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Amperometric enzyme electorode with the use of NADPH oxidase and G-6-P dehydrogenase ．
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抄 録

ＮＡＤＰＨ酸化酵素固定化膜を利用してＮＡＤＰＨ応答性の酵素電極を構成した。この酵素電極は応答時間が約

3 分であり，5μM から 3 mM の濃度範囲のＮＡＤＰＨを測定できた。さらに，ＮＡＤＰＨ酸化酵素／グルコース

6 リン酸（G‐6‐P）脱水素酵素固定化膜を利用して酵素電極を構成した。この酵素電極がＮＡＤＰ＋の存在下，5

μM から 2.5mM の濃度範囲の G‐6‐P を定量できることを明らかにした。また，G‐6‐P 存在下ではＮＡＤＰ＋／

ＮＡＤＰＨ酸化還元の循環的な反応によりＮＡＤＰＨの高感度測定が行ない得た。その際の検出下限濃度は 0.1μM

に達しており，ＮＡＤＰＨ酸化酵素のみを利用した電極に比べてＮＡＤＰＨに対する応答が50倍程度に増幅されて

いた。

1 ． 緒言

β－ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド（NAD，還元

型は NADH）及びそのリン酸塩（NADP ，還元型は NADPH）

は，多くの酸化還元酵素による基質還元に関与する補酵素で

あり（反応式（2）），その測定はこれら酵素の活性や基質濃度の

定量に広く利用されている。一般にNADH・NADPHの測定は，

の反応に伴う荷電の変化が紫外吸収スペクトルの変化に著明

に反映している事を利用して，分光法により行なわれている

が 1），より簡便な測定法が求められている。従って，NADH・

NADPH 測定用のセンサーの開発は興味深い課題である。

　NADH に関しては活発に研究されており，電気化学的に

あるいは酵素的に NADH を測定するセンサーの開発が報告

されている 2），3）。一方，NADPH についてはその様な開発例が

見られない。

本報では，反応式（3）に示される様に，酸素による NADPH

の酸化反応を触媒する NADPH 酸化酵素 4) を用いて，酸素電

極と組み合わせて NADPH 測定用の酵素電極を構成し，

NADPH の定量を試みた。その結果，構成した酵素電極を用

いて NADPH の定量が行ない得ることを明らかにした。

2 酵素を同時に固定化した酵素固定化膜を用いることによ

り，2 つの酵素反応を組み合わせて利用する酵素電極が活発

な研究課題となっている 5），6）。このタイプの酵素電極とし

て，NADH 依存の脱水素酵素／ NADH 酸化酵素の 2 酵素系と

酸素電極から構成した酵素電極が脱水素酵素基質の測定に利

用し得ることが報告されている 7），8）。従って，NADPH 酸化酵

素と NADPH 依存の脱水素酵素とを組み合わせた 2 酵素系

と酸素電極から酵素電極を構成した場合には，2 酵素の連続

的な反応，すなわち NADPH 生成を伴う脱水素酵素基質の酸

化（反応式（2））と酸素の存在下 NADPH 酸化酵素による

NADPH の酸化（反応式（3））により脱水素酵素基質の定量が

可能であると考えられる。

このような酵素電極は，2 酵素の連続的な反応により脱水

素酵素基質の定量が可能であるだけでなく，脱水素酵素基質

の存在下 NADPH ／ NADP ＋酸化還元の循環的な反応によ

り NADPH の増幅測定が行ない得ると期待される 3)9）。

本報では，グルコース 6 リン酸（G ｰ 6 ｰ P）脱水素酵素／

NADPH 酸化酵素の 2 酵素系を用い，酸素電極と組み合わせ

て酵素電極を構成した。得られた酵素電極を用いて，連続的

な酵素反応による G ｰ 6 ｰ P の測定および循環的な酵素反応に

NADPH 酸化酵素と G-6-P 脱水素酵素とを利用した酵素電極
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よる NADPH の増幅測定が行ない得ることを明らかにした。

