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研究成果の概要（和文）：本研究ではアスパラギン酸残基およびグルタミン酸残基の異性化を詳細かつ簡易に検
出する手法の開発に成功した。モデルペプチドと芳香族アミノ酸を混合した溶液に紫外線を照射したところ、ペ
プチド中のアスパラギン酸残基の異性化反応は抑制された。すなわち、芳香族アミノ酸が吸収したエネルギー
は、異性反応に転用されるのでは無く、エネルギーを吸収した後、分解されることで、ペプチドを保護したもの
と考えられた。一方で、pHの変化や還元性を有する糖の共存が異性化を促進させることも示唆された。このこと
から、紫外線によるアスパラギン酸残基の異性化促進作用はアミノ酸への直接的な作用ではなく、間接的に生じ
ることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, we succeeded in developing a rapid method for detecting 
isomerization of aspartic acid (Asp) residue and glutamic acid (Glu) residue. Aromatic amino acids 
such as tryptophan and tyrosine suppressed the isomerization reaction of Asp residues in peptides by
 ultraviolet. It was considered that the energy absorbed by the aromatic amino acids were not 
transferred to the isomerization reaction of Asp and was used for decomposition to protect the 
peptide from isomerization. On the other hand, it was also suggested that pH change and coexistence 
of reducing sugars promote isomerization. It was suggested that UV irradiation accelerated the 
isomerization of Asp indirectly.

研究分野：生化学

キーワード： D-アミノ酸　アスパラギン酸　異性化　紫外線

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
タンパク質中のアスパラギン酸残基の異性化は、タンパク質機能を劇的に変化させることを以前の研究により明
らかにしている。白内障の発症と水晶体クリスタリン中のアスパラギン酸残基の異性化には相関があることか
ら、アスパラギン酸残基の異性化を抑制することは白内障の予防薬や発症時期を遅らせる薬剤の開発に繋がる。
本研究により、芳香族アミノ酸はアスパラギン酸残基の異性化を抑制することが明らかになった。また、還元性
を有する糖やわずかなpHの変化が異性化を促進することが示唆された。本研究で得られた知見は、アスパラギン
酸残基の新たな異性化促進メカニズムを考察する上で有意義なものであると言える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
白内障は特定の遺伝的背景のない健常人においても、加齢に従って罹患率が急上昇し（80 歳
代ではほぼ全員が発症）、著しい QOL の低下を招くため、高齢化社会における危惧すべき疾患
である。白内障は認知度が高く、罹患者数も多い疾患でありながら、有効な治療薬は存在せず、
外科手術以外に効果的な治療法は存在しない。白内障治療薬もしくは発症を遅らせる医薬品が
開発できれば、日本における高齢者医療費を大きく削減することが可能となる。 
白内障の誘発因子のひとつとして、紫外線の影響が示唆されている。Sasaki らはシンガポール
およびアイスランドにおける白内障発症率を石川県と比較し、紫外線量の多いシンガポールで
は石川県の 2.1 倍白内障発症率が高く、紫外線量の少ないアイスランドでは石川県の 0.4 倍白
内障発症率が低いことを明らかにした。この研究に対応するように、Fujii らによるマウス水晶
体を用いた in vivo 研究では、UVB の照射により水晶体の白濁が見られると同時に、クリスタ
リン中の Asp 残基の異性化が進行する事が明らかとなった。このように、紫外線曝露と Asp 残
基の異性化および白内障発症の間には相関関係が見られるものの、Asp 残基には紫外線を吸収
する部位が存在せず、紫外線と Asp 残基の異性化がどのように関連しているのか不明である。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、白内障の病態形成に重要であるアスパラギン酸(Asp)異性化反応を促進する因子に
ついて解明することを目的とした。Asp残基は紫外線を吸収しないものの、タンパク質構成アミ
ノ酸であるトリプトファンやチロシンは芳香環を分子内に有しており、紫外線を吸収する。すな
わち、Asp残基と芳香族アミノ酸が空間的に隣接した場合、芳香族アミノ酸が吸収した紫外線エ
ネルギーの一部が Asp残基へ転移し、異性化反応を促進するのではないかと考えた。 
 
