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(57)【要約】
【課題】本発明は、導電性炭素材料に対して分子識別機
能を有する生体分子を所定の配向性を有するように固定
して高性能の複合素子を得ることができる生体分子の固
定化方法を提供することを目的とする。
【解決手段】本発明では、導電性炭素材料の表面にピレ
ン誘導体を付着させて導電性炭素材料が分散した分散液
を調製し、分散液中において導電性炭素材料に付着した
ピレン誘導体に対して配位子を結合させて配位子に金属
イオンを担持する金属錯体を生成し、ヒスチジン残基が
付加された生体分子を分散液中に投入してヒスチジン残
基を金属イオンと結合させて導電性炭素材料の表面にお
いて生体分子を所定の配向性を有するように固定化する
。
【選択図】図１
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　導電性炭素材料の表面にピレン誘導体を付着させて当該導電性炭素材料が分散した分散
液を調製する分散処理工程と、前記分散液中において前記導電性炭素材料に付着した前記
ピレン誘導体に対して配位子を結合させて当該配位子に金属イオンを担持する金属錯体を
生成する担持処理工程と、ヒスチジン残基が付加された生体分子を前記分散液中に投入し
て当該ヒスチジン残基を前記金属イオンと結合させて前記導電性炭素材料の表面において
当該生体分子を所定の配向性を有するように固定化する固定化処理工程とを備えている生
体分子の固定化方法。
【請求項２】
　前記導電性炭素材料は、カーボンナノチューブである請求項１に記載の生体分子の固定
化方法。
【請求項３】
　請求項１又は２に記載の生体分子の固定化方法により前記導電性炭素材料の表面に前記
生体分子が固定化された複合素子。
【請求項４】
　請求項１又は２に記載の生体分子の固定化方法により前記導電性炭素材料の表面に前記
生体分子が固定化された電極材料。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、カーボンナノチューブ等の導電性炭素材料に、酵素、抗体等の分子識別機能
を有する生体分子を固定化する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　バイオテクノロジーの進展に伴って、バイオセンサやバイオ電池等の電気化学技術と関
連する技術分野の研究が進められてきている。こうした技術分野では、生体反応を電気信
号に変換するために、電極等の導電性材料と分子識別機能を有する生体分子とを電気的に
接続させたバイオデバイス等の複合素子の開発が進められて、様々な複合素子が提案され
ている。
【０００３】
　導電性材料としては、化学的に安定な金や白金等の貴金属材料が用いられてきたが、カ
ーボンナノチューブ、フラーレン、グラファイト等のグラフェン材料が注目されている。
特に、カーボンナノチューブ（以下「ＣＮＴ」と略称する）は直径１０ｎｍ～１００ｎｍ
の円筒状の構造を有しており、比表面積がきわめて大きく高い電気伝導性を示すことが知
られている。
【０００４】
　こうしたＣＮＴの利点に着目してＣＮＴを用いた複合素子が提案されている。例えば、
特許文献１では、親水性基－スペーサーアーム－脂質単位からなる化学試薬の物理的吸着
により官能基化されたＣＮＴを用いた生物学的マクロ分子の固定化方法が記載されている
。特許文献２では、電荷を担持している基がＣＮＴの表面に共有結合しており、電荷を担
持している基を介して荷電分子が静電的に結合している複合体が記載されている。また、
非特許文献１では、ＤＮＡセンサにおけるＳＷＣＮＴ（single-walled carbon nanotube
