
(57)【要約】
本発明は、カンジダ感染を診断する方法および手段に関する。特に本発明は、カンジダ感
染のリスクのある被験者、またはカンジダ感染の疑いがある被験者から採取された生物試
料中に存在するカンジダの細胞質抗原に対する抗体のレベルを測定することによってカン
ジダ感染を診断する方法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 カ ン ジ ダ 感 染 を 診 断 す る 方 法 ：
a） カ ン ジ ダ 感 染 の リ ス ク の あ る 被 験 者 、 ま た は カ ン ジ ダ 感 染 の 疑 い が あ る 被 験 者 か ら 生
物 試 料 を 得 る 段 階 ； お よ び 、
b） 生 物 試 料 中 に 存 在 す る カ ン ジ ダ 細 胞 質 抗 原 に 対 す る 抗 体 の レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 ２ 】
段 階 bが 、 酵 素 結 合 免 疫 ア ッ セ イ 法 （ ELISAま た は EIA） 、 バ イ リ ガ ン ド 結 合 法 （ サ ン ド イ
ッ チ 法 ） 、 蛍 光 定 量 ア ッ セ イ 法 、 化 学 発 光 ア ッ セ イ 法 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 放 射 免
疫 拡 散 法 、 お よ び 放 射 性 免 疫 ア ッ セ イ 法 （ RIA） か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 手 法 に よ る 、
請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
段 階 bが 、 ELISAま た は 化 学 発 光 ア ッ セ イ 法 に よ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
カ ン ジ ダ に よ っ て 発 現 さ れ る 抗 原 を 用 い る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ 】
抗 原 が 細 胞 質 抗 原 で あ る 、 請 求 項 4記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
抗 原 が 、 不 活 性 表 面 に 固 定 さ れ て い る か 、 ま た は ゲ ル 中 に 埋 込 ま れ て い る か 、 ま た は 色 、
蛍 光 、 も し く は 放 射 能 を 抗 原 に 加 え る 分 子 に 結 合 さ れ た 、 請 求 項 4ま た は 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
生 物 試 料 が 、 骨 髄 、 血 漿 、 髄 液 、 リ ン パ 液 、 お よ び 呼 吸 器 、 腸 管 、 尿 生 殖 路 の 皮 膚 の 外 部
切 片 、 涙 液 、 唾 液 、 乳 汁 、 血 液 （ 全 血 と 血 清 の 両 方 ） 、 血 液 細 胞 、 腫 瘍 、 な ら び に 器 官 か
ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1～ 6の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
生 物 試 料 が 血 清 で あ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
生 物 試 料 中 の カ ン ジ ダ 細 胞 質 抗 原 に 対 す る 抗 体 の レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 を 含 む 、 カ ン ジ ダ
感 染 の 予 後 を 評 価 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 カ ン ジ ダ 抗 体 の 有 無 を 判 定 す る 方 法 ：
a） カ ン ジ ダ 抗 体 を 含 む 可 能 性 が あ る 生 物 試 料 を 、 単 離 さ れ た 細 胞 質 カ ン ジ ダ 抗 原 に 曝 露
さ せ る 段 階 ； お よ び
b） 抗 体 と 抗 原 の 反 応 を 検 出 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ １ 】
別 の 抗 体 と 他 の カ ン ジ ダ 抗 原 の 反 応 を 検 出 す る 段 階 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
別 の 抗 体 が 、 細 胞 壁 抗 原 ま た は 精 製 さ れ た 免 疫 優 位 な 抗 原 （ エ ノ ラ ー ゼ ） に 対 す る 、 請 求
項 11記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
以 下 の 段 階 を 含 む 、 カ ン ジ ダ 感 染 を 診 断 す る 方 法 ：
a） カ ン ジ ダ 感 染 の リ ス ク の あ る 被 験 者 、 ま た は カ ン ジ ダ 感 染 の 疑 い が あ る 被 験 者 か ら 生
物 試 料 を 得 る 段 階 ； お よ び 、
b） 細 胞 壁 抗 原 、 も し く は 免 疫 優 位 な 抗 原 （ エ ノ ラ ー ゼ ） の い ず れ か 、 ま た は 両 方 に 対 す
る 抗 体 の レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 と 組 み 合 わ せ た 、 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 、 カ ン ジ ダ 細 胞 質
抗 原 に 対 す る 抗 体 の レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 。
【 請 求 項 １ ４ 】
以 下 を 含 む 、 生 物 試 料 中 の カ ン ジ ダ 抗 体 の 有 無 の 判 定 に 使 用 さ れ る キ ッ ト ：
a） 生 物 試 料 採 取 装 置 ；
b） 細 胞 質 カ ン ジ ダ 抗 原 ； お よ び 、
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c） 試 料 中 に お け る 抗 原 と 抗 体 の 反 応 を 検 出 す る 手 段 。
【 請 求 項 １ ５ 】
緩 衝 剤 お よ び イ オ ン 塩 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 14記 載 の キ ッ ト 。
【 請 求 項 １ ６ 】
リ ポ タ ン パ ク 質 を ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 法 で 除 去 す る 段 階 を 含 む 、 細 胞 質 抗 原 を 調 製 す る 方 法
。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】

本 発 明 は 、 カ ン ジ ダ 感 染 を 診 断 す る 方 法 お よ び 手 段 に 関 す る 。 特 に 本 発 明 は 、 カ ン ジ ダ 感
染 の 高 感 度 か つ 迅 速 な 診 断 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】

カ ン ジ ダ は 、 口 腔 ま た は 膣 の 鵞 口 瘡 の 最 も 一 般 的 な 原 因 菌 で あ る 。 し か し 、 過 去 数 十 年 間
に カ ン ジ ダ は 、 入 院 患 者 の 生 命 を 脅 か す 感 染 症 の 主 な 原 因 と な っ て い る 。 皮 肉 な こ と に 、
こ の よ う な 「 侵 襲 性 」 ま た は 「 全 身 性 」 の カ ン ジ ダ 感 染 の 発 生 率 の 増 加 は 現 代 医 学 に お い
て さ ら に 進 ん で い る 。 大 き な 外 傷 の あ る 患 者 、 癌 患 者 、 外 科 手 術 や 臓 器 移 植 を 受 け た 患 者
は 、 生 命 を 脅 か す カ ン ジ ダ 感 染 に 脆 弱 で あ る 。 米 国 で は 現 在 、 カ ン ジ ダ は 、 病 院 に お け る
血 液 感 染 症 の 一 般 的 な 原 因 の 第 4位 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
全 身 性 カ ン ジ ダ 感 染 に 関 す る 主 な 問 題 は 、 確 定 的 な 臨 床 徴 候 ま た は 症 状 が ほ と ん ど み ら れ
な い こ と で あ る 。 治 療 は 、 確 定 診 断 に 基 づ く の で は な く 、 手 探 り 状 態 で 進 め ら れ る こ と が
多 い 。 フ ル コ ナ ゾ ー ル な ど の 抗 真 菌 薬 が 利 用 で き る 状 況 で あ っ て も 、 高 い 死 亡 率 （ 30～ 70
%） が 全 身 性 カ ン ジ ダ 感 染 に 結 び つ け ら れ て い る 。 死 亡 率 の 高 さ は 主 に 、 感 染 の 急 激 な 進
行 と 、 速 や か に 進 む 致 死 的 な 転 帰 に 起 因 す る 。 正 確 な 診 断 が 得 ら れ な い 場 合 に は 、 カ ン ジ
ダ 感 染 は 有 効 な 治 療 が 施 せ な く な る ま で 発 見 さ れ な い こ と が 少 な く な い 。 こ の た め 医 師 は
、 カ ン ジ ダ 感 染 は 通 常 、 剖 検 時 に 診 断 さ れ る も の と 考 え て い る 。 し た が っ て 、 カ ン ジ ダ 感
染 の 早 期 診 断 を 可 能 と し 、 適 切 な 治 療 を 実 施 す る こ と で 死 亡 率 を 低 下 さ せ る よ う な 迅 速 な
診 断 ア ッ セ イ 法 が 必 要 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
カ ン ジ ダ 感 染 の 診 断 に お け る 主 な 問 題 は 、 カ ン ジ ダ が 共 生 菌 で あ り 、 体 表 面 ま た は 開 口 部
か ら カ ン ジ ダ が 単 に 単 離 さ れ た だ け で は 感 染 の 診 断 が 下 さ れ な い こ と で あ る 。 血 液 ま た は
組 織 深 部 に 由 来 す る カ ン ジ ダ の 培 養 が 、 未 だ に 全 身 性 カ ン ジ ダ 感 染 の 主 流 の 診 断 法 で あ る
。 し か し 、 培 養 が 陽 性 を 示 す ま で に は 数 日 を 要 し 、 そ の 時 点 で は 感 染 に 対 す る 有 効 な 治 療
を 実 施 が で き な い 場 合 が あ る 。 ま た 、 身 体 表 面 部 位 の 汚 染 が 原 因 で 偽 陽 性 の 結 果 が 生 じ る
場 合 が あ る 。 全 身 性 カ ン ジ ダ 症 で あ る こ と が 剖 検 で 証 明 さ れ る 事 例 の 最 大 50%が 、 血 液 培
養 で 陰 性 を 示 す こ と 、 そ し て こ の た め に 診 断 的 価 値 が な い こ と は 、 さ ら に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
組 織 お よ び 器 官 に お け る カ ン ジ ダ 感 染 の 検 出 に は 、 核 磁 気 共 鳴 法 （ NMR） 、 お よ び 放 射 性
同 位 元 素 を 用 い る ス キ ャ ン 法 が 使 用 さ れ て い る 。 し か し 、 こ れ ら の 方 法 は 早 期 診 断 に は 有
用 で な い 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
最 近 、 カ ン ジ ダ の 代 謝 産 物 で あ る ア ラ ビ ニ ト ー ル の 分 析 が 診 断 ツ ー ル と し て 提 案 さ れ て い
る 。 し か し 、 ア ラ ビ ニ ト ー ル は ヒ ト の 身 体 か ら 産 生 さ れ る の で 、 詳 細 な 臨 床 試 験 で の 診 断
価 値 に 疑 問 が 投 げ か け ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応 （ PCR） も 侵 襲 性 カ ン ジ ダ 感 染 の 診 断 に 用 い ら れ て い る 。 し か し PCR
は 、 カ ン ジ ダ が 普 遍 的 に 存 在 す る 微 生 物 で あ っ て 、 体 表 面 汚 染 が 原 因 で 偽 陽 性 が み ら れ る
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と い う 、 上 記 と 同 じ 理 由 で 、 こ れ 自 体 が カ ン ジ ダ の 有 用 な 診 断 法 と し て 確 立 し て い な い 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 多 く の 種 類 の 感 染 症 の 診 断 の 確 立 さ れ た 手 法 で あ る 。 免 疫 ア ッ セ イ 法
に は 迅 速 で あ る と い う 利 点 が あ り 、 ま た ア ッ セ イ 法 の 標 準 フ ォ ー マ ッ ト が 存 在 す る 。 免 疫
ア ッ セ イ 法 は 、 カ ン ジ ダ 抗 原 、 ま た は カ ン ジ ダ 感 染 に 対 し て 反 応 す る 宿 主 抗 体 の い ず れ か
を 検 出 す る よ う に 設 計 す る こ と が で き る 。 血 清 ま た は 他 の 体 液 中 の カ ン ジ ダ 抗 原 の 検 出 を
目 的 と し た 、 い く つ か の 免 疫 ア ッ セ イ 法 の キ ッ ト が 市 販 さ れ て い る 。 し か し 、 こ の よ う な
ア ッ セ イ 法 は 、 感 度 も し く は 特 異 度 の い ず れ か 、 ま た は 両 方 が 十 分 で な い 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
免 疫 ア ッ セ イ 法 は 、 免 疫 優 位 な カ ン ジ ダ 抗 原 の 検 出 法 を 元 に 開 発 さ れ て き た 。 カ ン ジ ダ マ
ン ナ ン は 免 疫 原 性 の 高 い 細 胞 壁 抗 原 の 1つ で あ る 。 し か し カ ン ジ ダ は 共 生 菌 な の で 、 大 半
の 人 は カ ン ジ ダ マ ン ナ ン に 対 す る 抗 体 を も ち 、 こ の た め 全 身 性 の 感 染 の 診 断 に お け る 有 用
性 は 制 限 さ れ る 。 本 出 願 人 は 今 回 驚 く べ き こ と に 、 従 来 の ア ッ セ イ 法 と 比 べ て カ ン ジ ダ 識
別 力 の 大 き い ア ッ セ イ 法 が 、 細 胞 質 抗 原 の 検 出 で あ る こ と を 見 出 し た 。 こ の 診 断 ア ッ セ イ
法 の 利 点 は 、 細 胞 質 抗 原 に 対 す る 抗 体 が 、 実 際 の 感 染 に 対 す る 反 応 に よ っ て の み 産 生 さ れ
る 点 に あ る 。 本 出 願 人 は さ ら に 、 細 胞 質 抗 原 を 他 の 抗 原 と 組 み 合 わ せ て 使 用 す る こ と で 、
カ ン ジ ダ 感 染 を 強 く 断 定 で き る こ と を 明 ら か に し た 。
【 ０ ０ １ ０ 】
し た が っ て 本 発 明 は 、 カ ン ジ ダ 感 染 の 診 断 に 通 常 つ い て ま わ る 問 題 を 克 服 す る か 、 ま た は
少 な く と も 小 さ く す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ １ 】

