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研究成果の概要：本研究は今まで構造研究が着手されていなかった新しいレクチンファミリー

に属する海藻レクチンに属するいくつかのレクチンに着目して構造学的研究を進めたものであ

る。このレクチンは多くのレクチンと異なり単糖には結合せず高マンノースのみに結合する特

異的な性質を持ち，また近年，強力な抗 HIVウィルス作用を持つことがわかってきた。本研究

ではその分子構造を X線解析による詳細に解明し，この新規レクチンファミリーの構造的基盤

を構築した。 
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：生物分子科学・生物分子科学 
キーワード：生体高分子，糖鎖センサー，レクチン，結晶構造解析 
 
１． 研究開始当初の背景 
 

レクチンは赤血球凝集素として着目され，
また今までにもマメ科や小麦胚，ジャガイモ
などをはじめとする多くのレクチンが研究
され，その立体構造も解明されてきているが
凝集素としての機構はよくわかっていない。
研究分担者の堀が世界でも先駆的に研究し
てきた海藻由来のレクチンは，まだやっとそ
の存在が明らかにされてきたばかりといっ
てよく，構造機能相関の研究はまだほとんど
なされておらず，現在の研究情勢からは，新

しいレクチンカテゴリーとして着目されて
いる。したがって本研究は世界で類を見ない
研究が展開できる点で，極めて独創的である。
海藻は植物界の中でももっとも原始的な部
類に属するもので，また水界という特殊な環
境に存在するものであり，高等植物のレクチ
ンとは構造も機能もかなり異なる蛋白質で
ある。高等植物のレクチンは貯蔵・生長・生
体防御および共生などに関与していると言
う説が提唱されているが，これらはある特定
の機能を持った祖先レクチン（海藻レクチ
ン）分子が進化の過程で機能分化したことを
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物語っていると考えられる。 
その中でも特に着目しているのが紅藻由

来のレクチン ESA-2 であり，この蛋白質は
268 アミノ酸残基からなる単一ポリペプチド
鎖でＮ末端 67 残基が 4 回繰り返した配列を
持っており（前ページ参照），同一ポリペプ
チド鎖内に 4つの糖鎖結合部位を持っている。
種々の糖鎖との結合性を調べた結果，高マン
ノース型糖鎖とのみ結合し，また既知のレク
チンには見られない厳密な糖鎖認識機構を
持つことが判明している。また発癌性マウス
に対して ESA-2 を経口投与した動物実験か
ら，極めて強い抗ガン作用を持つことも明ら
かになっている。 
 
 
２．研究の目的 
 
 したがって本研究では，「高マンノース特
異的センサー」ともいえる，海藻由来の新規
レクチンファミリーに研究対象とし，X線構
造解析により原子レベルでの詳細な立体構
造を解明して，この新規レクチンファミリー
の応用開発的基盤づくりを構築することを
目的とした。なおこの新規レクチンファミリ
ーは近年，抗 HIV活性があることも判明し，
抗マンノースセンサーの役割が医学的研究
の端緒になることも期待されている。 
 なお，すでに多くの構造研究がなされてい
るマメ科レクチンとの大きな特色の違いは，
①1 次構造で繰り返し配列がありサブユニッ
ト構造ではなくドメイン構造であると予想
される，②マメ科レクチンでは糖との結合に
金属が必要だったがこの新規レクチンでは
不要，③マメ科レクチンでは認識される糖鎖
基質の特異性がほとんど無くブロードであ
るがこの新規レクチンでは高マンノース糖
鎖のみに特異的に結合する，などが挙げられ
分子立体構造の解明は極めて重要な意味を
もつ。 
 
 
３．研究の方法 
 
(1) 新規海藻レクチンファミリーESA2 の
結晶構造解析 
 海藻由来新規レクチンファミリーのうち
紅藻（EucheumaSerra）由来のレクチン
ESA-2 は海藻から取れるレクチンでも最も
その量が多く，まずこれを結晶構造解析の対
象とした。 
 紅藻からクロマトグラフィーで分取・精製
した ESA-2 タンパク質は非常に高純度のも
のがとれ，これをハンギングドロップ蒸気拡
散法を用いて結晶化を行った。しかし得られ
た結晶は構造解析には好ましくない多結晶
でありまた結晶ができるまで約 1ヶ月かかる

