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【1】研究の概要 

[1-1]本研究の目的・概要 

 ガレクチンは、配糖体 β ガラクトシドを特異

的に認識、結合する糖結合性タンパク質(レクチ

ン)の一種であり、細胞増殖、細胞接着、神経保

護、免疫、アポトーシスなどの様々な生命現象

に関与している。それゆえにガレクチンの機能

不全は、筋萎縮性側索硬化症をはじめとした神

経変性疾患、癌、炎症、糖尿病など、あらゆる

疾病に関わる重要な因子として知られている

(Camby, et al., Glycobiology, 2006)。 

ガレクチンファミリーの一つであるヒトガ

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。また hGal-1 の

特徴として 6 つのシステイン残基の酸化還元状

態と、それに応じた構造変化が機能調節に重要

であることが示唆されている (Guardia, et al., 

Glycobiology, 2014)。システイン残基全てが還元

状態にある還元型 hGal-1 は、二量体を形成し糖

結合能を持つことで細胞接着等に関与する一

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 では、

二次構造変化を伴って単量体となり糖結合能

を失い神経軸索の再生という全く異なる生理

機能に関与することがわかっている。以上の知

見から、hGal-1 の酸化還元制御が生命活動に重

要であると考えられるが、どのようにして hGal-

1 の酸化還元が制御されるのか、未だ多くは不

明である。最近、我々は小胞体内局在酸化還元

酵素である Protein Disulfide Isomerase (PDI)ファ

ミリーが hGal-1 の酸化還元状態を制御する結

果を見出した。 

PDI ファミリーは、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ており、小胞体内タンパ

ク質品質管理を担っている。興味深いことに近

年、PDI ファミリーは小胞体に留まらず分泌さ

れ、細胞外で機能するという報告がされている

が(Kaiser, et al., Nature, 2007; Cho, et al., J Clin 

Invest., 2008)、細胞外での PDI ファミリーの機

能についても多くが不明である。そこで本研究

では、原子・分子及び細胞レベルで、PDI ファ

ミリーによる hGal-1 の酸化還元依存的な構造

機能制御メカニズムの解明を目指した(図 1)。 

図 1. hGal-1 の酸化還元依存的な構造機能制御 

 

[1-2]研究の方法・経過 

①PDI ファミリーによる hGal-1 の酸化還元

依存的な機能制御(分子レベル：ゲルシフトアッ

セイ法)：hGal-1 と PDI ファミリー間のチオー

ル・ジスルフィド交換反応を検証するために、

ゲルシフトアッセイを行った。hGal-1及び PDI

ファミリーの酸化還元状態は、マレイミド基含

有化合物によるチオール基の選択的ラベル化

を利用した SDS-PAGE により解析された。 

②PDI ファミリーによる hGal-1 の酸化還元

依存的な機能制御(細胞レベル：赤血球凝集アッ

セイ法)：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、酸化型 hGal-1 は凝集活性を

示さないため、赤血球凝集の有無を検証するこ

とで、PDI ファミリーによる hGal-1 の酸化還

元依存的な機能制御を評価した。 

③hGal-1 の酸化還元依存的な構造ダイナミ

クス(原子レベル：溶液 NMR 法)：還元型 hGal-

1 の立体構造が決定されているのに対し、酸化

型 hGal-1 は未だ決定されておらず、原子レベ

ルでの酸化還元依存的な構造ダイナミクスは

不明である。本研究では、溶液 NMR 法によっ

て酸化型 hGal-1 の構造決定を目指した。 
 

【2】研究成果 

[2-1]本共同研究で明らかになった研究成果 

①SDS-PAGE 解析から、PDI ファミリー(PDI, 

ERp46)による hGal-1 の酸化還元反応が触媒的

であり、PDI よりも ERp46 が効率的に還元型

hGal-1 を酸化していることがわかった(図 2)。 

図 2. PDI, ERp46 による hGal-1 の酸化反応 

 

②赤血球凝集実験の結果、還元型 PDI よりも

還元型 ERp46 を添加した際の方が、赤血球の

凝集度合いが上昇していた。この結果は、PDI

と ERp46 ともに酸化型 hGal-1 を還元型にさ

せ、機能変化させていることを示している(図 3)。 

図 3. PDI (中)、ERp46 (右)添加による hGal-1 の

赤血球凝集能の評価 

 

 ③酸化型、還元型 hGal-

1 の溶液 NMR 測定の結

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 4)。現在、

NMR 信号帰属中である。 

 

図 4. 酸化型(灰色)、還元型 hGal-1 (黒色)の HN-

TROSY-HSQC スペクトル 

[2-2]本共同研究による波及効果及び今後の発

展性 

 溶液 NMR 法は、タンパク質の溶液構造の決

定だけでなく、相互作用解析も行える利点があ

る。本共同研究において NMR 法を取り入れる

ことにより、原子・分子から細胞レベルまでの

総合的な詳細な機構解明が可能となった。今後、

さらに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

れることで原子・分子レベルでの作用機序の理

解が格段に深まると期待される。 
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【4】今後の課題等 

今後の課題、その他等 

 本共同研究により、hGal-1 の構造機能制御機

構に関して、分子、細胞レベルで明らかになり

つつあるが、未だ不明な点が多い。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。今後は、酸化型 hGal-1

の立体構造決定および hGal-1 と PDI ファミリ

ーとの相互作用解析、複合体構造解析を行い、

hGal-1の構造機能制御機構を原子レベルで理解

することが課題である。 


