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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
繊維化されたポリテトラフルオロエチレンのフィルムにシリコーン化合物を塗工すること
により、又は、ポリテトラフルオロエチレンおよびシリコーン化合物の混合物を延伸する
ことにより、多孔性膜を提供するランダムに繊維化された構造を有するように形成され、
酸素輸送を促進する半透過高分子網を備える酵素含有膜であって、上記多孔性膜内には、
酵素が入り込んでいることを特徴とする膜。
【請求項２】
前記シリコーン化合物が、架橋されたポリオルガノシロキサンであることを特徴とする請
求項１に記載の膜。
【請求項３】
前記ポリオルガノシロキサンが、ポリジメチルシロキサンであることを特徴とする請求項
２に記載の膜。
【請求項４】
前記酵素が、グルコースを酸化し、過酸化水素を発生させ得ることを特徴とする請求項１
に記載の膜。
【請求項５】
前記酵素が、前記網状組織内に固定されていることを特徴とする請求項１記載の膜。
【請求項６】
前記酵素が、酵素ゲルとして固定されていることを特徴とする請求項５に記載の膜。
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【請求項７】
前記酵素が、オキシダーゼであることを特徴とする請求項４に記載の膜。
【請求項８】
前記オキシダーゼが、グルコースオキシダーゼであることを特徴とする請求項６に記載の
膜。
【請求項９】
前記膜が、２５～５５％の多孔度を有することを特徴とする請求項１に記載の膜。
【請求項１０】
前記膜が、シリコーン化合物を体積比で１５～４０％含有することを特徴とする請求項９
に記載の膜。
【請求項１１】
外膜と、内膜とを備える効果的な酸素輸送が要求されるセンサーに有用な膜システムであ
って、
上記内膜が、繊維化されたポリテトラフルオロエチレンのフィルムにシリコーン化合物を
塗工することにより、又は、ポリテトラフルオロエチレンおよびシリコーン化合物の混合
物を延伸することにより、多孔性膜を提供するランダムに繊維化された構造を有するよう
に形成され、酸素輸送を促進する半透過高分子網を有する酵素含有膜であり、
上記多孔性膜内には、酵素が入り込んでいることを特徴とする膜システム。
【請求項１２】
前記外膜が、ポリカーボネートで構成されていることを特徴とする請求項９に記載の膜シ
ステム。
【請求項１３】
前記内膜が、シリコーン化合物を体積比で１５～４０％含有することを特徴とする請求項
１０に記載の膜システム。
【請求項１４】
前記酵素含有膜の前記シリコーン化合物が、架橋されたポリオルガノシロキサンであるこ
とを特徴とする請求項１３に記載の膜システム。
【請求項１５】
前記ポリオルガノシロキサンが、ポリジメチルシロキサンであることを特徴とする請求項
１４に記載の膜システム。
【請求項１６】
前記酵素含有膜の酵素が、グルコースを酸化し、過酸化水素を発生させ得る酵素の単独ま
たは組み合わせであることを特徴とする請求項９に記載の膜システム。
【請求項１７】
前記酵素が、前記内膜内に固定されていることを特徴とする請求項１６に記載の膜システ
ム。
【請求項１８】
前記酵素が、酵素ゲルとして固定されていることを特徴とする請求項１７に記載の膜シス
テム。
【請求項１９】
前記酵素が、オキシダーゼであることを特徴とする請求項１６に記載の膜システム。
【請求項２０】
前記オキシダーゼが、グルコースオキシダーゼであることを特徴とする請求項１９に記載
の膜システム。
【請求項２１】
前記酵素含有膜が、２５～５５％の多孔度を有することを特徴とする請求項１１に記載の
膜システム。
【請求項２２】
外膜と内膜を有する膜システムと、過酸化水素を酸化可能な電極とを備えるグルコースセ
ンサーであって、
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上記内膜が、繊維化されたポリテトラフルオロエチレンのフィルムにシリコーン化合物を
塗工することにより、又は、ポリテトラフルオロエチレンおよびシリコーン化合物の混合
物を延伸することにより、多孔性膜を提供するランダムに繊維化された構造を有するよう
に形成され、酸素輸送を促進する半透過高分子網を備える酵素含有膜であり、
上記多孔性膜内には、酵素が入り込んでおり、
上記外膜が、上記内膜へのグルコースの流通を制限し、
上記内膜が、上記外膜と上記電極の間に配置されていることを特徴とするグルコースセン
サー。
【請求項２３】
前記膜システムの前記外膜が、ポリカーボネートで構成されていることを特徴とする請求
項２２に記載のグルコースセンサー。
【請求項２４】
前記酵素含有膜の前記シリコーン化合物が、架橋されたポリオルガノシロキサンであるこ
とを特徴とする請求項２２に記載のグルコースセンサー。
【請求項２５】
前記ポリオルガノシロキサンが、ポリジメチルシロキサンであることを特徴とする請求項
２４に記載のグルコースセンサー。
【請求項２６】
前記酵素含有膜の酵素が、グルコースを酸化し、過酸化水素を発生させ得る酵素の単独ま
たは組み合わせであることを特徴とする請求項２２に記載のグルコースセンサー。
【請求項２７】
前記酵素が、前記酵素含有膜内に固定されていることを特徴とする請求項１に記載のグル
コースセンサー。
【請求項２８】
前記酵素が、酵素ゲルとして固定されていることを特徴とする請求項２６に記載のグルコ
ースセンサー。
【請求項２９】
前記酵素が、オキシダーゼであることを特徴とする請求項２５に記載のグルコースセンサ
