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研究成果の概要（和文）：ガレクチンファミリーの中で、ガレクチン-9が不溶性エラスチンに対して最も高い親
和性を示した。ガレクチン-9が結合するのはエラスチン分子そのものではなく、成熟した不溶性エラスチンに共
有結合しているsmall leucine-rich repeat proteins/proteoglycans (SLRPs)ファミリーに属する一群の糖タン
パク質、Lumican, Mimecan/Osteoglycin, Prolargin/PRELP, Fibromodulin, Versican、であることが示され
た。

研究成果の概要（英文）：We found that mature insoluble elastin is capable of binding Gal-9 and other
 members of the human galectin family. Lectin blot analysis of a series of commercial water-soluble 
elastin preparations, PES-(A) ~ PES-(E), revealed that only PES-(E) contained substances recognized 
by Gal-9. Gal-9-interacting substances in PES-(E) were affinity-purified, digested with trypsin and 
then analyzed by reversed-phase HPLC. Peptide fragments derived from five members of the small 
leucine-rich repeat proteoglycan family, versican, lumican, osteoglycin/mimecan, prolargin and 
fibromodulin, were identified by N-terminal amino acid sequence analysis. The results indicate that 
Gal-9 and possibly other galectins recognize glycans attached to small leucine-rich repeat 
proteoglycans associated with insoluble elastin and also indicate the possibility that mature 
insoluble elastin serves as an extracellular reservoir for galectins.

研究分野：生化学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
動物レクチンファミリーの１つであるヒト
ガレクチンファミリーは、約 10 種類の遺伝
子で構成され、β-ガラクトシドに対する結
合特異性をその特徴とする。ガレクチンの生
理機能として、Ｃ型レクチンの場合と同様、
主に免疫反応の調節に関する多様な機能が
報告されているものの、生体における真の役
割については不明な点が多い。特に、タンデ
ムリピート型ガレクチン（分子内に２個の糖
鎖結合ドメインを持つ）の研究は、比較的早
い時期に発見されたガレクチン１やガレク
チン３（ともに１個の糖鎖結合ドメインを持
ち、各々プロト型とキメラ型サブタイプに分
類される）と比較して遅れていた。私達は、
ガレクチンファミリーの中でもタンデムリ
ピート型に属するガレクチン９（Gal-9）を
主要な研究対象として多面的な研究を行い、
構造、糖鎖結合特異性、腫瘍細胞に対する細
胞死誘導作用、免疫細胞に対する作用、治療
薬開発、アレルギー、自己免疫疾患における
役割と治療効果、などについて報告してきた。
これまで Gal-9 の作用は溶液系（培養細胞の
培地への添加など）において調べられてきた
が、最近の研究成果は、Gal-9 がコラーゲン
素材に結合した状態で免疫細胞に作用でき
ることを示している。さらにその後の研究か
ら、Gal-9 が結合するのはコラーゲンそのも
のではなく、主としてコラーゲン標品に混入
したエラスチンであることが明らかとなっ
た（未発表データ）。高純度の不溶性エラス
チンを使用した結合実験の結果は、ガレクチ
ンファミリーの中でも、特に Gal-9 がエラス
チンに対して高い親和性を持つことを示し
ている。また、不溶性エラスチンを酸加水分
解して得られる水溶性エラスチンも Gal-9 
に対する結合性を保持しており、Gal-9 固定
化カラムを用いたアフィニティークロマト
グラフィーによって、Gal-9 に親和性を示す 
成分を精製することができる。コラーゲンと
並ぶ「古典的なタンパク質」として知られる
エラスチンは、組織（特に動脈、靱帯、肺、
皮膚など）の弾性機能に必須の因子である。
エラスチン（エラスチン繊維）の特徴は、 
その弾性に加えて、分子間の高度な架橋構造
の形成とこれに伴う不溶性であり、この不溶
性がエラスチンの研究を困難にしている原
因ともなっている。エラスチンの機能に関し
ては、弾性タンパク質としての機能以外に、
その分解によって生じるペプチドが走化因
子として炎症や癌の進行に関わることが報
告されている（elastokine）。しかし、不溶
性エラスチンに結合する生理活性因子とそ
の機能に関する研究は限られており、細胞外
基質におけるエラスチンの役割が十分に解
明されているとはいえない。 

 
２．研究の目的 
本研究では、Gal-9 が非糖タンパク質である
エラスチンを認識するメカニズムを明らか
にするとともに、エラスチン- Gal-9 複合体
形成がエラスチンの機能に与える影響を検
討する。このために以下の点を調べる。(1) 
エラスチンに対する Gal-9 の結合特性の解
明：エラスチン認識における Gal-9 の２つの
糖鎖結合ドメインの役割と Gal-9 が認識す
る構造の同定、(2) エラスチンの分解（生理
活性を持つエラスチンペプチド/elastokine 
の生成）に対する Gal-9 の影響、(3) エラス
チン線維形成（in vitro モデル）に対する
Gal-9 の影響、(4) 弾性線維に注目した
Gal-9 の組織内局在性の再検討及び Gal-9 
ノックアウト動物組織（動脈、靱帯、肺、皮
膚）の病理組織学的検討。このうち(2)と(3)
は、既知のエラスチン機能に対する Gal-9 の
影響を調べるものであるが、(4)の結果から
エラスチンの新しい生物機能に関する手掛
かりが得られた場合は、この機能に関する実
験を追加する。 
 
