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略語表

本論文においては以下に示す 11俗語を使川した。

αseparation factor 

ACSF: artificial cerebrospinal f1uid 

BBB: blood brain barriel 

EDTA:巴thylenediamin巴tetraaceticacid 

em: emission wav巴length

巴x:巴xcitationwav巴l巴ngth

f: femto (l0刊)

FDAA: 1-fI uoro-2，4-dinitrophenyl-5-L-alan ine amide 

GC: gas chromatography 

I.p.: II1trap巴ritoneal

k': capacity factol 

n: nano (10う

NBD-F: 4-fluoro-7 -nitro-2， 1 ，3-b巴nzoxadiazole

NMDA: N-m巴thyl-D-aspartat巴

NPY: neuropeptid巴Y

ODS: octad巴cylsilica 

OP A: o-phthaldiald巴hyde

p: pico (lO'12) 

saJine: 0.9% NaCI in water 

SD: Sprague-Dawley 



S.E.M: standarcl巴rrorof mcan 

SPF: specific pathogen free 

TFA: tritluoroac巴ticacid 

THF: t巴trahyclrofuran

TLC: thin lay巴rchromatography 

UY: ultraviolet 

YIP: vasoactive intestinal p巴pticl巴



アミノ酸11陪語表 かっこ内は一文字表記

Ala: alanin巴， (A) 

Arg: arginine， (R) 

Asn: asparagin巴， (N) 

Asp: aspartic acid， (0) 

Cys: cystein巴， (C) 

Gln: glutamine， (Q) 

Glu: glutamic acid， (E) 

Gly: glycine， (G) 

His: histidine， (H) 

lle: isol巴UCll1巴，(1) 

Leu: leucine， (し)

Lys: lysine， (K) 

Met: methionine， (M) 

Phe: phenylalanine， (F) 

Pro: prolin巴，(P) 

Ser: serine， (S) 

Thr: threonin巴，(T) 

Trp: tryptophan， (W) 

Tyr: tyrosine， (Y) 

Val: valin巴， (V) 



