
(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】　真菌を原因とする疾患に対して有効で、より安全な生物学的製剤、例えば、ワ
クチン組成物、減感作治療用組成物、又は診断用組成物として使用することのできる真菌
抗原を提供すること。
【解決手段】　カンジダ　アルビカンスに由来するワクチン活性又はアレルゲン活性を有
する抗原性タンパク質であって、特定アミノ酸配列を有し、かつ分子量（ＳＤＳ－ＰＡＧ
Ｅ、還元条件下）が約６５，０００である抗原性タンパク質からなる真菌抗原、別の特定
アミノ酸配列、又は該アミノ酸配列において、１～数個のアミノ酸残基の欠失、付加、挿
入又は置換の少なくとも１つを生じさせた配列を有し、かつ、ワクチン活性又はアレルゲ
ン活性を有するペプチドからなる真菌抗原。
【選択図】なし
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス に 由 来 す る ワ ク チ ン 活 性 又 は ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る 抗 原 性 タ
ン パ ク 質 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ： １ に 示 す 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ 分 子 量 （
Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 還 元 条 件 下 ） が 約 ６ ５ ， ０ ０ ０ で あ る 抗 原 性 タ ン パ ク 質 か ら な る 真 菌
抗 原 。
【 請 求 項 ２ 】
  配 列 表 の 配 列 番 号 ： ５ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は 該 ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ ～ 数 個
の ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠 失 、 付 加 、 挿 入 又 は 置 換 の 少 な く と も １ つ を 生 じ さ せ た 配 列 を 有 し 、
か つ 、 ワ ク チ ン 活 性 又 は ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド か ら な る 真 菌 抗 原 。
【 請 求 項 ３ 】
  請 求 項 １ 又 は ２ 記 載 の 真 菌 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 。
【 請 求 項 ４ 】
  配 列 表 の 配 列 番 号 ： ７ に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る 、 請 求 項 ３ 記 載 の 核 酸 。
【 請 求 項 ５ 】
  請 求 項 ４ 記 載 の 核 酸 に ０ ． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． １ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン 、 ０ ． １ ％ ポ リ ビ
ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ０ ． １ ％ フ ィ コ ー ル ４ ０ ０ 、 ０ ． ０ １ ％ 変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ６ ×
Ｓ Ｓ Ｃ 中 で 、 ５ ０ ℃ に て １ ２ ～ ２ ０ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 後 、 ０ ． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む ０
． １ × Ｓ Ｓ Ｃ 中 、 ５ ０ ℃ で 洗 浄 す る 条 件 に お い て ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 、 ワ ク チ ン 活 性 又
は ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 。
【 請 求 項 ６ 】
　 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス に 由 来 す る ワ ク チ ン 活 性 又 は ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る 抗 原 性 タ
ン パ ク 質 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ３ に 示 す 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ 分 子 量 （
Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 還 元 条 件 下 ） が 約 ３ ０ ， ０ ０ ０ で あ る 抗 原 性 タ ン パ ク 質 か ら な る 真 菌
抗 原 。
【 請 求 項 ７ 】
　 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス に 由 来 す る ワ ク チ ン 活 性 又 は ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る 抗 原 性 タ
ン パ ク 質 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ４ に 示 す 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ 分 子 量 （
Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 還 元 条 件 下 ） が 約 ６ ２ ， ０ ０ ０ で あ る 抗 原 性 タ ン パ ク 質 か ら な る 真 菌
抗 原 。
【 請 求 項 ８ 】
　 請 求 項 １ 、 ２ 、 ６ 、 ７ い ず れ か 記 載 の 真 菌 抗 原 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 個 体 に 投
与 し て 真 菌 に 対 す る 感 染 防 御 免 疫 を 誘 導 し 又 は 治 療 効 果 を 有 す る ワ ク チ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 ９ 】
　 請 求 項 ８ 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 真 菌 に 対 す る 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 の
免 疫 応 答 を 刺 激 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 請 求 項 １ 、 ２ 、 ６ 、 ７ い ず れ か 記 載 の 真 菌 抗 原 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る サ イ ト カ イ
ン 放 出 剤 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 請 求 項 １ 、 ２ 、 ６ 、 ７ い ず れ か 記 載 の 真 菌 抗 原 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 個 体 に 投
与 し て 真 菌 に 対 す る ア レ ル ギ ー 性 疾 患 を 予 防 し 又 は 治 療 効 果 を 有 す る ア レ ル ゲ ン 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 請 求 項 １ １ 記 載 の ア レ ル ゲ ン 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 真 菌 に 対 す る 非 ヒ ト 脊 椎 動
物 の ア レ ル ギ ー 反 応 を 抑 制 す る 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 請 求 項 １ 、 ２ 、 ６ 、 ７ い ず れ か 記 載 の 真 菌 抗 原 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 該 真 菌 に
よ る 疾 患 の 診 断 用 組 成 物 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 請 求 項 １ ３ 記 載 の 診 断 用 組 成 物 を 使 用 す る こ と を 含 む 、 真 菌 に よ る 非 ヒ ト 脊 椎 動 物 の 疾
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患 を 診 断 す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 、 細 胞 壁 を 有 す る 病 原 性 微 生 物 で あ る 真 菌 に よ る 感 染 症 、 ア レ ル ギ ー 疾 患 の 予
防 又 は 治 療 、 及 び 真 菌 に よ る 疾 患 の 診 断 に 有 効 な 真 菌 抗 原 及 び そ の 製 造 方 法 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 真 菌 は 、 ヒ ト 、 動 物 を 始 め と す る 脊 椎 動 物 に 感 染 し て 種 々 の 疾 病 を 引 き 起 こ す こ と が 知
ら れ て い る 。 例 え ば 、 ヒ ト の 皮 膚 、 口 腔 等 に 表 在 性 真 菌 症 を 起 こ し 、 内 臓 、 脳 等 に 全 身 性
真 菌 症 を 起 こ し 、 ペ ッ ト 、 家 畜 等 の 動 物 に 対 し て も 同 様 の 感 染 症 を 起 こ す 。 こ の う ち 、 ヒ
ト に 感 染 し て 、 全 身 性 真 菌 症 を 起 こ す 原 因 真 菌 の 主 な も の と し て は 、 カ ン ジ ダ 属 （ カ ン ジ
ダ 　 ア ル ビ カ ン ス （ Candida albicans） 他 ） 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス 属 （ ク リ プ ト コ ッ カ ス 　
ネ オ フ ォ ル マ ン ス （ Cryptococcus neoformans ） 他 ） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 属 （ ア ス ペ ル ギ ル
ス 　 フ ミ ガ タ ス （ Aspergillus fumigatus 他 ） ） 、 カ リ ニ 肺 炎 菌 （ ニ ュ ー モ シ ス チ ス 　 カ
リ ニ （ Pneumocystis  carinii ） ） 等 が 知 ら れ 、 表 在 性 真 菌 症 で は 、 皮 膚 、 口 腔 、 膣 等 に
感 染 す る カ ン ジ ダ 属 、 手 足 の 皮 膚 に 感 染 す る 白 癬 菌 （ ト リ コ フ ィ ト ン 　 メ ン タ グ ロ フ ィ テ
ス （ Trichophyton mentagrophytes ） 、 ト リ コ フ ィ ト ン 　 ル ブ ル ム （ Trichophyton rubru
m ） 他 ） 等 が 主 な も の と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 家 畜 等 に 感 染 症 を 起 こ す 真 菌 と し て は 皮 膚 糸 状 菌 （ Dermophytes ） が 多 く 、 上 記 の ト リ
コ フ ィ ト ン （ ト リ コ フ ィ ト ン 　 ベ ル コ ー サ ム （ Trichophyton verrucosum 他 ） ） の 他 に 、
ミ ク ロ ス ポ ル ム （ ミ ク ロ ス ポ ル ム 　 カ ニ ス （ Microsporum canis ） 、 ミ ク ロ ス ポ ル ム 　 ジ
プ セ ウ ム （ Microsporum gypseum ） 他 ） が 知 ら れ て い る 。 生 活 環 境 中 に は こ れ ら 以 外 に も
多 様 な 真 菌 が 存 在 し 、 ヒ ト 、 動 物 に 感 染 を 引 き 起 こ す と 考 え ら れ て い る 。 さ ら に 、 近 年 、
広 範 囲 抗 生 物 質 の 多 用 、 免 疫 抑 制 剤 の 使 用 、 免 疫 抑 制 作 用 を 持 っ た 制 癌 剤 の 使 用 等 に よ り
、 こ れ ら の 薬 剤 の 投 与 を 受 け て い る 患 者 は 免 疫 的 易 感 染 宿 主 （ immunocompromised host）
と な り 、 健 常 人 で は 病 原 性 の 低 い 真 菌 に よ る 日 和 見 感 染 が 増 大 し て い る 。 ま た 、 AIDS患 者
に お い て は 、 口 腔 カ ン ジ ダ 症 が 繰 り 返 し 発 生 す る 他 、 各 種 真 菌 症 が 併 発 す る 。 ま た 、 血 管
内 カ テ ー テ ル 留 置 、 特 に 経 中 心 高 カ ロ リ ー 輸 液 法 （ IVH ） に よ る 治 療 を 受 け て い る 患 者 で
は 、 カ テ ー テ ル に 起 因 し て 真 菌 、 特 に カ ン ジ ダ に よ る 感 染 症 が 起 こ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 一 方 、 喘 息 、 ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 、 ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 を は じ め と す る ア レ ル ギ ー 性 疾 患 が
急 激 に 増 大 し つ つ あ る が 、 こ の 中 で 真 菌 を 原 因 と す る ア レ ル ギ ー 性 疾 患 も 非 常 に 多 い 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 の 多 く は 、 そ の 疾 患 の 原 因 抗 原 に 感 作 さ れ る こ と に よ り 、 血 清 及 び 組
織 に お い て 、 ア レ ル ゲ ン で あ る 抗 原 に 特 異 的 な Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 （ レ ア ギ ン 抗 体 ） が 産 生 さ れ 、
該 Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 が 肥 満 細 胞 及 び 好 塩 基 球 の レ セ プ タ ー に 結 合 す る 。 再 び そ の 抗 原 に 暴 露 さ れ
る と 、 細 胞 に 結 合 し た Ｉ ｇ Ｅ と 抗 原 と が 細 胞 表 面 上 で 架 橋 し 、 Ｉ ｇ Ｅ － 抗 原 相 互 作 用 の 生
理 学 的 効 果 を 生 ず る 。 こ れ ら の 生 理 学 的 効 果 は ケ ミ カ ル メ デ ィ エ イ タ ー で あ る ヒ ス タ ミ ン
、 セ ロ ト ニ ン 、 ヘ パ リ ン 、 好 酸 球 遊 送 因 子 又 は 各 種 ロ イ コ ト リ エ ン 等 の 放 出 を 介 し て 現 れ
る 。 そ れ ら の 効 果 は 抗 原 が 体 内 に 入 る 経 路 及 び 肥 満 細 胞 又 は 好 塩 基 球 上 に Ｉ ｇ Ｅ が 沈 着 す
る パ タ ー ン に 依 存 し て 全 身 的 又 は 局 所 的 性 質 で あ り 得 る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 全 身 的 症 状 は ア ナ フ ィ ラ キ シ ー シ ョ ッ ク が 含 ま れ 、 血 管 内 で の 抗 原 に 対 す る Ｉ ｇ Ｅ － 好
塩 基 球 応 答 が 起 こ る 。 そ の 結 果 、 主 と し て 平 滑 筋 の 収 縮 と 毛 細 管 の 拡 張 が 起 こ り 、 発 疹 、
嘔 吐 、 下 痢 、 呼 吸 困 難 等 の 症 状 が 現 れ 、 激 し い 場 合 は 死 に 至 る 。 ま た 、 局 所 的 症 状 は 一 般
に 抗 原 が 体 内 に 入 っ た 位 置 の 上 皮 表 面 に 起 こ り 、 発 赤 や 丘 疹 と し て 現 れ る 。 局 所 的 症 状 が
小 気 管 支 の 平 滑 筋 の 収 縮 の 場 合 、 気 管 支 喘 息 と し て 現 れ る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
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　 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 を 引 き 起 こ す 原 因 菌 と し て は 、 ペ ニ シ リ ウ ム 属 （ Penicillium ） 、 カ
ン ジ ダ 属 （ Candida ） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 属 （ Aspergillus ） 、 ア ル タ ナ リ ア 属 （ Alternar
ia） 、 ク ラ ド ス ポ リ ウ ム 属 （ Cladosporium） 、 マ ラ セ チ ア 属 （ Malassezia） 、 ボ ト リ チ ス
属 （ Botrytis） 、 ム ー コ ル 属 （ Mucor ） 、 リ ゾ プ ス 属 （ Rhizopus） 、 オ ー レ オ バ シ ジ ウ ム
属 （ Aureobasidium ） 、 フ ザ リ ウ ム 属 （ Fusarium） 、 ト リ コ デ ル マ 属 （ Trichoderma ） 、
ヘ ル ミ ン ソ ス ポ リ ウ ム 属 （ Helminthosporium） 、 ノ イ ロ ス ポ ラ 属 （ Neurospora） 、 ワ レ ミ
ア 属 （ Wallemia） 、 ロ ド ト ル ラ 属 （ Rhodotorula ） 、 ト リ コ フ ィ ト ン 属 （ Trichophyton）
が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 真 菌 感 染 症 に 対 す る 治 療 法 と し て は 、 抗 真 菌 剤 に よ る 治 療 が 一 般 的 で あ り 、 表 在 性 真 菌
症 に 対 し て は 多 く の 薬 剤 が 開 発 さ れ お り 、 ま た 、 全 身 性 感 染 症 に 対 し て も 幾 つ か の 優 れ た
薬 剤 が 開 発 さ れ て い る 。 し か し 、 そ の 効 果 は 有 効 性 、 毒 性 、 副 作 用 な ど の 面 か ら 不 十 分 で
あ る 。 例 え ば 、 古 く か ら 使 用 さ れ て き た ア ン ホ テ リ シ ン B は 重 篤 な 腎 障 害 を 始 め と す る 種
々 の 副 作 用 が 起 こ る 。 ま た 、 フ ル コ ナ ゾ ー ル を 始 め と す る 各 種 の ア ゾ ー ル 系 抗 真 菌 剤 が 開
発 さ れ た が 、 作 用 が 静 菌 的 で あ り 、 感 染 症 が 再 発 す る こ と が 多 い 、 ま た 多 用 に よ り 耐 性 菌
が 出 現 し 始 め て い る 。 耐 性 菌 が 出 現 す る と 、 現 在 実 用 化 さ れ て い る 抗 真 菌 剤 の 多 く が 類 似
の 作 用 メ カ ニ ズ ム を 有 し て い る た め 交 差 耐 性 と な り 、 大 き な 問 題 と な る 可 能 性 が あ る 。 表
在 性 真 菌 症 の 場 合 で も 、 各 種 治 療 薬 が 開 発 さ れ て い る が 、 長 期 の 治 療 期 間 を 要 す る 、 又 再
発 を 繰 り 返 す な ど 、 ど れ も 十 分 と は い え ず 、 さ ら に 優 れ た 薬 剤 の 開 発 が 望 ま れ て い る 。 さ
