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研究成果の概要（和文）：　本研究は、血中のアミノ酸濃度を計測することで、アミノ酸の濃度パターンにより健康チ
ェックを行うという画期的な手法を提案するものである。本研究期間内においては3～5種類程度の複数のアミノ酸濃度
が計測可能な条件を確立することまでを目標とした。そして将来的には20種類のアミノ酸を同時計測可能なチップを開
発することで、1枚のチップで複数の病気の同時診断が可能になると考えられる。
　20種類のアミノ酸を識別する酵素として、アミノアシルtRNA合成酵素（aaRS）を用い、その酵素反応により生成する
化合物を吸光法で計測することにより応答の評価を行い、目的のアミノ酸濃度を選択的に計測するための条件を確立し
た。

研究成果の概要（英文）： The analysis of free amino acids in plasma is useful for estimating disease 
status in clinical diagnoses. Large instruments, such as those used for high-performance liquid 
chromatography, are generally used to analyze amino acids in biological fluids; however, the conventional 
analytical tools are burdensome in terms of cost, time, and space requirements. Therefore, the 
development of simple and rapid analytical tools for measuring amino acid concentrations is desirable for 
the clinical diagnostics.
 In this study, the specific interaction between aminoacyl-tRNA synthetase (aaRS) and its corresponding 
amino acid was used to measure amino acid concentrations. Pyrophosphate released by the amino acid-aaRS 
binding reaction was detected by the Trinder’s reagent spectrophotometric method.
 For the specific detection of glycine, glycyl-tRNA synthetase was used as the recognition element and 
the method provided selective quantitation of 5&#8211;50 &micro;M glycine.

研究分野： 生物機能工学
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１． 研究開始当初の背景 
 
臨床医療や予防医療の分野において、検体

の分析を「その場」において行うことは、疾
患の早期発見や疾病の病態管理に非常に有
効であり、また必要とされている技術である。
とくに、個人個人の健康を管理するために家
庭で健康状態が検査できるツールは予防医
学的に重要であることが認識されている。こ
れまでにメタボリックシンドロームや肝臓
病 [1]、糖尿病、癌 [2]などの病態で血中の
アミノ酸濃度バランスが健常な状態とは異
なってくることが知られている。例えば肝臓
病の診断においては、5 種類のアミノ酸濃度
を次式に代入し、（バリン＋ロイシン＋イソ
ロイシン）/（チロシン＋フェニルアラニン）、
その数値から病態の診断が可能であること
が報告されている [1]。しかしながら、現状
ではアミノ酸は大型の分析計でしか測るこ
とができず、クロマトグラフィー用の大量の
溶媒が必要であり、その廃液処理も必要であ
ることから、家庭での健康管理に用いる方法
としては適していない。 

本研究は 20 種類のアミノ酸濃度を計測可
能なアミノ酸分析用チップの開発、および
「その場」において特殊な技術を必要とせず
に、迅速かつ簡便、安価に行うことが出来る
方法の開発を目的として研究を行う。本研究
が実現することで、医療や個別化健康管理に
おいて簡便・安価にアミノ酸の計測が可能な
システムとなり、疾患の早期発見や病態の管
理に有用となりえ、患者のみならず健常な人
の食や医療に対する安心・安全を実現し向上
させることが可能になると考えられる。 
本申請研究はアミノグラムによって健康

チェック、病態チェックを行うという画期的
な手法を提案するものである。生体内に存在
するアミノ酸をターゲットとした「アミノ酸
分析用マイクロチップ」を開発し、複数のア
ミノ酸濃度のパターンによって病態、健康状
態の診断を行うことを目標としている。これ
により、現在は糖尿病や肝臓病、各種癌など
複数の病態についてそれぞれ異なる計測法
で診断を行っていたものを、将来的には本研
究で開発されたアミノ酸分析チップを用い
ることで 1枚のチップで 1度に複数の疾病を
診断することが可能となり患者の精神的・費
用的な負担を大幅に軽減することが可能に
なると考えられ、数千万人規模での疾患の早
期発見や病態の管理に有用となり、患者のみ
ならず健常な人の食や医療に対する安心・安
全を実現し向上させることが可能になると
考えられる。 
アミノ酸は生体内において比較的高濃度

に存在する生体分子であり、検出に必要な各
アミノ酸の定量範囲は5～1500 nmol mL-1で
ある。よって一般に他の化合物をターゲット
として検出する手法と比べて必ずしも高感
度化を必要としないため、低コスト化、汎用
化も可能であると考えられる。なお、簡便か

