
東京薬科大学・薬学部・講師

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６５９

基盤研究(C)（一般）

2022～2020

機能改変酵素を用いた革新的真菌感染症診断法の実用化開発

Studies for practical application of diagnostic methods for fungal infections 
using the functionally modified glycoside hydrolase

７０７３４５９９研究者番号：

山中　大輔（Yamanaka, Daisuke）

研究期間：

２０Ｋ０７４８７

年 月 日現在  ５   ６ １６

円     3,300,000

研究成果の概要（和文）：本研究では申請者らが開発したβ-1,6-グルカン高感度測定法の真菌感染症診断薬と
しての応用可能性を検証するため、最適なヒト検体前処理法の検討および医薬品・食品由来の類似多糖による偽
陽性反応の発生可能性について各種検討を行った。ヒト血清中にはβ-1,6-グルカン測定を阻害する因子が認め
られたが、希釈加熱法を適応することで、血清中の微量β-1,6-グルカンの検出が可能となった。一部のβ-グル
カン製剤と僅かな反応を示したものの、血中β-1,6-グルカン測定において食事の影響を受けにくいことが明ら
かとなった。以上より、本測定法が真菌感染時に放出されるβ-1,6-グルカンを検出できる可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：The present study was carried out to determine the optimal pretreatment 
method for human serum specimen using in the beta-1,6-glucan specific ELISA-like test. The results 
showed that the dilution heating method is a suitable method for reducing the influence of factors 
that inhibit the assay.　Furthermore, we found that blood beta-1,6-glucan levels in mice were not 
increased by a beta-1,6-glucan-containing diet. These results indicate that this assay may be able 
to specifically detect beta-1,6-glucan released by fungi during fungal infection.

研究分野：糖質科学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
酵素をもとに開発したβ-1,6-グルカン高感度検出法によって、これまで解析が困難だったβ-1,6-グルカンの生
体内での挙動を追跡できる可能性があった。本研究では、血清などの生体検体中のβ-1,6-グルカンを本測定法
で高感度に検出するための最適な前処理法を決定し、感染症診断薬としての応用可能性を示した。また、食事由
来β-1,6-グルカンのマウス体内での挙動についての知見はこれまでにもほとんど得られていなかったため、本
研究成果は多糖の挙動に関する基礎的な知的基盤としての価値も持つ。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
真菌の細胞壁はヒトが合成出来ない様々な多糖類（β-グルカン、マンナン、キチンなど）によ
って構成される。このうち真菌由来のβ-グルカンは、グルコースがβ-1,3-結合によって連結し
たβ-1,3-グルカン（13BG）と、β-1,6-結合により構成されるβ-1,6-グルカン（16BG）に大別
される。深在性真菌症において、真菌感染時に菌体から放出されるβ-グルカンのうち、13BG は
これまでカブトガニを原料とする検査薬（リムルス試験）を用いることで患者血中から検出する
ことが可能であり、真菌感染症の血中バイオマーカーとして利用されてきた。しかし、リムルス
試験は極めて高感度な検査薬であると同時に、真菌以外に由来する様々な分子に対して偽陽性
反応が生じることも知られていた。私たちは真菌から放出されるβ-グルカンをより正確に検出
するために、これまで定量の難しかった 16BG も高感度に測定するためのツール開発を進めてき
た。血液中の 13BG のみならず 16BG も測定することで、真菌に対し特異性の高い検査が実施出
来る。エンドグルカナーゼをもとに大
腸菌を用いて発現させた機能改変型
酵素は、糖質加水分解活性を持たず
16BG 結合活性のみを保持していた。
これを用いて病原性真菌が放出する
可溶性 16BG を特異的に検出する
ELISA 様試験を構築した（図 1）。本測
定法により、Candida 属真菌の多くが
細胞壁に 16BG を持ち、増殖時には可
溶性 16BG を放出していることが明ら
かとなり、真菌感染症バイオマーカー
として 16BG が利用できる可能性が示
された（Yamanaka D, et. al., J Biol Chem, 295:5362-5376 (2020)）。 
 
２．研究の目的 
本研究では真菌感染症バイオマーカーとして 16BG を利用するために、化学発光基質を用いて独
自に構築した高感度 16BG 特異的 Sandwich-ELISA を用いて、（1）ヒト血清中に存在する可溶性
16BG を測定するためのヒト検体前処理法の最適化、（2）真菌以外に由来する様々なβ-グルカン
との反応性評価、および（3）β-グルカン過剰摂取マウス検体との反応性評価、の 3つの項目に
ついて検証を進め、本測定法の特徴および生体内の 16BG が示す基礎的な性質について明らかに
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）各種β-グルカンとの反応性評価 
現在臨床現場に普及している 13BG 測定法は、真菌感染以外の要因に対して偽陽性反応を生じる
可能性が知られている。そこで、化学発光基質を用いた 16BG 特異的 Sandwich-ELISA による偽
陽性発生リスクについて検証するため、本測定法と各種多糖類との反応性を評価した。 
 
