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研究成果の概要（和文）：　遊離の D-グルタミン酸（D-Glu）の合成活性を有する酵素として最近同定した、ラ
ット Glu ラセマーゼ（L-Glu と D-Glu の相互変換を触媒する酵素）を大腸菌で発現させて精製し、その酵素学
的性質・機能を解析した。また、哺乳類由来の培養細胞株を用いて、本酵素が細胞内および細胞外アミノ酸含量
に与える影響を解析した。
　本研究結果から、ラット Glu ラセマーゼが細胞内において D-Glu 合成酵素として機能していることが明らか
になった。また、L-セリンおよび L-スレオニンの脱水による分解反応を触媒する L-セリン/L-スレオニンデヒ
ドラターゼとしても機能していることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：　Previously, we first identified D-glutamate cyclase as its degradative 
enzyme in mammals, whereas its biosynthetic pathway in mammals is unclear. Glutamate racemase is a 
most probable candidate, which catalyzes interconversion between D-glutamate and L-glutamate. Here, 
we identified the cDNA encoding L-serine dehydratase-like (SDHL) as the first mammalian clone with 
glutamate racemase activity.
　Rat SDHL was expressed in Escherichia coli, and the enzymatic properties of the recombinant were 
characterized. The results indicated that rat SDHL is a multifunctional enzyme with glutamate 
racemase activity in addition to L-serine/L-threonine dehydratase activity. Further experiments 
using cultured mammalian cells confirmed that D-glutamate was synthesized and L-serine and 
L-threonine were decomposed. It was also found that SDHL contributes to homeostasis of several other
 amino acids.

研究分野： 分析科学 / 生化学 / 分子生物学

キーワード： グルタミン酸ラセマーゼ　D-グルタミン酸合成酵素　D-グルタミン酸　L-セリン/L-スレオニンデヒドラ
ターゼ　アミノ酸ラセマーゼ　アミノ酸デヒドラターゼ　D-アミノ酸　心臓

