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１.はじめに	

従来から、我々の体を構成するタンパク質は

L-アミノ酸のみで構成され、生命体が生きている
間に変化することはないと考えられてきた。し

かし近年、加齢に応じて発症する白内障、アル

ツハイマー病、動脈硬化症など加齢性疾患組織

内のタンパク質凝集部位にタンパク質結合型 D-
アミノ酸(主として D-Asp)が発見されてきた(1-4)。
これら生体内タンパク質結合型の D-Asp 形成は
加齢に応じた非酵素的な異性化反応の結果であ

る。すなわち、生体内において代謝速度が非常

に遅い器官、例えば眼の水晶体などでは体温程

度の温度で時間とともにタンパク質中の Asp 残
基が化学的に異性化し、タンパク質の構造変化

と組織の機能低下を引き起こす。また、これら

の異性化率はある程度、アミノ酸配列及びタン

パク質の立体構造に依存することが報告されて

いる(5, 6)。以上のようなタンパク質結合型の
D-Aspは、生体内において器官の機能存続期間と
相関する分子時計とみなされており、迅速に定

量することのできる分析法と、異性化 Asp が誘
起する詳細なタンパク質の構造と機能変化の解

明が待たれる。 
現在までに様々な生体内結合型 D-Asp 解析法

が報告されているが、それらの包括的な一斉解

析法は目的タンパク質内に多数存在する全 Asp
残基から、目的とする D-Asp 一残基の同定と、
その分析を行うには長時間を要する。さらに、

これらタンパク質中での結合型 D-Asp 形成は組
織の機能低下や疾病の原因と関連すると考えら

れているが、実際に形成した結合型 D-Asp がそ
のタンパク質の生化学的性質や機能にどのよう

な影響を及ぼすのかに関して直接的な検証を行

った報告はほとんどない。そこで、著者らは、 ヒ
ト高齢者の眼の水晶体をモデル組織とし、その

主要構成タンパク質であるクリスタリン中での

結合型 D-Asp を網羅的に検知する分析手法の開
発を行いながら、結合型 D-Asp 形成が実際に水
晶体機能に及ぼす影響について検討してきた。

それらの概要と結果を以下の実験 1-3 として紹
介する。	

	

実験 1.生体内タンパク質中結合

型 D-Asp 残基一斉解析法の開発	
我々のグループは、これまで、水晶体主要構

成タンパク質、αA-クリスタリン中の部分配列中、 
Asp 残基部位を D-β-Asp に置換し、本配列を 3
回繰り返したリピートペプチドを抗原として作

成した D-β-Asp 含有タンパク質認識抗体を用い
て生体内での結合型 D-β-Asp 含有タンパク質の
網羅的解析を進めてきた。しかしながら、ポリ

クローナル抗体による検出は簡便ではあるが、

定性的であり、さらに、D-β-Asp含有タンパク質
の同定作業及び各異性化部位の同定作業を行う

ためにはタンパク質の同定、ペプチドマッピン

グ、ペプチド水解物の異性体分析という煩雑な

作業を行わなければならないという欠点があっ

た(7-10)。しかし近年、高速液体クロマトグラフ
ィー(HPLC)と質量分析装置(MS/MS)を用いるこ
とでこれらの欠点を補いつつ、さらに高感度で
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タンパク質中 Asp 異性体を同定する手法が藤井
らにより報告された(図 1)(11)。この手法ではア
ミノ酸配列情報を必須とするものの、配列情報

が既知であるタンパク質に関しては該当タンパ

ク質中の結合型 D-β-Asp 部位を高感度に同定す
ることができる。	

	 本手法はマイクログラムレベルの試料中、フ

ェムトモルレベルのタンパク質中の Asp 異性体
を見出すことを可能にした。 
しかしながら、最終的に 4 種に分離する Asp 異
性体(L-α-Asp、L-β-Asp、D-α-Asp、D-β-Asp)含有ペ
プチドを、それぞれ同定するために各 Asp 異性
体を含む合成コントロールペプチドを用いた確

認実験を必要とする。そこで、生体内結合型

D-β-Asp 網羅的解析においてボトルネックとな
るこのステップを省略するため、我々は、加齢

組織中のタンパク質をトリプシン消化後、質量

分析装置に導入する直前、さらに 3 種の各 Asp
異性体認識酵素で処理することでタンパク質中

の Asp 異性化部位を、より迅速に分析する方法
を開発した(12)(図 2)。 
 

	 従来の煩雑な実験ステップを省略できる本手

法では LC-MS と市販酵素のみを用いることで、
精度良く D-Asp 異性化率を定量することが可能
であることから、D-Asp含有タンパク質を、より
簡便な加齢疾患マーカーとして用いることが可

能になった。 
	 本手法を加齢後の水晶体の一斉解析に用いて

得られた結果を表 1に示す(12)。一度の解析で加
齢後組織(水晶体)中、複数のタンパク質中混合物
中から多数の異性化 Asp 部位とその異性化率を
同定することが可能であった。 

