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　ペ ル オ キ シ ダーゼ をグ ル タ ル ア ル デ ヒ ドと 共 に 均
一．・

に 分散 させ た グ ラ フ ァ イ トペ ー一ス ト電極は ，
メ

デ ィ エ
ー

タ
ー

（電
．
召共与体）が 共存 しな くて も，固 定化ペ ル オ キ シ ダーゼ の 活性中心 〔フ ェ リ プロ トポ

ル フ ィ リ ン IX ）と電極 （グ ラ フ ァ イ ト粒子 ） と の 間 に 直接的 な電子移動 が起 こ る こ と に よっ て 過酸化

水素に 応答 した．こ の 電極 は pH 　4．5 の （凵 M リ ン 酸緩衝液 を基礎液 と し て 用 い た 場合 に ，過酸化水素

に 対 し て 最 大 応 答 を与 え，2× 10
− 6〜2× le

−9
　M の 過酸化水素濃度の 対数 と応答電流の 対数 と の 間に 良

好 な 直線関係 を
1
丿
：え た，⊥記の グラ フ ァ イ トペ ース トに，更に グル コ ース オ キ シ ダ

ー
ゼとウ リカ

ー
ゼの

そ れ ぞ れ を加 え て 作製 し た 霓極 は ，そ れ ぞ れ 2× 10
− 6〜1× 1 

一3M
の グル コ

ース と 1× 10
− 5− 2× 10

− 3

M の 尿酸濃度 に 比例 す る 応答電流 を 与え た．

1 緒 雪

　式 （の に 従 う 反 応 を 触 媒 す る 酸 化 酵 素

Coxidoreductasc〕に は，現在数多く の もの が 知 られ，適

当 な トラ ン ス デ ュ
ー

サ
ー

に 固 定 化 す る こ と で，数 多 く の

酵素 セ ン サーが ，開 発 さ れ て きて い る
ll．そ れ ら の 酵素

　 　 　 　 酵 素
基 質 ＋ 02 　

一一 生 成物 ＋ Hv （
．
），2 〔1 ）

セ ン サー
の 多 くはt 酵素反 応 で 消費され た酸素を酸素電

極 で 検出 す る 方法 と，生 成 した過 酸 化 水素 を過 酸 化 水素

電極 （自金 電極）で検出 する 方法に 基 づ い て い る．

　又，酵素 に 対 して 電子受容体 と して 働 く酸素の 代 わ LO

に ，同様 の 機能 を もっ た メ デ ィ エ
ーターを 用い た 酵素セ

ン サ ーは，か な り 低 い 電位 で 検出 で き，史に 酸 素濃 度 に

依存 しな い な ど の 利点が あ るの で ，研究 例 も数 多 い
2〕．

しか し，酸化酵素の 種類 に よ．
っ て メ デ ィ エ

ーター物質が

異 な る 欠 点 が あ る．そ こ で ，電 極 に ペ ル オ キ シ ダーゼ 活

性 を更 に 付 与 し ， 式 （［）の 反 応で 生成 し た 過 酸化水素 を

測定 す る 酵素電極も報告 さ れ て い る．ペ ル オ キ シ ダーゼ

は 電 P供与体 の 存在 ドで ，過 酸化水素 の 分 解反 応 を触 媒

す る酵素 で あ り，メ デ ィ エ ーター 〔電 子 供与体〉を必 要

と し，Fig，1 の A に 示 した 作動原理 に よ り 過酸化水素

ホ

　大阪 府立大学一L学 部応 用 化学 教 挙：： 593　大 阪府 堺市学

　 園町 1−1

に 応答 す る
3）
−i’）．本研 究 で は，Fig．　 1 の B に 示 した よ

う に ，メ デ ィエ
ー

タ
ーを必 要 と せ ず，電極 と酵素間で 直

接電子移動 が 起 こ る こ とで ，過酸化水素 に 応 答 す る 電極

を作製 す る こ と を 目的 と して 行 っ た ．

　一般 に ，酵素は 分 f：

量が 数万 か ら A万 程度 の 球状の 巨

大 分子 で あ る こ と か ら，酵素 の 活性中心 と電極間で 直接

的 な電子移動 は起 こ らな い と 言わ れ て お り，酵素 と電極

間 に 電 子伝達物質 と し て メ デ ィ エ
ーターを必 要 とす る，
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Fig・1　  〜
厂
orking 　Principlc　of 　peroxidase−mudiflcd

