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研究成果の概要（和文）：糖鎖は，アレルギー反応やウィルス・細菌感染等に関与している。これらの糖鎖を認識して
いるのは糖鎖結合タンパク質である。本研究では，糖鎖結合タンパク質と糖鎖との複合体のX線結晶解析を行い，3次元
構造情報に基づいて糖鎖結合タンパク質の糖鎖認識機構について解明することを目的とした。その結果，免疫応答に関
与するガレクチン8，ボツリヌス毒素ヘマグルチニン成分，ウェルシュ菌細胞壁分解酵素について糖鎖認識機構に関す
る新たな知見を得ることができた。

研究成果の概要（英文）：Cell surface oligosaccharides are involved in immune responses and bacterial/viral
 infections, and they are specifically recognized by carbohydrate-binding proteins. X-ray structures of th
e complexes of carbohydrate-binding proteins with the target oligosaccharides have been determined to eluc
idate the carbohydrate recognition mechanisms. The results of this research project give new insights into
 the carbohydrate recognition mechanisms of galectin-8, a hemagglutinin subcomponent of the botulinum neur
otoxin, and an endolysin encoded by episomal phage of Clostridium perfringens.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
糖鎖は，各種の単糖がグリコシド結合によ

りつながったもので，生体内において，構造
体や栄養貯蔵体としてばかりでなく，情報提
示・伝達といった重要な役割を担っており，
糖鎖生物学の研究は年々重要性が増し盛ん
となっている。真核生物の分泌および膜タン
パク質には，AsnのアミドNにN-結合型糖鎖，
Ser，Thr の水酸基に O-結合型糖鎖が付加され
ている。N-結合型糖鎖は，枝分かれ（分枝）
を持つ複雑な構造であり，アレルギー反応や
ウィルス・細菌感染等に深く関与している
（図 1）。これらの糖鎖を認識しているのは糖
鎖結合タンパク質である。糖鎖結合タンパク
質の糖鎖認識機構を原子レベルで明らかに
するためには，糖鎖結合タンパク質・糖鎖複
合体の X 線結晶解析が有力な手段となるが，
結晶化に供するのに十分量の均一なヒト型
糖鎖を入手するのは困難であった。近年，研
究分担者の中北は，卵白から，ヒドラジン分
解を用いることにより，天然型と同じ構造を
持つ N-結合型のヒト型糖鎖を，純度よく大量
（10 mg 以上）に調製する技術を開発した。
このことにより，われわれの研究グループに
おいても，糖鎖結合タンパク質の糖鎖認識機
構について，構造生物学的（X 線結晶解析）
にアプローチすることが可能となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，N-結合型のヒト型糖鎖を

用い，糖鎖結合タンパク質の糖鎖認識機構を
X 線結晶解析により分子レベルで明らかにし，
これらが担う生理活性や感染機構に関して
新たな構造学的知見を得ることである。糖鎖
結合タンパク質としては，免疫応答において
様々な生理活性を有するガラクトース特異
的動物レクチン（ガレクチン），および食中
毒・ガス壊疽の原因細菌のであるウェルシュ
菌（Clostridium perfringens）・ボツリヌス
菌（Clostridium botulinum）関連の糖鎖結
合酵素を対象とした。本報告書では，(1)ガレ
クチン 8，(2)ボツリヌス菌毒素ヘマグルチニ
ン成分 HA70，(3)ウェルシュ菌細胞壁分解酵
素エンドライシン Psm，について報告する。
これらは学術誌に発表することができた。 
 

３．研究の方法 
糖鎖は，中北らにより調製されたもの，あ

るいは市販されているものを用いた。糖鎖結
合タンパク質は，リコンビナントタンパク質
として大腸菌による大量発現を行い，液体ク
ロマトグラフィー精製により得た。結晶化は
市販の結晶化スクリーニングキットを用い，
結晶化条件の最適化はマニュアルで行った。
糖鎖複合体の結晶作成は，糖鎖結合タンパク
質と糖鎖とを予め混ぜ合わせて結晶化を行
う共結晶法，および糖鎖結合タンパク質の結
晶を糖鎖溶液に浸漬するソーキング法の双
方を試した。X 線データの収集は，RAXIS VII/ 
RA-Micro7HF X-ray generator (Rigaku)，および
放射光施設（Photon Factory，SPring-8）の共
用ビームラインにて行った。構造決定・精密
化はプログラムシステムCCP4およびCNSを
用いた。その他の実験の詳細については，「５．
主な発表論文等」①，④，⑤を参照のこと。
本研究成果として PDB に登録した構造を以
下にあげる。 
 
