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研究成果の概要（和文）：ガレクチン-１（Gal-1）は、全身の広範囲に分布する多機能蛋白質であり、近年マクロファ
ージの炎症性サイトカインの分泌に対し抑制的に働くことが明らかとなってきた。さらに、ヒト唾液中にGal-1が分泌
されることが明らかになったことから、P.gingivalisを用いた実験的歯周病発症ラットを作製しGal-1の口腔内機能の
解析した。その結果、ラット口腔内Gal-1濃度の100倍のGal-1に実験的歯周炎による骨吸収に対し抑制的作用がある可
能性が示唆された。今後、Gal-1の歯周炎に対する抑制効果の機構を解明し、将来的には創薬へ展開する可能性を検討
する。

研究成果の概要（英文）： Galectin-1(Gal-1) is a multifunctional protein that is widely distributed thougho
ut the body, and recently has been found to inhibit the secretion of inflammatory cytokines by macrophages
. In addition, since Gal-1 has been found to be secreted in human saliva, the functions of Gal-1 in the or
al cavity were analyzed by using P.gingivalis to prepare rats with periodontal disease. The results sugges
ted that Gal-1 may have an inhibitory effect on bone resorption caused by experimental periodontitis at co
ncentrations 100 times higher than those found in the rat's oral cavities. In the future, we will elucidat
e the mechanism behind the inhibitory effect of Gal-1 on periodontitis, and will examine the possibility o
f the future expansion of its use in the development of new drugs.
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１．研究開始当初の背景 
 ガレクチン-１（Gal-1）は、全身の広範囲

に分布し正常細胞及び腫瘍細胞から産生さ

れ、腫瘍の形質転換・アポトーシス・細胞接

着・神経再生や免疫・炎症系に関連した多機

能レクチンとして知られている。さらに本申

請の連携研究者の堀江らは、抹消神経の障害

後神経再生・機能再建を促進する物質の一つ

として酸化型Gal-1が関与していることを発

見し（Horie, et al J. Neurosci, 1999）、

さらに、酸化型 Gal-1 の作用機序解析を進め

ていった結果、その標的細胞がマクロファー

ジであることを報告した（Horie, et al J. 

Neurosci, 2004）。また、本申請者はヒト・

ラット唾液中にGal-1が分泌されていること

をウエスタンブロットを用いて明らかにし

ている（未発表データ）。 

 一方、歯周病は多形核白血球ついでマクロ

ファージによる応答さらに T-cell・B-cell

細胞病変が惹起され、歯周炎が成立するまで

の機構が徐々に明らかになってきており、多

くの増殖因子やサイトカインネットワーク

の解明に向け精力的なアプローチが行われ

ている。しかし、歯周病の初期成立過程やそ

の進行のメカニズムは依然として不明であ

り、その予防や治療も今後の研究がまたれて

いるのが現状である。  

 そこで、本申請では唾液中に存在する

Gal-1 と歯周病によって誘導されるマクロフ

ァージとの関連性を検討することを目的に、

ラット口腔内に Porphyromonas gingivalis 

(P.gingivalis)を接種し実験的歯周病を作

製し、human recombinant Gal-1(hr-Gal-1)

を作用させその骨吸収に及ぼす影響を検討

することとした。 
 
２．研究の目的  
 本申請者は、これまでにウエスタンブロット法

を用いてヒトおよびラット唾液中に Gal-1 が分泌

され、特にヒトではその分泌量に個人差があるこ

とを確認済みである(未発表データ)。そこで本研

究では、培養 P. gingivalis を用いて実験的ラット

歯周病モデルを作製し、hr-Gal-1 および遺伝子

操作により構築した酸化型 Gal-1 (CS-Gal-1)さ

らに Gal-1 抗体を用いて、誘導された炎症症状

に対する影響を Gal-1 とマクロファージの関連性

を歯槽骨の吸収を指標に検討しその機構を解

明することで、将来的に新規創薬の開発に展開

する可能性を検討することを目的とする。 

 
３．研究の方法 
① ヒトリンパ腫由来単球細胞 U937 を用いたヒト

マクロファージ細胞への分化・誘導系の確立  

  ヒトリンパ腫由来単球細胞 U937 を 24well に

1X106cell/wellの細胞数で播種し、フォルボール

エステル（PMA)を作用させマクロファージに分

化誘導を行う。分化誘導終了後、浮遊細胞を培

養液の交換にて除去し、接着細胞を本実験に

使用する。 

 

② RT-PCR・ELISA による LPS 刺激 U937 ヒトマ

クロファージ細胞活性化の検討 

  ヒトマクロファージ細胞に LPS の濃度・作用時

間を変化させて添加し、IL-1βやIL-6等の炎症

性ケミカルメディエイターの誘導・発現を検討す

る。これまでの基礎的検討からマクロファージか

らは、Trizol 溶出後エタノール中で沈殿し抽出

する一般的な方法での mRNA を得ることは困難

である。そこで、RNA 吸着カラムを用いた RNA

抽出法である Qiagen 社の RNeasy Mini を用いる。

この方法により mRNA を安定して取り出すことが

できるようなり、そのサンプルを用いて RT-PCR

法にて遺伝子発現量を検討中する。同時に、各

種条件による培養上清を収集しELISA方にて細

胞が分泌した蛋白量に関しても検討する 

  

③ Gal-1 の LPS 刺激による U937 マクロファー

ジ活性化の抑制機構の検討 

  ②で得られた LPS 至適濃度により刺激された

U937 マクロファージに対し Gal-1 の至適濃度・

作用時間を変化させ炎症性ケミカルメディエー



ターの IL-1β・IL-6 等の発現を指標として

RT-PCR、ELISA を用いてコントロール群と比較

し解析する。 

 

