
JP 5116697 B2 2013.1.9

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
静脈内電流測定バイオセンサであって：
　可撓性基質；
　該基質に結合された電極；および
　該電極に結合されたヒドロゲル層であって、キトサン、オキシダーゼ酵素、および該キ
トサンに架橋され、該オキシダーゼ酵素を固定化するマトリックスを形成するジェニピン
を含む、ヒドロゲル層、
を含む、静脈内電流測定バイオセンサ。
【請求項２】
前記ヒドロゲル層が、前記オキシダーゼ酵素と反応するために血液成分を選択的に拡散す
るための律速層を提供する、請求項１に記載のバイオセンサ。
【請求項３】
電極上にオキシダーゼを固定化するためのヒドロゲルを形成する方法であって：
　キトサンを酸性溶液に溶解する工程；
　該キトサン溶液にオキシダーゼを添加する工程；
　該キトサン溶液を該電極の表面に付与する工程；
　付与された該キトサン溶液をそれが固体膜を形成するまで硬化する工程；および
　該固体膜をジェニピン溶液中に浸漬し、該キトサンおよび該ジェニピンを架橋し、それ
によって該オキシダーゼを固定化する工程、を包含する、方法。
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【請求項４】
前記溶解する工程が、０．１～２．０重量％のキトサンのキトサン濃度を生成する、請求
項３に記載の方法。
【請求項５】
前記溶解する工程が、０．２５重量％キトサンのキトサン濃度を生成する、請求項４に記
載の方法。
【請求項６】
前記オキシダーゼが、グルコースオキシダーゼを含む、請求項３に記載の方法。
【請求項７】
前記添加する工程が、１／１２０，０００～１／１０，０００重量％のオキシダーゼ濃度
を生成する、請求項３に記載の方法。
【請求項８】
前記浸漬する工程が、前記固体膜をジェニピン溶液中に２～１０時間の持続時間の間浸漬
することを含む、請求項３に記載の方法。
【請求項９】
前記ジェニピン溶液が、４～１０のｐＨを有する緩衝液を含む、請求項３に記載の方法。
【請求項１０】
前記ジェニピン溶液が、１％重量／容量のジェニピンを含む、請求項３に記載の方法。
【請求項１１】
前記架橋されたジェニピンおよびキトサンに、ジェニピンおよびキトサンの第２のより密
に架橋された層を付加する工程をさらに包含し、前記オキシダーゼと反応するために血液
成分を選択的に拡散するための律速層を提供する、請求項３に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　（米国特許法１１９条による優先権の主張）
　特許のための本出願は、２００６年２月２７日に出願され、そして本出願の譲受人に譲
渡され、そして本明細書中に参考として明示して本明細書によって援用される米国仮出願
番号第６０／７７７，２５４号への優先権を主張している。
【０００２】
　（発明の分野）
　本発明は、血液化学を測定するための電流測定バイオセンサに関する。特に、本発明は
、静脈内電流測定バイオセンサに関する。
【背景技術】
【０００３】
　（背景）
　電流測定バイオセンサは、血液化学を分析するための医療産業で公知である。酵素電極
としてもまた知られる初期のバイオセンサは、ＣｌａｒｋおよびＬｙｏｎｓによって最初
に提案され、そしてＵｐｄｉｋｅおよびＨｉｃｋｓによって履行された。酵素電極は、代
表的には、電極の表面で透析膜の後に固定化されるグルコースオキシダーゼのようなオキ
シダーゼ酵素を含む。血液の存在下で、この膜は、目的の分析物、例えば、グルコースを
、上記酸化酵素まで選択的に通過させ、そこで、それは、酸化または還元、例えば、グル
コースのグルコノラクトンへの酸化を受ける。電流測定バイオセンサは、反応を持続する
に十分な電位が、反応体の存在下で２つの電極間に付与されるとき、電流を生成すること
によって機能する。例えば、グルコースとグルコースオキシダーゼとの反応では、過酸化
水素副産物が、電極への電子移動によって次に酸化され得る。電極中の電流の得られる流
れは、目的の分析物の濃度の指標である。
【０００４】
　電流測定バイオセンサの適用は、体液中の分析物、血液中の電解質レベルそして特に血
