
l- アミノ酸は生体内に豊富に存在し，様々な生理機能
を持ち，結合態としてはタンパク質の構成要素として主に
機能しているが，近年の研究によって，その鏡像異性体で
ある d- アミノ酸も生体内に存在し様々な生理的機能を持
つことが明らかとなってきた。例えば，d- セリンは哺乳
動物の脳内に存在し，神経伝達に関与する N- メチル d-
アスパラギン酸（NMDA）型受容体のコアゴニストとし
て機能することや記憶や学習に関与することが明らかと
なっている�1）。また，d- アスパラギン酸は，メラトニンや
テストステロンなどのホルモンの分泌や生合成の制御に関
与することが明らかとなっている�2，3）。生体内の d- アミノ

酸は体内でアミノ酸ラセマーゼなどの酵素によって生合成
される�4-6） ほか，食品中の d- アミノ酸を摂取することに
よって体外から取り込まれると考えられる�7，8）。これまで
に，様々な食品中，特に日本酒やワインなどの発酵食品中
に豊富に d- アミノ酸が含まれていることをわれわれは明
らかにしている�9，10）。また，われわれは，食品中に含まれ
る d- アラニン，d- アスパラギン酸，d- グルタミン酸が
日本酒の味質の向上に寄与することを明らかにしており，
d- アスパラギン酸は，肌の老化抑制効果を示すことも明
らかとなっている�11，12）。

一般に d- 及び l- アミノ酸の定量法としては，試料中の
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Summary
We developed a novel enzymatic quantification method of d- and l-aspartic acid using two thermostable enzymes 

from hyperthermophilic archaeon, Thermococcus litoralis DSM 5473: l-aspartate oxidase (Tl-LASPO) and aspartate 
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of d- and l-aspartic acid in sake and black vinegar measured with the present method were well agreed with those 
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アミノ酸を蛍光ジアステレオマー誘導体化して高速液体ク
ロマトグラフィー（HPLC）を用いて分析する HPLC 法と，
試料中の測定対象とするアミノ酸に特異的に作用する酵素
を用いて定量する酵素法が主に利用されている。HPLC 法
では，最少検出感度が約 0.1 µM と低く高感度な分析が可
能であるが，食品サンプルのような mM オーダーで多種
類のアミノ酸を含むサンプル中の d- 及び l- アミノ酸の分
析には，数十～数百倍もの高い倍率で試料を希釈する必要
があり，段階的な希釈操作による系統誤差が大きくなると
いう欠点がある。一方，酵素法では，最少検出感度は低い
が試料中の数十 µM から数百 µM のアミノ酸を希釈する
ことなく定量することができ，食品中の d- 及び l- アミノ
酸の分析には，この点で酵素法は HPLC 法より優れてい
る。また，酵素法は，HPLC 法に比べて高額な分析装置が
不要であり，操作が簡便なことも大きな利点である。これ
までにいくつかのアミノ酸について酵素法を用いた定量法
が報告されているが�13，14），アスパラギン酸ラセマーゼと l-
アスパラギン酸オキシダーゼを用いた d- 及び l- アスパラ
ギン酸の酵素定量法については報告例がない。

先にわれわれは，超好熱アーキア Thermococcus litora-
lis DSM 5473 のアスパラギン酸ラセマーゼ（Tl-AspR）�15） �
と l- アスパラギン酸オキシダーゼ（Tl-LASPO）�16） がアス
パラギン酸に対する高い基質特異性と熱に対する高い安定
性を有することを明らかにした。これらの耐熱性酵素は，
反応や保存中に熱による変性や失活の影響を受けにくく，
また反応温度の適応範囲も広いことから，保存性の高い定
量用酵素試薬として有用であると考えられる。そこで本研
究 で は， こ れ ら の 耐 熱 性 2 酵 素（Tl-AspR 及 び Tl-
LASPO）を用いた d- 及び l- アスパラギン酸の新規酵素
定量法を開発することを目的としている（Fig. 1）。

