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研究成果の概要（和文）：２００字 
DBA/2 マウスは真菌 PAMPs であるベータグルカン(BG)に対して、高い感受性を示し、in vitro
においては、高い炎症性サイトカインの産生能を示すとともに、プロスタグランジン等の炎症
メディエータ産生能も高い。また、in vivo においては、BG 特異抗体の産生能が高く、致死毒
性も示す。この機序をさまざまな観点から解析したところ、GM-CSF 産生のが高く、自然免疫受
容体である、dectin-1 の発現レベルも高いことが明らかとなった。また、この発現は細胞骨格
系に制御されており、骨格機能の障害は、持続的なサイトカイン産生へとつながることがわか
った。このモデルは、PAMPs の免疫毒性と難治性疾患の解析に有用であると考えられる。 
 
研究成果の概要（英文）： 
DBA/2 is a strain, specifically higher response to fungal PAMPs, beta-glucan. In the 

present study, immunotoxicological and immunopathological roles of fungal PAMPs were 

examined.  From the results of this study, we have demonstrated that DBA/2 mice is a highly 

sensitive strain to produce high level of inflammatory cytokine in vitro and in vito.  In 

vitro study, DBA/2 mice produced significantly high level of inflammatory cytokines, such 

as GM-CSF, IFN-gamma, and TNF-alpha.  It is highly sensitive to the cross-linking of 

cytoskeleton and modulated by disrupting actin polymerization.  In vivo study, producing 

high concentration of anti-beta-glucan antibody and induce lethal toxicity.  From these 

findings, it is a good tool to analyze beta-glucan mediated immunotoxicological response. 
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１．研究開始当初の背景 
微生物由来の免疫刺激物質（PAMPs: pathogen 
associated molecular patterns）は、様々
な受容体（Toll like receptors、 C-type 
lectins、 etc）を介して宿主免疫系を刺激
する。適度な刺激は免疫系の活性化と発達に

おいて重要であるが、過度な刺激は組織を障
害する。PAMPs の示す有用性と有害性につい
ては、エンドトキシン研究が先導し確立され
てきた。我々は 1980 年代初頭から真菌細胞
壁の主要構成成分である 6-branched-1、3-
β-glucan（ベータグルカン、BG）の構造と
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活性との関連性に興味を持って研究を続け
てきた。BG の PAMPs としての歴史はエンド
トキシンとは異なり、有用性について圧倒的
に多くの研究がなされてきた。これらの研究
の成果として、BG は医薬品として癌治療に
用いられるほか、ワクチンアジュバントとし
ての有用性や機能性食品としての応用が現
在でも期待され研究が推進されているとこ
ろである。 
 一方、BG は深在性真菌症の患者血中から検
出され、早期診断に汎用されることから、治
療に係わる器具、機材、医薬品、培養装置な
どの BG 汚染は早期診断を惑わせることとな
り問題視されている。現段階では、汚染を疑
わせるプロセスを経た患者検体には適応し
ないこととして運用されているが、あくまで
も消極的な対応である。このような対応とな
っている根本的な課題は、BG には有害性は
全く無いのか、BG の有害性は全く配慮する
必要がないのか、という点について明確な回
答が得られていないからである。 
 
２．研究の目的 
BG が有害性を発揮する可能性については
様々な傍証が得られてはきたが、これまでの
ところ、有害性を明快に証明するに至ってい
ない。我々は、BG の生物活性に関する広範
な解析の課程で、様々な系統のマウスを用い
て検討を重ねてきたところ、DBA/2 マウスの
脾臓細胞ならびに骨髄由来の樹状細胞は BG 
に対して著しく感受性が高く、様々なサイト
カインを産生することを明らかにした。さら
に、この感受性には GM-CSF 産生ならびに樹
状細胞と Th 細胞の細胞間相互作用が密接に
係わっていることを見出した。さらに、DBA/2 
マウスを用いてin vivo にて検討したところ、
BG 単独投与で数日以内に死亡することを見
出した。汎用される C57Bl/6、 Balb/c、 
C3H/He などのマウスでは、全く副反応を認
めることは無かったので、これは DBA/2 マウ
スにおいて BG 特異的に誘発される新規の生
物反応であるものと予測された。そこで、
DBA/2 マウスの致死作用について、分子レベ
ルで詳細にメカニズムを解析することは、BG 
の有害性を明確にする上で重要な知見を与
えるものと考え、本研究を企画した。 
 
