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なお、本文中および図表中で用いた略語は以下の通りである。 

 

2-AM : 2-Aminobenzimidazole 

EDMA : Ethylene dimethacrylate 

GSH : Glutathione 

GSSG : Glutathione disulfide 

HPLC : High performance liquid chromatography 

HTM : Histamine 

LC-MS : Liquid chromatography-mass spectrometry 

MAA : Methacrylic acid 

MIP : Molecularly imprinted polymer  

MS : Mass spectrometry 

NIP : Non-imprinted polymer 

PPTF : Plasma polymerized thin film 

PYR : Pyrrole 

V-65 : 2,2’-Azobis(2,4-dimethylvaleronitrile) 

V-70 : 2,2’-Azobis(4-methoxy-2,4-dimethylvaleronitrile) 
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序論 

 

 血液検査や環境測定、研究用の一般分析に至るまであらゆる分野において化学物質の定性、

定量は重要である。その手法として高速液体クロマトグラフィーや液体クロマトグラフィー

－質量分析計（LC-MS）、ガスクロマトグラフィー－質量分析計等が汎用され、いずれも高

感度かつ特異的に分析対象物質を定量することが可能である。ところがこれらの方法は、い

くつかの欠点を有する。例えば、測定には熟練した技術が必要である他、試料の前処理や、

溶離液やカラムの選定といった測定条件の決定が必要である。さらに、これらの検査法で用

いる測定機器は高価であることから、小規模な検査機関においては検査の導入が困難で外部

機関へ委託している。そのため、検体採取から測定結果が得られるまでに時間がかかる。 

一方、目的とする分析対象物質の種類および量を測定する手段の一つとして化学センサー 

[1] がある。化学センサーは、分析対象物質を特異的に認識することにより生じた物理的変化

や化学的変化を電気信号に変換する装置である。つまり、化学センサーは、分子認識部位で

ある感応素子と、認識した情報を電気信号に変換する信号変換部より構成され、構造が単純

である。そのため、安価かつ簡便に利用でき、微小化が容易である。また、化学センサーの取

扱いには、上述の検査法と比較して熟練した技術が不要であるため、化学センサーは誰でも

簡単に利用可能で、持ち運びのできる検査機器として利用されることも多い。さらに、他の

検査法にない一番の利点は、検体から得られた情報を即座に電気信号へ変換するため、リア

ルタイムな測定が可能という点である。これらの特徴を有する化学センサーには、分析対象

物質に合わせて適切な感応素子および信号変換部が組み合わされ、様々なバリエーションが

存在する。今なお新規化学センサーの開発は盛んにおこなわれており、特に感応素子の改良・

開発に関しては努力が注がれている。またいかに感応素子を信号変換部へ効果的に組み込む

かという点に関してもセンサーの性能を決定するうえで重要である。化学センサーの信号変

換方法には、膜電位や酸化還元電流を計測する電気化学的計測、センサーに分析対象物質が

結合、解離することにより生じる質量変化や周波数変化を計測する方法、センサーの電極上

で起こる反応に伴い生じる熱量の変化を計測する温度計測などがある。具体的には、電気化

学的計測としてはポテンショメトリー [2]、質量変化計測としては表面プラズモン共鳴法を用

いたセンサー [3-5]、周波数計測としては水晶振動子マイクロバランス [6-8]、温度計測とし

てはサーミスター [9] がそれにあたる。また、広義的には分子認識部位のみがセンサーと定

義される。例えば、測定溶液に電圧や電流を印加することにより生じる電流および電圧を測

定するアンペロメトリー [10] やサイクリックボルタンメトリー [11,12] のみならず、分析対

象物質の存在により生じる化学反応に伴う光の吸収や蛍光を検出する比色定量 [13,14] およ

び蛍光検出 [15,16] などもセンサーとして扱われることもある。また、化学センサーは、感応

素子が認識する物質やその認識機構によって、イオンセンサーやガスセンサー [17,18]、バイ

オセンサーなどに分類される。化学センサーとしてまず開発されたのは、イオン選択性電極

（イオンセンサー）[19,20] である。イオン選択性電極は、分析対象とするイオンに選択的な

感応膜の内外に生じる電位差からイオン濃度を測定する手法で、高い感度と選択性を有する。

その始まりは、水素イオン濃度に応じた起電力を発生するガラス薄膜を感応膜としたガラス
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電極であり、それが発展し他のイオンを計測できる種々のイオン選択性電極が開発された。

さらにガスセンサーが開発されるようになる。これらの化学センサーの分析対象は主に無機

物質であったが、その後有機物を分析対象とする測定の需要が拡大し、バイオセンサーの開

発が進んだ。バイオセンサーは、感応素子として生体関連物質を用いており、酵素‐基質反応

を利用する酵素センサー [21,22]、抗原‐抗体反応を利用する免疫センサー [23,24] などがある。

これらの化学センサーは、環境測定や防災用ガスセンサーなどの家庭用および工業用、研究

用の一般分析、食品検査や医療用など多岐にわたり利用されている。 

 医療分野において疾病の予防や診断、治療のために、健康状態の指標となる赤血球や白血

球などの生体内成分の量や、疾病の存在や進行度を反映するバイオマーカーの濃度、服用中

の医薬品の血中濃度等を測定することは極めて重要である。現在それらを測定する手法とし

て、酵素免疫測定法や LC-MS 等と共にバイオセンサーが利用されている。臨床検査における

代表的なバイオセンサーとしては、簡易血糖測定器 [25,26] があげられる。電極に酵素、補酵

素、電子伝達物質であるメディエーターを充填しており、グルコースの存在によって生じる

電極付近の化学反応から電子が放出され、一定の電圧を印加することで流れる電流値を測定

する方法が一般的である。簡易血糖測定器は、血糖値を即座に測定でき、操作が簡単、機器

のサイズもコンパクトであることから患者自身が測定可能で、日々の血糖コントロールのた

めに汎用されている。以上のように、バイオセンサーは、酵素‐基質反応や抗原‐抗体反応など

生体内における極めて物質識別能力の高い反応を利用しているため、優れた選択性を有する。

ところが、生体関連物質を用いているがゆえ、分析対象となる物質に制限がある、長期安定

性に欠ける、用いる試料が高価である、熱や強酸および強塩基性の pH 条件に弱い、といった

欠点を有している。 

 これらの背景から、臨床分析法として新たな化学センサーの開発を試みるに至り、その感

応素子として人工抗体とも呼ばれる分子インプリントポリマー（MIP）に着目した。MIP の模

式図を Scheme 1 に示す。MIP は分析対象物質の鋳型を内部に包含した高架橋ポリマーで、一

般的に以下の手順で作製される。まず、分析対象物質である鋳型分子と、鋳型分子の官能基

と相互作用する官能基を有する機能性モノマーの複合体を形成させる。そこに架橋性モノマ

ーを加えて重合し、最後に鋳型分子を除去する。このように作製した MIP は鋳型分子の化学

構造や官能基の位置を三次元的に記憶しており、鋳型分子のみを選択的に認識し結合するこ

とができる。1990 年代に Mosbach らが本技術を確立して以降 [27,28]、その高い分子認識能

と作製の簡便さから新たな分子認識素子として注目を集めている。これまでに、低分子医薬

品 [29,30]、環境汚染物質 [31]、除草剤 [32]、ペプチド [33]、タンパク質 [34,35]、核酸 [36] 

など種々の物質を鋳型分子とした研究例や、がん細胞 [37] をターゲットとした研究例が報告

されている。MIP は酵素や抗体と異なり、単離可能な物質は全て鋳型分子として用いること

ができるため、広範囲な物質に対してテーラーメイドな作製が可能である。加えて、機械的

強度に優れ、熱や pH の変化に対して安定、結合した分析対象物質を除去することで繰り返し

利用可能、市販のモノマーを用いて合成するため安価に作製することが可能、といった利点

を有する。それゆえ、これらの利点を活かし、混合溶液から目的物質を選択的に抽出する分

離媒体として、液体クロマトグラフィー [38,39] や固相抽出 [40-43] のカラム充填剤などへ
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の応用が主に報告されている。本研究では、MIP の特異的認識能を利用し、MIP を感応素子

としたセンサーの開発を試みた。上述する MIP の特徴から、MIP を感応素子としたセンサー

は、バイオセンサーの有する改善点を克服した化学センサーとなることが期待できる。 

 

 

 

 

 

医療分野への応用に向けた将来的な展望として、新規臨床分析用センサーとして、MIP を

感応素子としたセンサーを用い、生体成分をリアルタイムにモニタリングすることを目指し

ている。患者の皮膚に常時穿刺することで、血液検査をいつでも・どこでも・誰でも簡単に

おこなえるようになる。また、これまでは採血時点の情報しか得られなかった血液検査で経

時的変化をとらえることが出来るようになると考える。それには、MIP センサーの針状超微

小化が必須である。著者の所属する研究室では以前に、白金薄膜をコーティングしたガラス

板を電極として、MIP を感応素子とした電位検出型センサーの基礎について報告している 

[44]。このセンサーは、白金薄膜表面に蒸着したプラズマ重合薄膜内部に MIP を含浸固定化

することで、不導体である MIP に導電性を付与している。鋳型分子が MIP と相互作用し結合

することで生じるセンサーの表面電位の変化を捉えるもので、わずかな電位の変化も素早く

検出することができることを報告している。MIP を用いた電位検出型センサーの他の開発例

としては、イオン選択性電極の選択性を向上させる目的で、可塑剤に分散させた MIP 粒子を

イオン選択性電極の感応膜であるポリ塩化ビニル膜に埋め込む方法が報告されている [45]。

それらと比較して、電極表面に MIP を固定化する本方法は、構造がより単純で針状超微小化

が容易である。ところが、白金は酸化還元反応を触媒するため、検出したセンサーの電位変

化が共存物質の酸化還元電位の影響を受け、センサーの目的物質との相互作用に対する純粋

Scheme 1. Molecularly imprinted polymer. 
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な応答に起因するものではない可能性があった。したがって本研究では、棒状炭素電極を用

いてプラズマ重合薄膜内部に MIP を含浸固定化する方法を用いた。MIP を感応素子とした電

位検出型センサーの基盤構築と、臨床分析への応用に向けた足掛かりとすべく、詳細な検討

をおこなった。分析対象物質としては、低分子かつ水溶性の物質に焦点をあてた。低分子物

質は分子が有する官能基が少ないため、センサーの認識する部位が限られる。それゆえ低分

子物質を分析対象とする化学センサーの作製は、認識可能な部位を複数有する高分子物質を

分析対象とする場合と比較して難しい。また、MIP は一般的に、構成される架橋性モノマー

やポロゲンなどが疎水性であるがゆえ、疎水的な環境下である有機溶媒中で合成されている。

そのため、適用できる鋳型分子の多くが疎水性物質となり、有機溶媒に溶解しにくい水溶性

物質に対する MIP の作製は疎水性物質と比較して困難である。しかし、低分子かつ水溶性の

物質を測定できれば、測定対象を広げることにつながり、MIP を感応素子としたセンサーの

応用の幅が広がる。例えば、応用例として、薬物血中濃度のリアルタイム計測が挙げられる。

治療薬物モニタリング対象医薬品の中には、分子内に有する官能基が少ない低分子医薬品も

含まれる。また、腎不全患者における服用薬物の血中濃度や血清クレアチニン値の測定は、

投与量の設計や腎機能のモニタリングに有用であり、それらへの応用も期待できる。腎不全

患者では服用薬物の血中半減期の延長など体内動態に変化が見られることから、腎機能に応

じた適切な投与設計が必要となる。腎排泄型薬物の多くは水溶性であり、MIP を感応素子と

したセンサーは、血中の薬物濃度の簡便な測定法として利用することができると期待される。

さらに、低分子かつ水溶性物質の定量法が確立できれば、低分子疎水性物質および高分子物

質を定量する分析法の開発につながると期待できる。そこで本研究では、以下に示す 2 つの

水溶性物質を鋳型分子とし、MIP を感応素子としたセンサーの作製が可能であるかを検討し

た。また、電位差測定法における電極電位は、分析対象物質の濃度の対数値に比例して直線

的に変化することがネルンストの式により定義されており、作製したセンサーの電位応答に

ついてネルンストの式を用いて評価をおこなった。第 1 章ではまず、比較的小さな分子であ

りながら複数の官能基を分子内に有するトリペプチドであるグルタチオン（GSH）を鋳型分

子として選択し、GSH 電位検出型センサーの開発をおこなった。まず、GSH を鋳型分子とし

た MIP の作製条件を検討した後、最適な条件で作製した GSH センサーの定量性および選択

性について検討した。第 2 章では、GSH と比較して官能基が少ない物質においてもセンサー

の作製が可能であるかを検討するため、分子内の官能基としてイミダゾール環とアミノ基を

1 つ有するヒスタミン（HTM）を鋳型分子として選択し、HTM 電位検出型センサーの開発を

試みた。作製条件の検討をおこなった後、HTM センサーの定量性について検討した。第 3 章

では、臨床分析への応用に向けた基礎的検討として、塩濃度や血清が HTM センサーの性能に

及ぼす影響について検討した後、HTM センサーを用いた血清中 HTM の定量分析を試みた。 

以下、各章に分けて詳述する。 
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第 1 章 グルタチオン電位検出型センサーの開発 

 

第 1 節 緒言 

 

 棒状炭素電極に感応素子として分子インプリントポリマー（MIP）をコーティングした電

位検出型センサーの応答性には、MIP の分子認識能が大きな影響を及ぼす。MIP による分

子認識は、MIP の構成成分である機能性モノマーと分析対象物質が相互作用することでお

こなわれる。したがって、機能性モノマーと相互作用する官能基を複数有する鋳型分子を

用いることで、応答性の優れたセンサーの作製が可能ではないかと考えた。そこで、分子

内にカルボキシ基 2 つ、アミド結合 2 つ、アミノ基 1 つ、チオール基 1 つを有する還元型

グルタチオン（GSH）（Scheme 2）を鋳型分子として選択し、GSH を特異的に認識するセ

ンサーの作製が可能であるか検討した。また、機能性モノマーとしては、GSH の複数の官

能基と相互作用することを期待して、分子内にカルボキシ基を有するメタクリル酸（MAA）

を選択した（Scheme 2）。 

 

 

 

 

 グリシン（Gly）、L-システイン（Cys）、L-グルタミン酸（Glu）の 3 つのアミノ酸で構成さ

れるグルタチオンは、ヒトの体内において主に肝臓で合成され、フリー体もしくはタンパ

ク質と結合して細胞内に存在し、抗酸化作用により細胞防御に関与する [46,47]。フリー体

で存在するグルタチオンのほとんどは還元型である。しかし、体内が過酸化物や活性酸素

種などの酸化ストレスに晒されると、グルタチオンは還元型から酸化型グルタチオン

（GSSG）に変換され、還元剤として過酸化物や活性酸素種を無毒化した後、グルタチオン

還元酵素の働きにより素早く GSH へと戻る。以上のメカニズムにより、GSH は健康を維持

するための重要な役割を果たす [48,49]。GSH と GSSG の存在比は、通常おおよそ 100:1 と

圧倒的に GSH が多くの割合を占めているが、過剰な酸化ストレスにより 10:1 から 1:1 ほど

の割合まで GSSG の存在量が増加する。それに伴う GSH 濃度の低下は、老化やがん、しわ

やシミ、糖尿病や脂質異常症および動脈硬化症などの生活習慣病、アルツハイマー型認知

症やパーキンソン病などの神経学的障害、リウマチ、AIDS などの疾患の病因と関連がある

Scheme 2. Chemical structures of glutathione and methacrylic acid. 

