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研究成果の概要（和文）：D-アミノ酸の機能や代謝について明らかにするとともに、D-アミノ酸の様々な研究ツ
ールへの応用を試みた。(1) NMDAレセプターのコアゴニストであるD- Ser合成を担うセリンラセマーゼがD-Ser
の脱離反応も触媒することを確認した。 (2)ブナシメジに新奇D-アミノ酸、D-2-amino-3,4-dihydroxy-butanoic
 acidの存在を見出した。(3)尿中のD-Serとクレアチニンの濃度比が腎臓疾患マーカーへ応用可能であることを
示した。(4)アラニンおよびグルタミン酸ラセマーゼ遺伝子を欠損したE.coliによる新奇 D-アミノ酸生合成酵素
遺伝子スクリーニング系の開発を行った。

研究成果の概要（英文）：The goal of this study is to clarify the metabolism and physiological 
functions of D-amino acids, and their application to various research tools. The following studies 
were conducted. 1) Serine racemase, which is responsible for the biosynthesis of D-Ser, a co-agonist
 of NMDA receptor, was confirmed to catalyze the D-serine dehydration. 2) An unknown D-amino acid 
was found in an edible mushroom, Hypsizygus marmoreus, and identified as D-2-amino-3,
4-dihydroxy-butanoic acid. (3) Urinary D-Ser concentrations of renal disease patients and healthy 
subjects were analyzed. Ratio of the urinary D-Ser concentration to that of urinary creatinine was 
suggested to serve as a biomarker of renal disorder. (4) Functional cloning system of the genes 
encoding D-amino acid synthesizing enzymes was constructed with E. coli mutant lacking alanine 
racemase and glutamate racemase genes.

研究分野： 生物化学

キーワード： D-アミノ酸　D-セリン　セリンラセマーゼ　D-セリンデヒドラターゼ　腎疾患マーカー
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研究成果の学術的意義や社会的意義
D-アミノ酸の生理機能が注目されている。例えば D-Serは記憶や学習などの脳機能に、D-Aspは脳ホルモンの分
泌などに関与する。本研究では D-アミノ酸の機能や代謝の解明、様々な研究ツールへの応用を試みた。具体的
には、D-Ser合成を担うセリンラセマーゼがD-Serの分解にも働くこと、ブナシメジに新奇D-アミノ酸、
D-2-amino-3,4-dihydroxy-butanoic acidが存在すること、尿中のD-Serとクレアチニンの濃度比が腎疾患マーカ
ーへ応用可能であることを示した。また D-アミノ酸研究の強力なツールとなるD-アミノ酸生合成酵素遺伝子ス
クリーニング系を構築した。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
1. 研究開始当初の背景 

1990 年代以降、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てきた。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しており、例えば統合失調症に
おける脳脊髄液中の D-Ser 含量の低下や、筋萎縮性側索硬化症（ALS）に伴う脊髄での D-Ser
量の上昇が報告されている。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、さらに D-Ser が動物組織の発達や節足
動物の変態に際して増減し、発生・分化にもかかわると推測されている。D-Asp はプロラ
クチンなど脳ホルモンの分泌制御やテストステロンの合成促進に働くほか、卵巣での濃度
が体外受精の受精率に相関するなど生殖と関連すること、細胞の抗酸化性を増大させるこ
とやコラーゲン産生の促進を促すことなどが示唆されている。D-アミノ酸研究は、基礎・
応用の両面において今後大きく展開するものと思われるが、現在までに D-アミノ酸機能の
分子レベルで解明は、NMDAR に関わる D-Ser の一部の機能に限られて、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。 

 
２．研究の目的 

本研究では、様々な生物における D-アミノ酸の機能やその代謝酵素への理解を深めるとと
もに、D-アミノ酸の医療研究ツールなどへの応用を計った。具体的な研究目的は以下の通
りである。 
 

