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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　アミノ酸、およびアデノシン三リン酸（ATP）に、そのアミノ酸に対応するアミノアシ
ルtRNA合成酵素（AARS）を、(アミノアシルAMP)-AARS複合体分解試薬存在下で作用させ、
反応生成物を得る工程（A）；および
　工程（A)の生成物のいずれかを定量する工程（B）
を含み、得られた生成物量に基づいてアミノ酸量を決定する、アミノ酸を定量する方法で
あって、このとき(アミノアシルAMP)-AARS複合体分解試薬が、アミノアシルAMPのカルボ
キシル基の炭素に求核反応することにより、(アミノアシルAMP)-AARS複合体の分解を引き
起こすものである、方法。
【請求項２】
複合体分解試薬が、アミン類である、請求項1に記載の方法。
【請求項３】
複合体分解試薬が、ヒドロキシルアミン、ヒドラジンまたはメチルアミンである、請求項
1に記載の方法。
【請求項４】
工程（B)における生成物の定量が、吸光度を測定することにより行われる、請求項1～3の
いずれか1項に記載の方法。
【請求項５】
工程（B）において定量される生成物が、ピロリン酸であり、ピロリン酸の定量が、ピロ
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リン酸に、ピロリン酸ピルビン酸ジキナーゼ（PPDK）を作用させる工程を経るものである
、請求項1～4のいずれか1項に記載の方法。
【請求項６】
tRNA非存在下で行われる、請求項1～5のいずれか1項に記載の方法。
【請求項７】
試料中のアミノ酸を定量するために実施され、試料が血液由来である、請求項1～6のいず
れか1項に記載の方法。
【請求項８】
一の試料中の2種類以上のアミノ酸を定量するための請求項1～7のいずれか1項に記載の方
法であって、
　定量対象アミノ酸の各々に対応したAARSを準備し、
　AARS以外の他の必要成分を含んだ反応試薬を準備し、
　反応試薬と試料とを混合し、
　混合物を、少なくとも対象アミノ酸の種類の数に分割し、そして
　各分割物に異なるAARSを添加する
工程を含む、方法。
【請求項９】
　AARSが好熱性生物由来であり、工程（A）を、50℃以上で行う、請求項1～8のいずれか1
項に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、生体、食品等由来の試料において、アミノ酸を測定する方法に関する。より
詳細には、アミノ酸をアミノアシルtRNA合成酵素（AARS）と(アミノアシルAMP)-AARS複合
体分解試薬存在下で反応させ、その生成物を定量することにより、試料中のアミノ酸の含
有量を測定する方法に関するものである。
【背景技術】
【０００２】
　血中をはじめとする生体試料中のアミノ酸濃度の定量は様々な疾病検出のマーカーとな
り、その定量法の開発は医療的見地から強く望まれている。アミノ酸濃度の酵素的定量法
は、その迅速さ・簡便さなど機器分析より優れた特長を有し、実際の医療現場で各種疾病
検出を行うのに適した手法とされる。
【０００３】
　アミノアシルtRNA合成酵素（AARS）は、特定の1種類のアミノ酸とATPとtRNAを基質とし
、アミノアシルtRNAとAMPとピロリン酸を生成する酵素である。タンパク質構成アミノ酸
それぞれに対応したAARSが存在する。以下、各アミノ酸に対応するAARSについて、アミノ
酸名と「RS」をつなげて表記する。例えば、アラニンに対応するAARSは「AlaRS」、シス
テインに対応するAARSは「CysRS」と表記する。
【０００４】
　AARSはアミノ酸に対してきわめて高い基質特性を示すことが知られている。この酵素に
よる反応は、以下の2段階反応からなる。
【０００５】
【数１】

【０００６】
　なお、上記反応式のように「(アミノアシルAMP)-AARS複合体」が形成されること、また
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この複合体は強固であり、tRNA非存在下ではAARSが複合体としてトラップされたままにな
ることなどは、非特許文献1などで知られている。また非特許文献1には、上記複合体にヒ
ドロキシルアミンを添加すると、複合体が分解してアミノ酸ヒドロキサム酸とAMPが生成
することも記載されている。
【０００７】
　非特許文献2では、微量のtRNAを添加し、試料中アミノ酸のうち一部を上記反応式1およ
び2で反応させるアミノ酸定量法が報告されている。
【０００８】
　特許文献1および特許文献2では、tRNAは添加せず、試料中アミノ酸のうち一部を上記反
応式1に類似した反応のみで反応させるアミノ酸定量法が報告されている。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００９】
【特許文献１】2011-50357, アミノ酸の分析方法およびバイオセンサ
【特許文献２】2006-166709, アミノ酸分析用バイオセンシング装置およびアミノ酸分析
用バイオセンサおよびアミノ酸分析用アミノアシルtRNAシンセターゼ
【非特許文献】
【００１０】
【非特許文献１】Baldwin, A. N. & Berg, P. (1966). Transfer ribonucleic acid-indu
ced hydrolysis of valyladenylate bound to isoleucyl ribonucleic acid synthetase.
 J Biol Chem241, 839-845.
【非特許文献２】Forbes, C. D., Myung, J., Szewczak, A. A. & Landro, J. A. (2007)
. A high-throughput competitive scintillation proximity aminoacyl-tRNA synthetas
e charging assay to measure amino acid concentration. Anal Biochem 363, 246-254.
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１１】
　AARSはアミノ酸に対してきわめて高い基質特性を示すことが知られており、アミノ酸定
量用酵素として有望な酵素である。
【００１２】
　非特許文献2の定量法は、試料とATPとtRNAと放射性ラベルした測定対象アミノ酸を混合
した後、AARSと作用させ、生成したアミノアシルtRNAをビーズに吸着させ、その放射線量
を測定することで測定対象アミノ酸を定量する手法である。非特許文献2の定量法では、
生成物中に取り込まれたラベル済アミノ酸の存在比を算出するため、放射性同位体の使用
は不可避である。そのためこの定量法は、放射性同位体の取り扱いが可能な環境でしか用
いることができない。またこの定量法では、ビーズによる吸着・分離など、煩雑な工程も
必要となってしまう。さらにこの定量法では、反応液にtRNAを最大0.5 mg/mlという高濃
度で添加している。しかし、これを測定対象アミノ酸に対応したtRNAのモル濃度に換算す
ると、30 (μg)÷60 (μl)÷30,000 (g/mol)÷20＝0.8 μMとなる（tRNAの分子量を30,00
0とし、各アミノ酸に対応する20種のtRNAが等量ずつ含まれていると仮定した場合）。得
られる反応生成物のモル濃度は上記濃度以下となるが、放射性同位体を用いずにこのよう
な微量な化合物を定量するのは難しい。よって非特許文献２のようにtRNAを添加する手法
では、ごく微量の反応生成物を検出せざるを得ないため、放射性同位体の使用は不可避だ
といえる。
【００１３】
　特許文献1 および特許文献2 の定量法は、アミノ酸とATPとAARSのみを反応させ（以降
、「tRNA非添加条件」とする）、生成物を検出する手法である。本定量法ではtRNAが存在
しないため、上記反応式2は進行しえないと考えられる。
【００１４】
　特許文献1 および特許文献2においては、反応式1のような(アミノアシルAMP)-AARS複合
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体の存在は論じられておらず、AARSは以下の反応式1’を触媒するものとして述べられて
いる。反応式1’のように反応が進み、かつ平衡は完全に右に傾いていると仮定した場合
、アミノ酸と同等なモル数のピロリン酸が生成し、ピロリン酸定量によりアミノ酸定量が
可能と考えられる。しかしいずれの特許文献でも、反応式1ではなく反応式1’が進むとい
う主張の根拠は示されていない。
【００１５】
【数２】

