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1 緒 言

　ビ タ ミ ン B2 は 生 体内で の 酸化還 元反応 や酵素反応 に

深 く関与 し，リ ボ フ ラ ビ ン （狭義の ビ タ ミ ン B2 ： RF ），

フ ラ ビ ン モ ノ ヌ ク レ オ チ ド （FMN ），フ ラ ビ ン ア デ ニ ン

ジ ヌ ク レ オ チ ド （FAD ） 等 の 関 連 化 合 物 が あ る．特 に

生体内で の 活性化形態 で あ る FAD は 直接，エ ネ ル ギー

獲得，物質代謝，薬物代謝 に 関与 し，FAD の 分析は ビ

タ ミ ン B2’の 欠 乏症 等 の 診 断 に 意 義 が あ る．

　FAD の 測定法 に は
， 比 色法 ， 蛍 光法等

1）が あ る．比

色法 は 高濃度 の フ ラ ビ ン を要 し，定量範 囲 は 2〜30 μM

で あ る．蛍光 法 は 8nM 〜2 匡M と 検出感度 は 高 い が ，

共存蛍光物質 の 妨害 を除去す る た め の 前処理 が 必要 で あ

る．又 ，ビ タ ミ ン B2 類似化合物 を分離定 量 す る た め に

は ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

等 を用 い る 必 要性 も あ る．こ れ ら

従来 の 比 色 分析 や HPLC 等 を 利用 した 生体成分，代謝

産物 の 化 学 分析法 は，低特異性 ，低操作性，低 感 度等 の

問題点 が あ り，よ り 高感度 で 高選 択性の 分析法の 開発 が

望 まれ て い る．

　著者 ら は ， フ ラ ビ ン 酵 素 で あ る D 一ア ミ ノ 酸 オ キ シ

ダーゼ を用 い ，酵素の 高 い 基質選 択性，微量 検出特性 を

利用 し た 電気化学的方法 に よ る FAD 測定法 を 確立 し

た．

　酵素 は，一
般 に 生 体内 で 起 こ る 様 々 な 代謝反応 に お い

て 重 要 な役 割 を果 た し，高 特異性 か つ 高能率 の 触媒 と し

て 働 く．こ の よ う な 生体の 持つ 機能性高分子 は 人 工 合成

分子 よ り 優 れ ，そ の 反応特異性 や 分 子 認識能 を利 用 して

種 々 の 基質物質 の 測定 が 行 わ れ て い る
2〕．酵素反 応 は

一

般 に 補酵 素 や ア ロ ス テ リ ッ ク部位等 に よ っ て 調節，制御

＊
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団

さ れ て お り，こ の ような酵素 の 持 つ 共同因子，調節因子

を利用 す る な ら ば，生体関連物質，高分 子 化合物 を 高感

度，高選択的 に 検出，定量 す る こ とが 可能 と な る ，ア ポ

酵素
一ポ ロ 酵素 に よ る 活性発現 の 機構 と補酵素 の 基質濃

度依存性 の 分析
’
化学へ の 応 用例 は ま だ少 な い ．本研究 で

は，酵 素 中 の 補 酵 素 を抜 き出 した ア ポ酵 素 を用 い ，補酵

素の供給 に よ っ て 酵素反 応 の 発現 を制御 す る こ と に よ っ

て 補酵素を高感度 に 検出可能 と す る バ イオ ア ッ セ イ法
3）

を開 発 し た の で ，以 下 に 報告す る．

2　実 験

　2 ・1 装　置

　電気化学測定 は
， BAS 　lOOW （Bioanalytical　Systems

，

Inc、，　West 　Lafayette ，　USA ） を使用 し た ．電解系 は 3 電

極方式 と し，参照電極 に は 銀
一
塩化銀電極 （Ag／AgCl ），

対極 に は 白金線，作用電極 に は 金又 は 白金電極を用 い

た，酵素反応及 び試料の 測定 は 恒温槽 （東京理化製）中

で 行 い ，温 度依存性 の 検討 を除 い て 25℃ を用 い た．

　2 ・2　試　薬

　 D 正、一α 一ア ラ ニ ン ，過 酸化水素水 は 和 光 純 薬 製 を，又，
FAD は Merck 製，　 FMN は 関東化学製 ，

　 RF ，
　 D 一ア ミノ

酸 オキ シダーゼ 〔AO ），
　 n一ア ミノ 酸 オ キ シ ダ

ー
ゼ ア ポエ

ン ザ イ ム （AOAPO ） は Sigma 製 を 使用 し た．そ の 他

の 試 薬 は ，す べ て 特級品 を使 用 した．

　2 ・3　方　法

　AOAPO （AO の 補 酵 素 で あ る FAD が 存 在 し な い 状

態 ： ア ポ 酵素〉 は 酵素活性を示 さ な い が，ア ポ 化 され た

酵素 に FAD を加 え る と 酵素活性 が 復活 し，添 加 FAD

量 に 応 じ て 酵 素活性が 増加 す る ．
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　AO は 本来活性中心 に 1 個 の FAD を 持 ち，　 H20 と

