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研究成果の概要（和文）： D 型セリンの合成・分解を担う二酵素（細胞性粘菌セリンラセマー

ゼ、出芽酵母由来 D−セリンデヒドラターゼ）の生化学的な解析を行った。細胞性粘菌由来セリ

ンラセマーゼが、Mg2+や Ca2+に加え、Na＋によっても活性化されることを見いだし、Na＋による

活性化効果が、二価金属への結合に起因することを明らかとした。 

 また、出芽酵母 D−セリンデヒドラターゼが要求する Zn2+の意義について検証した。Zn2+は D−

セリンからのαプロトンおよびヒドロキシル基の脱離に必須であった。また、本酵素反応にお

いて、D−セリンからのαプロトンの引き抜きとヒドロキシル基の脱離が共役することを明らか

とした。 

 
研究成果の概要（英文）：We examined the properties of the serine racemase from 

Dictyostelium discoideum. The enzyme was found to be unique in its stimulation by Na+ in 

addition to Mg2+ and Ca2+, which are well-known activators for the mammalian serine 

racemase. Mutation of the divalent metal ion binding sites abolished both Mg2+- and 

Na+-dependent stimulation, indicating that Mg2+ and Na+ share the common metal 

ion-binding site.  In addition, we studied the catalytic mechanism of D-serine dehydratase 

from Saccharomyces cerevisiae.  We found that the Zn2+ is indispensable for the 

abstraction of -hydrogen as well as elimination of hydroxyl group from D-serine. We 

revealed that both -hydrogen abstraction and hydroxyl group elimination from D-serine 

occurs in a concerted fashion. 
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１．研究開始当初の背景 

 D-セリンは哺乳動物脳内で NMDA レセプ
ターのコアゴニストとして作用する他、さま
ざまな神経疾患や発生との関連などが示唆
されているが、その生理機能の全貌はまだ明
らかではない。また、哺乳類以外における

D-セリンの生理的役割は未知のまま残され
ている。本研究では、真核微生物 D-セリンの
代謝関連酵素の解析や応用利用を通じて、哺
乳類を含めた真核生物における D-セリンシ
ステムの生理的役割の解明することを目指
した。 
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２．研究の目的 

本研究では、D-セリンに高い特異性を示す
D-セリン分解酵素(出芽酵母由来 D-セリン
デヒドラターゼ)とD-セリン合成酵素(細胞性
粘菌由来セリンラセマーゼ)に着目し、これら
二酵素の酵素学的解析を行った。また、モデ
ル生物として細胞性粘菌を選定し、細胞性粘
菌における、上記 D-セリン代謝酵素の機能解
析を通じて真核生物における D-セリンシス
テムの全容解明に挑んだ。さらに、D-セリン
デヒドラターゼを用い、D-セリンの高感度酵
素定量法の開発し、D-セリンの臨床的な動態
解析法の創出を目指した。 

 

 

３．研究の方法 

(1) D-セリンデヒドラターゼの酵素学的解析 
結晶構造解析と共に、本酵素が有するユニ

ークな Zn2+依存性に着目した解析を遂行した。
野生型酵素、Zn2+除去酵素と共に、本酵素の
補酵素である PLP結合残基変異体（K57A）、
Zn2+結合残基変異体（C400A）調整し、これら
酵素のカイネティックパラメータを算出し
た。また上記酵素の UV-vis、蛍光スペクトル
解析や、重水中における D-セリンの分解活性
の経時的な解析によって、本酵素の Zn2+の意
義や、触媒機構を検証した。 
(2) 細胞性粘菌セリンラセマーゼの触媒機
構解析 
本酵素が既報の二価金属イオンに加えて

Na+によっても活性化される事を見出し、二価
金属イオン結合部位の変異体（E207A、D213A）
の作出と、変異体解析によって Na+や Mg2+イオ
ンによる活性調節機構を検証した。また、同
酵素の反応機構解析の為に、活性部位に存在
する極性残基の網羅的な変異体を作出した。 
(3) 細胞性粘菌 D-セリンデヒドラターゼの
欠損株の作製 

D-セリンデヒドラターゼ遺伝子をブラス
トサイジン耐性遺伝子に置換することで D-
セリンデヒドラターゼ欠損株を作製し、この
変異体の解析を行った。 
(4) 出芽酵母 D-セリンデヒドラターゼを用
いた高感度 D-セリン酵素定量法の構築 
 D-セリンデヒドラターゼ、ピルビン酸オキ
シダーゼ、ペルオキシダーゼ、Amplex Red を
用い、D-セリンのサブマイクロモル濃度の酵
素定量法を構築した。 
 
４．研究成果 
 
(1) D-セリンデヒドラターゼの酵素学的解析 

D-セリンに高い特異性を示す出芽酵母由
来 D-セリンデヒドラターゼの結晶構造解析
を試みた。タンパク質結晶の析出条件等を検
討し、ある条件で微結晶を得ることに成功し

