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研究成果の概要（和文）：生体内で細胞間・分子間認識に重要な役割を果たしている糖結合タン

パク質（レクチン）と糖鎖との相互作用を，レクチンの立体構造情報をもとに解析を行った。

その結果，同一の基本構造をもつレクチンの活性部位中のアミノ酸残基の配置を変化させるこ

とによってさまざまな糖結合性を発現されることが可能であることが明らかとなり，人工的な

分子認識タンパク質の設計に有用な情報を得ることができた。さらに，糖との結合によってレ

クチン全体の立体構造が変化し，細胞に対する生理活性が発現するメカニズムなども明らかに

なった。  
 
研究成果の概要（英文）：Interactions between carbohydrate-binding proteins (lectins)and 
carbohydrate chains were analyzed based on their three-dimensional structures. The 
results demonstrated that that various carbohydrate chains can be recognized by 
combinations of amino acid residues located in the binding sites of lectins, which provides 
useful information to design novel molecular-recognition proteins. In addition, it was also 
revealed that binding of carbohydrates to lectin may induce conformational changes, which 
lead further biological activities to cells.  
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１．研究開始当初の背景 
レクチンは一般に特異的糖結合性を示す

タンパク質の総称であり，多くの植物及び動
物組織や体液中に見いだされている。これら
は生体内における分子認識や細胞間認識に
重要な働きをすることが知られているが，特
に動物レクチンについては免疫，発生・分化，
細胞内でのタンパク質輸送・フォールディン

グなど糖鎖を介して重要な役割を果たすこ
とが示されている。筆者はこれまでに，さま
ざまな動植物からレクチンを単離し，その構
造と機能を調べてきたが，その中でも特に無
脊椎動物より興味ある新規Ca2+依存性レクチ
ンを見出してその構造と機能について調べ
てきた。なかでも棘皮動物グミ（Cucumaria 
echinata）から 4 種類の Ca2+依存性レクチン
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CEL-I～CEL-IV を単離精製してその性質を
検討したところ，CEL-I 及び CEL-IV はそれ
ぞれ C 型糖結合ドメインの 2 量体及び 4 量体
から成るC型レクチンであることを見出した。
このうち CEL-I は，培養細胞に対する比較的
強い毒性や，マクロファージからの腫瘍壊死
因子（TNF-α）放出活性などの特異な生理活
性を有する興味あるレクチンであるが，これ
は CEL-I が細胞表面の N-アセチルガラクト
サミン（GalNAc）含有糖複合糖質と結合し，
細胞内へ何らかのシグナルが送られること
によって引き起こされているものと考えら
れている。一方，CEL-III はヒトやウサギな
どの赤血球に対する強い溶血活性や細胞毒
性を示すレクチンであるが，これは CEL-III
が細胞表面糖鎖に結合した後にコンフォメ
ーション変化を生じて細胞膜に小孔を形成
するためであることが明らかになっている。 
これらのレクチンについてはすでに一次

構造を決定するとともに，X 線結晶構造解析
によって立体構造を明らかにした。また，大
腸菌による組換えタンパク質の発現にも成
功している。 
そこで，このような研究成果をもとに，動

物レクチンの構造と機能をさらに詳細に明
らかにするために，X 線結晶構造解析で得ら
れた立体構造情報を基礎として，種々のレク
チンとその部位特異的変異体を組換え DNA
技術により微生物を用いて発現し，その機能
を解析することによってレクチン糖鎖間相
互作用とその生理活性との関係について詳
細な検討を行うことを目指した。 

 
２．研究の目的 
(1) C 型レクチン CEL-I 及び CEL-IV の部位

特異的変異体と糖鎖との相互作用解析 
C 型レクチンは様々な糖特異性を示すもの

が存在することから，種々の結合特異性を有
するタンパク質設計のための土台として有
用であるものと考えられる。すでに立体構造
解析に成功している C型レクチン CEL-I及び
CEL-IV について，それらの糖結合部位に存
在する糖鎖との相互作用に関与するアミノ
酸残基を部位特異的変異により置換し，それ
らの糖結合能及び糖特異性発現への影響を
検討する。これによって C 型レクチンの多彩
な糖特異性の発現機構を明らかにするとと
もに，新規な糖特異性を有する新規なレクチ
ンを人工的に作製するための有用な情報と
する。 
(2) 溶血性レクチン CEL-III と糖鎖との結合

に基づくコンフォメーション変化と細
胞膜内会合・小孔形成機構解明 

溶血性レクチン CEL-III は，2 つの糖結合
ドメイン（ドメイン 1，ドメイン 2）と 1 つ
の膜結合（会合）ドメイン（ドメイン 3）か
ら成り，ヒト及びウサギなどの赤血球に対す