３．研究の方法 
 ペプチド中の Asp残基には、鏡像関係にある L体と D体に加え、結合様式の異なる α体と β
体が存在する。従って、Asp異性体には Lα、Lβ、Dα、Dβの 4種類が存在する。 
 本研究では、配列中に 1 つだけ Asp 残基を有するペプチド “TVDLSGISEVR”の Asp（D）を
Lα、Lβ、Dα、Dβの 4 種類に置換した Asp 異性体ペプチドを合成した。これを HPLCにより分
離すると疎水性度の違いにより、4種の異性体ペプチドが分離する。通常、生体を構成する Asp
残基は Lα体のみである。Lα体のペプチドに対し紫外線（UVB）を照射し、HPLCにより分析し
た際、分割されたピークの溶出時間が異性体ピークの溶出時間と一致すれば、Asp残基がどの異
性体へと異性化したのか分析することが可能である。 
 このような方法を開発し、Lα 体のペプチドに芳香族アミノ酸や糖、さらには pH の変化など
種々の条件でペプチドを処理し、Asp残基の異性化について検討を行った。 
 
４．研究成果 
当初、HPLC を用いる方法により紫外線
照射によって生じる Asp異性体を検出しよ
うと試みたが、異性体と一致しないピーク
が多数検出された（図 1）。ペプチド配列中
に存在するグルタミン酸（Glu; E）は Aspと
構造が類似している。Asp は五員環のスク
シンイミド体を形成して異性化するのに対
し、Glu は六員環のイミド体を形成するた
め、Glu の異性化反応によって生じたピー
クが検出された可能性が示唆された。そこ
で、Aspの 4つの異性体に加え、Gluの異性
体である Lα、Lγ、Dα、Dγを加えた全 16種
類の組み合わせの異性体ペプチドを合成
し、異性体ペプチドの分離条件を検討した。
すべてのペプチドを分離することは出来な
かったものの、13個のペプチドピークに分
離することが可能となり、Asp のみならず
Glu の異性化も同時に解析することが可能
となった。 この手法を用いて、ペプチド
中の Aspおよび Glu異性体の検出を試みた
ものの、検出されたピークはペプチドの異
性体ピークではなく、紫外線によって生じ
た分解物が主であることが示唆された。そ
こで、三連四重極型質量分析計を用い、プ
レカーサーイオン、およびそのプロダクト
イオンの質量を用いた MRM 測定により、
目的ペプチドのみの解析を可能とする手法
を確立した（図 2）。 
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 この手法を用いて検討した結果、芳香族アミノ酸のペプチドへの添加は、Asp異性化反応を抑
制することが明らかとなった。すなわち、照射された紫外線は芳香族アミノ酸によって吸収され
るが、そのエネルギーは Asp へ転移されることなく、分解されてエネルギーを放出するものと
考えられた。このため、溶液中の分解物は増加する一方で、Asp残基の異性化は抑制されたと考
えられる。しかしながら、なぜペプチドへ紫外線を照射すると、紫外線吸収部位が無いにもかか
わらず、異性化が進行するのか解明するまでには至らなかった（図 3）。 
一方で、芳香族アミノ酸以外の Asp異性化促進因子を探索するために、pHや糖に注目し、検討
した。その結果、ペプチド溶液に還元糖であるグルコースを添加した場合には異性化が促進され
たが、非還元糖であるスクロールを添加した場合には異性化反応は促進されなかった。以上のこ
とから、カルボニル炭素が Asp 異性化の促進に関わる可能性が示唆された（図 4）。メイラード
反応や AGE化と Asp異性化の関連性については今後の検討課題である。 
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