
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２３年 ６月１３日現在 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：特異的な糖結合活性を持つミミズ由来 R 型レクチン C 末端ドメイン

（EW29Ch）の糖鎖結合メカニズムを核磁気共鳴法により解析した結果、EW29Ch の分子内

に存在する２つの糖結合部位（α及びγ結合部位）において、α結合部位の糖結合活性がγ結

合部位に比べ約 100 倍高いこと、さらに、溶液中での立体構造及び分子内運動性の解析結果よ

り、遅い分子内運動性（マイクロ秒～ミリ秒）の違いが、その糖結合活性の違いに関係してい

ることが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）：We investigated the sugar-binding mechanism of the C-terminal 
domain of R-type lectin from earthworm (EW29Ch) having a specific sugar-binding activity 
by nuclear magnetic resonance (NMR) methods. The results showed that the sugar-binding 
activity of the α binding site in EW29Ch was about 100-fold higher than that of the γ 
binding site in EW29Ch. Further, the NMR structure analysis and relaxation experiments 
for EW29Ch suggested that the difference of the sugar-binding activity between the two 
sugar-binding sites in EW29Ch may be related with the difference of the slow internal 
motion between those two sugar-binding sites in EW29Ch.   
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１． 研究開始当初の背景 

レクチン（糖結合タンパク質）及びレクチ
ン様タンパク質は、糖認識ドメインと呼ばれ
るドメイン構造を持つことが知られている。
この糖認識ドメインの構造を基にした分類
において、ricin-like または R型レクチンフ
ァミリーと呼ばれるグループがあり、バクテ

リアから真核生物（ヒト）までの幅広い生物
種で存在する唯一のファミリーである。この
グループの糖認識ドメインの構造の特徴は、
３つのサブドメインからなるβ-trefoil と
呼ばれる構造を持つことである。しかしなが
ら、このグループに含まれる糖結合タンパク
質はβ-trefoil という特徴的な糖認識ドメ
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インを共通で持つにもかかわらず、そのリガ
ント結合特性は様々であり、しかもその機能
は多岐に渡ることが知られている。それらの
メカニズムについては、未だ詳細に解明され
ていない。その解明の一環として、機能の異
なる２種類の R型レクチンファミリーに属す
る タ ン パ ク 質 、 Streptomyces 
olivaceoviridis E-86 より得られた family 
10 に属するキシラナーゼ中のキシラン結合
ドメイン（ XBD ）とミミズ（ Lumbricus 
terrestris）から得られた血球凝集能を持つ
レクチンの C 末端ドメイン（EW29Ch）、の糖
鎖結合メカニズムの解析を核磁気共鳴（NMR）
法により行ってきた。その結果、EW29Ch の 2
つの糖結合部位（α、γ）のうち、α結合部
位が糖に対して強い結合活性を持ち、γ結合
部位や XBDのキシラン結合部位と比較して糖
との結合様式が大きく異なること示唆され
た。従って、R 型レクチンファミリーの幅広
い生物種における多岐の機能の解明のため、
この特異的な糖結合活性を持つ EW29Ch のα
結合部位の糖鎖結合メカニズムを、NMR を用
いた糖鎖－タンパク質複合体の立体構造解
析等により原子レベルで解析する必要があ
る。 
 
２． 研究の目的 

これまで行ってきた２つの機能の異なるR
型レクチンの NMR法による糖結合活性測定の
結果から、血球凝集能を持つミミズ由来レク
チンの C 末端ドメイン(EW29Ch)中に存在す
る２つの糖結合部位の内の１つが他の R 型
レクチンの糖結合部位と比較して特異的な
糖結合活性をもつことが明らかになった。し
かしながら、その特異的な糖鎖結合メカニズ
ムについては十分な情報を得ることができ
ていない。そこで、本研究では、NMR を用い
て、特異的な糖結合活性を持つ R 型レクチン
EW29Ch の糖結合状態及び遊離状態での溶
液中での立体構造解析及びその構造比較、さ
らに、リガンド結合において重要な分子内運
動性の解析を行うことにより、その糖鎖結合
メカニズムを解析し、R 型レクチンファミリ
ーの幅広い機能を解明することを目的とす
る。 
 
３． 研究の方法 
過去の各種糖と EW29Ch 及び XBD の

NMR 滴定実験から、EW29Ch 内のγ糖結合
部位及び XBD 内の３つの糖結合部位につい
て速い化学交換を持つが、EW29Ch 内のα結
合部位においては遅い化学交換を示したこ
とから、通常の NMR 滴定実験法を改良して、
速い交換速度を示す糖に対する結合能（Kd）
だけでなく、遅い化学交換を示す糖に対する
Kd を同時に算出した。 
次に、ラクトースと EW29Ch の複合体結

晶構造についてはすでに報告されているが、
遊離状態での EW29Ch の立体構造はまだ報
告されていないこと、また、２つの糖結合部
位において糖結合能に違いが見られるにも
関わらず、その結晶構造においてα糖結合部
位とγ糖結合部位それぞれのラクトースと
の相互作用についてほとんど違いが見られ
ないことから、本研究において、NMR を用
いて、遊離状態及び糖結合状態それぞれの状
態における溶液中での立体構造の解析を行
った。13C,15N または、15N のみでラベルした
EW29Ch を、多核多次元 NMR 法で測定し、
常法により NMR シグナルを帰属し、構造計
算プログラムである CNS を用いて溶液中で
の立体構造を決定した。さらに、より精密な
構造を決定するため、残余双極子カップリン
グの情報も用いて最終構造を決定した。また、
リガンドとの結合において重要であるタン
パク質の分子内運動性について、15N 緩和測
定法（T1, T2, {1H}-15N 異種核間 NOE）によ
り解析した。 
 
