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論 文 内 容 要 旨

第1章 緒言

高分子表面へのタンパク質の非特異的な吸着挙動は,人 工臓器,薬 物伝達 システム,バ イォセシサーな

どへの高分子材料の利用との関連で,こ れまでに活発に研究が行われている。一方,電 極表面へのタンパ

ク質の吸着挙動 は充分 には検討されていない。 しか し,血 液等の生体試料の化学分析を行 う際に;電 気化

学的方法が非常 に有効な手段のひとつであることを考慮すると,電 極表面へのタンパ ク質の吸着挙動を検

討することは重要な課題である。事実,電 極表面へのタンパク質の非特異吸着は,生 体試料の電気分析化

学 において しばしば妨害 となることが報告されている。そ こで,本 研究では血液中に最 も高濃度で存在す

るタンパク質であるアルブミンの各種電極表面への吸着挙動を詳細に検討 した。さらにこれらの電極に適

当な表面化学修飾を施すことにより,ア ルブミンの吸着を抑制 または除去するための方策を検討 した。

第2章 では,サ イクリックボルタンメ トリー(CV)お よび水晶振動子 ミクロバランス(QCM)に より,

金(Au),白 金(Pt)お よびグラッシーカーボン(GC)電 極への血清アルブミンの吸着挙動を,ア ルブ

ミン溶液の濃度 とp艮 および電極電位ρ影響を中心に検討する。第3章 では,Auお よびPt電 極の表面

を4種 の異なる化学構造をもっチオール化合物を成分 とする単分子層で修飾 して,電 極表面の疎水性また

は親水性の程度 と荷電状態を系統的に制御することにより,ア ルブミンの吸着挙動 に対 して電極 の表面物

性がどのような影響を与えるかを検討する。第4章 では,Auお よびPt電 極表面を2一メルカプ トエタン

スルホン酸で化学修飾する方法,お よび種々のジオール化合物を電解酸化することによりGC電 極表面 に

水酸基を固定化する方法,の2法 により電極表面へのアルブミンの非特異吸着を抑制することが可能であ

ることを示す。第5章 では本研究の結論を述べる。

第2章 電極表面への血清 アルブ ミンの吸着挙動 と電極電位の影響

[実験] ,Au,Pt,ま たはGC電 極 を血清 アル ブ ミン溶液 に所定 の時間浸漬 して,電 極 表面 にア ル ブ ミン

を吸着 させた。 この時,ポ テ ンシオスタ ッ トを用 いて電極 電位を任意 の値 に設定 した。 アル ブ ミン処理 の

前後 に各電極 上で2.5mMK、Fe(CN)、 のCVを 測定 して,そ の電流値 の減少 か らアル ブ ミンの吸着 量 を

評価 した。 また,試 料液 中への アル ブ ミンの添加 によ り誘起 され る水晶振動子(Auま た はP七 薄膜 被 覆)

の共振周波数 の減少 か ら,ア ル ブ ミンの吸着速度 と吸着量 をinsituに て定量的 に評価 した。

[結果 と考察]K、Fe(CN)6のCVを 測定 した結果,Au,Pt,GCの いず れの電 極 にお いて も,血 清 ア

ルブ ミンの希薄溶液(0.04%ま た は0.4%,pH7)に 浸漬す るとCVの ピー ク電流 値 は減少 した。 これ は

アルブ ミンが これ らの電極表面 に非特異 的に吸着 したために,Fe(CN)64一/Fe(CN)63一 イオ ンの電極 反

応が妨害 され た ことを示 してい る。電極 に電位 を印加 しない場合 に比較 して,電 極 電 位 を+0.5Vま た は

+1.OVに 設定 した場合 に は吸着 速度が著 しく加速 された。 たとえ ば0.4%ア ル ブ ミン溶液 にPt電 極 を浸

漬 し+0.5Vの 電位 を印加 す ると,約2分 後 にはCVに 酸化 還元電 流が ほとん ど観察 され な くな り,電 極

表面が完全 にアルブ ミンたよ り被覆 される ことが明 らか にな った。 しか し,電 極電位 をOVま た は一〇.5V
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に設定 した場合には吸着の促進は観察 され なか った。アルブ ミンはpH7に おいて負電荷を有す ることを

