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研究成果の概要（和文）：白内障の病態形成に関わるクリスタリン中アスパラギン酸やアスパラギン残基の非酵
素反応には、触媒が必要とされる。そこで、触媒として乳酸やリン酸、酸化残基が働いているという仮説のも
と、計算化学・物理化学的実験・生化学的実験を用いて研究を行った。
計算化学的検討では、乳酸触媒による活性化障壁が生理的条件下で反応が進行する値付近であった。これは、生
化学実験により支持することができた。さらに、緩衝液の影響も確認できた。紫外線の影響については、UVを照
射した試料のNMRスペクトルの変化を解析することで、アミノ酸の構造変化から明らかとした。

研究成果の概要（英文）：The non-enzymatic reactions of aspartic acid and asparagine residues in 
crystallin, which are involved in the pathogenesis of cataracts, require a catalyst. Based on the 
hypothesis that lactate, phosphate, and oxidized residues act as catalysts for this reaction, we 
conducted a study using computational chemistry, physicochemical experiments, and biochemical 
experiments.
In the computational chemistry study, the lactate-catalyzed activation barrier was near the value at
 which the reaction proceeds under physiological conditions. This was supported by biochemical 
experiments. Furthermore, the effect of buffer solution was also confirmed. The effect of UV light 
was clarified by analyzing the changes in the NMR spectra of the UV-irradiated samples and the 
structural changes of amino acids.

研究分野：物理化学

キーワード： 白内障病態形成　計算化学　NMR

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
白内障の原因は様々考えられるが、その1つとしてクリスタリン中のアスパラギン酸（Asp）残基の異性化が挙げ
られる。Asp残基が異性化する経路は非酵素反応だが、反応には触媒が必要となる。本研究では、乳酸やリン酸
緩衝液を異性化経路の触媒とし、反応が生理的条件で起こるかを計算化学的に明らかとし、その結果を生化学実
験により補完確認すること。また、紫外線の影響をNMR法を用いてAsp残基の異性化から明らかとする方法を確立
すること。以上から、世界の失明原因第1位である白内障の病態形成に関わる因子解明とその新規検出方法の検
討を行った。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 生体内に存在するアミノ酸は、L-体のみで構成されると考えられてきた。しかし、近年の光学
異性体分析技術の発展により、D-体のアミノ酸（D-アミノ酸）が結合型・遊離型のどちらも広く
存在していることが明らかとなっている。また、タンパク質中の D-アミノ酸残基が多く検出さ
れるのは加齢に関連するタンパク質であり、白内障などの加齢性疾患において増加することが
知られている。L-体のアスパラギン（Asn）やアスパラギン酸（Asp）が D-体の Aspに変化する
経路では、非酵素的に反応が進行するが反応には触媒が必要であり、隣接残基や近接する残基の
影響が報告されている。また、紫外線（UV-B）の影響により、L-Aspの D-体化が引き起こされ
る。さらには、脳内における加齢の指標として、乳酸濃度の上昇が利用できる。タンパク質製剤
が、運搬するキャリア（例えば、PLGAなどのフィルム）に含有されると、PLGAの分解時に成
分であるグリコール酸や乳酸が遊離しタンパク質製剤を不活化する。などの報告がある。つまり、
乳酸や紫外線は L-Aspや L-Asnの D-Aspへの変化を促進することで、クリスタリンの凝集を誘
起し、白内障につながっている可能性がある（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 研究の背景 
   
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、白内障につながるクリスタリン中アミノ酸残基の D-体化機構を、計算化学的・生
化学的・物理化学的手法を相互補完的に利用することで解明することを目的とした。 
(1) 計算化学的手法：クリスタリン中の特に Asnや Asp残基に注目し、L-体の Asnや Aspが D-
体の Asp へと変化する多段階反応の経路計算を行う。その際、加齢の指標になりうる乳酸や、
紫外線の影響による酸化残基を触媒として配置する。そして、乳酸や酸化残基が反応の活性化エ
ネルギーにおよぼす影響を明らかとする。 
(2) 生化学的手法：計算化学的手法により得られた結果を、モデルペプチドを用いて実験的に検
証する。 
(3) 物理化学的手法：Trp残基の酸化による Asp残基の異性化のメカニズムの詳細を明らかとす
るため、NMR法によりペプチド中の Asp残基の異性化を同定する方法を確立する。また、その
方法を用いて紫外線を照射したモデルジペプチド L-Asp-L-Trpの Asp残基の異性化を in situで
捉える。 
 これらにより、D-アミノ酸が発生する機構を解明し、白内障の病態形成の理解や予防につなげ
る。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 計算化学的手法による L-Asp や L-Asn 残基の D-体化におよぼす乳酸や紫外線の触媒機構の
解明：L-Asp や L-Asn 残基のモデル化合物が D-体化する多段階におよぶ反応機構への、解離状
態の乳酸の触媒効果を、計算化学的に構造最適化、エネルギー計算を行い、反応の活性化エネル
ギーを求めることで検討した。 
(2) 生化学的手法による計算結果の検証：計算化学的に求めた結果を、実際にモデルペプチドを
用いた生化学実験により検証した。乳酸や酸化残基の濃度を変化させた実験から、D-体化反応の



