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Abstract  
Homochirality of proteins is essential for the 
development and maintenance of life. For a long 
time, it was considered that D-amino acids were 
excluded from living systems. However, recently 
D-aspartate (Asp) residues have been widely 
detected in proteins obtained from various tissues 
of elderly individuals. The presence of D-Asp in 
aged tissues of living organisms is a result of the 
spontaneous racemization of Asp residues during 
aging. This review deals with 1) the presence of 
D-Asp residues in protein of living tissues, 2) the 
mechanism of D-Asp formation in protein under 
physiological conditions, 3) the influence of 
D-Asp on protein structure and function 4) recent 
advances in D-amino acid analysis in protein. 
 
 
1.はじめに	
タンパク質は 20 種類のアミノ酸が重合し固
有の立体構造を有し生体内で多様な機能を担
っている。生命の発生以前の原始地球上では
L-体、D-体のアミノ酸が等量生成され、それ
ぞれ重合し、L-,D-,		LD-アミノ酸ポリペプチ
ドが形成された可能性が高い。ポリペプチド
が高次構造を形成するためにはキラリティー
が重要な要素であり、どちらか一方の片手構
造でなければ高次構造を形成できない。LD-
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うか
らである。L-体、D-体のアミノ酸の物理学的、
化学的性質は同一であるため、D-アミノ酸ペ
プチドがあってもよいはずであるが、なぜか
D-アミノ酸が排除され、L-体が選択され、地
球上のすべての生命は L-アミノ酸ワールドが
成立することにより誕生した。その理由は不
明である。そのため、生命体では遊離、結合
型にかかわらず L-アミノ酸しか合成されず、
ホモキラリティーは生命体が生きている限り
維持されているはずであると長い間信じられ
てきた。したがって生命科学の研究領域では、
D-アミノ酸は「生体には無縁なもの-非天然型
アミノ酸」と定義され、ほとんど研究対象に
はならなかった。しかし、最近、種々の高等
動物の組織で遊離型、結合型を問わず D-アミ
ノ酸が続々と発見され、生体内で様々な生理
機能を担っていることが明らかになってきた。

すなわち、遊離型の D-アミノ酸は神経回路網
の活動調節[1]、ホルモンの合成、分泌の調節
などを行うこと[2]、また、ペプチドでは D-
アミノ酸がその生理活性に必須であるペプチ
ドが発見されている。また、遊離のアミノ酸
の生合成、代謝などに関与する酵素について
の研究も盛んである[3-5]。これらについては
2008 年の生化学誌第 80 巻 4 号に優れた総説
が特集号として出版されているのでそちらを
参照して頂き、本稿ではタンパク質中の D-ア
ミノ酸について述べる。	
	 タンパク質中の D-アミノ酸は眼の水晶体
[6-9]、網膜、結膜、角膜[10]や脳[11,	12]、
歯[13,	14]、骨[15]、動脈壁[16]、靭帯[17]、
皮膚[18-21]、体液[22]など種々の組織に検出
されている。	
	 発見されている D-アミノ酸は、ほぼ、アス
パラギン酸（Asp）残基であるが、Asp 残基に
は他のアミノ酸より異性化しやすい理由があ
り、それについて後述する。Asp は加齢に伴
い生体内でラセミ化反応により D-体化し、
D-Asp を含んだタンパク質が表 1 に示すよう
に種々の組織に蓄積し、タンパク質の異常凝
集を引き起こし白内障,	加齢性黄斑変性症、
アルツハイマー病,	動脈硬化,	皮膚硬化等の
様々な加齢性疾患の発症に関連することが明
らかになってきた。	
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ーが生きている限
り保持されているわけではなく、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
を示している。本総説では筆者らが研究対象
としてきた 1）水晶体タンパク質中の D-Asp
の局在、2）その生成機構と反応速度、3）Asp
残基の異性化によるタンパク質の構造機能変
化、4）結合型 D-アミノ酸の分析法について
述べる。	
 
2.白内障患者の水晶体のクリスタリン中の
D-Asp残基部位の決定 
	 ヒトの水晶体は主に α-, β-, γ-クリスタリン
というタンパク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）が存在
し 40 量体という大きなヘテロポリマー形成
している。β-クリスタリンにはそれぞれ 6 種
類のサブユニット（分子量:約 2-30,000）が存
在し 2-6 量体を構成している。γ-クリスタリ
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ンは 6 種類のサブユニットが存在し、これら
は分子量約 20,000の単量体である。α-クリス
タリンは 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。我々は老化したヒトの水晶体