４．研究成果 
 R 型レクチンファミリーの糖鎖認識メカニ
ズム解明のために、EW29Ch 中に存在する２つ
の糖結合部位それぞれの糖結合活性を NMR滴
定実験法により測定した。その結果、EW29Ch
中の２つの糖結合部位（α糖結合部位とγ糖
結合部位）は、それぞれラクトースとの結合
において異なる化学交換速度（α糖結合部位
は遅い交換、γ結合部位は速い交換）を持つ
ことがわかった（図１）。 

 
 
図１ （A）EW29Ch にラクトースを添加した
時の NMR 滴定実験における HSQC スペクトル
の変化。（B）すでに報告されている EW29Ch
の結晶構造（PDB:2ZQN）に、今回 NMR 滴定実
験でシグナルが変化した残基をマッピング
した構造の図。赤は、遅い交換、緑は速い交
換が見られた残基を示す。 
 
結晶構造解析では、糖との相互作用において
２つの糖結合部位でほとんど差が見られな
かったが、今回の NMR 滴定実験では２つの糖
結合部位において化学交換速度に大きな違
いが認められた。速い化学交換を示すγ糖結
合部位の糖結合活性については、通常の NMR
滴定実験法により解離定数（＝１／結合定
数）を求めた。一方、遅い化学交換を示すα



 

 

糖結合部位については通常の NMR滴定実験法
では糖結合活性を算出することは難しかっ
た。そこで、タンパク質濃度を常法に比べ非
常に低くして測定を行ったが、低濃度でのシ
グナル強度低下によって解離定数を求める
式へのフィッティングが良くなかったこと
から、その式から得られる解離定数の理論曲
線を用いることによりα糖結合部位の解離
定数を算出した(図２)。その結果、２つの糖
結合部位においてラクトースに対する糖結
合活性が約 100倍違うことがわかった(表１)。 
（雑誌論文②にて報告） 

図２ 今回改良した NMR 滴定実験法による
EW29Ch のα糖結合部位とラクトースとの
15N-1H HSQC スペクトル解析の結果。ラクト
ース添加に伴うα糖結合部位中の各残基の
遊離状態と結合状態との NMRシグナル強度比
の変化と Kd = 0.01mM または Kd = 0.07mM と
した場合の解離定数を求める式から得られ
た理論曲線。 
 
 
表１ NMR 滴定実験法により算出したα糖結
合部位及びγ糖結合部位の各種糖に対する
解離定数（Kd）。 

 
 

次に、多核多次元 NMR 法及び構造計算プロ
グラムにより、遊離状態における EW29Ch の
立体構造を決定した。その結果、R 型レクチ
ンファミリーの構造的特徴である３つのサ
ブドメインからなるβ-trefoil 構造の形成
を認めたが、ラクトースとの複合体である
EW29Ch の X線結晶構造との比較で、一部のル
ープ領域や糖結合に関係する残基において
遊離状態と結合状態では構造に違いが見ら
れた。この結果を受け、現在ラクトースと
EW29Ch の溶液中での複合体立体構造を、
13C,15N ラベル体 EW29Ch と非ラベル体ラクト
ースとの混合サンプル及び非ラベル体
EW29Ch と 13C ラベル体ラクトースとの混合サ

ンプルを用いて多核多次元 NMR法により測定
を行い、溶液中での EW29Ch－ラクトース複合
体の立体構造を解析している。これまで、糖
との結合活性の高いα糖結合部位について
は、ほぼ複合体の立体構造が決定されたが、
糖との結合活性が低いγ糖結合部位につい
ては、ラクトース間の NOE シグナルが十分に
観測されておらず、現在最適な測定条件を確
立中である。 
 遊離状態及びラクトース結合状態におけ
るそれぞれの分子内運動性を解析するため
に、15N 核の緩和測定を行った。その結果、
{1H}-15N 異種核間NOE及びT1のデータにおい
て、遊離状態及びラクトース結合状態で大き
な違いが見られなかった。また、RCI（Random 
Coil Index）（Berjanskii and Wishart (2005) 
JACS, 127,14970-14971）から予測されたオ
ーダーパラメーターの比較においても大き
な違いが見られなかった。一方、T2において
は、結合部位、特にα結合部位において、違
いが見られた。これらの結果より、遊離状態
とラクトース結合状態間での分子内運動性
の違いは、Rex（化学交換の速度定数）によ
るものと推測される。以上の結果は、R 型レ
クチンの糖結合メカニズムに関しては初め
ての知見であり、現在論文作成中である。 
 
 以上、同じファミリーに属し機能の異なる
糖結合タンパク質について、各糖鎖結合部位
についての糖鎖結合メカニズムの違いを系
統的に行った研究は、本グループ以外にもカ
ナダの British Columbia のグループやイギ
リスの Newcastle のグループ等、複数の研究
グループが精力的に行っているが、本研究で
扱うような同じ分子内で大きく結合様式の
異なる糖結合タンパク質の糖鎖結合メカニ
ズムに関する研究はほとんど皆無である。従
って、今回の我々の研究結果は、国際的国内
的に大変重要な知見である。今後、さらに、
溶液中での糖との複合体構造解析や遅い運
動性についての NMRによる定量的解析を進め、
R 型レクチンファミリーの幅広い機能の解明
について今後とも研究を進める予定である。 
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