活性化エネルギーを算出し、計算化学的に求めた数値と比較した。これにより、推定した反応機
構の妥当性を検証した。 
(3) 物理化学的手法：4種類のモデルジペプチド L-Asp-L-Trp、L-isoAsp-L-Trp、D-Asp-L-Trp、
D-isoAsp-L-Trp の各水溶液について各種 2 次元 NMR スペクトルを測定し、NMR 信号の帰属を行
った。さらに、L-Asp-L-Trp ジペプチド水溶液に 0.2 mW·cm−2の UV-B (302 nm)を照射し、経時
的に回収した試料について各種 NMR スペクトルを測定して、異性化の程度の判別を行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) 計算化学的手法 
 解離状態の乳酸を触媒として配置した L-Asp や L-Asn の非酵素反応は、L-Asp から中間体であ
るスクシンイミド（Suc）までが 5 段階反応であり、活性化障壁は 101.6 kJ/mol であった。ま
た、中間体である Suc のラセミ化反応は 1段階で反応が進行し、その活性化障壁は 132.0 kJ/mol
であった。L-Asn から Suc までの反応は、4段階で反応が進行しその活性化障壁は 115.7 kJ/mol
であった。これらのように、解離状態の乳酸を利用することで生理的条件下での非酵素反応が進
行する活性化障壁の目安である 120 kJ/mol をおおむね下回る結果を得ることができた。 
 
(2) 生化学的手法 
 水晶体タンパク質であり異性化が報告されているαA-クリスタリンの58残基目のAsp（Asp58）
を含む 11 残基のモデルペプチドを用いて研究を行った。乳酸濃度を段階的に変化させた溶媒で
モデルペプチドを 70℃で保存し、各設定時間経過後に HPLC で各 Asp 異性体の濃度変化を観察し
た。その結果、乳酸の濃度依存的に L-Asp の異性体である L-β-Asp、D-Asp、D-β-Asp 濃度が
増加していくことを明らかとした（図 2）。また、保存温度を変化させて異性化反応実験を行う
ことで、アレニウスプロットから活性化障壁の値を算出したところ、乳酸濃度 100 mM では 101.6 
kJ/mol となり、計算結果を生化学実験からも支持することができた。さらに、リン酸緩衝液の
触媒効果は 90 kJ/mol 程度となり、緩衝液の影響も検討できた。これらから、様々な因子が触媒
効果を発揮していることを明らかとした。 
 計算化学的手法の結果と生化学的手法を比較し、反応機構の妥当性を評価したのは初めての
報告である。 

 
図 2 Asp 残基異性化の濃度変化 

 
(3) 物理化学的手法 
 酸化 Trp 残基の同定を試みた。4種類のモデルジペプチドの各種 2次元 NMR スペクトルを測定
し、L体と D体、L体と iso 体の区別が可能であった（図 3）。また、UV-B の照射により Trp 残基
に起こる化学構造変化を、核磁気共鳴（NMR）法と質量分析（MS）法を組み合わせて研究を行っ
た。Asp-Trp ジペプチド水溶液に UV-B (302 nm)を照射し、UV 照度を計測しながら試料を回収
した。Asp-Trp 水溶液は、UV-B 照射により茶色に呈色し、UV 光量の増加に伴い呈色が濃くなっ
た。MS法による解析においては、時間依存的に原料のピークが減少し、NMR スペクトルパターン
の比較により、UVを照射した L-Asp-L-Trp ジペプチド水溶液の NMR スペクトルにおいて、Asp 残



基に由来する信号の化学シフトや NOE パターンが変化していた。以上から、UV 照射によりジペ
プチド中において Asp 残基の異性化を示唆する結果が得られた。 
 

 
 

図 3 異性化モデルペプチドの NMR スペクトル解析: NOESY（NH 領域） 
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