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Sammary
Reaction of o-phenylenediamine (OPD) to 2,3-diaminophenazine (DAP), catalyzed by horse radish peroxidase (HRP), was studied with 
a view to determining H2O2 concentration in microchannel-type analytical devices.

2OPD + 3H2O2 → DAP + 6H2O

DAP was produced quantitatively, and was measured spectrophotometrically after quenching with H2SO4. Iinitial formation rates of 
DAP were determined as functions of concentrations of HRP, H2O2 and OPD, and reactor flow types. No effects were found for OPD 
concentration, and the data were correlated using the Michaelis-Menten equation:

where the concentrations are expressed in mmol L-1, based on the mixture volume prior to H2SO4 quenching, and kr = 2.7×104 min-1 and 
KM = 0.37 mmol L-1.
A series of conditions were applied to immobilize HRP on magnetic poly(lactic acid) particles (micromod) of 35 and 103 μm in 
diameter. The reactivity of the HRP-immobilized particles was dependent on reaction conditions and repetition of reactions. A 
comparison between typical reaction rates for dissolved and immobilized HRPs suggested that the amount of immobilized HRP was of 
the order of 10 ng per 1 mg for the 103-μm particles.  
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緒　言

　酵素などの生体触媒は，穏和な条件で高い選択率で

反応を促進するため，バイオリアクターやバイオセン

サーに応用されている．西洋ワサビペルオキシダーゼ

（horseradish peroxidase, HRP）は代表的な酸化酵素であ

り研究例が多い（Veitch, 2004）．本研究では，H2O2 で

o- フェニレンジアミン（o-phenylenediamine, OPD）を酸

化して 2,3- ジアミノフェナジン（2,3-diaminophenazine, 
DAP）を生成する反応を取り上げる．

                                (1)

OPD 1 mol について H2O2 1.5 mol が消費され，DAP 0.5 
mol が生成する．HRP が存在しない条件でも OPD は酸

化されるが，H2O2 が希薄であれば，DAP はほぼ定量的

に生成する (Liu et al., 2006; Fornera et al., 2010)．DAP は

酸性で 492 nm (Soh et al., 2002) に吸収があるので，光学

的検出が容易である．

　酵素と基質と溶液の状態で反応させる方式は反応条件

の最適制御が容易であるが，反応後に酵素を回収するこ

とが難しい．そのため，均一液相での反応は酵素の消費

をもたらし，高価な酵素を用いる場合は経済的でない．

これに対し，酵素を不溶性の担体に固定化する方式で

は，酵素を流出させないことが可能である．Poulsen et 
al. (2007) は，ポリアクリルアミド粒子に HRP を固定化

し，H2O2 とグアイアコールの反応速度を測定した．Qiu 
et al. (2010) は，ナノポーラス銅電極に HRP を固定化し

た．Vojinović et al. (2007) らは，HRP を多孔質ガラスに

固定化して水処理へ応用した．Cho et al. (1983) は HRP
を多孔質ガラスに固定化し，アンペロメトリーによって

H2O2 を検出する系を構築した．

　粒子を小さくすれば操作の途中で流失する可能性が増

すが，マグネタイト微粒子は磁性を有しているので，微

小な粒子であっても磁力によって生成物と分離できる 
(Dalal et al., 2007; Aguilar-Arteaga et al., 2010)．Won et al. 
(2010) は，Fe2O3 を包含したメソポーラスシリカに HRP
を固定化し，電極面上に塗布して H2O2 センサとして使