(1)  真核細胞型セリンラセマーゼの反応機構 
真核細胞型セリンラセマーゼ(SerR)は Ser のラセミ化とともに、L-Ser、D-Ser をピルビン
酸とアンモニアに分解する脱離反応を触媒するが、この反応は生体内での D-Ser 濃度の調
整に重要であるとされている。L-Ser、D-Ser に対するラセミ化効率はほぼ同等であるのに
対し、脱離反応では L-Ser に対する効率が極めて高い。そのため D-Ser の脱離は、D-Ser
がラセミ化によって L-Ser に転換された後に起こるとの説もある。本研究では同位体効果
を用いた動力学解析により SerR による D-Ser の脱離反応の機構解明を目指した。 

 
(2) ブナシメジに見出した新奇 D-アミノ酸の同定と役割 

D-Ser や D-Ala が発生・分化のシグナルとして働く可能性が指摘されている。この解明を
目指して、様々なキノコに含まれる D—アミノ酸を解析したところ、ブナシメ子実体に新奇
D-アミノ酸を見出した。本研究ではこのアミノ酸の同定と生理的意義の解明を目指した。 
 

(3) 腎疾患マーカーとしてのヒト尿中 D-Ser  
本研究では、尿中D-Ser濃度が腎臓疾患のバイオマーカーとなる可能性の検証を目指した。 
 

(4) E. coli を用いた新奇 D—アミノ酸生合成酵素遺伝子のスクリーニング系の構築 
本研究では、D-Asp 生合成酵素の同定を念頭に、E. coli の D-Ala、D-Glu 生合成酵素遺伝
子を欠損した変異株を用いた新奇 D—アミノ酸生合成酵素遺伝子のスクリーニング系の構
築を目指した。 

 
３．研究の方法 
(1) 真核細胞型セリンラセマーゼの反応機構 

-水素を重水素化した L-および D-Ser とラベル化していない両基質を、軽水および重水
中で細胞性粘菌 SerR による-脱離反応に供し、その際の同位体効果を解析した。脱離
反応の速度は Ser から生成するピルビン酸を乳酸脱水素酵素と NADH を用いたカップリン
グ反応を用いてアッセイした。さらに細胞性粘菌 SerR およびマウス SerR と、Thr の 4 つ
の立体異性体、L-Thr、L-allo-Thr、D-Thr および D-allo-Thr を反応させ、脱離反応の動
力学定数を求めた。 

 
(2) ブナシメジに見出した新奇 D-アミノ酸の同定と役割 

ナメコ、エリンギなど 9種類のキノコの抽出液中のアミノ酸を蛍光ジアステレオマー化し
た後、HPLC によって分析した。ブナシメジの抽出液に未知 D-アミノ酸を見出したため、



6-aminoquinolyl-N-hydroxysuccinimidyl carbamate（AQC）で誘導体化の後、LC-MS によ
り構造を推定した。 
 

(3) 腎疾患マーカーとしてのヒト尿中 D-Ser  
健常者および腎臓患者の尿中のD-Serおよびその他のアミノ酸濃度とクレアチニン濃度を
解析した。健常者については、年齢 21-25 歳の男女 20 人（男女比 1対 1）の尿サンプルを
分析した。尿検体は，同日の朝，昼，晩の 3サンプルを 3日分 (計９サンプル)採取した。
尿検体は煮沸後、遠心分離し、その上清を測定に用いた。アミノ酸分析用標品は、尿検体
からトリクロロ酢酸(TCA)処理によってタンパク質を除去した後、TCA を水飽和ジエチルエ
ーテルで抽出除去して調整した。尿中アミノ酸は N-アセチル-L-システインと o-フタルア
ルデヒド（OPA）を用いて蛍光ジアステレオマー化した後 HPLC に供し、励起波長 350 nm、
蛍光波長 450 nm で定量した。クレアチニンの測定には LabAssay™ Creatinine kit（Wako）
を用いた。腎臓疾患患者の尿については秋田大学医学部より供与されたものを用いた。 
 

(4) E. coli を用いた新奇 D—アミノ酸生合成酵素遺伝子のスクリーニング系の構築 
D-アミノ酸生合成に関わる遺伝子のファンクショナルスクリーニングのため、E. coli の
アラニンラセマーゼをコードする alr および dadX、グルタミン酸ラセマーゼをコードする
murI を破壊した MB3000 株を構築し、ここに Geobacillus stearothermophilus 由来の D-
アミノ酸アミノ基転移酵素(DAT)遺伝子の発現プラスミドを導入した。 

