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研究成果の概要（和文）：双子葉モデル植物であるシロイヌナズナのセリンラセマーゼ遺伝子破壊株、過剰発現株の調
製に成功した。これらの株を用い、さまざまなD-アミノ酸やL-アミノ酸を培地に添加し、それぞれのアミノ酸がシロイ
ヌナズナセリンラセマーゼ遺伝子破壊株、過剰発現株、および野生株の発芽や生育に及ぼす影響を評価した。D-セリン
添加時には、セリンラセマーゼ過剰発現株では耐性向上傾向が認められ、セリンラセマーゼのD-セリン分解活性による
ことが明らかとなった。また、L-セリン添加時には、セリンラセマーゼ過剰発現株およびセリンラセマーゼ遺伝子破壊
株の両株において耐性の向上が認められることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We succeeded to construct the serine racemase gene-disruption mutant and 
overexpressed mutant of Arabidopsis thaliana. By using these mutants and wild-type strain of Arabidopsis 
thaliana, we evaluated the effects of various D- and L- amino acids on germination and growth of these 
strains. In case of D-serine, the serine racemase gene overexpressed mutant showed higher tolerant than 
other strains. This probably attributed to the D-serine degradation activity of serine rasemase. In case 
of L-serine, both serine racemase gene-disruption mutant and overexpressed mutant showed higher tolerant 
than wild-type strain.

研究分野：酵素科学

キーワード： D-アミノ酸　アミノ酸ラセマーゼ　シロイヌナズナ　D-セリン　L-セリン

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1)D-アミノ酸の学術的認識の変化 
 一般にアミノ酸は、グリシンを除いて少な
くとも 2 つの光学異性体、D 体及び L 体を有
する。これらの光学異性体は、同一の官能基
を有するが、右手と左手の関係にあり、互い
に重ね合わせることはできない。これらの光
学異性体の沸点、融点、溶解度などの物理的
性質は同一であるが、生理的性質は異なる。
これまで D-アミノ酸は、非天然型アミノ酸で
あり、生体に不必要な物質と考えられてきた
が、近年分析技術の向上に伴い、高感度で D-
アミノ酸の検出が可能となり、自然界に広く
D-アミノ酸が存在することが明らかになっ
てきた。その結果、D-アミノ酸に対する認識
は、大きく変わりつつある。国内では、2005
年、D-アミノ酸研究会が組織され、関係諸分
野の研究者が連携し、D-アミノ酸の研究が推
進されている。2008 年 4月、日本生化学会誌
4月号では、「D-アミノ酸制御システムのニュ
ーバイオロジー」という特集が組まれている。
また、2009 年 7 月、”1st International 
Conference of D-Amino Acid Research”が
開催され、D-アミノ酸の研究は国際的に展開
されている。しかしながら、D-アミノ酸の生
体内での機能やその代謝に関与する酵素の
研究は、対極的位置にあるＬ-アミノ酸代謝
に比して乏しく、その多くはヒトの脳内に存
在する D-セリンに関する研究など、医学・薬
学領域での研究例である。 
 
(2)植物アミノ酸ラセマーゼの発見 
 研究代表者は、世界で初めて植物アミノ酸
ラセマーゼ（アルファルファのアラニンラセ
マーゼ）の存在を報告し 1)、その後シロイヌ
ナズナのセリンラセマーゼ 2)及びイネのセリ
ンラセマーゼ 3)などの植物アミノ酸ラセマー
ゼの研究を精力的に行い、現在、国の内外を
問わず植物アミノ酸ラセマーゼの研究を先
導する立場にある。シロイヌナズナのセリン
ラセマーゼは、in vitro では、補酵素として
ピリドキサール 5’-リン酸存在下、D-セリン
と L-セリンの相互変換と L-セリンのピルビ
ン酸とアンモニアへの脱水反応を触媒する。
しかしながら、本酵素の植物体内での機能は、
未だ不分明のままであった。 
 
(3)D-アミノ酸の植物生長阻害活性 
 D-セリンが植物細胞による L-セリン、L-
アラニン、L-ロイシン、グリシンなどの L-
アミノ酸や K+、SO4

2-などの無機塩類の取り込
み阻害を引き起こし、植物の生長阻害を引き
起こすことが報告されていた 4)。 
 
２．研究の目的 
 本研究はこのような背景を基盤にして、植
物セリンラセマーゼの生理的機能の解明、特
に本酵素が D-セリンが引き起こす植物生長
阻害に対する防御物質である可能性を究明
することを目的とする。 