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　我々は以前に、生体内で D-グルタミン酸（D-Glu）を分解する酵素を同定し、この酵素の発現レベルが心不全
モデルマウスで低下していることなどを明らかにした。すなわち、哺乳類は D-Glu の合成および分解経路を備
えており、心機能に関連する新奇な生理活性物質として D-Glu を利用していると考えられる。
　本研究では、ラット Glu ラセマーゼ（L-Glu と D-Glu の相互変換を触媒する酵素）の酵素学的性質・機能の
ほか、種々のアミノ酸の細胞内および細胞外含量に与える影響を解析した。本研究成果は、心不全に至る分子機
構の解明や、心不全の予防薬の開発にもつながる可能性を秘めていると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 グリシン以外のアミノ酸には L-アミノ酸と D-アミノ酸の 2 種類の鏡像異性体がある。細菌な
どの下等生物を例外として「D-アミノ酸は生体内に存在しない」という従来の常識に反して、
最近ではヒトを含めた高等生物体内に D-アミノ酸が遊離型、あるいはペプチドまたはタンパク
質に結合した形で存在することが明らかにされている。特に遊離の D-セリン（D-Ser）と D-アス
パラギン酸（D-Asp）は、組織によっては L体に匹敵する濃度で存在し、神経伝達やホルモン合
成・分泌などを調節する新奇な生理活性物質として注目されている。 
 一方、細菌細胞壁ペプチドグリカンの構成因子の 1 つである遊離の D-グルタミン酸（D-Glu）
は、大豆といった食品中や腸内細菌に多量に含まれていることが知られている。また、ヒトを
含めた哺乳類においても比較的低レベルではあるが脳や心臓、肝臓および腎臓で見出されてい
る。我々は以前に、生体内で遊離の D-Glu を分解する唯一の酵素として、D-Glu を 5-オキソ-D-
プロリンと H2O に分解する反応を可逆的に触媒する D-Glu シクラーゼを同定し（図 1）、この酵
素の発現レベルが心不全モデルマウスで低下していることや、この酵素のノックアウトマウス
の心臓では D-Glu 含量が著しく増加することなどを明らかにした。すなわち、哺乳類は心機能
に関連する新奇な生理活性物質として D-Glu を利用していると考えられる。生体が D-Glu を新
奇な生理活性物質として利用し
ているのであれば、細胞内およ
び細胞外 D-Glu 含量を適切に調節
するための分子機構が存在する
ことが想定される。したがっ
て、分解酵素である D-Glu シクラ
ーゼのみならず、D-Glu の合成酵
素や分泌装置を細胞が備えてい
る可能性が高いと考えられた。 
 そこで、哺乳類に D-Glu 含量の調節機構が備わっているかどうかを解析するために、まず始
めに、哺乳類のデータベース上で D-Glu 合成酵素の探索を試みた。この際、哺乳類で見出され
ている唯一のアミノ酸ラセマーゼ（L-アミノ酸と D-アミノ酸の相互変換を触媒する酵素）であ
る Ser ラセマーゼが L-Ser デヒドラターゼ（L-Ser の脱水による分解反応を触媒する酵素）に相
同性を示すことから、哺乳類の
Glu ラセマーゼ（図 2）もこれら
の酵素と共通の祖先から進化し
た可能性を考慮して探索した。
その結果、L-Ser デヒドラターゼ
と相同性を示す機能未知の遺伝
子を発見し、この遺伝子産物が
in vitro で Glu ラセマーゼ活性を
示すことを見出した。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、遊離の D-Glu の合成活性を有する酵素として最近同定したラット Glu ラセ
マーゼの機能の詳細を解明することである。本酵素は哺乳類で初めて見出された Glu ラセマー
ゼであり、細菌で既に同定されている Glu ラセマーゼとは異なるファミリーに属する。本酵素
とは別に、上述したように我々は以前に、生体内でD-Gluを分解する唯一の酵素としてD-Gluシ
クラーゼを同定し、この酵素の発現レベルが心不全モデルマウスで低下していることや、この
酵素のノックアウトマウスの心臓では D-Glu 含量が著しく増加することなどを明らかにした。
すなわち、哺乳類は D-Glu の合成および分解経路を備えており、心機能に関連する新奇な生理
活性物質として D-Glu を利用していると考えられる。そこで本研究では、未だ有用な診断法や
治療法がない心臓病の治療分野の進展に貢献する研究として、生化学および分析科学的手法を
駆使し、ラット Glu ラセマーゼの酵素学的性質・機能のほか、種々のアミノ酸の細胞内および
細胞外含量に与える影響の解明に向けた研究を展開した。 
 
３．研究の方法 
（1）哺乳類 Glu ラセマーゼの酵素学的性質・機能の解析 
 我々は既に、ラット Glu ラセマーゼを大腸菌で発現させて精製する実験系を確立し、酵素標
品としてのラット組換え Glu ラセマーゼを調製済みであった。また、L-アミノ酸または D-アミ
ノ酸を基質に用いた酵素反応後、反応液中に含まれるアミノ酸をメタノールで抽出し、蛍光誘
導体化してから高速液体クロマトグラフィー（HPLC）で光学分割・検出することにより、ア
ミノ酸ラセマーゼ活性を（両方向の反応ともに）正確に測定する実験系を既に確立していた。



 

 

さらに、ラット Glu ラセマーゼと相同性を示す L-Ser デヒドラターゼを含め、種々のデヒドラタ
ーゼ活性を分光学的に測定する実験系も既に確立していた。そこで本研究では、これらの測定
系を用いて、ラット Glu ラセマーゼの酵素学的性質・機能の詳細を解析した。 
 
① Blue-Native PAGE（変性剤を用いずに、分子量に依存した分子ふるい効果でタンパク質を分

離する電気泳動法）により、本酵素のオリゴマー構造を決定した。 
② ラット Glu ラセマーゼと相同性を示す L-Ser デヒドラターゼは、ビタミン B6の補酵素型で

