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研究成果の概要（和文）：様々な神経疾患との関連が示唆され、ある種の神経疾患におけるマーカーとして利用できる
可能性があるD-セリンの96ウェルプレートに対応した簡便・迅速な酵素定量キットを開発し、これを用いたヒト尿中D-
Ser動態を解析した。また、セリンラセマーゼ、D-セリンデヒドラターゼ両酵素の触媒機構を詳細に解析し、細胞性粘
菌における両酵素の欠損株の作製とその解析を行った。哺乳類の推定D-Asp合成酵素（アスパラギン酸ラセマーゼ、Got
1l1）の酵素学的解析、欠損マウスの解析を行い、同タンパク質が哺乳類におけるD-Aspの主要な合成酵素でない可能性
を見出した。

研究成果の概要（英文）：We developed a simple and rapid D-serine enzymatic assay kit applicable to 
determine D-serine content in human urine. We studied the reaction mechanisms of two D-serine metabolic 
enzymes, serine racemase and Zn2+-dependent D-serine dehydratase. We characterized the enzymatic 
propeｒties of putative D-aspartate biosynthetic enzyme in mammals, Got1l1, and analyzed the effects of 
knock-out of the Got1l1 on the D-aspartate production. The obtained results showed that the Got1l1 is not 
the major D-aspartate synthetic enzyme in mammals.

研究分野：生化学　酵素学
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１．研究開始当初の背景 
近年、ヒトをはじめとした真核生物中で、
様々な遊離型 D-アミノ酸が見いだされ、重要
な生理作用を示すことが明らかとなりつつ
ある。特に、D-Ser、D-Asp は哺乳類体内に
著量存在し、神経伝達や内分泌系におけるメ
ッセンジャーとしての機能が示唆されてい
るが、その全貌は明らかではない。 
 
２．研究の目的 

D-Ser動態は様々な神経疾患との関連が示
唆され、ある種の神経疾患におけるマーカー
として利用できる可能性がある。そこで、本
研究では、D-Ser 酵素定量法の 96 ウェルプ
レート対応キットの開発と、これを用いた
D-Ser動態の解析を目的とした。また、D-Ser
代謝酵素である、セリンラセマーゼ、D-セリ
ンデヒドラターゼ両酵素の触媒機構および、
これら酵素の真核微生物における生理的機
能の解明を目指した。さらに、ほぼ未知のま
ま残される、哺乳類の推定 D-Asp 合成酵素
（アスパラギン酸ラセマーゼ、Got1l1）の酵
素学的解析、欠損マウスの解析を目的とした。
これら研究を通じ、D-Ser、D-Asp の合成お
よびその制御機構、生理機能の解明を目的と
した。 

 
３．研究の方法 
(i) D-Ser酵素定量法によるD-Ser動態解析 
D-セリンデヒドラターゼを用いた D-セリ
ン酵素定量法による臨床的なD-Ser動態解析
の第一段階として、96 穴プレートを用いたヒ
ト尿中D-Serスクリーニングキットの構築を
目指した。ヒト尿は生理的意義や由来の不分
明なD-Serを数百μMオーダーで含んでいる。
な お 、 LDH-coupling 法 が ヒ ト 尿 中 の
D-,L-Ser 定量に適用可能であることは既に
示されている。健常者尿中D/L-Ser比および、
クレアチニン値との比較解析による、D-Ser
の動態解析を行った。 
 
(ii)Dsd1p の触媒機構解析と真核微生物にお
ける D-Ser 代謝酵素の生理機能解析 
 出芽酵母 D-セリンデヒドラターゼ（Dsd1p）
は数ある PLP 酵素の中で、Zn2+を要求する唯
一の酵素であり、古くから E.coli などに知
られるバクテリア型 D-セリンデヒドラター
ゼとは進化的、構造的に異なっている。出芽
酵母 Dsd1p の活性中心は他の PLP依存性酵素
と比較し極めてユニークな特徴を有してい
る。その１つは活性中心の Zn2+の存在であり、
また、PLP のピリジン環窒素の相互作用残基
が非酸性残基である点もユニークである。
PLP 酵素において、ピリジン環窒素が酸性残
基と相互作用することは PLP の「電子溜め」
としての機能を増強し、中間体の安定化に極
めて重要であると考えられている。そこで今
回、Dsd1p における触媒機構の解明の一環と
して、同酵素のピリドキサールリン酸のピリ
ジン環窒素（N1）と相互作用するチロシン残

基（Y203）に着目した変異体解析を行った。 
また、Dsd1p ファミリータンパク質の生理
機能解明を目的とし、形態形成や増殖、分化
制御機構解析の為のモデル生物として用い
られる細胞性粘菌を用い、その D-Ser 代謝関
連酵素（セリンラセマーゼ、D-セリンデヒド
ラターゼ、D-アミノ酸オキシダーゼ）の酵素
学的解析や、これら酵素遺伝子の単一および
多重変異株を作製し、その影響を解析した。 
  
(iii)哺乳類におけるアスパラギン酸ラセマ
ーゼの機能解析 
 D-Asp は、神経内分泌および内分泌系に局
在している。D-Asp の生理機能として、メラ
トニン、プロラクチン、バソプレシン等のホ
ルモンの合成・分泌調節能が報告され、精巣
では D-Asp が全アスパラギン酸量の 40%近く
に達し、テストステロン産生を促進する。ま
た、D-Asp が配偶子形成やその機能発現に関
与する可能性も示唆されている。D-Asp の生
理作用は多岐にわたり、多くの報告があるが、
その分子レベルでの作用機序はよくわかっ
ていない。 
本研究では、先頃、D-Asp 合成酵素（アス
パラギン酸ラセマーゼ）として同定が報告さ
れた Got1l1 タンパク質の酵素学的諸性質の
解析、および、同ノックアウトマウスの組織
中 D-Asp 量の定量を行った。 
 
