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第一章 序論 

  

 レクチンの研究は Stillmark [1]が 1888 年に、ヒマ(Ricinus communis)種子の抽

出液中に毒性が高く、血球凝集活性を持つタンパク質・リシン [2]を発見した

ことにより始まった。Landsteiner と Raubitschek [3]は 1908 年に、植物種子の

抽出液に含まれる血球凝集活性は、動物種によって異なった反応を示し、血液

凝集素による血球凝集活性には特異性があることを明らかにした。Sumner [4]

は 1919 年に、タチナタマメ(Canavalia ensiformis)由来の血球凝集活性を持つタ

ンパク質・コンカナバリン A(ConA)を結晶化し、Howell [5]との共同研究によ

り 1936 年に、ConA が赤血球だけでなく酵母やグリコーゲンまでも沈殿させ

ること、また血球凝集活性がスクロースによって阻害されることを明らかにし、

血球凝集活性は赤血球表面の糖鎖と植物抽出液に含まれる凝集素間の特異的

な反応によって起こると示唆した。Renkonen [6]と Boyd [7]は 1948 年と 1949

年に、各種植物抽出液の血液型特異的凝集活性を検索し、それらの相違を相次

いで報告した。Boyd と Schpleigh [8]は 1954 年に、植物抽出液に含まれる血球

凝集素がヒト血液型を識別することを見出し、血球表面の糖鎖構造を見分ける

ことから、ラテン語の“選び出す(legere)”になぞらえてこれらを、レクチン

(lectin)と呼ぶことを提唱した。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、研究対象を植物だけでなく、細菌、カビ、無脊椎動

物の体液、哺乳動物の組織など、あらゆる生物種からレクチン様物質が見出さ

れるようになった。 

 レクチンの定義は、Goldstein ら[9]が最初に 1985 年に発表した「レクチンと



 

 

2 

は糖と相互作用するタンパク質あるいは糖タンパク質のことで、細胞や複合体

を凝集させるが免疫学的産物（免疫により産生させた糖結合抗体）ではないも

のを言う。そこでレクチンは少なくとも２個以上の糖結合サイトを持ち、動物

あるいは植物細胞を凝集させたり、多糖、糖タンパク質、糖脂質を沈降させる

性質があり、それらの活性は単糖あるいはオリゴ糖などにより阻害されなけれ

ばならない」提唱に基づいていた。しかし、Barondes [10]は 1988 年に、レク

チンが糖結合サイト以外に機能性ドメインを持つこともあり、また糖結合サイ

トがひとつでもレクチンと称して良いのではないかと再定義している。その代

表例はリシンである。リシンはレクチンでありながら N-グリコシダーゼ活性 

[11]を持つために、その毒性が発現するという作用機構が報告された。酵素活

性部位を保有するレクチンとしては、その後シバフタケレクチン(MOA)もプロ

テアーゼ活性を持つことが明らかにされた [12]。また、多糖分解酵素では基

質以外の糖鎖が阻害剤となれば、レクチン活性を有する可能性もあり、現在で

はこのような酵素活性を有するタンパク質もレクチンと分類されている [13]。 

 レクチンの機能については、Ashwell ら[14]が肝細胞のガラクトース識別タ

ンパク質による、タンパク質の品質管理について最初に発表し、その後豆科レ

クチンと類似構造を持つ L-タイプレクチン[15]やマンノース-6-リン酸結合性

を持ち、細胞内での輸送機構に関わる P-タイプレクチン[16]などが明らかにさ

れた。しかし、糖鎖は生物界に普遍的に分布するものであり、レクチンの機能

はそれ以外にも多くの役割が明らかにされつつある[17]。 

 糖鎖は DNA やタンパク質に続く第三の生命鎖として、現在注目を集める物

質である。糖鎖の機能解析や構造解析は、DNA やタンパク質に比べて複雑か
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つ多様な糖鎖構造をとるために困難をきわめている。この難題に向けて、レク

チンは多様な糖鎖構造に結合できるタンパク質であることを利用し、複合糖質

の単離や構造研究、細胞膜やオルガネラ膜の糖鎖研究、糖結合特異性を利用し

た診断や治療への応用など、生物学、医学の分野における応用が行われている。

そのため現在もなお、新しい糖結合特異性をもつもの、特異性の高いものなど

が求められている。 それに伴い、レクチンの研究は近年のグリカンアレイ[18, 

19]を用いる方法や、応用ではレクチンアレイ[20、21]などの新しい方法も開発

され、ますます糖鎖研究への熱は加速している。そして、次々と見出される新

しい糖結合特異性を持つレクチンに対して Goldstein は「物語はまだ終わりで

はない」と述べている[22]。 

 植物のレクチンは、レクチン研究の中でも最も研究の歴史が古く、豆科植物

からの ConA をはじめとして現在多くのものが市販されている。現在もなお新

しいレクチンが植物から単離され、その数は増え続けている。植物レクチンフ

ァミリー[23]の分類において、1998 年までは、豆科植物レクチン、アマランサ

スファミリー(Amarantin)、リシンタイプレクチン(Ricin)、ジャカリン近縁レク

チン(Jacalin)、単子葉植物マンノース結合レクチン(GNA)、ウリ科植物レクチ

ン(Nictaba)、ヘベインタイプレクチン(Hevein)の７種類のファミリーに分類し

いた。その後の研究により Van Damme ら [13]は、2008 年に DNA データベー

スから高等植物ではこれに Class V chitinase homologs with lectin activity (CRA)、

セイヨウマユミレクチン (EUL)が加わり計 9 種類のファミリーとなっている。 

さらに、苔類ではマッシュルーム凝集素 (ABA)タイプのレクチンファミリー

が、また苔類、ヒカゲノカズラ植物門やシダ植物門ではシアノビリン
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(Cyanovirin)のファミリー が加わり、リジンモチーフをもつ LysM 配列は多く

の植物群に認められ、現在では、合計 12 種類のレクチンファミリーが提唱さ

れている (Table 1-1)。植物レクチンとは対照的に、菌類のレクチンの全体像は

それほど明確ではない。なぜならば、菌類は 10 万種近く同定されているが、

実数は 50 万以上あると推定されており [24]、未同定のキノコが多く存在する

こと、また菌類の DNA のバーコーディングでは、2012 年に各リボソームをコ

ードする遺伝子の間に存在する ITS 領域をバーコード領域として正式に採用

したため、キノコの分類が現在大きく変わろうとしていることも全体像がはっ

きりしない一因である。キノコは、国内には１万２千種が分布すると見積もら

れていて、キノコ子実体の少なくとも半数近くがレクチンを含むと考えられて

いる [25-28]。しかし、現在までに一次構造が決定されたキノコレクチンの数

は、植物レクチンの 10 分の１以下と推定されている。キノコレクチンの歴史

としては、Ford [29]の研究が 1910 年に報告され、その後、1970 年代にマッシ

ュルームレクチンなどがタンパク質としての性質や糖結合特異性が明確に報

告された。さらに、植物レクチンとは全く異なる L-フコース特異的な β-プロ

ペラ構造を持つヒイロチャワンタケレクチン(AAL)[30]や免疫調節タンパク質

であるマンネンタケレクチン(LZ-8)の一次構造が報告されている[31]。現在で

は構造上、少なくとも 6 種類のファミリー[32]が分かっている。Table 1-1 に示

す植物の遺伝子からは、キノコレクチンの候補として LysM などが含まれる可

能性はあるが、今後の研究が待たれる。 

 このような背景の中、本研究は「レクチンの糖鎖認識能に注目し、新たなる

糖鎖研究ツールの発見」を目的とし、様々な植物、動物、キノコから新規レク
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チンの探索を行った。探索の結果、新規な日本産シバフタケ子実体由来 GNA

様レクチンとアフリカパンノキ種子由来ジャカリン近縁レクチンを見出した。 

 本研究は、これらのレクチンの単離および糖結合特異性や一次構造などの諸

性質について記したものである。特に、日本産シバフタケレクチン MOL の発

見により植物のマンノース認識レクチンのファミリー (GNA 様レクチン) を

キノコレクチンのグループに新たに加え、7 グループとなることを示した 

(Table 1-2)。 

 本研究で得られた知見が糖鎖研究への応用を始め、人類の健康のための生命

科学に貢献することを期待する。 
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Family
Angiosperms Gymnosperms Fern MossesLycophytes Liveworts Chlorophyta

ABA

Amarantin

CRA

Cyanovirin

EUL

GNA

Hevein

Jacalin

Legume

LysM

Nictaba

Ricin-B

(◯) ◯

◯

◯

◯

◯

◯

◯

◯

◯

◯

◯

◯ ◯

◯ ◯

◯ ◯ ◯ ◯

◯

◯

◯ ◯ ◯ ◯

◯ ◯ ◯ ◯ ◯ ◯

◯ ◯ ◯ ◯

◯ ◯ ◯ ◯ ◯ ◯

◯ ◯ ◯ ◯ ◯ ◯

◯ ◯ ◯ ◯

◯

Taxonomic

◯ : Present,  (◯ ) : Possibly present

被子植物 裸子植物 シダ植物 コケ類 緑藻

Jacalin-related

RIP

Immunomodulatory

Galectin

ABA

β-propeller

Grifola

Marasmius

Ganoderma

Coprinus , Agrocybe

Agaricus

Aleuria, Aspergillus

Type Fungi PlantAnimal

○

○

○

○

○

GNA-like Marasmius

Others (Lyophyllum [33], Pholiota [34])

○

○

Table 1-2．Families of lectins from fungi 
Table 1-2．Families of lectins from fungi  

Table 1-1. Taxonomic distribution of lectin domains in Viridiplantae    
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第二章 日本産シバフタケ(Marasmius oreades) GNA 様レクチンの精製と諸性質 

 

第一節 緒言 

 レクチンとは非免疫起源の糖鎖結合タンパク質であり、糖鎖と相互作用して

細胞凝集、多糖や複合多糖の沈降などの生理活性を示す[35]。レクチンはウィル

スや微生物、植物や動物に至るまで幅広い生物種に存在しており、生理学的に

重要な役割を持っていることが示唆される。レクチンについては多くの生物学

的機能が詳細に解明され、様々な生物学または生物医学への応用に使用されて

いる。これまでに分離されたキノコ由来の多くのレクチンには、細胞分裂促進

作用や抗増殖作用、抗がん作用、抗ウィルス作用、免疫刺激機能などを含む多

くの機能性が発見されている[28]。 

 Goldstein と Winter [32]はキノコレクチンには配列相同性と特異性をもとに、

少なくとも６種類のファミリー (真菌類免疫調節タンパク、ガレクチンファミリ

ー、マッシュルームレクチン (CXL)ファミリー、リシンファミリー、β-プロペ

ラ構造ファミリー、ジャカリン近縁レクチンファミリー) があると報告している。

さらに、これまで解析されてきたアミノ酸配列をもとに、2 つのレクチンファミ

リーが存在すると推測されている。一つは、単子葉植物マンノース結合レクチ

ンファミリー、もう一つはハタケシメジレクチン(LDL) [33] タイプのレクチン

である。単子葉植物マンノース結合型レクチンファミリーのモチーフ配列はニ

ホンコウジカビ [36]を含むいくつかの真菌類より報告されており、ペプチド断

片の配列から子嚢菌門からのキシロース結合型レクチン[37]もこのタイプと推

測された。一方、LDL は今までに報告されているレクチンとの配列相同性は示
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さなかった。 

 Kruger ら[38]は 2002 年に食用可能で、ヨーロッパやアメリカで一般的によく

見かけられるキノコであるアメリカ産シバフタケから M. oreades agglutinin 

(MOA)を分離し、性質決定を行った。MOAは強いヒトB型血球凝集活性を持ち、

Galα1-3Gal に対して強い相互作用を示した。Yagi ら[26]はある種のキノコレクチ

ンの多様性は地理的な位置に相関性があると報告している。これより、日本産

シバフタケにアメリカ産シバフタケと同様のレクチンが存在するか、予備調査

を行った。その結果、日本産シバフタケ抽出液には MOA とは異なるレクチンが

含まれていることを確認した。 

 本章では、日本産シバフタケに含まれる血球凝集素の単離、性質決定、全塩

基配列の決定、大腸菌で発現させた組み換え体についての結果について述べる。 
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第二節 実験材料および実験方法 

 ２−１ 実験材料 

 シバフタケ子実体は 2011 年 6 月、慈眼寺公園（鹿児島）で自生している

シバフタケを採取した。シバフタケは使用するまで-80℃で保存した。 

 

