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研究成果の概要（和文）：深在性真菌症の補助診断として用いられているβ-グルカン検出法の

改良を目指して、無脊椎動物由来のβ-グルカン認識タンパク（BGRP)及び C 型レクチンの

dectin-1 のβ-グルカン結合活性を検討し、β-グルカン構造特異性及び検出感度などの観点か

ら真菌β-グルカンの検出に適した BGRP 類を選抜した。更に、BGRP の発現法の検討、ELISA

法やイムノクロマト法での検出感度向上を目指した。実験動物モデルにおいて、血中β-グルカ

ンの検出を試み、微量β-グルカンが検出可能であることが示された。 

 
研究成果の概要（英文）：To develop a specific detection methods for fungal products, 

particularly beta-glucans found in blood of mycosis patient, we examined various 

beta-glucan recognition proteins (BGRP) from invertebrates and mammalian. The binding 

specificities of the recombinant BGRPs to the beta-glucans from various natural source, 

including fungi, bacterium, algae, and plants were compared to choose suitable protein 

probes for the detection. The combination of selected BGRPs was applied for ELISA 

methods and immunochromatography. Using those devices, we could detect trace level of 

beta-glucans in the blood from animal model of fungal infection.     
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１．研究開始当初の背景 

臓器移植、抗悪性腫瘍治療による延命など
高度医療の進歩に伴い、真菌感染症は増加の
一途を辿っている。重篤な感染症となりうる
深在性真菌症は、原因菌の同定が比較的困難
であり、患者血中に遊離した真菌成分の免疫

学的・生化学的診断が主となっている。また、
その早期診断の成否は抗菌剤の適正使用・治
療効果を高めるために重要である。β-グルカ
ン（BG）は真菌細胞壁に普遍的に存在する
ことから、ユニバーサルに真菌感染を診断す
るのに有効な標的分子の一つである。しかし、
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一方では、感染とは無関係に BG が検出され
てしまう偽陽性も問題となっている。この問
題には診断薬を構成する(1→3)-β-D-グルカ
ン認識タンパク質（BGRP）の反応特異性が
関わっている。即ち、現診断薬に含まれるカ
ブトガニ由来 BGRP は、真菌のみならず植物
細胞壁に含まれる(1→3)-(1→４)-β-D-グル
カンにも反応性を有しているため、医療器材
（透析膜、脱脂綿）由来の BG や生活環境（綿
製布など）から発生した大気中 BG の判別を
不可能にしている。これは実際の測定操作を
クリーン環境で行わなければならないなど、
操作の煩雑性の原因にもなっている。これら
の課題に対し、申請者らは、様々な陸上無脊
椎動物種より4種類のBGRPをクローニング、
組換え型タンパク質の発現・分取を行うこと
にした。また、哺乳動物種において真菌細胞
壁の BG を認識する C 型レクチン様受容体
dectin-1 の糖鎖認識ドメイン（CRD）につい
ても可溶型タンパクとして発現させ、多糖反
応特異性を検討し CRD の反応性の特異性を
応用することで、真菌の免疫学的簡易判定が
より精度良く行えるか検討した。 

 

２．研究の目的 

病原性真菌多糖の血液診断キット（イムノ
クロマトグラフィー）の具現化に向けて、各
BGRP の BG 構造特異性と BGRP タンパク
発現効率の観点から、最適な BGRP 分子、
BG 受容体分子、BG 抗体の組合せを ELISA

法により選定する。イムノクロマトグラフィ
ーを試作する。 血液検体の前処理法の検討、
検出安定性等を評価する目的で、プロトタイ
プを作製する。 そして、真菌感染モデル動
物血液等の検体中の BG 検出を行い、実用性
を検討する。以上の検討を通じて新たな真菌
β-グルカンの検出法を提案する。  

 

