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研究成果の概要（和文）：従来､ヒトのタンパク質は､全て L 型のアミノ酸から作られると考え
られてきたが、近年、タンパク質中のアスパラギン酸（Asp）が酸化ストレスによって D 化す
ることが判明し、それがタンパク質の変性を誘発して老化関連疾患（アルツハイマー病など）

の原因になると考えられている。我々は、D-Asp 含有タンパク質を特異的に分解する酵素：
D-Aspartyl Endopeptidase: DAEPを発見し、それが有害な D-Asp含有タンパク質の品質管理をす
ることによって、生体の恒常性を保っているものと考えている。 
 
研究成果の概要（英文）：The formation and accumulation of D-aspartate residue (D-Asp) in proteins 

caused by oxidative stress leads to denaturation of proteins, and is consequently responsible for 

aging-related misfolding diseases such as Alzheimer's disease.  We sought to identify that an unknown 

protease selectively degrades the D-Asp-containing protein, namely D-aspartyl endopeptidase (DAEP), 

and finally purified it. DAEP therefore seems to physiologically serve as the quality control system 

against the noxious D-Asp-containing protein in the long life span of mammals. 
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１．研究開始当初の背景 
従来､ヒトのタンパク質は､全て L 型のア

ミノ酸から構成されていると考えられてき

た。しかしながら、フォールディング病の原

因タンパク質など、細胞外で代謝速度の遅い

タンパク質に D-アスパラギン酸（D-Asp）を
含むものが発見され、発症との因果関係が指

摘されている（表 1）。D化の原因として、申
請者らは温度や酸化ストレスによる非酵素

的な化学変化であることを示し、その反応速

度論的な解析を行い、高齢者で D化率が高く
なることを明らかにしてきた。一方、細胞内

から D-Asp含有タンパク質は見つかっていな
かった。したがって、有害な D-Asp含有タン
パク質は、細胞内では特異的なプロテアーゼ

の品質管理を受けて分解されているのでは

ないかと考え、独自に活性測定法を開発して

その探索を行った（方法⑴）。その結果、哺

乳類のミトコンドリアの内膜に結合し、巨大

な複合体構造を有する 700 kDaのプロテアー
ゼを発見した。本酵素は、D-Asp 含有ペプチ
ドを D-Asp残基の C末端側でエンド型の様式
で切断し、L-Asp 含有ペプチドを全く分解し
ないという高い基質特異性を有していたこ

とから、これを D-Aspartyl Endopeptidase: 
DAEPと名付けた。 

 
２．研究の目的 
	 老化と共に体内で増加する D-Asp含有タン
パク質に対し、DAEP がスカベンジャーとし
て作用するなら、その生理機能は抗老化・抗

ストレス機構であると捉えることが出来る。

そこで本研究では、D-Asp 含有タンパク質の
動態を調査し、DAEP による代謝システムの
全貌を理解することを目的とした。 
 

３．研究の方法 
⑴	 DAEPの活性測定法と阻害剤について 
	 分解されると蛍光物質（MCA）を遊離する
人工基質：Succinyl-[D-Asp]-MCAを開発し、
その分解活性を指標として、ウサギを材料に

各臓器における DAEP活性を探索した。その
結果、肝ミトコンドリアに高い DAEP活性を
見出し、これを精製材料として DAEPの精製
法を樹立した。また、新たに特異的阻害剤： 
Benzoyl-L-Arg-L-His-[D-Asp]-CH2Clも開発し
た。 
 
⑵	 DAEPによるD-Asp含有タンパク質の探索
法について 
	 原理：D-Asp含有タンパク質を探索・同定
すべき試料（タンパク質抽出液）を等分し、

一方には精製したDAEPと共にDAEP阻害剤
を加え（図 1左）、残りには精製した DAEP
のみを加える（図 1右）。それらを一定時間
後に二次元電気泳動で分離すると、左の試料

では D-Asp含有タンパク質がスポットとして
検出されるが、右の試料では、DAEPにより
分解されてしまうため、より小さなスポット

になる、もしくは消滅してしまう。元のスポ

ットを質量分析計を用いて同定する。 

図 1: 二次元電気泳動による D-Asp含有タンパク
質の探索原理 

 
４．研究成果 
⑴	 DAEPの基質特異性について 
	 生体内での D-Asp含有タンパク質の動態を
調査するにあたり、まず、その特異的な分解

酵素であるDAEPの基質特異性について詳細
に検討した。なぜなら、DAEPを用いて新規 



の D-Asp含有タンパク質の探索が高精度に実
現できるからである（方法⑵、成果⑶を参照）。

様々な合成基質を用いてDAEPの基質特異性
を検討したところ、L-α-Aspや D-α-Serを含む
合成基質を分解しなかった。そこで、D化や
基質の長さ、周辺配列が DAEPの基質特異性
に及ぼす影響について調べるため、αA-クリ
スタリンの部分配列 (Thr-Val-Leu-Asp-Ser- 
Gly-Ile-Ser-Glu-Val-Arg)をモデルペプチドと
して、4 残基目の Asp をそれぞれ L-α-Asp、
L-isoAsp （ L-β-Asp ）、 D-α-Asp 、 D-isoAsp
（D-β-Asp）に置換したものを合成し、その切
断活性を検討した。αA-クリスタリンの部分
配列をモデルペプチドとした理由は、実際に

