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3.3微小透析法による生理活性物質の分離と高感度測定

3.3.1はじめに

多様化する疾病あるいは高齢化社会への移行に伴う検査項目の膨大な増加に対応するた

め、現在数多くの医用電子機器、計測機器が開発・導入され、病気の診断・治療そして予

防に汎用されている。特に、生体内の化学情報の測定は病気の診断・治療のみならず、生

体機能の解明を目的とする基礎医学あるいは神経科学分野においても、その開発が重要な

課題となっている。

こういった課題を解消する手だての一つとして微小透析法がある。微小透析法は生体関

連物質の動態を経時的、定量的かつ高感度で分析する方法として、近年神経生理学の分野

で広く応用されている。この方法は微小透析チューブから構成される微小プローブを用い

るが、その回収率に影響を及ぼす様々な要因がある。

ここでは微小透析プローブの基本特性について調べるとともに、プローブの回収率に影

響を及ぼす各種要因についても検討する。

3.3.2マイクロダイアリシス法

3.3.2.1マイクロダイアリシス法の歴史

マイクロダイアリシス法はBrainDialysis法として1966年に最初に導入された。1970

年代に入り、小型の脳透析プローブの開発が行われ、微量物質分析技術の発展に伴い脳透

析法は著しく改良された。特にスウェーデンのUnderstedtのグループによる中空系

(Hollowfiber)透析膜を用いたプローブの開発と電気化学検出器(Electrochemical

Detector;ECD),高速液体クロマトグラフィー(HighPerformanceLiquidChromatography;

HLPC)を組み合わせた簡便かつ高感度な分析法が導入されると、この方法を使ったinvivo

でのドーパミン遊離の研究が神経科学の分野で広く行われるようになった。

それまでは特定脳部位の細胞間隙に存在する様々な物質を回収する方法としては

CortialCup法およびPush-PullCannulation法が用いられてきた。これは2本の微小カ

ニユーレを脳の目的部位に刺入し､一方のカニューレから20-100"1/minという比較的速

い流速で灌流液を送液し､他方のカニューレを吸引しながら灌流液を回収するものである。

この方法は、脳内で遊離するあらゆる物質を100%近く回収することができる。しかし、

灌流液の送液速度と回収速度を正確に等しくする必要があり、高度な技術が要求されるこ

と、また連続して長時間灌流すると脳の組織を破壊することなどから普及しなかった。

一方、BrainDialysis法は微小透析チューブに灌流液を低流速で流すため、秒単位とい

う短時間で急速に変化する化学的事象の測定はできないが、脳組織の損傷も少なく、再現
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Recovery(invitro)=Cout/Ci

Cout

Ci

invitroで透析膜内に回収された目的物質濃度

invitroで透析膜周囲の目的物質濃度

(3-1)

invitroとinvivoでのプローブ周囲の環境が等しいと仮定すると、生体内での透析膜

周囲の目的物質濃度は以下のように推算できる。

Ci*=Cout*/Recovery(invitro)

