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研究成果の概要（和文）：ヒトガレクチン１(hGal-1)は生体内でダイマーとして存在し、膜糖タンパク質や膜糖脂質へ
の結合を介して細胞接着に関与する。本研究では糖脂質ガングリオシドGM1と中性脂質POPCを用いたリポソームを作成
し、hGal-1に含まれるTrp68の蛍光波長を解析することで結合の解析を行った。水溶性糖鎖ラクトースに対する結合定
数が3 mM-1程度であったことに対し、脂質膜上のGM1への結合定数、ならびにダイマーに２ヶ所含まれる糖結合サイト
の協同性がラクトースの場合と大きく異なることを見いだした。脂質膜上の糖鎖と水溶性糖鎖では結合特性が異なるこ
とを示唆する結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Human galectin-1 (hGal-1) dimer is involved in cell adhesion by binding multiple s
accharide moieties on surfaces of membranes.  We analyzed the binding of hGal-1 to ganglioside GM1 in POPC
 liposome by monitoring the fluorescence of Trp68 of hGal-1, and found a marked difference of the binding 
constant and Hill coefficient between the binding to GM1 and a soluble saccharide lactose.  The results im
ply that hGal-1 has different properties in binding to soluble and membrane-bound sugars.   
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 がんは日本人の死因第一位の疾病である。
正常細胞ががん化することに伴い、細胞分裂
の異常、転移能の獲得、血管新生、など様々
な現象が生じる。 
 がん細胞の転移に関して、原発組織からの
脱離と移動先での定着という段階は、それぞ
れ「細胞接着機能」の offおよび onが起こっ
ている、と考えることができる。すなわち、
がん細胞転移に関わる様々なステップのう
ち、原発巣からの脱離、および定着先の組織
への結合、という各段階で細胞接着の強度が
適切に制御されている。細胞接着機能には上
皮間葉転移という遺伝子発現プログラムの
改変に基づく変化が関わっているが、これと
は別に、糖鎖結合タンパク質（レクチン）の
細胞膜糖鎖（糖脂質、膜糖タンパク質）への
結合も関与すると考えられている。 
 細胞接着強度の制御機構のうち、レクチン
が関与する過程に関して、どのような特性が
あるか、および、分子機構は必ずしも明確で
はない。細胞接着強度を制御することはがん
の転移の制御につながることから、分子機構
の解明が待たれていた。このような背景のも
と、「レクチン糖脂質結合と細胞接着現象の
分子機構」というタイトルで本研究を開始し
た。 
 
２．研究の目的 
 本研究を含む一連の取り組みの最終目標
は、水溶性レクチンが介する細胞接着の機構、
強度、特性、などを明らかにすることである。
この最終目的のために、本研究では、代表的
な水溶性レクチンであるヒトガレクチン１
(hGal-1)を取り扱い、研究を行っている。
hGal-1が関与する細胞接着のモデル系として、
我々は「糖脂質含有リポソーム」を用い、「水
溶性糖鎖」への結合との共通点および相違点
を解明することを本研究の目的とした。これ
らの結果を元に、細胞接着への関与の可能性
および分子機構を考察した。 
 
３．研究の方法 ヒトガレクチン１が関与す
る細胞接着力を解析するために、 (1)ラクト
ース(Gal1-4Glc, Lac)結合定数のpH依存性解
析と構造解析、(2) 膜糖脂質含有リポソーム
への結合定数の解析と構造解析、を行うこと
にした。分光学的手法として、Trp 蛍光分光
法を用いて糖結合定数の算出を行った。また
ラマン分光法を用いてタンパク質構造解析
を行った。 
 初年度には、(1) 水溶性糖鎖-レクチン結合
の結合定数 pH依存性の測定、(2)水溶性糖鎖-
レクチン結合の構造解析と結合定数の大小
を決める構造的要因の解明、を行うことを計
画した。 
 次年度（研究計画最終年度）には、(3)糖脂
質-レクチン結合の結合定数 pH依存性の測定、
(4)糖脂質-レクチン結合の構造解析と、結合
定数に対する「構造的要因」「クラスター効

果」の解明、(5)糖脂質リポソームを用いた細
胞接着現象モデル系の開発、(6) 糖脂質リポ
ソームの hGal-1 添加によるクラスターサイ
ズ変化の解析、およびその pH依存性の解析、
を計画した。 
 
４．研究成果  
 研究計画の各項目に関して述べる。 
(1) 水溶性糖鎖-レクチン結合の結合定数pH依
存性の測定 
(2)水溶性糖鎖-レクチン結合の構造解析と結合
定数の大小を決める構造的要因の解明 
 
