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略語 

略称 正式名称 

BHI Brain heart infusion 

CFDA 5(6)-Carboxyfluorescein diacetate 

CFU Colony forming unit 

CRD Carbohydrate recognition domain 

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 

FBS Fetal bovine serum 

Gal Galectin 

GFP Green fluorescence protein 

HBSS Hanks' balanced salt solution 

hGal-2 Human galectin-2 

IPTG Isopropyl -D-thiogalactopyranoside 

LPS Lipopolysaccharide 

mGal-2 Mouse galectin-2 

OD Optical density 

PAS Periodic acid-shieff 

PBS Phosphate buffered saline 
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PI Propidium iodide 

rGal-2 Rat galectin-2 

SD Standard deviation 

SDS Sodium dodecyl sulfate 
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緒言 

 Helicobacter pylori (ピロリ菌) は、一極に複数の鞭毛を持つグラム陰性のら

せん状桿菌で、1983 年にオーストラリアの病理医である B. J. Marshall と J. R. 

Warren により胃炎患者の病巣部から発見された[1]。胃内は酸性環境であり、無

菌の臓器であると考えられてきたが、ピロリ菌の発見によりこの通説は覆され

た。現在、全世界におけるピロリ菌の保菌者は約 45％と推定されている [2]。

また、日本における保菌者は約 40％と推定され、年齢層が高くなると共に保菌

率は上昇している [2, 3]。ピロリ菌が胃炎や消化性潰瘍、粘膜関連リンパ腫、胃

がんを含む様々な疾患の発症と関係していることが報告され [4–9]、1994 年に

は、国際がん研究機関の疫学的研究によってヒトに対して発がん性を示すとさ

れるグループ I に分類された [10]。本菌と胃炎や消化性潰瘍との関連性が示さ

れて以来、これらの疾患の治療法は制酸薬から抗菌薬の使用へと大きく変わる

こととなった。日本では 2000 年からピロリ菌陽性患者に対してクラリスロマイ

シン、アモキシシリン、プロトンポンプ阻害薬を用いた 3 剤併用療法 (1 次除

菌) が保険適応となり、ピロリ菌が原因で引き起こされる胃炎や胃がんの罹患

率は大きく減少した [11, 12]。しかし、クラリスロマイシン耐性菌の出現によ

り、ピロリ菌除菌療法の成功率は低下し、現在約 70％に留まっている [13]。1

次除菌が失敗した場合、クラリスロマイシンをメトロニダゾールに変更した 2 次
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除菌がなされるが、その除菌成功率も 80％程度と完璧な治療法ではない [14]。

クラリスロマイシンやメトロニダゾールに対する薬剤耐性菌は年々増加してい

ることから、今後ピロリ菌の除菌成功率はさらに低下すると予測される [15]。

また、ペニシリン系抗生物質にアレルギーのある患者に対してはアモキシシリ

ンが使用できない。このため、ペニシリンアレルギーを持つ患者に対しても使用

可能な新たな除菌療法の確立が必要とされる。 

胃は胃酸や粘液の分泌、抗菌ペプチドの分泌によって病原体の感染から身を

守っている。しかし、ピロリ菌は尿素をアンモニアと二酸化炭素に加水分解する

ウレアーゼを有することにより胃酸を中和し、胃内の酸性環境下でも生存し得

る [16]。一極に持つ複数の鞭毛により高い運動性を示し、胃粘膜細胞への到達

や免疫応答の回避を容易にしている [17]。また、ピロリ菌の持つ O 抗原構造は

ヒトの上皮細胞や粘液中にみられる Lewis 抗原と類似しており、ピロリ菌はヒ

ト宿主の免疫反応を回避していることも知られている [18, 19]。さらに、貪食細

胞に対する抵抗性や T 細胞の増殖の阻害を含む様々な戦略を用いることで胃で

の持続感染を可能にしている [20]。一方、胃には糖鎖やレクチンが関与する他

の感染防御機構が存在することが明らかにされつつある。その一つとして、粘液

の主成分であるムチンが挙げられる。ムチンは糖タンパク質の一種であり、ヒト

の消化管では約 13 種類のムチンサブタイプが発現し、胃粘液には MUC5AC や
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MUC6 が存在している [21]。胃粘液は表層粘液細胞から分泌される表層粘液及

び副細胞から分泌される腺粘液からなるが、腺粘液の主要な成分は MUC6 であ

る [22]。MUC6 はその糖鎖末端に1, 4 結合した N-アセチルグルコサミン残基

を持ち、この糖残基がピロリ菌の細胞壁成分であるコレステリル--D-グルコピ

ラノシドの生合成を阻害することでピロリ菌感染を抑制することが報告されて

いる [23]。また、自然免疫に関わるレクチンの一つであるサーファクタントプ

ロテイン D は、ピロリ菌感染によって発現が上昇することやピロリ菌を凝集さ

せることが報告されている [24, 25]。胃粘液に侵入してきたピロリ菌を凝集さ

せることで運動性を低下させ、継続的な粘液分泌によりピロリ菌を胃粘膜細胞

から遠ざけるといった複数の感染防御機構が共同して働くと考えられる。 

 ガレクチンは-ガラクトシド構造に親和性を持つ動物レクチンの一種であり、

細胞接着や白血球の遊走、分化、アポトーシスを含む様々な生命現象に関与する 

[26]。海綿や線虫、両生類、鳥類などの幅広い動物種に発現しており、現在、哺

乳類において、臓器や組織によって発現量が異なる 15 種類のサブタイプが発見

されている [27, 28]。また、哺乳類間での臓器や組織におけるガレクチンの発現

や機能についての種差はある程度同等であると考えられている。ガレクチンは

その構造から、プロトタイプ、キメラタイプ、タンデムリピートタイプの 3 種類

に分類され、プロトタイプ及びキメラタイプは 1 分子内に 1 か所の糖認識部位 



10 

 

(CRD) を持ち、タンデムリピートタイプは 1 分子内に 2 か所の CRD を持つ 

[29]。プロトタイプのガレクチンは濃度や周囲の環境に依存して、非共有結合に

より 2 量体形成が可能であり、キメラタイプやタンデムリピートタイプにおい

ても 2 量体や多量体の形成が可能である。このため、ガレクチンは複合糖質に

含まれる-ガラクトシド構造の認識を介して、複数の複合糖質を架橋すること

が出来る (Figure 1)。 

 ピロリ菌は他のグラム陰性菌と同様に細胞壁外膜にリポ多糖 (LPS) を有す

るが、その LPS はフコシル化された O 抗原を持つという他の細菌にはあまり見

られない特徴を持ち [30]、この O 抗原はガレクチンによって架橋される可能性

がある。実際、ガレクチン-3 (Gal-3) やガレクチン-4 (Gal-4)、ガレクチン-9 

(Gal-9) を含む数種類のガレクチンは消化管に発現し、病原体を認識すると共に

殺菌作用を示す [31]。とりわけ、Gal-3 はピロリ菌の O 抗原を認識することや

-ガラクトシド構造依存的にピロリ菌に凝集及び殺菌作用を示すことが報告さ

れている [32, 33]。 

 ガレクチン-2 (Gal-2) はプロトタイプのガレクチンの一つであり、マウスに

おいては胃腸の上皮細胞に局在し、特に胃においては表層粘液細胞と粘液頸細

胞における発現が確認されている [34]。また、マウス Gal-2 (mGal-2) の過剰

発現が急性及び慢性大腸炎を寛解させることや、マウスの胃がんモデルにおい
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て Gal-2 の遺伝子発現が低下することが報告されている [35, 36]。試験管内の

実験において、ラット Gal-2 (rGal-2) は胃粘液の成分であるムチンを架橋して

胃粘液のバリア機能を増強させる可能性が示唆されている [37]。ヒトにおいて

は、リンパ節転移のある胃がんでは Gal-2 の発現が低下する [38]。疾患の発症

や寛解への関与や胃粘液のバリア機能への関与の可能性から、Gal-2 は胃の保護

作用に関与すると予測される。また、Gal-3 と同様にピロリ菌 LPS 内の O-抗原

を認識し、ピロリ菌感染に対する生体防御に関与する可能性が考えられるが、こ

のことを証明する研究はこれまでになされていない。 

 本研究では、ピロリ菌感染に対する生体防御機構に Gal-2 が関与するのかを

調査した。第 I 章では、Gal-2 とピロリ菌の混合液を顕微鏡観察することで Gal-

2 のピロリ菌凝集作用を観察した。また、異なる動物種の Gal-2 の使用や競合糖

の存在する条件での検討も行った。次に、Gal-2 とピロリ菌の混合液の培養や蛍

光染色により、Gal-2 がピロリ菌の増殖や生存に与える影響を調査した。更に、

胃粘膜細胞と胃粘液を同時固定したマウス胃における Gal-2 の免疫組織染色に

より、胃粘液中の Gal-2 の存在を検討した。第 II 章では、弱酸性条件における

Gal-2 のピロリ菌凝集作用を観察した。また、弱酸性条件における Gal-2 の構造

変化を CD スペクトル測定した。Gal-2 固定化カラムによるピロリ菌 LPS のア

フィニティークロマトグラフィー及び Western Blotting により、Gal-2 が認識す
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るピロリ菌の LPS リガンドを探索した。第 III 章では、弱酸性条件における Gal-

3 の構造変化を CD スペクトル測定した。また、Gal-3 とピロリ菌の混合液を培

養し、ピロリ菌の増殖抑制作用を評価した。Gal-3 固定化カラムによるピロリ菌

LPS のアフィニティークロマトグラフィー及び Western Blotting により、Gal-3

が認識するピロリ菌の LPS リガンドを探索した。Gal-3 の弱酸性条件における

構造の安定性やピロリ菌増殖抑制作用、認識するピロリ菌 LPS を Gal-2 と比較

し、相違点を検討した。 

 

 

 

 



13 

 

 

 

Figure 1 Crosslinking by galectin-2 dimer 

 Ribbon diagram of galectin-2 dimer, in which red carbohydrate chains exhibit lactose 

(upper), and schematic model for crosslinking by galectin-2 dimer in a β-galactoside-

dependent manner (lower). 