 シロイヌナズナのセリンラセマーゼは、in 
vitro では、セリンのラセミ化よりも D-及び
Ｌ-セリンの脱水反応の触媒効率が高く、D-
セリンの生合成よりもむしろ分解・解毒に関
与している可能性が示唆される。特に D-セリ
ンは、シロイヌナズナに対して 0.5 mM で発
芽及び生育阻害を引き起こすことが報告さ
れており 5)、毒性が強いことから、セリンラ
セマーゼが、シロイヌナズナ体内で、D-セリ
ンの分解・解毒に関与する可能性が高い。そ
こで本研究では、研究期間内に、2 つの研究
手法でシロイヌナズナのセリンラセマーゼ
の機能を解明することを目的とする。1 つ目
は、シロイヌナズナのセリンラセマーゼ破壊
株の構築である。シロイヌナズナのセリンラ
セマーゼ破壊株を構築し、野生株と D-セリン
に対する感受性を比較する。本破壊株の種子
が野生株の種子に比べ、より低濃度の D-セリ
ンで発芽や生育阻害を受ければ、セリンラセ
マーゼは、シロイヌナズナ体内で D-セリンの
分解・解毒に関与することが実証できる。2
つ目は、シロイヌナズナのセリンラセマーゼ
の過剰発現株の構築である。本過剰発現株の
種子が、野生株の種子に比べ、より高濃度の
D-セリンで発芽や生育阻害を受ければ、セリ
ンラセマーゼは、シロイヌナズナ体内で D-
セリンの分解・解毒に関与することが実証で
きる。これらの研究結果から、シロイヌナズ
ナのセリンラセマーゼの植物体内での機能
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
(1)シロイヌナズナのセリンラセマーゼ遺伝
子破壊株及びセリンラセマーゼ過剰発現株
の構築  
 シロイヌナズナのセリンラセマーゼ遺伝
子破壊株は、シロイヌナズナ T-DNA タグライ
ンを用いて構築した 6)。またシロイヌナズナ
のセリンラセマーゼ遺伝子過剰発現株は、常
法に従いアグロバクテリウムを用いて調製
した。セリンラセマーゼ過剰発現株、セリン
ラ セ マ ー ゼ 遺 伝 子 破 壊 株 、 野 生 株
（Columbia-0）の 3株のシロイヌナズナを実
験に用いた。 
 
(2)MS 平板培地の調製 
 0.5 g/L MES-KOH (pH 5.7)、10 g/L スク
ロース、4.6 g/L ムラシゲ・スクーグ培地用
混合塩類、20 mg/L チアミン塩酸塩、1 mg/L 
ニコチン酸、1 mg/L ピリドキシン塩酸塩、
100 mg/L イノシトール、3 g/L Phytagel と
なるように調整した溶液をオートクレーブ
滅菌（121C、20 分間）し、ビオチン（終濃
度 1 mg/L）を添加した後に丸型シャーレ（2
号）に 40 mL ずつ分注して調製した培地を標
準ＭＳ平板培地とした。各種アミノ酸は終濃
度 0.1、0.3 または 1 mM となるように添加
し、必要に応じて培地の pH を 5.7 に調整し
た。 
 



(3)シロイヌナズナ
 1.5 mL
約 500
0.1% (v/v) Triton X
の 0.1% (v/v) Triton X
(v/v) 
(v/v) Triton X
次亜塩素酸ナトリウムで
ートした。その後、クリーンベンチ内にて無
菌的に
ことで滅菌種子を調製した。
 
(4)シロイヌナズナの培養試験
 滅菌後のシロイヌナズナ種子を、標準
平板培地および各種アミノ酸を含有する
平板培地に無菌的に播種した。発芽時期を揃
えるために播種後の培地を低温処理（
日間）した後、室温
下で培養した。
胚軸長、第一本葉の長さおよび植物体の重量
を測定することでアミノ酸添加がシロイヌ
ナズナ生育へ与える影響を評価した。
 
４．研究成果
 セリンラセマーゼ過剰発現株、セリンラセ
マーゼ遺伝子破壊株、野生株（
の 3株のシロイヌナズナを用いて、外因性ア
ミノ酸が生育に及ぼす影響を定性的に評価
した。アミノ酸はそれぞれ終濃度
るように添加し、
ノ酸の影響を評価した。アミノ酸添加時の生