【００１６】
　本発明者らは、特許文献１および特許文献２と同様に、tRNA非添加条件で測定を行った
。しかし、少なくとも発明者らが用いた検出法では、有意なピロリン酸生成を検出するこ
とができなかった（実施例5、ヒドロキシルアミン非添加サンプル参照）。有意なピロリ
ン酸生成が見られなかった原因としては、実際に起きている反応は上記反応式1’ではな
く、上記反応式1であることが考えられる。反応式1では、アミノ酸が1分子反応すると共
に、AARSが複合体形成のために1分子消費される。そのため、少なくとも試料中アミノ酸
以上のモル濃度のAARSを系に添加しない限り、試料中アミノ酸量と同等量のピロリン酸を
生成させることは原理上不可能である。
【００１７】
　本発明者らの実施例5において、反応液中のAARS濃度は約9 μM程度であり、アミノ酸濃
度に比べて顕著に低い。また特許文献１および特許文献２、非特許文献2においても、測
定対象アミノ酸以上のモル濃度のAARSを系に添加したという記述はない。特許文献2の段
落[0024]では、0～100 μMアミノ酸を定量する際のAARS濃度は10 μMであり、アミノ酸濃
度以上のAARSは添加していないと言える。よって特許文献1および特許文献2の手法におい
て、仮に反応式1が最大限進行したと仮定しても、試料中アミノ酸のうちごく一部しか反
応に用いられ得ず、生成物もまた少量であると考えるのが妥当である。これを否定するよ
うなデータは上記特許文献中に示されていない。
【００１８】
　試料中アミノ酸に対してごく少量の生成物しか生じない場合、特許文献1で用いられて
いる蛍光法やセンサ電極などによる高感度検出系が不可欠となり、吸光度法など広く用い
られている検出系では検出不可能となる。また高感度検出系を用いた場合でも、感度の低
下や測定値のばらつき、バックグラウンド値の上昇など様々な問題点の原因となる。
【００１９】
　以上のように、AARSを用いた公知のアミノ酸定量法は、放射性同位体を用いた煩雑な工
程を必要とすること、また試料中アミノ酸のうちごく一部しか反応しえないことなどの問
題点を有しており、広く使用されるには至っていなかった。
【課題を解決するための手段】
【００２０】
　本発明者らは、tRNA非添加条件下のAARS反応液において有意なピロリン酸生成が見られ
ない一方で、(アミノアシルAMP)-AARS複合体を分解する試薬を添加することで、試料中ア
ミノ酸と同等量のピロリン酸が生成することを見出した。そこで、反応液中のほぼ全量の
アミノ酸を上記反応式1と複合体分解反応で反応させることを特徴とする高感度かつ誤差
の少ないアミノ酸定量が可能であることを見出し、本発明を完成させた。
【００２１】
　本発明は、以下を提供する。
[1]　アミノ酸、およびアデノシン三リン酸（ATP）に、そのアミノ酸に対応するアミノア
シルtRNA合成酵素（AARS）を、(アミノアシルAMP)-AARS複合体分解試薬存在下で作用させ
、反応生成物を得る工程（A）；および
　工程（A)の生成物のいずれかを定量する工程（B）
を含み、得られた生成物量に基づいてアミノ酸量を決定する、アミノ酸を定量する方法。
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[2]　tRNA非存在下で行われる、[1]に記載の方法。
[3]　複合体分解試薬が、アミン類またはカルバニオンである、[1]   または[2]に記載の
方法。
[4]　複合体分解試薬が、ヒドロキシルアミン、ヒドラジンまたはメチルアミンである、[
3]に記載の方法。
[5]　工程（B)における生成物の定量が、吸光度を測定することにより行われる、[1]～[4
]のいずれか一に記載の方法
[6]　工程（B）において定量される生成物が、ピロリン酸であり、ピロリン酸の定量が、
ピロリン酸に、ピロリン酸ピルビン酸ジキナーゼ（PPDK）を作用させる工程を経るもので
ある、[1]～[5]のいずれか一に記載の方法。
[7]　試料中のアミノ酸を定量するために実施され、試料が血液由来である、[1]～[6]の
いずれか一に記載の方法。
[8]　一の試料中の2種類以上のアミノ酸を定量するための[1]～[7]のいずれか一に記載の
方法であって、
　定量対象アミノ酸の各々に対応したAARSを準備し、
　AARS以外の他の必要成分を含んだ反応試薬を準備し、
　反応試薬と試料とを混合し、
　混合物を、少なくとも対象アミノ酸の種類の数に分割し、そして
　各分割物に異なるAARSを添加する
工程を含む、方法。
[9]　AARSが好熱性生物由来であり、工程（A）を、50℃以上で行う、請求項1～8のいずれ
か1項に記載の方法。
【発明の効果】
【００２２】
　本発明は、非特許文献2に記載の定量法と比較して以下のように優れた点を有する。
・放射性同位体およびその検出機器を用いないため、一般的な設備・環境で利用可能であ
る
・酵素反応後のビーズによる吸着・分離などの煩雑な工程が必要なく、反応液と試料を混
合後はそのまま測定可能である
・非特許文献２に記載の定量法では、ビーズによる吸着以降の工程を除いても2時間を要
するのに対し、本発明は10分程度で測定可能である
【００２３】
　本発明は、特許文献１および特許文献２に記載の定量法と比較して以下のように優れた
点を有する。
・試料中アミノ酸と同等量の生成物が得られるため、高感度・高精度な定量が可能である
・蛍光試薬やセンサ電極を用いなくとも、通常の吸光度測定で検出が可能である
・特許文献１の段落0075では40分、特許文献２の段落0024では55分を測定に要するのに対
し、本発明は10分程度で測定可能である。
【図面の簡単な説明】
【００２４】
【図１】各濃度（0, 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 mM）のヒドロキシルアミン添
加時のTyr定量反応液の経時的吸光度変化。図中の数字（25, 50, 100, 150）は各反応液
のTyr濃度（μM）を示す。測定開始からの時間経過を横軸、Tyr非添加サンプルとの吸光
度差を縦軸に示す。各反応液を1サンプルずつ作製・測定した結果である。
【図２】測定開始20分後の測定値から作製したTyr検量線。図中の数字（0, 50, 100, 200
, 400, 600, 800, 1000）は、各検量線のヒドロキシルアミン濃度（mM）を示す。ヒドロ
キシルアミン200, 400, 600, 800, 1000 mMサンプルには、一次近似直線を付した。
【図３】Tyr濃度と吸光度差の相関係数の経時的変化。図中の数字（0, 50, 100, 200, 40
0, 600, 800, 1000）はヒドロキシルアミン濃度（mM）を示す。
【図４】Thermotoga由来CysRSを使用したCys検量線
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【図５】Thermotoga由来LysRSを使用したLys検量線
【図６】Thermotoga由来SerRSを使用したSer検量線
【図７】Thermotoga由来TyrRSを使用したTyr検量線
【図８】Thermus由来TyrRSを使用したTyr検量線
【図９】モリブデンブルー法によるHis検量線
【図１０】モリブデンブルー法によるPro検量線
【図１１】モリブデンブルー法によるTrp検量線
【図１２】Thermus由来IleRSを使用し、70℃で反応させたIle検量線
【図１３】Thermus由来MetRSを使用し、70℃で反応させたMet検量線
【図１４】Thermus由来TyrRSを使用し、70℃で反応させたTyr検量線
【図１５】複合体分解試薬としてヒドラジンを使用したTyr検量線
【図１６】複合体分解試薬としてメチルアミンを使用したTyr検量線
【発明を実施するための形態】
【００２５】
　本発明のアミノ酸定量法は、アミノ酸、およびアデノシン三リン酸（ATP）に、そのア
ミノ酸に対応するアミノアシルtRNA合成酵素（AARS）を、(アミノアシルAMP)-AARS複合体
分解試薬存在下で作用させ、反応生成物を得る工程（A）；および工程（A)の生成物のい
ずれかを定量する工程（B）を含み、得られた生成物量に基づいてアミノ酸量を決定する
、アミノ酸を定量する方法である。
【００２６】
　本発明により、定量することができるアミノ酸は、対応するAARSが存在するものである
。AARSが入手可能であれば、いずれのアミノ酸であっても本発明で定量することができる
。例えば、タンパク質を構成する20種類のアミノ酸、すなわち、L-アラニン、L-システイ
ン、L-アスパラギン酸、L-グルタミン酸、L-フェニルアラニン、グリシン、L-ヒスチジン
、L-イソロイシン、L-リジン、L-ロイシン、L-メチオニン、L-アスパラギン、L-プロリン
、L-グルタミン、L-アルギニン、L-セリン、L-スレオニン、L-バリン、L-トリプトファン
、L-チロシンは、本発明により定量できるアミノ酸である。本発明においては、アミノ酸
に関し、「L-」を省略して記載することがあるが、当業者であれば、AARSとの関係を参酌
し、そのアミノ酸がL体に限られるか否かを適宜判断することができる。また、本発明に
おいては、通常の表記法に従って、アミノ酸を3文字で表記することがある。
【００２７】
　〔工程A〕
　本発明の工程（A）では、アミノ酸、およびアデノシン三リン酸（ATP）に、そのアミノ
酸に対応するアミノアシルtRNA合成酵素（AARS）を、(アミノアシルAMP)-AARS複合体分解
試薬存在下で作用させ、反応生成物を得る。
【００２８】
　本発明においては、測定対象となるアミノ酸に対応したAARSを用いる。必要なAARSは、
市販されていればそれを用いることができ、また当業者であれば、入手可能な適切な資源
を利用して、遺伝子実験技術等を用いて適宜調製することができる。AARSの遺伝子実験技
術による調製は、タンパク質の調製に関する当業者によく知られた一般的な手法を適用す
ることができ、また本明細書の実施例に記載した手順、条件を参考に、調製することがで
きる。
【００２９】
　なお、AARSのうち大腸菌由来GlnRS, GluRS, ArgRSに関しては、tRNAと結合し、活性化
されないと上記反応式1が進行しない場合があることが知られている。これらのAARSを用
いる際には、工程(A)において、tRNAを添加すればよい。なおtRNAは、測定対象アミノ酸
と同等に高いモル濃度にする必要はなく、AARSと同等に低いモル濃度添加すれば十分であ
る。tRNA の調製のための方法は、当業者にはよく知られている（例えば、『基礎生化学
実験法第4巻　核酸・遺伝子実験』日本生化学会編に記載の方法、等）。
【００３０】
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　tRNAを用いる場合、定量しようとする対象アミノ酸に対応したtRNA以外の異種のtRNA、
mRNA、rRNAの混入は特に悪影響を与えないと考えられるので、全RNA抽出液を用いること
が、上記3種いずれのAARSを用いる場合においても、有用であろう。
【００３１】
　本発明で「AARS」というときは、特に記載した場合を除き、特定の種より生産されるも
のに限られない。定量しようとする対象アミノ酸に特異的または選択的に作用することが
でき、(アミノアシルAMP)-AARS複合体を形成しうるものであればよい。AARSに関し、「対
応するアミノ酸」というときは、そのAARSが特異的または選択的に作用するアミノ酸を指
す。
【００３２】
　本発明に用いるAARSは、自然界に存在する天然型であってもよく、遺伝子改変を行った
改変型であってもよい。また、本発明に用いるAARSは、AARSをコードする遺伝子を大腸菌
や他の生物を宿主として発現させて得られた、組み換え酵素であってもよい。
【００３３】
　本発明に用いることのできるAARSの調製方法は、特に制限されず、化学合成により合成
したタンパク質でもよいし、遺伝子組換え技術により作製した組換えタンパク質でもよい
。組換えタンパク質を作製する場合には、当該タンパク質をコードする遺伝子をDNAとし
て取得し、適当な発現系に導入することにより、上記AARSを産生することができる。典型
的なAARSの調整方法は、適切な生物種より抽出したゲノムDNAから該当する遺伝子をPCRに
て増幅し、pETまたはpUCなどのプラスミドに組み込んだベクターを構築したのち、それに
よりBL21、JM109などの宿主菌株を形質転換し、培養することである。これら以外の他の
公知の方法も、適宜用いることができる。
【００３４】
　本発明には、(アミノアシルAMP)-AARS複合体分解試薬を用いる。本発明ではこの試薬の
ことを単に「複合体分解試薬」ということもある。
【００３５】
　本発明で「、(アミノアシルAMP)-AARS複合体分解試薬」または「複合体分解試薬」とい
うときは、特に記載した場合を除き、 (アミノアシルAMP)-AARS複合体を分解してAARSを
遊離型に再生することができるものをいう。複合体分解試薬の例は、アミン類またはカル
バニオンであり、より特定された例は、ヒドロキシルアミン、ヒドラジンまたはメチルア
ミンである。
【００３６】
　本発明に用いられる複合体分解試薬の好適な例の一つは、ヒドロキシルアミン（NH2OH
）である。ヒドロキシルアミンは、本発明において下記の反応を進行させる。
【００３７】
【数３】

