
は じ め に

　Candida albicans は Hasenclever お よ び Mitchell 1） に

よって血清型 A と B の 2 種類に分類されているが, こ

の 2 種の血清型は細胞壁最外層の多糖であるマンナン

の構造の違いによるものである. 主な病原性 Candida 属

菌種がそれぞれ異なった抗原因子を持つことから, これ

を利用した菌種同定用の因子血清キットも市販されてい

る 2）. 因子 1, 4, 5 は C. albicans の共通抗原であり, その

他に血清型 A では因子 6 を持っている. 因子 5 は C. 

albicans  の他に Candida  stellatoidea,  Candida  tropicalis, 

Candida lusitaniae にも存在している. この因子 5 および

因子 6 の抗原を形成しているのがβ-1,2 結合マンノース

残基であった. それ以後 Candida 属菌の病原性と細胞壁

マンナンとの関係に関する解析が多くの研究室で精力的

に進められており, これまでにβ-1,2 結合マンノオリゴ

糖に対するモノクローナル抗体の作製 3）, β-1,2 結合マ

ンノオリゴ糖の化学合成 4） が行われている. さらに遺伝

子工学的手法も取り入れられ, β-1,2 結合マンノオリゴ

糖鎖と同様の抗原性を示すペプチドがランダムペプチド

ライブラリー法で合成され 5）, またマンノース転移酵素

欠損株が作製されるなど 6）, 研究の手法も広がってきて

いる. 

　リン酸ジエステル結合するオリゴ糖鎖の抗原性および

　構造

　C. albicans マンナンは 10 mM の希塩酸で部分加水分

解を行うと, 多糖分子中のリン酸ジエステル結合が選択

的に切断される. この希酸分解により血清型 A, B の両

マンナンともに単糖から 7 糖までのオリゴ糖が数パー

セント遊離してくる. この分解で残った多糖部分の, 全

菌体に対するウサギ抗血清との反応性を調べた結果, 血

清型 A では大きな低下は見られなかったのに対して血

清型 B ではほとんど消失してしまった. この結果は, 血

清型 B の C. albicans 菌体の場合, リン酸基を介して結合

しているオリゴ糖鎖部分が抗原性のほとんどを担ってい

たことを示している.

　そこで, これらのオリゴ糖についてそれぞれメチル化

分析, NMR 分析等により構造解析を行った. Fig. 1 に

COSY （two-dimensional 1 H-1 H-correlated spectroscopy） 

と NOESY （two-dimensional nuclear Overhauser effect 

spectroscopy） を組み合わせた二次元 NMR による 3 糖

の解析例を示す. 還元末端マンノースである Man-A の 1

位のプロトンは 5.27 ppm 付近にシグナルが現れるの

で, これを手がかりに 1 位と 2 位のプロトン間でのカッ

プリングに基づく COSY のクロスピークから 2 位のプ

ロトンを, さらに隣のマンノースである Man-B の 1 位

のプロトンとの間では空間的な距離の接近に基づく

NOESY のクロスピークから, Man-B の 1 位のプロトン

を帰属することができた. この手法で還元末端側から非
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還元末端側まで 1 位と 2 位のプロトンのシグナルを連鎖

帰属することができ 7）, 血清型 A, B 共に 7 糖までのオ

リゴ糖が全てβ-1,2 結合からなっていることを確認する

ことができた. この側鎖構造が因子 5 に対応していた 8）.

β-1,2 結合マンノオリゴ糖の 3 次元構造

　Amber の力場を用いた高温ダイナミクスからのシ

ミュレーテッドアニーリング法による立体構造解析の結

果, β-1,2 結合 6 糖はマンノース約 3 残基で 1 回転する

コンパクトなヘリックスを形成していることが示唆され

た. この 6 糖について水分子を含めた分子動力学計算を

行った結果も, ほぼこのコンホメーション付近で揺らい

でいることを示していた （Fig. 2）. これはα-1,2 結合マ

ンノオリゴ糖が示す伸びたコンホメーションとは大きく

異なっている. Nitz ら 9） は化学合成したβ-1,2 結合 5 糖

の誘導体について NMR により立体構造を解析し, 同様

の結果を報告している. 