ら に 、 爪 白 癬 の よ う に 外 用 剤 だ け の 治 療 で は 不 十 分 で あ る た め 、 グ リ セ オ フ ル ビ ン 等 の 内
服 薬 を 必 要 と す る 表 在 性 真 菌 症 も あ る 。 こ の 際 、 長 期 に わ た る 投 与 が 必 要 と な り 、 薬 剤 に
よ る 種 々 の 副 作 用 が 生 じ る 。 ま た 、 表 在 性 真 菌 症 や 、 AIDSに お け る 口 腔 カ ン ジ ダ 症 の よ う
に 、 繰 り 返 し 感 染 が 発 生 す る た め 、 有 効 な 抗 真 菌 剤 が 開 発 さ れ て も 費 用 の 面 で 大 き な 問 題
が あ る 。 こ の よ う に 抗 真 菌 剤 に よ る 治 療 は い ろ い ろ の 問 題 が あ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 生 体 に は 本 来 こ れ ら の 外 来 か ら の 侵 入 物 で あ る 微 生 物 と 戦 う 感 染 防 御 力 が あ る 。 こ の 力
を 利 用 し た も の が ワ ク チ ン で あ る 。 病 原 性 細 菌 に 対 し て は ワ ク チ ン に よ る 感 染 予 防 が 実 施
さ れ て お り 、 古 く か ら 使 用 さ れ か な り の 効 果 を 挙 げ て い る 。 細 菌 感 染 症 に 対 す る こ れ ら の
ワ ク チ ン は 、 弱 毒 菌 （ 結 核 菌 ） 、 死 菌 （ コ レ ラ 菌 ） 、 ト キ ソ イ ド （ ジ フ テ リ ア 菌 、 破 傷 風
菌 ） 、 細 胞 表 面 の 莢 膜 多 糖 体 等 の 精 製 抗 原 （ 百 日 咳 菌 、 肺 炎 球 菌 、 イ ン フ ル エ ン ザ 菌 、 髄
膜 炎 菌 ） を 抗 原 と し て 使 用 し て い る 。 ワ ク チ ン は 病 原 菌 の 抗 原 性 分 子 に 対 す る 抗 体 、 及 び
細 胞 性 免 疫 に よ り 感 染 防 御 力 を 宿 主 に 与 え て い る 。 抗 体 は 病 原 菌 に よ り 分 泌 さ れ る 毒 性 物
質 の 中 和 、 病 原 菌 の 細 胞 表 面 分 子 に 結 合 し て 宿 主 細 胞 へ の 侵 入 を 防 ぐ 役 割 を 果 た す と 考 え
ら れ る 。 細 胞 性 免 疫 で は 、 CD4 ＋ 細 胞 、 CD8 ＋ T 細 胞 が 中 心 的 役 割 を 果 た し 、 そ の 病 原 菌
の 抗 原 性 分 子 を 認 識 し 、 病 原 菌 に 特 異 的 な 防 御 反 応 を 活 性 化 し て い る 。 こ れ ら の 病 原 菌 の
有 す る 抗 原 性 分 子 で あ る 免 疫 原 性 物 質 が 単 離 同 定 さ れ 、 こ れ ら の 免 疫 原 を 感 作 抗 原 （ ワ ク
チ ン ） と し て 用 い て い る 研 究 も い く つ か あ る 。 こ の 場 合 、 上 記 の よ う に 細 胞 表 面 分 子 で あ
る 莢 膜 多 糖 体 が 免 疫 原 と し て よ く 使 用 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 真 菌 は 環 境 中 に 非 常 に 多 く の 数 、 種 類 が 存 在 し て お り 、 脊 椎 動 物 は ほ と ん ど 全 て こ れ ら
の 真 菌 に 感 作 さ れ て い る 。 ま た 、 生 体 に 常 在 し て い る 真 菌 も 多 い 。 従 っ て 、 脊 椎 動 物 で は
一 般 に こ れ ら の 真 菌 に 対 す る 種 々 の 生 体 防 御 免 疫 反 応 が 用 意 さ れ て い る 。 真 菌 感 染 に 対 し
て 重 要 な 働 き を し て い る 免 疫 反 応 に は 、 活 性 化 さ れ た マ ク ロ フ ァ ー ジ や 多 形 核 白 血 球 （ PM
N ） が 食 菌 作 用 や 殺 菌 作 用 を 示 し 、 主 役 と し て 働 い て い る が 、 抗 体 や 細 胞 性 免 疫 が 寄 与 し
て い る こ と も 知 ら れ て い る 。 真 菌 は 、 そ の 細 胞 表 面 に マ ン ナ ン 、 グ ル カ ン 、 キ チ ン 等 の 多
糖 を 主 成 分 と す る 細 胞 壁 を 有 し て お り 、 真 菌 細 胞 に よ っ て は そ の 含 量 が 全 細 胞 の ３ ０ ％ 近
く を 占 め る 場 合 が あ る （ 非 特 許 文 献 １ ） 。 こ れ ら の 細 胞 壁 成 分 の 中 で マ ン ナ ン が 最 も 抗 原
性 が 高 い 。 マ ン ナ ン は 細 胞 表 層 に 存 在 す る 多 糖 で あ り 、 こ の 多 糖 部 分 に 対 す る 抗 体 が 多 量
に 作 ら れ る 。 ザ イ モ ザ ン （ Zymosan ） を 始 め と す る 真 菌 細 胞 壁 グ ル カ ン も 種 々 の 生 理 活 性
を 有 し て お り 、 非 特 異 的 な 免 疫 増 強 作 用 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 真 菌 の 細 胞 表 面 の
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マ ン ナ ン を 始 め と す る 細 胞 壁 成 分 が 、 感 染 に お い て も 細 胞 の 生 体 へ の 接 着 分 子 と し て 重 要
な 働 き を し て い る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 そ し て 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス の ガ ラ ク ト キ シ ロ マ ン ナ ン （ 非 特 許 文 献 ２ ） や カ ン ジ ダ 　 ア
ル ビ カ ン ス の 接 着 因 子 で あ る ホ ス ホ マ ン ノ プ ロ テ イ ン （ 特 許 文 献 １ ） が ワ ク チ ン と し て 、
ま た こ れ ら の 抗 原 性 分 子 に 対 す る 抗 体 が 感 染 防 御 活 性 を 有 す る こ と が 報 告 さ れ て い る 。 カ
ン ジ ダ の 生 菌 、 死 菌 に よ る 感 染 防 御 免 疫 の 誘 導 に 関 し て も 多 く の 報 告 （ 非 特 許 文 献 ３ ） が
あ る 。 こ の 場 合 も 細 胞 表 面 分 子 で あ る 細 胞 壁 成 分 に 対 す る 生 体 防 御 免 疫 反 応 が 主 と し て 機
能 し て い る と 考 え ら れ て き た 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 そ の 他 真 菌 に 対 す る ワ ク チ ン と し て は 、 リ ボ ソ ー ム ワ ク チ ン （ 非 特 許 文 献 ４ ） が 、 カ ン
ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 、 ト リ コ フ ィ ト ン を 始 め と す る 真 菌 に よ る 感 染 症 に 対 し て 試 験 さ れ 、
実 験 動 物 、 さ ら に 一 部 ヒ ト 、 家 畜 に 対 す る 効 果 も 検 討 さ れ て い る 。 ま た 、 最 近 で は 、 エ ノ
ラ ー ゼ や ス ト レ ス タ ン パ ク 質 HSP90 （ 特 許 文 献 ２ ） が 感 染 防 御 活 性 を 誘 導 で き る こ と が 報
告 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 し か し 、 上 記 の 抗 原 性 分 子 は い ず れ も ま だ 十 分 な 有 効 性 を 確 認 さ れ て い る と は 言 え な い
。 ま た 、 多 様 性 の 高 い 哺 乳 類 に 対 し て 、 単 一 の 抗 原 性 分 子 を 用 い た 治 療 に よ り 十 分 な 有 効
性 を 得 ら れ る か は 疑 問 で あ る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 一 方 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 の 治 療 法 と し て は 、 抗 ヒ ス タ ミ ン 薬 、 ス テ ロ イ ド 性 抗 炎 症 薬 、
メ デ ィ エ イ タ ー 遊 離 抑 制 薬 な ど が 使 用 さ れ て い る 。 し か し 、 抗 ヒ ス タ ミ ン 薬 は 、 倦 怠 感 、
眠 気 、 め ま い 等 、 ス テ ロ イ ド 剤 は 、 副 腎 萎 縮 、 機 能 不 全 、 胃 潰 瘍 な ど 様 々 な 副 作 用 の 危 険
性 が あ り 、 メ デ ィ エ イ タ ー 遊 離 抑 制 剤 も 、 問 題 と な る ア レ ル ギ ー 性 疾 患 以 外 に 関 与 し て い
る メ デ ィ エ イ タ ー の 作 用 を も 抑 制 す る 危 険 性 が あ る 。 こ の 点 に お い て 、 抗 原 診 断 に よ り 特
定 さ れ た ア レ ル ゲ ン と の 暴 露 の 機 会 を 減 ら す 予 防 法 、 及 び ／ 又 は こ れ ら の 原 因 ア レ ル ゲ ン
を 用 い た 減 感 作 療 法 が 優 れ た 治 療 法 と さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 従 っ て 、 ア レ ル ギ ー 疾 患 に 対 し て は 、 ま ず 原 因 と な っ て い る 抗 原 を 同 定 す る 診 断 が 必 要
で あ り 、 そ の た め に ま ず 100 種 を 超 え る 市 販 の ア レ ル ゲ ン エ キ ス 、 時 に は 自 製 の も の に つ
い て 、 疑 わ し い 抗 原 エ キ ス を 皮 内 テ ス ト に よ り 試 験 し て い る 。 可 能 性 の 高 い 抗 原 が 見 つ か
る と 、 血 清 中 の Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 価 の 測 定 、 誘 発 テ ス ト 、 又 は 全 血 や リ ン パ 球 を 用 い た ヒ ス タ ミ
ン 遊 離 試 験 に よ り 抗 原 を 特 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 ヒ ト に ア レ ル ギ ー 症 状 を 惹 起 さ せ る ア レ ル ゲ ン と し て は 、 天 然 に 存 在 す る 多 く の も の が
知 ら れ て い る が 、 市 販 の 食 品 な ど の ア レ ル ゲ ン エ キ ス は 天 然 の ア レ ル ゲ ン を 原 料 と し た 粗
抽 出 物 で あ る 。 従 っ て 、 当 然 多 く の 物 質 の 集 合 体 で あ り 、 ま た 複 数 の 抗 原 が 含 有 さ れ て い
る 。 近 年 に な っ て 、 分 離 精 製 技 術 及 び ア レ ル ゲ ン 活 性 評 価 法 が 進 展 し た 結 果 、 多 く の 食 品
ア レ ル ゲ ン か ら 、 ア レ ル ゲ ン の 本 体 で あ る 抗 原 性 タ ン パ ク 質 が 単 離 同 定 さ れ て き た 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 ま た 、 環 境 中 に 存 在 す る ア レ ル ゲ ン で あ る ダ ニ 、 ス ギ 花 粉 、 ネ コ の 毛 な ど か ら も そ れ ぞ
れ よ り 主 要 な ア レ ル ゲ ン と し て Der p I （ 非 特 許 文 献 ５ ） 、 Cry j I （ 非 特 許 文 献 ６ ） 、
Fel d I （ 非 特 許 文 献 ７ ） と 命 名 さ れ た 抗 原 性 タ ン パ ク 質 が 単 離 さ れ て い る 。 更 に 、 そ れ
ら の ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 も 単 離 さ れ 、 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り 純 粋
な ア レ ル ゲ ン タ ン パ ク 質 を 大 量 に 調 製 す る こ と が 可 能 に な っ て い る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 一 方 、 真 菌 の ア レ ル ゲ ン を 単 離 す る 努 力 も な さ れ て い る 。 真 菌 細 胞 内 に 存 在 す る タ ン パ
ク 質 か ら 、 例 え ば カ ン ジ ダ ・ ア ル ビ カ ン ス よ り ア ル コ ー ル デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ Can a I ）
（ 非 特 許 文 献 ８ ） エ ノ ラ ー ゼ （ 非 特 許 文 献 ９ ） や 、 ア ス ペ ル ギ ル ス ・ フ ミ ガ タ ス よ り リ ボ
ト キ シ ン （ Asp f Ia） （ 非 特 許 文 献 １ ０ ） 等 の 抗 原 性 タ ン パ ク 質 が 単 離 同 定 さ れ 、 こ れ ら
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の い く つ か が ア レ ル ゲ ン と し て 作 用 す る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 し か し 、 カ ン ジ ダ 、 ア ス ペ ル ギ ル ス を 含 め て 一 般 的 に 真 菌 ア レ ル ゲ ン の 場 合 、 単 一 の 主
要 ア レ ル ゲ ン と い え る も の が 抗 原 性 タ ン パ ク 質 と し て 存 在 す る 場 合 は 少 な く 、 複 数 の 抗 原
性 タ ン パ ク 質 が 存 在 し （ 非 特 許 文 献 １ １ ） 、 個 人 に よ っ て 異 な る 抗 原 、 ま た 、 各 個 人 が 複
数 の 抗 原 を ア レ ル ゲ ン と し て 認 識 し 反 応 し て い る 。 即 ち 、 例 え ば 同 じ カ ン ジ ダ ア レ ル ギ ー
と い っ て も 、 各 個 人 の 反 応 す る 抗 原 は 異 な る 場 合 が 多 く 、 し か も 各 個 人 が 複 数 の カ ン ジ ダ
由 来 抗 原 に 反 応 し て い る こ と が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 現 在 市 販 さ れ て い る 診 断 用 又 は 治 療 用 ア レ ル ゲ ン エ キ ス は 、 単 な る 抽 出 物 や 、 ほ と ん ど
精 製 さ れ て な く 、 さ ら に 含 有 成 分 に つ い て も 管 理 さ れ て い な い も の が 殆 ど で あ る 。 真 菌 ア
レ ル ゲ ン エ キ ス と し て は 、 カ ン ジ ダ 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 、 ア ル タ ナ リ ア 、 ク ラ ド ス ポ リ ウ ム
、 マ ラ セ チ ア 、 ペ ニ シ リ ウ ム な ど が あ る 。 し か し こ れ ら の 製 造 法 は 、 前 記 の よ う な 食 品 や
環 境 中 の 天 然 ア レ ル ゲ ン 由 来 の ア レ ル ゲ ン エ キ ス と 異 な る 。 つ ま り 、 原 因 真 菌 の 培 養 細 胞
自 体 で は な く 、 各 々 の 属 に 属 す る 代 表 的 菌 株 を 、 あ る 限 定 し た 栄 養 源 を 含 む 人 工 培 地 で 長
期 培 養 し て 得 ら れ る 、 副 次 産 物 と も 言 え る 培 養 液 中 の 菌 体 外 分 泌 物 を 原 料 と す る 。 従 っ て
、 本 製 造 法 に よ り 得 ら れ る 抗 原 は 、 自 己 細 胞 の 消 化 物 や 細 胞 外 分 泌 物 で あ り 、 マ ン ナ ン 、
グ ル カ ン を 始 め と す る 細 胞 壁 多 糖 が 主 成 分 と 考 え ら れ る が 、 こ れ ら の 抗 原 の 含 量 及 び 他 の
抗 原 性 タ ン パ ク 質 の 種 類 も 明 ら か に な っ て い な い 。 さ ら に 、 製 造 者 間 で 品 質 が 異 な る た め
、 使 用 に 際 し て は 充 分 な 注 意 が 必 要 で あ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 市 販 の 真 菌 ア レ ル ゲ ン エ キ ス に も 多 く 含 ま れ る 細 胞 壁 多 糖 、 特 に マ ン ナ ン は 、 一 部 の ア
レ ル ギ ー 患 者 に お い て 主 要 な ア レ ル ゲ ン と し て 働 く 一 方 、 健 常 人 で も 細 胞 壁 多 糖 に 対 す る
IgG 、 IgM を 多 量 に 持 っ て い る 。 さ ら に 、 マ ン ナ ン 自 身 、 特 に 中 性 マ ン ナ ン は 、 マ ウ ス に
対 す る 致 死 的 作 用 と い っ た 毒 性 を 有 し て い る こ と も 知 ら れ て い る （ 非 特 許 文 献 １ ２ ） 。 ま
た 細 胞 壁 グ ル カ ン も 炎 症 を 引 き 起 こ す 等 の 病 理 学 的 作 用 を 有 す る こ と が 知 ら れ て い る （ 非
特 許 文 献 １ ３ ） 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 従 っ て 、 抗 原 で あ る マ ン ナ ン を 始 め と す る 細 胞 壁 成 分 や 真 菌 細 胞 自 身 を ワ ク チ ン と し て
利 用 す る 際 に は 過 敏 症 を 引 き 起 こ す な ど の 危 険 性 が あ る 。 ま た 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 の 減 感
作 治 療 等 に お い て も 、 必 ず し も 細 胞 壁 成 分 が 主 要 な ア レ ル ゲ ン と し て 働 い て い る わ け で は
な い の で 、 細 胞 壁 成 分 を 含 有 す る ア レ ル ゲ ン 組 成 物 を 用 い る 場 合 、 そ の 抗 原 性 が 危 惧 さ れ
、 人 に 投 与 す る 際 は 慎 重 に な る 必 要 が あ る 。 こ の 点 に お い て 、 現 在 市 販 の 真 菌 ア レ ル ゲ ン
エ キ ス は 全 く 不 満 足 な も の で あ る 。 さ ら に 、 有 効 な 抗 原 が 、 十 分 量 含 有 さ れ て い る 診 断 用
及 び ／ 又 は 治 療 用 の 医 薬 組 成 物 は 知 ら れ て い な い 。
【 特 許 文 献 １ 】 WO 95 ／ 31998 号 公 報
【 特 許 文 献 ２ 】 特 表 平 4-502257号 公 報
【 非 特 許 文 献 １ 】 Klis,R.U. et al.,Yeast,Vol.10,851-869(1994)
【 非 特 許 文 献 ２ 】 Devi,S.J.N. et al.,Infect.Immun., Vol.59, 3700-3707,(1991)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Segal,E. et al. Critical Reviews in Microbiology Vol.14 229-271(
1987)
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Segal,E.,  Handbook of Applied Mycology, Volume 2:Immunizations 
against fungal diseases in man and animals., Humans, animals and insects.
