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解説

哺乳類におけるD-アミノ酸の動態とその重要性
遊離型D-ア ミノ酸とD-ア ミノ酸含有蛋白質の代謝とその制御機構

木野内忠稔 ・藤井紀子 ・本間 浩

従来まで,わ れわれの体に存在するアミノ酸はすべてL体 であり,し たがって,蛋 白質もまたL-

アミノ酸のみから構成されていると考えられてきた.と ころが近年,遊 離型D-ア ミノ酸が生体

内で合成され生理機能を果たしていることが明らかになった一 方,D-ア ミノ酸含有蛋白質が

加齢とともに紫外線,活 性酸素などのス トレスによって生じることも報告され,老 化にかかわ

る疾病の原因蛋白質として関心をもたれ,ま た,そ の修復系も明らかになってきた.哺 乳類に

おけるD-ア ミノ酸代謝系の全体像が明らかになりつつある.

D-アミノ酸 神経 老化 ラセミ化

はじめに

小気味よいリズムにのって一般人にはとても無理な運

動(曲 芸?)を している人がいる.ア ミノ酸を含んだ清涼

飲料のTVコ マーシャルだ.ま た,街 中のフィットネス

ジムでは多 くの人が思い思いのアミノ酸清涼飲料 を口に

している.こ れらのアミノ酸飲料は,激 しい運動をしな

くとも体内の余分な脂肪 を効率 よく燃や してエネルギー

に変換 し,ダ イエッ トにも効果的である,と うたってい

る.実 際に,分 岐鎖アミノ酸を含んだ飲料がマラソンラ

ンナーのスペシャル ドリンクに採用 されて,オ リンピッ

クでの金メダルの獲得 に大いに貢献 した といわれてい

る.

そう,近 年の健康 に対する意識の高まりにのって,世

はまさにア ミノ酸ブーム.ア ミノ酸 を含んだサプリメン

トや清涼飲料は,コ ンビニエンスス トアや自動販売機で

簡単に手に入 り,"20世 紀が ビタミンの世紀な ら,21

世紀はア ミノ酸の世紀である"と いう人までいる.た し

かに,生 化学 ・栄養学の進歩 とともに体内におけるア ミ

ノ酸代謝機構が明らかになり,わ れわれは生体内におけ

る ア ミ ノ酸 の動 態 につ い て そ の 全 容 を知 りつ く した つ も

りで い る.た だ し,そ れ に は 条 件 が つ く.な ぜ な ら,そ

の 研 究 対 象 はL型 ア ミ ノ酸 だ けで あ っ た か らだ.

ア ミ ノ酸 を化 学 的 に合 成 す る と,L-ア ミノ酸 とそ の 光

学 異 性 体 で あ るD-ア ミノ酸 の 比 が1:1の ラ セ ミ混 合 物

と して 得 ら れ る.一 方,生 物 界 で は,細 菌 の 細 胞 壁 な ど

例 外 を 除 き,L-ア ミノ 酸 だ け が 見 い だ され る.す な わ ち,

ホ モ キ ラ リ テ ィー が 確 立 さ れ て い る の だ.し た が っ て,

ヒ トを 含 む 哺 乳 類 に お い て,“ 生 体 中 にD-ア ミノ 酸 は 存

在 し な い ”と い う の が こ れ ま で の 常 識 で あ っ た.し か

し,近 年,D-ア ミノ 酸 が ヒ トの さ ま ざ ま な組 織 に 多 量 に

存 在 す る こ とや,そ れ らが 生 体 内 で 重 要 な生 理 機 能 を担

っ て い る こ とが 明 らか に な っ て きた.本 稿 で は,哺 乳 類

に お い てD-ア ミノ 酸 が ど の よ う に 利 用 さ れ,ま た,代

謝 さ れ て い る の か,す な わ ち “Dーア ミ ノ酸 代 謝 系 ”に つ

い て,筆 者 らの 研 究 結 果 を交 え て,こ の10年 あ ま りで

明 らか に な った 最 先 端 の 成 果 を紹 介 す る.
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1.生 体内における遊離型D-ア ミノ酸の動態

実 は,以 前 か らわ れ わ れ の体 内 に は多 種 類 の 遊 離 型D-

ア ミ ノ酸 が 存 在 して い る こ とが 知 られ て い た 。 そ の 由 来

は発 酵 食 品 な どの 食 物 や腸 内 細 菌 で あ り,た と え ば,ミ

ル ガ イ を100g食 べ た とす る と1g近 いD-ア ラ ニ ンを 摂

取 し た こ と に な る.し か し な が ら,あ る 種 のD-ア ミ ノ

酸 は 哺 乳 類 の 生 体 内 で 合 成 さ れ て い る こ と を裏 づ け る

数 々 の 報 告 が な され て い る.量 的 にみ てお もな もの は,

D-セ リ ン(D-Ser)とD-ア ス パ ラ ギ ン酸(D-Asp)で あ る.