	
実験 2.	D-Asp 形成と α-クリス
タリン会合体形成能の関係	
水晶体を構成するタンパク質は主として、α-、

β-、γ-クリスタリンである。各単量体の分子量は
およそ 2万であり、α-クリスタリンは通常 40量
体、β-クリスタリンは 2-10 量体の会合体状態を
取るいっぽうで、γ-クリスタリンは単量体として
存在する。各年代の水晶体中クリスタリンをゲ

ル濾過によってサイズ別に分離後(図 3)、それぞ
れのクリスタリン画分を LC-MS/MS で分析した
ところ、本来ヘテロ会合体であるはずの αA-, αB-
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クリスタリンが γ-クリスタリン画分に単量体と
して混在していることが明らかになった(13, 14)。
これらは、ゲル濾過結果を観察しただけでは判

断不可能であるが、微量試料中の Asp 異性化率
解析を長所とする前述手法に用いることで評価

が可能であった。 
実際に分析、評価したところ、これら α-クリ

スタリン単量体中に見出された異性化 Asp の割
合は加齢に応じて増加しており、さらに、その

異性化率が水晶体不溶性画分のものと酷似して

いることが明らかとなった(14)(図 4)。 
以上のように、α-クリスタリン中に D-Asp が

形成されると会合体形成能が失われ、α-クリスタ
リンが不溶化することが示唆された。しかし、

これまで α-クリスタリンの立体構造が未知なた
め、これらの Asp の異性化部位と構造との相関
性は確認されてはいない。 

 
 
 
 

実験3.	結合型 D-Asp 形成とタン
パク質の機能変化	
	α-クリスタリンは巨大な会合体状態を維持しつ
つ、その分子シャペロン機能を発揮することで

長期間、水晶体の透明性維持に寄与する。上述

したように α-クリスタリンを構成する αA-, αB-
サブユニット中の D-Asp 形成と、それに伴う α-
クリスタリンサブユニット乖離や不溶化との相

関性が示唆されたが、D-Aspを挿入したタンパク
質を人為的に作成することは技術的に困難なた

め、そのようなサンプルを作出し、その機能を

調べるという直接的な証明には至っていない。

そこで、本研究では上記実験において αB-クリス
タリン単量体中に見られた 96番目の異性化 Asp
残基に着目し、類似配列(KLKVLGDVIEV; 以下
αB-P)中の Asp残基を 4種の Asp異性体(L-α-Asp、
L-β-Asp、D-α-Asp、D-β-Asp)に置き換え、化学合
成したペプチドを作成し、結合型 D-Asp 形成が
ポリペプチド構造や機能に与える影響を検討し

た。その結果、D-β-Asp含有 αB-Pのみが pH依存
的に凝集することが明かとなった(図 5)。 

	 また興味深いことに、本ペプチドのみが若年

齢ヒトより抽出、精製した α-クリスタリンに対
する凝集誘導能を有することが明らかになった

(図 6)。以上の結果は α-クリスタリン中での
D-Asp 形成が α-クリスタリンの分子シャペロン
機能を低下させ、白内障発症の一因となる可能

性を示した。 
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3.おわりに	

生体内の D-アミノ酸は遊離型（生体内、又は
食品など）、ペプチド型（薬品など）を問わず知

られておりライフサイエンスの一部として捉え

られている(15-19)。しかしタンパク質結合型 D-
アミノ酸が担う生化学的機能に関する詳細な報

告は少ない。これらは微量成分である D-アミノ
酸の化学的、物理的性質が L-アミノ酸と同一で
あるが故に分析法が限られること、タンパク質

中への D-アミノ酸導入法が存在しないことに起
因する。つまり、アミノ酸光学異性体分析の困

難さが、多分野の研究者にとって D-アミノ酸研
究参画に対する障壁となっていた。我々のグル

ープは加齢後の組織内（水晶体内）における結

合型 D-アミノ酸のスクリーニング手法の開発と、
形成された D-Asp が誘起するタンパク質の機能
低下及び加齢性疾患（白内障など）発症との関

連性を明らかにしてきた。おそらく、生体内タ

ンパク質中での Asp 異性化はタンパク質内 Asp 
残基周囲の構造が比較的緩い部位において生じ

易い。そして Asp 異性化の結果、誘起されるポ
リペプチド主鎖伸長や側鎖反転がタンパク質表

面又は内部の荷電状態、局所的構造変化などを

引き起こし、局所的な相互作用変化を経て加齢

後組織の機能を低下させると考えている。 
我々が開発、改良を進めている結合型 Asp 異

性体一斉同定法は、様々なタンパク質会合体に

対して応用可能であり、他の分離方法と組み合

わせることで、より多様な試料に応用すること

が可能である。様々な分野にわたる研究者が D-
アミノ酸研究に参画し、D-アミノ酸研究が、益々
隆盛をきわめること、また、加齢性疾患治療分

野での大きな進歩に寄与することを心より期待

している。 
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