
近年，真菌症の臨床診断法は著しく進歩し，特に
Candida 症に対しては抗原（マンナン）検出を利用
した診断試薬が開発されている．医学的に重要な
Candida 属酵母を迅速かつ正確に同定するために特
異吸収抗血清が作製され，因子血清，すなわち，ポ
リクローナル因子血清キット（カンジダ・チェッ
ク）を用いたスライド凝集反応が考案された．1）

Candida 属酵母マンナン構造中の各抗原因子に相当
する構造は，Fukazawa ら並びに Suzuki らの精力
的な研究によってほぼ明らかにされている．2−4）その
抗原因子の同定の際，スライド凝集反応 1）に加え，マ
ンナン ELISA5）やマンナン ELISA 阻害試験 6）が有
効な手段として用いられてきた．8 種の医学的に重
要な病原性 Candida 属酵母を，10 種の因子血清を
用いてスライド凝集反応によって同定するための
カンジダ・チェックの抗原パターンは次のように
示されている．1）

我々は各種 Candida 属酵母の表層抗原を迅速に
検出することを目的として，最初にカンジダチェッ
クの因子血清を用いたスライド凝集反応を試みた．
その結果，本研究の中で示すように，そのスライド
凝集反応は典型的な凝集パターンを示さないこと
が時々あることがわかった．また，マンナン ELISA
は有効な手段であるが，細胞壁からのマンナンの抽
出・精製が必要で抗原解析に手間と時間を要する．
そこで Candida 属酵母の表層抗原を迅速で正確に検
出するために，カンジダチェックの因子血清を用い
て，動物細胞 7,8）や細菌細胞 9）で検討されている細胞
ELISA を Candida 属酵母で行うための条件を検討し
た．続いて，各種 Candida 属酵母を用いて細胞 ELISA
とスライド凝集反応のデータの比較を行った．さら
に，細胞 ELISA とマンナン ELISA の比較も試みた．

材料および方法

１）使用菌株
使用した大部分の Candida 属酵母菌株は発酵研

究所（大阪）より購入した．C. albicans NIH A-207，
NIH B-792 株は，明治薬科大学免疫生物学教室，西
川朱實教授より分与された．C. albicans ATCC 1002
株は福岡歯科大学口腔微生物学教室，故萩原義郷教
授より分与された．C. soyae JCm 1644 株は理化学
研究所バイオリソースセンター微生物材料開発室
由来，また，C. stellatoidea TImm 0310 株は帝京大
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we conducted cell-enzyme linked-immunosorbent assay（Cell-ELISA）to detect the specific surface antigens of
Candida species strain cells using factor sera from commercially available serum factor kit（Candida Check). The
use of poly-L-lysine and glutaraldehyde in the Cell-ELISA was very useful to stick the yeast cells（antigens）to
microtiterplate. The Cell-ELISA detected more clearly the surface antigens compared with the commercial slide
agglutination test. we showed that the Cell-ELISA might detect qualitatively and/or quantitatively the mannan of
the yeast surface by using antibodies with the mannan structure specificity.
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カンジダ・チェックの抗原パターン
菌種または血清型 抗原因子

C. albicans A 型 1  4  5  6
C. tropicalis 1  4  5  6a）

C. albicans B 型 1  4  5                      13ba）

C. stellatoidea 1 4 5
C. guilliermondii 1 4 9a）

C. krusei 1                   11
C. parapsilosis 1                        13  13b
C. pseudotropicalis 1             8
C. glabrata(T. glabrata) 1  4     6                         34
a）ときに欠如した株がある．
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学医学部医真菌研究センター由来で，ATCC 11006，
ATCC 20408 と ATCC 36232 株は American Type
Culture Collection 由来である．
２）菌株の培養

各菌株はまず酵母エキス加サブロー斜面寒天培
地（ペプトン 1%，グルコース 2%，酵母エキス 0.5%，
寒天 1.5%）で培養した．このスラントから同液体培
地 30 mL（100 mL 平底フラスコ）に移植し，27℃，
48 時間振とう培養を行った．5）

３）マンナンの調製
C. albicans NIH A-207 株細胞壁マンナンの調製

は，kobayashi らの方法 10）により行った．
４）菌体の Candida 因子血清との凝集反応

培養液 1～3 mL を取り，生理食塩水 3～5 mL を加
えて遠心（2,500 rpm，5 分間）洗浄を 2 回行い，生理
食塩水を加えて希釈後顕微鏡下で菌数を測定，1×106

