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1.はじめに 

 従来，タンパク質中のアミノ酸はすべて L 型

であると言われていたが，分析技術の開発や機

器の高感度化により，D-アミノ酸（特に D-アス

パラギン酸:Asp）を含むタンパク質が発見され

てきている．特に白内障 1, 2）やアルツハイマー

病 3)といった加齢性疾患の原因タンパク質中で

高頻度に検出されてきたこともあり，Asp の異

性化は代謝回転の遅いタンパク質が長期的に生

体内に留まることによって生じると考えられて

きた．しかしながら近年，血中の IgG4)において

も Asp 異性体が検出されることが報告されてお

り，Asp 異性化は必ずしも長寿命タンパク質に

限定されない可能性が示されている． 
さらに，アルブミンにおける脱アミド化を伴

う Asp 異性化がアルツハイマー病発症のバイオ

マーカーとなり得るとの報告 5)や，製造された

抗体医薬品においても Asp 異性化が確認されて

いることから，Asp 異性化は特定の疾患関連タ

ンパク質に限らず，広範なタンパク質で生じう

る現象であることが示唆されている． 
Asp 残基の異性化は，タンパク質の立体構造

に顕著な影響を与え，機能を低下させることが 
知られている．これは，ペプチド中の L-ロイシン 
を D-ロイシン に置換した分子シミュレーションに 

 
 

おいて，ダイナミックな構造変化が示唆されて

いるほか 6)，実験的にも確認されている． 
筆者は以前，タンパク質ライゲーション法を用

いて，組換えタンパク質と化学合成した Asp 異性

体含有ペプチドを連結させることで，Asp 異性体を

含む全長リボヌクレアーゼ A を作製した．その結

果、活性部位に位置する 121 番目の Asp 残基を異

性体に置換すると，リボヌクレアーゼ A の切断活

性が劇的に低下することを明らかにした 7)．さらに，

抗 EGFR 抗体パニツムマブでも，相補性決定領域

（CDR）の Asp 残基に異性化が生じると細胞増殖

阻害活性が低下することが報告されている． 
このように，Asp 残基の異性化は疾患や老化

のバイオマーカーとしての応用が見込めるとと

もに，医薬品の品質評価においても注目される

修飾である．このような背景から，タンパク質

中の異性化部位を正確かつ詳細に解析する技術

の必要性は高まっている． 
筆者らはこれまで，タンパク質中の Asp 異性

化部位を詳細に決定する手法の開発に取り組ん

できており，スループット，感度，網羅性のい

ずれの面でも大きな進展を達成してきた．本稿

では，これらの分析技術について概説する． 
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2. タンパク質中の Asp 残基の異