electrodc 　wkh （A ）and 　without （B）mediator

M 。x 　and 　M ．ed ： ｛，xidized 　form　and 　 reduced 　form　 of

mcdiat （♪r，　 respec1ivcly ；　 PODex 　 and 　 POD ．ed ：

・ xidized 　 ft｝rm 　 and 　 reduced 　 form ・ 1
−
pcT・ xidase 、　 rc −

spectivcly
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しか し，ペ ル オ キ シ ダ
ー一

ゼ は 分 子 量 が 約 4 ノ∫と比較的

低分手 量 の 酵素 で あ り，活性中心 に フ ェ リプ ロ トポ ル フ

ィ リ ン lX が 安定 に 保持 さ れ て い る．1977年 に Yar。−

po ］ov ら
7 ］

は カーボ ン 電極 と 西洋 ワ サ ビ起源 ペ ル オ キ シ

ダーゼ と の 間に ，過酸化水素が 共存 す る と，直接的 な 電

子移動 が起 こ る こ と を初 め て 明 ら か に し （以来，樋 々 の

ペ ル オ キ シ ダーゼ と電極間の 直接電子移動 が確 か め ら れ

て き た
u〕
．1「）．本研究で は，酵素と電 極 との 接 触 確 立 を

高 め て，酵素
一
電極問の 直接電子移動が 容易 に 起 こ る よ

う に す る た め に，グ ラ フ ァ イ トペ ース トに ペ ル オ キ シ

ダーゼ と グ ル タ ル ア ル デ ヒ ドを均
一一

に 混 合 し た 電 極 を作

製 し，固定 化ペ ル オ キ シ ダーゼ と グ ラ フ ァ イ ト粒イ
．
間の

直接電了
．
移動に つ い て検討し た．更に，過酸化水素酵素

電極 と して の 応答特性 及 び グル コ ース 電極 と尿 酸電極 に

応用 し た 結果 を 述 べ る．

2 実 験

　 2。1　試薬及び 装置

　ペ ル オ キ シ ダーゼ ｛ECI ．ILI．7；253　U 　mg
．−1
，西洋 ワ

サ ビ起 源 ； 以
．
卜 POD と 略記），グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド

〔2  ％ 溶液｝；以 下 GA と略言出 と グ ラ フ ァ イ ト粉末 は

和光純薬工 業製 の もの を用 い た．グル コ ー一
ス オ キ シ ダー一

ゼ 〔EC 　l．L3、4；25  　U 　mg
− 1
，庸 艶 ψ 照 喫 gr 起 源 ；S．

’
／下

GOD と略記 ） と ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 〔以 ド BSA と 略

記）は Sigma 製 の もσ）を，ウ リカーゼ （EC 　1．7．3．3；2．1

Um ，g
”’J
，酵母起 源 ；以 下 Uc と略記） は オ リ エ ン タル

酵 母 匚業 製 を，流 動 パ ラ フ ィ ン は キ シ ダ化 学製 の もの を

使用 し た．標準血清に は，和光純薬一L業製管理 血清 ［

と Il，　 Ortho製 正 常及 び 異 常管 理 血清 を用 い た．そ の

他の 試薬 は す べ て 市販の 特級 品 を そ の ま ま 使 用 し た，

　測定 に は 参 照 電 極 と して 銀／塩化銀電極 を用 い ，ポ テ

ン シ ョ ス タ ッ ト，電解 セ ル 及び そ の 他 の 器具 は 既報
渇

と 同 じも の を 用 い た、

　2・2　酵素含有 グラ フ ァ イ ト電極の作製と測定操作

