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１.はじめに 

タンパク質を構成するアミノ酸残基が非酵

素的な反応により生理的な条件下で立体反転

し，D 体のアミノ酸がタンパク質中に生成さ

れることがある．その反応として，アスパラ

ギン残基やグルタミン残基の脱アミド化が知

られている．アスパラギン残基の脱アミド化

は，C 末端側の主鎖アミド窒素が側鎖のアミ

ド炭素に求核攻撃し，これにより形成される

環状のスクシンイミド中間体を介して進行す

る 1)．アスパラギン残基の脱アミド化により

L-α-Asnから L-α-Asp，L-β-Asp，D-α-Asp，D-β-
Asp が生成される．グルタミン残基の脱アミ

ド化においても同様に環状中間体を介して進

行するため，D 体のアミノ酸が形成されるこ

とがあり，L-α-Gln から L-α-Glu，L-γ-Glu，D-
α-Glu，D-γ-Glu が生成される．また，側鎖の

アミド窒素が主鎖のアミド炭素に求核攻撃す

ることにより反応が進行した場合，C 末端側

のペプチド結合が切断されて末端のL-α-Asn，

L-β-Asn，D-α-Asn，D-β-Asn に変換される．タ

ンパク質中に非天然のアミノ酸が生成される

ため，その変性や凝集を引き起こすことがあ

り，加齢性疾患や抗体医薬品の品質低下の原

因になると考えられている 2,3)．そのため，ア

スパラギン残基やグルタミン残基における脱

アミド化の詳細な反応機構を解明することは，

これらの反応を制御する方法の開発に繋がり，

如いては白内障などの加齢性疾患の治療法開

発に繋がると考えられる．本稿では，著者ら

が脱アミド化反応について計算化学的手法を

用いて解析した結果を概説する． 

2. アスパラギン残基の脱アミド化 

アスパラギン残基における脱アミド化の反

応速度は，タンパク質構造の影響を受けて変

化すると言われている．ペプチドを用いた実

験では一次構造の影響を受けやすいことが示

されており，C 末端側隣接残基がグリシン残

基などの側鎖が小さいアミノ酸残基であるほ

ど反応が進行しやすく，イソロイシン残基な
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どの側鎖が嵩高いアミノ酸残基であるほど脱

アミド化速度が遅いと考えられている 4)．一

方で，タンパク質中では必ずしもこの条件に

当てはまらない場合がある．水晶体タンパク

質の γS クリスタリンには 5 つのアスパラギン

残基が存在するが，Asn14, Asn53 および

Asn143 においては，Asn37 や Asn76 と比較

して脱アミド化率が高いという報告例がある

5)．しかし，これら比較的脱アミド化率が高

いアスパラギン残基の C 末端側隣接残基はフ

ェニルアラニン残基やチロシン残基であり，

本来は脱アミド化が進行しにくいと考えられ

る環境に置かれている．一方で，脱アミド化

率の低い Asn37 の隣接残基はセリン残基，

Asn76 の隣接残基はアスパラギン酸残基であ

り，比較的側鎖は小さい．そのため，タンパ

ク質中における脱アミド化速度に関しては一

概に一次構造が重要とは言い難く，主鎖構造

などの立体構造の影響がより重要である可能

性がある．そこで著者らは，Asn14, Asn53お
よび Asn143 において脱アミド化率が大きい

理由を三次構造から予想した．まず γS クリス

タリンの分子動力学シミュレーションを行い，

それぞれのアスパラギン残基について動的な

構造の特徴を調べた 6)．2000 ns のシミュレー

ションを実施し，収束した最終 10 nsにおける

構造について，脱アミド化率が高いアスパラ

ギン残基における共通点を調べた．その結果，

Asn14, Asn53 および Asn143 においては，α 水

素とアミド窒素の水素が 95%以上の構造にお

いて syn-periplanar の関係にあることがわかっ

た．それに対し，Asn37およびAsn76では syn-
periplanar の構造を形成することはなく，50%
以上の構造において anti-periplanar の構造を形

