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研究成果の概要（和文）：ムラサキイガイに存在する新規なタンパク質一次構造を持つα-ガラクトシド結合性レクチ
ンMytiLec-1の有す遺伝子から立体にいたる、全構造情報を明らかにできた。
MytiLec-1はリンパ腫細胞のGb3糖脂質糖鎖と結合し、古典的MAPキナーゼ経路とストレス依存性キナーゼ経路、プログ
ラム細胞死を担うカスパーゼの活性化、サイクリン依存性キナーゼ阻害タンパク質と腫瘍壊死因子の産生を高め、複数
経路から細胞死を誘導したことを明らかにした。
両結果から、MytiLec-1による食用貝の免疫系の活性化に役立つ次期の研究計画を構想できた。

研究成果の概要（英文）：Whole structural information including the gene, mRNA (GenBank LC125182) and 3-D 
structures (PDB 3wu and 3wv) of MytiLec-1, an alpha-galactose-binding lectin from the Mediterranean 
mussel Mytilus galloprovincialis have been provided by transcriptome, cloning and X-ray crystallographic 
analysis, respectively in addition to the primary structure (B3EWR1). Structural properties of MytiLec-1 
have two exons in the gene, alternative-N-terminal extension in the full-length mRNA and five essential 
amino acids in subunit of the polypeptide. MytiLec-1 multiply activated both classic MAP-kinase (MEK/ERK) 
and stress activated kinase (JNK and p38) pathways in addition to the activation of caspase-9/3. The 
potency of MytiLec-1 suggested that the lectin has a possibility to act as a pattern recognition receptor 
which induce cellular regulations of the mussel cells.

研究分野： 糖鎖生物学
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１．研究開始当初の背景

欧州のゲノム研究者コンソーシアムは、全
欧沿岸の重要な海産食材であるムラサキイ
ガイ(Mytilus galloprovincialis)の細胞内で転写
される mRNAを明らかにする、トランスクリ
プトーム解析を行い、そのデータベース
MytiBaseを公開した(2009年)。これは養殖貝
の免疫研究と診断、海の環境評価、新しい毒
性試験に役立つ重要な情報を提供した。
研究代表者は、海産無脊椎動物のレクチン

(糖鎖結合性タンパク質)の構造・機能解析を
進め、同貝から、MytiLec-1を発見し、新規
な一次構造とɑ-ガラクトースとへの特異的結
合を明らかにした。MytiLec-1は本糖を持つ
リンパ腫細胞の増殖を止めた。
一方、MytiBaseによりMytiLec-1の mRNA

は、ビブリオ菌の感染で転写が増え、感染微
生物の表面糖鎖に結合する「パターン認識受
容体」(PRR)としてムラサキイガイの免疫に
働くと示唆した。両結果から、MytiLec-1の
認識するリガンド糖鎖を表面に持つ細胞は、
種に限定せずそれと結合し、宿主細胞の特性
に応じて増殖が調節されると考察した。

２．研究の目的

ムラサキイガイレクチン MytiLec-1の構造
決定と細胞調節作用を明らかにする。糖鎖リ
ガンドを介す微生物と高等動物培養細胞へ
の増殖制御の詳細を示し、下等動物レクチン
の高性能さと幅広い応用性を証明する。

３．研究の方法

a. MytiLec-1の遺伝子構造と完全長 cDNA配
列、立体構造の解析

遺伝子配列：公共データベースの NCBI
SRAから、ムラサキイガイのゲノム DNA情
報(PRJNA262617)をダウンロードした。その
配列をCLCゲノミクスワークベンチ8解析ソ
フトウェアの de novoアッセンブリーツール
から読み、MytiLec-1の遺伝子を構成するコ
ンティグを作成した。再度の配列編集を経て
遺伝子構造を決めた。

完全長 cDNA：ムラサキイガイの鰓と外套
膜から全 RNAを抽出し、MytiBase(ムラサキ
イガイの EST (expressed sequence tag)ライブ
ラリー)から得たMytiLec-1cDNA配列(450bp)
を用いて、5’側、3’側 RACE(rapid amplification
of cDNA ends)法で配列を決定した。次世代シ
ーケンサーを用いた配列の確認を行い、完全
長 cDNA配列を決定した。

立体構造：MytiLec-1のアミノ酸配列(149
アミノ酸残基)に基づき、大腸菌内で翻訳しや
すいコドンに変換した人工 DNAを合成し、
プラスミドに連結した。組み換え大腸菌を培

養し、発現誘導の後、菌体を破砕し、組み換
えMytiLec-1を集めた。これを結晶化し、X-
線解析装置を用いて X-線を照射し、その位相
を決めMytiLec-1の立体構造を決定した。

b. MytiLec-1による細菌と培養細胞に対する
増殖制御解析

細胞内情報伝達活性化：MytiLec-1の認識
するɑ-ガラクトースを含む Gb3(グロボトリ
オース)糖鎖を発現するヒト・バーキットリン
パ腫細胞(105個)にMytiLec-1を加え培養した。
ウェスタンブロッティング法で細胞抽出液
を分離転写し、単クローナル抗体を加え、細
胞増殖に関わるリン酸基転移酵素の活性化、
カスパーゼからペプチドの切り出された活
性型の確認、細胞周期阻害タンパク質と腫瘍
壊死因子の増減を化学発光法で検出した。

