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本研究の報告をするにあたり

究の目的について述べる。 

 

1.1  アミノ酸光学異性体 

 

 アミノ酸とは，分子内にアミノ基と

炭素は四価であり相異なる

斉炭素となる。タンパク質構成アミノ酸のうち，グリシン以外の

素を持つため L-アミノ酸と

光学活性以外の両者の物理的諸性質（

全く同一である。アミノ酸を

混合物であるラセミ体が生じる

れる。しかし生体においては

アミノ酸の合成・分解反応や

れている。なぜならば生体を構成するタンパク質は

ように L-アミノ酸のみで成り立っているからである。

 

 

 

 

 

1.2  タンパク質と酵素 

 

アミノ酸は，アミノ基とカルボキシル基間で縮合重合

た高分子（ペプチド）を形成する

酸を「結合型アミノ酸」または「アミノ酸残基」という。

なく単独に存在しているアミノ酸を「遊離型アミノ酸」という。

Fig. 1-1.  
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第 1 章 

 

序 論 

本研究の報告をするにあたり，まずその研究背景と基本事項について解説し

 

 

分子内にアミノ基と，カルボキシ基とをもつ化合物の総称である。

価であり相異なる 4 つの原子あるいは原子団が結合している場合

斉炭素となる。タンパク質構成アミノ酸のうち，グリシン以外のアミノ酸は

アミノ酸と D-アミノ酸と呼ばれる光学異性体が存在する

両者の物理的諸性質（沸点，融点，溶解性，反応性）

である。アミノ酸を化学的に合成した場合，L-アミノ酸と D

が生じる。生体中の D-アミノ酸は，ラセマーゼにより生合成さ

しかし生体においては，L-アミノ酸と D-アミノ酸は，酵素によって触媒される

や，種々の受容体や抗体による認識において

。なぜならば生体を構成するタンパク質は L-アミノ酸ワールドと呼称される

アミノ酸のみで成り立っているからである。 

アミノ基とカルボキシル基間で縮合重合（ペプチド結合

を形成することができる。ペプチド結合を形成しているアミノ

酸を「結合型アミノ酸」または「アミノ酸残基」という。これに対してペプチド中で

なく単独に存在しているアミノ酸を「遊離型アミノ酸」という。ペプチドのうち，

 

.  L-アミノ酸と D-アミノ酸（R : 側鎖） 

まずその研究背景と基本事項について解説し，本研

カルボキシ基とをもつ化合物の総称である。

つの原子あるいは原子団が結合している場合，それは不

アミノ酸は，不斉炭

アミノ酸と呼ばれる光学異性体が存在する（Fig. 1-1）。

）や化学的性質も

D-アミノ酸の等量

アミノ酸は，ラセマーゼにより生合成さ

は，酵素によって触媒される

種々の受容体や抗体による認識において厳密に区別さ

アミノ酸ワールドと呼称される

 

結合，Fig.1-2）し

ペプチド結合を形成しているアミノ

これに対してペプチド中で

ペプチドのうち，ア

 



 

ミノ酸残基数 10 程度までのものを

と呼ぶ。分子量約 5,000 以上（アミノ酸

ク質という。タンパク質は生体を構成する分子群の中で，水についで多く存在する最

重要化合物である。生体内には種々のタンパク質が存在しそれぞれ

る。たとえば，筋肉のアクチンとミオシン

爪などのケラチンのような構造タンパク質

触媒する酵素タンパク質，外界や体内からの刺激を受け取り

る受容体タンパク質や情報伝達タンパク質

る抗体などのような機能性タンパク質

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ところが，生体を構成している

り，これを L-アミノ酸ワ－ルドとい

-アミノ酸に置換した場合，

がって酵素，受容体，抗体などのタンパク質は生体中の

密に区別して反応している。例えば

D-アミノ酸オキシダ－ゼは

タンパク質が機能を発揮する上で重要なのはその立体構造である。タンパク質の立

体構造はその一次構造（構成アミノ酸の数と結合順序）

質合成の素材として利用されない遊離型

年，D 型-アミノ酸，特に D

係の報告も増加している。次項で自然界における

現在の知見を紹介する［1］。

 

 

Fig. 1-2.  
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程度までのものをオリゴペプチド，それ以上のものを

以上（アミノ酸残基数約 50 以上）のポリペプチド

タンパク質は生体を構成する分子群の中で，水についで多く存在する最

生体内には種々のタンパク質が存在しそれぞれの

筋肉のアクチンとミオシン，腱や角質を構成するコラーゲン

構造タンパク質，生体内の代謝などのあらゆる化学反応を

外界や体内からの刺激を受け取りその情報

や情報伝達タンパク質，免疫反応で特定の分子を認識して結合

機能性タンパク質が存在し，その種類は数万に

ところが，生体を構成しているタンパク質は L-アミノ酸のみによって

ルドという（タンパク質中の L-アミノ酸残基を該当する

，立体構造が変化し本来の機能を発揮でき

抗体などのタンパク質は生体中の D-アミノ酸と

密に区別して反応している。例えば D-アミノ酸の酸化的脱アミノ反応

ゼは D-アミノ酸にのみ働き，L-アミノ酸には作用

タンパク質が機能を発揮する上で重要なのはその立体構造である。タンパク質の立

一次構造（構成アミノ酸の数と結合順序）に依存する。

質合成の素材として利用されない遊離型 D-アミノ酸に関する研究は

D-セリンに関する研究が活発に行われ，他の

係の報告も増加している。次項で自然界における D-アミノ酸の存在と利用について，

。 

2.  タンパク質（ペプチド）の一次構造 

それ以上のものをポリペプチド

ポリペプチドをタンパ

タンパク質は生体を構成する分子群の中で，水についで多く存在する最

の役割を担ってい

を構成するコラーゲン，毛髪・

あらゆる化学反応を

情報を細胞核に伝え

特定の分子を認識して結合す

その種類は数万におよぶ。 

によって形成されてお

アミノ酸残基を該当する D 

を発揮できなくなる）。した

アミノ酸と L-アミノ酸を厳

の酸化的脱アミノ反応を触媒する酵素

には作用しない。 

タンパク質が機能を発揮する上で重要なのはその立体構造である。タンパク質の立

に依存する。従来，タンパク

アミノ酸に関する研究は少なかったが，近

他の D-アミノ酸関

アミノ酸の存在と利用について，

 



 

 

1.3  自然界の D-アミノ酸

 

結合型 D-アミノ酸について

生物における D-アミノ酸の存在は，まず下等な生物で見出された。

包む核膜を持たない（核を持たない

その細胞壁を構築しているペプチドグリカン

ニンと D-グルタミン酸を必須構成成分として含有している。細菌によってはさらに

D-アスパラギン酸，D-リシン

理由は，L-アミノ酸でできた種々の分解酵素の攻撃から身を守るためであると考えら

れている［3］。グラム陽性菌のテイコ酸には

枯草菌など Bacillus 属の細菌（納豆菌もその一種）にポリ

るものが知られている［5］。

の真正細菌が産生するペプチド抗生物質も構造

アラニン，セリン，プロリン，システイン，フェニルアラニン，ロイシン，バリン，

トリプトファンなどの D 型異性体を含み，これらの

酸に置換すると薬効が無くなることがわかっている

いう細胞内小器官で L-アミノ酸

に D-アミノ酸を含むペプチド

D-および L-アミノ酸が酵素によって

peptide synthesis）［7，8］。このような

群には，L-アミノ酸の異性化により

も含まれる。 

 

 

 

 

 

原核生物より高等である真核生物においても

それまでは稀だとみなされていた
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アミノ酸 

アミノ酸について 

アミノ酸の存在は，まず下等な生物で見出された。

核を持たない）原核生物に分類される大腸菌などの真正細菌は

ペプチドグリカン（糖とペプチドのポリマ

を必須構成成分として含有している。細菌によってはさらに

リシン，D-セリンなどを含む［2］。細胞壁に D

アミノ酸でできた種々の分解酵素の攻撃から身を守るためであると考えら

グラム陽性菌のテイコ酸には D-アラニンエステルが含まれ

属の細菌（納豆菌もその一種）にポリ-γ-D-グルタミン酸を分泌す

。さらにポリミキシン，グラミシジン，バシトラシンなど

の真正細菌が産生するペプチド抗生物質も構造中にアスパラギン酸，グルタミン酸，

アラニン，セリン，プロリン，システイン，フェニルアラニン，ロイシン，バリン，

型異性体を含み，これらの D-アミノ酸を該当する

酸に置換すると薬効が無くなることがわかっている［6］。タンパク質はリボソ

アミノ酸を構築素材として合成されるが，上記のように

アミノ酸を含むペプチド抗生物質は，リボソ－ム上ではなく細胞質中で

酵素によって連結されることにより合成される

このような Non-ribosomal peptide synthesis

アミノ酸の異性化により D-アミノ酸を産生するラセマーゼ

真核生物においても，近年の分析技術・装置の進歩により，

それまでは稀だとみなされていた D-アミノ酸が遊離型として存在することが急速に

Fig. 1-3.  セリンラセマーゼの反応 

アミノ酸の存在は，まず下等な生物で見出された。染色体 DNA を

原核生物に分類される大腸菌などの真正細菌は，

ポリマ－）中に D-アラ

を必須構成成分として含有している。細菌によってはさらに

D-アミノ酸を含む

アミノ酸でできた種々の分解酵素の攻撃から身を守るためであると考えら

アラニンエステルが含まれ［4］，また

グルタミン酸を分泌す

さらにポリミキシン，グラミシジン，バシトラシンなど

中にアスパラギン酸，グルタミン酸，

アラニン，セリン，プロリン，システイン，フェニルアラニン，ロイシン，バリン，

アミノ酸を該当する L-アミノ

タンパク質はリボソ－ムと

，上記のように分子中

細胞質中で遊離型の

合成される（non-ribosomal 

ribosomal peptide synthesis を触媒する酵素

するラセマーゼ（Fig. 1-3）など

 

，近年の分析技術・装置の進歩により，

アミノ酸が遊離型として存在することが急速に

 



 

明らかになってきた。ある種のカビが生合成するサイクロスポリン

して臓器移植に必須である。この分子は環状ペプチドの中に

いる［9］が，この D-アラニンを

他にも，ヒナタクサグモが分泌する神経毒の

マイの神経ペプチド，南米産木登りカエルの

（受容体に結合し鎮痛作用を持つ物質）

ペプチド bombinin H［12］，

ノハシが分泌する毒性ペプチド

る（Fig. 1-4）。 

 

 

 

 

 

前出の dermorphin の場合，タンパク質の設計図である

指定する配列は含まれておらず，リボソ－ム上で

られる［15］ことから，前駆体の

置き換えられて成熟した dermorphin

前駆体の N 末端から 2 番目の

メラ－ゼ（異性化酵素）が発見され

塩基配列がヒト，ニワトリ

D-アミノ酸残基を含むペプチド

  

遊離型 D-アミノ酸について

一方，遊離型の D-アミノ酸

50%）含有する真正細菌が多い

Fig. 1-4.  生理活性ペプチド中の
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明らかになってきた。ある種のカビが生合成するサイクロスポリン A