などの不便な点があった。 
 そこで本研究では，最初に得た多結晶を種
結晶としてマイクロシーディングを行いシ
ッティングドロップ蒸気拡散法により面積
が 0.2-3mmで暑さ 20ミクロン程度の板状の
単結晶を得ることに成功した(図１)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

結晶はまず，理学 RAxis７で結晶性の評価
や空間群を同定した。そして回折データの収
集は SPring-8 や高エネルギー加速器研究機
構の大型放射光施設に設けられたX線回折装
置を用いて行った。 

新しいレクチンファミリーであり類似の
立体構造を持つレクチンは無かったため，重
原子同形置換法により初期位相を決定した。
約 50 個に及ぶ重原子誘導体の X 線回折デー
タ収集を上記の大型放射光施設に赴いて行
った。画像回折データからの積分強度への数
値化処理はプログラム HKL2000 を用いた。
また構造決定は CCP4，SOLVE／RESOLVE
プログラムを用いた。また結晶学的精密化計
算は XPLORと REFMACプログラムを併用
し，電子密度への構造モデルの適合は
XtalViewプログラムを用いた。 
  
(2) この新規レクチンファミリーに属する
その他の海藻レクチンの構造解析 
 ESA-2に引き続き，同じファミリーに属す
る ECA-1，EAA-2 について結晶化を行い，
ESA-2 と同様の板状結晶を得た（図２）。
ESA-2 と同様の方法で X 線回折データの収
集と結晶構造解析を行った。ただし，今回は
我々の得ている ESA-2 の立体構造があり，
ECA-1，EAA-2ともに類似の分子構造を持つ
と予想されたため，重原子同形置換法ではな
く分子置換法を用いて構造解析計算を進め
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  

図 1 

海藻レクチ

ン ESA-2 の

単結晶 

a) b) 

図 2 a)EAA-2，b)ECA-1の単結晶 



 

 

(3) 新規海藻レクチンと基質高マンノース
糖鎖複合体の結晶化 
 ESA-2 単体の立体構造が得られたので,次
に糖鎖結合様式を分子レベルで解明すべく
ESA-2 と糖鎖との複合体の結晶を得ること
に臨んだ。高マンノースにしか結合しないレ
クチンであるため，基質糖鎖として M5糖鎖
を用いることとした。結合性については，研
究分担者に確認してもらっており,問題なか
ったが,非常に高価な糖鎖であったため（20
μgで 2万円）これをそのまま ESA-2タンパ
ク質に結合させて結晶化のスクリーニング
を行うことは量の点からほぼ不可能であっ
た。 
 一方，(1)に述べた ESA-2 単体の単結晶は
20μのきわめて薄い結晶であることから，結
晶の大きさを考えるとこの結晶にM5糖鎖を
結合させれば 20μgの基質糖鎖の量は計算上
は十分の量であることがわかったので,基質
をタンパク結晶に結合させることを試みた。
しかし，結合があまりにも強すぎて結晶を 1
時間もたたないうちに破壊してしまうこと
が判明した。これはESA-2だけでなくECA-1，
EAA-2の場合も同様の結果であった。 
 
(4) 新規レクチン OAAの結晶化 
 アオコから得られる OAA もこのレクチン
ファミリーに属するが，ペプチド鎖長は他の
ものに比べて半分の長さである。したがって
この結晶構造は他のファミリーのドメイン
構造に有益な観点が得られることを期待し
て結晶化に臨んだ。しかしながら海藻から得
られる量は ESA-2 などに比べてかなり少な
く天然抽出タンパクでは結晶化条件を導く
にはいたらなかった。 
 
(5) 大腸菌組換えレクチンの構築 
 (4)のような問題を解決するためには，天然
抽出レクチンでは限界がある。そこで，研究
分担者によりまず OAA について大腸菌組換
えタンパク質が構築された。 
 