D-Serに 関 して は,NMDA受 容 体 の 活 性 調 節 と統 合 失

調 症 との 関 係 な ど,こ れ まで多 くの 総 説 が ま とめ られ て

い る の で そ ち らを 参 照 さ れ た い1～4).

一 方
,D-Aspの 研 究 は,D-Serよ り哺 乳 類 体 内 で の 発

見 が 早 か っ た に もか か わ らず 立 ち 遅 れ て い た.そ こ で筆

者 らは,D-Aspに 対 す る特 異 的抗 体 を作 製 し5),お も に

ラ ッ トを 用 い て 組 織 内 で の 局在 と成 長 過 程 にお け る変 化

を解 析 した6).そ の 結 果,D-Aspは 成 長 過 程 の 特 定 の 時

期 に 組 織 内 の 特 定 の 部 位 に 出現 す る こ とが 明 らか に な っ

た.た とえ ば,副 腎 で は成 長 に伴 っ て組 織 内 で の 局 在 の

変化が観察され7),神 経細胞では分化 ・成熟過程で細胞

内での局在部位が変化 した8).D-Serの 組織 内含量 とそ

の分布は組織の分化には影響 されていないが,そ れとは

対照的に,D-Aspは 各組織の機能の分化 と成熟 に対応

して変化 しているようであ り,た いへ んに興味深い9).

それでは,D-Aspは どの ような生理機能を担 っている

のだろうか.

1.D-Aspの 生 理機能

D-Aspの 生 理 活 性 に 関 し て,内 分 泌 ま た は 神 経 内 分

泌 器 官 に お け る解 析 が 行 な わ れ て い る.た と え ば,松 果

体 で は メ ラ トニ ンの分 泌抑 制10,11),下 垂 体 前 葉 で は プ ロ

ラ ク チ ンの 分 泌 促 進12,13),下 垂 体 後 葉 で は オ キ シ トシ ン

とバ ソ プ レ ッ シ ンの 産 生 調 節14),精 巣 で はLeydig細 胞

の テ ス トス テ ロ ン産 生 の 亢 進,な どが 明 らか に な っ て い

る15)(図1).Leydig細 胞 で はStAR(steroidogenic acute

 regulatory protein)の 発 現 を促 進 して い る と考 え られ16),

視 床 下 部 や 下 垂 体 後 葉 の 電 子 顕 微 鏡 に よ る 解 析 で は,D-

Aspが 核 小 体 の ヘ テ ロ ク ロ マ チ ン に 存 在 す る こ とが 観

察 さ れ て い る こ とか ら17),遺 伝 子 発 現 調 節 にか か わ っ て

い る可 能 性 が あ る と考 え られ て い る.今 後 の 分 子 レベ ル

図1 精巣 に おけ るD-Aspの 生理機 能

(a)精 子は精細管の中を中心部へむかって移動 しながら減数分裂を経て成熟する.精 巣 における遊離型Aspの 約4096がD-Aspで あ り、

成熟がよ り進んだ後期精子細胞 に局在 している,後 期精子細 胞か ら分泌 されたD-Aspが,Leydig細 胞 に作用 して テス トステロン産生 を

促進 し,生 成 した テス トステロンは精子の成熟を促すというフィー ドバ ック機構の存在が考え られる.

(b)Leydig細 胞におけるテス トステロンの産生は,細 胞内コ レステ ロールがミ トコン ドリア外膜から内膜へ輸送さ れる ことに始 まる.性

腺刺激ホルモンによ って発現を誘導されたStAR蛋 白質は,D-Aspに よ ってさらにその発現が増加 し,こ の律速的な 輸送 過程を促進 して

いる.
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の解析が期待 される.

