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Summary
Recent advances in analytical techniques have revealed that d-amino acids occur naturally and perform various 

physiological functions. However, in depth analysis of the physiological effects and potential health benefits of dietary 
d-amino acids has not been completed. This study investigated the effects of dietary d-alanine, which is present in 
relatively high concentrations in food, on several biochemical parameters including free amino acid concentration in 
the serum of mice and rats. Four-week-old male C57BL/6J mice and Wistar rats were each divided into three groups, 
with one group receiving a high-fat diet (Control) and the other two groups receiving diets containing 2% (w/w) 
l-alanine or d-alanine, respectively. After each group of mice and rats had been fed their corresponding diets for 42 
or 28 days respectively, we collected their serum. These samples were used for biochemical analysis and the free 
amino acid concentrations were measured for each group. The d-alanine groups in both mice and rats had a signifi-
cantly higher free d-alanine concentration than the Control and l-alanine groups. However, d-alanine did not affect 
the white adipose tissue weights and serum lipid parameters when compared with the Control or l-alanine groups 
in either mice or rats. Dietary d-alanine showed increased aspartate aminotransferase (AST) and alanine aminotrans-
ferase (ALT) levels compared with dietary l-alanine in mice, while the same was not observed in rats. As d-amino 
acid oxidase is not expressed in the liver of mice, this expression may explain the elevated AST and ALT levels 
we observed.

d- アミノ酸は，天然に多く存在する l- アミノ酸の光学
異性体である。近年の分析技術の発達によって，哺乳類の
生体内において，血液，副腎，脾臓，睾丸，小脳，脳下垂
体に d- アミノ酸が遊離で存在する事が確認された 1）。さら
に哺乳類から，d- アミノ酸ラセマーゼや d- アミノ酸酸化
酵素（DAO）が発見され，生体内での d- アミノ酸の生合
成や分解機構も解明されつつある 2）。最近では，腸内細菌
により産生された d- アミノ酸は，腸管の DAO によって
分解され，その際に発生する過酸化水素が感染防御に役
立っていることが報告されている 3）。また，腸内細菌に
よって d- セリンが産生され，この d- セリンは，体内へ吸

収されて，急性腎障害に対する腎臓保護効果を示すことが
報告されている 4）。

一方，d- アミノ酸について，食品の二次機能に関する
報告はあるが 5），食品の三次機能である生体調節機能に着
目した研究は少ない。これまでに，ラットへの d- ヒスチ
ジンの給餌は，抗肥満作用の 1 つである食欲抑制作用を示
し，その作用は l- ヒスチジンの 10 分の 1 量で作用を示す
ことが報告されている 6）。また，d- アスパラギン酸を多く
含む食酢を 2 ヶ月間毎日ヒトが摂取することで，角層の
d- アスパラギン酸量が有意に増加し，角層水分量も有意
に増加することが報告されている 7）。
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多様な食品に d- アミノ酸が含まれていることが明らか
にされており，とくに d- アミノ酸の中でも d- アラニンが
多く含まれることが知られている 8）。その理由の 1 つに，
d- アラニンはペプチドグリカンの必須成分として細菌の
細胞壁に含まれていることが関係している。その他に，ア
ルファルファの種子（Medicago sativa L.）中のアラニン
ラセマーゼが d- アラニンの生成を触媒していることが報
告されている 9）。さらに，サワードウの発酵に乳酸菌と酵
母を加えると，生地中に d- アラニンが生成される 10）。果
実（リンゴ，ブドウ，オレンジ）および野菜（キャベツ，
人参，ニンニク，トマト），ならびにこれらから調製され
たジュースには，d- アラニンが含まれていることが報告
されている 11,  12）。そこで本研究では，d- アミノ酸の中でも
多様な食品に含まれている d- アラニンに着目し，マウス
およびラットに l- および d- アラニンをそれぞれ高脂肪餌
料に混合して給餌し，臓器重量，血清生化学検査値および
血清遊離アミノ酸濃度に及ぼす影響を評価した。