用した．Rossi et al. (2004) は大きさが 20 nm の Fe2O3 粒

子を合成し，グルコースオキシダーゼを固定化した．こ

の粒子は，グルコースセンサとして 3 か月以上安定で

あった．Saidman et al. (2006) は，HRP を均一水溶液に

溶解した場合と磁性粒子に固定化した場合について，ア

ニリンの除去特性を比較した．Gao et al. (2007) は Fe3O4

粒子自体が HRP と同様の機能を有することを示した．

Yang et al. (2009) は，カルボキシル基剤でコーティング

した磁性粒子に HRP を固定化し，H2O2 の検出を行った．

　Guo et al. (2012) は，アルキルフェノールエトキシレー

ト類（APnEOs）の抗体を Fe3O4 含有ポリ乳酸粒子に固

定化した．このような粒子はマイクロ空間に保持するこ

とも可能であり (Roman-Gusetu et al., 2009)，遠心力で送

液をする CD 型の流路 (Duffy et al., 1999; Yamasaki et al., 
2010) に保持すれば，ポンプを使用しない流れ分析に応

用できる．

　本研究では，HRP を用いた反応 (1) を応用するため，

回分式と連続式の 2 つの異なる反応形式で，均一水溶液

で反応速度を測定する．さらに，マグネタイト微粒子を

ポリ乳酸で複合化した粒子を用いて，1- エチル -（3- ジ
メチルアミノプロピル）カルボジイミド塩酸塩 (EDC) 
あるいは N- ヒドロシスクシンイミド (NHS) を用いる縮

合反応によって HRP を固定化する．HRP 固定化粒子の

反応速度と溶液中での反応速度を比較して，HRP の有

効固定化量を推算する．

２．試薬および担体粒子

　本実験で用いた主な試薬を以下に示す．いずれもアル

ミフォイルで遮光し，冷暗所に保存した．

・リン酸緩衝剤（PBS）；脱気精製水を用いて濃度1/15 
mol L-1（pH 7.0～7.2）に調製した．磁性粒子（ポリ

乳酸）を活性エステル化した後のブロッキング処理

に用いる場合は，Tween 20（Sigma-Aldrich）を体積

で0.1%となるように添加した．

・トリス塩酸緩衝剤（tris）；脱気精製水を用いて濃度1 
mol L-1（pH 8.0）に調製し，ブロッキング処理にの

み用いた．

・McIlvaine緩衝液（McIlvaine）；クエン酸一水和物

（C6H8O7･H2O）とリン酸二水素ナトリウム12水和

物（Na2HPO4･12H2O）を脱気精製水に溶解し，クエ

ン酸一水和物を加えてpH = 5.5に調整した．

・西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP，和光純薬工業，

約40.2 kg mol-1）；粉末を秤量してPBSで希釈した．

均一相反応の場合は0.05~0.2 mg L-1，固定化を行う

場合は常に1 g L-1の溶液とした．

・過酸化水素（H2O2）；局方品を脱気精製水で所定

の濃度に希釈した．濃度は，紫外可視分光光度計

（UV-1700，Shimadzu）を用いて波長254 nmで測定

した．

・o-フェニレンジアミン（o-C6H4(NH2)2･2HCl，OPD，タ

ブレット1錠はOPD･2HClを13 mg含む）；タブレッ

トをPBSで希釈し，0.3~7.2 mmol L-1とした．

・N-ヒドロキシコハク酸イミド（C4H5NO3，NHS）；

PBSで0.10，0.20 および0.40 mol L-1 に希釈し，磁性

粒子（ポリ乳酸）の活性エステル化に用いた．

・1-エチル-（3-ジメチルアミノプロピル）カルボジイ
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ミド（C8H17N3・HCl，EDC，東京化成）；PBCで

0.10，0.40および0.80 mol L-1に希釈し，磁性粒子

（ポリ乳酸）の活性エステル化に用いた．

・酵素固定化用の磁性ポリ乳酸粒子（PLA-Particles，
micromod Partikeltechnologie，マグネタイト微粒子

とポリ乳酸の複合球体，高分子末端は－COOH，

粒子密度は1.3×103 kg m-3，懸濁液中の粒子濃度は

10 mg mL-1）；粒子の性状をFigure 1に示す．膨潤

粒子の平均直径は35 μmおよび103 μmであった．破

片状の粒子も含まれていたが磁性が弱く，洗浄時に

流出した．

３．均一水溶液における反応速度

３．１　DAP 濃度

　pH = 5.5 の McIlvaine 緩衝液あるいは pH = 7.2 の PBS
緩衝液を 5 mL，0.10 mg L-1 の HRP を 10 mL，0.7 ～ 6 
mmol L-1 の H2O2 を 5 mL，0.3~0.9 mmol L-1 の OPD を 5 
mL，撹拌しながら順に加えた．OPD を加えたときを

