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研究成果の概要（和文）：多彩な生理活性を発現するレクチンの生理活性発現機構を，タンパク質工学的な改変
を行うことにより詳細に活性発現機構を解析するとともに，そこで得られた知見を基盤として新たな有用機能を
もつ新規タンパク質の開発を行った。研究対象としては，主に海産無脊椎動物のレクチンを用い，特に数種類の
レクチンに関しては，その遺伝子クローニングにより全配列を決定するとともに，X線結晶構造解析によって新
規な立体構造の解明を行った。さらにそれらの組換えタンパク質を大腸菌を用いて発現させるとともに，遺伝子
組み換え技術を用いて個々のアミノ酸の役割を解明し，新規な活性を有するレクチンの開発などに成功した。

研究成果の概要（英文）：The mechanisms of the action of lectins were analyzed in detail by the 
protein engineering techniques, and the novel proteins with new useful functions were developed 
based on the findings obtained there. In this study, lectins from the marine invertebrates were 
used. Their entire sequences were determined by the cDNA cloning, and the novel three-dimensional 
structures were elucidated by X-ray crystallographic analysis. In addition to expressing these 
recombinant proteins using E. coli cells, we elucidated the role of individual amino acid residues 
using genetic recombination techniques and successfully developed lectins having novel activities.

研究分野：蛋白質科学
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  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
レクチンは生物体内に広く存在する糖結
合タンパク質の総称であり，免疫，発生・分
化，細胞内でのタンパク質輸送・フォールデ
ィングなど，糖鎖を介して分子認識や細胞間
認識に重要な役割を果たすことが知られて
いる。著者らはこれまでに，無脊椎動物から
様々なレクチンを単離し，その構造と機能に
ついて明らかにしてきた。特に，棘皮動物の
ナマコ類に属するグミ（Cucumaria echinata）
から得られた 3 種類の Ca2+依存性レクチン
CEL-I，CEL-III，CEL-IVについては，X線結
晶構造解析により詳細な立体構造を明らか
にするとともに，種々の生化学的手法を用い
てその糖認識機構の解析を進めてきた。中で
も CEL-III は，強い溶血活性や細胞毒性を示
す極めて特異な活性を示すレクチンである
が，これは CEL-III が細胞表面糖鎖に結合し
た後に細胞膜内で自己会合し，膜貫通チャネ
ルを形成するためであることを明らかにし
た。一方，同じグミから精製された CEL-I及
び CEL-IVは C型レクチンに属しており，こ
れらの糖結合部位アミノ酸を適切にデザイ
ンすることによって，新規な分子認識能を付
与することが可能であることを示した。 
 
２．研究の目的 
(1）溶血性レクチン CEL-III の部位特異的変
異体の作製とその膜孔形成複合体構造の解
明 

CEL-III は標的細胞膜表面糖鎖と結合する
ことが引き金となって細胞膜内でオリゴマ
ー化し，膜貫通チャネルを形成する。このよ
うな大きな立体構造変化は，ドメイン 3内の
様々なアミノ酸残基同士の相互作用の結果
であることから，その詳細を解明するために，
網羅的な部位特異的変異体を作製すること
によって，個々のアミノ酸の役割を明らかに
する。特にドメイン 3内を中心に多数の部位
特異的変異体を作製し，そのオリゴマー化及
び溶血活性への影響を検討する。 

 
(2）新規無脊椎動物レクチンの探索とそのタ
ンパク質工学的改変による新規有用タンパ
ク質開発 
主に数種類の海産無脊椎動物由来レクチ
ンを対象にして，糖特異性変換の試みを行う。
現在，グミから得られる CEL-IVについても，
弱いながらガラクトースからマンノース特
異性を上昇させることに成功している。また，
グミ以外にも海産無脊椎動物にはこれまで
に知られていない特異な活性と構造を有す
るレクチンが多く存在することが予想され
る。そこで，二枚貝類のマガキやウチムラサ
キ，刺胞動物のイシワケイソギンチャク，棘
皮動物のラッパウニなど数種の海産無脊椎
動物から新規なレクチンを単離し，それらの
立体構造を解析する。それによって，これま
でに知られていないレクチンの糖認識機構
を明らかにするとともに，生体内糖鎖の分析

