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緒緒  言言  

 
メタボリックシンドロームや肝臓病、糖尿病、がんなどの各種病態において、血液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ということが知られている［1～2］。例えば胃がん患者のステージⅠの状態においてはトリプ

トファンやヒスチジンの濃度は顕著に減少し、グリシンやプロリンの濃度はあまり変化しない、という報告がされてい

る。また肝臓病の診断においては 5 種類のアミノ酸について、（バリン＋ロイシン＋イソロイシン）／（フェニルアラ

ニン＋チロシン）の式に各アミノ酸の濃度を代入して得られた数値が3以上なら健常、3以下でその数値が低くなるに

つれて、急性肝炎、慢性肝炎、肝硬変と病態が重篤になるという研究報告もある。このアミノ酸濃度のバランスの変化

はがんの種類や前述の病態の種類によってそれぞれ異なっている。このように複数のアミノ酸濃度のバランスから病態

の診断を行うアミノインデックス®という方法が知られている［3］。 
アミノ酸の分析法および装置の研究については、HPLC の原理による専用の分析装置が販売されており世界でも大

きなシェアを有しているが、大型の装置であることと、価格も800～2,000万円と非常に高価である。また1回あたり

の計測費用も 5,000 円～15,000 円程度を要する。また、酵素であるロイシンデヒドロゲナーゼを用いた分岐鎖アミノ

酸（バリン、ロイシン、イソロイシン）を計測するキットも販売されているが、これは、これら3種のアミノ酸のトー

タル量を計測するためのキットであり、各3種のアミノ酸濃度を計測することはできない［4］。また、フェニルアラニ

ンデヒドロゲナーゼやリジンオキシダーゼなどの酵素を用いたバイオセンサーの原理による研究論文も発表されてい

るが、これらデヒドロゲナーゼやオキシダーゼの酵素は数種類のアミノ酸にしか対応して存在していない。 
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。 
我々は、20 種類のアミノ酸濃度を迅速かつ簡便、安価に計測可能なアミノ酸計測用の小型装置を開発し、家庭やベ

ッドサイドにおいての健康診断へ応用することを最終目標として研究を行っている［5～7］。本研究においては 20 種

類のアミノ酸の識別に用いる酵素であるアミノアシル tRNA 合成酵素（aaRS）について各 20 種類のアミノ酸濃度を

計測するのに最適な条件を確立し、さらに紙を分離・反応媒体に用いる「アミノ酸計測用ペーパーマイクロ流路デバイ

ス（μPAD）」を開発して4種類の複数のアミノ酸濃度が同時に計測可能であることを示すことを目的として研究を行

った。aaRSは生体内においてタンパク質やペプチドの生合成に関わっている酵素であり［8］、20種類のアミノ酸に対

してそれぞれ 20 種類存在し、すべて同じ反応機構で酵素反応が進行するため検出ステップが格段に簡易化されること

が期待できる。 
本申請研究においては、aaRS の酵素反応が最適に活性化される条件について詳細に条件検討を行い、40 mM アデ

ノシン三リン酸（ATP）、50 mM 塩化マグネシウム（MgCl２）を添加した時に高い応答性を示し、1～150μMのヒス

チジンが選択的に定量可能であることを示した。 
 また、トリプトファン、グリシン、ヒスチジン、リジンの 4 種類のアミノ酸を同時計測可能なμPAD を作製し、応

答の評価を行い、それぞれ数μM～100μMの濃度範囲で目的のアミノ酸が選択的に計測可能であり、検出限界はそれ

ぞれトリプトファン（1.1μM）、グリシン（3.3μM）、ヒスチジン（1.9μM）、リジン（1.8μM）であることを示した。 
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方方  法法  

 
11．．aaaaRRSS酵酵素素反反応応とと呈呈色色反反応応のの原原理理  
本研究でアミノ酸の識別材料として用いたaaRSによる酵素反応と、それに続く呈色反応の反応式を下に示す。①式

に示すように ATP の存在下で基質アミノ酸と結合し、アミノアシル AMP とピロリン酸を生成する。そして生成した

ピロリン酸を、一般にリン酸の検出法に使われるリン・モリブデン法である②の反応から吸光度の変化を検出するとい

うものである。なおリン・モリブンデン法によりピロリン酸の定量が可能であることも確認している。この①式の酵素

反応は20種類のaaRSにおいて全て同じ反応機構で進行するというのもポイントである。 

 
22．．aaaaRRSS酵酵素素反反応応条条件件のの検検討討  

200 mM Tris-HCl緩衝液（pH 8.0）に100μMまたは0μM ヒスチジン、45.9μM ヒスチジン結合性aaRS（HisRS）、
0～40 mM ATP、0～100 mM MgCl２を溶解し（70通りの組み合わせ）、反応溶液のトータルを100μLとした。この

