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研究成果の概要（和文）：本研究は、糸状菌由来の新規ステルス素材であるα-1,3-グルカン（AG）およびハイ
ドロフォビン（HP）を用いて、ステルス機能を賦与した医療用ナノ粒子を創成することを目的とする。本研究で
得られた成果は以下の通りである。
１）AGオリゴ糖の精製条件の決定。２）AGおよびAGオリゴ糖のステルス機能の確認。３）AGとHPの非相互作用性
の確認。４）AGおよびAGオリゴ糖の酵素合成条件の決定。５）AGステルス機能のマウス生体レベルでの実証。
６）AGオリゴ糖の粒子吸着条件の検討。７）麹菌における菌糸接着因子ガラクトサミノガラクタン（GAG）の発
見。８）AGとGAGのステルス機能に関する相加的相互作用の実証。

研究成果の概要（英文）：This study aims to create medical nanoparticles with stealth function using 
α - 1,3 - glucan (AG) and hydrophobin (HP) which are novel stealth materials derived from 
filamentous fungi. The results obtained in this study are as follows.
1) Determination of purification conditions for AG and AG oligosaccharides. 2) Confirmation of the 
stealth function of AG and AG oligosaccharides. 3) Confirmation of non-interaction between AG and 
HP. 4) Determination of enzymatic synthesis conditions of AG and AG oligosaccharides. 5) 
Demonstration of the stealth function of AG in vivo. 6) Evaluation of adsorption conditions of AG 
oligosaccharides and the particles.7) Discovery of galactosaminogalactan (GAG) as hyphal adhesion 
factor in Aspergillus oryzae. 8) Demonstration of additive interactions on the stealth function of 
AG and GAG.

研究分野： 応用微生物学
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１．研究開始当初の背景	
（1）糸状菌細胞表層のステルス性とその応
用	
	 糸状菌の細胞壁は、α-1,3-グルカン（AG）
やβ-1,3-グルカン（BG）、キチンなどの多
糖より構成されている。AGは、細胞壁外層
に存在し、ある種のストレスから細胞を保
護する役割を担う。また、ある種の動植物
感染真菌において、AGが細胞壁内層の BG
やキチンを被覆することにより、感染宿主
の防御応答を回避している（ステルス機能）
ことが明らかになっている。近年、糸状菌
の産生する両親媒性蛋白質ハイドロフォビ
ン（HP）も宿主免疫系からの回避機能(ステ
ルス機能)に関与し、ある種の病原真菌は
HPを細胞最外層（AGの外層）に発現するこ
とで感染宿主内での生存を図っていること
が報告された（Nature	460:1117,2009）。
代表研究者と連携研究者の阿部は以前より、
ステルス機能には関連しない抗真菌剤開発
やプラスチックの分解リサイクル研究を通
して、独立にAGおよびHPの機能を解析し、
新素材としての研究開発を進めてきた	(阿
部ら特許 4595074 号、特許 4273504 号)。	
	
（2）医療用ナノ粒子	
	 医療用ナノ粒子は、蛍光イメージング、
MRI、中性子捕捉療法、磁気温熱療法、薬物
送達系(DDS)	としての利用が期待されてい
る。MRI や CT では固体ナノ粒子がイメージ
ング試薬として利用できるが、静脈内に投
与したナノ粒子が肝臓や脾臓などの細網内
皮系（網内系）に捕捉され、標的組織へ送
達できないことが課題となっている。網内	
系に捕捉されないステルス機能を付与した
ナノ粒子を創成できれば、少投与量で高性
能な診断・治療用のプローブを達成できる。
代表研究者は、病原糸状菌の細胞表層構造、
特に AGや HP のステルス機能に着目し、こ
れらをステルス新素材として利用できると
考えた。そこで本研究では、糸状菌由来の
AGおよび HPを材料として、糸状菌の細胞
表層を模倣してステルス機能を付与した新
規医療用ナノ粒子を開発することを目的と
した。細胞表層の順序に従う順層表層およ
び反転させた逆層表層のナノ粒子を作製し、
最適なナノ粒子表層構造の解明を目指す。 
	
