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論 文 内 容 要 旨

序論

糖鎖をもった生体分子や組織を特異的に認識して結合するレクチンは、ウイルスか ら高等動物まで広

く生物界に分布 している。糖鎖を情報媒体 とするレクチンは、多様な構造と糖結合特異性および生体内

での分布を持ち、糖代謝をはじめ、異物認識、細胞間相互作用、胚発生分化への関与など、多彩な生理

機能をもつタンパク質であることが高等動物を中心に明らかにされてきている。しか しそれでも、レク

チンの生理機能に関する研究は、生化学試薬への利用を目指 したレクチ ンの探索や構造活性相関に関す

る研究 と比べて、その分子多様性が障害 となっているためか、系統的になされているものが少ない。レ

クチンは構造上の類似性と糖結含特異性を基に多 くのファミリーに分類されている。それ らのファミ

リーの中にはレクチンの活性発現領域が生物種を越えて保存されているものも少なくない。このように

生物に普遍的に分布 し、広範な生命現象に関わっているレクチンの生理機能の解明は、基礎と応用の両

面か ら強く求められている。

本研究の対象生物であるラン藻(シ アノバ クテリア)は 、原核生物でありながら酸素発生型の光合成を

行い、海洋か ら淡水域、乾燥した陸上にまでの広範囲な生息環境に分布 している。また、 「アオコ」の

名称で知 られるラン藻M/croc弼`1s属 は、夏の時期に湖沼やダム湖で異常増殖 し、発ガン性の肝臓毒を

産生するので、公衆衛生上問題 となっている環境汚染生物である。そのためラン藻の生理学的特性、特

に有毒ラン藻の生育過程を細胞 レベルで理解することが必要である。 このような背景か ら本研究では、

系統進化的にも、また、生態学的にも特異な生物であるラン藻の中で、特にMfcrocys亡fs属 が産生する

レクチンに着目し、レクチンがラン藻の生命過程でどのように機能 しているのかを解明するために、そ

の生化学的特性な らびにレクチン産生に及ぼす生育環境の影響を検討 した。

【1】 ラ ン藻Mfcrocys亡fs属 にお ける レ クチ ンの 分 布

アオ コ形成 ラン藻 にお けるレクチ ンの分布 に関す る知見 はほ とん どない。そ こで、アオ コの出現で知

られ る霞ヶ浦(茨 城県)と 津久井湖(神 奈川県)か らアオ コ ・ラン藻McrOCyS飴 属 を採 取 し、その抽 出

液の赤血球 凝集活 性 をス クリ贈ニ ングした(Table1)。 その結果 、霞 ヶ浦お よび津久井湖の藻体 にはとも

にヒ トお よび各種 動物赤 血球に対 す る凝集 反応が認め られ、 レクチ ンの存在 が示 唆された。 これ らには

赤血球 に対す る活性 に相 違がみ られ た。 これは複数種 のMlcrOCyS亡fs属 が存在す ること、また は生育環

境 によ り異 なる レクチ ンが産生されて いることな ど複数の困子 による もので ある と推測 した。 これ らの

点 を明 らか にす るために、 さらに、アオコか ら単離培養 したMlcrocys亡 ∫s属3種16株 を用 いて同様の

試験 を行 った(Table2)。 そ の結果 、M.aen18:1ηosaM228株 およ びM.vfrfdlsNIES-102株 が顕著な活

性 を示 し'たので 、本研究 では、 これ ら2株 を培養 して産 生 させた レクチンについて 調べ た。

【2】M.aerugrnosaM228レ ク チ ン(MAL)の 特 性

2-1,MALの 単離.