（2）ヒト検体前処理法の最適化 
ヒト血清に添加した微量な 16BG を本測定法で測定するにあたり、検出を阻害する因子の存在が
示唆されていた。そこで、本項目では市販のヒトプール血清に可溶性 16BG（Pustulan）を添加
し、本測定法で測定可能な前処理法の条件を検証した。 
 
（3）β-グルカン経口摂取マウス検体との反応性評価 
16BG は様々な食品、たとえばシイタケなどの食用茸にも豊富に含まれることが知られている
（Yamanaka D, et. al., Int J Med Mushrooms, 22:855-868 (2020)）。しかし、経口摂取した
16BG の生体内での挙動はほとんど知られておらず、本測定法による血清中 16BG 測定に日々の食
事が影響する可能性を考察することは難しい。そこで本項目では、食用茸、穀物または精製β-
グルカンを含むマウス飼料を調整し、連日マウスへ投与した際の血中から 16BG が検出されるか
検討した。さらに、低濃度デキストラン硫酸 Na（DSS）をマウスに自由飲水させることで腸粘膜
バリアを低下させた状況下で、16BG を経口投与し、血中から 16BG が検出されるか検討した。 
 
（4）16BG 静脈投与マウス検体との反応性評価 
16BG（Pustulan）を静脈内投与したマウスを解析し、体内から 16BG が消失するまでの時間を検
証した。16BG の静脈内投与後、改変型酵素（16BG 結合タンパク質）を用いて臓器内の 16BG を染
色可能か検討した。さらに、16BG の静脈内投与後、エンドβ-1,6-グルカナーゼを追加投与し、
臓器内から 16BG が消失するか解析した。各種炎症による 16BG の挙動の変化を明らかにするた
め、16BG の静脈内投与後、LPS / D-ガラクトサミンを投与したマウスの臓器内の 16BG 量を解析



した。 
 
４．研究成果 
（1）各種β-グルカンとの反応性評価 
化学発光基質を用いた 16BG 特異的 Sandwich-ELISA と様々な多糖検体との反応性を評価し、真
菌感染症以外の血清検体において偽陽性反応が生じる可能性を検証した。その結果、本測定法は、
わが国で古くから医療用途に用いられてきたβ-グルカン製剤のうち、スエヒロタケ由来のシゾ
フィラン（SPG：モノグリコシルβ-1,6-分岐 13BG）とは反応性を示さなかったのに対し、カワ
ラタケ由来のクレスチン（PSK：β-グルカン/タンパク質複合体）とは僅かに反応した。このこ
とから、免疫賦活作用あるいは抗腫瘍効果などを期待して注射剤として利用される一部のβ-グ
ルカン製剤を用いた場合には、その血液中からも 16BG が検出されると考えられ、ある条件下に
おいて本測定法に偽陽性反応が生じる可能性が示された。その他のβ-グルカンとして、市販の
植物由来β-グルカン（大麦β-グルカン; β-1,4-分岐 13BG）、細菌由来β-グルカン（カードラ
ン; 直鎖 13BG）には反応しないことが示されたが、食品に利用される酵母由来β-グルカン（β
-1,6-分岐 13BG）とは反応性を示した。また、臨床で利用される 13BG 試験（リムルス試験）は、
免疫グロブリン製剤（IVIG）と反応性を示すが、pH調整後の IVIG は改変型酵素（16BG 結合タン
パク質）とは反応しないことが確認された。 
これらの結果より、従来の 13BG 試験（リムルス試験）に比べて、16BG 特異的 Sandwich-ELISA
が真菌由来β-グルカンに対する反応特異性が高いものの、13BG 試験同様に一部の注射剤使用時
には偽陽性反応が発生する可能性があることが明らかとなった。また、食品由来のβ-グルカン
との反応性も見られたが、実際にヒトが 16BG を含む食品を経口摂取した場合に、血中に 16BG が
移行するかは不明な点が多く、さらなる検討の必要性が示された。 
 
