
JP 4659041 B2 2011.3.30

10

20

(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　サンプルにおいて尿素を検出するデバイスであって、（ａ）尿素を含むと思われるサン
プルが接触することが可能であるセンサであって、前記センサの少なくとも一部の上に固
定化されたウレアーゼおよび炭酸脱水酵素の少なくとも２つの酵素を含むセンサ、ならび
に（ｂ）前記センサからの信号を処理するための検出器システムを備える、デバイス。
【請求項２】
　前記センサが、アンモニウム・イオン選択性センサを備える、請求項１に記載のデバイ
ス。
【請求項３】
　前記アンモニウム・イオン選択性センサが、アンモニウム・イオノフォアを含む、請求
項２に記載のデバイス。
【請求項４】
　前記アンモニウム・イオン選択性センサが、ノナクチンを含む、請求項２に記載のデバ
イス。
【請求項５】
　前記センサが、ｐＨセンサを備える、請求項１に記載のデバイス。
【請求項６】
　前記センサが、二酸化炭素センサまたは重炭酸センサを備える、請求項１に記載のデバ
イス。
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【請求項７】
　前記センサが、導電率センサを備える、請求項１に記載のデバイス。
【請求項８】
　前記酵素の少なくとも１つが、化学架橋試薬を介して固定化される、請求項１に記載の
デバイス。
【請求項９】
　前記酵素の少なくとも１つが、物理的吸収を介して固定化される、請求項１に記載のデ
バイス。
【請求項１０】
　サンプルにおいて尿素を検出するための微細製作感知デバイスであって、
（ａ）パターニングされた微細電極表面を有するほぼ平面の基板と、
（ｂ）可塑化ポリマーおよびノナクチンを備える前記基板の少なくとも一部の上にわたる
第１の層と、
（ｃ）前記第１の層の少なくとも一部の上にわたって配置され、ウレアーゼおよび炭酸脱
水酵素の少なくとも２つの酵素が含まれる水浸透性基質を備える第２の層とを備える、デ
バイス。
【請求項１１】
　前記ポリマーがポリ塩化ビニルである、請求項１０に記載のデバイス。
【請求項１２】
　前記パターニングされた微細電極表面が、アンモニウム・イオンの存在に応答して電位
を確立する、請求項１０に記載のデバイス。
【請求項１３】
　前記少なくとも２つの酵素が、前記水浸透性基質において固定化される、請求項１０に
記載のデバイス。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　事故現場、救急室、手術、集中治療室、およびまた非医療環境における使用を含めて、
ポイントオブケア臨床診断分野において使用することができる液体サンプルにおける尿素
を迅速にその場で決定する装置および方法。
【背景技術】
【０００２】
　本発明は、たとえば実験室自動分析装置において、および分析物の多様な実時間または
ほぼ実時間の検定を実施するように適合された好ましくは単一使用廃棄可能カートリッジ
において、液体サンプルにおける尿素の存在または濃度を決定するために使用される装置
およびその方法に関する。
【０００３】
　特定の実施形態において、本発明は、血液、血液化合物、および尿などの生物学的サン
プルにおける尿素の決定に関する。
【０００４】
　微細製作技法（たとえば、フォトリソグラフィおよびプラズマ付着）が、制約された空
間において多層センサ構造を構築するのに魅力的である。たとえばシリコン基板の上にＢ
ＵＮ（血液尿素窒素）センサを微細製作する方法が、参照によって本明細書に完全に組み
込まれているＣｏｚｚｅｔｔｅらへの米国特許第５２０００５１号において開示されてい
る。センサは、アンモニウム・イオノフォア・ノナクチンを含む可塑化ポリ塩化ビニル層
が上にわたってある銀／塩化銀電極を有するシリコン・チップを備える。この層の上にわ
たって、ウレアーゼを含む膜形成ラテックス材料の層がある。代替アンモニウム・イオノ
フォアは、グラミシジンＤ（ＮｉｋｏｌｅｌｉｓおよびＳｉｏｎｔｏｒｏｕ；Ａｍｍｏｎ
ｉｕｍ　ｉｏｎ　ｍｉｉｎｉｓｅｎｓｏｒｓ　ｆｏｒｍ　ｓｅｌｆ－ａｓｓｅｍｂｌｅｄ
　ｂｉｌａｙｅｒ、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．６８、１７３５、１９９６）および２環式ペプ
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チド（Ｎｏｗａｋ；Ｄｅｓｉｇｎ、ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ａｎｄ　ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ
　ｏｆ　ｂｉｃｙｃｌｉｃ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ａｓ　ａｍｍｏｎｉｕｍ　ｉｏｎｏｐｈ
ｏｒｅｓ；Ｔｈｅｓｉｓ、Ｗｏｒｃｅｓｔｅｒ　Ｐｏｌｙｔｅｃｈｎｉｃ　Ｉｎｓｔｉｔ
ｕｔｅ、２００３）を含む。
【０００５】
　Ｃｏｚｚｅｔｔｅらのデバイスは、標準的な電位差方式において動作し、この場合、酵
素ウレアーゼは、サンプルからの尿素をアンモニウム・イオンに変換し、これらのイオン
は、電極を覆うアンモニウム選択性メンブレンによって検出される。電極における電位は
、アンモニウム濃度、したがってバルク尿素濃度の対数関数である。尿素を含む既知の標
準値によってセンサを較正することによって、サンプルの尿素濃度を推定することができ
る。
【０００６】
　酵素炭酸脱水酵素（ＣＡ）は、二酸化炭素（ｐＣＯ２）センサにおいて使用され、これ
は、ＣＯ２／Ｈ２ＣＯ３水溶液均衡を加速するために電極属に追加された。このＣＡの使
用は周知であり、尿素の感知には無関係である。Ｌｉｎｄｓｋｏｇ、Ｓ．、Ｈｅｎｄｅｒ
ｓｏｎ，Ｌ．、Ｋａｎｎａｎ，Ｋ．、Ｌｉｌｊａｓ，Ａ．、Ｎｙｍａｎ，Ｐ．、およびＳ
ｔｒａｎｄｂｅｒｇ，Ｂ．：Ｃａｒｂｏｎｉｃ　Ａｎｈｙｄｒａｓｅ、Ｔｈｅ　Ｅｎｚｙ
ｍｅｓ　５、５８７、１９７１を参照されたい。
【０００７】
　Ｂｏｔｒｅ，Ｃ．およびＢｏｔｒｅ，Ｆ．（「Ｃａｒｂｏｎｉｃ　Ａｎｈｙｄｒａｓｅ
　ａｎｄ　Ｕｒｅａｓｅ：Ａｎ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ　Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　ｏｎ
　ｔｈｅ　Ｐｏｓｓｉｂｉｌｉｔｙ　ｏｆ　Ｓｙｎｅｒｇｉｃ　Ａｃｔｉｏｎ，」）Ｂｉ
ｏｃｈｉｍｉｃａ　ｅｔ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃａ　Ａｃｔａ，９９７、１１１－４、（１
９８９）は、尿素のイン・ビボ・レベルとＣＡ酵素活性の生成との間に生理学的連関が存
在するための支持を含む。Ｂｏｔｒｅは、アンモニア気体感知電極、二酸化炭素気体感知
電極、およびｐＨセンサを、ウレアーゼ、またはウレアーゼおよび炭酸脱水酵素を含む水
溶液に配置することを教示する。また、尿素およびＣＡ阻害剤（アセタゾルアミド）を水
溶液に追加することも教示する。これらの実験は、炭酸脱水酵素の存在がウレアーゼによ
る尿素の加水分解率に影響を与える（増大させる）ことがあるという法則である質量作用
の法則に基づく予測と一貫するが、その理由は、ＣＡが、二酸化炭素を気相に移動させる
ことによって、二酸化炭素をシステムから有効に除去するからである。
【０００８】
　具体的には、ウレアーゼ反応によって形成された重炭酸塩は、ＣＡによって二酸化炭素
に変換され、これは、次いで、液相から出て空中に拡散する。このプロセスは、アンモニ
ウム・イオンと重炭酸塩が尿素に変換される戻り反応を低減する効果を有する。したがっ
て、このシステムにおいてＣＡが存在する正味の効果は、アンモニウム・イオン生成率を
増大させることである。
【０００９】
　質量作用の法則に関して、一般にＡ＝Ｂ＋Ｃである可逆酵素反応分野では、Ｂの方向に
おいて可逆反応を駆動するために、Ｃと反応する試薬Ｄを追加することが周知である（Ａ
．Ｗ．Ａｄａｍｓｏｎ、Ａ　Ｔｅｘｔｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ（ニュー・ヨーク）１９７３、第７章）。本発明
は、ウレアーゼ（ＵＲ）の反応性に影響を与えるために炭酸脱水酵素を使用することも追
及するが、Ｂｏｔｒｅは、少なくとも以下の理由で本発明を示唆していない。
【００１０】
　Ｂｏｔｒｅは、サンプルにおける尿素の濃度の分析決定に言及せず、かつ血液サンプル
などの臨床対象の生物学的サンプルにおける尿素の分析決定に言及しない。Ｂｏｔｒｅは
、ＵＲおよびＣＡの固定化、ならびに固定化酵素を有する電位差電極にも言及しない。
【００１１】
　Ｂｏｔｒｅは、尿素を含むあらゆる分析物を決定するための電位差電極の微細製作、な
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らびに、参照によって本明細書に完全に組み込まれている米国特許第５０９６６６９号の
カートリッジおよび尿素が電位差により測定される他の分析システムにおいてのように、
二酸化炭素を溶液から大気空間に放出するのを可能にしないシステムにおける酵素ＵＲお
よびＣＡの使用に言及しない。
【００１２】
　電位差測定および電流滴定測定などの異なる電気化学測定の概念が、電気化学分野にお
いて周知であり、たとえば、両方とも参照によって本明細書に組み込まれているＣｏｚｚ
ｅｔｔｅ、米国特許第５１１２４５５号およびＣｏｚｚｅｔｔｅ、米国特許第５０６３０
８１号を参照されたい。
【００１３】
　米国特許第５０８１０６３号は、電気化学センサの選択透過性層の使用および生理活性
分子を固定化するための膜形成ラテックスの使用を開示し、参照によって本明細書に組み
込まれている。センサの製造におけるポリ（ビニルアルコール）（ＰＶＡ）の使用は、参
照によって組み込まれている米国特許第６０３０８２７号に記載されている。米国特許第
６０３０８２７号および第６３７９８８３号は、ポリ（ビニルアルコール）層をパターニ
ングする方法を教示し、参照によって完全に組み込まれている。
【００１４】
　図１４に示されるように、通常の市販ウレアーゼ準備のゲル電気泳動は、ＢＵＮセンサ
が炭酸脱水酵素を有意な不純物として含んでいないことを示唆する。
【特許文献１】米国特許第５２０００５１号
【非特許文献１】ＮｉｋｏｌｅｌｉｓおよびＳｉｏｎｔｏｒｏｕ；Ａｍｍｏｎｉｕｍ　ｉ
ｏｎ　ｍｉｉｎｉｓｅｎｓｏｒｓ　ｆｏｒｍ　ｓｅｌｆ－ａｓｓｅｍｂｌｅｄ　ｂｉｌａ
ｙｅｒ、Ａｎａｌ．Ｃｈｅｍ．６８、１７３５、１９９６
【非特許文献２】Ｎｏｗａｋ；Ｄｅｓｉｇｎ、ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ａｎｄ　ｅｖａｌｕ
ａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｂｉｃｙｃｌｉｃ　ｐｅｐｔｉｄｅｓ　ａｓ　ａｍｍｏｎｉｕｍ　ｉ
ｏｎｏｐｈｏｒｅｓ；Ｔｈｅｓｉｓ、Ｗｏｒｃｅｓｔｅｒ　Ｐｏｌｙｔｅｃｈｎｉｃ　Ｉ
ｎｓｔｉｔｕｔｅ、２００３
【非特許文献３】Ｌｉｎｄｓｋｏｇ、Ｓ．、Ｈｅｎｄｅｒｓｏｎ，Ｌ．、Ｋａｎｎａｎ，
Ｋ．、Ｌｉｌｊａｓ，Ａ．、Ｎｙｍａｎ，Ｐ．、およびＳｔｒａｎｄｂｅｒｇ，Ｂ．：Ｃ
ａｒｂｏｎｉｃ　Ａｎｈｙｄｒａｓｅ、Ｔｈｅ　Ｅｎｚｙｍｅｓ　５、５８７、１９７１
【非特許文献４】「Ｃａｒｂｏｎｉｃ　Ａｎｈｙｄｒａｓｅ　ａｎｄ　Ｕｒｅａｓｅ：Ａ
ｎ　Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ　Ｉｎ　Ｖｉｔｒｏ　ｏｎ　ｔｈｅ　Ｐｏｓｓｉｂｉｌ
ｉｔｙ　ｏｆ　Ｓｙｎｅｒｇｉｃ　Ａｃｔｉｏｎ，」）Ｂｉｏｃｈｉｍｉｃａ　ｅｔ　Ｂ
ｉｏｐｈｙｓｉｃａ　Ａｃｔａ，９９７、１１１－４、（１９８９）
【非特許文献５】Ａ．Ｗ．Ａｄａｍｓｏｎ、Ａ　Ｔｅｘｔｂｏｏｋ　ｏｆ　Ｐｈｙｓｉｃ
ａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓ（ニュー・ヨーク）１９７３
、第７章
【特許文献２】米国特許第５０９６６６９号
【特許文献３】米国特許第５１１２４５５号
【特許文献４】米国特許第５０６３０８１号
【特許文献５】米国特許第５０８１０６３号
【特許文献６】米国特許第６０３０８２７号
【特許文献７】米国特許第６３７９８８３号
【特許文献８】米国特許第５８２１３９９号
【非特許文献６】Ｓｔｅｉｎｓｃｈａｄｅｎ、（１９９７）Ｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ａ
ｃｔｕａｔｏｒｓ　Ｂ４４、３６５～３６９
【非特許文献７】Ｈ．Ｓｕｚｕｋｉ（２００１）Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ｂｉｏ
ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃｓ　１６、７２５－７３３
【非特許文献８】Ａ．Ｊ．Ｔａｙｌｏｒ（１９９２）、Ａｎｎ．Ｃｌｉｎ．Ｂｉｏｃｈｅ
ｍ．２９、２４５～２６４
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【非特許文献９】Ｄ．Ｍ．Ｊｅｎｋｉｎｓ（１９９９）Ｊ．Ｄａｉｒｙ　Ｓｃｉ．８２、
１９９９～２００４
【非特許文献１０】Ｄ．Ｆｒｅｉｆｅｌｄｅｒ、Ｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓ
ｔｒｙ：Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｔｏ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌ
ｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、第２版、Ｗ．Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ（サン・フランシスコ
）１９８２、第４章
【特許文献９】米国特許第５５５４３３９号
【非特許文献１１】Ｃｅｓａｒｅｏ，Ｓ．およびＬａｎｇｔｏｎ，Ｓ．：Ｋｉｎｅｔｉｃ
　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　Ｐｙｌｏｒｉ　Ｕｒｅａｓ
ｅｓ　Ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　Ｊａｃｋ　Ｂｅａｎ　Ｕｒｅａｓｅ、ＦＥＭＳ　Ｍ
ｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｌｅｔｔ　９９、１５、１９９２
【非特許文献１２】Ｊ．Ｅ．ＳｈｅｒｗｉｎおよびＢ．Ｂ．Ｂｒｕｅｇｇｅｒ、Ｃｌｉｎ
ｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ：Ｔｈｅｏｒｙ，Ａｎａｌｙｓｉｓ　ａｎｄ　Ｃｏｒｒｅ
ｌａｔｉｏｎ、ｅｄ．Ｌ．Ａ．ＫａｐｌａｎおよびＡ．Ｊ．Ｐｅｓｃｅ、Ｃ．Ｖ．Ｍｏｓ
ｂｙ（セント・ルイス）、１９８９、第２１章
【特許文献１０】米国特許第４９３３０４８号
【特許文献１１】米国特許第４７１０８２５号
【非特許文献１３】Ｖａｎｄｅｒｈｏｆｆ，Ｊ．Ｗ．、Ｊ．Ｐｏｌｙ．Ｓｃｉ．Ｐｏｌｙ
ｍｅｒ　Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ１９８５、７２、１６１～１９８ページ
【非特許文献１４】Ｗｉｌｂｕｒ，Ｋ．Ｍ．およびＮ．Ｇ．Ａｎｄｅｒｓｏｎ、１９４８
、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、１７６：１４７
～１５４
【非特許文献１５】Ｗａｌｌ＆Ｌａｉｄｌｅｒ、１９５３、Ｔｈｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
　Ｋｉｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｕｒｅａ－Ｕｒｅａｓｅ　Ｓｙｓｔｅｍ．ＩＶ．Ｔ
ｈｅ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｉｎ　ａｎ　Ｉｎｅｒｔ　Ｂｕｆｆｅｒ，Ａｒｃｈｉｖｅｓ　
ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃｓ，ｖｏｌ４３：３０７
～３１１
【非特許文献１６】Ｃｅｓａｒｅｏ＆Ｌａｎｇｔｏｎ、１９９２、Ｋｉｎｅｔｉｃ　Ｐｒ
ｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ　ｕｒｅａｓｅ　ｃ
ｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｊａｃｋ　ｂｅａｎ　ｕｒｅａｓｅ、ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏ
ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｌｅｔｔｅｒｓ、ｖｏｌ９９：１５～２２
【非特許文献１７】Ｇ．Ｆａｓｍａｎ＆Ｃ．Ｎｉｅｍａｎｎ、１９５１、Ａ　ｒｅｉｎｖ
ｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｋｉｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｕｒｅａｓｅ
－Ｃａｔａｌｙｚｅｄ　ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｕｒｅａ．Ｉ．Ｔｈｅ　ａｃｔｉ
ｖｉｔｙ　ｏｆ　ｕｒｅａｓｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｐｒｅｓｅｎｃｅ　ｏｆ　Ｓｏｄｉｕｍ
　ａｎｄ　Ｐｏｔａｓｓｉｕｍ　Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　
Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｓｏｃｉｅｔｙ、ｖｏｌ７３：１６４６～１６５
０
【特許文献１２】米国特許第４７１３１６５号
【特許文献１３】米国特許第５８５８１８６号
【特許文献１４】米国特許第６６７３５６５号
【特許文献１５】米国特許第４９２７５１６号
【非特許文献１８】Ａｍｍａｎ，Ｄ．、Ｉｏｎ－Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　Ｍｉｃｒｏｅｌｅ
ｃｔｒｏｄｅｓ、Ｓｐｒｉｎｇｅｒ、Ｂｅｒｌｉｎ（１９８６）、６８ページおよびそこ
で引用されている参考文献
【非特許文献１９】Ｖａｎｄｅｒｈｏｆｆ，Ｊ．Ｗ．、Ｊ．Ｐｏｌｙ．Ｓｃｉ．Ｐｏｌｙ
ｍｅｒ　Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ　１９８５、７２、１６１～１９８
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
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　本発明の１つの目的は、（ａ）尿素を含むと思われるサンプルが中に至ることが可能で
あるセンサであって、前記センサの少なくとも一部の上に固定化されたウレアーゼおよび
炭酸脱水酵素の少なくとも２つの酵素を含むセンサ、および（ｂ）センサからの信号を処
理するための検出器システムを備える、サンプルにおいて尿素を検出するデバイスを提供
することである。
【００１６】
　他の目的は、ウレアーゼおよび炭酸脱水酵素の少なくとも２つの酵素を含めて、水浸透
性基質を備えるセンサ膜を提供することである。
【００１７】
　他の目的は、第１の層でコーティングされた電極を備え、前記第１の層が、可塑化ポリ
塩化ビニルおよびノナクチン、ならびに前記第１の層の上において固定化されたウレアー
ゼおよび炭酸脱水酵素の少なくとも２つの酵素を備える、サンプルにおいて尿素を検出す
るデバイスを提供することである。
【００１８】
　他の目的は、可塑化ポリ塩化ビニルおよびノナクチンを備える第１の層、および水浸透
性基質を備え、かつウレアーゼおよび炭酸脱水酵素の少なくとも２つの酵素を含み、前記
第１の層の少なくとも一部の上にわたって配置され、かつそれと接触する第２の層でコー
ティングされた電極を備える、サンプルにおいて尿素を検出するためのデバイスを提供す
ることである。
【００１９】
　他の目的は、（ａ）パターニングされた微細電極表面を有するほぼ平面の基板、（ｂ）
可塑化ポリマーおよびノナクチンを備える前記基板の少なくとも一部の上にわたる第１の
層、および（ｃ）前記第１の層の少なくとも一部の上にわたる第２の層を備え、ウレアー
ゼおよび炭酸脱水酵素の少なくとも２つの酵素を含む水浸透性基質を備える、サンプルに
おいて尿素を検出するための微細製作感知デバイスを提供することである。
【００２０】
　他の目的は、酵素ウレアーゼが固定化される層を有する尿素を検出するための改良イオ
ン選択性センサを提供することであり、改良は、前記層において少なくとも１つの他の酵
素炭酸脱水酵素を固定化することを備える。
【００２１】
　他の目的は、尿素を含むと思われるサンプルを、少なくとも１つの層および前記少なく
とも１つの層において固定化された少なくとも２つの酵素ウレアーゼおよび炭酸脱水酵素
を有するセンサと接触させることと、アンモニウム・イオン・センサ、ｐＨセンサ、二酸
化炭素センサ、および重炭酸塩センサからなる群から選択されたセンサで、前記少なくと
も１つの層に近接する化学部分を検出することとを備える、サンプルにおける尿素を検定
する方法を提供することである。
【００２２】
　他の目的は、尿素センサの感度を向上させる方法を提供することであり、センサは検出
器、および酵素ウレアーゼが固定化される少なくとも１つの層を備え、方法は、前記少な
くとも１つの層において第２の酵素炭酸脱水酵素の有効量を固定化させることを備える。
【課題を解決するための手段】
【００２３】
　本発明により、分析物センサのアレイを有するカートリッジ、ならびにサンプルおよび
流体（修正されたまたはされていない）を分析物アレイに連続的に示す手段を使用して、
尿素を迅速にその場で決定することが可能になる。カートリッジは、１９９２年３月１７
日に発行されたＬａｕｋｓらへの米国特許第５０９６６６９号、および１９９８年１０月
１３日に発行されたＺｅｌｉｎへの米国特許第５８２１３９９号において開示されている
ものなど、読取りデバイスと共に好ましくは動作するように設計され、これらは両方とも
それぞれ全体として参照によって本明細書に組み込まれている。
【００２４】
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　本発明は、Ｌａｕｋｓら、米国特許第５０９６６６９号において開示されているカート
リッジおよび分析装置など、主に－ｉ－ＳＴＡＴシステムへの応用について議論される。
しかし、当業者なら、本発明は、たとえば、他の単一使用廃棄可能センサ・フォーマット
、限定複数使用センサ・カートリッジ・フォーマット、および故障して交換されるまで使
用および較正される、または酵素試薬を含むメンブレン構成要素が交換されるセンサを有
する分析装置においてなど、より広範に使用することができることを理解するであろう。
これらの検定フォーマットは、電気化学感知分野において周知の商用代替物である。
【００２５】
　－ｉ－ＳＴＡＴシステムにおいて、ＢＵＮセンサは、いくつかの他のセンサと共に、ま
ず較正流体に接触し、次いで血液サンプルに接触する。較正物の役割は、センサのそれぞ
れについて既知の濃度の普遍的標準として作用する単一溶液を提供することである。当業
者なら、その組成を選択することは、たとえば緩衝剤の塩選択、緩衝剤の濃度、ｐＨ、イ
オン強度、試薬の安定性などについて、個々のセンサの競合する必要性について折合いを
つけることが必要であることを理解するであろう。
【００２６】
　ＢＵＮ検定は、患者の健康を評価する医師にとって有用である。これは、腎臓によって
クリアされるたんぱく質代謝の浪費産物である血液における尿素窒素のレベルを測定する
。したがって、これは、腎機能を評価する。通常のＢＵＮ値は、８～２０ｍｇ／１００ｍ
ｌである。高窒素血症として既知の条件、すなわちＢＵＮレベルの増大は、腎機能の損傷
、うっ血性心不全、脱水、ショック、胃腸管内への出血、応力、急性心筋梗塞、または過
剰たんぱく質摂取を表すことができる。代替として、ＢＵＮ値の減少は、肝臓障害、栄養
失調、たん白同化ステロイド使用、妊娠、およびシリアック病を示すことが可能である。
【００２７】
　全血における尿素、ＮＨ２Ｃ（Ｏ）ＮＨ２は、２ステップ・プロセスにおいて－ｉ－Ｓ
ＴＡＴ　ＢＵＮセンサによって検出される。まず、尿素は、十分には理解されていない複
雑な機構を介して、酵素により産物ＮＨ４