性化機構 

 翻訳直後の Asp 残基はすべて Lα-Asp である

が，Asp 残基 は五員環構造であるスクシンイミ

ド中間体を経由して，Lβ-Asp，Dα-Asp，Dβ-
Asp へと異性化することが知られている（図 1）．
安岐らは各変換反応の反応速度定数を算出し，

スクシンイミドの開環が約 7:3 の比率で β-Asp 
優位に進行することを報告した 8)．これらの速

度定数に基づき計算した異性化タイムコース

では，代謝が存在しないと仮定した場合，数

年のうちに Lα-Asp が一過的に Lβ-Asp に置換

され，その後徐々に Dα-Asp および Dβ-Asp に
変換されていくことが示されている．しかし

実際の生体内では，Asp 異性体に対する代

謝・修復酵素が存在し，これらが異性体の蓄積

を制御している. Lβ-Aspは  Protein  L-isoaspartate  
O-methyltransferase（PIMT）によって特異的にメ

チルエステル化され，再びスクシンイミドへと

変換される．スクシンイミドの開環は β-Asp 優位

に進むものの，PIMT による修復サイクルが繰り

返し作用することで，Lβ-Asp が Lα-Asp へ徐々に

修復されていく． 
スクシンイミドはケト-エノール平衡により D

体に変換されることでDα-AspとDβ-Aspを生じる．

Dα-Asp 部位は D-アスパラギン酸エンドペプチダ

ーゼ（DAEP）により選択的に切断されるのに対

し，Dβ-Asp 部位を特異的に切断，もしくは修復

する酵素はこれまでのところ知られていない．

実際に生体試料を分析すると，Dβ-Asp を含むタ

ンパク質が多く検出されることから，Dβ-Asp の
代謝酵素の不在が，その蓄積をもたらす主要因

であると考えられている． 

図 1 アスパラギン酸残基の異性化機構 
 
 
3. ジアステレオマー誘導体化法
を用いた異性化アスパラギン酸
残基の同定 

Asp 残基の異性化は，翻訳後に生じる化学

的修飾であり，リン酸化やアセチル化などと

同様に翻訳後修飾（PTM）の一種として位置

付けられる．一般的な PTM 解析では，タンパ

ク質を酵素消化したのち，得られたペプチド

を質量分析（MS）で測定し，MS/MS スペク

トルからペプチド配列と修飾の種類を同時に

同定する．PTM が生じたアミノ酸残基には，

修飾の種類に応じた特異的な質量変化が生じ

るため，理論質量との差異を利用して，「どの

タンパク質の」「どのアミノ酸残基に」「どの

修飾が付加しているか」を決定することが可

能となる．しかしながら，アミノ酸の異性化

は分子量変化を伴わない点で他の PTM と決定

的に異なる．このため，MS/MS スペクトルに

異性体特有の質量差が現れず，従来のプロテ

オミクス的手法では異性化部位の直接的な同

定は困難であった． 
そのため従来は，目的タンパク質を高純度

に精製した後，酵素消化によって得られたペ

プチドを質量分析により同定し，さらに酸加

水分解によってアミノ酸へと分解したうえで，

ジアステレオマー誘導体化およびクロマトグ

ラフィー分離により D-Asp と L-Asp を区別す
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る手法が用いられてきた．ペプチド中に Asp 
が 1 残基のみ存在する場合には，その位置に 
D-Asp が存在することを直接推定できる． 
しかし，この従来法は多数の分離・精製ス

テップを含み，各段階において濃縮や溶媒置

換の操作も必要となることから，サンプル調

製から最終的な分析結果の取得まで通常 3〜4 
週間と非常に長い時間を要するという課題が

あった． 
 
4. ショットガンプロテオミクス

による異性化 Asp 解析 
液体クロマトグラフタンデム質量分析装置

（LC-MS） は，液体クロマトグラフィー（LC） 
によるペプチド分離と質量分析（MS）を連動

させ，順次溶出されるペプチドの質量および 
MS/MS 情報を取得する分析手法である．前述

の通り，Asp の異性化は分子量変化を伴わな

いため質量情報だけでは識別が困難であるが，

Asp 異性体を含むペプチドは LC において互い

に異なる保持時間を示すことが経験的に知ら

れていた． 
この特性に着目し，「同じ質量を持つにもか

かわらず，LC 上で複数のピークとして検出さ

れるペプチド」を探索する新規ショットガン

プロテオミクス手法を開発した．分析対象の

タンパク質を精製する必要はなく，サンプル

を直接トリプシン消化し，LC-MS 測定後に特

定の質量を抽出イオンクロマトグラム（XIC）

として描画するだけで異性化ペプチドの候補

を簡便に検出できる．このアプローチにより，

従来法と比較してスループットが飛躍的に向

上した 9)． 
4 種類の Asp 異性体（Lα / Lβ / Dα / Dβ）のう

ち，どの異性体が含まれるかを判定するには，

以前は合成ペプチドを調製し溶出時間を比較

する必要があった．しかし，特異的な酵素反

応を組み合わせることで，合成標品を使わず

に異性体の種類を推定する方法を確立した．

これは，Lβ-Asp を特異的にメチルエステル化

してスクシンイミドへ戻し，結果として Lα-
Asp に修復する PIMT，Lα-Asp の N 末側ペプ

チド結合を切断する AspN，そして Dα-Asp の 
C 末側ペプチド結合を選択的に切断する DAEP 
という三つの酵素を組み合わせ，トリプシン

消化後のクロマトグラムと比較することで，

どの酵素処理でどのピークが消失するかを観

察するという手法である（図 2）． PIMT で消

失するピークは Lβ-Asp を含み，AspN で消失

するピークは Lα-Asp を，DAEP によって消失

するピークは Dα-Asp を示している．Dβ-Asp 
については特異的に切断する酵素が存在しな

いため直接的な同定はできないものの，他の

三つの挙動から消去法により推定が可能であ

る．このように，酵素反応のパターンを利用

することで合成標品を用いる必要がなくな

り，異性体の同定はさらに迅速かつ効率的

になった 10）． 
 
 
 

図 2 ショットガンプロテオミクスを用いた Asp 異性体分析報 
トリプシン消化により得られたペプチド断片に対して，さらに追加で酵素消化を行う．AspN の添加によ

って消失するピークが Lα-Asp を含むペプチド，PIMT の添加によって消失するピークが Lβ-Asp を含むペ

プチド，DAEP の添加によって消失するピークが Dα-Asp を含むペプチドであると判別できる． 
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本手法はショットガンプロテオミクスの形式

