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研究成果の概要（和文）：生体におけるD-アミノ酸についてはその生理活性が大きな注目を集めている。そこで
ラット脳組織中の遊離アミノ酸のDL比を明らかにすることを目指した。まず、遊離アミノ酸およびペプチド鎖中
のアミノ酸残基の絶対配置を光化学的に識別するプローブを開発した。アミノ酸の絶対配置を識別する部位を付
与した発光性シクロメタレート型イリジウム錯体（Ⅲ）を新たに合成し、それを用いたアミノ酸誘導体の光キラ
ルセンシングやエナンチオ選択的センシングに成功した。また振動円二色性分光法を用い、D-アミノ酸分析手法
を確立した。次に、ラットの小脳と大脳からアミノ酸を抽出し、それらをラベル化してHPLC法によるDL分析手法
を確立した。

研究成果の概要（英文）：The present work was motivated by the recent attention to the presence of 
D-amino acids in animals and also to their biological activities. It was attempted to determine the 
DL ratios of amino acids in the rat brain. Firstly a new type of a probe for detecting amino acids 
was developed on the basis of an emitting iridium(III) complex. The results may promise a 
possibility of developing an in situ photo-sensor of amino acids in biological systems. Secondly, 
for the purpose of in vivo analyses of a D-amino acid in proteins, vibrational circular dichroism 
(VCD) was applied for isoleucine with two chiral centers. The work provides the first experimental 
VCD report of isoleucine in a solid state. Thirdly the free amino acids in the cerebellum and 
cerebrum of rats were extracted and their DL analyses were attempted. The extracted amino acids were
 labelled for spectroscopic detection. The method of determining the DL ratio of a labelled amino 
acid chromatographically has been established.

研究分野： 神経解剖学

キーワード： アミノ酸DL変換　光キラルセンシング　D-アミノ酸　光学分割法
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研究成果の学術的意義や社会的意義
従来生体中のアミノ酸はDNAの遺伝情報からL体に限られることが想定されてきたが、近年の分析技術の進歩か
ら、D体がかなり普遍的に見出されることがわかった。目標アミノ酸がD体である場合に限って発光するプローブ
を用いて、ラットの小脳と大脳のアミノ酸のDL分析手法を確立した。D-アミノ酸が関与していると推定されてい
る様々な生命活動（皮膚組織の再生、老化、アルツハイマーなどの疾病）などについて分子レベルからの解明に
つながるものと思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

DNA コドンから読み込まれリボソーム中で生合成されるアミノ酸は L 体に限られ、このこ
とから生体中でもアミノ酸は L 体からなると考えられてきた。ところが最近、生体中のさま
ざまな組織中に D-アミノ酸が見出され、その存在と生理機能（加齢や疾病（アルツハイマー
病など））との関係が注目されるようになった。例えば、外皮膚などの組織からの分泌物中に
D-アミノ酸が結合したタンパク質あるいはペプチドオリゴマーが見出され、これらの場合に
おける D 体の由来やその生理活性機能が大きなテーマとなっている（W. Kakegawa et al. Nature 
Neuroscience. 14, 603-611 (2011)など）。 
この分野の研究においては、絶対配置を

含めたアミノ酸分子の分析手段が不可欠
である。従来この目的のためには、タンパ
ク質を分解しその後の試料に対してキラ
ルカラムを用いたHPLCアミノ酸分析が行
われてきた（N.Fujii, J. Chromatography B, 
879, 3141 (2011)）。これに対して、in vivo
において特定のタンパク質中のアミノ酸
の絶対配置を調べることは極めて困難で
あり、それを達成するためのプローブは未
だ得られていない。 
我々はここ数年ある種のイリジウム

（Ⅲ）錯体が高発光性を示すことに着目し、
不斉構造を有する（キラルな）イリジウム
（Ⅲ）錯体を合成し、それを用いた不斉識
別法（キラルセンシング）の開発のための
研究を行って来た（図１）（例えば、H. Huo Nature 2014,515, 100 (我々の研究のレビューが引用
されている（H. Sato et al. J. Photochem. Photobiol. C 8, 67, (2007））、H. Sato et al. New Journal of 
Chemistry, 34, 617 (2010)（Hot article に選出、アクセス数トップ 10 位内/2010 年 4 月）、Lu et al. 
Chem. Soc. Rev., DOI:10.1039/c5cs00246j8 (2015)(我々の研究成果の 3報が詳細に紹介されてい
る)）。中でもイリジウム（Ⅲ）錯体の特徴として安定なキラル構造に着目し、陽イオン性キラ
ル錯体を用いてキラルな金属錯体の立体選択的消光を利用したセンシングに成功した (H. Sato 
et al. Chem. Lett., 40, 63 (2011))。 
 
