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研究成果の概要（和文）： 

 マクロファージを酸化型ガレクチン添加により刺激し、蛍光差異二次元電気泳動法(２
D-DIGE)を用いて、酸化型ガレクチン-１のシグナル伝達経路に関与する蛋白質を経時的に
同定した。それら蛋白質はアルギナーゼ、 トランスアルドラーゼ、 、マレイン酸
デヒドロゲナーゼ等であり、さらにリアルタイム 、ウエスタンブロット、カルシウムイメ
ージングなどによる詳細な解析を行っているところである。 
研究成果の概要（英文）： 
We identified several kind of proteins related with signal transduction of oxidized 

galectin-1 in macrophages stimulated with oxidized galectin-1 by fluorescence two 

dimensional difference gel electrophoreis (2D DIGE). The proteins were arginase, GRP78, 

transaldolase, glia maturation factor, and malate dehydrogenase. We have been 

investigating about macrophages stimulated by oxidized galecin-1 in detail with Real Time 

RT-PCR, Western blot, Calcium Imaging, and proteome analysis.   
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１．研究開始当初の背景 

 神経の再生機構を解明することは様々な
外科治療において非常に重要な課題である。
末梢神経は損傷後神経再生を行うが、軸索再
生がどのような因子により誘導されている
のかの詳細は不明である。国内で連携して研
究を行っている堀江らのグループが、腎由来

のCOS1細胞の培養上清中に末梢神経再生促
進因子が存在し、それがガレクチン-１である
こと、しかもレクチン活性を持たない酸化型
ガレクチン-１であることを突き止めた。 

 末梢神経が損傷されると、その軸索やシュ
ワン細胞から還元型ガレクチン−１が放出さ
れ、酸化型ガレクチン−１に変えられる。酸

研究種目：基盤研究（C） 

研究期間：2007 ～ 2009  

課題番号：19591004

研究課題名（和文） 酸化型ガレクチン−１のマクロファージを介した末梢神経損傷後再生機

構の解明                      

研究課題名（英文） Regeneration research of peripheral nerve injury via macrophage 

stimulated by oxidized galectin-1  

研究代表者 

吉村 和法 （YOSHIMURA KAZUNORI） 

 日本医療科学大学・保健医療学部・教授 

研究者番号：20158497 

 

 



 

 

化型ガレクチン−１がマクロファージの未知
のレセプターに結合すると、未知のシグナル
伝達が生じ、結果として神経栄養因子が放出
される。放出された栄養因子は損傷末梢神経
に作用し、神経再生が促進される。これら一
連のプロセスの中で、酸化型ガレクチン-１に
対するマクロファージのレセプター、および
酸化型ガレクチン-1 がマクロファージのレ
セプターに結合した後のシグナル伝達経路、
および分泌される神経栄養物質の解明はさ
れていなかった。 

 

２．研究の目的 

 自ら確立した高感度２次元電気泳動、液体
クロマトグラフィー質量分析装置を組み合
わせたプロテオーム解析技術（吉村和法.埼玉
医科大学雑誌 第 31 巻第 3 号 p175‐p176. 
2004）を用いてマクロファージにおける酸化
型ガレクチン-１のレセプター、その情報伝達
経路、および培養液中に分泌される神経栄養
因子の解明を進め、末梢神経損傷後再生機構
の解明を目指す。 

 このことは、神経再生・修復を含む再生医
学および神経再生の新薬の開発にもつなが
り、再生医療に大いに貢献できるものと思わ
れた。 

 

３．研究の方法 

（１）マクロファージの表面レセプターの同
定  
酸化型ガレクチン−１に対するマクロファー
ジ表面レセプターを同定するために、酸化型
ガレクチン−１を添加し，刺激したものと刺
激なしのマクロファージの膜蛋白質のみを
７回膜貫通型蛋白質抽出キットを用いて抽
出した。膜タンパク質抽出キットで得られた
蛋白質を酸化型ガレクチン−１をリガンドと
したアフィニティカラムにアプライして結
合したタンパク質を回収した。回収したタン
パク質を２次元電気泳動で精製してから液
体高速クロマトグラフィー／タンデム型質
量分析装置で酸化型ガレクチン−１に結合す
るレセプタータンパク質を同定につなげる
予定である。 
（２）酸化型ガレクチン-１のシグナル伝達
経路に関与する蛋白質の同定 
蛍光差異二次元電気泳動法(2D-DIGE)を用い
て，酸化型ガレクチン−１の刺激で差異のあ
る蛋白質の候補を抽出し、 による
分析によって同定した。
（３）酸化型ガレクチン １で誘導されて分
泌される神経栄養因子の同定
酸化型ガレクチン−１を添加し，刺激したマ
クロファージの培養液と、刺激なしのマクロ
ファージの培養液の濃縮をし、サンプルを集
めた。またコントロールとして還元型ガレク
チン−１あるいはウシ血清アルブミンで刺激

