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研究成果の概要（和文）：ガラクトースに特異的な糖結合活性を持つR型レクチン（EW29Ch）を分子進化工学的に改変
させたシアル酸結合性レクチン（SRC）のシアル酸含有糖鎖結合能獲得メカニズムを核磁気共鳴法により解析した結果
、SRCは6’－シアリルラクトース結合状態において、遊離状態やラクトース結合状態と異なる２つのコンフォメーショ
ンを取ることが示唆された。さらに、SRCのサブドメインγのループ領域がEW29Ch と比較してその分子内運動が著しく
変化していることから、この変化がシアル酸との結合に重要であることも分かった。

研究成果の概要（英文）：We performed the nuclear magnetic resonance analysis of the sialic acid-binding 
mechanism of the novel sialic acid-binding lectin (SRC) produced from the C-terminal domain of the novel 
R-type lectin from the earthworm (EW29Ch) by natural evolution-mimicry. The results showed that in the 
6’-sialyllactose-bound state SRC has two conformations different from both the conformation in the 
sugar-free state and that in the lactose-bound state. Further, the internal motion of the loop region in 
subdomain γ of SRC remarkably changed from that of the corresponding region in subdomain γ of the wild 
type lectin EW29Ch, indicating that the internal motion change is important in the sialic acid-binding 
mechanism of SRC.

研究分野： 構造生物学

キーワード： 蛋白質　糖鎖　NMR　レクチン　糖認識ドメイン
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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
種で存在が確認されているユニークなファ
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（α、
β、γ）からなるβ-trefoil と呼ばれる構造を
持つことである（図１）。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、申請者らは、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）
法により行った結果、EW29Ch の２つの糖結
合部位（α、γ）は X 線結晶構造解析ではほ
とんど同じ糖結合様式を示したにも係わら
ず、溶液中では、α糖結合部位がγ糖結合部
位や XBD のキシラン結合部位の糖結合様式
と大きく異なること、さらに、α糖結合部位
において特に、遅い分子内運動よる構造の揺
らぎが糖との結合活性に関与していること
を発見した。また、R 型レクチンファミリー
の結合特異性が他のファミリーに比べ多岐
化していることに着目し、糖鎖が生物進化上
ガラクトース修飾を多様化したことに協調
して、祖先型ガラクトース認識レクチンも結
合多様性を獲得したのではという進化仮説
を立て、その証明として、EW29Ch を用いて
分子進化工学的手法による改変によりシア
ル酸結合性レクチン（SRC：Sia-Recognition 
EW29Ch）の創製に世界で初めて成功した。
その X 線結晶構造解析において、6’－シア
リルラクトース（シアル酸がラクトースへα
-2,6 で結合したシアル酸糖）がα糖結合部位
にのみ結合し、γ糖結合部位に結合しないこ
と、また、シアリルラクトースのラクトース
の部分では、EW29Ch のα糖結合部位の場合
とほとんど同じ相互作用を示すとともに、シ
アル酸の部分とは新たに２つの水素結合が
形成されることを示した（図１）。その新た
に形成された２つの水素結合のうちの１つ
は、サブドメインγの糖結合能が消失したの
と引き換えに、サブドメインγの１つのルー
プ（K233－A240）がサブドメインαの糖結
合部位付近へシフトすることにより可能に

なったシアル酸中の水酸基との水素結合で
ある。しかしながら、新たに２つの水素結合
が形成されるにも関わらず、SRC のシアリル
ラクトースに対する解離定数が、EW29Ch
のα糖結合部位におけるラクトースとの解
離定数とほとんど同じ値を示すことや、シア
ル酸中の水酸基との水素結合形成において
重要なサブドメインγの１つのループのシ
フトについての動的解析は、Ｘ線結晶構造解
析ではできないことから、EW29Ch の場合と
同様に、SRC のシアル酸糖結合能獲得メカニ
ズムについて、結晶構造解析だけでは十分な
説明は出来ない。最近、アミヒラタケ由来の
シアル酸結合レクチンとシアル酸の結晶構
造解析による結合様式が、SRC の結合様式と
酷似していることが報告され（Kadirvelraj et 
al. (2011) Glycobiology 21, 973-984）、この
ことから、SRC は単なる人工物ではなく、分
子進化を模倣して獲得されたものであり、そ
の結合様式の解析は分子進化による糖鎖結
合能獲得メカニズムの解明において大変重
要であると考えられる。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
の機能解明、さらには分子進化による多様な
糖結合能獲得メカニズムの解明のため、
NMR による遊離状態及びシアル酸糖鎖結合
状態での SRC の動的構造の解析と現在解析
を進めている野性体である EW29Ch との動
的構造との比較により、SRC のシアル酸糖結
合能獲得メカニズムを原子レベルで解明す
る必要がある。 

