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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、蛋白質中におけるアスパラギン酸残基の自発的な化学変化（Asp異
性化）を、それを含む蛋白質の新しい加齢指標と定義することである。
　蛋白質中におけるAspは時間経過に伴い異性化する。それに伴い、異性化Aspは自身を含む蛋白質の構造変化を
引き起こし、加齢性疾患(白内障、アルツハイマー病など)発症を惹起する。それゆえ、蛋白質中、異性化Aspの
定量解析は疾患の早期発見などにも繋がる可能性がある。
　本研究では、蛋白質中に存在する極微量の異性化Aspを見出す手法を開発することに成功するとともに、異性
化がみられた部位の重要性を示すことにも成功した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to define the spontaneous chemical alterations 
(Asp isomerization) of aspartic acid residues in proteins as a new aging index for proteins 
containing them. Asp residue in protein is isomerized during life. Along with this, isomerized Asp 
causes structural changes in proteins including itself, and may cause the onset of age-related 
diseases (cataract, Alzheimer's disease, etc.). Therefore, quantitative analysis of isomerized Asp 
in proteins may lead to early detection of diseases. In this study, we succeeded in developing a 
method for finding a very small amount of isomerized Asp present in the protein, and also succeeded 
in demonstrating the importance of the site where isomerization was observed. 

研究分野：生化学

キーワード： クリスタリン　白内障　アスパラギン酸　翻訳後修飾　異性化

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
眼の水晶体内部における加齢分子マーカーを確立した。
  水晶体内部における『タンパク質分子年齢』の提唱により、年齢や、測定した眼機能評価による組織年齢以外
に、組織（水晶体）の状態や機能を蛋白質分子レベルで評価することができる。これまでにない眼機能の多次元
評価が可能となり、また該当部位を疾患予想部位と定め、新たな予防法や薬剤の標的部位とすることができる。
本研究で得られた成果は、80歳以上ほぼ全ての人類が罹患する、加齢性白内障の早期症状発見や発症抑制につな
がる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 
代謝機能の低い加齢後組織を構成する蛋白質内には、異性化アスパラギン酸残基（異性化 Asp）
が蓄積する。これは蛋白質中 Asp 特有の異性化機構に由来する。異性化の際、通常の L-α-Asp
がスクシンイミド中間体を経由して L-β-Asp, D-α-Asp, D-β-Asp へとそれぞれ変化すること
により、Asp は最終的に計 4種類の形態をとる。 
蛋白質中 Asp の異性化は、それを含む蛋白質の局所的構造変化を引き起こす。加齢性疾患の原
因とされる蛋白質凝集体内における異性化 Asp の蓄積を顧みると、おそらく、通常の蛋白質中に
異性化 Asp が蓄積することで、蛋白質ミスフォールディングが引き起こされ、その結果として蛋
白質の異常凝集体が生じることが予想される。蛋白質異常凝集性の疾患発症年齢と Asp 異性化
率は相関する。したがって、より高精度かつ高感度な異性化 Asp 定量解析法を実現することで、
Asp 異性化率を加齢性疾患のバイオマーカーとして利用できる可能性がある。 
また、蛋白質異常凝集と異性化 Asp との相関性が示唆されている一方、具体的に修飾が蛋白質
へと及ぼす影響を示す実験的証拠は乏しい。通常、蛋白質内のアミノ酸残基修飾が、それを含む
蛋白質に及ぼす影響を解明するには、修飾が見られた部位に各修飾モデルとして適当なアミノ
酸を導入し、その蛋白質の物性を通常のもの（野生型）と比較すればよい。しかし現在、異性化
Asp を蛋白質中へと導入することが技術的に不可能であることから、蛋白質内部異性化 Asp 形成
が及ぼす蛋白質への具体的影響は未知である。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、これまで微量ゆえに検知することができなかった蛋白質内部の異性化 Asp 定量比
較を実現するべく、我々が独自に開発した異性化 Asp 分析法の改良に取り組んだ。具体的には、
液体クロマトグラフ連結型の四重極型質量分析装置(LC-Q-MS)と、その特徴でもある Multiple 
Reaction monitoring（MRM）法を用いた Asp 異性化率測定法の開発を目的とした。 
 一方、任意の Asp 部位に対する異性化 Asp 導入が技術的に困難であることを踏まえ、その代替
手法として、異性化 Asp 含有部位に対して、その Asp を種々の異なる性質を有する他アミノ酸へ
と置換した蛋白質群の作製に着手した。これらの多種アミノ酸導入蛋白質群を用いた一連の生
化学的解析の結果より、Asp 異性化が、それを含む蛋白質へと及ぼす影響を考察することを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 四重極型の質量分析装置を用いた MRM 法ベースの高精度異性化 Asp 定量手法開発 
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 in solution で還元、アルキル化した後、トリプシン消化し、生じた消化断片を LC-Q-MS へと
導入した。Washington University（U.S.A）より提供されている Skyline ソフトウェアを用い、
水晶体の主要構成蛋白質であるクリスタリンのトリプシン消化後ペプチドおよび予測フラグメ
ンテーションリストを作製し、LC-Q-MS を用いて各ペプチドに対する MRM 条件を最適化した。最
適化した条件を年齢別のヒト水晶体へと用い、各 Asp 異性化率をクロマトグラム上面積率から
算出した。 
 