ー。
【請求項３０】
前記オキシダーゼが、グルコースオキシダーゼであることを特徴とする請求項２８に記載
のグルコースセンサー。
【請求項３１】
前記酵素含有膜が、２５～５５％の多孔度を有することを特徴とする請求項２２に記載の
グルコースセンサー。
【発明の詳細な説明】
発明の背景
１．発明の分野
本発明は、グルコースセンサーに係り、特に酵素部位への効果的な酸素輸送が要求される
グルコースセンサーや酵素を用いた他の応用に使用される膜に関する。
２．従来技術
現在、低酸素環境下において正確にグルコースレベルを測定できるグルコースセンサー、
特に、人に容易に埋め込め、長期間機能可能なセンサーが大いに必要とされている。この
ような装置の開発の主な原動力は、一般に糖尿病として知られている病気にある。この病
気は、主に、膵臓の局部組織やベータ細胞によるホルモンインシュリンの分泌不全の結果
であることが５０年以上も前からよく知られている。この病気を抑制できない場合には、
グルコースレベルの上昇がケトン症や血液ｐＨの損傷的変化を引き起こすような重大な代
謝の不均衡がしばしば引き起こされる。しかしながら、今日では、生命を脅かす程の血中
グルコースの変動は、食事療法や毎日のインシュリン投与によってほぼ制御されている。
インシュリン投与による糖尿病の制御によって、健常者よりも大きな血中グルコースレベ
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ルの変動が生じると数十年間理解されてきた。しかしながら、従来の見識は、極度の血中
グルコースレベルを回避するだけのものであった。それにもかかわらず、時々の、例えば
日に１回から数回のインシュリン投与では、適切に機能する膵臓が比較的低く安定した血
中グルコースレベルを維持するために充分なインシュリンを絶えず供給し続けるような血
中グルコースの厳密な制御を再現することができない。
インシュリン依存性糖尿病患者は、極度の血中グルコースレベルを回避しているにもかか
わらず、生命の質と量を減少させる他の病気にも悩まされている。糖尿病は、相当の血流
を妨げる血行不良のような手足の切断を引き起こす血管病をたびたび併発する。眼内血管
の異常成長は、視力の進行性喪失を伴う眼内出血や網膜損傷を引き起こすことがある。神
経変質は、感覚の喪失や他の関連問題を引き起こすことがある。家庭内グルコーステスト
が普及するにつれ、定期的なインシュリン投与によってもたらされる比較的貧弱な血中グ
ルコース制御を説明するより多くのデータが利用できるようになってきた。同時に、増加
している臨床研究は、厳密な血中グルコース制御が前述した糖尿病関連病の発生の全てで
はないがその多くを減少させていることを示している。今日では、多くの科学者や医者が
、血中グルコース制御を改善することによって、糖尿病による死亡者数や死亡率を大幅に
削減できると信じている。
科学者らは、正確な血中グルコース制御の維持を必要とするような外因性のインシュリン
供給から開放される自動インシュリン投与システムの作製に取り組んでいる。自動調製の
人工インシュリン源は、糖尿病によって引き起こされる損傷を制限するために必要である
。埋め込み可能型や外設型の多くのタイプの調節された投与システムが、すでに利用され
ている。重大な問題は、これらの投与システムを制御するための正確なグルコースセンサ
ーが必要であることである。血液サンプルに依存する方法は、絶え間なく供給されるイン
シュリンの調合を行うためにグルコースレベルを連続的に測定する必要性があることから
、一般に用いられなくなっている。そのため、生体中のグルコースレベルを測定する埋め
込み可能なグルコースセンサーが必要とされているのは明白なことである。
埋め込み可能なグルコースセンサーを潜在的に創作し得る数多くの技術が存在するが、数
タイプの電流法が最適な方法であると推察される。酵素と組み合わせたグルコースセンサ
ーで最も普遍的に用いられる化学反応は、グルコースオキシダーゼを触媒として大気中の
酸素によって、グルコノラクトンと過酸化水素を生成するグルコースの触媒酸化である（
式１）。
Ｃ6Ｈ12Ｏ6＋Ｏ2＋Ｈ2Ｏ→Ｃ6Ｈ12Ｏ7＋Ｈ2Ｏ2　　　（１）
過剰の酸素存在下、この反応で生成した過酸化水素の測定は、グルコース濃度の直接測定
となる。過酸化水素は、十分な正電位に保たれた電極（陽極）により再酸化されることに
よって測定される（式２）。
Ｈ2Ｏ2－２ｅ-→Ｏ2＋２Ｈ+　　　（２）
グルコース検出工程は、式２の過酸化水素から取り除かれた電子の測定による。電極は、
一般に金や白金のような貴金属によって形成されている。
一般技術として、特異的な過酸化水素を生産するオキシダーゼ酵素が、例えば、コレステ
ロール（コレステロールオキシダーゼ）、アミノ酸（アミノ酸オキシダーゼ）、アルコー
ル（アルコールオキシダーゼ）、乳酸（乳酸オキシダーゼ）、ガラクトース（ガラクトー
スオキシダーゼ）のような基質に対するセンサーを作製するのに利用可能であることが良
く知られている。実験室条件下では、このアプローチがグルコース測定に効果的に作動す
るが、埋め込み可能なグルコースセンサーに適用するには大きな障害がある。特に、グル
コースは、生体流動物に極度に可溶であるのに対し、酸素は難溶であり、ヘモグロビンの
ような特殊な生体分子によって運搬しなければならない。その結果、人体の多くの組織の
酸素濃度は、窒素の約２～５％以下である。皮下や腹膜の流動物におけるグルコースと酸
素の割合は、１００対１である。これは、定量的にグルコースを酸化するグルコースオキ
