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研究成果の概要（和文）：

リハ訓練患者に有用な訓練効果指標マーカーを生体成分から得ることを最終目的とした。

今回は、リハビリ訓練効果と血清中遊離アミノ酸から評価する解析法の確立をめざした。

回復期リハ病棟の訓練患者から得られた血清を UPLC-MS で解析を行った。リハ項目とアミ

ノ酸変化量の単回帰分析の結果から発症から退院日数、入院日数と L-Arginine に正の相関、

FIM-gain と L-Serine、L-Arginine に正の相関が認められた。以上の結果は、リハ訓練中

に血清中遊離アミノ酸の変動は運動や日常活動量に影響を受けている可能性を示唆するも

のである。

研究成果の概要（英文）：

With a view to the establishment of an index marker applicable to patients undergoing

rehabilitation, based on biogenic factors, this study aimed to develop a method to evaluate the

effects of such approaches, based on serum free amino acid levels. Serum collected from post-acute

rehabilitation ward patients was analyzed using UPLC-MS. On single regression analysis of

rehabilitation items and changes in amino acid levels, a positive correlation was observed between

the lengths of time from the onset to discharge and hospital stay and L-arginine levels, and between

FIM gain and L-serine and L-arginine levels, suggesting that changes in serum free amino acid

levels during rehabilitation may depend on the levels of exercise and daily activities.
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１．研究開始当初の背景

『リハ訓練患者に有用な訓練効果指標を生
体成分から得ることを最終目的』とする研究
を[リハビリ訓練効果と経時的血清中遊離ア
ミノ酸の動向との関係][リハ患者及び疾患モ
デル動物に行うリハ訓練の効果を生体成分
から評価する解析法の確立]の研究課題で行
ってきた。分析法は従来の HPLC 法よりも短
時間に多量の検体が処理できる UPLC 法を
当該研究費の支援によって確立した。種々の
問題が発生したが 21 種類の遊離アミノ酸の
分離・同定が可能となった。さらに、物質の
同定をより正確に行うに当たり、質量分析装
置を接続することとし、その結果、遊離アミ
ノ酸のほかにアミン系物質も捉えられるよ
うになった。現在 30 種が同定可能である。
そこで、回復期リハ病棟の訓練患者からの 2
回の採血（入院直後－退院直前）で得られた
血清を分析した。また、脳梗塞作製ラットの
血清においても検討を行った。これまでスポ
ーツ科学では散見される運動とアミノ酸代
謝の報告に対し、リハ領域で、これまでに検
討されていない血中遊離アミノ酸の動態を
検証する新知見が得られる可能を検証して
いる。

２.研究の目的
申請者らは、リハ患者に有用な指標を生体成
分から得ることを最終目的としている。
１） 脳血管障害からの回復過程、特に運動麻

痺との関連や、廃用症候群に至った障害
高齢者の筋力、体力回復過程などとの関
連に着目し、リハ患者が退院直前まで行
う連続的なリハ訓練動作の蓄積により
影響を受けた身体組成成分の変化を、血
清を用いプロテオーム解析（タンパク網
羅的解析）、ＨＰＬＣ法（高速液体クロ
マトグラフィ）、ＵＰＬＣ法（超高圧液
クロ）など生化学的手法で検証する。

２） またその裏付けとして、脳梗塞モデル・
筋萎縮モデル動物を作製し、運動負荷な
どを行い血清、脳、筋肉を用い同様の試
験を行う。
この解析法の模索のなかで、19 年度基盤
研究Ｂで支援を受けた Ultra Perfor-
mance Liquid-Chromatography

（UPLC）を用い、血清遊離アミ酸の迅速
解析を行う。

３） しかし現在行っている、ＵＰＬＣで
分離した血清遊離アミノ酸の同定は、分
離ピーク時間で決定している（標準アミ
ノ酸の情報は２０種しかなく、実際はそ
の２倍の遊離アミノ酸が分離されてい

る）。最近ＵＰＬＣに質量分析装置
（ACQUITY SQD）を連結し、より早
い成分解析が行われる方法が登場した
ことで、これを利用し、結果分析の効率
を高めることを目的とする。

２．研究の方法

1）リハ患者血清の前処理と患者層別

回復期リハ病棟に入院した脳卒中患者のう
ち、入院後最初および退院前最後の早朝空
腹時採血で得られた血液を 3,000rpm, 10
分, 4℃ で遠心し、得られた血清をポリプ
ロピレン製チューブに使用量ごとに分取し
-80 度で試験まで保存した。そのうち、本
試験には、片麻痺患者で重度の感覚障害、
失語症、重症糖尿病、肝機能障害例を除外
した以下のリハ訓練患者 39 名を血清検体
とした。