 水溶性糖鎖である Lacを添加し、hGal-1の
アミノ酸配列に唯一含まれる Trp68の蛍光ス
ペクトルの解析から結合定数(Kb)を決定した。 
①pH 7.5→4  hGal-1 の Lac結合定数 Kb（図
１） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
は、NaCl濃度によらず pH 7-9.5では 3.0 mM–1

程度で一定であり、pH 6.0 を境に低下した。
hGal-1および変異体の 229 nm励起共鳴ラマ
ンスペクトル（D2O 溶液）、円偏光二色性、
Trp68 蛍光の解析結果から、pH 6.3 近辺で
His52 のプロトン化と主鎖構造の変化が起こ
ること、pH 5.7 近辺で His44 プロトン化と
Trp68環境変化が起こること、を見いだした。
円偏光二色性のpH依存性は100 mM Lac添加
により消失した。紫外吸収差スペクトルの解
析から、酸性条件下でのカチオン π相互作用
を検出した。 
 以上の実験結果から、酸性条件では hGal-1
の２つの His側鎖のプロトン化が起こること
が分かった。結合定数の低下は His52プロト
ン化(pH 6.3)によって hGal-1糖結合ポケット
周辺の構造が変化して Lacと相互作用しにく
くなること、His44プロトン化(pH 5.7)に伴い
Trp68 との間にカチオン π 相互作用が生じ、
Lac との相互作用に適さない構造に変化する
こと、によると考えられる。以上の結果を、
参考文献２として論文発表した。 
 
②pH 7.5→9.5 0 mMではpH >8.2でLacゲル
結合割合 Yが低下した（図 2）。Yの pH依存
性は NaCl濃度増大に伴い消失した。pH 7-9.5
の範囲でNaCl濃度(0, 20, 150 mM)に関わらず
Kbは~3.0 mM–1であった(図 1)。可視ラマンス
ペクトルの SH 伸縮振動バンド強度解析から
Cys側鎖脱プロトン化の pKaを 8.5 ± 0.1と決
定した。 

 
図１.  hGal-1の Lac結合定数 Kbの pH依存性 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 pH 7-9.5 の範囲で Lac ゲル結合割合 Yは
NaCl 0 mMでは低下し、高 NaCl濃度条件下
では低下しなかったが、Kbは NaCl 濃度によ
らずほぼ一定であった。すなわち塩基性条件
下では、Kbは低下しないが Yが低下しうるこ
とがわかった。hGal-1結合によって Lacゲル
表面の hGal-1 密度が増大することを考える
と、低塩濃度・高 pH条件での Yの低下は Cys
側鎖脱プロトン化により生じる負電荷間の
静電的反発によるものと考えられる。以上の
結果を、参考文献３として論文発表した。 
 
(3) 糖脂質-レクチン結合の結合定数pH依存性
の測定 
(4)糖脂質-レクチン結合の構造解析と、結合定
数に対する「構造的要因」「クラスター効果」の
解明 
 
 糖脂質ガングリオシド GM1 と中性脂質
POPC を用いたリポソームを作成し、hGal-1
に含まれる Trp68の蛍光波長を解析すること
で結合の解析を行った。pH5-10の範囲で実験
を行った。水溶性糖鎖ラクトースに対する結
合定数が 3 mM-1程度であったことに対し、脂
質膜上のGM1への結合定数およびそのpH依
存性、ならびにダイマーに２ヶ所含まれる糖
結合サイトの協同性がラクトースの場合と
大きく異なることを見いだした。例えば pH 
7.5 において、GM1/POPC リポソームに対す
る結合定数は 7.3 mM–1であり、ラクトースに
対する Kb (3.0 mM–1)の約 2.5倍であった。ま
た複数の糖結合サイト間の協同性を示すパ
ラメータであるヒル係数は pH 7.5で 4.8であ
る結果を得た。他の pH 条件においても、同
様の結果を得た。 
 ガングリオシド GM1 に含まれる五糖をセ
ラミド骨格から切り離した水溶性五糖に関
しては、hGal-1は結合定数が非常に小さいこ
とが示されている。これに対し、本実験で確
認された結合定数は、水溶性ラクトースに対
する結合定数より大きいものであった。この
ことは、hGal-1のリガンドとなりうる糖鎖の
構造以外の要因によって見かけの結合定数
が増大したことを示唆する。多価糖鎖に対す
るレクチンの結合において、結合速度は不変
であるが、解離速度が低下するために、見か
けの結合定数が増大する、という現象が知ら
れている（クラスター効果）。我々が見いだ
した GM1/POPC リポソームに対する結合定

