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緒緒  言言  

 
ガレクチンは、細胞質で生合成され、細胞外において細胞シグナル伝達、神経保護、血管新生、免疫、細胞分

化、細胞増殖、アポトーシスなど様々な生命現象に関与する糖結合性タンパク質であり、哺乳類では 15 種類が

同定されている。これらガレクチンは、筋萎縮性側索硬化症（ALS）などの神経変性疾患、癌、炎症、糖尿病な

ど、あらゆる疾病との関連が報告されており、医学、薬学的にも重要な因子である［1］。ヒトガレクチン 1    
（hGal-1）はガレクチンファミリーの中で唯一、分子内の 6 つのシステイン残基のレドックス状態に応じた機能

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、血管新生などに関与する［2］。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［3］。このように、       
適切なレドックス制御による hGal-1 の機能変調が生命維持に重要であると考えられるが、hGal-1 のレドックス

依存的な分子メカニズムや生体内でどのようにして hGal-1 のレドックスが制御されているのか詳細は不明であ

り、疾患との関連が深いことからその解明が急務となっている。 
そこで本研究では、hGal-1 のレドックス依存的な分子メカニズム及び、hGal-1 のレドックス制御メカニズム

の解明を目的とした。 
 

方方  法法  

 
11．．ゲゲルルシシフフトトアアッッセセイイにによよるる hhGGaall--11 ののレレドドッッククスス反反応応性性評評価価  
過酸化水素を用いた hGal-1 のレドックス反応性は、マレイミド化合物の添加によるチオール基の選択的     

ラベル化を利用した非還元 SDS-PAGE を行い、定量解析することで評価した。 
 

22．．赤赤血血球球凝凝集集実実験験にによよるる hhGGaall--11 ののレレドドッッククスス依依存存的的なな機機能能評評価価  
糖結合能を有した還元型 hGal-1 は、細胞表面の糖鎖を認識して細胞接着を行うことが知られている。実際、

血液細胞の一つである赤血球に還元型 hGal-1 を添加すると、赤血球表面の糖鎖を認識して赤血球の凝集を起こ

す一方で、糖結合能を失った酸化型 hGal-1 は赤血球凝集活性を示さない。このように、赤血球凝集の有無を     
検証することで、hGal-1 のレドックス依存的な機能を評価した。 

 
33．．溶溶液液 NNMMRR にによよるる hhGGaall--11 ののレレドドッッククスス依依存存的的なな構構造造評評価価  
同位体標識１５N ラベル化した還元型及び酸化型 hGal-1 の溶液 NMR スペクトルを取得し、比較検討すること

で hGal-1 のレドックス依存的な構造を評価した。 
 

44．．ゲゲルルシシフフトトアアッッセセイイにによよるる hhGGaall--11 ののレレドドッッククスス反反応応触触媒媒評評価価  
レドックス酵素 PDI による hGal-1 のレドックス反応触媒は、マレイミド化合物の添加によるチオール基の  
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選択的ラベル化を利用した非還元 SDS-PAGE を行い、定量解析することで評価した。 
 

結結果果おおよよびび考考察察  

  

11．．hhGGaall--11 ののレレドドッッククスス反反応応性性  
hGal-1 のレドックス依存的な分子メカニズムを明らかにするため、各システイン残基のレドックス反応性を

検証した。hGal-1 の 3 つのシステインペア（Cys2-Cys130、Cys16-Cys88、Cys42-Cys60）、それぞれだけを     
残し、他 4 つのシステイン残基をセリン残基に置換した変異体を 3 種作製した。過酸化水素による hGal-1 の   
各種変異体の酸化反応を追跡した結果、Cys16-Cys88 だけを残した変異体（Cys16-Cys88 変異体）が最も効率良

く酸化され、Cys42-Cys60 変異体はほとんど酸化されなかった（図 1）。これらの結果から、Cys16-Cys88 は     
立体構造上、比較的溶媒に露出している一方で、Cys42-Cys60 は分子内部に埋もれていることが示唆された。   
実際、既知の還元型 hGal-1 の結晶構造から算出された溶媒露出表面積の結果とも一致した。 

