

2. 3. 4 C.a lbican sの狼度測定

Fig.2-4は、 C.a1 b i c a n sの漫度に対する発援周波数変化を

示したものである。 Fig.2-4における C.a1 b i c a n sの滋度範囲

は、 1・108- 5・108 C e 1 1 s . c m-3 である。 Fig. 2 -4より、

発振周波数が微生物漉度に依存して変化することが確認された. F ig. 2 

-4において、抗体の固定化に起因する発銀周波数変化を破線で示した.

また、 C.albican sと同じ酵母である S.c e r e v i s i a e 

について実験を行った結果、微生物混度に依存した周波数変化は、認め

られなかった。わずかに認められる周波数変化は、非特異的な吸着によ

るものと考えられる。

さらに、水品振動子表面に結合した微生物を DAPIによって、核染

色し、蛍光顕微鏡によって、水晶振動子表面に結合した微生物密度の測

定を行った。この微生物密度と使用した懸濁液の微生物猿度との関係を

Fig.2-5に示す。 Fig.2-5から、この微生物密度は、懸濁液猿度に

対し、ほぽ直線的な関係を持つことが示された.この結果から、 懸濁液

の微生物漫度、表面に結合した微生物密度および発銀周波数変化の問の

対応関係を確認できた。

2. 4 結言

本章では、水晶振動子バイオセンサー開発のための基礎的知見を得た。
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さらに、水晶振動子の表面に抗体を固定化し、微生物漫度の計測に適用

した.すなわち、微生物懸濁液中で、抗原抗体反応を行わせ、水晶振動

子表面に微生物を結合させ、発銀周滋数変化を測定することによって、

特定の微生物波度の検出と濃度の測定が、可能であることを示した。本

章で得られた知見を要約すると以下のようになる.

( 1 )抗体の固定化を行う水品振動子の電極として、 Pd -N i電極に

陽極酸化処理したものが、安定性および抗体結合能において優れている

ことが示された.この陽極殴化処理の結果は、 AE S分析によって、表

面の粗さの増加と酸化物の増加に起因していることが示された。

( 2 )微生物測定のための反応時間は、約 30分が適当であることが示

された。

( 3 )抗 Ca n d i d a抗体を固定化した水晶振動子は、 1 0 • - 5・1

O'cells'cm-aの C.a1b i c a n sを測定可能であり、 S.

c erevisia eには応答しない、特異性の優れたセンサーである

ことが示された。

( 4 )懸濁液の微生物詰震度、水晶振動子表面に結合した微生物密度およ

び発援周波数の変化の聞には、良好な対応関係があることが示された。
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第三主主 水晶振動子を用いるバイオセンサーによる生体物質の測定

3. 1 緒言

第一章でも触れたように、現在行われている免疫分析法には、ラジオ

イムノアッセイ、フルオロイムノアッセイ、エンザイムイムノアッセイ、

ラテックスイムノアッセイ等がある.これらの方法には、自動化が難し

いという問題点がり、さらに、抗体等の試薬を使い捨てにしてしまうこ

とから、経済性にも問題がある。このようなことから、これらの測定法

に対して、操作が簡便で、自動化および再使用が可能である、という特

徴を持つ免疫センサーの開発が強く望まれている。

一方、第二章において、 7](品振動子の種類の選択、電極の材質および

抗体の固定化のための電極処理の方法など、 7](品仮動子バイオセンサー

を製作するための基本的な項目について明らかにした。これをもとに、

本章では、繰り返し使用が可能で、自動化可能なフローシステムの実現

に重点を置いてを検討を進める.また、既に報告されている圧電素子を

用いた免疫測定法では、十分な感度が得られていないが、本章では、実

験システムや方法の改善を行い、より高感度な免疫センサーの開発を行

う。

本章で、実際に適用する系には、 I g Gを特異的に結合するタンパク

質であるプロテイン Aを使用する。プロテイン Aは、微生物の持つ膜担

ンパクであり、 I g Gとの結合、解離を可逆的に行うことができる。こ

のため、プロテイン Aは、 I g G分離用アフィニティークロマトグラフ

イーへの応用にも用いられており、再使用可能なセンサーの実現に適し

た生体素子といえる [58-63].

操作の簡便化と自動化を実現するため、コンビューターによってコン
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トロール可能なフローシステムを構築する.このフローシステムとプロ

テイン Aを表面に固定化した水晶掻動子を用いて、 1 g G濃度の測定に

ついて検討する。さらに、この測定システムを用いて、 1 g Gサブクラ

スの成分分析への応用についての検討も行う.

この他に、フローシステムを利用した、 E.coliの漫度調II定につい

て検討を行う.旦.c 0 1 iの濃度の測定を通して、抗体を固定化したポ

リスチレン粒子を用い、測定の高感度化について検討を行う。この方法

は、ポリスチレン粒子を水品振動子表面の E.coliに結合させて、重

量を増加させ、周波数を増幅させるものである。

3. 2 実験方法

3. 2. 1 実験装置および試薬

本実験で使用した水晶援動子は、第二章と同じ ATカット、 9M H z 

の水品摂動子である.第二章と同様に、蒸着によって形成した銀電極上

にPd -N iメッキを行い、 O.5M NaOH中で、 4mA'cm-2 の

条件で陽極酸化処理を行った。

本実験に用いた試薬のうち、プロテイン A Cアフイニティ精製品)は、

UCB-Bioproducts， S.A.より入手し、ヒト 1g Gおよ

びヒト γーグロブリンは、 Mi 1 e s S c i e n t i f i cより入手

した。また、マウス ー γーグロプリンとヒトア jレブミンは、 C 0 0 p e 

r Biomedical， Inc.より入手した。 E.coliには、

A T C C 1 1 775を使用し、ブイヨン寒天プレート上で 25 "C， 1 6 

時間培養後に使用した。 E.coli懸濁液の猿度は、濁度計によって求

めた。抗旦.~土土抗体は、 D i a g n 0 s t i c s P a s t e u r 
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より入手した. 0.5μmおよび lμmのポリスチレン粒子として、コパ

スフイアーズMX粒子 CCovalent Technology Co 

r p.製)を使用した。抗体とポリスチレン粒子を 1時間混合して、ポリ

スチレン粒子表面に抗体を固定化した。抗体固定化後、ポリスチレン粒

子をリン酸緩衝液で遠心分離器を用いて洗浄した.

水晶振動子へのプロテイン Aの固定化法は、第二章の方法と同様であ

る。すなわち、 γ-APTES 5%アセトン溶液中で、 25 "cで 1時

間処理を行い、アセトンによる洗浄後、 5%グルタルアルデヒド水溶液

中で、 3時間処理を行った。次に、プロテイン A溶液 Clmg'cm-3，

p H 7、 0.05 M リン酸緩衝液)中に浸潰し、水品銀動子表面のアル

デヒド基とプロテイン Aのアミノ基とを反応させて、固定化を行った。

固定化反応の条件は、 2 5 "c、 1時間である.さらに、 0.1Mグリシン

水溶液中で、 30分間処理し、未反応のアルデヒド基をブロックした。

抗 E.coli抗体の固定化も同様の方法で行った。

一方、比較のため、プロテイン Aの固定化法として、 トレシルクロラ

イドを使用する方法について検討した。この方法は、 1.2%ピリジン、

5%トレシルクロライドのアセトン溶液中で、 30分処理を行った後、

リン酸緩衝液で洗浄し、抗体溶液に浸漬 C1時間)して、固定化を行う

ものである[6 4] • 

実験装置の概要を Fig.3-1に示す。このフローシステムは、水晶振

動子、アクリル樹脂製のフローセル、ペリスタポンプおよび電磁弁より

構成されている。 7.K晶振動子は、フローセルの中に固定されている.実

験装置は、この他、恒温権、発振回路、周波数カウンターおよびデータ

収集・システム制御用のコンピューターから構成されている.発振回路お

よび周波数カウンターについては、第二章で使用したものをそのまま使
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用した.コンピューターは、 PC-9801E(日本電気製)を使用し

た.ペリスタポンプは、アト- AC-2120、電磁弁は、 Th e L 

e e C o.の 12 1 6 1 8 Hを使用した。コンビューターによって、ペ

リスタポンプと電磁弁をコントロールして、半自動的に実験が行えるよ

うにした.

恒温槽中に保持されているフローセルには、発振周波数測定中は、一

定温度に保たれた蒸留水が流れるようにした.フローセルには、 pH 2. 

4， 0.1 Mグリシン塩酸緩衝液、 O.5M NaClまたは試料溶液が、

必要に応じて、導入されるようになっている。

3. 2. 2 水品振動子の液体中での挙動の検討

蒸留水、エタノールまたは Na C 1水溶液中に、水品録動子を浸潰し

て発振周波数の変化を測定した。

3.2. 3 I g G濃度の測定

はじめに、グリシン塩酸緩衝液をフローセル流し、プロテイン Aを固

定化した水晶振動子の表面の吸着物を除去した。次に、フローセルの中

を蒸留水で置換し、 30 'cの蒸留水を O.7ml'min-'で導入しなが

ら、発振周波数を測定した。発振周波数の変化がなくなるまで測定を行

ない、このときの周波数を F，とした。次に、フローセルから蒸留水を排

出した後、セルにヒト Ig G試料溶液を移送した。一定時間、セル中で

パプリングによるt堅持を行いながら反応を行わせた。ここで、ヒト Ig 

G試料溶液は、ヒト Ig Gを pH7.0， O.05Mリン酸緩衝液で希釈

したものである。サンプル溶液を排出し、 O.5M NaCl水溶液によ

って洗浄し、非特異吸着物を除去した.この後、再び、フローセルの中
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を 30 'cの蒸留水で置換し、同様に発振周波数を測定した.このときの

周波数を F2とした。この F，と F2から、発援周波数変化 dF=F，-F

2を求めた。

プロテイン Aと特異的に結合したヒト Ig Gは、 pH 2.4、 0.1M 

グリシン塩酸緩衝液によって、溶出可能である.溶出後、その水晶振動

子を再度調U定に使用した。以上の一連の操作手順を Fig.3-2にまとめ

た。

3.2.4 IgGサブクラスの分析

I g Gサブクラスの分析においても、まず、前節と同様に、反応前に

発振周波数 F，を測定した。次に、マウス γ グロプリン (pH8.0，

0.2 Mリン酸緩衝液に溶解)または、ヒト γーゲロプリン (pH7.0，

0.0 5 M リン酸緩衝液に溶解)試料液をセル中に移送し、反応を行わせ

た。この後、前節で述べた方法と同様に、セル中を蒸留水で置換してか

ら、発振周波数を測定し、 F2とした。次に、 pH 7.0から pH 2 . 5ま

で、 pHを O.5づっ変化させた 0.1Mリン酸ークエン酸緩衝液を用い

て、表面の Ig Gの溶出を行った。各溶出後に、フローセル中を蒸留水

で置換して、発振周波数(F" F ，+，・ ・)の測定を行い、この溶出に

伴う発振周波数変化 (dFph=F，-Fぃ， )を求めた。この一連の操作

手順を Fig.3-3にまとめた。

3. 2. 5 E.coli濃度の測定

E.coli 浪度の測定については、既に述べた Ig G猿度のiP.U定と同

じ手順で行った.さらに、 E.coli滋度の測定に引き続き、抗体を固

定化したポリスチレン粒子(5・109numbe r'cm-') をセル中に
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移送し、反応を行わせた。この後、再びフローセル中を蒸留水で置換し

て、発振周波数(F 2・)の測定を行った.

3. 3 結果および考察

3. 3. 1 各種液体中での発援周波数の変化

水晶媛動子の液体中での使用にあたっては、水晶録動子の基本的な特

性についての検討を行い、それに基づいて実験条件を決定する必要があ

ると考えられる。このような基礎的知見として、これまでに、水品振動

子を液体中に浸潰した時の発振周波数変化について、いくつかの報告が

なされている。

まず、 NomuraとMinemuraは、液体の密度と導電率によ

って、水晶振動子の発振周波数が変化するという経験式を示した[1 6 ]。

さらに、 NomuraとOkuharaは、液体の粘度と密度に依存し

て発銀周波数が変化するという経験式を示した[1 8 ]。

第一主主で述べたように、 KanazawaとGordonは、液体中

での平板の振動のモデルから、発振周波数変化が、液体の粘度と密度の

積の 1/2乗に比例するという式を導いた[1 9 ]。

以上のことから、水品振動子の発振周波数変化には、液体の粘度、密

度、導電率が影響していると考えられる。また、これらの因子は、温度

によって変化することから温度の影響も考慮する必要がある。さらに、

導電率などの電気的な因子の影響は、使用する発銀回路によって、異な

ると考えられる。したがって、すべてのケースに対応できる発援周波数

変化の式を得るのは困難であると考えられる。そこで、今回使用した実

験装置に関して、実験を行い、その結果に基づいて測定条件を検討する
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ことにした。

Fig.3-4は、水晶振動子を空気中、蒸留水中(1・10"Q'cm-1)

エタノール中に固定し、発振を開始させたときの発援周波数の変化を示

したものである a 空気中における発援周波数を基準にした周波数変化は、

蒸留水中とエタノール中で、それぞれ、 11，235と 13，848Hz

であった。発振周波数変化が、液体の粘性と密度の積の 1/2乗に比例

するという Kanaz awaらの式に従うと仮定すると、水とエタノー

ルの発振周波数変化の比は、 30"Cにおいて、 1 1.005となるはず

である。これに対して、測定結果は、 1 . 4 9 : 1であり、液体の種類に

よって異なる結果が得られることが明かとなった。さらに、 Fig.3-4

から、周波数の応答曲線は、エタノール中では、すぐに安定するのに対

して、蒸留水中では、安定するまでに 3， 4分を要することが明かとな

った。この応答曲線の遠いと発振周波数変化の比の遣いの間に何らかの

関連性があると考えられる。

次に、導電率の影響を調べるために、蒸留水、 0.5mM NaCl、

2. 5 mM  N a C 1を用いて測定を行った。その結果がFig.3-5であ

る。 Fig.3-5から、塩濃度が濃くなるほど、周波数変化は、大きくな

ることが示された。また、塩滋度が高くなるほど、周波数応答が安定す

るのに長い時間を要することも示された。蒸留水と Na C 1溶液の粘度

および密度の変化は、小さいことから、この周波数変化の差は、粘性や

密度の違いによるものでないことは明かであり、導電率(イオンの存在)

の影響が大きいことが確認された。 Fig.3-5で得られた結果は、 Fig. 

3 - 4の水とエタノールの結果と類似しており、同じメカニズムが関与

している可能性も考えられる。

蒸留水中で、 21.5"Cから 40"Cまで温度を変化させて、発振周波数
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の変化を調ペた結果が、 Fig. 3一日である.この実験から水晶振動子の

発振周波数が、蒸留水中で、 30Hz/"Cの温度依存性を示すことがわ

かった。この場合、温度変化にともなう液体の粘性変化によって、発銀

周波数が、変化するものと推察された。発振周波数の安定に要する時間

は、温度によって大きな影響は受けなかった。

F ig. 3 -4とFig.3-5から、水やイオンが、特異な影響を与えるこ

とが示唆されたが、これに関連する実験報告もある。 Thompson

らは、表面に親水約または疎水的な処理を行った水晶振動子を用い、水

中における発援周波数の変化について検討を行った [32， 33J。こ

の結果、親水処理を行った水品娠動子の発援周波数は、疎水処理を行っ

たものに対して、安定になるまでに長時間を要することが示された。こ

れについて、彼らは、振動子表面と液体界面の電気的な状態の定常化に

時間を要するのではないかと考察している。

以上のように、エタノールよりも蒸留水が、水よりも塩溶液が、大き

な周波数変化をもたらし、周波数が安定になるまでに長い時間を必要す

ることが示された。この原因としては、水晶振動子と液体の界面におけ

る電気的な定常化(電気二重層の形成など)または液体の構造の定常化

に一定時間を必要することによるのではないかと推察される。このよう

なことから、 7j(品振動子にタンパク質が結合した場合、親水位・疎水性の

変化によって、発振周波数変化になんらかの影響を与えることも考えら

れる。

最後に、片面浸漬タイプと両面浸漬タイプの選択について考察する。

F ig. 3 -5の実験の際に、 10mM NaClについても検討を行なっ

たが、この場合には、水晶振動子を発振させることはできなかった。こ

の理由としては、 Na C 1溶液の電導率が高く、発振回路にとって、水

品振動子に並列の抵抗が付加された状惣と等しくなり、発振回路が正常

に動作できなくなったことが考えられる。この点で、水晶振動子の電極

の両面を液体に浸すことは、問題もある。ただし、電極両面に物質を結

合させることができるので、片面だけを浸潰する場合に較べ、 2倍の応

答値を得られる。また、片面を絶縁する場合は、水晶振動子に機械的な

ストレスを与え、発振周波数が、十分に安定しない場合がある。このよ

うな点において、両面浸漬の方が、有利である。

以上のことから、塩濃度と温度の影響を遊けることが測定の再現性に

とって、重要であることが示された。実際に測定を行う場合は、繰り返

し測定時の周波数再現性がとくに重要である。この点から、蒸留水中で

の測定→塩溶液に置換→蒸留水中での測定、という操作を繰り返し、再

現性の確認してから実験を行なった。この結果、セル中に一定温度の蒸

留水を流しながら、発振周波数の測定を行うことが最適と判断した。さ

らに、フローラインに導電率計をセットし、塩が完全に除去されたこと

をチェックできるようにした。

3. 3. 2 ヒト 1g G溢度の測定

本システムを用いて、 1 g G渡度の測定を行なったところ、 Fig.3 -

7に示す発振周波数の応答が得られた。 Fig. 3 - 7において、応答 Aは、

1 g G反応前の周波数応答である。この周波数応答が、定常{直に達した

ときの周波数を F，とした。応答 Bが、 l'10-'mg'cm-3のヒト 1g 

Gと 30分反応させた後の周波数応答である。この場合の定常値に達し

たときの周波数を F2とした。応答 Bの周波数は、応答 Aの周波数に対し

て減少していることから、固定化されたプロテイン Aに 1g Gが結合す

ることによって、周波数が変化することが確認された。応答 Cは、さら
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に、 pH 2.4、 0.1Mグリシン一塩酸緩衝液によって、 1 g Gの溶出