ラン藻Maeru9功os∂M228株 を温度25℃ ・米 強度45μE/m2/s・ 通気120m1/minの 条件下 、

MA培 地で培養 した。細胞 の抽 出液 を硫安塩析 し、活性画 分 を酸処理Sepharose4Bカ ラムにかけ レク

チ ンを吸着 させ 、D一ガ ラク トースで溶 出、続 いてTSK9℃lG3000SWで 単離 した。SDS-PAGEで57

kDaに 相 当する位 置 に還元剤の存在 に関わ らず単…の成分 を確 認 した(Fig.1)。 以上の結果か ら、MAL
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は分子内に半シスチン残基をもたない単鎖ポリペプチ ドであることが分かった。

2-2.MALの 性状

MAI、 の糖 との親和性 を調 べるた め、19種 の糖 および8種 の糖 タンパ ク質を用 いて赤血 球凝集阻害試

験 を行 った 。2V一アセチ ルーD一ガラク トサ ミンが最 も低 い濃度 でMA:し の赤血球 凝集 を阻害 した。0一 結合

型糖鎖 をもつ糖 タンパ ク質 ムチ ン及 びそ のア シアロ体 も阻害 を示 した(Table3)。MAI.の 温度安定性 を

調べた ところ、40℃ 、30分 間で活 性が50%減 少 し、50℃ で は30分 間で完全 に失活 した。また、活性

の発現 には カル シウムイオ ンを要求 した。

2-3.MAL遺 伝子(maか の クローニ ングお よび1次 構造解析

レクチ ンの部 分ア ミノ酸配列を気相 プ ロテイ ンシー クエ ンサーで決定 した。続 いてM228染 色体

DNAを 鋳型 と して、部分配列 を基 に作製 した プライマー を用 いてPCRに よ りクローニ ング し、MAL遺

伝子 を含 む3468bpの 配列 を決定 した。MALは ア ミノ酸519残 基 をコー ドする1557bpの 翻訳領域

か ら構成 され、 アミ ノ酸 配列か ら計算 した分子量 は55,159で あった(Fig.2)。c末 端側 にはアミノ酸約

60残 基か らなる相同な配列(MALrp-1,一2,一3)が3回 繰 り返 して存在 して いた(Fig.3A)。 この繰 り返

し配列 は嫌気性 細菌 αos亡rfd加mわe加rfη1dfの α一アミラーゼ の繰 り返 し配 列(CB-1,一2,一3,一4,一5)と

30%の 相同性 を示 した(Fig.3B)。MALの 繰 り返 し配列のハイ ドロパ シープ ロファイルでは、多 くの動

植物 レクチ ンで知 られて いるように、糖 との相互作用 に関与す る と推 定 され る芳香族 アミノ酸チ ロシン

が親水性 領域 に存在 して いた(Fig.3c)。 以上 の結果か ら、MALは 単量体で存在す るが、それぞれの繰

り返 し配 列が糖 結合領域 とな って赤血球凝集 反応 をもつ と予測 した。 データベー ス検 索では、他の微 生

物 や動植 物 レクチ ンとの相同性は見つか らなかった。

【3】M。vfrldfsNIES-102レ ク チ ン(MVL)の 特 性

3-1.MVLの 単離

ラン藻M.v:f"dfsNIES-102株 を温度25℃ 、光強度45μE/m2/sの 条件下、MA培 地 で培養 した。

細 胞の抽 出液 を硫安塩析 し、活性画分 をPhenylSepharose、PhenylSuperoseを 用 いる疎水 クロマ トグ

ラプィー、続 いてSuperose12HR10/30の ゲル濾過 クロマ トグ ラフィーによ り単離 した。SI>S-PAGE

で13kDaに 相 当す る位 置に還元剤 の存在 に関わ らず 単一 の成分 を確認 した(Fig.4)。 以上 の結果か

ら、MALと 同 じくMVLは 分子内に半 シスチ ン残基 をもたな い単鎖 ポ リペプチ ドである ことが分かっ

た。

3-2.MVI、 の性状

19種 の糖および8種 の糖タンパク質:を用いて赤血球凝集陽害試験を行い、MVLの 糖との親和性を調

べた。赤血球凝集活性は、単糖類および二糖類には阻害されず、酵母マンナンが最も低い濃度でMVL

の赤血球凝集活性を阻害 した(Table4)。MVLを50℃ に加温 しても活性を完全には失わず、MALよ り

も高い熱安定性を持っていた。また、MVLはMAI、 とは異な り活性の発現に2価 金属イオンを必要 とし

なかった。
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3-3。MVL遺 伝子(mvか のクローニングおよび1次 構造解析