成していた．そこで，syn-periplanar 構造およ

び anti-periplanar 構造のモデルを作成し，量子

化学計算を用いてスクシンイミド形成過程の

詳細を解析した．その結果，いずれの構造に

おいても反応機構に違いはないにも関わらず，

syn-periplanar 構造における活性化障壁が anti-
periplanar 構造と比較して低いことが明らかと

なった．特にリン酸二水素イオンが触媒とし

て働いた場合，anti-periplanar 構造における活

性化障壁は 111 kJ mol−1 であったのに対し，

syn-periplanar 構造における活性化障壁は 89.3 
kJ mol−1であり，20 kJ mol−1以上の差があった．

また，syn-periplanar 構造における活性化障壁

は実験で報告されている値の範囲内であった 
(80−100 kJ mol−1) 7,8)．反応の進行に伴う構造

変化にも違いが見られた．リン酸二水素イオ

ンが触媒として働いた時，syn-periplanar 構造

における N末端側主鎖二面角 φは殆どが 55度
付近で維持されており，C 末端側主鎖二面角

ψは環化反応の遷移状態構造形成時に 31 度程

度変化した．一方 anti-periplanar 構造において

は，環化反応の遷移状態構造形成時に φは 28
度，ψ は 87 度変化していた．このことから

anti-periplanar 構造で脱アミド化が進行するに

は主鎖構造の大きな変化が必要であることが

示唆された．これらのことから，活性化障壁

および反応に伴う構造変化のいずれから判断

しても syn-periplanar 構造を形成しているアス

パラギン残基において脱アミド化が進行しや

すいと考えられた．したがって，タンパク質

中においてアスパラギン残基の脱アミド化が

進行しやすい構造を特定することができた．

また，いずれの構造においてもリン酸二水素

イオンや炭酸イオンが触媒として働くことで

活性化障壁が低下することが示された．その

活性化障壁は酢酸が触媒として働いた場合の

活性化障壁 (113 kJ mol−1) よりも低かった 9)．

したがって，生体内におけるこれらのイオン

濃度の変化が脱アミド化の進行に重要である

ことが示唆された． 

3. アスパラギン残基の主鎖におけ
る脱アミド化（C 末端ペプチド結
合の切断反応） 

 アスパラギン残基における C 末端ペプチド

結合切断反応は側鎖の脱アミド化と比較して

数十倍から数百倍遅いとされており，生体内

での頻度も少なくその報告例はわずかである．

これまでに，アクアポリン 0 の Asn246 や αA
クリスタリンのAsn101において起きることが
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報告されている 10,11)．アクアポリン 0 の