反応開始時間とし，60 min 後に 1.7 mol L-1 の H2SO4 を
2 mL 加えて反応を停止させ，紫外可視分光光度計（UV-
1700，Shimadzu）を用いて，波長 491 nm で混合液中の

DAP の吸光度を測定した．なお，OPD を加えないとき

の吸光度の変化は無視可能であった．Figure 2 に混合

前の OPD 濃度を 0.60 mmol L-1 としたときの，混合前の

H2O2 濃度と H2SO4 を加えた後の DAP 吸光度の関係を

示す．混合前の H2O2 水溶液の濃度が 1.5 mmol L-1 程度

とすると，吸光度はほぼ一定値となった．このことは，

H2O2 によって OPD が消費され，DAP が生成したことを

示す．

　Figure 3 は，DAP の生成量が OPD の 1/2 であるとし

て計算した DAP 濃度（H2SO4 を加えた後の溶液の体積

基準）と吸光度の関係を示す．モル吸光係数 ε は次式と

なった．

ε = 3.4 × 104 ~ 3.7 × 104 L mol-1 cm-1                                (2)

３．２　反応速度測定

　HRP の活性は回分式および連続式で測定した．

＜回分式＞　体積 50 mL のサンプル瓶に，McIlvaine 緩

衝 液 5 mL，HRP 溶 液（ 濃 度 0.05~0.2 mg L-1）10 mL，
H2O2 溶液（濃度 0.28 ～ 1. 5 mmol L-1）5 mL，OPD 溶液（濃

度 1.8 ～ 7.2 mmol L-1）5 mL を順に入れた．このとき

HRP，H2O2，OPD の濃度の一つを変え，残りの濃度を

一定として実験した．混合溶液は 23 ～ 24℃に保ちなが

らスターラーで撹拌した．OPD 溶液を添加した時間を

反応開始時間とし，所定の時間後に 1.7 mol L-1 の H2SO4

を 2 mL 添加し，反応を停止させた．得られた DAP 溶

液の濃度は分光光度計で測定した．

＜連続式＞　Figure 4 に概略を示す．McIlvaine 緩衝

Figure 1. Magnetic poly(lactic acid) particles (average diameter = 103 
μm) used for HRP immobilization.

Figure 2. Relationship between DAP absorbance and H2O2 

concentration added in the solution
Reaction conditions; McIlvaine buffer (pH = 5.5) 5 mL, HRP (0.10 
mg L-1) 10 mL, H2O2 5 mL, OPD (0.60 mmol L-1) 5 mL, reaction time 
= 60 min, quenched with H2SO4 (1.7 mol L-1) 2 mL. 
Open and closed circles shows reproducibility tests by different 
experimenters..

Figure 3. Relationship between absorbance and DAP concentration 
in case of McIlvaine buffer. DAP concentrations were calculated on 
basis of volume after addition of H2SO4.
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液（pH = 5.5）を 1，HRP 溶液（濃度 0.1 mg L-1）を 2，
H2O2 溶液（濃度 0.67 mmol L-1）を 1 の割合で混合（溶

