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研究成果の概要（和文）：代謝酵素である FALDH の固定化膜を隔膜とするフローセルと、光

学素子である UV-LED 及び PMT を利用した NADH 蛍光計測システムを開発し、組み合わせ

ることにより、揮発性有機化合物である FA を選択的かつ高感度に連続モニタリング可能な生

化学式ガスセンサを開発した。本センサは、2.5ppb～15.0ppm の濃度範囲にて FA を定量可能

であり、FA ガスに選択性があり連続モニタリング可能であった。 
 
研究成果の概要（英文）：Biochemical gas sensor for formaldehyde (one of volatile organic 
chemical, human smell detection limit: 400ppb) was developed by incorporating with an 
enzyme membrane (formaldehyde dehydrogenase) and an NADH fluorometric unit 
(UV-LED emission and PMT detector). The sensor is possible to monitor the formaldehyde 
concentration with high gas selectivity. The calibration range of the sensor is from 2.5 ppb 
to 15.0 ppm formaldehyde. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年、半導体型ガスセンサやＱＣＭデバイ
スを使った人工嗅覚やエレクトロニック・ノ
ーズの研究が盛んに進められている。その応
用には匂い成分の検知、芳香剤の分析や危険
物の検知、食品工程での匂いに基づくプロセ
ス制御など多様である。 
 一方、申請者らはこれまでに酵素や抗体な
どの生体認識素子を利用し、多種多様な生化
学式ガスセンサ（バイオスニファ）を開発し、
匂いの情報化研究を進めてきた。このバイオ
スニファの特徴として、極めて高い選択性を

有することが挙げられる。酵素や抗体を利用
することで、雑多な匂いの中でも目的とする
匂い成分だけを検知することができる。例え
ば、飲酒後の血液を介して肺のガス交換にて
口臭に展開するアルコールガスやアセトア
ルデヒドガスを、その時に食べた物や飲んだ
物、口腔由来の口臭等に影響されることなく、
検知・定量することが可能である。つまり、
センサがガス成分に高い選択性を持ち、各ガ
ス成分と各センサが１対１の関係にあるこ
とから、情報のクロストークが無く、匂い成
分を情報化することに成功している。 
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 また申請者は半導体プロセスやスクリー
ン印刷技術を使った生化学式ガスセンサの
ほか、光ファイバ等の光学素子を利用した光
技術による生化学式ガスセンサも多数開発
している。例えば、匂いの酵素反応に伴い消
費される酸素の変化を「蛍光」で検出したり、
同様に酵素反応で生成される成分を「発光」
へ誘導したりすることで、匂い成分を高感度
な光計測（蛍光や発光）にて匂い成分を連続
測定している。そこで近年、光学発光素子及
び受光素子の高機能化及び高感度化が進ん
でおり、この光技術を代謝酵素系と組み合わ
せてることで、犬の嗅覚に相当する感度で匂
い成分の連続モニタリングを確立する。 
 
２．研究の目的 

多様な揮発成分の中において、ホルムアル
デヒド(formaldehyde: FA)は代表的な揮発性
有機化合物(volatile organic compound: 
VOC)として知られ、その人での嗅覚閾値は
400ppb 程度で、国際がん研究機関において、
発がん性が認められるグループ 1に分類され
ている。FA は高い消毒効果や臓器・組織の保
存効果から、器具の洗浄や病理標本の作製な
ど、医療現場では特に病理検査室等で多く用
いられている。このことから、医療機関など
の FA を使用する作業環境では、FA 濃度をモ
ニタリングし、100ppb 以下に保つよう求めら
れている。また、医療教育現場における解剖
実習等でも利用される他、歯科等でも少量の
ホルムアルデヒド製剤が使われている。この
ように様々な分野で広く用いられている実
態に反し、FAの暴露による健康被害への懸念
から代替材料の利用が求められている。しか
し、有効な代替材料が存在しないのが現状で
ある。FA の暴露に伴う健康被害としては、高
濃度・長期に渡る職業的な暴露による鼻腔が
んや悪性リンパ腫、低濃度・長期暴露による
シックハウス症候群が知られており、実際に
病理医や病理を担当する検査技師などへの
健康対策が急務となっている。 