 ２−２ 使用試薬 

CNBr-activated Sepharose4B は Amersham Biosciences 社より購入した。ア

シアロフェチュイン−セファロース 4B カラムは製品マニュアルに従い、

CNBr-activated Sepharose 4B にアシアロフェチュインをカップリングして調

製した。糖や糖タンパク質は Sigma-Aldrich 社製のものを使用した。ウサギ

保存血液は日本バイオテスト研究所より購入した。その他の試薬は明示し

ない限り、和光純薬工業社製およびナカライテスク社製の特級試薬を使用

した。 

 

 ２−３ 使用菌株およびプラスミド 

クローニングで用いる宿主に大腸菌 JM109 株および大腸菌 BL21(DE3)株

を使用した。またサブクローニングおよびシークエンスの際のプラスミド

ベクターとして pGEMT (Promega 社製) を使用し、発現ベクターとして

pET-3a (Novagen 社製) を使用した。 
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 ２−４ 培地 

 大腸菌の培養には LB 培地を用い、平面培地には LB 培地に 1.5%の寒天を

加えたものを使用した。また組換え体には、必要に応じてアンピシリンを

終濃度が 100 μg/mL となるように添加した。形質転換には液体培地として

SOC 培地を使用した。また、培地および機器等の滅菌が必要なものにはオ

ートクレーブ (121℃、20 分)を行った。 

 

 ２−５ 糖タンパク質の調製 

（１）アシアロ化糖タンパク質 

 糖鎖末端にシアル酸が付加している糖タンパク質 (0.2 g)を 0.1 M 硫酸に

溶解し、80℃で 1 時間加熱した。加熱後、水酸化ナトリウムで中和し、蒸

留水で透析後、凍結乾燥した。 

 

（２）ウズラ由来の糖タンパク質 

Koga らが示す方法に従い、ウズラオボアルブミンとウズラオボムコイド

を精製した[39, 40]。 

 

（３）ニワトリ由来の糖タンパク質 

 Koga らが示す方法に従い、ニワトリオボアルブミンとニワトリオボムコ

イドを精製した[39, 40]。 
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２−６ 粗レクチンの調製  

 シバフタケ子実体 (100 g)を氷冷した 10 倍量のリン酸緩衝食塩水 (PBS)、

pH 7.5 中で摩砕した。その後、低温室にて一晩抽出し、抽出液をガーゼで

濾過し、濾液を遠心分離（10,000g、20 分、4℃）した。遠心上清に硫酸ア

ンモニウムを加えて飽和塩析し、さらに遠心分離（15,000g、20 分、4℃）

して沈殿を回収し、0.5 M NaCl を含む PBS に溶解して粗レクチン溶液とし

た。 

 

２−７ アフィニティーカラムを用いたレクチンの精製 

 0.5 M NaCl を含む PBS で平衡化したアフィニティーカラム・アシアロフ

ェチュイン−セファロース 4B (φ1.5 × 12 cm)に同緩衝液に溶解した粗レク

チン溶液を供した。0.5 M NaCl を含む PBS で非吸着画分を洗浄し、カラム

に吸着したタンパク質を 0.5 M NaCl を含む 0.2 M グリシン塩酸塩 (pH 2.5)

で溶出した。溶出画分は 2 M のトリス塩酸緩衝液 (pH 8.0)で直ちに中和し

た。 

 

２−８ プロテアーゼを用いた酵素消化 

（１）トリプシンによる酵素消化 

 レクチン(4.0 nmol)を 100 μL の 50 mM 炭酸水素ナトリウム(pH 8.0)に溶解

し、Sigma-Aldrich 社の TPCK 処理トリプシンと 1:50 (酵素 :基質、mol/mol)

の割合で混合し、24 時間 37℃で酵素消化を行った。 
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（２）キモトリプシンによる酵素消化 

 レクチン(4.0 nmol)を 100 μL の 50 mM 炭酸水素ナトリウム(pH 8.0)に溶解

し、Sigma-Aldrich 社の TLCK 処理キモトリプシンと 1:50 (酵素 :基質、

mol/mol)の割合で混合し、24 時間 37℃で酵素消化を行った。 

 

（３）Staphlococcus aureus V8 プロテアーゼによる酵素消化 

 レクチン(4.0 nmol）を 100 μL の 50 mM リン酸緩衝液(pH 7.8)に溶解し、

和光純薬工業社の S. aureus V8 プロテアーゼと 1:50 (酵素 :基質、mol/mol)

の割合で混合し、24 時間 37℃で酵素消化を行った。 

 

２−９ 逆相液体クロマトグラフィー（RP-HPLC） 

 COSMOSIL 5 C18 MS-II カラム（φ4.6 × 250 mm、ナカライテスク社）を

用い、RP-HPLC によって分離した。HPLC は日本分光社 PU-2080 型ポンプ

に日本分光社 UV-2070 型紫外可視検出器を接続したものを用い、吸光度 220 

nm により検出した。酵素消化断片の分離には Table2-1 に示す溶媒を使用し

た。 

 

 

 

Column COSMOSIL 5 C18 MS-II

Column size Φ4.6 × 250 mm 

Flow rate 1.0 ml/min 

Solvent system Solvent A: 0.1% trifluoroacetic acid (TFA)

Solvent B: 80% acetonitrile in 0.1% TFA

Elution gradient Sol A: Sol B = (100: 0) → (52: 48) in 60 min, linear gradient 

Table 2-1. HPLC system of COSMOSIL 5 C18 MS-II
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２−１０ アミノ酸配列解析 

 レクチンの N 末端側からのアミノ酸配列、および酵素消化後のアミノ酸

配列決定には Procise 492 protein sequencer（Applied Biosystems 社製）を用い

て行った [41]。 

  

２−１１ ゲノムDNAの抽出 

 子実体（100 mg）から、DNeasy plant mini kit (Qiagen社製)を用いて製品マ

ニュアルに従い、ゲノムDNAの抽出を行った。 

 

２−１２ ゲノムDNA断片の増幅 

 ゲノムDNA（70 ng/μL）を鋳型とし、DNA断片の増幅を行った。PCR法に

よるDNA断片の増幅にはTAKARA LA Taq Polymerase（タカラバイオ社製）

を使用した。反応には、サーマルサークラーGeneAmp PCR System 9700

（Applied Biosystems社製）を使用した。用いたプライマーは、日本産シバ

フタケレクチンのアミノ酸配列をもとにデザインした。96℃: 30秒、 52℃: 

30秒、伸長72℃: 1分で25サイクル繰り返し行い、ゲノムDNAからMOLをコ

ードする遺伝子特異的なMOL-F配列を手に入れた(Table 2-2)。 
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２−１３ トータル RNA の抽出 

 子実体（100 mg）から、RNeasy plant mini kit (Qiagen社製)を用いて製品マ

ニュアルに従い、トータルRNAの抽出を行った。 

 

２−１４ cDNA の合成 

 トータルRNA（2 μg）を鋳型とし、逆転写酵素によるcDNAの合成を行っ

た。逆転写反応にはReverTra Ace® qPCR RT kit（東洋紡社製）を用いた。反

応には、サーマルサークラーGeneAmp PCR System 9700を使用した。プライ

マーは付属のoligo (dT)20プライマーを使用した。反応条件は42℃: 20分で行

った。 

 

２−１５ 3′-RACE 

 Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) 法は 3′-full RACE Core set （タ

カラバイオ社）を使用して行った。トータル RNA（1 μg）を鋳型として、

付属の逆転写酵素AMV Reverse Transcriptase XLとOligo dT-3sites Adaptor プ

ライマーを用いて 1st ストランド cDNA の合成を行った。合成した 1st スト

ランド cDNA を鋳型として、付属の 3sites Adaptor プライマーと日本産シバ

フタケ遺伝子特異的配列 MOL-F プライマー (Table. 2-2)を用いて PCR を行

った。PCR 反応には、TAKARA LA Taq Polymerase（タカラバイオ社製）を

用いた。反応には、サーマルサークラーGeneAmp PCR System 9700を使用し

た。反応条件は 94℃: 30 秒、55℃: 30 秒、72℃: 2 分を 25 サイクル行った。 
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２−１６ 5′-RACE 

 RACE法は 5′-full RACE Core set （タカラバイオ社）を使用して行った。

トータル RNA（1 μg）を鋳型とし、付属の逆転写酵素 AMV Reverse 

Transcriptase XLと 5′末端をリン酸化した MOL-RP プライマー (Table. 2-2)

を用いて 1st ストランド cDNA の合成を行った。付属の RNase H を用いて

ハイブリッド RNA を分解し、T4 RNA Ligase を用いて一本鎖 cDNA を環化

した。環化した一本鎖 cDNA を鋳型に、TAKARA LA Taq Polymerase とプラ

イマー MOL-S1、MOL-A1(Table. 2-2)を用いて 1st PCR 反応を行った。反応

条件は 94℃: 3 分の変性後、94℃: 30 秒、 60℃: 30 秒、72℃: 1 分で 25 サイ

クル行った。1st PCR 反応液を用いて、TAKARA LA Taq Polymerase とプラ

イマーMOL-S2、MOL-A2 (Table. 2-2)を使用し 2nd PCR を行った。反応条件

は 1st PCR と同様に行った。  

 

MOL-F

MOL-S1

MOL-A1

MOL-S2

MOL-A2

Table 2-2. Primer design for cloning of mol gene

GGACTGGGATTTGAACGGAGCGAATTCGAC

CAACGGTCTCAGCAATTTAGTGGACCACGG

GGAACGTTTCGTTATGACCAGTTGTGTAC

CCGCCTTTGGCATAGACAACCAAGTTTCCG

ATGCAGACAGATGGTAATTGCGTCGGTTAC

MOL-RP 5’-(P) CATTCAACGTTTGGCAG -3’
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２−１７ TA クローニング 

 目的遺伝子の PCR 産物をアガロース電気泳動し、アガロースゲルからの

DNA 断片の回収法により、PCR 産物を回収した。回収した PCR 産物と

pGEMT ベクターをライゲーション溶液 Ligation Mighty Mix (タカラバイオ

社製)を使用してライゲーション反応を行った。T ベクター内の遺伝子配列

解析には、T7 プロモータープライマーまたは SP6 プロモータープライマ

ーを用いた。 

 

２−１８ 塩基配列解析 

 塩基配列を決定するため、Sanger らのジデオキシシークエンス法 [42]に

基づいて、ABI PRISM 3130 ジェネティックアナライザ（Applied Biosystems

社製）を用いて行った。ジデオキシサイクルシーケンシング反応は BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems 社製) を用い、反応

条件は添付のプロトコールに従った。シークエンス反応後、エタノール沈

殿により試料を調製し、シークエンサーでの塩基配列解析を行った。解析

後、塩基配列、アミノ酸配列の分析およびホモロジー検索に、遺伝子情報

処理ソフト GENETIX-Mac Ver. 15 (GENETIX 社製)および、NCBI (National 

Center for Biotechnology Information)、DDBJ (DNA Date Bank of Japan)のデー

タベースを用いた。配列比較には ClustalW [43]を使用した。 
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２−１９ 組み換え体の発現 

 ゲノムDNAを鋳型とし、PrimeSTAR HS DNA Polymerase（タカラバイオ

社製）を用いて、PCR法によりレクチン遺伝子を増幅した。PCR産物と発現

用ベクターpET-3aを制限酵素 NdeⅠ（東洋紡社製）とBamHⅠ（東洋紡社製）

で酵素消化した。制限酵素消化したPCR産物と発現用ベクターpET-3a

（Novagen社製）をLigation Mighty Mixを使用してライゲーション反応を行

った。目的遺伝子を含むpET-3aベクターを用いて、大腸菌BL21 (DE3) 株を

形質転換し、アンピシリンを含むLB培地 (3 mL) で37℃、12時間培養した。

生育した菌体を、アンピシリンを含むLB培地 (1 L) で培養後、イソプロピ

ル-β-D-チオガラクトピラノシド(IPTG)により、12時間、25℃で誘導し、10,000 

g、20分、4℃で集菌した。沈殿物をPBSに再懸濁し、細胞懸濁液を超音波破

砕後、不溶性画分を遠心分離（10,000 g、20 分、4℃）によって取り除いた。 

 

２−２０ 分子量 

(１)マトリクス支援レーザー脱離イオン化飛行時間質量分析（MALDI-TOF MS） 

 Autoflex speed TOF/TOF-KG (Bruker Daltonics 社製) を用いて MALDI-TOF 

MS による質量分析を行った。マトリックスには 50% (v/v) アセトニトリル、

0.1% (v/v) TFAを含む 10 mg/mLシナピン酸（Sigma-Aldrich 社製）を用いた。

レクチン 10 pmol/μLに希釈し、試料：マトリックス= 4:1の割合で混合した。

キャリブレーションには Protein calibration standardⅠ(Bruker Daltonics 社製）
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を使用した。 

