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研究成果の概要（和文）：スギ花粉アレルゲン以外のアジュバント候補物質1,3-β-グルカン（BG）の物性及び
免疫系への影響を解析した。さらにBGの受容体であるDectin-1に競合するアンタゴニストの探索を行い、低分子
化合物、可溶性BGおよびDectin-1の中和抗体の影響を検討した。スギ花粉外壁の不溶性BGはDectin-1陽性樹状細
胞のTNFα、IL-6等のサイトカイン産生に関わり、Dectin-1アンタゴニストも活性を有意に抑制し、スギ花粉症
マウスモデルでも症状を軽減させたが、IgE抗体産生には影響しなかった。Dectin-1を標的とした治療には、さ
らに効果的な競合物質を探索するなどの新たな課題が見いだされた。

研究成果の概要（英文）：The physical properties of 1,3-β-glucan (BG), a candidate adjuvant other 
than cedar pollen allergens, and its effects on the immune system were analyzed. We also searched 
for antagonists that compete with Dectin-1, the receptor for BG, and examined the effects of low 
molecular weight compounds, soluble BG, and neutralizing antibodies for Dectin-1. Insoluble BG in 
the cedar pollen outer wall is involved in the production of cytokines such as TNFα and IL-6 by 
Dectin-1 positive dendritic cells, and Dectin-1 antagonists also significantly suppressed activity 
and reduced symptoms in a cedar pollinosis mouse model, but did not affect IgE antibody production. 
New challenges for Dectin-1-targeted therapy, such as the search for more effective competitors, 
have been identified.

研究分野：免疫学

キーワード： スギ花粉症　1,3-β-グルカン　デクチンー１　自然免疫　獲得免疫　アジュバント

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
スギ花粉症は日本国内において最も患者数の多い花粉症であり有病率は約40％と増加傾向にあり、国民病とも言
える社会的問題となっている。また、花粉症から食物アレルギーへ移行する花粉食物アレルギー症候群（PFAS）
も危惧され、国民のQuality of Life改善においても解決すべき課題となっている。本研究は、スギ花粉の成分
のうち、アジュバントとして機能する1,3-β-グルカンに注目し、その免疫活性を自然免疫の観点から緒活性段
階の影響を明らかした。現在の治療法は抗ヒスタミン薬やステロイド製剤などの対症療法、舌下免疫療法など限
られているが、本研究成果から新たな治療法開発に展開する可能性が示された。

※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。



１．研究開始当初の背景 
スギ花粉症は日本国内において最も患者数の多い花粉症であり有病率は約 40％と増加傾向に
ある。  スギ花粉には、タンパク質アレルゲン Cryj1 などに加えて 1,3-β-グルカンが花粉壁
に存在し、アレルゲンに対する免疫応答を促進させ、花粉症発症に関わる可能性がこれまでの研
究で示された。一方、花粉症発症には、公衆衛生環境の向上による患者体内のヘルパーT 細胞
（Th）バランスの変化や、ディーゼル排気ガス中に含まれる微粒子（DEP）や黄砂などがアジ
ュバントとして働き、患者増の原因となっているという報告もある。しかし、それらの要因は花
粉に直結したものではなく、曖昧である。申請者らは免疫反応に影響する花粉自身の成分として
アレルゲンタンパク質以外に 1,3-β-グルカンが関わる可能性を見出したが、免疫応答にどのよ
うな影響をもたらすのか？など、花粉症の発症機序をめぐって学術的に解明すべき問題は多々
残されている。花粉には、微生物多糖と構造類似の多糖成分が含まれることが先行研究により示
されているが、その免疫学的活性については明らかになっていない。これらを足掛かりに自然免
疫系を活性化する花粉の 1,3-β-グルカン成分に注目して研究を行った。 
 
