
アミノ酸には l-体と d-体の光学異性体が存在す
るが，生体内には l-体のみが存在していると考え
られてきた．これは進化の過程において d-体が排
除され，l-体のアミノ酸のみからなる現在の生命シ
ステムが構築されたためである．しかし，近年の
光学異性体分析技術の発展に伴い，d-アミノ酸が遊
離型，結合型のどちらにおいても生体内に広く存
在していることが明らかになってきた．1）タンパ
ク質中の d-アミノ酸は白内障やアルツハイマー型
認知症などの加齢性疾患と関連していることが報
告されており，1,2）近年注目されている．また，ペ
プチド中の d-アミノ酸や遊離型 d-アミノ酸は，さ
まざまな生理活性や機能を有していることが明ら
かになってきている．1,2）タンパク質・ペプチド中
のアスパラギン酸（Asp）は最もラセミ化しやすい

残基である．また，d-アスパラギン酸（d-Asp）は
ヒトを含めた哺乳類の体内に遊離型としても存在
し，松果体実質の細胞のメラトニン合成・分泌の
抑制，下垂体前葉のプロラクチン分泌の促進，視
床下部や下垂体後葉のバソプレシン・オキシトシ
ンの産生調節，精巣ライディッヒ細胞のテストス
テロン産生の亢進などの生理活性が報告されてお
り，3）N-メチル-d-アスパラギン酸（NMdA）の前
駆体としても働くことが知られている．
この d-Asp を分解する酵素として d-アスパラギン

酸酸化酵素（d-aspartate�oxidase，ddO）がある．
哺乳類には d-アミノ酸を分解する酵素が 2種類存在
しており，中性と塩基性の d-アミノ酸を基質とする
d-アミノ酸酸化酵素（dAO）と，酸性 d-アミノ酸を
基質とするddOとが知られている．Fig.�1 に示す
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recently,�d-amino�acids�have�been�found�to�exist�in�the�human�body�both�as�free�amino�acids�and�as�residues�in
proteins.�The�free�d-Asp�is�degraded�by�d-aspartate�oxidase（ddO）.�ddO�with�cofactor�FAd�catalyzes�the
oxidative�deamination�of�d-Asp�and�oxaloacetic�acid�is�generated.�On�the�other�hand,�it�is�reported�that�ddO�with
cofactor�FAdh2 can�also�form�a�complex�with�d-Asp.�in�this�study,�computational�docking�between�d-Asp�and
ddO�was�carried�out�with�FAd�or�FAdh2 as�the�cofactor.�The�results�of�docking�studies�indicate�that�d-Asp�can
be�recognized�both�by�ddO�with�FAd�and�ddO�with�FAdh2,�and�the�difference�in�binding�affinity�between�the
oxidative�and�reductive�states�is�caused�by�difference�of�hydrogen�bonding�patterns.
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Fig.�1.��The�Metabolism�of�d-Asp�by�ddO



ように ddO は酸化型補酵素 FAd の存在下で d-
Asp に対して酸化的脱アミノ化活性を示し，オキサ
ロ酢酸を生成する．4）d-Asp のα位水素がFAdの
イソアロキサジン環（Fig.�2）の窒素原子に接近す
ることによりプロトンが引き抜かれると考えられ
る．ddOノックアウトマウスを用いた研究では，
脳内における d-Asp の増加とともに，NMdA受容
体アンタゴニスト投与時に観察される統合失調症様
症状の緩和が報告されている．また，ddOノック
アウトマウスは抗うつ作用を示すことが示唆されて
いる．これらの結果から，ddOを阻害することに
よってNMdA受容体に関連した疾病の症状を改善
できるのではないかと期待されている．5）

前述のようにddOは d-Asp の酸化を行う酵素
であるため，d-Asp と複合体を形成する際の補酵
素は当然酸化型のFAdであると考えられていた．
しかし近年，この ddO の基質活性化過程におい
て，酸化型補酵素であるFAd存在下のddOのみ
ならず還元型補酵素であるFAdh2 存在下のddO
についても，d-Asp と複合体を形成するという報

告がなされた．5）Fig.�3 に ddOの基質活性化メカ
ニズムを，Fig.�4 に FAdh2 中のイソアロキサジン
環構造を示した．ここに示したようにFAdh2 を含
むddOが d-Asp を認識して複合体を形成し，複
合体の状態で補酵素の酸化が行われるという機構
が提案されている．通常の条件下では d-Asp を認
識するのは酸化型補酵素FAd を含むddOである
と考えられているが，酵素および基質の量によっ
て還元型補酵素FAdh2 を含むddOが基質認識に
関与する可能性が示唆されている．

上述のように d-Asp およびその代謝酵素は生体
機能において重要な役割を果たすことが知られて
いるが，FAd 存在下の ddO，FAdh2 存在下の
ddOともにまだ立体構造は実験的に解明されてい
ない．ましてddOが d-Asp をどのように認識する
かはまだ明確にされていない．そこで本研究では
ドッキング法を用いて，FAdおよびFAdh2 存在
下でのddOが d-Asp をどのように認識するかシ
ミュレーションを行った．また，FAdと FAdh2

