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研究成果の概要（和文）：ダニの外殻を構成する多糖類の一つであるキチンが、同時吸入のタンパク質抗原に対するア
レルギー応答を誘導することを見出している。しかしながら、キチンによる免疫応答誘導に関わる受容体は良く分かっ
ていない。今回、その解明を目的としてキチン結合タンパク質の同定を試みた。その結果、4種の結合タンパク質が同
定された。今後、これら分子によるダニアレルギーなどの発症との関わるについて検討を行っていく予定である。

研究成果の概要（英文）：Although it is considered that chitin (a major component of the outer shell of 
house dust mite) can contribute to the induction of allergic responses, it still remains unclear the 
mechanism of cellular signal transduction by stimulation of chitin. In this study, we attempted to 
identify chitin binding proteins, and finally found four chitin-binding proteins. In the future, we will 
investigate the role of these molecules in development of house dust mite antigen-mediated allergic 
disorders.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： アレルギー

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 主要アレルゲンの一つであるダニアレル
ゲンが、Th2 応答を誘導することによりアレ
ルギー応答を誘導することは良く知られて
いる。ダニアレルゲンによる Th2 応答及びア
レルギー応答誘導機構として、カビ胞子中の
-D-グルカンやダニ糞中のリポ多糖（LPS）、
そしてアレルゲン自身のタンパク質分解酵
素活性が知られるが、それ以外のメカニズム
については明らかとなっていない。 
 キチン（Chitin）は N-Acetyl-Glucosamine
のポリマーで、自然界で Cellulose に次いで
二番目に多量に存在する多糖類である。キチ
ンはダニなどの節足動物、エビ・カニなどの
甲殻類、ハチ・ゴキブリなどの昆虫類、カビ
などの真菌類といったアレルゲンとなりう
る代表的な生物の外殻に存在する。キチンの
このような局在から、キチンが何らかの自然
免疫応答を惹起し、それに続くアレルギー応
答誘導に関与している可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 キチンはダニの外殻に豊富に存在する多
糖類で、獲得免疫非依存的に好酸球性炎症を
誘導できることから、ダニアレルギーの全く
新しい誘導因子である可能性がある。これま
でに申請者は、キチンによるアレルギー性喘
息マウスモデルを確立している。マウスに生
理食塩水、鶏卵白アルブミン（OVA）、もしく
は OVA+キチンの経鼻吸入により感作を行い、
後日、OVA を再度、経鼻吸入させて気道炎症
の誘導を試みた。その結果、野生型（WT）マ
ウスでは、OVA 単独の感作では、その後の OVA
吸入による気道炎症は誘導されないのに対
し、OVA+キチンの場合は気道炎症が誘導でき
ることが明らかになった。また、その効果は、
IL-4/13-STAT6 経路に依存すること見出した。
さらに、キチンの受容体として、TLR2 や
Dectin-1 が知られるが、この OVA・キチン誘
導性気道炎症は、TLR2/4 欠損マウスと野生型
（WT）マウスで同程度に誘導されることが明
らかとなっている。これらの結果より、キチ
ンによるアレルギー応答誘導機構には、TLR
以外の受容体や、全く新しいキチン結合性分
子が関与している可能性がある。そこで、キ
チンによるシグナル伝達機構を明らかにす
る目的で、キチン結合タンパク質（CBP）を
マウス肺より同定する。 
 
３．研究の方法 
（１）新規キチン結合タンパクの同定 
 新規キチン結合タンパク質の同定及び新
規キチン受容体の同定を試みた。マウスの肺
をホモジェネートし、1% Triton - X100 によ
り肺タンパク質を抽出した。この肺抽出液を
キチンビーズと一晩反応させた。ビーズをス
ピンカラムに載せ、カラムに高濃度のキトオ
リゴ糖を滴下した。キトオリゴ糖によりキチ
ン結合タンパク質を溶出した。これをアセト
ン沈殿により濃縮し、SDS-PAGE により分離し

た。CBB 染色後、得られたバンドを切り出し
た。ゲル内トリプシン消化後、LC-MS 解析に
よりキチン結合タンパク質を同定した。 
 
（２）キチン結合タンパク質の機能評価 
 同定された CBP が、キチン依存的な自然免
疫応答の活性化に関与するかを in vitro 及
び in vivo で検討する。これまでに、キチン
が、IL-33 依存的に骨髄由来樹状細胞（BMDC）
を活性化して、IL-1産生を誘導することを
明らかとしている。そこで、CBP の市販リコ
ンビナントタンパク質とキチンによる刺激
で、BMDC による IL-1産生を誘導できるか
ELISA 法で検討する（in vitro）。また、キチ
ンをマウスに吸入させると、獲得免疫非依存
的な気道炎症が惹起される。そこで、CBP の
市販リコンビナントタンパク質とキチンを
マウスに吸入させ、CBP のキチンによる気道
炎症誘導における役割を検討する（in vivo）。 
 
４．研究成果 
（１）新規キチン結合タンパクの同定 
今回の検討で、4種類の CBP を同定した（CBP
１〜4）。CBP1 については、ES 細胞を用いて
当該遺伝子を欠損したマウスを樹立した。今
後は、当該遺伝子欠損マウスを用いてキチン
によるアレルギー誘導における CBP1 の役割
を in vivo で検討する。CBP2〜4 については、
その in vivo での機能解析を目的として、
CRSPR/Cas9 システムにより遺伝子欠損マウ
スを順次作製し、それら分子の機能をin vivo
で評価していく。 
 
（２）キチン結合タンパク質の機能評価 
同定されたCBPがキチン依存的な自然免疫応
答の活性化に関与するかを in vitro 及び in 
vitro で評価した。まず、マウス骨髄由来樹
状細胞（BMDC）をメディウム、キチン、CBP1
もしくは CBP1 + キチンで刺激すると、CBP1 +
キチン刺激でのみ、BMDC による IL-1産生が
誘導された。この結果から、CBP1 がキチンに
対するセンサー分子としてキチンのシグナ
ル伝達機構に関与しうると考えられた。次に、
野生型（WT）マウスに生理食塩水、キチン、
CBP1 もしくは CBP1+キチンを経鼻的に 1回だ
け投与すると、CBP1+キチン投与マウスでの
み、気道への強い顆粒球浸潤が誘導された。
これらの結果から、CBP1 がキチンに対するセ
ンサー分子として、キチンによる気道炎症誘
導に関与しうると考えられた。これらの結果
から、キチン- CBP1 複合体が結合すると推測
される、何らかの細胞膜上の受容体が、キチ
ンによるアレルギー誘導に関与すると考え
られた。 
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