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１.はじめに	
 

	
 ヒトを含めた哺乳類体内には、主な遊離型 D-
アミノ酸として D-セリン（D-Ser）と D-アスパ
ラギン酸（D-Asp）が見出される。近年、研究
が著しく進展した D-Ser とは対照的に、D-Asp
については研究が大きく立ち遅れている。1986
年に Dunlop らにより、遊離型の D-Asp がヒト
を含めた哺乳類体内に存在することが初めて報

告された 1)。それ以来、D-Aspは脳、網膜、松果
体、下垂体、副腎および精巣といった様々な組

織に多量に存在することが確認され、それらの

組織における D-Asp の局在性や個体の成長に伴
った含量の変化などが詳細に調べられてきた。

哺乳類の D-Asp については、主に神経内分泌系
および内分泌系組織において種々のホルモンや

ステロイドの産生・分泌の調節といった重要な

生理活性を示すことが知られている（表 1）。ま
た、D-Ser がイオンチャネル型 L-グルタミン酸

（L-Glu）受容体の一種である N-メチル-D-Asp
（N-methyl-D-Asp；NMDA）受容体にコアゴニ
ストとして結合して作用するのに対し、D-Asp
は NMDA受容体の L-Glu結合部位にアゴニスト
として結合し、この受容体を活性化することが

報告されている 2–4)。このように、D-Asp は重要
な生理活性物質として機能していることが示唆

されているが、その生理的役割の詳細は未だ不

明である。 
	
 D-Asp の代謝（合成と分解）や動態（細胞内
への取り込みと細胞外への放出）を解析するこ

とは、その生理的役割を明らかにするうえで重

要なことと考えられる。著者らはこれまでに、

D-Asp の代謝関連酵素の同定・機能解析を行っ
てきた 5–10)。また、D-Aspの細胞外への放出機構
についても解析してきた 11–13)。本稿では、D-
Asp の代謝に関する著者らの最近の研究結果を
まとめた。D-Asp の動態や機能の詳細に関して
は、他の総説を参照されたい 14–16)。 

表 1	
 哺乳類の神経内分泌系および内分泌系組織における D-Aspの生理活性 
組織 標的細胞 生理活性 

松果体 実質細胞 メラトニン合成・分泌の抑制 
下垂体前葉 プロラクチン産生細胞 プロラクチン分泌の促進 
下垂体中葉 α-メラニン細胞刺激ホルモン産生細胞 プロオピオメラノコルチンの産生調節 
下垂体後葉 巨大神経分泌ニューロン オキシトシン・バソプレッシンの産生調節 
精巣 ライディッヒ細胞 テストステロン産生の亢進 
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２.哺乳類細胞における D-Asp の
生合成	
 

	
 哺乳類体内に D-Asp が見出されて以来、D-
Asp の由来と合成経路に強い関心が注がれてき
た。D-Asp の合成酵素として、D, L-Asp の相互
変換を触媒する Asp ラセマーゼが、真正細菌や
古細菌、また、真核生物ではアカガイ（Sca-
pharca broughtonii）とアメフラシ（Aplysia cali-
fornica）で見出されている 17–20)。著者らはこれ

までに、種々の哺乳類由来培養細胞株を用い

て、培養系全体（細胞内および培養上清中）の

D-Asp 量を経時的に定量することにより、哺乳
類細胞でも D-Asp が生合成されることを明らか
にしている 21–24)。また、ラット胎児神経細胞の

初代培養系では、[14C]-L-Aspを添加すると [14C]-
D-Asp の生合成が認められ、この生合成はピリ
ドキサール-5’-リン酸（pyridoxal-5’-phosphate；
PLP）依存的な酵素の阻害剤であるアミノオキ
シ酢酸の添加により阻害されると報告されてい

る 25)。したがって、哺乳類細胞では PLP 依存的
な Asp ラセマーゼが D-Asp の生合成を担ってい
る可能性が高いと考えられる。しかしながら、

D-Asp合成酵素の同定には至っていない。 
	
 このように、哺乳類における D-Asp の合成経
路は未だ不明であるが、最近、機能未知のタン

パク質であったマウス glutamate-oxaloacetate 
transaminase 1-like 1（GOT1L1）が PLP依存的に
Asp ラセマーゼ活性を示すと報告された 26)。興

