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研究成果の概要（和文）：本研究では、まず海綿レクチンCchGを精製、そしてリガンドとしてCchGとの親和性が
高いラクトース（Lac）を原料として、アミノ酸と混合するだけで容易に結合するプローブ分子である１－フル
オロ-２，４-ジニトロベンゼン―５-（１－アミノラクトシド）（LacDNFB）を合成した。次に、ラクトース、
LacDNFBおよびLacDNFBとアラニンを結合したLacDNFB－AlaとCchGの共結晶の作成を試みたところ、Lacおよび
LacDNFBとの共結晶が得られた。これらのX線構造解析を行ったところ、ラクトースーCChG複合体の構造が得ら
れ、ラクトースの+１位に未知分子を導入する余地があることを確認した。

研究成果の概要（英文）：Lectins, carbohydrate binding proteins, bind to sugars. We have isolated a 
galactose binding lectin CchG from the marine sponge Cinachyrella sp. that forms a rigid tetramer in
 the crystalline state. If the lectin-carbohydrate complex can be crystallized and its structure 
solved, the structure of the carbohydrate bind to the protein will be visualized. We extended this 
idea to determine the structure of glycosylated small molecules; that is, if a small molecule was 
glycosylated with the sugar that can bind to the lectin, the structure of the glycoside would be 
visualized directly by X-ray crystallography at the atomic level.
 We thus tested our concept by synthesizing 1-fluoro-2,4-dinitrobenzene-5-(1-aminolacoside) 
(LacDNFB) which can readily couple with amino acids. In crystallization of CchG-lactose, 
CchG-LacDNFB, and CchG-LacDNFB-alanine complexes, and crystal structure for CchG-lactose showing 
that +1-end of the sugar had a space to hold molecule to be visualized, was solved.

研究分野：水産科学
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１．研究開始当初の背景 
レクチンは特定の糖や糖鎖を、複数の結合
部位で認識して結合するタンパク質である．
これまでに我々のグループでは、海綿の抽出
物より神経シナプス受容体の調節物質とし
てガラクトース結合性レクチン CchG を得、
その X-線結晶構造解析から CchG はドーナッ
ツ型の安定な 4 量体（50kD)を形成するこれ
までにない構造を持つレクチンであること
を明らかにした(図 1)［1］．これに加え CchG
は 100℃の熱処
理を行っても活
性を示すなど、
例外的ともいえ
る高い安定性を
有する特異なレ
クチンある．そ
こで、「CchG と高
い親和性を持つ
ガラクトース誘
導体に低分子化合物を簡易な手法で結合し、
CchG との共結晶を作成、その X-線構造解析
を行うことで、低分子化合物の直接的な構造
決定が可能になるのではないか」と本研究を
着想した．しかしこれまでレクチンの糖結合
性を応用し、未知化合物の直接的構造決定に
利用するという研究は皆無であった．一方で
近年、東京大学のグループが「結晶スポンジ」
という新しい直接構造決定の手法を開発し、
国際的に大きく注目されている[2]．これは
人工の格子構造を形成する化合物(結晶スポ
ンジ)に未知物質を取り込ませ、複合体の X-
線構造解析を行うもので、原理は本提案と異
なるが化合物の直接構造決定を可能にする
点は共通している．しかし結晶スポンジ法も
万能ではなく、取り込まれた分子の分解能、
親水性分子や大きい分子(ステロイド程度)
の格子内への取り込みが難しいといった欠
点があるとされる． 
参考論文 
[1] Ueda et al. Glycobiology 2013, 412-425. 
Freymann et al. Acta Crystallogr. Sec. D, 
2012, 1163-1174. [2] Inokuma et al. Nature 
2013, 496, 461-465 
 
２．研究の目的 
本研究ではレクチン用い、適切な糖の誘導
体（糖プローブ）を低分子化合物と結合させ
た配糖体を作成、その配糖体-レクチン複合
体の X-線結晶構造解析を行うことで、取り込
まれた未知化合物の構造を直接決定する、と
いう申請者のアイデアを立証することを目

的とした． 
 
３．研究の方法 
大腸菌に遺伝子を組み込むことで発現した
リコンビナント CchG および、海綿より得ら
れた天然物を大量に調整する．次にラクトー
スに簡単な反応で各種低分子化合物を結合
させる反応を開発する．得られたラクトース
と低分子化合物の配糖体をレクチンと混合
し、結晶化を行い得られた共結晶の X-線構造
解析を行う． 
 
