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固定化酵素 リア クタ ー を用 い た フ ロ ー イ ンジェ ク シ ョ ン 法

に よ る ニ コ チ ン ア ミ ドア デ ニ ン ジヌ ク レ オチ ド類の化学増

幅検出

八尾 　俊男
O

， 松本　義宏 ， 和 佐　 保
＊

（1988 年 10 月 6 日受 理 ｝

　グ ル コ
ース ー6一リ ン 酸脱水素酵素 （G6PDH ）固 定 化 リア ク ターと G6PDH ／ジ ア ホ ラ

ーゼ 固 定化 リ ア ク

ターを，グ ラ ッ シ
ー

カ
ーボ ン 電極 を 検出 器 と し た FIA 流路 に 組 み 込 み，ニ コ チ ン ア ミ ドア デニ ン ジ ヌ

ク レ オチ ド類 の 化学増幅型 リ ア ク タ
ーと し て 用 い た，前者 の リ ア ク タ

ー
で は ，グ ル コ

ース ー6一リ ン 酸

（G6P ） と フ ェ ナ ジ ン メ トサ ル フ ェ
ートの 過剰 の ドで

， 酵素反応／化学反 応 リ サ イ ク リ ン グに よ っ て ，

ニ コ チ ン ア ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド類 に 対 し て 増幅 され た 応答 を 与 え た ．後者 の リ ア ク ター
で は，

G6P と ヘ キ サ シ ア ノ 鉄（III）酸 イ オ ン の 過 剰 の 下 で ，酵素 反応／酵 素反応 リサ イ ク リ ン グ に よ っ て ，

同様 に 増幅 され た応答 を与 え た．増幅率 は キ ャ リヤ ー
流量 に 依存し た が ， O．5　ml 　min

− 1
の 流量 で ，前

者 の リア ク ター
で 17〜19 倍 ， 後者 の リ ア ク ター

で 約 6 倍 で あ っ た．し か し，よ り低流 量 で 増幅率 は 著

し く増 大 し tt．

1 緒 言

　化 学 増幅 （chemical 　arnplification ）は エ レ ク トロ ニ ク

ス に お け る信号増幅 に 対 し ， 化学 反 応 を利 用 し た増 幅方

法 で あ り，検出感度 を著し く向上で き る．又、酵素反応

は 化 学 反 応 に 比べ ，特異性 に 優 れ
， 特定 の 反 応 の み を触

媒 す る の で ， 高選択的 な 分析 に 利用 され て き て い る．酵

素 反 応 を 利用 し た 化学増幅 は ， 特 に 酵素免疫 セ ン サ 「 に

導 入 さ れ，酵素標識 に よ る 化学増幅 が そ の 代表的 な例で

あ る
1）2）．一方 ，

二 つ の 酵素反 応 あ る い は 酵素反応 と化

学 反応を組み 合 わ せ た リサ イク ル 反応 に よ る 化学増幅 の

原 理 が，グ ル コ ース
3）4 ），NAD

＋ ＋＞5），　L一乳酸
6 ）

の 酵素セ ン

サ
ー

に 導人 さ れ て き て い る ．しか し， 酵素 セ ン サ ーは
一

般 に 薄 い 反 応層 （酵素膜 ） を用 い て い る の で ，化学増 幅

を起 こ さ せ る に 十 分 な量 の 酵素 を保持 し て い る と は 言 い

難 く，増幅率 に 限 界 が あ り，満足の い く もの で は な い ．

一
方，酵素リ ア ク タ

ー
は 必要十分 な量 の 酵素 を保持 で き

る の で ，酵 素 セ ン サ ーに 比 べ て 大 き な増幅率 を得 る こ と

が期待 で き る．しか し ，
こ の ような 酵素 リア ク タ

ーを 用

い た 化学増幅 の 研 究 は
， 酵素 サ ーミス ターを用 い た レ

乳酸 の 定 量
7）

に 限 ら れ て い る の が 現状で あ る ．本研究 で

＊
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は，多 くの 脱水素酵素の 補酵素 と し て 重要 な ニ コ チ ン ア

ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド類 の 化学増幅 に よ る検 出 を

例 に と rp　r 化学増幅型 リア ク タ
ーと し て の 機 能 の 発現 に

つ い て ，グ ラ ッ シーカーボ ン 電極 を備 え た FIA 流路 を

用 い て 基礎的検討 を 加 え た の で 報告す る．

2　実 験

　2 。1　 試 　薬

　グ ル コ ース ー6一リン 酸脱 水素 酵素 （EC 　l．1．1．49 ；397　IU

mg

−
「

，　 from　Leu‘・ n ・stoc 　mescenter ・ides；以下 G6PDH と 略

記 〉，
ジ ア ホ ラーゼ （EC 　L6 ．4．3 ；1001U 　mg

−
1
，　 from

Ctestridium　klUlveri），
　 D一グ ル コ ース ー6一リ ン 酸 （G6P ）・ β一

ニ コ チ ン ア ミ ド ア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド （NAD
＋

） と

そ の 還元 型 （NADH ）及 び β一ニ コ チ ン ア ミ ドア デ ニ ン

ジ ヌ ク レ オ チ ド リ ン 酸 （NADP
＋

） と そ の 還 元 型

（NADPH ）は オ リ エ ン タ ル 工 業 製 の も の を用 い た．フ

ェ ナ ジ ン メ トサ ル フ ェ
ー

ト （PMS
＋

） と グ ル タ ル ア ル デ

ヒ ド（20％ 水溶 液）は 和光 純薬 工 業製 の も の を 用 い た ．

そ の 他 の 試薬 は す べ て 市販特級 品 を その ま ま用 い た．

　2・2　固定化酵素 リア クタ
ー

作製

　LiChrosorb −NH2 （Merck 製 ア ミ ノ 基結合 シ リカ，粒

子 径 10pm ）へ の 酵素 の 固定化 は，既 報
8）の 方法 に 準 じ
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て 次の よ うに 行 っ た．2 本の ス テ ン レ ス 鋼製 カ ラ ム （内

