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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】トルエンが空気中に存在することを高感度かつ簡便に検出することができるトル
エン測定システム及びトルエンの検出方法を提供する。
【解決手段】トルエン検出用センサシステムは、トルエンによって活性が阻害される酵素
が固定化された感応膜を用い、一定濃度の前記酵素の基質を含む反応槽内で酵素反応を実
施し、前記酵素反応の阻害活性を検出する手段を有する。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
トルエンによって活性が阻害される酵素が固定化された感応膜を用い、一定濃度の前記酵
素の基質を含む反応槽内で酵素反応を実施し、前記酵素反応の阻害活性を検出する手段を
有することを特徴とする、トルエン検出用センサシステム。
【請求項２】
前記酵素がブチリルコリンエステラーゼであり、前記基質がブチリルコリンである、請求
項１記載のトルエン検出用センサシステム。
【請求項３】
前記感応膜が、前記酵素の酵素反応の生成物であるコリンと酸素の存在下に反応する酵素
を更に含んでなる、請求項２記載のトルエン検出用センサシステム。
【請求項４】
前記酵素反応の阻害活性を検出する手段が、消費される酸素量の変化を検出する手段であ
る、請求項１～３のいずれか１項記載のトルエン検出用センサシステム。
【請求項５】
トルエンによって活性が阻害される酵素が固定化された感応膜を用い、一定濃度の前記酵
素の基質を含む反応槽内で酵素反応を実施し、前記酵素反応の阻害活性を検出することを
特徴とする、トルエンの検出方法。
【請求項６】
前記酵素がブチリルコリンエステラーゼであり、前記基質がブチリルコリンである、請求
項５記載のトルエンの検出方法。
【請求項７】
前記感応膜が、前記酵素の酵素反応の生成物であるコリンと酸素の存在下に反応する酵素
を更に含んでなる、請求項６記載のトルエンの検出方法。
【請求項８】
消費される酸素量の変化を検出することにより、酵素反応の阻害活性を検出する、請求項
６～８のいずれか１項記載のトルエンの検出方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、トルエン検出センサシステム及びトルエンの検出方法に関し、特には、高感
度かつ簡便にトルエンを検出することができる、トルエン検出センサシステム及びトルエ
ンの検出方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　トルエンは、従来よりインクを溶解するための溶媒として、また、床材として用いられ
るエポキシ系樹脂の溶剤として用いられてきた。最近、建築物から放散するトルエン等の
揮発性物質がシックハウスやシックスクールの原因物質とされており、建築現場や、トル
エンを用いる工場等ではトルエンの使用が問題視されるようになってきている。特に、近
年における住宅の高気密化に伴い、住居内において、空気中に揮発性物質であるトルエン
が長期にわたり存在する可能性もあり、問題となっている。
　また、トルエンは農薬を溶解するための溶媒として用いられる場合もある。従って、ト
ルエンを溶媒として用いた農薬が散布された野菜等にはトルエンが残留している可能性が
ある。
【０００３】
 　更に、トルエンは、ＰＲＴＲ法の指定物質や厚生労働省指針値指定ＶＯＣ（揮発性有
機化合物）に含まれ、建築業者や、居住者、また野菜を食する人への健康上の配慮や、物
質の使用量及び排出量を管理し、建築物における定期的な室内濃度測定管理をする必要が
ある。また、野菜を商店やスーパーで販売する場合にも、トルエンが残留していないかを
調べる必要がある。
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【０００４】
　しかしながら、低濃度のトルエンが空気中に存在することを高感度に検知することがで
きる装置は存在せず、低濃度のトルエンを検出することのできる装置が望まれており、例
