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緒言 

真菌は微生物の中でも細菌とは異なり、核や細胞内小器官をもつ真核生物に

属する。キノコ、カビ及び酵母を含む生物群であり、現在認識されている種数

だけでも 10 万種程度、未知の菌種を含めると 150 万種にも及ぶと推定されてい

る[1, 2]。真菌のほとんどは、球状の酵母型または糸状をした菌糸型のどちらか

一方の形態で存在するが、両方の形態をとる二形性菌も存在する。菌糸は管状

の細胞であり、真菌によって隔壁で細胞が仕切られているものと、隔壁がない

ものとがある[3]。細胞内には、膜で覆われた核、ミトコンドリア及びリボソー

ム等の細胞内小器官を有する。ヒトの細胞膜はコレステロールがリン脂質二重

層に挿入されているが、真菌ではエルゴステロールがその成分に代わって存在

している。また、最外層に位置する細胞壁の構成成分は β-1,3-グルカン、β-1,6-

グルカン、キチン、マンナン-タンパク質複合体（タンパク含量は極めて少ない

ので、以降では、マンナンと省略する。）及び糖脂質等を含んでおり、細菌の細

胞壁とは大きく異なる（図 1）[4, 5]。 

 

 
図 1 真菌及び細菌の細胞壁構造[5]  

（A）真菌（B）グラム陽性細菌（C）グラム陰性細菌 
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表 1ヒト病原性真菌の分類[5] 

真菌には 2 つの生殖方法がある。有性胞子による有性生殖を行う場合と二分

裂や無性胞子等による無性生殖を行う場合である。大部分の真菌は、生活環に

有性生殖と無性生殖を持つが、無性生殖のみしか知られていない菌種も存在す

る。無性生殖では、酵母の出芽や二分裂、または糸状菌の無性胞子（分生子）

によって、基本的には同一クローンが増殖を続ける。このような菌を無性世代

（アナモルフ）または不完全世代という。分生子は菌糸から伸びた分生子柄の

先端が分化して形成されるが、胞子嚢や菌糸の中に形成される内生分生子と外

側に形成される外生分生子の 2 種類がある。一方、有性生殖では、同種間の異

なる細胞が細胞質融合を起こした後に、二核が融合して減数分裂することによ

り有性胞子（配偶子）を形成する。このような菌を、有性世代（テレオモルフ）

または完全世代という。 

真菌の分類は、有性器官の形質により分類されており、子嚢菌門には Candida

属、Aspergillus 属、担子菌門には Cryptococcus 属、Rhodotorula 属、ケカビ門に

は Mucor 属等の主要な病原性真菌が分類されている（表 1）[5]。このように、

ヒトに対して病原性を示す真菌は多岐にわたって存在しており、530 種程度とさ

れている。 

 

 

界 門
旧分類の門
（有性胞子）

病原性真菌の属

ケカビ門

真菌界

担子菌門

子嚢菌門

Mucor

Rhizopus

Rhodotorula

Malassezia

Cryptococcus

Trichosporon

Schizophyllum

Pneumocystis

Candida

Aspergillus

Trichophyton

Exophiala

子嚢菌門
（子嚢胞子）

担子菌門
（担子胞子）

接合菌門
（接合胞子）
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真菌が原因となるヒトの疾患は、真菌症、カビ毒中毒症及び真菌アレルギー

症の 3 つに分類される。真菌症は病原性をもつ真菌が感染して引き起こされる

感染症、カビ毒中毒症は食品を汚染した真菌が産生するカビ毒によって引き起

される食中毒、真菌アレルギー症は真菌の菌体や胞子成分が抗原となって引き

起こされるアレルギー反応を主体とする疾患である。さらに真菌症は感染部位

の違いにより 3 つに分類されている。患部が皮膚の表皮や粘膜等に限定し真皮

に及ばない表在性真菌症、患部が表皮に止まらず、真皮や皮下組織にまで及ぶ

深部表在性真菌症、患部が肺、肝臓、心臓、脳等の内部臓器にまで及ぶ深在性

真菌症である。深在性真菌症は、骨髄等の臓器移植を受けた後や、ステロイド

剤または免疫抑制薬が投与されている患者、小児、高齢者、糖尿病患者、免疫

不全患者、抗がん剤治療患者等、極度に免疫力が低下している患者に対して日

和見的に発症する。このような易感染者に誤った診断や不適切な抗生物質の投

与が施された場合は、根治が極めて困難な状態に陥る。深在性真菌症の代表的

なものは、Aspergillus 症、Cryptococcus 症及び Candida 症であり、これらは“三

大真菌症”と呼ばれている[5]。深在性真菌症の中でも Candida 症は感染患者の

死亡率が比較的高いため、特に関心が高い[6]。 

近年、18S rRNA 遺伝子配列による系統分類では、真菌は植物よりも動物に近

いことが明らかとなっている。そのため、治療薬の選択性や診断薬におけるマ

ーカーの選定に困難を伴うことが多い。現在、わが国では Candida 症の治療薬

として、RNA 合成及びタンパク質合成を阻害するフルオロピリミジン系、ラノ

ステロール 14 α-脱メチル酵素を阻害して細胞膜成分のエルゴステロール合成を

阻害するアゾール系， エルゴステロールに結合して膜機能を障害するポリエン

系及び細胞壁に存在する1,3-β-D -グルカン合成酵素を阻害して1,3-β-D -グルカン

合成を阻害するキャンディン系が臨床使用されている。深在性 Candida 症の約

60%を C. albicans が占めているが、近年アゾール系に対して耐性を持つ C. 

glabrata や C. krusei、キャンディン系に耐性を持つ C. parapsilosis 等が増加して

いると報告されている[6-9]。 

このように、抗生物質に対する感受性が菌種によって異なるため、これらの

感染症を適切な抗生物質で治療するためには正確な診断が必要である。深在性

真菌症の診断法としては、直接病変部の起因菌を検出する確定診断法と、間接
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的に起因菌の関与を検出する補助診断法に分けられる。確定診断法としては、

顕微鏡検査及び培養検査が用いられている。顕微鏡検査は、真菌の形態が菌種

により著しく異なることから、検体を顕微鏡観察することで起因菌を特定する

方法である。培養検査法は、まず臨床検体から真菌を分離培養して、市販の分

離同定用平板寒天培地上で生育した真菌を肉眼もしくは顕微鏡によって観察す

る方法である。近年、Candida 属の主要な 5 菌種（C. albicans, C. glabrata, C. 

tropicalis, C. parapsilosis 及び C. krusei）については、種特異的な色調のコロニー

を形成させる発色培地が開発され、臨床材料からの検出頻度も向上している[10]。

しかし、これらの診断は同定までに長時間を要することから、実際には確定診

断の前に医師の臨床所見と、遺伝子診断法及び抗原検出診断法等の補助診断と

を組み合わせて暫定的な診断が行われる（表 2）[5]。遺伝子診断法は、真菌の

18S rRNAをターゲットとし、菌種固有の塩基配列を検出・同定する方法であり、

補助診断法の中では唯一菌種の同定が可能である。培養を必要とせず、高感度

であるので、従来の診断法で起因菌の検出が不能または培養に長時間を要する

場合でも迅速に検出が可能である。一方、保険適用がなく、検体からの核酸抽

出が煩雑であること、常在菌も検出してしまうため反応特異性に限界があるこ

と等解決すべき問題点も多いため、新しい手法が種々検討されている。抗原検

出診断法は、真菌がもつ特異的な細胞成分または代謝物を、血清学的な手法に

より検出する方法である。起因菌を確定することはできないが、主要な病原性

真菌に共通する細胞壁構成成分の一つである β-D-グルカンの検査法は、深在性

真菌症の一次スクリーニングを目的とする場合に有用なため、広く受け入れら

れている。Aspergillus 症、Cryptococcus 症及び Candida 症のような代表的な病原

性真菌の血清学的診断は、各真菌の細胞壁に特徴的な多糖類であるガラクトマ

ンナン[11]、グルクロノキシロマンナン[12, 13]及びマンナン[14]をそれぞれ特異

抗原として検出するキットが臨床で頻用されている（図 2）[5]。 

これらの細胞壁多糖類は細胞壁最外層に位置することから、酵母とその宿主

との相互作用の初期段階において最も重要な役割を担っていると思われる。し

たがって、免疫学的性状の解明のみならず、感染メカニズムの解明及び抗真菌

薬開発の目的で病原性 Candida 属を含めた真菌細胞壁マンナンの生合成や構造

解析の研究が積極的に行われてきた[15, 16, 17]。 
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分類 対象菌種 標的検出物 検出法 特徴