実験方法

1．餌料調製
l- アラニンおよび d- アラニンは，東京化成工業株式会

社（東京）より購入した。餌料は，AIN-93G 13） 改変高脂
肪餌料を Control 餌料とした。また，l- アラニンまたは d-
アラニンが 2%（w/w）になるように Control 餌料からカ
ゼインを減じて，それぞれ餌料（l-Ala および d-Ala）を
調製した。Table 1 に，これら 3 つの餌料の組成を示した。

2．動物実験
本実験は関西大学実験動物実験委員会の承認を受けて実

施 し た（ 承 認 番 号：1820）。 実 験 動 物 に は 4 週 齢 雄 性
C57BL/6J マウス（日本エスエルシー株式会社，静岡）お
よび Wistar/ST ラット（日本エスエルシー株式会社）を

用いた。各群 6 匹ずつ平均体重が同等になるように 3 群ず
つに分けた。実験動物は室温 22℃±1℃，明暗 12 時間サ
イクル（8：00 〜 20：00）の条件下で飼育した。ポリカー
ボネート製のケージ 1 つあたりマウスは 3 匹ずつ，ラット
は 2 匹ずつ収容した。実験餌料および水は自由摂取とし，
マウスは 42 日間，ラットは 28 日間飼育した。飼育期間終
了後，非絶食条件で 9 時〜 11 時の間に解剖を実施した。
イソフルラン（共立製薬株式会社，東京）による深麻酔下
で下大静脈より採血し，肝臓，腎臓および白色脂肪組織

（WAT）を採取し，重量を測定した。血清は，血液を
2,000 × g，15 分間遠心分離して得た。得られた臓器は液
体窒素にて急速凍結し，−80℃で保管した。

3．血清生化学検査および遊離アミノ酸濃度の分析
血清の総蛋白，アルブミン，アルブミン／グロブリン比

（A/G 比），アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ
（AST），アラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT），尿
素窒素（SUN），クレアチニン，総脂質，リン脂質（PL），
中性脂肪（TAG），総コレステロール，高密度リポ蛋白

（HDL）- コレステロール，Non-HDL- コレステロールの分
析は日本医学株式会社（大阪）に依頼した。

マウス血清中の d- および l- アミノ酸の濃度は，既報の
方法 14） に従い試料中のアミノ酸を o- フタルアルデヒド /
N- イソブチリル -l- システインでプレラベル蛍光誘導体化
後，高速液体クロマトグラフィー（株式会社島津製作所，
京都）を用いて測定した。ラットの血清については，上記
の方法で，d- および l- アラニンの濃度のみを分析した。
測定は少なくとも 3 回繰り返し行った。

4．統計処理
得られた測定値は平均値±標準誤差で示した。群間の差

については，Tukey’s multiple comparison test で検定を
行い，有意水準は p < 0.05 とした。また，血清 d- アラニン
濃度と血清 AST および ALT 間の相関分析を行った。統
計解析は GraphPad Prism ver. 7.0d（GraphPad Software, 
California, USA）を用いて行った。

結果と考察

マウスおよびラット試験ともに，飼育期間中の摂餌量，
摂水量および体重増加量は，各群間に有意な変化はみられ
なかった（data not shown）。Table 2 にマウスの終体重，
臓器重量および血清生化学検査値を示した。終体重，肝臓，
腎臓，精巣上体周囲 WAT，腸間膜 WAT および腎臓周囲
WAT 重量は各群間に有意な変化は見られなかった。血清
PL 濃度において，l-Ala 群で d-Ala 群と比較して，有意に
高値を示した。血清中の PL は，リポタンパク質に組み込
まれている。リポタンパク質の中でも，HDL，超低密度
リポタンパク質（VLDL）および低密度リポタンパク質

（LDL）は PL の占める割合が高い。そのため，l-Ala 群で

Table 1  Composition of the experimental diets

Ingredients
Groups

Control l-Ala d-Ala
g/kg

Casein 230 210 210
l-Alanine 20
d-Alanine 20
Dextrinized corn starch 92.1 92.1 92.1
Corn starch 277.386 277.386 277.386
Sucrose 100 100 100
Cellulose 50 50 50
Choline bitartrate 2.5 2.5 2.5
l-Cystine 3 3 3
AIN-93 vitamin mixture 10 10 10
AIN-93G mineral mixture 35 35 35
Soybean oil 30 30 30
Lard 170 170 170
tert-Butylhydroquinone 0.014 0.014 0.014