2.D-Aspの 生合 成 と分解

D-Aspの 生 合 成 と 分 解 に 関 して も解 析 が 行 な わ れ て

い る.PC12細 胞 お よ び そ の サ ブ ク ロ ー ンで あ るMPT1

細 胞18)やGH3細 胞12)で は,培 養 に 伴 いD-Aspが 細 胞 内

お よび培 地 中 に 蓄 積 さ れ る こ と か ら,こ れ は 細 胞 内 で 生

合 成 さ れ て い る もの と考 え られ る.一 方,3T3繊 維 芽 細

胞 やNB-1神 経 芽 細 胞 な ど で はD-Aspの 蓄 積 は 認 め ら

れ な い.哺 乳 類 のAspラ セ ミ化 酵 素 に 関 す る 報 告 は ま

だ な い が,最 近,山 田 らは,ア カ ガ イ か ら動物 と して 初

め てAspラ セ ミ化 酵 素 の 遺 伝 子 を ク ロ ー ニ ン グ し

た19).こ の 酵 素 の 特 徴 は,細 菌 や 古 細 菌 の ラセ ミ化 酵 素

と は異 な り,補 酵 素 と して ピ リ ドキ サ ー ル リ ン酸 を要 求

す る こ とで あ り,今 後,哺 乳 類 に お け るAspラ セ ミ化

酵 素 研 究 の 発 展 が 期 待 さ れ る.

D-Aspの 分 解 酵 素 と して は,酸 性 ア ミノ 酸(D-Aspと

D-Glu)に 対 し 高 い 特 異 性 を も つD-Aspオ キ シ ダ ー ゼ

(EC1.4.3.1)が 知 られ て い る.D-Asp含 量 の高 い 組 織 で

は(D-Asp含 量 がL-Asp含 量 よ り多 い 場 合 も あ る)D-

Aspオ キ シ ダ ー ゼ の 活 性 は 低 く,反 対 に,こ の 酵 素 の

活 性 が 高 い 組 織 で はD-Asp含 量 が 低 い た め,D-Aspオ

キ シ ダ ー ゼ は 組 織 内 含 量 の 調 節 に 関与 して い る と考 え ら

れ て い る.興 味 深 い こ と に,D-Aspオ キ シ ダ ー ゼ は ラ

ッ トや マ ウ ス で はD-Asp投 与 に よ り活 性 が 上 昇 し,酵

母 で は酵 素 誘 導 が 起 こ る こ とが 報 告 さ れ て い る20).上 述

のD-Aspに よ る 遺 伝 子 発 現 調 節 と関 連 し,く わ し い 研

究 成 果 が 待 た れ る.

Ⅱ.生 体内におけるD-ア ミノ酸含有蛋白質の動態

以 上 の よ う に,生 体 内 で は 遊 離 型 のD-SerやD-Asp

が 生 合 成 さ れ て い る こ とが 明 らか に な っ て い る.そ れ で

は,蛋 白質 に お け る ア ミノ 酸 残 基 の キ ラ リテ ィー は ど う

な の で あ ろ うか.蛋 白質 が 遺 伝 情 報 か ら翻 訳 され る 際 に

は ア ミ ノ ア シ ルtRNA合 成 酵 素 に よ り厳 密 に 光 学 特 異

性 が 選 別 さ れ る な どの 理 由 で,わ れ わ れ の体 を構 成 す る

蛋 白 質 はL-ア ミノ 酸 の み で 構 成 され て い る と考 え られ

て きた.し か し近 年,眼 の 水 晶 体21・22),脳23～28),皮 膚29),

歯30,31),骨32,33),動 脈 壁34),靱 帯35)な ど,さ ま ざ ま な 老

化 組 織 にD-Asp残 基 を もつ 蛋 白 質 が 発 見 さ れ,疾 病 と

の か か わ りが 指 摘 さ れ て い る(表1).Aspは20種 類 の

ア ミノ酸の うちもっともラセ ミ化反応速度定数が大 き

く,蛋 白質中のD-Asp残 基は長期間にわたる加齢の過

程で,自 然放射線や活性酸素などス トレスの影響 により

非酵素的に生 じたと考えられている.で は,蛋 白質中に

D-ア ミノ酸残基が形成 されるとどうなるだろうか.L体

とD体 は,左 手 と右手の ような鏡像異性体 であ ること

を思い出してほしい.つ まり,左 手のグローブのみを積

み重ねた山の中に右手のグローブが混 じるとその山が崩

れるように,蛋 白質中にD-Asp残 基が生 じる と,そ の

高次構造に変化が生 じて安定性が減少し,機 能低下や不

溶化をまねいて しまう.ま た,D-ア ミノ酸含有蛋 白質で

は通常の蛋 白質分解系 も作用しにくいと考えられる.

以下では,ペ プチ ドあるいは蛋白質中のAsp残 基が

L体 からD体 に変換することも広義に“ラセ ミ化”とし,

具体例 として水晶体 と脳で発見 されたD-Asp含 有蛋白

質について,そ の特徴や疾病 とのかかわ りについて説明

す る.

1.水 晶体中のD-Asp含 有蛋白質:α-ク リスタリン

1977年,Mastersら は,D-Asp残 基 が 加 齢 と と も に

水 晶 体 中 で 増 加 して い る こ と を初 め て 明 らか に した21).

