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研究成果の概要（和文）：β-グルカンは、植物、藻類、菌類、酵母などの細胞壁に含まれる多糖で、ブドウ糖を構成
成分とするが、消化酵素による分解を受けない食物繊維の一つである。β-グルカンが腸管から体内に取込まれて腸管
免疫系を活性化する可能性を、腸粘膜上皮を模倣した細胞培養系とウイルスおよびウイルス様粒子を用いて解析した。
貪食系細胞に取込まれたβ-グルカンは細胞内で部分分解されて細胞外に放出され、周辺の細胞を刺激し活性化するこ
と、さらに活性化された細胞から多様な液性因子が放出されることなどを明らかに、それらにより腸管粘膜上皮のウイ
ルス抵抗性が増すことを示唆した。

研究成果の概要（英文）：β-Glucan is a polysaccharide contained as a cell wall component of plant, algae, 
fungi, yeast, etc. It is a glucose-polymer classified into a dietary fiber because of its 
indigestibility. Possible absorption of dietary β-glucan and activation of intestinal immune system by 
the absorbed β-glucan were investigated using cell culture systems mimicking intestinal epithelia and 
viruses as well as virus-like particles (VLPs). β-Glucan taken up by phagocytes was degraded and 
released, and the released β-glucan activated neighboring cells, resulting in the release of various 
humoral factors. The β-glucan taken up and degraded by phagocytes was suggested to affect the 
resistibility of intestinal epithelia to intestinal viruses.

研究分野：食品科学
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１．研究開始当初の背景 
（１）β-グルカン 
	
 β-グルカンは、植物、藻類、菌類、酵母な
どの細胞壁に含まれる多糖で、グルコースの
β-グリコシド結合の直鎖構造が一般的である
が、中には、短い分岐鎖を持つものも存在す
る。酵母のザイモザンやシイタケのレンチナ
ンが良く知られているが、これらを含み、β-
グリコシド結合を持つ多糖をβ-グルカンと総
称している。一般に、アルカリには可溶であ
るが、生理的な環境では不溶性であり、高等
動物は分解酵素を持たないため難消化性で
ある。In vitroあるいは体内に投与された場
合に、酵母のザイモザンやシイタケのレンチ
ナンが免疫賦活作用やそれを介した抗腫瘍
作用を示すことが知られていた。 
	
 β-グルカンは、鎖長や分岐が異なる多様な
分子の混合物で、水に不溶／難溶であるため
水溶液中では分子間で会合し多様な大きさ
の粒子状、繊維状の重合物として存在する。
生物活性の研究では溶液中に微粒子として
分散させて実験に用いられているため、不均
一であり、濃度を定義することが難しい。ま
た、これまではβ-グルカンを検出する良いプ
ローブがなく、食品や実験に用いるサンプル
や溶液中のβ-グルカンを定量的に解析するこ
とは困難であった。 
	
 マクロファージや樹状細胞に発現するレ
クチンドメインを持つ膜タンパク質、
Dectin-1 がβ-1,3-グルカンの受容体として同
定され、β-グルカンによる自然免疫活性化機
構に関する研究の端緒が開かれた。これによ
り、β-グルカンは、本来は病原性真菌を認識
する受容体に結合することで免疫系に影響
を及ぼす、という理論的根拠が得られたが、
食餌性β-グルカンがマクロファージや樹状細
胞に遭遇する経路と場は不明のままであっ
た。シイタケのβ-グルカン（レンチナン）を
超微粒子化することで経口投与によっても
腫瘍免疫を増強することがマウスモデル系
で示されていた。また、酵母β-グルカンの経
口投与は、マウスにおいて腸上皮内リンパ球
を増加させるとともに IFN-γの発現を上昇さ
せること、ブタにおいて抗インフルエンザウ
イルス効果を示すことが報告され、さらに、
健常人にβ-グルカンを経口投与すると唾液中
の IgA濃度が上昇することも報告されていた。 
（２）腸管ウイルスの培養細胞での感染実験 
	
