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要旨
アミノ酸の立体構造を考えたとき、それらには鏡像異性
体が存在し、それぞれL-アミノ酸（L-体）とD-アミノ酸
（D-体）に区別されます。天然に存在するアミノ酸のほと
んどがL-体であり、これまでD-体の機能についてはあまり
注目されてきませんでした。しかしながら、近年、一部の
食品、特に微生物が関与する醗酵食品において、D-アミノ
酸が含まれていることが示唆され始め、その食品機能につ
いて注目が集まっています。そのような背景の中、筆者ら
はメタボロミクスで培った分析技術を応用して、高感度三
連四重極質量分析計を用いて新規D-アミノ酸分析法を開発
しました。本稿では、その手法を解説するとともに、醗酵
食品分析への応用例についてご紹介します。

まれていることが報告される1)と、自然界にはL-体だけでは
なくD-体も同様に存在するのではないかという認識が広が
りました。近年では複数の疾患との関連性が議論されてお
り、D-serineはアルツハイマー病や統合失調症、ALS
（amyotrophic lateral sclerosis、筋萎縮性側索硬化症）と
いった神経疾患の病態生理に影響を及ぼすと考えられてい
ます2), 3)。また、D-serineと腎機能障害との密接な関連も報
告されており、腎疾患の予後予測や新規バイオマーカーと
しての使用も期待されています4),5)。

1. D-アミノ酸研究の現状
20種類のタンパク質構成アミノ酸のうち、glycineを除く

全てのアミノ酸は、4つの異なる官能基または原子が同一の
炭素に結合するキラル中心を1つあるいは2つ有しており、
その各々に立体異性体が存在します。それら立体配置を区
別する際、アミノ酸に関しては、慣例的にD/L表記法が頻用
されます。そしてそれぞれのアミノ酸のD-体とL-体は、原
子の配置が互いに重ね合わせられない鏡像のエナンチオ
マー（鏡像異性体、対掌体）の関係にあります（図1）。
自然界においてはL-体が圧倒的に多く存在しており、地

球上のすべての生命体がL-体をベースとして構成されてい
ると長年考えられてきましたが、20世紀中頃に細菌の細胞
壁のペプチドグリカン層にD-alanineとD-glutamic acidが含
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図 1 アミノ酸の鏡像異性体
Rは側鎖を表します
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■摘要
考虑氨基酸的立体结构时，其他包含对映异构体，分别分为

L-氨基酸（L-型）和 D-氨基酸（D-型）。大多数天然存在的氨
基酸都属于 L-型，而 D-型的功能过去没有受到太多关注。但是，
近年来的研究表明，部分仪器、特别是有微生物参与的发酵食品
中包含了 D-氨基酸，其食品功能受到了广泛关注。在此背景下，
笔者应用在代谢组学中积累的分析技术，使用高灵敏度三重四极
杆质谱仪开发了一种新型 D-氨基酸分析方法。本文在介绍该方
法的同时，介绍了在发酵食品分析中的应用案例。

1. D-氨基酸研究的现状
在 20种蛋白质氨基酸中，除甘氨酸外的所有氨基酸都有一

个或两个手性中心，该手性中心将四个不同的官能团或原子连接
在同一个碳上，且分别作为立体异构体而存在。为了区分上述构
型，通过使用 D/L表述方法表述氨基酸。而且，每个氨基酸的 D-

型和 L-型呈原子排列彼此不重叠的镜像对映体（对映异构体、对
映体）的关系（图 1）。

在自然界中，L-型占绝对多数，长期以来，人们认为地球上
所有的生物都是以 L-型为基础的，但在 20世纪中叶有报告称，
在细菌细胞壁的肽聚糖层上包含了D-丙氨酸和D-谷氨酸 1)，并且，
在自然界中不仅存在 L-型，而且存在D-型的认识得到广泛认知。

近年来，人们在不断研究与多种疾病的相关性，认为 D-

丝氨酸可能对阿尔茨海默病、精神分裂症、ALS（amyotrophic 

lateral sclerosis、肌萎缩侧索硬化）等神经系统疾病的病理生理造
成影响 2), 3)。另外，有报告称，D-丝氨酸与肾功能障碍密切相关，
有望作为肾脏疾病的预后预测和新型生物标志物使用 4),5)。
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图 1 氨基酸的对映异构体
R表示侧链
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如上所述，从生理学的角度来说，对 D-氨基酸的研究在医
学领域取得了很大进展，近年来，在食品研究领域也开展了广泛
的研究。过去有报告称，在蔬菜、水果等的农作物 6), 7）、海产品 8)

以及发酵食品中含有D-氨基酸。特别是在关于发酵食品的报告中，
研究对象涉及葡萄酒、啤酒、清酒、酸奶、奶酪、醋、酱油、料
酒等方方面面，一般理解为，参与发酵的微生物的波动和熟成过
程中的生化变化是形成各种 D-氨基酸的原因之一 9)～ 11)。食品的
功能大致分为作为主要功能的营养功能、作为次要功能的可口功
能、作为三级功能的保健功能，而作为食品中包含的成分，D-氨
基酸的功能主要是其中的次要功能，特别是体现独特风味的性质，
即与增味性相关的性质。以 L-谷氨酸单钠作为鲜味调味品为代表，
氨基酸在食品的制造和烹饪过程中作为增味剂发挥着非常重要的
作用，而 L-型和 D-型所体现的口感和阈值存在差异 12)。过去，
通过氨基酸溶液的感观评价和味觉受体的分析证实，几乎所有的
蛋白质构成氨基酸的 L-型都呈苦味，而很多的 D-型则呈甜味 13), 