あるピリドキサール-5’-リン酸（PLP）を補酵素として要求することが知られている。これ
とは対照的に、細菌の Glu ラセマーゼは PLP を要求しない。そこで、PLP 酵素阻害剤であ
るアミノオキシ酢酸存在下でアミノ酸デヒドラターゼおよびラセマーゼ活性を測定し、本
酵素の PLP 要求性を解析した。 

③ 種々の金属イオンおよびヌクレオチド存在下でアミノ酸デヒドラターゼおよびラセマーゼ
活性を測定し、本酵素の補因子要求性を解析した。 

④ 様々な pH および温度でアミノ酸デヒドラターゼおよびラセマーゼ活性を測定し、本酵素の
至適 pH および至適温度を決定した。 

⑤ 種々のヒドロキシアミノ酸それぞれを基質に用いてデヒドラターゼ活性を測定し、本酵素
のデヒドラターゼ反応における基質特異性を決定した。また、種々のアミノ酸それぞれを
基質に用いてラセマーゼ活性を測定し、本酵素のラセマーゼ反応における基質特異性を決
定した。 

⑥ 基質となるアミノ酸の濃度を変動させて本酵素の初速度を測定し、各基質に対するミカエ
リス定数（Km）、分子活性（kcat）、および触媒効率（kcat/Km）を決定した。 

 
（2）哺乳類 Glu ラセマーゼの細胞内および細胞外アミノ酸含量に与える影響の解析 
 我々は既に、哺乳類由来培養細胞株の細胞内および培養上清中のアミノ酸を抽出し、蛍光誘
導体化してから HPLC で光学分割・検出することにより、その含量を正確に測定する実験系を
確立していた。そこで本研究では、この測定系を用いて、ラット Glu ラセマーゼの細胞内およ
び細胞外アミノ酸含量に与える影響を解析した。 
 
① ラット Glu ラセマーゼの cDNA 配列が、哺乳類細胞発現用ベクターにクローニングされた

プラスミドを構築した。引き続き、構築したプラスミドをヒト由来培養細胞株（293 細胞）
に導入し、薬剤選別後に形成された細胞のコロニーを単離することにより、本酵素を安定
的に高発現する細胞株（293-rSTDHgr-2）を樹立した。 

② 樹立した細胞を定法に従って一定期間培養し、1.5 × 106個の細胞を 6-well プレートの各 well
に播種した。翌日に培地を交換し、その 1 日後（Day 1）または 3 日後（Day 3）に細胞およ
び培養上清を回収した。この際、回収した細胞はすみやかに破砕した。引き続き、メタノ
ールを用いた除タンパク後、遠心減圧乾固した。その残渣に含まれるアミノ酸含量を、
HPLC を用いた分離・検出法により定量した。なお、空ベクターを 293 細胞に導入すること
により樹立した、薬剤耐性を獲得してはいるが、ラット Glu ラセマーゼは発現していない
細胞株（293/NEO）をコントロールとして用い、同様に解析した。 

 
４．研究成果 
（1）ラット Glu ラセマーゼのアミノ酸デヒドラターゼ活性 
① Blue-Native PAGE で解析したところ、22 kDa と 66 kDa のマーカータンパク質の間にバンド

が認められた。ラット組換え Glu ラセマーゼの推定分子量が 39110 Da であることから、本
酵素のオリゴマー構造はモノマーであることが示唆された。 

② ラット組換え Glu ラセマーゼの 10 mM L-Ser に対するデヒドラターゼ活性の比活性は 5.78 ± 
0.71 µmol/min/mg protein（平均値 ± 標準偏差、n = 3）であった。この活性は、1 mM アミノ
オキシ酢酸存在下でほぼ完全に消失した。すなわち、本酵素が PLP を補酵素として要求す
ることが示唆された。 