して臓器移植に必須である。この分子は環状ペプチドの中に D-アラニン残基を有して

アラニンを L-アラニンに置き換えると活性は失われてしまう。

，ヒナタクサグモが分泌する神経毒の ω-agatoxin IV B［10］や，

南米産木登りカエルの皮膚に含まれる非常に強力なオピオイド

（受容体に結合し鎮痛作用を持つ物質）dermorphin［11］，同じカエルが分泌する抗菌

，タコの心筋収縮ペプチド cardioactive peptide

ノハシが分泌する毒性ペプチド platypus venom［14］などに D-アミノ酸残基が存在す

の場合，タンパク質の設計図である mRNA には

れておらず，リボソ－ム上で L-アミノ酸のみからなる前駆体が作

ことから，前駆体の L-アラニン残基が翻訳後修飾を受けて

dermorphin になることが示された。2005

番目の L-イソロイシンを D-allo-イソロイシンに変換するイソ

が発見された［16］。さらに，この酵素の遺伝子に類似した

ニワトリ，フグなどで見つかったことから，高等

ペプチドの存在する可能性が示唆されている［

アミノ酸について 

アミノ酸に関しては，D-アラニンを高濃度（全遊離アラニンの約

が多い［17］。真正細菌と同じ原核生物ではあるが

生理活性ペプチド中の D-アミノ酸（赤文字 D-アミノ酸）

A は免疫抑制剤と

アラニン残基を有して

アラニンに置き換えると活性は失われてしまう。

や，アフリカマイ

皮膚に含まれる非常に強力なオピオイド

カエルが分泌する抗菌

ardioactive peptide［13］，カモ

アミノ酸残基が存在す

 

には D 型アミノ酸を

アミノ酸のみからなる前駆体が作

翻訳後修飾を受けて D-アラニンに

2005 年には，bombinin

イソロイシンに変換するイソ

酵素の遺伝子に類似した

高等動物においても

［16］。 

を高濃度（全遊離アラニンの約

。真正細菌と同じ原核生物ではあるが系統発生

アミノ酸） 
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的には真核生物に近い古細菌のPyrobaculum islandicum などでは遊離 D-アミノ酸濃度

は低くなり［18］，真核生物では以前の分析技術では検出できなかったほど低濃度で

ある。このように，地球上に初期に出現した生物ほど D-アミノ酸の濃度が高いと考え

られてきた。しかし，二枚貝などの軟体動物やエビなどの甲殻類を含めた水生無脊椎

動物には D-アラニン［19］が，同じくタコなどの軟体動物には D-アスパラギン酸［20］

が，そしてチョウやガなどの昆虫には D-セリン［21］が発見された。この中で特に解

析の進んでいるものが，水生無脊椎動物の D-アラニンである。エビやカニでは生体内

の全遊離アラニンに対して 30～50%を，二枚貝の一種であるミルクイでは 50%以上を

D-アラニンが占めている［19］。D-アラニンを産生する酵素アラニンラセマ－ゼがア

メリカザリガニにおいて発見された［19］。汽水域に棲息するアサリなどの水生無脊

椎動物の生体内で産生された D-アラニンは，潮の干満により大きく変る海水の浸透圧

から身を守るための浸透圧調節物質（オスモライト）として機能していると考えられ

ている。 

 無脊椎動物より高等な生物である哺乳類では，特定臓器に高濃度の遊離型 D-アミノ

酸が局在する。その代表は D-アスパラギン酸と D-セリンである。D-アスパラギン酸は，

脳，松果体，下垂体，精巣などに検出されている［20］。松果体は概日リズム調節ホ

ルモンメラトニン を分泌する内分泌器官であるが，D-アスパラギン酸によって分泌

の制御を受けていることが示唆されている。また，D-アスパラギン酸は，副腎ではス

テロイド合成の，精巣では男性ホルモンテストテスロン合成の調節に関与しているこ

とが報告され［21］研究が進められている。また，正常なヒトの唾液［22］や胃液［23］

にもアラニン，セリン，プロリン，アスパラギン酸，グルタミン酸の D-型異性体が検

出されている。 

 ヒト脳内に存在する N-メチル-D-アスパラギン酸（NMDA）受容体は，特に海馬（記

憶や学習といった高度な神経活動の中枢部位）に高密度に存在し，神経伝達物質であ

る L-グルタミン酸が結合すると作動する。研究の結果，その L-グルタミン酸の NMDA

受容体への結合を遊離型 D-セリンは調節していて，記憶の成立に不可欠なアミノ酸で

あることが明らかになった［24］。その後，ラットの脳でセリンラセマ－ゼが発見さ

れ［25］，その DNA 遺伝子配列も明らかにされた。さらにヒトにおいては，脳内の

D-セリンの動態と統合失調症などの神経・精神疾患との関連が指摘されている。

NMDA 受容体の遮断薬が統合失調症と酷似した症状を引き起こすこと，D-セリンの投

与がある種の統合失調症の症状を改善すること，D-セリンを分解する酵素 D-アミノ酸

オキシダ－ゼの遺伝子変異と統合失調症発症者の相関関係［26］などが報告され，ヒ

トに対する D-セリンの投与試験も行われている。このように高等生物の L-アミノ酸ワ

ールドにおける D-アミノ酸の生理作用は医学的見地からも注目度を増してきている。 

 同じ真核生物のミミズ［27，28］や，チョウ・ガが属する鱗翅目の昆虫に高濃度の

遊離型 D-セリンが存在することは古くから知られていた［21］。特にサクサン（柞蚕) 

Antheraea pernyi やセクロピアサン Hyalophora cecropia などの繭を作る種において D-
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セリンが検出され，とりわけ，カイコガ Bombyx mori から高濃度の D-セリンが検出さ

れた［29］。その後，放射性同位体を用いた研究により，カイコガ体内で L-セリンか

ら D-セリンの産生されていることが明らかになり，その反応を触媒する酵素セリンラ

セマ－ゼが部分精製された［30］。しかし，カイコガにおいて D-セリンの生理的役割

について，ならびに生命工学的な研究はされていなかった。 

 

1.4.  カイコガ Bombyx mori について 

 

カイコガ Bombyx mori（Fig. 1-5）は節足動物門，昆虫綱の鱗翅目（チョウ目）に属

する完全変態の昆虫である。繭を作るので，古くから絹糸生産のために飼育・繁殖が

く行われてきた。特に日本では養蚕を背景に，形態学的，内分泌学的，遺伝学的な知

見が蓄積されている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1-5.  カイコガ Bombyx mori 5 齢幼虫と成虫 

 

 

N4                春嶺鐘月 
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その他にも，カイコガを研究材料とする上で以下のような利点がある。系統，飼育

方法が確立済み。大量飼育・繁殖が容易。既に全ゲノムが解明されたモデル生物。組

み替えタンパク質の発現用に大腸菌に代わってカイコガ培養細胞やカイコガ体液が

利用されている。バイオリサ－チセンタ－で多くの品種が保存されており随時頒布さ

れることなどである。さらに最近では，カイコガは生理的条件がヒトに近く，薬剤の

効果や病原体に対する感受性がヒトと良く一致し，取扱い上倫理的な問題も少ないた

め，新しい実験動物として注目されている。特に本研究に用いた N4 株は，特別な処

理をせずに卵を通年孵化させることが可能であり，また人工飼料のみで飼育できると

いう利点を持つ品種である。近年は，カイコガの産出するシルクタンパク質が天然素

材として人気を集めており，繊維産業のみならず化粧品や食品など多岐にわたる分野

で応用研究が進められている。 

 

 

 

 

 

Fig. 1-6.  カイコガのライフサイクル (N4) 
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本研究では信州大学より提供された Bombyx mori N4 株と，九州大学の National 

Bio-Resource Project より提供された春嶺鐘月株を使用した。一般的なカイコガと同様

に N4 株も孵化後，眠と脱皮を繰り返しながら 1～5 齢（各齢 4～6 日間）まで成長し，

吐糸幼虫（2 日間）を経て繭を作る。繭の中で蛹（8～9 日間）となり成熟する。吐糸

幼虫になると以後採餌・排糞を行わなくなる。成虫は交尾・産卵を行い，一生を終え

る。その寿命は約 40～50 日である。カイコガのライフサイクルを Fig. 1-6 に示す。 

 

1.5  本研究の意義と目的 

 

脳内における D-セリン動態の研究をはじめとして，高等動物の L-アミノ酸ワールド

における D-アミノ酸の生理作用については医学的見地からも注目度が増している。先

に述べたように，ヒトに対して D-セリンの投与が行われていることから，カイコガへ

の D-セリン投与の生命工学的研究は，精神疾患の臨床研究など医学的にも貢献しうる

と期待される。そこで本研究では，カイコガにおける D-セリンの生理的役割を解明し

本アミノ酸がどのように生体機能や代謝経路に関わっているかを明確にし，生命工学

的な応用に必要な情報を得ることを目的とした。 
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新規遊離 D-セリン定量法の開発と

 

2.1  序論 

 

 カイコガ Bombyx mori は遊離

いる。その濃度は 50%（全遊離型セリンに対する

る［1］。昆虫より高等な生物における

類の大脳において 20～25%

ット大脳の遊離セリンのおよそ

セリンの相互変換を触媒する酵素セリンラセマ－ゼ［

成される。遊離 D-セリンは大脳に存在する

容体のグリシン結合部位に作用する神経制御物質である［

受容体機能障害［9］と関係し

［11］の治療に役立てられている。

我々はカイコガの成長において，

ンはどのようなメカニズムで

の研究や診断と神経障害の治療のために，生体試料中の

することが求められている。高性能液体クロマトグラフィ－（

セリンを正確に定量するために用いられている［

キラル溶媒などコスト面と測定に時間を要すること，測定操作にある程度習熟しなけ

ればならないなどの難点がある。さらにシステムのメンテナンスも必要である。また，

アミノ酸分析機は D-異性体と

で低コストの D-セリン測定法の開発を目指した，

くの D-セリン含有生物について，その存在部位と成長に伴う含有量変動の追跡が可能

となるので，D-セリンの生理作用解明のための有力な手段となる
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第 2 章   

 

セリン定量法の開発とカイコガ臓器への応用

 

は遊離 D-セリン（L-セリンの光学異性体）を高濃度含有して

（全遊離型セリンに対する D 型の割合，以下同様）も占めてい

］。昆虫より高等な生物における D-セリンの検索の結果，ヒト血漿［

25%の D-セリンが存在することが明らかになった［

ット大脳の遊離セリンのおよそ 25%は，D-異性体である。D-セリンは，

セリンの相互変換を触媒する酵素セリンラセマ－ゼ［5，6］によって

セリンは大脳に存在する N-メチル-D-アスパラギン酸（

容体のグリシン結合部位に作用する神経制御物質である［7，8］。D

関係していて，統合失調症［10］と心的外傷後ストレス障害

に役立てられている。 

我々はカイコガの成長において，D-セリンの重要性を認識した［

ンはどのようなメカニズムでカイコガの成長を支えているのか，その

の研究や診断と神経障害の治療のために，生体試料中の D-セリンを迅速・正確に測定

することが求められている。高性能液体クロマトグラフィ－（HPLC

セリンを正確に定量するために用いられている［14，15］。しかし，機器，カラム，

キラル溶媒などコスト面と測定に時間を要すること，測定操作にある程度習熟しなけ

ればならないなどの難点がある。さらにシステムのメンテナンスも必要である。また，

異性体と L-異性体を区別できない。以上の背景のもと簡便・正確

セリン測定法の開発を目指した，このような測定法が開発されれば多

セリン含有生物について，その存在部位と成長に伴う含有量変動の追跡が可能

セリンの生理作用解明のための有力な手段となると期待される。

Fig. 2-1.  DSD の反応機構 

カイコガ臓器への応用 

セリンの光学異性体）を高濃度含有して

型の割合，以下同様）も占めてい

セリンの検索の結果，ヒト血漿［2］や哺乳

セリンが存在することが明らかになった［3，4］。ラ

セリンは，L-セリンと D-

］によって L-セリンから合

アスパラギン酸（NMDA）受

D-セリンは NMDA

心的外傷後ストレス障害

セリンの重要性を認識した［12，13］。D-セリ

その生理的役割解明

セリンを迅速・正確に測定

HPLC）は，微量の D-

］。しかし，機器，カラム，

キラル溶媒などコスト面と測定に時間を要すること，測定操作にある程度習熟しなけ

ればならないなどの難点がある。さらにシステムのメンテナンスも必要である。また，

異性体を区別できない。以上の背景のもと簡便・正確

このような測定法が開発されれば多

セリン含有生物について，その存在部位と成長に伴う含有量変動の追跡が可能

と期待される。 
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そこで比色定量法に着目した。D-セリンに対する高い基質特異性を持つニワトリの