えば、特許文献１には、揮発性有機化合物であるトルエン等を検出するガス検出装置が開
示されている。しかしながら、更に感度の優れたトルエン検出システムが望まれている。
　一方、本発明者らは、酵素を固定化した膜を用いることにより、特定の物質を測定する
ことのできることのできるバイオセンサを開示している（例えば、特許文献２）。このよ
うなバイオセンサによれば、特定の物質の測定をすることが可能であるが、トルエンの測
定に用いることのできるものではなかった。
【０００５】
【特許文献１】特開２００７－２７１６３６号公報
【特許文献２】特開２００３－２５０５１６号公報
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００６】
　従って、本発明の目的は、上記の事情に鑑みて、ｐｐｍの低濃度のレベルで存在するト
ルエンが空気中に存在することを高感度かつ簡便に検出することができるトルエン測定シ
ステム及びトルエンの検出方法を提供することにある。
【課題を解決するための手段】
【０００７】
　本発明者らは、上記課題を解決すべく鋭意検討した結果、トルエンによって活性が阻害
される酵素が固定化された感応膜を用いることにより、上記目的を達成し得るという知見
を得た。
【０００８】
　本発明は、上記知見に基づいてなされたものであり、トルエンによって活性が阻害され
る酵素が固定化された感応膜を用い、一定濃度の前記酵素の基質を含む反応槽内で酵素反
応を実施し、前記酵素反応の阻害活性を検出する手段を有することを特徴とする、トルエ
ン検出用センサシステムを提供するものである。
　前記酵素としてはブチリルコリンエステラーゼが挙げられ、その場合の基質としてはブ
チリルコリンが挙げられる。
　前記感応膜は、前記酵素の酵素反応の生成物であるコリンと酸素の存在下に反応する酵
素を更に含むものであってもよい。
　前記酵素反応の阻害活性を検出する手段としては、消費される酸素量の変化を検出する
手段が挙げられる。
【０００９】
　また、本発明は、トルエンによって活性が阻害される酵素が固定化された感応膜を用い
、一定濃度の前記酵素の基質を含む反応槽内で酵素反応を実施し、前記酵素反応の阻害活
性を検出することを特徴とする、トルエンの検出方法を提供する。
　　前記酵素としてはブチリルコリンエステラーゼが挙げられ、その場合の基質としては
ブチリルコリンが挙げられる。
　前記感応膜は、前記酵素の酵素反応の生成物であるコリンと酸素の存在下に反応する酵
素を更に含むものであってもよい。
　消費される酸素量の変化を検出することにより、酵素反応の阻害活性を検出することが
できる。
【発明の効果】
【００１０】
　本発明によれば、高感度かつ簡便にトルエンを検出することができる、トルエン検出セ
ンサシステムが得られる。また、本発明のトルエンの検出方法は、高感度かつ簡便にトル
エンを検出することができる。
【発明を実施するための最良の形態】
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【００１１】
　以下に、本発明を詳細に説明する。
　本発明のトルエン検出用センサシステムは、トルエンによって活性が阻害される酵素が
固定化された感応膜を用い、一定濃度の前記酵素の基質を含む反応槽内で酵素反応を実施
し、前記酵素反応の阻害活性を検出する手段を有する。
　本発明において用いられる、トルエンによって活性が阻害される酵素とは、例えばブチ
リルコリンエステラーゼ、アセチルコリンエステラーゼ等が挙げられるが、これらに限定
されず、トルエンによって活性が阻害される酵素であればあらゆるものが使用可能である
。
【００１２】
　本発明のトルエン検出用センサシステムにおいては、上記のトルエンによって活性が阻
害される酵素が固定化された感応膜を用いる。本発明のトルエン検出用センサシステムに
おいて用いられる膜としては、通常は透析膜が用いられる。透析膜としては、通常に市販
されているものが何ら制限なく用いられる。通常は膜厚が１５μｍ程度のものが用いられ
るが、膜厚が１５μｍ程度のものに限定されない。本発明において用いられる感応膜の製