３．研究の方法 
１．Gal-9（安定化Gal-9 及び各糖鎖結合ドメ
インを不活性化した変異体）と他のガレクチ
ンファミリーのメンバー（Gal-1, 3, 8）を用
いて、高純度不溶性エラスチンとガレクチン
の結合をBinding assayにより定量的に解析
し、エラスチンとの相互作用におけるGal-9 
の２つの糖鎖結合ドメインの寄与、典型的な
糖鎖に対する親和性との関連を明らかにする。
Gal-9 が認識する構造の同定には、不溶性エ
ラスチンを有機酸分解して得られる水溶性エ
ラスチンを使用する。Gal-9 固定化カラムで
アフィニティー精製した水溶性エラスチンを
酵素限定分解し、分解産物から逆相HPLC によ
ってGal-9 が親和性を示すペプチドを精製し
て構造を決定する。成熟したエラスチン分子
は、リジン残基間の架橋により他のタンパク
質には見られない複雑な構造を形成している。
このため、通常の分析方法（N-末端アミノ酸
配列分析）では、親和性を持つペプチドのア
ミノ酸配列/構造を決定できない可能性があ
る。その場合、エラスチンに存在する既知の
架橋構造（desmosine, isodesmosine など）
を考慮し、質量分析法と核磁気共鳴分光法
（NMR）による構造の推定を試みる（NMR 解析
は連携研究者が担当する）。 
２．ノックアウト動物の組織学的／病理組織
学的検討から、エラスチン-ガレクチン９複合
体が関わる新しい機能に関する手掛かりが得
られる可能性を考慮し、初年度にこの検討を
始める。ノックアウトマウスは既に作製済み
であり、香川大学において維持・繁殖され 



ている。ノックアウトマウス及び対照マウス
の各種組織のパラフィンブロックが保存され
ているため、これを用いてGal-9 の免疫組織
染色とエラスチン染色（膠原線維、筋繊維、
弾性線維の識別染色）を行い、必要に応じて
新たに採取した組織を利用する（凍結切片の
作製など）。 
３．現在、不溶性エラスチン、水溶性エラス
チンともに、ブタ由来の製品（細胞外基質研
究所製）が純度・価格などの面で最も研究に
適しており、これまでの実験にもこれらの製
品を利用してきた。しかし、ブタエラスチン
に関しては、遺伝子レベルでもタンパク質レ
ベルでも部分的な配列しか報告されていない
ため、ORF 全長のクローニングを行った（DDBJ 
登録済み）。次年度の研究（in vitro エラス
チン線維形成モデル）において、培養細胞に
おけるブタエラスチン（ヒトエラスチンも使
用）の発現が必要なため、真核細胞用発現ベ
クターを用いたエラスチン強制発現の予備 
実験を行う。1. の実験からGal-9 が認識する
エラスチンの構造が同定された場合（但し、
架橋構造が含まれる場合を除く）、当該部位
に変異を導入してGal-9 に対して親和性を示
さないエラスチン変異体を作製する可能性が
ある。なお、先に述べたアフィニティー精製
ペプチドのアミノ酸配列の確認にも、今回ク
ローニングした配列データを利用する。 
４．不溶性エラスチンをプロテアーゼで処理
し、生成するペプチドを逆相HPLC により定量
的に分析する。ペプチドの同定（アミノ酸配
列決定）は、質量分析とN-末端アミノ酸配列
分析を組み合わせて行う。生理活性を持つエ
ラスチンペプチドの構造については、すでに
多くの報告がある。また、ペプチド混合物を
試料として、単球（U937細胞）に対する遊走
活性と線維芽細胞（HFL-1 細胞）に対する増
殖促進活性を測定する。エラスチンペプチド
は線維芽細胞におけるMMP-1 の発現を促進す
ることが知られているため、増殖促進活性の
測定と同時にMMP-1 の発現についても検討す
る。プロテアーゼ処理前に、濃度を変えた
Gal-9 で不溶性エラスチンを処理した場合と
無処理の場合を比較して、Gal-9 の影響を調
べる。Gal-9 はMMP-9 やMMP-3 を結合するこ
とが知られているため、エラスチンペプチド
の生成に対して、促進あるいは抑制のどちら
の方向にも作用する可能性がある。 
５．エラスチン（トロポエラスチン）からエ
ラスチン線維が形成される過程を in vitro 
で完全に再現するのは容易ではないが、毛様
体色素上皮由来の細胞株を用いる in vitro 
エラスチン線維形成モデルが知られている。
ARPE-19 細胞はトロポエラスチンを発現し
ていないが、トロポエラスチンを強制発現さ
せることでエラスチン線維 

