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研究成果の概要（和文）：近年様々な動物に遊離型のD-アミノ酸が存在することが報告され，それらが生理機能をもつ
ことが明らかになってきた。一方で，動物での遊離型D-アミノ酸の広範囲な分布とは異なり，D-アミノ酸の合成酵素で
あるアミノ酸ラセマーゼは，限られた生物種でしか発見されていなかった。我々は，アミノ酸ラセマーゼも動物界に広
く分布して存在するのではないかと考え，その遺伝子の探索を進めた。その結果，セリンラセマーゼ，またはアスパラ
ギン酸ラセマーゼが動物界に広く存在していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Free D-amino acids are widely distributed in living organisms, from bacteria to 
mammals, and play a key role in specific physiological functions. In invertebrates, D-Ser, D-Asp, D-Ala 
and D-Arg have been found in various phyla species, and play important physiological roles. In contrast 
to the wide distribution of D-amino acids, amino acid racemase genes have been identified in few 
invertebrate species. We searched the nucleotide, EST, and SRA databases, and found 11 serine racemase 
homologous genes from eight invertebrate phyla species. The cloned genes were identified based on their 
maximum activity as serine racemase (SerR) and aspartate racemase (AspR). Our results revealed that SerR 
and AspR are more widely distributed among invertebrates than previously thought.

研究分野： 比較生化学
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１．研究開始当初の背景 
この 10 年間，D-アミノ酸関連の研究は急

速に発展し，多くの研究者による研究が進ん
でいる。特に多くの動物門の生物の生体内に
遊離の D-セリン，D-アスパラギン酸，D-ア
ラニン，D-グルタミン酸，D-アルギニンなど
が高濃度で存在することが明らかとなって
きた。そしてそれらが様々な生理機能をもつ
ことも報告されている。例えば，D-セリンは，
記憶や学習等に関与する N-メチル-D-アスパ
ラギン酸（NMDA）型グルタミン酸受容体の
コアゴニストとして脳機能の調節に重要な
役割を果たしている。また，遊離型の D-アス
パラギン酸は，哺乳類の脳，網膜，松果体，
下垂体，副腎，精巣に高濃度で存在すること
が報告され，これらの組織において，メラト
ニン合成の抑制，プロラクチン分泌の促進，
バソプレシンおよびオキシトシンの産生調
節，テストステロン産生の亢進といった生理
活性を示すことが知られている。さらに，遊
離の D-アラニンは海産の無脊椎動物に高濃
度で存在しており，その機能が浸透圧調節で
あると考えられている。また，報告者は環形
動物のケヤリに高濃度で遊離の D-アルギニ
ンが存在することを発見した。さらに，D-ア
ルギニンと ATP から D-アルギニンリン酸を
合成する酵素が存在することを発見し，D-ア
ルギニンの生理機能が ATP のリン酸基の貯
蔵源であることを示した。 
しかしながら，それらの D-アミノ酸を合成

する酵素であるアミノ酸ラセマーゼは限ら
れた生物種でしか見つかっていなかった。動
物に存在するアミノ酸ラセマーゼとしては，
軟体動物のアカガイ及びアメフラシのアス
パラギン酸ラセマーゼ，節足動物のエビのア
ラニンラセマーゼ，哺乳類のセリンラセマー
ゼ遺伝子が単離されているのみであった。そ
れ以外の生物種においてもアミノ酸ラセマ
ーゼの存在が示唆されていたが，その遺伝子
の単離には至っていなかった。 

 
２．研究の目的 
本研究では様々な動物，特に既に D-アミノ

酸の存在が確認されている生物種から D-ア
ミノ酸の合成酵素であるアミノ酸ラセマー
ゼ遺伝子の単離を試みた。さらに，それらの
遺伝子のリコンビナント酵素を作製し，その
酵素機能の確認を行った。これによって，ア
ミノ酸ラセマーゼの動物界における分布と
その機能を明らかにすることを目的とした。
また，アミノ酸ラセマーゼ以外の D-アミノ酸
代謝酵素の探索も試みた。 
 
３．研究の方法 
(1)アミノ酸ラセマーゼ遺伝子の探索と単離 
 NCBI で公開されている様々な動物種につ
いての EST，SRA データ等をデータベースと
して，既知のアミノ酸ラセマーゼと相同性の
高い配列を BLAST 検索によって探索した。見
つかった多くの配列は短い断片配列であっ

たので，さらにこれらを組み合わせることで
完全長の遺伝子配列を得た。 
得られたアミノ酸ラセマーゼホモログ遺

伝子の塩基配列情報を元にプライマーを作
製し，生体から抽出した cDNA プールを鋳型
とした PCR 増幅によって，アミノ酸ラセマー
ゼホモログ遺伝子の単離を行った。また，生
物試料の入手が困難な生物種については，塩
基配列情報を元に，鋳型を必要としない人工
遺伝子合成手法によって，アミノ酸ラセマー
ゼホモロ遺伝子の合成を行った。 
 

