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【研究目的】 
先天性アミノ酸代謝異常疾患であるフェニルケトン尿症(Phenylketonuria, PKU)は、小児に精

神遅滞等の重篤な症状を引き起こすことが知られている。PKUの治療では、食事制限により血

中のフェニルアラニン(phenylalanine, Phe)を適切に管理することが必要である。現在、血中 Phe

濃度測定に広く用いられているガスリー法は、細菌の発育円を肉眼判定するため時間を要し、

定量性に乏しいため、より簡便かつ定量的な検査方法が望まれている。そこで本研究では、新

たに開発した NADH蛍光検出器と脱水素酵素を組み合せることで、Phe濃度を高感度に測定可

能な Phe計測用バイオセンサを構築し、PKU診断への可能性を評価した。 

【実験方法】 
バイオセンサの構築ではフェニルアラニン脱水素酵素(phenylalanine dehydrogenase, PheDH)を

親水性の H-PTFE膜に包括固定化し、これを NADH蛍光検出器の光ファイバ先端に装着するこ

とで Pheセンサとした。なお NADHは蛍光特性（em: 340n、ex: 491 nm）を有することから、蛍

光検出器は、2分岐型の光ファイバを介して励起光源(UV-LED、λ: 335 nm)と検出器である光電

子増倍管（PMT）をそれぞれ帯域フィルタ（励起光側: 330-350 nm, 蛍光側: 490-510 nm）を介し

て接続し作製した。PheDHは以下の反応を触媒することで NADHを生成する。 

 

L-phenylalanine+NAD++H2O	 	 	 	 	 	 	 	 Phenlpyruvate+NH3+H++NADH 

 

センサの特性は、上記脱水素反応により生成される NADHの蛍光強度の変化を測定すること

で、Phe濃度を計測し、デバイス性能を評価した。 

【結果と考察】 
NADH 蛍光検出器の特性を調べたところ、NADH 濃度に応じた蛍光強度が測定され、10～

10000 nM の濃度範囲で NADH の定量が可能であった。次に、本検出器のファイバープローブ

先端に PheDH固定化膜を組み合せて作製したバイオセンサの特性を評価した結果、血中 Phe正

常値(57.1~68.7 µM)及び PKU判断値(600 µM)を含む 10～10000 µMの範囲で Phe濃度の定量が可

能であった。また、各種アミノ酸(グリシン、トリプトファン、ロイシン、イソロイシン、メチ

オニン、バリン)を用いセンサの選択性を調べたところ、センサは Phe以外に応答を示さず高い

選択性が確認され、血中 Phe濃度の迅速計測の可能性が示唆された。 
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