液１）してガラス製シリンジに入れた．また，OPD 溶

液（濃度 3.6 mmol L-1）（溶液 2）を別のガラス製シリン

ジに入れた．シリンジポンプを用いて，溶液 1：溶液 2
を 4:1 の流量比（回分式と同じ濃度）で流し，ジョイン

トで合流させ，内径 1 mm，長さ 20 cm のテフロン製細

管で反応させた．排出液は 1.7 mol L-1 の H2SO4 と混合（混

合比は回分式と同じ）し，反応を停止させた．ジョイン

トで合流した後に反応管を通過する時間を反応時間と

し，流量で調節した．反応は 23 ～ 24℃で行った．

　なお，H2SO4 を添加することで溶液中の各成分は希釈

されるが，以下に記す DAP 濃度および初期 DAP 生成速

度は，H2SO4 を添加する前の溶液の体積基準に換算して

いる．

３．３　結果ならびに考察

　Figure 5 は，回分式反応において，McIlvaine 緩衝液

5 mL，HRP 溶液（濃度 0.10 mg L-1）10 mL，H2O2 溶液（濃

度 1. 5 mmol L-1）5 mL，OPD 溶液（濃度 3.6 mmol L-1）5 
mL を混合したときの，反応時間と生成した DAP 濃度

との関係を示す．DAP 濃度は時間とともに増加し，や

がて一定値となった．さらに，H2O2 濃度の影響を調べ

るために，混合前の H2O2 溶液の濃度を 0.29 mmol L-1，

0.77 mmol L-1 として反応実験を行った結果を Figure 6

に示す．DAP 濃度と時間の関係から初期 DAP 生成速度

を計算し，混合前の H2O2 溶液の濃度との関係を求める

と Figure 7が得られた．

　反応溶液の体積の影響を調べるために，McIlvaine 緩

衝液 1 mL，HRP 溶液（濃度 0.10 mg L-1）2 mL，H2O2 溶

液（濃度 1.5 mmol L-1）1 mL，OPD 溶液（濃度 3.6 mmol 
L-1）1 mL を混合して反応実験を行った．その結果，混

合比が同じであれば，反応溶液の体積は影響しないこと

を確認した．

　さらに，McIlvaine 緩衝液 5 mL，HRP 溶液（濃度 0.050, 
0.10, 0.20 mg L-1）10 mL，H2O2 溶 液（ 濃 度 0.59 mmol 
L-1）5 mL，OPD 溶液（濃度 3.6 mmol L-1）5 mL を混合

して，反応時間と生成した DAP 濃度との関係を調べ，

Figure 8 に示す結果を得た．Figure 9 のように，初期

DAP 生成速度は HRP の濃度に比例した．

　ついで，McIlvaine 緩衝液 5 mL，HRP 溶液（濃度 0.1 
mg L-1）10 mL，H2O2 溶液（濃度 0.35 mmol L-1）5 mL，
OPD 溶液（濃度 1.8，3.6 および 7.2 mmol L-1）5 mL を

混合して，反応時間と生成した DAP の濃度との関係を

調べた．Figure 10 に示すように，加えた OPD の濃度

は初期 DAP 生成速度に影響を及ぼさなかった．

　また，原料の濃度ならびに反応時間を同じにして回分

式と連続式で実験を行ったところ，生成した DAP 濃度

に差がなかった（Figure 11）．

　以上の実験において得られた初期 DAP 生成速度

（mmol L-1 min-1）は，次に示す Michaelis-Menten 式によっ

て整理した．各濃度（mmol L-1）は H2SO4 を添加する前

の混合溶液の体積に基づいている．

                                                               (3)

ここに，kr = 2.7 × 104 min-1, KM = 0.37 mmol L-1 となった．

Figure 12 に示すように，初期 DAP 生成速度の実測値

と Equation (3) から算出した値はほぼ一致している．

Figure 4. Schematic flow diagram of tubular reactor.

