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研究成果の概要（和文）：糖鎖改変酵母の細胞壁成分は野生型酵母よりもマクロファージ細胞における炎症性サ
イトカインの産生活性が低いことがわかった。BMDCにおいては、マンノース8個からなるN-結合鎖(M8)を持つ酵
母株の細胞壁成分が多くのサイトカインを誘導すること、またM8株の中にはサイトカインの産生を抑制的に制御
するものがあることが明らかになった。加えて、M8株の細胞壁成分の中には脾臓通常型樹状細胞(cDC)において
Dectin-1の発現を強く誘導する活性があることが示された一方で、抗原特異的IgA抗体の誘導能を付与すること
ができるレチノイン酸合成酵素の発現を強く誘導することができるものを見出すことはできなかった。

研究成果の概要（英文）：In macrophage cells, the cell wall components of budding yeast Saccharomyces
 cerevisiae strains with altered sugar chains produced fewer inflammatory cytokines than wild-type 
yeast. In BMDCs, cell wall components of yeast strains with N-linked oligosaccharides consisting of 
eight mannoses (M8) induced many cytokines, and some of the M8 strains suppressively regulated the 
production of cytokines. In addition, some cell wall components of strain M8 were shown to strongly 
induce Dectin-1 expression in splenic normal dendritic cells (cDC). On the other hand, we did not 
find a potent inducer of retinoic acid synthase expression, which can confer the ability to induce 
antigen-specific IgA antibodies.

研究分野：応用微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
出芽酵母の細胞壁を構成するマンナンは全身性免疫を活性化することが知られている。免疫細胞の活性化の程度
はリガンドの量や分子量、構造によって左右されることから、細胞壁成分の構造や組成を変えることができれ
ば、より強いIgA抗体およびIgG抗体産生誘導能の獲得に繋がり、そのような細胞壁構造の情報は効果的なワクチ
ンの開発に役立つ。

※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 

細胞壁の構成多糖の一つであるβ-1,3-グルカンは樹状細胞上に発現するグルカンレセプター

である Dectin-1 のリガンドであり、本レセプターへの刺激によって樹状細胞に IgA 抗体産生を

誘導する活性が付与されることが分かっている。出芽酵母の細胞壁はβ—グルカンの他に、マン

ナン、キチンなどからなる多糖で構成されており、マンナンはマクロファージや樹状細胞に発現

するマンノースレセプターや Toll 様受容体 2(TLR2)のリガンドとして、全身性免疫を活性化す

ることが知られている。免疫細胞の活性化の程度はリガンドの量や分子量、構造によって左右さ

れることから、リガンドとなる細胞壁成分の構造や組成を変えることができれば、より強い IgA
抗体および IgG 抗体産生誘導能の獲得に繋がる。しかしながら、これらの多糖類の分子量は巨

大でありかつ複雑な構造をとっていることから、このような多糖を化学合成すること、または人

為的に細胞壁成分の組成や構造を改変することは難しく、これらレセプターの最適な活性化を

誘導するための細胞壁組成、及び構造について調べた研究はこれまでにない。 
 
２．研究の目的 
上述のように出芽酵母の細胞壁は粘膜免疫、全身性免疫の両方を活性化できる成分を含有して
いる。そこで、本研究では、出芽酵母の細胞壁構成成分の組成、及び構造が変化する変異株を利
用して、アジュバントとしての効果が高い変異株を見出し、その作用機序について明らかにする
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
1) 糖鎖改変酵母株のマクロファージ活性化能の解析 

マウスマクロファージ培養細胞 RAW-Blue 細胞は TLR2 および Dectin-1 などのレセプターの

活性化をレポーター遺伝子の発現を調べることにより容易に評価することができる細胞である。

本細胞に各糖鎖改変酵母群から精製した細胞壁成分を添加し、レポータータンパクの活性を調

べることにより、マクロファージ細胞で機能するレセプターを活性化する細胞株を見出す。 

これまでに、我々が取得している様々な細胞壁組成を持つ糖鎖改変出芽酵母群の中から酵母

型糖鎖（外糖鎖）除去株 TIY20(och1 mnn1 mnn4 破壊株:マンノース 8 個の N-結合型糖鎖を持つ

（M8）)及び本株に変異処理を施し増殖能および高温度感受性を回復させた株、さらにマンノー

スを５個までにトリミングした(M5)株 及び本株に変異処理を施し増殖能および高温度感受性を

回復させた株、O 結合型糖鎖の付加数を減らした株の細胞壁成分を RAW-Blue 細胞に添加し、そ

のレポーター活性を調べた。 

 