得られた知見について報告する。

　2 ． 実験

2.1　酵素及び試薬

NADPH 酸 化 酵 素（Bacillus megatenium 由 来，28U・

mg-1 ， 東 洋 醸 造 ），G-6-P 脱 水 素 酵 素（EC 1.1.1.49 ，

Leuconostoc mesenteroides 由来，700U・mg-l ，GradeIII ，

東洋紡）及びグルタミン酸脱水素酵素（EC　1.4.1.4 ， Proteus

sp. 由来，13700U・mg-1 ，GradeII ，東洋紡）を実験に用い

た。NADP 及び NADPH は (株) 興人より，フラビンモノヌクレ

オチド（FMN）はナカライテスク社より入手したものであ

る。他の試薬はすべて市販特級品を用いた。脱イオン後，2

回蒸留した水をすべての実験に使用した。

2.2　酵素固定化膜の調整

NADPH 酸化酵素・FMN・光架橋性ポリビニルアルコール

　（PVA－SbQ）10）水溶液（8w/v％）を 1：1：20 の重量比

で混合した溶液をテフロン板上に展開し，暗所（4℃）で 16

時間自然に乾燥した。乾燥した膜をテフロン板上より剥離し，

両面にキセノンアークランプ光（30mW・Cm-2）を 5 分間照

射して PVA 担体を光架橋化させることにより，酵素を PVA

マトリックス中に包括固定して，酵素固定化膜 I を調整し

た 9,10）。

同様の方法で，NADPH 酸化酵素・G ｰ 6 ｰ P 脱水素酵素・

FMN 及び PVA － SbQ 水溶液を 1：1：1：20 の重量比で

混合した溶液から酵素固定化膜 II を得た。作製した酵素固定

化膜の膜厚は，いずれの膜も約 50μm であった。

2 .3　酵素電極の構成及び測定系

酵素固定化膜 I 及び II（いずれも直径 5mm）を，それぞ

れ Clark 型酸素電極（Able 社，DG ｰ 5G ，電池式，白金陰極

径 3mm）のテフロン隔膜上に，ポリエステルメッシュ（直

径 2cm）と O リングを用いて固定して酵素電極 I 及び II を

構成した。

構成した酵素電極を円筒型ガラスセル内の試験液（20ml）

中に挿入して測定を行なった。試験液は 0.2mM FMN を含む

緩衝液とし，空気を飽和して用いた。必要に応じて試験液中

に所定の濃度の NADP 及び G ｰ 6 ｰ P を添加した。使用した

緩衝液は，0.1M 酢酸ｰ酢酸カリウム緩衝液（pH3.9 ～ 5.6），

0.1M リン酸緩衝液（pH5.6～7.7），O.1Mトリスｰ塩酸緩衝液

　（pH7.5～8.5）及び 0.1M グリシン - 水酸化カリウム緩衝液

　（pH8.7～9.1）である。試験液は磁気攪拌子で攪拌（約 500

rpm）し，30.0±0.5℃に液温を保った。FMN は NADPH 酸

化酵素の活性剤として試験液中に添加した。酵素電極の出力

電流は電流計（北斗電工，HM－102）で計測した。使用時以外

は 酵 素 電 極 を 0.2mM FMN を 含 む 0.1M リ ン 酸 緩 衝 液

（pH7.0）中に浸 Z し，4℃で保存した。

3 ． 結果および考察

3.1　酵素電極 I の特性

酵素電極 I の 0.5mM　NADPH 添加に対する応答を図 1 に

示した。試験液（pH7.0 ，リン酸緩衝液）中への NADPH の

添加直後から電極電流は減少し，約 3 分後に定常値に達して

いる。同程度の膜厚を有する同一担体を用いたグルコース・

乳酸などに対して選択性を持つ酵素電極 7,9 ,11）の応答時間　

　（0.5～1分）に比べて，得られた応答は若干時間を要してい

る。これは，NADPH が比較的高分子量の基質であり．光架

橋化 PVA 膜中での拡散速度が小さいことに起因すると考え

られる。
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この電極の NADPH 濃度に対する定常電流応答の校正曲線