レクチンの部分アミノ酸配列を気相プロテインシークエンサーで決定した。続いてNIES-102染 色体

DNAを 鋳型として、部分配列を基に作製したプライマーを用いてPCRに よりクローニングし、m司 を

含む578bpの 配列を決定 した。MVLは 、アミノ酸114残 基 をコー ドする342bpの 翻訳領域か ら構

成され、アミノ酸配列か ら計算した分子量は12,367で あった(Fig.5A)。 分子内にはN末 端側とc末

端側にそれぞれアミノ酸54残 基からなる相同な ドメイ ンをもつ2回 繰 り返 し配列構造が存在した(Fig.

5B)。M▽Lの ハイ ドロパシープロファイルでは、1つ の ドメイン内に2っ の親水性領域が存在 し、それ

ぞれの領域 には糖 との相互作用に関与すると推定される芳香族アミノ酸の トリプ トファンとフェニルア

ラニンが存在 してお り(Fig.5c)、 これ ら2つ の繰り返 し配列が糖鎖 との結合に関与していることが示唆

された。データベース検索では、他の微生物や動植物 レクチンを含むタンパク質 との相同性は見つか ら

ず、さらにMALと の間にも相同性はみ られなかった。

3-4.大 腸菌 を宿主 と した発現 系の構築お よび精製法の確 立

NIES-102株 にお けるMVLの 産生量が微 量で あるため、発現 タンパ ク質 の調 製を試みた。Inv1を

pT▽118Nベ ク ターの1∂cプ ロモ・一ター下流 に導入 し、EcolfJM109を 形質転換後 、37℃ で培養 し

た。菌体 内 に発 現 した リコンビナン トMVL(rM▽L)をSDS-PAGEお よび赤血球凝i集阻害試験 によ り確

認 した。発現 タ ンパ ク質の精製 をアシア ロフェチュイ ンカ ラム によるアフィニテ ィー クロマ トグラ

フィーで行 った(Fig.6A)。8M尿 素溶 出画分 に含 まれたrMvLはSDS-PAGEで 単一のバ ン ドを与え

た(Fig.6B)。 本 法で は、藻体 か らの精製 に比べ約20倍 の収 量 を得る ことがで きた。

【4】MfCfocysオfs属 レク チ ンの 生 理機 能

4-1.MAL産 生 に及 ぼす光強度の影響

M228株 を異な る光強度下で培養 した時 の細胞 当た りの レクチ ン量 を抗MALポ リクローナル抗体 を

用 いるELISA法 によって定量 した。光 強度 を12、30、45、65、90μE/m2/sに 設定 し、定常期での

MALを 定 量 した。そ の結果、12μE/m2/sで 培養 した時 は45～90μE/m2/sの 時 に比べて、 レクチン

量が約3倍 に増加 した(Fig.7A)。 次 に、成長過程のMALの 変動 を調べた ところ、MALは 対数期後 期

で最大量 とな った(Fig.7B)。 すなわち、細 胞の増殖速 度が遅 くな るような低光 強度 の条件 下で レクチン

産生がよ り多 く誘導 された。

4-2.MA:L産 生 に及 ぼす温度の影響

M228株 を15、20、25、30、35℃ で培養 し、細胞 当た りの レクチン産生量 をELISA法 で定量 し

た。培養 温度 を15℃ にす ると、30℃ の時 に比べてMALが 約9倍 に増加 した(Fig.8A)。 レクチ ン量

は対数期 の後 期 に最 大 となった(Fig.8B)。 この時 の増殖 速度は 高い培養温度 の細胞 よ りも遅 く、細胞の

増殖速度が 低下す るよ うな低温 でレクチ ン産 生が誘導され る ことが分かった。

4-3.MALの 細胞内分布

M228株 のフィコビリゾームとそれ以外の可溶性画分にショ糖密度勾配遠心分離で分けた。フィコビ

リゾーム画分には レクチン活性はみられず、MAI、 は細胞質または膜表在性のタンパク質であることが示
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唆された(Fig.9,Table5>。

