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報 文

酵素 ・メデ ィ エ ー ター積層修飾電極 に お け る

触媒定常電流の 膜厚依存性

石井　章夫
i

，辻村　清也
C¢
・
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，加納　健司
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　 メ デ ィ エ ーター型酵 素修 飾 電極 の 設 計 で は，酵 素利用 効率 の 向上，酵素固定化 膜 内 電子移 動，膜 で の 基 質

の 物質輸送な どを念 頭 に お い た酵素修飾膜厚 の 制御 が非常 に 重 要な因子 となっ て い る ．本研究 で は ，酵素固

定化膜 の 膜 厚 を操作 回 数で 簡便 に 制御 で きる 静電的相 互作用 を 利用 した レ イヤーバ イ レ イ ヤー
法に 注 1…1し酵

素電 極 を作製 し，評価方法 の 検討 を行 っ た．ア ニ オ ン性 で あ る κ
一カ ラ ギー

ナ ン と カチ オ ン性 で あ る ピ ロ ロ

キ ノ リ ン キ ノ ン 依存性 グ ル コ
ー

ス デ ヒ ドロ ゲ ナーゼ とメ デ ィ エ
ーター

で ある オ ス ミ ウ ム 修飾 ポ リマ
ーか ら成

る 酵素
・
メ デ ィ エ

ーター
積層修飾電極 を 作製 した．バ イオ エ レ ク トロ カ タ リ シ ス 反応の 膜厚依存性 を触媒定

常電流 に よ り評価 し た．膜厚 が 増える に つ れ て 触媒定常電流値 は 増加 し，や が て 限 界値 に 達 した ．こ の 膜厚

依存性挙動を，酵素反応速度パ ラ メーター，メ デ ィ エ ーター及 び 酵素濃度，メ デ ィ エ ーター拡 散係 数 な ど を

パ ラ メ
ー

タ
ーとする 反応層理 論に 基づ い た 理 論式で 解析 で きる こ と を 実証 した ，

1 緒
、＝

口

　酸化 還 元 酵素は，酸 化還 元 反応 を促 進 させ る が，電子供

与体や 電 子受容体 と して 電極 を用い る こ と もロ∫能で あ る．

その 結果，例えば，投入する 試薬の 量を軽減で きる，得 ら

れ る 篭気量に よ っ て 反応の 進行度を随時モ ニ タ リ ン グで き

る ，電 位設定に よ り反 応 時間 を 制御 で き る，電極 上 と い う

反応場 を規定で きる ，とい っ た 利点が 生 まれ る．した が っ

て ，酵素反応 と電極反応を共役 させ ，酵素を電極触媒 と し

て 利用す る 酵素電極触媒 （バ イ オ エ レ ク トロ カ タ リ シ ス ）

反応は ，占くから関心を集め て きた．酵素機能を付加 した

電極 を酵素機能電極 と呼ん で お り，本電極を用い る こ とで

本来電極活性 が 非常 に 低い 糖，ア ル コ ール ，ア ミ ン や 脂質

とい っ た 生 体関 連物質の 電気化学反 応を非常に穏和 な条件

下 で 実現で きる．生体関 連物質の 電気化学的 な 検出 （バ イ

オセ ン サ ー）や 生 体関 連 物 質 の もつ 化 学 エ ネル ギーの 電 気

エ ネル ギーへ の 変換 （バ イオ 電 池）， 物 質変換 （バ イ オ リ

ア ク タ ）等 へ の 展 開 が こ れ まで 検討 され て きた
1圃 ．

　電 極 と 酵 素問 の 電 子 移 動 につ い て は，直 接 寇 子 移 動 系 と

