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第 1 章 序論 

 

 

諸言 

単糖であるグルコースのみがグリコシド結合してできた多糖をグルカンと呼ぶ。グルコ

ースには,α 型と β 型が存在し，水にグルコースが解けているときは両方の型を行き来して

いる。α 型グルコースが糖構造の平面より下方向に置換基がグリコシド結合したものを α-

グルカンと呼び，デンプンやグリコーゲンがこれに相当する。β型グルコースが糖構造の平

面より上方向に置換基がグリコシド結合したものを β-グルカンと呼び，食物繊維として知

られるセルロースも β-グルカンである。グルコースは 6 個の炭素をもち，きのこや黒酵母

由来の β-グルカンは主鎖が 1 番目と 3 番目の炭素，側鎖が 1 番目と 6 番目の炭素で結合し

ていることから β-1,3-1,6-グルカンと呼ばれる（図 1-1）。 

図 1-1 β-1,3-1,6-グルカン 

 

近年，植物や真菌に含まれる多糖類には，様々な生物活性を示すものが多く，植物を摂

取することにより，免疫機能の調節が可能であることが報告された。その一つに β-グルカ

ンが挙げられる。 

β-グルカンの研究は，1941 年アメリカの化学者 Louis Pillemer 博士（1908-1957）らが

酵母の細胞壁からザイモザン（Zymosan）と名付けられた免疫活性化物質を発見したこと

から始まる。このザイモサンは粗精製であったため，酵母に由来するタンパク質や糖質な

どの不純物が混じり，免疫系を活性化する本体が何であるかは不明であった。しかし，1960
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疫系を活性させる条件として，可溶化状態で３重らせん構造を形成する必要があり，その

ためには５万 Da 以上の分子量が必要であることがわかっている（鈴木, 2005）。 

β-グルカンの受容体は，補体第三成分受容体（Complement receptor type-3: CR3, 

CD11b/CD18）（Elstad et al., 1994），Dectin-1（Willment et al., 2001; Brown et al., 2002; 

Taylor et al., 2002; Viriyakosol et al., 2005），Toll 様受容体（Toll-like receptor: TLR）

（Gantner et al., 2003; Viriyakosol et al., 2005; Ikewaki et al., 2007）などが報告されて

いる。CR3 は Mac-1 とも呼ばれ，好中球，好酸球，NK 細胞，Dendritic cell （DC），単

球やマクロファージ，T 細胞や B 細胞など多様な細胞に発現している。CR3 は種々の細胞

外マトリックスタンパク質や接着分子などを認識することで細胞と細胞外マトリックスに

作用する。 

また，β-グルカンの受容体タンパク質としては白血球細胞表面に存在する Dectin-1 が同

定されている。Dectin-1 は樹状細胞様株化細胞とマクロファージとの subtractive cDNA 

sequence 解析から樹状細胞特異的に多く発現する遺伝子として 2000 年 Ariizumiらによっ

てクローニングされた（Ariizumi et al., 2000）。Dectin-1 は C 末端側が細胞外にある 2 型

の膜タンパク質で C 型レクチンに分類される。C 型レクチンの特徴である Carbohydrate 

recognition domain (CRD)と呼ばれる糖鎖を認識する領域を Dectin-1 は細胞外に１つもち，

細胞内には Immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM)と呼ばれる活性化シ

グナル伝達モチーフがある。Dectin-1 は樹状細胞，マクロファージや，好中球といったミ

エロイド系細胞に発現している（Taylor et al., 2002; Brown et al., 2002; Viriyakosol et al., 

2005）。しかし，β-グルカン多糖類の Dectin-1 への結合様式や結合最小単位免疫活性化機

構などはほとんど明らかにされていない。その理由の１つとして，β-グルカンは構造が 5～

50 万 Da の分子量がある不均一な多糖類であるため，天然多糖を用いた研究をもとに活性

発現に重要な構造を特定することが難しいことが挙げられる。 

TLR は動物の細胞表面にある受容体タンパク質で，種々の病原体を関知して自然免疫を

作動させる機能がある。Toll 遺伝子は 1980 年代にショウジョウバエで正常な発生（背腹軸

の決定）に必要な遺伝子として発見されたが，1996 年には分子 Toll が抗菌ペプチド産生を

誘導し真菌感染を防御することが発見された（Lemaitre et al., 1996）。1997 年には，哺乳

動物にも Toll 遺伝子と相同性の高い遺伝子が見つかり，Toll-like receptor と命名され，植

物や昆虫，ほ乳類などの多細胞生物に共通の微生物認識機構が存在することが報告された

（Medzhitov et al., 1997）。TLR は，病原体に常に存在し，しかも病原体に特異的なパタ

ーンを認識する。例えば，細菌表面のリポ多糖，リポタンパク質，鞭毛のフラジェリン，

ウイルスの 2 本鎖 RNA，細菌やウイルスの DNA に含まれる非メチル化 CpG アイランドな

どを認識する。このように TLR は特定の分子を認識するのでなく，一群の分子を認識する
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パターン認識受容体である。β-グルカンの受容体としては，TLR-2，TLR-6 や TLR-4 など

が報告されている（Gantner et al., 2003; Viriyakosol et al., 2005; Ikeda et al., 2005; 

Ikewaki et al., 2007）。TLR-2 は，マクロファージ，好中球，肥満細胞に，TLR-6 は，マ

クロファージ，肥満細胞，B リンパ球に，TLR-4 は，マクロファージ，好中球，肥満細胞，

B リンパ球，腸上皮に発現している。 

また，β-1,3-1,6-グルカンは，小腸で腸管免疫を刺激する免疫調整物質として，小腸のリ

ンパ組織に集まっているリンパ球，マクロファージなどの白血球の細胞膜上に存在する受

容体に認識される。そして β-グルカンを摂取することで抗アレルギー効果（Tsukada et al., 

2003; Abo et al., 1991），免疫賦活効果（Tsukada et al., 2003; Abo et al., 1991），抗腫瘍効

果（Chan et al., 2009；Ross et al., 1999），血糖値改善効果がある（Kim et al., 2005；Kiho 

et al., 1995; Tapola et al., 2005）ことが報告されている。 

経口摂取による効果は，以上のようにたくさん報告があるが，β-グルカンを塗布すること

による報告は少ない。最近，創傷治癒に重要な細胞の一つである正常線維芽細胞膜に β-グ

ルカンの受容体があり，β-グルカンが結合することによって細胞内にシグナル伝達されるこ

とが報告されている（Kougias et al.,2001）。 

一方，従来好酸球はアレルギー疾患時に患部に集積し，内部顆粒中の塩基性タンパク質

や活性酸素分子種によって，アレルギー性炎症を増悪する細胞として捉えられてきた

（Gleich et al.，1979; Motojima et al.，1989）。しかし，近年になって好酸球の細胞内に

存在する特殊顆粒中の塩基性タンパク質に存在する物質が，組織の修復に寄与するなど，

組織修復細胞として捉えられ始めている（Munitz et al., 2004; Nissim et al., 2010）。 

β-グルカンが塗布剤としては，コラーゲンや乳酸 -グリコール酸共重合体  (Poly 

lactic-co-glycolic acid，PLGA)と併用することで創傷治癒を促進するとの報告（Delatte et 

al., 2001; Kim et al., 2012）や，不溶性グルカンの塗布剤としての検討報告（Kenyon et al., 

1985；Wolk et al., 1985；Leibovich et al., 1980）が認められるが，水溶性グルカン単独で

の皮膚組織の修復の研究報告はない。 

 そこで，今回は，β-グルカンが様々な細胞に直接作用する可能性がある塗布による効果

を，創傷治癒に対する β-グルカンの効果で検証した。特に本研究では好酸球を組織修復細

胞としての観点から解析を進め，アレルギー炎症部位周辺で積極的に好酸球の活性化を促

すことで，アレルギー性炎症の治癒を促す方法を開発することを目的とした。 
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第 2 章  黒酵母 β-グルカンの in vitro での抗酸化能 

