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深在性 カンジタ症 のマ ウス感染 モデルにおけ る血中抗原 の検 出
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要 旨

マ ウス感 染 モデ ルを用 い て,深 在性 カ ンジダ症 にお け る血 中 カ ンジ ダ抗原 の検 出 をCand-Tec(R)お よ

び マ ンナ ン抗原 検 出用 ラテ ックス凝集 テス トに よ り検討 した.Candida albicansの 尾 静脈接 種 に よ り作

製 した マ ウス播 種 性 カ ンジ ダ症 に おいて,感 染2時 間後 には,マ ンナ ン抗 原 は全例 で 陽性 とな った が,

感 染2～3日 後 には臓器 内菌 数 の減 少 に伴 い陽 性 率 は一 時低 下 し(29%),4日 後 よ り再 び全 例 陽 性 と

な った.一 方,Cand-Tec(R)で は マ ウス血 清 はすべ て陽 性 を示 したた め,2倍 希釈 以上 で凝 集 した場 合 を

陽性 とした ところ,抗 原 の検 出率 はマ ンナ ン抗原 の検 出法 に比 べ低 率で あ った(12時 間 で50%,24時 間

で10%,6日 目で25%).ま た,C.albicansを 経 口的 に接種 し,消 化 管 内 に定 着 さぜ た後,免 疫 抑制 剤 を

投 与 した マ ウスで は,糞 便 中 の カン ジダの増 加 に伴 い血 中 の マ ンナ ン抗 原 が陽性 とな り,や や 遅れ て血

液 か らも カン ジダが分 離 され,Cand-Tec(R)も 陽性 とな った.な お,Cand-Tec(R)は 培 養 菌液 や破砕 した菌

体成 分 では凝 集 を示 さず,宿 主 に よ り修 飾 された 抗原 を検 出 して い る可 能性 が示 唆 され た.

序 文

深在性真菌症は増加傾向にあ り,特 にカンジダ

症の占める割合 は高 く,臨 床上問題 となってい

る1).深 在性カンジダ症の主たる原因真菌であ る

Candida albicansは 口腔や消化管 などに常在 し

てお り,本 来無菌的でない検体からの本菌の分離

は,必 ずしも感染症を意味しない.こ のように定

着 と感染の鑑別など,臨 床診断は困難であるが,

補助診断法 として種々の血清学的検査法が開発 さ

れ2),抗 原の経時的な変化によって治療効果や予

後の判定 に利用で きることも示唆 された3).し か

し,深 在性 カンジダ症において抗原が血中に認め

られるのは一過性であ り,そ の検出はしぼしば困

難 とされる4).今 回我 々は実験的マ ウスカンジダ

症 モ デ ル を 用 い て,経 時 的 に ラ テ ッ ク ス凝 集 テ ス

ト(LA)に よ る抗 原 検 出 お よ び 各 臓 器(心 臓,肝

臓,腎 臓,脾 臓)に お け る生 菌 数 の 測 定 を 行 い,

二 種 の カ ン ジ ダ抗 原 検 出法 の 有 用 性 を 比 較 検 討 し

た の で 報 告 す る.

材 料 と方 法

1. マ ウ ス播 種 性 カ ン ジ ダ症 に お け る抗 原 の 検

出

サ ブ ロ ー寒 天 培 地 に て30℃,48時 間 培 養 し た

Candida albicansIFM4009株 を 減 菌 生 食 水 に て

1.5×107CFU/mlに 調 整 し,BALB/c5週 齢 の 雄

(各1群10匹)に 尾 静 脈 よ り0.1mlを 静 注 し,播 種

性 カ ン ジ ダ症 を 作 製 した.静 注 後2,12時 間 お よ

び1,2,3,4,5,6,7日 目 に脱 血 屠 殺 し

て 得 た 血 清 を56℃ で15分 間 プ ロナ ー ぜ処 理 し,5

分 間 煮 沸 した 後,抗 マ ン ナ ン ポ リク ロナ ール 抗 体
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で 被 覆 した マ ン ナ ン ラテ ック ス凝 集 テ ス ト(極 東

製 薬 よ り分 与,Lot No.004)と,Cand-Tec(R)

(Ramco.Lab社 製)を 用 い カ ンジ ダ抗 原 を測 定 し

た.マ ウス 血 清 と試 薬 を1:1の 割 合 で 反 応 させ

た 凝 集 を観 察 した.陽 性 を 示 した もの は段 階 希 釈

を 行 い,凝 集 を示 す 最 大 希 釈 倍 数 を 抗 原 価 と した.

