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研究成果の概要：正に帯電するカチオン性長鎖アルキル分子を鉄シアノ塩であるプルシアンブ

ルー水溶液上に展開し、その水面上単分子膜を基板上に累積するとナノサイズのプルシアンブ

ルークラスターを含む超薄膜が得られる。この有機-無機ハイブリッド超薄膜は高精度なバイオ

センサの構成材料として非常に有望であることが分かった。すなわち、様々な酸化酵素を薄膜

内に導入することにより、非常に低い印加電圧で動作する各種バイオセンサを作り出すことが

できる。 
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 直接経費 間接経費 合 計 
2006 年度 1,500,000 0 1,500,000 

2007 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 

2008 年度 500,000 150,000 650,000 

年度  

  年度  

総 計 3,300,000 540,000 3,840,000 

 
 
研究分野：応用物理 
科研費の分科・細目：応用物理学・結晶物性 
キーワード：有機-無機ハイブリッド、バイオセンサー、ラングミュア・ブロジェット膜 
 
１．研究開始当初の背景 
 アンペロメトリー型のバイオセンサーは、
扱いやすい電流値の形でシグナルを取り出
せることから、最も実用化が進んでいるバイ
オセンサーである。これまでに、酵素の酸化
還元反応を補助するメディエータを導入し
て印加電圧を低下させ、試料内の溶存酸素や
侠雑物質を排除する工夫や、導電性ポリマー
の網目構造に酵素を閉じ込めて固定化を行
うなど、特性向上の様々な試みがなされてい

る。 
 最近、無機物であるプルシアンブルー（PB）
が、その触媒作用によって H2O2還元反応を促
進する点に注目した、新しい有機‐無機複合
系によるアンペロメトリー型酵素センサー
の開発が行われている。ここで PB は、酵素
－基質反応によって生成する H2O2に対し、ゼ
ロ電位付近（0 V vs. Ag/AgCl)においてこれ
を 2OH－へと変換する反応を引き起こし、測定
系に電流を生じさせる。そのためこのセンサ
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ーでは、結果的に印加電圧ゼロ付近において
測定が可能であり、侠雑物質の影響をほぼ完
璧に排除することが可能である。 

一方、我々がこれまでに研究を行ってきた
ラングミュア・ブロジェット（LB）膜の研究
分野では、水面上におけるカチオン性長鎖ア
ルキル分子と可溶性 PB の反応を利用した、
PB ナノ結晶を含む LB 膜の作成法が最近見出
された。すなわち、カチオン性長鎖アルキル
分子を PB 水溶液上に展開すると、水面上で
両者の間で反応が進行し、これを基板上に累
積するとナノサイズ(~100 nm)の PB 微結晶層
がサンドイッチされたヘテロ膜構造が得ら
れる。 
 もしもこのような PB ナノ結晶を含むヘテ
ロ LB 膜に酵素の導入が可能ならば、ナノサ
イズ表面での高触媒活性が期待できること
から、理想的な有機‐無機複合デバイスが作
製できると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究は上記のような観点から、代表的な
酸化酵素であるグルコース酸化酵素（GOx）
およびコレステロール酸化酵素(ChOx)を取
り上げ、これを上記 PB ヘテロ LB 膜内に固定
化することで新規な超薄膜グルコースセン
サーおよびコレステロールセンサーを開発
することを目的としている。具体的には、セ
ンサー特性の最適化を目指し、次の項目につ
いて明らかにしていく。(1) 超薄膜バイオセ
ンサーの諸特性を明らかにする。(2)下層液
のPB濃度やpHをコントロールすることでPB
ナノ結晶のサイズや酵素の吸着密度を変え、
デバイス作成に最適な条件を探る。(3) 電極
材料として導電性 LB 膜を使用することで応
答電流密度を上昇させる。 
 
３．研究の方法 
(1) 試料作成 
 PB 水溶液(1x10-5 mol/L)表面上に陽イオン
性 長 鎖 ア ル キ ル 分 子 Octadecyl 
-trimethylammonium bromide (ODTA)を展開
し、この水面上単分子膜を LB 法により Au/Cr
電極パターンを形成したガラス基板上に 6分
子層成膜した（以下、ODTA/PB 試料と呼ぶ）。
この LB 膜を酵素水溶液中に浸漬することに
より酵素を膜中に固定化した(以下、
ODTA/PB/酵素試料と呼ぶ）。固定化溶液の pH
は HCl, KHCO3, KOH によりコントロールを行
い、pH 依存性を評価した。導電性 LB 膜は
BEDO-TTF とステアリン酸から構成される LB
膜を用いた。本 LB 膜は最も高い電気伝導特
性を示す LB 膜の一つであり、110K 以上で金
属的な電気伝導特性を示す。 
(2) 試料評価 
 膜の積層構造は X 線回折により評価した。
PB 吸着状態は透過電子顕微鏡により調べた。

酵素の固定化量は赤外反射吸収法により評
価した。バイオセンサ特性は三電極系を用い
たアンペロメトリー計測により評価した（リ
ン酸バッファー溶液中、基準電極:Ag/AgCl, 
対電極:Pt ワイヤーを使用)。 
 
４．研究成果 
 ODTA/PB LB 膜中には直径 10-20nm の PB ナノ
クラスターが多数吸着していることが透過
電子顕微鏡観察より明らかになった。X 線回
折実験によると、この LB 膜には 23Åの積層
周期が存在する (図 1)。しかし酵素吸着によ
り、この周期構造は完全に消失する。従って、
酵素は膜の積層構造の層間に入り込んで固
定化されていることが分かった (図 2)。 
 

 

 
 一方、酵素固定化量は溶液の pH に大きく依
存していることが赤外反射吸収測定から明
らかにされた。具体的には、酵素が帯電する
pH 値に相当する等電点より 0.1 程度高い pH
値で、最大量の酵素が吸着する。しかし、そ
れより高い pH値では徐々に吸着量が減少し、
低い pH 値では殆ど吸着しない。さらにこの
現象は、LB 膜の成膜分子である ODTA と酵素
との静電相互作用に基づく吸着モデルで説
明可能であることが分かった。 
 グ ル コ ー ス 酸 化 酵 素 を 固 定 し た
ODTA/PB/GOxLB 膜およびコレステロール酸化
酵素を固定した ODTA/PB/ChOx LB 膜は、印加
電圧ゼロ付近において、それぞれ良好なグル
コースセンサ特性およびコレステロールセ
ンサ特性を示すことが分かった。特に
ODTA/PB/GOx LB 膜については、GOx 吸着量に
依存した応答電流密度の増大の研究を通じ
て、pH=4 の GOx 溶液で最も感度の高いセンサ
を構成することを確認した。 
 導電性 LB 膜コーティングは安定なセンサ
特性と応答電流密度の増大に非常に有効で
あることが分かった。すなわち導電性 LB 膜
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コーティングを施した試料では、応答電流密
度が 2倍程度増大すると共に、一連の測定を
複数回行なっても感度低下が見られない。こ
れは、導電性 LB 膜コーティングにより電気
的な接触が確立され、表面付近の PB ナノク
ラスター活性化すると同時に、酵素の脱離を
防いでいるためと推定される。 
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