住環境においても FA による健康被害は大
きな問題となっている。従来は、建物自身に
由来する FA が主であったが、近年は厚生労
働省などによる規制（室内濃度指針:80ppb）
とメーカーによる対策が進み、住居内に持ち
込まれる家具等の各種製品が主な FA 発生源
となっている。FA の放散量は温度に影響され
るため、大きな日内変動を示す。そこで、住
環境の改善においても、多様なガス成分が混
在する環境中で FA を高感度・選択的に連続
モニタリング可能なセンサが求められてい
る。環境中の FA による健康への影響は研究
が進んでおり、近年の報告では 50 ppb 程度
の濃度であっても眼部の刺激や、小児アレル
ギーのリスク増加が指摘されている。このた
め、環境中 FA のセンシングを通じて健康的

な室内環境を構築するには、高いガス選択性
にて少なくとも 20ppb以下の濃度領域で連続
モニタリング可能な感度を有する極めて高
性能なガスセンサが求められる。しかしなが
ら、現在のところ上記を満たすようなモニタ
リング技術は提供されておらず、この目的に
は新規なセンシングシステムの開発が必要
である。 

本研究では、FA の認識材料として代謝触媒
で あ る ホ ル ム ア ル デ ヒ ド 脱 水 素 酵 素 
(formaldehyde dehydrogenase: FALDH)を用
い、反応生成物である還元型ニコチンアミド
アデニンジヌクレオチド(nicotinamide 
adenine dinucleotide: NADH)を短波長の高
輝 度 紫 外 線 発 光 ダ イ オ ー ド
(ultraviolet-light emitting diode: 
UV-LED)を励起光源とし蛍光検出することで、
ppb レベルの FA を高感度・高選択性にて連続
モニタリング可能な光ファイバ型生化学式
ガスセンサ（バイオスニファ）を開発するこ
とを進めた。 
 
３．研究の方法 

代謝酵素 FALDH は FA の存在下で、酸化型
ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド
(NAD+)を電子受容体とし、還元型の NADH を
生成する。 

NADH の生成量は基質である FA の濃度に依
存するため、NADH を蛍光計測（励起波
長:340nm、蛍光波長:491nm） することで FA
の定量が可能となる。タンパク質である酵素
はその立体構造で基質を認識するため、気相
中の基質を直接かつ連続的に計測すること
は容易でない。 

そこで本センサでは、FALDH 固定化膜を感
応膜とし、フローセルを用いて FALDH 固定化
膜に NAD+を含むリン酸緩衝液（phosphate 
buffer: PB）を常時供給することで酵素の湿
潤を保つとともに、消費される NAD+の供給、
余剰基質及び反応生成物の除去を行い、FA ガ
スの連続モニタリングを可能とした。感応膜
に FA が接触すると、式.(1)の反応にて NADH
が生成される。光ファイバプローブ端面より
励起光を照射し、生成された NADH の蛍光を
同軸にて検出することで、FA ガスをモニタリ
ングすることが可能である。 

本センサの作製では、まずフローセルを作
製し、光ファイバ式 NADH 蛍光検出システム
のプローブ先端に組み込んだ。更に、フロー
セルにリザーバタンクより NAD+を含有した
PB を循環させるためのチューブ及びポンプ
を接続し、FA 用生化学式ガスセンサとした。 

フローセルは幅 1 mm、深さ 1 mm の流路を
有するシリコーンチューブ(O.D. 4.0mm, I.D.  
2.0mm)及び、アクリルパイプ(O.D. 6.0mm, 
I.D. 4.0mm)を同心円状に組み合わせて作製
した。シリコーンチューブの下部端面にシリ