低分 子電子伝達物質で あ る メデ ィ エ ーターを用 い る系に分

類 され る．しか し，直接電子 移動が 可 能 な酵素は 現在の と

こ ろ 非 常 に限 られ て お り，メ デ ィ エ ーター反 応 系 は酵 素の

　 　 　 　 　 　 　 はん

種類 が 限 定 され ず 汎 用 性が 高い 技術 と して 基 礎及び 応 用の

両 面 か ら研 究 が 進 め られ て きた．また，酵素機能電極の セ

ン サー
や エ ネ ル ギー変 換 装 置 へ の 応 用 を 目指 し た と き，多

1
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くの 場含，酵素及び メ デ ィ エ
ー

タ
ーを 電極 上 に 固 定化する

必 要が 生 じて くる ．メ デ ィ エ
ー

タ
ー

の 固定化 に は，系 か ら

の 溶出 を防ぐた め に ，ポ リ マ
ーと と もに 固定する 方法な ど

が と られ る．例 え ば，Heller ら は 酵素 を オ ス ミ ウ ム 錯体

が 配位 した レ ドッ ク ス ボ リマ ーと架橋剤で 共有結合する こ

とで 固 定化する 方法を考案 し，比較的安定で か つ 大きな触

媒 電 流 密 度 を得 る こ と に 成 功 して い る
4〕．本 法 をベ ース に

酵素や 電 極を変え る こ とで 様々 な 酵素機能電極 を作製する

こ とが 可能で ある．そ の ほ か に も酵素電極に 適 した 酵素や

竃極 の 改善や 改良が 進め られ，酵 素機能電 極 は 多様化 し応

用 分野 が 広が っ て い る
t’〕，

　 しか し，こ れ ら酵素機能電極 の 作製は 試行錯誤に 頼 る と

こ ろ が 多 く，最 適化に は多 くの 労力 を要 す る．酵素電 極 反

応 に 関す る理 論 も幾つ か の 総 説 で ま とめ られ て い るが
劬

，

電 極 設 計 の 方針 に つ い て ま だ まだ 検 討 の 余地 を残 し て い

る，特 に，酵 素 修 飾 電 極 にお け る酵 素 ・メ デ ィ エ ーター層

の 厚み は ， 酵素膜 の 構 造 と並 ん で ，膜 内 の 基 質の 物質輸送

や 電 子 移 動，乂 は 酵 素利 用 効 率な ど を反 映 す る 重 要 な フ ァ

ク ター
で あ る に もか か わ らず，こ れ まで 十 分 に 検 討 され て

こな か っ た．そ の 理 由 と して ，実 験 的 に検証す る手法が 無

か っ た こ とが 挙げ られ る．

　そ こ で ，本研 究 で は，膜 厚 を比 較的 容易か つ 精密 に 制 御

で きる レ イ ヤーバ イ レ イヤー
（LBL ）法 に 注 日した 距 塒 ．

静
・
電的相互 作用 を 利用 し た LBL 法 で 調製 し た 酵素電極 を

作製 し，そ の 触媒電流 の 膜厚の 依存性 に つ い て 検討 し た ．

本実験 で は ，カ チ オ ン 性高分子 と して Os 錯体 が 配位 した

ポ リ マ
ーと ピ ロ ロ キ ノ リ ン キ ノ ン （PQ ◎ 依存性 グ ル コ
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Fig．　 l　 CVs 　recorded 　llsing 　LBL −modified 　e ！ectrode

