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研究成果の概要（和文）：　LC-MS/MSに最適な光学活性カルボン酸測定用として、(S)-PyT-N、PCP2、DMT-3(S)-Apyを
創製した。一方、光学活性アミン分析用として、(R)-PyT-C、DMT-L-Pro-OSuおよびL-PGA、L-PGA-OSuを開発した。また
L-PGA に安定同位体を導入したL-PGA-d5を合成した。L-PGA とL-PGA-d5を用いることで、試料のマトリックスに影響を
受けることなく精度の高い光学異性体比の測定が可能となった。一方、DMT-3(S)-Apyを糖尿病患者唾液の測定に応用し
たところ、健常者と比較し、糖尿病患者では、D-乳酸の割合が優位に高いことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： This study deals with the synthesis of new chiral derivatization reagents for 
the enantiomers of amines and carboxyls in LC-MS/MS analysis and their application to chiral 
metobolomics.
 (S)-PyT-N, PCP2 and DMT-3(S)-Apy were designed and synthesized as the reagents for chiral carboxyls, 
whereas (R)-PyT-C, DMT-L-Pro-OSu, L-PGA and L-PGA-OSu were developed for chiral amines. L-PGA-d5, an 
isotopic valiant of L-PGA, was also synthesized to avoid the matrics effect in LC-MS analysis. The 
precise determination of D/L-amino acids was performed using the light and heavy reagents. Furthermore, 
DMT-3(S)-Apy was applied for the determination of carboxyls in saliva of diabetic patients. The ratio of 
D/L-lactic acids in the saliva of diabetic patients was higher than that of healthy persons. This result 
suggests that the determination of chiral metabolites is efficient for biomarker discovery related for 
some diseases.

研究分野： 分析化学
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１．研究開始当初の背景 
我々の体内には、アミノ酸や乳酸のように

多種多様な光学異性体分子が存在している
が、長い間、一方のエナンチオマーのみが活
性を有すると信じられていた。しかし、D-ア
ラニンや D-セリンのようにある種の D-アミ
ノ酸が、何らかの生理作用を有することが確
認されており、疾病との関連も注目され始め
ている。しかし、この様な例は、ごく限られ
た分子であり、バイオマーカー候補として抽
出された化合物は、既存の良く知られたもの
がほとんどである。 
近年、全代謝物の網羅的測定によるメタボ

ライトプロファイリング解析から低分子の
バイオマーカーを探索する試みが盛んに行
われているが、光学異性体群をメタボライト
プロファイリングの対象に加えて議論して
いる例は報告されていない。ましてや光学異
性体分子と疾病との関連性を網羅的な解析
によって考察した報告は皆無である。従って、
これら光学異性体の網羅的なプロファイリ
ング解析は、ほとんど手付かずの状況でブラ
ックボックスとなっており、正確な光学異性
体の把握は、今後のメタボローム研究におい
ては、必要不可欠な研究領域と考えられる。 
そこで、本研究では、光学異性体を識別で

き、高感度且つ選択的測定が可能な各種官能
基別光学活性標識試薬の創製を行う。また、
定量精度の高い光学異性体のメタボライト
プロファイリング解析を実施するため、同一
構造を有する安定同位体含有標識試薬も同
時に合成し、疾病の診断等を目的としたバイ
オマーカー探索研究を展開した。 

 
２．研究の目的 
 我々はこれまで、メタボライトフィンガー
プリンティング法による疾患モデル動物を
用いたバイオマーカー探索研究を行って来
たが、他の研究者と同様に光学異性体に関す
る情報は全く得られていなかった。しかし、
今後メタボローム研究を展開するには、光学
異性体代謝物の全体像を把握することは避
けて通れないと考え、本研究を計画した。 
本研究は、光学異性体を対象とした網羅的

メタボロームプロファイリングを可能とす
る、高機能、高選択的、高感度標識試薬およ
び同一構造を有する安定同位体含有標識試
薬の創製を研究の柱とした患者および未病
者（境界領域者）に特異的なバイオマーカー
探索研究である。開発する試薬は、光学異性
体を識別する部位と各官能基を持った化合
物を選択的に検出するための部位とMSによ
る 高 感 度 測 定 を 可 能 と す る Selective 
Reaction Monitoring (SRM)検出部位を兼ね
備えたトリファンクショナルなインテリジ
ェント標識試薬である。  
本研究が達成され、有用なバイオマーカー

