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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　絶縁性の基板、前記基板上に形成された少なくとも作用極と対極を含む電極系、前記電
極系を含む前記基板上に形成された酵素層、および前記電極系への試料液供給経路におい
て前記酵素層より上流側に形成された試薬層を具備し、前記酵素層は少なくとも酸化還元
酵素および電子伝達体を含み、かつ前記試薬層は、低密度リポ蛋白を除くリポ蛋白と結合
して水溶性の複合体を形成する試薬を含むことを特徴とする低密度リポ蛋白中のコレステ
ロールを定量するためのコレステロールセンサ。
【請求項２】
　前記試薬層が、α－シクロデキストリン硫酸、デキストラン硫酸、マグネシウムイオン
、およびポリオキシエチレン－ポリオキシプロピレンブロックコポリエーテルを含む請求
項１記載のコレステロールセンサ。
【請求項３】
　前記試薬層が、両性界面活性剤およびカルボキシル基またはスルホン酸基を有する脂肪
族アミン類を含む請求項１記載のコレステロールセンサ。
【請求項４】
　前記試薬層が、ポリカチオンを含む請求項１記載のコレステロールセンサ。
【請求項５】
　（ａ）被検試料を下記（ｉ）、（ｉｉ）および（ｉｉｉ）からなる群より
選択されるいずれかの試薬または試薬群と反応させる工程、
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（ｉ）α－シクロデキストリン硫酸、デキストラン硫酸、マグネシウムイオン、およびポ
リオキシエチレン－ポリオキシプロピレンブロックコポリエーテル、
（ｉｉ）両性界面活性剤およびカルボキシル基またはスルホン酸基を有する脂肪族アミン
類、
（ｉｉｉ）ポリカチオン、
　（ｂ）次いで、前記被検試料をコレステロールと特異的に反応する酸化還元酵素および
電子伝達体と反応させる工程、および
　（ｃ）前記工程（ｂ）によって還元された前記電子伝達体を電気化学的に酸化して酸化
電流値を得る工程
を有する低密度リポ蛋白中のコレステロールの定量方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
技術分野
本発明は、血液、血清、血漿などの被検試料中の低密度リポ蛋白に含まれるコレステロー
ルを定量するセンサおよび方法に関するものである。
【０００２】
背景技術
近年、高コレステロール血症の診断を行う際に、低密度リポ蛋白中コレステロールの濃度
が重要視されている。
従来、この種の低密度リポ蛋白中コレステロールの定量方法は、超遠心法を用いた分画操
作によって行われていた。しかし、この方法では、特殊な装置を必要とし、さらに測定に
長時間を要するという問題がある。
【０００３】
超遠心を行わない定量方法としては、被検試料中の全コレステロール、高密度リポ蛋白中
のコレステロール、およびトリグリセリドの濃度をそれぞれ求め、Friedewaldの式から低
密度リポ蛋白中のコレステロールの濃度を算出する方法が一般的である。しかし、この方
法では、トリグリセリド値が高い被検試料を用いた場合、再現性および正確性の点で信頼
性が低いという問題がある。
さらに近年、トリグリセリド値を必要としない、低密度リポ蛋白中のコレステロールの定
量方法が提案されている。
【０００４】
その第一は、α－シクロデキストリン硫酸、デキストラン硫酸、マグネシウムイオン、お
よびポリオキシエチレン－ポリオキシプロピレンブロックコポリエーテル存在下において
、低密度リポ蛋白中のコレステロールのみを酵素によって酸化し、色素の発色度合いから
低密度リポ蛋白中のコレステロール濃度を定量するものである（Clinical Chemistry第４
４巻（１９９８年）第５２２頁参照）。この方法は、α－シクロデキストリン硫酸、デキ
ストラン硫酸、およびマグネシウムイオンによって、被検試料中のカイロミクロン中のコ
レステロール、および超低密度リポ蛋白中のコレステロールに対する酵素の反応性を減少
させ、さらに、ポリオキシエチレン－ポリオキシプロピレンブロックコポリエーテルによ
って、被検試料中の高密度リポ蛋白中のコレステロールに対する酵素の反応性を減少させ
る。
【０００５】
第二は、両性界面活性剤およびカルボキシル基またはスルホン酸基を有する脂肪族アミン
類の存在下において、低密度リポ蛋白中のコレステロールのみを酵素によって酸化し、色
