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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。さらに、キチンによる炎症誘導に関わりうるキチナーゼ様
分子をマウス肺より同定している。しかしながら、膜結合型受容体をはじめ、キチン/キチナーゼ様タンパク質
複合体のシグナル伝達下流分子は不明である。そこで本研究では、キチン/キチナーゼ様タンパク質複合体に対
する膜結合型受容体の同定を試みた。その結果、同定された分子はいずれも細胞内に局在するものであり、シグ
ナル伝達に関与しうる分子は含まれなかった。したがって、スクリーニング方法の変更が必要と考えられた。

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. Previously, we identified a 
Chitinase-like protein as a signal transducer molecule of chitin. In this study therefore, we 
attempted to identify membrane receptors for the complex of chitin/Chitinase-like protein, but could
 not clarify the molecule. In the future, we should change the method of screening for 
identification of the receptors for chitin and Chitinase-like protein complex.

研究分野：免疫学、アレルギー学

キーワード： キチン　Ｔｈ２　アレルギー

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
  アレルギーの原因物質（アレルゲン）と
して、室内環境中のダニ（ヒョウヒダニ）が
最も高頻度となっている。これまでに同定さ
れたダニアレルゲンの多くがプロテアーゼ
であることから、アレルギーの誘導機構とし
て、ダニ抗原自身のプロテアーゼ活性が想定
されている。他方、ダニ外殻の主要な構成成
分としてキチン(Chitin)が知られる。キチン
は N-アセチル-グルコサミン のポリマーで、
無害とされていることから、その誘導体が人
工皮膚やコンタクトレンズの材料として利
用されている。しかしながら、キチンを大量
に吸入すると、獲得免疫非依存的な機構で、
喘息様の気道炎症が惹起されることが
Nature 誌に報告された。このことから、キ
チンがダニアレルギーの誘発に関与してい
る可能性が考えられる。そこで、マウスに生
理食塩水、鶏卵白アルブミン（OVA）、キチ
ンもしくは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
せることにより、アレルギー性気道炎症の誘
導を試みた。その結果、OVA +キチン感作マ
ウスでのみ強い気道炎症が誘導され、さらに、
その気道炎症は IL-4/IL-13-STAT6 経路依存
的であることが明らかとなった。これらの結
果は、キチンがアレルギー性気道炎症を誘導
できることを示しており、キチンがダニアレ
ルギーの新規誘発機構である可能性が考え
られる。 
 
２．研究の目的 
  キチンを吸入するとT細胞やB細胞を介
さない気道炎症が惹起されることから、キチ
ンを認識する何らかの受容体が存在すると
考えられる。これまでに、キチンのシグナル
伝達を担う受容体として Toll-like receptor 2 
(TLR2)や Dectin-1 が報告されている。しか
しながら、これらの受容体を欠損するマウス
でも、キチン吸入による気道炎症は野生型マ
ウスと同程度に惹起されることから、キチン
によるアレルギー誘導には新規のキチン受
容体が関与すると考えられる。そこで、新規
のキチン受容体の同定を目的として、キチン
ビーズを用いたアフィニティクロマトグラ
フィと LC-MS 解析により、キチン結合タン
パク質(chitin-binding protein; CBP)をマウ
ス肺より同定した。これまでの検討から、そ
の中の一つである可溶性分子 CBP1（分子名
は伏せる）が、キチンによる免疫細胞の活性
化や、キチン吸入による気道炎症の惹起に関
与しうることが明らかとなった。しかしなが
ら、CBP1は可溶性分子であり、キチン/CBP1
複合体の下流には何らかの膜結合型受容体
が存在すると考えられる。そこで、本研究で
は、キチンによるシグナル伝達機構の解明を
目的として、キチン/CBP1複合体の下流分子
の同定を試みた。 
 
 

３．研究の方法 
  接着細胞である COS-7細胞に、plasmid
型の発現ベクターを用いたマウス肺 cDNA
ライブラリーを、リポフェクション法により
遺伝子導入した。強制発現後、EDTA処理に
より COS-7 細胞を再浮遊させる。リコンビ
ナント CBP1 を予め固相化し、さらに FCS
を含む HBSS バッファーで blocking したデ
ィッシュに COS-7 細胞をキチンと共に播種
し、4℃で 2 時間インキュベートする。ディ
ッシュ底面をバッファーでやさしく洗浄し、
キチン存在下でディッシュ底面のリコンビ
ナント CBP1 に結合した COS-7 細胞クロー
ンの plasmidを抽出する。得られた plasmid
を大腸菌にトランスフォーメーションし、
plasmid を増幅する。再び COS-7 細胞に遺
伝子導入し、これら一連の操作を 4回繰り返
す。その結果、キチン存在下でディッシュ底
面のリコンビナントCBP1に結合する分子の
cDNA を含む COS-7 細胞クローンが濃縮さ
れることが期待される。最終的に得られた各
クローンの plasmidについて、insert cDNA
のシークエンスを行う。得られた各 insert 
cDNAの塩基配列について BLAST検索を行
い、キチン存在下で CBP1と結合する分子の
同定を目指す 
 
４．研究成果 
  固相化 CBP1 に結合したクローンの
plasmidについて、insert cDNAのシークエ
ンスを行った。その結果、アデニル酸シクラ
ーゼや ATP 合成酵素のような酵素、プラコ
グロビンやダイニンなど細胞の構造タンパ
ク質、さらにはアペリンやサイモシンなどの
生理活性物質等、様々なインサート DNA が
同定された。以下に同定した遺伝子の gene 
symbolを列挙する。 
 
Adcy3, Hsd11b1, Atp5sl, Got1, Fars2, Rps9, 
Rbm3, Jup, Smim14, Hbb-b1, Ptma, Sc5d, 
Atp8a1, Mcfd2, Edf1, S100a6, Cfap97 
 
しかしながら、実験毎に同定される分子種に
は全く再現性がなく、panning法により選抜
されるクローンは、固相化 CBP1もしくは固
相に非特異的に結合しているに過ぎないと
考えられた。また、同定されたこれらの遺伝
子は全て、膜結合型受容体をコード出来ない
ほど短い遺伝子である。plasmid型の発現ベ
クターではクローニングできる塩基サイズ
に制限が大きく、今回使用した cDNAライブ
ラリーには膜型受容体をコードする大きさ
の遺伝子がほとんど含まれていないと推測
された。したがって、キチン/CBP1複合体の
下流分子の同定を目指すのであれば、スクリ
ーニング法の抜本的な変更が必要であると
考えられた。 
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