第一章緒言

太古の昔、原始地球においてアミノ般は非生物的に合成されたと

考えられている。また、このアミノ般の存在無くしては、現在の生

命システムは生じ得なかったと考えられている。アミノ酸は特殊な

ものを除き α炭素に光学活性小心を持ち、初めに非生物的に合成さ

れた時には光学兵性イ本である Dイ本と L体が等しく存仮したとされて

いる。しかし生命はその進化の途上において、いつしかL体に偏っ

て利用する4呆になった。

人類の科学知識の中でアミノ酸が登場するのは、 1817年に偶

然アスパラギンが発見されたことに始まる。以後約 100年をかけ

て蛋白質を構成する主~なアミノ眼 2 0種が同定された。また、生

体を構成するアミノ酸は L体のみであり、 D体は I~I=天然型J とし

て実験室で合成するときにのみ生じるとされてきた 1)。しかしその

後の研究において様々な生物 1-11から、遊;'ljltのD-アミノ酸や、蛋白

質、ペプチド等に含まれた結令型のDアミノi咳残基が次々と発見

され、すでに「非天然2I~JJとはIJ乎べなくなっている。

微生物においては*/11胞挫のペプチドグリカン'11にD-アラニンと

D-グルタミン肢が含まれていること 2)、多くの微生物が産生する

ペプチド抗生物質'-11にD-アミノ酸残基が存在すること 2)等が明ら

かになった。吏にこれらの微生物巾にはアラニンラセマーゼ (EC

5.l.1.1)をはじめ、羽l々 のアミノi世ラセマーゼ並びにアミノ酸エピメ



ラーゼが存在することも示された 3)。また、植物中に D-トリプト

ファンやD-ロイシン、 D-アラニン等が存在することも明らかにさ

れ3)、環31;動物や節足動物においても DーセリンやD-アラニンの存

在が報告されてきた 1)。しかし高等動物、特に 111打乳類においてはD

-アミノ酸が発見きれなかったため、進化的に古い生物のみが原始

生物が持っていたであろう D-アミノ酸利用能力を保持し続けてい

ると考えられていた。

一方、 D-アミノi慣を代謝する Dーアミノ酸オキシダーゼの存在が

示され，)、バクテリアからヒ卜に至るまでほとんど全ての生物がこ

の酵素を持つことがIYJらかになった。この酵素は、 D体を特異的に

酸化して 2-オキソ酸 (α ーケト酸)を生成する。前述のように高等

動物ではD-アミノ酸は存紅しないとされていたので、発見当初は

この酵素の存在意義は全く不IYJとされた。

このような背景の下で、 19 6 5年Hoeprichはモルモットとマウ

スのlU1Y青中からD-アラ ニンを発見し 5)、1I前乳類における D-アミノ

般の存在を初めて明らかにした。この報告により、 D-アミノ酸が

IlrlJ乳類も含めて広く生物 1-1-1に存在することが示された。しかし、

Hoeprichはこの Dーアラニンはj腸|付加IJ菌巾来であると結論し、積極的

に生体内で機能しているとは考えなかった。この後、ヒトの歯のエ

ナメル質と象牙質 6)、 1-1の水品体7)等において非常に代謝回転の遅

い蛋白質中に D-アスパラギン酸政基が発見されたが、これらは年

齢と共に増加するため、化学的ラセミ化によって生じると考えられ



た。しかし近年、代謝!日|転の速いj脳8)や赤JI11球JJ史等 9)の蛋白質中か

らも D-アスパラギン酸成誌が発見され、またD-アミノ l世残基が活

性発現に不可欠なネIjl経ペプチド等が次々と発」よされた， 0)。 ここで

ようやく D-アミノ般が、l:jiなるラセミ化や外ゲfから受動的に受け

入れたものではなく、市等動物において生体が和極的に利用し、何

らかの投:割を担うものであると考えられるようになった。

遊離型のD-アミノ般のうち、現在高等動物で!よく認められてい

るものは D - アス J~ ラギン|峻、 D-セリン、 D-アラニンであり、その

他D-グルタミン|喰、 D-リジン等が存在したとする報符もある。

D-アスパラギン肢は 1(11.'J'を始め大脳、小脳、腎腕、副腎等様々

な組織に広く分布することが示されている， ') '2)。その生理的意義

は未だ明らかにな ってはいないが、各組織で成熟JUJにー過性に出現

しその後減少する傾向が~.!. ら れるため、組織の成長、分化などの過

程で働いているのではないかと考えられている 。 また、 Dunlop等に

より、鶏卵!距の網!l見詰1¥位にも _.ililtlニの上刻ーが認められた 1!}。鶏卵

は外界から完全に隔離された組織であることから、これらのD-ア

スパラギン酸の生体内における生成が示唆されている 。

D-セリンも中枢及び末梢組織に広く分布するが 12)、特に大脳に

多く分布する 。脳内における干f在部位はグルタミン酸レセプターの

サブタイプであるNMDAレセプターの分布とほぼ一致し， 3)、更に

NMDAレセプターのグリシン料令部位に*;'i介してレセプタ一応答を

促進することが示されている， ，)。 また、 Dーセリンに対する引呉的



な抗体及び ['[-IJ D-セリンを用いて、内在性のD-セリンがNMDA

レセプターの近傍に位置するグリア*/[J胞の一種であるタイプ 2-ア

ストロサイトに存在することがIYiらかになっている 15)。これらの

一連の実験により、 けl枢ヰ111経系における D-セリンはNMDAレセプ

ターグリシンサイトに対する内在性のリガンドではないかと考えら

れている。

D-アラニンは古くからJfU11'等で認められていた討が近年特臓 16)、

大脳 I7)でもその存在が示された。ヒト J(日提Ij]のD-アラニン量は腎

障害により鳩山11することが示され I8)、またヒト脳内D-アラニンは

アlレツハイマー病jt者の灰白質で特異的に増加することも明らかに

なっている I7)。仙のD アミノ般に|刻してはD-グルタミン酸 I9)、

D-リジン 20)等が存在したとする報告があるが、その意義などにつ

いては全く不IY1である。

この様に現在までにIlIIì乳~J~ を含めた雄々な生物中から D-アミノ

酸の存在が示され、その生理的役割についても次第に明らかになっ

てきた。しかし遊離のアミノ般では、限られたアミノ酸でしか研究

が進んでいないのが現状である。これはさt体試料中ではD-アミノ

酸が微量成分であるのに対し、大量のL アミノ酸と生体由来の桜

々な爽雑物が存在するため D-アミノ酸定症が~I~'ffi.に困難であり、

現時点では全ての D-アミノ般を尚Æに定量できる方法が~nri いこと

に起因する。しかも現段階においては生体内のどの部位にどのD-

アミノ酸が存在するかが確定していないため、 D-アミノ酸を総合



的に解析するためには、全てのD-アミノ献に対し高l創立かっ正硲

に分析できるシステムがJUJ符される。

この維な観点から本1DI先ではまず全てのD-アミノ般を対象とし

た微量分析法の開発を試みた(第二卒)。次にこれをmいて、近年

D-アミノ酸の働きに興味が持たれているラットJJ単組織を対象とし

てDアミノ酸の分布を訓べた(第三卒)。吏に D-アミノ般の機能

を調べるための一環として迎的変化(第四章)、並びに種々の薬物

投与時の含量変化を制べた(第五挙)。またマイクロダイアリシス

法により松井主体における D-アスパラギン酸の刺11胞外iJ})_J立推移を調

べた(第六掌)。以下それぞれの検討結果について各ヰで記述する。



車早一一第 生体内D-アミノ酸の微量分析法の確立

2 -1 序

生体試料中のD-アミノ酸分析法としては、古くはD-アミノ酸オ

キシダーゼとTLCを併用する方法，)や、 chirasil-L-valin巴等のキラル

固定相を用いたGC21)等が汎川されていた。現在ではI-lPLCによる

ジアステレオマ一法やキラル1，';1定キ11法、及びノンキラ lレなJ-lPLCと
D アミノ酸オキシダーゼを主11み令わせる方法が川いられている。

このうち、ジアステレオマ一法はFDAA(1羽uoro-2，4-dinitrophenyl-5ー

しalanin巴amide)や、 OPA(o-phthaldialdehyd巴)とキラルチオール化合物

を用いてアミノ般をジアステレオマーとし、 ODSカラムでう子析する

方法であり、簡便かつ安官111であるために最も汎)IJされている 16) 2 2)。

しかしこの方法ではジアステレオマーとした微量 D アミノ酸を単

独で定量するため生体，j[米の央制物の影響を完全に避けることが難

しく 、特に微量成分については正確な定量が困難である。長田等 16) 

はFDAAによるジアステレオマ一法を改良し、 二次元TLCからの抽

出を取り入れることにより うた ~H~物の影響を抑えたが、操作の煩雑性

とuvによるt食出のため11&l止うH庁には迎さなかった。

キラル固定キ|司法は、キラルな同定ヰI~ を!日いてアミノ 一般をジアステ

レオマーに導くことなく光学分制する方法であり、ザl教室のi-t';島等;

によってPirkletyp巴キラルl丙15:とキHとNBD-F(4-fluoro-7-nitro-2， 1 ，3-



benzoxadiazole)による蛍光誘導体化を用いた高感度かつ簡便な方法

が開発されている 20)。しかしこの方法では兵種アミノ酸聞の分離

が不完全であり、またj:í~t基性アミノ酸である His、 A rgは分析できな

かった。

アミノ酸オキシダーゼを川いた方法では酵素の基質特異性が低い

ため、個々の D-アミノ般を定量するためにはHPLCの併川が必要で

あり、かつ微量定量も困難であった 17) 23)。

本研究では D-アミノ般を総合的に解析するため、全ての D-アミ

ノ酸について日感泣かっ11刊に分析可能な系の開発を試みた。生体

中の微量D-アミノ肢を分析するためには高感度分析法は不可欠で

あり、この点でNBD司Fによる蛍光誘導体化を)IJいた福島等の方法20)

は優れている。 NBD-Fは当研究室の今井等 2，)に よって開発された

蛍光誘導体化試薬であり、そのNBD誘導体は励起波長470nm、蛍光

波長S30nm と長波長域に存在するため、 ~I::.体由来の蛍光物質の妨害

をほとんど受けることなく微量分析が可能である 。そこでこの福島

等の方法に基づき、その迎川範囲を広げると共に佃々のアミノ酸の

分離を試み、生体試料"11の各Dアミノ酸を、高感度かつ正確に定

立可能な方法のtJfJ発を試みた。

2-2 標品を用いたアミノ酸の光学分割

当研究室の福島等はPirkletyp巴キラル固定相と NBD-Fによるアミノ

7 



酸の蛍光誘導体化を川い、 14種類のアミノl撃について光学分割を

行った。これらのアミノ般について対草体の分離は達成されたもの

の、異種アミノ般r:uの分離が不完全であり、 -fr分析は凶主jgであっ
守一.
h、ー。

NBD-Fによる蛍光誘導体化ではT中は蛍光が消光すること、また

Cysは側鎖SH;lliとも反応しシングルピークにならないことがま11られ

ている。そこで本引先では、生体|人jで重要な 20租のアミノ酸から

T中、 Cys及び本来光学北住|併にの存在しないGlyを除いた 17極を分

析対象とした。この 17租のアミノ般について、まず、税庁11を)IJい て

光学分割を行い本ブj法の迎)1]m~ 1111の拡大を試みた。

2-2-1 酸性、 rl-"ttアミノl喰及びリジンの光学分割

福!急等が光学分¥ifIJをi主成していたアミノi峻は酸性アミノ酸、 Asn

を除く中性アミノ酸及びリジンの 14樟であった。そこでまずこれ

らのアミノ酸の光学分制を追試すると共にAsnの光学分割を試みた。

各アミノ酸はNBD-FをJlJいて蛍光誘導体化し、 NBD-アミノ酸とし

た (Fig.l)。符られたNBD-アミノ|般についてPirklelypeキラル固定

相カラムであるSumichiralOA-2500Sもしくは光学認識部位に逆の立

体配置を持ったSumichiralOA-2500R (Fig.2)をJlJいて光学分割を行

った。 イ吏用し たHPLCシステムはFig.3に示す。その結栄Asnを含め、

上記 15種類のアミノ般は良好に光学分割された。 Asnを光学分割

-8-
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したクロマトグラムをFig.4に、名アミノi般を光学分剖した結果を

Tabl巴.1 (2-2-2にJA示)にまとめた。

2 -2 -2 塩基性アミノ酸 (His、Arg) の光学分割

福島等はHis，Argについても検討を行っていたが、この 2種のア

ミノ酸についてはクロマトグラム」てにIYl舶なピークを示さなかった

ため、どの様に浴 ILI'，しているかは全く不IYJであった。隼者もこれを

追試したところ、同級にIYJ雌なピークは雌認できなかった。しかし

他のアミノ酸と比較し治山先端のピークパターンが呉なっていたた

め、 His、Argはほとんど保判:されていないのではないかと考えた。

他のアミノ酸の保持挙動からAsp、GllI等酸性アミノ酸は保持が強

いことが示されており、 Jd~l~性アミノ l駿がほとんど保持されないと

仮定すると 1=1-'性アミノl駿はこの 111r:日の保持を示すことになる。これ

は明らかに陰イオン交J臭事|の保持桁性を示していると考えられる。

またLysの様にNBDが2分了導入されるアミノ酸も保持が強いこと

から、 π ー π 相 Il--作 )IJ も仏:特に白!く)~;~号15 していると与えられた。 こ

の様に本カラムの保持には|塗イオン交換と πィキU1i..作)IJが強く働

いていることが推察された。

そこで本カラムの製造元である住化分析センター (Osaka，Japan) 

に本カラム充填斉IJの製造過粧を尋ねたところ、はたしてFig.Sに示す

様にSlImichiralOA-2S00Sの全柏造のうちナフチルグリシン以降のキ

ー10-



白凶
M: mobile phase， 0.05mM-IOI11M Cilric acid / McOH; Oow rate， 0.501I-I.Oml / min 

P: pump， Hilachi L-6000 1: injcclor， Rheoclyne 7125 

PC: precolumn， Tosoh ODS-80TM 3.2ml11 i.d. X 1.5cm; lc01peraturc， ambiclll 

AC: analytical COlUIllIl， SUl1liじhiralOA-2500S or R 4.6m01 i.d. X25c01; lcmperalUrc， ambicnl 

D: delcclor， JASCO FP-920; CX 47011111， cm 530l1m R: illlegralor， JASCO 807-IT W: waSle 

Fig. 3 HPLC system Ior chiral separation of NBD-amino acids 
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Fig.4 Chiral separation of NBD-D，L-asparagine 
Colllml1: Sllmichiral OA-2500S， ambiel11 ; precolllml1 ODS-80TM 

Mobil巴phase(flow ral巴):10mM cirric acid / M巴01-1(Iml/min) 

D巴lecliol1:f111orom巴lry巴X.47011111， e01. 530nl11 



ラル認識部位 (Fig.5a)の修釘II率はかなり低く、固定相表面にはア

ミノプロピル基 (Fig.5b)が多数残存している可能性が高いとの副

答であった。本方法では移動~n にクエン酸メタノール溶液を用いて

いるため、こ の条件下ではアミノプロピル基は完全に正屯荷を持つ

と考えられ、本カラムが陰イオン交換性を持つことが強く示唆され

た。そこで移動相'-1-'のクエン般濃度を減少させることにより移動相

の溶出力を低下させ、 I-lis、Argの光学分割を試みた。

その結果Fig.6に示すように I-l i s 、 A rg~l にクエン般濃度の減少と共

にイ呆持が強くなり、 1-1isはO.5mMクエン酸メタノール治被で、 Argは

同じく O.05mM で光'子'分 ~jflJが迷成された。そのときのクロマトグラ

ムをFig.7に示す。 I-lis、Argを含めてこれまでにアミノ般を光学分割

した結果について、各アミノ般のD体、 L体の保f.i¥を示すK'値、 D，

L体の分離係数α、及びそれぞれの分離条件をTabl巴lにまとめた。

各アミノ酸とも良好な α他で対等:体が分自!f:しており、これにより対

象とした 17種全てのアミノ般について光学分制が達成された。な

お、福島等はSumichiralOA-2500Rを!lJいると D，Lアミノ酸の溶出

順序が反mえすることを示しており 25}、本方法はD-アミノ酸の確認

にも有効であると考えられる。

2-3 生体試料中の微量D-アミノ酸分析法の確立

次に生体試料 ~I-' から1[，';1 々の D - アミノ般の定誌を試みた。これに
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はこれまで分慨が不完飛であった具現アミノ酸 IIU の分隊と、~体由