AIN, American Institute of Nutrition.
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認められた血清 PL 濃度の上昇には，血清中に HDL，
VLDL および LDL 粒子が多く存在していることと関係が
あると考えられる。一方，d-Ala 群では，Control 群およ
び l-Ala 群と比較して，血清 AST（それぞれ，p = 0.13 お
よび 0.09）および ALT 値（それぞれ，p = 0.15 および
0.11）が著しく上昇する傾向が認められた。血清総蛋白，
アルブミン，A/G 比，SUN，クレアチニン，総脂質，
TAG，総コレステロール，HDL- コレステロールおよび
Non-HDL- コレステロール値は，各群間に有意な差はみら
れなかった。Table 3 にラットの終体重，臓器重量および
血清生化学検査値を示した。終体重，肝臓，腎臓，精巣上
体周囲 WAT，腸間膜 WAT および腎臓周囲 WAT 重量は
各群間に有意な変化は認められなかった。血清総蛋白，ア
ルブミン，A/G 比，AST，ALT，SUN，クレアチニン，
総脂質，PL，TAG，総コレステロール，HDL- コレステ
ロールおよび Non-HDL- コレステロール値は，各群間に有
意な差はみられなかった。マウスに l- アラニンを給餌し
た際に見られた血清 PL 濃度の増加は，ラットでは確認さ
れなかった。また，マウスに d- アラニンを給餌した場合
に観察された血清 AST および ALT 値の上昇は，ラット
では見られなかった。マウスおよびラットともに d- アラ
ニンの給餌により，解剖時の WAT 重量や血清脂質濃度
を変化させる効果はみられなかった。そのため，d- アラ
ニンの摂取による生体調節機能を検討するためには，脂質
代謝以外の代謝経路に及ぼす影響を評価する必要がある。

Fig. 1 にマウスの血清遊離アミノ酸濃度を示した。マウ
スの血清中グリシン，l体のアラニン，アルギニン，アス
パラギン，アスパラギン酸，グルタミン，グルタミン酸，
ヒスチジン，イソロイシン，ロイシン，リジン，メチオニ
ン，フェニルアラニン，セリン，スレオニン，トリプト
ファン，チロシンおよびバリンを測定したが，これらの項
目には群間で有意な変化は観察されなかった。一方，血清
d- アラニン濃度は，d-Ala 群で他の 2 群と比較して有意に
高値を示した。また，d- アミノ酸を給餌していない群に
おいても，血清 d- アラニン，フェニルアラニンおよびセ
リンを検出した。Fig. 2 にラットの血清 l- および d- アラ
ニン濃度を示した。マウスの血清遊離アミノ酸濃度の結果
と同様に，l- アラニン濃度には各群間に有意な変化は見ら
れず，一方，d- アラニン濃度は d-Ala 群で他群と比較して
有意な上昇が見られた。

マウス試験において，d-Ala 群で他群と比較して肝機能
指標である血清 AST および ALT 値が著しく高値を示す
個体が認められた。また，血清 AST および ALT 値が高
値を示した個体では，血清 d- アラニン濃度も高かった。
そのため，マウスおよびラットの血清 d- アラニン濃度と
血清 AST または ALT 値との相関を解析した（Fig. 3）。マ
ウスにおいて，血清 d- アラニン濃度と血清 AST（Fig. 3A）
または ALT（Fig. 3B）値との間には，非常に高い相関が
認められた。一方，ラットにおいては，血清 d- アラニン
濃度と血清 AST（Fig. 3C）または ALT（Fig. 3D）値と

Table 2  Organs weights and serum biochemical parameters in mice

Control l-Ala d-Ala
Final BW (g) 27.5 ± 0.7 26.1 ± 0.5 27.2 ± 0.4
Organ weights (g/100g BW)

