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１． は じ め に

高感度な光学分割法の進歩により，植物，下等動物，哺

乳類など，さまざまな生物体内に幾種類もの D-アミノ酸

が存在することが明らかにされてきた．哺乳類体内には，

D-セリンと D-アスパラギン酸（D-Asp）が主な D-アミノ酸

として見出される．１９８０年代の中頃に遊離型の D-Aspが

発見され，１９９０年代の初めに遊離型の D-セリンが見出さ

れた．D-セリンに関しては近年大きく研究が進み，哺乳類

の神経系において重要な生理的役割を果たしていることが

明らかにされた（西川，金野，福井の項参照）．一方，D-

Aspについては，研究が大きく立ち遅れている．我々は，

D-Aspに着目して研究を続けている．本稿では，１）D-ア

ミノ酸（特に D-Asp）の定量法，２）哺乳類体内の遊離型

D-Asp（D-Aspの哺乳類体内での生理活性），３）D-Aspの細

胞外放出に分けてまとめた．

２． D-アミノ酸の定量法

D-アミノ酸を定量する方法として汎用されるものには，

１）D-アミノ酸に特異的な酵素を用いる方法と，２）D，L-ア

ミノ酸をクロマトグラフィーや電気泳動で分離して定量す

る方法とがある１～３）．本稿では，我々が用いている方法を

中心に簡潔に述べることにする．

酵素を用いる方法では，D-アミノ酸酸化酵素（D-amino

acid oxidase, DAO, EC１．４．３．３）と D-アスパラギン酸酸化

酵素（D-aspartate oxidase, DDO, EC１．４．３．１）とが汎用さ

れている．DAOは，FADの存在下に，塩基性と中性の D-

アミノ酸に対してのみ酸化的脱アミノ化活性を示し，対応

するケト酸（２-オキソ酸）とアンモニア，過酸化水素を生

成する（図１a）．DDOは，酸性 D-アミノ酸（D-Aspや D-

グルタミン酸など）に同様の活性を有している．したがっ

て，これらの酵素を用いた定量では，予めアミノ酸を分離

しないかぎり，混合試料中の個々の D-アミノ酸を定量す

ることは難しい．測定しようとする D-アミノ酸に対応す

る酵素を試料に作用させ，生成するケト酸，または過酸化

水素を定量して D-アミノ酸の定量を行うことが多い．ケ

ト酸は，ヒドラジンとの反応で生成するヒドラゾンの吸光

度を測定して定量する方法が最も一般的である（図１b）．

過酸化水素は，ペルオキシダーゼと各種の試薬とともに反

応を行い，生成する物質の発光（または蛍光・吸光）を測

定して定量することができる．一般に，吸光よりも蛍光や

発光を検出する方が高感度なので，試薬を使い分けること

によって検出感度を選択できる．この他，消費される酸素

を酸素電極で定量する方法や，酵素を用いたバイオセン
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サーで電気化学的（amperometry）に定量することも可能