酵素 D-セリンデヒドラタ－ゼ（DSD，EC 4.3.1.18［16］）を用いて，新たな D-セリン

定量法を開発した。D-セリンは DSD が触媒する酵素反応の基質である。この反応に

よって D-セリンはピルビン酸とアンモニアに分解される（Fig. 2-1）。ピルビン酸は，

分光光度計を用いて簡単に比色定量することができる。本研究では，この方法を用い

てカイコガ臓器中の D-セリンを測定し，その結果を HPLC 法［17］によって得られた

値と比較して遜色のないことを確認した。 

 

 

2.2  材料と方法 

 

2.2.1 カイコガ飼育法 

Bombyx mori N4 株，或いは，春嶺鐘月株を研究室内で飼育して研究に用いた。非

休眠卵を孵化させ，クワの葉から作られた人工飼料 Silkmate 2S（日本農産）を与えた。

室温はエアコンを用いて通年 25°C 前後を保ち，齢を揃えるため 25W 蛍光灯によって

12 時間の明期と 12 時間の暗期（20 時～8 時）の日周期環境において飼育した。 

 

2.2.2  ニワトリ D-セリンデヒドラタ－ゼの調製 

 組換え大腸菌 BL21 Star（DE 3）（Invitrogen）を Luria-Bertani（LB）培地中 37°C で

培養して殖やした。この大腸菌にはニワトリ D-セリンデヒドラ－ゼ（DSD，DDBJ 登

録番号：AB284370）の DNA を組み込んだプラスミドを含有する pET100/D-TOPO ベ

クタ－（Invitrogen，Carlsbad，CA，USA）が存在する。以下の実験はすべて 4°C で行

った。大腸菌を集めて 100 µM ピリドキサ－ル 5’-リン酸（PLP）を含む Tris–HCl buffer

（pH 8.0）に懸濁後，超音波破砕（50 W，60 min）した。超遠心分離（140,000 g × 30 min，

4°C）した無細胞抽出液の上澄みに 0.5 M NaCl と 20 mM イミダゾ－ルを加え，Ni-NTA 

Superflow（Qiagen）カラムに添加した。0.5 M イミダゾ－ルを加えた buffer A（20 mM 

Tris–HCl buffer (pH 8.0)，100 µM PLP，0.5 M NaCl，20 mM イミダゾール）を用いて

溶出した活性画分を buffer B（20 mM リン酸カリウム buffer，pH 7.8，50 µM PLP）に

平衡化した Q Sepharose カラム（GE Healthcare Life Sciences）に通し精製 DSD を得た。 

 

2.2.3 測定試料の調製 

 カイコガ 5 齢幼虫，吐糸幼虫，蛹，成虫を解剖し，体液，頭，中腸，精巣，卵巣，

絹糸腺，マルピ－ギ管，脂肪体，気管，翅原基，皮膚を取り出し，測定に用いるまで

-80°C で保存した。中腸からは消化内容物を完全に取り除いた。4 倍量（v/w）の 50 mM 

Tris–HCl buffer（pH 8.5）を各臓器に加え，はさみで細切し，氷上でガラスホモジナイ

ザ－（1,200 rpm × 3 min）を用いて摺り潰した。破砕液を遠心分離（12,000 g × 10 min，

4°C）し，上澄みとして得られた無細胞抽出液を測定試料とした。 



 

2.2.4  D-セリンの酵素法による定量

 反応溶液（全量 100 µL，無細胞抽出液

Tris–HCl buffer（pH 8.5））を

（Asahi Technoglass，Tokyo）中で，

ジン溶液（1 mM 2,4- dinitrophenylhydrazine/1 M HCl

らに室温で 5 min 静置後 0.6 M NaOH

（MTP-450，Corona，Ibaragi

リンに対する検量線は，カイコガ精巣の無細胞抽出液（タンパク質濃度

に種々の量の D-セリンを加えることにより作成した。反応溶液中の

A450 と検量線から算出した。

サンプルのタンパク質濃度は，

ミンを使用）により決定した。

 

 

2.3  結果 

 

2.3.1  測定条件の決定 

 

 

Fig. 2-2.  DSD による D

有意差 t 検定
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セリンの酵素法による定量 

，無細胞抽出液 10 µL，0.5 × 10-3 U DSD，10 

））を 96-well 平底ポリスチレン製マイクロタイタ－プレ－ト

）中で，37°C，10 min インキュベ－ト後，フェニルヒドラ

dinitrophenylhydrazine/1 M HCl）20 µL を加えて反応を止め，さ

0.6 M NaOH を 160 µL 加えた。マイクロプレ－トリ－ダ－

Ibaragi）を用いて 450 nm の吸光度（A450）測定を行った。

リンに対する検量線は，カイコガ精巣の無細胞抽出液（タンパク質濃度

セリンを加えることにより作成した。反応溶液中の

と検量線から算出した。 

サンプルのタンパク質濃度は，Bradford 法［18］を用いた検量線（ウシ血清アルブ

ミンを使用）により決定した。 

D-セリン脱水によるピルビン酸変換時の

検定 †は p < 0.05，＊は p < 0.002，mean ± SD (n =

10 µM PLP，50 mM 

平底ポリスチレン製マイクロタイタ－プレ－ト

インキュベ－ト後，フェニルヒドラ

を加えて反応を止め，さ

加えた。マイクロプレ－トリ－ダ－

測定を行った。D-セ

リンに対する検量線は，カイコガ精巣の無細胞抽出液（タンパク質濃度 40 mg/mL）

セリンを加えることにより作成した。反応溶液中の D-セリン量は，

］を用いた検量線（ウシ血清アルブ

 

 

セリン脱水によるピルビン酸変換時の PLP 濃度影響 

= 4) 

 



 

 

 DSD は PLP 依存性酵素のため，最大酵素活性が得られる

2-2）。2～6 µM PLP は 17%，

以上の PLP は，10 µM PLP

加えることに決定した。 

 つぎに，反応溶液中の DSD

セリンに対して，より高い吸光度（

す。しかし，分光学的定量法は

採用できる。また，DSD 使用量を抑えることも必要である。その結果，

を用いることに決定した。 

 

 

 

2.3.2  D-セリン検量線の作製

 無細胞抽出液を加えない

Fig. 2-

0.1 × 10
-3

 U DSD (●)，0.5 
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依存性酵素のため，最大酵素活性が得られる PLP 濃度を検索した（

，8～20 µM PLP は 28%ピルビン酸生成を増加した。

M PLP と同じ効果を示した。以上より，10 µM PLP

DSD 量と吸光度の関係を検討した（Fig. 2

より高い吸光度（A450）を与える DSD 量を用いる方が測定精度は増

分光学的定量法は D-セリン濃度と A450 が直線関係である範囲内でのみ

使用量を抑えることも必要である。その結果，

 

セリン検量線の作製 

無細胞抽出液を加えない Tris-HCl buffer（pH 8.5）のみ中に D-セリンを加えて，

-3.  反応液中 DSD 量と吸光度の関係 

0.5 × 10
-3

 U DSD (〇)，1.0 × 10
-3

 U DSD (▲)，mean ± SD (

濃度を検索した（Fig. 

ピルビン酸生成を増加した。10 µM

M PLP を反応溶液に

Fig. 2-3）。一定量の D-

量を用いる方が測定精度は増

が直線関係である範囲内でのみ

使用量を抑えることも必要である。その結果，0.5 × 10-3 U DSD

 

 

セリンを加えて，DSD

mean ± SD (n = 4) 

 



 

による D-セリンに対する検量線を作製した（

をコントロ－ルとした。有意差のある（

あった。D-セリン量を X 軸，

あり，非常に高い相関係数

 

 

 

 

生体内には通常 D-セリン濃度よりも圧倒的に高濃度の

めに，この L-セリンが測定時の

セリン濃度の約 104
倍の 20 mM 

に高濃度の L-セリンが共存するときの検量線は共存しない時の検量線とほぼ一致し

たので，明らかに L-セリンは反応に影響を及ぼさないことが判明した。（

r2 = 0.997）。 

 

 

 

縦軸はコントロ－ル値を差し引いた値，
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セリンに対する検量線を作製した（Fig. 2-4）。D-セリンを加えていない状態

をコントロ－ルとした。有意差のある（p < 0.05）D-セリン検出限界値は

軸，A450 を Y 軸とした際の検量線の方程式は

あり，非常に高い相関係数 r2 = 0.999 が示された。 

セリン濃度よりも圧倒的に高濃度の L-セリンが存在しているた

セリンが測定時の DSD 反応に影響を与えていないかを，反応溶液に

20 mM L-セリンを共存させて調べた。下図（

セリンが共存するときの検量線は共存しない時の検量線とほぼ一致し

セリンは反応に影響を及ぼさないことが判明した。（

Fig. 2-4.  D-セリン検量線 

縦軸はコントロ－ル値を差し引いた値，mean ± SD (n = 4) 

セリンを加えていない状態

セリン検出限界値は 200 pmol で

軸とした際の検量線の方程式は y = 0.0328x で

 

セリンが存在しているた

反応に影響を与えていないかを，反応溶液に D-

セリンを共存させて調べた。下図（Fig. 2-5）のよう

セリンが共存するときの検量線は共存しない時の検量線とほぼ一致し

セリンは反応に影響を及ぼさないことが判明した。（y = 0.0323x，

 

 



 

 

 

 

 

 

実際の測定試料に近い条件をつくるために，精巣無細胞抽出液（

の量の D-セリンを加えて，検量線を作製した（

0.167，r2 = 0.997, Km = 0.145 mM

い値であった。また， Fig. 2

た値であった。これらのことから無細胞抽出液は測定反応に影響を及ぼさないこと，

したがって無細胞抽出液中の

明された。このため，臓器の種類ごとに検量線を作製する必要性はなく，いろいろな

臓器や組織中の D-セリン量を測定することができる。このことは，ネズミ大脳の無細

胞抽出液を用いて D-セリン検量線を作製したところ，方程式は

Km = 0.137 とカイコガの精巣無細胞抽出液とほぼ同じ値が得られた

持される。 

 

Fig. 2-5.  D

D-セリンのみ (●)，
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実際の測定試料に近い条件をつくるために，精巣無細胞抽出液（40 mg/mL

セリンを加えて，検量線を作製した（Fig. 2-6）。その結果は，

= 0.145 mM となり，Fig. 2-4 の反応の Km 値 0.149 mM

Fig. 2-4，Fig. 2-5，Fig. 2-6 の方程式や相関係数も非常に似通っ

た値であった。これらのことから無細胞抽出液は測定反応に影響を及ぼさないこと，

したがって無細胞抽出液中の D-セリン濃度を正確に測定することができることが証

明された。このため，臓器の種類ごとに検量線を作製する必要性はなく，いろいろな

セリン量を測定することができる。このことは，ネズミ大脳の無細

セリン検量線を作製したところ，方程式は y = 0.0316x

とカイコガの精巣無細胞抽出液とほぼ同じ値が得られたことによっても支

D-セリン検量線（L-セリン共存下） 

，20 mM L-セリン共存 (〇)，mean ± SD (n =

 

 

40 mg/mL）中に種々

）。その結果は，y = 0.0322x + 

0.149 mM と非常に近

の方程式や相関係数も非常に似通っ

た値であった。これらのことから無細胞抽出液は測定反応に影響を及ぼさないこと，

セリン濃度を正確に測定することができることが証

明された。このため，臓器の種類ごとに検量線を作製する必要性はなく，いろいろな

セリン量を測定することができる。このことは，ネズミ大脳の無細

y = 0.0316x，r2 = 0.996，

ことによっても支

= 4) 

 



 

 

2.3.3  酵素法と HPLC 法の測定値比較

Fig. 2-7.  酵素法と

Fig. 2-6.  
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法の測定値比較 

酵素法と HPLC 法の測定値比較（カイコガ中腸）

mean ± SD (n = 4) 

 

.  D-セリン検量線（精巣無細胞抽出液中）

mean ± SD (n = 4) 

 

 

 

 

（カイコガ中腸） 

 

セリン検量線（精巣無細胞抽出液中） 

 



 

 

カイコガ 5 齢幼虫，蛹，成虫の中腸の

2-7）。酵素法と HPLC 法で測定した

り，今回開発した酵素法の信頼性が確認された。

 

2.3.4  カイコガ臓器の D-セリン測定

カイコガの成長に伴い内在

て各齢のカイコガ中腸の D-

蛹まで徐々に増加した後，5

けて減少した。 

 

 

 

 

 

 

 

カイコガ 5 齢 5 日目幼虫，5

定した（Fig. 2-9）。体液，中腸，卵巣，精巣

Fig. 2-8.  成長に伴うカイコガ中腸の
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齢幼虫，蛹，成虫の中腸の D-セリン量を酵素法と HPLC 法で測定した（

法で測定した D-セリン量は，共にほぼ同じ値であった。以上よ

り，今回開発した酵素法の信頼性が確認された。 

セリン測定 

カイコガの成長に伴い内在 D-セリン濃度はどのように変動するか，本酵素法を用い

-セリン濃度を調査した（Fig. 2-8）。D-セリン濃度は

5 日目にかけて急激に増加し，その後は羽化・成虫期にか

5 日目蛹，成虫 1 日目のいろいろな臓器の

体液，中腸，卵巣，精巣（または卵巣），脂肪体に

成長に伴うカイコガ中腸の D-セリン濃度変化

mean ± SD (n = 4) 

法で測定した（Fig. 

