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Phenylboronic acid (PBA) derivatives have been used as alternatives to enzymes in the development of sugar-sensi-

tive systems because the optical and electrochemical properties of these derivatives are signiˆcantly modulated upon sug-

ar binding. This article reviews the voltammetric properties of sugar sensors prepared using dithiobis (4-butyrylamino-

m-phenylboronic acid) (DTBA-PBA)-modiˆed electrodes and PBA-appended layer-by-layer ˆlm-modiˆed electrodes.

In addition, the redox properties of reduced graphene oxide (rGO)-modiˆed glassy carbon electrodes (GCEs) are dis-

cussed. The surface of a gold electrode was modiˆed with a monolayer of DTBA-PBA to prepare sugar-sensitive elec-

trodes. The modiˆed electrodes exhibited attenuated cyclic voltammograms for Fe(CN)3－/4－
6 in the presence of sugars

at neutral pH as a result of their binding to DTBA-PBA on the electrode. Useful calibration curves were obtained for de-

termining 3300 mM D-glucose and 0.330 mM D-fructose. Similarly, gold electrodes coated with multilayer ˆlms com-

posed of PBA-modiˆed poly(allylamine hydrochloride) and carboxymethylcellulose exhibited a sugar-dependent

response at neutral pH. The dynamic range of these modiˆed electrodes was 0.1300 mM for D-glucose and D-fructose.

The surface of GCE was modiˆed with rGO to evaluate the electrochemical response of the modiˆed GCE to hydrogen

peroxide (H2O2). The rGO-modiˆed electrodes exhibited signiˆcantly higher responses in the redox reactions of H2O2

compared with the response of an unmodiˆed GCE.

Key words―biosensor; phenylboronic acid; graphene; electrochemistry

1. バイオセンサー

バイオセンサーは生体物質が持つ特異的な分子認

識能を利用した化学センサーで，1) 分子認識素子と

分子認識素子の反応を電流などの信号に変換するト

ランスデューサーから構成される（Fig. 1）．分子

認識素子としては酵素，2,3) 抗体，4) 微生物5) 及び

DNA6) などの生体物質が用いられており安定性，

反応の再現性及び高い選択性が求められる．一方，

トランスデューサーには電極，7) 水晶振動子，8) 表面

プラズモン共鳴装置9) 及び光ファイバー10) など様

々な装置が用いられている．

バイオセンサーは食品分野における製造工程の品

質管理，11) 環境分野の微量環境汚染物質の検出，12)

医療分野での薬物モニタリングシステム13) などの

用途が検討されている．特に医療分野におけるこれ

までの検査法は煩雑な測定操作や前処理が必要であ

り，また高価な試薬を使い捨てとするために検査料

も高額となり患者への負担も問題となってきた．一

方，バイオセンサーによる分析は従来の測定方法に

比べ迅速な測定が可能であり，測定時間の短縮や測

定コストの大幅な削減が期待できる．しかし，バイ

オセンサーはタンパク質などの生体分子を利用する

ため変性による失活などの問題があり，長期間使用

することが難しい．さらに，センサーに固定化され

た酵素の触媒活性は日々低下するため，常にキャリ

ブレーションが必要になる．これは，すべてのバイ

オセンサーに共通する本質的な欠点と言える．

本稿では，筆者が研究してきた電気化学的検出法

を用いた高耐久性バイオセンサー，1419) 及び貴金属

を利用しない炭素材料を用いた機能性電極のバイオ
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Fig. 1. Schematic Illustration of Biosensors

Fig. 2. Equilibrium between PBA and 1,2-Diols at Neutral
pH

Fig. 3. Chemical Structure of DTBA-PBA

Fig. 4. Cyclic Voltammograms for Fe(CN)3－/4－
6 on the

DTBA-PBA Monolayer-modiˆed Electrode in the Absence
of D-fructose (solid line) and in the Presence of 10 mM D-
fructose (dashed line)

A 10 mM phosphate buŠer containing 100 mM KCl (pH 7.6) was used.

The scan rate was 50 mV s－1. Reprinted with permission from Ref. 15).