である１）．

クロマトグラフィーにより D-アミノ酸を分離して定量

する方法は，個々のアミノ酸を正確に定量する方法として

優れた方法である．ガスクロマトグラフィーによる方法も

用いられているが１～３），高速液体クロマトグラフィーを用

いた方法がより一般的になっている．

D，L-アミノ酸のような鏡像異性体を分離するためには，

主に以下の三つの方法が採用される．１）鏡像異性体をキ

ラルな試薬と反応させてジアステレオマーとし，アキラル

な（キラリティーを持たない）カラムで分離し定量する方

法，２）鏡像異性体をキラルな（キラリティーを有するリ

ガンドが固定相になっている）カラムで分離定量する方法，

３）キラルな試薬を含む移動相（溶出溶媒）を用いる方法．

我々は，哺乳類体内や細胞中の D-アミノ酸（特に，D-Asp）

を，主に１）と２）の方法を用いて分析している．１の方

法４）では，D，L-アミノ酸を，o-フタルアルデヒド（o-

phthalaldehyde；OPA）および我々が創製した試薬（BTCC）

と反応させてジアステレオマーへと誘導体化する（図２a）．

アキラルな逆相系 ODS（オクタデシルシリル化シリカゲ

ル）カラムを用いて，これらを分離定量する方法であり，

生成するジアステレオマーが蛍光を有するため，高感度な

分析が可能である．OPAとキラルなチオール化合物（N -

アセチル-L-システインや Boc-L-システインなど）を用い

る反応は汎用される方法であるが，分析対象が酸性アミノ

酸の場合には ODSカラムでの分離の効率や再現性が低い

という難点があった．そこで，チオール化合物の疎水性と

剛直性を高めた BTCCを調製して用いたところ，効率の

良い分離が可能となった（図２b）．OPAと BTCCはアミ

ノ酸とすばやく反応するので，試料と試薬を自動で混合

し，生成したジアステレオマーを HPLCへ自動で注入す

るシステムを構築した４）．

キラルなカラムを用いる２）の方法では，キラルカラム

として Pirkle型のカラムを用いている５）．このカラムの充

填剤は，シリカゲルにアミノ酸誘導体がリガンドとして結

合している（図３a）． アミノ酸を高感度で分析するために，

カラムに注入する前に７-nitrobenzofurazan（７-nitro-２，１，３-

benzoxadiazole；NBD）化して蛍光誘導体としているが（図

３b），蛍光団である benzofurazanの部分やアミノ酸のカル

ボキシル基や窒素原子が，充填剤のリガンドと相互作用す

ると考えられている．その際，D，L-アミノ酸で相互作用の

強さに差が生じるため，分離されてカラムから溶出される

ことになる．実際の試料には，D-アミノ酸以外にさまざま

な物質が夾雑物として含まれている．正確な定量を行うた

めに，蛍光誘導体化したアミノ酸をまず逆相系のカラム

（C８カラム）を用いた HPLCで分離し，特定のアミノ酸を

含む溶出液（D，L-体を含む）を分画する（図３c）．この画

分を上記のキラルカラムへ注入して，D，L-アミノ酸誘導体

を分割して定量する（図３d）．我々は，この二つの分離シ

ステムを自動化されたカラムスイッチング法で連結して，

図１ 酵素を用いた D-アミノ酸の定量
a）D-アミノ酸酸化酵素（DAO）または D-アスパラギン酸酸化酵素（DDO）の反応式．b）２-オキソ酸
は，２，４-ジニトロフェニルヒドラジンと反応してヒドラゾンとなるので，その吸光度を測定する．
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図２ 新規蛍光誘導体化試薬 BTCCを用いた蛍光誘導体化とアミノ酸の分離定量
a）BTCCは，OPAおよび D，L-アミノ酸と反応して蛍光性のジアステレオマーを生成する．b）これを ODSカラムで分離して，D，L-
アミノ酸の定量を行う．

図３ NBD-Fによる蛍光誘導体化とアミノ酸の定量
a）Pirkle型のキラルカラム．b）NBD-Fによるアミノ酸の蛍光誘導体化．c）蛍光誘導体化されたアミノ酸を，まず C８の逆相カラム
で Aspの画分を分離し，d）Pirkle型のキラルカラム（a）で D，L-Aspを分離定量する．
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効率の良い分離システムを構築した５）．