セリン量は，共にほぼ同じ値であった。以上よ

セリン濃度はどのように変動するか，本酵素法を用い

セリン濃度は 3 日目

日目にかけて急激に増加し，その後は羽化・成虫期にか

 

日目のいろいろな臓器の D-セリン量を測

，脂肪体に D-セリンが高

 

セリン濃度変化 



 

濃度存在すること，すなわち，カイコ体内ではこれらの臓器に

ることを明らかにした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2

 

 

2.4  考察 

 

 DSD は，今までに大腸菌［

これらの酵素の基質特異性と酵素学的性質

 

Table 2-1.  DSD の基質特異性と酵素学的精室

  ニワトリ

基質  
Km 

(mM) 

D-セリン 0.131 

D-スレオニン 0.312 

L-セリン 12.3 

20 

，すなわち，カイコ体内ではこれらの臓器に D-セリンが分布してい

Fig. 2-9. カイコガ D-セリンの臓器分布 

mean ± SD (n = 4) 

は，今までに大腸菌［19］，酵母［20］とニワトリ［16］から精製されている。

これらの酵素の基質特異性と酵素学的性質を Table 2-1 にまとめた。

の基質特異性と酵素学的精室 

ニワトリ 酵母 大腸菌

kcat  

(s-1) 

Km         

(mM) 

 kcat  

 (s-1) 

 Km  

(mM) 

0.811  0.39 13.1   1.3 

0.0512  0.13 0.43     3.2 

0.197  ND ND  ND 

セリンが分布してい

］から精製されている。

にまとめた。 

 

大腸菌 

Vmax 

(µmol/min/mg) 

300 

50 

ND 
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酵母 DSD は D-スレオニンに対して D-セリンより高い親和性を持ち，大腸菌 DSD

は，Vmax 値が示すように，D-スレオニンにもかなりの活性を示す。ニワトリ DSD も

D-スレオニンに反応するが，本法を用いて測定した結果，1 µM D-セリンは A450 = 

0.0025，この 1000 倍も高濃度の 1 mM D-スレオニンは A450 = 0.002 であった。通常，

生体中の D-スレオニン濃度はとても低いので，ニワトリ DSD の D-スレオニンを分解

する活性は測定に影響しないと考えられる。D-セリンの定量にはニワトリ DSD が酵

母や細菌の DSD より優秀な酵素であると言えよう。 

 D-セリン濃度を測定するために酵母 DSD を使う類似した方法［21］は，検出限界

が 2 µmol で，検出限界 200 pmol の今回開発した方法と比較すると感度は 10 倍低い。

近年，さらに感度の高い方法も報告されている［22］が，その方法では，蛍光物質と

蛍光分光光度計が必要であり，コスト面に難点がある。今回開発した方法は，必要な

光学機器は分光光度計だけである。感度が 2 桁高い HPLC 法［17］は測定に 4 日間を

要するのに比べて，本法では試料調製を含めても 1 時間で D-セリン定量（測定所要時

間は 30 分）を完了することができる。本法によって D-セリンのスクリ－ニングが可

能になるので，未測定の多くの生物の種々の臓器について D-セリン含有量に関する情

報を得ることができるようになる。また，医療分野にも貢献できることと期待される。 

 

 

2.5  結論 

  

本測定法の開発により，今までよりも短時間に，多量の試料の D-セリンを同時測定

できるようになった。今後，本法によりさらに多くの生物について D-セリンが測定さ

れることになれば，L-アミノ酸ワ－ルドにおいて，D-アミノ酸の一種である D-セリン

が生体において果たしている役割の解明に一歩近づける。 

本測定法を Journal of Chromatography B に公表した[23]。 
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第 3 章   

 

カイコガにおける D-セリン代謝と D-セリンの生理的役割の検討 

 

 

3.1  序論 

 

 グリシン以外のすべてのアミノ酸は，光学活性である。L-セリンはタンパク質構成

成分だが，D-セリンは，タンパク質構成成分ではない。一方，遊離型の D-セリンが，

哺乳類の前脳に高濃度存在（全遊離セリンの約 25%）［1，2］することが知られてい

る。ヒト脳内に存在する N-メチル-D-アスパラギン酸（NMDA）受容体は，特に海馬

（記憶や学習といった高度な神経活動の中枢部位）に高密度に存在し，神経伝達物質

である L-グルタミン酸が結合すると作動する。研究の結果，遊離型 D-セリンが L-グル

タミン酸の NMDA 受容体への結合を調節している神経制御物質であり，記憶の成立

に不可欠なアミノ酸であることが明らかになった［3，4］。セリンラセマ－ゼがマウ

ス大脳中で D-セリンの生産を行っている酵素であることが，本遺伝子をノックアウト

したマウスを使った実験から示唆されている［5］。 

 カイコガに D-セリンが高濃度（50%以上）存在することは 50 年以上も前に報告さ

れており［6］，その D-セリンはカイコガ体内で合成されていることが

14C-L-セリンと

14C-D-セリンを用いて示されている［7］。カイコガにセリンラセマ－ゼが存在するこ

とは既に報告されている［8］。カイコガ体内で L-セリン濃度は 2 齢以降蛹期まで増減

を繰り返しながら減少していくのに対して，D-セリン濃度は蛹後期まで増え続ける

［9］。このことは D-セリンの生理的機能と代謝は L-セリンとは別個のものであること

を示している。さらに，セリンラセマ－ゼの阻害剤を幼虫に投与することにより幼虫

の D-セリン濃度を低下させると，体重増加に重大な遅れが生じた［10］。このことは，

カイコガの成長における D-セリンの重要性を示している。 

 カイコガに高濃度存在している遊離 D-セリンであるが，生理的役割は判明しておら

ず，生命工学的な研究は行われてこなかった。5 齢 5 日目幼虫で臓器により D-セリン

含有量が違うことから［9］，本研究では，臓器ごとの D-セリン分布を生育日数・齢と

の関係において分析した。D-セリン量測定に使用したチキン DSD［11］は，特異的に

D-セリンをピルビン酸とアンモニアに変える酵素である。D-セリンの存在部位を細胞

レベルに絞り込むために，酵素法より微小・微量分析が可能な免疫組織学的手法を用

いた。さらに，D-セリンの代謝酵素であるセリンラセマ－ゼと D-セリンデヒドラター

ゼ（DSD）の活性を測定し臓器分布を検索し，カイコガにおける D-セリンの生理的役

割について解明することを目的とした。 
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3.2  材料と方法 

 

3.2.1  用いた測定試料 

 カイコガは 2.2.1 に示した方法で飼育・繁殖させ実験に用いた。 

 

3.2.2  D-セリンの定量 

 2.2.4 に記述した測定法を用いた。カイコガを氷上で解剖し，各臓器を取り出しプ－

ルした。プロテアーゼインヒビターカクテルを含む 4 倍量（v/w）の PBS（pH 7.4）を

それぞれの臓器（約 1 g）に加え，はさみで細切し，砕氷中のポリトロン型ホモジナ

イザ－（5,000 rpm × 3 min）を用いて破砕した。破砕液を遠心分離（12,000 g × 10 min，

4°C）し，上澄みとして得られた無細胞抽出液を測定試料とした。反応溶液（全量 100 

µL，無細胞抽出液 10 µL，5 × 10-4 U ニワトリ DSD，10 µM PLP，50 mM Tris–HCl buffer

（pH 8.5））を 96-well 平底ポリスチレン製マイクロタイタ－プレ－ト（Asahi 

Technoglass，Tokyo）中で，37°C，10 min インキュベ－トした。ニワトリ DSD は，2.2.1

に述べた方法で組換え大腸菌から精製したものを用いた。フェニルヒドラジン溶液（1 

mM 2,4- dinitrophenylhydrazine/1 M HCl）20 µL を加えて反応を止め，さらに室温で 5 

min 静置した。最後に 0.6 M NaOH を 160 µL 加えた。マイクロプレ－トリ－ダ－

（MTP-450，Corona，Ibaragi）を用いて 450 nm の吸光度（A450）測定を行った。DSD

をフェニルヒドラジン溶液添加後に加えたときの値をコントロ－ルとして用いた。 

 

3.2.3  免疫組織化学的観察 

この方法の原理は，臓器中の D-セリンにだけ抗 D-セリン抗体が結合するが，結合

した抗体を蛍光色素で標識した二次抗体が可視化するものである。すなわち，臓器切

片中で蛍光の観察された（＝赤く染まった，免疫反応が見られた）部位に D-セリンが

存在する。 

中腸から消化管内容物を取り除くために，24 時間前から幼虫を飢餓状態に置いた。

生理食塩水（PBS）を注いだ氷上のバットにゴムマットを置きその上で，カイコガを

解剖し，中腸，卵巣，精巣，脂肪体，気管，絹糸腺，マルピ－ギ管，皮膚，頭を摘出

した。PBS 中に 2.5% グルタルアルデヒドと 4% ホルムアルデヒドを含む固定液でこ

れらの臓器を固定（4 h，20℃）した。固定後，70%→99% エタノ－ルのアルコ－ルシ

リ－ズを経て 100% キシレンに浸漬し，臓器中の水を除去した。ついで密閉式自動固

定包埋装置（Tissue-Tek VIP 1000，Sakura Finetek，Tokyo）を用いてパラフィン包埋し

た臓器からミクロト－ム（SM2000R，Leica，Germany）で得られた 5 µm の超薄切片

をスライドガラス（Superfrost，MAS-coated，Matsunami Glass，Osaka）に貼り付けた。 

 超薄切片のパラフィンをキシレンとエタノ－ル洗浄によって除去した後，ペルオキ

シダ－ゼ活性とアルデヒドを除去するために，3% H2O2 処理を 15 min，0.5% NaBH4
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処理を 30 min 行った。このスライドガラスに、100 倍希釈したグルタルアルデヒド結

