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[序]  我々はタンパク質構造の光制御を行い，タンパク質および細胞の機能を制御すること

を目指している．本研究では，光解離過程の基本的な系である SNO基からの NOの光解離を

用いて，タンパク質内にある分子内ジスルフィド結合(S-S結合)の光による制御・細胞凝集の

光制御を目指す．S-S結合はタンパク質の構造や機能に重要な役割を果たしており，S-S結合

形成の光制御は，多くのタンパク質に適用できると考えられる．光制御の過程を Fig. 1 に示

す．タンパク質内にあるシステイン(Cys)側鎖のチオール基(S-H基)を NO基に置換させ，S-NO

結合を形成する．次に，NOが吸収する光を照射し，NOを光解離させる．生成した C-Sラジ

カルはすみやかに S-S結合を形成し，光によって S-S結合の生成を行うことができる 1,2． 

	 本研究では NO 基を修飾するタンパク質として，糖結合タンパク質であるヒトガレクチン

1(Wt-hGal-1)を用いる．Wt-hGal-1 は分子内に６つの Cys 側鎖を持ち，Cys 側鎖が還元状態の

S-H基のときには，Fig. 2のように二量体を形成し，細胞を凝集させることができる．しかし

酸化状態となり，Cys側鎖が分子内 S-S結合を形成すると，Wt-hGal-1は単量体となり，細胞

の凝集機能を失う 3．このWt-hGal-1を用いて以下の実験を行うことを目指す．(i) Wt-hGal-1

の S-H 基を NO 基に置換し，S-NO 基を形成させる(以下，ＮＯ基で置換されたガレクチン 1

を，SNO-hGal-1と呼ぶ)．(ii) NO基のみが吸収する約 350 nmの光を照射し，NOの光解離が

生じることを確認する．(iii) SNO-hGal-1を用いて赤血球などの細胞試料を凝集させる．(iv) 約

350 nm の光を照射し，凝集した細胞を光によって単量体へと変化させる．本研究によって，

NOの光解離を用いたタンパク質および細胞の機能制御の基礎的知見を得ることができる． 

[結果]  Wt-hGal-1 は，大腸菌を用いて発現させ，

複数のカラムを用いて精製した 4．得られた

Wt-hGal-1の細胞凝集能を調べた結果をFig. 3に示

す．2-メルカプトエタノール(2-ME)によって S-H

基に還元された Wt-hGal-1 について，希釈された

ウサギ保存血液に加え，約 1時間の培養を行った．

加える前は単量体(Fig. 3上)であった赤血球が，大
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Fig. 2. ヒトガレクチン１の二量体構造 

Results and Discussion

Overall structure of human galectin-1

The three-dimensional crystal structure of hGal-1
was determined at 1.7 Å resolution and a clear
electron density was obtained for all the residues
except for the first N-terminal residue (Ala1). This
failure to clearly determine the N-terminal region
was presumably due to limited disorder in this
small region of the crystal. In the asymmetric unit,
two identical monomers, related by a non-crystal-
lographic 2-fold symmetry (ncs) axis, are assembled
into a homodimer. The overall folding of hGal-1
involves a b-sandwich consisting of two antiparallel
b-sheets of five (F1–F5) and six (S1–S6a/b) strands,
respectively. The N and C termini of each monomer
are positioned at the dimer interface and the CRDs
are located at the far ends of the same face of the
surface, which presents a long negatively charged
cleft in the cavity (Figure 1). The presence of this
cleft deserves attention as a site for ionic inter-
actions. The distance between the two CRDs, a
parameter of interest for glycocluster design, is
approximately 44 Å, which more closely resembles
that observed for Gal-2 (w42 Å) than that for Gal-7
(w50 Å). This “jelly-roll” topology (Figure 2) is the
typical folding pattern of galectins, and has been
found in bovine galectin-1,37,38 -2,42 -3,43 -7,44 the
Charcot–Leyden protein crystal,45 chicken galectin
CG-1639 and the amphibian galectin from toad
ovary.46

The relative positioning and the structural details
of the CRD architecture distinguish the galectins
from other families with this general fold, i.e.
legume lectin, serum pentraxins and the eukaryotic
lectin ERGIC-53 involved in intracellular glyco-
protein routing.47 Based on gel filtration analysis,
small-angle neutron scattering and mass spectro-
metry, human galectin-1 exists as a dimer in

solution. This is corroborated by its strong
haemagglutinin activity, the occurrence of cross-
linking and cluster effects, and its sensor capacity
with respect to conformational changes in
substituted biantennary N-glycans.22,30,31,48–50 The
integrity of the dimer is principally maintained by
interactions between the monomers at the interface,
and through the well-conserved hydrophobic resi-
dues that cluster to form a common hydrophobic
core. Specifically, there are four backbone hydrogen
bonds between residues Val5 and Ser7 from both S1
strands in the anterior face, and five hydrogen
bonds involving residues Lys129, Phe133 and
Val131 from the F1 strands in the opposing face.
In addition, the side-chains of several non-polar
residues from both the S1 (Leu4, Ala6 and Leu9)
and F1 (Ile128, Val131, Phe133) strands extend
toward the interior of the molecule creating a
hydrophobic core, thereby explaining the observed
stability of the wild-type protein dimer in molecular
terms. Having defined the global structure of the
wild-type protein, we addressed whether the
proteins with single-site mutations harboured any
major changes in global structure.