＋およびＨＣＯ３
－に変換される。尿素のいく

つかの異なる酵素分解の表記が、文献において見られる（Ｓｔｅｉｎｓｃｈａｄｅｎ、（
１９９７）Ｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ａｃｔｕａｔｏｒｓ　Ｂ４４、３６５～３６９；Ｈ
．Ｓｕｚｕｋｉ（２００１）Ｂｉｏｓｅｎｓｏｒｓ　ａｎｄ　Ｂｉｏｅｌｅｃｔｒｏｎｉ
ｃｓ　１６、７２５－７３３；Ａ．Ｊ．Ｔａｙｌｏｒ（１９９２）、Ａｎｎ．Ｃｌｉｎ．
Ｂｉｏｃｈｅｍ．２９、２４５～２６４；Ｄ．Ｍ．Ｊｅｎｋｉｎｓ（１９９９）Ｊ．Ｄａ
ｉｒｙ　Ｓｃｉ．８２、１９９９～２００４）。反応の２つの通常の表記は、以下におい
て与えられる。
　（ＮＨ２）２ＣＯ＋Ｈ２Ｏ⇔２ＮＨ３＋ＣＯ２　（１）
　（ＮＨ２）２ＣＯ＋３Ｈ２Ｏ⇔２ＮＨ４

＋＋ＨＣＯ３
－＋ＯＨ－　（２）

【００２８】
　尿素検出の第２のステップは、ＮＨ４

＋イオン選択性電極（ＩＳＥ）によるアンモニア
・イオン活性の電位差決定である。これはＮＨ４

＋の活性をその濃度であると近似するの
に許容可能である。これは、電気化学の分野では周知である（Ｄ．Ｆｒｅｉｆｅｌｄｅｒ
、Ｐｈｙｓｉｃａｌ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ：Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ　ｔｏ　Ｂ
ｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ａｎｄ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ、第２版、Ｗ．
Ｈ．Ｆｒｅｅｍａｎ（サン・フランシスコ）１９８２、第４章）。ＢＵＮセンサの応答、
すなわちＮＨ４

＋の濃度変化による電位の変化は、血液における尿素の既知のレベルにお
いて較正される。したがって、－ｉ－ＳＴＡＴセンサ応答曲線のプロット、時間の関数と
してのｍＶは、センサ・メンブレン内のアンモニウム・イオンの濃度を表し、これは、血
液における尿素濃度の間接的な推定を提供する。
【００２９】
　ウレアーゼ酵素反応は、Ｈ＋、ＣＯ２、およびＨＣＯ３

－についてセンサによって検出
することもできるが、その理由は、これらは、反応において生成または消費されるからで
ある。アンモニウム・イオンの検出が好ましいが、その理由は、血液におけるアンモニウ
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ム背景レベルが比較的低い間、血液は、一般に差分測定を必要とする（すなわち、酵素コ
ーティング・センサと隣接ベア・センサとの差を考慮する）Ｈ＋、ＣＯ２、およびＨＣＯ

３
－の有意な背景を有するからである。ウレアーゼ反応中のイオン生成も、サンプルの導

電性を増大させ、これは、導電性センサで検出することができる。再び、サンプルは高い
背景導電性を有するので、これは、好ましい検出方法ではない。ｐＨ、ＣＯ２、およびＨ
ＣＯ３

－のセンサおよび導電性は、電気化学感知分野において周知である。
【００３０】
　尿素からアンモニウム・イオンおよび二酸化炭素への、またはカルボニウム・イオンへ
の変換は、固定化ウレアーゼ酵素の局所ｐＨに影響を与える。ウレアーゼは、約ｐＨ６か
らｐＨ７．５において最適なｐＨを有することが既知である。このｐＨ範囲からの逸脱は
、酵素の活性を低下させ、これは、より高い基板濃度におけるセンサの応答の線形性に影
響を与えることがある。酵素を固定化するために使用される基質におけるｐＨの変化も、
酵素の性能に対して有意な影響を有することがある。これは、センサの有効期間の観点で
製造センサについて観測することができる。
【００３１】
　ウレアーゼ酵素のみを含むＢＵＮセンサの出力特性：従来の技術の設計（米国特許第５
２０００５１号）のＢＵＮセンサ線形性が、図１に示されている。これらは、１から９０
ｍＭ尿素の範囲にわたってｌｏｇ［尿素］の関数としてミリボルト（ｍＶ）で表されたセ
ンサ応答のネルンスト・プロットである。
【００３２】
　通常の臨床的に報告可能な範囲は、１～５０ｍＭ（５０ｍＭにおいてｌｏｇ［尿素］＝
－１．３）である。すべてのセンサと同様に、応答は、特に分析物範囲の下方端部におい
て理論的な線形振舞いを全く満たさない。理論的なネルンスト傾斜は周囲温度において約
５９ｍＶ／１０年であるが、このＢＵＮ設計は高（線形）端部において約３７ｍＶ／１０
年を示す。センサの製造バッチについて予測される傾斜が既知である限り、これは、セン
サ試験サイクルを実行するソフトウエアにプログラムすることができることに留意された
い。次いで、傾斜の理論値ではなく、この値が計算に使用される。このタイプのセンサの
動作に使用される周知の式および計算の詳細な記述が、参照によって本明細書に完全に組
み込まれている米国特許第５１１２４５５号において与えられている。
【００３３】
　本発明は、以下の例において述べられる特定の実施形態を参照して、よりよく理解され
るであろう。
【発明を実施するための最良の形態】
【００３４】
１．酵素の固定化およびセンサの性能
　この例は、酵素が、酵素活性を保持するようにベース・センサの上において固定化され
る方式を扱う。好ましい材料は、エルバス（ＥＬＶＡＣＥ）（登録商標）であり、これは
、コポリマー・ポリ（エチレン）（酢酸ビニル）の水ベース・エマルジョンからなる市販
の接着剤である。これは、酵素を固定化するための水浸透性基質（ＢＵＮカクテルと呼ば
れる）として使用される。
【００３５】
　リン酸ナトリウム緩衝剤（ｐＨ－６．５、６．８、およびｐＨ７．４）をＢＵＮカクテ
ルに追加することにより、緩衝能力が向上することを認識した。これは、カクテルの有用
な寿命をもたらす。すなわち、準備から適用までの時間（たとえば、カクテルをセンサ表
面上にミクロディスペンスする）は、約１６時間から最高で約２５日まで延びる。応用方
法としてのミクロディスペンスは、参照によって完全に組み込まれている共通所有の米国
特許第５５５４３３９号において開示されている。
【００３６】
　ｐＨ７．４において５０、７５、または１００ｍＭのリン酸ナトリウム緩衝剤を使用し
て、センサ上の印刷材料の視覚評価およびセンサの性能に基づいて、確実な印刷が最高で
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約２５日まで維持されることを観測した。
【００３７】
　酵素活性検定におけるウレアーゼは、ｐＨ７．４より高いｐＨにおいて著しく低減され
た活性を有することが既知である。ｐＨ８．０におけるウレアーゼ酵素の活性は、通常、
ｐＨ７．０の活性の約５０％である。第２に、高い［ＢＵＮ］におけるより優れたセンサ
応答が、緩衝剤を追加することで観測される。センサ応答が向上する理由が、以下におい
て議論される。
【００３８】
　なた豆（カナバリア・エンシルフォルミス）のウレアーゼ活性は、緩衝剤およびｐＨの
両方に依存することが周知である。ＴＲＩＳ緩衝剤におけるウレアーゼの最適ｐＨは、ｐ
Ｈ６．０とｐＨ８．０の間である（Ｃｅｓａｒｅｏ，Ｓ．およびＬａｎｇｔｏｎ，Ｓ．：
Ｋｉｎｅｔｉｃ　Ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　Ｐｙｌｏｒ
ｉ　Ｕｒｅａｓｅｓ　Ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　Ｊａｃｋ　Ｂｅａｎ　Ｕｒｅａｓｅ
、ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ　Ｌｅｔｔ　９９、１５、１９９２）。従来の技術の－
ｉ－ＳＴＡＴシステムでは、較正物流体は７．４のｐＨを有するが、ＢＵＮセンサの局所
領域、すなわちＢＵＮ基質およびその拡散層において、ｐＨは、基質におけるウレアーゼ
による較正物流体における尿素の酵素低下に由来する水酸イオン（ＯＨ－）の生成により
、約ｐＨ７．８５まで上昇することがある。ＢＵＮセンサが通常はｐＨ７．４において血
液サンプルと接触するとき、ｐＨ緩衝はヘモグロビンによって左右されることが既知であ
る（Ｊ．Ｅ．ＳｈｅｒｗｉｎおよびＢ．Ｂ．Ｂｒｕｅｇｇｅｒ、Ｃｌｉｎｉｃａｌ　Ｃｈ
ｅｍｉｓｔｒｙ：Ｔｈｅｏｒｙ，Ａｎａｌｙｓｉｓ　ａｎｄ　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ、
ｅｄ．Ｌ．Ａ．ＫａｐｌａｎおよびＡ．Ｊ．Ｐｅｓｃｅ、Ｃ．Ｖ．Ｍｏｓｂｙ（セント・
ルイス）、１９８９、第２１章）。これは、ＢＵＮセンサの領域において異なるｐＨをも
たらすことがある。センサの領域におけるこれらの最適ではないｐＨ値は、産物の分布に
影響を与え、センサの応答を低下させ、変動性を増大させる。リン酸ナトリウム緩衝剤を
ＢＵＮカクテルに追加することにより、基質における尿素の緩衝が著しく向上し、水溶液
較正物流体と全血サンプルとの振舞いの差が低減することが判明した。
【００３９】
　リン酸ナトリウム緩衝剤（ｐＨ６．０、６．８、およびｐＨ７．４）をＢＵＮカクテル
に追加することにより、その緩衝剤における酵素の可溶性が向上することを認識した。
【００４０】
　センサ応答時間（定常状態信号の９５％に到達するまでの時間）を短縮する他の方式は
、センサ応答がＮＨ４

