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研究成果の概要（和文）：ラット唾液腺中に複数のD-アミノ酸（D-Ser、D-Ala、D-Asp）が存在すること、および光学
異性化酵素であるセリンラセマーゼと、D-アミノ酸分解酵素であるD-アミノ酸酸化酵素(DAO: D-Amino acid Oxidase）
のmRNAがそれぞれ大脳皮質と小脳と同程度に発現していることを明らかにした。さらに、DAO欠損マウスは野生型に比
べてピロカルピン刺激時の唾液分泌レベルが２～３倍高いこと、経口投与されたD-Serが野生型マウスの唾液分泌量を
亢進することを明らかにした。唾液腺にはD-Serがコアゴニストとして結合するNMDA型グルタミン酸受容体サブユニッ
トの発現がみとめられた。

研究成果の概要（英文）：Squamous cell cancers in head and neck are known to be sensitive to irradiation. 
Patients may have oral-sequelae to radiation include mucositis and salivary glands dysfunction. Some 
groups have shown protective effects of D-methionine, the dextro-isomer of the common amino acid 
L-methionine, against oxidative stress. To evaluate if D-methionine can prevent oral mucositis and 
salivary glands dysfunction resulting from x-ray irradiation or carbon ion beam during treatment for the 
head and neck cancers. D-methionine can prevent irradiation-induced oral mucositis or salivary glands 
dysfunction in mice and may be useful clinically to prevent such oral mucositis or xerostomia in head and 
neck cancer patients.

研究分野： 薬理学
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１．研究開始当初の背景 
1) L 体アミノ酸は放射線防護薬として十分
な効果が得られない 
 含硫アミノ酸を使った放射線防護剤研究
は長い歴史を持つ。半世紀以上前にチオール
を有する含硫アミノ酸のシステアミンやア
ミフォスチンが開発された。しかし、いずれ
も強い有害作用があり、広く放射線防護剤と
して臨床で使われるには至っていない。L 体
メチオニンは含硫アミノ酸の一つで、生体内
ではメチル基供与体として重要な役割を担
う必須アミノ酸である。L 体メチオニンはフ
リーラジカルスカベンジャーとして活性酸
素種を中和するとともに、生体内抗酸化物質
である還元型グルタチオン(GSH)の合成基質
として GSH の生合成を亢進する。1970 年代
L 体メチオニンを放射線防護薬とする試みが
行われたが、効果が得られなかった。 
2) D 体メチオニンは放射線照射による唾液
腺機能障害・口腔粘膜障害を防護する 
 アミノ酸には光学異性体のD体とL体があ
る。ほ乳類の D 体アミノ酸は L 体アミノ酸に
比べて存在量が極めて少ない。D 体アミノ酸
は L 体アミノ酸とは異なる代謝過程を有し、
増強した生物学的利用能を持つことが知ら
れている。申請者は米国 National Insitute of 
Health (NIH)/National Institute of Dental 
and Craniofacial Research(NIDCR)におい
て C3H/Ne マウスに D 体あるいは L 体メチ
オニンを経口投与後、X 線 8Gy を 5 日間分割
照射した結果、L 体メチオニン投与群では舌
の潰瘍を抑制しなかったが、D 体メチオニン
投与群においてのみ有意に舌の潰瘍を抑制
す る こ と を 明 ら か に し た  (Cotrim, 
Yoshikawa, et al, Int.J. Rad. Oncol. Biol. 
Physics, 2012)。 
 
3)L 体メチオニンは唾液腺および口腔粘膜に
生理的集積する 
 11C 標識 L 体メチオニンを用いたヒトの
PET/CT像においてL体メチオニンは口腔粘
膜および唾液腺に生理的に集積することが
知られている。 
4) D 体メチオニンの代謝 
 (D 体メチオニン→L 体メチオニン) 
 D 体メチオニンは D アミノ酸酸化酵素
(DAO)によりαケト酸を経由してL体メチオ
ニンに代謝される。また、腫瘍細胞では DAO
活性が極めて低いことが報告されている。従
って、大量に D 体メチオニンを投与した場合
でも腫瘍の増殖を促進しないと考えられる。 
 
以上の先行研究から、申請者は D 体アミノ酸
の特異的な代謝系が D 体メチオニンに特異
的な防護効果を与えているのではないかと
の仮説に至った。すなわち、L 体メチオニン
に比べて D 体メチオニンは生物学的半減期、
滞留時間が長いことなどがその効果を増強
していると考えた。しかし、現時点では、唾
液腺での D 体メチオニンの動態、ならびに放