　POD 含有 グ ラ フ ァ イ トペ ー
ス ト電極 は ，グ ラ フ ァ イ

ト粉末  ．3g ，　 POD 　6　mg ，20％ GA45 μ1 と 流 動 パ ラ フ

ィ ン O．i8mi を，め の う 製乳 鉢 で 均 一
に 混 含 し，得 られ

た グ ラ フ ァ イ トペ ー
ス ト を内径 5mm の 電 極 ホ ル

ダー11s）に 詰 め て 作製 し た．グ ル コ
ー

ス 電極 と 尿酸電極

は， ヒ記組成 の グ ラ フ ァ イ トペ ース トに，GOD と Uc

を そ れ ぞれ 6mg 加 え た グ ラ フ ァ イ トペ ース トを，同様

の 電極 ホ ル ダーに 充 て ん して 作製 した，

　そ れ ぞ れ の 電極 に 最 適 な pH の 0．1M リ ン 酸緩 衝 液

5ml を 電解 セ ル に と り，電極 系 を 装 着 し て OV 伽 、

Ag／AgGt 〕を冠極 に 印加 す る．　
・
定速度 け00　rpm ）で

溶液 を か き 混ぜ な が ら，電流値 が ・
定 に 達 し た 後，基質

溶 液 の
一
定量 を添 加 し，電 流 応答 を 記録 し た，測定 は 室

温 で 行 つ た，

3 結 果と考察

　S ・1POD 含有グラ フ ァ イ トペ ース ト電極

　3・置・1　過酸化水素に対す る検出加電圧　　2・2 で 作

製 し た POD 含有 グ ラ フ ァ イ トペ ー
ス ト電 極 を，　 pH 　7、U

の リ ン 酸緩衝液 〔0．lM 〕 を 入 れ た電 解 セ ル に 装着 し ，

過酸化水素に 対 す る応答電 流 と検出加 電 圧 と の 関係 を調

べ た ．結 果 を Fig．2 に 示 す．電 極 は メ デ ィ エ ーター・を

測定溶液 に 加 え な く て も ， 過 酸化 水素に 応 答 し ， OV で

最 左応答電流 〔還元電流〕を字え た．な お，POD を 含

まな い 同 様 の 組 成 の ゲ ラ フ ァ イ 1・ペ ース ト電 極 で は，検

討 した 電位領域 （
− O、1− 〔｝．f）　v ） （

・
は

，
ど の 電位 で も過

酸化水素 に 応答 し な か っ た，こ の こ と か ら，過酸化水素

が IL／存 す る と ，　 Por ） の 活性中心 （フ J．リ プロ トポ ル フ

ィ リ ン IX 〕と グ ラ フ ァ イ ト粒 ∫
・
間 で 直接的な 電子 移動

が 起 こ る と推察 され る．

　3 ・1・2　グラ フ ァ イ トペ ー
ス ト組成 の 検討　　P（，1）

含有 グ ラ フ ァ イ トペ ．一
ス ト電極 が 〔）V で 過 酸化 水素に

応答 diる こ と が分 か っ たの で，よ り詳細 に グラ フ ァ イ ト

 ．8

o，6

4q

竃

薹
」

」

δ

0、2

0

一　〇．2　　　　　　　0　　　　　　　0．2　　　　　　0．4　　　　　　0．6

　　　 Applied　potentia 且〆V　vs ．　Ag ，　AgCl

Fig・2Currcnt ・f　hydr・gen　pcr・・idc（0・45　mM ）as

afunction 　 of 　apPlied 　p【，覧じ nti と魂

〔⊃ ： graphite 　pltste　with 　peroxi （lase； ● ； graphite

paste　with ‘Dut 　peroxidase
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Fig。3　EiTect　of 　glutara且dehyde　addition 　illtD