14)。作为食品添加剂使用的只有 L-型，尽管有将 D-型作为新型
增味物质使用的动向，但在日本厚生劳动省的规定中允许使用丙
氨酸、苏氨酸、蛋氨酸、色氨酸的 D-型，而且，各种氨基酸只
能作为外消旋体使用，即，只有在 D-型和 L-型等量使用时才能
作为食品添加剂使用，鉴于这种限制，目前无法使用 D-氨基酸
独特的增味性积极开展具有独创性的食品开发工作。

如上所述，氨基酸的 D-型在生命现象的各种场景表现出 L-

型所没有的独特的生物学功能，因此，在基础和应用的两个层面
开展了综合性研究工作。以医疗和食品科学为首的各领域取得新
的知识与经验很大程度上取决于近年来分析技术的巨大进步，但
仍处在发展阶段。在定量或定性的性能方面仍有很大的改进空间，
需要进一步推进技术开发工作。

2. 氨基酸的光学拆分技术
近年来，该研究室开发了新型 D-氨基酸分析方法 15)。在该

方法中，手性氨基酸的分离和检测分别使用了 HPLC和飞行时间
质谱仪（TOFMS）。该方法中分离部分的手性固定相使用的是拥
有联萘骨架的冠醚色谱柱 CROWNPAK® CR-I(+)。该方法的 D, L-

氨基酸手性分离原理尚处于等待详细说明的阶段，但推测采用了
如下所示的分离机制（图 2）。目标氨基酸所具有的氨基通过 LC

中使用的极低 pH流动相质子化。该质子化氨基与固定相中的冠
醚之间形成静电引力，形成氨基酸保留。同时，具有极高松散结
构的联萘与冠醚键合，在实现疏水保留的同时，在 D和 L-氨基
酸中形成不同的位阻。此外，质子化氨基酸的氨基和固定相的填
料颗粒孔中的静电排斥也会影响分离。上述手性选择剂和固定相
的贡献使得非衍生化的 D、L-氨基酸得以分离，估计该选择性是
通过反相分配、亲水相互作用和静电消除的混合模式获得的 16)。

使用 HPLC和 TOFMS的手性氨基酸分析法（LC-TOFMS法）
的特点有三个。第一点是该方法不需要进行氨基酸的衍生化。可
以避免衍生化过程中产生的令人担忧的各种问题，例如不必要的
副反应。第二点是分析的高通量。该方法可以在 10分钟内完全
分离除仲胺脯氨酸以外的所有蛋白氨基酸。有很多的方法报告
称，手性氨基酸的分析需要数小时以上时间，而该方法的高通量
可以说是在分离方面取得了堪称划时代的成果。第三个特点是使
用质量分辨率高的质谱仪。通过使用 TOFMS，可以进行精确的质
谱分析，并能以高定性能力区分分子量非常接近的目标氨基酸。
LCTOFMS方法的所有这些特点都值得重点关注，其定位是区别
于常规的 D-氨基酸分析方法，但是，从分析的检测面，尤其是
在提高灵敏度和动态范围方面，TOFMS存在原理方面的障碍。

基于上述背景，笔者开发了使用岛津制作所的高灵敏四极杆
质谱仪 LCMS™-8060的新型 D-氨基酸分析方法。在四极杆质谱
仪的离子分离部分，同时将高频电压和直流电压施加到四个金属
棒上，使特定质谱范围的离子通过。四极杆质谱仪的测定模式可
以分为 Scan模式和 SIM模式，分析目标化合物时，使用只检测
特定质谱的第二种模式。所使用的MS/MS具有在质谱分离的部
分配置了两个四极杆，并且在四极杆之间配置碰撞室的结构。在
MS/MS分析中常用的MRM模式是在两个四极杆上均使用 SIM模
式，以获得对检测离子的高选择性，同时可以减少来自污染物离
子的背景噪声的影响，可以检测到灵敏度相对较高的信号。另外，
如上所述，MS/MS具有较宽的动态范围，因此适用于浓度差异和
丰度比显著不同的目标化合物的综合测定。

在本研究中构建分析技术时，我们首先通过微调MS/MS的
参数，开发了一种对微量 D-氨基酸进行高灵敏度分析的方法。
然后，将开发的方法和现有方法的性能进行了比较评价。以下为
您介绍该研究结果。

このHPLCとTOFMSを使用したキラルアミノ酸分析法
（LC-TOFMS法）の特徴は3つ挙げられます。まず1つ目は、
当該手法はアミノ酸の誘導体化を必要としない点です。誘
導体化処理で懸念される望ましくない副反応をはじめとす
る諸問題を回避出来ます。2つ目は、分析のハイスループッ
ト性です。当該手法は第二級アミンであるprolineを除く全
てのタンパク質構成アミノ酸を10分以内に完全分離するこ
とが出来ます。キラルアミノ酸の分析に数時間以上要求す
る手法の報告が多々ある中で、当該手法のスループット性
は分離面でのエポックメイキングとも言うべき成果である
と言えます。そして3つ目は、高質量分解能の質量分析計を
使用する点です。TOFMSを用いることで、精密質量分析が
可能になり、非常に近しい分子量をもつターゲットアミノ
酸を高い定性能力をもって区別することが出来ます。LC-
TOFMS法のこれらの特徴は、いずれも特筆すべきであり、
従来のD-アミノ酸分析法と一線を画すものと位置づけられ
ますが、分析の検出面、特に感度やダイナミックレンジの
向上に着目するとTOFMSには原理上の障壁があります。