る強い溶血活性と培養細胞に対する細胞毒
性を示す。CEL-III はドメイン１とドメイン 2
によって赤血球表面の特異的糖鎖と結合し
たのちに，ドメイン 3 のコンフォメーション
を大きく変化させることによって細胞膜内
でオリゴマー化し，その結果イオン透過性の
小孔（pore）を細胞膜に形成する（図 1）。こ
のような作用機構は，多くの細菌毒素タンパ
ク質とも共通するものであり，その糖鎖との
結合に基づくタンパク質のコンフォメーシ
ョン変化を明らかにすることは，レクチンの
みならず，細菌毒素の作用機構解明にも大き
く寄与するものと考えられる。すでに CEL-III
の立体構造は解明されているが，その糖鎖と
の結合によるオリゴマー化については不明
な点が多いことから，糖鎖との結合に基づく
ドメイン 3 の変化やオリゴマー化機構につい
ての詳細な検討を行い CEL-III の膜内会合機
構を明らかにする。 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 CEL-III の細胞膜内でのオリゴマー化 
 
(3) ゲノム情報を基にした新規動物レクチ

ンの発現と構造機能解析 
これまでに明らかにされているゲノム情

報をもとに，新規レクチンの発現とその性質
について検討を行う。特にヒトの免疫細胞で
ある樹状細胞の表面レセプターである
BDCA-2 及び，古くから遺伝学や発生学研究
に用いられているショウジョウバエが持つ C
型レクチンの遺伝子をクローニングし，大腸
菌による大量発現系を構築することによっ
て，その立体構造や生体内での機能を明らか
にする。 
 
３．研究の方法 
(1) CEL-I 及び CEL-IV の部位特異的変異体

作製ならびに糖との複合体の X 線結晶
構造解析 

CEL-I の X 線結晶構造解析の結果から，
GalNAc に対する高い特異性に関与すると考
えられるアミノ酸残基を部位特異的変異に
よって他のアミノ酸に置き換えた変異体を
作製し，その糖結合能を赤血球凝集活性，ア
フィニティークロマトグラフィー等で検討
した。また，糖特異性を決定するのに重要で
あると考えられる糖結合部位中の QPD 配列
モチーフを EPN に置換した変異体を作製し，
糖特異性の変化を調べることによって，この
配列モチーフの糖認識における役割につい
て検討を行った。 



 

 

CEL-IV については，その α-ガラクトシド
特異性の原因を明らかにするために α-ガラ
クトシドとの複合体結晶を作製して X 線結
晶解析を行った。X 線回折データ収集は，高
エネルギー加速器研究機構の Photon Factory
において行い，構造解析は，CEL-I を初期構
造モデルとして用いた分子置換法により行
った。さらに，CEL-I と同様，糖特異性に重
要な EPN 配列を QPD 配列に変換した部位特
異的変異体を作製し，その糖結合特異性を検
討した。     
 
(2) 溶血性レクチン CEL-III の糖鎖との結合

に基づく細胞膜内での自己会合メカニ
ズムの解明 

CEL-III は，そのドメイン 1 及び 2 に存在
する 5 箇所の糖結合部位に糖鎖が結合するこ
とによって大きなコンフォメーション変化
を生じ，それに伴ってドメイン 3 が細胞膜内
で自己会合するとともにイオン透過性ポア
を形成するものと考えられるが，その際にド
メイン 3 内の 2 つのαへリックスがβシート
に変化することが知られている（図 1）。そこ
で，この 2 つの αへリックスに様々な変異を
導入することによってそのオリゴマー化へ
の影響を検討した。また，ドメイン 3 が細胞
膜リン脂質と相互作用することを想定して，
ドメイン 3 内の塩基性アミノ酸を変異させた
変異体の溶血活性についても検討した。 
 
(3) 新規ショウジョウバエ C 型レクチンの

発現とその性質の解明 
CEL-I 及び CEL-IV 以外の C 型レクチンと

して，新たにショウジョウバエの新規 C 型レ
クチンの発現を行い，その性質を検討した。
このレクチンのC末端領域には疎水性領域が
存在しており，何らかの細胞膜レセプターと
して機能している可能性が高く，そのためタ
ンパク質の発現精製が困難である可能性が
あったためC末端領域を除去した組換え体を
作製し，大腸菌による発現を行った。 
 
(4) 糖鎖付加デンドリマーを用いた新規レ

クチン活性測定法の開発 
 レクチンの活性を評価するにあたって，通
常よく用いられている赤血球凝集活性は，比
較的感度が低く定量性に乏しいこと，また
種々の糖結合特異性を有するレクチンへの
適応が難しいことなどから，人工的に糖鎖を
付加した水溶性ポリマーとレクチンとの凝
集反応を光散乱法を用いて測定する技術の
開発を行った。水溶性ポリマーとしては特に
末端にアミノ基を有するポリアミドアミン
（PAMAM）デンドリマー（図 2）が良好な結
果を与えたことから，第 4 世代の PAMAM デ
ンドリマー（末端アミノ基数 64）に種々の糖
を還元的アミノ化反応で結合させた糖鎖付