つ い で 筆 者 ら は,水 晶体 中 の 蛋 白質 を 網 羅 的 に 分 析 し,

D-Asp残 基 を含 む 蛋 白 質 は水 晶 体 の 主 成 分 で あ る αA-

ク リス タ リ ン と αB-ク リス タ リ ン で あ る こ と を明 らか に

し た36).αA-ク リ ス タ リ ン で はAsp151,Asp58が22),

αB-ク リ ス タ リ ン で はAsp36,Asp62が 特 異 的 にD体

と な っ て お り37),な か で も特 筆 す べ き は,80歳 の ヒ ト

か ら得 た αA-ク リス タ リ ンに お い て,Asp151のD/L比

が5.7,Asp58のD/L比 が3.1と,D体 の 比 率 がL体 よ

り著 し く大 き くな っ て い た こ と で あ る22)(表2).遊 離 型

ア ミノ酸 に お け る ラ セ ミ化 反 応 は可 逆 一 次 平 衡 反 応 で あ

る の で,そ のD/L比 は理 論 的 に1.0が 最 大 値 とな るが,

表1 D-Asp含 有蛋白質と,そ れに起因することが指摘さ

れている疾患
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実際の蛋 白質中でAsp残 基 のD/L比 が1よ りも大 きな

値を示 し,し たがってラセ ミ化 というより反転反応 とよ

ぶべ きL体 か らD体 への変換が生 じていたことは,驚 く

べ き発見であった.ま た,こ こにはAsp残 基 と隣接ア

ミノ酸残基のペ プチ ド結合が α結合か らβ結合 に変化

する異性化反応 も伴 っていることが明 らか となった.

Asp残 基 にβ結合が生 じる と,側 鎖 カルボニル基にペ

プチ ド結合が形成 されてしまうので,反 転反応 とあわせ

て,も との蛋 白質 とは立体構造が大 きく異なって しまう

(図2).

2.水 晶体蛋白質中でのAsp残 基の反転 ・異性化機構

前 述 の よ う に,Asp残 基 にL体 か らD体 へ の 反 転 と

α結 合 か ら β結 合 へ の 異 性 化 が 同 時 に 生 じ る こ と か

ら,こ れ ら の 反 応 で は,図2に 示 す よ う に,L-α-Asp

残 基 か ら,五 員 環 イ ミ ドを 経 由 し て,D-α-Asp残 基,

D-β-Asp残 基,L-β-Asp残 基 の 計4種 の 異 性 体 が 形 成

されていることが判明 した.こ

のような反応が起こるにはイミ

ドの形成が必須であ るが,で

は,生 理的条件下においてどの

ようなときにイミドが形成され

やす いのであ ろうか.ひ とつ

は,蛋 白質 の1次 構造 に依存

し,Asp残 基の 隣接 ア ミノ酸

残 基 の側 鎖 が 小 さ い場 合 に イ ミ ド形 成 が 起 こ りや す い.

表2に 示 す よ う に,αA-ク リ ス タ リ ンで はAsp151,Asp

58の 隣接 残 基 が そ れ ぞ れAla,Serで,両 方 と もイ ミ ド

形 成 に は立 体 障 害 の少 な い ア ミノ 酸 残 基 で あ り,こ の 反

応 が 起 こ りや す い 環 境 下 に あ る.し か し,αB-ク リス タ

リ ン で ラセ ミ化 して い たAsp62とAsp36の 隣 接 残 基 は

そ れ ぞ れThrとLeuと い う,い ず れ もか さ高 い 側 鎖 を

もつ ア ミノ 酸 残 基 で あ り,Asp残 基 の イ ミ ド形 成 に は

寄 与 し に くい.し か も,αB-ク リス タ リ ン 中 に は ほ か に

Asp140-Gly141,Asn146-Gly147と い うイ ミ ド形 成 に

もっ と も適 した 配 列 が あ りな が ら,こ れ らの 残 基 に は ラ

セ ミ化 や 異 性 化 が ま っ た く生 じて い な か っ た37).そ れ ゆ

え,こ れ らの 反 応 は1次 配 列 だ け に依 存 して い る の で は

な く,高 次 構 造 の 寄 与 も大 きい もの と考 え られ る.

つ ぎ に,な ぜ αA-ク リ ス タ リ ン 中 のAsp151,Asp58

のD/L比 が1.0を 上 ま わ る の か と い う問 題 が 残 さ れ た.

