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研究成果の概要（和文）：ヒト常在真菌であり、真菌感染症の代表的な原因菌であるCandida albicans はその
免疫制御にTh17細胞が関与していることがよく知られています。今回の研究により申請者がマウスTh17細胞を強
く分化誘導することを発見した野生株Candida albicans SC5314の菌糸形細胞膜画分タンパク質をHPLC、２次元
ゲル電気泳動などを行いさらに分離し、一部はプロテオミクス解析、マウス免疫細胞との共培養を行いTh17細胞
を強く誘導するいくつかの候補タンパク質の絞り込みを行うことが出来ました。

研究成果の概要（英文）：It is well known that Th17 cells are involved in immune regulation of 
Candida albicans, a human resident fungus and a representative pathogen of fungal infections. In 
this study, we separated the proteins in the mycelial cell membrane fraction of the wild strain 
Candida albicans SC5314, which we found to strongly induce mouse Th17 cells to differentiate, by 
HPLC, two-dimensional gel electrophoresis, etc., and partially analyzed by proteomics By 
co-culturing with mouse immune cells, we were able to narrow down some candidate proteins that 
strongly induce Th17 cells.

研究分野： 医歯薬学/真菌感染症

キーワード： Candida albicans　Th17　口腔カンジダ症　ワクチン　CD4+T細胞　BM-DC
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研究成果の学術的意義や社会的意義
Candida albicans （C. albicans ）は健常なヒトの様々な部位に常在する主要な真菌であるが、高齢者や後天
性免疫不全症候群（AIDS）などの易感染性宿主においては再発する難治性の真菌感染症を起こします。C. 
albicans はその病態の制御に獲得免疫系、なかでもインターロイキン17（IL-17）産生を特徴とするT細胞であ
るTh17細胞が深く関与していることがこれまでに知られており、今回行ったTh17細胞の分化誘導をもたらす抗原
探索は未だ不明であったC. albicans の免疫制御機構の解明に寄与し、既存の治療法以外の治療法を模索するの
に役立ちます。

※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、研究者個人に帰属されます。
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図 3：RP-HPLC による分画とその Th17 分化誘導能評価  

１．研究開始当初の背景 
Candida albicans （C. albicans ）は、ヒトの様々な部位に常在する真菌ですが、高齢者や

後天性免疫不全症候群（AIDS）などの免疫機能が低下した者に対しては難治性の真菌感染症、
口腔においては口腔カンジダ症を起こす原因菌としても有名な真菌です。また、申請者が所属
する障害者歯科の臨床においては、諸々の遺伝性疾患による易感染性患者や、てんかんによる
多剤服用患者、脳性麻痺といった含嗽・嚥下反射の困難な患者などにおいて、真菌感染症は確
かな脅威となっています（障歯誌. 36:78-87, 2015）。現在、C. albicans による真菌感染症の
治療は薬剤療法が主体ですが、一般的に真菌感染症は難治性であり、抗真菌薬の種類は抗菌薬
と比較して非常に少なく、また開発には膨大な費用を伴うため、新薬の開発は望みにくい現状
にあります。一方、口腔カンジダ症はその病態の制御に獲得免疫系、なかでもインターロイキ
ン 17（IL-17）産生を特徴とする T 細胞である Th17 細胞が深く関与していることがこれまでに
知られており、この Th17 細胞を欠損するマウスでは口腔カンジダ症が重篤化する（J. Exp. Med. 
206:299-311, 2009）ことが既に知られています。しかしながら、C. albicans に対して Th17
細胞の分化誘導を行う責任抗原およびその免疫制御機構について詳しく解析した報告は認めら
れていません。 
 
 
２．研究の目的 
 C. albicans は特性として環境に対応した増殖形態を示し、
ヒトにおいて常在時は酵母形、病態時は菌糸形という 2つの
形態をとります。また、前述したように、C. albicans によ
る真菌感染症の主な治療法は現在、抗真菌薬による薬物療法
が主体となっていますが、C. albicans は常在真菌であり完
治は難しく、薬剤耐性菌の問題もあり再発を繰り返すため既
存の抗真菌薬療法には限界があります。これまでに申請者は、
この C. albicans 構成成分のうち、菌糸形細胞膜画分に含ま
れるタンパク質が Th17 細胞を強く誘導し、その誘導された T
細胞を養子移入することで病態モデルマウスにおいて口腔カ
ンジダ症の発症を抑制することが出来ることを発見していま
す（FEMS Yeast Res. 18:foy 018, 2018）。本研究の目的は日和見感染症の代表的な原因真菌で
ある C. albicans を対象とし、この制御に携わるヘルパーT細胞である Th17 を誘導する抗原ペ
プチドを探索、その免疫制御機構を解明し、薬物療法に代わる新規の治療法の基盤を確立する
ことにあります（図 1）。 
 