02 の 存在下 に お い て D 一ア ミ ノ 酸 を 2・オ キ ソ 酸 に 変換

し，酵 素反 応 に 伴 っ て NH3 と H202 を生成す る．生成

し た H202 は 電極活性 で あ り，そ の 電極反応 は 以下 の

よ うに な る ；

H202 − 2H
＋

十 〇 2 十 2er
’

（1）

　H202 の 生成量 を測定 す る と酵素の 活性化 の 度合い が

分 か り，酵 素に 取 り込 ま れ た FAD 量 が 測 定可能 と な

る．

　
’
試料溶液 は，10　ml メ ス フ ラ ス コ に 22　mM リ ン 酸緩

衝 溶液約 5ml を 採 り，つ い で 5．2mM 　DL 一ア ラニ ン 10

叫 を採 り ， 6．6× 10
−
2U

ア ポ酵素 O．王ml を加 え た 後 ，

必要 に 応 じ て 適当量 の FAD を加 え ，リン 酸緩衝溶液 で

正 確 に 10　ml と し た．

3 結果 と考察

　 3・1 過酸化水素の 電極応答

　電極材料 と し て は Au ，　 Pt，　 Pd 及 び グ ラ ッ シーカー

ボ ン （GC ）等 を用 い た，　 GC 電極 の 場合，過酸化水素

の 明 り ょ うな 酸化還元応答 は 見 ら れ な か っ た．一
方，金

属電極 の 場合，H202 の 酸化還元波 は ，触媒波の 関係 に

よ り増幅 が 見 られ る の で ，GC 電 極 と比 較 して 電 流 の 測

定 が容易 で あ る．そ れ ゆ え，特 に 電位窓の 広 い Au 及 び

Pt を用 い
， サ イ ク リ ッ ク ボ ル タ モ グ ラ ム （CV ）を と

り ， 検討 し た．Fig．1 は
，　 Au 電極 に よ る CV で あ り，

− 600，− 200，十 100 及 び 十 500mV に，そ れ ぞ れ ピー

ク が 現 れ る ．特 に
， 過酸化水素の 陽極電流 で あ る ＋ 500

mV 〔a ＞及 び陰極電 流 で あ る 一60   mV （b＞に 注 目 し

た
3）4），

　 （a ） に 対 す る 電極反 応 を以 下 に 示 す
4 〕S｝，

H202 − 2H
＋

十 〇 2 ÷ 2c
一

（b）で は 電極反応 は 以下 の よ う に な る．

02 十 2H20 十 4e
− 一一一一40H

一

（2 ）

（3 ）

　
一

方，Pt 電 極 を 用 い た 場 合 （Fig．2），陽 極 電 流 が

＋ 300　mV か ら ＋ 400　mV ま で の 広 い 電位 領 域 に わ た っ

て 觀測 さ れ た ，又 ，Au 電極 を用 い た と き と異 な り，　 Pt

電極 で の CV 波形 は 溶存酸素 の 影響 を あ ま り 受 け な い

の で ，過 酸 化水 素 の 測 定 に は Pt 電極 を用 い る ほ う が 適

して い る．測定電位は ， 十 600　mV 　 vs．　Ag ／AgC1 と した，

8．0

6，0

4．0
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Fig．　 l　Red／ox 　 behavior　 of 　H202 （e
− Zo6 　pM ）

usihg 　Au 　 elcctrode 　in　22　mM 　phosphate　buffer（pH
8．3）
Scan　rate ： 50　mV 　s

− 1 ．
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Fig．2　Red／ox 　behavior　 of 　 H202 （O
〜7．06叫M ）

using 　Pt　electrode 　in　22　mM 　phosphate　buffer（pH
83＞

Scan　rate ： 50　mV 　
s
− 1

（pH 　83 ）中 に，　 AO （ポ ロ 酵 素） を 添 加 し，そ の 効 果

を検討 し た ．そ の CV を Fig．3 に示 す．ポ ロ 酵素を加

え る と ＋ 300mV か ら ＋ 1000　mV の 広 い 電位領域 に わ

た っ て 酸 化 電 流 が現 れ ，過酸化水素 が生 成 して い る こ と

が確認 され た．

3 ・ 2　ホ ロ 酵素の 電 極 応 答

5，2μMDI ．一α 一ア ラ ニ ン を含 む 22　mM リン 酸緩衝溶液

3 ・3　酵素活性 の 温度依存性

酵素反応の 最適条件 を決定 す る た め
， 酵素活性 の 温 度
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Fig．3　CVs 　 of 　blank　 and 　 holoenzyme　 in　 22　mM