つ安価に測定できるようになれば医療分野
だけではなく食品などの分析への応用も拡
がることが期待できるので、市場としては病
院などの医療機関、家庭などに加えて食品工
場なども対象になると考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究は 20 種類のアミノ酸濃度を計測可

能なアミノ酸分析用チップの開発、および
「その場」において特殊な技術を必要とせず
に、迅速かつ簡便、安価に行うことが出来る
方法の開発を目的として研究を行う。目標と
する計測可能なアミノ酸の濃度域は、血液中
に存在する濃度である5～1500 nmol mL-1と
し、各アミノ酸が選択的に計測可能な条件の
確立を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では、20 種類のアミノ酸を識別する
ための酵素として、アミノアシル tRNA 合成
酵素(aaRS)を用いることを提案した。aaRS
は、生体内においてたんぱく質やペプチドの
生合成に関わっている酵素である。そのため
20 種類のアミノ酸に対して必ず 20 種類存在
し、分子特異性が高いと考えられる。 
 本研究での酵素反応式を下記に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
アミノ酸が ATP の存在下で aaRS と反応し
[1]、生成したピロリン酸を無機ピロフォス
ファターゼ [2]、ピルベートオキシダーゼで
反応させた後 [3]、呈色試薬のトリンダー試
薬で反応させて 556 nm の吸光度を測定す
ることによりアミノ酸濃度検出するという
ものである [4]。 

 
（1）グリシル tRNA 合成酵素を用いるグリ
シンの選択的計測のための条件検討 
 100 g mL-1 グリシル tRNA 合成酵素
(GlyRS)、2 mM ATP に 0～100 M の各アミ
ノ酸溶液を添加した 200 mM Tris-HCl バッ
ファーを 96 well マイクロプレート中に 50 
L 分注し、80℃で 30 分間反応させた。その
マイクロプレートを、マイクロプレートリー
ダー（Synergy 4, BioTek 社）を用い、マイ
クロプレートリーダー付属の 2本のオートイ
ンジェクターにより、5 mM ピルビン酸ナト
リウム、2 mM 4-アミノアンチピリン、2 mM 
TOOS〈トリンダー試薬〉、5 mM MgCl2、10 
mM KCl を含む反応液と、2.5 unit mL-1 無



機ピロフォスファターゼ、5.0 unit mL-1 ピ
ルベートオキシダーゼ、5 mM MgCl2、10 
mM KCl を含む反応液をそれぞれ 10 L、40 
L ずつインジェクトし、600 秒後の 556 nm
の吸光度を同機で計測し、応答の評価を行っ
た。 
 
（2）反応条件の検討 
 上記の反応条件をもとに、aaRS 酵素反応
における反応温度や亜鉛イオンなどの金属
イオンの添加効果、反応バッファーの pH な
どについて詳細に検討を行い、最適な反応条
件について求めた。また、トリプトファン結
合性 aaRS の TrpRS、チロシン結合性 aaRS
の TyrRS、スレオニン結合性 aaRS の ThrRS
についても同様に評価を行った。 
 
（3）フロー型アミノ酸センシングシステム
の開発 
 アスパラギン結合性酵素の aaRS (AsnRS)
をヒスタグ結合性マイクロビーズ（Ni-アガ
ロースゲル）と相互作用させて、マイクロビ
ーズに AsnRS を固定化させた。そのビーズ
を内容積が 300 L の小型カラムに充填し、
それをマイクロシリンジと接続してフロー
型アミノ酸センシングシステムとしての応
答の評価を行った。その模式図を図1に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 フロー型アミノ酸センシングシステム
の模式図 
 
 
４．研究成果 
 
（1）GlyRS の選択性の評価 
 まず、GlyRS の、基質アミノ酸であるグリ
シンに対する特異性を評価するため、50 M
の 20 種類のアミノ酸混合溶液を GlyRS と相
互作用させた時の各アミノ酸の濃度変化を
アミノ酸分析計（日立製作所 L-8900）によ
り計測を行った。図 2 に GlyRS と相互作用
させた前後のクロマトグラムを示す。 
 その結果、GlyRS と相互作用させることに
よって、グリシンのピークのみが減少してい
ることが確認された。よって、GlyRS は 20
種類のアミノ酸が混合している場合でも、グ
リシンのみに特異的に結合することが示さ
れた。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 GlyRS と 20 種類のアミノ酸との相互
作用前後のクロマトグラム 
（黒）相互作用前、（青）相互作用後 
 