径 4mm ，長 さ 12mm ） に LiChrosorb−NH ？
を 充 て ん

し，5％ （v ／v ）グ ル タ ル ア ル デ ヒ ド （0．lM 炭酸 水 素 ナ

トリ ウ ム 溶液）10m 艮を約 2 時間循環 して ，
ス ペ ーサ ー

部末端 に ホ ル ミル 基 を導人 した．蒸留水 で 1．5 時間洗浄

し た 後 ，
1 本 の カ ラ ム に G6PDH （1000　U ） と ジ ア ホ

ラ
ー

ゼ （300　U ）の 混合酵素溶液 （0，IM ，
　 pH8 ．0 炭酸

緩 衝液）10ml を，他の カ ラ ム に G6PDH （2000　U ）を

同緩衝 液 に 溶解 し た酵 素溶液 10m1 を そ れ ぞ れ 2 時 間

循環して ，酵素を 固 定化す る こ と に よ っ て ，2 種 類 の 酵

素リ ア ク ターを作製 し た．又，未反応 の ホ ル ミル 基 と 過

剰 の 酵 素 を，0．1M グ リ シ ン 緩衝液 （pH 　8．0）250　ml

拙

田
・

B

　 35士 0．2
卩
C

l
■．一一．・■一■−

1F
圃　　　　　　　　　　　　 1

‘　　　　　　　　　　　　 圏

clD 　　E
　 」一　一　＿一■　卩一一一■

GH

W

F苴g．1　 FIA　system 　with 　immobilized　cnzyme 　reac −

　　　 tor 　fbr　ampli 丘ed 　detecdon 　of 　nicotinamide
−

　 　 　 adcnine 　dinucleotidcs

　　　 A ； carrier 　 solu しlon； B ： pump ； Ciinjecゆ ； D ：

　　　 stain ］css −s ［eel 　tube （50　cm 　long
，
0．25　mm 　i．d ．）；E ：

　　　 G6PDH （glucose
−6−phosphatc　dehydrogenasc｝im ・

　　　 mobilized 　 reactor 　 or 　 G6PDH ／diaphorase　 co −im−

　　　 mobiiized 　 reactor ；F ：now −threugh 　glassy　carbon

　　　 elec ［rOdc ； Glpo 【en にios［at ；H ．re 〔 order ； W ．wastc

で 洗浄 す る こ と に よ り除去 し た．こ れ ら の 酵素リ ア ク

タ
ーは使用 しな い と き に ，固定化 に 用 い た緩衝液中 に 浸

し て ，冷 蔵庫内 に 4 〜6℃ で 保存 し た．

　2。3　測定シス テム と測定原理

　測定 シ ス テ ム の 概 略 を Fig，1 に 示 す．装置 は 高速液

体 ク ロ マ トグラ フ ポ ン プ （柳本製作所製 L −2000），ポ テ

ン シ ョ ス タ ッ ト （柳本製作 所 製 VMD 一
旦01），記 録 計

（日立 製作所製 056｝と フ ロ ー
ス ル

ー
型 グ ラ ッ シ ーカ ー

ボ ン 電極 （柳本製作所製）な ど か ら構 成 され て お り，破

線 で 囲 ま れ た 部分 は 35± 0．2℃ に し た 恒 温 水槽 に 浸 さ

れ て い る．キ ャ リヤー
溶液 と し て ，G6PDH 固 定化 リア

ク タ
ーを 用 い る 場 合 に は，2mM 　 G6P と 0．2mM

PMS ＋
を 含 む 0．1M 炭酸 緩 衝 液 〔pH 　8．5）を 用 い た．

G6PDH ／ジ ア ホ ラーゼ 固 定化 リ ア ク タ
ー

の 場合 に は，2

mMG6P と 0，5mM ヘ キサ シ ア ノ 鉄 （III）酸 カ リ ウム を

含 む 0．lM 炭 酸緩衝 液 （pH7 ．5）を 用 い た ．イン ジ ェ

ク ターか ら注 入 さ れ た 試 料 ゾーン （10pl） は 酵素 リ ア

ク ター内 で 分散 す る と 共 に ，Fig．2 に 示 し た NAD ＋ −

NADH リ サ イ ク リ ン グ化 学 増 幅 モ デ ル に 従 っ て ，

G6PDH リ ア ク ターの 場 合 に は PMSH （PMS
＋

の 還 元

型）を，G6 ？DH ／ジ ア ホ ラーゼ リ ア ク タ
ー

の 場合 に は

Fe（CN ），

一
一

を 生成 す る．こ れ ら の 増幅 さ れ た 生成物 を

グ ラ ッ シーカボ ン 電極 で 電流測定 す る こ と で ，ニ コ チ ン

ア ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド類 に 対 して 増幅 さ れ た 応

答 を得る こ と が で き る．

3 結果と考察

G6P 　 　 　　 GL6P

＼ 　　ノ
　 　 　 06POH

／ 　 丶
閥AD “

　　　　 NADH

図帆 5闔

AP

帆5 か

G6P 　　　　　 GL6P

＼ 　 ノ

『臨 。 ．

＼　 ノ
　　 ⊃iophOfOse

，。論・ 議．1，
　 　 　 　 B

Fig．2　Scheme 　of 　chcmica 且amplification 　of 　nicotin
−

　 　 　 amide 　adenine 　dinucleotides

　　　 A ：G6PDH 　lmmebilized　reactor 　system ，　B ：G6P −

　　　
』