アセトリシスで得られる側鎖オリゴ糖の分岐構造

　マンナンの希酸分解後の多糖部分について, 水酸基を

全てアセチル化し硫酸で穏やかに加水分解すると主鎖の

α-1,6 結合が選択的に切断される. C. albicans 血清型 B

と C. parapsilosis マンナンについて, このアセトリシス

と呼ばれる分解反応を行い側鎖部分をオリゴ糖として遊

離させ比較解析を行った （Fig. 3 ）. ゲルろ過で分離した

各オリゴ糖について NMR 解析を行った結果,  6 糖のシ

グナルは C. albicans 血清型 B 由来と C. parapsilosis 由来

とでは大きく異なり, 前者ではα-1,6 結合マンノースの

シグナル （4.913 ppm） に加えてα-1,3 結合マンノース

のシグナル （5.128 ppm） および高磁場シフトしたα-1,2

結合マンノースのシグナル （5.22-5.25 ppm） が存在し

ていた. これは C. albicans 血清型 B のマンナンの側鎖に
α-1,3 結合とα-1,6 結合で分岐した構造が存在すること

を示している. これらの解析の結果から, C. parapsilosis

および C. albicans 血清型 B のマンナンの構造を Fig. 4

のように決定した 10）. 
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Fig. 1.  Sequencial assignment of the H-1 and H-2 signals of β-
1,2-linked mannotriose. Adapted from Shibata  et al. 7）

Fig. 2. Three-dimensional structure of the β-1,2-linked 
mannohexaose （yellow） in water （blue）. The low energy 
conformation was obtained by a simulated annealing 
method using  Amber  force  field.
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Fig. 3.  Difference of the structure of mannohexaose obtained from the mannans of C. parapsilosis and C. albicans 
serotype B by acetolysis. Adapted from Shibata et al. 10）

Fig. 4.  Structures of the mannans of C. parapsilosis and C. albicans serotype B. Adapted from Shibata et al. 10）



酸安定側鎖部分の構造

　C. albicans の血清型 A は血清型 B と異なり因子 6 を

持 っ て い る. 因 子 6 は C. tropicalis, C. lusitaniae, C. 

glabrata にも存在しており, これらのマンナンはアセト

リシスによる分解後, α-マンノシダーゼ処理しても分解

されずに残るオリゴ糖が存在する. C. lusitaniae の場合

このオリゴ糖はα-1,2 結合 3 糖にβ-1,2 結合マンノース

が置換しておりこれが因子 6 に相当する構造であった. 

一方, Candida guilliermondii は因子 6 を持たず因子 9 を

持っている. このマンナンのアセトリシスおよび NMR

分析の結果, 側鎖は長いものでは 2 箇所にα-1,6 結合に

よる分岐を持つ 10 糖まで存在していた. さらにこの分

岐側鎖の非還元末端側にはβ-1,2 結合マンノースが存在

していた. しかし, このβ-1,2 結合マンノースは因子 6 

とは異なりα-1,3 結合マンノースに置換していた. これ

らの解析から C. lusitaniae 11） および C. guilliermondii 12） 

マンナンの構造を Fig. 5 のように決定した. α-1,3 結合

マンノースは C. albicans の場合側鎖のα-1,2 結合 4 糖

を 基 質 と し て 導 入 さ れ て い る の に 対 し て, C. 

guilliermondii, C. famata および C. saitoana では側鎖の

α-1,2 結合 3 糖を基質として導入されていた 13）. 

 3 種類のβ-1,2 結合マンノース残基の存在

　これらマンナンの構造解析により, Candida 属菌のマ

ンナンには 1） マンナンにリン酸基を介して結合するタ

イプ, 2） 側鎖のα-1,2 結合マンノースに結合するタイ

プ, 3） 側鎖のα-1,3 結合マンノースに結合するタイプ

の 3 種類のβ-1,2 結合マンノース残基の存在することが

明らかとなった. これらの生合成にはそれぞれ異なるβ-

1,2 マンノース転移酵素が関与していると考えられる. 

