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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　電子伝導体基板上に形成した過酸化水素の還元電位より卑な酸化電位を示す酸化還元活
性種の薄膜からなる電極を電解質を含む過酸化水素含有試料溶液中に一定時間浸漬した後
、これを作用電極として、その開放電位から卑な電位に電位を掃引又はステップしたとき
に得られる還元電流応答から試料中の過酸化水素の濃度を測定することを特徴とする過酸
化水素の濃度測定法。
【請求項２】
　過酸化水素の濃度を測定するに際して、過酸化水素含有試料溶液中又は酸化還元活性種
の薄膜中に過酸化水素の還元を促進する触媒作用を有する物質を含有させることを特徴と
する請求項１に記載の過酸化水素の濃度測定法。
【請求項３】
　過酸化水素の還元を促進する触媒作用を有する物質が、ヘミン等の金属－ポルフィリン
類化合物、若しくはこれらを含むマイクロペルオキシターゼ等のオリゴペプチド、西洋ワ
サビペルオキシターゼなどの酵素であることを特徴とする請求項２に記載の過酸化水素の
濃度測定法。
【請求項４】
　酸化還元活性種の還元型が、フェロセン及びその誘導体若しくは前記構造を含む高分子
化合物、ハイドロキノン及びその誘導体若しくはこれらの構造を含む高分子化合物、又は
ポリビニルピリジンのオスミウム錯体若しくはこの構造を含む高分子であることを特徴と
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する請求項１～３のいずれかに記載の過酸化水素の濃度測定法。
【請求項５】
　電子伝導体基板上に、自己組織化法、スピンコート法、キャスト法によって酸化還元活
性種の薄膜を形成することを特徴とする請求項１～４のいずれかに記載の過酸化水素の濃
度測定法。
【請求項６】
　過酸化水素濃度の検出を行うことにより酸化酵素の活性を測定する方法であって、請求
項１～５のいずれかに記載の方法により試料中の過酸化水素の濃度を測定し、該過酸化水
素の濃度から過酸化水素を酵素反応生成物とする酸化酵素の活性を測定することを特徴と
する酵素活性測定法。
【請求項７】
　過酸化水素濃度の検出を行うことにより酸化酵素の活性を測定し、該酸化酵素を抗体分
子に対する標識酵素として抗原濃度を求める免疫化学測定法であって、請求項１～５のい
ずれかに記載の方法により試料中の過酸化水素の濃度を測定し、該過酸化水素の濃度から
過酸化水素を酵素反応生成物とする酸化酵素の活性を測定し、抗原抗体反応後に抗原と結
合した又は未結合の抗体量を前記測定された酸化還元酵素活性から求め、それによって抗
原濃度を求めることを特徴とする免疫化学測定法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、過酸化水素濃度を高感度に測定が可能である、特に過酸化水素を生成物とし
て与える酸化酵素の活性を高感度に測定ができ、免疫化学測定法に有用である過酸化水素
の濃度測定法、酵素活性測定法、免疫化学測定法及びこれらの装置に関する。
【背景技術】
【０００２】
　過酸化水素の高感度測定法として、現在利用されているものに化学発光法がある。この
方法は鉄錯体などの触媒存在下で過酸化水素とルミノールが反応する際に発光することを
利用している。しかし、この方法は、発光効率を高くするためにアルカリ性中で反応を行
わせねばならず、取り扱い及び廃液の処理等の点で問題を残す。
　一方、電気化学法（電流測定法）は簡便であり、比較的高感度であるが、従来の検出下
限濃度は、通常10-7M程度までに留まる。
【０００３】
　過酸化水素の電流測定による分析において、高感度化を図る場合、通常過酸化水素の電
極反応に対する触媒活性が高い白金を電極材料として用いることが多い（例えば、特許文
献１参照）。他の電極材料を用いる場合、例えばフェロセン等のメディエータを利用して
電流の増大、高感度化を図ることが行われる（例えば、特許文献２参照）。
　しかし、従来の方法では、電極上での還元電流は過酸化水素濃度と数mMまで正の相関を
持つものの、検出下限濃度は1μM(S/N =3)程度に留まるという問題があった。
【特許文献１】特開平８－３３８８２４号公報
