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研究成果の概要（和文）： 

高輝度紫外線LED を励起光源とした新規な光ファイバ式NADH蛍光検出システムを応用し、
湿潤した酵素固定化膜をプローブに装着することで、アルコール計測用生化学式ガスセン
サ（バイオスニファ）を作製した。アルコール脱水素酵素の反応生成物である NADH の蛍
光特性を利用することで、高い選択性にてエタノールガスの計測が可能である。本センサ
にエタールガスを負荷し、蛍光出力の変化を調べたところ、濃度に応じた著しい出力変化
が観察された。 
 
研究成果の概要（英文）：  

A fiber optic bio-sniffer for high-selective alcohol vapor monitoring with an UV-LED 

was constructed and tested. In order to achieve high selectivity, the sensor utilizes 

fluorescence of nicotineamide adenine dinucleotide (NADH), which is produced by the 

enzymatic reaction of alcohol dehydrogenase. The bio-sniffer was fabricated by 

attaching a wet enzyme immobilized membrane to the fiber-optic NADH measurement 

system. The fluorescent intensity significantly increased with a stable value related 

to the ethanol gas concentration when ethanol vapor was exposed. 
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１．研究開始当初の背景 

超高齢社会の到来に伴い、医療費・社会保
障費の高騰と問題解決への社会の取り組み
は連日メディアを賑わせ、国民一人一人が自
らの問題として考えざるを得ない時期に来
ている。一連の取り組みの中で大きな柱とし

て、大病院完結型の医療から地域の診療所や
家庭での予防医療・ヘルスケアを中心とする
医療へと制度の改革が進められている。予防
措置と疾病の早期発見による治療コストの
低減が期待できるのは当然であるが、本質的
には患者の社会復帰と経済活動を促進する
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ことで、経済効果としても患者自身の暮らし
の質の向上においても大きな意義がある。 
将来の臨床検査学の在り方においても、こ

のような動きを科学的な側面から支援する
検査技術は、必要不可欠である。POCT（Point 
Of Care Testing）による簡易検査は患者の
病院滞在時間を短縮し、検査データの付加価
値を向上させるなどのメリットがあり、急速
に普及し始めている。POCT は、熟練を必要と
せず測定できる簡易検査の中でも、大学病院
から在宅看護まで施設・場所を問わず患者の
ベッドサイドで行う検査で、特に緊急時の診
療に対応する迅速検査と定義される。POCT を
緊急時の迅速検査だけでなく、家庭や「かか
りつけ医」による予防医療及び簡易検査でも
利用できるようなセンシングシステムを開
発できれば、身近な医療の質の向上に寄与で
きるものと期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究では、非侵襲的な検査法の一つであ

り、計測時の肉体的・精神的負担が極めて小
さい呼気中成分の計測に着目した。呼気中に
は、疾患特異的に検出される成分が含まれて
いる事が報告されており、これらのガス成分
を小型軽量で簡便なセンシングシステムに
て選択的にリアルタイム計測できれば、新し
い POCT 技術として疾患患者の病院滞在時間
の短縮や、家庭や診療所における予防医療及
び簡易検査において有用である。 

現在、医療計測や食品検査、環境分析な
ど、多様な領域においてバイオセンサが利用
されている。その中でも各種酸化酵素を認識
素子とするセンサが多く、基質である測定対
象物質の酸化反応に基づく溶液中の溶存酸
素の消費や生成される過酸化水素を検出す
ることで、基質濃度を計測することができる。
しかしながら、酸素を触媒反応での電子受容
体として用いるため溶存酸素を必要とする
ことから、酸素濃度が反応を律速し、定量性
が制限される問題点がある。一方、酵素の中
には酸化型 NAD+を電子受容体とし、NADH を生
成する脱水素酵素が多数存在する。NADH は蛍
光特性（励起波長：340nm、蛍光波長：491nm）
を有することから、酵素反応に伴う NADH 濃
度の変化を蛍光測定することで、溶存酸素に
依存しない高感度で定量性に優れた光学バ
イオセンサの開発が考えられる(図 1)。また、
近年 NADH 励起波長領域を含む、低波長領域
の UV-LED が開発され、既存の水銀ランプに
比して小型で省エネルギー、高い安定性等の
特徴を有している。 

 

図 1 脱水素酵素反応による NADH の生成 

 そこで本研究は、UV-LEDを用いた小型 NADH
蛍光検出システムを構築し、NAD+依存型脱水
素酵素の一つであるアルコール脱水素酵素
(ADH)を用いて、ADH 固定化バイオセンサを開
発し、エタノールの液相及び気相計測に適用
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) UV-LED を用いた NADH 蛍光検出システム
の構築 

NADHの蛍光検出システムの構成を図2に示
す。 

 
図 2 UV-LED を用いた NADH 蛍光計測システ 

ムの概略図 
 

本システムは、UV-LED からの照射光
(335nm)を band pass filter (BPF: 340 ± 10 
nm)及び光ファイバを介して試料溶液中の
NADH を励起し、生じた蛍光 (491 nm)を long 
pass filter (LPF: λ>400 nm)を介して分光
器にて検出し、NADH 濃度を測定する。 

実験では、暗箱内にて超純水を満たしたキ
ュベットに励起光を照射した光ファイバ先
端を浸し、標準 NADH 溶液の滴下に伴う蛍光
強度の出力変化を分光器を介し、コンピュー
タにて計測した。 
 

