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研究成果の概要（和文）：新規抗HIVレクチンのアクチノヒビン（AH）とHIVの表面糖鎖HMTGとの結合様式の詳細を解明
し，創薬の構造基盤を確立するために，AHと標的オリゴマンノースとの複合体結晶のＸ線解析を行った．
AHは水素結合に加えて多数の疎水性相互作用による鍵と鍵穴のドッキング方式で標的を特異的に認識し結合することを
解明した．また，AH分子同士間で粘着し易い性質があり，これがAHの高い標的結合能の要因となっていることも見出し
た．これらの特徴から，AHは抗HIV薬剤として開発するに値する極めて有望な分子素材である事を明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Lectin actinohivin (AH) is expected as a new drug candidate that blocks entry of H
IV-1 into human susceptible cells. In order to reveal the structural details of AH in the specific interac
tion with HMTG protruded from HIV-1 surface, several crystal structures of AH in complex with the targets 
alpha(1-2)mannobiose and alpha(1-2)mannotriose have been determined by X-ray crystallography.
These structures show that alpha(1-2)mannotriose of the principal target adopts a double bracket-shape con
formation as a rigid structure, to which AH binds to recognize the target strictly in a Lock-and-Key fashi
on with so many hydrophobic interactions in addition to the hydrogen bonds. These structural features are 
useful for developing AH as a more effective antiretroviral drug to suppress the infectious expansion of H
IV/AIDS and help expedite an end to the HIV/AIDS pandemic in the near future.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通）    

１．研究開始当初の背景 

 (1) 後天性免疫不全症候群（AIDS）は，1981
年に原因不明の病気として報告されたが，

1983年には原因ウイルス（HIV）が発見され，

ウイルス感染症であることが明らかとなっ

た．HIV は RNA ウイルスであるため変異速

度が非常に速く，インフルエンザに代表され

るように人に感染した後も変異を起こすた

め，またワクチンの抗原候補であるタンパク

質（ gp120）が多くの高マンノース糖鎖

（HMTG）で覆われているために，いまだに

ワクチン開発の見通しは立っていない．1990
年代以降，HIV のライフサイクルに必須のタ

ンパク質を標的とする戦略に沿って，逆転写

酵素，プロテアーゼおよびインテグラーゼを

阻害する 20種類以上の抗 HIV 薬が登場して

エイズの発症予防とエイズ患者の延命に用

いられるようになり，単剤では容易に耐性株

が出現して効かなくなるため，複数の薬剤を

用いた多剤併用療法が実施されている．しか

し，この方法では強い副作用の問題がある上

に，どの薬剤を使用しても効かない症例が増

えつつある．また，感染者からウイルスを駆

除できた例は皆無である．現在，毎年新たに

300万人が HIV に感染し，その内エイズによ

る死亡者は年間 200万人にも及ぶと報告され

ている．日本でも 1 万人を超える勢いで増加

しており，HIV 感染を防止する緊急対策の実

施の必要性が叫ばれている． 
 (2) このような状況の下，北里大の田中晴

雄らは，HIV がヒト細胞に結合することを防

止し，さらに薬剤耐性を発症しにくく，現在

の抗 HIV 薬とは全く異なる作用機構を持っ

たタンパク質レクチン（アクチノヒビンと命

名，以後 AH と略記）を微生物から検索する

以下の方法を考案した．HIV のヒト細胞への

感染では，HIV の表面から突き出た糖タンパ

ク質 (gp120)がヒト細胞表面のタンパク質

CD4+に結合することで HIV の細胞内への侵

入が可能となる．gp120の表面に密集した高

マンノース糖鎖(HMTG)を標的として，この

糖鎖に特異的に結合するレクチンあるいは

類似体を結合させて HIV の感染を阻害でき

れば，糖鎖を変化させた耐性株の出現は HIV
にとって容易ではなく，タンパク質に比べる

とはるかに遅いと考えられるので，多剤耐性

を克服する新薬の開発が期待できる．そこで

田中らは多くの微生物の中から HMTG に特

異的に結合するタンパク質を産出する微生

物を検索した結果，新種の放線菌 Longispora 
albida が目的のレクチンを産生することを見

いだした． 

 (3) 我々のグループはその立体構造を解

析することで協力し，先行実験で AH の apo
型の X 線結晶解析に成功した．その結果，以

下の構造的特長が明らかになった．図１が示

すように，AH の立体構造は 38個のアミノ酸

残基でできた構造モジュールを３回タンデ

ムに繰り返し，円筒状に閉じることによって

構築されている．各モジュールにはポケット

状の窪みがあり，マンノース結合部位である

ことを示唆している．各ポケットには１個の

HMTG が結合するので，AH の３個のポケッ

トに３個の HMTG が同時に結合することに

なり，AH の gp120への結合はかなり特異的

で，結合力も強いと考えられる．この結果を

記した論文は，Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 106, 
15633-15638 (2009)に掲載された．一方，対抗

