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図が示すようにセンサの検出電流の経時変化

はセンサ検出部溶液のグルコース濃度変化に

対応しており、濃度依存性が確認できる。ま

た、約350秒の潜時をおいて一定の酸化電流

値を示したことから、この値をそれに対応す

るグルコース濃度に対してプロットしたもの

を図7に示す。同じ電極を使用し、同様の実

験を6回行ったが再現性はよく、センサの感

度の低下は認められなかった。
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図5グルコースの検出限界濃度
7.グルコースセンサの溶存酸素依存性

図1に示す反応式のように、GOD酸化反応

は酸素を必要とする。ざらに反応により生成

する過酸化水素はグルコース濃度に比例する

とともに、溶液中の溶存酸素濃度にも比例す

る。このようにグルコースセンサを使用する

場合、溶存酸素の存在が絶対条件となる。し

たがって溶存酸素が不足すれば、センサの感

度の低下が起こると考えられる。したがって

以下にグルコースセンサの溶存酸素依存性を

検討した。

あらかじめ窒素ガスをバプリングすること

により溶存酸素濃度を低下きせておいたクエ

ン酸緩衝液と、対照として窒素をパブリング

しなかったクエン酸溶液とを、同じグルコー

ス濃度、同じ電極で比較した。図8に示すよう

に、あらかじめ窒素ガスをパブリングして溶

存酸素を低下きせておいたクエン酸緩衝液中

では、対照と比較して検出電流値が明らかに

低下しており、グルコースセンサの感度には

溶存酸素依存性のあることが認められる。

また、グルコース溶液を0.1～50mMの濃度

範囲で灌流し、それぞれのグルコース濃度に
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図6グルコース溶液を灌流させた

場合の酸化電流の経時変化
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図7グルコースセンサーの再現性
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式中でGO(FAD)、GOFADH2)はそれぞれ酸化型GOD、還元型GODを表す。また図10(a)

にその模式図を示す。酸素の作用により、GODが本来の活性を取り戻す際、過酸化水素

が発生する。これを電極表面で酸化することにより得られる酸化電流値を計測すること

により、グルコース濃度を定量するのが従来

のセンサの原理である。したがって、溶存酸

素が不足している場合、㈹Dはもとの酸化型

に戻ることができず、その感度が低下すると

考えられる。しかし電極と酵素との間に電子

を間接的に授受する物質を介在させることに

より、溶存酸素のない状態でも反応により活

性を失ったGODをもとの酸化型に戻すことが

できる。このような物質をメデイエーターと

よぶ。メデイエーターは分子量の小さな有機

物、または無機物である。このメデイエーター

を用いた電極表面の酸化還元反応を式（4）
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図10電極表面での酵素の反応機構

に示す。

Glucose+GO(FAD)→Gluconolactone+GOFADH2)

GOFADH2)+2Mox→GO(FAD)+2Mr"+2Hf （4）

2Mr劃→2Mox+2e-

上式で、Mox、Mredはそれぞれ酸化型、還元型のメディエーターを表す。また、図10

(b)にこの反応の電極表面での反応様式を表す。電子を受け取り、活性を失ったGODは、

電極表面に介在し、GODの活性部位と結合するメデイエーターに電子を放出することに

より、活性のある酸化型に戻ることができる。メデイエーターはこの反応で電子を受け

取ることで酸化型から還元型になるが、電極表面に電子を放出することで酸化型に戻る

ことができる。したがってメディエーターを用いる場合、溶存酸素が存在しない状態で

もセンサの感度が維持できると考えられる。

9．フェロセン

本研究では、メデイエーターとしてFarweneCarboxialdehydeを使用した。フェロセン

をグルタルアルデヒドの変わりに電極表面に固定化し、電極とGODとの間のメデイエー

ターとして用いた場合の溶存酸素の濃度依存性を検討した。GODの固定化では、チラミ

ンを電解重合した電極を飽和フェロセン溶液（0.2～0.3％）中に3時間放置し、さらに
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(AFMNa｡)を求めた。
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NaCl水溶液(10ng/"1)1"lが蒸発す

ると10ngの残留物が電極上に付着する。

他の濃度も同様である。これら蒸発残留

物に対する振動数変化を上の方法で求め

質量に対しプロットしたものが図5であ

る。

図5から電極上’肘青物質量(10-100ng

と振動数変化との間には有意な直線関係

が得られることがわかる。この直線の傾

きは1.0Hz/ngとなる。式(5)に必要な
定数を代入してして計算すると、

巴
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図4質量の付着による振動数変化
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となり、l.0ngの質量変化に対して1.1Hzの振動数変化が得
られることになる。ところで、図の直線は原点をとおっ

ていない。これは質量の付着が電極の一部に限られてい

ることが影響しているものと考えられる。しかし、この

ことは免疫センサを使用する場合には電極上にすでに抗

体を付着させているので考慮する必要はない。

以上のことより水晶振動子をマイクロバランスとして

利用できることが確認きれる。
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図5質量増加と振動数変化の関係

7.液相での振動数変化

a)密度および粘度の影響

ショ糖溶液の濃度を変化きせると溶液の密度と粘度が

変化する。ショ糖溶液の濃度に対して振動数変化をプロッ

トしたものを図6に示す。このグラフよりショ糖濃度が変

化すると水晶振動子の振動数が変化することがわかる。

図の振動数変化が式（6）から得られる値よりかなり小

きくなっているのは、式（6）が静止流体中でのモデル

より求められているのに対し本実験では溶液の撹拝をお

こなったためと考えられる。
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b)溶液の温度と振動数

溶液の温度が変化すると溶液の密度と粘度は変化する。

図7は液温と振動数の関係を示している。この図と式（6）

とは傾向が一致せずこの振動数の変化に密度、粘度より

も溶液の温度が大きく影響を与えていることになる。
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ショ糖溶液濃度と振動数変化の関係図6
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変化はI"と抗I"による抗原と抗体の特異的結合によるものであり、非特異的タンパク質結合によるも
のではない。
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免疫センサ応答のIgG濃度依存性 図13図12

図12はIgGの濃度と振動数変化の関係を示している。IgGの濃度が増加すると振動数変化も増加し、両

者の問には有意の相関がある。しかし、振動数変化は各素子によって異なり、また同じ素子を用いても

実験によっては異なる値が得られる場合がある。この理由として次のことが考えられる。

1）

2）

3）

素子ごとの揃gGの固定化量が一定していない。

素子の位置（水面からの深き）が異なる。

IgGを注入する際の外的因子の影響。

これらの結果についてはざらに実験を行い、くわしく検討する必要がある。

まとめ

1）水晶振動子をマイクロバランスとして利用できることが確認できた。また、その感度はlHz/ngと極
めて高い。

2）水晶振動子マイクロバランスを液相で使用する際は液体の密度、粘度、温度などの物性値を一定に
する必要がある。

3）電極表面にアミノ基を導入後、グルタルアルデヒドを用い抗体のアミノ基との間にシッフ塩基形成
反応を行わせることで抗体を電極表面に固定化できる。また、金電極の場合はチラミンの電解重

合によってアミノ基を導入できる。

4）水晶振動子マイクロバランス免疫センサーを用いての抗原一抗体反応の検出が可能となった。
5）抗原濃度と免疫センサーの応答には有意な相関が認められる。しかし、素子ごとのばらつきが認め
られるので、測定ごとに検量線を作成する必要がある。
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