こ れ は,図2に 示 す 中 間 体[1]の 下 方 に プ ロ トンの 攻

表2 ヒト水晶体クリスタリンにおける反転Asp残 基あるいは異性化Asp残 基の局在

とそのC末 端側隣接残基

図2蛋 白質中でのAsp残 基の反転
・異性化の機構

L-α-Asp残 基 に隣接 するア ミノ酸残基

の側鎖が小 さい場合(A-a,Serな ど)や,

立体構造 的にプロ トンの攻撃を受けやす

いよ うな場合は,L-ス クシ ンイミ ドを形

成 し,平 面 力ルボアニオ ンである中間体

[I]を 経て,D-ス クシンイミ ドへ と反転

する.つ ぎに,D/L-ス クシンイミ ドは開

環 して,D-α-Asp残 基,rβ-Asp残 基,

L-α-Asp残 基,L-β-Asp残 基 の 計4種

の異性体が形成される.ま た,PMTは

L-β-Asp残 基 の α-カル ボキ シル 基を特

異的にメチル化 し,の ちの自発的なイミ

ド環の再形成を促 進する ことによ って修

復機能を発揮する.
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撃ができないような反応場が存在 し,プ ロトン付加が上

方か らだけに制約 されているがゆえに,D-イ ミド体が優

先的に形成されるためであるということが明らかになっ

た38).こ の結果は,ア ミノ酸残基の立体配置を蛋白質の

立体構造が決定 しているという明確な証拠であり,蛋 白

質化学的にも興味深い例 といえる.こ のような反応は,

水晶体に特異的ではな く,条 件 さえ満たされれば種々の

老化組織で普遍的に生 じると考えられる.

3.皮 膚に存在するD-Asp含 有蛋白質

以上のように,水 晶体の研究結果は,蛋 白質中でのD－

β-Asp残 基形成が当初の予想 よりはるかに容易に起 こ

ることを示 していた.ま た,水 晶体に紫外線を照射する

とαA-ク リス タリンのAsp151の みがD-β-Asp残 基 と

なることか ら,紫 外線が この反応 を促進 していることが

明らかとなった.そ こで筆者 らは,D-β-Asp含 有蛋白

質に対す る特異的な抗体 を調製 し,紫 外線被曝の影響の

大 きい皮膚をターゲ ットとして,免 疫組織染色によりヒ

トの皮膚中にD-β-Asp含 有蛋 白質がみられるか どうか

を検討 した(図3).そ の結果,80歳 代の老人の顔の皮膚

にはD-β-Asp含 有蛋白質が存在 していることがわかっ

た.一 方,幼 児の顔の皮膚にはD-β-Asp含 有蛋 白質は

まった く存在 していなかった.さ らに,80歳 代の老人

の皮膚でも紫外線被曝影響の小さい腹部や胸部の皮膚,

すなわち,衣 服で日光か ら遮断されている部位では,顔

の皮膚 と比較 してD-β-Asp含 有蛋白質の量が著 しく少

ないということが明らか となった.こ れらの結果は,蛋

白質中でのD-β-Asp残 基形成が老化によって増加 し,

紫外線照射がこれを促進することを示 している29).美 容

という視点から考察すると,長 年にわたって紫外線を浴

びつづけた顔の皮膚では,蛋 白質中のAsp残 基におい

てラセ ミ化 ・異性化が進行 し,そ れが皮膚の柔軟性を奪

いシワを生 じる大 きな原因となっていることを示唆して

いる.

