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 微小電極型酵素センサのプロトタイプとしてグルコースセンサを試作した。回路基板用の製版フィルムをマスクと

して用い、リフトオフ法により金電極をガラス基板に形成させたところ、35μｍ程度の線幅を持つ櫛形電極が作製で

きた。グルコースオキシダーゼをグルタルアルデヒドとの架橋反応により櫛形金電極に固定し、タレビンから試料溶

液を電極上に滴下したときの応答特性を評価したところ、３分程度経過したところで、試料溶液濃度に対して正の相

関を持つ応答特性が現れることがわかった。 

 

 

 

１．はじめに 

 近年、急速に発展しつつある生命科学は新たな主要

産業へ発展していく可能性を秘めており、生命科学と

エレクトロニクスの融合を図るバイオエレクトロニク

スに対しても、多くの関心が寄せられるようになって

いる。特に、酵素や免疫系の持つ高度な分子識別能力

を応用するバイオセンサは、バイオエレクトロニクス

の中でも期待されている技術の一つであり、センサの

信号変換方式や伝達系の改良、新規の酵素を用いたセ

ンサの開発等が盛んに行われてきた。最近では、①撹

拌を行うことなく定常もしくは準定常電流での測定が

可能であること、②電極反応電流と無関係な充電電流

を小さくできること等の理由から、微小電極を用いた

バイオセンサに注目が集まりつつある１）。そこで本研

究では、微小電極による酵素センサを試作し、得られ

たセンサの特性評価を行った。 

 

２．実験方法 

２ ． １ 作製方法 

 微小電極は、リフトオフ法によりガラス基板上に形

成させた。電極用薄膜の形成では、ＳＥＭ試料調整用

の簡易なスパッタ装置を用い、装置の都合上、電極材

料は金とし、金とガラスとの間にはクロム等の接着層

は設けなかった。電極の基板への付着力改善法として、

あらかじめガラス基板を表面粗さ Ra＝0.5μｍ程度ま

で粗面化する方法を用いた２）。パターン製作用マスク 

 

 *1 機械電子部 *2 現)（財）科学技術交流財団 

は、回路基板用の製版フィルムを用いて作製し、また、

レジストはHPR1183（富士フイルム）を使用した。 

 酵素は、次式の反応を触媒するグルコースオキシダ

ーゼ（EC1.1.3.4、和光純薬：Aspergillus niger 由来、

以下 GOD）を用いた。 

 

β-D-Glucose＋O２→D-Glucono-δ-lactone＋H２O２ … (1) 

 

また、微小電極上への酵素の固定化は、牛血清アルブ

ミン（和光純薬：和光一級、以下 BSA）とグルタルア

ルデヒド（和光純薬：生化学用70wt%、以下 GA）を用

いた架橋法により行った。具体的には、GOD 溶液（0.1M、

pH6.1 リン酸緩衝液中の GOD 濃度が 4,000U/mL になる

ように調整したもの）３μL と BSA溶液（0.1M、pH7.5

リン酸緩衝液中のBSA濃度が110mg/mLになるように調

整したもの）30μL、GA 溶液（0.1M、pH7.5 リン酸緩衝

液中のGA 濃度が７wt％になるように調整したもの）４

μLを十分に混合し、その混合液 4.5μL（GOD：1.46U）

を基板上に固定した。基板が粗面化されているため、

酵素膜の基板への付着は良好であり、センサの特性評

価中に酵素膜の剥離は一切なかった。 

２ ． ２ 評価方法 

 微小電極及び酵素センサの評価には、0.1M 塩化カリ

ウムを含むリン酸緩衝液（0.1M、pH7.5）に、過酸化水

素またはグルコースを所定の量溶かしたものを用いた。

微小電極の評価では、試料溶液を入れたビーカに電極

を浸し、スタラーにより一定レベルで撹拌しながら測

定した（図１ (a)）。酵素センサの評価では、タレビン
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から試料溶液を酵素膜上に２滴垂らし、その応答特性

を測定した（図１ (b)）。なお、試料溶液１滴当たりの

質量は53.5±3.8ｍg であり、その分布はきれいな正規 

分布であった（図２）。微小電極の評価は、ビーカとス

タラーを低温恒温水槽に設置することにより、また、

酵素センサの評価は作製したセンサホルダ（写真１）

と温度コントローラ（図３）を用いることにより、温

度を 35℃に保った状態で行った。微小電極及び酵素セ

ンサの電流応答特性はディジタルエレクトロメータ

（アドバンテスト製TR8652）を用いて測定し、酵素セ

ンサの特性評価ではノイズ除去のため、ディジタルフ 

 

(a) 微小電極の測定系 

(b) 酵素センサの測定系 

図１  測定系 

 

図２  タレビン１滴当たりの質量分布 

 

写 真 １ センサホルダ 

 

図３  ＰＩ温度コントローラ 

 