 

 

 

 

 

 

(Lobsanov. Y. D. et al., J. Biol. Chem., 1993) 

 Glycoconjugate  Glycoconjugate 
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第 I 章 Gal-2 がピロリ菌に与える影響 

 第 I 節 緒言 

 ガレクチンは、リンパ器官や呼吸器、泌尿器等、様々な器官で発現が確認され

ており、マウスの消化器官においてはガレクチン-2, 3, 4/6, 7, 9 が発現している 

[28]。マウスとラットでは胃における Gal-2 の発現が確認されており [28, 39]、

ヒトにおいては Gal-2 の mRNA の発現が確認されている [40]。消化器に発現

する数種類のガレクチンサブタイプは病原体を認識するだけでなく、殺菌作用

を示すことが報告されている [31]。例として、ヒトの Gal-4 や Gal-8 はガラ

クトースを有する Klebsiella pneumoniae 及び Providencia alcalifaciens や血液型

B 抗原を有する Escherichia coli を殺菌し [31, 41]、Gal-9 は HIV の感染により

血漿中の濃度が上昇する [42]。ヒトの Gal-3 は-ガラクトシド構造依存的にピ

ロリ菌に凝集・殺菌作用を示すことやピロリ菌感染によりその発現量が上昇す

ることが知られており、ピロリ菌感染に対する生体防御に関与している [33, 

43]。このように、様々な病原体と多く接触する器官である消化管に発現するガ

レクチンは、感染防御に関わる重要な因子の一つであると考えられる。 

Gal-2 に関して、大腸炎の寛解や胃がんの発症やリンパ節転移といった消化管

疾患との関連性は報告されているが [35–38]、病原体の感染に対する感染防御

機構については未だ報告がない。Gal-2 は胃の上皮細胞に多く存在していること



15 

 

から、胃を感染部位とする病原体の感染防御に関与すると予測される。また、キ

メラタイプではあるが、同じガレクチンファミリーに属する Gal-3 が-ガラク

トシド構造依存的にピロリ菌を凝集・殺菌することから、プロトタイプの Gal-2

も同様の作用を示す可能性がある。 

そこで、本章では胃を感染部位とするピロリ菌に対して Gal-2 どのような作

用を示すのかを検討した。まず、Gal-2 がピロリ菌を凝集させるか確認し、その

作用が-ガラクトシド構造に依存するかを調べた。また、Gal-2 がピロリ菌の増

殖や生存に与える影響についても検討した。更に、Gal-2 とピロリ菌が相互作用

すると考えられる胃粘液中での Gal-2 の存在を証明した。これらのことを明ら

かにすることで Gal-2 が生体内で生体防御に関わるのかを予測した。 
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第 II 節 実験結果 

2. 1. Gal-2 のピロリ菌凝集作用 

 ピロリ菌懸濁液に rGal-2 溶液を添加後、ピロリ菌の様子を顕微鏡観察した。

PBS を添加し、タイムラプス撮影したところ、ピロリ菌は活発な運動性を示し

たが、その運動性に経時的な変化は認められなかった (Figure 2A, left)。一方、

Gal-2 溶液を添加してタイムラプス撮影したところ、ピロリ菌は凝集し、凝集体

の数や大きさは経時的に増大した。 (Figure 2A, right)。次に、この凝集作用が

Gal-2 の濃度と相関するのかを調べた。なお、Gal-2 の添加によって生じたピロ

リ菌の凝集体のサイズや形にはばらつきがあり、凝集作用を直接比較すること

は困難であったため、非凝集菌体数を算出することで Gal-2 のピロリ菌凝集作

用を評価した (Figure 2B)。Gal-2 の濃度が上昇するにつれてピロリ菌の非凝集

菌体数は減少した。また、ピロリ菌凝集作用は rGal-2 とヒト Gal-2 (hGal-2) で

ほぼ同程度であり、mGal-2 を添加した場合でも同様の凝集作用が確認された。

Gal-2 のピロリ菌凝集作用にマウスとラット、ヒト間で大きな種差は認められな

かった。 
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Figure 2 Aggregation of H. pylori induced by Gal-2 

 The bacterial suspension after mixing with phosphate buffered saline (A, left). H. pylori 

suspension observed under an optical microscope 1 h after mixing with rat Gal-2 (rGal-

2) solution (A, right). Relationship between bacterial aggregation and concentration of 

Gal-2 (B). The Black, dark gray and light gray bars represent control (without Gal-2), 

rGal-2 and hGal-2, respectively. Scale bar represents 10 µm. Each bar represents mean ± 

standard deviation (SD) from five image samples. **, P < 0.01 by Dunnet's test (vs 

control). 
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2. 2. Gal-2 のピロリ菌凝集作用の−ガラクトシド構造依存性 

 Gal-2 によるピロリ菌凝集作用が、ピロリ菌表面に存在する複合糖質内の-ガ

ラクトシド構造の架橋によって引き起こされるのかを競合糖を用いて評価した 

(Figure 3)。-ガラクトシド構造を持つラクトース共存条件では、rGal-2 及び

hGal-2 のピロリ菌凝集作用は阻害され、ピロリ菌の非凝集菌体数は Gal-2 の添

加により変化しなかった (Figure 3A)。一方、-ガラクトシド構造を持たないス

クロース共存条件では、rGal-2h 及び Gal-2 のピロリ菌凝集作用が確認され 

(Figure 3B)、スクロース非共存下と同等の非凝集菌体数の減少が認められた 

(Figure 2)。また、この-ガラクトシド構造依存的な Gal-2 のピロリ菌凝集作用

において、ラットとヒトで大きな種差は認められなかった。 
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Figure 3 Inhibition of Gal-2 induced H. pylori aggregation by competitive sugar, 

lactose. 

 Number of nonaggregated bacteria under lactose coexistence condition (A). Number of 

nonaggregated bacteria under sucrose coexistence condition (B). Concentration of Gal-2 

was 93.9 µg/mL, lactose and sucrose were 0.1 M. Black, dark gray and light gray bars 

represent control (without Gal-2), rGal-2 and hGal-2, respectively. Each bar represents 

mean ± SD from five image samples. **, P < 0.01 by Dunnet's test (vs control). 
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2. 3. ピロリ菌凝集体における Gal-2 の存在部位 

Gal-2 がピロリ菌表面に存在する-ガラクトシド構造に結合することで凝集

が生じるのかを明らかにするため、緑色蛍光タンパク質 (GFP) を付加した

rGal-2 (rGal-2-GFP) を Gal-2 の代わりに用いて調べた (Figure 4)。ピロリ菌の

みのコントロールでは凝集体は観察されず、蛍光も検出されなかった (Figure 

4A-1, -2)。しかし、ピロリ菌に rGal-2-GFP を添加するとピロリ菌の凝集体が観

察され、凝集体表面からは rGal-2-GFP 由来の蛍光が検出された (Figure 4B-1, 

-2)。また、rGal-2-GFP によるピロリ菌凝集作用はラクトースの共存によって阻

害された (Figure 4C-1, -2)。一方、スクロース共存下では rGal-2-GFP のピロ

リ菌凝集作用は維持され、生じた凝集体からは蛍光が検出された (Figure 4D-1, 

-2)。これらの結果から、Gal-2 はピロリ菌表面に存在する-ガラクトシド構造

を架橋することで凝集を引き起こすことが明らかとなった。 
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Figure 4 Observation of rGal-2-GFP-H. pylori interaction 

Control (without Gal-2 and sugars) (A). rGal-2-GFP alone (B). rGal-2-GFP with lactose 

(C). rGal-2-GFP with sucrose (D). Upper (1) and lower (2) images were transmission and 

fluorescence images, respectively. Concentration of rGal-2-GFP was 93.9 µg/mL, lactose 

and sucrose were 0.1 M. Scale bars represent 10 µm. 
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2. 4. Gal-2 のピロリ菌増殖抑制作用 

 Gal-2 にピロリ菌凝集作用があることが確認されたため、次に菌増殖に及ぼす

影響を評価した。ピロリ菌懸濁液を種々の濃度の rGal-2 及び hGal-2 と共に培

養し、培養前後の濁度の比から増殖比を算出した(Figure 5)。その結果、Gal-2 の

濃度が高いほどピロリ菌増殖抑制作用が認められた。また、rGal-2 と hGal-2 は

共に 93.9 µg/mL 以上の濃度で有意にピロリ菌増殖を抑制し、その作用に大きな

種差は認められなかった。 

 

 

 

Figure 5 Inhibitory effect of Gal-2 for H. pylori growth 

The growth rate of H. pylori was represented as the optical density ratio at 600 nm 

(OD600) before and after incubation for 3 days. The black, dark gray and light gray bars 

represent control (without Gal-2), rGal-2 and hGal-2, respectively. Mean ± SD of the 

results obtained from four samples. *, P < 0.05; **, P < 0.01 by Dunnet's test (vs control). 
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2. 5. Gal-2 のピロリ菌殺菌作用 

 Gal-2 のピロリ菌増殖抑制作用が殺菌作用に起因するか調べるため、ピロリ菌

懸濁液を rGal-2 及び hGal-2 溶液と共に 1 時間インキュベート後、生細菌と死

細菌をそれぞれ Carboxyfluorescein diacetate (CFDA) と Propidium Iodide (PI) 

により染色した (Figure 6)。Gal-2 の代わりに PBS を添加したコントロールを

蛍光顕微鏡で観察した結果、観察される大部分のピロリ菌からは CFDA による

緑色の蛍光が検出され、ほとんどのピロリ菌は生存していることが確認された 

(Figure 6A-1, -2)。一方、ピロリ菌懸濁液を rGal-2 及び hGal-2 と共にインキュ

ベートした場合、生じた凝集体の周囲の一部や凝集していないピロリ菌からは

CFDA による緑色の蛍光が検出されたが、凝集体からは PI による赤色の蛍光が

検出され、死細菌であることが確認された (Figure 6B-1, -2, C-1, -2)。これらの

結果から、rGal-2 と hGal-2 はピロリ菌に対して殺菌作用を示すことが明らかと

なった。 
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Figure 6 Bactericidal effect of Gal-2 against H. pylori 

Control (without Gal-2) (A). rGal-2 (B). hGal-2 (C). Upper (1) and lower (2) images 

were transmission and fluorescence images, respectively. Live and dead H. pylori cells 

were stained with carboxyfluorescein diacetate (CFDA; green) and propidium iodide (PI; 

red) for 10 min. Concentration of Gal-2 was 93.9 µg/mL. Scale bars represent 10 µm. 