HOOC N
H

H
N
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と考えられている [50]。またグルタチオンは、種々の酵素やホルモン、アミノ酸の細胞内

代謝に必須であり、細胞増殖に重要な役割を果たす。がん細胞中にはグルタチオンが高濃

度に存在しており、がん細胞はグルタチオンの異物解毒作用を利用して抗がん剤耐性を獲

得し、細胞増殖をおこなっていることが報告されている [51,52]。以上のことより、グルタ

チオンの細胞内および血中濃度の測定は、身体の健康状態やあらゆる病態の把握につなが

り、その意義は大きい。 

 グルタチオンの定量方法としては一般的に、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）や質

量分析計（MS）を用いた方法、蛍光光度法 [53,54]、キャピラリー電気泳動 [55] が知られ

る。HPLC や LC/MS では、5,5’-dithio-(bis-2-nitrobenzoic) acid (Ellman’s reagent) [56,57]や N-

ethylmaleimide [58,59]、2,3-naphtalenedialdehyde [60] などによりプレカラム誘導体化もしく

はポストカラム誘導体化 [61] し紫外吸光光度法や蛍光光度法により検出する。また他のユ

ニークな GSH 測定法として、Xu らは、GSH を検出する蛍光 turn-on“分子ビーコン”プロ

ーブの開発について報告している。GSH が、自己ハイブリダイゼーションしているビーコ

ン DNA 鎖中のチミン-チミン（T―T）ミスマッチ結合と競合的に Hg2+イオンに結合するこ

とを利用した方法である。つまり、GSH が選択的に Hg2+イオンと結合することで DNA 鎖

の T―Hg2+―T 複合体が解離し、その結果 DNA 鎖の両端に結合させた蛍光物質とクエンチ

ャーに距離が生じるため、蛍光が“on”になるという仕組みである [62]。また Zhang らは、

Mn2+の存在によりシグナル強度が大きく減弱する新規 Ru(bpy)2(cpaphen)2+/TPrA/TiO2 電気

化学発光（ECL）システムを構築し、GSH の還元作用により MnO2が Mn2+に変換されるこ

とで生じる ECL 強度の変化から GSH 濃度を定量する方法を報告している [63]。これらの

方法は高感度に GSH の定量が可能であるが、高価で大型な機器や熟練した技術が必要、誘

導体化などの試料の前処理が必要、実験手順が複雑で時間を要する。加えて、最も重要な

欠点は、GSH そのものを直接定量できるわけではないということである。一方、MIP を感

応素子とした電位検出型センサーにより GSH を定量できれば、リアルタイムに GSH を直

接定量可能となる。 

 そこで本章では、GSH を特異的に認識可能な GSH センサーの開発を目指した。まず GSH

センサーの作製条件の検討をおこなった。第 1 項では、GSH センサーを構成する MIP を作

製するために用いる重合開始剤について、適切な重合開始剤の選択をおこなった。第 2 項

では、MIP の機能性モノマーとして用いる MAA の配合量を種々に変化させ作製した GSH

センサーの応答性の違いを検討し、適切な MAA の配合比を決定した。続いて第 3 項およ

び第 4 項では、最適条件下で作製した GSH センサーの定量性および選択性について検討を

おこなった。以下、各項に分けて詳述する。 
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第 2 節 実験材料および方法 

 

第 1 項 実験材料 

 炭素棒は Strem Chemicals 株式会社製（マサチューセッツ州、アメリカ合衆国）、Gly は

東京化成工業株式会社製（東京）、Glu およびトルエンはナカライテスク株式会社製（京

都）、エチルベンゼンは関東化学株式会社製（東京）を使用し、その他の試薬は富士フィ

ルム和光純薬株式会社製（大阪）を使用した。なお、エチレングリコールジメタクリラー

ト（EDMA）は、含有する重合阻止剤であるヒドロキノンを 5％水酸化ナトリウム水溶液

により除去した後使用した。 

 

第 2 項 実験装置 

 電位差測定に用いる電位差計には pH メーター F-52（株式会社堀場製作所製（京都））

を用いた。 

 

第 3 項 GSH センサーの作製 

 直径 3 mm、長さ 50 mm の炭素棒を、表面に付着した有機物を取り除くため表面が輝

くまで紙やすりで十分に研磨し、新しい表面を露出させた。研磨後、蒸留水に浸漬しなが

ら 5 分間の超音波処理を 5 回おこない、炭素棒表面に付着する削り片を取り除いた。浸

漬する蒸留水は超音波処理ごとに入れ替えをおこなった。この炭素棒表面に、プラズマ

重合装置を用いてエチルベンゼンをモノマーとしたプラズマ重合薄膜（Plasma 

polymerized thin film; PPTF）を形成した。次に第 1 膨潤として、重合開始剤、界面活性剤

であるドデシル硫酸ナトリウム 0.16 g（0.55 mmol）、可塑剤であるフタル酸ジブチル 3.8 

mL（14.3 mmol）を蒸留水 40 mL 中に分散させ、この懸濁液中に PPTF コーティング炭素

棒を浸漬し、24 時間室温で撹拌することで重合開始剤を PPTF 内に浸潤させた。重合開

始剤としては、2,2’-アゾビス（2,4-ジメチルバレロニトリル）（V-65）もしくは 2,2’-アゾ

ビス（4-メトキシ 2,4-ジメチルバレロニトリル）（V-70）を用いて、V-65 の場合は 0.34 g

（1.37 mmol）、V-70 の場合は 0.42 g（1.37 mmol）秤量し、混合した。さらに第 2 膨潤と

して、鋳型分子である 2 mmol の GSH、機能性モノマーである MAA を種々の量、架橋性

モノマーである 25 mmol の EDMA、多孔性溶媒であるトルエン 5 mL を部分けん化型ポ

リビニルアルコール 1000 水溶液（10.67 g/500 mL）45 mL 中に分散させ、この懸濁液中に

第 1 膨潤後の炭素棒を浸漬し 24 時間室温で撹拌することで、MIP を構成する各成分を

PPTF 内部へ浸潤させた。ヘリウムガスで脱気後、12 時間加熱することで重合をおこなっ

た。重合温度は用いる重合開始剤によって変化させ、V-65 を用いた場合は 70-75℃、V-70

を用いた場合は、50-55℃とした。最後に、炭素棒を蒸留水に浸漬し、炭素棒表面に形成

された MIP 内部から GSH を除去し、GSH センサーとした。作製した GSH センサーは、

測定時を除き蒸留水中に浸漬し保管した。また、GSH を加えずに同様の方法で作製した

センサーを non-imprinted polymer（NIP）センサーとし、比較として用いた。 
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第 4 項 GSH センサーの電位差測定 

 センサーの性能評価は、分析対象物質がセンサーに結合した際の表面電位の変化を計

測する電位差測定法によりおこなった。GSH センサーまたは NIP センサーと参照電極を

100 mL の蒸留水に浸漬し、参照電極と各センサー間の電位の差を電位差計により検出し

た。参照電極には、銀-塩化銀電極を用いた。電位が安定した時点で測定を開始し、測定

開始後 1 分において種々の濃度の試料 1 mL を添加した時、それにより生じる電位の変化

を測定開始後 25 分間記録した。本測定系の電池式は、Ag/AgCl, KCl (3.33 mol/L) || 試料

溶液 | MIP membrane | 炭素である。全ての測定は室温でおこなった。 
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第 3 節 実験結果 

 

第 1 項 重合開始剤の検討 

 本センサーの性能を決定する大きな因子は感応素子である MIP の性能であり、分子認

識部位を適度に保持する MIP の形成には、重合の過程が重要な役割を果たす。MIP は、

重合開始剤の働きにより複数の架橋性モノマーおよび機能性モノマーが重合し得られる。

すなわち、重合開始剤が熱や光により分解され活性種を生じ、この活性種が架橋性モノ

マーや機能性モノマーに反応して成長ラジカルを生成する。これが開始反応であり、続

けて成長ラジカルが新たな架橋性モノマーや機能性モノマーへの付加を連鎖的に繰り返

す成長反応が進行することで、MIP が合成される。この反応において、重合開始剤の分

解が遅いと開始反応が律速となり重合が進行しない。一方、重合開始剤の分解速度が成

長反応速度を上回れば、成長ラジカル同士の再結合や不均化などの停止反応が盛んにな

り、重合度の高い MIP を得ることが難しい。したがって、効率的に重合度の高い長鎖の

MIP を合成するためには、開始反応と成長反応の反応速度のバランスが重要である。重

合開始剤は、種類によりその分解速度が異なっており、重合過程における反応速度を決

定することから、適切な重合開始剤を選択する必要がある。 

 そこで本項では、V-65 および V-70 の 2 種類のアゾ重合開始剤についてどちらが適切で

あるかを、各重合開始剤を用いて作製したセンサーの応答性より検討をおこなった。2 種

類の重合開始剤の特徴は下記の通りである。重合開始剤には、その分解速度の指標とし

て、10 時間で 50％が分解する温度である 10 時間半減期温度がある。V-65 の 10 時間半減

期温度は 51℃、V-70 は 30℃である。V-65 を用いる場合、室温ではほぼ重合することが

なく取り扱いが容易である。ところが、高温による重合のためGSHの分解が危惧される。

一方、V-70 を用いる場合、低温で重合可能であるため GSH が分解される可能性は低い。

しかし、室温でも重合が開始されるため作製手技を素早くおこなうなど取り扱いに注意

を要する。 

 各重合開始剤を用いて作製した GSH センサーを 100 mL の蒸留水中に浸漬し、1×10-2 

mol L-1の GSH 水溶液 1 mL を添加した際の電位変化を測定した。GSH センサーを作製す

る際の GSH と MAA の配合量は 2 および 16 mmol とした。その結果を Figure 1(a) に示

す。横軸に時間、縦軸に測定開始からの電位の変化をプロットしたものである。いずれの

GSH センサーも GSH 添加直後に電位がプラス側に変化した。V-70 を用いた GSH センサ

ーの電位変化量が約 5 mV であるのに対して、V-65 を用いた GSH センサーが約 20 mV と

差が見られた。V-65 を用いることでより良好な応答性を有する GSH センサーが得られ

たため、以降の GSH センサーの作製においては、重合開始剤として V-65 を用いること

とした。 
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第 2 項 GSH と MAA の配合比の検討 

 MIP における特異的な分子認識は、MIP を構成し鋳型分子と相互作用する機能性モノ

マーがその一端を担っている。そこで、機能性モノマーとして用いる MAA の配合量を

種々に変化させ作製した GSH センサーについて、一定濃度の GSH に対する応答性を比

較することで、最適な GSH と MAA の配合比の検討をおこなった。 

GSH が 2 mmol に対して、MAA を 4, 8, 16, 32, 64 mmol 配合した 5 種類の GSH センサ

ーを作製した。作製したセンサーを 100 mL の蒸留水中に浸漬し、1×10-2 mol L-1 の GSH

水溶液 1 mL を添加した際の電位変化の様子が Figure 2(a) である。各配合比の GSH セン

サーを 3 本ずつ作製し測定をおこない、そのうち平均的な電位応答曲線を示した代表的

な 1 本のデータを掲載している。いずれの GSH センサーも GSH 添加直後に電位が変化

したが、電位変化量および変化の様子は MAA の配合量により異なっていた。すなわち、

GSH:MAA が 2:8 (B)、2:16 (C)、2:32 (D) のモル比で作製した GSH センサーは、GSH 添

加直後に電位が変化し、25 分までおおよそ安定した電位を示した。Figure 2(a) には GSH

を加えずに 0:32 (F) のモル比で作製した NIP センサーの電位応答曲線も併せて示してい

るが、NIP センサーは GSH の添加による電位上昇の後、緩やかに電位が低下した。以上

のように、2:32 の GSH センサーと 0:32 の NIP センサーの電位変化の様子は大きく異な

っていた。一方、2:4 (A) および 2:64 (E) のモル比で作製した GSH センサーの電位応答

Figure 1. (a) Potential response curves of two glutathione (GSH) sensors composed using different 

polymerization initiators. After baseline measurement for 1 min, GSH aqueous solution (1 mL, 1102 

mol L1) was added to distilled water (100 mL). (Anal. Sci. 2019, 35, 1111-1115., Fig. 2 より一部改変) 