素の発色度合いから低密度リポ蛋白中のコレステロール濃度を定量するものである（特開
平１０－８４９９７号公報参照）。この方法は、両性界面活性剤存在下において、低密度
リポ蛋白以外のリポ蛋白に含まれるコレステロールに対する酵素の反応性を減少させる。
【０００６】
第三は、被検試料をポリカチオンにより処理することによって、低密度リポ蛋白中のコレ
ステロールのみを酵素によって酸化し、色素の発色度合いから低密度リポ蛋白中のコレス
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テロール濃度を定量するものである（米国特許第４，１８５，９６３号参照）。
【０００７】
第四は、高密度リポ蛋白を多孔性のシリカによって吸着し、さらに、ポリアニオン／二価
カチオンによって、カイロミクロンおよび超低密度リポ蛋白と不溶性の複合体を形成させ
、この複合体を沈殿として溶液中から除去した後、低密度リポ蛋白中のコレステロールの
みを酵素によって酸化し、色素の発色度合いから低密度リポ蛋白中のコレステロール濃度
を定量するものである（米国特許第５，４０１，４６６号参照）。
【０００８】
上記第一から第四の方法により、トリグリセリド値が高い被検試料を用いた場合において
も、再現性および正確性良く測定することができる。
しかし、上記の第一から第四の方法は、いずれも色素の発色度合いからコレステロール値
を定量するため、初めから着色している血液が被検試料である場合、定量が不可能である
。また、再現性および正確性良く測定するためには、被検試料に対して、酵素を含まない
第一試薬と、酵素を含む第二試薬をそれぞれ用意し、まず被検試料に第一試薬を添加し十
分に反応が進行した後、第二試薬を添加しなければならず、操作が煩雑であるという問題
がある。
【０００９】
発明の開示
本発明は、前記従来の問題に鑑みてなされたものであり、その目的は、血液が被検試料で
ある場合にも測定が可能であり、２種類以上の試薬類をそれぞれ別々のタイミングで被検
試料に添加することをせず、被検試料を一度供給するだけで、低密度リポ蛋白中のコレス
テロールを再現性よく、正確に定量することができるセンサを提供することである。
【００１０】
本発明は、そのような低密度リポ蛋白中のコレステロールを定量する方法を提供すること
をも目的とする。
本発明は、絶縁性の基板、前記基板上に形成された作用極と対極を含む電極系、前記電極
系を含む前記基板上に形成された酵素層、および前記電極系への試料液供給経路において
前記酵素層より上流側に形成された試薬層を具備し、前記酵素層は少なくとも酸化還元酵
素および電子伝達体を含み、かつ前記試薬層は、低密度リポ蛋白を除くリポ蛋白と結合し
て水溶性の複合体を形成する試薬を含む、低密度リポ蛋白中のコレステロールを定量する
ためのコレステロールセンサに関する。
【００１２】
本発明は、（ａ）被検試料を下記（ｉ）、（ii）および（iii）からなる群より選択され
るいずれかの試薬または試薬群と反応させる工程、
（ｉ）α－シクロデキストリン硫酸、デキストラン硫酸、マグネシウムイオン、およびポ
リオキシエチレン－ポリオキシプロピレンブロックコポリエーテル、
（ii）両性界面活性剤およびカルボキシル基またはスルホン酸基を有する脂肪族アミン類
、
（iii）ポリカチオン、
（ｂ）次いで、前記被検試料をコレステロールと特異的に反応する酸化還元酵素および電
子伝達体と反応させる工程、および
（ｃ）前記工程（ｂ）によって還元された前記電子伝達体を電気化学的に酸化して酸化電
流値を得る工程
を有する低密度リポ蛋白中のコレステロールの定量方法を提供する。
【００１４】
発明を実施するための最良の形態
本発明による低密度リポ蛋白中のコレステロールの定量方法は、
（ａ）被検試料を特定の試薬と反応させる工程、
（ｂ）次いで、前記被検試料をコレステロールと特異的に反応する酸化還元酵素および電
子伝達体と反応させる工程、および
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（ｃ）前記工程（ｂ）によって還元された前記電子伝達体を電気化学的に酸化して酸化電
流値を得る工程
を有し、前記酸化電流値からコレステロールを定量する。
【００１５】
まず、工程（ａ）について説明する。工程（ａ）においては、被検試料中に含まれるリポ
