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研究成果の概要（和文）：D-アミノ酸は様々な生理機能を有するがその分子機構は必ずしも明確ではない。本研究では
我々が構築した定量法などを用いて、D-SerやD-Aspなどの機能の分子レベルでの解明とその応用を目指した。具体的に
は、セリンラセマーゼやD-セリンデヒドラターゼの反応機構解析、細胞性粘菌の発生・分化におけるD-Serとセリンラ
セマーゼの役割、哺乳動物におけるD-Asp生合成酵素の解明、D-Aspによる動物培養細胞への抗酸化性付与の分子機構、
D-Ser定量法の改良、PEG修飾D-セリンデヒドラターゼの投与によるマウス脳内D-セリンの制御、D-アミノ酸を認識する
タンパク質構造などを検討し、一定の成果を得た。

研究成果の概要（英文）：In the current studies, we intended to clarify the molecular bases of the 
physiological functions of D-amino acids, especially D-Ser and D-Asp. We clarified the reaction mechanism 
of D-Ser metabolizing enzymes、serine racemase and D-serine dehydratase with focusing on the elimination 
of the hydroxyl group of substrate. We examined the role of D-Ser and serine racemase in the cellular 
slime mold, Dictyostelium discoideum, and found that serine racemase probably regulates L-serine 
concentration. We tried to clarify the synthetic enzyme of D-Asp in mammals, and found that Got1l1 is not 
an aspartate racemase but a L-glutamate transaminase. We tried to improve the sensitivity of our 
enzymatic D-Ser assay system, and succeeded to increase it ten times. We attempted to regulate the brain 
D-Ser concentration with PEGylated D-serine dehydratase. We also studied the protein structure 
recognizing D-amino acids.

研究分野：生物化学
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１．研究開始当初の背景 
 
1990 年代に D-アミノ酸が哺乳動物を含む真
核生物にも存在し、多様な生理機能を有する
ことが明らかとなった。例えば、D-Ser は記
憶や学習など脳の高次機能に関わる N-メチ
ル D-アスパラギン酸レセプター(NMDAR)のコ
アゴニストとして働き、同レセプターを活性
化する。そのため脳内 D-Ser の動態は様々な
神経疾患と関係すると考えられ、実際に、脳
脊髄液中D-Ser含量の統合失調症における低
下や、筋萎縮性側索硬化症（ALS）での上昇
が報告された。これらの結果が正しければ、
D-Ser 濃度の減少や過剰がそれぞれ NMDAR 機
能の低下や異常亢進をもたらし、脳機能の低
下や神経細胞の壊死を起こすと解釈できる。
一方正常なマウスではD-Serの投与が記憶の
増強に働くことや、小脳では D-Ser が運動記
憶の獲得に関与することが報告されていた。
D-Ser はまた動物組織の発達や節足動物の変
態に際して増減することから、発生・分化に
もかかわると推測されていた。D-Ser ととも
に哺乳動物での含量が多い D-Asp は、プロラ
クチンなど脳ホルモンの分泌制御に関係す
る他、テストステロンの合成を促進すること
が報告されていた。またヒトの精子や卵巣に
D-Asp が存在し、卵胞液内の濃度が体外受精
の受精率と相関すること、D-Asp の経口投与
が精子の運動性能を高めることなどが示さ
れていた。さらに、D-Asp が細胞の抗酸化性
を増大させるとともに、コラーゲン産生の促
進等を通じて皮膚の老化予防に働くことも
示唆されていた。 
 
２．研究の目的 
 前項で述べたように D-アミノ酸には様々
な生理的役割が示唆されていた。しかし、D-
アミノ酸の機能が分子レベルで解明された
例は、NMDAR に関わる D-Ser の一部の機能に
限られ、D-Asp に関してはその生合成経路も
未だ解明されていない。そこで本研究では、
申請者らがこれまでに構築してきた D-アミ
ノ酸定量法などのツールを用いて、D-セリン 
(D-Ser)と D-アスパラギン酸(D-Asp)を中心
とした D-アミノ酸の機能を分子レベルで解
明し、その応用を計ることを目的とした。具
体的には、両アミノ酸の代謝酵素の酵素学的
解析、D-Asp 生合成酵素の解明、D-Ser が細
胞性粘菌の発生・分化に果たす役割の解明、
D-アミノ酸による細胞への抗酸化性付与の
機構解明、尿中 D-Ser 量の動態の解明などを
試みた。 
 
