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研究成果の概要： 
 溶血活性を有するレクチン CEL-IIIについて、バキュロウイルス-昆虫細胞発現系を利用して
可溶性状態での機能的発現に成功した。次に、CEL-III の５つの糖結合部位のうち、それぞれ
１つに変異を導入することによってその部位の糖結合能が消失した５種のCEL-III変異体を作
製し、それらの溶血活性測定と糖結合における速度論的解析を行って、CEL-III の溶血活性発
現に強く関与する領域を推定する事が出来た。 
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１．研究開始当初の背景 

 溶血性レクチン CEL-III （ Cucumaria 

echinata lectin-III：分子量 47457、432 残

基）はナマコの近縁種であるグミ（ C.  

echinata）から見い出された Ca2+依存性のガ

ラクトース特異的レクチンの１種である。こ

のレクチンは一般のレクチンが持たない「溶

血活性」を保持している点で、既知のレクチ

ンとは大きく性質が異なっている。CEL-III

による溶血は、これまでの生化学的解析から

赤血球膜上の糖鎖を介した膜への結合と、6

~7 分子の CEL-III 同士の会合による小孔形

成の結果として起こると考えられ、CEL-III

の C 末端領域欠損変異体を用いた実験、およ
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び最近決定された立体構造から、1~283 残基

目までが糖結合ドメイン（２つの糖結合ドメ

イン（CRD1 と CRD2）からなり、CRD1 には２

箇所（1αと 1γ）、CRD2 には３箇所（2α、2

β、2γ）の糖結合部位を有している）とし

て機能し、残りの領域が会合体形成・膜貫入

ドメインであると推察されている。以上のよ

うに、CEL-III の C 末端領域欠損変異体につ

いては、大腸菌による発現系が構築され、糖

結合能に関しての変異体解析は可能である

が、全長の CEL-III タンパク質については、

大腸菌で不溶性の封入体として発現するも

のの、CEL-III による溶血の分子機構を解明

するために必要な機能的発現系の構築には

至っていない。 

 一方で、CEL-III が持つ溶血活性を利用し

て、マラリアを媒介するハマダラカに

CEL-III 遺伝子を組み込み、マラリア伝播能

がないトランスジェニック（TG）蚊を構築す

る試みが進んでいる。マラリアの原因となる

マラリア原虫はハマダラカに吸血されるこ

とにより受精を開始するが、その受精は最適

な環境であるハマダラカの中腸内で行われ

る。そこで、中腸内で CEL-III を発現させ、

吸血した赤血球を溶血させる。その結果、中

腸内の環境を激変させ、受精を起こしにくく

してマラリア原虫のライフサイクルを断ち

切ることが期待されている。既に、自治医科

大との共同研究により、CEL-III を中腸特異

的に発現する TG 蚊が構築されており、この

TG 蚊の体内ではネズミマラリア原虫数が激

減することが明らかにされている。このよう

にCEL-III はマラリア伝播阻止のための有効

な機能性タンパク質であり、ヒトマラリア原

虫への有効性についても検証が進められて

いる。しかし、CEL-III の溶血活性は、動物

種によってかなり感受性が異なり、例えばラ

ット赤血球は容易に溶血するのに対し、マウ

ス赤血球は全く溶血しない。またヒト赤血球

に対しては O=B>>A という感受性の違いを示

し、これは各赤血球膜上の糖鎖への結合能の

違いによるものと考えられる。CEL-III を上

記目的で応用する場合、血液型による感受性

の違いは、今後、CEL-III を上記目的で利用

する場合に大きな問題になる可能性がある。 

 

２．研究の目的 

 本研究は、動物由来レクチンで唯一溶血活

性を示すことが知られているCEL-III につい

て、以下に示す目的で研究を行った。 

(1) 溶血性レクチンCEL-III の機能的発現系

の構築：CEL-III による溶血の分子機構を解

明するために必要不可欠な組換え型 CEL-III

の機能的発現系を構築する事を目的に、バキ

ュロウイルス-昆虫細胞による発現系を用い

て溶血活性を保持した組換え型CEL-III タン

パク質の機能的発現系を構築する。 

(2) CEL-III の溶血活性に関与する領域の同

定：CEL-III による溶血メカニズムの全体像

を明らかにすることを目的に、溶血ステップ

に直接関与する領域をCEL-III の変異体解析

により同定する。 

(3) マラリア伝播阻止を目的としたトラン

スジェニック蚊創製のためのCEL-III 高機能

化：マラリア伝播阻止を目指したトランスジ

ェニック蚊の創製に有効な、特定の型の赤血

球に対して強力な溶血活性を示す高機能

CEL-III 分子を作製することを目的に、ファ

ージディスプレイ法を利用して高機能

CEL-III 分子を選抜・作製する。 

 