血清診断 真菌共通
1,3-β-D-グルカン

（細胞壁の主要構成成分）
比色法、比濁法

深在性真菌症において感度・
特異度が高く、感染初期から
検出される。診断スクリーニ
ングに適している。

カンジダ
カンジテック抗原

（易熱性糖タンパク抗原）
ラテックス凝集法

迅速・簡便性に優れるが、感
度・特異度にやや劣る。

マンナン抗原
（特異抗原）

ラテックス凝集法、
ELISA法

特異度は両法ともに優れる
が、感度はELISA法のほうが

優れる。

D-アラビニトール

（カンジダの代謝産物）
比色法

特異度は優れるが、感度はや
や低い。

アスペルギルス
ガラクトマンナン

（アスペルギルス属の細胞
壁構成成分）

ラテックス凝集法、
ELISA法

ラテックス法は特異度・利便
性・迅速性に優れるが感度が
低い。ELISA法は特異度はラ

テックス法と変わらないが感
度が優れる。早期のアスペル
ギルス症、アスペルギローマ
の診断に有用。

クリプトコックス
グルクロノキシロマンナン

（莢膜多糖体成分）
ラテックス凝集法

感度・特異度に優れ、信頼性
が高い。

遺伝子診断 カンジダ 18S rRNAのなかの特異領域 リアルタイムPCR法

アスペルギルス 18S rRNAのなかの特異領域 リアルタイムPCR法

ニューモシスチス 18S rRNAのなかの特異領域 リアルタイムPCR法

長所：感度・特異度が高い。
菌種・属レベルの同定が可
能。血液以外の検体も適応可
能。リアルタイムPCR法は、

PCR法の欠点であった定量

性・再現性が改良された。
短所：コストが高い。特殊な
検査機器が必要。

表 2真菌感染症の補助診断法[5] 
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図 2主な真菌の細胞壁多糖類の化学構造  

(A) Aspergillus fumigatus：ガラクトマンナン 

(B) Cryptococcus neoformans：グルクロノキシロマンナン 

(C) Candida albicans：マンナン  

Man: マンノース、Galf: ガラクトフラノース、Xyl: キシロース 

GlcA: グルクロン酸 

 

 

 

 

 

 

 

 

Candida 属酵母由来のマンナンは、多数のマンノース残基が重合した分子量約

10~2000 kDa の糖タンパク質群であり、その大部分は親水性の高い不均一な多糖

から構成されている[18]。マンナンの基本構造は、糖タンパク質としての一般的

な構造的分類に従えば、高マンノース型に分類され[15]、その生合成は N-結合型

糖鎖と O-結合型糖鎖で異なる過程を経て行われている。N-結合型糖鎖の生合成

は、まず小胞体内でドリコールジリン酸にコアとなる GlcNAc2Man9Glc3 より成

るオリゴ糖が結合し、タンパク質のアスパラギン残基へ糖鎖付加されるまでは

その他の真核細胞生物と共通である。次に、グルコシダーゼが作用することに

よりこのオリゴ糖鎖のグルコース 2 残基が除去され、レクチン様シャペロンタ

ンパク質によりタンパク質部分が正しく折りたたまれると、さらにグルコース

及びマンノースが 1 残基ずつ除去されてゴルジ体へと輸送される。ゴルジ体内

では数十種類のマンノース転移酵素が関与して糖鎖の伸長が行われる[19, 20]。
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合成された N-結合型糖鎖のうち、高度に重合したものは、細胞表層へと輸送さ

れる[19, 20]。一方、O-結合型糖鎖については、小胞体内でドリコールリン酸に

マンノース残基が結合した後、タンパク質のセリンまたはトレオニン残基へマ

ンノース残基が直接付加される[20]。また、N-結合型糖鎖とは異なり、ゴルジ体

に輸送されずに小胞体内で糖鎖の伸長が行われ、一般的に重合度は 10 以下であ

ることが知られている[20]。このように生合成されたマンナンは、細胞壁内層に

存在する β-グルカンとマンナンのタンパク質部分を介して 2 種類の結合様式で

局在していることが報告されている [21-23]。一つは Proteins with Internal 

Repeats-Cell Wall Protein（PIR-CWP）と呼ばれる反復するアミノ酸配列中のグル

タミン 残基と β-1,3- グル カン が直接 連結す るもの [21] 、二つ 目は

Glycosylphosphatidylinositol-Cell Wall Protein（GPI-CWP）と呼ばれる GPI アンカ

ー型タンパク質の C 末端側 GPI のマンノース残基またはリン酸基を介して 

β-1,3-グルカン及び β-1,6-グルカンと連結するものが報告されている[22, 23]。こ

れらのマンナン-タンパク質複合体のマンナン部分は、宿主細胞への接着[24]、

正常な細胞形態の維持[25, 26]、実験動物に対する致死活性[25, 26]及び菌体外で

のバイオフィルム形成[27]等への関与が報告されている。一方、マンナン-タン

パク質複合体のタンパク質部分については、機能、アミノ酸配列及び糖鎖付加

を受ける割合等は未解明であるものが多い。C. albicans ではマンナンとは異なる

が比較的大きな分子の糖部分を有し、292 アミノ酸残基でコードされる MP58 と

呼ばれる分子量 58 kDa のマンノプロテイン（N-結合型糖鎖：約 19%、O-結合型

糖鎖：約 4%）が、接着や抗原性に寄与していること等が報告されている[28, 29]。 

Candida 属酵母のマンナンの化学構造決定の最初の報告は 1960 年の Bishop ら

[30]によるC. albicans マンナンに関するものである。彼らはこのマンナンが α-1,2、

α-1,3 及び α-1,6 結合で構成される高度に分岐した構造であることを報告した。

さらに、真菌マンナンにおける β 結合の存在に関して、1969 年、Gorin ら[31]は、

メタノール資化性酵母（Pichia pastoris）の細胞壁マンナンから α 及び β 結合を

含むマンノオリゴ糖を得ることで証明した。また、病原性 Candida 属酵母を迅

速かつ正確に同定する目的で、1968 年に Fukazawa ら[32]のグループは Candida

酵母の表層抗原（マンナン）に対する幾つかの因子抗体を作製した。すなわち

医学的に重要な Candida 酵母（C. albicans、C. tropicalis、C. stellatoidea、C. 
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guilliermondii、C. krusei、C. parapsilosis、C. kefyr 及び C. glabrata）の加熱死菌で

ウサギを免疫して得られた抗血清を他種の加熱死菌で相互に吸収した 10 種の因

子抗体（1、4、5、6、8、9、11、13、13b 及び 34）によって菌種の同定が可能

であることを報告している（表 3）[33]。各因子抗体に対応する抗原決定基の解

析は、Fukazawa ら[34, 35]や Suzuki ら[36-43]によって精力的に行われてきた。 

 

 

    

 

Shibata ら[44]並びに Kobayashi ら[45]は、C. albicans のマンナンはリン酸基を

含み、それに連結する希酸に不安定な β-1,2 結合オリゴ糖鎖が、抗原活性に強く

関与することを報告した。また、C. albicans serotype A 株のマンナンに、β-1,2 及

び α-1,2 結合マンノース残基を含むオリゴ糖鎖（Manβ1→2Manα1→2Manα1→

2Manα1→2Man 及び Manβ1→2Manβ1→2Manα1→2Manα1→2Manα1→2Man）の

存在を示し[46, 47]、これらが serotype A 株マンナンの特異抗原（因子 6）である

ことを証明した[48]。後に、この因子 6 は C. tropicalis や C. stellatoidea type Ⅱの

マンナンからも検出されている[49, 50]。一方、ホスホジエステル結合する β-1,2

結合オリゴマンノシル基は、C. albicans serotype A 及び B の両菌株の共通抗原と

して存在し、これらは因子5に相当することが明らかにされている[51]。次いで、

Shibata ら[52]及び Kobayashi ら[53]は C. parapsilosis 及び C. kefyr 由来のマンナン

を構造解析することにより、因子 1、4 及び 13b が α-1,2 結合や α-1,3 結合から構

成されるオリゴ糖側鎖に対応することを明らかにし、そのうち因子 4 は α-1,2、

菌種又は血清型

C. albicans  A型 1 4 5 6

C. tropicalis 1 4 5 6

C. albicans  B型 1 4 5 13b

C. stellatoidea 1 4 5

C. guilliermondii 1 4 9

C. krusei 1 11

C. parapsilosis 1 13 13b

C. kefyr 1 8

C. glabrata 1 4 6 34

抗原因子*

表 3医学的に重要な Candida 種を識別するための凝集パターン[33] 

  *抗原因子の番号は、各因子抗体の番号に対応している。 
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α-1,3 及び α-1,6 結合を含む分岐するオリゴマンノシル側鎖であることを証明し