4.脳 におけるD-Asp含 有蛋白質:ア ミロイドβ蛋白質

脳 内 の ミエ リ ン塩 基 性 蛋 白 質 や 老 人斑 に 含 まれ る ア ミ

ロ イ ドβ蛋 白 質 に,ラ セ ミ化 ・異 性 化 したAsp残 基 が

そ れ ぞ れ 数 ～ 数 十%も 存 在 す る こ と が 報 告 さ れ て い

る23～27）.異常 型 プ リ オ ン に も ラ セ ミ化 ・異 性 化Asp残

基 を 含 む もの が あ る こ とが 発 見 され28),そ れぞ れ病 因 と

の 関連 が 指 摘 され て い る.こ れ らの う ち,も っ と も解 析

が 進 ん で い る の が ア ミ ロ イ ドβ蛋 白 質 で あ る.Roher

ら25)は,ア ル ツハ イ マ ー 病 患 者 脳 か ら得 た ア ミ ロ イ ド β

蛋 白 質 のAsp1お よ びAsp7が ラ セ ミ化 お よ び異 性 化 し

て い る こ と を 明 らか に し,Tomiyamaら39)は,合 成D-

Asp含 有 ア ミロ イ ドβ蛋 白 質 が,in vitroで 通 常 の ア ミ

ロ イ ドβ蛋 白質 よ り早 く凝 集 し線 維 化 す る こ と を報 告 し

て い る.ま た,実 際 の ア ル ツハ イ マ ー病 患 者 の 脳 組 織 に

D-Asp含 有 ア ミロ イ ド β蛋 白 質 が 蓄 積 して い る こ と が

抗 体 に よ り確 認 され て い る26,27).ま た,合 成 異 性 化Asp

含 有 ア ミロ イ ドβ蛋 白質 を用 い た 実 験 か ら,ラ ッ ト胚 由

来 の 初 代 培 養 神 経 細 胞 に対 す る細 胞 傷 害 性 が 指 摘 され て

い る40).

Ⅲ.D-Asp含 有蛋白質に対する生体防御機構

以上の ように,蛋 白質中でのAsp残 基のラセ ミ化 や

異性化は,決 して起 こりにくい反応ではなく,紫 外線な

どのス トレス下においてむしろ容易に,そ して重篤に蛋

白質を変性 させることが明 らかになった.そ の結果,こ

れらの蛋 白質は疾患の原因蛋 白質として注 目されてい

る.そ れでは,傷害DNAに 対して種々の修復酵素が存在

するように,一 部のアミノ酸残基がラセ ミ化 ・異性化 し

た蛋白質に対してもその修復系が存在するのだろうか.

1.幽異性化Asp残 基の酵素的修復

これ ま で に,異 性 化Asp含 有 蛋 白質 に 対 す る 修 復 酵 素

が 発 見 さ れ て い る.蛋 白質 イ ソ ア ス パ ルチ ル メ チ ル 転 移

酵 素(protein L-isoaspartyl methyltransferase;PIMT),

も し くは,蛋 白質 カ ル ボ キ シ メ チ ル 転 移 酵 素(proteincal-

boxyl methyltransferase;PCMT)と よ ば れ る酵 素 が そ

れ で あ る41,42).こ のPIMTは 異性 化 したAsp残 基(D-19-

Asp残 基)の α-カ ル ボ キ シル 基 を特 異 的 に メチ ル化 し,

の ち の 自発 的 な イ ミ ド環 再 形 成 を 促 進 す る(図2).す な

わ ち,L-α-AspとL-β-Aspの あ い だ の 平 衡 を よ りL-α-

Asp側 に 偏 ら せ る こ と に よ っ て 修 復 能 を 発 揮 し て い

る.個 体 モ デ ル と してPIMT欠 損 マ ウ ス が す で に 構 築

さ れ て お り,そ の 表 現 型 が 解 析 さ れ て い る43).PIMT欠

損 マ ウ ス は 発 生 上 は 問 題 な く生 ま れ て く る が,生 後12

週 ま で に 進 行 性 の て ん か ん 発 作(ミ オ ク ロ ー ヌ ス型,大

発 作 型 な ど)に よ りす べ て 死 亡 し た.実 際 に,こ の マ ウ

ス脳 で はL-β-Asp含 有 蛋 白 質 が 対 照 群 に 比 べ9倍 に 増

加 して お り,シ ナ プ ス小 胞 にお い て神 経 伝 達 物 質 の 放 出
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調節に関与するとされるシナプシン1が その原因蛋白質

として同定された44).し たがって,遺 伝子 レベルでは正

常な蛋白質であって も,翻 訳後に生じた異性化 という修

飾が個体 レベルで重篤な疾患をひき起 こすことが証明 さ

れたのである.