このような背景の中、筆者らは島津製作所の高感度四重
極質量分析計LCMS™-8060を用いた新規D-アミノ酸分析法
の開発を行いました。四重極質量分析計におけるイオン分
離部では、4本の金属ロッドに高周波電圧と直流電圧の両方
を重ね合わせ印加することで、特定の質量範囲のイオンを
通過させます。四重極質量分析計の測定モードは、Scan
モードとSIMモードに大別され、ターゲット化合物を分析す
る場合には、特定の質量のみを検出する後者のモードが用
いられます。使用するMS/MSは質量分離部において四重極
を2つ、また四重極間に衝突室を配する構造を有しています。
MS/MS分析において頻用されるMRMモードは、2つの四重
極のどちらにおいてもSIMモードを用いることで、検出する
イオンに対して高い選択性を得ると同時に、夾雑イオンに
由来するバックグラウンドノイズの影響を軽減出来るため、
相対的に感度良くシグナルを検出することが可能です。ま
た先述の通り、MS/MSは広いダイナミックレンジを備えて
いるため、濃度差、存在比率が大きく異なる対象化合物の
網羅的な測定に好適です。

本 研究 では 、分 析技 術を構築 する にあ たり 、まず 、
MS/MSのパラメーターをファインチューニングすることに
より、微量のD-アミノ酸を高感度に分析する手法の開発を
行いました。その後、開発した手法と既存の手法の性能を
比較し、評価しました。以下にその検討結果について述べ
ます。
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上で示したように、D-アミノ酸に関する研究は、生理学
的な観点で医学分野において大いに発展した経緯がありま
すが、近年では食品研究分野でも幅広く研究が展開されて
います。野菜や果物といった農作物6), 7）や海産物8)、そして
醗酵食品中にD-アミノ酸が存在することが過去に報告され
ています。特に醗酵食品に関する報告においては、ワイン、
ビール、日本酒、ヨーグルト、チーズ、酢、醤油、および
味醂など対象は多岐に亘り、醗酵に関わる微生物のはたら
きや熟成過程における生化学的変化が種々のD-アミノ酸生
成の一因であると理解されています9)～11)。食品の担う機能
は、第一次機能としての栄養機能、第二次機能としての嗜
好性機能、そして第三次機能としての健康性機能に大別さ
れますが、食品含有成分としてのD-アミノ酸の機能は、そ
のうちの第二次機能、とりわけ個々が示す味質、すなわち
呈味性に関連した性質がし ばしば取り上げられます。
L-glutamic acid monosodiumの旨味調味料としての使用に
代表されるように、アミノ酸は食品の製造や調理過程にお
ける呈味改良剤として非常に大きな役割を果たす一方で、
その呈味および閾値はL-体とD-体で異なります12)。これま
で、アミノ酸溶液の官能評価や味覚受容体の解析を通じて、
タンパク質構成アミノ酸の殆どのL-体は苦味を呈しますが、
D-体は甘味を有するものが多く存在することが明らかに
なっています13), 14)。食品添加物として使用されるのは専ら
L-体であるため、D-体を新規性のある呈味性物質として一
部利用しようとする動きもありますが、我が国では、厚生
労働省の規制によってalanine、threonine、methionine、
tryptophanのみD-体の使用が許可されており、さらに各々
はラセミ体としてのみ使用可能、すなわちD-体とL-体を等
量で使用する場合のみでしか食品添加物として使用出来な
いという制限も相まって、D-アミノ酸の特殊な呈味を応用
した独創的な食品開発を活発には行えない現状があります。

これまで述べてきた通り、アミノ酸のD-体は生命現象の
様々な局面においてL-体に無いユニークな生物学的機能を
示すため、基礎・応用両面で総合的な研究が展開されてき
ました。医療や食品科学を初めとする諸分野における新た
な知見の獲得は、近年の分析技術の目覚ましい進歩に依る
ものが大きいですが、未だ発展の途にあります。定量的ま
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り一層の技術開発の進展が望まれています。

2. アミノ酸の光学分割技術
近年、当該研究室で新規D-アミノ酸分析法を開発しまし

た15)。この手法におけるキラルアミノ酸の分離と検出には
HPLCと飛行時間型質量分析計（TOFMS）をそれぞれ使用し
ます。この手法の分離部においては、キラル固定相として
バイナフチル骨格をもつクラウンエーテルを有するカラム
CROWNPAK® CR-I(+)を採用しています。当該手法のD, L-ア
ミノ酸のキラル分離の原理に関しては、未だ詳細な解明が
待たれる段階ですが、以下のような分離メカニズムが推測
されます（図2）。ターゲットアミノ酸が有するアミノ基は、
LCに使用される極低pHを示す移動相によって、プロトン化
されます。このプロトン化アミノ基と固定相中のクラウン
エーテルとの間に静電引力がはたらき、アミノ酸の保持が
発生します。また、同時にこのクラウンエーテルには非常
に嵩高い構造のバイナフチルが結合しており、疎水保持が
達成されると共に、D, L-アミノ酸で異なる立体障害が生じ
ます。さらに、プロトン化したアミノ酸のアミノ基と固定
相の充填剤粒子の細孔部における静電反発も分離に影響を
及ぼしていると考えられます。これらキラルセレクターと
固定相の寄与によって、非誘導体化D, L-アミノ酸の分離が
可能になり、その選択性は逆相分配、親水性相互作用、静
電排除の混合モードにより得られていると予想されます16)。

図 2 Konya et al.16) が開発したD-アミノ酸分析法の推定分離メカニズム
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3.  开发有助于定量分析微量 D-氨基
酸的高灵敏度分析方法
开发可以使用 LC-MS/MS对微量 D-氨基酸进行高灵敏度定

量分析的方法时，分成 1.“分析方法的开发”、2.“所开发分析
方法的评价”、3.“在实际样品分析中的应用”等的三个项目，
分阶段进行了研究。以下介绍各项目的概要。
1. “分析方法的开发”