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Smith,W.A. et al.Clin.Exp.Allergy,Vol.24,220-228(1994)
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Sone,T. et al.Biochem.Biophys.Res.Commun.,Vol.199,619-625(1994)
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Morgenstern,J.P. et al.Proc.Natl.Acad.Sci.USA,Vol.88,9690-9694(1
991)
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Shen,H.D. et al.,Clin.Exp.Allergy,Vol.21,675-681(1991)
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Ishiguro,A. et al.,Infect.Immun.,Vol.60,1550-1557(1992)
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Mosor,M. et al.,J.Immunol.,Vol.149,454-460(1992)
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【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Stewart,G.A. et al.,Clin.Exp.Allergy,Vol.26,1020-1044(1996)
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 日 本 医 真 菌 誌 第 36巻 , 203-208,(1995)
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Kogan,G. et al. Biomedical and Biotechnological Advaneds in In
dustrial Polysaccarides.251-258(1989)
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 上 記 の よ う に 、 真 菌 症 の 増 大 に 伴 い 、 さ ら に 現 在 使 用 さ れ て い る 抗 真 菌 剤 の 副 作 用 、 耐
性 菌 の 出 現 、 医 療 費 の 問 題 等 か ら 、 有 効 性 の 高 い 、 さ ら に 安 全 性 の 高 い 、 新 た な 真 菌 症 の
治 療 薬 の 開 発 が 強 く 望 ま れ て い る 。 抗 真 菌 剤 に 比 べ て ワ ク チ ン は 多 く の 利 点 を 有 し て お り
、 こ れ ら の 真 菌 に よ る 感 染 症 に 対 す る ワ ク チ ン を 見 い 出 す こ と が で き れ ば 、 こ れ ら の 感 染
症 に 感 染 す る こ と に 伴 う 苦 痛 や 衰 弱 を 防 止 す る こ と が で き る だ け で な く 、 こ れ ら の 感 染 症
の 治 療 を 目 的 と す る 薬 剤 の 投 与 量 を 明 確 に 減 少 さ せ る こ と も で き る 。 さ ら に 、 こ の 様 に 薬
剤 の 使 用 を 回 避 す る こ と に よ り 、 抗 菌 剤 の 過 剰 投 与 に よ る 病 原 性 微 生 物 に 対 す る 選 択 圧 が
減 少 し 、 耐 性 菌 の 出 現 を 減 少 さ せ る こ と が で き る 。 し か し 、 現 在 の と こ ろ そ の よ う な 有 効
性 の 高 い ワ ク チ ン は 発 見 さ れ て い な い 。 ま た 、 単 独 の 抗 原 で 感 作 す る よ り も 、 複 数 の 抗 原
で 感 作 す る 方 が 耐 性 、 有 効 性 と い う 点 で よ り 優 れ た 感 染 防 御 を 誘 導 す る こ と が で き る と 期
待 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 一 方 、 ア レ ル ギ ー 疾 患 の 増 大 に 伴 い 、 治 療 用 或 い は 診 断 用 ア レ ル ゲ ン エ キ ス と し て 数 多
く 市 販 さ れ て い る が 、 有 効 成 分 は 明 ら か に な っ て い な い も の が 多 い 。 真 菌 に 関 し て も 、 真
菌 細 胞 の ど の 部 分 に 由 来 す る 成 分 で あ る か も 明 ら か に な っ て い な い が 、 製 法 上 、 そ の 主 要
成 分 は 細 胞 壁 由 来 多 糖 体 で あ り 、 明 ら か に 細 胞 内 由 来 の 抗 原 成 分 が 少 な く 、 抗 原 成 分 に 非
常 に 偏 り が あ る と 考 え ら れ る 。 従 っ て 、 市 販 の 真 菌 ア レ ル ゲ ン エ キ ス 、 及 び 同 様 な 方 法 で
得 ら れ る 抗 原 エ キ ス で は 十 分 な 治 療 及 び 診 断 は 実 施 で き な い と 考 え ら れ 、 従 来 の ア レ ル ゲ
ン エ キ ス に 含 有 さ れ る 成 分 と は 異 な る 、 し か も 、 そ の 成 分 の 含 量 が 異 な る ア レ ル ゲ ン エ キ
ス は 高 い 有 効 性 を 発 揮 す る こ と が 期 待 さ れ る 。 ま た 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 に 有 効 と さ れ る 減
感 作 療 法 の 現 状 は 、 抗 原 液 を 週 １ ～ ２ 回 、 少 量 ず つ 皮 内 に 投 与 し ３ ～ ４ カ 月 か け て 増 量 し
、 維 持 量 に 挙 げ 、 更 に １ ～ ３ 年 投 与 し 続 け る 必 要 が あ る 。 従 っ て 、 増 量 が 容 易 及 び ／ 又 は
投 与 量 を 上 げ る こ と が 可 能 で あ る 抗 原 組 成 物 の 使 用 は 、 優 れ た 治 療 効 果 を よ り 容 易 に 得 ら
れ る こ と が 期 待 で き る 。 ま た 、 ヒ ト を 始 め と す る 哺 乳 類 は 一 般 的 に 多 様 で あ り 、 た と え 一
種 類 の 真 菌 に 感 染 又 は ア レ ル ギ ー 状 態 に な っ た と し て も 、 抗 原 と し て 認 識 さ れ る も の は 異
な る 可 能 性 が 高 い 。 従 っ て 多 様 な 抗 原 成 分 を 十 分 量 含 有 す る 抗 原 が 望 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 さ ら に 、 原 因 抗 原 を 特 定 す る こ と は 、 有 効 な 治 療 法 を 選 択 す る 為 の 診 断 上 重 要 で あ り 、
そ の 抗 原 を 用 い た 減 感 作 治 療 な ど の 有 効 性 の 高 い 、 さ ら に 安 全 性 の 高 い 治 療 も 可 能 と な る
。 従 っ て 未 知 の 抗 原 を 特 定 す る こ と は 、 こ れ ら の 点 か ら 好 ま し い 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 し た が っ て 本 発 明 の 目 的 は 、 こ の よ う な 真 菌 を 原 因 と す る 疾 患 に 対 し て 有 効 で 、 よ り 安
全 な 生 物 学 的 製 剤 、 例 え ば 、 ワ ク チ ン 組 成 物 、 減 感 作 治 療 用 組 成 物 、 又 は 診 断 用 組 成 物 と
し て 使 用 す る こ と の で き る 真 菌 抗 原 を 提 供 す る こ と に あ る 。 さ ら に 本 発 明 の 目 的 は 、 か か
る 真 菌 抗 原 の 製 造 方 法 、 該 真 菌 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 を 提 供 す る こ と に あ る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 者 ら は 、 従 来 主 と し て 抗 原 性 分 子 と し て 研 究 さ れ て き た 真 菌 の 細 胞 壁 成 分 に 、 生
体 に 対 し 好 ま し く な い 免 疫 反 応 を 引 き 起 こ す も の が あ る た め 、 真 菌 細 胞 よ り 細 胞 壁 を 取 り
除 き 、 得 ら れ る プ ロ ト プ ラ ス ト を 原 料 と し て 細 胞 壁 成 分 以 外 の 抗 原 性 、 ワ ク チ ン 及 び ／ 又
は ア レ ル ゲ ン と し て 活 性 を 有 す る 物 質 を 探 索 し た 。 そ の 結 果 、 感 染 症 を 引 き 起 こ す 真 菌 由
来 の プ ロ ト プ ラ ス ト よ り 得 ら れ る 細 胞 膜 タ ン パ ク 質 や 細 胞 小 器 官 膜 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る
不 溶 性 画 分 が 、 意 外 に も 強 い 抗 原 性 を 有 し て お り 、 更 に 、 実 質 的 に 細 胞 壁 成 分 を 含 ん で い
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な い に も 関 わ ら ず ワ ク チ ン と し て 生 の 細 胞 と 比 べ 同 等 以 上 の 活 性 を 有 し て い る こ と を 明 ら
か に し た 。 ま た 、 こ の 不 溶 性 画 分 よ り 界 面 活 性 剤 等 の 可 溶 化 剤 を 用 い て 得 ら れ る 可 溶 化 画
分 も 強 い 抗 原 性 を 有 し て お り 、 さ ら に ワ ク チ ン と し て も 強 い 活 性 を 有 し て い る こ と を 明 ら
か に し た 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 品 は 数 種 の 抗 原 の 混 合 物 と し て 得 ら れ る た め 、 特 定 の 抗 原 成 分 単 独 投 与
よ り も 幅 広 い 免 疫 応 答 が 期 待 で き 、 実 際 従 来 検 討 さ れ て い た 抗 原 成 分 の い ず れ よ り も 強 い
ワ ク チ ン 活 性 を 有 し て い る こ と を 明 ら か に し た 。 更 に 該 抗 原 は リ ン パ 球 を 始 め と す る 免 疫
担 当 細 胞 を 刺 激 し て 細 胞 よ り Ｉ Ｆ Ｎ － γ 等 の サ イ ト カ イ ン を 放 出 さ せ る 活 性 を 有 し て い る
こ と を 明 ら か に し た 。 な お サ イ ト カ イ ン を 放 出 す る 細 胞 と し て 、 例 え ば Ｔ リ ン パ 球 、 ナ チ
ュ ラ ル キ ラ ー （ Ｎ Ｋ ） 細 胞 等 が 挙 げ ら れ る 。 一 方 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 の 原 因 真 菌 由 来 の プ
ロ ト プ ラ ス ト よ り 得 ら れ る 不 溶 性 画 分 が 、 強 い 抗 原 性 を 有 し て お り 、 さ ら に 、 ア レ ル ゲ ン
と し て 十 分 な 活 性 を 有 し て い る こ と を 明 ら か に し た 。 ま た 、 こ の 不 溶 性 画 分 よ り 界 面 活 性
剤 等 の 可 溶 化 剤 を 用 い て 得 ら れ る 可 溶 化 画 分 も 強 い 抗 原 性 を 有 し て お り 、 ア レ ル ゲ ン と し
て も 十 分 な 活 性 を 有 し て い る こ と を 明 ら か に し た 。 ま た 、 疾 患 の 原 因 真 菌 由 来 の プ ロ ト プ
ラ ス ト よ り 得 ら れ る 不 溶 性 画 分 及 び ／ 又 は 不 溶 性 画 分 よ り 得 ら れ る 可 溶 化 画 分 が 、 診 断 用
の 抗 原 と し て 十 分 な 活 性 を 有 し て い る こ と を 明 ら か に し た 。 さ ら に こ の 画 分 よ り 、 従 来 解
明 さ れ て い な か っ た 抗 原 性 を 有 す る タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と に 成 功 し 、 本 発 明 を 完 成 さ
せ た 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 即 ち 、 本 発 明 の 要 旨 は 、
〔 １ 〕 　 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 よ
り 得 ら れ る 不 溶 性 画 分 で あ る こ と を 特 徴 と す る 真 菌 抗 原 、
〔 ２ 〕 　 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 が
、 該 真 菌 細 胞 の プ ロ ト プ ラ ス ト 又 は ス フ ェ ロ プ ラ ス ト で あ る 前 記 〔 １ 〕 記 載 の 真 菌 抗 原 、
〔 ３ 〕 　 不 溶 性 画 分 が 、 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去
し た 真 菌 細 胞 を バ ー ス ト し て 得 ら れ る 前 記 〔 １ 〕 又 は 〔 ２ 〕 記 載 の 真 菌 抗 原 、
〔 ４ 〕 　 不 溶 性 画 分 が 、 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去
し た 真 菌 細 胞 を バ ー ス ト し て 得 ら れ る 成 分 を 約 １ ０ ０ ０ ０ ０ × ｇ の 条 件 下 で 遠 心 分 離 処 理
に 付 し て 得 ら れ る 沈 殿 画 分 で あ る 前 記 〔 １ 〕 又 は 〔 ２ 〕 記 載 の 真 菌 抗 原 、
〔 ５ 〕 　 不 溶 性 画 分 が 細 胞 小 器 官 を 含 有 す る 前 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ４ 〕 い ず れ か 記 載 の 真 菌 抗 原
、
〔 ６ 〕 　 細 胞 小 器 官 が ミ ト コ ン ド リ ア 、 核 、 ラ イ ソ ソ ー ム 、 及 び 液 胞 か ら な る 群 よ り 選 ば
れ る １ 種 以 上 の も の で あ る 前 記 〔 ５ 〕 記 載 の 真 菌 抗 原 、
〔 ７ 〕 　 不 溶 性 画 分 が 細 胞 膜 タ ン パ ク 質 及 び ／ 又 は 細 胞 小 器 官 の 膜 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る
前 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ６ 〕 い ず れ か 記 載 の 真 菌 抗 原 、
〔 ８ 〕 　 前 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ７ 〕 い ず れ か 記 載 の 不 溶 性 画 分 よ り 分 別 抽 出 さ れ る 可 溶 化 画 分 で
あ る 真 菌 抗 原 、
〔 ９ 〕 　 可 溶 化 画 分 が 可 溶 性 タ ン パ ク 質 で あ る 前 記 〔 ８ 〕 記 載 の 真 菌 抗 原 、
〔 １ ０ 〕 　 界 面 活 性 剤 を 含 有 す る 緩 衝 液 に よ り 分 別 抽 出 さ れ る 前 記 〔 ８ 〕 又 は 〔 ９ 〕 記 載
の 真 菌 抗 原 、
〔 １ １ 〕 　 前 記 〔 ８ 〕 ～ 〔 １ ０ 〕 い ず れ か 記 載 の 真 菌 抗 原 で あ っ て 、 糖 群 特 異 的 吸 着 体 に
対 し て 結 合 性 を 有 す る 真 菌 抗 原 、
〔 １ ２ 〕 　 糖 群 特 異 的 吸 着 体 が コ ン カ ナ バ リ ン Ａ 固 定 化 体 で あ る 前 記 〔 １ １ 〕 記 載 の 真 菌
抗 原 、
〔 １ ３ 〕 　 前 記 〔 ８ 〕 ～ 〔 １ ０ 〕 い ず れ か 記 載 の 真 菌 抗 原 で あ っ て 、 糖 群 特 異 的 吸 着 体 に
対 し て 結 合 性 を 有 し な い 真 菌 抗 原 、
〔 １ ４ 〕 　 糖 群 特 異 的 吸 着 体 が コ ン カ ナ バ リ ン Ａ 固 定 化 体 で あ る 前 記 〔 １ ３ 〕 記 載 の 真 菌
抗 原 、
〔 １ ５ 〕 　 真 菌 細 胞 が 、 カ ン ジ ダ 属 （ Candida ） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 属 （ Aspergillus ） 、
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ク リ プ ト コ ッ カ ス 属 （ Cryptococcus） 、 ム ー コ ル 属 （ Mucor ） 、 リ ゾ プ ス 属 （ Rhizopus）
、 ア ブ シ ジ ア 属 （ Absidia ） 、 ノ カ ル ジ ア 属 （ Nocardia） 、 ヒ ス ト プ ラ ズ マ 属 （ Histopla
sma ） 、 ブ ラ ス ト ミ セ ス 属 （ Blastomyces ） 、 コ ク シ ジ オ イ デ ス 属 （ Coccidioides） 、 ト
リ コ フ ィ ト ン 属 （ Trichophyton） 、 ミ ク ロ ス ポ ル ム 属 （ Microsporum ） 、 エ ピ ダ ー モ フ ィ
ト ン 属 （ Epidermophyton） 、 ス ポ ロ ト リ ッ ク ス 属 （ Sporothrix） 、 黒 色 真 菌 （ Dematiaceo
us fungi） 、 マ ラ セ チ ア 属 （ Malassezia） 、 ニ ュ ー モ シ ス チ ス 属 （ Pneumocystis） 、 ペ ニ
シ リ ウ ム 属 （ Penicillium ） 、 ア ル タ ナ リ ア 属 （ Alternaria） 、 ク ラ ド ス ポ リ ウ ム 属 （ Cl
adosporium） 、 ボ ト リ チ ス 属 （ Botrytis） 、 オ ー レ オ バ シ ジ ウ ム 属 （ Aureobasidium ） 、
フ ザ リ ウ ム 属 （ Fusarium） 、 ト リ コ デ ル マ 属 （ Trichoderma ） 、 ヘ ル ミ ン ソ ス ポ リ ウ ム 属
（ Helminthosporium） 、 ノ イ ロ ス ポ ラ 属 （ Neurospora） 、 ワ レ ミ ア 属 （ Wallemia） 及 び ロ
ド ト ル ラ 属 （ Rhodotorula ） に 属 す る 真 菌 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る １ 種 類 以 上 の 真 菌 よ り
得 ら れ る 前 記 〔 １ 〕 ～ 〔 １ ４ 〕 い ず れ か 記 載 の 真 菌 抗 原 、
〔 １ ６ 〕 　 真 菌 細 胞 が 、 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス の 少 な く と も 一 菌 株 の 細 胞 で あ る 前 記 〔
１ 〕 ～ 〔 １ ５ 〕 い ず れ か 記 載 の 真 菌 抗 原 、
〔 １ ７ 〕 　 真 菌 細 胞 が 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 　 フ ミ ガ タ ス の 少 な く と も 一 菌 株 の 細 胞 で あ る 、
前 記 〔 １ 〕 ～ 〔 １ ５ 〕 い ず れ か 記 載 の 真 菌 抗 原 、
〔 １ ８ 〕 　 真 菌 細 胞 が 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス 　 ネ オ フ ォ ル マ ン ス の 少 な く と も 一 菌 株 の 細 胞
で あ る 、 前 記 〔 １ 〕 ～ 〔 １ ５ 〕 い ず れ か 記 載 の 真 菌 抗 原 、
〔 １ ９ 〕 　 真 菌 細 胞 が 、 ト リ コ フ ィ ト ン 属 、 ミ ク ロ ス ポ ル ム 属 、 又 は エ ピ ダ ー モ フ ィ ト ン
属 に 属 す る 皮 膚 糸 状 菌 の 一 菌 株 の 細 胞 で あ る 、 前 記 〔 １ 〕 ～ 〔 １ ５ 〕 い ず れ か 記 載 の 真 菌
抗 原 、
〔 ２ ０ 〕 　 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス に 由 来 す る ワ ク チ ン 活 性 又 は ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る
抗 原 性 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ： １ に 示 す 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ
分 子 量 （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 還 元 条 件 下 ） が 約 ６ ５ ， ０ ０ ０ で あ る 抗 原 性 タ ン パ ク 質 か ら
な る 真 菌 抗 原 、
〔 ２ １ 〕   ワ ク チ ン 活 性 又 は ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ５ に 示 す ア ミ
ノ 酸 配 列 の 全 部 又 は そ の 一 部 を 含 む ペ プ チ ド か ら な る 真 菌 抗 原 、
〔 ２ ２ 〕   配 列 表 の 配 列 番 号 ： ５ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は そ の 一 部 か ら な る ア ミ ノ 酸
配 列 に お い て 、 １ 又 は ２ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠 失 、 付 加 、 挿 入 又 は 置 換 の 少 な く と も １
つ を 生 じ さ せ 、 か つ 、 ワ ク チ ン 活 性 又 は ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド か ら な る 真 菌 抗
原 、
〔 ２ ３ 〕   前 記 〔 ２ ０ 〕 ～ 〔 ２ ２ 〕 い ず れ か 記 載 の 真 菌 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 、
〔 ２ ４ 〕   配 列 表 の 配 列 番 号 ： ７ に 示 す 塩 基 配 列 の 全 部 又 は そ の 一 部 を 有 す る 、 前 記 〔 ２
３ 〕 記 載 の 核 酸 、
〔 ２ ５ 〕   前 記 〔 ２ ３ 〕 又 は 〔 ２ ４ 〕 記 載 の 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 、 ワ ク チ ン 活 性
又 は ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 、
〔 ２ ６ 〕 　 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス に 由 来 す る ワ ク チ ン 活 性 又 は ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る
抗 原 性 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ２ に 示 す 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ
分 子 量 （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 還 元 条 件 下 ） が 約 ２ ５ ， ０ ０ ０ で あ る 抗 原 性 タ ン パ ク 質 か ら
な る 真 菌 抗 原 、
〔 ２ ７ 〕   ワ ク チ ン 活 性 又 は ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ６ に 示 す ア ミ
ノ 酸 配 列 の 全 部 又 は そ の 一 部 を 含 む ペ プ チ ド か ら な る 真 菌 抗 原 、
〔 ２ ８ 〕   配 列 表 の 配 列 番 号 ： ６ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は そ の 一 部 か ら な る ア ミ ノ 酸
配 列 に お い て 、 １ 又 は ２ 以 上 の ア ミ ノ 酸 残 基 の 欠 失 、 付 加 、 挿 入 又 は 置 換 の 少 な く と も １
つ を 生 じ さ せ 、 か つ 、 ワ ク チ ン 活 性 又 は ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド か ら な る 真 菌 抗
原 、
〔 ２ ９ 〕   前 記 〔 ２ ６ 〕 ～ 〔 ２ ８ 〕 い ず れ か 記 載 の 真 菌 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 、
〔 ３ ０ 〕   配 列 表 の 配 列 番 号 ： ８ に 示 す 塩 基 配 列 の 全 部 又 は そ の 一 部 を 有 す る 、 前 記 〔 ２
９ 〕 記 載 の 核 酸 、
〔 ３ １ 〕   前 記 〔 ２ ９ 〕 又 は 〔 ３ ０ 〕 に 記 載 の 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 な 、 ワ ク チ ン 活

10

20

30

40

50

(9) JP 2005-323598 A 2005.11.24



性 又 は ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド を コ ー ド す る 核 酸 、
〔 ３ ２ 〕 　 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス に 由 来 す る ワ ク チ ン 活 性 又 は ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る
抗 原 性 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ３ に 示 す 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ
分 子 量 （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 還 元 条 件 下 ） が 約 ３ ０ ， ０ ０ ０ で あ る 抗 原 性 タ ン パ ク 質 か ら
な る 真 菌 抗 原 、
〔 ３ ３ 〕 　 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス に 由 来 す る ワ ク チ ン 活 性 又 は ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る
抗 原 性 タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ４ に 示 す 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 か つ
分 子 量 （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 還 元 条 件 下 ） が 約 ６ ２ ， ０ ０ ０ で あ る 抗 原 性 タ ン パ ク 質 か ら
な る 真 菌 抗 原 、
〔 ３ ４ 〕 　 （ １ ） 真 菌 の 生 細 胞 を 得 る 工 程 、
　 （ ２ ） 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 を
得 る 工 程 、
　 （ ３ ） 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 を
バ ー ス ト さ せ る 工 程 、 及 び
　 （ ４ ） 不 溶 性 画 分 を 得 る 工 程 、
の 各 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も
一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 よ り 得 ら れ る 不 溶 性 画 分 で あ る 真 菌 抗 原 の 製 造 方 法 、
〔 ３ ５ 〕 　 （ １ ） 真 菌 の 生 細 胞 を 得 る 工 程 、
　 （ ２ ） 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 を
得 る 工 程 、
　 （ ３ ） 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 を
バ ー ス ト さ せ る 工 程 、
　 （ ４ ） 不 溶 性 画 分 を 得 る 工 程 、
　 （ ５ ） 不 溶 性 画 分 よ り 可 溶 化 画 分 を 分 別 抽 出 す る 工 程 、
の 各 工 程 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 、 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も
一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 よ り 得 ら れ る 不 溶 性 画 分 を 分 別 抽 出 し て 得 ら れ る 、 可 溶 化 画 分 で
あ る 真 菌 抗 原 の 製 造 方 法 、
〔 ３ ６ 〕 　 さ ら に 、 得 ら れ る 可 溶 化 画 分 を 糖 群 特 異 的 吸 着 体 を 用 い て 精 製 す る 工 程 を 設 け
る 前 記 〔 ３ ５ 〕 記 載 の 製 造 方 法 、
〔 ３ ７ 〕 　 可 溶 化 画 分 が 可 溶 性 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 前 記 〔 ３ ５ 〕 又 は 〔 ３ ６ 〕 記 載 の 製
造 方 法 、
〔 ３ ８ 〕 　 不 溶 性 画 分 よ り 可 溶 化 画 分 を 分 別 抽 出 す る 工 程 が 、 界 面 活 性 剤 を 含 有 す る 緩 衝
液 を 用 い て 不 溶 性 画 分 を 可 溶 化 す る 工 程 を 含 む 前 記 〔 ３ ５ 〕 ～ 〔 ３ ７ 〕 い ず れ か 記 載 の 製
造 方 法 、
〔 ３ ９ 〕 　 糖 群 特 異 的 吸 着 体 が コ ン カ ナ バ リ ン Ａ 固 定 化 体 で あ る 前 記 〔 ３ ６ 〕 ～ 〔 ３ ８ 〕
い ず れ か 記 載 の 製 造 方 法 、
〔 ４ ０ 〕 　 細 胞 壁 溶 解 酵 素 処 理 及 び ／ 又 は 物 理 的 処 理 に よ り 、 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た
、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 を 得 る 前 記 〔 ３ ４ 〕 ～ 〔 ３ ９ 〕 い ず れ
か 記 載 の 製 造 方 法 、
〔 ４ １ 〕 　 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞
が 、 該 真 菌 細 胞 の プ ロ ト プ ラ ス ト 又 は ス フ ェ ロ プ ラ ス ト で あ る 前 記 〔 ３ ４ 〕 ～ 〔 ４ ０ 〕 い
ず れ か 記 載 の 製 造 方 法 、
〔 ４ ２ 〕 　 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞
を バ ー ス ト し て 得 ら れ る 成 分 を 約 １ ０ ０ ０ ０ ０ × ｇ の 条 件 下 で 遠 心 分 離 処 理 に 付 し て 不 溶
性 画 分 を 得 る 前 記 〔 ３ ４ 〕 ～ 〔 ４ １ 〕 い ず れ か 記 載 の 製 造 方 法 、
〔 ４ ３ 〕 　 前 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ２ ２ 〕 、 〔 ２ ６ 〕 ～ 〔 ２ ８ 〕 、 〔 ３ ２ 〕 ～ 〔 ３ ３ 〕 い ず れ か 記
載 の 真 菌 抗 原 、 又 は 前 記 〔 ３ ４ 〕 ～ 〔 ４ ２ 〕 い ず れ か 記 載 の 製 造 方 法 で 製 造 さ れ る 真 菌 抗
原 を 含 有 す る 生 物 学 的 製 剤 、
〔 ４ ４ 〕 　 前 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ２ ２ 〕 、 〔 ２ ６ 〕 ～ 〔 ２ ８ 〕 、 〔 ３ ２ 〕 ～ 〔 ３ ３ 〕 い ず れ か 記
載 の 真 菌 抗 原 、 又 は 前 記 〔 ３ ４ 〕 ～ 〔 ４ ２ 〕 い ず れ か 記 載 の 製 造 方 法 で 製 造 さ れ る 真 菌 抗

10

20

30

40

50

(10) JP 2005-323598 A 2005.11.24



原 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 個 体 に 投 与 し て 真 菌 に 対 す る 感 染 防 御 免 疫 を 誘 導 し 又 は
治 療 効 果 を 有 す る 医 薬 組 成 物 、
〔 ４ ５ 〕 　 前 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ２ ２ 〕 、 〔 ２ ６ 〕 ～ 〔 ２ ８ 〕 、 〔 ３ ２ 〕 ～ 〔 ３ ３ 〕 い ず れ か 記
載 の 真 菌 抗 原 、 又 は 前 記 〔 ３ ４ 〕 ～ 〔 ４ ２ 〕 い ず れ か 記 載 の 製 造 方 法 で 製 造 さ れ る 真 菌 抗
原 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 個 体 に 投 与 し て 真 菌 に 対 す る 感 染 防 御 免 疫 を 誘 導 し 又 は
治 療 効 果 を 有 す る ワ ク チ ン 組 成 物 、
〔 ４ ６ 〕 　 前 記 〔 ４ ５ 〕 記 載 の ワ ク チ ン 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 真 菌 に 対 す る 脊 椎
動 物 の 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 方 法 、
〔 ４ ７ 〕 　 ワ ク チ ン 組 成 物 の 投 与 対 象 と な る 脊 椎 動 物 に お い て 、 該 免 疫 応 答 に よ り ワ ク チ
ン 組 成 物 の 製 造 に 使 用 し た 真 菌 及 び ／ 又 は そ の 近 縁 菌 の 増 殖 を 抑 制 し 、 該 真 菌 及 び ／ 又 は
そ の 近 縁 菌 に 起 因 す る 疾 病 を 予 防 ま た は 治 療 す る 前 記 〔 ４ ６ 〕 記 載 の 方 法 、
〔 ４ ８ 〕 　 前 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ２ ２ 〕 、 〔 ２ ６ 〕 ～ 〔 ２ ８ 〕 、 〔 ３ ２ 〕 ～ 〔 ３ ３ 〕 い ず れ か 記
載 の 真 菌 抗 原 、 又 は 前 記 〔 ３ ４ 〕 ～ 〔 ４ ２ 〕 い ず れ か 記 載 の 製 造 方 法 で 製 造 さ れ る 真 菌 抗
原 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る サ イ ト カ イ ン 放 出 剤 、
〔 ４ ９ 〕 　 前 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ２ ２ 〕 、 〔 ２ ６ 〕 ～ 〔 ２ ８ 〕 、 〔 ３ ２ 〕 ～ 〔 ３ ３ 〕 い ず れ か 記
載 の 真 菌 抗 原 、 又 は 前 記 〔 ３ ４ 〕 ～ 〔 ４ ２ 〕 い ず れ か 記 載 の 製 造 方 法 で 製 造 さ れ る 真 菌 抗
原 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 個 体 に 投 与 し て 真 菌 に 対 す る ア レ ル ギ ー 性 疾 患 を 予 防 し
又 は 治 療 効 果 を 有 す る ア レ ル ゲ ン 組 成 物 、
〔 ５ ０ 〕 　 前 記 〔 ４ ９ 〕 記 載 の ア レ ル ゲ ン 組 成 物 を 投 与 す る こ と を 含 む 、 真 菌 に 対 す る 脊
椎 動 物 の ア レ ル ギ ー 反 応 を 抑 制 す る 方 法 、
〔 ５ １ 〕 　 ア レ ル ゲ ン 組 成 物 の 投 与 対 象 と な る 脊 椎 動 物 に お い て 、 該 免 疫 応 答 に よ り ア レ
ル ゲ ン 組 成 物 の 製 造 に 使 用 し た 真 菌 及 び ／ 又 は そ の 近 縁 菌 に 起 因 す る ア レ ル ギ ー 性 疾 患 を
予 防 ま た は 治 療 す る 前 記 〔 ５ ０ 〕 記 載 の 方 法 、
〔 ５ ２ 〕 　 前 記 〔 １ 〕 ～ 〔 ２ ２ 〕 、 〔 ２ ６ 〕 ～ 〔 ２ ８ 〕 、 〔 ３ ２ 〕 ～ 〔 ３ ３ 〕 い ず れ か 記
載 の 真 菌 抗 原 、 又 は 前 記 〔 ３ ４ 〕 ～ 〔 ４ ２ 〕 い ず れ か 記 載 の 製 造 方 法 で 製 造 さ れ る 真 菌 抗
原 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 該 真 菌 に よ る 疾 患 の 診 断 用 組 成 物 、
〔 ５ ３ 〕 　 前 記 〔 ５ ２ 〕 記 載 の 診 断 用 組 成 物 を 使 用 す る こ と を 含 む 、 真 菌 に よ る 脊 椎 動 物
の 疾 患 を 診 断 す る 方 法 、 に 関 す る も の で あ る 。
【 発 明 の 効 果 】
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 真 菌 抗 原 は 、 真 菌 を 原 因 と す る 、 感 染 症 に 対 し て 有 効 性 の 高 い ワ ク チ ン 、 ア レ
ル ギ ー 性 疾 患 の 減 感 作 治 療 用 組 成 物 、 サ イ ト カ イ ン 放 出 剤 、 疾 患 の 診 断 薬 な ど の 生 物 学 的
製 剤 と し て 利 用 で き る 。 す な わ ち 、 本 発 明 の 真 菌 抗 原 は 、 ワ ク チ ン 効 果 で 比 較 し た 場 合 、
生 菌 免 疫 と 同 等 の 効 果 を 示 し 、 従 来 の 真 菌 抗 原 に 比 べ か な り 優 れ て い る 。 ま た 本 発 明 の 真
菌 抗 原 は 安 全 性 の 面 で も 、 生 菌 を 含 ま な い 、 毒 性 が 低 い 他 、 細 胞 壁 成 分 の 含 量 が 低 い た め
、 ワ ク チ ン や 減 感 作 治 療 用 製 剤 に 利 用 し た 場 合 、 マ ン ナ ン 、 グ ル カ ン 等 の 細 胞 壁 成 分 に よ
る 副 作 用 を 抑 え 、 個 体 に 有 利 な 免 疫 反 応 を 強 化 す る こ と が で き る 。 ま た 、 ア レ ル ギ ー 性 疾
患 の 検 査 に お い て も 、 高 感 度 で あ る 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ３ １ 】
　 以 下 、 本 発 明 を 説 明 す る 。
　 本 発 明 の 真 菌 抗 原 は 、 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去
し た 真 菌 細 胞 よ り 得 ら れ る 不 溶 性 画 分 で あ る こ と を 特 徴 と す る も の で あ る 。 か か る 真 菌 抗
原 は 、 例 え ば 生 物 学 的 製 剤 と し て 使 用 さ れ る 。 本 発 明 の 真 菌 抗 原 は 、 感 染 症 の 原 因 真 菌 又
は ア レ ル ギ ー 性 疾 患 の 原 因 真 菌 よ り 得 ら れ る も の で あ り 、 感 染 症 の 原 因 真 菌 に 由 来 す る も
の は 、 脊 椎 動 物 に 獲 得 自 動 免 疫 を 誘 導 し う る も の で あ る た め 、 特 に ワ ク チ ン 組 成 物 と し て
好 適 に 使 用 で き る 。 一 方 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 の 原 因 真 菌 に 由 来 す る も の は 、 脊 椎 動 物 の 減
感 作 に 利 用 す る こ と が で き 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 の 予 防 及 び 治 療 に 好 適 に 使 用 で き る 。 さ ら
に 、 か か る 真 菌 抗 原 は 、 真 菌 に よ る 疾 患 の 診 断 に 好 適 に 使 用 で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
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１ ． 真 菌 細 胞 に つ い て
　 本 発 明 で 使 用 さ れ る 真 菌 と し て は 、 ヒ ト 、 動 物 を 始 め と す る 脊 椎 動 物 に 病 原 性 を 有 す る
真 菌 又 は そ の 真 菌 と 近 縁 の も の で あ れ ば 特 に 限 定 は な い 。 例 え ば 、 カ ン ジ ダ 属 （ Candida 
） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 属 （ Aspergillus ） 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス 属 （ Cryptococcus） 、 ム ー コ
ル 属 （ Mucor ） 、 リ ゾ プ ス 属 （ Rhizopus） 、 ア ブ シ ジ ア 属 （ Absidia ） 、 ノ カ ル ジ ア 属 （
Nocardia） 、 ヒ ス ト プ ラ ズ マ 属 （ Histoplasma ） 、 ブ ラ ス ト ミ セ ス 属 （ Blastomyces ） 、