(1) ガレクチン 8 
①プロテアーゼ耐性ガレクチン 8 変異体
（G8Null）/ラクトース複合体（1 分子） 
PDB code: 4FQZ 

②G8Null/ラクトース複合体（2 分子） PDB 
code: 3VKL 

③G8Null/2-3-シアリルラクトース/ラクトー
ス複合体 PDB code: 3VKM 

④ガレクチン 8 N 末側糖鎖結合ドメイン
（G8N） PDB code: 3VKN 

⑤G8N/2-3-シアリルラクトサミン複合体  
PDB code: 3VKO 

 
(2) ボツリヌス菌毒素ヘマグルチニン成分

HA70（HA70C） 
⑥HA70C/2-3-シアリルラクトース複合体 

PDB code: 4EN6 
⑦HA70C/2-6-シアリルラクトース複合体 

PDB code: 4EN8 
⑧HA70C/2-3-シアリルラクトサミン複合体 

PDB code: 4EN7 
⑨HA70C/2-6-シアリルラクトサミン複合体 

PDB code: 4EN9 
 
(3) ウェルシュ菌細胞壁分解酵素エンドライ
シン Psm 

⑩Psm  PDB code: 4KRT 
⑪Psm 触媒ドメイン/N-アセチルグルコサミ
ン複合体 PDB code: 4KRU 

 
(4) その他 
⑫プロテアーゼ耐性ガレクチン 9 変異体/ラ
クトース複合体（2分子） PDB code: 3WV6 
本構造は，最近，構造解析に成功したもの
で，2 つの糖鎖結合ドメインを持つガレク
チン 9 の初めての例である。現在，得られ
た構造の詳細について検討中である。 

 

図 1．N-結合型糖鎖の例。 



４．研究成果 
(1) ガレクチン 8 糖鎖複合体の X 線結晶解析 
ガレクチン 8（G8）は，生体内に広く発現

しており，細胞‐マトリックス間相互作用や
細胞（好中球）接着に関与していることが報
告されている。G8 は，2 つの異なった糖鎖結
合ドメイン（Carbohydrate Binding Domain，
N-CRD と C-CRD）がリンカーでつながれた
タンデムリピート型の構造を持っている。
N-CRD は2-3-シアル化糖鎖に強い親和性を
持つが，C-CRD は N-CRD より糖鎖親和性が
低い。これまでに多くのガレクチンの X 線結
晶解析が報告されているが，それらはすべて
1 つの CRD を対象としたもので，2 つの CRD
を含む X 線構造はまだなかった。これは 2 つ
の CRD をつなぐリンカー部分のプロテアー
ゼ感受性が高いためである。本研究では，G8
の N-CRD 単独（G8N），およびリンカー部分
を短くすることにより調整したプロテアー
ゼ耐性ガレクチン 8 変異体（G8Null）と糖鎖
との複合体の X 線結晶解析に成功した。これ
は，2 つの CRD を持つガレクチンの最初の構
造決定例であった。 

G8N と2-3-シアリルラクトサミンとの複
合体（G8N/SiaLacNAc）においては，2 つの
G8N 分子が側面同士で接することによりプ
ロペラ型の 2 量体を形成しており，糖鎖結合
部位は同じ方向を向いていた（図 2A）。この
構造は，1 つの CRD しか持たないガレクチン
1 が形成する 2 量体構造と極めてよく似てお
り，G8 も，N-CRD 同士が会合する可能性を
示している。G8Null と糖鎖（2-3-シアリル
ラクトース，ラクトース）との複合体
（G8Null/SiaLac/Lac）においては，SiaLac は
N-CRD に，Lac は C-CRD に結合していた（図
2B）。これは，それぞれの CRD の基質親和性
が違うからであり，立体構造を詳細に検討し
た結果，親和性を決定しているアミノ酸残基
は，Arg45，Gln47，Arg59，Lys71，Arg72 で
あることがわかった。N-CRD（青色）と C-CRD
（緑色）の糖鎖結合部位は，ほぼ直交してお
り，上から見ると折れ曲がった構造をとって
いる。G8Null は，結晶中で C-CRD 背面同士
で接して 2 量体を形成しており（図 3A），さ
らに，この 2 量体が N-CRD の端同士で相互
作用して（図 3B 中，赤点線内），大きな格子
構造を形成していた（図 3B）。以上のことか
ら，G8 は，N-CRD 側面同士，および C-CRD
背面同士で結合することにより 2 量体を形成
できる，いわゆる多重会合モードを持つ可能
性が示唆される。 
本研究発表後，これに関連する興味深い研