 
図１．SRC－6’－シアリルラクトース複合体
の X線結晶構造（PDB: 2DS0）。 
SRC はリボンで、6’－シアリルラクトースは
スティックで表示している。 
 
２．研究の目的 
 これまで行ってきたガラクトースに特異
的な糖結合活性を持つR型レクチンC末端ド
メイン（EW29Ch）のNMRによる解析から、
EW29Ch のα糖結合部位において遅い分子
内運動による構造の揺らぎが糖結合活性に
関係することを明らかにした。また、このレ
クチンを分子進化工学的に改変させてシア
ル酸結合性レクチン（SRC)を創製し、X 線結
晶構造解析を行った。しかしながら、その特
異的な糖鎖結合能獲得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
な糖結合能を持つ改変体レクチンの遊離状



態及び糖結合状態での溶液中の立体構造及
び分子内運動の解析による糖結合に伴う動
的構造の変化を解析するとともに、野生体レ
クチンである EW29Ch の動的構造との比較
も行い、その糖鎖結合能獲得メカニズムを解
明し、R 型レクチンファミリーの幅広い機能
及び分子進化による多様な糖鎖結合能獲得
メカニズムを解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）NMR 測定に安定な 13C,15N ラベル体
タンパク質調製法の確立 
 多核多次元 NMR 測定のためには、安定同
位体である 13C,15N でラベルしたタンパク質
が必要である。EW29Ch については、すでに
構築済の発現系を用いて、安定同位体ラベル
用培地により発現・精製を行い、13C,15N ラ
ベル体 EW29Ch を調製した。SRC について
もすでに発現系は構築済であるが、予備実験
で EW29Ch に比べ不安定であることが分か
ったので、タンパク質精製の過程でラクトー
スを含むバッファーを用い、精製中での安定
性を向上させ、精製後、脱塩・バッファー交
換用カラムによりラクトースを除去し、遊離
状態でも安定な 13C,15Nラベル体SRCを調製
した。 
（２）遊離状態及び糖結合状態での SRC の
NMR 測定とその解析 

遊離状態と糖結合状態との SRC のケミカ
ルシフト変化による構造の変化を調べるた
め、遊離状態、ラクトース結合状態及び 6’－
シアリルラクトース結合状態中の 13C,15N ラ
ベル体 SRC を多核多次元 NMR 法で測定し、
それぞれの NMR シグナルを帰属した。さら
に、野性体である EW29Ch との構造比較の
ため、ラクトース結合状態で EW29Ch と
SRC それぞれの双極子カップリング値を測
定し、その値を比較した。 
（３）遊離状態及び糖結合状態での SRC の
15N 緩和測定による分子内運動解析 
 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を解析するため、遊離
状態、ラクトース結合状態及び 6’－シアリル
ラクトース結合状態中の 15N ラベル体 SRC
を 15N 緩和法（T1, T2, {1H}-15N 異種核間
NOE）により測定した。 
（４）NMR による糖側からのタンパク質と
の相互作用部位の解析 
 溶液中での 6’－シアリルラクトースの SRC
との相互作用部位を解析するため、非ラベル
体 SRCに過剰量の 6’－シアリルラクトースを
添加した NMR 試料を用いて、飽和移動差
（STD：Saturation Transfer difference）
-NMR 法〔雑誌論文①〕により測定した。また、
溶液中でのラクトースの EW29Ch との相互作
用部位解析については、13C ラベル体ラクトー
ス に 非 ラ ベ ル 体 EW29Ch を 添 加 す る
NMR-titration 法により測定した。 
 
