
ることが明らかになってきた．D-Aspは長期間にわたる加

齢の過程で，非酵素的にラセミ化反応によって生じたもの

と考えられている．また，D-アミノ酸が混入したタンパク

質では分解系の酵素も反応しないと考えられる．上記の組

織では D-Aspの増加がタンパク質の高次構造や機能に変化

をもたらし，疾病に関与していると考えられている．

２． 水晶体中タンパク質中の D-アスパラギン酸残基の

部位の決定

我々は老化したヒトの水晶体のタンパク質中に D-Asp残

基が存在することを見いだし，D-Asp残基を含むタンパク

質が水晶体中のどのタンパク質であるかを生化学的に追跡

した．すなわち，水晶体のタンパク質を分画し，それぞれ

の画分で得られたタンパク質を加水分解し，Asp残基の光

学異性体分析を行った．その結果，D-Aspを含んでいるタ

ンパク質は α-クリスタリンのサブユニットである αA-ク

リスタリンと αB-クリスタリンであることがわかった．水

晶体のタンパク質は主として α，β，γ-の３種類のクリス

タリンから成るが β，γ-クリスタリンには D-Aspは見いだ

せなかった．αA-クリスタリンは１７３残基，αB-クリスタ

リンは１７５残基のアミノ酸からなる分子量約２０kDaのタ

ンパク質である．αA-クリスタリン中には１５個の Asp残

基と２個のアスパラギン（Asn）残基が，αB-クリスタリ

ン中には１１個の Asp残基と２個の Asn残基が含まれてい

る．これらのうち，どの Asp／Asn残基が D体化している

のかを明らかにするため，αA-クリスタリン，αB-クリス

タリンをそれぞれトリプシンで処理し，得られたペプチド

断片を HPLCで分離，分取し，質量分析とアミノ酸配列

分析によってこれらのペプチド断片を同定した．トリプシ

ン処理で得られたペプチドは１，２の例外を除き，そのペ

プチド断片中に１個の Asp／Asn残基しか含まないので，

ペプチドの同定後加水分解してアミノ酸の光学異性体分析

を行えば，タンパク質中のすべての Asp／Asn残基の一つ

一つの部位に対して D／L比を求めることができる．このよ

うな手法により，αA-クリスタリン，αB-クリスタリン中

の個々の Asp残基の D／L比をすべて決定した． その結果，

８０歳代のヒト αA-クリスタリン中の Asp-５８，Asp-１５１残

基１），αB-クリスタリン中の Asp-３６，Asp-６２残基のみが著

しく D体化しており２），他の Asp／Asn残基に変化はないと

いうことが初めて明らかになった（表２）．中でも特筆す

べきことは８０歳のヒト αA-クリスタリンの Asp-１５１残基

の D／L比が５．７，Asp-５８残基の D／L比が３．１と，D体の比

率が本来の L体より著しく大きいということであった．

Asp残基の D／L比が１．０を越す大きい値が得られているの

は，いまのところヒト αA-クリスタリンのみである．ま

た，αA-，αB-クリスタリン中では，L-Asp残基から D-Asp

残基への反転反応は隣接アミノ酸残基との結合が α結合
から β結合へと異性化（β-Asp化）する反応を伴っている

ことが明らかになった．これらの結果から Asp残基は五

員環イミド体を中間体として，ラセミ化することが明確と

なった１３）．次の項でその機構について詳細に述べる．

３． タンパク質中では，なぜアスパラギン酸残基だけが

D体に変化するのか？

前述したようにタンパク質中で Asp残基の L体から D体

への反転と α結合から β結合への異性化が同時に生じて
いた．この結果からこれらの反応は図１に示すように L-α-

表１ 種々のタンパク質中に含まれる D-アミノ酸

組織 タンパク質 アミノ酸 関連疾病
D-アミノ
酸の部位

文献

水晶体
αA-クリスタ
リン

D-Asp 白内障
Asp５８,
Asp１５１

１

水晶体
αB-クリスタ
リン

D-Asp 白内障
Asp３６,
Asp６２

２

網 膜 ？ D-Asp
加齢性黄斑
変性症

？ ３

結 膜 ？ D-Asp 瞼裂斑 ？ ３

角 膜 ？ D-Asp 角膜変性症 ？ ３

脳 ミエリン D-Asp ？ ？ ４

脳 β-アミロイド D-Asp
アルツハイ
マー病

Asp１,
Asp７,
Asp２３