個/0.2 mL または 1×107 個/0.2 mL の菌液を調製し
た．各培養菌液を一滴凝集板に取り，これに Candida
各因子ポリクローナル抗体：ウサギ抗因子血清（カ
ンジダチェック，ヤトロン，東京）を 1 滴滴下し，30
分以内に凝集反応を観察した．凝集が認められれば
陽性（＋），凝集しなければ陰性（−）と判定した．11）

５）細胞 ELISA の測定方法
５－１．菌液の調製
培養した菌を死菌体にするために，加熱処理

（100℃，30 分間）を行った．この菌体 1～3 mL を取
り，生理食塩水 3～5 mL を加えて遠心（2,500 rpm，5
分間）洗浄を 2 回行い，PBS を加えて希釈し，顕微鏡
下で菌数を測定し，1×107 個/mL の菌液を調製した．
５－２．細胞 ELISA
Suzuki らの方法 9）に従って行った．すなわち，マ

イクロタイタープレート（Linbro/Titerteck, Catalog
no. 76-381-08）に PBS で 10μg/mL に希釈したポリ-
L-リジン 50μL/well を入れて室温で 10 分間静置
後，プレートの溶液を捨てリン酸緩衝生理食塩水

（PBS）で 3 回洗浄した．プレートに菌体を入れない
陰性コントロールを 1 well 取り，調製した Candida
属酵母菌液の２倍希釈系列を作り，それぞれ 50μL
ずつ well に入れ遠心分離（1,500 rpm，15 分間，4℃）
した．これに，PBS で希釈した 0.5%グルタルアルデ
ヒド 50μL/well を加え，15 分間室温で放置，Tween
20［終濃度 0.05%（v/v）］を含む PBS（PBST，pH 7.4）
で 3 回洗浄後，1%ウシ血清アルブミン（BSA）含有
PBS に 100 mm グ リ シ ン を 溶 解 さ せ た 液 を
100μL/well 加え，30 分間静置後，PBST で 3 回洗浄

した．これに 20 倍希釈した因子血清（1～34）を
50μL/well 加え，室温で 1.5 時間放置後，PBST で 3
回洗浄した．次に PBST で 1,000 倍希釈した西洋ワ
サビペルオキシダーゼ（HRPO）標識ヤギ抗マウス
IgG 抗体を 50μL/well 加え，室温で 1.5 時間静置後，
PBST で 3 回洗浄した．さらに，HRPO の基質とし
て 0.01% o-フェニレンジアミンおよび 0.006% H2O2

を含む 150 mm クエン酸緩衝液（pH 5.0）100μL 加
え，室温で約 5 分間放置した．各 well に 2 m H2SO4

50μL ずつを加え 492 nm の吸光度を micro Plate
Reader A4（Tosoh 社製）で測定した．
６）細胞 ELISA とマンナン ELISA の比較

培養した C. albicans NIH A-207 菌体を加熱処理
し，1×107 個/mL に調製した菌液と因子血清 6 を用
いて細胞 ELISA を行った．一方，同菌よりオートク
レーブ抽出後フェーリング処理して精製したマン
ナン 10）を PBS にて 100μg/mL とし，これを抗原と
して同様にマンナン ELISA5）を行い，細胞 ELISA と
反応性を比較した．また，両 ELISA でのポリ-L-リジ
ンの影響を検討した．

実　験　結　果

１）細胞 ELISA の条件検討
Candida 属酵母を使用した細胞 ELISA を確立す

るために，ポリ-L-リジンとグルタルアルデヒドの影
響を検討した（Fig. 1）．ポリ-L-リジンはマイクロタ
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Fig. 1.  Effect of Poly-L-lysine and Glutaraldehyde on
Reactivity by Cell-ELISA of Factor Serum 6 with
Candida albicans NIH A-207 Heat-killed Cells
□�, Poly-L-lysine＋Glutaraldehyde; ◆, Poly-L-lysine only; ■�,

Glutaraldehyde only; ◇, None.



イタープレート表面でアミノ基を露出し菌体の付
着を促進させるために添加し，グルタルアルデヒド
は加えた菌体を固定するために添加した．その結
果，ポリ-L-リジンとグルタルアルデヒドの両者を添
加しない方法では菌体の固定が十分行われず，洗浄
の際に菌体が離脱し低い反応性しか得られなかっ
たが，両者が入った方法では高い反応性が検出され
た．よって，ポリ-L-リジンとグルタルアルデヒドは
細胞 ELISA には不可欠であると考えられる．
２）Candida 属酵母菌体の因子血清とのスライド凝
集反応
Table 1 は 8 種の主要病原性 Candida 属酵母，さら