最近，NBD化されたアミノ酸を別なタイプのキラルカ

ラムを用いて分析する方法が報告された６）．重水素で標識

されたアミノ酸を内部標準品に用いてタンデム質量分析計

で定量する方法で，高感度で正確な定量が可能になってい

る．また，電気泳動法を用いる D-アミノ酸の定量法とし

て，高感度な方法が報告された７）．アミノ酸を naphthalene-

２，３-dicarboxaldehyde（NDA）で蛍光誘導体化し，ラウリ

ル硫酸ナトリウム（SDS）と β-シクロデキストリンを緩衝

液に含んだキャピラリー電気泳動法（ミセル導電クロマト

グラフィーと呼ばれる）により分離する方法である．キラ

ルな試薬を含む移動相（溶出溶媒）を用いるクロマトグラ

フィーによって D，L-アミノ酸を分離する方法（上記３）の

方法）に相当する方法といえる．レーザーを光源にして蛍

光を検出するため高感度な検出が可能で，アメフラシの単

一ニューロンの突起や細胞体中の D-Aspが定量されてい

る．

３． 哺乳類体内の遊離型 D-アスパラギン酸

ヒトを含めた哺乳類体内に遊離型の D-Aspが見出されて

以来８～１０），D-Aspの組織内含量１１，１２），成長過程における組織

内含量の変化と調節１３，１４），組織内の局在性１５～１７）などの研究

が行われてきた．また，これまでの研究では，遊離型 D-

Aspには以下のような生理活性があると報告されてい

る．１）松果体実質細胞のメラトニン合成・分泌の抑制１８，１９），

２）下垂体前葉のプロラクチン分泌の促進２０，２１），３）視床下

部や下垂体後葉のバソプレッシン・オキシトシンの産生調

節２２），４）精巣ライディッヒ細胞のテストステロン産生の

亢進２３～２５），５）N -メチル-D-アスパラギン酸（NMDA）の前

駆体２６）．このうち，精巣における D-Aspの役割について，

我々の研究を中心に以下にまとめてみたいと思う．

ラット精巣内の D-Aspの含量を，上記の HPLCを用い

る分析法で定量すると，図４aのように成熟期に著しい増

加が認められた．その後ほぼ一定の含量に維持され，D-

Aspは全 Asp（D体と L体の和）のおよそ４０％に相当した．

その他の D-アミノ酸は誕生直後には微量検出されたが，

その後急速に減少した２７）（図４b）．次に，D-Aspが精巣内

のどこに存在するのかを，抗 D-Asp抗体を用いた免疫組織

染色で解析した．抗体は，架橋剤であるグルタルアルデヒ

ドを用いて，ハプテンである D-Aspと BSAとを結合させ，

家兎に免疫して調製した．精巣内には，精子が成熟する精

細管が存在し，管内周辺の精原細胞が内腔側へ移動しなが

ら減数分裂を経て精子細胞へと分化・成熟している．D-

Aspは，精細管中心部に存在していて，最も成熟してべん

毛を有するようになった後期精子細胞の細胞質に存在して

いた２７）（図５）．精細管内には精子の成熟を助けるセルトリ

細胞が存在し，精細管外にはテストステロンを合成・分泌

するライディッヒ細胞などが存在するが，抗 D-Asp抗体に

よる染色は，後期精子細胞に比べて非常に弱かった．

D-Aspの局在性は，精巣に毒性を有する化合物を用いた

解析でも確認された２７）．メトキシ酢酸は，成熟過程のうち

の特定のステージの精子細胞群（後期精子細胞よりも未成

熟な細胞群）に特異的に毒性を示す．メトキシ酢酸の経口

投与３日後では，この特定の細胞群が破壊され，精巣のタ

ンパク質量や L-Asp含量が減少したが，D-Asp含量は変化

しなかった．一方，投与後２０日目では，精子の成熟が進

行して，破壊された細胞群が後期精子細胞に相当する時期

になる．すなわち，後期精子細胞群が特異的に破壊された

状態になる．その時の D-Asp含量は，タンパク質量や L-

Asp含量とともに有意に減少していた．以上の結果から，

精巣内では D-Aspは後期精子細胞に局在していると考えら

れる．

精巣の静脈内の D-Asp濃度は，他の静脈内の濃度よりも

常に高いと報告されていることから，精細管中の D-Aspは

図４ ラット精巣中 D-Asp含量の生後の成長過程での変化
a）D-Aspの含量変化．D％（＝D-Asp／全 Asp）を円グラフで示した．b）D-アラニン（D-Ala），D-ロイ
シン（D-Leu），D-セリン（D-Ser）の変化．

〔生化学 第８０巻 第４号２８０



管外へ分泌されていると考えられる２８）．また，腹腔内へ投

与された D-Aspは精細管内へは取り込まれにくいことか

ら，管内の後期精子細胞に存在する D-Aspは体液循環とは

独立していて，精細管内で生成されているのではないかと

考えられる１５，２９）．後期精子細胞に存在する D-Aspは管外へ

分泌されて，以下に述べるように，精細管の外に存在する

ライディッヒ細胞に作用して，テストステロンの合成・分

泌を促進していると我々は考えている．ラット精巣ライ

ディッヒ細胞の初代培養系に性腺刺激ホルモン（実験では

ヒト絨毛性性腺刺激ホルモン；hCG）を与えると，テスト

ステロンの合成・分泌が認められる．この時 D-Aspを共存

させると，その用量依存的にテストステロンの合成・分泌

がさらに増強されることが明らかになった２３）（図６a）．こ

の増強作用は，D-Aspでの処理時間に依存し，また立体特

異的で L-Aspや L-Glu，D-Gluでは認められなかった．ま

た，ライディッヒ細胞内に取り込まれた D-Aspの量とテス

トステロンの分泌量との間に相関が認められたため（図６

a），D-Aspは細胞内に取り込まれて作用するのではないか

と考えて，取り込みの阻害剤を用いて解析した．すなわ

ち，L-グルタミン酸（Glu）トランスポーターは，L-Gluの

図５ 精巣内の精細管の模式図
精細管の内壁側に存在する精原細胞が分化・成熟して，べん毛
を有する後期精子細胞になる．D-Aspはこの細胞に局在する．D-
Aspが分泌されて（ ）管外のライディッヒ細胞へ働き，
生成したテストステロンはフィードバックされて（ ）精
子の分化・成熟を促進すると考えられる．

