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C andid aの義歯に対する付着機構の解 明は 、義 歯性 口内

炎 の 治 療あるいは予防においても重要であると考えられ

て いる の ごの よ う な Candid aの付着に関して、疎水的相

互作用、静電的相互作用などの非特異的付着 l河子あるい

は adhesin-receptor相互作用による特異的付着などの

関与が報告されており、 in vivoにおける付着では、と

れらの付着因子が複雑に関与して い る と 考 え ら れ る 。ご

のた め 、従来行われている 唾液コートしたレジンを被着

体とした 系 などによっては、付着因子の解析が困難であ

ると考 え られるのそごで、本 実験では、既知の性質を有

する修飾ガラスを用いて、 Candid a 特に、 C albicans 

お よ び C tropicali Sの付着 に関与する因子について検

討を行った。

まず、 Satouらの方法により作製した 4椅の修飾ガラ

スを用いて、 Candid a 6菌株の 国体表面に対する非特異

的付着についての検討を行ったのその結果、付着は、!理

体および被 着体表面の物理化学的性質により左右され、

疎水性の高い菌株の付着では疎水的相互作用が強く関与

し、疎水 性の低い菌株では静電的相互作用が重要である

ごとが示唆された。

しかしながら、 in viv Oに お いては、義歯表面には、唾

液タンパ ク あるいは血清タンパクなど種々のタンパクか

ら構成されるペリクルが存在するごとが知られているの

ご のように被着体表面にタンパク が 吸 着 し て い る 場 合 に

は、非特異的付着因子だけでなく 、 特 異 的 付 着 因 子 が 同

時に関与すると考えられている 。従って、数植の唾液タ

ンパ ク お よび血清タンパクを固定化したガラスを用いて、

C albican Sおよび C tropicali Sのタンパクの存在する

表面に対 する付着について倹討したの

その結果、 特 異的付着においては、菌体表層のマンナン

の関与に 比 べ 、被着体表面に存在する糖鎖がより強く関

与していることが示唆された。また、、 c. a lbican Sの

付着で は、ごのような被着体表面の糖鎖に対する特異的

付 着の関与に加えて、静電的相互作 用 の 関 与 を 認 め た 。
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一方、 C tropicali Sでは 、被着{本表面の糖鎖に対する

特異的付着の関弓に加えて、疎水的相庄作Hjの|英]1 j.を認

めた n このような被着体表面 に存在する糖鎖に対する特

異的付着をより詳細に検討する M的で、その表 i肖に -神

類の糖のみを固定化したガラスを作製し、ごの 2菌株の

特異的付藷に関号する糖残 茶の検討を行った のそ の結果、

C albican Sの 特 異 的 付 着 には、マンノース.マンノサミ

ン.ガラ ク トサ ミ ン お よ び フコースが、 reeeptorと し て

関 与 し ており、さらに、付着阻害実験から、 ζ れらの織

に 対する付着は、 boardな 特異 性によることがボ峻され

たのまた、 C tropicali Sの特異的付着には、グルコサ

ミ ンが 関与しているごとが明 かとな っ た れ

ごのように、 Candid a の付着 に おいて、被 J旨体表面およ

び I者表 面の 物理化学的性質に より疎水的相互作用および

静電的相互作用が関与しており、さちに、種々の糖に対

する特異的付着も同時に関与していることが時]C")かとな

ったの そして、 in viv Oにおける 細 胞 や 義 樹 へ の Candida 

の 付 着 は 、このような非特異的および特異的付者 l大!子の

各菌株における付着への寄与 の遥いによって左右されて

い ると考えられるため、これらの付着!大|子の寄 fj.をモラf

ルによって検討した。すなわち、疎水的相 l1作用の関与

を調べる 目的で、唾液コートしたレジンとほぼ等しい岐

触角を示 す 親水性ガラス群およびレジンとほぼ等しい接

触角を示す疎水件ガラス群を作製した の また、村民的付

着のモデルとして糖固定化ガラスを、さらに、静電的相

互作用の 関与を調べる目的で、アミノ基を匹 j主化したガ

ラス を 作製し、 二i元配置分 散 分析 に よ り 、 ご の 2r有株の

付着における疎水的因子、静 電的凶 -(..および特呉的イイお

因子の寄与率を算出したのそ の結果、 c. a lbican Sの付

着において は、静電的相互作用 および特異的付持の関与

が大きく、 C tropicali Sの付着においては、疎水的相

互作用が重要であるごとが示唆された n

以上、 Candid a の国 体 表 面 に対する付着に関うする凶子

を検討した結果、その付着には、関体および被着体表面

の性質により非特異的付着凶子および特異的付石!却下が

関与し、特に 、 C albican Sの付着においては、静電的

相互作用 およ び 特 異 的 付 着 因子の関与が重要であり、 c.
t ropicali Sの 付 着 に お い て は 、疎水的相瓦作用が、より

重要であ ることが示された n

-1 11-



同汐ミ

委書 I 主主 緒論一

5s II 主主 C andida属の非特異的付着…………-一一-3 

第 1節 概要……

第 2節 修飾ガラスの作製およびその性質……………--4

第 1項 修飾ガラスの作製

第 2項 修飾ガラス の 疎水性

第 3節 Candidaの培養条件………・

第 4節 Candidaの物理化学的性質・…-

第 l項 疎水性の測定

1 )菌体の接触角測定

2) n-アル カン/水界関への吸着

第 2項 ゼータ電伎の測定

第 5節 C andid aの付着……-……………………………--15

第 6節考察ー……………………………………………………・………18

一lV-



雲有 m 主主 Candida albicansおよび Candida tropi-

calisの固定化タンパクに対する付着 。…-21

第 1節 概 要一……………………………………………・-21

第 2節 タンパク固定化 ガラスの作製および

その性質………………………………………………………-22

第 1項 カルボキシ ル基固定化ガラスの作製

および活性化

第 2項 唾液採取および使用タンパクについて

第 3項 タンパク固定化ガラスの作製

および定量

第 4.1]、 タンパク固定化ガラスの l疎水性

第 5項 タンパク 固定化ガラスのゼータ電位

第 3節 C. albicansお よび C. tropicalisの付着…28

第 1項 培養条件

第 2項 固定化タンパク に 対 す る 付 着

第 3項 特異的付着 に関する検討

1 )タンパク回定化ガラスのマンナン処理

2 )タンパク固定化ガラスからの化学的な
糖鎖の切りf

第 4項 付着阻害実験

第 4節考察………………………………………-………42

-v-



言事 IV 主主主 C andida albican Sおよび Candida trop 1-

calisの特異的付着…・……………………48

第 1節概要…一…………・………………………………………48

第 2節 糖回定化ガラスおよ び コントロ-ルガラス

の作製およびその性質………………………………--49

第 1項 糖固定化ガラス作製

第 2項 コントロー ルガ ラ ス 作 製

第 3項 修飾ガラスの定性および定量

1 )定性

2 )定量

第 4項 修飾ガラスの疎 水 性

第 3節 c. albicansおよび C. tropicalisの付着…56

第 1r頁

第 2項

使用菌株お よび培養条件

付着実験

第 4節 糖付着限害実験--一一一…………………・…………61

第 5節考察………………………………………………-63

-Vl-



言語 、/主主主 C andida albican Sおよび Candida trop i-

calisの 非 特異的および特異的付着一…刊

第 1節

第 2節

概要……………………………………………………70

修飾ガラスの作製およ びその性質……………ー71

第 1項 コ ン ト ロールガラス作製

第 21買 カルボキシル基固定化ガラス作製

第 3項 アミノ幕開定化ガラス作製

第 4Jn 糖間定化ガ ラ ス作製

第 5項 糖およびア ミ ノ基同定化;ガラス作製

第 6項 修飾ガラスの定件および;左足

第 7項 修飾ガラスの i疎水性

第 3節 C albican Sお よび C tropical i sの付着ー・80

第 1項 IE養条 件

第 2項 付着に対する付着因子の寄与

第 4節 考察..---_.. -_._.. ._---_...... ........ -.... ........ ................. .... -----_.. -----_....... _..__..一一..86

一V1 1 -



雰ち VI 主主 結果の要約一一一一…・……

言語 vn主主主 考察………

試薬…

参考文献一一一一一一一一一一一………………………………--9S

-Vlll-



本実験 にお いて用いた略号

AMP-glass アミノ ブロ ビールガラス

HA-glass ヘキシルア ルデヒ ド固定イヒガラス

GA-呂lass グリオキシ ル酸固定化ガラス

GL-glass グルコース固 定 化 ガ ラ ス

Saliva-glass 唾 液 固 定化ガラス

Mucin-glass ムチン固定化ガラス

Serum-glass 血清固定化ガラス

BSA-glass ア lレフv ミ ン固 定化ガラス

Lysozyme-glass リゾチーム固定化ガラス

Fibrinogen-glass フ ィブリノー ゲ ン 固 定 化 ガ ラ ス

y -Globulin-glass γーグ、ロフ、、リ ン固定化ガラス

ConA-glass 

pAPG 

AS 

RA-glass 

Glc-glass 

Gal-glass 

Fuc-glass 

Man-glass 

コンカナパリ ン A 固定化ガラス

ノ〈ラアミノ
導体

フェニル -0-グリ コシノ

アミノ糖

ド誘

レソルシル アルデヒ ド固 定 化 ガ ラ ス

パラアミノフェニル -s--Q-グルコ
ラノシド同定化ガラス

パラアミノフェニル -s--12-ガラク
ピラノシ ド 固定化ガラス

ピ

ト

パラアミノフェニル -s --12-ソ ル ク ト
ピラノシド固定化ガラス

パラアミノフェニルー α--D-マ ン ノ
ラノシド固定化ガラス
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HCHO-glass 