シダーゼが測定のために必要とする酸素の僅か１％しかこれらの組織内に含有されていな
いことを意味している。
さらに、グルコースオキシダーゼを失活または阻害する工程や微小分子、過酸化水素を破
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壊するカタラーゼのような酵素、酵素を消化する微生物、酵素的または電気化学的反応に
干渉するアスコルベートのような可溶性化合物から、グルコースセンサーのグルコースオ
キシダーゼを保護しなければならない。この保護は、半透過膜によって生体流動物からグ
ルコースオキシダーゼを隔離して行われる。グルコースを透過させつつカタラーゼのよう
な蛋白質を選択的に排除可能な膜としては、透析膜と呼ばれるものが最も良く知られてい
る。これらの膜は、一般に、約５０００ダルトン以下の分子量の中性分子を容易に透過可
能とする孔を備えた親水性膜である。これらの膜の一般的な例としては、スペクトラポア
やキュプラファンのような様々な再生セルロース、ポリカーボネート、エステル化セルロ
ース、ポリスルフォンにより調製された膜が挙げられる。
あいにく半透過膜は、有害な蛋白質を好適に排除する一方、酸素をも排除してしまう。テ
フロン（パーフルオロカーボン樹脂）製やシリコーンゴム製のいくつかの膜は、酸素を透
過するが、グルコースをほとんど透過しない。そのため、グルコースセンサーの保護には
利用することができない。Ａｌｌｅｎらの米国特許第５，３２２，０６３号公報には、酸
素透過に好適でグルコース透過可能な新しいタイプのポリウレタン膜が報告されている。
これは、溶液を人の組織に不適なグルコースと酸素の割合にすることが可能であるかもし
れないが、これらの膜は、未だに広く試験されていない。
グルコースの大過剰と酸素不足により、埋め込まれたグルコースセンサーは、酸素に制限
され、したがって、グルコースではなく酸素を効果的に測定することとなる。すなわち、
グルコース濃度の低い理想条件下では、酸素が十分にあるのでグルコース濃度の増加に伴
い過酸化水素、つまり電極で測定される電流の増加が生じる。しかしながら、グルコース
濃度が増加するにつれ、酸素が不十分となり、測定された電流の停滞が生じ、グルコース
濃度とは関係なくなる。この停滞以上では、測定された電流はグルコース濃度よりもむし
ろ酸素濃度の変化を反映する。
多くの研究者は、人の組織の酸素に対するグルコースの高い割合を考慮に入れていない。
この問題を解決する方法は、少なくとも二通りある。一つは、グルコースセンサーに到達
するグルコースの濃度を減少させることであり、もう一つは、グルコースセンサーで利用
可能な酸素量を増加させることである。グルコースを阻む透過性のバリアを設けるか、ま
たはグルコースを消費するグルコースオキシダーゼに加えてさらなる酵素システムを設け
ることにより、グルコースのレベルを減少することができる。上記ポリウレタン膜は、こ
のアプローチの一例である。
したがって、低酸素環境下のグルコースレベルを正確に測定することができるグルコース
センサー、特に、埋め込み可能なグルコースセンサーが必要とされている。
発明の概要
本発明は、低酸素環境下、例えば、酸素濃度が化学量論以下である環境において、分析物
レベルの測定が可能であるグルコースセンサーや他の酵素と組み合わされたセンサーに用
いられる膜を提供する。この膜は、繊維化したポリテトラフルオロエチレンおよびシリコ
ーン化合物の半透過高分子網を備えた酵素含有膜であり、この網状組織には酵素が入り込
んでいる。
本発明のグルコースセンサーは、最小の撹拌効果でグルコース輸送を減少することなく最
大の酸素輸送を好適に行う外膜と、繊維化したポリテトラフルオロエチレンおよびシリコ
ーン化合物の半透過網を備え、酵素が入り込んだ新規な酵素含有膜である内膜とを用いて
いる。この内膜は、酸素がグルコース酸化反応で制限因子とならないようにグルコース酸
化部位への酸素輸送を促進している。本発明の膜は、グルコースの検出に有用であること
に加えて、酸素輸送の促進を必要とする酵素を組み合わせた分析に利用することができる
。この膜は、促進された酸素輸送が必要である酵素リアクター（バイオリアクター）にお
いても有用であろう。
本発明の他の態様は、グルコースレベルを測定するためにグルコースセンサーを患者の体
内に埋め込む工程と、過酸化水素の酸化において測定電極に生成する電流を測定し、グル
コースレベルを検出する工程とを具備する患者の体内のグルコースレベルを検出する方法
であって、グルコースセンサーは、測定電極、参照電極、外膜・内膜を有する膜システム
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を含み、内膜は、外膜と測定電極の間に配置され、繊維化されたポリテトラフルオロエチ
レンおよびシリコーン化合物の半透過高分子網を備えた酵素含有膜であり、網状組織は、
酵素が入り込み、外膜は、内膜へのグルコースの流入を制限し、測定電極は、過酸化水素
の酸化を可能としている。
簡単な図面の説明
図１は、本発明のグルコースセンサーの模式図の分解組立図である。
図２は、本発明の酵素含有膜の一部の模式的説明である。
図３は、本発明のグルコースセンサーを利用した埋め込み可能なグルコースセンサー装置
の模式図の分解組立図である。
好適な実施例の詳細な説明
以下の記載は、当業者が本発明を製作または利用し得るように、また、彼の発明遂行のた
めに本発明を熟考してベストモードを説明し得るように提供するものである。しかしなが
ら、本発明の本質が、過酸化水素を検出することと、繊維化されたポリテトラフルオロエ
