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研究成果の概要（和文）：C型レクチン受容体（CLR）は、活性化型CLRと抑制型CLRが知られており、自己・非自
己由来のリガンド認識を通じて、生体恒常性の維持や免疫活性化・制御に深く関与している。本研究では抑制型
CLRに焦点を当て、真菌感染応答における役割を明らかにした。抑制型CLRは、Candia菌種などを認識し、糖鎖成
分を認識することが明らかになった。またこれら真菌を感染させた際、抑制型CLRはマクロファージおよび好中
球からのサイトカイン産生に関与することが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：C-type lectin receptors are a large family of transmembrane proteins 
containing extracellular C-type lectin-like carbohydrate-recognition domain(s) and signal 
transduction region(s), i.e., immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM) and 
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif (ITIM). Although ITAM-coupling CLRs are 
best-characterized as direct receptors for fungi, the role of ITIM-bearing CLRs has been poorly 
understood. In this study, we found that a soluble form of inhibitory-type CLRs bound to Candida 
species. Furthermore, inhibitory-type CLRs mediated inflammatory cytokine production in macrophages 
and neutrophils following stimulation with those fungi. These data suggest that inhibitory-type CLRs
 play an important role in immune responses to fungal infection.

研究分野：糖鎖生物学

キーワード： 真菌　自然免疫受容体　サイトカイン

  ４版
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１．研究開始当初の背景 

 C 型レクチン受容体（CLR）は、糖鎖認識ド

メイン（CRD）をもつ膜貫通型タンパク質で、

カルシウム依存的に糖鎖を認識する。近年、

カルシウム非依存的に糖鎖を認識するCLRや、

糖鎖以外のリガンドを結合するCLRが存在す

ることが明るみになり、CLR は多様な様式で

物質を捉えることがわかってきた。この CLR

ファミリーには、細胞質内領域にシグナル伝

達モチーフ immunoreceptor tyrosine-based 

activation motif（ITAM）を共役する活性型

CLR および immunoreceptor tyrosine-based 

inhibitor motif（ITIM）を有する抑制型 CLR

が存在する。ITAM 共役型 CLR は、内在性・

外来性物質を感知した際、細胞質内に活性化

シグナル伝達する。対照的に、ITIM 共役型

CLR は抑制性シグナルを伝達する。これによ

り、ITAM および ITIM 共役型 CLR は、生体の

恒常性維持、免疫応答の惹起・炎症の収束な

ど多彩な生命現象に重要な役割を果たすと

されている。 

 活 性 化 型 CLR と し て 、 Dendritic 

cell-associated C-type lectin 1（Dectin-1）

およびその姉妹分子 Dectin-2 が知られてい

る。Dectin-1 は、CRD でグルカンを認識し、

ヘム ITAM を介して、自然免疫細胞の活性化

を誘導する。一方、Dectin-2 は CRD でαマン

ナンを認識するが、ITAM をもたない。代わり

に、Dectin-2 は ITAM を有する FcR鎖と会合

することで細胞質内に活性化シグナルを伝

達し、免疫応答を誘導する。これまで我々は、

Dectin-1 および Dectin-2 が病原性真菌カン

ジダやニューモシスティスによる感染に応

答し、生体防御において重要な役割を担うこ

とを報告してきた。一方、感染応答における

抑制型CLRの役割については不明な点が多く

残されていた。 

 

 

２．研究の目的 

 マウス Dectin-1 および Dectin-2 をコード

する遺伝子近傍に 6種の抑制型 CLRが存在す

る。本研究では、これら抑制型CLRに注目し、

真菌感染応答における役割を明らかにする

目的で、高病原性真菌の認識機構および真菌

免疫応答制御機構を解明する。 

 

 

３．研究の方法 

(1) 抑制型 CLRの細胞外ドメインをコードす

る遺伝子領域を、イムノグロブリンの Fc

領域を含むプラスミドへ導入する。それ

らプラスミドを哺乳細胞へトランスフ

ェクションし、培養上清を回収する。培

養上清から Fc 融合タンパク質を、

ProteinA セファロースを用いて単離、精

製する。高病原真菌をポテトデキストロ

ース培地で培養し、調製する。CLR-Fc

と真菌を混合し、結合をフローサイトメ

トリーで調べる。 

(2) 真菌をポテトデキストロース培地で培

養し、精製後、アルカリ法で処理し、細

胞壁成分を調製する。真菌由来細胞壁成

分を固相化し、CLR-Fc との親和性を固相

化法にて調べる。 

(3) マウスから骨髄細胞を調製し、マクロフ

ァージコロニー刺激因子（M-CSF）およ

び顆粒球単球コロニー刺激因子

（GM-CSF）存在下で培養し、骨髄由来マ

クロファージ（BMDM）および骨髄由来樹

状細胞（BMDC）を調製する。好中球を、

骨髄細胞から磁気細胞分離装置を用い

て単離する。これら自然免疫細胞を真菌

およびアルカリ処理真菌と培養する。上

清中の炎症性サイトカイン産生、好中球

細胞外トラップ産生および活性酸素種

の産生を調べる。 

 

 

４．研究成果 



(1) 抑制型 CLR細胞外ドメイン遺伝子を含む

プラスミドを構築した。トランスフェク

ションされた哺乳細胞培養上清から精

製し、可溶型 CLR-Fc を得た。これら

CLR-Fc と真菌ライブラリーとの結合を

評価した結果、CLR-Fc1 は Candida 

albicans および Aspergillus fumigatus

との結合が認められた。また、CLR-Fc2

は、A. fumigatus に結合を示した。次に

これらのCLRの 5種の病原性Candida株

および4種のAspergillus株に対する結

合を調べた。CLR-Fc1 は、一部の Candida

株および一部のAspergillus株に結合を

示した。CLR-Fc2はすべてのAspergillus

株に結合を示した。さらに、CLR-Fc1 は

酵母型・菌糸型 Candida および胞子型

Aspergillus の両方に結合がみられた。

CLR-Fc2 は、胞子型 Aspergillus に結合

を示した。一方、大腸菌を含む細菌に対

しては結合がみられなかった。 

(2) 真菌細胞壁を認識することが示唆され

たため、Candida および Aspergillus を

調製し、アルカリ処理後、それぞれの細

胞壁成分を得た。アルカリ処理細胞壁成

分をプレートへ固定化し、CLR-Fc1.2 と

の結合を固相化法にて評価した。その結

果、CLR-Fc1.2 は不溶性画分に対し結合

を示した。 

(3) BMDM と Candida および Aspergillus とを

培養した結果、CLR1 欠損 BMDM では、炎

症性サイトカイン産生および活性酸素

種の産生に機能障害がみられた。同様に、

好中球においてもこれら産生に機能障

害が認められた。また、好中球細胞外ト

ラップ産生に機能障害がみられた。アル

カリ処理細胞壁成分で刺激した場合、

BMDM、好中球をにおいて同様の結果が得

られた。BMDC と Aspergillus を培養した

結果、CLR2 欠損 BMDC は野生型 BMDC と同

等のサイトカイン産生を示した。 

本研究により、CLR1 は Candida および

Aspergillus を認識し、自然免疫応答に関与

することが示唆された。CLR2はAspergillus

を認識するが自然免疫応答の誘導に関与し

ないことが示唆された。以上のことから、

両 CLR は真菌感染に応答し、生体内で重要

な役割を果たすことが示唆された。今後、

CLR を標的とした製剤および治療法の開発

が真菌に対する感染防御につながることが

期待できる。 
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