(b) Two GSH sensors composed using V-65 (left) and V-70 (right) for polymerization initiators.  
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曲線は、NIP センサーの電位応答曲線と類似していた。また、各モル比で作製した GSH

センサーの 25 分における電位変化を Figure 2(b) に示す。3 本の平均により算出した本結

果から、2:32 のモル比で作製した GSH センサーが再現性良く最も大きな電位変化を示す

ことが明らかとなった。しかし、それよりも MAA が少ないあるいは多い配合比では GSH

センサーの電位変化量は減少した。以上の結果より、GSH が 2 mmol、MAA が 32 mmol

の配合量で作製した GSH センサーが良好な応答性を有し最適であることが示された。 

 

 

 

 

 

第 3 項 GSH センサーの定量性の検討 

 GSH が 2 mmol、MAA が 32 mmol の配合量で作製した GSH センサーの定量性を検討

するため、作製したセンサーを 100 mL の蒸留水中に浸漬し、濃度が 1×10-6 mol L-1 から

5×10-4 mol L-1となるように、GSH 水溶液 1 mL を添加した際の電位変化を測定した。Figure 

3(a) には、測定をおこなった 3 本の GSH センサーのうち、平均的な電位応答曲線を示し

た代表的な 1 本のデータを掲載している。GSH 濃度が 1×10-5 mol L-1 以上の濃度におい

て、GSH 水溶液添加直後に電位が変化し、25 分までやや安定した電位を示した。さらに、

5×10-4 mol L-1 の濃度を除いて、電位変化量は GSH 濃度の上昇と共に増大した。また、

Figure 2. (a) Potential response curves of glutathione (GSH) sensors and non-imprinted polymer sensor as 

a function of methacrylic acid (MAA). After baseline measurement for 1 min, GSH aqueous solution (1 

mL, 1102 mol L1) was added to distilled water (100 mL). GSH:MAA ratios are (A) 2:4, (B) 2:8, (C) 

2:16, (D) 2:32, (E) 2:64, and (F) 0:32. (b) Potential changes of each GSH sensor at 25 min from the start 

of measurement (n =3). The ratio on the x-axis represents GSH:MAA content for the polymerization.  

(Anal. Sci. 2019, 35, 1111-1115., Fig. 3 より一部改変) 
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Figure 3(b) には、各 GSH 濃度における電位変化量をプロットした。明確な応答が見られ

た 1×10-5 mol L-1から 5×10-4 mol L-1の濃度における測定での 5 分、10 分、15 分、20 分、

25 分での電位変化量について、F 検定をおこなったところ有意な差が見られず、かつ各

時間における電位変化量のばらつきは 25 分が最も小さかった（Table 1）ことから、25 分

における値を用いて検討をおこなった。その結果、1×10-5 mol L-1から 2×10-4 mol L-1の GSH

濃度範囲において、GSH 濃度と電位変化量の間で直線性が観測され、電位変化量と GSH

濃度との間の回帰直線式は、y=31.7x+167.2 であった（r = 0.88）。これは、GSH センサー

が MIP の鋳型に結合した GSH の量を電位変化量として反映していることを示し、この

濃度範囲において GSH センサーが定量性を有していることが示された。 

 

 

 

 

  

Figure 3. (a) Potential response curves of a glutathione (GSH) sensor with a GSH:methacrylic acid ratio of 

2:32 after the addition of GSH aqueous solutions of varying concentration. After baseline measurement 

for 1 min, GSH aqueous solution (1 mL) was added to distilled water (100 mL). The final GSH 

concentrations were (A) 1×10-6, (B) 1×10-5, (C) 5×10-5, (D) 1×10-4, (E) 2×10-4, and (F) 5×10-4 mol L-1. (b) 

Calibration curve for the GSH sensor as a function of varying the GSH concentrations. Potential changes 

were determined at 25 min for each GSH concentration (n = 3). 

(Anal. Sci. 2019, 35, 1111-1115., Fig. 4 より一部改変) 
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第 4 項 GSH センサーの選択性の検討 

 GSH が 2 mmol、MAA が 32 mmol の配合量で作製した GSH センサーの選択性を検討

した。GSH を構成する 3 つのアミノ酸、すなわち Gly、Cys、Glu に対する GSH センサー

の電位変化を測定し、GSH に対する応答性と比較をおこなった。各物質の構造式を

Scheme 3 に示す。 

 

 

GSH センサーを 100 mL の蒸留水中に浸漬し、各物質の水溶液 1 mL を添加後の濃度が

1×10-4 mol L-1となるように添加した際の電位変化を測定した。25 分における電位変化量

を Table 2 に示す。GSH センサーは Gly および Cys に対してほぼ応答しなかったが、Glu

に対して GSH とほぼ同程度応答し、現段階において、GSH センサーのみで GSH と Glu

を分別することは困難であった。Table 2 には、GSH を混合せずに作製した NIP センサー

の各物質に対する電位変化を測定した結果も示している。NIP センサーに GSH を添加し

た際の電位変化は、GSH センサーに GSH を添加した際と比較して著しく減少した。一

方、他の 3 種類に対する NIP センサーの電位変化の挙動はそれぞれ異なっていた。つま

り、Gly に対してはほぼ応答せず、Cys に対しては負に大きな電位変化を示し、Glu に対

しては GSH センサーと比較してわずかに電位変化量が減少した。 

GSH センサーに対する電位変化量を NIP センサーに対する電位変化量で除した値

（GSH センサー/NIP センサー比）は、GSH センサーがどの程度 MIP の鋳型により各物

Scheme 3. Chemical structures of glycine, L-cysteine, and L-glutamic acid. 

a. Each data represents the mean ± standard deviation (n=3). 

Glycine（Gly） L-Cysteine（Cys） L-Glutamic acid（Glu）

Table 1. Potential changes and correlation coefficients in each measurement time 

 

GSH concentration

(mol L-1)

1×10-5 5.8 ± 6.8 7.4 ± 8.4 8.3 ± 9.3 8.8 ± 9.9 9.5 ± 10.6

5×10-5 25.4 ± 1.2 27.6 ± 2.8 28.3 ± 3.4 28.4 ± 3.9 28.3 ± 4.4

1×10-4 38.1 ± 10.9 40.4 ± 11.1 41.2 ± 10.5 41.3 ± 9.6 41.1 ± 9.1

2×10
-4 50.6 ± 13.9 51.9 ± 14.5 51.7 ± 14.0 51.3 ± 13.5 50.5 ± 12.7

5×10
-4 49.4 ± 21.2 49.2 ± 18.5 47.7 ± 15.1 46.2 ± 11.7 44.1 ± 8.4

r

r : correlation coefficient

Potential change (mV)a

5 min 25 min20 min15 min10 min

0.83 0.81 0.80 0.79 0.88
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質を認識しているかを判断する指標となる。得られた電位変化から GSH センサー/NIP セ

ンサー比を算出した結果（Table 2）、GSH の GSH センサー/NIP センサー比は 8.2 であり、

他の物質と比較して極めて大きな値となった。このことから、本 GSH センサーが GSH

を MIP の鋳型により認識していることが示された。 

 

 

 

 

  

Table 2. Selectivity and specificity of the glutathione sensors (Anal. Sci. 2019, 35, 1111-1115., Table 1 よ

り一部改変) 

a. Each data represents the mean ± standard deviation of three determinations (n=3). Final concentration 

of each substance was 1×10-4 mol L-1. GSH: glutathione, Gly: glycine, Cys: L-cysteine, Glu: L-glutamic 

acid. 

 Potential change (mV)a GSH sensor

NIP sensor
 

 GSH sensor NIP sensor 

GSH 41.1 ± 9.1 5.0 ± 13.8 8.2 

Gly 2.5 ± 1.9 1.1 ± 3.4 2.2 

Cys -2.4 ± 9.8 -101.3 ± 68.3 0.0 

Glu 37.0 ± 7.3 21.1 ± 9.7 1.8 
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第 4 節 考察 

 GSH を特異的に認識するセンサーの作製が可能であるかを検討するため、種々の検討を

おこなった。 

まず、2 種類のアゾ重合開始剤を用いた GSH センサーを作製し、それぞれの応答性を比

較した。その結果、V-65 を用いて作製した GSH センサーの GSH に対する電位変化量は、

V-70 を用いた GSH センサーより大きかった。このことより、V-65 は、高温による重合で

も GSH の分解や、GSH と MAA の相互作用を阻害することなく、効率よく重合を進行させ

たと考えられた。これは、Figure 1(b) に示す通り、V-65 を用いた GSH センサーは、視覚的

にもより強固に MIP を炭素棒に固定化できていることからも確認できる。一方、V-70 では

重合が不十分で GSH の鋳型が形成できていなかったと考えられた。 

 次に、GSH センサー作製段階における GSH および MAA の配合比について検討した。

GSH:MAA=2:8、2:16、2:32 のモル比で作製した GSH センサーの電位変化の様子は安定して

いたことから、これらの GSH センサーは、素早く強い結合力で GSH を認識していると考

えられた。一方、0:32 のモル比で作製した NIP センサーの電位変化は安定しておらず、GSH

が NIP 表面に存在する MAA のカルボキシ基に非特異的に結合した後、再び緩やかに測定

溶液中へと遊離していった結果であると推測された。また、2:4 および 2:64 のモル比では、

NIP センサーと類似した電位応答曲線を示しており、これらのモル比では MAA が機能性

モノマーとして十分機能していないと考えられた。Nakamura らは、本研究と同様に鋳型分

子として GSH、機能性モノマーとして MAA を用いた MIP の GSH に対する親和性につい

て報告している [38]。スキャッチャード解析により、MIP および NIP の結合部位の解離定

数と鋳型分子に対する最大結合部位数を算出しており、解離定数はそれぞれ 1.81 μmol/L お

よび 3.65 μmol/L、最大結合部位数はそれぞれ 212 μmol/g および 190 μmol/g であった。MIP

が NIP と比較して小さな解離定数と高い最大結合部位数を示し、MIP が鋳型分子に対する

高い結合親和性を有することを明らかにしている [38]。また Kamel らは、本研究と同様に

機能性モノマーとして MAA、架橋性モノマーとして EDMA を用いた MIP を作製し、MIP

の粒径から、MIP 内の鋳型の存在について報告している [45]。走査型電子顕微鏡を用いた

MIP 粒子および NIP 粒子の表面形態の観察から、MIP 粒子および NIP 粒子の形はいずれも

均一な球形で、その直径はそれぞれ 1.32-2.11 μm および 0.69-0.85 μm と、MIP 粒子がやや

大きいことを報告している。その粒径の違いは MIP 粒子に鋳型が存在するためであると結

論付けている。本研究においてもこれらの報告と同様の機能性モノマーおよび架橋性モノ

マーを用いて MIP の調製をおこなっており、NIP と比較して MIP 内部に GSH に対する高

い親和性を有する鋳型が形成されることで、GSH センサーが GSH を特異的に認識したと

考えられる。 

さらに、各 GSH センサーの電位変化量は、MAA 量に依存してそれぞれ異なっていた。

これは、MAA が少ない場合、MIP 作製段階において MAA と相互作用できる GSH が少な

く、分子認識部位が適切に形成できなかったと考えられた。また、MAA の増加により、GSH

と MAA の複合体の量も増加し、MIP の構成部位である疎水性のプラズマ重合薄膜中に移

行する複合体の量も増加するため、鋳型がより多く形成され、MIP の GSH への認識能が向
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上する傾向にあると考えられる。一方で、過剰の MAA の存在により、鋳型が MIP 内部に

埋もれ、MIP の GSH に対する特異的認識を阻害すると考えられた。以上より、MIP 作製段

階における GSH と MAA の配合比は、センサーの応答性に大きく影響を及ぼし、機能性モ

ノマー量は多すぎても少なすぎてもいけない最適量が存在することが明らかとなった。

MIP における機能性モノマーの配合量に関しては、これまでにも同様の見解が述べられて

いる [64-66]。 

続いて、GSH センサーの定量性について検討した結果、1×10-5 mol L-1から 2×10-4 mol L-1

の GSH 濃度範囲における電位変化量と GSH 濃度との間の回帰直線式の傾きは 31.7 であっ

た。電位差測定法における電極の電位 E を表す式にネルンストの式（1）がある。 
 

𝐸 = 𝐸 +
𝑅𝑇

𝑛𝐹
𝑙𝑛

𝐶ை௫

𝐶ோௗ

(1) 

E0: 標準電極電位（mV）、R: 気体定数（8.314 J mol-1K-1） 

T: 絶対温度（K）、n: 移動電荷数、F: ファラデー定数（96485 C mol-1）、 

CRed: 還元剤の濃度（mol L-1）で通常 1 mol L-1、 

COx: 酸化剤の濃度（mol L-1） 

 

これに定数項を代入し常用対数に変換すると式（2）が得られる。 
 

𝐸 = 𝐸 +
59.2

𝑛
log[ion concentration] (2) 