実験方法

1．実験材料
Thermococcus litoralis DSM 5473 由来アスパラギン酸

ラセマーゼ（Tl-AspR）と l- アスパラギン酸オキシダー
ゼ（Tl-LASPO）はそれぞれ既報の方法に従い調製し�
た�15，16）。d- アスパラギン酸及び l- アスパラギン酸はナカ
ライテスク株式会社から購入した。西洋ワサビ由来ペルオ
キシダーゼ（HRP，製品番号 169-10791，100 U/mg），4-
アミノアンチピリンは和光純薬工業株式会社から購入した。
N- エチル -N-（2- ヒドロキシ -3- スルホプロピル）-3- メ
トキシアニリン（TOOS），N- エチル -N-（2- ヒドロキシ
-3- スルホプロピル）-3,5- ジメチルアニリン（MAOS）は
株式会社同仁化学研究所から購入した。その他の試薬は全
て特級を用い，和光純薬株式会社，関東化学株式会社，株
式会社同仁化学研究所から購入した。

2．�Thermococcus litoralis DSM 5473 のアスパラギン酸
ラセマーゼと l- アスパラギン酸オキシダーゼを用いた
d- 及び l- アスパラギン酸の定量

まず，250 mM リン酸カリウム緩衝液（KPB），pH 7.0，
0.25 mM FAD，8.0 mM フェノール，1.0 mM 4- アミノア
ンチピリンを含む水溶液を調製した（混合液 A）。次に試
料（50 µL）をマイクロチューブ（Greiner Bio-One，製品
番号 616201，1.5 mL 容）に入れ，混合液 A（50 µL），脱
イオン水（130 µL）を加えて十分撹拌した。マイクロ
チューブの蓋をしっかりと閉じ，ドライサーモユニット

（タイテック株式会社・DTU-1B）を用いて 70℃で 5 min，
プレインキュベートした。

試料中の l- アスパラギン酸濃度の測定は，上記プレイ
ンキュベート後，50 mM KPB, pH 7.0 に溶解した 1.6 mg/
mL （0.8 U） HRP （5 µL） 及 び 10.2 mg/mL Tl-LASPO 

（0.6 U，15 µL）をそれぞれ添加しマイクロチューブの蓋
をしっかりと閉じ，ドライサーモユニットを用いて 70℃
でインキュベートし反応を開始した。30 min 後，マイク
ロチューブを氷上で冷却し，反応液の 515 nm における吸
光度を，紫外可視分光光度計（日本分光・JASCO V-630）
を用いて測定した（Abs［Sample（L-Asp）］）。ブランクは，試料の
代わりに等量の脱イオン水を用いて反応液を調製したもの，
Tl-LASPO の代わりに等量の 20 mM KPB，pH 7.0 を用い
て反応液を調製したもの及び HRP の代わりに等量の
20 mM KPB，pH 7.0 を用いて反応液を調製したものを試
料と同様に反応させた後，それぞれの吸光度を測定し，�
Abs［-Sample（L-Asp）］，Abs［-Tl-LASPO（L-Asp）］，Abs［-HRP（L-Asp）］と し た。
Abs［Sample（L-Asp）］からブランクの中で，最も値の大きい Abs

［-Tl-LASPO（L-Asp）］ を 差 し 引 い た 値｛Abs［Sample（L-Asp）］－�
Abs［-Tl-LASPO（L-Asp）］｝を Abs［L-Asp］とした。試料中の l- アス
パラギン酸濃度（l-Asp［o］）は，試料として標準 l- アス
パラギン酸水溶液（0, 100, 200, 400, 600 µM）を用いて横
軸に l-Asp［o］（µM），縦軸に Abs［L-Asp］をとり作成した検

L‐AspD‐Asp
Tl‐AspR

O2H2O2

FAD

Tl‐LASPO

FADH2
H2O Oxaloacetic acid

NH4
+

HRP
Phenol + 4‐Aminoantipyrine
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(Measurement at 515 nm)
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Fig. 1  �Principle of enzymatic quantification method of d- and 
l-aspartic acid using two thermostable enzymes from hy-
perthermophilic archaeon, Thermococcus litoralis DSM 
5473: l-aspartate oxidase and aspartate racemase

