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論 文 内 容 要 旨

近年,高 分子電解質の静電的相互作用を利用 した新しい薄膜調製法が検討 されてお り,高 分子交互累

積膜法 と呼ばれている。この方法は金属等の固体基板を正または負に荷電 した高分子電解質の水溶液に

交互に浸漬 して,任 意の層数からなる累積膜を作製する方法である。ポ リカチオンとしてはポ リア リル

ア ミン(PAH),ポ リエチレンイミン(PEI),ポ リジアリルジメチルアンモニウムクロライ ド(PDDA),

またポ リアニオンとしてはポ リビニル硫酸(PVS),ポ リスチ レンスルホン酸(PSS),ポ リアクリル酸(PAA)

などが汎用 されている。この方法では,特 殊な装置を用いることな く常温常圧で水溶液から累積膜を作

製す ることができるので,バ イオセンサー感応膜や選択透過膜への応用が期待されている。本研究では,

交互累積膜法により電極表面へ高分子薄膜を調製 して,ア スコル ビン酸や尿酸に対する透過性およびバ

イオセ ンサーへの応用に関して検討 した。

第2章 では,ア スコル ビン酸 と尿酸に対する高分子交互累積膜の透過性について検討 した。これ らの

物質はいずれも電気化学的活物質であ り,電 気化学バイオセンサーによる測定に著 しい妨害を及ぼすこ

とが知 られている。特に,過 酸化水素検出型バイオセ ンサーに対 して著 しい妨害を与えるので,妨 害除

去のための改善が必要である。これ らの物質は電極表面で直接酸化 されて妨害電流を与えるので,こ の

妨害 を排除するためには透過制限膜で電極表面を被覆 して,こ れ らの物質が電極表面に接触することを

防ぐ方法が有効である。そこで本研究では金電極上に交互累積膜 を形成 し,サ イクリックボルタンメ ト

リーにおける電極の応答挙動か らアスコルビン酸と尿酸に対する交互累積膜の透過性を考察 した。

電極には,ア ル ミナによる研磨 と希硫酸中での電解研磨を施 して表面を清浄化 した金電極を用いた。

洗浄後,金 電極 をア ミノエタンチオール(AET)ま たはメルカプ トプロパ ンスルホン酸(MPS)水 溶液(5

mM)に 浸漬 して,電 極表面にAETあ るいはMPSか らなる単分子層を導入 した。MPSお よびAET修 飾

電極を用いてサイ クリックボル タンメ トリーを行ったところ,負 に帯電 しているMPS単 分子層はアスコ

ル ビン酸 と尿酸に対して低い透過性を示した。一方,正 に帯電 しているABT単 分子層はアスコルビン酸

と尿酸に対 して高い透過性を示 し,酸 化電位は負側にシフ トした・アスコルビン酸 と尿酸はともに試料

液中でアニオンになっているため,電 極表面の単分子膜の電荷の正:負によってそれぞれ静電的引力また

は斥力を受けるためと考えられ る。

次に,電 極 をPAHとPVS水 溶液に交互に浸漬 して,MPS単 分子層上にPAHとPVSか ら構成 され る

交互累積膜を被覆 した。この累積膜修飾電極のアスコル ビン酸 と尿酸に対する応答を検討したところ,

累積膜層数が増大するにつれて累積膜表面の電荷の正負に無関係に尿酸の透過性は低下することが明ら

かになった。一方,ア スコルビン酸の透過性も抑制 されたものの,最 外層が正電荷を有するPAHの 時に

は抑制効果は顕著ではなかった。従 って,尿 酸の透過抑制は主に分子ふるい効果によるもので,ア スコ

ル ビン酸の透過抑制は分子ふ るい効果だけでなく静電的効果も関与していると考えられる。また,AET

単分子膜修飾電極に関 しても同様の検討を行った。その結果,尿 酸の酸化電流はほぼ完全に抑制 される

が,ア スコル ビン酸の酸化電流は完全には抑制 されないことがわかった。以上の結果か ら,金 電極表面
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をPAHとPVSで 構成 され る交互 累積膜で被覆す る と,ア ス コル ビン酸 と尿酸 に影響 を受 けな い過酸 化

水素検 出型バイ オセ ンサーが作製 可能 である ことが示唆 され た。

第3章 ではPAH!PVS交 互累積膜 のバイオセ ンサーへの適用について さらに検討す るために,交 互累積

膜法 に よ り作製 した過 酸化水素選択透過膜 と酵素累積膜 を組 合せ,キ サ ンチ ンセ ンサー と乳酸 セ ンサー

を作製 した。 白金デ ィス ク電極 にキサ ンチ ンオキ シダー ゼ(XOx)あ るい は乳酸オ キシダーゼ(LOx)