2）脳梗塞モデルラット作製および血清の
前処理
脳梗塞モデルラット作製には１２週齢ＳＤ
ラット雄を用いた。運動群は 5 実験期間に
各 5 匹（計 25 匹）とし、非運動群も同様
とした。脳梗塞手術前の 3 日間にわたり、
回転ゲージ内で飼養させながら走行訓練を
行ったのち、中大脳動脈閉塞再灌流を施術
した。その後 2 日間、梗塞の判定を行い、
運動麻痺の発症を示す個体を選び、運動群
と非運動群に分けた。運動群は、回転ゲー
ジを用い、12 時間（20 時－8 時）自発運
動を 2 週間行い、その間、運動 3 日、5 日、
7 日、10 日、14 日目に安楽死させ採血後、
血清を得た。

3）アミノ酸の誘導化および UPLC による
血清遊離アミノ酸の測定および解析
①アミノ酸の誘導化および UPLC での測
定条件
試料 10μL とアミノ酸誘導体化化合物で
ある AccQ・Tag Ultra20μL を混合させ
55℃10 分間の誘導化を行った。分析は
Ultra Performance Liquid
Chromatography(UPLC) Amino acid
analysis （ ACQUITY UPLC ）
systems(Waters 社）を用いカラムには
AccQ-Tag Ultra 1.7μm、2.1x100mm を使
用した。また移動相には溶離液 AB を（A：
H2O=95%，B=100%）サンプル温度 20℃
カラム温度 55℃の条件でアミノ酸を分離
した。PDA でピーク解析を行った。なお解



析にあたって、溶出時間と PDA 解析によ
る吸収スペクトルのデータから予め作製し
たアミノ酸標準試薬（LAA21；Fluka）の
アミノ酸マップと比較した。

②UPLC-MS による分析
上記 UPLC-PDA で分離された遊離アミノ
酸は溶離液とともに、直結されたシングル
四 重 極 型 UPLC/MS （ ACQUITY
SQD/MS ； Waters 社 ） に 移 動 し 、
ElectroSpray Ionizasion （ESI）法でイ
オン化後解離され、質量スペクトルを検出
した。検出された mass spectrum
は、M/Z 値を求め、成分の質量同定をアミ
ノ酸標準試薬（LAA21；Fluka）のアミノ
酸マップと比較し、BPI あるいは TIC で
peck 高と面積を求めた。

３.研究成果

１） 下図はリハ患者の入院直後と退院
直前の血中総遊離アミノ酸の量の変化を示
す。入院時の方が退院時より多くのアミノ
酸が血中に遊離していた。また健常者は有
意に少なかった。

2）下図は、脳梗塞ラットを用い、１４日間
自発運動を行う運動負荷を与える試験の概
要である。

上図は、脳梗塞ラットへの運動有無群の１４
日間における遊離アミノ酸量を示したもの。
さらに運動量との相関を検討した結果、左側
が未知アミノ酸（Rt1.654 分）、右が 3.423 分
とも運動量に対し弱い負の相関がみられた。

3）症例群に対する解析
①脳梗塞 19名②脳出血 10名③脊髄損傷 5名
④その他（急性硬膜下出血 1、クモ膜下出血
2、骨折後廃用 1、脳腫瘍 1の 5名）
に対して説明変数をアミノ酸にした場合
1）脳梗塞患者 19 名・脳出血患者 10 名・脊
髄損傷患者 5名・その他 5名に群別
することで、遊離アミノ酸の層別がはっきり
してきた。
①脳梗塞患者 19 名：アルギニン/アラニン/
プロリン
②脳出血患者 10 名：＃3/アスパラギン酸/ア
ラニン
③脊髄損傷患者 5名：ヒスチジン/アルギニ
ン/アスパギン酸/アラニン/プロリン/
＃５７/リジン/タイロシン/バリン/イソロ
イシン/ロイシン/フェニールアラニン/トリ
プトファン
④その他（骨折後廃用、脳腫瘍、くも膜下出
血（2）、急性硬膜下出血）アラニン/プロリ
ン/のアミノ酸に変化が見られた。

4）リハ患者遊離アミノ酸と FIM との関連

脳梗塞 19 名の入院時退院時 FIM 値と遊離ア
ミノとの相関を検討した。下図は、食事、整
容、清拭など８項目について各アミノ酸との
相関係数および P値を示したものである（そ
の一部のデータのみ表示）
興味深いのは、関連性の高いもの、ないもの
に分かれた結果が示されたことだ。
Alanine,Aspartic Acid, Serine、
Taurin,Tryptophan,Valine など共通して運
動項目と関連し、認知とは関係しないものも
示された。



上図は、別の角度からリハ患者入院退院時の
アミノ酸濃度を車輪図で示したものである。
青色が入院時、赤色が退院時の各アミノ酸の
濃度であるが、各自において、濃度の変化が
見られる。この現象とリハ訓練との成績とど
のように関連づけるか今後の検討事項であ
る。
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