次に、M228細 胞の超薄切片を作製し、金コロイ ド抗体 を用いた免疫染色を行い、電子顕微鏡でMAL

の細胞内分布を観察したところ、核様体およびチラコイ ド付近に金 コロイ ドの付着が観察された(Fig,

10)。 チラコイ ド間隙に局在するタンパク質には、膜構造安定化に寄与すると考えられている緑藻類のレ

クチンや低温時 に誘導される不飽和化酵素がある。また、ス トレス応答に機能するシャペロン(DnaK、

DnaJ)も 細胞質またはチラコイ ド間隙に局在し、ラン藻毒マイクロシスチンも核様体やチラコイ ド間隙に

局在することが知られている。MALと これらの成分との関連性は今のところ不明である。

4-4.ラ ン藻Mfcrocy5亡 ゴs属におけ るMAL類 似遺伝子の分布

アオ コ形成 ラ ン藻Maerug加osa5株 、M.vfrfdfs2株 、M.wese刀b砿gff2株 について、MAL遺 伝子

をプロー ブとして ゲノ ミツクサザ ンハイブ リダイゼー シ ョンを行 った。Maerugコ ぬ0餓 で はM228株 以

外 にはM204株 に、 またM.weseη わeτgゴfのNIES-108株 に も陽性反応が検 出 され た。さ らに、M228

株 とNIES-108株 では複数のシグナルが検出 されたので、染色体DNAにMAL類 似 遺伝子 のコピーが

複数存在す るこ とが確 認できた(Fig.ll)。

4-5.MVL産 生 に及 ぼす培養 にお ける通気 の影響

M.vfrfdfsNIES-102株 を通気 量O、10、50、100ml/minで 培養 し、成長過 程 における細胞当た り

の赤血球凝集活 性の変動 を調べた。通気 を行わ なか った(Oml/min)細 胞で は、増 殖速度が最 も遅 く、

定常期 に一過性 の レクチ ン活性が 認 められた。通気 を10ml/minに 増加 させた細 胞で は弱 い活性が み ら

れたのみで あった。50ml/minお よび100ml/minで 培養 した細胞では活性がみ られなか った(Fig.

12)。 この結果 か ら、NIES-102株 では強制的 な通気 を しない条件下で レクチ ン産 生が誘導 され ることが

明 らか にな った。

4-6.MVLの 細胞内分布

ショ糖密度勾配遠心分離により、NIES-102株 の抽出液をフィコビリゾームとそれ以外の可溶性画分

に分離 し、赤血球凝集活性試験を行 った。MVLもMALと 同様に、細胞質または膜表在性のタンパク質

であることが示された。

総括

アオ コを形成す るラン藻Mcrocys亡 ゴs属のうち 、M.aerug加osaM228株 とM.v:1rfd∫sNIES-102株

が産生す る レクチ ン、MALとMVI.を ラ ン藻 レクチ ン として初 めて単離精製 した。 これ らの レクチンは

各々異なる糖結合特異性 と分子量 を持 ち、 レクチ ン遺伝 子の クロー ニ ングにょって解 析 した1次 構造 に

も相同性 はみ られなかった。 しか し、 いずれ も単量体 で存在 し、分子内 には糖鎖 認識部位 と予測 される

繰 り返 し配 列を保有 していた。MALとMVLの 構造 には、 どち らに も既知の レクチ ンとの相 同性が検出

されず新規 の レクチ ンファミリーに属す る と考 え られ る。

レクチ ンの生理 機能を知 る手がか りを得 るた めに、 レクチ ン産 生への培養条件 の影響 を調べた。M228
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株では、増殖速度が低下する低照度または低温度でMへLの 産生が促進され、NIES-102株 では培養時

に通気 しない時にMVLが 産生され ることが明らかになった。従って、M228株 とNIES-102株 では、

レクチン産生の誘導条件が異なるものの、いずれでも細胞増殖が抑え られるようなス トレス環境'ドでレ

クチンの発現が誘導された。これ らのレクチンは、核様体およびチラコイ ド間隙に局在 してお り、環境

因子に応答する既知タンパク質の局在性と類似していることから、ラン藻における環境応答機構の一端

を担 っていると考える。
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TABLE4a)