DH ／disphorase　co −immobilized　reacter 　system ．

　　　 G6P ： D−glucose−6−phosphate ；GL6P ：D−glucose一δL

　　　 且actone −6・phosphate ；G6PDH ：glucosc
−6−phosphate

　　　 dehydrogenasc； PMS
＋ ・

phcnaz 五ne 　methosulfate ；

　　　 PMSH 　
：
　reduced 　rerm　of 　PMS ＋

；NAD ＋
；nicolin −

　 　 　 amide ・adenine 　 dinucteotide；　 NADH ：reduced

　　　 form 。fNAD
＋

　3 ・1　キ ャ リヤ
ー

溶液組成 と pH

　3 ・1・1G6PDH 酵素 リ ア ク ターシ ス テ ム 　　キ ャ リ

ヤ
ー

溶液 の 最適 な 組成 と pH に つ い て 検討 し た．　 l　mM

G6P と O．2　mM 　PMS
＋

を 含 む 種 々 の 緩 衝溶 液 （Tris−

HCL 　リ ン 酸，炭酸緩衝液 ；pH　8．5）を キ ャ リヤ ー
溶液

と し て 用 い て 検 討 し た 結 果，炭 酸 緩 衝 液 の 場 合 に

NAD ＋
と NADH に 対 して 最大 の 感度 が 得 ら れ た．更

に ，炭酸緩衝液 に 添加す る G6P と PMS ＋
の 最適濃度

に つ い て 検討 し た 結果 ，
G6P と PMS

＋

の 濃 度 が そ れ ぞ

れ 2mM ， 0，2　mM 以上 で 応答電流 は 最大 と な り，
そ れ

以上 の 濃度 で は ほ ぼ一定 と な っ た （Fig，3）．又，溶液

の pH は 酵素反 応 速 度 に 影 響 す る の で ，キ ャ リ ヤ
ー

溶

液 の pH に つ い て 検討 した 結果 ，　 pH 　8．5 で 最大感 度 が

得 ら れ た （Fig．4A ）．そ こ で ， 以後 の 実験 で は，2mM

G6P と 0．2mM 　PMS ＋

を含 む 0．IM 炭 酸緩衝 液 （pH

8．5）を キ ャ リヤ
ー

溶液 と し て 用 い る こ と に し た．
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Fig．3　Effect　of 　PMS
＋

and 　G6P　concentration 　on

　　　 amptified 　current 　of 　NADH 　obtained 　by　 us −

　　　 ing　G6PDH 　immobilized 　reactor 　system

　 　 　 Carrier　 solution ： A ，　 O．1Mcarbonate 　buffer （pH

　　　 8．5） containing 　 2　mM 　G6P ；B ，0．　l　M 　 carbonatc

　　　 bu既 r 〔pH　8．5） containing 　O．2　mM 　PMS
＋ ．　In−

　 　 　 jected　 sample ： L5nmol 　 NADH ．　 Flow　 rate ：0．5
　 　 　 m 亘min
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Fig，5　Effect　 of 　 hexacyanorcrrate（III） and 　G6P

　　　 concentratlon 　 on 　 ampli 刷icd　 current 　 of

　　　 NADH 　 obtaimed 　by　 using 　G6PDH ／

　　　 diaphorase　co −immobilized　reactor 　system

　　　 Carrier　 sotution ；A ，0，IMc ゴrbo 川 a ［e　buffer（pH
　　　 7．5）containlng 　 2　mM 　 G6P ；B，0．　l　M 　 c町 bona 【e

　　　 buffer （pH 　7．5） containing 　O，5　mM 　hexacyanofer−

　　　 ratee （III）．　Injecしcd 　samp ］e ： L5nmol 　NADH ．
　 　 　 Flow 　rate ：0，5　ml 　min

− 1

9　 　7　 　 8

　 　 　 　 pH9

Fig，4　Ampli ∬ed 　current 　of 　NADH （○）and 　NAD ＋

　　　 （△ ）as 　a｛functlon　of 　pH 　of 　carrier 　solutions 　in

　　　 G6PDH 　immobilized　reactor 　 sys ヒem 　（A ）

　　　 and 　G6PDH ／diaphorase　co −immobilized　re −

　　　 actor 　system （B）

　 　 　 Carrier　 selution ：へ O．I　M 　 carbonaIe 　 buffer　 co11 −

　　　 【aining 　2　mM 　G6P 　and 　D．2　mM 　PMS ＋

；B，0．l　M
　 　 　 Garbonate 　bu旋 r　QonIain 五ng 　2　mMG6P 　and 　O．5mM
　　　 hexacyanofbrrate（III）」 njected 　samp 且己 ： L5nmol