最 も 一 般 的 な 側 面 に お い て 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 発 明 は 、 カ ン ジ ダ 感 染 の 簡 便 か つ 迅 速
な 診 断 法 と な る 。 カ ン ジ ダ 感 染 の 診 断 法 は 、 感 染 が 疑 わ れ る 多 数 の 試 料 の ス ク リ ー ニ ン グ
に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
し た が っ て 1つ の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 カ ン ジ ダ 感 染 の 診 断 法 を 提 供
す る ：
a） カ ン ジ ダ 感 染 の リ ス ク の あ る 被 験 者 、 ま た は カ ン ジ ダ 感 染 が 疑 わ れ る 被 験 者 か ら 生 物
試 料 を 得 る 段 階 ； お よ び
b） 生 物 試 料 中 に 存 在 す る カ ン ジ ダ 細 胞 質 抗 原 に 対 す る 抗 体 の レ ベ ル を 測 定 す る 段 階 。
【 ０ ０ １ ３ 】
抗 体 の レ ベ ル は 、 酵 素 結 合 免 疫 ア ッ セ イ 法 （ ELISAま た は EIA） 、 バ イ リ ガ ン ド （ biligand
） 結 合 法 （ サ ン ド イ ッ チ 法 ） 、 蛍 光 定 量 ア ッ セ イ 法 、 化 学 発 光 ア ッ セ イ 法 、 免 疫 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー 、 放 射 免 疫 拡 散 法 、 ま た は 放 射 性 免 疫 ア ッ セ イ 法 （ RIA） を 含 む 、 免 疫 学 領 域
で の 既 知 の 手 法 で 測 定 す る こ と が で き る 。 ELISA、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ま た は 化 学
発 光 ア ッ セ イ 法 は 、 迅 速 、 高 感 度 、 お よ び 高 特 異 性 で あ り 、 ま た 大 規 模 使 用 の た め に 自 動
化 が 容 易 な こ と か ら 特 に 好 ま し い 。 こ れ ら の 方 法 は 定 量 分 析 法 と し て も 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
こ の よ う な 診 断 法 で は 、 カ ン ジ ダ が 発 現 す る 抗 原 、 特 に 細 胞 質 抗 原 を 用 い る 。 本 明 細 書 に
記 載 さ れ た 、 カ ン ジ ダ か ら 単 離 さ れ た 抗 原 は 、 本 発 明 の 診 断 法 の あ る 態 様 で は 、 不 活 性 表
面 上 に 固 定 化 し た り 、 ゲ ル 中 に 埋 込 ん だ り す る 場 合 が あ る ほ か 、 抗 体 に 対 す る 色 、 蛍 光 、
ま た は 放 射 能 を 呈 す る 分 子 に 結 合 さ せ る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
第 2の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 生 物 試 料 中 の カ ン ジ ダ の 細 胞 質 抗 原 に 対 す る 抗 体 の レ ベ ル を
測 定 す る 段 階 を 含 む 、 カ ン ジ ダ 感 染 の 予 後 を 評 価 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
当 業 者 で あ れ ば 、 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 手 法 が 、 任 意 の 種 類 の 生 物 試 料 に 使 用 で き る こ と
を 理 解 す る で あ ろ う 。 好 ま し い 生 物 試 料 は 、 骨 髄 、 血 漿 、 髄 液 、 リ ン パ 液 、 お よ び 呼 吸 器
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、 腸 管 、 尿 生 殖 路 の 皮 膚 の 外 部 切 片 、 涙 液 、 唾 液 、 乳 汁 、 血 液 （ 全 血 と 血 清 の 両 方 ） 、 血
液 細 胞 、 腫 瘍 、 な ら び に 器 官 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 。 最 も 好 ま し く は 、 生 物 試 料 は 血
清 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
本 発 明 の 方 法 で 解 析 可 能 な 生 物 試 料 は 、 ス ワ ブ や シ ャ ン ト な ど に よ っ て も 得 ら れ る 。 こ の
よ う な 生 物 試 料 は 直 接 解 析 す る こ と が で き る ほ か 、 例 え ば 濃 度 ま た は pHを 調 整 し て 処 理 し
て か ら 検 討 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
第 3の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 カ ン ジ ダ 抗 体 の 有 無 を 判 定 す る 方 法 を さ
ら に 提 供 す る ：
a） カ ン ジ ダ 抗 体 を 含 む 可 能 性 が あ る 生 物 試 料 を 、 単 離 さ れ た 細 胞 質 カ ン ジ ダ 抗 原 に 曝 露
さ せ る 段 階 ； お よ び 、
b） 抗 体 と 抗 原 の 反 応 を 検 出 す る 段 階 。
【 ０ ０ １ ９ 】
本 発 明 の 特 に 好 ま し い 態 様 で は 、 診 断 ア ッ セ イ 法 は 、 細 胞 質 抗 原 と 組 み 合 わ せ て 他 の カ ン
ジ ダ 抗 原 を さ ら に 用 い る 。 特 に 細 胞 壁 抗 原 （ マ ン ノ ー ス を 含 む ） 、 お よ び ／ ま た は 精 製 さ
れ た 免 疫 優 位 な 抗 原 （ エ ノ ラ ー ゼ ） を 用 い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
し た が っ て 本 発 明 の 第 4の 局 面 で は 、 以 下 の 段 階 を 含 む 、 カ ン ジ ダ 感 染 の 診 断 法 を 提 供 す
る ：
a） カ ン ジ ダ 感 染 の リ ス ク の あ る 被 験 者 、 ま た は カ ン ジ ダ 感 染 が 疑 わ れ る 被 験 者 か ら 生 物
試 料 を 得 る 段 階 ； お よ び 、
b） 生 物 試 料 中 に 存 在 す る 、 カ ン ジ ダ の 細 胞 質 抗 原 に 対 す る 抗 体 の レ ベ ル を 、 細 胞 壁 抗 原
も し く は 免 疫 優 位 な 抗 原 （ エ ノ ラ ー ゼ ） の い ず れ か 、 ま た は こ の 両 方 に 対 す る 抗 体 レ ベ ル
の 測 定 と 組 み 合 わ せ て 測 定 す る 段 階 。
【 ０ ０ ２ １ 】
本 発 明 の 診 断 に 用 い る 試 薬 お よ び 手 法 は 、 診 断 検 査 室 で 使 用 さ れ る キ ッ ト と し て 具 体 化 さ
れ る 場 合 も あ る ほ か 、 中 心 と な る 受 け 入 れ 施 設 に お け る 多 数 の 試 料 の 解 析 を 目 的 と し て 適
合 さ せ た り 自 動 化 し た り す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
し た が っ て 第 5の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 以 下 を 含 む 、 生 物 試 料 中 の カ ン ジ ダ 抗 体 の 有 無 を
判 定 す る 際 に 用 い ら れ る キ ッ ト を 提 供 す る ：
a） 生 物 試 料 採 取 装 置 ；
b） 細 胞 質 カ ン ジ ダ 抗 原 ； お よ び 、
c） 試 料 中 に お け る 抗 原 と 抗 体 の 反 応 を 検 出 す る 手 段 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
適 切 な 緩 衝 剤 お よ び イ オ ン 塩 を キ ッ ト に 含 め る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
第 6の 局 面 で は 、 本 発 明 は 、 リ ポ タ ン パ ク 質 を ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 法 で 除 去 す る 段 階 を 含 む
、 細 胞 質 抗 原 を 調 製 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】

EDTA： エ チ レ ン ジ ア ミ ン 四 酢 酸
EIA： 酵 素 免 疫 ア ッ セ イ 法
ELISA： 酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ 法
RIA： 放 射 性 免 疫 ア ッ セ イ 法
BSA： ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン
DMSO： ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド
β -Me： β -メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル
TMB： 3,3',5,5'-テ ト ラ メ チ ル -ベ ン ジ ジ ン
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【 ０ ０ ２ ６ 】

本 発 明 の 実 施 に は 、 特 に 明 記 し な い 限 り 、 当 技 術 分 野 に 含 ま れ る 従 来 の 分 子 生 物 学 、 細 胞
生 物 学 、 お よ び 免 疫 ア ッ セ イ 法 の 手 法 を 使 用 す る 。 こ の よ う な 手 法 は 当 業 者 に 周 知 で あ り
、 文 献 で 詳 し く 説 明 さ れ て い る 。 例 え ば Harlowお よ び Lane、 「 Antibodies： A Laboratory
 Manual」 （ 1988） ； Maniatis、 Fritschお よ び Sambrook、 「 Molecular Cloning： A Labor
atory Manual」 （ 1982） ； 「 Animal Cell Culture」 （ R.I. Freshney編 、 1986） ； 「 Immo
bilised Cells and Enzymes」 （ IRL Press、 1986） ； B. Perbal、 「 A Practical Guide t
o Molecular Cloning」 （ 1984） ； Sambrookら 、 「 Molecular Cloning： a Laboratory Man
ual」 （ 1989） 、 な ら び に Ausubel, F.ら 、 1989～ 1999、 「 Current Protocols in Molecul
ar Biology」 （ Green Publishing、 New York） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
本 発 明 を 説 明 す る 際 に 、 後 述 す る 定 義 に し た が っ て 以 下 の 用 語 を 用 い る 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
本 明 細 書 で 用 い る 「 生 物 試 料 」 は 、 骨 髄 、 血 漿 、 血 清 、 髄 液 、 リ ン パ 液 、 お よ び 皮 膚 、 呼
吸 器 、 腸 管 、 尿 生 殖 路 の 外 部 切 片 、 涙 液 、 唾 液 、 乳 汁 、 血 液 （ 全 血 と 抗 凝 固 全 血 の 両 方 ）
、 血 液 細 胞 、 腫 瘍 、 器 官 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 個 体 か ら 単 離 さ れ る 組 織 ま た は
体 液 の 試 料 を 意 味 し 、 さ ら に 細 胞 培 地 で 細 胞 （ カ ン ジ ダ 感 染 細 胞 、 組 換 え 細 胞 、 お よ び 細
胞 成 分 と 想 定 ） を 増 殖 さ せ て 得 ら れ る 、 な ら し 培 地 を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ な い 、 イ ン
ビ ボ 細 胞 培 養 組 成 物 の 試 料 も 含 む 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
「 ヒ ト 組 織 」 は ヒ ト 細 胞 の 集 合 体 で 、 細 胞 塊 を 含 む 場 合 が あ る 。 こ の 表 現 は 、 ヒ ト 細 胞 （
血 液 細 胞 な ど ） 、 ま た は ヒ ト 細 胞 系 列 の 懸 濁 物 も 含 む 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
本 明 細 書 の 目 的 上 、 「 ～ を 含 む （ comprising） 」 と い う 表 現 が 「 ～ を 含 む が こ れ ら に 限 定
さ れ な い （ including but not limited to） 」 こ と を 意 味 し 、 ま た 「 ～ を 含 む （ comprise
） 」 と い う 表 現 が 、 対 応 す る 意 味 を も つ こ と が 明 瞭 に 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
い く つ か の 先 行 技 術 に 関 す る 出 版 物 が 本 明 細 書 で 参 照 さ れ る が 、 こ れ は 、 該 当 す る 任 意 の
文 書 が 、 オ ー ス ト ラ リ ア や 他 の 任 意 の 国 々 に お い て 、 当 技 術 分 野 に お け る 共 通 の 一 般 的 な
知 識 の 一 部 を 形 成 す る と 認 め ら れ て い る こ と を 意 味 し な い と 明 ら か に 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
当 業 者 は 、 多 種 多 様 な 免 疫 ア ッ セ イ 法 が 本 発 明 で 使 用 可 能 な こ と を 理 解 す る で あ ろ う 。 例
え ば 、 本 明 細 書 で 開 示 さ れ る カ ン ジ ダ 抗 原 は 、 抗 体 捕 捉 ア ッ セ イ 法 、 抗 原 捕 捉 ア ッ セ イ 法
（ 抗 体 /抗 原 複 合 体 は 「 特 別 な 」 ク ラ ス の 抗 原 を 形 成 す る ） 、 ま た は 2抗 体 サ ン ド イ ッ チ ア
ッ セ イ 法 に 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】

本 明 細 書 で 用 い る 「 カ ン ジ ダ 抗 原 」 と い う 表 現 は 、 本 発 明 で 使 用 さ れ る 異 な る 3種 類 の タ
イ プ の カ ン ジ ダ 抗 原 の 任 意 の 1つ 、 例 え ば 細 胞 壁 抗 原 （ マ ン ノ ー ス を 含 む ） 、 総 細 胞 質 抗
原 （ マ ン ノ ー ス を 含 ま な い ） 、 ま た は 精 製 さ れ た 免 疫 優 位 な 抗 原 （ エ ノ ラ ー ゼ ） を 意 味 す
る 。 「 カ ン ジ ダ 抗 原 」 と い う 表 現 は 、 全 3種 類 の 抗 原 が 関 与 す る か 、 ま た は 使 用 さ れ る 場
合 が あ る こ と を 意 味 す る 。 カ ン ジ ダ 抗 原 は 、 生 化 学 的 抽 出 法 、 カ ラ ム ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
、 ゲ ル 分 画 、 遺 伝 子 ク ロ ー ニ ン グ 、 デ ィ フ ァ レ ン シ ャ ル 沈 殿 法 （ differential precipita
tion） 、 濾 過 、 透 析 、 ま た は 遠 心 法 を 含 む い く つ か の 手 法 で 調 製 す る こ と が で き る 。 し か
し 、 好 ま し い 手 法 は 本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 手 法 で あ る 。 簡 単 に 説 明 す る と 、 こ の 手 法 で は
、 カ ン ジ ダ 細 胞 を 機 械 的 、 化 学 的 、 ま た は 酵 素 学 的 溶 解 を 含 み 、 そ の 後 不 可 溶 性 の 細 胞 壁
を 可 溶 性 の 細 胞 質 画 分 か ら 、 遠 心 、 濾 過 、 お よ び 透 析 に よ っ て 分 離 す る 。 細 胞 壁 画 分 を 化
学 的 に 処 理 し て 細 胞 壁 抗 原 を 解 離 さ せ た 後 、 遠 心 お よ び 透 析 、 可 溶 性 細 胞 質 細 胞 抽 出 物 の
濾 過 お よ び 有 機 抽 出 、 ConAア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る マ ン ノ タ ン パ ク 質 の 分
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離 、 陰 イ オ ン お よ び 陽 イ オ ン ア フ ィ ニ テ ィ ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る 、 可 溶 性 細 胞 質 抽 出
物 か ら 免 疫 優 位 な エ ノ ラ ー ゼ 抗 原 の 精 製 を 行 う 。 他 の 手 法 、 ま た は 上 記 手 法 の 修 正 も し く
は 変 更 が 、 本 発 明 の 精 神 に 反 す る 影 響 を 及 ぼ す こ と な く な さ れ る 場 合 が あ る こ と は 、 当 業
者 に 理 解 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ３ ４ 】