Liver 3.84 ± 0.14 3.90 ± 0.11 3.98 ± 0.06
Kidney 1.04 ± 0.06 1.13 ± 0.04 1.01 ± 0.04
Epididymal WAT 2.71 ± 0.31 2.89 ± 0.20 2.90 ± 0.32
Mesentery WAT 0.96 ± 0.17 1.06 ± 0.10 1.18 ± 0.17
Perirenal WAT 1.79 ± 0.11 1.83 ± 0.15 1.66 ± 0.12

Serum biochemical parameters
Total-protein (g/dL) 4.66 ± 0.05 4.70 ± 0.03 4.63 ± 0.12
Albumin (g/dL) 2.74 ± 0.04 2.82 ± 0.02 2.77 ± 0.06
A/G 1.43 ± 0.04 1.49 ± 0.01 1.49 ± 0.04
AST (IU/L) 47.4 ± 7.7 41.2 ± 1.6 161.5 ± 61.3
ALT (IU/L) 18.4 ± 4.8 13.7 ± 0.8 113.8 ± 57.1
SUN (mg/dL) 28.0 ± 1.7 29.0 ± 1.0 29.5 ± 2.1
Creatinine (mg/dL) 0.20 ± 0.01 0.20 ± 0.02 0.19 ± 0.02
Total lipids (mg/dL) 406 ± 14 424 ± 8 401 ± 16
PL (mg/dL) 285 ± 4 ab 302 ± 5 b 283 ± 5 a

TAG (mg/dL) 54.0 ± 7.9 44.8 ± 3.6 47.8 ± 3.6
Total-cholesterol (mg/dL) 139 ± 4 152 ± 4 141 ± 8
HDL-cholesterol (mg/dL) 109 ± 3 116 ± 3 107 ± 6
Non-HDL-cholesterol (mg/dL) 30.4 ± 1.7 35.7 ± 2.0 33.5 ± 2.8

Data represent means±SEM. Values in the same row not sharing a common superscript 
are significantly different at p < 0.05 using Tukey’s multiple comparison test.
AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase, A/G, albumin/globulin; 
BW, body weight; HDL, high density lipoprotein; PL, phospholipid, TAG, triacylglycerol; 
SUN, serum urea nitrogen; WAT, white adipose tissue.
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の間には，相関関係は認められなかった。これまでに，
DAO が欠損した ddY マウスに d- アラニンを経口投与す

ると，血清，肝臓，腎臓および大脳の d- アラニン濃度が
非常に高くなることが報告されている 15,  16）。さらにマウス
では，肝臓で DAO が発現していないことが報告されてい
る 17,  18）。これらのことから，マウスでは給餌した d- アラニ
ンの一部が肝臓に取り込まれるが，DAO による分解が行
われないと考えられる。そして，肝臓に蓄積された d- ア
ラニンによって肝細胞を破壊されることで，血清 AST お
よび ALT 値の高値につながっていることが推測される。
また，マウス試験の d-Ala 群では，血清 AST および ALT
値の上昇が見られる個体と見られていない個体が混在して
いる。これまでの研究から，体内に存在している d- アラ
ニン含量は血漿よりも下垂体前葉と膵臓で高いことから，
血液から組織への積極的な取り込みが行われていると考え
られている 19）。本実験のマウス試験において，d-Ala 群の
血清 d- アラニン濃度には大きなバラツキが見られた（575

Table 3  Organs weights and serum biochemical parameters in rat

Control l-Ala d-Ala
Final BW (g) 293 ± 7 293 ± 4 296 ± 4
Organ weights (g/100 g BW)

Liver 3.85 ± 0.06 4.24 ± 0.22 3.97 ± 0.13
Kidney 0.66 ± 0.01 0.69 ± 0.02 0.70 ± 0.02
Epididymal WAT 1.45 ± 0.10 1.77 ± 0.17 1.37 ± 0.05
Mesentery WAT 1.43 ± 0.16 1.80 ± 0.26 1.32 ± 0.10
Perirenal WAT 1.06 ± 0.06 1.28 ± 0.14 1.28 ± 0.10