造方法としては特に制限はなくどのような方法を用いてもよい。例えば、光架橋性樹脂に
よる包括法、架橋法、吸着法等が挙げられる。その中でも、光架橋性樹脂による包括法が
一般的に用いられる。以下、光架橋製樹脂による包括法について説明する。本発明のトル
エン検出用センサシステムにおいて用いられる感応膜を作成するのに用いられる光架橋性
樹脂としては、例えばポリエチレングリコール、ポリビニルアルコール等が挙げられ、ポ
リビニルアルコールにＳｂＱの光感応基を組み合わせた、ＰＶＡ－ＳｂＱ、ＳＰＰ－Ｈ－
１３（Ｂｉｏ）、東洋合成工業（株）製等を用いることができる。酵素及び光架橋性樹脂
を適当な緩衝液（例えば例えば、リン酸緩衝液）に溶解した後、透析膜に塗布、含浸させ
、上記光架橋性樹脂を架橋させることにより、酵素が固定化された担体、すなわち感応膜
が得られる。
【００１３】
　感応膜の製造方法について、図面を参照しつつ説明する。図１は、本発明のトルエン検
出センサシステムにおいて用いられる、感応膜の製造方法を概略的に示す図である。
　まず、透析膜１０に、光架橋性樹脂、酵素を含む混合溶液１２を塗布する。混合溶液の
作成のための溶媒としては、例えばリン酸緩衝液が用いられる。この混合溶液中の酵素及
び光架橋性樹脂の濃度に特に制限はないが、通常は、酵素を、透析膜１ｃｍ２あたり５０
ユニット程度、光架橋性樹脂を、透析膜１ｃｍ２あたり１μＬ（濃度：１０重量％）程度
用いることが好ましい。次いで、混合溶液１２を塗布した透析膜１０を冷暗所（０～１０
℃程度の温度）に静置して乾燥させる。乾燥時間は特に制限はないが、通常、３０分～２
時間程度である。次いで、透析膜により、蛍光灯１４により蛍光灯照射を行い、光架橋を
行い、酵素が固定化された感応膜が得られる。蛍光灯照射の時間は、特に制限はないが、
通常、１５分～１時間程度である。
【００１４】
　本発明のトルエン検出用センサシステムにおいては、上述した感応膜を用い、一定濃度
の前記酵素の基質を含む反応槽内で酵素反応を実施する。ここで用いられる基質は、前述
した、トルエンによって活性が阻害される酵素の基質となる化合物を意味するものであり
、前記酵素がブチリルコリンエステラーゼの場合、基質はブチリルコリンである。本発明
のトルエン検出用センサシステムにおいては、トルエンが存在する場合に前記酵素が阻害
され、酵素反応生成物の生成量が減少することを検出するものである。従って、一定濃度
の基質を含む環境下で酵素反応を実施する必要がある。一定濃度の基質を含む環境下であ
れば酵素反応によって生成される化合物の濃度は一定となり、阻害効果を検出しやすくな
る。
【００１５】
　本発明のトルエン検出用センサシステムにおいては、前記酵素反応の阻害活性を検出す
る手段を有する。この酵素反応の阻害活性を検出する手段としては特に制限はなく、前記
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酵素反応の阻害活性を検出できる手段であればどのような手段であってよい。前記酵素反
応の阻害活性を検出する手段としては、消費される酸素量の変化を検出する手段が挙げら
れる。
　このような手段としては、例えば、トルエンによって活性が阻害される酵素としてブチ
リルコリンエステラーゼを用いる場合について説明する。
【００１６】
　ブチリルコリンエステラーゼがブチリルコリンを分解して生成するコリンを、例えばコ
リンオキシダーゼと反応させることにより、生成物であるコリンがベタインになる反応を
感応膜上で同時に実施させる。この時、コリンは水及び酸素の存在下にコリンオキシダー
ゼによって酸化されてベタインが生成する。コリンオキシダーゼによる酸化反応に伴い、
酸素が消費されるので、この酸素消費量を検出することによって、ブチリルコリンエステ
ラーゼの反応が起こったことがわかる。すなわち、トルエンによってブチリンコリンエス
テラーゼの活性が阻害された場合、酸素消費量が減少するので、トルエンが存在しない場
合の酸素消費量と比較することにより、空気中にトルエンが存在するか否かを検出するこ
とが可能となる。従って、前記感応膜には、前述したブチリルコリンエステラーゼに加え
