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研究成果の概要（和文）：D-アスパラギン酸(D-Asp)の合成酵素(ほ乳類Aspラセマーゼ)の同定を目的に研究を行った。
候補遺伝子の組換えタンパク質を大腸菌体内で調製しようとしたが、試みた全ての条件で不溶性タンパク質となり困難
を極めた。そこで、small interfering RNA(siRNA)により候補遺伝子の発現を抑制したとき、D-Asp生成が影響される
かどうかを解析して遺伝子の特定を行うことにした。米国のグループが報告した遺伝子(Got1l1)について解析したとこ
ろ、その発現抑制は、D-Aspを合成している培養細胞株のD-Asp生成に影響を与えなかった。本遺伝子はD-Asp合成には
関与しないと結論した。

研究成果の概要（英文）：The identification of D-aspartate (D-Asp) synthesizing enzyme, mammalian Asp 
racemase was conducted. All trials were unsuccessful to prepare the recombinant proteins with the 
candidate genes in E. coli cells, since the proteins were all recovered in the insoluble fractions. 
Therefore, the issue was addressed whether the D-Asp synthesis was influenced by small interference RNA 
(siRNA) of the candidate genes. The suppression of a gene (Got1l1), a candidate gene reported by an 
American research group had no influence on the production of D-Asp in the cultured mammalian cells those 
can synthesize D-Asp. The gene Got1l1 is presumably uninvolved in the biosynthesis of D-Asp in the 
mammalian cells.

研究分野： 生物系薬学
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１. 研究開始当初の背景 
 高等動物体内にはD型アミノ酸を機能分子
とするバイオシステムが存在することが、広
く認められるようになっていた。特に、D-ア
スパラギン酸（D-Asp）は、神経内分泌・内
分泌系においてホルモンの生成と分泌の調
節に関与すると考えられており、D-Asp を取
り巻く細胞内の分子的装置、例えば、細胞外
放出や分解、細胞内取り込みなどに関する研
究は大きく進展していたが、その一方で、生
合成に関してはほとんど明らかになってい
なかった。          
２．研究の目的 
 研究開始当時、ほ乳類に D-セリン（D-Ser）
の合成を担うラセマーゼが見出されていた
こと、下等動物（アカガイ）から特異的な
Asp ラセマーゼがクローニングされ、Ser ラセ
マーゼと同じファミリーに属することなど
が明らかにされていたことから、我々は Asp
ラセマーゼがその生合成を担っていると想
定していた。そこで、D-Asp の生合成を担う
と思われるAspラセマーゼ遺伝子の同定を行
うことを目的とした。 
３．研究の方法 
 Asp ラセマーゼ遺伝子の同定を行うにあた
り、Ser ラセマーゼと相同性の高い候補クロ
ーンを選別し、１）その組換えタンパク質を
調製して解析を行うというアプローチを設
定した。一方、①活性発現に翻訳後修飾が
必須である場合や、②複数の合成系路が関
与している場合、③複数のタンパク質の物
理的会合が活性発現に必要である場合など
では、このアプローチによりラセマーゼを
同定することは難しい。そこで、補完的な
アプローチとして、２）我々が開発した
HPLC システムを用いて、ヒト（およびげっ
歯類）の培養細胞株の中から、D-Asp 合成能
を有する細胞株を特定し、①候補遺伝子の発
現量とD-Asp含量の相関関係を解析して合成
酵素関連遺伝子としての可能性を明らかに
し、②small interfering RNA（siRNA）により
候補遺伝子の発現を抑制（knock down）した
ときに、D-Asp 含量がどのように変化するか
を解析してD-Asp合成に関与する遺伝子を特
定するというアプローチを設定した。 
４．研究成果 
１）組換えタンパク質を用いる解析 
 Ser ラセマーゼと相同性の高い候補クロー
ンを数種類選別して、大腸菌内で組換えタン
パク質を発現させたところ、試みた全ての条
件（培養温度、培養時間、発現誘導剤濃度、
D, L-Asp の添加の有無などを変えた 30 通り

の条件）で、組換えタンパク質は不溶性画分
に回収され、解析が困難であった。そこで、
不溶性タンパク質の可溶化と再生を試みた。
可溶化剤として塩酸グアニジンを、また、一
次透析液中の可溶化剤として種々の濃度の
尿素、アルギニン、Triton X-100、NaCl など
を用いて検討したが、いずれの条件でも酵素
活性は検出されなかった。組換えタンパク質
の不溶化はそのタンパク質固有の性質によ
る場合が多いため、本アプローチによる解析
は困難と考えられた。 

２）D-Asp 合成能を有する培養細胞株の特定
とそれを用いた解析 
 我々が開発した HPLC システムを用いて、
種々の細胞株（ラット由来 3種類、ヒト由来
6 種類）において D-Asp を検出した（ラット
の結果を表１に示す）。さらに詳しい定量に
より、そのうちの少なくとも 2種（ラット由
来 1種類、ヒト由来 1種類）が D-Asp 合成能
を有することを確認した（ラット由来細胞の
結果のみを図１に示す）。すなわち、細胞培
養の時間経過とともに、細胞内と培地中に存
在するD-Aspの量が時間依存的に増加するこ
とから、細胞が D-Asp を生合成すると結論さ
れた。培養中には、外からシャーレに D-Asp
が加えられていないからである。これらの結
果を基に、候補遺伝子の発現量と D-Asp 含量
との相関関係を解析した(図２)。候補遺伝子
として、アメリカのグループが Asp ラセマー
ゼとして報告したクローン（Got1l1）を取り
上げた。また、D-Asp の分解酵素である D-Asp



オキシダーゼ（DDO）の発現量も測定し比較
した。その結果、分解酵素（DDO）の発現量
を考慮しても、Got1l1 と D-Asp 含量には全く
相関関係が認められなかった（ラット由来の
培養細胞の結果を図２に示すが、同様の結果
はヒト由来の培養細胞でも認められた）。す

なわち、この遺伝子は D-Asp の生合成とは関
連が弱いことが示唆された。 
 次に、small interfering RNA（siRNA）によ
りこの遺伝子の発現を抑制（knock down）し
たときに、D-Asp 含量がどのように影響され
るかを解析した（図３）。上記のように D-Asp
の合成能を有することを確認したラット由
来細胞株から、この遺伝子の siRNA（配列の
異なる２種類、si-1 と si-2）を恒常的に発現
す る 安 定 発 現 株 を ４ 種 類 単 離 し た
（GH3si-1-20、-21 および GH3si-2-10、-11）。
また、その塩基配列をスクランブルしたもの
を対照として用いた。これらの細胞の培養に
あたって、細胞内および培地中に含まれる
D-Asp と L-Asp の量を定量し、knock down の
影響を解析した。その結果、単離した全ての
安定発現株で D-Asp の総量（細胞内と培地中
の合計量）は減少せず、むしろ増加傾向が認
められた。ある細胞株では、L-Asp の総量は
減少していた。以上の結果は、Asp ラセマー
ゼとして報告された Got1l1 は、ラット細胞株
のD-Aspの合成には関与していないことが強
く示唆された。Got1l1 は、マウス、ラット及
びヒトの間で保存されてはいるが、D-Asp の
生合成には関与していないのではないかと
結論された。 
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