を取るため，必要なサンプル量は 10 μg 程度と

極めて少量で済む．これは，従来法が精製と濃

縮を繰り返しながら 10～100 mg もの大量の試

料を必要としていたことを考えると，分析感度

が 1,000～10,000 倍に向上したことを意味して

おり，異性化アミノ酸研究の実用化に向けた大

きなブレークスルーであると言える． 
 
5. イソアスパラギン酸残基の特

異的ラベル化 
上述のように，ジアステレオマー誘導体化

を利用した従来法に比べ，ショットガンプロ

テオミクスを用いた手法は分析感度とスルー

プットを大きく向上させた．しかし，異性体

ペプチドの探索には質量を指定してマスクロ

マトグラムを描画する必要があるため，ター

ゲットが既知の場合には有効であるものの，

試料中に存在する全タンパク質を対象とした

ノンターゲット解析には限界があった．そこ

で筆者らは，異性化 Asp を網羅的に探索可能

とするノンターゲット型の新規手法の開発を

進めた． 
本手法の基盤となる PIMT は，前述の通り

Lβ-Asp を特異的に認識して Lα-Asp へ修復する

酵素である．反応機構は，Lβ-Asp 側鎖カルボ

ニル基のメチル化による求核性向上を介して

スクシンイミド形成を促進させるというもの

である．その後スクシンイミドが加水分解さ

れることで Asp 残基が再び生成される．スク

シンイミド開裂の際には周囲の水分子が使用

されるため，PIMT 反応を H218O 中で行うと，

開裂の過程で側鎖の 16O が 18O に置換され，質

量が+2 Da 増加することを見出した（図 3）． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
すなわち，試料中に Lβ-Asp を含むペプチド

が存在する場合，H218O 中で PIMT 反応を行う

ことで，Lβ-Asp を含む部位のみが特異的に 18O
を取り込み，+2 Daの質量増加を伴う Lα-Aspへ

と変換される．この質量変化を利用すれば，リ

ン酸化やアセチル化と同様に，質量差を指標とし

た翻訳後修飾解析が可能となる．すなわち，+2 
Da を有する Asp 残基をもつペプチドを網羅的に

探索することで，異性化部位として特定できる． 
実際のサンプルについてこの手法を適用する

と，元来存在する Lα-Asp ペプチドと，PIMT 反

応によって+2 Daのラベルを獲得した Lα-Aspペ

プチド（Lβ-Asp ペプチド由来）が混在する．

両者の物理化学的性質はほぼ同一であり，クロ

マトグラフィーで分離することができない．内

在性の Lα-Asp ペプチドは最も豊富に生体内に

存在することから，これが+2 Da シグナルの検

出を妨げるため，分析前に内在性 Lα-Asp を選

択的に除去する工程が不可欠であった． 
そこで，PIMT反応に先立ってAspNを作用さ

せ，内在性Lα-Aspを含むペプチドを分解すこと

で+2Da のシグナルを高感度に検出することが

可能になった．また，AspN が残存すると，

PIMT 反応により生成した+2 Da の Lα-Asp ペプ

チドも分解されてしまうため，反応後速やかに

AspN を除去する必要があった．この課題に対

し，ヒスチジンタグを融合させた AspN とヒス

タグ精製用磁気ビーズを用いた精製工程を組み

込み，反応終了後に簡便かつ完全に AspN を除

去できるワークフローを確立した 11)． 

図 3  Lβ-Asp 残基の特異的ラベル化法 
PIMT は Lβ-Asp 残基を特異的に認識し，側鎖をメチルエステル化させることで，スクシンイミドの生成を

促進させる．PIMT 反応を H218O 中で行うことにより，スクシンイミドが加水分解される際，18O を取り込

むため，PIMT 反応を経由した Asp は 2 Da 質量が増加する． 
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開発した技術をウシ水晶体由来のα-クリス

タリンに適用した結果，従来より異性化が進

行することが知られていた αA-クリスタリンの

58 番目および 151 番目を含む複数の Asp 残基

において，ノンターゲットかつ網羅的に異性

化部位を同定することに成功した． 
本手法は Lβ-Asp に特異的にラベルが導入さ

れるため，直接的にD-Aspを検出する手法では

ない．しかし，Asp異性化は必ずスクシンイミ

ドを経由し，その平衡は Lβ-Asp に強く偏るこ

とから，D-Asp に変換されたペプチドでは必ず

Lβ-Asp も生成する．実際，Lβ-Asp が検出され

たペプチドのマスクロマトグラムを詳細に解

析すると，Dα-AspおよびDβ-Asp由来のピーク

も確認されており，本手法が Asp 異性化を網

羅的に探索可能な技術であることが示されて

いる． 
 
6. おわりに 
これまでに筆者は Asp 異性体の解析手法の

開発を行ってきており，従来のジアステオマ

ー誘導体化法と比べて，スループット，感度，

網羅性のいずれの面においても飛躍的な進歩

を遂げた．しかしながら，この大規模解析技

術は Asp 異性体の分析のみに特化した技術で

あり，他のタンパク質構成アミノ酸の異性化

を検出することはできない．実際ヒトにおい

て，グルタミン酸やセリンの異性化が知られ

ているほか，カモノハシや南アフリカアマガ

エルを始めとする毒を有する生物では生理活

性ペプチドとして D-アミノ酸を含むペプチド

を酵素的に生合成している．しかしながら，

Asp以外のアミノ酸異性体を含むペプチドを網

羅的に探索するような技術は現在開発されて 

いない．このような Asp 以外のアミノ酸が異

性化したペプチドも含めた包括的な異性化分

析技の術開発は，バイオ医薬品の品質管理や

疾患・老化のバイオマーカー開発において重

要な技術になるものと考えられる． 
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