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D型アミノ酸の生体内における生理機能の解析

Ⅰ　研 究 背 景

長年にわたり，D型アミノ酸は「非天然型」と

して考えられてきた。D型アミノ酸は約30年前

に，細胞壁のペプチドグリカンやペプチド性抗生

物質に見つかり，その存在が初めて確認された。

しかしこの段階では，D型アミノ酸は非タンパク

性アミノ酸とみなされていた為，研究の発展には

つながらなかった。その後，哺乳類の生体内にお

いて，歯のエナメル質・目の水晶体・脳のタンパ

ク質中のL型アミノ酸が老化と共にD型アミノ酸

にラセミ化される事や，血液・小脳・脳下垂体・

副腎・脾臓・睾丸にD型アミノ酸が遊離で存在す

る事が確認された。さらに哺乳類から，D型アミ

ノ酸ラセマ̶ゼやD型アミノ酸酸化酵素が発見さ

れ，D型アミノ酸生合成や分解機構も解明しつつ

ある。一方，ラットの生体内のD型アミノ酸は，

成長につれて増加・減少傾向がみられる。脳内に

存在すると知られているD型アミノ酸には，D型

セリン（Ser）・D型アラニン（Ala）・D型アスパ

ラギン酸（Asp）・D型ロイシン（Leu）などがあ

る。D型Serは小脳，延髄を除く脳全体に分布し，

加齢による影響は受けない。その他，脳内のD型

Ala・D型Asp・D型Leuは，成長により濃度が変

化する。D型Aspは各臓器で確認されるが，ほぼ

全ての臓器で一過性に出現し，濃度がピ̶クに達

成する時期も臓器によって異なる。なお，濃度が

ピ̶クに達成する時期が臓器の機能的及び形態的

に成熟する時期が一致するため，細胞の増殖や分
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化に関わっていると考えられている。また，D型

Aspの生理作用として，内分泌腺における内分泌

調節を精巣ではテストステロンの合成に関与して

いる。この他，食品成分として自然界に存在する

D型アミノ酸には，微生物由来の発酵食品，パン，

ワイン，しょうゆ，味噌，納豆などに含まれる。

これらの食品は，遊離型のD型Ala，D型Asp，D

型Gluを多量に含む。また納豆の粘性成分である，

ポリ-グルタミン酸（Glu）の成分の70％以上がD

型Gluであり，熟成につれてD型の濃度が上昇す

る１）。

Ⅱ　研 究 目 的

生体内において，D型アミノ酸の存在には何ら

かの意義があり，L型アミノ酸だけではまかない

きれない機能を持つのではないかと考えられる。

しかし実際のところ，D型アミノ酸の生理作用は

ほとんど解明されていない。そして研究分野も限

られており，現在のところ医学，薬学的な視点の

ものが中心となっている。しかし，生物体内にＤ

型アミノ酸が発見されるということは，食品中に

もＤ型アミノ酸が含まれていると容易に考えられ

る。摂取したD型アミノ酸が生体内においてどの

ような作用をもたらすかというテ̶マは非常に興

味深い。

動物実験より，D型アミノ酸の過剰な投与は成

長阻害や，その他の障害を引き起こす可能性が示

唆されているが，一方では鎮痛作用など有益な生

理機能も知られている。一般にヒトが利用できる
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D型アミノ酸は少ないといわれているが，こうし