 

 

 

 

 

 



25 

 

2. 6. 胃粘液中における Gal-2 の存在 

 生体内では Gal-2 がピロリ菌凝集体を形成する場所は胃粘液中と考えられる

が、Gal-2 が胃粘液細胞中のみならず粘液中にも存在するのかは明らかにされて

いない。そこで、C57BL/6J マウスにおける胃粘膜細胞及び胃粘液をカルノア液

で同時固定し、Gal-2 の分布を PAS 染色及び Gal-2 の免疫組織染色により調べ

た。胃粘液は粘液中の糖鎖を染色する PAS 染色により、胃粘膜細胞直上に固定

されていることが確認された (Figure 7A)。Gal-2 の免疫組織染色の結果、アイ

ソタイプコントロールで検出されないシグナルが胃粘膜細胞及び胃粘液中に検

出された (Figure 7B, C)。これらの結果から、Gal-2 は胃粘液中に存在すると共

に胃粘液中でピロリ菌に対して凝集及び殺菌作用を示し得ると考えられる。 

 

 

 

Figure 7 Distribution of Gal-2 in mouse gastric mucus.  

PAS staining (A). Isotype control (B). Anti-mouse Gal-2 antibody (C). Upper and lower 

parts of these images are the luminal side and basolateral surface, respectively. The black 

dotted lines indicate gastric mucosal surface. Scale bars represent 50 µm. 
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第 III 節 考察 

病原体に対する免疫反応はガレクチンの持つ重要な生理機能の一つである。

ガレクチン-1 (Gal-1) や Gal-3、Gal-8 に関する病原体の認識や殺菌作用につい

ては広く研究がなされている一方で、Gal-2 についてはほとんど報告がされてい

ない [31]。本章では Gal-2 がピロリ菌感染に対する生体防御に関与する可能性

を初めて示した。すなわち、Gal-2 はピロリ菌表面の-ガラクトシド構造を架橋

することで凝集を引き起こした結果、ピロリ菌に増殖抑制及び殺菌作用を示す

ことを明らかにした。 

 rGal-2 及び hGal-2 は濃度依存的にピロリ菌を凝集させた (Figure 2)。また、

これらの Gal-2 のピロリ菌凝集作用は-ガラクトシド構造を持つ競合糖である

ラクトース共存条件で阻害された (Figure 3)。更に、rGal-2-GFP をピロリ菌に

添加すると生じた凝集体からは蛍光が検出された (Figure 4)。Gal-2 はホモ 2 量

体を形成することにより 2 つの-ガラクトシド構造を架橋することが出来る 

（Figure 1）[44]。Gal-2 はピロリ菌表面に存在する-ガラクトシド構造を含む

糖鎖を架橋することで凝集を引き起こすと考えられる。 

 rGal-2 及び Gal-2 によるピロリ菌凝集実験において、高い Gal-2 濃度であっ

ても凝集しないピロリ菌が存在した (Figure 2)。また、rGal-2-GFP を用いたピ

ロリ菌凝集実験では、凝集に関与しないピロリ菌からは蛍光が検出されなかっ
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た (Figure 4)。この原因として 2 つの可能性が挙げられる。1 つ目は、凝集に関

与しないピロリ菌は rGal-2h 及び Gal-2 が結合する-ガラクトシド構造をほと

んどもしくは全く発現していないということである。2 つ目は、凝集していない

ピロリ菌表面には rGal-2-GFP が結合するものの、その量が少なく使用した蛍光

顕微鏡の感度では検出が出来なかったということである。ピロリ菌は O 抗原を

含む糖鎖を発現しているが、その発現は pH や宿主免疫への曝露といった周囲

の環境や特定のライフサイクルによって変化する [24, 45, 46]。更に、phase 

variation により、同一コロニー内のピロリ菌であっても糖鎖の発現は異なる 

[18]。このため、一部のピロリ菌は Gal-2 が認識する-ガラクトシド構造を含む

複合糖質をほとんどもしくは全く発現していないため、凝集に関与しなかった

可能性がある。 

 Gal-2 は以下の順序でピロリ菌を凝集させると考えられる。まず、Gal-2 の 2

量体の片方の CRD がピロリ菌表面の-ガラクトシド構造を含む複合糖質に結

合する。その後、ピロリ菌がほかの菌に接触した際に、Gal-2 の 2 量体のもう一

方の CRD がピロリ菌同士を架橋し凝集が生じる。Gal-2 添加後、経時的に凝集

体の数やサイズが増大したのは（Figure 2）、ピロリ菌の運動によりピロリ菌同

士の接触機会が高まったためと考えられる。ピロリ菌凝集作用にラットとヒト

で大きな種差は確認されなかった (Figure 2)。これは、ヒトの Gal-2 のアミノ
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酸配列と他の動物の Gal-2 のアミノ酸配列との相同性が高く、糖認識部位には

差がないことによるものと考えられる [47]。また、哺乳類間の Gal-2 において、

糖鎖認識に重要な 8 つのアミノ酸が保存されていることから[47, 48]、ピロリ菌

に対する Gal-2 の作用に大きな種差は認められない可能性が考えられる。 

rGal-2 及び hGal-2 はピロリ菌に対して増殖抑制作用及び殺菌作用を示した 

(Figure 5, 6)。Gal-2 によって生じた凝集体の中央のピロリ菌は死に至り、凝集

体の周りの一部の菌は生存していた。Gal-2 のピロリ菌殺菌作用のメカニズムは

不明であるが、ヒトの Gal-3 はピロリ菌の ATP 代謝異常や細胞壁の形態変化を

引き起こす [33]。また、ヒトの Gal-4 や Gal-8 は血液型 B 抗原を有する

Escherichia coli の細胞壁を破壊することで殺菌する [41]。いずれの作用も、ガ

レクチンが病原体のガラクトシド構造に結合することで起こると考えられるこ

とから、Gal-2 がピロリ菌に代謝異常を引き起こすことや細胞壁構造を破壊する

作用を示す可能性がある。Gal-2 がピロリ菌の-ガラクトシド構造に結合するこ

とで殺菌作用を示すと仮定すると、ピロリ菌に Gal-2 が結合すればするほど強

い殺菌作用を示すと考えられる。Gal-2 が結合する量が多いピロリ菌ほどより早

く凝集すると考えられることから、凝集体の中央部分はより殺菌作用が強く表

れ死細菌が多くなると予測される。もう一つの殺菌機序は、Gal-2 のピロリ菌凝

集作用そのものが殺菌作用に関わるというものである。ピロリ菌の培養は Brain 
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heart infusion (BHI) を用い、高栄養要求株の細菌であることや培養時に微好気

性条件を必要とする [49]。凝集体中央部分はピロリ菌の生存に適さない環境で

あり、そのことが殺菌をもたらすと考えられる。いずれの機序にせよ、Gal-2 が

ピロリ菌を殺菌することにより増殖を抑制することが明らかとなった。今後、

Gal-2 のピロリ菌殺菌作用の分子メカニズムについては更なる研究が必要とさ

れる。 

 免疫組織染色と PAS 染色の結果、C57BL/6J マウスにおいて Gal-2 は胃粘膜

細胞中のみならず胃粘液中にも存在することが明らかとなった (Figure 7)。し

たがって、Gal-2 のピロリ菌に対する凝集・増殖抑制・殺菌作用は胃粘液中で発

現し、ピロリ菌に対する感染防御の一翼を担っていると考えられる。 

ピロリ菌増殖は 93.9 µg/mL 以上の rGal-2h 及び Gal-2 により抑制された 

(Figure 5)。胃粘膜細胞中の Gal-2 の濃度は不明だが、ヒトの血清中には約 15 

ng/mL 存在することが報告されている [50]。動物の身体全体に発現する Gal-1

において、ウシの脾臓中では 35～40 µg/mL の発現が報告されており、これはヒ

トの血清中 Gal-1 濃度と比較してはるかに高い濃度である [50, 51]。哺乳類間

での臓器や組織におけるガレクチン発現の種差はある程度同等であると考えら

れているため、ヒトの脾臓においても同程度の発現が予測される。また、ガレク

チンの発現レベルは病原体の感染や疾患を含む様々な状態により劇的に変動す



30 

 

