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はしがき

レクチンとは、赤血球や糖質複合体などを凝集させる糖結合タンパク質の総称で

あり、特に糖鎖結合部位を少なくとも 2つ以上もつものとされている。レクチンは

これまでに植物、細菌、噛乳動物など生物界において広く見出されているが、赤血

球凝集活性の他にも、アポトーシス誘導免疫グロプリン産生調節がん細胞特異

的凝集活性など、種によって様々な機能を発揮している。これらレクチンの生理活

性の中で最も画期的なものの一つにリンパ球との反応があげられる。生体外でリン

パ球をレクチンとともに培養するとリンパ球が分裂し増殖する。レクチンのこのよ

うな活性はマイトジェン活性と呼ばれ、異物すなわち抗原に対する生体の免疫応答

の鍵となる重要な現象であると考えられている。しかし、細胞膜を通して DNA合

成を開始させリンパ球の分裂に至る細胞内プロセスをレクチンがどのように開始さ

せるのかについては、未だ理解されていなし10 本研究では、マイトジェン活性を発

揮する数少ないレクチンであるアメリカヤマゴボウ根茎由来レクチン (pokeweed

1 ectine ， PL) を対象として X線結品構造解析の手法を用いて一連の PL分子の構造

解析を行い、得られた構造を比較することによって赤血球凝集活性およびマイトジ

ェン活性能を制御する構造基盤を明らかにすることを研究の第一目的とした。

PLは、 N圃アセチルク、ノレコサミンがs-l，4グリコシド結合で、つながった夜鎖の多糖

であるキチンに特異的に結合する。キチンは、植物には存在せず細菌の細胞援成分

であることから、 PLは生体防御タンパク質であると考えられている。これまでに

アメリカヤマゴボウ根茎から PレA.PL-B. PL-C. PL心 lおよびPL-D2と名付けられ

た 5種類のレクチンが単離、精製されている。これら PL分子は、キチン結合タン

パク質に共通したキチン結合ドメインと呼ばれる 40残基程度のドメインの繰り返

しから構成されていることが明らかとなっている。本研究では、 5種の PL分子の
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うち PL-C、PL心l、PレD2および PレD2糖鎖複合体の結晶構造を解析することに

より赤血球凝集活性およびマイトジェン活性能を制御する構造基盤を明らかにする

と共に PL-Cの特異なニ最体構造構造と活性の関係についても明らかにした。更に

PL心二量体の分子内タンパク質問相互作用と PL心2糖鎖複合体内に観られるタン

パク質圃糖鎖間相互作用の類似性に関する構造情報も明らかにすることができた。

一般に、タンパク質は生体中でタンパク質・核酸・糖鎖など種々の物質と相互作

用しながら機能している。これら相互作用の正確な理解がタンパク質機能の人工制

御のうえで不可欠なことは十分認識され、これを指向した研究が各分野で行われて

いる。レクチンや細胞表面上の糖特異性リセプターなどの糖結合タンパク質研究の

分野においてもそうで、新規治療薬創製のためにタンパク質同糖鎖間相互作用の知

識を基に糖鎖阻害剤開発研究が活発に行われてきた。しかし、複雑な糖鎖リガンド

合成には時間がかかる害IJに低収量のステップが多く、オリゴ糖の化学合成はそノマ

ーの保護基付加および脱離と会合や生成物の位置化学制御および立体化学制御に洗

練された戦略が必要である。また、酵素を利用した糖鎖合成はこれら化学合成の持

つ弱点をクリアーするかも知れないけれども特異酵素利用の点で制限がある。そこ

で、糖結合タンパク質に結合する高親和性ペプチドの開発が注目され、有用ペプチ

ドリガンドの開発戦略が考え出されるようになってきた。そして、これまでに経験

的知識に基づいて合成された幾つかのペプチドのレクチン阻害効果が検証されたと

の報告がある。しかしながら、このタンパク質問相互作用とタンパク質帽糖鎖間相

互作用の類似性に関する構造情報がほとんど無かったために効率的な限害剤あるい

は機能制御舟jの合成には至っていないのが実情である。

本研究で得られた相互作用の類似性に関する構造情報は、レクチン機能のペプチ

ド性制御剤合成の分野に効率的な戦略を提供しこの分野の研究を活発化させるうえ

で多大な貢献をするものと予想、される。今後、同様な研究がますます盛んに行われ、

この種の構造情報量が増えてきて、効力を発揮する有用な活性制御剤創製へとつな
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がって行く事が期待されている。
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第一章序論

第一章序論

本研究で対象としたレクチンは、約 100年以上前に赤血球を凝集させる物質と

して発見された。ヒトや動物の赤血球を凝集するタンパク質が植物中に存在するこ

との最初の報告は、 1888年の Stillmarkの博士論文である。その後、種々の植物種

子からの抽出物がいろいろな動物の赤血球を凝集するとしい、づう事実が次々と明らかに

なりk、最初レクチンは“血球凝集素

呼ばれていた (Sharon& Lis， 1990)0 BoydとRenkonenは、植物抽出液の血液型特

異的凝集活性を 1948年と 1949年に独立して報告した。 1953年、 MorganとWatkins

は、植物由来血液型特異的凝集素の凝集活性が特異的な糖で阻害されることからあ

る一定の糖構造が血液型の決定基であると報告した。 1954年に Boydと Schpleigh

は、植物凝集棄が血液型特異性をもつこと、すなわち糖鎖構造を見分けることから、

ラテン語の“legere(選び出す)"にちなんで¥これをレクチンと呼ぶことを提唱し

た。このように初めは主として植物種子中のレクチンを中心に研究が進められてき

たが、 1970年代以降、レクチンの細胞生物学的応用についての関心が高まり、植

物以外に、細菌、カピ、軟体動物、魚類の血清、 B甫乳動物の組織からもレクチン様

の糖結合性タンパク質が多数見出されるようになった。また、レクチンは、赤血球

だけでなく、リンパ球、繊維芽締胞、精子、細菌、菌類のような細胞も凝集させる

ことが発見されてきた。そこで、 1980年代 Goldsteinらは、レクチンを次のように

定義することを提唱した (Lieneret al.， 1986) rレクチンとは、動植物あるいは細菌

で見いだされる糖結合性タンパク質で、結合価が二価以上で動植物締胞を凝集し、

多糖類や複合糖質を沈降させ、その結合特異性は単糖やオリゴ糖を用いた阻止試験

で規定することができるものでなくてはならない。 Jこの定義に従えば、糖鎖と結

合するが、糖質複合体沈降能や細胞凝集活性をもたない、いわゆる単価の結合タン
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第 一 章 序論

パク質はレクチンと呼べないことになる。しかしながら、タンパク質の一次構造お

よび三次構造の情報が著しく増えてきた近年、 Goldsteinらの定義では当てはまら

ないようなレクチン様のタンパク質が数多く見出されてきており、糖結合能や凝集

活性に関係なく立体構造に基づいてレクチンのグループ。に分類されるものも増えて

きている。一般には、特にこだわらない限り、レクチンとういう術語は Goldstein

らの定義に従って用いられており、本報告書中においてもこれに従うことにした。

植物レクチンは、その一次構造および立体構造から、マメ科種子レクチン、キ

チン特異的イネ科レクチン、マンノース特異的ヒガンバナ科球根レクチンおよびガ

ラクトース特異的リシンファミリーの 4群に分類されている (Yamamoto，1994; 

Drickamer， 1995)。

マメ科種子レクチンは、コンカナバリン A(Con A; Concanavalin A)を代表に、

約 70種以上知られ、植物レクチンの中で最もよく研究されている (Sharon& Lis， 

1990)。この種のレクチンは、糖特異性においてバラエティーに富んで、いるが、い

ずれも約 260アミノ酸から構成され、一次構造の保存性は高く、立体構造はβスト

ランドに富むという点で共通している。

OH 

NHCOCH3 

図 1.1キチン(s-1，4-poly圃N圃 ace句句lucosamine)

ルアセチルグノレコサミンがs(l-4)グリコシド結合で、つながった直鎖の多糖であ

るキチン(図1.1)に特異的に結合するイネ科レクチンは、保存された 4個のジス

ルブイド結合を形成する 8僧のシステイン残基とグリシン残基に富んだ 40残基程

度のアミノ酸からなる共通のモチーフをもっ(図 1.2)0Raikhelらは、このポリペ
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第 一 章 序 論

プチドモチーフをキチン結合ドメインと称した (Raikhel& Lee， 1993)。イネ科レク

チンで最もよく研究されているコムギ匪芽凝集素 (WGA;wheat genn agglutinin)は、

キチン結合ドメインの 4回繰り返し構造からなるサブユットのホモ二量体で、シア

ル酸にも結合することが知られている(Nagata& Burger， 1974; Monsigny et al.， 

1980; Wright， 1980; Wright & Jaeger， 1993))。また、 1つのキチン結合ドメインからな

るゴムの木由来 Hevein、2つのキチン結合ドメインの繰り返しからなるイラクサ由

来アグルチニン (UDA;びticadioica agglutinin)が知られている。

PL-B 工

Z工

工工z
1V 

v 
V工

V11 

1 ~ECGRE且SGKVCPDD-LCCSVFGHCGVSVQHCGDG--CQSQ-CVT-N--- 43 

44 WRCGKDFDDRTCPKKLLCCSKDGWCGNTDAHCGEG--CQSQ-CEQYN--- 87 

88 WRCGVDFGNRTCPND-LCCSVGGWCGTTDDHCGEG--CQSQ-CEQYN--- 130 

131 宵HCGVDFGNRTCPND-LCCSEWGWCG1TEGYCGEG--CQSQ-CNH----- 171 

172 QRCGKDFAGRTCLND-LCCSEWGWCGSSEAHCGQG--CQSN-CN-Y一一 212

213 NRCGRNFGFRTCPNE-LCCSS'GGWCGSNDAHCGKG--CQSQ-CD-Yーーーー 253 

254 喧RCGVDFSGRVCPQG-RCCS~WGWCGDTEEYCEEG--CQSQ-C紅，S 295 

1 10 20 30 40 

PL-C 1 1 ABvCGVRASGRVCPDG-YCCSQWGYCGTTEEYCGKG--CQSQ-CD-Y~ーー 42

11 43 NRCG阻 FGG阻 CHDE-LCCSQYGWCGNSDGHCGEG--CQSQ-CS-Y一一 83 

工工1 84 WRCGKDFGGRLCTED-MCCSQYGWCGLTDDHCEDG--CQSQ-CDLPT 126 

PL-D2 工

工工

1 ABECGERASG隠 CPNG-KCCSQWGYCGTTDNYCGQGー CQSQ-CD-Y一一 42 

43 曹RCGRDFGGRLCEED-MCCS茸YGWCGYSDDHCEDG--CQSQ-C~ 84 

Hevein 1 ~QCGRQAGGKLCPNN-LCCSQWGWCGSTDEYCSPDI剖CQSN-CKD 43 

UDA-V1 1 

工工

1 QRCGSQGGGSTCPGL-RCCSIWGWCGDSEPYCGRT--CENK-CWSGERSD 46 

47 堕RCGAAVGNPPCGQD-RCCSVHGWCGGGNDYCSGGN-CQYR-CSSS 89 

WGA1 工 1 QRCGEQGSN阻 CPNN-LCCSQYGYCGMGGDYCGKGー CQNGACWTS---- 43 

11 44 KR.CGSQ且.GG且.TCTNN-QCCSQYGYCGFG且EYCGAG--CQGGPCR且D---- 86 

111 87 1KCGSQAGGKLCPNN-LCCSQWGFCGLGSEFCGGG--CQSGACSTD一一.129 

1V 130 KPCGKDAGGRVCTNN-YCCSKWGSCG工GPGYCGAG--CQSGGCDGD 172 

図1.2キチン結合タンパク質のアミノ酸配列

緑および赤の文字は、それぞれ全てのドメインに保存されているシステイン

およびセリン残基を示す。黄色および青の四角で固まれた残基は、それぞれ

糖鎖の結合に関与する芳香族残基およびそれら芳香族残基を取り囲む疎水性

残基あるいはかさ高い側鎖をもっ残基を示す。オレンジの四角で、固まれた残

基は PL-D2では欠如しており、それ以外では、 PL-DlとPL-D2の一次構造は

全く同じである。
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第一章序論

これらの中で、 He、'elnはキチン結合能を有すが、赤血球凝集能は示さないためレ

クチンには分類されていない。 N-アセチノレグノレコサミンからなるオリゴ糖に特異

性を有するレクチンは、この他にもウリ科植物の箭部浸出液中に見出されているが、

アミノ酸配列上でキチン結合ドメインに相当する部分は見当たらない(Anantharam

et al.， 1986; Bostwick et al.ラ 1994)。なお、 WGAには WGA1"'-'3、また UDAにも UDA圃 I

..........vrと名付けられた幾つかのアミノ酸配列が置換したイソレクチンが存在する。

両タンパク質における初期の研究では、これらのイソレクチンを分離する精製技術

がなかったため、イソレクチンの混合物を用いて行われていたと考えられる。よっ

て、本報告書中において WGAおよび UDAに関して言及する際、区別出来ないも

のあるいはそれらのイソレクチンに共通した事柄について述べる場合には、それぞ

れ WGAおよび UDAと記述し、区別できる場合にはそれに相当する番号を付けて

記述した。

マンノース特異的ヒガンバナ科レクチンは、 24アミノ酸からなるドメインの 3

回繰り返した構造からなるサブユニットのホモニ量体あるいはホモ四量体である

(Hester et al.， 1995ラ 1996)。

ヒマ種子由来の毒素リシンは、 267アミノ酸残基からなる RNANムグリコシダ

ーゼ活性をもっ A鎖と 262アミノ酸残基からなるガラクトース結合性レクチンの

B鎖がジスノレフィド結合を介して結合した ABヘテロ二量体であり、同種子由来の

凝集素 (CBH;castor be組 hemagglutinin)は、リシンと相同なヘテロ二量体が非共有

的に会合した四量体で存夜する (Funatsuet al.， 1978; Monfort et al.， 1987)。リシ

ンはガラクトースおよびN-アセチルガラクトサミンに結合するが、 CBHはルアセ

チルガラクトサミンに結合しない 23)。このように、アミノ酸配列や立体構造が類

似しているグループにおいてさえ、植物レクチンの糖特異性は多岐にわたる

(Nicolson et al.， 1974)。

13 
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レクチンが発見されてから一世紀以上経つが、レクチンが著しく興味ある研究

対象となってきたのはここ 20年か 30年のことである。その興味がもたれてきた理

由として、溶液中や細胞表面上での糖の発見や研究にレクチンが非常に役立つこと

が挙げられる (Peacocket a人 1990;Halina & Sharon， 1998)。レクチンは生物学や医

学の研究上非常に貴重な道具として役立っており、その範囲は糖タンパク質や糖ペ

プチドの分類・確認のみならず、細胞や組織の組織化学、細胞の分化、神経細胞経

路の追跡、細菌の種類の決定、骨髄移植時のリンパ球と骨髄の分類など多岐にわた

っている (Lieneret al.， 1986; Peacock et al.， 1990; Sharon & Lis， 1990; Halina & Sharon， 

1990)。しかしながら、上に挙げたように、レクチンの研究は研究手段としての応

用的研究に関するものがほとんどであり、レクチン自体の機能やその存在意義に関

してはほとんど明らかにされていなし、。一般的に レクチンは認識決定基としての

機能をもっと考えられている (Sharon& Lis， 1990)。例えば、インフルエンザ、ウイ

ルスの赤血球凝集素と標的細胞表面上のシアル酸在含むレセプターとの結合を介し

てウイルスと細胞の相互作用が始まる (Sharon& Lisラ 1990)。細菌の細胞表面レク

チンやアメーバなど腸の寄生虫の細胞表面レクチンは、胃腸管や尿道中の上皮細胞

とこれらの微生物とを糖特異的に付着させ、感染を容易にさせる (Sharon& Lis， 

1990)。動物レクチンは、発見されて 20年ほどになるが、受精、分化と器官形成、

免疫応答など多くのプロセスに深く関わっていることが分かつてきている (Sharon

& Lis， 1990)。一方、レクチンの研究が始まるきっかけになった植物レクチンは、

根粒細菌と植物との聞の共生の媒介としての関与や、真菌の植物病原体からの保護、

すなわち免疫系をもたない植物での生体防御の役割を果たしているという説がある

が、今のところ明確な結論は得られていない (Sharon& Lis， 1990)。

レクチンには血液型赤血球凝集活性の他に様々な生理活性が報告されている。

14 
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早くから、レクチンが、がん締胞特異的凝集活性 (Aubet al.， 1963)や細胞障害活

性(Ishiguroet al.， 1964)などを有することは知られていたが、最近では、溶血特

性 (Hatakeyamaet al.， 1994， 1995)、アポトーシス誘導 (Kimet al.， 1993)、免疫グロ

プリン産生調節 (Limet al.， 1994)などの機能が見出されており、レクチンの多機

能性に注目が集まってきている。

レクチンの細胞に対する生理活性の中で、最も画期的なものの一つがリンパ球

との反応である。リンパ球をレクチンとともに培養すると、リンパ球が増殖し分裂

するようになる。このように静止期にあるリンパ球を、成長・増殖する状態へと導

くことはマイトジェン刺激と呼ばれ、異物(抗原)に対する生体の免疫応答の鍵と

なる重要な現象である o 1960年代にアカインゲンマメ種子レクチン (PHA;

Phaseolus vulgaris agglutinin)やアメリカヤマゴボウレクチン (PL;Pokeweed lectin) 

のマイトジェン活性が発見されて以来、向じような活性をもっ他のレクチンが見つ

かってきた (Nowell，1960; Fame et al.， 1964)。ほとんどが植物から発見されたもの

ばかりであるが、中には粘菌や細菌から見つかったものもいくつかある (Sharon& 

Lis， 1990)。マイトジェンレクチンはリンパ球の胸腺依存性集団 (T細胞)だけを刺

激するものがほとんどであり、胸腺非依存性集団 (B細胞)など異なるクラスのリ

ンパ球に対して活性をもたない (DiSabato et al.， 1987)。例外として、 B締胞を活

性化するが T細胞を活性化しないウミザリガニ Homarus americanusや粘菌

Dic砂osteliumpurpureumのレクチン、 T細胞と B細胞の両方を活性化する PLが挙

げられるのiSabato et al.， 1987)。

マイトジェンレクチンの特性は、細胞の抗原特異性に関係なく活性化可能なリ

ンパ球のほとんど(ときには、 70---80%)を活性化できる点にある (Sharon& Lis， 

1990; Kilpatrick， 1999)。これに対して抗原は全リンパ球数の 0.1%かそれ以下のほん

の少しの特異的なクローンだけを活性化する (Sharon& Lis， 1990; Ki1patrick， 1999)。

このように多数のリンパ球のクローンを活性化できるので、これらのレクチンは多

15 
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クローン性マイトジェンとして分類される。レクチンを使うとこのようにマイトジ

ェン反応が増大するので、細胞の増殖による変化を追跡したり、研究したりするの

がきわめて容易となる。

一般的に、マイトジェン作用を有するレクチンはリンパ球活性化の引き金とな

るチロシンリン酸化酵素の活性化、カノレシウムの細胞内への流入およびイノシトー

ルリン脂質代謝の充進を引き起こすと考えられているのharon& Lis， 1990; 

Ki1patrick， 1999)。しかし、細胞膜を通して DNAの合成を開始させリンパ球の分裂

に歪る細胞内プロセスを、マイトジェンがどのように開始させるのかについては不

明である。

植物レクチンである PLは、 T締胞だけでなく B締胞に対しでもマイトジェン

活性を示すことからリンパ球の免疫機能を把握するための検査薬として現在繁用さ

れている (Waxdal，1974; Waxdal & Basham， 1974; Yokoyama et al.， 1976;DiSabatoet 

。1.，1987; Sharon & Lis， 1990; Kilpatrick， 1999)0 PL による B 細胞の活性化

には、ヘルパーT細胞が介在し、サプレッサーT細胞がこれを抑制して B細胞によ

る免疫グロプリンの産生が充進すると考えられているが、やはりその詳細について

は不明な点も多い。一般に PLはPokeweedmitogen (PWM)として認知されており、

その発見は 1961年までさかのぼる。 BarkerとFamesは、アメリカヤマゴボウの果

実を大量に食べた小児の検死用の脳組織を観察したところ、幼若化したリンパ細胞

を発見した (Fameet al.， 1964)。彼等は、アメリカヤマゴボウの果実、、種子、緑葉、

根茎いずれの器官の抽出液にもマイトジェン活性および赤血球凝集活性が存在し、

特に緑葉と根茎にその強い活性を見出した。これを機にアメリカヤマゴボウレクチ

ンの研究が始まった。 1974年、 Waxdalは、アメリカヤマゴボウ根茎から 5種類の

マイトジェン (Pa岨 1'"'-' Pa輔のを分離・精製し、これらをイソレクチンと称した

(Waxdal， 1974)。これらイソレクチンは、季節により成分比が変動することが論文
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中に述べられている。 Pa岨 lは、イソレクチンの中で赤血球凝集活性およびマイト