コ ク シ ジ オ イ デ ス 属 （ Coccidioides） 、 ト リ コ フ ィ ト ン 属 （ Trichophyton） 、 ミ ク ロ ス ポ
ル ム 属 （ Microsporum ） 、 エ ピ ダ ー モ フ ィ ト ン 属 （ Epidermophyton） 、 ス ポ ロ ト リ ッ ク ス
属 （ Sporothrix） 、 黒 色 真 菌 （ Dematiaceous fungi） 、 マ ラ セ チ ア 属 （ Malassezia） 、 ニ
ュ ー モ シ ス チ ス 属 （ Pneumocystis） 、 ペ ニ シ リ ウ ム 属 （ Penicillium ） 、 ア ル タ ナ リ ア 属
（ Alternaria） 、 ク ラ ド ス ポ リ ウ ム 属 （ Cladosporium） 、 ボ ト リ チ ス 属 （ Botrytis） 、 オ
ー レ オ バ シ ジ ウ ム 属 （ Aureobasidium ） 、 フ ザ リ ウ ム 属 （ Fusarium） 、 ト リ コ デ ル マ 属 （
Trichoderma ） 、 ヘ ル ミ ン ソ ス ポ リ ウ ム 属 （ Helminthosporium） 、 ノ イ ロ ス ポ ラ 属 （ Neur
ospora） 、 ワ レ ミ ア 属 （ Wallemia） 、 及 び ロ ド ト ル ラ 属 （ Rhodotorula ） に 属 す る 真 菌 か
ら な る 群 よ り 選 ば れ る １ 種 類 以 上 の 真 菌 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 発 明 に お け る 脊 椎 動 物 の 真 菌 感 染 症 と し て は 、 ヒ ト の 場 合 、 カ ン ジ ダ 症 、 ア ス ペ ル ギ
ル ス 症 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス 症 、 ム ー コ ル 症 、 放 線 菌 症 、 ヒ ス ト プ ラ ズ マ 症 、 ブ ラ ス ト ミ セ
ス 症 、 各 種 皮 膚 真 菌 症 、 癜 風 、 カ リ ニ 肺 炎 等 が 挙 げ ら れ る 。 し た が っ て 、 本 発 明 に お い て
、 ワ ク チ ン 組 成 物 に 用 い ら れ る 真 菌 は 、 か か る 真 菌 感 染 症 の 原 因 菌 で あ る こ と が 有 用 性 の
観 点 か ら 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 具 体 的 に は 、 カ ン ジ ダ 症 原 因 菌 で あ る カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 、 カ ン ジ ダ 　 ト ロ ピ カ リ
ス （  C. tropicalis） 、 カ ン ジ ダ 　 グ ラ ブ ラ タ （ Candida glabrata  ） 等 ； ア ス ペ ル ギ ル
ス 症 原 因 菌 で あ る ア ル ペ ル ギ ル ス 　 フ ミ ガ タ ス 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 　 フ ラ ブ ス （ Aspergillu
s flavus  ） 等 ； ク リ プ ト コ ッ カ ス 症 原 因 菌 で あ る ク リ プ ト コ ッ カ ス 　 ネ オ フ ォ ル マ ン ス
等 ； ム ー コ ル 症 原 因 菌 で あ る ム ー コ ル 　 エ ス ピ ー （ Mucor sp. ） 、 ア ブ シ ジ ア 　 エ ス ピ ー
（ Absidia sp. ） 、 リ ゾ プ ス 　 エ ス ピ ー （ Rhizopus sp.） ； 放 線 菌 症 原 因 菌 で あ る ノ カ ル
ジ ア 　 ア ス テ ロ イ デ ス （ Nocardia asteroides ） 等 ； そ の 他 内 臓 に 真 菌 感 染 症 を 起 こ す 原
因 菌 で あ る ト リ コ ス ポ ロ ン 　 ク タ ネ ウ ム （ Trichosporon cutaneum ） 、 ロ ド ト ル ラ 　 グ ル
チ ニ ス （ Rhodotorula glutinis） 、 ゲ オ ト リ ク ム 　 カ ン ジ ズ ム （ Geotrichum candidum ）
、 ニ ュ ー モ シ ス テ ィ ス 　 カ リ ニ （ Pneumocystis carinii） 、 コ ク シ ジ オ イ デ ス 　 イ ミ チ ス
（ Coccidioides immitis） 、 パ ラ コ ク シ ジ オ イ デ ス 　 ブ ラ シ リ エ ン シ ス （ Paracoccidioid
es brasiliensis ） 、 ヒ ス ト プ ラ ズ マ 　 カ プ ス ラ ツ ム （ Histoplasma capsulatum） 、 ブ ラ
ス ト ミ セ ス 　 デ ル マ チ チ デ ィ ス （  Blastomyces dermatitidis ） 等 ； 皮 膚 糸 状 菌 （ デ ル マ
ト フ ィ テ ス （ Dermatophytes ） ） で あ る ト リ コ フ ィ ト ン 属 （ ト リ コ フ ィ ト ン 　 メ ン タ グ ロ
フ ィ テ ス （ Tricophyton mentagrophytes  ） 、 ト リ コ フ ィ ト ン   ル ブ ル ム （ Tricophyton 
rubrum  ） 、 ト リ コ フ ィ ト ン 　 ベ ル コ ー サ ム （ Tricophyton verrucosum  ） ） 、 ミ ク ロ ス
ポ ル ム 属 （ ミ ク ロ ス ポ ル ム 　 カ ニ ス （ Microsporum canis ） 、 ミ ク ロ ス ポ ル ム   ジ プ セ ウ
ム （ Microsporum gypseum ） ） 、 エ ピ ダ ー モ フ ィ ト ン 　 エ ス ピ ー （ Epidermophyton sp.）
； 黒 色 真 菌 （ デ マ チ ア セ ウ ス 　 フ ン ギ （ Dematiaceous fungi） ） で あ る フ ィ ア ロ フ ォ ラ 　
エ ス ピ ー （ Phialophora sp. ） 、 ク ラ ド ス ポ リ ウ ム 　 エ ス ピ ー （ Cladosporium sp.） ； 癜
風 菌 で あ る マ ラ セ チ ア 　 フ ァ ー フ ァ ー （ Malassezia furfur ） ； そ の 他 皮 膚 真 菌 症 原 因 菌
と し て は ス ポ ロ ト リ ッ ク ス 　 シ ェ ン キ （ Sporothrix schenckii） 、 フ ォ ン セ カ エ ア 　 ペ ド
ロ ソ イ （ Fonsecaea pedrosoi） 等 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 使 用 さ れ る 菌 株 と し て は 、 治 療 ま た は 予 防 し よ う と す る 真 菌 症 の 原 因 菌 と 近 縁 の も の で
あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い が 、 病 原 性 （ 例 え ば マ ウ ス に 対 す る 致 死 毒 性 ） を 有 す る 菌 株 が 望
ま し い 。 使 用 さ れ る 菌 株 の 代 表 例 と し て は 、 カ ン ジ ダ 症 に 対 し て は 、 例 え ば 、 カ ン ジ ダ 　
ア ル ビ カ ン ス ATCC 10231、 TIMM 1768 、 TIMM 0239 ； ア ス ペ ル ギ ル ス 症 に 対 し て は 、 ア ス
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ペ ル ギ ル ス 　 フ ミ ガ タ ス  ATCC 28212, ATCC 42202, TIMM 1776； ク リ プ ト コ ッ カ ス 症 に 対
し て は ク リ プ ト コ ッ カ ス 　 ネ オ フ ォ ル マ ン ス  ATCC 24067 、 TIMM 0354 、 夾 膜 欠 損 し た ク
リ プ ト コ ッ カ ス 　 ネ オ フ ォ ル マ ン ス 　 TIMM0357が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 ま た 細 胞 よ り の サ イ ト カ イ ン 放 出 を 目 的 と し て 使 用 さ れ る 場 合 、 真 菌 抗 原 と し て は 健 常
人 に お い て も 免 疫 感 作 を 受 け て い る 常 在 真 菌 由 来 で あ る こ と が 好 ま し く 、 特 に カ ン ジ ダ 　
ア ル ビ カ ン ス 由 来 の 抗 原 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 一 方 、 ア レ ル ギ ー 反 応 の 抑 制 に 使 用 さ れ る 場 合 、 本 発 明 の ア レ ル ゲ ン 組 成 物 に 含 有 さ れ
る 真 菌 抗 原 の 調 製 に 用 い ら れ る 真 菌 は 、 ヒ ト に 対 し ア レ ル ギ ー 症 状 を 惹 起 す る 原 因 菌 で あ
る こ と が 有 用 性 の 観 点 か ら 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 具 体 的 に は 、 カ ン ジ ダ 属 真 菌 で あ る カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 、 カ ン ジ ダ 　 ト ロ ピ カ リ ス
、 カ ン ジ ダ 　 グ ラ ブ ラ タ 、 カ ン ジ ダ 　 ボ イ デ ィ ニ イ （ Candida boidinii） 等 ； ア ス ペ ル ギ
ル ス 属 真 菌 で あ る ア ス ペ ル ギ ル ス 　 フ ミ ガ タ ス 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 　 レ ス ト リ ク ツ ス （ Aspe
rgillus restrictus） 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 　 ヴ ェ ル シ コ ラ （ Aspergillus versicolor） 等 ；
ト リ コ フ ィ ト ン 属 真 菌 で あ る ト リ コ フ ィ ト ン 　 メ ン タ グ ロ フ ィ テ ス （ Trichophyton menta
grophytes ） ； マ ラ セ チ ア 属 真 菌 で あ る マ ラ セ チ ア 　 フ ァ ー フ ァ ー ； ム ー コ ル 属 真 菌 で あ
る ム ー コ ル 　 ラ セ モ サ ス （ Mucor racemosus ） ； リ ゾ プ ス 属 真 菌 で あ る リ ゾ プ ス 　 オ リ ザ
エ （ Rhizopus oryzae ） ； ペ ニ シ リ ウ ム 属 真 菌 で あ る ペ ニ シ リ ウ ム 　 ノ タ タ ム （ Penicill
ium notatum ） ； ア ル タ ナ リ ア 属 真 菌 で あ る ア ル タ ナ リ ア 　 ア ル タ ナ タ （ Alternaria alt
ernata） 、 ア ル タ ナ リ ア 　 キ ク チ ア ナ （ Alternaria kikuchiana ） ； ク ラ ド ス ポ リ ウ ム 属
真 菌 で あ る ク ラ ド ス ポ リ ウ ム 　 ク ラ ド ス ポ リ オ イ デ ス （ Cladosporium cladosporioides）
、 ク ラ ド ス ポ リ ウ ム 　 カ リ オ ニ イ （ Cladosporium carionii ） ； ボ ト リ チ ス 属 真 菌 で あ る
ボ ト リ チ ス 　 シ ネ ラ （ Botrytis cinerea） ； オ ー レ オ バ シ ジ ウ ム 属 真 菌 で あ る オ ー レ オ バ
シ ジ ウ ム 　 プ ル ラ ン ス （ Aureobasidium pullulans ） ； フ ザ リ ウ ム 属 真 菌 で あ る フ ザ リ ウ
ム 　 オ キ シ ス ポ ル ム （ Fusarium oxysporum） ； ト リ コ デ ル マ 属 真 菌 で あ る ト リ コ デ ル マ 　
ヴ ィ リ ダ エ （ Trichoderma viridae ） ； ヘ ル ミ ン ソ ス ポ リ ウ ム 属 真 菌 で あ る ヘ ル ミ ン ソ ス
ポ リ ウ ム 　 マ イ ジ ス （ Helminthosporium maydis ） ； ノ イ ロ ス ポ ラ 属 真 菌 で あ る ノ イ ロ ス
ポ ラ 　 ク ラ サ （ Neurospora crassa ） ； ワ レ ミ ア 属 真 菌 で あ る ワ レ ミ ア 　 セ ビ （ Wallemia
 sebi ） ； ロ ド ト ル ラ 属 真 菌 で あ る ロ ド ト ル ラ 　 グ ル チ ニ ス （ Rhodotorula glutinis） 等
が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 使 用 さ れ る 菌 株 と し て は 、 治 療 ま た は 予 防 し よ う と す る ア レ ル ギ ー 症 の 原 因 菌 と 近 縁 の
も の で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 代 表 例 と し て は 、 カ ン ジ ダ 抗 原 を 調 製 す る た め に は 、 カ
ン ジ ダ 属 真 菌 、 例 え ば カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス  ATCC 10231 、 同 TIMM 1768 、 カ ン ジ ダ 　
ボ イ デ ィ ニ イ   ATCC 18810； ア ス ペ ル ギ ル ス 抗 原 を 調 製 す る た め は 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 属 真
菌 、 例 え ば ア ス ペ ル ギ ル ス 　 フ ミ ガ タ ス  ATCC 28212 、 同 TIMM 1776 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 　
レ ス ト リ ク ス  ATCC 16912 ； ア ル タ ナ リ ア 抗 原 を 調 製 す る た め は 、 ア ル タ ナ リ ア 属 真 菌 、
例 え ば ア ル タ ナ リ ア 　 ア ル タ ナ  IFO 31188； マ ラ セ チ ア 抗 原 を 調 製 す る た め は 、 マ ラ セ チ
ア 属 真 菌 、 例 え ば マ ラ セ チ ア 　 フ ァ ー フ ァ ー  ATCC 14521 、 同 TIMM 2782 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 発 明 に お い て 、 真 菌 を 原 因 と す る 疾 患 の 診 断 に 使 用 さ れ る 真 菌 抗 原 の 場 合 、 用 い ら れ
る 真 菌 は 、 疾 患 の 原 因 と な る 上 記 の 真 菌 が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
２ ． 真 菌 抗 原 に つ い て
　 本 明 細 書 に お い て 、 「 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去
し た 真 菌 細 胞 」 に お け る 「 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 真 菌 細 胞 」 と は 、 該 真 菌 細 胞 の プ ロ
ト プ ラ ス ト な い し は プ ロ ト プ ラ ス ト 様 の も の を い う 。 ま た 、 「 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を
除 去 し た 真 菌 細 胞 」 と は 、 ス フ ェ ロ プ ラ ス ト な い し は ス フ ェ ロ プ ラ ス ト 様 の も の を い う 。
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即 ち 、 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 真 菌 細 胞 の 典 型 的 な も の は 、 該 真 菌 細 胞 の プ ロ ト プ ラ ス
ト で あ り 、 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 の 典 型 的 な も の は 該 真 菌 細 胞 の ス
フ ェ ロ プ ラ ス ト で あ る 。 し た が っ て 、 「 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く
と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 よ り 得 ら れ る 不 溶 性 画 分 」 と は 、 不 溶 性 画 分 が 該 真 菌 細 胞 の
プ ロ ト プ ラ ス ト 又 は ス フ ェ ロ プ ラ ス ト 等 よ り 得 ら れ る も の で あ る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 ま た 、 「 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 」 す る と は 、 細 胞 壁 構 成 成 分 で あ る 、 例 え ば マ
ン ナ ン 、 グ ル カ ン を 、 細 胞 壁 と し て の 機 能 で あ る 形 態 の 維 持 、 低 張 液 に 対 す る 浸 透 圧 耐 性
を 失 わ せ る 程 度 に 除 去 す る こ と で あ り 、 同 時 に 細 胞 壁 成 分 に 起 因 し た 副 作 用 が 少 な く と も
生 じ な い 程 度 に 細 胞 壁 を 除 去 す る こ と を い う 。 本 発 明 に お い て は 、 真 菌 細 胞 は 細 胞 壁 を 実
質 的 に 除 去 し た も の を 用 い る こ と が 好 ま し い が 、 生 体 に 投 与 し た 場 合 、 細 胞 壁 由 来 の 成 分
が 生 体 に 対 し 悪 影 響 、 例 え ば 過 敏 症 、 致 死 作 用 を 示 さ な け れ ば 、 細 胞 壁 成 分 が 一 部 残 存 し
た も の を 用 い て も 良 い 。 不 溶 性 画 分 は 、 具 体 的 に は 細 胞 膜 、 細 胞 小 器 官 （ ミ ト コ ン ド リ ア
、 核 、 ラ イ ソ ソ ー ム 、 液 泡 等 ） 、 お よ び 細 胞 小 器 官 膜 と い っ た 、 比 較 的 大 き い 細 胞 内 構 造
体 と 共 に 、 細 胞 膜 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 や 細 胞 小 器 官 の 膜 に 結 合 し た タ ン パ ク 質 を 含 有 す
る 。 な お 、 本 発 明 に お け る 不 溶 性 画 分 は 、 上 記 の 成 分 を 全 て 含 有 す る 必 要 は な く 、 少 な く
と も 一 成 分 を 含 有 す る も の で あ れ ば 良 い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 さ ら に 、 こ の 不 溶 性 画 分 に は 、 リ ン 脂 質 や 糖 脂 質 を は じ め と す る 脂 質 、 糖 質 、 核 酸 等 が
含 有 さ れ て い て も よ い 。 さ ら に 、 細 胞 壁 の 一 部 が 残 存 し て い る 真 菌 細 胞 を 用 い た 場 合 、 本
発 明 の 真 菌 抗 原 を 生 体 に 投 与 し た 際 、 細 胞 壁 由 来 の 成 分 が 量 的 に 又 は 質 的 に 生 体 に 対 し 悪
影 響 、 例 え ば 過 敏 症 、 致 死 作 用 を 示 さ な け れ ば 、 細 胞 壁 由 来 の 成 分 を 含 有 し て い て も 良 い
。 こ れ ら 細 胞 壁 由 来 抗 原 成 分 の 混 入 量 は 、 例 え ば 、 後 述 の 実 施 例 で 示 す よ う に 細 胞 壁 成 分
に 対 す る 抗 血 清 を 用 い た 凝 集 反 応 に 対 す る 、 阻 害 活 性 の 測 定 等 に よ り 定 量 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 か か る 本 発 明 に お け る 不 溶 性 画 分 は 、 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く
と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 を 例 え ば バ ー ス ト す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 さ ら に
は 、 上 記 の よ う に バ ー ス ト し て 得 ら れ る 成 分 を 約 １ ０ ０ ０ ０ ０ × ｇ の 条 件 下 で 遠 心 分 離 処
理 に 付 し て 得 ら れ る 沈 殿 画 分 を 不 溶 性 画 分 と し て 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 真 菌 抗 原 は 、 本 発 明 に お け る 不 溶 性 画 分 よ り 分 別 抽 出 さ れ る 可 溶 化 画
