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[目的] 

D-アスパラギン酸（D-Asp）は、脳の海馬や松果体、顎下腺や精巣に、高濃度に存在して

いる。海馬の D-Asp は、N-methyl-D-aspartate receptor（NMDAR）依存的なシナプス可塑性

である long-term potentiation を増強し、記憶と学習に関与することが報告されている。

また、精巣の D-Asp は、ライディッヒ細胞やセルトリ細胞に存在し、テストステロンの合成

と分泌に関与していることが知られている。しかしながら、これまで、哺乳類で D-Asp 合成

酵素は明らかとなっていない。近年、Kim らによって、L-Asp から D-Asp を合成する Asp ラ

セマーゼとして、Glutamic-oxaloacetic transaminase 1-like 1(Got1l1)が同定され、神

経新生に関わることが報告された(PNAS 107:3175-3179,2010)。しかしながら、Got1l1 が個

体の D-Asp 合成にどの程度関わるのか明らかではない。 

そこで、本研究では、Got1l1 のノックアウト（KO）マウスを作製し、海馬と精巣の D-Asp

含量を測定した。また、Got1l1 の組換えタンパク質を用いて、D-Asp の合成能の有無を検討

した。 

[方法並びに成績] 

1) Got1l1 mRNA の発現パターンの解析

 成体野生型(WT)マウスを用いて、D-Asp 含量が多いと報告されている脳、顎下腺、精巣で

の Got1l1 mRNA の発現をノザンブロット解析で検討したところ、精巣でのみ発現が検出さ

れた。成体 WTマウスの精巣の組織切片を用いて in situ hybridization を行った結果、一

次精母細胞と精子細胞で、Got1l1 mRNA が検出された。一方、成体海馬では Got1l1 mRNA の

シグナルは検出されなかった。 

2) Got1l1 KO マウスの作製

Got1l1 の個体での役割を調べるために、標的遺伝子組換え法により Got1l1 KO マウスを

作製した。C57BL/6N 系統由来の胚性幹（ES）細胞を用いて、Got1l1 遺伝子の exon2 を欠損

させ翻訳コドンのフレームシフトを誘導したマウスを作製した。作製した KO マウスのゲノ

ム DNA を用いたサザンブロット解析と PCR 解析を行い、想定した相同組換えが起きている

ことを確認した。また、exon1-2 を検出する cDNA プローブを用いてノザンブロット解析を

行い、Got1l1 が KO されていることを確認した。Got1l1 KO マウスは、外見上、WT マウスと

大きな差異は観察されず、繁殖も可能であった。 

3) WT マウスと Got1l1 KO マウスのアミノ酸含量の比較

 成体 WTマウスと KO マウスを用いて、食飼由来の D-アミノ酸量を減らすため 24 時間絶食

させ、精巣と海馬を採取し、D-Asp 含量を HPLC により分析測定した。海馬では、D-Asp 含量

には、両マウス群間に差はなかったが、KO マウスの L-Glu と L-Gln 含量が、わずかではあ

るが有意に減少していた。精巣では、両マウス群の D-Asp 含量に、差はなかった。 

【学位論文内容の要旨】



4) 組換えタンパク質を用いた Asp ラセマーゼ活性の測定

上記のKOマウスの解析からGot1l1が D-Asp合成に関わる証拠は得られなかった。そこで、

組換えタンパク質を用いて、Got1l1 の酵素活性を検討した。HEK293T 細胞株に、C 末端に

Hisタグ配列を融合させたGot1l1遺伝子を導入し発現させ、組換えタンパク質を精製した。

この組換えタンパク質と、L-Asp とを反応させて、HPLC により分析測定を行ったが、新たな

D-Asp の合成は検出されなかった。一方で、D-Glu の合成が検出され、Got1l1 は、弱いなが

らも L-Asp アミノ基転移酵素活性を持っていることが明らかとなった。 

 [総括] 

 Kim らにより、海馬において Got1l1 は、高い発現を示し、D-Asp は神経新生に必要である

ことが報告されていたが、本研究では、ノザンブロット解析と in situ hybridization 解
析を行ったが、脳での Got1l1 発現は検出できなかった。また、KO マウスの海馬でも、D-

Asp含量に変化は見られなかった。本研究では、Got1l1 mRNA は、精巣で高い発現を示すこ

とが明らかとなった。しかしながら、Got1l1 KO マウスの精巣では、D-Asp 含量に有意な変

化は検出されず、Got1l1 は精巣の主要な D-Asp 合成酵素ではないことが強く示唆された。

また、組換え Got1l1 は、in vitro でアミノ基転移酵素活性を示したものの、L-Asp から D-
Asp の合成は検出されなかった。以上の結果から、Got1l1 以外の D-Asp 合成酵素が存在す

る可能性が高いと結論された。 

 近年、アメフラシから、Asp と Ser のラセミ化を行う dual racemase(DAR1)タンパク質が

同定された。DAR1 は哺乳類の serine racemase と相同性を持つ。また、serine racemase KO

マウスの前脳では、D-Asp 含量が減少していることが報告されている。さらに、serine 

racemase と相同性を示し、まだ十分に研究がなされていない serine dehydratase が哺乳類

には存在しており、これらの酵素が、D-Asp を合成する酵素である可能性が示唆された。 



【論文審査の結果の要旨】 

[目的] 

