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1 はじめに 

近年 Lアミノ酸の鏡像異性体である D-アミノ酸が

注目されており、特に、乳酸菌や酵母を利用した発

酵食品中に、D-アミノ酸が多く含まれることがすで

に知られている。また、人の脳内には D-セリンが存

在していることも知られており、D-セリンは脳神経

の新規バイオマーカーとしても着目されている。D-

セリンの代謝に関わる脱水素酵素はこれまでに報告

例が少ないために、本研究ではゲノム情報を利用し

た D-セリン脱水素酵素(D-SerDH)の同定を行うと共

に、クローニング、酵素大量発現、精製および、結

晶化を行った。安定性の高い L-セリン脱水素酵素は

これまでに酵素の機能解析および、立体構造解析の

報告があり、環境中および、食品中の L-セリンの定

量用酵素として有用であることがすでに明らかにな

っている[1-2]。しかし、耐熱性 D-SerDHは未だに発

見されていないのが現状である。安定性の高い D-

SerDH は、D-セリンの定量や、酵素センサー開発へ

の応用が期待できる。

2 実験 

好熱菌由来 D-SerDH の大量発現は大腸菌を用いて

行い、精製には耐熱性酵素であることを利用して、

70℃、20 分間の熱処理を行った後の遠心上清を、

Talon コバルトクロマトグラフィーによって精製し

た。結晶化スクリーニングには市販のスクリーニン

グキットを使用し、シッティングドロップ蒸気拡散

法を用いて結晶化を行った。その結果、表 1 の条件

で結晶が得られたため、X 線回折実験を行った。ク

ライオプロテクタント（抗凍結剤）には 30% v/v の

エチレングリコールを選択し実験に用いた。X 線の

波長は 1.00 Å、振動角度は 1イメージにつき 0.25˚、

X線の照射時間は 1イメージ当たり 0.25 秒、結晶か

ら検出器までの距離は 201.1 mmに設定にした。X線

回折データの処理には XDSを用いた。

3 結果および考察 

D-SerDH を純粋に精製した後、濃縮を行い、結晶

化を行った（図 1）。その結果、ポリエチレングリ

コール 3,350 を沈殿剤とした条件で解析に適した結

晶が得られた（図 2）。本結晶を用いてＸ線回折実

験を行った結果、分解能 8 Å 程度のデータ測定が可

能であった（図 3）。本実験で得られたデータは低

分解能であり、今後さらに高品質な結晶を作製する

必要がある。

表 1：D-SerDHの結晶化条件 

酵素濃度 15.6 mg/ml 

補酵素濃度 0.5 mM NAD+ 

沈殿剤濃度 15% PEG 3,350 

塩 0.1 M ギ酸 Mg 

結晶化温度 20℃ 

図 1：D-SerDHの SDS-PAGE、M; マーカー、1; 粗酵
素、2; 熱処理後の上清、3; Talon スルー、4; 精製後
の D-SerDH (約 39 kDa) 
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図 2：D-SerDHの結晶 (空間群 P121) 

 

 

 
図 3：D-SerDHの結晶と X線回折像 
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