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安定同位体利用技術

光学活性アミノ酸の安定同位体標識合成
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１． は じ め に

地球上では約３５億年という長い壮大なドラ

マの過程で突然変異を幾度も繰り返し，進化の

過程を戻ることなく有用な機能を獲得し，複雑

で荘厳な芸術的な過程を経て生命を有する生物

へ変化してきた。生命を機能面から考えると成

長，代謝，複製，進化として現れてくる状態で，

これらを詳細に解明することが医薬品開発へと

繋がっている。有機化学は１９世紀初頭から生

きている生物に関与する化学を取り扱う学問と

して発展し，多くの有用医薬品を誕生させるこ

とに寄与している。

生命の化学的基本構成単位として L―アミノ

酸や糖類，DNA, RNA及び生命現象に深く関

与する２次代謝物であるヘムやクロロフィルや

ビタミンB１２等の有用な生理活性化合物を取り

扱ってきた。とりわけ L―アミノ酸がアミド結

合して連なったポリマーであるポリペプチド，

天然の巨大なポリペプチドである蛋白質は生命

体の中で多種多様な機能を有していることか

ら，２１世紀の医薬品開発上極めて重要な位置

を占めている。

L―アミノ酸の安定同位体標識法は数多く開発

されてきているが，主として筆者らが実施して

きた安定同位体標識合成法について述べたい。

２． L―アミノ酸について

天然に存在するアミノ酸のうちグルシンを除

くと α ―炭素は全て不斉炭素であり，図１に示

す L―phenylalanine（１）で考えると，アミノ酸の

カルボキシル基が垂線の上に，枝鎖Rは R＝

ベンジル基が下方に位置するようにFischer 投

影式で記載すると多数の天然アミノ酸は，α ―

炭素に結合したアミノ基を左に位置するように

配置するのが L―体である。わかりやすく言え

ば左利きである（ただし，国際的な IUPAC命

名法である絶対配置 R , S 表示法は，光学活性
１３C 標識アミノ酸の１３C 同位体標識位置により，

炭素原子の優先順位が異なる場合が生じるので

ここでは議論せず，後述で問題点を提言したい）。

しかし天然の糖類はFischer 投影式において，

アルドースの場合アルデヒド基を必ず垂線の上

に書き，ケトースの場合はカルボニル基をなる

べく上に記載し，最も下に位置する不斉炭素（下

から２番目５位の炭素）に結合した水酸基を右

側に位置すれば D―体となる。天然糖類として

ここではグルコースを示すが，５位の水酸基が

右側に配置することにより D―体である１）（図１）。

なぜ，天然のアミノ酸や糖類はこのような立

体化学をとるのか，その理由は明らかではない

安定同位体利用技術

光学活性アミノ酸の安定同位体標識合成†

梶原正宏

明治薬科大学薬学部薬品化学教室

２０４‐８５８８ 東京都清瀬市野塩２‐５２２‐１

KeyWords：stable isotope, L-amino acid, synthesis, optical activity

†“Applications of Stable Isotopes in Life Sciences”.

Synthesis of L-［13C］Amino Acids.

Masahiro KAJIWARA : Department of Medicinal

Chemistry, Meiji Pharmaceutical University, 2-522-

1, Noshio, Kiyose-shi, Tokyo 204-8588, Japan.