チレンおよびシリコーン化合物の半透過高分子網であり、酵素が入り込んだ膜を備えた酵
素含有膜を設けていることに基づいたグルコースセンサー、特に埋め込み可能なグルコー
スセンサーを提供するものであることが明確に定義されていることから、様々な変更は、
当業者に容易に識別されるであろう。
グルコースセンサーは、患者の体組織内のグルコースレベルを測定するために利用される
。本発明のグルコースセンサーは、外部からまたは埋め込み可能なセンサーとして内部か
ら用いることができる。非常に低い酸素環境におけるグルコースレベルの正確な測定は、
本発明のグルコースセンサーによって獲得することができる。血中グルコースレベルの正
確な測定を行うためには、酸素ではなくグルコースが酸化反応の制限因子となるように、
グルコース酸化部位での酸素濃度が同部位でのグルコース濃度と同等以上でなければなら
ない。このグルコース酸化部位での化学量論的関係を達成、維持するには、グルコース濃
度を制限し、グルコース酸化部位への酸素輸送を促進させなければならない。
図１に示すように、本発明によれば、１０で示されたグルコースセンサーは、外膜１２と
酵素含有膜１４を含む膜システムと、電極１６とを備えている。酵素含有膜１４は、外膜
１２と電極１６の間に配置されている。
電極１６は、過酸化水素を検出、測定可能な電極であれば、いずれのものでも良い。好ま
しくは、電極１６は貴金属が良く、さらに好ましくは、プラチナ電極が良い。電極１６の
表面は、グルコースセンサーの有効性を最大限に引き出すために、電気活性が保持されて
いることが望ましい。さらに、電極１６は、過酸化水素に対する感度が経時的に変化しな
いことが望ましい。
作用としては、まず、患者の体組織に含有されるグルコースと酸素がグルコースセンサー
１０の外膜１２に接触する。外膜１２は、酸素よりもグルコースを制限し、したがって、
この外膜１２を通過することによってグルコース濃度が減少される。外膜１２の機能は、
グルコースと酸素が外膜１２を通過した後の酸素濃度をグルコース濃度と同等以上となる
ように、グルコースと酸素の濃度に作用する。この作用によって、外膜１２は、グルコー
ス酸化反応で要求される化学量論的関係を確立する。
酸素とグルコース間の化学量論的関係が外膜１２によって確立された後に、この化学量論
的関係は、グルコース酸化部位、すなわち酵素含有膜１４中に含まれる酵素においても維
持されなければならない。この酵素での化学量論的関係の維持は、半透過高分子網と酸素
輸送促進効果によって容易に行われる。さらに、酵素含有膜１４は、酵素へのグルコース
の流通を制限せずにグルコースが膜中を通過するためのねじれた経路を有する。酸素の局
在濃度を形成するような、この付加されたグルコースの制限的制御と促進された酵素への
酸素輸送は、酵素での化学量論的関係の維持を確実にしている。したがって、特に酵素に
おいて、酵素での酸素濃度が同所でのグルコース濃度と同等以上となる。酵素での酸素と
グルコース間の化学量論的関係の結果、酸素はグルコース酸化反応における制限因子とし
て作用しない。それゆえ、グルコース酸化の間に生じる過酸化水素が、酵素で存在するグ
ルコースに相当する。完全な回路を形成するように、陽極での過酸化水素の酸化に対応す
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る電流を参照電極によって測定しなければならない。参照電極は、通常、銀または銀／銀
塩化物の電極によって、体内の流動物と電気的接触して設けられている。
外膜１２は、適切な多孔材や透過材であれば、いずれのものでも構成することができるが
、好ましくは、ポリカーボネートが良い。外膜１２は、通膜する酸素の物質輸送率に干渉
することなく通膜するグルコースの物質輸送率を減少させる。したがって、外膜１２は、
グルコースの制限的制御を提供する。また、外膜１２は、カタラーゼ、過酸化水素を破壊
する酵素、他の巨大分子が膜を通過するのを妨げる。外膜の孔径と厚さは、外膜を通過す
るグルコースの移動が酸素の移動に比べて十分に妨げられるように選択される。一般に、
膜が厚いほど、孔径が小さいほど、グルコースの移動が妨げられる。埋め込み可能なグル
コースセンサーにおいては、外膜１２は適切な生体適合材で製造されなければならない。
外膜１２として有用で、市販されている膜の一例としては、カリフォルニア、リバーモア
のポレティクス社製のポリカーボネート膜がある。この膜は、孔径０．０１～０．１ミク
ロン、孔密度約４×１０8～６×１０8の範囲のものが利用できる。
酵素含有膜１４は、繊維化されたポリテトラフルオロエチレン（ＰＴＦＥ）およびシリコ
ーン化合物で作られた半透過高分子網で構成されている。この膜は、市販されており、こ
の膜の製造方法は、米国特許第４，９４５，１２５号公報、米国特許第４，８３２，００
９号公報、Dillon,Silicone and Poly（tetrafluorolthylene）Interpenetrating Networ
ks，1994，p．393に具体的に記載されている。膜の厚さは、約５～５０ミクロンの範囲と
することができる。膜には、一般に、体積比で約１０～４０％のシリコーン化合物やエラ
ストマーが含有されている。酵素含有膜の多孔度は、約２５～５５％である。
ここで使用している半透過高分子網とは、Ｄｉｌｌｏｎによる前記特許公報に記載された
方法またはそれと機能的に同等の方法により調製された膜を意味する。米国特許第４，９
４５，１２５号公報に記載された半透過高分子網の製造方法は、次の工程により構成され
ている。
