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研究成果の概要（和文）：D体とL体を識別するキラルアミノ酸分析により、アミノ酸代謝障害の鋭敏な診断を可能にす
る高感度選択的な分析法を開発し、モデル動物を用いて有用性を検証した。キラルアミノ酸プロファイルは疾病時に劇
的に変化する場合がある。本研究ではタンパク質構成アミノ酸に加えて代謝マップ上の様々な微量アミノ酸を対象とし
、芳香族アミノ酸、分岐鎖アミノ酸、含硫アミノ酸の代謝障害、尿素サイクル異常などにおいて、光学異性体を識別す
る多次元HPLC分析法の開発を行った。その結果、いずれの疾患においても対象アミノ酸が血中・尿中で良好に分析可能
であり、従来のアミノ酸分析では得られない新たなバイオマーカー候補が発見された。

研究成果の概要（英文）：By using chiral amino acid analysis discriminating the enantiomers, highly 
sensitive and selective analytical methods have been designed and applied to various animal models. 
Chiral amino acid profiles sometimes drastically change in the tissues and physiological fluids under 
disease conditions. In the present study, various metabolic related amino acids were selected as the 
analytical targets, and enantioselective multi-dimensional HPLC systems have been developed for the 
diagnosis of the metabolic disorders of aromatic amino acids, branched aliphatic amino acids, 
sulfur-containing amino acids and urea cycle. As a result, target amino acid enantiomers could be 
determined without severe interference in the plasma and urine, and possible biomarkers were found.

研究分野： 物理系薬学

キーワード： 分析化学　メタボロミクス　アミノ酸　光学分割
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１．研究開始当初の背景 
アミノ酸代謝障害は、代謝関連酵素が欠損

または正常な活性を示さないために生じ、フ
ェニルケトン尿症などの芳香族アミノ酸代
謝障害、メープルシロップ尿症などの分岐鎖
アミノ酸代謝障害、ホモシスチン尿症などの
含硫アミノ酸代謝障害、シトルリン血症など
の尿素サイクル障害といった様々な疾患が
存在する。これらは代謝上流のアミノ酸蓄積
や、下流のホルモンなどの不足が原因で発症
するが、症状はいずれも発育障害、知能障害、
嘔吐、痙攣など極めて類似しており、外見で
の鑑別は困難である。一方でアミノ酸代謝障
害は、代謝マップでの障害部位が特定される
と適切な食事療法が著効を示すことが多く、
重篤な知能障害、発育障害などの発症を防止
するため一刻も早い診断と早期治療の開始
が切望される。 
現在、アミノ酸代謝障害の診断にはアミノ

酸分析が世界中で汎用されており、重篤な症
例には有効である。一方で出生時は正常と診
断されながらアミノ酸蓄積と共に発症する
症例も多く、軽症期、発症早期の診断を可能
とする鋭敏な指標が求められている。従来の
アミノ酸分析装置はアミノ酸の光学異性体
（D 体と L 体）を区別できないが、最近、分
析技術の進歩に伴って様々な微量 D-アミノ
酸がヒトを含む哺乳類体内に存在し、生理的
意義を有することが明らかになってきた。応
募者はこれまでの研究において、D 体と L 体
を区別することで従来のアミノ酸分析値よ
りも数倍から数十倍の変動を示す鋭敏な指
標が存在することを見出し、これをアミノ酸
代謝障害の早期診断に利用することで罹患
者の生涯 QOL を大きく改善できると考え、
本研究の申請を行った。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、D 体と L 体を区別するキ

ラルアミノ酸メタボロミクスにより、アミノ
酸代謝障害の網羅的かつ鋭敏な診断法を構
築すること、並びに診断法構築に資する高感
度かつ高選択的な分析法を開発することで
ある。応募者はこれまでの研究で微量 D-アミ
ノ酸の精密分析装置を多数開発するととも
に、哺乳類体内における D-アミノ酸の分布や
動態、生理的意義の解析を行ってきた。特に
平成 20 年にはタンパク質構成全アミノ酸光
学異性体の一斉分析装置を世界で初めて完
成させ、これらの装置を用いてキラルアミノ
酸に着目した新規生理活性分子やバイオマ
ーカーの探索を行ってきた。 
キラルアミノ酸の D 体は、正常時には生体

