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緒 言

酵素 電 極 は電 気 化 学 的 セ ンサ ー と固 定 化 酵素 簿膜 と

を 組 み合 わせ た 電 極 で あ り,き わ め て迅 速 な応 答 と高

い 選 択性 を 有 す る もの と して 急 速 に発 展 し つ つ あ る

(河 罵,1977;Guilbault,1977;Grayetal.,1977).

グ ル コース は グル コ ー ス オキ シダ ー ゼ(GOD)の

存在 の も とに次 の 反 応 によ つ て酸 化 され る.

G0D

β-D-glucose+O2+H20⇒gluconicacid+H202

従 つて,生 成 され た過 酸 化 水素 を電 気 化 学 的 に酸 化 分

解 す る こ とに よ りグル コー ス セ ンサー を設 計 す る こ と

が可 能 で あ る(GuilbaultandLubrano,1972,

1973).

H202→02+2e-+2H+

酵素 電 極 の開 発 に お い て は,酵 素 の 固定 化 法(GuiI-

baultandLubrano,1973)の みな らず,下 地 電 極

と して 用 い る 電 極 な らび に膜 素 材 の 選択(Brounet

al,,1973)が 酵 素 電 極 の良 否 を 左右 す る.グ ル コー ス

電 極 にお い て は従 来G0Dの 作 用 によ つ て 生 成 され

る過 酸 化 水 素 を 白金 電 極 で 検 知 す る方 法(Guilbault

andLubrano,1972,1973;LubranoandGui1・

bault,1978;Thevenotetal.,1979)あ る い は 酵 素

反 応 で 消 費 され る酸 素を 検 知 す る方 法(Updikeand

Hicks,1967;相 沢 ・鈴 木,1976;NanjoandGuil-

bault,1974)が 行 わ れ て きた.一 方,膜 素 材 と して は

ポ リア ク リル ア ミ ドゲ ル(UpdikeandHicks,1967;

MellandMaloy,1975)あ る い は セ ル ロ ー ス 膜

(Watsonetal.,1979)な どの 各 種 膜 を 用 い る方 法

が 行 わ れ て き たが,近 年,生 物 由来 の素 材 を用 い る研

究 が 透 過性,再 現 性 の点 か ら注 目を集 め て きた(Lub・

ranoandGuilbault,1978;NanjoandGui1・

bault,1974;Aizawaetal.,1974;CouletetaL,

1974;杉 浦 ・豊 田,1977).

著 者 ら はグ ラ ッ シーカ ー ボ ン電 極 が きわ め て電 極 特

性 に優 れ て い る こ と に 着 目 し(三 輪 ・水 池,1975;

BlaedelandJenkins,1974,1976),こ の電 極 を過 酸

化 水 素 の酸 化 分解 に適 用 して 高 感度 かつ 安 定 な結 果 を

得 た.本 研 究 にお い て は,グ ラ ッ シー カー ボ ン電 極 を

下 地 電 極 と し,牛 の ア キ レス腱 か ら得 られ た コ ラーゲ

ンを膜 素 材 とす るグ ル コ ース 電 極 を試 作 し良 好 な結 果

を 得 た の で報 告 す る.

実 験 方 法

1.装 置

ポーラ ログラフ:柳 本 製作所製 ポー ラログラフP-8

型.

電流測定装置:メ トロー ム社製 自動記録式電位差滴

定装置E-436型.

恒温装置:東 洋科学産業製 クールメイ トTE-104S

型.



2.試 薬 お よ び 調 製 法

リン酸 塩緩 衝 液:1/15MKH2PO4と1/15MNa2

HPO4と を用 い て所 定 のpHに 調 整 した ・

水 酸 化 ナ トリウ ム ークエ ン酸 カ リウ ム緩 衝 液:0・IM

NaOHと0.IMKH2C6H507に て調 整 した.

グ ル コー ス溶 液:石 津 製薬 製D(+)-グ ル コ ー ス

(無 水 物)を 所 定 のpHの リン酸塩 緩衝 液 に 溶 解 し

一昼 夜 放 置 して平 衡 に達 せ しめ た.