（１）大量の非焼結、非繊維化のポリテトラフルオロエチレン微粒子分散樹脂（デュポン
社製の商品名：ＴＥＦＬＯＮ　６、６Ｃ、インペリアル化学工業社製の商品名：ＦＬＵＯ
Ｎ　ＣＤ１、ＣＤ１２３、ＣＤ５２５）と、少量の（Ａ）炭化水素溶液および（Ｂ）アル
ケニル不飽和を有するポリジオルガノシロキサン、オルガノハイドロジェンポリシロキサ
ン架橋剤、ポリシロキサンの架橋促進剤、触媒反応阻害剤を実質的に含有する付加硬化可
能なシリコーン組成物とを混合する。
（２）混合物を押し出し可能な形に固める。
（３）ランダムに繊維化された構造を有する押し出し成形物を成形型から２軸性に押し出
す。
（４）炭化水素溶液を蒸発させ、繊維化成形構造を備えた硬化シリコーンエラストマーお
よびポリテトラフルオロエチレン半透過高分子網を生成するように触媒を活性化する。
米国特許第４，８３２，００９号公報に記載の他の半透過高分子網製造方法は、次の工程
で構成されている。
（１）ポリオルガノシロキサン（ダウコーニングケミカル社製、商品名：ＳＩＬＡＳＴＩ
Ｃ　ＭＤＸ４－４２１０）とポリシロキサンの架橋促進触媒を１０：１の割合で混合する
。
（２）混合物にケロセン（フィッシャー科学製）を混合する。
（３）伸延されたポリテトラフルオロエチレンフィルム（ペンシルバニア、フェスタービ
ルのテトラテック社製）の基材に、混合物をスプレー装置によって塗工する。
半透過高分子網のシリコーン化合物は、架橋されたポリオルガノシロキサンが好ましく、
さらに好ましくはポリジメチルシロキサンが良い。シリコーン化合物は、グルコース酸化
部位への酸素輸送を容易にする。繊維化されたＰＴＦＥの半透過高分子網は、多孔性膜を
具備している。膜の多孔度は、膜中に酵素を入り込ませ、図１の酵素含有膜１４の、図２
の模式図により説明される部分を形成可能にしている。図２に示すように、１７で示され
た半透過網は、酵素２１を染み込まされた節１５と微細繊維１９の網である。酸素との非
常に高い親和力を有するこの半透過膜を利用することによって、グルコース酸化部位であ
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る酵素への酸素輸送により酵素での酸素濃度をグルコース濃度と同等以上に増加させてい
る。膜厚さをより減少させることが、検出速度と反応速度を改善する。本発明に利用する
ことができる市販品の一例としては、バイオメド科学社製の商品名：White Silon #320が
ある。
半透過網への酵素の入り込みを容易にするためには、半透過高分子膜を界面活性剤と共に
取り扱う必要がある。界面活性剤は、膜を親水性にさせる。この界面活性剤は、非イオン
性界面活性剤が好ましく、さらに好ましくは末端をメチル化されたポリ（ジメチルシロキ
サン－ｂ－エチレンオキサイド）が良い。しかしながら、他の界面活性剤も使用でき、特
に、半シリコーン化、半親水化した界面活性剤を使うことが可能であると期待される。
酵素は、グルコースセンサーの効果を最大限に引き出すために、カタラーゼ活性が無く、
比較的長寿命を有し、非常に活性化され、高純度であることが望ましい。酵素は、オキシ
ダーゼが好ましく、より好ましくはグルコースオキシダーゼ（E．C．1.1.3.4）が良い。
他の有用な酵素としては、すでに述べた。また、本発明の範囲以内であれば、複数の酵素
を組み合わせたさらに複雑なシステムを用いても良い。例えば、まず、中間体を生成する
ために第１酵素を分析物と反応させ、次いで、電極で検出される化学種を生成するために
第２酵素をこの中間体と反応させるような酵素システムが知られている。
バリアを通過する酸素拡散速度は、バリアの厚さと、バリアの単位厚さに溶解する酸素量
とによって制御される。つまり、例えば分析物がより近接するようにバリアをより薄くす
るか、またはバリアに溶解する酸素をより多くすることによって、酸素拡散率を増大させ
る。したがって、酵素含有膜１４は、グルコースセンサー１０への酸素移動率を最大にす
るために、実行し得る限り薄くすべきである。
この酵素は、多くの技法を用いて透過網に固定することができる。後述するように、この
酵素を他の蛋白質と混合し、酵素ゲルを形成するように架橋させることが好ましい。しか
しながら、他の固定法においても有用であろう。例えば、シリコーン化合物は、酵素が共
有結合で透過網に連結されように機能することができる。また、この酵素は、高分子、フ
ィルム形成体、バインダーのようなマトリックス形成体に混ぜ合わせることもできる。
本発明の一態様において、酵素含有膜は、０．２０Ｍの酢酸ナトリウム緩衝液（ｐＨ＝５
．００）のような適切な緩衝液に溶解した、例えばウシ血清アルブミン（ＢＳＡ）、ヒト
アルブミン等のアルブミンやゼラチンのようなキャリア蛋白質溶液中に酵素を溶解して調
製することができる。その酵素濃度は、酵素活性に依存して変化する。グルコースオキシ
ダーゼは、約５～５０重量％で混合物中に溶解される。選択した複数の酵素量は、個々の
酵素活性に基づいて経験的に測定することができる。酵素混合物は、膜上に穏やかに広げ
ることにより、または先の丸いへらでこすりつけることによって、半透過網に塗布されて
入り込む。酵素が架橋するように塗布された後、半透過膜にグルタルアルデヒド／酢酸緩
衝液が塗布される。
安定化ゲルが架橋蛋白質ゲルに基づいたものであるならば、選択した方法は、半透過膜へ
の酵素の入り込みに有用であろう。この方法においては、例えばウシ血清アルブミン（Ｂ
ＳＡ）、ヒトアルブミン等のアルブミンやゼラチンのような適切な可溶性キャリア蛋白質
が、０．２０Ｍの酢酸ナトリウム緩衝液のような適切な緩衝液に最終濃度約１～１５重量