２．研究の目的 
スギ花粉に含まれる病原体関連分子パターン物質（PAMPs：pathogen-associated molecular  

patterns）として 1,3-β-グルカンに着目し、その物性、自然免疫系細胞の活性化機構を明らか
にすることを当初の目的とした。高等植物に含まれる微生物類似物質による免疫系疾患の観点
で研究が行われている例は少ないため、新知見が得られると期待された。また、植物 PAMPsの
働きが明確になることで、対症療法的でなく、免疫学的機序に基づいた花粉症の根本的治療を確
実にすることにもつながると期待される。そこでスギ花粉に含まれる多糖成分、特に  (1→3)-β
-D-グルカン（以下  BGと称する）およびその受容体 Dectin-1への影響について、以下に上げ
た視点から解析した。  
①  スギ花粉 BG の性状解析、② スギ花粉の Dectin-1 反応性の解析、③BG の自然免疫系細
胞活性化作用の検討、④スギ花粉 BG の樹状細胞活性化における Dectin-1アンタゴニスト
及び中和抗体の影響 ⑤スギ花粉症マウスモデルにおける免疫パラメーターの解析 

 
３．研究の方法 
① スギ花粉 BG性状解析 
 スギ花粉成分を水溶性及び不溶性画分に分画し、水溶性画分から可溶性 BG をβ-グルカン結
合タンパク質（BGRP）固相化アフィニティーカラムにより分離した。得られた可溶性 BG 分画物
の糖鎖構造を検討する目的で、各種レクチンとの反応性を ELISA で検討した。不溶性画分におい
ても BG が検出され、花粉粒外壁の BG に対しては蛍光標識 BGRP 及びレクチンの反応性を検討し
た。 
 
②  スギ花粉 BG の Dectin-1反応性の解析 
 スギ花粉の不溶性 BG に対して、可溶型 Dectin-1-Fc 分子を作用させ、Dectin-1 の局在及び
結合量を蛍光顕微鏡および ELISAにて解析した。Dectin-1反応性が BG依存的であるか検討す
る目的で、藻類由来の水溶性 BG（Laminarin）を反応液中に共存させ、結合阻害の有無を検討
した。 
 
③ スギ花粉 BG の自然免疫系細胞活性化作用の検討 
スギ花粉 BGへの免疫応答における Dectin-1の影響をマウス系統の違いによる Dectin-1発現
差に着目し、異なる系統のマウス C57BL/6、DBA/2、BALB/c マウスの骨髄細胞由来樹状細胞
(BMDC)で検討した。BMDCの活性化をサイトカイン産生量及び BMDCの成熟化作用（CD86
及び MHC-Ⅱ発現）により評価した。BMDC 成熟化作用の検討では、BALB/c マウス及びその
Dectin-1KOマウスを用いて Dectin-1依存性を検討した。 
 
④ スギ花粉 BG の樹状細胞活性化における Dectin-1アンタゴニスト及び中和抗体の影響 
 マウス Dectin-1のアンタゴニストとして、水溶性 BGの Laminarin、およびモノクローナル
抗体（ｍAb）クローン名 2F3、3H8を用いて、可溶性 Dectin-1と BGとの相互作用に対する抑
制効果を ELISAで、Dectin-1発現樹状細胞の活性化をサイトカイン産生で検討した。 
 
⑤ スギ花粉症マウスモデルにおける免疫パラメーターの解析 
BALB/c マウスにスギ花粉を 42 日間経鼻投与する動物実験を行い、花粉症症状の誘導やスギ花
粉に対する抗体産生における Dectin-1 アンタゴニスト（水溶性 BG や中和抗体）の影響を検討し
た。 
 
４．研究成果 
①スギ花粉粒子は蛍光標識 BGRP により染色され、その染色像は 1,3-β-グルカナーゼ処理で消
失した。また、シアリダーゼ処理によっても BGRP 染色性が低下したことから BG とシアル酸が複
合糖鎖を形成している可能性が示された。（図１） 
そこで、スギ花粉 BG を抽出し、BGRP アフィニティーカラムにて分画した水溶性 BG を ELISA で