ることが知られている[50, 52, 53]。例えば、乳がん患者においては血清中の Gal-

2, -3, -4 量が上昇し、急性肝不全患者においては Gal-９の血漿中濃度が上昇す

る。また、ヒトの胃の間質における Gal-3 の発現はピロリ菌の感染により上昇す

る [43]。以上のことから、ヒトの胃粘膜細胞中では、Gal-2 は血中よりもはる

かに高い濃度で発現すると予測されるため、本研究で使用した Gal-2 の濃度は

ヒトの生理的濃度の範囲内であると予測される。 

 結論として、Gal-2 はピロリ菌に対して凝集・増殖抑制・殺菌作用を示し、胃

粘液中における存在が確認された。これらの結果はピロリ菌感染に対する生体

防御に Gal-2 が関与することを示唆している。これらの知見は将来的に新たな

抗菌薬の開発やピロリ菌感染患者の治療戦略の開発に貢献できると考えられる。

しかしながら、Gal-2 は虚血性冠動脈疾患患者の増悪に関与するため [54, 55]、

製剤化の際にはタンパク工学技術を用いた Gal-2 構造の改変やドラッグデリバ

リーシステムの利用が必要とされる。 
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第 IV 節 小括 

 本章では、Gal-2 がピロリ菌に与える影響を調査した。その結果、以下のこと

が明らかとなった。 

１．rGal-2 及び hGal-2 は濃度及び-ガラクトシド構造依存的にピロリ菌表面

の糖鎖を架橋することで凝集を引き起こす。 

 ２．rGal-2 及び hGal-2 はピロリ菌を殺菌し、濃度依存的な増殖抑制効果を示

す。 

３．ピロリ菌の凝集・増殖抑制・殺菌作用にラットとヒトの Gal-2 で大きな差

は認められない。 

 ４．C57BL/6J マウスにおいて、Gal-2 は胃粘膜細胞のみならず胃粘液中に存

在する。 

 以上の結果より、Gal-2 は胃粘液中でピロリ菌を凝集させると共に殺菌するこ

とで感染防御に関わる可能性が示唆された（Figure 8）。 
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Figure 8 Biophylactic mechanism of Gal-2 against H. pylori infection.  
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第 II 章 弱酸性条件における Gal-2 とピロリ菌の相互作用 

 

第 I 節 緒言 

 第 I 章では、Gal-2 がピロリ菌表面の-ガラクトシド構造に結合することやピ

ロリ菌に対して増殖抑制・殺菌作用を示すことを示した。また、胃粘液中におけ

る Gal-2 の存在が明らかとなったことから、Gal-２は胃粘液中でピロリ菌と相

互作用して感染防御に関与する可能性が見出された。 

 胃は壁細胞から胃酸を分泌する一方で、表層粘液細胞から粘液や重炭酸イオ

ンを分泌することで自身を胃酸から守っている。重炭酸イオンの分泌により、胃

粘液中における pH は胃の管腔側に近づくにつれて低くなり、表層粘液細胞に

近づくにつれて中性に近づく [56, 57]。ヒトの Gal-1 において、糖鎖への結合

力が pH によって変化することが報告されている [58]。Gal-1 と Gal-2 のアミ

ノ酸配列の相同性は約 43％と高いため、Gal-2 の糖鎖への結合能力も pH によ

って変化する可能性がある。第 I 章の結果は、pH7.4 の中性条件で得られたた

め、より酸性の高い条件でも同様の結果が得られるか確認する必要がある。 

 ピロリ菌は一般的なグラム陰性菌と同様に LPS を持つ。LPS は細胞壁外膜に

存在する糖脂質であり、菌体が破壊されることで放出されて宿主の免疫反応を

賦活化させる [59]。LPS はリピド A、コアオリゴ糖、O 抗原から構成されるが、
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ピロリ菌は他のグラム陰性菌にはあまり認められないフコシル化された O 抗原

を持つ [30]。この O 抗原構造は Lewis 抗原と呼ばれ、ヒトの上皮細胞や粘液中

にも同じ Lewis 抗原が存在している。ピロリ菌は LPS に Lewis 抗原を発現する

ことでヒト宿主の免疫応答を回避していると考えられる [18, 19]。本研究で使

用しているピロリ菌株 (ATCC43504) は H type I、Lewis X、Lewis Y 抗原の発

現が報告されている [30]。これら 3 種類の Lewis 抗原は全て-ガラクトシド構

造を持つことから (Figure 9)、Gal-2 はピロリ菌の Lewis 抗原に結合することで

凝集作用や増殖抑制、殺菌作用を示すと予測されるが、LPS の発現も pH に依

存して変化する可能性がある。 

 そこで、第 II 章では、生体内でも Gal-2 がピロリ菌と相互作用できるかを検

討するため、より生理条件に近い弱酸性条件下における Gal-2 のピロリ菌凝集

作用を調べた。また、Gal-2 がピロリ菌のどのような-ガラクトシド構造を認識

して凝集や増殖抑制、殺菌作用を示すのかを Gal-2 固定化カラムによるピロリ

菌 LPS のアフィニティークロマトグラフィーを用いて検討した。 
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Figure 9 Schematic model of LPS expressing on H. pylori  

 The regions surrounded with red dotted lines indicate galactose containing -

galactoside bond. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 

 

第 II 節 実験結果 

 

2. 1. 弱酸性条件における Gal-2 のピロリ菌凝集作用 

 ピロリ菌懸濁液及び rGal-2 溶液の pH を 6.0 または 5.0 に変更してピロリ菌

凝集実験操作を行った。rGal-2 のピロリ菌凝集作用は pH6.0 条件下でも確認さ

れ、pH7.4 と同等の凝集作用が確認された (Figure 10)。しかし、pH5.0 では rGal-

2 のピロリ菌凝集作用は大幅に低下し、コントロールとの差も消失した。これら

のことから、rGal-2 のピロリ菌凝集作用は pH の低下とともに減弱するが、pH6.0

までは維持されることが明らかとなった。 
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Figure 10 Aggregation of H. pylori induced by rGal-2 under various pH conditions 

The black and dark gray bars represent control (without rGal-2) and rGal-2, The left, 

middle and right bars indicate under pH7.4, pH6.0 and pH5.0 conditions, respectively. 

Each bar represents mean ± standard deviation (SD) from five image samples. **, P < 

0.01, ***, P < 0.001 by Student's test (vs control). 
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2. 2. 弱酸性条件における Gal-2 の構造変化 

 rGal-2 のピロリ菌凝集作用が pH の低下と共に減弱したことから、酸性条件

による rGal-2 の変性の可能性が示唆された。そこで次に、rGal-2 の構造安定性

に及ぼす pH の影響を評価した。Gal-2 の構造内には多数の-シート構造が存在

することから[60]、種々の pH における rGal-2 の-シート構造の変化を CD ス

ペクトルにより測定した。rGal-2 の CD スペクトルには、217 nm 付近に-シー

ト構造由来のピークが確認された (Figure 11)。pH6.0 における rGal-2 の-シ

ート構造のピークの大きさは pH7.4 と比べて大差はなかったが、pH5.0 ではピ

ークが小さくなった。このことから、rGal-2 は pH の低下に伴って変性するが、

pH6.0 以上の弱酸性条件まではほぼ維持されることが明らかとなった。 
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Figure 11 CD spectrum of rGal-2 under various pH conditions 

 The concentration of rGal-2 was 0.5 mg/mL. The peaks surrounded with a red dotted 

line correspond to β-sheet structure. The yellow, blue and black lines indicate pH 5.0, 6.0 

and 7.4, respectively. 
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2. 3. Gal-2 のピロリ菌 LPS リガンドの探索 

 rGal-2 のピロリ菌凝集作用は pH6.0 以上の弱酸性条件では維持されるが、ピ

ロリ菌のどのようなリガンドに結合しているのかは不明である。そこで、ピロリ

菌表面に存在する LPS に着目し、まずはピロリ菌がどのような Lewis 抗原を発

現しているか確認した。pH6.0 で培養したピロリ菌から LPS 成分を抽出し、報

告のある H type I、Lewis X、Lewis Y 抗体を用いて Western Blotting を行った 

(Figure 12)。その結果、ピロリ菌 (ATCC43504) は pH6.0 で培養しても H type 

I、Lewis X、Lewis Y を発現すること確認された。 

 次に、hGal-2 がピロリ菌の LPS 上の Lewis 抗原に結合するのかを検討した。

ピロリ菌 LPS を hGal-2 固定化カラムに添加してカラムに吸着させた後Ｅ-PBS 

(PBS containing 1 mM EDTA)で洗浄し、その後大量のラクトースを添加するこ

とによりカラムに吸着した hGal-2 リガンドを溶出した。溶出液の各フラクショ

ンに回収された hGal-2 リガンドは、Lewis 抗体を用いた Western Blotting によ

り検出した (Figure 13)。H type I 抗体を用いた場合、洗浄液中にもバンドが確

認されたが、ラクトース添加後の溶出画分にもバンドが検出され (Figure 13A)、

hGal-2 はピロリ菌 LPS 中の H type I と結合することが明らかとなった。一方、

Lewis X 抗体を用いた場合は、ラクトース溶出画分にはバンドは検出されず 

(Figure 13B)、Lewis X は hGal-2 リガンドではないと考えられる。 
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Figure 12 Lewis antigens expressing in H. pylori 43504 strain at pH 6.0. 