た。C. parapsilosis の特異的抗原とされる因子 13 は、因子 13b と同じ糖鎖を抗原

決定基とするが、その糖鎖の周辺構造が C. albicans serotype B との反応性に影響

するものと考えられている [54]。さらに、Shibata ら[55]は、C. guilliermondii の

細胞壁マンナンの構造解析を行うと共に、このマンナン中の β-1,2 結合及び α-1,3

結合マンノース残基から構成される側鎖が因子 9 に相当することを明らかにし

た。一方、Kobayashi ら[56]は、Saccharomyces cerevisiae の野生株及び変異株から

得られるマンナンを用いて免疫化学的性状を検討した結果、マンナンの α-1,6 結

合マンノース残基から成る主鎖に 2 つの短い側鎖が置換する部位が因子 8、側鎖

未置換の主鎖部分が因子 9、α-1,2 結合と非還元末端 α-1,3-結合マンノース残基か

ら成る側鎖が因子 34 にそれぞれ対応することを明らかにした。このように各因

子抗体の抗原決定基と共に、C. grabrata を含む主要な病原性 Candida 酵母の細胞

壁マンナンの全体構造も明らかにされた[17, 57]。しかし、先にも述べたように

近年耐性菌が頻発している C. krusei の簡易診断法開発という観点から、本菌に

特異的な因子 11 に相当する抗原決定基及びその細胞壁マンナンの全体構造を早

急に明らかにする必要がある[17]。 

酵母マンナンの化学構造解析において最も重要なポイントの一つは、マンナ

ン分子をできる限り無傷の状態で分離精製することである。Candida 酵母の細

胞壁マンナンの基本構造は、α-1,6 結合マンノース残基から構成される主鎖に

二糖から八糖程度のオリゴ糖が側鎖として連結するクシ状構造を呈している

（図 2 C）。これまで、Suzuki らのグループ [45, 47, 48, 51, 56, 57]による Candida

酵母細胞壁に由来するマンナンの化学構造及び抗原決定基の解析は、Fehling

試薬によって銅-マンナン錯体を沈殿させる Fehling 液法によりマンナンを調製

し、α-1,6 結合を比較的選択的に切断することのできる希酸処理や加酢分解（ア

セトリシス）、及び α-マンノシダーゼ等の酵素によって側鎖をオリゴ糖へと断

片化したのち、各種クロマトグラフィーで分画した各オリゴ糖のメチル化分析、

質量分析（GC-MS）、旋光度測定及び核磁気共鳴（NMR）分析等の結果を総合

的に解釈することで行われてきた。しかし、この一連の手法では分子中の目的

以外のグリコシド結合が少なからず加水分解されてしまう可能性がある。例え

ば、マンナン調製法として Fehling 試薬を用いた場合、操作過程でマンナン分
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子からアルカリに不安定なO-結合型糖鎖が失われることが懸念される（図3）。 

O-グリコシド結合に関与するセリンまたはトレオニンのカルボニル基のα水

素は、アルカリ条件下で引き抜かれ、酸素原子が脱離基として働くことにより

糖部分が脱離する。一方、N-グリコシド結合においては、そのような脱離基が

存在しないため、アルカリ処理では N-結合型糖鎖は遊離しない。（図 3）。実際、

O-結合型糖鎖の分析は、対象となるタンパク質をアルカリ処理し、遊離した糖

鎖を分析するという方法が一般的に行われている。 

 

 

 

 

 

1988 年、新しい抗真菌剤を開発する目的で、真菌類の細胞壁表層に特異的に

存在する β-グルカン、キチン及びマンナン等の多糖類に焦点を当てた斬新なス

クリーニング系の構築により、放線菌 Actinomadura sporax の培養濾液から新規

抗生物質 Benanomicin A が単離された[58]。Benanomicin A は、ベンゾ[a]ナフタ

セキノン骨格に D-アラニンと二糖が結合した構造を持ち、分子量 864 の暗赤色

の化合物である（図 4）[58]。この低分子化合物が抗真菌活性、抗グラム陽性細

菌活性及び抗 HIV 活性を持つことが報告されたことから、新しい感染症治療薬

図 3 酵母のマンナン－タンパク質複合体 

Ser : セリン Thr : トレオニン Asn : アスパラギン  
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のリード化合物として期待された[59, 60]。しかし、哺乳動物腎臓細胞に対する

顕著な急性毒性が見出されたことにより、治療薬として臨床化することを断念

した経緯を持つ。一方、Benanomicin A の研究過程において、本化合物が Ca2+の

存在下、感受性真菌の細胞壁表層に存在するマンナンに対して選択的に結合す

ることで、殺菌作用が開始されることが明らかにされた[61]。Benanomicin A と

真菌由来の多糖及び糖タンパク質酵素との結合性について、α-D-マンノース残基

及び α-D-グルコース残基を認識して特異的に結合する代表的なレクチンである

Concanavalin A と比較して表 4に示した[62]。 細胞壁由来の高分子マンナンと高

度に糖鎖化された分泌型酵素のインベルターゼやカルボキシペプチダーゼに対

して良好な親和性を示したが、β-グルカン及びキチンについては全く反応しない。

Benanomicin Aは D-マンノース残基の 2, 3, 4, 6位の遊離水酸基のいずれか及び立

体構造を認識して結合することが示唆されているが[62]、2 位及び 3 位が分岐す

る多糖だけでなく、直鎖型の α-1,6 結合マンナンでも共沈することが明らかにな

っている [61, 62]（表 5）。以上のように、Benanomicin A は結合機序について未

解明であるが、マンノース残基との特異的な結合性の観点から Concanavalin A と

ほぼ等価とみなすことができ、高分子タンパク質でない点を除けば、レクチン

の定義に適うものである（表 5）[62, 63, 64]。 

    

 

 

 

 

図 4 Benanomicin A の化学構造[58] 
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本研究では、酵母細胞壁マンナンの化学構造解析における従来までのマンナ

ン調製法の問題点を指摘すると共に、それを解消するための新たな調製方法を

構築することを目的とした。 

第 1章では、レクチン様活性を持つ抗生物質Benanomicin Aを利用することで、

酵母細胞壁マンナンの新規調製法を確立し、細胞壁マンナンの化学構造が未だ

知られていない C. krusei について適用することを試みた。 

第 2 章では、第 1 章で構築した新規法を、非病原性酵母の Pichia pastoris に適

用し、より複雑な化学構造を有するマンナンの調製を行うと共に、マンナン分

子を全く分解することなく 2 次元 NMR 分析のみで構造解析することを試みた。 

キチン - -
キトビオース - -
キトサン - -
グルカン - -
マンナン ○ ○

カルボキシペプチダーゼ ○ ○
インベルターゼ ○ ○
トリプシン - -

キモトリプシン - -
アルカリホスファターゼ - -

○:吸着する　-:吸着しない

Benanomicin A成分 Concanavalin A

Benanomicin A Concanavalin A

構造（特徴） ベンゾ[a]ナフタセンキノン骨格 蛋白質

分子量 864
106.000

(サブユニット　26.500)

糖特異性 α-及びβ-D-マンノピラノシド
α-D-マンノピラノシド

α-D-グルコース

糖鎖認識部位
D-マンノース残基の

2, 3, 4, 6位遊離水酸基

D-マンノース残基の

3, 4, 6位遊離水酸基

糖結合分子数 2分子/Benanomicin A1分子 1分子/サブユニット

活性に関与する
金属イオン

Ca
2+

Mn
2+

, Ca
2+

生理活性作用 抗真菌活性、抗HIV活性
血球凝集反応、抗HIV活性、癌細胞

凝集活性、リンパ球分裂促進等

表 5 Benanomicin A と Concanavalin A の性状の比較[62]  

 

表 4 真菌細胞壁構成成分等への Benanomicin A 及び Concanavalin A の吸着[62, 63, 64] 
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第 1 章 Benanomicin A で調製した Candida krusei 細胞壁マンナン-タンパク質複

合体の O-グリコシド結合について 

 

Candida krusei は、Candida 属酵母の DNA 核型分析及び rRNA 分析による系統

解析の結果、その相同性において他の Candida 属酵母とは異なる部分が多くみ

られ、むしろ糸状菌であるAspergillus属に類似することが見出されている[65, 66, 

67]。また、細胞壁表層のマンナンに関しても、他の Candida 種には存在しない

C. krusei に特異的な抗原構造が存在することが免疫化学的研究により示されて

いる[17]。さらに、近年においてはアゾール系抗真菌薬に耐性を有する菌株の臨

床分離が増加の一途を辿る等[9]、臨床的に極めて重要な病原性酵母のひとつと

して認識されるようになった。しかしながら、C. krusei 細胞壁マンナンの全体構

造及び部分的な糖鎖構造は報告されていないことから[17]、本菌の宿主細胞への

接着をはじめとするマンナンの生物学的機能についてもほとんど明らかにされ

ていない。 

本章の目的は、レクチン様機能を持つ抗生物質 Benanomicin A を用いて、強ア

ルカリに曝される過程を持たない新しいマンナン調製法の確立を試みた。この

方法で調製した C. krusei マンナンの O-結合型糖鎖を、既存の Fehling 液法で調

製したマンナンの場合と比較検討し、より緩和な条件下で調製できることを実

証すると共に、C. krusei マンナンの O-結合型糖鎖の存在とその構造解析を試み

た。 
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1. 実験材料及び実験方法 

1-1. 試薬 

Actinomadura sporax の培養濾液より抽出された抗生物質 Benanomicin A（純度: 

83.9%）は、明治製菓株式会社製薬研究センターの五味修一博士より供与された。 

 

1-2. 菌株及び培養 

Candida krusei NBRC 0584 株（以前の C. krusei IFO 0584 株）は、製品評価技術

基盤機構（千葉）より購入した。酵母エキス加サブロー液体培地（Yeast Extract  

0.5% [w/v]、Peptone 1.0% [w/v]、Glucose 2.0% [w/v]）を用い、菌の増殖が定常期

になるまで 26°C、100 rpm で 48 時間振とう培養した[68]。なお、Yeast Extract 及

び Peptone は BD Biosciences 社を、Glucose は富士フィルム和光純薬社のものを

用いた。 

 