）の電気的な検知性能に対して、ＤＮＡを固定化する結合分子であるピレン分子が与える
影響について報告されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００５】
【特許文献１】特表２００２－５１３８１５号公報
【特許文献２】特表２００８－５０１６１５号公報
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【非特許文献】
【０００６】
【非特許文献１】Baek, et. al.,"Label-Free Detection of DNA Hybridization Using P
yrene-Functionalized Single-Walled Carbon Nanotubes: Effect of Chemical Structur
es of Pyrene Molecules on DNA Sensing Performance" Journal of Nanoscience and Na
notechnology, 2011, Vol. 11, p.4210-4216
【非特許文献２】A. Koto, et. al., "Efficient Direct Electron Transfer for a High
ly Oriented PQQ-GDH Immobilized Electrode for Bioanode", Journal of Biosensors a
nd Bioelectronics, April 2014, vol. 5, Issue 1
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００７】
　上述したように、ＣＮＴは高い電気伝導性を示すことから、ＣＮＴを電極材料として用
いて生体分子を固定化処理することで電子移動効率の高い複合素子を実現することが期待
できる。例えば、血糖値センサ等のバイオセンサ、バイオ電池といったバイオデバイスに
電極としてＣＮＴを用いることで、酵素等の生体分子と電極材料であるＣＮＴとの間の電
子移動を高めることができ、検出感度や検出出力を向上させた高性能のバイオデバイスを
得ることができる。
【０００８】
　しかしながら、ＣＮＴを電極材料として用いて複合素子を製造する場合に、ＣＮＴは疎
水性を有するため、水溶液に不溶であることから、生体分子をＣＮＴ表面に固定化処理し
て高性能の複合素子を得ることが困難であった。
【０００９】
　また、生体分子を電極表面に固定化処理する場合に、上述した特許文献に記載されてい
るように、生体分子を物理吸着又は共有結合により固定化する方法の他に、生体分子を内
蔵した薄膜を電極表面に形成して固定化する方法が知られている。多数の生体分子を電極
表面に付着させた場合に、これらの生体分子の配向性が複合素子の電流特性に影響を及ぼ
すことが知られており、生体分子の配向を揃えて所定の配向性を有するように固定化した
場合には、無配向の状態で固定化した場合に比べて電流密度が約９０倍大きくなることが
報告されている（非特許文献２参照）。生体分子では、分子識別機能を有する部分が偏在
化しており、そのため生体分子の配向性により検出感度や検出出力が大きく変化するもの
と考えられる。従来の固定化処理方法では、生体分子の配向性のないランダムな状態で固
定化されていると考えられるため、複合素子の高性能化を図ることは困難である。
【００１０】
　そこで、本発明は、導電性炭素材料に対して分子識別機能を有する生体分子を所定の配
向性を有するように固定して高性能の複合素子を得ることができる生体分子の固定化方法
を提供することを目的とする。
【課題を解決するための手段】
【００１１】
　本発明に係る生体分子の固定化方法は、導電性炭素材料の表面にピレン誘導体を付着さ