Ci*

Cout*

生体内での透析膜周囲の目的物質濃度

生体内で透析膜内に回収された目的物質濃度

(3-2）

しかし、実際の生体内での測定はプローブ周囲の環境が極めて複雑であり、上記の仮定

は厳密には成り立たず、invitroで求めた相対回収率をそのまま適用することはできない。

Invitroでの測定、あるいはinvitro、invivo双方での測定の場合について相対回収率

に与える影響について検討する必要がある。

相対回収率はいくつかの要因によって影響を受ける。これらについては以下の要因が考

えられる。

(1)灌流速度

多くの研究者によって透析される物質のinvitroの回収率に及ぼす灌流液の流速の影響

について研究されており、相対回収率は流速が増加すると指数関数的に減少すること、絶

対回収率は灌流速度が2－4"1/min以上ではほぼ一定となることが報告されている。通常

は透析効率の良い2－4"1/minの流速が用いられる。

(2)物質濃度

相対回収率はプローブ周囲の化学物質濃度とは無関係であるが絶対回収率は濃度に比例

する。

(3)膜面積

回収率は膜面積に比例して増加する。

(4)透析膜と物質の相互作用

膜の材質は物質輸送と相互作用をもち、マス輸送(masstransport)に影響する。同じ

－33－



膜でも神経ペプチドに対する回収率はアミンや代謝物質に対する回収率の数分の一にす

ぎない。これは神経ペプチドが膜に吸着しやすいことに起因すると考えられる。

(5)拡散係数

相対回収率は測定物質によって異なる。これは膜の性質、分子量、荷電状態などの違い

によって拡散係数が変わるためである。さらに、invitroに比べてinvivoでは媒質が

不均一で、そのため複雑な拡散経路をたどることとなり、透析チューブ内への物質移動

はinvitroの場合に比べて減少する。

(6)drainage効果

微小透析を行っている間、プローブ周囲の物質は絶えず灌流液内にくみ出される。長

時間の灌流を行うとその結果、生体からの物質の補充が限界となり、プローブ内への物

質移動が減少する。

以上にのべた要因の他に灌流温度、灌流液の組成なども回収率に影響を与える重要な要

因である。したがって、プローブを用いて生体内の真の物質濃度を求めるにはinvitro

で求めた相対回収率のみから推定だけでは不十分である。

3.3.3実験装置および実験手順

本研究では神経伝達物質の一つであり、またストレスホルモンとしても知られているノ

ルアドレナリン(NA)と、血液中の主要化学成分であるGlucose、尿素、L-乳酸、グリセ

ロールについて微小透析法によるプローブでの回収を行い、その濃度変化に対する回収率

への影響を調べた。測定の際には各物質の試料溶液濃度、撹祥速度、回収溶液の灌流速度

等を変化させた。また、試料溶液に微小粒子やアルブミンなどのタンパク質を加え、それ

らの要素の回収率への影響も調べた。ただし、NAについては蒸留水中で容易に分解される

ことから、NAの溶解および回収のための灌流液には0．1M酢酸溶液を使用し、他の4種の

物質については超純水を使用した。

本研究で使用するプローブでは回収される試料の量が極めて少ないので（数10"1)、試

料の分析には高感度で特異性が高い分析方法を用いる必要がある。したがって、電気的に

活性な物質であるNAについては高速液体クロマトグラフィー(HPLC)と電気化学検出器

(ECD)を組み合わせたHPLC-ECD法で、またGlucose、尿素、L-乳酸、グリセロールにつ

いては分光光度計を用いた酵素法によって定量を行った。

－34－
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の減少は認められなかった。実験結果を図3-12に示す。相対回収率は灌流速度の増大とと

もに指数関数的に減少するが、Sephadex微粒子存在下ではNA単独の場合と比較して有意

に低い。これは灌流速度の小さいところ、あるいは水吸収度の小さいSephadeXG-10粒子

を用いた場合に顕著である。

一方、透析プローブの長さ方向(z)の微小部分で溶質についての物質収支式から、次式

が得られる。

坐一等降りぬ
(3-3）

これを

虹

“
ｑ

一
一
一
一

ｊ
ｊ
Ｏ
Ｌ
く一

ｑ
－
Ｑ

Ｏ
Ｌ

’
一
一
一

Ｚ
Ｚ

(3-4）

の条件で解けば灌流速度と相対回収率の関係が次式のように与えられる。

'n{'/('-JD}=2'r'bⅨl/9(3-5)

R:相対回収率[-]r｡:Probeの半径[Length]

L:probeの長さ[Length]K:総括物質移動係数[Length･time~']

Qd:灌流体積流速[Length3・time~']