Copyright 2006 American Chemical Society.
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センサーの応用20) 等について紹介する．

2. フェニルボロン酸誘導体単分子膜修飾電極

酵素や抗体といった生体分子に替わる分子認識素

子をデザインして化学合成することが試みられてい

る．21) 筆者が使用したフェニルボロン酸（phenyl-

boronic acid; PBA）も人工分子認識素子の 1 つで

あり，1,2-ジオールと結合するため化学センサーの

グルコース認識素子として応用が期待されてい

る．22,23) PBA は中性条件で 1,2-ジオールと結合する

とホウ素原子に水酸化物イオンが結合して負電荷を

持つ（Fig. 2）．PBA を固定化した電極表面では糖

の結合によって電極表面の電荷密度が変化し，負電

荷を持つヘキサシアノ鉄（III）酸イオンの電気化

学応答が糖濃度に依存して抑制され糖の検出ができ

ると考えられる．

筆者は，ジチオビス（4-ブチリルアミノ-m-フェ

ニルボロン酸）（dithiobis 4-butyrylamino-m-phenyl-

boronic acid; DTBA-PBA, Fig. 3）を合成して PBA

誘導体単分子膜修飾電極を作製した．14,15) 金とチ

オール化合物は強固に結合して単分子膜を形成する

ことが知られている．24) PBA 誘導体単分子膜修飾

電極を用いて D-フルクトースの存在下及び非存在

下におけるヘキサシアノ鉄（III）酸イオンのサイ

クリックボルタンメトリを検討した（Fig. 4）．

D-フルクトース非存在下ではピーク間電位差（DE）

が 125 mV であったが，10 mM D-フルクトース存在

下で 425 mV となり，ヘキサシアノ鉄（III）酸イオ

ンの電極応答が抑制された．これは，電極表面にお

いても均一系と同様に，糖の結合によって水酸化物

イオンが電極表面の PBA と結合したために負電荷

を持ち，ヘキサシアノ鉄（III）酸イオンの電気化

学応答が抑制されたと推察される（Fig. 5）．また，

作製した DTBA-PBA 単分子膜修飾電極を用いて，

D-グルコース及び D-フルクトースの濃度変化とヘ

キサシアノ鉄（III）酸イオンの電気化学応答の関

係を調べた．Figure 6 は pH 7.6 における糖濃度と

ピーク電流値（ip）の関係を示している．D-グルコー

ス及び D-フルクトースの濃度に依存し ip が減少し

て，D-グルコースが 3300 mM 及び D-フルクトース

が 0.330 mM の濃度範囲で検出できることがわか

った．D-フルクトースと比較して D-グルコースに

よるヘキサシアノ鉄（III）酸イオンの電気化学応

答変化が小さかったのは，D-グルコースと PBA の

結合定数が D-フルクトースと比較して小さいため

である．
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Fig. 5. Schematic Illustration of Detecting Sugar at Neutral pH Using a DTBA-PBA Monolayer-modiˆed Electrode
Reprinted with permission from Ref. 15). Copyright 2006 American Chemical Society.

Fig. 6. Calibration Curves of the DTBA-PBA Monolayer-
modiˆed Electrode for D-glucose (a) and D-fructose (b)

The ratio i/i0 shows the ratio of the peak current in the presence of sugar

to that observed in the absence of sugar. A 10 mM phosphate buŠer contain-

ing 100 mM KCl (pH 7.6) was used. The scan rate was 50 mV s－1. Reprinted

with permission from Ref. 15). Copyright 2006 American Chemical Society.

Fig. 7. Cyclic Voltammograms for 5 mM Fe(CN)3－/4－
6 on the

(PBA-PAH/CMC)4/PBA-PAH Film-modiˆed Electrode in
the Absence of D-fructose (solid line) and in Presence of 30
mM D-fructose (dashed line)

The 10 mM phosphate buŠer containing 100 mM KCl (pH 7.0) was used.

The scan rate was 50 mV s－1. Reprinted with permission from Ref. 18).

