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研究成果の概要（和文）：siRNA を利用したガレクチン９ノックダウンの結果から、ヒト血管内
皮細胞において内在性ガレクチン９がインターフェロン作用を調節（抑制）している可能性が
示唆された。しかし、低濃度で効果を示す新世代 siRNA を用いた確認実験から、当初の結果は
siRNA のオフターゲット効果によるものであることが分かった。最終年度に行った実験結果は、
ガレクチン９が血管内皮細胞における小胞体ストレスと何らかの関連性を持つことを示唆して
いおり、現在、その分子的実態を明らかにするために研究を継続している。 
 
研究成果の概要（英文）：Knockdown experiments using siRNA of galectin-9 suggested that 
intrinsic galectin-9 modulates IFN action in cultured human endothelial cells. 
Confirmation experiments using new-generation siRNAs, however, demonstrated that the 
observation was due to the off-target effects of old-generation siRNAs. The experiments 
carried out on the last year suggested the relationship between galectin-9 and endoplasmic 
reticulum stress (ER stress) in human endothelial cells. I am continuing to investigate 
the role of galectin-9 in endothelial cells in relation to ER stress. 
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１．研究開始当初の背景 
 ガレクチン９は、主としてその細胞外作用
の解析から、自然免疫と獲得免疫の両面で働
く免疫機能調節因子としての位置付けが確
立されつつある。私達は、ガレクチンファミ

リーの中でもタンデムリピート型に属する
メンバー、特にガレクチン９を主要な研究対
象として多面的な解析を行い、a) 構造と糖
鎖結合特異性、b) T 細胞の細胞死誘導作用、
c) 樹状細胞に対する分化誘導作用、d) 腫瘍
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細胞に対する細胞死誘導作用、e) アレルギ
ー、自己免疫疾患における役割、などを報告
してきた。しかし、b)-d)はガレクチン９を
細胞外から作用させた結果であり、生理的役
割との関連は必ずしも明らかではない。 
 一方、血管内皮細胞（HUVEC）や線維芽細
胞において、ガレクチン９の発現がインター
フェロン（IFN）により強く誘導されること
が報告されている（他のガレクチンは誘導さ
れない）。血管内皮細胞における内在性ガレ
クチン９の役割を検討する目的で、siRNA に
よるノックダウンを行った結果、無刺激状態
における Stat1のリン酸化が亢進するととも
に、典型的な IFN 応答遺伝子産物である
CXCL10/IP-10 の産生が増加した。この効果は
抗 IFN-β抗体によりほぼ完全に抑制される
こと、また対照 siRNA や他のガレクチン（ガ
レクチン１，３）に対する siRNA はこのよう
な効果を示さないことから、短鎖 RNA による
非特異的な作用ではないと考えられた。ガレ
クチン９をノックダウンした細胞を IFN-α
で刺激すると、CXCL10 と RANTES の産生が顕
著に増加し、CCL2/MCP-1 と CXCL8/IL-8 の産
生は抑制された。これらの結果は、内在性ガ
レクチン９が血管内皮細胞自身の産生する
IFN-βや外来性 IFNに対する感受性調節因子
である可能性を示していた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、血管内皮細胞における IFN シ
グナル伝達と内在性ガレクチン９の関係を調
べることにより、ガレクチン９による IFN 感
受性調節メカニズムの解明を目的とした。こ
のために以下の点を明らかにすることを目指
した。a) 内在性ガレクチン９の作用場所（細
胞内あるいは細胞外［オートクライン的メカ
ニズム］）、b) 既知の IFN シグナル伝達経路の
どのポイントに作用するか、c) 細胞内で働く
場合、IFN シグナル伝達/調節因子（IFN 受容
体、JAK、Stat、SOCS、SHP-1 など）との直接
相互作用の有無、d) 直接相互作用が示された
場合、相互作用の様式とリン酸化などに及ぼ
す効果、e) 細胞外で働く場合、その作用を仲
介する因子（ガレクチン９シグナル伝達系）
の同定、f) ヒトＴ細胞株と末梢血Ｔ細胞にお
けるガレクチン９のノックダウン効果。 
 
３．研究の方法 
(1) ガレクチン９をノックダウンした血管内
皮細胞に、細胞外から組換え型ガレクチン９
を作用させ、Stat1 のリン酸化と CXCL10 産生
を指標としてノックダウン効果に対する影響
を調べる。ノックダウン効果に影響がない場
合は、内在性ガレクチン９の作用場所は細胞
内と判断する。影響が認められた場合は、ラ
クトース（ガレクチン９と糖鎖の相互作用に
対する阻害剤）及び N-, O-結合型糖鎖合成阻

