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プラ ズ マ 重合法に よ るセ ン サ
ー

用酵素固定化膜の 作製

吉村菊子
 

， 北出達也，上村和子，砂取広之 ，

高井絹代 ，北村桂介，穂積啓一郎
＊

（lgge 年 6 月 20 日受理 1

　プロ パ ル ギ ル ア ル コ
ー

ル をモ ノ マ
ー

とす る プラ ズ マ 重 合膜 で 限外泝過膜 の 細 孔 内 に 醇素 を包括 す る 方
法 に よ り，グル コ

ー
ス オ キ シ ダーゼ 固定化膜 と ウ レ ア

ー
ゼ 固 定化 膜 を作製 した．前者 は 酸素電極に 取 り

付 けて グル コ
ー

ス セ ン サー，後者 は ア ン モ ニ ア電 極 に 取 り 付 け て 尿素セ ン サ ーと した．固定化酵素 の 量
を 変え て 電極応答の 検量線 を求め る と，両者 と も直線 が得 られ る が，そ の 傾 き は グ ル コ

ー
ス セ ン サ ー

で

は 酵素量 に 比例 し，尿素セ ン サ ー
で は 酵素量 が 少 な い と きに ，正 の 方向 に 逆転 す る 場 合 が 見 られ た．最

適 pH は，両者 と もに 遊離 の 酵索よ り も や や 塩基性寄 り に な っ た．又 尿 素セ ン サー
で は ，前述 した 尿

素濃度の 変化 に 伴 う電 位 の 変 化 の 理 論 と の 逆転 が
， pH 　6．0− 7．0 で 生 じる こ とが分 か っ た．

1 緒 勗

　酵素固定化膜 の 作製に は 様 々 な 方法 が試 み ら れ て い る

が，親水性 プラ ズ マ 重合膜 も こ れ に 応用 が可能 で あ る，

プラ ズ マ 重合法 で は，コ
ー

テ ィ ン グ基材を有機 モ ノマ
ー

ガ ス の 低圧 グロ ー放 電 下 に 置 くた め，基材 に 含 ま せ た 酵

素の 失酒 が 問 題 と な OP　r
こ の た め 重 合膜 に 化学修飾 を 施

し た 後酵素 を 結合 さ せ た り
1）2），プ ラ ズ マ 反応 を酵素を

含む モ ノ マ
ー

水溶液 の 重合開始 の 引き金 に だ け用 い る プ

ラ ズマ 開始重合を利用 し た り して き た
3）．最近 三 重 結合

を持つ 最 も単純 な ア ル コ ール の プロ パ ル ギ ル ア ル コ
ー

ル

（PA ｝をモ ノ マ
ー

とすれば，極 め て 低 い 高周 波 電 力 で 重

合が 進行 す る た め ，酵素 の 失活が 少な く，グ ル コ ース オ

キ シ ダーゼ （GOD ） 固定化膜 の 作製が 可 能 な こ と を確

認 し た
4）．こ の PA プ ラ ズ マ 重合膜 （PPPA ）は，高 い

親水性 を示 し
5）6），水 溶液 に 接 し て 低分子 溶質 の 膜透 過

が 容易 で ，か つ 必 要 な と き に 必 要 な種類 の 酵素固定化膜

を，短時間 で 作製 で き る利点 が あ る．本報 で は，GOD

固定化膜 を酸素電極 に 取 り付 け た グル コ
ー

ス セ ン サ ー

と，ウ レ ア
ーゼ 固定化膜 を ア ン モ ニ ア電 極 に 取 り付 け た

尿素 セ ン サ ーを作製，そ れ ぞ れ の 動作特性 に つ い て 比 較

検討 した．

2 実 験

2 ・1 プ ラ ズ マ 重合と基材 の 空気プラ ズ マ 処 理

プラ ズ マ 重 合 は，既 報
61

の 内部電極型反応装置 を使用

＊
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し， 圧 力約 0」 T ・ rrt 高周波電力 q3．S6　MHz ）3〜5W