蛋白のうち、低密度リポ蛋白を除くリポ蛋白を特定試薬と反応させることにより、低密度
リポ蛋白を除くリポ蛋白中のコレステロールが酵素との反応に関与することを抑制する。
ここでいう被検試料とは、広く高密度リポ蛋白、低密度リポ蛋白、超低密度リポ蛋白およ
びカイロミクロンを含みうるもので、例えば血液、血清、血漿などをいう。
【００１６】
本発明は、吸光度によらず電気化学的な手法によってコレステロールを測定するから、被
検試料が血液や、濁りのある血清または血漿でも、低密度リポ蛋白中のコレステロールを
定量することができる。
【００１７】
上記の工程（ａ）は、被検試料中に含まれる低密度リポ蛋白を除くリポ蛋白と特定の試薬
を結合させて水溶性の複合体を形成させ、低密度リポ蛋白を除くリポ蛋白中のコレステロ
ールと酵素との反応性を低下させる工程（ａ－１）、または被検試料中に含まれる低密度
リポ蛋白を除くリポ蛋白を特定の試薬に吸着および／または凝集させることにより除去す
る工程（ａ－２）である。
【００１８】
まず、工程（ａ－１）について説明する。
この工程においては、下記（ｉ）、（ii）および（iii）からなる群より選択されるいず
れかの試薬または試薬群を用いる。
【００１９】
（ｉ）α－シクロデキストリン硫酸、デキストラン硫酸、マグネシウムイオン、およびポ
リオキシエチレン－ポリオキシプロピレンブロックコポリエーテル、
（ii）両性界面活性剤およびカルボキシル基またはスルホン酸基を有する脂肪族アミン類
、
（iii）ポリカチオン。
【００２０】
試薬として、ポリカチオンを用いる場合、弱イオン交換体の存在下において、被検試料と
ポリカチオンを反応させることが好ましい。弱イオン交換体が存在すると、これが試料中
の中性脂質を吸着するので、中性脂質が電極表面に吸着して電極反応を阻害するのを抑制
することができる。
【００２１】
ここで、両性界面活性剤としては、ラウリルベタイン、ヤシ油脂肪酸アミドプロピルベタ
イン、ラウリン酸アミドプロピルベタイン、２－アルキル－Ｎ－カルボキシメチル－Ｎ－
ヒドロキシエチルイミダゾリニウムベタイン、２－アルキル－Ｎ－カルボキシエチル－Ｎ
－ヒドロキシエチルイミダゾリニウムベタインなどが用いられる。
【００２２】
カルボキシル基またはスルホン酸基を含む脂肪族アミン類としては、アラニン、グルタミ
ン、グルタミン酸、Ｎ－（２－アセトアミド）－２－アミノエタンスルホン酸、Ｎ，Ｎ－
ビス（２－ヒドロキシエチル）－２－アミノエタンスルホン酸、Ｎ－シクロヘキシル－２
－アミノエタンスルホン酸、２－｛４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジニル｝
エタンスルホン酸、２－モルホリノエタンスルホン酸、ピペラジン－１，４－ビス（２－
エタンスルホン酸）、Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル）メチル－２－アミノエタンスルホ
ン酸、Ｎ－シクロヘキシル－３－アミノプロパンスルホン酸、Ｎ－シクロヘキシル－２－
ヒドロキシ－３－アミノプロパンスルホン酸、３－｛Ｎ，Ｎ－ビス（２－ヒドロキシエチ
ル）アミノ｝－２－ヒドロキシプロパンスルホン酸、３－｛４－（２－ヒドロキシエチル
）－１－ピペラジニル｝プロパンスルホン酸、２－ヒドロキシ－３－｛４－（２－ヒドロ
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キシエチル）－１－ピペラジニル｝プロパンスルホン酸、３－モルホリノプロパンスルホ
ン酸、２－ヒドロキシ－３－モルホリノプロパンスルホン酸、ピペラジン－１，４－ビス
（２－ヒドロキシ－３－プロパンスルホン酸）、Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル）メチル
－３－アミノプロパンスルホン酸、２－ヒドロキシ－Ｎ－トリス（ヒドロキシメチル）メ
チル－３－アミノプロパンスルホン酸、Ｎ－（２－アセトアミド）イミノ二酢酸、Ｎ，Ｎ
－ビス（２－ヒドロキシエチル）グリシン、Ｎ－｛トリス（ヒドロキシメチル）メチル｝
グリシンなどが用いられる。
【００２３】
前記ポリカチオンは、反応性の調節が容易であることから、アシル化またはアルキル化ポ
リカチオンであることが好ましい。
工程（ａ－１）において、被検試料中に含まれる低密度リポ蛋白を除くリポ蛋白が試薬と
結合して水溶性の複合体を形成することにより、低密度リポ蛋白を除くリポ蛋白中のコレ