馬として競争相手の米国 NCI で発見された

シアノビリン-N も同様に HMTG に結合する

ことが知られている．しかし，シアノビリン

-N は１個の HMTG を持つ糖タンパク質に結

合する点で異なっている．さらに，シアノビ

リン-N は，マイトジェン活性や粘膜刺激性が

あることが原因で薬剤としての開発は頓挫

している．AH ではマイトジェン活性が検出

されず，膣刺激性もないなど，きわめて優れ

た特性を持っている．最近，同様に NCI で発

見されたグリフィシンも，特異的に糖鎖を認

識する構造であると報告されており，糖鎖を

標的とした薬剤開発では本研究と競争にな

っている． 
 

２．研究の目的 

 上記の経緯から，AH がもつ優れた抗 HIV
活性を活かして，より効果的な薬剤として改

良するためには，AH の構造改変に必要な構

造基盤を解明する必要がある．本研究では，

(1) AH と HMGT や HMTG を構成する種々

のオリゴマンノースあるいは gp120との複合

体のＸ線解析によって，これらの分子と AH
との結合様式を解明し，(2) 種々のマンノー

ス糖鎖との特異な相互作用の特徴を明らか

にし，(3) AH をタンパク質性 HIV/AIDS 予

防・治療薬として改変するための構造基盤を

確立することを本研究の目的としている．  
 
３．研究の方法 

 上記の目的を達成するために，次の実験内

容を実施した． 
(1) まず AH の結晶化の再現性を高めるため

に，結晶化条件だけでなく産生菌の培養法も

含めて AH の精製法を検討した．また AH の

溶解度を上げるために種々の有機溶媒や pH
の効果を調べた． 
(2) 図２に示すように，標的 HMTG の分岐

した３個の糖鎖D1, D2, D3の先端部位に共通

して存在するα(1,2)マンノビオース(MB)に

特異的に結合するが，３種類の糖鎖間（３番

目の Man残基の結合が、D1 ではα(1,2)，D2
では α(1,3)，D3ではα(1,6)と異なる）では，

AH は D1「α(1,2)マンノトリオース」にもっ

 

図１．類似の配列が３回繰り返す AH のアミノ 
   酸配列 



とも強く結合し，D3 に弱く結合することが

分かっているので，この特異性を解明するこ

とに主眼をおいて，(AH と MB)の複合体な

らびに(AH とD1)および(AH とD2)の複合体 
 

 
の結晶化条件の検索を行った．さらに，(AH
と HMTG)や(AH と gp120)の複合体の結晶化

にも挑戦した． 

(3) 得られた３種類の(AH:MB)単結晶と１

種類の(AH:D1)単結晶を用いて，高エネルギ

ー加速器研究機構の PF でＸ線回折データを

測定した．構造決定は CCP4の解析ソフトを

用いて行った． 
 
４．研究成果 

(1) タンパク質精製法の改良 
 先行実験において成功した AH の結晶化が

再現できなくなる原因を解明できた．  
 

 
 図３に示すように，①産生菌の培養日数を

20日にすることによってAH のシグナルペプ

チドが完全に消失して均一な AH が得られる

ことが明らかになった．この純度の改善によ

り結晶化の再現性を高めることができ，構造

研究を促進する上で大きな原動力となった．

また，②pH を酸性にすることや，少量のア

セトニトリル，アルコールあるいは糖類を添

加することで AH の溶解度が上昇することも

明らかになった．これらの成果を記した論文

を 2012年の IUCr 学術雑誌 Acta Cryst. Sect. 
F68に発表した． 
 
(2) AH-MB 複合体結晶のＸ線解析 
 結晶化条件を変化させることにより，３種

類の結晶（AH-MB-1, AH-MB-2, AH-MB-3）を

得た．まず，高分解能のＸ線回折データは，

①表に示すように，AH-MB-1 の空間群が P213
で非対称単位に 1/3 個の AH 分子が存在する

ことを示唆した．しかし，AH 分子のアミノ

酸配列を均等に３分割することができない． 

 