本 明 細 書 に 記 載 さ れ た カ ン ジ ダ 抗 原 に 対 す る 抗 血 清 は 、 ウ サ ギ ま た は ヒ ツ ジ な ど の 宿 主 動
物 を 用 い て 作 る こ と が で き る 。 抗 体 を 含 む 血 清 画 分 は 、 標 準 的 な 手 法 で 単 離 す る こ と が で
き る 。 こ れ ら の 抗 血 清 は 、 後 述 す る 本 発 明 の 複 数 の 態 様 で 使 用 す る こ と が で き る ほ か 、 よ
り 感 度 の 高 い 、 ま た 特 異 度 の 高 い 抗 体 を 、 血 清 を 電 気 泳 動 や 高 速 遠 心 な ど で さ ら に 精 製 す
る こ と で 得 ら れ る 。 最 終 的 に 、 大 量 の 高 特 異 性 の モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 を 、 当 業 者 に 周 知 の
方 法 に よ る ハ イ ブ リ ッ ド -ミ エ ロ ー マ 法 で 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
本 発 明 の あ る 態 様 で は 、 セ ル ロ ー ス 、 ア ガ ロ ー ス 、 セ フ ァ デ ッ ク ス 、 も し く は ガ ラ ス ビ ー
ズ 、 ま た は 後 の 反 応 に 干 渉 し な い 他 の 類 似 の 不 活 性 表 面 （ 金 属 、 プ ラ ス チ ッ ク 、 ま た は セ
ラ ミ ッ ク な ど ） 上 に 固 定 さ れ た カ ン ジ ダ 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 用 い る 。 吸 着 、 Br-CN活 性 化
、 ま た は 当 技 術 分 野 で 周 知 の 他 の 手 法 で 抗 体 を 固 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
本 発 明 の 他 の 態 様 で は 、 （ 発 色 性 が 高 い ） 発 色 性 分 子 で あ る 、 エ ン ゾ ク ロ ミ ッ ク （ enzoch
romic） 分 子 （ 試 薬 を 添 加 す る と 発 色 す る 酵 素 ） 、 フ ル オ ロ ク ロ ミ ッ ク （ fluorochromic）
（ 蛍 光 ） 分 子 、 ま た は ル ミ ノ ジ ェ ニ ッ ク （ luminogenic） （ 発 光 ） 分 子 を 結 合 さ せ た カ ン
ジ ダ 抗 原 に 対 す る 抗 体 を 用 い る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
こ の よ う な 酵 素 の 抗 体 と の 接 合 体 は 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 手 法 で 作 製 さ れ る （ 参 考 文 献 と
し て 、 Avrameas, S.お よ び Uriel, J.、 「 Comptes Rendus Hebdomadaires des Seances de
 l'Academie des Sciences」 、 第 262巻 、 p.2543、 （ 1966） ； Nakane, P.K.お よ び Pierce,
 G.B.、 「 Journal of Histochemistry and Cytochemistry」 、 第 14巻 、 p.929、 （ 1966）
； Nakane, P.K.、 「 Methods in Enzymology」 、 第 37巻 、 p.133、 （ 1975） を 参 照 さ れ た い
） 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
使 用 可 能 な 発 色 性 分 子 に は 2,3-ジ ニ ト ロ ベ ン ゼ ン （ DNB） 塩 、 ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル （ DNP）
、 な ら び に メ チ ル オ レ ン ジ お よ び ブ チ ル オ レ ン ジ が あ る 。 他 の 適 切 な 発 色 剤 は 当 技 術 分 野
で 周 知 で あ る 。 抗 体 に 結 合 さ せ る こ と が 可 能 な エ ン ゾ ク ロ ミ ッ ク 分 子 は 、 適 切 な 試 薬 と 反
応 し て 発 色 す る 酵 素 で あ る 。 例 と し て 、 ニ ト ロ フ ェ ニ ル リ ン 酸 （ NPP） と 反 応 し て 発 色 す
る ア ル カ リ ホ ス フ ァ タ ー ゼ （ ALP） 、 グ ル コ ー ス お よ び D-ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド と 反 応 し て
発 色 す る グ ル コ ー ス オ キ シ ダ ー ゼ な ど が あ る 。 以 上 の 例 お よ び 他 の 例 は 当 技 術 分 野 で 周 知
で あ る 。 蛍 光 発 生 剤 の 例 に は 、 2,4-ジ ニ ト ロ フ ル オ ロ ベ ン ゼ ン 、 お よ び 「 ピ プ シ ル （ pips
yl） 」 誘 導 体 が あ る 。 ル ミ ノ ジ ェ ニ ッ ク 分 子 は 、 Branchiniら の 方 法 （ Biochem. Biophys.
 Res. Commun. 97、 334 ［ 1980］ ） で 抗 体 に 結 合 可 能 で あ る 。 以 下 、 本 明 細 書 で 用 い る 「
発 色 性 （ chromophoric） 」 と い う 表 現 は 、 「 エ ン ゾ ク ロ ミ ッ ク 」 分 子 、 「 フ ル オ ロ ク ロ ミ
ッ ク 」 分 子 、 お よ び 「 ル ミ ノ ジ ェ ニ ッ ク 」 分 子 を 含 む こ と を 意 図 す る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
本 発 明 の あ る 態 様 で は 、 放 射 性 元 素 で 標 識 し た カ ン ジ ダ 抗 体 も 使 用 す る 。 ク ロ ラ ミ ン -T法
で 結 合 さ せ る I125が 一 般 的 な 例 で あ る が 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の 他 の 方 法 を 用 い る こ と も で
き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】

抗 原 分 子 は 、 共 有 結 合 カ ッ プ リ ン グ 、 直 接 吸 着 、 物 理 的 ト ラ ッ プ （ physical entrapment
） 、 お よ び タ ン パ ク 質 コ ー テ ィ ン グ 表 面 へ の 結 合 を 含 む 、 当 技 術 分 野 で 周 知 の さ ま ざ ま な
方 法 で 固 形 担 体 上 に 固 定 化 す る こ と が で き る 。 こ の よ う な 方 法 を 説 明 し た 参 考 文 献 と し て
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抗 体 の 調 製 お よ び 標 識 に 使 用 さ れ る 手 法

抗 原 の 固 定 法 お よ び 標 識 法



、 Silman, I.H.お よ び Katchalski, E.、 「 Annual Review of Biochemistry」 、 第 35巻 、 p
.873 （ 1966） ； Melrose, G.J.H.、 「 Review of Pure and Applied Chemistry」 、 第 21巻
、 p.83、 （ 1971） ； な ら び に Cuatrecasas, P.お よ び Anfinsen, C.B.、 「 Methods in Enzy
mology」 、 第 22巻 （ 1971） を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
Laiら （ ド イ ツ 公 開 広 報 第 2,539,657号 、 米 国 特 許 第 4,066,512号 ） で は 、 タ ン パ ク 質 コ ー
テ ィ ン グ 表 面 へ の 結 合 法 に つ い て 開 示 さ れ て い る 。 こ の 方 法 で は 、 細 孔 性 膜 の 内 表 面 お よ
び 外 表 面 を 最 初 に ゼ イ ン 、 コ ラ ー ゲ ン 、 フ ィ ブ リ ノ ー ゲ ン 、 ケ ラ チ ン 、 グ ル テ リ ン 、 ポ リ
イ ソ ロ イ シ ン 、 ポ リ ト リ プ ト フ ァ ン 、 ポ リ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン 、 ポ リ チ ロ シ ン 、 ま た は ロ イ
シ ン と p-ア ミ ノ フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の 共 重 合 体 な ど の 水 に 不 溶 性 の タ ン パ ク 質 で コ ー テ ィ ン
グ す る 。 こ の よ う な コ ー テ ィ ン グ を 行 う こ と で 、 膜 は 、 酵 素 、 抗 原 、 お よ び 抗 体 を 含 む 、
さ ま ざ ま な 生 物 学 的 に 活 性 の あ る タ ン パ ク 質 を 固 定 で き る よ う に な る 。 細 孔 性 構 造 は 、 総
容 積 の 50%を 上 回 る 構 造 が 、 25ナ ノ メ ー ト ル ～ 25マ イ ク ロ メ ー ト ル 、 好 ま し く は 25ナ ノ メ
ー ト ル ～ 14マ イ ク ロ メ ー ト ル の 孔 の 状 態 で あ る と 定 義 さ れ る 。 25ナ ノ メ ー ト ル ～ 5マ イ ク
ロ メ ー ト ル の 範 囲 の 大 き さ の 孔 を 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 多 く の 応 用 で 用 い る 。 コ ー テ ィ
ン グ さ れ て い な い 細 孔 性 膜 は 、 体 積 の 70～ 75%が 空 隙 で あ る 。 こ の よ う な 孔 が 存 在 す る こ
と で 、 膜 内 を 液 体 が 流 れ る こ と が 可 能 と な る 。 例 え ば ゼ イ ン で コ ー テ ィ ン グ す る と 空 隙 は
5～ 10%減 少 す る 。 こ の 結 果 、 構 造 は 、 空 隙 と し て 高 い 割 合 の 体 積 を 有 し 、 孔 中 を 液 体 が 流
れ る こ と が 可 能 に な る と い う 本 質 的 な 性 質 が 残 る 。 こ の よ う な 構 造 で は 、 孔 中 に 含 ま れ る
任 意 の 溶 液 と 接 触 す る 表 面 積 が 大 き い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
固 定 さ れ た 抗 原 ま た は 抗 体 を 有 す る 、 こ の よ う な コ ー テ ィ ン グ さ れ た 膜 は 、 固 定 さ れ た 抗
原 ま た は 抗 体 に 対 す る 、 緻 密 で 扱 い や す い 担 体 と な る 。 こ の よ う な 全 体 構 造 を と る こ と で
、 結 合 状 態 の 成 分 を 、 非 結 合 状 態 の 成 分 か ら 単 純 な 機 械 的 な 手 法 で 除 去 す る こ と が 可 能 と
な る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
非 特 異 的 な 結 合 は 、 免 疫 化 学 的 に 中 性 の タ ン パ ク 質 を フ ィ ル タ ー に 固 定 す る 第 2の 固 定 段
階 を 加 え る こ と で 最 小 化 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 固 定 は 、 本 発 明 の 好 ま し い 態 様 で
は 2段 階 で 進 む 。 第 1段 階 で は 、 所 望 の 免 疫 化 学 的 成 分 を 固 定 し 、 第 2段 階 で は 、 第 1段 階 の
完 了 後 に 、 ウ シ 胎 児 血 清 や ウ シ ガ ン マ グ ロ ブ リ ン な ど の 免 疫 化 学 的 に 中 性 の タ ン パ ク 質 を
続 け て 固 定 す る 。 「 免 疫 化 学 的 に 中 性 」 と い う 表 現 は 、 ア ッ セ イ 法 の 特 定 の 成 分 に 関 し て
定 義 さ れ る 。 ア ッ セ イ 法 の 成 分 、 ま た は 試 薬 の 1種 と 免 疫 化 学 的 に 結 合 し な い 任 意 の タ ン
パ ク 質 は 、 こ の よ う な タ ン パ ク 質 が 別 の 系 で 免 疫 化 学 的 に 反 応 す る 場 合 で あ っ て も 、 免 疫
化 学 的 に 中 性 で あ る と み な さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
検 出 対 象 物 質 が 抗 体 の 場 合 、 接 合 体 の 免 疫 化 学 的 に 反 応 す る 部 分 は 、 検 討 対 象 の 抗 体 と 免
疫 化 学 的 に 結 合 す る 能 力 を 有 す る 抗 体 で な け れ ば な ら な い 。 こ の よ う な 抗 体 は 、 検 討 対 象
抗 体 の 由 来 す る 動 物 の 血 清 の 抗 体 す な わ ち 免 疫 グ ロ ブ リ ン 画 分 で 動 物 を 免 疫 化 す る こ と で
得 ら れ る 。 例 え ば 、 検 討 対 象 の 抗 体 が ヒ ト 抗 体 の 場 合 、 ヒ ト 抗 体 に 対 す る ヤ ギ 抗 体 を ヒ ト
免 疫 グ ロ ブ リ ン （ 抗 体 ） で 免 疫 化 し た ヤ ギ の 血 清 か ら 得 る 。 こ の よ う な 酵 素 部 分 は 、 当 業
者 に 任 意 の 方 法 で 検 出 可 能 で 、 ま た 抗 体 を 結 合 し た 後 に 活 性 を 保 持 す る 、 反 応 を 触 媒 す る
能 力 を 有 す る 任 意 の 酵 素 の 場 合 が あ る 。 広 範 囲 の 応 用 に 便 利 で 適 し て い る こ と か ら 、 西 洋
ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ が 好 ま し い 。 こ の 酵 素 が 、 過 酸 化 水 素 の 存 在 下 で 、 さ ま ざ ま な 有
機 化 合 物 の 酸 化 を 触 媒 す る こ と は よ く 知 ら れ て い る 。 こ の よ う な 多 く の 有 機 基 質 は 色 を 発
す る （ 酸 化 さ れ て 色 が 変 化 す る ） 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
本 発 明 で は 、 接 合 体 の 形 成 に 使 用 さ れ る 酵 素 調 製 物 の 純 度 が 、 非 特 異 的 な 結 合 の 規 模 に 影
響 す る こ と が わ か っ て い る 。 酵 素 調 製 物 の 純 度 が 高 く な る ほ ど 、 非 特 異 的 な 結 合 は 少 な く
な る 。 部 分 的 に は 、 こ の 低 下 は 、 必 要 な 接 合 体 タ ン パ ク 質 の 総 量 が 、 酵 素 の 特 異 的 な 結 合
の 増 大 に 伴 っ て 減 少 す る た め に 生 じ る 。 し た が っ て 、 非 特 異 的 な 結 合 が 起 こ る 機 会 も 減 少
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す る 。 好 ま し い 態 様 で は 、 高 度 に 精 製 さ れ た ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 調 製 物 の 使 用 は 、 対 照 試 料
で 観 察 さ れ る 発 色 反 応 量 を 、 既 知 の 陽 性 試 料 と 比 較 し て 有 意 に 減 少 さ せ る こ と が わ か っ て
い る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】

本 明 細 書 に 開 示 さ れ た 手 法 で 調 製 し た カ ン ジ ダ 抗 原 を 、 好 ま し く は PVC、 紙 、 ま た は 類 似
の 水 分 吸 収 性 マ ッ ト な ど の 不 活 性 表 面 上 に 固 定 す る 。 固 定 し た カ ン ジ ダ 抗 原 を 次 に 、 カ ン
ジ ダ 抗 体 を 含 む こ と が 疑 わ れ る 試 料 に 接 触 さ せ る 。 血 液 ま た は 尿 な ど の 水 性 試 料 の 場 合 、
こ の 溶 液 に 緩 衝 作 用 を も た せ 、 ま た イ オ ン 塩 を 、 カ ン ジ ダ 抗 体 -カ ン ジ ダ 抗 原 の 相 互 作 用
に 最 適 な 濃 度 で 存 在 さ せ る こ と が で き る 。 例 え ば TRISま た は ホ ウ 酸 緩 衝 リ ン 酸 （ pH＝ 7.5
～ 9.0、 イ オ ン 強 度 ＝ 約 0.010～ 0.5） が 適 切 な 緩 衝 剤 お よ び イ オ ン 塩 で あ る 。 次 に 、 カ ン
ジ ダ 抗 原 、 ま た は カ ン ジ ダ 抗 原 -カ ン ジ ダ 抗 体 複 合 体 が 存 在 す る 不 活 性 表 面 を 、 発 色 性 分
子 を 結 合 さ せ た カ ン ジ ダ 抗 原 に 対 す る 抗 体 に 接 触 さ せ る 。 カ ン ジ ダ 抗 原 は 好 ま し く は 、 pH
が 約 7.5～ 9.0で イ オ ン 濃 度 が 約 0.01 M～ 約 0.1 M NaClに 相 当 す る 緩 衝 液 中 に 溶 解 さ せ る 。
水 、 ま た は Tween 20な ど の 適 切 な 界 面 活 性 剤 で 慎 重 に 洗 浄 し て 過 剰 な 発 色 性 抗 体 を 除 去 し
た 後 に 、 不 活 性 表 面 を 対 象 に 、 色 、 蛍 光 、 ま た は 発 光 を 直 接 、 ま た は 発 色 剤 の 添 加 後 に 調
べ る 。 不 活 性 表 面 の 発 色 は 、 固 定 さ れ た カ ン ジ ダ 抗 原 -カ ン ジ ダ 抗 体 複 合 体 の 溶 液 中 で の
相 互 作 用 を 示 す 。 色 を 比 較 す る た め に 、 対 照 を 処 理 す る と よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
こ の 手 法 は 、 放 射 性 元 素 の 標 識 を つ け た カ ン ジ ダ 抗 原 を 用 い る こ と で 、 お よ び 溶 液 中 に お
け る 活 性 の 消 失 、 ま た は 固 相 支 持 体 上 に お け る 放 射 能 の 再 取 り 込 み の い ず れ か を 観 察 す る
こ と で 、 臨 床 使 用 に 応 用 す る こ と が で き る 。 こ の 態 様 は 高 感 度 か つ 迅 速 で 、 多 数 の 試 料 を
扱 う 際 に 適 し て い る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】