２．研究の目的	
（1）α-1,3-グルカン（AG）オリゴ糖のス
テルス機能評価	
	 代表研究者は、モデル糸状菌Aspergillus	
nidulansを中心に糸状菌の細胞壁構築シグ
ナル伝達経路に関する研究を展開してきた。
その一環として、AGを素材として利用する
試みを進めている。まず、不溶性多糖であ
る AG素材の利便性を向上させるため、亜臨
界水による可溶化条件を検討した。その結
果、重合度（DP）3-25 の AG オリゴ糖の作
製に成功している。さらに、AGオリゴ糖に

ついて樹状細胞応答性を評価したところ、
DP	5-10 の AG オリゴ糖はサイトカイン（TNF
−α）の産生を誘起しないことを明らかにし
ている（AGのステルス性を確認）。本研究
では、ナノ粒子被覆用の AGおよび AGオリ
ゴ糖の精製を目的として、AG亜臨界抽出条
件の最適化を試みる。また、研究過程にお
いて AGおよび AGオリゴ糖を糖転移反応に
より合成する方針へと変更したため、AGお
よび AGオリゴ糖の酵素合成条件を決定す
ることも研究目的とした。さらに、マウス
in	vivo 試験により、AGのステルス機能を
マウス生体レベルで確認することを目標と
した。また、水溶性バイオフィルムの構成
多糖である GAG にもステルス機能があると
推定されたため、GAG のステルス機能確認
を目的に追加とした。	
	
（２）糸状菌 AGで被覆したステルスナノ粒
子	
	 これ迄に連携研究者の阿部・川上・高見
は、麹菌の HPである RolA あるいは RolA で
被覆した酸化鉄ナノ粒子が樹状細胞を刺激
せず、MRI イメージングにより RolA	被覆酸
化鉄ナノ粒子は網内系による捕捉を回避す
ることを明らかにしている。本研究では、
これらの成果に基づき AGおよび HPで被覆
したナノ粒子を作製することを目的とする。
一方、本研究過程において AGと HP の相互
作用が確認できなかったため、AG単独での
被覆ナノ粒子の作製条件検討に注力するこ
とに方針を変更した。	
	
３．研究の方法	
（１）麹菌の培養菌体から AGを抽出し、亜
臨界水処理条件の最適化によりAGオリゴ
糖を生産、オリゴ糖シリーズを作製する。
また、AGオリゴ糖シリーズの免疫応答性を
評価する。	
	
（２）AG欠損株および AG低減株を用いて
免疫細胞を刺激し、麹菌細胞における AGの
ステルス機能を再確認する。	
	
（３）分子間相互作用解析装置 QCM(Quartz	
Crystal	Microbalance)を使用して AGと HP
の相互作用を評価する。	
	
（４）Streptococcus	mutans のグルコシル
トランスフェラーゼ（GTF-I）を利用して、
継続的・安定的に AGおよび AGオリゴ糖を
得るための AGおよび AGオリゴ糖の糖転移
酵素による酵素合成条件を検討する。	
	
（５）AG低減麹菌を用いたマウス in	vivo
試験により、AGのステルス能の有効性をマ
ウス生体レベルで評価する。	
	
（６）表面を修飾した酸化鉄ナノ粒子と還
元末端のみを酸化してカルボキシイミド化



 

 

した AGオリゴ糖を用いて AGによるナノ粒
子の被覆条件を検討する。	
	
（７）水溶性バイオフィルムを構成するヘ
テロ多糖ガラクトサミノガラクタン（GAG）
のステルス能を評価するため、まずは麹菌
において生産される GAG を分析する。また、
AGと GAG の二重欠損株を作製し、これら菌
株の培養菌糸を用いて免疫細胞応答試験を
実施する。	
	
４．研究成果	
（１）糸状菌細胞壁からの AGの精製とオリ
ゴ糖化：麹菌の培養菌体から熱水・アルカ
リ抽出法により細胞壁多糖 AG を抽出した。
また、バッチ式亜臨界水処理装置を用いて
AGオリゴ糖化の最適条件を決定し、糖の重
合度（DP）毎にシリーズ化した高純度 AGオ
リゴ糖を取得した。	
	