て体内に取りこまれたD型アミノ酸が，私達の健

康にどのように影響するのかを調べる事も重要と

言える。

アミノ酸であるL型ヒスチジン（His）は体内

に摂取されると血液脳関門を通過し，部視床下部

の結節乳頭核（TMN）に局在するヒスタミン細

胞体でHis脱炭酸酵素（histidine decarboxylase：

以下HDC）により脱炭酸されて神経ヒスタミン

となる。脳内に存在する神経ヒスタミンによる抗

肥満作用があり，エネルギー代謝において①食欲

抑制，②脂肪分解促進，③熱産生亢進といった３

つの働きにより，抗肥満作用を発揮する。事実，

L型Hisを摂取すると食欲が抑制されることから，

ヒスタミンが生成されて抗肥満作用をもたらすと

考えられている２）。しかし，このヒスタミンを合

成するHisはＬ型のみである。よって，D型Hisを

摂取してもヒスタミンが生成しないため，抗肥満

作用は見られない。あるいは，D型Hisの一部が

ラセミ化してできたL型Hisが，ヒスタミンとなっ

て抗肥満作用を若干もたらすのではないかという

仮説が立てられる。

しかし，D型アミノ酸ということで，推測とは

異なる作用を起こすことも予想される。L型His

を投与した時には見られない作用をD型Hisが持

つ可能性もあると推察されることから，本実験で

は，生化学的な視点において，外因性D型アミノ

酸の生体内に及ぼす作用の解析を目的とする端緒

として，特に今回の実験系では食欲抑制因子とし

てのヒスチジン作用に焦点をあて，合わせてD型

アミノ酸新規生理作用の探索およびそのメカニズ

ムの解析を試みた。

Ⅲ　実 験 方 法

⑴　各種因子の測定方法

ヒスタミン：Histamine Enzyme Imunoassay 

Kit（Histamine EIA KIT　SPI BIO（SPB）社）

血清中遊離脂肪酸：遊離脂肪酸測定用 NEFA 

C テストワコー（和光純薬工業）

血清中亜鉛：三菱ＢＣＬに委託（原子吸光法に

より測定）

⑵　動物実験

①　14日間の長期投与試験

Ｗister系４週齢オス（東京実験動物株式会社）

を５群（コントロール群，0.5％・１％・５％D型

His群，５％L型His群）に分け予備飼育５日間の

のち本飼育14日間行った。本飼育期間はＡＩＮ93

Ｇを基本組成としたえさ組成を用いた。本試験で

は飼料中のカゼイン量の一部を，添加するHis量

で置換することで調整した。

②　経口投与による短期試験

Ｗister系５週齢オス東京実験動物株式会社）を

３群に分け（コントロール群，D型His群，L型

His群）た。各群１匹ずつはマイクロダイアリシ

ス法を用いた解析に用いた。なお，各投与量：

His 40mgを生理食塩水に溶解したものを投与し

た。

⑶　マイクロダイアリシス法による脳内神経物

質の測定

ドーパミン・セロトニンは，脳内微小管透析法

（以下マイクロダイアリシス法と記す：エイコム社）

と高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を用い

て調べた（表１）。

表１　分析条件

EICOMPAK CA-5ODS 2.1mmφ×150mm
EICOM PREPAKSET-CA 3.0mmφ×4mm
80% 0.1M リン酸緩衝液（Na＋）pH6.0
0.23mL/min
25℃
＋450mV vs Ag/AgCl
グラファイト電極　WE-3G
GS-25

分析カラム
プレカラム
移動層
流速
分析温度
設定過電圧
作用電極
ガスケット
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Ⅳ　実 験 結 果