来の微量失キrt物を除去する必必があった。相j誌等の方法ではFig.8に

示すように生体試料ーからメタノールで|徐タンパクを行った後、得ら

れた上清を減圧乾回させ、 NBD化した後、直接SumichiralOA-2500S

により D-アミノ酸分析を行 っていた。筆者もこの方法を追試し、

まず異種アミノ酸問の分酬を改普することにより、対象とした 17 

程全てのD-アミノ般の分析を試みた。しかし、 SumichiralOA-2500S 

はキラ jレカラムでありODSカラム与と比較すると理論段が低く、現

実に 17種のアミノ般の D，L科、及びグリシン等の 40脆近い化合

物を一斉分析するのは非 'i;~. に凶純であった。また、実際の生体試料

中では D アミノ l較は ~I:~;;\' に 1JfklJlなj瓦う〉であり、 SumichiralOA-2500S 

による分離のみでは多羽!多械な生体山来の火純物の影響を完全に除

くことは難しいと考えた。

微量成分である D-アミノ酸と比 ;1攻し、 L-アミノ般は生体内で比

較的多量に存在し、 NBDで棋識される化合物のなかには L-アミノ

酸と同程度に検/J'， される央会rr物はほとんど有一在しない。このためキ

ラル回定相を叩いて D アミノ般を単独で、定i止するよりも、逆相カ

ラムなどを用いて各アミノi肢を D.L混合物として定詰する方が正

慌に定量できると考えた。またこの段階で同H寺に災担アミノ酸聞の

分離を行えば、対象とする全てのD-アミノ般について微量分析が

可能になると考えられた。そこで?作者は Fig.9 に :h~ した方法を考案し、

検討を行った。
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brain tissue 

homogenized in methanol 

centrifuged at 1000xg 

for 5口lin

supernatant 10μL 

卜evap…to山 s

residue 

0.2 M borate buffer (pH 8.0) 20μL 

50 n合1:NBD-F in CH3CN 30μL 
60・Cfor 5 nlin 

1% AcOH in methanol 50μL 

fil廿ation(0.5μm) 

HPLC (10μL) 

fluorometric detection 
( ex 470 nm， em 530 nm) 

Fig.8 Analytical procedure described 
by Fukushima et al. 25) 



Rat tissu巴

仁二川enizedin……n引川………lにmω…C印町……一巴Mωω川c∞ω州01ωId
centrifllg巴【CIat 2500g for 5mi口mn 1 

Sllp巴rnatant20μ l 

resiclu巴

evapoI蹴 dto clryness 1I耐rre似

50mM borate buff，巴r(pH8.0)20μ i 

ト12010μl

20mM  NBD司Fin CI-13CN 30μ l 

60
0

C for 2 min 
I%TFA440μ l 

fillralion(0.5μm) 

isolalion ancl clelerminalion of amino acids 

by revers巴dphas巴HPLC

amino acicl samples 

卜一引M叫a叩porat削附e吋仙d山to州邸郎………s川山山u山叩川ncl附1叶d
resiclu巴七%AcOI--l in MeO 

d巴l巴rminationof ratios of D-amino acicls 

on SlImichiral OA-2500(S) 01' (R) 

|∞仙mation01' D-amino acicls 
on SlIIηichiral OA-2500(R) or (S) 

Fig.9 AnβJyticaJ procedure of D，L-amino acids 

in bioJogical sampJes 



まずSumichiralOA-2S00による光学分剖に先立って各NBDアミノ酸

を逆相カラムで分自H:し、 D，L出合物として定i止すると同時に分取

精製を行った。この段附で分析対象である 17粧のアミノ酸を分離

し、各アミノ i~.去は D ， L混令物として定iil;され、科j製される。次に

先ほど求めた条件(2 -2 )により SumichiralOA-2S00S or RをJIJいて

各アミノ酸の光学分制を行い、 D-アミノ般の存在を調べ、 D!L比

を求めた。吏にD休の認められたアミノ般については逆の立体配置

を持つキラル|主1;;と ~:II を ) IJ いて D ， L休のピークがJ.9J忌するのを確か

め、 D-アミノ般の存在を侃認した。この様にして侃認された D-ア

ミノ酸に対し、キラルIEI定羽|で求めたD/L比と逆訂|カラムで求め

たアミノiA改定首相からD アミノ i咳fdのt'II'I¥を行った。

~I祭の生体試;f-q に辿川 した例を以す。 Fi g. IOはラット松果休につ

いて第一段附のODSカラムにおけるアミノ|阪分析を行ったクロマト

グラムである。名アミノ般が良好に分削されており、この段附で分

取を行い、各アミノ般を D，L制令物として*i'i製した。このうち、

Ala、PrO、Asp四分の混合物をOA-2S00RをJIJいて光学分割を行った

クロマトグラムをFig.llに示す。この械に光学分制については、互

いに主ならないことが分かっているアミノ般はI，'JI I~J に分析すること

も可能である。その紡朱Fig.11に示すようにAla、ProについてはD体

が認められなかったが、 AspにはD休が認められた。そこで次にこ

のAspについて逆の;立体配世を判つOA-2S00Sを)IJいてD，L体のピー

クが反転することを怖かめ、 D-Aspの存在を雌認した (Fig.J2)。
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以上述べてきたようにODSカラムを川いた各アミノ酸の定祉及び

精製と、キラルf.'il定祈!の立体配iTIの逆転を利FlJしたDアミノ恨の

碓認及びD/L比の決定により、生体試料 rllの 17極の D-アミノ酸

についてf010lレベルでの定量が可能となった。

なお、各アミノ酸によって呉なるが、今回使川したシステムにお

いて第一段階である逆羽|カラムにおける検社総は50f01olから5p01ol

で良好な直紘牲を示し、 tt~ 一 段目!?のキラル|山 1 ;，1::~"においては If010l

から lp010lであった。

2-4 考察

以上のように生科、甘え料 111から 17粧の D-アミノ般について微量

分析法を{I([立した。本刀法は各D-アミノ酸についてf010lレベルでの

定量が可能であり非 '1f~. に高感度であると考えられる。また本方法は

ODS カ ラムでの分llxti1j 製を llX り入れており、 ~H~、 l Li来の微iJ: ~dffr物

の影響を抑えるとんに正{i'(!:な D-アミノ限定;止を >IIJ能とした。 しか

し操作的には多数のステップを附むことにより iu1悦性は失われてお

り、比較的多ilIに存在する D-アミノ目立を定詰する場合には従来の

福品等の方法20)やジアステレオマ一法22)で対応可能であると考え

られる。

この械に本方法は特に ~Lイホ 11 1 の 1)民主 D-アミノ般の定量、及び総

合的に全ての D-アミノ般を分析するときにイ1・幼であると考えられ
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る。また本11)1先では 17 砲の D - アミノ般を対象としたが、今 t~1 対

象としなかったT中、Cysに辿川純1)11を拡大することは今後の諜題で

ある。 Trpはtk気化学的にインドール以を IJfPぷさせることにより、

NBDイヒを川 いた蛍光杉~n ~が可能であることがドlifつされており 2 6)、

Cysに関しても NBD化条件を以迫化することで定ltは可能になると

考えられる。この 2 砲のアミノ I~去を合めと1:. 1* r l l で主要な 2 0杭のア

ミノ|駿が分析可能になれば、さらに引先が11;がるとイ言えられ今後の

検討がJ!)J符される 。



第三章 ラット脳内における D-アミノ酸の分布

3 -1 序

近年ラット脳内においてD-Ser、D-Asp等のD-アミノ酸の存在が明

らかになり、 D-アミノ酸の脳内における働きに興味が持たれてい

る。ラット脳内において、 D-Selは主に大脳に存在しNMDAレセプ

ターのグリシンサイトに対する内在性リガンドではないかと考えら

れている 13) 1 5)。また、 D-Aspは新生時には大脳、小脳など脳内の

広い範囲にわたって存在するが、その濃度は急速に減少し、 6から

7週齢までにほとんど存在しなくなることが明らかになっている i

2)。この他、全JJ出を川いてD_Glu19)、D-Ala27)が存在したとする報

告もあり、当研究室においても楠島等が成熟ラット(6週齢)の松

果体に D/L比にして 50%以上の多量のD-Aspが存在することを示

している 28)。

この様に近年ラット脳組織から次々と D-アミノ般の存在が示さ

れてきた。しかし全脳による検討のみで高111かい存在部位が明らかに

なっていない報告もあり、更に新規のD-アミノ酸が発見される可

能性も考えられる。そこで本研究において雌立した分析法を用い、

ラット脳内に存在するD-アミノ酸の種類及びその分布を調べた。

3-2 ラット脳内における D-アミノ酸の分布
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SD系6週i給の雌性及びut1f性ラットを、エーテル麻酔下で腹部大

