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＜研究内容・成果等の要約＞ 

 

研究内容 

本研究では、腎機能マーカーであるクレアチニンおよび尿素を検出するために、各基質と特異的に

反応する酵素としてクレアチニンデイミナーゼおよびウレアーゼを用いて酵素膜を作製した。市販の

N チャネル MOSFET のゲート端子を、TiO₂/Ti/ガラス電極基板あるいは Ti フレキシブル電極基板

と接続し、その電極表面に絹フィブロインで包括固定化した酵素膜を修飾することで、拡張ゲート電

界効果トランジスター（EGFET）型バイオセンサーを構築した。 

 

本研究で実施した主な内容は以下の3点である。 

 

１．酵素膜中の酵素濃度を変化させ、センサー応答に最適な条件を検討した。 

２．差動回路を導入し、センサー信号の安定化とノイズ低減を図った。 

３．妨害分子がセンサーの応答に与える影響を調べた。 

 

研究成果の要約 

腎機能指標であるクレアチニンと尿素を長時間にわたりリアルタイムで検出可能な、差動回路を組

み込んだEGFET型バイオセンサーを試作した。本センサーは、TiO₂/Ti/ガラス基板およびTiフレキ

シブル基板をEG電極として，その表面に絹フィブロインを担体としたクレアチニンデイミナーゼも

しくはウレアーゼ酵素膜を固定化した。1 mmol/Lのリン酸緩衝液（PBS）を被検液として測定を行

った結果、いずれのセンサーも基質濃度の増加に対して電圧変化量が大きくなること，リフレッシュ

溶液に置き換えると電圧レベルが初期値へ戻ることから，基質濃度の増減を連続的に検出できること

が明らかになった。さらに、血中に含まれる妨害分子がセンサーに与える影響を調べたところ、いず

れのセンサーも検出対象の基質に対して選択的に応答することが明らかになった。このことから、当

初の目的を概ね達成した。 
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＜研究の目的、経過、結果、考察（5000字程度、中間報告は2000字程度）＞ 

 

研究目的 

 本研究の目的は、腎機能マーカであるクレアチニンと尿素を検出するための酵素膜を開発し、これ

らのマーカを同時に検出するためのウェアラブル・バイオセンサーへ応用することである。 

 

研究結果 

図 1 に EGFET を用いたバイオセンサーの構成と測定セットアップを示す。酵素を包括固定する

担体として生体適合性の高い絹フィブロインを使用した。酵素を固定化した EG 電極と絹フィブロ

インのみ固定化したEG電極を市販のN チャネルMOSFET のゲート端子に接続し、差動回路を構

成した。差動回路を用いることで、センサー動作中の被検液の温度や外部光照射による電圧ドリフト

を抑制することができる。酵素膜の作製手順を図 2 に示す。まず、ガラス基板上に約 300 nm のTi

薄膜を非加熱条件でスパッタ成膜した。その後、大気中450 ℃で1 時間熱処理を行い、表面にイオ

ン感応膜である TiO₂を形成した。次に、その表面にアミノシランによるシランカップリング処理を

施し、酵素膜を強固に固定化するための足場を形成した。続けて、クレアチニンデイミナーゼもしく

はウレアーゼを含む絹フィブロイン水溶液を表面に滴下・スピンコートした。最後に、エタノール水

溶液で不溶化処理を施した。ここで、クレアチニンデイミナーゼはクレアチニンと、ウレアーゼは尿

素と特異的に反応する酵素である。酵素を固定化した EG 電極の結線部はすべてエポキシ樹脂で被

覆し、1 mM のPBS 中に浸漬させた。2 つのEG 電極の表面電位を正確に測定するため、Ag/AgCl

参照電極を2つのMOSFETのドレイン端子に接続しPBS中に配置した。電流源にはDCソースメ

ーターを用い、動作時には両MOSFETに100 µAのドレイン電流を印加し、ソース・ドレイン間電

圧差（V ）を出力信号とした。 

 

  
図1 EGFET型バイオセンサーの構成 

 

 
図2 酵素膜の成膜手順 
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次に、作製したクレアチニンセンサーと尿素センサーの性能を調べた。図3にクレアチニンセンサ

ーのクレアチニン濃度変化に対する電圧応答およびクレアチニン濃度とVの関係を、図4に尿素セ

ンサーの尿素濃度変化に対する電圧応答および尿素濃度とVの関係，をそれぞれ示す。いずれも基

質濃度の増加に伴いVが増加すること、基質濃度を可逆的かつ長時間連続測定が可能であることが

明らかになった。 

次にクレアチニンセンサーのクレアチニン濃度と

Vの関係をミカエリス・メンテン式で解析したとこ

ろ、最大電圧変化量の半分を与える基質濃度（Km
app）

は4.8 mg/dLであり、図中に示す40歳男性のeGFR

（腎臓が老廃物を濾過する能力を示す指標で、年齢、

性別、血清クレアチニン濃度で決定される）の濃度範

囲で感度を有していることが分かった。表1に40歳

男性のクレアチニン値とeGFRの関係を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図3 クレアチニンセンサーの性能        図4 尿素センサーの性能 

 

一方、尿素センサーの尿素濃度とVの関係もヒル式で解析したところ、Km
app = 2.1mg/dLであり、

血中の尿素基準範囲である17～43 mg/dLの範囲で十分感度を有することが分かった。ここで、ヒル

式はもともとヘモグロビンなどアロステリック酵素の基質飽和度を表す経験式であるが、ウレアーゼ

は、反応生成物であるアンモニアによる酵素阻害の影響を反映できるため解析に適用した。 

 さらに、センサー動作時に酵素を固定化した EG 電極部に外部光が照射された場合の影響を調べ

た。センサー動作時に照度600 lxおよび4000 lxの蛍光灯を照射したところ、それぞれ0.2 mVと3 

mV の応答が現れた。本実験を行った屋内の照度が約 600 lx であったことから、屋内での使用であ

れば蛍光灯照射による影響はほとんど無視できることが確認できた。これは、本センサーが差動回路

で構成されているためである。 
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表1 クレアチニン値とeGFRの関係 

 



 

 センサーのウェアラブル化を検討するため、フレキシブルな厚み0.1 mmのTiフィルムをEG電

極の基板として用いた。Ti フィルム表面へ前述の方法でシランカップリング処理を施し、ウレアー

ゼ酵素膜を形成した。図5に、試作した尿素センサーの尿素濃度変化に対するVの応答を示す。尿

素濃度 1.0～1000 mg/dLの広い範囲で応答すること、濃度の増減に対して可逆的に応答することが

確かめられた。 

 
 

図5 酵素固定化フレキシブルTi基板をEG電極とする尿素センサーの性能 

 

さらにセンサー動作時に、被検液へ血中の代表的な妨害物質を入れた際の電圧応答を調べた。図6

に、尿素100 mg/dL→リフレッシュ→グルコース140 mg/mL、クレアチニン1.2 mg/dL、アスコル

ビン酸1.4 mg/dL、BSA5.0 g/dL、尿素100mg/dL→リフレッシュ、の順に被検液中の成分を変化さ

せた際のVの応答を示す。なお、これらの妨害分子の濃度は、成人の血中に含まれる正常な濃度範

囲の上限値である。尿素に対して40 mV程度の明瞭な応答を示したが、いずれの妨害物質に対して

もほとんど応答しないことが分かった。以上のことから、本センサーは、ウェアラブル・バイオセン

サーへ応用できる可能性が示された。 

 

 
図6 フレキシブル尿素センサーの妨害分子による影響 

 

                                       No.６ 


