
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　絶縁性の基板、前記基板上に設けられた少なくとも作用極と対極を有する電極系、およ
び前記電極系上に形成された少なくとも酵素および糖類を含む反応層を具備し、
　
　
　

ことを特徴とするバイオセンサ。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】
本発明は、試料中の特定成分について、迅速かつ高精度な定量を簡便に実施することがで
きるバイオセンサに関する。
【０００２】
【従来の技術】
従来、試料中の特定成分について、試料液の希釈や撹拌などを行うことなく簡易に定量す
る方式として、様々なバイオセンサが提案されている。バイオセンサの一例として、次の
ようなセンサが知られている（特開平２－０６２９５２号公報）。
このバイオセンサは、絶縁性の基板上にスクリーン印刷等の方法で作用極、対極および参
照極からなる電極系を形成し、この電極系上に接して親水性高分子と酸化還元酵素と電子
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受容体を含む酵素反応層を形成したものである。
【０００３】
このようにして作製したバイオセンサの酵素反応層上に基質を含む試料液を滴下すると、
酵素反応層が溶解して酵素と基質が反応し、これに伴い電子受容体が還元される。酵素反
応終了後、還元された電子受容体を電気化学的に酸化し、このとき得られる酸化電流値か
ら試料液中の基質濃度を求めることができる。
上記のようなバイオセンサは、測定対象物質を基質とする酵素を選択することによって、
様々な物質に対する測定が原理的には可能である。
酵素は、蛋白質を主成分とし、通常、乾燥状態でセンサ内に保持されている。
ところが、空気の温度、湿度などの条件によって、空気中の水分が酵素表面から酵素内に
出入りする。そのため、酵素と空気が長時間接すると、酵素内に存在するごくわずかな水
分量が変化して酵素が変性し、酵素の活性が低下する。
センサを作製した後、保存中のセンサ内に含まれる酵素の活性が経時的に低下すると、基
質と反応する酵素量が不足するようになる。そのため、得られる応答電流値は基質の濃度
に比例しなくなるという問題が生じた。
【０００４】
この問題を解決するためには、酵素の活性が長期間保持されるような環境を酵素の近傍に
整えることが重要である。
また、酵素反応時に電子や基質の移動などを円滑に行い、センサの応答性を高めることも
必要である。
【０００５】
【発明が解決しようとする課題】
本発明は、上記課題に鑑み、保存中のセンサ内に含まれる酵素の活性の低下を抑制して、
保存安定性の高いバイオセンサを提供することを目的とする。
本発明は、特に小型で安価な使い捨てタイプのバイオセンサを提供する。
【０００６】
【課題を解決するための手段】
　本発明のバイオセンサは、絶縁性の基板、前記基板上に設けられた少なくとも作用極と
対極を有する電極系、および前記電極系上に形成された少なくとも酵素および糖類を含む
反応層を具備し、前記酵素が

ことを特徴とする。
【０００７】
【発明の実施の形態】
本発明によるバイオセンサは、上記のように、反応層中に糖類を含有する。酵素溶液に糖
類を添加し、この溶液を滴下し乾燥させて反応層を作成すると、酵素表面は糖類によって
被覆される。そのため、温度、湿度などの環境の変化から酵素を保護することができ、酵
素活性を長期間安定させることができる。
また、糖類は水に容易に溶けるため、試料溶液を反応層に添加すると、反応層は直ちに溶
解し、酵素反応と電極反応を円滑に進めることができて都合がよい。
このような効果が期待できる糖類には種々のものがある。また、本発明のバイオセンサに
適用できる酵素として、種々のものを選択することができる。
グルコースオキシダーゼ、グルコースデヒドロゲナーゼおよびフルクトースデヒドロゲナ
ーゼからなる群より選ばれる少なくとも１種の酵素を用いるときは、トレハロース、スク
ロース、グリセロール、マニトールおよびリボースからなる群より選ばれる少なくとも１
種の糖を反応層に含ませるのが好適である。
【０００８】
　特に、酵素にピロロキノリンキノンを補酵素とするグルコースデヒドロゲナーゼを用い
る場合は、糖類にトレハロースを用いると、前記酵素の活性維持に著しい効果があり、セ
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ンサを長期間保存した後も、良好なセンサ応答性が得られる。
　酵素がピロロキノリンキノンを補酵素とするグルコースデヒドロゲナーゼであり、糖類
がトレハロースである場合、試料液を血液３～４μｌとする使い捨てタイプのセンサチッ