 
つまりネルンストの式は、電極の電位は溶液のイオン濃度の対数値に対して直線的に変化

し、その傾きは 59.2/n となることを意味する。GSH センサーの測定により得られた回帰直

線式の傾きから、ネルンストの式を用いて n を算出すると、n は約 2 と算出される。GSH

の等電点は 5.9 [67]であり、測定溶媒である蒸留水中（pH 5.5）において、アミノ基がプロ

トン化、ひとつのカルボキシ基が脱プロトン化した状態で存在していると考えられる。し

たがって、GSH センサーの GSH の認識による電位応答は、GSH が 2 個のイオンを有する

ことにより生じた結果であると考えられる。 

これまでに報告されている GSH の定量法のいくつかを Table 3 に示す。これらの手法は、

優れた定量範囲や検出限界を達成している。それらと比較して本研究で示した方法は、感

度が及ばず定量域も狭い。しかし、生体内におけるGSH 濃度が細胞内において 5-15 mmol L-1 

[68]、血液中において数百～数千 μmol L-1、血漿中において数 μmol L-1 [48,69]であることか

ら、本センサーが有する定量性は、生体内 GSH 濃度の定量を目標とすると良好な感度であ

ると考えられる。今回の検討では、GSH に対する MAA の配合量のみ変化させることで、

良好な応答性を示す配合比を選択し、定量性を評価した。一方、架橋性モノマーである

EDMA の配合量や、第 2 膨潤での懸濁液における GSH、MAA、EDMA の濃度を変化させ

ることで、センサー表面上の MIP 量、しいては鋳型の数を変化させることができ、感度の

向上につながることも期待できる。 
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最後に、GSH センサーの選択性について検討した。GSH センサーは、GSH と Glu に対し

て同程度の電位変化量を示したが、GSH センサー/NIP センサー比は、GSH に対して極めて

大きな値となった。ここで、GSH および Glu に対する GSH センサーの特異的および非特異

的な認識について考察する。GSH センサーは GSH および Glu に対してほぼ同等の応答を

示したことから、両物質が共通して有する 2 個のカルボキシ基が重要な役割を果たしてい

ることが示唆された。機能性モノマーの MAA も分子内にカルボキシ基を有していること

から、これらのカルボキシ基同士が水素結合していると考えられた。一方、NIP センサーに

対する応答の違いから GSH と Glu は認識機構が異なると考えることができる。ここで、

GSH、Gly、Cys および Glu の等電点はそれぞれ、5.9 [67]、6.0、5.1 および 3.2 である。し

たがって、測定溶媒である蒸留水中（pH 5.5）において、GSH、Gly、Cys は双性イオンとし

て電荷はほぼ 0 で存在し、Glu は陰イオンとなり負電荷をもった状態で存在することにな

る。つまり、GSH と Glu が有するカルボキシ基は蒸留水中において異なる状態であり、GSH

の 2 個のカルボキシ基は 1 個が分子型（-COOH）、1 個が脱プロトン型（-COO-）で存在す

るのに対し、Glu のカルボキシ基は 2 個とも脱プロトン型（-COO-）で存在する。以上のこ

とから、GSH センサーは分子型と脱プロトン型の 2 個のカルボキシ基を認識しており、そ

の中で脱プロトン型のカルボキシ基との相互作用は非特異的な認識に大きく関与している

ことが示唆された。これは 1 個の脱プロトン型カルボキシ基を有する Gly および Cys が

GSH センサーに対してわずかに応答していること、GSH が NIP センサーにわずかに応答し

ていることからも裏付けられる。また、2 個の脱プロトン型カルボキシ基を有する Glu はよ

り非特異的結合が増加し大きな電位変化を示したと考えられる。 

  

Table 3. Literature value of previously reported methods for the determination of glutathione 

*ND: not detected. 

Detection method Linear range Limit of detection Ref. NO. 

Fluorescence 
3.3 × 10-9-1.0 × 10-7 mol L-1 

2.9 × 10-7-1.0 × 10-4 mol L-1 
1.3 nmol L-1 54 

Fluorescence 5 × 10-9-2 × 10-7 mol L-1 4.4 × 10-9 mol L-1 62 

Capillary electrophoresis 5.00 × 10-6-1.00 × 10-4 mol L-1 2.3 × 10-6 mol L-1 55 

LC MS/MS 0.02-8.1 µmol L-1 ND* 56 

LC MS/MS 25-500 µmol L-1 0.4 µmol L-1 58 

LC fluorescence 0.25-5.0 µmol L-1 19 nmol L-1 61 

Electrochemiluminescence 5-215 µmol L-1 0.33 µmol L-1 63 
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第 5 節 小括 

 

 分析対象物質をリアルタイムかつ簡便に検出可能な方法として、MIP を感応素子とした

電位検出型センサーの開発を目指した。本章においては生体内で抗酸化作用により生体恒

常性の維持に関与する GSH を分析対象物質として選択し、GSH を特異的に認識するセン

サーの作製が可能であるかについて検討をおこなった。MIP による分子認識は、MIP 中に

重合された機能性モノマーが、自身の官能基と分析対象物質の官能基との間で相互作用す

ることにより成り立っている。GSH は分子内にカルボキシ基やアミノ基を含む複数の官能

基を有していることから、機能性モノマーと容易に相互作用するのではないかということ

を期待し選択した。まず、2 mmol の GSH に対して、機能性モノマーである MAA の量を

種々変化させ作製した各 GSH センサーの GSH に対する応答性を比較した。その結果、

GSH:MAA=2:32 のモル比において、GSH センサーは最大の電位変化量を示した。しかし、

それよりも MAA が少ないあるいは多い配合比では、電位変化量が小さいもしくは、GSH

添加後の電位が安定せず鋳型形成が十分できていないといった結果が得られた。以上のよ

うに、MIP の作製段階における GSH と MAA の配合比は、GSH センサーの応答性に大きく

影響を及ぼし、多すぎても少なすぎてもいけない最適な配合比が存在することが明らかと

なった。また GSH:MAA=2:32 のモル比で作製した GSH センサーの電位変化量は、GSH を

加えずに作製した NIP センサーの電位変化量と比較すると 8.2 倍であり、本センサーが鋳

型により GSH を特異的に認識していることが示された。さらに、定量性について評価した

結果、1×10-5 mol L-1から 2×10-4 mol L-1の GSH 濃度範囲において、GSH 濃度と電位変化量

の間に直線性が観測された（r = 0.88）。以上より、MIP を感応素子として用いることによ

り、GSH を特異的に認識するセンサーの作製が可能であることが示された。また、センサ

ーにおける MIP 作製条件は、センサーの性能に大きく影響を及ぼすことが明らかとなった。 
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第 2 章 ヒスタミン電位検出型センサーの開発および電位応答機構の解明 

 

第 1 節 緒言 

 

 第 1 章において、棒状炭素電極を用いて分子インプリントポリマー（MIP）を感応素子と

した電位検出型センサーの開発を目指した基盤研究として、分子内に複数の官能基を有す

る還元型グルタチオン（GSH）を分析対象物質とした GSH センサーの開発を試みた。その

結果、GSH センサーは機能性モノマーであるメタクリル酸（MAA）が GSH を特異的に認

識し、1×10-5 mol L-1から 2×10-4 mol L-1の GSH 濃度範囲において定量性を有することが示さ

れた。本センサーの感応素子である MIP は、広範囲な物質に対してテーラーメイドに作製

が可能であることが利点である。そこで MIP を感応素子として用いた電位検出型センサー

の測定可能な物質の適用範囲を広げるため、さらなる検討をおこなった。本章では、GSH

よりも官能基が少なく、イミダゾール環と 1 つのアミノ基を有するヒスタミン（HTM）

（Scheme 4）を分析対象物質として選択し、HTM 電位検出型センサー（HTM センサー）の

開発を試みた。機能性モノマーとしては、HTM と水素結合することを狙い、カルボキシ基

を有する MAA を用いた。 

 

 

 

 

 現在 HTM の定量法として、高速液体クロマトグラフ－蛍光検出 [70] や液体クロマトグ

ラフ－質量分析計 [71-73]、ガスクロマトグラフ－質量分析計 [74]、イオンクロマトグラフ

ィー [75] などのクロマトグラフィー法やキャピラリー電気泳動 [76]、薄層クロマトグラ

フィー [77]、ラジオイムノアッセイ [78] 等が知られる。これらの方法は高価で大型な機器

および高度な技術が必要で、測定に時間がかかる他、多くの場合に誘導体化を必要とする。

一方で、MIP を用いた電位検出型センサーは HTM をより簡便で安価にリアルタイム測定

するための新たな手段となり、食品中や生体内の HTM の定量が容易になると期待できる。 

 本研究ではまず、より応答性の優れた HTM センサーとするため、HTM センサーの作製

条件の検討をおこなった。始めに、不導体の MIP による分子認識を電気信号として検出す

る目的で炭素棒表面にコーティングするプラズマ重合薄膜（Plasma polymerized thin film; 

PPTF）に関して、PPTF の形成に用いるモノマーおよび重合時間の検討をおこなった。次

に、第 1 章の検討において、鋳型分子と機能性モノマーの配合比がセンサーの応答性に影

響を及ぼすことが明らかとなったことから、HTM と MAA の最適な配合比の決定をおこな

った。種々の配合比で MIP 粒子を作製し、各 MIP 粒子に対する HTM の結合量を紫外吸光

Scheme 4. Chemical structure of histamine. 
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光度法により測定した。最後に、以上の検討により得られた最適な条件で作製した HTM セ

ンサーの鋳型分子濃度と電位変化量の関係から、電位応答機構の解明を試みた。以下、各

項に分けて詳述する。 
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第 2 節 実験材料および方法 

 

第 1 項 実験材料 

 HTM 二塩酸塩およびプロパルギルアルコールは東京化成工業株式会社製（東京）、炭

素棒は Strem Chemicals 株式会社製（マサチューセッツ州、アメリカ合衆国）、トルエンは

ナカライテスク株式会社製（京都）、エチルベンゼンは関東化学株式会社製（東京）を使

用し、その他の試薬は富士フィルム和光純薬株式会社製（大阪）を使用した。なお、エチ

レングリコールジメタクリラート（EDMA）は、含有する重合阻止剤であるヒドロキノン

を 5％水酸化ナトリウム水溶液により除去した後使用した。 

 

第 2 項 実験装置 

 電位差測定に用いる電位差計には pH メーター F-52（株式会社堀場製作所製（京都））

を用いた。紫外吸収スペクトル測定には MultiSpec-1500（株式会社島津製作所製（京都））

を用いた。 

 

第 3 項 HTM センサーの作製 

 基本的に第 1 章 第 2 節 第 3 項に示す GSH センサーの作製方法と同様の方法により作

製した。但し、HTM センサーの作製には PPTF を形成させるためのモノマーとして、エ

チルベンゼンもしくはプロパルギルアルコールを用いた。また、鋳型分子として HTM 二

塩酸塩、機能性モノマーとして MAA をそれぞれ 2 mmol、20 mmol の量で配合し、重合

開始剤として 2,2’-アゾビス（2,4-ジメチルバレロニトリル）（V-65）を用いて 70-75℃で加

熱重合をおこなった。炭素棒表面に重合されたポリマーからの HTM の除去は、炭素棒を

メタノールに浸漬することでおこない、メタノールの紫外吸収スペクトルを測定したと

き 210 nm における HTM のピークが観測されなくなるまで繰り返した。また、HTM を加

えずに同様の方法で作製したセンサーを non-imprinted polymer（NIP）センサーとした。 

 

第 4 項 紫外吸収スペクトルの測定 

 紫外吸収スペクトルの測定条件は、波長間隔: 0.5 nm、波長走査範囲: 200-300 nm、スキ

ャン回数 1 回とした。測定セルは、光路長 1.0 cm の石英セルを使用した。 

 

第 5 項 HTM センサーの電位差測定 

 第 1 章 第 2 節 第 4 項に示す GSH センサーの電位差測定と同様の方法でおこなった。 

 

第 6 項 MIP 粒子の作製 

 100 mL 褐色瓶に HTM 二塩酸塩、MAA を Table 4 の通り量り取り、そこに EDMA を 25 

mmol と、重合開始剤として V-65 を 0.34 g（1.37 mmol）、多孔性溶媒としてトルエンを 5 

mL、部分けん化型ポリビニルアルコール 1000 水溶液（10.67 g/500 mL）45 mL を加え混

合した後、3 分間の超音波処理を 3 回繰り返し懸濁させた。この懸濁液をヘリウムガスで
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脱気した後、70-75℃の水浴中で 12 時間加熱することで重合をおこなった。その後室温

で静置することで、懸濁液中で作製されたポリマーが褐色瓶の下部に沈殿したことを確

認し、その沈殿物をシャーレに取り出し、空気中で乾燥させた。乾燥した塊状のポリマー

を乳棒と乳鉢を用いてすりつぶし、ふるいにかけることで粒子径を 38-75 μm に揃えた。

最後に、このポリマーをメタノール中で撹拌することでポリマー内部の HTM を除去し、

MIP 粒子とした。ポリマーからの HTM の除去は、メタノール溶液の紫外吸収スペクトル

を測定したとき、210 nm における HTM のピークが観測されなくなるまで繰り返した。

また、HTM 二塩酸塩を加えずに同様の方法で作製した粒子を NIP 粒子とし、比較として

用いた。 

 

 

 

 