Copyright 2007 Japan Society for Analytical Chemistry.
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DTBA-PBA 単分子膜修飾電極は乳酸17) やヌクレ

オシド19) に対しても応答することがわかった．こ

れらは，乳酸の a -ヒドロキシ酸部位及びヌクレオ

シドのリボース残基が PBA とエステル結合を形成

することによる．このように，DTBA-PBA 単分子

膜修飾電極は糖などを検出できることがわかった

が，測定時に試料中へヘキサシアノ鉄（III）酸イ

オンを添加する必要がありやや煩雑である．一方，

フェロセンボロン酸のように電気化学活性なボロン

酸誘導体を試料中に試薬として添加して糖などを検

出することも広く検討されているが，25,26) 電極への

固定化には至っていない．今後，PBA と同時に電

極活物質を電極表面へ固定化することができればバ

イオセンサーとしてさらに有用であろう．

3. フェニルボロン酸含有交互累積膜修飾電極

交互累積膜法は Decher によって開発された方法

で，カチオン及びアニオン性高分子電解質間の静電

的相互作用を利用した薄膜作製法である．27) 交互累

積膜法は，基板をカチオン及びアニオン性高分子電

解質溶液に交互に浸すことによりナノメートルレベ

ルの薄膜を作製できる．また，使用する材料には合

成高分子，28) タンパク質，29) DNA30) 及びナノ粒子31)

など電荷を持つものならば容易に応用することが可

能で，電気化学センサーの表面修飾，32) pH やイオ

ンなどの刺激応答，33) ミクロカプセルの作製34) 及び

薬物放出制御35,36) などが検討されている．

筆者は PBA を含有する交互累積膜を電極表面に

作製して，糖に対する応答性を調べた．ポリアリル

アミン塩酸塩［ poly ( allylamine hydrochloride ) ;
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Fig. 8. Calibration Curves of the (PBA-PAH/CMC)4/PAH-
PBA Film-modiˆed Electrode for D-glucose (a) and D-fruc-
tose (b)

A 10 mM phosphate buŠer containing 100 mM KCl (pH 7.0) was used.

The scan rate was 50 mV s－1. Reprinted with permission from Ref. 18).

Copyright 2007 Japan Society for Analytical Chemistry.

Fig. 9. Cyclic voltammograms for 3 mM H2O2 on the Unmod-
iˆed GCE (dashed line) and rGO-modiˆed GCE (solid line)
in 0.1 M Phosphate BuŠer (pH 7.4)

Scan rate was 0.1 V s－1. Reprinted from Ref. 20). Copyright 2013

MDPI.

Fig. 10. Amperometric Responses of the Unmodiˆed GCE (a) and rGO-modiˆed GCE (b) to H2O2, Recorded at －0.1 V (A) and
＋0.6 V (B)

Reprinted from Ref. 20). Copyright 2013 MDPI.
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PAH］に 4-カルボキシフェニルボロン酸を脱水縮

合してフェニルボロン酸修飾ポリアリルアミン塩酸

塩（PBA-PAH）を合成した．合成した PBA-PAH

と様々なポリアニオンを用いて PBA 含有交互累積

膜を金電極上に作製した．本稿では，PBA-PAH と

カルボキシメチルセルロース（CMC）を材料とし

て作製した交互累積膜修飾電極を用いた糖の分析に

ついて紹介する．18)

PAH/CMC 交互累積膜は透過性が高いことが報

告されており，37,38) 交互累積膜表面及び内部の PBA

と糖が結合することにより電極表面が負電荷を持

ち，ヘキサシアノ鉄（III）酸イオンの応答が糖濃

度依存的に変化すると考えられる．Figure 7 は，

（PBA-PAH/CMC)4/PBA-PAH 修飾金電極の D-フ

ルクトース共存下及び非共存下のヘキサシアノ鉄

（III）酸イオンのボルタモグラムを示している．糖

が存在しないとき DE は 103 mV であったが，30

mM フルクトース存在下では 153 mV となり，糖の

添加によってヘキサシアノ鉄（III）酸イオンの電

気化学応答の阻害が確認された．この結果から，

PBA-PAH/CMC 交互累積膜修飾電極においても膜

表面及び内部の PBA と糖が結合して負電荷を生

じ，ヘキサシアノ鉄（III）酸イオンの電気化学応

答が抑制されることがわかった．Figure 8 は，
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（PBA-PAH/CMC)4/PBA-PAH 交互累積膜修飾電