Figure 5. Effect of reaction time on DAP concentration formed. 
Reaction conditions; McIlvaine buffer (pH = 5.5) 5 mL, HRP (0.10 
mg L-1) 10 mL, H2O2 (1.5 mmol L-1) 5 mL, OPD (3.6 mmol L-1) 5 mL, 
quenched with H2SO4 (1.7 mol L-1) 2 mL.
Open and closed circles shows reproducibility tests by different 
experimenters. 
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Figure 6. Effects of reaction time and H2O2 concentration on 
concentration of DAP formed. 
Reaction conditions; McIlvaine buffer (pH = 5.5) 5 mL, HRP (0.10 
mg L-1) 10 mL, H2O2 5 mL, OPD (3.6 mmol L-1) 5 mL, quenched with 
H2SO4 (1.7 mol L-1) 2 mL. H2O2 concentration in the 5-mL solution 
added. ● 0.29 mmol L-1, ▲ 0.77 mmol L-1, ■ 1.5 mmol L-1.

Figure 7. Effect of H2O2 concentration added on initial DAP formation 
rate. 
Reaction conditions are shown in Fig.6.

Figure 8. Effects of reaction time and HRP concentration on 
concentration of DAP formed. 
Reaction conditions; McIlvaine buffer (pH = 5.5) 5 mL, HRP 10 mL, 
H2O2 (0.59 mmol L-1) 5 mL, OPD (0.59 mmol L-1) 5 mL, quenched 
with H2SO4 (1.7 mol L-1) 2 mL. HRP concentration in the 10-mL 
solution added. ● 0.050 mg L-1, ▲ 0.10 mg L-1, ■ 0.20 mg L-1. 

Figure 9. Effect of HRP concentration added on initial DAP formation 
rate. 
Reaction conditions are shown in Fig.8.

Figure 10. Effects of reaction time and OPD concentration on DAP 
concentration formed. 
Reaction conditions; McIlvaine buffer (pH = 5.5) 5 mL, HRP 10 mL, 
H2O2 (0.35 mmol L-1) 5 mL, OPD 5 mL, quenched with H2SO4 (1.7 
mol L-1) 2 mL. OPD concentration in the 5-mL solution added. □ 1.8 
mmol L-1, ○ 3.6 mmol L-1, Δ 7.2 mmol L-1.
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４．HRP の固定化と反応特性

４．１　固定化および反応速度の測定

　HRP の固定化は，Figure 13に示す混合法と２段階法

で行った．

混合法：50 mL サンプル瓶に，磁性ポリ乳酸粒子を含む

懸濁液 0.5 mL（粒子 5 mg）を採取し，PBS 緩

衝液（pH = 7.2）で 3 回洗浄した．粒子の流出

はサンプル瓶の底部に磁石をあてることで防止

した．所定量の NHS，EDC，および 1 mg mL-1

の HRP を混合した溶液（この混合液を Solution 
A とする）を粒子懸濁液に加え，25℃の恒温槽

で所定時間振とうし，HRP を固定化した．粒

子は PBS 緩衝液（pH = 7.2）で 4 ～ 5 回洗浄し

た後，同緩衝液を 0.5 mL 添加した．ついで，

HRP の非特異的な吸着を防ぐため，ブロッキ

ング溶液（Solution B とする）を加え，恒温槽

中 25℃で所定時間振とうし，未反応の活性エ

ステル基をカルボキシル基へと戻した．粒子は

PBS（pH = 7.2）で 4 ～ 5 回洗浄し，同緩衝液

を 0.5 mL 加えて冷暗所で保存した．

２段階法：所定量の NHS および EDC を混合した溶液

（この混合液を Solution C とする）を粒子懸濁

液に加え，25℃の恒温槽で所定時間振とうして

活性エステルを生成させた．ついで HRP 溶液

（Solution D とする）を加えて 25℃で所定時間

振とうし，HRP を固定化した．さらに，混合

法と同じ方法でブロッキング処理，洗浄処理を

行った．

　固定化 HRP の反応は回分式均一相反応の方法に準じ

て測定した．体積 50 mL のサンプル瓶に，HRP を固定

化した粒子 5 mg を含む PBS 緩衝液 0.5 mL，OPD 溶液（濃

度 3.6 mmol L-1）4 mL，H2O2 溶液（濃度 5.6 ～ 6.1 mmol 
L-1）0.5 mL を順に入れた．溶液は 24℃で 5 分間振とう