した培養上清を集めた。それらの上清を炭酸
水素アンモニムに透析してから凍結乾燥後、
2 次電気泳動用緩衝液に可溶化してから２次
元電気泳動を行ない、SyproRuby で蛍光染色
し た 。 そ れ ら を 画 像 取 り 込 み 装 置
Typhoon9410 にかけて画像を取り込んだ。取
り込んだ画像を比較解析して酸化型ガレク
チン−１で特異的に分泌増加されていると推
測されるスポットを切り出してトリプシン
で酵素消化後、LC-MS/MS でペプチド解析を行
ない、目的のタンパク質を同定する。高感度
二次元電気泳動法で解析、神経栄養因子を同
定につなげる予定である。 
（４）同定された物質についての確認実験 
ウエスタンブロット、ELISA、およびリアル
タイム RT-PCR などの手法を用いて確認実験
を行った。 
 
４．研究成果 
（１）マクロファージの表面レセプターの同
定 
膜タンパク質回収が終了したところで表面
レセプターの同定に至っていない。 
（２）酸化型ガレクチン-１のシグナル伝達
経路に関与する蛋白質の同定 
３０分刺激で発現差異のある蛋白質として
以下の結果を得ていた。 
GRP78,Rho,arginase 1,hsp8, transaldolase 
1, GMF、マレイン酸デヒドロゲナーゼ等であ
った。1時間刺激についてさらに 2D-DIGEを
行い、解析した。解析で得た結果は以下のよ
うなものであった。（図 1，2参照） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１.マクロファージ 2次元電気泳動像 
（1時間刺激解析時マスターゲル） 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．1時間刺激時解析結果 
さらに刺激時間を 2時間にし、解析を試みる
予定であり、サンプル調整が終わったところ
である。 
 
（３）酸化型ガレクチン １で誘導されて分
泌される神経栄養因子の同定
酸化型ガレクチン−１を添加し，刺激したマ
クロファージの培養液と、刺激なしのマクロ
ファージの培養液を集め、濃縮、透析、凍結
乾燥したサンプルを 2次元展開した結果は 
右図のようであった。（図３、図４参照） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３. 酸化型ガレクチン １添加前マクロフ
ァージ培養上清の 2次元電気泳動像 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４. 酸化型ガレクチン １添加後マクロフ
ァージ培養上清 2次元電気泳動像 
特に 21ｋD ～45ｋDのスポット群に差異があ
りそうな結果を得たので、さらに再現性を確
認し、詳細な統計解析を行う予定である。 
 
（４）同定された物質についての確認実験 
①既に同定済みであった 30 分酸化型ガレク
チン－１刺激によって有意な差異があった
タンパク質 GRP78,Rho,arginase 1 について、
さらなる詳細な解析をリアルタイム PCRで行
った。 
(図５参照) 

 
 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．リアルタイム PCRの結果 
 

プロテオーム解析との明らかな相関はみら
れなかった。しかし、リアルタイム PCRの結
果により、刺激時間の違いでｍRNA の興味深
い挙動の変化がみられた。 
 

②また、arginase 1 については Western 
blotによる発現解析を行った。（図６参照） 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
図６．Western blotによる発現解析 
 
酸化型ガレクチンで、arginase 1 の発現が

60分で一回抑制され、その後また増加してい
た。 
還元型ガレクチン、BSA では時間経過による
増加傾向がみられた。 
 
リアルタイム PCRの結果、Western blotの結
果から、プロテオーム解析においても、刺激
時間を振っての解析を組み合わせることで、
相関を見ることができるかもしれない。 
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