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研究成果の概要（和文）：シグナルシークエンストラップ法（SST法）を用いてクリプトコック

ス細胞表層蛋白、分泌蛋白を同定し、それに対するモノクローナル抗体を作成し診断、治療へ

の可能性を検討した。得られた 6 種類の抗体を利用し ELISA 系を構築するとともに、その抗体

の菌増殖に及ぼす影響を検討したところ、今回標的とした蛋白においては菌増殖への影響は低

いと考えられたが、好気条件下、嫌気条件下でも細胞外への分泌が推定されたことから、潜伏

感染検出の標的蛋白となりうる可能性が示された。 
 
研究成果の概要（英文）：Cell surface and secretory proteins of Cryptococcus neoformans 
were detected using signal sequence trap (SST) method, and monoclonal antibodies against 

one of those proteins were obtained. In addition, the possibility of detection of latent 

infection diagnosis and controlling severe cryptococcal diseases applying with 

antibodies were also evaluated. Consequently, the protein was confirmed on cell wall and 

to be secreted outside cell under both aerobic and anaerobic conditions, and it speculated 

that it was a candidate protein on diagnosis of Cryptococcus latent infection, however, 

that protein seemed to have no relevance with cell growth. 
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１．研究開始当初の背景 

Cryptococcus neoformans によるクリプト

コックス症は主として日和見感染症としてみ

られることが多いが、健常人にも十分発病す

るなど C. neoformansそのものは病原性の高

い真菌である。また、クリプトコックス症に

は肺、中枢神経、皮膚など幾つかの病型があ

げられるが、中枢神経系クリプトコックス症

は極めて重篤な病態であり、全クリプトコッ

クス症例の 80～90%を占めるとされている

（山口英世：病原真菌と真菌症、南山堂）。さ

らに、HIV 感染者など免疫不全患者では容易
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に中枢神経系クリプトコックス症を合併し致

死的となり、HAART 時代が標準の現在でさえ

極めて重要な臨床的課題である（Lortholary 

O, et al. AIDS 20, 2006ほか）。 

近年、C. neoformans は結核菌と同じよう

に生体内で潜伏感染することが明らかとなり

（Dromer F, et al. J. Med. Vet. Mycol 30, 

1992）、ステロイド使用や HIV 感染など免疫不

全に伴っておこるクリプトコックス症は、潜

伏感染していた C. neoformansの再活性化に

より発病することが考えられている（Hermoso 

DG et al. J Clin Microbiol 37, 3204-3209, 

1999）。また、現在の高度医療の発達は、同時

に日和見真菌感染症の増加をもたらしている。

例えば、米国おける臓器移植患者に認められ

た移植後合併感染症ではクリプトコックス症

が真菌症では第三位であると報告されている

（Chiller TM. The 17thISHAM, 2009）。この

臓器移植後に発病してくるクリプトコックス

症についても諸研究結果から、移植前に感染

し生体内で潜伏感染していた C. neoformans
の再活性化が原因であるとの見方が大きい

（Saha DC et al. Clin. Vaccine Immunol 14: 

1550-1554, 2007）。さらに、この臓器移植後

に発病するクリプトコックス症は播種型や中

枢神経系クリプトコックス症を伴うことが多

く（53-72%）（Singh N, et al. Clin Infect Dis 

47: 1321-7, 2008)、予後も死亡率が 50%に達

するなど、極めて重要な合併日和見感染症で

あり、今後わが国でも問題となってくるもの

と予測される。 

一方、このような免疫不全者や臓器移植患

者などに合併するクリプトコックス症対策を

考える場合、結核症と同様に、C. neoformans
の潜伏感染を移植前に検出し、適切な抗真菌

薬の投与などの方法が考えられるが、その検

出法は無い。現在用いられている血清診断法

はクリプトコックス症の診断法として感度、

特異度の高い検査法であるが（深在性真菌症

の診断・治療ガイドライン 2007）、ある程度

病勢が進行したものでないと陽性にならない、

潜伏感染菌検出には全く効果が無いなどの面

をもつため、潜伏感染の検出系の開発はこれ

らの患者の予後の改善には必要なものと考え

る。加えて、臓器移植患者に限らず、HIV 感

染者などにおこる中枢神経系クリプトコック

ス症の生存率改善のための新たな対策や新規

抗真菌薬の開発も重要な課題と考えられる。 

以上の背景から、われわれは C. neoformans
の分泌蛋白ならびに細胞壁表層に存在する蛋

白分子を標的にし、ELISA 法を組合わせたク

リプトコックス属の潜伏感染検出系の確立と、

これら蛋白に対するモノクローナル抗体を用

いた感染症の治療法、とくに予後不良な中枢

神経系クリプトコックス症を主な対象とした

抗体療法の検討を行うことを目的とした。 

 

