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研究成果の概要（和文）：近年，多くの動物にD-アミノ酸が存在し，様々な生理機能を持つことが明らかとなっ
てきた。また，生体内のD-アミノ酸はアミノ酸ラセマーゼという酵素によって合成されると考えられている。本
研究では，アミノ酸要求性大腸菌を用いた新規アミノ酸ラセマーゼ遺伝子のスクリーニングと，各種塩基配列デ
ータベースからのアミノ酸ラセマーゼ相同遺伝子の探索を行った。次いで，発見されたアミノ酸ラセマーゼ遺伝
子について，リコンビナント酵素を用いた酵素活性の確認を行った。これらの研究により，動物界において，セ
リンラセマーゼ及びアスパラギン酸ラセマーゼが広範囲に分布することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Recently, it has been reported that D-amino acids were found in many animals
 and have various physiological functions. Additionally, D-amino acids are known to be synthesized 
by the amino acid racemase. In this study, we isolated the amino acid racemases by novel screening 
method using the amino acid auxotrophic E. coli. Furthermore, we searched homologues of amino acid 
racemase from GenBank DNA sequence databases. Subsequently, the enzyme activity of these amino acid 
racemase genes was confirmed using a recombinant enzymes. This study revealed that serine racemase 
and aspartate racemase are widely distributed in the animal kingdom.
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年，哺乳類において，D-アミノ酸が様々な生理機能をもつことが明らかとなってきたが，それ以外の動物にお
ける生理機能は殆ど明らかになっていない。本研究では，動物界の主要な動物門全てにおいて，セリンラセマー
ゼ及びアスパラギン酸ラセマーゼが存在することを示した。このことは，動物界においてD-セリンやD-アスパラ
ギン酸が広く合成され，動物において重要かつ普遍的な生理機能を持つことを示唆した。今後はD-アミノ酸の普
遍的な生理機能に関する研究が進むことが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 アミノ酸には，L体と D体の二種類の鏡像異性体が存在しているが，生体内には L-アミノ酸
のみ存在し，D-アミノ酸は非生体型のアミノ酸であると長い間考えられてきた。しかし，1990
年代以降の光学分割技術の発達により，様々な動物の生体内に遊離の D-アミノ酸が存在するこ
とが明らかになり，その存在と，生理機能について多くの研究が行われるようになった（表 1）。
また，生体内の幾つかの D-アミノ酸は対応する L-アミノ酸からアミノ酸ラセマーゼによって
生合成されていることも報告されてきた（図 1）。しかし，D-アミノ酸が動物界において広く分
布するにもかかわらず，D-アミノ酸の合成酵素であるアミノ酸ラセマーゼは非常に限られた動
物からしか報告されていなかった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

２．研究の目的 
 限られた種でのみ報告されていたアミノ酸ラセマーゼの動物界全体における分布を確認する
ことを本研究の目的とした。まず，様々な動物から既知のアミノ酸ラセマーゼの相同遺伝子を
単離し，そのリコンビナント酵素を作製して，その酵素機能を明らかにすることにした。また，
既知のアミノ酸ラセマーゼと相同性を示さない新規アミノ酸ラセマーゼについては，アミノ酸
要求性の大腸菌を用いたアミノ酸ラセマーゼ遺伝子の新規スクリーニング手法を開発し，その
単離を試みた。また，幾つかのアミノ酸ラセマーゼは共通の祖先遺伝子から進化したと考えら
れており，それらが進化の過程でどのようにして基質特異性を変化させたかを明らかにするこ
とも本研究の目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 各種塩基配列データベースからのアミノ酸ラセマーゼ遺伝子の探索 
 GenBankにおいて公開されている動物のゲノム配列や Transcriptome Shotgun Assembly 
Sequence（TSA）から既知のアミノ酸ラセマーゼの相同遺伝子の探索を行った。また，GenBank
に登録されている RNA-Seq データを独自にアセンブリし，そのアセンブリデータからも相同
遺伝子の探索を行った。 
 
(2) アミノ酸要求性大腸菌を用いたアミノ酸ラセマーゼ遺伝子の探索 
 (1)の方法でアミノ酸ラセマーゼ遺伝子が特定できなかった動物種については，アミノ酸要求

性大腸菌を用いたスクリーニ
ング法によって，新規アミノ酸
ラセマーゼ遺伝子の探索を行
った。この方法は図 2のように，
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図 1 アミノ酸の光学異性体
とアミノ酸ラセマーゼ 

