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研究分野：化学 
科研費の分科・細目：複合化学・生体関連化学 
キーワード：蛋白質異常凝集、D-アミノ酸、加齢性疾患、白内障、光学異性体分析 
 
１．研究計画の概要 
 本研究は、原因不明の加齢性疾患(白内障、
皮膚硬化など)の組織にみられる蛋白質の異
常凝集化はアミノ酸の D-体化が引き金であ
るという仮説を証明し、蛋白質の異常凝集を
D-Aspを分子指標として統一的に理解するこ
とを目的としている。本年度までに下記の研
究を行った。 
(1)白内障の主原因であるαA-, αB-クリスタ
リン（Cry）の異常凝集過程の解析 
(2) 水晶体以外の眼組織における D-β-Asp 含
有蛋白質の検出 
(3)加齢や紫外線照射によって生じる皮膚の
D-β-Asp蛋白質中の同定 
(4)D-Asp 含有蛋白質分解酵素（DEAP）の生
化学的性質 
２．研究の進捗状況 
(1) ヒトの水晶体のα-Cry はαA-, αB-Cry よ
り構成されている。本研究では αA-, αB-Cry
のリコンビナント試料を調製し紫外線照射
後、その凝集過程を追跡した。その結果、
αB-Cry のみが異常凝集化し、αA−Cry に変
化がなかった。水晶体中では紫外線照射によ
ってαB-Cry がダメージを受けてもαA−Cry
が構造や機能を保持し、紫外線ストレスに対
応可能であることが判明した。 
(2) 我々が開発した D-β-Asp 含有蛋白質抗体
を用いて免疫組織染色により網膜、結膜、角
膜の不溶性凝集物にD-β-Asp含有蛋白質を見
出した。現在これらの蛋白質をプロテオミク
ス的手法により同定中である。 
(3)マウスの皮膚に紫外線照射を行い、
D-β-Asp 含有蛋白質抗体を用いて免疫組織染
色を行ったところ、紫外線の線量に依存して
表皮に本抗体に陽性の部位が得られた。次い
で、紫外線照射皮膚から蛋白質を抽出し、2

次元電気泳動を行い、D-β-Asp 含有蛋白質抗
体によるウエスタンブロッテイングを行い、
その陽性スポットの蛋白質をゲル内酵素処
理し、得られた断片ペプチドの質量分析を行
った。その結果、これらの蛋白質は keratin-1, 
keratin-6B, keratin-10 keratin-14 であるこ
とが明らかとなった。 
(4) DEAP は哺乳類のミトコンドリアの内
膜に結合し 700 kDa巨大な複合体構造を有
することがわかった。また、スーパーオキ
シドジスムターゼ（SOD）欠損マウスでは
DAEP 活性が半分に減少していた。 
３．現在までの達成度 
 ①当初の計画以上に進展している。 
（理由） 
(1) の成果はαA-, αB-Cry という生化学的性
質の類似している二種類のサブユニットが
ストレスに対して異なる応答をするという
意外な結果を得ることができた。又、本研究
程で蛋白質中の Asp 残基の異性化部位を簡
便に検出する方法を開発した。 
(2) の成果は D-β-Asp 含有蛋白質が広く加齢
性疾患に蓄積しているという証拠を明確に
示しているもので、今後 D-β-Asp が様々な加
齢性疾患の分子指標となり得る可能性を示
している。 
(3) 我々は以前の研究で皮膚に紫外線を照射
すると蛋白質中のD-β-Asp化が進行すること
を見出しているが本研究により皮膚のどの
蛋白質にD-β-Asp化が進行するのかを初めて
同定することができた。 
(4) DAEP 活性は酸化ストレスによって大
きく変動することが考えられた。 
４．今後の研究の推進方策 
(1)ヒトの水晶体中の他の Cry の異性化部位
を決定する。また、蛋白質中の D-β-Asp 残基
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の微量迅速分析法の開発を推進する。 
(2)網膜、結膜、角膜の不溶性凝集物中の
D-β-Asp 含有蛋白質を同定する。 
(3)keratin-1, keratin-6B, keratin-10 
keratin-14 中の D-β-Asp 部位を決定する。 
(4)DAEP活性を欠損したモデル動物を開発
し、上記の問題点を解明していきたいと考え
ている。 
 
５. 代表的な研究成果 
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