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研究成果の概要（和文）：二次元 HPLC を利用し、臨床化学診断に汎用される様々な代謝関連

アミノ酸を網羅する「光学異性体を区別するアミノ酸メタボローム分析法」を開発した。様々

な疾病モデルマウス及びヒト臨床検体におけるキラルアミノ酸メタボローム解析を行った結果、

筋萎縮性側索硬化症において D-セリン含量が特異的に上昇することが示され、先天性アミノ酸

代謝異常症において光学異性体の識別定量が早期・高精度診断に有用である可能性が示された。

ヒト臨床検体についても、血液、尿共に D-セリン、D-アラニンなど種々の D-アミノ酸が認め

られ、キラルアミノ酸メタボロミクスの有用性を示した。 

 
研究成果の概要（英文）：A highly sensitive and selective 2D-HPLC method for the 

simultaneous and enantioselective determination of all proteinogenic and clinically used 

amino acids has been established.  The system was applied to various disease model 

animals and also to human clinical samples.  As a result, the amount of D-Ser was higher 

in the spinal cord of ALS model mouse than that in the control mouse, and the usefulness of 

chiral amino acid metabolomics was also shown in the metabolic disorders of amino acids.  

In human plasma and urine, various D-amino acids such as D-Ser and D-Ala were observed, 

and further studies are in progress. 
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１．研究開始当初の背景 

アミノ酸分析は 1940-50 年頃から世界各国
で臨床化学診断に利用され、フェニルケトン
尿症やメープルシロップ尿症など様々な疾
病の診断、病態解析に威力を発揮してきた。

アミノ酸にはD体とL体の光学異性体が存在
するが、従来のアミノ酸分析装置では両異性
体を識別できず、アミノ酸含量は DL 体の混
合物として評価されている。これは高等動物
体内のアミノ酸は大部分がL体であるという
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知見に基づくもので、D 体は半世紀にも亘り
殆ど着目されていなかった。しかし、1990 年
頃からヒトを含む哺乳類中でも D-アミノ酸
の存在が報告され、神経伝達やホルモン分泌
を制御する生理活性分子であることが明ら
かにされてきた。また、D 体を特異的に生合
成・代謝する酵素の存在も報告されている。 

 これらの知見は生体が D-アミノ酸と L-ア
ミノ酸を明確に区別して制御することを示
しており、両光学異性体の含量変化を区別し
て評価・解析することで、これまで不可能で
あった疾病診断や新たな創薬基盤の構築に
つながると考えられる。そこで本研究では、
世界で初めてタンパク質構成全アミノ酸お
よび代謝関連アミノ酸を網羅した「光学異性
体を区別するアミノ酸メタボローム分析法」
を開発し、新たな疾病診断法の構築、新規機
能分子の探索を展開する。 

 

 

２．研究の目的 

本研究の目的は、タンパク質構成全アミノ
酸および代謝関連アミノ酸を対象として「光
学異性体を区別するアミノ酸メタボローム
分析法」を世界で初めて開発し、D 体と L 体
を切り分けてバイオマーカーと新規機能分
子を探索することである。本研究は従来のア
ミノ酸分析では不可能であった新たな疾病
診断や治療評価、創薬等につながり、薬学分
野の発展に貢献出来る。応募者はこれまでの
研究において、臨床化学診断に汎用される
「尿試料」中には無視できない量の D 体が存
在することを明らかにし、光学異性体の個別
定量が病態との関連を正確に把握する上で
必須であることを示した。これらの研究成果
を踏まえ、本研究ではタンパク質構成全アミ
ノ酸および代謝関連アミノ酸を網羅したキ
ラルアミノ酸一斉分析法を開発するととも
に、尿・血液、組織試料におけるメタボロー
ム解析を行い、新規疾病診断法と新規機能分
子の探索を展開する。 

 

 