ステロールと酸化還元酵素との反応性が低下する。このため、次の工程（ｂ）において、
酸化還元酵素との反応に関与するコレステロールを、低密度リポ蛋白中コレステロールの
みとすることができる。
【００２４】
次に、工程（ａ－２）について説明する。
工程（ａ－２）においては、被検試料中に含まれる低密度リポ蛋白を除くリポ蛋白を試薬
に吸着させる、および／または試薬を用いて凝集させることにより、除去する。
【００２５】
この工程においては、試薬として、高密度リポ蛋白に対する抗体またはシリカと、ポリア
ニオンと、二価カチオンとを用いる。高密度リポ蛋白には、アポ蛋白質であるApo A-Iお
よびApo A-IIが特有に含まれるので、高密度リポ蛋白に対する抗体として、Apo A-Iまた
はApo A-IIに対する抗体があげられる。この場合、高密度リポ蛋白に対する抗体により、
被検試料中の高密度リポ蛋白が凝集する。一方、ポリアニオンおよび二価カチオンの作用
により、被検試料中の超低密度リポ蛋白およびカイロミクロンが凝集する。このようにし
て、被検試料から高密度リポ蛋白、超低密度リポ蛋白およびカイロミクロンを分離・除去
することができる。
また、高密度リポ蛋白を除くための試薬として、シリカを用いる場合は、被検試料中の高
密度リポ蛋白がシリカに吸着して分離・除去される。
【００２６】
工程（ａ－２）において、凝集した高密度リポ蛋白、超低密度リポ蛋白およびカイロミク
ロンを被検試料から分離・除去するには、フィルター等の濾過手段を用いるのがよい。
ここに用いるポリアニオンは、酵素反応を阻害しないという観点から、デキストラン硫酸
、ヘパリン、ホスホタングステン酸、ポリビニル硫酸のいずれかであることが好ましい。
【００２７】
また、前記二価カチオンは、酵素反応を阻害しないという観点から、カルシウムイオン、
マンガンイオン、マグネシウムイオンのいずれかであることが好ましい。
工程（ａ－２）において、被検試料中に含まれる低密度リポ蛋白を除くリポ蛋白が試薬に
吸着し、および／または凝集することにより除去されるため、次の工程（ｂ）において酵
素との反応に関与するコレステロールを、低密度リポ蛋白中のコレステロールのみとする
ことができる。
【００２８】
次に、工程（ｂ）について説明する。
工程（ｂ）においては、被検試料中の低密度リポ蛋白のみに含まれるコレステロールが、
コレステロールと特異的に反応する酸化還元酵素により酸化され、これに伴い電子伝達体
は還元される。
【００２９】
ここで用いる酸化還元酵素および電子伝達体は、コレステロールの電気化学的な定量法に
用いられている従来公知のものが用いられる。
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次に、工程（ｃ）について説明する。
【００３０】
工程（ｃ）においては、工程（ｂ）において還元された前記電子伝達体を電気化学的に酸
化して酸化電流値を得る。そして、この酸化電流値より、低密度リポ蛋白中のコレステロ
ールの濃度を求める。
本発明は、電気化学的にコレステロール値を定量するので、初めから着色している血液が
被検試料であっても測定可能である。
【００３１】
ここで、図１を用いて、本発明によりコレステロール濃度を定量する際の反応原理を説明
する。
被検試料に含まれるリポ蛋白中のコレステロールの多くは、脂肪酸とエステル結合したコ
レステロールエステルとして存在している。そこでまず、コレステロールエステラーゼ４
によって、コレステロールエステル１を脱エステル化してコレステロール２とする（過程
I）。
【００３２】
次に、酸化還元酵素５によって、コレステロール２を酸化し、酸化されたコレステロール
３を生成させる（過程II）。この酸化反応は、同時に電子伝達体（酸化型）６の還元を伴
う（過程III）。
【００３３】
次いで、作用極８と対極９の間に作用極が正となる電圧を印加することによって、作用極
８上で電子伝達体（還元型）７が酸化される（過程IV）。このときに流れる電流値は、電
子伝達体（還元型）７の濃度に依存し、さらに、電子伝達体（還元型）７の濃度は、コレ
ステロール２の濃度に依存する。したがって、コレステロール２の濃度を知るためには、
作用極８と対極９の間に流れる電流量を測定すればよい。
【００３４】
以下に、図面を用いて低密度リポ蛋白中のコレステロールを測定するセンサおよび定量方
法を説明する。
【００３５】