加PAMAMデンドリマーを用いてレクチンと
の凝集反応を動的光散乱法により測定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 アミノ基含有 PAMAM デンドリマー 
（第 2 世代） 
 
４．研究成果 

CEL-I について種々の部位特異的変異体を
作製し，その糖結合能を検討した結果，
Arg115 による 2 つの水素結合ならびに Gln70
とのファンデルワールス相互作用がこのレ
クチンが示す GalNAc に対する非常に高い特
異性の原因となっていることが明らかにな
った。さらに，糖特異性に重要な寄与をして
い る と 考 え ら れ る 糖 結 合 部 位 の
QPD(Gln-Pro-Asp) 配 列 モ チ ー フ を EPN
（Glu-Pro-Asn）配列に変換した CEL-I 変異体
を作製し，その糖特異性を検討した結果，ガ
ラクトース特異性が著しく低下し，そのかわ
りにマンノースに対する特異性が大きく上
昇していることが明らかになった。このこと
から，CEL-I において QPD 配列はガラクトー
ス特異性を規定する重要な配列であり，この
ような一部の配列を変更するだけで，糖特異
性を大きく変換した人工レクチンを作製す
ることが可能であることが明らかになった。 
一方，CEL-IV は 4 つの糖認識サブユニッ

トから成り，その糖結合部位には通常マンノ
ース認識に用いられる EPN 配列モチーフを
有するが，実際にはガラクトースを認識する
ことから，その糖認識メカニズムについて検
討を行った。CEL-IV 及びその糖（メリビオ
ース，ラフィノーズ）複合体の結晶を作製し，
X 線回折測定を行ったところ，CEL-IV の回
折データが得られたことから，CEL-I の座標
データを用いて分子置換法によりこれらの
構造を解析したところ，最高で 1.8Åの分解
能で構造を決定することができた。 

CEL-IV の 4 つのサブユニットは複数のジ
スルフィド結合で結ばれているが，その接触
面は，通常の C 型レクチンにない挿入ペプチ
ド配列が相互作用することによって四次構
造が保たれていることがわかった。また，糖
結合部位においては，他の C 型レクチンと
180°異なる配向で糖が結合しており，さらに
これをトリプトファン残基（Trp79）が安定化
することによって，EPN 配列をもちながらガ
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ラクトースを認識していることが明らかに
なった（図 3）。一方，この EPN 配列を，ガ
ラクトース認識モチーフである QPD 配列に
変換した部位特異的変異体を作製し，その糖
結合特異性を等温滴定カロリメーターを用
いて検討したところ，この変異体はガラクト
ースに対する親和性が低下しており，それに
代わって弱いながらマンノースに対する親
和性を示すことが明らかになった。これらの
結果から，CEL-IV においては，通常の C 型
レクチンと 180°異なる配向で糖を認識して
いるために，EPN と QPD 配列の影響が逆転
していることが示唆された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 CEL-IV とメリビオースとの結合様

式 
 
ゲノム情報をもとに，ヒトの免疫系細胞で

ある樹状細胞表面レセプターBDCA-2 の大腸
菌による発現を行った結果，得られたタンパ
ク質は非常に会合性が強く，そのままでは可
溶性で得ることが困難だったが，C 末端の疎
水性領域を削除した変異体は可溶性がある
程度上昇することがわかった。またショウジ
ョ ウ バ エ の 新 規 C 型 レ ク チ ン
（Dmel_CG9976）についても,同様に C 末端
に疎水性領域が存在することからそれを削
除して発現したところ，可溶性として得るこ
とができ，さらにマンノースに対する結合特
異性を示すことが明らかになった。 
糖鎖付加デンドリマーを用いたレクチン

活性測定法の開発においては，主に CEL-IV
をモデルレクチンとして用い，メリビオース
を 付 加 し た PAMAM デ ン ド リ マ ー
（Mel-PAMAM-dendrimer）との結合活性を動
的光散乱によって測定した。図 4 に示すよう
に，CEL-IV はデンドリマーと結合すること
により凝集体を形成し，高感度に結合活性を
測定することが可能であった。さらに種々の
阻害糖を加えることにより，それぞれの特異
性に応じた阻害が認められたことから，高感
度にレクチンの糖結合性を測定することが
可能であることが明らかになった。 

 
 
 
 
 
  
 
図 4 動 的 光 散 乱 に よ っ て 測 定 し た
CEL-IV/Melibiose-PAMAM デンドリマーの凝
集体形成 
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