３．研究の方法 
 
(1) D-アミノ酸代謝関連酵素の酵素学 
では、➀真核細胞型 D-Ser デヒドラターゼ
(以後 Dsd)の構造機能相関の解明、および➁
哺乳動物における D-Asp 生合成機構の解明、
の２課題をテーマとした。➀では出芽酵母の

Dsd を用いて、同酵素の補酵素であるピリド
キサル5’-リン酸(PLP)のピリジン環窒素部
位の特異的変異を通じて、PLP の電子状態か
ら酵素の反応機構を検討した。➁では哺乳動
物において D-Asp 生合成を担うアスパラギ
ン酸ラセマーゼであると報告されているマ
ウスの GOT1L1 の活性を検証するため、
HEK293T細胞で産生させたGOT1L1を精製し、
酵素活性を測定した。 
(2) 発生・分化における D-Ser の役割の解明
では、Dsd、Ser ラセマーゼ（SR）、D-アミノ
酸オキシダーゼの３種類のD-Ser代謝酵素遺
伝子を有する細胞性粘菌、Dyctiosterium 
discoideum を用いて、これら酵素遺伝子のノ
ックアウトを行い、そのフェノタイプを解析
することにより、各酵素の生理的意義の検証
を試みた。 
(3) D-アミノ酸による細胞への抗酸化性の
付与に関する研究では、ラジカル発生下の培
養細胞に対して D-Asp などを添加し、生存率
への影響を検討した。同時に Nrf2 や HO-1 な
ど、抗酸化に関係するタンパク質の発現誘導
について検討した。 
(4) D-セリン定量キットによるヒト尿中の
D-セリン動態の解析と疾患マーカーへの応
用。Dsd は D-Ser をピルビン酸とアンモニに
分解する反応を触媒する。そこで Dsd とピル
ビン酸オキシダーゼを共役させ、生成する過
酸化水素を蛍光的に定量することで D-Ser
を測定するアッセイ系を構築するとともに、
この方法を用いて尿中 D-Ser 濃度と腎疾患
の関連性を検討した。 
(5) PEG修飾D-セリンデヒドラターゼによる
マウス体内 D-セリン濃度の制御 
PEG化して免疫源性を低減させたDsDをマウ
スに投与し、大脳や海馬における D-Ser 濃度
の変化を検討した。 
(6)D-アミノ酸を認識する細菌転写制御因子
の構造解析 
Bacillus subtilis の転写制御因子である
GabR はアミノ酪酸GABAのと PLP の存在下
で、GABA の資化に関わる gabTD の転写を活性
化する。本研究では GABA の C 末端側ドメイ
ンが D-アミノ酸を認識することを見出し、X
線結晶構造解析や分光学的検討によって、こ
の構造-機能相関の解析を目指した。 
 
４．研究成果 
 
(1) D-アミノ酸代謝関連酵素の酵素学 
➀Dsd の構造機能相関の解明 
PLPは多くの酵素中でそのピリジン環窒素
（N1）がプロトン化された状態で存在し、反
応中に生じるカルボアニオン中間体を安定
化する「電子溜め」としての役割を担ってい
る。Dsd において PLP の N1は酸性度の低い
Tyr 残基（Y203）と相互作用している。この