反応溶液をアルミブロック内で80℃で30分間反応させ、5分間氷冷させた。ろ過フィルター付マイクロプレートにこ

の反応溶液と1 Mメルカプトエタノール（10μL）、2.5％モリブデン酸アンモニウム／2.5 M硫酸水溶液（40μL）を

滴下し、2枚のマイクロプレートを重ね合わせて遠心分離機を用いて1,000 g、4℃で8分間遠心させた。遠心中、分子

量の大きい酵素はフィルターにトラップされてフィルター付マイクロプレートに残り、分子量の小さいアミノ酸やピロ

リン酸、ATP などがフィルターを通過し、ピロリン酸がマイクロプレート内のモリブデン酸と反応することによる青

色の呈色反応を、マイクロプレートリーダーを用いて800 nmにおける吸光度を計測して結合能の評価を行った。 
また、上で得られた最適なATP およびMgCl２濃度において、ヒスチジンの濃度を0～200μMと変化させて定量性

の評価を行った。選択性の評価は同様に100μMの20種類の各アミノ酸について反応させることで評価を行った。 
33．．複複数数ののアアミミノノ酸酸同同時時計計測測用用ペペーーパパーーママイイククロロ流流路路デデババイイススのの作作製製とと応応答答のの評評価価  

Graphic Studio（iMarkソフトウエア社）を用いて流路を設計し、ろ紙（Advantec社 No. 1）およびラミネートフ

ィルムをカッティングプロッタ（CE-6000）にて切り出し（図1a）、ラミネートすることでμPADを作製した（図1b）。 
 

 
図1．4種類のアミノ酸検出用ペーパーマイクロ流路デバイス（μPAD）の作製 
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さらに図1cに示すように、4か所の酵素反応部（EX）にそれぞれ222μg/mL HisRS、LysRS 160μg/mL、GlyRS 
100μg/mL、TrpRS 220μg/mLを25 mM Tris-HClバッファー（pH 8.0）に溶解し、1μLずつ滴下した。アミノ酸

検出部（DX）には発色試薬の 5％ モリブデン酸アンモニウムを 0.5μL ずつ滴下してμPAD とした。今回作製した  

μPADではトリプトファン（Trp）、グリシン（Gly）、ヒスチジン（His）、リジン（Lys）の4種類のアミノ酸の同時分

析が可能である。例えば、図3c左下においてEHisにはヒスチジン結合性酵素のHisRSが塗布されており、その検出部

の DHis では基質であるヒスチジンを含有するサンプルを滴下すると酵素反応と呈色反応により青色に呈色する。非基

質アミノ酸を滴下すると酵素反応が起こらないため検出部DXでの呈色反応は起こらない、という原理である。 
60℃に設定したアルミプレート上でアミノ酸溶液（0～100μMの濃度の各トリプトファン、グリシン、ヒスチジン、

リジン、および5.0 mM ATP、5.0 mM MgCl２を25 mM Tris-HClバッファー（pH 8.0）に溶解した溶液）40μLをサ

ンプル滴下部に滴下した。滴下 3 分後のμPAD を ImageJ を用いてアミノ酸検出部の青色の濃淡を計測することで応

答の評価を行った。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．． 酵酵素素反反応応にに用用いいるるAATTPPととMMggCCll２２のの添添加加量量のの検検討討  
酵素反応に及ぼす ATP と MgCl２の添加量について検討を行った結果、図 2 に示す通り、ヒスチジン濃度が     

（a）100μMと（b）0μMで比べると40 mM ATP、50 mM MgCl２を添加したときに吸光度の値、および100μMと

0μMヒスチジンのときの差が最も大きく、鋭敏に計測できることを示した。よってこれ以降の評価は、40 mM ATP、
50 mM MgCl２を200 mM Tris-HCl緩衝液（pH 8.0）に溶解した条件で行うこととした。 

 

図2．HisRS反応におけるATPとMgCl２の添加量の検討 
200 mM Tris-HCl緩衝液（pH 8.0）に100μMまたは0μM ヒスチジン、45.9μM HisRS、
0～40 mM ATP と 0～100 mM MgCl２は 70 通りの組み合わせ溶解し、酵素反応後の呈色 
反応による吸光度（800 nm）を計測。繰り返し回数4回、エラーバーは標準偏差を示す。 