1-3. 粗抽出物の調製 

培養液に少量のホルムアルデヒドを加えて殺菌し、上清を除いて生理食塩水

で洗浄後、遠心分離（3000 rpm、10 分、4°C）により集菌しアセトンで脱脂乾燥

した。この乾燥菌体に精製水を加えて 130°C で 3 時間オートクレーブを行い、

遠心分離（3000 rpm、10 分、4°C）した上清をセルロースチューブ 24/32（三光

純薬）を用いて 48 時間流水透析し、エバポレーターにより減圧濃縮後、凍結乾

燥させて粗抽出物とした[68]。この方法により、主に水溶性の高分子成分（マン

ナン-タンパク質複合体、タンパク質またはマンノプロテイン及び核酸等）が混

合物として抽出される[69]。粗抽出物の収量は、乾燥菌体の 18.5%（w/w）であ

った。 

 

1-4. Benanomicin A を用いた C. krusei マンナンの調製 

 500 mg の粗抽出物を 1.5 mL の精製水に溶かし、25 mL の 0.2% Benanomicin A / 

0.2M CaCl2水溶液を激しく攪拌しながら加えた。 室温で 2 時間放置後、得られ

た赤紫色の沈殿物を遠心分離（3000 rpm、10 分、4°C）によって回収し、20 mL

の 0.2M CaCl2水溶液で攪拌しながら洗浄した。沈降物（Benanomicin A-マンナン

錯体）を 100 mL ビーカーに移し、20 mL の 0.2M EDTA・2Na 水溶液及び 20 mL
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の 0.01M HCl 水溶液を沈殿物に添加した。  室温で 10 分放置後、沈降物

（Benanomicin A 及び Ca2+-EDTA･2Na キレート）を遠心分離（3000 rpm、10 分、

4°C）によって除去した。 次いで、上清を 0.1M NaOH で中和した。得られたマ

ンナン溶液を 48 時間流水透析し、エバポレーターにより減圧濃縮後、凍結乾燥

を行った（Scheme 1-A）。上記の方法を Benanomicin 法と呼び、この方法で得ら

れた C. krusei マンナンを Fr. K-B と省略する。 

 

1-5. Fehling 液によるマンナンの調製 

500 mg の粗抽出物を 1.5 mL の精製水に溶かした。4% CuSO4（A 液）及び 15% 

NaOH / 20% 酒石酸ナトリウムカリウム水溶液（B 液）1:1（v/v）を用時調製し、

この混液 50 mL を粗抽出物溶液に添加して激しく攪拌した。 室温で 1 時間放置

後、得られた青色沈殿物を遠心分離（1500 rpm、10 分間、4°C）によって回収し、

70°C の温湯 5 mL で攪拌しながら洗浄した。マンナンと Cu+のキレート物を 100 

mL ビーカーに移し、アンバーライト IR-120（H +）樹脂（ORGANO）を添加し

た。 Cu+に基づく青色の沈殿が完全に消失するまで攪拌した。次いで、この溶

液をろ過し、ろ液を 10% Na2CO3で中和した。得られたマンナン溶液を 48 時間

流水透析し、エバポレーターにより減圧濃縮後、凍結乾燥を行った[70]（Scheme 

1-B）。この方法で得られた C. krusei マンナンを Fr. K-F と省略する。 

 

 

 

 

 

(A)  Precipitation with Benanomicin A (B)  Precipitation with Fehling reagent

Crude extract, 500 mg Crude extract, 500 mg

   dissolve in 25 mL of 0.2 % Benanomicin A in 0.2 M CaCl2    dissolve in 50 mL of Fehling reagent

   keep at room temperature for 2 h    keep at room temperature for 1 h

   centrifugation (3000 rpm) for 10 min    centrifugation (1500 rpm) for 10 min

   rinse with 25 mL of 0.2 M CaCl2    rinse with 50 mL of water at 70 ℃

   centrifugation (3000 rpm) for 10 min    centrifugation (1500 rpm) for 10 min

Precipitin (Benanomicin A-mannan complex) Precipitin (copper-mannan complex)

   add 20 mL of 0.2 M EDTA・2 Na    add cation exchange resin

   add 20 mL of 0.01 M HCl    stir until complex completely dissolved

   keep at room temperature for 10 min    filtrate with glass filter

   centrifugation (3000 rpm) for 10 min    rinse with water (three times) 

Supernatant Supernatant

   neutralize with 0.1 M NaOH    neutralize with 10% Na2CO3

   dialyze against running tap water for 48 h    dialyze against running tap water for 48 h

   concentrate in vacuo , and lyophilize    concentrate in vacuo , and lyophilize

Purified mannan (Fr. K-B) Purified mannan (Fr. K-F)

Scheme 1 Benanomicin method (A) and Fehling method (B). 
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1-6. マンナンの希アルカリ処理（β 脱離） 

 精製法の異なる 2 種のマンナン（Fr. K-B または K-F）200 mg を 30 mL の 0.1M 

NaOH に溶解し、保温器内で 25°C において 18 時間放置後、1M HCl を加えて中

和した。エバポレーターにより減圧濃縮後、少量の精製水に溶解し、Bio-Gel P-2

（400 mesh、BioRad）カラム（2.5×100 cm）を用いて、精製水でゲルろ過（0.25 

mL/min）、溶出液を 2.5 mL ずつ分取した[44]。溶出液中の糖の含量は、フェノー

ル・硫酸法[71]で発色後、吸光度（490 nm）測定して求めた。 

 

1-7. マンナン及びオリゴ糖の 1H-NMR 分析 

 各マンナン（Fr. K-B または K-F）15 mg または、各オリゴ糖 1～3 mg を D2O 650 

μL に溶解し、JNM-AL400（400 MHz）核磁気共鳴装置（日本電子）を用いて測

定した。測定温度を 70°C とし、内部標準物質はアセトン（2.217 ppm）を用いた。 

 

1-8. マンナンの化学分析 

 総糖量は、フェノール・硫酸法[71]により次のように測定した。1 mg/mL にな

るように試料を精製水に溶解し、試験管に 0.5 mL 取り、5% フェノール 0.5 mL

及び H2SO4 2.5 mL を加え、37°C で 20 分間インキュベートした。その後、Model 

680 マイクロプレートリーダー（BioRad）で 490 nm の吸光度を測定した。標準

物質として D-マンノースを用いた。 

総タンパク質含量は、Lowryらの Folin改良法[72]により次のように測定した。

2% Na₂CO₃/0.1M NaOH（A 液）、0.5% CuSO4（B 液）、1% 酒石酸カリウムナトリ

ウム（C 液） 50:1:1（v/v）を用時調製し、この混液 3 mL を試料 1 mg に加えて

攪拌後、室温で 30 分間インキュベートし、Model 680 マイクロプレートリーダ

ー（BioRad）で 750 nm の吸光度を測定した。標準物質としてウシ血清アルブミ

ンを用いた。 

総リン酸量は、Ames-Dubin 法[73]を一部改良して次のように測定した。1 

mg/mL になるように試料を精製水に溶解後、試験管に 0.2 mL 取り、1% Mg(NO₃)₂ 

/エタノール溶液を 0.2 mL 加え、強熱灰化し冷後 1M HCl 1 mL を加え、沸騰水浴

上で 15 分間加水分解を行った。冷後、10% L-アスコルビン酸、0.42％モリブデ

ン酸アンモニウム/0.5M H2SO4 1:6（v/v）を用時調製し、この混液 2.5 mL を添加
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した。45°C で 20 分間インキュベートし、V-730 BIO Spectrophotometer（jasco）

で 820 nm の吸光度を測定した。標準物質として KH2PO4を用いた。 

各化学分析は、2 種のマンナン調製法により 3 回調製したものについて、それ

ぞれ行った。 
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2. 実験結果 

2-1. Benanomicin 法の確立 

抗生物質 Benanomicin A のレクチン様活性を利用した酵母細胞壁マンナンの

調製法を確立するために、Benanomicin A およびマンナンの濃度（比率）、キレ

ート剤の種類、反応温度及び時間等、100 以上の条件を検討した結果、

Benanomicin AがCa2+存在下でマンノース残基がオリゴ糖以上に重合した糖鎖と

複合体を形成し、多糖程度に重合度したものとは沈降することが明らかとなり

（データは示さない）、Scheme 1-A に示すような新しい方法を構築することが出

来た。この方法は、従来の Fehling 液法（Scheme 1-B）のような強アルカリ性下

にマンナンが曝露される過程が一切存在しない。Fr. K-F の収率が粗抽出物の

30.1% (w/w)であったのに対して、Fr. K-B の収率は 54.7% (w/w)となり、大幅な

収量の増加が認められた。また、その操作時間も大幅に短縮できることがわか

った。 

 

2-2. マンナン（Fr. K-B 及び K-F）の化学分析 

 Fr. K-B 及び K-F の化学分析の結果を Table 1 に示す。先行研究では、C. albicans

における粗抽出物の組成は、糖: 72.8%(w/w)、タンパク質: 20.5%(w/w)、リン酸: 

5.1%(w/w)だったことが報告されている[74]。Fr. K-B 及び K-F の組成は、いず

れも少量のタンパク質が含まれていたが、リン酸は検出されなかった。したが

って、今回得られた Fr. K-B 及び K-F においては、核酸やタンパク質等の夾雑物

がほとんど除去されているものと考えられた。また、Fr. K-B においてタンパク

質含量が比較的多いことは、緩和な条件下でマンナンを調製できた結果、マン

ナンと共沈するポリペプチド鎖が切断されず、透析膜内に保持されたものと推

定される。 
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a Determined by phenol-H2SO4 method using D-mannose as a standard.   

b Determined by Folin method using bovine serum albmine as a standard.   

c Determined by Ames-Dubin method using KH2PO4 as a standard. 