(6) 組換えレクチンを用いた糖鎖との共結
晶化 
 組換えレクチン OAA について高マンノー
ス糖鎖との複合体結晶化を試みている。 
 
 
４．研究成果 
(1) 海藻レクチン ESA-2の立体構造解明 
 重原子同形置換法により，新規に ESA-2
の立体構造を解明した。図３に示すように，
２つのβバレル構造によるドメインがつな
がった構造であることが判明した。 
 ESA-2の 1次構造は，発表論文１で公表し
た。この 1次構造に基づき構造精密化計算を
進めた。分解能はこの科研の最初のころは薄

板結晶であったため最大で 1.5Åであっても，
データセット全体では 1.7Åであったが，結
晶作成法の改善により 1.5Å分解能まで改善
できた。この高分解能データセットで R=0.18 
(Rfree=0.21)まで収束させることができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 1 次構造から見出されていた 4つの繰り返
し配列のドメインを重ね合わせると驚く程
よく一致していることがわかった（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 また分解能の向上により,グリセロールや
Mg2+が結晶作成の段階で配位していることも
判明した。 なお，活性測定で ESA-2活性に
は金属が不要であることがわかっている。 
 
(2) 以外の海藻レクチンの構造解明 
 ESA-2の立体構造をもとに，結晶が得られ
ている EAA-2と ECA-1の構造解析に成功し
た。2つとも ESA-2とほぼ同一の構造であっ
た（ただし ECA-1はまだ 1 次構造が決定さ
れていないため,側鎖を含めた構造解析は完
了していない）。したがって高マンノース特
異的な新規レクチンの立体構造モチーフは

 

 

図 3 新規なレクチンファミリー

に属する海藻レクチン ESA-2 の

結晶構造 

図４ 海藻レクチン ESA-2 の繰

り返し配列を構成するドメインの

重ね合わせ 



 

 

ESA-2に代表されることが判明した。 
 
(3) ESA-2の糖鎖認識部位の推定 
 高等植物レクチンで海藻レクチンに最も
近いものとしてヒガンバナ由来レクチン
GMAの糖鎖結合型構造が解明されている。
そこでESA-2とGMA－糖鎖との立体構造を
比較した。その結果，GMA で糖鎖と相互作用
しているQ26-D28-N30-V32-Y34のβstrandと
ESA-2の Y3-V5-N7-Q8が 1次構造と 3次構造
の点から酷似していることが判明した。した
がってこの近辺が ESA-2の糖鎖認識部位と
考えられる。 
 
(4) 新規海藻レクチンファミリーの高マンノ

ース糖鎖複合体結晶の作成 
 基質糖鎖を M5 糖鎖にしたが，この糖鎖は
高価なものであったため，ESA-2結晶を M5
糖鎖溶液に浸漬させることで，ESA-2と糖鎖
との複合体結晶を得ようとした。しかしなが
らわずか数分で結晶はＸ線を回折しなくな
り，崩壊してしまう。これは糖鎖とレクチン
の結合が強すぎるため，結集を崩壊してしま
うと考えられた。EAA-2や ECA-1の場合も
同様であった。したがって，浸漬法では複合
体結晶を得ることは困難であり，共結晶法を
行うこととした。 
 幸い，研究期間中に M5糖鎖がより安価に
入手できる先が見つかり共結晶化ができる
環境が整ったので現在組換え OAAと M5糖
鎖の共結晶化を行っている。 
 
(5) 大腸菌組換えレクチンの発現－精製系
の確立 
 海藻レクチンは，ESA-2は海藻から取れる
量が多いが少ない量しか取れないものが多
く結晶解析を進める上で困難であった。特に
OAAのような ESA-2とはペプチド長の大き
く異なるものについて大腸菌組換えレクチ
ンが得られた（発表論文２）ことは今後のレ
クチンの構造機能相関解析を行う上で非常
に有益である。 
 
以上，今までマメ科レクチンに比べほとんど
構造学的基盤の無かった新規のレクチンフ
ァミリーである海藻レクチンの一連のタン
パク質について高分解能の立体構造による
構造的基盤を作ることができた。これらの海
藻レクチンは抗 HIVウィルス作用が強くこ
れらの構造的基盤が医学分野でも応用でき
ることを期待する。 
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