【特許文献２】特開平１１－６４２７１号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　本発明は、上記の問題点を解決することを目的とし、電気化学法の簡便性を活かし、さ
らに高感度化を図るものであり、すなわち簡便な汎用の電気化学装置で、従来達成不可能
であった高感度な過酸化水素濃度、酸化酵素活性、抗原濃度の測定を可能とすることを目
的とする。
【課題を解決するための手段】
【０００５】
　上記の課題に鑑み、次の新規発明を提供する。
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（１）電子伝導体基板上に形成した過酸化水素の還元電位より卑な酸化電位を示す酸化還
元活性種の薄膜からなる電極を過酸化水素含有試料溶液中に一定時間浸漬した後、電解質
溶液中に移し、これを作用電極として、その開放電位から卑な電位に電位を掃引又はステ
ップしたときに得られる還元電流応答から試料中の過酸化水素の濃度を測定することを特
徴とする過酸化水素の濃度測定法。
（２）過酸化水素濃度の検出を行うことにより酸化酵素の活性を測定する方法であって、
電子伝導体基板上に形成した過酸化水素の還元電位より卑な酸化電位を示す酸化還元活性
種の薄膜からなる電極を過酸化水素含有試料溶液中に一定時間浸漬した後、電解質溶液中
に移し、これを作用電極として、その開放電位から卑な電位に電位を掃引又はステップし
たときに得られる還元電流応答から試料中の過酸化水素の濃度を測定し、該過酸化水素の
濃度から過酸化水素を酵素反応生成物とする酸化酵素の活性を測定することを特徴とする
酵素活性測定法。
（３）過酸化水素濃度の検出を行うことにより酸化酵素の活性を測定し、該酸化酵素を抗
体分子に対する標識酵素として抗原濃度を求める免疫化学測定法であって、電子伝導体基
板上に形成した過酸化水素の還元電位より卑な酸化電位を示す酸化還元活性種の薄膜から
なる電極を過酸化水素含有試料溶液中に一定時間浸漬した後、電解質溶液中に移し、これ
を作用電極として、その開放電位から卑な電位に電位を掃引又はステップしたときに得ら
れる還元電流応答から試料中の過酸化水素の濃度を測定し、該過酸化水素の濃度から過酸
化水素を酵素反応生成物とする酸化酵素の活性を測定し、抗原抗体反応後に抗原と結合し
た又は未結合の抗体量を前記測定された酸化還元酵素活性から求め、それによって抗原濃
度を求めることを特徴とする免疫化学測定法。
（４）過酸化水素の濃度を測定するに際して、過酸化水素含有試料溶液中又は酸化還元活
性種の薄膜中に過酸化水素の還元を促進する触媒作用を有する物質を含有させることを特
徴とする上記（１）～（３）のいずれかに記載の過酸化水素の濃度測定法、酵素活性測定
法又は免疫化学測定法。
（５）過酸化水素の還元を促進する触媒作用を有する物質が、ヘミン等の金属－ポルフィ
リン類化合物、若しくはこれらを含むマイクロペルオキシターゼ等のオリゴペプチド、西
洋ワサビペルオキシターゼなどの酵素であることを特徴とする上記（１）～（４）のいず
れかに記載の過酸化水素の濃度測定法、酵素活性測定法又は免疫化学測定法。
（６）酸化還元活性種の還元型が、フェロセン及びその誘導体若しくは前記構造を含む高
分子化合物、ハイドロキノン及びその誘導体若しくはこれらの構造を含む高分子化合物、
又はポリビニルピリジンのオスミウム錯体若しくはこの構造を含む高分子であることを特
徴とする上記（１）～（５）のいずれかに記載の過酸化水素の濃度測定法、酵素活性測定
法又は免疫化学測定法。
（７）電子伝導体基板上に、自己組織化法、スピンコート法、キャスト法によって酸化還
元活性種の薄膜を形成することを特徴とする上記（１）～（６）のいずれかに記載の過酸
化水素の濃度測定法、酵素活性測定法又は免疫化学測定法。
【０００６】
　また、本願は、次の新規発明を提供する。
（８）電子伝導体基板上に形成した過酸化水素の還元電位より卑な酸化電位を示す酸化還
元活性種の薄膜からなる電極を一定時間浸漬させるための過酸化水素含有試料溶液、これ
を電解質溶液中に移して作用電極とし、該電極の開放電位から卑な電位に電位を掃引又は
ステップしたときに得られる還元電流応答から試料中の過酸化水素の濃度を測定するため
の電気化学測定セルを備え、該電気化学測定セルは前記作用電極、参照電極、対向電極を
有し、各電極が電位を規制するためのポテンシオスタットに接続されていることを特徴と
する過酸化水素の濃度測定装置。