ただし、

雪
錘

一
一Ｒ

相対回収率となる。

:プローブ半径方向の灌流液中溶質平均濃度[mass

プローブ入口における灌流液中の溶質濃度[mass

：プローブ出口における灌流液中の溶質濃度[mass

プローブ透析膜外液の溶質濃度[mass・length-3]

であり、
－

length-3]

length-3]

length-3]
Ｉ

Ｑ
“
畔
Ca＞

E

図3-13にln{l/(1-R)}対1/Qdの関係を2種類のSephadex微粒子、および微粒子を含

まない溶液中で測定した場合についてプロットしたものを示す。図から明らかなように両

者の問には直線関係が得られ、それぞれの試料によって傾きが異なる。直線の傾きが2元

roLKであるから、それぞれの傾きより総括物質移動係数を算出した結果、Sephadex微粒子

を含まない溶液中で求めた総括物質移動係数の値は、K=5.52×103Cm．min-'，G-200存在

下ではK=2.47×103Cm･min~'、G-10存在下ではK=1.09×lO3cm･min-』であった。本研究に

－45－
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相対回収率の関係

物質移動係数は

NAの場合K=5.52×103cm・min-1

NA+G-10は2.47×103cm・min-1

NA+G-200は1.09×103cm・min-1
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より総括物質移動係数が3種類の溶液中で異なった値を示すことから、プローブ周囲に存