した．ついで，磁石で磁性粒子を保持しながら反応溶

液を分離し，1.7 mol L-1 の H2SO4 を 4.5 mL 入れた容器

に移して反応を停止させた（反応条件は，後述の Table 
3 のセル C2 ～ C18 に示す）．生成した DAP の濃度は，

均一相反応のときと同様に分光光度計で測定した．ま

た，HRP 固定化粒子を入れずに同じ手順の実験を行っ

て，DAP 濃度を分光光度計で測定し，粒子が存在する

ときの DAP の生成量から差し引き，真の DAP 濃度を得

た．HPR 固定化粒子を用いた反応実験を繰り返すとき

は，粒子に PBS 緩衝液を加えて振り混ぜて洗浄し，次

の反応に供した．

　なお，直径 の粒子中を基質が拡散するとき，中心

の濃度が表面濃度の 80% 程度となる時間  は次式で表

される（Crank, 1980）．

                                                               (4)

液体中の基質の拡散係数は の桁であ

る．膨潤粒子中の拡散係数を液体中の 1/10 と見なして

と仮定し， とすると，拡散に要す

る時間は以下となる．

Figure 11. Comparison of DAP concentrations formed between batch 
and continuous flow reactors. ●= batch reactor, ○ = continuous flow 
reactor.
Reaction conditions for batch reactor; McIlvaine buffer (pH = 5.5) 5 
mL, HRP (0.1 mg L-1) 10 mL, H2O2 (0.67 mmol L-1) 5 mL, OPD (3.6 
mmol L-1) 5 mL, quenched with H2SO4 (1.7 mol L-1) 2 mL. Feeds to 
continuous reactors were maintained at the same flow rate ratios as 
above.

Figure 12. Comparison of initial DAP formation rates between 
experiments and correlation.
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                                                      (5)

実際の反応は数 10 s 以上の時間が必要であるので，粒

子内の拡散係数は律速とならない．

４．２　固定化条件と反応速度の関係

　混合法による固定化反応の条件を Table 1に示す．ま

た，Case 1 から Case 7 までの条件で生成した DAP の濃

度を Figure 14に示す．

　Case 1 では，NHS のみ使用して活性化し，固定化

時間は 30 min とした．なお，各回の反応が終了した

後，粒子は PBS 緩衝液中で 15 min 振り混ぜて洗浄し

た．Case 2 では，NHS のみ使用して活性化し，固定化

時間は 60 min とした．各回の反応が終了した後，粒子

は PBS 緩衝液中で 30 s 振り混ぜて洗浄した．Case 1 は，

Case 2 よりも固定化の反応時間が長いので活性が高かっ

たが，各回の反応後に行った 15 min の洗浄によって，

活性が徐々に低下した．従って，Case 3 以降は各回の反

応後の洗浄時間を 30 s とした．

　Case 3 では，活性化剤として NHS と EDC を混合して

使用した．NHS と EDC は同等の効果であった．しかし，

EDC の活性は時間とともに劣化することがある．そこ

で Case 4 では新規に調製した EDC を使用した．その結

果，初回の反応の転化量が多くなったが，反応を繰り

返すと保存した EDC を使用したときと同等となった．

Case 5 は，新規に調製した EDC を用いて EDC と NHS
の混合比を変化させて活性化した場合，Case 6は NHS
のみを使用して活性化した場合である．これらの結果は，

