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Ⅰ. 緒言

血中および尿中のクレアチニンの定量は、腎
臓疾患、特に腎機能障害の診断において利用さ
れている。また、透析移行の指標としても利用
されている。クレアチニンの定量法としては、
酵素法が近年広く用いられるようになった。具
体的には、クレアチニナーゼ[EC3.5.2.10]、クレ

アチナーゼ[EC3.5.3.3]、サルコシンオキシダー
ゼ[EC1.5.3.1]の作用により導き出される過酸化
水素をペルオキシダーゼ[EC1.11.1.7]と色原体に
より発色検出し、クレアチニンを定量する1-3)。
酵素法は特異性に優れ、干渉物質の影響も受け
難いため、現在では臨床検査の場での主流とし
て日常的に実施されている。
しかしながら、この方法は使用する酵素数が
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多く、いずれかの酵素が試料中の物質によって
影響を受けると反応系全体が左右されて正確な
測定に支障をきたす可能性がある4)。したがっ
て、使用酵素の適正を高めるための種々の改良
に多くのエネルギーが費やされた。また、酵素
の最適な使用条件は個々の酵素によって異なる
ため、幾つもの酵素を同じ反応液中で反応させ
るには、それぞれの酵素の最適条件での使用を
あきらめねばならない。さらに、幾つもの酵素
を使用した方法では試薬のコストダウンにも限
界がある。
より少ない酵素種でクレアチニンを測定する
試みとして、別の酵素群を用いた方法も開発さ
れている。これは、クレアチニンデイミナーゼ
[EC3.5.4.21]をクレアチニンに作用させ、生じた
NH4+をグルタミン酸脱水素酵素[EC1.4.1.2]に作

用させることにより、NH4+量に対応したNADの
還元型から酸化型への酵素的変換を紫外部吸光
の減少により測定する方法である5)。しかし、こ
の方法は減少系のため本質的に低感度であり、
実用の場で普及していない。
一方、医療分野や分析化学、食品工学などの
分野において、酵素センサを用いた電気化学的
計測が盛んに実施されている6)。電気化学センサ
として電流検出型の酵素センサが一般的である
が、われわれはイオン感応性電界効果トランジ
スタ（ISFET）を用いた電位検出を検討してい
る。ISFETセンサは、ISFETゲート上のイオン感
応膜に溶液が接すると、溶液中のイオン活量に
応じて界面電位が発生するしくみを利用してい
る7)。用途のひとつとして、ISFETはセンシング
部にて水素イオンに感応し、pHセンサになる。
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図１ 信号累積型ISFETセンサを使用した測定法の原理

図２ 信号累積型ISFETセンサ測定装置



ゲート絶縁膜と試料間の界面電位の変化は、pH
依存性の出力電圧として計測される。ISFETを
利用したバイオセンサは集積回路の製造工程に
より製造されるので、小型化及び規格化、大量
生産が可能であるという利点があるため、その
潜在力が期待されている。しかし、感度が低く
イオン濃度を高精度に検出できないという問題
があり、ISFETバイオセンサは電流検出型のバ
イオセンサに比して全く普及していない。
われわれは、ISFETの欠点を克服するため、

信号累積型ISFETを用いたバイオセンサを開発
している。信号累積型ISFETセンサは、ISFETの
センシング部の表面電位の変化に基づくポテン
シャル井戸の深さの変化を浮遊拡散部に電荷と
して転送することを繰り返し、浮遊拡散部に電
荷が累積されるべく構成したことにより、セン
シング部の表面電位の変化が微量であっても確
実に検出し、高感度にイオン濃度の変化を検出
することができる8)。
今回、信号累積型ISFET及びクレアチニンデ

イミナーゼを用いた酵素センサによるクレアチ
ニンの新規測定法を検討し、単一酵素にて簡便
にクレアチニンを測定可能な系を開発したので
報告する。

Ⅱ. 測定原理及び装置

1. 測定原理
信号累積型ISFETセンサを使用した測定法の

原理を図１に示す。センサのセンシング部に、
クレアチニンデイミナーゼ試薬及びクレアチニ
ン含有試料を添加混合する。その結果、酵素反
応によりNH4+が生じ、センシング部に作用する
NH4+濃度に応じて変化したポテンシャル井戸の
深さと、そのポテンシャル井戸からの汲み出し
回数に応じ、電位リセット後の浮遊拡散部が蓄
積する電荷量を電位変化として検出する。

