
近年、カンジダ症の原因菌である Candida 酵

母のうち、複数の菌種からアゾール系薬剤に対

する耐性菌が出現するようになった１）。従って、

カンジダ症の診断において、Candida 属の菌種

同定は適切な治療薬選択の観点からますます重

要になっているが、現在の臨床現場で行われて
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Abstract
In the measurement of １H�NMR of purified mannan obtained from dried cells of pathogenic 

Candida yeast, the extremely clear signal is observed anomeric proton region（４.５～６.０ ppm）based 
on mannose residues.　On the other hand, in the １H�NMR analysis of the crude extract obtained from 
the same yeast, part obscured slightly observed, but the signal pattern equivalent to purified mannan 
substantially was observed.　Therefore, it was demonstrated that １H�NMR analysis of the crude 
extract obtained in the previous step of purification of mannan give the rough information for the 
chemical structure of the yeast cell wall mannan.

Key words
Candida, pathogenic yeast, cell wall mannan, １H�NMR analysis

要　旨
病原性 Candida 酵母の乾燥菌体から精製されたマンナンのプロトン核磁気共鳴（１H�NMR）分析（測

定温度４５℃）において、マンノース残基に基づくアノメリックプロトンシグナル領域（４.５～６.０ppm）

に観察されるシグナルは極めて明瞭であった。一方、同一酵母の粗抽出物の １H�NMR 分析（測定温度

７０℃）におけるこの領域のシグナルは、僅かに不明瞭な部分が観察されるものの、ほぼ精製マンナンに

匹敵するシグナルパターンを観察することができた。従って、酵母細胞壁マンナンの化学構造に関して、

マンナンを精製する前段階である粗抽出物の NMR 分析によって、精製マンナンの NMR 分析とほぼ同

等の情報が得られることが明らかになった。

キーワード
カンジダ、病原性酵母、細胞壁マンナン、プロトン核磁気共鳴分析



いる診断法や菌種同定法は、簡便性、迅速性の

観点からも十分と言えず、より正確に菌種を分

別同定できる新しい診断法の必要性がクローズ

アップされている２）。Candida 酵母の特異的遺伝

子を検出する診断法も検討されているが、高感

度であることが仇となり、常在する菌を誤って

検出してしまう「偽陽性」が問題視される。そ

こで、古典的ではあるが菌体表層の細胞壁マン

ナン�タンパク質複合体（以下、マンナンと省

略）を標的とする免疫化学的手法による菌種同

定法が見直されるに至った。

これまでに我々は、頻繁に臨床分離される 

Candida 酵母の主要８菌種のうち、C. krusei を

除く７菌種に加え、C. catenulata や C. zeylanoides 

等のマンナンの全体構造及び抗原決定基につい

て報告してきた３）。カンジダ酵母の細胞壁マン

ナンの化学構造の共通点として、α�１,６結合マ

ンノース残基から構成される「主鎖」に、２
　

 糖

から８糖程度のオリゴ糖が「側鎖」として連結

する「クシ型構造」を呈することが見出されて

いる（Fig. １）。これらの構造研究の過程で例外

なく行われてきた手法は、マンナン分子を何ら

かの方法で分離精製後、核磁気共鳴法（NMR 

法）により分析することで糖鎖の化学構造に関

する情報を得ることである。マンナンを分離精

製するために繁用される方法は、Fehling 液沈

殿法４）と Cetavlon 法５）であるが、いずれの方

法も乾燥菌体から得られる熱水抽出物（粗抽出

物）から最終目的のマンナン分子を得るまでに

３～４日間を要する。

今回、我々は長時間におよぶマンナン精製過

程を省略し、Candida 属の菌体粗抽出物を直接 

NMR 分析しても細胞壁マンナンの糖鎖構造に

関するおおよその知見が得られることを見出し

たので報告する。

方　　　法

１．使用菌株

Candida albicans NBRC １０１０８株（血清型Ｂ）

は、独立行政法人・製品評価技術基盤機構（千

葉）より購入した。

２．菌の培養

酵 母 エ キ ス 加 サ ブ ロー液 体 培 地（Yeast 

Extract ０.５％、Peptone １.０％、Glucose ２.０％）

を用い、２６℃、１００rpm で７２時間振とう培養し

た。

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菌

を不活化し、上清を取り除いて生理食塩水で３

回洗浄を繰り返した後、遠心分離（４℃、３,０００ 
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Fig. 1.　Overall chemical structure of cell wall mannan of pathogenic yeast genus Candida.
　　　　M, GlcNAc, Ser, and Thr denote D-mannose, N-acetyl-D-glucosamine, Serine, and Threonine 

residues, respectively.