Tl-LASPO: l-aspartate oxidase from Thermococcus lito-
ralis DSM 5473
Tl-AspR: aspartate racemase from Thermococcus litora-
lis DSM 5473
HRP: Horseradish peroxidase
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量線を用いて算出した。測定は少なくとも 3 回繰り返し
行った。

試料中の d- アスパラギン酸濃度は，試料中の d- アス
パラギン酸を Tl-AspR で等量の l- アスパラギン酸に変換
後上記の方法で l- アスパラギン酸濃度（l-Asp［t］）の測
定を行い，l-Asp［t］から l-Asp［o］を差し引くことによ
り算出した。l-Asp［t］の測定は，上記 l- アスパラギン
酸濃度の定量と同様に調製した混合液 A のプレインキュ
ベート後，50 mM KPB，pH 7.0 に溶解した 1.6 mg/mL

（0.8 U）HRP（5 µL），10.2 mg/mL Tl-LASPO（0.6 U，
15 µL）をそれぞれ添加した後，さらに 50 mM KPB, pH 
7.0 に溶解した 7.5 µg/mL Tl-AspR（2.2 U，20 µL）を加
えてマイクロチューブの蓋をしっかりと閉じ，ドライサー
モユニットを用いて 70℃でインキュベートし反応を開始
した。30 min 後，マイクロチューブを氷上で冷却し反応
を停止後，反応液の 515 nm における吸光度を測定した

（Abs［Sample（D-Asp + L-Asp）］）。ブランクは，試料の代わりに等量
の脱イオン水を用いて反応液を調製したもの，Tl-LASPO
の代わりに等量の 20 mM KPB, pH 7.0 を用いて反応液を
調製したもの及び HRP の代わりに等量の 20 mM KPB, 
pH 7.0 を用いて反応液を調製したものを試料と同様に反応
させた後それぞれの吸光度を測定し，Abs［-Sample（D-Asp + L-Asp）］，
Abs［-Tl-LASPO（D-Asp + L-Asp）］，Abs［-HRP（D-Asp + L-Asp）］ と し た。�
Abs［Sample（D-Asp + L-Asp）］からブランクの中で，最も値の大きい
Abs［-Tl-LASPO（D-Asp + L-Asp）］を 差 し 引 い た 値｛Abs［Sample（D-Asp + 

L-Asp）］－Abs［-Tl-LASPO（D-Asp + L-Asp）］｝を Abs［D-Asp + L-Asp］とした。
試料中の l-Asp［t］は，試料として標準 d- アスパラギン
酸水溶液（0, 100, 200, 400, 600 µM）を用いて測定を行い，
横軸に l-Asp［t］，縦軸に Abs［D-Asp + L-Asp］をとり作成した検
量線を用いて算出した。測定は少なくとも 3 回繰り返し
行った。

3．�高速液体クロマトグラフィー法を用いた d- 及び l- ア
スパラギン酸の定量

高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を用いた試料中
の d- 及び l- アスパラギン酸の定量は，既報の方法に従い
行った�9）。試料として標準 dl- アスパラギン酸水溶液（1, 
2, 5, 10, 15 µM）を用いて横軸に標準 dl- アスパラギン酸
濃度，縦軸にエリア面積をとり作成した検量線を用いて算
出した。測定は少なくとも 3 回繰り返し行った。

4．d- アスパラギン酸定量に及ぼす l- アスパラギン酸の影響
一般に，食品中の d- アスパラギン酸は l- アスパラギン

酸より含有量が著しく少なく，総アスパラギン酸含有量に
対する d- アスパラギン酸含有量の DL 比（D/［D+L］％）
は著しく低くなる。そこで，DL 比（D/［D+L］％）の低い
サンプル中の d- アスパラギン酸が本酵素法で定量できる
ことを確認するため，d- アスパラギン酸含量が 50％以下の
100 µM d,l- アスパラギン酸溶液（DL 比（D/［D+L］％）＝
5, 10, 25, 50）をそれぞれ調製し，上記 2 の酵素法を用い