また24,72時 間 後,4,5日 目に 血 液 培 養 と各 臓

器(心 臓,肝 臓,腎 臓,脾 臓)に お け る カ ン ジ ダ

の 生 菌 数 を 測 定 し た.対 照 と し てCryptococcus

neoformans YC-11株 を1.7×107,Aspergillus

fumigatus TIMM1335株,4.0×106を 尾 静 脈 よ り

注 入 し,接 種 後5な い し7日 目の 感 染 マ ウス 血 清

に お い て,上 記 ラテ ック ス凝 集 反 応 を 行 った.

2.カ ン ジ ダ経 口感 染 マ ウス に お け る抗 原 の 検

出

BALB/c5週 齢 の 雄 に あ ら か じ め ク ロ ラ ム

フ ェ ニ コ ール5mgを1回,ゲ ン タ マ イ シ ン1日1

mgを3日 間 経 口 投 与 後,Candida albicans

IFM40009株1×106CFU/mlを 週1回2週 間 経 口

的 に接 種 した 後,4週 目よ りサ イ ク ロ フ ォ ス フ ァ

マ イ ド2mgを 週3回1週 間 腹 腔 内 投 与 し,免 疫 抑

制 マ ウ ス に お け る カ ン ジ ダ感 染 モ デ ル を 作 製 し

た.ま た ク ロ ラ ム フ ェ ニ コー ル5mg,ゲ ン タ マ イ シ

ソ1mgを 実 験 経 過 中5週 間 そ れ ぞ れ 隔 日 に経 口

投 与 した.血 中抗 原 の 検 出 は マ ン ナ ン ラテ ック ス

凝 集 テ ス トお よ びCand-TeC(R)に て 測 定 した.ま

た 血 液 培 養 と と もに 代 謝 ケ ー ジを 用 い て,糞 便 培

養 を 同 時 に施 行 した.

3. カ ン ジ ダ菌 体 お よ び 上 清 に お け る ラ テ ック

ス 凝 集 反 応

C.albicans IFM40009株 をSabouraud dex-

trose brothに て37℃,24時 間 培 養 後,1×107CFU/

m1に 調 整 し,10倍 段 階 希 釈 した 菌 液,お よ び3,000

rpmで5分 間 遠 沈 後 の 培 養 上 清 を 用 い て,マ ン ナ

ン ラ テ ック ス凝 集 反 応 お よ びCand-Tec(R)に よ る

カ ン ジ ダ抗 原 の 検 出 を 試 み た.同 時 に減 菌 チ ュ ー

ブ に 減 菌 生 食 水 と ガ ラ ス ビー ズ を 入 れ,Cal-

bicansを 加 え た後 約10分 間 強 く撹 拝 し,カ ン ジ ダ

の 破 砕 を 顕 微 鏡 で 確 認 した 検 体 に つ い て も凝 集 反

応 を 観 察 した.

成 績

1. マ ウス 播 種 性 カ ン ジ ダ 症 に お け る カ ン ジ ダ

抗 原 検 出

Cand-Tec(R):希 釈 し な い血 清 で は す べ て 疑 陽

性 を 示 した た め,2倍 希 釈 以上 を 陽 性 と した.カ

ン ジ ダ 静 注 に よ る播 種 性 カ ン ジ ダ症 に お げ る抗 原

検 出率 をTable1に 示 した.Cand-Tec(R)で は,感

染12時 間 後10匹 中5匹(50%)に 陽 性 を 認 め た が,

感 染24時 間 後 で は 陽 性 を 示 した も の は わ ず か1匹

(10%)で あ った.そ の 後48時 間 か ら5日 目ま で は

陽 性 を しめ した もの で は な く,感 染6日 目に再 び

8匹 中2匹(25%)で 陽 性 と な った.マ ン ナ ン ラ

テ ッ ク ス 凝 集 反 応 は 感 染 直 後 よ り7匹 中7匹

(100%)で 陽 性 を 示 した が,Cand-Tec(R)と 同様 に

2日 目,3日 目で は 陽 性 率 が 一 時 低 下 し,4日 目

よ り再 び 全 て の マ ウ ス で陽 性 と な っ た.同 時 に測

Table 1 Candida antigen detection by latex agglutination tests in

murine candidiasis infected by intravenous inoculation
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Fig. 1 The number of C. albicans in various

organs Kindney (•›-•›), Spleen (0-0), Heart

(■-■), Liver (▲-▲).

