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【1】研究の概要 

[1-1]本研究の目的・概要 

 ヒトガレクチン 1 (hGal-1)は、分子量 14.5 kDa
の球状タンパク質であり、細胞質で合成された

後、細胞外に分泌され機能を発現する。hGal-1
の特徴として分子内の 6 つのシステイン残基の

酸化還元状態に応じた大きな構造変化に伴う

機能変調が示唆されている。システイン残基全

てが-SH 状態にある還元型 hGal-1 は、糖結合能

を持つことで細胞接着等に関与する(Jung, et al., 
J. Neurosurg., 2008)。一方、6 つのシステイン残

基が分子内で 3 本のジスルフィド結合を形成し

た酸化型 hGal-1 は、糖結合能を失い、神経軸索

の再生など全く異なる生理機能に関与する

(Horie, et al., J. Neurosci., 2004)。申請者は hGal-1
の酸化還元制御機構を明らかにするために、各

システイン残基の酸化還元反応性、酸化還元依

存的な構造変化、酸化還元状態の生理学的意義、

生体内での調節因子を探求した。その結果、

hGal-1の 1つのシステインペア(Cys16-Cys88)が
酸化還元依存的な構造変化および機能調節に

必須であることがわかった。さらに、このシス

テインペアの酸化還元制御因子として、小胞体

内酸化還元酵素群である Protein Disulfide 
Isomerase (PDI) family 酵素が機能していること

が示唆された。このように、hGal-1 の酸化還元

制御機構に関して、分子レベルで明らかにしつ

つあるが、未だ hGal-1 の酸化還元制御機構の詳

細は明らかではない。その一因として、酸化型

hGal-1の立体構造が決定されていないことが挙

げられる。そこで本研究では、溶液 NMR 法を

用いた酸化型 hGal-1 の溶液構造決定及び酸化

還元依存的な構造変化機構の解明、さらに hGal-
1 と PDI family 酵素との相互作用解析、複合体

構造解析を行い、hGal-1 の酸化還元制御機構を

原子レベルで理解することを目的とした。 
 

[1-2]研究の方法・経過 

 還元型 hGal-1 の結晶構造が決定されている

のに対し、酸化型 hGal-1 は未だ決定されていな

い。その背景に、酸化型 hGal-1 は還元型 hGal-
1 に比べて、一部二次構造が崩れた構造を取っ

ており結晶化が困難であることが挙げられる。

本研究では純度の高い酸化型 hGal-1(野生型)の
取得が困難であることから、hGal-1 の酸化還元

調節に必須の Cys16-Cys88 以外のシステイン残

基をセリン残基に置換した変異体 (Cys16-
Cys88)を用いた。溶液 NMR 測定には、同位体

標識した 15N ラベル化および 15N, 13C ラベル化

酸化型 hGal-1 変異体を用いて、二次元、三次元

スペクトルを取得し、NMR 信号帰属を行い、酸

化型 hGal-1 の立体構造決定を目指した。 
また、還元型 hGal-1 について、酸化型と同様

にスペクトル取得、立体構造決定を行い、酸化

型と比較することで、酸化還元依存的な構造変

化機構の解明を目指した。立体構造決定に必要

な NMR スペクトル取得には数日間の測定が必

要であり、空気酸化などによる影響を無くすた

め、6 つのシステイン残基をすべてセリン残基

に置換した還元型様変異体を用いた。 



さらに、PDI family 酵素との相互作用解析、

複合体構造解析のため、PDI の NMR スペクト

ル取得を行った。溶液 NMR 装置は、齋尾教授

が所有する 500 MHz の NMR 装置や、齋尾教授

の共同研究先である北海道大学の 800 MHz の

NMR 装置を使用し、測定解析を行った。 
 

【2】研究成果 

[2-1]本共同研究で明らかになった研究成果 

 hGal-1の酸化還元依存的な構造変化をアミノ

酸レベルで明らかにするため、変異体(Cys16-
Cys88)の酸化型、還元型 hGal-1 の溶液 NMR 測

定を行った。その結果、良好な HN-TROSY-
HSQC スペクトルの取得に成功し、酸化還元依

存的な hGal-1 の構造変化が示唆された(図 1、
左)。また、詳細なスペクトル解析の結果、還元

型の信号は全体的に分散しており、高次構造を

保持していることがわかった。一方で、酸化型

の信号は中央部に密集している信号も観察さ

れたことから、一部の構造が崩壊していること

が示唆された。さらに、酸化型の信号数はアミ

ノ酸残基数よりも非常に多く、分散信号の強度

が還元型よりも弱いことから、酸化型は、少な

くても 2 状態間の平衡であることが示唆された。 
また、酸化型から還元型への可逆性を調べる

ため、酸化型に還元剤である DTT を添加し、

NMR 測定を行った。その結果、信号数が多く、

中央に密集していた酸化型の信号とは異なり、

還元型の信号に一致したスペクトルが得られ、

hGal-1の酸化還元には可逆性があることがわか

った(図 1、右)。 
 PDI のどの部位に hGal-1が結合するのかを明

らかにするため、同位体標識した PDI の NMR
スペクトル取得に挑戦した。一般的に NMR 測

定は 20 kDa 程度が測定限界であるが、齋尾教授

が持つ NMR 技術により約 58 kDa である PDI の
良好な NMR スペクトルの取得に成功した。 

図 1. 酸化型、還元型 hGal-1 の HN-TROSY-
HSQC スペクトル(左)、還元型、酸化型 hGal-1+
還元剤の HN-TROSY-HSQC スペクトル(右) 

[2-2]本共同研究による波及効果及び今後の発

展性 

 現在までに、hGal-1 の酸化還元調節、PDI に
よる触媒に関して分子、細胞レベルで明らかに

してきたが、詳細な機構には至っておらず原子

レベルでの機構解明が必要である。そこで、齋

尾教授が持ち合わせる独自の NMR 構造解析技

術(メチル基選択的安定同位体標識、メチル

TROSY 測定法、常磁性ランタノイドプローブ

技術など; Saio, et al., Science 2014)を取り入れる

ことで構造生物学的手法を大幅に強化可能で

ある。これによって、原子・分子から細胞レベ

ルまでの多階層アプローチによる詳細な機構

解明が可能となる。 
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【4】今後の課題等 

今後の課題、その他等 

 酸化型 hGal-1 の立体構造決定のために、15N, 
13C ラベル化酸化型 hGal-1 変異体のスペクトル

を取得したが、良好なスペクトルではなかった。

その一因として、酸化型は、少なくても 2 状態

間の平衡であることが挙げられる。今後、単離

精製など良好なスペクトル取得に向けたサン

プル調製及び測定条件検討を行う必要がある。 
 PDI family 酵素との相互作用解析、複合体構

造解析に関して、PDI の良好な NMR スペクト

ルの取得に成功しているため、今後、信号帰属

を進め、hGal-1 滴定前後のスペクトルを比較す

ることで、PDI のどの部位に hGal-1 が結合する

のかを明らかにする。 
 このように引き続き、溶液 NMR を用いた解

析により、PDI family 酵素による hGal-1 の酸化

還元制御機構の原子・分子レベルでの解明に取

り組む。 


