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研究成果の概要（和文）：ヒト水晶体の主要構成蛋白質であるクリスタリン（Cry）中では加齢に伴い、構成ア
スパラギン酸の異性化修飾（D-Asp）が蓄積する。我々はこれまで、可溶性画分中のCry内部D-Asp分布を示して
きた。しかし、実際にはCryは水晶体内で様々な会合状態をとる。本研究では、これらをサイズ別に分離し、個
別に内部Asp異性化率を比較し、Asp異性化がどのようにしてCry会合状態や機能へと影響を及ぼし、白内障発症
へと結びつくのかを検討した。その結果、Cry単量体中のAsp異性化率が顕著であり、かつ不溶性画分中のものと
類似していたことから、Asp異性化がCry単量体化および不溶化に関与する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The lens α-crystallin is composed of two subunits αA- and αB-crystallin 
(αA-Crys and αB-Crys), which form various oligomers and complexes. Recent studies have shown that 
many aspartyl residues (Asp) in αA-Crys inverted to isomers (Lβ-Asp, Dα-Asp, Dβ-Asp) with age. 
It has not been well understood whether Asp isomers in native polymeric αA-Crys are different from 
those in dissociated αA-Crys or those in aggregated complexes. We therefore examined to clarify the
 distribution of Asp isomers in dissociated αA-Crys and those in aggregated αA-Crys. The results 
showed that the isomerization of Asp 58 in αA-Crys were highly detectable from the monomeric 
fraction. In addition, age-dependent Asp 58 isomerization in α-Crys is similar to the ratio from 
lens insoluble fraction. The isomerization of Asp as well as many other modifications would reduce 
the normal subunit-subunit interaction of α-Crys with aging, result in senile cataract formation.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景	
	 近年、白内障、アルツハイマー病、動脈硬
化症など加齢性の疾患組織内、異常蛋白質の
凝集部位に、蛋白質結合型の D-アミノ酸（主
として D-Asp）が多量に発見されている。こ
れら蛋白質中における D-Asp 蓄積は加齢によ
る非酵素的な異性化反応の結果である。L-ア
ミノ酸の重合体である蛋白質中に D-アミノ
酸が生じ、正常な蛋白質の高次構造が乱され
ることで不溶化や凝集が生じると考えられ
る。たとえば、ヒト眼の透明性維持に必須で
ある水晶体内の α-クリスタリン蛋白質中で
は加齢後に結合型 D-Asp の蓄積が観察されて
いることから、結合型 D-Asp の蓄積と加齢性
白内障発症との関連性が長く指摘されてき
た。しかしながら、α-クリスタリンには様々
な会合形態が報告されており、どの形態の
α-クリスタリンが加齢性白内障の発症に関
与するのかは不明であった。例えば、α-ク
リスタリンは通常、一定の大きさを有する会
合体構造をとるが、加齢後には、それらが会
合しあった巨大凝集体構造をとる。また一方
で、様々なストレスに応じた各構成サブユニ
ット（αA-クリスタリンまたはαB-クリスタ
リン）の解離も報告されている。したがって、
様々な会合形態を有する α-クリスタリン中
における、それぞれの会合状態に応じた異性
化率の決定が急務であった。	
	 加えて、Asp 異性化のクリスタリンへ及ぼ
す影響も未知部分が多い。通常、クリスタリ
ン内に生じる修飾がクリスタリンに与える
影響を解明するには、修飾が見られた部位に
各種修飾モデルとして該当アミノ酸を導入
し、そのクリスタリンの物性を野生型と比較
すればよい。しかしながら、Asp 異性化に関
しては技術的に異性化 Asp をタンパク質中へ
と導入することが不可能である。それゆえ、
クリスタリン蛋白質内部における、D-Asp 形
成のクリスタリンへの具体的影響はこれま
で未知であった。	
	
２．研究の目的	
	 本研究では、我々がこれまで独自に開発し
た迅速・簡便な異性化 Asp 分析法に加え、様々
な分子サイズ依存的な分離手法を組み合わ
せることで、加齢後ヒト水晶体内で異常凝集
を形成するクリスタリン分子や、解離した単
量体分子の Asp 異性化率を個別に比較する。
これにより、クリスタリン会合体の凝集また
はクリスタリン会合体からの解離に、どのよ
うに Asp 異性化が寄与しているのかを検討す
ることを目的とした。	
	 一方、Asp 異性化がクリスタリン構造や機
能に及ぼす影響を調査するため、見出した
Asp 部位に対して他アミノ酸への変異を導入
したクリスタリン群を作成し、生化学的解析
に用い、Asp 異性化がクリスタリン分子に与
える影響を検討することを目的とした。	
	
	

３．研究の方法	
(1) 加齢後ヒト水晶体内でクリスタリン解

離・会合に関与する Asp 部位の同定	
年齢別のヒト水晶体をホモジェナイズ
し、遠心分離によって可溶性画分を抽出
した。可溶性画分を濃縮後にゲル濾過ク
ロマトグラフィーへと用いて、サイズ別
に分離し、凝集体、会合体、単量体それ
ぞれの画分を個別に回収し、トリプシン
消化をおこなった後、生じた消化断片を
LC-MSを用いたD-Asp一斉分析に用いて、
各凝集体サイズ別のクリスタリン内 Asp
異性化率を測定、比較した。	