３．研究の方法 
本研究では、BG の毒性をマウスのin vivo で
の解析を中心に評価し、メカニズム解析を行
う。そのために、以下に示す項目について検
討する。 
(1)DBA/2 マウスを基本系統として用い、BG 
投与後の病理学的変化を臓器、組織、ならび
に細胞レベルで解析する。 

(2)臓器の遺伝子発現変化を網羅的に解析し、
致死に係わる遺伝子群を特定する。 
(3)リンパ球のポピュレーション変化ならび 
に活性化能を解析する。 
(4)炎症性ならびに抗炎症性サイトカインを
中心に遺伝子導入を行い、致死ならびに治療
効果を判定する。 
(5)遺伝子欠損マウス（dectin-1、 CR3、 
GM-CSF など）を用い責任遺伝子を解明する。
(6)関連遺伝子についてヒトでの遺伝子多形
の解析を行い、各個人のリスクを分析する。 
  以上の成果を総合的に解釈することによ
って、BG による致死毒性の分子メカニズム
を明らかにして有害性を解明すると共に、BG 
測定の診断ならびに治療上の有用性を提言
する。 
 
４．研究成果 
(1) SCG によるサイトカイン産生誘導の経時
変化 
DBA/2 マウス脾細胞培養系における SCG のサ
イトカイン産生誘導に必要な培養時間は，48
時間であり，24 時間後の培養上清中には SCG
により誘導されるサイトカインがほとんど
検出されないことがすでに判明している．こ
れは，細胞が SCG に応答し，サイトカイン産
生誘導に関わるシグナルが伝達されるまで
に 48時間を必要とすることを示唆している．
そこで，このことを確かめるために BG への
応答性を高めた状態で，SCG のサイトカイン
誘導に関する経時変化を検討した． 
まず我々は前培養した脾細胞を用いるこ

とで，SCG によるサイトカイン産生誘導の経
時変化に影響を及ぼすか検討した．DBA/2 マ
ウス脾細胞に培養開始後0時間後，24時間後，
または 30 時間後に SCG（100 μg/ml）を添加
した．培養開始 48 時間後に上清を回収し，
IFN-γ, TNF-α, GM-CSF を ELISA にて測定し
た．SCG を 0 時間後に添加した群において，
IFN-γ, TNF-α, GM-CSF が有意に上昇した
（Fig. 1 IFN-γのみ示す）.  SCG を 24 時
間後に添加した群は，0 時間後に添加した群
と比較すると，GM-CSF 産生が減少していた．
一方，SCG による IFN-γ産生誘導は，24 時間
後に添加した群において，0 時間後に添加し
た群によりも有意な上昇が観察された．24 時
間後に添加した群は 0時間後に添加した群と
比較すると SCG の刺激時間が 24 時間少ない
にも関わらず，サイトカイン産生量が増加，
または同程度であることから，DBA/2 マウス
脾細胞培養系は，培養 24時間の間は BG に対
する応答性を高める期間であり，SCG の直接
的なサイトカイン産生誘導は行われていな
いと示唆される． 
 



 

 

Fig. 1  Cytokine induction of SCG in 
splenocytes from DBA/2 mice in vitro. 
 Splenocytes were isolated from 
DBA/2 mice and cell suspensions were 
adjusted to 5×106 cells/ml in 10% FCS/RPMI 
medium.  Cells were stimulated with SCG 
(100 μg/ml) at 0, 24 or 30 h, and incubated 
for 48 h.  After incubation, the 
concentrations of IFN-γin the 
supernatant were determined by ELISA.  
Data were pooled from three identical 
experiments, with similar results, each 
evaluating at least two mice per group.  
Values represent the mean±SD.   

