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研究成果の概要（和文）：高等動物の神経内分泌系において、D－アスパラギン酸はホルモン物

質の合成や分泌の調整という重要な役割を担っている。PLP 依存性アスパラギン酸ラセマーゼ

と FAD 依存性 D－アスパラギン酸オキシダーゼは、それぞれ D－アスパラギン酸の合成と分

解に関わる酵素として知られている。これら 2 種類の酵素の基質特異性を明らかにするため、

我々はアカガイ由来のアスパラギン酸ラセマーゼと酵母由来の D－アスパラギン酸オキシダー

ゼの野生型酵素の立体構造をそれぞれ 2.15Åおよび 2.00Å分解能で決定した。 
 
研究成果の概要（英文）：In the mammalian neuroendocrine system, D-aspartate plays 
important roles in the regulation of the synthesis and secretion of hormones. 
PLP-dependent aspartate racemase and FAD-dependent D-aspartate oxidase are the 
enzymes known to be responsible for the synthesis or the degradation of D-aspartate, 
respectively. To understand the substrate specificity of these two enzymes we have 
determined the structures of the following two wild-type enzymes: aspartate racemase 
from Scapharca broughtonii and D-aspartate oxidase from Yeast Cryptococcus humicola at 
2.15 and 2.00 Å resolution, respectively. 
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１．研究開始当初の背景 
過去の研究では、生体を構成するアミノ酸は
L 体のみと考えられていたが、近年の分析機
器の性能の向上により、さまざまな生物にお
いて D-アミノ酸が検出されるようになって
きた。最近では、D-アミノ酸は、微生物だけ
でなく、植物や高等動物にも存在しているこ

とが明らかとなり、その多様な生理機能や生
合成経路に関する研究が進められている。研
究開始当初には、Science 誌に D-アミノ酸が
バクテリアの定常期における細胞壁の再構
築に関わっており、D-アミノ酸の合成は環境
の変化に適応するためのバクテリアの共通
戦略なのではないかという報告がなされて



おり、D-アミノ酸はいまだにホットな話題で
あることがうかがえる (Hubert L., et al. 
(2009) Science 325, 1552-1555)。D-アミノ酸
の中でも酸性アミノ酸である D-アスパラギ
ン酸は、D-アラニンおよび D-セリンと同様
に、高等動物の組織や細胞において最も普遍
的に検出されている遊離 D-アミノ酸の一種
であり、神経伝達や内分泌成分にも関連付け
られている。D-アスパラギン酸が、脳内で最
初に見つかったのは、マダコやモンゴウイカ
などの軟体動物や、ホヤやクルマエビなどの
水棲生物であったが、近年では、節足動物、
ニワトリ、ヒトなどでも高濃度で見出されて
いる。しかしながら、この D-アスパラギン酸
の生理作用の機序はまだまだ未解明であり、
今後の研究の進展が望まれている。 
 
２．研究の目的 
D-アスパラギン酸の生成、代謝に関わる PLP
依存性 D-アスパラギン酸ラセマーゼ（AspR）
と、FAD 依存性 D-アスパラギン酸オキシダ
ーゼ（DDO）の X 線結晶構造解析を行い、
基質認識機構、および、反応のメカニズムを
明らかにすることを目的としている。両酵素
ともに、D-アスパラギン酸を主な基質として
認識するが、それらのアミノ酸配列の相同性
はほとんどない。収斂進化によって、それぞ
れが異なる方法で、D-アスパラギン酸を認識
し、触媒反応を行っているため、両酵素の立
体構造を決定し、分子レベルでこれらを比較
研究することは、生物がいかにして、D-アス
パラギン酸を利用するために工夫してきた
かを理解するうえで重要であると考えてい
る。 
 
AspR 
D-アスパラギン酸を合成する酵素の候補の
一つに、D-アスパラギン酸濃度の高いところ
に局在していることで知られる AspR があり、
大きく分けて二種類が知られいる。一方は二
つのシステインを活性触媒残基として有し
ている細菌、および、古細菌由来の酵素であ
り、もう一方は、ピリドキサール 5’-リン酸
(PLP)を補酵素として用いる動物由来の酵素
である。本研究では、後者のPLP依存性AspR
を研究対象としている。 
本研究の対象である PLP 依存性 AspR と、
D-セリンの合成に関与する分裂酵母由来の
PLP 依存性セリンラセマーゼとのアミノ酸
配列の相同性は 36.6%である。このような高
い相同性にもかかわらず、アカガイ由来
AspR は、(1)D-アスパラギン酸を基質とする
が、D-セリンを基質としない、(2)2 価金属に
よる活性化、および EDTA 処理による不活性
化を受けない、(3)AMP により活性化され、
ATP によって阻害される、という他にない興
味深い特徴を備えている。そのため、このア