害剤の効果、細胞外から加えた組換え蛋白質
の局在を調べ、細胞膜受容体の関与を明らか
にする。 
(2) 複数のケモカイン産生に対する主要なガ
レクチン（ガレクチン１，３，８，９）のノ
ックダウン効果を、無刺激状態と IFN-α/β/
γ刺激条件下で調べ、IFN のシグナル伝達に
関与する２種類の Stat (Stat1, Stat2) のリ
ン酸化レベルとの関連を検討する。Stat リン
酸化とケモカイン産生の相関が示された場合
は、Stat より上流の因子、すなわち JAK と IFN
受容体のリン酸化に対するガレクチン９のノ
ックダウン効果を調べる。 
 
(3) 内在性ガレクチン９の作用場所が細胞内
と判断された場合は、ガレクチン９が Stat、
JAK、あるいは IFN 受容体（IFN-α/β受容体）
と直接相互作用することにより、IFN シグナ
ル伝達に影響を与える可能性を検討する。無
刺激状態と IFN 刺激後の血管内皮細胞抽出液
の免疫沈降（抗ガレクチン９抗体使用）を行
い、各シグナル伝達因子に対する抗体を用い
たウェスタンブロットにより分析する。 
 
(4) 内在性ガレクチン９がオートクライン
的なメカニズムにより、細胞膜受容体を介し
て作用することが示された場合は、組換え型
ガレクチン９固定化カラムを用いて、血管内
皮細胞膜画分から受容体候補分子のアフィ
ニティー精製を行う。アフィニティー精製標
品の直接アミノ酸配列決定もしくはトリプ
シン分解産物の TOF-MS 解析により、受容体
候補分子の同定を試みる。 
 
４．研究成果 
 本研究を開始するまでに得られたデータ
から、ガレクチン９ノックダウンの効果は
siRNA の非特異的な作用ではないと考えてい
た。しかし、ガレクチン９のノックダウンに
使用した siRNA mixture（４種類の siRNA 
[siG9-5, -6, -7, -8]の混合物）の各成分の
効果を個別に検討した結果、siG9-6 は Stat1
リン酸化の亢進と CXCL10産生を誘導したが、
ガレクチン９に対するノックダウン効果を
示さず、一方、SiG9-5, -7, -8 はガレクチン
９に対するノックダウン効果を示したが、
Stat1リン酸化やCXCL10産生に影響を与えな
かった。この結果は、これまでに得られたデ
ータが siG9-6 のオフターゲット効果による
ものであることを示している。このため、低
濃度で十分なノックダウン効果が得られる
新世代の siRNA（Ambion 社製）を用いて、デ
ータの取り直しを行い、三種類の siRNA によ
りオフターゲット効果の現れない低濃度（1 
nM 以下）において、十分なノックダウン効果
が得られることが分かった。しかし、これら
のsiRNAは血管内皮細胞におけるIFN-γによ



る CXCL9の発現誘導に対して抑制効果を示さ
なかった。以上の研究結果は、siRNA による
ノックダウンは極めて有用な手法であるが、
非特異的な応答を引き起こす可能性があり、
特に免疫機能に関する研究においては、結果
の解釈に注意が必要であることを示してい
る。 
 新世代の siRNA を用いた研究成果から、旧
タイプの siRNAによって得られた実験結果が、
オフターゲット効果（インターフェロン様効
果）によるものであることが判明し、本研究
の基盤としてきた手掛かりが失われた。この
ため、研究の方針を変更し、ガレクチン９を
含むガレクチンファミリーに共通する重要
な問題である分泌メカニズム（ガレクチンは
非古典的分泌経路を介して分泌されると考
えられているがその詳細は不明である）を血
管内皮細胞／インターフェロン刺激の系を
用いて検討した。その結果、、A23187 処理に
より細胞内ガレクチン９の減少（対照の約
40%に減少）と、培地中の濃度増加が再現性
良く観察された。しかし、培地中に検出され
る量は刺激後 24 時間で 0.5 ng/ml 以下であ
り、細胞内減少分の５％程度であった。さら
に 、 古 典 的 分 泌 経 路 の 阻 害 剤 で あ る
brefeldin A を添加すると、細胞内ガレクチ
ン９は１０％以下に低下し、培地中ではほと
んど検出されなかった。この細胞内ガレクチ
ン９の減少は、bafilomycin A1（リソゾーム
における蛋白質分解阻害剤）により阻害され
ることから、brefeldin A はガレクチン９の
分解を促進したものと考えられる（シクロヘ
キシミドやピューマイシンで蛋白質合成を
阻害しても、24 時間では細胞内ガレクチン９
の減少は認められない）。brefeldin A や
A23187はERストレスを引き起こすことから、
細胞内ガレクチン９の減少と ER ストレスの
関連が示唆された。 
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