GlcN-glass 

GalN-glass 

ManN-glass 

GlcNAc 

GalNAc 

EDA-glass 

AA-glass 

ABA-glass 

AEDA-glass 

AGlcN-glass 

AManN-glass 

GA-Lys-glass 

ABA-Lys-glass 

GEG-glass 

AEG-glass 

GEM-glass 

AEM-glass 

ホルムアルデヒ ド固定化l ガラス

グルコサミ ン固定イヒガラス

ガラクトサミ ン固定化ガラス

マンノサミ ン固定化ガラス

N-アセチル グルコサミ ン

N-アセチルガラクトサミ ン

エチレンジアミ ン固定化ガラス

アセ トアルデヒ ド固定化ガラス

アセ ト酪問委固定化ガラス

疎水性エチレンジアミ
ス

ン固定化ガラ

疎水性グルコサミ ン固定化ガラス

疎水性マンノサミ ン固定化ガラス

自-ε-ベ ンジルオキシカルボニル -L-
リジン固 定化ガラス

疎水性自-ε-ベンジルオキシカルボ
ニルー L-1)ジン固定化ガラス

グ ル コ サミ ン リジン固定化ガラス

疎水性グルコサミ
ガラス

マンノサミ ン，

疎水性マンノサミ
ガラス
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第三~ 1 主主 緒論

義歯性口内炎は、総義歯、 部分 Dt義歯、床矯正装慢など

の可撤性床装置と関連した床下粘膜の ー種の炎症である

義歯性 口内炎の患者のデンチャー プラークから

は、種々の Candidaが検出され ご 1(1、 また、 Candidaを塗

布した 実 験 床によって義歯性口内炎がおごされることか

ち 1 I • 1 、 Candid aが義歯性口内炎の原因菌であるとされ

ている iぺ I¥ 乙 の よ う な 、義歯性口内炎の患者では、

C andid aは、床下粘膜よりも、むしろ、義歯床粘膜面か

らの分離頻度が高く '・ 1、また、粘膜中への侵入は認め

られていないごとから β.1 川、 義歯床表聞に存在する

C andid aが、義歯性口内炎において、より重要な役割を

果していると考えられているの従って、義歯性口内炎の

治 療は、義歯から効果的にプ ラー ク を 取 り 去 る ご と に よ

り 達 成されると考えられ z ハー 17、 Candidaの義歯に対す

る付着機構の解明は、義歯性[J内炎の治療あるいは予防

において 非常に重要である。しか しながら、 Candidaの

付着機 構については、未だ、充分な解析がされておらず、

さらに、デンチャー プラークの 形 成 に 先 立 つ デ ン チ ャ

ペリクルは、歯牙表面 の ペリクルの組成とは異って

おり 1b -川、 Candidaが、他の 口 腔内微生物と異なる付着

機構を 有 すると考えられる のごのような Cand土止2の 付 着

は、 in vitr Oの系においては、各種床用材料 Eト'¥ ポ

リスチレンなどのプラスチ ッ ク 2 - ~ 4、 上 皮 細 胞 リーつ あ

-1-



るいは fibrin clots ~ いを被着体として検討され、同

体表面に対する付着においては、疎水fY-J相 li作用などの

非特異的付着が重要であり いいr， 1 ~ ~… r い 、細胞に

対する付着では、被着{本表部に作花する receptorに対す

る特異的付着が重要であることが報告されている ~ 7 

- " c. ~ l - t;' i n viv Oでは、義歯表面

には、唾 j夜、浸出液などの成分が吸着し、ペリクルが形

成される のとのような、ペリクルに対する付着は、唾液

ある いは血清によりコートし たレ ジ ン を 被 者 休 と し た モ

デルによって検討されており 1 . f. .υ . <; l' . 電 1、 Candida

のペリ ク ル に対する付着機構については、熱郵jカヤにぷ

づく疎水的 相互作用の関与 が報告されている

K 1 し か し 、 ペ リ ク ル を 構 成 する雌ー液および I血清タンパ

クは、疎水性、親水性、塩基性および駿性アミノ酸によ

り構成さ れ、さらに、その多くが糖タンパクであるの従

って、 Candidaのペリクルに対する付着においては、 l疎

水的相互作用だけでなく、 静電的相互作用、特異的付着

も同時 に関 与し てい ると 考えられるが、ご tのような柑々

の因子 が複 雑に関与しているために、 Candidaの付着機

構の解 析が困 難 と な っ て い る。

著者は、 Candidaの同体表面に対する付着に関与する肉

子を、修飾ガラスおよびタンパクを固定化したガラスを

用いて 、単純化したモデルにより検討を行ったわ

-2-



第三~ 11 主主主 Candid a属の非特異的付着

第 1節概 要

微生物の宿主細胞や国体表 面へ の付着は、病原件発現の

第一段階で あり感染成立において重要な凶ヂと考えられ

ている の このような微生物 の 付 着機構として、疎木的相

互作用、 London van der Waals 力、静電的相互作用と

いった物理 化 学 的 因 子 お よ び adhesin-receptor inter-

actionによる特異的付着の関与が報告されている E

Candid aの国体表面への付着 においては、非特異的な付

着が重 要であると考えられており、特に、疎水的相互作

用の関 与 が 重要であると考えられている 』

8 1。しかしながら、静電的相互作用の関うを報告するも

のもある 日.更 Z。 さ ら に 、 ベ リクルの存在により被肴体

表面の性質が変化するため H (¥すなわち、 i疎水件の侭ド

あるいは、デンチャーぺリクル中に塩基性アミノ酸

が多く含ま れ て い る ご と 2(1 ~ などから、疎水的相互作

用と同時に静電的相互作用も関与していると考えられるn

そごで 、本実験では、ガラス面に -NHょ某.-OH基.ーCOOH基

および疎水基 を固 定化 した 修飾ガラスを用いて糸をより

単純化し、 Candida 属の間 体表 面への非特異的付着に関

与する因子を明ちかにするご とを目的として行った。
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第 2節 修飾ガラスの作製およびその性 J質

第 1J員 修 飾 ガ ラスの 作製

Satouち l 民の方 法 に 従 い 、 スライドガラス(M i c r 0 s 1 i de 

glass.自縁磨 No. 1.マツナミ社製. Kyoto)を、 4%

(vol/vol)γ-アミノプロピルトリエトキシシラン無水ア

セトン溶液によりアルキル シラン化したアミノプロピル

ガラス(以 下 AMP-glassと略す)を作製した(関 1-a)の

ご の AMP-glassをグリオキシル酸 、グルコースおよびヘ

キシルアルデヒドの 3種のア ルテヒド化合物の 5%(wt/ 

V 0 1)溶液(グリオキシル酸、グルコースは水溶液、ヘキ

シルアル デヒドはテトラヒドロフラン?容 j伎を同いる)に

より処理後、還元し、中性領域で -CH COO 茶と - NH ~ ‘ 幕

をもっ グ リ オキシル酸同定化ガラス (GA-glass; 図卜b)、

-CH2-(CHOH) ICH.OH基および-N H ;5 . 基 を も っ グ ル コ ー ス [rtu

定化ガラス(GL-glass; 図 1-c)および-(CHい 基 お よ び

-N H ') .基をもっヘキシルアルデヒド回定化ガラス(H A-

glass; 図 1-d)を作製した。

第 2J貢 修 飾 ガ ラ スの 疎水↑生

第 1項 に 示す手順に従って作製した修飾ガラスの疎水性

を、蒸留水に対する Youngの接触角を室温 21)oc沼度 55% 

下 で 、コンタクトアングルメーターを用いて測定するご

- 4 -
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とにより検討した の 接触角は、 1試料につき、 3点計調11

し、その平 均 値 を 、 そ の 試料の代表情とし、係修飾ガ ラ

ス 6枚についての平均値:tS. D.を求めた 。

結果は、 図 2に示すように、疎 水 基 [ -(CII::)s基]を

同定化 した HA-glassが、。 =77.20

と最も高い値を示し、

以下、 AMP-glass、 GA-glassと小さくな旬、水酸基を[司

定化した GL-glassが最小の θ=31.70

であった 。

第 3節 Candidaの情養条 件

本実験に おいては、財団法人発酵学研究所から購入した、

C andida albican s IFO 0692. C albican s 1ドo1385. 

C tropicali s IFO 1070. C kruse i IFO 0584. C. 

p arapsilosi s IFO 0640 および C.日 labrata 1ドo0005 

の 6菌株を同いた の

これらの菌株は全て、炭素源として 250mM glucoseを含

む yeast nitrogen base medium(Difco社製)を用い、 37

℃ にて 一屑夜培養後、 batch mediumに接種し、振温情養

(150rpm)を行った。関体は、対数増殖期後期!に集前し 10

mM phosphate buffered saline (pH 7.2 PBS)で 2向洗浄

し、同 buffer中に懸濁した 。 菌 濃度 は 、 修 飾 ガ ラ ス へ の

付着実験においては、1.1X107cells/ml、 n-アルカン/

水界面 への吸 着実験においては、 2.0X 10'ce11s/mlに

-6-
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spectrophotometerを用いて波長 560nmにおける濁庭を測

定し、調整 した の

第 4節 Candid aの 物理化学的性質

第 1項 疎水性の視IJ定

菌体の 疎 水性は、接触角 じ『 n -，. リ 2液分配法(油

/水界面への吸着 2 t'， .，.!.， 5- f~ 7 K 日lJ -[<¥ 疎本クロマトグ

ラフィへの 吸 着 "1 -; e'， ~~川 、ポリスチレンへの吸着 5

い など種々の方法によって検討されているが、規格化が

行われて いないのさらに、疎水クロマトグラフィーへの

吸着、ポリスチレンへの吸着で は、菌体と吸着休との問

の相互作用に疎水的相互作用以外の肉子が関与する可能

性が言われている :;0 ?: tl 侃 (1。 従って、的体の i原水性を検

討する上で 2つ 以上の方法が必要と考えられ、本実験で

は、援 触 角 測 定 お よ び n-ア ルカン/水界面への吸着法を

用いた。

1 )菌体の接触角測定

菌体を、 Satouら R、 Minagiち -Hの方法に準じ、 PBS

bufferで 2回洗浄後、 φ47mmのニトロセルロース製メン

ブレンフ ィ ル タ ー (poresize 1.0μm.ADVANTEC TOYO)上

に集菌 し、デシケータ中にて 一 昼夜乾燥後、 J卒、留 71<に点、I

- 8 -



する接触角 を、第 3節と同様の方 法により、 1 ~j 株につ

き G点測定し、その測定値から、 平 均 Mt:tS.D.を 算出 し

た の

その結果、 凶 3に示すよう に、 C tropi calisが、巌も

高い債を示し、以下 C kruse i. C parapsilosi s. C. 

5 labrat a と侭くなり、 C albican s2筒株が最も{氏い備

を/示した 。

2 ) n-ア ルカ ン/ 水界 面への吸着

Minagiら ."の方法に準じ、保関 株の n-ア ル カ ン / 木 界

而への 吸 着 を検討した の すなわち、 2.()x107cells/mlに

調整した菌懸濁液 2.5 m 1に、 n-アルカン (n_.ヘキサン.n-

オクタン または、 n-ヘキサチカン)O. 5 m 1 を Jm え、 ;1~ ルテ

ックスミキサーにて、 60sec撹梓した n 2相に分離後、

直媛、下層の 筒 懸 濁 液 の 吸 光度(0 D町内。 )を測定し、吸 -お

率を下式に より求めた。

吸着率(%)= (vortex後 の OD円f'o/vortex ~Ííの oD -J fi (1) x 1 00 

n-アルカン/水界面への吸着 率 を、 図 4に /1ミす。 Can-

dida属の、 3種の fl-ア ル カ ンに対する吸 -右:ょがは、同様の

傾向を示し、各商株とも n-ヘキサン/水界泊iに最も多

く吸着し、 n-ヘ キ サ デ カ ン /水 界面への吸着率が最小

であったのまた、 n-アルカン/ノk 界面への吸着率から

-9-
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求めた筒株の疎水性の )1損序は、 菌 体 の 接 触 角 の デ ー タ と

一 致し 、 さらに、各菌株の接触角と n-ヘキサン/水界[白i

への吸着率とのあいだには、有 意な相関がみられた(

図 5)。ごの結果は、 Minagiらの報告と類似した結果

であり、本実験では、 Candida属の疎水性の指標として

各筒 株とも最大の吸着を示した n-ヘキサン/水界面へ

の吸着率を用いた o

第 2項 ゼータ電位の測定

菌体の電 気 的 性質は、 Isoelectric forcusing81 刊行、 顕

微鏡電気泳動法 ~.:f t-5 ~ ，.. 、ボリマー 2液分配法叶 ¥ 鴻紙電

気 泳 動 法斗吋などによって検討されている 。 本実験では、

菌表面 の 電 位をより反映すると考えられる顕微鏡電気泳

動法を用いて 検 討 し た 。 す なわち、 P B Sに懸濁した菌

(l.OX 10 ~ cells/ml) の静止レベルにおける泳動速度を、

白 金電極のついたガラス製セル (5.0X27.9>( O.403mm)を

用いて、各菌株につき 8菌体ずつ測定し、 Sm 0 1 u c h 0 W s ki 

の式によりゼータ電位::tS. D.を算出した。結果は、 凶

6に示すように、 C albican s IFO 1385が、他菌に比/“

有意に大きい負の値を不した o

- 12 -
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第 5節 Candid aの付 着

4f毛の修飾ガラスを 1000mlビーカーの内墜に沿って同定

し、筒懸濁液 300ml (1.1 x 10 ~c el1s/m1) をビーカーに

分 注しマグネ チックスターラーにより携梓しながら

(200r. p. m. )、 :37
0

Cで 45.90.J20.150.180および 240minイ

ンキュベート後、試料を取り出し蒸留水で洗浄後、 2.5 

%グルタルア ル デ ヒ ド で 同 定、 1%アクリジンオレンジ

で染色 したの付着菌数は蛍光顕微鏡を用いて倍率 100倍-

で各修飾ガラ ス 1枚につき任意の 10視野を測定し、 6枚

の試料片について 1cmζ 当たりの付着荷数:tS. D.を求めたの

各関株とも、第 II~ 印章で用いた全ての修飾ガラスに対

して、そ の付着関数は直線的に増 加し付着開始後 150 m in 

までにほぼ -_.~ 定となった 。 とのごとより以後の'だ験では、

180min{債を各関株の付着菌数とした。 ~ ~II として C.

a lbican s IFO 1385の付着菌数 の経時的変化を凶 7に示

す n

各 菌 株の各修飾ガラスへの付着菌数は、 図 8 に d~ すよ

う に、 疎水基を同定化した HA-gla尽Sに対する付おが、政!