 

 

酸化ストレスは，活性酸素種（reactive oxygen species: ROS）によって引き起こされる

ストレスの一種である（Finkel・Holbrook, 2000）。スーパーオキシド（O2
･-），過酸化水

素，ヒドロキシラジカル（HO-）は酸素由来の活性種であり，狭義の ROS である。 

ヒトはつねに ROS によるストレスにさらされている。酸化ストレスでは DNA などさま

ざまな細胞内の分子がROSにより修飾・障害される。従って過剰な酸化ストレスの蓄積は，

癌や生活習慣病，老化などさまざまの疾患の原因と考えられている。細胞は過剰な酸化ス

トレスを感知して消去し，細胞内の酸化還元バランスを適正に維持する分子機構を備えて

いる。 

炎症の場においては，細胞内の ROS 産生が増加することで細胞内が酸化状態に傾き，酸

化ストレスの状態となる。炎症細胞である好中球，マクロファージなどの白血球の NADPH

オキシダーゼは酸素を一電子還元してスーパーオキシドを生ずる。この分子種は不均化さ

れて過酸化水素になり，これがさらにヒドロキシルラジカルや次亜塩素酸（HClO）に変換

されうる（図 2-1）。これらの活性酸素種は，取り込まれた細菌や真菌を含む食胞内に放出

されるだけでなく，細胞外に放出され組織障害的に働き，正常組織の炎症を引き起こすこ

とが言われている(Devasagayam et al., 2004; Dröge, 2002)。従って，炎症の場で過剰に産

生された ROS を消去することは，炎症による組織障害を抑制する効果があると思われる。 
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図 2-1 好中球・マクロファージの細胞膜における NADPH oxidase による活性酸素産生

経路 
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体内にはこれらの ROS を分解消去する酵素が存在し，スーパーオキシドディスムターゼ

（Superoxide dismutase: SOD），カタラーゼ，ペルオキシダーゼなどが挙げられる

（Thannickal・Fanburg, 2000）。SOD は，スーパーオキシドを過酸化水素と酸素に分解

し，スーパーオキシドに由来する酸化ストレスを減少させる抗酸化酵素である（McCord・

Fridovich, 1969）。すなわち，SOD は以下のスーパーオキシドの不均化反応を触媒する酵

素である。 

    2O2- + 2H+ → H2O2 + O2 

SOD には細胞内での局在が異なる 3 種類のアイソザムが存在する。①細胞質には銅・亜

鉛スーパーオキシドジスムターゼ（Cu, Zn-SOD）（Richardson et al., 1975），②ミトコ

ンドリアにはマンガンスーパーオキシドジスムターゼ（Mn-SOD）（Borgstahl et al., 1992），

③細胞外には細胞外スーパーオキシドジスムターゼ（extracellular-SOD）（Marklund et al., 

1982）が存在している。また SOD によって生成した過酸化水素は，細胞質に高濃度に存在

するカタラーゼやグルタチオンペルオキシダーゼにより速やかに分解されて水となるので，

正常状態では組織傷害因子とはなりにくい。 

そこで，β-グルカンに炎症の場で好中球やマクロファージから産生される活性酸素を無害

化する抗酸化効果を検証した。 

抗酸化効果は，強力な抗酸化作用をもつ SOD と同様なスーパーオキサイド消去活性の有

無について検討した。すなわち，キサンチン-キサンチンオキシダーゼ系で産生されたスー

パーオキサイドに対する SOD 様活性を SOD Assay Kit-WST を用いて測定した。βG の終

濃度は 0.03%（v/v）で解析を行った。 

NADPH オキシダーゼは，膜結合酵素複合体であり，細胞膜や食胞膜上で見られ，複数

のサブユニットから構成される（図 2-1）。従って，実験には細胞が必要である。一方，キ

サンチン-キサンチンオキシダーゼは，図の如くキサンチンオキシデーゼが反応を触媒し，

キサンチンがキサンチンオキシダーゼの作用により尿酸に転換される過程で，スーパーオ

キシドと過酸化水素が産生される。従って，キサンチン-キサンチンオキシダーゼ系は無細

胞系活性酸素産生系である（図 2-2）。 
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図 2-2 キサンチンオキシダーゼによるスーパーオキシドの産生過程。 

 

方法 

 

本研究では，株式会社同仁科学研究所の SOD Assay Kit WST を用いて SOD 様活性を測

定した（受田, 2000）。キサンチン及びキサンチンオキシダーゼ（XOD）により発生したス

ーパーオキシドラジカルは発色試薬 WST-1 と反応し，高水溶性ホルマザンである WST-1

ホルマザンを生成し，黄色に発色する。そこで，その極大吸収波長である 450nm にて吸光

度を測定することにより，SOD 様活性値を求めた。 

この SOD Assay Kit-WST の特徴は， 

① 高水溶性ホルマザンを生成するテトラゾリウム塩 WST-1 を使用しているため，NBT

法の様なホルマザンの溶解操作は不必要である。 

② WST-1 は xanthine oxidase(XO)と直接反応しないため，100% SOD 阻害率を測定す

ることができる。 

③ 96 穴マイクロプレート対応なので，一度に多検体の測定が可能である。 

などが挙げられる。 

SOD Assay Kit WST（株式会社同仁化学研究所）には以下の試薬が含まれる。 

 ・WST solution (WST-1, Xanthine) 

 ・Enzyme solution (XOD) 

 ・Buffer solution 

 ・Dilution buffer 

WST solution 1mL と buffer solution 19mL を混合し，WST working solution とした。

また，enzyme solution 15μL を dilution buffer 2.5mL で希釈し，enzyme working solution

を調整した。 
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試料溶液 20μL と WST working solution 200μL を 96 穴マイクロプレートに添加し，プ

レートミキサーで 1 分間攪拌した。次に，enzyme working solution 20μL を添加し，37℃

で 20 分間インキュベートした。その後，マイクロプレートリーダーで 450nm における吸

光度を測定した。試験時には試料溶液を添加するもの（Sample・S），試料溶液を添加しな

いもの（Control・C），enzyme working solution を添加しないもの（Sample-Blank・S-BL），

試料溶液，enzyme working solution 共に添加しないもの（Control-Blank・C-BL）につい

ても吸光度を測定した。尚，試料は蒸留水（20%DMSO）で溶解し，試験に用いた。SOD

様活性値は式に従い，control を 0%として算出した。試験は 3 回行い，その平均を 1 デー

タとして表した。 

SOD 様活性（%）= [{(C－C-BL)－(S－S-BL)}/(C－C-BL)]×100 

 β-グルカンの添加量は反応系の最大添加量である 10%（v/v）とし，βG の混和は細胞増殖

試験と同様の方法で行った。 

 

結果 

 

純水の SOD 様活性値は検出限界以下であったのに対して，βG 群の SOD 様活性値は

18.8±4.48%（n=3）であり，SOD 様活性が認められた。 

 

考察 

 