液グルコース濃度を測定することを含む。グルコースを測定するために、皮下的方法が提
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案されている。例えば、非特許文献１を参照のこと。これらの最小侵襲的グルコースモニ
タリングシステムは、血漿グルコース濃度を適正に表示する傾向にあるが、それらは、例
えば、低血糖症の状態における不正確さが患者に非常に高いリスクを課し得る、集中的イ
ンシュリン療法ために用いられるために十分正確にはグルコースを追跡しない。さらに、
酵素グルコースオキシダーゼを基礎にするセンサは、直線状のグルコース応答を提供する
ために適切な酸素への接近を有さなければならない。皮下組織のために最適化されたセン
サシステムは、酸素圧力が２０ｍｍＨｇ以下であり得る静脈血では必ずしも良好に機能す
るわけではない。
【０００５】
　現今では、ＩＣＵ患者における高度に正確な血中グルコース測定を得るために最も信頼
性ある方法は、直接時点法により、これは、血液サンプルを引き抜くこと、およびそれを
実験室分析のために発送することを含む。これは、しばしば時宜を得た様式で必要な結果
を生じ得ない時間のかかる方法である。この分野での継続する研究にかかわらず、グルコ
ースモニタリングにおける多くの改良がなお必要である。
【非特許文献１】Ｇａｒｇら、「経皮的リアルタイム連続的グルコースセンサでの血糖可
動域における改良」、Ｄｉａｂｅｔｅｓ　Ｃａｒｅ、２００６年１月
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　静脈内電流測定センサの開発を妨げる困難さの１つは、このセンサが血管内につるされ
るために十分小さくなければならないが、反応が十分な長さの時間の間持続され得るよう
に酵素を固定化するに十分頑丈でなければならないことである。静脈内センサはまた、そ
れが患者中に任意の毒素を放出せず、そして例えば大腿静脈中にカテーテルを通じて移植
されるとき、血漿が酵素層に拡散することを防ぎ得る膜表面における血液の凝固を阻止す
るように、生体適合性でなければならない。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　（要旨）
　本発明は、静脈内使用および連続的分析物モニタリングのために設計された電流測定バ
イオセンサとの使用のための新規ヒドロゲルを開示する。電極を有するセンサ上でヒドロ
ゲルは、少なくとも１つの反応性酵素を有する層として形成され得る。このヒドロゲル層
は、少なくとも１つのさらなる架橋剤と架橋されたキトサンの固定化するマトリックスを
含み得、層の全体に反応性酵素を固定化する。１つの実施形態では、この反応性酵素は、
グルコースオキシダーゼのようなオキシダーゼを含み得る。別の実施形態では、ジェニピ
ンが架橋剤として用いられる。その他の実施形態では、上記センサは、薄膜センサであり
得、そして上記電極は白金電極であり得る。ヒドロゲル自体は、律速層として機能し得、
ヒドロゲル層への拡散の速度を選択的に制御する。
【０００８】
　電流測定バイオセンサにおける使用のために固定化オキシダーゼを有するヒドロゲル層
を備えた電極を被覆するための関連する方法がまた開示される。この方法は、酸性溶液中
でキトサンを溶解する工程、このキトサン溶液にオキシダーゼを添加する工程、このキト
サン溶液を上記電極の表面に付与する工程、このキトサン溶液をそれが固体膜を形成する
まで硬化する工程、およびこの固体膜をジェニピン溶液中に浸漬する工程を含み得る。１
つの実施形態では、この方法は、キトサンをジェニピンで架橋する工程を含み得、オキシ
ダーゼを効率的に固定化する。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００９】
　（詳細な説明）
　本発明は、静脈内電流測定バイオセンサにおける作業電極上の反応性酵素層としての使
用のために理想的な酵素を固定化する頑丈な生体適合性ヒドロゲルを開示する。このヒド
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ロゲルは、（ｉ）キトサン、（ｉｉ）反応性酵素、および（ｉｉｉ）架橋剤から形成され