を累積 固定化 して,そ れぞれ キサ ンチ ンセ ンサーお よび乳酸セ ンサー とした。

キサ ンチ ンセ ンサーは(n田 ノPVS)2累 積膜 の表面 にXOx(0.1mglmL)とPDDA(2mg/mL)を 交互 に

被覆す る ことに よ り作製 した。 キサ ンチ ンの測 定には リン酸緩衝液(100mM,pH75)を 用い,酵 素反

応で生成 す る過酸化水 素 を+600mVvs.Ag1AgC1で 酸化 した時の電流 を記録 した。 キサ ンチ ンに対す る

応答電 流 はXOxの 層数 が多 くな るに従 い増大 した。 この こ とか ら,XOxの 活 性 を保持 した まま交互累

積膜法 に よって 白金電 極上 に累積 固定化 で きるこ とがわかった。キサ ンチ ンに対す る応答範 囲は1σ7M

～3×10冊4Mで あった。 また,こ のセ ンサー は尿酸(0」mM)に 対 して ほ とん ど応答 しない こ とが明 ら

か にな った。 これ は,(PAHIPVS)2膜 は過 酸化水 素選 択透過膜 と して機能 し,XOxを 修 飾 した後 で もそ

の性 質 を保持 してい るこ とを示 してい る。 このキサ ンチ ンセ ンサー のキサ ンチンに対す る応 答性 は,セ

ンサ ー作 製後10日 間は急激 に減 少 を続 け応答 電流 は作製 直後 の10%に まで低 下 した。そ の後 も徐 々に

応答性 の減少 は続 いたが約30日 間の測定が可能 で あった。

同様 に して,LOxを(PAHIPVS)2累 積膜 上に固定化 して乳酸 セ ンサーを作製 した。す なわ ち,LOx(0.l

mglmL)をPAH(2mglmL)と ともに(PAHIPVS)2膜 上に累積 固定化 した。乳酸 の測定 は リン酸緩衝液(100

mM,pH6.8)中 で行 い,酵 素反応 に よ り生成 した過 酸化水素の酸化 電流を記録 した。そ の結果,応 答電

流 はLOxの 層数 に依存 して増大す ることがわか った。乳酸に対す る応答範 囲は10-6M～10-2Mで あった。

また,ア ス コル ビン酸(0」mM)と 尿酸(0,1mM)に 対 してはほ とん ど応答 しなかった。 この よ うに,

交互 累積 膜法 で調製 した過酸化水 素選 択透過膜 はバイ オセ ンサーの妨害除去膜 として広範 に応用可能 で

あるこ とが示 された。

第4章 で は,負 電 荷 を有す る多糖類 を用いて作製 した交互累積膜で金電極表面 を被覆 して,多 糖累積

膜 の フェ リシア ン酸イオ ンに対す る透 過性 を評価す る とともに膜 中へ のフェ リシア ン酸 イ オンの固定化

について 検討 した。交互 累積 膜 の作 製 には,ポ リカチ オ ン としてPAH(0.5mglmL)を 用 い,多 糖類 に

はカル ボキ シメチルセル ロー ス(CMC,0.5mglmL)ま たはアル ギン酸(AGA,0.5mglmL)を 使 用 した。

水 晶振動子 ミク ロバ ランス法 に よる測定 か ら,こ れ らの累積 膜 は累積層数 が増大す るにつれて,1回 の

累積操作 で吸着す るCMCま たはAGAの 量 が しだ いに増大す るこ とが明 らかになった。一般 に,こ の よ

うな累積挙動 を示す交互 累積膜 は膜 内で の高 分子鎖 の充填状態 が密 ではな く,多 孔性に富ん でいる こと

が報告 され てお り,PAHICMCお よびPAHIAGA累 積 膜 も物 質透過性 が高 い こ とが示唆 された。 次に,

PAHICMCお よびPAHIAGA累 積膜 をMPS単 分子層修飾金電極 に被覆 してサイ ク リックボル タンメ トリー

に よ りフェ リシア ン酸イ オ ンの透過性 を評価 した。PAHICMCお よびPAHIAGA累 積 膜被覆電極 はlmM

フ ェ リシ アン酸イ オ ン溶液 中で0.2V～0.3Vに ほぼ可逆なサイ ク リックボル タモグラム(CV)を 示 した。
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この電気化学応答は累積膜の表面にPAHが ある場合もCMCま たはAGAが あるときもほぼ同様 に観察

