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Abstt・aぐt  

AglutaminesensorwasconstructedbyimmobilizingL－glutaminasewithglutaraldehydeonISFET  
（ionselective鮎Ideffecttransistor）toinvestigatethepossibi】ityofdeterminingレglutamine．Theprin－  

cipleofthisserlSOrisas永浦ows．TheoutputvoltagefromISFET，Whichdependsonaveryminute  

l）Helevationduetotheammoniumionk）rmationaccordirlgtOtheenzymicreaction．isampli鮎dwitha  

di鮎rentialampli6erofourownassembled．Theampli鮎dvoltagewasprocessedautomaticallywithan  

On－1inepersonalcomputerviaGP・IBinterfaceonareal－timebasis．   

Thecalibrationliれe forI．瑠Iuとamine waslinear血・omlmM to40mM and tllerelationcoe琉cient  

waso．967．ThesensitivityofthissystemtoレglutaminewasO．5mM．Thetimeneededbrdeter－  

minlng One Sample was within13min．The substrate spcc泊city of this sensor w；lS Strict andレ  

glutaminewasthesolecompoundrespondingtotl扇ssensoramonganaloguestested・D－glutaminewas  

COmpletelylnaCt主vetott扇ssensor．   

ItissuggestedthatレglutaminecanbedeterminedwiththisnewlyconstructedlSFET－biosensor  

SyStemWitllレglutaminase．  

Keywortls：ISFET，biosensor，glutamine，glutaminase，enZymCimmobilization  

てゲートを形成したもので，MOS（MetalOxideSemi・  

conduc【or：金属酸化物半導体）構造を持ったトランジス  

タの脚・梯である。FETは，ゲートに与える魔位によっ  

てチャネルに電子空乏層を生じ，ドレインとソースの闊  

に流れる竃流せ変化きせることができる。  

1970年にBergveldは，MOS－FI汀のゲート金属を取  

り去って溶液中に浸すと，ゲート経線物／溶液界而にイ   

楕  円  

FET（FieldEだectTransistor：魔界効果トランジスタ）  

は，p艶半導体上にn塑半導体でドレインとソースを形  

成し，p型半導体のチャネル上をケイ素酸化物で経線し  

平成3年7月26日  
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オン漉度に依存した髄偉が発生することを見い出しり，  

IonSe11SitiveFieldE圧ectTransistorと名付けた。さらに  

Bergveldは，1972年に，このFETがNa十と汀十に感  

受性があることを報告した2）。そ・の後，窒化シリコンを  

ゲート表面上に碁磯することにより，水素イオンだけに  

感受性をもつFETが開発されて，IonSelective Field  

E鮎ctTransistor（ISFET）と呼ばれるようになった。  

ISFETを初めてバイオセンサに用いたのほ，Carasと  

Janataで，1980年にISFETゲート表面上ぷペニシリ  

ナーゼを固定化し，ペニシリンの濃度を測遷することに  

成功した3）。そ・の後ISFETは，種々のバイオセンサの  

トランスデューサとして用いられ，Co！はnsとJanataに  

よって1982年に免疫センサが作製されたが，思わしい結  

果は得られなかった4）。1983年に鈴木ちほ，ウレアーゼ  

を囲蒐化した尿兼センサを報奮した5）。さらに1984年に  

Matsuoらも，ウレアーゼを固定化した尿紫センサを織  

暫し6），続いて，尿素センサにおよぼす測宝蔵髄儲のpH  

や浪皮の影響7），イオン強度による影響＄），尿索センサ  

を用いた血液中の尿素の測定9）などを報皆した。1986年  

にKarubeらも鈴木らと類似の方法で尿素センサを作製  

し，pHの影響などについて報暫している1わ）。さらに，  

Nakakoらがリパーゼを用いた中性脂肪センサ11）を，  

KartlbeらがATPaseを用いたATPセンサま2）を，1987  

年に閣出らがグルコキナーゼを用いたグルコースセン  

サ13）やグルタミンシンテターゼを用いたトグルタミン  

酸センサ14）を，Karubeらがアセチルコリンレセプタを  

用いたアセチルコリンセンサ15）や微生物を用いたアル  

コールセンサ16）を，それぞれ報告している。   

以上のように，ISFETをトランスデューサに用いた  

バイオセンサの報督が多いことからもわかるように，  

ISFEl、には利点が多く，センサの小芝捜イヒ，多機能化．  

高感度化というバイオセンサに課せられている嬰望に綬  

もよく応え得るトランスデューサであると考えられる。   

そこで本研究では，王S】7E’rの各種バイオセンサへの  

応用の一例として，グルダミンセンサを構築し，グルタ  

ミン（Gln）定盤の可能性を検討した。Glnは，アミノ酸  

分析計でも定盤できるが，その折粟時間や特興他におい  

て，バイオセンサ法の方がはるかに有利であり，さらに  

プロセスコントロール用などのオンライン・デイテクタ  

としては，バイオセンサでなければ役に立たない。この  

ように，バイオセンサ法には，HPLC法を含む他の方儀  

では代称できないような利点が多くあるが，その絆細に  

ついては，既に述べた17）。  

Fig．1．OuthnesofGlutamineSensorSystemwithISFET．  

A：ReねrenceElecとmde，B：GlutaminaseimmobiiizedISFET  

C：A）buI11inimnlObi）izedlSFl三■1’  