在する微粒子が障壁となり、物質回収率を低下させる可能性が示唆される。

また試料溶液をマグネテイックスタラーで撹祥し、その相対回収率に及ぼす影響を検討

したが、撹拝の程度によって相対回収率には有意差を認めなかった（図3-14)。このこと

から液側境膜抵抗は無視できると考える。

微小透析を行っている間、透析プローブ近傍の物質は絶えず灌流液中へくみ出される、

いわゆるdrainage効果が存在するとすれば､プローブ周囲に微粒子などの障害が存在する

場合、長時間の灌流により液本体から膜近傍への物質の補充が限界となり、プローブ内へ

の物質移動が減少する可能性がある。本研究で使用したSephadexG-200およびG-10は乾

燥時の粒子直径に差はないが水吸収度に関してはG-200はG-10に対して約20倍大きい。

したがって両微粒子が存在する溶液中の拡散抵抗の違いを考慮すれば、本研究で得られた

総括物質移動係数の差が一部説明できるものと考えるられる。

3.3.4.4NAの相対回収率に対するウシ血清アルブミンの影響

NA溶液(100nM)にそれぞれ10，30，50，70、100(g/l)になるようにウシ血清アルブ

ミンを溶解した。これらの溶液を用いてNAの回収実験を行った結果を図3-15に示す。測

定値に多少のばらつきはあるもののアルブミン濃度変化に対して、相対回収率は20-30％

と有意差はない。したがってウシ血清アルブミンを短期間作用させてもNAの相対回収率に

は影響を与えることはないと考えられる。

一方、透析膜の相対回収率に対するウシ血清アルブミン長期作用による吸着の影響を検

討した（図3-16)。これはNA溶液中(100nM)に濃度が100(g/1)になるようウシ血清ア

ルブミンを溶解し、プローブを最長三日間にわたって冷暗所で放置した。このプローブを

用いて前述と同様にNAの回収実験を行った｡透析プローブをウシ血清アルブミンを含む溶

液中に放置したものは、アルブミンと反応させてないものよりも5％程度であるが、有意

に回収率が低下している(P<0.05、一元配置の分散分析)。これはアルブミン溶液中にプ

ローブを長時間浸すことで透析膜にアルブミンが吸着したため、膜の回収能力が低下した

ためと考えられる。

3.3.5まとめ

(1)臨床検査の分野で重要な生体関連物質であるNA、Glucose、尿素、L-乳酸、グリセ

ロールについてinvitroで濃度測定を試みた結果、いずれも相対回収率は約20%

で回収分析できる。

－48－
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3.4.3実験装置および方法

図3-18に実験装置の概略図を示す｡本実験においてもグルコースオキシダーゼ固定化電

極の場合と同様、3電極方式によるポテンショスタット回路を用いて酸化電流値を測定し

た。作用電極への印加電圧を550mV(vs.Ag/AgCl)に設定し、酸過電流は0．5秒間隔で測

定・記録し、オンラインでディスプレイ上に表示した。

グルコースオキシダーゼ（和光純薬工業）を0.lMリン酸緩衝液(pH=5.6)に溶解し、微

量ポンプにより微小透析バイオセンサに注入した。センサを試料セル中に固定し、出力電

流値が安定したことを確認後､種々の濃度のグルコース溶液中での酸化電流値を測定した。

実験はすべて室温で行い、試料溶液はマグネティクスタラーにより絶えず撹祥した。

3.4.4実験結果及び考察

3.4.4.1酸化電流値のグルコース濃度依存性

本研究で使用した微小透析バイオセンサのグルコース濃度依存性を調べた結果を図3－

19に示す。このときグルコースオキシダーゼ溶液濃度を5mg/mlとした。この実験では酸

化電流値を測定する際に毎回酵素溶液を取り替え、合計5回の測定を行った。図から酸化

電流値はグルコース溶液濃度に比例して増加することがわかる。また、グルコース濃度

0.01mM以下ではバックグラウンド電流のノイズの影響で検出電流値のバラツキが大きく、

また5mM以上では直線性が認められなくなることから、測定可能な濃度範囲は0.03-3mM

である。固定化型の酵素電極と比較して測定可能な濃度範囲は劣るが、5回の実験値を比

較してその再現性は優れていることが分かる。

3．44．2溶存酸素依存性

グルコースオキシダーゼはその反応過程で酸素を必要とする。したがって低溶存酸素の

状態では、センサの感度が低下する可能性がある。これを確かめる目的で、あらかじめ窒

素ガスをパブリングすることで溶存酸素濃度を低下させた試料と、窒素をパブリングしな

かったものとで、その検出電流値の経時的変化を比較した（図3-20)。図から明らかなよ

うに窒素をパブリングすることにより溶存酸素濃度を低下させた方が感度が低下し、また

応答時間に対する時定数も大きくなっている。さらに、溶存酸素濃度の低下は反応そのも

のの量の減少につながるため、検出電流値のノイズも低下した。また、溶存酸素濃度と酸

化電流値との関係を図3-21にまとめるが､図から測定試料中の溶存酸素濃度が減少するに

したがって、検出される酸化電流値も減少する傾向が見られる。このことからも試料溶液

中の溶存酸素濃度がセンサの感度に影響を与えることが分かる。
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3.4.4.3メディエータの導入