、へ4th　various 　film　thickness 　in　the　absence 　of 　glucose

］『he　numbers 　in　the　figure　 represents 　the　number 　or

layer，　　Scall　rate 　was 　20　mV 　s
−L，

一
ス デ ヒ ドロ ゲナ

ー
ゼ （PQQ −GDII ，　 pl

；9．511／
’
）を用い ，

ア ニ オ ン 性高分 子 と して κ 一カ ラ ギーナ ン を 用 い た．グ ラ

ッ シーカーボ ン 電 極をそ れ ぞ れ の 水溶液に交互 に
一
定時 間

浸 す こ とで 酵 素 とメ デ ィ エ ーターを修飾 した．こ の 修飾電

極で 得 られ た触媒電流 を，膜厚及 び膜内の メ デ ィ エ
ー

タ
ー

の 濃度ブ ロ フ ァ イ ル を考慮 に 入 れ た理論式 で 解析 した．

2 実 験

　 2・1 試　薬

　PQQ −GDH （
”
tXinano

”5，4200　unit 　mg
−1

） は天 野 エ ン ザ

イ ム よ り購入 した もの を用 い た，κ
一カ ラ ギーナ ン と D一グ ル

コ
ー

ス は 和光純薬製 を，S−morpholinopropanesulfonic

acid （Mops ） は ナ カ ラ イ テ ス ク 製 の もの を精製せ ず に そ

の まま使用 した．また，本研究で 用 い た poly（N−vinyliml
−

dazole ）に Os （4，41−dimcthyl −2，2
「−bipyridine ）2Cl を配位させ

た Os ポ リマ
ー

は 文献
1’2〕

に 記載の 方法 に 従 い 合成 した ．　 N 一

ビ ニ ル イ ミ ダ ゾ
ー

ル モ ノ マ
ー

単位 に 対 し て ，Os （4，4
’−

dimethyl −2，2
’−bipyridine ）？Gl が ユ0 ： 1 の 割合 と なる よ うに

調製 し た．

　 2・2　LBL 法 に よる酵素積層修飾電極 の 作成

　 グ ラ ッ シ ーカ ーボ ン 電 極 （直径 3mm ，　 BAS 製） 上 に酵

素積 層 修飾膜 を次の ように して作製 した．グ ラ ッ シーカー

ボ ン 電極 は直径 1，0，5 及 び O．03　pm の ア ル ミナ 粒子 に よ

り研 磨 し，水 で 洗 浄 後，蒸 留水 中で 超 音 波 処 理 を数 秒 間行

っ た．ポ テ ン シ ョ ス タ ッ ト制 御 下 で Os 錯体 を電気化学 的

に 繰 り返 し酸 化還 元 させ る こ とで ，Os 錯体 に 配 位 し て い

る塩 素 イ オ ン が ポ リマ ー
の イ ミ ダ ゾール 基 と交換 さ れ る．

その こ と に よ りポ リマ
ー

の
一

部が 架橋 さ れ，電極上 に て 網

状高分子膜が 形成 さ れ 固 定化 さ れ る
IS）．修飾 さ れ た 電極表

面 は，全体 と して 正 冠荷 を帯 び て い る の で ，そ の 電 極 を冷

蔵 庫 中 （4℃）で rc一カ ラ ギーナ ン 水溶液 （2　mg 　cm
−
s
） に

10分 間浸 し，静電 的 に κ
一カ ラ ギーナ ン を吸着 させ た，次

に 電 極表面 を 蒸 留 水 で 軽 く洗 浄 し，同 じ く冷蔵庫 中で

PQQ ・GDII 溶液 （1　mg ⊂ m

−a’
） に 浸漬 させ た．10 分後引き

ヒげ，表面 を軽 く蒸留水 で 洗浄 し た もの を 1 層修飾電極

と した．続 い て ，Os ポ リ マ
ー

（l　mg 　cm
−s
），κ

一カ ラ ギー

ナ ン ，PQ （2−GDH の 各水溶液 に 冷蔵庫中で 10分間の 浸漬，

蒸留水 に よる洗浄を繰 り返 す こ とで ，層数 を増や した．本

稿 で は Os ポ リ マ
ー，κ一カ ラ ギー

ナ ン，　 PQ＿Q−GDH の 層 を

合 わせ て
一

層 と して 表した．作製した 電極 は すぐに 電気化

学測定 に 用い た．

　 2・3　電気化学測 定

　ポ テ ン シ ョ ス タ ッ 1・（BAS −50W ，　 BAS 製） を用 い ，ウ