（９）電子伝導体基板上に形成した過酸化水素の還元電位より卑な酸化電位を示す酸化還
元活性種の薄膜からなる電極を一定時間浸漬させるための過酸化水素含有試料溶液を備え
、該溶液は測定対象の酸化酵素、過酸化水素の還元を促進する触媒作用を有する物質及び
酵素の基質を含有し、前記電極を電解質溶液中に移して作用電極とし、その該電極の開放
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電位から卑な電位に電位を掃引又はステップしたときに得られる還元電流応答から試料中
の過酸化水素の濃度を測定するための電気化学測定セルを備え、該電気化学測定セルは前
記作用電極、参照電極、対向電極を有し、各電極が電位を規制するためのポテンシオスタ
ットに接続されていることを特徴とする酵素活性測定装置。
（１０）電子伝導体基板上に形成した過酸化水素の還元電位より卑な酸化電位を示す酸化
還元活性種の薄膜からなる電極を一定時間浸漬させるための過酸化水素含有試料溶液を備
え、該溶液は測定対象の酸化酵素、過酸化水素の還元を促進する触媒作用を有する物質及
び酵素の基質を含有し、前記電極を電解質溶液中に移して作用電極とし、該電極の開放電
位から卑な電位に電位を掃引又はステップしたときに得られる還元電流応答から試料中の
過酸化水素の濃度を測定するための電気化学測定セルを備え、該電気化学測定セルは前記
作用電極、参照電極、対向電極を有し、各電極が電位を規制するためのポテンシオスタッ
トに接続されており、電気化学セル中で測定された過酸化水素の濃度から過酸化水素を酵
素反応生成物とする酸化酵素の活性を測定し、さらに酸化酵素を標識酵素とする抗体を用
いた抗原抗体反応を行い、反応後に抗原と結合した又は未結合の抗体量を酸化還元酵素活
性から求め、この抗体量から抗原濃度を求めることを特徴とする免疫化学測定装置。
【発明の効果】
【０００７】
　本発明の方法及び装置によれば、簡便な汎用の電気化学装置で、従来達成不可能であっ
た高感度な過酸化水素濃度、酸化酵素活性、抗原濃度の測定が可能となるという優れた効
果を有する。
【発明を実施するための最良の形態】
【０００８】
　本発明の過酸化水素の濃度測定法は、電子伝導体基板上に形成した過酸化水素の還元電
位より卑な酸化電位を示す酸化還元活性種の薄膜からなる電極を過酸化水素含有試料溶液
中に一定時間浸漬した後、電解質溶液中に移し、これを作用電極として、その開放電位か
ら卑な電位に電位を掃引又はステップしたときに得られる還元電流応答から試料中の過酸
化水素の濃度を測定するものである。
　すなわち、本発明は、次のメディエータ反応に着目したものである。
　　H2O2＋Mred ＝ 2H2O + Mox　　 (1)
　　Mox + 2e = Mred　　　　　　　(2)
　ここで、Mred及びMoxは、それぞれメディエータの還元型及び酸化型を表す。(1)と(2)
の反応速度がともに大きければ、過酸化水素の直接電解による電流より大きな電流が与え
られ、過酸化水素測定の高感度化が達成される。
【０００９】
　メディエータを電極上に固定化した状態で、前記先ず(1)の反応のみを起こさせてMoxを
電極上に蓄積させ、しかる後に蓄積したMoxを電極に負の電位を印可することによって素
早く還元させ、そのときの過渡電流応答又はこれを積分した電気量を測定することにより
、大きな信号（過渡電流応答）を得、著しく低濃度の過酸化水素の測定を可能とするもの
である。
　この概念図を図１に示す。図１の左図において電荷を蓄積させ、次に右図において電気
化学的に還元するものである。これによって、従来達成不可能であった高感度な過酸化水
素濃度、酸化酵素活性、抗原濃度の測定が可能となった。
【００１０】
　本発明の、過酸化水素の濃度測定装置の具体的なものとしては、電子伝導体基板上に形
成した過酸化水素の還元電位より卑な酸化電位を示す酸化還元活性種の薄膜からなる電極
を一定時間浸漬させるための過酸化水素含有試料溶液とそのための容器、さらに処理した
前記電極を電解質溶液中に移して作用電極とし、その電極の開放電位から卑な電位に電位
を掃引又はステップしたときに得られる還元電流応答から試料中の過酸化水素の濃度を測
定するための電気化学測定セルから構成することができる。
　この電気化学測定セルには、前記作用電極、参照電極、対向電極を備え付け、各電極に