　　　 each 　 of 　NADH 　 and 　 NAD ＋ ．Flow　 rate ：0．5　ml

　 　 　 min

−1

　3 ・ 1 ・2G6PDH ／ジ ア ホ ラ
ー

ゼ酵素 リ ア ク ターシ ス

テ 厶 　 Fig．2B の 化 学増幅 モ デ ル か ら 明 ら か な よ う

に ，．こ の 系 で は キ ャ リヤ ー溶液 に 充分量の G6P と ヘ キ

サ シ ア ノ 鉄 （IH ）酸 イオ ン を加 え て お く必 要 が あ る の

で，基礎 液と し て 0．1M 炭酸緩衝液 を用 い ，こ れ ら の

最適濃度 に ？ い て 検 討 し た 結果 を Fig．5 に 示 す．又 ，

pH の 影 響 に つ い て 検討 し た結果 を Fig．4B に 示 す．こ

れ ら の 結果 か ら，以後 の 実験 で は ，キ ャ リヤー
溶液 と し

て 2mM 　G6P と 0．5mM ヘ キ サ シ ア ノ 鉄 （III）酸 カ リ

ウム を含 む 0．lM 炭酸緩衝液 （pH7 ．5） を 用 い る こ と

に し た．

　 3 ・2　検出加電圧

　そ れ ぞ れ の 化学増．幅型 リア ク タ
ー

に 対 して ，最 適 化 さ

れ た キ ャ リ ヤー溶液と グ ラ ッ シ
ー

カ
ー

ボ ン 電極 を検出器

と し て 用 い
，

NADH を注 入 した 場合 の 最適 な 検出加電

圧 に つ い て 検討 し た．G6PDH 酵素 リ ア ク ター
シ ス テ ム

で は PMSH が，　 G6PDH ／ジ ア ホ ラ
ーゼ酵素 リア ク タ ー

シ ス テ ム で は ヘ キ サ シ ア ノ鉄 （II）酸 イオ ン が 実際 に 検

出 さ れ る 物質 と な る ．Fig．6 は前者 の 測定系に 対 して

0、O　V （vs．　Ag／AgCl ），後者 の 測定系 に 対 して 0．4V （vs．

Ag／Agc1 ） が 最 適 な 検 出加電 圧 で あ る こ と を 示 す．

NADH の 電極 に よ る 直接的 な 酸化 に は 0．8　V 以上
9）の

加電圧 を必要と す る こ と と比 較 して ，こ れ らの 化学増幅

系で は 低電位 で ， 又 高 感 度 に 検出で き る 利点が あ る ．
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Table　 lCa ］ibration　graphs　 and 　detection 　lirnits　fbr　 nicotinamjde −adenine 　dinucleotides　obtained 　by　using

G6PDH 　immobilized　reactor 　systcmAmptificd

　response No 　ampLified 　response †

NAD ＋ NADH NADP ＋ NADPH NADH NADPH

Linear　range （pm ・ 1）
Slope （nA ／pmo1 ）
Intercept（nA ）

TD

．L ，

20〜1× 104　 20− 1× IO4
　 0．552　　　　　　0．550
　 3．1　　　　 　 2．3
　 0．997　　　　　　0．998
　 6．1　 　 　 　 　 5，9

20〜1× 104
　 0．498
　 0．6
　 0．999
　 6．8

20〜1× 104
　 0．489
　 2．1
　 0．996
　 6．5

5× IO2− IX 且05
　 　 0．0291
　

− 5．9
　 　 0．999
　 188

5XLO2 − 1× 105

　 　 0．0289
　

− 5．1
　 　 0．　999
　 165

†In　the　absence ■ fG6P 　in　the　carrier　so 且ution ．ア ： correlation 　ooefflcient ；D ，　L．：dctection　Iimi【

