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	概要　ＥＡ　(600字～800字程度にまとめてください。)

　本研究課題では、海産無脊椎動物C.echinata由来レクチン（CEL-III）を取り上げ、生体膜との相互作用を基にした溶血活性発現の分子機構を明らかにすることを目的とした。研究対象として取り上げたCEL-IIIは、分子量45,000のCa2+依存性レクチンであり、血液凝集活性や溶血活性を示す細胞毒素でもある。先行研究からCEL-IIIの溶血活性は、細菌由来の溶血毒素に見られるようにオリゴマー化し、赤血球膜に膜孔を形成して活性を示すと考えられているが、その分子機構は明らかになっていない。CEL-III単体の立体構造は、2004年に研究代表者らにより1.7Å分解能で解かれたが、二次構造変化を伴って大きく構造を変化させなければ膜孔形成状態のオリゴマーにならないことが示されている。したがって、膜孔形成機構を分子レベルで理解するためには、CEL-IIIの膜孔形成状態におけるX線構造解析が必須であった。そこで、構造解析に向けて、2つのアプローチにより膜孔形成状態での結晶化を試みた。第一に、赤血球膜に精製蛋白質を作用させ界面活性剤で可溶化し、オリゴマー化したCEL-IIIを膜蛋白質として精製する方法である。何度か精製を試みたが、超遠心機を自由に利用できない環境では、結晶化に供するほど大量の可溶化蛋白質を再現性良く精製することは困難であった。次に、X線小角散乱とCDｽﾍﾟｸﾄﾙ測定から、オリゴマー化して大きく二次構造を変化させることが示されている、高イオン強度、高pH、ラクトース存在下で結晶化を試みた。幅広く結晶化条件の検討を行ったが、オリゴマー化したCEL-IIIの単結晶を得ることはできなかった。単結晶を得ることができなかった理由として、ドメイン構造の変化に伴う全体構造の不安定化が考えられる。今後はオリゴマー化に寄与しているC末端ドメインのみの組換え体を作成し、ドメイン構造単位で構造解析していく必要性があると考えられる。
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	欧文概要　ＥＺ

 CEL-III is a Ca2+-dependent hemolytic lectin purified from the sea cucumber, C. echinata. Based on the reported monomeric X-ray structure and biochemical data, it is believed that the oligomerization of CEL-III induced by the carbohydrate recognition leads to hemolysis. A plausible mechanism of hemolysis by CEL-III has been proposed in which several monomers associate forming a pore at the center of the oligomer, concomitantly with conformational change. We have tried to crystallize the origomerized CEL-III in order to understand how CEL-III exhibited hemolytic activity in a molecular level. We adopted two procedures to prepare the oligomered CEL-III, one was purified from the blood cell membrane and the other from the incubation solution, with high pH and high ionic strength, stimulating oligomerization. In spite of extensive crystallization trial, we couldn’t get a single crystal of oligomeric CEL-III. We have to improve the sample preparation using recombinant proteins.
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