合型抗 D-セリン抗体（MoBiTec，Goettingen，Germany）を添加し一次抗原抗体反応を

室温，10 h 行った。PBS 洗浄後，400 倍希釈した Alexafluoro555 抗ウサギ IgG 抗体

（Invitrogen，USA）を添加し，二次抗原抗体反応を室温で 2 h 行った。反応終了後，

スライドガラス上の切片を GEL/MOUNT（Biomedia，Pittsburg，PA，USA）で封入し

た後，×10、×20，×63 対物レンズを搭載した Zeiss LSM510 レ－ザ－走査型共焦点

顕微鏡を用いて観察した。観察結果を Windows 版 Zeiss LSM510 イメ－ジブラウザ－・

ソフトウェアを使用してビジュアル化した。コントロ－ル試料として，4% ホルムア

ルデヒド/PBS を用いて固定した臓器を同様に染色したものを用いた。また 0.1% ヘマ

トキシリンと 0.1% エオシンで HE 染色も行った。 

カイコガの D-アラニン局在性を調べる実験は，一次抗体としてグルタルアルデヒド

結合型抗D-アラニン抗体，或いは市販の抗D-アラニン抗体（Advanced Targeting Systems，

San Diego，CA，USA）を用いたこと以外，D-セリンの局在性を調べた時と同じ実験

手順に従って行った。 

 

3.2.4  酵素活性測定 

 摘出した各臓器は PBS で洗浄後，測定に用いるまで-20°C で保存した。体液は尾角

から採取した。4 倍量（v/w）の PBS（pH 7.4）を各臓器（約 1 g）に加え，氷上でポ

リトロン型ホモジナイザ－を用いて破砕した。破砕液を遠心分離（12,000 g × 10 min，

4°C）し，上澄みとして得られた無細胞抽出液を測定試料とした。セリンラセマ－ゼ

活性は L-セリンから変換された D-セリンを定量することにより求めた。その反応溶液

は全量 200 µL中に 100 mM L-セリン，25 µM PLP，100 µg 無細胞抽出液，5 × 10-4 U DSD，

50 mM Tris–HCl buffer（pH 8.0）を含む組成とした。DSD 活性は D-セリンが分解され

て生じるピルビン酸を定量することにより求めた。その反応溶液は全量 200 µL中に，

100 mM D-セリン，25 µM PLP，無細胞抽出液 100 µg，50 mM Tris–HCl buffer（pH 7.6）

を含む組成とした。37°C，30 min 反応させた後，セリンラセマ－ゼ活性は D-セリン

を，DSD 活性はピルビン酸を測定した。無細胞抽出液のタンパク質濃度は，ブラッド

フォード法［12］を用いて測定した。 

 

3.2.5  DSD の精製 

 3 日目蛹から精巣（約 50 g）を摘出した。1 mM EDTA，1 mM dithiothreitol（DTT），

10 µM pyridoxal 5′-phosphate（PLP），0.4%（v/v）プロテアーゼインヒビターカクテル

を含む 50 mM Tris–HCl buffer（pH 8.0）を精巣に加え，氷上でポリトロン型ホモジナ

イザ－（11,000 rpm × 5 min）を用いて破砕した。破砕液を遠心分離（15,000 g × 20 min，

4°C）し，得られた上澄みを無細胞抽出液とした。無細胞抽出液に硫酸アンモニウム

（以下硫安）25～50% 飽和になるように硫安を加え塩析し，遠心分離（15,000 g × 20 

min，4°C）を行った。得られた沈殿物を 1 mM EDTA，1 mM DTT，10 µM PLP を含
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む 50 mM Tris–HCl buffer（pH 8.0）（Buffer A）に対して 16 時間透析した。その後，DEAE 

Toyopearl カラムを Buffer A を用いて平衡化した後，透析した硫安 25～50％飽和沈殿

画分を吸着させ，0 mM NaCl 溶出画分，50 mM NaCl 溶出画分，300 mM NaCl 溶

出画分を得た。酵素活性が 0 mM NaCl 溶出画分に得られたので，この画分に 150 mM 

NaCl を加え，150 mM NaCl を含む Buffer A を用いて平衡化した SuperoseTM 12 カラ

ムに通し，溶出した。 

 

3.2.6  ピルビン酸定量 

 臓器試料に 2 倍量（v/w）の PBS（pH 7.4）を加え，ガラスホモジナイザ－（1,000 rpm 

× 3 min）を用いて摺り潰した。これを 100℃，5 min 熱処理した後に，遠心分離（15,000 

g × 10 min，4℃）した。得られた上澄み（無細胞抽出液）10 µl に 20 µl フェニルヒ

ドラジン溶液，l50 mM リン酸 buffer（pH 7.0）100 µl を加えた。室温，5 min インキ

ュベ－ト後，0.6 M NaOH 80 µl を加え，450 nm の吸光度（A450）測定を行った。反応

溶液中のピルビン酸量を A450 と検量線から算出した。 

カイコガ体内で D-セリンがピルビン酸に変換するかを調べるために、5 齢 3 日目幼

虫の尾角から体液（200 µL と仮定［22］）中に種々の濃度の D-セリン 5 µl を注射した。

コントロ－ル用に同量の PBS を注射した。注射後一定時間ごとに，体液，中腸，卵巣，

精巣を取り出し，ピルビン酸を定量した。 

 

3.2.7  細胞内 ATP の定量 

 細胞内 ATP 量は，ルシフェリン-ルシフェラーゼ発光分析キットと ATP アナライザ

ー（AF-100，DKK-TOA，Tokyo，Japan）を使用して定量した。50 mM Tris–HCl buffer

（pH 8.0）に懸濁した無細胞抽出液 100 µl，細胞抽出試薬 100 µl，発光試薬 100 µl さ

らに 200 nmol D-セリン，L-セリンまたはコントロールとしてTris–HCl bufferを加えて，

ATP 定量を行った。 

 

  



 

 

3.3  結果と考察 

 

3.3.1  カイコガの成長に伴う各臓器の

 以前の研究において，蛹後期に

液，中腸内容物，中腸の D-セリン濃度が高いことがわかっていた［

て，3齢から成虫までのカイコガに関して

中腸，精巣，脂肪体，卵巣の

原基（成虫は羽），皮膚，頭では低かった。孵化後，成長日数とともに体液，中腸，

精巣，脂肪体，卵巣の D-セリン濃度は変化した（

 

 

 

 

5 日目蛹において D-セリン濃度は体液中で最も高く，ついで中腸で高かった。これら

の D-セリン濃度は雌雄間で差は無かったが，生殖器官の精巣と卵巣では，精巣の方に

卵巣よりもかなり高濃度に局在していた。

 

 

Fig. 3-1.  カイコガの成長に伴う各臓器の

A，オス；B，メス：□，体液；△，中腸；▲，脂肪体；●，精巣；○，卵巣

b，4 齢幼虫；c，5 齢幼虫；
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カイコガの成長に伴う各臓器の D-セリン濃度変化 

以前の研究において，蛹後期に D-セリン濃度が最も高く，また 5 齢

セリン濃度が高いことがわかっていた［9

齢から成虫までのカイコガに関して D-セリン局在性を詳しく調べた結果，体液，

中腸，精巣，脂肪体，卵巣の D-セリン濃度が高く，マルピーギ管，気管，絹糸腺，翅

原基（成虫は羽），皮膚，頭では低かった。孵化後，成長日数とともに体液，中腸，

セリン濃度は変化した（Fig. 3-1）。 

セリン濃度は体液中で最も高く，ついで中腸で高かった。これら

セリン濃度は雌雄間で差は無かったが，生殖器官の精巣と卵巣では，精巣の方に

卵巣よりもかなり高濃度に局在していた。 

カイコガの成長に伴う各臓器の D-セリン濃度変化

，メス：□，体液；△，中腸；▲，脂肪体；●，精巣；○，卵巣

齢幼虫；d，吐糸・前蛹期；e，蛹；f，成虫 mean ± SD

齢 5 日目幼虫の体

9］。本研究におい

セリン局在性を詳しく調べた結果，体液，

セリン濃度が高く，マルピーギ管，気管，絹糸腺，翅

原基（成虫は羽），皮膚，頭では低かった。孵化後，成長日数とともに体液，中腸，

 

 

セリン濃度は体液中で最も高く，ついで中腸で高かった。これら

セリン濃度は雌雄間で差は無かったが，生殖器官の精巣と卵巣では，精巣の方に

セリン濃度変化 

，メス：□，体液；△，中腸；▲，脂肪体；●，精巣；○，卵巣 

mean ± SD (n = 5) 

 



 

 

3.3.2  カイコガの成長に伴う中腸

 幼虫の中腸を前部（第 4・

体節部分）の 3 部位に分け，内容物を除去して

3 齢から吐糸期まで，中部の

微絨毛と盃細胞の微絨毛に局在するので，中部の

中部の中腸にはこれらの細胞密度が高いことにあると推察される。蛹以後は中腸が変

形し前・中・後の 3 部に分けることは不可能になるので，分割せず全中腸として測定

した。全中腸の D-セリン濃度は，

の違いはなかった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-2.  カイコガの成長に伴う中腸の

A；オス：B；メス，○；中腸全体（内容物除去）：△；前部：■；中部：●；後部，

幼虫 b：4 齢幼虫；c：5 齢幼虫；

 

29 

カイコガの成長に伴う中腸および中腸内容物の D-セリン濃度変化

・5 体節部分），中部（第 6・7 体節部分），後部（第

部位に分け，内容物を除去して D-セリン濃度を測定した（

齢から吐糸期まで，中部の D-セリン濃度が最も高かった。D-セリンは円柱細胞の

微絨毛と盃細胞の微絨毛に局在するので，中部の D-セリン濃度が最も高かった原因は，

中部の中腸にはこれらの細胞密度が高いことにあると推察される。蛹以後は中腸が変

部に分けることは不可能になるので，分割せず全中腸として測定

セリン濃度は，5 日目蛹まで増加した後，以降は減少した

カイコガの成長に伴う中腸の D-セリン濃度変化

；メス，○；中腸全体（内容物除去）：△；前部：■；中部：●；後部，

齢幼虫；d：吐糸・前蛹期；e：蛹：f；成虫 mean ± SD

セリン濃度変化 

体節部分），後部（第 8・9

セリン濃度を測定した（Fig. 3-2）。 

セリンは円柱細胞の

セリン濃度が最も高かった原因は，

中部の中腸にはこれらの細胞密度が高いことにあると推察される。蛹以後は中腸が変

部に分けることは不可能になるので，分割せず全中腸として測定

後，以降は減少した。雌雄間

 

 

セリン濃度変化 

；メス，○；中腸全体（内容物除去）：△；前部：■；中部：●；後部，a：3 齢

mean ± SD (n = 5) 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

また中腸内容物の D-セリン濃度は，雌雄共に

 D-セリン濃度が中腸内容物に高い原因は，蛹期には自食されてしまう幼虫の円柱細

胞，盃細胞にあると思われる。ショウジョウバエでは，幼虫の中腸は蛹期に黄体とし

て蛹の中腸内側に密接した状態で取り込まれる［

（円柱細胞，盃細胞などを含む）は，吐糸期と蛹期にアポトーシスと自食により消化

され，摂食しない蛹期中に栄養分として完全に消費される［

Galleria についても同様の報告がある［

果，幼虫の中腸細胞を取り込んでいる蛹の中腸が観察された

 

 

 

 

Fig. 3-3.  カイコガの成長に伴う中腸内容物の

●；オス：○；メス
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セリン濃度は，雌雄共に 5 日目蛹に最も高かった（

セリン濃度が中腸内容物に高い原因は，蛹期には自食されてしまう幼虫の円柱細

胞，盃細胞にあると思われる。ショウジョウバエでは，幼虫の中腸は蛹期に黄体とし

て蛹の中腸内側に密接した状態で取り込まれる［13］。カイコガでは幼虫の中腸上皮

（円柱細胞，盃細胞などを含む）は，吐糸期と蛹期にアポトーシスと自食により消化

され，摂食しない蛹期中に栄養分として完全に消費される［14］。ハチノスツヅリガ

についても同様の報告がある［15］。3 日目蛹中腸を HE 染色して検鏡した結

幼虫の中腸細胞を取り込んでいる蛹の中腸が観察された（Fig. 3

カイコガの成長に伴う中腸内容物の D-セリン濃度変化

●；オス：○；メス mean ± SD (n = 5) 

 

 

日目蛹に最も高かった（Fig. 3-3）。 

セリン濃度が中腸内容物に高い原因は，蛹期には自食されてしまう幼虫の円柱細

胞，盃細胞にあると思われる。ショウジョウバエでは，幼虫の中腸は蛹期に黄体とし

］。カイコガでは幼虫の中腸上皮

（円柱細胞，盃細胞などを含む）は，吐糸期と蛹期にアポトーシスと自食により消化

ハチノスツヅリガ

染色して検鏡した結

Fig. 3-4）。 

セリン濃度変化 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

3.3.3  免疫組織化学的観察

 カイコガ中腸，卵巣，精巣，脂肪体，気管，絹糸腺，マルピ

ける遊離 D-セリンの分布を免疫組織学的

まず中腸について，輪切りにしたカイコガの切片に

を黄枠で示した（Fig. 3-5i, 1j

 

 

Fig. 