カ ン ジ ダ 抗 原 と カ ン ジ ダ 抗 体 間 の 反 応 に 適 し た 発 色 用 試 薬 、 な ら び に 緩 衝 液 、 お よ び イ オ
ン 塩 に よ っ て 発 色 す る 酵 素 を 結 合 さ せ た カ ン ジ ダ 抗 体 を 含 む 溶 液 を 、 好 ま し く は PVC、 紙
片 、 ま た は ガ ラ ス ビ ー ズ な ど の 不 活 性 表 面 上 に 固 定 さ れ た カ ン ジ ダ 抗 原 に 接 触 さ せ る こ と
で 反 応 さ せ る 。 エ ン ゾ ク ロ ミ ッ ク 接 合 体 で あ る カ ン ジ ダ 抗 原 の 量 は 、 固 定 さ れ た 抗 体 上 の
反 応 部 位 の 約 50%を 十 分 飽 和 さ せ る も の と す る 。 抗 体 -カ ン ジ ダ 抗 原 酵 素 複 合 体 が 存 在 す る
不 活 性 表 面 を 、 カ ン ジ ダ を 含 む こ と が 疑 わ れ る 、 緩 衝 作 用 を も つ 試 料 に 接 触 さ せ る （ 同 試
料 は 未 知 量 の カ ン ジ ダ 抗 体 を 含 む ） 。 発 色 用 試 薬 の 添 加 後 に 、 結 果 と し て 得 ら れ た 、 紙 片
上 に 固 定 さ れ た 抗 体 -カ ン ジ ダ 抗 原 -酵 素 複 合 体 の 色 を 、 カ ン ジ ダ 抗 体 を 含 む 試 料 で 処 理 し
て い な い 対 照 紙 片 と 比 較 し て 観 察 す る 。 試 料 で 処 理 し た 不 活 性 表 面 の 色 が 褪 せ て い れ ば 、
未 知 試 料 中 に カ ン ジ ダ 抗 体 が 存 在 す る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
本 発 明 の 方 法 は 、 試 料 お よ び 固 定 さ れ た 状 態 の 酵 素 を 、 好 ま し く は 、 遠 心 し て 分 光 光 度 計
で 発 色 を 観 察 可 能 な 試 験 管 内 で 接 触 さ せ る こ と で 臨 床 使 用 に 応 用 す る こ と が で き る 。 こ の
態 様 は 、 極 め て 高 感 度 か つ 迅 速 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】

カ ン ジ ダ 抗 原 の 1種 を 、 寒 天 ま た は ア ガ ロ ー ス な ど の 軟 化 ゼ ラ チ ン 状 培 地 中 に 、 抗 原 -抗 体
相 互 作 用 を 最 適 な も の と す る た め に pHを 約 6.0～ 9.0、 お よ び イ オ ン 強 度 を 約 0.01 M～ 0.5 
Mに 維 持 す る た め の 緩 衝 剤 お よ び 塩 類 と と も に 懸 濁 す る 。 米 国 特 許 第 4,259,207号 に 記 載 さ
れ た 懸 濁 用 培 地 は 適 切 な 例 で あ る 。 こ の 混 合 物 を 試 験 プ レ ー ト 上 に 広 げ て 固 め る か 、 ま た
は 好 ま し く は オ ク ト ロ ニ ー （ Octolony） プ レ ー ト な ど の 円 盤 型 容 器 に 注 入 す る 。 少 量 の 試
料 を 、 凝 固 し た ゲ ル 上 、 好 ま し く は 中 央 の ウ ェ ル に 配 し 、 プ レ ー ト ま た は デ ィ ス ク を 、 好
ま し く は 密 封 し た 状 態 で 数 時 間 静 置 す る 。 周 辺 領 域 へ の 試 料 の 拡 散 は 、 こ の 期 間 に 生 じ る
。 カ ン ジ ダ 抗 体 が 存 在 す る 場 合 、 同 抗 体 は 、 埋 込 ま れ た 状 態 の カ ン ジ ダ 抗 原 と 反 応 し 、 不
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透 明 な 領 域 が 、 試 料 を ア プ ラ イ し た 点 の 周 辺 に 放 射 状 に 現 れ る 。 比 較 目 的 で 対 照 を 処 理 す
る こ と が で き る 。 試 料 中 の カ ン ジ ダ 抗 体 量 の 検 量 線 は 、 望 ま し い 場 合 、 温 度 、 時 間 、 お よ
び 試 料 の 大 き さ を 調 節 し 、 結 果 と し て 得 ら れ る 放 射 状 領 域 を 既 知 濃 度 の 1つ と 比 較 す る こ
と で 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ １ 】

本 発 明 の カ ン ジ ダ 抗 原 を 、 分 離 用 カ ラ ム 中 で ガ ラ ス ビ ー ズ な ど の 不 活 性 表 面 上 に 固 定 す る
。 カ ン ジ ダ 抗 原 の 一 部 に 、 放 射 性 元 素 （ 好 ま し く は I125） を 結 合 さ せ て 、 結 合 部 位 の 50%
を 飽 和 さ せ る た め に 十 分 な 量 の 、 固 定 さ れ た 状 態 の カ ン ジ ダ 抗 原 と 反 応 さ せ る 。 固 定 さ れ
た 状 態 の カ ン ジ ダ 抗 原 -酵 素 複 合 体 を 、 カ ン ジ ダ 抗 体 を 含 む こ と が 疑 わ れ る 試 料 に 接 触 さ
せ る （ 同 試 料 は 、 カ ン ジ ダ 抗 原 -抗 体 複 合 体 の 形 成 に 最 適 な 反 応 条 件 と す る た め に pH 6～ 9
で 、 総 イ オ ン 塩 が 約 0.05～ 0.5 Mと な る よ う に 緩 衝 さ れ て い る ） 。 カ ン ジ ダ 抗 体 を 抗 原 か
ら 溶 離 し 、 溶 離 液 の 放 射 能 を 測 定 す る 。 対 照 と 比 較 し て 活 性 が 失 わ れ て い れ ば 、 試 料 中 に
カ ン ジ ダ 抗 体 が 存 在 す る こ と が わ か る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】

カ ン ジ ダ 抗 体 の 存 在 は 、 感 作 剤 と し て 使 用 す る 抗 体 に 対 す る カ ン ジ ダ 抗 原 を 用 い る 標 準 的
な 赤 血 球 凝 集 法 で 調 べ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
発 色 用 試 薬 を 用 い る 、 カ ン ジ ダ 抗 体 の ア ッ セ イ 法 に 関 し て 既 に 述 べ た 方 法 は 、 具 体 的 に は
、 熟 練 者 が お ら ず 、 ま た 高 性 能 の 装 置 が 使 用 で き な い 状 況 に お い て 用 い ら れ る こ と が 理 解
さ れ る 。 し か し 、 こ の よ う な 方 法 は 、 多 数 の 試 料 が 発 色 性 結 合 分 子 を 放 射 性 元 素 に 置 換 す
る こ と で 調 べ ら れ る 臨 床 現 場 で 使 用 す る 際 に 応 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
「 色 」 と い う 表 現 は 、 電 磁 ス ペ ク ト ル の 狭 い 可 視 領 域 に 制 限 さ れ る 表 現 と は 解 釈 さ れ ず 、
分 光 光 度 計 な ど の 標 準 的 な ス ペ ク ト ル 測 定 装 置 、 な ら び に 紫 外 光 お よ び 赤 外 光 の 両 方 を 対
象 と す る 、 吸 収 お よ び 放 出 を 測 定 す る 比 色 計 に よ っ て 測 定 可 能 な 波 長 を 含 む こ と を 意 味 す
る こ と も 理 解 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
本 発 明 の 方 法 が 生 物 学 的 流 体 そ の も の に 応 用 さ れ る こ と が 対 象 と な る が 、 方 法 の 感 度 お よ
び 特 異 度 は 、 好 ま し く は 、 カ ン ジ ダ 選 択 性 培 地 上 で 試 験 前 に 流 体 を 培 養 す る こ と で 改 善 可
能 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
感 度 は 、 等 張 液 な ど の 溶 解 剤 、 音 波 、 ま た は リ ゾ チ ー ム な ど で カ ン ジ ダ 抗 体 を 細 胞 外 環 境
に 放 出 し 生 物 試 料 を 事 前 処 理 し て 改 善 す る こ と も で き る 。 例 え ば 米 国 特 許 第 4,166,765号
で は 、 細 菌 を 含 む 生 物 試 料 の 適 切 な 溶 解 手 順 に つ い て 開 示 さ れ て い る 。 溶 解 剤 は 、 後 の 酵
素 活 性 に 干 渉 し な い 任 意 の も の を 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】

本 発 明 の 診 断 法 お よ び 手 段 は 、 自 宅 で カ ン ジ ダ の 自 己 診 断 を 行 う 場 合 に 使 用 さ れ る キ ッ ト
と し て 具 体 化 さ れ る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
こ の キ ッ ト は 、 試 料 採 取 手 段 、 カ ン ジ ダ 抗 体 に 対 す る カ ン ジ ダ 抗 原 、 お よ び 試 料 と カ ン ジ
ダ 抗 原 の 反 応 を 検 出 す る 手 段 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
臨 床 応 用 に 適 合 す る 態 様 で は 、 産 物 と 反 応 物 間 に お け る 大 き さ お よ び 電 荷 分 布 の 両 方 の 差
を 利 用 す る 、 等 電 点 電 気 泳 動 ま た は ゾ ー ン 電 気 泳 動 な ど の 電 気 泳 動 に よ る 分 離 法 を 、 反 応
物 か ら 産 物 を 分 離 す る た め に 同 様 に 使 用 す る こ と が で き る 。 電 気 泳 動 で 分 離 さ れ た 産 物 は
、 標 準 と 比 較 し て 特 徴 的 な 位 置 を 元 に 検 出 す る こ と が で き る ほ か 、 色 を 指 標 と し て 、 ま た
は 免 疫 化 学 的 に 同 定 す る こ と が で き る 。 荷 電 性 表 面 を も つ 樹 脂 ビ ー ズ を 用 い て 産 物 と 反 応
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物 を 分 離 す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
本 発 明 の 好 ま し い 態 様 に お い て 、 免 疫 ア ッ セ イ 法 の 反 応 を 検 出 す る 手 段 は 、 抗 体 に 対 す る
カ ン ジ ダ 抗 原 を 再 懸 濁 す る ゼ ラ チ ン 状 培 地 で あ る 。 ゼ ラ チ ン 状 培 地 は 、 透 明 な ガ ラ ス 容 器
ま た は プ ラ ス チ ッ ク 容 器 内 に 収 納 さ れ 、 カ ン ジ ダ 抗 原 -抗 体 複 合 体 の 形 成 に 最 適 な 条 件 と
す る た め の 緩 衝 剤 お よ び イ オ ン 塩 を 含 む 。 反 応 は 、 試 料 を ア プ ラ イ し た 中 心 か ら 放 射 状 に
拡 が る 透 明 な 領 域 と し て 認 め ら れ る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
免 疫 ア ッ セ イ 法 を 含 む 、 別 の 好 ま し い 態 様 で 反 応 を 検 出 す る 手 段 は 、 緩 衝 剤 お よ び イ オ ン
塩 を 含 む 密 封 し た 無 菌 状 態 の パ ケ ッ ト 内 で 、 発 色 団 を 結 合 さ せ た カ ン ジ ダ 抗 体 に 対 す る カ
ン ジ ダ 抗 原 で あ る 。 ア ッ セ イ 法 を 行 う 際 に は 、 パ ケ ッ ト の 内 容 物 を 、 キ ッ ト に 含 ま れ る 、
印 の つ い た 試 験 管 内 に お い て 水 で 希 釈 す る 。 こ の 態 様 に は 、 不 活 性 表 面 に 固 定 さ れ た カ ン
ジ ダ 抗 体 に 対 す る 抗 原 も 含 ま れ る 。 ア ッ セ イ 法 を 行 う 際 に は 、 カ ン ジ ダ 抗 原 が 固 定 さ れ た
不 活 性 表 面 に 試 料 を 接 触 さ せ た 後 に 、 発 色 団 を 結 合 さ せ た カ ン ジ ダ 抗 IgA抗 体 、 タ ン パ ク
質 A、 ま た は タ ン パ ク 質 Gを 含 む 溶 液 を 接 触 さ せ る 。 不 活 性 表 面 に つ い て 、 カ ン ジ ダ の 存 在
を 示 す 色 を 調 べ る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
特 に 好 ま し い 態 様 で は 、 本 発 明 の キ ッ ト は 、 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る テ ス ト ス ト リ
ッ プ 装 置 の 状 態 で 提 供 さ れ る 。 免 疫 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る テ ス ト ス ト リ ッ プ 装 置 の 開
発 お よ び 製 造 に 大 き な 価 値 が あ る と 考 え ら れ る 、 い く つ か の 手 法 、 フ ォ ー マ ッ ト 、 試 薬 、
お よ び 材 料 を 対 象 と す る 多 く の 特 許 が 存 在 す る （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 5,075,078号 、 国 際
特 許 出 願 第 95/16207号 、 米 国 特 許 第 5,654,162号 、 お よ び 欧 州 特 許 第 0810436A1号 ） 。 こ れ
ら の 特 許 で 開 示 さ れ た 装 置 で 行 わ れ る ア ッ セ イ 法 は 本 質 的 に 変 わ ら な い 。 分 析 物 に 特 異 的
な リ ガ ン ド （ 通 常 は 抗 体 ［ Ab］ で あ る が 、 必 ず し も 抗 体 で あ る 必 要 は な い ） を ニ ト ロ セ ル
ロ ー ス な ど の 膜 に 固 定 す る 。 検 出 用 試 薬 、 典 型 的 に は ラ テ ッ ク ス ま た は コ ロ イ ド 状 金 属 を
結 合 さ せ た 抗 体 を 、 接 合 体 パ ッ ド 内 に 沈 着 さ せ る （ し か し 未 結 合 状 態 を 維 持 す る ） 。 試 料
（ 尿 、 血 漿 、 全 血 な ど ） を 試 料 パ ッ ド に 添 加 す る 際 は 、 接 合 体 パ ッ ド を 速 や か に 湿 ら せ 、
検 出 用 試 薬 を 溶 解 す る 。 検 出 用 試 薬 は 、 試 料 の 流 れ と と も に 、 膜 ス ト リ ッ プ の 先 端 方 向 に
動 き 始 め る 。 試 料 中 に 存 在 す る 分 析 物 は 、 検 出 用 試 薬 を 結 合 さ せ た 抗 体 に 結 合 す る こ と に
な る 。 捕 捉 用 試 薬 が 固 定 さ れ て い る 領 域 を 試 料 が 通 り 過 ぎ る と 、 分 析 物 検 出 用 試 薬 の 複 合
体 が 捕 捉 さ れ る 。 色 は 、 試 料 中 に 存 在 す る 分 析 物 の 量 に 比 例 し て 現 れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
本 発 明 の 場 合 、 上 記 の 原 理 は 変 わ ら な い が 、 分 析 物 そ の も の を 検 出 す る の で は な く 、 免 疫
ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る テ ス ト ス ト リ ッ プ 装 置 で 抗 体 を 検 出 す る 。 こ の よ う な 状 況 で は
、 抗 体 で は な く 、 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 抗 原 が 、 膜 上 、 試 料 パ ッ ド 、 試 薬 パ ッ ド 、 お よ び
他 の 多 孔 質 媒 体 に 固 定 さ れ る 。 こ の よ う な 装 置 の 開 発 に 関 し て は 、 抗 原 -抗 体 を ニ ト ロ セ
ル ロ ー ス な ど に 結 合 さ せ る 方 法 や 、 結 合 状 態 の 材 料 を 検 出 す る 方 法 な ど の 多 く の 情 報 が あ
る 。 こ れ に つ い て は 例 え ば 、 参 照 と し て 全 体 が 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 、 Towbinら 、 19
79、 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76： 4350を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
本 発 明 を 、 現 時 点 で 好 ま し い 態 様 に 関 し て 説 明 し た が 、 本 発 明 の 精 神 か ら 逸 脱 す る こ と な
く 、 さ ま ざ ま な 修 正 が な さ れ る 場 合 が あ る と 理 解 す べ き で あ る 。 ま た 以 下 の 実 施 例 は 、 説
明 目 的 で の み 提 供 さ れ 、 本 発 明 を い か な る 意 味 に お い て も 制 限 す る こ と を 意 図 し な い 。 本
明 細 書 に 引 用 さ れ る す べ て の 特 許 お よ び 参 考 文 献 は 特 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】

