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　Aconvenient 　and 　rapid 　analytical 　systcm 恥 r 正bod 　c （⊃mponcnts 　responsib 】e　fbr　f（）od

quality．was 　developed　based　on 　the 　use 　of 　immobilized　enzymes 　and 　microorganisms ．

First，　an 　ana ユァtica［system 　fbr　superoxide 　dismutasc （SOD ）actMt γ wa8 　c ｛）nstructcd 　using

the 　conibinati ．on 　of 　an 　immobilized 　enzyme 　with 　flow一呵 ection 　analysis （FIA ）．　 In　this

systdm ，　the 　illlmobilized　xanthinc 　oxidase 　p正ayed 　the　r【）lc　of 　a　gehcrat6r　of 　superbxi ｛le
anion ；the　sarnl）工ing　frequency 　was 　about 　30　salnples ／h．　 Next，　a　nove1 　analytical 　format

was 　pmposed 　invol、塗ng 　a 　combinati 〔m 　 of 　immobilized　cnz ｝皿 es 　with 　 a 　96・well 　microtiter

plate．　 A皿 alternatc 　and 　repeatcd 　deposition　of 　a、通din　and 　biotinylated　cnzy   e　was 　usc −

ful　f（）r　enzyme 　im ．mobilization 　1、dth　higb 乱 ctivity 　and 　stabj ］i砺r．　 Immobilized 　g】ucose （，x 重一

dase　under 　thc　optimized 　conditions 　was 　applicable 　to　glucose　determination，
　a皿 d．　the

acitiVit ．y　was 　retained 　during 　storage 　fbr　6　months 　and 　50　 succe ．gsive 　determinations ．
The 　 ability 　of 　microorganisllls 　to　 recognize 　 a 　given　group 　 of 　substances 　is　 usefUl 　for
exploiting 　novel 　analytes ．　 An 　example 　was 　indicated　by　the　devclopment 　of 　a　rapid 　and

convenient 　analytica 正system 　for　short
−chain 　fatty　acids 　using 　immobilizcd 　Arthrobactev’

　nico
−

tiana−FIA，　 A 　sample 　throughput 　of 　20　sa皿 ples／h　was 　achieved
，
　and 　the　obtained

respollse 　showcd 　a　line乱 r　corrclation 　with 　the 　total　concentration 　of 　G4、oto 　Clzl、 o・　The

response 　was 　 also 　partlγ related 　to　the 　somatic 　ce1 工count 　in　raw −milk 　samples ＠
＝150＞，

suggesting 　that血 e　system 　should 　bc　applicable 　to　detectillg　mastitis 　milk ．　 The 　applica −

ti｛m 　of 　immobilized　Psuedomonα s　putida　to　thc 　determination　of 　organic 　acids 　in　wine 　is
also 　dcscribed，　in　which 　the　relationship 　betwccn　thc　specificity 　alld 　the 　carbon 　sourccs

uscd 　in　the 　growth　nlcdium ．　was 　investigated．

KayworTls ： immobilized 　enSorne ；immobilized 　microorganism ；到ow 珂 ection 　analysis ；

　　　　　　　　microti ．ter 　plate　assay ；f（）od 　anal アsis ；reView ，　　　　　　　　　　　　　　　　 一

1　緒 言

新栄養成分表示基準 の 導入 や HACCP （危害分析重要

＊

中国 四 国支 部創 立 40 周年記 念
＊’
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管理点）方式 の 推進 に よ り大きな変革 を迫 られて い る食

品工 業 にお い て ，原料，製品の 晶質，規格を判断す る た

め の 検定分析，並 び に製造 工 程を管理 す る た め の 管理分

析，い わ ゆ る 食品．T．業分析 の 果 た すべ き役割が急速 に そ

の 重要性 を増 して い る．食晶工業分析に お い て 対象と な
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る 食品は そ の 大部分 が 生 物そ の もの か ，あ る い は 生 物生