D-アスパラギン酸（D-Asp）は、哺乳類では脳の海馬や松果体、顎下腺や精巣に、高濃度に

存在している。海馬の D-Asp は、N-methyl-D-aspartate receptor（NMDAR）依存的なシナプ

ス可塑性である long-term potentiation を増強し、記憶と学習に関与する。また、精巣の

D-Asp は、ライディッヒ細胞やセルトリ細胞に存在し、テストステロンの合成と分泌に関与

する。しかしながら、これまで、哺乳類で D-Asp 合成酵素は明らかとなっていない。近年、

Kim らによって、L-Asp から D-Asp を合成する Asp ラセマーゼ候補として、

Glutamic-oxaloacetic transaminase 1-like 1(Got1l1)が同定された(PNAS 

107:3175-3179,2010)が、Got1l1 が個体の D-Asp 合成にどの程度関わるのか明らかではない。 

そこで、林亜由美氏は、Got1l1 のノックアウト（KO）マウスを作製し、海馬と精巣の D-Asp

含量を測定した。また、Got1l1 の組換えタンパク質を用いて、D-Asp の合成能の有無を検討

した。 

[方法並びに成績] 

1) Got1l1 mRNA の発現パターンの解析

成体野生型(WT)マウスを用いて、D-Asp 含量が多いと報告されている脳、顎下腺、精巣で

の Got1l1 mRNA の発現をノザンブロット解析で検討したところ、精巣でのみ発現が検出され

た。成体 WT マウスの精巣の組織切片を用いて in situ hybridization を行った結果、精母細

胞と精子細胞で、Got1l1 mRNA が検出された。一方、成体海馬では Got1l1 mRNA のシグナル

は検出されなかった。 

2) Got1l1 KO マウスの作製

Got1l1 の個体での役割を調べるために、標的遺伝子組換え法により Got1l1 KO マウスを作

製した。C57BL/6N 系統由来の胚性幹（ES）細胞を用いて、Got1l1 遺伝子の exon2 を欠損させ

翻訳コドンのフレームシフトを誘導したマウスを作製した。作製した KO マウスのゲノム DNA

を用いたサザンブロット解析と PCR 解析を行い、想定した相同組換えが起きていることを確

認した。また、exon1-2 を検出する cDNA プローブを用いてノザンブロット解析を行い、Got1l1

が KO されていることを確認した。Got1l1 KO マウスは、外見上、WT マウスと大きな差異は観

察されず、繁殖も可能であった。 

3) WT マウスと Got1l1 KO マウスのアミノ酸含量の比較

成体 WT マウスと KO マウスを用いて、食飼由来の D-アミノ酸量を減らすため 24 時間絶食

させ、精巣と海馬を採取し、D-Asp 含量を HPLC により分析測定した。海馬では、D-Asp 含量

には、両マウス群間に差はなかったが、KO マウスの L-Glu と L-Gln 含量が、わずかではある

が有意に減少していた。精巣では、両マウス群の D-Asp 含量に、差はなかった。 



4) 組換えタンパク質を用いた Asp ラセマーゼ活性の測定

上記のKOマウスの解析からGot1l1が D-Asp合成に関わる証拠は得られなかった。そこで、

組換えタンパク質を用いて、Got1l1 の酵素活性を検討した。HEK293T 細胞株に、C 末端に His

タグ配列を融合させた Got1l1 遺伝子を導入し発現させ、組換えタンパク質を精製した。この

組換えタンパク質と、L-Asp とを反応させて、HPLC により分析測定を行ったが、新たな D-Asp

の合成は検出されず、一方で、L-Glu の合成が検出された。Got1l1 には Asp ラセマーゼ活性

は同定されず、弱い L-Asp アミノ基転移酵素活性のみが同定された。 

[総括] 

D-Asp は記憶を中心とする脳科学や生殖医療に重要な物質であるが産生機序は不明である。

Kim らは、Got1l1 は、海馬において高発現し、神経新生に必要な D-Asp を合成するラセマー

ゼであることを報告した。これらとは異なり、本研究においては、Got1l1 発現はマウス脳で

は検出できず、Got1l1 の KO マウスの海馬における D-Asp 含量の変化も見られなかった。さ

らに、Got1l1 mRNA がマウス精巣で高発現することを見出したが、Got1l1 KO の精巣では、D-Asp

含量に有意な変化は検出されず、Got1l1 は精巣の主要な D-Asp 合成酵素ではないことが示唆

された。同様に、組換え Got1l1 は、in vitro でアミノ基転移酵素活性を示したものの、L-Asp

から D-Asp を合成しなかった。以上の結果から、D-Asp 合成酵素には Got1l1 以外の酵素の関

与する可能性が高いと結論された。 

以上より、林亜由美氏は Got1l1 の KO マウスを作製し、近年報告された Got1l1 ではなく他

に D-Asp を産生する経路があることを明らかにした点に新規性があり、研究対象の D-Asp は

極めて重要な生理活性物質であり、医学における重要性も高いことから、医学における学術

性および臨床的発展性も期待できる。従って、本審査会は本論文を博士（医学）の学位に十

分値すると判断した。 
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