＋の形成によって律速されるかを決定することによって発見された
。炭酸脱水酵素（ＣＡ）が、炭酸陰イオン（ＣＯ３

２－）を形成し、それにより反応（１
）を右に引く（上述されたように）ことによって重炭酸塩／二酸化炭素を除去するために
、酵素基質に追加された。これにより、センサの応答時間は著しく短縮する。
【００４１】
　水溶液サンプルについて０．０９ｍＭと０．５ｍＭの基質ＣＡ濃度の応答について大き
な差はなかったが、より高い炭酸脱水酵素濃度［ＣＡ］は、全血についてより平坦な応答
曲線を与えた。さらに、０．０７ｍＭのカクテルにおいて炭酸脱水酵素および標準的なウ
レアーゼ基質濃度を有するセンサは、炭酸脱水酵素および２０％より多いウレアーゼを有
するセンサと同様の応答を与えた。これは、尿素応答曲線の高方端部における線形性の利
得、および（ｉ）逆反応、すなわちＮＨ４

＋およびＨＣＯ３
－から尿素を生成するのを限

定するため炭酸脱水酵素を追加し、（ｉｉ）炭酸陰イオンから追加の緩衝能力が生じるこ
とによる精度の向上と一貫する。
【００４２】
　ＢＵＮセンサの動態研究は、２つの異なる率機構が１～５０ｍＭ尿素の分析物範囲にわ
たって動作することを示す。この範囲の高方端部において、センサ応答は、Ｃａｒｒ＆Ｂ
ｏｗｅｒｓ（１９８０）ページ２０９～２１０後のモデリング研究において示唆されてい
るように、ウレアーゼの濃度によって限定される。下方端部において、基板により限定さ
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れる。
【００４３】
　本発明の目的が、単一使用ＢＵＮセンサ、すなわち－ｉ－ＳＴＡＴシステムの場合のよ
うに、単一血液サンプルと共に使用され、次いで廃棄されるものを作成することである場
合、数百万のこれらのセンサが毎年製造されることが可能である。この例では、ＣＡおよ
び緩衝剤を基質に追加することは、分析物範囲の高方端部において製造ロットのロットご
との変動性を低減することに寄与する可能性がある。限定ステップとしてウレアーゼ酵素
濃度が低減される程度も、より良好なセンサの性能について補助することが可能である。
【００４４】
　改良ＢＵＮセンサの好ましい実施形態は、以下の特徴を組み込むことが望ましい、（ｉ
）ｐＨ７．４のリン酸ナトリウム緩衝剤が、酵素を含むラテックス混合物（ＢＵＮカクテ
ル）に最適に追加される、この理由は、これにより基質の寿命がかなり延びるからである
、（ｉｉ）混合物に追加する前に、酵素ウレアーゼが、酵素動態を増大させるように、リ
ン酸ナトリウム緩衝剤に対して最適に透析される、および（ｉｉｉ）炭酸脱水酵素が、Ｎ
Ｈ４

＋への尿素の変換効率を増大させるように、混合物に最適に追加される。以下の実験
データは、これらの結論の支持を提供する。
【００４５】
　従来の技術のＢＵＮセンサおよび新しいＢＵＮセンサの性能は、図４～７において比較
される。これらの図は、ＢＵＮ電極応答の一部を時間の関数として示す。時間＜１４ｓに
おける応答の部分は、較正溶液に対するＢＵＮ電極の基準電極に関する電位差応答を示す
。時間＞１８ｓにおける信号応答は、水溶液ベースの制御材料または全血サンプルとする
ことが可能である試験サンプルに対するＢＵＮセンサの電位差応答である。基準電極は、
参照によって本明細書に組み込まれている共同所有されている米国特許第４９３３０４８
号に記載されている。電気化学分野において周知の他の基準電極も、これらのＢＵＮセン
サと共に使用することができる。
【００４６】
　図４Ａは、異なるＢＵＮセンサ組成を使用する水溶液制御材料に対する応答曲線を示す
。－ｉ－ＳＴＡＴの従来の技術に基づく標準的なＢＵＮセンサは、実黒線によって表され
る。長破線は、変性ウレアーゼで作成されたＢＵＮセンサを表す。短破線は、ウレアーゼ
と置き換わる牛の血清アルブミンで作成されたＢＵＮセンサを表す。このグラフは、信号
が、ウレアーゼ酵素によって変換されている尿素の存在によって生成されることを示す。
【００４７】
　図４Ｂは、標準的なＢＵＮセンサについて実線で表された性能を示す。短破線は、ｐＨ
７．４に緩衝され、かつマイクロディスペンス前１週齢の酵素カクテルを示す。中間破線
は、炭酸脱水酵素をも含むＢＵＮセンサを表し、長破線は、透析されたウレアーゼを表す
。炭酸脱水酵素の存在は、信号の増大を示す。
【００４８】
　長破線曲線は、５０ｍＭリン酸塩緩衝剤に対する透析されたウレアーゼで準備されたＢ
ＵＮカクテルである。重要な特徴は、較正物流体との接触から血液サンプルに遷移した後
のより優れた初期応答であり、ウレアーゼ動態が大きく増大すること、すなわちウレアー
ゼ酵素活性が向上し、産物ＮＨ４

＋への尿素の迅速な変換が実施され、理論的な電位差セ
ンサの理想的な「ステップ関数」応答曲線に近づくことを示唆する。
【００４９】
　炭酸脱水酵素（ＣＡ）をＢＵＮカクテルに追加することにより、中間破線は、尿素から
変換されるＮＨ４

＋の量を増大させる。すなわち、ＣＡは、尿素からアンモニウム・イオ
ンへの変換効率を増大させる。これは、センサの感度がＣＡを追加することにより増大す
ることを意味する。
【００５０】
　図５～７は、製造後一定の４０℃において貯蔵されているセンサの有効期間研究からの
プロットである。高温におけるこの貯蔵は、センサの低下率の増大をシミュレーションす
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る手段を提供する。これは、室温および冷却など、より通常の条件下において貯蔵された
センサの実際の有効期間を予測する手段を提供することができる。ここで記述されるタイ
プの製造センサについて、センサが、購入日後最高で約１年間使用可能であることを保証
することが必要である。全血および水溶液流体（ｍｌ）の応答曲線は、１日（ｄ１）およ
び４日（ｄ４）間高温貯蔵温度において貯蔵されたセンサについて示されている。
【００５１】
　２つの異なる製造センサ・バッチ（ＡおよびＢ）が、標準的な条件について使用された
。炭酸脱水酵素改質（２つの濃度０．０９ｍＭおよび０．５ｍＭにおける）についてのデ
ータのみが、図５に示されている。
【００５２】
　最初のプロットは、全血（ｗｂ）応答を示す（図５）。ＣＡ改質の枢要な特徴は、（ｉ
）尿素濃度の所与の変化について増大したｍＶ応答、すなわち尿素からアンモニウム・イ
オンへのより効率的な変換、および（ｉｉ）定常状態動作の向上を意味する約２５と４０
ｓとの間の「平坦」曲線形状である。［ＣＡ］＝０．５ｍＭセンサは、［ＣＡ］＝０．０
９ｍＭセンサよりわずかに平坦な曲線形状を与えるようである。両ＣＡセンサとも、２５
と４０ｓとの間において無視可能な電位の傾斜を示し、これは、ＣＡがない場合の標準的
なセンサ設計に対する改善である。
【００５３】
　４０℃培養における４日（ｄ４）後のセンサの振舞いは、図６に示される１日（ｄ１）
と同様である。ｄ１と比較した下方応答は、異なるｗｂサンプルのためであることに留意
されたい。ＣＡを有するセンサについての理想的なサンプル・データ収集ウィンドウ（共
同所有されている米国５１１２４５５号の開示を参照されたい）配置は、約３０ｓにおい
てである。
【００５４】
　図７のｄ１におけるＢＵＮセンサの水溶液流体応答は、図６に示されたものと同様であ
る。４０℃培養における４日後のｍｌ水溶液流体に対するセンサ応答が、以下において与
えられる。ＣＡ包含センサは、全血サンプルについて同じｍＶ応答の増大を示す。ＣＡ包
含センサについて３０日収集ウィンドウにおける応答曲線の比較は、全血と水溶液サンプ
ルについてごく小さい差を示す。これは、標準的な従来の技術のセンサについて全血と水
溶液サンプルの間について観測された差に対する有用な改善である。
【００５５】
　上記で開示されたデータは、（ｉ）従来の技術のＢＵＮセンサは、高濃度の尿素におい
て酵素により限定されるが、炭酸脱水酵素を追加することにより、センサ応答の著しい改
善を達成することができる、（ｉｉ）酵素基質（エルバス）の安定性が酢酸の存在に関係
し、緩衝液化合物の追加が、マイクロディスペンスなどのセンサの応用について寿命の延
長を補助する、（ｉｉｉ）ＢＵＮセンサにおける最適ｐＨの維持が、高ウレアーゼ活性、
したがって最大ＢＵＮセンサ性能を保証するのに必須であり、これは、緩衝剤を基質に追
加することによって達成することができる、（ｖｉ）炭酸脱水酵素を追加することにより
、全血と水溶液サンプルとの応答曲線の最小差を有するＢＵＮセンサが与えられる、およ
び（ｖ）炭酸脱水酵素を基質に追加することにより、許容可能な有効期間を有するセンサ
が提供されることを示す。
【００５６】
　以下のセクションは、（ｉ）新しいＢＵＮセンサの好ましい実施形態の製造の記述を提
供し、（ｉｉ）ＵＲおよびＣＡ固定化の代替基質材料を開示し、（ｉｉｉ）ＵＲおよびＣ
Ａの生化学特性および源に関する詳細を与え、（ｉｖ）リン酸塩に対する代替メンブレン
緩衝システムを開示し、および（ｖ）従来の電極に添付されるＵＲ－ＣＡメンブレンを作
成する代替方式を開示するが、その理由は、本発明は、微細製作センサ応用分野に限定さ
れるものではないからである。
【００５７】
　新しいＢＵＮセンサの好ましい実施形態の製造
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　新しいＢＵＮセンサの好ましい実施形態は、薄膜微細製作プロセスおよびマイクロディ
スペンス技法の組合せを使用して製造される。これは、米国特許第４９３３０４８号に記
載されているタイプの薄膜銀－塩化銀基準電極と組み合わされて動作する薄膜銀－塩化銀
インジケータ電極を備える。
【００５８】
　シリコンの基板ウエハの上に、熱酸化によって準備された二酸化ケイ素の絶縁層が重ね
られる。チタン／タングステンの金属層、次いで銀が、二酸化ケイ素ベース・ウエハの上
に付着され、次いで、フォトリソグラフィ技法を使用してパターニングされる。次いで、
ポリイミド・ポリマーまたは追加の二酸化ケイ素などの電気絶縁層が、隣接センサ回路を
絶縁するために、光パターニングされる。銀－塩化銀インジケータ電極（直径～２００ミ
クロン）は、電気化学塩素気体プラズマ、および塩素イオンに存在するＣｒ２Ｏ７