水性の低い GL-glassに対する付着-に比べ、有意に高い偵

を示し た(pくO.01)。また、各区j株とも、カルボキシル 1去

を回定 化 し た GA-glassに対する付着に比べ、アミノ某を

同定化した AMP-μassに 対 する付着菌数が有意に高い備

を示し た (pくO.01)。
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第 6節考 察

各菌株と も疎水 性 の 高 い HA-glassに対する付着は疎水性

の低い GL-glassに対する付着に比べ有意に高い値を示し

た( 図 8)。 さらに、 HA-glassへの付着菌数と蘭休の疎

水性との間には、有意な相関が認められた(図 9 r= 

0.989 ;PくO.01)。 ご れ ら の 結果 から、疎水表面に対する

付着 において疎水的相互作用が重要 で あ る こ と が 示 唆 さ

れた の

ごれに対し、 GL-glassに対す る付着は、すべての菌にお

いて低い値を示し、さらに、付着菌数と菌体の疎水性と

の聞には、 HA-glassに対する付 着でみられたような相関

はみちれなかった (r=0.222)。 ごの結果は、親水性表面

への付着においては、疎水的相互作用の関与は、ほとん

どな い ごとを示している 。

一 方、各 菌株とも、正電荷(-NH，・基)をもっ AMP-glassに

対する付着菌数は、負電荷 (COO-選)をもっ GA-glassに比

べて有意 に高い値を示したが、これは、 GA-glass表面の

負電 荷と菌体表面の負電街の間に 作用 す る 静 電 的 反 発 力

により、 GA-glassに対する付着が、妨害されたためと考

えられる。

さらに、疎水性の高い菌株の付着 においては、 HA -g 1 ass 

に対する付着菌数が最も高い値を示し、疎水性の低い的

株の付着においては、 AMP-glassに対する付着が、 HA-

- 18 -
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glassに対する付着に比べ有意に高い値を示した。特に、

最も大き い ゼ ー タ 電 位 を 示 す (IFO 1385)あるいは、最も

低い疎水性を示す (IFO 0692) C albican sの付着におい

ては、 AMP-glassへの付着菌数は、 HA-glassに 対 す る 付

着菌数に比べ著しく高い値を示したの

これらの結 果より、疎水性の低 い菌株の付着においては、

静電的引力がよ り 重 要 で あ る ごとが示唆されたの

以 kの結果より、 Candid a属の国 体表面に対する非特異

的付 着 は、菌体および被着体表面の物理化学的性質によ

り変化し、 疎水性の高い菌株の疎水性表面に対する付着

においては疎 水 的 相 互 作 用 が より重要であり、 l保水件の

低い菌株の付着においては静電 的相互作用がより強く関

与してい るごとが明らかとなったれ

- 20 -



重手~ 111 主主 C andida albican Sおよび Candida trop i-

calisの同定化タンパクに対する付着

第 1節 概要

第1I章において、 Candid a の非 特異 的 付 着 を 検 討 し た 結

果、その付着 は、菌体および被着体表面の物開化学的件

質により左右され、疎水的相互作用および静電的相互作

用の両否が関 与しているごとが明らかとなった れ

しかしなが ら、義歯表面には、唾液タンパクあるいは

血清タン パ クから構成されるペ リクルが存在.す る ご と が

知られている 。 このようなペリクルは、構成する略液お

よび血清タンパクの種類により物 用化学的性質は異なり、

ま た、 異なる糖鎖が存在すると考えられる のこ のため

Candidaのペ リ ク ル に 対 す る 付着においては、 i疎水的相

互作用、静電的相互作用が、より複雑に関与していると

考え られるのさらに、非生物学的 表 面 に 対 す る 付 着 に お

いて も、ペリクルの存在により、 特 異 的 付 着 が 同 時 に 関

与すると考えられている t fJ ， C 8 従来行われている

i n viv o. 細胞あるいは唾液によってコートした被着体

を用いた系にお いて は、 細胞表面やタンパク分子に種々

の糖鎖が存在するため 1(，い 1 υ¥ また、小I着実験中に形

成させた 人 工 ペリクルが脱離するごとがあるため、解析

が 困難である と考えられる n 従って、本実験では、数椅

の唾液タンパクおよび血清タンパクを回定化したガラス
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を用いて系 の単 純 化 を は か り 、 C albican Sおよび C.

t ropicali S のタンパクの存夜する被着体表面に対する付

着機構につ いて研 究 し た υ

第 2節 タンパク固定化ガラスの作製およびその性質

第 1項 カルボキシ ル基固定化ガラスの作製

および活性化

第 II章と同様の方法により、 AMP-glassを、 51%(wt/vol) 

グリ オ キシル酸水溶液により室温にて 2h処用を行い、

o . 4 % (w t / v 0 1 ) N a B Hlに よ り 室温にて 24h還元し、カルボ

キシル基を固定化した GA-glassを作製した。

ご のようにして作製した GA-glassのカルポキシル基を、

Cuatrecasas1ド の方法に基づき活性化を行った。すなわ

ち、 GA-glassを O.lMN.N'-ジシクロヘキシルカルボジイ

ミド存在下にて、 O.1 M Nーヒドロキシスクシンイミドジ

オキサン溶液により、室温に て 70min処理を行い、ジオ

キ サン続いてメタノールで充分に洗 浄 し 、 80
0

C lh乾燥

し活性化 GA-glassを作製した。

第 2項 由主液採取およ び使用タンパクについて

Clark & Gibbons 1 0  '1および Gibbonsら 1日の方法に準じて、

一人のドナー(成人男性)から、氷上にて安静時全唾液
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を採取し、 60
0

C. 30m i nにてインキュベートして酵素類

の失活を行い、 12000x日にて 10min冷却遠心し、その 1-.

湾を同定化に用いた n この他のタンパクとして、ムチン、

血清、 アル ブミン、フィブリノーゲン、 γ ーグロプリン

(Sigma Chemical Co.. USA)およ びリゾチーム (Se i k aga ku 

Kogyo Co.. LTD.)を用いた η 表 1 に、使用タンパク

およびその由来を示す n

第 3項 タンパク同定化ガラスの作製および

定軍;

第 l工員の手 111買 により作製した活性化 GA-glassを、持々の

濃度で唾液タンパクを含む O.1M NaHCO ~ 溶 液 に よ り 異 な

る pH下で 150min処理することによりタンパクを r~Ji 定化

し、続いて O.5M NaC1を含む O.1 M T r i s -H C 1 b u f f e r ( pH 

8. 0)により室嵐で Jh処用し、活'性化カルポキシル A~ のブ

ロッキングおよび非特異的に吸着したタンパクの除去を

行 った n

こ の よ う にして作製したタンパク同定化ガラス表面のタ

ンパクの 同定 化 量 を BCA Protein Assay Reagenl(Pierce 

Chemical Co.. 111.. USA)により定量を行ったのすなわ

ち、タ ンパク同定化ガラスを、粉昨し、 BCA試薬と共に

60 Y: 1 hインキ ュ ベ ー ト 後 、 562nmの波長で溶液の吸光度

を測定し、 bovine serum albumin (BSA)を用いて作製し

た倹量線により [tij定化タンパク量を求めた の
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表 1 使用タンパク、その由来および国定化量

Proteins Origins 

a
 

v

n

 

-
t
i

・'L

t

i

p

u

 

a

u

 

s

m

 

Human whole saliva 

Bovine submaxillary 

glands 

Human whole serum 

Bovine serum 

serum 

albumin 

lysozyme Chicken egg white 

fibrinogen Human plasma 

y -globulin Human plasma 

Amount of proteins 

immobilized 

1.6με/ cm 

1.7μg/ cm:: 

1.8μg/ cm 

1.8μg/ cm-

1.5μ 記/cm 

2. 5μg/ cm c 

2. 0μg/ cm-
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出量液タ ンパクの固定化量は pH 8. 2における回定化条件で

最も高く(関 10)、また、 図 10に示すように、唾液の

同定化は、 100倍、 200倍および 400倍希釈の唾液を用い

て検討した 結果、固定化量は、 200倍希釈以上の濃度で

ほぼ一定となったため、 pH 8. 2において、 100倍希釈の

唾 液に よる固定化を行ったの従 って 、 ご の 他 の タ ン パ ク

の固定化も pH 8.2において行った 。

タ ンパクの固 定化量と処理濃度の関係を調べるため 100

倍'"'-'10000倍希釈した血清を用いて行った所、同定化窒

は、 1000倍希釈以上の濃度で ほ ぼ 一定となったため、

100倍希釈の血清による固定化を行った。なお唾液およ

び血清原 液 の 総 タ ン パ ク 濃 度は 、それぞれ 2493JL g I m 1 

および 95.45mg/mlであった n

この他のタンパクについては、 10.50.500μ 日Im1の 濃 度

で検討した結果、各タンパク と も 50μ g/ml以上の濃度で

同定化量が、ほぼ一定値を示した (図 11)。従って、

500μg/mlの濃度により固定化を 行った。

表 I にタンパク固定化ガラスへ の 固 定 化 タ ン パ ク 量

を示す。

第 4項 タンパク固定 イ ヒ ガ ラ ス の 疎 水 性

各修飾ガラ スの蒸留水に対する接触角を第[l章と同様の

方法により測定 し た 。

- 25 -
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各タンパク固定化ガラスの接 触角を図 12に示す。

接触角測 定 の 結果から、 Mucin-glassが最も高い疎水性

を示し、 Saliva-glassが最も低 い疎水性を示した。

第 5項 タ ン パ ク 固定 化ガラスのゼータ電位

顕微鏡電 気 泳動 j去によりタンパ ク固定化ガラスおよび糖

鎖切断タンパク固定化ガラスの電気的性質を検討した。

すなわち、粉砕により作製したガラスビーズに対して、

第 3項、 4項に示す処理を行 いタンパク固定化ガラスビ

ーズを作製し 、 P B Sに 懸 濁し 、静止レベルにおける泳

動速度の 測定を行った。泳動速度は、各試料につき 8阿

測定し、 Smoluchowskiの 式によりゼータ電位:tS. D.を算

出 した。その結果、 図 13に示すように、ゼータ電位は、

Mucin-glassが最も高い値を示し、最も負に帯電してい

るごとを 示 し ている。また、 Serum-glassが最も低い偵

を示したの

第 3節 C. albicansおよび C. tropicalisの付着

第 1項 菌株および培養条件

義歯 性口内炎患者の義歯床粘膜面からの Candidaの 分 離

頻 度は、報告者により若干の遣 いはあるが、 c.albi-
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eans scrotype Aが最も高く、次いで C. glabrata、 C.

