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研究成果の概要（和文）：加齢性疾患では、その原因蛋白質中のアスパラギン酸（Asp）残基の異性化が蛋白質
の不溶化を惹起し、疾患発症に至る過程が共通している。本研究では、まず、蛋白質中のAsp異性体の迅速分析
法の開発を行った。次に加齢性白内障の水晶体の不溶化蛋白質中では部位特異的にAsp残基が正常なL-α-Asp残
基からD-α-, L-β-, D-β-体へ著しく異性化し、異常凝集や解離を惹起すること、紫外線照射が、異性化を促
進することなどを明らかにした。さらにRNaseに3つの異常異性体を挿入すると、その活性が失われたことから蛋
白質中のAsp残基の異性化は蛋白質の機能を著しく変化させることが初めて明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Biologically uncommon D-β-, D-α-, L-β-aspartyl (Asp) isomers have been 
widely detected in proteins from age-related diseases such as cataract, age-related hearing loss and
 Alzheimer diseases. In this study, we developed a new method for rapidly identifying Asp isomers in
 proteins based on a combination of LC-MS/MS and isomer-specific enzymes. We detected the isomeric 
Asp sites precisely, quickly at the fentomole level in lens crystallins. The amount of Asp isomer 
was greater in the insoluble fraction of lens proteins from elderly donors. The stereoinversion of 
Asp in lens proteins induce not only the highly aggregate and but also dissociate to monomer. The 
isomerization of the Asp in the protein was accelerated by UVB-irradiation. We synthesized RNase A 
which was replaced with L-β-, D-α- and D-β-Asp at the position 121 of L-α-Asp. The Lα-Asp 
containing RNase A have high catalytic activity, while the L-β-, D-α- and D-β-Asp containing 
RNase A lost the enzyme activities.

研究分野：生化学
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１．研究開始当初の背景（３～５ページ） 
蛋白質はL-アミノ酸のみから構成されてい
るために正しい折りたたみ構造を形成し、そ
の機能を発揮している。しかし、近年、白内
障、加齢性黄斑変性症、アルツハイマー病、
加齢性難聴等、種々の加齢性疾患の原因蛋白
質中に D-β-アスパラギン酸（Asp）が蓄積し、
その生成機構が明らかとなってきた。すなわ
ち Asp残基は正常な L-α体から 5員環イミド
を介して D-α-, L-β-, D-β-体へと異性化する。
蛋白質中にこれらの異性体が生成されると
蛋白質の高次構造が乱れ、蛋白質の変性や異
常凝集が起こる。Asp 残基の D-体化は Asp
残基の側鎖の反転を、β-結合はペプチド結合
の主鎖を長くするため、蛋白質の立体構造に
直接大きな影響を及ぼし、異常凝集が生じ、
機能低下を引き起こすと考えられる。これら
の発見は蛋白質中のアミノ酸は従来考えら
れていたよりも温和な条件下で容易に反転
するということが判明した。しかし、蛋白質
中のAsp残基の異性体の検出は容易ではなく、
迅速簡便な定量法が望まれていた。 

 
２．研究の目的 
本研究ではまず、蛋白質中の Asp異性体の
迅速分析法の開発を行い、以下の項目につい
て研究を行った。 
 
（1）蛋白質中のAsp異性体の迅速分析法の開発 
（2）蛋白質中の Asp 残基の異性化と異常凝
集化、機能変化との関係 

 (3) 紫外線照射と Asp 残基の異性化 
（4）γ線照射と酸化、脱アミド化 
 (5) Asp異性体含有蛋白質の作出と機能解析 
（6）加齢性内耳機能障害とD-β-Asp含有蛋白質 
(7) D-Asp含有蛋白質分解酵素（DEAP） 

 
３．研究の方法 
（1）蛋白質中の Asp異性体の一斉迅速分析：
水晶体蛋白質をトリプシン処理し、得られ
たペプチド断片を液体クロマトグラフ質量
分析装置 (LC/MS)で分析した。Asp の異性
体を含むペプチドは質量、MS/MSが同一で
複数のピークに分離するので、これを指標
として異性体ペプチドを探索した。4 種類
の異性体含有ペプチドの同定は Asp の異性
体に特異的な市販酵素を作用させた。 
 
（2）蛋白質中の Asp 残基の異性化と異常凝
集化、機能変化との関係： 
水晶体の蛋白質を不溶性画分と可溶性画分
に分離後、可溶性画分をゲルろ過クロマトグ
ラフにより、サイズ別に分離後、それぞれの
の画分中に含まれるクリスタリン（Cry）を
トリプシン処理して LC/MSにより、どの Cry
中のどのAsp残基が異性化しているのかを分
析した。 
 

（3）紫外線照射と Asp 残基の異性化： 
Asp 残基周辺に UVB の波長を吸収するトリ
プトファン残基を導入したペプチドを合成
し、Asp 残基の異性化が UVB 照射によって
促進するかどうかを検討した。 
 