、コリンオキシダーゼを固定させておく必要がある。
【００１７】
　酸素の消費量を検出する方法としては、例えば、酸素電極（例えば、クラーク型酸素電
極）を用いることにより実施することができる。従って、本発明のトルエン検出用センサ
システムにおいては、感応膜を酸素電極の先端に密着させることが好ましい。すなわち、
本発明のトルエン検出用センサシステムは、トルエンによって活性が阻害される酵素が固
定化された感応膜が先端に密着されてなる酸素電極（クラーク型酸素電極）を用いること
が好ましい。
【００１８】
　本発明のトルエン検出用センサシステムにおいて用いられる酸素電極について図１を参
照しつつ説明する。本発明のトルエン検出用センサシステムにおいて用いられる酸素電極
は、図１に示すように、クラーク型酸素電極２２と、感応膜１６と、網目ネット１８と、
止め輪２０とから構成されている。網目ネット１８は、感応膜１６をクラーク型酸素電極
２２に密着させる作用を有する。また、止め輪２０は感応膜を固定させる作用を有してお
り、このリング１３の材質については特に制限はなく、酵素固定化膜１２を光ファイバー
１１に固定できるものであればどのような材質のものを用いてもよい。リング１３として
は、例えばシリコン製のものを用いることができる。
【００１９】
　クラーク型酸素電極とは、電解液（塩化カリウム溶液等）を含む円筒の容器の中に作用
電極（白金）と対極（銀）とが備えられ、円筒の一端がガス透過性膜（隔膜）にて外部と
隔てられ、外部より流入する酸素分子を２電極での電気化学反応にて検出し、一定の電位
（－６００ｍＶ　ｖｓ．Ａｇ）を２電極間に印加して、電気化学反応に伴う電流値の変化
として酸素を測定することができるものである。
【００２０】
　本発明のトルエン検出用センサシステムの原理について以下に説明する。本発明は、下
記に示す２種類の酵素反応に基づく。式（１）は、ブチリルコリンエステラーゼの反応で
あり、ブチリルコリンエステラーゼがブチリルコリンをコリンと酪酸に分解する。式（２
）は、式（１）における反応生成物コリンが、酸素の存在下、コリンオキシダーゼにより
ベタインに分解される反応である。ここで、式（１）の反応を触媒する酵素であるブチリ
ルコリンエステラーゼはトルエンによって、その活性が阻害されるので、トルエンの存在
下ではコリンの生成が減少又は消失する。コリンの生成量が減少又は消失することにより
、式（２）の反応の基質であるコリンの量が減少又は消失するため、反応（２）において
消費される酸素量が減少することから、コリンの生成量を測定することが可能となる。
　ブチリルコリン　→　コリン　＋　酪酸　　　　　　（１）
　コリン　＋　２Ｏ２　＋　Ｈ２Ｏ　→　ベタイン　＋　過酸化水素（２）
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【００２１】
　従って、コントロール（飽和酸素状態）の測定値と比較し、酸素消費量が減少している
場合には、ブチリルコリンエステラーゼが阻害されていることがわかり、従って、トルエ
ンが存在していることがわかる。本発明のトルエン検出用センサシステムは、酸素の消費
量を測定することが特徴であり、従って、飽和酸素状態で実施することが好ましい。また
、基質（ブチリルコリン）濃度を一定濃度にする必要がある。このため、本発明のトルエ
ン検出用センサシステムにおいては、一定濃度の基質を含み、酸素を飽和させた緩衝液（
例えば、リン酸緩衝液）を循環させながら測定を行うことが好ましい。
【００２２】
　次に、本発明のトルエンの検出方法について説明する。
　本発明のトルエンの検出方法は、トルエンによって活性が阻害される酵素が固定化され
た感応膜を用い、一定濃度の前記酵素の基質を含む反応槽内で酵素反応を実施し、前記酵
素反応の阻害活性を検出することを特徴とする。本発明のトルエンの検出方法は、上述し
た、本発明のトルエン検出用センサシステムを用いて実施することができる。
【００２３】
　本発明のトルエン検出用センサシステムを用いて、トルエンを検出する方法、すなわち
、本発明のトルエンの検出方法について、図面を参照しつつ説明する。図２は、本発明の