 実際に空間群を P213 として解析しても合

理的な正解を得られなかった．空間群 P213
から３回回転対称を除けば，空間群は P212121

に低下し，非対称単位の AH は１分子となり，

上述の矛盾を解消できるが，a 軸と b 軸と c
軸の長さが等しくなり，斜方晶系では通常有

り得ない結晶となる．それでも空間群を

P212121として解析すると，AH 全体が分子の

重心の周りで 120°回転した３種類の等価な

解が得られた．これらの結果は，３種類の構

造が１個の結晶の中でランダムに乱れてい

ることを示唆している．そこで，空間群を

P213に戻して，３回回転操作による３種類の

乱れに対して 1/3 の占有率を仮定して結晶構

造を精密化することにより，立体構造の詳細

を決定することができた．この結晶構造は，

タンパク質分子内部の局所的乱れではなく，

図４に示すように，分子全体が大きく乱れて

低分子結晶で見られる分子パッキングの乱

れによる空間群対称の上昇がタンパク質 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Crystal form AH-MB-1 AH-MB-2 AH-MB-3 
Resolution(Å) 1.59 1.90 1.57 

Rmerge 0.080 0.089 0.111 0.061 
Rpim 0.034 0.029 0.068 0.026 

Space group P 213 P 212121 P 2 2121 P 2 2121 
Unit cell 

a (Å) 
b (Å) 
c (Å) 

 
 

56.2 

 
56.2 
56.2 
56.2 

 
27.8 
67.1 
66.8 

 
54.8 
66.9 
66.9 

Molecules/AU 1/3 1 1 2 

 

図３. 菌体培養日数を 1～20 日と変化させた産生タ

ンパク質の変性 PAGE(左)と培養期間 7 日(中央)と

20日(右)の質量分析結果． 

 

図２. 高マンノース糖鎖 HMTG の化学構造． 

 
図４．120°毎回転した AH 分子(赤, 

青, 緑)が同一場所を占有． 

  

図５．AH 分子と結合した３個の MB 分子．各

MB 分子は CH…O型の水素結合によってブラ

ケット(カタカナのコの字)型のコンフォ 
メーション（右図）を採っている． 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
結晶でも起こりえることを示しており，同様

の理由により諦めていた他のタンパク質の

構造解析を可能にした． 
②図５に示すように，３個のモジュールで

構成された AH はモジュール間で高い３回回

転対称を有し，各モジュールに存在するポケ

ットに MB が結合している様子を明らかにし

た．Man 残基間で二重の CH…O 型水素結合

によってコの字型のコンホメーションを採

り，安定した硬い構造を保持する MB 分子は，

図６に示すように，Asp 残基のカルボキシル

基とマンオースの３位と４位の水酸基との

間で OH…O 型の強い水素結合によって認識

されていることも明らかになった．また，２

個のカリウムイオンのうち１個は AH 分子内

の３回対称に従って結合し，残りは３分子の

AH を集合させて結晶の空間群対称の上昇に

関与していることも判明した． 
 

 
 以上の結果をまとめた論文を IUCr が発行

する高 IF の国際学術雑誌 Acta Crystallogr. 
Sect. D68に投稿したところ，内容が極めて高

度なため，③即座に受理され，その構造図が

図７に示すように，論文掲載号の表紙絵とし

て採択された．また，これらの研究成果は新

聞紙上でも報道された． 
 
 次に，④カリウムイオンを使わずに得られ

た２種類の結晶 AH-MB-2 と AH-MB-3 では，

AH-MB-1 とは異なる奇妙な結晶構造を見出

した．前頁の表に示したように，どちらの結

晶も空間群は同じ P22121で，軸長は a≠b≈c の

関係にあり，AH-MB-3 の a軸長が AH-MB-2
の a軸長のほぼ２倍になっているが，どちら

もの結晶も b≈cであるが，両結晶の強度分布

は正方晶系の４回対称を示さない．AH-MB-3
の回折データを使って h が奇数と偶数の反射

の平均強度を比較すると，奇数の強度が弱い

ことが判明した．このことは，平面状に並ん

だ分子層が積相するときの生じる特徴であ

り，タンパク質結晶でははじめての例である．

解析結果の結晶構造は、予想通りで、図８に

示すように、AH-MB-2 では単一層 A が a 軸

方向に積層しているが，AH-MB-3 では、互い

に少しずれた２層 A と A*
が交互に積層して

いることを明らかにした． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ⑤層間の接触は，図８に示す領域<４>と<
５>で生じているが，接触の仕方は５では同