産物 で あ る ．従 っ て ，その 組成 は 極めて 複雑で ，更 に各

成分 は様 々 な外因的条件や生 化学的な内因的条件 に よ っ

て お 互 い に 変化 し合い な が ら，・一種の 動的 な平衡状態 を

形成して い る．こ の よ うな性質 を有す る 食品試料 の 分析

に は，正 常な状態 に あ る 食品巾 の 回 的成分を変化させ る

こ とな く特異的 に，かつ 迅速 に 分析す る技術が 強 く必要

とさ れ る．更 に 近 年，栄養機能 ， 感覚機能の ほ か に ， 食

品の 有す る 生 体調節機能の 重要性 が 認識 され る ように な

り，食品機能に 関連す る 成分 の 数は，今後飛躍的 に増加

して い く こ と が 予想 さ れ る．こ れ に 対 応 す る た め に は
，

で き る 限 り多くの 成 分 に 適用で きる よ うに ．高 い フ レ キ

シ ビ リテ ィ
ーを備 えた分析 予法 を 開発 す る こ とが 必 要 で

あ る．

　 こ の よ うな背景の 下 に著者らは，前処理 を 必 要 と し な

い 高選択的分析法 の 設定 と，更 に は そ れ ら分析 法の 簡

易
・
迅速化 を目指 し て ，固 定化生体触媒 を 利用 した 様 々

な食品成分 の 分析法の 開発 に 取 り組 ん で きk ］）
’−s ）．本論

文 で は，新 しい 分析項 目に対応 した 固定化酵素
一

フ ロ
ー

イ ン ジ ェ ク シ ョ ン 分析 （HA ） シ ス テ ム の 開発 と，固定

化酵 素 の 新 し い 利 用 法 と して 著者 らが 開発 して い る マ イ

ク ロ プ レートア ッ セ イ法 に つ い て述 べ る．更 に微 生 物 が

有す る ユ ニ ーク な 群 特異性 を 利 用 し た 固 定化 微 生物
一

FIA シ ス テ ム の 開発 とそ の 食品試 料へ の 応 用 に つ い て 詳

述 し ， 固定化生体触媒が有す る食品分析分野へ の 高い 有

用性を示 して い く．

2　固定化酵素 を利用 した分析 シ ス テ ム

　 2・1SOD 活性の 迅速計測シ ス テム

　酸素呼吸 に 必 須 の 三 重 項酸素が 1 電 子還 元 を受け る

と ス ーパ ーオ キ シ ド陰 イ オ ン （02
−
） に 変 わ る，こ の

0 ジ はキ サ ン チ ン 酸化酵素 （XO ）などの 酵素反 応 や 還

元性物質 の 自動酸化 で 生成 し，動脈硬化症，肺気 しゅ

（腫） な ど の 発症 に か か わ っ て い る
4）．　一

方 ，生体 は

0 ゼ の 無毒化機構と して ス
ーパ ーオ キ シ ドジ ス ム ターゼ

（SOD ） を備 え て い る．こ の 酵 素は 2 分 子の 02
一

を不均

化 し て 酸素 と過酸化水素 に 変換す る 反応 を 触媒 し，02
一

の 反 応 性 を低 下 さ せ る．こ れ まで の 研究か ら SOD は酸

素呼吸 をす る 生物 の 寿命を決定す る 因 子 の
一

つ で あ る こ

とや
5）
，SOD の 翻訳後修飾反応が糖尿病合併症 の 誘発 に

深 く関与 し て い る こ とが 示唆 さ れ て い る
6｝．そ こ で ，生

合 成 さ れ る S（）D に 加 えて ， SOD と 同様 に OL， を不均

化す る 活性 を有す る 成分 ， すな わ ち SOD 様活性を有す

る成分 を食品か ら積極的 に取 り入れ，老化や 生 活習慣病

を 抑 え よ う とす る 考 えが に わ か に 高 ま りを み せ て い る．

HYpoxanthine

02

H ，◎2

02

H202

XO

Xanthine

XO

Uric　acid

齧 調
　　　 SOD

齧 嬲
　　　 SOD

Fi昏 l　Principle　of 　the　S〔）D　assay 　based 　un 　thc 　use

ofXTTle
〕

こ れ に伴 い
， 食品工 業で は ， SOD 活性を有す る食品成

分 の 簡便なス ク リーニ ン グ法 の 開発 や 食品 工 業分析に 利

用 で きる 簡易
・
迅速 な ア ッ セ イ法 の 開発 が 必 要 と さ れ て

い る ．

　 SOD の 活性測定法 と して は，酵素反応 で 発生 させ た

02
一

の 捕そ く能力を テ トラ ゾ リ ウ ム 塩 と競合 させ て 測 定

す る 間 接法が一‘般 的 に 利 用 さ れ て い る
η．しか し こ の 方

法は測定に畏時閭を要する こ と ， は ん 用 され て い る ニ ト

ロ プ ル
ー

テ ト ラ ゾ リ ウ ム （NBT ）が 還 元 を受け る と水

に 不 溶性 の ホ ル マ ザ ン に な り， 分 光 光 度計 の セ ル を は じ

め様 々 な器具 に 吸着 して し まい ，非常 に取 り扱 い に くい

こ と，又 O ？

一
発 生 系 の XO の 還元型は 0 ゼ の 関与 な し

に NBT を 直接還 元す る こ と か ら，活性測定 の 解釈 が 非

常 に複雑 に なる とい う欠 点 を抱 え て い た．

　そ こ で著者らは ， 従来 の テ トラ ゾ リ ウム 塩が有し て い

た SOD 活性測定 に お け る 問題点を克服す る 目的 で，還

元型 ホ ル マ ザ ン が 水 可溶性 の 新規 テ 1・ラ ゾ リ ウ ム 塩

XTT 　（3L｛】
一
［phenylamino）−carbonyl ユ

ーB，4−tetrazoiium ｝
−

bis（4−methoxy −6−nitro ）benzenesulfonic　acid 　h
＞
，drate） を

利 用 す る 簡易
・
迅 速 な SOD 活 性 測 定 用 FIA シ ス テ ム の

開発 に 着手 した．

　HA の 開発 に 先 立 ち ，
バ ッ チ 系 で の 測定条件 の 設定 を

行 っ た
s〕．測定法 の 原理を Fig．1 に示す．パ ッ チ 系 で は

基 質 と して キ サ ン チ ン を用 い て 測定を行い ，XO の 作用

で 生 じ る 02
一

を，SOD の 不均化 反応 と XTT の ホ ル マ

ザ ン へ の 還 元 反応 との 問で 競合 させ た．検 出 は XTT ホ

ル マ ザ ン の 特異的吸収 で あ る 47  nm の 吸光度を測定す

る こ とで 行 っ た．最 適 条 件 と して ，0．lmM キ サ ン チ ン ，
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駕

lii
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一
鷽
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−
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　 −1