t ropica1.i sが高いとされている ナ 4 . R.ど のまた、 Oddsは

"1 1 (1 8、 Candidaの病原性の指標として、 hypha形成能、

phagocytosisに対 する抵抗性、宿主細胞に対する付着能、

および proteinaseの 産 生 能 の 4点を挙げている の そして、

ご の 基 準 に 基 づいて、 C albican Sの 病 原 性 が 最 も 高 く 、

次いで C tropicali Sが他菌株に比べ高い病原性を示す

と述べている。従って、以下の実験においては、義尚か

らの分離頻度および病原性の点で、他菌株よりも重要と

考えられる C albican s serotype Aお よ び C. tropj-

calisの標準 株 で あ る C albican s IFO 1385および、 C.

t ropicali s IFO 1070を用い、その付着について検討を

加えた の

菌株は、第 E章と同様に、 250mMグルコースを含む yeast

nitro日en base mediumにて、 一 昼夜 I音養後、 Batch

mediumに接種 し 、対数増殖期後期に、遠心によ句集前後

lOmM Phosphate buffered saline (PBS; pH 7.2)にて 2

回洗浄後間 パ 、 ソ フ ァ ー 中 に 懸 濁 し、 的濃度をl.Ox107 

ce1ls/mlに spectrophotometerを用いて調整した の

第 2項 国 定 化 タ ン パク に対する付者

第 H章 と 同 様 の方法にて行ったのすなわち、 1000mlビー

カ ーの壁面に沿って底面に垂直に修飾ガラスを保持し

300mlの菌懸濁液を注入後 200rpmで撹梓しながら 37l;に

- 31 -



て :3hインキュベ ー ト し た 。 水 洗後、グルタルアルデヒ

ド で同定、アクリジンオレンジで染色後、蛍光顕微鏡ド

で 1枚につ き 任 意の 2 0視野をカウントし、第 III章第 2

項と 同様に、各 修飾ガラスの単位 IAi積ユir) の f、I荷保j数を

求め、 4枚の試料について平均 付着菌数を求めた の 各付

着実験は 21叫繰返して行い、各的株の各修飾ガラスにあI

する平均付 着関 数 : tS. E.を求めた。

第日 i京で示 唆 さ れ た 非 特 異 的 付着 肉 -fの付着への関与a を

検討する同的で、タンパク固定化 ガラスの接触角あるい

はゼータ電位 と C albican Sおよび C tropica1 i sの付荷

菌数との相関を検討した結果、 l刈 14.15に示すように、

C. albicansおよび C. tropica1isの両関株の付着におい

て、被着体表面の物理化学的性質と付;お菌数との mlに有

意な相関は認めら れ な か っ た 。 これは、 Candi daのタン

パ クの存在する表曲.に対する付着 において、非特異的付

着のみならず、特異的付着が関 与しているためであろう

と 考えられ た の ごのような Candid aの特異的付着につい

ては、 Candida の商体表層成分であるマ ン ナ ン 、 マ ン ノ

プロテイン 、キ チンなどの adhesinの関与'.7 "1. 

51.  F. 7 "n R~ 、および糖間害実験により receptor

として 多 くの単糖およびアミノ糖が報告されている '， 1

E' 0 . 5 [1弓。 従って、ごのよ う な特異的関子の関与

についての検討を行った υ
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第 3項 特異 的付 着に 関する検討

C albican Sの特異的付着において、その adhesinとして

特に、マンナンあるいはマンノプロテインの関与が重要

であると報伐されており A

4 . I・.、 ，~ . t I 

こ のような特異的付着には、 被着体表面に存 :(Eする

レ ク チ ン 篠物質により、関イ本表層のマンナンが結合 さ れ

る場 合 と 、間体由来のレクチン様物質が被肴体表面に符

花する糖鎖 に 対して結合する場 合がある n

本項においては、マンナンの関与あるいは、被着{本に {7

在する糖鈴'の関与について以 Fの検討を行った 。

1 )タンパク 同定化ガラスのマンナン処理

タ ンパク同定イヒガラスに対する C albican Sおよび C.

t ropicali sの付着におけるマンナ ン の関うを検討する上!

的で 、 コ ンカナパリン A を第 III章第 3項と同様の方法に

より固定化し たガラスを、菌{本表層 マンナンによる特 PJz

的付着の被着体のモデルとして用い I 0 '1、マンナンによ

る 付 着阻害実験を行った の その結果、コンカナパリン八

固定化ガラ スを 2mg/ml以 ト の マ ンナン水溶液により 30

min前処 理 を行うことによって、約 85%の付着阻得を

認めた n なお、コンカナバリン Aの同定化崩; は 、• 1.7tlg 

/cm ~ であった。ごのため、各タンパク同定化ガラスを、

マ ンナン水溶液 (5mg/ml)によって、同様の前処用を行

い、充分に水洗後、同様の方法により付肴実験を行ったわ
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その結果、 各タンパク固定化ガラスに対する付着は、処

理前後で、有意な変化を認めな かっ た(図 16)。ごの結

果は、 菌 体表層のマンナンの付 着 への関与の可能性は非

常に低いごとを 示 唆 し て い る n

2 )タンパ ク 固 定化 ガ ラ ス か ら の化学的な糖鎖の切断

マンナンによる付着限害の結果から、特異的付着への菌

体表 層マンナン の関与は、小さいことが示唆されたり従

って、被着体表面に存在する糖鎖に対する特異的付着の

検討を行った 。一般に、 C a1bican Sは、種々の糖に対

して特異的 付着を示すことが報 告されており日

ヘテロオリゴ糖鎖をもっタンパクに対する付着

においては、糖付着阻害実験、あるいは、従来の酵素に

よる糖鎖の 切断 法では、その特異的付着を充分に検討で

きないと考えられる。従って、 第 3項で作製したタンパ

ク固定化ガラスに 対 し て 、 化 学 的に 、 0-グリコシドおよ

び N-グリコシド結合の切断を行ったのすなわち Sojar& 

Bah1の方法 10 8に基づき、減圧下 、室温にてー思夜乾燥

し た タ ン パ ク固定化ガラスを氷冷上にて、窒素気流下に

おいてトリフルオロメタンスルホン酸により 2h処埠d を行

ったの反応終了後、 ドライアイスーエ タ ノ ー ル 中 で -20 

℃に冷却を行う間に 60%(vo1/vo1)ピリジン水浴液を用

いて中和を行った。充分な水洗に より反応溶液を除去し、

デシケータ中にて乾燥し、糖鎖 切断 タンパク同定化ガラ
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スを作製した。このような糖鎖切断タンパク同定化ガラ

スに対する付着 実 験 を 同 様 の 方 法により行った。

その 結果 を 図 17.18に示す。 C albican Sの タ ン パ ク l吋

定化ガラスに対する付着は、糖鎖切 断処聞により、

Mucin-および Sa1iva-glassに対する付着が、 nativeなタ

ン パク同定 化ガラスに比べ、有意な減少を示した(凶

1 7 )口

C tropica1i sの付着においては、 図 18に示すように

糖鎖切断処 理 に よって、 Fibrino日en-g1assに対する付着

が、 natíve なタンパク r~ 定化ガラスに比べ、イi 怠な減少

を示した。

以上得られた結果を統計的に処理すると、 C. a1bicans 

の付着においては、糖鎖切断処浬により、糖f:fft)J!新タン

パク固定化 ガ ラスのゼータ電位と付着菌数との聞に有，意

な相関を認めるようになり(図 19)、その付着において、

特異的付着および静電的相互作間が関与しているごとが

示唆された。

C tropica1i sの 付 着 に お い て は、 糖鎖切断処理によっ

て 、糖 鎖切断タンパク固定化ガラスの 接 触 角 と 付 着 菌 数

と の間に有意な相関を認めるようになり(図 20)、その

付着において、 特異的付着および疎水的相互作用が関う

して いる ことが示唆されたの
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第 4rN 付着問害実験

第 3項 に お い て C albican S の Saliva-.Mucin-glassに対

する付着にお いて 、あ るい は、 C tropica1i sの Fibri-

nogen-g1assに対する付着において、被着体表面におけ

る糖鎖がそ の村清に関与する可能性が示唆されたため、

本項においては、ムチンによる C albican Sの、また、

フィ ブリノーゲ ン に よ る C tropicali S の付着に対する

阻害効果の検討を行った。すなわち、 C. albi cansある

い は C tropicali s 1.5x 10・cel1sを 2.5mg/mlムチンあ

る いはフィブリノーゲン溶液 30mlにより 37
0

C60 m i n前処

理 を 行い、第 2J員と同様の Jji去により付者実験を行った。

その結果、 C albican S の 付 着 においては、ムチンによ

る前処理に よって、 Saliva-および Mucin-g1assに対す

る付着が有 意に低下し、また、 C tropicali sのや1":着に

おいては、フィブリノーゲンによる前処理によって

Fibrinogen-glassに対する付着 が有意な低下を示した

(図 21.22)。この結果から、この両菌株のごれらのタ

ンパ ク 国 定化 ガラスに対する付着が、特異的付着による

ことが 確認された。

第 4節考 察

i n viv Oにおける Candidaの同体表面に対する付着を考え

る場合、国体表 面に吸着した略液タンパクあるいは

血清タンパクとの相互作用は重要である。ごのような
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C andidaと タンパクとの間の相互作用に つ い て は 、 時 液

コート、血清コートした被着休 を用いた系 こ

あるいは、タンパクの Candid aへの吸着 1 ; [j I 1 '、凝集

1・ 1 1 1によって、種々検討が行われている の しかしな

が ら、 系の媛雑さのために、そ の村 着 機 構 は 、 未 だ 明 ら

か ではない の 従 っ て 、 本 実 験 では 、タンパクをガラス面

に 固定化することにより系の単純化を は か り 、 Candida

のタンパクの存在する被着体表面に対する付着に関与す

る因子を検討した 。

タンパクのガラス面への固定化法に は、物理的吸着法、

グルタルアルデヒド法、水溶性カ ルポジイミド法など極

々の方法が知られている J 5 1 1 本 実 験 で は 、 単 分 子

層 に よ る タンパクの固定化を目的としたため、タンパク

分子関およ び 分 子内反応の可能性がなく、同時に同定化

率の高 い活性化スクシンイミドエステ ル 法 1 1::; 1 1 7を用

いた o 乙の活性化エステル法は、非 プ ロ ト ン 化 し た ア ミ

ノ基との反応により固定化を行う 方法であり、 pHの低い

場合には、固定化 反 応 に 長 時 間 を 要 し、逆に、 pHが高い

場合には、 エステルの加水分解が起ごる 。 従って、 pH

8.2.9.0.9.5の 3条件により種 々の タ ン パ ク を 含 む 唾

液の 国定化を検討した。その結果、 pH 8.2なる回定化条

件において、最大 の固定化量を示した(図 10)0 

従 って 、他のタンパクの固定化も この 条 件 に よ り 行 っ たの

また、特異的 付着については、 C. albicansの 付 着 に お
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いて、数種の 単糖およびアミノ糖が receptorとして関与・