【００３８】
　上記反応においてヒドロキシルアミンは、アミノアシルAMPのカルボキシル基の炭素に
求核反応することにより、(アミノアシルAMP)-AARS複合体の分解を引き起こす。
【００３９】
　本発明においては、ヒドロキシルアミンと同様の反応を起こすことができ、かつ(アミ
ノアシルAMP)-AARS複合体の基質ポケットまでアクセスできる求核試薬であれば、複合体
分解試薬として好適に用いることができる。このような例として、ヒドラジン（H2NNH2）
およびメチルアミン（CH3NH2）が挙げられる。
【００４０】
　工程（A）では、他にアデノシン三リン酸（ATP）を用いる。
【００４１】
　工程（A）での反応生成物は、例えば、ピロリン酸であり、上述のようにヒドロキシル
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アミンを用いる場合は、アミノ酸ヒドロキサム酸である。
【００４２】
　〔工程B〕
　本発明の工程（B）では、工程（A)の生成物のいずれかを定量する。
　工程（A)の生成物として、ピロリン酸を定量する場合、ピロリン酸を定量するための種
々の方法が本発明のために適用できる。ピロリン酸測定のための好ましい態様の1つは、
工程（A）と同じ系中で実施できる方法である。
【００４３】
　工程（A）と同じ系中で実施できるピロリン酸測定方法の例としては、ピルビン酸ジキ
ナーゼ（PPDK）を用い、ピロリン酸からピルビン酸を生成し、 (1) ピルビン酸を乳酸脱
水素酵素（LDH）と反応させる手法が挙げられる（実施例3参照）。または、(2)ピルビン
酸をピルビン酸酸化酵素およびペルオキシダーゼと反応させる手法が挙げられる。これら
のピロリン酸の定量方法は、無機リン酸やATPの共存に影響を受けず、またAARSの基質で
あるATPをAMPから再生することができるという特長を有する。なお、PPDK、LDH、ピルビ
ン酸酸化酵素、ペルオキシダーゼは、それぞれ以下に示す反応を触媒する。
【００４４】
【数４】