数の増大は、このようなリガンドのクラスタ
ー化に由来するものと考えて矛盾しない。こ
のように、我々は脂質膜上に存在する糖脂質
クラスターに対し、hGal-1の見かけの結合定
数が増大することを見いだした。 
 hGal-1は生理条件下ではダイマーとして存
在することから、ヒル係数が 2を越えるとい
う結果は、複数のダイマーが同時に糖結合を
起こしていることを意味する結果である。こ
の点に関し、「リポソーム間の架橋となるよ
うな hGal-1ダイマーの糖結合」が起こる場合、
これによって架橋されるリポソームの間隙
は、適切な距離にリガンドが存在するため、
hGal-1のあつらえ向きの結合サイトとして働
きうる、と考えることで説明される。 
 以上のように、脂質膜上の糖鎖と水溶性糖
鎖では結合特性が異なることを示唆する結
果を得た。これらの結果に関し、現在論文発
表を準備中である。 
 
(5)糖脂質リポソームを用いた細胞接着現象モ
デル系の開発 
 
 項目(3)(4)において、細胞接着現象モデル系
として、ガングリオシド GM1 および中性脂
質 POPCからなる糖脂質リポソームを用いた。
クラスターサイズ変化の解析のためにリポ
ソーム内部に色素を封入する必要があるが、
低分子である色素がリポソームから侵出し
うること、リポソーム外部（溶媒部分）の色
素の寄与の見積り、など検討すべき課題が多
い。そこで筆者らは、代替品として赤血球を
利用することにした。兎保存血液に含まれる
赤血球は脂質二重膜に糖脂質を含む天然の
リポソームである。大きさはおよそ**µm で
ばらつきが小さいこと、内部に赤色を呈する
ヘモグロビンを含むため視認性が高いこと、
溶血を除けば侵出の心配がないこと、入手が
容易であること、などの長所を持つ。また、
兎血液の赤血球凝集試験は hGal-1 のレクチ
ン活性の試験法として確立されており、
hGal-1によって複数の赤血球同士が接着され
ることが既に知られている。 
 
(6) 糖脂質リポソームの hGal-1 添加によるクラ
スターサイズ変化の解析、およびその pH 依存
性の解析 
 
 兎保存血液（日本バイオテスト）に緩衝液
を加え NaCl濃度を 150 mM、pHを 7.4とし
た。この希釈血液に対し hGal-1を添加し、赤
血球凝集体のサイズの分布を解析したとこ
ろ、hGal-1濃度に依存した凝集体会合数の増
加が見いだされた（図３）。hGal-1 濃度を増
加させると赤血球会合数が鋭敏に増大する
様子が観測された。この結果は、hGal-1の結
合のヒル係数が大きいことを示唆する。前項
で述べた GM1/POPC リポソームへの hGal-1
結合の結果と同様である。このような鋭敏な
hGal-1濃度依存性は、リポソーム上の糖鎖に

 
図２. ラクトースゲル結合割合 Yの pH依存性 



対する hGal-1 の結合の特徴である可能性が
ある。pH依存性に関し現在解析中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(7) ラマンスペクトル測定のための垂直フロー
装置の開発 一連の hGal-1 構造解析におい
てラマン分光法を利用する際に問題になっ
たのは、ラマン散乱が微弱であることであっ
た。これはラマン分光法一般に共通する問題
であり、効率的な測定をする手段が必要であ
る。そこで我々は、試料液柱を作成するため
の垂直フロー装置を開発した（図４）。これ
は試料液柱と空気の界面の全反射を利用す
ることでラマン励起光および信号光の散逸
を防ぎ、測定効率を向上させるための装置で
あり、顕微ラマン分光装置に取り付けて用い
る。垂直フロー装置を用いることにより、非
共鳴ラマン信号強度が 12.0倍（信号雑音比が
4.1 倍）増大することを示した。488nm 励起
光を吸収する色素コンゴーレッドの共鳴ラ
マン信号の増大率は 4.9 倍であり、試料によ
る励起光とラマン散乱光の吸収の影響が現
れていると考えられる。垂直フロー装置によ
って、非共鳴ラマン信号の方が大きい信号増
大効果が得られることが分かった。以上の結
果を参考文献１として論文発表した。 
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図３. 赤血球凝集体の顕微鏡像サイズ（面積）の
ヒストグラムの hGal-1添加量依存性 

 
図４ 垂直フロー装置模式図 
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