トルエン検出用センサシステムを用いてトルエンを検出する方法の概略図である。図２に
おいては、トルエン検出用センサ３０の先端が測定用試料室３２に挿入されており、緩衝
液貯蔵タンク３６とポンプ３４とが、測定用試料室３２とが流路３８によって連結されて
いる。緩衝液貯蔵タンク３６には、基質であるブチリルコリンが溶解したリン酸緩衝液が
貯蔵されており、また、このリン酸緩衝液は飽和酸素状態で存在する。ポンプ３４により
、緩衝液貯蔵タンク３６内の基質が溶解した緩衝液がくみ上げられ、基質が溶解した緩衝
液は測定用試料室３２内に入り、測定用試料室３２内に挿入されているトルエン検出用セ
ンサシステム３０の先端と接触するようになっている。
【００２４】
　トルエン検出用センサ３０の先端には、ブチリルコリンエステラーゼ及びコリンオキシ
ダーゼが固定化されており、この測定用資料室３２内で、上述した反応（１）及び（２）
が起こる。従って、トルエンが存在しない場合においては、緩衝液中の酸素が消費され、
トルエンが存在する場合には、酸素の消費量が減少するので、この酸素消費量を、トルエ
ン検出用センサ３０を構成する酸素電極により測定し、測定用試料室３２内で起こってい
る酵素反応を検出する。
　図２においては、注射器４０を用いて、試料皿３９内にトルエンを滴下し、滴下したト
ルエン量による、酸素消費量の測定実験を行うようになっている。また、この場合の測定
室内には、ファン４２が備えられており、環境中のトルエン濃度が一定になるようになっ
ている。
【００２５】
　図２においては、トルエン検出用センサ３０には、ポテンシオスタット等の電流測定器
４４が接続されており、トルエン検出用センサ３０を構成する酸素電極からの信号を受信
する。次いで、電流測定器４４に入力されたアナログ信号をデジタル信号に変換するＡ／
Ｄコンバータ４６と、該Ａ／Ｄコンバータ４６からの信号にて酸素電極からの情報をコン
ピュータ４８に送信し、かかるコンピュータ４８によりデータを解析することができる。
【実施例】
【００２６】
　以下に、実施例を示して本発明を具体的に説明するが、これらにより本発明は何ら制限
を受けるものではない。
　実施例１
　感応膜（酵素固定化膜）の製造
　ブチリルコリンエステラーゼ（２．１ｕｎｉｔｓ）、コリンオキシダーゼ（１．６ｕｎ
ｉｔｓ）及びＰＶＡ－ＳｂＱ（１００ｍｇ）をリン酸緩衝液（０．１ｍＬ）に溶解し、透
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析膜（孔径：２４オングストローム、膜厚：１５μｍ、テクニコン社製）に塗布し、次い
で、この透析膜を冷暗所にて１時間乾燥させた後、３０分間蛍光灯を照射し、光架橋法に
より酵素を包括固定化し、感応膜（酵素固定化膜）を得た。
　得られた感応膜を、酸素電極の先端部に密着させ、ナイロン製の網目ネットを接着させ
、次いでシリコンチューブリングを用いて装着させ、本発明のトルエン検出用センサを得
た。用いた酸素電極は、エイブル（株）製のＢＯ型溶存酸素電極である。
【００２７】
　実施例２
　ブチリルコリンの測定
　図１に示す装置を用いて、種々の濃度のブチリルコリン溶液の滴下に伴う酸素消費を測
定した。５０ｍｌビーカー中に満たした５０ｍｌのリン酸緩衝液にセンサ感応部を浸漬し
、１分間の出力安定を確認した。その後最終濃度が５０，１００，２５０，５００，７５
０，１０００，１２５０μＭとなるようブチリルコリンを滴下し、6分後までのセンサ出
力を測定した。結果を図３に示す。図３において、横軸は時間（分）を表わし、縦軸はセ
ンサ出力を表わす。なお、センサ出力としては、酸素飽和状態のセンサ出力との差の絶対
値で表わす。図３から明らかなように、ブチリルコリンの濃度に応じたセンサ出力が得ら
れることが分かった。
【００２８】
　実施例３
　次に、ブチリルコリン濃度が６００μＭの緩衝液を用い、同様に測定を行い、測定開始
６分後に、トルエン・メタノール溶液を０．５ｍＬ滴下した。この時のビーカー中のトル
エン濃度は５００μＭである。結果を図４に示す。図４において、横軸は時間（分）を表
わし、縦軸はセンサ出力を表わす。図４から明らかなように、トルエンが存在することに