５

脳 β-アミロイド D-Ser
アルツハイ
マー病

Ser８,２６ ６

皮 膚 エラスチン？ D-Asp 皮膚硬化 ？ ７

歯 ホスホホリン D-Asp ？ ？ ８

骨
オステオカル
シン

D-Asp ？ ？ ９

骨
�型コラーゲ
ンC 末端テロ
ペプチド

D-Asp
ベーチェッ
ト病？骨粗
鬆症？

Asp１２１１ １０

動 脈 エラスチン？ D-Asp 動脈硬化 ？ １１

靱 帯 エラスチン？ D-Asp ？ ？ １２

表２ ヒト水晶体 αA，αB-クリスタリン中の Asp残基の反転・
異性化の局在と隣接残基

クリス
タリン

Asp
Asp（D／L比） 隣接残基との結合

隣接残基
８０歳代 ０歳代 ８０歳代 ０歳代

αA Asp-５８ ３．１０ ０．００ β α Ser-５９
αA Asp-１５１ ５．７０ ０．００ β α Ala-１５１
αB Asp-３６ ０．９２ ０．００ β α Leu-３７
αB Asp-６２ ０．５７ ０．００ β α Thr-６３
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Asp残基が C末端側隣接アミノ酸残基の主鎖の窒素原子

による求核攻撃により脱水縮合して五員環イミドを形成

し，イミド上で反転しその後の開環時に α結合と β結合
が生じ，D-イミド体から D-α-Asp残基，D-β-Asp残基，L-

イミド体から L-α-Asp，L-β-Asp残基の計４種の異性体が

生成されることが判明した．生体内のタンパク質中で見い

だされている D-アミノ酸が主として Asp残基であるのは，

Asp残基がカルボキシル基を有するため，図１に示すよう

に五員環イミド体を形成してイミド上で簡単に反転が生じ

るためであると考えられる．他のアミノ酸が L体から D体

へラセミ化するためには不斉炭素に結合している Hが脱

離しなければならないが，生体内のような温和な環境では

起こりにくいと思われる．しかし，Asp残基の場合は上述

したように側鎖の特殊性のために，図１に示すような経緯

で容易に反転と異性化が生じると考えられた．本反応はイ

ミド形成が引き金となるので，イミド形成の起こり易さが

異性化反応の起こり易さを反映している．イミド形成は

Aspの隣接残基が立体障害の小さなアミノ酸，つまり，グ

リシン，アラニン，セリンなどのような側鎖の小さなアミ

ノ酸であるときに生じやすいことが一つの条件と考えられ

る．事実，反転が生じていたヒト αA-クリスタリン中の

Asp-５８，Asp-１５１残基の隣接残基はそれぞれ Ser-５９，Ala-

１５２で Asp残基にイミドを形成させやすいアミノ酸であ

り，それゆえ，Asp-５８，Asp-１５１残基は反転が生じやすい

環境にあると言える．しかし，αB-クリスタリン中の Asp-

３６，Asp-６２残基の隣接残基はそれぞれスレオニンとロイ

シンといういずれも嵩高いアミノ酸であり，Asp残基のイ

ミド形成には寄与しにくいと考えられる．しかも αB-クリ

スタリン中には他に Asp１４０-Gly，Asn１４６-Glyというイミ

ド形成に最も都合の良い配列がありながら，これらの残基

にはラセミ化や異性化が全く生じていなかった２）．それ故，

反転反応は Aspの隣接残基の影響だけに依存しているの

ではなく Asp残基周辺の立体構造の寄与も大きいと考え

られた．

また，αA-クリスタリン中の Asp-１５１，Asp-５８の D／L比

が１．０を上回る高い値を示したのは，図１に示したように

中間体［I］の下方にプロトンの攻撃ができないような反

応場が存在し，プロトンの付加が上方からだけに制約され

ているがゆえに D-イミド体が優先的に形成されるためで

あるということがわかった１３）．この結果はタンパク質の立

体構造がアミノ酸の立体配置を決定しているという明確な

証拠であり，タンパク質化学的にも興味深い例といえる．

これらの結果は，タンパク質中での Asp残基のラセミ化

や異性化は当初考えられていたように決して起こりにくい

図１ タンパク質中での Asp残基の反転・異性化の機構
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反応ではなく，上記のような条件さえ整えばどこにでも容