に C. kefyr，C. lambica，C. lipolytica，C. macedoniensis，
C. norvegenesis，C. soyae の全菌体を用いてスライ
ド凝集反応を行った結果である．その結果，8 種の主
要病原性 Candida 属酵母については Shinoda らの
報告 1）と類似しているところもあるが，その典型的
な凝集パターンと比べ，異なった凝集パターンを示

す場合もみられた．特に，C. albicans J-1012，C.
lipolytica IFO 1548，C. parapsilosis IFO 0585 では
反応性の判定は困難であった．また，典型的な凝集
パターンを示すはずの，C. albicans ATCC 1002 で
は因子血清 5，C. glabrata IFO 0622 では因子血清 6
と 34，C. krusei IFO 0584 では因子血清 11，C.
pseudotropicalis IFO 0586 では因子血清 8，C.
stellatoidea と C. tropicalis では因子血清 5 との反応
性が確認できず，スライド凝集反応のみから菌種を
同定することは困難であった．
３）Candida 属酵母菌体の細胞 ELISA

Candida 属酵母の熱処理死菌について細胞
ELISA による反応性の検討を行った（Fig. 2）．その
結果，Table 1 に示したスライド凝集反応では菌体
が凝集塊を形成し判定が不可能な菌株や，陰性か陽
性か判定しがたい菌株があったが，細胞 ELISA で
は明瞭に反応性を確認することができた．すなわ
ち，ほとんどすべての細胞 ELISA のパターンは，主
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Table 1. Slide Agglutination Assay of Factor Sera with Candida species Strain Cells 

Strain Agglutination with factor seraa）

1 4 5 6 8 9 11 13b 13 34
Candida albicans NIH A-207 +++ +++ ++ ++ − − − − − −
C. albicans J-1012＊ ± ++ ± ++ ± ± ± ± ± ±
C. albicans NIH B-792 +++ ++ ++ − − − − − − −
C. albicans ATCC 1002 +++ + − − − − − − − −
C. glabrata IFO 0622 ++ ++ − − − − − − − −
C. guilliermondii IFO 0566 ++ ++ − − − + − − − −
C. kefyr IFO 0616 ++ − − − − − − − − −
C. krusei IFO 0584 ++ − − − − − − − − −
C. lambica IFO 1146 ++ − − − − − ++ − − −    
C. lipolytica IFO 1548＊ − − − − − − − − − −
C. macedoniensis IFO 0706 ++ − − − + − − − − −
C. norvegenesis IFO 1020 ++ − − − − − − − − −
C. parapsilosis IFO 0585＊ − − − − − − − − − −
C. psudotropicalis IFO 0586 ++ ++ − − − − − − − −
C. soyae JCm 1644 ++ ++ − − − − − − − −
C. stellatoidea ATCC 11006 +++ + − − − − − − − −
C. stellatoidea ATCC 20408 ++ + + ++ − − − − − −
C. stellatoidea ATCC 36232 +++ ++ − − − − − − − −
C. stellatoidea IFO 1397 +++ + − − − − − − − −
C. stellatoidea TImm 0310 +++ ± − − − − − − − −
C. tropicalis IFO 0587 +++ ++ − ++ − − − − − −
C. tropicalis IFO 0589 + + − − − − − − − −
C. tropicalis IFO 0199 ++ ++ − + − − − − − −
C. tropicalis IFO 1647 ++ ++ − ± − − − − − −

a）Agglutination was scored from high（+++）to low（+), and no agglutination（–). ＊ It was impossible to judge.
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Fig. 2-1.  Cell-ELISA for Candida Species Strain Cells with Factor Sera
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Fig. 2-2.  Cell-ELISA for Candida Species Strain Cells with Factor Sera



要病原性 Candida 属酵母については典型的なスラ
イド凝集反応パターン 1）と基本的に類似している
が，本 ELISA は凝集反応よりも表層抗原を明瞭に
検出することができている例もある．例えば，興味
深いことに C. albicans NIH B-792 株は因子血清 6
と弱い反応性を示すことが示された．また，C.
pseudotropicalis IFO 0586 は因子血清 1，4，そして
わずかに 6 との反応性が認められた．また，酵母菌
の量を増やしたための非特異的な反応性の上昇と
は別と考えられる各菌の特異血清以外の因子血清
との反応性が上昇しているものが，C. albicans J-
1012，C. krusei IFO 0584，C. norvegenesis IFO 0585，
C. stellatoidea ATCC 11006， 20408，36232 そして
C. tropicalis IFO 0589，0199，1647，1400 株などで
みられた．今回新たに，C. kefyr IFO 0616 は因子血
清 1，8，9 と，C. lambica IFO 1146 は 1，11 と，C.
lipolytica IFO 1548 は 1，9 と，C. macedoniensis IFO
0706 と C. norvegenesis IFO 1020 は 1，8 と，C. soyae
は 1，4 と反応性があることが細胞 ELISA により明
らかになった．C. parapsilosis IFO 0585 と C. lipolytica
IFO 1548 はスライド凝集反応ではすべての因子血
清と反応性を示さなかった（Table 1）が，細胞 ELISA
によって表層抗原を検出することができた．
４）細胞 ELISA とマンナン ELISA の比較