βG には，SOD 様活性による抗酸化作用が認められた。炎症の場においては，好中球，マ

クロファージなどの白血球の NADPH オキシダーゼ由来の活性酸素分子種は，取り込まれ

た細菌や真菌を含む食胞内に放出されるだけでなく，細胞外に放出され組織障害的に働き，

正常組織の炎症を引き起こすことが言われている（Devasagayam et al., 2004；Dröge, 

2002）。従って，炎症の場で，過剰に産生された活性酸素を β-グルカンが消去することは，

炎症による組織障害を抑制する効果があると思われる。 

生体でのスーパーオキシドの主な産生場所は，細胞ではミトコンドリアと細胞膜の

NADPH オキシダーゼであり，その他キサンチンオキシダーゼが挙げられる。これらによ

ってスーパーオキシドが産生されるが，その後の消去系は 3 者とも同じであることから，

今回の βG のキサンチン・キサンチンオキシダーゼ由来のスーパーオキシド消去能は，in 

vivo における炎症の場において，3 つの消去系に同様に作用しているものと思われる。 

スーパーオキシドが過酸化水素まで分解されれば，過酸化水素を不均化して酸素と水に変

える反応を触媒する酵素であるカタラーゼは，細胞質に高濃度に存在しており，過酸化水
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素をただちに分解除去する。  
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第 3 章 黒酵母 β-グルカンの線維芽細胞の増殖に対する効果 

 

 

創傷治癒の機序 

 創傷治癒過程は障害を受けた組織（多くは皮膚・皮下組織）が再度バリアーとして再構

築される一連の修復過程を指す。炎症期，増殖期，成熟期に分類される。 

1. 第 1 期・炎症期（受傷後数時間から 3~4 日） 

 はじめの数時間以内に出血・凝固期がまず起こる。創部周辺の毛細血管が拡張し，血球

成分が毛細血管から動員される。細胞成分ははじめに好中球が動員され，蛋白質分解酵素

を放出し，されに活性酸素を産生して壊死組織の融解，殺菌作用を発揮する。好中球は急

速にアポトーシスに陥り，ついでにリンパ球，単球が創内に誘導され，単球はマクロファ

ージに分化し盛んに貪食を行う。肉眼的には，炎症の 4 徴候である発熱，疼痛，腫脹，発

赤などの炎症症状が認められる（館・小和田, 2011）。 

2. 第 2 期・増殖期（受傷後 3~14 日間） 

 炎症期後半の単球，マクロファージはしだいにアポトーシスに陥り，増殖期には肉芽形

成が行われる。この時期ではマクロファージの放出する物質により線維芽細胞が呼び出さ

れ修復の主たる成分，コラーゲンが産生される。このときに膨大なエネルギーと酸素を必

要とする。それを供給する補給路として毛細血管の新生も活発に行われる。毛細血管は血

管内皮細胞がフィブリンを分解しながら侵入増殖する。 

3. 第 3 期・成熟期（受傷後 2 週間~6 ヶ月） 

 組織欠損は組織の修復過程で新たにつくられた毛細血管に富む組織である肉芽組織で埋

められ，表皮で覆われる。その後は耐久性のある組織に徐々に改造されていく。すなわち，

毛細血管はしだいに減少して膠原線維成分が増し，最終的にかたい白色調の膠原線維のみ

からなる瘢痕組織に置き換えられていく。 

以上のように，創傷治癒において線維芽細胞は重要な役割を担っている。β-グルカンを創

部に塗布することは，線維芽細胞と直接接触することも考えられることから，線維芽細胞

に β-グルカンを混和することでの線維芽細胞に対する増殖効果を検討した。 

 

材料 

 

1) 黒酵母 β-グルカン（βG）： 

Aureobasidium pullulans を培養した後に Aureobasidium pullulans を滅菌した培養液

であり,水溶性 β-1,3-1,6-グルカンが 4mg/ml と豊富に含まれている。βG を株式会社ソフィ
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（高知，日本）より購入した。このグルカンは，厚生労働省（日本政府により）より食品

添加物として認可されている。 

この βG を生食に溶解した 10v/v%水溶液（10%βG）と 50v/v%水溶液（50%βG）を作成

し動物実験に供した。 

2) 細胞： 

ヒト正常線維芽細胞（CCD-1056SK: Skin，fibroblast，normal control，human，26years，

Femal）は，健康なアジア系成人女性 26 歳より採取した細胞を大日本住友製薬（大阪,日本）

より購入した。 

3) 細胞培養： 

CCD-1056SK は，10% fetal bovine serum，1.0mM ピルビン酸および 0.1 mM 

non-essential amino acids （NEAA（1%））（WAKO），100μg/ml ペニシリンおよび 100IU/ml

ストレプトマイシン添加イーグル最小必須培地（Eagle's minimal essential medium 

（E-MEM））中で 37℃,5%CO2 条件下で培養を行った。 

 

方法 

 

CCD-1056SK 細胞の βG による増殖効果を試験した。CCD-1056SK 細胞は，10% fetal 

bovine serum，1.0mM ピルビン酸，0.1 mM non-essential amino acids，100μg/ml ペニシ

リンおよび 100IU/ml ストレプトマイシン添加イーグル最小必須培地（Eagle's minimal 

essential medium （E-MEM））中で 37℃，5%CO2条件下で培養を行った。CCD-1056SK

細胞を βG で１×106 cell/ml に懸濁し，96 穴プレートで，1 穴あたり容量 100μl で培養を

行った。なお，βG の浸透圧は 9 容の βG に対して１容の 8.5%(w/v) NaCl を添加し等張に

調整した。浸透圧調整後を濃度 100%と定義した。βG は，終濃度 0.003%（v/v）で添加し

た。細胞播種後，24 時間の前培養を行い，付着していない細胞を除去した後，この時点を

起点とし 5 日間培養した。各細胞の増殖程度を，Cell Counting Kit を用い，A450-600の吸光

度変化を測定した。 

Cell Counting Kit-8 は細胞増殖または化学物質の感受性試験において，細胞数を測定す

るキットである。高感度水溶性ホルマザンを生成する新規テトラゾリウム塩 WST-8 を発色

基質として WST-8 は細胞内脱水素酵素により還元され，水溶性のホルマザンを生成する。

細胞数と生成するホルマザンの量は直線的な比例関係にあるためホルマザンの 450 nm の

吸光度を直接測定することにより，生細胞数を計測できる（図 3-1）。 
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図 3-1 Cell Counting Kit-8 測定原理, DOJINDO 

 

Cell Counting Kit の具体的な測定法を以下に示す。 

① 細胞をマイクロプレートに植え込み，細胞が総面積の 10%になるまで，炭酸ガスイン

キュベーターで前培養を行った。 

② グルカンと混和して，最大 5 日間の共培養を行った。 

② 培養が修了し次第，試薬溶液 10μl を各ウェルに加えてよく混和する。 

③ 混合後，炭酸ガスインキュベーターで呈色反応を行う。 

④ 反応後，そのままプレートリーダーで測定する。なお測定波長は 450 nm，参照波長

は 600 nm を使用する。 

 

結果 

 

3 日目以降，生食と比較して βG 群で CCD-1056SK 細胞の増殖促進効果が認められた。

培養開始 5 日後，対照群である生理食塩液における増殖を 100%とした場合，βG 群は，125.5

±6.9%（n=3）であり，βG によるヒトの正常線維芽細胞の有意な増殖促進効果が得られた

（p=0.002 vs 対照群）。 

 

考察 

 

ヒト正常線維芽細胞 CCD-1056SK 細胞培養液に βG を混和することによって， βG 群で
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有意な細胞増殖促進効果が認められた。Chin ら（Chin et al.，2005）による in vivo 実験