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は電位を規制するためのポテンシオスタットを接続して構成することができる。
【００１１】
　このようにして得られた過酸化水素の濃度から過酸化水素を酵素反応生成物とする酸化
酵素の活性を測定することができる。さらに、この測定された酸化還元酵素活性から抗原
抗体反応後に抗原と結合した又は未結合の抗体量を求め、それによって抗原濃度を求める
ことができる。
　酸化酵素を標識酵素とする免疫化学測定システムにおける、このような酵素活性の高感
度化は免疫化学測定の高感度化につながり、医療、環境分野などへの寄与に大きく貢献す
ることができる。
【００１２】
　酵素活性測定装置の具体例としては、過酸化水素の濃度測定装置と同様のものを使用す
ることができる。下記の装置は一例であり、本発明は、この装置の例に限定されないこと
を理解すべきである。
　電子伝導体基板上に形成した過酸化水素の還元電位より卑な酸化電位を示す酸化還元活
性種の薄膜からなる電極を一定時間浸漬させるための過酸化水素含有試料溶液とそれを保
持する容器を準備する。
　該溶液には、測定対象の酸化酵素、必要に応じて過酸化水素の還元を促進させる触媒及
び酵素の基質を含有させる。また、前記電極を電解質溶液中に移して作用電極とし、その
電極の開放電位から卑な電位に電位を掃引又はステップしたときに得られる還元電流応答
から試料中の過酸化水素の濃度を測定するための電気化学測定セルを設置する。
　該電気化学測定セルには、前記作用電極、参照電極、対向電極を配置する。各電極には
、電位を規制するためのポテンシオスタットに接続する。
【００１３】
　さらに、免疫化学測定装置も前記酵素活性測定装置と同様のものを使用できる。下記の
装置は一例であり、本発明は、この装置の例に限定されないことを理解すべきである。
　この装置は、電子伝導体基板上に形成した過酸化水素の還元電位より卑な酸化電位を示
す酸化還元活性種の薄膜からなる電極を一定時間浸漬させるための過酸化水素含有試料溶
液を備える。
　また、該溶液は測定対象の酸化酵素、必要に応じて過酸化水素の還元を促進させる触媒
及び酵素の基質を含有させ、前記電極を電解質溶液中に移して作用電極とする。さらに、
該電極の開放電位から卑な電位に電位を掃引又はステップしたときに得られる還元電流応
答から試料中の過酸化水素の濃度を測定するための電気化学測定セルを備える。該電気化
学測定セルには、前記作用電極、参照電極、対向電極を配置させ、各電極は電位を規制す
るためのポテンシオスタットに接続させる。
　電気化学セル中で測定された過酸化水素の濃度から過酸化水素を酵素反応生成物とする
酸化酵素の活性を測定する。そして、酸化酵素を標識酵素とする抗体を用いた抗原抗体反
応を行い、反応後に抗原と結合した又は未結合の抗体量を酸化還元酵素活性から求め、こ
の抗体量から抗原濃度を求める。
【００１４】
　前記の通り、過酸化水素の濃度を測定するに際しては、過酸化水素含有試料溶液中又は
酸化還元活性種の薄膜中に、過酸化水素の還元を促進する触媒を含有させることができる
。この触媒としては、ヘミン等の金属－ポルフィリン類化合物、若しくはこれらを含むマ
イクロペルオキシターゼ等のオリゴペプチド、ミオグロビンやヘム置換ミオグロビン等の
配位子結合性ヘム蛋白質、西洋ワサビペルオキシターゼなどの酵素が有効である。
　また、酸化還元活性種の還元型としては、フェロセン及びその誘導体若しくは前記構造
を含む高分子化合物、ハイドロキノン及びその誘導体若しくはこれらの構造を含む高分子
化合物、又はポリビニルピリジンのオスミウム錯体若しくはこの構造を含む高分子を使用
することができる。
　また、電子伝導体基板上に酸化還元活性種の薄膜を形成する手段としては、自己組織化
法、スピンコート法、キャスト法を使用することができ、有効である。
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【実施例】
【００１５】
　以下、本発明を実施例に基づいて説明する。なお、以下の説明は、本願発明の理解を容
易にするためのものであり、これに制限されるものではない。すなわち、本願発明の技術
思想に基づく変形、実施態様、他の例は、本願発明に含まれるものである。
【００１６】
（実施例１）
（過酸化水素測定電極の作製と高感度測定法）
金ディスク電極（直径1.6 mm、BAS株式会社製、商品名：AUE金電極）をアルミナ研磨、超