关于手性氨基酸的分离，我们尝试了应用 Konya et al.报告
的使用 LC-TOFMS的 D-氨基酸分析方法 15)。在检测方面，为了
实现最高灵敏度分析，对影响灵敏度的参数逐个进行了详细研究。
本研究中使用的MS/MS的装置构成简图如下所示（图 3）。LC

分离的化合物首先被离子源电离（质子加成反应），然后被透镜
系统聚焦，进入质量分离器，最后到达检测器。首先，在最初的
研究时，决定了通过两个四极杆的离子的 m/z和电压参数，即，
对MRM通道进行了优化。然后，在调整离子源探头位置后，对
气体流量参数进行了优化。在离子源的接口部分使用了几种气体
来促进电离。此外，还优化了该界面部分的电压和热参数。

本方法同样具有极高的分离性能，完成了几乎所有的目标
D, L-氨基酸的光学拆分（图 4）。但是，与 LC-TOFMS法不同
的是，在本方法中，MS/MS将 L-谷氨酰胺和 D-赖氨酸识别为
同一化合物。其原因是二者以相近的保留时间洗脱，并具有相同
的MRM通道。TOFMS可以从化合物的精确质谱中获取数据，因
此，即使使用 LC难以分离，也可以使用MS进行分离。使用的
MS/MS的质量分辨率无法识别各自的质量差（单同位素质量中
的谷氨酰胺为 146.069，赖氨酸为 146.106）。为了解决这个问
题，我们研究了使用与 CROWNPAK CR-I(+)具有互补结构的色谱
柱 CROWNPAK CR-I(-)。CROWNPAK CR-I(+) 和 CROWNPAK CR-

I(-) 内的联萘存在轴不对称关系（CR-I(+)：(S)-18-crown-6-ether、
CR-I(-)：(R)-18-crown-6-ether）（图 5）。目前尚未获得详细的
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减少了一次分析所需的MRM通道采集次数，以获得更高的再现
性。

所使用的 DL-氨基酸标准溶液为 1 nmol/mL，所有化合物均
在 8分钟以内洗脱。

在使用 CROWNPAK CR-I(+)的分析中，所有的氨基酸均呈 D-
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得。
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器的色谱柱（CROWNPAK CR-I(+)），判断固定相的冠醚与目标
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图 3 三重四极杆质谱仪的装置构成简图

图 4 18种蛋白质构成氨基酸的色谱图

Application 
Note

3. 微量D-アミノ酸の定量分析に資する高感
度分析法の開発

LC-MS/MSを用いて微量D-アミノ酸を高感度に定量可能な
分析法の開発にあたり、1.「分析法の開発」、2.「開発した
分析法の評価」、3.「実サンプル分析への応用」の三つの
項目に分割し、段階的に検討を行いました。以下に各項目
の概要を述べます。
1.「分析法の開発」
キラルアミノ酸の分離に関しては、既にKonya et al.が報

告したLC-TOFMSを用いたD-アミノ酸分析法15)の応用を試み
ました。検出に関しては、最大感度の分析を達成するため
に、感度に影響するパラメーターを1つずつ詳細に検討しま
した。本研究で使用したMS/MSの装置構成の概略図は以下
です（図3）。LCで分離された化合物は、まず初めにイオン
源でイオン化（プロトン付加反応）されその後、レンズ系
で収束され、質量分離部に入り、最終的に検出器に到達し
ます。まず初めの検討として、2つの四重極を通過するイオ
ンのm/zと電圧パラメーターの決定、すなわちMRMトラン
ジションの最適化を行いました。次に、イオン源のプロー
ブの位置の調整を行った後、ガス流量のパラメーターの最
適化を行いました。イオン源のインターフェース部分では
数種類のガスがイオン化の促進のために用いられています。
加えて同インターフェス部分の電圧および熱パラメーター
の最適化を行いました。

No. 67

とバイナフチル骨格がもたらす立体障害がD, L-アミノ酸の
光学分割に大きな影響を及ぼしているものと考えられます
（図4）。本手法においても、非常に高い分離能でほぼ全ての
ターゲットD, L-アミノ酸の光学分割を達成しました（図4）。
しかしながら、LC-TOFMS法とは異なり、本手法ではMS/MS
がL-glutamineとD-lysineを同一化合物として認識しました。
これは、両者が近しい保持時間で溶出し、また同一のMRM
トランジションを有することに起因します。TOFMSは、化
合物の精密質量でデータを取得出来るため、LCでの分離が
困難でもMSで分離が可能な場合があります。使用した
MS/MSの質量分解能では、それぞれの質量の差（モノアイ
ソトピック質量でglutamineが146.069、lysineが146.106）
を識別することが出来ません。この問題を解決するため、
CROWNPAK CR-I(+) と相補的な構造をもつカラム、
CROWNPAK CR-I(-)を検討しました。CROWNPAK CR-I(+)と
CROWNPAK CR-I(-)内のバイナフチルは軸不斉の関係
（CR-I(+)：(S)-18-crown-6-ether、CR-I(-)：(R)-18-crown-6-
ether）にあります（図5）。詳細な知見は待たれる状況で
すが、2つのカラムによるD, L-アミノ酸の分離ではそれらの
溶出の順序が逆転します。すなわち、本手法では、CR-I(+)
を用いた場合に、各々のD-アミノ酸が先に溶出、その後L-ア
ミノ酸が溶出しますが、CR-I(-)を用いるとL-アミノ酸が先に
溶出します。以上のことを踏まえ、CR-I(+)に加え、CR-I(-)を
利用することで、共溶出していたL-glutamineとD-lysineの
単独ピークとしてのそれぞれの検出が可能になりました
（図6）。また、同様に共溶出していたD-isoleucineとD-
allo-isoleucineもそれぞれ単一でピーク認識可能になりまし
た。加えて、データ取得の際に、想定される保持時間の前
後0.75 分だけをモニターすることで、1分析に要するMRM
トランジション取得の回数を減らし、より高い再現性で得
られるように設定しました。