④ U937 マクロファージにおける Gal-1 受容体

の同定及びシグナル伝達系の解析 

  連携研究者の堀江らの研究結果から、ガレク

チンー1 が末梢神経の障害後の神経再 生・機

能再建を促進し、その反応の標的細胞がマクロ

ファージであることが明らかになっている(Horie 

et al, J Neurosci, 2004)。すなわち、マクロファー

ジが何らかの受容体を有していることは明らかで

あるが、未だにその受容体は明らかになってお

らず、またその細胞内シグナル伝達系に関して

の報告も認められない。そこで、ガレクチンー１

の LPS による U937 マクロファージ活性化抑制効

果の至適濃度・作用時間が明らかとなった条件

で、レセプターアッセイ・DNA chip・プロテオーム

解析を用いて、網羅的にガレクチンー1 の細胞

に及ぼす影響を検討する。 

 

⑤ ラット唾液中 Gal-1 濃度の計測 

  申請者らは、P.gingivalis をラットに感染させ

実験的歯周病モデルを用い、Gal-1 の抑制効果

を検討するため、ラット唾液中の Gal-1 の有無・

濃度を知る必要がある。そこで、ピロカルピンを

腹腔内投与し副交感神経を刺激することで得ら

れた唾液をウエスタンブロット法を用いて検討す

る。 

 

⑥ P.gingivalis に対する Gal-1,CS-Gal-1 およ

び Gal-1 抗体の直接的影響の検討 

  実験的歯周病ラットに対する各タンパク質の

影響を検討するにあたり、P.gingivalis に対して

直接的な抑制効果が認められるか否かを検討

する必要がある。そこで、通法に則り培地に

P.gingivalis を播種し、各タンパク質を 0.01～

1000 倍容量濾紙に添付し阻止円の形成を評価

する。 

 

⑦ 実験的歯周炎発症モデルラットに対する

Gal-1 接種による骨吸収抑制効果の検討 

  本申請者は、共同研究者の浜田が株化した

歯周病原菌細菌のP.gingivalis株を暴露すること

で作成する歯周炎モデルマウスを使用し、夜間

拘束ストレスやβブロッカーの投与により歯槽骨

の吸収に影響を及ぼすことを報告してきた

(Nakajima K.,Sasaguri K.et al. J. Periodontal Res. 

2006.,Okada Y., Sasaguri K. et al., Arch Oral 

Biol. 2010)。そこで、本申請では、同様にラット

に対して P.gingivalis 株を暴露し、実験的歯周病

ラットを作製し、ラット唾液中のGal-1蛋白濃度を

指標として Gal-１、還元型 Gal-1（CS-Gal-1）な

らびに Gal-1 抗体それぞれの濃度を変化させて

21 日間毎日口腔内に接種する。その後、顎態

標本を作製し、セメント－エナメル境と歯槽骨の

距離を計測することで歯槽骨吸収に及ぼす影

響を検討する。さらに、組織切片を作製し TRAP

染色を行い誘導された破骨細胞数を各群で比

較検討する。 

 
４．研究成果 

 これまでに我々は、ラット腹腔内由来マクロフ

ァージを採取し E-LPS を用いて刺激し rh-Gal-1

を添加したところ誘導される炎症メディエーター

である IL-1β,IL-6 の遺伝子発現が抑制される

こ と を 報 告 し た （ Clinical, Cosmetic and 

Investgational Dentistry. Vol.3, P1-8;2011）。本

申請では、Gal-1 のマクロファージ受容体を検討

する目的で、まずヒトリンパ腫由来単球細胞

U937 に対して PMA を用いて刺激しマクロファー

ジに分化させる系を確立することとした。その結

果、誘導されたマクロファージは形態的・遺伝子

発現的に効率よく分化し、さらに E-LPS 刺激に

より炎症性サイトカイン遺伝子の発現が増加した

ことから実験系を確立したと考えられた。そこで、

本実験系に rh-Gal-1,CS-Gal-1 を添加し IL-1

β、IL-6,COX-2,TNF-αの遺伝子発現を検討

したが、ラット腹腔内由来 Primary マクロファー

ジの反応とは異なり Gal-1 による各種炎症メディ

エーターの抑制作用は認められなかった。すな



わち、ヒトリンパ腫由来単球細胞 U937 から PMA

刺激で誘導されたマクロファージは Gal-1 受容

体が存在しない可能性があることが明らかとなっ

た。 

 本申請では、P.gingivalis を用いて実験的歯

周病発症ラットを作製し、Gal-1,CS-Gal-1 なら

びに Gal-1 抗体をラット口腔内に添加しその抑

制作用の検討を行うにあたり、ラット唾液中の

Gal-1 濃度を知る必要があるためウエスタンブロ

ット法を用いて検討した。その結果、ラット唾液

中 Gal-1 濃度は平均 0.05ng/ul であることが明ら

かとなった（Fig.1)。 

 

 

 

 

         Fig. 1 

 次に、P.gingivalis に対して各蛋白質が直接的

な作用があるか否かを検討するため、通法に従

い培地に細菌を播種し、口腔内 Gal-1 濃度

0.05ng/ulを指標として0.01～100倍濃度の各蛋

白 を 作 用 さ せ た 結 果 、 す べ て の 濃 度 で

P.gingivaliｓ発育の阻害作用は認められなかった。

そこで次に歯周病モデルラットを作製し検討した。

用いた各蛋白質の濃度は、×１０、×１００倍でコ

ントロールも含め各群 6～７匹として計 8 群で検

討を加えた。その結果、P.gingivalis 単独で作用

したものに比べ、有意差は認められなかったが

Gal-1×100 のみに骨吸収の抑制作用の傾向が

認められた（Fig.2)。 

 

 

 

       Fig.2 

現在、本実験系を用いて詳細に検討中である。 
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