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研究成果の概要（和文）：クルマエビの雄の生殖腺に存在するD-グルタミン酸の生理機能を明らかにするために、生殖
腺を精巣、輸精管および生殖口に分けてD-グルタミン酸の分布を測定したところ、全ての組織にD-グルタミン酸は検出
されたが、特に輸精管では全グルタミン酸の80%をD体が占めていた。さらに、動物組織で初めてグルタミン酸ラセマー
ゼ活性が検出されたことから、クルマエビに存在するD-グルタミン酸の生合成経路が明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：D-Glutamate was specifically detected in male genital tissue of kuruma prawn 
Marsupenaeus japonicus. To reveal the physiological functions of D-glutamate, the distribution of 
D-glutamate was examined on these tissues of the prawn. D-Glutamate was found in the testis, vas 
deferens, and male genital aperture, respectively. The ratio of D-glutamate to total glutamate was over 
80% in vas deferens. Moreover, the activity of glutamate racemase which catalyzes the interconversion of 
D- and L-glutamate was detected in these tissues. Thus, D-glutamate in the prawn is biosynthesized by 
glutamate racemase.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景 
  

D-アミノ酸は、細菌類の細胞壁を構成する
ペプチドグリカンの必須成分であり、D-アラ
ニンの生合成酵素であるアラニンラセマー
ゼは抗生物質のターゲットとみなされ、古く
から盛んに研究が行われてきている。一方、
動物には D-アミノ酸は存在しないものと考
えられてきていたが、近年の分析技術の向上
にともない、無脊椎動物から哺乳類に至るま
で広く存在していることが明らかになって
いる。 
特に水生無脊椎動物では、諸組織中に多量
の遊離 D-アラニンが存在しており、これはア
ラニンラセマーゼによって生合成されてい
ることが明らかとなっている。申請者はクル
マエビから動物では初めてアラニンラセマ
ーゼをコードする cDNA のクローニングに
成功し、演繹アミノ酸配列を決定した。さら
に、クルマエビの全ての組織における D-アミ
ノ酸の分布を明らかにしたところ、オスの生
殖腺においてのみ、D-グルタミン酸が存在す
ることを発見し、全グルタミン酸に占める D
体の割合は、53%と L体を上回る高い値を示
した。これまで、動物組織においてこのよう
な多量の D-グルタミン酸が検出された例は
なく、クルマエビの各組織に存在する D-アラ
ニンが全アラニンに占める割合を優に越え
ていることから、D-グルタミン酸はクルマエ
ビの精巣で生合成され、生殖組織に重要な役
割を果たしているものと考えられた。 
そこで本研究では、クルマエビの雄の生殖
腺に存在する代謝産物を網羅的に解析し、そ
の生合成経路を明らかにすることで、D-グル
タミン酸の蓄積メカニズムおよび生理機能
を解明することとした。 

 
２．研究の目的 
 
 クルマエビの雄の生殖腺に存在する D-グ
ルタミン酸の生理機能を解明するために、各
生殖組織における D-グルタミン酸の分布を
明らかにする。また、クルマエビを高塩濃度
海水に順応させると、数種の組織では D-アラ
ニンの増加が認められる。そこで、高塩濃度
海水に順応させた際の各生殖組織における
D-グルタミン酸含量の変動を明らかにする
とともに、メタボロームおよびプロテオーム
解析により高浸透圧環境下におけるクルマ
エビ生殖腺の代謝応答機構を明らかにする。 
 さらに、D-グルタミン酸は、他の動物では
ほとんど検出されておらず、D-グルタミン酸
の生合成酵素の存在も、真核生物では明らか
にされていない。そこで、クルマエビの生殖
腺を用いて D-グルタミン酸生合成酵素活性
を測定することで、D-グルタミン酸生合成酵
素を同定し、酵素の性質および機能解析を通
じて D-グルタミン酸の生合成機構を明らか
にする。 
 