てこれらの溶液中の d- 及び l- アスパラギン酸を定量した。

5．反応系に用いるトリンダー試薬の検討
本酵素定量法では，Fig. 1 に示す原理に基づき Tl-AspR

と Tl-LASPO の共役反応により生成する過酸化水素を，
HRP の存在下で 4- アミノアンチピリンとフェノールと反
応させ，生成する酸化的縮合物の吸光度を測定することに
より d- 及び l- アスパラギン酸を定量する。この過酸化水
素，4- アミノアンチピリン，フェノールと HRP との反応
は，トリンダー（Trinder）らによって開発され，トリン
ダー反応と呼ばれる�17）。また，トリンダー反応における
フェノールなどの水素供与体はトリンダー試薬と呼ばれる。
一般に，トリンダー反応で生成する酸化的縮合物の検出波
長や検出感度は，トリンダー試薬の種類を変えることによ
り変化することが知られている。そこで上記 2 の酵素法の
反応系に用いるトリンダー試薬を検討するため，8.0 mM
フェノールの代わりに 4.0 mM N- エチル -N-（2- ヒドロ
キシ -3- スルホプロピル）-3- メトキシアニリン（TOOS）
または 8.0 mM N- エチル -N-（2- ヒドロキシ -3- スルホ
プロピル）-3,5- ジメチルアニリン（MAOS）を用いてそ
れぞれ 45℃で 40 min または 70℃で 30 min 反応を行い，
それぞれ 550 nm または 630 nm における吸光度変化から，
標準 l- アスパラギン酸（0, 15, 50, 125, 250 µM）水溶液及
び標準 d- アスパラギン酸（0, 15, 50, 125, 250 µM）水溶液
を用いて同様に反応させ，上記 2 と同様に l-Asp［o］及
び l-Asp［t］の定量用の検量線を作成した。測定は少なく
とも 3 回繰り返し行った。

6．食品中の d- 及び l- アスパラギン酸の定量
Tl-AspR 及び Tl-LASPO を用いた d- 及び l- アスパラ

ギン酸の新規酵素定量法の有効性を確認するため，モデル
食品分析試料として当研究室で保有している日本酒（試料
番号：0204）1 試料と黒酢（試料番号：004）1 試料を用い
て，上記 2 の酵素法と上記 3 の HPLC 法を用いてそれぞ
れの試料中の d- 及び l- アスパラギン酸の定量を行い，両
測定法の分析結果を比較した。

結果と考察

Tl-AspR 及び Tl-LASPO を用いた d- 及び l- アスパラ
ギン酸の新規酵素定量法の最適反応時間を検討したところ，
標準反応条件として設定した 70℃, pH 7.0 では，d- 及び
l- アスパラギン酸いずれを基質とした場合でも 20 分で
A515 が一定となり，70℃で 20 分以上反応すれば反応が終
了しており，この条件下では d- 及び l- アスパラギン酸を
定量できることが明らかとなった（Fig. 2）。そこで d- 及
び l- アスパラギン酸標準液を試料として本酵素法による
l- アスパラギン酸と d- アスパラギン酸定量のための
l-Asp［o］及び l-Asp［t］の検量線をそれぞれ作成したと
ころ，いずれの検量線も 0-600 µM の範囲で直線性が得ら
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れた（Fig. 3A， Fig. 3B）。以上の結果，上記方法 2 に記載
の方法を用いることにより，試料中の 0-600 µM l- アス
パラギン酸，0-600 µM の d- アスパラギン酸を定量でき
ることが明らかとなった。

試料中の高濃度の l- アスパラギン酸が本酵素定量法に
及ぼす影響を検討したところ，100 µM 標準 d-,l- アスパ
ラギン酸水溶液（DL 比（D/［D+L］％）＝ 5, 10, 25, 50）の
いずれの溶液中の d- 及び l- アスパラギン酸の定量も可能
であることが明らかとなった（Table 1）。したがって，本
酵素は，HPLC 法では測定が困難な DL 比（D/［D+L］％）
の小さい試料中の d- アスパラギン酸も定量できることが
明らかとなった。