graphitc　paste　consistin9 （

．
，f ．3go 」

−
graphite，〔匚，且8rl11

・fiiquid　paruffn　ancl 　6　mg ・f　Pα ）

Amoun1s （，f　glutaraldehydc（20％ solution ）added ；

鳳 15・pl； へ 30　pl；〔
．
丿，45 μ【；へ 60　L・1； ●，7S　pl．

Th ・ ・且・ pe （S） uf 　 th・ ・alibrati ・ n 　 g・・ph　 ll・ 9
（・urrent ）

一ε・1・ g［H ，
0

，］l　w ・s　O．541b ・ 旧 ），0．8吐l　lb，
（△ ），｛，・84　for　（（⊃〕，

 ．97　fbr　（▲ ｝，　and 　L52　fbr　（●），
respectively ．

ペ ー一ス ト組成と応答 との 関係 に つ い て 検討 し た，

　 グ ラ フ ァ イ トと流動 パ ラ フ ィ ン に POD を加 え，均
．

に 混 合 し て 作製 し た グラ フ ァ イ トペ ース ト霓極 で は ，

POD が 電極表面 か ら 測定溶液に 溶解 す る た め，電極 の

安定性が著し く悪 か っ た．そ こ で ，po ］） を水 に 不溶性

に す る ため，グル タ ル ア ル デ ヒ ドを橋架 け剤 と して 加 え

た．又 ， BSA は酵素架橋膜 を作製 ぐ る 場 合の 酵素安定

化剤 と して，広 く用 い られ て い る の で ，POD と 同 量 の

BSA を加 え て 作 製 した 電極 と 加 え な い で 作製 した 叢極

の 過 酸化水素 に 対 す る 応 答 を比較 し た．しか し ， BSA

の 存在 は 過酸化水素に対ず る 応答 や電極 の 安定性 に ほ と

ん ど影響 を 与え な い こ と が 分 か っ た．

　 しか し，添加 し た GA 量 は 過酸化水素 に 対 す る 応答

に 影 響 を 与 え た．結果 を Fig．3 に 示 す，　 GA 添加量 を

】5 固 か ら 45　pl に 増加す る と，検量 線σ）傾 き は 0．54 か

ら 0．84 と 増加 し た が，低 濃 度 C2× 且0
−−

ti
　M ）の 過 酸化

水素に 対 す る 応答 は ほ ぼ 同 じで あ っ た．し か し，GA 量

を 更に 増加 す る と，こ の 低濃度の 過 酸 化 水素 に 対 す る 応

Fig．4 　Effect　 of 　pH 〔m 　 thc 　 responses 　 te　O．9　mM

hydrり gen 　pcr ｛〕xide 〔○），　 l　mM 　ghlcose （口），　 and 　l
mM ・・ic　 a・id （△ ）・f　graphit ・ p ・ sl・ ・【・ct・・dc・ … d−
ified　with 　POD 　a且one 　〔a ），　 POD −．GOD 　（b｝，　 and

POD −U し 〔c）

答電流 が 減少 し た の で ，検 量 線 の 直線 の 傾 き は O，84 か

ら 1．52 ま で 1 を超 え て 増加 した．こ の 理 巾 に つ い て

は，GA 量が増加す る と，過剰 の GA が過 酸化水素の ．・

部 を 分解 し，低 濃 度 レベ ル の 過酸化水素に 対する応答が

特 に 減少 す る こ と に よ っ て ，見掛 け上，直線 の 傾 きが増

加 す る こ とが 考 え られ る．又，GA 景 の 増加 と 共 に
，

POD 間 の 架橋度 が 増加 し，酵素 が 高分
’f’化 す る こ と に

よ り，電 極 と の 直接 電
．’
r一移勤 に な ん らか の 影響 が ある こ

とが 考え ら れ る が，現 在の と こ ろ 明 らか で な い ．

　以 上 の 実験の 結果 ，最 適 な グ ラ フ ァ イ トペ ース ト組成

と し て グ ラ フ ァ イ ト粉末 0．3g ，流動パ ラ フ ィ ン 0」8

ml ，　 POD 　6　mg と GA 　45 陟1を 均
・
に 混合 した もの を，

以後 の 実験 に 使用 し た．

　3 ・1 ・3　最適 pH と過酸化水素 に 対す る応答特性

POD 含有 グ ラ フ ァ イ トペ ー一
ス ト電極 に よ る，過酸化水

素 に 対 す る 応 答 の pH 特性 を Fig、4a に 示 す ．　 pH 　4．5
で 過 酸化水素 に 対 して 最大 の 応答 を 示 し，そ れ 以 tlの