ォ
ータージ ャ ケ ッ ト付きの ガ ラ ス セ ル を用 い 測 定温 度 を制

御 し電気化学測定 （サ イク リ ッ ク ボ ル タ ン メ トリー及 び ポ

テ ン シ ャ ル ス テ ッ プ ク ロ ノ ア ン ペ ロ メ トリー）を行 っ た．

対 極 ， 参 照 極 に は ， 白金 線 （直径 lmm ，長 さ 5cm ），

Ag ］AgCllKCl（sat．）電極 を用 い た，　 PQQ −GDH の 活性 を保つ

た め に 3mM （M ≡mol 　dm
−s

）の 塩 化 カ ル シ ウ ム を 含ん

だ pH 　7 の MOPS 緩衝液 （30　mM ）中で 測定を行 っ た．電

圧 の 掃引速度は 20　mVs
−1

と し，グル コ
ー

ス 酸化触媒電流

は，測定液 に D一グ ル コ ー
ス の 最終濃度が 200mM と な る

よ う に 調 製 し 測定 し た ．な お ，D 一グ ル コ ー
ス 保存 液

（2．OM ） は，1 晩放置 し，平衡化 した もの を用い た．

3　結果及び考察

　3・1 基質 （グル コ
ー

ス ）非存在下で の サ イ ク リ ッ ク ボ

ル タ ン メ ト リー

　酵素修飾電極 の 膜厚 を 1層 か ら 6 層まで 増 や した と き

の ，MOPS 緩衝液中で 各層数 ご との サイク リ ッ ク ボ ル タ

ン メ ト リーを行 っ た 結果 を Fig．1 に 示す．ピーク 電流値

は層数 に比例 して増加 した，ボ ル タモ グ ラ ム の 電流値 を積

分 して 得 られた 1 層当た りの Os 錯体 の 固定化量は 1．5　x

lO
−

［°
mol 　cm

−
？
で あ っ た ，こ の 値 は ，　 Os ポ リマ ーと κ一カ

ラ ギ
ー

ナ ン の み で 同様 に作製 した電極 で 評価 した 固 定化量

（2．1 × 10
−1°

　mol 　cm
．2
） よ りも小 さ くなっ た．酵素 の 吸着

に よ り同 じ カ チ オ ン 性 の Os ポ リマ ーの 吸 着が 妨 げ られ

て ， 固 定化量 が 減 っ た た め で あ る と考え られ る．酸化 波 及

び還 元 波 の ピーク 電 位 の 中 間 電 位 は，Os ポ リマ ーだ け を

固定 化 させ た電 極 で は 140mV で あ っ た が，酵 素 及 び κ一カ

ラ ギーナ ン を修飾す る こ とで ， 負側 に シ フ トし ll5mV と

な っ た．そ の 電 位 は層数を増 や して もほ とん ど変 わ らな か

っ た．こ の 電 位 の シ フ トは，修 飾す る こ とで 膜 内 の イ オ ン

強度が 上 昇 し，正 電荷 を持つ オ ス ミ ウ ム 錯体同士 の 静電的

な反発 が 弱 まっ た か ら で ある と考 え られ る ．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Japan Society for Analytical Chemistry

NII-Electronic Library Service

The 　Japan 　Sooiety 　for 　Analytioal 　Chemistry

報 　文 石井，辻桐，加納 ； 酵素 ・メ デ ィ エ ータ
ー

積 層　｛rtt飾 電 極 にお け る触 媒定常電流の 膜厚依存性 42／

80

60

0

0

4．

2

∈
り

く
二

丶

丶

N−

0

64
、
3

2

1

一100　　　0　　　iOO　　200　　300　　400

　　　　 EI　mV （AglAgCl）

Fig．2　CVs　recorded 　llsing 　LBL −Hl   dified　electrodc

with 　various 　fi1】皿 thickness 　ill　tlle　prcsenceく｝f　glucose
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catalytic 　current 　density，　where 　dot　linc　l，dash　line　2