 The bacteria were lysed and subjected to Western blotting with anti-H type I (left), and 

anti-Lewis X (middle), and anti-Lewis Y antibodies, respectively.  
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Figure 13  H. pylori’s Lewis antigen recognized by hGal-2 

 LPS extracted from H. pylori were subjected to affinity column fixed with hGal-2. 

hGal-2 ligands were eluted by excess lactose and then each fraction was subjected 

Western blotting with anti-H type I (A) and anti-Lewis X (B) antibodies. Lanes 1 to 6 

correspond to washed fractions with E-PBS, and lanes 7 and 8 are eluted fraction by 

lactose.  
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第 III 節 考察 

 本章では、Gal-2 がピロリ菌と相互作用する胃粘液中は弱酸性であることから、

まず、Gal-2 が弱酸性条件でもピロリ菌と相互作用することが出来るのかを検討

した。 

 rGal-2 のピロリ菌凝集作用は pH5.0 では大きく低下したが、pH6.0 まで保た

れた (Figure 10)。更に、弱酸条件における rGal-2 の構造変化を CD スペクト

ル上の-シート構造由来ピークから調べた。その結果、rGal-2 の-シート構造は

pH6.0 では pH7.4 と比較して大きな変化が見られなかったが、pH5.0 では-シ

ート構造の崩壊が認められた (Figure 11)。ヒトの Gal-1 において、-ガラクト

シド構造への結合活性が pH によって変化することが報告されている [58]。

Gal-1 の持つ 53 番目のヒスチジンは pH6.3 以下でプロトン化され、アミノ酸の

2 次構造にわずかな変化が生じると共に、糖鎖への結合活性もわずかに低下する。

また、Gal-1 の 45 番目のヒスチジン (His45) は pH5.7 以下でプロトン化され、

ガレクチン分子内の 68 番目のトリプトファンとのカチオン-π相互作用が出来

なくなることで-ガラクトシド構造との結合ポケットが緩み、糖鎖への結合活

性が大きく減少する。His45 は Gal-2 の-シート構造中にも存在し、糖鎖の認識

に重要なアミノ酸の一つである [48]。このことから、Gal-2 の糖鎖への結合力

の低下は His45 のプロトン化による-シート構造の変性が主要な原因である可
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能性が高い。rGal-2 は pH5.0 において、His45 のプロトン化により糖結合部位

の構造が崩れることで糖結合活性が大幅に減少し、ピロリ菌凝集作用を示さな

くなったと考えられる。また、His45 のプロトン化は pH5.7 以下で起こること

から、Gal-2 のピロリ菌凝集作用は pH5.7 付近まで維持されると予測される。

これらのことから、Gal-2 は胃粘液中の胃粘膜細胞直上もしくは細胞付近でピロ

リ菌に凝集作用を示すと考えられる。 

 次に、pH6.0 において Gal-2 がどのようなピロリ菌リガンドに結合するのか

を検討した。hGal-2 が認識するピロリ菌リガンドの探索を行った結果、hGal-2

がピロリ菌の H type I に結合することが初めて明らかとなった (Figure 13)。一

方、hGal-2 はピロリ菌の Lewis X には結合しなかった。糖鎖構造単体を用いた

研究により、ガレクチンが糖鎖に結合するために必須条件とされる構造が明ら

かにされている [61]。その条件とは、非還元末端側糖の 4 位と 6 位に水酸基を

持つこと、そして還元末端糖の 3 位に水酸基を持つことである (Figure 14)。ガ

レクチンが共通して認識する N-アセチルグルコサミン (GlcNAc) と H type I、

Lewis X、Lewis Y 抗原を例にすると、GlcNAc と H type I は非還元末端のガラ

クトースの 4 位及び 6 位に水酸基を持ち、還元末端側の N-アセチルグルコサミ

ンの 3 位に水酸基を持つ。一方、Lewis X 及び Lewis Y においては非還元末端の

ガラクトースの 4 位及び 6 位には水酸基を持つものの還元末端側の 3 位にはフ
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コースが付加している。このため、hGal-2 は H type I に結合し、Lewis X には

結合しなかったと考えられる。 

 LPS 以外の Gal-2 リガンドの可能性として、ピロリ菌の細胞壁に存在する糖

タンパク質が挙げられる。hGal-2 固定化カラムを用いてピロリ菌細胞壁成分の

アフィニティークロマトグラフィーを予備的に行ったところ、わずかではある

がラクトース溶出画分にタンパク質リガンドが溶出された (data not shown)。

ピロリ菌において、多様な糖タンパク質が発見されており、その中には細胞壁外

膜に発現する糖タンパク質が複数存在する [62]。今後、Gal-2 のピロリ菌糖タ

ンパク質リガンドの探索を行うことが検討課題である。 
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Figure14 Carbohydrate chain structures recognized by galectins 

The upper left structure represents N-acetylglucosamine. The other are terminals 

structures of Lewis antigens expressing on H. pylori, namely H type I (upper right), Lewis 

X (lower left) and Lewis Y (lower right). The hydroxy groups which is essential to 

recognition by galectins were highlighted by magenta circles. The hydroxyl groups which 

disappeared by glycoside bonds are colored by gray. 
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第 IV 節 小括 

 本章では弱酸性条件における rGal-2 のピロリ菌凝集作用及び構造変化を評価

するとともに、hGal-2 のピロリ菌 LPS リガンドの探索を行った。その結果、以

下のことが明らかとなった。 

１．rGal-2 のピロリ菌凝集作用ならびに構造は pH6.0 以上の弱酸性条件まで維

持される。 

２．hGal-2 はピロリ菌 LPS の H type I に結合する。 

以上の結果を第 I 章と併せると、Gal-2 は胃粘膜細胞直上もしくは細胞付近の

胃粘液中でピロリ菌の H type I を含む LPS を架橋することで凝集や殺菌作用を

示すと考えられる。 
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第 III 章 ピロリ菌に与える Gal-2 と Gal-3 の作用の比較 

第 I 節 緒言 

 胃は胃酸の分泌以外にもさまざまな方法で病原体から身を守っている。例と

して、胃の副細胞から分泌される腺粘液の主成分である MUC6 が挙げられる。

MUC6 中に含まれる1, 4 結合した N-アセチルグルコサミン残基はピロリ菌の

細胞壁の生合成を阻害することで感染防御に関与することが報告されている 

[23]。また、自然免疫に関わるサーファクタントプロテイン D はピロリ菌感染

によって発現が上昇することやピロリ菌を凝集させることが報告されている 

[24, 25]。これらの感染防御機構は単独で機能するのではなく、共同して働くと

考えられるが、そのすべてが明らかになっているわけではない。 

 Gal-3 は分子量約 35 kDa の Gal-2 とは異なるキメラタイプのガレクチンで、

タンパク質の一次構造の N 末端に非 CRD ドメインを持ち、二量体のみならず

多量体を形成することが出来る [63]。全身に広く存在し、胃の上皮細胞にも発

現している [34]。ヒトの Gal-3 がピロリ菌を-ガラクトシド構造依存的に凝集・

殺菌することや、これらの作用によりピロリ菌感染に対する生体防御に関わる

ことが報告されている [32]。しかし、Gal-3 がピロリ菌のどのようなリガンド

を認識するのかということや、周囲の pH 環境における構造安定性については

不明である。また、本研究の第 I 及び II 章で、Gal-2 が胃粘液中でピロリ菌を凝
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集・殺菌することによる生体防御への関与が示唆されたが、ピロリ菌に対する作

用の Gal-2 と Gal-3 の相違点も明らかにされていない。糖鎖に対する親和性は

ガレクチンサブタイプごとに異なるため [64]、Gal-2 と Gal-3 で結合するピロ

リ菌の糖鎖が異なり、凝集・殺菌作用も異なる可能性がある。 

 そこで、ピロリ菌に対する Gal-2 と Gal-3 の作用を比較することで、ピロリ

菌感染に対する生体防御機構に異なるガレクチンサブタイプが共同して働く可

能性について検討した。本章では、Gal-3 の弱酸性条件における構造の安定性や

ピロリ菌の増殖抑制作用、認識するピロリ菌 LPS 中の Lewis 抗原を調査すると

共に、Gal-2 との相違点について検討した。 
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第 II 節 実験結果 

2. 1. 弱酸性条件における Gal-3 の構造変化 

 ヒト Gal-3 (hGal-3) の緩衝液の pH を 4.3、5.0、6.0 および 7.4 にした後、

CD スペクトルを測定し、hGal-3 の-シート構造の変化を評価した (Figure 15)。

pH7.4 のコントロールと比較して、pH6.0 と 5.0 の-シート構造のピークに大き

な差は認められなかったが、pH4.3 では著しくピークが小さくなった。したがっ

て、hGal-3 は酸性条件下で変性するものの、pH5.0 以上の弱酸性条件まではほ

ぼ構造が維持されると考えられる。また、rGal-2 と比較して hGal-3 の構造変化

はより低い pH で起こることが明らかとなった。 
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Figure 15  CD spectrum of hGal-3 under various pH conditions 

 The concentration of hGal-3 was 0.2 mg/mL. The peaks surrounded with a red dotted 

line correspond to β-sheet structure. The red, yellow, blue and black lines indicate pH 4.3, 

5.0, 6.0, 7.4, respectively. 
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2. 2. Gal-3 のピロリ菌 LPS リガンドの探索 

 hGal-2 のリガンド探索と同様に、hGal-3 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及び Western blotting により、hGal-3 リガンドの探索を

行った (Figure 16)。hGal-2 とは異なり、ラクトースの添加によるリガンド溶

出画分からは H type I のみならず、Lewis X のバンドも検出され、hGal-3 は H 

type I 及び Lewis X を発現するピロリ菌 LPS と結合することが明らかとなっ

た。 
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Figure 16 H. pylori’s Lewis antigen recognized by hGal-3 

 LPS extracted from H. pylori were subjected to affinity column fixed with hGal-3, 

hGal-3 ligands were eluted by excess lactose and then each fraction was subjected 

Western blotting with anti-H type I (A) and anti-Lewis X (B) antibodies. Lanes 1 to 6 

correspond to washed fractions with E-PBS, and lanes 7 and 8 are eluted fraction by 

lactose 
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2. 3. Gal-3 のピロリ菌増殖抑制作用 

 次に、hGal-3 のピロリ菌増殖抑制作用を、同濃度の hGal-2 比較した (Figure 

17)。hGal-3 は hGal-2 と同様にピロリ菌の増殖抑制作用を示したが、その作用

は hGal-2 よりも有意に強かった。 

 

 

 

Figure 17 The growth inhibition of H. pylori by Galectins in pH 7.2. 