③ 二価陽イオンのキレーターである EDTA の酵素反応液への添加は、ラット組換え Glu ラセ
マーゼの L-Serデヒドラターゼ活性に影響を与えなかった（図 3）。また、試みた化合物のう
ち、NaCl、KCl、MgCl2、CaCl2、ATP、ADP、AMP、cAMP、MgCl2 + ATP、MgCl2 + ADP、
MgCl2 + AMP、および MgCl2 + cAMP の添加は影響を与えなかった。一方、MnCl2、FeCl2、
CoCl2、NiCl2、CuCl2、および ZnCl2 の添加は L-Ser デヒドラターゼ活性を有意に阻害した
（図 3）。これらの結果から、ラット Glu ラセマーゼは、その L-Ser デヒドラターゼ活性を発
揮するうえで、特定の金属イオンやヌクレオチドを要求しないことが示唆された。 

④ ラット組換え Glu ラセマーゼの L-Ser デヒドラターゼ反応における至適 pH は 9.0 であり、
至適温度は 45ºC であることが明らかになった。 

⑤ L-Ser、D-Ser、L-スレオニン（L-Thr）、D-Thr、L-threo-3-ヒドロキシアスパラギン酸、D, L-
threo-3-ヒドロキシアスパラギン酸、L-erythro-3-ヒドロキシアスパラギン酸、および D, L-5-
ヒドロキシリジンを基質に用いて、ラット組換え Glu ラセマーゼのデヒドラターゼ反応に
おける基質特異性を解析した。その結果、本酵素は D-Ser と L-Thr に対する活性も有してお



 

 

り、10 mM D-Ser および L-Thr それぞれに対する比活性は 0.0260 ± 0.0010 および 2.64 ± 0.10 
µmol/min/mg protein（平均値 ± 標準偏差、n = 3）であることが明らかになった。 

⑥ 基質として L-Ser、D-Ser、および L-Thr を用いて、ラット組換え Glu ラセマーゼのデヒドラ
ターゼ反応における動力学定数を決定したところ、Kmはそれぞれ 27.6 ± 1.2、21.3 ± 0.7、お
よび 6.13 ± 0.74 mM（平均値 ± 標準偏差、n = 3）であることが明らかになった。また、kcat
はそれぞれ 844 ± 102、3.28 ± 0.15、および 152 ± 24 min−1（平均値 ± 標準偏差、n = 3）であ
り、kcat/Kmはそれぞれ 30.6 ± 4.0、0.154 ± 0.006、および 25.1 ± 4.8 min−1 • mM−1（平均値 ± 
標準偏差、n = 3）であることが明らかになった。 
 

 
 
（2）ラット Glu ラセマーゼのアミノ酸ラセマーゼ活性 
① L-Glu、D-Glu、L-Asp、D-Asp、L-Ser、D-Ser、L-アラニン（L-Ala）、および D-Ala を基質に用

いて、ラット組換え Glu ラセマーゼのラセマーゼ反応における基質特異性を解析した。そ
の結果、本酵素が Glu ラセマーゼ活性を有しており、10 mM L-Glu および D-Glu それぞれに
対する比活性は 8.06 ± 1.49 および 3.89 ± 0.41 nmol/min/mg protein（平均値 ± 標準偏差、n = 
3）であることが明らかになった。また、本酵素が Asp ラセマーゼ、Ser ラセマーゼ、およ
び Ala ラセマーゼ活性は有していないことが明らかになった。 

② ラット組換え Glu ラセマーゼの L-Glu および D-Glu に対するラセマーゼ活性は、1 mM アミ
ノオキシ酢酸存在下でほぼ完全に消失した。すなわち、本酵素が PLP を補酵素として要求
することが示唆された。 