コ ラー ゲ ン:Sigma社 製 コ ラ ー ゲ ン(lnsoluble

Type1,fromBovineAchillesTendon,N℃-

9879)を 使 用 した.

グ ル コー ス オ キ シ ダー ゼ(G0D):Sigma社 製 グ

ル コー ス オ キ シ ダ ー ゼ(β-D・-glucose:oxygen1_

oxidoreductase;E.C.1.1.3.4;TypeII,from

Aspergiilusniger)を 使 用 した.

グ ル タ ルア ル デ ヒ ド:半 井 化 学 薬 品製25%グ ル タ

ル アル デ ヒ ド(電 子顕微 鏡 用 特 級 試 薬)を 用 いた.

ペ ル オ キ シ ダー ゼ(POD):Sigma社 製 ペ ル オ キ

シダ ー ゼ(Donor:hydrogenperoxideoxidoreduc-

tase;E.C.1.11.1.7,fromhorseradish,NoP-

8000)を 使用 した.

o一ジ アニ シ ジ ン:Sigma社 製o-ジ ア ニ シジ ンニ 塩

酸塩 を用 いた.

その 他 の試 薬 はす べ て特 級 試 薬 を そ の ま ま用 いた.

色 素 溶 液:(A)o-ジ ア ニ シジ ン10mg,PODl

mgを21nlの 水 と2mlの99%エ タ ノ ール とで 溶

解 し,1/15Mリ ン酸 塩 緩衝 液(所 定 のpH)で100

mlに 定 容 した.(B)o-ジ ア ニ シ ジ ン100mg,POD

lOmgを99%エ タ ノ ー ル2mlに 溶 解 し,水 にて

100m1に 定 容 した.

3.グ ラ ッ シ ー カ ー ボ ン 電 極(GCE)

東 海電 極 製 グ ラ ッ シー カ ー ボ ン 棒GC-20(2cm

lcmφ)を エ ポ キ シ樹 脂 で1cm(内 径)の テ フロ ン

管 中 に封 入 し,カ ー ボ ン上 に入 れ て あ る水 銀 中 に銅線

を 浸 漬 して電 気 的 に連結 した.電 極 表 面 は エ メ リー ペ

ーパ ー#1500で 十 分研 摩 した後,酸 化 セ リウ ムを 散布

した鹿 皮 上 で 仕 上 げ の研 摩 を 行 つ た.研 摩 終 了 後,7

Mア ンモ ニ ア水 溶 液,続 い て5%水 酸化 ナ ト リウ ム

の エ タノ ー ル溶 液 中 で そ れ ぞ れ3分 間 超 音 波洗 浄 し,

十 分 水 洗 した.電 極 前 処 理 と し て+1.2V～-12V

の間 で0.2V/minの 速 度 で20分 間 直 流電 圧 を 反 復

掃 引印 加 した.電 極 研 摩,超 音波 洗 浄 お よ び電 極 前 処

理 は必 要 に応 じて そ の都 度 行 つ た.電 気 化 学 的挙 動 の

測定および酵素電極特性の測定 と もに2極 式 で行 い,

飽和 カロメル電 極(SCE)ま たは白金を対極 とした.

4.遊 離 お よ び 固定 化 酵 素 の活 性 測 定

G0D反 応(Fig.1,反 応式(1))に よるグルコ

ースの酸化 によつて生成 する過酸化 水素をPOD反 応

(Fig.1,反 応式(2))と 共役 させ,還 元型色素(o一

ジァニ シジン)か ら酸化型色素への変化を分光学的 に

測定 した.酵 素反応を10分 間行わせ,4N塩 酸にて

反応を停止 させた後,400nmの 吸光度 を測定 した.

反応温度 および リン酸塩 緩衝液 は特記 しないか ぎりそ

れぞれ(25±0.1)℃,pH6.6と し,色 素液 は使用 に

応 じ前記(A)液 または(B)液 を用 いた.

 (3-D-Glucose + 02 + H2O 

G0D
~, D-Gluconic Acid + H202 .....(1) 

H202 + o-Dianisidine(reduced) 

              POD o -Dianisidine(oxidized) 

             + H2O.. ----_..-(2)

Fig. 1. Apparatus for measuring the 
characteristics of membranes.