で 行 っ た．

　空気プラ ズ マ 処 理 は ，既報 η と 同様 に lTorr ，3W で

行 っ た．処理 効果 は，水 に 対 す る 接触角と し て評価 し

た
5，，

　 2・2　酵素固定化膜の作製

　酵素固定化膜 は，Fig．1 の よ うに，多孔性基材 と し て

限外泝過 膜 を用 い ，PPPA で 両 面 を コ ーテ ィ ン グ し て ，

孔内に 酵素を封 じる 構造 に した．

　GOD 固定化膜 の 基材 に は ，泝過膜 と し て よ く用 い ら

れ る ミ リ ポ ア （MP ）フ ィ ル ターを利 用 した，膜材料 は

セ ル ロ ース の 混合エ ス テ ル で 親水性 で あ る が，孔 は異方

性 で ， 平均孔径 が 明 らか な光沢面の 表 と，孔径 が こ れ よ

り 大 き く や や 粗面 の 裏と が あ る．Fig．1（A ）の よ う に ，
ま ず基材 の 表面 を PPPA で コ ー

テ ィ ン グ し， 次 に ．．・
定

量 の 酵素溶液を裏面 か ら均・』に 塗 布 し，乾燥後 こ の 面 に

も PPPA を コ
ー

テ ィ ン グ した．使用前 に は ，．一
夜冷蔵

庫 中 で リ ン 酸緩衝溶液 （pH 　7） に 浸漬 し，蒸留水 で 洗

浄 し た．

　ウ レ ア
ー

ゼ 固 定化 膜 に は基材 と して ，ポ リ カーボ ネ
ー

ト製 の ニ ュ
ー

ク リ ポ ア （NP −PC ） フ ィ ル タ ーを 用 い

た ．NP の 孔 は等方性 で
， 裏表1司 じ孔径 を有 す る が

， 厳

密 に は膜面 に光沢面 と 粗面 が あ り，表 ・裏が 区別 さ れ

る ．固定化の 方法 は GOD と 同 じ で あ る が，　 NP は疎水

性 で あ る た め 酵素 の 含浸 前 に ，Fig．1（B）の よ う に，裏

面を約 15 秒間空気 プ ラ ズ マ 処理 して 親 水性 を高 め た．
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　2 。4 尿索セ ンサ ー