（2）ヒト検体前処理法の最適化 
16BG（Pustulan）を様々な希釈濃度の市販の健常人プール血清と混合し、16BG 特異的 Sandwich-
ELISA（比色法）により測定したところ、血清の濃度依存的に反応性が低下することが示された
（図 2A）。16BG は熱に安定な多糖であるため、血清を PBS で 2 倍希釈して様々な温度で処理し、
さらに PBS を加えて遠心分離後、上清中の 16BG を測定したところ、加熱温度に依存した反応性
の回復が認められた。興味深いこと
に、70 度で 5 分間加熱した場合、未
処理検体と同等の反応性（回収率
10％未満）を示したが、90 度で 5 分
間加熱することで、PBS 中の 16BG と
同程度の反応（回収率 90％程度）まで
回復することが明らかとなった（図
2B）。本測定法を阻害する血清中の因
子は、90 度以上の加熱で失活すると
考えられ、安価な希釈加熱法は検体前
処理法として有効であると結論付け
た。 
 
（3）β-グルカン経口摂取マウス検体との反応性評価 
β-グルカン不含合成飼料（コントロール飼料）に 16BG を豊富に含む食用茸子実体末（最大 10%）
または可溶性精製 16BG 画分乾燥粉末（1%）を混合し、マウス用固形飼料を調整した。これらの
飼料を 1週間から 1ヵ月程度連日摂取させ、16BG 特異的 Sandwich-ELISA により血中の 16BG 量
を測定した結果、コントロール飼料摂取群と比較して血清中 16BG 量が増加することはなかった。
一方、主要な臓器を摘出し、ビーズ破砕機で処理後、可溶性画分に含まれる 16BG 量を測定した
ところ、16BG含有飼料経口摂取マウスにおいて肝臓抽出液から微量な16BGが検出された。通常、
消化管から吸収されにくいと考えられているβ-グルカンの肝臓への移行が 16BG に特有のもの
であるのか、β-1,4-分岐 13BG 含有飼料を用いて検証を試みたが、少なくとも現在流通している
13BG 検出法を用いた場合にマウス体内から検出されることはなかった。ただし、市販の 13BG 検
出試薬のβ-1,4-分岐 13BG への反応性は十分とは言えず、16BG 以外のβ-グルカンの体内動態に
ついては、現時点で詳細に解析するための技術が不足しているため、今後さらなる検討の必要性
が残された。 
 
（4）16BG 静脈投与マウス検体との反応性評価 
16BG（Pustulan）を静脈内投与したマウスの血清中 16BG は、投与から 24 時間後には消失した。
投与 24時間後に各種臓器を摘出し、ビーズ破砕機で処理後、可溶性画分に含まれる 16BG 量を測
定したところ、腎臓、脾臓、肝臓、肺などから 16BG が検出された。ELISA に対する反応が 16BG
特異的であるか検証するため、16BG の静脈内投与翌日にエンドβ-1,6-グルカナーゼ（Neg1）を
静脈内投与したところ、肝臓内に存在していた 16BG に対する反応の大部分は消失した（図 3A）。
また、16BG を静脈内投与したマウスの肝臓を摘出し、切片を作成後改変型酵素（16BG 結合タン
パク質）で処理し、蛍光色素（PE）標識後に顕微鏡下で観察した結果、16BG 投与群では臓器内に



スポット状の 16BG の分布が確認された。これらの結果から、16BG 特異的 Sandwich-ELISA が、
血液・組織内の 16BG を正確に検出していることが示された。 
次に、組織内の 16BG が消失するまでの期間を解析するため、マウスに 16BG（Pustulan）を静脈
内投与し、経時的に肝臓内の 16BG 量を測定したところ、投与から 4週間後までは検出可能な量
が存在していることが明らかとなった（図 3B）。 
続いて、組織中の 16BG が炎症により
血中へ移行する可能性について検証
するため、マウスに 16BG（Pustulan）
を静脈内投与した翌日に LPS / D-ガ
ラクトサミンを追加投与し、血中・肝
臓中の 16BG を測定した。その結果、
コントロール群と LPS / D-ガラクト
サミン投与群のいずれも血清中 16BG
は検出されず、肝臓に残されている
16BG 量にも有意な差は見られなかっ
た。このことは一度組織内に取り込
まれた16BGは血液中に移行しにくい
ことを示しており、健康な状態のマ
ウスにおいて、食事由来のβ-グルカンが血中から検出される可能性は低いことを示している。
ヒトとマウスのβ-グルカン体内動態が完全に一致するかの判断は難しいが、基本的にはマウス
と同等の挙動を示すと思われることから、16BG 特異的検出法に偽陽性反応が生じる可能性は低
いと考えられる。 
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