を図 2 に示す。電極応答と NADPH 濃度の間には 2mM

まで直線関係が成立している。2mM 以上の濃度に於いて

も，応答は濃度の増加と共に増大しており，3mM 程度まで

の NADPH の定量が可能である。検出下限濃度は 5μM（S/

N ＝ 5）と見積られた。この電極を 1 日 10 回程度の NADPH

測定に供した場合，1 月以上にわたって安定に作動すること

を確認した。

3.2　NADPH 酸化酵素の活性 /pH プロフィール

酵素電極 I の 1mM　NADPH 添加に対する定常電流応答

と試験液の pH との関係を図 3 に示す。図 3 から明らかな

様に応答の至適 pH 値は 4.5 前後であり，NADPH 酸化酵素は

酸性側で高い活性を有している。従って，この酵素を脱水素

酵素と組み合わせて，連続的な酵素反応により脱水素酵素基

質濃度を測定する場合および循環的な酵素反応により

NADPH の増幅測定を行なう場合に，組み合わせの対象とな

る脱水素酵素が，NADPH 生成側の反応の至適 pH 値が比較

的低い酵素に限定されると考えられる。

NADPH 生成の至適 pH 値が 10 前後であるグルタミン酸

脱水素酵素と NADPH 酸化酵素とを固定化した酵素固定化

膜を用いて構成した酵素電極を用いてグルタミン酸の測定を

行なった場合には，グルタミン酸応答のレベルは小さく，高

い感度が得られなかった（検出下限濃度は pH8.0 の試験液中

に於いて 0.1mM 程度である）。

G ｰ 6 ｰ P 脱 水 素 酵 素 に よ る G ｰ 6 ｰ P 酸 化 す な わ ち

NADPH 生成の至適 pH 値は 7.5 － 8.0 であり，NADPH 酸化

酵素と組み合わせての利用が上記グルタミン酸脱水素酵素の

場合より容易となると期待される。

3.3　酵素電極 II の特性

酵素電極 II の，0.5mMNADPH 添加に対する応答と 0.5m

M　G ｰ 6 ｰ P 添加に対する応答とを図 4 に示す。試験液（1

mM　NADP ＋を含むトリス - 塩酸緩衝液，pH8.0）中への

NADPH あるいは G ｰ 6 ｰ P の添加直後から電極電流は減少

しており，いずれの場合も約3分後に定常電流に達している。

この電極の NADPH および G ｰ 6 ｰ P 濃度に対する定常電

流応答の校正曲線を図 5 に示す。得られた NADPH に対する

応答は，酵素電極 I の NADPH 応答と同様の結果を示してい

る。G ｰ 6 ｰ P に対する応答と G ｰ 6 ｰ P 濃度との関係より，5

μM（S/N＝5）から 2.5mM までの濃度範囲の G ｰ 6 ｰ P の定

量を行ない得ることが明らかとなった。
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この電極を用いて，NADPH 酸化酵素による NADPH 酸化

（NADP＋生成）と G ｰ 6 ｰ P 脱水素酵素による G ｰ 6 ｰ P 存在

下での NADP ＋から NADPH の再生との循環的な酵素反応に

よる NADPH の増幅測定を試みた。G ｰ 6 ｰ P（10mM）を

含む試験液（トリス－塩酸緩衝液，pH8.0）中および G ｰ 6 ｰ P

を含まない試験液中で得られた電極応答の NADPH 濃度に

対する校正曲線を図 6 に示す。G ｰ 6 ｰ P を含まない試験液中

で電極応答を測定した場合には，G ｰ 6 ｰ P 脱水素酵素は作用

せず，NADPH 酸化酵素のみが作用する為に，電極応答／

NADPH 濃度の関係は酵素電極 I のそれとほぼ一致してい

る。一方，G ｰ 6 ｰ P 添加下では，NADPH 応答が著しく増幅

されている。電極作製当日に於ける電極応答の増幅率は400 以

上であり，翌日以降 1週間は約 50 倍の増幅率を維持した。当

日－翌日間に於ける増幅率の低下の原因については未詳であ

るが，増幅率 50 の場合でも電極 II の NADPH 検出下限濃度は

0.1μM に達している。以上の結果は，2 酵素系の循環的な反

応の利用が NADPH 測定用の酵素電極の高感度化に好適な

ことを明示している。

4 ． 結　　言

NADPH 酸化酵素固定化膜を用いて酵素電極を構成し，5

μM から 3mM の濃度範囲の NADPH を測定できることを

明らかにした。さらに，NADPH 酸化酵素／ G ｰ 6 ｰ P 脱水素

酵素固定化膜を用いて酵素電極を構成した。この電極は

NADP ＋の存在下，5μM から 2.5mM の濃度範囲の G ｰ 6 ｰ P

を測定することが可能であった。また，G ｰ 6 ｰ P 存在下では

NADP ＋ ／ NADPH 酸 化 還 元 の 循 環 的 な 反 応 に よ り

NADPH の高感度測定が実現できた。今後は，寿命延長・安

定性向上・一層の高感度化などについて検討し，より高性能

な酵素電極の構成を目指したい。併せて，得られた知見を利

用して，各種の脱水素基質測定用酵素電極の開発を試みる予

定である。
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