InhibitionofhemagglutinatingactivityofMVLbysaccharides

andglycoproteins

Saccharidesandglycoproteins Minlmumconcentrationb)

(μ91m置)

Yeastmannan

Asi紐lofetu董n

Ovalbumin

Monosaccharides

Disaccharides

Otherglycoproteins

19.5

312.5

625.O

NI

NI

NI

劉)Thepur面ed置ec"ndi璽 腿tedtot虻erof8wereusedfbr重es吐s 。

b)Mi・ 董m・mc・ncent隠ti・n・fsacc恥arid・s翁 踊dg豊yc・pr・ 重・i閃r・q・i・e曲 ・

completeinhibitionofagglutinatingactieityagainstrabbiterythrocytes.
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論 文 審 査 結 果 要 旨

「アオ コ」で知 られるラン藻 確cro(ッ誠s属 は,夏 期 に湖沼や ダム湖で異常増殖 し,発 ガ ン性の肝臓毒

を産生する環境汚染生物 である。本論 文の研究は,有 毒 ラ ン藻の細胞生理 を理解 してその防除に役立 て

ることを目指 し,ラ ン藻 が産生す るレクチ ンの生化学的特性 と生理機 能を明 らか にするこ とを目的 とし

て行 われた。

先ず著者 は,霞 ヶ浦 と津久井湖か ら採 集 した ラン藻1協crocッ8廊 属3種16株 における レクチ ンの存在

を,赤 血球凝集活性 を指標 に してス クリーニ ング し,1匠.αθ駕8`ηosαM228株 及 びIM.び`r認`sNIES-102株

に レクチ ンを発見 した。そ して1レf.αerμg`πosαM228株か ら単量体の レクチ ン(MAL)を 単 離 し,糖 結合特

異性 を明 らかに した。次 に,染 色体DNAを クローニ ング し,MAL遺 伝子 の構造 を解析 した。 これによっ

て1肌 はア ミノ酸519残 基 をコー ドす る1557bpの 翻訳領域 か ら構成 され,C末 端側 にはア ミノ酸約60残

基か らなる相同な配列が3回 繰 り返 して存在す ること,こ の繰 り返 し配列 は他 の微 生物や動植物 レクチ ン

に相同性 を持 たない ことを明 らか に した。

続 けて著者 は,M.ひ 漉6'sNIES-102株 か らレクチ ン(MVL)を 単離 し,糖 結合特異性 な どの性状 を調べ

るとともに,染 色体DNAの クローニ ングか らレクチ ン遺伝子 を含 む578bpの 配列 を決定 した。 これに よ

りMVLは ア ミノ酸114残 基をコー ドする342bpの 翻訳領域 か ら構成 され,分 子内にはN末 端側 とC末 端

、側 にそれぞれ ア ミノ酸54残 基 か らなる相同な ドメインを もつ2回 繰 り返 し配列構造が存在す ること,他

の微生物や動植物 レクチ ンを含む タンパ ク質 との相同性 はな く,MALと の問にも相 同性がないこ とを示

した。 さらにMVL遺 伝子 を導入 したベ クターで大腸 菌 を形質転換 して発現系 を構築 した。

また レクチ ン産生への培養条件 の影響 を調べ,M228株 では低照度 または低温度 でMALの 産生が促進

される こと,NIES-102株 では低通気時 にMV:Lが 産生 されるこ とを明 らか に した。す なわち,細 胞増殖

が抑制 され るス トレス環境下で レクチ ンの発現 が誘導 され ることを示 し,こ れ らレクチ ンの核様体及 び

チラ コイ ド間隙での局在性か ら,環 境応答機構へ の関与 を示唆 した。

これ らの研 究成果 は,糖 鎖認識 タンパ ク質である レクチ ンの生命現象 における機能性 と,水 圏環境 に

重大 な影響 を及ぼす ラン藻の生育制御 に関す る重要 な知見である。 よって審査員 一同は,本 論 文の著者

が博士(農 学)の 学位 を授与 されるに値す る と判定 した。
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