（２）SDS-PAGE 

 Tricine SDS-PAGE は Schagger と von Jagow [44] によって示された方法に

従い、4％濃縮ゲルと 16.5%分離ゲルを用い、ゲル染色にはクマシーブリリ

アントブルーR-250 を用いた。タンパク質マーカーにはナカライテスク社の

Broad range マーカーを使用した。 

 

（３）ゲル濾過 

 HPLC を用いたゲル濾過分析には、0.1 M リン酸緩衝液（pH 7.0）を使用

し、TSKgel G2000SW (φ7.5 × 300 mm)カラム（東ソー社）を用いて分子量

を測定した (Table 2-3)。分子量マーカーにはゲル濾過マーカーキット・タ

ンパク質・分子量 12,000-200,000 Da 用（Sigma-Aldrich 社製）を使用した。

HPLC は島津製作所 LC-10AS 型ポンプに昭和電工社 Shodex-UV41 型紫外分

光検出器を接続したものを用い、吸光度 280 nm により検出した。 

 

 

 

 

 

２−２１ タンパク質の定量 

 タンパク質量は牛血清アルブミン(BSA)をスタンダードに用いた Lowry

法によって定量した[45]。 

Column TSKgel G2000SW

Column size Φ7.5 × 300 mm

Flow rate 0.5 ml/min 

Solvent system Solvent : 0.1 M Phosphate buffer (pH 7.0)

Table 2-3. HPLC system of gel filtration 
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２−２２ 赤血球浮遊液の調製 

（１）ウサギ赤血球の調製 

 ウサギ保存血液を遠心分離 (1,300 rpm、10 分、室温) し、上清に含まれ

る抗凝固剤 (アルセバー液) をピペッティングにより除去した。残った赤血

球に 5 倍量の PBS を加えて懸濁した後、再度遠心分離 (1,300 rpm、10 分、

室温) し、上清をピペッティングにより除去した。この操作を 4 回繰り返し

た後、得られた赤血球に PBS を加えて、4％ (v/v) 赤血球浮遊液とした。 

 

（２）トリプシン処理ウサギ赤血球の調製 

 ウサギ保存血液を遠心分離 (1,300 rpm、10 分、室温) し、上清に含まれ

る抗凝固剤（アルセバー液）をピペッティングにより除去した。PBS に 4％

になるようにウサギ赤血球を浮遊し、0.1％になるようにトリプシンを加え

混合した後、37℃で 30 分間酵素消化した。酵素消化したウサギ赤血球を遠

心分離 (1,300 rpm、10 分、室温) し、上清をピペッティングにより除去し

た。残った赤血球に 5 倍量の PBS を加えて懸濁した後、再度遠心分離（1,300 

rpm、10 分、室温）した。この操作を 4 回繰り返した後、得られた赤血球に

PBS を加えて、4％ (v/v) 赤血球浮遊液とした。 

 

（３）トリプシン処理ヒト赤血球 (A 型、B 型、O 型) の調製 

 ヒト保存血液を遠心分離 (1,300 rpm、10 分、室温) し、上清に含まれる

抗凝固剤 (アルセバー液またはヘパリン) をピペッティングにより除去し



 

 

20 

た。PBS に 4％になるようにヒト赤血球を浮遊し、0.1％になるようにトリ

プシンを加え混合した後、37℃で 60 分間酵素消化した。酵素消化したヒト

赤血球を遠心分離 (1,300 rpm、10 分、室温) し、上清をピペッティングに

より除去した。残った赤血球に 5 倍量の PBS を加えて懸濁した後、再度遠

心分離 (1,300 rpm、10 分、室温) した。この操作を 4 回繰り返した後、得

られた赤血球に PBS を加えて、4％ (v/v) 赤血球浮遊液とした。 

 

２−２３ 血球凝集活性 

 血球凝集活性は PBS で連続 2 倍希釈したレクチン溶液 50 μL にトリプシ

ン処理した赤血球浮遊液 20 μL を加えて総量 70 μL で測定した。1 時間の室

温インキュベート後、肉眼にて凝集を判断した。 

 

２−２４ 血球凝集活性阻害（糖阻害） 

 PBS で連続 2 倍希釈した単糖、オリゴ糖および糖タンパク質溶液 (25 μL)

に、PBS で titer 4 に調整したレクチン溶液 (25 μL)を混合した。さらにトリ

プシン処理したウサギ赤血球浮遊液 20 μL を加えて総量 70 μL で測定した。

1 時間の室温インキュベート後、肉眼にて凝集を判断した。血球凝集活性を

完全に阻害する単糖、オリゴ糖および糖タンパク質溶液の最小濃度を血球

凝集活性阻害として示した。単糖は L-アラビノース、L-フコース、D-ガラク

トース、D-マンノース、L-ラムノース、D-キシロース、二糖はラクトースと

ラミナリビオースを使用した。糖タンパク質はウシ顎下腺ムチン（BSM）、

ブタ胃ムチン（PSM）、フェチュイン、ウシ由来サイログロブリン、ブタ
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由来サイログロブリン、アシアロ BSM、アシアロ PSM、アシアロフェチュ

イン、ウシ膵臓由来 RNase B、酵母マンナン、ニワトリアルブミン、ウズラ

アルブミン、ウズラオボムコイドを使用した。 

 

２−２５ グリカンアレイ 

 糖結合特異性分析は Tateno らの方法により行った[18]。Table 2-4 には、

グリカンアレイに使用した糖鎖を示した。 

 

２−２６ 温度安定性 

 レクチン溶液を 30℃から 100℃まで 10℃毎に、30 分間インキュベートし、

熱処理したレクチン溶液を氷冷後、残存活性を測定した。4℃で処理した血

球凝集活性を 100％として、各温度での活性を相対値で示した。 
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Table 2-4. Glycans used for glycan array 
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Table 2-4. Glycans used for glycan array (continued) 
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第三節 実験結果 

３−１ シバフタケレクチン（MOL）の精製 

シバフタケレクチン（MOL）はシバフタケ子実体（100 g）からアシアロ

フチュイン−セファロース4Bカラムを用いて16.2 mg得られ、最終精製標品

の比活性は1,480 titer/mg タンパク質であり、収率は75％であった (Fig. 2-1、

Table 2-5)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2-1. Affinity chromatographic purification of MOL on asialofetuin-

Sepharose 4B column

The arrow indicated the starting position of elution with 0.2 M glycine-

HCl containing 0.5 M NaCl, pH 2.5. Solid line, absorbance at 280 nm 

and broken line, hemagglutination activity

A280
Titer

(titer/mg)

Specific activityTotal protein 

(mg)

Total activity

(titer)

Purification

(fold)

Yield

(%)

Purification

step

32,000 2,500 12.8 1 100

16.224,000 1,480 115 75

Crude extract

Asialofetuin

sepharose 4B 

Table 2-5. Purification of MOL

(titer/mg)

Specific activityTotal protein 

(mg)

Total activity

(titer)

Purification

(fold)

Yield

(%)

Purification

step

32,000 2,500 12.8 1 100

16.224,000 1,480 115 75

Crude extract

Asialofetuin

sepharose 4B 

Table 2-5. Purification of MOL

Fig. 2-1. Affinity chromatographic purification of MOL on 

asialofetuin-Sepharose 4B column. 

The arrow indicated the starting position of elution with 0.2 M 

glycine-HCl containing 0.5 M NaCl, pH 2.5. Solid line, absorbance 

at 280 nm and broken line, hemagglutination activity. 
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３−２ MOLのアミノ酸配列解析 

（１）N末端配列 

 MOL の N 末端配列解析を行ったところ、N 末端はブロックされていたた

め解析出来なかった。 

 

（２）MOL の酵素消化断片配列 

 MOL を 3 種類のプロテアーゼ（トリプシン、キモトリプシン、S. aureus V8 

プロテアーゼ）を用いて酵素消化を行い、酵素消化断片のアミノ酸配列解

析を行った。（Fig. 2-2、Fig. 2-4）MOL のキモトリプシン酵素消化断片の一

つのペプチド配列は SYVHPYGSTLPENG であった。 

 

３−３ 塩基配列の決定 

 3′-RACE、5′-RACE を用いて塩基配列の決定を行った（Fig. 2-3、Fig.2-4）。

この結果、日本産シバフタケレクチン遺伝子（mol）は ORF 360 bp からな

り 120 残基のアミノ酸をコードし、計算分子量 13,103 Da であることが示唆

された (GenBankTM accession number AB 649027)。また、DNA データベー

スから決定された塩基配列をもとに既知のアミノ酸配列と相同性検索を行

ったところ、ゼニゴケ由来スノードロップ凝集素 (GNA) 様タンパク質 

[46]、トウモロコシ由来マンノース結合型レクチン[47]、西洋ネギ由来マン

ノース結合型レクチン[48]、オニノヤガラ由来抗真菌性タンパク (NCBI 

accession number AAG53445)、オウシュウトウヒ由来マンノース結合型レク
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チン (NCBI accession number AAZ30388)、放線菌 Segniliparus rugosus 由来マ

ンノース結合型レクチン (NCBI accession number ZP_07963966) と高い相同

性を示した (Fig. 2-5)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

--S Y V H P Y G S T L P E N G V I G R G 

Y A L I S D S G R V E F R V T D E G N I 

Q L F L D D S R K L W S V D G K N A S F 

V K M Q T D G N X V G Y D P N G T A V W 

H T A T N G D D H P Y N L V X Q N D G N 

L V V ----------- A V W H T N T A V V H--

N-terminal 

Fig. 2-2. Deduced amino acid sequence of MOL.  

The arrows represent amino acid residues determined by Edman degradation. 

Dashed line is chymotryptic peptides, continuous line is tryptic peptides, long 

dashed dotted line is S. aureus V8- digested peptides. 
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TAACAACTACCATGTCTTACGTTCACCCATACGGTTCTAC

TCTCCCCGAAAACGGCGTCATCGGTCGTGGTTATGCCCTC

ATCTCCGACAGCGGACGCGTCGAATTCAGAGTCACCGACG

AAGGTAACATCCAGCTTTTCCTCGACGATAGCAGGAAGCT

CTGGTCCGTCGACGGCAAAAACGCGTCGTTCGTGAAGATG

CCGCAGTGTGGCACACTGCGACCAACGGCGATGACCACCC

CTACAACCTCGTTTGCCAGAACGACGGAAACTTGGTTGTC

CCGTGGTCCACTAAATTGCTGAGACCGTTGTTCAATACAA

GAACACAAAGTAACTGCCTCACTTCACCGACACTCTCATC

CAGACAGATGGTAATTGCGTCGGTTACGATCCCAATGGCA

TATGCCAAAGGCGGTAAAGCCGTCTGGCACACCAACACTG

TCAATGCATTCAGGACTGGGATTTGAACGGAGCGAATTCG

ACGTAAAATTCTGTGGAACGTTTCGTTATGACCAGTTGTG

TACAAGAAACCCTGCCAAACGTTGAATGAAGATGTACAAC

CAAAAAAAAAAA

3-RACE

5-RACE

( )

( )

Fig. 2-3. Nucleotide sequence of mol.  

The arrows represent nucleotide sequence. Dashed line is 3’-RACE, 

continuous line is 5’-RACE. Initiation and stop codons are shaded in 

gray.  
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Fig. 2-4. Nucleotide sequence and deduced amino sequence of MOL.  

The numbers on the lef and right margins indicate the order of amino acid 

residues and nucleotides, respectively. Amino acid residues of mannose-binding 

motif are shaded in gray. The arrows represent amino acid residues determined 

by Edman degradation. Dashed line is chymotryptic peptides, continuous line is 

tryptic peptides, long dashed dotted line is S. aureus V8- digested peptides, and 

dotted line is putative site of a digestion. Initiation and stop codons are 

indicated in italics and by an asterisk, respectively. 
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Fig. 2-5. Comparison of sequences of MOL with some bulb-type mannose-specific lectins. 

Sequence alignment of bulb-type mannosespecific lectins from P. abies, Z. may, M. polymorpha, 

A. ampeloprasum, G. elata, S. rugosus, R. vivipara, and MOL, performed using Clustal W. 

Identical residues are indicated by asterisks, and similar residues are indicated by dashes or 

colons. The amino acids that constitute the mannose-binding motifs are shaded in gray
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３−４ 組み換えシバフタケレクチン（rMOL）の精製 

 組み換えシバフタケレクチン (rMOL) はLB培地 (1 L) からアシアロフ

チュイン−セファロース4Bカラムを用いて23.4 mg得られ、最終精製標品の

比活性は1,770 titer/mg タンパク質であり、収率は32.5％であった (Table 

2-6)。 

 

 

 

３−５ rMOLのアミノ酸配列 

rMOLのN末端はブロックされておらず、アミノ酸配はSYVHPYGSTLPEN 

Gであった。 

 

３−６ 分子量 

（１）MALDI-TOF MS 

 MOLとrMOLをMALDI-TOF MSを用いて質量分析を行ったところ、MOL

はm/z 13,012.8±3.0、rMOLはわずかに小さいm/z 12,968.5±3.0であった (Fig. 