じである．<４>では図９に示すように，

AH-MB-2 と AH-MB-3 で Asp57の水素結合が

pH によって変化していることが分かった．

この小さな動きが結晶内での層構造の積層

に変化をもたらしたものと考えられる． 
 ⑥層内では AH 分子同士が横方向に接触し

ている．その方法は AH-MB-2 と AH-MB-3
で全く同じである．このような AH 同士の相

互作用は，AH が標的 HIV-gp120から突き出

た多数の HMTG に集団的に連携して結合す

ることを示唆している．この集団的相乗効果

は AH を薬剤として改良する上で極めて重要

 
図７．2012 年の国際学術雑誌 Acta Crystallogr. 
Sect. Dの表紙絵として採択され，第 68 巻の表

紙を飾った AH の立体構造 

 

図６．AH 分子のアミノ酸配列． 

 
図９．AH-MB-2 と AH-MB-3 の積層の相違 

 

図８．AH-MB-2 と AH-MB-3 の積層構造 



な構造基盤となる．実際に２個の AH 分子を

リンカーで連結させた二量体型の AH2 は活

性が大幅に上昇することが分かった． 
 ⑦AH-MB-2 と AH-MB-3 においても，MB
は AH-MB-1 結晶の場合と同様に，Man 残基

間で二重の CH…O 型水素結合によってコの

字型の安定なコンホメーションを採り，その

形状を AH が認識している．以上の成果をま

とめた論文も 2013年の Acta Crystallogr. Sect. 
D69に掲載された． 
 
(3) AH-D1 複合体結晶の X 線解析 
 AH は HMTG の D1
にもっとも強く結合

する。D2 および D3
との違いは第３番目

の Man 残基の結合が

D1 鎖ではα(1,2)であ

る点である。この特

異性を発現するため

には，各ポケットに

３残基を識別するサ

イトが存在すると考

えられた．それを確

定するために X 線解

析を行ったのが，AH-D1 複合体の結晶構造で

ある． 
 結晶内では，図 10に示すように，①D1の

３個の Man残基はダブル・ブラケット型のコ

ンフォメーションを保持し，図 11 に示すよ

うに，②Man1
，Man2

，Man3
残基が順に AH

のポケット内の３個のサイト（1, 2, 3）に結

合していることが判明した． 
 Man1

と Man2
の AH との結合は，MB の場

合と同じように，Asp残基が水素結合で Man2

の第３および第４水酸基が認識しているが，

さらに，③ループ内に閉じ込められた水分子 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
も認識に関与していることが明らかになっ

た．この水分子は AH-MB 結晶でも見出され

ており，α(1,2)結合で保持された Man1
と Man2

残基を識別する重要な役割を担っていると

考えられる。これらの親水性相互作用に加え

て，④図 11に示すように，Tyr 残基の疎水性

部分と，Man1
と Man2

の疎水性部分の間で多

くの疎水性相互作用が見つかった．また，

Man3
と別のTyr残基との間にも疎水性相互作

用が働き，Man3
の水酸基は溶媒領域に露出し

ていることが分かった．これらの疎水性接触

面は広範囲に広がり，通常の酵素と基質の間

に見られる鍵と鍵穴による形状認識が AH で

も成立していることを示している．この事実

は AH の溶解度が低くアルコール類等の添加

で溶解しやすくなる性質と関係しており，AH
を薬剤として応用するときの投与方法にヒ

ントを与えるものと期待できる． 
 ④D1 鎖を AH に固定して D3 鎖の末端

(Man6)に達する経路を予測すると，図 12 に

示すように，モジュール間で保存されたアミ

ノ酸が待機するサイト 4に至る．この窪みに

は親水性のアミノ酸残基が存在していて，小

さな AH 分子の表面上に残された唯一のサイ

トであり，その大きさは D3 の先端が接する

には適した部位である．このサイトは

AH-MB-1 の解析直後に分子モデルを使って

推定したもの矛盾しないことが分かった．以

上の成果を記した論文を 2014 年の Acta 
Crystallogr. Sect. F70に投稿した． 
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