5.固 定 化 酵 素 膜 調 製 法

コラーゲン溶液調製法:杉 浦 ・豊田の方法(1977)

を一部変更 して行 つた。すなわち,コ ラ ー ゲ ン1g

を0.4M酢 酸100m1に 溶解 し外部か ら氷 冷 しなが

ら20分 間ホモジナイズ し,1時 間放置 した後 さ ら に

20分 間ホモ ジナイズ した.一 昼夜5℃ に放 置 し再度

上記操作を繰 り返 した.こ の溶 液をセル ロースチュー

ブに入 れ4℃ の水で透析 を行 い,コ ラーゲ ン溶液の

pHが4付 近 にな るまで透析 した・透析後,9000rpm

で20分 間遠心分離(0℃)し た、 上澄,下 層を 廃棄

し,均 質 な中間層(コ ラ ー ゲ ン0.7～0.8%)を 得

た.膜 調製時 に水 にて適宜希釈(コ ラーゲ ン約O.35

%)し,脱 気 して使用 した.

固定化膜調製法:既 知濃度 の一定 量コラーゲ ン溶液

に所定量のG0Dを 均一 に分散 させ,定 表面積の 均

一 なガ ラス容器に流 し,5℃,20%相 対 湿度 にて風乾

させ,ほ ぼ乾燥 した 段階で 架橋剤の グルタルアルデ



ヒ ドにて処理 した.風 乾後,リ ン酸塩緩衝液を加えて

膜を取 りはず し,2～3回 緩衝液で洗浄 した.膜 洗浄

後,1/15Mリ ン酸塩緩衝液(pH6.6)に 浸漬 し実験

に供 した。膜保存 には これを風乾 しデ シケーター中で

5℃ 保存 を行つた.膜 の活性 は1年 半以上低下 しなか

つた.な お,膜 厚 は種々検討 し膜強度,膜 透過性 の観

点 か ら10μm程 度(乾 燥状態)に なるよ うに した.

6.測 定 操 作

過酸化水素 のGCE上 での挙動:過 酸化 水素 の 電

流一電圧曲線は通常 のポー ラログ ラフ装 置によつ て 求

めた.支 持電解質 として所定pHの1/15Mリ ン酸

塩緩衝液を用い,GCEを 作用電極 と し輝白金板 を対

極 とした2極 方式 とした.-O.2V(vs.Pt)の 直流

電圧 を 印加 し電 流値が 低 レベルになるのを 待つて,

OV(vs.Pt)か ら0.2V/minの 速度で陽極方向に

電圧掃 引 した.

G0D固 定化膜の透過性お よび性 質:Fig.1に 示

すよ うに円筒ガ ラス管(13.8mmφ)に 固定化酵素膜

を0リ ングで装着 し,内 部 に色素溶液外部 に所定濃

度のグルコース溶液を入れ,内 外 ともに攪拌子 または

回転子で攪拌 しなが ら一定時間反応 させた.反 応後,

管内の 色 素溶液を4N塩 酸で 反応停止 さ せ 吸光度

(400nm)を 測定 した.な お,固 定化酵素膜の性質は

所定濃度,pHの グル コース溶液 に一定面積(直 径7

mmの 円形)の 膜片 を入れ,平 底 試験管中で 攪拌 し

なが ら一定時間反応 させ上記 と同様の操作で 吸光度を

測定 した.

酵素電極 の特性:固 定化酵素膜 をGCEに 装 着 し

0リ ングで固定 した.こ の酵素電極を一定量の リ ン

酸塩緩衝 液の入 つたセル中に浸漬 し白金板 を対極 とし

て+0.9V(vs.Pt)の 電圧を印加 した.電 流が一定

値 を示 した後(約2分 後),グ ルコース溶液 を 添加 し

酵素反応 によつて生成 した過 酸化水素の酸化電 流を測

定 して ブランク との電流差を測定電流 とした.

結 果 お よ び 考 察

1過 酸化水素 の陽極酸化

GCEに おける過酸化水素の陽極酸化 をFig.2に

示 す.Fig.2か ら明 らかなよ うに過酸化水素は 良好

な電流一電圧曲線 を与えた.低 濃度 の過酸化 水素の場

合,限 界電流 は幾分不明瞭であるが2mM付 近 の濃

度で は明瞭なプ ラ トー領域を与えた.

