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晴乳類における D－アラニンの昼夜変動解析と DL－アミノ酸迅速一斉分析法の開発

創薬育薬産学官連携分野 3PS11012W 唐川幸聖

［序論］

タンパク質構成アミノ酸には、グリシンを除き、 D体、 L体のエナンチオマーが存在するが、一般に

アミノ酸と言われるものはL体のアミノ酸を示し、 D体のアミノ酸は細菌などの下等生物を除き生体内

に存在しないと考えられていた。しかし近年、光学分割および微量分析技術の進歩により、哨乳類やヒ

トにおいてもDアミノ酸が存在し、生体内でL－アミノ酸とは異なる新規の生理活性を有することが次々

と明らかにされている。現在、 D－アミノ酸研究においては、機能解明と合わせて生体内での由来や取り

込み、代謝、排j世機構を明らかにしていくことが切望されている。

これまでに当研究室ではD-Ala研究に有用な分析技術として生体試料中微量D-Alaを高感度かつ選択

的に定量可能な二次元HPLC(2D-HPLC）システムを開発し、ラット血築及び組織中 D-Alaが明期（休

息期）に高く暗期（活動期）に低い日内変化を示すことを明らかにしている。しかし、このDAlaの昼

夜含量変化の調節機構は未解明であった。そこで本研究ではまずD-Alaの昼夜変動に着目し、 DAlaの

由来及び含量制御メカニズムの解明を行った。また、 D－アミノ酸の生体内での有用な機能が明らかにな

ると D－アミノ酸を摂取するための食品開発も必要となる。そこで、様々な食品中の D－アミノ酸含量を

スクリーニングするための D,L－アミノ酸迅速一斉分析法（CD法）を開発した。さらに、食品だけでな

く生体内の微量なDーアミノ酸もより迅速に分析するための高感度、高選択的なD,L－アミノ酸迅速一斉分

析法（LC-MS爪的法）についても併せて開発を行った。

【方法］

D-Alaの昼夜変動解析においては、ラットおよびマウスの血紫／血清、組織試料にメタノールを加え

てホモジナイズ、遠心分離して除タンパクを行い、得られた上清を回収して減圧乾回し、ホウ酸目NaOH

緩衝液（pH8.0）に再溶解した。アセトニトリルに溶解した誘導体化試薬NBD-Fを加え、 60℃で2分間

反応させた後、 5%(v/v）トリフルオロ酢酸（TFA）水溶液を加えて反応を停止させHPLC分析用の試料

とした。本試料を逆相ミクロカラムとキラルカラムを連結した二次元HPLCシステムにより分析した。

超高速 HPLC－円二色性検出器を用いる分析法においては、食品サンプルをスルホサリチル酸処理と

!OKフィルターろ過により、除タンパクと脱脂を行い、回相抽出カラム（カチオン交換樹脂）を用いて

アミノ酸を抽出、濃縮した。ホウ酸－NaOH緩衝液（pH9.0）にサンプル溶液を加え、 NBD-Flアセトニト

リル溶液を加えて混合し、 60℃で1分間反応させた後、 IMHCI水溶液を加えて分析試料とした。

LC-MS/MSを用いる分析法においては、ラット血策および組織にアミノ酸安定同位体混合液（内標準）

を加えてアセトニトリルまたはメタノールで除タンパクした。上清を回収してホウ酸－NaOH緩衝液

(pH8.8）およびAccQ-Tag™ またはT必IS／アセトニトリル溶液を加えて、 55℃で 10 分間反応させた後、

0.1%ギ酸水溶液を加えて分析試料とした。



【結果および考察】

哨乳類における D－アラニンの由来及び恩夜変動の制御因子解析

これまでにラット血柴及び組織中 D-Alaが明期（休息期）に高く暗期（活動期）に低い昼夜変動を示

すことが明らかとなっているが、この変動メカニズムは未解明である。そこで本研究では、 D-Alaの由

来ならびに昼夜変動の制御機構を解析した。まず大腿静脈カニュレーションラットを用い、同一個体の

ラットにおいてD-Ala昼夜変動が規則正しく継続されることを確認した。さらに、絶食条件下において

も本変動が維持され、食餌による影響を受けないことを明らかにした。次に、D－アミノ酸酸化酵素（DAO)

の影響を検討するため、 DAO活性を欠損したマウス（ddY/DAO-マウス）を用いて昼夜変動を解析した。

その結果、 ddY/DAOマウスにおいても明確な昼夜変動を認め、 DAO活性が昼夜変動に関与していない

ことが明らかとなった。さらに、腸内細菌の影響を検討するため、無菌マウスの昼夜変動を解析した結

果、無菌マウスにおいてはD-Ala含量が顕著に低く、昼夜変動も認められないことが明らかとなった（日ι
I)。本結果から腸内細菌が内在性D-Alaの主な由来であり、昼夜変動の発現に必須であることを示した。