図６ D-Aspによるラットライディッヒ細胞からのテストステロン合成・分泌の促進
a）ライディッヒ細胞の初代培養系に，性腺刺激ホルモン（hCG）と種々の濃度の D-Aspを加えると，テストステロンの合成・
分泌量が増加した（ ）．細胞内の D-Asp含量も同時に測定した（-○-）．b）D-Aspは L-グルタミン酸トランスポーター
によって細胞内へ取り込まれる．この阻害剤を加えると，細胞内 D-Asp含量が減少し（-○-），同時にテストステロンの分泌
量が減少した（ ）．文献２３参照．
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ほか，L-Aspと D-Aspを効率よく細胞内に取り込むことが

できるので，このトランスポーター阻害剤を用いて，D-

Aspの取り込みを阻害した．すると，阻害剤の用量依存的

に細胞内の D-Asp量が減少し，テストステロンの分泌量も

減少することが明らかになった（図６b）．これらのことか

ら，D-Aspはライディッヒ細胞内に取り込まれてテストス

テロンの合成・分泌を増強すると考えられる２３）．

ライディッヒ細胞内では，テストステロンはコレステ

ロールから合成される．コレステロールは，ミトコンドリ

ア内部へ運び込まれ，内膜のコレステロール側鎖切断酵素

によってプレグネノロンに代謝される．その後小胞体でさ

らに代謝されてテストステロンとなり，貯蔵されることな

く細胞外へ分泌される．その際，コレステロールのミトコ

ンドリア内部への取り込み過程がテストステロン合成全体

の律速過程であり，この過程を steroidogenic acute regula-

tory protein（StAR）と呼ばれるタンパク質が促進すること

が知られている．ライディッヒ細胞に性腺刺激ホルモンを

与えると，StARの発現が誘導されてテストステロンの合

成・分泌が促進される．このとき，D-Aspを加えると，

StARの発現が，タンパク質と mRNAのレベルで増強され

ることが明らかになった２５）（図７）．以上の結果をまとめる

と，精子細胞内で生成されると考えられる D-Aspは，精細

管外へパラ分泌されてライディッヒ細胞内に取り込まれ，

StARの発現を増強してテストステロンの合成・分泌を促

進していると考えられる（図５）．また，生成したテスト

ステロンは，精細管内へフィードバックされ精子の成熟を

促進しているのではないかと考えられる．

最近，ヒトの精子や精液（精漿），卵巣の卵胞液中に D-

Aspが存在すると報告された３０，３１）．我々は，D-Asp抗体を

用いた免疫染色で，ラット卵巣内の卵子に強い反応を見出

している（加藤-酒井，未発表）．D-Aspは生殖細胞中に存

在し，上記のように内分泌系を調節してその成熟に関与し

ているのではないかと思われる．興味深いことに，精子無

力症患者（oligoasthenoteratospermic donor）や無精子症患

者の精漿中や精子内の D-Asp含量は，健常人よりも有意に

低いと報告されている３０）．また，卵胞液中の D-Asp濃度

は，体外受精のプログラムを受けている患者のうち，形態

的に良好で受精率の高い卵子を提供した若い患者の方が，

形態的に非良質で受精率の低い卵子を提供した年齢の高い

患者よりも有意に高かったと報告されている３１）．

４． D-アスパラギン酸の細胞外放出

細胞内に存在する D-Aspが細胞外へどのようにして放出

（分泌）されるのかは興味深い．我々は，ラット副腎褐色

細胞腫細胞由来の PC１２細胞を用いてこの点を解析した．

上述した HPLCを用いる分析法で定量すると，PC１２細胞

内では全 Aspの約１２～１４％が D体であった３２）．D-Asp以

外の D-アミノ酸はほとんど検出されなかった．PC１２細胞

を培養して細胞内と培地中の D-Aspを定量してみると，培

養時間とともに増加し，その増加量は播種した細胞数に依

存することが明らかになった（図８）．培養にあたっては

D-Aspを外から加えていないので，これらの結果は，PC１２

図７ D-Aspによる Steroidogenic acute regulatory protein（StAR）発現の増加
ラットライディッヒ細胞において，性腺刺激ホルモン（hCG）によって増加
する StARの mRNAレベルとタンパク質レベルが，D-Aspによってさらに増
加した．文献２５参照．
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細胞が何らかの経路で遊離の D-Aspを合成していることを

