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抄 録

ポリエチレングリコールで修飾したグルコース酸化酵素（GOD）と 1 ，1’－ジメチルフェロ

センとを練り込んだカーボンペーストを利用してグルコース応答性電極を構成した。ポリエチ

レングリコールで修飾した酵素を電極作製に利用すると，同一重量の末修飾な酵素を用いた場

合に比べて，グルコースに対する電流応答が著しく（3 倍以上）大きくなった。修飾により酵

素が，n－ヘキサン等の有機溶媒と水の両者に可溶となり，その結果として疎水性のカーボン

ペースト／水溶液界面でより高い活性を示すことが応答増幅の原因と考えられる。修飾 GOD

を利用した電極の応答時間は約30秒であり，0.1～ 50mMの濃度範囲のグルコースを測定でき

た。

1 ． 緒 言

酵素・電極間の電子授受を仲介する電子メディエー

ターを酵素と一緒に固定化して構成される酵素電極が活

発な研究課題と成っている 1－3）。最近，このタイプの酵素

電極の作製方法として，酵素とメディエ－ターの両者を

練り込んだカーボンペーストを用いて電極を構成する方

法が発表された 4－6）。この酵素／メディエ－ター修飾カー

ボンペースト電極は作製方法が簡単であることに加え

て，酵素・メディエーター・センシング部位の三者が極

めて近接していることから，電極応答が速い，メディエー

ターの効率が高い等の利点が期待される。しかしながら，

疎水性のカーボンペースト上で親水性の酵素が十分に活

性を発揮し得るかについて疑問が残る。一方，酵素（リ

パーゼ・カタラーゼ等）をポリエチレングリコール（P
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EG）で修飾した場合，酵素は水のほか多くの有機溶媒