３．研究の方法 

（１）β-グルカン認識タンパクの分子クロ
ーニング 
カイコ Bombyx mori（Kinsho） (Bm), ミー
ルワーム Tenebrio molita (Tm)は市販品を利
用した。ノシメマダラメイガ Plodia 
interpunctera (Pi),  コクヌストモドキ
Triborium castaneum (Tc)、カシミールコク
ヌストモドキ Triborium freemani は（独）
食品総合研究所、宮ノ下明大博士から供与さ
れた。モンシロチョウ Pieris rapae、ショウ
ジョウバエ Drosophila melanogaster は採取
して用いた。各幼虫のホモジネートから RNA
を抽出し、M-MLV 逆転写酵素により cDNA を作
成した。cDNA は PCR primer を用いて増幅し、
ヒト IgG1Fc の cDNA と結合したものを
pDisplay vector に挿入し、293T 細胞に
lipofection 後、培養上清より Fc 融合タンパ
ク質を回収した。ELISA により、濃度を求め、

一定量を BG の結合アッセイに用いた。 
（２）組換え型 BGRP の大量分取の検討 

BGRP の大量発現を行う目的で、大腸
菌を用いた pCold 発現系で行った．各種
BGRP 及び dectin-1 の CRD の cDNA を
導入した大腸菌 B21 を培養後、コールド
ショック発現条件でタンパクを発現誘
導し、溶菌液より Co2+金属カラムを用い
て His-tag タンパクとして BGRP を回
収・精製した。得られた精製タンパクは、
更にビオチン標識し、ELISA の検出用タ
ンパクとして使用した 
（３）各種β-グルカンに対する BGRP 結合性
の検討 
①固相化β-グルカンに対する反応性の検討 

各種β-グルカンを 96 well nunc ELISA 
plate に 50μl/well 入れ、4℃、over night
インキュベートし固相化した。0.05%Tween20 
in PBS(PBST)で wash 後、5%BSA/PBS(BPBS) 
100μl/well を入れて室温で 2h blocking し
た。2h 後、PBST で wash し、BGRP-Fc (BPBS
にて 0~100ng/ml に稀釈)を 50μl/well を加
え、室温で 1h 放置。1h 後、PBST で wash し、
HRP標識抗 human IgG Fc antibody (0.2mg/ml)
を 50μl/well入れ室温で1h放置。1h後、PBST
で wash し、基質 TMB を 50 μl/well 入れ、
5min 後 1M phosphoric acid 50μl/well で
反応を停止し、OD450/630 の吸光度を測定し
た。 
②競合拮抗反応による BGRP 結合活性評価 
 Candidaβ-グルカン（CSBG）を 96 well 
nunc ELISA plate に 50μl/well 入れ、4℃、
over night インキュベートし固相化した。 
BGRP-Fc と各種β-グルカン溶液（0.01～
100ng/ml）とを室温で 1h インキュベートし
た後、ELISA プレートに添加し、1h 後，PBST

で 7 回洗浄して，TMB を 50μl/well 入れ、1M 

phosphoric acid 50μl/well で反応を停止し、
OD450/630 の吸光度を測定した後、IC50 を求
めた。 
（４）BGRP によるサンドイッチ ELISA 法シス
テムの作製 
Bm-BGRPまたはTc-BGRP(1μg/ml)を96 well 
nunc ELISA plate に 50μl/well 入れ、4℃、
over night インキュベートし固相化した。β
-グルカン（0.6 ng/ml-10 μg/ml）を plate
に添加し、Bm-BGRP-biotin 標識体（1 μg/ml）
及びストレプトアビジン-HRP を 50μl/well
入れ室温で 1h 放置。1h 後、PBST で wash し、
基質 TMB を 50 μl/well 入れ、5min 後 1M 
phosphoric acid 50μl/well で反応を停止し、
OD450/630 の吸光度を測定した。 
（５）BGRP を用いたイムノクロマトグラフィ
ー（IC）の構築 
①カラムフロー型 IC の作製 
Tc-BGRP を AF-Amino-650M ゲルに固定化しデ
ィスポーザルプラスティックカラムに充填