を行った後の周波数応答である。応答 Cの周波数は、応答 Bの周波数に

対して増加し、 1 g Gの溶出によって、振動子表面の重盆が減少するこ

とが確認された.ただし、応答 Cは、完全にもとの応答 Aのレベルまで

は、回復していない.これは、 1 g Gが、完全に溶出しないで残ってい

るためと考えられる.応答 Dは、 10 -3m g . C m-3のヒト 1g Gと 30 

分反応させた後の周波数応答である。応答 Dは、応答 Bよりも周波数変

化が大きく、この水晶振動子バイオセンサーが、 1 g G濃度に依存した

周波数変化を起こすことが示された。さらに、本センサーが、再使用可

能であることも示された。詳細な実験は行なっていないが、本センサー

は、比較的低滋度の試料であれば、 1 0回程度の使用は可能と考えられ

る。ただし、 1g G浪度の高い試料では、溶出しきれない 1g Gが多く

なるため、使用可能な回数は、減少すると考えられる。

1 g G濃度の測定における反応時間と周波数変化の関係を Fig.3-8

に示す。 Fig.3-8では、 1 g G濃度が、それぞれ、 1 0ーヘ 1 0→， 

1 0ベ mg・C m-3の試料について、測定した結果を示した。この結果か

ら、いずれの濃度でも約 30分程で、周波数変化が飽和に近いレベルに

達することが明かとなった。このことから、基本的な反応時間を 30分

に設定することにした.

Fig. 3一日に、ヒト 1g G濃度に対する周波数変化の関係を示した。

Fig.3-9におけるデータは、反応時間 30分および 15分について、

測定した結果である.反応時間 30分の場合は、ヒト 1g G濃度 10 -3 

mg'cm-3以上では、周波数変化は、飽和してしまうが、それ以下では、

1 g G濃度に対して、良い直線関係を示した。この関係は、 llF=0.4

0・10g (llC) +3.4 であった。また反応時間 15分では、周波
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数変化は、 1 g G浪度 10べから 10 -2m g . c m-3の間で直線関係を示

し、 llF=0.49・10g (llC) +3.2 の関係を示した.

ヒトアルブミンについても反応時間 30分として、実験を行ったが、

1 0 -2m g・cm-3以下では、ほとんど周波数変化は、起こらなかった.

したがって、本測定法において、非特異的吸着の影響は、ほとんどない

ことが示された.

以上の結果から、本システムによって、 1 0→-10-2mg'cm-3の

1 g G滋度の測定が可能であると考えられる.周波数測定の誤差を考慮

しでも、 1 0 -5m g . c m-3までは、十分に測定が可能と考えられる。

3. 3. 3 プロテイン A固定化量とヒト 1g G結合抵の検討

本実験では、プロテイン Aの固定化には、原則として、 γ-APTE

SとGAを用いたが、 トレシルクロライドを用いる固定化法についても

検討を行った。 トレシルクロライドを用いる方法では、 10-2mg'cm 

-3の 1g Gに対して、周波数変化として、 191から 16 5 H zの値が

得られた.この値は、 γ-APTESとGAを用いる方法によって得ら

れた値と同程度である。この結果については、 2つの固定化法が、閏定

化のための活性サイトをほぼ同定度形成しており、間程度のプロテイン

Aが、国定化されたためと考えられる。

次に、固定化されたプロテイン Aの量と結合した 1g Gの量との関係

を調ペるため、プロテイン Aの固定化に伴う周波数変化を測定した. G 

A処理の後、水品振動子をセルに固定し、 1mg'cm-3、 1m 1のプロ

テイン A水溶液をセル中に移送し、固定化反応前と 1時間反応後の発援

周波数変化を測定した。この結果として、 2回の測定で、 180， 20

o H zの周波数変化を得た。このプロテイン Aに対して、 1 g Gが結合
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したときの周波数の変化は、 Fig.3 -8に示したように、最大で約 25 

o H z程度である.ここで、プロテイン A 1分子に対して、 I g G 2 

分子が結合することが知られている[5 8 ] .また、分子量は、 I g G 

が約 15万、プロテイン Aが約 4万であることから[5 9 ]、フリーの

反応の場合、重量比は、 1 : 7. 1と計算される。実験の結果は、両者と

もほぼ同程度であり、発振周波数変化が、重量変化だけに依存すると仮

定すると、 I g Gの量は、プロテイン Aの量に比パて少ないことになる.

この理由としては、 I g Gどうしの立体的な障害や、プロテイン A固定

化時にプロテイン Aの結合方向によって活性サイトがブロックされてい

ることが考えられる。

また、 Sa u e r b r e yの式から、 9M H z水晶振動子では、 1 n 

gが 1H zに相当することになる.例えば、 10-'mg'cm-'， 1ml

の Ig Gに含まれる Ig Gは、 10 n gであり、期待される最大の周波

数変化は、 1 0 H zである.実際には、 22 H zと 33 H zという結果

が得られている.この理由としては、先に述パた、振動子と液体の界面

における液体の構造化や界面の電気的状態の変化が、周波数変化に影響

を与えているためと推察される。このような現象として、ガスセンサー

において、発振周波数変化が、導入したガスの重量から期待される値よ

りも大きくなったという報告もある[1 4 ]。この点につい ては、第四

章において、さらに検討を行う。

3. 3.4 IgGサブクラスの分析

本章の緒言においても述べたように、プロテイン Aは、 I g Gの各サ

ブクラスの種類によって、 I g Gに対する親和性が異なるという性質を

持っている [60， 61]。本項では、この性質を利用して、 I g G成
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分の分析を行った結果について述パる. F ig. 3 - 1 0 (a) において、

Aで示した最初の点は、反応前の周波数であり、点 Bは、 0.1mg'c

m -，のマウス γーグロプリン (pH8.0， 0.2Mリン酸緩衝液) 3 0 

分反応後の周波数である。この後の各点は、 pH 7.0から pH 3 . 0ま

で、 pHをO.5づっ変えたりン酸ークエン酸緩衝液によって、溶出させ

た後の発振周波数を測定した結果である。この各点の差を pHに対して

プロットしたものが、 Fig.3 -1 0 (b) である。 Fig.3-1 0 (b) 

に示す溶出パターンは、既にアフィニティークロマトグラフイーによっ

て、得られている結果とよく一致した[6 0 ] • すなわち、それぞれ、

pH6.5， pH5.5-4.5， pH3.5-3.0におけるピークが、 I 

gG" IgG 2 • , IgG2bに相当するピークであると考えられる。

同様の実験をヒト Yーグロブリンについて行った結果が、 Fig.3-1

1である。このFig.3-1 1のパターンは、 Fig.3 -1 0のパ担ーンと

明らかに異なっており、マウス 7ーグロブリンとヒト yーグロプ リンの

成分の違いが明確ロ示されている.さらに、この結果は、既に報告され

ている、 I g G 2と Ig G.が pH 4 . 7で浴出され、 I g G，と Ig G‘ 

が pH 4.3で溶出されるという結果によく対応している [6 1 ]。

このように、本センサーは、固定化した物質のアフイニティ特性を利

用した成分分析センサーとして使用が可能であることが示された。さら

に、水晶振動子バイオセンサーは、固定化物質を代えることによって、

この他にも成分分析に応用が可能であると考えられる.

3.3.5 E.coli滋度の測定

Fig.3 -1 2は、反応時間 30分における旦.c 0土 i滋皮と周波数変

化の関係を示したものである.フローシステムによる測定であるため、

F
h
u
 

n
d
 



第二章で示した♀.a1 b i c a n s濃度と周波数変化を示すFig.2-4

に比ペ、反応前後の周波数変化を正確に測定することができ、検出限界

付近の周波数変化の有無が明確になった. F ig. 3 - 1 2 から、旦 .~

iの測定範囲は、 1 08- 1 08 C e 1 1 s . c m-3であることが示された.

さらに、このセンサーにおいて、 E.c♀ 1iとの反応時間の周波数変

化に与える影響を検討した.その結果を Fig.3-13に示す。 Fig.3-

1 3から、反応時間が 60分および 120分の場合、周波数変化は、わ

ずかに増加する程度であることが示された.したがって、反応時間は、

この場合も 30分で十分であることが明らカになった.

3. 3. 6 ポリスチレン粒子を用いた発援周波数変化の増幅

前節で示した Fig.3 - 1 2は、結合した互・♀ o1 iのみに起因する周

波数変化であった.発援周波数の増幅を行うため、旦..f__2...上よを反応さ

せた後、さらに、 0.5μm および 1μm の抗~..f__2...土ーと抗体箇定化ポ

リスチレン粒子を反応させた.このときのE・c0土土とポリスチレン粒

子によって生じた周波数変化を合計して、旦.C 0 1 i猿度に対してプロ

ットしたものが、 Fig.3-14である。 Fig.3-14で、 0.5μmおよ

び 1μmの粒子について、ともに周波数の増幅効果が認められた。しか

し、 O.5μmの粒子を使用した場合は、増幅効果は十分でなく、検出限

界を向上させるには歪らなつかった。これに対して lμmの粒子を使用

した場合には、検出限界を 105 C e 1 1 s . C m-3に向上させることが

できた.今後、水品振動子による免疫測定を発展させる上で、このよう

に周波数を増幅させ感度の向上を計ることは有効な手段であると考えら

れる。
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3. 4 結言

本章では、水晶振動子バイオセンサーをフローシステムハ発展させた。

このシステムを用い、表面にプロテイン Aを固定化した水晶録動子によ

って、 1g G浪度の ilU1定が可能であることを示した.また、同じプロテ

イン A固定化水晶振動子によって、 1 g Gサブクラスの分析が可能であ

ることを示した.さらに、このセンサーシステムを E.Coliの測定に

適用するとともに、ポリスチレン粒子によって感度の向上が可能である

ことを示した。本主主で得られた知見を要約すると以下のようになる。

( 1 )液体中で水晶振動子を使用した場合、液体の粘性、密度、導電率

さらに温度等が、発振周波数に影響することが示された.さらに、水晶

娠動子と液体界面において発振周波数に影響を与える因子が存在するこ

とが示唆された。ごのことから、再現性よく実験を行うために、セル中

を蒸留水で置換して、発振周波数のiIl.U定を行うことにした。

( 2 )プロテイン Aを固定化した水晶振動子によるヒト 1g Gの測定で

は、発振周波数変化が、 1 g G濃度に依存することが示された。また、

結合した 1g Gを pH 2.4のグリシン塩酸緩衝液で、溶出することによ

って、センサーの再使用が可能であることが示された。

( 3 )プロテイン Aを固定化した水晶振動子を用いるヒト 1g Gの測定

において、反応時間がおよそ 30分でほぼ発振周波数変化が飽和に達す

ることが示された。これに基づき、標準の反応時間を 30分に設定した.

( 4 )ヒト 1g G滋度の測定範囲は、反応時間 30分で、 1 0 -8ー

1 0 -3m g . C m-3 、 15分で、 10-'-10-'mg'cm-
3 であるこ

とが示された。

( 5 )プロテイン A固定化水晶振動子を用い、 i容出後の pHを徐々に変

化させマウス 1g G成分の分析に適用したところ、 IgG..IgG，.. 
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IgG2bに相当するピークが得られた.また、ヒトー γグロプリンにつ

いても特異なパターンを示すことが確認され、本センサーが、成分分析

に適用可能であることが示された。

( 6 )抗大腸菌抗体を固定化した水品振動子によって、 E.coliを

1 0 8_  1 08 C e 1 1 s . c m-'の範囲で測定できるごとが示された。

( 7 )抗大腸菌抗体固定化ポリスチレン粒子(1μm) によって、発銀

周波数の増幅が可能であることが示され、検出限界を 105 ce11s 

. c m-3 に改善することができた。
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G 

Fig.3-1 Schematic diagram of experimental system: (A) 

piezoelectric crystal in the cel I (日) o.cilloto，; (C) 

frequency counter; (0) microcomputer; (E) peristaric pump; 

(F) .ol.noid v.lves; (G) th.，most.tic b.th; (H) distilled 
w.te， .upply; (1) glycine-HCI buffe， supply; (J) O.5M N.CI 
supply; (K) sample injection port. 



Rinsing with Glycino-HCI (pH 2.4) 

Measur i n9 the resonant f requency (F、)

Reaction 

Rinsing with O.5M N.CI 

Measuring tne resonant frequency (F:a) 

Fig.3-2 Experimental procedure for I宮G determination 

Rin・ing with glyoin・-HCI buffor (pH 2.4) 

Measuring the resonant frequency (F，) 

Reaotion 

Rinsing with O.5M N.CI 

Measuring tne resonant frequency (F:;t) 

Rinsing with a stepped gradient of pnospnate-

。itrio .cid buffer (pH 7-3) 

Measur ing tne resonant frequency (F2p.....) 

Fig.3-3 Experimental procedure for I白G sub-class 

determinat ion. 
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溶液中の水晶振動子の特性の解析とその粘性測定〈の応用第四章

緒言1 4. 

抗体等を表面に固定化した水晶振動子を用第三章において、第二章、

これま微生物や抗体の測定が行えることを示した.いる ことによって、

水品娠動子主に、測定の指標として用いてきた発銀周波数変化は、で、
400 

表面の重量変化に起因すると考えられているが、第三章で示した水中で

重量変化以外の要因が関与しているの発振周波数変化の検討において、t込

液体の粘性とさらにそれ以外のこの要因としては、ことが示唆された.300 
第一章でも述パたまず粘性に関する知見としては、要因が考えられる。

いくつかの報告がなさ液体中での水晶振動子の挙動について、ように、

式 1- 2としても示しその代表的なものが、れている [15-21]，

K a n a z a w aらの式である[1 9 ]。た

( 4 - 1 ) (ワ PL /πμ P 0 )げ2d.F=-F'/2 

200 

オートマチックゲインコントローラー(入H a g e rらは、この他、

力レベルに依存せずに出力レベルが一定になるように増幅率を自動的に。100 
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次式を得た変える増幅回路)で構成した発振回路を用いた実験から、

[ 2 1 ]。r ___ti二---------/・/。
( 4 - 2 ) ( d. e ) d.AGC=-k，d. (ρ ヮ) '/2 + f 。
( 4 -3 ) d.F=-k2 d. (pη) '/2 +g  (d.e) 10

6 1d 
d.AGC:オートマチックゲインコントローラーのゲインの変ここで、I 5 . C m -') ( c e I CONCENTRATION 

g 比例係数。

発振周波数変化に影響する重量変化および粘性変化以外の要因につい

f. k 2. k '. d. e 誘電率の変化、化、

Fig.3-14 Correlation bstween E.coli ooncentration and 

resonant frequenoy shi ft; treated w; th covaspheres partioles 

1 μm (0 ). 0.5μm (LI.). .nd not-tr..ted (. ) 
Simpso 

疎水性に依存するな

これについて、まだ明確な結論は得られていない.ては、

親水性、7K品振動子一液体界面において、
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nらは、



んらかの緩和現象が関与しているのではないかとの考察をしている[3 

2.33]. 

以上のことから、本章では、水晶振動子の電気一機械変換モデルから、

水晶振動子の電気的等価回路定数を算出することにより、共振周波数に

影響を与える因子について検討することにした。

すなわち、本章では、まず、水晶振動子の電気的等価回路パラメータ

ーの示す意味について考察し、この中で、特に、等価回路定数の中の R

， (共振抵抗)の項に着目し、液体の粘性に関連した理論式の導出を行う.