(2)アミノ酸ラセマーゼ遺伝子の機能解析 
 前項で得られた複数のアミノ酸ラセマー
ゼホモログ遺伝子をpET30ベクターに組み込
み，大腸菌を用いたリコンビナント酵素発現
系を構築した。大量発現された His タグ融合
リコンビナント酵素は Ni-NTA 樹脂を利用し
精製した。精製したリコンビナント酵素を用
いて，19 種類の L-アミノ酸を基質とした時
のアミノ酸ラセマーゼ反応を測定した。反応
によって生じた L/D-アミノ酸の混合物をジ
アステレオマー化し，逆相 HPLC によって定
量することにより，アミノ酸ラセマーゼ活性
の反応速度を測定した。さらに，主たる基質
アミノ酸については，ラセマーゼ活性の酵素
活性パラメータの測定も行った。 
 
(3)アミノ酸ラセマーゼの系統解析 
得られたアミノ酸ラセマーゼホモログにつ
いて，そのアミノ酸配列をアライメントし，
分子系統樹を作製した。作製された分子系統
樹からアミノ酸ラセマーゼ遺伝子の進化に
ついて検討した。また，アミノ酸配列アライ
メント及び，立体構造予測から，アミノ酸ラ
セマーゼの基質認識部位の特定を進めた。 
(4)D-アミノ酸代謝酵素の探索 
 アミノ酸ラセマーゼ以外の D-アミノ酸を
基質とする酵素の探索を行った。特に，D-ア
ルギニンを基質として D-アルギニンリン酸
を合成することが知られている D-アルギニ
ンキナーゼのホモログ遺伝子を様々な生物
種から単離した。単離された遺伝子について
は，アミノ酸ラセマーゼホモログ遺伝子同様
に大腸菌による遺伝子発現系を構築し，リコ
ンビナント酵素の発現精製を行った。得られ
たリコンビナント酵素について，L及び D-ア
ルギニンに対する酵素活性を測定し，D-アル
ギニンを基質として利用できるかどうかを
確認した。 
 
４．研究成果 
(1)アミノ酸ラセマーゼ遺伝子の分布 
本研究によって，セリンラセマーゼまたは
アスパラギン酸ラセマーゼ遺伝子が刺胞
動物ハイマツミドリイシ，軟体動物マガキ，
節足動物ウシエビ，線形動物センチュウ，
扁形動物プラナリア，緩歩動物オニクマム
シ，環形動物ゴカイから単離された。そし
てそれらのリコンビナント酵素に，セリン



またはアスパラギン酸ラセマーゼ活性が
あることが確認された。これによって，こ
れまでに考えられてきたよりも広範囲の
動物種にアミノ酸ラセマーゼ遺伝子が存
在することが明らかとなった。また，単離
されたセリンラセマーゼとアスパラギン
酸ラセマーゼのアミノ酸配列を比較した
ところ，両者は共通の祖先遺伝子から進化
したことが示唆された。さらに，マガキ，
ハイマツミドリイシ，ウシエビにはアスパ
ラギン酸ラセマーゼとセリンラセマーゼ
の両方の遺伝子が存在していることが明
らかとなった。また，NCBI に登録されてい
たマガキの大規模なトランスクリプトー
ム解析データを利用して，セリンラセマー
ゼ及びアスパラギン酸ラセマーゼの発現
部位と時期を確認した。その結果，マガキ
のセリンラセマーゼは発生の初期段階か
ら常に発現しており，成体のどの組織にお
いても同程度発現しているが，アスパラギ
ン酸ラセマーゼは発生の後期段階から発
現が開始され，唇弁で特異的に発現してい
ることがわかった。 

 
(2)D-アルギニンキナーゼ遺伝子の探索 
環形動物のケヤリには通常生体内に存在
する L-アルギニンに加えて，D-アルギニン
をも基質として利用し，D-アルギニンリン
酸を合成可能な D-アルギニンキナーゼが
存在している。この酵素がケヤリ以外の生
物にも存在するかどうかを明らかにする
ため，無脊椎動物の様々な生物種からケヤ
リ・D-アルギニンキナーゼと相同性の高い
ホモログ遺伝子を単離し，その酵素機能を
確認した。しかしながら，ケヤリ以外から
単離された全てのホモログ遺伝子は L-ア
ルギニンのみを L-アルギニンリン酸へと
変える通常のアルギニンキナーゼ活性し
か示さなかった。このことより，ケヤリに
おいて報告されている D-アルギニンキナ
ーゼは他に例を見ない特殊な酵素である
ことが確認された。 
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