総 説

RADIOISOTOPES，５６，７４１‐７５０（２００７）

（３５）



が，Fischer 投影式を概略すると一般に天然ア

ミノ酸は L―体で左利きであり，天然糖類は D―

体で右利きである。

３． 安定同位体について２）

地球上に存在する元素は多くの複数の同位体

の混合物であり，特別な場合を除きその割合は

一定である。ヒトの身体の主要な構成元素は酸

素６５％，炭素１５％，水素１０％，窒素３％であ

り，当然それらの安定同位体元素を含有してい

る。炭素の同位体は陽子の数は６で同一である

が，中性子の数が１２C では６，１３C では７であり，

表１に示すように質量数や特性や検出方法等も

異なる。化学反応に大きく関与する電子の質量

は陽子の約１/１８４０であることから，その質量

は無視できる。炭素同位体は質量数や物理的性

質が異なることから，質量分析法（MS），赤外

分析法（IR），１３C―，１H―核磁気共鳴法（NMR）

で検出できるか否かで検出方法も異なってくる。

１９７０年代から盛んに測定されるようになった
１３C―NMRにおいて，１２C はスピン量子数が０で

あることから磁石としての性質がないため検出

できないが，天然存在比が１．１％の１３C はスピ

ン量子数が１/２であることから磁石の性質を持

ち検出可能である。特に１３C 化学シフト値が

０～２００ppmと１H化学シフト値を比較すると，

約２０倍幅広いので化合物中の個々の炭素の重

なりが少ないことから，個々の炭素を同定する

ことが容易であり，またある特定の炭素に１３C

標識して生体内有用化合物の生合成経路や医薬

品の代謝経路を明確にすることができる。これ

らのMS, IR，及びNMR等の機器分析３）の進展

と水素，炭素，窒素，酸素安定同位体濃縮が米

国，日本で商業化されており，臨床現場でも安

定同位体が使用されてきている。

国内では２０００年１１月から胃潰瘍原因菌の感

染診断薬として１３C―尿素４）が IR, MS による呼気

診断用に承認されている。このような現状から

図１ L-Phenylalanine と D-Glucose の Fischer 投影式

表１ 炭素原子の天然存在比
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更なる有用化合物の１３C―標識合成が求められて

おり，その応用が期待されている。

４． 安定同位体標識合成

４・１ 安定同位体標識原料の調製２）

安定同位体標識化合物は，安定同位体の命名

法や立体化学表示法が国際的に正確に規定され

ていないことから，しばしばアメリカ化学会の

データベース検索では的確に把握できないこと

も生じる。また安定同位体標識合成する際には，

検出感度の問題から放射性同位体と大きく異な

り天然存在比１．１１５％から９９倍しか濃縮され

ていないため，合成途中で放射性同位体標識合

成と異なり，無標識化合物で希釈することが許

されない。それゆえ，効率的な安定同位体標識

合成方法としては，安価な安定同位体標識原料

からできるだけ最終段階で再現性良く簡便に純

度高く標識することが望ましく，また合成法は

同一で目的化合物の任意の元素や選択的位置に

標識できることが切望される。

例えば，天然存在比１．１１５％である１３C の濃

縮を米国では２社が１３CO/１２COを，国内では１

社が１３CH４/１２CH４について，わずかな沸点の違

いを利用して長さ２００mあるいは１５０mの蒸

留塔を用いた低温精密蒸留法で商業的に９９％

濃縮している２）。

図２に示すように，安価な１３C 標識化合物は
１３COを出発原料として容易に１３CO２，１３CH３I，

Na１３CN，K１３CN，（H２N）２１３CO，１３C 酢酸塩や，

［１―１３C］安息香酸及びその誘導体を合成でき，こ

れらを１３C 標識合成原料として再び利用できる。

また，１３CO２から光合成菌を用いて光合成を行い，

炭素原子を全て１３C 標識した D―［U―１３C６］グルコ

ースが比較的安価に得られる。D―［U―１３C６］グル

コースを唯一の炭素源として培養すれば生合成

経路に従って生物変換され，２次代謝物として

例えば脂肪やクロロフィル等に１３C 安定同位体

標識できる。

４・２ 重水素標識光学活性グリシンの合成５）

安定同位体で標識した基質の利用は，酵素反

応機構や生合成経路を研究する際，極めて重要

な手法である。グリシンの一方の水素原子を特

異的に重水素標識したキラルグリシンの合成法

は幾つかの報告例が有り，O-benzylserine を出

発とする化学的方法，serine hydroxymethyl

図２ １３C―標識原料の調製

梶原：光学活性アミノ酸の安定同位体標識合成Nov．２００７ 743
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transferase を用いる酵素的方法などがある。