Fig．2　SOD 　inhibition　curves 　using 　XO 〆NB1 （■ ）

and 　theXO ／XTT 　system （●〉
昌l

The 　 reaction 　 mixture 　 containcd 　 2．5　 m ！c｝f　50　mNI

carbonate 　buffer（pH　9．4　and 　1  ．2）or 　50　mM 　phos．　−

phate　buffer （pH 　8．0） and 　O，lml 　 each 　 of 　3　mM

EDTA
，
3mM 　xanthine

，
56ユ mU ／ml 　XO

，
  ．75　mM

XTT ，　 and 　sample 　sollltion 　containing 　SOD 　 concel1 −

traUon 　shOMm 　at　abscissa，

0」 mM 　 EDTA ，0．025　mM 　XTT 溶液 を 含 む 緩衝 液 に

SOD ，又は SOD 活性 を有す る試料を添加し て，20分後

の 吸 光度 を 測定 し た．従 っ て ，SOD 活 性 を 含 ま な い 試

料で は 最大 の 吸 光度変 化 が観察さ れ ， 活性 の 増大 と とも

に 吸光度 は 減少す る．こ の 条件 で 0 ゼ に よ る XTT の 還

元 を 5  ％ 阻 害す る SOD の 活性 を 1 単位 と 定 め た ．

SOD 標品 を用 い て SOD の 検量線 に 相当す る 阻害 曲線 を

作成 した （Fig．2）．こ こ に は併 せ て 従来の NBT 法 で 得

ら れ た 阻害 曲線 も示 した．NBT 法 で は こ れ ま で の 報 告

と 同様 に SOD の 過 剰 量 を添 加 して も 1  0％ の 阻 害 は認

め られ ず，NBT と xo の 直接的 な相互 作用 が 生 じて い

る こ とが 明 ら か とな っ た．こ れ に対 して XTT 法 で は，

検討 し たす べ て の pH で 100％ の 阻害が 認め られ，02
一

を介 さ な い XO との 直接的な相互作用 は生 じて い ない

こ とが示唆 され ，本法 は NBT 法 の 大 き な問題点 を 克服

し うる 方法 で あ る こ と が 明示 さ れ た．実試料 と して ウ サ

ギ 赤 血 球 か ら抽 出 した SOD を用 い て，　 NBT 法 で得 られ

る測定値 との 相関 を調 べ た とこ ろ ， 両 者 の 測定値 の 間に

は相関係数 0．9S4 （n 　［：　12）の 良好な直線関係が成立 し，

本法が実際 の 生 体試料 に 対 して 適用性 を有 して い る こ と

が明らか とな っ た．そ こ で 次 に，本法 の 食晶試料へ の 適

用 性 を調 べ た．食品 と し て は これ まで に SOD 様活性 の

あ る こ とが 報告 さ れ て い る 緑茶，コ
ー

ヒ
ー，コ コ ア ，ワ

イ ン を用 い た
D
）．こ れ ら の し （嗜 ） 好 飲 料 中 に は XTT

を直接 還 元 す る物質 が 含 まれ て い た が ， 飲 用 に供す る 試

料 を 100 倍程度 に 希釈 す る こ とで ，そ の 還元 の 影響 を

無視 し うる こ とが 明 らか と な っ た ．本 XTT 法で 得 られ

IV
　 　 XO ＋catalase

X丁T ＋ Hypoxanthine ＋ （SODer 　Water）

Was  

Fig．3　FIA 　manifbld 士br　SOD 　assa ゾ
）゚

P ： pump ；AD ： air 　dalllper；IV ： injectiol〕 valve ；D ：

dete｛：t〔，r

た各嗜好 飲 料 の SOD 様活性は ， 従来法 の
一

つ で あ る

ESR 法で得 られ る値と同 様 の 傾 向を示 し ， 本法が食品

試料へ の 適用性 を有 して い る こ とが示唆され た．

　バ ッ チ 系 で 得 られ た 以 上 の 結果 に 基づ き ， 本測定原理

を FIA へ 展 開 した
1°｝．用 い な FIA シ ス テ ム を Fig．3 に

示す．FLA シ ス テ ム で は，測定 に 必要 と され る 0 ゼ発 生

の た め の XO を セ フ ァ ロ ーズ に 固 定 化 し，迅 速 性 の 向

上 と と も に，経済性の 賦 与 も図 っ た．試料溶液 を ヒ ポ キ

サ ン チ ン と XTT を含む 反応液と 1 ： 9 の 体積比 で 混合

した 後，そ の 混 合 液 20 μ1 を六 方バ ル ブ で キ ャ リヤ
ー

溶

液中に 注 入 した ，ヒ ポ キ サ ン チ ン を基質 と して 用 い た の

は，キサ ン チ ン よ りも溶解度が高 い こ と と，化学量論的

に 2 倍 の 0 ゼ を 発 生 し うる とい う理由で あ る．注入 さ

れ た 試料 と反応 液 は，xo リ ァ ク タ
ー内 で Fig，1 に 示 し

た ス キーム に従い 反応 す る．そ こ で各試料 の 阻害率を次

の ように 定義し た．

阻害率 （％ ）＝　 100x （温 厂 届 ）〆躡｝

こ こ で Ho と H1 は そ れ ぞ れ，水 を 試料 と し た 際 の ピー

ク 高さ と実際の 試料 で 観察 され る ピー
ク 高さで ある．は

じ め に ft。 を 比 較す る こ とで 各種条件の 最 適 化 を 行 っ

た．そ の 結果，反応液 の XTT ，及 び ヒ ポ キ サ ン チ ン の

濃度 と して そ れ ぞ れ 2．3 と 2　mM を ， 又 キ ャ リ ヤー溶液

の 流量 を O．4　mYmin に 設定 し た．こ れ らの 最適条件 で

SOD 標品の 測定を行 っ た （Fig．4）．　 SOD 濃度が高 くな

る に つ れ ，ピー
ク 高 さ は 低 くな り，50％ の 阻害 を 与 え

る SOD 濃度，すな わ ち IC．．o は 70 μg／nll で あ っ た ．本

条件 で は 1時 間 当 た り 30 検体 以 ．F．の 分析 が 可「能 で あ

り，1 試料 を平均 2 分以 内で 分析 で きる こ とか ら，従来

の バ ッ チ 法 の 分 析 時 間 を 10 倍 以 上 短 繍 す る こ と が で き

た．又 ， 1 か 月 に わ た り分析 を繰 り返 し て も ， XTT ホ

ル マ ザ ン の 流路へ の 付着 は全 く認 め られ ず，水可溶性

XTT は FIA に 十 分適用 で き る こ とが 明 らか と な っ た．
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Fig ．4 　A 轄丁）ical　response 　curve 　of 　SOD 　prepara−
tionlu）

The 　experirnental 　conditions 　were 　as　follows： carri −
．er 　solution ，50　mM 　carbonate 　buffer （pH 　10，2）；

hypoxa エ 1thine 　concentrad ‘）n ，2．O　mM ；XTT 　concen ．

ti’atioll ，2．3　mM ；Oow 　rate ，0．4　ml ／min ．A ，0；B ，1；G ，
／  ；D ，50 ；E ，1  O；F，500 ；G ，1000 ；H ，2000　pg／ml

