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老化による蛋白質中の D- アミノ酸生成と加齢性疾患
藤　井　紀　子＊

1．生命の起原とキラリティ
我々の生命活動に重要な役割を果たしている蛋

白質や核酸はアミノ酸や糖が構成ユニットで，生
体内で合成されている．しかし，生命発生以前の
原始地球上では放射線，紫外線など様々なエネル
ギーが原始地球大気に付与されることにより無生
物的にアミノ酸や糖などの有機物が合成されてい
たと考えられている．アミノ酸や糖には鏡像異性
体（L- 体，D- 体）が存在するので，無生物的に合
成されたアミノ酸や糖はラセミ体として合成され
た可能性が高い．アミノ酸は互いに縮重合して高
分子化し原始蛋白質へと進化していくが，ポリペ
プチドが高次構造を形成するためには L- 体，D-

体のどちらか一方の片手構造でなければならない．
L-, D- アミノ酸が混在したポリペプチドでは膨大
な数のジアステレオマーが生成されてしまい，立
体構造の形成が難しいからである．地球誕生は
45 億年前，最初の生命体の出現が 38 億年前とさ
れているが，この間にアミノ酸は L- 体，糖は D-

体が選択された．鏡像異性体の物理的，化学的性
質は同じなので，なぜ，L- アミノ酸と D 糖のセッ
トが選択されたのか，なぜ，D- アミノ酸と L 糖
のキラリティは選択されなかったのか？などの
数々の疑問は未解決のままになっている．理由は
不明であるが，生命誕生以前にアミノ酸は L- 体，
糖は D- 体が選択され，すべての生命体の蛋白質
は完全なる L- アミノ酸ポリマーであり，DNA や
RNA の構成成分であるデオキシリボース，リ
ボースは D 糖の完全片手構造世界が樹立した．
従って，生命体の中ではこのホモキラリティが変
化することはないと考えられていた．

2．高等生物中の D- アミノ酸
前項で述べたように地球上のすべての生命体は

進化の過程で完全なるL-アミノ酸ホモキラリティ
の成立によって生まれた．従って生命体にとって
は D- アミノ酸は無縁なものであると定義され，
バクテリアの細胞壁  1）や抗生物質中の D- アミノ
酸  2）以外，ほとんど，研究対象になっていなかっ
た．しかし，近年，遊離型の D- セリン（D-Ser）
が哺乳類の脳内  3）に，遊離型の D- アスパラギン
酸（D-Asp）が哺乳類の脳や精巣  4）などに存在し，
重要な機能（NMDA 受容体への結合など）を担っ
ていることが明らかとなってきた．脳内では
D-Ser や D-Asp の濃度が減少すると NMDA 受容
体が機能不全を引き起こし，統合失調症の発症に
関与すると考えられている．さらに，D-Ser や
D-Asp はその代謝と合成に関与する酵素  5,  6）が存
在し，それらの酵素によって D-Ser や D-Asp の量
がコントロールされているなど，L- アミノ酸ワー
ルドにおける D- アミノ酸の機能やその生理的意
義が続々と解明されている．

3． 老化によって生じる蛋白質構成アミノ酸
のホモキラリティの破綻

前述したように生命体は長い進化の過程で L-

アミノ酸のホモキラリティが確立して誕生した．
従って地球上のすべての生物の体内で合成される
蛋白質はすべて L- アミノ酸から構成されている．
L- アミノ酸ホモキラリティは蛋白質のフォールデ
イング形成，機能にとってきわめて重要であり，
生命体が生きている限り，維持されており，生き
ている間に D- アミノ酸へと反転することはない
と考えられてきた．しかし，近年，眼の水晶 
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体  7‒ 10），歯  11），骨  12），動脈壁  13），靭帯  14），脳  15,  16），
皮膚  17,  18）などの老化組織で D- アスパラギン酸