（ベンゼン・アセトン・エタノール等）に可溶となり，こ

れらの溶媒中で活性を発揮することが報告されてい

る 7－9）。このような PEG 修飾酵素を電極作製に利用する

と，修飾により酵素がカーボンペースト上でより高い活

性を示し，その結果として電極応答の増大などの効果が

現われると期待される。

本報では，GOD と 1 ，1’－ジメチルフェロセンとを練

り込んだカーボンペーストを用いて構成されるグルコー

ス応答性電極に於いて，末修飾な酵素を利用した場合と

PEG で修飾した酵素を用いた場合の比較を行なった。

この結果，修飾酵素を用いた電極では，末修飾な酵素を

用いた電極に比べて，グルコースの添加に対する電流応

答が期待したように増大され，かつ測定可能なグルコー

ス濃度範囲も拡大されることが見いだされた。得られた

知見について報告する。
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2 ． 実　　　験

2.1　酵素及び試薬

GOD（EC1.1.3.4 ，Aspergil lus sp. 由 来，100U・

mg－1）及びペルオキンダーゼ（EC1.11.1.7 ，Horse-

radish 由来，110U・mg-1) は東洋紡から購入した。塩化

シアヌルで活性化した PEG（活性化 PEG；平均分子

量 5,000）10）はシグマ社から，1 ，1’－ジメチルフェロセン

はアルドリッチ社から入手したものである。他の試薬は

すべて市販特級品を用いた。脱イオン後，2 回蒸留した

水をすべての実験に使用した。

2.2　PEG による GOD の修飾

0.1M ホウ酸－水酸化カリウム綬衝液（pH10 ，37℃）

2ml 中 に GOD14mg 及 び 活 性 化 PEG140mg を 溶

解させ，2 時間放置して，GOD のリジン残基のアミノ

基と塩化シアヌルとの反応を行なわせた。その後，酢酸

（1M）を滴下して pH を 6 前後にまで低下させることに

より反応を停止させた。液温を０℃とし，以下の操作で

未反応の活性化 PEG を除いた。即ち，限外濾過膜（ミ

リポア，モルカットⅡ，分画分子量 30,000）を用いて，

残液量が 1ml 以下になるまで濾過を行なった。次いで

0.05M 重炭酸アンモニウム 1ml を加え，残液量が 1ml

以下になるまで限外濾過を続ける操作を 3 回繰り返し

た。その後，凍結乾燥を行なって淡黄色粉末（10mg）を

得た。

修飾及び未修飾 GOD の分子量を推定するために SD

S －ポリアクリルアミド（4 － 20％）ゲル電気泳動を行

なった。分子量マーカータンパク質にはミオグロビン・

カルボニックアンヒドラーゼ・アルドラーゼ・ウシ血清

アルブミン・β －ガラクトシダーゼ及びミオシンを用い

た。分子量はそれぞれ 17,000・30,000・42,000・66,000・

116,000 及び 200,000 である。

水溶液中及びカーボンペースト電極へ固定化した状態

での修飾及び未修飾 GOD の酵素活性は，ペルオキシ

ダーゼ / ジアニシジンを発色系として用いる方法 11）に

従って測定した。また，修飾 GOD 中の GOD 含量は，

酵素中のフラビンアデニンジヌクレオチド（FAD）分

子の 450nm に対する吸光度から見積った。島津製作所

製 160A 型分光光度計をこれらの測定に利用した。

2.3　酵素電極の構成及び測定系

酵素とメディエ－ターとを固定化したカーボンペース

ト電極は以下のようにして作製した。修飾または未修飾

の GOD ，1 ，1‘－ジメチルフェロセン及びカーボンペー

スト（BAS 社，CP － O ，グラファイト粉末とパラフィ

ンとの混合物）を 10：10：80 の重量比で 30 分以上攪拌

して混合し，カーボンペースト電極（BAS 社，model

11 － 2010）のスロット（深さ約 4mm ，電極表面積 3.2

mm2）中に詰め込んで酵素電極とした。

作製した酵素電極を作用極，銀／塩化銀電極（BAS

社，model 11－2020）を参照極，白金線を対極とし，こ

れらを円筒型ガラスセル内の試験液（20ml）中に挿入し

て測定を行なった。試験液には 0.1M 酢酸－酢酸カリウ

ム緩衝液（pH5.0）を用い，液中にアルゴンを常時通気

して溶存酸素を除いている。試験液は磁気攪拌子で攪拌

（約 500rpm）し，30.0±0.5℃に液温を保った。使用時以

外は酵素電極を酢酸－酢酸カリウム緩衝液中に浸し，

4℃で保存した。なお，本報に記載する電位はすべて銀

／塩化銀電極に対する値である。

3 ． 結果及び考察

3.1　PEG 修飾 GOD の特性

PEG 修 飾 GOD 及 び 末 修 飾 GOD の SDS － ポ リ ア

クリルアミドゲル電気泳動の結果を図 1 に示す。未修飾

GOD の場合では，ゲル上に分子量約 7 万に相当する単

一バンドが明瞭に認められている。GOD（分子量約 15

万）は同一分子量のサブユニット 2 個から構成されてお

り，この単一バンドはサブユニット（分子量約 7.5 万）

に対応していると考えられる。一方，修飾 GOD では分

子量約 7 万以上の連続的なバンドが与えられている。こ

の連続的なバンド形成の原因は，GOD 分子に結合した

活性化 PEG の分子数に分布があること，及び酵素分子

との結合に関与する活性化 PEG 中の塩素が 1 分子当り

2 個存在しているために，酵素分子間に若干の架橋が起

こっていることの 2 点と考えられる。いずれにせよ，図

1 は GOD と活性化 PEG との反応により，より高分子

量の修飾 GOD が生成したことを明示している。得られ

た修飾酵素は水はもとより何種頬かの有機溶媒に可溶で

あった。例えば，修飾酵素約 1mg をベンゼンあるいは

n －ヘキサン 1ml 中に添加すると，一瞬のうちに溶解す

ることが観察された。
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PEG 修 飾 GOD 及 び 末 修 飾 GOD 溶 液 の 450nm に