の探索システムが構築されれば、これまでブ
ラックボックスとなっている多種多様な光
学異性体代謝物の存在状況を明確にするこ

とができるため、疾病に関連した光学異性体
バイオマーカー分子が検出できる可能性が
あり、光学異性体の疾病との関連性や疾病の
早期診断および治療効果の判定等に有効と
なり、健康長寿社会の実現に寄与することが
期待できる。 
 
３．研究の方法 
従来の網羅的メタボローム解析を行った

としても、健常者と患者間の光学異性体のプ
ロファイリングを行うことは出来ず、メタボ
ローム解析において現時点では手付かずの
状況である。そこで、光学異性体を識別でき、
高感度、高選択的な各種官能基別光学活性標
識試薬の開発を実施する。試薬のデザインは、
大別して３つの部位（光学異性体識別部位、
各官能基に選択的な反応部位、MS 測定におけ
る高感度検出部位）に分けて考えた。 
血液や尿の中には、数千を超える代謝物を

含めた低分子化合物が、多種多様に混在し、
その濃度も極端に異なっている。これら代謝
物の多くは、アミノ基、カルボキシル基等の
官能基を有している。これらの官能基を有す
る光学異性体を識別するには、光学活性部位
（不斉炭素）の導入が不可欠である。我々の
これまでの研究から、分析対象化合物と試薬
の２つの不斉炭素の距離が近く反応後のア
ミド形成が分離に有利である。また、MS/MS
測定に有利な試薬とは、試薬の分子が比較的
小さく水溶性であり、Selective Reaction 
Monitoring (SRM)測定のために、安定なプロ
ダクトイオンが得られるものである。これら
の条件を満たすものとして、ピリジン分子お
よびトリアジン分子に着目し試薬をデザイ
ンし合成した。更に、MS による検出感度の測
定は、MS/MS 測定によるプロダクトイオンの
生成量等により判断した。また合成した試薬
については、各官能基に対する選択性、反応
性（反応の経時変化）、試薬の安定性、試薬
の溶解性、誘導体の安定性、MS 感度、等を詳
細に検討し、新規合成試薬の有用性を検証後、
各官能基に選択的で高感度検出が可能な光
学異性体識別試薬を選定した。 
更に選別された試薬を用いて、非侵襲的な

試料である唾液中のメタボライトプロファ
イリング解析を合せて実施した。唾液は、空
腹時または朝食後２時間以上経過後に、直接
唾液採取チューブを使って採取した。採取後
ただちに有機溶媒を添加し、除タンパク、次
いで遠心分離後、試料溶液とし、分析開始時
まで-80℃で保存した。なお、試料の糖尿病
患者唾液は、静岡県立大学の研究倫理審査承
認後に沼津市立病院の協力を得て採取した。 
 
４．研究成果 
 本研究は、光学異性体を識別でき、且つ高
感度選択的検出が可能な各官能基別標識試
薬の創製と、これら開発した試薬群を用いた
疾病に関連した不斉炭素含有光学異性体バ
イマーカーの探索を目的とし実施した。 



 はじめに、LC-MS/MS に最適な各官能基別標
識試薬の合成と基礎検討および評価を行っ
た。その結果、光学活性カルボン酸測定用の
光学活性誘導体化試薬として、(S)-PyT-N、
PCP2、DMT-3(S)-Apy を創製した。一方、光学
活性アミン分析用として、(R)-PyT-C、
DMT-L-Pro-OSu および L-PGA、L-PGA-OSu を開
発した。L-PGA は、安価な試薬であり、DL－
アミノ酸の検討から光学識別能も優れてい
たが、活性化試薬を併用する必要があった。
そこで、その活性型であるコハク酸イミド体
を新規合成した。この L-PGA-OSu は、反応性
が高く、少量の塩基を加えるのみでアミン類
と定量的に反応が進行した。また L-PGA に安
定同位体を導入した L-PGA-d5 を合成した。
L-PGA と L-PGA-d5を用いることで、MS測定に
おいてマトリックスに影響を受けることな
く精度の高い光学異性体比の測定が可能と
なった。一方、光学活性カルボン酸用として
開 発 し た ト リ ア ジ ン 骨 格 を 有 す る
DMT-3(S)-Apy により、高感度測定が可能とな
り、カルボン酸類の検出限界は amol レベル
であった。本試薬を糖尿病患者唾液の測定に
応用したところ、健常者と比較し、糖尿病患
者では、D-乳酸の割合が優位に高かった。こ
のことは、光学異性体が、ある種の疾病の診
断バイオマーカーになり得ることを示唆し
ており、本研究の方向性が正しいことを証明
した。 
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