③ EDTA の酵素反応液への添加は、ラット組換え Glu ラセマーゼの Glu ラセマーゼ活性に影響
を与えなかった（図 3）。また、試みた化合物のうち、NaCl、KCl、MgCl2、CaCl2、ATP、
ADP、AMP、および MgCl2 + ATP の添加は影響を与えなかった。一方、MnCl2、FeCl2、
CuCl2、および ZnCl2の添加は Glu ラセマーゼ活性を有意に阻害した（図 3）。これらの結果
から、ラット Glu ラセマーゼは、その Glu ラセマーゼ活性を発揮するうえで、特定の金属
イオンやヌクレオチドを要求しないことが示唆された。 

④ ラット組換え Glu ラセマーゼの Glu ラセマーゼ反応における至適 pH は 8.0 であり、至適温
度は 45ºC であることが明らかになった。 

⑤ 基質として L-Glu および D-Glu を用いて、ラット組換え Glu ラセマーゼのラセマーゼ反応に
おける動力学定数を決定したところ、Kmはそれぞれ 111 ± 22 および 147 ± 30 mM（平均値 
± 標準偏差、n = 3）であることが明らかになった。また、kcatはそれぞれ 3.71 ± 0.17 および
3.18 ± 0.50 min−1（平均値 ± 標準偏差、n = 3）であり、kcat/Kmはそれぞれ 0.0343 ± 0.0071 お
よび 0.0218 ± 0.0010 min−1 • mM−1（平均値 ± 標準偏差、n = 3）であることが明らかになっ
た。 

 
（3）ラット Glu ラセマーゼの発現が細胞内および培養上清中アミノ酸含量に与える影響 
① ラット Glu ラセマーゼを安定的に高発現する細胞株である 293-rSTDHgr-2、およびコントロ

ールとしての細胞株である 293/NEO を用いて細胞増殖の速度を解析した。その結果、ラッ
ト Glu ラセマーゼの発現は細胞増殖に影響を与えないことが明らかになった。 



 

 

② 293-rSTDHgr-2 の D-Glu 含量に関して、293/NEO と比較し、Day 1 では、細胞内含量が有意
に上昇し、培養上清中含量に有意差は認められず、培養系全体の含量は有意に上昇してい
た（図 4）。また、Day 3では、細胞内含量に有意差はないが上昇の傾向があり、培養上清中
含量が有意に上昇し、培養系全体の含量は有意に上昇していた。これらの結果から、ラッ
ト Glu ラセマーゼが実際の細胞内において D-Glu の合成酵素（Glu ラセマーゼ）として機能
していることが示唆された。 

③ 293-rSTDHgr-2 の D-Ser 含量に関して、293/NEO と比較し、Day 1 と Day 3 ともに、細胞内、
培養上清中、および培養系全体の含量に有意差は認められなかった（図 4）。これらの結果
から、ラット Glu ラセマーゼが実際の細胞内において D-Ser の分解酵素（D-Ser デヒドラタ
ーゼ）としては機能していないことが示唆された。 

④ 293-rSTDHgr-2 の L-Ser 含量に関して、293/NEO と比較し、Day 1 では、細胞内含量に有意
差はないが培養上清中含量が有意に低下しており、培養系全体の含量が有意に低下してい
た（図 4）。また、Day 3では、細胞内含量が有意に上昇している一方で、培養上清中含量が
有意に低下しており、培養系全体の含量が有意に低下していた。これらの結果から、ラッ
ト Glu ラセマーゼが実際の細胞内において L-Ser の分解酵素（L-Ser デヒドラターゼ）とし
て機能していることが示唆された。 

⑤ 293-rSTDHgr-2 の L-Thr 含量に関して、293/NEO と比較し、Day 1 では、細胞内含量、培養
上清中含量、および培養系全体の含量ともに有意差は認められなかった（図 4）。一方、
Day 3 では、細胞内含量に有意差は認められず、培養上清中含量が有意に低下しており、培
養系全体の含量が有意に低下していた。これらの結果から、ラット Glu ラセマーゼが実際
の細胞内において L-Thr の分解酵素（L-Thr デヒドラターゼ）として機能していることが示
唆された。 
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