する ことが報告 されている E

，C D ~ . 時。 とのため、

酵素法、レク チンおよび糖付着阻害実験による特異的付

着の検討が開難であると考えられる 。 従っ て、 本実 験で

は、特異的付着を検討するため、 酵 素法などと同様にタ

ンパクのポリペプチド鎖の物理化 字的性質に影響せず、

これに加えて、酵素法でみられる立体障害の影響のない

N-グリコシドおよび 0-グリコシド結 合の切断作用のあ

る ト リプルオロメタンスルホン般を用いて 1(1 t<、タンパ

ク固定化ガラスからの糖鎖の切断を行い、 Candidaのタ

ンパクの存在する表面に対する付着における糖鎖の問う

を検 討し たのまた、糖鎖切断処理に よ る タ ン パ ク の 脱 離

については、悶定化反応が、アミド結合によるごとから、

可能性は非常に低いと与えられるが、岐触角の変化によ

る検討を行 ったのその結果、分子中に糖鎖を含まない

BSAあ るいは、リ ソ チ ー ム を 固 定化したガラスでは、有

意な変化を 認めず、糖鎖切断処珂!の [(i]定化したタンパク

に 対 す る 影 響 はなかったと考えられるの

C albican Sの特異的付着においては、タンパクかちの

糖鎖の切断により Mucin-glassで 73.7%、 Saliva-gloss

で 52.2%の有意な付着の減少を認め、さらに、ムチン処

理 に より C. albicansの Mucin-glassおよび Sa 1 i v a -g 1 a ss 

に対する付着が有患な低下をぷ したごとから、とれらの

タンパクに対する付着において糖鎖が receptorとし て関
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与している ご と が 示 唆 さ れ た 。

また、 関 14に 示 す よ う に 、 タン パク固定化ガラスに対

す る付着においては、その物理化学的性質と C. albi-

cansと付着 i諸数との間に千丁怠な相関はみられなかったが、

糖鎖の切断に よ旬、 C albican Sの 付 着は、被者体表面

のゼータ電位と高い相関を示した(凶 19)。 この結果は、

第 I章で得ちれた C albican s の 付 着において、静電的

キfll.{作用が 強く関与しているという結論とー致しており、

さらに、タンパクに対する付着においては、ごのような

静電的相証作 用に加えて被着体表面に符ずt:する粘鎖に対

する特異的付 着 が関与しているごとが示唆された n

このような特異的付着に関して、本 実験では、 l勾f本のマ

ンナンよりも被着体表面に存在 する糖鎖の関与がより主

要であるこ と が示唆されたが、この結果は、 Critchley

& Douglasによ って部分精製された分泌性のマンノプロ

テイン adhesinに対して得られた結 果- と 灼 似 し て い る 。

C tropicali sの特異的付着において、本実験では、糖

鎖の切断により、 Fibrinogen-glassで 42.5%の付着の利

意な 減 少 を認め、さらに、 fibirinogenによる前休の前

処理により、その付着が阻害されたととから C'.tropi-

ca 1 i sの付着においても、被着体表面の糖鎖が、その付

着に関与していることが示唆さ れた n

さらに、 図 15に 示 す よ う に 、タ ンパク rt;j定化ガラスに

対する付着 に おいては、その物開化学的性質とイJ者 と の
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間に 有 意 な相関はみられなかったが、糖鎖切断処理によ

って 、被 着体表面の疎水性と付着菌 数 と の 間 に 有 意 な 相

関が認められるようになった( 図 20)。この結果は、 c.

tropicali sの付着において、第 II章の結果と同様に疎

水 的相互作用が関与していることに加えて、 C. a lbi-

cansと同様にやはり被着体表面に存在する糖鎖に対する

特異的付着が関与しているごとが示唆された。

ごのように、 in viv Oにおいて被着体 表 面 に 存 在 す る と

考えちれる数種のタンパクの存在 する表面に対する、 c.

a lbican Sお よ び C tropicali Sの付着を検討した結果、

非特異 的 付着因子だけでなく被着体表面に存在する糖鎖

に 対 す る 特 異的付着因子も関与していることが明らかと

なっ た O
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等三 IV 菩主 C andida albican Sおよび Candida trop i-

calisの特異的付着

第 1節 概要

第 II章にお い て 、 Candidaの非特異的付 着 を 検 討 し た 結

果、 その付 着は、 菌 体 お よ び 被 着体表面の物理化学的↑生

質により左右され、疎水的相互作用および静電的相互作

用 の 凶j者が関与していることが明らかとなった れ さらに、

第田章において、唾液および血清タンパク同定化ガラス

に対する付着を検討した結果、非特異的付着に加えて、

被着体表面に存在する糖鎖に対する特異的イ、l'おの関 Ij.が

示唆された 。 こ の よ う な 、 特 異的付着に関与する糖姥茶

については、糖阻害実験により receptorとして多くの単

糖およびアミノ糖が報告されてい る 7

が、 一 致した見解をみていない 。 これは、糖あるいはハ

プテン阻害実験において、菌表面あるいは細胞表面に存

在するレクチン様物質の両者に対 して阻害が起乙るため

と考 えられ る 広υ 枯草。従って、本実 験 では、単糖誘導体

およびアミノ糖をガラス表面に 19J定化し、単 -ー の糖のみ

の 存 在する糖固定化ガラスを用いた単純化した系によっ

て、 C albican Sおよび C tropicali Sの特異的付着に

関与する糖 残去をの検索を行った υ
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第 2節 糖固定化ガラスおよ びコ ントロールガラス

の作製およびその性質

第 1項 糖固定イヒガラス作製

第 E章と同様のノ7・j去により、 AMP-glassを作製後、 AMP-

g]assのア ミノ基に対しシッフ反応によりグリオキシル

酸を固定化し、カルボキシル基を固定化した GA-glassを

作製したのご の GA-glassの カ ル ボ キシル基に、 R0 b i n S on 

ら 11 己、 Moczar & Leboul1 
lYおよび Junowiczら lじいの方法

に基づ き アミノ糖(A S)および y ア ミノフェニル -0-グリ

コシ ド (pAPG)を固定化し、 AS-glassお よ び pAPG一日 lassを

作製した(図 23)"すなわち、 1% (wt/vol) 1.-エチル-

3 -(3-ジメ チルアミノプロピル) カルポジイミド (WSC)存

在下におい て、 GA-glassを ASあるいは pAPG水溶液 (pH

4. 5)により、 AS-glassは、室温 に て 20h、 pAPG-glassは

低温 室 に て 24h処理後、水洗によ り 余剰のリガンドを除

去し作製したの固定化量と溶液濃度との間には(:;;<] 24に

示 すような関係が認められたため、各処理溶液濃度は

0.25% (wt/vol)を 用い たの

第 2項 コントロールガラス作製

AMP-glassを、ホルムアルデヒド 5%(vol/vol)水溶液、

レゾシルアルデヒド 5%(wt/vol)エタノール溶液により
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室温にて 2h処理を行い反応後、 o. 4 % (w t / V 0 1 ) N a B Hlによ

り室温にて 24h還元し、 2種 の HCHO-.RA-glassを作製し、

それ ぞれを AS-glass、 pAPG-glassのコントロールとして

用い た(図 23)。

第 3項 修飾ガラスの定性 および定量

1 )定性

GlcN.GalN.ManN-glass表面に各糖が 固定化されているご

とを 2.4-ジニトロフェニルヒドラジンを用いて検討

した o すなわち、 2.4-ジニトロフェニルヒドラジン 3gを

15ml濃 硫 酸中に溶解し、ごの溶液を撹祥下にて 20ml蒸留

水および 70ml 95%エタノール中 に加 え、混和後、鴻過

し 反応試薬を調整した o 修 飾 ガ ラスをエタノール中に説

漬後、ごの 試薬を加え暗所にて反応を行わせたのその結

果、 図 25に示すように 2.4-ジニトロフェニルヒドラゾ

ンの発色によりアミノ糖がガラス面に固定化されている

ごとを確認した o

また、 pAPG-glassの 定 性 に は 、 適 当な試薬がなく、さら

に、接触角の変化も認めなかったため、以下の定量法に

よ りその固定化の確認を行ったの

2 )定量

固定 化 し たリガンドの定量法には、残存法、分解法、滴

定法、 可 溶 イヒ法などの方法があ る 1 1 。本実験では、
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図 25 2.4-ジニトロブェニルヒトラジンによる

アミノ糖固定化ガラスの定性
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Barker、の方法 iじ に 準 じ て 分 解 法に よりその定量を行っ

た の すなわち、糖固定化ガラス 4-----5枚を 5x 2. Ei cmこに切

断 後、粉砕し、封管試験管に入れ、 6N HClを加えた後封

管し た n 110l~ 下で 24h加水分解後、ガラスフィルタ ー に

て漉過し、 鴻 j夜を 10mlに濃縮後、定 量 に 用 い た の 定量は、

Fieldsの方法に従い、 O.lM NaBIO・の O.lM NaOH 

溶液 O.5m 1に試料 O.5m 1を加えた後、 1.lM 2.4.6-トリニ

トロ ベンゼンスルホン酸ナトリウムを、 O.02mJを加え間

祥し、 5min反応後、 O.lM Na ~ SO ， 溶液 1 . 5 m 1を O.1 M 

NaHzP01溶液 98.5mlに加え作製した停止液 1.0 m 1を加え

反応 を停止させた 。 測定は、 2.4.6-トリニトロベンゼン

スルホン酸ナトリウムの分解産 物の吸収の影響を受けに

くい 420nmの吸光度を分光光度計を用いて行った 。 定量

は各糖固定イヒガラスに対して、 2~ 3回繰返し行い、、ド均

値士 S.E.を算 出した 。 ごの結果か ら 各 糖 固 定 化 ガ ラ ス に

は、ほぼ等量の糖が固定化されていることが示された

(表 2 い

第 4項 修飾ガラスの疎水↑生

第 2節に示す手)IINにより作製し た各修飾ガラスの蒸留水

に対する Youngの接触角を、第 E章第 2節第 2工員と同様

の方法によりコンタクトアング ル メー タ ー を 用 い て 測 定

した 。 その結果、 AS-glassおよび pAPG-glassの-陵触角に
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表 2 各 糖回 定 化 ガ ラ ス へ のリガンドの回定化量

Amount of sugar immobilized 

G1c-glass 2. 68::t O. 25 nmo1/c lTI ~ 

Gal-glass 2. 78士 0.18 nmol/cm;: 

Fuc-glass 2. 63::t O. 21 nmo1/cm ~ 

Man-glass 2. 73::t O. 14 nmol/cm ~ 

GlcN-glass 2.79::t0.17 nmol/cm~ 

GalN-glass 2.72::t0.21 nmol/cm:' 

ManN-glass 2. 82::t 0.09 nmol/cm2 
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おいて、各ガラス群内において、各 ガ ラ ス 問 で 有 意 差 は

認 めなかった(図 26 )。

第 3節 c. albicansお よ び C. tropicalisの付'着

第 1項 使 用菌 株お よび培養条件

本 実 験 では、第四章と同様に、 C albican s IFO 1385お

よび、 C tropicali s IFO 1070を用いた 。

菌株は、 250mMグルコースを含む yeast nitrogen base 

mediumにて、 一 昼夜培養後、 Batch mediumに接種し、対

数増殖期後期に、遠心により集菌後 10mM phosphatc 

buffered saline (PBS; pH 7.2)にて 2回洗浄後同バッ

ファー中に懸 濁 し、菌濃度を 1.0xl07cells/mlに spec-

trophotometerにより調整した。

第 2項 付着実験

第 H章第 6節と同様の方法にて行 っ た 。 す な わ ち 、

1000mlビーカーの壁面に沿って底面 に垂直に修飾ガラス

を保持し 300mlの菌懸濁液を注入後 200rpmで携狩しなが

ら 37
0Cにて 3hイ ンキュベー卜した。充 分 な 水 洗 に よ り

菌液を除去後、グルタルアルデヒドで[tIil定、アクリジン

オレ ンジで染色した 。 付着菌数は、蛍光顕微鏡下で 1枚

に つき任意の 2 0視野をカウントし 、 各修飾ガラスの単
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位面 積当りの付着 菌数を求め、 4r-..; 9枚の試料について

平均付 着 菌 数 を求めた 。 各付着実験は 2~ 3回 繰 返 し て

行い、各菌株の各修飾ガラスに対す る平均付着菌数±

S.E.を求めた の

図 27に示すように、 C albican Sの単糖およびアミノ

糖に対する付 着は、すべて各コントロールガラスに対す

る付着よりも増 加する傾向を示した。特に、 Ma n --g ] a s s. 