動物門 生物種 D-アミノ酸 生理機能
脊索動物 マウス,ヒト D-Ser 神経伝達

D-Asp 内分泌活動の調整

ホヤ,カエル D-Asp 不明
棘皮動物 ウニ D-Ala他 胚発生に関与
軟体動物 アメフラシ D-Asp 神経伝達

マガキ D-Ala他 浸透圧調整
節足動物 カイコ D-Ser 蛹化に関与

エビ D-Ala他 浸透圧調整

線形動物 線虫 D-Ser 変態に関与
緩歩動物 オニクマムシ 不明 不明
扁形動物 プラナリア D-Trp他 有性化因子
環形動物 ゴカイ 不明 不明

ケヤリ D-Arg ATPの貯蔵源
刺胞動物 サンゴ D-Asp他 不明

表 1 動物に存在する D-アミノ酸とその機能 

図２ 



腸菌のみがコロニーを形成する。これによりアスパラギン酸ラセマーゼ遺伝子の単離が可能に
なる。図 2ではアスパラギン酸要求性大腸菌を用いて，アスパラギン酸ラセマーゼ遺伝子の単
離を行っているが，その他のアミノ酸要求性大腸菌を用いることで，その他のアミノ酸ラセマ
ーゼ遺伝子の単離が可能となる。 
 
(3) アミノ酸ラセマーゼ遺伝子の酵素機能の確認 
 (1)及び(2)の方法で特定されたアミノ酸ラセマーゼ遺伝子について，生体からの遺伝子の単離，
または，鋳型を必要としない人工遺伝子合成によって，その完全長 cDNA配列をクローニング
した。さらにアミノ酸ラセマーゼ遺伝子を pET30bベクターにサブクローニングし，Hisタグ
融合タンパク質としてリコンビナント酵素発現系を構築した。得られたリコンビナント酵素に
ついて，各種アミノ酸に対するラセマーゼ活性及びデヒドラターゼ活性を確認し，その酵素活
性の確認を行った。 
 
(4) アミノ酸ラセマーゼ基質認識機構の解明 
 (3)で単離されたアミノ酸ラセマーゼ遺伝子のうち，幾つかについて，その立体構造予測を行
い，予想される基質認識部位周辺のアミノ酸残基に対するアミノ酸置換変異体を作製した。ア
ミノ酸置換変異体酵素と野生型酵素の酵素機能違いを詳細に検討し，アミノ酸ラセマーゼにお
ける基質認識部位の特定を進めた。また，進化の過程で，どのようにしてアミノ酸ラセマーゼ
の基質特異性の変化が起こったかについても検討した。 
 
４．研究成果 
 本研究の取組によって，動物界の主要な 10 の動物門（海綿動物，刺胞動物，軟体動物，環形
動物，緩歩動物，線形動物，扁形動物，半索動物，棘皮動物，脊椎動物）の生物から多数のア
ミノ酸ラセマーゼ遺伝子が単離された。リコンビナント酵素の活性から，それらの遺伝子はセ
リンラセマーゼ，アスパラギン酸ラセマーゼ，グルタミン酸ラセマーゼまたはアスパラギンラ
セマーゼとして機能することが確認された。特にセリンラセマーゼとアスパラギン酸ラセマー
ゼは動物界に広く分布することが明らかとなった。また，殆どのアスパラギン酸ラセマーゼは
セリンラセマーゼの数十倍から数百倍の触媒効率を示すことや，全てのセリンラセマーゼがセ
リンデヒドラターゼ活性を持つことといった酵素学的な知見も得られた。 
 アミノ酸ラセマーゼの基質認識部位に関する研究においては，セリンラセマーゼの 150-152
位のアミノ酸残基（アミノ酸残基番号は分裂酵母（Schizosaccharomyces pombe）のセリンラセ
マーゼに従っている）が基質認識に関与することを明らかにした。この 150-152 位のアミノ酸
残基が置換することで，セリンラセマーゼが容易にアスパラギン酸ラセマーゼへと酵素機能を
変化させることを，アミノ酸置換変異体酵素を用いた実験によって証明した。そして，動物に
進化の過程において，セリンラセマーゼ遺伝子からアスパラギン酸ラセマーゼ遺伝子への進化
が複数回，独立して起こったことを示した。 
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