pH で 活性 は 急激 に 減少 した．こ れ は メ デ ィ 」 一一ターと

して ヘ キ サ ン ア ノ 鉄〔M 酸 イ オ ン を 用 い た POD −BSA

架橋膜被覆電極 の 場合 に
1鱒

い 〜1働 か な り 広 い pH
範囲で 過酸化水素に 応答 し た こ と と比較 して ，グラ フ ァ

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

414 BUNSEK 【 KAGAKU Vol．42　〔1993）

イ トペ ー
ス ト中 に 固定化 さ れ た POD の 過酸化水素に対

す る 酵素触媒反応 の 速度 が か な り pH に 依存す る も の

と考え ら れ る．pH 　4．5 の O、1M リ ン 酸 緩 衝 液 を基礎液

と し て 用 い た と き，こ の 電極 は 2× 10
− 6 − 2× 且0

．一
斗 M

の 過酸化水素濃度 の 対 数 と 応 答 電 流 の 対数 との 問 に 傾 き

0．84 の 直線関係 を 与 え ，直線の 相関係数 は 0．998 で あ

っ た．又，電極の 過酸化水素に 対す る 応答時問 は過酸化

水素濃度 に 多少 依 存 した が ，20〜30 秒 で あ っ た．

　3・2　他の 酵素電極 へ の 応 用

　酵素
一
電極問直接 電 子 移動 に 塁 つ い た 作動原理 を グ ル

コ
ー

ス 電極 と尿酸 電 極 に 展 開 す る た め ，Pて）D の 代 わ L／

に GOD と Uc の それ ぞ れ を加 え た グ ラ フ ァ イ トベ ー一ス

ト電極 を作製 した．GOD の 活性中心 は フ ラ ビ ン ア デ ニ

ン ジ ヌ ク レ オ チ ドで あ り，UC の 活性中心 は GU 〔II）で

あ る が，電極の グラ 7 ア イ ト粒子 と そ れ ぞ れ の 酵素活性

中心 と の 間に ，直接的 な 電子 移動が 起 こ る証拠 は 認め ら

れ な か っ た．そ こ で ，2・2 で 述 べ た 方法 に よ り，POD

と 同量 の こ れ ら酵素を含ん だ グ ラ フ ァ イ トペ ース ト電極

を作製 した．こ れ らの 電極 は GOD や Uc に よ る酵素反

応 で 生成 し た 過酸化水素 を，POD を介して 直接，電極

で セ ン シ ン グす る 原理 に 基 づ い て い る．

　 3 。 2。1　グル コ ース 電極 　　こ の 甫極の グル コ
ース に

対 す る応答電流 と pH と の 関係 を Fig．4b に 小 す．　 pH

5．0 で グ ル コ ー．ス に 対 し て 最 大応答 が 得 られ た．こ の

pH 条件 で 得 ら れ た グ ル コ
ー

ス に 対 す る検量 線は ，

（2× IO　 6− 1× 1『
3
｝M の グ ル ：コ

ース 濃度 と応答電流

と の 間 に良好 な 直線関係 が あ っ た．直線 の 傾 き は 2．32

pA 　mM
．−
1

で あ り，丿 切片 は 2．8　nA ，直線 の 相関係数 は

0，999 で あ っ た ．

　3。2・2 尿酸電極　　こ の 電極 の 尿酸 に 対 す る 応答電

流 と pH と の 関係 を Fig．4c に 示 す．　 pH が 7，5 以上 に

な る と 尿酸 に 対 す る 応答 が 急激 に 減少 し た．こ れ は

POI ） に よ る過酸化水素の 感度が 中性以上 の pH で 急激

に 低 Fす る こ と に よ る ．そ こ で ，pH 　7，0 σ） O．1M リ ン

酸緩衝 液 を測 定 基 礎 液 と して 用 い る こ と に し た．得 ら れ

た 尿酸 に対す る検量線 は 1× 10
−
5− 2× IO

− 3M
の 尿酸

濃度 に 対し て 良好 な 直線関係があ っ た ．直線の 傾 き は

0．998　uA 　mMM
’

