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研究成果の概要（和文）：β-1,3-D-グルカンは真菌類がその細胞壁や菌糸として産生する天然多糖である。主
鎖がβ-1,3-D-グルコシド結合のみからなるホモポリマーも固体、溶液、ゲルとして天然に存在する。その天然
構造は剛直な三重らせん構造であることが知られており、特徴ある物理化学的性質、及び生物化学的性質を示
す。本研究ではβ-1,3-D-グルカンの一つであるシゾフィランの選択会合性と免疫細胞の活性を調査し、その関
係性について研究を行った。選択吸着性についてはイミダゾール、カルボン酸化合物などのアミノ酸のペンダン
ト基となる化合物との選択吸着性に関する熱力学量を秩序―無秩序転移の溶媒効果から定量的に求めた。

研究成果の概要（英文）：β-1,3-D-glucans are the natural polysaccharides produced by fungi, yeasts 
and so on. These polysaccharides are found in nature as the solid, solution, and gel states. The 
triple helical structure is characteristic of β-1,3-D-glucans, which shows unique physicochemical 
and/or biological properties, differing from the other polysaccharides. In this study, we 
investigated the selective association of schizophyllan, a triple helical β-1,3-D-glucan, and the 
biological activities of this polysaccharide to the immune cells, respectively. The cooperative 
order-disorder transition of schizophyllan in aqueous imidazole mixtures and carboxylic acids 
mixtures, such as acetic acid and citric acid was focused to evaluate the association enthalpies 
from the solvent effects on the transition, quantitatively. These thermodynamic data may be suitable
 to discuss the molecular interactions between the triple helix and biological molecules.

研究分野： 食品科学分野

キーワード： β-1,3-グルカン　三重らせん　選択的溶媒和　分子認識　自然免疫　細胞実験　熱分析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究ではβ-1,3-D-グルカンであるシゾフィランの三重らせんの選択吸着性を定量的に評価した。アミノ酸の
ペンダント基となるイミダゾール、及びカルボン酸化合物（酢酸、クエン酸）に対するシゾフィランの選択吸着
が初めて観測された。従来は三重らせんとジメチルスルホキシドと選択吸着性を除いて行われていなかったた
め、生体分子との相互作用に関する知見は仮説に過ぎなかった。本研究の成果は受容体とβ-1,3-D-グルカンと
の分子認識メカニズム解明等の学術領域に重要な知見をもたらすと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、成人病などの疾患の増加を背景として免疫機能改善の健康食品への関心を背景として、

食品分野、医療分野、畜産分野など多岐の用途にわたって利用可能な多糖などの天然高分子材料
が注目されている。キノコや酵母などの真菌類は古くは漢方薬の生薬として用いられてきたが、
1960 年代から真菌類が産生する β-1,3-グルカン薬理作用が見出され、現在ではこの薬理作用は自
然免疫の発現と関係づけられている。この自然免疫は β-1,3-グルカンの天然構造である三重らせ
ん構造を受容体が選択的に認識して起こると考えられている。Brawn らは好中球、単球などのマ
ウス、及びヒト免疫細胞膜上に β-1,3-グルカンを認識する受容体（Dectin-1）を発見した。また、
Adachi らは β-1,3-グルカン受容体である Dectin-1 のヒスチジン欠陥を持つ変異試料には β-1,3-グ
ルカンとの分子認識が起こらないことを報告した。これらは、Dectin-1 の多糖認識ドメインのあ
る特定のアミノ酸が β-1,3-グルカンに選択的に相互作用、もしくは吸着することを示唆している。
しかし、β-1,3-グルカンと選択吸着する物質の化学的特徴は知られておらず、どの程度吸着する
のか、あるいは他の物質との競争的に吸着するのかなど、多糖との相互作用の特徴と定量化につ
いては研究されていない。これまでの所、β-1,3-グルカンはジメチルスルフォキシド（DMSO）、
コンゴーレッドについての選択吸着が知られているが、生体関連物質との選択吸着性に関する
報告は無い。以上の背景から、ヒスチジンのペンダント基であるイミダゾールやトリプトファン
のインドール化合物、及びアスパラギン酸、グルタミン酸のペンダント基であるカルボキシル基
と β-1,3-グルカンとの選択的溶媒和について研究を進める必要があった。β-1,3-グルカンの三重
らせんに固有の現象として、水溶液中で起こる協同的秩序－無秩序転移（CODT）がある。この
転移は β1,3-グルカンの三重らせんの側鎖と溶媒間に水素結合を介して形成される秩序構造が温
度上昇とともに脱溶媒和を伴って協同的に壊れることにより起こる。本研究では。水溶液中で起
こる β-1,3-グルカンの CODT の溶媒効果に注目して、選択的溶媒和を引き起こすイミダゾール、
酢酸、クエン酸との相互作用を決定した。 
 