易に起こりうることを示している．さらに αA-クリスタリ

ン中の Asp-１５１残基はヒト水晶体だけでなく，マウス，ウ

シ，ウマの水晶体など種を超えて加齢や紫外線照射に伴っ

て部位特異的に反転異性化することがわかった．αA-クリ

スタリン中の Asp-１５１残基周辺は種によって配列が若干異

なるにも関わらず，この残基は反転しやすいということが

明らかとなった．

４． D-β-Asp含有タンパク質特異抗体の調製

そこで我々はヒト αA-クリスタリン中の Asp-１５１残基周

辺と同一配列で D-β-Aspを含むペプチドを合成し，これに

対する抗体を調製し，免疫組織染色によって種々の組織か

ら D-β-Asp含有タンパク質を探索することにした．得られ

た抗体は Asp残基の４種類の異性体のうち D-β-Asp含有タ

ンパク質のみと特異的に反応した１４）．

５． 種々の組織における D-β-Asp含有タンパク質の

免疫組織染色による探索

５―１ 皮膚

水晶体は常時太陽紫外線に曝露されている器官である．

水晶体タンパク質中でのアミノ酸のラセミ化は加齢変化と

紫外線照射の両方の影響によって促進されるのではないか

と考えられた．そこで，加齢変化に加えて紫外線影響を受

けている皮膚に対して，上述した抗体を用いて免疫組織染

色を行った．その結果，図２に示すように８０歳代の老人

の顔の皮膚に D-β-Asp含有タンパク質を見いだした．しか

し，幼児の顔の皮膚や同じ老人の皮膚でも腹や胸などの紫

外線被曝影響の少ない皮膚では，顔の皮膚と比較してその

量が著しく少ないということが明らかとなった７）．この結

果はタンパク質中での D-β-Asp生成が老化によって増加

し，紫外線照射が促進するということを示している．ま

た，ウエスタンブロットによって，皮膚中の D-β-Asp含有

タンパク質は約５０kDaのエラスチンの断片であると示唆

された７）．

５―２ 加齢に伴って生じる水晶体以外の眼組織の D-β-Asp

含有タンパク質

我々は加齢の進んだ眼において４の項で述べた D-β-Asp

含有タンパク質抗体を用いて免疫組織染色を行った．その

結果，４０代以上の眼において水晶体の核，強膜，結膜に

おける瞼裂斑（図３），脈絡膜毛細血管板，ブルッフ膜，

網膜内境界膜，網膜血管基底膜，加齢黄斑変性症の原因と

なるドルーゼン（図４），角膜変性疾患（spheroid degenera-

tion）において D-β-Asp含有タンパク質が沈着しているこ

とが明らかとなった３）．加齢性黄斑変性，角膜変性疾患は

ともに失明を惹起する深刻な疾患である．また，瞼裂斑は

老人の眼に見られる黒目と白目の境の黄色く盛り上がった

原因不明の沈着物である．これらの疾患における沈着物が

何であるのかは不明であったが，D-β-Asp含有タンパク質

がこの沈着物中に存在することがはじめてわかった．上記

の組織では D-β-Asp含有タンパク質はいずれも加齢に伴っ

て生じた沈着物の中に存在するというところに共通点が

あった．

６． D-β-Asp残基はタンパク質の異常凝集を惹起する

タンパク質のポリペプチド鎖上に D-アミノ酸が出現す

ると，D-アミノ酸の側鎖と隣接 L-アミノ酸残基の側鎖はペ

プチド平面に対し，同じ方向に配置されるので，ペプチド

結合にひずみが生じると考えられる．従ってアミノ酸の立

体配置の反転はペプチド結合の安定性を著しく脅かすもの

と考えられ，異常凝集を誘導するものと考えられる．ま

た，図１に示したように Asp残基の反転は隣のアミノ酸

残基との結合が α結合から β結合へと変化してしまう異
性化をもたらす．これによって主鎖の距離が長くなり，こ

れもタンパク質の立体構造に大きなひずみをもたらすと考

えられる．これらの変異がタンパク質の異常凝集の引き金

となると考えられる．D-Aspが見いだされている α-クリス

タリン，β-アミロイドタンパク質，エラスチンなどはいず

れも βシート構造に富むタンパク質（一般に βシート構
造に富むタンパク質はストランド間での水素結合が生じ会

合体をとりやすい）が多く，異常凝集体を形成し，深刻な

疾病を引き起こしている．

７． 脳のタンパク質中に存在する D-アスパラギン酸

脳内のミエリン塩基性タンパク質４）や老人斑中の β-アミ

ロイドタンパク質中５）に，D-Aspおよび D-セリン（D-Ser）

がそれぞれ数％存在することが報告されている．Roher５）ら

はアルツハイマー病患者の脳から得た β-アミロイドタン

パク質（４２アミノ酸残基）中の Asp-１，Asp-７，Asp-２３残

基がラセミ化および異性化していることを明らかにした．

そのラセミ化率は水晶体よりかなり低く，ラセミ化よりは

むしろ異性化（L-β-Asp化）の方が進行している．その後，

これらの生理作用を解明するために各種 D-Asp含有 β-ア

ミロイドタンパク質のアナログが合成され，Asp-２３を D

体に変換した β-アミロイドタンパク質１―３５β（１―３５）は正
常の L体の β（１―３５）より凝集性が高く，神経細胞障害活
性が高いことが示唆された１５）．また，清水らは β-アミロイ