とで基質認識に違いがあるかを検証した．

方　　　　　法

始めにdiscovery�studio�2.1 を使用し，基質であ
る d-Asp を作成した．次に北里大学の中込らが既
存の d-アミノ酸酸化酵素を参考にしてホモロジー
モデリングによって作成したddOの構造 6）をも
とに，FAdを含むddOと FAdh2 を含むddOの
2種類の立体構造を作成した．Fig.�5 に FAd存在
下のddOの予測構造を示した．ddOの分子量は
38�kda，アミノ酸残基数は 330 である．さらに
discovery�studio�2.1 に実装されている libdock 7）

を使用して，それぞれのddOと d-Asp のドッキ
ングを行った．
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Fig.�2.��The�isoalloxazine�ring�in�FAd

Fig.�3.��The�substrate�Activation�Mechanism�of�ddO
Eo:�ddO�with�cofactor�FAd,�Er:�ddO�with�cofactor�FAdh2,�s:

d-Asp,�P:�imino�acid

Fig.�4.��The�isoalloxazine�ring�in�FAdh2
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ドッキングとはタンパク質と低分子化合物がど
のような相互作用様式を形成するかを予測する方
法である．8）活性部位に結合する候補化合物を仮
想データベースから抽出する in�silico スクリーニン
グや，活性化合物の相互作用様式を詳細に検討す
ることでの活性化合物の課題克服などに用いるこ
とができる．本研究では libdock を用いて計算を
行った．libdock は diller と Merz により開発され
たドッキング法である．これはまずリガンド結合
部位を指定し，その部位に化合物の大きさを考慮
した球を設定する．その球の中において標的タン
パク質表面の極性部位と無極性部位を推定する．
推定されたグリッド点のことをホットスポット
（hotspot）と呼ぶ．なお，この推定においてタンパ
ク質内部は無視される．ホットスポットは多数存
在し，その極性または無極性のホットスポット 3
点に化合物の原子 3 点を重ね合わせる．極性の
ホットスポットには化合物の極性原子を，無極性
のホットスポットには化合物の無極性原子を割り
当てることになる．化合物の 3 個の原子が作る三
角形と，タンパク質表面の 3つの点が作る三角形
は，ほぼ合同でなければならない．3個の原子が割
り振られた化合物は，その結合部位で最適になる
ようにその都度構造を構築される．このときの最
適化は分子間の結合作用エネルギーと化合物のひ
ずみエネルギーなどを極小化することで求められ
る．この計算により不安定なコンフォメーション
は候補から外される．化合物がドッキングした複

合体の候補は多数得られるが，この候補のことを
ドッキングポーズと呼ぶ．また，このとき精度は
高くないが結合自由エネルギーが計算され，候補
が順位付けされる．本研究では libdock をデフォ
ルトの設定で使用し，ddOの機能を考慮した上で
得られたドッキングポーズを選別した．

結果および考察

FAd存在下のddOと d-Asp とのドッキングに
より得られた構造の 1つを Fig.�6 に示す．d-Asp の
α位水素と，イソアロキサジン環の 1 位および 5
位窒素の間の距離は，それぞれ 3.16�Å および 3.10
Å であった．この構造では d-Asp のα位水素がイ
ソアロキサジン環に接近しており，ddOによる酵
素反応機構と矛盾しない構造となっている．すな
わちFAd存在下でddOが d-Asp を認識し，複合
体を形成することが再現できたと考えられる．ま
た，d-Asp のα-カルボキシル基とddOのArg237
およびArg278 の側鎖の間でイオン結合を，d-Asp
のアミノ基とddOの ser308 の主鎖のカルボニル
基の間で水素結合を形成していた．

一方，FAdh2 存在下のddOと d-Asp とのドッ
キングにより得られた構造の 1つを Fig.�7 に示す．
d-Asp のα位水素と，イソアロキサジン環の 1位
および 5位窒素の間の距離は，それぞれ 3.13�Å お
よび 3.26�Å であった．従って FAdh2 存在下の
ddOにおいても d-Asp のα位水素がイソアロキサ

Fig.�5.��Three-dimensional�structure�of�ddO�with�Cofactor�FAd



ジン環に接近した構造が得られており，FAdh2 存
在下でddOが d-Asp を認識し，複合体を形成す
ることが再現できた．また，d-Asp のα-カルボキ
シル基とddOのArg278 の側鎖の間でイオン結合
を，d-Asp のアミノ基とddOの ser308 の主鎖の
カルボニル基の間で水素結合を形成していた．