２．研究の目的 
β-1,3-グルカンの一つであるシゾフィランは主鎖に 3 つのβ-1,3-D-グルコースをもち、1 つの

β1,6-D-グルコースが分岐した化学構造を持つ。シゾフィランの CODT には、ポリペプチド溶液
の Helix-Coil 転移と類似の特徴（分子量依存性、溶媒効果）が観測され、一次元協同転移理論に
より理論解析することができる。さらに、水溶液に添加する CODT 活性物質の転移温度、及び
転移エンタルピーの組成依存性を理論解析することにより、これら活性物質と三重らせんとの
相互作用を定量的に決定することができる。これまでに、DMSO－水混合溶媒、重水等の溶液に
ついて研究が行われたが、β-1,3-グルカン受容体との複合体形成に関係づけるためには生体物質
に対する知見が必要となる。本研究では、シゾフィランの化学修飾した誘導体について、CODT
の熱力学量と分岐側鎖に対する化学構造変化の影響について調査し、三重らせんと分子認識に
関係する因子との相互作用を免疫細胞から産生されるサイトカイン分泌量と関係づけ、免疫賦
活効果の定量化を目指すことを目的とした。本研究では、β-1,3-グルカンの化学構造を変化させ、
水溶液中の β-1,3-グルカンの構造とイミダゾール、酢酸などのアミノ酸を構成する物質との間の
相互作用、免疫細胞の一酸化窒素（NO）及びサイトカイン分必量の対応関係を調査し、免疫賦
活効果の定量解析方法の確立を目指した。 
 
３．研究の方法 
β-1,3-グルカンの一つであるシゾフィランを超音波により低分子量化、及び分別沈殿法により

分子量の異なる精製試料を得た。シゾフィランは 3 つの β-1,3-D-グルコースに 1 つ β-1,6-D-グル
コース側鎖が分岐した化学構造をもつ。過ヨウ素酸酸化、NaBH4還元後の酸加水分解（Smith 分
解）により分岐側鎖を取り除くことができるので、分岐度を低下させた β-1,3-グルカン試料を合
成することができる。本研究では分別精製試料を過ヨウ素酸酸化試料の酸化度を調製して Smith
分解により分岐度の異なる試料を合成し、以下の実験で用いた。 
分子量、及び化学修飾度の異なる試料の分子量、及び分子量分布をサイズ排除クロマトグラフ

ィーに多角度光散乱検出器を接続した SEC-MALS 測定により決定した。水溶液の CODT につい
ては示差走査熱量測定（DSC）を用いて調査した。酢酸水溶液、クエン酸水溶液、イミダゾール
水溶液を溶媒に用いた。酢酸ナトリウム水溶液を酢酸溶液の中和溶媒として用い、イミダゾール
水溶液については HCl を滴下して pH の異なる溶液を調製した。 
免疫系の細胞は、マウスマクロファージ様細胞株 RAW264.7 及びヒト単球系白血病細胞株

THP-1 を使用し、M0 から M1 マクロファージへの分極化に対する影響について分子量の異な
る二つのシゾフィランを用いて検討を行った。RAW264.7 細胞では M1 型で誘導される NO、細
胞表面マーカーCD86、転写調節因子 NF-κB について各シゾフィラン単独の効果、及びリポ多
糖（LPS）との相乗的効果を調べた。また THP-1 細胞については、ホルボールエステル（PMA）
でマクロファージ様細胞に分化させた後、TNF-αについて同様に検討を行った。 
 



４．研究成果 
4.1. β-1,3-グルカンの化学修飾と CODT への影響 
シゾフィランを化学修飾したカルボン酸誘導体と低分岐度誘導体の水溶液中で起こる CODT