によると，線維芽細胞は，創傷治癒の際，第 2 期・増殖期において，炎症期に創傷部へ集

まった血小板やマクロファージなどから分泌される血小板由来成長因子により動員される。

その結果，受傷後 3～5 日までに，活性化した線維芽細胞が創部に集積，進入し，創部にお

いて最も有意な細胞となる。そして，血小板，活性化したマクロファージや線維芽細胞か

ら分泌された Transforming growth factor β (TGF-β)が，線維芽細胞を増殖させ，線維芽細

胞のコラーゲンを中心とする細胞外基質の合成を促し肉芽組織が形成される。その後，コ

ラーゲン分子は凝集し，原線維となり，瘢痕組織が形成され，創の修復が進む（Chin et al., 

2005 ; Eichler et al.,2006）。従って創傷治癒を促進するには線維芽細胞の増殖は，重要な

因子である。 

線維芽細胞には，Toll 様受容体等のパターン認識受容体が発現しているとの報告がある

（Tabeta et al., 2000; Wang et al., 2000）。そして，Kougias ら（Kougias et al.，2001）

は，免疫細胞ではない線維芽細胞の膜上に β-1,3-1,6-グルカンに対して 2 つの特異的な結合

部位があり，この受容体を介して β-1,3-1,6-グルカンの刺激が細胞内に伝達されることを報

告している。 

今回の試験管内での実験では，線維芽細胞と βG のみの環境であることから，線維芽細胞

表面の受容体への β-グルカンの直接的な作用，すなわち線維芽細胞の受容体にこの β-グル

カンが結合することによって，線維芽細胞の増殖が促進されたと考えられる。 
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第 4 章 黒酵母β-グルカンを用いた炎症モデルマウスでの評価 

 

 

TNCB 誘導皮膚炎モデルマウス： 

皮膚は，外界の化学物質等の様々な異物から生体を防御する免疫臓器であるが，分子量

1000 以下の化学物質（ハプテン）は皮膚内に侵入することができる。皮膚内に侵入したハ

プテンは，表皮蛋白との結合により免疫原性を獲得することで，アレルギー性接触皮膚炎

等の皮膚毒性を誘発する（Karlberg et al., 2008）。今回は，ハプテンとして 2, 4, 

6-trinitro-1-chlorobenzene (TNCB)を使用し，TNCB の反復塗布を行うことで，アレルギ

ー性接触皮膚炎（ACD, Allergic Contact Dermatitis）モデルを作成した。ACD は，Coombs

分類の IV 型アレルギー反応に分類される免疫反応である。 

ACD は掻痒を伴う発疹が原因物質の接触した部位に出現し，マウスでは掻爬行動が出現

し（Yamaura et al., 2012; Yamaura et al., 2013），掻爬創が発生する。痒みは掻破を誘導

し，掻破は表皮ケラチノサイトから炎症性サイトカインの遊離を惹起し，その結果，皮膚

に炎症が誘起され，皮疹の増悪をきたし，搔痒のさらなる増強をきたすことになる（高森, 

2009）。発疹は，紅斑，滲出性丘疹，小水疱，湿潤，結痂そして落屑などの経過をたどる湿

疹が認められる。 

TNCB 塗布により皮膚の Th1 優位な環境から Th2 優位な環境に誘導している。すなわち

局所のサイトカインが INF-γ，IL-2 優位から IL-1β，IL-4，IL-6，IL-10 優位へと変化し

ている（Kitagaki H. et al., 1997，Harada D. et al. 2005）。Th2 細胞が優位な場合，アレ

ルギー反応が惹起される。Th2 細胞が産生するサイトカインである IL-4 は，B 細胞におけ

る免疫グロブリン（Ig）E へのクラススイッチを誘導（IgE 抗体産生を促進）し，血清 IgE

が上昇する（Kitagaki H. et al., 1995, Harada D. et al. 2005, Seike M. et al., 2009）。 

また TNCB 塗布後の組織像においては，表皮や真皮に膨大な数の好酸球，肥満細胞，好

中球そしてリンパ球などの炎症細胞の浸潤が認められる。特に真皮では，浮腫と好酸球の

浸潤が観察さる（Harada D. et al. 2005， Seike M. et al., 2009）。耳介は，TNCB で惹起

を繰り返し行うことで，浮腫が発生し耳介厚が増して行く。 

 

材料 

 

Hos:HR 系へアレスマウス： 

Hos:HR 系へアレスマウスは，1968 年に Temple University Skin and Cancer Hospital

が Sandra Biological Supply から毛の生えてこないマウスを入手し，それを CBA マウスと
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交配することによって Skh-HR が作成された。この系統は様々な毛色を呈している。CBA

マウスとは，Bagg のアルビノマウスと DBA マウス（1900 年代に C. C. Little によって毛

色の遺伝の研究のために育成された最も古い近交系の１つ）の交配から Strong によって

1920 年代に育成されたマウスである。 

1987 年に（株）星野試験動物飼育所はクローズドコロニーで維持されていた Skh:HR の

うちアルビノマウスのみを選抜し，さらに SPF 化して Hos:HR-1 として生産・供給してい

る。近交系マウスである。 

最初は普通のマウスと同様に毛が生えるが，毛根萎縮により生後 17～23 日で頭部から毛

が抜け始める。4 週齢になると完全に毛が抜け，以後は生えることはない。 

毛を剃る手間が省ける上に毛を剃って皮膚に傷を付けることがないことから，皮膚研究

に適した動物である。免疫機能は正常であり，通常の飼育が可能である。 

実験に用いた Hos:HR 系へアレスマウス雌は，日本 SLC 株式会社（浜松，日本）より購

入し，実験開始時 6 週齢のものを用いた。 

 

方法 

 

Hos:HR 系へアレスマウスの腹部および背部に 7%TNCB アセトン溶液 30μl を塗布し，

感作した。感作から１週間後，2 日毎に頸背部に１%TNCB アセトン溶液 30μl を塗布する

ことにより惹起を行い，皮膚炎を発症させた。惹起は実験終了まで継続して行った。 

皮膚炎モデルマウスに対し，1%TNCB アセトン溶液塗布による惹起と同時に βG 溶液あ

るいは生食 30μl を毎日，耳介及び背部に塗布を開始した。これらのサンプル塗布は，

１%TNCB アセトン溶液塗布による惹起後 2 時間以上をおいて行った。 

実験群は， 

① 未感作群（n=5） 

② 対照群（生理的食塩水塗布群：n=5） 

③ 10%βG 塗布群（n=5） 

④ 50%βG 塗布群（n=5） 

の 4 群とした。 

効果の評価は，試験標品の塗布開始 2 週間後に病態のスコア化と病巣である耳介の厚み

で行った。病巣のスコアリングは，①発赤・出血，②痂皮形成・乾燥，③浮腫，④擦傷・

組織欠損をそれぞれ 0：無症状，1：軽度，2：中等度，3：重度の 4 段階評価とした（表 4-1）。 
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表 4-1 皮膚スコアの評価方法 

 

耳介の厚みは，定圧ノギスで測定した。定圧ノギスは，アズワン株式会社（大阪，日本）

で購入した。 

 

統計解析方法 

実験結果の値は，平均値±SD で表し，統計解析は，Student's t-test （対応なし）でお

こなった。 

 

倫理的配慮 

今回行った動物実験は，高知大学医学部および岡山県立大学動物実験委員会に実験計画

書を提出し，動物の苦痛軽減・排除の方法及び保定・拘束時間等について承認を得たのち

開始した。 

飼育は，HEPA フィルターを介した空気を供給された SPF 条件下で室温 24±0.5℃，湿

度 50±10%の環境で，自由給水，自由摂餌で行った。 

研究開始後は動物愛護法施行令，実験動物の飼養及び保管並びに苦痛の軽減に関する基

準等の動物実験に関する法令に加え，高知大学医学部および岡山県立大学動物実験管理規

則，高知大学医学部および岡山県立大学動物実験委員会規則，高知大学医学部大学動物実

験自己点検・自己評価委員会規則等動物実験に係わる規則を遵守し，遂行した。 

 