 腸管ウイルスの感染実験での宿主細胞に
は、感染・増殖効率の高いサル腎臓由来の細
胞（MA104）が多用されていた。また、ノロ
ウイルスでは感染・増殖させることができる
細胞培養実験系は確立されていなかった。ロ
タウイルスに関して、MA104 細胞や幼マウ
スを用いて乳タンパク質のウイルス中和活
性を評価した研究は報告されていたが、ヒト
腸上皮細胞を宿主細胞に用いたウイルス感
染実験に関する先行研究は少なかった。 
 
 

２．研究の目的 
	
 これまでに、マウス Dectin-1の細胞外ドメ
インを２種の融合タンパク質として動物細
胞で発現・分泌させ、これをβ-グルカン特異
的プローブとしてマクロファージに貪食さ
れたβ-グルカンの検出が可能であることを確
認していた。さらに、２種の可溶性受容体タ
ンパク質を用いたサンドイッチ ELISA 系を
構築し、微粒子可溶性β-1,3-グルカンを標準
として 10 ng/ml レベルの高感度で定量する
ことが可能となった。そこで、まず、これま
では抗体などの特異的プローブが存在しな
いために困難であったβ-グルカンの動態解析
や定量的な実験が可能になると考え、
Dectin-1を用いたβ-グルカンの検出・定量分
析系の確立と改良を目的とした。 
	
 一方、β-グルカンを胃内投与したマウスの
腸管組織を、可溶性受容体プローブを用いて
蛍光免疫染色すると、小腸パイエル板内に斑
点状にβ-グルカンの蛍光シグナルが検出され、
さらにマクロファージのマーカー抗原と共
局在することから、マクロファージに貪食さ
れていると推定された。このように食餌性β-
グルカンはパイエル板など腸上皮に散在す
るM細胞を経由して体内に取り込まれ、濾胞
内や粘膜固有層に常在するマクロファージ
や樹状細胞に貪食されるものと考えられた。
そこで、マクロファージに貪食されたβ-グル
カン粒子が細胞内で非酵素的に分解されて
再放出され周囲の腸管免疫系細胞と腸上皮
細胞に作用しウイルス抵抗性を増強する可
能性を追究することを目的とした（図１）。
さらに、ノロウイルスウイルス様粒子
（VLPs）がヒト腸上皮様 Caco-2細胞の頂端
側表面に結合し、一部が細胞内に取り込まれ
ることを明らかにしており、このノロウイル
ス感染モデル系は腸上皮細胞のノロウイル
ス抵抗性の評価に応用する基盤を構築する
ことも目的とした。 

 
３．研究の方法 
	
 本件においてはβ-グルカンとしてβ-1,3 直
鎖で側鎖をもたないカードランを用いた。市
販の試薬用カードラン（粒子状）および、細
胞系に添加して分散させるために微粒子化



したカードラン票品を研究目的により使い
分けた。貪食系の細胞としては、ヒトマクロ
ファージ様細胞株である THP-1 を用い、前処
理培養によりマクロファージ様に分化誘導
した後、実験に用いた。また、目的に応じて
他の貪食系細胞も用いた。Dectin-1 のタンパ
ク質レベルでの発現は、特異抗体を用いた免
疫ブロット法により解析した。	
 
	
 Dectin-1 受容体を介したβ-グルカン刺激
によるナイーブマクロファージの活性化は、
NF-κB エンハンサー配列を組み込んだレポー
タールシフェラーゼ遺伝子を導入したマク
ロファージ細胞株を用いて、NF-κB の活性化
に伴うルシフェラーゼ遺伝子の発現を酵素
活性として高感度測定した。	
 
	
 ヒトおよびマウス Dectin-1 の糖鎖認識ド
メイン（CRD）をコードする cDNA を昆虫細胞
発現ベクター（pMT/BiP/V5/His）に組み込み
ショウジョウバエ由来マクロファージ様 S2
細胞で分泌発現させた。培養上清から
His-tagを利用して分泌されたCRD-V5-Hisタ
ンパク質を Niアフィニティーカラムで分離、
濃縮した。	
 