微生物Saccharomyces cerevisiae（Baker’syeast）

を安価で温和な反応条件下で不斉導入に利用す

ることは合成上有用な方法である。芳香族化合

物であるフラン環は，従来使用されていたベン

ゼン環に比較して容易にカルボン酸へと酸化変

換が可能である。

図３で示すように［２―２H１］フルフラールをキ

ラルグリシンの立体選択的合成のための基質と

して使用し，Baker’s yeast で不斉還元反応に

付し（S）―［２―２H１］フルフリルアルコールを得る。

本化合物は熱や酸に不安定な化合物であること

から３工程を連続して行うことにより目的とす

る光化学活性（R）―［２―２H１］グリシンを光学純

度９２％ ee（enantiomer excess；鏡像体過剰率），

好収率で得た。

一方，光化学活性（S）―［２―２H１］グリシンを簡

便に生成するために，無標識フルフラールを出

発原料として１gスケールであれば，牛肝アル

コールデヒドロゲナーゼと［１―２H１］シクロヘキ

サノールを用いて酵素的還元反応より収率

７２％を得ることができる。１０gスケールの場

合は，重水中でBaker’s yeast で不斉還元反応

に付した同様の工程で簡便に光学純度９６％ ee

で（S）―［２―２H１］グリシンを合成した。

ここでは紙幅の都合で詳細は省くが，光学純

度はMosher 法によるNMR測定法と円偏光二

色性（CD）では（R）―グリシンは正のシグナ

ル，（S）―グリシンは負のシグナルが得られ，

CDのシグナルと絶対配置の関係を明確にでき，

CDスペクトルによる絶対配置決定法を確定し

た５）。

４・３ 代表的な光学活性アミノ酸合成６）－８）

図４に示すように，一般に光学活性アミノ酸

は，最も基本的な不斉炭素を持たないアミノ酸

であるグリシンの水素の一方が酵素により見分

けられる。天然アミノ酸では pro―S ―水素（Hs）

図３（R）―［２―２H１］グリシン及び（S）―［２―２H１］グリシンの高選択的標識合成
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水素を重水素に置き換えると S 配置の不斉炭

素となり，酵素により立体選択的に補酵素であ

るピリドキサール（PLP）触媒下，イミンを経

由してHsを脱離し，その後，立体選択的にア

ルキル化（Rで示す）されるため，天然アミノ

酸は L―体のアミノ酸を生成すると理解してい

る。一方，ヘムやビタミンB１２では，アミノ酸

生成とは逆にグリシンの pro―R ―水素がピリド

キサール（PLP）触媒下，酵素によって立体選

択的に脱離して，ヘムの前駆体５―アミノレブ

リン酸を生成することが立体選択的標識グリシ

ンを使用してから明らかにされている。

図５に示すように代表的な光学活性アミノ酸

の合成法は，１）化学的，酵素的光学分割法，２）

エナンチオ選択的 α ―プロトンの導入，３）エ

ナンチオ選択的 α ―アミノ基の導入，４）不斉

Strecker 合成，５）側鎖の立体選択的導入，６）

α ―アミノ酸からの誘導を用いる方法，など多

数の報告がある７），８）。
１３C 標識アミノ酸の合成においては，取り扱

いの制限を受けないが１３C 標識合成試薬の価格

が極めて高額であり，大量に造って貯蔵するこ

とが困難であるため，１３C 標識アミノ酸の在庫

品はほとんどないのが現状である。また，ヨウ

化メチルのように沸点が低く揮発性の高い試薬

は航空機で輸入できないため，船で輸入するこ

とが求められ，輸入日数や数量等の多くの制限

を受けており，経済的で簡便な合成方法や使用

方法が世界的にも十分に先端の各研究者や各施

設に普及していない。合成法としてはできるだ

け安価な１３C 試薬で平易な方法で学部生はじめ

誰でも１３C 標的化合物の任意の場所にできるだ

け最終段階で，１３C 標識合成することが切望さ

れる。このようなことから筆者らは図６に示す

ように同一合成方法で多数の１３C アミノ酸を簡

便に合成することを企画した。

図４ 光学活性アミノ酸の生成

梶原：光学活性アミノ酸の安定同位体標識合成Nov．２００７ 745
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４・４ L―［３―１３C］アラニンの合成１２）