本条件で は，XO リア ク ターは 14  回 の 繰 り返 し測 定 に

よ っ て もほ ぼ
一
定 の ピー

ク高 さ を示 し，高い 操作安定性

を有 して い る こ と が示 され た．以上 の 結果 か ら，XTT

法 に 基 づ く SOD ア ッ セ イ用 の FIA シ ス テ ム は，バ ッ チ

系 で の 特徴 に 加 え て ，分析時間 と コ ス トの 面で 従来法 よ

りも優 れ て い た．現在，本 シ ス テ ム を使 い ，実 際 の 食品

試 料 へ の 適用 を 試 み て い る が ，FIA シ ス テ ム の 構築は

SOD 様活性 の 測 定に対 し て 自動 分 析 の 道 を 開 く もの で

あ り，食品工 業 に お け る 利用価値 も高 い と考える．

　以上 の よ うに XTT 法 に 基づ く SOD 活性測定 は 従来

法が 抱 え て い た 問題点 を 克服 し，食品工 業 を は じ め 医

学，生 化学の 分野 で 幅広 く利用 され て い くと期待 さ れ る

が，こ の 方法に も全 く問題 が な い わ け で は な い ．そ の
一

つ は XTT の 溶解 性 が レ分 で は な く，最適条件 で 用 い る

2．3mM の 調製 に は 加熱 が 必要 と され る こ とで あ る ．又，

SOD に 対す る 感度 が pH に 大 き く依存す る こ と も実 用

上の 問題点 に な る と考え られ た．

　最近 ， 石 山 ら は XTT よ りも は る か に 溶解性 の 高 い テ

トラ ゾ リ ウ ム 塩 を 開発 し た
m ．著者 らは 早速 ，そ の うち

の 2 種類 の テ トラ ゾ リ ウ ム 塩，す な わ ち 4 ［s−（4−iodo−

pheilyl）−2−（4−nitrophenyl ）−2H −5−tetrazc ）liol−1，3−benzene

dig．ulfonat ．e 　sodium 　salt （WST −1） と ー ［S．（2．ineth   xy4

nitropheny1 ）−2・（4卩nitrophenyl ）L21
’1−5−tctrazolio ］−1，3−ben一

zene 　disulfonate　 sodium 　 salt （WST −8） を SOD の 活性測

定 に 適用 して み た
12｝．その 結果，wSI −1 を用 い た 場合，

pH　8〜1  ．2 の 範 囲 で ，ほ とん ど pH に 依存 し な い
一
定

した SOD の 検 出感度 が得 ら れ，　 XTT の 有す る 欠点 が

wSTM を 用 い る こ と で完全 に 克服で き る こ とが 明 ら か

に な っ た．現 在，こ の テ 1・ラ ゾ リ ウ ム 塩 に基 づ く SOD

ア ッ セ イ法を XTT 法 と同様に 更 に FbX に展 開 して ， 食

品試料 へ の 適用性を詳細 に検討 して い る
IS ）．

　 2・2 酵素固定化 マ イクロ プ レートに よ る 食品分析

　酵素免疫測定法 に常用 され て い る マ イ ク ロ プ レ
ー

ト

は，反応場 の 集積化 とい う観点か ら食品 の 分析分野 に 対

して も極 め て 有用 で あ る．マ イ ク ロ プ レ
ートの リ キ ッ ド

ハ ン ドリ ン グ を簡易に す る周辺機器の 充実 も魅 力的 で あ

る．こ の マ イ ク ロ プ レ
ートの ウ ェ ル 表面 に分析用酵素を

固定化 す れ ば 繰 り返 し利 用 が 可 能 とな り，分 析 コ ス トを

大幅 に低減 で きる．そ こ で 著者 らは ， 酸化酵素 とペ ル オ

キ シ ダ
ーゼ （POD ）を，マ イ ク ロ プ レ

ー
ト表面 に 安定

に か つ 高い 活性 を維持 した まま固定化す る技術 の 開発 に

取 り組み，それを用 い た 酸化酵素 の 基質定量 シ ス テ ム の

構築を 行 っ た．

　指 示 反 応 に用 い た POD は そ の タ ン パ ク 質分 子表面 が

糖鎖で覆わ れ て い る た め ， 固定化 に 先 立 ち ， 過 ヨ ウ素酸

酸化 した 後，⊥，6一ジ ァ ミ ノ ヘ キ サ ン を修飾 し ， 還元処理

す る こ とで ア ミ ノ 化 した．こ の ア ミ ノ 化 POD をグル タ

ル ア ル デ ヒ ド （（込 ） で 活性化 した マ イ ク ロ プ レ ート上

に 固定化 した ．固定化 POD の 活性 ，並 び に 安定性 は

Gt に よ る 活性化条件 に 大 き く依存 し て お り，GA 濃度

を 10％，活性化 pH を 1 ．O，活 性化 時 間 を 8 時 間 に し

た と き に最適 で あ っ た．POD を 固定化 し た ウ ェ ル に 2

mM 　ABTS 　 l　2，2’−azinobis （3−ethylbenzthiazoline −6−su1 正bn −

ic　acld ） （pH 　6．5）1 を 180 　pl添加 して お き，こ れ に過酸

化水素 を含 む 20μ1の 試料 を 加 え た．室温 で to分間反

応 させ た と きに生 じる酸化 型 の ABTS を，4】5nm で の

吸 光度変化 と して マ イ ク ロ プ レ
ートリーダー

で 測定 し

た ．本 条件 で 試料溶 液 中 の 濃 度 と して O．1〜1．OmM の

範囲の 過酸化水素 の 定量が 叮能 で あり，固定化 POD は

30 回 の 連続測 定と 5℃ で の 1 年間 の 保存に 対 し て 活性

の 低下 を示 さ な か っ た．

　次 に こ の POD 固定化 ウ ェ ル を指示反 応 の 反 応 場 と し

た グ ル コ ース の 定量 シ ス テ ム を 設定 した．主 反 応 と して

グ ル コ ー ス 酸 化 酵素 （GOD ） を固 定化 し た 別 の ウ ェ ル

を作製 し，試料 を こ の ウ ェ ル 内 で 30 分 間反応 させ た後，

そ の 反 応 液 の 2  p1を POD 固 定 化 ウ ェ ル に 移 す こ とで

試料中 の グ ル コ ース を定量 し た （Fig．5）．　GOD の 固定
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1