内に殆ど存在しない微量な光学異性体であ
り、疾病時に大きな含量変化を示す場合があ
る。また、応募者は様々な微量アミノ酸光学
異性体がヒトの血液や尿にも存在すること、
出生前診断に用いる羊水中にも存在するこ
とを明らかにしてきた。これらの予備試験結
果は D 体と L 体を切り分けた「キラルアミノ

酸メタボロミクス」によりアミノ酸代謝障害
の網羅的かつ鋭敏な診断法が構築できる可
能性を示している。そこで本研究では代謝関
連アミノ酸をターゲットとし、光学異性体を
識別する高感度選択的多次元分析法を構築
すると共に、アミノ酸代謝障害を対象とした
診断法の構築を検討する。 
 
３．研究の方法 
アミノ酸代謝障害を網羅的に診断するた

め、タンパク質構成全アミノ酸 20 種に加え
て代謝マップに存在する様々な関連アミノ
酸を分析対象に加え、「代謝障害関連キラル
アミノ酸メタボローム一斉分析装置」を開発
する。対象疾患は代表的な代謝障害から「芳
香族アミノ酸代謝障害」、「分岐鎖アミノ酸代
謝障害」、「含硫アミノ酸代謝障害」、「尿素サ
イクル障害」を選択し、分析法を構築すると
共にモデルマウス等を用いて新規診断指標
の探索を行う。 
各種アミノ酸代謝障害の関連アミノ酸と

して、芳香族アミノ酸代謝障害では DOPA、
分岐鎖アミノ酸ではアロイソロイシンなど
を選択する。含硫アミノ酸ではホモシステイ
ン、ホモシスチン、尿素サイクル障害ではオ
ルニチン、シトルリンなどを選択し、分析条
件を検討・確立する。分析には微量アミノ酸
光学異性体の選択的分析が可能な二次元
HPLC を用いる。分析の鍵はマトリクス由来
の夾雑成分との分離であり、分離条件の精査
は実際の対象マトリクスとなる血漿、尿等を
用いて検討する。なお、分析装置は微量成分
の選択的定量を可能とする二次元 HPLC とし、
長時間の全自動分析を実施するため、長寿命、
省エネルギー型青色 LED 蛍光検出器のデザ
インと搭載を行う。 
 
４．研究成果 
タンパク質構成アミノ酸と比較し、アミノ

酸代謝マップに存在する「非タンパク質構成
アミノ酸」の含量は極めて微量である。従っ
て高い感度と高い選択性を有する分析装置
の開発が必須である。そこで各アミノ酸代謝
障害をターゲットとし、代謝関連アミノ酸の
光学異性体を識別する二次元 HPLC 分析法の
開発を行った。二次元 HPLC 法の開発に当た
っては、長寿命型の LED 蛍光検出器を新たに
デザインし、キラルアミノ酸分析に特化した
長寿命、ワイドレンジ検出器の試作・評価を
行った。その結果、従来型の検出器と比較し
て 90％以上の消費電力を削減しつつ、50 倍
の寿命を有する新たな検出器の開発が達成
された。 
これらの技術を導入した二次元分析装置

により、各疾患におけるキラルアミノ酸分析
システムを開発すると共に、モデル動物によ
る評価を行った。芳香族アミノ酸ではフェニ
ルアラニン、チロシンに加えて 3,4-ジヒドロ
キシフェニルアラニンを分析対象とし、分離
条件を精査すると共に二次元 HPLC の構築を