ド中の２３番目の Asp残基の L-β-Asp化が線維や老人斑形

成を促進させ（７番目の Aspの異性化は線維形成とは無関

係），アルツハイマー病に関連すると指摘した１６））．さらに，

金子らは Ser-２６が D体に置換された β-アミロイド（１―４０）

は微小線維形成能を持たないこと，Ser-２６がラセミ化され

ると β-アミロイドタンパク質は可溶性になり老人斑より

漏出し，断片化し，老人斑蓄積部位から遠く離れた海馬の
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神経細胞に障害を与えると示唆している６）．

８． 歯，骨，動脈壁，靱帯のタンパク質中に存在する

D-アスパラギン酸

歯のタンパク質中に D-Aspが存在し，その量が加齢と共

に増加するという報告は古くから知られていた．その後

Masudaら８）によって歯の D-Asp含有タンパク質はホスホホ

リンであることが示唆された．

骨を構成する I型コラーゲンはその C末端にコラーゲン

独特のへリックスを形成しないテロペプチド CTxを持つ

が，これは分解されて尿中に見いだされる．最近，この

CTx（（AHDGGR１２０９―１２１４）中の Asp-１２１１がラセミ化，異性

化されていることが報告され，ベーチェット病患者や骨粗

鬆患者の尿中 CTxの Asp-１２１１のラセミ化は正常のヒトの

それより高いことが示された１０）．また，動脈壁１１）や靱帯を

形成するエラスチン中に D-Aspが存在することも報告され

ている１２）．

９． エラスチン中で Asp残基はラセミ化するか？

D-Asp含有タンパク質が見いだされた皮膚，眼の強膜と

ブルッフ膜，靭帯，血管壁は皆エラスチンに富むタンパク

質である．エラスチンは結合組織の主要タンパク質で弾性

を保持するタンパク質である．エラスチン中で Asp残基

はラセミ化するであろうか？ エラスチンは抽出が困難な

タンパク質であるので，我々は皮膚エラスチン中に存在す

る Aspを含むペプチドと同一配列のペプチドを化学合成

し，この合成ペプチド中における Asp残基のラセミ化反

応速度と活性化エネルギーを求めることによって，エラス

チン中の Asp残基のラセミ化と加齢との関係について検

討した１７）．エラスチン中にはエキソン６に一つ，エキソン

２６Aに二つの Asp残基が存在している． 本研究で我々は，

エキソン６，２６Aに存在する Asp残基を含むペプチド，

１）GVADAAAA，２）REGDPSSS，３）AGADEGVRをそれ

ぞれ合成した．これらの加熱実験によって各ペプチド中

での Asp残基の D／L比を測定し，Asp残基のラセミ化反応

速度定数を算出した．さらに各ペプチド中での Aspのラ

セミ化反応に対する活性化エネルギーを算出し，ヒトの体

温（３７℃）において Asp残基の D／L比が１．０（０．９９）に達

するまでの時間を求めた（表３）．三つのペプチド間にお

いて，３）のペプチド中の Asp残基が最もラセミ化を受け

やすく，１）のペプチド中の Asp残基が最もラセミ化を受

けにくいという結果が得られたが，ラセミ化反応の活性化

エネルギーに顕著な差はみられなかった．またヒトの体温

（３７℃）において，エラスチン中に存在する Aspの残基 D／

L比が１．０（０．９９）に達する時間は約５０年～１００年である

ことがわかり，ヒトの皮膚中に存在するエラスチンの Asp

残基は一生の間に非常にラセミ化を起こしやすいというこ

とが明らかになった１７）．

１０． お わ り に

従来，生体内のような穏和な条件下ではタンパク質中の

アミノ酸残基の反転異性化はあり得ないとされており，十

分な研究の蓄積はなかった．しかし，本稿で示したように

タンパク質中の Asp残基は当初考えていたよりも，ずっ

と容易に反転異性化することが明らかとなった．水晶体で

はその主要成分である αA-クリスタリンと αB-クリスタリ

ンが互いに相互作用して四十量体の高次会合体を形成して

いるが，加齢とともにこの会合体はさらに大きな異常凝集

体を形成し，機能低下する．この理由は今まで不明であっ

たが，Asp残基の反転異性化が引き金になっているのでは

ないだろうか．また，水晶体以外の様々な組織でも沈着物

や凝集体の存在するところに D-Asp含有タンパク質が存在

していることが明らかになってきた．このような反応がタ

ンパク質の立体構造に影響し，機能を低下させ様々な疾病

を引き起こすものと考えられる．現在のところ，L-β-Asp

含有タンパク質の修復酵素として PIMT（protein L-

isoaspartyl methyltransferase）１８）が，D-α-Asp含有タンパク質

の分解酵素として DAEP（D-aspartyl endopeptidase）１９）など

が知られている．これら防御機構研究の発展がタンパク質

機能不全の修復や疾病の予防に貢献するものと期待され

る．
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