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ABSTRACT

 

Three redox dyes,Neutral Red(NR),Brilliant Cresyl Blue(BCB),and Toluidine Blue(TB),which have
 

similar substituents on phenazine,phenoxazine,and phenothiazine ring structures independently,have been
 

electropolymerized with cyclic voltmmometric technique onto graphite electrodes. These polyazines were
 

found to show inherent redox activities,while the redox potentials were shifted to the positive potential region
 

compared with those of the corresponding monomer. Enzyme electrodes constructed with tyrosinase(EC 1.

14.18.1)showed the sensor response against 2,4-dichlorophenol(2,4-DCP)employed as a model substrate,

and it was observed that the response current could be increased by introducing a layer of poly(NR)or poly

(BCB)on the surface of graphite electrodes. It is suggested that these redox active polyazine layers act as
 

electron mediators,though unambiguous evidence has not been obtained by examining the change of cyclic
 

voltammograms with addition of the substrate.

Key Words:redox dyes,electropolymerization,tyrosinase,2,4-dichlorophenol,biosensor

１．緒 言

電解重合は，電極表面に電気化学的に活性なポリ

マーを形成させることにより，化学修飾電極を作製す

る有力な手法として知られている。適切な物理化学的

性質をもつモノマーを適切な条件で重合すれば導電性

を有する膜を比較的容易に調製でき，これまでに直接

電子移動型の電極触媒反応（Fig.1）を利用したバイオ

センサの開発への応用が試みられてきた 。
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酸化還元色素は，酸化還元滴定の指示薬などとして

広く用いられており，特有の酸化還元電位において速

やかに酸化または還元されて変色する性質をもってい

る。そこでこのような電気化学的酸化還元活性に注目

し，バイオセンサの電子メディエータとして，phenoth-

iazine，Methylene Blue ，Azur B ，Toluidine Blue

などが検討されてきた。これらの報告において色素化

合物は，単体（モノマー）のまま吸着や化学結合など

によって電極表面に導入されている。

一方，Karyakinらは，種々の azine化合物の電解重

合を試み，azineの化学構造と重合条件との関係や，生

成するポリ azine膜の電気化学的性質について報告し

ている 。電解重合によって電極表面に酸化還元活

性を有するポリマーを形成させる手法は，バイオセン

サの新しい調製法として注目される。

チロシナーゼ（EC 1.14.18.1）は，銅の２核錯体を活

性中心にもち，Oの存在下で次式のようにモノフェノ

ラーゼ活性⑴とジフェノラーゼ活性⑵を示す。この反

応特異性を利用し，電気化学的に活性なジフェノール

やキノンの電極上での反応電流を測定することによ

り，フェノールあるいはジフェノール（カテコール）

センサが構成される。これまでチロシナーゼを用いた

フェノール類センサに関する研究は活発に行われてき

たが ，メディエータを用いたフェノールセンサ

の報告は少ない 。さらに，酸化還元活性を有する

ポリマーを電子メディエータとして用いたバイオセン

サの報告はほとんどなく，polyvinylferrocene ，poly

（thionine) などの例が報告されているにすぎない。

azineの骨格構造は，phenazine，phenoxazine，

phenothiazineに分類される。そこで本研究では，それ

ぞれの骨格をもち側鎖の構造が類似している色素とし

てNeutral red（NR)，Brilliant Cresyl Blue（BCB)，

Toluidine Blue（TB）を用い（scheme 1），電解重合膜

の調製とその電気化学的特性について比較検討した。

さらに，これらの膜によって修飾された電極にチロシ

ナーゼを被覆し，有害な塩化フェノールのモデル化合

物として用いた2,4-dichlorophenol（2,4-DCP）に対す

るセンサ応答特性，およびポリ azine膜の電子メディ

エータ機能について検討した。

２．実 験

２．１ 試 薬

Neutral RedとToluidine Blueは，関東化学㈱の特級

試薬を，またBrilliant Cresyl Blueは Sigma-Aldrich社

の試薬をそのまま使用した。チロシナーゼ（from mush-

room）は Sigma社より，Nafion は Sigma-Aldrich社

より，またL-tyrosineおよび2,4-dichlorophenolは東

京化成工業㈱よりそれぞれ購入した。その他の無機塩

類などはすべて関東化学㈱の特級試薬を使用した。ま

た電解液や緩衝液などの調製には超純水を使用した。

２．２ 電気化学測定装置

電解重合およびサイクリックボルタモグラム（CV）

測定には，BAS社のCV-50Wエレクトロケミカルア

ナライザーを用いた。また定電位応答測定には北斗電

工㈱のポテンショスタットHA1010mM2Bを使用し

た。測定法は３電極法とし，対極には自作のPt線電極

酸化還元色素電解重合膜の電気化学特性とチロシナーゼを用いた2,4-ジクロロフェノールセンサへの応用（川上・大原・神谷・天田)