ManN-glass.GalN-glass.お よ び Fuc-glassに対する付着

が、コントロ ー ルに対し有意に高い付着を示した (Pく

O. 01)。 中でも、 Man-glassに対する付着が最も高くコン

トロールの 210%であり、以下 ManN-glass190%.GalN-

glass170% . Fuc-glass140%であっ た 。

ごの結果より、 C albican S は、マンノース.マンノサ

ミンに対して特に強い付着特異性をボし、また、ガラク

トサ ミン.フコ ースに対する特異的付 着 能 も 有 す る と 考

えられる の

一 方、 C tropicali sの付着においては、 図 28に示し

すように GlcN-glassに対する付着の み が有意に高い佑を

示した (pくO.05)。
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第 4節 糖付着阻害実験

糖 同定化ガラスに対する特異的付着をより詳細に検討す

るため、 C albican Sの Man-.ManN-.GalN-お よ び Fuc一

日lassに対す る付 着 に 対 し て 、 ま た、 C tropicalis 

の GlcN-glassに対する付着に対し て、粉j付着問1rt与実験を

行 った の 付着阻害効果は、 下式によって求めたのカッコ

内の分母は、 PB S中における特 異的付者を、また、うJ

子は付着阻害 後の 特異 的付 着を 示している 。

ManN一日 lassに対するフルクトース、グルコ ー スおよびマ

ンノースの付着問害効果と濃度の関係を閃 29に示す の

その結果、い ずれの糖においても 0.5%以ヒの濃度にお

いて その 付着阻害効果がー定となった た め 、 以 下 の 付 着

!但宮実験は、 0.5%の糖を合む P B S中において行ったの

Inhibitory effect= 100-(-
S旨 19Sr'-Cr;ugsc

一)x 100 
S u弓 - C t' U S 

SfUS PBS中 に おける糖固定化ガラ スに対する付着菌数

Cr:us PBS中におけるコントロー ル ガ ラスに対する

付着菌 数

S河 1 ft <1 t' 糖による間害後の糖同定化ガ ラス対する付着菌

数

C、1 1( :1 r 糖による阻害後のコントロール ガラ ス対 する 什

着菌 数
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その結果関 30a~ dに示すように、乙の 4種の糖[司定化

ガラスに対する付暑は、固定化糖と 、矧似構造をもっ糖

により付着阻害がみちれた n さら に 、 各糖固定イヒガラス

に対する付着は、単ーの糖だけでな く数婚の糖により付

着 阻害がみられ た n

C tropicali S の GlcN-glassに対する付着も同様に、同

定 化糖と類似構造をもっグルコースおよびグルコサミン

に より完令に阻害された(図 31)。

第 5節考察

一般に、糖タンパクおよび糖脂質の糖鎖に存夜するヘキ

ソースには、 D-マンノース .Dーガラクトース.L-フコース.

D-グルコース .D-GalNAc.D-GlcNAcなどがあるとされてお

り 1 ・o(l . 0 "、 Candid aの付着において、ごのような糖

鎖に対する特 異 的付暑の重要性が報告 -されている 勺η

日 .バ:. • ti "!>。しかし、従来行われてい る 糖 付 着 阻 害 実

験では、糖鎖が被着休表面あるいは ~f 休表 lm のどちらに

由 来す るか などの理由から充分な知見が 得 ら れ な い 可 能

性が指摘され てる o. R また、糖タンパク、糖脂質の

糖 鎖は、種々の単糖、アミノ糖から なるオリゴ糖、ポリ

サッ カラ イドから構成されており 1 0 ・・~ ~人 種々の糖残

基 が混在していると考えられ、レクチンによる付;居間得
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~ G 0 . 5 1 をはじめとする種々の方法 時相品句~ ~汁ご

よっても特異 的付着の解析が耐難であると考えられる 。

これに対し、 固定 化 糖 を 用 い た 系で は、既知の単 a の糖

の みが存花する表面を有するため 、よt:).lE権に特呉的付

着を 検討できると考えられる 。

このごとから、本実験では、単糖およびアミノ糖を I~.l 定

化 した pAPG一足 lass.AS-glassを作製し、 C. albic ansおよ

び C tropicali sの 付 着 に 関 与 す る特異的因子を検討し

たのま た 、 特異的付着のコントロールとして、これらの

糖固定化ガラスと等 し い 疎 水 性 を 示し、 rt性城で帯電し

ない 基を固 定化したガラスを必要とし た の こ の た め 、 種

々の物質を固 定化し検討した結果、 AS-ιlassのコントロ

ー ルとして HCHO-glass、 pAPG-glassのコントロールとし

て RA-glassを使用した(図 23)。すなわち、その構造

および接触角から、コントロールガラスおよび糖同定化

ガ ラスは、電気的性質および疎水件 が ほぼ等しいと考え

られるので、コントロールガラスに対しての糖同定化ガ

ラスに対する付着の増加部分が特異的付着と考えられる。

C albican Sのでは、 Man-glass.ManN-glassに対する

付 着が最も高く、以下、 GalN一日 lass.Fuc-glassに対 する

付 着が、コントロールに対し布意に高い付着を不した

(PくO.01; 図 27)。 ごの結果より、 C albican s は、マ

ンノース，マンノサミンに対して特に強い付着特異性を

示し、また、ガ ラクトサミン.フコースに対する特異的
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付着能も有す る と 考 え ら れ る の ごのうち、 L-フコース.

D-マンノ ースに対する付着特異性については、 C. a 1 b i-

cansの他の str、ainにおいても、細胞への付着において重

要 であるとする報告がある 王吋 .内¥ さちに、ごの

よ うな C albican Sの各糖固定化ガラスに対する特異的

付 着を、より 詳 細 に 検 討 す る た め 、 Man-.ManN-.GalN-.

Fuc-glassに対する糖付着阻害実験 を 行った の その結果、

図 30a~ dに示すように、固定化糖と類似構造をもっ糖

の 添加により 、その付着は完全に阻害され、これらの糖

に 対する付着が、レクチン様作用によるごとを催認した

け また、各糖固定化ガラスに対 す る 付着は単 一 の糖

だ けでなく数種の糖により付着阻害がおこるごとから、

ごれらの糖に対 する特 異 性 は 個 々 の糖に対して mono-

specificな 特異的付着能を示すの では な く 、 む し ろ

broadな特異性 によ ると 考え られ る。

一 方、 C tropicali sの特異的付着については、ほと

んど 報告はないが、本実験では、 5%の 危 険 率 で GlcN-

glassに 対 し てのみ有意に高い付着を示した(図 28)。

また、 G1cN-glassに対する付着は、 グ ルコースおよびグ

ルコサ ミンにより 完 全 に 阻 害 さ れ( 図 31)、ごの付着が

レ クチン様作用によることを確認し、 C tropic alisの

特異的付着において、グルコサミ ンが関与していること

が示唆された。

とのように、 C. albicansではマンノース.マンノサミ

- 68 -



ン. ガラクトサミン.およびフコースの存在する表面に対

する特 異的付着を 種々の程度で認め、 C tropi calisで

はグルコサミンに対する特異的付着を認めた n 第 III章に

お いて、被着{本表面に存在するタ ンパ クに対する付着に

お いて認められた特異的付着には、本実験において認め

られた種々の糖が関与していると考 えられる の
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多脊 V ~・
""F'-

第 1節概 要

C andida albican Sおよび Candida trop 1-

calisの非特異的および特異的付着

第 II"-' IV章 から Candidaの付着において、被着体表面お

よ び肉表面の物理化学的性質により 疎 水的相丘作用およ

び静 電 的 相 互作用が関与しており、さらに、種々の糖に

対 する特異的 付 着 も 16J時 に 関 与 して いるごとが IUJちかと

なった。また、 Klotz& Penn1吋により c.albicansの細

胞への付着-に お いても、疎水的相互作則、静屯的手tl日作

用 といった非特異的付着因子および特異的付着肉子の両

者 が同時に関与していることが報告 され て い る 。 従 っ て 、

各菌株における 非特異的および特異的付着因子の付着へ

の寄与の違いが、細胞や義歯表面への Candidaの付着を

左右して いると考えられる。しかし、 in viv Oあるいは、

従 来の系においては、とのような非特宍的および特異的

付着 因子が 複雑に関与するため解析が 困 難 と 考 え ら れ るn

そ こで、本実験では、糖、アミノ基同定化力ラスおよび

これらと疎水性の等しいコントロ ールガラスからなるモ

デルを用いて、 二三元配置分散分析法により、 C. aLbi-

cansお よび C tropicali Sの付着におけ る 、 疎 水 的 相 庄

作用、静 電 的相互作用および特異的付お凶子の寄 _Lj.を検
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討したの

第 2節 修飾ガラスの作製およびそ の 性 質

第 1L!i コントロールガラス 作 製

まず、第 II章と同様の方法により作製した AMP-glassを、

5% (vol/vol)ホ ルムアルデヒド水 溶液、あるいは、 5%

(vo1/vo1 )アセ ト ア ル デ ヒ ド 水 溶 液 により室温にて 2h処

理を行い、 0.4%(wt/vo1) NaBH 4により室温にて 24lh還元

し、 疎水性の 異 なる 2種のコントロールガラス HCHO-.AA-

glassを作製 し た ( 図 32)。

第 2項 カルボキシル基固定化ガラス

第 2章と同様の方法により、 AMP-g1assを、 5% (wt/VO 1) 

グリオキシル酸水溶液、あるいは、 5%(vo1/vo1) 4-ア

セチル酪酸水溶液により室温にて 2h処理を行い、 0.4%

NaBH1により案 渇に て 24h還元し、カルボキシル基を回定

化した GA-glassお よ び ABA-glassを作製した伶

第 3J百 ア ミ ノ 基 固 定 化ガ ラス

前項に て作製した GA-.ABA-glassを 1% (wt/vol)エチレ

ン ジアミン水溶液 (pH 4. 5)中に浸演後 1-エチル -3-(3-ジ
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メチルアミノプロピル)カルボジイミド (W s C) 1 日/6ml

dist H::O (pH 4.5)を滴下し、室温にて、 20h反応後、水

洗によ り 余 剰の リガンドを除去し、 EDA-.AEDA-glassを

それぞれ作製した(図 32)。

第 4ft1 糖固定化ガラ λ作製

GA.ABA-glassに、第 W 章の方法に基づきグルコサミン.

マ ンノサミンを固定化した。すなわち、 O.lN HClにて pH

4. 5としたグルコサミンあるいはマンノ サ ミ ン 0.25% 

(wt/vol)水溶液中 100ml中に GA.ABA-glassを浸演後、 1-

エ チル -3-(3-ジメ チ ル ア ミ ノ プ ロ ピル)カルボジイミド

(WSC) 19/6ml distH20 (pH 4.5)を滴下し、室温にて 20h

反応後、ノk洗 によ り余剰のリガンドを除去し、 GlcN-.