(a) フィルタのインパルス応答 

 

(b) フィルタの伝達関数 

図４  ディジタルフィルタ（fc=1/12 Hz） 

 

 

ィルタも挿入した。ディジタルフィルタは、位相が周

波数と関係なく一定になるように、最小自乗設計法に

より設計した３）（図４）。 

 

３．実験結果及び考察  

 写真２に今回試作した微小電極を、また、図５にそ

の電気的特性を示す。回路基板用製版フィルムをマス

クとして用いる本方法では、最小線幅 35μｍ程度まで

作製可能であった。 

 電気的特性において電極のアノード及びカソードで 
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写 真 ２ 櫛形微小電極 

(a) 微小電極の電圧電流特性 

 

(b) 電極電流の過酸化水素濃度依存性 

（印加電圧:0.7V） 

図５  微小電極の電気的特性 

 

)2(22)()( 222 L−+ ++→ eHaqOaqOH  

)3()(22)(
2
1

22 LlOHeHaqO →++ −+  

の反応が起きているとした場合の電流の流れ始める電

圧を見積もると次のようになる。但し、(2)、(3)式の

括弧内の aq は、その物質が水溶液中に存在し 

ていることを表し、 l は液体状態にあることを表して

いる。標準生成エンタルピーを )(0 TH f∆ 、標準エント

ロピーを )(0 TS 、標準生成ギブスエネルギーを

)(0 TG f∆ 、標準溶解ギブスエネルギーを )(0 TGsol∆ として、

(4)～(8)式の近似を用いる。 

)4()298()308( 00 LKHKH ff ∆=∆  

)5()298()308( 00 LKSKS ∆=∆  

)6()298(308)298()308( 000 LKSKHKG fff ∆×−∆=∆

)7()298()308( 00 LKGKG solsol ∆=∆  
 

ここで、 )(0 TS f∆ は反応に伴う標準生成エントロピーで

ある。表 １の値を用いて計算すると、電極反応におけ

るギブスの自由エネルギー変化は80.9kJ/mol であり、

これはeV 換算で 0.84eV となる。従って、反応に伴う

ギブスの自由エネルギー変化は電極電圧で0.42V に相

当することになり、それ以上の電圧で電流が流れ得る

ことになる。本実験でも 0.5Ｖ前後から急激に電流が

流れ始め、その値が過酸化水素濃度の増加に伴って単

調に増加することから、観測された電流が過酸化水素

の分解反応に伴うものであることがわかる。 

 

表１  反応に関わる物質の熱力学的な諸量４） 

（）内の g 、 l はそれぞれ気体、液体を表す。 

物 質 

 

1

0 )298(
−

∆
molkJ

KH f

 

 

11

0 )298(
−− molKJ

KS

 

 

1

0 )298(
−

∆
molkJ

KG sol

 

)(2 gH  0 130.575 18 

)(2 lOH  -285.83 69.91 － 

)(22 lOH  -187.78 109.6 -28.5 

)(2 gO  0 205.029 16 

 

 電流の増加する割合は、高濃度側において、やや飽

和傾向を示す結果になった。一般に、電極表面での反

応が十分速い場合、十分に撹拌していても電極近傍の

一定領域では拡散のみによって物質の移動が行われる

こと、また、拡散方程式は線形方程式であることを考

慮すれば、電流値は過酸化水素濃度に比例するはずで

ある。従って、本実験で電流に飽和傾向が現れた原因

として、電極表面上での反応速度が十分でなかったこ

とが考えられる。 

 微小電極の櫛形部分に GOD を固定し、残りの部分を

エポキシ樹脂で覆った酵素センサと、そのグルコース

溶液に対する応答特性を写 真 ３及び図６に示す。試料

溶液滴下後３分程度で、電流値とグルコース濃度が単

調増加の関係になったが、実験時間内に定常電流は観

測できなかった。これは、電極材料の触媒能の問題に

加えて、電極のサイズが微小電極の特性を引き出せる

と考えられている値（数十μm 程度５））と同程度であ

り、微小化の効果が顕著に現れにくい状況になってい

たためであると思われる。 
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写 真 ３ 酵素センサ 

 

 

(a) 試料溶液滴下後の電流変化 

 

(b) 電流増加量の過酸化水素濃度依存性 

（試料溶液滴下して３分後） 

図６  酵素センサの応答特性（印加電圧：0.7V） 

 

４．まとめ 

 本研究では、新規酵素によるバイオセンサ作製の前

段階として、GOD による酵素センサを試作し、その特

性評価を行った。今回は実験に用いることのできる電

極材料に制限があったため、問題点の原因を断定する

に至らなかったが、今後は電極材料の変更や作製方法

の改良について検討していく予定である。また、酵素

膜の膜厚が応答特性に与える影響や、マイコン等によ

る実測値からの推定方法についても検討していく予定

である。 
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