　Poulain の研究グループ 14） は C. albicans の細胞壁に

糖脂質であるホスホリポマンナンの存在を報告している

が, この構造はファイトセラミドにイノシトールとマン

ノースが結合し, これにリン酸基を介して長いものでは

19 糖までのβ-1,2 結合のみからなるマンノオリゴ糖が存

在するというものであり, このβ-1,2 結合糖鎖はマンナ

ン中に見られる因子 5 と基本的には同じ種類の構造で

ある. 

二次元 NMR によるマンナン構造の解析

　これまでの各種マンナン由来オリゴ糖の NMR による構

造解析結果を総合すると, 2D-HOHAHA （two - dimensional 

homonuclear Hartmann-Hahn spectroscopy） の H-1-H-2

相関クロスピークから未分解のマンナンのままで, その

特徴的な構造を解析することができるようになった. 

Fig. 6 に C. lusitaniae マンナンの 2D-HOHAHA スペク

トルを示す 11）. クロスピーク 20 および 21 はβ-1,2 結合

マンノースがα-1,2 結合マンノースに置換した構造, 一

方, クロスピーク 18 および 19 はβ-1,2 結合マンノース
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Fig. 5.  Structures of the mannans of C. guilliermondii and C. lusitaniae. Adapted from Shibata et al. 11, 12）



がα-1,3 結合マンノースに置換した構造に対応する. 

従って, このマンナンは後者のタイプのβ-1,2 結合糖鎖

構造を含んでいないことが分かる. クロスピーク 8 は, 

側鎖がα-1,3 結合とα-1,6 結合で分岐した構造に対応す

るが, C. albicans と異なりこのマンナンにはクロスピー

ク 8 は存在せず, 側鎖に分岐構造は存在しないことが分

かる. 

マンナンの生合成

　C. guilliermondii のβ-1,2 マンノース転移酵素は基質マ

ンノオリゴ糖の非還元末端がα-1,3 結合とα-1,6 結合で

分岐した構造である場合, そのα-1,3 結合マンノースに

β-1,2 結合でマンノースを導入することができるが, 非

還元末端がα-1,2 結合もしくは分岐のないα-1,3 結合で

ある場合, 本転移酵素は働かなかった 15）.

生理活性

　マンナン中のβ-1,2 結合マンノオリゴ糖鎖は, 強い抗

原性を示すだけでなく TNF-αの産生を誘導すること, 

上皮細胞やマクロファージへの Candida 菌体の接着に関

与すること, Candida 菌体の腸管内定着に対して阻止活

性を示すこと, このオリゴ糖に対する抗体が Candida 感

染に対する防御活性を示すことなどが報告されている

が 3, 16－18）, その活性発現機構については今後の課題と

なっている. 

お わ り に

　最近マンナンの生合成関連酵素遺伝子である MNN4

の欠損菌株が作成された 6）. この変異株はリン酸基の導

入ができないため, リン酸基を介して結合するβ-1,2 結

合マンノオリゴ糖鎖も欠損していると考えられる. 現在

まだβ-1,2 マンノース転移酵素や分岐形成に関与する

α-1,6 マンノース転移酵素をコードする遺伝子はクロー

ニングされていないが, これらの欠損菌株が作製できる

と菌体の宿主への接着, 炎症の誘導, 感染性と糖鎖構造

との関係がより詳細に解析できるようになると考えられ

る.
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Structure of Fungal Cell Wall Polysaccharides

Nobuyuki Shibata, Yoshio Okawa
Department of Infection and Host Defense, Tohoku Pharmaceutical University,

4-4-1 Komatsushima, Aoba-ku, Sendai, Miyagi 981-8558, Japan

　Candida albicans mannan consists of the α-1,6-linked backbone moiety and the α-1,2- and α-1,3-linked 
side chains. It also contains α-1,6-branched mannose units, β-1,2-linked mannose units, and phosphate 
groups. The cell wall mannans of the genus Candida possess three types of β-1,2 linked mannose units. One 
is linked via the phosphodiester linkage, the second type is connected to an α-1,2-linked mannose unit, and 
the third type is attached to an α-1,3-linked mannose unit. These β-1,2-linked mannose units showed a 
strong antigenicity and produce the characteristic NMR chemical shifts. Using two-dimensional NMR 
techniques, we will practically determine the structure of these polysaccharides in a nondestructive manner.
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