２．研究の目的 

C. neoformans の分泌蛋白ならびに細胞壁

表層に存在する蛋白分子を網羅的に検索しこ

れらを標的とする抗体作製を行い、 C. 
neoformans 持続（潜伏）感染菌の in vitro

検出系を開発することを第一の目的とする。

さらに、これら細胞壁表層蛋白のリコンビナ

ント蛋白質ならびに蛋白抗原を標的としたモ

ノクローナル抗体の系統的な開発を行い、免

疫不全者に合併する予後不良な（中枢神経系）

クリプトコックス症に対する新たな抗体療法

開発の基盤的研究を行うことを第二の目的と

した。 
 
３．研究の方法 
１）真菌の細胞表層蛋白・分泌蛋白の同定 

クリプトコックス属に対して、細胞の膜表

面蛋白、分泌蛋白を網羅的に解析する方法で

あ る SST-REX (signal sequence trap by 

retrovirus-mediated expression screening)

法を用いて分泌蛋白等の同定を行った。 

①クリプトコックス属 RNA抽出 

 C. neoformans ATCC90112 株を 100 ml の

brain heart infusion (BHI) 液 体 培 地

（pH7.4）で 24時間培養し、遠心にて集菌後

1 回洗浄を行った。その後等量の BHI 培地に

再懸濁し、500 mlのカルチャーボトルへ注入

し、嫌気ジャーにカルチャーボトルを蓋を開

放したままの状態で収納した後、アネロパッ

クⓇ（三菱ガス化学）を添えジャーを密封し

た。カルチャーボトルを収納した嫌気ジャー

を 37℃で 14 時間ゆっくりと撹拌しながら培

養したのち、集菌を行い ISOGEN（ニッポンジ

ーン）を用いて total RNAを抽出した。 

②SST-REX法 

トランスフェクション：抽出した C. 
neoformans total RNA から cDNA を作成し、

MPLV を含む発現ベクターを用いて cDNA ライ

ブラリーを作成した。リポフェクチンを用い

てマウス由来 BAF 細胞にトランスフェクショ

ンし、自律増殖可能な細胞をスクリーニング

した。増殖可能な細胞からトランスフェクシ

ョンにより導入したベクター配列を確認し、

C. neoformans 由来遺伝子と推定される遺伝

子断片のシークエンスを行った。 

③C. neoformans SSTクローンに対するモノ

クローナル抗体の作成 

 得られた SSTクローンのうち、発現数が最

も多かった SSTクローンに対しモノクローナ



 

 

ル抗体を作成した。 

・免疫方法  

動物：マウス（Balb/c, male, 9w あるいは

Balb/c, female, 10w) 、 免 疫 原 ： 

Cryptococcus neoformans 由来クローン遺伝

子と MPL遺伝子との融合遺伝子を導入、発現

させた Ba/F3細胞、細胞免疫原は 1×106～2.5

×106cells/回にて、隔日で 3回、あるいは 4

回免疫した。 

・細胞融合  

採取したリンパ球をミエローマ細胞と PEG法

にて融合した。 

得られたハイブリドーマを HAT培地にて選択

し、コロニーを形成させた。  

・ハイブリドーマスクリーニング  

免疫原に対する反応性をフローサイトメトリ

により検証した。免疫原に反応し、かつ陰性

コントロール細胞に対して反応しない候補を

選抜し、2 次スクリーニングで得られた候補

をクローニングした。 

 

２）分泌蛋白の細胞局在の検討 

C. neoformans を10 mlで液体培養(BHI, YPD、

30℃、2 日、150 rpm)を行い、集菌後、培養

上清は 0.45 umのフィルターをかけ、菌体は

2 分し液体窒素で凍結し、ミルで破砕、1 ml

の lysis buffer (25 mM Tris (pH 7.2), 150 

mM NaCl, 0.001 M EDTA, 1 % NP40)に溶かし

て、4℃、1h、回転混和し、最高回転数で遠心

後、上清（細胞質画分）、沈殿にわけた。沈殿

は、1 mlの SDS sample buffer (+DTT)に溶か

し、RT, 1h、回転混和し、100℃で 5分加熱後、

最高回転数で遠心後、上清（細胞壁画分）を

回収した。その後、それぞれ 10 ulをゲルに

ロードし、SDS-PAGE(5-20 %ゲル)を行い、ウ

エスタンブロット（WB）を行った。検出のた

めの抗体は上記方法で作成した抗体を用いた。 

 

３）細胞表層蛋白抗体の細胞増殖に与える影

響の検討 

１）で作成したモノクローナル抗体の菌増

殖への影響を検討した。C. neoformansを YPD

液体培地（pH5.6）10ml、30℃で 48時間培養

し、集菌、上清を捨てた後 RPMIで洗浄後、再

度 RPMIに懸濁した。菌濃度を 5.0×105CFU/ml

に調整し、96 ウェルプレートに 100μl 接種

した。その後菌液 100μlあたり、各モノクロ

ーナル抗体を約 2μg、20μg 添加し、72時間

ならびに 168 時間培養し、その時点の吸光度

を抗体無添加のウェルの吸光度と比較検討し

た。 

 