rpm、１０分間）して菌体を集め、アセトンによっ

て脱脂処理後、デシケーター上で乾燥した。

Kobayashi らの方法６）に従い、脱脂乾燥菌体に

適量の精製水を加えて１３０℃で１８０分間熱水抽出

を行い、遠心分離した上清を４８時間流水透析し

て濃縮後、凍結乾燥して粗抽出物とした。粗抽

出物の収率は、脱脂乾燥菌体の１７.１％であった。

４．マンナンの調製

Kobayashi らの方法４）に従い、Fehling 液

（CuSO４ 及び NaOH を１：１（v/v）で混合：

用時調製）を用いて次のように行った。粗抽出

物 １００mg を少量の精製水に溶解し、Fehling 

液 １０ml を加えて室温に１０分間放置後、生じた

沈殿を ３,０００rpm で１０分間遠心分離して集め、７０℃

の温湯 ３０ml で洗浄した。得られた銅�マンナン

錯体に、アンバーライト IR�１２０（H＋型）樹脂

を適当量加え、銅イオンの青色が完全に消える

まで撹拌を継続した。この混合物をグラスフィ

ルターで濾過、４８時間流水透析を経て濃縮後、

凍結乾燥して調製した。マンナンの収率は、粗

抽出物に対して３１.３％であった。

５．粗抽出物とマンナンのゲル濾過

粗抽出物または精製マンナンを ２０mg 秤量し、

Shephadex-G７５ カラム（４×１００cm）で溶出し

た７）。溶出は流速 ０.１５ml/min の水で行った。

溶出液中の総糖量は、フェノール硫酸法８）によ

り発色して ４９０nm で吸光度測定した。溶出液

中のタンパク質量は Lowry らの Folin 改良法９）

により発色して ７５０ nm で吸光度測定した。溶

出液中の核酸含量は、各溶出液を水で５倍希釈

した後に、２６０nm の吸光度を測定した７）。分子

量の標準物質は、Dextran T�２０００、T�２５０、T

�４０ 及び T�１０ を用いた。

６．１H�NMR 分析

Nuclear magnetic resonance（NMR）は、

日本電子 JNM�AL４００（４００MHz）核磁気共鳴

装置を用いて測定した。粗抽出物 ３０mg 及び精

製マンナン ２０mg を秤量し、D２O ０.７ml に溶解

して４５℃で測定した１０）。プロトンシグナルの内

部標準物質として、アセトン（２.２１７ppm）を用

いた。

結果及び考察

Candida 属酵母のうち、その細胞壁マンナン

の化学構造が比較的複雑とされる C. albicans１１）

を実験材料に選び、以降の実験を進めた。

粗抽出物の Bio-Gel A-５m カラムによるゲル

濾過の結果（Fig. ２A）、分子量約２５万を中心に

分布する多糖のピークと、分子量約１～４万を

中心に分布する可溶性タンパク質及び核酸のピー

クが得られた。Ｄ�マンノースおよび牛血清ア

ルブミンを糖およびタンパク質の各標準物質と

して用い、粗抽出物中の総糖量、総タンパク質

量及び核酸含量を求めた結果、各 ７々２.８（w/w）

％ ２０.５（w/w）％及び５.１％であった。一方、

Fehling 液による精製マンナンの同一カラムに

よるゲル濾過の結果（Fig. ２B）、タンパク質と

核酸類のピークが明らかに小さくなったことよ

り、多くの低分子タンパク質が精製過程で除去

されたことがわかる。マンナン中の総糖量、総

タンパク質量及び核酸含量を求めた結果、各々

９２.３（w/w）％、５.９（w/w）及び０.１％であっ

た。ここで少量検出されたタンパク質の一部は、

ハイマンノース型の糖タンパク質複合体である

マンナンのコア部分に相当するタンパク質と考

えられる。

粗抽出物を １H�NMR 分析した結果（Fig. ３A）、

広範囲におよぶブロードなシグナルが見られる。

高磁場領域（１～３.５ppm）におけるシグナル

は、可溶性タンパク質に起因するものと考えら

れ、低磁場領域（５.５ppm 以上）のブロードシ

グナルは、核酸のリン酸基（リン酸ジエステル

結合）等に起因するものと考えられる。一方、

精製マンナンの １H�NMR パターン（Fig. ３B）