実施の形態１
図２は本発明によるセンサの概略断面図、図３はその分解斜視図である。１１はポリエチ
レンテレフタレートからなる電気絶縁性の基板を表す。この基板１１上に、銀ペーストを
スクリーン印刷し、加熱乾燥することにより２つの電極の下地とそれらに連なるリード１
２、１３を形成してある。次に炭素ペーストをスクリーン印刷することにより作用極１４
および対極１５が形成されている。基板上には、スクリーン印刷により絶縁層１６が形成
されており、この絶縁層により電極系の露出部分が規定されている。
【００３６】
作用極および対極からなる電極系を覆うように水溶性高分子の一種であるカルボキシメチ
ルセルロースのナトリウム塩を含むインクをスクリーン印刷により印刷し、５０℃で１５
分間乾燥することにより水溶性高分子層２１が形成されている。次に、コレステロールオ
キシダーゼ、コレステロールエステラーゼ、およびフェリシアン化カリウムの混合水溶液
を、水溶性高分子層２１を覆うように滴下して、５０℃で１５分間乾燥することにより酵
素層２２が形成されている。
【００３７】
なお、電子メディエータとしては、パラペ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のいずれかを用いることが
できる。
【００３８】
一方、空気孔２０を有するカバー１９と、スリット１８を有するスペーサ１７を貼り合わ
せ、スペーサのスリット１８に形成される凹部に、α－シクロデキストリン硫酸、デキス
トラン硫酸、マグネシウムイオン、およびポリオキシエチレン－ポリオキシプロピレンブ
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ロックコポリエーテルの混合水溶液を滴下した後、乾燥して試薬層２３が形成されている
。この試薬層２３は、電極系への試料液供給路において、酵素層より上流側に形成される
。
【００３９】
上記の水溶性高分子層２１および酵素層２２を形成した基板１１と、試薬層２３を形成し
たカバー１９とスペーサ１７からなるカバー部材とを接着して、バイオセンサが組み立て
られる。このバイオセンサは、スペーサ１７のスリット１８の部分に形成される中空部が
試料液供給路を形成している。そして、この試料液供給路の開口部となるスリット１８の
開放端１８ａの部分が試料供給口となる。　この試料供給口に血液等の試料を接触させる
と、試料は、試料液供給路の毛管現象により空気孔２０側に吸い込まれる。
【００４０】
試薬層２３を形成した位置に、ガラスフィルター等の担体を固定して、その担体中または
担体表面に上記の試薬の水溶液を滴下し、乾燥することにより試薬を担持させてもよい。
そのような担体としては、濾紙、ガラスフィルター、薄層クロマト担体、セルロース繊維
、高分子化合物からなる繊維シート、紙、コルク等を用いることができる。これらのなか
で、酸化還元酵素の吸着が少ないという理由から、ガラスフィルターまたはセルロース繊
維が好ましい。
【００４１】
電子メディエータおよび酸化還元酵素のうち、少なくともいずれか一方が界面活性剤とと
もに担持されていると、溶解性が向上するので、反応時間の短縮を図ることができる。
【００４２】
水溶性高分子層、酵素層、および試薬層のうち、少なくともいずれか一つの層を凍結乾燥
によって形成すると、溶解性が向上するため、反応時間を短縮することができる。特に、
図示のように、試料液供給路内を塞ぐように試薬層を形成するときは、凍結乾燥によって
、多孔性の層として形成するのが好ましい。試料液を試薬層に接すると容易に試料液を溶
解して吸収するからである。
【００４３】
次に、このバイオセンサを用いたときの、血液中の低密度リポ蛋白中コレステロール濃度
の測定例を説明する。まず、被検試料である血液を試料供給孔に供給する。血液と接触し
た試薬層がまず溶解し、次に酵素層、および水溶性高分子層が溶解する。すると、試薬層
中のα－シクロデキストリン硫酸、デキストラン硫酸、およびマグネシウムイオンの協働
作用によって、血液中の超低密度リポ蛋白、およびカイロミクロンが水溶性の複合体を形
成し、ポリオキシエチレン－ポリオキシプロピレンブロックコポリエーテルの作用によっ
て、血液中の高密度リポ蛋白が水溶性の複合体を形成する。これにより、低密度リポ蛋白
以外のリポ蛋白のコレステロールと、酵素との反応性が低下する。
【００４４】
ここで、酵素であるコレステロールエステラーゼ、およびコレステロールオキシダーゼを