 The growth rate of H. pylori was represented as the OD600 before and after incubation 

for 3 days. The black, light gray and dark gray bars represent control (without Gal-2), 

hGal-2 and hGal-3, respectively. Mean ± SD of the results obtained from four samples. 

**, P < 0.01; ***, P < 0.001 by Turkey test. 
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第 III 節 考察 

 本章では弱酸性条件における hGal-3 の構造変化や hGal-3 のピロリ菌増殖抑

制作用、結合するピロリ菌 LPS について検討し、hGal-2 と比較をした。 

 弱酸性条件における hGal-3 の-シート構造を CD スペクトル測定した結果、

hGal-3 の-シート構造は pH5.0 以上の弱酸性条件ではコントロールと大きな差

が生じなかったが、pH4.3 ではコントロールと比較して-シート構造のピーク

が小さくなった (Figure 15)。rGal-2 は pH6.0 以上の弱酸性条件まで構造が維

持されると共にピロリ菌凝集作用を示した。また、中性条件では hGal-3 のピロ

リ菌凝集作用が確認できたことから、hGal-3 は pH5.0 以上の弱酸性条件まで構

造を維持できると共にピロリ菌を凝集させることが出来ると考えられる。ガレ

クチンファミリー間において、CRD の構造の保存性は高い一方、CRD の糖鎖に

結合するポケットの構造はサブタイプごとに異なることが明らかとなっている。

Gal-3 は Gal-1 と比較して糖鎖が結合するポケットがやや拡張している [60, 65, 

66]。Gal-1 と Gal-2 は同じプロトタイプのガレクチンであり、アミノ酸配列の

相同性も高いことから、糖鎖に結合するポケットは Gal-2 よりも Gal-3 の方が

拡張していると考えられる。また、mGal-2 において分子内の 57 番目のシステ

インが過酸化水素などの活性酸素による酸化的失活を受けることで周囲の疎水

性ポケットが不安定化することが報告されている [47]。これらのことから、Gal-
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3 と比較して Gal-2 は外的要因に対してより感受性が高いため、弱酸性条件にお

ける構造の安定性に差が出たと考えられる。胃粘液において、管腔側に近づくほ

ど pH は低下することから [56, 57]、Gal-3 と Gal-2 はそれぞれ胃の管腔側と胃

粘膜細胞付近といった異なる場所でピロリ菌を殺菌している可能性がある。 

 hGal-3 が結合するピロリ菌の LPS を調べた結果、H type I と Lewis X を含む

LPS に結合した (Figure 17)。蛍光標識糖鎖単体を用いた研究で、Gal-3 は H 

type I ユニットを含む糖鎖には親和性を示すが、Lewis X ユニットには親和性を

示さないことが報告されている [64]。また、ガレクチンが二糖の-ガラクトシ

ド構造を認識する際には非還元末端側の糖の 4 位及び 6 位水酸基と還元末端側

の糖の 3 位水酸基が必須であることも知られている [61]。これらのことから、

hGal-3 は hGal-2 と同様に H type I を含む LPS のみと結合すると予測していた

が、これを覆す結果となった。この原因として、Gal-3 の糖鎖への結合の仕方が

Gal-2 とは異なることが考えられる。グリカンマイクロアレイを用いた研究では、

Gal-2 は糖鎖末端の-ガラクトシド構造に結合するのに対して、Gal-3 は糖鎖の

末端のみならず糖鎖内部にも結合できることが報告されている [67]。すなわち、

ピロリ菌 (ATCC43504) の O 抗原はいくつかのラクトサミン構造の繰り返し

と Lewis 抗原から成るため、hGal-3 は O 抗原内部のラクトサミン構造に結合し

たと考えられる(Figure 16)。また、Gal-3 の H type I との結合力は 1 回のラク
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トサミンの繰り返し構造との結合力とおおよそ同等であり、ラクトサミン構造

が繰り返されることにより、結合力は増大する [64]。したがって、hGal-3 はピ

ロリ菌 O 抗原の末端より内部のラクトサミン構造を優先的に認識しているのか

もしれない。 

 ピロリ菌の増殖抑制実験の結果、hGal-2 よりも hGal-3 の方が高い抑制作用を

示した。これは、hGal-2 と hGal-3 が認識するピロリ菌糖鎖の違いや糖鎖への結

合力の差によるものと考えられる。同一の糖鎖単体に対する結合力はガレクチ

ンサブタイプ毎に異なり、H type I に対する結合力は Gal-2 よりも Gal-3 の方が

強い [64]。また、Gal-3 は Gal-2 より広い O 抗原の範囲に結合すると予測され

るため [64, 67, 68]、Gal-3 はピロリ菌を強力に凝集させると共に増殖抑制作用

を示したと考えられる。 
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Figure 18 Schematic model of binding of Gal-2 and Gal-3 to LPS expressing on H. 

pylori 

 The sites of recognized by Gal-2 and Gal-3 in carbohydrate chains of LPS expressing 

on H. pylori were surrounded with blue or red dotted lines, respectively. 
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第 IV 節 小括 

 本章ではピロリ菌へ与える hGal-2 及び hGal-3 の作用の比較を行った。その

結果、以下のことが明らかとなった。 

１．hGal-3 は pH5.0 以上の弱酸性条件まで構造が維持される。 

２．hGal-3 はピロリ菌の H type I 及び Lewis X を含む LPS に結合する。 

３．hGal-3 のピロリ菌増殖抑制作用は hGal-2 より強い。 

 以上の結果から、Gal-3 は胃粘液の管腔側でピロリ菌の感染を防ぎ、Gal-2 は

胃粘膜細胞直上付近でピロリ菌の感染を防ぎ、両者は共同して生体防御機能を

維持している可能性がある。 
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総括 

 ガレクチンは-ガラクトシド構造に結合することで細胞接着やアポトーシス、

免疫応答の調節などの様々な生命現象に関与する。現在、15 種類のガレクチン

が発見されており、消化管にはガレクチン-2, 3, 4/6, 7, 9 の発現が確認されてい

る。また、このうちの数種類は病原体の感染に対する生体防御に関わる。Gal-1

や Gal-3、Gal-8 においては病原体の認識や殺菌に関する研究が広くなされてい

る一方、Gal-2 についてはほとんど行われていない。外界の病原体と多く接触す

る消化管に発現する Gal-2 には、その生理機能の一つに胃からの病原菌の感染

に対する生体防御機構への関与が考えられる。そこで、本研究では胃の上皮細胞

に多く存在する Gal-2 がピロリ菌感染に与える影響を検討した。 

 第 I 章では Gal-2 がピロリ菌にどのような影響を与えるのかを検討した。ま

ず、rGal-2 溶液とピロリ菌懸濁液を混合し、その様子を観察した。経時的なピ

ロリ菌の観察の結果、rGal-2 と hGal-2 はピロリ菌に対して凝集作用を示すこと

が明らかとなった。続いて、凝集作用が濃度及び-ガラクトシド構造依存的に起

こるのかを検討した。ピロリ菌と混合する rGal-2 や hGal-2 の濃度が上昇する

ほど凝集作用は強くなり、-ガラクトシド構造を持つラクトースが共存する条

件では rGal-2 と hGal-2 のピロリ菌凝集作用が阻害された。また、GFP 標識し

た rGal-2 を用いてピロリ菌凝集実験を行ったところ、生じたピロリ菌の凝集体
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の表面からは蛍光が検出された。これらの結果から、Gal-2 はピロリ菌表面に存

在する-ガラクトシド構造に結合して凝集を引き起こすことが明らかとなった。

続いて、Gal-2 の凝集作用がピロリ菌の生理機能にどのような影響を与えるのか

を調べたところ、rGal-2 と hGal-2 は濃度依存的にピロリ菌の増殖を抑制するこ

とや凝集させたピロリ菌を殺菌することが明らかとなった。更に、生体内におい

て Gal-2 は胃粘液中でピロリ菌と相互作用すると考えられるため、CB57/6J マ

ウス胃粘液中の Gal-2 の存在を検討し、胃粘液と胃粘膜細胞の PAS 染色及び免

疫組織染色の結果から、Gal-2 は胃粘液中に存在することが明らかとなった。以

上より、第 I 章では Gal-2 は胃粘液中でピロリ菌表面の-ガラクトシド構造に結

合して殺菌作用を示し、ピロリ菌感染に対する生体防御に関わる可能性が示唆

された。 

 第 II 章では弱酸性条件における Gal-2 とピロリ菌の相互作用や Gal-2 が結合

するピロリ菌リガンドの検討を行った。胃粘液は弱酸性であるため、Gal-2 とピ

ロリ菌が相互作用する環境を再現して凝集実験を行った。rGal-2 は pH6.0 以上

の弱酸性条件までピロリ菌凝集作用を示すと共に、pH が 6.0 より低くなると-

シート構造が変化することで凝集作用が低下することが明らかとなった。hGal-

2 のピロリ菌リガンドの探索を行った結果、hGal-2 はピロリ菌 LPS 中に発現す

る Lewis 抗原の一種である H type I に結合した。第 I 章と第 II 章の結果から、
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Gal-2 は胃粘液中の胃粘膜上皮細胞直上及び細胞付近でピロリ菌の H type I に