対する吸光度測定の結果から，修飾酵素中の FAD 濃度

は末修飾酵素中の FAD 濃度の約半分であることが示さ

れた。修飾操作による GOD からの FAD の脱落がない

と仮定すると，生成物はその重量の半分量の GOD 分子

と，残り半分量の結合 PEG（及び塩などの不純物）か

らなると考えられる。PEG 修飾 GOD 及び末修飾 GO

D の，酢酸－酢酸カリウム緩衝液中に於ける 30℃での活

性測定から，それぞれの酵素の比活性は 15 及び 105U・

mg－1 と見積られた。PEG による修飾に伴い，酵素活性

は 1/7（修飾反応生成物中の GOD 含量が 1/2 である

寄与を補正しても 1/3.5）に低下している。

一方，カーボンペースト中に繰り込んだ状態では，末

修飾 GOD に比べて修飾 GOD は著しく高い活性を示し

た。修飾または末修飾 GOD とカーボンペーストを重量

比 10：90 で混合し，カーボンペースト電極中に詰め込ん

だ状態で活性測定を行なうと，修飾 GOD を用いた電極

では約 0.1U・cm－2 の値を示したのに対し，末修飾 GO

D を利用した電極の活性はこの数分の 1 であった。n －

ヘキサン・ベンゼンへの溶解性などから推測される修飾

酵素のカーボンペーストとの親和性が電極上での高活性

の原因と考えられる。

3.2　酵素電極の特性

修飾 GOD または未修飾 GOD と 1 ，1’－ジメチルフェ

ロセンとを固定化したカーボンペーストを利用して作製

した電極（電極 A 及び B）の，作製直後に於ける 25mM

グルコース添加に対する応答を図 2（それぞれ曲線 A 及

び B）に示した。電極電位はいずれも 0.4V とした。緩

衝溶液中で測定した電極 A 及び B のサイクリックボルタ

モグラムにおいて，0.15V 付近から 1 ，1’－ジメチルフェ

ロセンの酸化に基づくアノード電流の起ち上がりが観察

され，0.4V 付近にブロードなピークが認められたこと

から，メディエ－ターの酸化が十分に進む電位として上

記の値を選択した。いずれの電極においてもグルコース

添加の直後からアノード電流は増加し，1 分以内に定常

値に到達している。両者の応答を比較すると，電極 B に

比べて電極 A は 3 倍以上の電流増加を与えている。すな

わち，GOD を活性化 PEG で修飾したことに起因する

カーボンペースト電極上での酵素活性の増加が，グル

コース応答の増大に寄与していることが明らかである。
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これら 2 種類の電極のグルコース濃度に対する校正曲

線を図 3 に示す。電極 B における電極応答／グルコース

濃度の直線性成立範囲は 0.3 － 5mM であり（検出下限

濃度 0.3mM で S/N 比，5），高濃度領域での校正曲

線から明らかなように，濃度 40mM 以上では，グルコー

ス濃度の増加に対する電流応答の増加はほとんど認めら

れない。一方，電極 A における検出可能なグルコースの

下限濃度は 0.1mM（S/N 比，5）であり，0.1mM から

約 10mM までの濃度範囲で電極応答／グルコース濃度

の間に直線関係が成立していた。10mM 以上の濃度範

囲では応答／濃度の関係はサブリニアーとなるが，グル

コース濃度の増加に伴う応答の増加は濃度 50mM を越

えても明瞭に観察された。以上の結果は，グルコース測

定のダイナミックレンジの拡大（特に高濃度のグルコー

ス測定）に，活性化 PEG 修飾酵素の利用が好適なこと

を明示している。

電極 A に関して，その特性をいくつか評価した結果に

ついて以下に述べる。まず，試験液中の溶存酸素が電極

応答に及ぼす干渉を調べた。アルゴンに換わって空気を

通気しながらグルコース応答を測定すると，25mM グル

コース添加に対する応答が約30％減少した。メディエー

夕ー／酵素比を検討するなどして，溶存酸素の干渉によ

る寄与を低下させる必要がある。10mM グルコースの添

加を10回繰り返した場合，電極Aにおける電流応答の相

対標準偏差は 2.5％であった。電極 Aを 1 日 20 回以上の

グルコース測定に供し，これを連日繰り返した結果，8

日目には電極応答が作製直後の応答の約 80％に減少し

ていた。

以上のように，GOD ／メディエーターのカップルを

カーボンペースト中に練り込んで構成されるグルコース

応答性電極において，GOD を活性化 PEG で修飾する

ことにより，電極応答の増大及びダイナミックレンジの

拡大が実現できた。しかし，未修飾な酵素に比べて修飾

GOD が安定にカーボンペースト中へ固定化され，より

長寿命の酵素電極が構成できると期待されたが，この点

に関しては有意な結果は認められなかった。今後，修飾

剤・修飾方法などについて一層の検討を行い，より高性

能な酵素電極の構成を行なう予定である。
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