ここで得られた複合体構造を用いて，FAdおよ
び FAdh2 存在下での ddO の基質認識の比較を
行った．基質認識を比較する方法の 1 つとして
ドッキング候補数の比較を行った．libdock を用
いた場合，複合体の候補（ドッキングポーズ）が
計算され順位付けされる．この得られたドッキン
グポーズの数から，ddOの立体構造中の複合体を
形成するスペースの広さを評価した．もう一つの
比較方法として libdockscore の比較を行った．
libdockscore は計算によって得られたドッキング
ポーズと標的との結合自由エネルギーを概算した

値と対応しており，数値が高いほど安定な構造で
あると予測していることになる．本研究では，全
ドッキングポーズ中で libdockscore 値が最良で
あったポーズを構造の詳細を見ずに注目した場合
と，α位水素がイソアロキサジン環に接近してい
るポーズのみを抽出した後に最も libdockscore 値
が高かったポーズに注目した場合の両方に対して
libdockscore の比較を行った．前者はハイスルー
プットなヴァーチャルスクリーニング等で用いら
れる評価基準であり，後者はddOの機能を考慮し
た上での評価となる．Table�1 に FAd，FAdh2 そ
れぞれの存在下におけるddOのドッキング候補数
および libdockscore をまとめた．ドッキング候補
数は，FAd存在下では 88 個，FAdh2 存在下では
94 個であった．FAdh2 存在下のddOの方が多く
の候補数が得られているものの，いずれもデフォ
ルトの設定における上限値（100）に近い数のポー
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Table�1. The�Number�of�docking�Poses�and�libdockscore

libdockscore（kcal/mol）

Cofactor The�number�of�docking�poses The�best�pose a) The�nearest�pose b)

FAd 88 87.87� 80.87�
FAdh2 94 86.95� 85.52�

a）The�pose�whose�libdockscore�is�the�best�of�all�poses.
b）The�pose�in�which�the�distance�between�theα-hydrogen�of�d-Asp�and�the�isoalloxazine�ring�of�the�cofactor
is�the�shortest.

Fig.�6.��A�Complex�structure�between�d-Asp�and�ddO�with�Cofactor�FAd
broken�lines�indicate�hydrogen�bonds.



ズが得られており，いずれのddOにおいてもリガ
ンドが結合するスペースが十分にあるものと考え
られる．また，libdockscore の数値の比較では，
α位水素がイソアロキサジン環に接近している
ポーズの場合，FAdh2 存在下のddO の方が高い
数値となっている．しかし，FAd存在下で得られ
た ポ ー ズ の う ち 一 番 接 近 し て い る 構 造 の
libdockscore は 80.87�kcal/mol であるが，他にも接
近している構造はあり，その数はFAdh2 存在下の
ddOよりも多い．また，得られたドッキングポー
ズ全体の中で最も安定と予測された構造同士の比較
では，FAd 存在下の ddO におけるドッキング
ポーズのlibdockscore の方が，FAdh2 存在下の
ddOに対するドッキングポーズのlibdockscore
より高い値となっていた．

ここまでに述べたように，FAd，FAdh2 それぞ
れの存在下におけるddOと d-Asp とのドッキン
グ結果から，ddOの基質活性化過程において酸化
型補酵素であるFAd存在下のddOのみならず，
還元型補酵素であるFAdh2 存在下のddOについ
ても d-Asp と複合体を形成するという結果を再現
することができた．また，複合体形成には主にイ
オン結合および水素結合が関与していると考えら
れる．このタンパク質−リガンド間の相互作用に
ついて，FAd存在下のddO の方がリガンドとの

間にdiscovery�studio の設定によって見出される
相互作用が多く，距離も短かった．これはFAd存
在下のddO の方がリガンドとの間に相互作用を構
築しやすい可能性を示唆している．一方でFig.�6
と Fig.�7 からわかるように，ddOが d-Asp を認識
するに際して疎水性の残基はあまり重要な役割を
果たしていない．これは基質が酸性アミノ酸の d-
Asp であることを反映しているが，この点につい
てはddO阻害剤のデザインの際に留意する必要が
あるものと考えられる．疎水性の高い化合物は特
異性の点で問題を起こすことがしばしばあるが，
この基質結合部位に対する阻害を考慮することで
その問題を回避できるかもしれない．その点から，
ddOは優れた薬物標的となる可能性がある．

ま　　と　　め

libdock を用いたドッキング計算により，ddO
が FAdおよび FAdh2 存在下で d-Asp と複合体を
形成することを再現できた．補酵素にFAdおよび
FAdh2 を用いた場合，どちらの複合体も数値上で
は安定性に差はほとんど見られなかったが，水素
結合様式の違い等に差異が存在していた．複合体
の安定性をより詳しく確認するためには，今回得
られたドッキングポーズに対して分子動力学シ
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Fig.�7.��A�Complex�structure�between�d-Asp�and�ddO�with�Cofactor�FAdh2

broken�lines�indicate�hydrogen�bonds.



ミュレーションを行うなど，より詳細な検討をす
る必要があると考えられる．
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