第 7 項 MIP 粒子および NIP 粒子に対する HTM の結合量の測定 

 MIP 粒子もしくは NIP 粒子 0.1 g を 2×10-5 mol L-1の HTM 二塩酸塩水溶液 100 mL に浸

漬し、HTM を各粒子に結合させた。その後、メンブレンフィルターを用いてこの溶液か

ら MIP 粒子もしくは NIP 粒子を除去し、得られた溶液の紫外吸収スペクトルを測定した。

各粒子に対する HTM の結合量は、あらかじめ測定した 2×10-5 mol L-1の HTM 二塩酸塩水

溶液の吸光度より得られるトータルの HTM 量から、HTM 結合後の溶液の吸光度より得

られるフリーの HTM 量を差し引くことで算出した。なお、各吸光度は HTM の吸収極大

波長である 210 nm の値を用いた。  

Histamine Methacrylic acid

MIP (H2M2) 2 2

MIP (H2M4) 2 4

MIP (H2M5) 2 5

MIP (H2M10) 2 10

MIP (H2M15) 2 15

MIP (H2M20) 2 20

MIP (H2M25) 2 25

MIP (H5M20) 5 20

MIP (H10M20) 10 20

NIP (M2) - 2

NIP (M4) - 4

NIP (M5) - 5

NIP (M10) - 10

NIP (M15) - 15

NIP (M20) - 20

NIP (M25) - 25

Amount (mmol)

Table 4. Molecularly imprinted polymer (MIP) and non-imprinted polymer (NIP) particle compositions 

(Curr. Anal. Chem. 2020, 16, 788-794., Table 1 より一部改変) 
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第 3 節 実験結果 

 

第 1 項 鋳型分子の除去の確認 

 HTM センサーの作製における最後の工程として、鋳型分子である HTM の除去がある。

HTM の除去が不十分であると、センサーの測定時すでに鋳型に HTM が結合している状

態であるため、測定試料中の HTM が MIP に結合できず、HTM センサーの応答性が低下

する。また、除去されなかった HTM が、測定中に MIP から測定溶媒中に溶出すること

で、測定の妨害となると考えられる。したがって、MIP 内に存在する HTM を可能な限り

取り除くことは、HTM センサーの応答性の向上につながる。本研究において、HTM セン

サーにおける鋳型分子の除去は、100 mL のメタノールにセンサーを浸漬し、30 分ごとに

メタノールを入れ替えることでおこなった。また、鋳型分子の除去の確認は、鋳型分子の

除去のために用いたメタノールを紫外吸光光度法により測定することでおこなった。

HTM の吸収極大波長である 210 nm におけるピークが観測されなくなった時点で、HTM

が除去できたと判断した。MAA を機能性モノマーとして用いた HTM センサーの、鋳型

分子の除去において測定した紫外吸収スペクトルを Figure 4 に示す。紫外吸収スペクト

ルの測定は 200-300 nm の波長範囲でおこなったが、250 nm 以上の波長において明らかな

ピークは認められなかったため、200-250 nm を拡大し掲載している。1 回目の鋳型分子

除去の溶媒の吸光度は極めて高く、HTM が多量に除去されていることが分かる。また、

回数を繰り返すごとに吸光度が低くなっていき、17 回目の溶媒の吸光度はほぼ 0 を示し、

それ以上 HTM が MIP から除去されないことを確認した。 

 

 

 

 

 

Figure 4. Ultraviolet absorption spectra of methanol for removal of histamine (HTM) from HTM sensor. 

The arrow shows the number of washing cycle from the first to 17th. 
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第 2 項 プラズマ重合薄膜形成のためのモノマーの種類および重合時間の検討 

 電位検出型センサーは、センサーの感応素子により認識した情報を電気信号に変換す

る検出方式である。MIP を感応素子とした電位検出型センサーの場合、棒状炭素電極に

直接 MIP をコーティングすると、MIP が不導体であることから、電気信号の検出が困難

である。そこで、半導体の PPTF 内部に MIP を構築することで電位検出を可能とする方

法を用いている [44]。これは炭素棒表面に化学蒸着法により PPTF を形成し、センサー

作製方法の第 1 膨潤および第 2 膨潤の段階で MIP を構成するための成分を PPTF 内に浸

潤させた後、PPTF 内で MIP を重合形成する方法である。以上の構造ゆえ、PPTF の形成

に用いるモノマーの種類および PPTF の膜厚は電位検出のしやすさに直結し、センサー

の応答性に影響を及ぼすと考えられる。 

 

1) PPTF 形成のためのモノマーの種類の検討 

PPTF に MIP を構築するためには、上述のように第 1 膨潤および第 2 膨潤において

MIP の構成成分、すなわち鋳型分子と機能性モノマーの複合体および架橋性モノマー

が PPTF に高い親和性で浸透する必要がある。この親和性には PPTF の形成に用いるモ

ノマーの種類が影響を及ぼすと考えられる。そこで、PPTF 形成のためのモノマーとし

て疎水性物質のエチルベンゼンもしくは親水性物質のプロパルギルアルコールを用い

て HTM センサーを作製し、各 HTM センサーの応答性から適切なモノマーの選択をお

こなった。なお、プラズマ重合時間は 30 分、HTM センサーを作製する際の HTM およ

び MAA の配合量は 2 mmol および 20 mmol とした。 

各モノマーを用いて作製した HTM センサーを 100 mL の蒸留水中に浸漬し、1×10-2 

mol L-1の HTM 水溶液 1 mL を添加した際の電位変化を測定した。その結果を Figure 5

に示す。横軸に時間、縦軸に測定開始からの電位の変化をプロットした。PPTF 形成モ

ノマーとしてエチルベンゼンを用いて作製した HTM センサーは、HTM 添加直後に大

きく電位が変化し、25 分まで安定した電位を示した。一方、PPTF 形成モノマーとして

プロパルギルアルコールを用いた HTM センサーは、HTM 添加後の電位の上昇が緩や

かであり、かつ 25 分における電位変化量はエチルベンゼンを用いた場合と比較してや

や小さかった。以上の結果から、以降の研究において、PPTF 形成に用いるモノマーと

しては、エチルベンゼンを用いることとした。 
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2) PPTF 形成のためのプラズマ重合時間の検討 

PPTF は MIP 形成の場であり、その膜厚はセンサーの電位変化に影響を及ぼすと考

えられる。PPTF の膜厚が薄すぎると MIP を形成できなくなる。一方、PPTF の膜厚が

厚すぎると MIP の膜厚も大きくなるため、センサーの表面で起こった分析対象物質の

認識を電気信号としてとらえにくくなり、電位変化が小さくなることや電位検出に時

間を要することが予想される。そこで、より応答性の優れた HTM センサーとするため、

PPTF の膜厚を決定するプラズマ重合時間の検討をおこなった。PPTF の膜厚はプラズ

マ重合時間を長くすることで増加する。プラズマ重合時間を 15 分、30 分、45 分おこ

なった 3 種類の HTM センサーを作製し、各 HTM センサーの応答性を比較した。HTM

センサーを 100 mL の蒸留水中に浸漬し、1×10-2 mol L-1の HTM 水溶液 1 mL を添加し

た際の電位変化を Figure 6 に示す。HTM センサーを作製する際の HTM および MAA の

配合量は 2 mmol および 20 mmol とした。 

いずれの HTM センサーも HTM 水溶液添加直後に大きく電位が変化し、25 分の時点

においてほぼ同じ電位変化を示した。しかし、HTM 添加後電位が安定するまでに要し

た時間は各センサーにより異なっていた。プラズマ重合時間を 45 分とした HTM セン

サーは HTM による電位上昇後、25 分まで緩やかに電位は低下した。一方、プラズマ

重合時間を 15 分および 30 分とした HTM センサーは、電位が上昇した後 25 分まで安

定した電位を示した。このように、プラズマ重合時間は HTM センサーの応答性に影響

Figure 5. Potential response curves of two histamine (HTM) sensors composed using different 

monomers for the preparation of plasma polymerized thin films to detect HTM. After baseline 

measurement for 1 min, HTM aqueous solution (1 mL, 1102 mol L1) was added to distilled water 

(100 mL). 

(Curr. Anal. Chem. 2020, 16, 788-794., Fig. 3 より一部改変) 
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を及ぼすことが示された。以降の研究では、プラズマ重合時間 30 分とした HTM セン

サーが、プラズマ重合時間 15 分とした HTM センサーと比較してより安定した電位を

示していたため、プラズマ重合時間は 30 分とした。 

 

 

 

第 3 項 HTM および MAA の配合比の検討 

第 1 章 第 3 節 第 2 項で述べたように、センサー作製段階での鋳型分子と機能性モノ

マーの配合比はセンサーの分子認識能に影響を及ぼし、良好な応答性を有するセンサー

とするために最適な配合比が存在することが明らかとなった。これは、用いる鋳型分子

や機能性モノマーが変われば、最適な配合比も変化すると予想されるため、鋳型分子と

して HTM、機能性モノマーとして MAA を用いた場合の最適な配合比の検討をおこなっ

た。HTM センサーの HTM に対する応答性は、HTM センサーの MIP に結合した HTM 量

に相関すると考えられる。したがって、MIP 粒子に対する HTM の結合量を紫外吸光光度

法により測定することで、純粋な MIP の性能、しいては HTM センサーの性能を比較す

ることにつながると考えた。そこで今回は、HTM および MAA を Table 4 に従い配合した

MIP 粒子および NIP 粒子を作製し、各粒子に対する HTM の結合量を測定することで、

HTM をより特異的に認識可能な配合比を決定した。 

 まず、2 mmol の HTM に対して、MAA を 2～25 mmol の配合量で作製した MIP 粒子に

対する HTM の結合量を Figure 7 に示す。その結果、5 つの MIP（H2M2、H2M4、H2M5、

H2M10、H2M25）に対する HTM の結合量は同程度で約 1.62×10-6 mol g-1であった。それ

Figure 6. Potential response curves of three histamine (HTM) sensors prepared as a function of plasma 

polymerized coating time used to detect HTM. After baseline measurement for 1 min, HTM aqueous 

solution (1 mL, 1102 mol L1) was added to distilled water (100 mL). 

(Curr. Anal. Chem. 2020, 16, 788-794., Fig. 4 より一部改変) 
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に対し、MIP（H2M15）および MIP（H2M20）に対する HTM の結合量は顕著に多く、特

に MIP（H2M20）の HTM 結合量は 6.77×10-6 mol g-1と最大であった。第 1 章 第 3 節 第

2 項において述べた GSH センサーにおける結果と同様に、鋳型分子の認識が機能性モノ

マーの配合量によって変化しており、本結果は第 1 章の結果を支持するものであった。 

さらに、20 mmol の MAA に対して、HTM の配合量を 2、5、10 mmol と変化させて作

製した MIP 粒子に対する HTM の結合量を測定したところ、Figure 8 に示すように、HTM

量を 5 mmol、10 mmol と増加させることで HTM の結合量は減少した。 

最後に、鋳型による特異的な認識性能を評価するため、MIP 粒子に対する HTM の結合

量を NIP 粒子に対する HTM の結合量で除した値（MIP/NIP 比）を算出した。その結果、

Table 5 に示すように、HTM に対して最も高い結合量を示した MIP（H2M20）が最も高い

MIP/NIP 比を示した。以上の結果より、鋳型分子として HTM、機能性モノマーとして MAA

を用いた MIP の作製においては、HTM が 2 mmol、MAA が 20 mmol とした配合量が、

HTM を特異的に認識する最適な配合量であることが示された。 

 

 

 

 

 

Figure 7. The binding amount of histamine (HTM) toward molecularly imprinted polymer (MIP) particles 

as a function of methacrylic acid (n=3). Each MIP particles (100 mg) was soaked in 100 mL of 2×10-5  

mol L-1 HTM aqueous solution. 

(Curr. Anal. Chem. 2020, 16, 788-794., Fig. 2 より一部改変) 
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第 4 項 HTM センサーの定量性の検討 

 これまでの検討で得られた最適な条件（鋳型分子 HTM と機能性モノマーMAA の配合

量: 2 mmol および 20 mmol、PPTF 形成のためのモノマー: エチルベンゼン、プラズマ重

合時間: 30 分）により作製した HTM センサーの定量性を検討した。100 mL の蒸留水中

Figure 8. The binding amount of histamine (HTM) toward molecularly imprinted polymer (MIP) particles 

as a function of HTM (n=3). Each MIP particles (100 mg) was soaked in 100 mL of 2×10-5 mol L-1 HTM 

aqueous solution. 

(Curr. Anal. Chem. 2020, 16, 788-794., Fig. S2 より一部改変) 

Table 5. Binding amount ratios of histamine toward molecularly imprinted polymer (MIP) and non-

imprinted polymer (NIP) particles 

(Curr. Anal. Chem. 2020, 16, 788-794., Table 2 より一部改変) 

0

1

2

3

4

5

6

7

8

H2M20 H5M20 H10M20

B
in

di
ng

 a
m

ou
nt

 o
f 

H
IS

 (
×

10
-6

m
ol

 g
-1

)

MIP

MIP/NIP ratio

MIP (H2M2) 1.44

MIP (H2M4) 1.08

MIP (H2M5) 0.42

MIP (H2M10) 1.09

MIP (H2M15) 1.30

MIP (H2M20) 1.72

MIP (H2M25) 0.67



29 

 

に HTM センサーを浸漬し、濃度が 1×10-7 mol L-1 から 1×10-4 mol L-1 となるように HTM

水溶液 1 mL を添加した際の電位変化を測定した。その結果を Figure 9(a) に示す。測定

をおこなった 3 本の HTM センサーのうち、平均的な電位応答曲線を示した代表的な 1 本

のデータを掲載している。HTM 濃度が 1×10-5 mol L-1以上の濃度において、HTM 水溶液

添加直後に電位が変化し 25 分まで極めて安定した電位を示した。また、電位変化量は

HTM 濃度の増加と共に増大し、電位変化は HTM センサーの MIP に結合した HTM 量を

反映していることが示された。さらに、各 HTM 濃度における 25 分の電位変化量を HTM

濃度の対数値に対してプロットした（Figure 9(b)）。その結果、1×10-5、5×10-5 および 1×10-4 

mol L-1の 3 点の HTM 濃度における電位変化量との間の回帰直線式の傾きの値は 25.7 で

あった（r = 0.86）。また、検出限界をシグナルノイズ比が 3 となる濃度として算出する

と、9.6×10-6 mol L-1であった。さらに、Figure 9(b) には、NIP センサーの HTM に対する

電位変化を示す。NIP センサーの電位変化量は、いずれの濃度においても HTM センサー

の電位変化量より小さく、HTM センサーが MIP の鋳型により HTM を認識していること

が示された。 

 

 

 

  

Figure 9. (a) Potential response curves of a histamine (HTM) sensor after the addition of HTM aqueous 

solutions of varying concentration. After baseline measurement for 1 min, HTM aqueous solution (1 mL) 

was added to distilled water (100 mL). The final HTM concentrations were (A) 1×10-7, (B) 1×10-6, (C) 

1×10-5, (D) 5×10-5, and (E) 1×10-4 mol L-1. (b) Calibration curve for (●) HTM sensor and (○) non-

imprinted polymer sensor as a function of varying the HTM concentrations. Potential changes were 

determined at 25 min for each HTM concentration (n = 3).  