究報告があった。G8 が細菌感染を検知しオ
ートファジーに導く際，C-CRD 背面でアダプ
タータンパク質 NDP52 と相互作用すること
が示され（Thurston et al. (2012) Nature 482, 
14-418），G8・NDP52 由来ペプチド複合体の
X 線構造が決定された。（Kim et al. (2013) Nat. 
Commun. 4, 1613, PDB code: 4HAN）。われわれ
の研究，およびこれらの研究は，G8 の C-CRD

背面でのタンパク質の認識が，G8 の生理活
性と密接に関係があることを示唆している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2．G8Null の全体構造。（A）G8N が側面同士
で接するプロペラ型 2 量体の構造。（B）G8Null
の折れ曲がり構造。N-CRD（青色）と C-CRD
（緑色）の糖鎖結合部位軸は直交している。 

図 3．G8Null の多量体構造。（A）G8Null は C-CRD
背面同士で接して 2 量体を形成する。（B）2 量
体が N-CRD の端同士で相互作用し，さらに大
きな格子構造を形成する。 

A 

B 

A 
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(2) ボツリヌス菌毒素ヘマグルチニン HA70
の糖鎖認識機構 
ボツリヌス菌が産生する神経毒素は，毒素

成分と 3 つのヘマグルチニン成分（HA17，
HA33，HA70）とがプロジェニター毒素複合
体を形成している（図 4A）。ヘマグルチニン
成分は，上皮細胞上のシアル化された糖鎖に
結合することにより毒素の侵入を容易にさ
せている。ヘマグルチニン成分の 1 つである
HA70 の糖鎖認識機構について新たな知見を
得るために，タイプ C 毒素の HA70（HA70/C）
と，生体内にある 2 つのタイプのシアル化糖
鎖である α2-3-シアリルラクトース（SiaLac）
および α2-6-シアリルラクトース（6SiaLac）
との複合体のX線結晶解析を行った（図 4B）。 
結晶解析の結果，HA70C は，2 つのフラグ

メント，HA22-23/C と HA55/C に分解されて
いることがわかった。HA55/C は，ドメイン
Ⅰ，Ⅱ，Ⅲからなり，これら 3 つのドメイン
の界面には糖鎖が結合するための溝が形成
されていた。HA70C は，3 角形型の 3 量体を
形成しており，糖鎖はそれぞれの頂点近くに
結合していた（図 5）。糖鎖結合部位の構造を
詳細に見ると，SiaLac，6SiaLac ともに，シア
ル酸部分は，Asp513，Asn514，Thr524，Arg525
により多くの水素結合で認識されていた。し
かしながら，ガラクトース，グルコース部分
の配向は大きく異なっており，SiaLac は伸長
したコンフォメーションで，6SiaLac は折れ
曲がったコンフォメーションで結合してい
た（図 6）。SiaLac，6SiaLac は，N-結合型糖
鎖の先端部分にあたり，生体内では，いくつ
かの糖単位を経て糖タンパク質に結合して
いる。SiaLac の伸長したコンフォメーション
では，糖タンパク質と HA70C との間で衝突
を起こすことなく，HA70C は糖鎖を認識でき
る。一方，6SiaLac で見られる折れ曲がった
コンフォメーションでは，HA70C と糖タンパ
ク質との間で衝突が起こることが予想され
る。X 線データによる構造精密化においても，
6SiaLac の占有率は低く，得られた電子密度
も SiaLac に比べると不確かさが残った。以上
のことから， HA70C の糖鎖結合親和性は
SiaLac の方が 6SiaLac よりも高いと予想され
た。このことを確かめるために，糖鎖マイク
ロアレイによる結合アッセイを行った。この
際，より生体内での状態に近づけるため，
α2-3-シアリルラクトサミン（SiaLacNAc）お
よ び α2-6- シ ア リ ル ラ ク ト サ ミ ン
（6SiaLacNAc）をウシアルブミンに糖鎖修飾
したサンプルを測定に用いた。その結果，
HA70 は，α2-3-，α2-6-シアル化糖鎖の両方を
認識し結合することができるが，その親和性
は，α2-3-シアル化糖鎖の方が，α2-6-シアル化
糖鎖よりも高いことがわかった。本研究によ
り，ボツリヌス菌プロジェニター毒素複合体
の糖鎖親和性について情報を得ることがで
きた。現在，他のヘマグルチニン成分である
HA17 について，同様のアプローチで研究を
進めている。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4．ボツリヌス菌毒素複合体とシアリル糖鎖。
（A）予想されているプロジェニター毒素複合
体の模式図。14 の分子からなると考えられて
いる。（B）α2-3-シアリルラクトース（SiaLac）， 
α2-3-シアリルラクトサミン（SiaLacNAc） α2-6-
シアリルラクトース（6SiaLac） α2-6-シアリル
ラクトサミン（6SiaLacNAc）の化学構造式。 