％で溶解され、グルコースオキシダーゼのような酵素が、混合物に最終濃度約１～５重量
％で溶解される。十分に精製されたグルタルアルデヒドの２．５％水溶液は、正確な最終
濃度に蛋白質溶液を希釈するために加えられる。希釈後の最終グルタルアルデヒド濃度は
、０．１～１％の範囲が好ましく、より好ましくは約０．６％が良い。この混合物を手短
にかき混ぜ、ガラスプレート上に支持された膜上に移し、ガラス棒で広げる。これにより
、数時間以内に、酵素ゲルの均一な層が形成される。また、ゲルの脱水を防ぐために、こ
のゲルは、加湿雰囲気下で保存する。
本発明のグルコースセンサー内の新規な酵素含有膜の具体化は、２％という極めて低い酸
素環境において正確にグルコースレベルを測定するグルコースセンサーを提供する。また
、酵素含有膜は、少なくとも２．５ヶ月間、反応の低下を示さない。実際、酵素含有膜の
性能は、年々改良されている。
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本発明のグルコースセンサーは、測定のためにグルコース含有溶液のような水性流動物と
接触した測定電極、好ましくは白金電極を備えている。電圧源は、測定電極を適切な電位
（ここでは、過酸化水素の酸化のための正電位）に保持する。参照電極も、グルコース溶
液と接触している。測定電極で過酸化水素から取り除かれた電子は、水溶液に戻されるこ
とによって回路を完全なものとするように、伝導体を通して参照電極に流れる。電子は、
導電体を通過する時に、電流計で計測され、これにより、過酸化水素を定量できる。
溶液との全ての電気的接触が二つの電極によらなければならないのは明らかなことである
。もし、他の導電的経路があれば、漏電が偽の電流を発生させ、不適当な測定となる。電
極が単純に水溶液に浸されている場合には、回路の残部を空気が絶縁し漏電を防ぐ。埋め
込まれた装置においては、漏電のおそれが非常に大きくなる。下記に詳述するように、本
発明では、電気的構成要素は、全て小さな埋め込み可能な容器に密閉されている。この場
合、漏電を防ぎ、電子部品の水による損傷を防止するために、水に対する完全な密閉が無
条件に必須である。
埋め込まれた電極によるさらなる問題は、参照電極を通る大電流が、銀電極に損害を与え
る電気化学的副反応を度々引き起こし、装置周辺の生体組織に有害となるおそれがあるこ
とである。この問題の解決には、第３のまたは補助的な電極の使用が考えられる。通常、
水溶液に電流の大部分を戻す際に、大面積を有した非反応材により製造される第３のまた
は補助的な電極が、参照電極の代わりに用いられる。参照電極は、絶えず水溶液に接触し
つつも、補助的電極が参照電極の代りに作用するように、ポテンショスタットが溶液に対
するこの電極の電位を感知し、この電位で補助的電極を固定する。この配置で参照電流を
通過する電流が極めて小さいために、参照電極や周囲の生体組織を害する副反応は生じな
い。
患者のグルコースレベルは、患者の体内に設置する本発明のグルコースセンサーを用い、
測定電極の反応からグルコースレベルを計算することによって、測定することができる。
外部での使用としては、患者の血液試料のグルコースレベルを、本発明のグルコースセン
サーを使用し、測定電極の反応からグルコースレベルを計算することによって測定するこ
とができる。
図３に示すように、１８で示された本発明による埋め込み可能なセンサー装置は、様々な
形状が可能であるが、中でもディスク状の形態が好ましい。この装置は、図１に示すよう
に、開口２０とグルコースセンサー１０から構成される。装置１８は、開口２０とグルコ
ースセンサー１０を筋肉の下層に向けて、皮膚表面下に埋め込まれる。この位置では、修
理や交換のためのユニットへの接近が容易にできる。また、装置１８は、開口２０とグル
コースセンサー１０が腹膜の腔に向くように埋め込むこともできる。凝血形成が作用に干
渉しないように、装置１８が循環系と直接に接触しないことが比較的重要である。抗凝血
剤が、凝血形成を妨げるために使用されている。しかしながら、様々な要因から患者が抗
凝血療法を必要とするまでは、埋め込み可能なグルコースセンサー装置に対する抗凝血の
要求に慎重でない。全ての体組織のグルコースは、相当迅速に血中のグルコースと均衡を
とるので、装置１８の配置が血液との接触を必要としない。
さらに、装置１８は、例えば、回路基板２４のような装置１８の電子部品を収容する形状
の２２で示されたハウジングを備えている。ハウジング２２は、Ｏリングを介してハウジ
ング２２内に電子部品を密閉する蓋２６を具備している。さらに、ハウジング２２には、
３０で示された参照電極を収容し固定するための第２開口２８が設けられている。
装置１８は、示していないが、リチウム電池のような小型の電気供給装置や、体外の受信
機に測定信号を送信する微小電子部品をも備えている。データ送信は、ラジオ波、音波を
介して、あるいは調整光をも介して行うことができる。実際に細い電線で装置１８を連結
することも可能であるが、電線が皮膚を突き抜ける部分で感染の問題が生じることから好
ましくない。適切な電子部品は、当業者に良く知られており、ここではさらに記載しない
。
連続的に埋め込み可能なセンサーは、長期間にわたって正確な測定をしなければならず、
また、例えば体内への埋め込み物に対する拒絶作用を誘発しないような生体的な適合が必
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要とされる。一般に、生体適合は、センサー装置のハウジングにとって、それほど重要な
問題ではない。生体適合材で作られた埋め込み物は、通常、繊維芽細胞の層に包まれるよ