2) 糖鎖改変酵母株の骨髄由来樹状細胞(BMDC)活性化能の解析 

マウス骨髄由来樹状細胞は次の方法で得た。6 週令の BALB/c マウス(♀)の骨髄から回収した

骨髄細胞を GMCSFおよびβ-ME 入り培地で 6 日間培養し、浮遊、弱付着性細胞を回収する。回収

細胞の中から、CD11c MicroBeads UltraPure (Miltenyi Biotec)に結合する細胞を MACS LSカ

ラムを用いて単離した。単離した細胞は CD11c と I-A/I-Eで蛍光染色し FACS解析を行い cDCが

90 %以上回収できていることを確認した。これら BMDC細胞に糖鎖改変株由来細胞壁を添加した

際のサイトカイン誘導能について調べた。  

 

3) 糖鎖改変酵母株の脾臓通常型樹状細胞(cDC)における Dectin-1 とレチノイン酸合成酵素

Raldh2 の発現解析 

樹状細胞は Raldh2 を発現しレチノイン酸合成能を持つことによって、抗原特異的な IgA 抗体

の誘導能が備わることがすでに分かっている。そこで、本来は Raldh2 を発現しない脾臓由来 cDC

に糖鎖改変酵母株の細胞壁成分を添加することによって刺激を行い、Raldh2mRNA の発現を効率

よく誘導する酵母株を探索する。Raldh2 は Dectin-1 の刺激によって発現誘導されることが分か

っている。より効率的な Raldh2 の発現誘導のために Dectin-1 自体の発現量も増加させる必要



がある。そこで、Dectin-1 の発現上昇活性を示す酵母株の解析も合わせて行う。 

脾臓通常型樹状細胞(cDC)は 6 週令の BALB/c マウス(♀)の脾臓から CD11c MicroBeads 

UltraPure (Miltenyi Biotec)に結合する細胞を MACS LSカラムを用いて単離した。回収した

細胞は CD11c と I-A/I-Eで蛍光染色し FACS解析を行い cDCが 90 %以上回収できていることを確

認した。 

 

４．研究成果 

1)糖鎖改変酵母株のマクロファージ活性化能の解析 

糖鎖改変酵母群の細胞壁をマウスマクロファージ様培養細胞 RAW-Blue 細胞に添加し、各種レ

セプターの刺激により NFk-B と AP1 転写因子が活性化された際に発現するレポータータンパク

質（分泌型アルカリフォスファターゼ（ＳＥＡＰ））の産生活性について調べた。その結果、野

生型酵母(WT)に比べ高い SEAP活性を示す酵母株は認められず、野生型酵母(WT)に比べ低い活性

を示す株が確認された(図 1)。 

 

さらに、各培養上清中に産生された TNF-a量についても測定を行ったところ、糖鎖改変酵母では

野生型酵母(WT)に比べて TNF-aの産生量が抑えられていることがわかった（図2)。これらの結果

から、糖鎖改変酵母はマクロファージ細胞においては野生型酵母よりも炎症性サイトカインの

産生を抑えることができることがわかった。 

 

2) 糖鎖改変酵母株の骨髄由来樹状細胞活性化能の解析 

上記の通りマウス骨髄細胞から分化・純化した樹状細胞に糖鎖改変酵母を添加してその培養上

清中に産生されたサイトカインを調べた。図３の結果から、TIY20および 5, 6の糖鎖改変酵母

では IL-2, IL-6, IL-10, TNF-αの産生活性が野生型酵母(WT)に比べ増加している一方、1〜4の

糖鎖改変酵母は全てのサイトカインの誘導活性が野生型酵母(WT)に比べて低下していることが

わかった。野生型との違いだけでなく、同じマンノース 8 個にトリミングされた糖鎖改変酵母間

でこのような違いが出たことから、N-結合型糖鎖以外の糖鎖および多糖が骨髄由来樹状細胞の

レセプター刺激に大きく関与していることが明らかとなった。 

 

 

 

 



 

 

 

3) 糖鎖改変酵母株の脾臓通常型樹状細胞(cDC)における Dectin-1 とレチノイン酸合成酵素

Raldh2 の発現解析 

上記の通りマウス脾臓細胞から純化した樹状

細胞に糖鎖改変酵母を添加し 24 時間後に細胞

を回収し、RNA の回収を行なった。これら回収

RNA を用いて qPCR 解析を行い、Dectin-1 と

Raldh2 の発現解析を行なった。Dectin-1 につ

いては M8 糖鎖のうちの一つ（図４）および、

M5 かつ O-結合型糖鎖の付加数が減っている糖

鎖改変酵母において Dectin-1 の誘導活性が認

められた。一方でレチノイン酸合成酵素 Raldh2

についてはいずれの糖鎖改変酵母においても

野生型に比して高い発現量を示すものは見いだ

せなかった（図 5） 
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