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研究成果の概要（和文）： ナマコ由来溶血性レクチンCEL-IIIは孔形成毒素であり、多量体化することにより溶血活性
をもつ。CEL-III変異体を作成し、変異による溶血活性に対する影響を明らかにした。CEL-IIIにアミノ酸配列相同性を
示すサンゴ由来AML36, AML49の大腸菌を宿主に用いた生産系の確立を行ったが凝集体を形成しやすいことから単量体を
活性を有する形で得ることができなかった。このことは、両タンパク質のアミノ酸配列の違いが溶血活性に大きく影響
していることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）： Hemolytic lectin CEL-III derived from sea cucumber is a pore forming toxin which 
have hemolytic activity by forming oligomer. To elucidate the mechanism of oligomerization, mutants of 
CEL-III were made by site directed mutagenesis. The effect of the mutation on the hemolytic activity was 
elucidated. Production of AML36 and AML49 derived from coral was carried out by using Escherichia coli. 
However recombinant proteins formed aggregates and difficult to obtain monomeric form which exhibit 
hemolytic activity. This indicates that the difference of the amino acid sequence between CEL-III and 
AML36, AML49 affect the hemolytic activity.

研究分野：蛋白質科学

キーワード： 蛋白質
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１．研究開始当初の背景 
孔形成毒素（Pore forming toxin）と呼
ばれる一群のタンパク質は、細胞の表面を認
識すると結合し、その細胞表面で多量体を形
成することによって細胞膜に孔（Pore）を形
成する。その孔の形成によって生じるイオン
透過性は細胞の破壊を引き起こしている。こ
れら孔形成毒素の一群には、黄色ブドウ球菌
(Staphylococcus aureus)が生産するα-ヘモ
リジンやロイコシジン、イソギンチャク
(Actinia fragacea)が生産する FraC、ナマコ
の 一 種 で あ る 海 産 無 脊 椎 動 物 グ ミ
(Cucumaria echinata)が生産する溶血性レク
チン CEL-III などが含まれる。これらのタン
パク質は、細胞の認識に脂質や細胞表面の糖
鎖を利用していることや、標的として認識し、
破壊する細胞が赤血球であるか、白血球であ
るかの違いはあるものの、その破壊のメカニ
ズムは共通している。細胞表面で多量体を形
成し膜孔をつくることは以前より知られて
おり、孔を形成していない状態での単量体の
構造は多く報告されている。また、孔形成後
の多量体の立体構造は、1996 年にα-ヘモリ
ジンの七量体構造が報告され①)、近年、ロイ
コシジンの八量体構造も報告されている②)。
申請者の所属する研究室でもナマコの一種
であるグミ由来溶血性レクチンCEL-IIIの単
量体構造はすでに報告し、多量体構造の解析
を進めている③)。これら多くの多量体構造の
解明の報告がなされてきていることから、現
在、孔形成毒素の研究は単量体から多量体を
形成する構造変化の解明に焦点が移ってき
ている。 
 
２．研究の目的 
これまでの研究結果から多量体形成にお
ける構造変化のモデルは以下の2通りを推定
することができる。まず 1つ目（図 1（A））
は、①孔形成毒素が細胞膜表面を認識し結合
する。②細胞膜表面でタンパク質同士が会合
した多量体プレポア(pre-pore)構造を形成
する。③プレポア構造から大きな構造変化が
起こり、膜を貫通する部位が膜内に突き刺さ
るように構造形成し、孔が完成する。もう一
つ（図 1（B））は、①は同じであるものの、
②で単量体が構造変化を起こし、膜貫通部位
が膜内に入り込んだ単量体プレポア構造を
作る、③その後に貫通部位同士が多量体を形
成し、孔構造を完成させるものである。両者
の違いは、先に多量体化した後に孔形成部位
が膜に入るのか、膜上で単量体が構造変化し、
貫通部位を形成した後に多量体化するか、で
ある。本研究では、どちらのケースの場合も
中間体構造のことをプレポア構造と呼ぶこ
とにする。本研究では、孔形成の重要なステ
ップであるプレポア構造を解明するために、
安定したプレポア構造を形成する変異体を
探索することを目的とした。 
試料としては、孔形成毒素のなかでも膜貫
通部位がβバレルで構成されるタンパク質

を用いる。用いる孔形成毒素は細胞表面の糖
鎖を認識するナマコの一種であるグミ由来
溶血性レクチンのCEL-III及びそれに高いア
ミノ酸配列相同性を示すサンゴ由来タンパ
ク質 AML36, AML49 である。CEL-III の単量体
の立体構造はすでに明らかとなっている。そ
こで、孔形成メカニズムを明らかにするため
に、安定したプレポア構造を形成する各種変
異体の作成を検討した。また、相同性が高い
タンパク質である AML36, AML49 の生産系の
確立を行った。 