結果 

 

試験標品塗布 2 週間後の後頸部と耳介の観察における病巣のスコアリングは，未感作群 0 

点，対照群 5.0±1.00 点，10％βG 群 4.0±1.00 点，50％グルカン 2.2±0.45 点であった（図

4-2）。各群の皮膚スコアの平均値のマウスの病巣の写真を図 4-1 に示した。 

耳介の厚みの平均は，未感作群0.216±0.023 mmであったのに対し，対照群0.415±0.056 

mm，10%βG 群 0.318±0.042 mm (vs 対照群；p=0.0002)，50%βG 群が 0.217±0.026 mm 

(vs 対照群；p=0.0000)であった（図 4-2）。病巣のスコアリングに加えて，客観的な指標で

ある左右耳介の厚みにおいても β-グルカン塗布群に有意な改善が認められた。そして，そ
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の効果は濃度依存的であり，これらの実験結果は，3 回行った独立した実験系で再現性が得

られた。 

 

 

 

          図 4-1 各群の皮膚スコアの平均値のマウスの病巣像 

 

 

図 4-2 各群の皮膚スコアと耳介厚の平均値 

 

考察 

 

これらの試験管で示された βG の効果が効果的に発揮されるモデルとして，皮膚炎モデル

に対する効果を検証した。その結果，皮膚炎モデルマウスにおいて，βG 塗布により症状が

軽減された。 

以上の様に，βG の炎症部位への塗布による傷の治癒促進効果は，β-グルカンの生体での

異なる効果の相乗効果によるものと思われる。一つは，正常線維芽細胞への増殖促進効果，

二つ目は，患部での SOD 活性による抗炎症効果，3 つ目に次章で述べる好酸球の活性化に
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伴う脱顆粒に由来する成分による治癒促進効果が挙げられる。 

創閉鎖においては IL-6 が重要であり，IL-6 は瘢痕形成を促進すると報告されている

（Gallucci et al., 2000; Dasu et al., 2004; Ghazizadeh et al., 2007）。また，創傷治癒の早

期には，創部辺縁のケラチノサイトに発現している Toll 様受容体-4（TLR-4）が重要な役

目を果たしているとの報告もある（Chen et al., 2013）。Chen らは，TLR-4 に遺伝子異常

を伴いリガンドが結合できないマウス（C3H/HeJ）を用いて検討すると，IL-6 の産生が有

意に低下し，創閉鎖に要する時間も有意に延長したと述べている。したがって創傷治癒に

TLR-4 は重要であり，その TLR-4 は β-グルカンの受容体の一つである（Ikewaki et al., 

2007）。創部に βG を塗布することによりケラチノサイトに発現している TLR-4 にβ-グル

カンが結合し，IL-6 が誘導され瘢痕形成が促進される可能性がある。 

また，β-グルカンを血管内に投与することで，マクロファージが活性化され，その結果創

傷治癒においてコラーゲンの生合成が促進され，消化管吻合力を強めたり（Compton et al., 

1996），開腹創の治癒力を高めたりする（Portera et al., 1997）との報告がある。溝渕らの

グループは，第 64回日本消化器外科学会（大阪, 2009），第 47回日本癌治療学会（横浜, 2009）

において，β-グルカンをマウスに経口投与することで腹腔内誘導マクロファージの細胞障害

活性を亢進させたと報告している。Browder らは，局所に塗布することでもマクロファー

ジを活性化し同様の結果が見られたと報告している（Browder et al., 1988）。溝渕らのグル

ープでも第 46 回日本癌治療学会（名古屋, 2008）において腹腔内誘導マクロファージを β-

グルカンで直接刺激することによって，NO 産生の亢進が得られたと報告している。これら

は，β-グルカンがマクロファージを刺激し，マクロファージの機能を亢進させた結果である。 

マクロファージの膜表面には，CR3，Dectin-1，TLR-2，TLR-4，TLR-6 などのβ-グル

カンの受容体（Elstad et al., 1994; Willment et al., 2001; Brown et al., 2002; Taylor et al., 

2002; Viriyakosol et al., 2005; Gantner et al., 2003; Viriyakosol et al., 2005; Ikewaki et 

al., 2007）が存在する（矢田，2007）（図 4-3）。β-グルカンを塗布することで創部のマクロ

ファージの受容体に β-グルカンが結合し，マクロファージを活性化する可能性があると思

われる。 

 

 



 

 

 

 

図 4-

ター

-3 マクロフ

（矢田, 200

ファージ表面

7 一部改変）

面の細菌・真

） 
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菌・死細胞ななどを捕えるる，あるいはは認識するレレセプ
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第 5 章 黒酵母 β-グルカンの好酸球に対する脱顆粒促進効果 

 

 

好酸球は，1879 年 Paul Ehrlich 博士により命名された白血球の一種であり，顆粒球の 1

つである。正常な末梢血でみられるのは成熟型で，普通染色標本でみると，エオジン親和

性の橙黄色に染まる均質・粗大な好酸性顆粒が細胞質に充満している（図 5-1）。ヒト好酸

球の核は通常 2 分葉で細いクロマチン糸でつながれ細胞周縁に偏在し，直径 13～17μm 程

度の大きさがある。健康な人の血液 1μL には好酸球が 100〜500 程度の数存在をしており，

血液中の白血球の 1～3％未満と少ない。 

 

  図 5-1 成熟好酸球（Zucker-Franklin et al. 1988）                

 

骨髄造血幹細胞から骨髄系共通前駆細胞，骨髄球系前駆細胞（顆粒球/単球前駆細胞）を

経て，好酸球系前駆細胞に分かれ，骨髄芽球，前骨髄球，好酸性骨髄球，好酸性後骨髄球，

そして杆状核球と分化して末梢血に移行し，成熟型の分葉核球である好酸球となる。好酸

球は，Granulocyte Macrophage colony-stimulating Factor（GM-CSF），インターロイキ

ン-3（IL-3），インターロイキン-5（IL-5）の刺激によって分化増殖し，血中，粘膜組織へ

分布していく。GM-CSF，IL-3，IL-5 の受容体は，α鎖と β鎖のヘテロ 2 量体からなり，β

鎖は GM-CSFR，IL-3R，IL-5R 共通のシグナル伝達分子である（Takatsu et al., 1994; 長

井・高津，2009）。また，これらのサイトカインのなかで，IL-5 が最も好酸球の分化に選択

的に作用し（Sanderson, 1992），in vitro で好酸球性前駆細胞から成熟好酸球への分化・

成熟を誘導する（Clutterbuck et al.，1987; Yamaguchi et al.，1988）。IL-5 の受容体であ
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る IL-5R alpha は，好酸球特異的な前駆細胞においてすでに発現しているといわれている

（Iwasaki et al., 2005）。さらに，IL-5 は好酸球のアポトーシスを抑制してその生存を延長

する働きがある（Yamaguchi et al.，1988; Yamaguchi et al.，1991）（図 5-2）。 

図 5-2 好酸球およびその前駆細胞に対する IL-5 の作用。矢印の途中に書かれた枠内の文

字は，その矢印の先に示した事象に対して IL-5 が与える影響を示している。（日塔武彰，

2003 一部改変） 

 