微生物の凝集と増殖抑制：グラム陽性菌
(Bacillus subtilisa、Staphylococcus aureus)、グ
ラ ム 陰 性 菌 (Escherichia coli 、 Vibrio
parahaemolyticus)を培養し、MytiLec-1を加え
た。50 mM メリビオース(Galα1-6Glc)、同ラ
クトース(Galβ1-4Glc)と共に加え、位相差顕微
鏡を用いて凝集と認識糖による阻害を観察
した。細菌懸濁液(100 μl)に MytiLec-1(10～
200 μg/ml)を加え培養し、増殖抑制率(%) = (1 -
OD600実験地/OD600レクチン未添加)×100%式に従い測
定し、細菌増殖抑制効果を測定した。

４．研究成果

・遺伝子から立体に至る、MytiLec-1の構造
情報が全て解明された
・レクチン-糖鎖相互作用による細胞内情報伝
達系の活性化を見出した

A. 収れん進化により作られたか? MytiLec-1

結晶構造解析から、β-トレフォイル(三つ葉)
構造を持つ 2個のサブユニットの非共有結合
するMytiLec-1の立体構造が決定された(PDB
ID 3mu)。
一次構造に動植微生物に広く存在する R-

型レクチンの共通配列を持たないMytiLec-1
は、レクチン以外の祖先遺伝子を鋳型に改変
し、立体構造を造ったことを推察させた。

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LC125182
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/LC125182


B. 完全長 mRNAと N-末端 37アミノ酸残基
の付加配列

クローニングとトランスクリプトーム解
析から、MytiLec-1の完全長 cDNA配列(911
塩基)を決定した。タンパク質の一次構造解析
で判明した N-末端トレオニン(黄色 M右側)
の 5’側に、37アミノ酸配列(下線)の付加配
列を発見した。MytiLec-1にはシグナル配列
は無く、この配列が何に働き、どのように切
断されるか、今後の研究課題となった。

C. Mytilectin ファミリー

MytiLec-1に加え、異物の細胞膜に孔を開
ける細菌毒と類似したアエロライシン様ド
メインを C-末端側に持つMytiLec-2と-3の 3
分子種が mRNAとして発見され、Mytilectin
ファミリーの存在を明らかにした。タンパク
質レベルの発見、各分子の発現部位の特定、
どの場合に各分子種は転写されるか、新たな
課題も生まれた。

D. 外部環境との接触部位での転写

トランスクリプトーム解析から、鰓と外套
膜に大量の転写のあることが判明された。一
方、血球、消化器官、後部閉殻筋での転写は

ほぼ無く、MytiLec-1は鰓や外套膜など、外
部の環境に触れる部位に限定して発現した。

E. 細菌の表面糖鎖を認識した凝集と増殖抑
制の誘導

大腸菌に MytiLec-1(20μg/mL)を加え放置す
ると、凝集が起きた(上図、MytiLec-1)。それ
は MytiLec-1 の認識糖、メリビオース
(Galα1-6Glc) 20mM の添加で阻害された
(MytiLec-1+mel)が、ラクトース(Galβ1-4Glc)
では、阻害されず(MytiLec-1+lac)、細菌の凝
集には表面にα-ガラクトシド糖鎖の存在が有
望視された。グラム陽性菌、陰性菌のいずれ
も凝集し、増殖は 50～70％程度阻害された。

F. バーキットリンパ腫の凝集と増殖の抑制

MytiLec-1 はバーキットリンパ種細胞
Ramos 株のα-ガラクトシド糖鎖(グロボトリ
オース：Gb3)と結合して細胞凝集を惹起し(上
段)、細胞増殖は抑えられた。Gb3陰性 K562
細胞は MytiLec-1 を投与しても凝集せず(下
段)、微生物の増殖抑制の結果を反映した。

G. レクチンは細胞内へ取り込まれた

蛍光標識したMytiLec-1をバーキットリン
パ腫細胞に加え培養すると、細胞内に入り(a)、
アポトーシス様の構造を示した(b)。しかも細
胞表面の接着と細胞内輸送はメリビオース
(20mM)の共存で阻害された(e)。



H. 腫瘍細胞の複数の情報伝達系を活性化

MytiLec-1をバーキットリンパ腫細胞に添加
し、一日培養後、細胞内の古典的MAPキナ
ーゼ経路(MEK/ERK)、ストレス応答型MAP
キナーゼ経路(JNK、p38)、カスパーゼ 9/3の
活性化、サイクリン依存型キナーゼ阻害タン
パク質(p21)と腫瘍壊死因子(TNF-α)の増産が
行われ、増殖の抑制、細胞周期の遅延、腫瘍
壊死効果と細胞死の誘導の理由に重ね合わ
せられた。

ムラサキイガイの細胞内には、上記と同等
の情報伝達分子群の存在が報告されている。
MytiLec-1と結合する糖鎖リガンドも組織に
存在し、その特定は次期に持ち越された。そ
の判明とレクチンとの結合を証明すること
で、レクチン―糖鎖リガンド―細胞内情報伝
達分子の観点から、食用貝の免疫機能と腫瘍
細胞の増殖抑制の共通性と個別性を理解で
き、生命科学の新たな概念の創出に役立つ研
究へと躍進していく。
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