定 した 各 臓 器 の 生 菌 数 に つ い てFig.1に 示 した.

菌 数 は 感 染 初 期 に は 脾 臓 で 最 も多 く,12時 間 後 に

は3.3×106CFU/g(2.6×105/脾)で,つ い で 腎臓

に4.7×105CFU/g(7.4×104/腎)と 多 く認 め られ,

感 染3日 後 ま で は す べ て の 臓 器 で 菌 数 は 減 少 し

た.し か し,4日 目 よ り増 加 傾 向 を示 し,腎 臓 で

は2.4×107CFU/g(5.1×106/腎),脾 臓 で は3.9×

106CFU/g(2.5×105/腎)と 増 加 した.

血 液 培 養 は カ ン ジ ダ静 注24時 間 後 で は,6匹 中

4匹 で 陽 性 で あ った が,72時 間 で は5匹 中1匹

(20%)と 陽 性 率 は低 下 し,4日 目,7日 目で は 各 々

4匹 中1匹 の み 陽 性 で あ っ た.

また 病 理 学 的 に は,カ ン ジ ダ静 注2日 目でPAS

染 色 に て 心 臓 や 腎臓(特 に皮 質)に カ ン ジ ダ の増

殖 が 認 め られ,7日 目で も腎臓,特 に 腎孟 に炎 症

細 胞 を伴 う多 数 の菌 糸 が 認 め られ た.肝 臓 と脾 臓

で は臓 器 培 養 で は 多 数 の カ ンジ ダが 分 離 され た も

の の,PAS染 色 に て 菌 糸 は ほ とん ど見 られ な か っ

た.

2. 経 口接 種 に よ る マ ウス カ ン ジ ダ 症

Table2の ご と くカ ン ジ ダ の経 口接 種 後,糞 便

中 の カ ンジ ダ菌 数 は,2週 目で3.4×103CFU/g,

3週 目で1.5×104CFU/9で あ った が,血 液 や臓 器

か ら は培 養 され な か った.し か し,サ イ ク ロ フ ォ

ス フ ァマ イ ド投 与 後 の 糞 便 中 カ ン ジ ダ菌 数 は ,4

週 目で1.4×106CFU/9,5週 目で8.9×105CFU/9

とな り,血 液 培 養 で も4週 目で40%(2/5),5週

Table 2 Mycological and serological tests in

murine candidiasis infected by oral inoculation

目で20%(1/5)が 陽性 となった.抗 原検出率は,

マンナンラテ ックス凝集反応では,3週 目で60%,

4週 目および5週 目で40%(2/5)の 陽性率を示 し

た.

3. カンジダ菌体および培養上清における凝集

反応

培養上清や菌液におけるカンジダ抗原の検出で

は,マ ンナンラテ ックス凝集反応が培養上清で強

い凝集を示 し,菌 液では菌量が1.0×104/ml以 上

になると凝集が認められた.そ れに対 して,Cand-

Tec(R)は培養上清および菌液のいずれにも凝集を

認 め なかった.ま た破砕 した菌体 に対 して も

Cand-Tec(R)は 凝集を示 さなかった.

考 察

カンジダは口腔や消化管等の常在菌であ り,深

在性 カンジダ症では,特 徴的な臨床症状を呈す る

ことは少なく,ま た従来の血液培養では検出率が

低いため5)6),治療に結びつ く早期診断は困難なこ

とが多い.そ のため補助診断法 として,代 謝産物

や抗原検出など血清学的検査法が試みられ,中 で

もラテ ックス凝集反応は簡便な方法 として,臨 床

的にも有用な方法 と考えられる.

今回,我 々は2種 のラテ ックス凝集法を用いて,

マウスカンジダ症におけるカンジダ抗原の検出率

の比較 を行った.Ramco社 製 のCand-Tec(R)で

は,易 熱性の糖蛋白抗原を検出するとされている

が,マ ウスにおける播種性カンジダ症では,カ ン

ジダ接種後,臓 器内菌数 とほぼ相関して血中カン

ジダ抗原は増減するものの,マ ンナン抗原を検出

するマンナンラテックス凝集反応(極 東)に 比べ,

や や 低 い 検 出 率 で あった.Gentryら に よ る

Cand-Tec(R)を 用いた臨床的検討では,血 液培養で

カンジダが分離された患者は高い陽性率(91%)

感染症学雑誌 第66巻 第6号
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を 示 し た が7),Baileyら の 報 告 で は28%8),

Lewieuxの 報 告 で は44%と 陽 性 率 は低 く9),Ness

やPillipsら も感 度 や特 異 性 に 問題 が 多 く,臨 床 応

用 に は 大 き い 疑 問 が あ る と 述 べ て い る10)11).