さらに、水晶援動子の各等価回路定数の測定法について検討する。次に、

水ーエタノール混合液を用いd.FとR，を測定し、この 2つのパラメー

ターと液体の物性との相関について検討する。また、グリセリン水溶液

を用い、本システムの粘度 illU定八の適用性を評価する。

40 2 理論

40 20 1 水晶援動子における電気一機械変換モデル

7](晶援動子の電気的な等価回路は、 Fig. 4 - 1 (a) のように表され

る。 Fig. 4 - 1 (a) における直子1)の L，. C '. R，に対する電気的な振

動は、次のように表される。

L， (d2q/dt2)十 R，(dq/dt) +l/C，・q=V 4-4 

ここで、 qは電荷、 Vは印加電圧である。

この電気的なモデルは、 7](晶振動子の圧電素子としての性質から、よ

く知られているように、電気一機械変換モデルとして、機械的なモデル

Fig.4-1 (b) に変換される。この場合、振動の式は、次のようにな

る。

-40 -

m (d2x/dt2) +r  (dx/dt) +l/C.=F 4-5 

ここで、 xは位置、 mは重量、 rは摩擦係数、 C.はコンブライアンスで

ある。

また、電気機械変換係数 kは、 F=kVとして定義される.したがっ

て、式 4-4と式 4-5の対比から、次のような関係式が導かれる.

L，=m/k2 

C，=C.o k2 

R，=r/k2 

4 - 6 

4 - 7 

4 -8 

これは、インダクタンスと重量、キャパシタンスとぱね定数、電気抵抗

と摩擦抵抗が、対応関係にあることを示すものである。従って、電気的

なパラメーターの測定によって、実際に水晶振動子で機械的に起きてい

る現象をとらえることができると考えられる.

40 20 2 水晶振動子の抵抗R，と液体の粘性に関する式の導出

式 4- 5において、 F=F.cos (ωt )とすると、次のような解が

得られる.

x = F./ {1 / C • -mω2) 2 + (ωr) 2} 

{ (l/C.-mω2) C 0 S (ωt) +ωr.sin(ωt) } 

4 -9 

共振状態においては、振幅が最大となることから、共振周波数 ωs2は、

ω，2=1/Cm om (式 4-9' )で表される。したがって、共振状態で

は、次の関係式が得られる。

x = F./ωr.sin(ωt ) 

d x / d t = v ，= F ./ r . c 0 s (ωt ) 

ここで、 v sは、振動系の速度である。

-41 -

4 - 1 0 

4 - 1 1 



ATカット水晶振動子は、ずり振動を起こすことが知られている.し

たがって、 Fig.4 - 1 (b) に示した機械的なモデルは、 ATカット水

品振動子では、水晶板が、水平方向 (X方向のみ)に振動する Fig.4-

1 (C) に示すモデルに変換される.式 4- 1 0と式 4- 1 1の xおよ

び V.は、水晶板の X方向の位置と速度としてとらえることができる.

液体に接している水晶振動子に対して、水晶振動子表面に垂直方向

( Z )のある位置における水晶振動子に対して水平な方向へのずれとず

れ速度を U (z，t) とV (z， t )とすると、 Fig.4-1 (C) におけ

る液体のせん断応力と水品の弾性振動の式は以下のように表せる。これ

らの式は、式 4- 1導出のもとになった式でもある[1 9 ]. 

F (z，t) /A=μ8u(z，t)/8z 

F (z，t) /A=η 8v(z，t)/8z 

4 - 1 2 

4 -1 3 

(8F (z，t)/8z) dz=ρ。Adz'v(z，t)/8t

4 - 1 4 

(8F (z，t) / 8 z) d z=ρLAdz'v(z，t)/8t 

4 -1 5 

ここで、 μは水晶の弾性係数、 ワは液体の粘性、 P Qは水晶の密度、 P L 

は液体の密度、 Aは水品振動子の函積である。

式 4- 1 3と式 4-1 5から次式が得られる。

8'v (z，t) /8  Z'=PL/ワL{8v (z，t) /8t} 

4 -1 6 

この式から、既に文献(6 5 )の中でも扱われているように、 z = 0に

おいて、 V，=V (z，t) という境界条件のもとで、次のような解が得

られる.

V(z，t)=Vo・ex p (ー (ω P/2ヮ) ，/， ， z} 
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C 0 S (ωtー (ωρ/2η) ，ノ 2 z} 

4 -1 7 

ここで、 V0 は、 V.=V 0 C 0 S (ωt )である。

水晶板表面の受ける摩擦カは、式 4- 1 3から、

F (O，t) /A=ヮ'8v(O，t)/8z 4-18 

と表される。式 4-1 7と式 4-1 8から、さらに、次式が得られる.

F (O，t) /A=ー (ωpヮ) ，バ

VoCOS(ωt+1/4π) 

4 -1 9 

ここで、 pは液体の密度である。

さらに、式 4- 1 1と4- 1 9より、

r = (ωP守) '/2 A 4 - 2 0 

となり、式 4-8とから、次式が得られる。

R， = (ωρ ヮ) ，〆， A/  k' 4 -2 1 

このように、d.F (共振周波数変化)と R，(共援抵抗)は、供に、液

体(ニュートン流体)に接している場合、 (ρη) '/2 の関数として表

されることが示された。ただし、共振周波数は、式 4- 9' から、

ωs =1/  (L，C，) ，/， 4 -2 2 

として表されることから、d.Fは、重量や弾性といった他の要因によっ

ても影響を受けることになる。以上のことから、 R，を測定し、d.Fと

対比することにより、d.Fの変動の原因を考察できると考えられる。

4. 3 実験方法

4. 3. 1 実験装置および試薬
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本実験では、水晶振動子の両面が液体に接するようにしたセルと片面

のみが液体に接するようにしたセルの 2種類のセルを使用した(Fig.4

-2 ) .水品振動子としては、 ATカットの 6MHz.9MHzおよび

12M H zのものを使用した.インピーダンスアナライザーには、 Yo

k 0 g a w a -H e w 1 e t t - P a c k a r dのm 0 d e 1 4 1 9 2 

Aを使用し、コンピュータとしては、日本電気製 PC-9801Eを使

用した.インピーダンスアナライザーの印加電圧を 0.01 Vとして実験

を行った.蒸留水には、比抵抗 1MQ・cm-2 のものを使用し、試薬に

は、すペて特級品を使用した.

4. 3. 2 電気的等価回路定数の算出

Fig.4-1 (a) に示した水晶振動子の電気的等価回路回路のアドミ

ツタンスは、次式のように表わせる。

Y=1/  (R，+jωL，+1/jωC ，) + jωC 。 4 -2 3 

一方、インピーダンスアナライザーによって、アドミッタンスの実数

成分のコンダクタンス(G )と虚数成分のサセブタンス (B )を測定す

ることができる。そこで、式 4-2 3のアドミッタンスをこの 2つの成

分に分けると次の 2つの式が得られる.

G=R，/ {R，2十 (ωL，-1/ωC ，) 2 } 

BωCo=ー (ωL，-1/ωC ，) 

4 -2 4 

/ {R，2+ (ωL，ー 1/ωC，) 2 } 

4 -2 5 

式 4- 2 4と式 4- 2 5を整理すると、次の関係式が得られる。

(G-1/2R，) 2+ (B一ωCo)2=(1/2R，)2 4-26 

式 4-2 6において、 GとBをプロットすることにより、円が得られる
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ことがわかる.これをグラフイじすると Fig. 4 -3 (b) のようになる.

ここで、 Gが最大値を示す周波数が、共振周波数 ω.であり、この Gの

最大値は、 1/R，に等しくなる。さらに、 Bの最大値および最小値を

とる周波数 ω1、ω2 をそれぞれ式 4-2 5に代入して整理することによ

って、

ω1一ω2=l:J.ω=  R ，/L， 

の関係が得られる。また、既に示したように、共振周波数 ωsは、

ω. = 1/  (L， C ，) '/2 

である。

本実験では、アドミッタンス測定の周波数を ω，-d.ωから ω2 + d.ω 

までとり、この間で周波数を約 1000分割した周波数について測定を

行った。式 4-2 6に対応する円の式を測定デ-c$lから最小自乗法によ

って求め、各パラメーターを算出した。この計算では、 ωC0 項が周波

数によって変化するため、 ωC0 の値をiJlU定された Bの値より差し号|い

て、円の式を最小自乗法で求め、中心点の Bの値がゼロ になる C0の値を

求めた。 ωgについては、円の中心点の Bの値と一致する円周上の点に対

応する周波数から求めた。 ωl、ω2についても、円の中心点の Gの値と

一致する円周上の点に対応する周波数から求めた。いずれの場合も、多

項式近似法を利用した。これらの操作によって、 Co. R ，.ωs， L 1お

よび C，の値を得ることができた。

さらに、水晶振動子の両面の電極が、液体に接する場合には、液体の

導電率の影響が考えられる。この影響については、等価回路に並71)の抵

抗 R。を付加することによって、考慮することができる.この等価回路

を、 Fig.4-3 (c) に示した。このアドミッ担ンスは、

Y=1/  (R，+jωL，+1/jωC ，) + jωCo+1/Ro 
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4 -2 7 

で表される.式 4-2 6と同様に、

(G-l/Ro-l/2R，) 2+ (B-ωc 0) 2 

=(1/2R，)2 

4 - 2 8 

が、得られる. G. Bをプロットした Fig.4-3 (c) から わかるよう

に、円の G方向へのシフトから Roを求めることができる.

4. 4 結果および考察

4. 4. 1 水晶振動子バイオセンサーにおける等価回路定数の変化

Table4 - 1に両面浸潰タイプのセルで水晶振動子の等価回路定数を空

気中、蒸留水中および lmMリン酸緩衝液中において測定を行なった結

果を示した。さらに、第三章で行なったプロテイン Aを固定化した水晶

摂動子と、それに 1g Gを結合させたもの (0.lmg/ml.30分)

についての測定結果も示した.

Table4 -1に示されているように、空気→蒸留水、蒸留水→リン酸緩

衝液における共振周波数の変化は、それぞれ、 5k H z. 3 5 0 H zで

あった.ごの値は、発銀回路を用いて測定した結果とほぼ一致した.

R，については、空気→水において、水の (pヮ) '/2 に対応した変化が

得られたが、水→リン酸緩衝液ではほとんど変化しなつかった。(ここ

で、 ρは液体の密度、 ヮは液体の粘度である。) したがって、水→リ

ン酸緩衝液で生じた周波数変化は、 L，または C，に関連する変化であ

ると推察される.

プロテイン A→プロテイン A+ 1 g Gについては、 30 0 H zの変化

が得られた.この値も、発振回路によって、得られる結果とほぼ一致し

ている.この場合の R，には、ほとんど変化がみられず、 1 g Gの結合

によって、表面の摩擦抵抗の変化は、起きていないと考えられる.した

がって、この場合も C，または L，に関連する変化であると考えられる.

しかし、周波数の測定精度が、 7桁であるのに対して、 C，および L，の

測定精度は、 3桁程度であるため、これらの測定値から議論を行なうこ

とはできない。 1g Gによる発振周波数変化については、重量変化がか

なり寄与しているとも考えられるが、第三章の考察で示したように、重

量変化だけでは説明できない現象もある.水→リン酸緩衝液での周波数

変化という点と合わせて考えると、 C，すなわち、弾性的な因子によっ

て、周波数が変化している可能性もある.この点については、次 の水ー

エタノール混合液を用いた測定結果からも考察を加 える。

4. 4. 2 水ーエ担ノール混合液における共振周波数および共振抵抗

R，の変化

Table 4 -2は、両面および片面タイプのセルを使用して、水ーエ担ノ

ール混合液 (30"C)における水晶振動子の共振周波数、 L，. C ，. R 

lおよび C0 の測定値を示したものである。 Table4-2には、空気中で

の共振周波数を基準にした周波数変化も示した。 Table4-2から、 L'. 

C，の測定精度は、/:::，.Fに比パて十分でないため、実質的な変化は、誤

差に埋もれてしまっている。したがって、本節では、共振周波数変化 A

Fと共振抵抗 R，の測定結果をもとに考察することにする。

Fig.4-4は、 Table4-2に示した R，と液体の(pヮ) '/2との関係

を示したものである。ここで用いた液体の密度 pおよび粘度 ηは、化学

便覧のデータから計算したものである [66]. (p守) '/2 とR，は、



良い直線関係を示すことが確認された。片面漫潰タイプの R，の値は、両

面浸潰タイプの R，の値の約半分になっている.これについては、式 4-

2 1の面積 Aの項が反映されていると考えられる。

Fig.4-5は、 t::.Fと (ρ 叩) '/2の関係を示したものである . t::. Fは、

(ρ ヮ) '/2に対して、 lまぽ直線的であるが、両面漫潰タイプの場合には、

水の比率が大きくなるほど直線からずれてくる傾向がみられた。この周

波数変化のずれは、 Fig.4-4の結果から、粘性に起因するものではな

いことは明かである。前節でも触れたように、この理由として、重量変

化または液体の弾性的な効果の 2点が考えられる。

重量変化であると考えた場合、一つの可能性として挙げられるのは、

水と電極界面における電気二重層が、表面への疲着層として影響を与え

ているということである.しかし、水晶振動子の電極を電気化学測定の

作用極として用い、サイクリックボルタモグラムをとった結果では、 5 

MHzの水晶振動子において、表面への酸素の段着に対して、 2 0 H z 

程度の周波数変化しか起こらないことが報告されている[2 8 ]。した

がって、段着層が原因とは考えにくい。また、 9M H zという周波数は、

電気二重層が形成される時間に対して、きわめて速い速度であるという

こと[6 7 ]、さらに、測定電圧 1， O.l， O.01V それぞれにつ

いて測定を行ったが、ほとんど変化はなつかた。この結果も、周波数変

化がI!&着に起因することを否定するものである a

水とエ;:rノールにおける大きな逮いとして、誘電率の違いが挙げられ

る。特に、水分子は、大きなダイポールモーメントを持つとともに、強

い水素結合をすることが知られている.ここで、 Fig.4-6は、エタノ

ールー水の比率に対して、 C。の値を両面浸潰セルと片面浸潰セルについ

てプロットしたものである。両面浸潰セルの場合には、電極の周囲全体

にま式料液が存在することから、水の比率が高くなるに従い、 C 0が大きな

値を示すことがわかった。 C0の変化は、すでに述べた 4.3. 2 (電気的

等価回路定数の算出)からもわかるように、 t::.Fに対してほとんど影響

を与えないが、この誘電率の違いが、液体の物理的な性質 の違いに関連

している可能性は考えられる.水分子の誘電分極は、 9MHzより速い

ことが知られている[6 8 ]。し たがって、電極界面で、水分子の配向

が起こり[6 9 ]、水素結合により液体が構造化され、弾性的な性質が

増加すると考えることが可能である。この現象は、水のような特殊な液

体で、 9M H zという比較的高い周波数の電場がかかったときに起こる

ことが想定される。ただし、この点には、まだ議論の余地はあると考え

られる。

F ig. 4ー 7は、水ーエタノール混合液とメタノールーエ担ノール混合

液で得られた R，( (ρ ヮ) ，ハに対応)と t::.Fについて、プロットした

ものである。メタノールーエタノール混合液では、 R，と t:::.Fは、かなり

の直線性を示すが、メタノール 1000/0では、直線からややずれてくる。

これも、水と同じように、メタノ ールの誘電率の違いから解釈可能であ

る。

Fig.4-8は、 25 'cにおける水ーエタノール混合液で得られた R，と

t:::. Fの関係を示したものである。 Fig. 4 -8に示した 25 'cでの水とエ

タノ ールのずれは、 Fig.4-7に示した 30'Cの場合に較パて大きくな

っている。この理由として、ブラウン運動による乱れが、 25 'cでは、

より小さくなることによって、水の構造化がより強くなったと解釈する

ことができる。

前節で、重量変化および粘性変化以外の共振周波数変化の要因が存在

すること、また、第三重Eで、疎水性・親水性によって周波数変化が異なる



ことを既に述べた.これらの現象の類似性を考えると、まず、 1 g Gの

吸着によって、表面の親水性・疎水性の変化が生じることが考えられる

[8 5 J。さらに、両面浸潰対片面浸潰の状態は、親水性対疎水性

の状態が極端になった場合であるとも考えられる。したがって、前節以

前に述べた 2つの周波数変化現象の原因が、本節で述べた片面浸漬・両面

浸潰によって生じる周波数変化のメカニズムによっても説明が可能であ

ると考えられる。

4. 4. 3 グリセリン水溶液を用いた粘皮センサーとしての評価

6 M， 9 M， 12M  H zの水晶振動子について、グリセリン水溶液を

用い、 (ρ 守) '/2に対する共振抵抗 R，の値を測定した結果が、 Fig.4 

9である。また、同様に、 ( pヮ) ，バに対する共振周波数/::，.Fの測定

を行った結果が、 Fig.4 -1 0である. F ig. 4 -9から、 R，が液体の粘

性に対し、広い範囲で直線関係を示すことが明らかにされた.一方、式

4 - 1から/::，.Fも (pヮ) '/2に比例して変化するはずである。 Fig.4-

1 0の/::，.Fと (pヮ)げ 2は、基本的には直線関係を示しているが、 (ρ 

守) '/2が大きくなるに従って直線からのずれが生じている。このずれは、

式 4-1の導出課程において近似処理を行っていることから理解できる

[ 1 9 J。

Fig.4-11に/::，.FとF3/2の関係を示す。/::，.FとF3/2は、直線関係

を示すことから、式 4-1が実験結果とよく一致することが、さらに裏

づけられた。同様に、式 4ー 21から、 R，と F'/2・Aは直線関係を示す

ことが期待される.面積 Aとして電極面積を用いた場合、 Fig.4-12

に示すように、よい直線関係は得られなかった。この理由としては、実

際に振動している面積が、電極面積とは単純に一致しないことが考えら

れる [70， 71J.