３．研究の方法 

(1) 溶血性レクチンCEL-III の機能的発現系

の構築：CEL-III タンパク質の機能的発現の

ためにバキュロウイルス-昆虫細胞による発

現系を使用した。まず、CEL-III 遺伝子をバ

キュロウイルストランスファーベクター

（pBAC-gus 系）にクローニングし、組換えト

ランスファープラスミドを構築した。その際

に、培地中への分泌発現を試みるためにメリ

チンのシグナル配列をN末端に付加し、更に、

C 末 端 に His-Tag を 付 加 した の もの

（melCEL-III-H）および付加していないもの

（melCEL-III）を作成した。構築したプラス

ミドとバキュロウイルスゲノム DNA を

Spodoptera frugiperda 9(Sf9)細胞にコトラ



ンスフェクトし、相同組換えによって組換え

バキュロウイルスを得、つづいて、プラーク

アッセイを行って、組換えウイルスを純化し、

高力価ウイルス株を調製した。このウイルス

感染細胞を用いてCEL-III タンパク質発現を

ウエスタン解析によりチェックし、発現最適

時間を決定した後に、大規模培養を行なって、

組換え型CEL-III タンパク質を培地上清中に

生産した。組換え型 CEL-III タンパク質の精

製は、培地を直接、ラクトースセルロファイ

ンカラムに供するアフィニティークロマト

グラフィーにより行い、精製された組換え型

CEL-III について、その溶血活性、糖結合活

性、オリゴマー形成能を調査し、グミ由来

CEL-III（authentic CEL-III）と比較した。 

 

(2) CEL-III の溶血活性に関与する領域の同

定：CEL-III による溶血は、❶赤血球膜上糖

鎖への結合、❷糖結合による構造変化と膜へ

の貫入、❸CEL-III 同士の会合（オリゴマー

化）による小孔形成、❹浸透圧バランスの撹

乱による膜の破壊、というステップを経て進

行すると考えられる。ステップ❶は、CEL-III

の N 末端領域（1~283）が関与することが明

らかになっている。そこで、ステップ❷~❸

に関わる領域の同定を試みた。具体的には

CEL-III の 5 箇所の糖結合部位中の Ca2+配位

に関与するアミノ酸残基（Asp43（1α）、

Asp141（1γ）、Asp188（2α）、Asp229（2β）、

Asp276（2γ））を Ala に置換することによっ

て、各糖結合部位の糖結合能を消失させた５

つの変異体（D43A、D141A、D188A、D229A、

D276A）を作製し、その溶血活性、糖結合活

性を評価した。糖結合活性については表面プ

ラズモン共鳴を原理とするBiacore を用いた

リアルタイム結合解析（アシアロフェツイン

の糖鎖への結合）を行い、結合および解離速

度定数、解離定数を算出し、溶血活性との相

関性について調査した。 

 

(3) マラリア伝播阻止を目的としたトラン

スジェニック蚊創製のためのCEL-III 高機能

化：赤血球に対する溶血活性を増強した高機

能化 CEL-III の構築のためには、赤血球膜上

糖鎖に対してより高い親和性（結合能）を持

つCEL-III 分子を作製することが必要である。

CEL-III には２つの糖結合ドメイン CRD1 と

CRD2 があり、それぞれに 2 個および 3 個の糖

結合部位が存在する。これまで、部位特異的

変異体解析により、CRD1 の１αでは Asp23、

His36、Asp43、Gln44 が、CRD2 の 2γでは

Asp256、Trp269、Asp276 が糖結合活性に必須

なアミノ酸残基であることが明らかになっ

ている。よってその周辺のアミノ酸残基をラ

ンダムに変異したCEL-III または糖結合ドメ

イン変異体ライブラリーを作製して、ウサギ

および各種動物赤血球に対して結合親和性

の上昇した CEL-III 分子等を探索し、この方

法の有効性について調査を行う。具体的には、

特定アミノ酸残基にランダムに変異が導入

されるように設計したロングプライマーを

用いて PCR により遺伝子を増幅し、これをフ

ァージディスプレイ用プラスミドに連結し

て、大腸菌に導入した。これにヘルパーファ

ージを感染させ、変異 CEL-III 分子または糖

結合ドメインが表面に発現された組換えフ

ァージライブラリーを作製した。ファージと

各赤血球を混ぜて結合させ、特異糖（ラクト

ース等）で洗浄して、溶出してくるファージ

を回収し、再び感染、結合、溶出を行い、こ

の操作（パニング）を数回繰り返した。この

選択によって得られたCEL-III 変異体等のア

ミノ酸配列を調査して、その特徴について解

析した 

 