３．研究の方法 

臨床化学診断に汎用されるタンパク質構
成アミノ酸および代謝関連アミノ酸を選定
し、平成 22 年度に「光学異性体を区別する
アミノ酸メタボローム分析法」を開発する。
分析法としては、微量成分の高選択的分析を
可能とする二次元 HPLC を利用する。本法を
用い、平成 23 から 24 年度には現代社会の解
決課題となっている疾患を中心として、光学
異性体を区別したメタボローム解析を行う。
光学異性体の区別により有意差が認められ
た疾病については、ヒト臨床検体での検討を
進めると共に病変タンパク質・劣化タンパク
質中のアミノ酸残基異性化解析を行う。 

アミノ酸メタボローム光学分割条件の確
立（二次元目）では、タンパク質構成アミノ
酸 19 種（光学異性体の存在しないグリシン
を除く）、および代謝マップ上に存在するア
ロ体やホモ体、メチル化体並びに各種修飾体
などについて、光学分割条件を決定する。ま
た、アミノ酸メタボローム逆相分離条件の確
立（一次元目）では、上記のアミノ酸につい
てミクロ ODS カラムを用いる逆相分離条件
を決定する。更に、上記の光学分割システム
および逆相分離システムを統合し、二次元
HPLC による「光学異性体を区別するアミノ
酸メタボローム分析システム」を構築する。
タンパク質構成アミノ酸のL体を除いて殆ど
の成分は生体内に微量しか存在しない。従っ
てこのメタボローム分析には高い選択性を
有する方法が要求され、二次元化は必須であ
る。 

上記で開発した分析法により、疾病モデル
マウスを用いて光学異性体を区別したアミ
ノ酸メタボローム解析を行う。疾病モデルと
しては癌やアルツハイマー、糖尿病、アレル
ギー、肝硬変、睡眠障害、神経障害などを中
心に検討し、正常マウスとのディファレンシ
ャル解析を行う。また、モデルマウスでの検
討により有意差の認められた疾病を中心と
して、連携研究者である相磯貞和（慶應大学
医学部）を通してヒト臨床検体を収集し、実
際のヒト検体におけるキラルアミノ酸メタ
ボローム解析を行う。 

本研究成功の鍵は各種疾病モデルマウス
中でアミノ酸光学異性体含量が変化するこ
とである。特に本研究での焦点は D-アミノ酸
の含量変化であるが、哺乳動物には D-アミノ
酸を分解する D-アミノ酸酸化酵素（DAO）
と D-アスパラギン酸酸化酵素（DDO）が存
在し、この両酵素で全種類の D-アミノ酸が代
謝される。そのため、両酵素の存在により疾
病に伴う D-アミノ酸含量変化が確認困難と
なる場合も想定される。そこで本研究では通
常のマウスを用いる検討に加え、両酵素を共
に欠損したモデルマウスを作出し、メタボロ
ーム解析を検討する。 

 

 

４．研究成果 

タンパク質構成アミノ酸に加え、臨床化学
診断に汎用される様々な非タンパク質構成
遊離アミノ酸を選定し、「光学異性体を区別
するアミノ酸メタボローム分析法」を開発し
た。これらの非タンパク質構成アミノ酸の生
体内含量は極めて低いため、分析法としては
微量成分の高選択的分析を可能とする二次
元 HPLC を利用した。二次元 HPLC 法の構築
に際し、タンパク質構成アミノ酸 19 種（光
学異性体の存在しないグリシンを除く）、お
よび代謝マップ上に存在するアロ体やホモ



 

 

体、N-メチル化体、α-メチル化体などを含む
類縁アミノ酸の光学分割条件を決定した。こ
れらのアミノ酸は高感度分析を行うため、ま
た二次元 HPLC での分離を容易にするために
アミノ基を NBD-F により修飾し、蛍光誘導
体とした。キラル固定相としてはパークル型
キラル固定相 10 種、陰イオン交換型キラル
固定相 4 種によるキラルスクリーニングシス
テムを構築し、これらの組み合わせにより検
討した全化学種の光学分割を達成した。また、
一次元目の逆相分離については、極めて高性
能なミクロ逆相カラムが必要であり、内径 1 

mm のミクロモノリス ODS カラム、内径 0.53 

mmのキャピラリーモノリスODSカラムによ
り逆相分離条件の設定を行った。なお、タン
パク質構成アミノ酸の中で最も感度が低く、
メタボローム解析推進の障害となっていた
NBD-トリプトファンについては、移動相組成
の最適化に加えてオンラインリアクターを
導入することで 120 倍の高感度化を達成した。 