うになり、一般に拒絶の事例はない。既知の多くの生体適合材は、埋め込み可能な装置の
製造に好適である。例えば、チタンで作られた小さな埋め込み物は、容易に仕上げられ、
上手く体内に受け入れられる。テフロンのようなプラスチック材の広範囲のものも生体適
合材である。経験上、４０５ステンレス鋼のような容易に加工可能な材質としては、チタ
ンが好ましく、これは良好な耐性をも有している。本発明の埋め込み可能な装置を入れる
ハウジングの材質として、チタンを用いると特に有効であることが分かっている。参照電
極に対する補助的電極の電位が一定に維持されるように、ケース内の電子部品に接続され
た検出システムの補助的なまたは第３の電極として、このチタン表面を使用することがで
きる。この補助的電極の使用は、ケースを介して測定電流を運ぶことを可能とし、それに
より、電流密度を非常に低く、生体的効果を生じないように、大面積に広げることを可能
としている。
電位の漏電問題は、測定電極と参照電位が補助的電極として作用するチタンケースから電
気的に隔離されない限り、チタンで包まれた装置にも存在する。高真空塗工として独創的
に開発されたガラスフィードスルー法によるプラチナが、この目的に利用することができ
る。簡単に言うと、プラチナとほぼ同等の膨張係数を有する特種ガラスが、アルベロック
ス社から入手可能である。プラチナワイヤは、そのようなガラスビーズを貫通し、そのビ
ーズは、防水・防ガス的に接合するようにプラチナ上に溶融させても良い。そのような絶
縁ビーズは、例えばレーザー溶接を用いて、チタンケースに開けた孔に入れることができ
る。
埋め込み可能なグルコースセンサーの多くの研究者らは、センサー校正の重要性を認識し
ていないのかもしれない。酵素混合物と測定電極の両方が、経時的に変化する。センサー
周囲の微小循環も変化するであろうし、効果的な酸素濃度も変化するであろう。酵素混合
物と測定電極との反応が酸素濃度勾配と全く同様でない限り、グルコース測定の正確性が
著しく変化するであろう。実験室器機は、特性の既知である分析物を用い、既知分析物と
一致するように機器の出力を調整することによって校正される。あいにく、埋め込まれた
センサーを既知濃度のグルコースに曝すことは、容易なことではない。
埋め込まれたセンサーは、血液と同等の体内成分を測定していることを考慮すれば、血中
グルコース測定を校正に利用できる。患者が一連の血中グルコース測定に通常以上の時間
をかけて行うならば、これらは、一定の応答時間が判るように、センサー出力に対してプ
ロットすることができる。その後、埋め込まれたセンサーを自動的に校正し、調整するた
めに、血中グルコース測定を利用することができる。
本発明の装置は、凝血問題を避けるために血液循環から離れた部位に好適に埋め込んだ場
合でさえも、白血球が異物の周囲に集まるように循環系から移動してくる。この白血球の
集積は、膜に損傷を与え、グルコース測定の正確性を低下させるであろう。しかしながら
、この問題は、酵素混合物に効果的な量の抗炎症剤や抗白血球化合物を混合することによ
り大幅に回避することができる。一例としては、ヒドロコルチゾンや、コルチゾン、プレ
ドニソロンのようなコルチコステロイド類を約０．１～１．０重量％添加する。これらの
ステロイドは、酵素混合物の水相に分散することができ、外膜１２に次第に溶解し、非常
にゆっくりと外膜１２の外へ拡散して、周辺領域での白血球の攻撃を防ぐ。
長期間のセンサーの埋め込みによる他の重大な障害は、バクテリア、菌類等による微生物
汚染である。微生物は、グルコース代謝酵素を直接破壊し、または、電極表面での反応前
に過酸化水素を消費してしまうカタラーゼやパーオキシダーゼを生産することによりグル
コース測定を混乱させてしまう。しかしながら、この微生物の妨害は、酵素混合物への抗
菌剤や幅広い抗生物質の混合によって、大幅に防ぐことができる。例えば、約０．１～０
．８重量％のゲンタマイシンおよび／またはペニシリン、および／または他の幅広い抗生
物質を、微生物の妨害を防止するために酵素混合物に混合することができる。
外膜１２は、一般に様々なプロテアーゼからグルコースオキシダーゼを保護すると思われ
ている。しかしながら、本発明を導く実験において、安定化したグルコースオキシダーゼ
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は、一般的な蛋白質分解酵素トリプシンによって容易に攻撃されないことが発見された。
したがって、微小生物等によって生産される他の蛋白質分解酵素を破壊するために、トリ
プシンを抗蛋白質分解酵素として外膜に混合しても良い。
本発明の酵素混合物の安定性は、抗酸化物質および／またはフリーラジカル捕獲剤の添加
によっても、改良することができる。様々なパラベン類、ＢＨＴ（ブチル化ハイドロキシ
トルエン）、それらのアナローグ、および／またはスーパーオキシドジスムターゼのよう
な多くの防腐剤と同様に、酸素溶剤でもあるビタミンＥを酵素混合物に混合することがで
きる。
本発明の他の態様においては、例えば、酵素含有膜を外膜と第３膜の間に挟むように、第
３膜が酵素含有膜と電極の間に配置される。第３膜の機能は、分析に干渉するアスコルビ
ン酸やアセトアミノフェンのような化合物を排除するためにある。この第３膜には、酢酸
セルロース膜を用いることができる。Ｎｅｗｍａｎによる米国特許第３，９７９，２７４
号公報、米国特許第４，０７３，７１３号公報を参照のこと。
当業者は、ここに記載した好適な態様の様々な適用や改良が本発明の範囲や趣旨から逸脱