Effect of mutations on the global structure of
hGal-1

One feature of galectin that has particular
biological relevance is the quaternary structure
that determines its capacity for ligand cross-linking
and the triggering of biosignalling.30 By comparing
the amino acid sequence of hGal-1 with other
prototypical dimeric galectins, with the CRD of
the chimera-type galectin-3 and with monomeric
proto-type CG-14, only a few substitutions at the
level of the S1 and F1 b-strands that might explain
the pronounced shifts in the monomer/dimer
balance were revealed (Figure 3). In the C2Smutant,
we would expect that the non-polar character of the
dimer interface would be slightly reduced. The
effect of this substitution in stabilising sugar-
binding activity in the absence of reducing agents

Figure 1. Electrostatic potential surface of hGal-1 (wt).
Positively charged regions are in blue and the negatively
charged regions are in red. The two lactose molecules are
shown in stick-and-ball mode. The molecular surface has
been represented using GRASP.69

Figure 2. Ribbon diagram of the homodimeric human
galectin-1 prepared with MOLSCRIPT.70 The b-strands in
the five-stranded (F1–F5) and six-stranded (S1–S6a/S6b)
b-sheets are indicated by the letter-number code.
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Fig. 1.  NOの光解離を用いた S-S結合の生成機構 
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きな凝集構造(Fig. 3下)を示した．調整したWt-hGal-1は細胞

凝集能があることがわかる．還元状態の二量体Wt-hGal-1は，

細胞膜上にある β-ガラクトシドと結合することによって，細

胞凝集させることができる． 

	 S-H基の置換反応による S-NO基の生成は，NO置換された

アミノ酸システイン(Cys-NO)と Wt-hGal-1 の混合による置換

反応を用いた 5．しかし，Wt-hGal-1が分子内 S-S結合を形成

すると，NOの置換を行うことができない．そこで反応前に，

Wt-hGal-1に還元剤を加え，Wt-hGal-1の Cys残基を S-H基に

還元した．Fig. 4に調製した SNO-hGal-1の吸収スペクトルを

示す．ガレクチン内のトリプトファンに由来する約 280 nm

の吸収の他に，NOに由来する約 335 nmの吸収も観測されて

おり，SNO-hGal-1が生成していることがわかる．また反応前

に用いる還元剤(2-ME とトリス(2-カルボキシエチル)ホスフ

ィン(TCEP))を比べると，ガレクチンの吸収に対する NOの吸

収が TCEP の使用時において大きくなっている．TCEP の還

元力は強く，Wt-hGal-1内の Cysの多くを S-H基に還元したことが原因であると考えられる．

タンパク質の Cys濃度に対する NOの濃度は，β-MEは 37%、TCEPの場合は 102%と計算さ

れた．TCEPによってほぼすべての Cysが S-H基に還元され，NO置換されたと考えられる．  

	 Fig. 5に S-NO hGal-1に対して紫外光を照射した結果を示す．紫外光の照射によって，NO

に由来する約 335 nmの吸収強度が減少することがわかる．この結果は，SNO-hGal-1から NO

が光解離していることを示している．さらに，エルマン試薬を用いて S-H 基の検出を行った

が，SNO-hGal-1は紫外光の照射，非照射にかかわらず S-H基は検出されなかった． 

	 S-NO hGal-1についても赤血球の凝集能を確認した．現在，光照射による赤血球の単量体へ

の解離を検討している． 
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Fig. 3. 赤血球の凝集構造．赤血
球 含 む 水 溶 液 ( 上 図 ) に
Wt-hGal-1 を加えると，赤血球
が凝集するようになる(下図)． 

凝集前	 

凝集後	 

Fig. 5. 紫外光非照射時 (青 )と照射時 (赤 ) 
SNO-hGal-の吸収スペクトル．Wt-hGal-1 の吸
収スペクトル(黒)も併せて示す． 

Fig. 4. Wt-hGal-1(黒)と SNO-hGal-1(赤，青)
の吸収スペクトル．縦軸は規格化している． 