【００４５】
　上記以外のピロリン酸定量法としては、ピロリン酸をピロフォスファターゼと反応させ
て無機リン酸に変換し、無機リン酸を各種手法で定量する方法が挙げられる。無機リン酸
定量法としては、例えば、モリブデンブルー法が挙げられる（実施例4参照）。これは、
リン酸を酸性条件下でモリブデン酸アンモニウムと還元剤と反応させることにより生成す
る色素を分光光度的に定量する手法である。なお、ピロフォスファターゼは以下に示す反
応を触媒する。
【００４６】
【数５】

【００４７】
　なお、上記以外のピロリン酸定量法としては、ATPスルフリラーゼなどの酵素によって
ピロリン酸からATPを生成させ、ルシフェラーゼなどを用いてATPを定量する手法が知られ
ている。しかしこのピロリン酸定量法では、AARSの基質として添加してあるATPにより、
ピロリン酸が過剰に見積もられてしまうことがあり、またルシフェラーゼなどによってAT
Pが枯渇しAARSの反応が進行しなくなることがある。よって上記方法のようにATP生成に基
づくピロリン酸定量法については、本発明のAARSとの共役系に用いる場合は、特別な配慮
が必要であろう。なお、ATPスルフリラーゼは以下に示す反応を触媒する。
【００４８】