味深いことに、アカガイとアメフラシの Asp ラ
セマーゼが哺乳類の Serラセマーゼ（D, L-Serの
相互変換を触媒する D-Ser の合成酵素）と比較
的高いアミノ酸配列相同性を示すのに対し、マ

ウス GOT1L1 は哺乳類の Ser ラセマーゼよりも
L-Asp アミノトランスフェラーゼに高い相同性
を示す。また、マウス GOT1L1 が 404 アミノ酸
残基から成るのに対し、ラットおよびヒト

GOT1L1 はそれぞれ 315 および 421 アミノ酸か
ら成り、これら 3 種のタンパク質間ではアミノ
酸残基数の保存性が比較的低いことも明らかで

あった。したがって、GOT1L1 が D-Asp の主要
な合成酵素であることには疑問の余地があると

考えられた。 
	
 そこで著者らは、種々の哺乳類培養細胞株を

用いて、ラットおよびヒト GOT1L1 が D-Asp の
生合成能を有するか否かを解析した。まず始め

に、種々のラットおよびヒト由来培養細胞株を

用いて、細胞内 D-Asp含量と GOT1L1 mRNAの
発現レベルとの相関を解析した。この際、D-
Asp の分解酵素である D-Asp オキシダーゼ（D-
Asp oxidase；DDO）mRNAの発現レベルも同時
に解析した。その結果、DDO の発現レベルを考
慮したとしても、GOT1L1 の発現レベルと細胞
内 D-Asp 含量との間に明確な相関性は得られな
いことが明らかになった 24)。次に、D-Asp を生
合成しているラット下垂体腫瘍由来 GH3細胞を

用いて、Got1l1 遺伝子のノックダウンが D-Asp
の生合成に与える影響を解析したところ、ノッ

クダウンによる培養系全体の D-Asp 含量の低下
は認められなかった（図 1）。したがって、ラッ
トおよびヒト細胞では、D-Asp の生合成に
GOT1L1 はほとんど寄与していないと考えられ
る。 
	
 最近、Tanaka-Hayashi らにより GOT1L1 のノ
ックアウトマウスの作成とその解析結果が報告

された 27)。野生型およびノックアウトマウス間

で、海馬および精巣における D-Asp および L-
Asp 含量に有意な変化は認められない。また、
哺乳類培養細胞株で発現させた組換え GOT1L1
が、L-Asp から D-Asp を生成する Asp ラセマー
ゼ活性は示さない一方で、L-Asp アミノトラン
スフェラーゼ活性を示すと報告されている 27)。

すなわち、哺乳類における D-Asp 合成経路の詳
細は、依然として不明であるというのが現状で

ある。 
	
 興味深いことに、アカガイの Asp ラセマーゼ
が Ser に対してはラセマーゼ活性を示さないの
に対し、アメフラシの Asp ラセマーゼは Ser に
対してもラセマーゼ活性を示す 19,20)。また、最

近、下等生物で見出される Ser ラセマーゼやマ
ウス組換え Ser ラセマーゼが、種によって活性
の強弱に差はあるものの Asp ラセマーゼ活性を
示すことが報告された 28)。実際、著者らがヒト

組換え Ser ラセマーゼを用いて解析したとこ
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ろ、マウス酵素と同様に比較的低レベルではあ

るが、Ser に対してだけでなく Asp に対するラ
セマーゼ活性も認められた（未発表データ）。

また、Ser ラセマーゼのノックアウトマウスを
用いた解析結果では、D-Ser 含量のみならず、
幾つかの脳組織における D-Asp 含量も有意に低
下している 29)。したがって、詳細は未だ不明で

あるが、D-Asp の生合成は D-Ser 代謝に密接に
関与していると考えられる。 
	
 冒頭でも述べたように、D-Asp は哺乳類体内
に見出されたのが D-Ser よりも早かったにもか
かわらず、その研究は著しく遅れている。D-
Asp の標的タンパク質が同定されていないこと
に加え、合成経路が解明されていないことが主