４．研究成果 

(1) 溶血性レクチンCEL-III の機能的発現系

の構築：組換え型 CEL-III タンパク質の機能

的発現のためにバキュロウイルス-昆虫細胞

による発現系の構築を試みた。組換えバキュ

ロウイルスを作製し、Sf9 細胞に感染させ、

細胞培養した結果、melCEL-III-H および

melCEL-III 共に培養液中での可溶性タンパ

ク質の発現がウエスタン解析により確認で

きた。発現最適時間は培養後約 6 日目であっ

たので、大量培養を行って培養液を直接、ア



フィニティーカラムであるラクトースセル

ロファインカラムに供し、ラクトースで溶出

す る 事 に よ っ て 、 組 換 え 型

CEL-III(rCEL-III)の精製法が確立できた

(Fig. 1)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 melCEL-III-H と melCEL-III の N 末端アミ

ノ酸配列を調べた所、メリチンシグナル配列

は除去されていた。また、溶血活性について

調べた所、50%溶血濃度は melCEL-III が 20

~29μg/ml、melCEL-III-H については 60μ

g/ml 以 上 で あ り 、 グ ミ 由 来 CEL-III

（authentic CEL-III）と比べるとかなり低

下している事が明らかになった。この溶血活

性の低下は、赤血球膜上で検出される

CEL-III オリゴマーの量が極少量であること

から①オリゴマー形成能の低下によること 

(Fig. 2)、そして Biacore を用いた糖鎖との

結合における速度論的解析において結合速

度定数が低下、および解離速度定数が上昇し

て、結果的に解離定数 Kd が 2.6 倍になって

いることから、②糖結合能の低下によること、

が主な原因である事が示唆された。しかし、

可溶性状態でCEL-III タンパク質を初めて発

現し、精製することが可能になった事より、

CEL-III の溶血機構解析のための変異体作成

をmelCEL-III 発現系を用いて行う事とした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (2) CEL-IIIの溶血活性に関与する領域の同

定：CEL-III の 5 箇所の糖結合部位（1α、1

γ、2α、2β、2γ）のうち１箇所の糖結合

能を消失させた５種の変異体（D43A、D141A、

D188A、D229A、D276A）を作製し、その溶血

活性を検討した。その結果、各変異体はいず

れも溶血活性が低下し、なかでも D43A と

D229A に関しては溶血活性が消失しているこ

とが明らかになった（Fig. 3）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 つづいて、各変異体の糖結合能について

Biacore を用いて解析したところ、糖鎖結合

に関する解離定数はいずれも低下していた

が、溶血活性が消失している D43A と D229A

は他の変異体と同程度か、それらより強い糖



結合能（解離定数が約 3×10-11M）を保持して

いたことから、糖結合の強さが溶血活性の低

下・消失とは直接関連しないことが明らかに

なった（Fig. 4 および Table 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 以上のことから、CEL-III 中の 5 つの糖結

合部位のうち Asp43 と Asp229 が位置する 1

α、２βサブドメイン（Fig. 5）への糖結合

がCEL-III が溶血活性を発揮する際の高次構

造変化をおこすためのトリガーとなること

が示唆された。 

 

(3) マラリア伝播阻止を目的としたトラン

スジェニック蚊創製のためのCEL-III 高機能

化：CEL-III 高機能化：赤血球膜上糖鎖に対

してより高い親和性（結合能）を持つ CEL-III

分子を作製するため、CEL-III タンパク質全

体のファージ提示を試みた。しかし、その効

率が低かったため、次に CEL-III の２つの糖

結合ドメインのうち CRD1 のみからなるタン

パク質の提示とランダム変異体作成を試み

た。CRD1の1α中の糖結合に関与するAsp23、

His36、Asp43、Gln44 含めた 13 アミノ酸残基

を６~20 種のアミノ酸にランダムに変異し

たファージ提示ライブラリーを作成し、ウサ

ギ赤血球等に対して結合するファージの選

抜を行った。その結果、それらの配列が特定

のアミノ酸残基に収束する傾向になること

が明らかになり、強い糖結合活性を示す糖結

合部位を構築するために必要なアミノ酸配

列を確認することが出来た。 
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