された。すなわち,累 積膜表面の電荷の正負に依存 しないことが判明 した。これは,PVSやPSSな どを

用いた交互累積膜には見 られない多糖累積膜に独 自の挙動であり,多 糖累積膜が多孔性に富むことが原

因と考えられ る。

さらに,PAHICMCお よびPAHIAGA累 積膜修飾電極の累積膜内へのフェリシアン酸イオンの固定化を

検討 した。修飾電極 をフェリシアン酸イオン溶液に浸 した後,緩 衝液で十分に洗浄 してフェリシアン酸

イオンを含まない緩衝液中でCVを 測定すると,0.3Vよ り高電位側に表面吸着に起因すると考えられる

酸化還元波が観察された。 このCVの 酸化還元 ピーク電流値は累積膜が厚い場合によ り大きい値 を示 し

たことか らも,累 積膜へ固定化 されたフェリシアン酸イオンに起因するものであることが支持された。

このフェリシアン酸イオン固定化電極 は,溶液中のアスコルビン酸を酸化す るための良好な電気触媒(電

子メディエーター)と して機能することも確認 した。
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審 査 結 果 の 要 旨

本論文では,は じめに高分子交互累積膜のアスコルビン酸 と尿酸に対する透過性が検討 された。金

電極表面にポ リア リルアミンとポ リビニル硫酸から構成される・交互累積膜を被覆す ると電気化学応答が

著 しく抑制 されたことから,こ の交互累積膜はアスコル ビン酸 と尿酸の透過を阻止す ることが明 らかに

なった。この透過制御は,交 互累積膜の細孔をこれ らの物質が透過できないことによることが示唆 され

た。以上の結果は,ポ リアリルア ミンとポリビニル硫酸か ら構成 される交互累積膜を被覆 した電極は,

血液などの試料を測定対象 とするバイオセンサーへ利用できることを示唆 している。

次に,ポ リア リルアミンとポ リビニル硫酸から構成される交互累積膜 を被覆 した電極 とキサ ンチンオ

キシダーゼおよび乳酸オキシダーゼを組み合わせて,キ サンチンおよび乳酸を測定するためのバイオセ

ンサーを作製し,応 答特性 を評価 した。キサンチンオキシダーゼの触媒反応では尿酸が生成 されて測定

を妨害するが,こ の交互累積膜で被覆 した電極を用いると尿酸は透過阻害 を受けるためキサンチン濃度

を正確に測定することが可能であった。また,乳 酸センサーでは試料液中のアスコルビン酸や尿酸の妨

害を受けずに乳酸濃度 を正確に測定することができた。以上よ り,バ イオセンサーを作製する上でポ リ

ア リルア ミンとポリビニル硫酸から構成 される交互累積膜を被覆 した電極の有用性が示された。

さらに,高 分子交互累積膜被覆電極への電子メディエーターの固定化を検討 した。すなわち,カ ルボ

キシメチルセル ロースとポ リアリルアミンから構成 される交互累積膜 を金電極表面に被覆 して,サ イク

リックボル タンメ トリーによりフェリシアン酸イオンの応答性を検討 し,こ のイオンの交互累積膜内へ

の固定化を評価 した。その結果,交 互累積膜の表面電荷の正負に関わらずフェリシアン酸イオンは膜内

へ拡散することができ,拡 散支配に基づ くボルタモグラムを与えた。これは,カ ルボキシメ・チルセル ロー

ス累積膜が多孔性であることによるものと推定 される。ポリアクリル酸な どの従来から汎用 されている

ビニルポ リマーで作製 した累積膜では,イ オンの拡散は膜の表面電荷に著 しく依存することが知 られて

お り,多 糖 を材料 とした際の違いが明らかになった。また,フ ェリシアン酸イオンはカルボキシメチル

セル ロースとポ リアリルア ミンから構成 される交互累積膜に固定化されることが明らかになった。膜内

に固定化 されたフェ リシアン酸イオンは,表 面固定 された酸化還元種によるボルタモグラムを示 した。

固定化 されたフェリシアン酸イオンによるアスコル ビン酸に対す る電気触媒反応を検討したところ良好

な触媒活性を示 し,バ イオセンサーへの応用可能性が示唆された。

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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