た。2.4 オングストロームの分解能のデータ
を得た。しかしながら、結晶析出の再現性が
不良でありこの点の改善が今後の課題とし
て残された。 
また、同酵素が有するユニークな亜鉛の依

存性と意義について検討した。EDTA処理によ
って亜鉛を除去した酵素や亜鉛結合残基の
変異株(H398A、C400A)では D-セリンに対する
触媒活性が完全に失われた。一方でこれらの
酵素において、D-セリンのヒドロキシル基が
Cl に置換された合成基質であるβ-Cl-D-ア
ラニンに対する活性はほぼ完全に保持され
ていた。1H-NMR を用い、Zn2+除去酵素や Zn2+

結合残基の変異体酵素の D-セリンからのα
プロトン脱離速度とヒドロキシル基の脱離
速度を分別測定した。結果、野生型酵素では
αプロトン脱離速度とヒドロキシル基の脱
離速度がほぼ同等であること、また、Zn2+除
去酵素と Zn2+結合残基変異体ではヒドロキシ
ル基の脱離能とともに、αプロトンの引き抜
き能が完全に失われていることが明らかと
なった(Fig.1)。すなわち、本酵素において、
Zn2+が D-セリンからのαプロトンの引き抜き
とヒドロキシル基の脱離双方に要求される
こと、D−セリンからのαプロトンの引き抜き
とヒドロキシル基の脱離が共役することが
示された。 
 

 
Fig.1 重水中における D-セリン分解活性と
Zn2+の影響 
 
(2) 細胞性粘菌セリンラセマーゼの触媒機
構解析 
細胞性粘菌由来セリンラセマーゼの生化

学的な解析を行った。解析の結果、同酵素は
哺乳類セリンラセマーゼと一次構造上で約
50％の相同性を有する一方で、哺乳類セリン
ラセマーゼには見られない性質を有してい
ることが明らかとなった。すなわち、細胞性
粘菌セリンラセマーゼは既報の二価金属イ
オン(Mg2+や Ca2+)に加えて Na+によっても活性
化されることを見出した(Fig.2)。 



 

 

 

 
Fig.2 細胞性粘菌セリンラセマーゼへの

金属イオン、核酸の影響 
 
本酵素が各金属イオンによって与えられ

る最大活性値の 1/2の活性化に必要な金属イ
オン濃度を算出したところ、Mg2+、Ca2+のそれ
が 1.2μM であり、Na+では 2.2mM であること
が明らかとなった。二価金属イオンの結合残
基として知られる E207、D213 のアラニン変
異体を作製し、解析したところ、これら変異
体において Na+による活性化が完全に消失し
ていた（Fig.3）。この結果から、Na+による本
酵素の活性化が二価金属イオン結合サイト
への作用によって齎されることを明らかと
なった。 

 
Fig.3 細胞性粘菌セリンラセマーゼ E207A
変異体への金属イオンの影響 
 
(3) 細胞性粘菌 D-セリンデヒドラターゼの
欠損株の作製 
細胞性粘菌における D-セリン合成酵素（セ

リンラセマーゼ）および分解酵素（D-セリン
デヒドラターゼ）破壊株作製用プラスミドベ
クターを構築し、D-セリンデヒドラターゼ破
壊株を所得した。細胞性粘菌のゲノム中には
哺乳類における D-セリン分解酵素と考えら
れる D-アミノ酸オキシダーゼが見いだされ
るが、野生型細胞性粘菌の無細胞抽出液には
D-アミノ酸オキシダーゼ活性を見出すこと
ができなかった。野生株で D-セリンは D-セ
リンデヒドラターゼによって分解され D-セ
リンデヒドラターゼ欠損株ではその活性が

完全に消失した。すなわち、細胞性粘菌で、
D-セリン分解は哺乳類とは異なり、D-セリン
デヒドラターゼによってなされることを見
出した。 

 
(4) 出芽酵母 D-セリンデヒドラターゼを用
いた高感度 D-セリン酵素定量法の構築 
 出芽酵母 D-セリンデヒドラターゼを用い
た D-セリンの高感度酵素定量法の開発を行
った。試料溶液中に含まれる D-セリンを D-
セリンデヒドラターゼ、ピルビン酸オキシダ
ーゼ存在化でアセチルリン酸と過酸化水素
へと変換させ、生じた過酸化水素をペルオキ
シダーゼ、蛍光色素である AmplexRed 共存下
で定量する測定系を考案した。種々の測定条
件を検討し、最終的に、サブマイクロモルオ
ーダーの D-セリンの迅速定量が可能となっ
た。本定量法は臨床的なスクリーニング等、
多サンプルにおける D-セリン量の分析に有
用と思われる。 

 

 
Fig.4 D-セリンデヒドラターゼを用いた D-
セリンの高感度酵素定量法 

 
実際に、本定量法をウシ血清やマウス脳抽

出液、各種食品サンプル中の D-セリンの定量
に適用し、本定量法がこれら試料に適用可能
であることが示された。今後は、臨床応用を
目指したより簡便な前処理法や 96 穴プレー
トを用いたより簡便な定量法の確立を目指
す必要がある。 
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