2-6)。 

(titer/mg)

Specific activityTotal protein 

(mg)

Total activity

(Titer)

Purification

(fold)

Yield

(%)

Purification

step

Crude extract 128,000 720 178 1 100

23.441,600 1,770 10 32.5
Asialofetuin

sepharose 4B

Table 2-6. Purification of rMOL
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（２）SDS-PAGE  

 Tricine SDS-PAGEの結果、MOLとrMOLの電気泳動における移動度は、共

に13 kDaであると推定できた (Fig. 2-7)。 

 

（３）ゲル濾過 

 HPLCを用いたゲル濾過の結果、MOLは30,000、rMOLは28,500であった 

(Fig. 2-8)。 

 

３−７ 血球凝集活性 

 MOL と rMOL は、ウサギ赤血球浮遊液およびトリプシン処理ウサギ赤血

球浮遊液を使用した血球凝集活性では、最小濃度 0.7 μg/mL で凝集した。

しかし、MOL と rMOL は共にヒト赤血球浮遊液 A 型、B 型、O 型では、ト

リプシン処理の有無に関わらず血球凝集活性を示さなかった (Table 2-7)。 

 

３−８ 糖結合特異性 

（１）血球凝集活性阻害（糖阻害） 

 MOLとrMOLに対する血球凝集活性阻害を調べた結果、単糖では200 mM

マンノースでのみ弱い血球凝集活性阻害を示した。糖タンパク質では、ト

リマンノシルコアを持つウズラオボムコイドや高マンノースN−結合型糖鎖

を持つウシ由来サイログロブリンで弱い血球凝集阻害を示した。しかし、

高マンノースN−結合型糖鎖だけを持つウズラアルブミンや牛膵臓由来 
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RNase Bでは、血球凝集阻害活性は示さなかった。最も強い血球凝集活性阻

害を示した糖タンパク質はアシアロフェチュインであった (Table 2-8)。 

 

（２） グリカンアレイ 

 MOLは高マンノースN-結合型糖鎖を持つインベルターゼとオボアルブミ

ン、酵母マンナンに対しては反応を示さなかった。アシアロサイログロブ

リンに対しても弱い反応しか示さなかった。対照的に、MOLはα1-酸性糖タ

ンパク質、フェチュイン、トランスフェリンのアシアロ型やアガラクト型

に対しては強い反応を示した (Fig. 2-9)。 

 

３−９ 温度安定性 

 MOLと rMOLは 60℃で 30分間の熱処理を行っても血球凝集活性を 100%

維持していたが、70℃で 30 分間の熱処理を行うと血球凝集活性を完全に失

活した。 
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Fig. 2-6. MALDI-TOF MS spectra of MOL(A), rMOL(B). 

MALDI-TOF MS indicated that MOL and rMOL have 

monoisotopic molecular masses of 13,012.90 and 12,968.53. The 

corresponding double charged protonated molecules at m/z 6507.97 

and 6485.67.
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Fig. 2-7. Tricine SDS-PAGE analysis of MOL and recombinant MOL.

Lane M, protein molecular weight marker; Lane 1, precipitation of bacterial lysate; 

Lane 2, supernatant of bacterial lysate; Lane 3, flowthrough fraction; Lane 4, purified

recombinant MOL by affinity chromatography on asialofetuin-Sepharose 4B column;

Lane 5, purified MOL by affinity chromatography on asialofetuin-Sepharose 4B column.

Fig. 2-8. Molecular mass estimation by HPLC. 

Five proteins were applied as molecular size markers. Open circle

1, -amylase; 2, alcohol dehydrogenase; 3, bovine serum albumin;

4, carbonic anhydrase; 5, cytochrome c. Closed circle, MOL and rMOL.
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Blood type

Human O

Human A

Rabbit

Human B

MOL

＋

−

−

−

rMOL

＋

−

−

−

Table 2-7. Hemagglutination activity of MOL and rMOL

− 

− 

− 

− 

− 

− 
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Table 2-8. Inhibition of sugar and glycoproteins of hemagglutinating

activity of MOL and rMOL. Minimun concentration required for the

complete inhibition of titer 4 hemagglutinating activity.

Inhibitor

Minimum inhibitory 

Concentration

Ovomucoid (Quail）

AsialoBSM

BSM

Asialofetuin

0.25

0.125

0.008

0.25

(mg/mL)

Mannose 200

(mM)

0.25

0.125

0.004

0.125

(mg/mL)

200

(mM)

MOL rMOL

Thyroglobulin(Bovine) 0.125 0.125

Arabinose, L-fucose, galactose, glucose, rhamnose and xylose were not

inhibitory at 200 mM, and lactose and laminaribiose were not at 100

mM. AsialoPSM, bovine pancreatic RNase B, fetuin, ovalbumin, quail

ovalbumin, PSM, yeast mannan were 1.0 mg/mL, and porcine

thyroglobulin was not at 0.5 mg/mL
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第四節 考察 

 日本産シバフタケ子実体から、アシアロフチュイン−セファロース4Bカラムを

用いて、新規レクチンMOLを単離し、アミノ酸配列解析を行った。MOLの部分

配列をもとにmol遺伝子のクローニングを行った結果、MOLは120アミノ酸から

なり、計算分子量13,103であった (Fig. 2-4)。また、大腸菌を用いた組み換えタ

ンパク質の発現を行い、MOLと同様の精製方法でrMOLの精製を行った。MOL

とrMOLの性質決定を行った結果、SDS-PAGEの結果より共に13 kDaであり、ゲ

ル濾過分析の結果より二量体を形成していることが明らかになった (Fig. 2-7、

Fig. 2-8)。さらに、MOLとrMOLをMALDI-TOF MSを用いて質量分析を行ったと

ころ、MOLはm/z 13,012.8±3.0、rMOLはわずかに小さいm/z 12,968.5±3.0であった 

(Fig. 2-6)。この分析結果は、計算分子量とは異なる結果であった。しかし、MOL

とrMOLのアミノ酸配列分析の結果より、MOLのN末端はブロックされていたた

め解析は出来なかったが、MOLのキモトリプシンで酵素消化を行ったペプチド

配列はSYVHPYGSTLPENGを示した。また、rMOLのN末端配列もSYVHPYGSTL

とMOLの酵素消化断片と同様の配列であった。これより、計算分子量と測定分

子量の結果の違いは、アミノ酸配列先頭のメチオニンが除去されたことによる

ものであると示唆された。 

 MOLとrMOLの糖結合特異性は、高マンノースN−結合型糖鎖だけを持つ糖タ

ンパク質には血球凝集活性阻害を示さず、アシアロ型のN-結合型複合糖鎖であ

るアシアロフェチュインに対しては、強い血球凝集活性阻害を示した。グリカ

ンアレイの結果からも同様に、高マンノースN−結合型糖鎖を持つ糖タンパク質

には糖結合特異性を示さず、N-結合型複合糖鎖を持つα1-酸性糖タンパク質や、
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フェチュイン、トランスフェリンに対して弱い糖結合特異性を示し、アシアロ

型またはアガラクト型のN-結合型複合糖鎖に対しては強い糖結合特異性を示し

た。以前、Tatenoらは、典型的なマンノース結合型レクチンの糖鎖結合パターン

をコンカナバリンA (Con A) [18]を用いて示した。その結果、Con Aは高マンノー

スN-結合型糖鎖に強く反応したが、アシアロ型またはアガラクト型の糖タンパ

ク質に対してはトランスフェリンに対してのみ強く反応した(Fig. 2-10)。これよ

り、MOLの糖結合特異性はCon Aのような典型的なマンノース結合型レクチンと

は異なり、アシアロ型またはアガラクト型のN-結合型複合糖鎖に対して糖結合

特異性を示すチューリップレクチン(TxLC-Ⅰ) [49]に近いと考えられた(Fig. 

2-11)。 

 また、DNAデータベースから決定された塩基配列をもとに既知のアミノ酸配

列と相同性検索を行ったところ、マンノース結合モチーフQXDXNXVXYを持つ

バルブタイプマンノース結合型レクチン[13]と高い相同性を示した(Fig. 2-5)。バ

ルブタイプマンノース結合型レクチンの配列はスノードロップ [50]から初めて

報告され、その後、単子葉植物や苔類から多くのレクチンが単離された。さら

に、放線菌Segniliparus属、針葉樹、糸状菌[13, 36]からも遺伝子が見つかってい

る。また、1種類の子嚢菌由来レクチンのN末端から10残基の部分アミノ酸配列

が、糸状菌由来のバルブタイプマンノース結合型レクチンの遺伝子配列をもと

に決定されたアミノ酸配列と一致したことから、このファミリーであると推定

されている[37]。しかし、この子嚢菌レクチンはキシロースやイヌリンを認識し

たため、従来のバルブタイプマンノース結合型レクチンとは糖結合特異性が全

く異なるものであった。MOLもマンノース結合モチーフを持っていたが、MOL
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は高マンノースN-結合型糖鎖よりもN-結合型複合糖鎖を強く認識した。また、

MOLの糖結合特異性は高マンノースN-結合型糖鎖だけでなくN-結合型複合糖鎖

にも結合する点においてGNAmaize [47] やRemusatia viviparaレクチン (RVL) 

[51] に近いものであり、MOLのアミノ酸配列はトウモロコシやゼニゴケ由来の

マンノース結合型レクチンと38％の配列相同性があった。さらに、MOLのアミ

ノ酸配列には相同ドメインを2カ所(残基 64–84 と 残基96–116)含み、分子内相

同性が62％あった。これより、日本産シバフタケMOLはマンノース結合モチー

フ（QXDXNXVXY）を持つバルブタイプマンノース結合型レクチンであったが、

その糖結合特異性は従来の同ファミリーのものとは異なっていた。 

 日本産シバフタケと欧米産シバフタケには、発現しているレクチンが異なる

という点で差異がある。しかし、別種であるかは不明である。なぜなら、遺伝

子が95％一致している場合でも、別種のキノコもあり、遺伝子のみからの判定

は困難であるという理由による。 
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第五節 結論 

 バルブタイプレクチンはリシンタイプレクチンやジャカリン近縁レクチンと

同様に、植物や真菌類に含まれるレクチンとしてよく知られている。本研究で

は、単子葉植物から多く見つかっているマンノース結合モチーフ

（QXDXNXVXY）を持つマンノース結合型GNA様レクチンを担子菌類から初め

て発見した。GNA様レクチンは単糖のマンノースや高マンノースN-結合型糖鎖

に対して強い糖結合特異性を示すが、MOLの糖結合特異性は単糖のマンノース

や高マンノースN-結合型糖鎖だけでなくN-結合型複合糖鎖に対しても結合特異

性を示すことからGNAmaizeやRVLに近いものであり、子嚢菌由来のGNA様レク

チンとは異なるものであった。また、日本産シバフタケは欧米産シバフタケと

は異なる菌種である可能性が示唆された[52, 53]。 

 

第六節 小活 

 新規のマンノース認識レクチン(MOL)を日本産シバフタケMarasmius oreades

よりアシアロフェチュイン−セファロース4Bカラムを用いて精製した。米国産シ

バフタケ子実体より分離されたMOAはリボソーム不活化タンパク質型レクチン

であり、B型血球を認識することが知られている。しかし、予備調査の結果、日

本産シバフタケM. oreadesにはMOAは含まれておらずMOLが含まれていた。ゲ

ル濾過分析よりMOLは13 kDaのサブユニットがホモダイマー構造を形成してい

ることを明らかにした (Fig. 2-8)。また、MOLのN末端はブロックされていたた

め、全アミノ酸配列の決定はMOLの酵素消化断片のアミノ酸配列解析とmol遺伝

子のクローニングにより決定した。 
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 MOLの一次構造には、植物由来バルブタイプマンノース結合型レクチンに特

徴的なマンノース結合モチーフ（QXDXNXVXY）が2カ所保存されていた。ウ

サギ赤血球を用いた血球凝集活性阻害によって糖結合特異性を分析したところ、

MOLは単糖のマンノースと糖タンパク質の牛由来サイログロブリンに対して弱

い阻害を示し、糖タンパク質のアシアロフェツインに対しては非常に強い阻害

を示した。さらに、グリカンアレイ分析によりMOLの糖結合特異性を解析した

結果、MOLは高マンノースN-結合型糖鎖よりもN-結合型複合糖鎖を強く認識す

る傾向にあり、典型的なマンノース結合型レクチンとは異なる結果を示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