作用させると、低密度リポ蛋白中のコレステロールのみが酵素による触媒反応を受けるの
で、低密度リポ蛋白中コレステロールの濃度を測定することができる。具体的には、図３
の反応原理に基づき、酵素層中のコレステロールエステラーゼによって、低密度リポ蛋白
中のエステル型コレステロールが、遊離型のコレステロールに変換される。そして、コレ
ステロールエステラーゼによって生じた遊離型コレステロールと、元々低密度リポ蛋白中
に存在していた遊離型のコレステロールが、コレステロールオキシダーゼの作用によって
、酸化される。そのとき同時に、酵素層中のフェリシアン化カリウムが還元されて、フェ
ロシアン化カリウムが生成する。血液を供給してから一定時間後に、作用極と対極との間
に作用極を正にして、例えば５００ｍＶの電圧を５秒間印加し、５秒後の電流値を測定す
る。この電流値を応答値とする。
【００４５】
本実施の形態１によれば、色素の発色度合いから測定を行わないので、血液のように初め
から着色している被検試料であっても、コレステロールを定量できるという利点がある。
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また、試薬層２３が酵素層２２から空間的に分離して形成されているので、被検試料を試
薬層２３に供給すると、被検試料は試薬層２３中の試薬と反応した後、次に酵素層２２に
到達して酵素層２２中の酸化還元酵素および電子伝達体等と反応する。このため、被検試
料を一度供給するだけで、複数の試薬を各々異なるタイミングで被検試料に添加するとい
う煩雑な操作を行うことなく、被検試料中の低密度リポ蛋白中のコレステロール濃度を再
現性および正確性良く定量することができる。
【００４６】
本実施の形態１において、試薬層２３に含まれる試薬として、α－シクロデキストリン硫
酸、デキストラン硫酸、マグネシウムイオンおよびポリオキシエチレン－ポリオキシプロ
ピレンブロックコポリエーテルの組み合わせを用いたが、これらに代えて、両性界面活性
剤およびカルボキシル基またはスルホン酸基を有する脂肪族アミン類を用いてもよい。ま
た、別の例として、試薬は、ポリカチオンであってもよい。ポリカチオンに加え、さらに
弱イオン交換体を含ませることが好ましい。ここで、前記ポリカチオンは、アシル化また
はアルキル化ポリカチオンであることが好ましい。前記ポリカチオンとしては、ポリエチ
レンイミンが好ましく用いられる。
【００４７】
試薬層２３にはｐＨ緩衝剤を添加してもよい。ｐＨ緩衝剤としては、３－モルホリノプロ
パンスルホン酸、２－｛４－（２－ヒドロキシエチル）－１－ピペラジニル｝エタンスル
ホン酸、２－モルホリノエタンスルホン酸、ピペラジン－１，４－ビス（２－エタンスル
ホン酸）などのグッド緩衝液、リン酸緩衝液などが用いられる。
【００４８】
参考形態
　図４は本参考形態におけるコレステロールセンサの分解斜視図である。実施の形態１と
の相違点の１つは、ガラスフィルターからなるフィルターを設けたことである。
【００４９】
実施の形態１と同様に、作用極１４と対極１５からなる電極系上に、水溶性高分子層２１
および酵素層２２を形成した基板１１を用いる。この基板１１上に方形の透孔３８を有す
るスペーサ３７、空気孔４０および試料供給口４１を設けたカバー３９、並びにフィルタ
ー４３を組み合わせてセンサが完成する。
【００５０】
フィルター４３は、スペーサ３７の透孔３８のところに形成される試料液供給路において
、酵素層２２より上流側に納められ、試料供給口４１から供給される試料液を吸収し、こ
れを毛管現象により試料液供給路内を電極系側へ供給する。フィルター４３には、高密度
リポ蛋白に対する抗体、ポリアニオンであるデキストラン硫酸、およびカルシウムイオン
が含浸されている。
【００５１】
フィルターとしては、濾紙、セルロース繊維、高分子化合物からなる繊維シート、メンブ
ランフィルター、メッシュ、綿等を用いることができる。フィルターの孔径は、０．０５
～０．５μｍのものが好ましい。
次に、このセンサを用いて血液中の低密度リポ蛋白中コレステロール濃度を測定する方法
を説明する。
【００５２】
まず、被検試料である血液を試料供給口４１からフィルター４３上に供給する。血液は、
フィルター４３によって血球が濾過され、血漿成分が空気孔４０側に進行する。同時に、
フィルター内の高密度リポ蛋白に対する抗体によって、血液中の高密度リポ蛋白が凝集す