以上のように、 R，は液体の粘性をよく反映した値を示すということが

明かとなった.さらに、/::，.Fは、粘性によって変化するが、重量変化や

弾性的な変化によっても変化することが示された。したがって、これら

の性質を利用し、新たな分析法への応用が期待できる.

4. 5 結言

本主主では、水晶振動子の電気的な等価回路定数の意味について、電気

一機械変換モデルから考察を行った。特に、液体中に水晶振動子を浸潰

したときの共振抵抗 R，についての関係式を導いた。これらの知見をもと

に、第三章における 1g G 測定時の周波数変化についての検討した。さ

らに、水ーエタノール混合液を用いた実験から、周波数変化/::，.Fおよび

共振抵抗 R，と液体の性質との関連について検討した。続いて、グリセリ

ン水溶液における測定から、粘度計測デバイスとしての評価を行った。

本章で得られた知見をまとめると以下のようになる。

( 1 )水晶振動子の電気的等価回路パラメ--$1ーは、既に知られている

ように、機械的な振動系との対比から、インダクタンス一重量、キャパ

シタンスーパネ定数、電気抵抗ー摩擦抵抗という関係になる。この中で、

特に、液体に接した系における、共振抵抗 R，について、新たに次式を導

いた。

R， = (ωpヮ) '/2 A/k2 

ここで、 ω:共振周波数、 p 液体の密度、 η:液体の粘度、 A 面積、

k :電気一機械変換係数である.

( 2 )両面浸漬セルを用い水晶振動子の電気的等価回路定数をi!UJ定した

ところ、空気中→水中において共振周波数変化ム Fと共振抵抗 R，の変化



が同時に起きていることから、共振周波数変化の主な要因は粘性である

と推察した.さらに、水→緩衝液中では、 R，の変化はなかったが、!:::.F 

の変化が観察された.この変化は、 L，または C，の変化に起因すること

が明らかになった。

( 3 )第三章における 1g G結合反応について、各回路定数の測定を試

みたところ、 R，の変化はなかった. (2)の知見と総合して、この周波

数変化には、界函の摩嬢抵抗は関与せず、重量変化および界面の弾性的

な性質が関与していることが示された。

( 4 )片面浸漬セルと両面漫潰セルを用いた水ーエタノール混合液にお

ける R，と!:::.Fの測定結果から、 R，と!:::.Fが、 ( pヮ) '/2に対して、直

線性を示すことが確認された.ただし、両面浸潰セルでは、 R，が直線性

を示しているのに対して、 !:::.Fは直線からずれてくることが示された。

この原因として、水の誘電分極と水素結合に起因する水の構造化によっ

て、液体と水晶振動子界面にF単位的な変化が生じているものと推察した。

( 5 )グリセリン水溶液による実験により、 !:::.Fは (p ワ) ，ノ 2に対して

徐々に直線からずれるのに対し、 R，は直線性を維持するととが示された。

また、各種の周波数の水品振動子によって、同様に粘性の測定が可能で

あることが示された。

(.." 

史 戸時
ー_I トーーー~ ，、
F- ー「寸 仁ご

a b 

LIQUID 

σ/じ/。
QUARTZ PLATE 

C 

Fic.4-1 (a) Electrioal equivalent oircult 

cryst.l. (b) Meoh.引 c.1 model for (.). (c) 

。f 050i I lating quartz plate. 

。f AT cut quartz 
Coordi門 ate model 



(a) 

?
l
A
7
r
f』

4

凸

an

九日
γ

A B 

hL 
(c)中J

Fig.4-2 Schematic diagram of two types of oells: (A) 

one side of electrode in contact wIth the liquid; (8) 

sidss in contact. 

only 

b 0 t h 

B 

"'-W2 

吋h
G 

"'-ー/

Fig.4-3 Diagrams of eleotrioal equivalent circuits of 

quartz orystal and Its admittance. 



T.ble 4-1 Value of eleotr ical equivalent ci rcuIt 

parameters of quartz crystal i門 various condi t ions. 

F s C， L， R， C， Rc 
CONDITION 

(H z) (10-' 'C) (H) (Q) (10・，， C) (Q) 

I n 11 I r 8697692 2.326 1 . 720 /0 

i円 disti'I.d 
8692529 2.702 0.01241 22872 

w・t.， 
in 1 mM 8692181 2.705 0.01239 548.2 1. 423 5257 
phosph.t. 

buffer 

wi th 8835014 2.837 0.01144 569.5 1. 402 12092 

p r 0 t・i円 A

w i t h p. A&.I gG 8834698 2.626 0.01236 568.3 11.404 1103321 

Table 4-2 Computed data of equivalent circuit parameters 

of quartz orystal in oontaot with water-etnanol mIxtur・
using two sided typ・0・11 (A) • n d 0 n・.id.d type 0.11 (日) . t 
30・c

Ethano1 Fs ιF C 1 L 1 R 1 CO 

(wt7.) (H z) (H z ) (10-14F) (H) (5( ) (1Q-12F) 

1門司 1， 8691441 ーーーー 2.318 0.01<147 1 1. 1 8 1 3.86 

100 8687870 3571 2.486 0.01468 569.9 12.92 

76 8686647 4794 2.287 0.01<168 759.9 13.68 

A 54 8685980 5461 2. 579 0.01302 844.1 1 d. 50 

44 8685786 5655 2.589 0.01297 871.7 14.93 

35 8685765 5676 1 .95<1 0.01718 865.8 15. 39 

17 8686510 4931 2. 367 0.01418 7 <1 6. 7 16. 11 

。8687325 4116 2.596 0.Oi293 589.8 1 6 . 75 

I n a I r 8719011 ーーーー 2. 1 97 0.01517 28.12 3. 555 

100 8717307 1704 2. 31 7 0.01<138 321 . i 6. 11 1 

76 8716800 2211 2.316 0.01439 <122. 1 
6. 164 

B 54 8716478 2533 2. 322 0.01436 497. 1 6. 1 95 

44 8716408 2603 2.321 0.01436 d 91 . 1 6.203 

35 8716420 2591 2.324 0.01434 487.4 
6.247 

17 8716773 2238 2. 314 0.01 <1 <1 1 416.6 6.263 

。8717168 1843 2.309 0.01444 331 . 3 6.261 
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水晶振動子粘度測定システムのエンドトキシン濠度測定への応第五章

用

緒言l 5. 

水晶振動子の共振周波数および等価回路中の低抗成第四章において、

共援特に、分(共振抵抗 R1) が、粘性によって変化することを示した.

水晶振動子が粘度i!l.U抵抗と (ρ ヮ) 1/2 とのきわめてよい直線性から、

この粘度本章では、定デバイスとして利用できることを明らかにした。

f
/
/
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測定デバイスの生化学分析八の応用について検討する。

ねじれ圧電効果を利用した粘度額Ij定デバイスとしては、これまでに、
(/) 

w 

このねじれ振動子の場しかし、5 3 ]。振動子が知られている[5 2. 
区

形状的に使用しにくいという問題があるため、一般に入手しにくく、合、5000 

本研究の水晶録動子は、これに対して、利用されていない。一般には、

板状で取り敏いやすいことから、実用にも十分安価に入手できるうえ、。ーノ
ロー-~ロ

ト

Z
〈

Z

O
ω
凶

匡
耐えるものと考えられる。

本章では、水晶振動子の生化学分析への応用としてエンドトキシンの
。

体内に混入しこのエンドトキシンは、検討を行なう。測定に着目して、800 600 400 200 。
医薬品そして、発熱を引き起こすパイロジェンの一種である。た場合、

エンドトキシンの混入の有無を調べることが、

血液中のエンドトキシンを測定す

ることによって、感染症の診断を行うことも可能である。

また、重要な検査項目となっている。

などの製造管理において、

( c m 2・H z -可 / 2 ) 

Correlation of A(F) 可/2 and resonant resistance 

0% (0 )， 60% (口 )， 80% (0)， and 100% (ム 1

solutio門 A is area of electrode. F is basi。
f r equenoy. 

F 1/ 2 A 

Fig.4-12 

(円、) f 0 r 

glyoerol 

resonant 
エンエンドトキシンの同定に関する研究が進められており、すでに、

微生物の産出するリピッド Aを中心とするリポポリサッドトキシンは、

このエンドトキシン

カブトガニの血液が凝固することが発見され、

カライドであることが明かとなっている[7 2 ]。

によっ て、 カブその後、
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トガニ血球抽出物(hl_型よ些 AmebocyteLysate: L A L) についても、

エンドトキシンによって、ゲルイじすることが明かとなった。 この LAL

のゲル化反応は、 Fig.1-2 (a) に示すようなカスケード機構によっ

て、起こることが明らかにされている.この反応は、超徴量の エ ンドト

キシンによって起こるため、エンドトキシンの測定方法として利用され

ている [41-44].

これまで LA Lを用いる測定方法では、転倒法が一般的であった。こ

の方法は、 LALと試料液を混合し、 1時間のインキユペ ー ト後、試験

管を逆さにし、ゲルの落下の有無によって、規定値に対する濃度の判定

(規定値以上か、規定値以下かの判定)を行う方法である[4 1 ]。こ

の他、ゲル化に伴う濁皮の変化を測定し、濁度の時間変化からゲル化時

間を求める方法がある[5 0 ]。これらの方法の問題点として 、 まず、

転倒法では、定量性に欠けるということが挙げられる。;濁度を測定する

方法では、着色した試料や濁っている試料には適用できず、塩析が生じ

た場合にも正確な測定ができないという問題点が挙げられる。

本章では、これらの測定方法に対して、試料の着色などの影響を受け

ない安定な測定法として、 7)¥品振動子によって直接粘性変化を測定する

方法について検討する。さらに、実用的に使用可能な装置の試作につい

ても検討する.

9MHzのものを用いた.セルには、水晶援動子の片面が試料と接する

ようにした井戸型のセルを使用した(Fig.4-2 (A)) • 測定装置として

は、インピーダンスアナライザー (Yokogawa Hewlett 

Packard. model 4192A) とコンピューター (NE 

C. PC-9801E) を使用した.

カブトガニ血球抽出物(L A L) としては、和光純薬製のリムルス H

Sシングルテストワコ ー (LAL-HS)およびリムルスシングルテス

トワ コー (LAL-NL) を使用した。実験には、水品援重力子セルをエ

チルアルコールで洗浄した後、エンドトキシンフリー水で、数回洗浄し

てから使用した a

5. 2. 2 共振抵抗および共振周波数変化の測定法

7)¥品振動子の共振抵抗 R，および共振周波数のi!l.IJ定原理は、第四章で述

パた通りである。ただし、本章では、測定操作を速続的に かつ自動的に

行う必要があるため、第四章のi!I.!J定プログラムを改良し、 インピーダン

スアナライザーの測定周波数範囲をコンピューターによって、自動的に

設定するようにした.周波数の測定範囲は、各測定時に、第 4章で述べ

た方法で、 直前の測定データをもとに再設定されるため、共俣周波数が

変化しでも追従可能である。また、測定時間を短縮するため、測定点数

を 100点として、 1回の測定を 2-3分で行えるようにした。

5. 2 実験方法

5. 2. 1 実験装置および試薬

本章で使用した実験装置としては、 ほとんど第四章で使用したものを

そのまま使用した。水品援動子には、パラジウムメツキした ATカット

5. 2. 3 カブトガニ血球抽出物のゲル化反応の測定

エンドトキシン試料液には、エンドトキシンの標準品をエンドトキシ

ンフリー水で希釈して使用した。エンドトキシン試料液 0.2m 1を 37 

℃でインキュペー卜したのち、 LALと混合した。混合後、直ちに、試

ー 54-
F
D
 

P

、u



5. 3 結果および考察

似の式を微分した結果を Fig.5 -4に示す.

ゲル化時間は、本来の意味としては、共費量抵抗 R，または共録周波数

( /:; F) の変化量が、一定値に落ち着いた点、すなわち、 R，またはd.F 

の微分が、 0を示す点であると考えられる.しかし、実際には、 Fig. 5 

-3における一定備を示すようになった点や Fig.5 -4における Oにな

ったの点は、グラフの傾きが緩くなったところにあるため、 ゲル化時間

を算定する際に誤差を生じやすくなるとい う問題がある。 このため、 傾

きが緩くなる前の時点でゲル化時間を判定する必要があ る。し たがって、

F ig. 5 - 3においては、変化量が全体の 90%になった 時間 (T1 )を

ゲル化時間とした. Fig. 5 -4では、変化速度が、変化速度の最大値の

1 0 %になった時間 (T2 )をゲル化時間とした。

次の節以降では、エンドトキシン滋度に対する指標と して、 T 1、 T

2以外にも R，の最大変化速度 (V R .ax)、そ して、 Vn 11& Xを示す時間

( T 3 )についての検討を行う。また、あるしきい値を 設定し、その値

まで変化するまでの時間についても検討する。さ らに、 R，やd.Fの変化

量についてもエンドトキシン濃度に対する指僚として検討 を行う.

料液をピペ ッ トで水晶振動子セル中に移し、共録周波数および共振抵抗

R，の混u定を行った。共援周主主数変化(d. F )は、空気中で測定した共振

周波数を F，とし、反応中の共振周波数を F"としたとときに、d.F=

F ，- F"として求めた。

5. 3. 1 ゲル化反応に伴う共振抵抗 R，と共振周波数の変化

まず、 LAL-HSを使用し、エンドトキシン浪度 Oおよび O.1 - 1 

0
5 
P g・m 1 -，の試料に対する共振抵抗 R，と共振周波数の時間変化を測

定した結果が、 Fig.5-1とFig.5-2である. Fig. 5 -1は、反応時

間に対して、共振抵抗変化をプロットしたものであり、 Fig.5-2は、

共振周波数変化(d. F )の反応時間に対する変化をプロットしたもので

ある。 R，の変化曲線とd.Fの変化幽線は、共に、一定のラグタイムをお

いたのち、 LALのゲル化にともない増加し、ゲル化の終 了と共に、一

定値を示した.Fig. 5 -1およびFig.5-2から、エンドトキシン滋度

が高くなるほど短い時間でゲル化が終了していることが確認された。ま

た、エンドトキシン濃度が低いほど、 R" d. Fともに変化量が大きくな

っているごとが明らかになった。

5. 3. 3 エンドトキシン浪皮とゲル化時間の対応関係

ゲル化時間として定めた T1および T2をそれぞれのエ ンド トキ シン

漣度に対して、プロットしたものが、 Fig. 5 -5である 。 Fig.5 -5に

は、 R，およびd.Fの応答曲線から得られた結果を示した.ゲル化時間 T

lおよび T2は、エンドトキシン滋度に依存して変化することが示 され

た。これによって、 R，およびd.Fは、エンドトキシン猿度の測定に使用

可能であり、 T 1および T2は、エンドトキシン猿度を表す指標として

十分使用できることが確認された。本システムでの検出限界は、 1 p g 

5. 3. 2 エンドトキシン濃度測定のための指療の検討

Fig.5-3は、 1 n g・m1 -，のエンドトキシンに対する共振抵抗 R，

の変化を示したものである . F ig. 5 -3において、プロットした点は、

実験によって得られたデ ー タであり、~線は、実験デ ー タをも と に多項

式近似を行った結果をプロットしたものである.さらに、この多項式近
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. m 1 -，で、従来の方法による結果と一致した[5 0 ]. 