極の糖濃度とヘキサシアノ鉄（III）酸イオンの ip

の関係を示している．糖濃度に依存してピーク電流

値の減少が観察されて，D-グルコース及び D-フル

クトースともに 0.1300 mM 程度の範囲で測定でき

ることが示された．PBA と D-グルコースの結合定

数は D-フルクトースと比較すると極めて小さいた

め，PBA 単分子膜修飾電極では D-グルコースの選

択性が得られなかったが，PBA-PAH/CMC 交互累

積膜修飾電極を用いることにより D-グルコースへ

の選択性が改善された．

4. 還元グラフェンオキサイド修飾電極

電気化学的測定法を利用したバイオセンサーで

は，電極素材として高価な貴金属が利用されること

が多い．このため，安価なバイオセンサーの作製に

は高感度に電気信号を検出できる炭素素材を使用し

た電極の作製が重要である．39) 近年，注目されてい

る炭素素材としてグラフェンが知られている．グラ

フェンは炭素が sp2 結合で整列したハニカム格子状

の物質で，表面積が大きく高い伝導性を示す．さら

に，単純な構造で安価に作製できるため，バイオセ

ンサーのトランスデューサーとして注目されてい

る．40)

グラフェンオキサイド（graphene oxide; GO）は

グラファイトを酸化することにより作製できる．41)

しかし，GO にはエポキシ基やカルボキシル基が合

成過程で導入されるため電気伝導性が低下するの

で，高い伝導性を得るためにはこれらの官能基を還

元する必要がある．42) 筆者は，GO 懸濁液中で電位

掃引を繰り返すことにより還元及び電極上への固定

化を行って，還元グラフェンオキサイド（rGO）を

グラッシーカーボン電極（GCE）上に作製した．

様々な掃引回数で作製した rGO 修飾電極を用いて

ヘキサシアノ鉄（III）酸イオンの電気化学応答を

CV で評価した．この結果，8 掃引以上でピーク間

電位が広がるため 7 掃引のとき良質な rGO 修飾電

極が作製できることがわかった．

作製した rGO 修飾電極を用いて過酸化水素（H2O2）

応答を検討した．Figure 9 は未修飾の GCE 及び

rGO 修飾電極を用いたときの 3 mM H2O2 溶液のボ

ルタモグラムを示している．未修飾の GCE ではほ

とんど応答がみられなかったが，rGO 修飾電極で

は－0.2 V に還元電流及び＋0.6 V に酸化電流がみ

られた．これは rGO を修飾することで過酸化水素

の酸化及び還元が促進されたものと推察される．次

に，未修飾電極及び rGO 修飾電極の－0.1 V 及び

＋0.6 V における H2O2 の応答を検討した（Fig. 10）．

CV の結果と同様に未修飾の GCE では応答がほと

んど得られなかったが，rGO 修飾電極では H2O2 に

依存して酸化電流及び還元電流が増加して，0.1

mM の H2O2 を検出できることがわかった．このよ

うに，rGO 修飾電極を用いることにより H2O2 に対

して高感度の応答が得られた．H2O2 を生成するグ

ルコースオキシダーゼなどの酵素と rGO 修飾電極

を組み合わせることにより高価な貴金属を使用しな

いバイオセンサーへの応用が期待できる．

5. まとめ

酵素を使用しないバイオセンサーは，高耐久性で

安価に作製することができるため非常に有用であ

る．また，rGO 修飾電極は貴金属の電極と比較す

ると安価に作製でき高感度の電気化学応答を得るこ

とができる．これらの手法を組み合わせることによ

り酵素や貴金属を利用しない高耐久性バイオセン

サーの作製が期待できる．
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