1．0

腑

ぐ
凶

這

5」
峯
り

唱

。唄｝
＝

旨
く

A

B

o− 0．4　　
− 0．2　　　　0　　　　0．2　　　　0．4　　　　0．6

　　　　 E ／V （vs ．　 AgfAgCl ）

Fig．6　Amplified　current 　of 　NADH 　as 　a 　function　of

　　　 aPPlicd 　potential，　E

　 　 　 A ： G6PDH 　 immobi 且ized　 rtcactor 　 system ；　 B ：

　　　 G6PDH ／diaphorase　co −immob 血 zed 　 reactor 　system ．

　　　 Injected　samp ］e ：1．5nmol　NADH ．　Flow　ratc ：0．5mi
　 　 　 mln

− 1

　3 ・3　温 　度

　
一

般 に
， 酵素 の 活性 は あ る範 囲 ま で は温 度 の 上昇 と 共

に 増加 す る．本研究 で 用 い た 酵素 リ ア ク タ
ー

に お い て

も， 温度 の 上 昇 と 共 に 感度 は 増大 し た が，40 ℃ 以一ヒで

酵素 リア ク ターの 長期安定性が悪 くな り ， 特 に 45℃ 以

上 で 酵素 は 急激 に 失活 し た ．そ こ で ，す べ て の 測定 を

35 ±0 ．2℃ で 行 う こ と に した ．

　3 ・4　キ ャ
1丿ヤ

ー
溶液流量と検量線

　 キ ャ リヤ
ー

溶 液 流 量 は 酵 素 リア ク ター内 で の 試 料 ゾー

ン の 滞留時間 （反応時間）に 関係 す る．従 っ て
， 流量 を

減少す る と 酵素 リ ア ク ター内 で の サ イ ク リ ン グ反 応 の

タ
ー

ン オ
ーバ ー

数 が 増 加 し， Fig．7 に 示 した よ う に 増幅

率 は 著 し く 増 大 し た．又 ，
こ こ で 用 い た G6PDH は

NAD ＋
の 他 に NADP ＋

に も作用 す る の で，　NADP
＋

と

Fig ，7

』

。

も
ε

5
コ

5
ヨ
三
日

く

0　 　　 　　 　 1　 　 　　 　　 2

　 　 FIOw 　 rate ／ml 　 min
−1

Effect　 of 　 carrier 　now 　 rate 　 on 　 amp 且ification
factor　f｛）r　NAD ＋

　（△ ） and 　 NADH （○ ）
obtained 　by　using 　G6PDH 　jmmobilized
reactor 　system （A ＞and 　G6PDH ／diaphorase
co −immobjlized　rcactor 　system （B）

Injected　 samplc 」 ．5nmol　 eagh 　 of 　 NAD ＋

and

NADH

NADPH に 対 し て も同 様 の 化 学 増 幅 応 答 を得 る こ と が

で き た．キ ャ リヤ
ー

溶液流量 が 0．5　ml 　min
− i

の と き に

得られ た各種 ニ コ チ ン ア ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ドに

対 す る．検 量 線 の 解析結果 を，G6PDH 酵素リ ア ク ターを

用 い た 場合 に つ い て Table 】 に
，
　 G6PDH ／ジ ア ホ ラ

ー

ゼ 酵素 リ ア ク ターを 用 い た 場合 に つ い て Table　2 に 示

す．増幅率は 前者 の リデク タ
ー

で 17〜且9 倍，後 者 の リ

ア ク ター
で 約 6 倍 で あ っ た．又 ， 検 出下限 は S／v ＝3

の と き，前者 の 系 で 約 6pm ・且，後者 の 系 で 約 20　pmol

で あ っ た ．

3・5　酵素 リア クタ
ー

の 安定性

酵素は 多くの 場合，固定化 す る こ と で 安定性 が 改 善 さ
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Table　2Ca 且ibration　 graphs　 and 　 detection　limits　 for　 nicotinamide −adcnine 　 dinuc且eetides 　 obtained 　 by　 using

G6PDH ／diaphorase　co −immobilized　reacter 　system

AmpLified　response No 　amplified 　respons
’
e
†

NAD
＋ NADH NADP ＋ NADPH NADH NADPH

Linear　range （pmol ）

Slope （nA ／pmD1 ）
Intercept（nA ＞

7D

．L ．

50〜1× IO4　　50〜1× 104

　 0．360　　　　 0．354
　 0．8　 　　　　0．6
　 0．999　　　　　　0．999
　 t8．5 　 　 　　 17．9

50− 1＞〈且04
　 0 ．345
　 0
　 0 ．997
　 16．8

50〜1XlO4 　　5× IO2−−1＞く105
　 0．341　　　　　　　　　0．0631
　 0．6　 　 　　 　

− 2．9
　 0．999　　　　　　　　　0．999
　 20．1　 　 　　 　 　 78

5 ＞くIO2−−1Xlos
　 　 O．e618
　

− 2．1
　 　 0．999
　 　70

tIn　lhe　absence 　ofG6P 　in　the 　carrier 　solution ．

れ る が ， 本研 究 で 作製 し た 二 つ の 酵素 リア ク タ
ー

も溶液

状態の 酵素に 比 べ て ，安定性 が 著 し く改．善 さ れ た ．両酵
．
素リ ア ク ターは 共 に 3 週 間 毎 日使 用 して も ， 固 定化 時