（D-Asp）が加齢に伴って増加し，白内障，加齢
性黄斑変性症，動脈硬化，アルツハイマー病，等
と関連することが明らかになってきた（表 1）．
これは生命の起原と進化の過程で獲得したアミノ
酸のホモキラリティが，一個体の老化の過程で失
われているという驚くべき事実を示しており，進
化と老化の関連は図 1 のように表すこともできる．
生命体における D- アミノ酸の存在は生命科学研
究にパラダイムシフトをもたらしている．本総説
では筆者らが研究対象としてきたⅰ水晶体蛋白質
中の D-Asp の局在，ⅱ水晶体蛋白質中における
Asp 異性体生成機構，ⅲ Asp 残基の異性化によ
る蛋白質の構造機能変化，ⅳ最近の結合型 D- ア
ミノ酸の分析法の開発について述べる．

4．水晶体蛋白質中のD-Asp の局在の決定
ヒトの水晶体は主に α-, β-, γ- クリスタリンとい

う蛋白質で構成されている．α- クリスタリンは
αA-, αB- クリスタリンという 2 種類のサブユニッ

ト（分子量 : 約 20,000）から成り 40 量体という
大きなヘテロポリマー形成し，β-, γ- クリスタリ
ンと弱い相互作用をすることにより水晶体の透明
性を保持していると考えられている．しかし，加
齢に伴い，これらクリスタリン中に変化が生じ，
凝集を引き起こし，水晶体が濁り白内障に至ると
考えられている．一方で水晶体中では加齢に伴っ
て D-Asp 残基が増加することが報告されてい
た  19）．D-Asp 残基の増加は蛋白質の構造変化を誘
起するので，蛋白質の凝集と関連する．しかし水
晶体中のどの蛋白質の Asp 残基が異性化してい
るのか？水晶体中に含まれるすべての Asp 残基
が異性化しているのか，あるいは特定の Asp 残
基が D- 体化されているのかについては不明で，
D- アミノ酸生成機構も未解明であった．筆者ら
はまず，水晶体の主要構成成分であるクリスタリ
ンを単離精製し，トリプシンで処理し，得られた
ペプチド断片を分取し，質量分析によってペプチ
ドマッピングを行った後，加水分解し，得られた
アミノ酸をジアステレオマー誘導体にして，
HPLCでアミノ酸のD-体化率を求めた．その結果，
αA- クリスタリンの Asp-58，Asp-151 残基  7），と
αB- クリスタリン中の Asp-36，Asp-62 残基  8）の
みが部位特異的に著しく D- 体化していることが
初めて明らかになった．αA-，αB- クリスタリン
中にはそれぞれ Asp/Asn 残基が 10 数残基含ま
れているが，他の Asp/Asn 残基はほとんど D- 体

表 1．種々の蛋白質中に含まれる D-Asp と関連疾患
組織 蛋白質 D-Asp の部位 関連疾病

水晶体 αA- クリスタリン Asp 58, 76, 84, 151 加齢性白内障
水晶体 αB- クリスタリン Asp 36, 62, 96 加齢性白内障
水晶体 βB2- クリスタリン Asp 4 加齢性白内障
網膜 ? ? 加齢性黄斑変性症
結膜 ? ? 瞼裂斑
角膜 ? ? 角膜変性症
歯 フォスフォフォリン ? ?
骨 Ⅰ型コラーゲン C 末端テロペプチド Asp 1211 ベーチェット病？ 骨粗鬆症？

動脈 エラスチン？ ? 動脈硬化
靱帯 エラスチン？ ? ?
脳 ミエリン Asp 23, 34, 48, 145 多発性硬化症
脳 β- アミロイド Asp 1, 7, 23 アルツハイマー病
脳 ヒストン H2B Asn 25 ?

