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研究成果の概要（和文）：Crassostrea gigas（マガキ）由来マンノース特異的レクチンCGL1、Gyractis 
japonica（イシワケイソギンチャク）由来ガラクトース特異的レクチンGJL-1、Saxidomus purpurata(ウチムラ
サキ)由来GlcNAc特異的レクチンSPL-a/bの３種の新規レクチンについて、その構造解析および機能解析を実施し
た。CGL1の結晶構造解析により、既知のレクチンファミリーには見られないユニークな立体構造および糖との結
合様式を明らかにした。GJL-1およびSPL-a/bについても各種解析の結果、既知のレクチンには見られないユニー
クな特徴を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Structural and functional analyses of novel lectins, CGL1 from Crassostrea 
gigas, GJL-1 from Gyractis japonica, and SPL-a/b from Saxidomus purpurata, were enforced. Structural
 analysis of CGL1 revealed its unique fold and binding pattern that have not been confirmed in known
 lectin families. GJL-1 and SPL-a/b also show unique characteristics as a result of the analyses.

研究分野： X線結晶構造解析

キーワード： X線結晶構造解析　レクチン　Crassostrea gigas　Gyractis japonica　Saxidomus purpurata　糖鎖マ
イクロアレイ　等温滴定型熱量測定
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１．研究開始当初の背景 
 
 無脊椎動物における免疫機構は、獲得免疫
を持たず自然免疫のみで機能している。その
自然免疫において侵入微生物の認識には、侵
入微生物の細胞表面に多数存在する微生物
特異的糖鎖構造を主にレクチン（糖結合性蛋
白質）によって構造特異的に認識される事か
ら、レクチンが微生物認識において極めて重
要な役割を担っている事が知られている。こ
のレクチンによる微生物の糖鎖構造認識は、
厳密に糖鎖の構造を認識し、かつ生物種の違
いにより多様な認識様式が存在し、それ故多
様なレクチンファミリーがこれまでに報告
されている。海産無脊椎動物の多様性を考慮
すると、未発見のレクチンファミリーがまだ
多数存在する可能性が高い事が伺える。また、
侵入微生物のレクチン認識以降の微生物殺
滅までのメカニズムについても、多種多様な
無脊椎動物がそれぞれ有している機構は多
くが詳細不明であり、その生物固有の機構に
ついて非常に興味深い。 
以上の事から私は海産無脊椎動物から新規
レクチンの探索を進め、その結果３種類の新
規レクチン〔Crassostrea gigas (マガキ)由来マ
ンノース特異的レクチン CGL1, Gyractis 
japonica（イシワケイソギンチャク）由来ガ
ラクトース特異的レクチン GJL-1, および
Saxidomus purpurata (ウチムラサキ)由来 N-ア
セチルグルコサミン特異的レクチン SPL-a/b〕
を発見した。 
 
 
２．研究の目的 
 
海産無脊椎動物の自然免疫機構は哺乳類に
おける機構とは多くの点で異なり、その独自
の機構により侵入微生物等の認識および殺
滅を行っていると推定されるが、その詳細は
不明な点が多い。本研究は、自然免疫機構に
関与すると考えられる海産無脊椎動物由来
の新規レクチンである CGL1, GJL-1, およ
び SPL-a/bの構造・機能解析を行い、それら
の生物の各種レクチンによるユニークかつ
高度な糖鎖認識機構を明らかにする事を目
的とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
本研究は海産無脊椎動物由来新規レクチン

CGL1, GJL-1, および SPL-a/bの構造・機能

解析を行うものである。構造・機能解析のた
めに各種生物から蛋白質（レクチン）を精製
後、そのアミノ酸配列決定および結晶構造解
析を行った。加えて、各種物理化学的手法に
よる糖特異性解析を行う事で、各レクチンの
糖特異性に関する機能を明らかにした。以下
に行った実験の詳細について述べる 
 
（１）各種レクチンの精製（CGL１、GJL-1、
SPL-a/b 
研究材料となる海産生物（Crassostrea gigas 

(マガキ), Gyractis japonica（イシワケイソギン
チャク）, および Saxidomus purpurata (ウチム
ラサキ)をミキサーで破砕後、遠心分離を行う
事で上清を得た。得られた上清は、各レクチ
ンに特異的な糖を固定化させた糖固定化カ
ラムを用いたアフィニティクロマトグラフ
ィーにより、各種レクチンを精製した。固定
化する糖および溶出には、目的とするレクチ
ンに特異的な糖を用いる必要がある。CGL1
の固定化糖とその溶出には mannose を用い、
同様に GJL-1 および SPL-a/b の精製には、
Lactose および N-アセチルグルコサミンをそ
れぞれ用いた。得られた各レクチンは、さら
にゲル濾過クロマトグラフィーによる精製、
およびその後の透析・濃縮の後、以降の実験
に用いた。 
 
（２）一次構造の決定（GJL-1、SPL-a/b） 
得られた精製レクチンを用いて、臭化シア
ンもしくは各種特異的ペプチダーゼによる
断片化を行った。このペプチド断片は高速液
体クロマトグラフィーによる精製の後、プロ
テインシークエンサーを用いて部分一次構
造の決定を行った。得られた配列情報を元に、
縮重プライマーを設計し、各生物個体由来の
cDNAライブラリーをテンプレートとして目
的遺伝子のクローニング、および目的 cDNA
の全塩基配列を決定した。 
 