２．研究の目的 
本研究では以下の二つのことを目指した。（１）遊離アミノ酸およびペプチド鎖中のアミノ酸

残基の絶対配置を光化学的に識別するプローブを開発する。具体的には、発光性金属錯体とし
てシクロメタレート型イリジウム錯体（Ⅲ）を取り上げ、その錯体にアミノ酸の絶対配置を識
別する部位を付与することを試みた。すなわち、これまで生体で使用されるプローブは特定の
抗体に結合する発光性有機分子あるいは金属錯体が用いられ、認識（抗体）と発光(有機分子ま
たは金属錯体)とはそれぞれ別の部位で行われているのに対し、キラルイリジウム（Ⅲ）錯体は
発光部位そのものが認識機能を持つため、アミノ酸の絶対配置の識別が可能である。（２）生体
脳組織で D 体を含むタンパク質を探索する。アミノ酸の DL 分析法を検討し、生体で未だ D-
アミノ酸の存在が報告されていない神経細胞に対して、D 体を含むタンパク質の探索を試みた。 
 
３．研究の方法 
３．１ 発光性イリジウム錯体の合成とアミノ酸キラルセンシング 
アミノ酸と相互作用する可能性のあるキラルなペプチド基を

付与したイリジウム錯体を新たに 2 種類合成した。特異的相互
作用を起こさせる目的で、キラルなアミド基を持つイリジウム
(Ⅲ)錯体を合成した(図２)。ここで配位子としては、
4,4’-bis((R-1,2-dimethylpropyl)-aminocarbonyl)-2,2’-bipyridine を用
いた。アミノ酸の配位したイリジウム錯体の合成を行い、得ら
れた錯体の光学分割手法を確立した。配位したアミノ酸の DL
に応じて、錯体の発光特性がどのようになるかを調べた。 
３．２ 振動円二色性分光法（VCD）を用いたアミノ酸分析 
 VCD 法はキラル分子を検出する方法であり、紫外可視部に吸
収のない分子に適用できるという利点があるため、アミノ酸の
分析に応用することにした。しかしながら VCD 法はそのシグナ
ルの強度が極めて小さいことが欠点であるため、本研究では D-アミノ酸の検出のために、KBr
錠剤を用いた固体 VCD 法の適用を検討した。 
３．３ ラット脳における遊離アミノ酸の DL 分析 
このテーマに対する研究内容としては、（i）ラット脳の小脳と大脳からアミノ酸を抽出し、

(ii)それらをスペクトル測定のために最適なラベル化剤によってラベル化し、(iii)疎水性カラ
ムを用いた HPLC 法によって各種アミノ酸を分離精製し、最終段階として(iv)キラルカラムを

 

図１.本研究の概要（Ｄ体アミノ酸のセンシ

ング） 

 

図２ 合成した 

イリジウム錯体の例 



用いた HPLC 法によって D 体と L 体の比を求めることを行った。 
 
４．研究成果 
４．１ キラルイリジウム錯体を用いたアミノ酸センシング 

発光性イリジウム(Ⅲ)錯体に対するアミノ酸のキラルセンシングを調べた。イリジウム錯体
の光学分割よりキラルな体、体のイリジウム錯体を得た。このようにこの錯体は中心金属ま
わりの配位異性と配位子の不斉炭素の２つのキラリティを有している。アミノ酸分子との DL
トリプトファンメチルエステル(DL-Tyr-Me)において顕著な消光作用がみられた。これは、トリ
プトファンの側鎖のインドール基がエネルギーを受
けとる役割をするためであると推定した。アミノ酸
エステルによる消光作用が現れるためには、発光錯
体の寿命がある程長いことが必要条件であることが
わかった。さらに R- あるいは S-ジニトロベンゾイ
ル化アラニンメチルエステル（R- or S-DNB-Al-Me）
を消光剤として、エナンチオ選択性が表れることが
わかった（図３）。ここから DNB-Al-Me 分子が発光
性錯体に近づくときに、消光作用のある
dinitrobenzoyl 基とプロペラ状に配位した三つの配位
子、および配位子側鎖のキラルな aminocarbonyl 基と
が同時に相互作用してキラル識別が可能になること
が推論された。ここでみられたようなエナンチオ選
択性はわずかなエネルギー差に起因すると考えられ
る。このような場合には温度(熱運動) の影響を受け
ることが予想される。そこで、温度依存性を調べた。
温度の低下とともに消光作用は増大するが、その程
度はより高い消光作用を示す組合せのほうが大きく、結果としてエナンチオ選択性は低温程、
顕著になることがわかった。次に、エナンチオ選択性を過度光測定によって調べた。この結果
からも、DNB-Al-Me が消光剤として働き、錯体の発光寿命を短くすることがわかった。しかも
R-DNB-Al-Meの方がS-DNB-Al-Meよりも大きくエナンチオ選択性が表れることを示している。
この結果は、定常光を用いた実験とよく一致した。以上のように、今回新たに合成した発光性
イリジウム(III) 錯体においては、Ir(III)イオンの周りのキラリティ(Δ、Λ)と配位子に結合した
aminocarbonyl 基のキラリティ(R、S) の両者の協同的な作用によって、アミノ酸へのエナンチ
オ選択性が表れることがわかった（New J. Chem. 41, 2780-2785 (2017)）。 
 