矢印；幼虫の中腸細胞：矢尻；蛹の中腸上皮
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学的観察による D-セリン局在性 

中腸，卵巣，精巣，脂肪体，気管，絹糸腺，マルピ－ギ管，皮膚，頭

を免疫組織学的に調べた。 

まず中腸について，輪切りにしたカイコガの切片に HE 染色を行い，観察した部位

5i, 1j）。 

Fig. 3-4.  3 日目蛹の中腸 HE 染色 

矢印；幼虫の中腸細胞：矢尻；蛹の中腸上皮。スケ－ルバ－；30 

 

 

ギ管，皮膚，頭にお

染色を行い，観察した部位

30 µm。 



 

 

 

2 齢，3 齢，4 齢幼虫の中腸は，コントロ－ルと比較して強い免疫反応

を示した。抗 D-セリン抗体で染色された細胞は，管

盃細胞（Fig. 3-5a‒5e）の微絨毛

も免疫反応を示した。体腔（

容物（Fig. 3-5a，e，星印，Fig. 3

吐糸期に変形する［23，24，

た新生（幹）細胞は盛んに増殖・分化を開始し，つぎの

蛹では，折り畳まれた構造になった中腸だが良く染色され

は Fig. 3-6d，HE 染色は Fig. 3

いた（Fig. 3-2b）。蛹の中腸上皮は，成虫の中腸（吸胃）になる。成虫の中腸細胞も，

コントロ－ル（Fig. 3-6f）と比較して免疫陽性

 

 

 

Fig. 3-5.  カイコガ幼虫の中腸における

2 齢 3 日目（a, f），3 齢 3 日目（

ド結合型抗 D-セリン抗体染色。

ホルムアルデヒド固定。i, j；

d, e に示された中腸上皮部分。

体節。C；円筒細胞：G；盃状細胞：＊；管腔。
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齢幼虫の中腸は，コントロ－ルと比較して強い免疫反応

抗体で染色された細胞は，管腔に面した円柱

）の微絨毛であった。盃細胞と円柱細胞は，1 齢幼虫（図示せず）

。体腔（Fig. 3-5b，c，e，arrow head）に面した基底膜と消化管

Fig. 3-6a，arrow）も強染された。幼虫の盃細胞の微絨毛は

，25］。5 齢終期に，それまで盃細胞と円柱

は盛んに増殖・分化を開始し，つぎの蛹期の中腸上皮細胞となる。

蛹では，折り畳まれた構造になった中腸だが良く染色され（Fig. 3-6

Fig. 3-6e），大部分の細胞が幼虫の時とは異なる形に変化して

）。蛹の中腸上皮は，成虫の中腸（吸胃）になる。成虫の中腸細胞も，

）と比較して免疫陽性であった（Fig. 3-6c）。

カイコガ幼虫の中腸における D-セリン分布

日目（b, g），4 齢 3 日目（c, d, e, h）の中腸。グルタルアルデヒ

セリン抗体染色。a‒e；グルタルアルデヒド－ホルムアルデヒド固定：

；HE 染色（固定前に中腸内容物を除去），横断切片，黄枠は

に示された中腸上皮部分。b, g；単離後の中腸を固定。c, d, h, i；第 6

；盃状細胞：＊；管腔。スケ－ルバ－ a-d, f-h；50 

 

 

齢幼虫の中腸は，コントロ－ルと比較して強い免疫反応（Fig. 3-5）

円柱細胞の微絨毛と，

齢幼虫（図示せず）

）に面した基底膜と消化管内

細胞の微絨毛は，

円柱細胞の間にあっ

期の中腸上皮細胞となる。

6a，コントロ－ル

幼虫の時とは異なる形に変化して

）。蛹の中腸上皮は，成虫の中腸（吸胃）になる。成虫の中腸細胞も，

）。 

セリン分布 

）の中腸。グルタルアルデヒ

；グルタルアルデヒド－ホルムアルデヒド固定：f‒h；

染色（固定前に中腸内容物を除去），横断切片，黄枠は

6 体節：e, j；第 8

50 µm：e；20 µm。 

 



 

  

 

卵原細胞は，1 つの卵母細胞と

中に栄養細胞と包卵被膜細胞から栄養分を供給され卵細胞になる

熟卵管の卵原細胞（Fig. 3-7

免疫染色されていた。蛹 2

head）と卵巣小管細胞（arrow

－ル（Fig. 3-7f）と対照的に免疫陽性

包卵被膜細胞と卵黄顆粒自身は染色されておらず，包卵被膜

顆粒（Fig. 3-7d）の間隙やこれらの

ス物質が免疫陽性であるように見えた

卵細胞の周辺部と包卵被膜細胞の

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3-6.  カイコガの蛹と成虫の中腸における

蛹 1 日目（a, b, d, e），成虫 1

体染色。a‒c；グルタルアルデヒド－ホルムアルデヒド固定：

e；HE 染色。b；単離後の中腸を固定。
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の卵母細胞と 7 つの栄養細胞に分化する。そして，卵母細胞は蛹期

中に栄養細胞と包卵被膜細胞から栄養分を供給され卵細胞になる。

7a、arrow）はコントロ－ル（Fig. 3-7e）と比較すると強く

2 日目の卵母細胞と栄養細胞だけでなく卵巣小

arrow）（Fig. 3-7b）はほとんど何も染まっていないコントロ

と対照的に免疫陽性であった。しかし，より高い倍率で観察すると，

包卵被膜細胞と卵黄顆粒自身は染色されておらず，包卵被膜細胞（

）の間隙やこれらの細胞・顆粒の表面（Fig. 3-7g）にあるマトリック

ス物質が免疫陽性であるように見えた。これらより発育の進んだ過程にある，

細胞の周辺部と包卵被膜細胞の免疫反応性は弱く淡く染まっていた

カイコガの蛹と成虫の中腸における D-セリン分布

1 日目（c, f）の中腸。グルタルアルデヒド結合型抗

；グルタルアルデヒド－ホルムアルデヒド固定：d, f；ホルムアルデヒド固定。

；単離後の中腸を固定。arrow；中腸内容物。スケールバーは全て

 

 

つの栄養細胞に分化する。そして，卵母細胞は蛹期

。5 齢 5 日目幼虫未

）と比較すると強く

だけでなく卵巣小管壁（arrow 

はほとんど何も染まっていないコントロ

しかし，より高い倍率で観察すると，

細胞（Fig. 3-7c）や卵黄

）にあるマトリック

これらより発育の進んだ過程にある，未熟な

は弱く淡く染まっていた（Fig. 3-7h）。 

セリン分布 

の中腸。グルタルアルデヒド結合型抗 D-セリン抗

；ホルムアルデヒド固定。

スケールバーは全て 100 µm。 

 



 

 

 

 

 精巣は，4 つの精室から構成されている。

形成を制御する大きな先端細胞（

よって囲まれている。4 齢幼虫の先端

なかった（Fig. 3-8a，上）。

なかったが、これらの細胞の表面

精室被膜上皮（Fig. 3-8b, arrow

8f）とは対照的に明瞭に着色

されなかった。多数の精母細胞

と成虫（Fig. 3-9c）の精巣にみられた

ガテイブコントロ－ル（Fig. 3

いるマトリックスは，精母細胞と精細胞を含有しているシスト，未熟精子

9d, arrowhead），精巣被膜上皮細胞

 

 

Fig. 3-7.  カイコガの幼虫と蛹の卵巣における

5 齢 5 日目（a, e），蛹 2 日目（

ルデヒド結合型抗 D-セリン抗体染色。

定：e, f；ホルムアルデヒド固定。

胞：Y；卵黄顆粒。arrow（a）；早期卵巣管の卵原細胞：

卵巣管壁。スケ－ルバ－ a, b, e, f, h
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つの精室から構成されている。Fig. 3-8d はそのうちの

細胞（Fig. 3-8a, arrow）［26，27］は，単細胞の精原細胞に

齢幼虫の先端細胞と精原細胞は，抗 D-セリン

。5 齢幼虫の精母細胞と精細胞（Fig. 3-8b－

なかったが、これらの細胞の表面（Fig. 3-8b,）や細胞間のマトリックス（

, arrow），精室隔壁（Fig. 3-8c, arrow）はコントロ－ル

に着色した。しかし，これらの上皮細胞と隔壁細胞自身は染色

。多数の精母細胞（Fig. 3-9a, 9d），精細胞，未熟精子が蛹

）の精巣にみられた。表面とマトリックス物質（Fig. 3

Fig. 3-9e, 9f）とは対照的に赤く染まった。D

いるマトリックスは，精母細胞と精細胞を含有しているシスト，未熟精子

），精巣被膜上皮細胞（Fig. 3-9d, arrow）などの間隙を満たしていた

カイコガの幼虫と蛹の卵巣における D-セリン分布

日目（b, c, f），蛹 5 日目（d），蛹 7 日目（g, h）の卵巣

セリン抗体染色。a‒d, g, h；グルタルアルデヒド－ホルムアルデヒド固

；ホルムアルデヒド固定。E；未成熟卵：F；卵胞細胞：N；ナース細胞：

）；早期卵巣管の卵原細胞：arrow（b）；卵巣管：

a, b, e, f, h；100 µm：c, d, g；20 µm。 

 

 

はそのうちの 2 室である。精子

］は，単細胞の精原細胞に

セリン抗体で染色され

－8d）も染色され

マトリックス（Fig. 3-8c, 8d），

はコントロ－ル（Fig. 3-8e，

しかし，これらの上皮細胞と隔壁細胞自身は染色

），精細胞，未熟精子が蛹（Fig. 3-9b, 9d）

Fig. 3-9a－9d）がネ

D-セリンを含んで

いるマトリックスは，精母細胞と精細胞を含有しているシスト，未熟精子（Fig. 3-9b, 

）などの間隙を満たしていた。 

セリン分布 

の卵巣。グルタルア

；グルタルアルデヒド－ホルムアルデヒド固

；ナース細胞：O；卵母細

）；卵巣管：arrow head（b）；
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 気管，絹糸腺，マルピ－ギ管，皮膚，頭も強染されたが，コントロ－ルも同様に染

まった。脂肪体については，繰り返し実験を行ったが明瞭な結果は得られなかった。

D-アラニンに関しては，鱗翅目昆虫の幼虫の消化管微絨毛の膜に D-アラニン特異的な

輸送システムがある［28］にも関わらず，抗 D-セリン抗体で調べたどの臓器も抗 D-

アラニン抗体にはポジティブな免疫反応を示さなかった。 

Fig. 3-8.  カイコガの幼虫の精巣における D-セリン分布 

4 齢 3 日目（a），5 齢 3 日目（b, c, e, f），5 齢 5 日目（d）の精巣。グルタルアルデヒド結合

型抗 D-セリン抗体染色。a 上, b-d；グルタルアルデヒド－ホルムアルデヒド固定：e, f；ホル

ムアルデヒド固定。a 下；HE 染色。arrow（a）；先端細胞：arrow（b）；精巣上皮：arrow（c）；

精室間の精巣隔壁。スケ－ルバ－ a, b, d, e；100 µm：c, f；20 µm。 

 



 

Fig. 