図 5．HA70C の全体構造。 結合している SiaLac，
6SiaLac を空間充填モデルで描いている。 

図 6．糖鎖結合部位の構造。（A）結合した SiaLac
と HA70C との間の水素結合を点線で示す。
SiaLac は伸長したコンフォメーションで結合
している。（B）6SiaLac は折れ曲がったコンフ
ォメーションで結合している。 
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(3) ウェルシュ菌細胞壁分解酵素エンドライ
シン Psm の X 線結晶解析 
ウェルシュ菌等のグラム陽性菌は，約 250Å

の厚さの細胞壁を持ち，細胞の形態を保って
いる。細胞壁は，N-アセチルグルコサミンと
N-アセチルムラミン酸が交互に-1-4-結合で
つながった糖鎖（グリカン鎖）を 8～12 アミ
ノ酸のペプチド鎖が架橋した網目構造の高
分子ペプチドグリカンからなる。グリカン鎖
の構造は共通であるが，ペプチド架橋の成
分・構造は細菌により著しく異なる。エンド
ライシンは，ファージ由来遺伝子として宿主
細胞に溶原化されており，発現すると細胞外
へ分泌されペプチドグリカンを加水分解し
溶菌化を導く。興味深いことに，エンドライ
シンは細菌の外側からも働き，細菌を死滅さ
せることから，抗菌タンパク質製剤としての
可能性が注目されている。エンドライシンの
溶菌活性は宿主特異的であることから，ペプ
チド架橋部分が認識されていると考えられ
る。ウェルシュ菌ファージ由来エンドライシ
ン Psm は，N 末側にグリカン鎖を加水分解す
る触媒ドメインと，C 末側に細胞壁結合ドメ
インを持ち，溶菌活性を持つためには双方の
ドメインが必須である。Psm の宿主特異的細
胞壁認識・分解機構を解明するために Psm の
X 線結晶解析を行った。 

Psm は，触媒ドメインと，2 つの Src 
homology 3（SH3）ドメインがタンデムリピ
ートに配置された新規構造の細胞壁結合ド
メインを持っていた（図 7A）。触媒ドメイン
は中央に大きな負電荷の孔を持ち，ここにグ
リカン鎖が結合して N-アセチルムラミン酸 1
位側を加水分解すると考えられた（図 7B）。
細胞壁結合ドメインを構成する SH3 ドメイ
ンは，通常，ペプチド鎖を認識してこれに結
合する。細胞壁の立体構造については，いく
つかのモデルが提唱されている。その１つで
ある NMR 構造に基づいた黄色ブドウ球菌
（ウェルシュ菌と同じグラム陽性細菌）のペ
プチドグリカンモデルによると，グリカン鎖
とペプチド架橋は直交して，全体として正 6
角形を単位とした蜂の巣構造をとっている
（Meroueh et al. (2006) PNAS. 103, 4404-4409）。
このペプチドグリカンモデルに Psm を入れ
た場合，細胞壁結合ドメインがペプチドグリ
カンのペプチド架橋部分を認識すると仮定
すると，触媒ドメインはグリカン鎖を加水分
解するのに極めて都合のよい配向・位置にく
る（図 8）。このモデル構造から，細胞壁結合
ドメインがペプチドグリカン中の種固有の
ペプチド鎖を特異的に認識して，触媒ドメイ
ンがグリカン鎖を加水分解するのを助けて
いるという機構が考えられる。現在，この機
構を確かめるために，Psm とウェルシュ菌細
胞壁成分糖ペプチド（ペプチドグリカンフラ
グメント）との複合体の X 線結晶解析を計画
している。今後は，エンドライシンの細胞壁
認識機構とともに，細胞壁の立体構造につい
ても，あわせて解明していきたい。 
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