D：DraれG：Gate，S：Source（0‖SFET）  

OP：OperationalAmp兢er，mOdelLF356N．   



バイオセンサによるl．－グルタミンの蒐澄  73  

HEPES緩彿髄」が－Ⅰ7．0に溶僻して10％（w／w）溶液を  

調製した。  

5．グルタミンセンサの作製   

20％トグルダミナーゼ溶液：10％ BSA溶液：15％  

GA水溶液を8：1：1（Ⅴ／v／v）の割合で混合し，この中  

に蒸留水でよく洗浄したISFETを数回入れて酵賽膜を  

形成させ，室温で10分問陀放させてゲル化した。   

参照用＝SFEl、ほ，酵嚢溶液の代わりにBSA溶液を  

用いた膜をISFET上に形成して作製した。銀／塩化銀  

電梅は，抑5mmの銀線を2MKOH溶液の申に入れ  

て超音波洗浄し，さらに蒸留水でよく洗浄したものを  

0．1MKClの中に入れ，0．4mA／cm2の竃流を通じて30  

分間陽極酸化して作製した。  

実 験 方 法   

1．王SlpEll琶区勤回路   

本研究で用いたISFE′1、駆動回路は自作品であり，そ  

のl軋路l当の概略はぎig－1の中央に示した。この王SFET  

駆動回路は，盤電流回路と差動増帽層廉からなり，ソー  

スとドレインの往那こ′馴こ…魔の泥流が流れるようにして  

ISFETのゲート嚢面上に溶液中の水紫イオン波度変化  

に応じて生ずる電位の変化を，ソースードレイン問の篭  

庄の変化として漑接続み取ることのできるものである。  

ISI？E′rと共に測定溶液に入れた銀／塩化銀電極は，測定  

溶液の電位を－肌庵に保つための参照竃魔であり，好嚢を  

固定化したISFETと酵紫の代わ射に牛血清てルプミン  

（BSA）を同定化した蓼灘闇＝SFE’rを剛引こ測定洛液に  

入れ，両方の遊動灘カを取ることによって酵紫反応のみ  

に基づくレスポンスが得ちれるので，溶洒坤のイオン強  

度や温度の変化などによる測定偶のドリフトを相殺でき  

る。  

2．グルタミンセンサ本体  

（株）クラレ製のPH6010型1SFETのゲート嚢面に  

トグルタミナーゼ（EC3．5．1．2）をグルタルアルデヒド  

（GA〉架橋放で固定化してグルタミンセンサを作製した。  

トグルタミナーゼは，L－Glnを加水分解してL－グルタ  

ミン酸とNH4ヰ‘を生成する反応を触媒する醇鶉であり，  

この反応に基づく微小なpHの上界をISFETで検知し，  

それを竃庄の変化に変換して，L－Glnを窟鼠した。  

3． センサシステム   

本センサシステム全体の槻略をFig．1に示した。電  

狛汁は，GP・IBインターフェスを噌妄没した（株）アドバ  

ンテスト祉のTR－6848を，パソコンほ，NECのPC－  

9801VM2を用いた。データ処理は．オンライン接綺し  

たパソコンで，自作のプログラムを使ってリアルタイム  

に行った。  

4．試賽および材料   

し－グルタミナーゼは，Sigma祉のGradeII瞼om  

動感脚弱ぬⅧ浦）を用い，20％（w／w）となるように10  

mM酢酸緩衝胤 pH4．9に溶解してグルタミナーゼ溶  

液とした。BSAは，Sigma祉のA－d378を用い，10mM  

結果 と考察   

1．測定方法   

本システムの測定方法を種々検討したところ，次のよ  

うにすれば良好な結果が得られることが判明した。すな  

わち，酵素膜を形成したISFETを室温で10分剛吃燥し  

てゲル化させた後に，参照用ISFET，銀／塩化銀乾極と  

ともに370cに保った10mM酢酸緩簸液，pH4－0の測  

充用磯彿液に入れ，10う洲閏家宝化を行ってからISI㌻ET  

の駆動回路に接続する。ソースードレイン聞には，0．l  

lllAの電流を流して（このときソースードレイン聞の冤  

圧ほ約1V），1鋸静間さらに安盤化させてから測定を開  

始する。測窟は，バッチ放で行い，1恒‡の測蒐終了後に  

蒸留水でセンサの先端を洗灘し，次の測定用緩着断夜の中  

に入れて5分間安定化させ，さらに駆動回路に接続して  

5分間安定化させてから次の測盤を開始する。   

以下の測定でほ，すべて3迎で行い，それぞれの平均  

個を算用した。  

2．L－グルタミンの検澄渡   

グルタミンセンサの検盈線ほ，Fig．2に示したように，  

1～40mMの範囲でレGklのモル濃度の対数偶に対して  

ほぼ涯線となり，その回帰式はY＝－7．58Ⅹ＋2‘L4，相  

関係数は0．967であった。また，測定限界は0．5mMで  

あった。しかし感度においては，アミノ酸分析計と比摸  

すると，はるかに劣っているので，今後改良の余地があ   
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Fig．2．Response Curve ofしGlutamine to t‡leISFET  

Biosensor．  

る。  

3．レグルタミン定厳の特異性   

レGln，D－Gln，l：Glu，f）－Glu，レAsn，D－Asn，L－Aspお  

よびlトAspに対する本グルダミンセンサのレスポンス  

を，それぞれ1mMの終濃度において検討したところ，  

レGln以外には全くレスポンスせず，本センサは非′鋸こ  

特異性の商いものであることが判明した。これは，本研  

究に用いた酵紫自体の性質によるものであろう。  

以」このように，ISFET上にL－グルダミナーゼを聞盤  

化したバイオセンサによってL－Gln定盤の可能性が示  

唆された。今後は，より活橡の高い 摘比活性，商  

VlllaX，低都服偶の）トグルタミナーゼを使用して感度  

を大幅に上げると共に，測産瀦の安蒐化条件を饉側に検  

附し，さらに速度法で測定して，より矧矧柳こ嘉畿でき  

るようにするなどの改良を蕊ね，本センサシステムを実  

用的なものにしたい。  
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