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研究成果の概要（和文）：補酵素としてビタミンの一種である酸化型のニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（NAD+
）を電子受容体として各種の基質を酸化触媒するとともに還元型であるNADHを生成する各種の脱水素酵素を用いたバイ
オセンサ（NADH依存型バイオセンサ）を開発した。特に、反応生成物を再度酸化し、NADHを化学的に増幅する手法など
を検討し、ホルムアルデヒドガスをサブppbレベルの高感度にて計測可能とした。また光触媒反応による環境ホルムア
ルデヒド低減のリアルタイム計測など、実用展開に向けた試みについても検討を行った。この結果、環境管理に向けた
応用の可能性と、多様な成分への展開についての可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：A biosensor using NADH as an electron acceptor was developed. The biosensor measur
es the presence of the substrate as fluorescence of NADH. In order to enhance the sensitivity to formaldeh
yde, chemical amplification of NADH was investigated. Aldehyde dehydrogenase produces formic acid and NADH
 by oxidizing formaldehyde under the presence of NAD+. We co-immobilized formic acid dehydrogenase to re-p
roduce NADH using formic acid. Consequently, the sensor showed sub-ppb level sensitivity to forimaldehyde.
 Also, real-sample test using photocatalystic TiO2 was carried out. The sensor successfully traced the cha
nge of formaldehyde by the effect of photocatalystic reaction in real-time.
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、「環境と健康に関心、社会に対する

問題意識、自己啓発・精神性の向上に関心が
高く、実際の行動に移す」Lifestyles Of 
Health And Sustainability（LOHAS）と呼
ばれる層が増加している。LOHAS という言
葉は米国ではビジネス用語として普及して
いるが、我が国では広く一般消費者に「健康
と環境を志向するライフスタイル」として認
知されている。環境配慮住宅や家庭用品など
の製品群は市場で一定の評価を受けており、
環境と健康への理解広く浸透しつつあるこ
とを裏付けている。他方、東日本大震災と原
発の事故を経て、国内では一般の市民がガイ
ガーカウンターを持って身の回りの線量を
計測するなどの動きがある。こうした動きに
ついても、人々にとって安全・安心な生活環
境を求める事のプライオリティが高まって
いる事を示唆していると言える。 
こうした安全・安心を求める傾向は、環境

や食品に含まれる化学物質についても同様
であると考えられるが、個人が日常生活の中
で、身の回りの環境にどのような有害物質が
どの程度存在するのか、またどのように推移
しているのかを簡便に知る手段は、全く提供
されていない。つまり、環境や食品中、ある
いはそうした外的要因によってもたらされ
る生理的状態の変化に対し、我々が自ら調べ
る手段を供することは暮らしの質の向上に
おいて極めて重要である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では従来型のクロマトグラフィな

どによる環境計測とは異なる、個人レベルで
自らの生活空間における各種化学物質のそ
の場（on site）計測を可能とし、身近な環境
あるいは自身の状態を容易に調べることで
健康的なくらしを支援するための新規なデ
バイスを提案する。 
これまで、タンパク質の分子認識機能を用

いることで高い選択性を実現した生化学式
ガスセンサを開発してきた。特に、生体触媒
で あ るホル ム アルデ ヒ ド脱水 素 酵 素
（formaldehyde dehydrogenase: FALDH）
を分子認識素子として用い、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  (reduced nicotinamide adenine 
dinucleotide: NADH) の蛍光を調べること
で、ホルムアルデヒドガスを高い感度で計測
可能であることを示してきた。本研究では、
この計測原理に加え、反応系の改良と
microelectromechanical systems (MEMS)
技術で嗅覚の粘膜構造と機能を模倣したフ
ローセル型の全く新しい感応部構造を形成
し、簡便でありながら超高感度をめざした新
規ガスセンサを提案する。研究期間内の具体
的な目標として、ホルムアルデヒドガスを従
来より 1000 倍の高感度である ppt レベルに

高めるとともに、センサデバイスを多様な成
分、あるいは手法との比較の中でより成熟し
たものとすることが本研究の目的である。 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では、補酵素としてビタミンの一種
である酸化型のニコチンアミドアデニンジ
ヌクレオチド（NAD+）を電子受容体として各
種の基質を酸化触媒するとともに還元型で
ある NADH と水素イオンを生成する各種の脱
水素酵素群を用いたバイオセンサ（NADH 依存
型バイオセンサ）を開発する。 
 NADH の蛍光検出にあたっては、光ファイバ
端面に酵素の固定化膜、及び感応部の化学的
な反応条件を一定に保つための緩衝液及び
NAD+を循環させるフローセルを設け、NADH の
励起波長である 340nm の紫外線を照射し、端
面近傍にて生じた波長 480nm の蛍光が、光フ
ァイバに再度カップリングされる。この蛍光
を光ファイバ光学系にて光電子増倍管に導
入することで観察する。NADH の検出にあたっ
ては蛍光検出法をまずは実施し、その最適化
をはかる。これに加えて、吸光、電気化学的
検出方などの方法を比較検討し、形状、感度、
機能といった点で目的にあった簡便なバイ
オセンシングシステムを構築することをめ
ざす。 
 また NADH 依存型バイオセンサを用いるこ
とで暮らしの質を向上させるための新しい
応用展開として、環境、食品、非観血的な生
体成分の簡便計測などの分野での利用可能
性についても評価する。 
 