せて当該導電性炭素材料が分散した分散液を調製する分散処理工程と、前記分散液中にお
いて前記導電性炭素材料に付着した前記ピレン誘導体に対して配位子を結合させて当該配
位子に金属イオンを担持する金属錯体を生成する担持処理工程と、ヒスチジン残基が付加
された生体分子を前記分散液中に投入して当該ヒスチジン残基を前記金属イオンと結合さ
せて前記導電性炭素材料の表面において当該生体分子を所定の配向性を有するように固定
化する固定化処理工程とを備えている。
【発明の効果】
【００１２】
　本発明によれば、導電性炭素材料に対して分子識別機能を有する生体分子を所定の配向
性を有するように固定して高性能の複合素子を得ることができる。
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【図面の簡単な説明】
【００１３】
【図１】生体分子の固定化方法に関する処理フローである。
【図２】緩衝液にＭＷＣＮＴのみを添加した分散処理前の状態と分散処理後の状態を透過
電子顕微鏡（ＴＥＭ）で観察した撮影画像である。
【図３】ピレン分子及び分散処理されたＭＷＣＮＴの可視・紫外分光法による吸収スペク
トルを示すグラフである。
【図４】酵素を固定化した複合素子に関する構造を模式的に示す説明図である。
【図５】得られた複合素子の表面を原子間顕微鏡で観察した撮影画像である。
【図６】微分パルスボルタンメトリー（ＤＰＶ）の測定法に基づく測定結果を示すグラフ
である。
【発明を実施するための形態】
【００１４】
　以下、本発明について具体的に説明する。本発明では、導電性炭素材料にＨｉｓ－ｔａ
ｇ技術を使用して分子識別機能を有する生体分子を固定化する。図１は、生体分子の固定
化方法に関する処理フローを示している。分散処理では、導電性炭素材料は、ピレン誘導
体を用いて表面が親水性を有するように改変することで、水溶液中に分散させた分散液を
調製する。担持処理では、分散液中に配位子を含む溶液及び金属イオンを含む溶液を順次
投入して、導電性炭素材料の表面に付着したピレン誘導体に対して配位子を結合させて金
属錯体を担持させる。固定化処理では、固定化する生体分子に予めヒスチジン残基を付加
しておき、ヒスチジン残基が付加された生体分子を分散液中に投入してヒスチジン残基を
金属イオンと結合させることで、導電性炭素材料の表面において生体分子を所定の配向性
を有するように固定化する。
【００１５】
　分散処理では、疎水性を示す導電性炭素材料を水溶液中に分散させた分散液を調製する
。分散処理では、ピレン誘導体を用いて導電性炭素材料の表面を親水性を有するように改
変する。
【００１６】
　導電性炭素材料としては、導電性を示す炭素材料であれば特に限定されないが、バイオ
デバイスの電極材料に用いる場合には、単層カーボンナノチューブ（ＳＷＣＮＴ；Single
-Walled Carbon NanoTube）、多層カーボンナノチューブ（ＭＷＣＮＴ；Multi-Walled Ca
rbon NanoTube）、フラーレン、グラファイト等のグラフェン材料が好ましい。
【００１７】
　ピレン誘導体としては、親水性の官能基を有する誘導体が好ましい。例えば、ピレン酪
酸Ｎ－ヒドロキシスクシンイミドエステル（Pyrene(NHS)）が挙げられる。Pyrene(NHS)は
、容易にＣＮＴを分散し、ｐＨ中性領域において活性化可能である、といった特性を備え
ており、グラフェン材料の表面を改変するのに好適である。
【００１８】
　分散処理は、緩衝液に導電性炭素材料及びピレン誘導体を投入して行う。緩衝液は、ｐ
Ｈ７～ｐＨ８に設定することが好ましく、ピレン誘導体は、導電性炭素材料を１ｍｇ／ミ
リリットルで添加した溶液１ミリリットルに対して１．２ｍｇ（３ｍＭ）となる比率で添