	
 ヒト腸上皮様細胞株（Caco-2 および HT-29）
を 96 穴プレートあるいは多孔性膜上で培養
し、ヒトロタウイルス KU 株、サルロタウイ
ルス SA11 等を感染させた。トリプシン処理
により活性化したロタウイルスを培養細胞
（多孔性膜上で培養した場合には、頂端側か
に）に添加し、一定時間培養して結合と内在
化を促進し、その後１－２日間培養してウイ
ルスを複製増殖させた。培養上清は、そのま
ま、あるいは超遠心分離法によりウイルス粒
子を濃縮してニトロセルロース膜にスポッ
トし、ロタウイルスカプシドタンパク質抗原
に対する特異抗体を用いた蛍光免疫染色に
より、増殖して細胞外に放出されたロタウイ
ルスを検出した。また、細胞をパラホルムア
ルデヒドで固定し、蛍光抗体染色し、細胞内
で増殖したロタウイルスおよび合成された
カプシドタンパク質をマイクロプレートリ
ーダーおよび蛍光顕微鏡を用いて蛍光シグ
ナルとして半定量的に解析した。	
 
	
 活性化した貪食系細胞から分泌される
種々のサイトカインを含むと推定されるβ-グ
ルカン粒子を取込ませた貪食細胞の培養上
清（慣化培地）には、β-グルカン存在下で貪
食系細胞を培養し、その培養上清を遠心分離
した上清を用いた。その培養上清に含まれる
各種サイトカインを ELISA キットにより測
定した。 
	
 ノロウイルスの細胞への感染のモデルと
してノロウイルスのウイルス様粒子（VLPs）
と腸上皮様細胞株 Caco-2 を用いた。ウイル
スカプシドタンパク質をバキュロウイルス
発現系で高発現させ、その自己会合により形
成した VLPsを超遠心分離法により分離精製
した。ノロウイルス VLPsを培養細胞の培地
中に添加し、培養後、細胞を固定して抗 VLP
抗体を用いて蛍光免疫染色し、共焦点レーザ

ー顕微鏡で腸上皮細胞への結合および内在
化を解析した。また、ヒト腸管生検組織を用
いたノロウイルス VLPsの粘膜上皮への結合
及び取込みの研究は、国立感染症研究所およ
び防衛医科大学校の共同研究者により行わ
れた。ヒト腸管組織小片をノロウイルス
VLPs とインキュベートし、洗浄した後、組
織を固定し、凍結薄切片を作製した。抗 VLP
抗体を用いて蛍光免疫染色し、共焦点レーザ
ー顕微鏡で腸上皮細胞への結合および内在
化を解析した。 
	
 
４．研究成果	
 
	
 β-グルカンにより活性化されると想定され
るマクロファージを用いてβ-グルカンの作用
を解析した。まず、β-グルカン受容体である
Dectin-1 の発現について、ヒトマクロファー
ジ細胞株 THP-1 と Dectin-1 特異抗体を用い
て、タンパク質レベルでの発現を免疫ブロッ
ト法で解析した。培地中に微粒子化したβグ
ルカンを添加して培養し、細胞溶解液のタン
パク質を分析すると、添加濃度に依存して、
また培養時間依存的に Dectin-1 の 25kDa の
バンド強度が上昇した。添加するβ-グルカン
濃度をさらに上げると Dectin-1 の発現は低
下し、また、培養時間についても２４時間を
ピークとしてそれ以降は低下した。マクロフ
ァージは、β-グルカンを貪食した後、その受
容体 Dectin-1 の発現を誘導し、その後、減
衰させるようなフィードバック機構を持つ
と考えられた。マクロファージにより貪食さ
れたβ-グルカン粒子が、微粒子化さら再度放
出される現象を見つけた。この再放出された
微粒子化β-グルカンがナイーブなマクロファ
ージを活性化するか否かを、活性化を高感度
に定量できるレポーター遺伝子を組み込ん
だマクロファージ細胞株を用いて解析した
結果、再放出された微粒子化β-グルカンは高
効率にナイーブなマクロファージを活性化
することが明らかとなった。	
 