(2) Asp 部位を他アミノ酸と置換したクリスタリンの作出および解析 
上記の取り組みの中で、顕著な異性化を見出したαA-クリスタリン中のAsp異性化部位（Asp58、
Asp151）を、様々な他アミノ酸と置換し、大腸菌を用いてリコンビナントヒト αA-クリスタリ
ン（変異体）として作製した。作製した αA-クリスタリン変異体と野生型（通常のリコンビナ
ントヒト αA-クリスタリン）の構造および機能解析より、該当 Asp 部位の重要性を評価した。
構造の評価としては超遠心分析、ゲル濾過、CD、内部蛍光解析を行い、機能に関しては、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機能）を評価した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 高精度異性化 Asp 定量手法の開発 
  
従来の異性化 Asp 分析手法は、液体クロマトグラフ連結型質量分析装置の Selected ion 
monitoring（SIM）法の原理を用いるものであった。そのため、選択した分子量有する物質を全
検出することによるバックグランド上昇、S/N 比の低下などが障害となっていた。一方、MRM 法
では、複数の条件で物質を検出するため、夾雑成分の多い分析においてバックグラウンドを取り
除くことが可能となり定量性の面で優れる。実際に、加齢後水晶体の可溶性画分を用いて作製し
た各ペプチド同定条件を図 1 に示す。 



 
図 1 各ペプチドの MRM 検出条件（左）と 86歳ヒト水晶体内αA-クリスタリン中、異性化 Asp 含有ペプチ
ドのクロマトグラム（右） 

 
 
図 1（左）に示した条件を用いて、加齢後（86歳）のヒト水晶体を分析すると、図１（右）に示
すようなバックグラウンドのないクロマトグラムを得ることができ、これまでよりも精度良く
異性化 Asp を定量することに成功した。 
 
 
(2) 年代別水晶体内βB2-クリスタリン中 Asp 異性化率の増加 
 

上述の手法は極めて高精度かつ高感度である。それゆえ、従来では探知できなかったクリスタリ
ン中の新しい異性化 Asp 部位を同定することも可能である（図 2）。本手法を用いて各年代(40 歳
〜80 歳)の加齢後ヒト水晶体可溶性画分を本手法により分析し、βB2-クリスタリン中の Asp83
部位が異性化していることを明らかにした(図 2)。      
 
   図 2. 加齢後ヒト水晶体中βB2-クリスタリン中 Asp83 含有ペプチドのクロマトグラム 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) Asp58、Asp151 部位他アミノ酸導入クリスタリンの解析 
 
ヒト水晶体中で多量に異性化しているαA-クリスタリン中のAsp58部位およびAsp151部位に着
目し、それぞれの Asp を種々の他アミノ酸へと置換し、生化学的解析へと用いた。その結果、
Asp58 部位を疎水性の高いアミノ酸に置換した場合に、αA-クリスタリンが大きな凝集体を形成
することが明らかとなった。 (図 3) 。 
 

図 3. αA-クリスタリン各変異体のゲル濾過クロマトグラム 

 
一方、Asp151 部位の他アミノ酸残基への置換はαA-クリスタリン凝集サイズには影響しなかっ
た。しかしながら、Asp151 各変異体の中で、該当部位の負電荷を消失させた変異体においては
シャペロン機能の低下が生じることが明らかとなった（図 4)。 
 



図 4. ウシβ-クリスタリン熱凝集に対して、各αA-クリスタリン Asp151 変異体が発揮するシャペロン機
能の比較 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
まとめ 
 
本研究では高精度かつ高感度の異性化 Asp 定量法を開発することに成功し、これを用いて、加
齢後ヒト水晶体内蛋白質中、新しい異性化 Asp 部位を同定した。加えて、ヒト水晶体構成蛋白質
である αA-クリスタリン中、加齢に応じて増加する Asp58 や Asp151 部位の異性化が、αA-クリス
タリンの構造や機能に影響することを示した。蛋白質中での Asp 異性化に応じた当該 Asp 側鎖
の負電荷配置の変化や、疎水性の増加が原因と考えられる。 
Asp 異性化の促進因子や抑制因子などの報告は少ないが、今後、それらを明らかにするために
本研究で開発した手法が生かされると考える。Asp 異性化反応は生体内での非酵素的な化学反応
であるため、その抑制は老化現象自体の抑制へもつながると予想する。修飾が生じる部位特異性
の原因や、完全に不溶化してしまった後の組織の分析、それぞれの異性化 Asp に作用する生体内
酵素のスクリーニングなど、解明・解決すべき点は残っているが、それらの遂行により、新しい
老化現象の抑制法を提唱することができると考えている。 
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