育の様子を撮影した代表的な写真を
allo-
酸全42
阻害効果を示すことが既知である
ンおよび
酸、含硫アミノ酸、分岐鎖アミノ酸そして芳
香族アミノ酸を含む
生育阻害が引き起こされた一方で、如何なる
アミノ酸においても顕著な生育促進は認め
られなかった。
ノ酸による
が認められた。ヒスチジンを除く塩基性アミ
ノ酸は
が、芳香族アミノ酸は
程度に、そして分岐鎖アミノ酸および含硫ア
ミノ酸は
すなわちこの結果から、外因性アミノ酸によ
るシロイヌナズナの生育阻害においてアミ
ノ酸側鎖の性質がエナンチオマーに対する
選択性に反映されることが示唆され、極めて
興味深い結果が得られた。
 シロイヌナズナに対する阻害効果が認め
られたアミノ酸のうち、
ラニン

シロイヌナズナ
1.5 mL容エッペンドルフチューブを用いて
500 粒のシロイヌナズナ種子を、
0.1% (v/v) Triton X
0.1% (v/v) Triton X
(v/v) エタノールで
(v/v) Triton X-100
次亜塩素酸ナトリウムで
ートした。その後、クリーンベンチ内にて無
菌的に 1 mL の滅菌水を用いて
ことで滅菌種子を調製した。

シロイヌナズナの培養試験
滅菌後のシロイヌナズナ種子を、標準
平板培地および各種アミノ酸を含有する
平板培地に無菌的に播種した。発芽時期を揃
えるために播種後の培地を低温処理（
日間）した後、室温
下で培養した。10
胚軸長、第一本葉の長さおよび植物体の重量
を測定することでアミノ酸添加がシロイヌ
ナズナ生育へ与える影響を評価した。

４．研究成果 
セリンラセマーゼ過剰発現株、セリンラセ
マーゼ遺伝子破壊株、野生株（
株のシロイヌナズナを用いて、外因性ア
ミノ酸が生育に及ぼす影響を定性的に評価
した。アミノ酸はそれぞれ終濃度
るように添加し、
ノ酸の影響を評価した。アミノ酸添加時の生

育の様子を撮影した代表的な写真を
-体を含むL-
42種の結果を

阻害効果を示すことが既知である
および D-アラニ
酸、含硫アミノ酸、分岐鎖アミノ酸そして芳
香族アミノ酸を含む
生育阻害が引き起こされた一方で、如何なる
アミノ酸においても顕著な生育促進は認め
られなかった。表
ノ酸による生育阻害にはある一定の規則性
が認められた。ヒスチジンを除く塩基性アミ
ノ酸は L-体または
が、芳香族アミノ酸は
程度に、そして分岐鎖アミノ酸および含硫ア
ミノ酸は L-体のみが生育阻害効果を示した。
すなわちこの結果から、外因性アミノ酸によ
るシロイヌナズナの生育阻害においてアミ
ノ酸側鎖の性質がエナンチオマーに対する
選択性に反映されることが示唆され、極めて
興味深い結果が得られた。
シロイヌナズナに対する阻害効果が認め
られたアミノ酸のうち、
ン、L-リジン

シロイヌナズナ種子の滅菌
容エッペンドルフチューブを用いて
粒のシロイヌナズナ種子を、

0.1% (v/v) Triton X-100 で
0.1% (v/v) Triton X-100
エタノールで 30 秒間、

100 を含有する
次亜塩素酸ナトリウムで 15 分間インキュベ
ートした。その後、クリーンベンチ内にて無

の滅菌水を用いて
ことで滅菌種子を調製した。

シロイヌナズナの培養試験
滅菌後のシロイヌナズナ種子を、標準
平板培地および各種アミノ酸を含有する
平板培地に無菌的に播種した。発芽時期を揃
えるために播種後の培地を低温処理（
日間）した後、室温 25C、湿度

10 日間培養した後の芽生えの
胚軸長、第一本葉の長さおよび植物体の重量
を測定することでアミノ酸添加がシロイヌ
ナズナ生育へ与える影響を評価した。

セリンラセマーゼ過剰発現株、セリンラセ
マーゼ遺伝子破壊株、野生株（
株のシロイヌナズナを用いて、外因性ア
ミノ酸が生育に及ぼす影響を定性的に評価
した。アミノ酸はそれぞれ終濃度
るように添加し、10 日間培養した後に各アミ
ノ酸の影響を評価した。アミノ酸添加時の生