化 に は POD の よ う に ア ミノ化 は必 要 な か っ たが ，十分

な活性と安定性を得る た め に は
，

POD よ りも更 に 過酷

な GA に よ る活性化条件が 必要とされ ， ウ ェ ル の 底面部

に ア ル ド
ー

ル 縮 合 で 生 じ た と考え ら れ る GA 重 合物が 付

着 して い だ
5〕，こ の GOD 固定化 ウ ェ ル を主 反 応 と して

グ ル コ
ー

ス の 濃度依存性 を調べ た と こ ろ，20　− IOOO　pM

の 範囲で 直線性 が 認 め られ た．各種果汁飲料や か ん きつ

搾汁液 の 本法 に よ る分析 結 果 は F−kit法 と良好 に
一

致 し，

本法が実際 の 食品試料に対して十分な適用性を有して い

る こ とが 明 らか と な っ た ．こ の GOD 固定化 ウ ェ ル は

3  回 以 Hの 繰 り返 し利 用 が 可能で あっ た．

　 グ ル コ
ー

ス の 定量 と同 じ原理で 更 に ア ル コ ー
ル 酸化酵

素，及 び ア ス コ ル ビ ン 酸酸化酵素 （ASOD ）を 固定化 し

た ウ ェ ル を作製 し，そ れ ぞ れ エ タノ
ール とア ス コ ル ビ ン

酸 の 定量 を行 っ た
1fi）．　 ASOD は過酸化水素を 生成する 微

生 物山来 の 新規酵素を用 い た．両者の酸化酵素共 に そ の

活性 と安定性は，GOD と同様 に GA に よ る活性化条件

に大 き く依存した が ， 最適条件 で調製 した ウ ェ ル は エ タ

ノ ール
， ア ス コ ル ビ ン 酸共 に 1mM まで の 定量 に 利用

可能 で あ り，3  回 の 繰 り返し利用 もir∫能で あ っ た ．実

試料 へ の 適 用性も認め られ，本測定原理 は 様 々 な酸化酵

素 の 基質定量 に適用 が 可 能で あ る こ と が示 さ れ た ．

　
一

方 ， GA に よ る 酸化酵素 の 固定化 に は過酷 な活性化

条件が必要 と され，プ レ
ー

トの 光透過性が著 し く低下 し

た ．墓質定量 シ ス テ ム と し て は 光透 過性 が 低 い 主 反 応 の

場 と吸光度測定 を行 う指示反応 の 場 を分けて 設計 し た た

め 支障は なか っ た が，本原理 を例えば脱水素酵素などに

適 用す る 場合 に は，主 反 応 と指 示 反 応 の 場が 同 じで ある

こ とが 望 ま しい ．そ こ で GA 法に代 わ る 光透過性 を損な

わ な い マ イ ク ロ プ レートへ の 酵素固定化法 の 開発 を行 っ

た．そ の 方法 と して 著者 らは ，こ れまで に 酵素 セ ン サー

の 開 発
ユ7
で 利用 され て い る ア ビ ジ ン ービ オ チ ン 架橋 法 の

適用 を試 み た （Fig．6）軌 モ デ ル 酵素と し て は上 述 の

GOD を用 い た．固定化手順 と して は，まずプ レ
ートを

活性化 ビ オ チ ン 誘導体 で 共 有 結 合 に て ビ オ チ ニ ル 化 した

後，ア ビ ジ ン を添加し て ア ビ ジ ン
ー

ビ オ チ ン 複合体を プ

レ
ート上 に 形成 さ せ た．こ の 結合 は 共有結合 で はな い

が ，極め て安定で あ る こ とが 知 ら れ て い る ．次 に あ らか

じめ ビ オ チ ニ ル 化 し た GOD を添加 して ア ビ ジ ン 上 に

GOD を結合 させ た．その 後，ア ビ ジ ン と ビ オ チ ニ ル 化

GOD を交 互 に イ ン キ ュ ベ ート し，プ レ
ー ト表面 に

GOD 累積膜 を形成させ た．予想 どお り，こ の 累積回数

に 依存 し て GOD の 活性 は 上 昇 し た．ユ6 回 で そ の 上昇

傾向は頭 打ち に な っ た た め ，16 回 の 累積回数 を最適固

定化条件と して採用 した．こ の 段階 で も，
プ レート表面

の 光透過性 は完全 に維持 さ れ て い た．こ の GOD 固定化

ウ ニ ル も， 上述 の GOD 固定化 ウ ェ ル と 同 じ濃度範囲で

グ ル コ ース に 対す る 定量性 を示 し，実試料へ の 適 用性 も

認め られた．安定性は GA 法 よ りも更 に 高 く，50 回の

繰 り返 し測定 が 可能で ，室温 に半年間放置 して も活性の

低下 は 認め られ な か っ た．今後 こ の 固定 化法 を 他 の 酵 素

に適用 して ，様 々 な分析法を開発した い と考えて い る．
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　本酵素固定化 マ イ ク ロ プ レ
ー