加するとよい。分散処理では、超音波処理を１～３時間行うことが好ましい。
【００１９】
　グラフェン材料等の導電性炭素材料の表面とピレン分子との間には、分子間相互作用（
π-π stacking）が強く働くため、グラフェン材料表面にピレン分子が付着した状態とな
る。そして、ピレン分子に結合された官能基が導電性炭素材料の表面に表出して親水性を
有するように改変することができる。導電性炭素材料をそのまま水溶液に投入すると、疎
水性を有するため凝集した状態となるが、表面にピレン誘導体を付着させて分散処理する
ことで、導電性炭素材料が凝集することなく分散した状態を維持することができ、安定し
た分散液が得られるようになる。
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【００２０】
　担持処理では、分散液中の導電性炭素材料に付着したピレン誘導体の官能基に配位子を
結合し配位子に生成された金属錯体を導電性炭素材料の表面に担持する。
【００２１】
　配位子となる化合物としては、Ｈｉｓ－ｔａｇ技術で使用される公知のものであればよ
く、例えば、ニトリロ三酢酸（ＮＴＡ）イオンを生成する化合物が挙げられる。また、金
属錯体となる金属イオンとしては、ニッケル、銅、コバルト、亜鉛といったヒスチジン残
基と結合する２価の遷移金属が好ましい。
【００２２】
　担持処理では、分散処理で調製された分散液に配位子を含む溶液を添加する。配位子を
含む溶液は、導電性炭素材料１ｍｇ／ミリリットルで添加した溶液１ミリリットルに対し
て１０ｍＭに設定するとよい。配位子を含む溶液を投入した後、金属イオンを含む溶液を
添加する。金属イオンを含む溶液は、導電性炭素材料１ｍｇ／ミリリットルで添加した溶
液１ミリリットルに対して１００ｍＭに設定するとよい。担持処理する場合には、遮光し
た室温環境下で静置して行い、配位子を含む溶液による処理時間は２時間程度に設定し、
金属イオンを含む溶液による処理時間は１０分～３０分に設定するとよい。
【００２３】
　固定化処理では、固定化する生体分子に対して、Ｈｉｓ－ｔａｇ技術で用いられる公知
の遺伝子工学的手法によりヒスチジン残基を付加しておく。そして、ヒスチジン残基が付
加された生体分子を担持処理が行われた分散液中に添加し、ヒスチジン残基を導電性炭素
材料の表面に担持された金属イオンと結合させて、導電性炭素材料の表面において生体分
子を所定の配向性を有するように固定化する。
【００２４】
　固定化処理に用いる生体分子としては、バイオデバイス等に用いられる分子識別機能を
有するもので、例えば、酵素、抗体、ＤＮＡ、ナノ粒子といったものが挙げられる。ヒス
チジン残基を結合した生体分子は、導電性炭素材料１ｍｇ／ミリリットルで添加した溶液
１ミリリットルに対して２ｍｇ／ミリリットル～４ｍｇ／ミリリットルに設定するとよい
。
【実施例】
【００２５】
　次に本発明を具体的に実施例で説明するが、本発明はこれらの実施例に限定されるもの
ではない。
【００２６】
［実施例１］
＜分散処理＞
　導電性炭素材料として、ＭＷＣＮＴ（外径φ＝１０ｎｍ～２０ｎｍ、長さＬ＝５μｍ～
１５μｍ；東京化成工業株式会社製）を用い、ピレン誘導体として、ピレン酪酸Ｎ－ヒド
ロキシスクシンイミドエステル（Pyrene (NHS)；Ｓｉｇｍａ株式会社製）を用いた。５０
ｍＭのＨＥＰＥＳ(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid)－ＮａＯＨ緩
衝液（ｐＨ７．５；同仁化学株式会社製）１ミリリットルにＭＷＣＮＴ１ｍｇ及びPyrene
 (NHS)１．２ｍｇを添加し、得られた溶液に対して超音波洗浄機（ホンダ株式会社製；Ｗ
１１３）により超音波処理を１時間～３時間行った。その後、遠心分離（１００００ｒｐ