老化した水晶体からD化したAsp残基を含む
αA-クリスタリンが発見されているからであ
る。実験の結果、D-α-Asp を含むペプチドの
み DAEPは分解し、他のペプチドは分解しな
かった（図 2）。次に、40 残基からなる β ア

ミロイドタンパク質を基質に用いてDAEPの
分解活性を検討した。その結果、7 残基目に
D-α-Asp を含むア β アミロイドタンパク質を

分解した。以上の結果から、DAEPは D-α-Asp 

図 2:DAEPによる D-α-Asp含有タンパク質の分解 

D-α-Aspを含む αA-クリスタリン（Cry）の部分ペ

プチドと DAEPを 37℃で混合し、各時間の Cryペ

プチドの分解の様子を逆相 HPLC によって観察し

た。その結果、経時的に Cry ペプチドは

Thr-Val-Leu-Asp（▽）と Ser-Gly-Ile-Ser-Glu-Val-Arg

（▼）に分解された。	 

を含むペプチド性基質に非常に高い基質特

異性を示すことが明らかになった。 
 
⑵	 マウスにおける DAEP 活性の加齢による
変化について 
	 若年から老年まで週齢の異なる野生型の

マウスを用いてDAEP活性が加齢とともにど
のように変動するのか調べた。その結果、12
週齢に比べ 69週齢ではその活性は 2.5倍に上
昇したが、121週齢では減少し、12週齢とほ
とんど変わらなかった。この現象は、加齢に

ともなって D-Asp 含有タンパク質が増加し、
それを基質とするDAEPの活性も上昇したが、
その後さらに加齢が進むと酸化ストレスに

よって DAEP自身も損傷するため、活性が低
下したと考えられた。これを証明するため、

次に生体内で酸化ストレスが亢進している

スーパーオキシドジスムターゼ（SOD）欠損
マウスを用いて、DAEP の活性を調べた。そ
の結果、DAEP 活性は半分に減少していた。
従って、長期にわたる酸化ストレスの曝露に

は DAEP 自身の損傷も大きく、それが D-Asp
含有タンパク質の蓄積を亢進し、最終的に個

体の老化を招くのではないかと考えられた。 
	 

⑶ D-Asp含有タンパク質の探索と同定	 
	 研究方法②で樹立した探索法を用いて、老

化マウス脳から D-Asp含有タンパク質の探索
を行ったところ、ミエリン塩基性タンパク質、

チューブリン関連タンパク質、チトクローム

c 酸化酵素などが発見された。現在も探索を
継続している。 
 
⑷ 哺乳類以外での DAEP活性について	 
	 哺乳類は、長寿で活発に生命活動を行う一

方で、体内で酸化ストレスが亢進することか

ら、蓄積する D-Asp 含有タンパク質に対し、
DAEP のような品質管理システムを進化の過
程で獲得したものと推測している。そこで、

哺乳類以外の生物種におけるDAEP活性を調
査し、DAEP の進化的な起源を探ることにし
た。調査した生物種は、 Thermoplasma 
acidophilum 、 Archaeoglobus fulgidus 、
Pyrococcus horikoshii 、 Thermococcus 
celericrescens（以上、古細菌）、大腸菌、Thermus 
thermophilus（グラム陰性真正細菌）、酵母



（ Saccharomyces cerevisiae ） 、 線 虫

（Caenorhabditis elegans）、サバ（卵）、ニワ
トリ（卵、肝）、アフリカツメガエル（卵）

である。上記古細菌と T. thermophilusは高度
好熱菌であり、遊離アミノ酸に対するラセマ

ーゼを発現していることからDAEPの存在が
期待されたが、その活性は検出限界以下であ

った。一方、ニワトリ肝、サバ卵、アフリカ

ツメガエル卵からは高いDAEP活性を検出す
ることができた。大腸菌、酵母、線虫では

DAEP 活性がないことをあわせて考えると、
DAEP は生物進化の比較的新しい次期（4-5
億年前）に出現した特異な分子であると考え

られる。また、これまで DAEPを抗老化・抗
ストレス機構としてとらえてきたので、サバ

卵、アフリカツメガエル卵から DAEP活性が
検出されたことは、初期発生においても

DAEP が生理的に機能していることを示唆す
るものであり、非常に興味深い。 
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