ジェン活性が最も強く、 22ゆ aのサブユニットが複数会合して存在することが示さ

れたo Pa-2， Pか3，Pa-4およびPa-5は、 31kDa，25ゆ a，21 kDaおよび 19kDaのモノ

マーであり、 Pa，圃2は強い凝集活性をもつが、 Pa-4は凝集活性をもたないマイトジ

ェンであることが示された。 Waxdalはまた、 Pa圃 lのみがマウス TおよびB細胞幼

若化活性を示し、他のイソレクチンはマウス T細胞のみを幼若化させること、そ

のうちPa之が最も5齢、幼若化活性を示すことを見出した (Waxdal& Basham， 1974)。

このように PLの研究は、その特異なマイトジェン活性に焦点が集まっていたこと

もあり、一次構造でさえ決定されておらず、糖鎖特異性や結合能などタンパク質化

学的研究に関しては殆ど何もなされていなかった。

そのような PLの研究背景から、 Yamaguchiらはアメリカヤマゴボウの根茎か

らPレA，PL刷 B，PL-C，PレD1およびPL-D2と名付けられた5種類のレクチンを単離・

精製し、その一次構造の決定と機能に関する研究を行った (Kinoet a1.，1995;Kimt百九

1996; Yamaguchi， 1995ヲ 1996，1997)。その結果、これら PL分子のアミノ酸配列は、

キチン結合ドメインの繰り返し配列から構成されていることが明らかにされた(表

1.1，図 1.2)0PL-Bは、 7つのキチン結合ドメインの繰り返し配列 (295アミノ酸残

基)からなる分子量 34，493の糖タンパク質である。 PL-Aについては、収量が少な

いためにその詳細な物理・化学的性質は明らかにされていないが、分子量はおよそ

19，000であり、また N末端 15残基のアミノ駿配列が PL-Bと全く同じであること

から、 PL品の N末端フラグメントであると考えられている。 PL-Cは、 3つのキチ

ン結合ドメイン (126アミノ酸残基)から構成される分子量 13，747のタンパク質で、

溶液中では恐らく二量体として存在すると推定された。 PL-D1は 84アミノ酸残基

からなる分子量9ラ317のタンパク質で、PレD2はPL・.CのC末端二残基 (Leu83_ Thr84) 

を欠如する以外は、 PL心 lと間一配列であり、両者ともに 2つのキチン結合ドメイ

ンからなることが示された。これまでにキチン結合ドメインを有するタンパク質は、
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前述の WGAの他に、 2 ドメインのイラクサ由来レクチン (UDA;Urtica dioica 

agglutinin) (Beintema & Peumans， 1992)、lドメインのゴムノキ樹液由来抗菌タンパ

ク質の Hevein(Broekaert et al.ラ1990)、アマランサス種子由来抗菌ペプチド AひAMPs

(Broekaert et al.， 1992)および N掴末端にキチン結合ドメインをもっクラス Iキチナ

ーゼが知られている (Broglieet al.， 1986; Zhu & Lamb， 1991; Yamagami & Funatsu， 

1994)。この種のタンパク質において、 1 ドメインの祖先が 2 ドメイン中間体を経

て4ドメインと 2回の遺伝子重複によって進化してきたという分子進化論が提唱さ

れているが (Wrightet al.， 1991)、PL-BとPL-Cは、キチン結合タンパク質ファミリ

ーのドメインの数において新規のメンバーで、あることが明らかとなり、先の進化論

とは異なるメカニズムでPLは進化してきたと考えられる (Yamaguchi，1997)。

PレB，PL-Cラ PL心 lおよびPL醐 D2について生理活性を調べた結果、その強さは

各 PL分子で大きく異なることが示された(表 1.1)(Yamaguchi， 1997)0 PL-Bは、 PL

分子の中で、最も赤血球凝集活性およびマイトジェン活性が高く、 PL-Cは凝集活

性をもたないマイトジェンであることが示された。 PL-Dlおよび PL心2は共に弱

いながらも間程度の凝集活性を示すが、 C末端に 2残基伸張した PL.・Dlはマイト

ジェン活性を示さない。

表 1.1PLファミリーの性質

分子量 繰り返し 赤血球凝集 マイトジェン

(残基数〉 ドメイン数 活性 活性

その他の特徴

PL-C 

4
3

、F

巧/、
F

9

5
，

4

6
，
 

4

9

7

2

 

4J

立、

3
4
1、

司

3

1

1

A

1

7 ++ ++ 糖タンパク質PL-B 

3 十 ニ量体

PL-D1が PL-D2に比べ

て C 末端にこ残基

(L83-T84)伸張している

9，103 2 + + のを除き、両者の一次構

(82) 造は全く同じ

活性の相対的な強さを朴汁のJI演で表し、活性を示さない場合はーで表した。

PL柚.01 9，317 2 + 

(84) 

PL聞 D2
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先に述べたように、これらイソレクチンの成分比は季節により変動するだけでなく

採取場所にも依存するため、 Yamaguchiらによって単離された PL分子と Waxdal

が単離した Pa分子がどのように対応するのかは残念ながら明らかとなっていなし、。

また、 Yamaguchiらがマイトジェン活性測定に用いたリンパ球はヒト末梢血リンパ

球であり、 T締胞と B細胞に対するマイトジェン活性の測定は行っておらず、 PL

分子が実際に T細胞と B細胞の両方を刺激することが出来るのか不明で、ある。

レクチンの構造生物学的研究は数多くなされているが、そのほとんどが糖結合

能に着目したものである。キチン結合タンパク質に関しでも多くの構造がこれまで

に決定されているが、いずれも糖鎖特異性の解明を目的としたものばかりである。

本研究では、以下の点に注目し、 Yamaguchiらにより単離されたドメインの数を異

にすることによって多様な生理活性を発揮している一連の PL分子を研究対象とし

た。

i) 一般的に、レクチンの結合部位の多価性がその生理活性の強さを決定付けてい

ると考えられている。 5種類の PLs分子のうち PL酬Bは凝集活性およびマイト

ジェン活性共に最も高く、それは PL-Bの 7伺のドメイン構造から賦与される

と考えられる。 3個のドメインから構成される PL-Cは、溶液実験から二量体

で存在することが推測され、これら PLs分子の中で PL-Bについで、構成ドメイ

ンの数は多い。しかしながら、二価の PL-Dsと比較して、マイトジェン活性

は強いが赤血球凝集能をもたない。

ii) PL圃DlとPL-D2は、 PL-D2より PL圃 DlがC末端2残基伸張している点を除き

両者の一次構造は全く同じである。しかし、両者は間程度の凝集活性を示すに

も関わらず、 PレD2がマイトジェン活性を示すのに対して PL心 lはマイトジ

ェン活性を示さない。

以上のことから、 X線結晶構造解析の手法を用いて個々の PL分子の立体構造を決
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定し、それらの構造を比較するととにより、赤血球凝集能および、マイトジェン活性

能を制御する構造基盤を明らかにすることを目的として、これら一連の PL分子の

構造生物学的研究を行った。

本報告書において、第二章では、 1.80A分解能で決定した PL-Cの結晶構造に

ついて、第三章では、1.65Aおよび1.50A分解能でそれぞれ決定した PL岨 D1およ

びPレD2の結品構造と更に 1.80A分解能で決定した PL帽 D2糖鎖複合体の結晶構造

に基づき、一連の PL分子の機能について考察する。また、第四章では、これらを

総括する。

20 



【緒言】

第二章 PL-CのX線結晶構造解析

第二章 PL-CのX線結品構造解析

アメリカヤマゴボウ (Phytolaccaamericana)の根茎から単離された 5種類のレク

チンの中で、 PL圃 Cは3つのキチン結合ドメインから構成される分子量 13，747のマイ

トジェンである。 PL陣 CはPL田 D2に比べ比較的高いマイトジェン活性を示すにもかか

わらず赤血球凝集能は示さない。また、 PレC は他の PL分子と異なり、二量体を形

成することが溶液実験から推測されている。これまでに報告されているこの種のタ

ンパク質の中で WGAは、例外的に機能性分子として二量体を形成することが知ら

れているが、 PL-Cとは異なり、この種のレクチンの中で最も高い赤血球凝集能を示

す。近年、ある種のレクチンにおいて、基本的には同じドメインあるいはサブユニ

ットが異なる様式で四次構造を形成することで異なる機能を発揮していることが明

らかとなっている (Chandraet al.， 1999; Hamelryck et al.， 2000; Buts et al.， 2001)。

そのため、レクチンと糖鎖との相互作用のみならず、レクチンの四次構造を形成す

るタンパク質問相互作用も注目されてきている。このようなことから PL-CはWGA

とは異なる様式で二最体構造を形成して赤血球凝集能の欠損を起こしている、つま

り四次構造と機能の関わりがあるのではないかと考えられた。そこで、 PレC の三次

元構造を決定し、赤血球凝集能を有する他の PL分子や WGAと比較することで、赤

血球凝集能を制御する構造基盤を明らかにすることにした。

本意においては、 X線を用いて PL-Cの三次元構造を決定するために、本タンパ

ク質を結晶化し、得られた結品からの X 線回折強度を測定した。得られた回折強度

の統計的な解析により、 PL帽 C は双晶になる傾向が強いことが明らかとなった。結晶

化条件の改善により得られた単結晶を用いて、重原子向型置換法により初期位相を

21 



第二章 PL欄 CのX線結晶構造解析

決定し、1.8A 分解能で構造精密化して結晶構造を決定した。 PレCは二量体を形成

しており、その様式は WGAとは全く異なるものであった。以下に、結晶化、回折

実験、双晶の判定や構造解析についての詳細および PL-Cの二量体構造に基づく機能

についての考察を述べる。

【実験方法および結果】

1.結晶の調製

X 線結品構造解析に先立ち、大量のタンパク質を高い純度で精製し、そのタン

パク質を用いて良質の結晶を調製することが必要で、ある。ここでいう、良質の結晶

とは、ある程度の大きさを持ち、高分解能まで十分な回折強度を与える周期性の高

い結品のことを指し、更に言えば、解析の簡略化という観点から、より対称性の高

い結品のことを意味する。本研究では PレC試料として九州大学農学研究院遺伝子資

源工学研究室においてアメリカヤマゴボウの根茎から単一タンパク質として単離・

精製されたものを用いた。試料は、過飽和硫安溶液中に保存されていたので、 0.1M 

Tris岨HCl(pH 7.5)に対して透析を行った。その後、限外ろ過により、タンパク質濃度

9.64 mg/mlまで濃縮し、これを結晶化用試料とした。

ハンギングドロップ蒸気拡散法により結晶化を行った。タンパク質溶液 1~1 と

各種沈殿剤溶液 1μ1をシリコン処理したカバーガラス上で混合し、それを沈殿剤溶

液 500μlを入れたリザーバーの上に逆さにかぶせ密封した。これをお℃の恒温装置

中に保存して結晶化を行った。その結果、2つの異なる晶系 (te廿agonalとrhombohedral)

のPレC結晶が得られたのでそれらについて以下に述べる。
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第二章 PL圃 CのX線結品構造解析

1. 1. te仕agona1結晶

1.1.1.結晶化

tetragonal結晶は、 30%(w/v) PEG4000と0.2MMgChを含む 0.1M Tris-HCl緩衝

液 (pH8.5)を沈殿剤溶液として用いたときに得られた。しかし、ここで得られた結

晶は非常に小さかったため、この結晶を種結晶としたマクロシーディング法を繰り

返すことにより、回折実験に適した大きさの結晶を得ることができた。この結晶は、

5日程度で図 2.1のような bipyramid形の結晶に成長した。しかし、後述するように、

この結晶は一見すると単結晶と思えるが、回折強度の統計的な解析により、高い双

晶率を持った双晶であることが判明した (Hayashidaet al.， 2003)。そこで、 X線結晶

構造解析に適した単結晶を得るため、結晶化条件の改善を行った。 PEGを中心とし

た結晶化条件の検討の結果、幾つかの異なる条件で bipyramid形とは異なる形をした

結晶が得られたが、それらは tetragonal晶系に属し、いずれも双晶としての結晶学的

性質を示した。

図2.1tetragonal結晶の顕微鏡写真
結品はおよそ0.2x 0.2 x 0.2 mm 

の大きさまで成長した。

1.1.2.結晶学的パラメータの決定
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第二章 PL-CのX線結晶構造解析

X線回折実験は京都大学化学研究所で、行った。 X線源としては、管電圧 40kV、

管電流 100mAで稼動させた回転対陰極 X線発生装置 RU，圃300から得られた X線を

グラファイトモノクロメーターで単色化させ 0.3mm中のコリメーターで導いた CuK，α 

線(λロ1.542A)を用いた。また、回折強度の検出は、 IPを二次元検出器として備えた

R圃 AXISIIcシステムにより行った。

ガラスキャピラリーに結晶化母液とともに結晶を封入し、室温にて X 線を照射

した。なお、過剰の母液が結品に付着していると測定中に結晶が動くか、あるいは

回折 X 線のバックグラウンドが高くなり回折強度データの精度に悪影響を及ぼすた

め、過剰の母液が結晶周辺に残らないようにあらかじめガラスキャピラリーの内壁

をシリコンコートしておいた。以下 PレD1 を除く全ての回折強度測定にはこのシリ

コンコート済みキャピラリーを用いた。

本 PL-C 結 晶 は 2.8 A 分解能までの回折点を与え、プログラム

DENZO/SCALEPACK (Otwinowski & Minor， 1997)を用いた auto圃 indexingの結果、正

方品系に属し空間群はP41あるいはP43、格子定数は α=b=47.9，c=72.2 Aと求められ

た。溶液実験から、 PL-Cはこ量体で存在することが予測されたため、本結品の非対

称単位中に、 PL-Cサブユニットが 2つ含まれていると仮定すると、単位分子量あた

りの体積 (VM) は1.50A3Da-1、溶媒含量は 18%となる。通常、タンパク質結品の場

合 vM1lは1.7 "'-'3.5 A3 Da-1の範囲の値をとることが知られており (Matthews，1968)、

上記の値は、タンパク質結晶としては極端に低い値である。一方、本結晶の非対称

単位中に PL-Cサブユニットが 1つ含まれていると仮定すると、 VM1i宣は 3.01A3Da-1、

溶媒含量は 60%となり、タンパク質結晶として妥当な値を与えるが、二量体形成に

矛盾する。そこで、非対称単位中に等価な構造単位が存在すると仮定し、それらの

相対的位置を求めるために後述する方法で、収集した回折強度データを用いて自己回

転関数を計算した。図 2.2aが示すように、 [11 0]方向に非結晶学的二回斡の存在を

示す 9.2σのピークが観測された。よって非対称単位中に PL-Cがこ量体で一分子存
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第二章 PL-CのX線結晶構造解析

在すると仮定した時の VM値は低い値で、はあるけれども、単位胞内の分子数(みは 4

であると決定した。 tetragonal結晶の結晶学的パラメータを表 2.1にまとめる。

(α) 
χ= 180.0 

中

。
(b) χ= 180.0 

h
v
 

。

図2.2自己回転関数のステレオ投影図

(α)および(b)は、それぞれ給仕agona1結晶および rhombohedra1結品の回折

強度データを用いて自己回転関数を計算し、セクションχ口 180.0の面の

値をプロットしたものを示す。前計算とも 10-4.0A分解能の反射を用い

て行われた。
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第二重量 PレCのX線結品構造解析

表2.1tetragonal結晶の結晶化条件および結晶学的データ

Crystalliz，αtion conditions 

Method 

Protein solution 

hanging drop vapor diffusion 

9.64 mg/ml in Tris~ HCl huffer (pH7.5) 

30%(w/v) PEG4000 

0.2MMgC12 

0.1 M Tris同日Cl(pH 8.5) 

2S
0

C 

Precipitant 

Temperature 

α

路

4

'

ι

v

s

d

 

D

m

 

c

p

m

 

h

川

町

中

mr

脱・時

間

ゲ

沼

伐

抱

一

蹴

凶

似

臼

a

b

z

ゆC
 

P41 or P43 

a = b=47.9 A， c= 72.2A 

Y 
M 

4(非対称単位にPL・c二量体で1分子存在)

1.50 A3Da・1

Solvent contents 18% 

1.1.3.回折強度測定

回折強度データの収集は前述の R圃 AXISIIcシステムにより行い、データ処理は

プログラム DENZO/SCALEPACK(Otwinowski & Minor， 1997)を用いた。

結品から IPまでの距離を 95mm、一枚の IPに対する露光時間を 20分、 IP一枚

あたり中軸回りの結晶の回転角度を 20に設定して、 2.8A 分解能までのデータの測定

を行った。計 47枚の IPを処理した結果、全体で 32，067個の反射を観測することが

できた。異なる IP聞で、等価な反射強度開のスケーノレ因子を計算してスケールを合わ

せた後に等価な反射をマージした結果、 3，707個の独立反射を得ることができた。デ
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第二章 PレCのX線結晶構造解析

ータの完全性は 90.6%、等価な反射の一致度 Rmergeは 5.4%で、あった。データ収集と

処理の統計値を表 2.2に示す。

表2.2双品結晶のデータ収集と処理結果

Data set tetra20nal 

Data collection 

X国.raysource RU-300 

WaveIength (A) 1.542 

Max. resolution (A) 2.80 (2.90-2.80)a 

Number of reflections 

Observation 32，067 

Unique 3，707 

Redundancy 8.7 

Completeness (%) 90.6 (69.3) 

Rme唱e
b
(%) 5.4 (27.6) 

11(3 (1) 11.3 (1.7) 

a Values in parentheses refer tothe highest resolution shell. 

b Rr附

1.2. rhombohedral結品

1.2.1.結品化

rhombohedral 

RU-300 

1.542 

2.00 (2.07-2.00) 

146，035 

18，134 

8.1 

94.6 (85.0) 

12.8 (29.4) 

7.9 (2.0) 

rhombohedral結晶の結晶化は、 tetragonal結晶の結品化で、述べた手順に従って行

った。 rhombohedral結品は、 2.0M硫酸アンモニウムを含む 0.1M 酢酸ナトリウム緩

衝液 (pH4.6)を沈殿剤溶液として用いたときに得られた(図 2.3)。この結晶は l週

間程度で X線結品構造解析に適した大きさに成長したが、 tetragonal結晶で観察され

27 



第二章 PL-CのX線結品構造解析

たのと同様な双晶としての性質を示した(後述)。

図2.3rhombohedral結晶の顕微鏡写真
結晶はおよそ0.2x 0.4 x 1.0 mmの大きさ

まで成長した。

1.2.2.結晶学的パラメータの決定

rhombohedaral結晶の X線回折実験は、 tetragonal結晶と同様にして同じ X線発

生装置および検出器を用いて行った。

本結品は 2.0A 分解能までの回折点を与え、プログラム DENZO/SCALEPACK

(Otwinowski & Minor， 1997)を用いた auto-indexingの結果、三方品系に属し空間群は

お、格子定数は α=b=104.1A， c=69.7 A (hexagonal setting)と求められた。本結晶の非

対称単位中に PL-Cサブユニットが 1つ含まれていると仮定すると、 VM 値は 5.29

A3Da-1、溶媒含量は 77%となる。一方、 2つ含まれていると仮定すると、 VM値は 2.64

A3Da-1、溶媒含量は 53%となり、タンパク質結晶として妥当な値を与える o

rhombohedral結晶に関しでも、 tetragonal結晶の場合と同様にして、自己回転関数の

計算を行った結果(図 2.2b)、弱いながらも非結晶学的二回軸を示す 3.2aのピークが

(&=90.00， <t=圃 64.07，x=180.00
0

) の位置に観測された。よって、二量体で 1分子とした

場合の Zは 9であると決定した。 rhombohedral結品の結晶学的パラメータを表 2.3
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第二章 PL圃 CのX線結品構造解析