(Curr. Anal. Chem. 2020, 16, 788-794., Fig. 5, 6 より一部改変) 
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第 4 節 考察 

 HTM を鋳型分子としたセンサーの開発を目指し、種々の検討をおこなった。 

まず、MIP に導電性を付与する目的で炭素棒表面に蒸着する PPTF の形成のために用い

るモノマーの種類について検討した。その結果、PPTF 形成モノマーとしてエチルベンゼン

を用いて作製した HTM センサーの応答性は、モノマーとしてプロパルギルアルコールを

用いた HTM センサーと比較して良好であった。以上より、HTM と MAA の複合体および

架橋性モノマーが、親水性のプロパルギルアルコールを用いて形成した PPTF と比較して、

疎水性のエチルベンゼンを用いて形成した PPTF に、より高い親和性をもって浸潤したこ

とで、効果的に MIP が構築されたと考えられた。これは、架橋性モノマーである EDMA は

疎水性物質であるため、疎水性の PPTF 形成モノマーに親和性が高いと考えられる。さら

に、HTM と MAA は、複合体を形成することで疎水性が高まったと考えられる。 

次に、HTM センサー作製段階における HTM および MAA の配合比について、MIP 粒子

に対する HTM 結合量から検討した。第 1 章の結果と同様に、鋳型分子の認識が MAA の配

合量によって変化していた。また、HTM の配合量を増加させることで、HTM の結合量は

減少した。これは、架橋性モノマーに対する HTM の量が多すぎることによって、ポリマー

中に鋳型を形成するスペースが確保できず鋳型の数および質が共に不十分な形成となった

ためであると考えられる。 

効果的なインプリント効果を示すための MIP の配合比については、報告されている種々

の MIP により異なる値が報告されており、適する配合比を決定するための理論づけは未だ

なされていない。Trikka らは、クロロホルムを溶媒として、鋳型分子、機能性モノマー、架

橋性モノマーとして HTM、MAA、EDMA を用いた MIP の作製をおこない、その配合量が

それぞれ 0.85、4.0、20 mmol のとき HTM に対する高い親和性を示す MIP となることを報

告している [79]。また、Pratama らは、種々の物質を鋳型分子とした MIP の研究例を総括

し、鋳型分子:機能性モノマー:架橋性モノマーが 1:4:20 の時、最適なインプリント効果を得

られる可能性が高くなると結論付けている [80]。それと比較して、本研究で得られた最適

な配合比は 2:20:25 と、鋳型分子および機能性モノマー量が多い。これは、本研究における

MIP の調製を水溶液中でおこなっていることに起因していると考える。水溶性物質を鋳型

分子とした MIP を作製するために、機能性モノマーとして有機溶媒にも水溶液にも溶解す

る MAA を用いて、HTM が MAA と複合体を形成することにより疎水性の架橋性モノマー

層へ移行することを狙った調製方法である。したがって、MAA が水層と有機層両方に分散

して存在するために、適切に鋳型を作製するためにより多くの配合量が必要であったと示

唆される。 

最後に、HTM センサーの定量性について検討した結果、1×10-5、5×10-5、1×10-4 mol L-1の

3 点の HTM 濃度における電位変化量との間の回帰直線式の傾きの値は 25.7 であった。本

HTM センサーの電位応答についてネルンストの式を用いて評価すると、傾きが 25.7 であ

ったことから n は約 2 と計算でき、HTM が 2 価のイオンつまりジカチオン体として HTM

センサーに結合していることとなる。HTM の酸解離定数（pKa; 6.15 および 9.84）[81,82] か

ら、蒸留水中（pH5.5）において HTM はイミダゾール環の第 2 級アミンおよびアミノ基が
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プロトン化されたジカチオン体で存在していると考えられ、このジカチオン体が MIP に結

合していると考えられた。 

Trikka らは、本研究と同様に、鋳型分子として HTM、機能性モノマーとして MAA を用

いた MIP を作製し、pH6 において MIP が鋳型により HTM を認識し結合することを報告し

ている [79]。また、HTM と MAA を混合した水溶液の UV 吸収スペクトルから、pH6 にお

いて、HTM がジカチオン体となり、MAA と強く相互作用することを明らかにしている。

本研究における HTM センサーの MIP による HTM の認識において、Trikka らが報告する

MIP による HTM の認識に関する結果が再現された。これは、Trikka らによる実験条件 pH6

と本研究での実験条件 pH5.5 では、HTM は同様の分子状態で存在していると考えられるた

めである。一方、本研究における MIP の調製法は、Trikka らによる MIP の調製法と異なっ

ている。Trikka らは、クロロホルムを溶媒として用いて、塊状重合により MIP を調製して

いる。疎水性物質を鋳型分子とした MIP の調製のための溶媒としては、Trikka らの使用す

るクロロホルムやアセトニトリルといった有機溶媒がしばしば用いられる。しかし、それ

らの有機溶媒に対して難溶解性の物質を鋳型分子とした場合には、用いることが困難であ

る。また、本研究でのセンサーの作製においては、有機溶媒が炭素棒表面にコーティング

した PPTF を溶解してしまうことも問題であった。そこで本研究では、溶媒として水を用い

て、MIP を構成する鋳型分子、機能性モノマー、架橋性モノマーを液滴として分散させる

独自の懸濁重合により MIP の調製をおこなった。本方法により、PPTF を溶解させること

なく、PPTF 内に MIP の構成成分を浸潤固定化させることができた。加えて本法は、クロロ

ホルムのように極性の低い溶媒に溶解しない水溶性の高い物質を鋳型分子とする場合にお

いて、より汎用性が高く応用可能であるという点で、Trikka らの MIP 調製法よりも優位で

あると考えられる。 
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第 5 節 小括 

 

MIP を感応素子とした電位検出型センサーにおいて、様々な物質に対応したテーラーメ

イドなセンサーの開発を目指すため、第 1 章で分析対象物質として検討した GSH とは異な

る物質に対するセンサーの開発を試みた。分子内の官能基としてイミダゾール環と 1 つの

アミノ基を有する HTM を鋳型分子として選択し、GSH センサーと同様に特異的なセンサ

ーの作製が可能であるか検討した。まず、鋳型分子と機能性モノマーの配合比がセンサー

の性能に影響を及ぼすことが第 1 章で示されたため、HTM と MAA の最適な配合比を検討

した。HTM センサーの HTM に対する応答性は、HTM センサーの MIP に結合した HTM 量

に相関すると考えられる。そこで、MIP 粒子に対する HTM の結合量を紫外吸光光度法によ

り測定することで配合比を決定した。その結果、2 mmol の HTM に対して MAA の量を徐々

に増加させるにつれて結合量が増大する傾向を示した。結合量は MAA が 20 mmol の時最

大となり、それ以上の MAA 量では再び減少した。第 1 章と同様、多すぎても少なすぎても

いけない最適な配合比が存在していることが示された。また、HTM が 2 mmol、MAA が 20 

mmol の配合量で作製した HTM センサーは、1×10-5、5×10-5 および 1×10-4 mol L-1 の 3 点の

HTM 濃度における電位変化量との間の回帰直線式の傾きの値は 25.7 であった。（r=0.86）。

これより、本センサーの応答は、HTM のジカチオン体が MIP に結合している結果であると

考えられた。 

第 1 章において述べた GSH センサーに引き続き、分子内に有する官能基がより少ない

HTM を鋳型分子とした場合においてもセンサーの作製が可能であることが示された。これ

らの結果は、今後幅広い分析対象物質に対してテーラーメイドにセンサーの作製を可能に

することを示唆するものであった。 
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第 3 章 ヒスタミン電位検出型センサーによる血清中ヒスタミンの定量分析 

 

第 1 節 緒言 

 

ヒスタミン（HTM）は、抗原による免疫刺激により肥満細胞や好塩基球から放出される 

[83]。放出された HTM は、4 つの G タンパク質共役型受容体（H1、H2、H3 および H4 受

容体）を活性化し、平滑筋の収縮や血管透過性の亢進を引き起こし、その結果かゆみや発

赤、腫脹、発熱といった種々の免疫反応やアレルギー反応を起こす [84-86]。また、HTM の

詳細なシグナル伝達メカニズムを明らかにすべく HTM 受容体拮抗薬に関する研究が多数

報告されている。例えば、HTM はアレルギーだけでなく、糖尿病性腎症 [87]、関節炎 [88]、

大腸炎 [89-91] といった慢性的な炎症にも関与することが明らかとなっている。さらに、

アテロームの形成過程において、冠血管炎症と肥満細胞の活性化に明らかな相関があり 

[92,93]、虚血性心疾患患者における冠血管外膜において肥満細胞が増加していることも報

告されている [94]。さらに、Zdravkovic らは、虚血性心疾患患者において HTM の血中濃度

が顕著に高いことを報告している。加えて HTM の濃度は虚血性心疾患の種類により増加

レベルが異なっていたことから、HTM は心筋虚血の追加的パラメータとして利用できる可

能性が示唆されており、虚血性心疾患の程度を示す予後マーカーとして有用であると結論

付けている [95]。以上より、HTM の血中濃度を把握することは、HTM が関与する生体内

の知見を得ることにつながる。 

HTM が関与する疾患において現在おこなわれている臨床検査としては、アレルギー検査

があり、プリックテストや皮内テストといった皮膚テストおよび血液抗原特異的 IgE 抗体

価検査がある。皮膚テストは特定のアレルゲンを皮膚に接触させ一定時間後に皮膚に生じ

た膨疹を評価する方法で、真の臨床症状を反映するものであり診断的有用性は高い。しか

し、アナフィラキシーショックを引き起こす可能性や、これまでアレルギーを示していな

かった物質に対しても、検査により新たにアレルギー反応を示してしまうといった危険性

を伴う [96]。また、血液抗原特異的 IgE 抗体価検査は、血液中のアレルゲン特異的な IgE

抗体の量を測定する in vitro 試験で、アナフィラキシーショックの心配はなく安全である。

しかし本法は、単に感作の有無を示しているものであり、IgE 抗体が関与しないアレルギー

も多いことから、必ずしも臨床症状を反映しない。これに対し、HTM 遊離試験（HRT）は、

好塩基球を含む末梢血白血球を抗原と混合し放出される HTM の量を測定する方法で、Ⅰ型

アレルギー反応を引き起こすアレルゲンを特定するために用いられる in vitro 試験である 

[96,97]。HRT は、皮膚への免疫応答の心配がなく、血液抗原特異的 IgE 抗体価検査より生

体内の反応を反映している。但し本法は、HTM の定量に HPLC や酵素免疫測定法を用いる

ため、測定までに数段階の操作を要し、またそれに用いる試料の準備が必要である。さら

に、大型な設備機器も必要となる。 

また、食品衛生分野においては、鮮度が低下することで HTM が多量に蓄積された魚介類

やその加工品を摂取することにより起こる HTM 食中毒が知られている。HTM 食中毒は、

頭痛や吐き気、下痢などの症状をきたす他、重症化すると呼吸困難や意識不明となること
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もある。食品を常温に放置する等の不適切な管理をすることで、ヒスチジン脱炭酸酵素の

作用により HTM を産生する原因菌が食品内で増殖することが原因である。日本ではこれ

まで死亡例はないものの、2011 年から 2019 年の HTM 食中毒による患者数は、年間約 60

人から 400 人であり、決して無視できないアレルギー様食中毒となっている [98]。食品を

漁獲直後から加工・保存に至るまで適切に管理することが最も重要であるが、食品中の

HTM 含量を確認することで HTM 食中毒の発生を未然に防ぐことができる。日本では食品

中の HTM 含量の規制値は定められていないが、HTM の簡便な測定法の開発により HTM

食中毒発生防止の一助になると考えられる。 

上述のように HTM を簡便に測定することができれば、あらゆる分野への貢献が期待で

きる。そこで、HTM を鋳型分子とした分子インプリントポリマー（MIP）を感応素子とし

た電位検出型センサーの臨床分析への応用に向けて、さらなる検討をおこなうこととした。

第 2 章において、鋳型分子として HTM、機能性モノマーとしてメタクリル酸（MAA）を用

いた MIP を感応素子とした電位検出型センサー（HTM センサー）の開発をおこなった。そ

の結果、HTM センサーは良好な応答性を有し、1×10-5、5×10-5および 1×10-4 mol L-1の 3 点

の HTM 濃度における電位変化量との間の回帰直線について、ネルンスト応答に近い応答

を示したことを報告した。これは蒸留水中でおこなった結果であり、干渉物質やイオン、

タンパク質等のない理想環境における検討であった。一方、臨床分析への応用の場におい

ては上記のような共存物質による影響が考えられる。したがって本章では、HTM センサー

を臨床分析へ応用するための基礎的検討として、リン酸緩衝液中のイオン強度（塩濃度）

およびウシ血清中での測定が HTM センサーの定量性に及ぼす影響を検討した。さらに、既

知濃度の HTM を添加したウシ血清をサンプルとし、HTM センサーを用いた血清中 HTM

の定量を試みた。以下、各項に分けて詳述する。 
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第 2 節 実験材料および方法 