射線照射による唾液腺機能障害の発現機構
との関連については不明である。 
 
２．研究の目的 
放射線は頭頸部癌治療に広く用いられるが
口腔乾燥症と口腔粘膜障害が高頻度に発生
するため患者 QOL を低下させる。アミフォ
スチンなどのL体含硫アミノ酸は防護薬とし
て古くから開発されてきたが、有害作用が強
いため臨床ではほとんど使用されない。申請
者はこれまでに D 体メチオニンが放射線照
射による口腔粘膜障害に防護効果を持ちL体
含硫アミノ酸にみられる有害作用が無いこ
とを明らかにした。D 体アミノ酸は L 体アミ
ノ酸とは異なる代謝過程を持つことが知ら
れている。本研究計画では放射線による D ア
ミノ酸代謝関連遺伝子変異動物を用いて D
体メチオニンの放射線防護効果の機構を明
らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
1) DAAO欠損マウスの放射線照射による唾液

腺機能障害と生理的、生化学的解析 
DAAO欠損マウスにD体メチオニンを経口投与
後に、頭頸部に動物研究用 X 線照射装置
(MRB-1520R3, 日立製作所, 150kV, 20mA)頭
頸部および腫瘍移植部位に分割照射(6 
Gy/day, Total 30Gy)あるいは単回照射(15 
Gy)する。初回 X 線照射から 21 日後に
Pirocarpine(50mg/kg)刺激による唾液を回
収し唾液腺機能の評価解析を行う。唾液腺を
摘出し、顕微鏡下で組織学的に解析する。D
体メチオニンは通常生体内(唾液腺)では存
在しないことを予備実験で確認している。D
体メチオニンの検出は申請者らが考案した
HPLC 法で行う。すなわち、唾液腺を摘出しア
ミノ酸をトリクロロ酢酸で抽出し、OPA 試薬
などにより蛍光誘導体化反応を行う。
Nova-Pak C18 (3.9 mm i.d. X 300 mm：Waters
社)により D体、L体アミノ酸を分離し、検出
には 530 nm の蛍光発光 (励起波長 470 nm)
を用いる)。また、D体メチオニン投与後の唾
液腺における活性酸素種(ヒドロキシラジカ
ル、一重項酸素、過酸化水素)に対する抗酸
化能を L−バンド ESR 分光装置(JES FA200, 日
本光電)により不均衡化反応速度定数を解析
し、抗酸化能を評価する。 
2) DAAOノックダウンマウスの放射線照射に

よる唾液腺機能障害と生理的、生化学的
解析 

耳下腺に DAAO siRNA とナノバブルリポソー
ムを逆行性に注入し、ソノポレーション
(Sonitron 2000V; 1MHz, 0.5-4.0W cm-2; 
Exposure time 2 min, Duty cycle 50%)によ
り siRNA を細胞内に導入し、DAAO ノックダウ
ンマウスを作出する。条件は、予備実験によ
り決定済みである。本モデルマウスに放射線
照射した後に2)と同様にD-,L-メチオニン代
謝関連、酸化ストレスの関連分子群への影響、
唾液腺機能解析を行う。 



 
４．研究成果 
1) ラット 3 大唾液腺におけるアミノ酸プロ
ファイル 
ラットの大唾液腺には複数の D-アミノ酸
（D-Ala、D-Asp、D-Ser）が存在することを
明らかにした。 
2) D-アミノ酸関連遺伝子発現 
光学異性化酵素(Serine racemase; Srr)や代
謝(DAO)に関与する酵素の遺伝子発現がそれ
ぞれ大脳皮質と小脳と同程度に認められる
こと、および NMDA 受容体サブユニット
(NR1,NR2D)が大脳と同程度に発現している
ことを明らかにした。 
3) 放射線照射による唾液腺障害モデル野生

型マウスを用いた実験 
C3H/HeN 系雌性マウスに x 線あるいは重粒子
線を照射した唾液腺障害モデルを用いて、D
メチオニンが唾液分泌障害を防護すること
を明らかにした。 
4) DAO 欠損マウス 
DAO 欠損マウスは野生型に比べて副交感神経
刺激時の唾液分泌レベルが２～３倍高いこ
と、経口投与された D-Ser が野生型マウスの
唾液分泌量を亢進した。 
5) 正常ラット顎下腺に灌流実験 
唾液腺にはD-Serがコアゴニストとして結合
する NMDA 型グルタミン酸受容体サブユニッ
トの発現も確認されており、D-Ser を L-グル
タミン酸とともに正常ラット顎下腺に灌流
すると唾液分泌促進効果が観察された。 
6) D-メチオニンの抗酸化能、還元能 
ヒドロキシラジカルに対する D-メチオニン
(9.24e-9 L/mol/sec)および L-メチオニン
(1.34e-10 L/mol/sec) の 抗 酸 化 能 （ OH 
cancelation）は DMSO に比べてやや大きい程
度であり、還元能（decay constant）は小さ
かった。D-Met と L-Met との間に差がないこ
とから、放射線による障害からの防護効果は
抗酸化能、還元能以外の機序であると考得ら
れた。 
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