，．y 切 片 が 3．1nA ，直線 の 相関係 数 は

〔｝．998 で あ っ た．

　 こ の よ う に ，グル コ
ー

ス 露極 と 尿酸電極 は対応 す る基

質 の 濃 度 に 比例 し た 応答 を与 え た．こ れ は POD だ け を

含有 し た グ ラ フ ァ イ トペ …
ス ト電極 が，過 酸化水 素 濃 度

の 対数 と応 答電流 の 対 数 と の 間 に 直線 関係 （傾 き

〔｝．84）を与え た こ と と比較 して 、異 な る点で あ る．こ の

理 由 と し て は ，PC）D が GOD あ る い は Uc と同 時 固 定

化 され る こ と で ，グ ラ フ ァ イ トペ ース ト中 で 比 較的高い

比活性を維持 し た ま ま固定化 され る こ とが考え られ る．「

又 ，
GOD や Uc の 触媒作用 に よ っ て 生 成 した過 酸 化 水

素 が，POD に よ る 連続的 な 酵素反応 に よ っ て 検出 さ れ

る の で，過剰 の GA に よ る分 解 を受 け 難い こ とが 考 え

られ る が，詳細 は明 ら か で な い ．

　3 。2 。3　血 清中の グ ル コ ース と尿酸の 定1 　　作製 し

た グル コ ー一ス 電極 と尿 酸電極 を，4 種の 管理血清中の グ

ル コ
ース と尿酸 の 定量 に 適用 した．

　 こ れ らの 電極は OV で 対応 す る 基質 の そ れ ぞ れ を 検

出で き るの で ，血清中の ア ス コ ル ビ ン 酸 な ど の 被酸化牲

物 質 は 妨 害 と な らな い ．実際 に，血 清試料 に ImM ア

ス コ ル ビ ン 酸を加 え て も，応答電流 に 全 く影響 を 与え な

か っ た．Tabte 皇 に 定量結果と測定の 再現性 を示 す．定

量値 は表 示 値 と よ く
．
致 し て お り，測定の 再現性 も グル

コ ー一ス の 場 合 2．1％ 以 ド， 尿酸 の 場合 で 2，5− 3．9％ で

あ っ た．又，そ れ ぞ れ の 電極 の 基質 に 対 す る応答時間 は

20− 30 秒 で あ っ た ．

　 以上，グ ラ フ ァ イ ト粉 末 に P（．）D を加 え た ペ ース ト電

極 で ，POD の 活性中心 と電 極間 で 直接的 な 霓子 移動 が

Tab ｝e 　 lReproducihility　and 　accuracy 　of 　measurements 　of 　glucose　and 　uric 　a 〔］id

Gluc  5e 疋lri｛⊃　aci く1

Indjcated　value ／　　Analytical　value ソ　RSDf †，　 Indicated　value ／　　Analytica 【va 晝ue
†
／　RSD

寺
†

，

mg 　d「
l
　

n

　 mk ・　dl
一

聰

　 　 ％ mg 　d「
1
　

n

　 Ingdl 　
1
　 　 ％

Wako 　IWako
　I10rtho

　 N　 orrnal 　serum

　 Abnormal 　serum

79± 10255
± 且斗

93± 7296
± 23

77

77

73± L53

262± 4．［9

92± L75
：モ12± 5、62

1621q

げ
OU

5，0± 0．47
フ．7± 0，8　　　　7

5，1± 0．47
10．5± 0，8　　　7

4，8± 0．19
8．2±0．23

5．5土0．20
11．1±0、28

9832

3．62
．5

†Meun ±S．D ．；††Rel乱tivじ sLandard 　dcviation
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起 こ る こ と に よ っ て 過酸化水素濃度 に 比例 した 応答が得