各種レクチン反応性を解析したところ、シアル酸結合性レクチン WGA 及び SiaFind との反応性
が認められ、スギ花粉 BG にシアル酸が結合していることが初めて明らかになった。 

 
スギ花粉（JCP）粒子の BGを 1,3-β-グルカナーゼで前処理す
ると BGRP反応性が消失しただけでなく、SiaFind染色も低下
したことから、スギ花粉の BG 糖鎖はシアル酸による修飾を受
けていることが明らかになった。（図１） 
 
図 1 スギ花粉の BGRP 染色及びレクチン染色による蛍光顕微鏡
観察 
 
 
 

スギ花粉の水溶性 BGのレクチン反応性を検討したところWGA（小麦胚芽レクチン) に反応性が認められ
た。WGAは、N-アセチル-D-グルコサミンおよびシアル酸に高い親和性を示すレクチンであることが知ら
れており、SiaFindとの反応性も認められたことから、スギ花粉（JCP）の BGにシアル酸が付加すること
が示唆された。（表１） 
 
表１ スギ花粉 BGのレクチン反応性 
 
 
 
 
 
 
② スギ花粉 BG の Dectin-1 反応性の解析：可溶性 Dectin-1-Fc タンパク質による免疫染
色とスギ花粉の BG に対する Dectin-1 結合率を ELISA により測定した．Dectin-1-Fc はスギ花粉
外壁の内側面をスポット状に染色し，その反応は水溶性β-1, 3-D-glucan である Laminarin の
添加によって抑制された（図２）。これらの結果からスギ花粉の BG は Laminarin と共通の構造を
有しており，Dectin-1 と相互作用することが明らかとなった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ スギ花粉 BGの Dectin-1反応性 
左： 可溶性 Dectin-1-Fcによるスギ花粉粒子の染色像 
右： スギ花粉粒子への Dectin-1-Fc結合における Laminarinの阻害活性 
 
③ スギ花粉 BG の自然免疫系細胞活性化作用の検討： 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ マウス BMDC の Dectin-1 発現とサイトカイン産生能 
花粉成分への免疫応答における Dectin-1 の影響を検討するために，マウス系統の違いによる



Dectin-1 発現の差に着目した。骨髄由来樹状細胞の Dectin-1 及び MHC クラスⅡ発現の比較では
DBA/2、および BALB/c マウスで Dectin-1 と MHC クラスⅡ発現が高いことが明らかとなった。 
また、各 BMDC の LPS（TLR4 リガンド）、ｄZym（Dectin-1 リガンド）、およびスギ花粉粒子（Pp）
で刺激した時のサイトカイン（TNFα）産生は系統ごとに異なり、特に DBA/2 や BALB/c マウスの
BMDC が比較的未熟な分化段階で dZym やスギ花粉(Pp)に高い反応性を示した。（図３） 
 さらに、BALB/c 野生型マウスと Dectin-1KO マウスの樹状細胞成熟化誘導効果を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ BALB/c マウス BMDC の成熟化（CD86、MHC クラスⅡ発現）に及ぼすスギ花粉粒子の影響 
左： BALB/c WT、 右 Dectin-1KO マウス（BALB/c バックグラウンド） 
JCP:スギ花粉粒子、Pp:スギ花粉不溶性画分、PC:スギ花粉細胞成分、Ps:水溶性画分 
 
その結果、Dectin-KO では、スギ花粉による樹状細胞成熟化が WT に比べ顕著に低下していた。
これらのことから、花粉の BG が BMDC の Dectin-1 に作用し、BMDC の成熟化やサイトカイン産生
を促進することが明らかになった。（図４） 
 