phosphate　buffer（pH 　8．3）with 　5．2　UM 　DL 一α一alanine
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Fig．4　CVs 　of 　apoenzyme 　 and 　 FAD ・bound 　 apoen −

zyme 　in　22　mM 　phQsphate 　buffer（pH 　83｝with 　5．2
pM 　DI ・一α 一alanine

Scan　ratc ： 5  mV 　s
− L

Table　 l　Tempcrature 　dependence　of 　 enzymatic

　　　　 actlvity 　 Qr 　D −amino 　 acid 　 oxidase 　holoen−

　 　 　 　 zyme

Table　2　Effect　of 　analegous 　compounds 　 on 　electro −

　　　　 signal

Temp／℃ 30 40 50 AOAPO
Analogue

Current／
10
− BA Resp・ nse

，
％

Current／　 − 5．88 　 − 17．1　 − 3．61 　 　
−

10
− LOA

　　　　　　　　　　　　　　　（
− 2．97）

Basic　electrolytc ： 22　mM 　phosphatc　buffer（pH 　8．3）
containing 　5．2μM 　DL 一α 一alaninc

FADApoenzyme

FMNRFFAD

十 FMN
FAD 十 RF

　
一

〇，67no
　activity

no 　activity

no 　@activit
　

−1．5
　

− 0、4

lO

229．

73．

依存 性を検 討し た．反応温度以 外 は前 述 と
同

一条 件 で

った．電気化学 測 定の 結 果と して，反応 開始 30 分

， ＋600mV に おける 定電位電 流変化（ chronoamper

− etry ）をTable 　 l に ま とめた ．反 応 温度が 30

から 40 ℃ へ と 上昇すると，過酸 化 水素 量も 増加 し

素 活性 が 増 大し， 逆 に 50 ℃になると過 酸 化水 素量

減少し， 酵 素 活 性 も 減 少し て い ることが 分 かる．以

よ り ， 反応 温度 は 40 ℃が 最 適 で あ り ， 以 後 こ の 温

で行う

とと した． 　 3 ・ 4 　 FAD 添 加によ るアポ酵素

活性化と 電 極応 答 　 FAD の 分 析 の ために ア ポ酵 素

ポ ロ 酵素 化の反 応 を 利用してFAD を
検

出
し た ． 6 ．6 ×

− 4 ユ ニッ ト （U） AOAPOと5．2　 − M 　 DI ． − cr 一アラ

ン を 含 む溶液 に FAD を添 加 し，その前 後 の CV 変

をFig ． 4 に示した ． FAD がな い場 合 ，アポ酵

は 全 く 活 性 を 示さ ず ， 生 成 物 であ る過酸化 水 素 は

成しない（＋ 200mV から Basic 　clcctrolyte ：phosphate 　

偸r（pH 　83 ）⊂Dn − taining 　 5， 2 陟M 　 DL 一α一alanine
and 　6 ．6 ×10 − 4　 UAOAPO ．　GoncentratiQn 　 of 　eac

@analogQus 　 com − pound：

D2 昌M 、 　 Tcmp ．： 25 ° C ＋ 900mV の範

で酸化 電流は 観 測 さ れな い ）． 一 方， FAD を 添加

ると ， アポ 酵 素 が 活 性部
位 に反応し酵 素 活 性が復 活

るとともに ， 過酸 化 水 素を 生成する． 従 っ て， FAD

添加 によ り アポ 酵素 が ポ ロ酵素に 変 換 さ れ ， 生 成 し

過酸化 水 素 の ＋ 600mV におけ る 酸化 電 流 を 観 測

る こ とか

間 接的 に FAD

検 出する ことが可 能 となる． 　 3 ・ 5 検量 線

@FAD 濃度変 化 に 伴う酸化電流 の 応答変 化 を調 べ ，濃

度 依 存 性 を 検 討 し た ．本酵素 反 応 は 補 酵 素 の 添加 に よ

直
ち
に発 現 す る の で ， 一定 時間後に 計 測 し た．上述 の N 工
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2・3 の 項 で 述 べ た 実験 条件下 で，ク ロ ノ ア ン ペ ロ メ ト