動脈から脱血致死させた後、 JJ出来11織を取り出し、松果体、大脳、小

脳、海馬、下垂体、延髄、視床下部に分画した。次に各脳部位につ

いてD-アミノ酸分析を行った。なお、今回分画しなかった中脳、

橋等の部位については大脳と共に分画し、重量的には殆ど大脳がし

めることから今阿は大脳として扱った。

本方法を用いたD-アミノ酸分析により、ラット脳内からAsp、白人

Ala、LeuのDイ本が認められた。D-Aspの分布をFig.13に示す。かっこ

内の数字は D体のパーセンテージを示し、性差の認められたものに

ついては星印を記した。この械にラット脳内においてD-Aspは下垂

体にわずかに存在するものの、松泉イ木に局在しており、その%Dは

3 0から 40%であ った。

D-Serの分布をFig.14に示す。この様にD-Serはラット脳内に広く分

布し、特に大脳、海馬、視床下部では多量に存在した。その%Dは

1 0から 30%であった。また、松果体、下畳一体にもわずかに存在

したが、小脳、延髄では認められなかった。以上に示したD-Aspと

D-Serは比較的合丑も多く 、これまでにもいくつかの報告があった。

しかし次に示すD-AJaとD-Leuについては非常に微#な成分であり、

これまでにラット脳仁11で存在したとする報告はほとんど無い。

Fig.15にD-AJaの分布を示す。ここに示したようにラット脳内にお

いてD-Alaは下垂体に存在し、他の部位には認められなかった。ま
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た、その%Dは1i.H性で 0.65 %、雌性で 0.27%と{正く、非常に

微量成分であった。

最後にD-Leuの分;{iiをFig.16に示す。 D-Leuは松栄体、海馬で認め

られ、 %Dはいずれも 1%以下であった。 Leuに|刻しては、 D体と

L体を合わせたtotalし巴u盆がtotalAlaiil:と比較して約 10分の一程度

しか存在しないため、 D-LeuはD-Alaよりも吏に微量成分であった。

3-3 考察

上記のように今回硫立したD-アミノ酸微註分析法を用い、ラッ

ト脳内からD-Asp、D-Ser、D-Ala、D-Leuが検出され、 6週齢ラァト

における脳内分布がIJ]らかになった。

D-Aspに閲してはこれまでにもいくつか報告ーがあり、橋本等 12} は

Wistar系 7週前1i.l(;性ラットの大脳、 小脳ではほとんど存在せず、下

垂体に約90nmol/gwet tissue存在することを示している。また、

Dunlop等 29)もSD系 55日tl1令ラッ トにおいて、大JJ面、 小脳ではほと

んど存在せず、下垂体では約130nmol/gwet tissueであることを示し

ている。当{り|先主ト'の杭品等25) 28) はSD系 6JlMit冷却性ラットの松井主

体において約lμmol/gwet tissue、下垂体にがJSOnmol/gwet tissueの存

在を示している。また、JfJ!I'良等 I9)及びD'Aniello等 27)は 7週齢ラッ

トの全脳からそれぞれ2011molι 40nmol/gのD-Aspを検出している。

本研究ではSD系、 6迎齢ラットをmい、松栄休における D-Asp含量
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は約3μmol!gwet !issue、 |ご垂体では約100nmol/gwet tissueで、あり、

その他の部位では認められなかった。この車古来は従来までの報告と

よく 一致しており、本方法が生体試来|巾から正確にD-アミノ酸を

測定できることが雌認された。

O-Serに閲 しでも同様に種々の報告があり、橋本等 12)はWistar系

7週齢雄性ラットの大脳において約200nmol/gwet tisslle、海馬に約

200nmol!g wet tisslle、下垂体で約20n11101/gwet tisslIeであり、延髄、小

脳では検出されなかったことを示している 。相!誌等25) もSO系 7週

齢J&性ラットを)JJいて大)Jめにが}IOOnmol!gwel lisslIe、また小JJ併では

ほとんど4食出できなかったことを示 している。イ吋りf究においては

SO系 6 迦齢ラットを川い、大)J北海局、 1J~床下部でそれぞれ約

200nmol危W巴tt1SSu巴で、あり、下豆一体で10nmol!gwet risslIe，松来体で

5nmol!g wet tisslI巴でLあった。また、小JJi1J，延髄では認められなかっ

た。これらの結以も従米のWli1L;.と良く ー放した。

O-Alaに|刻してはラットに限らず、 11111乳矧の脳内で存在がIYJらか

になったという*-lif'Tもほとんど知く、筆者の女11る限りO'Ani巴110等に

よってラット全脳からO-Alaを検山したと 言う報告'，27) と、ヒトの灰

白質と白質から4食IL¥したというキ位向・17)に限られている。 O'Aniello

等は 7週齢ラット全脳から60n11101/gw巴lt1SSlIeのO-Alaを検山してい

る。本研究ではラット脳内のO-Alaが下一重体にJp)在することが示さ

れ、その含量は約201111101/g wel tisslIeで、あった。下垂体は 5mg程度

の組織であり、ラット全日記が約 1，5 gとするとO'Aniello等の報管は
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非常に多量のD-Alaを含んでいる紡栄になる。彼らは同論文中でラ

ッ ト全脳のD-Aspについても報竹しているが、こちらも前述の橋本

等、福島等、 Dunlop等及び本研究での定註値をはるかに上回る合主

であるため、ラットの飼育環境 (SPF，Germ-freeW)、食餌等が他の

報告とかなり兵なっていたのではないかと考えられる。

D-Leuに閲しては、 これまでにラット脳内で認められたという :出

告は筆者の矢11る限り符在しない。本研究において松栄体及びガU.I.!ゴに

D-Leuが存在することが示された。 3-2でも述べたようにD-Leuは

超微量成分であり、約3nmol/gwet tissueで、ある 。松栄休は 1mg程度

の重量しかないため、失際にはfll10lレベルのD-Leuを定量すること

になり、今回雌立した微量分析法を)IJいて初めて定量がiiJ能になっ

たと考えられる。

以上のように本分析法をJIJいて、生やj;:試料'1'の微量D-アミノ般

が正慌に定訟できることがノjよされた。また、性廷の認められたD-

アミノ肢も存在した。以上述べてきたがi:!j~は、制定の JJ必音1I位に特定

のD-アミノ肢が住|依存的に存在することを示している。特定のJJ西

部位に特定のD-アミノ般が存在することは、その存在部位におい

て該当する D アミノ i峻がイ可らかの働きを判ーつことを小|唆すると考

えられる。また性差にI均しては、 JJlI臓と !i削減において D-アスパラ

ギン酸オキシダーゼ活性に性差があることが示されている， 9)が、

脳各部位における何千京活性などtl追を説明する司i実は現段階におい

てはほとんど1Hf:く、今後の課題であると考えられる。

-33-



第四章 ラッ ト脳内D-アミノ酸の週齢変化

4-1 序

第三章においてラット JJì~I付における D-アミノ酸の分布を示した。

その結果D-Asp、D-Ser、D-Ala、D-Leuが存在することが明らかにな

った。部位別に考えると松栄休や下垂体に特に多砲のD-アミノ肢

が存在した。そこでこれらの部位について、 D-アミノ酸の機能を

調べるための基礎検討として加怖に伴う名アミノ般の合註変化を調

べた。

4-2 ラッ ト脳内D-アミノ酸の週齢変化

D-アミノ酸合立が成長の過程でどの械に変化するかを制べるこ

とは、その生体内での機能を女11る上で重要であると考えられる。本

研究では松果体のD-Asp、D-SeI及び、D-Leu含量と、下垂体のD-Ala含

立について週齢変化を制べた。ラットはSD系雄性をJIJい、 2週齢

から 36週齢まで検討した。

Fig.17に松来休におけるD-Asp合立の迦齢変化を示す。比t肢のため、

L体の推移も並記した。D， L体とも星印は 2Jl1;l怖と比較して有意

な変化が認められたものを示し、かっこ内の数:守'はD休のパーセン

テージを示す。この様に松来休D-Aspは生後 2週ii命においてはほと
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んど存在せず、 4迎齢から 10 迎齢において 2迎ri合と比較して有意

な増加が認められた。民に 2O:i!!iH治以後には減少する1tfi1 ilJが11tめら

れた。

次に松果休におけるD-S巴I合立の:i!!i齢変化をFig.18に示す。松果体

D-Serについては方n怖に伴つ布なな変化は認められなかった。

Fig.19に松果体におけるD司し巴u合歪の週齢変化を示す。 D-Leuは2

週齢と比較して 6:i!!i怖においてイj立に増加した。また 20迎以降は

ほとんど検出されなかった。これに対ししし巴uは 2J!!.li愉と比較し、

6 週齢以後有意にj'~llj i;;~肢を k:ft t.'/しており、 0・ Le uが IYJ らかに L 休と

は異なる挙動を示すことが示された。

下垂イ本については、本イリ|先において存不正がIYJらかになったD-Ala

について4食討した。そのがi朱~J:.後 2 iiMtl沿ではほとんと‘存在せず、 4

週齢で有意に増加lし、以降ほほ一定値を示した (Fig.20)。

4-3 考察

本研究において松栄体と卜一市:休における D-アミノl帳合ilIについて

迎齢変化を調べた。松栄イ小はラットj脳内において非常に小さい組織

であり、松来体中のD-アミノ l岐に閲する報告はほとんど存在しな

い。週齢変化に |刻しては、 D-A sp について~教'今の1/1';μ 呼が 6 迎 ii命以

降に減少する傾向があることを Hi{'，2 8) しているのみである。 D-Asp

含量については今凹うとにi:Ja.=Jリlを))11え2:i!!ii!命から 36迎的まで
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を検討し、 4迎11命から 10迎怖にかけて 過性の1';仙11を示すことが