の形成を観察することができる。ARPE-19 細
胞にブタトロポエラスチン（ヒトトロポエラ
スチ[クローニング済み] も使用）発現ベク
ターを導入し、エラスチン線維の形成を定量
的に測定（ELISA による desmosine の定量）
するとともに、抗エラスチン抗体と抗 Gal-9 
抗体を用いてエラスチン線維の免疫蛍光染
色を行う（共焦点顕微鏡による観察）。
ARPE-19 細胞の培地に濃度を変えたGal-9を
添加してその効果を検討する。ARPE-19 細胞
自身が Gal-9 を発現しているか否かは不明
なため、予め Gal-9 の発現レベルをウェスタ
ンブロットと ELISA（Gal-9 の ELISA はすで
に確立している）により調べ、有意な発現が
認められた場合は、Gal-9 siRNA によるノッ
クダウンがエラスチン線維の形成に与える
影響も検討する。実験用いる Gal-9 siRNA の
効果は確認済みである。ARPE-19 細胞の培地
に Gal-9 を添加する方法で影響が観察され
ない場合は、Gal-9 発現ベクターの導入によ
る強制発現の効果を検討する。HUVEC や線維
芽細胞において、インターフェロン刺激によ
りGal-9の発現が亢進することが知られてい
る）。ARPE-19 細胞が Gal-9 を発現している
場合は、インターフェロン刺激の効果を利用
できる可能性がある。 
６．平成２７年度にノックアウト動物、対照
動物の組織学的／病理組織学的検討が終了
していない場合は、引き続き検討を進める。
組織学的／病理組織学的検討から、エラスチ
ン（エラスチン-Gal-9 複合体）に関するど
のような手掛かりが得られるか（あるいは得
られないか）は明らかではないため、この点
についての研究計画を記述するのは困難で
ある。しかし、これまでに蓄積された Gal-9 
の機能に関する研究結果を考慮すると、
Gal-9 が in vivo においてもエラスチン（弾
性線維）と結合していた場合、弾性線維に対
する何らかの免疫反応（例：血管炎症候群に
分類される高安動脈炎、側頭動脈炎など）と
関連する可能性がある。このような可能性が
示唆された場合は、自己免疫疾患モデルマウ
スの研究によって得られた試料を利用し、自
己免疫病態における弾性線維病理学的変化
についても検討する。 
７．平成２７年度の研究結果から、Gal-9 が
親和性を示すエラスチン由来ペプチドを十
分量精製することが可能であることが示さ
れた場合、時間的余裕がある場合に限って、
Gal-9 あるいはGal-9の２つの糖鎖結合ドメ
インのどちらか一方と、エラスチン由来ペプ
チドの複合体の X 線結晶構造解析を行う予
定である。X 線結晶構造解析を行う場合は、
連携研究者がこれ担当する。なお、Gal-9 の
X 線結晶構造解析の結果はすでに報告して
いる。 



 
４．研究成果 
本研究は、不溶性エラスチンに親和性を示
すガレクチン９（Gal-9）が、非糖タンパク
質であるエラスチンを認識する分子メカニ
ズムを明らかにすることを主たる目的とし
ている。本研究結果から、Gal-9 が結合す
るのはエラスチン分子そのもの（トロポエ
ラスチン、あるいはその架橋反応によって
生じる架橋構造）ではなく、成熟した不溶
性エラスチンに共有結合している small 
leucine-rich repeat 
proteins/proteoglycans (SLRPs)ファミリ
ーに属する一群の糖タンパク質、Lumican, 
Mimecan/Osteoglycin, Prolargin/PRELP, 
Fibromodulin, Versican、であることが示
された。また、Gal-9 による細胞内情報伝
達系の活性化に対して、これら SLRPs（プ
ロテアーゼにより不溶性エラスチンから遊
離される SLRPs 由来ペプチド）が影響を与
える可能性、あるいはこの逆（SLRPs 由来
ペプチドの作用に対して Gal-9 が影響を与
える可能性）を、２種類のヒト T 細胞株
（Jurkat, MOLT-4）を用いて検討したが、
明らかな影響は認められなかった。さらに、
in vitro で macrophage, dendritic cell
に分化することが知られている THP-1，
U937細胞に対するSLRPs由来ペプチドの効
果を検討したが、分化に対して影響を与え
なかった。一方、本研究に関連して行った
Gal-9 と IgE の相互作用解析から、Gal-9
と IgE の結合において、Gal-9-IgE 糖鎖間
と Gal-9-ペプチドバックボーン間の相互
作用が共同的に働らくことを示す結果が得
られた。エラスチンと Gal-9 の結合に関す
る当初の予想は誤りであったが、これらの
研究結果は、IgE 以外の分子に関しても、
非糖鎖構造を認識することが Gal-9 の機能
発現に繋がる可能性を示している。 
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