　ウ レ アーゼ膜の 裏面 を ア ン モ ニ ア 電極 の 隔膜 に 密着 さ

せ，電極キ ャ ッ プで止 め て 尿素 セ ン サ
ーと した．こ れ を

電位差計，記録計 に つ な い だ．リ ン 酸緩衝溶液 25 皿 且

で べ 一ス ラ イン を と り，尿素標準溶 液 0．5　ml を添 加 し

て ， 電位の 変化 を測定 した ．

　ア ン モ ニ ア 電極 ： オ リ オ ン 製　ア ン モ ニ ア電極 95−12

型 ．

　電位差計 ： オ リオ ン 製　pH ／mV メ ータ
ー811 型．

2 ・5　試薬類

PA ： ナ カ ラ イ テ ス ク 製 ，

一
級．

　GOD ： シ グマ 製，タ・fプ II，23000　u ／g．

　ウ レ ア
ー

ゼ ； ナ ガ セ 生化学 工 業製，1500U ／mg

　 ．IM リ ン 酸 緩 衝 溶 液 ：Na2HPO4 と NaH2PO4 ・

2H20 で 目的の pH に 調製．

　MP −VS （φ薈250　A），　 MP −GS （il　＝＝　2200　A）； ミ リポ

ア 製．

　NP −PC 〔φ＝150　A）： ニ ュ
ーク リポア 製．

3 結果 と考察

使用前 の 浸漬 と洗浄 は，GOD 固 定 化 膜 と 同 様 に 行 っ

た，

　 コ
ー

テ ィ ン グ膜厚 は，既報
5）の 方法 で 算出 し た重合速

度 と 時間 か ら 求 め ，MP −VS は 表 裏 と も 4000〜7000

Ae，
　 MP −GS は表 22000　A ， 裏 12000　A

，
　 NP −PC は 表

　　　　　　o
裏とも 1500A と した．

　2・3　グル コ ース セ ン サー

　ガ ル バ ニ 電池式酸素電極の 隔膜 に，GOD 膜 の 裏面を

密着 さ せ，ナ イ ロ ン ネ ッ トと O 一リ ン グで 押 さえ て グ ル

コ ース セ ン サ ーと し
，

そ の 出力 を記録 した．ビーカ ーに

リ ン 酸緩衝溶液 25　ml を入 れ，磁 気 か き 混 ぜ 機 で か き

混 ぜ な が らベ ー
ス ラ イン を引 き，次に グ ル コ

ー
ス 標準溶

液 50　pl を 添加 し て ，酵素反 応 に 伴 う 溶存 酸素 の 消費

を，電解電流 と して 記録 した．平均室温 を 25℃ と し，

応答開始後 2  秒 か ら 40 秒 ま で の 2D 秒間の 記 録紙上の

直線 の こ う配 を 使 う速度法 と，約 30 分後に 到達す る 定

常状態の ペ ン の 位置を使う定常法 と で 測定 し た ．い ず れ

も ，
10％ 亜硫酸 ナ トリ ウ ム 水溶液 で の 応答 を，試料中

の 溶存酸素 が 100％ 除去 さ れ た 状 態 と考 え，除去率 D％

の べ 一ス ラ イ ン か ら の 距離 を百分 率 で 求 め た．

　酸素電極 ；東亜 電波 工 業製 　溶存酸 素計付 属 部 品

OE −243型．

　S・1　 固 定化用 多孔性基材

　酵素固定化膜で は，膜内に 保持 され る酵素の 量 や 固 定

化の 状態，反応関連物質 の 透過性な どが，セ ン サ
ーと し

て の 応答 に 大 き く寄与 す る．そ こ で ま ず基材 に は
， 網 目

状 の 親水性 ポ リマ
ー

の MP フ ィ ル タ
ー

が選 ば れ た．な

る べ く 薄 い プ ラ ズマ 重合膜 で 酵素 を確実 に 固定す る た

め，最小 の 孔 を 持つ MP −VS を基材と し て
，
　 GOD に つ

い て 試 み た が
4），酵素膜個 々 に つ い て は ，感度 に 多少差

を 生 じ た．又 ，こ の セ ン サ
ー

の pH 特性 を 調 べ る た め

に は，応答が 早 く，短時間 に
一

連の 実験 が終了で き る よ

う，孔径の や や 大 き い MP −GS を用 い た．こ の 酵 素固

定化膜 は
， 約 2 か 月間活性 を持続 し た．

　ウ レ ア
ー一

ゼ に つ い て も，ま ず GOD と 同 様 に MP フ

ィ ル タ
ー

で 固定化 を 行 っ た が ，
こ れ を用 い tz尿素 セ ン

サ
ー

の 応答は，酵素膜 ご と に 大 き な差 が あ り，基材 と酵

素 と の 相 互作 用 に よ る もの か ，プ ロ ト ン 受容性 の 尿素の

膜透 過特性 に よ る もの か ，い ず れ に し て も適 当 な組 み 合

わ せ で な い よ う に 思 わ れ た．そ こ で ， ポ リ カーボ ネート

膜 に 正 確 な 径 の 垂 直孔 を 中性子 で 打 ち抜 い た ，NP フ ィ

ル タ
ー

の 利用 を 試 み た．しか し，こ の 膜 は MP に 比 べ

て 孔径 が小さ くかつ 疎水性 で ，水溶液の 吸収 が 困難 な た

め，酵素溶液 の 含浸直前 に ，空 気 プラ ズ マ 処理 で 基材表

面 を親水化 し，酵素溶液 の 浸透 を促進 し た ．プ ラ ズマ 処

理時間 と接触角の 変化 を Fig．2 に 示 した．未 処 理 の 接
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Fig、3　Response　curves 　of 　PPPA −coated 　enzyme