皮膚 エラスチン ? 皮膚硬化
皮膚 コラーゲン ? 皮膚硬化
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図 1．キラリティから見た進化と老化
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化していなかった．同時に，L-Asp 残基から
D-Asp 残基への反転反応は隣接アミノ酸残基との
結合が α 結合から β 結合へと異性化（β-Asp 化）
する反応を伴っていることが明らかになった．
β-Asp 体はエドマン分解レジスタントであるとい
う性質を利用してプロテインシークエンサーで分
析した  7,  8）．

5．Asp 異性体生成機構の解明
L-Asp 残基から D-Asp 残基への反転反応は隣接

アミノ酸残基との結合が α結合から β結合へと異
性化（β-Asp 化）する反応を伴っているという実
験結果から蛋白質中での Asp 残基の異性化機構
は図 2 に示すように Lα-Asp 残基から 5 員環イミ
ド体を経て Lβ-, Dα-, Dβ-Asp へと反転，異性化す
ることが明らかとなった．Asp 残基の異性化は 5
員環イミドを中間体として進行するので，5 員環
イミドの生成のしやすさが，本反応のドライビン
グフォースとなる．5 員環イミドは，Asp 残基の
C 端側の隣接残基の立体障害が小さいときに生じ
やすいので，隣接残基がグリシン，セリン，アラ
ニンなどのアミノ酸の時に形成されやすい．αA-
クリスタリン中の Asp-58, Asp-151 残基の隣はセ
リン，アラニンなので，本条件を満たしていると

いうことも分かった．

6． D- アミノ酸生成がもたらすクリスタリン
の凝集，解離，機能変化

蛋白質中に一か所でも D- 体が生成すると側鎖
が反転し，β- 体化によって主鎖が伸長するため，
Lβ-, Dα-, Dβ-Asp 体の生成は蛋白質の構造に大き
な変化をもたらす．そのため，本来，可溶性であ
るクリスタリンは不溶化し，凝集化すると考えら
れる．事実，図 3 に示すように 80 歳代のヒト不
溶性（WI）画分中の αA- クリスタリン中の Asp-
58, 76, 84, Asp-151 残基，αB- クリスタリン中の
Asp-36, 62, 96 残基の異性化率は可溶性（WS）画
分中のこれらの残基よりも著しく高かった  10）．ま
た，異常凝集化した 80 歳代のヒトの α- クリスタ
リン会合体は著しく大きく，不均一であり，α- ク
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図 2．蛋白質中での Asp/Asn 残基の異性化機構
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リスタリン会合体が有するシャペロン活性（他の
クリスタリンの凝集を抑制する機能）は正常な α-
クリスタリンのシャペロン活性の 40％ほどの活
性しかないことも分かった  20）．さらに，最近，
αA-, αB- クリスタリン中の Asp 残基の異性化は
α- クリスタリン会合体の解離も惹起することが明
らかとなった  21,  22）．これらの結果から Asp 残基
の異性化は α- クリスタリン会合体の凝集や解離
を引き起こし，会合体としての安定性が失われ，
不溶化し，白内障に至るものと考えられた．

7．結合型 D- アミノ酸分析の進歩
蛋白質中の D- アミノ酸の分析は容易ではない．

組織中に多数存在する蛋白質を抽出し，一個一個
の蛋白質をすべて単離精製し，これらすべての蛋
白質を酵素処理してペプチドに断片化し，それを
分離，分取後，ペプチドを特定しながら，並行し
てこれらのペプチドを加水分解し，4 項で述べた
方法で D- アミノ酸分析を行なわなければならず，
膨大な時間を要するという欠点があった．我々は
この問題を解決するために試料を精製することな
く，酵素処理を行ったペプチドを液体クロマトグ
ラフィー質量分析（LC-MS/MS）法によって分
析することにした．本法は蛋白質中のアミノ酸の
酸化，脱アミド化，リン酸化などの翻訳後修飾分
析に広く用いられている．これらの翻訳後修飾は
何も生じていない部位と比較すると質量に差があ
るので，LC-MS/MS では容易に検出できる．一
方，Asp 残基の異性体を含むペプチドは質量に
差がない．そのため，質量分析装置ではアミノ酸
の異性体分析は不可能と思われていた．しかし，
我々は以前の研究において Asp 異性体を含むペ
プチドはそれぞれ LC 上で分離することを見出し
ていた  23）．これを応用すれば，同一質量，同一配
列のペプチドが LC 上で複数のピークに分離して
いれば，そのペプチドが Asp 異性体を含むペプ
チドということになる．老人の水晶体の αA- ク
リスタリンの Asp58 残基は従来のジアステレオ
マー誘導体法により著しく異性化していることは