ｍで５分間）により上精を除去する洗浄処理を３回行い、ＭＷＣＮＴの分散液を調製した
。
【００２７】
　図２は、緩衝液にＭＷＣＮＴのみを添加した分散処理前の状態と分散処理後の状態を透
過電子顕微鏡（ＴＥＭ）で観察した撮影画像である。分散処理前では凝集していたＭＷＣ
ＮＴが分散処理後に分散していることがわかる。また、図３は、ピレン分子及び分散処理
されたＭＷＣＮＴの可視・紫外分光法による吸収スペクトルを示すグラフである。紫外可
視分光装置（株式会社日立製作所製）を用いてピレン分子及びＭＷＣＮＴについて光吸収
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を測定した。図３に示すグラフでは、縦軸にエネルギー強度をとり、横軸に波長をとって
いる。グラフでは、ピレン分子の極大吸収波長（３３９ｎｍ）がＭＷＣＮＴではピレン由
来の極大吸収波長（３３８ｎｍ）にブルーシフトが生じており、ＭＷＣＮＴに付加された
ピレン分子が配向された状態で安定して結合していることがわかる。
【００２８】
＜担持処理＞
　調製された分散液に、ＡＢ－ＮＴＡ（N-（5-Amino-l-carboxypentyl）iminodiacetic a
cid；同仁化学株式会社製）を１．３ｍｇ添加して水冷化～３７℃で静置により２時間保
温処理し、ＮＴＡがピレン誘導体の官能基と反応して結合することで、ＭＷＣＮＴ／ＮＴ
Ａ分散液を調製する。そして、ＭＷＣＮＴ／ＮＴＡ分散液に、終濃度が１００ｍＭとなる
ように塩化ニッケル（ＮｉＣｌ2；ＷＡＫＯ株式会社製）を添加して３０分間同様に保温
処理した。その後洗浄処理を２回行って、ＭＷＣＮＴ表面にＮＴＡ－Ｎｉ錯体を形成し、
ニッケルイオンを担持処理した。
【００２９】
＜固定化処理＞
　固定化する生体分子として、バイオ燃料電池用の素子に用いられている超好熱性アーキ
アPyrobaculum aerophilium由来ＰＱＱ依存型グルコース脱水素酵素（ＰＱＱ－ＧＤＨ；
製造方法については、非特許文献２参照）を用いた。ＰＱＱ－ＧＤＨには、Ｈｉｓ－ｔａ
ｇ技術に用いられる公知の遺伝子工学的手法により予めヒスチジン残基を付加して、ＰＱ
Ｑ－ＧＤＨ溶液を調製した。ＰＱＱ－ＧＤＨ溶液４．４ｍｇ／ミリリットルを担持処理し
た分散液に添加し、担持処理と同様に５分間保温処理して、ＰＱＱ－ＧＤＨをＭＷＣＮＴ
表面に固定化処理した。
【００３０】
　図４は、酵素を固定化した複合素子に関する構造を模式的に示す説明図である。ＭＷＣ
ＮＴの表面に結合したＰｙｒｅｎｅ（ＮＨＳ）に対してＮＴＡ－Ｎｉ錯体が結合しており
、ＮＴＡ－Ｎｉ錯体には、ＰＱＱ－ＧＤＨに付加されたヒスチジン残基が結合している。
【００３１】
　図５は、得られた複合素子の表面を原子間顕微鏡（ＡＦＭ）で観察した撮影画像である
。撮影画像では、タンパク質とみられる丸い形状の画像が規則正しく配列されていること
が確認できる。丸い形状の画像の中心間距離（黒丸の間の距離）をＡ－Ｂ間で測定したと
ころ、約４．９ｎｍであった。ＰＱＱ－ＧＤＨのサイズが縦４ｎｍ×横４ｎｍ×高さ３ｎ
ｍであることから、ＰＱＱ－ＧＤＨとみられる画像が規則正しく配列されて単分子層を形
成していることがわかり、所定の配向性を有するように固定化処理されていることが確認
できた。
【００３２】
＜複合素子の酵素活性評価＞
　得られたＭＷＣＮＴ／ＰＱＱ－ＧＤＨ複合素子に対して、イミダゾール処理によりヒス
チジンの解離処理を行い、処理の前後で酵素活性を評価した。酵素活性評価は、５０ｍＭ
のＨＥＰＥＳ緩衝液（ｐＨ７．５）７００ミリリットルに、得られた複合素子０．０３ｍ
ｇ及び１００μＭの２，６－ジクロロインドフェノール（ＤＣＩＰ）１００マイクロリッ
トルを添加し、インキュベータ（５０℃）により３分間保温処理した後、２ＭのＤ（＋）