考慮すると,+0.5Vま たは+1.OVの 電位印加により正に分極 した電極表面 との静電的な吸引力 によ りア

ルブ ミンの吸着が加速されたものと考え られる。さらに,QCM法 による実験結果か らも,電 極電位 の印

加によりアルブ ミンの吸着が加速されることが示された。 しか し,最 終的な吸着量は電位の印加に依存せ

ずほぼ同量であった。また吸着挙動のpH依 存性を検討 したところ,ア ルブ ミンの等電点 に近 いpH5に

おいて吸着が最 も著 しいことが判明 した。 さらに,ア ルブ ミンの溶液濃度が高い場合に吸着は促進された。

電極表面 に吸着 したアルブミンは,緩 衝液で洗浄 して も表面か ら脱着 しないことが,CVの 測定結果 よ

り明 らかになった。一晩緩衝液中で洗浄すると,CVの 電流値 はさらに減少 したことか ら,電 極表面 でア

ルブミン分子が変性 していることが示唆された。また,電 極への吸着の初期段階で電極電位を連続的に変

化 させると,吸 着 したアルブミンの一部は脱着することが,QCMに よる結果か ら判明 した。 これ らの結

果 より,吸 着初期過程ではアルブミンの可逆的な吸着過程 と非可逆的な吸着過程の両方が存在す るものと

推定 される。アルブ ミンが楕円体の分子形状であることを考慮すると,電 極表面でのアルブ ミンの分子配

向に依存 して吸着 の可逆性が決定 されるものと推定 される。

電極を血清 に浸漬 した場合にも,血 清 ダンパク質が電極表面に吸着することが明 らかになった。したがっ

て血清を測定試料として電気分析を実施するときには,電 極表面へのタンパク質の吸着を充分に考慮する

ことが必要である。

第3章 疎水性 と極性が 異なるチオール単分子膜修 飾電極 への血清 アル ブ ミンの吸着挙動

[実験]Au電 極 をエチ!レメルカプタ ン(EM,HSCH2CH3),メ ルカプ トエ タノール(ME,HSCH2CH

20H),2一 ア ミノエ タンチオール(AET,HSCH2CH2NH2)お よ びチ オ グ』リコール酸(TGA,HSCH2

COOH)の エ タノール溶液(10mM》 に室温 にて4時 間浸 漬す ることに よ り,4種 のチオール単分子 膜修

飾電極 を得 た。・CVお よびQCMの 測定 は第2章 と同様 に行 った。

[結果 と考察]調 製 した チオール単分子膜修飾電極 の表面 は,pH7付 近 で はEMは 疎 水 性,MEは 親 水

性,AETは 正 に帯電,.お ホびTGAは 負 に帯電 している もの と考 え られ る。 これ ら4種 類 の電 極表 面 へ

のアル ブ ミンの吸着挙動 をQCMお よびCvに よ り検討 した。pH7の 緩 衝液 中 で0.01%の アル ブ ミン溶

液 か らの電極 への吸着量 は,多 い順 にEM>AET>ME>TGAで あ った。 この結 果 は,ア ル ブ ミンは疎

水性表面 に最 も吸着 し易 く,ま た正 に帯電 した表面 にもよ く吸着 す ることを示 して いる。逆 に,親 水性表

面 には吸着 しに くく,負 電荷 を もっ表面 に対 す る吸着 は抑 制 され る。EM単 分子膜修飾電極 への吸着が,

AET修 飾電極へ の吸着量 よ り多 いことか ら,吸 着 の第一 の駆動力 は疎水性相互作 用 で あ り,静 電気 力 は

二次 的に作用 してい るもの と考 え られ る。 また,MEお よびAET単:分 子 膜表 面 へ の アル ブ ミン吸 着 の

pH依 存性を検討 したと ころ,い ずれ もpH3お よびpH7に 比較 す るとpH5に おいせ 吸着 が最 も促進 され

た。 これは,第2章 で検討 した未修飾電極上 の吸着挙動 と一致 す る。
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第4章 電極表面 の化学修飾 による血清 タ ンパク質 の吸着抑制