図3 三連四重極型質量分析計の装置構成概略図
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2.「開発した分析法の評価」
アミノ酸標準品の希釈系列を用いて測定範囲、直線性、

併行精度、検出限界および定量下限を評価しました。直線
性の範囲は、0.005から100 nmol/mLの濃度範囲の標準品溶
液の各濃度の面積値を元に直線回帰したときの相関係数、
再現性はN = 3の繰り返し数での検出ピーク面積値の相対標
準偏差でそれぞれ評価しました。また、検出限界は、質量
分析計のシグナルノイズ比から求めました。
3.「実サンプル分析への応用」
本過程では、開発した分析法が標準品溶液に対してのみ
ではなく、夾雑物質が含まれている実サンプル分析に実際
に応用出来るかどうかを検証しました。実サンプルとして
はD-アミノ酸検出の報告が過去にある黒酢を対象としまし
た。
また、以上の1から3の段階を経て確立した手法と、既存
の手法であるLC-TOFMSを用いたD-アミノ酸分析法で同じサ
ンプルを分析して得られた結果を比較し、新規分析手法の
性能を評価しました。

3-1 分析法の開発
LC-MS/MSの高感度D-アミノ酸分析法の開発にあたり、ま

ずターゲットアミノ酸のMRMトランジションの最適化を
行った後、キラルアミノ酸分離条件の確認を行いました。
LCの分離条件は既報のLC-TOFMS法15)を基に検討しました。
先に詳しく述べたように、本手法はバイナフチル骨格にク
ラウンエーテルが結合したキラルセレクターを有するカラ
ム（CROWNPAK CR-I(+)）を使用しており、固定相のクラウ
ンエーテルとターゲットアミノ酸のアミノ基基との相互作用

図4 18種類のタンパク質構成アミノ酸のクロマトグラム

用いたDL-アミノ酸標準溶液は1 nmol/mLで全ての化合物は8分以内に溶
出しました。
CROWNPAK CR-I(+)を用いた分析では、全てのアミノ酸においてD-体、
L-体の溶出順を示した。isoleucineとleucineに関しては、D-isoleucine +
D-allo-isoleucine（共溶出）、D-leucine、L-allo-isoleucine、L-isoleucine、
L-leucineの順に溶出しました。

质谱分离部分透镜系统离子源
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出しました。
CROWNPAK CR-I(+)を用いた分析では、全てのアミノ酸においてD-体、
L-体の溶出順を示した。isoleucineとleucineに関しては、D-isoleucine +
D-allo-isoleucine（共溶出）、D-leucine、L-allo-isoleucine、L-isoleucine、
L-leucineの順に溶出しました。

质谱分离部分透镜系统离子源

相
对
强
度

保留时间（分钟）
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併行精度はアミノ酸標準溶液を連続で3回分析して得られ
た各ピークの面積値の相対標準偏差（RSD）で評価しまし
た 。 D-alanine を 除 く 全 て の タ ー ゲ ッ ト ア ミ ノ 酸 は
0.05 nmol/mLにおいて平均8.1 %のRSDを示し、D-alanineに
関しては、0.5 nmol/mLで15.9 %のRSDを示しました。全て
のピーク面積値のRSDが20 %以下の値を示し、LC-MS/MS法
が高い再現性を保つことが示されました。検出限界および
定量下限は、検出されるターゲット化合物のピーク（シグ
ナル）がノイズに対して3倍以上および10倍以上の強度を示
す濃度の値でそれぞれ決定しました。ノイズは、ターゲッ
ト化合物の検出前後区間の測定点の信号の標準偏差から算
出しました。検出限界の値は0.005 ‒ 0.5 nmol/mLの範囲で
アミノ酸によって異なる値を示しましたが、数pmolオー
ダーでD-アミノ酸の検出が可能であり、本手法が実サンプ
ルを対象とした微量分析に資し得る良好な結果を示しまし
た。

4

図 6 CROWNPAK CR-I(-)を用いて得られたglutamineとlysineの
抽出イオンクロマトグラム

続いて、イオン源のエレクトロスプレープローブの位置の
調整を行いました。プローブの位置は、ターゲット化合物
のイオン化の際の移動相の脱溶媒、イオン化効率に大きく
依存するため、感度の向上に影響すると考えられ、近年で
はイオンソースの位置パラメーターと感度を子細に調査し
た報告もされています17)。当該手法では、プローブをMSの
導入部に対してデフォルトの位置より離すことによって、
飛躍的に感度が上昇しました。特にglycineやalanineといっ
た比較的低分子のアミノ酸においてその傾向が見られまし
た。その後、MSの最適化の最後の検討として、インター
フェースのガスパラメーター（nebulizer gas、heating gas、
およびdrying gas）、熱パラメーター（desolvation line
temperature、heat block temperature）、そしてinterface
voltageのファインチューニングを行いました。島津製作所
のLCMS-8060はこのようなMSパラメーターの子細な検討を
行うことが可能で、ユーザーインターフェースも扱いやす
いところは大きな特徴であると言えます。