な原因であると思われる。著者らは最近、哺乳

類における D-Asp 合成酵素の同定を念頭に置
き、Asp ラセマーゼ活性の簡便かつ高感度な測
定法を開発した 30)。また、微生物由来の天然有

機化合物や既存薬を材料にしたスクリーニング

に基づき、D-Asp 合成経路に抑制的に作用する
2 種の化合物（mithramycin A および geldanamy-
cin）を同定した 31)。これらの測定法ならびに化

合物は、未だ不明な点が多い哺乳類における D-
Asp合成経路の解明に貢献すると思われる。 
 

３.抗精神病薬を指向した DDO 阻
害剤	
 

	
 前項で述べたように、哺乳類における D-Asp
の合成経路は未だ解明されていないが、D-Asp
を分解する DDO は古くから知られていた。
DDO は生体内酸化酵素であり、1949 年に Still
らがウサギの腎臓および肝臓の抽出液に DDO
活性を認めたのが最初の報告である 32)。DDOは
D-Asp だけでなく、NMDA や D-Glu といった酸
性 D-アミノ酸を特異的に分解する 33,34)。また、

D-Ser などの中性および塩基性 D-アミノ酸を分
解する別の生体内酸化酵素として D-アミノ酸オ
キシダーゼ（D-amino acid oxidase；DAO）が知
られている。両酵素ともに立体特異的であり、

L-アミノ酸には作用しない。DDO および DAO
はフラビンアデニンジヌクレオチド（flavin ade-
nine dinucleotide；FAD）を補酵素とするフラビ
ンタンパク質であり、1 分子の DDO または
DAO に 1 分子の FAD が非共有結合で結合す
る。両酵素の触媒の機構は類似しており、D-ア
ミノ酸の酸化的脱アミノ化によりイミノ酸と過

酸化水素を生成する（図 2）。哺乳類では、
DDO および DAO は脳、腎臓および肝臓に多く

図 1	
 Got1l1 遺伝子のノックダウンが GH3細胞に
おける D-Aspの生合成に与える影響 

	
 野生型 GH3 細胞、Got1l1 遺伝子を標的とする
siRNA を発現させた GH3 細胞（GH3.si-1-20、
GH3.si-1-21、GH3.si-2-10、および GH3.si-2-11）、
および標的配列をランダムに入れ替えた siRNA を
発現させた GH3細胞（GH3.si-1-Ctrlおよび GH3.si-
2-Ctrl）における細胞内（A）、培養上清中（B）、
および培養系全体（C）の D-Asp 含量を示した
（平均値 ± 標準偏差、n = 3）。*P < 0.05、**P < 
0.01、***P < 0.001（Tukey–Kramer 多重比較検定
法）。NS：not significant（P > 0.05）。文献 24) よ
り改変。詳しくは本文および文献 24) 参照。 
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存在し、細胞内ではペルオキシソームに局在す

る。両酵素は、内在性 D-アミノ酸の代謝のみな
らず、食餌や腸内細菌に由来する外来性の D-ア
ミノ酸の分解・除去を担っていると考えられて

いる。 
	
 近年、脳内 D-Asp または D-Ser 濃度の減少
が、NMDA 受容体の機能不全を引き起こし、そ
の結果として統合失調症や躁うつ病が発症する

という仮設が提唱されている。そこで、脳内 D-
Asp または D-Ser 濃度を上昇させる DDO および
DAO 阻害剤に、NMDA 受容体の機能低下に関
連した精神疾患の新規改善薬としての期待が寄

せられている。実際、DDO のノックアウトマウ
スや DAO 活性を欠損したマウスでは、脳内 D-
Asp または D-Ser 含量の上昇に伴い、NMDA 受
容体のアンタゴニスト投与時に観察される統合