２－ま
たはＦｅ３＋などの無機酸化剤によるＡｇ０の酸化など、従来の教示を使用してパターニ
ングされた銀から準備される。
【００５９】
　ＢＵＮ電極の残りの層は、２つの薄膜構造を含む：（ｉ）有機ポリマー層（たとえば、
ポリ（塩化ビニル）－ＰＶＣ）およびアンモニウム・イオン・イオノフォアを備える半浸
透性メンブレン膜、（ｉｉ）この特定のセンサにおいて膜形成ラテックス（たとえば、ポ
リ（酢酸ビニル－コ－ビニルアルコール））ならびに十分な量の酵素ウレアーゼおよび炭
酸脱水酵素を備える最外バイオ層。これらの層は、参照によって組み込まれている共同所
有の米国特許第５５５４３３９号に記載されているように、マイクロディスペンス技法に
よって付着される。
【００６０】
　単位セルの基準電極部分は、両方とも参照によって組み込まれている米国特許第４９３
３０４８号および第５２０００５１号に記載されている重なり構造からなることが可能で
ある。
【００６１】
　薄膜アンモニウム・イオン感応構造は、ポリ（塩化ビニル）（ＰＶＣ）結合剤、可塑剤
としてのトリス（２－エチルヘキシル）リン酸塩、およびイオノフォアとしてのノナクチ
ンを備える。インジケータ電極は、同じ結合剤および可塑剤組成を使用するが、異なるイ
オノフォアを有する異なるイオンについて選択的とすることができる。たとえば、バリノ
マイシン、モネンシンおよび（メチル）モネンシン、ならびに塩化トリドデシルアンモニ
ウムが、カリウム、ナトリウム、または塩素イオンの選択性電極をそれぞれ作成するため
に使用された。他のイオノフォアは、クラウン・エーテル、トリアルキルアミン、または
リン酸エステルなどを含むことが可能であるが、これに限定されるものではない。代替と
して、ＰＶＣの他に、他の重合結合剤材料が使用されることが可能である。これらのポリ
マーは、たとえば、シリコン・ゴム、ポリテトラフルオロエチレン可塑剤、またはイオン
化可能官能器（たとえば、カルボン酸塩）を含有するＰＶＣの派生物を含むことが可能で
ある。本発明において使用するのに適切な他の可塑剤は、トリス（２－エチルヘキシル）
リン酸塩、ニトロマイシン、２－ニトロフェニルオクチルエーテル、セバシン酸ジブチル
、アジピン酸ジエチル、フタル酸塩、炭酸プロピレン、５－フェニルペンタノール、また
はこの混合物を含むことが可能であるが、これに限定されるものではない。本発明の範囲
内にあるさらに他の結合剤およびイオノフォアの組合せが、当業者なら思い付くことが可
能である。結果として得られる半浸透性イオン選択性膜は、約２ミクロンから約２００ミ
クロン、好ましくは約１０から約３０ミクロンの範囲の厚さを有することが可能である。
【００６２】
　この時点において、粒子ラテックスとその膜形成相当物の特性を区別することが重要で
ある。粒子ラテックスは、ポリマー粒子が水媒介性であることを可能にする親水性材料で
コーティングされているポリスチレンなどの固体重合構造を備える。粒子ラテックス材料
は、従来、酵素を含むあらゆる種類の生物学的活性材料を固定化するために使用されてき
た（Ｋｒａｅｍｅｒ，Ｄ．ら、米国特許第４７１０８２５号を参照されたい）。ＣＡおよ
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びＵＲでコーティングされた粒子ラテックスが、本発明において使用されることが可能で
ある。
【００６３】
　対照的に、膜形成ラテックスは、親水性外部コーティングを有する酢酸ビニルなどの移
動性重合液体コアからなるコロイド溶液である。そのような膜形成ラテックスは、水不混
和性有機モノマーまたはモノマーの混合物が、遊離基触媒を含む水溶液媒質に追加される
エマルジョン重合プロセスによって作成される。重合は、たとえば、機械的な撹拌によっ
て開始することが可能である（たとえば、Ｖａｎｄｅｒｈｏｆｆ，Ｊ．Ｗ．、Ｊ．Ｐｏｌ
ｙ．Ｓｃｉ．Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ１９８５、７２、１６１～１９８ペー
ジを参照されたい）。この材料が乾燥されるとき、粒子は融合して、水に再びディスペン
スすることができない膜を形成する。膜形成ラテックスは水ベースであり、親水性および
疎水性の両方の成分を含むので、これらの組成は、ＣＡおよびＵＲを含む酵素など、生物
学的活性種について安定な環境を提供し、その固定化または組み込むための有効な媒質を
構成することができることを考慮することが可能である。
【００６４】
　さらに、天然源および合成源の両方からの膜形成ラテックスが著しく有用であることが
判明した。たとえば、以下の合成モノマー、その化学改質類似物、コポリマー、またはそ
の混合物が、膜形成ラテックスを作成するために使用されることが可能である：酢酸ビニ
ル、エチレン、アクリル酸塩またはアクリル酸、スチレン、あるいはブタジエン。これら
および当業者に既知の多くの他の材料が、Ｒｅｉｃｈｈｏｌｄ、Ａｉｒ　Ｐｒｏｄｕｃｔ
ｓ、ＤｕＰｏｎｔ、Ｄｏｗ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ、またはＩｍｐｅｒｉａｌ　Ｃｈｅｍｉｃ
ａｌ　Ｃｏｍｐａｎｙを含む多くの源から市販されている。天然イソプレン・ベース・ポ
リマーも有用であり、Ｉｍｐｅｒｉａｌ　Ａｄｈｅｓｉｖｅｓ　ａｎｄ　Ｃｈｅｍｉｃａ
ｌｓ，Ｉｎｃ．およびＧｅｎｅｒａｌ　Ｌａｔｅｘ　ａｎｄ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｒ
ｐ．から入手可能である。Ｒｅｉｃｈｈｏｌｄからのエルバスが、ＢＵＮセンサの好まし
い実施形態において使用される。
【００６５】
　さらに、これらの材料は、非ラテックス水溶液化合物（たとえば、たんぱく質、酵素、
ポリサッカリド、アガロースなどの親水コロイド、いなご豆ガム、ガー・ゴム、または親
水コロイドの組合せ、あるいはポリ（塩化ビニル）、ポリ（ビニルピロリドン）、ポリア
クリルアミドなどの合成ポリマー）が、固体含有量の重量で最高で約２５％を備えるとき
でさえ、膜形成特性を保持する。これに関して、センサを作成する微細製作プロセスに関
する重大な考慮事項は、確立された膜が、大量の付加剤（すなわち酵素）が存在する場合
でさえ平面基板に有効に接着することである。
【００６６】
　平面基板の上に層を画定するために、様々な方法を使用することができる。厚い層（約
５から２００ミクロン）が必要である場合、粘性膜形成ラテックス組成（ブルックフィー
ルドＲＶ粘度計で測定して＜５００センチポアズ）をマイクロディスペンスすることが好
ましい。しかし、薄い層（約０．２から約５ミクロン未満）が必要である場合、より低い
粘性を有する組成が使用され、これはインジケータ電極の上に直接マイクロディスペンス
することができ、または代替として、暴露されているインジケータ電極の上にわたる領域
を残すようにパターニングされた正のレジスト層（たとえば、Ｓｈｉｐｌｅｙ　ＡＺ　１
３７０　ＳＦ）の上にマイクロディスペンスまたはスピンコーティングすることができる
。次いで、ｎ－酢酸ブチルなどの当技術分野において既知の任意の適切な溶媒が、過剰な
ラテックスと共にレジストをリフト・オフするために使用される。フォトレジスト・キャ
ップを使用する他の技法を使用することも可能である。
【００６７】
　表面エネルギーの制御は、マイクロディスペンスされた試薬の拡散（およびしたがって
厚さなどの寸法）を制御するために有利に使用することが可能である。インジケータ電極
を囲むポリイミド層を四フッカ炭素などのフルオロカーボンでプラズマ処置することによ
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り、水溶液ベースのラテックスは、高い接触角度を示す（すなわち、拡散を最小限に抑え
、厚さを増大させる）。
【００６８】
　ラテックス層において１つまたは複数の生物学的活性種を固定化するために、付着前に
種をラテックスと混合する、または付着後に層を含浸することが可能である。生物学的活
性種、特に酵素の安定性は、付着前または付着後に架橋剤を追加することによって向上さ
せることができる。これらの架橋剤は、当技術分野において周知であり、グリオキサル、
グルタルアルデヒド、メラミンホルムアルデヒド、尿素ホルムアルデヒド、およびフェノ
ールホルムアルデヒドなどの化合物を含むことが可能である。他の適切な架橋剤は、ホル
ミルの他に、ビニル、カルボキシル、アンヒドライド、アミン、アミド、エポキシ、ヒド
ロキシル、シアノ、イソシアナート、チオール、ハロを含む少なくとも２つの官能基、お
よびこれらの官能基の安定な組合せ（たとえば、クロロアルキルエポキシド）を有するこ
とが可能である。これらの付加剤は、生物層の湿潤強度を著しく向上させ、完成センサの
有効期間を延ばすことができる。ほとんどすべての場合において、この開示の先行または
以下のセクションにおいて列挙される生物活性巨大分子の１つまたは複数が、エルバスま
たはエルマー（Ｅｌｍｅｒ）のグルー（Ｇｌｕｅ）などの膜形成ラテックスを使用して首
尾よく固定化されることが可能である。
【００６９】
　酵素基質の多孔度は、付着前に、塩（たとえば、塩化ナトリウム）または糖アルコール
（たとえば、マンニトール、エリトリトール、またはソルビトール）などのある種の付加
剤をラテックス混合物に組み込むことによって、有意な程度まで制御することができる。
たとえば、ソルビトールをラテックス処方（約１ｇ／ｄＬの溶液において）に追加するこ
とにより、乾燥尿素センサの湿潤に必要な時間が著しく短縮される。より短い湿潤期間（
共同所有されている米国特許第５１１２４５５号を参照されたい）は、より迅速な応答を
提供する。
【００７０】
　好ましい実施形態では、新しいＢＵＮセンサは、較正物溶液をも含む米国特許第５０９
６６６９号において開示されているタイプのカートリッジに実装される。これは、較正物
パッケージ（ＣＡＬＰＡＫ）に包含され、これは、血液サンプル分析中に破裂される。こ
の通常の事象順序は、ＣＡＬＰＡＫが破裂され、次いで較正溶液がセンサの上にわたって
通過し、センサを湿潤させることを含む。通常、従来の技術のカートリッジのＣＡＬＰＡ
Ｋは、以下のイオン、ナトリウム、カリウム、カルシウム、塩素、重炭酸塩、およびまた
ＨＥＰＥＳ緩衝剤、グルコース、乳酸塩、尿素、クレアチン、およびクレアチニンを含ん
でいた。
【００７１】
　ＣＡＬＰＡＣＫにおける尿素に関して、この基板は産物の集積を創出することができ、
これにより酵素のフィードバック阻害が生じることが発見されているので、これは、較正
流体から除去し、それにより酵素のフィードバック阻害を除去することができる。新しい
ＢＵＮセンサのＣＡＬＰＡＫの好ましい構成は、ナトリウム、カリウム、カルシウム、塩
素、アンモニウム、重炭酸塩、ＨＥＰＥＳ緩衝剤、グルコース、乳酸塩、クレアチン、お
よびクレアチニンを含むはずである。この実施形態では、尿素ではなくアンモニウム・イ
オンがＢＵＮセンサを較正する。
【００７２】
　ウレアーゼ（Ｅ．Ｃ．３．５．１．５）の特性および源
　この応用例についてのウレアーゼの理想的な特性は、ウレアーゼが、低残留レベルの関
連基板（尿素＜０．０００２μｍｏｌ／酵素単位）および他の窒素化合物を有することで
ある。さらに、ウレアーゼは、汚染プロテアーゼがないはずである。２５℃において７０
０Ｕ／ｍｇたんぱく質を超える比放射能が、理想的な特性である。酵素の準備も、高純度
であるべきである。ウレアーゼの他の望ましい特性は、酵素のＫｍが１から５０（ｍＭ）
の範囲にあり、好ましくは５０ｍＭにより近く、Ｖｍａｘが１６，０００（ミクロモル／