し、BSA を含む PBS でブロッキングし IC カラ
ムとした。カンジダβ-グルカン（0-10μg/ml）
を含む検体試料 50μl をカラムに流し、
Bm-BGRP-biotin 標識体(100ng/ml)及びスト
レプトアビジン-HRP混液50μlをカラムに添
加後、洗浄液 3ml を 3 回通過させ基質 TMB エ
ンハンサー混合液を 50μl カラムに添加し、
発色を観察した。 
②メンブランフロー型 IC の作製 
Bm-BGRP、Pi-BGRP、Tc-BGRP(1mg/ml、2μl)
を PVDF メンブランに固定化、ブロッキング
し BGRP メンブランとした。β-グルカン試料
を通過させ、Bm-BGRP-biotin 標識体
(100ng/ml)及びストレプトアビジン-HRP 混
液 50μl を通過させ、基質 TMB エンハンサー
混合液を添加し発色を観察した。 
（６）血中β-グルカンの検出 
C57BL/6 野生型マウス、dectin-1-/-マウス、
及び CD11b-/-マウスに真菌β-グルカンを投
与後、経時的に部分採血し、BGRP によるサン
ドイッチ ELISA 法に従い、血中のβ-グルカ
ンを測定した。 
 
４．研究成果 
（１）β-グルカン認識タンパクの分子クロ
ーニング 

BGRP 及び dectin-1CRD の Fc 融合型遺伝子
を作成し、293T 細胞への遺伝子導入によりタ
ンパク分子を発現させた。培養から得られた
タンパク量及び Candidaβ-グルカン及び(1
→6)-分岐型(1→3)-β-D-グルカンへの結合
活性及び特異性から Bombyx mori(Bm), 
Plodia interpunctella(Pi), Triborium 
castaneum (Tc)の BGRP 及び Mouse dectin-1
を特徴的な BGRP として選抜した（Table1）。 
 
Table 1 BGRP-Fc 融合タンパク分子発現と BG 結合能 

 
（２）組換え型 BGRP の大量分取の検討 
 ELISA やイムノクロマトグラフィーに用い
る BGRP を大量に分取する目的で、大腸菌の
コールドショック発現システムを用いた。
Dectin-1のCRDを大腸菌で発現させたところ、

封入体形成を引き起こし不溶化した。そこで
塩酸グアニジン、DTT による変性と高濃度ア
ルギニン溶液中でのリフォールディングを
行い、水溶性タンパクを回収することが出来
た。 
 一方、Bm,Pi,Tc-BGRP は変性とリフォール
ディングを必要とせず、水溶性タンパクとし
て回収できた。大腸菌 400ml の培養から、BGRP
は約 1mg、dectin-1CRD は 0.4mg の可溶型タ
ンパクを単離した。精製効率や分取工程の簡
便さを鑑み、BGRP を中心に用いてβ-グルカ
ン検出システムに応用することにした。 
 
（３）各種β-グルカンに対する BGRP 結合性
の検討 
①固相化β-グルカンに対する反応性の検討 

BGRP のβ-グルカン反応特異性を検討する
目的で、真菌、藻類、植物、細菌由来の各種
グルカンを ELISA プレートに固相化し、
BGRP-Fc タンパクの結合性を比較したところ、
Fig.1 に示したように、Bm-や Pi-BGRP は真菌
の(1→3)-β-D-グルカンに幅広く高い反応
性を示し、藻類 L. digitata、E. araborea, E. 
bicyclis、地衣類 Pustulan などのβ-グルカ
ンには中程度、植物の Barley glucan やαグ
ルカンの dextran にはほとんど結合しないこ
とが示された。また、Tc-BGRP は Tm-BGRP と
同様にカンジダβ-グルカン CSBG や酵母β-
グルカンには高い反応性を示したが他の真
菌β-グルカンや藻類、植物のβ-グルカンに
もほとんど結合しないことが示された。 
 

Fig.1 固相化した各種β-グルカンへの BGRP 結合活性 

（ELISA） 

 
②競合拮抗反応による BGRP 結合活性評価 
 固相化したカンジダβ-グルカン CSBGに対
する各種 BGRP の結合阻害活性（IC50）によ
り、様々なβ-グルカンの反応特異性を評価
した。先の固相化グルカンに対する結合性と
同様に Bm-BGRP は真菌β-グルカンへの広い
反応性が明らかとなり、Tc-BGRP はカンジダ
β-グルカンへの反応性に優れていることが
明らかとなった(Fig.2)。 
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Fig.2 CSBG-BGRP 結合における各種 BG の結合阻害作用