I~J らかに な った。 D -Aspは仙の組織でも成長に伴う 一過性の上昇が

報告されており， 2)、松公イ小においてもその成長のー・|時期において

何らかの原因でNllJfIしたものと考えられる 。

松呆体D-SeIに関してはJllil愉に伴う有意な変化は認められなかっ

た。ラッ ト脳内におけるD-SeIの迦i愉変化に |却 しては橋本等， 2)が大

)Jf泊においてι後 OJlli怖から 86迎lli令まで出泌j支でイ耳石1:し続けること、

小脳では生後 Oから lJlli怖には心J拙j立で、存在するが、 3迦齢以後急

速に減少し、 7迦11冷では検，'1¥できなくなることを示している。ま た、

NMDAレ セプターとの相 |却が認められる大JJ~、泌児などでは D-Ser

合丑が成長後もほぼ一定 111'1をとることが示されている。これは今回

松果休で見られた迦的変化と #f似しており、また松栄体にNMDAレ

セプターのmRNAが発:g~ しているという報告 3 0) もあることから、

松呆体内のD-SerがNMDAレセプターの訓節因子である可能性も考

えられる。しかし、大JJ併や泌 ，I;!jでのD-S巴I濃度は松栄休'1-'の約 50 

倍であり、松栄休におけるD-S巴Iの役;I;IJは大JJ出、 i泊jJJなどとは異な

る可能性もあり、今後)Iiに検討を~すると考えられる。

D-Leuに閲してはラット脳内における存在に|却しても新鋭の発凡

であり、週齢変化に |対してもこれまでの報告は皆無である。松来体

におけるD-LeuはL体とは全く兵なる週的変化を万三し、 D-アミノ酸

が Lイ木とは具なる司I'ijlliJ機利 を有することを示唆した。

また下垂体においては、 D-Alaが 2迎i愉ではほとんど存主主せず、

-40-



4週齢で増加|した後、ほほ一定他を示した。

以上のように各D-アミノ酸はそれぞ、れ独特の迦齢変化を示すこ

とがIYJらかになった。こ れらの寺山県はD-アミノ般合iiIが各JJ出品位

において、それぞれのアミノ酸特ゐの調節を受けていることを示す

と考えられる。



第五章 ラット松果体中D-Asp及び、D-Leuの

種々の薬物投与時における含量変化

5-1 序

第四章において松果体のD-Asp、D-Leu合iEが興味深い週齢変化を

示すことが明らかになった。そこでこの松栄体におけるD-Aspと0-

Leufこ関して、松*体機能を変化させる薬物を投与することにより、

その含量変化を調べた。また、この検討の過程で各Dーアミノ般含

量が麻酔薬によって変化することがIYJらかになったので極々の麻酔

楽による含量変化についても検討した。

5-2 sアゴニスト投与による松果体中D-Asp、D-Leuの

含量変化

ラットの松果体はFig.21に示したような経路 31)により、夜間にp

受容体を介して松果体ホ lレモンであるメラトニンを合成、分泌する

ことが知られている。網膜からの光情報は祝交叉上核、視床下部、

胸髄の中間外側核、」二頚神経首jを経て最終的に交感神経を介して松

果体に到達する。この交感神経は光情報と、机うど叉トー核内の体内|時

計の支配を受け、通常-は夜間にl保ってノルエピネフリンを放出する。

これが松果体のsl受容体を刺激し、アデニレートシクラーゼの活

-42-
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性化を介してメラトニン合成経路の律速M素であるNーアセチルトラ

ンスフエラーゼの誘導、前七1:化が起こり、メラトニンの合成、分泌

が充進する。そこで代表的な pアゴニス卜であるイソプロテレノー

ルを投与し、 s，受符休の刺激による松果休q'のD-Asp及び‘D-Leu含

量の変化について検討した。

ラットはウレタンで麻酔し、イソプロテレノールは 5mg!kgでj腹

腔内投与を行った。なお、 s'WリIjiJのポジティブコントロールとし

てメラトニン合iitも同H守にyJ!IJ定した。そのが;栄Fig.22に示すように

メラトニン含誌はギj也、に増加|したが、 D-Asp-f;;-ll.l:には変化が認めら

れなかった。 Fig.23は同じく D-Leuv，-泣の変化をがしたものである。

この』品にD-Leuについてはイソプロテレノールの投与によりぬ一意に

上昇することが示された。内在住1:の D- アミノ i~支社が薬物投与によ

って変化するという報告はほとんど存在せず、この結果は重要な発

見であると考えられる。

5-3 松果体中D-Asp、D-Leu含量の麻酔薬による変化

上記の s'刺激を行った検討において、コントロールとして川い

たウレタン麻酔下におけるD-Leu合註はが-J2pmol/pineal glandであり、

先に脳内分布で示したエーテル麻酔下の他(約4pmol/pinealgland) 

とは異なっていることが明らかになった。そこで各種麻酔楽投与時

における松呆体l二l'のD-Asp、D-Leu含量について詳細に検討した。
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麻酔楽としては我々がかし川しているエーテル、ウレタン、ペン卜

パルビタールを)IJい、比蚊のためII!f，}f;j;闘争11守の合誌も|司|時に検討した。

その結果、Fig.24に示すように松来体Ij'のL-Asp合長は変化せず、 D-

Asp含量のみが1W，麻酔 II~) と比較してエーテル、ウレタン、ペントパ

ルピタールの各麻酔H寺に有訟に出世j立であることが示された。

Fig.25はD-Leu含量を示したものであるが、 lしLeぷe凱削uについても L体はほ

とんど変化せすず、¥、 D- Le巴u合 iι止はウレ夕ン麻内附酔~;1吋時に不治桁i，ぷlCこ

ることカがf幻|ゆ明y珂3らカか、になつた。

5-4 考察

上記のように松栄体Ij'D-AsplえびDーし巴ufTiltは胤門学や戸刺激により

変化することがWJ らかになった 。 1I~j: I /\J 的な ~!IJTm からは i主!齢変化のよ

うに日、迦レベルでの変化ではなく、 II~J 1:日、分レベルでの変化が認

められた。この中央は、松栄体内における D-アミノ般合f1の変動

が外来性の受動的なものではなく、 I1イ小内において，fU1政的な，V，';J節機

構が存在することを示唆すると考えられる 。前述のように内在性の

D-ア ミノ酸含査が楽物の投与などにより変化したという報告は筆

者の知る限りほとんとγ{在せず、今回の結果は重要な発見であると

考えられる。

麻酔楽に|刻 しては、 J#酔11守において各組織の交感ネ111経情性が変化

32) し、これと共にIfll.ll'のカテコールアミン誌が変化することが報

-47-
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告されている 32) 33) 34)。今|百|使JIJしたイソプロテレノールは交感神

経作用楽の一つであることから、松栄休におけるD-Leu合立は交感

神経の影響で変化している一IIJ能性も卜分考えられる。 しかし松果体

には s'受容体以外に、 っとJ出ネql経 α受容体やNPY、VJP等の受谷体も

存在することが女11られている 35) 36)。 また、今凶検討したイソプロ

テレノール及び麻酔架はいずれも生体内の綿々な部位に作川するも

のであり、松栄体に対するI包接の影響を制べるのは凶羽|ーであると ;考

えられる。今後は松栄体の:If，:設創11胞を)IJいるなどの)J法で染物の作

用部位を限定する工夫が必並区であると忠われる。



第六章

6-1 序

松 果体マ イ クロダイアリシス法を用いた

細胞外D-Asp量の測定

前章までの検討において、組織摘出によりそこに含まれる D-ア

ミノ酸量を調べてきた。メイ本1ド丈叫f仰研り町f先では必

なる側面カか〉ら検討するため、マイクロダイアリシス法の導入を試み

た。マイクロダイアリシス法は近年神経科学の領域で多川 されてお

り、注目を集めている。この方法をj日いると、同一ラットにおける

脳内物質の細胞外出度を川vivoで点差11寺的にiJ!iJ定することが可能であ

る。しかし採取できるサンプル世が少なく、脳内物質の色|収率もそ

れほど高くないことから、組織摘山H寺と比;1決してはるかに微盆のD

-アミノ酸しか待られないことが予想、された。そこでラット脳内に

おいて最も高濃度に存在した松呆休D-Aspを対象とし、マイクロダ

イアリシス法によりそのk:IIIJJ包外様度の経11古変化を制べた。

6-2 松 果体マイクロダイア リシス法を用いた細 胞外

D-Aspの測定

Fig.26はラット脳内における松栄体の位世(JJ併をヒ古1¥から見たも

の、及び松果体育1¥位における断面凶)を示したものである 37)。
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この様にラットの松呆体は直径 1mmにも満たない球状の組織であ