Greenfieldの ラ ッ トを 用 い た 実 験12)で は,23匹 中

全 て に 陰 性 で あ り,宮 崎 らの 家 兎 の実 験 で も検 出

率 は低 く13),そ の 理 由 と して,種 の違 い に よ る も

の,あ る い は宿 主 が カ ン ジ ダ抗 原 をprocessし た

neoantigenを 検 出 して い る の で は な い か と推 定

さ れ て い る.我 々の 今 回 の 実 験 で も,カ ン ジ ダ培

養 上 清 や 菌 液,破 砕 した 菌 体 い ず れ で も凝 集 を認

め な か った.ま た,Gentryが ウサ ギ に 抗 体 を 作 成

す るた め に用 い た 熱 処 理 した 抗 原 菌 液 そ の も の に

対 し て も 凝 集 し な か った こ と は 興 味 深 く思 わ れ

た.そ れ に対 して,マ ンナ ン ラ テ ック ス凝 集 反 応

は カ ン ジ ダ細 胞 壁 の主 成 分 の ひ とつ で あ る マ ンナ

ンを 検 出す る方 法 で,深 在 性 カ ン ジ ダ症 の 患 者 血

中 の マ ン ナ ン抗 原 量 は0.5ng/ml以 下 や1,000ng/

ml以 上 な ど と報 告 さ れ て い る14)～17).マ ン ナ ン抗

原 は ク リプ トコ ッ クス の 莢 膜 多 糖 抗 原 に比 べ,ク

リア ラ ン ス が 比 較 的 早 い た め4)18),検 出 感 度 に 加 え

検 体 が 採 取 され た 時 期 や,そ の基 礎 疾 患 お よび 重

症 度 が 検 出 率 に大 き く関 係 し て い る と考 え られ て

い る.マ ウ ス播 種 性 カ ン ジ ダ症 モ デ ル は致 死 的 実

験 モ デ ル で あ る が,カ ン ジ ダ接 種 後,臓 器 内 菌 数

は 一 時 的 に 減 少 し,抗 原 検 出 率 も一 時 低 下 した.

また ヒ トの カ ン ジ ダ症 に よ り類 似 した モ デ ル で あ

る経 口接 種 モ デ ル で は,糞 便 中 の カ ン ジ ダ菌 数 の

増 加 に 伴 い 血 中 の 抗 原 が 陽 性 と な っ て お り,消 化

管 粘 膜 か ら の カ ン ジ ダ の血 中 お よ び リンパ 管 へ の

侵 入 が 起 こ り,抗 原 血 清 が 見 られ た と推 定 され,

経 時 的 な 検 体 の採 取 や,頻 回 な 検 査 が 深 在 性 真 菌

症 の 抗 原 検 出 に お い て は重 要 で あ る こ とが 示 唆 さ

れ た.ま た 同 じ壁 構 成 成 分 で あ る(1→3)-D-β-グ ル

カ ン の測 定 や,47kDa抗 原 や 抗 体,D-arabinitol

な どの 検 出法 を 組 み合 わ せ て い る こ とが,血 清 診

断 の 信 頼 性 を さ ら に高 め るた め に 現 状 で は必 要 で

あ る と考 え られ た.
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Antigen Detection in the Murine Models of Systemic Candidiasis

Kotaro MITSUTAKE, Shigeru KOHNO, Haruko MATSUDA, Yuko YOSHITOMI ,
Yoshitsugu MIYAZAKI, Yasuhito HIGASHIYAMA, Ken-ichi TANAKA,

Masanori IWAMOTO, Shigefumi MAESAKI, Mitsuo KAKU,

Hironobu KOGA & Kohei HARA
Second Department of Internal Medicine, School of Medicine, Nagasaki University

We compared two latex agglutination tests for serum candidal antigen in murine models of
systemic infection and gastrointestinal colonization. In the intravascular-infection model , mannan
detection test was positive at 2 hours after inoculation, but Cand-Tec was less sensitive than mannan

detection test in this model.

In the gastrointestinal colonization model followed by systemic infection in neutropenic mice , the
mannan antigen test became positive after 3 weeks of colonization with increased number of Candida

of the stool, and Cand-Tec became positive after 5 weeks in neutropenic mice .
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