  
22．． 定定量量性性とと選選択択性性のの評評価価  

11．．で得られた40 mM ATP、50 mM MgCl２を反応溶液に添加して用いる条件において、HisRSのヒスチジンに対

する定量性の評価を行ったところ、1～150μMのヒスチジンが定量可能であることを示した。また、100μMの20種

類の各アミノ酸について結合性の評価を行ったところ、ヒスチジンに対して吸光度が0.64程度と高い反応性を示した。

一方、他の19種類のアミノ酸は水を添加した時と同じ程度の低い吸光度しか示さなかったことから、HisRSがヒスチ

ジンに選択的に結合したために、呈色反応による吸光度が高い値を示したと考えられる（図3）。 
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図3．HisRS反応における選択性の評価 

各アミノ酸濃度は 100μM とし、40 mM ATP、50 mM MgCl２を 200 mM Tris-HCl  

緩衝液（pH 8.0）に溶解し、酵素反応後の呈色反応による吸光度（800 nm）を計測。   

繰り返し回数４回、エラーバーは標準偏差を示す。 
 
33．．44種種類類ののアアミミノノ酸酸同同時時計計測測用用μμPPAADDのの作作製製とと応応答答のの評評価価  
上項で得られた知見をもとに、ろ紙をアミノ酸の分離分析および検出媒体として用いて、ろ紙とラミネートフィルム

を用いるμPAD を作製し、1 枚のμPAD 上で酵素反応と呈色反応をさせることで複数のアミノ酸の同時分析を可能な

デバイスについて検討した。中央に試料溶液を滴下すると毛細管現象により EＸでの酵素反応を経て検出部位 DＸでの

呈色反応による青色の濃淡を計測する、というものである。 
得られた結果を図4に示す。各検出部位DXにおいては基質のアミノ酸に対して応答を示す一方、他のアミノ酸に対し

てはほとんど応答を示さなかった。つまり今回作製したμPAD を用いるとトリプトファン、グリシン、ヒスチジン、 

リジンの 4 種類のアミノ酸それぞれに対して選択的に数μM～100μM の定量範囲で計測可能であることが示された。

また計測に必要な時間は3分程度であった。 

 
図4．種類のアミノ酸同時計測用μPADの各検出部位における検量線と選択性評価 

a） トリプトファンを滴下した際の●トリプトファン（基質アミノ酸）および〇他 
3種のアミノ酸の応答。 

b～d）  同様に、●基質アミノ酸、〇他3種アミノ酸の応答を示す。繰り返し回数4回、 
エラーバーは標準偏差を示す。 

 
44．．ままととめめ  
本研究では 20 種類のアミノ酸の識別に用いる酵素の aaRS を用いて各 20 種類のアミノ酸濃度を計測するのに最適

な条件を検討し、アミノ酸の1種のヒスチジンについてマイクロプレート内においてヒスチジン結合性aaRS（HisRS）
を用いて反応性の評価を行った結果、40 mM ATP、50 mM MgCl２を添加した時に高い応答性を示し、1～150μMの

ヒスチジンが選択的に定量可能であることを示した。 

4



 

さらに紙を分離・反応媒体に用いる「アミノ酸計測用ペーパーマイクロ流路デバイス」（μPAD）を開発して4 種類

のアミノ酸濃度が同時に計測可能であることを示すことを目的として研究を行い、トリプトファン、グリシン、ヒスチ

ジン、リジンの4種類のアミノ酸それぞれに対して選択的に数μM～100μMの定量範囲で計測可能であることを示し

た。 
紙を分離分析媒体に用いるメリットとして、紙は安価で軽量なため保存や運搬や廃棄が容易、分析に必要なサンプル

や試薬が少量、流路の設計が容易なため多項目を同時分析可能なデバイスの設計が容易、毛細管現象を利用するため外

部電力が不要、などが挙げられる。このように紙を用いるμPAD は流路の形状や寸法などを容易に設計・作製できる

ため、将来的には20本の流路を設計することで、20種類のアミノ酸濃度が同時計測可能なデバイスの構築についても

可能であると考えられる。本研究で提案するアミノ酸分析用小型装置はバイオセンサーの原理を用いているため、精密

な送液ポンプなどが必要なく、装置の小型化、廉価化が可能である。現在は糖尿病や肝臓病、各種がんなど複数の病態

についてそれぞれ異なる計測法・装置で診断を行っているものを、将来的には本研究で開発されたアミノ酸計測用小型

装置を用いることで 1 台の装置で 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

に軽減できると考えられる。また、数千万人規模での疾患の早期発見や病態の管理に有用であり、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。 
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