のタンパク質中の Asp 残基が著しく D-体化
していることを見いだした。その方法を図 1
に示した。 
すなわち、ヒト水晶体をホモジェナイズし、
遠心分離後、上清画分をゲル濾過クロマトグ
ラフィーにより α-, β-, γ-クリスタリンに分画
し 、 さ ら に 逆 相 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
（RP-HPLC）によりそれぞれのサブユニット

 

 
Fig 1	 Identification of lens proteins which contain Asp isomers 
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に分離精製した。それらのクリスタリンをト
リプシン酵素によって、ペプチドに断片化し、
RP-HPLCで分離、分取後、質量分析により、
ペプチドを同定した。次いで、これらのペプ
チドを加水分解し、ジアステレオマーに誘導
体化したのち、個々の Asp 残基の D/L 比を
RP-HPLCで分析した。これらの方法により、
各クリスタリンを構成している個々のアミノ
酸残基すべての光学異性体分析を行った。そ
の結果、表 2 に示した。αA-クリスタリンは
173 残基のアミノ酸から成り 15 個の Asp 残
基と 2 個のアスパラギン(Asn)残基を、αB‐
クリスタリンは 175残基のアミノ酸で構成さ
れ Aspを 11残基、Asnを 2残基含んでいる。
このうち、80歳代のヒト αA-クリスタリン中
では Asp-58、Asp-151残基[6]、αB-クリスタ
リン中の Asp-36、Asp-62 残基[7]が部位特異
的に著しく D-体化していることが明らかと
なった。また、βB2‐クリスタリンは 204 残
基のアミノ酸から成り Asp 11残基, Asn 8残
基を含んでいるが、80歳代のヒト βB2‐クリ
スタリン中のAsp-4残基が著しくD-体化して
いること[9]、γ-クリスタリン中では Asp残基
に異性化が生じていないことが明らかとなっ

た[23]。 
このように多数のAsp/Asn残基がありながら、
特定の部位の Asp残基のみに D-体化が生じ、
他の Asp/Asn残基は正常の L-体であった。こ
れらの結果は、Asp 残基の反転はすべての
Asp 残基で一様に生じるのではなく、反転が
生じ易いところと生じにくいところがあるこ
とを明確に示している。また、これらの 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。このことからタンパク質
中での Asp残基の異性化機構が明らかとなっ
た。 
 
3. タンパク質中での Asp残基の異性化機構 
	 図 3に示すように L-Asp残基はAsp残基の
C 末端側隣接アミノ酸残基の主鎖窒素原子に
よる求核攻撃により脱水縮合し五員環イミド
を形成する。L-体から D-体への反転はこの中
間体を経由して生じるために容易に異性化が
起こる。次いでイミド体は加水分解により開
環し、L-イミド体からは L-β-Asp と L-α-Asp
残基が、D-イミド体から D-β-Asp 残基と

Table 2 Specific Dβ-Asp sites in various crystallins from lens soluble fractions of elderly donors 

Crystallin 

Number of 
total 

amino 
acids 

Number 
of Asp 

Number 
of Asn 

Dβ-Asp site 
Next 

residue of 
the Dβ-Asp 

D/L 
of 
β-As

p 

Linkage 

Structure 
around 

the 
Dβ-Asp 

αA 173 15 2 
Asp-58 Ser-59 3.10  β nd 

Asp-151 Ala-152 5.70  β flexible 

αB 175 11 2 
Asp-36 Leu-37 0.92  β nd 

Asp-62 Thr-63 0.57  β nd 

βB 204 11 8 Asp-4 His-5 3.00  β flexible 

γC, D, F about 200     ND         

 