にまとめる。

表2.3rhombohedral結晶の結晶化条件および結晶学的データ

Crystallization. condition 

Method 

Protein solution 

Precipitant 

Temperature 

Crystal/ographic Data 

Space group 

Lattice parameters 

Z 

y 
M 

Solvent contents 

1.2.3.回折強度測定

hanging drop vapor diffusion 

9.64 mg/mI PL-C in MTris-HCl buffer (pH 7.5) 

2.0M ammonium sulfate 

0.1 M Na-acetate (pH 4.6) 

25
0C 

R3 

a=b=104.1A，cロ 69.70A

a=s=90"，γ= 120。

9(非対称単位にPL-C二量体で1分子存在)

2.65 A3Da-1 

53% 

回折強度データの収集は前述の R圃 AXISIIcシステムにより行い、データ処理に

はプログラム DENZO/SCALEPACK(Otwinowski & Minof， 1997)を用いた。

結晶から IPまでの距離を 95mm、一枚の IPに対する露光時間を 15分、 IP一枚

あたり中軸回りの結晶の回転角度を1.5
0

に設定して、 2.0A分解能までのデータの測定

を行った。計 122枚の IPを処理した結果、全体で 146，035個の反射を得ることがで

きた。個々の IPにおけるスケール因子を計算し等価な反射をマージした結果、 18，134

個の独立反射を得ることができた。データの完全性は 94.6%、Rmergeは 12.8%で、あっ
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第二章 PL-CのX線結晶構造解析

た。データ収集と処理の統計値を表2.2に示す。

2.双晶

2.1.双晶について

結晶中のすべての原子・分子が三次元周期的に配列しているという性質を利用

して X 線結晶構造解析が適用され、結品構造が原子レベルで明らかにされてきた。

その一方で双品という現象もしばしば観測され、解析において障害となっている。

ここで言う双晶とは、一つの結晶が複数の異なる方位を持つ結晶単位から構成され

ている状態を指す。この種の双晶は、結晶解析の初期の段階で、 Bravais，Mallardや

Friedelらによって観測され報告されている (Chan，1954)。これまでに多くの観測例

が報告されているが、双品は異常な結晶成長の結果であるという訳ではなく、一つ

の結晶の形態らしい。例えば、双結晶中において、双晶要素は完全に無秩序に結合

していることは無く、必ずそれらの結晶面や結晶軸に何らかの関係が存在する。そ

のため、どのような双品になるかは、サンフ。ノレの性質や結晶化条件によって決まっ

てくる。双晶がどのように生成するかについては議論が分かれるところであるが、

現在のところ 3つに分類されている。相転移によるもの、物理的刺激によるもの、

そして結品成長過程に生じるものである。ここで、一番問題になるのは、最後に挙

げた結晶成長過程において双晶となってしまうものである。これは本来もっている

性質上双晶となるもので必ず双晶になってしまい、多くの場合、単結晶にすること

が不可能で、ある。

双晶の詳しい様式や分類については lntemationaltableにレビューされている

(Koch， 1992)ため、ここではタンパク質の結晶について焦点を絞って話を進める。

タンパク質結晶の場合、対称心が存在しないため、双晶様式が限定されてしまう。

すなわち、回折点がすべて完全に重なってしまう双晶と、回折点が完全には重なら
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ない双晶の二つに分けられる。屈折点が完全に重なってしまう双品は merohedral双

晶と呼ばれる。この場合、観測される回折強度は、構成する双品要素それぞれから

の回折強度の級和となる。 hemihedral双品はこの merohedral双晶の最も単純かっ一

般的な場合で、結晶が二つの双晶要素のみから構成され、それらがこ回対称で関係

付けられている。この双晶対称が加わるため、双晶要素の割合が同じ場合には、回

折パターンのラウエ対称が上昇する。

回折点が完全には重ならない結品の場合、当然回折条件が異なるので屈折像か

ら容易に双晶であると判断できる。また、多くの場合、偏光を利用した実体顕微鏡

により容易に観察できる。しかし、 merohedoral双晶の場合は回折点が完全に一致し、

回折格子の形状が同じために偏光特性も同様になるので、単結晶と同じ振る舞いを

見せる。そのため、複数の観測事実の矛盾点から双品であると推定するしかない。

これまでに報告された双品に関して、以下の事が共通に観測されている。

i) 自己回転関数を計算すると結晶のパッキングからは想定不可能な 2回回転対称を

示すピークが存在する。

ii) タンパク質結品の場合、一般的に溶媒とタンパク質分子の比率 (VM値)が制限

されるが、双晶の場合それを越えることが多い。

hemihedral双晶の場合、結晶は実際二つの双晶要素のみから構成され、それらが

二回対称で関係付けられており、 i)における自己回転関数により得られた 2四回転

対称を示すピークは、このこつの双晶要素を関係付ける双品操作を表すと考えられ

る。そして、その双晶対称を分子対称として考慮にいれると、過剰な分子が非対称

単位中に存在することを想定しなければならなくなるため ii)の様な現象が起こるの

だと考えられる。

上記に挙げた現象は双晶に対する兆候として認識されており、 PレCのtetragonal

結晶でも同様に観測されたため、回折強度の統計的な解析による双品の判定を行つ

た。

31 



第二章 PしCのX線結晶構造解析

2.2.双晶の評価方法

結晶解析を行うためには、単結晶成分からの回折強度を測定しなければならな

い。回折点が完全には重ならない結晶では、それぞれの双晶要素の方位を決定し、

重なりのない反射の回折強度から他の反射の回折強度を分離するという方法が効果

的である。これには、 Kabschのプログラムに代表されるデータ・リダクション法が有

効である(Kabsch，1998)。このタイプの双晶の場合、単一成分からの反射を利用でき

るため、重ならない反射の数にもよるが、多くの場合、強度分離可能で、ある。それ

に対し、回折点がすべて護なり合う hemihedral双晶の場合、強度分離は非常に困難

となる。現在までのところこの種の双品の評価法としては、

i) 回折強度に負はないことを利用し、強度を統計的に評価する方法 (Brittonプロツ

ト)(Bri抗on，1972~ Fisher & Sweet， 1980) 

ii) Wilsonの強度分布関数を利用し、累積関数の形状から評価する方法 (Wilson，

1949; Howells et al.， 1950) 

iii)分子モデルを利用して、凡を計算できる時に R値や相関係数を最小化するよう

に強度分離する方法 (Murray圃 Pust，1973; Mat註lewset al.， 1993~ Gomis-ruth et al.， 

1995) 

の 3つの方法が提案されている。しかし、 ii)の方法は原理的に双晶の判定には向い

ているが、正確な強度分離には向いていない。また iii)の方法は利用できるモデル

がない場合には適用できない。そのため、今のところ hemihedral双品を利用し新規

構造を決定するには、 i)および ii)の方法を用いた双品の判定と双晶率の見積もりを

行い、強度分離するのが唯一の方法であると言える。実際、これらの方法もしくは

それらをアレンジした方法を用いた解析例がいくつか報告されている。

2.3.双晶の判定
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2.2節で説明した種々の方法を適用するにあたり、第一に双品操作を求めなけれ

ばならない。タンパク質結晶で一般的な hemihedral双品において、結晶は実際二つ

の双品要素のみから構成され、それらは互いの回折パターンが正確に重なるように

配向している。それ故、双品操作で関係付けられる 2つの反射はそれぞれ独立して

観測される回折強度に寄与し、バターソン図にピークを与える。 tetragonal結晶の自

己回転関数で示されたピーク(図 2.2α)は、この結晶における双晶操作に相当すると

考えられる。これらの観測事実から、 tetragonal結晶は C 軸に対して互いに逆方向を

向いた同一格子から形成されている hemihedral双品であると判断した。すなわち指

数 (hkl)と (kh閣のはこの双品操作で関係付けられる。 tetragonal結晶の N(Z)プロット

を計算したところ、非セントリック反射の曲線はシグモイダノレの形状を示し、はっ

きりと双晶としての性質を示していることがわかった(図 2.4的。 Bri抗onプロットを

計算した結果、双晶率は 0.4と見積もられた(図 2.4b)0Bri杭onプロットから見積も

られる双品率は近似値であり、この値と比較するため Yeatesの方法に従い計算した

ところ、双品率は 0.39とBri抗onプロットの値とさほど違いはなく、この結品の双晶

率はおおよそ 0.4であるとした(図 2.4c)0rhombohedral結品に関しでも同様の計算を

行った結果、双晶率がおおよそ 0.2の双晶であることが判明した(図 2.5)。

ここで問題になるのは (2)式の性質上、双品率が 0.5に近づけば近づくほど式

の信頼性が無くなり、完全に割合が同じ、つまり双晶率が 0.5の場合には解けなくな

る。直感的には、 (2)式の分子における強度の差分に含まれる誤差が、分母の値が小

さくなることにより増幅されてしまうためと理解できる。 Eleanorによると強度分離

可能な双晶率はせいぜい 0.35以下であり、実際これまでに双結晶から双晶率を見積

もって強度分離を行い構造決定に成功している例の多くは 0.2以下である

(Collaborative Computational Project， Number 4， 1994)0 rhombohedral結晶に関してはそ

の双品率が 0.2であることから、見積もられた双晶率を用いて (2)式に従い強度分

離を行った。強度分離したデータを用いて N(Z)プロットにおける非セントリック反
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第二章 PL-CのX線結晶構造解析

射の分布曲線がその理論分布曲線に従うのならば、正しく強度分離出来たと考えら

れる。しかし、実際に強度分離したデータの分布曲線はその理論分布曲線に従わず、

見積もられた双品率および強度分離されたデータの信頼性は低いと考えられた。残

念ながら、 tetragonalおよび rhombohedral結晶共に強度分離は適さないと判断し、 X

線結晶構造解析に適した単結晶を得るべく結品化条件の改善を試みた。
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3.単結晶

3.1.結晶化条件の改善

双品から強度分離を行い構造決定に至っているものの中で、その結品化条件を

少し変化させることにより、双品率の低い結品を得ることに成功しているものがし、

くつか報告されている。 Redinboらによる Plastocyaninの解析例を紹介すると、結晶

化溶液中の CaCh濃度を 0.2M から 0.1M にし、さらに 0.1M CoChを加えることに

より双品率を 0.45から 0.046と劇的に減少させることに成功している (Redinboet al.， 

1993)。これらの報告例を参考に tetragonalおよび rhombohedral結晶の結晶化条件、

例えば温度、 pH、添加剤(有機溶媒等)の有無に着目し、少しずつ条件を変えながら

結晶化を行った。しかし、そのほとんどは結品が全く得られないか、あるいは同じ

双品であるという結果で、あったが、 rhombohedral結晶の結晶化溶液に 0.5%dioxaneを

加えることによって、 X 線結晶構造解析に適した単結晶を得ることに成功した(図

2.6)。この結晶における N(Z)プロットが示すように非セントリック反射の曲線は理論

曲線に従い、 Bri抗onプロットおよび Yeatesの方法を用いた結果からも双品ではない

ことは明らかである(図 2.7)。

図2.6rhombohedral単結晶の顕微鏡写真

結晶はおよそ0.2x 0.3 x 1.0 mmの大きさ
まで成長した。
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図2.7rhombohedra1単結晶の回折強度に対する統計的解析

(α)N(Z)プロット

rhombohedra1単結品も空間群 R3に属す故、

されない。

(b) Brittonプロット

(c)パラメータ Hの累積分布
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第二章 PL-CのX線結品構造解析

3.2.結品学的パラメータの決定

高エネルギー加速器研究機構物質構造科学研究所放射光研究施設の BL18Bに

おいて、波長1.000AのX線を用いて放射光実験を行った。また回折強度は 2x2ア

レイ型 CCD検出器 (ADSC社製 Quantum4)を用いて測定した。

本結晶は1.8A分解能まで回折点を与え、 CCP4プログラムスーツ(Collaborative 

Computatio削除 句ect，Number 4， 1994)のDPSIMOSFLM(Leslie， 1992; Evans芦 1993)を

用いた auto輔 indexingの結果、三方晶系に属し、空間群はお、格子定数は a=b=104.1A、

c=69.7 Aであり rhombohedral双晶と同型で、あった。本結晶の非対称単位に PL-Cサ

ブユニットが 2つ存在していると仮定すると、 VM値は 2.64A3Da-1、溶媒含量は 53%

となりタンパク質結晶として妥当な値を与える。よって、二量体で 1分子とした時

の Zは 9であると決定した。 PL-C単結晶の結晶学的パラメータを表 2.4にまとめ

る。

表2.4rhombohedral単結晶の結晶化条件および結晶学的データ

Crystallization Conditions 

Method 

Protein solution 

hanging drop vapor diffusion 

9.64 mg/ml in Tris脚HCIbuffer (pH7.5) 

Precipitant 1.5 M ammonium sulfate 

0.5% dioxane 

Temperature 

0.1 MNa-acetate (pH4.6) 

2S
0
C 

Z 

R3 

α= b = 104.1A，c=69.70λ 

α宮 s== 900，1口 120
0

9(非対称単位にPL-C二量体でI分子存在)

2.65 A3Da-1 

53% 

Crystallographic Dat，α 
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第二章 PL圃 CのX線結晶構造解析

3.3.回折強度測定

結晶から CCDまでの距離を 150mm、1フレームあたりの露光時間を 30秒、振

動角 1
0

に設定して、 1.8A分解能までのデータ測定を行った。計 120フレーム処理

した結果、全体で 134，896反射を観測することができた。個々のフレームにおけるス

ケーノレ因子を計算し等価な反射をマージした結果、 26，091個の独立反射を得ること

ができた。データの完全性は 99.9%、 Rmergeは 6.70%で、あった。データ収集と処理

の統計値を表 2.5に示す。

表2.5重原子誘導体の調整条件およびデータ収集と処理結果

Data set Native Hg U 

Soaking conditions 

Reagent HgCl2 UOlCH3COO)2 

Concentration lmM 10mM 

Period 5 hrs 1 week 

Data collection 

X四raysource PF (BL18B) PF (BLI8B) RU-300 

Wavelength (A) 1.000 1.000 1.5418 

Max. resolution (A) 1.80 (1.89-1.80)a 3.00 (3.1ι3.00) 2.80 (2.90-2.80) 

Number of reflections 

Observation 134，896 26，694 31，031 

Unique 26，091 5，680 6，438 

Redundancy 5.2 4.7 4.8 

Completeness (%) 99.9 (99.9) 99.7 (97.9) 92.4 (83.9) 

Rmerge
b
(%) 6.70 (27.9) 6.50 (11.8) 9.90 (19.8) 

Riso
C(%) 14.0 19.0 

aValues in parentheses refer tothe highest resolution sheIl. 

bRR国服申=出lEFK凶lli-<Ii>向Jt，whereq〉 istheaveraEetohfe Ldwerievradtive syamndmm甜Hyveeqsumwzaclt阻ureむ弘factor 
C Riso = l:IIFpHt -IFpIlILIFpl， where IFpHI and IFpl are 
amplitudes， respectively. 
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第二章 PL-CのX線結品構造解析

3.4.重原子誘導体結晶の調製

PレC 結晶の位相決定には、現在最も一般的方法である重原子向型置法を適用し

た。重原子向型置換法は、タンパク質結晶(ネイティブ結晶)とそれを重原子でラベ

ルしたもの、つまりタンパク質分子に重原子種を付加させた結品(デリバティブ結

品)の回折強度の差を利用して位相角を決定する方法である。そのため重原子同型

置換法を適用するにあたり、第一に、重原子在タンパク質結晶中に導入しなければ

ならない。ネイティブ結晶に重原子を導入するときは、結品内のタンパク質の相対

的配置と分子構造の両方に変化を起こさないようにすることが肝要で、(向型性の保

存)、この条件が満たされないとネイティブ結品とデリパティブ結晶の回折強度差は

位相決定に利用できない。重原子誘導体の検索は、結晶化と同様、現在でも基本的

には試行錯誤的に行っており、ときには有効な誘導体を得るのに結晶化以上の労力

が必要となることもある。重原子の付加には、重原子を含んだ結晶化母液にタンパ

ク質結品を浸演する最も簡便な方法を選んだ。

数十種類におよぶ重原子試薬について検討を行った。同型性は、実際にデリパ

ティブ結晶の回折データを収集し、重原子付加により格子定数がネイティブ結晶の

それと変わらないことを確認した。また、ネイティブ結品とデリバティブ結晶の強

度変化率 (Riso)が 5---7%程度のものは重原子が導入されている可能性は低いと考え

て採用せず、適度な Riso(10 ---150/0)を示すものを以降の解析に用いた。実際には、

ネイティブ結晶の回折強度 lp(=IFpI2)に対してデリパティブ結品の回折強度 lPH

(=1 FpHI2)をスケーノレ合わせしたあと、 (IFpHI-IFpl)2を係数とする差パターソン関数を計

算し、バターソン図のハーヵ一面のピークを調べることで、重原子が導入されたか

どうかを検定した。その結果、 HgとUの2種類の良好なデリバティブ結晶が得られ

た。後の位相決定に用いた Hgおよび U誘導体についてのみ、その調製条件を表 2.5

に、差ノミターソン図のハーカ一面を図 2.8に示す。
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(α) 

図2.8同型差ノ《ターソン図のハーカ一面 (w=O)

(α)Hg誘導体 (b)U誘導体

U 

U 

間誘導体に対する差ノミターソン関数の計算には、共に 10-5A分解能の反

射が用いられた。
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3.5.重原子誘導体結晶の回折強度測定

Hg誘導体結晶の X 線回折実験を、高エネルギー加速器研究機構物質構造科学

研究所放射光研究施設のビームライン BL18Bで、行わった。波長1.000Aの X線を

用い、 2x2アレイ型 CCD(ADSC社製 Quantum-4)で回折強度を測定した。データ処

理のためのプログラムとして CCP4プログラムスーツ (CollaborativeComputational 

Project， Number 4， 1994)のDPS/MOSFLM(Leslie， 1992; Evans， 1993)を用いた。 u誘

導体結晶の X線回折実験は、京都大学化学研究所にて、双晶の場合と同じ X線発生

装置と検出器を用いて行い、プログラム DENZO/SCALEPACK(Otwinowski & Minor， 

1997)によりデータ処理を行った。

両誘導体結晶とも X 線照射による損傷を受けやすく、迅速な回折強度収集が必

要とされた。しかし、 3A分解能までの反射を用いれば、少なくともタンパク質主鎖

の流れを追うことができる程度の電子密度図が得られ、また電子密度修飾の手法を

用いればその電子密度図をもとにして位相を拡張して分解能を向上させることもで

きる。そこで、 HgおよびU誘導体結晶共に 3A分解能以上の回折点が観測されたが、

X線損傷によるデータの質の低下を考慮し、 3A分解能程度の回折データを収集する

にとどめた。両誘導体結品の回折強度データの統計学的数値を表 2.5に示す。また、

Hg誘導体に関しては、 HgのLm吸収端(1.009A)近傍の波長1.000Aで測定したこ

ともあり、異常分散効果を測定することができた。 Hg誘導体結晶からの異常分散効

果を利用した差パターソン図を図 2.9に示す。
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U 

図2.9異常分散差ノミターソン図の Hg誘導体のハーカ一面 (w=O)

10-5 A分解能の反射を用いて計算を行ったO
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4.構造解析

4.1.位相の決定

初期位相の決定は、 CCP4プログラムスーツ (Col1aborativeComputational Project， 

Number4ラ 1994)のMLPHARE(Otwinowski， 1991)を用い、重原子多重同型置換 (MIR)

法により 3.0A分解能までの反射に対して行った。 Hg誘導体における主要な金属結

合部位の位置は、差バターソン図から容易に決定することができた(図 2.8α)。この位

置を基にして、単一の誘導体を用いた向型置換 (SIR)法により位相を計算した。得

られた位相を用いて差フーリエ図を計算することにより、 U 誘導体における重金属

結合部位の位置を決めることができた。結合した重金属のパラメーター(位置、含

有率と温度因子)を精密化し、これを基にして位相を計算し直したo 1位R 法により

得られた位相は SIR法のものより正確で、あり、この位相を用いて差フーリエ図を再

計算することにより マイナーな金属結合部位を決定することができた。このよう

に、重金属結合部位の決定→パラメータの精密化→MIR法による位相の計算という

一連のルーティンを繰り返し行うことによって、より正確な位相を計算した。こう

して得られた位棺角の信頼性を表す尺度 Figureof merit (FOM)は、最終的に 0.66と

なった。なお、この過程において、 Hg誘導体結品からの異常分散効果も計算に使用

した。

1.8 A分解能までの位相拡張および溶媒領域平滑化法とヒストグラムマッピング

法とを組み合わせた電子密度修飾による位相の改良は、プログラムDM(Cowtan， 1994) 

を用いて行った。実際には、本結品は約 530/0の溶媒領域を有するが、溶媒領域平滑

化法において分子の境界を決める際の over-estimationを防ぐため、溶媒領域 450/0と

いう実際より小さい値を適用した。この処理によって 3.0A分解能までの反射に対す

るFOMは 0.94となり位相の大幅な改善がみられた。因に、1.8A分解能までの反射

に対する FOMは 0.88となった。この位相を用いて得られた電子密度図は結品学的
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な非対称単位中の PレC二量体構造を示し、主鎖のカルボニノレ酸素の位置や各々のア

ミノ酸残基の側鎖までも明瞭に判別できる穂、非常に良質なものであった。精密化

した重原子パラメータと得られた位棺に関する統計学的数値をそれぞれ表 2.6と表

2.7に示す。

表2.6精密化した重原子パラメータ

ATOM x y Z Occupancy B 

Hgl 0.064 0.184 0.000 0.43 17.8 

Ul 0.204 0.007 0.283 0.30 34.4 

U2 0.879 0.085 0.123 0.21 38.1 

U3 0.432 0.032 0.064 0.2Q 40.3 

U4 0.645 0.596 帽 0.009 0.19 41.2 

U5 0.616 0.139 0.249 0.12 48.3 

表2.7多重向型置換法による位相計算の統計値

Data set Hg U 

isomorphous anomalous isomorphous 

Used reflections 5，614 5，274 5，298 

Rc凶lisa(acentricret1ections) 0.54 0.72 

Rano b (acentric reflections) 0.80 

Phasing powerc 2.48 1.52 

Overall figure ofmerit(MIR+AS)d 0.66 

aRc凶isis くlackofclosure>1くisomor予housdifference>.Isomorphous difference is IFpfrFpl， 
Lack of c10sure is lIFJ問 1-IFp十FH!Iwhere IFp+FHI is a vector sum ofthe calculatedFH， 
phase <TH and F p wi出 theprotein phase. For the unweighted averages or rms entries the 

protein phase is that ob旬inedby the program MLPHARE. 

bR問。 isくlackof closure>/ <anomalous di賢治rence>.Anomalousdi自己renceis IFpH(+)-FpH(う1.
Lack of c10sure is I Anomalous difference四 CalculatedAnomalous differencel. Ca1culated anomalous 
difference is 2F Hsin(偽)， where中Ipis the proteinphase. 

