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研究成果の概要（和文）：キチンによるアレルギー反応の発症機序は徐々に解明されつつあるが、その全容は未
だ解明されていない。本研究では、生体による真菌細胞壁キチンの認識機序とアレルギー反応を引き起こす機序
を解明することを目的とした。本研究では酵母Pichia pastorisに発現させたLdpAのO-結合型糖鎖がDectin-2に
認識されることを明らかにした。キチン粒子はBMDCsに貪食された後に細胞内で認識され、IL-1αの産生と細胞
死を誘導したが、その機序を解明するまでには至らなかった。LdpAとキチンは相乗的かつDectin-2依存的にTh2
型気道炎症を誘導することを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Although the mechanism of chitin-induced allergic reactions is gradually 
being elucidated, the full extent of the mechanism remains to be elucidated. In this study, we aimed
 to elucidate the recognition mechanism of fungal cell wall chitin by the organism and the mechanism
 by which it induces allergic reactions.
In this study, we found that the O-linked glycan of LdpA expressed in yeast Pichia pastoris are 
recognized by Dectin-2. Chitin particles were recognized intracellularly after phagocytosis by BMDCs
 and induced IL-1α production and cell death, but the mechanism was not elucidated. LdpA and chitin
 induce Th2-type airway inflammation in a synergistic and Dectin-2-dependent manner.

研究分野： 真菌感染症

キーワード： キチン　Dectin-2　C型レクチン　IL-1α　O-結合型糖鎖　アレルギー性炎症　Aspergillus fumigatus
　真菌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
世界保健機関（WHO）によると、喘息は子供の間で最も一般的な慢性疾患であり、世界中で2億6,200万人以上が
罹患している。喘息の根本的な原因は未だ明らかにされていないが、その危険因子の1つが真菌胞子の吸入であ
るとされている。我々が本研究でキチン粒子とキチン結合性糖タンパク質のO-結合型糖鎖が相乗的かつDectin-2
依存的にTh2型気道炎症を誘導することを明らかにしたことにより、喘息などのアレルギー性疾患の発症機序の
解明に寄与できたと考えている。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

 
世界保健機関（WHO）によると、喘息は子供の間で最も一般的な慢性疾患であり、世界中で

2 億 6,200 万人以上が罹患している。喘息の根本的な原因は未だ明らかにされていないが、その
危険因子の 1 つは、真菌胞子、イエダニ、花粉などのアレルゲンの吸入であるとされている。最
近の研究では、環境中に普遍的に存在する糸状真菌である Aspergillus fumigatus の感作がアレ
ルギー性喘息や他の肺疾患の悪化に関与していることが示されている。 

N-アセチル-d-グルコサミン（GlcNAc）のポリマーであるキチンはセルロースに次いで自然
界に多く存在する多糖類であり、真菌は細胞壁の構成多糖としてキチンを生合成している。古く
からキチンには免疫賦活作用があることが知られており、病原体関連分子パターン（PAMPs）
として宿主に認識されると考えられてきた。2007 年の Nature 誌に Reese らによってキチンが
気道のアレルギー反応を引き起すことが報告されて以来、その発症機序は徐々に明らかにされ
つつあるが、未だ全容は解明されていない。キチンは粒子サイズに依存して自然免疫応答に影響
を及ぼすことが報告されている。貪食可能なサイズのキチン粒子は、炎症性サイトカインの産生
を誘導することが示されているが、より大きなサイズのキチン粒子は炎症性サイトカインの産
生を誘導しないことが報告されている。また、貪食が可能でないサイズのキチン粒子は、TSLP、
IL-25、IL-33 などの上皮細胞由来サイトカインの放出を介したマウスの肺への好酸球浸潤を誘
導し、それに続いて 2 型自然リンパ球（ILC2）が活性化されることが報告されている。さらに、
キチンは適応免疫応答を増強する免疫アジュバントとして働くことも報告されている。これま
でに多くの研究者がキチン受容体を発見しようと研究を重ねてきた。Silva ら（2008、2010）は
TLR2 がキチンによるアレルギー反応に関与していると報告している。C 型レクチン受容体
（CLR）の一つである Dectin-2 は、マクロファージや樹状細胞サブセットを含む様々な骨髄系
細胞集団で発現しており、α-1,2-mannose を認識することが知られている。ダニアレルゲンは
Dectin-2 依存的に Th2 細胞免疫を誘導することが示されているが、真菌によるアレルギー免疫
反応における Dectin-2 の関与は明らかにされていない。 
 