サブロー液体培地で培養し，加熱処理した C.
albicans NIH A-207 株菌体と同菌より抽出・精製し
たマンナンを抗原として，因子血清 6 を用いて，細

胞 ELISA とマンナン ELISA を比較した．また，ポ
リ-L-リジンの影響についても併せて検討した（Fig.
3）．その結果，菌体と因子血清との反応性は菌数の
増加に伴い上昇した（Fig. 3-A）．また，マンナン量
の増加でも反応性が上昇した（Fig. 3-B）．このこと
により，因子血清 6 との反応性は菌体表層の因子血
清 6 が認識するマンナン量 12）と相関し，菌体表層の
マンナン抗原の量を直接細胞 ELISA によって測定
できることがわかった．この際，細胞 ELISA でのポ
リ-L-リジンの使用は，Fig. 1 でも示したように有効
で，菌数の増加に伴い反応性は直線的に上昇した

（Fig. 3-A）．しかし，マンナン ELISA の場合（Fig.
3-B）はポリ-L-リジンを使用してもしなくても反応
性に違いはなかった．

考　　　　　察

細胞 ELISA は各種動物細胞表層抗原に対するモ
ノクローナル抗体 7,8）や Pseudomonas aeruginosa
に対するモノクローナル抗体 9）の検出のために用い
られてきた．この細胞 ELISA では，すでにポリ-L-リ
ジンとグルタルアルデヒドが使用され，良好な結果
が得られている．しかしながら，酵母菌体を用いた
系統的な細胞 ELISA の報告は見当たらない．今回
の我々の結果は，接着酵母細胞の特異表層抗原量と
その細胞の数をポリ L-リジンとグルタルアルデヒ
ドを用いた細胞 ELISA によって測定できることを

 52                                                            大川　喜男，山田　康代

Fig. 3.  Comparison of Cell-ELISA（A）and mannan-ELISA（B）on the Reactivity of Candida albicans NIH A-207 Strain
with Factor Serum 6
□�, Poly-L-lysine; ◆, None.



示した（Fig. 1）．また，本方法は，酵母細胞表層抗
原に対する抗体を検出する迅速で正確なスクリー
ニングのためにも有用であり，さらに，酵母の培養
経過中や生体内での免疫反応時や病的状態の時，さ
らに変異剤を用いた細胞表層構造変異の研究など，
酵母細胞の特異的な表現型の変化を正確に検出す
ることが可能である．

因子血清と酵母細胞とのスライド凝集反応は病
原性 Candida 株を迅速に同定するために確立され
た方法である．1）しかしながら，Table 1 に示したよ
うに，典型的な凝集パターンを示さない時があり，
正確性に問題がある．C. albicans 細胞表層抗原と因
子血清との相互作用はフローサイトメトリー 13）や免
疫電子顕微鏡 14）によっても研究されているが，本報
告は細胞 ELISA に因子血清を用いた最初の報告で
ある（Fig. 2）．Candia 属酵母の菌種・菌株によって
相違はみられるが，それぞれ菌種特異的因子血清と
は強く反応したが，それ以外の因子血清とも反応す
る菌株のあることが示された．このような場合の考
察として，細胞 ELISA の感度が優れているためにそ
れらの菌に微量ながら存在している各抗原因子特異
構造を認識できているか，因子血清の特異性が低い
ため，抗原因子特異構造以外の構造とも反応性を示
している可能性が考えられる．15）  いずれにしても現在
は Candida の各因子の構造が明らかになっているの
で，4）細胞 ELISA は基本的に各因子構造の量を菌体
を用いて直接測定できることを示している．

Candida 属酵母マンナン構造と病原性との関連性
の研究は重要なテーマである．16−19）また，Candida
症の血清学的診断や予後の判定において，そのマン
ナン抗原の検出は，新しい血清学的反応，例えば
ELISA，ELISA 阻止反応やラテックス粒子凝集反
応など 20−23）を用いることにより感受性や特異性の
点で格段に進歩している．
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