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研究成果の概要（和文）：　1970年代からC. albicans感染患者の血清に免疫抑制的な成分が存在する事が知られてい
た。そこで申請者は、C. albicans表面マンノプロテイン由来N-glycanを用い、その免疫抑制作用を検討した。当該N-g
lycanをリポ多糖と共にマウスに投与したところ、血液内の免疫抑制性サイトカインIL-10の産生昂進を認めた。一方で
、IFN-gおよびTNF-aの産生は抑制された。また、当該N-glycanは致死的な敗血症モデルにおいてマウスの死亡率を改善
した。よって、当該N-glycanは生体のIL-10産生を昂進し、免疫応答を抑制することが示唆された。 

研究成果の概要（英文）： In 1970s, it was reported that there was immunosuppressive factor(s) in serum of 
Candidiasis patients. In this study, the immunosuppressive effects of N-glycan purified from C. albicans 
surface mannoprotein. After injection of the N-glycan with lipopolysaccharide, up-regulation of 
immunosuppressive cytokine IL-10 in serum, but not IFN-g and TNF-a was observed. In a lethal model of 
sepsis, the N-glycan ameliorated survival rate of mice. These results suggest that N-glycan from C. 
albicans surface mannoprotein suppresses immune response thought augmentation of immunosuppressive IL-10 
production.

研究分野：免疫学
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１．研究開始当初の背景 
 免疫系細胞に発現する PRRs（ pattern 
recognition receptors）は、感染過程の最初に
病原体成分を認識するアンテナとしての役
割を有している。PRRs としては Toll-like 
receptor（TLR）やレクチン等が挙げられる。
この中でレクチンは、病原体上の糖鎖構造を
認識するレセプターであり、抗原提示細胞で
ある樹状細胞（DC）およびマクロファージ
（M）は多様なレクチンを発現している。
DC/Mはこれらを介して病原因子の取り込
み・排除およびその後の抗原提示を行う多機
能分子である。 
 更に近年、これらレクチンが細胞内に明確
なシグナルを伝えることが報告されてきた。
例えば、酵母細胞壁成分-glucan を認識する
Dectin-1 は、その細胞質領域に hemITAM
（ hemi-immunoreceptor tyrosine-based 
activation motif）を持ち、殺菌性の細胞内活性
酸素種や Syk/Card9/NF-Bによるサイトカイ
ン産生に働くことが示された。また、細胞質
領 域 に 抑 制 性 の シ グ ナ ル 配 列 ITIM
（ immunoreceptor tyrosine-based inhibitory 
motif）を有する DCIR1（ Dendritic cells 
Immunoreceptor 1）は、フォスファターゼ
SHP-1/2 を介して Fc レセプターおよび TLR
からのシグナル応答を負に制御することが
報告されており、実際 DCIR1を欠失したマウ
スは、リュウマチを自然発症する。この他の
例から、レクチンが病原体の破壊・抗原提示
だけでなく、細胞内シグナル伝達を介してそ
の後の免疫応答にも影響すると考えられて
いる。 
 また、もう一つの注目すべき点は、レクチ
ンを介した免疫制御の可能性である。例えば、
DC は強力な抗原提示細胞であり、これに発
現するレクチン、例えば DEC-205へ抗原をタ
ーゲッティングすることで、効率的な抗原特
異的免疫応答を起こす事ができ、新たなワク
チン開発にも繋がると考えられる。他方、ヒ
ト DC や一部の Mに発現するレクチン
DC-SIGN （ dendritic cell-specific 
ICAM-grabbing non-integrin）が、病原体認識
時に TLR シグナル存在下で免疫抑制性の
IL-10産生を促す事から､病原体によるレクチ
ンを介した免疫抑制も察せられる。 
 以上のように、レクチン分子は病原体を破
戒し抗原提示に働くだけでなく、明らかにさ
れつつある種々の細胞内シグナル系を介し
て、その後のサイトカイン産生および免疫応
答を制御し、かつ人為的免疫制御の為の新た
なターゲットになり得る。 
 これまで申請者は、マウス DC および M
に発現するレクチンに着目してきた。この中
で DCIR1、FcRをアダプターとする DCAR、
ランゲルハンス細胞に発現するLangerinおよ
びヒト DC-SIGNマウスホモログ mDC-SIGN, 
SIGNR1〜4を同定し、それらの機能解析を進
めてきた。この中で、SIGNR1 が脾臓辺縁帯
および常在性腹腔 M（rpM）の主要な糖レ