り、その直上に静脈洞交会が存在する。この1作脈洞交会は左右の大

脳半球聞を流れる上矢状静脈制と、大脳と小脳11Uを流れる棋静脈洞

の合流する部位であり、松来休の上部を完全に在っている。このた

め通常'のマイクロダイアリシス法でJTJいる垂直にプローブを挿入す

る方法は不可能であった。そこで木方法ではプローブの左右の位置

を決める しM11~ 1iと t下の位置をとためる DV取11 に何度の傾きを持たせ、

Fig.26に示した角度で行った。

まず¥ウレタン麻酔下において IIIjJから孜川における変化につい

て検討し、 D-Asp、L-Asp、及びメラトニンの経WS変化を測定した。

その結果、 Fig.27に示すように夜1i¥Jにおけるメラトニンの仁好は認

められたが、 AspはD体、 L休共にほとんど変化が認められなかっ

た。特にD-Aspはほとんど存在せず、松果体における細胞外椴j立は

4亜めて{止いことがIYJらかになった。また、イソプロテレノール投与

も検討したが、ほほ同様の結朱が仇Iられた (Fig.28) 。

更に予試験的にネql<<:針111胞を非特異的に脱分極させるKCl刺激

(Fig.29) や、細胞 1:リ隙から高111胞内へのグルタミン酸(アスパラギ

ン酸)の取り込みを I¥LI害するジヒ ドロカイニン般投与を試みたが、

いずれもD-Aspの出111胞外槌j互に変化は認められなかった。
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6-3 考察

一般にマイクロダイアリシス法では、組織摘，'l¥による合主分析I時

よりも少量かつ低減j立の試料しか待られず、高感度分析法を必要と

する。本研究ではNBD誘導体化をmいた高感度分析法により松果体
中のD-Asp定量が可能であった。ラット松果体のマイクロダイアリ

シスは非常に困ifllであり、これまでの報告は数えるほどしかなく、

阿瀬川等38)、兼松笥 3!))、Drijfllou尚子Ij0) によるメラ卜ニン分析の

報告等に限られている。

本研究では阿湖!川等の報告 を改良して行った。その結米、合量分

析時と比較しtotalAspに対するD-Aspの割合がかなり低いことが明ら

かになった。今回の検討 により、松果休におけるD-Aspの細胞外濃

度は極めて低く、大?ilS分が市IlIJJ包|付に存在することがiJくされた。また

第四主主の結果も考慮すると、 F受容体を介した刺激は松果休におけ

る D-Aspの含量、並びにその分泌にほとんとjj舛~~1 を与えないものと

考えられる 。現在松栄イ本D-Leuについての検討を進めており、今後

の展開が期待される 。
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第七章総括

本研究では、 ODSカラムによるアミノ酸分離とキラル回定相によ

る光学分割を組み合わせることにより、生体試料 rllから 17種のD

-アミノ酸についてfmolレベルでの微量分析を可能とした。

本方法を用 いて 6週齢ラットの脳内からD-Asp、D-Ser、D-Ala、

D-Leu の4種類のD アミノ般を検出し、それぞれの脳内分布を明ら

かにした。 D-Asp、D-S巴Iに|却してはこれまでにもいくつか平民告があ

ったが、 D-Alaに|却しては能者の知lる限 りでは初めてラッ ト脳内に

おける分布が明らかにされ、下垂体に存在することが示された。ま

たD-Leuに関しては、本研究において初めてラット脳内における存

在が|児らかにされ、松栄体及び海馬に分布することが示された。ま

た、これらの D-アミノ椴合iijーには性差があるものも認められた。

次に松果体D-Asp、D-Ser、D-Lell、下垂体D-Alaについて加齢に伴

う含量変化 を調べた。その結果各D-アミノ酸含::ii;はそれぞれ特有

の週齢変化を示し、各アミノ般に特有の調節機柄があることが示唆

された。

また松果体におけるD-Asp、D-Lell含量は、βアゴニストであるイ

ソプロテ レノールや、麻酔楽により変化することが明らかになった。

この含量変化は時間、分のレベルで認められる変化であり、また薬

物投与群と対照鮮の動物は全く同 の環境で飼育されていた。この

事実は、 これらの D-アミノ恨の合量変化が外|き|性の受動的な変化
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によるのではなく、 生体内においてD-アミノ酸の和極的な前節機