[実験]2一 メルカプ トエ タンスルホ ン酸(2-MS)に よ るAuお よびPt電 極 の修 飾 は,第3章 で述べ た チ

オール単分子膜修飾電極 の調製 と同様 に して行 った。GC電 極の修飾 は,少 量 の硫酸 を含有す る ジオ ール

中で電極 電位を0一+2vの 範囲 で5回 走 引する ことによ り行 った。QCMお よ びcvの 測 定 は前章 と同

様 に行 った。

[結果 と考察]2-MS修 飾電極 への アル ブ ミン吸着 挙動をQCMお よびCVに よ り検 討 した結 果,2-MS

で修飾 す ることによ り吸着が著 しく抑制 される ことが明 らか にな った。す なわち,4%ア ル ブ ミン溶液 中

で未修 飾Au電 極 に吸着す るアル ブ ミンは288ng/c㎡ であ った が,2-MS修 飾 後 は40ng/c㎡ 以下 に減 少 す

ることがQCMの 結 果 よ り示 され た。 また同条件 にて,ア ルブ ミン吸着後 のCVの 電流減少量 は僅 かであ

り,電 流測定 に ほとん ど影 響を与 え ない ことが判明 した。2-MSで 修飾 す ることにより,電 極 表面 が 親水

的で負電荷 を有 す ることが吸着抑 制 の原因で あると考え られ る。

次 に,ジ オール修 飾GC電 極 の アルブ ミン吸着挙動をCVに よ り検討 した。その結果,エ チ レング リコー

ル,ジ エチ レング リコール,1,2一 プロパ ンジオール,お よび1,3一プ ロパ ンジオ ールで修飾 す ると,0.4%ア

ルブ ミン処理後 のCVに おけ る電 流減少 を4～7%程 度 に抑 制す る ことがで ぎた。 また,こ れ らの修 飾

GC電 極 は,血 清 中に浸漬 して も表面 への タンパ ク質 の吸着 を ほぼ抑制 で きることが判 明 した。 電 極 表面

には固定化 された ジオールの水酸 基が存在 し,親 水性 表面 にな って いることが タンパ ク質吸着 を抑制す る

たあに有効 に機能 してい るもの と考 え られ る。

第5章 結論 、

Au,Pt,お よびGC電 極表面にはアルブミンや血清成分が不可逆的かつ非特異的に吸着 し,CV等 の

電気化学測定を妨害する。吸着挙動 は,溶 液のpHと 濃度,電 極表面の疎水性と荷電状態,お よび電極電

位により著 しい影響を受ける。電極表面へのアルブミンの吸着が促進される条件は,pH5,高 濃度溶液,

疎水性表面,正 に帯電 した表面,お よび正の電極電位の印加,で あることが明 らかになった。

これ らの非特異吸着を抑制するためには,電 極表面を負電荷をもっ親水的な分子で化学修飾することが

有効であることが示された。
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審 査 結 果 の 要 旨

血液などの生体試料の迅速測定で脚光を浴びているバイオセ ンサーでは,そ の電極表面へのタンパク質

の非特異的吸着はしば しばセ ンシングで妨害を与える。本論文では,血 液中に最 も高濃度で存在するタン

パク質であるアルブミンの各種電極表面への吸着挙動を詳細に検討 し,さ らに電極表面に適当な化学修飾

を施すことにより,ア ルブミンの吸着を抑制または除去するための方策を論 じたもので,5章 よ り構成さ

れる。

まずAu,Pt,グ ラッシーカーボン(GC)を 血清アルブミン溶液に浸漬 してアルブ ミンを吸着 させ た

後,2.5mMK、Fe(CN),の サイク リックボルタンメ トリー(CV)の 電流減少および水晶振動子 ミクロバ

ランス(QCM)の 共振周波数の減少か ら,ア ルブミンの吸着量および吸着速度をinsituで 定量的に検

討 した。使用 したすべての電極にアルブ ミンは非可逆的に特異吸着 し,吸 着初期には可逆的および非可逆

的吸着過程の両方が存在 した。最終吸着量はアルブミンの等電点に近いpH5で 最大 とな り,ま たアルブ

ミン濃度に依存 した。電位負荷まだは無負荷の実験などからアルブ ミンの吸着速度は静電的吸引力に依存

することが明 らかになった。血清タンパク質の試料に対 しても同様な結果となった。

次に,Au表 面 に疎水性 と極性が異なる4種 のチオール化合物の単分子膜を被覆 し,血 清 アル ブミンの

吸着挙動をCVお よびQCMの 測定により検討 した。 この結果は,ア ルブ ミンは疎水性表面に最 も吸着 し

やす く,ま た正に帯電 した表面にもよく吸着 し,逆 に親水性表面には吸着 しにくく,負 電荷を持っ表面へ

の吸着は抑制されることを明 らかにしだ。また吸着の第一の駆動力は疎水性相互作用であり,静 電的引力

は二次的に作用することも考察 している。

上記結果に基づき,Auお よびPt表 面への2一メルカプ トエタンスルホン酸の修飾を自己組織化法によ

り行い,ア ルブ ミンの吸着挙動を同様1『検討 した。4%ア ルブ ミン溶液中で未峰飾Au電 極 に吸着するア

ルブ ミンは288ng/c㎡ であったが,修 飾電極では40ng/c㎡ 以下に減少 し,電 極表面が親水的で負電荷 を有

することが吸着抑制に有効であることを明らかにした。

さらに少量の硫酸を含むエチレング リコールなどのジオール類を0～2.OV一 の電位範囲で5回 走引 して

吸看させたGC電 極はアルブ §ンの吸着量を93～96%減 少でき,血 清中のタンパ ク質 た対 して も同様の

抑制効果を認あた。電極表面に固定されたジオールの水酸基の親水性表面がタンパク質吸着の抑制に同様

に機能 しているものと説明 している。

以上のように,数 種の電極に対するアルブ ミンまたは血清 タンパ ク質の吸着速度ないしは吸着量を測定

し,電 極への化学修飾による表面状態の解析か ら非特異吸着を抑制する方法を確立 した。よって本論文は

博士(薬 学)の 学位論文として合格 と認める。
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