 
４．研究成果 

(1) 真核細胞型セリンラセマーゼの反応機構 
-水素を重水素化した L-[α-2H]Ser とラベルしていない L-[α-H]Ser を軽水中で細胞性
粘菌 SerR 反応させた。脱離反応の kcat 値について得られた基質同位体効果は 2.4 であっ
た。同様にして得た D-Ser の軽水中での脱離反応における基質同位体効果は 2.2 で、L-Ser
の場合とほぼ同様であった。一方、ラベルしていない基質を重水中および軽水中で反応さ
せた場合の脱離反応の kcat について得られた溶媒同位体効果は、L-Ser、D-Ser 場合いず
れも 1.79 と変わらなかった。このような基質同位体効果および溶媒同位体効果の一致は 
D-, L-Ser の脱離反応が同様の機構によって進行することを示唆している。 
 アミノ酸ラセマーゼ反応を重水中で行った場合、生成物アミノ酸の-水素が重水素と交
換することが知られている。SerR が D-Ser の脱離反応を直接には触媒せず、ラセミ化によ
ってL-Serとなった後に脱離反応を受けると仮定した場合、重水中で進行するD-[α-H]Ser
の脱離反応の基質はL-[α-2H]Serとなる。重水中で行ったD-[α-H]Serの脱離反応のkcat
値は 0.47 s−1で、この値は L-[α-2H]serine を重水中で SerR と反応させた際の kcat 値、
0.63 s−1 に近かった。ただし上記仮定のもとでこれらの数値が一致するためには基質濃度
が同程度である必要がある。すなわち、ほぼ全ての D-[α-H]Ser が反応開始後速やかにラ
セミ化され L-[α-2H]Ser となる必要がある。重水中でのラセミ化反応の速度を測定したと
ころ、基質の 10〜20％消失した時点、すなわち脱離反応が進行した時点で、ラセミ化反応
の産物である立体化学が反転した Ser は得られず、重水中でのラセミ化速度は脱離反応の
速度に比べて極めて遅いものと考えられた。以上の結果から、SerR は D-Ser の脱離反応を
直接触媒するものと結論された。 
 粘菌およびマウスの SerR と L-Thr、L-allo-Thr、D-Thr および D-allo-Thr を反応させ
た場合、いずれの酵素においても L-Thr (2S, 3R)および D-allo-Thr (2R, 3R)に対する触
媒効率（kcat/Km）が D-Thr (2R, 3S)および L-allo-Thr (2S, 3S)に対するよりも 50〜250
倍程度が大きかった。この結果から SerR は Thr の脱離反応において、3 位の立体化学を
認識するものと考えられた。 

 
 (2)ブナシメジに見出した新奇 D-アミノ酸の同定と役割 
食用キノコを含む９種類のキノコ(エノキ、ヒラタケ、マイタケ、ハナビラタケ、ヤコウ
タケ、ワサビタケ、ブナシメジ、エリンギ、ナメコ)の菌糸および子実体中のアミノ酸分
析の過程で、ブナシメジ（Hypsizygus marmoreus）に未知のアミノ酸(X)が高濃度で存在
することが見出された。Xは D−アミノ酸オキシダーゼおよび D-アミノ酸トランスアミナー
ゼ(DAAT)と反応したことから D-アミノ酸であると考えられた。X の HPLC による分析、陽
イオン・陰イオン交換カラムからの溶出パターンなどから、X は Ser や Thr と類似した構