3-2 開発した分析法の評価
最適化されたLC-MS/MSを用いたキラルアミノ酸分析手法

（LC-MS/MS法）の性能を測定範囲、直線性、併行精度、検出
限界、および定量下限を調べることで評価しました（表1）。
評価に際しては、アミノ酸標準溶液の希釈系列（0.005、
0.01、0.05、0.5、1、5、50、および100 nmol/mL）を用い、
分析で得られた各アミノ酸の面積値のデータはIS（内部標
準物質）のピーク面積値で割ることにより、分析時に生じ
得るインジェクション誤差などを補正しました。本研究で
は、各バリデーション項目において日米EU医薬品規制調和
国際会議（ICH）が定める分析法開発におけるバリデーショ
ンガイドラインを初めとする諸基準に基づいた評価を行い
ました。測定範囲は両端の分析値の真度と精度を考慮した
上で決定し、D-methionine、D-aspartic acid、D-glutamine、
D-glutamic acid に 対 し て 最 大 の 直 線 範 囲 （ 0.005‒
100 nmol/mL）を取り、全てのターゲットアミノ酸は各々
の測定範囲において相関係数0.99以上と高い値を示しまし
た。これらの結果は、LC-MS/MS法が広いダイナミックレン
ジでD-アミノ酸を定量出来ることを示しました。

Range
(nmol/mL) r RSD

(%)
LOD 

(nmol/mL)
LOQ 

(nmol/mL)

D-alanine 0.5-100 0.9979 15.9 0.01 0.05

D-arginine 0.005-50 0.9997 4.7 0.005 0.005

D-aspargine 0.01-50 0.9983 0.7 0.005 0.01

D-aspartic acid 0.01-100 0.9934 18.2 0.005 0.01

D-cysteine 0.01-100 0.9982 7.1 0.005 0.005

D-glutamine 0.005-50 0.9998 10.3 0.005 0.005

D-glutamic acid 0.005-50 1.0000 7.3 0.005 0.005

D-histidine 0.005-50 0.9997 9.0 0.005 0.005

D-isoleucine 0.01-50 0.9998 5.8 0.005 0.005

D-leucine 0.01-50 0.9996 11.5 0.005 0.01

D-lysine 0.01-100 0.9994 5.8 0.005 0.01

D-methionine 0.005-100 0.9975 6.6 0.005 0.005

D-phenylalanine 0.05-50 0.9996 18.7 0.005 0.05

D-serine 0.05-100 0.9952 12.5 0.005 0.5

D-threonine 0.05-100 0.9970 11.7 0.005 0.01

D-tryptophan 0.005-50 0.9993 2.9 0.005 0.005

D-tyropsine 0.005-50 0.9987 4.3 0.005 0.05

D-valine 0.01-50 0.9999 2.1 0.005 0.01

表 1 構築したLC-MS/MS法の性能評価

r：相関係数、RSD：相対標準偏差、LOD：検出限界、LOQ：定量下限

図 5 CROWNPAK CR-I(+)およびCR-I(-)におけるキラルセレクターの構造图 5 CROWNPAK CR-I(+)及 CR-I(-)中的手性选择器结构

图 6 使用 CROWNPAK CR-I(-)获得的谷氨酰胺和赖氨酸的
提取离子色谱图

r：相关系数、RSD：相对标准偏差、LOD：检出限、LOQ：定量下限

(S)-18-冠 -6-乙醚 (R)-18-冠 -6-乙醚

保留时间（分钟）

然后，对离子源的电喷雾探针位置进行了调整。探针的位置
在很大程度上取决于流动相的去溶剂化和目标化合物电离过程中
的电离效率，会对提高灵敏度造成影响，近年来，有对离子源的
位置参数和灵敏度进行了详细调查的报告 17)。在本方法中，通过
将喷针从MS引入的默认位置移开，极大的提高了灵敏度。在甘
氨酸、丙氨酸等的低分子氨基酸中，这种倾向更为明显。在MS

优化的最后阶段，对接口的气体参数（雾化气、加热气、干燥气）
热参数（脱溶剂管温度、加热块温度）以及接口电压进行了微调。
岛津制作所的 LCMS-8060能够对上述MS参数进行详细的研究，
用户界面的易用性也是其一大特色。

3-2 所开发的分析方法的评价
通过调查测定范围、线性、重复性、检出限以及定量下限，

对使用优化的 LC-MS/MS进行手性氨基酸分析的方法进行了评价
（表 1）。评价时使用了氨基酸标准溶液的稀释系列（0.005、0.01、
0.05、0.5、1、5、50、及 100 nmol/mL），通过用分析获得的
各氨基酸面积值数据除以 IS（内标物质）的峰面积值，补偿了分
析时可能产生的进样误差等。在本研究中，各验证项目依据以日
美 EU药品注册技术要求国际协调会议（ICH）规定的分析方法开
发中的验证指南为首的各项标准进行了评价。测定范围是在综合
考虑两端分析值的准确度和精度后确定的，针对 D-蛋氨酸、D-

天冬氨酸、D-谷氨酰胺、D-谷氨酸取最大的直线范围（ 0.005‒100 

nmol/mL），所有目标氨基酸在各测定范围内的相关系数均为 0.99

以上，呈较高的数值。上述结果表明，LC-MS/MS法可以在很宽
的动态范围内定量 D-氨基酸。

重复性通过连续分析氨基酸标准溶液 3次得到的各峰面积值
的相对标准偏差 (RSD)进行了评价。除 D-丙氨酸之外，所有目标
氨基酸在 0.05 nmol/mL下呈平均 8.1%的 RSD，D-丙氨酸在 0.5 

nmol/mL下呈 15.9%的 RSD。所有峰面积值的 RSD呈 20%以下
的值，表明 LC-MS/MS法保持了较高的再现性。检测限和定量下
限是分别由检测到的目标化合物的峰（信号）比噪声强 3倍以上
和 10倍以上时的浓度值确定的。噪声是根据目标化合物检测前
后区间中测量点信号的标准偏差计算的。检出限值在 0.005 ‒ 0.5 

nmol/mL的范围内，各种氨基酸的检出限呈不同的值，但在几
pmol量级下可检测到 D-氨基酸，本方法取得了可用于实际样品
微量分析的良好结果。

表 1 构建的 LC-MS/MS法的性能评价

范围
(nmol/mL)

r
RSD
(%)