行った。その結果、一次元目は 1 m 長のキャ
ピラリーモノリス型 ODS カラムを使用し、
高アセトニトリル含量での分離を行うこと
で 100 分以内で良好な相互分離が得られた。
二次元目の光学分割についてはオリジナル
デザインのカラムを含めた様々なパークル
型固定相を検討した結果、L-ロイシンをキラ
ルセレクターに有するオリジナルカラムで
ある KSAACSP-001S により、いずれのアミノ
酸鏡像異性体も 30 分以内に完全分離が達成
された。本法を用いてアミノ酸代謝異常の 1
種である D-アミノ酸酸化酵素（DAO）欠損
マウスの尿分析を行った結果、正常マウスと
比較して明確に D-フェニルアラニンおよび
D-チロシンの割合が高いことが示された。こ
れは DL を識別しないアミノ酸分析では測定
できない変化であり、キラルアミノ酸分析に
より新たなバイオマーカーが発見出来るこ
とを示した知見である。 
分岐鎖アミノ酸代謝障害では、バリン、ロ

イシン、イソロイシンに加えてアロイソロイ
シンを分析対象とし、光学異性体を識別する
二次元 HPLC 分析法を構築した。その結果、
一次元目の逆相分離にはテトラヒドロフラ
ンを含有する移動相を用いて良好な相互分
離が得られた。二次元目の光学分割にはキニ
ンアルカロイドをキラルセレクターに使用
する陰イオン交換型固定相を使用し、いずれ
のアミノ酸も 15 分程度で鏡像異性体の完全
分離が達成された。本システムを用いてメー
プルシロップ尿症モデルマウスの血液、尿を
分析した結果、血中の D-イソロイシンおよび
尿中の D-イソロイシン、L-アロイソロイシン
が極めて鋭敏な含量変化を示すことを見出
した。特に尿中の D-イソロイシンは軽症期の
診断が可能であることが示され、高感度な早
期診断指標として期待できる。 
含硫アミノ酸代謝障害では、メチオニン、

システイン、シスチンに加えてホモシステイ
ン、ホモシスチンを分析対象とし、二次元分
析法の構築を行った。分析条件を精査した結
果、一次元目にキャピラリーモノリス ODS
カラム、二次元目に KSAACSP-001S を用いる
ことでいずれも良好に分離され、鏡像異性体
は分離度 3.0 以上で完全分離が達成された。
本システムを用いてマウス尿試料中の含硫
アミノ酸光学異性体含量を評価した。その結
果、尿中シスチンには多量の L-シスチンが存
在することに加えて微量な D-シスチンと
DL-シスチンの存在が明らかになった。シス
チンはシステインのダイマーであり、光学異
性体としては LL 体、DD 体および DL 体が科
学的には存在する。今回の検討においてこれ
ら 3 種がいずれも尿中に存在することが示さ
れ、新たなバイオマーカー候補としての利用
が期待される。 
尿素サイクル障害では、オルニチンおよび

シトルリンを分析対象とし、二次元 HPLC 分
析法の構築を行った。オルニチン、シトルリ
ンはいずれもタンパク質構成アミノ酸では

ないため、二次元分析は極めて困難なアミノ
酸である。一次元目の逆相分離にはキャピラ
リーモノリス型 ODS カラムを利用し、150 分
以内で夾雑成分との分離が可能であった。ま
た、二次元目には様々なパークル型キラル固
定相を精査し、強いππ相互作用を有するオ
リジナル固定相として、KSAACSP-105S を選
択した。その結果、シトルリン鏡像異性体は
40 分、オルニチン鏡像異性体は 20 分で完全
分離が達成された。本システムを用いてアミ
ノ酸代謝障害の 1 種である DAO 欠損マウス
における尿分析を行った結果、シトルリン、
オルニチン共に D 体の割合が増加しており、
特にシトルリンでは 4 倍程度の大幅な増加が
認められた。以上の結果は二次元 HPLC に質
量分析を連結した三次元システムである二
次元 HPLC-MS 分析によっても確認された。 
これらの結果は血中および尿中のキラル

アミノ酸プロファイリングにより、様々なア
ミノ酸代謝異常が評価出来ることを示して
おり、今後これらの D-アミノ酸の由来や生理
的意義、新たなバイオマーカーとしての利用
が期待される。 
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