造的特徴を有することが示唆された。さらに Xが Dsd1p と反応しケト酸を生成したことか
ら、Xはβ位にヒドロキシ基を有する可能性が示唆された。Dsd1p 反応で生成したケト酸
を、D-Glu 存在下で DAAT とインキュベートしたところ D-ホモセリンが生成したため、Xは
β 位と γ 位にそれぞれヒドロキシ基を有する D-2-amino-3,4-dihydroxybutanoic acid 
(D-4-ヒドロキシトレオニン) であると推測した。X を 6-aminoquinolyl-N-hydroxy- 
succinimidyl carbamate（AQC）により誘導体化し、逆相 HPLC によって精製後、ESI-MS で
解析した結果、m/Z 306 のピークが得られ、X はヒドロキシトレオニンであることが確か
められた。次に X の C位の立体化学を明らかにするため、標品となる(2S, 3S)-4-ヒドロ
キシトレオニンを、L-Thr に L-Thr hydroxylase を作用させることにより合成した。また
これにアミノ酸ラセマーゼを作用させ、(2R, 3S) 4-ヒドロキシトレオニンを得た。(2S, 
3S)-4-ヒドロキシトレオニンと(2R, 3S) 4-ヒドロキシトレオニンの HPLC での溶出位置の
比較から、Xは(2R, 3S) 4-ヒドロキシトレオニンであると同定された。ブナシメジの分化
過程での X の消長を検討したところ、X の大部分はブナシメジの子実体に存在すること、
また未成熟子実体形成期から出現し、成熟子実体形成期に最大量（子実体1 gあたり1.3 mg ）
となることが明らかとなった。 

 
(3) 腎疾患マーカーとしてのヒト尿中 D-Ser  
20 名の健常者から提供された尿中のアミノ酸のうち D-Asp、D-Ser、L-Asp、L-Ser、L-Glu, 
L-Asn、L-Glu、L-His、L-Thr、Gly、L-Arg、L-Ala について定量した。尿中クレアチニン
値に対する各アミノ酸値をプロットしたところ、尿中 D-Ser 濃度とクレアチニン濃度に強
い正の相関（r = 0.879）が認められた。一方， L-Ser 濃度とクレアチニン濃度には相関
を認められなかった（r = 0.471）．健常者の尿中 D-Ser/クレアチニンについて，日内変動
ならびに日間変動を調べたところ、いずれも変動は極めて少なく、値が一定（中央値、112.8 
nmol/mg creatinine）になる傾向が認められた。これに対して、L-Ser/クレアチニン比の
日内変動は大きかった。一方、秋田大学より提供された 65 人の腎障害患者（Age years: 68
±12, eGFR: 65.3±30.6 ml/min/1.73m2，mean±SD）の尿中 D-セリン動態を調べたところ、
健常者の尿に比べて低値（中央値、77.1 nmol/mg）を示す傾向が見られた。一方，L-セリ
ン/クレアチニン値については，腎障害患者と健常者で差は認められなかった。以上の結
果から、尿中 D-Ser/クレアチニン比が腎臓疾患マーカーとなる可能性が示唆された。 

 
(4) E. coli を用いた新奇 D—アミノ酸生合成酵素遺伝子のスクリーニング系の構築 
murI、alrおよびdadXを欠損した大腸菌MB3000株は、予想どおりその生育にD-GluとD-Alaを
要求した。ここに様々なD-アミノ酸と-ケト酸の間のアミノ基転移反応を触媒するDAATの
遺伝子を導入することで、菌体内で何らかのD-アミノ酸生合成酵素が発現した場合にD- 
Glu、D-Ala 要求性が相補される菌株の作出が期待された。しかし、野生型 DAAT を導入し
た MB3000 株は D-アミノ酸非添加培地においても生育した。この原因は、DAAT が有するリ
ン酸イオン依存性の微弱なセリンラセマーゼ活性にあることを見出した。そこで活性部位
近傍に点変異を導入した DAAT を用いたところ、D-アミノ酸添加培地でのみ生育する D-ア
ミノ酸要求株が得られた。同株は、その生育にD-GluとD-Alaのどちらか一方、またD-Ser、
D-Asp、D-Cys、D-Met、D-Asn などの D-アミノ酸を要求した。得られたこの D-アミノ酸要
求株に既知のアミノ酸ラセマーゼ遺伝子を発現させたところ、D-アミノ酸非添加培地にお
ける生育が確認された。この D-アミノ酸要求株を用いることで、D-アミノ酸合成酵素の活
性検出や遺伝子クローニングが可能であると考えられた。しかしより効率的なスクリーニ
ング系の構築のためには、現在プラスミド上で発現させている DAAT の遺伝子を E. col の
染色体に組み込むなどの改良が必要であると考えられた。 
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