に得 ら れ た増幅率 を 維持 した が ， そ の 後増幅率 は 除 々 に

減少し，35 日後 に 増幅率 は 半減 した．
　　　　　　　　　　　　　　　　　 、

　本研究で 述 べ た 酵素リ ア ク タ ーの 特長 は ， リア ク ター

内 で 酵素反 応／化学 反 応 リ サ イ ク リ ン グあ る．い は 酵素反

応／酵素反 応 リサ イ ク リ ン グ を行 わ せ る こ と で ，
ニ コ チ

ン ア ミ ドア デ ニ ン ジ ヌ ク レ オ チ ド類の 化学増幅型 リ ア ク

ターと し て 機能 す る こ と で あ る．しか し，NADH の 高

感度検出 法 の 一つ で あ る蛍光光度 法 と比 べ て ， 現状で は

感度的に 満足 の い く も の で は な い が，こ の よ う な
．
酵素リ

ア ク ターに よ る化 学 増 幅 の 原 理 は い ．ろ い う な 酵 素 反 応 系

に 適用 す る こ と が 可能 で あ る の で ，今後の新た な 展開 が

期待で き る，又 ，本研究 で 述 べ た よ う に ，化 学増幅率 は

キ ャ リ ヤー
溶液 流 量 に 著 し く影響 した の で ，ス

．
トッ プ ド

フ ロ ー FIA シ ス テ ム を 用 い ，カ ラ ム 内 で の 試料 ゾー
ン

の 滞留時間 を長 くす る こ と に よ り，更 に 大き な増幅率を

得 る こ と も 可能 で あ る． こ の よ う な ス ト ッ プ ドフ ロ ー

FIA 流路 を 用 い た 化学増幅 の 結果 に つ い て は，後 に 報

告す る ．
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Chemically 　amp 且ified　detectien ・ f・nic・血 amide 　ad “

皿 ine　dinucleotides　 in　 a 　flow 　injection　 system 　 with

immobi 且ized−enzy 皿 e 　reactors ・ Toshio　YAo，　Yoshihirρ
MATsuMoTo 　 and 　Tamotsu 　WAsA （Department 　of 　Applied

Chemistry，　College　 of 　Engineering，　 University　of 　Osaka
Prefecture，4−804 ，　 Mozu −Umemachi ，　 Sakai−shi

，
　 Osaka

591 ）

　The 　glucose−6−phosphate　dehydrogenase （G6PDH ）
−im 二

mobilized 　 reactor 　 and 　G6PDH ／diaphorase　 co −jmmobil−

ized　 reactor 　 were 　 used 　 to　 increase　 the　 detectability　 of

nicotinam 五de　adcnine 　dinucleotides　in　 a　FIA 　 system 　with

aglassy 　 carbon 　 electrode 　 as にhe　 amperD 叩 etric 　detector．
In　thc　former　reactor ，　 the 　amplified 　response 　was

obtained 　by　enzyme 　reaction ／chemical 　reac ヒion　recycli 皿g，
in　 the 　 presence　of 　2　mM 　 D −glucose−6−phosphate （G6P ）

and 　O．2mM 　phenazinc　 methosulfate 　in　the　 carrier 　solu −

tion （0．IMcarbonate 　buffer，　pH 　8．5）；in　thc　latter　reac −

tor，　the　amplified 　respones 　was 　similarly 　obtaincd 　by　en
−

zyme 　reaction ／cnzyme 　reaction 　recycling ，　in　the 　presence
of 　2　mM 　G6P 　 and 　O．5mM 　hexacyanoferrate（HI ＞in　 the

carrier 　solutien （0．1Mcarbonate 　buffer，　pH 　7．5）．　 The

ampLified 　 currents 　 were 　linearly　 retated 　to　the　injected

a 皿 ounts 　of 　the 　nucleotides 　in　the 　range 　of 　20 − 1 × 10＋

p皿 ol　in　the 　f（）rmer 　reactor 　and 　in　thc　range 　of 　50 − 1×

104pmol 　in　the 　latter　reactor ．　The　ampli 丘gation　factors

of ［he　former　and 　latter　Teactors 　werc 　dependent　on 　the

carrier 　 now 　 rate ；a 【 aflew 　 rate 　 of 　O．5ml 皿 in
− 1

，
　 they

wcre 　 ca．】7 〜19　 and 　 ca ．6and 　 the 　 detection　 limits　 were

ca ．6pmol 　 and 　 ea．20　pmo 且
，
　 respectively ．　 However ，　 at

1・ w ・・ fl・w ・at ・s （く 0．5ml 　min

−
1
）the　 amplificati ・ n 　 fac一
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tors increased remarkably.  In conclusion,  these  enzymc

reactors  were  found to be usefu1  for chemical  amplifica-

tion in the  detection of  nicetinamide  adenine  dinuc-
leotides, particularly  in a  stopped  flow FIA  system.

                         (Rcccived October 6, 1988)
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