得る。本明細書に記載されるように、この組み合わせは、反応性酵素を固定化し、そして
それをヒドロゲル全体に均一に分配する機械的に強い架橋されたマトリックスを提供する
ことが示された。１つの実施形態では、キトサンは、ジェニピンと架橋され得、グルコー
スオキシダーゼのようなオキシダーゼを固定化する。ヒドロゲル中で架橋することは、形
成を強化し、そしてそれが水性溶液中で溶解することを防ぐ。
【００１０】
　ヒドロゲルの１つの適用は、柔軟回路上に形成される薄膜電流測定バイオセンサにある
。柔軟回路は、多年の間マイクロ電子産業で用いられている。より最近、柔軟性回路は、
医療デバイスでインビボ適用のためのマイクロ電極基板として適用されている。例えば、
１つの可撓性回路設計は、可撓性の誘電性基板（例えば、ポリイミド）上の伝導性ホイル
（例えば、銅）の積層を用いる。この柔軟回路は、マスキングおよびフォトリソグラフィ
ー技法を用いて導電性ホイル上に形成され得る。柔軟回路は、それらの低製造コスト、設
計統合における容易さ、および中央静脈カテーテル（ＣＶＣ）挿入のような適用における
輸送の間の物理的柔軟性に起因して所望される。
【００１１】
　図１は、本発明の実施形態によるヒドロゲル層を取り込む柔軟回路の形態である電流測
定バイオセンサ１１である。このバイオセンサまたはセンサ１１は、基板１３（例えば、
柔軟基板）上に形成され得る。１つ以上の電極１５、１７および１９が、基板１３の表面
上に付着または結合され得る。このバイオセンサ１１は、参照電極１５、対電極１７、お
よび作業電極１９とともに示される。別の実施形態では、１つ以上のさらなる作業電極が
この基板１３上に含められ得る。電気ワイヤ２１は、酸化または還元反応を持続するため
に電力を電極に伝達し得、そしてまた、測定されるパラメータの指標である信号電流を検
出回路（図示せず）に運び得る。測定されるパラメータは、血液化学にある、またはそれ
から派生され得る目的の任意の分析物であり得る。１つの実施形態では、目的の分析物は
、グルコースオキシダーゼとのグルコースの反応から形成される過酸化水素であり得、そ
してそれ故、血中グルコース濃度に比例する濃度を有する。
【００１２】
　１つの実施形態では、上記ヒドロゲル層は、グルコースセンサ上での使用のためのグル
コースオキシダーゼ酵素を含み得る。センサ１１は、参照電極１５、対電極１７、および
作業電極１９をそれぞれ含み得る。作業電極１９は、ヒドロゲルの層で少なくとも部分的
に覆われ得、そして血液のような溶液に曝されるか、またはその内に浸漬され、酵素が血
液中の特定の反応物と化学的に反応することを可能にする。この例では、作業電極１９の
グルコースオキシダーゼ酵素が、血液中のグルコースと反応する。
【００１３】
　センサ１１は、電流測定原理に基づいて働き、ここで、作業電極１９は、対電極１７に
対して正の電位で保持される。この正の電位は、グルコースオキシダーゼとのグルコース
反応の結果である過酸化水素の酸化反応を持続するに十分である。それ故、作業電極１９
は、アノードとして機能し、そして上記酸化反応から生じる作業電極１９の表面で産生さ
れる電子を集める。集められた電子は、電気回路として作業電極１９に流れる。１つの実
施形態では、作業電極はグルコースオキシダーゼで被覆され、グルコースの酸化が、作業
電極１９が約＋４５０ｍＶと約＋６５０ｍＶとの間の電位で保持されるとき、グルーコー
ス分子毎について過酸化水素分子を生成する。産生された過酸化水素は、式：
Ｈ２Ｏ２

－１　→　２Ｈ＋　＋　Ｏ２
０　＋２ｅ－

に従って、作業電極１９の表面上で酸化する。
【００１４】
　この式は、２つの電子が酸化される過酸化水素分子毎に産生されることを示す。それ故
、特定の条件下では、電流の量は、過酸化水素濃度に比例し得る。１つの過酸化水素分子
が、作業電極で酸化されれグルコース分子毎について産生されるので、血中グルコース濃
度と得られる電流との間には直線関係が存在し得る。読者は、電流測定グルコースバイオ
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センサの電子的感知理論に関するさらなる情報については以下の論文を参照し得る：Ｊ．