プ当たりの前記酵素およびトレハロースの量は、それぞれ１～４０ユニットおよび４～４
００ が適当であり、より好ましくはそれぞれ５～２０ユニットおよび４０～２０
０ である。
【０００９】
電子受容体としては、フェリシアン化イオン、ｐ－ベンゾキノンおよびその誘導体、フェ
ナジンメトサルフェート、メチレンブルー、フェロセンおよびその誘導体等が挙げられる
。また、試料液中の溶存酸素を電子受容体とした場合にもセンサ応答が得られる。
【００１０】
本発明によるバイオセンサの反応層には、上記酵素類や糖類および電子受容体のほかに、
親水性高分子を含有させてもよい。
反応層中に親水性高分子を添加することにより、電極系表面からの反応層剥離を防ぐこと
ができる。さらに、反応層表面の割れを防ぐ効果も有しており、バイオセンサの信頼性を
高めるのに効果的である。
このような親水性高分子としては、カルボキシメチルセルロース、ヒドロキシエチルセル
ロース、ヒドロキシプロピルセルロース、メチルセルロース、エチルセルロース、エチル
ヒドロキシエチルセルロース、カルボキシメチルエチルセルロース、ポリビニルピロリド
ン、ポリビニルアルコール、ポリリジンなどのポリアミノ酸、ポリスチレンスルホン酸、
ゼラチンおよびその誘導体、アクリル酸またはその塩の重合体、メタクリル酸またはその
塩の重合体、スターチおよびその誘導体、無水マレイン酸またはその塩の重合体、アガロ
ースゲルおよびその誘導体が好適に用いられる。
【００１１】
バイオセンサ内における反応層の配置には、電気絶縁性の基板上に形成された電極系上に
形成する以外にも種々の形態がある。例えば、前記基板の電極系上以外の場所や、前記基
板に組み合わされて基板との間に前記電極系に試料液を供給する試料液供給路を形成する
カバー部材を用い、このカバー部材の試料液供給路に露出する面に配置することができる
。
酸化電流の測定方法としては、作用極と対極のみの二極電極方式と、参照極を加えた三極
方式があり、三極の方がより正確な測定が可能である。
【００１２】
【実施例】
以下に、具体的な実施例を挙げて、本発明をより詳細に説明する。
図１は、本発明の一実施例におけるバイオセンサの反応層を取り除いた概略平面図である
。ポリエチレンテレフタレートからなる電気絶縁性の基板１上に、スクリーン印刷により
銀ペーストを印刷し、リード２、３を形成している。次いで、樹脂バインダーを含む導電
性カーボンペーストを基板１上に印刷して作用極４を形成している。この作用極４は、リ
ード２と接触している。さらに、この基板１上に、絶縁性ペーストを印刷して絶縁層６を
形成している。絶縁層６は、作用極４の外周部を覆っており、これにより作用極４の露出
部分の面積を一定に保っている。そして、樹脂バインダーを含む導電性カーボンペースト
をリード３と接触するように基板１上に印刷してリング状の対極５を形成している。
図２は、図１のバイオセンサの縦断面図である。図１のようにして作成した電極系上に、
親水性高分子層７および少なくとも酵素および糖類を含む反応層８が形成されている。
【００１３】
《実施例１》
　図１の基板１の電極上に、親水性高分子であるカルボキシメチルセルロースのナトリウ
ム塩（以下、ＣＭＣと略す。）の０．５ｗｔ％水溶液を滴下し、５０℃の温風乾燥器中で
１０分間乾燥させ、ＣＭＣ層７を形成した。続いて、ピロロキノリンキノン（以下、ＰＱ
Ｑと略す。）を補酵素とするグルコースデヒドロゲナーゼ（以下、ＧＤＨと略す。）５０
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００ユニットとトレハロース２０ およびフェリシアン化カリウム５０
を水１ｍｌに溶解した混合溶液４μｌをＣＭＣ層７上に滴下し乾燥して、反応層８

を形成し、グルコースセンサを作製した。
　試料液として、種々の濃度に調整したグルコース水溶液を用意した。そして、この調製
した試料液を反応層８上に滴下した。グルコースを含む試料液が反応層に供給されると、
試料内のグルコースはＧＤＨにより酸化される。そして、これと同時に反応層中のフェリ
シアン化カリウムがフェロシアン化カリウムに還元される。
【００１４】
試料液を滴下した１分後に、対極５を基準にして作用極４に＋０．５Ｖの電圧を印加して
、フェロシアン化カリウムを酸化した。そして、５秒後に対極と作用極の間を流れる電流
値を測定した。同様にして、種々の濃度のグルコース水溶液に対する電流値を測定し、横
軸にグルコース濃度、縦軸に電流値をプロットしてセンサの応答特性図を作成した。その
結果を図３に示す。
また、同様にして作製したバイオセンサを６ヶ月間保存した後、同様にして応答特性図を
作成した。その結果を図３に示す。
図３より、濃度と電流値との間には、一定の相関性があり、優れた直線性を有した。また