また、腸内細菌から D-Alaが生体内に取り込まれる段階に着目し、腸管における D-Ala昼夜含量を解析

した結果、腸管内容物中 D-Ala含量には昼夜で明確な差を認めなかったのに対し、腸組織においては明

確な昼夜変動が存在し、 D-Alaが腸管に取り込まれる段階で昼夜変動が発現していることを明らかにし

(Fig. 2）。今後、腸管における D-Ala取り込みに関わるトランスポーターの同定やその発現制御機構

の解明により、 D-Ala昼夜変動の発現メカニズム、生理的意義の解明に有用な知見が得られると考えて
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超高速HPLC一円二色性検出器を用いる DL－アミノ酸洞涼一斉分析法の開発

Dアミノ陵を摂取するための D－アミノ酸高含有

食品の探索ならびに D－アミノ酸含有食品の開発に

おいて、様々な食品中のD－アミノ酸をスクリーニン

グするための迅速一斉分析法が必要となる。本研究

では、円三色性検出器（CD検出器）と超高速HPLC

(UHPLC）を組み合わせ、タンパク質構成アミノ酸

20種を一斉かつ短時間でD体L体の情報を加味して

分析可能な方法を開発
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CD検出器でのアミノ酸検出感度を向上させるため、プレカラム誘導体化試薬を検討し、 NBD誘導体で

CD検出感度を向上させることができた（Fig.3）。 CD検出器を用いることでカラムでの光学分割が不要

となる。そこで、高速分析用の逆相カラ（AscentisExpress C18 (2.1 mm I.D.x!OO mm, 2.7凶 1））を用いて

分析条件を検討し、短時間（5.5分）で20種のアミノ酸を一斉分離する条件を確立した（Fig.4）。また、

本分析法を食品に適用するための前処理条件を確立し、 D－アミノ酸が多く含まれることが知られている

発酵食品の分析を行った。その結果、 %Dが 5%以上のアミノ酸を良好に定量することが可能であり、

黒酢、乳酸菌飲料、ヨーグルト中の D－アミノ酸（DSer, D-Asp、DGin、DAla、DMet）について、既

存の D－アミノ酸分析（OPA法）とよく一致する結果が得られた。本分析法は、発酵食品のような Dア

ミノ酸含量の多い食品中のD,L－アミノ酸を簡便かつ迅速に一斉分析可能であり、今後、様々な食品中の

D－アミノ酸スクリーニングに適用することで、 D－アミノ酸含有食材の探索、新規機能性食品の開発に貢

献できると考えている。

CDρ35 11111) UV (235 11111) 

一一一叩

m
i
n
 

γ
1
1
 

丸
刈
川
h
t
J
パ川
r川日

3叩
0.0 0.5 l.O 1.5 2.0 2.5 3,0 3.$ 4.0 4-!! ~.O 日

制捌刷.，.，，l曲 l

(I) NBD A'"・ (2) NBD OH, (3) NBD GI,, 
(4)N可BD-S~ (S) NBD A•p (6) NBD GI,. 
（ηNBD出s助 NBD-GI"(9) NBD羽江
(JO) NBD F. (II) NBD ru冒， (12) NBD Afa, 

(13) ~'BD -Pro, (14) NBD-Moc (IS) NBD Ly•, 
《16)NBD-V•I (17) NBD Tq> (18) NBD-C戸
(19) NBD Pho, (20) NBD Ho, (21）四DL'", 

(22)NBD-T・》T

帥 M ..日日日＂＇ ，，岬＂日目

Relen11on Time lml固l

Fig 4 C/11vmatograms of NBD amino acids in Japanese black vinegar 

LC・MS/MSを用いる Dレアミノ酸高感度分析法の開発

生体内における D－アミノ酸機能研究をさらに加速させるためには、生体内の D－アミノ酸を高感度か

っ高選択的に迅速分析する方法が必要になる。本研究では、生体内における機能が着目されている D-Ala,

D-Asp, D-Serとその L体について LC-MS/MS法による分析法を開発した。まず、 MS/MS分析に適した

誘導体化試薬3種 (APDS、AccQ-Tag加、 T必IS）を用いて D，レアミノ酸をプレカラム誘導体化し、各

D,L－アミノ酸誘導体の光学分割に適したキラル固定相を検討した。その結果、 CH眼ALP1ば⑧ZWIX（＋）カ

ラムを用いることで AccQ-Tag™誘導体を 10 分、 TAHS 誘導体を 20 分で一斉分析する条件が確立できた

(Fig. 5）。

確立した分析法について性能を評価した

結果、まずアミノ酸混合標準液を用いる評価

において良好な精度、直線性が確認できた。

D体の定量下限濃度（LLOQ）は0.1凶4、定

量範囲は0.1-500凶4であった。次に、血幾

分析に適用した結果、精度、添加回収率とも

に良好な結果を得た。また、最も感度の良か

ったTAHS誘導体を用いてラット血衆および

組織中のD,L－アミノ酸含量を解析し（Fig.6）、

これまでに報告されている D－アミノ酸含量
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と一致する結果が得られた。

今後、本分析法は生体内における D－アミノ酸の機能解析や疾病における含量変化解析などに活用でき

ると考えている。
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