失調症様症状やうつ様症状の緩和が認められる 
33–38)。したがって、脳内 D-Aspまたは D-Ser含量
の上昇が期待される DDO および DAO 阻害剤
は、NMDA 受容体に関連した精神疾患に対する
新規改善薬としての可能性を持つと考えられ

る。 
	
 このような背景から著者らは、DDO および
DAO 新規阻害剤の探索・同定を試みてきた。そ
の結果、微生物由来の天然有機化合物や既存薬

を材料にしたスクリーニングに基づき、放線菌

由来の抗生物質である thiolactomycin が、DDO 
の基質と補酵素の結合をともに阻害するユニー

クな阻害剤であることを見出した 39)。また、抗

ヘルペスウイルス薬として知られる acyclovir

が、DAO の slow-binding 阻害剤であることを見
出した 40)。さらに、非常に多数（約 400 万）の
低分子合成化合物を対象にした in silico スクリ
ーニングに基づき、新規改善薬を開発するため

のリード化合物として有用な複数の DAO 新規
阻害剤の同定に成功した 41)。これらの阻害剤の

性質・機能の詳細に関しては、他の総説を参照

されたい 42)。 
	
 著者らは最近、上述したのと同様の in silico
スクリーニングにより、10 種の DDO 新規阻害
剤候補化合物を選別した 43)。選別された化合物

のうち、DDO に対する阻害活性が既知の DDO
阻害剤であるマロン酸よりも強く、かつ DDO
に対する選択性が高いことが明らかになった 5-
aminonicotinic acid および 7-hydroxy-4-hydro-1,2, 
4-triazolo[4,3-a]pyrimidine-6-carboxylic acid につ
いてさらに詳細な解析を行った。これらの化合

物のヒト、マウスおよびラット DDO、およびヒ
ト DAO に対する 50% 阻害濃度（IC50）を表 2
に示した。 
	
 5-Aminonicotinic acid お よ び 7-hydroxy-4-
hydro-1,2,4-triazolo[4,3-a]pyrimidine-6-carboxylic  
acid の DDO に対する阻害様式を二重逆数プロ
ットで解析したところ、これらの化合物はいず

れも活性中心指向性の競合阻害剤として DDO
に作用することが明らかになった 43)。次に、こ

れらの化合物の細胞内で発現する DDO に対す
る阻害効果を検討するために、ヒト子宮頸部が

ん由来の HeLa細胞にヒト DDOを高発現させた
安定形質転換細胞株（HeLa.HA-hDDO-16）と、
その対照として薬剤耐性能のみ獲得させた

HeLa 細胞（HeLa/NEO）を樹立した。興味深い
ことに、HeLa細胞では培養に伴って細胞内およ
び培養上清中の D-Asp含量が増加する 24)。HeLa
細胞の培養中には D-Asp を添加していないの
で、この細胞は D-Asp を生合成していると考え
られる。実際、高速液体クロマトグラフィーを

用いた分析法で定量すると、HeLa/NEO の細胞
内には L-Asp とともに D-Asp が検出される（図
3）。また、HeLa.HA-hDDO-16 の細胞内にも D-
Asp が検出されるが、その量は HeLa/NEO と比
較して著しく低レベルである。すなわち、HeLa.  

図 2	
 DDOおよび DAOによる D-アミノ酸の代謝 
	
 DDO および DAO は D-アミノ酸を酸化的に脱ア
ミノ化し、イミノ酸と過酸化水素が生成する反応を

触媒する。生成したイミノ酸は、非酵素的に 2-オキ
ソ酸とアンモニアに加水分解される。 
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HA-hDDO-16 の細胞内では高レベルで発現する
DDOによって D-Aspが効率良く分解されると考
えられる。そこで、上記 2 種の化合物とマロン
酸のそれぞれを HeLa/NEO および HeLa.HA-
hDDO-16 に与え、一定時間後に細胞内の D-Asp
量と L-Asp 量を定量した。HeLa/ NEO において
は、いずれの化合物を添加した場合にも細胞内