【数６】

【００４９】
　工程(B)で測定可能な工程（A)の反応液生成物としては、 (アミノアシルAMP)-AARS複合
体の分解産物が挙げられる。例えば、複合体分解試薬としてヒドロキシルアミンを使用し
た場合には、分解産物としてアミノ酸ヒドロキサム酸とAMPが生じるが、これらのいずれ
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かを測定してもよい。AMPの定量は、例えば、HPLCを用いることによる。ヒドロキサム酸
の定量は、例えば、酸性条件下で塩化鉄と反応させ、540 nmの吸光度を測定することで、
分光光度的に実施できる。
【００５０】
　〔反応条件〕
　工程（A）において使用するAARSの量は、本発明のピロリン酸の定量が実施できれば特
に限定されず、試料に含まれるピロリン酸の存在量、使用する装置、PPDKの純度や種類に
応じて適宜決定することができる。使用するAARSの量は、反応を数十分以内に終了させた
い場合は、下限は、0. 05 mU/ml以上であることが好ましく、0.1 U/ml以上であることが
より好ましく、0.5 mU/ml以上であることがさらに好ましい。反応をより速やかに進行さ
せたい場合は、より多くの量をもちいてもよい。またいずれの場合であっても上限は経済
性等の観点から定めてもよく、10 U/ml以下とすることができ、5 U/ml以下であってもよ
く、1 U/ml以下であってもよい。なお、本発明に関し、反応系における成分の濃度を示す
ときは、特に記載した場合を除き、その濃度値は、反応系における終濃度としての値であ
る。
【００５１】
　本発明においては、複合体分解試薬の使用により、AARSが再生される。したがって、AA
RSの量は、AARSが酵素として機能可能な量であればよく、定量しようとする対象アミノ酸
の量未満であってもよい。本発明者らの検討によると、2 μMのTyrRS存在下で200 μM Ty
rの定量が可能であった。このことから、μMオーダー以下のAARS、またはアミノ酸に対し
1%以下のモル濃度の比較的少ない量のAARSでも、本発明は実施可能である。
【００５２】
　工程（A）においては、複合体分解試薬が使用される。複合体分解試薬としてヒドロキ
シルアミンを用いる場合（なお、本発明で複合体分解試薬としてヒドラジンを用いるとい
うときは、特に記載した場合を除き、ヒドラジンを塩として用いる場合も含む。他の複合
体分解試薬を用いる場合も同じ。）、その量は、反応を数十分以内に終了させたい場合は
、下限は、5ｍ Ｍ以上であることが好ましく、50 ｍＭ以上であることがより好ましく、4
00 ｍＭ以上であることがさらに好ましい。反応時間を要してもよければ、より少ない量
で実施することができる。またいずれの場合であっても上限量は、取扱い上の安全性、経
済性等の観点から定めてもよく、8000 ｍＭ以下とすることができ、4000 ｍＭ以下とする
ことができ、2000 ｍＭ以下とすることができる。
【００５３】
　複合体分解試薬としてヒドラジンまたはメチルアミンを用いる場合、本発明者らの検討
によると、それぞれ反応家における終濃度が400 mM、20 mMであれば、アミノ酸が定量で
きることが確認されている。したがって、これらの複合体分解試薬を用いる場合は、その
有効性が確認された濃度の1/100倍以上、より特定すると1/10倍以上の濃度で、好適に実
施することができるであろう。なおいずれの場合であっても、上限量は、取扱い上の安全
性、経済性等の観点から定めてもよく、8000 ｍＭ以下とすることができ、4000 ｍＭ以下
とすることができ、2000 ｍＭ以下とすることができる。
【００５４】
　なお、複合体分解試薬として比較的反応性が高いものを選択する場合は、反応系へは、
反応直前に混合した方が、悪影響が出ないと考えられる。当業者であれば、このような点
にも配慮して、工程（A)を計画することが容易であろう。本発明者らの検討によると、ヒ
ドロキシルアミンを用いた場合、ヒドロキシルアミンを他の成分と混合し、約10分経過し
た程度では、問題になるような影響は見られなかった。
【００５５】
　工程（A）において使用するATPの量は、当業者であれば、他の成分濃度や反応条件を勘
案して、適宜設計することができる。通常、工程（A)においては、測定しようとするアミ
ノ酸の濃度以上の濃度のATPを要するから、ATPの濃度は少なくとも、本発明で測定可能な
アミノ酸濃度の下限値である5 μM以上である。
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【００５６】
　一方で、工程（A)とピロリン酸ピルビン酸ジキナーゼ（PPDK）を用いる工程（B1）とを
同じ系内で実施する場合、理論的にはそれより低濃度のATPでも問題ないと考えられる。
この観点からは、ATPの濃度の下限は、0.002ｍＭ以上であることが好ましく、0.02ｍＭ以
上であることがより好ましく、0.2ｍＭ以上であることがさらに好ましい。
【００５７】
　ATPの濃度の上限は、いずれの場合であっても200ｍＭ以下とすることができ、20ｍＭ以
下であることが好ましく、2ｍＭ以下であることがより好ましい。
【００５８】
　工程（B)を、工程（A）と同じ系中でのピロリン酸測定のための工程として実施し、か
つ、ピロリン酸ピルビン酸ジキナーゼ（PPDK）によりピロリン酸からピルビン酸を生成さ
せ、 ピルビン酸を乳酸脱水素酵素（LDH）と反応させる場合（「工程（B1）」とする。）
、使用するPPDKの量は、本発明のピロリン酸の定量が実施できれば特に限定されず、試料
に含まれるピロリン酸の存在量、使用する装置、PPDKの純度や種類に応じて適宜決定する
ことができる。使用するPPDKの量は、下限は、0.001U/ml以上であることが好ましく、0.0
05U/ml以上であることがより好ましく、0.01U/ml以上であることがさらに好ましい。また
いずれの場合であっても上限は、10U/ml以下であることが好ましく、5U/ml以下であるこ
とがより好ましく、1U/ml以下であることがさらに好ましい。
【００５９】
　工程（B1）は、PEP等の高エネルギーリン酸化合物の存在下で実施される。存在するPEP
の量は、下限は0.01ｍＭ以上であることが好ましく、0.025ｍＭ以上であることがより好
ましく、0.05ｍＭ以上であることがさらに好ましい。またいずれの場合であっても上限は
、20ｍＭ以下であることが好ましく、10ｍＭ以下であることがより好ましく、5ｍＭ以下
であることがさらに好ましい。
【００６０】
　工程（B1）は、AMPの存在下で実施される。存在するAMPの量は、下限は、0.01ｍＭ以上
であることが好ましく、0.025ｍＭ以上であることがより好ましく、0.05ｍＭ以上である
ことがさらに好ましい。またいずれの場合であっても上限は、20ｍＭ以下であることが好
ましく、10ｍＭ以下であることがより好ましく、5ｍＭ以下であることがさらに好ましい
。
【００６１】
　工程（B1）は、金属イオンの存在下で実施されることが好ましい。金属イオンは、マグ
ネシウムイオン、コバルトイオン、またはマンガンイオンのうちいずれかであることがで
きるが、マグネシウムイオンであることが好ましい。使用する金属イオンの量は、例えば
、マグネシウムイオンの場合、下限は、AMPの濃度に対して0.1当量以上であることが好ま
しく、0.2当量以上であることがさらに好ましく、0.4当量以上であることがさらに好まし
い。またいずれの場合であっても上限は、10当量以下であることが好ましく、5当量以下
であることがより好ましく、2.5当量以下であることがさらに好ましい。最も好ましい濃
度はリン酸供与体の0.5～2当量、例えば1当量である。
【００６２】
　工程（B1）での乳酸脱水素酵素の量は、ピロリン酸の定量が実施できれば特に限定され
ず、試料に含まれるピロリン酸の存在量、使用する装置、酵素の純度や種類に応じて適宜
決定することができる。使用する酵素の量は、下限は、0.002U/ml以上であることが好ま
しく、0.005U/ml以上であることが好ましく、0.01U/ml以上であることがさらに好ましい
。またいずれの場合であっても上限は、4U/ml以下であることが好ましく、2U/ml以下であ
ることがより好ましく、1U/ml以下であることがさらに好ましい。
【００６３】
　工程（B1）はまた、NADHの存在下で実施される。NADH濃度は、低過ぎては吸光度の検出
が困難であり、また高過ぎては減少量測定値の正確性が低下する等、影響が比較的大きい
。存在するNADHの量は、下限は、0.01ｍＭ以上であることが好ましく、0.02ｍＭ以上であ
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ることがより好ましく、0.05ｍＭ以上であることがさらに好ましい。いずれの場合であっ
ても上限は、4ｍＭ以下であることが好ましく、2ｍＭ以下であることがより好ましく、1
ｍＭ以下であることがさらに好ましい。
【００６４】
　工程（B1）では、340 nmの吸光度を測定することで、反応進行に伴うNADH減少量を計測
し、ピルビン酸生成量が算出される。
【００６５】
　工程（B)を、ピロリン酸測定のための工程として実施し、かつピロリン酸をピロフォス
ファターゼと反応させて無機リン酸に変換し、無機リン酸を各種手法で定量する場合（「
工程（B2）」とする。）、使用するピロフォスファターゼの量は、ピロリン酸の定量が実
施できれば特に限定されず、試料に含まれるピロリン酸の存在量、使用する装置、ピロフ
ォスファターゼの純度や種類に応じて適宜決定することができる。使用するピロフォスフ
ァターゼの量は、下限は、0.151U/ml以上であることが好ましく、1.5U/ml以上であること
がより好ましく、15 U/ml以上であることがさらに好ましい。またいずれの場合であって
も上限は、6000U/ml以下であることが好ましく、600 U/ml以下であることがより好ましく
、60 U/ml以下であることがさらに好ましい。発色試薬としては、水と濃硫酸を混合後、(
NH4)6Mo7O24を溶解した液と、水と濃硫酸を混合後、FeSO4を溶解した液を用いることがで
きる（モリブデンブルー法）。発色試薬の例は、本明細書の実施例の項を参考にすること
ができる。
【００６６】
　工程（A）および工程（B）のための反応温度は、使用する酵素の最適温度等を考慮して
適宜設定することができる。本明細書の実施例で示したような酵素を用いる場合、各工程
は、室温～37℃で好適に行うことができる。工程（A）およびPPDKを用いてピロリン酸を
測定する工程（B）は、同じ系内で同時に進行させる場合も、反応温度は、使用する酵素
の最適温度等を考慮して適宜決定されるが、室温～37℃、例えば30℃で好適に行うことが
できる。
【００６７】
　工程（A）および工程（B）のための反応時間は、被検試料に含まれるアミノ酸量や使用
するAARSの量にも拠るが、反応は速やかに進行するものであり、40分以内、例えば約20分
以内とすることができる。
【００６８】
　本発明の好ましい態様の一つにおいては、工程（A）のAARSとして、好熱性生物由来の
ものを用いる。好熱性生物の例は、Thermus属に属する生物である。このような態様にお
いては、反応を比較的高温で実施することができ、高温で行うことにより、酵素使用量が
少なくて済むという利点があると考えられる。このような態様における反応温度は、当業
者であれば用いるAARSに応じて適宜設計しうるが、例えば50℃以上であり、60℃以上であ
ることが好ましく、65℃以上であることがさらに好ましい。そして、AARSの使用量は、上
で述べた量の1/2以下、より特定すると1/5以下、さらに特定すると1/9以下程度でありう
る。
【００６９】
　工程（A）を比較的高温で実施する場合、好適に組み合わせることができる工程（B）の
例は、上で工程（B2）として示したモリブデンブルー法である。
【００７０】
　〔本発明の用途等〕
　本発明により、5μM ～200μMのアミノ酸の定量が可能である。
　本発明の方法は、試料中のアミノ酸を定量するために用いることができる。試料は、測
定対象アミノ酸を含む可能性のある試料であれば、如何なるものでもよく、例えば、生体
由来物、例えば、血液、血清、血漿、尿、汗に対して適用することができる。また食品、
化粧品、医薬品等を対象に適用することもできる。
【００７１】