 
次に，SCG による直接的なサイトカイン産生
誘導に関する経時変化を検討するために，BG
に対する応答性を高めた条件下で検討した．
DBA/2 マウス脾細胞を Fig.1 よりさらに長時
間の 36 時間あらかじめ培養し，その後 SCG
（100 μg/ml）を添加し，40 時間，42 時間，
45 時間後に培養上清を回収した．その結果、
最短４時間の反応でサイトカインが産生誘
導され、その後経時的に上昇した．以上の結
果から，脾細胞培養系の SCG感受性が亢進し，
サイトカイン産生誘導に必要な条件が整っ
た状態であれば，SCG は 4 時間でサイトカイ
ン産生を誘導できると示唆された． 
 
(2) DNA マイクロアレイによる網羅的遺伝子
発現解析 
我々は，in vitro において BG により誘導さ
れる因子を，主にサイトカインに着目し，探
索を試みてきた．しかしながら前述のとおり，
SCG によるサイトカイン産生誘導はあらかじ
め条件が整った状態を作ることが重要であ
ると示唆され，それには複雑な因子が関与し
ているものと推測される．そこで in vitro
において BG により誘導される現象をサイト
カイン以外の視点から捉える目的で，SCG に
より発現誘導される遺伝子を DNAマイクロア
レイにより網羅的に解析した．DBA/2 マウス
脾細胞を 36 時間培養し，その後 saline また
は SCG（100 μg/ml）を添加し，更にその 4

時間後に RNA を調製し遺伝子発現を DNA マイ
クロアレイにて解析した． 
Table 1 は，SCG により 1.75 倍以上亢進する
遺伝子のリストである．SCG により発現が 2
倍以上亢進する遺伝子は 18 種類であった．
これらの高発現遺伝子には，ケモカイン，サ
イトカインに関わる遺伝子群（Cxcl2，Ccl4，
Il1a，Gm1960，Il1b，Ccl3，Il22），C-type
レクチンに関わる遺伝子（Clec-4e），
prostaglandin-endoperoxide synthase 2 
(Ptgs2)，endothelin 1 (Edn1)が見受けられ
た．また，やや発現増強した遺伝子（1.5 倍）
まで含め，サイトカイン，ケモカインに関す
る遺伝子を抽出したところ，16 種類の遺伝子
が発現亢進すると示唆された．その他，同解
析において発現増強した遺伝子として，
Hspa1a，Cd14，Ifit1，Ifit2，Cd69，Ifit3，
Icam1，Cd9 なども含まれた． 

 
(3) 細胞骨格破壊によるβグルカンによる
サイトカイン産生増強 
βグルカンによる脾臓細胞の in vitro 刺激
の分子機構を解析するため、種々の阻害剤を
添加しサイトカイン産生能を比較した。多く
の試薬ではサイトカイン産生が抑制される
傾向を示したが、サイトカラシンＤ(CytD)添
加では、増強効果を示した（Fig. 2）．この
結果は、アクチン重合にともない、dectin-1
の細胞内への移行により、シグナル伝達が終
了することを示唆している。同類の機能を示
す化合物は、天然界には存在する可能性もあ
るので、そのような状況では、βグルカン刺
激が増強される可能性がある。 



 

 

Fig. 2  Effect of cytochalasin D on 
cytokine induction of CRDO in splenocytes 
from DBA/2 mice. 

Cell suspensions were adjusted to 
5×106 cells/mL in 10% FCS/RPMI medium．
Cells were incubated in the presense or 
absence of cytochalasin D (2 μg/mL) for 
1 h and then exposed to SCG (0，1，10，
100 μ g/mL) or saline． After 48 h of 
incubation，the supernatant was collected，
and the concentration of TNF- α was 
determined by ELISA ． Significant 
difference from saline，*p<0.05，**p<0.01，
***p<0.001． 
 
 βグルカンの基礎的な解析はいくつかの
観点からステップアップした．第一には、
Dectin-1 に代表される受容体発見である．作
用機序が分子レベルで解明できる可能性が
高まり機能性を示す上で力となる．第二には
微生物ゲノム解析の進歩である．そのような
微生物が有用な多糖を産生しているのか，ど
のようにしたら産生の効率は高まるのか．こ
れらの問の答えられるようになる．βグルカ
ンの理化学的手法を用いた解析には特殊性
と限界がつきまとい，人々を遠ざけてきた．
関連する知見が急速に増えており，新たな展
開が期待できる． 
 βグルカンの副作用や有害性については、
あまり議論された経緯がない。これは、作用
自体が穏やかであり、急性期の反応を惹起し
にくいことにも起因している。本研究で、
DBA/2 マウスは応答性も強いが、毒性も出や
すいことを解析してきた。また、一方では、
ヒトにはさまざまな多様性があることも同
時に解析している。有用性のみならず、有害
性についても目をむけ、βグルカンの活用範
囲が広がることをこれからも期待したい。 
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