リー法 に よ る ＋ 600mV に お け る 過酸化水素 の 酸化電

流 と濃度の 問に は良好 な 直線性 が 見 られ ，そ の 回帰式 は

Y ・＝42．1＋ 18．LY で 表さ れ る． こ こ で ，　 Y は 酸化電 流

（nA ），　 X は FAD 量 （pM ） で あ り，相 関係数 （R ）

は ， O．9999 で あ っ た．

　 3 ・6　FAD 類似化合物 の 共存 に よ る影響

　生体内 で は，ビ タ ミ ン B2 は 大部分 FAD と して 存在

し，FMN 又 は RF と して は ほ と ん ど存在 しな い ．　 FAD

と 構造的に 類似 し た 化合物 を 単独，又 は 共存 さ せ た と き

の 電気化学 シ グ ナ ル へ の 影響 に つ い て 検討 した ．Table

2 は 4．2μM の FMN 及 び RF を FAD の 代 わ り に ア ポ

酵素溶液 に 添加 し た と き の 過酸化水素 の 電気化学応答を

ま と め た もの で あ る ．Table　2 か ら分か る よ う に ，　 FAD

の 代わ りに RF ，　 FMN を 添加 して も電極応答 は 観察 さ

れ な い ．次 に ，こ れ ら FAD 類 似化 合物 を FAD と共存

さ せ た 状 態 で の 電 極 応 答 を 調 べ た ．FAD と FMN ，又

FAD と RF をそ れ ぞ れ等量 （4．2 匹M ）ずつ 加 え ， そ の

シ グ ナ ル を FAD の み の 場合 と比較 し て 百 分率 で 示 し

た．FAD と RF が 共存 し た 状 態 で は
， 電極応 答 は

73．1％ と な り，あ ま り顕著 な 阻害，促進効果 は み られ

な い が，FAD と FMN を共存 さ せ た と き，応答 は FAD

単独 の と き の 2 倍以 上 の 電流値 と な っ た．こ の 現象 は
，

☆

FMN 単独 で は 全 く 見 られ ず，　 FAD が 共 存 す る と き に

の み 見 ら れ た ．こ れ ら の 現象 に 関 し て は
， 今後 の 検討課

題 で あ る。

　以上 の 結果 か ら，ア ポ 酵素
一FAD の 相 互 作用 を利用 す

る こ と に よ り 生 物学的 に 重 要 な FAD を測定 す る こ と が

で き た．又，本法 は ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー
等 に よ る 分離操

作 な しで FAD の 定量 が 可 能 で あ る．比 色 法 ，蛍光法等

の 従来法 と 比 較 して ，電 気 化 学 的 検 出法 に よ り装 置の 小

型化 ， 高感度化 ， 簡便化 が 可 能 と な る こ と が 示 唆 され

た．ア ポ 酵素 の 安定化 ， 再利用化の た め の 固定化法 に つ

い て 現在検討中 で あ る ．
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　Electrochemical 　bieassay　using 　apoenzyme ．flavin・adenine 　dinucleotide　interac．

tion　fbr　the　detection　of 　flavin・adenine 　dinucleotide ．　 Atsunori 　 HIRATsuKA
，
　 Mikio

KAwAsAKI　and 　Kiyoshi　 HAsEBE （Division　 of 　Material　Science
，
　Graduate　School　of 　En −

vironmcntal 　Earth　Scicnce
，
　Hokkaido　University

，
　Sapporo，　Hokkaido　O60）

　We 　employed 　the　commcrcially 　available 　D−amino 　acid 　oxidase （MW ＝38000　g／mo1 ）
which 　requires 　one 　flavin−adenine 　dinucleotide（FAD ）as　a　dofactor　of　activation ．　It　can

enzymatically 　catalyze 　the　oxidation 　of　D −amino 　acid 　to　2−oxoacid 　in　the 　presence　of 　H20

and 　O2．　In　adClition
，
　this　enzyme 　produces　NH3 　and 　H202 　during　enzymatic 　reactions ．

This　cofactor 　is　essential 　fbr　the 　activation 　of　thc　apoenzyme ，　 The　enzyme 　is　reactivated

and 　 thc　active 　 enzyme 　produces　elcctroactive 　H202 　and 　NH3 　when 　 the　 cofactor 　is

attached 　 to　 the 　 specific 　 site 　 of 　the 　 apoenzymc ．　 Thercfbre　 we 　 prepared　 appropriate

amounts 　of 　apoenzyme 　 and 　DL 一α 一alanine 　in　buHfer　solution （pH 　8．30）．　 H202 　 was 　pro−

duced　by　the　enzymatic 　process　in　response 　to　the 　addition 　of 　FAD ．　 Then 　the　 concen −

tration 　of 　FAD 　was 　 estimated 　from　the 　eiectrochemical 　signal 　of 　H202 　at 十 600　mV 　vs．

Ag ／AgCL ．
　 This　configuration 　discriminated　between　different　concentrations 　of 　analyte

in　the 　rangc 　O．84〜4．2　PtM．
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