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１.はじめに

 生体内にはタンパク質構成アミノ酸に加え，

多彩な生理機能を有する代謝関連アミノ酸が存

在する．その多くは光学中心を有するキラルア

ミノ酸であるが，タンパク質構成キラルアミノ

酸と比較して内在性含量は D 体 L 体ともに極め

て微量であり，生体試料における正確な検出・

定量は一層困難である．近年，比較的生体内含

量の高いタンパク質構成アミノ酸の D 体につい

ては，L 体とは異なる分布や代謝を示し，独自

の生理機能を有することが明らかにされてきた

1-3)．また，疾患により含量変化を生じる D-アミ

ノ酸の存在も報告されており 4,5)，診断マーカー

の候補として注目を集めている．一方，代謝関

連 D-アミノ酸については，分析法の欠如により

詳細な解析はほとんど進んでおらず，高選択的

な分析法の開発と生理的意義の解明が求められ

ている．筆者らはこれまでに，アミノ酸の蛍光

誘導体化と，複数の異なる分離モードを組み合

わせた多次元の高速液体クロマトグラフィー

（HPLC）を用いることにより，代謝関連キラ

ルアミノ酸の高感度・高選択的分析法の開発に

取り組んできた．本稿では，これらの分析法に

ついて生体試料分析への適用と併せて紹介する．

2.代謝関連キラルアミノ酸を対象
とする二次元 HPLC一斉分析法の
開発

代謝関連アミノ酸は生体内において様々な生

命活動に関与するほか，生理活性物質や医薬品

合成の素材としても注目されており，これまで

にも様々な分析法が報告されている 6,7)．しかし，

その多くは逆相分配をはじめとする単一の分離

モードのみを利用する方法であり，選択性の不

足により生体試料分析への適用例は少ない．選
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択性の向上には，複数の異なる分離モードを用