結合することで殺菌作用を示して生体防御に関わる可能性を示した。 

 第 III 章ではピロリ菌に対する Gal-2 及び Gal-3 の作用の比較を行った。hGal-

3 の弱酸性条件における構造変化を CD スペクトル測定したところ、pH5.0 以

上の弱酸性条件までは-シート構造が維持されたため、hGal-3 は pH5.0 以上の

弱酸性条件までピロリ菌凝集作用や殺菌作用を示すことが出来ると考えられた。

また、hGal-3 の構造変化は rGal-2 より低い pH で生じた。hGal-3 のピロリ菌リ

ガンドの探索を行った結果、hGal-3 はピロリ菌の H type I 及び Lewis X を発現

する LPS に結合することが明らかとなり、hGal-2 より多い種類の LPS と結合

した。hGal-3 のピロリ菌増殖抑制作用を調べた結果、hGal-2 と同濃度でより強

い増殖抑制作用が確認された。以上の結果より、Gal-3 は胃粘液に侵入した初期

段階のピロリ菌と接触して殺菌作用を示すのに対して、Gal-2 は胃粘液深くまで

侵入したピロリ菌を殺菌し、それぞれ協働して感染防御作用を示す可能性が考

えられる。 

 胃酸の分泌や抗菌ペプチドの分泌以外に、胃に存在するサーファクタントプ

ロテイン D や1, 4 結合した N-アセチルグルコサミン、Gal-3 がピロリ菌感染

に対する生体防御機構に関与することが報告されている。本研究により、Gal-2

がピロリ菌感染に対する生体防御への関与が示唆されたことから、胃における
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生体防御機構に新たな知見を広げることが出来た。 

以上、本研究では Gal-2 がピロリ菌に与える影響、生体内におけるピロリ菌感

染防御への関与、他のガレクチンサブタイプとの比較について検討した結果、

Gal-2 は胃粘膜細胞直上もしくは胃粘膜細胞付近でピロリ菌表面の H type I に

結合して凝集・殺菌作用を示し、生体防御機構への関与を示唆できた。また、Gal-

2 の結合するピロリ菌リガンドは Gal-3 とは異なることを示した。ピロリ菌の

LPS に結合することで Gal-2 が殺菌作用を示すことは、将来的に病原体の糖鎖

をターゲットとした新たな抗菌薬開発に繋がることが期待される。 
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実験操作 

第 I 章 Gal-2 がピロリ菌に与える影響 

1. 使用菌株及び培養条件 

 ピロリ菌 (ATCC43504) は American Type Culture Collection (ATCC, USA) 

より購入し、グリセロールストックとして-80℃にて保存した。溶解させたグリ

セ ロ ー ル ス ト ッ ク を 適 宜 希 釈 し て ヘ リ コ バ ク タ ー 寒 天 培 地  (Nissui 

Pharmaceutical, Japan) に播種した後、角型ジャー (Mitsubishi Gas Chemical, 

Tokyo) を用いてアネロパック微好気 (Mitsubishi Gas Chemical) と湿らせた

プロワイプ (Elleair, Japan) と共に微好気性条件にて 37℃で 4 日間培養した。

培養により生じたコロニーは以下の実験及び継代培養に用いた。 

 

2. ピロリ菌懸濁液の調製 

 ピロリ菌のコロニーを Hank’s balanced salt solution (HBSS, Invitrogen, USA) 

に回収し懸濁液とした。懸濁しなかったピロリ菌は卓上小型遠心機を用いた 15

秒の遠心により除去した。ピロリ菌懸濁液は 600 nm における光学密度 (OD600) 

を 1.0 に調整した後実験に用いた。なお、OD600=0.5 のとき、ピロリ菌 108 colony-

forming unit (CFU) /mL に対応した。 
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3. リコンビナントガレクチンの発現と精製 

 先行研究に従い、リコンビナントガレクチン rGal-2, hGal-2,及び rGal-2-GFP

の発現と精製は pET21a システム (Novagen, Germany) により行った [69, 70]。

Escherichia coli (E. coli) を培養、IPTG (Wako, Japan) によりガレクチンを発現

させた。E. coli を回収、超音波破砕後、遠心分離により細胞片を除いた。上清は

アシアロフェツイン固定化カラムによりガレクチンを精製した。E. coli 由来の

LPS を除くために、Detoxi-Gel (Thermo Fisher Scientific, USA) を精製ガレク

チン溶液に加え、4℃にて 30 分転倒混和した。Detoxi-Gel を遠心分離により除

いた後、上清をポアサイズ 0.2 µm のフィルターにより滅菌した。 

 なお、本研究は城西大学組換え DNA 実験安全委員会の承認を得で実施した。 
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4. 凝集実験 

 凝集実験は先行研究の実験操作に改変を加えて行った [71]。ピロリ菌懸濁液

100 µL を等量の Gal-2 溶液を加えて混合した後、37℃にて 1 時間インキュベー

トした。インキュベート後、2,500 rpm で 25 秒ボルテックスすることで沈殿し

たピロリ菌を再懸濁させ、混合液の一部 (2 µL) をスライドガラスに滴下、カバ

ーガラス (1.8 mm x 1.8 mm) を被せた。デジタルカメラ (DP-26, Olympus, 

Japan) を搭載した顕微鏡 (BX-51, Olympus, 40x/numerical aperture; 0.95) で

混合液を観察すると共にランダムに 5 か所を撮影した。非凝集菌体数は以下の

計算式により算出した。 

1 µL あたりの非凝集菌体数 

 = 一定面積 (0. 2 mm x 0.2 mm) あたりの非凝集菌体数 x 40.5  

なお、非凝集菌は先行研究に従い判定した [72]。すなわち、単独で存在する

菌及び直線上に 2 つの菌が並んでいる場合は非凝集とした。Gal-2 によるピロリ

菌凝集作用は 0.1 M ラクトース及びスクロース存在条件下でも行った。 
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5. Gal-2 によるピロリ菌増殖抑制作用 

 96-well plate に 0.1% glucose, 10% fetal bovine serum (GE Healthcare, USA) 

を含む BHI (Becton Dickinson, USA) 100 µL と種々の濃度の Gal-2 溶液 50 µL

を加えた。更に、OD600=0.1 に調整したピロリ菌懸濁液 50 µL を加え、微好気性

条件にて 37℃で約 60 時間インキュベートした。インキュベート後、1,000 rpm

にて 10 分ボルテックスしてピロリ菌を再懸濁後、OD600 測定した。ピロリ菌の

増殖比は培養前後の OD600 から算出した。 

 

6. Gal-2 のピロリ菌殺菌作用 

 ピロリ菌懸濁液 100 µL と等量の Gal-2 溶液を混合し、37℃にて 1 時間インキ

ュベートした。インキュベート後、Carboxyfluorescein diacetate (CFDA, Dojindo, 

Japan) 及び Propidium Iodide (PI, Dojindo) をそれぞれ 0.15 mg/mL、1 µg/mL

となるように加えて 10 分インキュベートした。混合液から一部を取り、CCD カ

メラ (Hamamatsu, Japan) を搭載した顕微鏡 (BX-51, Olympus, Filter; NIBA 

and WIG) で観察した。 
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7. マウス胃組織切片の作製 

 C57BL/6J 雄マウスをクレアジャパン (Japan) より購入した。また、本研究

における動物実験は、城西大学実験動物規定に沿って計画し、全学実験動物管理

委員会の承認を得て実施した。 

 マウスの頸椎を脱臼し、腹部を切開して胃を摘出した。切開した前胃部から胃

内の残留物を押し出して除去し、粘液側に触れないように注意して大弯側から

切り開いた。先行研究に従い、4℃のカルノア液（エタノール:クロロホルム:酢酸

=6:3:1）に 2 時間浸漬し、胃粘膜と胃粘液を同時固定した [73]。10、15 および

20%のスクロース溶液にそれぞれ 2 時間浸漬した。クリオモルドにトリミング

した組織と O.C.T.コンパウンド (Sakura Fine Technical, Japan) を載せ、ドラ

イアイスとアセトンにて凍結組織ブロックを作製した。-80℃で一晩保存後、ク

リオスタット （CM3050S, Leica, Germany） を用いて、厚さ 10 µm の連続組

織切片を作製し、MAS コートスライドグラス (Matsunami Glass, Japan) に接

着させた。 
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8. PAS 染色 

組織切片はカルノア液で再固定してから染色した。なお、以下の染色操作は

PAS 染色キット (Mutoh Chemistry, Japan) を用いて行った。組織切片に 1%過

ヨウ素を滴下して 10 分間静置後、精製水に 10 分間浸漬した。シッフ試薬を滴

下して 37℃で 5 分間静置した。亜硫酸水を滴下して 5 分間 3 回静置し、精製水

に 10 分間浸漬した。20 倍希釈したヘマトキシリン液を滴下して 5 分間静置し、

10 分間流水洗浄後、60℃の精製水に 5 分間浸漬した。マウントクイックアクエ

オス (Daido Industry, Japan) で封入し、光学顕微鏡 (BZ-X800, Keyence, Japan, 

40x/numerical aperture; 0.95) で観察した。 
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9. 免疫組織染色 