音波洗浄、硫酸中で定法により電気化学的に洗浄し、1 mMフェロセンウンデカンチオール
の無水ヘキサン溶液に2時間浸漬してフェロセン自己組織化単分子膜被覆電極を作製した
。この酸化還元電位は+400 mV vs. Ag/AgCl（溶液は75 mM PB + 50 mM NaClO4, pH 7）と
見積もられた。
【００１７】
　触媒として1 μMのヘミンを加えた上記水溶液(10 mL)に各濃度の過酸化水素を添加し、
上記修飾電極を挿入（解放電位の状態）、15時間放置後、解放電位から電位を+100 mV vs
. Ag/AgClにステップ、H2O2 + 2Fc + 2H

+ = 2H2O + 2Fc
+ の反応で生成したFc+ を再還元

する電流－時間曲線を計測した（図２参照）。
　計測システムとして、ポテンショスタット（北斗電工社製、商品名：HA-150）、デジタ
ルオシロスコープ（IWATSU社製、商品名：DS-8812）を用いた。
【００１８】
　電流－時間曲線から電気量を求め、これと過酸化水素濃度との関係を求めると、図３に
示すように濃度15 nM程度まで濃度増加とともに顕著な電気量の増加が認められた。検出
下限濃度は0.5 nM (S/N = 3)と見積もられた。
　下記に示す、汎用アンペロメトリー法に比べて、本法では１千分の１以下の濃度の過酸
化水素濃度測定が可能となった。
【００１９】
（比較例１）
　上記と同様の電極を作製、ヘミン存在下で+100mV vs. Ag/AgClで過酸化水素を一定濃度
添加しつつ、アンペロメトリックな測定を実施した。
　電極上での還元電流は過酸化水素濃度と数mMまで正の相関を持つものの、検出下限濃度
は1μM (S/N =3)に留まった。
【００２０】
（実施例２）
　金くし形電極（NTT-AT社製、商品名：くし形電極Au）を使って実施例１と同様な実験を
行った。ミクロ電極への過酸化水素／ヘミンの拡散速度の増大により20分の浸漬時間で実
施例１と同様な結果が得られた。
【００２１】
（実施例３）
　実施例２において使用したフェロセンウンデカンチオールに替え、２－メルカプヒドロ
トキノン（H2Q）を用いて実施例２と同様な実験を実施した。
　但し、H2O2 + H2Q = 2H2O + Qの反応で生成したキノンの再還元には－100 mVの電圧を
印加した。これによって、実施例２と同様の結果を得た。
【００２２】
（実施例４）
　1 μMのヘミンと10 mMグルコースを加えた実施例１の緩衝液(10 mL)に、グルコース酸
化酵素を適量添加後1時間放置して、実施例１の方法で酵素活性と電気量の相関を解析し
た。その結果、500 nU/Lの活性の酵素まで測定可能であった。汎用のアンペロメトリー法
や分光法に比べて１千倍の高感度化を達成した。500 nU/Lの酵素活性は反応溶液中の酵素
量としては50 fgに相当する。
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（実施例５）
　グルコース酸化酵素で修飾した抗ANP抗体を用いてANPとの反応させ、ANP固定化基盤に
より未反応抗体の除去した後、反応した抗体を含む溶液のみ回収し、このグルコース酸化
酵素活性を、実施例４と同一の方法で測定し、酵素活性とANP濃度との関係を調べた。こ
の結果0.1 pptまでのANPの測定が可能であった。
【産業上の利用可能性】
【００２４】
　本発明は、過酸化水素濃度、特にその高感度測定は生物化学分野で特に重要である。例
えば、過酸化水素濃度の高感度測定により過酸化水素を生成物として与える酸化酵素の活
性の高感度測定が可能となり、酵素分析に必要とされる酸化酵素のスクリーニングの効率
化等に資するところが多い。
　さらに、酸化酵素を標識酵素とする免疫化学測定システムにおいて、酵素活性の高感度
化は、免疫化学測定の高感度化につながり、医療、環境分野などへの寄与が大きい。
【図面の簡単な説明】
【００２５】
【図１】本発明の過酸化水素濃度測定の概念説明図である。
【図２】実施例1において測定した電流－時間応答の結果を示す図である。
【図３】実施例1において測定した過酸化水素濃度と測定電気量の関係を示すグラフであ
る。

【図１】

【図２】

【図３】
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