Ｗａｎｇ、「グルコースバイオセンサ：進歩および挑戦の４０年」、Ｅｌｅｃｔｒｏａｎ
ａｌｙｓｉｓ、Ｖｏｌ．１３、Ｎｏ．１２、９８３～９８８（２００１）。
【００１５】
　条件が、直線的相関関係を達成するために好ましいことを確実にするため、作業電極１
９は、所望の化学反応を促進するように設計される。電流測定センサー１１では、化学は
、柔軟回路基板の表面上の変動する組成の１つ以上の膜または層を付与することにより制
御され得る。１つの実施形態では、基板１３はポリイミド材料であり得、そして膜はヒド
ロゲル層であり得る。基板１３は、電極およわび膜層を載せるための絶縁された構造を提
供する。１つの実施形態では、カテーテル管腔内のような制限されたスペースにおける使
用のために意図された柔軟回路に関して、基板１３は、約０．０１５インチと約０．０８
０インチとの間の幅、および約１．０～２．０インチの長さを有し得る。膜層の厚みは、
約０．５ミクロンと約１０ミクロンとの間で変動し得る。１つの実施形態では、１つ以上
の膜層は、約４ミクロン～約５ミクロン範囲にある厚みを有し得る。
【００１６】
　電気ワイヤ２１は、従来の柔軟回路技法を用いて基板１３上に形成された金属トレース
に連結またははんだ付けされ得る。例えば、これらトレースは、金めっきされた銅であり
得る。１つの実施形態では、上記センサー１１は、柔軟回路が、３－ピンの、１ｍｍピッ
チのＺＩＦ　Ｍｏｌｅｘコネクターのような従来の複数ピンコネクターに嵌合するタブに
終わるように設計される。このような連結は、例えば、ポテンシオスタットまたはその他
のコントローラを用いて、作業電極の励起および電流信号の測定を容易にする。
【００１７】
　上記の電極１５、１７および１９は、厚膜プロセスおよび市販され入手可能なインクを
用いて基板１３に付与され得る。１つの実施形態では、参照電極１５は、基板１３上に堆
積または形成された銀／塩化銀タイプであり得る。この参照電極１５は、対電極１７およ
び作業電極１９の電位が確立され得る固定された電位を確立する。この参照電位は、ネル
ンスト電位である。銀／塩化銀電極について、この参照電位は、以下の半反応によって維
持される：
      Ａｇ０　→　Ａｇ＋　＋　ｅ－

　対電極１７は、白金またはグラファイトのような伝導性材料から構築され得る。これら
の材料は、厚膜プロセスそしてそれに合うように硬化を用いて基板１３への付与のための
インクとして処方され得る。対電極１７は、酸化化学から産生される電子の大部分を、血
液溶液に伝導して戻す作業領域を提供する。そうでなければ、すべての電流は、参照電極
１５を通過する可能性があり、そしてその耐用年数を低減し得る。１つの実施形態では、
上記対電極１７は、作業電極１９の表面積より大きい表面積を備えて形成され得る。
【００１８】
　作業電極１９は、対電極１７を形成するために用いられる材料と類似の白金／グラファ
イト材料を用いて形成され得る。その他の実施形態では、作業電極１９は、その他の導電
性材料から形成され得る。その作動は、ここまでは、その表面上で過酸化水素のアノード
酸化を促進するとして説明されてきた。その他の実施形態が可能であり、しかし、作業電
極１９は、負の電位で保持され得る。この場合には、この作業電極１９で産生される電流
は、酸素の還元から生じ得る。
【００１９】
　１つの実施形態では、バイオセンサ１１は、例えば、ＣＶＣを経由して患者中への静脈
内挿入のためのプローブまたはカテーテル内に設置され得る。このバイオセンサ１１は、
作業電極１９の表面への反応性ヒドロゲル層２３の付加により患者の血流中に浸漬される
間電流測定センサとして機能し得る。このヒドロゲル層２３は、この層の基礎材料への反
応物質の添加によって反応性にされる。
【００２０】
　図２の拡大側面図は、作業電極１９上に形成されたヒドロゲル層２３の図解である。こ
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の図は、作業電極１９の近傍の基板１３の遠位部分を示す。図３に示される別の実施形態
では、律速層２５が、ヒドロゲル層２３の頂部に付加され得、反応物質と反応する血液成
分のヒドロゲル層２３への拡散を選択的に可能にする。
【００２１】