	
 一方、食餌性β-グルカンの機能性発現にお
いて重要な役割を果たすβグルカン受容体
分子で、マクロファージや樹状細胞で発現す
る Dectin-1 のβ-グルカン認識特異性につい
ても解析した。ヒトおよびマウス Dectin-1
の糖鎖認識ドメイン（CRD）をコードする cDNA
を昆虫細胞発現ベクターに組み込み S2 細胞
で分泌発現させた。これらの組換え
Dectin-1CRD と種々のβ-グルカン糖鎖との反
応性を調べた結果、ヒトとマウスの CRD では
反応性が異なることが明らかとなった。両者
のCRDではアミノ酸配列およびN-型糖鎖結合
もチーフの有無など一次構造上の差異が見
られ、これらの差異が糖鎖結合特異性に寄与
していることが示唆された。	
 
	
 また、ヒトロタウイルスの培養腸上皮細胞
を用いた感染、増殖のアッセイ系を確立し、
腸上皮細胞のウイルス抵抗性の評価に適し
た条件を設定した。この培養腸上皮細胞を用
いた感染、増殖のアッセイ系を用いて、各種



サイトカインによる腸上皮細胞のウイルス
抵抗性の増強効果を確認するために、感染細
胞の培養上清中に放出されたウイルス粒子
を、特異抗体を用いたドットブロット法によ
り定量的に解析した。また、細胞を固定して
蛍光免疫染色により細胞内でのウイルスの
増殖を評価した。その結果、培養細胞の状態
およびウイルスを細胞に感染させる際のト
リプシン処理条件など複数の因子によりウ
イルスの感染増殖速度に差異が生じること
が明らかとなり、ウイルス感染の定量的な解
析のための今後の検討課題となった（図２）。	
 

	
 
	
 貪食細胞に取込まれたβ-グルカン粒子が細
胞内で非酵素的に分解されて再放出され周
囲の腸管免疫系細胞と腸上皮細胞に作用し
ウイルス抵抗性を増強する可能性を追究す
るために、β-グルカン粒子を取込ませた貪食
細胞を培養し、その培養上清（慣化培地）に
含まれるサイトカインを測定した。その結果、
数種のサイトカイン分泌が、β-グルカン粒子
の取込みにより上昇することが明らかとな
った。この結果は、研究開始当初に想定した、
β-グルカンを取込んだ腸管の貪食細胞がサイ
トカインを分泌し、それらが腸上皮細胞に作
用して粘膜上皮の腸管ウイルス抵抗性を増
強するという作業仮説を支持するものであ
った。 
	
 ノロウイルス組換え VLPsのヒト腸上皮様
Caco-2細胞頂端側表面への結合と、一部の細
胞内への取り込みを観察できるノロウイル
ス感染モデル系を腸上皮細胞のノロウイル
ス抵抗性の評価に応用する基盤を構築する
ために、腸上皮細胞表面のノロウイルス
VLPs の受容体候補分子の探索を試みた。膜
タンパク質画分の質量分析による網羅的解
析を行ったが現時点で同定までには至って
いない。一方で、無細胞系での生化学反応に
基づく先行研究によりノロウイルス受容体
として示唆されていた血液型抗原糖鎖につ
いて、培養腸上皮細胞とノロウイルス VLPs
を用いて詳細に解析し、必ずしも血液型糖鎖
抗原だけが受容体ではないことを明らかに
し、さらに新鮮なヒト腸組織票品を用いた
VLPs の結合、取込み実験により血液型糖鎖
抗原以外にノロウイルス受容体が存在する
ことを確認した。 
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