CPhasing power is defined asくIFHI>/<E>，where <IFHr> is the root-m侃 n-square-calculated
heavy“atoms加 C加re白ctorampli旬deandくE>is theroot-m.ean叫 uarelack-of-closure e町or.

dThe figure of merit is a measure ofthe reliabilityof the phasedetermination and is defined 
asm=くcosL.¥αi>，where αi is theerr()rinthephaseangle forret1ection i. 
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4.2.分子構造モデルの構築及ひ、精密化

分子構造のモデルピノレテ、イングをプログラム XtalView(McRee， 1992)の Xfitを

用いて行うこととし、 DMによって修飾を施した電子密度図に対してコンピュータ

ーグラフィックス上で、初期モデルを構築した。この段階で、モデ、ノレは各々のサブユ

ニットの C末端 3残基を除く全ての残基を含み、 20-3.0A分解能の反射に対する R

値は 36.3%となった。

構造の精密化を、プログラム CNS(Brunger et al.， 1998)を用いて分子動力学を取

り入れたシミュレーティッドアニーリング (SA)法と制約付き共役勾配最小二乗

(CGLS)法の組み合わせによって行わった。最初は 20-3.0A 分解能の反射のみ用い

て行い、徐々に分解能の上限値を1.8Aと上げていった。それぞれの精密化サイクル

では、個々の原子の位置及び等方的温度因子の精密化、 2Fo-FcマップやFoFcマップ

を用いたモデルの見直し、残余のピークに対する溶媒分子の導入が行われた。また、

SA法における諸条件の検討や精密化の進行状況をそニターするために、ランダムに

選んだ全体の 10%の反射をテストセットとして精密化に用いなかった。精密化の結

果、最終的に 20-1.8A分解能の全ての反射に対する R値は 17.6%、テストセットに

対する R値 (R卸)は 20.3%となった。精密化の統計値を表 2.8に示す。得られた PL-

Cの原子座標は米国ラトガース大学の RCSBPDBに登録した (PDB code 1ULK)。
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第二章 PレCのX線結晶構造解析

表2.8構造精密化の統計値

Resolution range (A) 21.5-J.80 

Number ()f reflections 26，091 

R仰 st
b
(%) 17.6 (22.4t 

Rfreec (%) 20.3(26.1) 

Number of atOl11S 

Protein 1，884 

Water 219 

MeanB四 factors(A 2) 

Main酬 chain 20.5 

Side田 chain 25.7 

Water 32.8 

R.m.s.d. from ideal geometry 

Bonds (A) 0.006 

Angles C) 1.3 

Residues也Ramachandranplotd 

Most favored (%) 85.5 

Additionally al10wed (%) 14.0 

Generously al10wed (%) 0.5 

aValues in parentheses are for the highest resolution shel1 of 1.91-1.80 A. 
bR叩 t= 1:11 Fol-IFc 11 / 1:IFol， where IFol and }Fcl arethe observed and calculated structure 

factor amplitudes， respectively. 

cR会'eeis calculated against a 10% random sampling of reflections that were removed before 

the structure refinement. 
dMost favored， additionally allowed， and generously allowed regions are defined with 

PROCHECK. 

51 



第二章 PL醐 CのX線結晶構造解析

【考察】

1.電子密度図の質および、分子構造モデルの信頼性

最終的な 2Fo-Fcマップは、全体に渡って非常に良質なものとなった。多くの芳

香族環内やプロリン残基の五員環内には、穴が空いているように見える(図 2.10)。

今回得られたそデノレは、非対称単位中に、 2つの PL圃 Cサブユニット中の 256残

基を構成する水素原子以外のタンパク質 1.884原子と 219個の水の酸素原子を含む。

これらのうち 2つのタンパク質サブユニットは、非結晶学的二回軸によって関係付

けられた二量体構造を形成している(図 2.11)。ここで記述を簡便にするため、各々

のサブユニットを A鎖、B鎖とする。しかしながら、いくつかの側鎖 (Lys47A、Thr126A、

Lys88B、Leu124B、Thr126B)は低い電子密度しか持たず、これらの部分のパラメー

タ精度は低いと考えられる。

Luzzatiプロットによって、分子モデル中の原子位置の誤差はおよそ 0.18Aであ

ると見積もられた (Luzzati，1952)。このモデルにおける値と、 Engh& Fuberによって

与えられた各アミノ酸の理想構造からの差の平均二乗根(r.m.s.d)(Engh & Huber， 

1991)は、結合長において 0.006A、結合角において1.3
0

、improper角 (3個以上の非

水素原子と共有結合した原子において、二つの共有結合によってできる平面と他の

共有結合の間の角度)において 0.76。で、あった。これらの値は一般的なタンパク質結

晶構造における値と比較して標準的な値であることから、 PL-C結晶構造は良好に精

密化されていることがわかる o また、 Ramachandranプロット (Ramachandran& 

Sasisekharan， 1968; Kleywegt & Jones， 1996)の結果から、 Glu115A(Glu115B)以外の非

グリシン残基の主鎖の二面角(恥 ψ)は、エネノレギー的に安定な値をとっていること

が分かつた(図 2.12)。エネルギー的に望ましくない主鎖コンブオメーションをとっ

ている Glu115A(GluI15B)は、そのカノレボニノレ酸素と Cysl18A(Cys118B)のアミド
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第二章 PL-CのX線結晶構造解析

との間に標準的な TypeII s-turnにみられる OiとNi+3問の水素結合を形成すること

によって安定化している。

図2.10最終的に得られた 2Fo-Fcマップ

90。

図2.11PL-Cの全体構造

PL-Cの 2つのサブユニットを、それぞれシアンと薄い紫で色分けし

ている。ジスルフィド結合を緑で、推定の糖鎖結合残基を ba11-組d-

stickモデルで表示している。左図は、紙面に対して分子二回軸が垂

直になる方向から見たもので、右図は分子二回軸が水平方向になる
ように左図を矢印方向に 900回転させて描いた図である。
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第二章 PL圃 CのX線結晶構造解析

2. ドメイン構造

非対称単位中の 2つの PレCサブユニットは、それぞれキチン結合ドメインと呼

ばれるほaikhel& Lee， 1993)コンパクトなドメイン 3つから構成される。約 40程度

のアミノ酸残基からなる各々のキチン結合ドメインは、 WGA(Wright， 1987， 1989)、

UDA (Harata & Muraki， 2000; Saul et al.， 2000)、Hevein(Asensio et al.， 1995)のような

他のキチン結合タンパク質で報告されているように特徴的な二次構造要素を持たな

いが、保存された 4つのジスルブイド結合により、その三次元構造は維持されてい

る(図 2.13)。二次構造要素を欠くこのドメインの構造的剛体性は、これらのジスル

ブイド結合に加え、非常に多くのドメイン内水素結合によって部分的に達成されて

いる (Wright，1987， 1989)。しかしながら、幾つかの短い二次構造要素が、プログラ

ムPROCHECK(Laskowski， 1993)を用いて同定された。 PL-CのDomain-Iに関して詳

しく言えば、 iと i+2番目の残基のアミド基とカノレボニノレ基間の水素結合によって安

定化されている 310圃 helix構造が Va16-Ala8 と Prol4-Glyl6に、 α刷・helix構造は

Glu29 _ Cys32に存在している。 Cys18-Cys 19とCys25-Gly26はβstrandの特徴をもち、

両者は互いに逆並行p圃 sheet構造を形成している。これらの二次構造要素は他のドメ

インでも同様に観察されたが、 Domain圃 Iで31O-helix構造を形成している Pro14-Gly 16 

に相当する位置に、 Domain-IIIでは 310
同 helix構造は観察されなかった。 31O-helixの名

前は一巻きあたりの残基数 nが 3であり水素結合によって出来る環状構造の原子数

が 10であることに由来する。この水素結合に関与する電気双極子は一直線に並んで、

おらず、したがって、エネルギーの極小点にはなっていない。また、側鎖の詰まり

方もエネノレギー的にかなり不利である。 α占elixでは側鎖が交互にうまくずれて重な

らないようになっているのに対し、 31O-helixでは側鎖が互いに重なり合うように配列

している。さらに、 31O-helixは、 Ramachandranプロットにおける(恥 ψ)角の許容領域

の境界近くに位置するため、立体障害による多少のひずみがある。 310帽 helixがタンパ
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ク質中でまれにしか見られない理由は、このようにエネルギー的に不利な幾何学的

形状をとっているからと理解されうる。 Domain-Iと Domain-IIの 310・helix構造を形

成している Pro14-AspI5-Gly16および His55-Asp56-Glu57配列内の Aspは、 Domain-

111では T防96-Glu97-Asp98のようにより側鎖のかさ高い Gluに置換されており、そ

の結果、大きな立体障害を生じるため、 Domain-IIIのこの領域は 310・helix構造を形

成することが出来ないのだろう。

種々のキチン結合タンパク質のこれまでの X 線結晶構造解析の結果から、糖鎖

結合に関与すると予測される芳香族アミノ酸残基は、 ドメイン内で 22、24、31番目

に位置し芳香族トライアドを形成している O 芳香族トライアドが存在するループ

(Domain-Iでは CysI8_Cys32)はドメインの中心に位置し、保存された 4つのジスル

フィド結合のうち 3つがこのルーフ。の安定化に寄与している(第二章にて詳細に記

述)。この 3つのジスノレフィド結合が入れ子状になった領域は "innercore region"と

呼ばれ 11)、Ac-AMPsではこの領域のみを構造単位としてもつため、種々のキチン結

合タンパク質はこれから進化したと考えられる。

N-term 

C-term 

図2.13キチン結合ドメインの三次元構造(ステレオ図)
このドメインはPL-Cのサブユニット AのDomain-Iを示している。
ヘリックスおよびβストランドを、それぞれ赤のリボンおよび青の
矢印で表示している。ジスルフィド結合を緑色で示している。
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3. PL-C二量体構造

PレC結晶の非対称単位中に存在する 2つのサブユニットは、非結品学的二回軸

により関係付けられている。 2つのサブユニットは、それらの主鎖の流れが互いに逆

方向となった“head-to・tail"の様式で並んでいる(図 2.11)。

全てのタンパク質原子における温度因子の平均値は 22.4A、主鎖に限れば20.3A 

と小さな値である。また、個々のサブユニットに関して言えば、 A 鎖、 B 鎖に含ま

れる全てのタンパク質原子ではそれぞれ23.5A2および21.4A、主鎖ではそれぞれ21.8

Aおよび 18.9AとB鎖の方の温度因子は低い。このことは、 B鎖の方が結晶学的に

等価なより多くの分子と相互作用をすることでより安定な構造を形成している結果

と考えられる。

一つのサブユニットに存在する三つの糖鎖結合部位は、分子の片側に集中して

おり、相手サブユニットの三つの糖鎖結合部位と向かい合ってそれぞれ対をなして

いる。それ故、全ての糖鎖結合部位は二量体の境界面に位置付けられている(図 2.11)0

PL心の二量体構造は、主に両サブユニット由来の糖鎖結合部位同士の疎水的相互作

用およびサブユニット簡に存在する若干の水素結合により安定化されている。以下

にサブユニット間の相互作用について詳細に述べる。

プログラム Ligplot(Wallace et al.， 1995)によって書かれた図 2.14に、 PL田 Cサブ

ユニット境界面における相互作用を示す。糖鎖結合部位向士による相互作用は、 A

鎖の Domain圃IA(N末端側)、 Domainト.圃-II

Domain圃-IIIB(C末端仮側リの)、 Domain圃IIB、及び Domain圃IB(N末端側)との聞で形成され

ている。 2つのサブユニットは、非結晶学的二回軸で関係付けられており、加えて N

末端と C末端がサブユニット間で逆方向に並んで、いるため Domain-IAとDomain-IIIB 

の相互作用は、若干の違いを除いて Domain圃 IIIAと Domain-IBのそれとほとんど同

じである。 Domain岨IAとDomain-IIIB (Domain-IIIAとDomain輔 IB)において、糖鎖結
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合に直接関与するとされる保存された芳香族残基の側鎖が疎水的な環境を作りだし

ている。 Domain-IA (Domain園出)の T中22A(Trp22B)のインドール環と Domain岨 IIIB

(Domain園田A)の Tyr104B(Tyr104A)の芳香族環はn:π電子によるスタッキング相互作

用を形成している。 T中106A(T中106B)のインドール環は Glu30B(Glu30A)側鎖のメ

チノレ基と CHn:相互作用を形成している。この Glu30B(Glu30A)の側鎖のカノレボニノレ

酸素は、これも同じく糖鎖の結合に関与するとされる His113A(His113B)のイミダゾ

ーノレ環の窒素と静電的相互作用を形成している。 Domain帽 IA/Domina圃 IIIB 問と

Domain-IIIA/Domain-IB 間の相互作用における唯一の違いは水素結合にある O

Domain-IA/Domina-IIIB関では、前述の Glu30AとHis113B間の水素結合に加え、Arg7A

とTyrl04Bの間にも水素結合が形成されている。 Domain圃 IIAとDomain圃 IIBとの間で

も糖鎖結合に関与する芳香族アミノ酸により疎水的な環境が作りだされている。こ

こでも Tyr63同士による芳香族環のスタッキング相互作用が観測される。このよう

に 2つのサブユニットの全ての糖鎖結合部位が二量体構造の形成に関与しているた

め、各ドメインの糖鎖結合部位には糖鎖を収容するための空間はない。

PL心は、ゲルろ過の際、塩酸グアニジンの存在下・非存在下で異なる分子量で

流出する (Yamaguchi，1997)。塩酸グアニジン非存在下では二量体に相当する分子量

21，000で流出するのに対し、存在下では単量体に棺当する分子量 12，000で流出する。

塩酸グアニジンはタンパク質の変性剤として用いられるが、そのタンパク質を変性

させる原因は、分子平面を冗電子に覆われたグアニジウムイオンが、タンパク質の疎

水性残基と疎水的相互作用をするためと一般的に考えられている。今回得られた PL-

C二量体構造に基づくと、 PL聞 Cニ量体形成に関与する疎水性残基とグアニジウムイ

オンが相互作用することによって、 2つのサブユニット間の糖鎖結合部位における疎

水的環境が壊されたために上記のような現象が起きたものと考えられる。よって、

本 PL-C結晶構造は溶液中での二量構造を反映しているものと考えられる。
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4.分子内対称からのずれ

今回得られた PL-C二量体構造は、高分解能解析で、の構造モデルということもあ

り、精密化の過程で非結晶学的対称による制約を全く課さずに得られたものである。

その結果、サブユニット間で非結晶学的二回対称からのずれが観測された。

PL-C二量体分子中の 2つのサブユニットの重ね合わせ図を図 2.15に示す。 2つ

のサブユニットの Cα原子位置の r.m.s.d値は1.25Aで、あった。一方、サブユニット

聞の対応するドメイン聞の Cα原子位置の r.m.s.d値は Domain-IA/Domain-IB、

Domain-IIAlDomain-IIBおよびDomain-IIIA/Domain-IIIBでは、それぞれ 0.27A， 0.54 A 

および 0.25A で、あった。このことは、この図からも明らかなように、個々のドメイ

ンの立体構造は高度に保存されているにも関わらず、個々のドメイン間の配向がサ

ブユニット聞で異なるため、サブユニット全体の構造が異なっている事を意味して

いる。 2つのサブユニット聞の構造上の違いは、サブユニット内の隣接ドメイン聞を

連結するリンカーの柔軟性を反映しており、その差は結晶中で、の分子パッキングの

違いにより引き起こされたものと思われる。なお、ドメイン聞の配向の違いに関し

ては、第三章で詳細に考察する。

C-term 

図2.15分子二回軸からのずれ(ステレオ図)

2つのサブユニットの色分けは図 2.11と同じである。この重ね合
わせは両サブ、ユニットの Domain-IのCα原子同士の間で、行われたO
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5.糖鎖結合におけるこ量体構造の必然性

本研究で解析した PL-C結品構造において、 2つのサブユニット間で対応する糖

鎖結合部位における糖鎖結合残基を介した疎水的相互作用により二量体構造が形成

されているため、糖鎖を収容するための空間はない。従って、本結品構造は糖鎖結

合活性型構造ではない。

WGAは、 4つのドメインからなるサブユニットから構成される二量体タンパク

質であり、 ドメイン数は異なるものの PレCと向様に、二量体の境界面に糖鎖結合部

位が位置付けられるように 2つのサブユニットが"head-to圃 tail"の様式で、会合している

(図 2.16)。しかし、 WGAは PL心と異なり、これまでに報告されたこの種のタンパ

ク質では例外的に二最体構造を形成することにより機能を発現することが知られて

いる(Nagata& Burger， 1974)0 

PL-CとWGAの二量体構造を構成するサブユニット内のドメインの数は互いに

異なるけれども、同じドメインの繰り返しからなる 2つのタンパク質が何故全く異

なる様式で二量体構造を形成しているのか興味深い。図 2.17にWGAlのサブユニッ

ト境界面における相互作用の様式を示す。前述したように、 PL-Cの二量体構造は、

主に糖鎖の結合に関与するとされる保存された芳香族環 (Domain-Iの位置で 22，24， 

31番目)同士の疎水的相互作用によって形成されているが、 WGA1二量体構造は対

照的に、多くのサブユニット間水素結合および静電的相互作用により形成されてい

る。分子二回軸が通る付近の Domain圃 IIA/Domain岡田B間およびDomain酬 IIIA/Dmain田 IIB

間においては幾つかの疎水的相互作用が見受けられるが、そこから離れたところの

Domain-IAlDomain圃 IV間および Domain四 IVA/Doain-IB聞では、水素結合を含む静電的

棺互作用がドメイン間相互作用の大部分を占めているのがわかる。ここで重要なこ

とは、 PL嗣 Cと異なり各ドメインに存在する糖鎖結合残基が WGAlの二量体構造形

成に関与していないことである。 WGA1の糖鎖結合部位は分子表面上に配置され、
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リガンドは 2つのサブユニットの問に形成される溝に容易に入り込むことが可能と