45 

第三章 アフリカパンノキ (Treculia africana L.) 種子由来 2 種類の 

ジャカリン近縁レクチンの精製と諸性質 

 

第一節 緒言 

 ジャカリン近縁レクチン(JRLs)は被子植物、裸子植物、真性シダ植物を含む幅

広い植物界で見つかっており、ガラクトース認識ジャカリン近縁レクチン

(gJRLs)とマンノース認識ジャカリン近縁レクチン(mJRLs)がこれまでに報告さ

れている [23, 54, 55]。gJRLs はクワ科植物のみから見つかっているが、mJRLs

は生物界に幅広く分布し [23]、これら 2 種類のレクチンは糖結合特異性や構造、

細胞内局在性の点で異なっている [56]。gJRLs はプレプロタンパク質として合

成され、同時または翻訳後にプロセッシングを受け、プロトマーの開裂によっ

て短鎖の β 鎖と長鎖の α 鎖が作られる [57-59]。これとは対照的に mJRLs は一本

のポリペプチド鎖である。gJRLs は mJRLs の相同体のループ開裂によって作り

出され、結果としてガラクトースや N-アセチルガラクトサミンに対して認識を

示すようになる。Pratap ら [60]は gJRL であるジャカリンと mJRL であるアルト

カルピンの糖鎖認識部位には、2 点の違いがあると報告している。一点目はジャ

カリンが翻訳後プロセッシングを受けることで α 鎖と β 鎖を間に存在するリン

カー領域が分解され、ループが開裂することで α鎖と β 鎖が出来ることである。

二点目は、ジャカリンにはガラクトース認識に必要不可欠な 4 残基の芳香族ア

ミノ酸が糖鎖認識部位に存在しているということである。一方、アルトカルピ

ンの糖鎖認識部位には芳香族アミノ酸は存在せず、マンノースを認識するとい

う性質を示す。Van Damme ら [61] はブラックマルベリー (Morus nigra) の樹皮
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には、gJRL であるモルニガ G と mJRL であるモルニガ M という２種類の JRLs

が大量に含まれていると報告した。さらに、ジャックフルーツ (Artocarpus 

integrifolia) の種子中にもジャカリンとアルトカルピン [62]の２種類の JRLs が

含まれていることが既に知られていた。 

 アメリカハリグワ凝集素 (MPA) [57, 63]やモルニガ G [61]、ジャカリンを含む

パンノキ属由来 gJRLs [64-68] はこれまでにいくつか報告されており、N-アセチ

ルガラクトサミン (GalNAc) や T 抗原 (Galβ1-3GalNAc) 、O-結合型糖鎖を認識

することが知られている [63, 67, 69-74]。gJRLs はフロンタルアフィニティーク

ロマトグラフィーやグリカンアレイによって、コア 3 O-結合型糖鎖  

(GlcNAcβ1-3GalNAc) やその他の糖鎖を認識出来ることも明らかにされている 

[75-77]。特に、コア 3 O-結合型糖鎖の合成には、腫瘍形成と転移の制御が関係

しているため [78, 79]、腫瘍の生物化学・生物医学に非常に重要な糖鎖である。

Kabirは IgA腎症とO-結合型糖鎖を含む多くの免疫学的研究におけるジャカリン

の応用について報告し[80]、Bies は、ドラッグデリバリーシステムにおける MPA

の使用について書き記している[81]。近年、gJRLs はレクチンマイクロアレー [20, 

21] に使用されており、gJRLs は O-結合型糖鎖を認識する便利なツールとして

知られている。 

 先行研究より、アフリカパンノキにはマンノース認識レクチンが含まれてい

ることが報告されていたが、詳細な機能や構造などは今まで報告されていなか

った [82]。そこで本章では、アフリカパンノキに含まれるレクチンの詳細な糖

結合特異性や一次構造の解析を目的とし、レクチンの精製、性質決定を行った。

また、アフリカパンノキがクワ科植物であり、パンノキ属に属することから鑑
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みて、ガラクトース認識レクチンが存在すると推測し、新規レクチンの探索も

行った。 

 

 

第二節 実験材料および実験方法 

２−１ 実験材料 

 アフリカパンノキ種子はコンゴ民主共和国で採取し、ミキサーで粉砕し

て 4℃で保存した。 

 

２−２ 使用試薬 

 マンノースアガロースカラムとメリビオースアガロースカラムは

Sigma-Aldrich 社製のものを使用した。GlcNAcβ1-3GalNAc-α-PNP (コア 3 糖

鎖-α-PNP)と Galβ1-3 [GlcNAcβ1-6]GalNAc-α-PNP (コア 2 糖鎖-α-PNP)は

Toronto Research Chemicals社より購入した。その他の単糖、オリゴ糖、糖タ

ンパクは Sigma-Aldrich 社より購入した。ヒト IgA はオリエンタル酵母社製

のものを使用した。日本クリレクチン (CCA) に対する IgGs は以前の論文

に記した[83]。ウサギ保存血液は日本バイオテスト研究所より購入した。

β-N-アセチルグルコサミニダーゼは Sigma-Aldrich 社製のものを使用した。

その他の試薬は明示しない限り、和光純薬工業社製およびナカライテスク

社製の特級試薬を使用した。 
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２−３ 糖タンパク質の調製 

（１）アシアロ化糖タンパク質の調製 

 第二章、第二節、２−５（１）に示した方法と同様に行った。 

 

（２）アガラクト化した糖タンパク質の調製 

 β-N-アセチルグルコサミニダーゼを用いて、アシアロ BSM の酵素消化を

行った。終濃度 0.5 unit/mLの β-N-アセチルグルコサミニダーゼを 0.1 M 酢

酸緩衝液 (pH 5.0)、37 ℃で 18 時間反応させて、アガラクト BSM を調製

した。 

 

（３）ウズラ由来の糖タンパク質 

 第二章、第二節、２−５（２）に示した方法と同様に行った。 

 

（４）ニワトリ由来の糖タンパク質 

 第二章、第二節、２−５（３）に示した方法と同様に行った。 

 

２−４ 粗レクチンの調製 

 アフリカパンノキ (2 g) を氷冷した 100 mL のリン酸緩衝食塩水 (PBS)、

pH 7.5 中で摩砕した。その後の操作は、第二章、第二節、２−６に示した方

法と同様に行った。 
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２−５ アフィニティーカラムを用いたレクチンの精製 

（１） マンノースアガロースカラム 

 PBS で平衡化したアフィニティーカラム・マンノースアガロースカラム 

(φ9.0 × 32 mm) に同緩衝液に溶解した粗レクチン溶液を供した。PBS で非

吸着画分を洗浄し、マンノースアガロースカラムの素通り画分として回収

した。カラムに吸着したタンパク質は、150 mM メチル-α-マンノシドを用

いて溶出し、マンノースアガロースカラムの吸着画分とした。 

 

（２） メリビオースアガロースカラム 

 PBS で平衡化したアフィニティーカラム・メリビオースアガロースカラ

ムにマンノースアガロースカラムの素通り画分を供した。PBS で非吸着画

分を洗浄し、カラムに吸着したタンパク質を 60 mM メリビオースを含む同

緩衝液で溶出した。 

 次に、PBS で平衡化したメリビオースアガロースカラムにマンノースア

ガロースカラムの吸着画分を供した。PBS で非吸着画分を洗浄し、カラム

に吸着したタンパク質を 60 mM メリビオースを含む同緩衝液で溶出した。

アフィニティーカラムで精製した標品はアミノ酸配列分析を除く全ての解

析に使用した。 
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２−６ Native PAGE 

 ポリアクリルアミド電気泳動(PAGE)はDavisの方法に従いpH 8.9で行った

[84]。 

 

２−７ 分子量 

（１）MALDI-TOF MS 

 第二章、第二節、２−２０（１）に示した方法と同様に行った。 

 

（２）SDS-PAGE 

 第二章、第二節、２−２０（２）に示した方法と同様に行った。タンパク

質マーカーにはテフコ社製のタンパク質分子量マーカーⅡを用いた。 

 

（３）ゲル濾過 

 第二章、第二節、２−２０（３）に示した方法と同様に行った。 

HPLC を用いたゲル濾過分析には、東ソー社の TSKgel SWXL カラム(φ7.5 × 

300 mm)を用いて分子量を測定した (Table 3-1)。 

 

 

 

 

２−８ タンパク質の定量 

 第二章、第二節、２−２１に示した方法と同様に行った。 

Column TSKgel SWXL

Column size Φ7.5 × 300 mm

Flow rate 0.4 ml/min 

Solvent system Solvent : 0.1M Phosphate buffer (pH 7.0)

Table 3-1. HPLC system of gel filtration 
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２−９ 中性糖の定量 

 中性糖は、レクチン (２mg) を用いて、Dubois らのマンノースを標準物

質として用いたフェノール硫酸法により定量した[85]。 

 

２−１０ 赤血球浮遊液の調製 

（１）ウサギ赤血球の調製 

 第二章、第二節、２−２２（１）に示した方法と同様に行った。 

 

（２）トリプシン処理ウサギ赤血球の調製 

 第二章、第二節、２−２２（２）に示した方法と同様に行った。 

 

２−１１ 血球凝集活性 

 第二章、第二節、２−２３に示した方法と同様に行った。 

 

２−１２ 血球凝集活性阻害（糖阻害） 

 第二章、第二節、２−２４に示した方法と同様に行った。 

 単糖は D-ガラクトース (Gal)、D-グルコース (Glc)、D-マンノース (Man)、

メチル-α-ガラクトシド (Gal-α-Me)、メチル-α-グルコシド (Glc-α-Me)、メチ

ル-α-マンノシド (Man-α-Me)、N-アセチルガラクトサミン（GalNAc）、N-

アセチルグルコサミン（GlcNAc）、グルコサミン、Gal-β-PNP、GalNAc-α-PNP、

GalNAc-β-PNP、二糖はラクトース、メリビオース、コア１糖鎖

（Galβ1-3GalNAc）、Galβ1-3GalNAc-α-PNP、GlcNAcβ1-3GalNAc-α-PNP、三



 

 

52 

糖としては Galβ1-3[GlcNAcβ1-6]GalNAc-α-PNP（コア２糖鎖-α-PNP）、

Manα1-6[Manα1-3]Man-α-Me を、さらにマンノペンタオースを使用した。糖

タンパク質は BSM、アシアロ BSM、β-N-アセチルグルコサミニダーゼ処理

したアシアロ BSM、フェチュイン、アシアロフェチュイン、ウシ由来サイ

ログロブリン、アシアロサイログロブリン、IgA、ウズラオボムコイドを使

用した。 

 

２−１３ プロテアーゼを用いた酵素消化 

（１）リジルエンドペプチダーゼによる酵素消化 

 レクチン (10.0 nmol) を 100 μL の 50 mM トリス塩酸緩衝液 (pH 9.0) に

溶解し、和光純薬工業社のリシルエンドペプチダーゼと 1:20 (酵素:基質、

mol/mol)の割合で混合し、4 時間 37℃で酵素消化を行った。 

 

（２）キモトリプシンによる酵素消化 

 レクチン（10.0 nmol）を使用して 1 : 100 (酵素:基質、mol/mol) の割合で

混合し、第二章、第二節、２−８（２）に示した方法と同様に行った。 

 

２−１４ RP-HPLC 

（１）酵素消化断片の分離 

 第二章、第二節、２−９に示した方法と同様に行った。 
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（２）レクチンの短鎖と長鎖の分離 

 COSMOSIL Protein-R カラム（φ4.6 × 250 mm、ナカライテスク社）を用

い、RP-HPLC によって分離した。HPLC は日本分光社 PU-2080 型ポンプに

日本分光社 UV-2070 型紫外可視検出器を接続したものを用い、吸光度 280 

nm により検出した。レクチンの短鎖と長鎖の分離には Table 3-2 に示す溶媒

を使用した。 

 

 

 

２−１５ アミノ酸配列解析 

 第二章、第二節、２−１０に示した方法と同様に行った。 

 

２−１６ 酵素結合免疫吸着検査法 (ELISA) 

 PBSに溶解したレクチン溶液を平底のタイタープレート上に4℃で一晩吸

着させた。次に、ウェルを0.05％ Tween 20を含むPBS (PBS-T)で2回洗浄後、

PBSで4000倍に希釈した抗CCAのIgGと室温で2時間インキュベートした。再

びプレート内をPBS-Tで2回洗浄した。さらに2次抗体のペルオキシダーゼ複

合体ヒツジ由来抗ウサギ IgG (Fab′) 2 をPBSで2000倍に希釈してウェルに

Column COSMOSIL Protein-R

Column size Φ4.6 × 250 mm 

Flow rate 1.0 ml/min 

Solvent system Solvent A: 0.1% trifluoroacetic acid (TFA)