Fig.1 Mechanisms of elctrocatalysis;E:enzyme,

S:substrate,M:mediator.

phenol＋2e＋O＋2H → o-diphenol＋H O ⑴

o-diphenol＋(1/2)O→ o-quinone＋H O ⑵

Scheme 1
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を，また参照電極には，3M NaClを電解液とするAg/

AgCl電極（BAS，RE-1B）を使用した。測定セルはジャ

ケットに恒温水を流すことにより25℃に保持した。必

要な場合には電解液にあらかじめNガスを約15min

流して脱O処理を行ったのち，そのままN気流下で

実験を開始した。

２．３ 電解重合

電極には直径5mm，長さ約30mmの炭素棒（日立化

成㈱，spectroscopic graphite）を用い，電極面を紙やす

り，さらにアルミナ懸濁液（1μm）で研磨したのち，

超純水中で超音波洗浄を行った。電極の側面は，テフ

ロンシールテープおよびシリコンチューブで覆った。

0.1M NaClを含む0.1Mリン酸緩衝液（pH6.5）を電

解液とし，N雰囲気下でCV測定を行うことにより，

電極面の清浄化を確認した。

電解重合に用いる色素モノマー溶液の pHは，重合

の起こりやすさに強い影響を及ぼすことが報告されて

いる 。そこで本研究では，TBとBCBについては弱ア

ルカリ性の0.1M ホウ酸緩衝液（pH9.1）を，またNR

については従来の研究で最適とされたほぼ中性の0.1

Mリン酸緩衝液（pH6.0）を用い，色素モノマーの濃

度はいずれも0.4mMとした。さらに支持電解質として

0.1M NaNOを加えた。重合反応はN雰囲気下で電位

掃引法を用い，掃引範囲－0.8～＋0.8V（vs. Ag/

AgCl），掃引速度0.1V/s，掃引回数10回の条件で行っ

た。掃引終了後，0.1Mリン酸緩衝液（pH 6.5）を用

いて十分に洗浄し，あらためてCV測定を行うことに

より，重合膜の生成を確認した。

２．４ センサの作製

電極上にのせるチロシナーゼの活性量を調べるため

に，酵素活性の測定を行った。基質溶液は0.2mM L-チ

ロシン/0.1Mリン酸緩衝液（pH 6.5）とし，酵素溶

液は3mg/mLの濃度で調製し，遠心分離機にかけて上

澄を使用した。基質溶液に酵素溶液を加えて反応を開

始し，280nmにおける吸光度の変化よりΔ ＝

0.001/min＝1Uとしてユニット数を求めた。

ポリ azine膜で被覆された電極面に，マイクロシリ

ンジを用いて酵素溶液（約17Uを含む）を数回に分け

て塗布し，冷蔵庫中で乾燥させた。最後に酵素の漏出

を防ぐために，0.5％ Nafion溶液20μLを同様に数回

に分けて塗布し，冷蔵庫中で12h乾燥させた。

２．５ センサ応答測定

0.1M NaClを含む0.1Mリン酸緩衝液（pH6.5）を

電解液とし，30％エタノールで調製した0.1M DCPを

基質溶液とした。ポテンショスタットによりセンサ電

極に＋0.5V（vs.Ag/AgCl）の電位を印加し，基質溶

液を50μLずつ５回加え，３電極法によりステップ応

答を測定した。

３．結果および考察

３．１ 電解重合膜の作製とその電気化学的性質

Fig.2⒜～⒞にそれぞれNR，BCB，およびTBの電

解重合に伴うボルタモグラムの変化を示す。NRの場

合，-0.49Vと-0.56V付近にそれぞれ酸化および還元

ピーク電位をもつモノマーの波形が急速に減少し，ほ

ぼ同じ電位付近にピーク電位をもつポリマーの波形が

掃引回数とともに徐々に増大することが分かる。BCB

の場合，-0.29Vと-0.38V付近にそれぞれ酸化および

還元ピークをもつモノマーの波形は，NRの場合に比

べるとややゆっくりと減少していき，モノマーよりか

なり正側にピーク電位をもつポリマーの波形が増大し

ていく。TBの場合，モノマーの酸化および還元ピーク

は，それぞれ-0.26Vおよび-0.37V付近にみられ，ポ

リマーの形成に伴う波形の変化は，BCBの場合と類似

していることが分かる。このような挙動の違いは，そ

れぞれの骨格構造やモノマー溶液 pHの違いによると

考えられる。

Fig. 3は得られたポリ azine修飾電極のCVを比較