以 下 の 3種 類 の カ ン ジ ダ 抗 原 を 調 製 し た ：
1） 細 胞 壁 抗 原 （ マ ン ノ ー ス を 含 む ） ；
2） 総 細 胞 質 抗 原 （ マ ン ノ ー ス を 含 ま な い ） ； お よ び
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3） 精 製 さ れ た 免 疫 優 位 な 抗 原 （ エ ノ ラ ー ゼ ） 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） の 臨 床 分 離 菌 を 、 膣 に 鵞 口 瘡 の あ る 患 者 か
ら 得 た 。 カ ン ジ ダ 種 の 確 認 は 、 API 20C Auxonagramス ト リ ッ プ （ API System S.A.、 Franc
e） を 用 い て 行 っ た 。 カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス の 単 離 菌 を KEMH5と 命 名 し た 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
200 mlの YEPD培 地 （ 1% 酵 母 エ キ ス 、 2% ペ プ ト ン 、 2% D-グ ル コ ー ス ） に 単 離 菌 を ス タ ー
タ ー 培 養 と し て 植 菌 し 、 24時 間 30℃ で 空 気 を 送 り 込 み な が ら イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に ス
タ ー タ ー 培 養 を 、 23 Lの Bio-Flo Fermenter IV System（ New Brunswick Scientific、 Edi
son、 NJ） 中 で 同 様 の 条 件 で イ ン キ ュ ベ ー ト し た 10 Lの YEPD培 地 に 植 菌 し た 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
カ ン ジ ダ 培 養 物 を Bio-Flo発 酵 槽 シ ス テ ム か ら 回 収 し 、 Pellicon濾 過 カ セ ッ ト （ Millipore
、 USA） を 用 い て 培 地 か ら 分 離 し た 。 濃 縮 さ れ た 細 胞 を 、 500 mlの 遠 心 用 フ ラ ス コ 内 で 4℃
で 15分 間 、 1,660× gで 遠 心 し て 残 存 性 培 地 か ら 分 離 し た 。 上 清 を 捨 て 、 ペ レ ッ ト 状 の 細 胞
を タ ン パ ク 質 抽 出 用 緩 衝 液 （ 20 mM bis-Tris、 pH 6.5） に 再 懸 濁 し た 。 次 に 酵 母 細 胞 を 上
記 の 手 順 で 遠 心 し 、 再 懸 濁 し 、 後 の 処 理 用 に プ ー ル し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
カ ン ジ ダ 細 胞 を 、 Dynomill（ 登 録 商 標 ） （ WAB、 Switzerland） を 用 い て 機 械 的 に 破 壊 し た
。 摩 砕 は 、 99%の 細 胞 が 破 壊 さ れ る ま で 続 け た 。 溶 解 し た カ ン ジ ダ 細 胞 抽 出 物 を 回 収 し 、 5
0 mlの 遠 心 管 に 分 注 し た 。 こ の 抽 出 物 を 12時 間 、 8,517× g、 4℃ で 遠 心 し 、 不 溶 性 の 細 胞
壁 を 沈 殿 さ せ た 。 可 溶 性 の 細 胞 質 抗 原 画 分 を 含 む 上 清 を 回 収 し 、 0.45 μ mの フ ィ ル タ ー を
通 し た 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
次 に 濾 液 を 、 等 容 積 の 凍 結 ク ロ ロ ホ ル ム で 抽 出 し た 。 4℃ で 15分 間 、 1,036× gで 遠 心 し た
後 に 、 上 方 の 水 層 を 吸 引 し 、 透 析 チ ュ ー ブ に 移 し た 。 可 溶 性 細 胞 質 タ ン パ ク 質 画 分 を 、 カ
ラ ム 結 合 用 緩 衝 液 （ 20 mM Tris/HCl、 pH 7.4、 0.5 M NaCl、 1 mM MnCl2.4H2O、 1 mM CaCl
2） 中 で 12時 間 か け て 透 析 し 、 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に 用 い た 。
【 ０ ０ ７ １ 】
可 溶 性 細 胞 質 抗 原 画 分 か ら 、 混 入 し て い る 可 溶 性 細 胞 壁 マ ン ノ タ ン パ ク 質 を Con A-Sephar
oseク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で 除 い た 。 透 析 後 の 細 胞 質 抗 原 画 分 を 0.45 μ mの フ ィ ル タ ー で 濾
過 し た 。 50 mlの 透 析 抽 出 物 を 、 結 合 用 緩 衝 液 で 平 衡 化 し た Con A-Sepharoseカ ラ ム （ 2.6
× 12.5 cm） に 流 速 4 ml/分 で ア プ ラ イ し た 。 未 結 合 状 態 の フ ロ ー ス ル ー 画 分 （ 非 グ リ コ シ
ル 化 タ ン パ ク 質 ） を 回 収 し た 。 結 合 状 態 の マ ン ノ タ ン パ ク 質 を 、 結 合 用 緩 衝 液 に 溶 解 し た
0.5 Mの α -メ チ ル マ ン ノ シ ド で 溶 出 し た 。 こ の 段 階 を 実 施 し て か ら 次 の 処 理 を 行 い 、 カ ラ
ム を 清 浄 化 し て 保 存 し た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
こ の 可 溶 性 細 胞 質 抗 原 画 分 を 、 20 mM Tris.Cl、 pH 7.4を 用 い て 一 晩 透 析 し た 。 溶 液 中 の
タ ン パ ク 質 量 の 推 定 を Bio-Rad（ 登 録 商 標 ） （ Bradford） マ イ ク ロ ア ッ セ イ 法 に よ り 、 製
造 業 者 の 指 示 書 通 り に 行 っ た 。 細 胞 質 抗 原 抽 出 物 の 一 部 を SDS-PAGEで 解 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
図 1に 示 す よ う に 、 大 き さ が 約 20 kDa～ 最 大 約 60 kDaの 、 い く つ か の 主 要 タ ン パ ク 質 の バ
ン ド が 現 れ た 。 主 要 染 色 バ ン ド は 55 kDaに 現 れ 、 4本 の バ ン ド が 35～ 45 kDa領 域 、 30 kDa
、 お よ び 20 kDaに 現 れ た 。 こ れ は 、 有 機 抽 出 お よ び Con A-Sepharoseク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
に 先 立 つ 、 元 の 粗 溶 解 物 で み ら れ る 多 数 の ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 バ ン ド と 極 め て 対 照 的 で
あ っ た 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
エ ノ ラ ー ゼ 抗 原 の 精 製 は 、 可 溶 性 カ ン ジ ダ 細 胞 質 抗 原 と 同 様 に 実 施 し た 。 た だ し Con A-Se
pharoseク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 実 施 し な か っ た 。 代 わ り に 、 透 析 、 お よ び 0.20 μ mの シ リ
ン ジ フ ィ ル タ ー （ セ ル ロ ー ス ア セ テ ー ト ） を 用 い た 濾 過 の 後 に 、 濾 過 抽 出 物 を Pharmacia 
Biotech Source 15Q四 級 ア ン モ ニ ウ ム 陰 イ オ ン 交 換 体 （ Pharmacia LKB、 Uppsala、 Sweden
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） を 充 填 し た Pharmacia Biotech XK 50/20ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー カ ラ ム に ア プ ラ イ し た 。 こ
の カ ラ ム を 、 カ ラ ム 結 合 用 緩 衝 液 「 A」 （ 20 mM bis-Tris、 pH 6.5） で 平 衡 化 し て か ら ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 っ た 。 粗 抽 出 物 を 対 象 と し た 陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー は 、
Bio-Rad（ 登 録 商 標 ） Econo（ 登 録 商 標 ） シ ス テ ム （ Bio-Rad Laboratories、 USA） を 用 い
て 制 御 し て 記 録 し た 。 結 合 状 態 の タ ン パ ク 質 を 、 緩 衝 液 「 B」 （ 緩 衝 液 「 A」 を 溶 媒 と す る
1 M NaCl、 pH 6.5） の 塩 勾 配 を 利 用 し て カ ラ ム か ら 溶 出 し た 。 回 収 し た 分 画 後 の タ ン パ ク
質 を 酵 素 活 性 ア ッ セ イ 法 で 解 析 し た 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
活 性 酵 素 エ ノ ラ ー ゼ は 、 D（ +） 2-ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸 （ PGA） を ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン
酸 （ PEP） に 加 水 分 解 す る 。 PEPの 産 生 は 、 分 光 光 度 計 で 240 nmの 波 長 で モ ニ タ リ ン グ す る
こ と が で き る 。 20 μ lの タ ン パ ク 質 溶 液 を 、 1 mlの エ ノ ラ ー ゼ 基 質 溶 液 （ 50 mM Tris-HCl
 pH 7.4、 2.7 mM 酢 酸 マ グ ネ シ ウ ム 、 1.0 mM EDTA、 1.2 mM D（ +） 2-ホ ス ホ グ リ セ リ ン 酸
） と 石 英 キ ュ ベ ッ ト 内 で 混 合 し 、 吸 光 度 の 変 化 を 1分 間 隔 で 記 録 し た 。 比 活 性 は 、 1 mgの
タ ン パ ク 質 あ た り 1 μ molの PGAが 、 PEPに 1分 間 に 変 換 さ れ る 割 合 と 定 義 し た 。 溶 液 中 の タ
ン パ ク 質 量 の 推 定 は 、 Bio-Rad（ 登 録 商 標 ） （ Bradford） マ イ ク ロ ア ッ セ イ 法 で 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
エ ノ ラ ー ゼ 活 性 を 含 む 溶 出 物 画 分 を 選 択 し 、 12時 間 か け て 25℃ で hpH2O中 で 透 析 を 行 っ た
。 透 析 後 の 画 分 を 回 収 し 、 0.20 μ mの シ リ ン ジ フ ィ ル タ ー で 濾 過 し た 。 濾 液 を 、 真 空 下 で
5時 間 か け て 蒸 発 さ せ て 10倍 に 濃 縮 し た 。 濃 縮 後 の 試 料 を 、 結 合 用 緩 衝 液 「 A」 （ 10 mM 酢
酸 ナ ト リ ウ ム 、 pH 4.7） で 透 析 し た 直 後 に 、 メ チ ル ス ル ホ ン 酸 陽 イ オ ン 交 換 体 （ Pharmaci
a LKB、 Uppsala、 Sweden） を 充 填 し た Pharmacia Biotech Mono S HR10/10ク ロ マ ト グ ラ フ
ィ ー カ ラ ム に ア プ ラ イ し た 。 陽 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を Bio-Rad（ 登 録 商 標 ） Bio
logicシ ス テ ム で 行 っ た 。 結 合 状 態 の タ ン パ ク 質 画 分 を 、 緩 衝 液 「 B」 （ 緩 衝 液 「 A」 、 pH 
4.7を 溶 媒 と す る 1 M NaCl） の 塩 勾 配 を 利 用 し て カ ラ ム か ら 溶 出 し た 。 エ ノ ラ ー ゼ 活 性 を
含 む 画 分 を 、 上 記 の 酵 素 活 性 ア ッ セ イ 法 で 同 定 し た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
図 2は 、 エ ノ ラ ー ゼ 抗 原 の 推 定 サ イ ズ に 相 当 す る 、 ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 で 得 ら れ た 48 kD
aの 1本 の バ ン ド を 示 す 。 解 糖 系 酵 素 エ ノ ラ ー ゼ と し て 同 定 さ れ た 48 kDaの 抗 原 は 、 エ ノ ラ
ー ゼ 活 性 ア ッ セ イ 法 で 確 認 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
細 胞 壁 抗 原 の 精 製 は 以 下 の 手 順 で 行 っ た 。 沈 殿 し た 不 溶 性 細 胞 壁 を 上 述 の 手 順 で 遠 心 し て
回 収 し た 。 細 胞 壁 を hpH2Oで 洗 浄 し た 後 に 、 6,000 rpmで 遠 心 し て 回 収 し た 。 こ の 段 階 を 3
回 、 ま た は 上 清 が 清 澄 に な る ま で 繰 り 返 し 行 っ た 。 こ の 操 作 を 行 う こ と で 、 残 存 す る 任 意
の 可 溶 性 細 胞 質 抗 原 が 、 細 胞 壁 調 製 物 か ら 除 去 さ れ た 。 次 に 、 洗 浄 後 の 細 胞 壁 ペ レ ッ ト を
、 1% v/v β -Meを 含 む 10 mM リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 7.4） に 再 懸 濁 し 、 シ ェ ー カ ー 内 で 37℃ で
30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し て 細 胞 壁 抗 原 を 可 溶 化 し た 。 こ の 試 料 を 次 に 8,000 rpmで 5分 間 遠
心 し 、 ペ レ ッ ト を 廃 棄 し た 。 上 清 を 新 し い チ ュ ー ブ に 移 し て 再 び 遠 心 し た （ 8,000 rpmで 5
分 間 ） 。 次 に 、 可 溶 化 し た 細 胞 壁 抗 原 を 含 む 上 清 を 、 hpH2O中 で 4℃ で 48時 間 （ 水 を 4回 交
換 ） 、 ま た は 匂 い が し な く な る ま で 透 析 を 行 っ た 。 透 析 後 に 、 試 料 を 8,000 rpmで 5分 間 、
3回 遠 心 し て 、 残 存 す る 粒 子 状 物 質 を 除 去 し た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
清 澄 化 し た 後 に 、 細 胞 壁 抗 原 調 製 物 を SDS-PAGEで 解 析 し た 。 結 果 と し て 得 ら れ た 、 ク ー マ
シ ー ブ ル ー で 染 色 し た ゲ ル を 図 3に 示 す 。 幅 広 く 染 色 さ れ た ス ミ ア が 90 kDa～ 200 kDaの 領
域 に み ら れ る 。 タ ン パ ク 質 の 明 瞭 な バ ン ド が み ら れ な い こ と は マ ン ノ タ ン パ ク 質 に 典 型 的
で あ り 、 タ ン パ ク 質 ベ ー ス に 付 加 さ れ た マ ン ノ ー ス 基 の 数 に 差 が あ る こ と か ら 、 さ ま ざ ま
な 分 子 量 を 示 す 。
【 ０ ０ ８ ０ 】