や単離及び新規な特異性を有するレクチン
のデザインや組換え体発現用のタグとして
応用する可能性などを検討する。さらに，ラ
ッパウニ叉棘中の毒液に存在する数種のレ
クチンは特異な生理活性を有することが知
られており，これらの活性発現機の解明にも
つなげていく。 
 
３．研究の方法 
(1) CEL-III の部位特異的変異体作製とその
膜孔複合体形成能への影響の解析 
 CEL-III の溶血活性は，標的細胞膜内での
七量体形成能に大きく依存していることか
ら，CEL-III オリゴマー中の構成プロトマー
同士の相互作用に関与していることが予想
されるアミノ酸残基を中心に，異なるアミノ
酸に置換した部位特異的変異体を作製する。
ターゲットとするアミノ酸残基としては，細
胞膜上で基礎的なリング構造を形成してい
る bundle 領域を中心とする。この領域は，
CEL-III が膜上で会合するために最初に分子
間で相互作用するのに重要であるものと考
えられ，膜孔となるβバレルを形成する前段
階であるプレポア（prepore）を形成する上で
大きな役割を果たしているものと考えられ
る。一方，糖結合ドメイン 1，2 も膜孔複合
体中で外側のリングを形成し，膜上で表面糖
鎖との結合によって複合体安定化に寄与し
ていることが推定される。そこで，このドメ
イン 1，2 におけるプロトマー同士の相互作
用に寄与しているアミノ酸についても変異
体を作製し，七量体形成能への影響を検討す
る。 
 
(2）部位特異的変異によるレクチンの糖結合
特異性変換とその構造決定 

C型レクチン CEL-Iの糖結合部位に存在す
る糖結合モチーフ QPD配列を EPNに変える
とともに，ガラクトースの疎水面と相互作用
する W105 を H105 に置換した部位特異的変
異体（EPNH-CEL-I）がどのようにしてマン
ノースを認識するのかを，さらに多くの変異
体を作製することによって解析する。また，
ポリアミドアミンデンドリマーにマンノオ
リゴ糖などの糖鎖を付加した糖鎖含有ポリ
アミドアミンデンドリマー（sugar-PD）を用
いて種々の糖鎖との結合活性を検討する。 
 
(3）新規レクチンの探索とその構造決定 
 海産無脊椎動物にはこれまでに知られて
いない多くのタイプのレクチンが存在する
ことが予想される。これまでに詳細な研究を
行ったグミ以外に，二枚貝類，イソギンチャ
ク類，ウニ類などからも新規なレクチンを単
離し，その構造及び糖認識機構を明らかにす
るために，cDNA クローニングや組換え体発
現，さらに X線結晶構造解析を行う。 
 
４．研究成果 
(1) CEL-III の部位特異的変異体作製とその



膜孔複合体形成能への影響の解析 
 CEL-III のオリゴマー化に関与するアミノ
酸残基の役割を明らかにするために，ドメイ
ン 3内に位置する複数のアミノ酸残基に対す
る変異体 K338R, N369A, D371K, K405E, 
K405Rを作製した。これらの変異体の溶血活
性評価を行った結果，K338Rは野生型（WT-）
CEL-III と同程度の活性を示し，K405E, 
K405R は赤血球凝集活性を示すとともに溶
血活性を示したが，N369A, D371K は活性が
確認されなかった。また，D371Kでは溶血活
性が消失したが，これは Lys405との静電反発
が生じたために膜孔形成が抑制され，活性が
低下したためであると考えられた。一方，
Asn369は CEL-IIIオリゴマー間での相互作用
に重要な寄与をしていることが強く示唆さ
れた。Lys338については，これまでの研究か
ら，Ala 置換変異体の活性が大きく低下する
ことが知られていたが，今回作製した K338R
については WT-CEL-III と同程度の活性を示
したことから，この残基の正電荷が活性に重
要な寄与をしていることが示唆された。 