電流一電圧曲線 のpH依 存性をFig.3に 示す.

pH5.6付 近 の場合,プ ラ トー領域が不 明瞭で なだ ら

Fig. 2. Current-potential curves for concen-
tration dependence of  H2O2 at glassy carbon 
electrode. H2O2 concn.: A=2. 65 mM; B= 
1.86 mM;' C=1.33mM; D=0.53mM; E= 
Residual current, Scan rate : 0. 2 V /min, 
1 /15 M Phosphate buffer (pH 5. 6).

Fig. 3. Current-potential curves for pH 
dependence of H2O2 at glassy carbon 
electrode. H2O2 concn. =1.28 mM, 1 /15 M 
Phosphate buffer: A=pH 8.05; B— pH 
7. 00 ; C = pH 6.60 ; D= pH 5. 60, Scan rate : 
0. 2 V /min.

か な曲 線 を示 したが,pH6.6お よ び7.0で は+0.8

V～+1.OV(vs.Pt)に わ たつ て 明 瞭 な プ ラ トー 領域

を 与 え た.ま た,pH8.0以 上 で は逆 に プ ラ トー 領域

が 狭 くな る 曲線 を 与 え た.従 つ て 過 酸化 水 素 の 陽 極 酸

化 にお い て はpH6.6～7.0が 好 ま しい.



Fig. 4. Effect of temperature on oxidation 
current of  H2O2. H2O2 concn.: 0.7 mM, Po-
tential: Q=+0.9V ; 0=+1.0 V, 1/15M 
Phosphate buffer (pH 6. 6) .

GCEに おける過酸化水素 の温度特性 をFig.4に

示す.0～50℃ の範囲で温度上昇 に伴 い電流値が増大

し,15～50℃ の範囲でlogidvs.1/Tプ ロッ トは 直

線を示 した.

BraedelandJenkins(1974)はGCEに よる

NADHの 酸化反応 において電圧掃引法による場合 は

ブランク値 がかなり高 くな り,電 極活性物質 との電流

値 の差を小 さ くす ると報 告 している.本 実験 において

も+0.8～+1.OV(vs.Pt)付 近 においてブランク値

はかな り高い値を示 しているが,酵 素電極法 において

は実際上定常状態法で測定 されることになるため,ブ

ラ ンク値の大小が測定値 に影響す る割合 は小 さいと考

え られ る.

2G0D固 定化 コラーゲン膜の透過能お よび性質

Fig.5に 膜透過能 の基質濃度依存性,酵 素含量 依

存性およびグル タルアルデ ヒド濃度依存性を示す.國

中Aは グル コース濃度を変えた場合 に透過生成 され

る過酸化水素の発色度合を示 した もので ある.Aか ら

明 らかなように膜透過 はグル コース濃度 に対 して完全

な比例性を示 した.BはG0D濃 度の膜透過能 に及

ぼす影響を示 した もので ある.G0D含 量の増加 に伴

い吸光度の増大がみ られ る が,G0Dが20units/

cm2程 度 になるとほぼ一定 値を示 した.Cは グル タ

ルアルデ ヒド濃度 の膜透過能 に及ぼす効果を示 した も

Fig. 5. Permeation characteristics of G0D 
immobilized membranes.  A  : Effect of glu-
cose concn. (G0D=70 units/cm2; Glutar-
aldehyde=0. 2 mg/cm2), B: Effect of G0D 
concn. (Glucose-1 mM ; Glutaralde hyde= 
0.2 mg/cmz), C: Effect of glutaraldehyde 
concn. (Glucose = 1 mM; G0D = 15 units/ 
cm2), 1 /15 M Phosphate buffer (pI-1 6. 6).

ので あ る.0.05mg/cm2付 近 の 濃度 で 処 理 した 膜 が

最 も高 い透 過 能 を与 え た.低 濃 度 の グル タ ル アル デ ヒ

ドで は酵素 が十 分 架 橋 され ず,膜 の 活性 低 下 を まね く

と同 時 に膜 強 度 が 低 く酵素 膜 と して は不 適 当で あ る.