2.分 解酵素によるD-Asp含 有蛋白質の品質管理機構

そ れ で は,D-Asp含 有 蛋 白 質 は 生 体 内 で ど の よ う に

代 謝 さ れ て い る の だ ろ うか.一 般 に,不 可 逆 的 に変 性 し

て し ま っ た蛋 白質 は,そ れ らが 細 胞 に対 して 有 害 に作 用

す る ま え に プ ロ テ ア ソー ム な どの 蛋 白 質分 解 酵 素 に よ っ

て す み や か に 分 解 さ れ排 除 され る.と こ ろ が,こ れ まで

にD-ア ミ ノ酸 含 有 蛋 白 質 を分 解 す る 酵 素 は発 見 さ れ て

い な か っ た.そ こ で 筆 者 ら は,D-Asp含 有 蛋 白 質 も 同

様 に 分 解 と い う手 段 で 品 質 管 理 を され て い る の で は な い

か と 考 え,D-Asp含 有 蛋 白 質 に 特 異 的 な 分 解 酵 素 の 活

性 測 定 法 を 開 発 し た45)(図4a),す な わ ち,D-Asp残 基

のC末 端 で 切 断 さ れ る と蛍 光 物 質 を 遊 離 す る よ う な合

成 基 質Suc-[D-Asp]-MCA(succinyl-D-aspartic acidα-

(4-methyl-coumary1-7-amide))を 合 成 し,哺 乳 類 の 各

臓 器 に お け る そ の 分 解 活 性 を探 索 した.そ の 結 果,rAsp

含 有 蛋 白 質 に 特 異 的 な 分 解 酵 素D-ア ス パ ラギ ン酸 エ ン

ドペ プ チ ダ ー ゼ(D-aspartyl endopeptidase;DAEP)を

発 見 した.こ の 酵 素 は 肝 臓,腎 臓,脾 臓 な ど に分 布 し(図

4b),そ の 分 子 量 は約700Kで,高 分 子 複 合 体 を形 成 し

て お り,そ の 名 の とお りエ ン ド型 の切 断 様 式 で 基 質 を分

解することが,D-Asp含 有 アミロイ ドβ蛋 白質を用いた

実験で明らかになっている.人 工基質を用いた基質特異

性の検討では,L-Asp残 基やほかのD-ア ミノ酸残基 を

含む蛋白質は分解せず,基 質特異性が非常に高かった.

図3 皮膚 にお けるD-β-Asp含 有 蛋 白質の検 出

rβ-Asp含 有蛋白質(茶色 く染まっている部分)を加齢別に特異的抗体 を用 いて検 出 した,試 料提供者の年齢は,(a)9歳,(b)59歳.(c)

86歳,(d)85歳 であ り,(a)～(c)は 顔の皮膚,(d)は 背中の皮膚の組織染色像である 若齢の顔の皮膚や,高 齢者でも非露出部で は,r

β-Asp含 有蛋白質 が形成されておらず,そ の形成原因が紫外線による 自然放射線被曝であることが明 らかになった

図4 D-Asp含 有蛋白質に特異的な分解酵素の活性測定法

とその臓器分布
(a)Suc-[D-Asp]-MCAは 、分 解 さ れ る とAMC(7-amlno-4-

methyl-coumam)を 放出する,AMCは 励起 波長380nm,蛍 光

波長460nmで 計測可 能 であ り,生 成 したAMCの 蛍 光 強度 を

DAEPの 活性と して見積もることができる

(b)ウ サ ギを材料と して各臓器 におけ るDAEPの 比 活性 を測定

し,そ の比活性の高い臓器を順に表わ した,と くに,肝 臓,腎 臓,

脾臓 で活性が高く,脳 にも活性 を確認することができる
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また,お も しろ い こ とに,大 腸 菌,酵 母,線 虫 の よ うな 短 寿

命 の 生 物 で は そ の 活 性 を見 い だ す こ と は で きな か っ た.

つ い で,DAEPの 性 質 を よ り く わ し く調 べ る た め,

阻 害 剤 の 探 索 を行 な っ た.そ の 結 果,既 知 の プ ロ テ ア ー

ゼ 阻 害 剤 に は 感 受 性 を 示 さ な か っ た の で,新 た にDAEP

に 特 異 的 な 阻 害 剤iDAEP(benzoyl-Arg-His-[D-Asp]-

cH2cl,分 子 量563.01)を 開 発 した.iDAEPは 基 質 ア ナ

ロ グ と し てDAEPの 活 性 中 心 に ア クセ ス し,共 有 結 合

を形 成 す る こ とに よ りそ の 活 性 を 阻 害 す る.そ の 阻害 効

果 を調 べ る と,50%阻 害 濃 度 は3μMで あ っ た.そ こ

で,iDAEPに よ る ア フ ィ ニ テ ィ ー ラ ベ ル に よ っ て

DAEPの 活 性 中 心 を 特 異 的 に標 識 し,質 量 分 析 計 に よ

り同 定 す る こ と を試 み た.現 在 も実 験 は 進 行 中 で あ る

が,グ ル タ ミン酸 デ ヒ ドロ ゲ ナ ー ゼ が 活 性 中心 サ ブ ユ ニ

ッ トの 候 補 と して 同 定 され て お り,徐 々 に そ の全 様 が 明

らか に な りつ つ あ る.