 
Figure 2  Mechanism of isomerization of Asp residues in a protein under the physiological conditions. 
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D-α-Asp 残基の 4 種類の異性体が生成される
[24]。本反応はイミド形成が引き金となるの
で、イミド形成の起こり易さが異性化反応の
起こり易さを反映している。イミド形成には
Asp の隣接残基が立体障害の小さなアミノ酸、
つまり、グリシン、アラニン、セリンなどの
ような側鎖の小さなアミノ酸であるときに生
じやすいことが一つの条件と考えられる。表
2 に示すように αA‐クリスタリン中の
Asp-58、Asp-151 残基はそれぞれ、Ser, Ala
残基であり、図 3 のメカニズムに従って、異
性化反応が生じていることが明らかとなった。
しかし、αB‐クリスタリン、βB2‐クリスタ
リンの隣接残基はすべて嵩高いアミノ酸（表
2）であり、五員環イミドの形成には適してい
ない。βB2‐クリスタリンの Asp 4 残基周辺
が立体構造的にフレキシブルであることは報
告されている[25]。また、最近、αA, αB‐ク
リスタリン中のD-Asp反転部位周辺の立体構
造がフレキシブルな領域であることも明らか
となった[26]。これらの結果から、Asp 残基
の反転は隣接残基アミノ酸の側鎖が小さいと
いう条件および Asp残基周辺の立体構造がフ
レキシブルであるときに生じ易いことが判明
した。したがってこれらの条件を満たさない
Asp残基は、同じ Asp残基であっても反転し
ないと考えられた。 
 
4. Asp残基の異性化によるタンパク質の凝集 
	 図 2に示すようにAsp残基はD-体化により
側鎖が反転し、β 体化により主鎖の伸張をも
たらすので、タンパク質の構造に直接的な変
化をもたらす。われわれはこのような変化を
受けた α-クリスタリンのサイズが不均一で異
常に大きな凝集体を形成していること、また、

そのシャペロン機能が若齢者の 40％しかな
いことを見出した[27]。図 3 に水晶体タンパ
ク質中の αA‐、αB‐クリスタリン中の Asp
残基が異性化することにより、凝集が進み、
それとともに不溶化するイメージを示した。 
	 タンパク質中での Aspの反転異性化は前項
で述べたように隣接アミノ酸残基がグリシン、
アラニン、セリンなどのような側鎖の小さな
アミノ酸であるときと Asp残基がそのタンパ
ク質内でフレキシブルな構造に位置している
ときに生じているので、そのような条件を満
たすタンパク質は水晶体のクリスタリン以外
にも複数存在するはずである。事実、加齢性
黄斑変性症、瞼裂斑などの加齢性眼疾患の原
因タンパク質[10]や皮膚[18-21]、脳[11, 12]
など生体内の種々の加齢組織に沈着している
不溶タンパク質中に生じており、それがタン

 
Figure 3.	 D-Asp induces to insolublize and aggregate 

 
Figure 4	 Determination of the ratio of Asp isomers in proteins by LC/MS/MS 
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Figure 5 LC-MS chromatogram of αA-crystallin 55-65 
(TVLD58SGISEVR, [M +2H]2+=588.3) from the WI 
and WS fractions of lens of an elderly donor. The 
bottom shows the LC-MS chromatograms of the 
synthetic peptides of αA-crystallin 55–65. 

 

Table 3 The relative amounts of Asp isomers at αA-crystallin Asp-58, 76, -84, and 151 and αB-crystallin 
Asp-62 and 96 from the WI and WS fractions oflens from 64 -old donors. 

	  WI WS 
L-α L-β D-α D-β L-α L-β D-α D-β 

αA Asp151 39.67  9.94  13.74  36.65  58.39  2.48  11.77  27.36  
αA Asp58 31.03  14.76  14.52  39.69  65.43  3.61  6.35  24.62  
αA Asp84 75.79  9.80  4.45  9.96  95.89  1.10  0.98  2.03  
αA Asp76 87.24  7.93  1.49  3.34  97.06  1.46  0.57  0.91  
αB Asp62 46.04  16.79  12.92  24.25  83.03  0.81  10.95  5.22  
αB Asp96 93.35  1.14  3.00  2.52  99.05  ND ND 0.95  
 

パク質のコンフォーメンション病の発症と関
連していると考えられているので、これらの
Asp 残基の局在を決定することは、原因不明
のコンフォーメンション病発症の解明の糸口
を掴むことができると考えられる。 
 