(12) JP 5305208 B1 2013.10.2

10

20

30

40

50

　試料には2種類以上のアミノ酸が含まれていてもよく、本発明によれば、それぞれのア
ミノ酸を定量することができる。一つの試料中の2種類以上のアミノ酸を定量する場合、
好ましい態様においては、本発明は、定量対象アミノ酸の各々に対応したAARSを準備し、
AARS以外の他の必要成分を含んだ反応試薬を準備し、反応試薬と試料とを混合し、混合物
を、少なくとも対象アミノ酸の種類の数に分割し、そして各分割物に異なるAARSを添加す
る
工程を含む。
【００７２】
　本発明の方法は、多種類のアミノ酸の迅速な同時定量を可能にし得る。
【実施例】
【００７３】
　以下に実施例を挙げて本発明を具体的に説明するが、本発明はこれに限定されるもので
はない。
【００７４】
　〔1. AARSの発現系構築〕
　Thermotoga maritima MSB8株（NBRC 100826）由来CysRS, HisRS, LysRS, ProRS, SerRS
, TrpRS, TyrRSを大腸菌で異種発現させるための発現系を以下のようにして構築した。
NBRCから分譲されたT. maritima由来ゲノムDNAを鋳型として用い、データベース上の各種
AARS遺伝子配列（配列番号1～7）を元に設計したプライマー（配列番号8～21）を用いてP
CRを行い、各遺伝子を増幅した。増幅産物をpET-28aに挿入し、各AARS発現用プラスミド
とした。なおプライマー設計の際には、TyrRS遺伝子に関してはNdeIサイトとHindIIIIサ
イトを付加してN末端にHisタグがつくようにし、それ以外の遺伝子に関してはNcoIサイト
とNotIサイトを付加してC末端にHisタグがつくようにした。
【００７５】
　Thermus thermophilus HB8株由来IleRS, MetRS, TyrRS（配列番号22～24）の大腸菌で
の異種発現のためには、RIKEN BioResource Center、DNA Bankから提供されたThermus th
ermophilus遺伝子発現プラスミドセットを使用した。
【００７６】
　〔2. AARSの発現、精製〕
　各発現用プラスミドで大腸菌BL21 (DE3)株を形質転換し、大量発現株として用いた。各
発現株を37℃の振盪培養でOD600が0.6～0.8に達するまで培養し、IPTGを終濃度0.5 mMに
なるように添加することで発現誘導をかけた。発現誘導後30℃で4時間振盪培養を行い、
集菌した。菌体を超音波破砕し、可溶性画分に目的酵素が得られた。
【００７７】
　上記の破砕液上清をGEヘルスケア社製Ni Sepharoseカラムにロードし、20 mM Tris-HCl
 (pH 7.0), 50 mM imidazole溶液で洗浄後、20 mM Tris-HCl (pH 7.0), 500 mM imidazol
e溶液で溶出させることによって目的酵素を精製・回収した。上記の酵素液は、必要に応
じて、透析や限外濾過によりimidazoleの除去やバッファーの交換、濃縮を行ってから使
用した。
【００７８】
　〔3. PPDKとLDHの共役によるAARS活性測定法〕
　測定対象アミノ酸を含む検体と、下記の組成のアミノ酸定量用反応液を混合した。混合
液を30℃に静置して、AARS、PPDKおよびLDH反応を進行させ、340 nmの吸光度の減少量を
測定した。混合液の液量は200 μlになるようにし、96穴マイクロプレートに分注後、マ
イクロプレートリーダーで吸光度を測定した。
アミノ酸定量用反応液：20 mM Tris-HCl (pH 7.0), 10 mM MgCl2, 10 mM NH4Cl, 0.3 mM 
PEP, 0.3 mM NADH, 0.2 mM ATP, 0.2 mM AMP, 70 mU/ml PPDK, 50 U/ml LDH, AARS（濃度
は検体との混合後の終濃度）
【００７９】
　〔4. モリブデンブルー反応によるAARS活性測定法〕
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　測定対象アミノ酸を含む検体と、下記の組成のアミノ酸定量用反応液を混合した。混合
液を30℃に静置して、AARS反応を進行させた。上記混合液33 μlと水66 μl、300 U/ml酵
母由来ピロフォスファターゼ溶液1 μlを混合後、室温で20分間静置してピロフォスファ
ターゼ反応を進行させた。その後、下記の組成の発色液A 100 μlと発色液B 30 μlを混
合してから5分間室温で静置し、マイクロプレートリーダーで700 nmまたは900 nmの吸光
度を測定した。
アミノ酸定量用反応液：20 mM Tris-HCl (pH 7.0), 5 mM MgCl2, 2 mM ATP, AARS（濃度
は検体との混合後の終濃度）
発色液A: 水と濃硫酸を3：1で混合後、(NH4)6Mo7O24・4H2Oを0.066 g/ml溶かした溶液
発色液B: 水と濃硫酸を10000：7で混合後、FeSO4・7H2Oを145 mg/ml溶かした溶液
　〔5. 70℃でのAARS活性測定法〕
　測定対象アミノ酸を含む検体と、下記の組成のアミノ酸定量用反応液を混合した。混合
液を70℃に静置して、AARS反応を進行させた。上記混合液600 μlと1 M 2-メルカプトエ
タノール溶液60 μl、下記の発色液240 μlを混合してから20分間室温で静置し、光路長1
 cmのキュベットで580 nmの吸光度を吸光度計で測定した。
アミノ酸定量用反応液：20 mM HEPES-NaOH (pH 8.0), 5 mM MgCl2, 0.5 mM ATP, AARS（
濃度は検体との混合後の終濃度）
発色液：水と濃硫酸を6：1で混合後、(NH4)6Mo7O24・4H2Oを0.025 g/ml溶かした溶液
【００８０】
　〔6. ヒドロキシルアミン添加効果の検証〕
　〔3〕に示したAARS活性測定法を用い、反応液中に各種濃度のヒドロキシルアミンを添
加した際の活性測定を行った。AARSにはThermotoga由来TyrRSを用いた。検体には、混合
後の終濃度が0, 25, 50, 100, 150 μMとなるような標準Tyr溶液を用いた。ヒドロキシル
アミンは、混合後の終濃度が0, 50, 100, 200, 400, 600, 800, 1000 mMとなるように反
応液に添加した。なおこれ以降の実施例で用いたヒドロキシルアミンは、事前に塩酸を添
加してpH 7.0に中和したものを指す。TyrRSは終濃度125 μg/ml（10 mU/ml）となるよう
に反応液に添加した。各種濃度のTyrとヒドロキシルアミンを含む検体・反応液を混合し
た後速やかにマイクロプレートリーダーにセットし、340 nmの吸光度のモニタリングを開
始した。各ヒドロキシルアミン濃度条件のサンプルグループ内で、0 mM Tyrサンプルとの
吸光度差を算出してプロットしたところ、図1に示すような経時的変化が得られた。
【００８１】
　ヒドロキシルアミンを50, 100, 200, 400, 600, 800 mM添加した条件下では、Tyr濃度
に依存し、AARS・PPDK・LDHの共役反応に由来すると思われる吸光度変化が観察された。
この反応は、サンプル混合後5分～1時間以上続き、その後は一定の吸光度差に落ちついた
。ヒドロキシルアミン400 mM以下サンプルでは、ヒドロキシルアミン濃度が高いサンプル
ほど吸光度差が落ちつくまでの時間が短かった。ヒドロキシルアミン400 mM以上のサンプ
ルでは、吸光度差が落ちつくまでの時間に有意な差はいられなかった。
【００８２】
　一方ヒドロキシルアミン非添加条件では、TyrRS・PPDK・LDHの共役反応由来と思われる
吸光度変化は見られなかった。この条件下でのサンプル間の吸光度差はわずかであり、マ
イクロプレートウェルの汚れや実験操作による誤差の範疇に留まる。よってTyrRS反応の
進行を上記検出系で観察するためには、ヒドロキシルアミン添加が不可欠であることが示
された。
【００８３】
　本実施例のヒドロキシルアミン非添加条件は、特許文献１および特許文献２で用いられ