LAL-NLを使用したときのゲル化時間は、 lng'ml-'で、 T1 

=29.2， T2=33.1分、 10 n g・m 1 -，で T1=18.2， T 

2=21.5分であった.この結果は、 LAL-HSに対して、 LAL-

NLの感度が l桁下がるという試薬の特性を反映して、 LAL-HSに

おける 1桁濃度の低い試料のゲル化時間にほぼ一致した。

5. 3. 4 エンドトキシン濃度と共振抵抗 R，の最大変化速度の対応関

係

F ig. 5 - 6 (a) ， (b) は、 R，の最大変化速度(V R ・.，)とそのと

きの反応開始からの時間(T 3 )をそれぞれのエンドトキシン滋度に対

してプロットしたものである。 Fig.5-6 (b) より、 V R :Ila xとエンド

トキシン猿度は、よい対応関係にあることが示された。この場合も検出

限界は、 lpg'ml→であった。 Fig.5 -6 (a) より、 T3も低濃度

以外では、エンドトキシン滋度と良い対応関係にあることが示された@

V.・.xをエンドトキシン濃度の指標にすることは、 V.・axが、ほぼ

4 0分以内で現れることから、低猿度の試料に対して、測定時間を短縮

することが可能であり、実用上意味のあることと考えられる。

5. 3. 5 エンドトキシン濃度としきい値時間の対応関係

エンドトキシン濃度測定の指標として、 R，または{'， Fの変化が、ある

しきい値まで達したときの時間(しきい億時間)をゲル化時間として求

めた. R，のしきい値を 15 0 0 Q、{'， Fのしきい値を 75 0 0 H zとし

て求めた.しきい値時間をエンドトキシン濃度に対してプロットしたも

のが、 Fig. 5ー 7である。このFig. 5ー 7から、このしきい値から求め
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たゲル化時間も、エンドトキシン濃度に対応して変化することが示され

た。ゲル化時間をしきい値によって求める方法では、測定までに要する

時間は、エンドトキシン狼皮が 1pg'ml-'の場合でも 30分程度であ

る。したがって、この方法によって、比較的短時間でi!l.11定を行うことが

可能である.

5. 3. 6 エンドトキシン濃度と共振抵抗変化量および共振周波数変

化量との対応関係

Fig.5-8 (a) およびFig.5-8 (b) は、ゲル化前からゲル化終

了までの間に変化した共振抵抗 R，および共振周波数変化{'， Fの値を示し

たものである.エンドトキシン渡度が増すに従い、 R，と{'， Fの変化量は、

共に小さくなることが示された。ここで観察の結果、一度測定に使用し

たセルの R，が、水洗後も元に戻らず高い値を示すことがわかった。 R，

の値は、 O.lM HClによる洗浄によって、元のレベルまで回復する

ことから、粘性の高い薄膜が、表面に吸着することによっても R，の変化

が生じているものと考えられる。

この吸着反応は、 LALに含まれている物質によって、起こると思わ

れるが、 Fig.5-1およびFig.5-2で示されているように、応答に時

間遅れがあることから、この吸着物は、反応課程において生成される物

質であると推察される@

R，および{'， Fの変化量における検出限界は、 10および 10 0 p g・

ml→であった。この値は、他の指標に比パて、あまり良くないが、エ

ンドトキシンが高波度の範囲まで、直線的な関係を示しており、高漫度

のエンドトキシン測定には、良い指標となるものと考えられる.
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5， 3， 7 エンドトキシン狼度ーゲル化時間のキャリプレーションカ

ーブ

Fig， 5一日は、 Fig，5-5に示したゲル化時間とエンドトキシン濃度

の関係を両対数グラフにプロットし直したものである. Fig， 5 -9から、

ゲル化時間とエンドトキシン浪度の間には、対数を取ることによって、

直線関係が得られることが示された。したがって、ゲル化時間とエンド

トキシン滋皮の両対数グラフから、最小自乗法で一次式を求めることが

できる.ここで得られた一次式を用いて、未知試料のゲル化時間からエ

ンド卜キシン猿度を容易に求めることができる.

この他、 LA Lのゲル化反応を阻害する物質については、既に報告が

なされており、代表的なものとして、 G1ucose (20%)， Do 

xycyc1ine hydroch1oride (20mg'm1-1) ， 

NaC1 (0，9%) ， L-Arginine (0，5%) などがある

[ 5 0 ] .これらの阻害剤が存在する場合には、既知量のエンドトキシ

ンを添加して、阻害効果を調パて、補正した猿度を求めることができる。

エンドトキシン滋度の測定に、 7)C品摂動子を使用することにより、光

学的な妨害を受けずに、より確実にゲル化反応を追跡することが可能に

なった。さらに、水晶振動子表面が濡れている程度で十分測定ができる

ため、微量の試薬および試料で測定が可能である。また、本章で製作し

たシステムは、粘度変化を伴う反応の測定に汎用的に応用が可能である

と考えられた。

5， 4 試作機の製作

これまで述べたエンドトキシン猿度の測定法を汎用的に使用可能なも

のとするためには、装置の小型化と多チャンネル化が必要である。この
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ため、発振回路を利用した測定法について検討した。これまでの Fig， 2 

- 1の回路では、粘性の大きなゲルでは発援不能となり測定ができなか

ったが、この回路をを改良した Fig， 5 - 1 0に示す回路を用いることに

よって、ゲル化反応を測定できることを見いだした。さらに、周波数カ

ウンタ一回路とラパーヒ-:$1ーを用いた恒温器によって 6チャンネル担

イプの試作機を構成した。試作機の構成図を Fig，5 - 1 1に写真を Fig， 

5 - 1 2に示す。この試作機は、 I/Oボードを介してコンピュ -:¥lー

に接続して使用した。本試作機によって得られた応答曲線の例を Fig， 5 

-1 3に示す。また、 90%ゲル化時間 (T1 )の測定結果を Fig，5 -

1 4に示す.このように、本試作機がエンドトキシン猿度の測定に適用

可能であることが確かめられた。以上の結果から、本試作機をさらに改

良するごとによって、実用化を行うことが可能であると考えられる。

5， 5 結言

本章では、第四章において水晶振動子が粘皮il¥U定素子として利用可能

であることが示されたことを受け、実際の応用について検討 した。応用

の対象として、カブトガニ血球抽出物がエンドトキシンによってゲル化

することを利用して、エンドトキシン滋度の測定について検討した。こ

の結果、本章で示したシステムが、エンドトキシン濃度の測定に使用可

能であることが示された。本章では、エンドトキシンi農度測定のための

指標についての検討を行い、ゲル化時間の算出法について検討した。本

章で得られた知見をまとめると以下のようになる。

( 1 )水品振動子を用いて、共振抵抗 RIおよび共振周波数変化を測定す

ることにより、エンドトキシンによるカブトガニ血球他出物のゲル化反

応を粘性変化として、モニターできることが示された。
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共振抵抗 R，または共振周( 2 )測定データから多項式近似式を計算し、

波数変化の最終変化量の 90%に達した時間をゲル化時間として求めた

ゲル化時間とエンドトキシン濃度の問によい対応関係が得られところ、

5000 lpg.ml-'であり、従来法と同等であっこの場合の検出限界は、た.
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最大変化速度 (V...x)を求め、得られた多項式をさらに微分し、た.

V.園・ xの 10 %まで低下した時間をゲル化時間として求めた微分備が、

ゲル化時間とエンドトキシン濃度との問によい対応関ところ、同様に、

係が得られた.

R，の最大変化速度 V. 踊

( 3 )エンドトキシン滋皮測定の指標として、
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江

エンドトキシンlpg.ml-'であり、検出限界は、• xを用いたところ、

この最大変化速また、獲度ilW定に十分使用可能であることが示された。

低滋度試料では、測定時間の短縮が可4 0分以内に現れるため、度は、

能であることが示された。

あるしきい値に逮した時間を求め、( 4 )共振抵抗および共振周波数が、

よゲル化時間とエンドトキシン滋度の間に、ゲル化時間としたところ、

18日120 

。
lpg.mlリの試料でも 3このゲル化時間は、い対応関係が得られた。

60 。
測定時間の短縮が可能であることが示された。O分程度で現れるため、

(m i n) T 1M E REACTION 
( 5 )ゲル化反応前後の共振抵抗 R，および共振周波数の変化量とエンド

Fig.5-1 Resonant resistance response causec by gelat ion of 

Limulus amebocyte Iysate for different endotoxin 

concentrations: (A) 0; (日) 0.1; (C) 1; (0) 10; (E) 10
2
; (F) 

103 ; (G) 104 ; (H) 105 pg. om-3 (37・C)

トキシン漉度は直線関係にあるため、高濃度のエンドトキシンの測定に

これらの変化には、反応課程で

生成した物質の吸着も関与していることが示唆された。

また、利用可能であることが示された。

一次式で近似( 6 )ゲル化時間の対数とエンドトキシン濃度の対数は、

比較的容易にゲル化時間とエンドトキシン猿度のできることが示され、

換算が行えることが示された。

( 7 )発援回路を使用したまえ作機を製作し、実用化を可能にした。
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水晶振動子によるフィブリノーゲン浪度の測定第六章

緒言1 6. 

カブトガニ血球抽出物のゲル水品振動子を用いて、第五章において、

エンドトキシンの漫度測定が可能であ

分析手段と

化反応を測定することによって、

このゲル化反応の測定手法が、本2までは、ることを示した.

フィブリノーゲンのして汎用的に使用可能であることを検証するため、

凝固反応の測定について検討を行う。

血液凝固に関連する担ンパク貿の一種であり、フィブリノーゲンは、

この血液血液凝固時のゲルの骨格を形成するものとして知られている。

カスケード機構によっ凝固反応もカブトガニ血球抽出物の場合と同様、

60 

50 

40 
( 

c:: 

巨
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3D 

フィブリノーゲンがトロて、凝固反応が進行するが (Fig. 1ー 2b )、

4 6 ]。ンピンによって凝固する反応は、その最終段階である [4 5， 

体内の異物 の存在によっても血液中におけるフイブリノーゲン滋度は、

。
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医療分野における検査項目として、この滋度i¥t!J定は、変化することから、
自

人工臓器の開発における生体適合性の検討において重要視されてまた、

いる.

8 
-u 

フィブリノーゲンの凝固反応における凝臣時間を測定これまでにも、
10 

光散乱を利用するもこの装置の原理には、する装置が市販されている。
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着色した試料や濁った試料では測定できないと いう問題点が方法には、

装置に機械的な部分があるため耐機械的な振動による方法には、ある。
relation between gelation time 

obtained with the prototype 

10日ar i t hm j。
concentrat ion 

Fig.S-14 Double 

and endotoxin 

system 久性や時間的な精度などの点で問題がある。

数十分

数

第五章において扱ったカブトガ ニ血球抽出物のゲル化反応が、

フイブリノーゲンの凝固反応は、を要する反応であったのに対して、
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秒で完了してしまう.また、エンドトキシン測定においては、大きな信

号変化を得ることができたが、フィブリノーゲンの凝固反応による信号

変化は、ゲルの骨格となるフイブリノーゲン狼度が測定試料として変化

するため、比較的小さくなる場合が考えられる。したがって、本章では、

粘度変化を高速で測定すること、十分な信号変化を確保することの 2点

を中心に新たな凝固反応測定システムの構築を行う.

6. 2 実験方法

6. 2. 1 実験装置および試薬

本主主で使用した水晶振動子およびセルには、第五章と同様に、 ATカ

ット、 9M H zの水晶復動子と Fig. 4 -1 (A)に示した水晶振動子が底面

になるような井戸型のセルを用いた。本章の測定システムには、 第五章

で用いたインピーダンスアナライザーではなく、発援回路と周波数カウ

ンターを使用した.この理由は、周波数カウンターによる測定では、測

定精度を 10 H zにすることによって、 O.lsec間隔で測定を行うこ

とができるからである。本章のiJ!!J定システムの構成は、第二章および第

三主主で使用した測定システムに準ずる。すなわち、発援回路には、 Fig. 

2 -1に示した TTL-IC (SN7400) で構成したものを使用し、

周波数カウンターには、 I wa  t s u， S C -7 201を使用し、コン

ピュターには、 NEC， PC-9801Eを使用した。

フイブリノーゲン標準溶液、 8μg . m 1 -1の P0 1 y b r e n eを含

む 20 N I H・m 1 - 1のトロンピン溶液、 さらに、 5.33mg'ml-1 

Barbital， 2.12mg'ml-ISodium acetate， 

0.3mg'ml→ Sodium azide， 6.13mg'ml-1塩化
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ナトリウムを含む緩衝液については、 Boehringer Mann 

h e i m社より入手した。 2μmおよび 5μmのアルミナ粒子について

は、 Sumitomo Chemical Co Ltd. より入手し

た。

6. 2. 2 フィブリノーゲン浪度の測定

フイブリノーゲン溶液は、上記緩衝溶液によって、 500， 250， 

125， 50mg・m 1 -1 に希釈して使用した。ブランク測定には、緩

衝液をそのまま用いた@ゲル化反応に関する実験操作に関しては、基本

的に、 Boeringer Mannh巴 im社の測定キットの使用法

に従った [7 3 ]。

実験操作としては、まず、 37 'cにインキユベートした O.2 m 1のフ

イブリノーゲン試料液を 37 'c恒温槽中の水晶娠動子セルに注入した。

次に、室温 (20'C)の 0.2m 1トロンピン溶液を加え、ピペットによ

る級入、排出操作によって、すばやく授はんした。

本章の測定では、凝固反応が速く進むため、発援周波数の担IJ定を試料

混合前に開始した。この場合、試料の混合が行われた時点で、発振周波

数が急激に変化することから、発援周波数が急激に変化した点から反応

開始時間を得た。また、周波数カウン ?lーのゲート担イムを O.lsec

として測定を行った.コンピュ -?lーにおける周波数デー担の処理を含

んだiJ!IJ定間隔は、 0.15secであった。

アルミナ粒子の沈降を調パる実験では、 0.2または 1 m g・mlリ

のアルミナ粒子を蒸留水中に懸濁させて使用した。

6. 3 結果および考察
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6. 3. 1 ゲル化反応に伴う発振周波数変化の応答

Fig. 6 -1  (a) は、 500mg'd1リのフイブリノ ーゲン試料の

凝固反応に伴う発振周波数変化を示したものである.ここで、発振周波

数変化の値は、 トロンピン溶液混合前の発援周波数を基準にして、これ

までの各章の場合と同じ方法で求めたが、グラフ上では、上下を逆にプ

ロットした。

F i g. 6 -1 (a) に示される周波数変化は、周波数の精度が 10 H z 

であるために、階段状のグラフになっている。これについて、測定値の

連続する 5点の平均を取るというデータ処理を行って、プロットし直し

たものが、 Fig.6-1 (b) である。この処理は、デ ータ F1， F 2， 

F 3・・ ・に対して、 f1=(F1+ ・+F5)/5， f2= (F2+・・+

F6)/5" ，を計算し、新しいデータを f1， f2， f3， ・・・とし

たものである.

F ig. 6 - 1 (b) において、発振周波数は、試料の混合と同時に急激

に減少した。これは、加えたトロンピン溶液が、始めに入れたフイブリ

ノーゲン試料溶液よりも温度が低く 、粘性が大き いためと考えら れる。

次に、発疲周波数の増加が起こるが、これは、温度が低いトロンピン溶

液が直接水品振動子に接つした後、 2つの液体が完全に混合し、粘性が

低下したためと考えられる。さらに、周波数は、再び減少した後、一定

値を示すようになった。この変化が、凝固反応による粘性増加を示すも

のであり、変化の終了が凝固の完了を示すもである。この後、発振周波

数は、ゆっくりした増加を示した。これは、セルが 37 "c恒温槽中にあ

るため、徐々に試料の混度が上昇し、粘性が減少したためと考えられる。
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6. 3. 2 ゲル化時間の測定

ゲル化時間(T g )は、測定データからコンピュ -9ーによって、自

動的に算出した。すなわち、周波数が急速に減少する点(試料注入点)

と 2回目の下向きのピークを示す点(ゲル化完了点)を判定し、その 2

点、間の時間を求めた。

Fig.6-2は、それぞれ、 500， 250， 125， 50mg'dl-

1 のフィブリノーゲン試料について、凝固反応に伴う発援周波数変化を

示したものである .500， 250mg'dl→の試料については、凝

固時間は、 3. 6 5および 11.10secであることが求められた。こ

の結果は、従来法によく対応するものであった。しかし、 125， 50 

mg・d1 -I の試料については、 2回目の下向きのピークは得られず、

凝由時間を求めることはできなかった。この原因としては、凝固反応に

よる発銀周波数の減少が、温度変化による発援周波数の上昇よりも小さ

いため、結果として周波数の減少が観測されなか ったことが考えられる。

6. 3. 3 アルミナ粒子を用いる周波数変化の増幅

濃度の低いフィブリノーゲン試料の測定における温度の影響は、 トロ

ンピン溶液を予め 37 "cにインキユベ ー卜して おくことによって、ある

程度遊けることが可能と考えられる。しかし、本研究においては、より

確実なゲル化反応の検出法として、アルミナ粒子を添加する方法を考案

したので、以下、この方法について述パる。

このアル ミナ粒子を用いる方法は、溶液中にアルミナ粒子を懸濁させ

ておくと、アルミナ粧子が徐々に沈降していき、セル底面の水晶振動子

上に堆積することによって、発振周波数変化を引き起こすことを利用し

たものである。このアルミナ粒子は、凝固反応の進行とともに、ゲルの
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網目構造の中にトラップされてしまう。したがって、凝固が終了すると

アルミナ粒子による周波数変化も止まることになる.