構が存在することを示唆する 。

更に松果体マイクロダイアリシス法をJIJいて、ラット松栄体にお

けるD-Aspの岸/11胞外槌J立jf日多を訓べた。その紡来通常状態における

D-Asp の細胞外濃度は極めて低く、大部分が細胞内に存在すること

が示された。 また第四訟の結果も考慮すると、 F受容体を介した刺

激は松果体におけるD-Aspの合i、及びその分泌にほとんど影響を

与えないことが示唆された。

これらの Dーアミノ般の機能、制的機柏、 Ij1米等を詳細に検討し、

生体内における役制をIYJらかにするのは今後の説題である 。これま

での報告では D-アミノ酸は進化的に古い生物に多く認められ、そ

の機能として細菌では創11))包峡のペプチドグリカン十日成成分として使

用 されることが女11られており 2}、海に生以する』枚Jlなでは以透).:l二

の調節に使われているのではないかと考えられている， 1) 0 IIill乳類

においては、 D-Serがラット脳内においてNMDAレセプターの内在

性調節因子として働いていることが示唆されており 13) 1 5)、D-Asp

が組織の成長、分化等に|見わ っているのではないかと与えられてい

る12)カヘ百平しいことはほとんとわかっていない。D-Ala、D-Leuに

関しては全く未解明であり、今後の検討が期待される。

生体内における D-アミノ般の代謝機梢としては D-アミノ椴オキ

シダーゼ、及びD アスパラギンi帳オキシダーゼが挙げられる 。こ

れらの酵素は中性、 F能性のD-アミノ般をそれぞれ特判的にl暖化



して 2-オキソ酸とする。 1111)乳類ではJFFI版、腎l胤及びJ1単に分布し、

ラット脳内においてD-S巴iの分布がD-アミノi唆オキシダーゼの分布

と逆相関を示すことがIYJらかになっている 12)。また、新生ラット

では脳内に広く分布するD-AspがDーアスパラギンl暖オキシダーゼ活

性の上昇と共に消失すること 12)、外部からの D-アミノ酸の投与に

より、これらの酵素活性が上釘4すること 27)等が知られており、こ

れらの酵素は生体内における D-アミノ酸含量に大きく影響してい

ると考えられる。木帥紫の生体内における真の役削には未だ凝聞が

持たれているが、これに|却してはD アミノ般オキシダーゼ欠損ミ

ユータントマウスをmいた検討により、これらのマウスの腎)版、血
清中には正常マウス の数十倍ものD アミノ般が存在することが示

されている 42)。 また、このミュータントマウスでは食餌'11に必須

アミノ酸の L休がないと生存できないが、正常マウスではそのD体

があれば生存できることが示されている 43)ことから、 D-アミノ酸

オキシダーゼは少なくとも~:.体内において D-アミノ般を分解し、

その一部を栄養として取り込むために仙われていると考えられる。

最後にこれら生体内D-アミノ限の由来であるが、これには生体

内において生成する経路と、外部から取り込む経路が考えられる。

このうち生体内における l i'.)ぷに|却しては、微~I: 物やi止lJ.，l等ではアラ

ニンラセマーゼを初J め、 J並々のアミノ i~支ラセマーセ\エピメラーゼ、

D-アミノ酸アミノトランスフエラーゼ等、 D-アミノ般の生令成に

閲する酵素が発見されている 3)。しかし11m乳類においてはこれらの



酵素は発見されておらず、 D-アミノ献が酵素的に生合成されるか

どうかは全く不明である 。こ の他D-アミノ酸含有ペプチド等から

の生成も考えられるが、 D-アミノ酸技基におけるペプチド結合の

切断には特殊な酵素が必裂であると考えられており、これについて

も附乳類ではほとんど報告されていないため、生体内における生成

に閲しては今後の課題である。

外部から取り込む|僚のD-アミノ酸の出米としては食糾111米のも

のと、腸内主111菌111*のものが i'_に診えられている 。こ のうち食釦IJI

に関してはチーズハ)やワ イン1¥5)等、発酵を}IJいて竹二られるものに

はD-Ala、D-Asp、D-Glu、D-Leu等が存在することが示されている。

また、海水はD-Ala、D-Aspを初めとして大量の D-アミノ酸を含む

ことが示されており， 6)、ここに生息する二枚貝， 1)、控や海老など

の甲殻類， 7)にはやはり大詰のD-アミノ肢が存在することが明らか

になっている。吏に加熱などの処主11により、蛋白質中のアミノ酸及

び遊離のアミノ|慣が共にラセミイヒすることが明らかになっており、

特にAsp、Cys、Pro等はラセミイヒしやすく、その他のアミノ i肢も微

量ーながらラセミ化することが I~J らかになっている， 8)。腸内%:111菌に

閲してはD-Ala、D-Glu与のD-アミノ l取が存在することが刀えされてい

る210

いずれの場合においても、これらのD-アミノ酸が脳に分布する

ために は腸管から吸収され、 1(11液脳関門 (BBB)を通過する必要が

ある。 D - アミノ i~去の JJ品約からの ly;_JI又に |刻しては Fie l d等， 9) がウサギ



回腸を用いてD-Alaが吸収されること、 星等 50)がD-SeI、D-Leu、D

M巴t等が吸収されることを示している。更に本研究において調べた

部位のうち、松占R体、下i[i体、視床下音1IではBBBが存在しないこと

カ~ï明 らかになっており 5 1) イ也の目前音1I位:よりは血「わからのD-アミノ

限透過が自由に行われると考えられる。他の部位ではBBBの透過性

が問題となるが、これに |渇してはOldendorf等52) 53) により D-Leu、

D司Met等はL休ほどではないが透過することが示されている 。

この様に生体内におけるD-アミノ般の役削及び111米などに閲し

てはほとんど明らかにな っていないが、 Dunlop与は外界から完全に

隔離された系であるJ)f:}mJを)IJい、そのD-Asp註が先生のH寺JVJにより

異なることを示し 11)、D-Aspの生体内における生成を強く示唆した。

一方金野等は D-アミノ|唆オキシダーゼ欠損マウスにおいて、抗生

物質の一種であるアモキシリンの投与により、以1[1のD-Ala1守主:が

減少すること 5，)、同じく D-アミノ l唆オキシダーゼ欠債の1!!f;菌マウ

スに腸内定rniiを投与することにより尿q二1D-Ala合叫が増)JIIすること

5 5) を明らかにし、本ミュータン卜マウスにおける生体内D-Alaの少

なくとも一部は腸内創11向山米であることを示した。 しかし、無菌マ

ウス中においてはD-アミノ般オキシダーゼのイn!lf，にかかわらず、

通常マウスと同レベルの D アミノ酸(尿中D_Ala55)、JUI巾totalD-

アミノ酸23) )が時認されており、 !t.体内D-アミノ酸の全てが腸内

細菌由来ではないことも示されている。更にD'Aniello等 27) は食fiIf

中に与えたD-Ala及び、D-AspがJJ日、 JF!腕、腎腕に分布することをl別ら



かにしている。

これらの結呆は生体内のD アミノ般について、生体内での生成

と、外部からの取り込みが共に存在することを刀、していると考えら

れる。また実際の実験においては、動物の削育部抗や食餌1-11のD-

アミノ酸が大きく j;手押することが考えられ、 D-アミノ般の由来を

確定することは非常に困鮒であると思われる。しかし同時に、これ

らの由来が何処であったとしても、 Dアミノ酸は生体内で何らか

の役割を果たしていると考えられ、その役:i討を僻IYJすることは意義

泌いと考えられる 。本イリ|先において生体[7'.lDーアミノ|峻合弘の砧極

的な調節機梢の存在を示唆できたことは、これからの研究につなが

ると則待される。

本研究において生体試料Ijlから 17種類のD-アミノ|般について

微量分析が可能となり、これまで|保られたアミノ般でしかれわれて

いなかったDーアミノ酸側先が更に進歩すると考えられる。また今

回得られた知見はラット JJ日|什における Dーアミノ般の制御機構を解

明するための手がかりになると考えられ、 D-アミノ般の生理的役

割を解明するための恭悦的引先になると期待される。



実験の部



試薬

本研究において試薬類は以下のものを使JiJした。

アセトニトリル . キ11光純楽 (大阪) ， HPLCJI] 

0-アミノ酸標準品 STGMAch巴micalcompany (St. Louis， USA) 

Lアミノ酸標準品 STGMAchemical company (St. Louis， USA) 

0，しアミノ酸標準 I'~I SIGMA chemical company (St. Louis， USA) 

EDTA 2Na 2水不11物. ナカライテスク(五(都) ，特級

(-)イソプロテレノール:

NBD-F: 同仁化学(熊本)

SIGMA ch巴mica1 company 

(St. Louis， USA) 

塩化カリウム I刻京化学(束京)，特級

JIt化カルシウム 2水利物 I羽点化学(京京)，特級

塩化ナトリウム I均束化学(東京) ，特級

カルパミド酸エチル: 和光純柴(大阪) ，一級

クエン酸 I水和物 IJnk化学(東京) ，特級

αークロラロース : 手II :Ju，n~ (大阪)，特級

酢酸 I到来化学(京京) ，特級

酢酸ナトリウム 3水和物 I到来化学 (束京)，特級

ジエチルエーテjレ I刻京化学(京京) ，桁級

水酸化ナトリウム: 凶束化学(東京) ，特級

炭酸水素ナトリウム: |到来化学(見~JsT) ，約紘



THF: 関東化学(東京) ， HPLC用

TFA: ナカライテスク(京都) ，アミノ限配列分析川

ブドウ糖 I迎束化学(京京) ，特級

ペントパルピタール. 大 1-1本製楽(大阪)

(ネンブタール注射液)

ほう酸 : ナカライテスク(京都) ，電気泳動}IJ 

水 MillトQreagent system (Millipore， Bedford， USA)により精製

したMilli-Q水を{史)IJした。

メタノール: 午[[光純柴(大阪) ， HPLCJIJ 

メラトニン Aldrich(Milwauk巴巴， USA) 

モレキュラーシーブス: ナカライテスク(京都)

硫酸マグネシウム 7水利物. 関東化学(東京) ， f.j'級

リン酸二水素カリウム I拘束化学(東京) ，特級
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実験方法

第二章 生体内D-アミノ酸の微量分析法の確立

2-2標品を用い たアミノ酸の光学分割

NRD-Fによる誘導体イドJ':i川、j

D. L-アミノ酸のNBD化反応は福島等の方法25) に基づいて行っ

た。 100μMのD及びL-アミノ眼 200mMほう限buffeパpH8.0)溶液20

μlに、 50mMのNBD-FCl-hCN治液 (CI-hCNはモレキュラーシーブス

で脱水)30μlを方11え、 60
0Cで5分II¥J反応させた。 これに 1%昨i咳

MeOH、溶液950μlを加え、必当日にLι じて 1%!ii'j咳 M巴OH裕被で=希釈

し、HPLCう子析にJIJいた。

HPLCシステム(キラル阿佐引J法、アミノ般の光学分割)) 

各アミノ酸の光学分jiilJに佐川したHPLCシステムのフローダイア

グラムは下記の通りである。

M: mobile phase. 0.05mM-IOmM cilJic acid / MeOH; now ralC， 0.5mト1.0ml/ min 

P: pump， Hilachi L-6000 1: injcclor， Rhcodync 7125 

PC: prccolumn， Tosoh ODS-80TM 3.2mm i.d. X 1.5cm; lempCralure， ambicnl 

AC: analytical column， Sumichiral OA-2500S or R 4.601m i.d. X25cm; Icmpcralure， a01bicnt 

D: detcctor， JASCO FP-920; cx 470nm， cm 530nm R: inlcgralor， JASCO 807-IT W: waste 
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2-3生体試料中の微量D-アミノ酸分析法の確立

LE体試;jfij中のD-アミノ i円安介析

生体試;jq中のD-アミノ般分析は本論文Fig.9に示したように行っ

た。ラッ トの組織に対し10佑Jill-以上のM巴OI-lを)JIIえ、氷上でホモジ

ナイズを行った (700r.p.m.，20times)。この一部を2500gで5分間遠心

し、上清20μlを減圧下!;fZI主|させた。これに50mMほう酸buff，巴r(pI-l

8.0) 20μ l及びI-l，O10μlを加えよく撹持した。ここに20mMNBD-F 

CH，CN溶液を30μl方11え、 60
0

Cで2分山反応させた。次にl%TFAを

440μl加 え、0.5μmのメンブレンフィルターで油過した。この溶液

を試料とし、逆相HPLCによりアミノ酸分離を行った(I-lPLC条件は

後述)。ここで各アミノ般を定hlし、同時に分取を行った。 ここで

得られた各アミノ酸フラクションを減j五 1吃 1.'''1 させ、~皇、[/， " : IJ~ の 1 % 酢

|堕 MeOH溶液に浴WIoした。次に各アミノ酸に刺しキラル|主|定相

(Sumichiral OA-2500S or R)をJIJいて光学分割を行い、D-アミノ酸

の存在を調べ、 D/L比を決定した。更にD休の認められたアミノ

酸に関 しては、逆の立体配山を摂lつキラル固定材lを川いて D-アミ

ノ酸の存在を確認した。 この械にして符られたアミノ i般定詰値と D

/L比に より各アミノ般を定詰した。

HPLCシステム (ODSカラム、 各 アミノ惜の介唯LJ三♀L

各アミノ酸の分iijlf:と定訟にJlJいた逆十11モードのlザ LCシステムの
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フローダイアグラムは下記の通りである。

M 1 : mobile phas巴1，I%TI-IF 0.02%TFA /10% CH3CN M2: I%THFO.02%TFA / CH3CN 

gradielll; limc(min)， 0 18 50 83 90 Oow ralC， 1.0ml / min 

mobile phasc M 1 %， 1 00 1∞75 75 25 
Pl，P2: pump， JASCO 880-PU MX: solvCIll mixing mOdlllc， JASCO 880-30 