育の様子を撮影した代表的な写真を
-体およびD-体の標準アミノ

種の結果を表 1にそれぞれまとめた。
阻害効果を示すことが既知である

アラニンに加えて、塩基性アミノ
酸、含硫アミノ酸、分岐鎖アミノ酸そして芳
香族アミノ酸を含む 18 種のアミノ酸により
生育阻害が引き起こされた一方で、如何なる
アミノ酸においても顕著な生育促進は認め

表 1に分類したように、アミ
生育阻害にはある一定の規則性

が認められた。ヒスチジンを除く塩基性アミ
体または D-体のどちらか片方のみ

が、芳香族アミノ酸は L-体および
程度に、そして分岐鎖アミノ酸および含硫ア

体のみが生育阻害効果を示した。
すなわちこの結果から、外因性アミノ酸によ
るシロイヌナズナの生育阻害においてアミ
ノ酸側鎖の性質がエナンチオマーに対する
選択性に反映されることが示唆され、極めて
興味深い結果が得られた。 
シロイヌナズナに対する阻害効果が認め
られたアミノ酸のうち、L-、D

ンおよび D-アルギニンの

種子の滅菌 
容エッペンドルフチューブを用いて
粒のシロイヌナズナ種子を、1 mL

で 40 分間、1 mL
100 を含有する
秒間、1 mL の 0.1% 
を含有する 33.3% (v/v) 
分間インキュベ

ートした。その後、クリーンベンチ内にて無
の滅菌水を用いて 6 回洗浄する

ことで滅菌種子を調製した。 

シロイヌナズナの培養試験 
滅菌後のシロイヌナズナ種子を、標準
平板培地および各種アミノ酸を含有する
平板培地に無菌的に播種した。発芽時期を揃
えるために播種後の培地を低温処理（4C で

、湿度 40-60%の環境
日間培養した後の芽生えの

胚軸長、第一本葉の長さおよび植物体の重量
を測定することでアミノ酸添加がシロイヌ
ナズナ生育へ与える影響を評価した。 

セリンラセマーゼ過剰発現株、セリンラセ
マーゼ遺伝子破壊株、野生株（Columbia
株のシロイヌナズナを用いて、外因性ア
ミノ酸が生育に及ぼす影響を定性的に評価
した。アミノ酸はそれぞれ終濃度 1 mM とな

日間培養した後に各アミ
ノ酸の影響を評価した。アミノ酸添加時の生

育の様子を撮影した代表的な写真を図 1
体の標準アミノ

にそれぞれまとめた。
阻害効果を示すことが既知である L-、D-セリ

に加えて、塩基性アミノ
酸、含硫アミノ酸、分岐鎖アミノ酸そして芳

種のアミノ酸により
生育阻害が引き起こされた一方で、如何なる
アミノ酸においても顕著な生育促進は認め

に分類したように、アミ
生育阻害にはある一定の規則性

が認められた。ヒスチジンを除く塩基性アミ
体のどちらか片方のみ
体および D-体が同

程度に、そして分岐鎖アミノ酸および含硫ア
体のみが生育阻害効果を示した。

すなわちこの結果から、外因性アミノ酸によ
るシロイヌナズナの生育阻害においてアミ
ノ酸側鎖の性質がエナンチオマーに対する
選択性に反映されることが示唆され、極めて

シロイヌナズナに対する阻害効果が認め
D-セリン、D
アルギニンの 5

容エッペンドルフチューブを用いて
1 mL の
1 mL

を含有する 70% 
0.1% 

33.3% (v/v) 
分間インキュベ

ートした。その後、クリーンベンチ内にて無
回洗浄する

滅菌後のシロイヌナズナ種子を、標準 MS
平板培地および各種アミノ酸を含有する MS
平板培地に無菌的に播種した。発芽時期を揃

で 2
の環境

日間培養した後の芽生えの
胚軸長、第一本葉の長さおよび植物体の重量
を測定することでアミノ酸添加がシロイヌ

セリンラセマーゼ過剰発現株、セリンラセ
Columbia-0）

株のシロイヌナズナを用いて、外因性ア
ミノ酸が生育に及ぼす影響を定性的に評価

とな
日間培養した後に各アミ

ノ酸の影響を評価した。アミノ酸添加時の生

1 に、
体の標準アミノ

にそれぞれまとめた。
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