４．研究成果 
まず、CchG を大量に得るために海綿抽出物
の精製を行うとともに、大腸菌を宿主とした
発現系に CChG 遺伝子を組み込み、リコンビ
ナントレクチンを得た．次にラクトースプロ
ーブを合成するため、lactose(1)の 1 位をア
ミノ化、1-deoxy-1-amino lactose (2)を得
た(図 2)． 
 

図 2．化合物 2の合成 
次に、2 と 1,5-difluoro-2,4,-dinitoro 
benzene (3)を反応させ、4を得た．さらにそ
れにアミノ酸(トリプトファン、アラニン)を
結合し、配糖体 5－6 を合成した．この手法
で、アミノ基を持つ化合物が容易にラクトー
スプローブに結合することが分かり、当初計
画した「混ぜるだけ」でアミノ基の配糖化を
行うことに成功した．ただし、塩基にピリジ
ンを用いた際はピリジンが置換した生成物
が、またリジンを用いた場合は 4つの生成物
が生じた． 
これらの化合物と CchG の親和性を等温滴
定熱量計を用いて測定したところ結合定数
（K）がラクトース、化合物 4、5でそれぞれ
529、1050、1980 となりラクトースのα位が
修飾されても相対的な結合性に大きな影響
がないことが示された． 

図 3．化合物 5，6の合成 
 
そこで、ラクトース、化合物 4と 5をそれぞ



れ用い CchG との共結晶を作成した結果ラク
トースおよび4をリガンドとした際に結晶を
生じたが、複合体の結晶構造解析に成功した
ものはラクトースとの共結晶であった．これ
まで CchG の結晶はアポ体でしか得られてお
らず、どのように糖が結合しているのかは不
明であったが、この結果から糖とレクチンの
原子レベルでの結合モードが明らかとなっ
た． 

 
図 4．ラクトースと CChG 複合体の結晶構造 
 
CchG-lactose 複合体の構造は，リガンドなし
の CchG をサーチモデルに用いた分子置換法
により決定した．Fo-Fc マップにて，ラクト
ースに由来する明瞭な電子密度が確認され
た(図 4)．ラクトース中の，-1 位，+1位のグ
ルコースは，いずれもイス型のコンフォメー
ションを形成していた(図 5)． 

 
図 5．ラクトースと CChG 複合体の結合 
 
図 5 に示した通り，ラクトースは塩橋ネッ
トワークとファンデルワールス相互作用に

て CchG に認識されていた．Arg28，Asp45 及
びAsn60の側鎖は-1位のグルコースを，また，
Arg73 の側鎖は＋1 位のグルコースを認識し
ていた．Arg47 と Glu71 の側鎖は，-1位およ
び+1 位のグルコースと結合していた．Trp68
の側鎖は，-1位のグルコースとスタッキング
して相互作用していた． 
現時点では、X-線構造解析に成功したのは
残念ながらラクトースをリガンドとしたも
ののみであった．しかし、今回の成果から未
知化合物を導入するラクトース1位は立体的
に障害が無いことが分かり、計画の妥当性が
示された．また複合体の結晶化や解析の条件
が明らかになったので他の配糖体に関して
も、結晶構造を得てゆく予定である． 
 
本研究では最終的にいろいろな官能基を持
つ化合物を簡易な反応で配糖化し、ラクトー
スプローブと結合させることを目指してい
る．コンセプトとしては、無保護の反応系で
ラクトースと様々な官能基を持つ化合物を
「混ぜるだけ」で反応させ、結晶構造解析に
用いることができる糖プローブを作成する
ことである．しかし、得られた糖プローブが
構造解析可能な結晶を与えるかは予測がで
きないので、多様な糖プローブを用意する必
要がある．そこで本研究では 2を変換してチ
オイソシアネート基を導入する反応（図 6、
Entry1、2）． 

図 6．イソチアネート基の導入 
 
Tanaka らの手法を参考に強力な縮合剤であ
る DMC を用いた反応（図 7、Entry 3）の開
発を試みたがいずれも難航しており「容易な
配糖化」反応の開発には時間がかかる． 

図 7． DMC を用いた置換反応 
 
今後は既法の DMC を用いたアジド化反応で、
アジド基を1位に導入したラクトースを用い、
分析対象化合物にプロパギル基を導入する
ことでクリック反応を行い、容易に配糖体を
作製する手法を開発してゆく予定である． 
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