（IC50） 

 

（４）BGRP によるサンドイッチ ELISA 法シス
テムの構築 
大腸菌発現により得られた Bm-BGRP 及び

Tc-BGRP を用い、β-グルカン検出用 ELISA 法
の作製を行った。カンジダβ-グルカンに対
する反応曲線は Bm-BmBGRP または Tc-BmBGRP
の組合せでも差は無く、検出感度は 2.4ng/ml
であった。また、(1→6)-分岐型(1→3)-β-D-
グルカンである真菌β-グルカン（SPG)に対
しては Tc-BｍBGRP の組合せで検出感度が
625ng/ml と著しく反応性が低下することが
明らかとなった。またこの反応性差はβ-グ
ルカンの構造推定にも応用できる可能性を
示唆した。 
 

 
Fig.3 BGRPサンドイッチELISAによるβ-グルカン検出

感度の検討 

 
 

 
 
（５）BGRP を用いたイムノクロマトグラフィ
ー（IC）の作製 
①カラムフロー型 IC の作製 
 BGRP をビーズ担体に固定し、β-グルカン
を含む試料を透過させ吸着したβ-グルカン
を標識 BGRP で測定するカラムフロー型イム
ノクロマトグラフィーを作製し、β-グルカ
ンの検出を試みた。その結果、10ng のカンジ
ダβ-グルカンに対しては、陽性を示す発色
が認められたが、5ng では僅かであり判定が
難しいことが示された（Fig.4 左）。 
 
②メンブランフロー型 IC の作製 
 メンブランフィルターに BGRP を固定し、
β-グルカンを含む試料を通過させ吸着した
β-グルカンを標識 BGRPで反応させることで
β-グルカンを検出することにした。その結
果、Bm-BGRP や Pi-BGRP では 100μg/ml の真
菌β-グルカンを検出することが出来た
(Fig.4 右)。また、Tc-BGRP では全くシグナ
ルが認められず、ELISA で観察された反応特
異性と同様な結果が得られた。 
 

 

Fig.4 イムノクロマトグラフィー（IC）による BG の検

出 

 
（６）血中β-グルカンの検出 
 真菌感染を想定し、β-グルカンを投与し
たマウスの末梢血を経時的に採取し、血液中
のβ-グルカンが検出・定量可能か BGRP の
ELISA を用いて検討した。野生型マウス（WT）、
β-グルカン受容体 (dectin-1-/-、CD11b-/-)
のノックアウトマウスの末梢血中のβ-グル
カンを Bm-BmBGRP の組合せのサンドイッチ
ELISA 法で測定した。その結果、野生型マウ
ス及び CD11b-/-マウスでは同様の血中β-グ
ルカン値を ug/ml オーダーで示したが、
dectin-1-/-KO マウスでは著しく低い値が観
察された（Fig.5）。 
 真菌感染患者の血中β-グルカン cut-off
値は 20pg/ml と報告されている。しかし、BGRP
を用いた本ELISA法では検出限界が2.4ng/ml
であった。またβ-グルカンを投与したマウ

上段 Capture ： Bm、 Detection ： Bm-bio 

下段 Capture  : Tc, Detection : Tc-bio 



スの血液中から検出できたβ-グルカン濃度
も同程度が下限であった。 
 

 
Fig.5 β-グルカンを投与したマウスの血中濃度測定 

 
（７）まとめ 
本研究では、真菌β-グルカンに特異的に

結合する BGRP を見出し、その大量発現系、
ELISA法やIC法による検出システムを構築す
ることができた。しかし、検出感度の面から
は改良の余地が残されていることも明らか
となった。 
実際の深在性真菌患者血中のβ-グルカン

が本 ELISA 法や IC 法で検出可能かは今後の
検討課題である。 
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