（4）γ線照射と酸化、脱アミド化： 

4週齢のラット水晶体に 5-500 Gyの γ線を
照射し、Cry中のアミノ酸残基の酸化、脱ア
ミド化、異性化部位の一斉解析を LC/MSで
分析した。 
 
（5）Asp異性体含有蛋白質の作出と機能解析： 

RNase A（1-124）中の Asp121残基に 4種
のAsp異性体を導入したRNase Aを作成した。
その方法は RNase Aの 1-109までの配列を蛋
白質発現法により合成し、RNase Aの 110-124
までは Asp121を L-α、L-β-, D-α-, D-β-体に置
換したペプチドを化学合成し両者を連結さ
せた。これを用いて酵素活性を測定した。 

 
（6）加齢性内耳機能障害とD-β-Asp含有蛋白質： 
 マウスに騒音を曝露し、聴性脳幹反応
（ABR）、平衡感覚を解析する平均台試験、
内耳のパラフィン標本あるいは凍結標本に
よる酸化リン脂質抗体、D-β-Asp 抗体を用い
た免疫組織染色を実施した。 
 
(7) D-Asp含有蛋白質分解酵素（DAEP）: 

 DAEP欠損マウスを作製し、D-Asp含有蛋白
質が体内で蓄積するモデル動物を構築し、D-
化しやすい蛋白質の同定を試みた。 
 
４．研究成果 
（1）蛋白質中の Asp異性体の一斉迅速分析： 
 従来、4 種類の異性体含有ペプチドの同定
は標品を化学合成し、その溶出時間を比較す
ることにより決定していたが、この方法は時
間とコストがかかる。そこで、本研究ではペ
プチド中のAsp異性体を特異的に認識する市
販酵素を作用させ、4 種類の異性体含有ペプ
チドの同定に成功した。すなわち、L-α 体を
含むペプチドには Asp-Nを、L-β-, D-α-体を含
むペプチドに関してはそれぞれ、Protein 
L-isoaspartyl methyltransferase （ PIMT ） , 
paenidase という酵素を作用させ、L-α, L-β-, 
Dα-, D-β-Asp含有ペプチドが同定できた。 
 
（2）蛋白質中の Asp 残基の異性化と異常凝
集化、機能変化との関係： 
Cryはその大きさの違いにより α-、β-、γ-Cry
に分類されている。これら Cryが相互作用す
ることにより水晶体の透明性を維持してい
る。α-、β- Cryは通常、会合体を形成してい
るが、これらの Cryは Asp残基が異性化する
ことにより、凝集が進み、また、正常な会合
体形成能が失われ解離し、単量体化すること
が初めて明らかとなった (図 1)。 



 
（3）紫外線照射と Asp 残基の異性化： 
 Asp残基周辺にトリプトファン（Trp）残基
を導入したペプチドに紫外線照射すると、コ
ントロールと比較してAsp残基の異性化が進
行した。このことから、Trp が紫外線のエネ
ルギーを吸収し、吸収したエネルギーで Asp
が D体化したのではないかと考えられた。 
 
（4）γ線照射と酸化、脱アミド化： 
 Cry中での酸化は 5 Gyの照射では生じず、
50 Gy以上の照射によって初めてMet,Trp,His
残基に酸化が生じた。脱アミド化は、5 Gyの
照射によって多数の Asn、Gln残基で生じて
いた。これらの酸化、脱アミド化部位は加齢
性白内障の水晶体中で生じている部位と共
通していた。この結果から γ線照射が加齢性
白内障の発症機構を解明する上で有用なツ
ールであることが明らかとなった。他方、異
性化は本照射条件では生じなかった。 
 
（5）Asp異性体含有蛋白質の作出と機能解析: 
L-α-Asp を導入した RNase A のみが酵素活
性を有し、L-β-, D-α-,D-β-Asp を導入した
RNase Aでは活性が完全に失われることが明
らかとなった。この結果から蛋白質中のたっ
た 1残基の Asp残基異性体の存在により、蛋
白質の機能が劇的に変化することが初めて
明らかとなった。 
 
（6）加齢性内耳機能障害とD-β-Asp含有蛋白質: 
低周波騒音曝露群は、非曝露群と比較して
内耳前庭機能が有意に低下する事が分かっ
た。また、酸化リン脂質抗体、D-β-Asp 抗体
を用いた免疫組織染色では、非曝露群と比較
して、低周波騒音曝露群は内耳前庭の辺縁部
において、強い陽性像が観察された。以上の
結果より、低周波騒音は内耳前庭機能の障害
を誘発する事が示唆された。 

 
(7) D-Asp含有蛋白質分解酵素（DAEP）: 
全身欠損のみならず、肝臓におけるコンデ
ィショナルにおいても胎性致死であり、
DAEP 欠損マウスを得ることはできなかった。
そこで、DAEP が生殖巣のみ発現しているカ

タユウレイボヤの卵巣に対し、RNAi による
発現抑制を行ったが、その活性に大きな変動
はなく、哺乳類肝臓に発現する DAEPとは別
種の存在が示唆された。 
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