Solvent B: 80% acetonitrile in 0.1% TFA

Elution gradient Sol. A: Sol. B = (100: 0) → (0: 100) in 80 min, linear gradient 

Table 3-2. HPLC system of COSMOSIL 5 C18 MS-II
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加え、室温で1.5時間反応後、再度ウェルをPBS-Tで2回洗浄した。ペルオキ

シダーゼ反応にはELISA POD substrate TMB kit (ナカライテスク社製)を使

用し、マイクロプレートリーダーを用いて、吸光度620 nmで測定した。ポ

ジティブコントロールとしてmJRLである日本産ソテツの葉由来レクチン 

(CRLL) を使用した [54]。各レクチンの反応性は、CRLLの反応値 (A620 = 

0.125)を100としたときの相対値を％によって表した。ブランクの値は1次抗

体抜きで測定した。 

 

２−１７ グリカンアレイ 

 第二章、第二節、２−２５に示した方法と同様に行った。Table 3-3 には、

グリカンアレイに使用した糖鎖を示した。 

 

２−１８ モデリング 

 タンパク質構造解析ソフト MOE（菱化システム社製）を用いて、ジャカ

リンの結晶構造解析データ (PBD code: 1UGX)を使用して、ホモロジーモデ

リングおよびドッキングシュミレーションを行った。 
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Table 3-3. Glycans used for glycan array 
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第三節 実験結果 

３−１ アフリカパンノキレクチンの精製 

 先行研究より、アフリカパンノキレクチンにはマンノース認識レクチン

が含まれていることが報告されていた。また、これまでの研究より、クワ

科植物にはgJRLsが含まれていること、さらに、パンノキ属の植物からは

gJRLとmJRLを同時に含む植物の報告例もあったため、アフリカパンノキに

も2種類のJRLsが含まれている可能性を考えて、2種類のアフィニティーカ

ラムを用いて、アフリカパンノキレクチンの精製を行った。mJRLを精製す

るためにマンノースアガロースカラムを使用し、gJRLを精製するためにメ

リビオースアガロースカラムを使用した。gJRLは、わずかにマンノースを

認識する場合もあるため、メリビオースアガロースカラムにはマンノース

アガロースカラムの素通り画分と吸着画分の両方を供した（Fig. 3-1）。アフ

リカパンノキ種子より、2種類のアフィニティーカラムを使用して2種類の

レクチンを精製した。精製したレクチンは、マンノースアガロースカラム

にのみ吸着を示したマンノース認識型アフリカパンノキレクチン (TAA-M)

とメリビオースアガロースカラムに吸着を示したガラクトース認識型アフ

リカパンノキレクチン (TAA-G)とした。Table 3-4には精製のまとめを示し

た。アフリカパンノキ種子には、種子1gあたりTAA-Gが7.0 mg、TAA-Mが

7.2 mg含まれていて、レクチンの比活性は TAA-Gが64,000 titer/mg、TAA-M

が3,200 titer/mgと大きく異なった。 
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Purification step 
Protein Total activity Specific  activity Yield

(mg) (titer) (Titer/mg) (%)

Crude extract

Mannose-agarose

A: Flow-through

B: 150 mM Me-α-Man

Melibiose-agarose

A: 60 mM melibiose

B: Flow-through

B: 60 mM melibiose

58.0
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16.0

12.7

14.4

1.3

960,000 16,550 100

800,000 19,180 71.9
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46,000 3,200 24.8

83,200 64,000 2.2
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Fig. 3-1. Scheme for putification of TAA-G and TAA-M

Table. 3-4. Purification of two Jacalin-related lectins from T. africana seeds. 

Hemagglutination activity was measured with native rabbit erythrocytes.

Yield was calculated on the basis of protein amount. Details, see Materials and methods.
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Fig. 3-1. Scheme for putification of TAA-G and TAA-M
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３−２ Native PAGE 

 TAA-GとTAA-MのNative PAGEを行ったところ、単一のバンドではなく、

スメアなバンドであった (Fig. 3-2)。これより、精製標品であるTAA-Gと

TAA-Mは、タンパク質の不均一性を示すことが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TAA-MTAA-G
(−)

(+)

Fig. 3-2. Native PAGE of TAAs. 

Notes: Native PAGE at 12.5% gel and pH 8.9.  
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３−３ 分子量 

（１）MALDI-TOF MS 

 TAA-GとTAA-MはMALDI-TOF MS分析において、メインピークの近くに

いくつかの小さなピークと幅広いピークが確認された。TAA-Gのβ鎖のメイ

ンピークはm/z 2,100、TAA-Gのα鎖のメインピークはm/z 14,830、TAA-Mの

メインピークはm/z 16,120であった (Fig.3-3)。 

 

（２）SDS-PAGE 

 Tricine SDS-PAGEの結果、TAA-GとTAA-Mの電気泳動における移動度か

ら、それぞれ15kDaと17kDaの分子量を持つと推定できた。TAA-Gの分子量

はα鎖に対応するものであった(Fig.3-4)。 

 

（３）ゲル濾過 

 HPLCを用いたゲル濾過の結果、TAA-GとTAA-Mは共に64 kDaを示した。

これより、TAA-Gは4個の大サブユニットα鎖と4個の小サブユニットβ鎖か

ら構成されることが明らかになった。また、 TAA-Mも4個のサブユニット

から構成されることが明らかになった。 
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Fig. 3-3. MALDI-TOF MS spectra of TAA-G (A), TAA-M (B). 

MALDI-TOF MS indicated that β-chain of TAA-G , α-chain of TAA-

G and TAA-M have monoisotopic molecular masses of 2099.89, 

14,830.33 and 16,119.60, respectively. The corresponding double 

charged protonated molecules of α-chain of TAA-G and TAA-M at 

m/z 6507.97 and 8,063.17.
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21M

Fig. 3-4. Tricine-SDS-PAGE of TAA-G and TAA-M.

Notes: Lanes M, 1, and 2, molecular mass markers, TAA-G and

TAA-M, respectively. Molecular mass markers for SDS-PAGE: 

lysozyme14.3 kDa, trypsin inhibitor 20.1 kDa, carbonic anhydrase

29 kDa, lactate dehydrogenase 36.5 kDa, glutamate dehydrogenase

55 kDa, (wide range; Technical Frontier, Tokyo).
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３−４ アミノ酸配列解析 

 Fig. 3-5 には TAA-G のアミノ酸配列を示した。長鎖が gJRL の α 鎖に対応

し、短鎖が β 鎖に対応した。β 鎖のアミノ酸配列解析を行った結果、22 残

基のアミノ酸によって構成されていることが明らかになった。また、決定

されたアミノ酸配列の計算値が MALDI-TOF MS の測定値 m/z 2,100 と一致

した (Fig. 3-3)。一方、α 鎖は N 末端配列解析の結果 64 番目のチロシンまで

の配列を決定した。次に、キモトリプシンにより得られた 13 個の酵素消化

断片とリジルエンドペプチダーゼにより得られた 4 個の酵素消化断片のア

ミノ酸配列解析を行った。決定された α 鎖の N 末端配列(Gly1- Tyr64)と酵

素消化断片のアミノ酸配列の重複によって α 鎖の全長を決定した。この結

果、α鎖は134残基のアミノ酸により構成されていることが明らかになった。

また、決定した α 鎖のアミノ酸配列の計算値が MALDI-TOF MS の測定値と

一致した (Fig. 3-3)。TAA-G と 5 種類の gJRL のアミノ酸配列相同性の比較

を行った (Fig. 3-6)。ジャカリン、AHL (Artocarpus hirsuta lectin) 、フルタリ

ン (Artocarpus incisa lectin) はクワ科パンノキ属に属している植物由来のレ

クチンである。TAA-G の相同性は ジャカリン 69%、MPA 71%、モルニガ

G 75%であった。TAA-G は他の gJRLs とは異なり、79 番目と 80 番目のア

ミノ酸残基の位置に 2 残基のアミノ酸の挿入があり、C 末端残基の欠損が

あった。Fig. 3-7 は一次構造をもとにした gJRL の系統樹を示している。

TAA-G はクワ科クワ属植物由来のモルニガ G と近いが，クワ科パンノキ属

に属する植物由来の gJRLs からは系統的に遠かった。 
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GVSFDDGKYTGIREMNFEYNRKTAIGGKQV

PNEYIVEVSGHIGRVEGYAETVIRSLTFKT

SVGYWLDYIGFHLS

α-chain
10 3020

40 50 60

70 80 90

100 110 120

130

TYDLNGKPFAAEKHSSFIKDFTSVKISLDF

NKKTYGPYGVTNGAPFSLPIENGIIVGVKG

NLGVGESQTIVVGPWGAKGGSS

β-chain
2010

Chymotrypsin (       )
(       )

N-terminus (        )

Lysyl endopeptidase

Fig. 3-5. Sequence of TAA-G. 

Notes: α-Chain and β-chain of TAA-G were sequenced after HPLC 

separation by a Protein-R column. The sequence of α-chain was constructed 

based on the sequence from N-terminus and peptide sequences obtained 

after enzyme digestion. Solid line, sequence from N-terminus; dashed line, 

lysyl endopeptic peptide; and long-dashed dotted line, chymotryptic 

peptide. 
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Fig. 3-6. Comparison of the sequences of galactose-binding Jacalin-related 

lectins. 

Notes: TAA-G sequence is aligned using CLUSTAL W [43] with other gJRLs, 

AHL: Artocarpus hirsuta lectin [86], Frutalin [87], Jacalin [88], MPA [88], 

Morniga G [61]. Shaded letters denote the residues found in the binding with 

T-antigen [89-91]. Asterisks indicate identical residues, and dashes or colons, 

similar residues. Arrows above sequence show β-strands of Jacalin (PBD code: 

1UGW) 

Jacalin GKAFDDGAFTGIREINLSYNKETAIGDFQVVYDLNGSPYVGQNHKSFITGFTPVKISLDF 60

AHL             GKAFDDGAFTGIREINLSYNKETAIGDFQVVYDLNGSPYVGQNHSSFISGFTPVKISLDF 60

Frutalin GKAFDDGAFTGIREINLSYNKETAIGDFQVIYDLNGRPFVGQNHTSFIKGFTPVKISLDF 60

MPA             GVTFDDGAYTGIREINFEYNSETAIGGLRVTYDLNGMPFVAEDHKSFITGFKPVKISLEF 60

Morniga-G       GVAFDDGAYTGIREINFEYNNETAIGSIQVTYDVNGTPFEAKKHASFIKGFTQVKISLDF 60

TAA-G           GVSFDDGKYTGIREMNFEYNRKTAIGGKQVTYDLNGKPFAAEKHSSFIKDFTSVKISLDF 60

* :**** :*****:*:.** :****. :* **:** *: .:.* ***..*. *****:*

Jacalin PSEYIMEVSGYTGNVSGY--VVVRSLTFKTNKKTYGPYGVTSGTPFNLPIENGLIVGFKG 118

AHL             PSEYITEVSGYTGNVSGY--VVVRSLTFKTNKKTYGPYGVTSGTPFNLPIENGLIVGFKG 118

Frutalin PSEYIVEVSGHTGKVSGY--VVVRSLTFKTNKKTYGPYGVTSGTPFNLPIENGLVVGFKG 118

MPA             PSEYIVEVSGYVGKVEGY--TVVRSLTFKTNKQTYGPYGVTNGTPFSLPIENGLIVGFKG 118

Morniga-G       PNEYIVEVSGYTGKLSGY--TVVRSLTFKTNKETYGPYGVTSGTHFKLPTQNGLIVGFKG 118

TAA-G           PNEYIVEVSGHIGRVEGYAETVIRSLTFKTNKKTYGPYGVTNGAPFSLPIENGIIVGVKG 120

*.*** ****: *.:.**  .*:*********:********.*: *.** :**::**.**

Jacalin SIGYWLDYFSMYLSL 133

AHL             SIGYWMDYFSMYLSL 133

Frutalin SIGYWMDYFSMYLSL 133

MPA             SIGYWLDYFSIYLSL 133

Morniga-G       SVGYWLDYIGFHLSL 133

TAA-G           SVGYWLDYIGFHLS- 134

*:***:**:.::** 

Jacalin NEQSGKSQTVIVGSWGAK--VS 20

AHL             ---SGKSQTVIVGPWGAK---- 15

Frutalin NEQSGKSQTVIVGPWGAK--VS 20

MPA             -GPNGKSQSTTVGPWGDR-VTN 20

Morniga-G       NQQSGKSQTIVVGTWGAQ-VTS 21

TAA-G           NLGVGESQTIVVGPWGAKGGSS 22

*:**:  **.** : 

β-Chain

α-Chain

β13

β1

β2 β3 β4 β6 β7

β8 β9 β10 β11 β12

β5
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Notes: The phylogenetic tree based on Clustal W 

(ver. 1.83) was drawn by Phylodendron

Fig. 3-7. A phylogenetic tree of gJRLs.