Data of a~c are representative of at least three independent experiments of new preparation 

method or conventional method that yielded similar results. 

d Weight based of crude extract (The average of three preparation experiments). 

 

2-3. マンナン（Fr. K-B 及び K-F）の 1H-NMR 分析 

 Fr. K-B及びK-Fの主要構成成分であるN-結合型糖鎖の化学構造に関する情報

を得るために、1H-NMR 分析を行った（Fig. 1）。その結果、アノマープロトン領

域（4.7~5.7 ppm の磁場範囲）において、いずれも類似したスペクトルパターン

を示した。したがって、異なる 2 つの方法で調製した C. krusei マンナンの N-結

合型糖鎖は、結合様式及びその存在割合がほぼ同一であることが示された。こ

の結果から、Benanomicin 法が Fehling 液法と同様に、細胞壁マンナンの調製法

として有効であることを示している。また、Kobayashi ら[45]の NMR 解析手法

に基づき分析した結果、4.7~5.0 及び 5.4~5.7 ppm の範囲のシグナルが存在しない

ことは、Fr. K-B 及び K-F が β 結合マンノース残基及びホスホジエステル結合を

介したマンノース残基を含まないことを示した。 α-1,2 及び α-1,6 結合マンノー

ス残基に由来する 4 つの強いシグナル（5.220, 5.203, 5.086 及び 5.055 ppm）及び

α-1,3 結合マンノース残基に由来する 3 つの弱いシグナル （5.254, 5.158 及び

5.027ppm）がいずれのマンナンでも観察されたことから、C. krusei の細胞壁マン

ナンは α 結合マンノース残基のみから成るものと考えられた。 

 

 

 

 

Mannan
Total Carbohydrate

a

(%)

Total Protein
b

(%)

Total Phosphate
c

(%)

Yeild
d

(%)

Fr. K-B 88.8 9.1 0 54.7

Fr. K-F 94.9 3.4 0 30.1

Table 1 Chemical compositions of C. krusei mannans, Frs. K-B and K-F. 
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Fig. 1 1H-NMR spectra (anomeric region) of C. krusei mannans, Frs. K-B (A) and K-F (B). 
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2-4. マンナン（Fr. K-B 及び K-F）の希アルカリ処理（β 脱離） 

Fig. 2 に示すように、C. krusei マンナンのアルカリ不安定糖鎖の情報を得るた

めに、Fr. K-B 及び K-F について希アルカリ処理を行い、ゲルクロマトグラフィ

ーにより分画した。 Fr. K-B から遊離するオリゴ糖は、二糖（M2）、三糖（M3）

及び四糖（M4）であり、マンノースの生成はごく少量であった。一方、Fr. K-F

からは、NMR における分析可能な量を得ることができたのは M2 のみであった。

得られたオリゴ糖をそれぞれ凍結乾燥し、その重量から Fr. K-B 及び K-F から放

出されたオリゴ糖の収率を算出した結果、それぞれ 20.0 及び 1.4%（w/w）であ

った。この結果は、Fr. K-F の O-結合型糖鎖の大部分が Fehling 液法による調製

段階で失われたことを示している。すなわち、Benanomicin 法では、従来法でほ

とんど失われていた O-結合型糖鎖を、収率良く残存させることに成功した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2 Elution profiles in Bio-Gel P-2 gel filtration column chromatography of oligosaccharides 

obtained from Frs. K-B (A) and K-F (B) by the alkali treatment (β-elimination). M4, M3, 

M2, and M indicate the eluted positions of standard mannooligosaccharides, tetraose, 

triose, biose, and mannose, respectively. 

 



22 

 

アルカリ処理で得られたオリゴ糖の 1H-NMR スペクトルを Fig. 3 に示す。

Kobayashi ら[50]の知見に基づいて分析した結果、これらのオリゴ糖のすべてが

α-1,2 結合マンノース残基のみから成ることを確認した。すなわち、M2、M3 及

び M4 の化学構造は、Manα1→2Man、Manα1→2Manα1→2Man、及び Manα1→

2Manα1→2Manα1→2Man とそれぞれ同定された（Table 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

D C B A D C B A

M2 Manα1→ 2 Man 5.054 5.344

M3 Manα1→2 Manα1→ 2 Man 5.051 5.265 5.337

M4 Manα1→2 Manα1→ 2 Manα1→ 2 Man 5.051 5.267 5.254 5.336

Sugar residue
Oligosaccharide

Chemical shift (ppm)

Fig. 3 1H-NMR spectra of oligosaccharides obtained from Frs. K-B (A) and K-F (B) 

by the alkali treatment (β-elimination). M4, M3, and M2 indicate tetraose, triose 

and biose, respectively. 

 

Table 2 1H chemical shifts (anomeric region) of oligosaccharides[50]   

 

Man indicate mannose residue. 
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3. 考察 

 

本章では、レクチン様活性を持つ Benanomicin A を利用した新規マンナン調製

法を構築し、構造が未解明の C. krusei NBRC 0584 マンナンへの適応を試みた。

その結果、既存の酵母マンナン調製法として確立されている Fehling 液法で得ら

れるマンナンと同様の化学組成及び NMR スペクトルパターンを持つマンナン

を収率よく調製できることが示された。また、NMR スペクトルには β‐グルカン

等に相当するシグナルがほとんど認められなかったことから、不純物の混在も

極めて少ないものと考えられる（データはしめさない）。この結果は、Benanomicin 

A が、C. krusei マンナンとより効果的に沈降したものと解釈できる。しかし、今

回はマンナン以外の多糖類の存在の有無を構成糖分析等で確認していないため、

今後行う必要がある。さらに、このマンナンを β 脱離することで、O-結合型糖

鎖を収率良く得ることに成功すると共に、O-結合型糖鎖が α-1,2 結合マンノース

残基のみから成る低分子量のオリゴ糖であることが明らかとなった（Fig. 4）。ま

た、このマンナンの N-結合型糖鎖は、主に α 結合マンノース残基から構成され、

β 結合マンノース残基はほとんど含まれないことが示された。β 脱離による遊離

糖量から、このマンナン分子は約 20%の O-結合型オリゴ糖と約 80%の N-結合型

多糖から構成されているものと思われる。この N-結合型糖鎖の詳細な化学構造

は未だ報告されていないことから、今後の研究課題となるが、C. krusei マンナン

の NMR スペクトルにおけるシグナルパターン（Fig. 1）より、他の主要な Candida

種のマンナン構造として提示されているような”クシ状構造”とは大きく異なる

ことが示唆されている（データ未公表）。 

これまでの病原性 Candida 酵母の免疫化学的研究は、その大部分が細胞壁マ

ンナンの N-結合型糖鎖を標的としてきた。これらの報告[16,17]では、細胞壁マ

ンナンの調製法として Fehling 液法が採用されている。しかし、この従来法では

マンナンが強アルカリ性の Fehling 溶液に曝されているため、マンナンの O-結合

型糖鎖の含量は約 5%以下と調製段階でほとんど失われている。したがって、

Candida 酵母マンナン中の O-結合型糖鎖の含量は、これまでに認識されている

よりも著しく多い可能性が示唆される。今後は C. krusei のみならず、他種の

Candida 酵母マンナンについても、Benanomicin 法を適用して細胞壁マンナンの
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化学構造を再確認し、O-結合型糖鎖が免疫化学的性状や感染機構にどの程度関

わっているか調べる必要がある。 

Candida 酵母の宿主への感染機構に関する最近の研究では、O-結合型糖鎖の生

合成に関与する O-マンノシルトランスフェラーゼまたは α-1,2-マンノシルトラ

ンスフェラーゼのタンパク質をコードする PMT または MNT 遺伝子ファミリー

を欠く突然変異株が瀕用されている。これらの報告では、宿主細胞への接着[75, 

76]、実験動物の致死活性[76]、宿主免疫応答[77, 78]、抗生物質耐性[79]、バイオ

フィルム形成[80]等、マンナン中の O-結合型糖鎖の重要な役割が議論されてい

る。しかし、マンナンの O-結合型糖鎖が Candida 感染メカニズムやマンナンの

生物学的活性に直接関与するか否かは、野生菌株からマンナンを無傷の状態で

分離調製し、β 脱離により得られた糖鎖を各生体反応系の阻害剤として利用する

等して証明する必要がある。したがって、Benanomicin 法は病原性酵母の免疫化

学的性状のみならず、宿主との感染メカニズムを解明する生物学的な研究にお

いても有用となるであろう。さらに、Benanomicin A のレクチン様活性を利用す

ることにより、酵母マンナン類の調製だけでなく、様々な分子が混在するあら

ゆる生体成分から、マンノースを優位に含む配糖体や糖タンパク質等の新規生

理活性物質成分の分離調製において大きく貢献できるものと考えられる。 

 

  

 