(15) JP 4659041 B2 2011.3.30

10

20

30

40

50

ｍｌ／分）より大きく、またＫｃａｔが５×１０５分－１以上であることである。
【００７３】
　好ましい実施形態では、ウレアーゼの好ましい源は、なた豆ウレアーゼ（Ｅ．Ｃ．３．
５．１．５）Ｇｅｎｚｙｍｅ　Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ（Ｏｎｅ　Ｋｅｎｄａｌｌ　Ｓｑ
ｕａｒｅ、０２１３９米国マサチューセッツ州ケンブリッジ）項目番号７０－１６６１－
０１（Ｋｍ：９．３９ｍＭ；Ｖｍａｘ：１６１８７ミクロモル／ｍｌ／分；Ｋｃａｔ：５
．９１×１０５分－１）である。なた豆ウレアーゼ（Ｅ．Ｃ．３．５．１．５）の他の源
には、（ｉ）Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃａｎａｄａ　Ｌｔｄ．（Ｌ６Ｈ　６Ｊ８カ
ナダ、オンタリオ州オークビル、ウィンストン・パーク・ドライブ２１４９）カタログ番
号Ｕ１５００、（ｉｉ）東洋紡（日本１０３－８５３０、東京都中央区小網町日本橋１７
－９東洋紡ビルディング）カタログ番号ＵＲＨ－２０１またはＵＲＨ－３０１、および（
ｉｉｉ）Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（
０８７０１米国ニュー・ジャージー州レイクウッド、バッサー・アベニュ７３０）がある
。
【００７４】
　ウレアーゼ酵素は、以下の団体からも入手可能である；ディノコッカス・ラジオデュラ
ンス（Ｄｅｉｎｏｃｏｃｃｕｓ　ｒａｄｉｏｄｕｒａｎｓ）、シュードモナス・シリンガ
エ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓｙｒｉｎｇａｅ）（ｐｖ．トマト）、ストレプトマイセ
ス・アベルミティリス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ａｖｅｒｍｉｔｉｌｉｓ）、ストレ
プトマイセス・コエリコロル（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ）、ス
ルフォロバス・トコダイイ（Ｓｕｌｆｏｌｏｂｕｓ　ｔｏｋｏｄａｉｉ）、ブルセラ・メ
リテンシス（Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｍｅｌｉｔｅｎｓｉｓ）、ブルセラ・スイス（Ｂｒｕｃ
ｅｌｌａ　ｓｕｉｓ）、アルカリゲネス・ユートロファス（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ　ｅ
ｕｔｒｏｐｈｕｓ）、（ラルストニア・ユートロファ（Ｒａｌｓｔｏｎｉａ　ｅｕｔｒｏ
ｐｈａ））、アクチノバチルス・プルロニューモニエ（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ　
ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、（ヘモフィルス・プルロニューモニエ（Ｈａｅｍ
ｏｐｈｉｌｕｓ　ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ））、バチルス・パスチュリイ（Ｂ
ａｃｉｌｌｕｓ　ｐａｓｔｅｕｒｉｉ）、バチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）ｓｐ．（染色剤
　ＴＢ－９０）、バチルス・サブティリス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、ボ
ルデテラ・ブロンキセプティカ（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ
）（アルカリゲネス・ブロンキセプティカ（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ　ｂｒｏｎｃｈｉｓ
ｅｐｔｉｃｕｓ））、クロストリジウム・ペルフリンゲンス（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　
ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）、大腸菌（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａ　ｃｏｌｉ）、ヘモフィル
ス・インフルエンザ菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎｚａｅ）、クレブシエ
ラ・エアロゲネス（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）、ラクトバチルス・フ
ェルメンタム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｆｅｒｍｅｎｔｕｍ）、リストネラ・ダム
セラ（Ｌｉｓｔｏｎｅｌｌａ　ｄａｍｓｅｌａ）（ビブリオ・ダムセラ（Ｖｉｂｒｉｏ　
ｄａｍｓｅｌａ））、モルガネラ・モルガニイ（Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ　ｍｏｒｇａｎｉ
ｉ）（プロテウス・モルガニイ（Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｏｒｇａｎｉｉ））、ヒト型結核菌
（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）、マイコバクテリウム・ボ
ビス（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｏｖｉｓ）、プロテウス・ミラビリス（Ｐｒｏｔ
ｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓ）、プロテウス・ブルガリス（Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｖｕｌｇａ
ｒｉｓ）、リゾビウム・メリロッティ（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｍｅｌｉｌｏｔｉ）（シノ
リゾビウム・メリロッティ（Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｍｅｌｉｌｏｔｉ））、黄色
ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）（染色剤　Ｍｕ５０／ＡＴ
ＣＣ　７００６９９）、黄色ブドウ球菌（染色剤Ｎ３１５）、黄色ブドウ球菌（染色剤　
ＭＷ２）、スタフィロコッカス・エピデルミディス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅ
ｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ）、スタフィロコッカス・キシロサス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃ
ｕｓ　ｘｙｌｏｓｕｓ）、ストレプトコッカス・サリバリウス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃ
ｕｓ　ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ）、シネコシスティス（Ｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓ）ｓｐ
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．（染色剤　ＰＣＣ　６８０３）、ウレアプラズマ・パルブム（Ｕｒｅａｐｌａｓｍａ　
ｐａｒｖｕｍ）（ウレアプラズマ・ウレアリティカム（Ｕｒｅａｐｌａｓｍａ　ｕｒｅａ
ｌｙｔｉｃｕｍ）・バイオタイプ１）、ウレアプラズマ・ウレアリティカム（Ｕｒｅａｐ
ｌａｓｍａ　ｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ）（ウレアプラズマ・ウレアリティカム（Ｕｒｅａ
ｐｌａｓｍａ　ｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ）・バイオタイプ２）、エルシニア・エンテロコ
リティカ（Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ）、エルシニア・ペスティ
ス（Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｐｅｓｔｉｓ）、偽結核菌（Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｐｓｅｕｄｏｔ
ｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）、アクチノバチルス・プルロニューモニエ（Ａｃｔｉｎｏｂａ
ｃｉｌｌｕｓ　ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）（ヘモフィルス・プルロニューモニ
エ（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ））、バチルス・パス
チュリイ・バチルス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐａｓｔｅｕｒｉｉ、Ｂａｃｉｌｌｕｓ）ｓｐ
．（染色剤　ＴＢ－９０）、バチルス・サブティリス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌ
ｉｓ）、ボルデテラ・ブロンキセプティカ（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｂｒｏｎｃｈｉｓｅ
ｐｔｉｃａ）（アルカリゲネス・ブロンキセプティカ（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ　ｂｒｏ
ｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃｕｓ））、パラ百日咳菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｐａｒａｐｅｒ
ｔｕｓｓｉｓ）、クロストリジウム・ペルフリンゲンス（Ｃｌｏｓｔｒｉｄｉｕｍ　ｐｅ
ｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）、ヘモフィルス・インフルエンザ菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉ
ｎｆｌｕｅｎｚａｅ）、ヘリコバクタ・フェリス（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｆｅｌｉ
ｓ）、ヘリコバクタ・へイルマンニイ（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｈｅｉｌｍａｎｎｉ
ｉ）、ヘリコバクタ・ムステラエ（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｍｕｓｔｅｌａｅ）、ヘ
リコバクタ・ピロリ（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）（カンピロバクタ・ピ
ロリ（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ））、ヘリコバクタ・ピロリ（Ｈｅｌ
ｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）Ｊ９９（カンピロバクタ・ピロリ（Ｃａｍｐｙｌｏ
ｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）Ｊ９９）、クレブシエラ・エアロゲネス（Ｋｌｅｂｓｉｅ
ｌｌａ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）、ラクトバチルス・フェルメンタム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉ
ｌｌｕｓ　ｆｅｒｍｅｎｔｕｍ）、モルガネラ・モルガニイ（Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ　ｍ
ｏｒｇａｎｉｉ）（プロテウス・モルガニイ（Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｏｒｇａｎｉｉ））、
ヒト型結核菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）、マイコバク
テリウム・ボビス（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｏｖｉｓ）、プロテウス・ミラビリ
ス（Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓ）、プロテウス・ブルガリス（Ｐｒｏｔｅｕｓ
　ｖｕｌｇａｒｉｓ）、リゾビウム・メリロッティ（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｍｅｌｉｌｏ
ｔｉ）（シノリゾビウム・メリロッティ（Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｍｅｌｉｌｏｔ
ｉ））、黄色ブドウ球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）（染色剤　Ｍ
ｕ５０／ＡＴＣＣ　７００６９９）、黄色ブドウ球菌（染色剤　Ｎ３１５）、黄色ブドウ
球菌（染色剤　ＭＷ２）、スタフィロコッカス・エピデルミディス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃ
ｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍｉｄｉｓ）、スタフィロコッカス・キシロサス（Ｓｔａｐｈ
ｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｘｙｌｏｓｕｓ）、ストレプトコッカス・サリバリウス（Ｓｔｒｅ
ｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ）、シネコシスティス（Ｓｙｎｅｃｈｏｃｙ
ｓｔｉｓ）ｓｐ．（染色剤　ＰＣＣ　６８０３）、ウレアプラズマ・パルブム（Ｕｒｅａ
ｐｌａｓｍａ　ｐａｒｖｕｍ）（ウレアプラズマ・ウレアリティカム（Ｕｒｅａｐｌａｓ
ｍａ　ｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ）バイオタイプ１）、ウレアプラズマ・ウレアリティカム
（Ｕｒｅａｐｌａｓｍａ　ｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ）（ウレアプラズマ・ウレアリティカ
ム（Ｕｒｅａｐｌａｓｍａ　ｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ）バイオタイプ２）、エルシニア・
エンテロコリティカ（Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ）、エルシニア
・ペスティス（Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｐｅｓｔｉｓ）、偽結核菌（Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｐｓ
ｅｕｄｏｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）、アクチノマイセス・ネスランディ（Ａｃｔｉｎｏ
ｍｙｃｅｓ　ｎａｅｓｌｕｎｄｉｉ）、アクチノバチルス・プルロニューモニエ（Ａｃｔ
ｉｎｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）（ヘモフィルス・プルロ
ニューモニエ（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｐｌｅｕｒｏｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ））、アグ
ロバクテリウム・ツメフェイシェンス（Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｍｅｆａｃｉ
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ｅｎｓ）（染色剤　Ｃ５８／ＡＴＣＣ　３３９７０）、アルカリゲネス・ユートロファス
（Ａｌｃａｌｉｇｅｎｅｓ　ｅｕｔｒｏｐｈｕｓ）（ラルストニア・ユートロファ（Ｒａ
ｌｓｔｏｎｉａ　ｅｕｔｒｏｐｈａ））、アナベナ（Ａｎａｂａｅｎａ）ｓｐ．（染色剤
　ＰＣＣ　７１２０）、バチルス・ハロデュランス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈａｌｏｄｕｒ
ａｎｓ）、バチルス・パスチュリイ（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｐａｓｔｅｕｒｉｉ）、バチル
ス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）ｓｐ．（染色剤　ＴＢ－９０）、バチルス・サブティリス（Ｂａ
ｃｉｌｌｕｓ　ｓｕｂｔｉｌｉｓ）、ボルデテラ・ブロンキセプティカ（Ｂｏｒｄｅｔｅ
ｌｌａ　ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃａ）（アルカリゲネス・ブロンキセプティカ（Ａｌ
ｃａｌｉｇｅｎｅｓ　ｂｒｏｎｃｈｉｓｅｐｔｉｃｕｓ））、パラ百日咳菌（Ｂｏｒｄｅ
ｔｅｌｌａ　ｐａｒａｐｅｒｔｕｓｓｉｓ）、百日咳菌（Ｂｏｒｄｅｔｅｌｌａ　ｐｅｒ
ｔｕｓｓｉｓ）、ブラディリゾビウム・ジャポニカ（Ｂｒａｄｙｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｊ
ａｐｏｎｉｃｕｍ）、ブルセラ・アボルタス（Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ａｂｏｒｔｕｓ）、カ
ンジダタス・ブロシュマンニア・フロリダナス（Ｃａｎｄｉｄａｔｕｓ　Ｂｌｏｃｈｍａ
ｎｎｉａ　ｆｌｏｒｉｄａｎｕｓ）、クロストリジウム・ペルフリンゲンス（Ｃｌｏｓｔ
ｒｉｄｉｕｍ　ｐｅｒｆｒｉｎｇｅｎｓ）、コリネバクテリウム・エフィシエンス（Ｃｏ
ｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｅｆｆｉｃｉｅｎｓ）、コリネバクテリウム・グルタミサ
ン（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ）（ブレビバクテリウム・
フレバム（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｆｌａｖｕｍ））、大腸菌　Ｏ１５７：Ｈ７
、大腸菌、ヘモフィルス・インフルエンザ菌（Ｈａｅｍｏｐｈｉｌｕｓ　ｉｎｆｌｕｅｎ
ｚａｅ）、クレブシエラ・エアロゲネス（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ａｅｒｏｇｅｎｅｓ）
、肺炎杆菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、ラクトバチルス・フェル
メンタム（Ｌａｃｔｏｂａｃｉｌｌｕｓ　ｆｅｒｍｅｎｔｕｍ）、モルガネラ・モルガニ
イ（Ｍｏｒｇａｎｅｌｌａ　ｍｏｒｇａｎｉｉ）（プロテウス・モルガニイ（Ｐｒｏｔｅ
ｕｓ　ｍｏｒｇａｎｉｉ））、ヒト型結核菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｔｕｂｅｒ
ｃｕｌｏｓｉｓ）、マイコバクテリウム・ボビス（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｏｖ
ｉｓ）、プロテウス・ミラビリス（Ｐｒｏｔｅｕｓ　ｍｉｒａｂｉｌｉｓ）、プロクロロ
コッカス・マリナス（Ｐｒｏｃｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｍａｒｉｎｕｓ）（染色剤　Ｍ
ＩＴ　９３１３）、プロクロロコッカス・マリナス　ｓｕｂｓｐ．パストリス（Ｐｒｏｃ
ｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕｓ　ｍａｒｉｎｕｓ　ｓｕｂｓｐ．ｐａｓｔｏｒｉｓ）（染色剤　
ＣＣＭＰ　１３７８／ＭＥＤ４）、プロクロロコッカス（Ｐｒｏｃｈｌｏｒｏｃｏｃｃｕ
ｓ）ｓｐ．（染色剤　ＰＣＣ　９５１１）、プロテウス・ブルガリス（Ｐｒｏｔｅｕｓ　
ｖｕｌｇａｒｉｓ）、シュードモナス・アエルギノサ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ａｅｒ
ｕｇｉｎｏｓａ）、シュードモナス・プチダ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｐｕｔｉｄａ）
（染色剤　ＫＴ２４４０）、シュードモナス・シリンガエ（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｓ
ｙｒｉｎｇａｅ）（ｐｖ．トマト）、ラルストニア・ソラナセアルム（Ｒａｌｓｔｏｎｉ
ａ　ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ）（シュードモナス・ソラナセアルム（Ｐｓｅｕｄｏｍｏ
ｎａｓ　ｓｏｌａｎａｃｅａｒｕｍ））、リゾビウム・ロティ（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｌ
ｏｔｉ）（メソリゾビウム・ロティ（Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｌｏｔｉ））、リゾ
ビウム・レグミノサルム（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ）（ビボバ
ル・ビシアエ（ｂｉｏｖａｒ　ｖｉｃｉａｅ））、リゾビウム・メリロッティ（Ｒｈｉｚ
ｏｂｉｕｍ　ｍｅｌｉｌｏｔｉ）（シノリゾビウム・メリロッティ（Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏ
ｂｉｕｍ　ｍｅｌｉｌｏｔｉ））、
【００７５】
ロドバクタ・キャプスラタス（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ　ｃａｐｓｕｌａｔｕｓ）（ロド
シュードモナス・キャプスラタ（Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　ｃａｐｓｕｌａｔ
ａ））、ロドバクタ・スファエロイデス（Ｒｈｏｄｏｂａｃｔｅｒ　ｓｐｈａｅｒｏｉｄ
ｅｓ）（ロドシュードモナス・スファエロイデス（Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ　
ｓｐｈａｅｒｏｉｄｅｓ））、黄色ブドウ球菌（染色剤　Ｍｕ５０／ＡＴＣＣ　７００６
９９）、黄色ブドウ球菌（染色剤　Ｎ３１５）、黄色ブドウ球菌（染色剤　ＭＷ２）、ス
タフィロコッカス・エピデルミディス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｐｉｄｅｒｍ
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ｉｄｉｓ）、スタフィロコッカス・キシロサス（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ　ｘｙｌ
ｏｓｕｓ）、ストレプトマイセス・アベルミティリス（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ａｖ
ｅｒｍｉｔｉｌｉｓ）、ストレプトマイセス・コエリコロル（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ
　ｃｏｅｌｉｃｏｌｏｒ）、ストレプトコッカス・サリバリウス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃ
ｃｕｓ　ｓａｌｉｖａｒｉｕｓ）、ストレプトコッカス・サーモフィラス（Ｓｔｒｅｐｔ
ｏｃｏｃｃｕｓ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌｕｓ）、シネココッカス・エロガタス（Ｓｙｎｅ
ｃｈｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｌｏｎｇａｔｕｓ）（サーモシネココッカス・エロンガタス（Ｔ
ｈｅｒｍｏｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ　ｅｌｏｎｇａｔｕｓ））、シネココッカス（Ｓ
ｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ）ｓｐ．（染色剤　ＷＨ７８０５）、シネココッカス（Ｓｙｎ
ｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ）ｓｐ．（染色剤　ＷＨ８１０２）、シネコシスティス（Ｓｙｎｅ
ｃｈｏｃｙｓｔｉｓ）ｓｐ．（染色剤　ＰＣＣ　６８０３）、ウレアプラズマ・パルバム
（Ｕｒｅａｐｌａｓｍａ　ｐａｒｖｕｍ）（ウレアプラズマ・ウレアリティカム（Ｕｒｅ
ａｐｌａｓｍａ　ｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ）バイオタイプ１）、ウレアプラズマ・ウレア
リティカム（Ｕｒｅａｐｌａｓｍａ　ｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ）（ウレアプラズマ・ウレ
アリティカム（Ｕｒｅａｐｌａｓｍａ　ｕｒｅａｌｙｔｉｃｕｍ）バイオタイプ２）、ビ
ブリオ・パラヘモリティカス（Ｖｉｂｒｉｏ　ｐａｒａｈａｅｍｏｌｙｔｉｃｕｓ）、エ
ルシニア・エンテロコリティカ（Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｅｎｔｅｒｏｃｏｌｉｔｉｃａ）、
エルシニア・ペスティス（Ｙｅｒｓｉｎｉａ　ｐｅｓｔｉｓ）、偽結核菌（Ｙｅｒｓｉｎ
ｉａ　ｐｓｅｕｄｏｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）、カナバリア・エンシフォルミス（Ｃａ
ｎａｖａｌｉａ　ｅｎｓｉｆｏｒｍｉｓ）（なた豆）（ソラ豆）、クリプトコッカス・ネ
オフォルマンス（Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ）（フィロバシディ
エラ・ネオフォルマンス（Ｆｉｌｏｂａｓｉｄｉｅｌｌａ　ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ））、
ヘリコバクタ・ビゾゼロニイ（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｂｉｚｚｏｚｅｒｏｎｉｉ）
、ヘリコバクタ・フェリス（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｆｅｌｉｓ）、ヘリコバクタ・
へイルマンニイ（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｈｅｉｌｍａｎｎｉｉ）、ヘリコバクタ・
ヘパティカス（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｈｅｐａｔｉｃｕｓ）、ヘリコバクタ・ムス
テラエ（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｍｕｓｔｅｌａｅ）、ヘリコバクタ・ピロリ（Ｈｅ
ｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）Ｊ９９（カンピロバクタ・ピロリ（Ｃａｍｐｙｌ
ｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）Ｊ９９）、ヘリコバクタ・ピロリ（Ｈｅｌｉｃｏｂａｃ
ｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）（カンピロバクタ・ピロリ（Ｃａｍｐｙｌｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙ
ｌｏｒｉ））、シゾサッカロマイセス・ポンベ（Ｓｃｈｉｚｏｓａｃｃｈａｒｏｍｙｃｅ
ｓ　ｐｏｍｂｅ）（フィシオン・イースト（Ｆｉｓｓｉｏｎ　ｙｅａｓｔ））、グリシン
・マックス（Ｇｌｙｃｉｎｅ　ｍａｘ）（大豆）。
【００７６】
　これらの酵素は、天然源から、またはこれらの有機物からクローン化されて、組換えク
ローンにおいて過剰発現された遺伝子断片から精製することができる。ウレアーゼ酵素に
関する追加の情報は、ウエブ・サイトｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｃｈまたはＮＣＢＩデータ
ベースにおいて更新されている。
【００７７】
　炭酸脱水酵素の特性および源（Ｅ．Ｃ４．２．１．１）
　この応用分野の炭酸脱水酵素の理想的な特性は、炭酸脱水酵素が低残留レベルの窒素化
合物を有し、かつ汚染プロテアーゼがないことである。０℃において２５００ウィルバー
単位／ｍｇたんぱく質を超える比放射能が、販売業者によって引用されている（Ｗｉｌｂ
ｕｒ，Ｋ．Ｍ．およびＮ．Ｇ．Ａｎｄｅｒｓｏｎ、１９４８、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　Ｂ
ｉｏｌｏｇｉｃａｌ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ、１７６：１４７～１５４）。酵素の準備は、
高純度であるべきである。
【００７８】
　炭酸脱水酵素の他の理想的な特性は、１から５０ｍＭの間のＫｍ値、１０，０００を超
える理想的なレベルを有する５０（ｍｉｃｒｏｌ／ｍｌ／分）より大きいＶｍａｘ、およ
び７５より大きいが、１０５分－１より大きい理想的なレベルを有するＫｃａｔ値である
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。
【００７９】
　好ましい実施形態では、好ましい源は、Ｓｉｇｍａ　Ａｌｄｒｉｃｈ　Ｃａｎａｄａ　
Ｌｔｄ．（Ｌ６Ｈ　６Ｊ８　カナダ、オンタリオ州オークビル、ウィンストン・パーク・
ドライブ２１４９）カタログ番号Ｃ３９３４からの牛の炭酸脱水酵素（Ｅ．Ｃ．４．２．
１．１）である（Ｋｍ：１．３１ｍＭ；Ｖｍａｘ：－６４．４ミクロモル／ｍｌ／分；Ｋ