カガイ由来AspRのX線結晶構造解析を行い、
立体構造を決定し、これらの特徴を原子レベ
ルで明らかにしたい。 
 
DDO 
D-アスパラギン酸の合成をAspRが担ってい
る一方で、D-アスパラギン酸の分解・代謝を
行う酵素がある。その一つが、主に動物臓器
のペルオキシソームに存在する FAD 依存性
の DDO であり、D-アスパラギン酸を基質と
して、酸化的脱アミノ反応を触媒して、オキ
サロ酢酸とアンモニアを生成する。この酵素
は、AspR が D-、および、L-アスパラギン酸
に活性があるのとは異なり、D-アスパラギン
酸のみを基質とする。この酵素と同種の反応
を触媒する FAD 依存性で中性および塩基性
の D-アミノ酸を基質とする D-アミノ酸オキ
シダーゼは、古くから研究され、反応機構の
詳細も議論されているが、DDO の研究は遅
れているといえる。そこで、動物由来の酵素
よりも取り扱いやすいと考えられる酵母由
来の DDO の立体構造を決定して、D-アスパ
ラギン酸オキシダーゼの研究を分子・原子レ
ベルで議論できるようにする必要がある。 
 
３．研究の方法 
AspR 
研究開始当時すでに結晶化に成功しており、
分裂酵母由来セリンラセマーゼを初期モデ
ルとする分子置換により Open 型のネイティ
ブ構造を決定することができている。そのた
め、研究期間内に、質のよい X 線を提供する
放射光施設を利用することにより分解能の
向上を目指し、原子レベルで AspR の基質特
異性および、触媒メカニズムの解明を試みる。
さらに、活性化因子である AMP との複合体
の構造、および阻害因子である ATP との複
合体の構造を決定して、その活性調節機構を
明らかにする。また、基質もしくは基質アナ
ログとの複合体の結晶化条件を見出して、
Closed 型の立体構造を決定しアスパラギン
酸ラセマーゼの基質認識機構を明らかにす
る。 
 
DDO 
研究開始当時、結晶化条件の初期スクリーニ
ングにおいて、微結晶を得る条件または候補
となる条件を発見しているため、結晶化条件
の最適化、X 線回折強度データ測定、位相の
決定を行い、立体構造を決定する。ネイティ
ブ構造と基質アナログ複合体との構造の比
較、および詳細が研究されている D-アミノ酸
オキシダーゼとの比較から、D-アスパラギン
酸オキシダーゼの基質認識機構を明らかに
する。 
 
 



４．研究成果 
AspR 
放射光施設の利用により、AspRのネイティブ
結晶から空間群C2、格子定数a = 94.12、b = 
80.71、c = 87.91 Å、 = 116.22 °で 2.15 Å
分解能のデータセットを得ることに成功し
た。そのデータをもちいて、酵母由来セリン
ラセマーゼの立体構造を初期モデルとした
AspRの構造の構築を行い、CNSによる精密化
後R = 22.0%、Rfree = 26.8%のモデルを取得し
た。ネイティブAspRの最終モデルは、サブユ
ニット二つからなるダイマー構造をしてお
り、それぞれ 327 アミノ酸残基および一つの
PLPで構成されている。サブユニットは小ド
メインと大ドメインから成っており、補酵素
のPLPはそのドメインインターフェースにあ
るLys63 の側鎖とシッフ塩基で結合している。
補酵素の PL