⑴　His摂取による抗肥満作用への影響の解析

実験背景でも述べたように，５％L型His投与

により食欲抑制されるとの報告より，まずはその

再現性の確認と，Ｄ型のHisにも同様の効果が有

るのか否かを調べる目的で，14日間の飼育期間中

に異なる量のHisを含む餌組成の飼料を給餌した。

その結果，５％L型His群は報告の通り体重増加

抑制効果を示した。また，D型His群において体

重増加量に差が出たが，その効果は0.5％が最大

であり，むしろ５％，１％D型His群はコントロー

ル群より若干体重が減少したにとどまった。そこ

で，５％L型His群（L），0.5 ％D型His群（D0.5）

およびコントロール群（C）体重増加の結果を示

す。（グラフ１）

次に，これら体重増加量の差が摂食量の差によ

るものかを検証する目的で，餌の摂食量を解析し

た。その結果，５％L型His群と0.5％D型His群に

おいて差が見られた（グラフ２）。なお，グラフ

内の表記はグラフ１と同様である。

以上をまとめたものが次の表２である

⑵　長期His摂取による脳内ヒスタミン濃度の

変化

Hisは摂取された後に脳内に存在する酵素の作

用によりヒスタミンに変換されることが知られて

いる。そこで，摂食量の変化がヒスタミン合成量

の変化によるものか検証を行った。その結果，５％

のL型Hisを投与した群で有意に高い（P＜0.01）

ものの，D型Hisを投与したいずれの群でも変化

は観察されなかった。これらの結果から，食欲抑

制効果がD型とL型で異なるものと推察された（グ

ラフ３）。

なお，グラフ内の表記はコントロール群（C），５％

L型His群（L5％），0.5％D型His群（D0.5％），１％

D型His群（D１％），５％D型His群（D5％）

Food Efficiency＝（最終日の体重－本飼育初日の体重）÷14日間で食べた餌

表２　体重増加量，体重増加率，期間中食べた餌の良の比較

body weight
gain（g/days）

8.31±0.93

4.42±0.54

5.6±0.20

6.58±1.42

6.79±0.82

C

L5%

D0.5%

D1%

D5%

116.38（ 100％）±12.99

61.94（53.2％）±　7.54

78.4（67.2％）±　2.87

92.15（79.2％）±19.94

95.01（81.6％）±11.54

body weight gain
（g/14days）

289.20（ 100％）±25.58

229.95（79.5％）±27.87

232.95（80.5％）±15.18

253.08（87.5％）±33.01

276.47（95.6％）±16.25

food intake
（g/14days）

20.66±1.83

16.42±1.99

16.64±1.08

18.08±2.36

19.75±1.16

food intake
（g/days）

0.40（ 100％）±0.01

0.27（67.5％）±0.01

0.34（85％）±0.02

0.36（90％）±0.03

0.34（85％）±0.02

food efficiency

グラフ１　体重増加量
グラフ２　摂食量の変化
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⑶　ヒスチジンの強制経口投与による抗肥満作

用への影響の解析

長期の飼育による結果では，His投与による摂

食量の抑制およびそれに起因した体重増加量の減

少が観察されたものの，D型ではヒスタミン量に

大きな変化は観察されなかった。そこで，これら

Hisの効果が長期投与で発揮されるものか，また

は短期によってもその効果が現るかについて実験

を試みた。

本実験系ではゾンデを用いた強制経口投与によ

るHisの投与による影響を解析した。まずは，摂

食量の変化を観察した。下図（グラフ４）は前日

の摂食量を100％としたときの翌日の摂食量を割

合いで示している。

なおグラフ内の表記は生理食塩水投与群（C）

L型His投与群（L），D型His投与群（D）

その結果，L型His投与群では（L群），生理食

塩投与群（C群）と比べて，摂食量に減少が見

られたが，D型His投与群そそれと比較してその

効果は小さいものであった。これらの結果から，

Hisの長期投与同様，L型，D型で食欲抑制効果が

観察されたことから，Hisの効果は短時間で発揮

されるものと推察された。また。そこで，これら

の効果が短時間で現れる脳内のヒスタミン量の変

化によるものか否かについて解析を試みた。

⑷　脳内ヒスタミン濃度

経口投与後，脳を取り出し，脳内のヒスタミン

量を測定した。脳を採取後直ちに，ホモジナイザー

にて組織を均一化した後，遠心分離により得た上

清を試料とした。なお，グラフ内の表記はグラフ

３と同様である。

その結果，短期間のHis投与を行ったところ，

L,D型His両群で差はあるものの摂食量が低下し

いるにもかかわらず，特にL型His群で有意であっ

た（グラフ５）。しかし，両群ともに脳内ヒスタ

ミン濃度は上昇しておらず，ヒスタミンを介した

食欲抑制効果によるものではないと推察される。

一方，L型His-が血清中で亜鉛と結合して複合体

を形成することで，血清中亜鉛濃度を低下させる

という報告がある。そこで，次に脳内神経伝達物

質濃度，血清中遊離脂肪酸濃度，血清中亜鉛濃度

を測定し，摂食量の低下の原因を探った。

⑸　血清中遊離脂肪酸濃度の測定

脂肪細胞からの脂肪の分解を促す要因の一つ

に，交感神経の刺激があげられる。交感神経が活

グラフ３　脳内ヒスタミン量

グラフ４　His経口投与による摂食量の変化 グラフ５　脳内ヒスタミン量
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発になると，全身が活性化され体はエネルギーを