－Ｇｌｕｃｏｓｅを１００マイクロリットル添加して、紫外可視分光装置（アズワン株式
会社製；sefi IUV-1240）により吸光度測定（６００ｎｍ）を行った。測定結果について
分析したところ、処理の前後で比活性（ユニット／ミリリットル）が３０％に減少してい
た。こうしたことから、酵素がＨｉｓ－ｔａｇにより固定化されていることが確認された
。また、時間経過に伴う酵素活性の推移を測定したところ、１か月後に酵素活性が７０％
保持されており、酵素活性が長期間安定して保持されていることが確認された。
【００３３】
［実施例２］
　以下の３種類のＭＷＣＮＴを用いて、実施例１と同様に複合素子を作製した。
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ＭＷＣＮＴ１（外径φ＝１０ｎｍ～２０ｎｍ、長さＬ＝５μｍ～１５μｍ；東京化成工業
株式会社製）
ＭＷＣＮＴ２（外径φ＝１０ｎｍ～３０ｎｍ、長さＬ＝１μｍ～２μｍ；東京化成工業株
式会社製）
ＭＷＣＮＴ３（外径φ＝６０ｎｍ～１００ｎｍ、長さＬ＝５μｍ～１５μｍ；東京化成工
業株式会社製）
【００３４】
　ＭＷＣＮＴ１～３について、実施例１と同様に酵素活性評価を行なったところ、比活性
は、０．４０、０．６６、０．３４であった。
【００３５】
［実施例３］
　実施例１において得られた複合素子についてバイオ燃料電池に用いた場合の電気化学評
価を行った。複合素子を含む分散液をディスク電極（グラッシィカーボン製、直径１．６
ｍｍ）の表面に２０マイクロリットル滴下し、電極表面へ物理吸着することで酵素電極を
作製した。５０ｍＭのＨＥＰＥＳ緩衝溶液（ｐＨ７．５）中において、酵素電極を作用電
極とし、対極（Ｐｔ）及び参照極（Ａｇ／ＡｇＣｌ）の各電極を設置して、微分パルスボ
ルタンメトリー（ＤＰＶ）の測定法（パルス振幅；０．０５Ｖ、パルス幅；０．２５秒、
パルス期間；０．５秒、サンプル幅；０．０８３秒）に基づいて電圧を印加し、応答電流
を測定した。緩衝溶液には、基質（５ｍＭのＤ（＋）－Ｇｌｕｃｏｓｅ）を添加して測定
を行い、比較のため複合素子を付着させていない未修飾電極についても同様に測定を行っ
た。図６は、測定結果を示すグラフである。横軸に電位（Ｖ）をとり、縦軸に応答電流（
μＡ）をとっている。基質を添加した場合には、－０．２Ｖ付近において酵素触媒反応に
よる酸化電流が検出されたが、未修飾電極では酸化電流が検出されなかった。こうした測
定結果により、作成された複合素子が電極材料として機能することが確認できた。
【００３６】
［実施例４］
　実施例１において分散処理及び担持処理により得られたＭＷＣＮＴ／ＮＴＡ分散液を用
いて金からなる電極体表面への酵素の固定化処理を行った。まず、電極体表面にニッケル
メッキ処理を行った。ニッケルメッキ処理では、５０ｍＭのＮｉＳＯ4及び１００ｍＭの
ＮａＣｌを溶解したメッキ液に電極体を浸漬し、－１Ｖの電圧を３００秒間印加して電極
体表面にニッケル被膜を析出させた。
【００３７】
　ニッケル被膜が形成された電極体の表面にＭＷＣＮＴ／ＮＴＡ分散液を３０マイクロリ
ットル滴下して９０分間室温で放置した後、１ＭのＮｉＣｌを３０マイクロリットル滴下
して３０分間室温で放置した。その後洗浄処理を行い、実施例１の固定化処理で用いたＰ
ＱＱ－ＧＤＨ溶液に電極体を５分間浸漬して、ＰＱＱ－ＧＤＨをＭＷＣＮＴ表面に固定化
処理することで、ＰＱＱ－ＧＤＨを電極体表面において固定化させた。電極体表面にニッ
ケル被膜を形成することで、ＭＷＣＮＴ／ＮＴＡをニッケルを介して電極体表面に固定す
ることができるので、ＰＱＱ－ＧＤＨを電極体表面において安定して保持することが可能
となる。
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