　 　 　 membranes

　　　 〔A ）glucose　 sensor （substrate ： MP −VS ＞； （B）

　　　 urea 　sensor （sしIbstrate ：NP −PC）；Buffer ：0．lM

　　　 sodium 　phosphate ，　pH 　7．0

触 角 65°か ら ， 正秒問照射 で 43
°
，10秒間 で 33

°
ま で 低

下 し たが，そ れ 以上時間 を 延長 し て も効 果 は な か っ た．

従 っ て ，プラ ズ マ 処理 は IO〜　3．　0 秒 と し た、

　ウ レ アーゼ 固定化膜 を用 い た 尿素 セ ン サ ー
の 応答特性

を Table　l に 示 す．　 NP は 空 孔 率 が 小 さ く，　 MP の

1／］O ほ ど の ウ レ ア
ー

ゼ しか 取 り込 め な か っ た が，平均

孔径 が 小 さ い 分 だ け短 か い コ
ーテ ィ ン グ時間 で 作製 で

き，又 ア ン モ ニ ア霓極 へ の 装着時 や洗浄後 に，電 位 が 安

定 す る ま で の 時 間 が 短 縮 さ れ た．

　 3 ・2　検量線

　GOD ，ウ、レ ア
ー

ゼ 共 に 量 を変 え て 固定化 し，こ れ を用

い て 定常法 で 検 量 線 を求 め た ．Fig．3 の （A ）は グ ル コ
ー一

ス セ ン サー，（B ） は 尿素セ ン サ ー
の 代表例 で，図 中 の

酵素活性 は
， 固定 化膜作製時 に 含漫 させ た 酵素 量 を，膜

の 単位面積当 た りで 求め た 計算値 で あ る、

　（A ）で は，GOD 　e．76　U ／cm
？

の と き に 4mM 以 ド，

3．78U ／cm2 の と き に 2mM 以 ドの グ ル コ ー一
ス 濃度 で ，

比例し た応答が得 ら れ た．GOD の 量 を 多 く す る と，感

度 も大 き くな る が
，

グ ル コ
ー

ス 濃度 の 高 い と こ ろ で 酸素
消費が 飽 和 に 達 し

， 検量 線 は不平化 す る．

　（B ）で は，ウ レ ア
ー

ゼ O．078　U ／cm2 の と き，尿素濃度

20mM ま で ，感度 は あ ま り よ く な い が，尿 素濃度 の 対

数 に 比 例 し た 電極 電 位 の 低 下 が 見 ら れ た が，0．039
U ／cm2 以 下 で は，逆 に 電位 の 上 昇 と い う異 常現象 が 見

られ た．しか も，こ の 異常現象 の 場 合で も，電 位 と尿素

濃度 の 対数 と は 直 線関係 が 認 め られ た．

　3 。3　応答の pH 依存性

　試料 溶液 の pH が，グ ル コ
ー

ス セ ン サ
ー

や 尿素 セ ン

サ
ー

に 及 ぼ す 影響 を，Fig，4（A ）， （B ）に 示 し た．

　ま ず グル コ
ー

ス セ ン サ ーの 場合，応答 の 大 き さ は 定常

法 速度法 の い ず れ で も，pH 　6．5〜7．5 に 拙 、て 最大 に

な っ た．遊離 の GOD は ，　 pH 　5．5n6 ．0 で 最 も活 性 が 高

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

752 BUNSEKI 　KAGAKU Vol，39　〔1990｝

（A ）

050

50

5

△邑

4

3

訳

曁
a
の

竃

12　 m

　 810
ま

8　亶

　 諺

6

／
！

一

＼
　　　　　　　

°

＼
。

！
x 广

’