and 　solid 　curvc 　3　represellt 　the　rcgression 　culves 　based

  1〕 Eqs．（3 ），（4 ＞，al〕d （5 ），　respec しively，　with 　tlle

parameters　given　in　thc　text

　3 ・2　グル コ
ース 存在下 で の 触 媒 電流

　次 に，測定液 に グ ル コ
ー

ス を添加 した場 合 の 層 数 の 依 存

性 につ い て 検討 した．グ ル コ ース 存在下 で は，典型 的 な シ

グ モ イ ド型 の 触媒電流が 観察 さ れ た （Fig．2）．本 酵 素 反

応 は 式 （1 ）及 び （2 ） で 表さ れ る
”Ping　POIlg　Bi−Bi”機 構

に従 っ て 進行 して い る と し，議論 を 進め る．

D−glucose＋ E
。．

→ gluc・ nate ＋ Ered

E．、d ＋ 2M 。x
−一炉E．x ＋ 2M ，、．d

）

）

19

宀

（

（

　こ こ で ，E ，
　 M は そ れ ぞ れ 酵素，メ デ ィ エ

ー
タ
ーを表

す．

　得 られ た 触媒定常電流の 層数依存性 に つ い て 検討する．

1か ら 3 層で は層 数 に比 例 して 増加 し た が ，6 層以 上 で は

ほ とん ど触 媒 電 流 は 増 加 しな か っ た．Fig．2の サ イ ク リ ッ

ク ボ ル タ モ グ ラ ム （CV ）で は 基質の 枯渇の 影響 は 見 られ

ず，また，溶 液巾 の グ ル コ ース 濃度を 上 げて も触媒 電流 は

増加 しな い こ とか ら ， 膜内の グ ル コ
ー

ス 濃度は酵素の グル

コ
ー

ス に 対 す る ミ カ エ リス 定数 （1．9　n ）“
，li4

）

） に 対 して ト

分高い と考え られ る．

　次 に，酵素
・

メ デ ィ エ
ーター膜 の 層 数 に対 して ， 得られ

た 触媒定常電流 値 （illi”）を プ ロ ッ ト した もの を Fig，3 に

示す．膜厚 （L ） と i］in，の 関係 につ い て，以 下 に述 べ る 反

応層理論 に 基づ き解析 した
ls）”）s），今 回 の ように メ デ ィ エ

ー
タ
ー
濃度 （CM ）が 酵素 の メ デ ィ エ ーターに対す る ミ カ エ

リス 定数 （KM ） よ りも十分 に高 い 条件 ドにお い て は
， 反

応層 の 厚さ （μ）は μ
＝ゆ M6M ／h、。1‘E と表す こ とが で きる．

hc，it，　 CE は そ れ ぞ れ ，酵素 の タ
ー

ン オーバ ー数 ，膜内の 酵

素濃度を表す．DM は酵素膜内で の メ デ ィ エ
ーター

の 物 理

的 な 拡散と電子の ホ ッ ピ ン グ で 決まる 見掛け上 の 拡散係数

で ある ．こ の と き ili［T、と L との 問 に は次 の よ うな関係式が

成 り立 つ
1舮 凶 ．

籖
一仇 曲 ・ 鴫 〕
・ 臨 幽 ・   ・〔LIII

片… ‘・−
　／

1DM
σM 〕

（3 ）

　膜 厚が 非常 に 薄い （L ＜ μ） と きに は，膜内の メ デ ィ エ

ーターの 濃 度 分 極 が 生 じない ．こ の と きの il／”、は，

多11m

　 二2砿 t6EL

FA
（4 ）

と表 さ れ，L に比 例す る．一
方，　 L が μ よ りも十 分 に 大

きい と き，式 （S ） は 次 の よ うに 簡略化 され，illu，は L に

は依存 しな い ．

墾 n 一再蘇 EI鹸 ，

五生

（5 ）

　Fig．3 の デ
ー

タ を こ れ ら式 （s）〜（5 ） を用 い 解析 し た

結果，1 層当た りの 膜厚 （1），k、。，t
・
E ， 及 び DMcM は そ れ ぞ

れ，12 ，m1 ，2．7xlO
−4m

。1 ⊂ln
−3s 一

  1．OxlO
−

’う

m ・ ls
−1

と求 め られ た，

　膜内に 固定化され た酵素 の 反応 速度 定数を 求め る こ とは

困難で ある の で ，反応速度定数が 溶液中 と変わ らず，また

酵素 と メ デ ィ エ
ー

タ
ー

間の 電位 差 で 決 まる と仮 定 し，今 回

用 い た Os 錯体 とほ ぼ 電位が等 し い Os 錯体 （［Os （4，4L
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Fig．4　A ）Time 　dependence 　of 　the　current 　response 　of 　the 　61ayers−modified 　electrode 　in　the
30mM 　MOPS 　bufFer．　Dot 　and 　solid 　culves 　rcpresellt 　the　cxperimental 　rcsult 　and 　regression

cuIve 　based　on 　Eq ．（6 ），respectively ．　Potentia艮was 　stepped 　from　O　to　300　mV ．　B）Current
合・ mO ・1 ・・ 0・「） ・ i・ p ・ n ・ I　A 　w ・・ pl・tt・d ・g・」・・t　t

− 1〆？．　 The ・・lid　li・ e 　i・ th・ ・ ne ・・1… 1・・ed 　bア
Eq．（6 ）with 　thc　D  l　values 　in　the 　text

dimethyl−2，2
卩一bipyridinc＞2 （4methyl−imidazole＞2］

2欄 ＋

，E
°’＝

140mV ）との 反応 速度定数 （800　s
正

）
ig｝

とほ ぼ等 しい と

仮 定 した．得 られ た 妬 匸
6E 値 か ら CE は 3，3 × 10

− 7mol

cm
’

