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研究成果の概要（和文）：　血液中のアミノ酸濃度測定が、犬および猫の腫瘍における遠隔転移の有用な指標に
なりうるかどうかを検討した。まず、犬における簡便かつ迅速な血漿中アミノ酸濃度分析法を確立した。また、
犬の食餌摂取が血漿中のアミノ酸摂取に大きく影響することを確認した。空腹時血漿を用いて、犬の脳腫瘍にお
ける血漿中アミノ酸濃度変化を測定したところ、特徴な変化を見出した。これらの結果より、犬あるいは猫にお
いて血漿中アミノ酸濃度変化は遠隔転移指標として使用可能である可能性が示された。

研究成果の概要（英文）： In this study, the efficiency of plasma free amino acids levels (PFAA) as a
 metastasis factor for canine and feline cancer is investigated. We developed the simple and quick 
analysis method for canine PFAA levels. We observed food intakes affects PFAA levels in dogs. In the
 canine brain tumor patients, some PFAA levels were altered according to the brain tumor. These 
results indicate that we might tumor metastasis by measuring PFAA levels in companion animals.

研究分野：臨床獣医学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 近年では代謝産物の網羅的解析を行うメ
タボローム解析等の発達により、腫瘍の代謝
に関する研究はますます盛んになっている。
Hirayamaらは、ヒトの腫瘍化した組織中に
は正常な組織（胃、大腸）と比較しグルコー
スが少なく、乳酸や解糖系中間代謝産物が多
く存在することおよびアミノ酸要求量が増
加していることを報告している（Cancer 
Research, 69, 4918-25, 2009）。Miyagiらは
乳がん、大腸がん、胃がん、肺がんおよび胃
がん患者では、早期より末梢血中のアミノ酸
濃度に変化が生じることを報告している
（PLoS One, 6, e24143, 2011）。さらには、
代謝物の変動は腫瘍の臨床ステージの進行
に従って変化することも示されている。これ
らの知見をもとに、ヒト医学領域では癌の代
謝をターゲットとした診断指標の作製が進
められている。 
 申請者らは、世界に先駆けて乳腺腫瘍罹患
犬の末梢血中のアミノ酸濃度測定を実施し
た（Azuma et al., 2012, 13, 433-6）。乳腺腫
瘍罹患犬では、末梢血中アミノ酸濃度が減少
することを報告している。特に、アスパラギ
ン酸とオルニチン濃度は遠隔転移例で有意
に減少していた。これらの結果は、遠隔転移
例のほうが生体でのアミノ酸要求量が高い
ことを示唆している 
 
２．研究の目的 
 現在の動物医療では、簡便・低侵襲ながん
遠隔転移指標は存在しない。本研究では、犬
および猫の腫瘍自然発症例を用いて末梢血
のアミノ酸および関連代謝産物から、広く臨
床現場で汎用される腫瘍の遠隔転移指標(マ
ーカー)の樹立を行うことを最終的な目的と
した。 
その目標を達成するために、まず犬および
猫における血液中アミノ酸濃度測定の迅速
かつ比較的簡便な方法の確立を行う。次に、
食事摂取、検体採取時間、犬および猫の種・
性別・年齢および各背景疾患が血液中アミノ
酸濃度測定に及ぼす影響を調査する。それら
をもとに、血液中のアミノ酸濃度測定が腫瘍
の遠隔転移の有用な指標になりうるかどう
かを明らかにすることを、研究目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)プレカラム誘導体化法による犬および猫
の血液中アミノ酸濃度分析法の確立 
 誘導体化試薬として o-フタルアルデヒド
を用い、プレカラム誘導体化法による犬の血
漿中アミノ酸濃度分析を行った。血漿 25μL
に対し、225μLのメタノールで徐蛋白後、遠
心分離によって得た上清を分析に供した。特
に、最も煩雑な誘導体化について、オートサ
ンプラを使用することで時間及び労力の削
減を試みた(図 1)。 
 
 

 
図 1．プレカラムアミノ酸法(前処理)の概要 
 
 
(2)各種項目が血液中アミノ酸濃度に及ぼす
影響 
 食餌摂取、血液の採取時間が血漿中アミノ
酸濃度に及ぼす影響を、ビーグル犬から経時
的に採血を実施することにより検討した。血
漿分離後は、(1)の方法に従いアミノ酸濃度
分析を実施した。 
 また犬の性別、年齢、犬種および疾患が血
漿中アミノ酸濃度に及ぼす影響を動物診療
施設に来院した犬の血漿をランダムに採
取・収集し検討した。アミノ酸濃度分析法は、
(1)の方法に従った。 
 
(3)脳腫瘍における血液中アミノ酸濃度変化 
 脳腫瘍と診断された犬 12 頭、臨床上健康
な犬 16 頭および特発性てんかんと診断され
た犬 8頭を対象とした。血漿中のアミノ酸濃
度分析は(1)の方法に従い実施した。 
 
４．研究成果 
(1)プレカラム誘導体化法による犬および猫
の血液中アミノ酸濃度分析法の確立 
 プレカラム誘導体化法においても、ポスト
カラム誘導体化法と同様に、犬の血漿中アミ
ノ酸濃度分析が実施可能であることが確認
された。特に、分析時間の短縮が可能となり、
1検体当たり約30分での分析が可能であるこ
とが示された。 
 
(2) 各種項目が血液中アミノ酸濃度に及ぼ
す影響 
 各種要因が血漿中アミノ酸濃度に及ぼす
影響を検討した。最も顕著に血漿中アミノ酸
濃度に影響を及ぼすのは、食餌の摂取であっ
た。分岐差アミノ酸を中心に食後 1-2 時間後
には食事前に比べその血漿中濃度は約
2-30％上昇した。しかし、食後 4時間以降で
は血漿中アミノ酸濃度の上昇は確認されな
かった(図 2)。また、血漿中アミノ酸濃度の
明らかな日内および日間変動は確認されな
かった(図 3)。 
 また、性別による血漿中アミノ酸濃度の差



異は確認されなかった。年齢および犬種によ
る血漿中アミノ酸濃度の差異がある可能性
が示唆される結果を得ている。また、各種疾
患(腎疾患、肝疾患、糖尿病など)による血漿
中アミノ酸濃度の特徴的変化があることも
明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2．犬の食餌後の分岐鎖アミノ酸濃度変化 
 投与 2-3 時間後に、投与前と比較して分岐
鎖アミノ酸濃度の上昇が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 3．犬の必須アミノ酸の日間変動 
 日間変動は確認されなかった。 
 
 
(3) 脳腫瘍における血液中アミノ酸濃度変
化 
 脳腫瘍症例では、健常な犬と比較し血漿中
イソロイシン、アラニンおよびプロリン濃度
の有意な上昇が確認された。また、特発性て
んかんの症例ではこれらアミノ酸の有意な
変化は観察されなかった(図 4)。 
 
上記より、血漿中アミノ酸濃度は各腫瘍の
肺のみならず脳への遠隔転移の指標となり
うる可能性が明らかとなった。併せて、より
臨床上有用な指標として使用するためには、
各種背景疾患等も考慮する必要があること
が示された。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4．脳腫瘍における血漿中アミノ酸変化 
 C はコントロール(健常)、BT は脳腫瘍、EP
は特発性てんかんの症例を示している。アラ
ニン、プロリンおよびイソロイシンにおいて
脳腫瘍にて血漿中濃度の有意な上昇が確認
された。 
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