上記の光学分割システムおよび逆相分離
システムをオンラインで統合し、二次元
HPLC による「光学異性体を区別するアミノ
酸メタボローム分析システム」を構築した。
本システムにより、微量な D-アミノ酸や非タ
ンパク質構成アミノ酸を含め、生体内におけ
る微量アミノ酸を対象としたメタボローム
解析が可能となった。また、この蛍光二次元
HPLC 法に加え、ギ酸含有移動相を導入する
ことにより二次元 HPLC-FL-MS/MS分析法の
構築を行った。本法ではアミノ酸を NBD-F

により修飾し、N-修飾体として二次元 HPLC

分離と蛍光・MS/MS 検出を行う。一次元目の
逆相カラムについては改良型キャピラリー
モノリス ODS カラムによる高性能分離を行
い、各アミノ酸を D 体、L 体の混合物として
分離する。光学分割についてはパークル型キ
ラル固定相及び陰イオン交換型キラル固定
相計 23 種の検討から、良好な結果が得られ
たカラムをオンラインで連結して全光学異
性体の全自動二次元分離を達成した。 

開発した二次元 HPLC 分析装置を用い、疾
病モデルマウスとして腫瘍細胞移植マウス、
各種神経疾患モデルマウス、先天性代謝異常
モデルマウスなどを作出して光学異性体を
区別したアミノ酸メタボローム解析を行っ
た。分析対象試料は血液、尿及び疾病組織を
中心として選択し、各アミノ酸光学異性体の
含量変化を検討した。その結果、運動神経障
害である筋萎縮性側索硬化症において他の
D-アミノ酸含量には大きな変化が認められ
ない中で D-セリン含量が特異的に上昇する
ことが示された（連携研究者である慶應大学
医学部・相磯貞和との共同研究成果）。また、
先天性アミノ酸代謝異常症において光学異
性体の識別定量が早期・高精度診断に有用で
ある可能性が示された。 

平成２４年度にはヒト試料におけるキラ
ルアミノ酸メタボローム解析を行った。ヒト
試料としては全身の情報が得られる血液に
加えて非侵襲採取が可能な尿を使用した。そ
の結果、血液においては、多量な L-アミノ酸
の存在下で微量な D-セリンおよび D-アラニ
ンが恒常的に認められ、D-プロリンおよび
D-ロイシンが認められる試料も存在した。尿
については血液と比較すると D-アミノ酸の
存在量は多く、L-アミノ酸と同程度またはそ
れ以上に存在するアミノ酸も認められた。特
に D-アスパラギン、D-アルギニン、D-セリン、
D-アラニン、D-バリンなどは高濃度に存在し、
D-アロスレオニン、D-アロイソロイシンの存
在も認められた。これら血中および尿中に存
在する D-アミノ酸は、平成２３年度までに明
らかにしたマウスおよびラット試料に存在
する D-アミノ酸と良く一致した。本分析法を
用いて腎障害、心血管障害および自己免疫疾
患における D-アミノ酸含量変化を解析した
結果、腎障害時に D-セリンや D-アラニン含
量が増加する傾向が認められ、今後さらにヒ
トキラルアミノ酸メタボロームの正常値決
定や大規模スクリーニングによるバイオマ
ーカー評価、診断法の開発が期待される。 

また、D-アミノ酸含量増幅型モデルマウス
の作出も行った。哺乳類には中性および塩基
性 D-アミノ酸を分解する D-アミノ酸酸化酵
素（DAO）と、酸性 D-アミノ酸を分解する
D-アスパラギン酸酸化酵素（DDO）が存在し、
この両者で全 D-アミノ酸を分解する。そこで、
本研究では両酵素を共に欠損する DAO/DDO

二重欠損マウスを作出した。その結果、本マ
ウスは中性、塩基性、酸性の様々な D-アミノ
酸含量が劇的に増加しており、今後 D-アミノ
酸含量解析の強力なツールになると期待さ
れる。 
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