 
３．研究の方法 
孔形成毒素として、ナマコの一種であるグ
ミ由来溶血性レクチンCEL-III及びサンゴ由
来タンパク質 AML36, AML49 を用いる。
CEL-III は単量体の立体構造、in vitro での
溶液中での多量体形成条件が明らかとなっ
ている。立体構造情報から、多量体化の引き
金になると推定される残基が明らかとなっ
ていることから、部位特異的変異体の作成を
行い、プレポア構造を安定してとる変異体の
探索を行う。 
 
４．研究成果 
（１）CEL-III 変異体の溶血活性に対する影
響 
膜孔形成毒素(Pore forming toxin)の一つ
であるナマコ由来溶血性レクチンCEL-IIIは、
赤血球表面の糖鎖を認識し、膜孔を形成する
ことによって溶血活性を示す。膜孔形成はダ
イナミックな構造変化を伴う多量体化によ
って引き起こされるが、その構造変化につい
ては知られていない。研究代表者らは
CEL-III の溶液状態での単量体の立体構造と
膜孔形成時の多量体構造をX線結晶構造解析
によって明らかとしている。単量体の立体構
造解析からCEL-IIIには糖を認識するドメイ
ン１，２及び多量体化に関与するドメイン３
があることが明らかとなっている。また、多
量体化には、まず細胞表面を認識した後にプ
レポア構造と呼ばれる、膜孔形成中間体が存
在することが示唆されている。 
そこで、CEL-III の多量体化に寄与するア
ミノ酸残基に変異を導入することによって、
その変異の溶血活性に与える影響について
解析した。 



まず始めにドメイン内の相互作用が溶血
活性に与える影響を解明するため、同部位へ
の変異導入の影響を解析した。変異の導入は、
プライマーを用いた PCR によって行い、変異
体の作成に成功した。変異体は大腸菌を宿主
に用いた組換えタンパク質として生産した。 
標的とするアミノ酸は、ドメイン 3に位置
する D371 及び K405 とした。D371 と K405 は
単量体構造でイオン結合することによって
安定化に寄与している。すでに K405 は A に
置換することによって360倍溶血活性が上昇
することを報告している④。そこで以下の変
異体(K405A, K405S, K405E, K405R, K405L)
を作成し、溶血活性を測定した。そのうち、
L へ変異を導入したものは、精製中に凝集体
を形成したため、溶血活性を測定することが
できなかった。その他の変異体は溶血活性の
結果、K405A 及び K405S は WT に対して高い溶
血活性を示した。一方、K405E と K405R では
溶血活性の低下が見られた。また、D371 の変
異体では、D371A 及び D371R で活性の低下が
みられ、D371 K では溶血活性はほとんど観察
できなかった。これらのことから、このイオ
ン結合が単量体の安定化に寄与しており、多
量体化に影響していることが明らかになっ
た。K405 は残基の嵩高さを減少させることに
よって活性の上昇が見られたことから、イオ
ン結合が単量体の安定性の低下をまねき、多
量体化を促進していることが明らかになっ
た。一方、D371 は多量体化を促進することが
見られなかったため、多量体中での D371 の
他の相互作用に影響したことが考えられた。 
 
（２）サンゴ由来 CEL-III 相同タンパク質
AML36, AML49のリコンビナントタンパク質と
しての生産系の確立 
 サンゴの発生段階で発現レベルが上昇す
る遺伝子として AML36, AML49 が報告されて
いる⑤。そのアミノ酸配列が CEL-III に相同
性を示していることから、溶血活性を示すこ
とが推定されている。そこで、孔形成毒素の
孔形成メカニズムの解明のため、同タンパク
質のリコンビナントタンパク質としての生
産系の確立を行った。CEL-III は大腸菌を宿
主に用いて生産されると不溶性の凝集体（封
入体）として得られ、変性剤による可溶化後、
希釈することによって変性剤濃度を低下さ
せて巻き戻しを行っている。AML36, 49 も封
入体として得られたが、希釈して巻き戻す段
階で凝集してしまい可溶性で得ることはで
きていない。そこで、CEL-III でドメイン 1,2
に相当する部分のみを生産し、糖特異性の解
明を行った。その結果、AML36, AML49 ともに
CEL-III と同様の糖特異性を示すことが明ら
かとなった。そこで、AML36, AML49 の全長タ
ンパク質の可溶性を高めるために融合タン
パク質として生産させることを試みた。融合
させるタンパク質には、大阪大学高木教授よ
り恵与されたFATTタグ及びグルタチオン-S-
トランスフェラーゼを用いた。しかしながら、

そのどちらのタンパク質を融合させたもの
でも封入体から可溶性に巻き戻すことはで
きなかった。AML36, AML49 のアミノ酸配列を
CEL-III と比較すると、特に多量体を形成し
た時の膜貫通部位に特徴的な違いが見られ
た。膜貫通部位のアミノ酸配列は疎水性残基
と親水性残基が交互に現れる特徴を持って
いるが、サンゴ由来のものは疎水性残基と交
互に現れるアミノ酸のほとんどがセリンで
あった。このことが多量体化形成に大きく寄
与しており、安定して単量体を得ることがで
きなかったのではないかと考えられた。これ
らのことから、このセリン残基に変異を導入
することが多量体化の制御に重要ではない
かと推察された。 
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