したものである。また，これらのボルタモグラムより

求めた電気化学特性および被覆量をTable 1に示す。

みかけの酸化還元電位E°は，酸化ピーク電位E (ox）

と還元ピーク電位E (red）からE°＝(E (ox)＋E

(ox))/2として求めたものである。モノマーとポリ

マーのE°の値を比較すると，いずれの色素について

もポリマーになると正側にシフトしていることがわか

る。また，E°の値の順序はポリマーでも変わらず，ポ

リ（TB）＞ポリ（BCB）＞ポリ（NR）となっており，こ

の順で還元され易いことを示す。これは，置換基の構

造はほぼ類似していることから，主に azine骨格の違

いによるものであろう。単位面積当りの被覆量は，電

極面積を0.2cmとして酸化ピーク面積より算出した

ものである。Table 1の結果は，ポリ（TB）の酸化還

元活性種の濃度だけが特に高いことを示唆するが，そ

の理由についてはわかっていない。
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Fig.2  Cyclic voltammograms reflecting the growth of polyazines layer from NR⒜,BCB⒝,and TB⒞ solutions,

recorded at0.1V/s in 0.1 M phosphate buffer pH 6.0 containing 0.1M NaNO⒜,and 0.1M borate buffer pH
 

9.1(b and c).

Fig.2⒜ Fig.2⒝

Fig.2⒞
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３．２ センサ応答特性

基質濃度を段階的に増大させたときのステップ応答

曲線の例をFig.4に示す。2,4-DCPを加えるごとにア

ノード電流が増大し，センサ応答を示すことがわかる。

基質を注入してから定常電流値に達するまでに要する

応答時間は，ポリ（NR）とポリ（TB）修飾電極では1

min以下でかなり短いが，ポリ（BCB）修飾電極では2

min以降でも徐々にではあるが電流の増大が認められ

た。そこで本研究では注入前と2min後の電流値との

差を応答電流とみなすことにした（Table 2）。応答電流

と2,4-DCP濃度との関係を示す検量線をFig. 5に示

す。いずれの電極においても良好な直線関係を示すこ

とがわかる。未修飾電極は，炭素電極表面に直接，酵

素溶液を塗布することにより作製したものである。図

より，ポリ（BCB）とポリ（NR）で修飾したセンサ電

極では応答電流が増大しており，センサ応答の基礎と

なる酵素反応が促進されることを示唆している。これ

に対し，ポリ（TB）修飾センサでは，応答感度がかな

り低下することが分かる。その原因については，上述

のポリマー被覆量の結果をみるとポリ（TB）は他の色

素ポリマーに比べてかなり多量に付着している可能性

があり，非導電性の厚い膜が形成されたために電気抵

抗が増大し，結果として電流値が低下したものと考え

られる。このことは，高感度のセンサを作製するには

ポリマー被覆量に最適な量が存在することを示唆す

Fig.3  Comparison of the cyclic voltammograms
 

observed for electropolymerized NR ( ),BCB

(― ),and TB( ).

Table 1. Electrochemical properties of electropolymer-

ized NR,BCB,and TB.

monomer  polymer Dye
 
E°［V］ E (ox)［V］E(red)［V］E°［V］

Surface coverage
［nmol･cm ］

NR -0.53 -0.43 -0.53 -0.48 5.70

BCB -0.33 -0.18 -0.24 -0.21 4.43

TB -0.31 -0.11 -0.20 -0.16 12.5

Fig.4  Current time relationships for polyazine-

modified tyrosinase electrodes with stepwise
 

addition of 2,4-DCP.