Fig. 4 Structure of O-linked sugar chains in the cell wall mannan of C. krusei.  Ser, Thr, Asn, 

and M indicate serine, threonine, asparagine, and mannose, respectively. *The 

chemical structure of N-linked sugar chains in this mannan is not clear yet. 
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4. 小括 

 

本章では、マンノース残基に特異的なレクチン様機能を持つ抗生物質

Benanomicin A を用いて、C. krusei 酵母細胞壁マンナンを調製することにより以

下の知見を得た。 

1）Benanomicin 法の有用性 

 Benanomicin A を酵母マンナンの調製法に利用した結果、マンナンを強アルカ

リに曝すことなく緩和な条件下でマンナンを調製することができた。すなわち、

アルカリ不安定部位（タンパク質部分のセリンまたはスレオニン残基に O-グリ

コシド結合するオリゴ糖鎖）を収率良く調製することに成功した。したがって、

Benanomicin 法は病原性酵母の免疫化学的性状の解明のみならず、宿主との感染

メカニズムに対する O-結合型糖鎖の関与を証明する生物学的研究においても有

用であると考えられる。 

 

2）C. krusei マンナンの化学構造 

 Benanomicin A を利用した方法で調製した C. krusei マンナンの NMR 分析の結

果より、このマンナンは α-1,2, α-1,3,及び α-1,6 結合から成る N-結合型糖鎖（詳

細な構造は未同定）と、マンノース、二糖（Manα1→2Man）、三糖（Manα1→2Manα1

→2Man）及び四糖（Manα1→2Manα1→2Manα1→2Man）の O-結合型糖鎖で構成

されていることが明らかとなった。 
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第 2 章 Benanomicin A を用いて調製した Pichia pastoris 細胞壁マンナンの 2 次

元 NMR による構造解析 

 

アセトリシスは、多糖の α-1,6 グリコシド結合を選択的に切断する限定加水分

解法とされ、生物由来の多糖成分の免疫化学及び生合成研究におけるエピトー

プや酵素基質の調製等を目的に広く利用されてきた。Gorin と Perlin[80]は、酵母

マンナンの抗原構造解析に初めてアセトリシスを適用し、マンノ二糖（Manα1

→2Man）を単離することに成功した。その後、様々な酵母マンナンについてア

セトリシスを用いた数多くの論文が発表された[39, 57, 81-85]。一方で、Gorin と

Spencer [86]による幾つかの酵母マンナンの NMR 分析の結果から、数種の酵母マ

ンナンには β 結合マンノース残基が含まれることが示された。しかし、アセト

リシスでは α-1,6 グリコシド結合と同様に β-1,2 グリコシド結合も速やかに分解

されることから、β-1,2 結合を含むオリゴ糖を得ることはできなかった。後に、

Kobayashi ら[87]は、P. pastoris マンナンを用いて β-1,2 結合を保持したまま α-1,6

結合を選択的に調製できる緩和アセトリシスを確立した。その後、この改良法

は様々な病原性 Candida 属の細胞壁マンナンの研究に適用されるに至った。さ

らに NMR 分析における解析手法の発展に伴い、化学的分解を不要とするマンナ

ンの構造解析法も報告されるようになってきた[86, 88]。 

第 1 章において、抗生物質 Benanomicin A を用いて、従来のマンナン調製法

（Fehling 液法）より緩和な条件下で、α 結合のみから成る C. krusei マンナンを

調製することに成功した。 

本章では、β-1,2 結合マンノース残基を多量に含むクシ状構造を持つことで知

られる P. pastoris マンナンの化学構造[87,89]について、新規法（Benanomicin A

によるマンナン調製及び 2 次元 NMR 分析法）を適用し、その有用性の実証を試

みた。 
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1. 実験材料及び実験方法 

 

1-1. 菌株及び培養 

Pichia pastoris NBRC 0948 株（IFO 0984 株を継代）は、製品評価技術基盤機構

（千葉）より購入した。培養は、Kobayashi ら[87]の条件にしたがって培養した。 

 

1-2. 粗抽出物の調製 

粗抽出物は第 1 章と同様の方法で調製した。アセトン脱脂菌体の収量は乾燥

菌体の 13.2%（w/w）であった。 

 

1-3. マンナンの調製 

 マンナンの調製は、第 1 章と同様に Benanomicin 法及び Fehling 液法により行

った。以後 Benanomicin 法により得られた P. pastoris マンナンを Fr. P-B、Fehling

液法により得られた P. pastoris マンナンを Fr. P-F とする。 

 

1-4. マンナンの NMR 分析 

 1H-NMR 分析は、サンプル（3～10 mg）を D2O 650 μL に溶解し、JNM-AL400

（400 MHz）核磁気共鳴装置（日本電子）を用いて測定した。測定温度を 70°C

とし、内部標準物質はアセトン（2.217 ppm）を用いた。13C-NMR スペクトルに

ついては、サンプル（15～25 mg）を D2O 650 μL に溶解し、測定温度を 55°C と

し、内部標準物質は CD3OD（49.00 ppm）を用いて同じ核磁気共鳴装置により測

定した。C-H COSY（Two-dimensional 13C-1H correlated spectroscopy）は、1H 及び

13C NMR 分析と同じ条件下で記録した。 2D-HOHAHA（Two-dimensional 

homonuclear Hartmann-Hahn）は、サンプル（10~20 mg）を D2O 650 μL に溶解し、

測定温度を 45°C として測定した。 P. pastoris マンナン中のオリゴマンノシル側

鎖の分布は、1H-NMR スペクトルの各側鎖に特徴的な H1 シグナル（Table 1）の

ピーク面積に基づいて算出した[88]。これらの NMR 分析は、マンナン調製法に

より 3 回調製されたそれぞれの生成物について行った。それらが同じ結果を示

したため、もっとも典型的なデータを示した。 
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1-5.  マンナン側鎖の平均鎖長の算出 

 前報[89]に従って次の式を用いて側鎖の平均鎖長（X）を算出した。 

X = ［（A×1）+（B×2）+（C×3）+（D×4）+（E×5）］ /（A + B + C + D + E） 

ここで、A〜E は、1H-NMR スペクトルの H1 シグナルのピーク面積におけるマ

ンノース（M）、二糖（M2）、三糖（M3）、四糖（M4）及び五糖（M5）のモル

比を表し、数字 1〜5 は、マンノオリゴ糖の重合度を表す 。 
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2. 実験結果 

 

2-1.  マンナン（Fr. P-B 及び P-F）の 1H-NMR 分析 

 Benanomicin 法が β-1,2 結合マンノース残基を多量に含むマンナンであっても

適用可能か検討するために、Fr. P-B 及び P-F の化学構造を 1H-NMR 分析により

比較した（Fig. 1）。いずれのスペクトルにも、アノマープロトン領域（4.7〜5.7 ppm）

において極めて類似するシグナルパターンを示した。以前の報告において、

Fehling 液法により得られた調製物の糖成分は、約 97%がマンノースで構成され

ていることが分かっている[87]。また、前章と同様に β-グルカン等に相当するシ

グナルもほとんど認められなかった（データは示さない）。さらに、5.4〜5.7 ppm

の範囲のシグナルが存在しないことは、いずれのマンナンにもホスホジエステ

ル結合を介したマンノース残基が含まれないことを示す。 α-1,2 及び α-1,6 結合

マンノース残基に由来する 3 つの強いシグナル（5.100, 5.071 及び 4.876 ppm）、

α-1,2 及び β-1,2 結合マンノースに由来する 4 つの強いシグナル（5.376, 5.159, 

4.844 及び 4.834 ppm）がいずれの画分のパターンで観察された。各シグナルを

帰属した結果、細胞壁マンナンは α-1,2、α-1,6 及び β-1,2 結合を含有することが

明らかとなった。これらの結果は、Kobayashi ら[87]の報告と一致した。したが

って、α 結合のみから構成されるマンナンのみならず、β 結合を含むマンナンで

あっても Benanomicin A を用いて調製できることが明らかとなった。 
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Fig. 1  1H-NMR spectra (anomeric region) of P. pastoris mannan, Frs. P-B (A) and P-F (B) 
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2-2.  マンナン（Fr. P-B）の 2 次元 NMR 分析 

Fr. P-B の全体構造の決定は、2 種の 2 次元 NMR マップ上のクロスピークの化

学シフト値によって試みた。Fig. 2 は、Fr. P-B の 2D-HOHAHA スペクトルの 2

次元マップを示す。 Kobayashi 及び Shibata ら[55, 87, 89, 90, 91]の報告に基づい

て同定可能な 9 つのクロスピークが観察された。すなわち、クロスピーク 1

（H1:4.82, H2:4.06）, 2（H1:4.84, H2:4.25）及び 3（H1:4.87, H2:4.17）の出現は、

マンナンが非還元末端と中間 β-1,2結合オリゴマンノシル側鎖を含有することを

示す。 クロスピーク 4（H1:4.91, H2:4.00）または 6（H1:5.06, H2:4.07）及び 7

（H1:5.09, H2:4.03）は、α-1,6 結合マンノースから成る主鎖の非置換及び 2-O-置

換型にそれぞれ対応する。 非還元末端と中間 α-1,2 結合オリゴマンノシル側鎖

の存在は、クロスピーク 5（H1:5.05, H2:4.08）及び 8（H1:5.15, H2:4.26）の出現

によって証明できる。クロスピーク 9（H1:5.37, H2:4.07）は、マンナン側鎖のう

ち最も長い側鎖の非還元末端に位置する α-1,2結合マンノース残基の存在を示す

（Table 1）。 

 