セプターであること、および病原性 C. 
albicans 等を認識することを示した。また、
S. typhimurium等のリポ多糖（LPS）コア糖鎖
非還元末端を介して認識し LPS レセプター
TLR4/MD-2 と物理的会合を生じそのシグナ
ルを昂進することを明らかにした。加えて、
SIGNR1が C. albicans表面可溶性マンノプロ
テインの N-glycan側鎖糖鎖-mannose構造を
認識すること、菌体に対して Dectin-1/Syk と
共同して殺菌性活性酸素種の産生を昂進す
ること、並びに TLR2と共同し TNF-の産生
昂進に働くことを確認した。他のグループよ
り SIGNR1が免疫抑制傾向の強い腸管におい
ては IL-10を介して免疫寛容に働く（Zhou et 
al: Nat Med 16, 1128–1133, 2010）こと、また
SIGNR1が LPSによる endotoxin shockを増悪
化すること（Saunders et al: J Immunol 184: 
2627-37, 2010）も示されている。 
 
２．研究の目的 
 1970年代よりC. albicans感染患者の血清に
は菌体表面の可溶性マンノプロテインに由
来する免疫抑制的な成分が存在する事
（Nelson et al: Clinical Microbiol Rev 4, 1-19, 
1991参照）、また蛋白部分を残したC. albicans
糖鎖がマウスの C. albicansに対する DTH（遅
延型過敏症）を抗原特異的に抑制する事が示
唆されている。そこで申請者は、LPSともに
高度に精製したC. albicansマンノプロテイン
由来 N-glycanを腹腔投与し、endotoxin shock/
敗血症におけるその作用、および生体より調
製した rpMの同 N-glycan に対する IL-10 産
生を予備的に検討した。その結果、N-glycan
が endotoxin shockにおけるマウスの生存率を
改善すること、および rpMの IL-10産生を昂
進する可能性を見出した。また、前述の様に
SIGNR1は脾臓辺縁帯Mおよび rpMに発現
する主要な糖レセプターの一つで、かつ当該
N-glycanを認識すること（Takahara et al：Infect 
Immun 89, 1699-1706. 2012）を勘案すると、
SIGNR1が当該 N-glycanを認識し、局面に依
っては免疫抑制的に働くと共に、微生物多糖
を用いた免疫制御のターゲットとして有用
である可能性がある。 
 
３．研究の方法 
（１）C. albicans N-glycanの敗血症への影響
の検討 
 Fehling 法により精製した C. albicans 
N-glycan（400 g/20 g体重）を大腸菌 LPS（30 
g/20 g体重）と共にマウスに静脈投与し、経
時的に血清内サイトカインを測定した。また、
致死量の LPS（200 g/20 g体重）および当該
N-glycanを腹腔内投与しその後の生存率を検
討した。IL-10中和抗体（clone JES5-16E3, 50 
g/20 g体重）はリポ多糖と同時に投与した。 
 
（２）Clodronate liposomeによる in vivoにお
けるMの除去 
 マウス腹腔内および静脈にそれぞれ 60 l



の Clodronate liposomeを投与し、24時間後に
C. albicans N-glycan（400 g/20 g体重）およ
び大腸菌 LPS（30 g/20 g体重）を静脈投与
し、経時的に血清内サイトカインを測定した。
Clodronate liposome 処理により脾臓および腹
腔内の Mが除かれていることを F4/80 をマ
ーカーとしてフローサイトメターで確認し
た。 
 
（３）IL-10産生における rpMおよびSIGNR1
の関与の検討 
 培養プレートに当該 N-glycan（500g/ml）
を加え 12 時間静置し吸着させた。次に、常
在性腹腔細胞より磁気ビーズを用いて rpM
を精製し、大腸菌 LPS（100 ng/ml）存在下で
先のプレートで培養した。24時間後に、上清
中のサイトカインを測定した。SIGNR1 の関
与を検討する際は、培養時に抗 SIGNR1抗体
（clone 22D1）を 100 g/ml で加えるか、
SIGNR1 ノックアウトマウスから精製した
rpMを用いた。 
 
（４）C. albicans N-glycanの DTHへの影響の
検討 
 マウス左後肢足蹄にヒツジ赤血球（2 x 106

個）を投与し、同時に C. albicans N-glycan（400 
g/マウス）および大腸菌 LPS（30 g/マウス）
を静脈投与した。7 日後に右後肢足蹄に再度
ヒツジ赤血球を投与し、24時間後に足蹄の腫
れを計測した。 
 