血中の好酸球はその表面に発現している L-セレクチン（CD62L）を介して血管内皮細胞

に接着した後，ついで発現する PSGL-1（CD162）と血管内皮細胞の P-セレクチン（CD62P）

が接着して局所の血管壁を転がる（rolling）。好酸球表面の VLA-4（α4β1 integrin, 

CD49d/CD29）が VCAM-1（CD106）（Ig スーパーファミリー）に結合して血管壁に接着

する。その後，好酸球表面に VLA-4 に置き換わり LFA-1（αLβ2 integrin，CD11a/CD18）, 

Mac-1（αMβ2 integrin, CD11b/CD18），LPAM-1（α4β7 integrin）が発現し，LFA-1 と

Mac-1 は血管内皮細胞の ICAM-1（CD54）に，LPAM-1 は MAdCAM-1 に結合し，血管壁

へ接着し，血管内皮を横断移行する。さらに好酸球表面のケモカイン受容体 CCR3 を介し

て eotaxin-1，RANTES，MCP-4 などの濃度勾配により病変局所への遊走を生じる。組織

に移行後は，CD44 が発現し，ヒアルロン酸に結合することによって組織でフォーミングし

ている（Watanabe et al.，2001）。 



- 23 - 
 

好酸球は IL-5 や GM-CSF などによって活性化され，好酸球顆粒のコアに存在する major 

basic protein (MBP)，マトリックスに存在する eosinophil cationic protein (ECP) ，

eosinophil peroxidase (EPO)，eosinophil-derived neurotoxin (EDN)などの蛋白質（図 5-3）

を放出する。これらは寄生虫障害作用を持つとともに，組織障害活性を持ち好酸球による

病態を形成する。 

図 5-3 好酸球の電子顕微鏡写真 拡大像は，好酸球顆粒を示している。中心部の晶質体

(Crystalloid:c)に MBP が含まれ，その周囲のマトリックス(m)に EDN，ECP，EPO が含

まれる。（Bankers-Fulbright J. L., O’Grady S. M., in Eosinophils, 27, 2012） 

 

また，好酸球からの leukotrieneC4 (LTC4)，LTB4，platelet activating factor (PAF)な

どの脂質メディエーター放出は気道収縮や血管透過性亢進を促し病態を修飾する（Jörg et 

al., 1982）。 

従来好酸球はアレルギー疾患時に患部に集積し,内部顆粒中の塩基性タンパク質や活性酸

素種によって,アレルギー性炎症を増悪する細胞として捉えられてきた（Corrigan & Kay, 

1992; Gleich et al., 1979; Motojima et al., 1989）。しかし，2000 年に喘息患者に対する好

酸球を標的とした抗 IL-5 抗体投与試験が無効であったとの報告（Leckie et al., 2000）から

好酸球の役割の再評価が行われてきた。そして近年になって好酸球の細胞内に存在する特

殊顆粒中の塩基性タンパク質が組織の修復に寄与するなど,組織修復細胞として捉えられ始

めている（Munitz et al.,2004；Nissim et al.,2010）。さらに，線維芽細胞のコラーゲンや

フィブロネクチンの産生を促進するなど組織修復に関与するサイトカイン，トランスフォ
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ーミング成長因子 TGF-β（transforming growth factor-β）が主に好酸球から産生されると

の報告もある（Flood-Page et al., 2003; Munitz et al.，2004; Tanaka et al., 2004）。TGF-β

は，正常の線維芽細胞の形質転換を促進する因子の一つとして発見されたことからこの名

称が与えられた。その後の研究では，TGF-β は上皮細胞，内皮細胞，血球細胞，リンパ球

など多くの細胞に対してむしろ増殖を抑制する因子であることが明らかとなった。また

TGF-β は，前述した細胞外基質産生促進の他，免疫系の制御，血管新生に対する影響など

の多彩な作用をもつことが明らかとなった（Miyazono et al., 1994）。 

TGF-βは分子量約 25kDa のタンパク質で 2本のペプチドの二量体構造をとる（Miyazono 

et al., 1994）。TGF-β には 5 つのアイソフォームが存在するが，哺乳類で見られるものは

TGF-β1，β2，β3 の 3 つである。 

そこで本研究では好酸球を組織修復細胞としての観点から解析を進め，アレルギー炎症

部位周辺で積極的に好酸球の活性化を促すことで，アレルギー性炎症の治癒を促す方法を

開発することを目的とした。 

好酸球は正常時には末梢血白血球中にわずか 1～3%しか存在せず，その純度や収量に限

界があり，加えて成熟好酸球は in vitro で寿命が短い。以上のことから，機能性の解析には

むずかしい細胞である。 

そこで本研究では，ヒト由来好酸球性白血病細胞株 EoL-1 細胞と IL-5 トランスジェニッ

クマウスの好酸球を用いて βG の好酸球の脱顆粒に対する影響を検証した。ヒト由来好酸球

性白血病細胞株 EoL 細胞には 3 つの subclone があり（EoL-1，EoL-2，EoL-3），それぞれ

性格を異にする(Saito et al., 1985)。すなわち，EoL-1 細胞は通常の培養条件下でも 2～3%

の細胞は Luxol-fast-blue 染色に陽性に染まる好酸性顆粒を含有する細胞に自然に分化し，

後で述べるように種々の刺激によりさらに好酸性顆粒陽性の細胞に分化誘導させることが

可能である。EoL-3 は通常の培養条件下で好酸性顆粒陽性細胞が存在せず，また EoL-2 と

EoL-3 細胞は，EoL-1 細胞に認められる好酸性顆粒の誘導も起こさない（森田, 1993）。そ

こで今回は，ジメチルスルホキシド（dimethyl sulfoxide: DMSO）で好酸球様細胞に誘導

可能な EoL-1 細胞を用いた。 

 

材料 

 

1. EoL-1 細胞 

EoL-1 細胞株は，フランス人 33 歳，男性のヒト好酸球性白血病細胞から Saito ら(Saito 

et al., 1985)によって樹立された好酸性細胞株で腫瘍細胞である。通常の培養条件下では骨

髄芽球（myeloblast）様の形態を示し，好酸球の特徴である内部特殊顆粒を有する細胞の



- 25 - 
 

割合がきわめて低い。 

EoL-1 細胞はジメチルスルホキシド（dimethyl sulfoxide: DMSO），弱アルカリ刺激，種々

の既知のサイトカインや Human Interleukin-3（hIL-3）培養上清の添加により好酸性顆粒

陽性細胞の誘導が可能である(Saito et al., 1985; 森田, 1993)。本研究では，EoL-1 細胞を

DMSO で刺激し，内部顆粒の成熟を促し，成熟後の細胞を実験に用いた。 

EoL-1 細胞株の DMSO 刺激による成熟培養は，Saito らの方法(Saito et al., 1985)を一

部改編して行った。10％ウシ胎児血清含有 RPMI-1640 培地中に 5×105 /ml の growth 

phase の細胞を浮遊させ，ここに終濃度 0.1％（V/V）の DMSO を添加して，37℃，5％ CO2 

条件下で培養を行った。細胞の成熟は，後述の細胞内 EPO 活性値を指標として用いた。成

熟がほぼプラトーに達した DMSO 添加 10 日後の細胞を実験に供した（図 5-4）。 

EoL-1 細胞に対する DMSO 刺激に伴う細胞内部顆粒の成熟を，細胞内総 EPO 活性で示

した。DMSO 添加に伴い経時的に，細胞内 EPO 活性が上昇することは，EoL-1 細胞が

成熟し，細胞部顆粒が充実してきた事を示す。EoL-1 細胞を DMSO 存在下で培養すると，

内部顆粒が成熟する半面，細胞生存率が著しく低下するため，実験に必要な細胞数が十分

に確保できる 10 日後を DMSO 刺激のエンドポイントとした。 

 