なっている。この溝は各ドメイン対の糖鎖結合部位によって形成されているため、

以前はこのファミリーにおいて二量体構造の形成が糖鎖の結合に対して必須である

と考えられていた。しかしながら、別の WGA糖鎖複合体の結晶構造から、単一の

ドメインでも糖鎖の結合は可能で、あることが示された (Wright，1984， 1992)。更に、

一つのキチン結合ドメインからなる Heveinは 単量体でキチンに結合することも明

らかにされている (VanParijs et al.， 1991)。現在、このファミリーにおいて、 WGA

の結晶構造で観察された二量体構造は、糖鎖の結合に必須で、はないと結論付けられ

ている (Raikhel& Lee， 1993; Wright， 1992)。

WGAは pHに依存して単量体あるいは二量体で存在することが報告されている

(Nagata & Burger， 1974)。また、他の多くのレクチンにおいても、濃度やpH等により

弱く会合したオリゴマーを形成することが報告されている (Kalb& Lusting， 1968; 

Fish et al.， 1978; Decastel et al.，1985)。多くのレクチンの立体構造が決定されてい

る現在、四次構造の多様性が細胞の架橋やそれに続いて引き起こされる生体反応の

制御因子としての役割を果たしているかもしれないということが指摘されている

にhandraet al.， 1999; Hamelryck et al.ヲ 2000;Buts et al.， 2001)0 PL-Cが赤血球凝集

能を示さないのは、糠鎖結合部イ立を介した自己会合により糖鎖結合能を失った結果

であると考えられるが、 invivoにおいて濃度や pH等に依存した PL-Cの単量体一二

量体問の動的平衡が存在し、そのことが PレCが機能を発揮する上での調節因子とし

て働くのかもしれないという可能性は否定できない。 PL心の二量体構造がそのよう

な因子に依存するのかは、今後の研究課題の一つで、ある。

62 



第二章 PL-CのX線結晶構造解析

f 

90 

図2.16WGAlの全体構造

WGAlの2つのサブユニットを、それぞれ紫と黄色で、色分しているn

ジスルフィド結合を緑で、糖鎖結合残基を ball-and-stickモデ、ルで、表示

している。左図は、紙面に対して分子二回軸が垂直になる方向から見

たもので、右図は分子二回軸が水平方向になるように左図を矢印の方
向に 900回転させて描いた図である。
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図2.17WGA二量体構造におけるサブユニット間相互作用

図中の表記は図 2.14と同じ。
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第三章 PL-DsのX線結晶構造解析

【緒言】

レクチンには、赤血球凝集活性の他にがん細胞特異的凝集活性 (Aubet al.， 1963) 

や細胞障害活性(Ishiguroet al.ラ1964)など様々な生理活性が見出されている。また近

年、溶血活性 (Hatakeyamaet al.， 1994， 1995)、アポトーシス誘導 (Kimet al.， 1993)、

免疫グロプリン産生調節(Limet al.， 1994)にも関わっていることが指摘されており、

レクチンの多機能性に注目が集まっている。これらのレクチンの細胞に対する生理

活性の中で最も画期的なものの一つにリンパ球分裂促進能(マイトジェン活性)が挙

げられる。本研究対象とした PL分子はマイトジェンレクチンである。

アメリカヤマゴボウ根茎から単離された 2つのイソレクチン (PL心 1，PL心2)は、

それぞれ 2つのキチン結合ドメインから構成され、この種のレクチンの中では最小

のレクチンである。 PL醐 D2が PL-D1の C末端 2残基 (Leu83_ Thr84)を欠如している

ことを除き、両者の一次構造は同一で、ある。 pレD1と PL心2は共に間程度の赤血球

凝集能を示すにも関わらず 二残基短い PL心2のみがマイトジェン活性を示す

(Yamaguchi et al.ヲ 1997)。そこで、 PレD1とPレD2のマイトジェン活性の差に着目し

た構造生物学的研究を行った。本章で、はその結果について述べる O また、アメリカ

ヤマゴボウレクチンの研究は、そのマイトジェン活性に焦点が集まっていたことも

あり、その糖特異性が分かつてきたのは比較的最近のことである。 PレD2に関して

は、糖鎖複合体の構造解析も行い、その結晶構造に基づいて糖鎖特異性および 2つ

のドメイン聞の糖鎖結合能の違いを示唆する知見も得られたので併せてこの章で記

述する。また、前章で述べた PL-C二量体構造におけるタンパク質問相互作用と PL-
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D2糖鎖複合体構造におけるタンパク質一糖鎖間相互作用の類似性についてもこの章

に記す。

【実験方法および結果】

1. PL帽，Dl

1.1.結品化

PL圃 Dl試料は、九州大学農学研究院遺伝子資源工学研究室において、アメリカ

ヤマゴボウの根茎から単一タンパク質として精製され、凍結乾燥標本として供与さ

れたものである。凍結乾燥サンプノレを 50mM Tris帽HCIバッファー (pH7.5)でタンパ

ク質濃度 5mg/mlとなるように溶かしたのち遠心分離し、その上清を結晶化用試料

とした。

PL・Dlの結晶化は、 PL-C結晶と同様にハンギングドロップ蒸気拡散法を用いて

向じ手順に従って行った。最初の結品は、 30%(w/V)PEG8000と0.2M 酢酸ナトリウ

ムを含む 0.1M リン酸ナトリウム緩衝液 (pH6.5)を沈殿剤溶液として用いたときに

得られた。できた結晶は微結晶が幾っか集まって塊となっていたので、これを針で

粉々にしたものを種結晶とし、それを沈殿剤溶液で 5000傍に希釈してマイクロシー

ディング法を行った。マイクロシーディング法により単結晶が得られるようになっ

たが、結晶どうしが重なり結晶表面が乱れることが多かった。そこでAdditiveScreen 

による添加剤の検討を行った結果、 6・AminocaproicAcidあるいは Xylitolを添加剤と

した際に結晶の重なりがほぼ抑えられた。このマイクロシーデイング法と添加弗!と

を組み合わせると、微結品は一日で観察され、 1""'-'2週間後ぐらいまで結品は成長

を続けた。前述の沈殿剤溶液に最終濃度 2%となるように 6・，AminocaproicAcidを加
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え、そのドロップ中にできた結晶を実際の測定に使用した(図 3.1)。しかしながら、

結晶をリザーバー溶液中に移すと結晶が徐々に劣化していき、室温におけるキャピ

ラリーへの封入による測定はなかなかうまくし、かなかった。そのため、クライオ実

験による測定を試みた(後述)。

図3.1PL-Dl結品の顕微鏡写真
結晶はおよそ0.1x 0.1 x 0.02 mm 

の大きさまで成長した。

1.2.結晶学的パラメータの決定

X 線回折実験は、高エネルギー加速器研究機構物質構造科学研究所放射光研

究施設のビームライン BL6Aにて、波長1.000Aの X線を用いて行った。また、回

折強度は、 2x2アレイ型 CCD検出器 (ADSC社製 Quantum4)で測定した。

前述したように、 PL-Dl結晶は、リザーバー溶液中に移すと結晶が徐々に劣化

していくため、室温でのキャピラリーへの封入による測定はうまくし、かなかった。

そこで、クライオ実験による測定を試みた。 20%(w/v)PEG400を含む PL-Dl沈殿剤

溶液 (20%(w/ν)PEG400， 27%(w/ν) PEG8000， 0.18 M NaAcetate， 0.09 M リン酸ナトリ

ウムバッファ一、 2.7%xylitoI)に数十秒漬けた結晶をナイロンループ(太さ 20μm、

直径 0.1---0.2mm) ですくい、 100K(-173 OC) の液体窒素気流中で瞬間冷却し、こ

れをそのままデータ測定に用いた。
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本結晶は1.6A分解能まで回折点を与え、プログラム DPSIMOSFLM(Leslie， 1992; 

Evans， 1993)を用いた auto圃 indexingの結果、斜方品系に属し、空間群は P21212、格

子定数は a=48.7 A， b=49.0 A， c=29.9 A と求められた。本結晶の非対称単位中にPレDl

が一分子含まれていると仮定すると、 VM は 1.92A3Da-1、溶媒含量は 36%となり、タ

ンパク質結晶として妥当な値を与える。よって Zは 4であると決定した。 PL圃 Dl結

晶の結晶学的パラメータを表 3.1にまとめる。

表3.1PL胃 D1結晶の結晶化条件および結晶学的データ

Crystallization Conditions 

Method 

Protein solution 

Precipitant 

Temperature 

Crystallographic Da似

Space group 

Lattice parameters 

Z 

Y M 

Solvent contents 

1.3.回折強度測定

hanging drop vapor diffusion 

5 mg!ml PL-D2 in Tris-HCl (pH 7.5) 

30%(w/v) PEG8000 

0.2 M Na-acetate 

0.1 M Na-phosphate (pH 6.5) 

2S
0
C 

P21212 

a =48.7 A， b=49.0 A， c=29.9A 

4 

1.92 A3Da-1 

35% 

結晶から CCDまでの距離を 100mm、1フレームあたりの露光時間を 60秒、振
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動角を1.00に設定して、 1.6A分解能までのデータ測定を行った。計 180フレームを

処理した結果、全体で 61，545個の反射を観測することができた。個々のフレームの

スケーノレ因子を計算し、等価な反射をマージした結果 9，068個の独立反射を得ること

ができた。データの完全性は 99.8%、Rme伊は 4.9%であった。 PL-D1のデータ収集と

処理の統計値を表 3.2に示す。

表3.2PL-Ds結晶の回折強度データ収集と処理結果

Data set PL-D1 PL.:D2 Complexed PL-D2 

Dat，αcollection 

X-raysource PF但し6A) PF (BL-6A) PF (BL18B) 

Wavelength (A) 1.000 1.000 1.000 

Max. resolution (A) 1.65 (1.75~1.65)a 1.50 (1.55-1.50) 1.80 (1.91-1.80) 

Number of reflections 

Observation 61，545 57，637 54，643 

Unique 9，068 11，513 14，699 

Redundancy 6.8 5.0 3.7 

Completeness (%) 99.8 (99.8) 98.5 (95.4) 98.4 (97.4) 

Rmerge
b
(%) 4.9 (8.0) 3.1 (12.7) 6.3 (34.2) 

a Values in parentheses refer to the highest resolution shel1. 
b Rmerge = l:Mi -くfi〉|/Ziii，where<令isthe average ofli over all symmetry equivalents. 

1.4.構造解析および精密化

CCP4プログラムスーツ (CollaborativeComputational Projectラ Number4， 1994)の

プログラム MOLREP(Vagin & Teplyakov， 1997)を用いて、先に1.5A分解能で決定

した糖鎖非結合型PL-D2の構造(後述)を初期モデルとして分子置換法による PL-D1
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の構造決定を行ったO まず、単位格子内での分子の配向を決めるため、 10-4A分解

能の反射を用いてクロス回転関数を計算したところ、 (8=125.50，ゆ口 135.40，χ=

120.50
)に5.0σのピークを持つ解を得た。この得られた解に相当する変換操作によっ

て分子の配向を決定したあと、この配向を保ったまま分子を並進させて単位格子内

での位置を決定するため並進関数を計算した。 (x= 0.667， Y = 0.017ラ z= 0.344)の位置

にモデノレを動かした時 13.3σ の有意なピークが観測されたため、この解を正しい解

とし以下の精密化を行った。

精密化にはプログラム CNS(Brunger et al.， 1998)を用いた。 pレD2分子の構造解

析の結果から、個々のドメイン間を連結するリンカーの柔軟性によりドメイン間の

配向には自由度があることが予測される(後述)ため、 2つのドメインを 1つの剛体

ではなく、 2つのドメイン各々を 1つの剛体とみなして岡IJ体近似精密化を行った。ま

た、個々の原子の精密化を、 CNS(B凶ngeret al.， 1998)による SA法と CGLS法の組

み合わせによって行った。最初は、 40-3.0A分解能の反射のみ用いて精密化を行い、

徐々に上限の値を1.65A分解能まで、上げていった。それぞれの精密化サイクルには、

個々の原子の位置および等方性温度因子の精密化、 2Fo-FcマップやFo-Fcマップを用

いたモデルの見直し、残余のピークに対する溶媒分子の導入が含まれた。プログラ

ム XtalView(1化，Ree，1992)のXfitを用いてモデルピノレディングを行った。また、精

密化の進行状況をモニターするために、ランダムに選んだ全体の 10%の反射をテス

トセットとして精密化に用いなかった。最終的に、1.65A までの全ての反射に対す

るR値は 17.2%となった。精密化の統計値を表 3.3に示す。得られた PL圃 Dlの原子

座標を米国ラトガース大学の RSCBPDBに登録した (PDBcode lULN)。
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表3.3 PL~Dsの構造精密化の統計値

PL圃 Dl PL帽 D2 Complexed PL-D2 

Resolution range (A) 40ー1.65(1.75-1.65)a 40-1.5(1.55-'-1.50) 24.2-1.80(1.91-1.80) 

Number of reflections 90，68 11，513 14，699 

RCrystb(%) 17.2(17.6) 17.6(22.1) 19.5(24.8) 

R仕出.C(%) 20.5(24.7) 20.7(25.7) 23.4(29.9) 

Number of atoms 

Protein 622 623 1，246 

住i剛・N・，acetylchito凶ose 86 

ca2+ 
Water 129 81 122 

Mean B-factors (A2) 

Main-chain 10.3 15.0 24.1 

Side綱 chain 13.8 19.1 31.9 

tri欄N-acetylchitotriose 31.9 

Ca2+ 12.4 

Water 24.7 29.1 37.1 

R.m.s.d. from ideal geomet玄y

Bonds (A) 0.004 0.004 0.006 

Angles C) 1.3 1.2 1.2 

Residues in Ramachandran plotd 

Most favored (%) 78.5 86.2 85.4 

Additional1y allowed (%) 21.5 13.8 13.1 

Generously allowed (%) 0.0 0.0 1.5 

aValues in parentheses are for the highest resolution shell. 

bR町 st=l:IIFoトi凡11/ LIFol， where IFol and IFcl are the observed and calculated s釘ucture.factor 
amplitudes， respectively. 
CRfreeis calculated against a 10% random sampling ofreflections that were removed before the structure 

refinement. 
dMost favored， additionally allowed， and generously allowed regions are defined with PROCHECK. 
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2.PL圃D2

2.1.結品化

PL心2の結晶化には、九州大学農学研究院遺伝子資源工学研究室において、ア

メリカヤマゴボウの根茎から単一タンパク質として精製され、凍結乾燥標本として

供与されたものを用いた。凍結乾燥サンプルを O.lMTris圃HClバッファー (pH7.5)で

タンパク質濃度 10mg/mlとなるように溶かしたのち遠心分離し、上清を結晶化用試

料とした。

PレD1の結晶化も PレC結晶と同様にハンギングドロップ。蒸気拡散法を用いて同

じ手順に従って行った。最初の結晶は、 18%(w/v)PEG8000と0.2M 酢酸カルシウム

を含む 0.1M 酢酸ナトリウム緩衝液 (pH4.6)を沈殿剤溶液として用いたときに得ら

れた。得られた結晶の表面は乱れていたため結晶を針で潰して種結晶とし、沈殿剤

溶液で 1000倍に希釈した溶液 1μlを10mg/ml PL-D2タンパク質溶液20μlに混合し

て調製した溶液を 25
0Cで静置してバッチ法で、結晶化を行った。ハンギングドロップ

蒸気拡散法やバッチ法でも、タンパク質溶液とリザーバー溶液とを混合した直後に

白濁したが、時間の経過とともに濁りが少なくなり結晶が析出した。シーディング

法を適用すると微結晶は一日で析出し、 1---2週間後ぐらいまで結晶は成長を続け

た。重なりあった結晶が多かったが、なかにはきれいなものもあり、そのなかから

良好な結晶を注意深く選びだして回折実験に使用した(図 3.2)。
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図3.2PL-D2結晶の顕微鏡写真

2.2.結晶学的パラメータの決定

結品はおよそ0.1x 0.1 x 0.02 mm 

の大きさまで成長した。

X 線回折実験は、高エネルギー加速器研究機構物質構造科学研究所放射光研

究施設のビームライン BL6Aにおいて、波長1.000Aのシンクロトロン放射光を用い

て行った。回折強度は、巨大分子用ワイゼンベルグカメラに装着した 400x800mmの

IPで検出した。

本結晶は1.5A分解能まで回折点を与え、プログラム DPSIMOSFLM(Leslie， 1992; 

Evans， 1993)を用いた auto-indexingの結果、単斜晶系に属し、空間群はP21、格子定

数は α=23.2 A， b=57.0 A， c=29.6 A， s=109.3。と求められた。本結晶の非対称単位中に

PL-D2が一分子含まれていると仮定すると、 VM は 2.04A
3Da-1、溶媒含量は 40%とな

り、タンパク質結晶として妥当な値を与える。よって Zは 2であると決定した。 PL-

D2結晶の結晶学的パラメータを表 3.4にまとめる。
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表3.4PL-D2結晶の結晶化条件および結晶学的データ

Crystallization Conditions 

Method 

Precip討ant

Ternperature 

Crystallographic Data 

Space group 

Lattice pararneters 

Z 

y 
ぉf

Solvent contents 

2.3.回折強度測定

O.1M Na-acetate (pH 4.6) 

2S
0
C 

P2
1 

a =23.2 A， b口 57.0A， c = 29.6 A 

s = 109.3
0 

2 

2.04 A3Da-t 

39% 

PL心2のデータ収集を 1つの結晶を用いて 2軸方向に対して行い、得られた 2

つのデータセットをマージしたものを以後の解析に用いた。結晶から IPまでの距離

を 100mm、1フレームあたりの露光時間を 60秒、振動角を1.0。に設定して、1.5A 

分解能まで、のデータ測定を行った。計 180フレームを処理した結果、全体で 57ラ613

偲の反射を観測することができた。個々のフレームにおけるスケール因子を計算し、

等価な反射をマージした結果 11，513個の独立反射を得ることができた。データの完

全性は 98.5%、Rmergeは 3.1%で、あった。 PL圃D2のデータ収集と処理の統計値を表 3.2
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に示す。

2.4.構造解析および精密化

プログラム MOLREP(Vagin & Teplyakov， 1997)を用いて、 WGA3 (PDB code 

1WGT)のDomain-IV (残基 132-169)を初期モデルとして分子置換法を行った。PL-D2

結晶の VM値の見積りから、非対称単位中に PL-D2が 1分子存在することが予測さ

れたため、ドメイン 2個が非対称単位中にあるとして、単位格子内での配向と位置

を決めるために回転関数と並進関数の計算を行った。 (8=17.70，ゆ=醐83.90，χ=119.90
) 

と(8=150.720，ゆ口 61.360，χ口162.80
)にそれぞれ 5.4σおよび 3.7(Jのピークが観察さ

れた。これらの解に対してそれぞれ並進関数を計算したところ、前者の解に対して

は(x口0.270，Y口0.000，z口0.151)、後者の解に対してはい=0.741ラyロ 0.229，z口0.809)

の位置にそれぞれ7.7σおよび4.6(Jのピークが観察された。得られた解に対応する変

換操作によって片方のドメインの C末端ともう一方のドメインの N末端とが近くに

あったため正しい解であると考え、以後の精密化を行った。

分子構i造安モデノルレの精密化を当初はフ。ログラム X圃平PLOR(のB尚n略ge釘f，199幻2)で

途中からフプ。ログラム CNS(ゆB凶n略geぽfet al.， 1998)を使用して行った。まず、得られた解

に対して剛体近似精密化をおこなった。個々の原子の精密化を SA法と CGLS法の

組み合わせによって行った。最初は、 40-3.0A分解能の反射を用いて精密化を行い、

徐々に分解能の上限値を1.5Aまで上げていった。それぞれの精密化サイクルには、

個々の原子の位置及び等方的温度因子の精密化、 2Fo-FcマップやFo-Fcマップ。を用い

たそデ、ルの修正、残余のピークに対する溶媒分子の導入が含まれた。また、精密化

の過程で、一つの高い電子密度ピークを水分子として精密化を進めていたが、途中

でその温度因子と残余ピークから結晶化溶液中に含まれるカルシウムイオンである

と判断し、それに変更して精密化した。モデルビルディングには、プログラム XtalView
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(McRee， 1992)のXfitを用いた。また、精密化の進行状況をモニターするために、ラ