図 1．CEL-IIIのドメイン 3の構造 
 

(2）部位特異的変異によるレクチンの糖結合
特異性変換とその構造決定 
グミのガラクトース特異的レクチン CEL-I
の QPD配列を EPN配列に変えるとともに，
Trp105 をヒスチジン残基に置換した組換え
体 （ EPNH-CEL-I ） を 作 製 し た 結 果 ，
EPNH-CEL-I はマンノースに対する親和性が
著しく上昇しており，His105がマンノースと
の結合を増強させていることが明らかにな
った。このことから，C型レクチンのガラク
トースまたはマンノース特異性は QPD 及び
EPN配列のみではなく，近傍に位置するアミ
ノ酸残基の性質によって大きく左右される
ことが明らかになった。さらに，この 105番
目に位置するアミノ酸残基の役割を明らか
にするために，Tyr 及び Ala 置換体について
も作製し，その糖結合性を検討した結果，Tyr
置換体はマンノース及びガラクトースの両
者に結合したが，Ala 置換体はマンノースに
のみ結合性を示した。このことから，この 105
番目のアミノ酸の疎水性が糖特異性に重要
であり，疎水的相互作用の低下とともにマン
ノースへの特異性が高まることが明らかに
なった。 
 
(3）新規レクチンの探索とその構造決定 
海産無脊椎動物レクチンとして，新たに二

枚貝ウチムラサキ（Saxidomus purpratus）由
来の SPL，刺胞動物イシワケイソギンチャク
（Gyractic japonica）由来の GJL-I，ラッパウ
ニ（Taxopneustes pileolus）由来の SUL-Iの精
製，cDNAクローニングならびに X線結晶構
造解析を行った。 

SPLは，cDNAクローニングを行った結果，
A鎖及び B鎖として配列が決定された。二量
体としての SPLは SPL-aと SPL-bの 2種類が
得られ，それぞれ A鎖と B鎖から成るヘテロ
二量体（SPL-a）または B 鎖のみから成るホ
モ二量体（SPL-b）であることがわかった。
さらに，両者の X線結晶構造解析から，立体
構造的にはC型糖認識ドメイン構造と非常に
類似しており，SPLは C型レクチンファミリ
ーに属することが明らかになったが，通常の
C型レクチンと異なり，両者とも Ca2+依存性
が低く，X 線結晶構造解析の結果，Ca2+を介
さずに糖のアセトアミド基を主に認識して
いることが明らかになった。 

図 2．SPLの N-アセチルグルコサミン結合様
式 
 

GJL-Iについては N-末端がブロックされて
いたため，内部の部分アミノ酸配列をもとに
cDNA クローニングを行い，全長のアミノ酸
配列を決定した。GJL-Iについても X線結晶
構造解析を行った結果，N-末端アミノ酸がピ
ログルタミン酸に変換されていること，また，
C型レクチンと類似した糖認識能を持つにも
かかわらず，全体構造や糖結合部位構造はこ
れまでに見出されていない全く新しいタイ
プのレクチンであることが明らかになった。 

図 3．GJL-Iの立体構造 
 

SUL-Iについても cDNAクローニングを行
った結果，魚卵に多く見いだされるラムノー
ス結合レクチン（RBL）と類似した 3つのド
メインから成ることが明らかになった。X線
結晶構造解析の結果から RBL との立体構造
類似性が示されたが，3 つのドメインから成



る RBL 類似レクチンは今回初めて構造が決
定されたものであり，その立体構造から，標
的細胞膜上の糖鎖を 3つの糖結合部位によっ
て架橋することにより細胞毒性などの生物
活性を発現することが示唆された。 

図 4．SUL-Iの立体構造 
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