AGlcN-.ManN-.AManN-glassを 作 製した(図 32)。

第 5項 糖およびアミノ基也!定化ガラス作製

GA-.ABA-glassを、第 III章の方法に基づき、 O.lM N，N'-

ジ シクロヘキシルカルボジイミド存在下にて、 O.1M N-

ヒ ドロキシス ク シンイミドを含む ジオキサン 100ml中に

浸 漬し、室温 にて 70min反応後、ジオキサン続いてメタ

ノールで充分 に洗浄 し 、 80
0C 1 h乾燥し活性化 GA-.ABA-

glassを作製した。

ごの活性化 GA-.ABA-glassを、 N-ε 一CBZ-リジン O.25 gを

50 %ジメチル ホルムアミドを含む O.lM NaHCO 溶液 (pH
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9. 5)に溶解したリ ガンド溶液に浸潰し、室温にて 1h反応

後、水洗し、 GA-Lys-.ABA-Lys-glassを作製したの次に、

ごの GA-Lys-.ABA-Lys-glassの活性化を 、 上 記 と 同 様 の

方法により行い、 得 ら れ た 活 性 化 GA-Lys-.ABA-Lys-

glassを、 0.25%(wt/vol)グルコサミンあるいはマンノ

サミンの O.lMNaHCO・溶液 (pH 8.0)に浸潰し、室温にてぬ

反応後、水洗し、 そ の 後 、 Kisoら の方法 :.?K 吋に従い

トリフルオロ酢酸 100mlにチ オ ア ニソール O.5m 1を加え

た溶液中に室温にて 4h浸 潰 す る こ とにより CBZ基の除去

を行 っ た 。 ごれにより、アミノ基および糖を固定化した

GEG ¥AEG-.GEM-.AEM-glassを 作 製した(図 32)。

な お 、マンノ サ ミ ンを固定化したガラス (ManN¥AManN-.

GEM-.AEM-glass)は、 C albican Sの付着実験に、グル

コサミンを固定化したガラス (GlcN-.AGlcN一足 lass.GEG-. 

AEG-glass)は、 C tropicali sの付着実験に用いたの

以 上の操作によ り疎水性の低い高い、糖の有無、アミノ

基 の有 無に より、 表 3 に示す 8種の修飾ガラスを作

製した。

第 6項 修飾ガラスの定性お よび定量

図 33に示すように、第田章第 2節の方法により各修飾

ガラスを加水分解し、 Wolfromらの方法に従い l三人薄層

クロマトグラフィーにより、各ガラス耐に、エチレンジ
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表 3 各修飾ガラスの性質

静電的相互作用

-NU3φ基 価 -NB3φ基 有

疎 糖 IUCUO-glaSS EDA-glass 

水 鑑

疎 性

水 . 糖 ManN-glass GEM-glass 

的 低 有 GlcN-glass GEG-glass 

相

互 疎 糖 AA-glass AEDA-glass 

作 水 鑑

問 性

. 糖 AManN-glass AEM-glass 

5SE3 司直 有 AGlcN-glass AEG-glass 

一一
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2 3 4 5 

図 33 薄層クロマトグラフィーによる定性

Lanel..........3:標準物質. 1:エチレンジアミン. 2:マンノサ

ミン. 3:マンノサミンおよびリジン

Lane4.5:修 飾ガラスの酸水解物. 4:EDA-glass. 5:GEM-

glass 
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アミン、マンノサミン、およびリジンが固定化されてい

ることを 確認 した。

ま た 、第田章 第 2節と同様の方法に より、固定化された

基 の定量を行った結果を表 4 に示す。

第 7項 修飾ガラスの疎水性

各修飾ガラスの蒸 留 水 に 対 す る 接触角を第 H章と同様の

万j去により測定したの

図 34に示すように、 HCHO-glass、 EDA-glass、 ManN-

glassおよび GEM-glassの接触角に おいて、各方、ラス間で

有 意差 は認め なかった。また、ごれらのガラスは、時液

コ ートし たレジンとほぼ等しい接触角を/示したの以後、

ご れらのガラス群を親水性ガラスと呼ぶ。

また、 AA-glass、 AEDA-glass、 AManN-glassおよと)"A EM-

glassの接触 角 において、各ガラス間で有意差は認めな

カ〉ったのまた、ごオ1らのガ、ラスは、 レジンとほぼミ宰しい

接 触角を 示した。以後、ごれらのガラス 群 を 疎 水 性 ガ ラ

スと呼ぶ。

乙の親水性ガラスおよび疎水性ガ ラス群閣では、全ての

ガラス間で有意差を認めたの
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表 4 各修飾ガラスへのリガン ド の 国 定 化 量

EDA-glass 

AEDA-glass 

AManN-glass 

GEM-glass 

Lys 

ManN 

Amount of ligand 

immobilized 

2.90::t 0.07 nmol/cmc 

2. 75士 0.32 nmol/cm2 

2. 60::t 0.28 nmol/ cm" 

2. 80士 0.21 nmol/cm ~ 

2.85::t O. 18 nmol/ cm ~ 
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第 3節 C. albicansおよび C. tropicalis の付着

第 1ff1 tg.養条件

本実験では第 III章と同様に C albican Sお よ び C. t rop 1-

calis を用い、 250mMグ ル コ ー ス を含む yeast nitrogen 

basc mediumにて、 一 昼夜培養後、 Batch mediumに接種

し、 対数増殖期 後期に遠心により集 菌 後 10mM phos一

phate bu ffered sa 1 i ne (PBS; pH 7.2)にて 2問洗浄後

同 パ、ソファー中に懸濁し、菌濃度を 1.Ox10icelIs/mlに

spectrophotometerに よ り 調 整 し た 。

第 2項 付着に対する付着肉子の寄う

第 III章と同様の方法にて行った 。 すなわち、 1000mlビー

カーの壁面に沿って底 I面に垂直に修飾ガラスを保持し

300mlの菌懸濁液を注入後 200rpmで携枠しながら 37
0Cに

て 3hインキュベー卜した 。 水 洗後、グルタルアルデヒ

ドで伺定、アタリジ ンオ レン ジで染色後、蛍光顕微鏡ド

で 1枚につき任意 の 2 0視野をカウントし、第 III:章第 2

頃 と同様に、各修飾ガラスの単作面積 .:iり の 付 着 i持数を

求め、 4枚の試料について平均付着菌数 を求 めた の名 付

着 実験は 2凶繰返して行い、各菌株の 各修飾ガラスに対

す る平均付着 菌数:tS. E.を求めた 。

C albican sおよび C tropicali Sの 各修飾ガラスに対す

る 付着実験の結果を図 35.36に示す。 C. albic ansの
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付着 にお いては、糖およびアミノ基固定化ガラス (ManN-. 

EDA-.GEM-.AManN-.AEDA-.AEM-glass)に対する付着は、

コ ントロ ールガラスである HCHO-.AA一日 lassに対する付着

に対してすべて高い付着をポした (pくO.01) n 

一方、 C tropicali sでは、ガラス表面の疎水性の違い

に よる付着菌数の遥いが著しく、疎水性ガラス鮮と親水

性ガラス群間で、すべてのガラス間に有意差を認めた

( pくO.01)。また、 親水 性ガ ラス 群に対する付:着において

は、糖およびアミノ基固定化ガラス (G1 c N -• E D A -. A G l c N-. 

AEDA¥GEG-.AEG-glass)に対する付着は 、 す べ て HCHO--

glassに対 す る付着に比べ有意に高い値を示した。しか

し 、疎水性ガ ラ ス群 に 対 す る 付 着 においては、乙のよう

な傾向は認めなかった。さちに、 C albican Sおよび C_

t ropicali Sの修飾ガ ラ ス に 対 す る 付着における得付着 i材

子 の 寄与率を 3元配置分散分析法により求めた結果、

表 5 に示すように、 C albican Sの付着においては、

疎 水的相互作用 4.9%、静電的相互作用 38.9%、特異的

付着 43.6%お よ び静電的相互作用 と特異的付着の交 l{作

用 4.3%の寄与率 で あ っ た (pく0.01)0 C tropica 1 i sの付

着に おいては、疎 水的相互作用 76.7%、静電的相互作用

2.8%、特異的付着 3.7%であった(pく0.01)。
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表 5 分散 分析 表

C. a1bicans 

要肉 S f V F % 

A 疎水的因子 987.8 978.8 35. 7 * * 4.9 

トーーーーーーーーー冒ー-司-ーーーーーー ~ ト 一一トー一一 ー ・ ・一トーー

B 静 電 的 因 子 7981.4 117981.4 290.9*. 38.9 

一一 ー一トーー四ー 一 一ι 一一一

c 特異的因子 8916.8 118916.8 325.0.* 43.6 

一一 --

A x B 2. 1 2. 1 O. 1 

ト一一 一一一 トー 骨 ーーー ー・寸

A x C 93.8 93.8 3 . 4 

一一ト ー 一一ト - ー一一

B x C 895. 1 895. 1 32. 6 • * 4.3 

均一一 ト一一

A B C 0.4 o . 4 o . 0 

ト一一一・』一一一--一一 トー

e 1536.2 56 27.4 8.4 

T 20404.6 63 100.0 

*キ pくO.01 
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C. tropica1is 

V 要悶 S f F % 

A 疎 水的因子

ト一一一一一一一一一ーー 一一一一 ー

I B :静電的因子

|一一-一 斗
c 特異的因子

山
叶

2630.61112630.6115.6.. 3.7 

一一ーι ーιーー 一一一一一

A x B 

ト一一一一一一「ーー 一一一一一 一」 一一一

955.91 1 955. 9 5. 7 

ー一一一一一ト 一一一一一 J---I 一一ー十一 一一-+ ~

204.31 11 204.31 1.2 

233.91 11 233.91- I..;T ~ 

ト一一一-"....-一一一

A x C 

B X C 

E 一 一一. 

A B C 

e 

ト一一一一一一一一一一ー一一一一一一一一一 一←+ ---~- ~ ー十 ート -----4 目司一一一+ーι ーー一一

9419.8156 168. 2 16.8 

T q‘
リ

h
h
u
 

-
A
q
 

s
q
 

円
台

u
q

、υ
円

I
'po 11000| 

** pくO.0 1 
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第 4節考察

C andid a のレジン をはじめとする plastic表面への in v i-

troにおける付着においては、 一 般に疎水的相互作用が

重要 とされ !>J 汀..，日邑 ¥l原水性の高い C. t ro p i-

calisの付着 が C albican S の 付 着と共に多いとされてい

る 時o. f， 1 そして、 C. a1 bicansおよび C. tropicalisの

レジンへ の付 着は、レジンを唾液あるいは血清でコート

することにより変化するごとが報告されている ι

， 1。とのような付着-の変化は、 thermodynamicsや i疎水的

相 互作用に基づ く van der Waals力の変化に起閃すると

考 えられている ?:， I . " 1。しかしながら、 Candidaの付約二に

おい て、間 体および被肴体の物理化学的性質に起 [J¥]する

非 特異 的付着因子 および被着体表面の糖鎖に対する特異

的付着などが関与するごとを既に報告したの従って、こ

の ような付着 の 変 化は、 C albican Sおよび C. tropi-

calisの付着因子の寄与の相違に由来する複雑な現象に

よ ると考えられるのそこで、本実験では、 C. a 1bicans 

および C tropicali Sを用いて、両菌株聞の付着機備の

違 い、 すな わち、 l疎水的相互作用、静電的相!:f.作 HJおよ

び特異的付着の各付着因子の寄与の 違い を 三 元 配 置 分 散

分 析により検 討 を 行った。

三元配置分散分析を行うため、 表 3 のような性質を

有する修飾ガラスを作製した。すなわち、疎水的科11工作

用 の関与を調べる目的で、唾液コ ートしたレジンとほぼ
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等しい接触角を示す親水性ガラス群およびレジンとほぼ

等 しい岐 触角を示す政水性ガラス併を作製した。また、

特異的な付着に 対して、 C albican Sでは、第 IV章の結

果から、特にイ，j藷の高かったマン ノ ースに対する特異的

付着のモデルと して ManN-glassを、 C tropical isでは、

GlcN-glassを用いた。さらに、静電的相互作月!の問うを

調べる目的で、ごの糖固定化ガラスおよびコントロール

ガラ スとと 等しい表面白由エネルギーを も っ ア ミ ノ 誌 を

固定化したガラスを作製したの

C albican sと C tropicali S の付 着 における名付着駅l子

の付着への寄与は、両蔚株間で異なっており(表 5 )、

図 35に示すように C albican Sの付着においては、糖

およびアミノ基回定化ガラス (ManN-.EDA-.GEM¥AManN-.