 
P の N1 窒素原子は、Cys321 残基

ラセマーゼとサブユニ

お

DO 
条件の最適化により、研究開始当時で

り、酵母 DDO が、酵母

種の DAO との活性部位の比較

の側鎖と水素結合しており、プロトン化はさ
れていないと考えられるため、酸性アミノ酸
残基と水素結合してプロトンの授受をおこ
なうことでピリミジン環を電子溜として用
いる PLP 依存性酵素の Fold type I の酵素とは
異なり、アミノ基転移反応を触媒するのに適
しておらず、Fold type II の酵素によくあるよ
うに脱水反応やラセミ化反応を触媒する環
境にあると言える。 
分裂酵母由来セリン
ット構造を比較したところ、ネイティブAspR
は、基質などのリガンドが結合していないに
もかかわらず Open 型よりもより Closed 型に
近いコンホメーションをとっていた。しかし、
分裂酵母セリンラセマーゼの Closed 型と比
べるとネイティブ AspR は、活性部位を閉じ
切っていないようであったため、その原因を
探したところ、同種の酵素である分裂酵母、
マウスおよびヒトのセリンラセマーゼ、セリ
ンデヒドラターゼには保存されていない短
い配列がアカガイ AspR にはあり、そこに含
まれる小ドメインのプロリン残基と大ドメ
インのフェニルアラニン残基がスタッキン
グすることで、それ以上 Closed 型にならない
ようにしていることがわかった。つまり、こ
のネイティブ AspR の Open 型と Closed 型の
中間のコンホメーションをとっていること
には、触媒反応を行うための工夫であると考
えられる。その工夫は、この中間的なコンホ
メーションだと、基質のアスパラギン酸の側
鎖のカルボキシル基の認識に関わっている
のではないかと考えている Arg140 が、その
機能を発揮するための絶妙な位置にいるの
ではないかということである。このことは、
一般的な Open 型構造だと、Arg140 は活性部
位から遠すぎて基質の認識に関われないこ
とから、AspR は、結晶状態ではなく水溶液
状態でもこのような中間的なコンホメーシ
ョンをとっていることを示唆している。 

ネイティブ結晶に活性化因子である AMP
よび阻害因子であるATPをソーキングしてX
線回折強度データ収集を行い、AspR と AMP
との複合体および ATP との複合体のデータ
セットを得ることができた。AMP 複合体およ
び ATP 複合体の構築した立体構造から、AMP
と ATP はサブユニットインターフェースの
同じ位置に結合していることが分かった。こ
の位置は、分裂酵母由来セリンラセマーゼの
活性化因子である ATP の結合部位と同様の
場所である。AspR に AMP もしくは ATP が
結合すると、分裂酵母セリンラセマーゼに
ATP が結合したときと同様に、サブユニット
間の相対的な配置が変化することがわかっ
た。また、AspR に ATP が結合した場合は、
残基番号 134-145 のアミノ酸残基からなる
ヘリックスの電子密度が確認できなくなる
ため、酵素の一部のゆらぎが大きくなり不安
定になることが、ATP による酵素活性の阻害
に結び付くと考えられる。今後、詳細な検討
を行い、AspR の活性化機構と阻害機構を解
明する。 
 
D
結晶化
は微結晶だったところから 0.2×0.6×0.1 
mm3程度の大きさの柱状結晶にまで成長させ
ることができ、放射光施設を用いたＸ線回折
強度データ測定により、約 2.0 Å分解能のデ
ータセットを得ることに成功した。水銀や白
金の誘導体を用いた重原子同型置換法によ
って位相の決定を行い、DDOのネイティブ構
造の構築を行った。 
このネイティブ構造よ
D-アミノ酸オキシダーゼ（DAO）の 2 量体構
造およびブタ DAO の 2 量体構造とも異なる 4
量体構造をとる原因となる二つのループを
特定することができた。ネイティブ DDO の全
体構造から、4 量体のためのサブユニット相
互作用が上述の 2種の DAOのそれと比べて著
しき小さいことがわかり、このことが酵母
DDO は水溶液中でその濃度が低い場合に、触
媒活性が低下することの原因であることが
示唆された。 
また、それら 2
によって、D-アスパラギン酸の-カルボキシ
ル基および-アミノ基の認識に関わる残基
は、酵母、ブタおよびヒト由来 DAO でも保存
されている Arg317 と Tyr245 および Gly344
であることを確認した。さらに、酸性アミノ
酸である D-アスパラギン酸の側鎖のカルボ
キシル基を認識する残基の候補を His56 と
Arg243 と推定した。今後は、基質もしくは基
質アナログとの複合体の結晶を作成し、DDO
の基質認識機構を明らかにしていく。 
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