ら れ る こ と を明 らか に した，更 に ，こ の 原理を グル コ
ー

ス 電極 と尿酸電極 に 応用 した結 果 に つ い て 述 べ た．しか

し，こ れ ら の 酵素電極 は 5〜8 日間 しか 使用 で き な い の

で ，長期の 安定性 に 問題 が 残 され て い るが，メデ ィエ
ー

ターを 必 要 と しな い 酵素電極の 簡単 な作製方法 と し て ，

又，過酸化水素 を生成 す る 酸化酵素の す べ て に こ の 応答

原理 を適用で き る の で
， 使い 捨 て酵素セ ン サーへ の 応用

が期待 で きる．
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　Agraphite　pas‘e　elec ¢ rode 　containing 　peroxidase　and 　its　application ．　 T 〔〕shio

YAo ，　 Kenichi　HAGA 　 and 　Tamo ［su 　WAsA （Dcpartment エ〕f　Applied　Chemistry，　College　 o 「

Enginccring，　University　o 「Osaka　Prel吾cture
，
1−1

，
Gakuen −cho

，　Sakai−shi ，　Osaka　593 ）

　Amediator −less　cnzyme 　elcctr 【）de 〔br　tlle　detection　of 　hydrogen　peroxide　was 　made 　up

by　packing ｝‘）nc 　end 　dl　a　glass　tube （5　mm 　diam ）l　 with 　a　graphite　pas［e　comp ｛，sed 　of

O．3go 「graphite　 powdcr，　 O．18ml 　 of 　liquld　 paramn，6mg 　 of 　horsc　 radish 　 peroxidase
（HRP ） and 　 45　p且 ‘）f　glutara］dehyde （20％ solution ）．　 Tllis　 elcctrodc 　 resp 〔）nded 　 tc｝ hy−

dmgcn 　pcroxidc　at　O　V （vs．　Ag／AgCl ）in　the　abscncc 　of　a　mcdiator 　such 　as　hcxacyano恥r−

rate （H ＞．　The 　 current 　 rcsponse 　 was 　 fc，und 　 t｛♪ be　 bascd　 on 　 a　direct　 eiectroll 　 transfer 　be−

twcen 　thc 　bound　cofactor （ferriprotoporphyrin　IX ）in　the　itnmobilized　HRP 　molecule 　and

graphitc　particlc・　A　logarithmic　plI）t　of　the　curr 〔こnt 　responsc 　vs・the 　hydrogcn　pcr〔〕xide

concentration 　gave　a　straight 　linc　with 　a 　slopc 　of 　O，84　0vcr 　thc 　rangc 　of

2× 106 〜2XlO
−4

　M ．　 Similarly，　cnzymc 　dcctrodes丘｝r　giucI｝se 　and 　uric 　acid 　were 　pre−

parcd　by　co
−imm 〔》bilizing　HRP 　in　the　paste　al 〔｝ng 　with 　glucosc　ox 苴dase　and 　 uricase ，　re −

spcctively ，　 both　 of 　 which 　 were 　 hydrogcll　 pcroxidc−producing　 oxidases ．　Each   『these

electrodes 　responded 　to　glucose　 or 　 uric 　acid 　at　O　V ，　The　current 　response 　was 　linearly
related 　to　the　glucc）se 〔〕r　uric 　acld 　c （皿 ccntration ，　ill　thc　range 〔，『2× 10

− 6ny
　2× 1『 3Mor

1× 10
− 5〜2× 10

−
！IM ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （Rcceived 　Fcbruary 　4，1993）
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elcctron 　trans 琵 r　 between　electrode 　 and 　pcroxidase； enzyme 　 electrodes ； cross −linkcd

　pcroxidase；ampcromctry ；immobilizcd 　cnzymc ，
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