に対する溶媒効果について発表した。（Yoshiba & Christensen, 2023）図 1 にこれらの誘導体の化
学構造を示す。 

 
図 1 シゾフィラン、及び化学修飾した誘導体の化学構造 

 
 SEC-MALS測定からシゾフィラン誘導体は化学修飾
後も三量体を保持することを確認した。これらの試料
の水溶液に DMSO 添加して CODT の溶媒効果を DSC
により調査した。図 2 に DMSO 添加後の水溶液中の旋
光度の温度依存性から求めた転移曲線を示す。溶液中
の DMSO のモル分率の増加に伴い転移温度（Tr）、及び
転移エンタルピー（Hr）は増加した。また、側鎖の化
学修飾度（カルボン酸誘導体の場合はカルボキシ基の
置換度、低分岐度誘導体の場合は分岐度）に依存して
Tr は低下した。これは化学修飾を受けた側鎖には秩序
構造が形成されないことを意味する。 
 DSC 測定で求めた Tr及びHrについて側鎖修飾度を
変数とした理論モデルを構築し、統計理論を拡張した。
低分岐度誘導体、カルボン酸誘導体のいずれもHr、Tr

は側鎖修飾度に依存する。この理論解析の結果は、化
学修飾された側鎖、及び側鎖の無い三重らせんには秩
序構造が形成されないことを意味する。一方で、高化
学修飾度でのブロードな転移曲線を説明できない。（図
2B）これは三重鎖ユニットの 3 つの β-1,6-D-グルコー
ス側鎖が全て化学修飾を受けると三重らせんの秩序構
造がこのユニットの前後で分断され、低分子量試料に
類似した挙動になるためであると考えられる。重合度
N→∞の極限でのこのユニットの存在確率を求め、転
移曲線のフィッティングから求めたN を比較するとよ
い一致を確認できた。 
 
4.2. イミダゾール水溶液中の CODT 
 過去に行われた研究では、シゾフィラン水溶液に添
加する転移の活性物質は DMSO 以外には見つかって
おらず、特に生体関連物質については全く研究が行わ
れていなかった。イミダゾールは複素環もつ塩基性化
合物であり、β-1,3-グルカン認識ドメインに含まれる
ヒスチジンのペンダント基であり、その誘導体は生体
物質に広く存在する。イミダゾール水溶液に塩酸を一
定のモル比で加えた溶媒を用いて CODT の溶媒効果を
調査した。（Yoshiba et al. 2022） 
 図 4 に各イミダゾールのモル分率の異なるイミダゾ
ール（imi）－塩酸（HCl）混合溶媒（imi:HCl = 1:1）の
シゾフィラン溶液の DSC 曲線を示す。この溶液では、
イミダゾールは完全に中和され、イミダゾリウムイオ
ンのみが活性物質として存在するが、DSC 曲線はモル
分率の増加に伴い Trは上昇し、Hrは増加した。imi:HCl 
= 1:1 の溶液中ではイミダゾールは完全に電離したイ
ミダゾリウムイオンとなってるが、CODT の溶媒効果
が観測されることが分かった。 
溶液中のイミダゾールの電離状態を変化させるため

に HCl の添加率を imi:HCl = 2:1 に変え、pH の異なる
シゾフィラン水溶液の DSC 曲線を図 5 に示す。イミダ
ゾール比の増加とともに Tr は上昇し、Hrは増加した。
また、HCl の添加率を imi:HCl = 3:1 に変えたところ、

図 2 重水中の（A）分子量の異なる
シゾフィランの転移曲線と（B）カル
ボン酸型誘導体の転移曲線 

図 4  分子量の異なるシゾフィラン
のイミダゾール水溶液（ imi:HCl = 
1:1）の DSC 曲線 

図 5  イミダゾール水溶液（imi:HCl 
= 1:1）中の DSC 曲線 



さらに Tr は上昇し、Hr は増加した。従って、イミダ
ゾリウムイオンとイミダゾールの両方が CODT の活性
物質であることが分かった。加えて、pH が高くなると
Tr の上昇とHr の増加が確認されることから、イミダ
ゾールはイミダゾリウムイオンよりも会合度が高いと
考えられる。これらの結果から、会合能の異なるイミ
ダゾールとイミダゾリウムイオンが競争的にシゾフィ
ラン側鎖に会合するので、TrとHrは pH に大きく依存
することが分かった。 