　上記ヒドロゲル層２３は、キトサン、少なくとも１つの反応物質、および少なくとも１
つの架橋剤を含み得る。この少なくとも１つの架橋剤はキトサンに架橋し、上記少なくと
も１つの作用剤を固定化するマトリックスを形成する。キトサン、反応物質、および架橋
剤は、得られるヒドロゲル層全体に実質的に均一に分配され得る。
【００２２】
　キトサンは、甲殻類の外骨格中の構造要素であり、そして地球上の最も一般的な多糖の
１つであるキチン由来である。このキトサンは、その生体適合性、その利用可能性、その
架橋親和性、およびその接着性質に基づき、ヒドロゲル層２３のための基礎材料として選
択される。このキトサンは、非毒性であり、そして移植されたセンサの表面上に血小板接
着または血栓を阻止することが見出されている。さらに、このキトサンは、金属表面上に
硬い透明層を形成するようにされ得、そして塩水環境で金属ブリッジ上の保護スプレー被
覆として有効に用いられている。
【００２３】
　上記ヒドロゲル層２３は、キトサンに添加され得る少なくとも１つの反応物質を含む。
１つの実施形態では、この反応物質は、オキシダーゼ酵素のような酵素であり得る。グル
コースバイオセンサのための実施形態では、この反応物質は、Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ　
ｎｉｇｅｒ（ＥＣ１．１．３．４）、タイプＩＩまたはタイプＶＩＩ由来であり得るよう
なグルコースオキシダーゼであり得る。この反応物質の血液との反応を促進するために、
この反応物質は、この反応物質の特定量がヒドロゲル表面に剥き出るようにヒドロゲル層
の全体に均一に分配され得る。これは、この反応物質をキトサンに添加または架橋するこ
とにより達成され得る。ヒドロゲル層２３は、それが膨潤し得、血液からこの反応物質に
血液中の反応体（例えば、グルコース）の能動輸送を提供するように、水吸収剤であり得
る。それ故、分子間結合がヒドロゲル層２３全体に形成され得、接着および所定密度のマ
トリックスを生成し、ヒドロゲル表面を横切り、そしてヒドロゲル層２３全体に反応物質
の均一な分散を可能にする。反応産物が、次いで、電極層に伝達され得る。
【００２４】
　しかし、キトサンはそれ単独では、反応物質を含むために必要な適切な頑丈さを提供す
るには不十分であり得る。従って、ジェニピンのような架橋剤が、十分な機械的強度およ
び固定化性質をもつマトリックスを形成するためにキトサンに添加され得る。クチナシ属
果実抽出物に見出される活性化合物であるジェニピンは、伝統的中国医療で用いられる草
本医療である。ジェニピンは、身体内にあるとき、無害に二酸化炭素および水に分解する
生体適合性かつ非毒性の架橋剤である。
【００２５】
　キトサンにジェニピンを架橋することは、ヒドロゲル層２３が作業電極１９の表面上で
無傷なままであるように、その機械的頑丈さを確実にする。この性質は、製造の間、そし
てまた、インビボにおける設置の間、例えばＣＶＣカテーテルを経由する測定位置への輸
送の間に、ヒドロゲル層２３の一体性を確実にするために重要である。ジェニピンのキト
サンとの架橋適合性は、Ｊ．Ｂｅｒｇｅｒら、「生物医療適用のための共有結合およびイ
オン結合により架橋されたキトサンヒドロゲルにおける構造および相互作用」Ｅｕｒｏｐ
．Ｊ．Ｐｈａｒｍ．Ｂｉｏｐｈａｒｍ、５７巻、Ｎｏ．１、１９～３４（２００４）に記
載されている。
【００２６】
　実験的試行に基づき、電極上に反応物質を固定化するためのヒドロゲルを形成する方法
またはプロセスとして証明された方法が開発され、そして本明細書中に開示されるその物
質が本明細書中に開示される。図４は、方法４００の１つのこのような実施形態を示す。
【００２７】
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　ステップ４０２では、キトサンが酢酸溶液中に溶解される。例えば、１つの実施形態で
は、このキトサンは、酢酸の溶液中に溶解され得、約０．１～約２．０重量％のキトサン
濃度を生成する。あるいは、キトサンは、約１％～５％の濃度を有する酢酸溶液中に溶解
され得る。ステップ４０２は、キトサンが溶解されるまでこの溶液をかき混ぜるか、また