３．研究の方法 
 
(1)クルマエビ各生殖組織における D-グルタ
ミン酸の分布および代謝産物の網羅的解析 
 
①．クルマエビの雄の生殖腺を精巣、精管お
よび生殖口に分け、D-グルタミン酸の分布を
明らかにするとともに、成熟過程における D-
グルタミン酸含量を測定する。さらに、交尾
後の雌の生殖補助器には雄由来の精包が貯
蔵されているため、交尾前後の雌の生殖補助
器における D-グルタミン酸含量も測定する
ことで、クルマエビの生殖機能と D-グルタミ
ン酸の関連性を明らかにする。 
  
②．D-グルタミン酸が検出された組織につい
ては、抗 D-グルタミン酸抗体を用いて免疫染
色を行うことで細胞内分布を明らかにし、そ
の機能を推定する。 
 
③．高浸透圧環境下における D-グルタミン酸
含量の変動を明らかにするために、クルマエ
ビを 150%海水に順応させ、生殖腺の D-グル
タミン酸含量の測定を行う。D-アラニンと同
様に D-グルタミン酸の増加が認められた場
合、メタボローム解析により代謝産物を網羅
的に解析し、D-グルタミン酸生合成に関わる
代謝経路を明らかにする。 
 
(2)D-グルタミン酸生合成酵素の探索 
 
①．D-グルタミン酸生合成酵素としては、D-、
L-グルタミン酸の相互変換を触媒するグル
タミン酸ラセマーゼによって L-グルタミン
酸から生合成されるか、あるいは、D-アミノ
酸アミノトランスフェラーゼによるアミノ
基転移反応によって D-アラニンから生合成
されている可能性が考えられる。そこで、ク
ルマエビの雄の生殖腺を用いてそれぞれの
酵素活性を測定する。 
 
②．グルタミン酸ラセマーゼも D-アミノ酸ア
ミノトランスフェラーゼも酵素活性は、生成
物である D-グルタミン酸の生成量を定量す
ることで測定を行う。D-グルタミン酸の定量
は、従来 D-, L-アミノ酸の測定で用いてきた
オルトフタルアルデヒドおよびBoc-L-Cysに
よりプレカラム誘導体化を行い、ODS カラム
を用いた HPLC によって測定できるが、96 分
と長い分析時間を要するため、短時間で D-
グルタミン酸含量の測定を可能とするキラ
ルカラムを用いた HPLC による酵素活性測定
法を確立する。 
 
４．研究成果 
 
（１）クルマエビ生殖腺における D-グルタミ
ン酸の分布 
 
①．クルマエビの雄の生殖腺を精巣、精管お



よび生殖口に分けて D-グルタミン酸含量の
測定を行ったところ、いずれの組織において
も D-グルタミン酸が検出され、特に精管にお
いて多量の D-グルタミン酸が存在すること
が明らかとなった。さらに、全グルタミン酸
に占める D体の割合も全ての組織で L体を上
回っており、精管ではおよそ 80%を D 体が占
めていた。 
 
②．生殖腺の成熟過程における D-グルタミン
酸含量の変動を明らかにするために、18g、
20g、30g および 40g のクルマエビを用いて各
生殖組織における D-グルタミン酸含量の測
定を行ったところ、精巣における D-グルタミ
ン酸含量はほとんど違いが認められなかっ
たが、精管および生殖口では 20g の個体が最
も D-グルタミン酸含量が高い傾向が認めら
れた。したがって、18g のクルマエビは生殖
腺も小さく、未成熟であると考えられるが、
20g程度の個体が最もD-グルタミン酸の生産
量が高いものと考えられた。 
 
③．雌のクルマエビの生殖補助器には交尾後
に交尾栓があることから、雄由来の精包が生
殖補助器に貯蔵されているか判別すること
ができる。そこで、交尾栓のあるものとない
もの両方の雌の生殖補助器についても D-グ
ルタミン酸含量の測定を行ったところ、交尾
栓のある個体で D-グルタミン酸が検出され
たことから、オスの精包に D-グルタミン酸が
含まれているものと考えられた。一方、交尾
栓のない個体においても D-グルタミン酸が
検出されたものがみられた。雌は産卵をする
まで雄由来の精包を生殖補助器に貯蔵して
おり、産卵の際に精包も同時に海水中に放出
することで受精が行われる。したがって、産
卵時期ではない雌が交尾をすると、産卵はせ
ず脱皮の際に交尾栓が外れるが、その際に雄
由来の精包の一部が残ってしまう場合があ
るのではないかと考えられた。 
 