図 5-4 EoL-1細胞に対するDMSO刺激に伴う細胞内部顆粒の成熟 （細胞内総EPO 活性） 

 



- 26 - 
 

2. IL-5 トランスジェニックマウスの好酸球 

好酸球は，好酸球増多状態にある IL-5 トランスジェニックマウス（IL-5 TG マウス）

（C3H/HeN-TgN（IL-5）Imeg）の脾臓から分離した。IL-5 TG マウスは，メタルチオネ

インプロモーター下流に IL-5 遺伝子をトランスジェニックすることで作成した（Tominaga 

et al.,1991）。DNA 委員会で承認を得て，自家繁殖させた 16 週齢のマウスを使用した。 

IL-5 TG マウスをエーテル麻酔下で放血処理を行った後，脾臓を摘出し氷冷 Ca++ free 

Krebs Ringer phosphate buffer [KRP: 122 mM NaCl， 4.9 mM KCl， 1.2 mM MgCl2， 17 

mM sodium phosphate buffer (pH 7.4)] 中でホモジナイズした。未破壊の組織を除去し，

前処理された脾臓細胞懸濁液からの好酸球分離を Gärtner（Gärtner，1980）の方法を改変

して行った。すなわち Percoll（70%，75%，80%）を用いた不連続密度勾配遠心分離法に

て好酸球を分離した。遠心後 75%層に集積する好酸球を回収し，KRP で 2 度の洗浄を行っ

た。回収した細胞集団を分離用緩衝液に再懸濁し，T 細胞と結合する抗 Thy1.2 抗体結合磁

気ビーズと B 細胞と結合する抗 B220 抗体結合磁気ビーズを添加し，4℃，15 分間反応さ

せた後，永久磁石を用いたネガティブセレクションで T 及び B リンパ球を除去し，残った

細胞集団を好酸球集団として実験に供した。 

 

方法 

 

βG の好酸球に対する効果は，脱顆粒を指標とし，脱顆粒量の指標には刺激後細胞外に放

出された，Eosinophil peroxidase (EPO) の活性を用いた。 

実験 1.と同様の方法で調整した βG をハンクス平衡塩類で終濃度 0.05%βG（各 n=3），

0.1%βG（各 n=3），1%βG（各 n=3）に希釈したものを反応液とした。その反応液中に好酸

球を終濃度 1×106 cells/200μl で再懸濁した。10 μM カルシウムイオノフォア（A23187）

で刺激を行い，10 分間，30 分間，60 分間，120 分間それぞれの時間，37℃，5%CO2条件

下で静置した。βG 無添加群を対象群とした。 

EPO 活性の測定は Kroegel ら（Kroegel et al., 1989）の方法を改変して行った。好酸

球を所定の時間インキュベートした後，400 x g，4℃，5 分間遠心し，上澄 100μl を回収し，

ここに 300 μl の OPD 溶液(1 mM H2O2， 1 mM o-phenylenediamine，0.1% Triton X-100， 

50 mM Tris-HCl， pH 8.0)を添加した。反応液を，室温で 30 分間反応させた後，25 μl の

4M H2SO4 を添加し，反応を停止させ，ここから 200 μl を 96 穴プレートに分取し，マイ

クロプレートリーダーを用いて波長 492 nm における吸光度を測定した。 

 

実験 1. DMSO 刺激後 10 日目の EoL-1 cells を 
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①未刺激 

②A23187（カルシウムイオノファ）で刺激した群 

③②に 0.1%グルカンを添加した群 

④②に 0.05%グルカンを添加した群 

の計 4 群で検討した。 

 

実験 2. IL-5 TG マウスの脾臓由来の好酸球を 

 ①未刺激 

 ②A23187（カルシウムイオノファ）で刺激した群 

 ③②に 1.0%グルカンを添加した群 

 ④②に 0.1%グルカンを添加した群 

 ⑤②に 0.05%グルカンを添加した群 

の計 5 群で検討した。 

 

統計解析方法 

実験結果の値は，平均値±SD で表し，統計解析は，Student's t-test （対応なし）でお

こなった。 

 

結果 

 

1. EoL-1 細胞 

EoL-1 細胞を A23187で刺激すると時間とともに A492が上昇していることから，脱顆粒に

伴い EPO が上昇していることを示している。最も効果が顕著であった培養 120 分後で数値

の比較を行うと，未刺激の EoL-1 細胞単独では A492が 0.010±0.013（±S.D.）で，この数

値が spontaneous な脱顆粒量を示す。EoL-1 細胞に A23187刺激を行うと，0.064±0.026 と

A492が著明に上昇し，脱顆粒が引き起こされたことが示唆された。この反応系に βG を添加

すると，0.1％添加では 0.027±0.009，0.05％添加では 0.031±0.006 と，好酸球系細胞株

からの脱顆粒が阻害された（図 5-5）。すなわち，βG は A23187で刺激される EoL-1 細胞の

脱顆粒に伴う EPO 放出を抑制した。 
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図 5-5 好酸球系細胞株EoL-1細胞をA23187で刺激した際の脱顆粒に対する黒酵母 β-グルカ

ンの効果 
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2. IL-5 トランスジェニックマウスの好酸球 

好酸球に A23187刺激を行うと時間の経過とともに吸光度 492nm は上昇した。すなわち脱

顆粒による EPO 活性の上昇が認められた。好酸球に 1.0%グルカンを添加して A23187 刺激

を行った群の吸光度 492nm が最も高く推移し，A23187刺激を行わなかった群が最も低く推

移した。好酸球に A23187 刺激を行った 10 分後の波長 492nm における吸光度は，0.123±

0.008 と刺激前に比較すると有意に上昇し，脱顆粒が引き起こされた。この反応系に βG を

添加した 1%βG 群では 0.157±0.006 とさらに高値を示しており（p=0.0045 vs A23187刺激

のみ），βG を添加することで脱顆粒が促進された（図 5-6）。A23187 刺激 30 分後の値は，

A23187刺激のみでは 0.129±0.005 であるのに対し，βG を添加した 0.1%βG 群では，0.149

±0.007， 1%βG 群では 0.170±0.011 と A23187 刺激のみと比較して有意に高値を示し

（p=0.0148，p=0.0046 vs A23187刺激のみ），1%βG 群は 0.1%βG 群に対しても有意差を認

め（p=0.0496），βG 添加による好酸球の脱顆粒の促進には，濃度依存性が認められた（図 

5-7）。 
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図 5-6 IL-5 トランスジェニックマウスの好酸球に A23187 刺激を行った後の吸光度 492nm

の推移 
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図 5-7 IL-5 トランスジェニックマウスの好酸球を A23187刺激した 10 分後と 30 分後の吸光

度 492nm の値 
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考察 

 