ｃａｔ７６．２４分－１）。牛の炭酸脱水酵素（Ｅ．Ｃ．４．２．１．１）の他の源は、
Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ（０８７０
１米国ニュー・ジャージー州レイクウッド・バッサー・アベニュ７３０）である。
【００８０】
　炭酸脱水酵素の酵素は、以下の有機体からも入手可能である：カエノルハブディティス
・エレガンス（Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇａｎｓ）、クラミドモナス・レ
ンハルティイ（Ｃｈｌａｍｙｄｏｍｏｎａｓ　ｒｅｉｎｈａｒｄｔｉｉ）、フラベリア・
リネアリス（Ｆｌａｖｅｒｉａ　ｌｉｎｅａｒｉｓ）、エカス・カバラス（Ｅｑｕｕｓ　
ｃａｂａｌｌｕｓ）（ウマ）、マカカ・ムラタ（Ｍａｃａｃａ　ｍｕｌａｔｔａ）（アカ
ゲザル）、マカカ・ネメストリナ（Ｍａｃａｃａ　ｎｅｍｅｓｔｒｉｎａ）（ブタオザル
）、モノデルフィス・ドメスティカ（Ｍｏｎｏｄｅｌｐｈｉｓ　ｄｏｍｅｓｔｉｃａ）（
ハイイロジネズミオポッサム）、アラビドプシス・サリアナ（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　
ｔｈａｌｉａｎａ）（シロイヌナズナ（Ｍｏｕｓｅ－ｅａｒ　ｃｒｅｓｓ））、ボス・タ
ウラス（Ｂｏｓ　ｔａｕｒｕｓ）（ウシ）、ガラス・ガラス（Ｇａｌｌｕｓ　ｇａｌｌｕ
ｓ）（ニワトリ）、フラベリア・リネアリス（Ｆｌａｖｅｒｉａ　ｌｉｎｅａｒｉｓ）、
トリボロドン・ハコネンシス（Ｔｒｉｂｏｌｏｄｏｎ　ｈａｋｏｎｅｎｓｉｓ）（ウグイ
）、エカス・カバラス（Ｅｑｕｕｓ　ｃａｂａｌｌｕｓ）（ウマ）、ラタス・ノルベギカ
ス（Ｒａｔｔｕｓ　ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ）（ラット）、カエノルハブディティス・エレ
ガンス（Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇａｎｓ）、ボス・タウラス（Ｂｏｓ　
ｔａｕｒｕｓ）（ウシ）、オビス・アリエス（Ｏｖｉｓ　ａｒｉｅｓ）（ヒツジ）、アラ
ビドプシス・サリアナ（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ）（シロイヌナズナ
）、ホルデウム・ブルガレ（Ｈｏｒｄｅｕｍ　ｖｕｌｇａｒｅ）（大麦）、ピサム・サテ
ィバム（Ｐｉｓｕｍ　ｓａｔｉｖｕｍ）（エンドウ豆）、スピナシア・オレラセア（Ｓｐ
ｉｎａｃｉａ　ｏｌｅｒａｃｅａ）（ホウレンソウ）、ニコチアナ・タバカム（Ｎｉｃｏ
ｔｉａｎａ　ｔａｂａｃｕｍ）（一般的なタバコ）、アラビドプシス・サリアナ（Ａｒａ
ｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ）（シロイヌナズナ）、ホルデウム・ブルガレ（Ｈ
ｏｒｄｅｕｍ　ｖｕｌｇａｒｅ）（大麦）、ピサム・サティバム（Ｐｉｓｕｍ　ｓａｔｉ
ｖｕｍ）（エンドウ豆）、オリクトラガス・キュニキュラス（Ｏｒｙｃｔｏｌａｇｕｓ　
ｃｕｎｉｃｕｌｕｓ）（ウサギ）、スピナシア・オレラセア（Ｓｐｉｎａｃｉａ　ｏｌｅ
ｒａｃｅａ）（ホウレンソウ）、ニコチアナ・タバカム（Ｎｉｃｏｔｉａｎａ　ｔａｂａ
ｃｕｍ）（一般的なタバコ）、ホモ・サピエンス（Ｈｏｍｏ　ｓａｐｉｅｎｓ）（ヒト）
、ムス・ムスキュラス（Ｍｕｓ　ｍｕｓｃｕｌｕｓ）（マウス）、バクシニア・ウィルス
（Ｖａｃｃｉｎｉａ　ｖｉｒｕｓ）（染色剤コペンハゲン）、バクシニア・ウィルス（Ｖ
ａｃｃｉｎｉａ　ｖｉｒｕｓ）（染色剤　ＷＲ）、バルオアラ・ウィルス（Ｖａｒｉｏｌ
ａ　ｖｉｒｕｓ）、フラベリア・ビデンティス（Ｆｌａｖｅｒｉａ　ｂｉｄｅｎｔｉｓ）
、フラベリア・ブロウニイイ（Ｆｌａｖｅｒｉａ　ｂｒｏｗｎｉｉ）、フラベリア・プリ
ングレイ（Ｆｌａｖｅｒｉａ　ｐｒｉｎｇｌｅｉ）、ブラキダニオ・レリオ（Ｂｒａｃｈ
ｙｄａｎｉｏ　ｒｅｒｉｏ）（ゼブラフィッシュ）（ダニオ・レリオ（Ｄａｎｉｏ　ｒｅ
ｒｉｏ））、アナベナ（Ａｎａｂａｅｎａ）ｓｐ．（染色剤　ＰＣＣ　７１２０）、デュ
ナリエラ・サリナ（Ｄｕｎａｌｉｅｌｌａ　ｓａｌｉｎａ）、エルウィニア・カロトボラ
（Ｅｒｗｉｎｉａ　ｃａｒｏｔｏｖｏｒａ）、クレブシエラ・ニューモニアエ（Ｋｌｅｂ
ｓｉｅｌｌａ　ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）、メサノサルシナ・サーモフィラ（Ｍｅｔｈａｎ
ｏｓａｒｃｉｎａ　ｔｈｅｒｍｏｐｈｉｌａ）、リン菌（Ｎｅｉｓｓｅｒｉａ　ｇｏｎｏ
ｒｒｈｏｅａｅ）、大腸菌、大腸菌　Ｏ１５７：Ｈ７、ヘリコバクタ・ピロリ（Ｈｅｌｉ
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ｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）Ｊ９９（カンピロバクタ・ピロリ（Ｃａｍｐｙｌｏｂ
ａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ）Ｊ９９）、ヘリコバクタ・ピロリ（カンピロバクタ・ピロリ
）、シネココッカス（Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ）ｓｐ．（染色剤　ＰＣＣ　７９４２
）（アナシスティス・ニデュランス（Ａｎａｃｙｓｔｉｓ　ｎｉｄｕｌａｎｓ）Ｒ２）、
シネコシスティス（Ｓｙｎｅｃｈｏｃｙｓｔｉｓ）ｓｐ．（染色剤　ＰＣＣ　６８０３）
、カエノルハブディティス・エレガンス（Ｃａｅｎｏｒｈａｂｄｉｔｉｓ　ｅｌｅｇａｎ
ｓ）、アラビドプシス・サリアナ（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ）（シロ
イヌナズナ）、メディカゴ・サティバ（Ｍｅｄｉｃａｇｏ　ｓａｔｉｖａ）（アルファル
ファ）、シネココッカス　ｓｐ．ジー・メイズ（Ｓｙｎｅｃｈｏｃｏｃｃｕｓ　ｓｐ．Ｚ
ｅａ　ｍａｙｓ）（トウモロコシ）、ウロコロア・パニコイデス（Ｕｒｏｃｈｌｏａ　ｐ
ａｎｉｃｏｉｄｅｓ）（パニック・リバーシード・グラス（Ｐａｎｉｃ　ｌｉｖｅｒｓｅ
ｅｄ　ｇｒａｓｓ））、ポルフィリジウム・プルプレウム（Ｐｏｒｐｈｙｒｉｄｉｕｍ　
ｐｕｒｐｕｒｅｕｍ）、ａ　パニコイデス（ｐａｎｉｃｏｉｄｅｓ）（パニック・リバー
シード・グラス）、マイコバクテリウム・ボビス（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｂｏｖ
ｉｓ）、シネココッカス　ｓｐ．（染色剤　ＷＨ８１０２）、ロドピレルラ・バルティカ
（Ｒｈｏｄｏｐｉｒｅｌｌｕｌａ　ｂａｌｔｉｃａ）、バチルス・セレウス（Ｂａｃｉｌ
ｌｕｓ　ｃｅｒｅｕｓ）（染色剤　ＡＴＣＣ　１４５７９／ＤＳＭ　３１）、アンモニア
酸化細菌（Ｎｉｔｒｏｓｏｍｏｎａｓ　ｅｕｒｏｐａｅａ）、ファセオラス・ブルガリス
（Ｐｈａｓｅｏｌｕｓ　ｖｕｌｇａｒｉｓ）（インゲン豆）（サヤインゲン）、ロータス
・ジャポニカス（Ｌｏｔｕｓ　ｊａｐｏｎｉｃｕｓ）、フラベリア・ビデンティス（Ｆｌ
ａｖｅｒｉａ　ｂｉｄｅｎｔｉｓ）、レプトスピラ・インテロガンス（Ｌｅｐｔｏｓｐｉ
ｒａ　ｉｎｔｅｒｒｏｇａｎｓ）、ユートロファス（ｅｕｔｒｏｐｈｕｓ）（ラルストニ
ア・ユートロファ（Ｒａｌｓｔｏｎｉａ　ｅｕｔｒｏｐｈａ））、アラビドプシス・サリ
アナ（Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ　ｔｈａｌｉａｎａ）（シロイヌナズナ）、ゴシピアム・
ヒルスタム（Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ　ｈｉｒｓｕｔｕｍ）（アプランド綿）、リフティア・
パチプティラ（Ｒｉｆｔｉａ　ｐａｃｈｙｐｔｉｌａ）（チューブ・ワーム）、コリネバ
クテリウム・グルタミサン（Ｃｏｒｙｎｅｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｇｌｕｔａｍｉｃｕｍ）
（ブレビバクテリウム・フラバム（Ｂｒｅｖｉｂａｃｔｅｒｉｕｍ　ｆｌａｖｕｍ））、
メサノサルシナ・マゼイ（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ　ｍａｚｅｉ）、（メサノサル
シナ・フリシア（Ｍｅｔｈａｎｏｓａｒｃｉｎａ　ｆｒｉｓｉａ）、ニコチアナ・タバカ
ム（一般的なタバコ）、ブルセラ・メリテンシス（Ｂｒｕｃｅｌｌａ　ｍｅｌｉｔｅｎｓ
ｉｓ）、サルモネラ・チフィムリウム（Ｓａｌｍｏｎｅｌｌａ　ｔｙｐｈｉｍｕｒｉｕｍ
）Ｑ９２ＫＹ０、リゾビウム・メリロッティ（Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｍｅｌｉｌｏｔｉ）
（シノリゾビウム・メリロッティ（Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ　ｍｅｌｉｌｏｔｉ））
［プラスミド（Ｐｌａｓｍｉｄ）ｐＳｙｍＡ（メガプラスミド（ｍｅｇａｐｌａｓｍｉｄ
）Ｉ）］、コッコミクサ（Ｃｏｃｃｏｍｙｘａ）ｓｐ．、ＰＡ　バチルス・ハロデュラン
ス（Ｂａｃｉｌｌｕｓ　ｈａｌｏｄｕｒａｎｓ、ゴシピウム・ヒルストゥム（Ｇｏｓｓｙ
ｐｉｕｍ　ｈｉｒｓｕｔｕｍ）（アプランド綿）、ソラナム・ツベロサム（Ｓｏｌａｎｕ
ｍ　ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ）（ポテト）［クロロプラスト（Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ）］、
ドロソフィラ・メラノガスタ（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ　ｍｅｌａｎｏｇａｓｔｅｒ）（果
実ハエ）、ストレプトマイセス・コエリコロル（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ　ｃｏｅｌｉ
ｃｏｌｏｒ）、ロドシュードモナス・パルストリス（Ｒｈｏｄｏｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ
　ｐａｌｕｓｔｒｉｓ）、ゴシピアム・ヒルスタム（Ｇｏｓｓｙｐｉｕｍ　ｈｉｒｓｕｔ
ｕｍ）（アプランド綿）、グリシン・マックス（大豆）、ファセオラス・オーレウス（Ｐ
ｈａｓｅｏｌｕｓ　ａｕｒｅｕｓ）（ヤエナリ）（リョクトウ）、アンソプレウラ・エレ
ガンティスシマ（Ａｎｔｈｏｐｌｅｕｒａ　ｅｌｅｇａｎｔｉｓｓｉｍａ）（イソギンチ
ャク）。
【００８１】
　これらの酵素は、天然源から、またはこれらの有機物からクローン化されて、組換えク
ローンにおいて過剰発現された遺伝子断片から精製することができる。炭酸脱水酵素に関
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する追加の情報は、ウエブ・サイトｗｗｗ．ｅｘｐａｓｙ．ｃｈまたはＮＣＢＩデータベ
ースにおいて更新されている。
【００８２】
　酵素基質の緩衝システム
　文献から、ウレアーゼの最適ｐＨは、ｐＨ８．０であると報告されている（Ｗａｌｌ＆
Ｌａｉｄｌｅｒ、１９５３、Ｔｈｅ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｋｉｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　ｔ
ｈｅ　Ｕｒｅａ－Ｕｒｅａｓｅ　Ｓｙｓｔｅｍ．ＩＶ．Ｔｈｅ　Ｒｅａｃｔｉｏｎ　ｉｎ
　ａｎ　Ｉｎｅｒｔ　Ｂｕｆｆｅｒ，Ａｒｃｈｉｖｅｓ　ｏｆ　Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ　ａｎｄ　Ｂｉｏｐｈｙｓｉｃｓ，ｖｏｌ４３：３０７～３１１）。我々のデータは、
４つのウレアーゼ準備について、６．５から７．４のｐＨ範囲より近い８．０未満のｐＨ
が、最適な酵素活性を与えることを示唆する。
【００８３】
　好ましいカートリッジ・デバイスにおいて使用される好ましい緩衝剤は、ｐＨ－６．８
における－１００ｍＭリン酸ナトリウムである。－６．５から７．４．のｐＨ範囲の前記
緩衝剤を含めて、１０から－２００ｍＭにわたるリン酸ナトリウム緩衝剤は、好ましい実
施形態において使用することができる。
【００８４】
　このデバイスにおいて有用な他の緩衝剤には、リン酸カリウム、トリス－Ｈ２ＳＯ４（
Ｗａｌｌ＆Ｌａｉｄｌｅｒ、１９５３）などのトリス（トリシドロキシメチルアミノメタ
ン）、ＨＥＰＥＳ（Ｃｅｓａｒｅｏ＆Ｌａｎｇｔｏｎ、１９９２、Ｋｉｎｅｔｉｃ　Ｐｒ
ｏｐｅｒｔｉｅｓ　ｏｆ　Ｈｅｌｉｃｏｂａｃｔｅｒ　ｐｙｌｏｒｉ　ｕｒｅａｓｅ　ｃ
ｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｊａｃｋ　ｂｅａｎ　ｕｒｅａｓｅ、ＦＥＭＳ　Ｍｉｃｒｏ
ｂｉｏｌｏｇｙ　Ｌｅｔｔｅｒｓ、ｖｏｌ９９：１５～２２）、トリス－ＨＣｌ緩衝剤、
およびバルビトンがある。
【００８５】
　ウレアーゼと共に使用されるのに一般的には推奨されない他の緩衝剤は、亜硫酸イオン
、重亜硫酸イオン、およびフェニル亜硫酸イオンを含むものである。（Ｇ．Ｆａｓｍａｎ
＆Ｃ．Ｎｉｅｍａｎｎ、１９５１、Ａ　ｒｅｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ
　ｋｉｎｅｔｉｃｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ｕｒｅａｓｅ－Ｃａｔａｌｙｚｅｄ　ｈｙｄｒｏｌ
ｙｓｉｓ　ｏｆ　Ｕｒｅａ．Ｉ．Ｔｈｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｕｒｅａｓｅ　ｉｎ
　ｔｈｅ　ｐｒｅｓｅｎｃｅ　ｏｆ　Ｓｏｄｉｕｍ　ａｎｄ　Ｐｏｔａｓｓｉｕｍ　Ｐｈ
ｏｓｐｈａｔｅ、Ｊｏｕｒｎａｌ　ｏｆ　ｔｈｅ　Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ
　Ｓｏｃｉｅｔｙ、ｖｏｌ７３：１６４６～１６５０）。
【００８６】
　非微細製作デバイスにおいて使用されるウレアーゼおよび炭酸脱水酵素を有するメンブ
レン
【００８７】
　本発明は、微細製作される感知デバイスに限定されるものではない。従来、感知電極は
、Ｏリング、またはメンブレンをイオン選択性電極表面に隣接させるように電極と対合す
る場合に添付メンブレンを組み込む固定具など、同様の固定構成要素によって構造の先端
の上にわたって適所に保持されるメンブレンを有するガラス構造から作成される。ガラス
電位差尿素センサのついての従来の技術は周知であり、ノナクチン・ベースＩＳＥを介し
てアンモニウム・イオンを検出し、またはＰＨ　ＩＳＥを介してヒドロニウム・イオンを
検出するために、酵素層と関連して第２のイオン選択性電極（ＩＳＥ）を使用することが
できる。ウレアーゼを含み、かつＯリングよってガラス電極に添付することができるメン
ブレンが、当技術分野において周知である。同様のメンブレンが、Ｙｅｌｌｏｗ　Ｓｐｒ
ｉｎｇｓ　Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓのグルコース分析装置の場合のように、グルコース・
オキシダーゼなどの酵素についても周知である。この種類の機器は、メンブレンが一連の
サンプルに暴露されて、それぞれについてサンプル尿素濃度を与える場合、再使用可能な
電極を有することが周知である。断続的にまたは各サンプルと共に、メンブレンは、１つ
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または複数の較正物流体にも暴露される。通常、洗浄流体も、サンプル間においてメンブ
レンに加えられる。
【００８８】
　ウレアーゼおよび炭酸脱水酵素を共に含む本発明のメンブレンにおいて、酵素を準備す
ることが可能である。この固定化は、重合媒質における共有結合添付または物理的捕捉に
よることが可能である。そのような重合材料には、ニトロセルロース（米国特許第４７１
３１６５号に記載）；ポリ（塩化ビニル）、およびポリ（塩化ビニル）のコポリマー、ポ
リピロール、ポリビニルピリジン、ポリアルキルチオフェン（米国特許第５８５８１８６
号に記載）、およびポリウレタン（米国特許第６６７３５６５号に記載）があるが、これ
に限定されるものではない。
【００８９】
　ウレアーゼおよび炭酸脱水酵素の酵素は、ゾル－ゲルまたはグルタルアルデヒドで架橋
された牛の血清アルブミン（ＢＳＡ）において、共有結合添付または物理的捕捉によって
固定化することも可能である（米国特許第４９２７５１６号に記載）。代替として、固定
化は、ウレアーゼと炭酸脱水酵素を結合する抗体に基づくことが可能である。
【００９０】
　好ましい実施形態は、以下のように準備されるポリウレタン・メンブレンである：（ｉ
）ベセルにおいてｐＨ７．８のトリス緩衝剤（１０ｍＭ）と界面活性剤（たとえばプルロ
ニックＦ－６８）を混合する、（ｉｉ）同じ緩衝剤において作成されたウレアーゼおよび
炭酸脱水酵素の溶液を追加する、（ｉｉｉ）Ｈｙｐｏｌ（商標）イソシアナート機能主義
ポリウレタン・プレポリマー（Ｈａｍｐｓｈｉｒｅ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｒｐ．、ａ
　ｓｕｂｓｉｄｉａｒｙ　ｏｆ　Ｄｏｗ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ）を追加して、完全に混合す
る、（ｉｖ）混合物を成形メンブレンに注入する、および（ｖ）メンブレンを硬化させ、
アンモニウム・イオン選択性電極に添付するようにディスクに切断する。
【００９１】
　ウレアーゼおよび炭酸脱水酵素が、グルタルアルデヒドで架橋された牛の血清アルブミ
ン（ＢＳＡ）において固定化される代替実施形態も提供される。ウレアーゼおよび炭酸脱
水酵素の層が、アンモニウム・イオン選択性電極の表面上に約１ｍｍの厚さまで付着され
る。酵素層は、架橋剤としてグルタルアルデヒドを使用する架橋プロセスによって付着さ
れる。架橋構造は、ウレアーゼおよび炭酸脱水酵素が液体試験片に溶出するのを防止する
。（溶液Ａ）：１５ｗｔ－％の牛の血清アルブミンが、ｐＨ８．０リン酸塩緩衝剤溶液に
おいて溶解し、１．５ｇのウレアーゼおよび０．２ｇの炭酸脱水酵素が、５ｍＬの結果と
して得られる溶液において溶解した。（溶液Ｂ）：２５％グルタルアルデヒド水溶液。（
溶液Ｃ）：１０％グリシン水溶液。ワイヤ電極が、溶液Ａに浸漬され、約１分乾燥され、
溶液Ｂに浸漬され、次いで１分乾燥される。この手続きは、約１ｍｍの厚さを有する層が
電極の上に形成されるまで繰り返された。次いで、電極は、溶液Ｃに１分浸漬され、それ
により、未反応酵素を除去した。これにより、ウレアーゼおよび炭酸脱水酵素の層の付着
が完成する。
【００９２】
　ここで記述されるタイプのメンブレンが、電位差センサ、電流滴定センサ、導電率測定
センサ、光ファイバおよび導波デバイスなどの光学センサ、圧電センサ、音波センサなど
を含めて、当技術分野において既知の任意のクラスのセンサに添付されることが可能であ
る。同様に、ウレアーゼおよび炭酸脱水酵素の組合せは、化学架橋試薬によって、または
物理的吸収によって、これらのセンサのすぐ上に固定化することができる。光学センサは
、Ｈ＋、ＮＨ４＋、ＣＯ２、およびＨＣＯ３