D-Asp および L-Asp 含量に有意な変化は認めら
れなかった（図 3）。これとは対照的に、HeLa. 
HA-hDDO-16 においては、5-aminonicotinic acid
を与えた場合にのみ細胞内 D-Asp 含量の有意な
上昇が認められた（図 3A）。一方、細胞内 L-
Asp 含量に有意な変化は認められなかった（図
3B）。以上の結果から、5-aminonicotinic acid は
細胞膜を通過してペルオキシソームに局在する

DDO に到達し、DDO に対する阻害活性を効果
的に発揮すると考えられる。 
	
 次に、5-aminonicotinic acid の DDO に対する
結合様式を明らかにするために、Glideソフトウ
ェア（Schrödinger Suite 2009；Schrödinger, LLC, 
New York, NY, USA）を用いてヒト DDO（全長
341 アミノ酸）と 5-aminonicotinic acid の複合体
モデルを構築した（図 4）。この際、DDO の三
次元構造は決定されていないので、X 線結晶構
造解析により決定されているヒト DAO の三次
元構造を鋳型としたホモロジーモデリングによ

り作成した DDO の推測三次元構造を用いた。

表 2	
 ヒト、マウスおよびラット組換え DDOおよびヒト組換え DAOに対する各化合物の阻害活性 

化合物 
IC50（µM） 

ヒト DDO マウス DDO ラット DDO ヒト DAO 

マロン酸 
 

879 ± 147 2875 ± 314 8486 ± 650 > 10000 

安息香酸 
 

> 10000 > 10000 ND 134 ± 40 

5-Aminonicotinic acid 
 

21.9 ± 5.6 20.5 ± 1.7 32.0 ± 3.3 > 2500 

7-Hydroxy-4-hydro- 
1,2,4-triazolo[4,3-a]pyrimidine- 

6-carboxylic acid 
 

87.1 ± 16.0 76.8 ± 6.8 358 ± 43 > 500 

	
 DDOおよび DAOに対する IC50（平均値 ± 標準偏差、n = 3–4）は、それぞれ 10 mM D-Aspおよび D-アラ
ニンを基質として用いて決定した。対照として用いたマロン酸および安息香酸（既知の DAO 阻害剤）の IC50
も示した。ND：未決定。詳しくは本文および文献 43) 参照。 

図 3	
 DDO 阻害剤の細胞内 D-Asp 含量に与える効
果 

	
 ヒト DDO を高発現させた哺乳類培養細胞株
（HeLa.HA-hDDO-16）を用いて、DDO 阻害剤の細
胞内で発現する DDO に対する阻害効果を解析し
た。阻害剤の添加後、細胞内の D-Asp（A）および
L-Asp（B）量を定量した。アスタリスクは溶媒のみ
添加した細胞における D-Asp 含量（Vehicle）と比
較して有意差があることを示す（***P < 0.001；
Dunnett多重比較検定法）。文献 43) より改変。詳し
くは本文および文献 43) 参照。 
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その結果、5-aminonicotinic acid は次の水素結合
を介して DDO の活性中心に結合することが示
唆された。すなわち、5-aminonicotinic acid のカ
ルボキシ基と DDO の Arg-278 残基側鎖のグア
ニジノ基との水素結合、および 5-aminonicotinic 
acid のアミノ基と DDO の Ser-308 残基主鎖のカ
ルボニルとの水素結合である（図 4）。実際、5-
aminonicotinic acid のカルボキシ基またはアミノ
基を欠失させた化合物や、これらの官能基の位

置を変えた化合物の DDO に対する阻害活性
は、5-aminonicotinic acid と比較して著しく低レ
ベルである 43)。 
	
 DDO 阻害剤は NMDA 受容体の機能低下に関
連した精神疾患に対する新規改善薬として期待

されるので、本稿で紹介した化合物は臨床応用

可能な新規改善薬を開発するためのリード化合

物として有用であると考えられる。また、これ

らの化合物は DDO の構造機能相関、特に活性
中心構造を解析するための活性中心プローブと

しても有用であると思われる。今後、多因子疾

患であるために世界的にも未だ十分な成果が得

られていない統合失調症の治療分野の進展に、

DDO 阻害剤が新たな側面から貢献することが期
待される。 
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