／1
とな る．し た が っ て，先 に得 ら れ た 1値よ り，1層

当た りの 酵素固定化量 は 4 × ］0
−Mmoi

　cm 　
2
と求 め ら れ

る．こ の こ と は，酵素 を直径 お よ そ 10nln の 球体 と見な

し た と きに ，それぞれ の 層の 断面 の お よ そ 10％ を酵素が

占め て い る こ と に 相当す る．サ イ ク リ ッ ク ボ ル タ ン メ ト リ

ー
で 得 られ た メ デ ィ エ

ー
タ ー固 定化 量 と L に よ り，c コ｛ を

L3 × 10
−
4
　mol 　cm

−s
と見積 もる こ とが で き る．した が っ

て ，DM は 8 × 10
−11

　cm2 　s
−1

と な る．　 Os ポ リマ
ー
修飾電極

で 得 られ る DM は 測定条件 や 膜構造 に 大 きく依存す るが ，

lom 〜10
−12cms − 1

の 値 を とる こ とが 知 られ て い る
！o｝．こ

の よ うな低 い 見 掛 け 上 の 拡 散 係数が 得 ら れ た 理 出 と して ，

ポ リ ア ニ オ ン と して κ
一カ ラ ギー

ナ ン を含 ん で お り，架橋

法な どに比べ て 濃度が 低 く電 子移動 しに くい こ と，含 まれ

て い る 酵 素 が膜 内 の Os 錯 体 の 見 掛け上 の 拡散 を妨 げ て い

る こ とな ど が 考 え られ る．

　今回得 られ た 拡散係 数 の 妥当性 を確 か め る ため に，ポ テ

ン シ ャ ル ス テ ッ プ ク ロ ノ ア ン ペ ロ メ トリ
ー

を行い
， 次 に 示

す Co 〔trell 式 に よ り拡散係数 の 算出を行 っ た．

リー
の 結果をFig．4 の panelA に 示す．溶液中に 酸化還 元

物質が 溶解し電 流 が 拡散に よっ て 決め られて い る ときに得

られ る電 流
一
時間曲線と似て い る が，本実験で 得 られ た 電

流
一
時問曲線が 式 （6 ）と完全 に

一
致 し なか っ た ．こ の こ

とは 薄膜内で の 反応 で ある た め に 有限拡散とな っ て い る こ

とが 要 囚 で あ る と考え られ る．そこ で 電位をス テ ッ プ させ

た 0，1秒後 か ら O．5 秒後 ま で の 電解初期段 階 の 電 流 一時 間

曲線 を理 論 式 に フ ィ ッ テ ィ ン グ させ て拡散係数 を求 め た と

こ ろ （Fig，4，　 panel　B），1．2 × 10
−12

　cm2 　s
−1

と な り，触媒

電流 よ り算 出 した値 と ほ ぼ
一

致 し た ．得 られ た拡 散係 数 と

式 （6 ）で フ ィ ッ テ ィ ン グで きた時 間 ｛1．2s （Fig．4，

panel　A ）｝よ り，Nernst の 拡散層 の モ デ ル か ら膜 の 厚さ

（L ＝NiπDt ）を求 め る と，　 L ＝75　nin と求 め られ た．つ ま

り 1 層当た りで は 12．5　nm と な り， 先 の 実 験 結果 と よ く

一致 し，解析方法 の 妥当性を示せ た．

　以 上 の よ うに，酵素 ・メ デ ィエ ーター積 層 修 飾 電 極 に お

ける酵素触媒電流の 膜厚 の 依存性 につ い て，反応 層理 論 に

基 づ い て 解析で きる こ とを初め て 実証 した．また，そ の 検

証 方法 に お い て ，LBL 法 に よ っ て作 製 し た酵 素膜 は，再

現性や安定性の 観点か ら も非常に優 れ て い る こ とが 分か っ

た．

t　 　　 li）M

FA
＝6エ’