（２）AGおよび AGオリゴ糖シリーズの免
疫応答性評価：精製した AGおよび AGオリ
ゴ糖シリーズに対する樹状細胞のサイトカ
イン（TNF-α）の産生量を解析した。また、
免疫応答を GFP 蛍光で評価可能な免疫応答
レポーター系により AG欠損麹菌の免疫刺
激性を評価した。これらの解析により、多
糖 AGとそのオリゴ糖のステルス機能を再
確認できただけでなく、AG欠損株における
免疫賦活活性の増強が初めて確認された。	
	
（３）AGおよび HPの相互作用解析：分子
間相互作用解析装置 QCM(Quartz	Crystal	
Microbalance)を利用したAGとHPの相互作
用解析においては、QCM 金電極上に HPであ
る RolA を吸着させ、センサー電極が RolA
で被覆した状態で AGオリゴ糖を添加した。
その結果、発振周波数に変化は認められず、
RolA と AG オリゴ糖が直接相互作用する証
拠は得られなかった。今回使用したオリゴ
糖は比較的鎖長が短く（DP10 以下）、濃度
も低かったことから相互作用が微弱で検出
限界以下であった可能性が考えられた。そ
こで、AGおよび AGオリゴ糖を大量に獲得
する必要があると判断し、後述する糖転移
酵素合成による AGオリゴ糖精製を開始し
た。	
	
（４）AGおよび AGオリゴ糖の酵素合成：
継続的・安定的に AGオリゴ糖を得るため
AGおよび AGオリゴ糖の糖転移酵素による
酵素合成を開始した。AG の酵素合成には、
Streptococcus	mutans のグルコシルトラン
スフェラーゼ（GTF-I）を利用した。本酵素
をコードする遺伝子を大腸菌で発現させ、
スクロースを基質として AGの生成条件を
検討した。その結果、基質量からの換算値
で３−５％と良好な収率での AG生成条件を
決定した。また、C13-NMR により得られた

AGは、想定どおり主に 1,3 結合から構成さ
れる多糖であることが確認された。	
	
（５）AGの免疫応答マウス試験：AGの免疫
ステルス機能をマウス生体レベルで評価す
るため、AG低減麹菌を用いてマウスin	vivo
試験を実施した。まず、マウスに２週間、
対照株および AG低減麹菌株の粉末を腸管
摂取し、その際のNK、NKT、T細胞およびマ
クロファージの実数および活性化細胞数を
解析した。その結果、いずれの実験区にお
いても対照株群＜AG低減株群の傾向が認め
られ、AGのステルス性がマウス生体レベル
で初めて実証された。	
	
（６）AGオリゴ糖の粒子吸着条件の検討：	
AG被覆酸化鉄なの粒子を作製するため粒子
表面にアミノ基を導入した酸化鉄ナノ粒子
を準備した。これに AGオリゴ糖の還元末端
のみを酸化してカルボキシイミド化したAG
オリゴ糖をカルボキシイミドカップリング
により結合させる計画であったが、アミノ
基導入効率および糖のカルボキシイミド化
が不安定なため、AGオリゴ糖の粒子吸着条
件の決定には至らなかった。そこで、粒子
に直接糖を吸着させ糖転移反応によりオリ
ゴ糖鎖を伸長させる条件の検討を開始した。	
	
（７）麹菌におけるガラクトサミノガラクタ
ン（GAG）分析：水溶性バイオフィルムを構成
するヘテロ多糖GAGは、ステルス能を有するこ
とが報告されている。麹菌にもGAG生合成遺伝
子が保存されていたことから、麹菌において
生産されるGAGを分析した。また、AGとGAGの
二重欠損株を作製し、GAGが麹菌における菌糸
接着因子であることを発見した。	
	
（８）AGおよびGAGの免疫応答性評価：麹菌に
おけるAG＆GAG二重欠損株を用いて、菌糸の免
疫細胞応答性を評価した。その結果、AGとGAG
は相加的に菌糸細胞にステルス機能を賦与し
ていることが示唆された。	
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