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Summary

The serine racemase from Oryza sativa L. is a pyridoxyal 5’-phosphate containing enzyme that catalyzes a racem-

ization and a dehydratation of serine. In this study, we constructed the high expression system of the serine race-

mase from Oryza sativa L. in Escherichia coli, and examined the effect of the metal ions on the activity. The serine

racemase activity increased by addition of Mg2+ or Ca2+, while the dehydratase activity decreased by Mg2+ or Cu2+.

The kinetic analysis showed that Mg2+ does not affect on the Vmax value of the racemase activity but decreases

the Km value for L-serine. These results suggest that the serine racemase and dehydratase activities are regulated

by Mg2+.

D-アミノ酸は，生体内に存在する希少アミノ酸と考えられてきたが，分析技術の発達に伴い，ヒトなどの哺乳動物

の体内に遊離型および結合態D-アミノ酸が存在することが明らかにされ1），その由来や生理的機能が注目されている。

近年イネやシロイヌナズナの全ゲノムが解読されたことにより，これらのゲノム中に動物セリンラセマーゼと相同性の

高い遺伝子が存在することが明らかになった。また植物由来のセリンラセマーゼホモログは，ヒトやマウスのセリンラ

セマーゼと同様にセリンラセマーゼおよびD-，L-セリンデヒドラターゼ活性を示すことが確認されている2）。植物体内

のD-アミノ酸はアミノ酸ラセマーゼなどより生合成されると考えられているが，その生理的機能は明らかにされてい

ない。そこで本研究ではイネのセリンラセマーゼをクローニングし，酵素科学的性質を解明するとともに本酵素の活性

に及ぼす金属イオンの影響を調べ，本酵素反応の金属イオンによる制御機構を解明することを目的とした。

実験方法

イネ（Oryza sativa L.）のセリンラセマーゼのクローニングと活性に及ぼす金属イオンの影響

イネ（Oryza sativa L.）のセリンラセマーゼ遺伝子（Os-ser）をPCRで増幅し，大腸菌を宿主として高発現系を構築し

た。得られた形質転換体をLB（100 µg/mLアンピシリンを含む）培地を用いて37℃でOD600が0.6に達するまで培養後，

15℃に冷却し，24時間振とう培養後集菌し，得られた菌体を超音波破砕した。遠心分離後，上清を回収しNi-NTAカ

ラムクロマトグラフィーを用いてセリンラセマーゼを精製した。得られた精製酵素標品を用いて，セリンラセマーゼお
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よびセリンデヒドラターゼ活性に及ぼす金属イオンの影響を検討した。セリンラセマーゼ活性はPLPを補酵素，L-セ

リンを基質として用い，ラセマーゼ反応の結果生成するD-セリンをN-アセチル-L-システインでキラル誘導化後，逆相

高速液体クロマトグラフィー3）で定量し測定した。デヒドラターゼ活性はPLPを補酵素，L-またはD-セリンを基質と

して用い，デヒドラターゼ反応の結果生成するピルビン酸を，サリチルアルデヒド法を用いて定量し測定した。本酵素

活性におよぼす金属イオンの影響は，各種金属イオンを終濃度が1 mMになるように反応液中に添加し測定した。酵素

反応は30℃で行った。

結果および考察

本酵素のデヒドラターゼ活性はFe2+，Al3+で活性化され，Mg2+，Zn2+，Cu2+で阻害された。またラセマーゼ活性で

はMg2+，Ca2+で活性化され，Zn2+，Cu2+で阻害されることがわかった（Table 1）。反応速度論的解析から，Mg2+は本

酵素のラセマーゼ活性のVmaxには影響をおよぼさないが，基質L-セリンに対するKmを減少させることがわかった

（Table 2）。玄米中にはCa2+（約100 ppm）よりもMg2+（約1300 ppm）の方がより高濃度で含まれていることが報告さ

れており4），また酵母Schizosaccharomyces pombeのセリンラセマーゼの立体構造解析の結果明らかにされたMg2+結

合モチーフが本酵素にも存在していることなどから，Mg2+が本酵素の2つの酵素反応を調節し，制御している可能性

が示唆された。
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Table 2 Kinetic parameters for serine racemase and serine dehydratase 
activities of Oryza sativa L.

DehydrataseRacemase

KmVmaxKmVmax

(mM)(µmol/min/mg)(mM)(µmol/min/mg)

27.70.4218.00.25None
18.40.2510.00.211 mM MgCl2

（Substrate: L-Serine）

Table 1 Effect of metal ions on racemase and 
dehydratase activity

Relative activity (%)

Dehydratase activityRacemase activity

100100Blank
71.8116Mg2+

75.0110Ca2+

33.990Ca2+

8.8716Zn2+

3.2346Cu2+

11079Al3+

10855Fe2+

(n = 3)



まとめ

イネのセリンラセマーゼホモログを大腸菌にクローニングし，精製酵素標品を用いてその酵素科学的性質を検討した

ところ，本酵素はセリンのラセミ化反応およびL-およびD-セリンからピルビン酸とアンモニアを生成するデヒドラタ

ーゼ反応の両反応を触媒するバイファンクショナル酵素であることが明らかになった。さらにこれらの反応におよぼす

金属イオンの影響を調べたところ，本酵素のラセマーゼ活性はMg2+，Ca2+で活性化されることが明らかになった。こ

れはヒト5）やマウス6）由来のセリンラセマーゼと同様であった。一方デヒドラターゼ活性はMg2+，Ca2+で阻害された。

これらの金属イオンの酵素活性におよぼす影響は同じ植物由来のシロイヌナズナのセリンラセマーゼとは異なっていた。

またZn2+，Cu2+ではラセマーゼおよびデヒドラターゼ活性は共に阻害されることがわかった。またL-セリンを基質と

して反応速度論的解析を行ったところ，反応系内のMg2+の添加によりラセマーゼ活性における基質L-セリンと酵素と

の親和性が高くなったことにより触媒効率が増加した（Table 2）。またデヒドラターゼ活性においては反応系内のMg2+

濃度の添加により基質L-セリンと酵素との親和性が高くなったが，Vmaxが低くなることによって触媒効率が低下した

（Table 2）。これらの結果から，Mg2+はイネセリンラセマーゼのラセマーゼ活性およびデヒドラターゼ活性の二つの酵

素反応を制御している可能性が示唆された。
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