一 方 ,1mg/cm2以 上 の高 濃 度 で は膜 強度 は大 で あ る

が 架 橋 能 が強 す ぎ,酵 素 の活 性 部位 に何 らか の変 化 を

与 え 膜 の 活性 が 低 下す る よ うに思 わ れ た(Whiteand

Guilbault,1978).従 つ て,グ ル タ ル ア ルデ ヒ ド濃度

は0.05～0.5mg/cm2が 適 当 と考 え られ た.

Tablelに 遊 離 酵素 およ び 固定 化 酵 素 の 至 適pH,

至 適 濃度 な らび にKm(K.(app))値 を示 す.遊 離 酵素

の場 合 には至 適 温 度30～35℃ で あ る の に対 し,固 定

化 酵 素 で は35～40℃ 付 近 にみ られ 固定 化 によ り至適

温 度 が幾 分高 温 部 に移 動 した.至 適pHは 遊 離 酵 素 の

場 合pH5.6付 近 で あ る の に 対 し,固 定 化 酵 素 は

pH6.6を 示 し約1pH単 位 ア ル カ リ側 に移 行 した ・

GuilbaultandLubrano(1973)は この理 由を 膜素

材 の 荷電 性 との 相 関 で説 明 しよ う と して い る.一 方,

Th6venotetal.(1979)は 再 生 コ ラ ーゲ ン膜 に ジア

ゾ化,カ ップ リング法 を用 いてG0Dを 固 定 化 して

い るが,こ の膜 に お いて は 固定 化 に よ る 至 適pH変



Table 1. Comparisons of free enzyme 

with immobilized enzyme.

化 は み られ て い な い.本 実験 の場 合,コ ラーゲ ン蛋 白

中 のア ミノ 酸残.甚 とG0Dと の 架 橋 にお い て 何 らか

の変 化 が 起 こ りpH変 化 を 起 こ した もの と 推 定 され

る.酵 素 反 応 のKm値 は遊 離 の場 合i5.6mMで あ

る の に対 し,固 定 化 酵 素 の見 か けのK,n値(K、n(、pp))

は16.7mMを 示 し固 定化 に よ り基 質 との 親和 性 が わ

ず か に低 下 した.

3G0D固 定 化 酵素 電極 の特 性

鴬 極 聞加 電 圧 の 最 適 値 を知 る た め,グ ル コ ー ス濃 度

に対 す る電 流値 を 加 電 圧 をパ ラ メー タ ー と して検 討 し

Fig.6を 得 た.GCEに よ る過 酸化 水 素 の陽 極 酸化

に おい て+0.9～+1.OV(vs・Pt)付 近 に プ ラ トー が

得 ら れ た こ とと一 致 し(Fig.2),+O.9Vお よ び

+1.OVで,良 好 な感 度 と直 線性 が得 られ た.+0.9V

の場 合,感 度 の点 で は+1.OVよ り優 れ て い るが,直

線 領域 の 広 さの点 で は+1.OVの 方 が良 好 な結 果 を 与

え た.

Fig. 7. Response curves for  glucose elec-
trode. Glucose concn.: A=O. 5 mM; B=O.2 
mM; C=O. 1 mM, Potential: +0.9 V(vs. Pt), 
Temp.: 25°C, 1 /15 M Phosphate buffer (pH 
6.6) .

ていることを示す もので ある.

GCEの 応答 および固定化 酵素の活性 は温度 によつ

てかな り影響 されるため,酵 素電極の温度依存性 はそ

の両方の影響を複合 した もの として現われて くること

になる.Fig.8は 酵素電極 の温度依存性 を 示 した も

ので ある.温 度上昇 に伴い電 流値 は増大 し,20～40℃

の範囲でlogivs.1/Tプ ロ ッ トが直線を示 した.

Fig. 6. Effect of potential on glucose 
electrode response.  Temp.: 25°C, 1/15M 

                                   Phosphate buffer (pH 6.6).