多く作り出そうとする。この交感神経を刺激する

物質としては，コーヒーに入っているカフェイン

や唐辛子の辛味成分であるカプサイシンなどが有

名である。

L型Hisから作り出されるヒスタミンも交感神

経刺激物質の一つなので，H1受容体を介して脂

肪細胞からの脂肪の分解を促し，血液中の遊離脂

肪酸を増加させるはずである。そこで，ラット血

清中に含まれる遊離脂肪酸の濃度を測定し，L型

Hisのヒスタミンへの変換を確認すると共に，D

型Hisがヒスタミンに変化しているのかを調べた。

なお，グラフ内の表記はグラフ３と同様である。

５％L型His群では，コントロール群より有意

に増加しているが，D群全般では差がみられない。

これらの結果から，L型ではヒスタミンによる中

性脂肪の分解による遊離脂肪酸の増加が観察され

たものと推察された。一方，D型については，ヒ

スタミン量が変化していなっかたことから，遊離

脂肪酸の増加が観察されなかったものと考えられ

た（グラフ６）。

⑹　血清中亜鉛濃度の測定

L型Hisは，血清中で亜鉛と結合し複合体を作

ることで亜鉛濃度を下げ，味覚障害を引き起こす

という報告がある３）。Ｌ型・Ｄ型-Hisの食欲抑制

効果が，ヒスタミンを介した経路だけではなく，

亜鉛の不足による味覚障害にも起因するか否かを

検討するために，血清中の亜鉛濃度の測定を三菱

ＢＣＬに委託して行った。なお，グラフ内の表記

はグラフ３と同様である。

14日間の飼育終了時の血清を解析したもののL

型,D型-His長期投与による血中亜鉛濃度の差は観

察されなかった（グラフ７）。そこで，短期の投

与実験に用いたラットの血清の中の亜鉛濃度を解

析した。

その結果L型，D型-His投与の両群で，コント

ロール群と比較して有意（P＜0.05）に減少して

いた（グラフ８）。このことは，一過性に上昇し

た血中Hisが亜鉛と結合し，食欲減少に関与した

ものと考えられた。

⑺　D型・L型His摂取時の脳内モノアミン放出

量への影響４）

マイクロダイアリシス法（Maicrodialysis）は

細胞外液中の物質動態をモニタリングする方法と

して，神経科学領域において広く用いられている。

グラフ６　血中遊離脂肪酸濃度

グラフ７　血中亜鉛濃度

グラフ８　血中亜鉛濃度
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マイクロダイアリシス法は，1972年Delgadoらに

よって開発された。その後，probeの小型化など

の改良が加えられ，現在のマイクロダイアリシス

法に至った。方法は，半透膜からなる微小なプロー

ブを用いて生体組織の細胞外液に含まれている物

質を抽出する。このプローブを脳の特定部位に挿

入し，人工脳脊髄液で灌流する。このことにより，

組織中の神経伝達物質が透析膜を介したプローブ

内外の濃度勾配にしたがい，回収でき分析を行え

る。マイクロダイアリシスの優れている点は，同

一の個体で神経伝達物質の経時的な変化が追える

ことである。つまり，動物を拘束せずに実験を行

うことができるので動物の脳内神経伝達物質の変

化を の状態・生きた個体の状態で計測でき

るため，同時に行動の変化も観察できることが挙

げられる。

本研究結果で得られたD型Hisの食欲抑制効果

は，どの様な経路で作用しているのかは不明であ

る。そのため，食欲に関係している脳内神経物質

のドーパミン・セロトニンの変動から検索を試み

た。脳内神経物質のドーパミン・セロトニンは，

マイクロダイアリシス法と高速液体クロマトグラ

フィー（HPLC）を用いて調べた。

はじめに長期間飼育を行ったラットを用いた。

特に0.5％D型His と５％L型His に食欲抑制効果

がみられた二群の比較を試みた。なお参考として

コントロール群も解析の対象とした。さらに短期

の投与による影響についてもあわせて解析を試み

た。

14日間長期飼育をしたラットを用いて解析を

行った。セロトニン量の経時的変化を解析した結

果，コントロール食を給餌したラット（コントロー

ル）では3時間目において一過性にピークの上昇

が見られたがその後，低値を示した。0.5％D型

Hisを含むえさを給餌したラット（0.5％D型His）

ではセロとニンの上昇は見られなかった。一方，

L型コントロールは，13時間目，25時間目とにピー

クを認めた（5％L型His）。このように。脳内の

セロトニンの経時変化，異なるパターンを示した

（グラフ９）。次に，ドーパミンの経時的変化を示す。

D型，L型，コントロール群間で脳内ドーパミ

ン量に大きな差は見られなかった（グラフ10）。

したがって，食欲増進に作用するドーパミン量

に変化はなかったものと推察された。次に，経口

投与による短期のHisの影響を解析した。はじめ

にセロトニンの解析結果を示す。なお，検出は1

時間毎に行い，①～⑥は１時間～６時間に該当す

る。

L型-His投与（L）によりセロトニン量は上昇し

た。一方，生理食塩水を投与されたラット（C）

の脳内セロトニン量は変化しなかった。D型His

投与ラット（D）においても同様の結果が得られ

グラフ９　脳内セロトニン量の経時的変化