血 清 パ ネ ル を 1998～ 2000年 に さ ま ざ ま な カ ン ジ ダ 感 染 患 者 か ら 採 取 し た 。 陰 性 対 照 （ 対 照
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実 施 例 2
酵 素 結 合 免 疫 吸 着 ア ッ セ イ 法 （ ELISA）



） の 血 清 （ n=20） は 、 赤 十 字 血 液 バ ン ク （ Perth、 Australia） か ら 、 ま た 19～ 25歳 の 健 康
男 性 集 団 か ら 得 た 。 再 発 性 の 外 陰 膣 カ ン ジ ダ 症 （ VVC） 患 者 の 血 清 （ n=13） は 、 King Edwa
rd Memorial Hospital（ Perth、 Australia） か ら 得 た 。 口 腔 カ ン ジ ダ 症 患 者 の 血 清 （ n=10
8） は 、 Clinipath Ltd、 お よ び UWA Dental School（ Perth、 Australia） か ら 得 た 。 全 身
性 カ ン ジ ダ 症 患 者 （ n=28） の 血 清 （ n=39） は 、 Princess Margaret Hospital（ Perth、 Aus
tralia） 、 お よ び Prince of Wales Hospital（ Sydney、 Australia） か ら 得 た 。
【 ０ ０ ８ １ 】
口 腔 お よ び 膣 の カ ン ジ ダ 感 染 症 の 患 者 の 場 合 、 感 染 の 確 認 は 理 学 的 検 査 、 お よ び 関 連 身 体
部 位 に 由 来 す る カ ン ジ ダ 菌 の 培 養 に よ り 行 っ た 。 全 身 性 感 染 の 患 者 の 場 合 、 感 染 の 確 認 は
、 陽 性 血 液 培 養 ま た は 生 検 に よ っ て 行 っ た 。 い ず れ の 場 合 も 、 患 者 の 免 疫 状 態 は 不 明 で あ
っ た 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
表 在 性 カ ン ジ ダ 症 ま た は 全 身 性 カ ン ジ ダ 症 の 患 者 の 血 清 の ス ク リ ー ニ ン グ を 、 カ ン ジ ダ 細
胞 質 抗 原 で コ ー テ ィ ン グ し た ト レ イ を 用 い た ELISAで 行 っ た 。 各 抗 原 調 製 物 の タ ン パ ク 質
の 量 は 、 BSAを 標 準 と し て 市 販 の ア ッ セ イ 法 （ BioRad） で 決 定 し た 。 一 連 の ELISAを 実 施 し
て 、 各 抗 原 の 最 適 な コ ー テ ィ ン グ 濃 度 を 決 定 し た （ デ ー タ 非 提 示 ） 。 最 適 な コ ー テ ィ ン グ
濃 度 は 、 陽 性 と 陰 性 の 対 照 血 清 を 最 も 良 く 識 別 可 能 と す る 濃 度 と し た 。 各 抗 原 の 最 適 コ ー
テ ィ ン グ 濃 度 を 2 μ g/mlと 決 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
96ウ ェ ル の C8ス ト リ ッ プ マ イ ク ロ タ イ タ ー プ レ ー ト （ Greiner GmbH、 Germany） を 、 カ ン
ジ ダ の 細 胞 壁 抗 原 、 細 胞 質 抗 原 、 ま た は 精 製 さ れ た エ ノ ラ ー ゼ 抗 原 の い ず れ か を 用 い て 、
実 施 例 1で 調 製 し た よ う に コ ー テ ィ ン グ し た 。 抗 原 の 50 μ lの 2.0 μ g/ml溶 液 を 、 コ ー テ
ィ ン グ 用 緩 衝 液 （ 0.1 M NaHCO3、 pH 9.3） で 希 釈 し 、 各 ウ ェ ル に 添 加 し た 。 こ の プ レ ー ト
を 4℃ で 12時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 に 、 室 温 に な る ま で 放 置 し た 。 プ レ ー ト が 室 温 と 同
じ に な っ た ら 、 コ ー テ ィ ン グ 用 溶 液 を デ カ ン ト で 廃 棄 し 、 プ レ ー ト を 軽 く 叩 い て 乾 燥 さ せ
た 。 プ レ ー ト を ペ ー パ ー タ オ ル 上 に 逆 さ に し て 水 分 を 除 い た 。 あ る い は 過 剰 な コ ー テ ィ ン
グ 用 溶 液 は 、 自 動 プ レ ー ト 洗 浄 機 （ Dynatech Laboratories、 Chantilly VA、 USA） で 吸 引
し た 。 こ の 段 階 で プ レ ー ト を 洗 浄 し な い こ と が 重 要 で あ っ た 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
300 μ lの ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 （ PBS、 pH 7.3、 2%（ w/v） BSA（ ICN、 Australia） 、 0.01% （
w/v）  Tween 20） を 各 ウ ェ ル に ア プ ラ イ し 、 25℃ で 90分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 ブ ロ ッ キ
ン グ 溶 液 を デ カ ン ト で 廃 棄 し 、 プ レ ー ト を 軽 く 叩 い て 乾 燥 さ せ た 。 プ レ ー ト を ペ ー パ ー タ
オ ル 上 に 逆 さ に し て 、 軽 く 少 し 叩 い て 乾 燥 さ せ た 。 こ の 段 階 で プ レ ー ト を 直 ち に 使 用 す る
か 、 ま た は 乾 燥 さ せ て 保 存 し た 。 乾 燥 さ せ る プ レ ー ト を 、 シ リ カ ゲ ル 乾 燥 剤 の 袋 と と も に
、 プ ラ ス チ ッ ク 製 の 食 品 用 容 器 な ど の 密 封 可 能 な 容 器 内 に 逆 さ に し て 48時 間 静 置 し た 。 6
枚 の コ ー テ ィ ン グ 済 み の ELISAマ イ ク ロ ウ ェ ル ト レ イ の 乾 燥 に は 、 約 20包 の 小 さ な 乾 燥 剤
の 袋 の 使 用 が 適 切 で あ っ た 。 乾 燥 後 の プ レ ー ト を 、 熱 で シ ー ル し た パ ケ ッ ト 内 に 1包 み の
乾 燥 剤 の 袋 と と も に 密 封 し て ラ ベ ル を 貼 り 付 け た 。 プ レ ー ト は 必 要 に な る ま で 4℃ で 保 存
し た 。 プ レ ー ト を 含 む パ ケ ッ ト を 室 温 に な る ま で 放 置 し て か ら 開 封 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 で 100分 の 1に 希 釈 し た ヒ ト 検 査 用 血 清 を 、 50 μ lの ア リ コ ー ト と な る よ
う に ウ ェ ル 中 に 分 注 し 、 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 一 次 抗 体 溶 液 を 吸 引 し 、 ウ ェ
ル を PBS-Tween 20で 6回 洗 浄 し た 。 こ の プ レ ー ト を ペ ー パ ー タ オ ル 上 に 逆 さ に し て 、 10分
間 か け て 水 分 を 除 い た 。 次 に プ レ ー ト を 軽 く 叩 い て 乾 燥 さ せ た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
ブ ロ ッ キ ン グ 溶 液 で 1/10,000に 希 釈 し た 、 100 μ lの 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 抗 ヒ ト I
gG接 合 体 を 各 ウ ェ ル に 分 注 し た 。 二 次 抗 体 溶 液 を 37℃ で 30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 二 次
抗 体 溶 液 を 吸 引 し 、 ウ ェ ル を PBS-Tween 20で 6回 洗 浄 し た 。 プ レ ー ト を ペ ー パ ー タ オ ル 上
に 逆 さ に し て 10分 間 か け て 水 分 を 除 い た 後 に 、 軽 く 叩 い て 乾 燥 さ せ た 。 プ レ ー ト を ペ ー パ
ー タ オ ル 上 に 少 し の 間 逆 さ に し 、 5分 間 か け て 水 分 を 除 い た 。 次 に プ レ ー ト を 軽 く 叩 い て
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乾 燥 さ せ た 。 残 存 す る 接 合 体 が 結 果 の 差 を 生 じ る 主 な 因 子 と な る の で 、 微 量 の 二 次 接 合 体
溶 液 が す べ て 確 実 に 除 去 さ れ る よ う に 特 に 注 意 を 払 っ た （ Dynatech Laboratories Inc、 U
SA） 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
100 μ lの TMB液 体 基 質 溶 液 を 各 ウ ェ ル に 分 注 し 、 25℃ で 10分 間 か け て 反 応 さ せ た 。 反 応 は
、 100 μ lの 1 M リ ン 酸 、 ま た は 1 M H2SO4を 添 加 し て 終 了 さ せ た 。 各 ウ ェ ル の 吸 光 度 を 、
MRX自 動 プ レ ー ト リ ー ダ ー で 450 nmで 測 定 し た （ 参 考 波 長 620 nm） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
個 々 の 免 疫 ア ッ セ イ 法 を 3回 実 施 し て 吸 光 度 の 平 均 値 を 得 た 。 吸 光 度 は 図 4に 散 布 図 で 示 す
。 3群 の カ ン ジ ダ 感 染 患 者 集 団 を 解 析 し た 。 第 1の 集 団 は 全 身 性 カ ン ジ ダ 症 患 者 （ 全 身 性 ）
で 構 成 さ れ 、 第 2の 集 団 は 口 腔 カ ン ジ ダ 症 患 者 （ 口 腔 ） で 構 成 さ れ 、 ま た 第 3の 集 団 は 外 陰
膣 カ ン ジ ダ 症 患 者 （ VVC） で 構 成 さ れ る 。 検 出 さ れ な い カ ン ジ ダ 感 染 、 ま た は 無 症 状 性 カ
ン ジ ダ 感 染 の リ ス ク が 低 い 19～ 25歳 の 男 性 集 団 に 由 来 す る 血 液 バ ン ク の 血 清 （ 対 照 ） を 対
照 と し て 用 い た 。 カ ッ ト オ フ 吸 光 度 （ OD450=0.22） は 、 陰 性 対 照 血 清 の 平 均 値 と し た 。 こ
れ ら の デ ー タ か ら 、 細 胞 質 抗 原 を 対 象 と し た ELISAの 感 度 が 89%で 特 異 度 が 95%で あ る こ と
が わ か っ た 。 こ れ は 、 他 の カ ン ジ ダ 血 清 学 的 検 査 で 報 告 さ れ た 値 よ り も 高 い （ Zollerら 、
1991、 J. Clin. Micro. 29： 1860～ 1867） 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
カ ン ジ ダ を 対 象 と し た ELISAの 感 度 を さ ら に 高 め る た め に 複 数 の 抗 原 を 用 い た 。 具 体 的 に
は 、 細 胞 壁 、 細 胞 質 、 お よ び 天 然 の エ ノ ラ ー ゼ （ 上 述 ） を 用 い た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
複 数 の 抗 原 を 使 用 す る こ と で 、 カ ン ジ ダ を 対 象 と し た ELISAの 感 度 が 上 昇 し た 。 表 在 性 感
染 と 全 身 性 感 染 と の 間 の 識 別 も よ り 明 瞭 に な っ た 。 6つ の 陰 性 対 照 血 清 （ 19～ 25歳 の 健 康
男 性 集 団 か ら 得 ら れ た 血 清 ） を 3種 類 の カ ン ジ ダ 抗 原 で 個 別 に コ ー テ ィ ン グ し た マ イ ク ロ
タ イ タ ー ト レ イ の ウ ェ ル を 使 用 す る ELISAに 用 い た 。 各 血 清 に つ い て 、 そ れ ぞ れ 3種 類 の 抗
原 に 対 す る 抗 体 価 は 、 カ ッ ト オ フ ラ イ ン に 満 た な か っ た （ 図 5） 。 こ の ラ イ ン は 、 対 照 患
者 の 血 清 と カ ン ジ ダ 症 患 者 の 血 清 の 平 均 抗 体 価 の 比 較 を 元 に 割 り 当 て ら れ た カ ッ ト オ フ 値
で あ る 。 グ ラ フ の y軸 に プ ロ ッ ト し た 値 は 、 検 査 対 象 の 血 清 の 吸 光 度 を カ ッ ト オ フ 吸 光 度
で 割 っ た 比 で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
次 に 、 6人 の 表 在 性 カ ン ジ ダ 症 患 者 か ら 得 た 血 清 を ELISAで 反 応 さ せ た 。 こ の 場 合 も 、 各 血
清 の 吸 光 度 を カ ッ ト オ フ 吸 光 度 で 割 っ た （ 図 6） 。 表 在 性 カ ン ジ ダ 症 患 者 の 血 清 の 特 徴 的
な 抗 体 反 応 は 、 細 胞 壁 抗 原 調 製 物 に 対 す る 高 い 力 価 で あ っ た （ カ ッ ト オ フ 値 の 1.5～ 2倍 ）
。 完 全 な 細 胞 質 抗 原 調 製 物 に 対 す る 抗 体 反 応 性 は 多 く の 場 合 に 陽 性 で あ っ た （ カ ッ ト オ フ
値 の 1～ 1.5倍 ） 。 こ れ に 対 し て 、 エ ノ ラ ー ゼ 抗 原 に 対 す る 抗 体 価 は 、 カ ッ ト オ フ 値 に 満 た
な い か 同 等 で あ っ た 。 内 部 カ ン ジ ダ 抗 原 （ 細 胞 質 お よ び エ ノ ラ ー ゼ ） に 対 す る 抗 体 価 と 、
表 在 性 感 染 の 重 症 度 と の 間 に は 相 関 が み ら れ る （ デ ー タ 非 提 示 ） 。 し か し 、 解 析 し た 6人
の 患 者 の 感 染 の 重 症 度 は 不 明 で あ っ た 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
全 身 性 カ ン ジ ダ 症 患 者 （ 血 液 培 養 陽 性 で 確 認 ） か ら 採 取 し た 6つ の 血 清 を ELISAで 解 析 し た
。 結 果 を 図 7に 示 す 。 全 身 性 カ ン ジ ダ 症 患 者 の 場 合 、 細 胞 壁 抗 原 調 製 物 に 対 す る 抗 体 反 応
は 陽 性 で あ っ た （ カ ッ ト オ フ 値 の 1.5～ 2倍 ） 。 ま た 内 部 カ ン ジ ダ 抗 原 （ 細 胞 質 お よ び エ ノ
ラ ー ゼ ） に 対 す る 抗 体 価 も 陽 性 で あ っ た （ カ ッ ト オ フ 値 の 1.5～ 2.5倍 ） 。
【 ０ ０ ９ ３ 】