 

第 1 項 実験材料 

 ウシ血清は日本バイオテスト株式会社製（埼玉）、L-ヒスチジン（His）およびピロール

（PYR）は富士フィルム和光純薬株式会社製（大阪）、L-リシン（Lys）は東京化成工業株

式会社製（東京）、2-アミノベンズイミダゾール（2-AM）は Sigma-Aldrich 株式会社製（ミ

ズーリ州、アメリカ合衆国）を使用した。また、リン酸緩衝液の調製にはリン酸水素二ナ

トリウム・十二水和物（富士フィルム和光純薬工業株式会社製、大阪）およびリン酸二水

素ナトリウム二水和物（関東化学株式会社製、東京）を使用した。その他の試薬は第 2 章 

第 2 節 第 1 項と同じ試薬を使用した。 

 

第 2 項 実験装置 

電位差測定に用いる電位差計には pH メーター F-52（株式会社堀場製作所製（京都））

を用いた。 

 

第 3 項 HTM センサーの作製 

 HTM センサーは第 2 章 第 2 節 第 3 項と同様の方法により作製した。但し、プラズマ

重合薄膜（PPTF; Plasma polymerized thin film）を形成させるためのモノマーとしてエチル

ベンゼンを用いた。 

 

第 4 項 HTM センサーの電位差測定 

 センサーの性能評価は、電位差測定法によりおこなった。HTM センサーと参照電極を

100 mL の測定用溶媒に浸漬し、参照電極と各センサー間の電位の差を電位差計により検

出した。参照電極には、銀-塩化銀電極を用いた。電位が安定した時点で測定を開始し、

測定開始後 1 分において種々の濃度の試料 1 mL を添加した時、それにより生じる電位の

変化を測定開始後 25 分間記録した。本測定系の電池式は、Ag/AgCl, KCl (3.33 mol/L) || 試

料溶液 | MIP membrane | 炭素棒である。全ての測定は室温でおこなった。 

 本章の実験において、上述の測定用溶媒および添加する測定試料を種々に変化させ測

定をおこなったため、以下詳述する。 

 

1) 測定用溶媒の緩衝液中塩濃度の影響の検討 

 測定用溶媒として蒸留水および 1、10、100 mmol L-1リン酸緩衝液（pH7.4）を用い、測

定試料として 1×10-1 mol L-1 HTM 水溶液を用いた。 

 

2) 緩衝液中における HTM センサーの定量性の検討 

 測定用溶媒として 1 mmol L-1リン酸緩衝液（pH7.4）を用いて、測定試料として 1×10-2 

mol L-1から 1 mol L-1の濃度の HTM 水溶液を用いた。 
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3) 緩衝液中における HTM センサーの選択性の検討 

 測定用溶媒として 1 mmol L-1リン酸緩衝液（pH7.4）を用いて、測定試料として 1×10-1 

mol L-1の His、2-AM、PYR および Lys 水溶液を用いた。 

 

4) 血清の影響の検討 

測定用溶媒として、ウシ血清を 1, 3, 5, 10%含有した 1 mmol L-1リン酸緩衝液（pH7.4）

を用い、測定試料として 1×10-1 mol L-1 HTM 水溶液を用いた。 

 

5) 血清に添加した HTM の定量 

 測定用溶媒として 1 mmol L-1リン酸緩衝液（pH7.4）を用い、測定試料として HTM を

種々の濃度で添加したウシ血清を用いた。ウシ血清中の HTM の濃度は、0 から 1 mol L-1

となるように調製した。 
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第 3 節 実験結果 

 

第 1 項 HTM センサーの応答性に及ぼす測定用溶媒の緩衝液中塩濃度の影響の検討 

 分析対象物質の活量はイオン強度により変化するため、電位差測定法における一般的

なセンサーの測定は測定用溶媒として用いる緩衝液のイオン強度、つまり塩濃度の影響

を受ける。そこで、HTM センサーの応答性に及ぼすリン酸緩衝液の塩濃度の影響を検討

するため、測定用溶媒として 100 mL の蒸留水および種々の濃度のリン酸緩衝液（pH7.4）

を用いて、1×10-1 mol L-1 HTM 水溶液を添加した際の電位変化を比較した。その結果を

Figure 10 に示す。横軸に時間、縦軸に測定開始からの電位の変化をプロットした。その

結果、測定用溶媒として蒸留水を用いた場合と同様に、リン酸緩衝液中の測定において

も HTM 添加直後に電位が変化し、HTM センサーが MIP の鋳型への HTM の結合を検出

していることが示された。一方で、電位変化量はリン酸緩衝液の塩濃度の増加に従い明

らかに減少した。その大きさは、蒸留水中での測定と比較すると、1、10、100 mmol L-1の

リン酸緩衝液中において、それぞれ 67%、45％、3％であった。 

 以上のことから、リン酸緩衝液中での電位差測定は塩濃度の影響を受けることが明ら

かとなったものの、測定溶液中の pH を維持するため、以降の実験では測定用溶媒として

1 mmol L-1のリン酸緩衝液（pH7.4）を用いることとした。 

 

 

 

 

Figure 10. Potential response curves of histamine (HTM) sensor in (A) distilled water, and (B) 1, (C) 10, 

and (D) 100 mmol L-1 phosphate buffer (pH 7.4). After baseline measurement for 1 min, HTM stock 

solution (1 mL, 1×10-1 mol L-1) was added to distilled water or phosphate buffer (100 mL). 

 (Anal. Sci. 2020, 36, 1561-1563., Fig. S2 より一部改変) 
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第 2 項 緩衝液中における HTM センサーの定量性の検討 

 100 mL のリン酸緩衝液中における HTM センサーの定量性を検討するため、種々の濃

度の HTM 水溶液 1 mL を添加した際の電位変化を測定した。その結果を Figure 11(a) に

示す。測定をおこなった 3 本の HTM センサーのうち、平均的な電位応答曲線を示した代

表的な 1 本のデータを掲載している。添加後の HTM 濃度が 3×10-4 mol L-1以上の時、HTM

添加直後に電位が変化し、約 15 分でプラトーに達した。さらに、HTM 濃度の上昇に伴

い電位変化量は増大し、HTM センサーが HTM 濃度の変化を認識し応答していることが

示された。また、25 分における電位変化量を HTM 濃度の対数値に対してプロットした

のが Figure 11(b) である。HTM 濃度 3×10-4 mol L-1から 1×10-2 mol L-1の範囲において、

HTM 濃度の対数値と電位変化量との間に直線性が得られ（r=0.92）、検量線の式は

y=22.7x+86.3 であった。さらに、検出限界をシグナルノイズ比が 3 となる濃度として算

出すると、1.6×10-4 mol L-1であった。 

 

 

  

Figure 11. (a) Potential response curves of histamine (HTM) sensor in 1103 mol L1 phosphate buffer 

(pH 7.4) with varying HTM concentrations. After baseline measurement for 1 min, HTM aqueous solution 

(1 mL) was added to phosphate buffer (100 mL). The final HTM concentrations in the phosphate buffer 

were (A) 1104, (B) 3104, (C) 1103, (D) 3103, and (E) 1102 mol L1. (b) Calibration curve of 

HTM sensor as a function of varying HTM concentration. Potential changes were determined after 25 min 

for each HTM concentration (n = 3). 

 (Anal. Sci. 2020, 36, 1561-1563., Fig. S5, Fig 1 より一部改変) 
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第 3 項 緩衝液中における HTM センサーの選択性の検討 

 測定用溶媒として 100 mL の 1 mmol L-1 リン酸緩衝液（pH7.4）を用い、濃度が 1×10-3 

mol L-1となるように His、2-AM、PYR および Lys を添加した際の電位変化を測定するこ

とで、HTM センサーのリン酸緩衝液中における選択性について評価した。各物質の構造

式は Scheme 5 に示すとおりである。Figure 12(a) には、3 本作製した HTM センサーのう

ち代表的な 1 本の各物質に対する電位応答曲線を、Figure 12(b) には各物質を添加した際

の 25 分における電位変化量を示す。HTM を添加すると添加直後に大きく電位が変化し

たのに対し、2-AM および PYR を添加すると時間をかけて徐々に電位が変化し、His およ

び Lys に対してはほぼ電位変化を示さなかった。どの物質に対する電位変化量も、HTM

に対する電位変化量と比較して有意に小さく、HTM センサーが MIP の鋳型により HTM

を選択的に認識していることが示された。 

 

 

 

 

Scheme 5. Chemical structures of four chemical substances for selectivity. 

L-Histidine 2-Aminobenzimidazole

Pyrrole L-Lysine

N
H
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第 4 項 血清の影響の検討 

HTM センサーの測定はこれまで水溶液中の HTM の測定をおこなってきた。そこで、

生体試料測定への応用の可能性を探るため、HTM センサーの応答性に及ぼす血清の影響

を検討するべく、測定用溶媒として種々の濃度で血清を含有した 100 mL の 1 mmol L-1 リ

ン酸緩衝液（pH7.4）を用いて HTM に対する電位変化を測定した。その結果を Figure 13(a) 

に示す。測定をおこなった 3 本の HTM センサーのうち、平均的な電位応答曲線を示した

代表的な 1 本のデータを掲載している。血清を含有したリン酸緩衝液中における HTM を

添加した際の電位変化の様子は、血清を含有していないリン酸緩衝液中での電位変化と

類似していた。一方、電位変化量は血清の含有率によって異なっており、血清含有率の増

加に従って電位変化量は減少した。 

 また、より血清の影響を分かりやすくするため、血清を含有したリン酸緩衝液中で

HTM を添加した時の 25 分における電位変化量を、血清を含有しないリン酸緩衝液中で

測定した際の電位変化量で除した相対電位変化を算出し、その結果を Figure 13(b) に示

す。血清含有率が 1%および 3%の時、血清を含有しないリン酸緩衝液中での測定におけ

る電位変化と差は見られなかったが、血清含有率が 5％以上では相対電位変化が明らか

に低下した。以上のことから、以降の実験では血清非含有リン酸緩衝液中と同等に HTM

に対して応答することが示された血清含有率 1％のリン酸緩衝液条件下においておこな

Figure 12. (a) Potential response curves of histamine (HTM) sensor in 1103 mol L1 phosphate buffer 

(pH 7.4) to (A) HTM, (B) L-histidine (His), (C) 2-aminobenzimidazole (2-AM), (D) pyrrole (PYR), and 

(E) L-lysine (Lys). After baseline measurement for 1 min, each substance aqueous solution (1 mL, 1101 

mol L1) was added to phosphate buffer (100 mL). (b) Comparison of potential change values of HTM 

sensor for HTM, His, 2-AM, PYR, and Lys after 25 min from the start of measurement (n=3).  

(Anal. Sci. 2020, 36, 1561-1563., Fig. S3, S4 より一部改変) 
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うこととした。 

 

 

 

 

 

第 5 項 血清に添加した HTM の定量 

既知濃度の HTM を添加したウシ血清を測定試料とし、1 mmol L-1リン酸緩衝液中での

定量を試みた。測定用溶媒であるリン酸緩衝液 100 mL に測定試料 1 mL を添加すること

で、測定環境中におけるウシ血清が 1%となるようにし、その際生じる電位変化を測定し

た。HTM 濃度は測定溶媒中において、0、1.0×10-3、3.0×10-3、5.0×10-3、1×10-2 mol L-1とな

るようにウシ血清に添加した。その結果を Figure 14 に示す。ウシ血清サンプルを添加し

た際の電位変化の様子は、HTM 水溶液を添加した際の電位変化と類似しており、ウシ血

清中 HTM の濃度の上昇に伴い電位変化量は増大した。また、HTM を添加していないウ

シ血清を添加した際はほぼ電位変化は示さず（A）、HTM センサーが血清の影響を受けず

Figure 13. (a) Potential response curves of the histamine (HTM) sensor in (A) 1103 mol L1 phosphate 

buffer (pH 7.4), and phosphate buffers containing (B) 1%, (C) 3%, (D) 5%, and (E) 10% bovine serum. 

After baseline measurement for 1 min, HTM stock solution (1 mL, 1101 mol L1) was added to each 

solution (100 mL). (b) Effect of bovine serum ratio in phosphate buffer on the relative potential change of 

the HTM sensor at a HTM concentration of 1103 mol L1 (n=3). The relative potential change value was 

calculated from the potential change value of the HTM sensor in phosphate buffer containing bovine 

serum compared with that in the phosphate buffer alone. *p < 0.05 and **p < 0.01 vs. phosphate buffer 

alone. 

(Anal. Sci. 2020, 36, 1561-1563., Fig. S6, Fig. 2 より一部改変) 
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HTM にのみ応答していることが分かる。この結果は前項で示したウシ血清含有率 1％リ

ン酸緩衝液中においては血清の影響を受けずに測定可能であったことからも裏付けられ

る。以上のことより、本 HTM センサーはウシ血清中試料においても HTM の濃度変化を

認識し応答することが示された。 

 さらに、Figure 14 の 25 分における電位変化量と、Figure 11(b) より得られた検量線の

式を用いて、検出された HTM 濃度を算出し、実際に血清に添加した HTM 濃度に対する

回収率を求めた。その結果を Table 6 に示す。HTM 濃度が 1.0×10-3、3.0×10-3、5.0×10-3、

1×10-2 mol L-1となるように血清に添加した試料における回収率は、それぞれ 91、96、94、

104%であり、良好な回収率を示した。これより HTM センサーは血清中に存在する HTM

を認識し応答することが示された。また、固相抽出や脱プロトン化といった試料の前処

理をせずとも、血清の影響を受けることなく HTM センサーを用いて HTM を定量できる

ことが示された。 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14. Potential response curves of the histamine (HTM) sensor in 1103 mol L1 phosphate buffer 

(pH 7.4) with varying HTM concentrations contained in bovine serum. After baseline measurement for 1 

min, bovine serum spiked with (A) 0, (B) 1103, (C) 3103, (D) 5103, and (E) 1102 mol L1 HTM (1 

mL) was added to phosphate buffer (100 mL). 