Asn246 は，特定の立体構造を形成しにくいフ

レキシブルな C 末端付近に位置しており，ま

た，C 末端側の隣接残基はグリシン残基であ

る．一方で，αA クリスタリンの Asn101 は β
シート上に存在しており，C 末端側の隣接残

基はグルタミン酸残基である．これらのアス

パラギン残基について，脱アミド化で見られ

たような立体構造の共通点は見られなかった．

ただし，いずれも syn-periplanar 構造のような

コンフォメーションではなく，比較的直鎖状

の構造を形成しやすいと考えられた．そのた

め，直鎖状の最安定型のモデル化合物を初期

構造として反応計算を行い，まずはスクシン

イミド形成過程の詳細な反応機構について調

べた 12)．また，最も単純な系として C 末端側

の隣接残基はグリシン残基とした．これまで

の研究で，水分子が触媒とした働いた場合の

反応計算は行われているが，その活性化障壁

は 199 kJ mol−1であったため 13)，別の分子が触

媒として働くと考えられた．その触媒として，

生体内に存在するリン酸二水素イオンまたは

炭酸イオンが働くと想定し，計算を実施した．

その結果，得られた活性化障壁は 110～125 kJ 
mol−1 であった．実験的手法により求めた活性

化障壁は報告されていないが，脱アミド化よ

りも数十倍から数百倍遅いことから考えると

妥当な値であると考えられた．それぞれの触

媒が仲介するプロトンリレーに大きな違いは

見られなかったが，反応に伴う構造変化には

違いが見られた．リン酸二水素イオンが触媒

として働いた場合は C 末端側の主鎖二面角 ψ
が 49 度変化し，炭酸イオンが触媒として働い

た場合は 19 度変化した．いずれの場合におい

ても，C 末端側の主鎖における構造柔軟性が

反応の進行に必要であると考えられた．また，

リン酸二水素イオンが触媒として働く場合と

炭酸イオンが触媒として働く場合において，

初期構造の ψが 29度異なっていた．このこと

から，タンパク質の立体構造が反応の起こり

やすさに与える影響は，触媒分子の種類によ

って変化することが示唆された．この研究に

より，アスパラギン残基における C 末端ペプ

チド結合切断反応についての詳細が示された． 

4. グルタミン残基の脱アミド化 

グルタミン残基の脱アミド化は，アスパラ

ギン残基の脱アミド化と同様に C 末端側の隣

接残基の側鎖が小さいほど進行しやすいと考

えられている 4)．γS クリスタリンにはグルタ

ミン残基が 9 残基存在するが，そのうち

Gln120 が最も脱アミド化率が高いことが報

告されている 5)．その他には，Gln16, Gln63
および Gln92 が他の残基と比較すると脱アミ

ド化率が高い．これらの残基はいずれも anti-
periplanar 構造を形成している傾向が見られ

た．また，C末端側の隣接残基については，2
つの残基はグリシン残基であり，残り 2 つは

チロシン残基とフェニルアラニン残基であっ

た．これらを踏まえ，anti-periplanar 構造を

持つモデル化合物 (CH3CO-Gln-NHCH3) を用

いて反応計算を行った 14)．さらに，隣接残基

がグリシン残基である場合の影響を調べるた

め CH3CO-Gln-Gly-NHCH3 のジペプチドを

モデルとした反応計算も実行した 15)．その結

果，ジペプチドの場合は触媒分子との相互作

用様式が多様であり，初期構造によって活性

化障壁が異なることが示された．CH3CO-
Gln-NHCH3 をモデル化合物としては場合で

は，リン酸二水素イオンが触媒として働いた

場合の活性化障壁が 96.8 kJ mol−1 であった．

一方で，CH3CO-Gln-Gly-NHCH3のジペプチ

ドをモデルとした場合はリン酸二水素イオン

が触媒として働いた場合に活性化障壁が 85.4 
kJ mol−1 であり，CH3CO-Gln-NHCH3 を用い

た場合よりも活性化障壁が 11.4 kJ/mol 低か

った．この活性化障壁が低下した理由を最適

化構造から考えると，隣接残基の主鎖と触媒

との水素結合形成によって遷移状態構造が安

定化されたためであると考えられた．反応に

伴う構造変化については，いずれのモデル化

合物を用いた場合でも同様であった．反応を

通じてφはほとんど変化しなかったが，ψは環 化反応の遷移状態構造形成時に 40 度近く変化
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した．したがって，C 末端側の主鎖構造の変

化が生じると考えられた．この研究により，

グルタミン残基の脱アミド化が隣接残基の影

響で促進される機構を示すことができた． 

5.おわりに 

 アスパラギン残基やグルタミン残基の脱ア

ミド化の反応機構を計算化学的手法を用いて

解析した結果について概説した．いずれも主

鎖構造や触媒分子が反応に大きく影響するこ

とが示唆された．同じ脱アミド化であっても，

アスパラギン残基とグルタミン残基では進行

しやすい条件が異なることが示唆された．ま

た，図 1 に各反応における相違点と共通点を

示した．アスパラギン残基の脱アミド化では

環化反応の遷移状態構造形成時に N 末端側お

よび C 末端側の双方で構造変化が起きたが，

グルタミン残基の脱アミド化では C 末端側の

主鎖構造でのみ構造変化が観察された．結果

としてグルタミン残基の脱アミド化の方が，

その残基周辺で大きなねじれが生じることが

反応が進行しにくい一つの理由であると考え

られた．触媒と主鎖原子との水素結合にも違

いが見られ，反応の開始に必要な複合体形成

の容易さも異なると考えられた．アスパラギ

ン残基の脱アミド化と比較して，ペプチド結

合切断やグルタミン残基の脱アミド化の方が

C 末端側の主鎖構造が重要であることが示唆

された．本稿で紹介した脱アミド化反応は，

生体内のタンパク質中における D-アミノ酸の

形成に関わる反応であり，その制御法の開発

は加齢性疾患の予防法開発に繋がると期待さ

れる．これまでの結果では，C 末端側に芳香

族アミノ酸残基が隣接しているアスパラギン

残基やグルタミン残基で脱アミド化率が高い

理由は明らかとなっていない．今後はそれら

の詳細を含め，脱アミド化を進行させない方

法の開発に向けて研究を広げていきたい．そ

の結果は，抗体医薬品やペプチド性医薬品を

開発する際に脱アミド化が進行しやすい配列

や構造を避けた設計を可能にすると期待され

る．

 

 

 

 

  

図 1. 各反応における相違点と共通点 

反応に伴う構造変化や触媒との相互作用については、アスパラギン残基の脱アミド化において N 末端

側の主鎖が関与する。一方、反応がプロトンの引き抜きから開始されることや律速段階が環化反応で

あることは共通している。 
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