図 1．過酸化水素による hGal-1 変異体の酸化反応 
マレイミド化合物の添加によるチオール基の選択的ラベル化を利用した非還元 SDS-
PAGE を行い、過酸化水素濃度に対して酸化型 hGal-1 のフラクションを定量した。 

  
22．．hhGGaall--11 ののレレドドッッククスス依依存存的的なな機機能能変変化化  

hGal-1 変異体のレドックス依存的な機能を評価するため、赤血球凝集実験を行った。赤血球に還元型 hGal-1
を添加すると、赤血球表面の糖鎖を認識して赤血球の凝集を起こす一方で、糖結合能を失った酸化型 hGal-1 は

赤血球凝集活性を示さないことが知られている。実験の結果、Cys2-Cys130 変異体、Cys42-Cys60 変異体は酸化

型、還元型ともに赤血球凝集を示したが、Cys16-Cys88 変異体は野生型 hGal-1 と同様、還元型で赤血球を凝集

させ、酸化型で赤血球凝集を示さなかった（図 2）。これらの結果から、Cys16-Cys88 ペアが hGal-1 の機能変調

に重要であることが明らかとなった。 
 
33．．hhGGaall--11 ののレレドドッッククスス依依存存的的なな構構造造変変化化  
機能変調に重要なシステインペアをもつ Cys16-Cys88 変異体のレドックス依存的な構造を評価するために、

変異体の酸化型、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、レドックス依存的な hGal-1 の構造変化が示唆された（図 3a）。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。 
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
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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 3b）。 
以上の結果、hGal-1 の 1 つのシステインペア（Cys16-Cys88）がレドックス依存的な構造変化及び機能変調に

必須であることがわかった。 

図 2．hGal-1 変異体のレドックス依存的な機能変化 
hGal-1 変異体の酸化型及び還元型存在下における赤血球の様子を示した。 
スケールバーは 100μm を示す。 

 

 
図 3．hGal-1 変異体のレドックス依存的な構造変化 

a） 酸化型、還元型 hGal-1 変異体の HN-TROSY-HSQC スペクトル。 
b） 還元型、酸化型hGal-1変異体+還元剤のHN-TROSY-HSQCスペクトル。 
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44．．レレドドッッククスス酵酵素素 PPDDII にによよるる hhGGaall--11 ののレレドドッッククスス制制御御  
生命維持に hGal-1 のレドックス制御が重要であると考えられるが、生体内でどのようにして hGal-1 のレドッ

クスが制御されているのか、詳細は長らく不明であった。そこで我々は、hGal-1 のレドックス制御因子の一つと

してレドックス酵素群である protein disulfide isomerase（PDI）ファミリーに着目した。PDI ファミリーは、

レドックス機能により小胞体で生合成された新生タンパク質の酸化的フォールディング（ジスルフィド結合形成

を伴った折りたたみ）を触媒する酵素として知られ 20 種類以上存在する［4］。一方、一部の PDI ファミリー   
酵素は細胞外に存在しており、細胞外での多様な生命現象及び疾患への関与が報告されているが［5，6］、小胞体

内局在 PDI ファミリーに比べて細胞外 PDI ファミリーの作用機序の多くは不明である。 
PDI による hGal-1 の Cys16-Cys88 変異体の酸化反応を追跡した結果、PDI によって Cys16-Cys88 ペアの  

ジスルフィド結合形成が促進されることがわかった（図 4）。この結果から、PDI が hGal-1 のレドックス制御因

子であることが示唆された。今後、細胞外に存在する hGal-1 及び PDI ファミリーのレドックスを介した作用機

序の理解は、細胞外レドックスが関与する生命現象及び疾患の解明のカギとなる知見が期待できる。 

 

図 4．PDI による hGal-1 変異体の酸化反応 
マレイミド化合物の添加によるチオール基の選択的ラベル化を利用し

た非還元 SDS-PAGE を行い、反応時間に対して酸化型 hGal-1 のフラ

クションを定量した。 
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