は撹拌し得る。ステップ４０４では、オキシダーゼまたはその他の酵素のような少なくと
も１つの反応物質が、キトサン溶液に添加され得る。ステップ４０４はまた、上記溶液を
撹拌または混合することを含み得、そしてこの溶液が粘性液体またはゲルを形成するまで
進行し得る。１つの実施形態では、ステップ４０４は、（溶液に対して）約１／１２０，
０００と約１／１０，０００重量％オキシダーゼとの間のオキシダーゼ濃度を生じ得る。
【００２８】
　ステップ４０６では、上記キトサン溶液またはゲルは、電極の表面に付与され得る。キ
トサンの付与は、実質的に均一な層でこの表面を部分的または完全に被覆し得る。ステッ
プ４０８では、付与されたキトサンは、それが電極表面上に固体膜を形成するまで硬化さ
れ得る。ステップ４０８は、室温で、または低加熱下で実施され得る。ステップ４１０で
は、反応物質は、ヒドロゲル層中に固定化される。これは、上記固体膜をジェニピン溶液
に浸漬することによって達成され得、ジェニピンのキトサンへの架橋を促進する。１つの
実施形態では、膜で被覆された電極は、約２時間～約１０時間の間浸漬され得る。その他
の実施形態では、上記ジェニピン溶液は、容量に対して約１％重量のジェニピンの有し、
そして約４と約１０との間のｐＨ値を有するリン酸塩またはクエン酸緩衝液であり得る。
必要に応じて、架橋されたジェニピンおよびキトサンを硬化した後、ジェニピンおよびキ
トサンのより密な架橋層が上記硬化された架橋ジェニピンおよびキトサンに付加され得、
上記反応物質と反応する血液成分を選択的に拡散するための律速層を提供する。
【００２９】
　（実験結果）
　プロトタイプグルコースセンサの集団が、白金電極上に形成されたキトサン－ジェニピ
ンヒドロゲル中にグルコースオキシダーゼを固定化するために方法４００を用いて実験室
中で製作された。これらグルコースセンサは、種々の機械的および化学的性質について試
験された。試験された主な機械的性質は、接着、および浸漬後の接着であった。試験され
た主な化学的性質は、グルコース応答であった。タイプ７グルコースオキシダーゼをこれ
ら実験のために用いた。以下の開示は、試験センサ製作手順および上記試験センサ集団上
で実施された主な試験から得られた結果を提示する。
【００３０】
　すべての試験について、試験センサは、１０ｍｍ×１０ｍｍパッチ中のセンサ基板上に
製作され、かつ堆積された白金インクを用いて製作された。この白金は、炭素／グラファ
イトインクを用いて付与され、柔軟基板への良好な接着を確実にした。硬化後、インクは
、固体白金パッドを形成した。センサ基板は、柔軟センサ、この柔軟センサ中にエッチン
グされた回路トレース、およびそれに接続されたワイヤを備えた薄い金属層上に堆積され
たエポキシ層であった。
【００３１】
　接着試験は、ジェニピンなしのキトサン－グルコースオキシダーゼ溶液からヒドロゲル
が付与された試験センサの第１の集団に対して実施された。すべてが１％酢酸中に０．２
５ｗｔ％キトサンを含む２０００μＬ溶液の異なる処方物が作製された。各溶液は、キト
サンを酢酸中に溶解し、そして粘性ゲルを形成するために氷浴中で拡散することにより作
製された。グルコースオキシダーゼは、上記溶液中に添加され、そして溶解され、黄色の
ゲル材料－すなわち、ヒドロゲルを形成した。グルコースオキシダーゼの量は、異なる試
験センサについて変動され、そして、０、１／１６０，０００、１／１４０，０００、お
よび１／１２０，０００ｗｔ％グルコースオキシダーゼから作製されたヒドロゲル溶液を
含んだ。ヒドロゲルは、乾燥された白金インク領域に付与され、そして硬化させた。いく
つかの試験センサは、周囲空気中で硬化され、そしてその他は低温オーブン中で硬化され
た。硬化後、ヒドロゲル層は、硬い透明な膜を形成した。
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【００３２】
　接着試験には、各１０ｍｍ×１０ｍｍパッチは、各立方体が１ｍｍ×１ｍｍである１０
０の立方体を形成するようにスコアされた。ＡＳＴＭテープ試験標準が、ヒドロゲルの白
金電極表面への接着を決定するために用いられた。このテープは付与され、そして除去さ
れ、そしてパッチが、ヒドロゲル立方体の存在または不在について検査された。最良の毛