酵素電極の時間応答曲線をFig.7に 示 す.図 か ら

明 らか なようにグルコース濃度0.2mMで 約30秒,

0.5mMで も約1分 で完全な定常状態が得 られた.こ

のことは本電 極の応答が きわめて速 く迅 速分析 に適 し

Fig. 8. Effect of temperature on  glucose 
electrode response. Glucose concn. : 0.5 
mM, Potential : +0. 9 V (vs. Pt), Temp. : 
25°C, 1 /15 M Phosphate buffer (pH 6.6).



Fig. 9. Calibration curve for glucose elec-
trode.  Potential  : + 0. 9 V (vs. Pt), Temp. : 
25°C, 1 /15 M Phosphate buffer (pH 6. 6).

この ことはG0D固 定化酵素が20～40℃ にわたつ

て安定であることを示す もので ある。測定温度を高め

ることによ り測定感度を高 あることは可能で あるが,

電極の長期安定性,測 定液の蒸発 による誤差 さらには

温度 コン トロールの精度 の低下 な ど の 点か ら温度 を

上げすぎることは好ま しくな く,測 定 温度 と し て は

25℃ あ るいは30℃ が推奨 される,

本酵素電極 によ る検量線の一例をFig。9に 示す.

グルコース濃度40μM～lmMに わたつて良好 な直

線 が得 られ,対 数 プロ ットによる直線 の傾 きは1で,

電 流値 はグル コース濃度 に比例 した.な お,試 作酵素

電 極は膜調製後6ヶ月 にわたつて安定であつた.

4回 収率

市販柑橘果汁 に既知量のグルコースを添加 し回収率

を求 めTable2を 得た.試 料 と しては 市販50%果

汁 の2倍 希釈液 に既知量のグルコースを添加 した もの

Table 2. Recovery test for glucose 

electrode.

を用 いた.そ れぞれの試料溶液0.1mlを 予 め酵素電

極を浸漬 した50m1の リン酸塩緩衝液(pH6,6)に

添加 し,添加時の電流値 の変化 を測定 した.Table2

か ら明 らかなように回収率 は良好で平 均値102%を 与

えた.

要 約

再生 コラーゲ ン膜 を用 いたア ンペロメ トリック型 グ

ルコース電極を開発 した.グ ルコースオキ シダーゼを

二官能試薬であるグルタルアルデ ヒドによ り再生 コラ

ーゲ ン膜 に架橋 した.下 地 電極 にはグラッシーカーボ

ン電極を用いた.20units/cm2の グル コースオキシダ

ーゼ および0 .05mg/cm2の グル タルアルデ ヒドを含

む膜が最 も良好 な膜特性 を与 えた.固 定化 酵素の至適

pHお よび至適温度 はそれぞれpH6.6お よび35～

40℃ であつた.本 酵素電極は+0.9～+1.OV(vs.

Pt)に おいて 最高の 応答 および 最良の 直線性を示 し

た.定 常法を用 いた場合,酵 素電極の応答時間 は1分

以下であつた。応答 は40μM～lmMの 領域のグル

コースに対 して直線を与 えた。添加実験 による回収率

は平均102%で あつた.試 作酵素電 極は半年以上 にわ

たつて安定であつた.本 酵素電極 は食品試料のグルコ

ース分析 に有効 と考える.
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Summary

   Amperometric enzyme electrode for glucose based on coIIagen membrane was 
developed. The glucose oxidase was co-crosslinked with reconstructed collagen using 
the bifunctional agent, glutaraldehyde. The base electrode used was glassy carbon 
electrode. Membranes containing 20 units/cm' glucose oxidase and 0.05 mg/cm' glu-
taraldehyde gave the most preferable membrane characteristics. The optimum pH 
and the optimum temperature of the immobilized enzyme membrane was pH 6.6 and 
35-40°C, respectively. The enzyme electrode gave the highest response and the 
best linearity at the potential of +0.9— +1.0 V (vs. Pt). The response time of the 
enzyme electrode was less than 1 min if a steady-state method was used. The 
response was proportional to glucose concentration in the 40 ,UM-1 mM range. The 
recovery test gave 102 % in average. The enzyme electrode was stable for over a 
half-year. This electrode is very favorable for glucose assays in food samples.