、センサ作製直後と６ヶ月保存後には変化はなく、良好な保存性を示した。
【００１５】
《比較例１》
反応層８中にトレハロースを添加しなかった以外は、実施例１と同様にしてグルコースセ
ンサを作製した。そして、実施例１と同様にして、センサ作製直後と６ヶ月間保存後のセ
ンサの応答特性図を作成した。その結果を図３に示す。
図３より、得られた応答電流値は実施例１よりも低かった。また、６ヶ月間保存後のセン
サは、濃度と電流値との間の相関性は低下し、また応答電流値も作製直後のものよりも低
下していた。
【００１６】
　次に、反応層中のトレハロースの量を一定（８０ ）とし、ＰＱＱを補酵素とす
るＧＤＨの量を変えてセンサを作製し、６ケ月保存後に種々のグルコース濃度の試料液を
反応層に供給してセンサ応答を調べた。その結果を図４に示す。
　また、ＰＱＱを補酵素とするＧＤＨの量を一定（２０ユニット）とし、トレハロースの
量を４、４０、２００、および４００ としたセンサを作製した。そして、グルコ
ース濃度１０ｍ の試料液を供給して各々初度および６ヶ月保存後のセンサ応答を調べた
。保存後の応答値の初度の応答値に対する割合を図５に示す。
【００１７】
　これらの結果から、酵素の量が１ユニットの場合、グルコース濃度６００ｍｇ／ｄｌ以
下でグルコース濃度とセンサ応答とが直線性を示すことがわかる。酵素量が４０ユニット
を超える程多量になるとコスト的に不利である。これらからセンサチップ当たりの酵素量
は１～４０ユニットが適当であり、より好ましくは５～２０ユニットである。一方、トレ
ハロースの量は、４ および４００ で若干保存性が低下している。従って
、４ ～４００ の範囲が適当であり、より好ましくは４０～２００

の範囲である。
【００１８】
《実施例２》
グルコースデヒドロゲナーゼの代わりに、グルコースオキシダーゼを用いた他は、実施例
１と同様にしてグルコースセンサを作製した。そして、実施例１と同様にしてセンサ作製
直後と６ヶ月間保存後のセンサの応答特性図を作成した。
その結果、グルコース濃度と電流値との間には高い相関性があった。また、６カ月間保存
後も、センサ作製直後のものと差はなく、良好な保存性を示した。
【００１９】
《比較例２》
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反応層８中にトレハロースを添加しなかった以外は、実施例２と同様にしてグルコースセ
ンサを作製した。そして、実施例１と同様にして、センサ作製直後と６ヶ月間保存後のセ
ンサの応答特性図を作製した。
その結果、得られた応答電流値は実施例２よりも低かった。また、６ヶ月間保存後のセン
サは、濃度と電流値との間の相関性は低下し、また応答電流値も作製直後のものよりも低
下していた。
【００２０】
《実施例３》
グルコースデヒドロゲナーゼの代わりに、フルクトースデヒドロゲナーゼを用いた他は、
実施例１と同様にしてセンサを作製した。
試料液として、種々の濃度のフルクトース溶液を調製した。そして、この試料液を用い、
実施例１と同様にして、センサ作製直後と６ヶ月間保存後のセンサ応答特性図を作成した
。
その結果、フルクトース濃度と電流値との間には高い相関性があった。また、６カ月間保
存後も、そのセンサ作製直後のものと差はなく、良好な保存性を示した。
【００２１】
《比較例３》
反応層８中にトレハロースを添加しなかった以外は、実施例３と同様にしてセンサを作製
した。そして、実施例３と同様にして、センサ作製直後と６ヶ月間保存後のセンサの応答
特性図を作製した。
その結果、得られた応答電流値は実施例３よりも低かった。また、６ヶ月間保存後のセン
サは、濃度と電流値との間の相関性は低下し、また応答電流値も作製直後のものよりも低
下していた。
【００２２】
【発明の効果】
上記のように、本発明によれば、長期保存性の優れたバイオセンサを得ることができる。
【図面の簡単な説明】
【図１】本発明の一実施例におけるバイオセンサの反応層を除いた概略平面図である。
【図２】同バイオセンサの要部の縦断面図である。
【図３】本発明の実施例および比較例のバイオセンサの応答特性を示す図である。
【図４】酵素量の異なる反応層を有するセンサの応答特性を示す図である。
【図５】トレハロースの量の異なる反応層を有するセンサの保存後の応答値の初度の応答
値に対する割合を比較した図である。
【符号の説明】
１　絶縁性の基板
２、３　リード
４　作用極
５　対極
６　絶縁層
７　ＣＭＣ層
８　反応層
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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