４．２ 振動円二色性分光法を用いたアミノ酸分析 
単体のアミノ酸のキラリティ分析に対する振動円二色性分光法（VCD）法の有効性を検討し

た。この手法をアミノ酸に適用する場合には、アミノ酸が水溶媒にしか溶けないという問題が
生じた。そこで、発想を変えて、まず、固体状態での測定を試みることにした。しかしながら、
固体状態の測定では、直線二色性による偽シグナルの影響などもあり、真のシグナルの検証が
困難である。このため反対のエナンチオマーで対称なシグナルが得られること、透明なサンプ
ルを作成できること、ラセミ体ではシグナルがでな
いこと、サンプルを回転させてもシグナルが反転し
ないことなどで検証をおこなった。ここでは２つの
キラルセンターをもつイソロイシンの分子構造の解
析に挑んだ。その結果、イソロイシンは良好なシグ
ナルが得られることがわかった。その結果、イソロ
イシン中の二つの不斉炭素に由来する VCD 吸収の
符号がそれぞれ独立には決まらず、両者のキラリテ
ィに相互依存していることがわかった（図４）。これ
はペプチド中のアミノ酸の RS を同定する上で、着
目する分子の VCD 吸収の符号に対して隣接したア
ミノ酸のキラリティが影響を与える可能性があるこ
とを示している。 通常感度がわるく微弱シグナルで
ある VCD シグナルをきれいに測定できたことも一因として、今回 Editor’s Choice ということで
受理された（Chem.Lett., 46、449, (2017)）。 
 

４．３ ラット脳内の遊離アミノ酸の DL 分析 
まずラットの脳（小脳、大脳）をホモジナイズ後に水を用いて遊離アミノ酸の抽出を行った。

試料は－4℃で冷凍保管した。並行して、アミノ酸分子のスペクトル分析における検出のために
各種ラベル化剤を用いたラベル化を検討した。その結果、ラベル化剤としては、
4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazole（NBD-F と略称）が最適であることが解った。水・アセトニ
トリル混合溶媒中でホウ酸緩衝液を加えてラベル化反応を起こさせた。この試薬の問題点とし
ては、アミノ酸との反応によらなくてもホウ酸緩衝液中で自発的に反応が起こり、ラベル化ア

 
図３ R- あるいは S-ジニトロ 
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ミノ酸と類似の吸収スペクトルを示すことがある。それ故、次に述べるアミノ酸の HPLC 分析
ではこの点に特に注意した。 
次に逆相カラムを用いてラベル化アミノ酸の分

析方法を確立した。カラムとして TSK-gel 
CDS-100Z（TOSOH）を用い、リン酸水溶液、ア
セトニトリル、メタノールの比率を変えるグラジ
エント法によって分析した。ラベル化したヒスチ
ジン、グルタミン、セリン、グルタミン酸および
アラニンの混合液を注入したときのクロマトグラ
ムを図５に示した。図５で X と示したのはアミノ
酸と反応しなかった NBD-F の生成物である。グル
タミン酸は X の直後に遊離してくるので、逆にこ
のことからグルタミン酸の同定が容易となること
に着目した。 
続いてラベル化アミノ酸の DL 分析のために、

キラルカラムを用いた分割法を検討した。その結
果、カラムとしては SUMICHIRAL OA-3200R 
(SUMICA)、溶離液としてはクエン酸メタノール
によって各種アミノ酸の分割を達成した。ラベル
化グルタミン酸のキラルカラムによる光学分割に
おいては、最初のピークが L 体、次のピークが D
体であった。溶離初期のバンドはアミノ酸と反応しなかった NBD-F の生成物に起因した。 
 現在、以上の結果を基に、生体試料中のアミノ酸の DL 分析（とくにグルタミン酸に着目）
を進めている。今後は得られた結果をさらに発展させて、種々の環境下（加齢、ストレス等）
におけるラットに対して分析を行い、脳中のアミノ酸について DL の生理活性に対する影響を
明らかにする予定である。 
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