コーン製の Oリングにて FALDH 固定化膜を装
着した。FALDH 固定化膜は、第一に多孔質の
親水性ポリテトラフルオロエチレン膜を 2×
2cm の大きさに切断し、膜表面に FALDH 及び
2-メタクリロイルオキシエチルホスホリル
コ リ ン (2-methacryloyloxyethyl 
phosphorylcholine: MPC)とメタクリル酸 2-
エ チ ル ヘ キ シ ル (2-ethylhexyl 
methacrylate: EHMA)の共重合体(PMEH) の混
合物を均一に塗布した。次に、4℃にて 3 時
間乾燥し、PBで残留した余剰酵素を洗浄する
ことで FALDH 固定化膜とした。 

光ファイバ式 NADH 蛍光計測システムの構
築では、UV-LED 光源及び、光電子増倍管を、
それぞれバンドパスフィルタを介して Y字型
の光ファイバにて、光ファイバプローブに接
続することで構築した。最後に、プローブ先
端にフローセルを装着し、FA 用生化学式ガス
センサとした。 

NADH の標準溶液を用いて、作製した NADH
蛍光計測システムの定量特性を評価した。暗
箱内に反射防止膜としてアクリル系塗料で
黒色に着色したキュベットを設置した。その
後キュベットを純水で満たし、β-NADH を最
終濃度 25～10000 nmol/L となるように滴下
した際の NADH 蛍光強度変化を各濃度 5 回ず
つ計測した。 

無脈流インテリジェント・ポンプを用いて、
リザーバタンク内の 10mmol/Lのβ-NAD+を含
有するPB(100 mmol/L)をフローセルに循環さ
せた。また、アクリルパイプを介して FA の
標準ガスを 200 ml/min の流速にてセンサ感
応部に負荷した。 

汎用の標準ガス発生装置では、FA の希釈限
界が 30ppb と高く、評価のボトルネックとな
る。そこで、本実験では、専用設計の低濃度
ガス発生装置を用いて発生させた。低濃度ガ
ス発生装置は、大容量の恒温槽を低温で厳密
に管理することによりガス発生量を安定化
し、希釈に用いるキャリアガスを多段フィル
タで清浄化することで、20ppt までの FA ガス
を生成可能である。なお UV-LED に印加する
順方向電流は定格である 20mA とし、生じる
NADH の蛍光を PMT にて計測した。 

実験では、まずセンサの動作条件を最適化
するため、循環させる PB の流速及び pH が蛍
光出力に与える影響を評価した。PB の流速を
0.5-2.5 ml/min の範囲で変化させて、この時
の蛍光強度の変化とガスの負荷停止による
センサの立下り時間をそれぞれ比較した。蛍
光出力の pH 依存性評価では、pH6.0 から 9.0
の範囲の PB を循環させ、同一濃度 FA 負荷時
の出力応答を比べた。 

次に、低濃度ガス発生装置にて各濃度に調
節した FA ガスを各濃度 5 回ずつセンサ感応
部に負荷した際の、蛍光強度の時間変化を、
PMT を介してコンピュータで記録した。また

センサの感応部へ標準ガス発生装置にて発
生させた 5.0 ppm のホルムアルデヒド、アセ
トアルデヒド、アセトン、ベンゼン、エタノ
ール、メタノール、トルエンを、それぞれ負
荷した際の蛍光出力変化を計測することで
ガス選択性を評価した。 
 
４．研究成果 

作製した NADH 蛍光計測システムを用いて
NADH に対する定量特性の評価を行なったと
ころ、NADH 溶液の滴下に伴う著しい蛍光強度
の増加と濃度に応じた定常値での安定が確
認され、NADH を 25nmol/L～1.0mmol/L の範囲
で定量可能であった。 