Serum biochemical parameters
Total-protein (g/dL) 5.37 ± 0.07 5.37 ± 0.07 5.33 ± 0.05
Albumin (g/dL) 3.55 ± 0.06 3.45 ± 0.04 3.52 ± 0.05
A/G ratio 1.97 ± 0.1 1.81 ± 0.09 1.94 ± 0.06
AST (IU/L) 84.8 ± 3.1 86.8 ± 3.4 80.2 ± 2.0
ALT (IU/L) 48.7 ± 0.6 52.5 ± 3.1 56.2 ± 2.2
SUN (mg/dL) 13.7 ± 0.3 15.7 ± 1.4 16.7 ± 1.5
Creatinine (mg/dL) 0.19 ± 0.00 0.18 ± 0.01 0.19 ± 0.01
Total lipids (mg/dL) 271 ± 17 277 ± 25 262 ± 27
PL (mg/dL) 133 ± 4 136 ± 6 125 ± 3
TAG (mg/dL) 67.3 ± 10.7 67.8 ± 10.9 69.5 ± 19.1
Total-cholesterol (mg/dL) 74.3 ± 2.6 76.8 ± 4.2 69.5 ± 2.4
HDL-cholesterol (mg/dL) 53.2 ± 1.8 55.2 ± 3.1 49.8 ± 1.5
Non-HDL-cholesterol (mg/dL) 21.2 ± 0.9 21.7 ± 1.3 19.7 ± 1.0

Data represent means±SEM.
AST, aspartate aminotransferase; ALT, alanine aminotransferase, A/G, albumin/globulin; 
BW, body weight; HDL, high density lipoprotein; PL, phospholipid, TAG, triacylglycerol; 
SUN, serum urea nitrogen; WAT, white adipose tissue.
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Fig. 2  Free l- and d-alanine in the serum of rats
Data represent mean±SEM. Different letters indicate 
significant differences at p < 0.05 using Tukey’s multiple 
comparison test.
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Fig. 1   Free amino acid compositions in the serum of mice
Data represent mean±SEM. Different letters indicate significant differences at 
p < 0.05 using Tukey’s multiple comparison test.
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±155 µM）。このように血清 AST および ALT 値の高値
は血清 d- アラニン濃度が高い場合にのみ観察されること
と，齧歯類の血清 AST および ALT の半減期がそれぞれ
1.6 時間および 3-4 時間 20）であることから考えると，d- ア
ラニンによる肝細胞の破壊は，血清 d- アラニン濃度が高
い場合にのみ見られる一過性の現象であると推測される。
今後，肝臓中の d- アラニン濃度や AST，ALT 活性を分
析して，より詳細に d- アラニンがマウスの肝細胞へ及ぼ
す影響について明らかにしていく必要がある。

本実験では，d- アラニンを高脂肪餌料に混合した餌料
をマウスおよびラットに与え，血清生化学検査値および遊
離アミノ酸濃度に及ぼす影響を検討した。本実験条件では，
d- アラニンの給餌による血清脂質濃度改善効果はみられ
なかった。またマウスにおいて，d- アラニンを給餌した
群において，血清 AST および ALT 値の上昇が見られた。
これは，マウスでは肝臓において DAO が発現していない
ことが原因と考えられ，肝臓で DAO が発現しているラッ
トでは血清 AST および ALT 値の上昇はみられなかった。
また本実験でマウスおよびラットに給餌した餌料中の d-
アラニン濃度は，2%（w/w）すなわち約 0.2 M 相当であ
り，一般に食品中に含まれている d- アラニン濃度（10 −3

〜 10 −5 M）と比較して 200 〜 20,000 倍であり，またヒト
には肝臓にラットと同様 DAO が発現し d- アラニンを分
解，あるいは尿中にそのまま d- アラニンは移行し体外に

排泄される 21）ことなどから，食品中の d- アラニンがヒト
の肝臓にマウスと同様の影響を与えることはないと考えら
れる。

本実験の結果から，餌料中の d- アミノ酸の体内動態は，
実験動物種によって異なることが明らかとなったことから，
今後，本実験に用いる実験動物種の選択を含めた実験条件
の再検討，または他の代謝経路に着目することで，d- ア
ラニンの摂取による生体調節機能の評価を実施し，ヒトに
対する d- アラニンの新たな生理的機能を解明していく予
定である。
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