筆者らは文献５において，上記の図４のアミ

ノ酸生成及び図６で示すように天然アミノ酸の

立体化学は L―体であり，この不斉炭素を如何

にコントロールして合成するかが重要なポイン

トである。図６の１３C 標識アミノ酸の逆合成か

ら不斉グリシン等価体にアニオン，あるいはカ

チオンを発生させ，立体選択的に側鎖となるア

図５ 代表的な光学活性アミノ酸の合成法

図６ １３C―アミノ酸の逆合成
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ルキル基を導入した後，不斉補助基を除去する

Dellaria ら９）の環状オキサジノン誘導体の高選

択的アルキル化によるアミノ酸合成法が応用範

囲も広く簡便に１３C 標識アミノ酸を生成できる

と考えた。

L―［３―１３C］アラニンの合成をする際には，図７

に示すようにまず鍵中間体となるオキサジノン

の合成を行った。酢酸ナトリウムを安息香酸，

ベンゾイルブロミドと共に加熱してアセチルブ

ロミドへと導き，次いで臭素と反応させブロモ

アセチルブロミドへ変換した後，フェノールを

加えてブロモ酢酸フェニルを合成した。ブロモ

酢酸フェニルと不斉補助基となる（S）―２―フェ

ニルグリシノールとをカップリングさせ，Del-

laria らの環状オキサジノンを調製し，アミノ

基を t―ブチルオキシカルボニル（Boc）基で保

護して鍵中間体である未標識オキサジノンへと

導いた。このオキサジノンをナトリウムビスト

リメチルシリルアミド（NaHMDS）によりエ

ノール化させ，これに図２に示す比較的安価な

標識原料である［１３C］―ヨウ化メチル（９９％

atom１３C）を滴下して立体選択的に１３C―メチル

基を収率９２％で導入した後，６モル塩酸で加

水分解，続いて中圧接触還元して不斉補助基を

除去し L―［３―１３C］アラニンを合成した（図７）。

［１３C］―ヨウ化メチルから１３C 標識率を低下さ

図７ 鍵中間体オキサジノン合成と L―［３―１３C］アラニンの合成

梶原：光学活性アミノ酸の安定同位体標識合成Nov．２００７ 747
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せずに L―［３―１３C］アラニン（９９％atom１３C）ま