ている反応条件と同じ原理である。似た条件であるにも関わらず、上記特許文献ではAARS
反応による有意なピロリン酸生成が検出されたのに対し、本実施例では検出不可能であっ
た。このような結果の相違の原因は不明であるが、一つには、検出法の違いによるもので
ある可能性も考えられる。すなわち、本実施例では吸光度法による検出を行っているのに
対し、上記特許文献ではセンサ電極または蛍光法による検出を行っており、検出法の感度
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の違いによって検出の可否が変わるのかもしれない。いずれにしても本実施例の結果から
、少なくとも本実施例のような検出系を用いる場合においては、ヒドロキシルアミン非添
加では検出不可能であったAARS反応によるピロリン酸生成が、ヒドロキシルアミン添加に
よって検出可能になることを明らかにした。
【００８４】
　図1で示したデータから、測定20分後の吸光度差を縦軸、Tyr濃度を横軸として、各ヒド
ロキシルアミン濃度毎に検量線を作成すると、図2のようになる。ヒドロキシルアミン濃
度200, 400, 600, 800, 1000 mM条件で、吸光度差とTyr濃度の間の相関係数は、それぞれ
0.9952, 0.9998, 0.9998, 0.9988, 0.9995となった。いずれも検量線として高い直線性を
有していると言え、本反応系により精度の高いTyr定量が可能であることが示された。
【００８５】
　測定20分後以外の各タイムポイントでも同様に検量線を作成して相関係数を算出し、横
軸を時間として相関係数をプロットすると、図3のようになった。いずれのヒドロキシル
アミン濃度においても、時間経過と共に相関係数が上昇して安定する傾向が見られた。相
関係数が安定するまでに要する時間は、400 mM以下のヒドロキシルアミンサンプルでは高
濃度ほど短くなり、それ以上の濃度では有意な差が見られなかった。高濃度のヒドロキシ
ルアミンが悪影響を及ぼさない系であれば、より高濃度のヒドロキシルアミンを添加する
ことで速やかに反応を完了させられることが示された。
【００８６】
　〔7. PPDKとLDHの共役によるアミノ酸検量線作成〕
　〔3〕に示したAARS活性測定法を用い、検体として標準Cys, Lys, Ser, Tyr溶液を用い
たときの検量線を作成した。上記アミノ酸の濃度は、終濃度0～200 μMになるように調製
した。ヒドロキシルアミン濃度は、Tyr検量線サンプルで200 mM、Cys、Lys、Ser検量線サ
ンプルで1000 mMとした。Thermotoga由来CysRS, LysRS, SerRS, TyrRS, Thermus由来TyrR
Sはそれぞれ終濃度0.2（7 mU/ml）, 0.1（10 mU/ml）, 0.2（8 mU/ml）, 0.4（40 mU/ml
）, 0.1 mg/mlとなるように反応液に添加した。
【００８７】
　Thermotoga由来AARSを用いたとき、各アミノ酸について図4～7のような検量線が得られ
た。いずれの検量線でも高い直線性を有することが示された。この結果から、本定量法に
よりTyrだけでなくCys、Lys、Serについても定量可能であることを明らかにした。なおい
ずれの反応液でも、ヒドロキシルアミン非添加時には有意な吸光度変化は見られなかった
。
【００８８】
　上記アミノ酸の代わりにピロリン酸を加えた場合も同様に検量線が作成可能であるが、
Lys, Ser, Tyr検量線の傾き（基質mMあたりの吸光度変化量）は、ピロリン酸検量線の傾
きの80％以上となった。このことは、検体中のアミノ酸の80%以上が反応に用いられ、同
モルのピロリン酸を生成したことを示している。なおCys検量線の傾きは他の検量線に比
べてやや低くなっているが、これは検体中のシステインの一部が空気酸化によりシスチン
に変わってしまい、システインの実濃度が低下していたためだと考えられる。
【００８９】
　またThermus由来TyrRSを用いたとき、図8のような検量線が得られた。Thermotoga由来T
yrRSを用いたときと同様に直線性の高い検量線が得られ、Thermotoga以外の生物種由来AA
RSでも定量が可能であることが示された。
【００９０】
　〔8. モリブデンブルー法によるアミノ酸検量線作成〕
　〔4〕に示したAARS活性測定法を用い、検体として標準His, Pro, Trp溶液を用いたとき
の検量線を作成した。上記アミノ酸の濃度は、終濃度0～80 μMになるように調製した。H
isRS, ProRS, TrpRSはそれぞれ終濃度0.1, 0.2 ,0.1 mg/mlとなるように反応液に添加し
た。
【００９１】
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　各アミノ酸について図9～11のような検量線が得られた。検出限界に近い低濃度のアミ
ノ酸サンプルであったため相関係数は図4～7の系に比べて劣るが、検量線として使用に耐
える直線性を示した。よって、本定量法によりHis, Pro, Trpについても定量可能である
こと、また〔3〕に示したピロリン酸定量法以外の手法を用いても定量可能であることを
明らかにした。なおいずれの反応液でも、ヒドロキシルアミン非添加時には有意な吸光度
変化は見られなかった。
【００９２】
　〔9. 70℃インキュベーションによるアミノ酸検量線作成〕
　〔5〕に示したAARS活性測定法を用い、検体として標準Ile, Met, Tyr溶液を用いたとき
の検量線を作成した。AARSには、Thermus由来IleRS, MetRS, TyrRSを用いた。各AARSはそ
れぞれ終濃度0.01, 0.08, 0.08 mg/mlとなるように反応液に添加した。上記アミノ酸の濃
度は、終濃度0～100 μMになるように調製した。また複合体分解試薬として、ヒドロキシ
ルアミンを終濃度400 mM添加した。
【００９３】
　各アミノ酸について、図12～図14のような検量線が得られた。この結果から、本定量法
によりIle、Metについても定量可能であることを明らかにした。また同時に、工程Aにお
ける反応温度は30℃に限られず、70℃などの高温にも設定可能であることを明らかにした
。さらに、30℃で反応を行った〔6〕と比較すると、Thermus由来TyrRSについては1オーダ
ー低い酵素濃度で定量可能となった。好熱性生物由来AARSに関しては、70℃など高温下で
反応を行うことにより、酵素使用量が少なくて済むという利点があると考えられる。
【００９４】
　〔10. 各AARSの基質特異性〕
　Thermotoga由来CysRS, HisRS, LysRS, ProRS, SerRS, TrpRS, TyrRSについて、〔4〕に
示したAARS活性測定法を用い、検体として各種アミノ酸の標準溶液のいずれかを用いたと
きのピロリン酸生成の有無を検証した。各AARSはそれぞれ終濃度0.3（8 mU/ml）, 0.1, 0
.2（3 mU/ml）, 0.2, 0.1（1 mU/ml）, 0.1, 0.2（20 mU/ml） mg/mlとなるように反応液
に添加した。Tyrは終濃度1 mM、それ以外のアミノ酸は終濃度5 mMとなるように反応液を
調製した。ヒドロキシルアミン濃度は、いずれも終濃度1000 mMとなるように添加した。
またThermus由来MetRSとTyrRSについて、〔5〕に示したAARS活性測定法を用い、検体とし
て各種アミノ酸の標準溶液のいずれかを用いたときのピロリン酸生成の有無を検証した。
各アミノ酸は終濃度200 μMとなるように反応液を調製した。ヒドロキシルアミンは終濃
度400 mMとなるように添加した。
【００９５】
　各AARSとアミノ酸の組み合わせを含む反応液での活性検出の有無を、表1に示す。＋は
活性が検出されたこと、－は活性が検出されなかったことを表す。各AARSは、対応する一
種類のアミノ酸に対してのみ活性を示した。この結果から、これらのAARSを用いた定量系
により各アミノ酸種に対し選択性の高い定量が可能であることを明らかにした。
【００９６】
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【表１】