D-セリン，L-セリン，L-グルタミン酸，

清アルブミンと 4% グルタルアルデヒド混合液として一晩静置後，ポリフッ化ビニリデン

（PVDF）膜にスポットした。抗

デヒド結合型抗 D-セリン抗体（右）。

た。ペルオキシダーゼ結合型二次抗体（

1 h 行い，発光検出を行った。

Fig. 3-9.  カイコガの蛹と成虫の精巣における

蛹 2 日目（a, d），蛹 7 日目（

抗 D-セリン抗体染色。a-d；グルタルアルデヒド－ホルムアルデヒド固定：

デヒド固定。スケールバーは全て
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Fig. 3-10.  抗 D-セリン抗体の特異性 

グルタミン酸，D-アスパラギン酸，L-アラニンは，

グルタルアルデヒド混合液として一晩静置後，ポリフッ化ビニリデン

）膜にスポットした。抗 D-セリン抗体のみ（左），0.5 mM L-セリン－グルタルアル

セリン抗体（右）。1000 倍希釈して，一次抗原抗体反応，室温，

た。ペルオキシダーゼ結合型二次抗体（5000 倍希釈）を用いて，二次抗原抗体反応，室温，

行い，発光検出を行った。 

カイコガの蛹と成虫の精巣における D-セリン分布

日目（b, e），成虫 1 日目（c, f）の精巣。グルタルアルデヒド結合型

；グルタルアルデヒド－ホルムアルデヒド固定：

。スケールバーは全て 20 µm。 

 

 

 

 

アラニンは，1 mg/ml ウシ血

グルタルアルデヒド混合液として一晩静置後，ポリフッ化ビニリデン

セリン－グルタルアル

倍希釈して，一次抗原抗体反応，室温，1 h 行っ

倍希釈）を用いて，二次抗原抗体反応，室温，

 

セリン分布 

。グルタルアルデヒド結合型

；グルタルアルデヒド－ホルムアルデヒド固定：e, f；ホルムアル

 



 

 

本研究で使用した抗 D-セリン抗体が，もし，

物質とも反応するのなら，本研究の結果から，カイコガにおける

云々することはできない。そこで，抗

抗原抗体反応をすること）をテ

びグルタルアルデヒド結合

用いて，ドットブロットを行った

く左のブロットでわずかに

ン酸，D-アスパラギン酸，L

はほぼ完全に D-セリンにのみ反応する特異性の高いものであることが示された

 

3.3.4  カイコガの成長に伴うセリンラセマーゼと

 

 

 

 D-セリン生合成は，ラット脳［

器のセリンラセマーゼ活性を測定した結果，中腸，脂肪体，精巣，卵巣（

に活性が検出された。 

Fig. 3-11.  カイコガの成長に伴うセリンラセマーゼ活性の変動

A；オス：B；メス，△；中腸：▲；脂肪体：●；精巣：○；卵巣，

虫；d：吐糸・前蛹期；
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セリン抗体が，もし，D-セリン以外のアミノ酸を含めた化学

物質とも反応するのなら，本研究の結果から，カイコガにおける D

云々することはできない。そこで，抗 D-セリン抗体の特異性（D-セリン

抗原抗体反応をすること）をテストするため，抗 D-セリン抗体（Fig. 3

びグルタルアルデヒド結合 L-セリンと結合させた抗 D-セリン抗体（

用いて，ドットブロットを行った。両ブロットの結果を比較すると，ほとんど差がな

く左のブロットでわずかに 10-8 モルの L-セリンだけかすかに染色された

L-アラニンには反応しなかった。以上より抗

のみ反応する特異性の高いものであることが示された

カイコガの成長に伴うセリンラセマーゼと DSD 活性の変動 

セリン生合成は，ラット脳［5］とカイコガ［7］で示された。多数のカイコガ臓

器のセリンラセマーゼ活性を測定した結果，中腸，脂肪体，精巣，卵巣（

カイコガの成長に伴うセリンラセマーゼ活性の変動

；メス，△；中腸：▲；脂肪体：●；精巣：○；卵巣， b：4 齢幼虫；

：吐糸・前蛹期；e：蛹：f；成虫 mean ± SD (n = 3) 

セリン以外のアミノ酸を含めた化学

D-セリンの局在を

セリンに対してのみ

Fig. 3-10，左）およ

セリン抗体（Fig. 3-10，右）を

両ブロットの結果を比較すると，ほとんど差がな

セリンだけかすかに染色された。L-グルタミ

以上より抗 D-セリン抗体

のみ反応する特異性の高いものであることが示された。  

 

 

 

］で示された。多数のカイコガ臓

器のセリンラセマーゼ活性を測定した結果，中腸，脂肪体，精巣，卵巣（Fig. 3-11）

カイコガの成長に伴うセリンラセマーゼ活性の変動 

齢幼虫；c：5 齢幼

 

 



 

セリンラセマーゼ活性は，

性を示した精巣と中腸に比べて，卵巣の活性は低かった。

マーゼ活性の関係は，日齢と中腸，脂肪体，精巣，卵巣の

関係と一致した。このことは，各臓器に局在しているセリンラセマーゼによって

セリンから D-セリンが作り出されていることを示唆していた

の D-セリン含有量は，測定の結果

5 齢 5 日目幼虫の 1 日当たり最大摂取量は

リン濃度に与える影響は無視できる量であると考えられた

絹糸腺，翅原基，皮膚，頭，体液，メコニウム，中腸内容物中に

性はなかった。体液中に活性が

ンラセマーゼが存在する各臓器より供給されたと考えられた

 

 

 

 

 DSD は，特異的に D-セリンをピルビン酸に変換する酵素である［

性は，いくつかの生物（例えばラット，ニワトリ，酵母菌など）で見つけられている。

DSD 活性を測定した結果，精巣と中腸で高い活性が検出され，脂肪体と卵巣では低か

Fig. 3-12.  

A；オス：B；メス，△；中腸：▲；脂肪体：●；精巣：○；卵巣，

d：吐糸・前蛹期；
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セリンラセマーゼ活性は，5 日目蛹にピークに達した。幼虫から蛹期間中，高い活

性を示した精巣と中腸に比べて，卵巣の活性は低かった。カイコガ日齢

と中腸，脂肪体，精巣，卵巣の D-セリン量（

関係と一致した。このことは，各臓器に局在しているセリンラセマーゼによって

セリンが作り出されていることを示唆していた。人工飼料

セリン含有量は，測定の結果 4 nmol/g であった。成長期間中最も多く餌を食べる

日当たり最大摂取量は 1.2 g であったので，餌がカイコガの

リン濃度に与える影響は無視できる量であると考えられた。またマルピーギ管，気管，

絹糸腺，翅原基，皮膚，頭，体液，メコニウム，中腸内容物中にセリンラセマーゼ活

活性が検出されなかったことより，体液中の

ンラセマーゼが存在する各臓器より供給されたと考えられた。 

セリンをピルビン酸に変換する酵素である［

性は，いくつかの生物（例えばラット，ニワトリ，酵母菌など）で見つけられている。

活性を測定した結果，精巣と中腸で高い活性が検出され，脂肪体と卵巣では低か

.  カイコガの成長に伴う DSD 活性の変動

；メス，△；中腸：▲；脂肪体：●；精巣：○；卵巣， b：4 齢幼虫；

：吐糸・前蛹期；e：蛹：f；成虫 mean ± SD (n = 3) 

日目蛹にピークに達した。幼虫から蛹期間中，高い活

カイコガ日齢とセリンラセ

セリン量（Fig. 3-1）の

関係と一致した。このことは，各臓器に局在しているセリンラセマーゼによって L-

。人工飼料 Silkmate 2S

。成長期間中最も多く餌を食べる

であったので，餌がカイコガの D-セ

。またマルピーギ管，気管，

セリンラセマーゼ活

検出されなかったことより，体液中の D-セリンはセリ

 

 

セリンをピルビン酸に変換する酵素である［11］。この酵素活

性は，いくつかの生物（例えばラット，ニワトリ，酵母菌など）で見つけられている。

活性を測定した結果，精巣と中腸で高い活性が検出され，脂肪体と卵巣では低か

活性の変動 

齢幼虫；c：5 齢幼虫；
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った（Fig. 3-12）。これらの臓器で，3 日目および 5 日目蛹に最も高い活性を示した。

マルピーギ管，頭，体液，中腸内容物には活性がなかった。大部分の D-セリンが精巣

と中腸でピルビン酸に変換されることを，この結果は示唆していた。そして，残りの

D-セリンは脂肪体と卵巣で変換されるのかもしれない。 

 

3.3.5  カイコガ精巣からの DSD 精製 

 カイコガ 3 日目蛹，精巣を取り出し，硫酸アンモニウム分画および，DEAEToyopearl

と Superose 12の 2種類のカラムクロマトグラフィーを用いて，無細胞抽出液中のDSD

に比し 44 倍に精製した DSD を得た（Table 3-1）。 

 

Table 3-1.  カイコガ精巣からの DSD 精製 

  

Total 

protein 

（mg） 

Total activity 

（nmol min-1
） 

Specific activity 

（nmol min-1mg-1
） 

Yield 

（%） 

Purification 

fold 

Cell-free 

extract 
566.3 1070 1.9 100 1.0 

AS 25‒50% 164.3 1120 6.8 105 3.6 

DEAE 

Toyopearl 
17.1  384 24.2 35.9 12.8 

Superose 12    0.002     1.6 84.4  0.1 44.0 

 

粗酵素の最適 pH は 8.6 であったが，最終精製酵素では 7.6 であった。酵素の最適温度

は，37˚C～50˚C であった。 

 

3.3.6  カイコガの成長に伴う臓器湿重量変化 

 各臓器に含まれている D-セリン量を測定するために，まず雌雄の体液，中腸，中腸

内容物，精巣，卵巣の湿重量を測定した（Fig. 3-13）。 

 



 

 

体液，中腸，中腸内容物の湿重量は

は，交尾前の蛹最終日または成虫まで増加した。特に，卵巣は多数の卵の成熟により

その重さは著しく増加した。

雄の D-セリン含有量（平均値）は，

匹，5 日目蛹：658 nmol/匹，交尾後の成虫：

日目幼虫：451 nmol/匹，3 日目蛹：

虫：20 nmol/匹であった。この結果は，以前のデータ［

セリン量は，3 齢から 5 齢最終日まで増加し続け，吐糸期と蛹前半で減少した後に，

蛹 5 日目のピーク値まで増加し，以降は成虫に向かって大幅に減少した。

 中腸内容物中にセリンラセマーゼと

を摂取せず，排出もしない。このことより

になるとほぼ消失する原因を追及することは，とても重要である。中腸内容物の

セリンは，中腸に再吸収，または体液を介して精巣，卵巣，脂肪体に供給されている

可能性もある。DSD とセリンラセマーゼが局在するこれらの臓器において，

はピルビン酸に，または，アミノ酸プールの平衡化のために

かもしれない。また，D-セリンから作り出されるピルビ

して脂肪体で貯蔵されることも考えられた

 

Fig. 3-13.  