  
Fig. 2  2D-HOHAHA spectrum of Fr. P-B. Boxed cross-peaks are H-1 and H-2 

correlated by J-coupling. 
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Fig. 3 は、Fr. P-B の C-H COSY スペクトルの 2 次元マップを示す。 以前の報

告[87, 89, 92]に基づいて同定された 11 のクロスピークが観察された。クロスピ

ーク G（H1:5.37, C1:100.97）及び I（H1:4.87, C1:101.57）と D（H1:4.82, C1:100.19）

は最も長い側鎖の非還元末端に位置する α-1,2結合マンノース残基及びその内側

の連続する β-1,2 結合マンノース残基の存在を示す。クロスピーク C（H1:4.84, 

C1:99.79）及び J（H1:4.84, C1:101.82）の存在は、非還元末端及びその内側の β-1,2

結合オリゴマンノシル側鎖を含有することを示す。 クロスピーク E（H1:4.91, 

C1:100.33）、B（H1:5.06, C1:99.57）は、α-1,6 結合マンノースから成る主鎖の非

置換または 2-O-置換型にそれぞれ対応する。短い側鎖の非還元末端 α-1,2 結合マ

ンノース残基及びこれが置換する主鎖の α-1,6 結合マンノース残基の存在は、ク

ロスピーク K（H1:5.05, C1:102.99）及び A（H1:5.09, C1:99.24）の出現により示

Cross peak Mannose residues

1 Manα1→2Manβ1→2Manβ1→2Manα1

Manβ1→2Manβ1→2Manα1

Manβ1→2Manβ1→2Manα1

3 Manα1→2Manβ1→2Manβ1→2Manα1

4 Manα1→6Manα1→6Man

           Manα1→6Manα1→6Man

                           ↑2

                           Manα1

         Manα1→6Manα1→6Man

                         ↑2

    →2Manβ1→2Manα1

           Manα1→6Manα1→6Man

                           ↑2

                           Manα1

         Manα1→6Manα1→6Man

                         ↑2

→2Manβ1→2Manα1

9 Manα1→2Manβ1→2Manβ1→2Manα1

7

8

2

5

6

Table 1 Identification of chemical shifts of H1-H2 cross peak in two-dimensional 

homonuclear Hartmann-Hahn (2D-HOHAHA) spectra of Fr. P-B.  

Man indicate mannose residue.   
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された。最後に、クロスピーク F（H1:5.15, C1:100.78）及び H（H1:5.15, C1:101.21）

は、長い側鎖の中間マンナン側鎖の α-1,2 結合マンノース残基の存在を示す

（Table 2）。 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3  C-H COSY spectrum of Fr. P-B.  Boxed cross-peaks are H1 and C1 

correlated by J-coupling. 
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2 次元 NMR（2D-HOHAHA 及び C-H COSY）における H1、H2 及び C1 化学シフ

ト値の帰属結果を Table 3 に示した。すなわち、このマンナンは二糖

（ Manα1→2Man ）、 四 糖 （ Manβ1→2Manβ1→2Manα1→2Man ） 及 び 五 糖

（Manα1→2Manβ1→2Manβ1→2Manα1→2Man）に相当する側鎖を持つことが明

らかとなった。一方、4.75～4.77ppm の H1 シグナル[(Manβ1→2(Manα1→2)に対

応）]が観測されない事実は、三糖（Manβ1→2Manα1→2Man）に相当する側鎖が

ほとんど存在しないことを示す。 

 

 

 

Cross peak Mannose residues

         Manα1→6Manα1→6Man

                         ↑2

                         Manα1

         Manα1→6Manα1→6Man

                         ↑2

    →2Manβ1→2Manα1

C Manβ1→2Manβ1→2Manα1

D Manα1→2Manβ1→2Manβ1→2Manα1

E Manα1→6Manα1→6Man

                    Manα1→6Manα1→6Man

                                    ↑2

     Manβ1→2Manβ1→2Manα1

G Manα1→2Manβ1→2Manβ1→2Manα1

         Manα1→6Manα1→6Man

                         ↑2

    →2Manβ1→2Manα1

I Manα1→2Manβ1→2Manβ1→2Manα1

J Manβ1→2Manβ1→2Manα1

           Manα1→6Manα1→6Man

                           ↑2

                           Manα1

H

F

A

B

K

Table 2 Identification of chemical shifts of H1-C1 cross peak in C-H correlation 

spectroscopy (C-H COSY) spectra of Fr. P-B.  Man indicate mannose residue.  
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↑

6Manα1

↑

6Manα1

↑

6Manα1

↑

6Manα1

↑

↑
 2

↑
 2

↑
 2

Manα1 Manα1 Manα1

↑
 2

↑
 2

Manβ1 Manβ1

↑
 2

↑
 2

Manβ1 Manβ1

↑
 2

Manα1

H1 4.91 * 5.09 * 5.06 5.06

H2 4.00 (4) 4.03 (7) 4.07 (6) 4.07 (6)

C1 100.33 (E) 99.24 (A) 99.57 (B) 99.57 (B)

H1 5.05 5.15 5.15

H2 4.08 (5) 4.26 (8) 4.26 (8)

C1 102.99 (K) 100.78 (F) 101.21 (H)

H1 4.84 4.82

H2 4.25 (2) 4.06 (1)

C1 99.79 (C) 100.19 (D)

H1 4.84 * 4.87

H2 4.25 (2) 4.17 (3)

C1 101.82 (J) 101.57 (I)

H1 5.37 *

H2 4.07 (9)

C1 100.97 (G)

Mannose residue

               Chemical shift (ppm)

Table 3 Assignment of 1H and 13C NMR chemical shifts of Fr. P-B.  

Man indicate mannose residue.  Side chain sequence is not specified.   

Asterisks indicate characteristic H1 signal of each side chain. 

The values or alphabets given in parentheses indicate the cross peak of 2D-HOHAHA 

or C-H COSY. 
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Fig. 4 Structure of P. pastoris mannan. Side chain distribution was calculated based on the 

dimensions of characteristic H1 signals of each side chain in the 1H-NMR 

spectroscopy map [88]. Side chain sequence is not specified.  M denotes a mannose 

residue. 

2-3.  マンナン（Fr. P-B）の全体構造 

Fig. 4 は、1H-NMR 分析におけるアノメリックプロトンシグナルの面積により

算出した P. pastoris マンナン側鎖の分布状態を示している。1986 年の Kobayashi

ら[87]によるFehling液法で調製されたP. pastorisマンナンの緩和アセトリシスに

よる分析で導かれたマンナンでは、三糖（Manβ1→2Manα1→2Man）に相当する

側鎖の存在が述べられているが、今回の分析ではこの側鎖がほとんど検出され

なかった。さらに、四糖及び五糖に相当する側鎖の総モル比は、Kobayashi ら[87]

の報告と比較して明らかに大きくなり、反対に側鎖未置換の α-1,6 結合マンノー

ス残基及び二糖に相当する側鎖の総モル比は著しく小さくなった。また、

1H-NMR 分析のピーク面積を基に Fr. P-B の側鎖の鎖長を算出した結果、平均鎖

長は 3.5 となり、Kobayashi ら[87]の報告で示された結果より有意に長いことが

明らかになった。 
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3. 考察 

 

前章で確立したBenanomicin Aを用いる新しいマンナン調製法がC. kruseiマン

ナンのような α 結合マンノース残基のみから構成されるマンナンだけでなく、

β-1,2 結合マンノース残基を多量に含む”クシ状構造”を呈する P. pastoris マンナ

ンの調製においても適用可能なことを証明した。しかし、今回は NMR 分析のみ

による解析であったため、化学分析及び構成糖分析等を行い、夾雑物の有無を

詳細に確認する必要がある。ある種の Candida 属の細胞壁マンナンには、α 及び

β 結合マンノース残基から成る分岐側鎖に、ホスホジエステル結合が含まれる複

雑な構造を呈するものが知られている[17]。また、その他の酵母やカビ由来の細

胞壁多糖の多くはヘテロ多糖であるが、共通成分として必ずマンノース残基を

含んでいる。例えば、Trichophyton 属や Aspergillus 属由来の細胞壁多糖は、マン

ノース残基に加え、ガラクトピラノースやガラクトフラノース残基が含まれる

ガラクトマンナンとして知られる[11, 93]。また、Cryptococcus 属の細胞壁多糖は、

マンノース、キシロース及びグルクロン酸から成るグルクロノキシロマンナン

として知られる[12, 13]。したがって、Benanomicin A がマンノース残基を含むヘ

テロ多糖、リン酸基等を含む酸性多糖の分離調製にも広く適用可能であるか興

味が持たれる。 

 一方、本章で得られた P. pastoris マンナンから β 脱離で生成する O-結合型糖

鎖の含量は 1%未満となり、C. krusei マンナンとは大きく異なる結果が得られた

（データは示さない）。P. pastoris については、5 つの O-結合型糖鎖に関連する

生合成酵素（PMT 遺伝子）を有することが報告されているが[94]、今回得られた

マンナン-タンパク質複合体には極めて少量の O-結合型糖鎖しか存在しなかっ

た。この知見は、何らかの理由でこれらの生合成酵素が本分子には発現されて

いないか、この分子とは異なる O-結合型糖鎖を持つタンパク質が存在する可能

性を示唆する。 

2次元NMRにより構造解析されたP. pastorisマンナンの側鎖分布は、Kobayashi

ら[87]が以前に緩和アセトリシスを利用して報告した解析結果とは明らかに異

なっていた。すなわち、Benanomicin 法により調製したマンナンを 2 次元 NMR

（2D-HOHAHA 及び C-H COSY）により分析した結果（Table 3）、マンナン分子
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に三糖（Manβ1→2Manα1→2Man）に相当する側鎖がほとんど存在しないことを