【００９７】
　〔11. 各種複合体分解試薬の効果〕
　〔5〕に示したAARS活性測定法を用い、複合体分解試薬としてヒドラジンまたはメチル
アミンを添加したときの検量線を作成した。AARSには、Thermus由来TyrRSを終濃度0.01 m
g/mlとなるように反応液に添加した。Tyrは終濃度0～100 μMになるように調製した。ま
た、ヒドラジンとメチルアミンはそれぞれ終濃度400 mM、20 mMとなるように添加した。
【００９８】
　測定20分後の吸光度差を縦軸、Tyr濃度を横軸として、各複合体分解試薬毎に検量線を
作成した。ヒドラジンを用いた場合を図15に、メチルアミンを用いた場合を図16に示した
。いずれも検量線として高い直線性を有していると言え、本反応系により精度の高いアミ
ノ酸定量が可能であることが示された。
【産業上の利用可能性】
【００９９】
　アミノ酸分析は食品の品質管理や様々な疾病検出のマーカーとして用いられ、産業上広
い分野で需要のある技術と言える。多種類のアミノ酸分析を行うためには、HPLCなどの機
器分析を用いるという選択肢しかほぼないのが現状である。しかし機器分析は高価・大規
模な分析機器を要し、現場で迅速な測定を行うことは困難である。また、現場での測定で
はなく依頼分析を行う場合は、サンプル分析をはじめ保管や輸送のため高額な費用を要す
ることから、その利用はごく限られた範囲に留まっている。
【０１００】
　上記のような機器分析法と異なり、本発明の手法は酵素的定量法であり、高価な専用分
析機器を要さない。また、放射性同位体や蛍光法など高感度検出系を必要とする従来の酵
素的定量法とも異なり、より幅広い環境で容易に実施可能な定量法と言える。本発明の実
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施により、多種類のアミノ酸を迅速に測定することが可能である。例えば、AARS活性測定
溶液と検体を混合後に分注し、それぞれに異なる種類のAARSを混合することで、多種類の
アミノ酸の同時定量を容易に行うことができる。また本手法がマイクロプレートリーダー
などのハイスループットな測定機器で実施可能であることも、本明細書の実施例で示され
ている。
【配列表フリーテキスト】
【０１０１】
配列番号1：Thermotoga由来CysRS
配列番号2：Thermotoga由来HisRS
配列番号3：Thermotoga由来LysRS
配列番号4：Thermotoga由来ProRS
配列番号5：Thermotoga由来SerRS
配列番号6：Thermotoga由来TrpRS
配列番号7：Thermotoga由来TyrRS
配列番号8：プライマー CysRS F
配列番号9：プライマー CysRS R
配列番号10：プライマー HisRS F
配列番号11：プライマー HisRS R
配列番号12：プライマー LysRS F
配列番号13：プライマー LysRS R
配列番号14：プライマー ProRS F
配列番号15：プライマー ProRS R
配列番号16：プライマー SerRS F
配列番号17：プライマー SerRS R
配列番号18：プライマー TrpRS F
配列番号19：プライマー TrpRS R
配列番号20：プライマー TyrRS F
配列番号21：プライマー TyrRS R
配列番号22：Thermus由来IleRS
配列番号23：Thermus由来MetRS
配列番号24：Thermus由来TyrRS
【要約】
【課題】アミノ酸の簡易、迅速な定量方法を提供する。
【解決手段】アミノ酸、およびアデノシン三リン酸（ATP）に、そのアミノ酸に対応する
アミノアシルtRNA合成酵素（AARS）を、(アミノアシルAMP)-AARS複合体分解試薬存在下で
作用させ、反応生成物を得る工程（A）；および　工程（A)の生成物のいずれかを定量す
る工程（B）を含み、得られた生成物量に基づいてアミノ酸量を決定する。本発明の方法
に拠れば、一の試料中の2種類以上のアミノ酸を同時に迅速に測定することができる。
【選択図】なし
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