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研究成果の概要（和文）：近年、ポリアミン摂取が動物の健康寿命延伸に著効を示すことが報告されており、腸
管内腔の腸内細菌由来のポリアミン濃度を適正に保つことは健康増進に重要であると考えられる。本研究では糞
便中のポリアミン濃度を簡便に測定することを目的とした酵素法を用いた使い捨てセンサーの開発を目指して研
究を行った。
Rhodococcus erythropolisのプトレッシンオキシダーゼのプトレッシン酸化が直接電子移動型であることを発見
し、この特性を利用してメディエーターを用いないアンペロメトリックバイオセンサーを作成した。また、プト
レッシンオキシダーゼを用いたポリアミンお96穴プレート上での比色迅速定量系を開発した。

研究成果の概要（英文）：Recently, it has been reported that administration of polyamines is 
effective for the promotion of the healthy life of animals. Therefore, it is considered that 
appropriate maintenance of the concentration of polyamine derived from intestinal microbiota in the 
intestinal lumen is important for health promotion. In this study, we aimed to develop disposable 
sensor using enzyme method for simple measurement of polyamine concentration in feces.
A mediator-less amperometric biosensor for putrescine detection was developed to obtain a (pseudo) 
steady-state catalytic current. We also developed a colorimetric rapid quantification system for 
putrescine on 96-well plate using putrescine oxidase.

研究分野： 応用微生物学
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１．研究開始当初の背景 
ポリアミンは１分子中にアミノ基を二つ

以上含む脂肪族化合物であり、ほぼ全ての生
物に見出される生理活性アミンである（図
１）。 

 
近年、ポリアミンを摂取することで、オー

トファジーの誘導、ヒストンのアセチル化の
促進、血管および腸管における炎症抑制が起
こり、これらの作用を通じて、動物の認知力
が向上することや寿命が伸長することが報
告された。腸管内腔には腸内細菌由来のポリ
アミンが著量存在し、これは宿主のポリアミ
ン摂取源の主要なものであることから、この
濃度を適正に保つことが健康増進に重要で
あると考えられる。 
細菌はポリアミンを自ら生産し、特定の生

育条件でこれを細胞外へと放出する。尿路感
染症菌 Proteus mirabilis は、細胞外に放出
したポリアミンを細菌細胞間におけるコミ
ュニケーションツールとして用い、集団で病
原性遺伝子を発現することが報告されてい
る (Sturgill et al., Mol Microbiol, 2004, 51: 
437-46) 。 
現状、ポリアミンの定量は主に HPLC で行

われており、操作が煩雑であるうえに測定に
長時間を要する。また、腸管内腔のポリアミ
ン濃度を知るためには糞便中のポリアミン
濃度を測定することが最も簡便であるが、
HPLC による糞便中のポリアミン濃度の定
量には衛生上の問題が存在する。したがって、
糞便中のポリアミンを常時モニターするこ
と及び、多数の検体のポリアミン濃度を簡便
に定量することへの技術的な問題は大きい。 
 
２．研究の目的 
 本研究では糞便中のポリアミン濃度を簡
便・衛生的に測定することを目的として、プ
トレッシンオキシダーゼを用いた酵素法に
よる使い捨てセンサーの開発を目指して研
究を行った。また、新たなポリアミンンの簡
便定量系として、プトレッシンオキシダーゼ
と発色試薬を組み合わせた 96 穴プレートを
用いた比色定量法の開発を行った。 
 
３．研究の方法 
①プトレッシンの酵素法を用いたバイオセ

ンサーの開発 
 試料中のプトレッシン濃度を電気化学的
に定量する目的で、ペルオキシダーゼ (POD) 
反応の直接電子移動(DET)型酵素触媒電極反
応をプトレッシンオキシダーゼ (PuOD) 反
応と組み合わせてメディエーターを用いな
いアンペロメトリックバイオセンサーを構
築した。ホースラディッシュ由来 POD と
Rhodococcus erythropolis 由来 PuOD をグル
タルアルデヒドとケチェンブラック（KB）ベ
ースのメソポーラス電極上に共固定化し、標
準試料中のプトレッシン濃度を定量した。 
 
②プトレッシンの比色定量法の開発  
細菌の培養上清および糞便抽出液中のプ

トレッシン濃度を比色定量する目的で、精製
した R. erythropolis 由来 PuOD とホースラ
ディッシュ由来 POD、発色試薬である TOPS と
4-アミノアンチピリン (4-AA) を組み合わ
せて反応を行い、プトレッシン濃度依存的に
起こる吸光度変化を測定する簡易定量系を
開発した。反応式を下に示した。 
 
プトレッシン + O2 + H2O → H2O2 + NH3 + 4-
アミノブタナール 
（PuOD により触媒される。） 
 
H2O2 + TOPS + 4-AA → TOPS-4-AA + H2O + 1/2O2 
（POD により触媒される。TOPS-4-AA を ABS550

を用いて比色定量した。） 
 
 開発した簡易定量系の有効性を示す目的
で、プトレッシンを細胞外に放出することが
知られている P. mirabilis の培養上清、ヒ
ト糞便の抽出液、ポリアミンを含むことが知
られている食品について、プトレッシン濃度
の定量を簡易定量系を用いて行い、HPLC を用
いて定量した値と比較した。 
 
４．研究成果 
①プトレッシンの酵素法を用いたバイオセ
ンサーの開発 
PuOD/ POD を固定化した KB修飾グラッシー

電極を回転電極として用いた場合、PuOD 反応
により生成したH2O2のPOD触媒直接電子移動
型還元波が、0.60 V（vs. Ag|AgCl）に観測
された。 PuOD/POD 固定化および KB 修飾マイ
クロディスク電極では、静止条件下で、プト
レシンの球状拡散による（擬）定常触媒電流
を観測できることを明らかにした。このバイ
オメソポーラス微小電極は、プトレシンに対
して、感度 0.33 ± 0.01 mA mM-1 cm-2、検出
限界 5 M（S/N > 3）で、17 M から 500 M
の範囲で直線的電流応答した。 
現在、得られた成果を発展させ、使い捨て

プトレッシンセンサーを開発する目的で、共
同研究を続行中である。 
 
②プトレッシンの比色定量法の開発  
 本簡易法を用いて P. mirabilis の培養上

図１ ポリアミンの構造 
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