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研究成果の概要（和文）： 
 海産無脊椎動物グミ（Cucumaria.echinata）由来溶血性レクチン CEL-Ⅲ膜孔形成複合体の構

造解析を行うため, CEL-Ⅲ膜孔形成複合体の結晶化条件の検討を行い, 板状結晶を得る事に成

功した. 放射光測定の結結果, 本結晶から分解能約 7Åの回折データを得た. 更なる分解能の

向上を行うため, 各種界面活性剤を用いた結晶化条件の検討の結果, 新規の結晶化条件を得る

事に成功した. 

 
研究成果の概要（英文）： 
 For structural analysis of pore forming CEL-Ⅲ complex, we tried to crystallize the 
complex and succeeded to make it plate-like crystal. Diffraction data from the complex 
crystal were collected by using synchrotron radiation in which the highest resolution 
leached to seven angstroms. Further trial of the crystallization using several kinds of 
detergent lead to obtain new crystals. 
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１．研究開始当初の背景 
 膜孔を形成する毒素(PFT)は多くの病原菌

が有し, PFT による膜孔形成はその病原性お

よび毒性発現に極めて重要な役割を担って

いる. これまでに炭疽菌および黄色ブドウ

球菌をはじめ, 多くの病原性微生物の膜孔

形成蛋白質の構造・機能解析が進められ, い

くつかのPFT については, 膜孔形成前の状態

である水溶性モノマー構造がX線結晶構造解

析により明らかとなっているが, PFT のモノ
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マー構造から膜孔形成へと至るメカニズム

の詳細は未だ不明であるのが現状である. 

 PFT の一種であるグミ由来溶血性レクチン
CEL-Ⅲに関しては, 我々のグループがモノ
マーおよび糖結合モノマー構造解析を報告
している.これまでの我々による CEL-Ⅲに関
する構造および機能解析の知見から, CEL-Ⅲ
が細胞膜表面の特定の糖鎖を認識, 結合す
る事で６~７量体の膜孔形成複合体へと構
造変化し溶血活性を発現するモデルを提唱
しているが(図１), その構造変化メカニズ
ムの詳細は未だ明らかではない.  
 
 
 
 
 
 

図１. CEL-Ⅲの膜孔形成モデル 
 
 
２．研究の目的 
 

 病原菌の多くはターゲットとする細胞膜

に穴をあける, もしくは毒素を細胞内に送

り込むための膜孔形成毒素(Pore-Forming 

Toxin:PFT)を有している. PFT による膜孔形

成メカニズムは病原菌の感染および毒性発

現に決定的に重要であるが,未だ原子レベル

でのメカニズムは明らかでない. 本研究は,

海産無脊椎動物グミ(C.echinata)由来 PFTで

ある溶血性レクチン CEL-Ⅲの膜孔形成複合

体のX線結晶構造解析により, 病原性および

毒性発現に極めて重要なPFTの膜孔形成メカ

ニズムを原子レベルで明らかにする事を目

的とする. 
 
３．研究の方法 
 
 本研究は膜孔形成毒素（PFT）の膜孔形成
メカニズム解明のため, 海産無脊椎動物グ
ミ由来溶血性レクチン CEL-Ⅲの膜孔形成複
合体の X線結晶構造解析を行うものである. 
構造解析のためにグミ個体から蛋白抽出後, 
（１）アフィニティカラムクロマトグラフィ
－を用いた精製, （２）膜孔複合体化, （３）
結晶化条件の検索・最適化, （４）X線回折
データ処理,（５）結晶化に適した界面活性
剤を用いた結晶化条件の検索・最適化, と進
めた. 以下に具体的内容を記す. 
 
（１）アフィニティカラムクロマトグラフィ
－を用いた精製 
 ① グミを破砕後, 上清を Raffinose カラ
ムに通しスルー画分を回収する. ②回収分

を Lactosyl カラムに通し CEL-Ⅲをカラムに
結合させ, その後 EDTA 溶液を用い溶出させ
る. ③その溶出画分を透析後, GalNAc カラム
に通し CEL-Ⅲをカラムに結合させる. その
後 EDTA 溶液を用いて CEL-Ⅲを溶出させる. 
④溶出画分をゲル濾過クロマトグラフィー
にてモノマー画分を採取・濃縮し, 精製度９
５％以上の水溶性 CEL-Ⅲモノマーを得る. 
 
（２）膜孔複合体化 
 ①界面活性剤を含んだ高塩濃度高 pH バッ
ファー溶液を用い, 膜孔形成複合体構造を
形成させる。②ゲル濾過精製を行い純度を向
上させ, 限外濾過により濃縮し 5mg/ml 濃度
の CEL-Ⅲ複合体蛋白質溶液を調製する. 
 
（３）結晶化条件の検索・最適化 
 得られた CEL-Ⅲ複合体蛋白質溶液を用い, 
結晶化スクリーニングおよび結晶化条件の
最適化を行う. 
 
（４）X 線回折データ処理 
 得られた結晶を用いて放射光測定を行い, 
Ｘ線回折データ収集およびデータ処理を行
う. 
 
（５）結晶化に適した界面活性剤を用いた結
晶化条件の検索・最適化 
 結晶化に適していると考えられる各種界
面活性剤を用いて CEL-Ⅲ複合体の調製・結晶
化および結晶化条件の最適化を行い, （４）
で得られた回折データから分解能の向上を
目指す. 
 
４．研究成果 
 
（１）結晶化条件の検索・最適化 
 CEL-Ⅲの膜孔型複合体の形成後, 各種条
件での結晶化スクリーニングを試みた. そ
の結果, 複数の結晶化条件で針状の蛋白質
結晶を確認する事に成功した. 針状結晶の
得られた結晶化条件をベースとして, 沈殿
剤濃度, 結晶化温度, クライオプトテクタ
ントの種類と濃度, および界面活性剤の種
類の検討を行った結果, 改良した結晶化条
件において, より大きな板状結晶を得る事
に成功した(図２). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 2.CEL-Ⅲ膜孔形成複合体結晶 



 

 

（２）X 線回折データ処理 
 得られた板状結晶を高エネルギー加速器
研究機構にて X線回折測定を行い, 分解能約
7Åにてデータ収集に成功した（図３）. 観
測された回折点の最高分解能は４．５Åであ
った（図４）. 空間群は C2, 格子定数は  
a:251.816, b:169.854, c:144.844, α =
γ:90.000, β:117.042 であった. 溶媒含
有率の計算から, 非対称単位中に CEL-Ⅲオ
リゴマーが 6~7 量体として, 一複合体が存
在していると推測された. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）結晶化に適した界面活性剤を用いた結
晶化条件の検索・最適化 
 分解能の向上を行うため, 各種界面活性
剤を用いた結晶化を行った結果, 結晶化に
適した界面活性剤使用下での, 新規の結晶
化条件下での結晶を得る事に成功した. 
 
 膜蛋白質は一般的に大量発現および精製
が難しく, 本プロジェクトの２年間にて結
晶化および界面活性剤の検討に成功した事
は特筆に値する事項である. 報告例が非常
に少ない膜蛋白質の結晶構造解析研究を進
める上で, これは大きな前進であると考え
ている. 
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