証明した（Fig. 4）。この結果は、Kobayashi ら[86]が採用した緩和アセトリシス

の分解過程で、マンナンの α-1,6 結合マンノース残基のみならず、β-1,2 結合マ

ンノース残基も部分的に加水分解されたことを示唆する。したがって、四糖

（ Manβ1→2Manβ1→2Manα1→2Man ） や 五 糖

（Manα1→2Manβ1→2Manβ1→2Manα1→2Man）から、緩和アセトリシスによっ

て 2 次的に二糖（Manα1→2Man）や三糖（Manβ1→2Manα1→2Man）が生じたも

のと解釈できる。 

P. pastoris マンナンにおいて三糖に相当する側鎖がほとんど検出されない事実

は、マンナンの比較的長い四糖に相当する側鎖や五糖に相当する側鎖の生合成

過程において、2 種類の β-1,2-マンノシルトランスフェラーゼは、マンノース残

基を供与体（GDP-マンノース）から基質（二糖 Manα1→2Man に相当する側鎖）

へ極めて速く転移させるものと思われる。また、四糖に相当する側鎖が多量に

検出されることより、生合成の最終段階で働く α-1,2-マンノシルトランスフェラ

ーゼによる GDP-マンノースの転移速度が、β-1,2-マンノシルトランスフェラー

ゼの速度よりも有意に遅いことが伺える。 

以上により、アセトリシスなどの多糖限定加水分解法は、様々な免疫化学的

または生物学的機能の重要なエピトープやリガンド等の断片に相当するオリゴ

糖を調製するための手段としては極めて重要であることは疑いようがないが、

多糖類の本来の化学構造に関する正確な情報を得るための手法として相応しい

とは言えない。すなわち、非分解の高分子多糖類の構造決定においては、出来

るだけ高分解能の NMR 分析装置を用いて、様々な 2 次元マッピング等のより新

しい解析方法を駆使することが望ましい。       
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4. 小括 

 

本章では、β-1,2 結合マンノース残基を比較的多量に含むことで知られる P. 

pastoris マンナンを用いて、第 1 章で確立した Benanomicin 法の有用性について

検討すると共に、調製したマンナンの化学構造について 2 次元 NMR 分析で検証

したところ、次のような知見を得た。 

 

1) Benanomicin 法の有用性 

 Benanomicin 法が、α 結合マンノース残基のみから構成されるマンナンだけで

なく、β-1,2 結合マンノース残基を多量に含むクシ状構造を呈するマンナンの調

製にも十分に適用可能なことを証明した。 

 

2) P. pastoris マンナンの化学構造 

Benanomicin 法で調製した P. pastoris マンナンの 2 次元 NMR 分析における化

学シフト値の帰属により、この分子は α-1,6 結合マンノース残基が連結する主鎖

に二糖（Manα1→2Man）、四糖（Manβ1→2Manβ1→2Manα1→2Man）及び五糖

（Manα1→2Manβ1→2Manβ1→2Manα1→2Man）に相当する側鎖が置換している

ことが明らかとなったが、三糖（Manβ1→2Manα1→2Man）に相当する側鎖はほ

とんど存在しないことが示された。 

 

3) 2 次元 NMR 分析法の有用性 

アセトリシス等の多糖限定加水分解法は、部分構造に相当する側鎖オリゴ糖

を調製する手段としては極めて重要である。一方、マンナン等の高分子多糖類

の構造決定においては、分子を分解することなく種々の 2 次元 NMR 法を導入

して解析する方が正確な糖鎖構造に関する情報を導くものと考えられる。 
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総括 

深在性真菌症の代表的なものとして、Aspergillus 症、Cryptococcus 症及び

Candida 症が挙げられ、わが国では“三大真菌症”と呼ばれている。深在性真菌

症の中でも Candida 症は感染患者の死亡率が比較的高いため、臨床現場におけ

る関心が大きく、病原真菌学の研究対象としても注目されることが多い。 

現在、わが国では深在性 Candida 症の治療薬としてフルオロピリミジン系、

アゾール系及びキャンディン系抗真菌薬等が臨床使用されている。しかし、こ

れらの抗生物質に対する感受性が菌種によって異なるので、適切な抗生物質で

治療するためには、菌種を区別できる正確な診断法が必要不可欠になる。 

深在性真菌症の確定診断は原因真菌の臨床分離・同定でのみ可能である。し

たがって、血液や組織から直接起因菌を検出する顕微鏡検査及び培養検査が確

定診断として用いられている。しかし、このような方法は同定までに長時間を

要することから、確定診断の前に医師の臨床所見に加え、補助診断を総合して

暫定的な診断が行われている。補助診断のひとつとして抗原検出診断法がある。

この方法は、真菌が持つ特異的成分または代謝物を、血清学的手法により検出

するものである。Candida 症の血清学的診断は、細胞壁表層に存在するマンナン

を標的抗原として検出するのが主流である。抗原活性を持つマンナンは、酵母

とその宿主との相互作用の初期段階において最も重要な役割を担うと考えられ

る。したがって、免疫化学的性状や感染メカニズムの解明及び抗真菌薬開発の

目的で、病原性 Candida 属を含めた真菌細胞壁マンナン類の構造化学的研究が

精力的に行われてきた。 

酵母マンナンの化学構造解析において最も重要なポイントの一つは、マンナ

ン分子を傷つけることなく分離調製することである。これまでの Candida 酵母

細胞壁に由来するマンナンの構造化学的または免疫化学的研究においては、

Fehling 試薬によりマンナン分子を調製して以降の実験に供されてきた。すなわ

ち、α-1,6 結合を選択的に切断するとされる緩和アセトリシス、さらには希酸処

理等によってオリゴ糖へ断片化したのち、ゲルクロマトグラフィーにより分離

した各オリゴ糖について、メチル化分析、質量分析（GC-MS）、核磁気共鳴（NMR）

分析等の機器分析法を総合的に適用することにより、元のマンナンの全体構造



41 

 

が決定されてきた。 

第 1 章では、マンナン調製方法として最も一般的であった Fehling 液法の持つ

問題点を改善するために、レクチン様活性を有する抗生物質 Benanomicin A を利

用することで新規調製法を確立、その有用性を実証すると共に、Candida krusei 

細胞壁マンナン中の O-結合型糖鎖の存在を証明した。すなわち、Benanomicin A

を用いるマンナン調製法では、マンナン分子を強アルカリに曝すことなく緩和

な条件下で調製することができ、アルカリ不安定なことで知られる分子中のセ

リンまたはスレオニン残基に結合するマンノース及び 3 種のオリゴ糖鎖（Manα1

→2Man、Manα1→2Manα1→2Man 及び Manα1→2Manα1→2Manα1→2Man）を収

率良く回収でき、その存在を立証することに成功した。したがって、C. krusei

以外の Candida 酵母マンナン類の O-結合型糖鎖の含有量も、これまで知られて

いるよりも著しく多い可能性が示唆される。 

第 2 章では、前章において開発した Benanomicin A を用いるマンナン調製法の

適用範囲に言及すると共に、調製したマンナンの全体構造について、NMR 分析

法のみで分析を行った。すなわち、β-1,2 結合マンノース残基を多量に含むこと

で知られる Pichia pastoris マンナンを新規法により調製し、限定加水分解法を用

いることなく 2 次元 NMR 法（2D-HOHAHA 及び C-H COSY）を用いて構造解析

を行った。NMR の化学シフト値の帰属により、この分子は α-1,6 結合マンノー

ス残基から成る主鎖に、α-1,2結合及び β-1,2結合から成る二糖（Manα1→2Man）、

四糖（Manβ1→2Manβ1→2Manα1→2Man）及び五糖（Manα1→2Manβ1→2Manβ1

→2Manα1→2Man）に相当する側鎖が連結する”クシ状構造”であることが明らか

となった。しかし、三糖（Manβ1→2Manα1→2Man）に相当する側鎖がほとんど

存在しないことが示されたことより、アセトリシス法では α-1,6結合のみならず、

一部の β-1,2 結合も加水分解されることが示唆された。したがって、多糖類の限

定加水分解法は、様々な生理機能における重要なエピトープやリガンドに相当

するオリゴ糖の調製には極めて有効であるが、多糖類の詳細な化学構造に関す

る情報を得るためには、分子を分解することなく種々の 2 次元 NMR 法を導入

して分析する方が正確な結果を与えると考えられる。 
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