ト法は，1枚の プ レート

で 96 試料 の 分析 も可 能 で あ り，多検体 の
一

斉分析 に適

し て い る．又 ，プ レ
ート上 に 異 な る 酵素 を 固定化す れ

ば
，

1 枚の プ レ ートで 複数の 成分を 同時に定量す る こ と

も可能 で あ る と考えら れ る．従 っ て，食品 分析分野で の

様 々 な応用が 期待 され る ．

S 　固定化微生 物を利用 した食品分析 シ ス テ ム

　微生物 は 通常，膜上 に 固定化 した 後，更 に 透析膜で 被

覆 して 電 極 上 に設 置 す る，い わ ゆ る微 生 物 電 極 の 形状 で

用 い る の が簡便で ある．食品の 分析に対す る微 生物電極

の 利用 は 固定化酵素 をJI］い た シ ス テ ム の 開発 に 比 べ て 進

ん で い ない ．そ の 理 由 と して は 微生 物 は酵 素 と比 べ て 分

子識別部位 として の 特異性 に 欠け る とい う点 が 挙 げ られ

る．又，こ れまで に 開発された微生物電極は概 して 応答

が 遅 く，迅 速 な 分析 に は 不向きで あ る と考え られ て い た

こ と もそ の 理 山の
一つ で あ る．しか し，微生 物菌体中で

は そ の 反応系に 必要な補酵素を含め すべ て が 菌体内 に取

りそ ろ えられ て い る こ とな ど か ら，極 め て 経済的 な測定

法で あ り， 更に 酵素と比 較 して ， 微生 物 が一
群 の 化合物

に対 して 高 い 資化性を示す こ とか ら ， 酵素に よ る 分 析が

困難 な 群特異的定量法 と して の 利用価値 を有 して い る．

著者 らは微 生 物 の 有す る そ の 特性 を利用 して
， 酵素 に よ

る 分析が 因難 な食晶成 分 に対す る微 生 物電極 の 開発 を行

っ た．更に，培養条件を制御すれ ば，同 じ菌株 を異な る

物 質 に対 す る分 子 識 別 部位 と して も利用 で きる こ と を，

実際の 食品成 分 の 分 析 シ ス テ ム を作製す る こ とで 明 らか

に した．以下 に牛乳申の 低級脂肪酸 の 定量 シ ス テ ム，並

び に ワ イ ン 中の 有機酸の 定量 シス テ ム につ い て 述 べ る．

　 3・1 生乳中 の低級脂肪酸 の FIA

　生乳中，あ るい は 牛乳中の 乳脂肪が ，乳由来又 は 微生

物 由 来 の リパ ーゼ に よ り分 解 を 受 ける と，脂 肪酸 が 遊離

して 脂肪分解臭 （ラ ン シ ッ ド臭） を生 じる．こ の ラ ン シ

ッ ド臭は主 に 炭素数が 4 か ら 12 の 低級脂肪酸 に よ る こ

とが 知 られ て い る
［°｝．従来，牛乳 中 の 低級脂肪酸 は煩 雑

な 前処 理 と分析 に 長時間 を要す る ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ

ー
（GC ） に よ り分析 さ れ て い る

2e｝．そ こ で 著 者 ら は，

牛乳中の 低級脂肪酸 を定量す る 方法 と して，前処理 操作

を 必 要 とせ ず，か つ 短 時間 で の 分 析 が 可能な 迅 速定 量 法

の 設定を 目的 と し て ， Arthrobacten’　nicot ・iana を用 い た 固

定化微 生 物
一FIA シ ス テ ム の 開発 を行 っ た

21 〕．本微 生 物

電 極 の 構 造 を Fig．7 に 示 し た ．　 n 一酪酸 を 含 む 液体培 地

で 培養 した 菌体 を ポ リ ビ ニ ル ア ル コ ール （PVA ）膜内 に

包括固定化 し，ク ラ
ー

ク型酸素電極 の テ フ ロ ン 膜上 に装

OxygenA

冂 alyte

Teflon　membrane Oxygen　e［ectrode

Q−r旧 g

　　皿　　　　　日　　　　　　　　　　騨呂

．慧　　　 。げ、　
・・

　Dialy＄is　membrane

Microorganism　nlembrane

Fig．7　ScheIllati（二 diagram 　of 　tlle　microbial 　elec 一
ぼ ‘）de21冫

Sample

de

1 α
microorganisLm

Fig．8　FIA　system 　for　detenmining　sh 〔〕tt−chain 　fatty
acids 　or 　organic 　acids

POT ： p 〔⊃tentiostat；REG ： recorder

着した．こ の 微生物膜 を保護 し ， 更 に高分子物質 が微 生

物膜 に接触す る こ と を避ける た め に，透析膜 で 外側 を被

覆 した ．本微 生 物電極 を検 出端 と し て ，低級脂肪酸の

FIA シ ス テ ム を 試作 した （Fig．8）．本 シ ス テ ム で は ， 低

級脂肪酸標準液又 は 生 乳，牛乳試料 は キ ャ リヤ
ー

溶液中

に 直接注 入 され， ミキ シ ン グ 後，微 生 物電極 を設置 した

フ ロ ーセ ル へ と移送され る．本 シ ス テ ム に よ り，種々 の

脂肪酸 に 対する 応答を比較 した とこ ろ，本電極 は カ プ リ

ル 酸 （C8．o）を最大 と して 酪酸 （C 輔 ） か ら ラ ウ リ ン 酸

（C ，2．。）に 対 して 高 い 応答 を示 し，生 乳 ， 牛乳中に 高い

含量存在す る パ ル ミチ ン 酸等の 長鎖脂肪酸 に は ほ と ん ど

応答 を示 さ ない こ とが 明 ら か と な っ た ．そ こ で 10 検体

の 生乳 試料 を用 い て ，従来法 で ある GG 法 との 比較を行

っ だ
2〕．本 シ ス テ ム で の 応 答と   法 で 分析 さ れ た 全脂

肪酸含量 と の 聞 の 相関係数 は 0．559 で あ っ た の に対 し

て ，Cd．。〜Cl2．。 の 低級脂肪酸 の 合計値 と の 間の 相関係

数 は 0．916 で あ り，本 微 生 物 電 極が 生 乳 中の 低級脂肪酸

に 対 し て 高 い 特異性 を有 して い る こ と が 明 らか と な っ

た．本シ ス テ ム で は 酪酸換算 で 0．11〜1．7　mM の 範囲で
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直線的応答 を得 る こ とが で き ，
1 時 間 当た り20 検体程