本 明 細 書 で 開 示 し た 、 カ ン ジ ダ マ ン ナ ン を 含 ま な い 細 胞 質 抗 原 調 製 物 を 用 い て 、 カ ン ジ ダ
感 染 患 者 を 同 定 す る こ と が で き る 。 同 抗 原 で コ ー テ ィ ン グ し た マ イ ク ロ タ イ タ ー ト レ イ を
用 い る ELISAの 感 度 お よ び 特 異 度 は 、 他 の カ ン ジ ダ 診 断 検 査 で 得 ら れ る 感 度 お よ び 特 異 度
よ り 大 き い 。 ま た 本 明 細 書 で 開 示 さ れ た ELISAア ッ セ イ 法 の フ ォ ー マ ッ ト は 実 施 し や す く
、 他 の 利 用 可 能 な カ ン ジ ダ 診 断 ア ッ セ イ 法 で 用 い ら れ る フ ォ ー マ ッ ト よ り 確 実 か つ 迅 速 で
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あ る 。 ELISAフ ォ ー マ ッ ト に は 、 定 量 が 可 能 で あ る と い う 利 点 も あ る 。 こ の 利 点 に よ り 、
記 録 対 象 の カ ン ジ ダ 抗 原 に 対 す る 抗 体 反 応 の 時 間 お よ び 力 価 の 変 化 に 関 し て 患 者 の モ ニ タ
リ ン グ が 可 能 と な る 。 本 発 明 の 試 験 法 が 、 カ ン ジ ダ 抗 原 に 対 す る 抗 体 価 を 時 間 的 に モ ニ タ
リ ン グ 可 能 だ と い う 点 は 、 抗 真 菌 薬 に 対 す る 患 者 の 反 応 の 測 定 に 関 し て 、 ま た 患 者 の 総 生
存 率 の 予 測 に 関 し て 予 後 予 測 価 値 が あ る 。 細 胞 質 抗 原 調 製 物 を 用 い る こ と の 別 の 利 点 は 、
抗 原 を 産 生 す る よ う に 開 発 さ れ た 方 法 が 、 他 の 利 用 可 能 な 手 順 と 比 べ て 単 純 で 迅 速 な 点 で
あ る （ 例 え ば 、 上 記 の Zollerら 、 1991に 記 載 さ れ た 手 順 と 比 較 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ９ ４ 】

実 施 例 1お よ び 2に 記 載 さ れ た 、 3種 抗 原 検 査 キ ッ ト の 臨 床 評 価 が 、 グ ル ノ ー ブ ル 大 学 医 学
部 寄 生 虫 学 科 お よ び 医 科 菌 類 学 科 （ グ ル ノ ー ブ ル 、 フ ラ ン ス ） に お い て 保 存 血 清 を 用 い て
実 施 さ れ た 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
血 液 培 養 陽 性 を 示 し た 集 団 と 、 血 液 培 養 陰 性 を 示 し た 集 団 の 2つ の 患 者 集 団 の 血 清 が 解 析
さ れ た 。 可 能 で あ れ ば 、 血 液 培 養 が 陽 性 を 示 す 初 日 の 時 点 の 前 に 、 ま た は 後 に 採 取 さ れ た
血 清 が 採 取 さ れ た 。 血 液 培 養 陰 性 集 団 は 3つ の 下 位 集 団 （ カ ン ジ ダ の コ ロ ニ ー を 形 成 し て
血 清 学 的 検 査 で 陽 性 を 示 し た 患 者 集 団 、 カ ン ジ ダ の コ ロ ニ ー を 形 成 し て 血 清 学 的 検 査 で 陰
性 を 示 し た 患 者 集 団 、 お よ び カ ン ジ ダ の コ ロ ニ ー を 形 成 せ ず 血 清 学 的 検 査 で 陰 性 を 示 し た
患 者 集 団 ） に 分 け ら れ た 。 血 清 は 、 1998～ 2000年 に 入 院 し て い た 患 者 か ら 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
3種 抗 原 ELIZA検 査 （ 「 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 」 ） が 、 実 施 例 2の 手 順 に し た が っ て 実
施 さ れ た 。 カ ッ ト オ フ 標 準 血 清 は 、 カ ン ジ ダ 感 染 歴 の な い 19～ 25歳 の 男 性 集 団 か ら 採 取 さ
れ た 血 清 を プ ー ル す る こ と で 得 ら れ た 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
表 1に 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 、 血 液 培 養 陽 性 患 者 の 19人 中 15人 が 陽 性 を 示 し た こ
と を 示 す 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
（ 表 1）
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フ ラ ン ス に お け る 研 究 で 用 い ら れ た 本 出 願 人 に よ る 3種 抗 原 検 査
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【 ０ ０ ９ ９ 】
最 初 に 血 液 培 養 が 陽 性 を 示 し た 当 日 、 ま た は こ れ よ り 前 に 血 清 が 採 取 さ れ た 12人 の 患 者 の
う ち 、 8人 が 陽 性 結 果 （ ま た は 低 い 陽 性 結 果 ） を 示 し た 。 フ ラ ン ス の 集 団 に よ っ て 用 い ら
れ た 他 の 血 清 学 的 検 査 と 比 較 す る と 、 患 者 19人 中 12人 が 免 疫 蛍 光 （ IFI） 血 清 学 的 検 査 で
陽 性 を 示 し た 。 こ れ ら の 1人 を 除 く 全 員 が 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 陽 性 を 示 し た 。 1
人 の 患 者 は 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 陽 性 を 示 し た が IFIで は 陰 性 を 示 し た 。 IEP Paste
ur、 IEP FSK、 ま た は Ag-emie血 清 学 的 検 査 で 陽 性 を 示 し た 5人 の 患 者 の 全 員 も 、 本 出 願 人
に よ る 抗 原 検 査 法 で 陽 性 を 示 し た 。
【 ０ １ ０ ０ 】
本 出 願 人 に よ る 検 査 と IFI検 査 法 の 両 方 で 陰 性 を 示 し た 患 者 の 一 部 が 、 中 心 静 脈 カ テ ー テ
ル の 汚 染 に 起 因 す る 一 過 性 の カ ン ジ ダ 血 症 で あ る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ １ ０ １ 】
コ ロ ニ ー が 形 成 さ れ た こ と が 判 明 し た が 、 血 清 学 的 検 査 で 陰 性 を 示 し た 患 者 11人 中 6人 は
、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 陽 性 を 示 し た 。 陽 性 を 示 し た 患 者 の う ち 2人 は IFIで も 陽 性
を 示 し た 。 コ ロ ニ ー を 形 成 せ ず 血 清 学 的 検 査 で 陰 性 を 示 し た 入 院 患 者 10人 中 6人 が 本 出 願
人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 陽 性 を 示 し 、 こ れ ら の 陽 性 患 者 の う ち 2人 は IFIで も 陽 性 で あ っ た 。
コ ロ ニ ー を 形 成 し て 血 清 学 的 検 査 で 陽 性 を 示 し た 全 9人 の 患 者 は 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検
査 法 で 陽 性 を 示 し た 。 以 上 の デ ー タ は 、 IFIで 陽 性 を 示 し た 患 者 9人 中 8人 と 比 較 し た 。 唯
一 の IFI陰 性 試 料 は 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 低 い 陽 性 を 示 し た 。
【 ０ １ ０ ２ 】
以 上 の デ ー タ の 統 計 解 析 の 結 果 を 図 8と 表 2に 示 す 。
【 ０ １ ０ ３ 】
（ 表 2）
　
　
　
　
　
　
　
　
a.p = 0.71
b.p. = 0.58
c お よ び  d.p ＜ 0.01
【 ０ １ ０ ４ 】
カ ン ジ ダ に 対 す る 血 液 培 養 が 陽 性 を 示 し た カ ン ジ ダ 血 症 患 者 で は 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検
査 法 で 検 出 さ れ た カ ン ジ ダ 抗 体 レ ベ ル の 平 均 は 21.79で あ っ た （ 16.25～ 27.33、 95%CI） 。
独 立 試 料  T検 定 を 用 い る と 、 カ ン ジ ダ 血 症 集 団 と 、 コ ロ ニ ー を 形 成 し て 血 清 学 的 検 査 で カ
ン ジ ダ に 対 し て 陰 性 を 示 し た 集 団 間 の p値 は 0.71で あ っ た 。 カ ン ジ ダ 血 症 集 団 と 、 カ ン ジ
ダ 血 清 学 的 検 査 で 陰 性 を 示 し た 非 コ ロ ニ ー 形 成 集 団 の 平 均 間 の p値 は 0.58で あ っ た 。
【 ０ １ ０ ５ 】
血 液 培 養 で 陰 性 を 示 し た 患 者 の 場 合 、 カ ン ジ ダ 血 清 学 的 検 査 に 陰 性 を 示 し た 集 団 に 属 す る
患 者 は 一 般 に 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 検 出 さ れ る カ ン ジ ダ 抗 体 レ ベ ル が 低 か っ た 。

10

20

30

40

50

(19) JP 2004-529350 A 2004.9.24



平 均 抗 体 レ ベ ル は 、 コ ロ ニ ー 形 成 集 団 で は 14.55単 位 で あ り （ 9.67～ 19.42、 95%CI） 、 ま
た 非 コ ロ ニ ー 形 成 集 団 で は 14.2単 位 で あ っ た （ 10.68～ 17.72、 95%CI） 。 こ れ ら の レ ベ ル
は 、 カ ン ジ ダ コ ロ ニ ー 形 成 培 養 結 果 が 陽 性 で 、 カ ン ジ ダ 血 清 学 的 検 査 で 陽 性 を 示 し た 患 者
集 団 の 平 均 抗 体 レ ベ ル （ 平 均 27.27； 23.12～ 31.43、 95%CI） と 比 べ て 有 意 に 低 か っ た （ p
＜ 0.01） 。 こ れ ら は 図 8の エ ラ ー バ ー で 明 瞭 に 認 め ら れ る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 と 、 使 用 さ れ た 他 の 検 査 法 と の 間 に は 、 全 体 的 に 良 好 な 相 関 が
認 め ら れ た 。 ま た 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 検 出 さ れ た 抗 体 価 と 、 他 の 検 査 法 で 陽 性 を
示 す レ ベ ル に も 良 好 な 相 関 が 認 め ら れ た 。 す な わ ち 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 高 い 陽
性 結 果 を 示 し た 患 者 は 、 使 用 し た 他 の 検 査 法 （ 例 え ば 、 患 者 の AMI、 COM、 DA SI、 FON、 PA
S、 お よ び RAM） で も 同 等 の 結 果 を 示 し た 。 同 様 に 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 陰 性 、 ま
た は 低 い 陽 性 を 示 し た 患 者 は 、 他 の 検 査 法 （ 例 え ば 、 患 者 の BRIG、 FER、 HEN、 LON、 お よ
び MAN） で も 陰 性 、 ま た は 低 い 陽 性 を 示 し た 。 血 液 培 養 陰 性 患 者 の 一 部 が 、 本 出 願 人 に よ
る 抗 原 検 査 法 で 陽 性 を 示 す こ と が わ か っ て お り 、 こ れ は 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 の 感 度
が 極 め て 高 い こ と を 意 味 す る 。
【 ０ １ ０ ７ 】

実 施 例 3で 行 わ れ た 評 価 と 同 様 の 臨 床 評 価 が 、 パ イ ス バ ス コ （ Pais Vasco） 大 学 医 学 部 の
免 疫 学 、 微 生 物 学 、 お よ び 寄 生 虫 学 科 （ Bilbao、 Spain） の キ ン ド ス （ Guillermo Quindos
） 教 授 （ MD、 PhD） 、 モ ラ ゲ ス （ Maria Dolores Moragues） 教 授 （ PhD） 、 お よ び ポ ン ト ン
（ Jose Ponton） 教 授 （ PhD） に よ っ て 実 施 さ れ た 。
【 ０ １ ０ ８ 】
こ の 後 ろ 向 き 試 験 で は 、 血 液 培 養 の 結 果 が 陽 性 で あ る こ と 、 ま た は 組 織 学 的 検 査 お よ び 組
織 生 検 が 陽 性 で あ る こ と に よ っ て 判 定 さ れ た 侵 襲 性 カ ン ジ ダ 症 患 者 11人 か ら 血 清 が 得 ら れ
た （ 表 3、 患 者 1.1～ 1.32） 。 「 血 液 培 養 陰 性 」 集 団 は 、 侵 襲 性 カ ン ジ ダ 症 の リ ス ク が あ る
が 血 液 培 養 の 結 果 は 陰 性 で あ る 患 者 を 元 に 選 択 さ れ た 患 者 12人 の 血 清 か ら な る （ 表 4、 患
者 2.2～ 2.53） 。 患 者 1人 あ た り 3～ 5サ ン プ ル の 血 清 が 検 討 さ れ た 。 微 生 物 学 検 査 で カ ン ジ
ダ 症 で あ る こ と が 証 明 さ れ た 患 者 の 場 合 、 血 清 は 、 血 液 培 養 が 陽 性 を 示 す 前 、 示 し た 時 点
、 お よ び 示 し た 後 に 採 取 さ れ た 。 血 液 培 養 陰 性 集 団 の 場 合 、 血 清 は 、 入 院 中 の さ ま ざ ま な
時 点 で 採 取 さ れ た 。 入 院 患 者 の 血 清 に 加 え て 、 3人 の 健 康 な 血 液 ド ナ ー の 血 清 も 検 討 さ れ
た （ 表 5） 。 ま た 新 鮮 な 血 清 が 採 取 さ れ た 集 団 も 、 5人 の 患 者 を 対 象 に 前 向 き 試 験 が 行 わ れ
、 2人 が 血 液 培 養 で カ ン ジ ダ 陽 性 を 示 し 、 3人 が 陽 性 を 示 さ な か っ た （ 表 5） 。
【 ０ １ ０ ９ 】
（ 表 3）
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血 液 培 養 で 陽 性 を 示 し た 患 者
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ス コ ア リ ン グ ：
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ０ 】
（ 表 4）
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血 液 培 養 で 陰 性 を 示 し た 患 者
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【 ０ １ １ １ 】
（ 表 5）
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新 し い 患 者 お よ び 血 液 ド ナ ー 対 照



　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ２ 】
表 6に 、 2つ の 患 者 集 団 （ 血 液 培 養 陽 性 集 団 と 血 液 培 養 陰 性 集 団 ） に 分 け た 、 ス ペ イ ン で 得
ら れ た 原 デ ー タ を 要 約 し た 。 血 液 培 養 陽 性 集 団 の う ち 、 血 液 培 養 で 陽 性 で あ る こ と が 判 明
す る 前 に 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 11人 中 8人 の 患 者 が 陽 性 と 同 定 さ れ た 。 最 終 的 に 1
1人 中 10人 の 患 者 が 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 陽 性 を 示 し た 。 1人 の 患 者 （ 1.32） の み
陰 性 の ま ま で あ っ た 。 こ の 患 者 は 、 ス ペ イ ン に お け る ジ ャ ー ム チ ュ ー ブ （ germ tube） 抗
体 検 査 法 で も 陰 性 を 示 し て お り 、 Platelia（ BioRad） マ ン ナ ン 抗 原 検 査 法 で は 一 過 的 に 陽
性 を 示 し た だ け で あ っ た 。 こ の 患 者 は 一 過 性 の カ ン ジ ダ 血 症 で あ っ た と 考 え ら れ る 。
【 ０ １ １ ３ 】
（ 表 6）
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ １ ４ 】
本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で は 、 全 12人 の 血 液 培 養 陰 性 患 者 集 団 が 、 カ ン ジ ダ 抗 体 に 対 し
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ス ペ イ ン で 得 ら れ た デ ー タ の 要 約