＼
＼ 、

7 8

pH は
，
7、5− 8．0 あ た りの 領 域 で あ る と判断 され る．

02

10一

0

01十

02十

）B（
［
・

婁］
ぎ

モ＼
〉
日．
・の
目

。

竅
こ
。

巴
。

お

5 6pH

　　　　　　　　　　　II
寸 r

握 …

5．0 6．0pH7 ．  8．0

Fig．4　Effect　of 　pH 　on 　response 　of 　sensors

　　　 （A ） Glucose 　 sensor
− Substrate：MP −GS ；

　　　 GOD ： 10．17U ／cm2 ；　 Glucose： 2mM ．○ ：

　　　 resp り nse 　in　steady
−s ［ate ；

△ ： rcεしctien 　rate 　jn

　　　 time 　range 　of 　 20〜40　s　after　 ihitiation　o『

　　　 response ．　（B〕 Urea　sens （，r　　　Substrate：

　　　 NP −PC ； U ，e 。 ・e ・0．032 ・ ・  ．039　U ／cm2 ；

　　　 Buffer ：0．1　M 　sodium 　phosphate

い こ とが 知 られ て い る が，本法 で 固定化す る と，こ れ ら

の 値 よ り もや や 塩基性寄り に，最適 pH が あ る こ と が

分 か っ た．こ の よ う な 最適 pH の 変化 は，高分 子 に 取

り囲ま れ た環境 の 変化が も た ら し た もの と して ，固定化

酵素
一

般 に 見 られ る現象 で ある ．

　一
方，尿素セ ン サーの 場合 は ，0．039U ／cm2 以 下 の ウ

レ アーゼ を 用 い る こ とに よ り，pH 　6．5 の と き ス ロ
ー

フ

は 必ず正 の 値，つ ま り尿素濃度の 増加 に 伴い 電位 が正 方

へ 増加 し，pH 　6．O と pH 　7，  で は 正負両方 が 認 め られ，

そ れ よ り も酸
・塩基 の ど ち ら に 寄 っ て も，今 度 は必 ず負

の 値を と る よ う に な っ た．特 に pH 　7，0 は ， 遊離 の ウ レ

アーゼ の 最適 pH で あ る に も か か わ らず ，
ス ロ

ープが

最小に な っ た．内部の ア ン モ ニ ア 電極 と し て は，固定化

酵素膜内 が塩 基性で あ る ほ うが 望 ま し く，酵素活性が 失

な わ れ な い 程度 の 塩基性 の 試料溶液が よ い と 考 え られ

る．以 上 の 実験結果 か ら，尿素セ ン サ
ーと し て の 最適

　以上 ，PPPA に よ る グル コ
ー

ス セ ン サー用 GOD 固定

化膜 と尿素セ ン サー用 ウ レ ア
ーゼ 固 定化膜を作製 し，製

法上 の 問題 や 応答特性 に つ い て 検討 し た ．本報で は，酵

素固 定化膜 の 新 しい 作製方法の 提案 に 焦点 を しぼ り ， 検

出方式 の 異 な る 典型 的な 酵素を例 と して 用 い ，得られ た

結果 の 相違点 を述 べ た．酵 素の 種類，多孔 性 基利 の 選

択，プラ ズマ 重合膜 の 膜厚，試料溶液 の pH な ど，相

互 に 関連 す る事柄 は 多い が，本法で作製 した 酵素固定化

膜 嫉，セ ン サ ーに 応用 で き る こ と が 示唆 さ れ た ．グル

コ
ー

ス セ ン サ
ー

で は ，定常 法 を 用 い る と，約 30 分 の 応

答時 間 を要 し た が，実際 に は 速度法 を用 い る こ と に よ

り，か な り測定時間 を短 縮 す る こ と が で き る．尿 素 セ ン

サ ーで は 更 に ，正 常 な 応答 を 示す 条件 の 確 立 と ，NP へ

の ウ レ ア
ーゼ含浸 量 の 不足 に よ る感 度不足 を補 う工 夫が

必 要 で あ る．基 材 の 孔 径 と 重合膜の 膜厚 の 組 み 合 わ せ

が，応答 の 大き さや 速度 に 与 え る影 響 や，精度や 寿命 な

どの rtrン サ ーと して の 基礎特性 も既 に 検討 し て お り，追

っ て 報告 す る 予 定で あ る．プラ ズ マ 重合膜の モ ノマ
ーに

も，検討 の 余地 が 大 き く，PPPA 以外 の もの に 変 え れ

ば，更に特徴的 な酵素固定化膜 の 作製が 可能 で あ る と予

想 され る．
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University, 5, Misasagi Nakauchi-cho, Yamashina-ku,

Kyl to-shi, Kyoto 607)

  Immobilized glucose oxidase  (GOD) and  urease  mem-

branes were  prepared by irnpregnatlng porous substrates

with  respectivc  enzymes  and  coating  of  plasma-potymer-
izect propargyl alcohol  (PPPA) on  both surfaces  ef  the

porous substrates.  
'1'he

 GOD  mcmbrane  was  attached

to an  oxygcn  electrode  to work  as  a  glucose sensor  and

the urease  metnbrane  was  assernbled  with  an  ammonia

ttlectrode  to  be an  urea  sensor,  Working  curves  o{' thc

two  electrodes  showed  ditferent behaviors depending

upon  the  amount  of  enzymes  immob{lized, porous sub-

strates  chosen,  and  pH  of  the  sample  solutions.  In the

case  oF  glucose sensor,  a  small  disk of  Millipore-VS
inernbrane  was  employed  as  a  substrate  to impregnatc

with  O.76 or  3,78 U/cm?  of  GOD  that was  subsequently

immobilized by the plasma-coating.. The  sample  solu-

tions were  regulated  at  pH  7 using  a  phosphate buflbr
solution.  The  urease  membrane  was  prepared by imprcg-
nating  Nuclepore-PC  with  O.032-O.039Ulcm2 ef

urease  and  piasma-coated as  above.  Although the en-

zyme  is most  active  at  pH  6-7,  the sample  solution  was

better controlled  at  pH  8 to facilitate the  transportation

of  ammonia  towards  the  ammonia  e!ectrode.

                          (Received June 20, 1990>
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