－の濃度の関数として光学特性を変化させる
染色材料を含むことが可能である。
【００９３】
　追加のＢＵＮセンサ
　尿素についての電位差化学センサは、機能的に異なる構成要素から構築されるシステム
と見なすことができる。血液尿素窒素（ＢＵＮ）センサの一実施形態では、分析物溶液と
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接触している層である最外層により、尿素を輸送することが可能になり、同時に、酵素ウ
レアーゼおよび炭酸脱水酵素を固定化するように作用する。これらの酵素は、上述された
ように尿素からアンモニアの加水分解に触媒作用を及ぼす。中性ｐＨ値において、そのよ
うに生成されたアンモニアは、主にアンモニウム・イオンとして存在する。層を含む酵素
と銀－塩化銀インジケータ電極との間のアンモニウム・イオンについて高い感度および選
択性を有するイオノフォアを含む別の層化構造を挿入することによって、電極境界面にお
けるアンモニウム・イオンの濃度を測定することができる。このタイプの測定では、イン
ジケータ電極と基準電極との電位差が記録される。
【００９４】
　測定の分析値は、電位差の大きさがニコルスキの式（以下の式３）によってこの場合は
尿素である分析物の濃度に関係付けられるということから導出される。
【００９５】
　Ｅ＝Ｅ０＋ＲＴ／ｎＦ　ｌｏｇ［Ａ＋Σ（ａ，ｂ）ｋ（ａ，ｂ）Ｂ］　（３）
　上式で、Ｅは、測定された起電力（信号）、Ｒは気体定数、Ｔは絶対温度、Ｎは分析物
種ａに関する電荷の絶対値（たとえば、アンモニウム・イオンではｎ＝１）、Ｆはファラ
デー定数、Ａは分析物種ａの活性、Ｂは干渉化学種ｂの活性、ｋａ，ｂは分析物種ａの活
性の電気化学電位差決定に対する化学種ｂの存在に対する影響に関連する干渉係数、Ｅ０

はＴ、Ａ、またはＢに独立の定数である。ニクルスキの式の追加の議論について、Ａｍｍ
ａｎ，Ｄ．、Ｉｏｎ－Ｓｅｌｅｃｔｉｖｅ　Ｍｉｃｒｏｅｌｅｃｔｒｏｄｅｓ、Ｓｐｒｉ
ｎｇｅｒ、Ｂｅｒｌｉｎ（１９８６）、６８ページおよびそこで引用されている参考文献
を参照されたい。
【００９６】
　本発明の好ましい実施形態では、ＢＵＮセンサの単位セルは、薄膜銀－塩化銀基準電極
と組み合わされて動作する薄膜銀－塩化銀インジケータ電極を備える。
【００９７】
　ここで図８のトポロジの図を参照すると、基板ウエハ２０は、二酸化ケイ素の重なり絶
縁層１５を有するシリコンである。第１の金属層１０はチタンであり、導体およびウエハ
への接着層の機能を果たす。連続層４および４’は、銀および塩化銀の層である。図８の
左側において、インジケータ電極の残りの層は、（ｉ）有機ポリマー層（たとえば、ポリ
（塩化ビニル）－ＰＶＣ）およびアンモニウム・イオン・イオノフォアを備える半浸透性
メンブレン膜２５、および（ｉｉ）この特定のセンサにおいて、膜形成ラテックス（たと
えば、ポリ（酢酸ビニル－コ－ビニルアルコール）および十分な量の酵素ウレアーゼおよ
び炭酸脱水酵素を備える最外生物層１１を含む。
【００９８】
　単位セルの基準電極部分は、図８に示されるように重なり構造からなることが可能であ
る。この特定の実施形態では、基準電極の金属および塩化物の層は、電解質層１２によっ
て覆われ、電解質層１２は、高濃度の塩を保持することができるが、好ましくは光形成可
能である任意の材料を備えることが可能である。これに関して、ポリビニルアルコール（
ＰＶＡ）の処方が好ましい材料であり、まず光パターニングされることが可能であり、塩
化カリウムなどの塩で後に飽和させることができる水浸透性基質を形成する。別の気体浸
透性メンブレン８’が存在することも可能であり、これは、電解質または塩がバルクな分
析サンプルに失われるのを限定するように作用するが、サンプル分析を開始する前に基準
電極を迅速に湿潤する（すなわち、Ｈ２Ｏまたは他の小さい気体分子の通過）のを可能に
する。パターニング・プロセスの残りとすることが可能であるフォトレジスト・キャップ
９は、溶媒、溶質、またはイオンの自由な通過を妨害しない場合、除去する必要はない。
好ましい実施形態では、参照によって本明細書に組み込まれている米国特許第４９３３０
４８号において記載されている基準電極構造が使用される。代替として、液体接合点と銀
／塩化銀の表面との距離が十分に大きい基準電極構造を使用することができ、それにより
、Ａｇ／ＡｇＣｌ構造のごく近傍における電解質の濃度は、インジケータ電極と基準電極
との電位差の測定を実施するのに十分な時間期間、ほぼ一定である。
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【００９９】
　図８に示されるように、ＢＵＮセンサのインジケータ電極の上にわたって、ポリ（塩化
ビニル）（ＰＶＣ）結合剤、可塑剤としてのトリス（２－エチルヘキシル）リン酸塩、お
よびイオノフォアとしてのノナクチンを備える厚膜アンモニウム・イオン感応性構造が重
ね合わされる。インジケータ電極は、同じ結合剤および可塑剤の組成を使用するが、異な
るイオノフォアを有することにより、異なるイオンについて選択性とすることができる。
たとえば、バリノマイシン、モネンシンおよび（メチル）モネンシン、ならびに塩化トリ
ドデシルアンモニウムが、カリウム、ナトリウム、または塩素イオンの選択性電極をそれ
ぞれ作成するために使用された。他のイオノフォアは、クラウン・エーテル、トリアルキ
ルアミン、またはリン酸エステルなどを含むことが可能であるが、これに限定されるもの
ではない。代替として、ＰＶＣの他に、他の重合結合剤材料が使用されることが可能であ
る。これらのポリマーは、たとえば、シリコン・ゴム、ポリテトラフルオロエチレン可塑
剤、またはイオン化可能官能基（たとえば、カルボン酸塩）を備えるＰＶＣの派生物を含
むことが可能である。本発明において使用するのに適切な他の可塑剤は、トリス（２－エ
チルヘキシル）リン酸塩、ニトロマイシン、２－ニトロフェニルオクチルエーテル、セバ
シン酸ジブチル、アジピン酸ジエチル、フタル酸塩、炭酸プロピレン、５－フェニルペン
タノール、またはこの混合物を含むことが可能であるが、これに限定されるものではない
。当業者なら、本発明の範囲内にあるさらに他の結合剤およびイオノフォアの組合せを思
い付くことが可能である。結果として得られる半浸透性イオン選択性膜は、約２ミクロン
から約２００ミクロン、好ましくは約１０から約３０ミクロンの範囲の厚さを有すること
が可能である。
【０１００】
　ここで図９を参照すると、インジケータ電極３０および隣接基準電極３５は、それぞれ
、過剰不動態化された信号線２によって接触パッド１に接続される。単位セルは、単一シ
リコン・ウエハ上のアレイにおいて数百回繰り返される矩形領域内に制約される。本発明
の特定の実施形態では、他のインジケータ電極が、アンモニウム・イオンの他に、他の種
（たとえば、Ｎａ．ｓｕｐ．＋、Ｋ．ｓｕｐ．＋、またはＣｌ．ｓｕｐ．－）の同時測定
について単位セルに存在することが可能である。
【０１０１】
　ＢＵＮ生物層
　この時点において、この時点において、粒子ラテックスとその膜形成相当物の特性を区
別することが重要である。粒子ラテックスは、ポリマー粒子が水媒介性であることを可能
にする親水性材料でコーティングされているポリスチレンなどの固体重合構造を備える。
粒子ラテックス材料は、従来、酵素を含むすべての種類の生物学的活性材料を固定化する
ために使用されてきた（Ｋｒａｅｍｅｒ，Ｄ．ら、米国特許第４７１０８２５号を参照さ
れたい）。しかし、本応用分野では不適切であるすべてではないいくつかの粒子ラテック
スの重要な特性は、これらの材料が乾燥された後でも、水において容易に粒子を再分散す
ることができることである。対照的に、膜形成ラテックスは、親水性最外コーティングを
有する酢酸ビニルなどの可動重合液体コアからなるコロイド溶液である。そのような膜形
成ラテックスは、水不混和有機モノマーまたはモノマーの混合物が遊離基触媒を含む水溶
液媒質に追加されるエマルジョン－重合プロセスによって作成される。重合は、たとえば
、機械的な撹拌によって開始することが可能である（たとえば、Ｖａｎｄｅｒｈｏｆｆ，
Ｊ．Ｗ．、Ｊ．Ｐｏｌｙ．Ｓｃｉ．Ｐｏｌｙｍｅｒ　Ｓｙｍｐｏｓｉｕｍ　１９８５、７
２、１６１～１９８を参照されたい）。この材料が乾燥されるとき、粒子は合着して、水
に再分散することができない膜を形成する。膜形成ラテックスは水ベースであり、かつ親
水性および疎水性の両方の成分を含むので、これらの組成は、生物学的活性種について安
定な環境を提供し、それを固定化または組み込むための有効な媒質を構成することができ
ることを考慮することが可能である。
【０１０２】
　さらに、天然源および合成源の両方からの膜形成ラテックスが著しく有用であるが判明
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した。たとえば、以下の合成モノマー、その化学改質類似物、コポリマー、またはその混
合物が、膜形成ラテックスを作成するために使用されることが可能である：酢酸ビニル、
エチレン、アクリル酸塩またはアクリル酸、スチレン、あるいはブタジエン。これらおよ
び当業者に既知の多くの他の材料が、Ｒｅｉｃｈｈｏｌｄ、Ａｉｒ　Ｐｒｏｄｕｃｔｓ、
ＤｕＰｏｎｔ、Ｄｏｗ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ、またはＩｍｐｅｒｉａｌ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ
　Ｃｏｍｐａｎｙを含む多くの源から市販されている。天然イソプレン・ベース・ポリマ
ーも有用であり、Ｉｍｐｅｒｉａｌ　Ａｄｈｅｓｉｖｅｓ　ａｎｄ　Ｃｈｅｍｉｃａｌｓ
，Ｉｎｃ．およびＧｅｎｅｒａｌ　Ｌａｔｅｘ　ａｎｄ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ　Ｃｏｒｐ．
から入手可能である。
【０１０３】
　さらに、これらの材料は、非ラテックス水溶液化合物（たとえば、たんぱく質、酵素、
アガロースなどのポリサッカリド、またはポリ（塩化ビニル）、ポリ（ビニルピロリドン
）などの合成ポリマー）が、固体含有量の重量で最高で約２５％を備えるときでさえ、膜
形成特性を保持する。これに関して、バイオセンサを作成する微細製作プロセスに関する
重大な考慮事項は、確立された膜が、大量の付加剤（すなわち酵素）が存在する場合でさ
え平面基板に有効に接着することである。
【０１０４】
　平面基板の上に層を画定するために、様々な方法を使用することができる。厚い層（約
５から２００μｍ）が必要である場合、粘性膜形成ラテックス組成（ブルックフィールド
ＲＶ粘度計で測定して＜５００センチポアズ）をマイクロディスペンスすることが好まし
い。しかし、薄い層（約０．２から約５μｍ未満）が必要である場合、より低い粘性を有
する組成が使用され、これは、インジケータ電極のすぐ上にマイクロディスペンスするこ
とができ、または代替として、暴露されているインジケータ電極の上にわたる領域を残す
ようにパターニングされた正のレジスト層（たとえば、Ｓｈｉｐｌｅｙ　ＡＺ　１３７０
　ＳＦ）の上にマイクロディスペンスまたはスピンコーティングすることができる。次い
で、ｎ－酢酸ブチルなどの当技術分野において既知の任意の適切な溶媒が、過剰なラテッ
クスと共にレジストをリフト・オフするために使用される。フォトレジスト・キャップを
使用する他の技法を使用することも可能である。
【０１０５】
　表面エネルギーの制御は、マイクロディスペンスされた試薬の拡散、およびしたがって
厚さなどの寸法を制御するために有利に使用することが可能である。インジケータ電極を
囲むポリイミド層を四フッカ炭素などのフルオロカーボン（たとえば、ＣＦ４）でプラズ
マ処置することにより、水溶液ベースのラテックスは、高い接触角度を示す（すなわち、
拡散を最小限に抑え、厚さを増大させる）。
【０１０６】
　ラテックス層において１つまたは複数の生物学的活性種を固定化するために、付着前に
種をラテックスと混合する、または付着後に層を含浸することが可能である。生物学的活
性種、特に酵素の安定性は、付着前または付着後に架橋剤を追加することによって向上さ
せることができる。これらの架橋剤は、当技術分野において周知であり、グリオキサル、
グルタルアルデヒド、メラミンホルムアルデヒド、尿素ホルムアルデヒド、およびフェノ
ールホルムアルデヒドなどの化合物を含むことが可能である。他の適切な架橋剤は、ホル
ミルの他に、ビニル、カルボキシル、アンヒドライド、アミン、アミド、エポキシ、ヒド
ロキシル、シアノ、イソシアナート、チオール、ハロを含む少なくとも２つの官能基、お
よびこれらの官能基の安定な組合せ（たとえば、クロロアルキルエポキシド）を有するこ
とが可能である。これらの付加剤は、生物層の湿潤強度を著しく向上させ、完成センサの
有効期間を延ばすことができる。
【０１０７】
　本発明の特定の実施形態では、膜形成ラテックスは、ウレアーゼおよび炭酸脱水酵素を
固定化するために使用される。より高い酵素活性が、ウレアーゼのみを含む尿素センサと
比較してこの場合に達成される。
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【０１０８】
　酵素層（生物層）の多孔度は、付着前に、塩（たとえば、塩化ナトリウム）または糖ア
ルコール（たとえば、マンニトール、エリトリトール、またはソルビトール）などのある
種の付加剤をラテックス混合物に組み込むことによって、有意の程度まで制御することが
できる。たとえば、ソルビトールをラテックス処方（溶液の約１ｇ／ｄＬにおいて）に追
加することにより、乾燥尿素センサの湿潤に必要な時間が著しく短縮される。血液分析の
結果をより迅速に与えることができるより短い湿潤期間が提供される。ベース・センサを
製造するために、濃硫酸および過酸化水素の混合物で綿密に以前に清浄された二酸化ケイ
素の局所層を有するシリコン・ウエハが、プラズマ付着システムに配置され、チタン（０
．１μｍ）および銀（０．５μｍ）の層が、ウエハ表面上に連続してスパッタリングされ
る。次いで銀－チタン生物層は、完成デバイスにおいてアンモニウム・イオン・センサと
して作用するある領域にそれを局所化するように処理される。このプロセスは、ウエハが
正のレジスト（Ｓｈｉｐｌｅｙ　ＡＺ　１３７０　ＳＦ）でスピンコーティングされる標
準的なリソグラフィ技法によって達成される。マスクおよび現像（Ｓｈｉｐｌｅｙ　ＡＺ
　１３７０　ＳＦ）によるフォトレジストのＵＶ暴露後、暴露された銀は、エッチング剤
として硝酸鉄の水溶液（０．９ｍＭ）によって除去される。次いで、下にあるチタン層は
、同じフォトリソグラフィ・ステップによって処理されるが、硝酸（３．９Ｍ）およびフ
ッ化水素酸（０．７８Ｍ）の混合物を使用することは、エッチング剤として使用される。
次いで、Ｎ－メチルピロリドン溶媒が、必要な銀構造（直径約１５０μｍ）を暴露させる
ように、残りのフォトレジストを除去するために使用される。
【０１０９】
　信号線を不動態化するために、光画定可能ポリイミド（ＤｕＰｏｎｔ　２７０３）が、
ウエハの上にスピンコーティングされる。ウエハがＵＶ暴露され、溶媒で現像された後、
ポリマーは、不活性大気の下で３０分間摂氏３５０度において焼成され、除去後、摂氏１
５０度に冷却される。
【０１１０】
　次いで、銀は、ウエハ全体を重クロム酸カリウム（１２ｍＭ）および塩化水素酸（６０
ｍＭ）の水溶液に浸漬することによって塩素化される。これらのパターニングされた塩化
銀電極の上にわたって、アンモニウム・イオン感応メンブレンが配置される。メンブレン
材料は、シクロヘキサノン、プロピオフェノン、およびＮ－メチルピロリドン（１：１：
１ｖ／ｖ／ｖ）の溶媒システムにおいて低分子量ＰＶＣ（シグマ）および高分子量カルボ
キシル化ＰＶＣ（タイプ・ゲオン、グッドリッツ）（１：１ｗ／ｗ）を１０ｇ／ｄＬの溶
液の全固体含有量まで溶解させることによって作成される。分解は、摂氏７０度において
３０分間混合物を加熱することによって達成される。この混合物に、可塑剤トリス（２－
エチルヘキシル）リン酸塩（フルカ（Ｆｌｕｋａ））が、３５ｇ／ｄＬの全固体含有量を
提供するように提供される。次いで結果として得られる混合物は、摂氏４５度まで冷却す
ることが可能であり、ノナクチン（フルカ）が、混合物の全固体の２パーセントに等価な
量において追加される。室温において、この最終材料の１０～１００ｎＬが、ウエハ上の
塩化銀インジケータ電極のそれぞれの上にマイクロディスペンスされ、少なくとも約３０
μｍだけすべての側面上において上に重なる。硬化が、ウエハを摂氏６０度のホットプレ
ートの上に３０分置くことによって達成される。このプロセスは、約１５μｍの厚さを有
する安定で頑丈な構造をもたらす。次いで、ウエハは洗浄され、部分的にダイス化される
。ウレアーゼ溶液は、３０５ｍｇのウレアーゼ（Ｇｅｎｚｙｍｅ　カタログ＃１６６１　
なた豆ウレアーゼＥ．Ｃ．３．５．１．５＞３００単位／ｍｇ比放射能、自由アンモニア
＞０．０００２モル／単位）を無菌プラスチック管に追加することによって準備され、こ
れに対して、２．２０ｇの１００ｍＭリン酸ナトリウム緩衝剤ｐＨ６．８が管に追加され
、氷の上で穏やかに混合された。炭酸脱水酵素溶液は、無菌プラスチック管おいて１ｍｌ
の１００ｍＭリン酸ナトリウム緩衝剤ｐＨ６．８に追加された０．３ｇの炭酸脱水酵素（
Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ　カタログ番号Ｃ３９３４）で別に準備され、氷の上で穏や
かに混合された。ＰＶＡ溶液が、１．４５００ｇＰＶＡ（Ｐｏｌｙｓｃｉｅｎｃｅｓ　カ
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タログ番号０４３９８またはＡｌｄｒｉｃｈカタログ番号３６．３１０－３）を２７．４
９００ｇの脱イオン化無菌水に追加することによって準備され、これは、１５０℃におい
て撹拌プレートの上で混合され、次いで室温に冷却することが可能である。
【０１１１】
　マクロディスペンス溶液は、３．３８ｇのラテックス（エルバス　Ｒｅｉｃｈｏｌｄカ
タログ番号４０７１１－００）を有する２．３３ｇのウレアーゼ溶液、０．５８ｍＬの炭
酸脱水酵素溶液、１．５５ｇの１００ｍＭリン酸ナトリウムｐＨ６．８、１．１２ｇのＰ
ＶＡ溶液を追加することによって準備される。
【０１１２】
　以下の処方は、制御可能な方式でイオン選択性層を確立するために、微量注射器アセン
ブリに装填することができる。微量注射器アセンブリは、１５０μｍの直径および３００
μｍの外径を有する２５から３０ゲージ針（ＦＥＤ　Ｉｎｃ．）を装備することが好まし
い。通常、細長い部材および針先端を含む微量注射器針は、ステンレス・スチールなどの
金属材料で作成される。追加の層が、表面特性を変化させるために針の上にコーティング
されることが可能である。さらに、合成ポリマーなどの他の材料も、針自体の主本体を製
造するのに使用されることが可能である。電極表面の事前処置および加えられる流体の容
積量に応じて、約１から約２００μｍにわたる厚さのメンブレン層を一貫して得ることが
できる。
【０１１３】
　自動マイクロディスペンス・システム
　本発明において記述される微細製造プロセスの重要な態様は、自動システムであり、こ
れは、対象のセンサにおいて使用される材料の精確でプログラム可能な量をマイクロディ
スペンスすることができる自動システムである。マイクロディスペンス・システムは、真
空チャックおよび注射器からなり、それぞれ、これらの要素の垂直、水平、横方向、また
は回転の変位の１つまたは複数を変化させる別々の手段に添付される。経済性のために、
真空チャックの位置を多方向について変化させることができる限り、注射器の垂直変位を
変化させる手段を有することが十分である。両要素の移動は、パーソナル・コンピュータ
によって制御することが可能である。真空チャックの位置は、ｘまたはｙ方向において±
１３ミクロン以上の範囲内において再現可能とすることが可能である。
【０１１４】
　再現可能にディスペンスすることができる液滴サイズは、広範囲にわたる。約５から約
５００ナノリットル（ｎＬ）の容積サイズについて、液滴は、約５％の精度で加えること
ができる。０．１％の精度等級を有するソレノイドが、この目的について十分である。セ
ンサより上の注射器針の先端の高さは、ディスペンスされる容積に応じて、約０．１から
約１ｍｍの間にあるべきである。一般に、液滴の容積が小さくなると、センサからの針の
上昇は低くなる。
【０１１５】
　注射器針とセンサの事前選択領域との精確な位置合わせは、カメラおよびレチクルによ
って光学的に達成することができる。そのような動作は、オペレータによって手動で、視
覚認識システムによって自動的に実施することができる。
【０１１６】
　流体の容積マイクロディスペンス
　この時点において、流体の単一液滴が形成され、針から排出されるときに関わる力学を
考慮することが有用である。
【０１１７】
　より多くの流体が針先端から排出される際、液滴は、液滴の質量に作用する重力が針先
端との接触を維持する対抗力を超えるまで、サイズが成長する。これらの対抗力は、針先
端と流体または液体との間の接着力、および液体自体の表面張力を含む。離散液滴形成が
完全である低流体流量において、液滴の容積は固定される。しかし、容積は、上記で議論
された流体関連パラメータのいずれかを変化させることによって、または針先端の直径を
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変化させ、それにより流体接着に利用可能な表面積を変化させることによって、変化させ
ることが可能である。たとえば、針先端に加えられた疎水性ポリテトラフルオロエチレン
（ＰＴＦＥ）・コーティングが、液滴と最先端との間の接着力を低減することによって、
水溶液ベース・ラテックス材料の自然な液滴サイズを低減する。
【０１１８】
　制御された容積が表面上にマイクロディスペンスされなければならない環境において、
液滴が完全に形成されること（次いで、重力の影響下において表面時に降下すること）を
可能にしない高さにおいて、平面表面より上に配置された微量注射器先端を有することが
可能であるが、部分形成液滴は実際に表面に接触し、液体と表面との間の新しい接着力が
液滴に分散し始める。針先端がここで表面から離れて十分な距離Ｚ方向において引き込ま
れる場合、液体の凝集力は克服され、固定液的サイズより小さい液体の容積が、依然とし
て表面と接触している。この技法は、固定液的サイズの約１０００分の１以上から任意の
容積の液体を再現的にディスペンスするために使用することができる。
【０１１９】
　所定の表面張力を有する流体組成
　純粋液体とその蒸気相との間の表面張力は、試薬を追加することによって変化させるこ
とができる。たとえば、水に追加された脂肪酸が表面張力を低減し、一方、追加された塩
が表面張力を増大させることができる。
【０１２０】
　本発明のマイクロディスペンス可能な流体組成は、制御された最適の表面張力を有する
ように準備される。適切な接着剤が、必要時に使用される。流体の疎水性または親水性は
、同じ方式で制御される。硬化メンブレンが最終産物として必要な場合、固体の含有量お
よび揮発性溶媒の含有量は、慎重に調節される。さらに、これらの構成要素の比率は、粘
性を制御するためにも使用される。
【０１２１】
　アンモニウム・イオン・センサの好ましいマイクロディスペンス可能な組成は、ＰＶＣ
ポリマー、可塑剤、イオノフォア、およびメンブレンの平面鋳造（たとえばスピンコーテ
ィング）に使用されるものより一般に高い粘性を有する溶媒を備える。これらのより高い
粘性組成は、メンブレン層を変形せずに、硬化または乾燥する。高粘性において基質の均
質性を保証し、したがって時間後に材料の相分離を防止する問題（すなわち、有効期間に
関係する考慮事項）など、関係する問題も、これらの組成によって軽減される。他の付加
剤も、メンブレンの長期低質化を防止するために使用される。最後に、溶媒システムは、
適切な表面張力および安定性を提供するように選択される。ＮＨ４