アルミナ粒子懸濁液 5μmー O.2 w t %. 5μm-1wt%.2μm 

1 w t %について、発援周波数の時間変化を示したものが、 Fig.6 -

3である. Fig. 6 -3から、全体の周波数変化が、アルミナ粧子の浪皮

(w t %)によって決まることが示された。また、粒径が小さい方が周

波数変化を長時間維持させることができるが、単位時間当りの変化量は

小さくなることが示された。沈降終了時間は、 5μmの粒子で 4.5分で

あった。

6. 3. 4 アルミナ粒子を用いる凝固時間の測定

凝固時間の測定には、 5μm-1wt%のアルミナ粒子をトロンピン

熔液に懸濁して使用することにした。この理由は、 5μmの粒子は、単

位時間当りの変化量が多いことと、ゲル化反応は 4.5分以内には終了す

るため、 5μmの粒子で十分であるからである。

アルミナ粒子を使用して、 500.250.125.50.0mg'd

1 -1 のフイブリノーゲン試料の凝固反応に伴う発援周波数変化を測定し

た結果が、 Fig.6-4である。 Fig.6-4に示されるように、 Fig.6 -

2では、凝固反応を判定できなかった 125.50mg.dl-1 の試料

についても、明確に凝固の判定ができるようになった。また、 om g . d 

1 -1 の試料では凝固していないことが、はっきりと示された。

前述したゲル化時間の測定プログラムによって、 Fig. 6 -4から求め

たゲル化時間をフイブリノーゲン猿度に対してプロットしたものが、 Fi

g. 6 -5である. Fig. 6 -5に示されるように、両対数プロットしたフ

イブリノーゲン滋度とゲル化時間の間によい直線関係が認められた。こ
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れも、従来法 [48.73Jの知見とよく一致する結果である.

6. 4 結言

本章では、第五章において示した水晶振動子を用いるゲル化反応を利

用した測定手法が、分析手段として汎用的に使用可能であることを検証

するため、フイブリノーゲンの凝固反応の測定について検討を行った.

この結果、発振回路を用いる測定システムによっても、凝固反応の測定

が行えることを示した。本章で得られた知見をまとめると以下のように

なる。

( 1 )発振回路担イプの水品振動子粘度測定システムによって、ゲート

~イムを O.lsec で周波数測定することによって、数秒で終了するフ

イブリノーゲンの凝固反応を測定可能であることが示された.しかし、

低滋度の試料では、温度変化の影響で、測定ができなくなる場合がある

ことがわかった。

( 2 )アルミナ粒子の経濁液において、アルミナ粒子がセル底面の水晶

振動子上に沈降することによって、周波数変化を引き起こすことが示さ

れた。この周波数変化の最終的な量は、添加した粒子の量に依存し、周

波数の変化速度は、粒子が大きくなるほど大きくなることが明かとなっ

た。

( 3 )アルミナ粒子をトロンピン溶液に懸濁させた状態で、フイブリノ

ーゲンの凝固反応を行わせることによって、ゲル化時の周波数変化を増

幅できることが示された.この方法によって、温度変化に伴う粘性変化

の影響を受けずに、低浪度のフイブリノーゲン試料の測定も行えること

が明かとなった。また、本システムによって得られたゲル化時間は、従

来法による結果とよく対応するものであった.

-69 -



L 
a oL_-.~ 。

100 

A 
100 

(
N
工

↑ 200 

L 。

100 

B 

ト

比

一

工

ω
〉

υ
Z
凶コ
O
ω
Z
L
ト

Z
〈

Z
O
ω
山
区

ー・
一一一一

ー一一一一
ー 一一一一 ・
ー 一一200 

300 

b o ~-----

100 

(

同

工

ト

比

一

工

ω

〉

υ
z
u
コ
O
山

区

比

ト

Z
《

Z
O
の

山

区

↑ 

200 

(ハー- 一ー .-， 
t 一、ーー『ー/

/ 

300 200 

30 20 10 。
(s e c) 

Fig.6-2(1) Resonant frequenay responses to: (A) 500 and 

(8) 250 mg'dl-、 fibrinogen solution. The downward arrows 
represent the injeotion of thrombin so!ution. The upward 

arrows show the end-points of coagulation 

T IME  REACTION 

30 20 10 。
300 

(s e c) 

Fia.6-1 Resonant frequency response to 500 mg・dl-噌

f i b r i円。g.n : (.)日 tual data: (b) data after the smoothing 

prooess. The arrow represents the inject ion of thrombin 

solution. 

TIME REACTION 



一一一一ーー一--ー圏

一一一一------~--~- - -------・E・・E・・E・-・圃画面言語圏圃園田ー---・E・

t， 

A 

ハU

ハU

ハU

ハU

ハU
ハU

ハU

4
l
円

L
q
u

L 。
(
N

工

L 。
200 

400 

B 

L 

ト
比
一
工

ω

〉

O
Z
ω

コ
O
山

区
H
L

ト

Z
J
H
Z
O
ω
ω
匡

(
N
工

C 100 

200 

600 
L 

。
D 100 

ト
比
一
工

ω

〉

O
Z
凶

コ

O
凶

匡

H
L

ト

Z
〈

Z
O
ω
凶

匡

300 

。

200 

C 
400 

200 

600 
5 4 3 2 。

30 20 
TIME 

10 
REACTION 

。
(m i門)

Fig.6-3 Resonant frequency responses to aluminium oxide 

partiole suspension of: (A) 0.2%. (8) 1%. both 5μm d i ame t I!I r ; 

(C) 1% (w/w) 0 f 2μm diameter. The arrows represent the 

injection of the suspension 

TIME 

Fig.6-2(2) Resonant frequenoy responses to: (C) 125 a門d

(0) 50 mg'dl-唱 fibrinogen $olution. The downward arrOW9 

represcnt the injection of thrombin solution. The upward 

arrows show the end-points of ooagulation 



一骨ーーーーーーー-_ーー~至高・・圃・・・圃圃・・・・圃園陸量重書面面孟置量還当旨E置置昌箇量薗畠箇薗箇薗置畠畠箇箇箇畠置畠缶置量畠畠圃圃圃昌司箇・-箇昌・・・・・・・・・・・・・・圃・・・・・回・・・圃・・・・・・・・・・・・・・圃圃・・圃圃・・・・・・・圃圃歯菌昌宣言皇室=揖尋哩ーーーーーー孟ー函ーー白書掴・・・・・回・・・--圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃園

L 。

。
A 

100 

200 
(
N
工

ゐ。
200 

(
N
工

400 
D 

600 
'ト

ト

比

一

工

ω
〉

υ
z
u
コ
O
凶

区

比

100 

B 200 

300 
斗。

200 

ト

Z
〈

Z
O
ω
凶
匡

十

L 。
100 

ト

比

一

ヱ

ω
〉

υ
Z
山コ
O
ω
区

比

ト

Z
〈

Z
O
ω
凶
匡

400 

戸」600 
200 

C 300 
180 60 

TIME 

O 
REACTION 

へ~~ー一一一
↑ 

FiQ.6-4(2) Resonant frequency responses using 1世 (w/w) 5μT 

a l:mt noumoxi depar t i c1es to(D120  and(E1 0 mg・dl-

f，b r fnogen solu t ion geT  hadow  n war d a r vow s rep res e n t t h e 
t nlec t ionoF t h romb i n solu t lon T h e u p w a r d a F row s h。wg t h e 
end-points of coagulation 

Fig.6-4(1) R..o門 ant frequency responses using 1% (w/w) 5μm 

aluminium oxide partioles to: (A) 500: (日) 250 and (C) 125 

mg・dl-司 fibrinogen solutions. The downward arrows represent 

t h e i n j・ction of thrombin solution. The upward arrows show 
the end-points of ooagulation 

40 
TIME 

20 
REACTION 

。



¥ 。
100 (

u
e
帥

)

50 
凶

三

一

ト 30 

20 

。

。

10 

只
d

1000 

¥
 。

」ームーー'

500 100 
3L-←→」
30 50 

Z

O

一

ト

〈

J

コ
O
〈

0

0

200 
|ー司)( m g . d 

Fig.6-5 Relationship between concentrat io門 and coagulation 

time using aluminium oxide part icles 

o N C 0 N C E N T R A T I 



第七寧 天然脂質被覆水品振動子による匂い物質の計測

7， 1 緒言

第一章で述ペたように、水晶録動子を用いたガスセンサーに関して、

数多くの研究が報告されている [5-14J. これらの研究では主に、

水晶振動子上に有機薄膜を形成させ、この有機薄膜に対するガス暖着性

の違いを利用してガスの識7JIJや濃度の測定を行うものである。この中に

は、感応膜に酵素や抗体を利用した水晶振動子ガスセンサーの報告もあ

る [74， 75J。しかし、このような生体高分子は、その基質に対し

て分子量が大きいため、期待される応答はきわめて小さいと考えられる。

これについては、筆者らも予備実験を行ったが満足な結果は得られなか

った。

一方、最近では、岡畑らによって、人工二分子膜を被覆した水品振動

子を用いて、匂い物質のilllJ定を行ったという報告がある[7 6 J。この

中では、感応膜として二分子膜物質のが用いられており、この感応膜は、

他の有機膜に較べ高い応答性を示したと報告されている。この中では、

匂い物質の濃度に対する評価は、分配係数という形で扱われており、各

匂い物質について得られた分配係数と嘆覚細胞において求められていた

しきい値(匂い物質が嘆覚細胞を応答させる最小濃度)の間によい対応

関係があったと報告されている。しかし、匂い物質の識別については検

討されていない。

脂質が、匂い物質に対する感応素子として機能を持つということは、

栗原らの研究から示唆されている [77-80J。栗原らは、リポソー

ムの膜電!立を illlJ定する実験から、脂質の構成成分の比によって、匂い物

質に対する膜電位変化の程度が変化することを明らかにした。この膜電
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位変化を起こす匂い物質の最小波度は、匂い物質によって異なり、この

傾向は、実際の嘆覚細胞で得られた結果と一致することが示された。こ

のことから、嘆覚には何種類かの匂いを検知するレセプターが存在する、

というこれまでの考え方に対して、それぞれ脂質組成の異なる嘆覚細胞

が、匂い物質に対して異なる信号を出し、その複数の信号パターンによ

って、匂いの識7JIJが行われるという考えが示されている.

一方、これまでの水晶振動子ガスセンサーの測定装置には、発振回路

が用いられてきた。しかし、この発振回路には、水晶録動子上の感応膜

の膜厚が増加するなど、負荷が増加することによって、発援が停止して

しまうという問題点があった.ところが、本論文でこれまでに述べたイ

ンピーダンスアナライザーを用いる方法によって、高負荷の水品振動子

についての測定が可能であることから、ガスセンサーとしての応用領主主

に新しい可能性が見いだされるものと考えられる。

このような知見をもとに、本章では、天然脂質を感応膜として使用し

た水品振動子を用い、気相の匂い物質に対する応答性について検討する。

さらに、膜組成の異なる数種類の感応膜を用いて、匂い物質に対する応

答パタ ー ンの相違を利用して、匂い物質の識別についての検討を行う。

7， 2 実験方法

7， 2， 1 実験装置および試薬

本章で使用した実験装置を Fig， 7 - 1に示す。水晶振動子は、密閉さ

れたフラスコの中に固定されるようになっており、フラスコには窒素ガ

スの導入コックと排気口が付けられている。 7](品振動子の共娠周波数お

よび共娠抵抗 R，の測定には、第四章と問機に、インピーダンスアナラ
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イザーとコンピユーターを使用した.フラスコの容量としては、標準で、

6 0 0 m 1のものを使用し、この他に、 30 0 m 1と 12 0 0 m 1のフ

ラスコを使用した.

匂い物質の感応践としては、ホスフアチジルエタノールアミン、アゾ

レクチン、卵黄レシチン、コレステロールを使用した.ホスファチジル

エ~ノールアミンは、 SIGMA chemical company 

より入手した.アゾレクチン、卵黄レシチン、コレステロールは、和光

純薬(株)より入手した。測定対象には、代表的な匂い物質である、 日

一 10 n 0 n e、 Citral、 n-Am  y 1 a c e t a t e、

Menthoneを選んだ。さらに有臭性の有機ガスとして、メタノー

ル、エタノール、アセトン、エチルエーテルを測定対象とした。これら

の化学式を Fig.7-2に示す。このうち、 日一 Iononeはスミレ香、

Citralはレモン香、 Menthoneはハッカ香、 n-Amyl

a c e t a t eは果実香として知られている。日 -Ionone、

Citral、 n-A m y 1 a c e t a t e、Menthoneについ

ては、和光純薬(株)より入手した。また、メタノール、エタノールに

ついては、脱水されたものを使用し、その他、アセトン、エチルエーテ

ルには、特級品を使用した。

7. 2. 2 実験操作

感応膜物質をクロロホルムに溶解 (5mg'ml つした後、標準の

実験で、感応膜の量が 100μgとなるように水品銀動子上へキャステ

イングし、静置して乾燥させた。この際、キヤスティング前と後の共振

周波数の測定も行った.

匂い物質の応答性の測定では、まず、窒素ガスを流しながら共振周波
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数が一定となるまで放置し、一定となった後、重霊祭ガスを止め、試料を

フラスコ中に注入した.試料の注入には、マイクロシリンジを使用し、

注入した液体をフラスコ内で気化させた。乙のときの注入量から計算し

た試料の気化した体積とフラスコの体積から試料ガスの狼度を算定した。

また、 日一 10 n 0 n e、 Citral、 ロー Amy 1 a c e t a t e、

Menthoneについては、エチルエーテルで希釈して、滋度をコン

トロールした。この場合には、全体の注入量を 5μ1 (600ml容器

でエチルエーテル猿度 O.2 % [気化した体積/フラスコ全体の体積]) 

として実験を行った.試料による共振周波数の応答が一定となった後、

再び窒素ガスを流し、共振周波数が元の値に戻るまで放置した。この後、

再び、次のill，lJ定に使用した。共振周波数のil¥U定と同時に、共振抵抗 RIの

il¥1j定も行った。

7. 3 結果および考察

7. 3. 1 天然脂質の匂い物質に対する応答性

Fig. 7 -3 (a)， (b)， (c)， (d)は、アゾレクチンをキャス卜した水品振動

子の各匂い物質(日 -Ionone、 Citral、 n-Amyl

a c e t a t e、Menthone) に対する共振周波数の応答を示し

たものである。(ここで、 [ p p m]は、 [匂い物質の気体状態での体

積/容器全体の体積]を示す.) Fig.7-3に示されるように、天然

脂質をキャストした水晶振動子は、匂い物質に対して応答することが確

認された。乙こで、例えば、 Fig. 7 -3 (b)において、 menthone

の濃度が、 O.13ppmと 1.3ppmでは、共振周波数変化は、エチ
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ルエーテルのみの結果とほとんど変化がない。したがって、この濃度に

おける menthoneの寄与は、きわめて少ないと考えられる。 13 

ppmと 65 p p mにおける共振周波数変化は、エチルエー テルと me

n t h 0 n eによって生じた周波数変化の和であると考えられる。この

ごとから、 menthoneの検出限界が、 1.3ppmと 13 p p mの

間であることがわかった。また、 Fig.7 - 3 (a). (b). (c). (d)から共援周

波数の応答速度は、匂い物質の種類によって大きく異なることが観察さ

れた。この違いは、匂い物質の膜表面への吸着速度および膜中への砿散

速度の違いによって生じるものと推察される。

Fig. 7 -4 (a). (b). (c). (d)は、アゾレクチン、卵黄レシチン、ホス フ

アチジルエタノールアミン、コレステロールにおける各匂い物質の濃度

と共振周波数変化の関係を示したものである。エーテル希釈にともなう

応答値への影響を調ペるため、 n-Am  y 1 a c e t a t eについて、

エーテルによる希釈を行なわずに浪度をコントロールした結果を Fig. 7 

-4 (a)に合わせて示した。 30 0 p p m. 6 0 0 p p mの n-amyl

a c e t a t eに対して、 1 2 5 H z. 3 6 5 H zの結果が得られ、エ

ーテル希釈を行ったときの結果とほぼ一致した。このことから、 エーテ

ル希釈によって共振周波数の増加、減少という効果が生じることはない

と推察された。また、共振周波数変化が十分大きな場合には、エ ーテル

による周波数変化の増加は、無視し得るものと考えられた。

Fig. 7 -4 (a). (b). (c). (d)において、各匂い物質の検出下限は、それ

ぞれ異なっており、このうち日 -Iononeが、一番小さく、 1 p p 

m程度である.次に、 Citralの数 pp m、次に、 Mentho 

n eの 10 p p m、最後に、 n-A m y 1 a c e t a t巴の 10 0 p p 

mとなっている。この結果は、栗原らの報告 [77-80J にある動物
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の嘆覚細胞のしきい値の順序や、脂質の膜電位iIlU定における応答の最小

濃度の順序とよく対応している.このように、異なる系で類似した傾向

を示すことから、これらの結果は、脂質と匂い物質の段着平衡を反映し

ているものと考えられる.