④．D-グルタミン酸が検出された雄の生殖組
織である精巣、精管、生殖口および雌の生殖
補助器を用いて抗 D-グルタミン酸抗体を用
いた免疫染色により細胞内分布について検
討を行った。その結果、精管および生殖口で
は精子細胞に D-グルタミン酸が発現してい
ることが明らかとなった。また、精巣では、
D-グルタミン酸は精細管の精祖細胞に特異
的に発現していることが明らかとなった。雄
の生殖腺には D-アラニンも存在しているこ
とから、抗 D-アラニン抗体を用いて同様に免
疫染色を行ったところ、精巣では精祖細胞や
精母細胞に D-アラニンの発現が認められた
が、精子細胞には発現は認められなかったこ
とから、D-グルタミン酸とは生理機能が異な
ることが示唆された。 
 さらに、雌の生殖補助器の貯精嚢には雄の
精包に由来する精子細胞が多量に検出され、
この精子細胞においても D-グルタミン酸の

発現が認められたことから、D-グルタミン酸
はクルマエビの生殖機能において重要な役
割を果たしているものと考えられた。 
 
⑤．クルマエビを 150%の海水に順応させた際
の生殖腺における D-グルタミン酸含量の測
定を行ったところ、精巣では D-アラニンの増
加は認められたが、D-グルタミン酸の増加は
認められなかった。しかしながら、雄の各生
殖組織に存在している D-グルタミン酸の生
理機能を明らかにするために、各組織のメタ
ボローム解析を行ったところ、各組織の代謝
産物のパターンは大きく異なっており、各組
織の果たす役割はそれぞれ大きく異なるこ
とが示唆された。高塩濃度海水順応では、D-
グルタミン酸生合成は誘発されなかったが、
D-グルタミン酸はクルマエビの生殖機能に
重要な役割を担っていることが本研究で明
らかとなったため、今後は生殖機能において
どのような働きを有するものであるか、詳細
に検討を行っていく。 
 
（２）グルタミン酸生合成酵素の探索 
 
①．グルタミン酸生合成酵素反応の生成物で
ある D-グルタミン酸を測定する酵素活性測
定方法として、キラルカラムを用いた HPLC
測定法を確立した。キラルカラムは
Sumichiral OA-6000 を用い、15 分で D-,L-
グルタミン酸の分離定量を可能とした。 
 
②．クルマエビの雄の生殖腺を用いてグルタ
ミン酸生合成酵素として考えられるグルタ
ミン酸ラセマーゼおよび D-アミノ酸アミノ
トランスフェラーゼ活性の測定を行った。グ
ルタミン酸ラセマーゼは細菌類に存在する
ことが明らかにされており、D-アミノ酸アミ
ノトランスフェラーゼは細菌類や植物に存
在することが明らかにされているが、いずれ
も動物では検出された例はないため、様々な
条件検討を行ったが、D-アミノ酸アミノトラ
ンスフェラーゼ活性は検出されなかった。一
方、グルタミン酸ラセマーゼ活性を動物で初
めて検出することに成功した。 
 細菌類のグルタミン酸ラセマーゼの触媒
残基はシステインであることが報告されて
いるが、クルマエビのグルタミン酸ラセマー
ゼも酵素反応液中に 2-メルカプトエタノー
ルを添加しないと活性が検出されないこと
から、システイン残基が酵素反応に重要であ
ることが示唆された。また、他のアミノ酸ラ
セマーゼの補酵素として知られているピリ
ドキサル 5-リン酸要求性は認められなかっ
た。今後は、酵素の諸性質を明らかにすると
ともに、細菌類のグルタミン酸ラセマーゼの
アミノ酸配列および塩基配列をもとに、cDNA
クローニングを行い、一次構造解析を行って
いく。 
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