Table 2. Sensor response agaist  2, 4-DCP for
 

polyazine-modified tyrosinase electrodes.

Response current /μA 2,4-DCP
/mM  Unmodified  Poly(NR) Poly(BCB) Poly(TB)

0.33 0.10 0.13 0.13 0.03

0.67 0.20 0.28 0.31 0.06

1.00 0.33 0.45 0.52 0.09

1.33 0.47 0.62 0.74 0.12

1.67 0.62 0.80 0.95 0.15

r 0.9943 0.9972 0.9940 0.9996
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る。

３．３ 電子メディエータとしての可能性

ポリ azine膜によって電極表面を被覆することによ

り酵素反応が促進されることは，生体触媒電極反応が

生じている可能性がある。Fig.1に示したように，電極

触媒反応には二つのタイプがあり，直接電子移動型は

導電性ポリマーなどで被覆した電極などで，またメ

ディエータ型は電極と酵素分子の間に適当な酸化還元

性物質を介在させた電極などで生じることが知られて

いる。本研究ではポリ azine膜の導電性については検

討していないが，ポリ（TB）膜修飾電極におけるセン

サ応答の結果を考え合わせると，ポリ azine膜は非導

電性の可能性が高いと考えられる。そこでもう一つの

可能性として考えられる電子メディエータとしての機

能について検討した。

Fig.6は，ポリ（NR）膜修飾電極で作製したセンサ

を用い，基質（2,4-DCP）を加えたときのCVの変化

を示したものである。＋0.16Vと0V付近に酸化およ

び還元ピークを示す酸化還元波は，基質の添加量とと

もに増大するが，未修飾電極を用いたセンサの場合に

も同様な波形の変化がみられることから，生成物のカ

テコールによるものと考えられる。また＋0.7V付近に

みられる酸化ピークも増大するが，これは生成したカ

テコールがさらに酸化されてポリマーを形成する反応

によるものであろう。これに対し，ポリ（NR）の酸化

還元波は酵素分子を塗布するとかなり減少してしま

い，基質を加えたときの変化はほとんどみられなかっ

たため，メディエータとして機能することを明らかに

するには至らなかった。またポリ（BCB）膜修飾電極

で作製したセンサについてもほぼ同様な結果であっ

た。今回の応答測定は溶存Oの存在下で行ったもので

あり，酵素のターンオーバーがメディエータばかりで

なくOによっても起こるため，メディエータの効果が

顕著に現れなかったのであろう。そこで今後，除O処

理を行った嫌気的条件における測定を行い，ポリ azine

膜の電子メディエータとしての機能について検討する

計画である。

４．結 語

phenazine，phenoxazine，および phenothiazineとい

う３種の基本骨格をもつ azine系酸化還元色素として

Fig.5  Calibration plots for 2,4-DCP obtained with
 

unmodified (△), poly (NR) (●), poly (BCB)

(□), and poly (TB) (◆) modified tyrosinase
 

electrodes.

Fig.6  Change of the cyclic voltammogram for poly

(NR)-modified tyrosinase electrode with addi-

tion of 2,4-DCP.
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側鎖構造の類似したNR，BCB，およびTBをそれぞれ

選び，電解重合法により炭素電極表面にポリ azine膜

を形成さた。その結果，いずれも酸化還元電位がモノ

マーよりわずかに正側にシフトするが，モノマーと同

様に良好な酸化還元挙動を示す膜が形成できることが

わかった。また，ポリ azine膜の上に酵素チロシナーゼ

をのせて作製したセンサは，有害な塩化フェノールの

モデルとして用いた2,4-DCPに対してセンサ応答を

示すことがわかった。ポリ（NR）およびポリ（BCB）

修飾電極を用いて作製したセンサでは，未修飾の場合

に比べて応答電流の増大がみられ，これらの膜が電子

メディエータとして機能することが示唆されたが，基

質の添加に伴う色素膜の酸化還元波には大きな変化は

認められず，メディエーションの確認には至らなかっ

た。電解重合法による酸化還元活性なポリマーの作製

に関する研究は，まだ開始されたばかりであり，バイ

オセンサ用信号変換素子の新しい作製法として期待さ

れる。
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