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研究成果の概要（和文）： 
 モデル生物である線虫には、D－アミノ酸を酸化的に分解する酵素の遺伝子が４つ存在する。

１つは、中性と塩基性 D－アミノ酸を分解するする D－アミノ酸オキシダーゼ（DAO）で、他の３

つは酸性 D－アミノ酸を基質とする D－アスパラギン酸オキシダーゼ 1~3（DDO-1~ DDO-3）で

ある。そこで、これらの遺伝子を欠失した変異株を取得して野生株と比較した。まず、各生育

段階にある線虫変異株体内に存在する D－アミノ酸を HPLC を用いて分離定量し、野生株と比較

した。また、各変異株の表現形質と行動について調べ、野生株との違いを解析した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 Caenorhabditis elegans, a model organism has four genes which encode the enzymes 
degrading D-amino acids oxidatively. One of them encodes D-amino acid oxidase which 
degrades neutral and basic amino acids, while the other three are D-aspartate oxidases 
1-3 degrading acidic D-amino acids. In this work, I isolated and prepared the mutants 
defective in each gene, and compared them with the wild type strain. First I determined 
by HPLC the contents of D-amino acids in the body of wild type and the mutants. Then I 
examined the phenotypes and behaviors of the mutants and compared with those of the wild 
type. Based on these results I discussed the physiological roles of D-amino acids. 
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１．研究開始当初の背景 
 生体内に存在するアミノ酸は、細菌のペプ

チドグリカンや微生物由来の抗生物質の一

部に例外的に見出される以外、ほぼＬ型であ

ると信じられてきた。すなわち、鏡像異性

体の片方だけ（アミノ酸でいえばL型だけ）

が存在するというホモキラリティーが、生

命活動の存在を示す確実な証拠だと考え
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られてきた。しかし、ヒトを含めた高等動物

体内に、多量の D 型アミノ酸が発見され、D

型に立体特異的な酵素群が次々に見出され、

また、D 型アミノ酸の機能が分子論的に解析

されてきた結果、高等動物には D型アミノ酸

を機能分子として用いる新規なバイオシス

テムが存在すると考えられるようになった。 

  

２．研究の目的 

 高等動物の神経系には、D 型セリンが多量

に存在しており、ヒトの前頭葉皮質部では、

D-セリン（D-Ser）の含量は、全 Ser の約 30％

にも及んでいる。この D-Ser は、グルタミン

酸受容体の一種である NMDA 受容体の

coagonist として機能することが既に明らか

にされている。すなわち、NMDA 受容体に対し

てagonistであるL－グルタミン酸が作用する

にあたって、D-Ser が存在しなければ、この

受容体は活性化されない。いわば、D－Ser は

NMDA 受容体にとって必須の機能分子という

ことができる。 

 高等動物の体内には、D－Ser 以外にも高濃

度の D－アスパラギン酸（D-Asp）や他の D－ア

ミノ酸が見出されている。D-Asp は、下等動

物や植物にも高濃度に検出され、D－Ser より

も様々な生物に広く存在することが知られ

ている。D-Asp は、哺乳類体内では様々な組

織内で特定の細胞群に局在しており、成長の

過程で独特の含量変化を示すことを明らか

になっている。また、D-Asp には、松果体実

質細胞ではメラトニン分泌の抑制、下垂体前

葉ではプロラクチン分泌の促進、精巣では

Leydig 細胞でのテストステロン産生の促進

などの作用が報告されている。このように、

D-Asp は、D－Ser と同様に、高等動物体内で内

分泌系の機能分子として振る舞っているも

のと考えられる。しかし、D-Asp が一次的に

作用する部位（第一に結合するタンパク質）

は残念ながら同定できていない。そのため、

存在が想定される D-Asp を用いる新規バイオ

システムの研究が、D-Ser と比べると大きく

立ち後れている。そこで、我々は研究材料を

見直し、モデル生物として汎用されている線

虫を材料として D 型アミノ酸（主に D-Asp）

の機能解析を行おうと考えた。線虫を用いる

利点は、1)体が透明であり、D 型アミノ酸に

立体特異的な酵素群や関連タンパク質の発

現をレポータータンパク質を用いて容易に

観察できること、2)特定の遺伝子を欠損した

変異株を用いた機能解析が容易であるこ

と、3)生育が早いため，多量の線虫を回収

して、様々な生育ステージでの D－アミノ酸

の分析が可能であることなどである。この

ような利点を有する線虫を用いて、D－アミ

ノ酸の生理的役割を明らかにすることが

本研究課題の目的である。 

 