A；オス：B；メス，□；体液：△；中腸：▲；脂肪体：●；精巣：○；卵巣，

4 齢幼虫；c：5 齢幼虫；
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体液，中腸，中腸内容物の湿重量は 5 齢 5 日目に最も高かったが，精巣と卵巣の場合

は，交尾前の蛹最終日または成虫まで増加した。特に，卵巣は多数の卵の成熟により

その重さは著しく増加した。D-セリン含有量を求めるために湿重量を測定した結果，

セリン含有量（平均値）は，5 齢 5 日目幼虫：576 nmol/匹，3 日目蛹：

匹，交尾後の成虫：9 nmol/匹であった。同様に雌は，

日目蛹：311 nmol/匹，5 日目蛹：608 nmol/

。この結果は，以前のデータ［9］とほぼ同じ

齢最終日まで増加し続け，吐糸期と蛹前半で減少した後に，

日目のピーク値まで増加し，以降は成虫に向かって大幅に減少した。

中腸内容物中にセリンラセマーゼと DSD 活性は認められなかった。蛹になると餌

を摂取せず，排出もしない。このことより 5 日目蛹に存在した多量の

になるとほぼ消失する原因を追及することは，とても重要である。中腸内容物の

セリンは，中腸に再吸収，または体液を介して精巣，卵巣，脂肪体に供給されている

とセリンラセマーゼが局在するこれらの臓器において，

はピルビン酸に，または，アミノ酸プールの平衡化のために L-セリンに変換されるの

セリンから作り出されるピルビン酸の一部がエネルギー源と

して脂肪体で貯蔵されることも考えられた。 

.  カイコガの成長に伴う臓器湿重量変化

；メス，□；体液：△；中腸：▲；脂肪体：●；精巣：○；卵巣，

齢幼虫；d：吐糸・前蛹期；e：蛹：f；成虫 mean ± SD (

 

 

日目に最も高かったが，精巣と卵巣の場合

は，交尾前の蛹最終日または成虫まで増加した。特に，卵巣は多数の卵の成熟により

セリン含有量を求めるために湿重量を測定した結果，

日目蛹：361 nmol/

。同様に雌は，5 齢 5

608 nmol/匹，交尾後の成

］とほぼ同じであった。D-

齢最終日まで増加し続け，吐糸期と蛹前半で減少した後に，

日目のピーク値まで増加し，以降は成虫に向かって大幅に減少した。 

活性は認められなかった。蛹になると餌

に存在した多量の D-セリンが成虫

になるとほぼ消失する原因を追及することは，とても重要である。中腸内容物の D-

セリンは，中腸に再吸収，または体液を介して精巣，卵巣，脂肪体に供給されている

とセリンラセマーゼが局在するこれらの臓器において，D-セリン

セリンに変換されるの

ン酸の一部がエネルギー源と

カイコガの成長に伴う臓器湿重量変化 

；メス，□；体液：△；中腸：▲；脂肪体：●；精巣：○；卵巣，a：3 齢幼虫； b：

mean ± SD (n = 3) 

 



 

 

3.3.7  D-セリン投与によるピルビン酸

D-セリンデヒドラ－ゼ活性が観測されたカイコガ臓器（中腸，脂肪体，精巣，

で，D-セリンのピルビン酸への

器でピルビン酸に変換されるか

量線（Fig. 3-14）に基づいて算出した。カイコガに

存的に体液中のピルビン酸量が増加し

 

 

 

Fig. 3-15.  D
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ピルビン酸レベルの上昇 

セリンデヒドラ－ゼ活性が観測されたカイコガ臓器（中腸，脂肪体，精巣，

への変換が考えられた。投与された D-セリンがこれらの臓

されるか実験した。ピルビン酸濃度は無細胞抽出液存在下の検

に基づいて算出した。カイコガに D-セリンを注射すると、投与量依

存的に体液中のピルビン酸量が増加し 10 分後に最大値を示した（Fig. 3

D-セリン投与後のピルビン酸量変化（体液）

mean ± SD (n=4) 

Fig. 3-14.  ピルビン酸検量線 

mean ± SD (n=5) 

 

セリンデヒドラ－ゼ活性が観測されたカイコガ臓器（中腸，脂肪体，精巣，卵巣）

セリンがこれらの臓

ピルビン酸濃度は無細胞抽出液存在下の検

を注射すると、投与量依

Fig. 3-15）。 

 

 

 

 

セリン投与後のピルビン酸量変化（体液） 

 

 



 

 

また，体液では投与 10 分後，

高になった（Fig. 3-16）。 

 

 

 

3.3.8  D-セリンによる ATP

 ピルビン酸は ATP 合成の基質であるために，中腸，脂肪体，精巣，卵巣で

ンから変換されたピルビン酸が，これらの臓器で

てた。この仮説を立証するために，

3 日目および 5 日目蛹の各臓器の細胞内

量は，脂肪体：30,000 nmol

中腸：3,000 nmol/g であった

リンを添加した結果，ATP

加した。（Fig. 3-17）。他臓器の無細胞抽出液に

なかった。また中腸と卵巣の無細胞抽出液に

15,000 nmol/g 増えた。しかし，

響を与えなかった。このことより，精巣において

合成に用いられていることが証明された。

ATP 生産に使われた。精子形成時には莫大な量の

の D-セリンは ATP 合成のために使われると推量した

 

 

Fig. 3-16.  
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分後，中腸と精巣では 30 分～60 分後にピルビン酸レベルは最

ATP 生合成の誘導 

合成の基質であるために，中腸，脂肪体，精巣，卵巣で

ンから変換されたピルビン酸が，これらの臓器で ATP 合成に使われるという仮説を立

てた。この仮説を立証するために，D-セリンが細胞内 ATP 量におよぼす影響を調べた。

日目蛹の各臓器の細胞内 ATP 量を測定すると，各臓器の細胞内

nmol/g（湿重量），卵巣：30,000 nmol/g，精巣：

であった。精巣より得た無細胞抽出液を含む反応液に

ATP 量が，3 日目蛹：3,500 nmol/g，5 日目蛹：

他臓器の無細胞抽出液に D-セリンを添加しても

なかった。また中腸と卵巣の無細胞抽出液に 1 mM ピルビン酸を添加した結果，

増えた。しかし，D-セリンの代わりに添加した L-セリンは

響を与えなかった。このことより，精巣において D-セリンはピルビン酸を介して

合成に用いられていることが証明された。1 mM D-セリンを添加した場合でも

。精子形成時には莫大な量の ATP が必要とされるため，精巣内

合成のために使われると推量した。 

 D-セリン投与と各器官のピルビン酸量変化

mean ± SD (n=4) 

ピルビン酸レベルは最

 

 

合成の基質であるために，中腸，脂肪体，精巣，卵巣で D-セリ

合成に使われるという仮説を立

量におよぼす影響を調べた。

量を測定すると，各臓器の細胞内 ATP

，精巣：20,000 nmol/g，

。精巣より得た無細胞抽出液を含む反応液に 1 mM D-セ

日目蛹：2,500 nmol/g 増

セリンを添加しても ATP 量は増加し

ピルビン酸を添加した結果，

セリンは ATP 量に影

セリンはピルビン酸を介して ATP

添加した場合でも 25%が

が必要とされるため，精巣内

セリン投与と各器官のピルビン酸量変化 

 



 

 

 

 

 

 

3.4  結論 

  

カイコガにおいて，遊離型

物に局在することが明らかになった。これらの臓器の内，中腸，脂肪体，卵巣，精巣

ではセリンラセマ－ゼと D-

の活性は D-セリンを含有する

いて，カイコガの日齢に伴うセリンラセマーゼ活性の変動と

した。しかし，体液，中腸内容物に両酵素は検出されなかった。

た研究により，カイコガ体内で

になっているので［8］，この結果

Fig. 3-17.  

精巣より得た無細胞抽出液を含む反応液に
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カイコガにおいて，遊離型 D-セリンは中腸，脂肪体，卵巣，精巣，体液，中腸内容

物に局在することが明らかになった。これらの臓器の内，中腸，脂肪体，卵巣，精巣

-セリンデヒドラタ－ゼ（DSD）活性が検出された。

セリンを含有する臓器と一致することが判明した。またこれらの臓器にお

いて，カイコガの日齢に伴うセリンラセマーゼ活性の変動と D-セリン

しかし，体液，中腸内容物に両酵素は検出されなかった。放射性同位体を用い

た研究により，カイコガ体内で L-セリンから D-セリンの産生されていることが明らか

この結果と併せて考察すると，D-セリンは食餌や共生する腸

.  D-セリンが細胞内 ATP 量におよぼす影響

精巣より得た無細胞抽出液を含む反応液に 1 mM D-セリンを添加，●；3 日目蛹：○；

蛹 mean ± SD (n = 5) 

 

 

セリンは中腸，脂肪体，卵巣，精巣，体液，中腸内容

物に局在することが明らかになった。これらの臓器の内，中腸，脂肪体，卵巣，精巣

）活性が検出された。両酵素

またこれらの臓器にお

セリン量の変動が一致

放射性同位体を用い

セリンの産生されていることが明らか

セリンは食餌や共生する腸

量におよぼす影響 

日目蛹：○；5 日目
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内細菌由来ではなく各臓器のセリンラセマーゼによって L-セリンから作り出されて

いることが示唆された。また投与した D-セリンがピルビン酸に変換されることがわか

った。これらの臓器において DSD により分解された D-セリンは，反応生成物として

ピルビン酸に変換後，ATP 合成に関わることを証明するため，カイコガ精巣無細胞抽

出液に D-セリンを添加した結果，ATP 量が増加した。また D-セリンの代わりに L-セ

リンを添加した結果，ATP 量に影響を与えなかった。このことから，カイコガに大量

に存在する D-セリンは生体内物質代謝の中でも最重要なピルビン酸に変換され，中腸，

脂肪体，卵巣，特に精巣で ATP 合成に使われることが示唆された。L-セリンからセリ

ンラセマーゼによって D-セリンが作り出され，DSD により D-セリンがピルビン酸に

変換された後に ATP 合成に関わっているという，D-セリンの生理的役割の一部と酵素

の関連性を解明した。 
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第 4 章 

 

総括 

 

 本研究により新規の D-セリン定量法（酵素法）を確立した。この測定法の開発によ

り今までよりも短時間に，多数の試料の D-セリン含量と濃度を同時測定できるように

なった。今後，多くの生物について本法により D-セリンの定量が行われることになれ

ば，L-アミノ酸ワ－ルドにおいて，D-アミノ酸の一種である D-セリンが生体中で果た

している役割の解明に一歩近づける。医療分野においても，この D-セリン定量法を用

いて，短時間に多量の試料測定が可能になれば，統合失調症などの神経・精神疾患の

治療への応用の可能性を開き，さらに生命工学の著しい進歩ならびにシルクを原材料

とした工業製品の開発の一助になると期待できる。 

本 D-セリン測定法を用いて，カイコガ中の D-セリン量を測定し，セリンラセマ－

ゼ活性を求め，さらにカイコガへの D-セリン投与の生命工学的研究を行った結果，D-

セリンはカイコガ体内において L-セリンからセリンラセマーゼにより生じることが

明らかになり，その D-セリンは DSD によりピルビン酸に代謝されること，さらに精

巣などでは ATP 合成に用いられることが示された。また生命工学の進歩ならびにシル

クを原材料とした工業製品の開発の一助となった。 

 



48 
 

謝 辞 

 

本研究において，貴重なご指導とご助言を賜りました日本大学理工学部前教授 長

田洋子博士に心より感謝致します。また懇切なご教示を頂いた日本大学理工学部教授

櫻川昭雄博士，櫛泰典博士，日本大学短期大学部生命物質化学科教授 西村克史博士，

日本大学理工学部専任講師 谷川実博士に感謝致します。さらにカイコガの提供と飼

育法を含めたカイコガ全般にわたるご助言を頂いた信州大学繊維学部教授 金勝廉介

博士，ならびに共同研究者としてレ－ザ－走査型共焦点顕微鏡を用いての観察に多大

な協力を頂いた滋賀医科大学生化学分子生物学教室助手 田中裕之博士，同教授 堀池

喜八郎博士にこの場を借りて感謝致します。さらに遺伝子組み換え実験を行うにあた

り御指導を賜りました中央大学理工学部教授 石塚盛雄博士にこの場を借りて感謝致

します。本研究を進めるにあたり協力を頂いた本学大学院生ならびに卒業研究生にも

心よりお礼申し上げます。 

 

 

 