(2) Asp 部位変異含有クリスタリンの作成	
上記で見出した αA-クリスタリン中の
Asp 異性化部位に、他アミノ酸を変異導
入し、大腸菌を用いてリコンビナントヒ
トαA-クリスタリンを作成した。作成し
た αA-クリスタリン変異体と野生型を
機能解析に用いて、該当 Asp 部位の重要
性を評価した。機能の評価として、αA-
クリスタリンの有する分子シャペロン
機能（他分子の凝集を抑制する）を測定
した。基質となる蛋白質としては同じく
水晶体内に存在するγD-クリスタリン
を用いた。大腸菌を用いて作成したリコ
ンビナントヒトγD-クリスタリンを変
性剤で完全変性させた後、迅速に条件別
希釈リフォールディングすることで凝
集性を測定する。この際に各種αA-クリ
スタリン変異体（A,	B）を加え、凝集抑
制能を野生型と比較した。	

	
４．研究成果	
(1) 加齢後水晶体内 αA-クリスタリンの会

合状態とゲル濾過による分離	
	 加齢後水晶体は分子量毎に分離すること
ができる（図 1）。凝集体（＞1000	kDa）、会
合体（600-800	kDa）、単量体（およそ 20	kDa）
内にそれぞれの αA-クリスタリンは含まれ
ていた。これまでに、単量体画分中に顕著な
Asp 異性化率を有するαB-クリスタリンサブ
ユニットの存在が報告されていたことから、
同様のAsp異性化がαA-クリスタリンサブユ
ニット中にも存在すると仮定し、単量体部分
を LC-MS をベースとした微量 D/L 分析手法に
用いた。その結果、αA-クリスタリンのトリ
プシン消化後断片が単量体画分内に存在す
ることが明らかとなり、さらに、その Asp 異
性化率が年齢に応じて増加する傾向にある
ことが示された（図 2）。	

	
図 1.	69 歳ヒト水晶体のゲル濾過チャート	



	
図 2.	加齢後水晶体可溶性画分の単量体内におけ

る Asp58 含有ペプチド逆相分離チャート	

	
(2) 年代別 αA-クリスタリン単量体内の

Asp 異性化率	
	 続いて、様々な年齢の加齢性白内障患者水
晶体を同実験に用いて、単量体内部 Asp 異性
化率を比較した（図 3）。その結果、単量体内
部 Asp の異性化が、総じて年齢依存的に増加
していた。また、部位によっては早期から異
性化が生じ、進行することも明らかとなった。	

	

図 3.	加齢に応じて増加する水晶体内αA-クリス

タリン単量体中 Asp	残基の異性化率	

	
(3) 年代別 αA-クリスタリン凝集体内の

Asp58 異性化率の比較	
	 加齢後水晶体内には native 会合体、単量
体に加えて加齢に応じて増加する凝集体も
存在する。そこで、凝集体中のαA-クリスタ
リン中 Asp58 異性化率を測定し、会合体、単
量体それぞれに含まれる αA-クリスタリン
中 Asp58 異性化率と比較した（図 4）。その結
果、単量体中における Asp58 の異性化が著し
く進行していることが明らかとなった。	
	

図 4.	加齢後ヒト水晶体中における各会合形態毎

のαA-クリスタリン中 Asp58 異性化率の比較	

	

(4) Asp58 変異含有クリスタリンの作成	
	 前述までの実験によって、ヒトクリスタリ
ン凝集体および解離した単量体画分中のα
A-クリスタリン内 Asp58 残基に顕著な異性化
を見出した。次に、その影響を推測するべく、
Asp58 を他のアミノ酸残基に変化させたαA-
クリスタリン変異体の作成に取り組み、大腸
菌内を用いて各αA-クリスタリン変異体を
作成した（以下、変異体 A,	B）。各変異体の
有する分子シャペロン機能を測定した結果、
シャペロン機能の低下が明確であった。	

	
図 5.	αA-クリスタリン中の Asp58 変異体に見ら

れたシャペロン機能低下	

	
(5)まとめ	
	 本研究では、加齢後ヒト水晶体内のαA-ク
リスタリン中における Asp 異性化率が分子サ
イズに応じて異なることが明らかとなった。
また、いずれの場合も加齢に応じて増加する
ことが示された。単量体中の Asp 異性化率が
顕著であり、かつ過去に報告されている不溶
性画分中の Asp 異性化率と類似しており、こ
れら単量体が不溶化クリスタリン凝集体か
ら解離したものである可能性が示された。ま
た、αA-クリスタリン中において Asp58 残基
は、そのシャペロン機能に関して重要な部位
であることが明確になった。	
	 実際のヒト水晶体内ではクリスタリン内
の Asp 異性化修飾に加えて、脱アミド化、糖
化、紫外線による架橋、酸化なども生じるこ
とで、より巨大な会合体が形成され、白内障
が進行する。とくに、Asp 異性化に代表され
るような、周囲の native 構造に依存して加
齢に応じて部位特異的に蓄積する修飾は、そ
の部分変性部位を予測することが可能であ
る。したがって、将来的には同部位の異性化
修飾および変性促進を阻害する薬剤の投与
により加齢性白内障発症の遅延が可能であ
ると考えられる。	
	 本研究の遂行により、内在的な化学修飾の
蓄積により生じる蛋白質異常凝集をターゲ
ットとする、これまでにない薬剤リード化合
物開発の基礎になる研究成果が得られた。	
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