Notes: The phylogenetic tree based on Clustal W 

(ver. 1.83) was drawn by Phylodendron
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３−５ 中性糖の定量 

 フェノール硫酸法によりTAA-Gの糖含有量を測定した結果、1 mgのタン

パク質当たり2.5 μgと少なかった (タンパク質1 mole当たり0.24糖残基)。 

 

３−６ ELISA 

 TAA-Mは1次構造解析を行わなかったため、mJRLであるCCAの抗体を用

いてELISAを行った。その結果、CCA抗体に対するCRLLの抗原抗体反応性

を100%とした時、TAA-MのCCA抗体に対する反応性は38%であり、TAA-G

の反応性は18%であった。TAA-MはTAA-Gよりも高い抗原性を示した (Fig. 

3-8)。 
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Fig. 3-8. Reactivities of TAAs against anti-CCA antibodies in comparison with CRLL.

Notes: The reactivities of lectin (2 μg) against anti-CCA antibodies were compared. 

All the values were average of three determinations.
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３−７ 糖結合特異性 

（１）血球凝集活性阻害（糖阻害） 

 TAA-GとTAA-Mに対する血球凝集活性阻害を調べた結果、TAA-Gに対す

る阻害効果はTAA-Mとは全く異なるものであった。TAA-Gはメチル-α-ガラ

クトシドとメリビオースによって阻害されたが、GalNAc-α-PNP、T抗原、

Galβ1-3GalNAc-α-PNPでは阻害されなかった。TAA-Gにはコア3糖鎖を持つ

GlcNAcβ1-3GalNAc-α-PNPが最も強力な阻害剤であったが、コア2糖鎖では

阻害されなかった。糖タンパク質を用いた反応ではアシアロBSMが最も強

力な阻害剤であったが、β-N-アセチルグルコサミニダーゼ処理したアシアロ

BSMでは、アシアロBSMの血球凝集阻害濃度 0.156 μg/mLと比較して0.624 

μg/mLとなり、血球凝集阻害効果は4分の1に低下した。これはTAA-Gのアシ

アロBSMの認識にはコア3糖鎖構造が重要であることを意味している。これ

より、TAA-Gの糖鎖認識はこれまで報告されているgJRLsに比べて、ガラク

トースを含む二糖やガラクトシドを他の糖よりも強く認識する、非常に特

異的な糖鎖認識を示すレクチンであることを明らかにした。一方、TAA-M

はマンノース、メチル-α-マンノシド、オリゴマンノシド、高マンノース鎖

を持った糖タンパクによって阻害された。アシアロサイログロブリンは

TAA-Mの最も強力な阻害剤であることを明らかにした (Table 3-5) 。 
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（２）グリカンアレイ 

 TAA-Gは Tn (N-アセチルガラクトサミン) または コア１糖鎖 (T抗原、

Fig.3-11)は認識しなかった。構成糖鎖にTnとコア3糖鎖を含むアシアロBSM

と構成糖鎖にコア1糖鎖を含むアシアログライコフォリンを強く認識した。

またTAA-Gはコア3糖鎖 (Fig.3-11)とコア8糖鎖も認識した（Fig.3-10）。 
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 Table. 3-5. Inhibition by sugers and glycoporotein of hemagglutinating activity of TAA-G and TAA-M

Minimum concentration required for the complete inhibition of titer 4 hemagglutinating

activity. The following sugars and glycoproteins were not inhibitory:Galactose at 200mM; GalNAc, N-acetyl D-

glucosamine, D-glucose and lactose up to 100mM;, Gal-α-PNP at 50mM;, Gal-β-PNP, GalNac-α-PNP, GalNAc-β-PNP, 

Galβ1-3GalNAC, Galβ1-3GalNac-α-PNP and core2-α-PNP  at 25mM; fetuin and bovine thyroglobulin at 1mg/ml.

N.I. = No inhibition, – ; No experiment

Inhibitor
Minimum inhibitory concentration

TAA-G

Mannose

Gal-α-Me

GlcNAcβ1-3GalNAc-α-PNP

BSM

Asialo-BSM

Asialo-BSM

（treated with N-acetyl glucosaminidase）

IgA

Asialofetuin

Quail ovomucoid

Asialo thyroglobulin (Bovine)

(mM)

(ug / mL)

–

25

1.56

1.0

0.156

0.624

30

62.5

250

250

Table. 3-5. Inhibition by sugers and glycoporotein of hemagglutinating activity of TAA-G and TAA-M

Minimum concentration required for the complete inhibition of titer 4 hemagglutinating activity. The following 

sugars and glycoproteins were not inhibitory:Galactose at 200mM; GalNAc, N-acetyl D-glucosamine, D-glucose

and lactose up to 100mM;, Gal-α-PNP at 50mM;, Gal-β-PNP, GalNac-α-PNP, GalNAc-β-PNP, Galβ1-3GalNAC, 

Galβ1-3GalNac-α-PNP and core2-α-PNP  at 25mM; fetuin and bovine thyroglobulin at 1mg/ml.

N.I. = No inhibition, – ; No experiment

TAA-M

25

–

–

62.5

500

15.6

–

Man-α-Me 25N.I. at  100

N.I. at  100

–

N.I. at  1000

N.I. at  1000 125Thyroglobulin (Bovine)

Glc-α-Me N.I. at  100N.I. at  100

Melibiose 12.5 N.I. at  100

Manα1-6(Manα1-3) Man-α-Me – 5.0

Mannopentaose 10.0–
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Fig. 3-10. Glycan array of TAA-G.

Notes: Cy3-labeled TAA-G was applied on the glycoconjugate array, and binding was detected by the scanner. 

Scan image of TAA-G was analyzed with the Array Pro analyzer ver. 4.5.
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Fig. 3-11. Structural formulae of sugar ligands.
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第四節 考察 

 クワ科植物パンノキ属に属するアフリカパンノキノ種子より、ガラクトース

を認識するTAA-Gとマンノースを認識するTAA-Mを精製した。Limら[92]は、ク

ワ科植物パンノキ属に属するチェンペダック (Artocarpus integer)に、ガラクトー

ス認識タイプとマンノース認識タイプの2種類のJRLsを含んでいることを報告

し、Van Dammeら[61]はクワ科植物クワ属に属するブラックマルベリーの種子と

樹皮から同様の報告をしている。チェンペダック種子とブラックマルベリーの

樹皮には、この2タイプのレクチンが豊富に含まれており、2種類のレクチンは

全タンパク量の50％以上を占めている。一方、ブラックマルベリーの種子中に

含まれるJRLsは少量である。ブラジルジャックフルーツ (Artocarpus integliforia) 

種子中にはgJRLであるジャカリンは多いが、mJRLであるKM+は非常に少ない。

アフリカパンノキ種子は2種類のJRLsを含み、それらの合計は総可溶性タンパク

質の約50％に相当した。TAA-GとTAA-MのNative PAGE とMALDI-TOF MS の

結果は、タンパク質の不均一性を示した。JRLsではイソレクチンや糖鎖付加に

よるタンパク質の不均一性はよく見られる傾向であるため[57-59, 93]、TAA-Gへ

の糖鎖付加を確認するためにフェノール硫酸法によりTAA-Gの糖含有量を測定

した結果、タンパク質1 mg当たり2.5 μgと少なかった。さらに、TAA-Gの配列に

N-結合型糖鎖修飾のコンセンサス配列である、 Asn-X-Ser (Thr)は存在しなかっ

たため、TAA-Gに糖鎖は付加していないと考えられ、TAA-Gのタンパク質の不

均一性はイソレクチンに由来するものだと推測された。また、TAA-Gにはβ鎖の

N末端の欠損、α鎖の42残基目のグルタミン、62残基目のセリン、74残基目のリ

ジン、94残基目のグリシン、102残基目のリジンとイソレクチンに由来する数個
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のバリアントの存在もアミノ酸配列解析により確認された。TAA-Gの糖鎖認識

はマンノースアガロースカラムに対して吸着を示したため、ジャカリンやモル

ニガGと同様にマンノースを認識している[89, 94, 95]。また、グリカンアレイの

結果より、コア3糖鎖に対しては他のgJRLsであるジャカリン[76]やMPA [77]と同

様に、TAA-Gも高い親和性を示した。しかし、コア8 糖鎖に対する親和性は、

TAA-GとMPA [77]はコア8糖鎖に親和性を示したが、ジャカリンはコア8糖鎖[75]

に対する親和性が非常に低かった。さらに、これまで報告されているgJRLsは、

コア1糖鎖に対して高い親和性を示したが、TAA-Gはコア1糖鎖に対して親和性

を示さなかった。また、血球凝集活性阻害の結果、TAA-GはGalNAc-α-PNP や 

GalNAc-α-Meでは血球凝集活性阻害を示さなかった。さらに、他のgJRL [67, 73, 

74, 96]では、α-ガラクトシドでアグリコンが疎水性のPNPや4-メチルウンベリフ

ェリルに変わると相互作用が増大するが、TAA-Gではその効果も見られなかっ

た。また、TAA-Gは他のgJRLs [73-75, 77]とは異なり、メリビオースによって強

い血球凝集活性阻害を示した (Table. 3-5.)。 

 系統樹より、パンノキ属由来のTAA-Gは他のパンノキ属由来gJRLsからは系統

的に遠く、クワ属由来gJRLのモルニガGと系統的に近いことが示された (Fig. 

3-7)。しかし、糖鎖認識のパターンはモルニガGと他のgJRLsは類似しており、

コア3糖鎖を特異的に認識するTAA-Gとは異なるものであった。 

 JRLsの基本構造は4つのβシートからなるGreek-Key構造3つで形成されている。

gJRLsは基本構造を構成するGreek-Key構造の内の末端のターン部分が開裂し、1

つのβシートからなるβ鎖と、残りの部分からなるα鎖で構成される。gJRLsの結

晶構造学的解析により、糖結合サイトは3個のループ(アミノ酸残基46–52、76–82、
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122–125)とα鎖のN末端のグリシンを含むことを示した[86, 88, 97, 98]。gJRLsの

primary binding siteはガラクトースとN-アセチルガラクトサミン残基を認識する

ことができる。しかしながら、TAA-Gは他のgJRLsのprimary binding siteと共通す

る4残基のアミノ酸 (Gly1, Tyr122, Trp123, Asp125) 含んでいたが、T抗原といく

つかのN-アセチルガラクトサミンのα-配糖体 (GalNAc-α-) を認識することはで

きなかった。しかし、TAA-Gはコア3糖鎖やコア8糖鎖に対して親和性を示した

ため、TAA-Gのprimary binding siteはコア3糖鎖やコア8糖鎖のGalNAc-α-残基を収

容できるのかもしれない。TAA-Gの特異的な糖鎖認識は、α鎖のアミノ酸残基78

番と79番に他のgJRLsにはない2残基のアミノ酸の挿入が関係し、糖とTAA-Gの

相互作用に変化を与えていると推測した。なぜならば、MPAに含まれている78

番目のチロシン と79 番目のスレオニン (パンノキ属 gJRLsでは79番目のバリ

ン)が糖とレクチンの認識に関わっているからである。そこで、ジャカリンの結

晶構造解析データ(PDB code: 1UGX)をもとに、タンパク質構造解析ソフトMOE

を使用して、TAA-Gのホモロジーモデリングとドッキングシュミレーションを

行った。しかし、ジャカリンとTAA-Gにおいて、T抗原とコア3糖鎖に対する糖

鎖認識に大きな違いは見られなかった。また、ジャカリンのアミノ酸配列の78

番目にアラニン、79番目にグルタミン酸を加えた配列（Jacalin+AE）をモデリン

グし、同じくドッキングシュミレーションを行った結果においても、T抗原とコ

ア3糖鎖に対する糖鎖認識に大きな違いは見られなかった。Ravalら[88]は、デー

タベース解析を用いたジャカリン様レクチンの配列と構造と機能の関係につい

て、20–23番目のアミノ酸残基から構成される4番目のループとその周辺のアミ

ノ酸残基もまた構造に影響を与え、それ故にジャカリンの特徴が現れると報告
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している。このループに含まれる20–23番目のアミノ酸残基と周辺の24番目と25