さ らに,DAEPの 特 徴 と して 非 常 に興 味 深 い の は,

そ の 細 胞 内 局 在 が ミ トコ ン ド リア 内 膜 に あ る こ と で あ

る.な ぜDAEPは ミ トコ ン ドリ ア 内 膜 に 局 在 して い る

の だ ろ う か.こ こ で は,酸 素 呼 吸 に よ るATPの 効 率 的

な合成とひきかえに,大 量の活性酸素が生 じていること

が知 られている.ア ミノ酸残基 ラセ ミ化の原因のひとつ

として活性酸素があげられているが,実 際にミトコンド

リア膜におけるD-Asp含 有蛋白質の割合 は可溶性蛋 白

質に比べて高いとい う46).し たがって,DAEPは ミト

コン ドリアで生 じた活性酸素によってアミノ酸残基がラ

セ ミ化 し損傷 した蛋白質をいち早 く認識 ・分解 し,正 常

な新規蛋白質へのターンオーバー を促 しているのではない

だろうか.な ぜなら,ミ トコン ドリアでのエネルギー生

産系の破綻は,個体の死に直結す る大問題だか らである.

進化の過程で,活 性酸素によるラセミ化が生 じた場合に

至急対応することが求め られ,そ の結果,DAEPの よう

なシステムが獲得されたのではないかと考えている.

以上の結果か ら,PIMTやDAEPは,哺 乳類 のよう

に寿命が長いことにより蓄積す るス トレス産物に対 し,

防御的に作用するシステムであることが示唆された.近

い将来,加 齢に伴 う漠然とした体調の不調や原因不明の

機能不全に対 し,D-ア ミノ酸含有蛋白質の解析が手がか

りを与えて くれるようになるのではないだろうか.

おわ りに

数々の知見か ら,わ れわれの

体 内に は,遊 離型D-ア ミノ酸

を合目的的に利用 した り,D-ア

ミノ酸含有蛋白質を分解するこ

とので きる制御機構,す なわち,
“
D-ア ミノ酸代謝系”が備 わっ

ているこ とが明 らか になった

(図5).し か しなが ら,わ れわ

れはまだそのほんの一部を知っ

たにす ぎない.研 究上の最大の

障害は,D-ア ミノ酸の物理的 ・

化学的な性質がL体 とまった く

同じであるため,簡 便な検出系

が存在 しないことではないだろ

うか.と くに今後,疾 病 との関

連性を明らかにするためには,

D-ア ミノ酸含有蛋白質の網羅的

な解析が必須であ り,さ らなる

工夫が必要とされている.そ の

ためには,基 礎生命科学の領域

だけでな く学際的に多方面から

図5 哺乳類におけるD-ア ミノ酸代謝系

従来,わ れわれの体 内では,L-ア ミノ酸のみによる蛋白質への異化と同化が くり返 されていると

考え られ(①),生 体 内に存在する遊離型D-ア ミノ酸は食品や腸内細菌の分解物 に由来 すると考

え られていた(②).と ころが,遊 離型D-Serは ラセミ化酵素によって生合成 されることが明 ら

かになり,D-Aspも また生合成 されて いる ことが強く示 唆されるようにな って(③),こ れらが

生理機能をもつと考え られるよ うにな った.ま た,D-ア ミ ノ酸含有蛋白質は老化ス トレス によ

り非酵素的に生 じ(④),生 体にとっては有害に作用するが、これに対する防御機構 として,PIMT

による修復(⑤)とDAEPに よる分解(⑥)が 行なわれている ことが明 らか、になった,余 剰 や分解

産物 としての ローアミノ酸は,D-ア ミノ酸オキシダーゼとD-Aspオ キシダーゼによって分解され

排出されていると考え られている(⑦)．
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の 参 加 を得 て,こ れ ま で 手 に して きた情 報 を体 系 化 で き

る よ う な研 究 体 制 を整 え る こ と も,研 究 成 果 を 得 る こ と

と同 等 に急 務 で あ る と考 え られ る.

この よ う な 背 景 か ら,2004年,D-ア ミ ノ 酸 研 究 会 が

発 足 し,2005年9月 に は 第1回 の 学 術 講 演 会 が 開 か れ

る 予 定 で あ る(http://www.d-amino-acidjp/),ビ ジ ネ

ス チ ャ ンス と い う視 点 か ら も,た と え ば,皮 膚 蛋 白 質 の

ラ セ ミ化 を抑 制 す る化 粧 品 や,D-ア ミノ酸 を利 用 した ナ

ノ材 料,ド ラ ッグ デ リバ リ ー シ ス テ ム か ら蛋 白質 製 剤 ま

で,工 夫 しだ い で この研 究 分 野 か ら さ ま ざ ま な シ ー ズ を

み つ け る こ とが で きる だ ろ う.そ れ らの 実 現 が,わ れ わ

れ の 生 命 の 質,い わ ゆ るQOL(qualityoflife)を い っ そ

う高 め る もの で あ る こ と を願 っ てや ま ない.
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