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1．序論

ナマコの一種である海産無脊椎動物グミ（Cucumaria echinata）は、ウサギおよびヒトの赤血球に対して

溶血活性を示すレクチン CEL-III を持つことが報告されている（Hatakeyama et al., 1994）。CEL-III の単

量体の立体構造解析の結果から、CEL-III は 3 つのドメインから構成されており、ドメイン 1及び 2はβトレ

フォイル構造を示し、糖鎖を認識し、結合する部位であることが明らかとなっている（Hatakeyama et al., 

2007）。また、膜孔を形成した七量体の立体構造も解明されており、立体構造からは機能が推定されていなかっ

たドメイン 3の一部が 2本のβストランド構造へと変化し、七量体化することによって 14 本のβストラン

ドから成るβバレル構造を形成していることが明らかとなっている（Unno et al., 2014）。これまでグミでし

か見られていなかった溶血性レクチンであるが、近年、アミノ酸配列相同性を示すタンパク質が海産無脊椎

動物から報告されている。その中にサンゴの一種であるハイマツミドリイシ（Acropola millepora）由来レ

クチンAML-I がある。AML-I は全長のタンパク質では、赤血球に対して凝集させる活性を示すものの、

CEL-III では保存されていないＣ末端の 19 残基（図 1：緑文字）を切除する変異体（AML-IΔC）を作成

すると、CEL-III と同様に溶

血活性を示す（図 1）。この

ことから、溶血活性と凝集活

性という異なる活性が C末

端の 19 残基によって変わる

ことが示された。そこで、ナ

マコ及びサンゴ由来レクチン

の C末端領域にプロテアー

ゼ認識配列を挿入し、プロテ

アーゼで切断することによっ

て、溶血と凝集の活性を制御

することができるレクチンの

創製を目的とした。

2．実験方法

タンパク質の発現は、発現ベクターにpET-19bを用い、宿主にはBL21（DE3）及び BL21CodonPlus（DE3）-

RIPL を用いて行った。ナマコ由来 CEL-III に AML-I の C 末端 19 残基を付加したもの及び、サンゴ由来

AML-IのC末端領域にプロテアーゼ認識配列を挿入し、末端の19残基を除けるようにしたものを作成した。

プロテアーゼにはタバコエッチウイルス由来プロテアーゼ（TEVプロテアーゼ）を用いた。タンパク質の

生産は大腸菌を 37℃で培養することによって行い、IPTGを加えることによって発現を誘導後、一晩培養を
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図 1　AML-I 及び CEL-III のアミノ酸配列
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行った。集菌後、遠心を行うと目的タンパク質の生産が封入体に見られたことから、変性剤を用いた可溶化

と、希釈による変性剤の濃度の低下によって正しい構造への巻き戻しを行った。赤血球に対する活性測定は

5%ウサギ赤血球を用いて行った。

3．結果

1）CEL-III の C末端にAML-I の 19 残基の付加

CEL-III の C末端にAML-I の 19 残基を付加するときに、その間にTEVプロテアーゼ認識配列を挿入し

たものとしていないものの 2種類を作成した。いずれの変異体も大腸菌を宿主に用いて生産を行い、封入体

からの巻き戻し、Ni キレートアフィニティークロマトグラフィーによって精製を行った。得られたタンパ

ク質を用いて赤血球に対する活性測定を行った。その結果、CEL-III に直接AML-I の C末端 19 残基を付

加したものでは溶血活性が見られた。一方、さ

らに TEVプロテアーゼ認識配列を挿入したも

のは凝集活性が確認された（図 2）。このことか

ら、CEL-III の C 末端へのアミノ酸残基の付加

は活性に影響を与え、直接つなげたものでは活

性の変化は見られなかったが、より長いアミノ

酸配列を付加することによって凝集活性へと変

化させることに成功した。そこで、TEVプロテ

アーゼ処理によって、活性が変換するか実験を

行ったところ、TEVプロテアーゼ処理後のタン

パク質は安定性が低いためか沈殿を生じてしま

い、活性を測定することはできなった。

2）AML-I の C末端 19 残基を切除するためのプロテアーゼ認識配列の挿入

サンゴ由来レクチンAML-I は、本来の全長配列で凝集活性を示し、C末端の 19 残基を除いた変異体は

溶血活性を示す。このことから、C末端の 19 残基の手前にTEVプロテアーゼ認識配列を挿入すると、同

酵素によって赤血球に対する活性を制御できるものと考えた。まず始めにTEVプロテアーゼ認識配列の挿

入変異体の作成を行い、大腸菌を宿主に用いた組換えタンパク質としての生産に成功した。変異体タンパク

質は封入体として生産されたため、変性剤による可溶化後、巻き戻しを行った。精製はNi キレートアフィ

ニティクロマトグラフィーによって行った。得られたタンパク質の活性を測定したところ、本来の全長タン

パク質と同じ凝集活性を示した。そこで、TEVプロテアーゼを用いて C末端 19 残基の切除を行った。精

製は再び金属キレートアフィニティクロマトグラフィーによって行ったが、プロテアーゼ処理後のタンパク

質は容易に凝集して回収することができなかった。そこで、凝集体の形成を防ぐために、0.8 M アルギニン

存在下でのTEVプロテアーゼ処理および精製を行った。その結果、凝集体の形成は防ぐことに成功したが、

金属キレートアフィニティクロマトグラフィーでTEVプロテアーゼを除くことはできなかった。そこで、

TEVプロテアーゼ存在下での活性測定を行ったところ、溶血活性が見られた（図 3）。同濃度のTEVプロ

テアーゼのみの存在下では、溶血活性が見られなかったことからTEVプロテアーゼの影響は見られなかっ

た。これらのことから、TEVプロテアーゼによる切断で、溶血活性と凝集活性の制御に成功した。

図 2　 CEL-III に AML-I の C末端 19 残基を付加したものの
赤血球に対する活性測定結果
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4．考察

AML-I の C 末端 19 残基は溶血性

レクチンの活性に大きく影響を与えて

いたものの、CEL-III への付加に関し

ては直接付加したものは、元の溶血活

性のままであった。しかしながら、

TEVプロテアーゼ認識配列を加える

ことで溶血活性ではなく、凝集活性を

示した。このことは、より長い残基の

付加によって、これらの残基が膜孔を

形成する部位と相互作用して溶血活

性を阻害したものと推測された。

サンゴ由来AML-I の C 末端 19 残

基を除くことができる変異体の作成に成功し、プロテアーゼによる切断で活性を制御することに成功した。

しかしながら、精製によってTEVプロテアーゼを除くことができていないため、今後、同タンパク質のみ

の単一の状態に精製することを検討していく。アルギニン非存在下でのプロテアーゼ処理では凝集体の形成

が観察された。組換えタンパク質として生産したAML-I には N末端には His-tag が付加されており、

TEVプロテアーゼによって切除できるようにしている。このN末端の切除がタンパク質の安定性に影響し

ていることが考えられるため、C末端 19 残基をTEVプロテアーゼとは異なるプロテアーゼによって切断

することが考えられた。
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図 3　 AML-I の C末端に 19 残基をTEVプロテアーゼで切除できる
認識配列を付加したものの赤血球に対する活性測定結果
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