より、酸素消費量が減少することがわかった。酸素消費量の減少は、コリンオキシダーゼ
の基質であるコリンの量が減少することの結果である。これは、ブチリルコリンエステラ
ーゼによってブチリルコリンの分解量が減少すること、すなわち、ブチリルコリンエステ
ラーゼの阻害が検出できることを意味する。これらより、本発明のトルエン検出用センサ
システムは、ブチリルコリンエステラーゼの活性を阻害する物質、すなわちトルエンの検
出に用いることができることがわかった。
【００２９】
　このトルエン検出用センサを用い、図２に示すトルエン計測系を構築した。トルエン検
出用センサ３０を測定用試料室３２に挿入し、緩衝液貯蔵タンク３６には、ブチリルコリ
ンが溶解したリン酸緩衝液が貯蔵されており、このリン酸緩衝液には酸素が飽和状態で溶
解している。ポンプ３４を稼働させることにより、緩衝液が流路３８を流れ、緩衝液は測
定用試料室３２に入り、トルエン検出用センサ３０の先端と接触する。ポンプ３４により
、緩衝液の流速を変えることができ、本実施例においては、１．０ｍｌ／分の速度で緩衝
液を流す。トルエン濃度は、注射器４０から試料皿３９にトルエンを滴下する量を変える
ことによって調整することができる。トルエン検出用センサ３０を構成する酸素電極によ
り、測定用試料室３２内を流れる緩衝液中の酸素濃度を測定し、その情報が電流測定器４
４に送られ、次いで、電流測定器４４に入力されたアナログ信号が、Ａ／Ｄコンバータ４
６によってデジタル信号に変換され、かかるデジタル信号がコンピュータ４８に送られデ
ータが解析される。
【００３０】
　実施例４
　図２に示すトルエン計測系を用いてトルエンガスの計測を行なった。注射器４０よりト
ルエンを、それぞれ、０．２２、５．５４、１１．０７μＬ、試料皿３９へ滴下し、環境
中のトルエン濃度を５、２５及び５０ｐｐｍとなるようにした。測定の結果を図５に示す
。図５において、横軸は時間（分）を表わし、縦軸はセンサ出力を表わす。なお、センサ
出力としては、酸素飽和状態でトルエンが存在しない場合のセンサ出力との差として表わ
す。図５から明らかなように、トルエン濃度が上昇すると、センサ出力は飽和酸素状態の
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センサ出力との差が大きくなることがわかった。これは、酸素消費量が減少することを意
味し、すなわち、トルエン濃度が上昇すると酸素消費量が減少することがわかった。この
データに従い、検量線を作成したのが図６のグラフである。図６において、横軸はトルエ
ン濃度の対数、縦軸はセンサ出力であり、酸素飽和状態でトルエンが存在しない場合のセ
ンサ出力との差で表わす。図６より、トルエン濃度が５～１００ｐｐｍの範囲ではセンサ
出力が直線を示すことがわかった。
　なお、図６に示す検量線は以下の式によって表され、相関係数は０．９９７であった。
　センサ出力＝－０．０２６＋０．０４６ｌｏｇ〔トルエン濃度（ｐｐｍ）〕
【図面の簡単な説明】
【００３１】
【図１】本発明のトルエン検出センサシステムにおいて用いられる、感応膜の製造方法を
概略的に示す図である。
【図２】本発明のトルエン検出用センサシステムを用いてトルエンを検出する方法の概略
図である。
【図３】種々の濃度のブチリルコリンの測定を行った結果を示すグラフである。
【図４】トルエンの測定を行った結果を示すグラフである。
【図５】トルエンガスの測定を行った結果を示すグラフである。
【図６】検量線を示すグラフである。
【符号の説明】
【００３２】
１０　透析膜　　　　　　　　　　１２　混合溶液
１４　蛍光灯　　　　　　　　　　１６　感応膜
１８　網目ネット　　　　　　　　２０　止め輪
２２　クラーク型酸素電極　　　　３０　トルエン検出用センサ
３２　測定用試料室　　　　　　　３４　ポンプ
３６　緩衝液貯蔵タンク　　　　　３８　流路
３９　試料皿　　　　　　　　　　４０　注射器
４２　ファン　　　　　　　　　　４４　電流測定器
４６　Ａ／Ｄコンバータ　　　　　４８　コンピュータ
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