（2）GlyRS の反応条件の検討 
 GlyRS を用いる反応において、これまで反
応バッファーの pHを中性域の pH 7～8の領
域に設定して評価を行ったところ、pH 8.0 に
おいて高感度に目的のアミノ酸が計測可能
であることを示してきたが、さらに pH 9.0
までを評価範囲として反応を行った。その結
果、よりアルカリ領域の pH 9.0 に設定する
ことでより高感度な計測が可能であること
を示した（図 3）。ただし、pH 9 以上では、
吸光度が減少するという傾向がみられたた
め、今後の評価は pH 8.0 または 9.0 で行う
こととした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 GlyRS におけるバッファーの pH の検
討 
 
（3）選択性の評価 
 pH 9.0 のバッファー条件において、選択性
の評価を行った。50 L の各アミノ酸および
20 種類のアミノ酸を混合した溶液と GlyRS
とを相互作用させて評価を行ったところ、基
質アミノ酸であるグリシンに対して高い応
答を示し、一方、他の 19 種のアミノ酸に対
してはアミノ酸を添加しない場合（none）と
ほぼ同じ吸光度であることからほとんど応
答をしていないことがわかった（図 4）。20
種類のアミノ酸を混合した溶液とは、グリシ



ンのみの時とほぼ同じ値を示しており、これ
らの結果から、GlyRS はグリシンと特異的に
結合することで、本センシングシステムにお
いてもグリシンの選択的な計測が可能であ
るということが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 GlyRS における選択性の評価 
 
トリプトファン結合性 aaRS の TrpRS、チ

ロシン結合性 aaRS の TyrRS、スレオニン結
合性 aaRS の ThrRS についても同様に評価
を行い、それぞれ数M～50 M の濃度域で
選択的に目的のアミノ酸が選択的に計測可
能であることを示した。 
 
（4）フロー型アミノ酸センシングシステム
における応答の評価 
 アスパラギン結合性酵素の AsnRS をマイ
クロビーズに結合させたリアクター型カラ
ムを有するフロー型アミノ酸センシングシ
ステムを構築し、応答の評価を行った。 
 反応バッファーの流速を 0.1 mL min-1 と
し、カラムの温度を室温、あるいは 40℃に設
定し、また亜鉛イオンを 1.0 mM 添加した場
合としない場合について評価を行った。その
結果、亜鉛イオンを添加した場合に 1～400 
M のアスパラギンが計測可能であることが
示された（図 5）。これは、aaRS の中には亜
鉛イオンが反応を活性化させる要素となっ
ているものもあるため、亜鉛イオンの効果に
より反応が活性化し、計測可能な濃度範囲が
広がったと考えられる。なお、温度の要因に
ついては顕著な効果が見られなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 AsnRS における反応条件の検討 

 反応液の流速を 0.05～2.0 mL min-1 とし
て評価を行ったところ、流速が 1.0 mL min-1

以下の時に高い応答性を示した。流速がその
値を超えると基質と酵素の接触時間が短く、
酵素反応できる時間も短くなるためである
と考えられたため、その後の実験は、流速 1.0 
mL min-1で行うこととした。 
 
（5）選択性の評価 
 フロー型アミノ酸センシングシステムに
400 Mの20種類の各アミノ酸をサンプルと
してインジェクトし、選択性の評価を行った。
その結果、アスパラギン結合性酵素の AsnRS
をマイクロビーズに固定化したことで、アス
パラギンに高い選択性を示した（図 6）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 フロー型アミノ酸センシングシステム
における選択性の評価 
 
 同様に、リジン結合性酵素の LysRS を固
定化したリアクターではリジンにセリン結
合性酵素の SerRS を固定化したリアクター
ではセリンに選択的応答を示した。 
 
 
本申請研究においては、アミノアシル

tRNA 合成酵素(aaRS)を 20 種類の各アミノ
酸の分子識別材料に用い、グリシンやチロシ
ン、アスパラギンなどを計測するための反応
条件を検討し、グリシンは 1～50 M、アス
パラギンは 1～400 M の濃度範囲で選択的
に計測可能であることを示した。 
また aaRS をマイクロビーズに固定化した

リアクター型カラムを作製し、フロー型のア
ミノ酸センシングシステムを構築して応答
の評価を行った。その結果、半自動的に目的
のアミノ酸濃度が 15 分程度で選択性良く 1
～400 M の濃度範囲で計測可能なことが示
された。つまり、目標とする計測可能な濃度
範囲は達成することができた。 
原理的にはこのようなリアクター型カラ

ムを並列に接続することで、複数のアミノ酸
を同時に計測することが可能になると考え
られるため、引き続き実用化を目指して研究
を進めていく。 
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