度の 分析が可能 で あ っ た．

　次 に生 乳試料 の 品質評価 へ の 適用性 を特に乳房炎 との

関連 か ら追 求 した．．一・
般 に 乳房炎乳 は 正 常乳 と比 較 して

高い 脂肪分解速度 を示 し
U3）
，又 そ の 分解 に よ り生 じる脂

肪酸 の 中で も，低級脂肪酸濃度 が 顕 著 に 増加 して い る
Z4）．

　　
そ こ で，本 シス テ ム に よ る 生乳試料 （150 検体の 分 房 乳）

の 低微脂肪酸濃度 と
， そ の 体細胞数 と の 比 較 を行 っ た

（Fig．9）
2s）．両者 の 間 に，直線的相関関係が成立す る と

は 言い に くい もの の ，・
定 の 体細胞数，例えば 10

‘

ソml

以 上 の 体細胞数 を 有す る乳房炎の 疑 い の あ る試料 に 対 し

て は，本 シ ス テ ム の 応 答 は 急 激 に 増加す る 傾向 を 示 し

た．従 っ て ，本 シ ス テ ム は lO6／ml 以 上 の 体細胞数 を有

す る異常乳 の 検出 に 適用 可 能 で あ り，FIA 法 に基 づ い た

体細胞数 の 聞接的計測 が 可 能で あ る こ と が 示 唆 さ れ た．

同様 に 生 乳 の 生菌数 と FIA シ ス テ ム の 応答 と の 関連 を

調べ た と こ ろ ，両者 の 間 に は
一

定 の 正 の 相関 が 認 め ら

れ，本 FIA シス テ ム は 生 乳 の 品質評価 に 対 して 高 い 適

用 性 を有 して い る こ とが 明 らか と な っ た
2S｝．

　3・2　ワ イ ン 中の有機酸の FIA

　微生物 を分子識別部位 に用 い る もう
一

つ の 利点 は ， 培

養条件 を 制御す る こ とで 様 々 な代謝経路 を誘導 で きる 点

に あ る．こ の こ とは 同 じ菌株 で あ っ て も，培養 に 用 い る

炭素源 な ど を変更す る だ けで，異なる物質 に対す る分子

識別部位 と し て 利用で きる こ とを意味す る．

　 こ の 特性 を積極的 に 食品 の 分析手法 に 取 り入 れ る 試 み

と して ，Pseu（tomonas　Putida（A
’
1
’
（〕C ユ7642） を用 い た 有

機酸の 分析 シ ス テ ム の 開発 を行 っ た
27 ）．微生物電極 は上

述 の 低級脂肪 酸 の 分析 と 同じ よ う に微生物膜を調製 し
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Fig・10　SelectiVity　of 　tlle皿 icrobial　 electrode −FIA
s
ア
stem 　using 　a 　microc ）rganism 　cultivated 　in　a 　medi −

um 　c・ ntairli ・・9　L−1・・ti・ a ・id27）

T ： 10mM 　L−tartaric 　acid ；M ： 10n1M 　L −malic 　acid ；

L1 〔）mM 　L−lucti（二 acid ；S ； 1〔〕mM 　su （：dni 〔： acid ；E ：

ユO％ ethanoL 　Each 　respense 　was 　determined 　at

（a） 130min 　and （b）400　min 　after 　the 　fixation　of

the 　microbial 　electrode 　into　F圦 svstem ．　　　　　　　　　　　　　　’

て，酸素 電 極 上 に装 着 し，テ フ ロ ン 膜 で 被 覆 す る こ と で

作製 し た．こ の 微生物電 極 を Fig．8 の FIA シ ス テ ム に

組 み 込 み ， 有機酸定量用 の HA シ ス テ ム と した．

　初 め に レ 乳酸を炭素源 と して 培養 し た 菌体を，FLX シ

ス テ ム に 設置 し て 種 々 の 物質 に 対す る 応答 を調べ た と こ

ろ，10mM の 有機酸で は L一乳酸，　 L一リ ン ゴ 酸，及 び コ ハ

ク 酸 に 対 し て 呼吸 活性 の 変化 が 認 め られ た IFig．10

（a ）｝．ワ イ ン に 含 ま れ る 5mM グ ル コ ー
ス ，フ ル ク ト

ース ， 及 び 2％ グ リ セ ロ ール は 応 答を 示 さ な か っ た ．
・
方，本微生物 膜を FIA シ ス テ ム に設置 した ま ま 400

分間連続的 に 緩衝液 を送液 した とこ ろ ， L一乳酸 に対 す る

応答は変化 しなか っ た の に対 して ， L一リ ン ゴ 酸及び コ ハ

ク 酸 の 応答 は 顕著 に 減少 した ｛Fig ．10 （b）1．従 っ て ，

本固定化微 生物膜 を一定時間緩衝液 で コ ン デ ィ シ ョ ニ ン

グ す れ ば，1．乳酸に選択的な HA シス テ ム を構築 で きる

こ と が 示 唆 さ れ た．そ こ で 10mML 一乳酸 に 対す る応 答

を指標 と して 固定化条件，並 び に測定条件 を以 ドの よ う

に 最適化 した ； 菌体 固 定化量 IO 皿 9 （湿潤重最）／C皿

E

（膜表面積）；流量 0．5ml／min ；キ ャ リ ヤ
ー

溶液 pH 　8．こ

れ ら g 条件で は O．5〜5．OmM の 範囲 で L一乳 酸濃度 と ピ

ー
ク電流値 と の 問 に相 関 係数  ．998 の 直 線 関 係が 認 め ら

れ，1 時 間 に 15 検体 の 分析 が 可能 で あ っ た （Fig．11）．

市 販 ワ イ ン の 分析で は，10mM 以 一ヒの 1．・乳酸 を 含 む 試

料 に対 して，市販 の 酵素分析 キ ッ トで あ る F−kit法 との
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Fig．12 　SelectMty 　of 　the 　microbial 　 electrode −FI八
system 　using 　a　microorganism 　 cultivated 　iD　a　medi −

um ・・ nt ・tning 　mes ｝ t・・tadc 　add27
＞

T ： 10mM レ tartaric 　acid ；M ： 10mM レ malic 　 acid ；

L ： 10mM 　Irlactic　acid ；S ： 10　mM 　succinic 　acid ；E ：

10％ cthanol ，　The 　llsed 　carrier 　solutions 　were （a ）

0．2Mphosphate 　buffer （pH 　8．O），（b）the 　buffer
contain 宝ng 　O．0ユ％ e丘han 〔⊃1　and （｛：）the　buffer （：on 【