2. 装置
図２に、信号累積型ISFETセンサ（AMIS: バ

イオエックス）を利用した測定装置を示す。本
装置は、センサと参照電極を含む測定機本体、
及び制御コンピュータから構成される。ISFET
のゲート上のイオン感応膜はTa2O5を使用し、セ
ンシング部の表面積は0.05 mm2とした。さらに、

信号累積型ISFETセンサの累積回数は、浮遊拡
散部の蓄積量から現状で最適と思われる10回に
設定した。これ以上の回数は、ノイズの影響が
無視できない。

Ⅲ. 材料及び方法

1. 試薬及び試料
クレアチニンデイミナーゼ試薬として、1.4

U/mlクレアチニンデイミナーゼ（CNI-311: 東洋
紡績）、1.0 mMトリス塩酸（pH 7.5）から成る
酵素試薬を調製し、使用した。試料溶液として、
0-10 mg/dlクレアチニンを含む1.0 mMトリス塩
酸緩衝液（pH7.5）を使用した。

2. 測定条件
以下の測定条件にて、試料中のクレアチニン
量を測定した。
センサのセンシング部Aにクレアチニンデイ

ミナーゼ試薬を18μl添加し、センシング部B
（対照用）にはクレアチンデイミナーゼを含ま
ない対照用試薬を18μl添加した。37℃で５分間
の予備加温を実施後、50秒間シグナルを計測し、
センサの状態を確認した。そして、センシング
部A及びBの試薬にクレアチニン濃度0-10 mg/dl
の測定試料を各２μl添加、混合し、シグナルが
安定した後（１-２分後）に37℃にてシグナル
(対照シグナルに対するシグナル増加分)を５秒
毎に４-５分間計測した。

Ⅳ. 結果及び考察

まず、本測定法にてクレアチニン濃度０、１、
５mg/dlの各測定試料について計測を実施し、
各々のシグナル増加のタイムコースを測定した。
結果を図３に示す。試薬中のクレアチニンデイ
ミナーゼが試料中のクレアチニンと反応するこ
とによりNH4+濃度が増加し、クレアチニン濃度
に応じたシグナル増加が見られた。
次に、クレアチニン濃度0-10 mg/dlの各測定試
料について計測を実施した。各々のシグナル増
加を245秒間測定し、エンドポイントでのクレア
チニン濃度と計測値の直線性をみたところ、ク
レアチニン濃度と計測値との間には、非常に良
好な相関が見られた（図４）。
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本試薬における測定値の信頼性を確認したと
ころ、クレアチニン濃度２mg/dl試料の計測にお
けるCV値（n＝５）は、4.6％とバイオセンサと
してほぼ満足できる値を示した。ただし、信頼
性については更なる改善を要する。

Ⅴ. 結語

本測定法は、現行の方法、システムと対比し
て、極めて単純な試薬組成にてクレアチニンを
定量できる。現行の酵素法では、主反応だけで
も4種の酵素が必要で、色原体も必須となる。
本法では、クレアチニンデイミナーゼ単独での
測定が可能である。条件を至適化することによ
り、測定感度も必要十分なレベルに持っていけ
るものと考えている。ただし、現時点は測定法
としての基礎的評価を終えた段階であり、実試
料測定のための感度を議論できるレベルに至っ
ていない。クレアチニンの日常臨床検査は血清
や尿を試料として測定しており、血清試料では
10-2 mg/dlオーダーの感度が要求される。本法に
おける感度向上が今後の継続研究課題であり、
装置の改良と共に、実試料での測定条件や前処
理条件等、応用に向けた検討を進めていく必要
がある。
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図３ 本法でのシグナル増加のタイムコース 図４ クレアチニン濃度と計測値の直線性