しない範囲において可能であることを理解するであろう。したがって、本発明は、添付さ
れた特許請求の範囲内であれば、本明細書に記載したこと以上に実行しても良い。
実施例１
酵素含有膜の調製
White Silon #320（バイオメド科学社製）としても知られている市販のポリテトラフルオ
ロエチレンおよびポリジメチルシロキサンの半透過高分子網を、２”×３”のストリップ
膜として剥離ライナーからはずし、脱イオン水とエタノールで洗浄した。これらの膜は、
酵素研究に使用されるまで、滅菌した７０％エタノール／脱イオン水のボトル中に保存し
た。
この膜を保存ボトルから移し、４”×４”のガラスプレート上に載置した。この膜のスト
リップをガラスプレート上に広げ、水気を取った。次いで、約１０～２０滴の非イオン性
界面活性剤（ジメチルシロキサン－エタンオキサイド共重合体、２０ｃｓ．、ユナイテッ
ド化学技術社製）をストリップ膜上に滴下させ、この界面活性剤をなめらかで、先の丸い
へらで膜構造に塗り込んだ。膜の外観は、本来の乳白光とは異なった半透明に変化した。
ストリップ膜を容器内に配置し、この容器内に非イオン性界面活性剤の５％水溶液を注ぎ
入れ、少なくとも２４時間、膜を浸漬した。膜を浸漬溶液から取り出し、膜が滑らなくな
るまで、脱イオン水で洗浄した。膜を再びガラスプレート上に載置し、水気を取り、実験
室環境下において乾燥させた。
膜に入り込ませる酵素ゲル溶液は、グルコースオキシダーゼ（Aspergillus Niger由来タ
イプＶＩＩ、EC 1.1.3.4、シグマ化学社製）とウシ血清アルブミン（フラクションＶ粉末
、シグマ化学社製）とから構成させた。約０．１０ｇのグルコースオキシダーゼと０．４
０ｇのウシ血清アルブミンを、０．２０Ｍの酢酸ナトリウム（ｐＨ＝５．００、シグマ化
学社製）緩衝液７．５ｍＬに、両者とも溶解するまで混合した。分液ビン中で、２５％グ
ルタルアルデヒド（グレード１、シグマ化学社製）溶液１．０ｍＬを酢酸緩衝液（ｐＨ＝
５．００）９．０ｍＬと混合し、２．５％グルタルアルデヒド／酢酸緩衝液を調製した。
後に修飾したWhite Silon #320膜の孔内で酵素ゲルを架橋するために用いる分として、こ
の２．５％グルタルアルデヒド／酢酸緩衝液の２．５ｍＬを取り分けて保存した。グルコ
ースオキシダーゼ／ウシ血清アルブミン溶液の約２．５ｍＬをピペットにより修飾された
White Silon #320膜（ガラスプレート上の２”×３”のストリップ膜の１枚）上に滴下さ
せた。この溶液を膜に入り込ませ、膜に先のなめらかなへらを穏やかに擦り付けることに
より、膜中へ溶液を均一に分散させた。グルコースオキシダーゼ／ウシ血清アルブミン（
ＧＯＤ／ＢＳＡ）を約３０分乾燥した後に、膜の視覚的判断を行った。ＧＯＤ／ＢＳＡ溶
液が膜の孔に入り込み、孔内に一様に分散している場合には、膜は半透明な黄色に見える
。空白や入り込み不足がある場合には、膜中に黄色にならないまだらが生じる。この視覚
的検査の後、２．５％のグルタルアルデヒド／酢酸緩衝液の約０．８ｍＬを膜に滴下させ
、架橋と固定化試薬：グルタルアルデヒドの分布を均一にするために、この溶液を膜全体



(12) JP 4055912 B2 2008.3.5

10

20

に広げた。ＧＯＤ／ＢＳＡを入り込ませたWhite Silon #320膜を支持するガラスプレート
を、開ロビン内の少量の２．５％グルタルアルデヒド溶液と共にプラスチックジップロッ
クバッグ（グラッド製）内に移し、プラスチックバッグを密閉して１６時間放置した。十
分に架橋され、固定した酵素ゲル膜をプラスチックバッグから取り出し、綿ガーゼに入り
込ませたゴモリ緩衝液を含む他のバッグに移し替え、バッグの上部のチャックを閉めた。
緩衝液を入り込ませたガーゼによって、閉じたプラスチックバッグ内における酵素ゲル膜
の湿度を維持させ、閉じたバックに適切な日付と実験記録を記入して、冷蔵庫で保存した
。
上記のように調製した膜は、湿っていれば、非常に弾性的で、柔軟であった。膜が乾きき
っている場合、非常に明るい色になる。しかしながら、水（緩衝液）を加えれば、膜は再
び弾性的になる。この乾燥と再水和のサイクルは、酵素活性に失活が示されないことから
、完全に可逆的と考えられる。この酵素含有膜の物理的特性の低下も観測されない。上記
工程により作製された膜の厚さは、約５０～６５ミクロンの範囲であった。
実施例２
グルコースセンサーの調製
本発明によるグルコースセンサーは、上記実施例１で調製した酵素含有膜の小ディスク（
＃１６針、約０．１ｍｍ）を打ち抜くことによって調製された。このディスクをゴモリ緩
衝液１ｍＬと共に小ビンに入れた。溶剤（メチレンクロライド）によって、ポリカーボネ
ートで作られた外膜を電極のカラーに接着した。外膜を底にするようにしてこの組立部品
を乾燥させた。約３０分後、ゴモリ緩衝液の小滴を電極のカラーのくぼみに滴らせた。酵
素含有膜の小ディスクは、くぼみに配置され、くぼみの底に沈められた。この作業は、忍
耐を要する。つまり、酵素含有膜のディスクは、電極のカラーのくぼみ内で緩衝液の滴の
メニスカスの下に押し付けられる必要があるからである。プラチナ／セラミック電極をチ
タン電極ポートに接着した。この組立部品をくぼみの頂部に配置し、プラチナ／セラミッ
ク電極を電極のカラーに押し込んだ。プラチナ／セラミック電極は、チタン電極ポートの
頂部と同じ高さに設置されるまで、電極のカラーに押し込む。酵素含有膜ディスクは、黄
色いディスクとして外膜の下で明確に確認された。
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