番目のアミノ酸残基が、ジャカリンで示すところのアミノ酸残基、20番目のア

スパラギンと50番目のグリシン、22番目のグルタミン酸と82番目のアルギニン、 

23番目のスレオニンとArg82番目のアルギニン、24番目のアラニンと75番目のバ

リン、25番目のイソロイシンと124番目のロイシンに対応し、相互作用を示す 

[86]。TAA-Gでは、22番目のグルタミン酸と50番目のグリシンが、リジンとアス

パラギン酸にそれぞれ置換されている。さらに、79番目と80番に2残基のアミノ

酸の挿入がされ、結果として82番目のアルギニンの位置がシフトしていると推

測される。TAA-Gの糖結合特異性とタンパク質の構造の更なる解明のために、

TAA-Gの結晶構造学的研究が必要である。 

 Fig. 3-8 は抗CCA抗体に対する、CRLLとアフリカパンノキ種子に含まれる２

種類のレクチン（TAA-MとTAA-G）の反応性を示している。CRLL、TAA-M、

TAA-Gの反応性はそれぞれ100％、37.6％、18.4％であり、アフリカパンノキ種

子から得られた２種類レクチンはJRLsであることを示している。またTAA-Mは、

血球凝集活性がトリマンノシドやマンノペンタオースで強く阻害され、これは

モルニガM やアルトカルピンがこれらの糖鎖を強く認識するmJRLの特徴を持

つことに合致する[99]。 

 gJRLsは幅広い糖結合特異性を持っている。しかし、TAA-Gはコア3糖鎖とコ

ア8糖鎖を認識するが、T抗原とN-アセチルガラクトサミンは認識しない。TAA-G

の非常に特異的な糖結合特異性は、コア3糖鎖の検出に有用であり、新しい糖鎖

検出のツールとして期待される。 
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第五節 小括 

 アフリカパンノキ種子よりマンノースアガロースカラムとメリビオースアガ

ロースカラムを用いて、ガラクトース認識タイプのTAA-Gとマンノース認識タ

イプのTAA-Mの2種類のJRLsを精製した。それぞれの収量はTAA-Gが7.0 mg/ g、

TAA-Mが7.2 mg/ gであった。TAA-Gの一次構造解析は、プロテインシークエン

サーを用いて、N末端配列解析ならびに、プロテアーゼを用いた酵素消化断片を

分析して決定した。TAA-Gのアミノ酸配列相同性は、これまでに報告されてい

る gJRLsと比較して約70％と高かった。しかし、他のgJRLとは異なりTAA-Gに

は糖鎖認識部位の近傍に2残基のアミノ酸の挿入があった。gJRLの結晶構造学的

解析では、他のJRLs のprimary binding siteはガラクトースとN-アセチルガラクト

サミン、 T抗原（Galβ1-3GalNAcα-）の還元末端に位置するN-アセチルガラクト

サミンを認識することができる。しかしながら、TAA-Gは血球阻害活性やグリ

カンアレイ解析から、単糖のN-アセチルガラクトサミンやT抗原を認識せず、メ

リビオースやコア3 O-結合型糖鎖を認識することが明らかになった。 
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第四章 総括 

 

 本研究は、レクチンの多様な機能性に基づき、様々な分野でのレクチンの応

用・利用の一助となるべく、シバフタケ子実体およびアフリカパンノキ種子か

ら特異的な糖結合性を示す新規レクチンを単離し、構造と諸性質を明らかにし

たものである。 

 本研究を開始するにあたり、最も留意すべき点はサンプルの採取場所と時期

である。植物やキノコでは、生育時期が限られること、生育環境が異なると発

現するタンパク質に差異があることが知られているため、実際に血球凝集活性

や構造決定等を行ったサンプルは同時期、同じ場所で採取されたものを使用し

て研究を行った。 

 Kruger[38]らによって、2002 年に欧米で食用キノコとされるシバフタケ子実体

から MOA が単離された。MOA は B 型血球凝集活性を持ち、Galα1-3Gal に対し

て強い相互作用を示す RIP タイプのレクチンであることが報告されている。し

かし、日本産シバフタケ子実体には、米国産シバフタケ子実体に含まれる MOA

は存在せず、第一章の Table 1-1 に示した 12 種類の植物レクチンファミリーのう

ち、GNA（スノードロップレクチン）[50]様のレクチンである MOL が含まれる

ことを明らかにした。これまで、GNA ファミリーのレクチンは、キノコを含む

菌界のなかでは子囊菌亜門に属する Fusarium verticillioides [47]に遺伝子が見い

だされていたがタンパク質としての性質は明らかにされていなかった。GNA フ

ァミリーは、単子葉植物マンノース結合レクチン(Monocots mannose-binding 

lectin・ MMBL)とも称され、このファミリーのレクチンについては最近
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Bacteriocin との相同性が明らかになっている [100]。GNA の殺虫性については、

これまでにも報告されており、この機能性を利用して遺伝子組み換え作物を作

製する試みが行われてきている。MOL の糖結合特異性は、マンノースに特異的

に結合する GNA とは異なるが、アシアロフェツイン糖鎖に高い親和性を持つと

いう MOL の特徴を生かし、今後の広汎な応用に期待がもたれるであろう。 

 アフリカで食用とされているアフリカパンノキには、Adeniran ら [82]によっ

て 2009 年にマンノース認識レクチンの存在が報告されていたが、その構造や性

質などの詳細は明らかになってはいなかった。しかし、本研究によってアフリ

カパンノキの種子中にジャカリン近縁レクチン (JRLs)ファミリーに属する 2 種

類のレクチンを確認した。これは、先行研究によって報告されていたレクチン

とは異なるものであった。2 種類のレクチンは、ガラクトース認識型ジャカリン

近縁レクチン(gJRL)とマンノース認識型ジャカリン近縁レクチン(mJRL)である。

パンノキ属の植物に gJRL が含まれるという報告はこれまでにもされているが、

gJRL と mJRL を同時に含む報告は、ブラックマルベリーやジャックフルーツな

ど数例である。また、TAA-G は従来の gJRLs とは異なり、糖鎖認識部位近傍の

アミノ酸残基 78 番目と 79 番目の間に 2 残基のアミノ酸が挿入されている。さ

らに、血球凝集活性阻害と グリカンアレイ解析により、これまでの gJRL と異

なり、T 抗原（Galβ1-3GalNAcα-）を認識せず、がん細胞の悪性化に関与するコ

ア 3 O-結合型糖鎖（GlcNAcβ1-3GalNAcα-）を特異的に認識することを明らかに

した。TAA-G の糖結合特異性が、糖鎖認識部位近傍のアミノ酸 2 残基の挿入に

起因するものかは、X線結晶構造解析の精密な構造解析が待たれることとなる。

一方、TAA-M は mJRL である日本クリレクチン抗体との反応性と糖結合特異性
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から mJRL と判断した。TAA-M の糖結合特異性はトリマンノシドとマンノペン

タオースに対して高く、典型的な mJRL の糖鎖認識を示した。 

 本研究でサンプルとして用いた、日本産シバフタケ子実体とアフリカパンノ

キは、欧米やアフリカにおいて一般的に食用とされているものである。今回、

サンプルとして用いたものだけでなく、レクチンを含む食物は数多く存在する。

これらをふまえてレクチンを含む食品を摂取した際に有害であるかどうか、人

体に影響を与えるか否かを考察する必要があると考えられる。 

 一般的に食物に含まれるレクチンによって引き起こされる害には 2種類ある。

リシンタイプのレクチンのように [2]、特殊なレクチンによって惹起される場合

と腸管に吸着する四角豆レクチンのように [101]、食品中に含まれるレクチンが

腸管などの消化器官に吸着して細胞を損傷し、結果的に栄養成分の吸収が抑え

られる場合がある。しかし、食品中に含まれるレクチンの場合、特に考慮しな

ければならないことは、糖に対する結合の強さ、食品中のレクチンの含有量、

そしてレクチンのタンパク質としての安定性である。 

 豆科植物レクチンの食品成分としての毒性については古くから研究されてお

り[102, 103]、 最近の研究では、豆科植物レクチンついて、食品の質やリスクに

どう関わるかをプロテオーム解析する試みも報告されている [104]。本研究で新

たに発見された MOL や TAA-G、TAA-M についても食品としての安全性を検討

する必要がある。 

 まずシバフタケ子実体については、MOA は RIP タイプのレクチンであると同

時に、システインプロテアーゼ活性を保持している[12]。このため、ウサギを用

いて MOA 抗体を調製しようと試みた結果、すべてのウサギが死亡してしまった。
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これは MOA が RIP タイプのレクチンであったことが原因であるというよりも、

MOA にプロテアーゼ活性が含まれていたことが原因であると考えられる。なぜ

ならば、同様にウサギを用いて抗体作製を試みた RIP タイプのキノコレクチン

PSL [105]では問題なく抗血清を調製できたためである。一方、MOL については、

GNA 様のレクチンであり、MOL の含有量は 21.6 mg/100 g 子実体と算出された。

GNA ファミリーのレクチンは他のレクチンファミリーと比較すると、血球凝集

活性は高くない傾向にあり（数百–数千 titer/mg）、MOL の比活性も 1,500 titer/mg

であった。この値は、豆科植物レクチンで認められる非常に高い比活性（5 万~）

と比較するとかなり低いことが分かる。さらに、熱安定性も低く、70℃で 30 分

の加熱により完全に血球凝集活性を失活したため、調理してあれば摂取時に問

題はないと考えられた。また GNA 様レクチンの中で熱安定性が高いされる里芋

（Colocasia antiquorum）レクチンの毒性について検討されている[106]。このレ

クチンはマウス kg あたり 300 mg を腹腔内投与してもマウスは生存しており、1 

mg/kgをウサギに腹腔内投与して死亡するMOAに比較すると毒性は極めて弱い

と考えられる。 

 次に、アフリカパンノキに含まれる 2 種類の JRLs についてである。パンノキ

属の種子は長い年月の間、食用・薬用とされて来たこと [107]、 また TAA-G、

TAA-M の熱安定性を調べたところ、TAA-G は 70℃、30 分で完全に血球凝集活

性を失い、TAA-M は 75％の血球凝集活性を失った。これより、TAA-G と TAA-M

も、熱安定性が低いという結果が得られ、アフリカパンノキのレクチンも基本

的に食品としてのリスクはないと推測された。しかし、リンゴパンノキ (A. 

lakoocha) レクチンのように細胞毒性を示すものもあり [108]、TAA-G と
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TAA-M の他の活性については今後の更なる研究が待たれることとなる。 

 本研究では、植物に存在するスノードロップ型レクチン (GNA 様レクチン) 

を担子菌・日本産シバフタケより初めて見出した。またアフリカパンノキから

従来の gJRLとは異なるコア 3 O-結合型糖鎖に選択性の高いTAA-Gを見出した。

本研究結果は、レクチンの利用分野において新規糖鎖認識レクチンを提供する

ものである。 
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南 雄二 准教授に深甚なる感謝の意を表します。 

 

本研究を遂行するにあたり懇切丁寧にご指導くださり、さらには本研究論文

をまとめ、執筆するにあたり、様々なご助言を賜りました佐賀大学農学部 生命

機能科学科 渡邉 啓一 教授に心よりお礼申し上げます。 

 

 本研究論文をまとめ、執筆するにあたり終始懇切なるご指導を賜り、さらに

新たな研究の機会を与えていただいた鹿児島大学農学部 生物資源化学科 北原 

兼文 教授に心よりお礼申し上げます。 

 

 本研究を遂行するにあたり懇切丁寧にご指導くださり、さらには本研究論文

をまとめ、執筆するにあたり、様々なご助言を賜りました大学院連合農学研究

科 応用生命科学専攻 先端応用生命科学講座 杉元 康志 教授に心よりお礼申

し上げます。 
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 本研究論文をまとめ、執筆するにあたり、様々なご助言を賜りました佐賀大

学農学部生命機能科学科 食糧科学講座 光富 勝 教授に心よりお礼申し上げま

す。 

 

本研究を遂行するにあたり、技術指導ならびに共同研究を行っていただいた、

独立行政法人 産業技術総合研究所 幹細胞工学研究センター 主席研究員 平

林 淳 先生、同センター 糖鎖レクチン工学研究チーム 主任研究員 舘野 浩章

さん、同チーム 比江森 恵子さんに心よりお礼申し上げます。 

 

また、新たな研究分野へと誘い、研究の機会と様々な口頭発表等の機会を与

えて下さり、学位取得の後押しをしていただいた鹿児島大学農学部 生物資源化

学科 藤田 清貴 准教授に心よりお礼申し上げます。 

 

 本研究を通して、有益なるご助言や議論、ご協力を賜りました鹿児島大学農

学部の諸先生方および、生分子機能学研究室、応用糖質化学研究室専攻生の皆

様に深く感謝申し上げます。 

  

最後に、学位を取得するにあたり、ここまで支援し育ててくれた父、母、協

力してくれた姉、兄と友人たちに感謝いたします。本当にありがとうございま

した。 

 