３．研究の方法 
 我々の解析結果から、線虫には D－アミノ

酸を立体特異的に分解する酵素遺伝子が

４つ存在することが明らかになっている。

１つは、中性と塩基性 D－アミノ酸を基質

にする D－アミノ酸オキシダーゼ（DAO）で

あり、他の３つは、酸性 D－アミノ酸を基

質とする D－アスパラギン酸オキシダーゼ 

1~3（DDO-1~ DDO-3）である。本研究課

題では，1)これらの分解酵素の時空系分布

の解析、2)各遺伝子の欠損変異株を取得し、

さまざまな生育ステージでの D－アミノ酸

の網羅的分析と野生株との比較、3)欠損変

異株と野生株との表現形質と行動の比較

解析などを行い、D－アミノ酸の生理的役割

を考察する。 

 1)については、上記の４種の酵素遺伝子

の、ATG コドンを含めたプロモーター領域

（約 2~ 3kb）を、 green fluorescent 

protein (GFP)をコードするレポータープ

ラスミド pPD95.67 にクローニングし、こ

れらのプラスミドを、形質転換体の選択マ

ーカーである rol-6と同時に、雌雄同体の

young adult の生殖腺にマイクロインジェ

クションする。形質転換体を選別し，さら

に F2、F3 の安定な形質転換体を選別し、

蛍光実体顕微鏡を用いて，成長過程の各ス

テージにおける GFP の発現を観察する。 

 2)に関して、まず各遺伝子の欠損変異株

を取得する。各変異株及び野生株の同調培

養を行い、成長段階が異なる線虫のストッ

クを調製する。一方、我々の研究室では既

に２種類の HPLC システムを開発して、D-

アミノ酸の定量分析を行っている。これら

を用いて、D－アミノ酸の分離分析を行う。 
 3)に関しては、各変異株と野生株を用い

て、以下の基礎的表現形質と行動の解析を

行う。基礎的表現形質としては、①成長速

度、②産卵数、③孵化率について、行動

解析としては、④寿命、⑤機械刺激に対

する応答性、⑥排泄行動、⑦誘引・忌避



 

 

行動、⑧一般運動性、⑨薬剤感受性、⑩記

憶・学習について解析する。 

 
４．研究成果 

1) 線虫 D-アミノ酸 oxidase の時空系分布の

解析 

 上記のように、線虫には D－アミノ酸特異的

分解酵素として、DAO と DDO 1-3 が存在する。

それらの発現時期と部位を、GFP をレポータ

ーに用いて解析した。その結果、DAO、DDO-1 

および DDO-2 は embryo から adult に至

る全ての発生段階において腸で観察された。

DDO-1 は頭部神経でも観察され、上皮では 

adult でのみ観察された。また、DDO-2 は頭

部神経、咽頭および体壁筋でも観察された。

一方、DDO-3 は（下図参照）腸では発現して

おらず、頭部神経での発現が L3 幼虫から観

察された。さらに、陰門、生殖腺および上皮

での発現が観察された。以上のように、これ

らの酵素が神経系、消化系、骨格系および生

殖系といった様々な組織で成長時期特異的

に発現していることが明らかになった。 

 

2) DAO および DDO 1-3 遺伝子の欠損変異株と

野生株体内の D－アミノ酸の網羅的分析 

 線虫の野生株では、すべての発生段階で D 

-Ser、D-Asp、D-Ala および D-Glu が検出され

た。また、これらの D-アミノ酸含量が成長に

伴って増加していることが明らかになった。

一方、DAO、DDO-1、DDO-2 または DDO-3 遺伝

子に欠失のある変異株体内の D-アミノ酸を

定量したところ、DDO-2 変異株では野性株と

の違いは認められなかったが、DAO、DDO-1 お

よびDDO-3変異株では、それぞれD-Ala、D-Asp

および D-Glu の量が野生株と比較して有意に

増加していることが明らかになった。すなわ

ち、線虫体内で、DAO が D-Ala を、DDO-1 が

D-Asp を、DDO-3 が D-Glu をそれぞれ基質と

して分解していることが示唆された（DDO-1

の結果：下図参照）。 

 

3) 各変異株と野生株の基礎的表現形質と

行動の解析 
 解析結果は以下の通りであった。 
① DDO-3変異株は成長速度が遅れており、

結果として寿命の延長が生じていた。 

② 25℃の培養においてすべての変異株で

産卵数と孵化率の低下が認められ、その原

因として、DAOおよびDDO-3変異株では卵子

の数の減少、DDO-1およびDDO-2変異株では

卵子の数と質の低下が示唆された。さらに

野生株との交配実験で、DDO-1~3の変異株

から卵子が提供された場合に孵化率が低下

したことから、DDO-1~3が卵子を提供する

母体、あるいは卵子で発現していることが

重要であると考えられた。一方、DAO変異株

と野生株との交配実験では孵化率に影響が

見られなかったことから、DAOは受精後の胚

で発現していることが重要であると考えら

れた。 

③ DDO-1 変異株では排泄の周期が有意に

延長していた。また、一定時間あたりに身

体を屈曲させる回数（運動量）は、DDO-3

変異株で有意に上昇していたことから、神

経伝達に影響が生じていることが示唆さ

れた。 
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