（３）結晶構造の決定（CGL1、GJL-1, SPL-a） 
 得られた精製レクチンを 10mg/ml まで濃
縮の後、結晶化条件のスクリーニング、結晶
化条件の最適化、放射光測定、各種手法によ
る位相決定、モデル構築、構造精密化処理を
進め、その結晶構造を決定した。 
 
（４）質量分析による修飾構造の決定（CGL
１） 
 CGL１は結晶構造を決定した結果、N末端残
基が何らかの修飾を受けている事が推測さ
れた。この修飾構造を決定するため、CGL1 の



ペプチド断片化、および得られたペプチド断
片の精密質量分析によりN末端修飾構造を決
定した。 
 
（５）糖特異性の解析（CGL1、GJL-1, SPL-a） 
 精製レクチンの糖特異性に関して調べる
ため、各種動物由来赤血球を用いた赤血球凝
集活性測定、および各種糖を用いた凝集阻害
測定を行った。凝集阻害活性測定により、特
異的に結合する糖が推定されたものについ
ては、等温滴定型熱量測定(ITC)により、糖と
の結合力を求めた。多様な複合糖鎖構造に対
する特異性を明らかにするため、糖鎖マイク
ロアレイ解析およびフロンタルアフィニテ
ィクロマトグラフィーを用いた解析を行っ
た。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）一次構造決定（GJL-１, SPL-a/b） 
 GJL-１の全一次構造を決定した。この GJL1
のアミノ酸配列は、既知のレクチンとは全く
相同性を有しない事から、新規のレクチンフ
ァミリーに属するユニークなレクチンであ
る事が明らかとなった。またこの GJL1 遺伝
子の DNA 配列は、イソギンチャク類で現在ま
でに唯一ゲノム情報が明らかになっている
Nematostella vectensis に存在する機能未知遺
伝子のみと相同性を示す事から、この GJL1
のレクチンファミリーは、イソギンチャク類
のみに存在するユニークなレクチンファミ
リーであることが示された。 
 SPL-a/b の全一次構造を決定した結果、
SPL-a は A 鎖および B 鎖からなるヘテロダイ
マー、また SPL-b は B鎖のみからなるホモダ
イマーであることがわかった。A 鎖、B 鎖は
共に C 型レクチンとの相同性を有する一方、
C 型レクチンに特徴的な糖鎖結合モチーフが
存在しないことが分かった。 
 
（２）free タイプ結晶構造の決定（CGL1, 
GJL-1, SPL-a/b） 
 
CGL1, GJL-1, SPL-a/b のそれぞれについて
結晶化を実施した。得られた結晶を用いて
CGL1およびGJL-1については硫黄原子の単波
長異常分散（S-SAD）法により位相決定を行
い、SPL-a/b については鉛原子誘導体結晶を
用いた単波長異常分散（Pb-SAD）法により位
相決定を行い、結晶構造を決定した（図.１
〜３）。 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

図１. CGL1 の結晶構造 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図２. GJL-1 の結晶構造 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３. SPL-a の結晶構造 
 
得られた CGL1 および GJL-1 の立体構造は、
一次構造から予見された通り、既知のレクチ
ン構造とは全く異なる立体構造を有してい
ることが分かった。SPL-a は A/B 鎖のヘテロ
ダイマー、SPL-b は B 鎖のホモダイマーを形
成しており、各鎖の構造はいずれも C型レク
チン構造と類似していた。 
 
（３）糖複合体結晶構造の決定（CGL１） 
CGL1 をマンノースと結合させた糖複合体を
調製し、それを用いて結晶化を実施した。得
られた結晶について、放射光測定およびその
回折データ処理により、CGL1-マンノース複
合体の結晶構造を決定した（図.４）。 
得られた複合体構造から、CGL1 がマンノー
スおよび複合糖鎖中の末端マンノース残基
を特異的に認識し、結合する様式が明らかと
なった。 
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図４. CGL1-マンノース複合体の結晶構造 
A. 全体構造, B. マンノース結合部位の構造  
 
（４）糖特異性解析（CGL1, GJL-1, SPL-a/b） 
CGL1 については、糖鎖マイクロアレイ解析、
フロンタルアフィニティクロマトグラフィ
ー解析および ITC 測定により、GJL1 がマンノ
ースモノマーおよび複合糖鎖中の末端マン
ノース残基を特異的に認識する事が明らか
となった。 
 GJL1 に関しては、糖鎖マイクロアレイ解析
の結果、ガラクトースモノマーおよび複合糖
鎖中の末端ガラクトース残基のみに特異的
に結合する事が明らかとなった。 
 SPL-a/b に関しては、ITC 測定により N−ア
セチルグルコサミンに特異的に結合する事
を確認した。またその SPL-a/b による結合は
カルシウムイオン非存在下でも確認された
事から、SPL-a/b はカルシウム非依存性を有
する C型レクチンである事がわかった。 
 
（５）論文発表等 
CGL1 に関する以上の研究成果は、論文報告
を行った（Unno H et. al, Scientific Reports, 6, 
29135, (2016)）。加えて、本研究により CGL1
が糖鎖解析のツールとして有用である事が
明らかとなり、試薬メーカー（コスモバイオ
（株））を通して CGL1の販売を開始した。 
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