る。凝集したリポ蛋白は、フィルターの網目に引っかかり、酵素層２２まで到達しない。
また、血液中のカイロミクロン、および超低密度リポ蛋白は、フィルター内のデキストラ
ン硫酸、およびカルシウムイオンによって凝集する。凝集したリポ蛋白は、フィルターの
網目に引っかかり、酵素層まで到達しない。そのため、酵素層まで到達した血漿成分には
、リポ蛋白のうち、低密度リポ蛋白のみが含まれる。
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【００５３】
酵素層２２においては、酵素であるコレステロールエステラーゼ、およびコレステロール
オキシダーゼが低密度リポ蛋白に作用し、低密度リポ蛋白中のコレステロールが酵素によ
る触媒反応を受ける。こうして、実施の形態１と同様、低密度リポ蛋白中のコレステロー
ル濃度を測定することができる。
【００５４】
上記において、高密度リポ蛋白を凝集させる試薬として用いた高密度リポ蛋白に対する抗
体の代わりに、高密度リポ蛋白を吸着するシリカを用いてもよい。シリカは、被検試料中
の高密度リポ蛋白を吸着するので、高密度リポ蛋白は酵素層まで到達しない。酵素層まで
到達した成分には、リポ蛋白のうち、低密度リポ蛋白のみが含まれる。なお、フィルター
４３にはｐＨ緩衝剤を添加してもよい。
【００５５】
　本参考形態によれば、実施の形態１と同様に、色素の発色度合いから測定を行わないの
で、血液のように初めから着色している被検試料であっても、コレステロールを定量でき
る。また、試薬は、フィルター４３に担持され、酵素層２２とは空間的に分離して形成さ
れているので、被検試料をフィルター上に供給すると、被検試料はフィルター中の試薬と
反応し、フィルターを通過した後、酵素層２２に到達して酵素層中の酸化還元酵素および
電子伝達体等と反応する。このため、被検試料を一度供給するだけで、複数の試薬を各々
異なるタイミングで被検試料に添加するという煩雑な操作を行うことなく、被検試料中の
低密度リポ蛋白中のコレステロール濃度を再現性および正確性良く定量することができる
。
【００５６】
図示の例では、フィルター４３に試薬を担持させたが、フィルターと試薬とを別々に設置
してもよい。例えば、膜状のフィルターを酵素層２２の上に形成し、フィルター４３の位
置に試薬層を形成するか試薬を担持した担体を設置する。フィルターと試薬を分離すると
きは、電極系への試料液供給路において試薬をフィルターより上流に設置する。
【００５７】
上記の例では、フィルター４３に含ませる試薬のポリアニオンとしてデキストラン硫酸を
用いているが、これに代えて、ヘパリン、ホスホタングステン酸、またはポリビニル硫酸
などを用いてもよい。また、二価カチオンとしてカルシウムイオンを用いているが、これ
に代えて、マンガンイオン、またはマグネシウムイオンなどを用いてもよい。
【００５８】
フィルター４３に含ませる試薬として、高密度リポ蛋白に対する抗体、ポリアニオン、お
よび二価カチオンの組み合わせを用いたが、これらに代えて、シリカ、ポリアニオン、お
よび二価カチオンの組み合わせを用いてもよい。この場合、被検試料がフィルター４３に
接触すると、被検試料中の高密度リポ蛋白がシリカに吸着し、酵素層２２まで到達しない
。また、被検試料中の超低密度リポ蛋白およびカイロミクロンは、前記と同様に凝集し、
フィルター４３によって濾過されるので、酵素層２２まで到達しない。
【００５９】
　実施の形態１および参考形態において、基板１１としてポリエチレンテレフタレートを
用いたが、基板１１の材質は、電気絶縁性を有し、ある程度の剛性を有していれば特に制
限はない。例えば、ポリエチレン、ポリスチレン、ポリ塩化ビニル、ポリアミド、飽和ポ
リエステルなどの熱可塑性樹脂、尿素樹脂、メラミン樹脂、フェノール樹脂、エポキシ樹
脂、不飽和ポリエステル樹脂などの熱硬化性樹脂などを用いることができる。
【００６０】
電極は、炭素ペーストを基板１１上にスクリーン印刷する方法により形成したが、パラジ
ウムなどの金属を基板１１上に蒸着、またはスパッタして形成してもよい。
【００６１】
上記の例では、酸化還元酵素としてコレステロールオキシダーゼとコレステロールエステ
ラーゼ、電子伝達体としてフェリシアン化カリウムを用いたが、これらは、従来公知のも
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シダーゼの代わりにコレステロールデヒドロゲナーゼなどを用いてもよく、また電子伝達