1: injeclor， Rheodyne 7125 CO: colllmn ovcn， JASCO 860-CO 

PC: precolumn， Tosoh ODS・80TS3.2mrn i.d. X 1.5cm; lcmperalurc， 35
0

C 

AC: analytical column， YMC J'sphcrc ODS-M80 4.6mm i.d. X25cm; lcrnpcnllurc， 35
0

C 

0: dCleclOr， JASCO 821-FP; cx 470nm， cm 540nm R: inlcgra旧r，JASCO 807-IT W: wasle 

なお、各アミノ酸の光学分割には 2-2で示したHPLCシステムを

使用した。また、本卒で例として用 いた松栄体試料の調製法は第三

立に示す。



立早一一一第 ラット脳内における D-アミノ酸の分布

茎盤型l血

ラットはSD系SPF，6迦i愉の1ift性及び雌性のものを日本チヤール

ス ・リバー(神奈川)より)!I，¥=入し、使用まで東京大学楽学部動物舎

(Light 7:00-19:00， Dark 19:00-7:00) で飼育し、 7.K)えび餌は自由に摂

取させた。

ラット脳如織の楠山及び介ilhi

ラットをエーテルM~;~!I~ -r で IjfJ J血し、}j友部大動脈より脱J(II 致死させ

た後、直ちに脳組織を抽出し松公休、大JJi品、小JJ品、海 I.!t、 ド'iJi体、

延髄、視床下音11に分画した。なお、今回分間しなかったI-jl}j面、橋な

どの部位については大脳とともに分画し、重量的にはほとんど大脳

が占めることから本研究では大脳として扱った。これらの組織を秤

量し、使用まで-20
0

Cで保存した。大脳、小脳、海馬、延髄につい

ては10倍量のHPしC川MeOHでホモジナイズし、 -1、垂体、視床下部、

4公果イ木については500μlの!-!PLCJIJM巴O卜Iで、ホモジナイズを千子った。

これを 2-3で示した生体試料 1-11のD アミノ l般の似iii;定立法を用い

て分析を行った。なお、組織ホモジナイズ、遠心分離後、大脳、小

脳、海馬、延髄についてはトIPLC川MeOHで、10併に希釈、机床下部に

ついては5倍に希釈し、その後の分析を行った。

盆副主民主

本章においては分析他を平均値::tS.E.M.(標準誤差)として示し、

性差に関してはStudentのI検定を)lJいて有意差を求めた。
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第四章 ラット脳内D-アミノ酸の週齢変化

室監型必l

ラットはSD系SPF，Jij!性2迎怖から 36迎il命のものを日本チヤー

ルス ・リバーより !1115入し、第三なと同じように飼育した。なお、 2

週齢のラットは離乳していないため、旬親と一緒に飼育した。また

老齢ラットに関しては迦i愉指定ができないため、 20 J!!i!齢は 5ヶ月

齢のものを、 36週齢は 9ゥ月前のものを使川した。

l|尚組織の分阿と D-アミノ眠う凶よ

ラット脳組織は第三立に記した方法により、松来体及び下垂体を

分間し、 D-アミノ般分析を行 った。

盆副主民出

本主主においては分析他を平均他::tS.E. M. (棋dL誤差)として示し、

ANOVA (一元配世分倣分析法)後、 Duncan多群検定をJlJいて有意

差を求めた。



第五章 ラット松果体中D-Asp及び、D-Leuの種々の

薬物投与時における含量変化

5 -2 sアゴニスト投与による松果体中D-Asp、D-Leuの

含量変化

茎盤.lIltL血

ラットはSD系SPF，1i.fH<t 6 :ii!iil市のものを 円本チヤールス・リバー

より購入し、第三学とl'iJじように飼育した。

イソブ。 ロテレノール~L列!

ラットをウレタン (10%巴thylcarbamate， 0.25%α -ch lora lose/sa 1 ine) 

lOml!kg i.pで麻酔し、イソプロテレノール投リ併は(ー)ーイソプロテレ

ノール (5mg/kgi.p.)を胸、酔後30分で投与し、投与後3.511寺問で松果体

を第三章に記した方法で摘 I~I し、 D-アミノ酸分析を行った。対照群

は}ff酔後4時間で同様の操作を行った。なお、同1洋ともラットの様子

を見ながら、 0.25等誌の追加|麻酔を行った。なお、松栄やj;:摘出!時はウ

レタン麻酔下のままで行い、引にエーテル片足酔はしなかった。

メラトニンウ十4斤

D-アミノ酸分析と同時に松栄休'1:1のメラトニン合以を測定した。

第三章で記した方法により松栄イ本をHPLC川MeOI-lでホモジナイズし、
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遠心分離した上清をlSμl採取し、直接HPLCで分析した。メラトニ

ン分析に用いたHPLCシステムは下記の通りである。なお、このシ

ステムは阿瀬川等の方法 56)を改良して組み立てた。

M: mobile phase， IOmM CH3COONa 2μM EDTA (pH4.0) / MeOI-I=7 / 3; now ra!e， I.Oml / min 

P: pump， JASCO 880-PU 1: injec!or， Rheodync 7125 

PC: p陀column，Tosoh ODS-80TM 3.2mm i.d. X 1.5cm; !empera!ure， ambient 

AC: analylical column， Tosoh ODS-80TM 4.6mm i.d. X 15cm; !empera!urc， ambicl1! 

D: de!ec!or， Hi!achi F-I080; cx 280nm， crn 330nm R: inlegra!Or， JASCO 807-IT W: was!e 

盆註皇位E

本章においては分析他を平均値::tS.E.M. (標準誤差)として示し、

Studentのt検定をmいて有意差を求めた。

5-3 松果体中D-Asp、D-Leu含量の麻酔薬による変化

茎盛型1.1盆及び盆劃虫民ill.に |均しては 5-2と同様に行った。

各精麻酔薬の投与

1!l~麻酔についてはラットを撲殺後断到し、;j公栄休を摘，LI'，した。エー

テル麻酔は第三章に記したブj法を!日 い、麻酔後直ちに松栄体を摘出

した。ウレタン麻酔は、 5 -2で記したウレタンj谷被10ml/kgi.p.，ペ
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ントパルビタール麻酔は50mg!kgi.p. (大日本製楽，ネンブタール注

射液)で行い、それぞれラットの精子を見ながら0.25待泣の追加麻

酔を行った。ウレタン、ペントパルビタールに凶しては初回の麻酔

から4時間後に!?日版し、 5-2に記した方法で松来体を摘出した。

これらの試料に対し、第三立に記した方法でD-アミノ酸分析を

行った。
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第六章 松果体マイクロダイアリシス法を用いた

細胞外D-Asp量の測定

茎監型必lは 5-2と同様のものをJIJいた。

松果休マイクロダイアリシス手術

本研究において松栄体マイクロダイアリシスの手術は阿瀬川等38)

の方法を改良して行った。ラットをウレタンで麻酔し(5 -2 ， 

10ml;kg i.p.)、ラットのVJii'，:ISが水平となるようにJJ断定位回定装世

(ナリシゲ，京京)にい1;;1.::した。次にラットの引j立を切1mし、頭蓋

骨を露出させ、ブレグマ、ラムダの佐世を決定した。ラムダ右上方

約5mm四方を、上矢状静脈洞、静脈嗣交会を似つけぬよう注立ち袋く

ドリルで削り取った。次に雌l肢を切開し、 LMjl~11何度、 Dv!l~h45度の

傾きを持たせたプローブを直交座標系においてブレグマからAP後

方8.3111111，LM :t 0111111， DV下方2.0111111の座棋に押入した。

マイクロダイアリシスサンプリング

マイクロダイアリシス公ii"I'はBAS(京京)より購入した。ポンプ

はCMAIOOマイクロインジェクションポンプ、プロープはCMAll

(内径0.24111111，長さ lllllll)、フラクションコレクターはCMA170を

使用した。透析液はSalineもしくはACSFをJIJいた。なお、 ACSFのキII

成は下記の通りである。
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ACSF (arti ficia 1 cerebrospina 1 fI u id) 

124mM NaCI， 5mM KCI， 2.4mM CaCb， 1.3mM MgS04， 

25.9mM NaHCO" 1.24mM 1くl-hP04，10mM Glucose / Milli-Q water 

なお、 IくCI刺激Wj'，には仁記に100mMKCIを加え、泣透庄調節のた

めT、J aCI を 24mM にして似~JIJした。

マイクロダイアリシスサンプル 111のD-Aso箭のうト析

透析液を 15μl採取し、ここに200mMほう限buffer(pI-l8.0)15μl、

50mM NBD-F CI-I，CN治法30μ lを力11え60
0

Cで5分川J.iJ，i:;‘させた。次にl

%自ii，酸 MeOI-l溶液190μ lを加え、このうち 15μiをキラル固定相を用

いたHPLCに注入し直接D-Asp分析を行った。

なお、本主においては透析開始II:J刻等が呉なるため統計処理は行

わず、各実験において松数1111検討を行い、利{;.j~の IIJ ぷt 'I~I を州 ift した。
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