のこれらの領域においては、可溶性タンパク質

や核酸が除去された結果、高磁場領域（１～

３.５ppm）および低磁場領域（５.５ppm 以上）の
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ブロードシグナルがほぼ消失したものと解釈で

きる。

マンナンを構成するマンノース残基に基づく

アノメリックプロトンシグナルは、４.５～６.０ppm 

に出現することが知られている。精製マンナン

の １H�NMR スペクトルにおける本領域に観察

されるシグナルは極めてシャープであることか

ら、マンナンが良好に分離精製されていること

を示す（Fig. ３B）。一方、粗抽出物におけるこ

の領域のスペクトル（Fig. ３A）は、４.５～５ppm 

付近が不明瞭になるものの、ほぼ精製マンナン

と同等のシグナルパターンを与えた。すなわち、

いずれのスペクトルパターンにも、α�１,６結合

マンノース残基に関連する ４.９２ppm のシグナ

ル、非還元末端α�１,２結合マンノース残基に関

連する５.０６ ppm のシグナル、中間α�１,２結合マ

ンノース残基の存在を示す ５.０６ppm のシグナ

ル、α�１,３結 合 マ ン ノース 残 基 に 関 連 す る 

５.３７ppm のシグナル、リン酸ジエステル結合マ

ンノース残基の存在を示す ５.５５ppm 付近のカル
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Fig. ２.　Elution patterns of crude extract � and mannan � obtained from C. albicans cells on a column 
of Sephadex G-７５, ４×１００cm.　The arrows indicate the elution positions of Dextran T�２０００, T�
２５０, T�４０, and T�１０, and numbers subsequently indicate the molecular weights.　Carbohydrate 
content（　○ ）was measured by the Phenol-H２SO４ method.　Protein content（　● ）was measured 
by Lowry-Folin method.　Nucleic acid content（　× ）was measured by absorption at ２６０nm.



テットシグナルが観察された。

今回の我々の研究で、酵母細胞壁マンナンの

化学構造に関する情報は、粗抽出物からマンナ

ンを精製する前段階である粗抽出物の NMR 分

析で、精製マンナンの場合とほぼ匹敵する情報

が得られることが明らかになった。酵母マンナ

ンの詳細な化学構造を分析する場合、少なくと

も菌体の粗抽出物からマンナン分子を精製する

ことが必須である１３）。しかし、それ以降の構造

解析の方法はマンナンを構成するマンノース残

基の結合様式によって大きく異なる１４�１６）。従っ

て、長時間におよぶ Fehling 法や Cetavlon 法

による精製を行う前に、粗抽出物の段階で NMR 

分析を行い、より早くマンナン分子の構造に関

する情報を得ることは、以降の実験操作をスムー

スに進行させるために極めて有意義である。
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Fig. ３.　 １H�NMR spectra of crude extract � and mannan � obtained from C. albicans cells measured in 
D２O at ４５℃, respectively.　Acetone（２.２１７ppm）was used as an internal standard.
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