NHS の濃度が高いほど，同じ濃度では NHS と EDC の

濃度が等しいときに固定化がより進行したことを示す．

これらの結果から，EDC と NHS の同時添加，EDC 単独

添加，NHS 単独添加による活性エステルの生成反応は，

Figure 15のように推定される．

　もし，HRP が粒子の表面のみに固定化されていれば，

固定化量はに  比例する．粒子の内部に均一に固定化

されていれば，固定化量は粒子の質量で決まり，  に
無関係となる．Caces 1 ～ 6と Case 7 との比較から，粒

子が小さくなると DAP の生成量が増したが，  に比

例するほどではなかった．従って，HRP は粒子内部ま

で均一に固定化されているとは言えない．

　Table 2 には，２段階法による固定化条件を示す．ま

た，これらの条件で生成した DAP の濃度を Figure 16

に示す．Figure 14 と比べて大きな差はなかった．

Figure 13. Immobilization of HRP on magnetic particles.

Table 1 Conditions for immobilization. Volume of initial particle suspension = 0.5 mL, including 5 mg of particles.
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Figure 14. Effect of repeated reaction runs on concentration of DAP 
formed. 
Keys are shown in Table 1.

Figure 16. Effect of repeated reaction runs on concentration of DAP 
formed. 
Keys are shown in Table 2. 

Figure 15. Assumed reaction schemes. 

Table 2 Conditions for immobilization. 
Volume of initial particle suspension = 0.5 mL, including 5 mg of particles.
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４．３　固定化量の推定

　HRP を固定化した粒子を用いて反応 (1) を行ったとき

の初期 DAP 生成速度を rini とすると，HRP が溶液内に

均一に溶けていると見なした濃度は次式となる．

                                                        (6)

Figures 14 と 16 に示すように，反応時間Δ t = 5 min で

生成する DAP の濃度は高々 0.05 mol L-1 で，当初の

OPD 量に比べて十分に小さい．従って，反応時間 5 min
の反応は初期反応と見なすことができる．そこで，初期

DAP 生成速度は次式で表される．

                                                                           (7)

Equation (7) を Equation (6) に代入して，反応液が均一

であると仮定したときの HRP の濃度 CHRP を求める．こ

れを，粒子に固定化されている HRP 質量に換算する．

Table 3 に，代表的な実験条件下での概算を示す．直径

103 μm の粒子 1 mg に固定化された HRP は，およそ 20 
ng であった．

　Guo et al. (2012) は，本実験と同様な条件で APnEO 抗

体を固定化し（ポリ乳酸粒子の平均直径 100 μm，固定

化の APnEO 抗体濃度 1000 ppm），ついで HRP をラベル

した APnEO を結合させて結合量を測定した．粒子 1 mg
当たりに APnEO 抗体が約 0.75 ng 固定化できたと報告

している．固定化量はタンパクの性質によって異なるが，

本実験で得られた固定化量は Guo et al. (2012) の値より

も大きかった．このことは，Guo et al. (2012) と同様な

使用目的に適合する酵素固定化粒子が，本実験の固定化

条件によって調製できることを示す．

５．結言

　HRP を用いて，OPD と H2O2 から DAP を生成する反

応について実験的な検討を行った．まず，均一系反応に

おいて DAP の初期生成速度に及ぼす HRP と基質濃度の

影響を調べ，Michaelis-Menten 式を用いて整理した．同

じ反応条件で，回分式均一系反応と連続式均一系反応の

結果を比較し，DAP の初期生成速度に影響がないこと

を示した．

　ついで，マグネタイト粒子を含むポリ乳酸粒子に

HRP を固定化した．この粒子は磁場を掛けることで必

要な場所に保持することができた．固定化反応は，活

性エステル化および固定化の条件を変えて行った．HRP
を固定化した粒子を用いて DAP の初期生成速度を測定

Table 3 Amount of HRP immobilized on particles. Particle diameter = 103 μm.
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し，均一系反応で得られた速度式を適用して固定化した

HRP の量を算出した．その結果，直径 103 μm の粒子 1 
mg に，HRP がおよそ 20 ng 固定化されていることが分

かった．
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