て 陽 性 を 示 す こ と が わ か っ た 。 こ れ に 対 し て Plateliaマ ン ナ ン 抗 原 検 査 法 で は 、 12人 中 9
人 の 患 者 が 陽 性 で あ る こ と が わ か っ た （ ス ペ イ ン に お け る ジ ャ ー ム チ ュ ー ブ 抗 体 検 査 法 で
は 11人 中 5人 が 陽 性 で あ っ た ） 。 血 液 培 養 陰 性 患 者 集 団 に み ら れ る 主 な 問 題 は 、 他 の 診 断
法 で 確 認 さ れ な い 点 で あ っ た 。
【 ０ １ １ ５ 】
全 体 と し て 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 得 ら れ た 結 果 と 、 ス ペ イ ン の 研 究 グ ル ー プ に よ
り 用 い ら れ た 他 の 血 清 学 的 検 査 法 で 得 ら れ た 結 果 の 間 に は 良 好 な 相 関 が み ら れ た 。 本 出 願
人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 患 者 が 強 い 陽 性 を 示 し た （ 患 者 1.11、 1.17、 1.18、 お よ び 1.31） 場
合 、 他 の 検 査 法 で も 強 い 陽 性 を 示 し た 。 ま た 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 血 清 が 陰 性 、 ま
た は 低 い 陽 性 を 示 し た 場 合 、 他 の 検 査 法 で も 通 常 、 陰 性 、 ま た は 弱 い 陽 性 を 示 し た （ 例 え
ば 、 患 者 1.19、 1.22、 1.25、 1.26、 1.32、 2.18、 2.26、 2.49、 2.50、 2.51、 2.52、 お よ び
2.53） 。
【 ０ １ １ ６ 】
新 鮮 な 血 清 を 解 析 し た 場 合 （ 表 5） 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 と 、 血 清 が 血 液 培 養 で 陽
性 ま た は 陰 性 の 結 果 の い ず れ か を 示 し た こ と の 間 に は 完 全 な 相 関 が み ら れ た 。
【 ０ １ １ ７ 】
以 上 の デ ー タ の 統 計 解 析 の 結 果 を 図 9お よ び 表 7に 示 す 。 図 9の エ ラ ー プ ロ ッ ト ダ イ ア グ ラ
ム か ら 、 血 液 培 養 陽 性 患 者 集 団 で 、 集 団 と し て 血 液 培 養 陰 性 患 者 （ 平 均 17.30、 95%CI： 13
.42～ 21.19） と 比 較 し て 、 Syscan3で 高 い カ ン ジ ダ 抗 体 レ ベ ル が 検 出 さ れ た こ と が 明 ら か
で あ る （ 平 均 25.86、 95%CI： 16.28～ 35.44） 。 独 立 試 料  T検 定 を 用 い た と き に 得 ら れ た 平
均 値 と 比 較 し て 、 2つ の 集 団 間 の 差 は 統 計 学 的 に 有 意 で あ る （ p=0.087） 。
【 ０ １ １ ８ 】
（ 表 7）
　
　
　
　
　
　
　
　
* p = 0.087
【 ０ １ １ ９ 】

侵 襲 性 カ ン ジ ダ 症 患 者 か ら 採 取 さ れ た 血 清 が 、 オ ー ス ト ラ リ ア の 病 院 （ 1997～ 1998） か ら
得 ら れ た （ 患 者 は 血 液 癌 の 患 者 で あ っ た ； n=24） 。 対 照 血 清 は 、 カ ン ジ ダ 感 染 歴 の な い 18
～ 25歳 の 男 性 （ n=20） か ら 採 取 さ れ た 。 患 者 の 血 清 は 、 実 施 例 2に 記 載 さ れ て い る よ う に
、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 調 べ ら れ た 。 各 血 清 は 3回 試 験 さ れ 、 測 定 値 の 平 均 が 用 い
ら れ た 。 各 血 清 の 平 均 吸 光 度 の 測 定 値 を 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 提 供 さ れ る 「 カ ッ
ト オ フ 」 キ ャ リ ブ レ ー タ ー 血 清 の 測 定 値 で 割 り 、 次 に 、 こ の 値 に 10を 乗 じ て 任 意 の 単 位 の
値 が 得 ら れ た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
20単 位 と い う 値 （ カ ッ ト オ フ キ ャ リ ブ レ ー タ ー 血 清 値 の 2倍 ） 、 ま た は こ れ 以 上 の 値 を 用
い て 陽 性 試 料 で あ る と 判 定 さ れ た 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 得 ら れ た 結 果 を 表 8に 示
す 。
【 ０ １ ２ １ 】
（ 表 8）
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本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 得 ら れ た 平 均 ス コ ア の 平 均 お よ び 95%信 頼 区 間

実 施 例 5
オ ー ス ト ラ リ ア に お け る 臨 床 評 価

本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 得 ら れ た 結 果 （ カ ッ ト オ フ 値 ＝ 20単 位 ）



　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ２ 】
カ ッ ト オ フ 値 と し て 20単 位 を 用 い た 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で は 、 検 査 法 の 特 異 度 は 10
0%で あ り 、 感 度 は 83.3%で あ っ た 。 陽 性 適 中 率 は 83.3%で あ り 、 陰 性 適 中 率 は 100%で あ っ た
。 陽 性 と み な さ れ た 検 査 値 を 10単 位 、 ま た は カ ッ ト オ フ 血 清 吸 光 度 の 値 の 1倍 と す る と 、
こ の 検 査 法 の 特 異 度 は 低 下 し た が 感 度 は 上 昇 し た （ 表 9） 。 特 異 度 は 90%で あ り 、 感 度 は 87
.5%で あ っ た 。 陽 性 予 測 因 子 は 91.3%に 上 昇 し 、 陰 性 予 測 因 子 は 85.7%に 低 下 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
（ 表 9）
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ４ 】
侵 襲 性 カ ン ジ ダ 症 患 者 の 血 清 を 対 象 に 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 得 ら れ た 結 果 を 表 10
に 示 す 。 陰 性 結 果 の 1例 の み が 、 血 液 培 養 で 陽 性 を 示 し た 患 者 に 由 来 す る も の で あ っ た 。 4
つ の 陰 性 試 料 の う ち 、 2つ は 中 心 静 脈 路 が 汚 染 さ れ た 患 者 に 由 来 す る も の で あ っ た 。 4つ の
陰 性 検 査 結 果 の う ち 3つ は 、 カ ン ジ ダ ・ パ ラ プ シ ロ ー シ ス （ C. parapsilosis） 感 染 患 者 に
由 来 す る も の で あ り 、 残 り は カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス （ C. albicans） 感 染 患 者 に 由 来 す
る も の で あ っ た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
（ 表 10）
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本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 得 ら れ た 結 果 （ カ ッ ト オ フ 値 ＝ 10単 位 ）

本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 に よ る 侵 襲 性 カ ン ジ ダ 症 患 者 の 血 清 検 査



　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ６ 】
侵 襲 性 カ ン ジ ダ 症 集 団 お よ び 健 康 な 対 照 を 対 象 と し て 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 得 ら
れ た デ ー タ を 図 10と 表 11に エ ラ ー バ ー ダ イ ア グ ラ ム で 示 し た 。 図 10で は 、 侵 襲 性 カ ン ジ ダ
症 集 団 の 平 均 値 は 、 健 康 血 液 ド ナ ー 集 団 （ 7.52単 位 ） よ り 高 い （ 31.45単 位 ） 。 こ の 差 は
、 統 計 学 的 に 有 意 で あ っ た （ p＜ 0.01） 。 平 均 値 の 95%信 頼 区 間 の 範 囲 も 、 健 康 ド ナ ー 集 団
（ 6.92～ 8.12単 位 ） と 比 較 し て 、 侵 襲 性 カ ン ジ ダ 症 集 団 で 高 か っ た （ 23.57～ 39.33単 位 ）
。
【 ０ １ ２ ７ 】
（ 表 11）
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ８ 】
本 研 究 で は 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 を 用 い て 、 侵 襲 性 カ ン ジ ダ 症 患 者 、 表 在 性 カ ン ジ
ダ 症 （ 口 腔 ま た は 膣 の 鵞 口 瘡 ） 患 者 、 お よ び 健 康 男 性 対 照 の 血 清 を 調 べ た 。 共 生 者 と し て
健 康 な 個 人 は 、 カ ン ジ ダ 抗 原 に 対 し て 測 定 可 能 な 抗 体 価 を 示 す 場 合 が あ る 。 正 常 な 抗 体 レ

10

20

30

40

50

(27) JP 2004-529350 A 2004.9.24

侵 襲 性 カ ン ジ ダ 症 患 者 お よ び 健 康 血 液 ド ナ ー の 平 均 値 の 平 均 お よ び 95%信 頼 区 間



ベ ル と 、 感 染 に 関 連 し た 抗 体 レ ベ ル を 区 別 す る た め に カ ッ ト オ フ キ ャ リ ブ レ ー タ ー 血 清 を
導 入 し た 。 試 験 対 象 の 血 清 の 吸 光 度 を 、 カ ッ ト オ フ キ ャ リ ブ レ ー タ ー 血 清 の 吸 光 度 で 割 り
、 10を 乗 じ て 任 意 の 単 位 の 値 を 得 た 。 陽 性 の 指 標 と し て 20単 位 ま た は こ れ 以 上 の 値 を 検 査
に 用 い る こ と で 、 侵 襲 性 カ ン ジ ダ 症 患 者 集 団 と 健 康 対 照 を 極 め て 明 瞭 に 識 別 す る こ と が で
き た （ 陽 性 適 中 率 ＝ 83%、 陰 性 適 中 率 ＝ 100%） 。 試 料 が 陽 性 で あ る と み な さ れ た 値 が 10単
位 （ カ ッ ト オ フ キ ャ リ ブ レ ー タ ー 値 ） よ り 低 い 場 合 、 陽 性 適 中 率 は わ ず か に 上 昇 し て 87.5
%に な っ た が 、 陰 性 適 中 率 は 90%に 低 下 し た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
血 液 培 養 が 陽 性 を 示 し た 患 者 の う ち 1人 だ け が 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 陰 性 を 示 し
た 。 4例 の 陰 性 血 清 の う ち 2例 が 、 中 心 静 脈 カ テ ー テ ル に 汚 染 の み ら れ た 患 者 に 由 来 す る も
の で あ っ た 。 し た が っ て こ れ は 、 抗 体 反 応 を 引 き 起 さ な い 場 合 が あ る 、 こ れ ら の 患 者 に お
け る 一 過 性 の 感 染 を 反 映 し て い る 可 能 性 が あ る 。 4例 の 陰 性 結 果 の う ち 3例 が カ ン ジ ダ ・ パ
ラ プ シ ロ ー シ ス の 感 染 に よ る も の で あ っ た こ と は 注 目 に 値 す る 。 こ の 菌 は 、 宿 主 の 免 疫 応
答 に 対 し て 障 壁 と な る 場 合 が あ る バ イ オ フ ィ ル ム に 関 連 す る こ と が 多 い 。
【 ０ １ ３ ０ 】
結 論 と し て 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 は 、 迅 速 で 信 頼 性 が 高 く 、 ま た 容 易 に 実 施 可 能 な
検 査 法 で あ る 。 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 は 、 侵 襲 性 カ ン ジ ダ 感 染 お よ び 重 度 の 表 在 性 カ
ン ジ ダ 感 染 の 診 断 に お い て 、 感 度 お よ び 特 異 度 が 優 れ て い る こ と が わ か っ た 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ３ １ 】
【 図 １ 】 ク ー マ シ ー ブ ル ー で 染 色 し た SDS-PAGE。 カ ン ジ ダ の 細 胞 質 抗 原 画 分 の 主 要 な タ ン
パ ク 質 バ ン ド が 55 kDa、 35～ 45 kDa領 域 、 30 kDa、 お よ び 20 kDaに み ら れ る 。
【 図 ２ 】 予 測 さ れ る 大 き さ の エ ノ ラ ー ゼ 抗 原 に 相 当 す る 48 kDaの 1本 の ク ー マ シ ー ブ ル ー
染 色 バ ン ド 。
【 図 ３ 】 清 澄 化 し た 細 胞 壁 抗 原 調 製 物 の ク ー マ シ ー ブ ル ー 染 色 ゲ ル 。 幅 広 い 染 色 ス ミ ア が
90 kDa～ 200 kDaの 大 き さ の 領 域 に み ら れ る 。
【 図 ４ 】 カ ン ジ ダ の 細 胞 質 抗 原 調 製 物 の ス ク リ ー ニ ン グ 対 象 の 血 清 の 数 。
【 図 ５ 】 陰 性 対 照 血 清 を 用 い た 、 3種 類 の カ ン ジ ダ 抗 原 （ 細 胞 質 、 細 胞 壁 、 お よ び 免 疫 優
位 な 抗 原 ） に 対 す る 抗 体 反 応 性 。
【 図 ６ 】 表 在 性 カ ン ジ ダ 症 患 者 の 血 清 を 用 い た 、 3種 類 の カ ン ジ ダ 抗 原 （ 細 胞 質 、 細 胞 壁
、 お よ び 免 疫 優 位 な 抗 原 ） に 対 す る 抗 体 反 応 性 。
【 図 ７ 】 全 身 性 カ ン ジ ダ 症 患 者 の 血 清 を 用 い た 、 3種 類 の カ ン ジ ダ 抗 原 （ 細 胞 質 、 細 胞 壁
、 お よ び 免 疫 優 位 な 抗 原 ） に 対 す る 抗 体 反 応 性 。
【 図 ８ 】 血 液 培 養 を 行 っ た さ ま ざ ま な 患 者 を 対 象 に 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法 で 得 ら れ
た 値 の エ ラ ー バ ー （ 95%CI） 。
【 図 ９ 】 血 液 培 養 が 陽 性 お よ び 陰 性 を 示 し た 患 者 集 団 の 両 方 を 対 象 に 、 本 出 願 人 に よ る 抗
原 検 査 法 で 測 定 し た 平 均 カ ン ジ ダ 抗 体 価 の エ ラ ー プ ロ ッ ト （ 95%信 頼 区 間 ） 。
【 図 １ ０ 】 侵 襲 性 カ ン ジ ダ 症 患 者 お よ び 健 常 対 照 者 を 対 象 に 、 本 出 願 人 に よ る 抗 原 検 査 法
で 得 ら れ た デ ー タ の エ ラ ー バ ー の グ ラ フ 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】

【 図 ９ 】

【 図 １ ０ 】
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【 国 際 公 開 パ ン フ レ ッ ト 】
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