柘 （6 ）

　6 層 ま で 修飾 した 電 極 を 用 い ，0 か ら 300mV に 電位を

ス テ ッ プ させ たポ テ ン シ ャ ル ス テ ッ プ ク ロ ノ ア ンペ ロ メ ト

4 結
二』

　触媒電流 は，メ デ ィ エ
ー

タ
ー

の フ ラ ッ ク ス，つ ま り電 極

．
表面 か らの あ る厚 み 内 で の 単位時問当た りの メ デ ィ エ ータ

ー濃度 変化 （mol 　s
−
1cm ！

）で 決まる．そ の 厚 み とい うの

が，酵素 メ デ ィ エ
ー

タ
ー

の 存在す る 領域 の 厚 み と反 応 層 の

N 工工
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厚み の 薄 い ほ うで あ る．した が っ て ，膜厚が 非常 に 薄 い と

きで は，膜 内 の メ デ ィエ ータ ーの 濃度分極 は 生 ま れず，膜

厚 を大 き くす れ ばす る ほ ど触媒電流 は 増える ．膜厚が 反応

層 よ りも厚 くな る と，メ デ ィ エ
ー

タ
ー
濃度分極が 生 じ，電

極表面の 反応 層内で しか 反 応は 進行 し ない ．しか も膜厚 が

大きくな りす ぎる と，膜内で の 基質の 拡散抵抗が大きくな

り，電極表面 近 傍で の 反 応 層 へ 十 分 量 の 基 質 を供 給で きず

に，枯渇現象が 観察 され る可 能 性が あ る．また
， 言い 換 え

る と，実際の 反応 は 電 極 表面 近 傍 の 酵素 しか 反 応 にか か わ

ら ない の で ，膜 の 電 極 表 面 か ら遠 い バ ル ク 側 の 酵素及 び メ

デ ィ エ
ー

タ
ーは無駄 とな り，利用 効率 の 低下 に つ なが る．

　 したが っ て，酵素反 応 速 度 パ ラ メーター，メ デ ィエ
ー

タ

ー
及 び酵素濃度，メ デ ィ エ ーター拡 散係 数 な ど反 応 層 の 厚

み に つ い て の 情報が 分か れ ば，物質輸送や酵素利 用 効率の

上 で の 最適な膜厚 を設計す る こ とが 可 能 と な る．本研 究で

使 用 した 静霓的 な相 互作用 を利用 した 修飾電 極 に 限 らず ，

本 理 論 は幅広 く適応 で きる，今後，本研究で 得 られ た触 媒

電 流 と膜厚の 関係の 知見を基 に よ り高効率 な酵素機 能 電 極

の 設 計 ， 作 製 が 期待 さ れ る．

　 本研究 の 一部 は，関西 エ ネル ギー・リ サ イ クル 科学技術 振興財

団の 援助 に よ る もの で ある ．こ こ に 深 く感謝 IlIし上 げ ます ．
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      Dependence  of  Steady-State Catalytic Current on  the

Thickness  of  an  Enzyme-MediatoFImmobilized  Layer Fabricated by

                    LayerLbyLayer Method

Akio IsHiii, Seiya TsuJiMuRAi and  Kenji KANoi

i

 Division of  Applied  Life Sciences, Graduate School  of  Agriculture, Kyoto  University,

 Sakyo-ku, K}roto-shi, Kyoto  606 - 8502
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Ktashirakawaoiwake-cho,

 The  dependence of  the  bioelectrocatalytic current  on  the  thickness  of  an  enzlime-mediator
modified

 layer thickness  was  investigated, The  layer was  fabricated by an  electrostatic  layer-by-
layer assembl},  method,  Positively charged  en4Jme  (PQC}-dependant glucose dehydrogenase)
and  polymer-bounded  mediator  {Os complex-coordinated  poly(N-vinylimidazole)} are  succes-

sively  entrapped  on  the  electrode  surface  with  negativeiy  charged  polymer (rc-carrageenan).
The  steadiLstate  catalytic  current  value  increased linearly with increasing the layer thickness,  and

reached  the saturated  value,  The  behavior was  successfully  interpreted based on  the theory  of

the  reaction  layer s･vith the  enzymatic  kinetic parameters, the  concentrations  of  the enrvme  and                                                                   '

the mediator,  and  the ditl'usion coethcient  of  the  mediator.

Kaywords  :bioelectrocatalysis;  enzyme-modified  electrode

sor.

; reaction  layer; biofuel cel]; blosen-