LOD
(nmol/mL)

LOD
(nmol/mL)

D-丙氨酸 0.5-100 0.9979 15.9 0.01 0.05

D-精氨酸 0.005-50 0.9997 4.7 0.005 0.005

D-天冬酰胺 0.01-50 0.9983 0.7 0.005 0.01

D-天冬氨酸 0.01-100 0.9934 18.2 0.005 0.01

D-半胱氨酸 0.01-100 0.9982 7.1 0.005 0.005

D-谷氨酰胺 0.005-50 0.9998 10.3 0.005 0.005

D-谷氨酸 0.005-50 1.0000 7.3 0.005 0.005

D-组氨酸 0.005-50 0.9997 9.0 0.005 0.005

D-异亮氨酸 0.01-50 0.9998 5.8 0.005 0.005

D-亮氨酸 0.01-50 0.9996 11.5 0.005 0.01

D-赖氨酸 0.01-100 0.9994 5.8 0.005 0.01

D-蛋氨酸 0.005-100 0.9975 6.6 0.005 0.005

D-苯丙氨酸 0.05-50 0.9996 18.7 0.005 0.05

D-丝氨酸 0.05-100 0.9952 12.5 0.005 0.5

D-苏氨酸 0.05-100 0.9970 11.7 0.005 0.01

D-色氨酸 0.005-50 0.9993 2.9 0.005 0.005

D-酪氨酸 0.005-50 0.9987 4.3 0.005 0.05

D-缬氨酸 0.01-50 0.9999 2.1 0.005 0.01
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图 7 LC-MS/MS及 LC-TOFMS分析中的黑醋 D-氨基酸定量值
橙色的柱形图表示通过 LC-MS/MS法、蓝色的柱形图表示通过 LC-TOFMS法得到的黑醋 A、B、C中所含各种 D-氨基酸的浓度（N = 3）。图中的星号（*）
表示检测到了峰，但呈定量下限以下的浓度。

通过 LC-MS/MS分析，从醋中检测出 14种 D-氨基酸（D-

丙氨酸、D-丝氨酸、D-缬氨酸、D-苏氨酸、D-别异亮氨酸 、D-

亮氨酸、D-天冬酰胺、D-谷氨酸、D-蛋氨酸、D-组氨酸、D-苯
丙氨酸、D-精氨酸、D -酪氨酸、及 D-赖氨酸），并进行了定
量。在三种醋中检测到的 D-氨基酸种类呈类似的倾向，但各种
醋的浓度存在差异。然后，将相同样品在 24小时内进行了 LC-

TOFMS分析。为了比较两种分析方法的结果，包括 LC分离条件
在内的所有分析条件均已统一。通过分析，使用 LC-TOFMS法在
所有醋中检测到 13种 D-氨基酸（D-丙氨酸、D-丝氨酸、D-缬
氨酸、苏氨酸、D-别异亮氨酸、D-亮氨酸、D-天冬酰胺、D-谷
氨酸 、D-蛋氨酸 、D-组氨酸 、苯丙氨酸、D-精氨酸、及 D-酪
氨酸），并进行了定量。通过 LCMS/MS法和 LC-TOFMS法得到
的 D-氨基酸定量值非常接近（图 7）。结果表明，LC-MS/MS法
可以作为传统的 LC-TOFMS法的替代方法使用。此外，所有醋中
的 D-赖氨酸、酢 C中的 D-缬氨酸未使用 LC-TOFMS法进行检测，
只使用 LC-MS/MS法进行了检测和定量。上述结果表明，LC-MS/

MS法在定量方面具有优势，可以成为对实际样品中所含微量 D-

氨基酸进行定量分析的有效方法。

3-3 在实际样品分析中的应用
为了评价 LC-MS/MS方法在手性氨基酸分析中的实用性，

将本方法用于食品中所含 D-氨基酸的定量分析。准备了在市
面上可买到的三种黑醋样品。研究表明，醋中含有多种 D-氨
基酸 18), 19)，有报告称，以乳酸菌为首的多种细菌对醋中 D-氨
基酸的生成发挥了重要作用 10)。首先，对三种黑醋进行了预处
理。预处理方法采用了充分考虑了回收率和对 LC-MS分析的影
响的现有方法 20)。D-氨基酸的定量采用了通过氨基酸标准溶液
稀释系列的分析得到的各峰面积值绘制的标准曲线。其中，用
于定量的稀释系列也和醋一样进行了预处理，对提取误差进行
了补偿。另外，作为 IS，在所有的分析目标试剂瓶中含有相同
浓度的 DL-丙氨酸 -2,3,3,3-d4，考虑到进样和电离时的误差，
使用 D-丙氨酸 -2,3,3,3-d4的分析值对各种数据进行了补偿。
使用 CROWNPAK CR-I(+)进行目标 D-氨基酸的同时分析，D-