アゾレクチンをキャストした水晶振動子のメ担 ノール、エタノール、

アセトン、エチルエーテルに対する共振周波数の変化を Fig.7-5に示

す。(ここで、 [% Jは、 [匂い物質の気体状態での体積/容器全体の

体積]を示す.) F ig. 7 - 5から、これらの有機ガスの感度は、 0.1

% (1000ppm)程度であり、これまで扱った匂い物質に比パて鈍

いことが示された。乙の結果も、嘆覚におけるしきいの順序に対応して

いる。

ところで、本実験で行なったガス濃度のコントロールは、簡易的な 方

法であり、容器八の吸着による影響も考えられる 。 ここで、この吸着の

影響について考察する。

気体の単分子吸着の一般的な式は、次式で与えられる。

v=abp/ (l+ap) 7 - 1 

ここで、 v 吸着したガスの体積、 p 圧力、 a :定数、 b ガスの飽

和吸着体積、である。

式 7-1において、圧力 pを濃度 cに置き換えると、次のようになる。

m=amoc/ (l+ac) 7 - 2 

ここで、 m 暖着したガスの質量、 mo・ガスの飽和吸着量、である。

式 7-2は、ガス浪度が低い場合に、次のように書き換えられる。

7 - 3 m=amoc 

体積 Vの容器において、初期滋度を c0とすると、

m=amo(co-m/V) 7-4 
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となる.ここで、 m.は容器内の全表面積に依存し、本実験においては、

mは水晶振動子表面と容器内面への吸着ガスの合計を意味する。

一般に、ガスの段着平衡が、被IJ&着物質よりも吸着ガスの性質に依存

すると考えられるので、この水晶振動子表面と容器内面へのIJ&着量の比

は、ほぽ一定であると推察される。ガス猿度は、調整した初期の c.から

C八と減少する.こ れに伴い応答値も初期演度から期待される{直よりも

小さな値となると考えられる。ただし、このように応答値が変化した場

合でも個々の実験装置において、応答が滋度に対して依存する傾向には

変化はなく、測定には支障はないと推察される。

次に、容器表面への吸着の影響を調パるために、体積の異なる容器を

用いて実験を行った。 Fig.7-6は、 300.600.1200m1の

容器を用いて、エーテル(2 0μ1 )で希釈した citralの濃度と

共振周波数変化の関係を調パた結果である。容器の内表面積は、それぞ

れ、およそ 1100.1800.2800cm'である. (面積) / (体

積)の値は、体積が大きくなるほど小さくなり、容器への吸着の影響は

小さくなると考えられる. Fig. 7 - 6では、容器が大きいほど共振周波

数変化は大きくなることが示され、吸着の影響が確認された。しかし、

F ig. 7 - 6では、それぞれの容器から得られた共振周波数変化は、いず

れも濃度に依存して変化することが示された。この結果は、同時 に、容

積に関わらず相対的に滋度変化に対応した測定が可能であることを示し

ている。

一方、応答を引き起こす最小濃度については、式 7-3から考察する

ことができる。まず、気体の種類によって、式 7-3の定数 aの値がそ

れぞれ異なることが考えられる。そして、水晶振動子における共振周波

数変化は、減度に対して傾き aで直線的に変化すると考えられる。この
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ような直線的な変化を片対数でプロットした場合、傾き aの違いによっ

て、ある猿度から急激に吸着が起きたように見えるものと考えられる。

したがって、嘆覚におけるしきい値と水晶振動子の応答の最小波度の順

序がよく対応したことは、嘆覚においても匂い物質の吸着性によって、

嘆覚の感度が左右されていることを示唆するものと考えられる 。すなわ

ち、レセプターによって、匂い物質が検知されるという考えもあるが、

脂質膜で検知されると考えれば、しきい値の意味を簡単に説明すること

ができる.

7. 3. 2 各種天然脂質の匂い物質に対する応答パ担ーンとその標準

化

Fig. 7-4において、それぞれの匂い物質の感応する最小波度の億は、

それぞれどの脂質においても同じ程度であったが、応答の絶対値は、そ

れぞれ異なっている。この理由としては、感応膜の厚さがそれぞれ若干

異なることと、前節で述パた気体の種類に起因する吸着性の違いが考え

られるが、この他に、被吸着物質(感応膜)に依存する吸着特性の差が

関与していると考えられる。

Fig・7ー 7は、横軸に感応膜の種類をとり、一定の濃度の匂い物質に

ついて、各感応膜で得られた共振周波数変化をグラフ化したものである。

Fig.7-7に示されるように、 4種類の感応膜は、それぞれの匂い物質

に対して、様々なパ担ーンを示した。このパ担ーンの比較によって、匂

ぃ物質の識別が可能と考えられる。

また、 Fig. 7ー 7において、アゾレクチンで得られた共振周波数変化

は、どの匂い物質に対しでも比較的変化が少ないことが示された。この

ことから、匂い物質の狼度の測定を行う場合には、アゾレクチンで得ら
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れた共振周波数変化を用いるのが適当であると考えられる.

Fig.7-7に示したパターンは、それぞれ、条件の異なる実験で得ら

れた共録周波数変化をそのまま示したものでる。このため、このままで

は、パターンどうしを比較することはできない.すなわち、パタ ー ンの

比較を行うには、パターンの標準化を行う必要がある. Fig. 7 - 7にお

いて、測定条件として異なる点は、それぞれの感応膜の量と匂い物質の

濃度である.したがって、本実験におけるパターンの標準化には、各感

応膜問での標準化(膜厚に起因する変異の補正)、そして、各応答パタ

ーン聞における標準化(匂い物質の濃度に起因する変異の補正)の 2つ

のステップが必要と考えられる。

まず、感応膜の量に対する標準化について検討する。ここで、 Fig. 7 

-8は、アゾレクチンの被覆量を変えた 3種類の水晶振動子について、

被覆に伴う共振周波数変化(L'l F f ; 1.) を横軸にとり、メタノ ールに対

して得られた共振周波数変化(L'lF..，)を縦軸に示したものである。 F

ig. 7 -8から、ム Fr i 1阻とム Fc a. s は、直線関係を示すことが示された。

したがって、個々の感応践における共振周波数変化は、L'lF .../ L'l F f 

i ¥111 によって、標準化することが可能と考えられる。

一方、この共振周波数変化の膜厚依存性は、膜厚を厚くする ことによ

って、感度の向上が可能であることを示すものである。一般の発振回路

を使用する測定装置では、膜厚をある程度増加させると、発援が停止し、

測定が不能になってしまう。これに対して、本研究で使用したインピー

ダンスアナライザーでは、さらに、膜厚が厚い場合でも測定が可能であ

り、感度を簡単に向上させることが可能と考えられる.

次に匂い物質の獲度に対する標準化について検討する。式 7-3およ

びFig.7-8の結果からもわかるように、匂い物質の吸着によって生じ
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る共振周波数変化は、匂い物質の渡度に対し直線的に変化すると考えら

れる。したがって、匂い物質の濃度に対する補正では、滋度変化によっ

て、パターンが変化しないものとして処理を行うことができる.すなわ

ち、パターンの大きさについての標準化を行えばよい。そこで、個々の

パターンにおける平均が、それぞれ lとなるような処理を行うことによ

って、パターンどうしの標準化を行った。

この 2つの標準化の処理を Fig. 7 - 7に対して行った結果が、 Fig. 7 

- 9である. F ig. 7一日を用いることによって、未知試料のパ担ーンに

対して、識別;を行うことも可能と考えられる。このパ~ーン識別法とし

て、一般には、それぞれの感応膜について、未知試料の応答{直と標準の

応答値の差の自乗を計算し、その合計値をもとに判断する方法がとられ

ている。この方法では、自乗和が、未知試料に対して、最も小さな値を

示す標準パターンを検索することによって、未知試料の識別が行われて

いる [81 ]。

7. 3. 3 アゾレクチンーコレステロール混合膜の匂い物質に対する

応答性

前節では、 4種類の感応膜を用い、匂い物質に固有のパ担ーンが得ら

れることを示した。一方、 2種類の脂質を混合させたリポソームの膜電

位は、その脂質の混合比率によって、単なる直線的な変化でなく、匂い

物質に対して異なるパターンで変化することが、栗原らの研究で示され

ている[7 9 ]。

本研究では、これに関連して、アゾレクチンとコレステロールの混合

比を変えた感応膜を使用し共振周波数変化の測定を行った. Fig. 7 - 1 

0は、積々の混合比のアゾレクチンーコレステロール感応膜における匂
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い物質の共振周波数変化を膜厚について標準化した結果 C6F.../6F

f I 1.) を混合比を横軸にして示したものである. Fig. 7 - 1 1は、さら

に、 Fig.7 -1 0のパターンを平均 lに標準化した結果である。 Fig.7 

- 1 1から、アゾレクチンーコレステロ ール混合膜の応答は、単に、ア

ゾレクチンーコレステロールの比によって、比例配分された応答値が得

られるのではないことが確認された.この結果は、既に述べた栗原らに

よって示された知見とよく対応するものである。これは、脂質がその組

成比によって、微妙に性質を変えることを示唆するものと考えられる。

さらに、ここで得られたパターンは、単に独立な複数のセンサ ーで得

られるパターンとは異なり、横軸方向の関連性があることから、より多

くの情報を含んでいるといえる。

7. 3. 4 応答パターンの比較法の検討と測定結果への適用

一般に、応答パターンの比較法としては、個々のセンサーの出力値の

差の自乗和を計算して比較するという方法がよく用いられている。これ

に対して、 2次元的なパターンの比較法について、文字や図形のパタ ー

ン認識についての研究が行われている [83. 84J。しかし、いずれ

の方法も、限られた対象に対する処理法を検討したものであり 、前節 で

得たパターンの比較法として、そのまま適用できるものは見あたらない。

そこで、本論文では、このパタ ーンの比較法から検討を行う。

まず、 2つの方法について検討を行う。第一の方法は、 2つのパター

ンを重ね合わせ、そのパターン問のずれによって生じた面積の和によっ

て、パターン問の類似度を比較する方法(重ね合わせ法)である。第 2

の方法は、 2つのパターンを上下から移動させ、ある一点がぶつかった

ときにそのパターンどうしのすき間に生じる面積を計算する方法(組合

-80 

せ法)である。この方法では、上下 2通りの組合せが考えられるので、

2通りの面積を計算して、面積の小さい方を類似皮の指標とした。

ここで、 Fig.7 - 1 2 (a). (b)を用いてその特徴について検討を行う。

まず、 Fig. 7 - 1 2 (a)の A. B. C 3つのパターンについて考えると、

視覚的には、パ担ーン BとCが類似しているように感じられる。ところ

が、自乗和法では、 AとC、 BとCの類似性は同じであり、 AとCがか

なり離れているという結果が得られた。これに対し重ね合わせ法では、

BとCが最も類似しており、次が AとCであり、 AとBが最も異なると

いう結果が得られ、視覚的なパターンの比較を反映した傾向が得られた。

次に、組合せ法では、この場合も BとCが、最も類似性が高いという結

果が得られ、 AとB、 AとCは、同定度の類似度であるという結果が得

られた。この 2つの結果は微妙に異なるが、視点によっては、それぞれ

納得のできる結果と考えられる。

次に、 Fig. 7 - 1 2 (b)のケースでは、自乗和による 結果では、 AとB、

AとCが、同じ類似度であり、 BとCは、かなり異なるとい う結果が得

られた。しかし、視覚的には、 BとCともに、左から一度上昇してから

下がるという共通の特徴を持っているともいえるし、 AとCの左端は、

一致した傾向を持っている。重ね合わせ法では、類似の順序は、 AとC、

次に AとB、最後が BとCとなった。また、組合せ法では、 AとC、 B

とCの類似度が同じで、 AとBの類似性がやや低いという結果となった。

このように、パターンの比較を行う場合、どこに重点をおいて比絞する

かによって、得られる結果は異なってくることがわかる。

以上述パた 2つの図形的方法は、やや感覚的な取扱であった。これに

対して、パターンの中の全ての点どうしの関係を比較していく方法につ

いて検討する.この方法は、パターンの中から 2つの点を選び、傾きを
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計算し、 2つのパターンにおける差の絶対値を加算していくもの である。

そして、この計算に 2つの点の横軸方向の距離の逆数が、重み付けされ

るようにした。つまり、 A、 B2つのパターンがあり、 n番目のパター

ンの値が、 A (n)、 B (n)であり、 n+k番目のパタ ー ンのf直が、

A(n+k)、 B (n+k)であった場合に、相違度を D I Fとする と、

DIF=~ ，~也 l/k ・{ I (A (n+k) -A (n)) 

/ (l/N) ー (B (n+k) -B  (n)) 

/(l/N)I) 7 -5 

となる。ここで、 Nは、パターンの全点数であり、 1/  kは、重み付け

の係数である.

この方法による結果を Fig.7 -1 2の下段に示す。ここでは、図中の

xを O.1として計算を行った。 Fig.7 - 1 2 aのパタ ー ンでは、類似度

の順序は、 BとC、 AとC、 AとBのようになり、 Fig.7 - 1 2 bのパ

ター ンでは、 AとC、 AとB、 BとCのl頓になり、いずれも重ね合わせ

法の結果と一致した。

以上、 4つの比較法を Fig. 7 - 1 1に示した結果に適用し、 それぞれ

の匂い物質問のパターンの類似性について計算を行った結果が、 Tab 1 e 7 

1である。(ここで、全点比較法は、計算値に 10 0 0 0倍し た値を示

している。) Ta b 1 e 7 - 1において、数値の小さいものが、類似性が高い

ことを示している。それぞれの匂い物質問のパ担 ー ンの類似性を類似、

相違、中間の 3つに分類した結果を Table7-2に示す。 Table7-2に

おいて、上位 6点について、類似、相違の分類を行った. (すなわち、自

乗和法においては、 0.05以下を類似、 O.2 1以上を相違に分類した。

重ね合わせ法では、 o. 1 2以下を類似、 O.3以上を相違とした。組合

せ法では、 O.2 2以下を類似、 o. 5 1以上を相違とした。前点比較法
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では、 30以下を類似、 75以上を相違とした. ) Table 7 - 2に示した

結果は、それぞれの比較法で若干の差異を示しているが、全体的には、

メタノ ールとエ担ノールが類似性を示すなど、 嘆覚で人間が感じる結果

と一致していると恩われる.このパ担 ー ン比較法については、今後、唆

覚における官能的な判断との比較から、さらに、詳細に検討する必要が

ある と考えられる.

7. 3. 5 共振抵抗，共娠周波数変化の匂い物質に対する依存性の違

いと 2次元パターンハの展開

第四章において、液体中における水品振動子の共娠抵抗 R，と共掻周波

数変化ム Fについての詳細な検討を行った。さらに、水晶復動子の表面

に、粘弾性的な膜が存在する場合の共振周波数変化については、 Cr a 

n eらによって検討が行われている [82 ]。しかし、粘弾性的な膜に

対する共振抵抗R，の変化についての検討は、まだ 行われていない。ただ

し、膜の粘弾性的な変化がない場合については、定性的に、d.Fは重量

変化によって決定され、 R，は密度の変化によって決定され、その変化の

比は一定となると考えられる。しかし、本実験の結果では、それぞれ標

準化したd.FとR，の比 (k./kR=(ムF.../ム Ffi1.)/(d. R，../ 

ムR
fi1m)) を求めると、匂い物質によって、異なる値を示すことがわか

った (Table7-3) • Table7 -3において、 k./ k Rの値は、匂い物

質の種類に依存して変化し、この変化は各脂質問で類似した傾向を示し

た。これは、匂い物質の種類によって、脂質膜の粘弾性的な変化が生じ

ることを示唆するものと考えられる。この原因とし・ては、匂い物質分子

の形や大きさ、そして、親水性、疎水性といった性質によって、脂質分

子問の結合状態に変化が生じることが考えられる。この k./ k Rの値は、
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この点から膜の物理的な変化を表す指標として利用できるものと考えら

れる.

これに対して、個々の匂い物質の吸着量は、膜一気相問の吸着平衡に

よって決定されると考えられることから、この吸着量の差は、 化学的な

親和性の差として考えることもできる.一方、共振抵抗におけ る密度の

効果は、膜量に対する吸着量が小さいことからほとんど無視し得るもの

と考えられる。そして、共振周波数は、重量変化と粘弾性変化によって

変化するが、重量の効果の少ない共振抵抗と較べると、共振周波数変化

変化における重量の効果は大きいといえる。 Fig.7 -1 3は、 横軸にア

ゾレクチン膜で得られた共綴周波数変化とコレステロール 25 %を含む

アゾレクチン膜の共娠周波数変化の比を取り、これに対してアゾレクチ

ン膜で測定した k./ k nをプロットしたものである。このFig.7 - 1 3 

の横軸は、単に混合比の異なる 2種類の膜の応答値の比であるため厳密

な意味には乏しいが、化学的な緩和性の変化を反映するものと考えられ、

それぞれの匂い物質をグラフ上で分離するのには有効と考えられる。 Fi

g. 7 -1 3において、比較的類似した匂いであるメタノ ールと エ担ノ ー

ルが、近接した位置にあり、また、同じようにアセトンとエテルエー テ

ルも比較的近い位置にあることがわかる。その他の匂い物質は、それぞ

れやや離れた位置にあり、メタノ ールーエ担ノ ールおよびアセトンーエ

チルエ ーテルの類似性に対して、よい対照を示している。このような 2

次元パターンによる匂い物質の識別法は、視覚的にも分かりやすく有用

な方法であると考えられる。

7. 4 結言

本章では、アゾレクチン、ホスフアチジルエタノールアミン、 卵黄レ
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シチン、コレステロールなど、天然脂質を被覆した水晶振動子を用い、

匂い物質の計測について検討を行った.さらに、アゾレクチンーコレス

テロ ール混合膜の混合比を変えた感応膜被覆水品振動子を用いて、各匂

い物質に対する発援周波数変化を測定し、各匂い物質の応答パターンの

類似性を比較した.本章で得られた知見を要約すると以下のようになる。

( 1 )天然脂質を被覆した水品振動子によって、匂い物質の計測が可能

であることが示された。また、各匂い物質の検出下限浪度の順序として

は、リポソームの膜電位変化および嘆覚細胞で得られるしきい値の順序

とよく対応した傾向が示された。このことから、匂い物質そのものの段

着性の違いが、応答に強く影響すると考えられた。この現象は、嘆覚に

おける匂い物質の検知が、レセプターによると考えるよりも脂質による

と考える方が理解しやすいことを示すものである.