体として、例えばパラベンゾキノンなどを用いてもよい。
【００６２】
酵素層２２にはコレステロールエステラーゼを含むことが好ましい。また、酵素層２２に
は、リポ蛋白中のコレステロールの溶解を容易にするために、界面活性剤を添加してもよ
い。
電極系の上部には、電極を保護するための水溶性高分子層を設けたが、これは必須のもの
ではない。
【００６３】
　実施の形態１における試薬層２３および参考形態において試薬をフィルター４３と分離
する場合においては、試薬を担持させた担体を用いることが好ましい。これにより、被検
試料が試薬層を通過する時間が長くなるので、被検試料が酵素層２２に到達するまでに、
被検試料に含まれる低密度リポ蛋白を除くリポ蛋白と試薬層中の試薬との反応を十分に進
行させることができる。そのような担体としては、試薬成分を内部に担持可能であるもの
ならば特に限定されないが、例えばガラスフィルター、濾紙、メンブランフィルター、メ
ッシュ、綿などがあげられる。このとき、担持させる試薬は、乾燥させた固体状態であっ
ても溶液状態またはゲル状態であってもよい。
【００６４】
産業上の利用の可能性
本発明によれば、色素の発色度合いから測定しないので、血液のように初めから着色して
いる被検試料であっても、低密度リポ蛋白に含まれるコレステロールを定量することがで
きる。また、一度の被検試料の供給により、低密度リポ蛋白に含まれるコレステロールを
再現性および正確性良く定量することができる。本発明は、煩雑な操作を必要としないた
め、家庭用の低密度リポ蛋白中コレステロール測定キットに適している。
【図面の簡単な説明】
【図１】　本発明によりコレステロール濃度を定量する際の反応原理を説明するためのフ
ローチャートである。
【図２】　本発明の実施の形態１におけるコレステロールセンサの概略縦断面図である。
【図３】　同センサの分解斜視図である。
【図４】　参考形態におけるコレステロールセンサの分解斜視図である。



(11) JP 4646475 B2 2011.3.9

【図１】 【図２】

【図３】 【図４】



(12) JP 4646475 B2 2011.3.9

10

20

フロントページの続き

(56)参考文献  特開平０９－２９７１２１（ＪＰ，Ａ）
              特開平０７－０５５８１２（ＪＰ，Ａ）
              特開平０６－２１３９０１（ＪＰ，Ａ）
              特開平１０－２３２２１９（ＪＰ，Ａ）
              特開平１１－０５１８９６（ＪＰ，Ａ）
              特開平１０－２２１２９３（ＪＰ，Ａ）
              特開平１０－３１１８３３（ＪＰ，Ａ）
              国際公開第９６／０２９５９９（ＷＯ，Ａ１）
              Lorenz Kerscher, Sigbert Schiefer, Brigitte Draeger, Josef Maier, and Joachim Ziegenho
              rn，Precipitation Methods for the Determination of LDL-Cholesterol，Clinical BioChemis
              try，１９８５年　４月，Vol.18, No.2，P.118-125
              木下 英明，千々石 武夫，鳥村 政基，加納 健司，池田 篤治，ペルオキシダーゼ固定電極及び
              ポリエチレングリコール修飾酵素を用いる血清中高密度リポタンパクコレステロール及び総コレ
              ステロールの直接測定，分析化学，１９９８年　４月　５日，Vol.47，No.4，P.233-238

(58)調査した分野(Int.Cl.，ＤＢ名)
              G01N  27/327
              C12Q   1/00
              G01N  33/92
              JSTPlus(JDreamII)
              JST7580(JDreamII)


	biblio-graphic-data
	claims
	description
	drawings
	overflow