④ スギ花粉 BG の樹状細胞活性化における Dectin-1アンタゴニスト及び中和抗体の影響 
スギ花粉症における抗体産生やサイトカイン産生には Dectin-1 が強く関わることが示唆さ
れていることから、Dectin-1 と花粉 BG との相互作用を抑制することで発症を予防できるか検討
した。Dectin-1 と BG との結合を阻害するアンタゴニストの検索を BIND の低分子ライブラリー
や中分子ライブラリーについて一通り行ったが、再現良く抑制する化合物を見出すことが出来
なかった（データ示さず）。そこで、マウス Dectin-1 のアンタゴニストとして、水溶性 BG の
Laminarin、Dectin-1 中和活性を有するモノクローナル抗体(mAb)2 種 2F3 及び 3H8 を樹立し、ア
ンタゴニストと Dectin-1 中和抗体の影響を検討した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５ スギ花粉 BG によるマウス BMDC のサイトカイン産生における Laminarin の影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ Dectin-1 中和抗体のスギ花粉と Dectin-1 相互作用への影響 
左： スギ花粉外壁への Dectin-1-Fc タンパク質の結合における Dectin-1mAb の抑制効果 
右： スギ花粉外壁（EX）と BMDC との共培養で誘導されるTNFαにおける Dectin-1mAb の効果 
 
その結果、Laminarin は、スギ花粉による BMDC 刺激を有意に低下させることが明らかになっ



た。αグルカンの Dextran では、阻害活性が認められず BG に特異的であることが示唆された。
（図５）また、スギ花粉外壁成分と BMDC との共培養で誘導される TNF-α 産生は抗体添加によ
り有意に減少した。（図６） 
 
これらの結果から Dectin-1 アンタゴニストとして可溶性 BG の Laminarin や Dectin-1 中和抗
体は in vitro において有意にスギ花粉の刺激活性を低下させることが明らかとなった。 
 
⑤  スギ花粉症マウスモデルにおける免疫パラメーターの解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７ スギ花粉症マウスモデルにおける水溶性 BG 経鼻接種の影響 
左：スギ花粉特異的 IgE 抗体誘導における Laminarin の影響 
右：スギ花粉特異的 IgG 抗体誘導における Laminarin の影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図８ スギ花粉経鼻接種マウスのアレルギー行動における水溶性 BG の影響 
左：くしゃみ回数、右：鼻こすり 
 
スギ花粉接種によるマウス花粉症モデルにおいてスギ抗原特異的な IgE や IgG 産生への影響
は Laminarin 経鼻接種では有意な差が認められなかったが（図７）、投与開始 43日目における花
粉接種直後のくしゃみや鼻こすり行動において、Laminarin接種群は有意な低下を認めた。（図８）
スギ花粉接種で誘導される反応が、Laminarin で抑制可能であること明らかとなった。そのため、
in vivo においてもスギ花粉刺激前の Laminarin 処理はその刺激を緩和させる可能性が示された。 
一方、Dectin-1中和抗体では Laminarinのような効果は認められなかった。（結果示さず） 
 
５．総括 
スギ花粉には水溶性 BGと花粉外壁に固定された不溶性 BGが存在し、いずれも、マンノース
やシアル酸と結合した複合糖鎖であることが示された。スギ花粉外壁の BGは自然免疫系受容体
である Dectin-1 によって認識され、樹状細胞のサイトカイン産生や成熟化を促進させるのに関
わることが明らかとなった。水溶性 BGは、スギ花粉による樹状細胞の活性化に対して抑制的に
作用し、アンタゴニストとして機能することが示唆された。さらに実験動物の花粉症モデルにお
いて花粉感作前に水溶性 BGを経鼻接種すると、スギ花粉症の症状を緩和することが明らかとな
ったが、アレルゲン特異的な IgE産生を有意に低下させることはなかった。これらの結果から、
Dectin-1を標的としたスギ花粉症の治療には、さらに効果的な競合物質を探索するなどの新たな
課題が見いだされた。 
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