いる多次元 HPLC 法の利用が効果的であり，

我々は高感度蛍光試薬である 4-Fluoro-7-nitro-

2,1,3-benzoxadiazole（NBD-F）によるアミノ

酸の誘導体化と，逆相分配および光学分割を組

み合わせた二次元 HPLC 法を用いて，代謝関連

キラルアミノ酸の高感度・高選択的分析法を構

築してきた 8-11)． 

グルタミン酸受容体のアゴニストである N-

Methyl-D-aspartic acid（NMDA）は長い間，非

天然の D-アミノ酸であると考えられていたが，

構造類似 体であ る N-Methyl-glutamic acid

（NMG）鏡像異性体と共に，様々な海洋生物や

哺乳類に内在することが次第に明らかとされて

きた 12-15)．しかし，いずれも極微量にしか存在

せず正確な定量が困難であることから，生体試

料分析を可能とする高感度かつ高選択的な分析

法が求められていた．筆者らは，一次元目の逆

相分配にキャピラリーモノリス型 ODS カラム

（0.53 mm I.D. × 1000 mm）を，二次元目の光

学分割に Sumichiral OA-2500Sカラム（1.5 mm 

I.D. × 250 mm）を用いる二次元 HPLC法を報告

している 8)．図 1 にアカガイ試料を分析した結

果を示す．一次元目の逆相分配によりN-Methyl-

aspartic acid（NMA），NMG を多量の夾雑成分

から分離し，各アミノ酸画分をそれぞれ二次元

目へと導入した．分析の結果，アカガイ外套膜

には高濃度の NMDA（170 nmol/g）に加えて

NMG鏡像異性体が存在することが示された．ま

た，他の二枚貝についても解析を行った結果，

ハマグリの外套膜においても比較的高濃度の

NMDA（29 nmol/g）の存在が認められた．二枚

貝におけるこれらの結果は，我々が食事を通し

て神経活性アミノ酸を摂取していることを示し

ており，今後，NMDA 類縁化合物の代謝吸収や

体内分布などの解明が期待される． 

Ornithine（Orn）および Citrulline（Cit）は，

尿素回路を構成するアミノ酸である．これらの

血中濃度は，アミノ酸代謝障害の指標 16)として

用いられるほか，L 体は抗疲労作用や血管拡張

作用を有するサプリメントとしても広く利用さ

れている 17,18)．しかし，他の多くの代謝関連ア

ミノ酸と同様，分析法の欠如により Orn および

Cit の鏡像異性体を区別した生体内含量解析はこ

れまでほとんど行われてこなかった．我々は，

一次元目の逆相分配にキャピラリーモノリス型

ODSカラム（0.53 mm I.D. × 1000 mm）を，二

次元目の光学分割にオリジナルカラムである

Singularity CSP-105Sカラム（1.5 mm I.D. × 250

mm）を用いた二次元 HPLC 法並びに検出に質

量分析装置を用いる二次元 HPLC-MS 法を開発

した 10)．マウス尿試料を分析した結果，Orn お

よびCit鏡像異性体の存在が明らかとなった（図

2）．また，二次元 HPLC-MS 分析においては分

析対象の鏡像異性体のピークのみが検出され，

極めて高選択的な分析を達成した．

3.高選択的三次元キラル HPLCを
用いる生体内含量解析

生体試料中の微量代謝関連 D-アミノ酸の検出

および定量は，二次元 HPLC を用いてもなお，

選択性の不足により困難な場合が存在した．よ

り高選択的な分析を可能とするため，筆者らは

Ornおよび Cit，また Lysとその代謝物である 2-

Aminoadipic acid（2-AAA）および Pipecolic 

acid（PA）を対象として選定し，逆相分配，イ

オン交換分離および光学分割の異なる 3 種の分

離系を組み合わせた三次元キラル HPLC システ

ムを新たに開発した．

三次元 HPLC 法においては，誘導体化したア

ミノ酸を一次元目の逆相分配により他の内在性

化合物から分離し，オンラインで分取する．分

取した各アミノ酸画分を二次元目の陰イオン交

換カラムへ導入し，再び夾雑物から分離・分取

した後，三次元目において鏡像異性体の分割を

行う．逆相分配に微粒子充填型カラムである

Singularity RP18 カラム（1.0 mm I.D. × 250 

mm） を ， 陰 イ オ ン 交 換 カ ラ ム と し て

Singularity AXカラム（1.5 mm I.D. × 150 mm）

を，光学分割カラムには Singularity CSP-105S

カラム（1.5 mm I.D. × 250 mm）を選択し，Orn

およびCitを対象とした分析法を開発した．多量

の夾雑成分が存在する尿試料中において，上述
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した二次元 HPLC 蛍光法による分析結果と比較

して，より高選択的な分析が可能であることが

示された．また，生体内における含量制御機構

を解析するため，D-アミノ酸酸化酵素（DAO）

欠損マウスおよびコントロールマウスの尿試料

分析を行った．その結果，コントロールマウス

尿中 Citおよび Ornの%D値（(D/D + L) × 100）

がそれぞれ 7.5%，31.9%であったのに対し，

DAO 欠損マウス尿中においては 55.0%，83.3%

であった．いずれのアミノ酸についてもDAO欠

損に伴う%D 値の有意な増加が認められ（p < 

0.01），これらの D-アミノ酸が DAO による含量

制御を受けていることが明らかとなった． 

必須アミノ酸である Lys は，肝臓においてサ

ッカロピン経路により 2-AAA へ，脳においては

ピペコリン酸経路により PA へと代謝される 19)．

これらのアミノ酸は糖尿病や神経疾患との関連

20,21)が報告されている一方，キラルを識別した

体内分布や疾患による含量変化については未だ

ほとんど明らかにされていない．そこで筆者ら

は，逆相分配に Singularity RP18 カラム（1.0 

mm I.D. × 250 mm），陰イオン交換カラムとし

て Singularity AX カラム（1.5 mm I.D. × 150 

mm），光学分割カラムに Singularity CSP-001S

カラム（1.5 mm I.D. × 250 mm）を選択して Lys，

2-AAA，PA を対象とする分析法を構築し，ヒト

尿試料における含量解析を行った．その結果，

尿中には対象とした全てのアミノ酸鏡像異性体

が存在することが明らかになり，2-AAA，PA お

よび Lys の%D 値はそれぞれ 1.5%，68.0%，

6.5%であった． 

4.エキシマー蛍光誘導体化法を用
いる Orn，Lys の高選択的キラル
HPLC分析法の開発

分子内エキシマー蛍光誘導体化法とは，同一

の官能基を複数有する化合物の高選択的検出に

有用な誘導体化法である 22,23)．ピレンのような

平面多環系の蛍光分子が近接して存在するとき，

励起光の照射により一方が励起状態となると，

他の基底状態の分子と会合して励起二量体を形

成し，その波長は単一分子の蛍光波長（モノマ

ー蛍光）と比較して長波長（エキシマー蛍光）

側にシフトする．従って，多官能性の分析対象

化合物にピレン試薬を複数導入しエキシマー蛍

光領域で検出することにより，モノマー蛍光を

呈する夾雑成分の妨害を受けることなく分析対

象化合物を選択的に検出することが可能となる．

本誘導体化法を用い，α 炭素に加えて側鎖にア

ミノ基を有する Orn および Lys を対象とした分

析法を開発した．Orn および Lys をピレン試薬

で あ る 4-(1-Pyrene)butyric acid N-

hydroxysuccinimide ester（PSE）により誘導体

化し，逆相分配と光学分割を組み合わせた二次

元 HPLC を用いて分析した．一次元目の逆相分

配には，Singularity RP18カラム（1.0 mm I.D. ×

250 mm）を，二次元目の光学分割には

Singularity CSP-105Sカラム（1.5 mm I.D. × 250

mm）を選択した．エキシマー蛍光波長（励起

波長 345 nmにおける 475 nmの蛍光発光）で検

出することにより，ヒト尿試料において他の内

在性化合物の影響を受けることなく高選択的な

分析が達成された．本法を用いた含量解析によ

り，D-Orn のヒト尿中含量は 2.93 µM，D-Lys は

7.80 µMであり，%D値はそれぞれ11.5%，6.2%

であることが示された． 

5. おわりに

生体内における代謝関連 D-アミノ酸は，その

含量が極めて微量であること，ペプチドやタン

パク質構成アミノ酸をはじめとする多種多様な

アミノ化合物や生体成分による妨害を受けるこ

となどから，正確な検出・定量が困難な場合が

多い．一方，これまでの研究から明らかになっ

てきたように生体内には様々な代謝関連 D-アミ

ノ酸が内在し，その生理的意義の解明が求めら

れている．著者らは現在，更なる分析対象の拡

充および選択性の向上について検討を進めてお

り，今後，代謝関連キラルアミノ酸の疾患によ

る含量変化や合成・代謝経路の解明などを通じ

て，人々の健康に貢献できるようになることを

期待する． 
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