(Anal. Sci. 2020, 36, 1561-1563., Fig. 3 より一部改変) 
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Spiked (mol L
-1

) Found (mol L
-1

) Recovery (%)

1.0×10
-3

9.07×10
-4

91

3.0×10
-3

2.89×10
-3

96

5.0×10
-3

4.70×10
-3

94

1.0×10
-2

1.04×10
-2

104

Table 6. Recovery (%) of histamine (HTM) concentration in bovine serum samples 

Recovery was calculated using the potential change values of the HTM sensor when bovine serum 

samples (1 mL) with different HTM concentrations were added to phosphate buffer (100 mL), and the 

regression equation obtained from the potential change values in phosphate buffer. 

(Anal. Sci. 2020, 36, 1561-1563., Table 1) 
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第 4 節 考察 

 まず、HTM センサーの応答性に及ぼす緩衝液中塩濃度の影響について検討した。その結

果、緩衝液の塩濃度の増加に従い、HTM センサーの電位変化量は減少した。これは 3 つの

要因が関与していると考えられる。一点目は、HTM の分子状態の変化である。HTM の酸

解離定数は、イミダゾール環の第 2 級アミンおよびアミノ基においてそれぞれ 6.15 および

9.84 である [81,82]。つまり、蒸留水中（pH5.5）において HTM は両方がプロトン化された

ジカチオン体で存在するが、pH7.4 のリン酸緩衝液中においてはアミノ基のみがプロトン

化されたモノカチオン体で存在する。ジカチオン体の HTM は、アミノ基のみがプロトン化

されたモノカチオン体の HTM と比較して、水溶液中において MAA とより容易に複合体を

形成することが報告されている [79,99]。したがって、蒸留水中においてより容易に HTM

が MAA と結合することができるため、リン酸緩衝液中における測定では蒸留水中と比較

して電位変化が小さくなったと考えられた。二点目は、HTM センサーはフリー体で存在す

る HTM を認識し電位応答を示すが、そのフリー体の HTM の減少である。pH7.4 のリン酸

緩衝液中においてモノカチオン体で存在する HTM の一部は、カウンターイオン（H2PO4
-お

よび HPO4
2-）と複合体を形成していると考えられる。つまりリン酸緩衝液中における HTM

の総濃度 [HTM]t は、フリー体の HTM の濃度 [HTM]f と複合体を形成している HTM の濃

度 [HTM]b の和で表される。リン酸緩衝液の塩濃度の増加に伴い、[HTM]b が増加すること

で [HTM]fが減少し、電位変化の低下につながったと考えられた。三点目の要因として、活

量係数の低下である。リン酸緩衝液の塩濃度の増加に伴い、活量係数は低下すると考えら

れる。活量Ｘは、活量係数を γ とした時Ｘ=γ·[HTM]f で表され、X が実際に HTM センサー

へ結合する HTM 濃度である。したがって、上述のように[HTM]f 、γ 共に低下していると

考えられることから、HTM センサーの応答性が低下したと示唆された。 

 次に、1 mmol L-1リン酸緩衝液中における HTM センサーの定量性を評価した。第 2 章 第

3 節 第 4 項に示すように、蒸留水中においてHTM センサーは、1×10-5、5×10-5 および 1×10-4 

mol L-1の 3 点の HTM 濃度における電位変化量との間の回帰直線式の傾きの値は 25.7 で、

検出限界は 9.6×10-6 mol L-1 であった。リン酸緩衝液中では蒸留水中での応答性より劣るこ

とにより、検出限界および定量濃度域は 3×10-4 mol L-1から 1×10-2 mol L-1と、高濃度側にシ

フトした。また、リン酸緩衝液中（pH7.4）において HTM はモノカチオン体で存在すると

考えられるため、ネルンストの式に適用した時 n は 1 となり、検量線の傾きは約 59.2 を示

すことが予想された。しかし、測定した HTM センサーの検量線の傾きは 22.7 で、ネルン

ストの式に適用すると、n は約 3 となる。これは、測定用溶媒であるリン酸緩衝液の濃度の

低さに起因すると考えられる。リン酸緩衝液の濃度は、1 mmol L-1であるため、HTM 濃度が

1×10-3 mol L-1 より高濃度では緩衝能が弱まり、実際の溶液の pH は低下していることが危惧

される。そのため、 高濃度の HTMは、一部がジカチオン体で存在していると推察される。こ

のことから、HTM の高濃度域においては、HTM センサーが、2 価のイオンとして HTM を

認識することで、予想されるより大きな n になったと考えられる。本結果から、上述した

緩衝液の塩濃度の増加に伴う HTM センサーの電位変化量の減少についての要因として、

一点目の HTM の分子状態の変化は否定される。したがって、HTM センサーの電位変化量



45 

 

の減少は、二点目および三点目として挙げた、フリー体の HTM の減少および活量係数の低

下が大きな要因である可能性が高いと考えられる。応答性を向上させ、より低濃度での測

定を可能にすることが今後の課題である。 

 さらに、HTM センサーの応答性に及ぼす血清の影響について検討した。その結果、測定

溶媒中の血清含有率が 5%以上では、HTM センサーの電位変化量は顕著に減少した。これ

は血清中のタンパク質が HTM センサーの表面に吸着するといった、血清中の物質が影響

を及ぼしていると考えられる。MIP を構成する架橋性モノマーが疎水性であることから、

HTM センサーの表面は疎水性であり、タンパク質の疎水部と HTM センサー表面の間で疎

水性相互作用が働いたと考えられる。 

 最後に、既知濃度の HTM を添加したウシ血清を測定試料とし、1 mmol L-1リン酸緩衝液

中での定量を試みた。その結果添加した HTM 濃度に対して良好な回収率を示した。HTM

センサーはフリー体で存在する HTM を認識し応答するため、HTM が血清中の物質と結合

することにより HTM センサーの応答性は低下すると考えられる。アルブミンは血清中に

存在する主要タンパク質であり、種々の物質と結合することが知られている。Wang らは、

HTM とウシ血清アルブミン（BSA）の相互作用に関して、HTM と BSA の結合様式には高

親和性部位と低親和性部位の 2 種類存在するが、低親和性部位がより優位に働いていると

報告している [100]。ウシ血清含有率 1%リン酸緩衝液中という今回の実験条件下において、

BSA のモル濃度は HTM のモル濃度に対して 0.6%以下であり、BSA と HTM の結合はほぼ

無視でき、HTM は大半がフリー体で存在していると考えられる。その結果、添加した HTM

濃度に対して 100%に近い回収率が得られたと考えられた。 

一方で、本 HTM センサーは今後もより改善が求められる。例えば、成人健常者における

HTM 血中濃度は 44.87±1.09 ng mL1 (4.04107 mol L1)、安定狭心症患者、不安定狭心症患

者および ST 上昇型心筋梗塞患者における HTM 血中濃度は健常者より上昇しそれぞれ、

74.8±4.1 ng mL1から 79.7±3.1 ng mL1 (6.73-7.17×107 mol L1)、90.85±6.34 ng mL1 (8.17107 

mol L1)、127±6.34 ng mL1 (1.14106 mol L1) と報告されている [95]。HTM は体内におい

てほとんどが肥満細胞および好中球に蓄積されており、血漿および血清中の HTM 濃度は

全血濃度より低い。したがって、現在の HTM センサーの定量域は生体内 HTM 濃度よりは

るかに高濃度であるため、臨床検査への応用に向けてはより低濃度での測定が可能となる

よう改良する必要がある。また、測定試料中の血清含有率が上昇すると HTM センサーの応

答性が低下し試料の希釈が必要であることから、その点の改良も今後必要である。 
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第 5 節 小括 

 

 本章において、MIP を感応素子とした HTM 電位検出型センサーを臨床的に応用するた

めに、まず塩濃度および血清が HTM センサーの性能に与える影響を検討した。その結果、

測定溶媒であるリン酸緩衝液（pH 7.4）の濃度の上昇に伴い、HTM センサーの応答性が低

下することが明らかとなった。この原因は、リン酸緩衝液中のカウンターイオンが HTM と

複合体を形成しフリー体の HTM が減少すること、および HTM の活量係数の低下によるも

のであることが示唆された。以上より、以降の実験においては比較的影響が少ない 1 mmol L-1

のリン酸緩衝液を用いることとした。次に、1 mmol L-1のリン酸緩衝液中における HTM セ

ンサーの定量性を検討したところ、HTM 濃度が 3×10-4 mol L-1から 1×10-2 mol L-1の HTM 濃

度範囲において電位変化量との間に直線性が得られ、検出限界は 1.6×10-4 mol L-1であった。

さらに、測定溶媒に血清を添加し HTM センサーの応答性を確認したところ、血清濃度が

3%以下では応答性に影響を及ぼさないことが示された。そこで最後に、1 mmol L-1 リン酸

緩衝液中において、ウシ血清試料中に添加した HTM の定量をおこなったところ、血清に添

加した HTM の回収率は 91-104%と良好であった。 

 以上より、低濃度の HTM の定量や、血清試料における希釈の必要性など、臨床応用に向

けての課題は残っており今後も検討を続けていく必要があるものの、本 HTM センサーは

固相抽出などといった手間を要する前処理の必要なく、血清中の HTM を直接定量できる

ことが示された。 
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総括 

 

 医療分野や環境分野などあらゆる分野において、目的とする物質の定性分析および定量分

析は重要である。本研究では、バイオセンサーが有する課題を克服する新規臨床分析用化学

センサーの基盤構築を目指し、MIP を感応素子とした電位検出型センサーの開発を試みた。

本センサーは、棒状炭素電極上に MIP を形成させることで、鋳型分子が MIP と相互作用した

際に生じる MIP の表面電位の変化をリアルタイムに捉えることができ、安価かつ簡便に作製

が可能である。本研究により、作製したセンサーの応答性と特異性を評価することで、MIP を

感応素子とした電位検出型センサーのセンサーとしての妥当性を示すことができた。本研究

において、2 種類の物質を鋳型分子として用いたセンサーの開発をおこなった。これらの結果

は、今後、他の物質を分析対象物質とするセンサーの作製への応用へつなげることができる。

また、本センサーを血清中試料の定量分析に適用し、臨床分析用センサーとしての応用の可

能性が示唆された。現在用いられる血液中試料の定量には、除タンパク操作が必要なことが

多い。また除タンパク操作は、目的物質の化学種を変化させてしまう可能性があることから、

さらなる分析方法の工夫が要求されることもある。したがって、本研究で開発した前処理不

要な定量方法は、それらの手間を一挙に省略できることから、簡便さが格段に向上すること

が期待できる。 

一方、本センサーの定量濃度域をより低濃度かつ広範囲にすることは今後の課題である。

それにはセンサーの感度を向上させる必要がある。MIP の調製における第 2 膨潤の懸濁液中

の鋳型分子、機能性モノマー、架橋性モノマーの濃度の増減により、センサーの応答性に変

化をもたらすと考えられる。あるいは、導電性ポリマーを用いる、ポリマー内にカーボンナ

ノチューブなどの導電性物質をドープするなど、MIP 自身に電気伝導性を付与することで改

善可能ではないかと考えている。加えて、電位差測定法における電位変化の検出では、分析

対象物質のイオン価数が電極電位に反映される。また、測定環境における pH 条件が MIP の

分子認識能に影響を及ぼすことが報告されている。今回の検討では、作製条件の pH 制御はお

こなわなかったが、測定条件と同じ pH 条件でセンサーを作製することで、測定時の鋳型分子

と機能性モノマー間の相互作用がより容易になり、応答性の向上につながることが期待でき

る。現在その研究についても着手している。 

さらに、センサーの応答速度の改良も必要である。応答速度は、鋳型分子と機能性モノマ

ーの親和性の高さに相関すると考えられる。今回の検討では、1 種類の機能性モノマーにより

MIP を作製しているが、複数の機能性モノマーを用い、またその配合量を検討することで、

より鋳型分子に対する親和性を高めることができると考えられる。 

また、針状超微小化することにより医療分野における応用の幅が広がる。現在、指示電極

である MIP をコーティングした棒状炭素電極と参照電極は別々であるが、針状超微小化する

ためにはそれらを一本化することが望ましい。指示電極と参照電極を一本化した複合電極の

作製方法については、著者の所属する研究室において既に考案されており、その性能につい

ての基礎的知見は得られている。 

MIP を感応素子とした針状超微小電位検出型センサーを確立することができれば、特にリ
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アルタイムの検出に価値を見出せる。例えば、今回鋳型分子として選択した HTM は、アナフ

ィラキシーショックにおいて血中濃度が上昇する場合のあることが知られるが、その上昇は

短時間で消失し、元の濃度にもどる。また、現在、治療薬物モニタリングは採血時 1 点のみ

の測定値から血中濃度を概算している。本センサーを用いて、目的とする生体内成分や服用

された医薬品の血中濃度をリアルタイムに経時的変化をとらえることができれば、患者個々

に対応した治療設計や病態把握につなげることができると期待できる。 
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