5.タンパク質中の D-アスパラギン酸（Asp）
残基の検出法 
	 前項で述べた様に Asp残基の異性化がタン
パク質の凝集や解離、機能不全をもたらすこ
となどを明らかにしてきた。このような現象
は他の加齢性疾患のタンパク質中でも生じて
いることが予測されるが、従来の結合型の D-
アミノ酸分析は煩雑で、異分野の研究者には
参入しにくいところがあった。そこで、筆者
らは最近、この欠点を解消するために高速液
体クロマトグラフ -タンデム質量分析計
(LC-MS/MS)による微量、簡便、迅速な新規
結合型アミノ酸異性体分析法を開発した（Fig 
4）。本法では従来法と異なり、煩雑な試料精
製を必要とせず、試料をトリプシン処理後に、

LC-MS に導入するだけで短時間で多数の試
料を分析できる。すなわち、トリプシンペプ
チドの MS/MS 分析から、ペプチドの同定を
行う。この過程で質量差を伴う、酸化、脱ア
ミド化などの翻訳後修飾分析も可能である。
質量が同一である異性体 Asp含有ペプチドは
LC上で分離するので、得られた LC-MSのデ
ータを用いて横軸を時間、縦軸を目的のペプ
チドの質量の強度でプロット（マスクロマト
グラム）すると、複数のピークとして検出で
きる。これが異性体含有ペプチドである。一
例として Fig 5 に水晶体をトリプシン処理し
て得られた αA-クリスタリンの 55-65 番目の
部分ペプチド（TVLD58SGISEVR）のマスク
ロマトグラフグラムを示した[8]。本ペプチド
は 58 番目の Asp 残基が 4 種類の異性体に変
化しているため、主ピークが 4 本のピークに
分離している。これらのピークのうち、どの
ピークがどの Asp残基の異性体なのかは標品
ペプチドを合成し溶離時間との比較で行うか
[8]、Asp異性体を特異的に認識する市販酵素
を用いることで決定できる[28]。Fig 5におい
てピーク 1, 4, 5, 7はそれぞれ 58番目の Asp 
残 基 が L-β, L-α , D-β, D-α-体 で あ る
αA-crystallin 55-65 の TVLD58SGISEVR ペ
プチドであることが判明した。さらに、Asp58
残基の異性化は不溶性（WI）画分のクリスタ
リンの方が可溶性（WS）画分のクリスタリン
よりも高い割合で進んでいることがわかった 
(表 3)。また、この傾向は他のどの Asp 残基
においても同様の結果を示し、クリスタリン
の不溶化は Asp残基の異性化と密接に関連し
ていることが明らかとなった[8]。 
 
6.	 終わりに 
蛋白質中での Aspの反転異性化は表 1に示し
たように種々の加齢組織に生じており、蛋白
質のコンフォーメンション病発症との関連が
示唆されているが，定性的な分析にとどまっ
ている例が多く、今後、本法の活用により，
定量分析がなされれば疾患の進行との関連も
明らかになると考えられる。 タンパク質中の
Asp 残基の異性体分析で問題となっていた微
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量、多検体、迅速さが大幅に改善されたこと
により、疾患の予測やステージの判別にも適
用できると考えられる。また、白内障のみな
らず他の加齢性疾患に沈着する異常凝集蛋白
質の同定とその異性体部位の決定にも適用が
可能となった。 
D-アミノ酸を含んだ蛋白質の代謝は不明であ
る。現在のところ、L-β-Asp 含有蛋白質の修
復酵素として PIMT (protein L-isoaspartyl 
methyltransferase) [29]が、D-α-Asp 含有蛋
白質の分解酵素として DAEP(D-aspartyl 
endopeptidase) [30]、paenidase[31]が知られ
ているものの、Asp 異性体の中で最も含量の
多い D-β-Asp含有蛋白質を分解又は修復する
酵素は見つかっていない。 
本研究により進化の過程で獲得したタンパク
質のホモキラリティーは一個体の老化の過程
で破たんしていることが明確になった。これ
を利用して加齢性疾患に至る過程も明らかに
することができると思われる。今後の生命科
学においては、もう一方の鏡像異性体を考慮
したパラキラリティーの概念を導入すること
が生命活動や老化についてより深い洞察がで
きるものと考えられる。パラキラリティーの
概念は生命科学におけるパラダイムと考えら
れる。 
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