＋センサについて、可
塑剤、ＰＶＣポリマー、およびイオノフォアの固体含有量（ｗｔ％）は、それぞれ、６０
～８０％、１５～４０％、および０．５～３％であることが好ましい。
【０１２２】
　平面構造の表面エネルギーを適応させる方法
　規定組成に関連する最適表面張力を有する流体の制御容積ディスペンスに関して上記で
議論された因子の他に、基板または流体が上にわたってディスペンスされる表面の表面自
由エネルギーを適応させることは、結果として得られる最終寸法、特に厚さに対する制御
を提供する。結果的なプロセスは高度に多用途であり、変化した組成および有用性の層の
アレイを付着するのを可能にする。
【０１２３】
　厚いメンブレンを確立することについて（たとえば、４０～６０μｍの厚さ）、表面は
、マイクロディスペンスされた流体が表面と作成する接触角度が大きくなるように適応さ
れることが好ましい。たとえば、水溶液ラテックス・メンブレンがマイクロディスペンス
される前、表面は、まず、５０°～７０°の範囲において水（制御流体）の接触角度をも
たらすように、四フッ化炭素でプラズマ処置される。
【０１２４】
　カートリッジの構成
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　好ましい実施形態は、サンプルにおける分析物の存在または量を決定するために液体サ
ンプルを処理するためのカートリッジおよびその使用方法を提供する。
【０１２５】
　図を参照すると、本発明のカートリッジは、カバー（２つの図）図１０、１１、ベース
、図１３、およびベースとカバーの間に配置され、それらを共に固着する薄膜接着ガスケ
ット１２を備える。具体的には、図１０に示されたカバーの背面は、図１２のガスケット
の暴露面と対合し、ガスケットの背面は、図１３のベースの暴露面と対合する。ここで図
１０を参照すると、カバー１は、剛性材料、好ましくはプラスチックで作成され、亀裂を
生じずに柔軟ヒンジ領域５、９、１０において反復変形することができる。カバーは、柔
軟ヒンジ９によってカバーの主本体に添付されたリッド２を備える。動作時、サンプルを
サンプル保持室３４の中に導入した後、リッドは、入口の上にわたってサンプル・エント
リ・ポート４に固着して、変形可能封止１１によってサンプルが漏れるのを防止すること
ができ、リッドは、フック３によって適所に保持される。カバーは、カバーの本体に対し
て可動であり、かつ柔軟ヒンジ領域５、１０によってカバーの本体に添付される２つのパ
ドル６、７をさらに備える。動作時、ポンプ手段によって動作されるとき、パドル６は、
カートリッジの導管内において流体をディスペンスするために、薄膜ガスケット２１によ
って覆われる空洞４３からなる空気ブラダに力を及ぼす。第２のポンプ手段によって動作
されるとき、パドル７が、変形することができるガスケット２１に力を及ぼす。カートリ
ッジは、読取り装置の中に挿入されるように適合され、したがって、このために複数の機
械的接続および電気的接続を有する。また、カートリッジの手動動作が可能であることも
明らかであるはずである。したがって、カートリッジを読取り装置に挿入した後、読取り
装置は、空洞４２に位置する約１３０ｕＬの較正物流体で充填された流体包含フォイル・
パックの上に圧力を伝達し、スパイク３８の上においてパッケージを破裂させ、流体を導
管３９の中に排出し、導管３９は、ベースの短い横断導管を介してセンサ導管１２に接続
される。較正物流体がセンサと接触するとき、センサは湿潤して、流体の構成イオンまた
は分子の量に関連する信号を確立する。
【０１２６】
　図１２を参照すると、薄膜ガスケット２１は、ベース内の導管とカバーとの間において
流体を伝達するのを容易にし、かつガスケットが必要に応じて加圧下において変形するの
を可能にするために、様々な穴およびスリットを備える。穴３０および３３により、カッ
トアウエイ３５または３７の内部に収容される１つまたは複数の尿素センサおよび１つま
たは複数の基準電極が、導管１２内において流体と接触することが可能になる。
【０１２７】
　図１３を参照すると、導管３４が、組立てカートリッジにおいてサンプル・エントリ・
ポート４を第１導管１５に接続するサンプル保持室である。カットアウエイ３５および３
７は、空気－液体境界の位置を決定するための導電率測定センサを随意選択で収容する。
凹み４２が、読取り装置に挿入時にパドル７に及ぼされた圧力のためにスパイク３８によ
って貫通される組立てカートリッジにおいて、破裂可能パウチなどの流体包含パッケージ
を収容する。貫通パッケージからの流体は、３９において第２導管に流れ込み、次いで導
管１２に流れ込む。空気ブラダが、その上面上においてガスケット１２によって封止され
る凹み４３からなる。空気ブラダは、ポンプ手段の一実施形態であり、導管４０において
空気を変位させ、それによりサンプル３４から導管１５、次いで１２の中にサンプルを変
位させるパドル６に加えられた圧力によって作動される。
【０１２８】
　本発明は、様々な好ましい実施形態に関して記述されたが、当業者なら、本発明の精神
から逸脱せずに、様々な修正、代用、省略、および変更を行うことができることを理解す
るであろう。したがって、本発明の範囲は、特許請求の範囲のみによって限定されること
を意図する。
【図面の簡単な説明】
【０１２９】
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【図１】（－）水溶液および（●）全欠について、１から９０ｍＭ尿素の範囲にわたって
、Ｍで表されたｌｏｇ［尿素］の関数としてｍＶで表された従来の技術のセンサ応答のネ
ルンスト・プロットを示す図である。
【図２】ロットＡについてｐＨ７．５における緩衝能力を示す、異なるエルバス・ポリマ
ー・ロット（容積＝２０ｍＬ）の０．５Ｍ　ＮａＯＨ　ｐＨ適定を示し、残りのエルバス
・ロットがｐＨ７．５における緩衝能力を示さない図である。
【図３】ウレアーゼ包含較正物溶液との接触後のウレアーゼ包含エルバス層の内部ｐＨを
示し（ｔ＜１０ｓ）、高い緩衝剤能力を有するサンプルが一貫内部ｐＨを維持する（ｔ＞
１４ｓ）（図では、ｂ．ｃ．はサンプルの緩衝能力を指す）図である。
【図４】異なるＢＵＮセンサ設計を使用する緩衝水溶液制御流体（Ｍ１＝５０ｍＭ尿素；
Ｐ１＝２０ｍＭ尿素）に対する応答曲線を示し、上部：標準ＢＵＮセンサ；変性ウレアー
ゼを有するＢＵＮセンサ；ウレアーゼと置き換わるたんぱく質（牛の血清アルブミン）を
有するＢＵＮセンサ、底部：標準ＢＵＮセンサ；７．４および１週齢に緩衝された酵素層
を有するＢＵＮセンサ；炭酸脱水酵素を追加されたＢＵＮセンサ；透析ウレアーゼを有す
るＢＵＮセンサを示す図である。
【図５】酵素層に対する修正を有するＢＵＮセンサについて、全血応答曲線１日を示す図
である。
【図６】酵素層に対する修正を有するＢＵＮセンサについて、４０℃における４日カート
リッジ培養後の全血応答曲線を示す図である。
【図７】酵素層に対する修正を有するＢＵＮセンサについて、４０℃における４日培養後
の緩衝水溶液制御流体（Ｍ１＝５０ｍＭ尿素）の応答曲線を示し、追加の炭酸脱水酵素を
有する修正ＢＵＮセンサが信号の増大を示す図である。
【図８】電位差血液尿素窒素（ＢＵＮ）センサおよび基準電極のトポロジ的概略側面図で
ある。
【図９】単一チップ上の異なるセンサのアレイを示す、図８のセンサの上面図である。
【図１０】センサ・カートリッジ・カバーの等角投影上面図である。
【図１１】センサ・カートリッジ・カバーの等角投影底面図である。
【図１２】センサ・カートリッジのテープ・ガスケットのレイアウトの上面図である。
【図１３】センサ・カートリッジ・ベースの等角投影上面図である。
【図１４】分子量マーカ、市販のウレアーゼ、および市販の炭酸脱水酵素を有する銀彩色
ＳＤＳ－ＰＡＧＥたんぱく質ゲルを示す図である。
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