AEDA-.AEM-glass)に対する付着は、 HCHO-.AA一足 lassに対

する付着に対してすべて有意に高い付着を示し (pく0.(1)、

また、 HCHO-.AA-glassに 対 す る 付 着問では、有意茅を認

めな か っ た 。さらに、 表 5 に示すよ う に 、 付 着 へ の

各 閃子の寄与は 、疎水的相互作用 4.7%、静電的科I11.作

!日 38.9%、特異的付着 43.6%であ り、そ の 付 請 に お い て 、

特に、特異的付着および静電的相瓦作 用が重要であると

考 えられる n

C tropicali sの付着においては、 凶~~6に示すように、

疎水性ガラス群と親水性ガラス群簡 で、すべてのガラス

問に有意差を認 めた (pくO.0 1 )。 一 応、潟水件カラス若手に
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対する付着においては、糖およびアミノ基同定化ガラス

に対する付着は、すべてコントロー ルガ、ラスに対する十J

着に比べ有意 に 高い{債を示したが、疎水性ガラス群内で

は、各 ガラス間で有意、来を認めなかった の ごの結果は、

静電的相互作用お よび特異的付着因子に比べ疎水的相互

作用が、より強く関与していることを示していると考え

られるのさらに、 表 5 に示すように、付着への係国

子の寄与は、疎水的 相 互 作 用 が 76.7%と最も大きく、静

電 的 相互作用 2.8%、特異的付着 3.7%であり、多くの報

告 ，i (1. .; . . ~ 1と同様に C. tropicalisの付着におい

ては、特に、疎水的相互作用が重要であると考えられる。

このように、両 開株間において、各付着閃子の寄うは異

なり、 C albican Sの 付 着 に お い て は、特異的付者およ

び静電的相互作 用の寄与が大きく、 C tropical1 Sの付

着 にお いては 疎水的相互作用の関与が人きいことが示唆

された n
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多高 VI 主主主 結果の要約

1 . C andid a の付着は、菌体および被着 体 表 面 の 物 理 化

学 的性質により変化し、疎水性の高い菌株の疎水性表面

に 対する 付着においては疎水的相互 作用 が よ り 重 要 で あ

り、疎水性の低 い菌株の付着においては静電的相互作用

がより強く関与 しているごとが明らかとなった 。

2 . タ ン パ ク固定化ガラスに対する付着実 験 の 結 果 か ら 、

C albican Sの付着 においては、特異的付着、静電的相

互作用の関与を認め、 C tropicali sの付着では、特異

的 付着および 疎 水 的相互作用の関与を認めた η

3. C albican Sおよび C tropicali S の特異的付着を検

討した結果、 C albican Sは、マンノース.フコース.ガ

ラクトサミンおよびマンノサミンに対し特異的に付者し、

さらに、糖付着阻害実験の結果、これらの糖に対する特

異 性は、それぞれ単 一 の糖に対する特異性ではなく、

broadな特異性に よることが示唆された。

一 方、 C tropicali Sは、グルコサミンに対してのみ特

異 的付着を示 した の

4. 三元配置分散分析により各付着因子の寄弓を検討し

た結果、 C albican Sの付着においては、静電的相互作

用 および特異的付 着 の 関 与 が 大 き く、 C tropic alisの

付 着においては、疎水的相互作用 が重要であることがぷ
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唆されたの

以 上の結 果よ旬、 Candidaの付着には、被着体および菌

体 表面の 物 理化学的性質によって決定される非特異的付

着機構、および被着体表面に存在する糖に対する菌株固

有 の特 異 的 付着機構が関与していることが明らかとなっ

た。
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第三~ vn乏を 考察

本研究の目的は、 Candid a の同体表面に対する付着に

関与する凶子を詳 細に検討するご とである。

従来、 Candid aのレジン、カテーテルなどのプラスチ

ック表面に対する付着は、被着体表 面あるいは菌体表面

の保水性から、すな わち、熱動力学の理論に息づいて検

討 が行 われ ている。しかしながら、口腔内においては、

義歯表 面にベリクルが形成され、表 面 の 物 理 化 学 的 性 質

が変化し、さら に、乙のようなペリクルが菌に対し特異

的な付 着 部 位を与えることが報告されており、種々の付

着囚子が複雑に関与していると考えられる。このため、

Candidaの付 着 に 関与する個々の付着肉子について検討

を加えることが 困難となっているの従って、本研究にお

いては、 11事飾ガラスを mいてより単純化した系により(、1"

着 に関与する因子について検討を行った。

まず、第 H章で述べたように非特異的付后 l天j子の関 li

について、 Satouちの方法により作製した修飾ガラスを

用いて検討した結果、 ifi~ 水性の高い菌株の付 ・8 において

は疎水的相互 作用 の関与が大きく、疎水性の低い関株の

付着 においては静電的相互作用が よ り重要であるごとが

明 らかとなった 。 こ の 結 果 は 、 Satouらが streptococci

を用いて、また van Loosdrechtらが、二十数椅の商を用

いて検討を行った結果と"致するもの であり、向付.将に

おいては、菌体および被着体表面の 物理 化 学 的 性 質 が 重
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要であり、疎水的相互作用および静電的相互作用の両者

が関 与していると考えられる 。

しかし、 in viv oにおいては、義荷表面には、椅々の

糖 タンパクを含む唾液、浸出液などの 吸着ーにより、ペリ

ク ルが形 成され、このようなペリクルが receptorとなり

うることが報 告 されている 。 C albican S の特異的付着

について は 、最表層のマンノブロテインの関与が i主要で

あると報告され、特にそのタンパク 部分が重要であるご

とが Critchley & Douglasによって示されている の

一万、被着体表面に存在する糖タンパクの機鎖は、数傾

の 糖から構成 され る ヘ テ ロ 糖 鎖 で あり、また、 Candida

の特異的付着の receptorと し て 種々 の糖、アミノ粘が報

告 され一致した見解 を み て い な い 。 ごのため、 st r e p t 0-

cocciなどの付着実験で行われている酵素によるシアル

酸の除去あるいは、 Candid aの細胞、 fibrin clotsに対

す る付 着 実 験において行われている糖あるいはハプナン

限害実験では、充分な知見が得られ ない ご と が 考 え ら れ

る n 従って、第 凹章では、被着体表面にイ子在するタンパ

クからの糖鎖の 化学的切断を行い Candidaの被着体表面

に 存在 す る 糖鎖に対する特異的付着の関うの有無を検討

し、さらに、 第 rv章 に お い て は 、 単 ..-の糖のみの存紅す

る 糖同定化ガラスを用いて、第 III章でみられた特異的付

着にお いて receptorとなりうる糖の検討 を 行 っ た の

また、ペリクルに対する付着は 、 唾液あるいは i血清によ
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り コートし たレ ジン を被 着体 として検討が行われている

が、著者は、 assay中に (200rpm.3h incubateにより)、

レジン表由'からがJ60 %の時液タンパクが離脱することを

確認 したのごの ような、 assay中のレ ジン 表面 から のペ

リクルの離脱は、付着実験の結果の 解釈において次の 2

点の問題点、を生ずると考えられるのまず、ペリクルに対

して付着した Candidaが、レジン-ペリクルあるいはぺ

リクルー ペリクル間のタンパクの離脱により除去される。

つぎに、ペリク ルの離脱によりレジンが露出し、 Can-

dida の付着がペリクルに対するもの か、レジンに対する

ものかの結果の判定が開難となることであるの第 2の可

能性については、 Gibbons & Etherdenが streploGocciの

実験的ペリクルおよび uncoated mineralとの inlerac-

tionの反別の必 要性を述べている n

従って、 Candidaの被着体表面に待 在 す る タ ン パ ク に 対

する 付 着 を 検討する上でタンパクの同定化が必要と考え

ちれるのこのため、第 III章では、タンパクをカラス耐に

単分子層により固定化を行い、タン パク 固 定 化 ガ ラ ス の

物理化学的性 質および糖鎖の有無 と Candidaの付着との

関係を検討し た のその結果、非特異的 付着[羽子の関与と

して は、第 II章と同様に、 C. albican Sの付着では、静

電的相 互作用の関与が重要であり、 C tropical is の付

着 においては、疎水的相互作用の関うを認めた のこ れに

加えて、両菌株の付着において、タ ン パ ク に 存 花 す る 糖
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鎖に対する特異的付着が関与している ご と が 示 さ れ た 。

さらに、第 IV章に お い て 、 糖 ! 同 定 化 ガラスを mい、この

ような Candid aの特異的付着において receptorとな り う

る糖の検索を行った結果、 C albican Sでは、マンノー

ス、マンノサミン、フコースおよびガラクトサミンに対

する特異的付 着を認め、さらに、これらの特異性は

broadな specificityによることが示 唆され た n また、 C.

t ropicali Sの特異的付着に対してはほとんど報告はない

が、グルコサミ ンに対する特異性を 認 めた。

第 II~IV 章の結果から、 Candid a 、特に C albjc ansおよ

び C tropicali sの付着には、被着 体および菌体表而.の

物理化学的性 質 に よって、疎水的相互作用および静電的

相 互 作 用が関与し、ごれと同時に、被岩体表 luiに {fff:す

る 糖 鎖 に対する菌株固有の特異的付着が関うしているこ

とが 明らかとなったのこのような付着附子は、すなわち、

疎水的相可作用、静電的相互作用および特異的付着凶 -{-

は、 streptococciにおいては、 10n日 ra n g e . m i d r a n g c. 

short rangeの interactionとして、複雑に関与している

ごと が Busscher & Weerkampに よ って仮説的に述べられ

て いる の従 って、ごのような各付着凶 子 の 寄 与 の 追 い が

各菌株の種々の表面への付着しや すさを決定していると

考 えられる n 従って、第 V章においては 、 非 特 異 的 付 着

因子および特異的付着因子について三元配置分散分析に

よ り 検 討を加えた。本研究において用いた疎水性ガラス
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および親水性ガラスの接触角は、それ ぞれ、低温長時間

重合したレジンおよび唾液コート した レジンの感触角を

基準として決定した。また、静電的相互作用および特異

的付着を検討 する目的でアミノ基固定化ガラスおよび糖

固定化 ガ ラ スを作製した。

その結果、 C albican Sの付着においては、静電的相互

作用および特異 的付 着 の 関 与 が 大 きく、 C trop icalis 

の 付着においては、疎水的相互作 用が 重要であるごとが

示唆されたの

以上のように、 Candidaの付着機 構に つ い て 種 々 の 知

見を 得たが、今後より in VIV Oに 近い実験系により、そ

の 付着 を検討していく所存である。
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