NADH 定量特性の再現性を評価した結果、各
濃度における変動係数の平均値は 0.75%であ
り、本システムにて高い再現性で NADH を計
測可能であった。本実験の結果を、検出器と
して分光器を使用した場合と比較すると、
NADH 蛍光感度が 100 倍向上し、NADH 蛍光検
出型のセンサにおける感度向上に効果的で
あると考察された。 

PB の流速を変化させた結果、低流速では洗
浄が不十分なために応答時間が遅くなり、高
流速になると、応答時間は早くなるものの蛍
光出力が減少した。そこでセンサ蛍光出力の
低下が比較的少なく、センサの応答時間の向
上が平衡する流速 1.5 ml/min を最適値とし
た。また蛍光出力の pHを調べたところ、pH8.0
で最も高い蛍光出力を示した。この結果は
FALDH 活性の pH 依存性によるものであり、以
後の実験は pH8.0 にて行うこととした。 

実験の結果、FA ガス負荷に伴う著しい蛍光
出力の上昇と、濃度に応じた定常値及び負荷
の停止に伴う初期値の回復が確認された。 

出力応答の立ち上がりは、FA の暴露に伴い
FALDH 固定化膜にて NADH が生成され、安定値
に至る過渡的状態を示している。安定値は、
PB の循環による洗浄効果とガス濃度によっ
て決まる NADH の産生速度のバランスで決定
される。出力応答の立下りは、FA ガスの供給
を停止に伴い FALDH の触媒反応による NADH
の生成も止まり、PB の洗浄効果でフローセル
内に残留する NADH が除去されるため、蛍光
出力が初期値を回復することによるものと
考えられる。これにより、本センサが FA ガ
スの連続モニタリングに利用可能であるこ
とが確認された。 

センサの蛍光出力定常値より FA ガスに対
する定量特性を調べた。この結果、厚生労働
省の室内濃度指針値である 80 ppb や医療現
場におけるガイドラインである 100 ppb を含
み、医療環境及び住環境の改善に必要な感度
を十分に満たす 2.5 ppb から 15.0 ppm の濃
度範囲にて FA ガスの定量が可能であった。 

なお、本センサにおける FA 濃度と蛍光出
力の相関が確認され、相関係数は 0.992 であ



った。また FA 計測の再現性を評価したとこ
ろ、変動係数の平均が 0.89 %と算出され、優
れた再現性が確認された。 

以上の結果より、本センサはFALDHの活性、
及び NADH の生成速度の影響を強く受ける。
そこで、酵素反応系を変更することで、より
高い感度にて FA モニタリングが可能かを検
討した。具体的には、FALDH と同様の反応を
触媒でき、より高い比活性を有するアルデヒ
ド脱水素酵素を用いることを検討した。 

次にセンサのガス種に対する選択性を調
べた。FA 用生化学式ガスセンサの感応部に各
種のガス成分（5 ppm）を負荷した際の出力
比較を行った。FALDH 固定化膜を用いた場合、
FA に対する蛍光出力を 100%としたとき、構
造の類似したアセトアルデヒドに対して
1.3％の蛍光出力が確認されたものの、他の
ガス成分には全く応答を示さなかった。これ
は、FALDH の高い基質特異性に基づくもので
あると考察される。 

 
以上まとめると、代謝酵素である FALDH の

固定化膜を隔膜とするフローセルと、UV-LED
及び PMT を利用した NADH 蛍光計測システム
を開発し、それぞれを組み合わせることによ
り、揮発性有機化合物である FA を選択的か
つ高感度に連続モニタリング可能な生化学
式ガスセンサを開発した。本センサは FALDH
の触媒反応により生成される NADH を、光フ
ァイバを用いた光学系にて蛍光計測するも
ので、PMT を検出器とすることで高い感度を
実現した。本センサは、2.5 ppb から 15.0 ppm
の濃度範囲にて FA を定量可能であり、既存
の FA 計測デバイスでは困難であった 20 ppb
以下の濃度領域でも選択的に FA を連続モニ
タリング可能であった。 
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