赖氨酸的检测和 D-异亮氨酸与 D-别异亮氨酸的峰鉴定使用了
CROWNPAK CR-I(-)。

Application 
Note No. 67

LC-MS/MS分析の結果、14種類のD-アミノ酸（D-alanine、
D-serine 、 D-valine 、 D-threonine 、 D-allo-isoleucine 、 D-
leucine、D-asparagine、D-glutamic acid、D-methionine、
D-histidine、D-phenylalanine、D-arginine、D-tyrosine、お
よびD-lysine）が酢中から検出、定量されました。3つの酢
で検出されたD-アミノ酸の種類は傾向こそ似ていましたが、
濃度は酢間で異なっていました。次に同じサンプルを24時
間以内にLC-TOFMS分析に供しました。両者の分析方法の結
果を比較するために、LCの分離条件をはじめとする分析条
件は全て統一しました。結果として、LC-TOFMS法では13
種 類 の D- ア ミノ 酸 （ D-alanine 、 D-serine 、 D-valine 、 D-
threonine、D-allo-isoleucine、D-leucine、D-asparagine、
D-glutamic acid 、 D-methionine 、 D-histidine 、 D-
phenylalanine、D-arginine、およびD-tyrosine）が全ての酢
から検出、定量されました。D-アミノ酸の定量値は、LC-
MS/MS法とLC-TOFMS法で非常に近しい値を示しました
（図7）。この結果は、LC-MS/MS法が従来のLC-TOFMS法
の代替法として、使用することが可能であることを示唆し
ました。更に、全ての酢におけるD-lysine、酢CにおけるD-
valineはLC-TOFMS法では検出されず、LC-MS/MS法でのみ
検出、定量されました。以上の結果は、LC-MS/MS法の定量
面での優位性を示し、実サンプル中に含まれる微量なD-ア
ミノ酸の定量分析法として強力な手法になり得ることを示
しました。

5

図 7 LC-MS/MSおよびLC-TOFMS分析による黒酢中のD-アミノ酸の定量値
橙色の棒グラフがLC-MS/MS法で、水色の棒グラフがLC-TOFMS法で得られた黒酢A、B、Cに含まれる各々のD-アミノ酸の濃度を示します（N = 3）。
図中のアスタリスク（*）は、ピーク自体は検出されたものの、定量下限以下の濃度を示したことを表します。

3-3 実サンプル分析への応用
LC-MS/MS法のキラルアミノ酸分析に対する実用性を評価

するために、本手法を食品中に含まれるD-アミノ酸の定量
分析に供しました。サンプルとしては商用で入手可能な黒
酢を3種類用意しました。酢中には数種類のD-アミノ酸が含
まれていることが明らかになっており18), 19)、乳酸菌をはじ
めとするいくつかの細菌が酢中のD-アミノ酸生成に大きな
役割を果たしていることが報告されています10)。まず初め
に、3種類の黒酢に対して前処理を行いました。前処理方法
は、酢中のD-アミノ酸に対して、回収率やLC-MS分析への
影響が十分に吟味された既報の手法を採用しました20)。D-
アミノ酸の定量に関しては、アミノ酸標準溶液の希釈系列
を分析して得られた各ピークの面積値から作成した検量線
を用いて行いました。なお、定量に用いた希釈系列も酢と
同様に前処理を行い、抽出誤差を補正しました。また、全
ての分析対象バイアルには、ISとして同濃度のDL-alanine-
2,3,3,3-d4が含まれており、インジェクションやイオン化に
おける誤差を考慮するために各データをD-alanine-2,3,3,3-
d4の分析値で補正しました。CROWNPAK CR-I(+)を用いて、
ターゲットD-アミノ酸の一斉分析を行い、D-lysineの検出お
よびD-isoleucineとD-allo-isoleucineのピーク同定に関して
はCROWNPAK CR-I(-)を用いて行いました。

浓
度（

nm
ol

/m
L）

浓
度（

nm
ol

/m
L）

浓
度（

nm
ol

/m
L）

浓
度（

nm
ol

/m
L）

浓
度（

nm
ol

/m
L）

浓
度（

nm
ol

/m
L）

浓
度（

nm
ol

/m
L）

浓
度（

nm
ol

/m
L）

浓
度（

nm
ol

/m
L）

浓
度（

nm
ol

/m
L）

浓
度（

nm
ol

/m
L）

浓
度（

nm
ol

/m
L）

浓
度（

nm
ol

/m
L）

浓
度（

nm
ol

/m
L）

浓
度（

nm
ol

/m
L）



 
 

 
 

第一版发行日：

 

 

岛津企业管理（中国）有限公司 
岛津（香港）有限公司 

http://www.shimadzu.com.cn 

用户服务热线电话: 800-810-0439 
                  400-650-0439 

免责声明: 
＊本资料未经许可不得擅自修改、转载、销售； 
＊本资料中的所有信息仅供参考，不予任何保证。 
如有变动，恕不另行通知。 

2021 年 2 月

LCMS是岛津制作所株式会社在日本和其他国家的商标。
CROWNPAK大赛璐株式会社在日本和其他国家的商标或注册商标。

4. 结语
在本研究中，开发了有助于高灵敏度地定量分析微量 D-氨

基酸的 LC-MS/MS分析方法。首先，对MS/MS的MRM通道进行
优化，详细研究了接口的探针位置、温度、气体流量、电压等的
各种参数，提高了目标氨基酸检测灵敏度。在分离方面，部分氨
基酸出现共流出，存在无法作为单峰识别出来的问题，但通过使
用与现有色谱柱具有互补结构的色谱柱，成功完成了所有目标氨
基酸的分析。然后，通过了测定范围、线性、重复性、检出限和
定量下限对开发的方法进行验证，评价了作为微量 D-氨基酸定
量分析方法的性能。此外，将开发的方法应用于实际样品（黑醋）
中所含 D-氨基酸的定量分析。与传统的 LC-TOFMS方法的结果
比较，可以获得基本类似的 D-氨基酸谱，但有一些 D-氨基酸只
能通过 LC-MS/MS方法进行定量，从检测灵敏度的角度来说，具
有较大的优势。

曾经有几份关于使用 LC-MS/MS分析微量D-氨基酸的报告，
但这里介绍的新 LC-MS/MS法的一大特色是不需要进行衍生化，
能够以高通量和高灵敏度同时分析手性氨基酸，可以在短时间内
处理多个样品是本分析方法的巨大优势。
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