４．研究成果 
 (i) D-Ser酵素定量法によるD-Ser動態解
析 
 96穴プレートを用いたD-Ser酵素定量キッ
トの開発に成功した。本キットは数 10μM程
度の D-Ser の迅速・安価な定量に効果的であ
り、特にヒト尿中 D-Ser の動態解析に有効で
ある。なお、本キットは現在コスモバイオ社
より入手可能である。本キットを用い、健常
者から尿を採取し、尿中 D-セリンの日内変化
および日間変化を検証した。その結果、尿中
D-Ser 濃度は尿の濃縮度合によって大きく変
動するのに対し、D-Ser／全 Ser（D-および
L-Ser）値、D-Ser／クレアチニン値は、各個
人でほぼ一定の値をとる傾向があることが
示唆された。マウスにおいて、腎障害と D-Ser
値との関連性が報告されており、ヒトにおけ
る腎障害とD-Ser動態の解析が次なる課題と
考えている。 
 
(ii)Dsd1p の触媒機構解析と真核微生物にお
ける D-Ser 代謝酵素の生理機能解析 
 前述したように Dsd1p の PLP ピリジン環窒
素は Tyr 残基（Y203、pKa ~10）と相互作用
している。今回、Dsd1p の反応機構について、
PLP ピリジン環窒素のプロトン化状態に着目
して解析した。PLP のプロトン化状態を変化
させる目的で、Y203F、Y203A、Y203S、Y203R、
Y203D、Y203E を作成し、その影響を解析した。
これらのうち、Y203F、Y203A、Y203S、Y203R
変異体は、WTとほぼ同程度の触媒活性を保持



した。このことは、Dsd1p の酵素反応にプロ
トン化されたピリジン環窒素が必須ではな
いことを意味する。一方、Y203D、Y203E 変異
体では触媒活性が顕著に（～105 倍）減少し
た。興味深いことに、Y203D では、野生型酵
素ではほぼ観察されないカルボアニオン中
間体の再プロトン化が主要な反応として観
察された。以上の結果から、Dsd1p において
PLP のピリジン環窒素は非プロトン化状態に
あること、これに起因するカルボアニオン中
間体の不安定化が逆反応の抑制に寄与して
いる可能性を見出した。 
 細胞性粘菌はD-セリン合成酵素としてSR、
分解酵素として D-アミノ酸オキシダーゼ、D-
セリンデヒドラターゼ（DSD）をコードして
いる。DSD 欠損株を作製し、解析した先行結
果から、これが D-セリンの主要な分解酵素で
ある可能性が示され、また、DSD 欠損株では、
菌体内に D-セリンが蓄積するとともに多細
胞期の発達が遅延すること、子実体形成率が
顕著に低下すること、単細胞期の生育が顕著
に阻害されることなどが見出された。この
dsdにDSDを過剰発現させた相補株を作製し、
DSD の欠損と表現型との相関を検証した。多
細胞期にdsd欠損株で見られた発達の遅延及
び胞子形成率の低下はdsdの相補によって補
われた。またこのフェノタイプの一要因とし
て cAMP シグナル経路に関わる遺伝子（acaA：
アデニル酸シクラーゼ、carA：cAMP レセプタ
ー）の発現量の変化が見出された。以上の結
果、細胞性粘菌の多細胞期の発達過程に DSD
が介する D-セリン代謝が重要であることが
示唆された。D-セリンが発達を阻害する可能
性や、DSD による D-セリンの分解によって生
じるピルビン酸やアンモニアが発達に関与
する可能性が示された。 
 
(iii)哺乳類におけるアスパラギン酸ラセマ
ーゼの機能解析 
 本研究では GOT1L1 の酵素学的諸性質を明
らかにすることを目的とし、Escherichia 
coli や哺乳類細胞を用いて GOT1L1 組換えタ
ンパク質の取得し、その性質を検討した。E. 
coli では pET15b、pET22b、pET44b、pGEX4T
の 4 種類のベクターに、ヒトもしくはマウス
由来 GOT1L1 (hGOT1L1、mGot1l1) の cDNA 配
列を導入し、アフィニティータグの種類や位
置の異なる7種類の発現プラスミドを構築し
た。加えて、in vivo における GOT1L1 の酵素
活性を E. coli の D-グルタミン酸要求株 
(WM335) を用いて検証した。哺乳類細胞につ
いては、HEK293T 細胞で His タグ付加の
mGot1l1 を発現させ、精製酵素を得た。その
結果、E. coli および哺乳類細胞のいずれの
発現系で得られた GOT1L1 についても、Asp の
ラセミ化活性は確認されなかった。しかし、
哺乳類細胞の発現系を用いた場合、GOT1L1 は
L-Aspとケトグルタル酸からL-グルタミン酸
を形成するアミノ基転移活性を示した。なお
GOT1L1 の発現はグルタミン酸ラセマーゼを

欠損したE. coliのD-Glu要求株 (WM335) を
相補せず、GOT1L1 は D-Glu 合成能を示さない
と考えられた。また、野生型マウス、Got1l1
ノックアウトマウスを用い、海馬・大脳皮
質・精巣における、D-アスパラギン酸を含む
各種アミノ酸含量の分析を行った。その結果、
Got1l1 ノックアウトマウスと野生型マウス
の組織におけるD-Asp含量に変動は確認され
なかった。以上の結果から、GOT1L1 は哺乳動
物での D-アスパラギン酸の主要な合成酵素
ではなく、D-アスパラギン酸生合成には他の
系が関与することが予想された。 
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