２．研究の目的 

我々はこれまでに A. fumigatus のキチン結合性細胞壁タンパク質 LdpA に関する研究を進
めてきた。これらの一連の研究の中で、酵母 Pichia pastoris に異種タンパク質発現させた組換
え LdpA（rLdpA）と小粒子キチンの複合体（rLdpA-キチン粒子複合体）をマウスに経鼻投与す
ると気道への好酸球・好中球浸潤と Th2 型のアレルギー性免疫応答が強く誘導されることを確
認している。LdpA はキチン結合モジュールである LysM ドメインを 3 つ保持しており、これら
のN 末端側にO-結合型糖鎖の結合部位（セリンとスレオニンの含有率が高い領域）が存在する。
また、我々はこれまでにマウスの骨髄由来樹状細胞（BMDCs）が rLdpA の糖鎖を認識し rLdpA-
キチン粒子複合体を貪食することを明らかにした。さらに rLdpA-キチン粒子複合体が BMDCs
に貪食されると TNF-α の産生が誘導されるのに対し、ポリスチレンビーズである DynaBeads
と rLdpA の複合体（rLdpA-DynaBeads 複合体）を貪食させた場合、TNF-α の産生が誘導され
ない現象を確認している。この現象は BMDCs が rLdpA の糖鎖を認識し複合体を貪食した後に、
細胞内でキチンが認識されていることを示唆している。我々はこれらの現象が真菌細胞壁キチ
ンによるアレルギー反応に深く関与していると考えた。しかしながら、この現象の中心的役割を
担うであろうキチン受容体と rLdpA の糖鎖を認識している貪食受容体を同定するには至ってい
ない。本研究では「真菌細胞壁キチンがどのような機序で生体に認識され、どのような機序でア
レルギー反応を引き起こしているのか」を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）キチン粒子による炎症応答機序の解析 

野生型マウスから骨髄細胞を採取し、GM-CSF で分化誘導することにより BMDCs を得た。
BMDCs にキチン粒子（約 0.6–5.9 μm）を加え、キチン粒子を貪食している BMDCs をフロー
サイトメーターで測定した。また、24 時間後に培養上清中の TNF-α、CXCL1、IL-1α および細
胞内の IL-1α を ELISA で測定するとともに、キチン粒子による細胞傷害を培養上清中の LDH
を測定することにより評価した。さらに、Cytochalasin D でキチン粒子の貪食を阻害した際の
培養上清中の LDH と細胞内の IL-1α を測定した。 
 
（２）LdpA の糖鎖を認識する受容体の同定 

野生型マウスとノックアウトマウス（Card9−/−、Myd88−/−、Mincle−/−、MCL−/−、Dectin-
2−/−、Dectin-1−/−）から骨髄細胞を採取し、GM-CSF で分化誘導することにより BMDCs を得
た。各 BMDCs に rLdpA を加え、24 時間後に培養上清中の TNF-α、CXCL1、CXCL2 を
ELISA で測定した。 
 



（３）LdpA とキチン粒子の相乗効果による炎症反応の解析（in vitro） 
野生型マウスと Dectin-2 ノックアウトマウスから骨髄細胞を採取し、GM-CSF で分化誘導

することにより BMDCs を得た。各 BMDCs にキチン粒子および rLdpA-キチン粒子複合体を
それぞれ加え、キチン粒子および rLdpA-キチン粒子複合体を貪食している BMDCs をフロー
サイトメーターで測定した。また、BMDCs に rLdpA、キチン粒子、rLdpA-キチン粒子複合体
をそれぞれ加え、1.5 時間後に BMDCs から RNA を抽出し、炎症性サイトカイン・ケモカイ
ン（TNF-α、IL-1α、IL-1β、IL-12 p35、IL-12p40、IL-6、CXCL1、CXCL2）の遺伝子発現量
をリアルタイム PCR で測定した。さらに 24 時間後に培養上清中の TNF-α、CXCL1、IL-1α
を ELISA で測定した。 
 