ため PLP の N1は非プロトン化状態であると
予想される。本研究では、PLP の N1のプロト
ン化状態を変化させる目的で、Y203 変異体
（Y203F、Y203A、Y203S、Y203R、Y203D、Y203E）
を作成し、各酵素の性質を検討した。Y203
を非極性及び塩基性残基に置換した Y203F、
Y203A、Y203S、Y203R 変異体は、デヒドラー
ゼ活性を保持した。一方、N1 をプロトン化
し易くして、PLP の電子溜め効果を強化した
Y203D、Y203E 変異体では活性が顕著に減少
した。Y203D 変異体を重水中で反応させた場
合には、野生型酵素ではほとんど観察されな
かった D-Ser の-プロトンと重水素との交
換が観測され、Y203D 変異体では D-Ser の -
プロトン引き抜きにより生ずるカルボアニ
オン中間体が安定化されていることが示唆
された。以上の結果から Dsd 反応においては
PLP の N1のプロトン化は必須でないこと、ま
た非プロトン化状態の PLP は、-プロトン
引き抜き後に生じる Cカルボアニオン中間
体へのプロトンの再付加反応を防ぐことで、
デヒドラーゼ反応を促進していることが予
想された。 
②哺乳動物の D-Asp 生合成機構の解明 
哺乳動物の D-Asp 生合成機構は長らく未知
であったが、米国のSnyderらによってL-Asp
と-ケトグルタル酸の間のアミノ基転移反
応を触媒する L-Asp トランスアミナーゼ
（GOT）のホモログである Got1L1 が Asp ラセ
マーゼ活性と、D-Asp トランスアミナーゼ活
性を有しており、これが D-Asp の生合成経路
であるとの報告がなされた。この結果を追試
するため、大腸菌や昆虫細胞を利用した
Got1L1 の発現を試みてきたが、成功しなか
った。本研究では、HEK293T 哺乳細胞を用い
てマウスの GOT1L1 を発現、精製した。この
酵素活性を測定したところ、Asp ラセマーゼ
活性や D-Asp トランスアミナーゼ活性は検
出されず、微弱な GOT 活性のみが得られた。
また Got1L1 をノックアウトしたマウスでも、
精巣や海馬における D-Asp 濃度が減少しな
かったことから、Got1L1 は Asp ラセマーゼ
ではないと結論した。動物における D-Asp
の生合成機構はなお不明である。 
 
(2) 発生・分化における D-Ser の役割の解明 
 以前の研究において、細胞性粘菌、D. 
discoideum の Dsd 遺伝子をノックアウトし
た場合に、多細胞期での生育遅延や胞子形成
能の著しい低下などが起こることを報告し
た。今回は同菌の有する Ser ラセマーゼ
(DdSR)遺伝子のノックアウトを行った。野生
株(WT)および変異株(Δsr)の生育や発達過
程の形態変化にはほぼ差異が認められない
ことから、用いた実験条件下では、SR は生育
や発達において必須ではないことが示され

た。D. discoideum の培養に用いていた HL5
培地に微量の D-Ser が含まれていることや、
D. discoideum が D-Ser の取り込み能を有す
ることが示されたが、Δsrに dsd を恒常的に
過剰発現させた変異株(Δsr/dsd⁺)の発達過
程が野生株とほぼ同等であることや、培地に
D-セリンを含まないSIH培地で培養した際の
Δsr の発達に顕著な影響がないことなどか
ら、DdSR や D-Ser の発達・分化における必要
性を確認することはできなかった。また、SR
の D-Ser 合成能を検証するために sr と dsd
の二重欠損株(Δsr /Δdsd)を作製し、菌体
内のアミノ酸分析を行ったが、Δdsd および 
Δsr /Δdsd における菌体内 D-Ser レベルに
有意差は見られなかった。よって SR が菌体
内で D-Ser の合成酵素として働き、生育や発
達過程において、何らかの寄与を果たしてい
るという明確な証拠は得られなかった。しか
し Δsr では添加された L-Ser の濃度依存的
に増殖速度が遅くなるとともに、L-Ser を含
む HL5培地で培養したΔsr菌体内には WTの
約 3倍量の L-セリンが蓄積していた。このこ
とから、SR は少なくとも、菌体外に高濃度の
L-Ser が存在する際の、菌体内の L-Ser レベ
ルの制御に関与することが示された。また、
SRのD-Ser分解への寄与はL-Ser分解への寄
与に比べて小さいことが示唆された。 

 
(3) D-アミノ酸による培養細胞への抗酸化性
の付与に関する研究 
哺乳動物細胞に対するD-Aspの抗酸化機構
を検証するために、D-および L-Asp 存在下も
しくは非存在下で培養した RAW264.7 細胞に
ヒドロキシラジカル発生剤である 2,2’-ア
ゾビス(2-メチルプロピオンアミジン)二塩
酸塩 (AAPH) を添加し、この影響を検証した。
AAPH の作用によって RAW264.7 細胞の細胞死
が誘導されたが、D-Asp 存在下で培養した際
の生細胞率は、D-Asp 非存在下で培養した場
合に対して有意に増加した。D-Asp が細胞の
抗酸化防御系に与える影響を検討するため
に、活性酸素種の除去に寄与する応答性タン
パク質である Hemeoxygenase-1 (HO-1) の発
現レベルをウエスタンブロット法によって
定量した。D-Asp 存在下で培養した細胞では
HO-1 の発現レベルが D-Asp 非添加時の約 1.3
倍に増加した。また、HO-1 の発現を制御する
転写因子であるNF-E2 related factor (Nrf2) 