での総収率は８４％であった。光学純度は９９％

ee であった。ブロモアセチルブロミドからの

総収率は４８％であった。この方法で１位及び

２位の［１３C］アラニン合成が開発できた。

また，環状オキサジノンへのアルキル化は，

嵩が小さいため立体選択性が低いと考えられる

ヨウ化メチルとの反応においても，高選択的な

メチル化ができたことからこの合成法により，

種々のアルキルハライドを用いれば他の光学活

性アミノ酸の標識合成にも適用できることを見

出した。

４・５ L―［１３C］アラニンの R，S 表示の問題点

L―［３―１３C］アラニンは，ノーベル化学賞受賞

した Prelog の規則に従い R，S 表示法では質

量の大きい原子団が優先することから，アミノ

基の窒素が優先順位の一番上位となり，通常 α ―

炭素に接続した炭素はカルボキシル基の炭素の

方が側鎖の炭素より優先順位が高いが，L―

［３―１３C］アラニンの場合には，１３CH３標識メチル基

中の１３C の方が１２C より質量数が大きいことか

ら，優先順位が高くなり，続いてカルボキシル

基の炭素が３番目となり水素原子が４番目とな

り，優先順位の１番低い水素を目から一番遠方

に置くことになり，時計と同じ右回りであるこ

とから，（R）―［３―１３C］アラニンとなる。

一方，L―［２―１３C］アラニン及び L―［１―１３C］アラ

ニンはこれとは逆になり（S）―［２―１３C］アラニン

及び（S）―［１―１３C］アラニンと表示されることに

なり，有機化学を専門に研究している研究者で

あれば問題ないが，専門外の研究者は標識位置

の違いで，R 表示とする場合や S 表示とする

場合があることから，立体化学を掌握すること

が困難となる。

それゆえ，１３C 標 識 ア ミ ノ 酸 を 従 来 の

Fischer 投影式で L―体あるいは D―体で表示し

た方が統一することができ，立体化学表示の混

乱がない。また，１３C 標識率が何 atom％から優

先するか等，表示法が明確に規定されていない

ことから，誰もが立体化学を明確に理解できる

国際的な統一表示法が切望される。

４・６ L―［１３C］標識アミノ酸の合成１０）－１５）

Dellaria のオキサジノンを鍵中間体とした光

学活性アミノ酸の１３C 標識合成法がすでに確立

されている（図６，７）。この方法により，筆者

らは図９に示すように，L―［３―１３C］―，L―［１，３―
１３C２］アラニン，L―［２―１３C］アスパラギン酸，L―

［３―１３C］フェニルアラニン，L―［３―１３C］チロシ

ン，L―［４―１３C］グルタミン酸及びグルタミン，

L―［４―１３C］リジン等の１３C 標識体を合成してい

る１０）－１５）。

この方法は，光学活性フェニルグリシノール

とフェニルブロモアセテート（酢酸ナトリウム

から調製）から調製されるオキサジノンを側鎖

に相当するアルキルハライドで立体選択的にア

ルキル化した後，不斉補助基であったフェニル

グリシノール部分を除去することで光学活性ア

ミノ酸を合成する方法である。

アルキルハライドやオキサジノンを１３C 標識

しておくことで，アミノ酸の任意の炭素を位置

選択的に１３C 標識することが可能であり，更に

不斉補助基となるフェニルグリシノールのエナ

図８ L―［１３C］標識アラニン
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ンチオマーを使いわけることで D体と L体どち

らのアミノ酸も合成できるという優れた方法で

ある。

５． お わ り に

医薬品における化学的，物理的変化，あるい

は生体内での代謝，蓄積，排泄などのメカニズ

ムを解明する一つの方法として，安定同位体

（２H，１３C，１５N等）を用いる方法があり，近年１３C

や１５Nのような安定同位体が用いられるように

なってきた。これらはNMR等により，構造変

化を非破壊的に容易に判別できるという利点も

持っている。基礎研究分野における蛋白質ある

いは核酸の構造解析等の研究では，トレーサ実

験が大きな役割を担っている。

このような背景から最近，安定同位体標識ア

ミノ酸の利用が注目されている。アミノ酸は多

くの生体内生理活性物質の前駆体として重要な

機能を果たしている。アミノ酸を用いたトレー

サ実験により，ペプチド及び蛋白質の構造解析

研究のみならず，天然物の生合成や生体内にお

ける代謝，蓄積，排泄などの動態や代謝異常疾

患などの疾病についても深く解明できる。安全

性の高い１３C 標識光学活性アミノ酸を用いた呼

気テストが研究されており，臓器疾患の診断薬

としても検討されている。すでに，筆者らは L―

［１―１３C］フェニルアラニンを使用した呼気テス

トを報告している。

今後，新しい科学技術や知識を活用して医療

分野や生命科学分野においても，安定同位体の

図９ キラルグリシン等価体を利用した簡便な L―［１３C］アミノ酸の合成

梶原：光学活性アミノ酸の安定同位体標識合成Nov．２００７ 749

（４３）



利用は大きな成果を挙げていくものと期待され

る。
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