 
３．研究の方法 
研究計画全体の流れを図 2 に示します。 

 
(1) Th17細胞の分化を誘導するC. albicans 抗原候補タン

パク質の分画 
全ゲノムシーケンスが判明している C. albicans 

SC5314 株を用いました。C. albicans は酵母形と菌糸
形の２つの形態を持つため、それぞれの形態の細胞を
ガラスビーズ破砕、超遠心、化学処理により、細胞壁、
細胞膜、細胞質などの成分に分画しました。このうち、
申請者が Th17 細胞を強く分化誘導させることを発見
した菌糸形細胞膜画分タンパク質を逆相高速液体クロ
マトグラフィーと二次元ゲル電気泳動を用いてさらに
分画し、プロテオミクス解析によりタンパク質を同定
しました。T細胞の分化の評価は以下の条件で行いま
した。in vitro において、C. albicans 由来のタンパ
ク質を抗原として使用し、野生型マウ
ス(C57BL/6) の骨髄由来樹状細胞
（BM-DC）を抗原提示細胞とし、これ
らの刺激によって野生型マウスの脾
臓とリンパ節由来ナイーブ CD4+T 細胞
を in vitro で分化誘導させ、Th17 細
胞への分化をサイトカインIL-17産生
を指標にflowcytometerにて解析しま
した（図 3）。 
 
 
 

図 1：概念図 

図 2：研究全体の流れ 



図 4：C. albicans SC5314 の分画法と抽出されたタンパク質 

(2) C. albicans 抗原候補タンパク質の精製 
上記の方法で分画し、解析を進めた候補タンパク質は、C. albicans 菌体からの大量精

製が困難であったため、Candida Genome Database（http://www.candidagenome.org/）か
ら候補タンパク質の cDNA ライブラリーを構築し、大腸菌発現系を用いて His-tag 融合タ
ンパク質として大量発現させ、アフィニティークロマトグラフィーを利用して精製しまし
た。 
 

(3) C. albicans 抗原候補タンパク質の細胞増殖能と Th17 分化誘導の解析 
大腸菌発現系を用いて得られた抗原候補タンパク質が、CD4+T 細胞に対して細胞増殖能

と Th17 分化誘導能を示すかどうかを調べました。野生型マウスに C. albicans 生菌を投
与し、感作させました。その 10 日後、マウス脾臓と末梢リンパ節から CD4+T 細胞を単離し、
C. albicans 抗原候補タンパク質を提示させた BM-DC と共培養し、抗原刺激による細胞増
殖能を Cell Counting Kit-8（DOJINDO）で、Th17 細胞への分化を flowcytometer で解析
しました。 
 
 

４．研究成果 
 
(1) Th17 細胞の分化誘導を引き起こす C. albicans 抗原候補タンパク質の分画 

 C. albicans の細胞を分画し、各種成分に分離しました（図 4）。この中で、Th17 細胞
の分化誘導能が高い成分として菌糸形細胞膜画分を見出しました。 

菌糸形細胞膜画分タンパク質を、逆相高速液体クロマトグラフィーによって 6つの画分に
分画し、それぞれの画分について Th17 細胞分化誘導能の評価を行い、分画する前の C. 
albicans 菌体全体や、菌糸形細胞膜タンパク質よりも高く Th17 細胞を分化誘導する 3つ
の画分を得ました。続いて、これらの 3つの画分を二次元ゲル電気泳動によってさらに分
画し比較しました。それぞれの画分に特異的なスポットを回収し、プロテオミクス解析を
行い、分画 1からは 156 個、分画 2からは 200 個、分画 3からは 62個のタンパク質を得
ました。このうちスコア値が高い 7個のタンパク質を選出し、C. albicans 抗原候補タン
パク質としました。 

 
(2) C. albicans 抗原候補タンパク質の精製 

上記の方法で、得られた 7種類の抗原候
補タンパク質の cDNA ライブラリーを構築
して大腸菌発現系を用いてHis-tag融合タ
ンパク質として発現させ、アフィニティー
クロマトグラフィーを利用して大量精製
を行いました（図 5）。 
 

(3) C. albicans 抗原候補タンパク質の細胞増殖能と Th17 分化誘導の解析 
大腸菌から得られた抗原候補タンパク質のCD4+T細胞に対する増殖とTh17分化誘導能を

調べた結果、C. albicans 生菌を投与したマウスの T細胞で増殖を促進し、また Th17 細
胞の分化を誘導する候補タンパク質をしぼり込むことができました。 

 
今後、見出した候補タンパク質を基に、さらにペプチドレベルで T細胞のエピトープペプチ
ドの同定を進めます。 

図 5：大腸菌発現系を利用した C. albicans 抗原候補タンパク質の発現 
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