を定量したところ、D-Asp 存在下で培養した
細胞では核内の Nrf2 レベルが D-Asp 非添加
時の約 3 倍に増加した。以上の結果より、
D-Asp は核内 Nrf2 レベルの増加を介して
HO-1 の発現を誘導し、抗酸化経路を増強する
ことで細胞を酸化ストレスから保護すると
予想された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) D-セリン定量キットによるヒト尿中のD-
セリン動態の解析と疾患マーカーへの応用 
  以前の研究において、D-Ser に極めて高い
特異性を有する出芽酵母の Dsd と、Ser への
反応性を高めた好熱菌由来アラニンラセマ
ーゼを利用した D-,L-Ser の同時分別定量法
を構築した。その一つは、D-Ser を Dsd によ
ってピルビン酸とした後、NADH の存在下で乳
酸脱水素酵素によってこれを乳酸とし、その
際共役する NADH から NAD+への反応を分光学
的に追跡するものである。この方法はキット
化され上市されているが、検出限度は 10 M
である。今回、ヒト尿中の D-,L-Ser の動態
を解析する目的で、D-セリンデヒドラターゼ
によって D-Ser から生じたピルビン酸を、ピ
ルビン酸オキシダーゼとキシレノールオレ
ンジ(XO)を用いて比色定量する方法を構築
した。この方法によって 10 倍近くまで感度
が上昇するとともに、96 穴プレートを用いて
数時間で数百サンプルの測定が可能となっ
た。酵素法により健常者の尿検体を分析した
ところ、尿中の D-Ser/L-Ser 比や D-Ser/クレ
アチニン値が、日内、および２週間程度の期
間において、各個人で一定に保たれる傾向が
得られた。最近、腎疾患モデルマウスにおい
て尿中 D-Ser に対する L-Ser 量比が増加する
との報告がなされている。これがヒトでも同
様に見られるかについて検証を進めている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 名の健常人の連続する 3日間の尿中 D-Ser と 

クレアチニンとの関係 

 (5) PEG 修飾 D-セリンデヒドラターゼによ
るマウス体内 D-セリン濃度の制御 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
なお図は PEG 化
Dsd 投与による

海馬での D-Ser の減少を示す。 
 
(6)D-アミノ酸を認識する細菌転写制御因子
の構造解析 
 本研究は当初の研究計画には無く、枯草菌
の gabTD オペロンの転写を制御する GabR の
解析中に偶然見出された現象に基づき進め
ているものである。X 線結晶構造解析の結果
では、GabR はへリックス-ターン-へリックス
構造をもつ N-末端側の DNA 結合ドメインと、
PLP を補酵素とするアミノ基転移酵素と相同
性を示す C-末端側ドメインがリンカーで結
ばれた構造を有している。C 末端ドメインの
リジン残基には PLP が結合しており、GABA と
シッフ塩基を形成することにより GabR の構
造変化をもたらし、gabTD の転写を活性化す
る。PLP と GABA のシッフ塩基形成は吸収スペ
クトルを変化させるが、インタクトな GabR
では GABA のみがスペクトル変化を起こす。C
末端側ドメインに相当するペプチドのみを
大腸菌に発現させた場合、このペプチドは可
溶性画分に主としてダイマーとして得られ
た。PLP を保持するこのペプチドは GABA 以外
にもD-AlaやD-GlnなどのD-アミノ酸によっ
てもスペクトルを変化させた。この結果、単
独で発現させたC末端ドメインはD-アミノ酸
に親和性の高い構造を有するものと予想さ
れ、現在未知の D-アミノ酸レセプターの研究
のヒントとなるものと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        GabR の立体構造 
 
 

PEG 修飾によって免疫
源性を低下させた Dsd
をマウスに静脈注射
し、脳内 D-Ser 濃度に
与える影響を検証し
た。この結果、大脳に
おけるD-Ser濃度につ
いてはDsd投与群と非
投与群で差が認めら
れなかったが、海馬に
おいて投与群では有
意なD-Ser濃度の低下
が認められた。 
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