taining 　O．01 ％ ethall ｛コl　and 　O．05 　mM 　L−lactic　acid ．

良好な
一

致が認 め られ，本 シ ス テ ム を用 い て ワ イ ン 中 の

L一乳酸 を定 量 で きる こ とが 示 され た．

　
一

方，メ ソ 酒 石酸で 培養し た P．　PZttidaは L一リ ン ゴ 酸

と コ ハ ク酸に高い 応答を示 した が，ワ イ ン 中に含まれ る

1  ％ エ タ ノール
， 及 び 1，一乳酸 に も比較的大きな呼吸活

性 の 変化 を示 した ｛Fig．12（a ）］．種 々 の 検討 の 結果，

キ ャ リヤ ー溶液 に 低濃度の エ タ ノ ール （0．0ユ％ ） とL一乳

酸 （0．05mM ）を共存 させ る こ とで，エ タ ノ
ー

ル とL一乳

酸 の 応答 を ほ ぼ 消去 で きる こ とが明 らか と なっ た iFig．

12（b），（c ）1．最適 条件 で は L一リ ン ゴ 酸 と コ ハ ク 酸 の 両

者共 に，5mM ま で各濃度 と応 答 との 間 に 直線関係 が 認

め られ た．6 検体 の ワ イ ン 試料を用 い て L一リ ン ゴ酸 とコ

ハ ク 酸 の 合 計濃 度 と応 答 電 流 値 と の 間 の 相 関 を調 べ た と

こ ろ ，共存 す る L一酒石酸 と レ 乳酸 の 影響 は 認 め ら れ

ず，両者 の 間 に相関係数 0．969 の 直線関係が 成立 した．

従 っ て ， 本微生物電極 の 示す応答 は ワ イ ン 中の L一リ ン ゴ

酸 と コ ハ ク 酸 の 合計濃度 を反映す る こ とが 明 らか と なっ

た．

　以 上 の 結果 は ， 培養条件の 制御 に よ り， p．　Putidaは 異

な っ た 有機酸 に 対す る 固定化微 生 物
一FIA シ ス テ ム の 分

子 識 別 部 位 と して 利 用 で き る こ と を示す もの で あ る．

4　結 語

　本論 文 で は 食品 の 生体 調節機能 因 子の
・
つ で あ る

SOD の 活性測定 シ ス テ ム の 開発，並 び に 風味 に か か わ

る感覚機能因子で あ る低級脂肪酸の 分析 シ ス テ ム の 開発

を中心 に紹介した．SOD 活性測定シ ス テ ム で は 固定化

酵素を分子認識部位 とし て で は な く，生体内反応 を ive

vitro で 再 現 す る 反 応器 と し て 利 用 し て い る こ と か ら ，

従来の 酵素 セ ン サ
ー

シ ス テ ム とは 異な っ た タ イプの 分析

シ ス テ ム で ある と言える．今後，他の 生 休調節機能因子

の 分析 シ ス テ ム を 同様 の 原理 に 基 づ い て 開発 して い く予

定 で あ る．

　
．一．一

方，微生物の 有する特異性 も食品分析 に対 して 極 め

て 魅力 的 で あ る こ と を，二 つ の 固 定化 微 生 物
一F】A シ ス

テ ム の 開発 を 通 じ て 紹介 し た．こ の 個性的 な特異性 を積

極的 に利用 して い けば，これ ま で に 分析 が 困難で あ っ た

複雑な物質群 に 対 して も簡便 で か つ 迅速 な分析法 を設定

で きる こ とが 強 く示唆 され た．こ れ らの 研究 が端緒 とな

り，こ の 分野が 更 に発展 して い くこ と を期待する．

　本来 ， そ れ ぞ れ の 食品試料 に は 無限とも言える 種類 の

成分が 存在 して い る．し か し，これ ま で に 固定化酵素，

周定化微生 物 を利用 して 分 析 が 行わ れ た 食 品成 分 は わ ず

か 40 成 分 程度 に 過 ぎ な い こ と を最 後 に付 記す る
2B ｝．著
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者は 周定化生体触媒の有する 無限の 可能性 の ほ とん ど

が，ま だ机 ．ヒに置 か れ た ま ま で あ る と考えて い る．

　本 稿 を執 筆す る 機 会 を 与 えて くだ さい ま し た 中 国 四 国支

部支 部長 ・
岡山大 学理 学部の 本 水昌 二 教 授 に 厚 くお 礼 申 し

上 げ ます，
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要 旨

　固定化酵素，固定化微生物を 利用 した ， 食品成分の 簡易
・迅速分析 シ ス テ ム の 開発を行っ た．は じめ

に 固 定化酵素 と フ ロ ーイ ン ジ ェ ク シ ョ ン 分析 （FIA ） シ ス テ ム と の 組み 合わせ で
， 食品 の 生体調節機能

因子 の
一

つ で ある ス
ーパ ー

オキ シ ドジ ス ム タ
ーゼ （SOD ），活性 の 計測 シ ス テ ム を試作 した．本 シ ス テ ム

は ス
ーパ ーオ キ シ ド陰 イ オ ン の 発 生 に 固定化 キ サ ン チ ン 酸化酵素 を利用 し た 経済的な分析法 で あ り，1

検体 の 分 析時 間 は 2 分 以 内 で あ っ た．次 に ， 酵素 を固 定化 した マ イ ク ロ プ レートを利 用 す る新 しい 分 析

シ ス テ ム の 開発 を試 み た．ア ビ ジ ン
ービ オチ ン架橋法 に よリプ レ

ー
ト上 に 固定化 したグル コ

ー
ス 酸化酵

素 は 高い 活性 を示 し，食品中の グ ル コ ー
ス 分析 に も適用可能で あっ た．操作安定性，並 び に 貯蔵安定性

も優れ て お り， 50 回 の繰 り返 し測定 と半年間の 室温保存で も活性の低下 は認め られ な か っ た．微生物

が有す る ユ ニ
ー

ク な群特異性は新規分析項 目の 開拓 に役 立 つ ．その 例 と して ，固定化 Arth・robactm ’
　nico −

tiana −FIA シス テ ム に よ る 低級脂肪酸 の 簡易
・
迅速分析 シ ス テ ム の 開発 を行 っ た．本 シ ス テ ム で 得 られ

る応答 は，牛乳 の 酸敗臭 の 原因 とされ る 炭素数 4 か ら 12 の低級脂肪酸 の 濃度の 合計値 と高 い 相 関 を示

し，工検体 の 分析時間は 約 3 分 で あ っ た．本 シ ス テ ム の 応 答 は 生 乳巾の 体細胞数 と一
定の 相関 を示 し，

乳房炎乳 の 検出 に も適用 可 能 で あ る こ とが 示 唆 さ れ た．更 に 固 定化 1糖 編 o跏 肱 ψ 漉 伽 を ワ イ ン 中 の 有

機酸 の 分析 に利用 した シ ス テ ム につ い て も述 べ る．
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