４．研究成果 
 
4.1 反応系の改良による高感度化 
 
 反応系の改良では、FALDH の反応生成物と
して、NADH と同時に 1分子のギ酸が生ずる点
に注目し、これをギ酸脱水素酵素にて触媒す
ることで、更に 1 分子の NADH を生成する新
しい手法を考案した。つまり、この複合酵素
系にて、1 分子のホルムアルデヒドに対して
最大 2 分子の NADH が生成し感度の向上を図
る。また FALDH と比較して比活性が 20 倍程
度高いアルデヒド脱水素酵素（aldehyde 
dehydrogenase）を用いることで、NADH の産
生能力を向上させる。そこで、ギ酸脱水素酵
素とアルデヒド脱水素酵素を共固定するこ
とで作製した酵素膜を前述の光学系に組み
込み、ホルムアルデヒドガス計測に供するこ
とでpptレベルのガスモニタリングを行った。 
 実験の結果、このセンサの 10ppb のホルム
アルデヒドガスに対する蛍光出力は 780cps
から 1600cps へと約 2倍の出力上昇が確認さ
れ、サブ ppb レベルのガス計測が可能であっ
た。このことは、反応生成物の再利用により
測定において参照する物質の生成を促進す
る酵素反応系のサイクルが有効に働いてい



ることを示している。 
この手法は、信号の増幅度という観点から

は数桁のオーダーで改善する劇的なもので
はないものの、技術的には極めて多くの反応
系に応用可能であり、最終的な検出法も対象
とする物質によって自由に選択することが
できる。たとえば酸化還元酵素を用いる場合、
その検出法は光学的な手法でもアンペロメ
トリック計測でも良い。また物質によっては
さらに多段の反応系を用いることも可能と
考えられる。例えば、メタノール（CH3OH）の
場合はアルコールの脱水素酵素によって酸
化されてホルムアルデヒドを生じるため、メ
タノール 1 分子から最大で 3 分子の NADH を
生成可能である。 
 それに加えて、信号の増幅は検出器に入力
される前段で行われるため、検出器側の感度
の限界に依存しない点が特徴である。つまり、
検出器の改良と NADH 増幅の手法は併用可能
で、この点が大きなメリットである。 
 
4.2 生活環境計測に向けた応用 
 
 本センサを用いて実際に環境中の化学物
質が変化する様子をモニタリングし、その応
用可能性について検討した。具体的には、TiO2

の光触媒反応によって環境中のホルムアル
デヒドが分解され、濃度が低減していく様子
をリアルタイムにて調べる系を構築し、評価
を行った。 
実験にあたっては光源として従来 1 つの

LED を用いていたが、感度の向上を目的とし
て 4LED に増加した光源システムを用いるこ
とで、センサの検出感度を 750ppt まで向上
させた。本計測においてはガスの選択性を重
視するため、ホルムアルデヒド脱水素酵素の
みを用いる反応系にて実施した。計測システ
ムでは、光触媒が塗布形成されたガラス板を
ボックス内に設置し、入力ガスが全てのガラ
ス板表面を通過して出力される光触媒セル
を作製した。なお、ダミーのガラス板を設け
ることで、光触媒の表面積を容易に変更でき
るようになっている。このセルを環境基準の
2.5倍である200ppbのホルムアルデヒドガス
を標準ガス発生装置にて生成し、マスフロー
コントローラにて流量を制御し光触媒セル
に通過させる構造とした。また、バルブの切
り替えにより、光触媒セルを通過させるかバ
イパスするか選べる構造とした。この系の下
流にて出力されるガス成分をモニタリング
することで、光触媒を通過した際のホルムア
ルデヒド濃度の変化を調べた。 
 この結果、光触媒セル内の光触媒塗布ガラ
ス板の枚数に依存したホルムアルデヒドの
濃度低下が観察され、条件の最適化により
90%以上のホルムアルデヒドが除去されてい
る可能性が示唆された。 
  
4.3 多様な成分・検出法への応用展開 
 

 NADH 依存型のバイオセンサの有用性につ
いて、以上で述べた検討により明らかにして
きた。これに加えて、この手法をより多くの
物質を対象として検出する目的に利用でき
るか、検討を行った。 
 脱水素酵素反応系においては、乳酸、コル
チゾールの評価を行い、特に乳酸センサにお
いて良好な検出結果が確認された。乳酸セン
サに関して、電気化学的・光学的検出法の両
者について検討したところ、電極を用いて計
測する手法においても1uM程度の感度にて計
測が可能であった。神経伝達物質の多くは酸
化反応によってアルデヒドを生成すること
が知られており、今後の応用が期待される。 
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