
D－アミノ酸はかつて非天然物と考えられていたが，分
析技術の向上に伴い，微生物をはじめとする様々な生物に
その存在が報告されている。例えば微生物の細胞壁のペプ
チドグリカン層には，D－アラニンや D－グルタミン酸が必
須であり1），また D－アラニンは水性甲殻類のオスモライト
として働くことが知られている。D－セリンは，特に哺乳
類の脳に多く存在し，N -methyl-D-aspartate（NMDA）型
グルタミン酸受容体のグリシン結合サイトのコアゴニスト
であり，統合失調症の治療薬として期待されている2）。ま
た脳内で D－セリンはセリンラセマーゼによって生合成さ
れている3）。われわれは植物では発芽玄米中に D－セリンが
その他の D－アミノ酸と比べて高い割合（D/（D+L）%）で
存在していることを確認しており，その D－セリンの生合
成に関与すると考えられる，セリンのラセミ化と脱水反応
を触媒するセリンラセマーゼ（SerR）の存在を明らかに
した4）。また本酵素のラセマーゼ活性の触媒効率（kcat/Km）
は，Mg2+存在下では基質との親和性が高くなることによっ
て増加し，デヒドラターゼ活性の触媒効率は Vmax が大き
く低下することによって減少することを明らかにした。本
研究では，Mg2+の本酵素の構造変化に及ぼす影響につい
て，アクリルアミドを用いる蛍光消失法で検討した。

実験方法

イネのセリンラセマーゼのアクリルアミドを用いた蛍光消
失の測定
大腸菌での発現系を用いて調製した粗酵素溶液から
SerR を，Ni-NTA（QIAGEN）カラムクロマトグラフィー
で精製した。その精製 SerR 標品（0.5 mg/mL）に，10 mM
2-(N -Cyclohexylamino)-ethanesulfonic acid (CHES)-NaOH
（pH 9.0）に溶解したアクリルアミド溶液（0, 0.05, 0.1, 0.15，
0.20, 0.25 M）を添加し，10 mM基質または 1 mM Mg2+の
存在下および非存在下でトリプトファン残基の蛍光消失を，
励起波長 295 nmで生じる蛍光を 330 nmで分光蛍光光度
計を用いて測定した。また Stern-Volmer 定数は①式より
算出した。

Fo/F = 1+Ksv[Q]…………………………………………①

Fo：消光剤（アクリルアミド）非存在下での蛍光強度 F：
蛍光強度 Q：消光剤濃度（M） Ksv : Stern-Volmer 定数
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Summary
The serine racemase is a bifunctional enzyme that catalyzes a racemization and a dehydratation (α, β-elimination) of
serine, and it has been found in various eukaryotes, such as human, mouse, fission yeast, cellular slime mold and plants.
The serine racemase belongs to the fold-type II of the pyridoxal 5’-phosphate (PLP) enzymes. We reported the clonig and
expression of the serine racemase from Oryza sativa L. (SerR) and discovered the regulation mechanism of two enzyme
reactions by Magnesium (II) ion (Mg2+). To examine the regulation mechanism of Mg2+, we tried to analyze the fluores-
cence quenching of tryptophan (Trp) residues in SerR by acrylamide. The result showed that the structure of SerR is dis-
torted by the addition of Mg2+, and this structural change probably regulates the two enzyme activities.
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われわれは本酵素の 4つのトリプトファン残基（Trp136,
Trp257, Trp312, Trp333）の立体的配置を調べるために，
分裂酵母のセリンラセマーゼの立体構造を用いて本酵素の
推定立体構造を作成した（Fig. 1a）。その結果Trp257 が
本酵素の活性中心のMg2+結合サイトの近傍に位置し
（Fig. 1b），また他のトリプトファン残基は本酵素の表面
にあることが推定された。さらに分裂酵母のセリンラセ
マーゼにはトリプトファン残基が存在しないが，本酵素に
は 4つ存在していることから蛍光消失に適していることが
わかった。本酵素の活性に及ぼすMg2+の制御機構を調べ
るために，Mg2+存在下および非存在下，基質 D－セリンま
たは L－セリン存在下でアクリルアミドを用いた蛍光消失
を行った（Fig. 2a, b）。その測定結果より Stern-Volmer
プロット（Fig. 1c）を用いて Ksv 値を算出した（Table 1）。

Mg2+の添加により，本酵素のトリプトファン残基とアク
リルアミドの相互作用が低下し，本酵素の立体構造に歪み
が生じていることがわかった。その結果，Mg2+が本酵素
の立体構造を変化させ，L－セリンと D－セリンの 2つの基
質に対するラセマーゼ活性とデヒドラターゼ活性を制御し

Table 1 Stern-Volmer constants

Fig. 1 Proposed three-dimensional subunit structure of the serine racemase from Oryza sativa L.
a : Subunits structure. The three-dimensional subunit structure of Os-SerR. Mg2+ is shown as a black sphere.
b : Active site of SerR. Try257, PLP, and Mg2+ are shown as a black ribbon, white sticks, and a black sphere, respectively.

Fig. 2 Fluorescence quenching analysis of the tryptophan residues in Os-SerR by acrylamide.
a : Fluorescence spectra in the absence of Mg2+. b : Fluorescence spectra in the presence of Mg2+. c : Stern-Volmer plot.
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ていることが示唆された。また分裂酵母のセリンラセマー
ゼでは Lys57 と Ser82 残基は L－セリンおよび D－セリンの
α－プロトンの付加および引き抜きに関与しており，これ
らの残基により 2つの酵素反応が進行すると考えられてい
る5）。しかし両反応の詳細な制御メカニズムは明らかに
なっていない。本酵素においては Lys68 と Ser93 が分裂
酵母の Lys57，Ser82 と同様に保存されており，2つの酵
素反応に作用していると考えられる。今回の研究で明らか
にした酵素学的性質に基づいて推測すると，本酵素の機能
は L－および D－セリンを分解するか，それらを合成する働
きをしていると考えられるが，その機能はまだ明らかでは
ない。
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