４．研究成果 

１）真菌の細胞表層蛋白・分泌蛋白の同定 

SST 法により、クローン総数 286 個、取得

因子 72 個の結果が得られ、これらから計 46

遺伝子が同定された。このうち 41遺伝子につ

いては細胞表層もしくは分泌蛋白であること

が推測された（表）。また機能的には糖代謝に

関与すると推測される遺伝子が比較的多く、

機能不明な遺伝子も 16遺伝子検出された。こ

の SST 法で情報が得られた遺伝子のうちクロ

ー ン 発 現 数 が 多 い も の を み る と 、

hypothetical proteinが多く認められ、これ

らの蛋白が C. neoformansの低酸素条件下で

の生存や潜伏感染に関与しているのではない

かと考えられた。この SST法で得られたクロ

ーンのうち、発現数が 29個と最も多かったも

のクローン（CnSST-1）を検討対象とした。こ

の CnSST-1は嫌気条件下で菌発育が抑制され

た状態での発現が多いと推測されたため、本

検討での標的遺伝子、標的分子とした。この

CnSst-1p に対するモノクローナル抗体作成

は ACTGen社との共同で行った。この方法で最

終的に計 6種類のモノクローナル抗体（A-F）

を得ることができた。一方、得られた抗体に

ついて、感度、特異度を検討したところ、抗

体 E、抗体 B については感度は高いが特異性

が低く、一方抗体 A、抗体 D は特異性は高い

が感度がやや低い結果であった。またこれら

抗体を組み合わせて、ELISA 検出系の構築を

行ったが、いずれの組合せの検討でも非特異

的な結合が極めて強く（図 1）、現在その低減

に向け検討を継続している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表 SST-REX法により同定された
Cryptococcus遺伝子

（膜もしくは分泌と推定）
蛋白質分解
糖代謝
蛋白質モチーフ
リポ蛋白質
その他
Hypothetical protein

細胞内オルガネラ膜
細胞質

1
16
6
1
1

16

3
2

 

0.2
0.4
0.6
0.8 
1.0 
1.2 

GST 0

GST 100 ng/mL

MBP 0

MBP 100 ng/mL

detection
mAb (biotin) C E A B

capture
mAb C

C E A B

E

C E A B

A

C E A B

B

C E A B

D

C E A B

none

0.2
0.4
0.6
0.8 
1.0 

0.2
0.4
0.6
0.8 
1.0 

0

A
4
5
0

A
4
5
0

A
4
5
0

cryPN1
0

0

N101

4% BSA

5% skim milk

図1．サンドイッチ系に適したブロッキング溶液の検討

 



 

 

２）分泌蛋白の細胞局在の検討 

WB 法で得られた結果より、反応が認められ

た分子量から推定すると、この CnSst-1pは糖

鎖修飾を受けることが予想された（データベ

ース上では 33kDa）。また、好気、嫌気条件（好

気条件で増菌後、18時間嫌気条件下で培養）

下の双方において細胞壁、培養上清ともに発

現が確認され、嫌気条件下ではより一層の細

胞壁への蓄積が見られたが、培養上清ではほ

とんど差が認められなかった（図 2）。さらに

上記嫌気培養上清を用い、免疫沈降法を行っ

たところ、いずれの抗体とも免沈が出来た。

以上の結果から、CnSst-1pは細胞壁に主に存

在するが、細胞外へも好気条件、嫌気条件に

関わらず分泌されることが確認された。 

 

３）細胞表層蛋白抗体の細胞増殖に与える影

響の検討 

 得られたモノクローナル抗体のクリプトコ

ックス菌体の発育に与える影響を、マイクロ

プレート発育にてみたところ、6 種類すべて

で低濃度（2μg/well）、高濃度（20μg/well）

のいずれでも発育に与える影響は認められず、

CnSST-1 は菌増殖への関与が低いことが推測

された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 

 

４）まとめと今後の展望 

 本検討では SST法によって検出された遺伝

子のうち、発現クローン数が最も多かった遺

伝子を対象にその蛋白に対するモノクローナ

ル抗体を作成し、ELISA 検出系の作成ならび

に菌増殖に対する効果を検討した。本検討で

得られた CnSst-1p に対するモノクローナル

抗体について、感度、特異度を検討したとこ

ろ、抗体 E、抗体 B については感度は高いが

特異性が低く、一方抗体 A、抗体 D は特異性

は高いが感度がやや低い結果であった。これ

らを組み合わせてサンドイッチ ELISAの構築

を行ったが、バックグラウンド抑制が今後の

大きな課題となった。またこの CnSst-1pは嫌

気時に細胞壁への集積ならびに細胞外への分

泌が推定されたことから、嫌気条件下に存在

すると考えられる潜伏感染や肉芽腫形成時の

菌検出標的としては有用ではないかと考える。

さらに、本検討で CnSst-1pの菌増殖への関与

を検討したが、結果をみると関連は否定的で

あった。しかし、同様な方法で検出した他の

真菌においては、細胞表層蛋白抗体による菌

増殖抑制効果が認められていることより、今

後同様な蛋白を同定することでクリプトコッ

クス属への応用が十分期待されるものと考え

られた。 
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