示唆していた３２）．この他に，GH３細胞２０）や PC１２細胞の亜

株であるMPT１細胞３３）でも同様の結果が観察されたが，マ

ウス３T３細胞や NB-１細胞では，D-Aspの生成は認められ

なかった．D-Aspの生合成には，１）ラセマーゼ（D，L-ア

ミノ酸を相互に変換する酵素）による生成，２）D-アミノ

酸アミノ基転移酵素による生成，３）D-Asp残基を有する

タンパク質からの遊離による生成の三通りの経路が考えら

れている．哺乳類由来のアミノ酸ラセマーゼとしては，セ

リンに特異的なラセマーゼがクローニングされて現在盛ん

に研究されている（吉村，西川，福井の章参照）．しかし，

哺乳類由来の Asp特異的なラセマーゼはまだ見出されて

おらず，細菌以外ではアカガイからのクローニングが報告

されているだけである３４）．D-アミノ酸アミノ基転移酵素に

ついては，最近植物からクローニングされたが３５），哺乳類

からの報告はまだ無い．また，D-Asp残基はさまざまなタ

ンパク質中に自発的に生成するが（藤井の章参照），これ

を特異的に認識するタンパク質分解酵素が見出されてい

る３６）．したがって，D-Asp含有タンパク質の分解によって

遊離の D-Aspが生成する可能性も考えられる．このよう

に，哺乳類での D-Aspの生成経路はまだ不明な点が多い

が，PC１２細胞は D-Aspを生成していると考えられ，我々

はこの内在性 D-Aspがどのように細胞外へ放出されるのか

を検討した．

PC１２細胞やその亜株（MPT１細胞や２０６８細胞）を用い

た解析の結果３３，３７～３９），以下の三つの経路が示唆された（図

９）．すなわち，１）刺激の無い条件下で，細胞質に存在す

る D-Aspが自発的・継続的に放出される経路（図９―１），２）

開口分泌（exocytosis）によって放出される経路（図９―２），

３）細胞質に存在する D-Aspが，容積感受性有機アニオン

チャンネル（volume-sensitive organic anion channel: VSOC）

を介して放出される経路（図９―３）の三つである．上記の

ように，PC１２細胞を培養していると，細胞内と培地中の

D-Asp量が培養時間とともに増加する３２，３３）．このことは，

D-Aspが特別な刺激の無い条件下でも自発的・継続的に細

胞外へ放出されていることを示している．この放出をドー

パミンの放出と比較してみたところ非常に対照的であっ

た３９）．ドーパミンは，PC１２細胞内で有芯小胞（large dense-

core vesicle: LDCV）に存在して，開口分泌により放出さ

れるといわれている．高濃度の K＋イオン存在下で両者の

放出を比較すると，ドーパミンの放出は急速で２分以内に

終結し，カルシウムチャンネル阻害剤によって阻害された

のに対して，D-Aspの放出は緩やかで，阻害剤には影響さ

れなかった．また，開口分泌に関与する SNAREタンパク

質（SNAP-２５）を RNA干渉法でノックダウンすると，ドー

パミンの放出は有意に阻害されたのに対して D-Aspの放出

はむしろ増加した．抗 D-Asp抗体を用いて PC１２細胞を染

色すると，内在性の D-Aspは細胞質に均一に分布してい

た．また，生化学的には，ドーパミンは LDCV画分に回

収されたのに対して，D-Aspはほとんど細胞質画分に回収

された．したがって，D-Aspの自発的・継続的放出は，開

口分泌とは異なり，細胞質に存在する D-Aspが何らかの経

路を介して放出されると考えられる．

自発的に放出された D-Aspは，L-Gluトランスポーター

を発現している細胞（MPT-１細胞）の場合には，図９―１’