ンダムに選んだ全体の 10%の反射をテストセットとして精密化に用いなかった。最

終的に、1.5Aまでの全ての反射に対する R値は 17.6%となった。精密化の統計値を

表 3.3に示す。得られた PL心2の原子座標は米国ラトガース大学の RSCBPDBに登

録した (PDBcode 1UHA)。

3. PL-D2糖鎖複合体

3.1.結品化

tri圏外ace句rlchitotrioseを PレD2に完全に結合させるため、前述の方法で調製した

PレD2結晶化用試料にモル比で 10倍量の tri-N-acety lchitotrioseを加え、 250Cで 1時

間インキュベートした。この試料を用いて結晶化をハンギングドロップ蒸気拡散法

により行った。 tri帽N二acetylchitotrioseを含むタンパク質溶液 1μlと各種沈殿剤溶液 lμ1

をシリコン処理したカバーガラス上で混合し沈殿剤溶液 500凶を入れたリザーバー

の上にカバーガラスをかぶせて密封した。これをお℃の恒温槽中に静置して結晶化

を行ったが、結晶を得ることはできなかった。そこで、糖鎖は構造的に自由度が高

いことから、結晶化溶液中の過剰量の tri欄外acetylchitotrioseの存在が PL必2複合体の

結晶生成を妨げていると考えタンパク質溶液中に加える tri醐ルace句rlchitotrioseの量を

変えて再び、結品化を行った。その結果、 3倍量の tri属品acety1chitotrioseを加えたタン

パク質溶液とし、 20% PEG8000と0.2M酢酸マグネシウムを含む 0.1Mカコジノレ酸

ナトリウム緩衝液 (pH6.5)を沈殿斉Ij溶液として用いて上記の手JI漢に従って結晶化を

行った特に微結品を得ることができた。しかしながら、ここで得られた微結晶は回

折実験に適した大きさには成長せず、更なる結晶化条件の改善が必要とされた。そ

こで、回折実験に適した大きさの単結晶を得るために、この微結晶を種にしてマイ

クロシーディング法を繰り返すことにより図 3.3に示す様な回折実験に適した大きさ
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の結晶を得ることができた。

図3.3PL-D2糖鎖複合体結晶の顕微鏡写真

結品はおよそ0.2x 0.4 x 1.2 mmの大きさ
まで成長した。

3.2.結晶学的パラメータの決定

高エネノレギー加速器研究機構物質構造科学研究所放射光研究施設の BL18Bに

おいて、波長1.000Aの X線を用いて放射光実験を行った。また回折強度は 2x2ア

レイ型 CCD検出器 (ADSC社製Quantum4)を用いて測定した。

本結品は、1.8A分解能まで回折点を与え、プログラム DPS/MOSFLM(Leslie， 1992; 

Evans， 1993)を用いた auto-ndexingの結果、単斜晶系に属し、空間群は C2、格子定

数は α=98.6A、b=26.3A、c=65.2A、s=109.90

と決定した。本結晶の非対称単位に PL-D2

が2分子存在していると仮定すると、 VM値は 2.17A3Da-1、溶媒含量は 43%となりタ

ンパク質結晶として妥当な値を与える。よって Zは 4であると決定した。 PL-D2糖

鎖複合体結品の結晶学的ノミラメータを表 3.5にまとめる。
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表3.5PレD2糖鎖複合体結晶の結晶化条件および結晶学的データ

Cηノ'st，αllizationConditions 

Method 

Protein solution 

hanging dropvapor diffusion 

10mg/mlPL輔.02並TriトHClbuffer(pH 7.5) 
(モノレ比で、3倍最のtri・.N-acetylchitotrioceを含む)
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Solvent contents 

C2 

α== 98.6 A， b =26.3 A， c=65.2 A 

γ= 109.9。

4(非対称単位にPL心2-:糖鎖2;2複合体が一つ)

2.17 A3Da-1 

43% 

Z 

3.3.回折強度測定

結晶から CCDまでの距離を 150mm、1フレームあたりの露光時間を 60秒、振

動角1.5
0

に設定して、 1.8A分解能までのデータ測定を行った。計 122フレーム処

理した結果、全体で 54.643反射を観測することができた。個々のフレーム問におけ

るスケール因子を計算し等価な反射をマージした結果、 14.699個の独立反射を得る

ことができた。データの完全性は 98.4%、 Rmergeは6.3%で、あった。 pしD2糖鎖複合

体のデータ収集と処理の統計値を表 3.2に示す。
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3.4.構造解析および精密化

PL♂2糖鎖複合体の構造解析は、プログラム MOLREP(Vagin & Teplyakov， 1997) 

を用いた分子置換法により行った。初期モデルとして1.5A分解能で決定した糖鎖非

結合型 PレD2の分子構造を用いた。本結晶の非対称単位中に、 PL幽 D2が 2分子含ま

れることが VM値から予測されるので、それら 2分子の相対位置関係を知るためにク

ロス回転関数の計算に先立ち、自己回転関数の計算を行った。この際、 10.04.0 A分

解能の反射を用いたが、有意なピークは観測されなかった。クロス回転関数の計算

を、 10.03.0 A分解能の反射に対して行った。その結果、 7.8aの有意なピークが (8= 

21.84，ゆ=-71.39，χ口 106.95)の位置に 1つだけ見つかった。本結晶の非対称単位には

VM値から 2分子含まれることが予測されるので非対称単位内の 2分子が異なる配向

をしているのならば、有意なピークは 2つ観測されなければならない。そこで¥非

対称単位内に存在する 2つの PL-D2分子が同じ配向をしていて格子中での位置だけ

が異なると仮定し、 2つの分子の単位胞内での正確な位置を求めるため、ここで得ら

れた回転関数の一つの解に対して並進関数を計算した。並進関数において、 y座標は

この空間群の場合本質的に決定出来ないので任意(通常 0)でよい。 xz平面上でサー

チした結果、やはりここでも有意なピークを与える解を(x= 0.859， z = 0.035)の位置

に 1つしか得ることができなかった。そこで、並進関数の解を注意深く調査した結

果、上記で得られた並進関数の解に対して C軸方向に 0.5進んだところ(x= 0.859ラ z=

0.535)に低いピークが観測された。このピークのR値は 65.2%と受け入れがたい値で

はあるが、正しい解だと仮定するならば、非対称単位内に存在する 2つの分子は C

軸に平行な非結晶学的並進操作により関係付けられていることになる。そうであれ

ば、これまでに得られた実験結果の説明がつく O 自己回転関数は非対称単位内の回

転対称、の存在のみを示し、並進対称の情報については何も得ることができないので、

非対称単位内に存在する 2分子がほぼ同じ配向をしているのならば、自己回転関数

において有意なピークは観測されず、またクロス回転関数においても有意なピーク
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が一つしか得られないのも当然で、ある。そこでこの解の妥当性を確かめるべく、ネ

イティブバターソン関数を計算した。その結果、 (u=0，v=O， w=0.5)の位置に原点ピー

クの 74%の高さを有するピークを確認でき、本結晶において、 C 軸に平行な非結晶

学的並進対称が存在することが明らかとなった(図 3.4)。よって、これらの解が正し

い解であると判断した。

精密化にはプログラム CNS(Brunger et al.， 1998)を用いた。分子置換法によって

得られた分子モデノレは、 24.2-3.0A分解能の反射を用いて 20サイクノレの剛体近似精

密化をすると R= 33.90/0となった。なお、これまでの PLs分子の構造解析から、個々

のドメイン間を連結するリンカーの柔軟性により、 ドメイン聞の配向には自由度が

あることが明らかとなっている(後述)。そのため、 2つのドメインを 1つの岡IJ体で、

はなく、各々を lつの間IJ体とみなして精密化を行った。個々の原子の精密化を CNS

(Brunger et al.， 1998)による SA法と CGLS法の組み合わせによって行った。最初は、

24.2-3.0 A分解能の反射のみ用いて精密化を行い、徐々に上限の値を1.8A分解能ま

で上げていった。それぞれの精密化サイクルには、個々の原子の位置及び等方的温

度因子の精密化、 2Fo-FcマップやFo-Fcマップを用いたモデルの見直し、残余のピー

クに対する溶媒分子の導入を含めた。精密化の過程で、非対称単位中の 2分子の PL-

D2の糖鎖結合部位の予測された位置に、糖残基 3つ分の大きさの電子密度の臨まり

が 2つ観察されたので、これを tri圏外acetylchitotrioseとして以降の精密化の計算に含

めた。なお、プログラム CNS(Brunger et al.， 1998)を用いた精密化において、タン

パク質及び核酸以外のモデノレを導入した場合、その分子(ここでは、 tri圃N-

ace句r1chitotriose)のジオメトリーに関する制約を課すために、トポロジーおよびパラ

メータファイノレ(結合角や結合長等が記述されたファイル)を作成する必要があるo

Headley等により Humanlysozyme mutantとの複合体として1.8Aで決定された tかル

acetylchitotrioseの結晶構造 (Headleyet al.， 1998)を参照してそれらを作成した。モ

デノレビルディングをフ。ログラムパッケェージ XtalView(McRee， 1992)中の Xfitを用
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いて行った。また、精密化の進行状況をモニターするために、ランダムに選んだ全

体の 10%の反射をテストセットとして精密化に用いなかった。最終的に、1.8A分解

能までの全ての反射に対する R値は 19.5%となった。精密化の統計値を表 3.3に示

す。得られた PレD2糖鎖複合体の原子座標は米国ラトガース大学の RCSBPDBに登

録した (PDBcode lULM)。
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図3.4PL圃 D2糖鎖複合体結品のネイティブバターソン図 (v=O)

10-5 A分解能の反射を用いて計算した。この図ではバター

ソン関数の原点ピークを計算にいれなかった。
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【考察】

1.電子密度図の質および分子構造モデ、ノレの信頼性

1.1. PL帽 D1

PレD1の結品構造に対する最終的な 2Fo-Fcマップは、比較的良質なものである

が、残念ながら C末端 2残基 (Leu，Thr)に対する電子密度を見出すことはできなっ

た(後述)(図 3.5α)。そのため最終モデルには、 C末端 2残基を含めなかったo Luzzati 

プロット (Luzzati，1952)によって、モデル中の原子位置の誤差はおよそ 0.16Aであ

ると見積もられた。モデノレの理想、値からのずれを示す r.m.s.d値は、結合長において

0.004 A、結合角において1.30

、improper角において 0.60。であった。平均の温度因子

は、 622個のタンパク質原子において 12.1A2、主鎖のみに限れば 10.3どであり、 129

個の水分子においては 24.7どとなっている。

1.2.糖鎖非結合型PL帽，D2

糖鎖非結合型乱闘D2の結品構造に対する最終的な 2Fo-Fcマップは、全体に渡っ

て非常に良質なもので、あった。多くの芳香族環内や、プロリン残基の五員環内には

穴が空いているように見える(図 3.5b)。最終モデルには全てのタンパク質原子が含

まれている。また、 L回 zatiプロット (Luzzati，1952)によって、モデル中の原子位置

の誤差はおよそ 0.24Aであると見積もられた。モデ、ノレの理想値からのずれを示す

r.m.s.d値は、結合長において 0.004A、結合角において1.2
0、improper角において 0.62。

で、あった。平均の温度因子は、 623個のタンパク質原子において 17.1A2、主鎖のみ

に限れば 15.0A2、81個の水分子においては 29.1A2となっている。また、カノレシウ

ムイオンの温度因子は 12.4どと妥当な値になっている。
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1.3. PL-D2糖鎖複合体

今回得られた結晶の非対称単位中には、 2つの PL-D2分子、 2つの tri-1¥ん

ace句Tlchitotriose分子および 122個の水分子が含まれている。2つのtri圃 ，N-acety1chitotriose 

分子は電子密度図で明瞭に定義されており、それらのうちの 1つを図 3.5cに示す。

また、非対称単位中の 2つのポリペプチド鎖に対する最終的な 2F.。一九マップに関し

ても、全体に渡って非常に良質なものとなっている。Luzzatiプロット(Luzzati，1952)に

よって、モデル中の原子位置の誤差はおよそ 0.20Aであると見積もられた。モデル

の理想値からのずれを示すr.m.s.d値は、結合長において 0.004A、結合角において1.30

、

lmproper角において 0.76
0

であった。平均の温度因子は、 1，246個のタンパク質原子に

おいて 28.0A2、主鎖のみに限れば 24.1A2、122個の水分子においては 37.1どとな

っている。また、 tri-N-acetylchitotrioseの平均の温度因子は 31.9A2である。
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(め

(c) 

図3.5PL-Dsの最終的な電子密度図

(α)および(b)は、それぞれ PL・Dlおよび PL-D2の C末端近傍の

2Fo・Fcマップのステレオ図を示す。図(b)のカルシウムイオンを

紫色の球で示す。また結品学的に等価な隣接分子はオレンジ色

で塗り分けられている。 (c)PL-D2糖鎖複合体モデルから糖鎖を

削除して計算された凡ー凡オミットマップ。
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2.全体構造および結晶パッキング

2.1. PL-Dlおよび糖鎖非結合型PL心2

最終的に得られたモデルは、 PL心 1に関しては C末端 2残基を除く 82アミノ酸

残基と 132個の水分子を含んでいる。 PレD1のC末端 2残基 (Leu83-Thr84)に対す

る電子密度は得られず、最終的なモデルには含めていない。 PL-D2の分子モデ、ノレは、

ポリペプチド鎖内の 82個の全てのアミノ酸残基と 81値の水分子および 1個のカル

シウムイオンを含んで、いる。このカルシウムイオンは PL-D2分子の C末端に結合し

ている(図 3.5b)。

PレD1とPL-D2は、共に 2つのキチン結合ドメインから構成されている(図 3.6)。

前章でも述べたように、約 40程度のアミノ酸残基からなる各々のキチン結合ドメイ

ンは特徴的な二次構造要素を持たないが、保存された 4つのジスノレブイド結合によ

り、その三次元構造は維持されている。しかしながら、プログラム PROCHECK87)を

用いた同定により、 PL-Cのキチン結合ドメインにおいて観察された二次構造要素の

位置と相当する位置に同じような幾つかの短い二次構造要素が見出された。両者の

Domain-I'こ関して詳しく言えば、310・helix構造が Glu6-Ala8とPro14-Gly16に、α圃 helix

構造が Asp29-Cys32に存在している。Cys18-Cys 19とCys25-Gly26はそれぞれやs仕組d

の特徴をもち、両者で、逆並行βsheet構造を形成している。これらの二次構造要素は

Domain圃IIでも同様に観察されるが、 Domain帽 Iで 310
醐 helix構造を形成している

Pro14-Gly16に相当する位置に Domain引では 310帽 helix構造が観察されない。これは

第一章の PL-Cのドメイン構造でも述べたように、 Domain-Iの 31O-helix構造を形成

している Pro14-Gly16内の AsnがDomainIIではより側鎖のかさ高い Gluに置換され

ていることから、エネルギー的によりひずみが生じる結果、 Domain田 IIのこの部位は

31O-helix構造を形成することが出来ないのだろうと考えられる。

PL心 1とPL-D2は、同じ結品化条件では結品にならず、今回得られた PL圃 D1結
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品と PL-D2結晶は異なる結品系に属ししている。両者の C末端近傍の電子密度図を

図 3.5に示す。この図が示すように、 PL-D2結晶中で、の分子のパッキングは、 C末端

Asp82に結合したカルシウムイオンを介した結晶学的に等価な隣接分子との相互作

用により形成されている。 c末端側に二残基付加された PL圃 Dlで PL-D2の結晶パッ

キングの形成を考えた時、付加された C末端二残基により隣接分子との聞で立体障

害を生じてしまうため、そのようなパッキングは形成できないだろうと推察される。

そのため、 PL圃 Dlは PL-D2と同じ結晶系にならなかったのであろう。一方、 PL・Dl

結晶において、その C 末端近傍は今回電子密度中に見出されなかったこ残基

(Leu83-Thr84)を収容し得るに十分な空聞が隣接分子との間に存在する。もし、この

空間が二残基をぴったりと収める大きさであるならば、隣接分子との相互作用の結

果、はっきりとした電子密度が得られたかもしれない。事実、 PL圃 Dlの C末端二残

基に対する電子密度が得られなかったのは、それが持つ本質的な構造上の柔軟性に

加え、自由な動きを許す結晶学的環境の存在にもよるものと考えられる。 PL・Dl と

PL・D2の異なる結晶化条件および異なる結晶系は、両者の C末端における違いを反

映しているのだろう O

(α) 
Domain I 

N-terminus 

Domain 11 

Extended region 
Leu83・Thr84

ASPザ-. ・.
C-terminus 
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(b) 
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(c) 
N-terπ1 N-term 

Domain-I 

Domain-II 

図 3.6PL・Dsの全体構造

(α) PL・Dl(b) PL・D2(c) PL-D2糖鎖複合体。 (c)の左図は、糖鎖結合部位に対

して真正面から見たもので、右図は図中の垂線に対して矢印方向に左図を 90。

回転させて描いた図である。糖鎖結合残基(灰色)および PL・D2糖鎖複合体

中の糖鎖(黄色)を ba11-and-stickモデ、ルで、表示している。ジスルフィド結合を

緑で示す。

2.2. PL-D2糖鎖複合体

今回得られた PL-D2糖鎖複合体結晶の非対称単位中には、 2つの PL・D2分子、 2

つの triールace句rlchitotriose分子および 122個の水分子が含まれている。 PL-D2糖鎖複

合体の全体構造を図 3.6cに示す。ネイティブバターソン図から予測されたように(実

験の部参照)、 2つの PL-D2糖鎖複合体は結晶学的 C軸に沿った非結品学的並進対称

により関係付けられている(図 3.7)。しかしながら、非対称単位中の 2つの PL-D2

分子は、それら分子内ドメイン聞の配向の違いにより結晶学的 C 軸に対して厳密に

同じ配向で存在しておらず(後述)、そのためこの非結品学的並進操作は結晶学的 C

軸に対して完全に平行で、はない。
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記述を簡便にするため非対称単位に存在する 2つの PL-D2分子を分子 A、分子

Bとする。 図3.8が示すように、 1つの tri圃 N-acetylchitotriose分子は分子 AのC末端

ドメイン (Domain嗣 II)と結晶中の隣接分子 A'の N 末端ドメイン (Domain-I)の糖鎖

結合部位により共有されている(ここで'は b軸に沿った結晶学的 2回らせん軸よ

って関連付けられる等価な分子を意味する)。加えて、この分子 Aと A'間で形成さ

れている tri園外acetylchitotrioseとの相互作用に分子BのSer9Bが参加している(図3.8)。

同様に、もう 1つの tri-N-ace句rlchitotriose分子は分子 BのDomain-IIと結晶中の隣接

分子 B'の Domain-Iの糖鎖結合部位により挟まれている。また同じように、分子 B

とB'間で形成されている tri-N二acetylchitotrioseとの相互作用に分子 Aの Ser9Aが参

加している(後述)。従って、 PレD2一分子あたり一つの tri-N-acety lchitotriose分子が

結合し、非対称単位内でPレD2: tri-N-acetylchitotriose = 2 : 2複合体を形成している。

上述の tri圃ルacetylchitotrioseを介した分子関棺互作用に加えて 2つの水素結合

(Glu39A-Asp70B， Gln37 A-Asp70B)が非対称単位内の 2つの PL圃 D2分子関に形成さ

れており、これら一連の相互作用により結晶パッキングが安定化され、複合体によ

るらせん状の分子鎖を形成している(図 3.7)。

糖鎖結合型および糖鎖非結合型 PL-D2分子関では、それらの分子内ドメイン間

の配向における違い(後述)を除き、各々のドメインの構造上の違いは観測されない。

また、糖鎖結合型および糖鎖非結合型 PL心2分子関で、糖鎖結合部位のジオメトリ

ーは、特に同一で、ある。このことは、糖鎖の結合はそれぞれのドメイン中の糖鎖結

合部位のジオメトリーに影響を及ぼさないということを示している。しかしながら、

分子 Aおよび Bの Ser9のやおよびψ角は、糖鎖との相互作用の結果、糖鎖非結合型

PL-D2に比べて大きく異なっている。
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ミ b十-4
図3.7結晶中における PL・D2糖鎖複合体のパッキング(ステレオ図)