酵素反応で酸素の変わりの電子受容体としてフェロセンを用いたが、今回の実験でもフ

ェロセンを電子メデイエーターとして用いた。結果を図3－22に示す。図に示すように、N2

バブリングによって溶存酸素濃度を低下させた測定溶液と、通常の測定溶液との両方をプ

ロットしているが、両者に応答の違いがほとんどないことが分かる。このことからフェロ

センをメディエータとして用いることで、測定溶液中の溶存酸素濃度の影響を解消するこ

とが出来ると考えられる。

また、フェロセンを用いることで検出電流のノイズが減少するが、これは電子受容体と

して酸素が働く場合、透析膜を通して測定溶液中から浸透し、さらに酵素溶液中で拡散し

て作用電極表面付近まで到達することでその役割を発揮するためであると考える。フェロ

センの場合、膜での浸透および酵素溶液中での拡散という経路を考えない分だけ酵素反応

がスムーズに起こり、ノイズが減少するものと考える。これに対して、酵素溶液を酸素で

飽和させて測定する方法もあるが、その煩雑さと生体内での使用ということを考えると、

フェロセンを用いた方が有効であると考える。

また、応答時間は30秒程度であり、固定化型の酵素センサと比べるとわずかに遅いが十

分実用的な応答時間であると判断する。

3.4.4.4グルコース濃度と酸化電流値との関係

フェロセンを酵素溶液中に溶解していない場合のグルコース濃度と酸化電流値との関係

を図3－23に、溶解した場合のものを図3-24、図3－25に示す。図3-23,3-24ではグルコ

ースオキシダーゼ濃度は1.0mg/ml、図3-25では0．5mg/mlである。実験ではグルコースオ

キシダーゼ濃度を、0.1，0.5，1.0，5.0，10、15，30mg/mlと変化させた。その結果、0.5mg/m1

以上の濃度でよい直線性を得ることが出来た。また、これらの各酵素濃度の値の中でも、

より安定していたものはグルコースオキシダーゼ濃度が0．5，1.0，5.0mg/mlの場合であっ

た。この三つの濃度と比べると他の濃度のセンサでは再現性の点でバラツキが大きく、ま

た酵素溶液の濃度と測定限界濃度の上限は必ずしも比例しないことが分かった。また､､測

定可能なグルコース濃度範囲を調べた結果、グルコースオキシダーゼ濃度が0.5mg/mlと

1mg/mlのものが、グルコース溶液濃度0.03-10mMと他の濃度の酵素溶液と比べて一番広

い範囲の測定が可能であった。この酵素濃度をunitに換算すると88-176units/mlとな

り、今後100units/ml前後の値がほかの酵素を利用するときの一つの目安になるであろう

と考える。

図3－23と図3－24を比較すると、フェロセンを加えたものの方が再現性がよい。しかし、
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4．微小透析バイオセンサの水環境計測への応用

4.1はじめに

有害化学物質による水環境汚染は、近年の深刻な地球環境問題である。従来の機器分析

による水質分析では、簡便性及び迅速性を欠き、またサンプルの前処理などが煩雑である

ことから、十分な対応ができないのが現状である。

本研究で検討した微小透析バイオセンサは、微小透析膜内での酵素反応によって生成す

る過酸化水素を電気化学的に検出・定量することを測定原理としている。したがって、農

薬や重金属などによってその活性が阻害されるような酵素を選択することにより、迅速、

簡便かつ多機能な水質分析のための微小透析バイオセンサを開発できると考えられる。

4.2測定原理

酵素アセチルコリンエステラーゼ(AChE)およびコリンオキシダーゼ(ChOx)を50mMTrls-

塩酸緩衝溶液に溶解し各100U/mlの混合酵素溶液とした。それを、電気化学検出器の白金

作用電極を封入した直径220"mの透析膜チューブ内に充填した（図4-1)。本センサは酵

素溶液の充填された透析膜部分を試料に浸漬して測定に用いるが、透析膜チューブの分子

量Cut-offは50000なので、高分子である酵素は膜チューブ内から流出することはない。

一方､試料中(膜外)に存在する基質アセチルコリン(ACh)や阻害物質は膜チューブ内に容易

に拡散・流入する。このAChは酵素AChEによってコリン(Ch)と酢酸に分解され､ChはChOx

によって過酸化水素とBetaineに分解される。この過酸化水素は白金作用電極に550mVの

電圧を加えることにより容易に酸化され、この時発生する酸化電流値を測定することで、

生成した過酸化水素濃度が測定できる。すなわち過酸化水素濃度は酵素活性や基質濃度に

依存するので、酸化電流値を測定することで酵素活性や基質濃度の測定が可能となる。

4.3実験方法

AChEとChOxの混合溶液をセンサ上部のポリエチレンチューブから透析膜チューブ内に約

10以l注入する。センサと対極・参照電極をTris-塩酸緩衝液を満たした試料セル(10ml)