(2) NADH蛍光検出によるエタノール用バイオ
センサ 
 予備実験としてまず、脱水素酵素 ADH (EC: 
1.1.1.1)を用い、酵素溶液系にてエタノール
計測を行った。実験では図 2 の実験系にて、
NAD+と ADH を含むリン酸緩衝液を満したキュ
ベットに光ファイバ先端を浸し、標準エタノ
ール溶液の滴下に伴い、生成される NADH の
蛍光出力変化を計測した。次に、ADH 固定化
バイオセンサを作製し、エタノール計測を行
った。バイオセンサの作製ではまず、2-メタ
クリロイルオキシエチルホスホリルコリン
(MPC)とメタクリル酸 2-エチルヘキシル
(EHMA)との共重合体(PMEH) に ADH を加え、
その混合液を親水性の多孔質ポリテトラフ
ルオロエチレン膜 (PTFE: thickness 80 µm, 
pore size 0.2 µm)に塗布し、冷所 (4°C)に
て 3 時間乾燥させ PTFE 膜に酵素を包括固定
化した。次に、作製した酵素固定化膜を光フ
ァイバプローブ(φ: 1.6 mm)の先端に装着し、



 

 

エタノール用バイオセンサとした。なお固定
化材料として用いた PMEH は MPC ポリマーの
一種で、生体膜の構成成分であるリン脂質極
性基を導入した擬似細胞膜で、高い生体適合
性を有している。 
センサの特性評価では上述の実験系と同様
に、暗箱内にて NAD+を混合したリン酸緩衝液
を満たしたキュベットにバイオセンサ感応
部を浸し、エタノール溶液滴下に伴う蛍光強
度の出力変化を計測した。 
 

(3) ADH バイオセンサによるエタノールガス
の蛍光計測 
 エタノール用バイオスニファ(ガスセン
サ)は、シリコンチューブとアクリルパイプ
から構成されるフローセルに ADH 固定化光フ
ァイバプローブを組込み構成した。なおフロ
ーセル内にリン酸緩衝液を循環させること
により、余剰基質と酵素生成物の除去及び
NAD+の供給を行い、連続的なガス計測が可能
となる。 
ガス計測実験ではまず、標準ガス発生装置に
て発生した一定濃度のエタノールガス(0.32 
- 300.0 ppm)を反応セルに導入し、酵素反応
により生成される NADH の蛍光強度(491 nm)
を分光器を介し、コンピュータにて計測した
(図 3)。 

 
図 3 エタノールガス計測実験系 

 
４．研究成果 
(1) UV-LED を用いた NADH 蛍光検出システム
の構築 
超純水を満たしたキュベット光ファイバ

先端を浸漬し、励起光を照射したときの、標
準 NADH 溶液の滴下に伴う蛍光強度の出力変
化と定量特性を図 4に示す。NADH 濃度に応じ
た蛍光強度のスペクトルが観察され、スペク
トルピークの出力定常値をもとに定量特性
を評価したところ、NADH を 1.0 - 300.0 
µmol/l の濃度範囲で定量が可能であった。 

 
図 4 NADH 滴下に伴う蛍光スペクトル変化 

と定量特性 
 
(2) NADH蛍光検出によるエタノール用バイオ
センサ 

図 2 の実験系にて、NAD+と ADH を含むリン
酸緩衝液を満したキュベットに光ファイバ
先端を浸し、標準エタノール溶液の滴下に伴
い、生成される NADH の蛍光出力変化を計測
したところ、エタノール溶液の滴下に応じた
出力が得られた。この結果をもとにエタノー
ル濃度に対する定量特性を調べたところ、エ
タノール溶液を 5.0 - 10000 µmol/l の濃度
範囲で定量が可能であった(C.V. : 1.91 %, 
1000 µmol/l, n = 5)。 

この結果を踏まえ、ADH 固定化バイオセン
サを作製し、エタノール計測を行った。NAD+

を混合したリン酸緩衝液を満たしたキュベ
ットにバイオセンサ感応部を浸し、エタノー
ル溶液滴下に伴う蛍光強度の出力変化を計
測し、エタノール溶液に対する定量特性を調
べたところ、0.01 - 100 mmol/l の濃度範囲
でエタノールの定量が可能であった(図 5)。 

 

図 5 エタノール溶液に対するバイオセンサ 
の定量特性 

 

(3) ADH バイオセンサによるエタノールガス
の蛍光計測 
 図 3の実験系を構築し、標準ガス発生装置
にて発生しエタノールガスを反応セルに導



 

 

入し、酵素反応により生成される NADH の蛍
光強度を測定したところ、各エタノールガス
濃度に応じた蛍光出力の増加が観察された。
そこで、センサの定量特性を調べたところ、
酒気帯び運転の域値(78ppm)及び人の嗅覚に
よる検出限界(0.36 ppm)を含む、0.32 - 100.0 
ppm の範囲でエタノールガスの定量が可能で
あった(図 6)。 

 

図 6 エタノールガスに対する定量特性 
 
また、本センサのガス選択性を市販の半導体
式ガスセンサと比較したところ、半導体式ガ
スセンサでは全てのガス成分に応答を示す
し、低いガス選択性が確認され、本センサで
は、酵素の基質特異性に基づく高い選択性が
得られた(図 7)。 

 

図 7 ガスセンサのガス選択性の比較 
 
本研究では、UV-LED を用いることで小型 NADH
蛍光計測システムを構築し、NAD+依存型脱水
素酵素である ADH を用いて NADH 蛍光検出式
バイオセンサを開発した。さらに、本センサ
をガス計測へ適用したところ、酒気帯び運転
域値、並びに人の臭覚検出限界を含む、0.32 
- 100.0 ppm の濃度範囲で、高い選択性にて
エタノールガスの定量が可能であった。今後
は、他種の脱水素酵素との組み合せることで、
多様な化学物質計測が可能となり、医療・環
境・食品分野での診断や検査に利用できるも
のと期待される。 
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