４．研究成果 

 最初に、今回の改良法により調製した
13C,15N ラベル体 SRC の安定性を経時的に調べ
た結果、遊離状態でも 15℃での NMR の長期測
定において十分安定であることを確認した。 
 次に、13C,15N ラベル体 SRC を用いて、多核
多次元 NMR 法により、遊離状態、ラクトース
結合状態及び 6’－シアリルラクトース結合状
態でのそれぞれの NMR シグナルを帰属し、主
鎖については、糖結合状態では、95％以上帰
属できたが、遊離状態では、91％程度の帰属
であった。その理由として、野性体である
EW29Ch と同様に、X線結晶構造解析により糖
との結合に関与することが推測されるサブ
ドメインα中の幾つかの残基のNMRシグナル
が、遊離状態では観測されず、糖との結合に
より観測されるためであった。糖との結合様
式については、SRC と EW29Ch のそれぞれのサ
ブドメイン α における遊離状態とラクトー
ス結合状態とのシグナルの変化が類似して
いること、さらに、ラクトース結合状態での
EW29Ch と SRC それぞれの双極子カップリ
ング値による主鎖構造の比較から、X 線結晶
構造解析での結果と同様、サブドメインαで
のラクトースとの結合様式が、溶液中でも
SRCとEW29Chで類似していることが示唆され
た。一方、サブドメインγについては、その
双極子カップリング値による主鎖構造の比
較から、X 線結晶構造解析の結果と同様に、
SRCとEW29Chでは主鎖構造が異なっているこ
とも分かった。また、6’－シアリルラクトー
ス結合状態での SRC のシグナルでは、サブ
ドメインα及びサブドメインγ中の 6’－シア
リルラクトースとの結合に関与する残基及
び近傍の残基のケミカルシフト値がラクト
ース結合状態での SRC のシグナルと異なる
とともに、同じ残基に対して同時に２つのシ
グナルを観測されることも分かった。その２
つのシグナルのケミカルシフト値は、遊離状
態での SRC のケミカルシフト値とも異なる
ことから、6’－シアリルラクトース結合状態
において、X 線結晶構造と異なり、溶液中で
は、遊離状態及びラクトース結合状態と異な
る２つのコンフォメーションをとることが
示唆された。また、ZZ 交換測定法による２
つのコンフォメーション間の化学交換速度
を測定した結果、数十～数百 ms オーダーで
あることが分かった。なお、２つのコンフォ
メーションの違いを原子レベルで解析する
ため、現在、NMR により溶液中での立体構
造解析を進めている。 
 15N 緩和法による遊離状態及び糖結合状態
での SRC の分子内運動解析では、遊離状態
及びラクトース結合状態での EW29Ch の分
子内運動解析の結果〔雑誌論文②〕と遊離状
態及びラクトース結合状態での SRC の分子
内運動解析の結果の比較から、サブドメイン
γ中のループ領域（K233－A240）の分子内
運動が著しく高いことが分かった。また、6’
－シアリルラクトース結合状態でも、ラクト
ース結合状態と同様に、サブドメインγのル



ープ領域の分子内運動が著しく高かったが、
ループ中の残基である A240 の分子内運動
は抑制されており、S239 とシアル酸との水
素結合形成によるものと思われる。以上の結
果から、このループ領域の分子内運動の大き
な変化が、シアル酸との結合に重要であるこ
とが分かった。 
 最後に、NMR による糖側からのタンパク
質との相互作用部位の解析についてである
が、糖結合タンパク質－糖鎖間との相互作用
解析において、タンパク質側だけでなく、糖
側からのタンパク質との相互作用部位を解
析することは重要であることから、本実験を
行った。最初に、ラクトースの EW29Ch と
の相互作用部位を解析するため、市販されて
いる 13C ラベル体ラクトースに非ラベル体
EW29Ch を添加し、ケミカルシフト変化を調
べた。その結果、ラクトースのガラクトース
残基のみ変化が見られたことから、ラクトー
スは、EW29Ch とガラクトース残基のみで相
互作用し、グルコース残基とは相互作用しな
いことが分かった。X 線結晶構造解析では、
ラクトースのグルコース残基も EW29Ch の
γ糖結合部位と相互作用していることが報
告されているが、今回の結果から、その相互
作用はアーティファクトと思われる。次に、
6’－シアリルラクトースの SRC との相互作用
部位を、非ラベル体 SRC に過剰量の 6’－シア
リルラクトースを添加し STD-HSQC 法により
解析した結果、ラクトース部分については、
EW29Ch－ラクトース間と同様に、ラクトース
のガラクトース残基のみ相互作用すること
が分かった。また、シアル酸については、SRC
との水素結合を形成する部位以外でも相互
作用することが示唆された。 
 
以上の結果から、すでに SRC－6’－シアリル
ラクトース複合体のX線結晶構造解析により、
その結合様式が報告されているが、今回の
NMR による動的構造解析により、１）6’－シ
アリルラクトースとの結合状態でSRCは２つ
の異なったコンフォメーションをとること、
２）進化工学的手法による改変により生じた
SRCのサブドメインγ中のループ領域の分子
内運動の著しい変化がシアル酸との結合に
重要であること、３）糖側のタンパク質との
相互作用部位解析から、6’－シアリルラクト
ースのシアル酸は、SRC と水素結合を形成す
る部位以外でも相互作用することが、新たに
判明した。特に、糖鎖結合状態でレクチンが
２つのコンフォメーションをとる、という研
究成果は、私の知りうる限り初めての発見で
あり、国際的国内的に大変重要な知見である。
今後、さらに、２つのコンフォメーションの
立体構造解析や溶液中での糖鎖との複合体
構造解析等を行い、シアル酸含有糖鎖結合能
獲得メカニズムをより詳細に解明していく
予定である。また、今回の研究成果より、R
型レクチンのシアル酸含有糖鎖結合能獲得
メカニズムを原子レベルで解明する上で、X

線結晶構造解析だけでなく、NMR による動的
構造解析が不可欠であることを改めて認識
することができた。 
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