わかっていた（表 1） ので，まず Asp58 残基を含
む αA- クリスタリンの tryptic peptide，すなわち，
T55VL D58SGISEVR65（[M+2]2+=588.3）について，
横軸を時間，縦軸を目的のペプチドの質量の強度
でプロットした（図 4）．このようなマスクロマ
トグラムでは，ペプチドの質量で，ピークを選択
するため，本来，一つの質量を有するペプチドに
ついては一本のピークしか得られないはずである
が，このペプチド中では Asp58 残基が異性化し，
4 種の異なった異性体を含んでいるため，4 本の
ピークとして検出された（図 4）．これにより，
マスクロマトグラムで複数のピークを有するペプ
チドが異性体含有ペプチドであることが明確とな
り，このマスクロマトラム法により蛋白質中の異
性体部位と異性体比が決定できるようになった．
異性体の種類の特定は 4 種類の異性体を含む標品
ペプチドを合成し，LC 上で試料ペプチドと標品
ペプチドの溶離時間の比較で行った．図 4 から明
らかなように αA- クリスタリンの Asp58 残基の
異性化は WS 画分より，WI 画分の方が著しく進
んでおり，その異性体は Dβ-Asp が最も多く，つ
づいて，Lβ-, Dα- 体が多く，これらの異常異性体
の合計は本来の Lα 体よりも多くなっていること
が分かった  10）．これは従来法の分析結果と合致し
ていた  7,  8）．本法により分析時間は大幅に短縮さ
れた．
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8．終わりに
地球上のすべての生物由来のアミノ酸は L- ア

ミノ酸のみから成るというのはこれまでの生命科
学の常識であった．しかし，本稿で示したように，
D- アミノ酸は遊離型，結合型（ペプチド，蛋白
質中のアミノ酸）を問わず，生物に広く存在して
いることが明らかになってきた．生命科学分野に
おけるキラル化学が進展しなかった理由は，そも
そも生物試料に D- アミノ酸は存在しないという
思い込みと，L- アミノ酸と D- アミノ酸の物理化
学的性質は全く同じなので，微量 D- アミノ酸を
検出する簡便な分析法が存在しなかったことにあ
る．しかし，近年の D- アミノ酸分析法の著しい
進歩により微量 D- アミノ酸が検出されるように
なり，D-アミノ酸研究は従来の概念を打破し，長
足の進歩を遂げている．遊離型の D- アミノ酸と
L- アミノ酸の物理化学的性質は同じであるが，蛋
白質や糖などのキラル物質と反応すると，両者は
全く異なる相互作用を示す．身近な例では，我々
の味覚は D- アミノ酸と L- アミノ酸の味を見分け
ている．一般に，D- アミノ酸の方が L- アミノ酸
より甘味を呈することが分かっている．ペプチド
中では一残基の D- アミノ酸がそのペプチドにな
くてはならない生理活性をもたらしている  1）．蛋

白質中の D- アミノ酸は加齢の過程で非酵素的に
自然に生じ，異常凝集化して疾患を引き起こして
いる（図 5）．ペプチド結合中で D- アミノ酸が生
じると周辺の立体構造の変化や他の蛋白質との相
互作用が異なるためである．L- アミノ酸から成る
ホモキラルな生命世界においてもう一方の鏡像異
性体である D- アミノ酸を考慮した研究を行うこ
とは，まさに「鏡」に映すかのごとく，今まで不
明であった生命現象の一端が理解可能となること
を示している．
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