非対称単位中の非結晶学的並進対称操作により関係付けられた 2分子

を太い線および細い線を用いて閉じ色付けで表示している。結晶学的

2回らせん軸(垂線)により関係付けられた糖鎖を共有している隣接分

子を異なる色で表している。仕i-N-acetylchito仕iose(黄色)および糖鎖結

合残基を ba1l-and-stickモデ、ルで、表示している。図中の矢印は結晶軸の

方向を、垂直な 2本の線は結晶学的 2回らせん軸を示している。

図3.8PL-D2と住i-N-acetylchitotrioseの結合様式

住i-N-acetylchito仕iose(黄色)は隣接分子聞に挟まれている。ピンクで色

付けられた分子 A'は、青で色付けられた分子 A と結晶学的 2回らせん

軸によって関係付けられている。非対称単位中で分子 Aと非結晶学的並

進操作によって関係付けられた分子 B (緑色)が、この相互作用に参加

している。水素結合を点線で表す。
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3.カノレシウム結合部位

前述したように、 PL-D2の結品構造では、結晶化溶液中に含まれていたカルシ

ウムイオンが PレD2の C末端に結合している。 Asp57のやカノレボキシル基、 Asp82

のα帽カルボキシノレ基、隣接分子由来 Asp48のβカノレボキシノレ基および 3つの水分子

が octahedralのジオメトリーでカルシウムイオンに配位している。カノレシウムの配位

子としてAsp48を提供している隣接分子は結晶学的α軸に沿った次の格子に属する。

またこれらの相互作用に加えて、 Asp57と Asp82はその隣接分子の Arg44とArg47

とそれぞれ塩橋を形成している。これら一連の相互作用は結品形成に必要で、あるの

は明らかであるが、生理学的にどのような役割を持つのかわからない。

肝レクチン、マクロブァージレクチン、血清レクチン、コングノレチニン等の C帽

型レクチンは、その活性発現にカルシウムを必要とする (Sharon& Lis， 1990; Halina & 

Sharonラ 1998)0PL帽D2に関して、カルシウムイオンは糖鎖の結合に必須ではないと考

えられる。なぜなら、カルシウム結合部位は Domain圃IIの糖鎖結合部位に対して分子

の反対側に位置しており、事実、 PレD2糖鎖複合体の結晶構造にカノレシウムイオン

は存在していない。ここで、一つのキチン結合ドメインから構成されるゴムの木由

来 Heveinに対するカルシウムイオンの影響についての報告を紹介する。 Goldsteinの

定義 (Lieneret al.， 1986)に従えば、 Heveinはレクチンには属さない。しかし、通常

条件下では、 Heveinは laticifer(ラテックスを含む植物細胞)を凝集することはでき

ないが、酸性条件および Ca2+存在下で laticiferを凝集する (Gridolet al.， 1994)0 EDT A 

等のキレート剤の添加により、 Heveinによる laticiferの凝集が阻害されることから、

細胞凝集における Ca2+の重要性が指摘されている(Gridolet al.， 1994)。しかし、 lH圃N恥依

を用いた溶液実験から、 Ca2+非存在下で、も Heveinは糖鎖に結合することが示され、

糖鎖の結合に Ca2+~ま必要で、はないと考えられている (Asensio et al.， 1995)0 Heveinは

laticiferの lutoidと呼ばれる液胞に多量に存在しており、その液胞の pHは5.5で Ca2+
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が豊富(1.5mM)に存在していることが知られている。 Gidraolらは、この液胞が(単

純に樹脂を傷つける等の物理的刺激により)裂けることによって凝集が起こる近傍

のpHを下げ Ca2+を放出し、 Heveinによる laticiferの凝集が開始するのではないかと

推測している (Gridolet al.， 1994)。細胞凝集および多糖類や糖タンパク質を沈降させ

るというレクチンの特性は、それが 2価以上の結合価をもつことによって生じるか

らだと考えられている。すなわち、それぞれのレクチン分子が少なくとも 2つの結

合部位をもっているので、(細胞表面の糖と結合することによりできる)細胞聞の架

橋や糖を含む巨大分子関の架橋を容易に作ることができるからである。それ故、一

つの結合部位しかもたない Heveinによる細胞聞の架橋は考えにくいことから、酸性

条件および Ca2+~ま糖鎖との結合に必要なのではなく、 Hevein を多量体化させるのに

必要なので、はないかと推察されている (Gridolet al.， 1994)0 PL-D2に関しでも同様に、

糖鎖の結合にカノレシウムが必須で、あるとは考えられないが、マイトジェン活性に関

与するのかもしれない。つまり、マイトジェン活性には、 PL-D2結晶構造で観察さ

れたようなカルシウムを介した C末端側での分子間相互作用が必要で、あり、 C末端

に2残基伸張した PL圃D1はそのような会合ができない結果、マイトジェン活性を失

ったのかもしれない。いずれにせよ、 PレD2に対する Ca2+の影響については今後の

研究の課題である。

4. ドメイン構造および糖鎖結合部伎の剛体性

一つのドメインは明らかな二次構造的特徴を持たないが 各々のドメインには

四つのジスノレブイド結合が存在し、それらがこのドメイン構造を維持している。第

一章でも述べたように、特徴的な二次構造要素をもたないこのドメイン構造は、こ

れらのジスルフィド結合に加えて数多く存在するドメイン内水素結合により強闘に

維持されている。これまでに、 X 線結晶構造解析の手法を用いてその構造が決定さ
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れたキチン結合関連タンパク質と PLs分子のキチン結合ドメインの重ね合わせ図を

図 3.9に示す。 UDA欄 VIを除くこれら分子の個々のドメイン全ての可能な組み合わせ

の重ね合わせを行った結果、 Cα原子位置の r.m.s.d値は 0.30Aから 0.71Aの範囲に

収まり、全ての分子関でドメインの構造は強く保存されていることがわかった。こ

れらタンパク質の各々のドメインの立体構造は互いによく似ているが、 UDA-VIに

関していくつかのループに局所的な構造上の違いが観測された。最も大きな構造上

の違いが観測された領域は、 UDA帽 VIの Cys3-Cysl2および Cys77-Cys82間に相当す

るループである。前者のノレーフ。は全体的に Glyに富んだ領域であり、後者のループ

には一残基のアミノ酸の挿入がある。一方、構造変化がほとんど見られない領域は、

ドメインの中心に位置し、糖鎖結合に関与する保存された 3つの芳香族残基を含む

ループである。このループは比較的短く、その両末端はジスノレブイド結合によりし

っかりと関定されている。 PL圃D2に関して詳しく言えば、このノルレ一ブプ。の N 末端側は

一つのジスルブイド結合 (Cy戸s13一一一一白白町-C勾.

結合 (C匂ys叫4一-Cyslω9およびび、 C匂ys18一-Cysο32勾)によつて固定されているo このようにドメ

インに存在する 4つのジスノレブイド結合のうち 3つがこのループ。の安定化に寄与し

ている。更に、それら 3つの糖鎖結合残基の芳香族環が形成する糖鎖結合ジオメト

リーは、糖鎖との結合・非結合に関わらず非常によく一致している。図 3に示すよ

うに、キチン結合ドメインの 1次構造は全体としてグリシンに富んでいるにも関わ

らず、その三次元構造において、糖鎖と相互作用する芳香族残基の周りには、かさ

高い側鎖の残基が集中している。 PレD2に関して詳しく言えば、 Trp22、Tyr24、Tyr63、

Trp65の側鎖は各々Gln21、Pro2、Lys62、Arg44の侭j鎖とπ一元および CH-n;電子相互作

用によりその環の配向は維持され、側鎖の層構造を形成している。 PL-D2のこれら

Gln21、Pro2、Lys62、Arg44残基に相当する位置には、キチン結合ドメインを持つ他

のタンパク質においても、疎水性あるいはかさ高い側鎖をもっ残基が強く保存され

ている(図1.2)。その結果、糖鎖結合部位における芳香族トライアドのジオメトリー
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はこれらのかさ高い側鎖をもっ残基により厳密に制限されている。これらのかさ高

い側鎖を持つ残基は、糖鎖と特異的な相互作用を効率的に行えるような糖鎖結合部

位のジオメトリーを保つために、進化の過程で優先的に保存されてきたのであろう

と考えられる。

図3.9キチン結合ドメインの構造比較

PL-C， PL-D2， PL・D2糖鎖複合体， UDA圃 VI(PDB code lEHH)および WGAl

(PDB code 2CWG)のキチン結合ドメインを、それぞれ青，シアン，赤，紫お

よび緑色で塗り分けしている。それぞれのタンパク質中の全てのドメイン

は同じ色で表されている。ジスルフィド結合を黄色で色分けし、糖鎖結合

残基を ball-and-stickモデルで表示している。

5.分子内ドメイン問の柔軟性

PL-D2複合体の非対称単位内に存在する 2つの分子聞における Cα原子位置の

r.m.s.d値は 0.79Aであり、糖鎖非結合型PL-D2に対する 2つの糖鎖結合型PL-D2分

子のその値はそれぞれ 0.58Aと1.10Aと大きく異なっている。第一章で述べたよう

にPL-Cの2つのサフ、ユニット間の Cα原子位置の r.m.s.d値は1.25Aである。サブユ

ニットあるいは分子聞のドメイン同士の全ての可能な組み合わせによる重ね合わせ
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、
の結果、 Cα原子位置の r.m.s.d1i値直は平均でで、¥、 PL-嗣心Cでで、は 0.4“4A-.. PL圃 D2でで、は 0.36Aでで

あり、サブユニットあるいは分子関の対応するドメインの Cα原子位置の r.m.s.d値

は平均で 0.35A と小さな値である。すなわち、個々のドメインの立体構造は強く保

存されているのにも関わらず、個々のドメイン間の配向は向じ種類のサブユニット

間あるいは分子間においでさえ大きく異なり、サブユニットあるいは分子の全体構

造がそれらの間で異なっていることがわかる(図 3.10)。 ドメイン間の配向の違いは

PL心 1と PレD2分子関でも同様に観察されており(後述)、これらの違いは結晶中で

のパッキングの違いに起因する分子問相互作用の違いによるものと考えられるが、

リンカーの柔軟性による分子内ドメイン聞の配向の自由度の現れと考えられる。ま

た、 PL心2複合体結晶の非対称単位中に存在する糖鎖に結合した 2つの PL圃 D2分子

聞においでさえ、その分子内ドメイン聞の配向は異なっていることから、ここで観

察された分子内ドメイン間の配向の違いは、糖鎖の結合に関連したものではなく、

隣接ドメイン間を連結するリンカーの本質的な柔軟性の度合いを反映しているもの

と考えられる。それ故、このリンカーは、細胞表面上のターゲット分子への結合の

際、個々のドメインが適切な配向をとれるようにこれらの分子に柔軟性を賦与する

役割を果たしているのだろう。

図 3.10に2つのキチン結合ドメインからなる UDA-IVとPL心2の重ね合わせ図

を示す。この図からも明らかなように、各々の分子における 2つのドメイン間の配

向は大きく異なっている。両タンパク質ともこの種の他のレクチンと比較して、赤

血球凝集活性は極めて低い (Galleli& TruffかBachi，1993; Peumans et al.， 1994; 

Yamaguchi， 1997)。それらの赤血球凝集活性が極端に低いことに対する一つの理由と

して、両者とも 2つのキチン結合ドメインから構成される最小のレクチンであると

いうことがあげられる。しかし、両者間の赤血球凝集活性は大きく異なる。 トリプ

シン処理をしたウサギ赤血球を凝集させるのに必要とされる PL-D2のタンパク質濃

度は、UDAのそれに対して 6倍もの濃度が必要とされる (Gal1eli& Truffa.圃 Bachi，1993; 
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Peumans et al.， 1994; Yamaguchi， 1997)0 2つの分子間で糖鎖結合に関与する芳香族環

の種類は異なるが、上述したように、個々のドメインにおける糖鎖結合部位のジオ

メトリーはほとんど同じであり、また後で述べるが、それらの糖鎖結合様式も殆ど

同じである。両者の問で異なる点は、 UDA-VIのリンカーは PL-D2より 5残基程度

長いことであり、そのことが両者の分子内ドメイン間の配向に決定的な違いを生じ

させている。 PL-D2の 2つの糖鎖結合部位は、分子の同じ側面に位置付けられてお

り、 UDA-VIのそれらは、分子の異なる側面に位置付けられている。細胞聞を架橋

するうえで、 2つの細胞の表面上のターゲット分子の立体配置に柔軟に適応できる構

造を有するほうがより凝集活性が高いと考えられる。よって同じ 2 ドメイン構造の

UDAとPL-D2の赤血球凝集活性の違いは、それらのリンカー領域における構造の柔

軟性の違いに起因しているのかもしれない。

N-term 

C-term 

図3.10隣接ドメイン聞を連結するリンカーの柔軟性(ステレオ図)

この重ね合わせば、それぞれの分子の Domain-IIの Cα原子座標を用いて最小

二乗法により行われた。糖鎖結合残基を ball-and-stickモデルで表す。 PL・D2

糖鎖複合体結品の非対称単位中の 2分子を赤と青で示す。糖鎖非結合型 PL-D2

分子およびUDA-VI (PDB code 1EHH)を、それぞれ緑および黄色で表す。
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(0) (b) 

Domain-II 

図 3.11PL-DlとPL-D2の構造比較

(α)および (b)は、それぞれ Domain-Iの Cα原子および Domain-II
の Cα原子の座標を最小二乗法により重ね合わせて描かれた図であ

る。糖鎖結合残基を ball-and-stickモデ、ノレで、表すo PL・Dlおよび糖鎖

非結合型PL-D2を、それぞれ赤および青で表す。

6. PL-DlとPL-D2の構造比較

PL-DlとPL-D2の重ね合わせ図を図 3.11に示す。一つのドメインの糖鎖結合部

位に対しでもう一つのドメインがどのくらい傾いているのかをフログラム DYMDON

を用いて計算した結果、 PL-D2と比較して、 PL-Dlは両結合部位が離れる方向へ 14
0

傾いていることがわかった。その違いは、 PL・Dlおよび PL-D2の各リンカーぺプチ

ド(Asp41_T中43)の中およびψ角の違いにより生じており、前述したように、これら

ドメイン聞の相対的配向の違いはリンカーの柔軟性によるものと考えられる。一方、

PL・Dlおよび PL-D2の対応するドメインの Cα原子位置のr.m.s.d値は、 Domain-Iお

よびDomain-IIに対してそれぞれ 0.28Aおよび 0.24Aであり、有意な構造上の違い
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は観察されなかった。 PレDlとPL-D2の本質的な違いは、 PL圃 Dlが C末端に 2残基

(Leu83 _ Thr84)伸張していることだけである。今回得られた PL♂ 1結晶構造におい

て、その C末端 2残基はモデリングすることができなかった。それ故、 PL心 lのマ

イトジェン活性の欠如に対する C 末端領域が及ぼす影響については議論することが

できない。しかし、立体構造上、この C末端 2残基は糖鎖結合部位に対して分子の

反対側に位置することが予測されるため、糖鎖の結合に直接関与するとは考えにく

し10

7.糖鎖ータンパク質問相互作用

前述したように、 PL-D2糖鎖複合体結晶の非対称単位中には、 2つの PレD2分

子と 2つの糖鎖が含まれている。一つの糖鎖は分子 Aの Domain引の糖鎖結合部位

と分子 Aヲの Domain-Iの糖鎖結合部位の間で共有されている。問じように、非対称単

位中のもう一方の糖鎖は分子BのDomain圃 II糖鎖結合部位と分子Bラの Domain圃 Iの糖

鎖結合部位の間で共有されている。分子 A と分子 Bの各々の糖鎖結合様式はほとん

ど同じなので、以下には分子 A と分子 A'によって形成される糖鎖との相互作用につ

いて詳細を述べる。また、 tri田N二aceち，1chitotrioseの 3つの糖残基名に対する簡便な記

述のため、非還元末端から還元末端へ順に NAG帽 I、NAG-II、および NAG圃 IIIと記述

する。

DOlnain-IIの糖鎖結合部位は 3つの糖残基全てと相互作用を形成している。主に

糖鎖と相互作用をしている残基は Ser61A、Tyr63A、T中65Aおよび His72Aである。

タンパク質と糠鎖の間に形成される 2種類の非共有結合が糖鎖の認識と安定化に重

要な役割を果たしている。各糖残基のピラノース環の配向は、ファン・デル・ワー

ノレス接触によって安定化されている。 Trp65Aのインドール環は NAG-Iおよび NAG幽

IIと疎水的相互作用を形成し、 Tyr63Aのフェノーノレ環は NAG-IIIのピラノース環と
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face-to・face接触をしている。加えて、 PL心2分子の 2つのドメインを連結するリン

カ一部位にある Trp43が、非還元末端側でこれらの疎水的相互作用に参加している。

Domain-IIの糖鎖結合部位に対する Trp43Aの位置に注目することは非常に重要で、あ

る。なぜなら、還元末端側への糖残基の付加はモデリング可能で、あるのに対し、非

還元末端側へのモデリングは T叩43Aと立体障害を生じるため不可能で、ある。それ故、

Domain-IIの糖鎖結合部位は糖鎖の結合に対して立体的な制限を受けている。糖鎖特

異性は、水素結合により決定されている。 Ser61AとHis72Aは NAG圃 IIのルアセチ

ノレ基のカルボニノレ酸素とそれに隣接した Cラ3位の水酸基とそれぞれ水素結合を形成

している。更に His72Aのイミダゾーノレ環はルアセチノレ基のメチル基と CH一流相互作

用を形成している。 PL-D2のDomain-IIの Ser61に相当する残基はここで考慮、されて

いるタンパク質の全てのキチン結合ドメインにおいて完全に保存されており、 Serの

水酸基とルアセチル基のカルボニル酸素間の水素結合はこのファミリーにおける他

の結晶構造でも同様に確認されている。 PレD2の His72の位置に相当する極性芳香

族残基が強く保存されている。唯一、この極性芳香族残基は WGA1の Domain園田に

おいて例外的に非極性芳香族残基 Pheに置換されているが、糖鎖の結合は可能で、あ

ることがその結晶構造から示されている。 influenzavirus hemagglutininやAmaranthus

caudαtus agglutinin等の他の種のレクチンにおいて N-アセチノレ基中のメチノレ基と芳香

族残基との聞に形成される CH一昨日互作用が認識されている (Weiset al.， 1988; 

Transue et al.， 1997)。以上のことから、 PL心2のDomain帽 IIの72番目の位置に相当す

る保存された芳香族残基は、ルアセチノレ基に隣接した C'3位の水酸基を認識すると

いうより、むしろ CH-;π相互作用によりがアセチル基を認識するために必要なのか

もしれない。このように、 Ser61AとHis72Aはルアセチル基に対する特異性決定因

子としての役割を果たしている。

Domain-Iにおける糖鎖結合部位と糖鎖の相互作用は Domain輔 H におけるそれと
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似ている。しかし、 Domain-IIの糖鎖結合部位が 3つの糖残基全てと相互作用を形成

しているのに対し、 DomaIn-Iの糖鎖結合部位は 2つの糖残基としか相互作用を形成

していない。 Domian圃 Iの糖鎖結合部位において糖鎖の結合に関与している残基は、

Ser20A¥ Trp22A¥ Tyr24Aヲおよび Tyr31A'で、ある。 Ser20A'と Tyr31Aラは、非還

元末端の NAG-Iのがアセチル基のカルボニノレ酸素とそれに隣接した C'3位の水酸基

とそれぞれ水素結合を形成している。 T中22Aラと Tyr24A'は NAG-IIとNAG-Iのピラ

ノース環と各々face-to咽 face接触をしている。従って、 Domain-Iの糖鎖結合部位は非

還元末端側の NAG-IとNAG圃 IIの 2つの糖残基としか相互作用をしておらず、還元

末端側の NAG-IIIとは全く相互作用をしていない。糖鎖と結合部位の接触面積は

Domain帽 Iと Domain-IIに対してそれぞれ 480と 583A2であり、 Domain-IIの方が

Domain圃 Iと比べて、糖鎖とより広範囲に渡って接触していることがわかる。しかし、

Domain陣 IIと異なり Domain圃Iの糖鎖結合部位は糖鎖の非還元あるいは還元末端のい

ずれにも糖鎖を伸張させることができる。 PL-D2の 2つのドメインとそれらに結合

した糖鎖を重ね合わせた図を図 3.12に示す。この重ね合わせにおいて、 Domain圃 IIの

糖鎖結合部位に結合した糖鎖と Domain-Iの糖鎖結合部位の関係に着目したとき、

Domain-Iの糖鎖結合部位は還元末端側の NAG圃 IIおよび NAG圃 IIIの 2つの糖残基に

特異的であり、非還元末端側の NAG圃IはDomain-Iの糖鎖結合部位と相互作用をして

いなし、。この場合における糖鎖と結合部位の接触面積の値は 495どであり、実際の

結品構造における値480どとほぼ等しい。このように、 PレD2のDomain-Iの糖鎖結

合部位は、糖鎖の結合に対して立体的な制限が無いかわりに、糖残基に対して本質

的に 2つのサブサイトしかもたない。
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Tyr 

図 3.12PL-D2糖鎖複合体の 2つのドメインにおける糖鎖結合様式の比較

(ステレオ図)