のようにこのトランスポーターを介して細胞内へ継続的に

取り込まれていることが明らかになった３７，３８）．上記のよう

に，L-Gluトランスポーターは，L-Aspと D-Aspに対して

も L-Gluと同等の親和性を有しており，同じように取り込

むことができる．したがって図９―１’の場合は，D-Aspは細

図８ PC１２細胞内の D-Asp
a）PC１２細胞を DMEM培地や TIP／DF培地で培養すると，細胞内と培地中の D-Asp含量が培
養時間ととともに増加した．b）TIP／DF培地で３日間培養した後の D-Asp含量（細胞内含量と
全量（細胞内＋培地中））は，播種した細胞数に依存して増加した．文献３２参照．
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胞外へ自発的に放出され，同時に継続的に L-Gluトランス

ポーターを介して細胞内へ取り込まれていることになる．

つまり，細胞内と細胞外との間で D-Aspの動的な相互交換

が成り立っていることを示している３７，３８）．実際，MPT１細

胞の培地に L-Glu（または L-Gluトランスポーター阻害剤）

を加えると，D-Aspの取り込みを（競合的に）阻害するた

め D-Aspが培地中に蓄積した．すなわち，図９―１’のよう

な D-Aspの動的なホメオスタシスにおいては，L-Gluトラ

ンスポーターの基質（または阻害剤）が細胞外の D-Asp濃

度を調節することを意味している．このような自発的・継

続的放出（図９―１），および細胞内外での動的な相互交換

（図９―１’）は，他の物質（L-Gluやアセチルコリン）でも

報告されている（３７）と３８）の引用文献参照）．

PC１２細胞の亜株である２０６８細胞を抗 D-Asp抗体で染色

すると，上記の PC１２細胞とは異なり，核周辺に顆粒状の

構造が観察された４０）．２０６８細胞は L-Gluトランスポーター

を発現しているので，放射性の D-Aspを取り込ませてその

放出を観察すると，細胞外の Ca２＋イオンに依存し，高濃

度の KClやカルシウムイオノフォアによって促進された．

これらの結果は，D-Aspの放出が開口分泌で行われている

可能性を示唆している（図９―２）．同様な結果が PC１２細胞

（おそらく，２０６８細胞と同種の，PC１２細胞の亜株と思わ

れる）でも報告されている４１）．この報告では，D-Aspはドー

パミンとともに有芯小胞（LDCV）に存在し，高濃度の KCl

や神経毒によってドーパミンと同様な様式で細胞外に放出

されている．上記の PC１２細胞の結果とは著しい相違があ

る．２０６８細胞は，PC１２細胞の継代培養中に見出された平

坦な（flat）形状を示す亜株である．D-Asp含量が，PC１２

細胞の２倍以上あり，種々の形質が異なっている．２０６８

細胞（及び同種の細胞）においては，PC１２細胞にはない

分子装置（例えば，小胞輸送体：vesicular transporterなど）

が発現していて，D-Aspが細胞内の小胞に蓄積され，刺激

に応じて開口分泌により放出されているのではないかと考

えられる．

PC１２細胞での詳しい解析からは，上記のように，D-Asp

の細胞外放出に関して三つ目の経路も明らかになった３９）

（図９―３）．すなわち，細胞膜に存在して細胞質と外界とを

連絡する容積感受性有機アニオンチャンネルを介する放出

経路である．このチャンネルは，浸透圧の変化により開口

する．PC１２細胞を低浸透圧（低張）条件下におくと，細

胞質に存在する内因性 D-Aspが放出され（図１０），浸透圧

の減少の程度に依存して放出量が増加した．ドーパミンは

このような低張刺激では放出されなかった．容積感受性有

図９ PC１２細胞およびその亜株からの D-Aspの放出

図１０ 低張処理による PC１２細胞からの D-Aspの放出
低張条件下（２１６mOsM，２０分）で観察された D-Aspの
放出は，NPPBや DDFによって阻害された．文献３９参
照．
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機アニオンチャンネルの阻害剤（NPPBや DDF）は，この