( 2 )匂い物質に対する共振周複数変化 6F ."は、膜被覆によって生じ

た共振周波数変化D.F f i 1.に依存して変化することが示された。したが

って、共振周波数変化の測定値は、 6F，.s/6Ffll'として標準化され

ることが示された。また、 4種の脂質を用いて得られた各匂い物質に対

する応答パ担ーンは、それぞれ異なることから、この パ担ーン を利用し

た匂い物質の識別の可能性が確認された。

( 3 )アゾレクチンとコレステロールの混合比を変えた感応膜を有する

水晶振動子を複数用いることによって、各匂い物質に対して異なる応答

パターンが得られた。この応答パ担ーンは、横軸に混合比を取ったもの

であり、横軸方向の関連性を含むという特徴を持つも のである。

( 4 )応答パ担ーンの比較法として、これまでの各センサーの応答の差

の自乗和を取る方法に対して、横軸方向にパターンの関連性があること

を利用するため、パターンのずれの面積を計算する重ね合わせ法、組合
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せ法、さらに、パターン各点の位置を比較する全点比較法について検討

した.これらの比較法を実際の測定データに適用し、各匂い物質の類似

性を求めたところ、嘆覚における類似性に近い結果を得ることができた。

( 5 )共振周波数変化 (llF...) と共振抵抗変化 (llR...) の比が匂

い物質によって、異なることが明かとなった。この比(II F .../ II R • 

. .)と混合比の異なる 2種類の脂質感応膜どうしのム F11 a sの比とを 2次

元的に表示することによって、匂い物質の識別に利用可能であることが

わかった.

-86 -

N2 、

Fic.7-1 Schematio diagram of experimen~al system 

system is constructed with (A) impedance analyser: 

micro-oomputer and (C) ooated quartz crystal 
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Tabl.7-2 O.gr.・0' simi lari ty in the patterns 0' r850n3nt 
frequ・noy shi ft for dight types of odorant. 0， - and X m・an.
similitude. n・utral and differ"ence. respectively. Four types 
0' oompari門 9 m・th od a r・applied to the patt・rns shown in 
figur.7-11. 

and r85on3nt 

ooated quartz 
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第入章結論

以上、第七章までに述ペてきたように、本研究では、水晶振動子をト

ランスデユサーとするバイオセンサーおよび化学計測システムの開発を

行った。本研究における成果は、①水晶振動子の免疫センサ一八の応用

として、微生物の計測および 1g Gの計測と分析八適用したこと、②粘

性i!lU定デバイスとしての基礎的な解析を行いエンドトキシン、フイブリ

ノーゲンの測定八応用したこと、③天然の感応膜を利用したガスセンサ

ーを匂い物質の計i!lUと識別に適用したことであ る@各章ごとに得られた

知見をまとめると次のようになる。

( 1 )第二章では、水品振動子バイオセンサー開発のための基礎的知見

を得た。これらの知見をもとに、水品振動子の表面に抗体を固定化し、

微生物滋度の計測に適用した。要するに、微生物懸濁液中で、抗原抗体

反応を行わせ、 7]<:品振動子表面に微生物を結合させ、発援周波数変化を

測定することによって、特定の微生物i農度の検出と i農度の測定が、可能

であることを示した。すなわち、

①抗体の固定化を行う水晶振動子の電極として、 Pd -N i電極に陽極

酸化処理したものが、安定性および抗体結合能において優れていること

が示された。この陽極酸化処理の結果は、 AES分析によって、表面の

粗さの増加と酸化物の増加に起因していることが示された。

②微生物測定のための反応時間は、約 30分が適当であることが示され

た。

③抗 Ca n d i d a抗体を固定化した水晶振動子は、 1 0 'ー 5 ・10 8 

c e 1 1 s・cm-3の♀.a1 b i c a n sを測定可能であり、立・ 」乙



e reV1Sla eには応答しない、 特異性の優れたセンサーであるこ
g' c m-'、1 5分で、 1 0ベー 10-2mg.cm-' であることが示さ

とが示された. れた。

④懸濁液の微生物濃度、 水品振動子表面に結合した微生物密度および発
⑤プロテイン A固定化水品振動子を用い、 湾出後の p Hを徐々に変化さ

振周波数の変化の問には、 良好な対応関係があることが示された.
せマウス 1g G成分の分析に適用したところ、 1 g G '. 1 g G 2.. 1 g 

G 2bに相当するピークが得られた。 また、 ヒトー γグロプリンについて

( 2 )第三章では、 水晶振動子バイオセンサーをフローシステムヘ発展
も特異なパ?Iーンを示すことが確認され、 本センサーが、 成分分析に適

させた. このシステムを用い、 表面にプロテイン Aを閲定化した水晶撮
用可能であることが示された。

動子によって、 1 g G濃度の浪u定が可能であることを示した。 また、 同 ⑤抗大腸菌抗体を固定化した水品振動子によって、互.c 0上三を 10 • 

じプロテイン A固定化水晶振動子によって、 1 g Gサブクラスの分析が
-lO.cells'cm-'の範囲で測定できることが示された。

可能であることを示した。 さらに、 このセンサーシステムを E.Coli
⑦抗大腸菌抗体固定化ポリスチレン粒子(1μm) によって、 発振周波

の測定に適用するとともに、 ポリスチレン粒子によって感度の向上が可
数の増幅が可能であることが示され、 検出限界を 10 5 c e 1 1 S 

能であることを示した. すなわち、
c m-'に改善することができた。

①液体中で水晶振動子を使用した場合、 液体の粘性、 密度、導電率さら

に温度等が、発振周波数に影響することが示された。 さらに、 7K品振動
( 3 )第四章では、 7K品振動子の電気的な等価回路定数の意味について、

子と液体界面において発振周波数に影響を与える因子が存在することが
電気一機械変換モデルから考察を行った。 特に、 液体中に水晶振動子を

示唆された。 このことから、 再現性よく実験を行うために、 セル中を蒸
漫潰したときの共振抵抗 R，についての関係式を導いた。 これらの知見を

留水で置換して、発援周波数の測定を行うことにした。
もとに、 第三章における Ig G測定時の周波数変化についての検討した。

②プロテイン Aを固定化した水品振動子によるヒト Ig Gの測定では、
さらに、 水ーエ担ノール混合液を用いた実験から、 周波数変化 t:， Fおよ

グリセ続いて、び共振抵抗 R，と液体の性質との関連について検討した。
結合また、I g G猿度に依存することが示された。発振周波数変化が、

した Ig Gを pH 2.4のグリシン塩酸緩衝液で、 i容出することによって、
リン水溶液における測定から、 粘度計i!UJデバイスと しての評価 を行った.

センサーの蒋使用が可能であることが示された。
すなわち、

③プロテイン Aを固定化した水晶振動子を用いるヒト 1g Gの測定にお
①水晶振動子の電気的等価回路パラメーターは、 既に知られているよう

いて、 反応時間がおよそ 30分でほぼ発銀周波数変化が飽和に達するこ
機械的な振動系との対比から、 インダク担ンス一重量、 キャパシタ

とが示された. これに基づき、 標準の反応時間を 30分に設定した。
ンス パネ定数、 電気抵抗ー摩擦抵抗という関係になる a この中で、 特

④ヒト 1g G浪皮の測定範囲は、 反応時間 30分で、 10-6-10-'m 
液体に接した系における、 共振抵抗 R，について、新たに次式を導い



た。

R. = (ωpヮ) .ノ 2 A / k 2 

ここで、 ω:共娠周波数、 ρ:液体の密度、 守:液体の粘度、 A:面積、

k 電気一機械変換係数である.

②両面浸潰セルを用い水晶録動子の電気的等価回路定数を測定したとこ

ろ、空気中→水中において共振周波数変化 f::， Fと共振抵抗R.の変化が同

時に起きていることから、共振周波数変化の主な要因は粘性であると推

察した.さらに、水→緩衝液中では、 R.の変化はなかったが、 f::， Fの変

化が観察された.この変化は、 L.または C.の変化に起因することが明

らかになった。

③第三重量における Ig G結合反応について、各回路定数の測定を試みた

ところ、 R.の変化はなかった。②の知見と総合して、この周波数変化に

は、界面の摩擦抵抗は関与せず、重量変化および界面の蝉性的な性質が

関与していることが示された.

④片面浸潰セルと両面浸潰セル を用いた水 ーエタノ ール混合液における

R.とf::， Fの淑iJ定結果から、 R.とf::， Fが、 ( pη) ./2に対して、直線性

を示すことが確認された。ただし、両面浸潰セルでは、 R.が直線性を示

しているのに対して、 f::， Fは直線からずれてくることが示された。この

原因として、水の誘電分極と水素結合に起因する 7Kの構造化によって、

液体と水品振動子界面に様性的な変化が生じているものと推察した。

⑤グリセリン水溶液による実験に より、 f::， Fは(p ヮ) ./2に対して徐々

に直線からずれるのに対し、 R.は直線性を維持することが示された。ま

た、各種の周波数の水晶録動子によって、同様に粘性の測定が可能であ

ることが示された。
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( 4 )第五章では、第四章において水晶娠動子が粘度測定素子として利

用可能であることが示されたことを受け、実際の応用について検討した.

応用の対象として、カブトガニ血球抽出物がエンドトキシンによってゲ

ル化することを利用して、エンドトキシン濠度の測定について検討した。

この結果、本章で示したシステムが、エンドトキシン濠疫の測定に使用

可能であることが示された。本章では、エンドトキシン浪度測定のため

の指標についての検討を行い、ゲル化時間の算出法について検討した.

すなわち、

①水晶振動子を用いて、共振抵抗R.および共振周波数変化を測定するこ

とにより、エンドトキシンによるカブトガニ血球抽出物のゲル化反応を

粘性変化として、モニ担ーできることが示された。

②測定デー担から多項式近似式を計算し、共娠抵抗 R.または共振周波数

変化の最終変化量の 90%に達した時間をゲル化時間として求めたとこ

ろ、ゲル化時間とエンドトキシン滋度の間によい対応関係が得られた。

この場合の検出限界は、 lpg'ml-'であり、従来法と同等であった。

得られた多項式をさらに微分し、最大変化速度 (VR .ax)を求め、微分

{直が、 VR ma xの 10%まで低下した時間をゲル化時間として求めたとこ

ろ、同様に、ゲル化時間とエンドトキシン濃度との問によい対応関係が

得られた。

③エンドトキシン波度測定の指標として、 R.の最大変化速度 V.園.xを

用いたところ、検出限界は、 lpg'ml-'であり、エンドトキシン猿度

測定に十分使用可能であることが示された.また、この最大変化速度は、

4 0分以内に現れるため、低猿度試料では、担1I定時間の短縮が可能であ

ることが示された。

④共振抵抗および共振周波数が、あるしきい値に逮した時間を求め、ゲ
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ル化時間としたところ、ゲル化時間とエンドトキシン滋度の問に、よい

対応関係が得られた。このゲル化時間は、 lpg.mlリの試料でも 30 

分程度で現れるため、測定時間の短縮が可能であることが示された。

⑤ゲル化反応前後の共緩抵抗 R，および共振周波数の変化量とエンドトキ

シン濃度は直線関係にあるため、高波度のエンドトキシンの測定に利用

可能であることが示された。また、これらの変化には、反応課程で生成

した物質の吸着も関与していることが示唆された。

⑥ゲル化時間の対数とエンドトキシン濃度の対数は、一次式で近似でき

ることが示され、比較的容易にゲル化時間とエンドトキシン漫度の換算

が行えることが示された。

⑦発娠回路を使用した試作機を製作し、実用化八の道を開くことができ

た。

( 5 )第六宣言では、第五主主において示した水品振動子を用いるゲル化反

応を利用した測定手法が、分析手段として汎用的に使用可能であること

を検証するため、フィブリノーゲンの凝固反応の測定について検討を行

った。この結果、発援回路を用いる測定システムによっても、凝固反応

の測定が行えることを示した。すなわち、

①発振回路タイプの水品振動子粘度測定システムによって、ゲートタイ

ムを O.lsecで周波数測定することによって、数秒で終了するフイブ

リノーゲンの凝固反応を測定可能であることが示された。しかし、低濃

度の試料では、温度変化の影響で、測定ができなくなる場合があること

がわかった。

②アルミナ総子の懸濁液において、アルミナ粒子がセル底面の水品振動

子上に沈降することによって、周波数変化を引き起こすことが示された。

この周波数変化の最終的な量は、添加した粒子の量に依存し、周波数の

変化速度は、粒子が大きくなるほど大きくなることが明かとなった.

③アルミナ粒子をトロンピン溶液に懸濁させた状態で、フイブリノーゲ

ンの凝固反応を行わせることによって、ゲル化時の周波数変化を増幅で

きることが示された。この方法によって、温度変化に伴う粘性変化の影

響を受けずに、低猿度のフイブリノーゲン試料の測定も行えることが明

かとなった。また、本システムによって得られたゲル化時間は、従来法

による結果とよく対応するものであった。

( 6 )第七章では、アゾレクチン、ホスフアチジルエタノールアミン、

卵黄レシチン、コレステロールなど、天然脂質を被覆した水晶振動子を

用い、匂い物質の計測について検討を行った。さらに、アゾレクチン ー

コレステロール混合膜の混合比を変えた感応膜被覆水晶振動子を用いて、

各匂い物質に対する発振周波数変化を測定し、各匂い物質の応答パター

ンの類似性を比較した。すなわち、

①天然脂質を被覆した水晶振動子によって、匂い物質の計測が可能であ

ることが示された。また、各匂い物質の検出下限i猿度の順序としては、

リポソームの膜電位変化および嘆覚細胞で得られるしきい値の順序とよ

く対応した傾向が示された。このことから、匂い物質そのものの吸着性

の違いが、応答に強く影響すると考えられた。この現象は、嘆覚におけ

る匂い物質の検知が、レセプ担ーによると考えるよりも脂質によると考

える方が理解しやすいことを示すものである。

②匂い物質に対する共振周波数変化 6F...は、膜被覆によって生じた共

振周波数変化 6F f; 'mに依存して変化することが示された。したがって、

共振周波数変化の測定値は、 6F，.，/6Ff;，.として僚準化されるごと



が示された。また、 4種の脂質を用いて得られた各匂い物質に対する応

答パターンは、それぞれ異なることから、このパターンを利用し た匂い

物質の識別の可能性が確認された。

③アゾレクチンとコレステロールの混合比を変えた感応膜を有する水晶

振動子を複数用いるごとによって、各匂い物質に対して異なる応答パタ

ーンが得られた.この応答パターンは、横軸に混合比を取ったものであ

り、横軸方向の関連性を含むという特徴を持つものである。

④応答パターンの比較法として、こ れ までの各センサーの応答の差の自

乗和を取る方法に対して、横軸方向にパタ ーンの関連性がある ことを利

用するため、パターンのずれの面積を計算する重ね合わ せ法、組合せ法、

さらに、パターン各点の位置を比較する全点比較法について検討し た。

これらの比較法を実際の測定デ ータに適用し、各匂い物質の類似性を求

めたところ、嘆覚における類似性に近い結果を得ることができた。

③共振周波数変化(ム F...)と共振抵抗変化(6 R，冶，)の比が匂い物

質によって、異なることが明かとなった。この比 (6F，a;/6R，..)

と混合比の異なる 2種類の脂質感応膜どうしのム FICa sの比とを 2次元的

に表示することによって、匂い物質の識別に利用可能であることがわか

った。

以上の研究結果は、水品娠動子をトランスデユサ ーとするバイオセン

サーの開発ならびにその化学計測システムへの応用に重要な基礎的知見

を提供するものと考えられる。さらに、本研究の成果は、化学分析分野

に新しい計調1)システムを提案し、この分野の発展に著しく貢献するもの

と考えられる.
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