結果は、１／４０，０００ｗｔ％および１／６０，０００ｗｔ％グルコースオキシダーゼ
から形成された風乾ヒドロゲルから得られた。
【００３３】
　この風乾試験センサは、次いで、体温で約７．４のｐＨをもつリン酸緩衝液中に浸され
た。この浸漬試験の目的は、シミュレーションされた静脈内環境中でヒドロゲル接着の耐
久性を試験することであった。所定の時間の間の浸漬の後、テープを用いた接着試験が再
び実施された。しかし、浸漬後すぐに、緩衝溶液中に色素の曇りが出現し、そしてすべて
のヒドロゲル層は溶解するようであった。
【００３４】
　第２の接着試験は、第２の集団の試験センサを用いて実施された。この試験では、ヒド
ロゲルは、キトサン、グルコースオキシダーゼ、およびジェニピンを含んだ。これら第２
の集団の試験センサは、上記第１の集団とほぼ同一に製作された。試験センサの第２の集
団に用いられたキトサン溶液は、１００ｍｌの１％酢酸中の１．０ｗｔ．％キトサンであ
った。ヒドロゲルは、４ｍＬのキトサン溶液中の１５ｍｇのグルコースオキシダーゼを用
いて調製された。ヒドロゲル層にジェニピンを添加するためのさらなるステップがとられ
た。
【００３５】
　キトサン膜をジェニピンに架橋するために、ジェニピン溶液の異なるｐＨレベルが試験
された。ジェニピンのｐＨに依存して、ジェニピンはそれ自体に最初架橋し（ｐＨ７～１
０）、ジェニピンとキトサンとの間の大きな結合を生成する長い鎖を形成するか、または
より低いｐＨ（４～５）で、ジェニピンはキトサンに直接架橋し得、そしてヒドロゲルの
機械的性質を変化し得る、ポリマースペーサーに代わる単一ユニットのスペーサーを有し
得る。ジェニピンは、それ故、生体適合性緩衝液から形成される異なるｐＨの溶液に溶解
された。第１の緩衝液は、約７と約１０との間のｐＨでリン酸から形成され、そして第２
の緩衝液は、約４と約５との間のｐＨでクエン酸から形成された。この第２の緩衝液は、
０．１Ｍのクエン酸ナトリウムおよび０．１Ｍのクエン酸から形成された。
【００３６】
　第２の集団の試験センサを製作する際の次のステップは、キトサンおよびグルコースオ
キシダーゼの硬化された層をあるジェニピン溶液または他のジェニピン溶液に浸すことで
あった。１つのグループは、４．９８のｐＨを有するクエン酸緩衝液中に６時間の間浸し
、そして別のグループは、７．５４のｐＨを有するリン酸緩衝液中に６時間の間浸した。
この曝露は、キトサンとジェニピンとの間の架橋反応を生成した。次に、マトリックスは
、周囲空気中で一晩乾燥することにより再び硬化された。これらセンサーは、第１の集団
について用いられた同じ手順を用いて、接着、および浸漬後の接着について試験された。
【００３７】
　結果は、静脈内環境をシミュレートするリン酸緩衝液中に浸した後でさえ、ヒドロゲル
層の電極表面への優れた接着を示した。優れた結果は、４．９８のｐＨのジェニピン緩衝
液から作製された試験センサから得られた。これらの内で、４つの試験センサからの３つ
が、少なくとも２４時間のリン酸緩衝液中に浸した後に実施されたＡＳＴＭ接着試験の結
果として、除去された３つ以下の立方体を有していた。
【００３８】
　グルコース応答を、第２の集団の試験サンプルからの別のサンプルを用いて試験した。
このサンプルは、４．９８－ｐＨグループと７．５４－ｐＨグループとに分割した。単純
さのために、これらは、５－ｐＨグループおよび７－ｐＨグループとそれぞれ称される。
生理食塩水中に１５．５時間の間これらグループからの各試験センサを浸した後、各セン
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サを、約６５０ｍＶの電位に励起された作業電極とともに既知のグルコース濃度に曝した
。各センサについて、電極に生じた電流を、５０、１００、および１５０ｍｇ／ｄＬのグ
ルコース濃度で測定した。
【００３９】
　図５のグラフは、第２の集団からの７つのセンサに対するグルコースアッセイの結果を
示す。すべては、グルコース濃度の関数として電流の直線状応答特徴を示した。上記５－
ｐＨグループは、より良好な直線性および優れた電流出力を示した。この５－ｐＨグルー
プは、グルコースオキシダーゼを包括するためのより強い機械的性質を有すると考えられ