再固定した組織切片に、PBS で 5 分間 2 回浸漬洗浄し、0.3%過酸化水素/メ

タノールに 30 分間浸漬後、リキッドブロッカー (Daido Industry) で組織切片

を囲んだ。PBS で滴下洗浄し、ヤギ正常血清  (Vectastain ABC Kit, Vector 

Laboratories, CA) を滴下して 20 分間静置した。1 次抗体として抗マウス Gal-2

抗体 (Cloud-Clone Corp. USA) を希釈液 (0.1% BSA in PBS) で 0.5 µg/mL に

調製した溶液を滴下し、4℃で一晩静置した。なお、negative control には Isotype 

Control (Clone; EPR25A, Abcam, USA) を用いた。PBS で滴下洗浄し、5 分間 3

回浸漬洗浄した。2 次抗体としてビオチン標識抗ウサギ IgG 抗体 (Vector 

Laboratories) を滴下して 1 時間静置した。PBS で 5 分間 3 回浸漬洗浄し、ABC

試薬 (Vector Laboratories) を滴下して 30 分間静置した。PBS で 5 分間 3 回浸

漬洗浄し、発色液（0.02% 3, 3’ diaminobenzidine, 0.005% H2O2 in 0.05 M Tris, 

pH7.4）を滴下した。滴下直後から光学顕微鏡下で観察を行い、組織の発色が十

分となり、かつバックグラウンドが着色しないところで、PBS で滴下洗浄して

反応を停止させた。20 倍希釈したヘマトキシリン液を滴下して 5 分間静置し、

10 分間流水洗浄後、60℃の精製水に 5 分間浸漬した。マウントクイックアクエ

オス (Daido Industry) で封入を行い、光学顕微鏡下で観察した。 
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10. データの統計処理 

 データは mean±S.D. で示した。また、有意差検定は一元配置分散分析後、

Dunnett の多重比較検定により各群を比較した。なお、危険率 0.05 未満 

(P<0.05) 及び 0.01 未満 (P<0.01) を統計学的に有意差ありとみなした。 

 

 

第 II 章 弱酸性条件における Gal-2 とピロリ菌の相互作用 

1. 弱酸性条件における Gal-2 のピロリ菌凝集作用 

 Amicon Ultra 0.5 (Millipore, USA) を用い、rGal-2 溶液 〔in E-PBS (PBS 

containing 1 mM EDTA)〕 の溶媒を HCl で pH6.0 と 5.0 に調整した E-PBS に

それぞれ交換した。また、同様に HCl で pH6.0 と 5.0 に調整した HBSS を調製

した。これらを用いて第 I 章 Gal-2 のピロリ菌凝集作用と同様の操作で凝集実

験を行った。 
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2. 弱酸性条件における Gal-2 の構造変化 

 rGal-2 溶液を透析 (GE health care, USA) により、それぞれ pH6.0 (20 mM 

NaH2PO4, 150 mM NaCl)及び pH5.0（0.1 M CH3COOH, 150 mM NaCl) の弱

酸性緩衝液に置換した。円二色分散計 (J-720WI, JASCO, Japan) を用いて、弱

酸性緩衝液に置換した rGal-2 溶液を CD スペクトル測定した。なお、rGal-2 は

0.5 mg/mL に調製してから CD スペクトル測定した。測定条件は、感度; standard、

開始波長; 280 nm、終了波長; 195 nm、データ取込間隔; 1 nm、走査モード; 

continuous、走査速度; 100 nm/min、レスポンス; 2 sec、バンド幅; 1nm、積算; 

5、温度制御装置; Jasco ペルチェ式、測定温度; 25 ℃、セル長; 0.2cm とした。 
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3. ピロリ菌 LPS の抽出 

 ヘリコバクター寒天培地で培養したピロリ菌を生理食塩水に回収して懸濁液

とした後、先行研究の方法に従い調製した液体培地  (Brain Heart Infusion 

containing 0.1%Glucose, 10%Fetal Bovine Serum, pH6.0) に播種し [74]、微好

気性条件、37℃, 150 rpm で 3 日間培養した。先行研究を改変して、以下のよう

にピロリ菌から LPS を抽出した [75, 76]。培養したピロリ菌を遠心分離 (5,000 

g, 25℃, 5 min) にて回収した後、菌洗浄液 (PBS containing 0.15 mM CaCl2, 0.5 

mM MgCl2) で２回洗浄した。洗浄後、ピロリ菌の沈殿を 10 mL の PBS に懸濁

させ、超音波破砕した。菌破砕液に Proteinase K (QIAGEN, Germany) を終濃

度 20 µg/mL になるように加え、65℃にて１時間インキュベートした。その後、

DNase I (Nippon gene, Japan) と RNase A (Nippon gene) をそれぞれ 40 

unit/mL, 10 µg/mL 加え、37℃, 150 rpm で一晩インキュベートした。インキュ

ベート後、Hot phenol 法にて LPS を抽出した [77]。すなわち、ピロリ菌液と等

量の 90％ (v/v) phenol を混合し、70℃にて時々激しく降り混ぜながら 15 min

インキュベートした。インキュベート後、水層は回収し、phenol 層には等量の

H2O を加えて再抽出を行った。Hot phenol 法により回収した水層に終濃度 0.5 

M となるように酢酸ナトリウムを加えて溶解させた後、水層の 10 倍量の 95％

エタノールを加え、-20℃にて一晩静置した。遠心分離 (8,500 g, 4℃, 30 min) に
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より回収した LPS 沈殿を H2O に懸濁させた後、透析 (GE health care, USA) に

より残渣 phenol を除いた。LPS 溶液は凍結乾燥により粉末サンプルとした。 

 

4. Gal-2 のピロリ菌 LPS リガンドのアフィニティークロマトグラフィー 

凍結乾燥させたピロリ菌 LPS 粉末を E-PBS に約 5 mg/mL となるように溶解

させた。hGal-2 固定化カラム (固定化量: 12.3 mg/mL) に LPS 溶液を 1 mL 添

加した。その後、E-PBS を 5 mL 添加してカラムを洗浄した。更に、0.1 M ラク

トースを含む E-PBS を 2 mL カラムに添加して hGal-2 が認識するピロリ菌 LPS

リガンドを溶出させた。なお、カラムからの洗浄液及び溶出液は 1 mL ずつ回収

した。 
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5. Western blotting による Gal-2 のピロリ菌リガンドの検出 

 アフィニティー精製によって得られたサンプルと 5 x SDS-PAGE サンプルバ

ッファー (few amount of Bromo phenol blue, 50% Glycerol, 10% SDS, 250 mM 

Tris-HCl pH6.8) を混合し、10 min 煮沸した。SDS-PAGE, PVDF 膜 (0.2 µm, 

BIO-RAD, USA) への転写後、iBind システム (invitrogen) により検出を行っ

た。なお、H type I の検出には anti-Lacto N fucopentaose I antibody (1:2,000, 

Clone; R-17F, Funakoshi, Japan) 及び anti-mouse IgG antibody HRP conjugated 

(1:1,000, Merck, Germany), Lewis X の検出には anti-SSEA 1 antibody (1:250, 

clone; MC-480, Novus biologicals, USA) 及び anti-mouse IgM antibody HRP 

conjugated (1:5,000, Jackson Immuno Research, USA), Lewis Y の検出には anti-

Lewis Y antibody (1:250, Clone; F3, abcam, UK) 及び anti-mouse IgM antibody 

HRP conjugated (1:5,000, Jackson Immuno Research) をそれぞれ 1 次、2 次抗

体として使用した。バンドの検出には Immobilon○R  Crescendo Western HRP 

substrate (Millipore) 及び ChemiDocTM XRS Plus (BIO-RAD) (software; Image 

Lab 3.0.1 Beta2) を用いた。 
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6. データの統計処理 

 データは mean±S.D. で示した。また、有意差検定は Student の t 検定により

2 群を比較した。なお、危険率 0.01 未満 (P<0.01) 及び 0.001 未満 (P<0.001) 

を統計学的に有意差ありとみなした。 

 

 

第 III 章 ピロリ菌に与える Gal-2 と Gal-3 の作用の比較 

1. 弱酸性条件における Gal-3 の構造変化 

hGal-3 溶液を透析  (GE health care) により、それぞれ pH6.0 (20 mM 

NaH2PO4, 150 mM NaCl)、pH5.0（0.1 M CH3COOH, 150 mM NaCl) 及び pH4.3

（0.1 M CH3COOH, 150 mM NaCl)の弱酸性緩衝液に置換した。円二色分散計 

(J-720WI, JASCO) を用いて、弱酸性緩衝液に置換した hGal-3 溶液を CD スペ

クトル測定した。なお、hGal-3 は 0.2 mg/mL に調製してから CD スペクトル測

定した。測定条件は第 II 章 弱酸性条件における Gal-2 の構造変化と同様であ

る。 
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2. Gal-3 のピロリ菌 LPS リガンドのアフィニティークロマトグラフィー 

hGal-3 固定化カラム (固定化量: 4.37 mg/mL) を用いてピロリ菌 LPS リガン

ドのアフィニティークロマトグラフィーを行った。なお、実験操作は第 II 章 Gal-

2 のピロリ菌 LPS リガンドのアフィニティークロマトグラフィーと同様である。 

 

3. Western blotting による Gal-3 のピロリ菌リガンドの検出 

 Gal-3 のピロリ菌 LPS リガンドのアフィニティークロマトグラフィーで得ら

れたサンプルを用いた。なお、実験操作は第 II 章 Gal-2 のピロリ菌 LPS リガン

ドのアフィニティークロマトグラフィーと同様である。 

 

4. Gal-3 のピロリ菌増殖抑制作用 

 120 µg/mL の hGal-2 及び hGal-3、pH7.0 条件で実験を行った。なお、実験

操作は第 I 章 Gal-2 によるピロリ菌増殖抑制作用と同様である。 

 

5. データの統計処理 

 データは mean±S.D. で示した。また、有意差検定は一元配置分散分析後、

Turkey 検定により各群を比較した。なお、危険率 0.01 未満 (p<0.01) 及び 0.001

未満 (P<0.001) を統計学的に有意差ありとみなした。 
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