Domain-I (赤)に結合した糖鎖を緑色で、 Domain-II(青)に結合した糖

鎖を黄色で表す。

UDAに関して、溶液実験から 2つの結合部位における糖鎖結合親和力の違いが

報告されている (Shibuyaet al.， 1986; Hom et al.， 1995; Lee et al.， 1998)0 Harataらは、

その結合親和力による違いは 糖鎖結合部位を構成するアミノ酸残基の違いによる

ものではないかと推察している (Harataet al.， 2000， 2001)。一方、 Saulらは、その結

合親和力における違いは、糖鎖結合部位の糖鎖に対する立体的に制限された特異性

の違いによるものではないかと推察している (Saulet al.， 2000)0 UDA糖鎖複合体の

結晶構造は PL-D2糖鎖複合体のそれと非常によく似ている (Harata& Muraki， 2000; 

Saul et al.， 2000)。隣接分子聞による糖鎖の共有も UDA糖鎖複合体の結品構造で観察

されている。しかしながら、 UDAのDomain-IとDomain-IIの糖鎖結合様式は PL-D2

のそれらと反対の関係にある。つまり、 3つの糖残基と相互作用を形成している糖鎖

結合部位は、 PL-D2では Domain-IIであるが、 UDAでは Domina-Iである。一方、非

還元側の 2つの糖残基とのみ相互作用を形成しているのは、 PL-D2では Domain-Iで

あるが、 UDAでは Domina-IIである。 UDAに関して、 Domain-Iおよび Domain-IIの

間で、糖鎖の結合に関与するアミノ酸残基の違いは、唯一、 His67による T中21の置換

にある。 PL-D2に関して、糖鎖結合残基は、 Domain-Iでは Ser20、 Trp22、 Tyr24 
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および Tyr31であり、 Domain-IIでは Ser61，Tyr63， Trp65および His72で各々のドメ

イン中の 3つの芳香族残基の種類は互いに異なる。それらの中でも、 Domain圃 IIの糖

鎖結合部位で糖鎖と強い相互作用を形成している T中65が Domain-Iの相当する位置

で Tyr24に置換されていることは、 2つのドメイン聞の糖鎖結合に関して決定的な違

いを生じさせている。 Domain-Iの Tyr24のブエノール環は T中のインドール環ほど

かさ高くはないので¥ひとつの糖残基としか相互作用を形成することができない。

一方、 Domain圃 IIのTyr63は、 Domain帽 Iではよりかさ高い側鎖をもっ Trp22に置換さ

れているが、糖鎖結合部{立を取り囲む残基によりコンブオメーションが制限されて

いるため 1つの糖残基としか相互作用できない。故に、 PL-D2の Domain圃 Iの 24番

目の残基に相当するアミノ酸の側鎖は、糖鎖の結合に重要で、あるように思われる。

PレD2に関して 2つの糖鎖結合部位における糖鎖結合親和力の違いはまだ報告

されていないが、今回の PL醐 D2糖鎖複合体と UDA糖鎖複合体の結晶構造は、それ

らの2つの糖鎖結合部位における結合親和力の違いを反映しているのかもしれない。

つまり、結晶生成過程において、まず糖鎖とより強い親和力を有する糖鎖結合部位

が最初に 3つの糖残基に結合し、次に既に糖鎖と結合している他の分子が残った糖

鎖結合部位にその糖残基を挟み込むようにして共有することにより、このような無

限の分子鎖が生じたのではないかと推察される。

8.糖鎖の結合方向性

PL心 2の糖鎖特異性決定因子としての水素結合の役割については既に述べた。

本節では、更にこの糖鎖との間に形成される水素結合によって決まる PL心2分子に

結合した 2つの糖鎖の結合方向性について考察するo

PL圃 D2分子の 2つのドメインに保存されている Serおよび極性芳香族残基と糖

鎮の間で形成される水素結合は、結合する糖鎖の特異性を決定していると同時にそ
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の方向性も決定している。結合する糖鎖の非還元末端と還元末端を変えた場合、今

回の結晶構造で観察されたような各糖残基の 2'位の N-アセチノレ基および C'3位の水

酸基と保存された Serおよび極性芳香族環との聞に水素結合を形成するようなモデ

ルを作成することはできなくなってしまう。従って、 Serおよび極性芳香族残基は糖

鎖特異性決定因子としての役割を果たしているのと同時に糖鎮の方向を決定付ける

役割をも担っている。

図 3.6cが示すように、この水素結合によって方向付けられた PレD2の各ドメイ

ンに結合している 2つの糖鎖の相対的位置関係を考えた時、タンパク質との結合に

関してこれらは瓦いに独立であることは明らかである。 Domain-1に結合している糖

鎖が伸びる方向(非還元末端から還元末端方向i図中で矢印の方向)と Domain圃 IIに結

合している糖鎖のそれは全く関連がない。それ故、三糖より長い直鎖状の多糖との

結合を考えたとしても PL心2は 2つのドメインで lつの糖鎖に結合するのではな

く、 2つのドメインそれぞれに今回の結品構造で観察された様式で別々の糖鎖を結合

させるものと考えられる。細胞間を架橋する上でも、結合する糖鎖の方向性は重要

なのであろうと推測される。

9.タンパク質問および糖鎖ータンパク質問相互作用の類似性

PレC二量体中のタンパク質問相互作用と PレD2糖鎖複合体中の糖鎖タンパク

質問相互作用の比較に基づき、それらの類似性について詳細に考察する。

PレCの各ドメイン対(Domain-1AlDomain-II1B， Domain圃 IIAlDomain-1IB， Domain-

1IIAlDomain圃 IB)におけるタンパク質問相互作用および PL心2糖鎖複合体のタンパク

質一糖鎖間相互作用の様式を図 3.13に示す。 PL-Cのタンパク質問相互作用において、

各々のドメインの糖鎖結合残基が互いに糖鎖をミミックした様に振る舞っているの

がわかる。例えば、PL-CのDomain圃II1BにPL心2のDomain酬Hを重ね合わせると、PレC
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の Domain圃IIIBと相互作用を形成している Domain圃IAの糖鎖結合に関与するとされ

る芳香族環は、 PL心2糖鎖複合体の糖残基と重なる。 PL-Cの T中22Aのインドール

環は tri幽，N-acety1chitotri oseの還元末端側 NAG圃IIIのピラノース環と完全に重なる。同

様に、PL幽 CのGlu30Aの側鎖はNAG剛 IIのピラノース環と重なる。また、PレD2のHis72

は NAG-IIの C'3位ヒドロキシノレ基と水素結合を形成しているが、 PL-Cにおいて

NAG-IIに相当する位置に Glu30Aが位置し、そのカルボニノレ酸素は相手サブユニッ

トの Hisl13Bと水素結合を形成している。また、全てのドメインに保存されている

Ser残基 (Ser20，Ser61、Ser102)は、 PレC 二量体構造において水和しているo PL-C 

結晶中でこれらの Ser残基に水素結合している水分子の位置に、 PL-D2糖鎖複合体

中では糖残基のルアセチノレ基のカルボニノレ酸素が位置して Ser残基と水素結合を形

成している。このように、 PL-Cの糖鎖結合部位同士によるタンパク質問相互作用は

PL圃D2糖鎖複合体の糖鎖-タンパク質問相互作用に非常に類似している。

PL-Cの糖鎖結合部位向士の相互作用は、 PL心2の糖鎖結合部位圃糖鎖間の相互作

用より接触面の形においてより相補的であると思われる。 PL-Cの各々の糖鎖結合部

位が二量体形成によって失われる溶媒接触面積と乱闘D2の糖鎖結合部位が糖鎖との

結合により失われる溶媒接触面積を各残基に対してプロットした図を図 3.14に示す。

この図からも明らかなように、 PレCは PL心2の糖鎖結合に関わる残基に相当する残

基同士の接触により二量体構造を形成しているのがわかる。しかし、それぞれのタ

ンパク質の相互作用によって失われる糖鎖結合残基の溶媒接触面積は大きく異なっ

ている O 糖鎖結合部位同士による接触面積は Domain圃IAlDomain-IIIB， Domain剛

IIAlDomain圃IIBおよび Domain欄 IIIAlDomain四 Bラ間で、はそれぞ、れ 705A2
• 580 A2および

614A2となっている。一方、乱闘D2糖鎖複合体における糖鎖結合部位糖鎖の接触面

積はDomain圃IおよびDomain輔 IIにおいてそれぞれ480A2， 583 Aである。明らかに、

PL圃C 二量体構造の糖鎖結合部位におけるタンパク質問相互作用は、 PL心2の糖鎖ー

タンパク質問相互作用より広範囲に及んでいることがわかる。タンパク質問および
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糖鎖タンパク質問相互作用の比較から、 PL-Cは糖鎖をミミックしたアミノ酸残基

の相互作用により、 PレD2でのタンパク質一糖鎖間相互作用よりもより強いカで自己

集合的に二量体構造を形成していることが明らかである。このため、もはや糖鎖と

相互作用するための空間はなく、今回得られた PL圃 Cニ量体構造は糖鎖結合活性型構

造ではないと考えられる。この構造から、 PL-Cの赤血球凝集能の欠如は、自身の会

合によって糖鎖結合能を失った結果だと考えられる。
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第三章 PL-DsのX線結晶構造解析

(b) 

の

図 3.13タンパク質問およびタンパク質一糖鎖問相互作用の類似性

(α) PL-D2糖鎖複合体におけるタンパク質ー糖鎖間相互作用

(bーの PL-C二量体構造におけるタンパク質問相互作用。 (b)，(c)および(d)は、

それぞれ Domain-IA と Domain-IIIB. Domain-IIA と Domain-IIBおよび

Domain-IIIAとDomain-IBの接触面における相互作用を示している
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図 3.14PL-Cニ量体形成(α)および、 PL-D2糖鎖複合体形成(b)により失われ

た溶媒接触面積

プロープ半径を1.4Aの値に設定し、プログラム CNS
59を用いて計算

された。
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第四章総括

本研究では、 X 線結晶構造解析の手法を用いて一連のアメリカヤマゴボウレク

チンの三次元構造を決定し、構造と機能の関係に関する構造生物学的研究を行った。

本報告書では、第二章で 1.80A分解能で決定した PL心の構造について、第三章で1.65

Aおよび1.50A分解能で決定した PL心lおよび PL回 D2に加え 1.80A分解能で決定

した乱闘D2糖鎖複合体の構造について、それぞれの構造解析手法、得られた構造お

よび構造に基づく考察を述べた。

アミノ酸配列から推定されたように、個々の PL分子はキチン結合ドメインの繰

り返しで構成され、隣接ドメイン間は 3残基程度のリンカーにより連結されていた。

この種のタンパク質の過去の構造生物学的研究で報告されているのと同様に、それ

ぞれのドメインは特徴的な二次構造要素を持たない。しかし、保存された四つのジ

スルブイド結合が存在し、それによってドメインの三次構造は維持されている。個々

の分子のドメイン聞の構造比較を行った結果、その立体構造は異なる分子関に関わ

らずよく一致しており、強く保存されていることが明らかとなった。さらに、糖鎖

結合に関与する芳香族環の側鎖は、それらを取り囲む保存された疎水性あるいはか

さ高い側鎖の残基との相互作用により国定され、その環の配向までよく一致してい

た。また、個々のドメイン聞の配向を比較したとき、その配向は分子関では勿論の

ことサブユニット聞においてでさえ大きく異なっていることが明らかとなった。こ

のドメイン間の配向の違いは、結晶中での分子あるいはサブユニットのパッキング

の違いに起因する分子関相互作用の違いにより生じたと考えられるが、むしろ、こ

れは隣接ドメイン問を連結するリンカーの柔軟性によるドメイン間の配向の自由度

の表れであると考えられる。このような 2つの相反する性質、すなわちドメイン構

造の剛体性とドメイン間を連結するリンカーの柔軟性は、一連の PL分子の機能発現

107 



第四章総括

に必須であると推察される。つまり、分子表面で細胞表面上のターゲット分子と特

異的な相互作用をするために、キチン結合ドメインの構造および糖鎖結合に関与す

る芳香族環の配向までもが強固に維持される必要がある。さらに、細胞間を架橋し

凝集させる上でターゲット分子との相互作用を容易にするためにも、個々のドメイ

ンが柔軟なリンカーで連結されていることは理にかなっている。進化の過程で、キ

チン結合能を獲得したドメイン構造を高く保存しながら、それらを組み合わせるこ

とにより生理活性の異なるこれらの PL分子を生み出してきたのは非常に効率的であ

ると考えられる。

レクチンの中でも生化学的および構造生物学的に最もよく研究されているマメ

科由来レクチンに関するこれまでの研究から、基本的には同じでありながらわずか

に異なる種々の変異構造をとるセグメントのドメイン的あるいは四次構造的会合に

よって構造形成された結果、レクチンは様々な機能を発揮していることが明らかに

なってきた (Chandraet al.， 1999; Hamelryck et al.ラ 2000;Buts et al.， 2001)。例えば、マ

メ科植物 Dolichosb iflorus由来レクチンである DB58と同じ植物の種子由来レクチン

である DBLに関して、 DBLは赤血球を凝集させるが、 DB58は PレCと同様にその

ような活性を示さないことが知られている (Etzler，1996)0 DBLとDB58は、マメ科

レクチンにおいて立体構造的に保存された 2つの異なるサブユニットが非共有結合

的に組み合わさってヘテロ二量体を形成し、更に、このこ量体が非共有結合的に会

合することによって四量体を形成している。しかし、 DBLはマメ科レクチンで共通

に見られる様式で四量体を形成しているが、 DB58は 2つの二量体が DBLとは全く

異なる様式で会合し四量体を形成していることが X 線結晶構造解析により明らかに

され、その四次構造の違いが両者の機能の違いに関係しているのではないかと推測

されているのほset al.， 2001)。このように、レクチンの四次構造を形成するタンパク

質問相互作用の重要性が指摘されている。更に、マメ科レクチンでは、薬理学的見

地から糖鎖をミミックしたペプチド阻害剤の開発も活発に行われている (Kieber-
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Emmons， 1998; Qiu et al.ヲ 1999)。糖鎖をミミックしたペプチドはレクチンの生物活性

を拾抗的に阻害することが生化学的に示され (Oldenburget al.， 1992; Sco投etal.， 1992; 

Kaur et al.， 1997)、さらにペプチドーレクチン複合体の X線結晶構造解析も行われ、

実際にペプチドがレクチンの糖鎖結合部位に糖鎖と同じような様式で結合すること

が明らかにされている (Jainet al.， 2000， 2001; Ravishankar et al.， 2001)。このように、

糖鎖との相互作用だけでなくタンパク質あるいはペプチドとの相互作用という点で

も、レクチンは注目されてきている。 PLに関しでも、生理活性アミンであるセロト

ニン(5四 hydroxytryptoamine;5HT)は、 PLの生理活性を阻害することが報告されている

(Stefulj et al.， 2001)0 5HTは、構造上N-ace句rlglucosamineに似ていることから、 PL圃 D2

糖鎖複合体で観察されたのと同じような様式で、 5HTのキチン結合ドメインへの結

合が可能で、あることがグラブイツクワークステーション上で示された。それ故、 5HT

による PLの阻害は、 PL分子が結合する細胞表面上のターゲット分子に 5HTが競争

的に結合する結果 PLの機能を限害するのでなく、 PLの糖鎖結合部位に 5HTが結合

することによって起こるのかもしれない。

一般的に、レクチンは糖鎖に対する結合部位の多価性がその生理活性の高さを

決定付けていると考えられている。 7つのキチン結合ドメインからなる PL圃 Bや 4つ

のキチン結合ドメインからなるサブユニット同士の会合により二量体構造を形成し

ている WGAは、 2つのキチン結合ドメインからなる PL-D2や UDAより遥かに高い

赤血球凝集活性を示す。これは、その結合部位の多さによるものだと考えられる。

しかし、 3つのキチン結合ドメインからなるサブユニット同士の会合により二量体構

造を形成している PL心は赤血球凝集活性がない。第二章における PL心の X結晶構

造解析の結果から、糖鎖結合部位で保存された芳香族残基による疎水的相互作用に

より、 PL-Cのニ量体構造が形成されていることが明らかとなった。また、第三章に

おける PレD2糖鎖複合体結晶中で観察された糖鎖岨タンパク質問相互作用と PL-C二

量体構造を形成するタンパク質問相互作用の比較から、それらは非常に類似してい
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ることが示され、 PレC の二量体構造形成に関与する芳香族残基は糖鎖をミミックし

ていることが明らかとなった。そのため、 PL-C二量体構造には糖鎖と相互作用を形

成しうる空間がない。これらの観測結果から、 PL圃Cが赤血球凝集活性を示さないの

は、自身の糖鎖結合残基を介した会合による糖鎖結合部位の遮蔽によるものと解釈

できる。

また、レクチンの結合部位の多価性は、細胞聞の架橋や凝集を可能にする重要

な因子であると考えられている。事実、 1つのキチン結合ドメインタンパク質である

AひAMPsや Heveinはキチンには結合するが赤血球凝集能をもたない。 PL心2糖鎖複

合体結晶中において、 PレD2分子は結晶学的対称操作によって関連付けられる隣接

分子との問で 1つの糖鎖を共有し、らせん状の分子鎖を形成していた。このような

糖鎖を介して形成される分子鎖は、他の多くのレクチン圃糖鎖複合体の X線結晶構造

でも報告されている (Wrightet al.， 1992; Boume et al.， 1994; Olsen et al.， 1997; Harata & 

Muraki， 2000; Saul et al.， 2000)。更に、異なるレクチン帽オリゴ糖に対してそれぞれ特

徴的な格子パターンが形成されることが電子顕微鏡で観察されている (Gupta& 

Brewer， 1994; Gupta et al.ヲ 1994)。これらのレクチンー糖鎖複合体で観察された複雑な

分子間相互作用は、細胞表面上で実際に起こるレクチン圃リガンド間の相互作用その

ものを表しているとは言えないが、その多様な相互作用を反映しているのではない

かと考えられる。

PレC が赤血球凝集能を示さない理由を、本研究で得られた結品構造から説明す

ることができた。しかし、 PレC は、なぜ赤血球凝集能がないにも関わらずマイトジ

ェン活性を有するのだろうか?レクチンは糖結合タンパク質であることから、レク

チンの赤血球や細胞に対する凝集活性はその糖結合能によってもたらされていると

考えられている。しかし、これまでに研究されてきた数多くのレクチンの中で¥マ

イトジェン活性を持っと報告されたものは数える程しかない。マイトジェン活性を

持つものと持たないものとの間における糖鎖特異性の違いは当然重要な問題である
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が、 「糖鎖結合=マイトジェン活性j とは限らないのではないだろうか。 実際、同

じキチン結合ドメインからなる WGAは、マイトジェンに対するアンタゴニストと

して振る舞うことが報告されているほilpartrick& McCurrach， 1987)0 PレD1とPL-D2

に関しでも、たった C末端 2残基の違いだけで、 PL心2がマイトジェン活性を示す

のに対して PL-D1は示さないという違いが生じている。今回の PレD1結晶構造で C

末端 2残基を見出すことは残念ながら出来なかったが、その立体構造から恐らく C

末端 2残基は糖鎖の結合には関与しないと思われる。それ故、糖鎖結合能は赤血球

凝集活性と密接な関係があるがマイトジェン活性とはあまり関係がないのではない

だろうか。 PL分子は、糖鎖の付加により赤血球凝集活性は阻害されるがマイトジェ

ン活性は祖害されないという実験結果も報告されており(石黒ら、未発表データ)、

上記の考えを支持するものと考えられる。
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