（４）LdpA とキチン粒子の相乗効果による気道アレルギー性炎症反応の解析（in vivo） 

rLdpA、キチン粒子、rLdpA-キチン粒子複合体を野生型マウスおよび Dectin-2 ノックアウ
トマウスに 3 回経鼻投与し、72 時間後に BALF 中の好中球数および好酸球数を測定した。また、
72 時間後に採取した縦隔リンパ節細胞または脾細胞を rLdpA で再刺激し、培養上清中の IFN-
γ、IL-4、IL-5 を測定した。 
 
 
４．研究成果 
（１）キチン粒子による炎症反応機序の解析 

BMDCs を用いてキチン粒子による炎症反応を評価した。その結果、BMDCs がキチン粒子
を貪食している様子が観察されたが、培養上清中のTNF-αおよびCXCL1は検出されなかった。
しかし、培養上清中の IL-1α と細胞内の IL-1α はともに上昇していた。さらに、これらの上昇は
Cytochalasin D で貪食を阻害すると検出されなかった。IL-1α は感染や傷害によって誘導され
る細胞死よって細胞外に放出にされ、炎症応答を誘導する代表的なアラーミンとして知られる。
これらの結果から、キチン粒子は貪食された後に細胞内で認識されることにより IL-1α の産生
が誘導され、さらに細胞死が誘導されることにより IL-1α が細胞外に放出されると考えられた。
しかし、キチン粒子が細胞内で認識される分子機序を解明するまでには至らなかった。 
 
（２）LdpA の糖鎖を認識する受容体の同定 

C 型レクチン受容体ノックアウトマウス由来の BMDCs を用いて rLdpA の糖鎖を認識する
受容体の同定を試みた。その結果、野生型マウス由来の BMDCs では rLdpA の容量依存的に
TNF-α、CXCL1、CXCL2 の産生が誘導された。しかし、これらの産生誘導は C 型レクチン受
容体シグナル伝達に関与するアダプタータンパク質であるCard9のノックアウトマウスおよ
び α-1,2-mannose を認識する Dectin-2 のノックアウトマウスでは著しく低下していた。これら
の結果から、rLdpA の糖鎖を認識する受容体は、Dectin-2 であることが明らかとなった。 
 
（３）LdpA とキチン粒子の相乗効果による炎症反応の解析（in vitro） 

野生型マウスと Dectin-2 ノックアウトマウス由来の BMDCs を用いて、炎症反応に対する
LdpA とキチン粒子の相乗効果を解析した。その結果、rLdpA-キチン粒子複合体はキチン粒子
と比較して BMDCs による貪食が亢進していた。さらに Dectin-2 ノックアウトマウス由来の
BMDCs では rLdpA-キチン粒子複合体の貪食が、野生型マウス由来の BMDCs と比較して低下
していた。また、rLdpA-キチン粒子複合体は rLdpA およびキチン粒子と比較して、炎症性サイ
トカイン・ケモカインの遺伝子発現およびタンパク質発現ともに有意に増加していた。これらの
結果から、Dectin-2 による rLdpA 糖鎖の認識は、rLdpA-キチン粒子複合体の貪食を促進し、炎
症性サイトカイン・ケモカインを相乗的に強く誘導することが明らかとなった。 
 
（４）LdpA とキチン粒子の相乗効果による気道アレルギー性炎症反応の解析（in vivo） 

野生型マウスと Dectin-2 ノックアウトマウスを用いて、気道アレルギー性炎症反応に対する
LdpA とキチン粒子の相乗効果を解析した。その結果、rLdpA-キチン粒子複合体を投与した野
生型マウスでは、BALF 中の好中球数および好酸球数が有意に増加していた。また、rLdpA-キ
チン粒子複合体を投与した野生型マウスから採取した縦隔リンパ節細胞または脾細胞を rLdpA
で再刺激すると、Th2 サイトカインである IL-4 および IL-5 が有意に増加した。さらに、これら
の増加は rLdpA-キチン粒子複合体を投与した Dectin-2 ノックアウトマウスでは、減弱してい
た。これらの結果から、rLdpA-キチン粒子複合体による気道アレルギー性炎症反応に Dectin-2
が関与することが明らかとなった。 
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