るので、これらの結果は、より高い電流応答がヒドロゲル層内に架橋または包括されるグ
ルコースオキシダーゼの量を増加することによって得られ得ることを示す。
【００４０】
　図６のグラフは、電流出力の関数として同じセンサに対するグルコースアッセイの結果
を経時的に示す。示される時間の期間は、５０、１００、および１５０ｍｇ／ｄＬ濃度に
対応するグルコース濃度における３ステップ変化をカバーする。各ステップ変化と一致す
る電流信号中の初期の一時的スパイクの後、各濃度における応答は、定常状態応答に迅速
に平らになる。グルコースレベルにおけるステップ変化の間の経時的な定常応答は、グル
コースオキシダーゼが、ヒドロゲルマトリックス内で事実上均一に分散され、そして経時
的に直線状出力を持続し得ることを示す。グルコースオキシダーゼの接着された層は、グ
ルコースのような反応体の存在下で経時的に維持され、これは、グルコースオキシダーゼ
の接着がまた安定であり、そしてキトサン－ジェニピンマトリックス内に固定されながら
、グルコースとの、および電極との接触を維持し得ることを示す。
【００４１】
　図５および６に示される直線状応答は、本発明によるヒドロゲルがまた、血漿とグルコ
ースオキシダーゼとの間の律速層２５として機能し得ることを示す。すなわち、キトサン
は、所望の酸素感受性を得るような様式、そしてジェニピンおよびグルコースオキシダー
ゼに比例して架橋され得る。この所望の酸素感受性は、多量の酸素が、グルコースを選択
的に通過しながら、ヒドロゲル層を通過することを可能にし、グルコースオキシダーゼと
の酸化反応が、利用可能なグルコースによって制限されることを確実にする。
【００４２】
　最後に、１／２０，０００～１／６０，０００ｗｔ．％グルコースオキシダーゼのいず
れかを用い、ジェニピン緩衝液のｐＨが一定であったと仮定して、約０．２５～１．０ｗ
ｔ．％の範囲にある濃度を有するキトサン溶液中で混合されて製作されたセンサの反応性
に有意な変化はなかった。これら条件下では、キトサン中の１／１２０，０００グルコー
スオキシダーゼ程度の低い濃度が、測定可能でかつ直線状電流応答を提供するし得ると考
えられる。
【００４３】
　本発明を、例示の様式で開示した。従って、全体で採用される用語は、制限する様式よ
りもむしろ例示で読まれるべきである。本発明の小さな改変が当業者に生じ、本明細書で
保証される特許の範囲内に境界を定められることが意図されるものは、本明細書によって
寄与される当該技術の進歩の範囲内に合理的に入るようなすべての実施形態であり、しか
も、添付の請求項およびそれらの相当物を考慮することを除いてその範囲は制限されない
ことが理解されるべきである。
【図面の簡単な説明】
【００４４】
　本発明の特徴、目的、および利点は、図面と組み合わせて考慮されるとき、以下に提示
される詳細な説明からより明らかになる。
【図１】図１は、本発明の実施形態による薄膜ヒドロゲル層で被覆された作業電極を有す
る柔軟回路の形態の電流測定バイオセンサである。
【図２】図２は、図１のバイオセンサの作業電極部分の拡大側面図であり、本発明の実施
形態による作業電極の表面上のヒドロゲル層を示す。
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【図３】図３は、図１のバイオセンサの作業電極部分の拡大側面図であり、本発明の実施
形態によるヒドロゲル層の表面上の拡散層を示す。
【図４】図４は、本発明の実施形態によるヒドロゲル層を製造するための方法を示すプロ
セスフローチャートである。
【図５】図５は、本発明の実施形態によるヒドロゲル層とともに形成されたバイオセンサ
について、電流出力対グルコース濃度のグルコースアッセイ結果のグラフである。
【図６】図６は、本発明の実施形態によるヒドロゲル層とともに形成されたバイオセンサ
について、複数ステップ変化をカバーする経時的な電流出力のグルコースアッセイ結果の
グラフである。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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