中に電極スタンドで固定した。出力電流値が安定したことを確認後、試料セルに10mMに調

整したAChを50"1注入する。注入後スターラーで数秒間攪枠し、出力電流値が定常にな

った事を確認し、そのときの出力電流値とACh注入前の電流値の差をAChに対する酸化電

流値として測定した。試料温度は恒温槽を用いて24℃に保った。
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4.4実験結果

4.4.1ACh濃度依存性センサ応答に対する溶液のpH、温度の影響

DialysisBiosensorのACh濃度依存性について検討した（図4-2)。本実験では酵素溶液

濃度はAChE、ChOx共に100U/mlとした。酸化電流値は測定毎に新しい酵素溶液と交換し、

同一濃度の測定に対し合計5回の測定を行った。その結果、ACh濃度l似MからlmMの範囲

で酸化電流値は濃度に依存して変化することを確認した。また、ACh応答の再現性を確認

するために同一条件での連続した10回の測定を行った結果、良好な再現性が認められた

（図4-3)。

さらに酸化電流値の変化に対する緩衝液のpHおよび温度の影響について調べた（図4-4，

図4-5)。基質AChの濃度は50"Mと一定とし、温度依存性については同一温度の測定に対

し10回以上の測定を行った。酸化電流値の大きさからpH8が、また酸化電流値が安定して

いる測定温度24℃が最適であると考えられる。

4.4.2酵素活性の安定性

酵素を室温で放置した場合の安定性について検討した。ここで、酵素活性の変化率は次

式より算出した。

酵素活性"変化州菫デヌ川
A:室温放置の酵素で測定した電流値

Ao:最初に測定した時の電流値

一度解凍･調製した酵素溶液が4℃での保存でどれくらいの期間活性を保持できるかを

調べた（図4-6)。酵素を解凍･調製した日からの経過日数に対する活性の変化率を求めた。

酵素活性の変化率は測定日に解凍･調製した酵素での測定電流値を基準とし､室温保存の際

と同様の式で算出した。その結果、4℃での保存で解凍した時点と同じ活性を保持できるの

は約20日であることがわかる。

4.4.3酵素反応式のパラメータ推算

微小透析バイオセンサの酵素反応においてAChEあるいはChOxのいずれかの反応が律速

であると仮定し、反応式のパラメータを算出した。このため農薬PHC0.0，3.0，5.0，10.0

ppmの各濃度における酵素阻害下の条件で、基質ACh濃度100、125,200,400iLMでの酸

化電流値の変化速度を求めた。本来反応速度には生成物質濃度の変化速度を用いるが、本
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研究で用いたセンサは酸化電流値を出力するため、電流値の変化速度を用いた。酸化電流

値は生成物質である過酸化水素の濃度に比例しているため、濃度の代わりに電流値を用い

ることができると考えられる。基質濃度に対する電流値の変化速度の両逆数プロットを作

成した結果、各PHC濃度に対する直線がY軸上の1点で交わることから、PHCによる阻害

は拮抗阻害であると考えられる。また、各パラメータは

最大反応速度Vmax=333.0[nA/s]

Michaelis定数Km=5.6×103[ILM]

阻害定数Ki=3.9×10[l'M]

となり、酵素反応式は

3.3×102[8]
〃＝

'MO'{!半すぎ曼而]刑
V:電流値換算の反応速度[nA/s]

[S]:基質濃度[ILM]

[I]:阻害物質濃度[uM]

となる。

4.5

(1)

(2)

(3)

(4)

まとめ

本センサを用いるのに最適な温度は24℃、最適なpHは8である。

室温で酵素活性が維持されるのは約24時間、冷蔵保存では20日程度である。

本研究で用いたセンサによる農薬の検出が可能である。

センサ内での反応についてAChEおよびChEに関する総括の反応を考えると、

パラメータは、以下のように推算できる。

最大反応速度Vmax=333.0[nA/s]

Michaelis定数Km=5.6×103[ILM]

阻害定数Ki=3.9×10[ILM]

3.3×102[S]
反応速度〃＝

sMo'[!÷す晶万]M
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