本酵素法の反応系に用いるトリンダー試薬としてフェ
ノールの代わりに TOOS を用いて，l- アスパラギン酸と
d- アスパラギン酸定量のための l-Asp［o］及び l-Asp［t］
の検量線をそれぞれ作成したところ，いずれの検量線も
0-250 µM の範囲で直線性が得られた（Fig. 5A， Fig. 5B）。
TOOS をトリンダー試薬として用いた場合，フェノール
を用いた場合より長い反応時間が必要なことなど，今後反
応条件の検討がさらに必要であると考えられるが，フェ
ノールを用いた場合に比べて，検出感度が高く，また長波
長側での測定が可能となることから，試料中の d- 及び l-
アスパラギン酸濃度の低いサンプルや，試料中の物質が

500 nm 付近に吸収を持つ場合に有効であると考えられる。
一方 MAOS を用いた場合，今回用いた 70℃，30 min の
反応条件では，MAOS の安定性に問題があったと考えら
れ，うまく測定することができなかった（データ未掲載）。

当研究室で保存している日本酒（試料番号；0204）と黒
酢（試料番号；004）中の d- 及び l- アスパラギン酸濃度
を，本酵素法を用いて測定した（Table 2）。また，同一試
料中の d- 及び l- アスパラギン酸濃度を HPLC 法で測定
し，検量線（Fig. 4A, Fig. 4B）から d- 及び l- アスパラギ
ン酸濃度を算出した（Table 2）。その結果，いずれの試料
中の d- 及び l- アスパラギン酸濃度も酵素法と HPLC 法
でよく一致した（Table 2）。したがって，本酵素法は，食
品中の d- 及び l- アスパラギン酸の定量法として適応可能
であることが明らかとなった。

これまでに，d- アミノ酸の酵素定量法としては，酵母
Rhodotorula gracilis の d- アミノ酸オキシダーゼの T60A，
Q144R，K152E，M213G 変異型酵素を用いたバイオセン
サ ー に よ る 試 料 中 の 総 d- ア ミ ノ 酸 の 定量�18）， 酵 母
Saccharomyces cerevisiae の d- セリンデヒドラターゼを用
いた d- セリン定量�19），Ureibacillus thermophaericus のメ
ソ - ジアミノピメリン酸デヒドロゲナーゼの変異型酵素
d- アミノ酸デヒドロゲナーゼを用いた d- イソロイシンの
定量�20） などが報告されている。また，d- アスパラギン酸
の酵素定量法として Cryptococcus humicolus の d- アスパ
ラギン酸オキシダーゼと Pseudomonas sp. のオキサロ酢
酸デカルボキシラーゼを用いた方法�21） について報告され
ているが，アスパラギン酸ラセマーゼと l- アスパラギン
酸オキシダーゼの共役反応を利用した d- アスパラギン酸
と l- アスパラギン酸の酵素定量法の報告例はなく，本報
告が最初の例である。本研究では，超好熱アーキア T. li-
toralis DSM 5473 由来 Tl-AspR と Tl-LASPO の 2 つの耐
熱性酵素を用いて d- 及び l- アスパラギン酸の新規酵素定
量法を開発することに成功した。本酵素法は，特に l- ア
スパラギン酸含有量の高い食品中の d- アスパラギン酸の
定量に有効であり，今後，食品中の d- アスパラギン酸を
はじめとする様々な試料中の d- アスパラギン酸及び l- ア
スパラギン酸の定量への応用が期待される。
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Table 1  �Effect of ratio of d-aspartic acid concentration to d- plus l-aspartic acid concentration in standard 
aspartic acid solution on measurement of d- and l- aspartic acid by enzymatic method

Theoretical values in standard solutions Experimental values (µM)

d-Asp (µM) l-Asp (µM) D/(D+L)% l-Asp[t] l-Asp[o] d-Asp

5.0 95.0 5.0 98.5 ± 1.3 95.3 ± 1.0 3.2 ± 1.7

10.0 90.0 10.0 94.9 ± 0.6 86.8 ± 6.3 8.1 ± 6.3

25.0 75.0 25.0 96.7 ± 0.8 75.0 ± 1.8 21.7 ± 1.9

50.0 50.0 50.0 95.4 ± 0.8 50.0 ± 1.5 45.4 ± 1.7

� n=3
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