放出を著しく阻害した（図１０）．図９―１で述べた D-Aspの

自発的・継続的放出は，これらの阻害剤では阻害されな

かったので，容積感受性有機アニオンチャンネルを介する

放出とは異なるメカニズムによると考えられる．

浸透圧変化による D-Aspの細胞外への放出は，以下のよ

うな例で生理的意義があると考えられる．D-Aspは，視床

下部の視索上核や室傍核に存在する巨大神経細胞の細胞質

や核に見出されている．容積感受性有機アニオンチャンネ

ルは広範に発現しており，神経にも存在すると考えられる

ので，この領域での浸透圧変化が神経細胞からの D-Aspの

放出を引き起こすと考えられる．上記のように，D-Aspに

は視床下部や下垂体後葉でバソプレッシンとオキシトシン

の産生調節作用が認められるので２２），浸透圧の変化により

放出された D-Aspがバソプレッシンとオキシトシンの産生

を調節し，体内の水バランスを通じて浸透圧をフィード

バック制御しているのではないかと考えられる．視床下部

の星状細胞（astrocyte）に存在するタウリンについては，

浸透圧の減少により容積感受性有機アニオンチャンネルを

介して放出され，巨大神経細胞のグリシン受容体を刺激し

てバソプレッシンとオキシトシンの分泌を調節し，体内の

水バランスを調節しているというメカニズムが示唆されて

いる（４２）および４２）の引用文献参照）．

D-Aspの細胞外放出の経路が，図９に示したように哺乳

類体内には複数存在すると考えられる．星状細胞からの

ATPの放出についても，開口放出と細胞膜に存在する

チャンネルを介する放出の両者が機能していることが示唆

されており，おそらく生理的・病理的状況に応じて異なる

放出が起こるのではないかと考えられている．D-Aspの場

合も，同様に生理的・病理的状況に対応して異なる経路を

介した放出が起きているのではないかと考えられる．

図５では，精巣における D-Aspの役割について，精細管

内の精子細胞から放出され，管外のライディッヒ細胞へ働

きかけてテストステロンの合成・分泌を促進しているので

はないかと述べた．精子細胞は，精細管内での正常な成熟

の過程で，その大多数がアポトーシスによって消滅してい

るといわれている．そこで，アポトーシス刺激が D-Aspの

細胞外放出に影響するかを検討してみた．PC１２細胞にア

ポトーシスを惹起するスタウロスポリン，腫瘍壊死因子 α
（TNFα），セラミドや過酸化水素を与えると，D-Aspの細

胞外放出が促進されることが明らかになった（鈴木ら，未

発表）．この放出促進は，容積感受性有機アニオンチャン

ネルの阻害剤（NPPBや DIDS）によって，ほぼ完全に阻

害されたことから，容積感受性有機アニオンチャンネルを

介する経路（図９―３）によると考えられる．不思議なこと

に，このアポトーシス刺激による D-Aspの放出促進は，す

べて低張条件下で観察され，等張条件下では認められな

かった．細胞の種類によっては，容積感受性有機アニオン

チャンネルがほぼ等張条件下でも開口することが報告され

ているので，精細管中の精子細胞の場合にも，アポトーシ

ス刺激が D-Aspの放出を促進しているのではないかと思わ

れる．したがって，精細管中の精子細胞が成熟する過程で

起きているアポトーシスが D-Aspの放出を促進し，放出さ

れた D-Aspがライディッヒ細胞に作用してテストステロン

の合成・分泌を促進していると考えられる．生成したテス

トステロンは，正のフィードバック制御により精子の成熟

を促しているのではないかと考えられる．実際，精子のア

ポトーシスが亢進すると，精子の分化・成熟が早まること

が知られている．

５． お わ り に

D-Aspは，D-セリンよりも早くに哺乳類体内に見出され

たにもかかわらず，研究はたいへん遅れている．D-Aspの

合成経路や酵素の解析が進展していないことや，D-Aspの

標的タンパク質が同定されていないことが主な原因である

と思われる．最近，上記の D-アスパラギン酸酸化酵素

（DDO）のノックアウトマウスの解析結果が報告され

た４３，４４）．分解系の欠損のため，予想通り体内の D-Asp濃度

が増加している．興味深いことに，主に下垂体中葉から産

生されるプロオピオメラノコルチン（proopiomelanocortin）

およびその限定分解で生じる α-メラニン細胞刺激ホルモ

ン（α-MSH）の産生が野生型に比べて減少しており，α-

MSHに依存する行動（性行動や毛づくろい，体重など）に

変化が観察されている．これらの結果からも，上述のよう

に D-Aspが内分泌系の調節に深く関わっていることが示唆

される．今後，哺乳類における遊離 D-Aspの研究が進展す

ることが期待される．
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