 
4.3. 酸性、塩基性溶媒中の CODT 
 4.2.で行ったイミダゾール水溶液中の CODT では、
図 6 の理論モデルのようにイミダゾールとイミダゾリ
ウムイオンが競争的にシゾフィラン側鎖に会合するこ
とが分かった。これは生体溶液のような複数の CODT
活性物質の混合溶液中であっても、これらの物質はシ
ゾフィランに競争的に選択吸着することを示唆する。
生体中の水溶液では様々に pH 条件が変化するため、
イミダゾールなどの塩基性化合物と pH に対する電離
状態が対となる酢酸などの酸性化合物について検証す
る必要がある。カルボン酸化合物は生体物質と密接に
関係するので、酢酸とクエン酸について DSC を用いて
CODT の溶媒効果について調査した。（Yoshiba et al. 
2024）この二つの化合物は水によく溶解し、図 7 に示
したように、モル分率の増加に伴い大きな CODT の溶
媒効果が観測された。 
 図 8 に水溶液中のβ-1,3-グルカンの三重らせんへの
CODT 活性物質の会合を模式的に示した。低温では水、
及び活性物質が三重らせんに吸着した溶媒和状態（左
図）となるが、高温では会合が解け、通常の溶媒和状
態（右図）となる。Tr及びHrのモル分率依存性を理論
解析し、酢酸、クエン酸、イミダゾールのシゾフィラ
ン側鎖に対する会合エンタルピー（Ha-m）を求めた。
酢酸、クエン酸、イミダゾールのHa-m は全て負の値で
あり、Ha-m はこれらの CODT 活性物質のシゾフィラ
ン側鎖に対する会合強度の目安として用いることがで
きると考えられる。酢酸ではHa-m = -10.7 kJmol-1、クエ
ン酸ではHa-m = -11.1 kJmol-1と大きな負の値（吸着は
発熱過程）となり、分子中のカルボン酸の数によらな
いことが分かった。溶液の pH 増加によりシゾフィラ
ンに対する会合度が低下するが、これは酢酸、クエン
酸の電離により起こると考えられる。カルボン酸化合
物では中和するとCODT への活性は見られなくなるが、
pH=8 以上では OH-が生成するため転移曲線が幅広と
なる。イミダゾールではHa-m = -11.4 kJmol-1であった。
イミダゾールでは完全に中和した溶液でも CODT 活性
が観測される。従って、イミダゾールは生理的条件で
もシゾフィランへの選択吸着性が高いと考えられる。 
 
4.4. シゾフィランの免疫系細胞に対する影響 

RAW264.7 細胞を用いて、分子量の異なる二つのシゾフィランをそれぞれ単独添加した時と
LPS を同時に添加した時の NO、CD86、NF-κB について検討を行うことにより、M0 から M1 型
への分極化に対する各シゾフィランの影響について評価した。LPS 単体では NO、CD86、NF-κ
B は有意に上昇し、M1 マクロファージへの分極化が確認された。しかし、各シゾフィラン単体
では何れの上昇を認めず、また LPS との同時添加においても有意な相乗的効果は観察されなか
った。 
 次に、THP-1 細胞を用いて M1 型が産生する TNF-αについても同様に検討を行った。THP-1
を PMA でマクロファージ様に分化させた後、各シゾフィラン単独、及び LPS との同時添加で検
討を行ったところ、LPS 単体では有意な TNF-αの上昇を認めた。しかし、シゾフィラン単体で
は上昇を認めず、LPS との同時添加では有意な相乗的効果が観察されなかった。従って、本研究
で使用した二つのシゾフィランは、RAW264.7 細胞や THP-1 細胞において、M1 型で誘導される
NF-κB の転写レベル、NO やサイトカイン産生に対する影響を認めなかった。 
 

図 8 水溶液中のシゾフィラン三重
らせんへの CODT 活性物質の会合に
対するモデル図 

図 7  酢酸、及びクエン酸水溶液中
の DSC 曲線 

図 6  多成分溶液での三重らせんへ
の選択吸着の理論モデル 
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