４．研究成果 
 C. albicans 菌体より Fehling 方にて精製し
た N-glycan（400 g/マウス）を大腸菌 LPS（30 
g/マウス）と共にマウスに投与し、エンドト
キシンショックにおける N-glycan の影響を
検討した。その結果、血液中の免疫抑制性の
サイトカイン IL-10 の産生昂進が確認された
（図 1）。この際、他の炎症性サイトカイン
IFN-、TNF-の産生
は抑制された（図 1）。
また、C. albicans表面
に存在する O-glycan
の混入の可能性を排
除するために、糖鎖
精 製 過 程 で
-elimination 処理を
行ったが、上記サイ
トカイン産生誘導に
は影響しなかった。
また、TLR4ノックア
ウトマウスを用いた
場合は、IL-10産生が
認められなかった。
よって、C. albicans
表面 N-glycan が LPS
刺激下での IL-10 産
生昂進に働く事が明らかになった。 
 次に、LPSの投与量を上げ（200 g/マウス）
致死性のエンドトキシンショックにおける

当該 N-glycanの影響を検討したところ、前述
と同様に IL-10 の産生昂進と死亡率の改善が
認められた（p < 0.01、Wilcoxon test）（図 2）。 
 また、マ
ウ ス を
Clodronate 
liposome 処
理しマクロ
ファージを
欠失すると、
IL-10 産生
が大きく減
少した。また、マウス腹腔より常在性 Mを
精製し、in vitroにて LPSにて刺激したところ、
N-glycan存在下で IL-10の産生が 3倍以上昂
進した（図 3）。この
際 に 、 M を 抗
SIGNR1 抗体及び抗
マクロファージマン
ノースレセプター抗
体で処理した結果、
前者によって IL-10
の産生が低下した。 
 以上の結果より、
C. albicans 表 面
N-glycan がマクロフ
ァージの SIGNR1 を
介して IL-10 産生を
昂進し、免疫抑制効
果を発揮することが
明らかとなった。 
 次に、in vivoにおいて N-glycanに誘導され
る IL-10 の意義を確認する為に、マウス敗血
症誘導時に N-glycanおよび IL-10に対する中
和抗体を投与したところ、マウス生存率が大
きく低下した。 
 一方で、敗血症は急性期（3~5 日）に過剰
な免疫応答を引き起こすだけでなく、後期
（1~3 週間）においては逆に危険な免疫抑制
状態を惹起する。また、当該 N-glycanが急性
期に IL-10 産生を誘導する事から、後期にお
いて Tr1細胞等を誘導し更なる免疫抑制状態
を誘導する可能性があるのでこの点を検討
した。先ず、敗血症誘導時にオボアルブミン
（OVA）を投与し、2 週間後の抗原特異的
IL-10産生を脾臓細胞を OVAで刺激した。そ
の結果、N-glycan による IL-10 産生への影響
は認められなかった。よって、C. albicans 
N-glycanは敗血症急性期における免疫抑制に
働くものの、少なくとも後期における IL-10
産生には影響しない事が示唆された。 
 次に、ヒツジ赤血球を用いた DTH におけ
るLPSおよび当該N-glycanの影響を検討した。
マウスの一方の足蹄にヒツジ赤血球を投与
し、同時に LPSおよび当該 N-glycanを静脈投
与した。1 週間後に別の足蹄に赤血球を投与
し、24 時間後に腫れを測定した。その結果、
LPSを投与すると足蹄の腫れが減少すること
から、敗血症による後期免疫抑制が生じてい
ることが示唆された（図 4）。一方で、当該
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N-glycanを投与すると足蹄の腫れはほぼ正常
レベルまで回復した（図 4）。よって、C. 
albicans N-glycan は
敗血症後期には免疫
抑制を解除する事が
示唆された。予備的
な実験で、前述の様
に敗血症誘導時に卵
白アルブミン（OVA）
を抗原として投与し、
2週間後に in vitroに
おける脾臓細胞の抗
原特異的サイトカイン産生を検討したとこ
ろ IL-10 の産生には変化がなかったが、一方
で IFN-産生の顕著な昂進が見られた。この
結果は、当該 N-glycanが敗血症後期における
免疫抑制の解除を超えて免疫応答の促進に
働く事を示唆している。 
 以上の結果から、C. albicans N-glycanが敗
血症の初期における過剰な免疫応答、および
後期における抑制的な免疫応答の双方を改
善できる可能性が示唆された。 
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