βGの EoL-1細胞と IL-5トランスジェニックマウスから得られた好酸球に対する作用は，

相反する結果が得られた。すなわち，EoL-1 細胞に対しては，βG は脱顆粒を抑制し，IL-5

トランスジェニックマウスから得られた好酸球に対しては脱顆粒を促進した。 

EoL-1 細胞は，ヒト由来好酸球性白血病細胞株すなわち腫瘍細胞であり正常な好酸球で

はない。また，生体内には存在しない DMSO で誘導した細胞である。また，細胞内の顆粒

は未成熟で，十分な数の成熟好酸球が得られなかった。一方，IL-5 トランスジェニックマ

ウスから得られた好酸球は正常な好酸球であり，十分量の好酸球が得られた。塗布試験で βG

を用いることで良好な結果が得られた試験は，マウスを対象としていることから，今回の βG

の好酸球に対する脱顆粒への影響に関しては，正常なマウスの好酸球である IL-5 トランス

ジェニックマウスから得られた好酸球の実験結果を採用することとした。 

その結果，βG には好酸球の脱顆粒に対する促進効果が認められた。このことから，β-グ

ルカンには，好酸球の脱顆粒を促進させる効果があることがわかった。1%βG でこのような

結果が得られたことから，10%βG を使用したマウス塗布の実験においては，同様の効果が

炎症部位で引き起こされていたことが考えられる。 

また，炎症部位周辺などでは，感染した細菌が行う嫌気的呼吸による乳酸の増加や，破

壊された細胞から酸性物質の放出を原因として，pH が低下すると言われている。β-グルカ

ンによって刺激された脱顆粒による好酸球顆粒内の塩基性物質によって，低下した pH を正

常 pH に戻している可能性も示唆された。  
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第６章 総括 

 

 

本報は，水溶性 β-1,3-1,6-グルカンのアレルギー性炎症に対する塗布剤としての効果を検

討した。特に，好酸球を組織修復細胞としての観点から解析を進めた初めての報告である。 

使用した黒酵母 β-グルカン（βG）は，Aureobasidium pullulans を培養した後に

Aureobasidium pullulans を滅菌した培養液であり，β-1,3-1,6-グルカンが豊富に含まれて

いる。βG は既存添加物に認可されており，βG を経口摂取することで，免疫賦活効果，抗

腫瘍効果等があることが報告されている（Tsukada et al., 2003; Chan et al., 2009）。 

本研究では，好酸球を組織修復細胞としての観点から解析を進め，アレルギー性炎症部

位周辺で βG が積極的に好酸球の活性化を促すことで，アレルギー性炎症の治癒を促進する

方法を探索した。 

まずは，βG には，キサンチンオキシデースによって産生されるスーパーオキサイドの消

去能が認められた。炎症の場においては，好中球，マクロファージなどの白血球の NADPH

オキシダーゼ由来の活性酸素分子種は，取り込まれた細菌や真菌を含む食胞内に放出され

るだけでなく，細胞外に放出され組織障害的に働き，正常組織の炎症を引き起こすことが

報告されている(Devasagayam et al., 2004; Dröge, 2002)。従って，炎症の場で過剰に産

生された活性酸素を β-グルカンが消去することは，炎症による組織障害を抑制する効果が

あると思われる。 

続いて，ヒト正常線維芽細胞 CCD-1056SK に βG を混和することによって， βG 群で有

意な細胞増殖促進効果が認められた。線維芽細胞は，in vivo においては，創傷治癒の際，

第 2 期・増殖期（肉芽形成期）において，炎症期に創傷部へ集まった血小板やマクロファ

ージなどから分泌される血小板由来成長因子により動員される（Tapola et al., 2005）。そ

の結果，受傷後 3～5日までに，活性化した線維芽細胞が創部に集積，進入し，創部におい

て最も有意な細胞となる。そして，血小板，活性化したマクロファージや線維芽細胞から

分泌された Transforming growth factor β (TGF-β)が，線維芽細胞を増殖させ，線維芽細

胞のコラーゲンを中心とする細胞外基質の合成を促し肉芽組織が形成される。その後，コ

ラーゲン分子は凝集し，原線維となり，瘢痕組織が形成され，創の修復が進む(Chin et al., 

2005; Eichler et al., 2006)。従って創傷治癒を促進するには線維芽細胞の増殖は，重要な

因子である。 

線維芽細胞には，Toll 様受容体等のパターン認識受容体が発現しているとの報告がある

(Tabeta et al., 2000; Wang et al., 2000)。そして，Kougias ら(Kougias et al., 2001)は，

免疫細胞ではない線維芽細胞の膜上に β-グルカンに対して2つの特異的な結合部位があり，
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この受容体を介して β-グルカンの刺激が細胞内に伝達されることを報告している。 

今回の試験管内での実験では，線維芽細胞と β-グルカンのみの環境であることから，線

維芽細胞表面の受容体への β-グルカンの直接的な作用であることが考えられる。したがっ

て，線維芽細胞の受容体にこの β-グルカンが結合することによって，線維芽細胞の増殖が

促進されたことが考えられる。  

これらの試験管で示された βG の効果を生体で検証するために，皮膚炎モデルマウスで検

証した。その結果，皮膚炎モデルマウスにおいて，βG により症状が軽減された。 

他方， βG には，好酸球の脱顆粒に対する促進効果が認められた。1%βG でこのような結

果が得られたことから，10%βG を使用したマウス塗布の実験においては，病巣局所で試験

管内以上の βG が存在することが予想されるため，好酸球の脱顆粒が炎症部位で引き起こさ

れていたことが示唆される。 

以上の様に，βG の炎症部位への塗布による傷の治癒促進効果は，β-グルカンの生体で

の異なる効果の相乗効果によるものと思われる。1 つ目は，患部での SOD 活性による抗炎

症効果，2 つ目は，正常線維芽細胞への増殖促進効果，3 つ目に好酸球の活性化に伴う脱顆

粒に由来する成分による治癒促進効果が挙げられる。 

特に好酸球については，近年，炎症増悪細胞から組織再生に寄与する細胞へと考え方が

変わってきている。すなわち，好酸球特殊顆粒中の塩基性タンパク質が直接線維芽細胞の

増殖に寄与するとの報告がある(Munitz et al., 2004; Smith et al., 2000)。さらに，好酸球

から線維芽細胞のコラーゲン産生を促進する TGF-β が産生されるとの報告もある(Munitz 

et al., 2004)。また，β-グルカンによって刺激された脱顆粒による好酸球顆粒内の塩基性物

質によって，炎症部位周辺の低下した pH を正常 pH に戻している可能性が示唆される。本

研究の特徴は，病巣部位に浸潤している好酸球を β-グルカン塗布によって積極的に活性化

し，組織再生に利用する点である。 

本研究により βG による好酸球の活性化が明らかとなり，また，脱顆粒促進作用から好酸

球が組織修復促進に働いている可能性が示唆された。今後は，この研究を発展させること

で，βG はアレルギー性皮膚炎に対する新規の塗布剤として応用できる可能性が期待される。
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第７章 要旨 

 

 

目的: 本研究では，好酸球を組織修復細胞としての観点から解析を進め，アレルギー性炎

症部位周辺で黒酵母 β-グルカン(βG)が積極的に好酸球の活性化を促すことで，アレルギー

性炎症の治癒を促進する方法を探索した。 

方法: 試験管内の系で βG の superoxide dismutase (SOD) 活性と，線維芽細胞の増殖に与

える影響を検討した。さらに，TNCB 炎症モデルマウスでその効果を検討した。対照群は

生食とし，βG を連日塗布した。評価には皮膚スコアと耳介厚を用いた。また，マウスの好

酸球に対する効果は脱顆粒を指標として検討した。 

結果：SOD 活性と線維芽細胞の増殖促進効果が確認された。マウスでは，皮膚スコアと耳

介厚で濃度依存的に有意な症状の軽減効果が認められた。好酸球は，βG 刺激によって脱顆

粒が誘導された。 

結論：βG 塗布による炎症モデルマウスおける症状緩和効果は，βG の抗酸化力による炎症

の軽減と，βG による線維芽細胞の増殖促進効果によって傷の治癒が促進されたと思われる。

また，βG による好酸球の活性化が創傷治癒促進に働いている可能性が示唆された。今後は，

この研究を発展させることで，βG はアレルギー性皮膚炎に対する新規の塗布剤として応用

できる可能性が期待される。  
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