分 で あ っ て も 良 い 。 該 可 溶 化 画 分 に は 主 と し て 抗 原 性 の あ る 可 溶 性 タ ン パ ク 質 が 含 有 さ れ
て い る 。 そ の 他 、 糖 質 、 脂 質 も 含 有 さ れ て い て も よ い 。 可 溶 化 画 分 は 、 例 え ば 、 精 製 工 程
に お い て 濾 過 滅 菌 を 実 施 す る こ と が で き 、 熱 や 有 機 溶 媒 に よ る 滅 菌 操 作 に 対 し 不 安 定 な 抗
原 成 分 を 、 可 溶 化 工 程 に よ り 活 性 を 維 持 し た 状 態 で 調 製 す る こ と が 可 能 に な る 。 か か る 可
溶 化 画 分 は 、 可 溶 化 剤 を 含 有 す る 緩 衝 液 、 例 え ば 界 面 活 性 剤 を 含 有 す る 緩 衝 液 を 用 い て 分
別 抽 出 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 の 真 菌 抗 原 は 、 目 的 に 応 じ た 分 離 精 製 手 段 に よ り 不 溶 性 画 分 又 は 可 溶 化
画 分 を さ ら に 精 製 し た 画 分 で あ っ て も 良 い 。 例 え ば 、 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス  TIMM1768 
を 原 材 料 と し て 得 ら れ る 可 溶 化 画 分 を 、 糖 群 特 異 的 吸 着 体 を 用 い て 得 ら れ る 、 該 吸 着 体 に
対 し て 結 合 性 を 有 す る 分 子 を 含 有 す る 画 分 も 、 本 発 明 の 真 菌 抗 原 と し て 使 用 す る こ と が で
き る 。 糖 群 特 異 的 吸 着 体 と し て は 、 例 え ば 、 コ ン カ ナ バ リ ン Ａ （ ConA） 固 定 化 体 が 挙 げ ら
れ る 。 ConAは 、 α － Ｄ － マ ン ノ ピ ラ ノ ー ス 、 α － Ｄ － グ ル コ ピ ラ ノ ー ス 、 及 び こ れ ら に 立
体 的 に 類 似 し た 糖 残 基 を 含 む 分 子 と 結 合 す る た め 、 ConA固 定 化 樹 脂 に よ り 、 可 溶 化 画 分 に
含 ま れ る 成 分 を 、 各 成 分 に 含 有 さ れ る 糖 残 基 の 違 い に よ り 、 い く つ か の 画 分 に さ ら に 分 離
す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス TIMM1768可 溶 化 画 分 よ り 分 離 さ れ る
、 ConA結 合 性 の 画 分 （ ConA結 合 性 糖 残 基 を 有 す る タ ン パ ク 質 含 量 の 高 い 画 分 ） は 、 マ ウ ス
に 投 与 し た 場 合 、 充 分 な 感 染 防 御 活 性 を 示 す 。
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【 ０ ０ ４ ７ 】
　 一 方 、 糖 群 特 異 的 吸 着 体 に 対 し て 結 合 性 を 有 し な い 分 子 よ り な る 画 分 に も 各 種 の 本 発 明
の 真 菌 抗 原 が 存 在 す る 。 即 ち 、 本 発 明 の 真 菌 抗 原 と し て は 、 更 に 上 記 の 様 に し て 得 ら れ る
糖 群 特 異 的 吸 着 体 に 対 し て 結 合 性 を 有 し な い 分 子 よ り な る 画 分 も 含 む も の で あ り 、 さ ら に
こ の 画 分 を 精 製 し て 得 ら れ る 画 分 で あ っ て も よ い 。 例 え ば 、 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス TIMM
1768由 来 の ConA非 結 合 画 分 を 、 更 に イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 等 に 付 す こ と に よ り 、
配 列 表 の 配 列 番 号 ： １ に 示 す 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 分 子 量 （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 還 元
条 件 下 ） 約 ６ ５ ， ０ ０ ０ を 示 す 抗 原 性 タ ン パ ク 質 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ２ に 示 す 部 分 ア ミ
ノ 酸 配 列 を 有 し 、 分 子 量 （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 還 元 条 件 下 ） 約 ２ ５ ， ０ ０ ０ を 示 す 抗 原 性
タ ン パ ク 質 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ３ に 示 す 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 分 子 量 （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ
Ａ Ｇ Ｅ 、 還 元 条 件 下 ） 約 ３ ０ ， ０ ０ ０ を 示 す 抗 原 性 タ ン パ ク 質 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ４ に
示 す 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 し 、 分 子 量 （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 還 元 条 件 下 ） 約 ６ ２ ， ０ ０ ０
を 示 す 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を 含 有 す る 精 製 画 分 が 得 ら れ る 。 精 製 画 分 或 い は 単 離 さ れ た 抗 原
性 タ ン パ ク 質 は 本 発 明 の 真 菌 抗 原 と し て 用 い ら れ る も の で あ り 、 真 菌 を 原 因 と す る 疾 患 の
治 療 、 診 断 に 有 用 で あ る 。 特 に 単 離 さ れ た 抗 原 性 タ ン パ ク 質 は 、 診 断 に お け る 原 因 抗 原 の
同 定 等 の 面 で 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ れ ら の 抗 原 性 タ ン パ ク 質 は 、 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス に 由 来 す る も の で あ り 、 カ ン ジ
ダ 　 ア ル ビ カ ン ス に よ る 感 染 症 に 対 す る ワ ク チ ン 活 性 、 又 は カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス に よ
る ア レ ル ギ ー 症 状 の 予 防 ・ 治 療 に 有 用 な ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る 。 本 明 細 書 に お い て 、 ワ
ク チ ン 活 性 と は 本 発 明 の 真 菌 抗 原 を 用 い て 常 法 に よ り 調 製 さ れ た ワ ク チ ン が ワ ク チ ン と し
て 有 効 な 薬 理 作 用 を 発 揮 す る こ と を 意 味 し 、 ア レ ル ゲ ン 活 性 と は 、 ア レ ル ギ ー 患 者 の 血 清
を 用 い た 、 Ｒ Ａ Ｓ Ｔ 法 等 に よ る 本 発 明 の 真 菌 抗 原 に 対 す る Ｉ ｇ Ｅ 抗 体 価 測 定 試 験 に お い て
、 異 常 高 値 を 示 す こ と 、 又 は 本 発 明 の 真 菌 抗 原 を 用 い た 皮 膚 テ ス ト に お い て 陽 性 反 応 を 示
す 作 用 を 有 す る こ と を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 は 、 前 記 の よ う な 単 離 さ れ た 抗 原 性 タ ン パ ク 質 と 免 疫 学 的 に 同 等 の 性 質
を 有 す る 機 能 的 同 等 物 を も 本 発 明 の 真 菌 抗 原 と し て 包 含 す る 。 例 え ば 、 各 種 カ ン ジ ダ 　 ア
ル ビ カ ン ス 、 更 に カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 以 外 の カ ン ジ ダ 属 真 菌 の 機 能 的 同 等 物 も 本 発 明
に 含 ま れ る 。 即 ち 、 上 記 ４ 種 の 抗 原 性 タ ン パ ク 質 の う ち 、 分 子 量 約 ６ ５ ， ０ ０ ０ の 抗 原 性
タ ン パ ク 質 は サ ッ カ ロ マ イ セ ス 　 セ レ ビ シ エ （ Saccharomyces cerevisiae） の ミ ト コ ン ド
リ ア 局 在 ジ ヒ ド ロ リ ポ ア ミ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ Ｄ Ｌ Ｄ Ｈ ） と 、 分 子 量 約 ２ ５ ， ０ ０ ０ の
抗 原 性 タ ン パ ク 質 は サ ッ カ ロ マ イ セ ス 　 セ レ ビ シ エ の ミ ト コ ン ド リ ア 局 在 ス ー パ ー オ キ サ
イ ド ジ ス ム ダ ー ゼ （ Ｓ Ｏ Ｄ ） と 、 分 子 量 約 ３ ０ ， ０ ０ ０ の 抗 原 性 タ ン パ ク 質 は サ ッ カ ロ マ
イ セ ス 　 セ レ ビ シ エ の シ ト レ ー ト シ ン タ ー ゼ （ citrate synthase） と 、 分 子 量 約 ６ ２ ， ０
０ ０ の 抗 原 性 タ ン パ ク 質 は サ ッ カ ロ マ イ セ ス 　 セ レ ビ シ エ の 液 胞 型 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ Ｉ
（ vacuolar aminopeptidase I ） と ホ モ ロ ジ ー を 有 す る が 、 ワ ク チ ン 活 性 及 び ／ 又 は ア レ
ル ゲ ン 活 性 等 の 免 疫 学 的 性 質 が 同 等 の 抗 原 も 本 発 明 に 包 含 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 こ こ で 、 免 疫 学 的 に 同 等 の 性 質 を 有 す る 機 能 的 同 等 物 と は 、 １ 又 は ２ 以 上 の ア ミ ノ 酸 が
置 換 、 挿 入 、 欠 失 又 は 付 加 さ れ た タ ン パ ク 質 で あ っ て 、 ワ ク チ ン 活 性 及 び ／ 又 は ア レ ル ゲ
ン 活 性 等 の 免 疫 学 的 性 質 が 同 等 の も の を い う 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 ま た 、 単 離 さ れ た 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を 基 に 、 抗 原 性 断 片 を 作 成 す る こ と も で き る 。 抗 原
性 断 片 を 作 製 す る に は 、 例 え ば 、 単 離 さ れ た 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を 原 料 と し て 、 リ シ ル エ ン
ド ペ プ チ ダ ー ゼ 、 ト リ プ シ ン 等 の プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 酵 素 消 化 、 臭 化 シ ア ン 等 に よ る 化 学
的 処 理 に よ る 切 断 後 、 目 的 の 抗 原 性 を 有 す る 断 片 を タ ン パ ク 質 の 精 製 に お い て 既 知 の 方 法
に よ り 単 離 精 製 す る こ と に よ り 得 る こ と が で き る 。 更 に 、 抗 原 性 断 片 の 化 学 構 造 に 関 す る
情 報 を 基 に 、 ペ プ チ ド 合 成 技 術 を 利 用 し て 化 学 合 成 に よ る 製 造 も 可 能 で あ る 。 本 発 明 の 抗
原 性 断 片 に は 、 哺 乳 類 、 特 に ヒ ト に お け る 免 疫 応 答 、 例 え ば 最 小 量 の Ｉ ｇ Ｅ の 刺 激 、 Ｉ ｇ
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Ｅ の 結 合 、 Ｉ ｇ Ｇ 及 び Ｉ ｇ Ｍ 抗 体 の 生 産 の 誘 起 、 又 は 増 殖 な ど の Ｔ 細 胞 応 答 及 び ／ 又 は リ
ン ホ カ イ ン 分 泌 及 び ／ 又 は Ｔ 細 胞 ア ナ ー ジ ー 誘 導 な ど を 引 き 起 こ す 作 用 を 有 す る 、 真 菌 由
来 の 抗 原 性 タ ン パ ク 質 の 断 片 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 抗 原 性 断 片 の 抗 原 性 は 、 ヒ ト の ボ ラ ン テ ィ ア へ の 皮 膚 試 験 、 皮 内 試 験 の 他 、 Ｒ Ａ Ｓ Ｔ 、
Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ 、 又 は ヒ ス タ ミ ン 遊 離 な ど の 試 験 管 内 試 験 に お い て も 評 価 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 な お 、 真 菌 抗 原 の 安 定 性 の 強 化 及 び ／ 又 は 所 望 の 反 応 性 の 強 化 、 す な わ ち 治 療 目 的 か ら
す れ ば 、 個 体 防 御 免 疫 能 の 誘 導 強 化 や 、 ア レ ル ギ ー 反 応 を 減 弱 化 ま た は 酵 素 活 性 を 消 失 さ
せ る の に 、 ま た 診 断 目 的 か ら す れ ば 、 抗 原 と 抗 体 の 特 異 的 結 合 の 強 化 を 行 う た め に 、 抗 原
性 タ ン パ ク 質 或 い は 抗 原 性 断 片 を 改 変 し 、 誘 導 体 化 し た り 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル （ PE
G)法 [Wie et al,Int. Arch. Allergy Appl. Immunol., Vol.64, 84-99,(1981)] を 用 い て
Ｐ Ｅ Ｇ と 結 合 さ せ る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 の 改 変 に は 、 ピ リ ジ ル エ チ ル 化 、 還 元 、 ア
ル キ ル 化 、 ア シ ル 化 、 適 当 な 担 体 へ の 化 学 的 カ ッ プ リ ン グ 、 温 和 な ホ ル マ リ ン 処 理 、 又 は
塩 酸 グ ア ニ ジ ン 処 理 も 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 一 方 、 単 離 さ れ た 抗 原 性 タ ン パ ク 質 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 の 情 報 を も と に 、 Ｐ Ｃ Ｒ 等 に よ
り 該 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 を 単 離 す る こ と が で き る 。 以 下 に そ の 一 例 に つ い て 述 べ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 ま ず 目 的 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 細 胞 よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 作 成 す る 。
次 に 該 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 細 胞 の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し 、 抗 原 性 タ ン パ ク
質 の 部 分 ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る と 推 定 さ れ る 核 酸 塩 基 配 列 を 基 に 設 計 さ れ た 増 幅 用 プ
ラ イ マ ー と な る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド 及 び 該 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド と 増 幅 用 プ ラ イ マ ー 対 を 形
成 し う る 適 当 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い Ｐ Ｃ Ｒ を 行 う 。 該 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 得 ら れ た Ｄ Ｎ Ａ
断 片 を プ ロ ー ブ と し た ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー か ら 目 的 と す
る 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ を 選 択 す る こ と が 出 来 る 。 例 え ば 、 配 列 表 の 配 列
番 号 ： １ に 記 載 し た ア ミ ノ 酸 配 列 情 報 、 カ ン ジ ダ   ア ル ビ カ ン ス Ｔ Ｉ Ｍ Ｍ １ ７ ６ ８ の ｃ Ｄ
Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー 及 び カ ン ジ ダ   ア ル ビ カ ン ス Ｔ Ｉ Ｍ Ｍ １ ７ ６ ８ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 用 い た
上 記 方 法 に よ り 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ５ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す
る 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ７ に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 ま た 目 的 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を 発 現 し て い る 細 胞 の Ｒ Ｎ Ａ 及 び 抗 原 性 タ ン パ ク 質 の 部 分 ア
ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る と 推 定 さ れ る 核 酸 塩 基 配 列 を 基 に 設 計 さ れ た 増 幅 用 プ ラ イ マ ー 等
を 用 い た Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て も 該 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 を 単 離 す る こ と が
出 来 る 。 例 え ば 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ２ に 記 載 し た ア ミ ノ 酸 配 列 情 報 及 び カ ン ジ ダ   ア ル
ビ カ ン ス Ｔ Ｉ Ｍ Ｍ １ ７ ６ ８ の Ｒ Ｎ Ａ を 用 い た 上 記 方 法 に よ り 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ６ に 示 す
ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ８ の 塩 基 配 列 を 有 す
る Ｄ Ｎ Ａ を 単 離 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
  な お 、 本 発 明 に お い て 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ５ に 記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質
か ら な る 真 菌 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 は 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ７ に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る 核 酸
に 特 に 限 定 さ れ な い 。 同 様 に 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ６ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク
質 か ら な る 真 菌 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 も 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ８ に 示 す 塩 基 配 列 を 有 す る
核 酸 に 特 に 限 定 さ れ な い 。 即 ち 遺 伝 子 上 で ア ミ ノ 酸 を 指 定 す る コ ド ン （ ３ つ の 塩 基 の 組 み
合 わ せ ） は ア ミ ノ 酸 の 種 類 ご と に １ ～ ６ 種 類 ず つ が 存 在 す る こ と が 知 ら れ て い る 。 し た が
っ て あ る ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 核 酸 は そ の ア ミ ノ 酸 配 列 に も よ る が 多 数 存 在 す る こ と
が で き る 。 核 酸 は 自 然 界 に お い て 決 し て 安 定 に 存 在 し て い る も の で は な く 、 そ の 塩 基 配 列
に 変 異 が 起 こ る こ と は ま れ で は な い 。 核 酸 上 に 起 こ っ た 変 異 が そ こ に コ ー ド さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 に は 変 化 を 与 え な い 場 合 （ サ イ レ ン ト 変 異 と 呼 ば れ る ） も あ り 、 こ の 場 合 に は 同 じ
ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 異 な る 核 酸 が 生 じ た と い え る 。 し た が っ て あ る 特 定 の ア ミ ノ 酸
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配 列 を コ ー ド す る 核 酸 が 単 離 さ れ て も 、 そ れ を 含 有 す る 生 物 が 継 代 さ れ て い く う ち に 同 じ
ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 多 種 類 の 核 酸 が で き て い く 可 能 性 は 否 定 で き な い 。 さ ら に 同 じ
ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 多 種 類 の 核 酸 を 人 為 的 に 作 製 す る こ と は 種 々 の 遺 伝 子 工 学 的 手
法 を 用 い れ ば 困 難 な こ と で は な い 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 た と え ば 遺 伝 子 工 学 的 な タ ン パ ク 質 の 生 産 に お い て 、 目 的 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 本
来 の Ｄ Ｎ Ａ 上 で 使 用 さ れ て い る コ ド ン が 宿 主 中 で は 使 用 頻 度 の 低 い も の で あ っ た 場 合 に は
、 タ ン パ ク 質 の 発 現 量 が 低 い こ と が あ る 。 こ の よ う な 場 合 に は コ ー ド さ れ て い る ア ミ ノ 酸
配 列 に 変 化 を 与 え る こ と な く 、 コ ド ン を 宿 主 で 繁 用 さ れ て い る も の に 人 為 的 に 変 換 す る こ
と に よ り 、 目 的 タ ン パ ク 質 の 高 発 現 を 図 る こ と が 行 わ れ て い る （ た と え ば 特 公 平 ７ － １ ０
２ １ ４ ６ 号 ） 。 こ の よ う に 特 定 の ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る 多 種 類 の 核 酸 は 人 為 的 に 作 成
可 能 な こ と は 言 う ま で も な く 、 自 然 界 に お い て も 生 成 さ れ う る も の で あ る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 更 に 本 発 明 に お け る 真 菌 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 に は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ５ 又 は ６ の 塩
基 配 列 の 全 部 又 は そ の 一 部 か ら な る 核 酸 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 で 、 該 核 酸 に コ ー ド さ れ る
ペ プ チ ド が 本 発 明 の 真 菌 抗 原 と 同 等 の ワ ク チ ン 活 性 又 は ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る 核 酸 も 包
含 さ れ る 。 ハ イ ブ リ ダ イ ズ 可 能 と は 以 下 の 条 件 が 例 示 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 す な わ ち 、 Ｄ Ｎ Ａ を 固 定 し た メ ン ブ レ ン を ０ ． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ 、 ０ ． １ ％ ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ
ン （ Ｂ Ｓ Ａ ） 、 ０ ． １ ％ ポ リ ビ ニ ル ピ ロ リ ド ン 、 ０ ． １ ％ フ ィ コ ー ル ４ ０ ０ 、 ０ ． ０ １ ％
変 性 サ ケ 精 子 Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ６ × Ｓ Ｓ Ｃ （ １ × Ｓ Ｓ Ｃ は ０ ． １ ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 、 ０ ． ０ １ ５
Ｍ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 、 ｐ Ｈ ７ ． ０ を 示 す ） 中 で 、 ５ ０ ℃ に て １ ２ ～ ２ ０ 時 間 、 プ ロ ー ブ
と と も に イ ン キ ュ ベ ー ト す る 。 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 終 了 後 、 ０ ． ５ ％ Ｓ Ｄ Ｓ を 含 む ２ × Ｓ
Ｓ Ｃ 中 、 ３ ７ ℃ で の 洗 浄 か ら 始 め て 、 Ｓ Ｓ Ｃ 濃 度 は ０ ． １ 倍 ま で の 範 囲 で 、 ま た 、 温 度 は
５ ０ ℃ ま で の 範 囲 で 変 化 さ せ 、 固 定 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ 由 来 の シ グ ナ ル が バ ッ ク グ ラ ウ ン ド と 区
別 で き る よ う に な る ま で メ ン ブ レ ン を 洗 浄 し た う え 、 プ ロ ー ブ の 検 出 を 行 う 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 上 記 核 酸 を 利 用 す れ ば 、 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り 大 腸 菌 、 酵 母 、 カ ビ 、 哺 乳 類 細 胞 等 に
お い て 組 み 換 え タ ン パ ク 質 と し て 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を 製 造 す る こ と が 出 来 る 。 ま た 該 核 酸
の 一 部 を 用 い る こ と に よ り 、 該 抗 原 性 タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 断 片 を 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り
製 造 す る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 上 記 遺 伝 情 報 が 得 ら れ れ ば 、 当 然 、 抗 原 性 タ ン パ ク 質 の 機 能 的 同 等 物 を 、 抗 原 性 タ ン パ
ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 特 定 部 位 の 突 然 変 異 誘 発 を 用 い 、 既 知 の 方 法 に よ り 抗 原 性 タ ン パ
ク 質 の 構 造 を 改 変 し 、 得 る こ と が で き る 。 例 え ば 、 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の １ 又 は
２ 以 上 の 塩 基 の 置 換 、 挿 入 、 欠 失 又 は 付 加 に よ っ て ア ミ ノ 酸 残 基 の 置 換 、 挿 入 、 欠 失 又 は
付 加 を 起 こ す こ と が で き る 。 具 体 的 に は 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ５ あ る い は 配 列 番 号 ： ６ に
記 載 の ア ミ ノ 酸 配 列 、 又 は そ の 一 部 か ら な る ア ミ ノ 酸 配 列 に お い て 、 １ 又 は ２ 以 上 の ア ミ
ノ 酸 残 基 の 欠 失 、 付 加 、 挿 入 又 は 置 換 の 少 な く と も １ つ を 生 じ さ せ 、 か つ 、 ワ ク チ ン 活 性
又 は ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す る ペ プ チ ド か ら な る 真 菌 抗 原 は 、 本 発 明 の 抗 原 性 タ ン パ ク 質 の
変 異 体 で あ り 機 能 的 同 等 物 の 一 例 と し て 本 発 明 の 範 囲 内 で あ る 。 さ ら に 、 生 物 活 性 を 保 持
し た ま ま の 変 異 体 を 選 択 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 な お 本 発 明 の 真 菌 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 に は 、 本 発 明 に お け る 抗 原 性 タ ン パ ク 質 の 抗 原
性 断 片 や 前 記 の よ う な 抗 原 性 タ ン パ ク 質 の 変 異 体 を コ ー ド す る 核 酸 も 包 含 さ れ る 。   
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 該 変 異 体 の 作 製 方 法 と し て は 、 ギ ャ ッ プ ド ・ デ ュ プ レ ッ ク ス 法 [Wilfried,K. et al.,Nu
cleic Acids Research,Vol.12, 24, 9441-9456(1984)] 、 デ レ ー シ ョ ン 法 [Celeste,Y.P. 
et al.,Gene,Vol.33, 103-119, 1985)、 Ｐ Ｃ Ｒ 法 (Gene,Vol.102, 67-70,(1991)]、 ウ ラ シ
ル Ｄ Ｎ Ａ 法 [Thomas,A.K. et al.,Methods in Enzymology,Vol.154, 367-382(1987)] や カ
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セ ッ ト 変 異 法 [James,A.W. et al.,Gene,Vol.34, 315-323(1985)]等 が 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 本 発 明 の 真 菌 抗 原 （ 実 施 例 １ に お け る Ca-LSP） の 毒 性 は 低 く 、 ２ ０ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ を マ ウ ス
の 静 脈 内 に 投 与 し て も 、 全 く 異 常 は 認 め ら れ な い も の で あ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
３ ． 真 菌 抗 原 の 製 造 方 法
　 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 よ り 得 ら
れ る 不 溶 性 画 分 で あ る 真 菌 抗 原 を 製 造 す る 方 法 と し て は 、 例 え ば 、
　 （ １ ） 真 菌 の 生 細 胞 を 得 る 工 程 、
　 （ ２ ） 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 を
得 る 工 程 、
　 （ ３ ） 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 を
バ ー ス ト さ せ る 工 程 、
　 （ ４ ） 不 溶 性 画 分 を 得 る 工 程 、
と い っ た 工 程 を 含 む 製 造 方 法 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
工 程 （ １ ）
　 工 程 （ １ ） は 、 真 菌 の 生 細 胞 を 得 る 工 程 で あ る 。 よ り 具 体 的 に は 、 真 菌 を 生 育 に 適 し た
培 地 で 培 養 し 、 新 鮮 な 真 菌 の 生 細 胞 を 得 る 工 程 で あ る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 ま ず 、 真 菌 の 培 養 は 、 各 々 に 適 し た 炭 素 源 、 窒 素 源 、 そ の 他 の 栄 養 源 を 含 む 栄 養 培 地 で
、 生 育 可 能 な 温 度 、 条 件 で 実 施 す れ ば よ い 。 通 常 、 真 菌 の 培 養 に 用 い ら れ る 栄 養 培 地 と し
て は 、 サ ブ ロ ー 培 地 、 ポ テ ト デ キ ス ト ロ ー ス 培 地 、 ツ ァ ペ ッ ク ド ッ ク ス 培 地 、 麦 芽 培 地 、
イ ー ス ト ニ ト ロ ゲ ン ベ ー ス ・ グ ル コ ー ス 合 成 培 地 等 が 広 く 用 い ら れ る 。 必 要 に 応 じ て 、 血
清 や 血 清 ア ル ブ ミ ン を 添 加 し て も よ い 。 ま た 、 癜 風 菌 の よ う に オ リ ー ブ オ イ ル 等 を 添 加 し
た 培 地 が 生 育 に 適 し て い る 真 菌 も あ る 。 培 養 温 度 は 、 15～ 45℃ 位 が 一 般 的 で あ る が 、 真 菌
に よ っ て は 、 培 養 温 度 に よ り 形 態 が 変 化 す る （ 二 形 性 真 菌 と 言 わ れ る も の が 多 い ） も の も
あ り 、 適 宜 選 択 す る 必 要 が あ る 。 例 え ば 、 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス の 場 合 、 25～ 37℃ が 好
適 に 使 用 さ れ る 培 養 温 度 で あ る が 、 30℃ 前 後 で は 通 常 の 培 地 で は 酵 母 状 の 生 育 を す る が 、
37℃ 付 近 で は 菌 糸 状 の 生 育 を し や す い 。 二 形 性 の 真 菌 で は 、 細 胞 壁 構 成 成 分 、 膜 タ ン パ ク
質 を 含 む 細 胞 内 タ ン パ ク 質 等 の タ ン パ ク 質 成 分 も 変 化 す る た め 、 目 的 に 応 じ て 培 養 条 件 を
変 え て も よ い 。 真 菌 は 、 通 常 の 培 養 条 件 で は 凝 集 し た り 菌 塊 を 形 成 し 不 均 一 な 細 胞 懸 濁 液
に な る も の が 多 く 、 こ の 場 合 、 次 工 程 で 細 胞 壁 溶 解 酵 素 等 を 充 分 に 作 用 さ せ る こ と が で き
な い 。 そ こ で 、 な る べ く 均 一 な 細 胞 懸 濁 液 を 得 る た め に 、 培 養 方 法 を 工 夫 し て も よ い 。 例
え ば 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 　 フ ミ ガ タ ス の 場 合 、 ０ ． ５ ～ １ Ｍ の Ｎ ａ Ｃ ｌ を 培 地 に 添 加 す る 等
、 塩 濃 度 を 高 め る こ と で 解 消 さ れ る 。 ま た 、 真 菌 と し て は 上 記 に 記 載 の 真 菌 が 挙 げ ら れ る
。
【 ０ ０ ６ ９ 】
工 程 （ ２ ）
　 工 程 （ ２ ） は 、 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 し た 真
菌 細 胞 を 得 る 工 程 で あ る 。 細 胞 壁 の 除 去 の 程 度 は 少 な く と も 浸 透 圧 に 感 受 性 を 示 す 程 度 で
あ れ ば 良 い が 、 更 に プ ロ ト プ ラ ス ト の 形 態 に な る ま で 細 胞 壁 を 除 去 す る の が 好 ま し い 。 よ
っ て 、 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 と し
て は 、 該 真 菌 細 胞 の プ ロ ト プ ラ ス ト 又 は ス フ ェ ロ プ ラ ス ト が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 を 得 る に
は 、 例 え ば 、 真 菌 細 胞 に 細 胞 壁 溶 解 酵 素 を 作 用 さ せ た り 、 真 菌 細 胞 を 物 理 的 に 処 理 す る こ
と に よ り 達 成 で き る 。 ま た 、 細 胞 壁 溶 解 酵 素 処 理 と 物 理 的 処 理 と は 併 用 し て も 良 い 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 細 胞 壁 溶 解 酵 素 と し て は 種 々 の も の が 知 ら れ て い る が 、 市 販 の 製 品 と し て は ザ イ モ リ エ
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ー ス （ 生 化 学 工 業 社 製 ） 、 リ チ カ ー ゼ （ シ グ マ 社 製 ） 、 ヤ タ ラ ー ゼ （ 大 関 － 宝 酒 造 社 製 ）
、 キ チ ナ ー ゼ （ 宝 酒 造 社 製 ） 、 ト リ コ デ ル マ 　 ラ イ ジ ン グ エ ン ザ イ ム （ ノ ボ － シ グ マ 社 製
） 、 カ タ ツ ム リ 腸 管 消 化 酵 素 β － グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ （ シ グ マ 社 製 ） 、 ラ ミ ナ リ ア ー ゼ （ シ
グ マ 社 製 ） 等 が あ る 。 こ れ ら の 酵 素 は 、 各 種 の 細 胞 壁 多 糖 （ キ チ ン 、 β 1,3-グ ル カ ン 、 マ
ン ナ ン 、 ガ ラ ク ト マ ン ナ ン 、 キ シ ロ グ ル カ ン 等 ） の 溶 解 酵 素 よ り な り 、 さ ら に プ ロ テ ア ー
ゼ も 含 有 し て い る も の が 多 い 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 真 菌 細 胞 の 細 胞 壁 を 溶 解 し 、 浸 透 圧 に 感 受 性 の 裸 の 細 胞 、 例 え ば プ ロ ト プ ラ ス ト を 調 製
す る た め に は 、 ま ず 、 培 養 に よ り 得 ら れ た 新 鮮 な 細 胞 を 洗 浄 後 、 0.8 ～ 1.5Mの ソ ル ビ ト ー
ル や マ ン ニ ト ー ル 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 有 す る 高 張 緩 衝 液 中 に 懸 濁 す る 。 こ れ に 必 要 量 の 細 胞 壁
溶 解 酵 素 を 、 酵 素 に 適 し た 温 度 、 緩 衝 液 、 ｐ Ｈ で １ ０ 分 間 ～ 数 時 間 作 用 さ せ 、 細 胞 壁 を 除
去 す る 。 こ の 際 、 プ ロ テ ア ー ゼ を 作 用 さ せ る こ と に よ り 細 胞 壁 を よ り き れ い に 除 去 す る こ
と が で き る 場 合 も あ る 。 真 菌 に よ っ て は プ ロ テ ア ー ゼ を 作 用 さ せ る 必 要 が な い 場 合 も あ り
、 そ の 際 は PMSF、 ペ プ ス タ チ ン 等 の プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー を 加 え て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 ま た 、 物 理 的 処 理 方 法 と し て は 、 例 え ば ２ ． ５ Ｍ の シ ョ 糖 溶 液 の よ う な 高 張 緩 衝 液 中 で
目 的 菌 体 を 懸 濁 す る こ と に よ り 原 形 質 分 離 を 起 こ さ せ 、 ナ イ フ で 細 胞 壁 を 切 り 取 る 方 法 が
あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
工 程 （ ３ ）
　 工 程 （ ３ ） は 、 工 程 （ ２ ） で 得 ら れ る 、 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な
く と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 を バ ー ス ト さ せ る 工 程 で あ る 。 細 胞 を バ ー ス ト さ せ る 方 法
と し て 、 例 え ば 、 超 音 波 処 理 、 フ レ ン チ プ レ ス に よ る 処 理 の 他 、 浸 透 圧 差 を 利 用 し た 低 張
液 処 理 が あ る 。 低 張 液 処 理 で バ ー ス ト さ せ る に は 、 ま ず 細 胞 を 高 張 液 で 充 分 洗 浄 し た 後 、
低 張 液 、 即 ち 生 理 食 塩 水 ま た は イ オ ン 強 度 が 低 い 緩 衝 液 （ 例 え ば 、 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン
ス TIMM 1768 の 場 合 、 生 理 食 塩 水 ） に 懸 濁 す る こ と に よ り 実 施 で き る 。 使 用 さ れ る 緩 衝 液
と し て は 、 例 え ば 、 ｐ Ｈ ５ ～ ８ の リ ン 酸 緩 衝 液 、 ク エ ン 酸 緩 衝 液 等 が 挙 げ ら れ る 。 細 胞 小
器 官 を な る べ く 傷 つ け ず に 回 収 し よ う と す る 場 合 、 イ オ ン 強 度 を 適 当 に 選 択 す れ ば よ い 。
例 え ば 、 ミ ト コ ン ド リ ア を 菌 体 内 と 同 様 の 機 能 を 有 す る 状 態 で 調 製 し よ う と す る 場 合 、 例
え ば 、 ０ ． ５ ～ ０ ． ６ Ｍ の ソ ル ビ ト ー ル や ０ ． ２ ５ Ｍ の シ ョ 糖 を 含 有 す る 緩 衝 液 中 で 超 音
波 や ワ ー リ ン グ ブ レ ン ダ ー や フ レ ン チ プ レ ス 等 で 処 理 す る こ と に よ り 、 細 胞 壁 を 実 質 的 に
除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 し た 細 胞 を バ ー ス ト さ せ 、 ミ ト コ ン ド リ ア
を 菌 体 内 と 同 様 の 機 能 を 有 す る 状 態 の ま ま 得 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
工 程 （ ４ ）
　 工 程 （ ４ ） は 、 不 溶 性 画 分 を 得 る 工 程 で あ る 。
　 工 程 （ ３ ） で 得 ら れ る 、 バ ー ス ト し て 得 ら れ る 成 分 を 、 遠 心 分 離 又 は ろ 過 す る こ と に よ
り 沈 殿 や 残 存 物 を 得 、 こ の も の を 不 溶 性 画 分 と す る 。 バ ー ス ト し て 得 ら れ る 成 分 は 必 要 に
応 じ て 超 音 波 又 は ガ ラ ス ビ ー ズ に よ り さ ら に 細 か く 破 砕 し て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 不 溶 性 画 分 を 得 る た め の 遠 心 分 離 の 条 件 と し て は 特 に 限 定 さ れ る も の で は な い が 、 好 ま
し く は 約 １ ０ ０ ０ ０ ０ × ｇ 以 下 、 よ り 好 ま し く は １ ０ ０ ０ ０ × ｇ 以 下 で あ り 、 遠 心 分 離 の
時 間 は 好 ま し く は １ ０ 分 間 ～ ３ 時 間 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 １ ０ ０ ０ ０ × ｇ 以 下 の 遠 心 分 離 で 沈 殿 と し て 回 収 さ れ る も の と し て は 細 胞 膜 及 び ミ ト コ
ン ド リ ア 、 核 、 ラ イ ソ ソ ー ム 、 液 泡 等 の 細 胞 小 器 官 が あ る 。 ま た 、 細 胞 膜 タ ン パ ク 質 や 細
胞 小 器 官 膜 タ ン パ ク 質 は 、 膜 に 結 合 し た 状 態 で 沈 殿 と し て 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 １ ０ ０ ０ ０ ０ × ｇ で １ 時 間 程 度 遠 心 分 離 す る と 、 リ ボ ソ ー ム も 沈 殿 と し て 回 収 さ れ る が
、 こ れ も 含 有 し て い て も よ い 。 ま た 、 遠 心 分 離 の 条 件 を 変 化 さ せ 、 各 々 の 細 胞 小 器 官 を あ
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る 程 度 分 離 す る こ と も で き る 、 例 え ば 、 １ ０ ０ ０ × ｇ 程 度 の 遠 心 分 離 で 核 を 分 離 す る こ と
も で き る 。 ま た 、 シ ョ 糖 等 を 用 い た 密 度 勾 配 遠 心 分 離 に よ り 上 記 の 細 胞 小 器 官 を 分 離 精 製
す る こ と も で き る 。 ろ 過 に よ り 不 溶 性 画 分 を 回 収 し た り 、 粒 子 の 大 き さ に よ り あ る 程 度 分
別 す る こ と も 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 こ の よ う に し て 得 ら れ る 不 溶 性 画 分 は 、 真 菌 細 胞 の プ ロ ト プ ラ ス ト 又 は ス フ ェ ロ プ ラ ス
ト 等 の 、 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 か
ら 得 ら れ る も の で あ る た め 、 不 溶 性 画 分 中 に 混 入 し 得 る 細 胞 壁 成 分 の 量 は 少 な い も の で あ
る 。 例 え ば 、 本 発 明 の 不 溶 性 画 分 中 の 細 胞 壁 成 分 の 量 は 、 細 胞 壁 成 分 を 抗 原 と す る 、 抗 原
抗 体 反 応 を 利 用 す る こ と に よ り 定 量 す る こ と が で き る 。 よ り 具 体 的 に は 、 後 述 の 実 施 例 で
示 す よ う に 例 え ば 真 菌 細 胞 と し て カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス TIMM 1768 を 用 い る 場 合 、 抗 カ
ン ジ ダ 血 清 で あ る 因 子 血 清 No.1（ ヤ ト ロ ン 製 ） を 用 い て 不 溶 性 画 分 中 の 血 清 型 Ａ マ ン ナ ン
を 定 量 す る こ と が で き る 。 こ の よ う に し て 測 定 さ れ る 血 清 型 Ａ マ ン ナ ン の 量 は 、 検 出 限 界
値 （ 0.5mg/mL） 以 下 で あ る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 上 記 の よ う に し て 得 ら れ る 不 溶 性 画 分 は 、 エ タ ノ ー ル 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル
、 ア セ ト ニ ト リ ル 等 の 有 機 溶 媒 に よ る 洗 浄 及 び 殺 菌 処 理 、 ま た は 加 熱 処 理 に よ る 殺 菌 処 理
を す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 本 発 明 に お け る 不 溶 性 画 分 は 、 上 記 の よ う に し て 得 る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明 に お
い て は 、 か か る 不 溶 性 画 分 を 分 別 抽 出 し て 得 ら れ る 可 溶 化 画 分 も 真 菌 抗 原 で あ る 。 可 溶 化
画 分 は 、 例 え ば 以 下 の よ う な 工 程 を 含 む 製 造 方 法 に よ り 得 る こ と が で き る 。
　 （ １ ） 真 菌 の 生 細 胞 を 得 る 工 程 、
　 （ ２ ） 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 を
得 る 工 程 、
　 （ ３ ） 細 胞 壁 を 実 質 的 に 除 去 し た 、 又 は 細 胞 壁 の 少 な く と も 一 部 を 除 去 し た 真 菌 細 胞 を
バ ー ス ト さ せ る 工 程 、
　 （ ４ ） 不 溶 性 画 分 を 得 る 工 程 、
　 （ ５ ） 不 溶 性 画 分 よ り 可 溶 化 画 分 を 分 別 抽 出 す る 工 程 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 本 発 明 に お い て は 、 さ ら に 所 望 に よ り 工 程 （ ６ ） と し て 可 溶 化 画 分 は 、 目 的 に 応 じ 通 常
の 分 離 精 製 手 段 に よ り 分 離 精 製 し て も よ い 。
　 上 記 の 工 程 の う ち 、 工 程 （ １ ） ～ 工 程 （ ４ ） は 、 不 溶 性 画 分 の 製 造 方 法 と 同 じ で あ る 。
但 し 、 本 製 造 工 程 で 使 用 す る 不 溶 性 画 分 中 の 細 胞 壁 成 分 は 、 臨 床 的 に 使 用 で き る 程 度 ま で
除 去 さ れ て い る こ と が 好 ま し い が 、 必 ず し も 不 溶 性 画 分 そ の も の を 真 菌 抗 原 と し て 用 い る
場 合 の 除 去 の 程 度 と 同 等 で あ る 必 要 は な い 。 と い う の は 、 真 菌 細 胞 の 細 胞 壁 に は グ ル カ ン
、 キ チ ン 等 が 多 く 含 ま れ て お り 、 こ れ ら の 中 に は 、 例 え ば 、 界 面 活 性 剤 に よ り 可 溶 化 さ れ
な い 成 分 も あ り 、 こ れ ら の 成 分 は 次 の 可 溶 化 画 分 を 得 る 工 程 で 除 去 す る こ と が で き る か ら
で あ る 。 以 下 、 工 程 （ ５ ） お よ び 工 程 （ ６ ） に つ い て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
工 程 （ ５ ）
　 工 程 （ ５ ） は 、 不 溶 性 画 分 よ り 可 溶 化 画 分 を 分 別 抽 出 す る 工 程 で あ る 。 分 別 抽 出 に は 一
般 に 使 用 さ れ る 可 溶 化 方 法 を 用 い る こ と が で き る 。 可 溶 化 剤 と し て は 、 例 え ば 、 Ｎ ａ Ｃ ｌ
、 Ｋ Ｃ ｌ 等 の 塩 、 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 等 の キ レ ー ト 剤 、 ブ タ ノ ー ル 等 の 有 機 溶 媒 や 、 尿 素 等 の タ ン パ
ク 質 変 性 剤 を 溶 解 し た 緩 衝 液 等 を 用 い る こ と が で き る が 、 可 溶 化 成 分 の 安 定 性 、 及 び 抽 出
効 率 の 面 か ら 界 面 活 性 剤 を 含 有 し た 緩 衝 液 を 用 い る こ と が 好 ま し い 。 ま た 充 分 な 抽 出 効 果
が 得 ら れ な い 場 合 、 上 記 の 有 機 溶 媒 や タ ン パ ク 質 変 性 剤 を 併 用 し て も 良 い 。 一 般 的 に は 、
工 程 （ ４ ） に て 得 ら れ る 不 溶 性 画 分 を 、 適 当 な 界 面 活 性 剤 等 の 可 溶 化 剤 を 含 有 す る 緩 衝 液
で 一 定 時 間 懸 濁 後 、 遠 心 分 離 処 理 や 濾 過 に よ り 不 溶 性 成 分 を 除 去 す る こ と に よ り 可 溶 化 画
分 を 得 る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 明 細 書 に お い て 可 溶 化 画 分 に は 、 不 溶 性 画 分 に 付
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随 す る 水 溶 性 成 分 、 例 え ば 細 胞 小 器 官 内 水 溶 性 成 分 等 、 及 び ／ 又 は 可 溶 化 処 理 に て 可 溶 化
さ れ る 成 分 、 例 え ば 細 胞 膜 タ ン パ ク 質 、 脂 質 等 が 含 有 さ れ る 。 ま た 、 臨 床 的 に 使 用 可 能 な
界 面 活 性 剤 を 使 用 す れ ば 、 か か る 界 面 活 性 剤 を 除 去 す る こ と な く 、 該 可 溶 化 画 分 を そ の ま
ま 真 菌 抗 原 と し て 用 い る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 で 使 用 す る 不 溶 性 画 分 に 含 ま れ る 膜 タ ン パ ク 質 等 の 可 溶 化 に 用 い る 界 面 活 性 剤 と
し て は 、 オ ク チ ル チ オ グ ル コ シ ド 、 Lubrol PX,Triton X-100,Nonidet P-40 等 が 好 ま し い
。 ま た 臨 床 的 に 使 用 可 能 な 界 面 活 性 剤 と し て は イ オ ン 性 （ 陰 イ オ ン 性 、 陽 イ オ ン 性 、 両 性
） 界 面 活 性 剤 （ 例 え ば ア ル キ ル ス ル ホ ネ ー ト 、 塩 化 ベ ン ザ ル コ ニ ウ ム 等 ） 及 び 非 イ オ ン 性
界 面 活 性 剤 （ 例 え ば ポ リ オ キ シ エ チ レ ン 硬 化 ヒ マ シ 油 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ ッ ト 脂
肪 酸 エ ス テ ル 類 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ タ ン 脂 肪 酸 エ ス テ ル 類 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン
グ リ セ リ ン 脂 肪 酸 エ ス テ ル 類 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 脂 肪 酸 エ ス テ ル 類 、 ポ リ オ キ シ エ
チ レ ン ア ル キ ル フ ェ ニ ル エ ー テ ル 類 等 ） が 含 ま れ る 。 本 発 明 で 使 用 す る 界 面 活 性 剤 と し て
は 、 非 イ オ ン 性 界 面 活 性 剤 が 好 ま し く 、 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン 硬 化 ヒ マ シ 油 と し て は 、 例 え
ば Ｎ Ｉ Ｋ Ｋ Ｏ Ｌ 　 Ｈ Ｃ Ｏ － ４ ０ 、 Ｈ Ｃ Ｏ － ５ ０ 、 Ｈ Ｃ Ｏ － ６ ０ （ 日 光 ケ ミ カ ル ズ 社 製 ） 、
ユ ニ オ ッ ク ス Ｈ Ｃ － ４ ０ 、 Ｈ Ｃ － ５ ０ 、 Ｈ Ｃ － ６ ０ （ 日 本 油 脂 社 製 ） な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 ポ リ オ キ シ エ チ レ ン ソ ル ビ ッ ト 脂 肪 酸 エ ス テ ル 類 と し て は 、 例 え ば Ｎ Ｉ Ｋ Ｋ Ｏ Ｌ 　 Ｇ Ｏ
－ ４ ３ ０ 、 Ｇ Ｏ － ４ ４ ０ 、 Ｇ Ｏ － ４ ６ ０ 、 Ｇ Ｌ － １ 、 Ａ ｔ ｌ ｏ ｘ 　 １ ０ ４ ５ Ａ 、 １ １ ９ ６
、 Ｇ － １ ０ ４ ５ 、 Ｇ － １ ４ ４ １ （ 花 王 ア ト ラ ス 社 製 ） な ど が 挙 げ ら れ る 。 ポ リ オ キ シ エ チ
レ ン ソ ル ビ タ ン 脂 肪 酸 エ ス テ ル 類 と し て は 、 Ｔ Ｗ Ｅ Ｅ Ｎ 　 ２ ０ 、 Ｔ Ｗ Ｅ Ｅ Ｎ 　 ４ ０ 、 Ｔ Ｗ
Ｅ Ｅ Ｎ 　 ６ ０ 、 Ｔ Ｗ Ｅ Ｅ Ｎ 　 ８ ０ 、 Ｅ Ｍ Ａ Ｓ Ｏ Ｌ 　 １ １ ３ ０ 、 Ｅ Ｍ Ａ Ｓ Ｏ Ｌ 　 ３ １ ３ ０ 、
Ｎ Ｉ Ｋ Ｋ Ｏ Ｌ 　 Ｔ Ｌ － １ ０ １ ０ 、 Ｔ Ｐ － １ ０ 、 Ｔ Ｓ － １ ０ な ど が 挙 げ ら れ る 。 ポ リ オ キ シ
エ チ レ ン グ リ セ リ ン 脂 肪 酸 エ ス テ ル 類 と し て は 、 例 え ば Ｎ Ｉ Ｋ Ｋ Ｏ Ｌ 　 Ｔ Ｍ Ｇ Ｓ － １ ５ 、
Ｔ Ｍ Ｇ Ｓ － ５ な ど が 挙 げ ら れ る 。 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル 脂 肪 酸 エ ス テ ル 類 と し て は 、 例
え ば Ｎ Ｉ Ｋ Ｋ Ｏ Ｌ 　 Ｍ Ｙ Ｌ － １ １ ０ 、 Ｍ Ｙ Ｓ － １ ０ な ど が 挙 げ ら れ る 。 ポ リ オ キ シ エ チ レ
ン ア ル キ ル フ ェ ニ ル エ ー テ ル 類 と し て は 、 Ｎ Ｉ Ｋ Ｋ Ｏ Ｌ 　 Ｎ Ｐ － １ ０ 、 Ｅ Ｍ Ｕ Ｌ Ｇ Ｅ Ｎ 　
８ １ ０ な ど が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 な お 、 抗 原 性 維 持 等 の 面 で 、 可 溶 性 成 分 に 対 し 最 適 な 種 類 の 界 面 活 性 剤 及 び 濃 度 を 選 択
す る の は 当 然 で あ る 。 一 般 に 、 界 面 活 性 剤 の 濃 度 は 、 界 面 活 性 剤 を 水 性 溶 媒 に 溶 解 し た と
き に ミ セ ル を 形 成 す る 濃 度 、 即 ち 、 臨 界 ミ セ ル 濃 度 （ 以 下 、 Ｃ Ｍ Ｃ と 略 記 す る ） 以 上 で あ
れ ば 有 効 で あ る 。 さ ら に Ｃ Ｍ Ｃ 以 上 ま た は Ｃ Ｍ Ｃ の １ ０ 倍 ま で の 濃 度 で 好 適 に 用 い ら れ 、
特 に Ｃ Ｍ Ｃ か ら Ｃ Ｍ Ｃ の ５ 倍 ま で の 濃 度 で 可 溶 化 を 実 施 す る と 好 適 に 作 用 す る 。 緩 衝 液 と
し て は 、 リ ン 酸 緩 衝 液 、 ト リ ス － 塩 酸 緩 衝 液 が 挙 げ ら れ る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 可 溶 化 は 、 通 常 約 ４ ℃ の 低 温 で １ 時 間 ～ 一 晩 放 置 ま た は 攪 拌 す る こ と に よ り 行 わ れ る 。
こ の 際 、 プ ロ テ ア ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー を 添 加 し て も よ い 。 可 溶 性 化 画 分 は 、 例 え ば 、 可 溶 化
処 理 液 を 約 １ ０ ０ ０ ０ ０ × ｇ で １ 時 間 程 度 の 遠 心 分 離 処 理 し た 上 清 、 又 は 濾 過 処 理 に よ る
濾 液 と し て 得 ら れ る 。 ま た 該 上 清 や 該 濾 液 を 可 溶 化 剤 を 含 ま な い 緩 衝 液 や 臨 床 的 に 使 用 可
能 な 界 面 活 性 剤 を 含 有 す る 緩 衝 液 に 対 し て 透 析 す る こ と に よ り 、 可 溶 化 に 用 い た 可 溶 化 剤
を 除 去 す る こ と も で き る 。 可 溶 性 化 画 分 は 、 エ タ ノ ー ル 、 イ ソ プ ロ パ ノ ー ル 、 フ ェ ノ ー ル
、 ア セ ト ニ ト リ ル 等 の 有 機 溶 媒 に よ る 洗 浄 及 び 殺 菌 処 理 、 ま た は 加 熱 処 理 に よ る 殺 菌 処 理
を す る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 ま た 、 可 溶 化 画 分 を 、 可 溶 化 剤 を 含 ま な い 緩 衝 液 に 対 し て 透 析 し た 場 合 、 脂 質 を 始 め と
す る 疎 水 性 成 分 の 一 部 は 沈 澱 と し て 得 ら れ る 。 本 明 細 書 に お い て は 、 か か る 沈 澱 成 分 及 び
溶 液 成 分 の い ず れ も 可 溶 化 画 分 の 範 疇 で あ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 さ ら に 、 本 発 明 に お い て は 、 工 程 （ ６ ） と し て 所 望 に よ り 可 溶 化 画 分 は 、 目 的 に 応 じ 通
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常 の 分 離 精 製 手 段 、 例 え ば 、 含 有 成 分 の 親 和 性 、 荷 電 状 態 、 分 子 量 、 疎 水 性 等 の 違 い に よ
る 分 離 精 製 手 段 を 用 い 、 さ ら に 精 製 し て も 良 い 。 例 え ば 、 糖 群 特 異 的 吸 着 体 を 用 い 、 糖 タ
ン パ ク 質 に 含 有 さ れ る 糖 残 基 の 違 い で 分 画 し て 精 製 す る こ と が で き る 。 糖 群 特 異 的 吸 着 体
と し て は 、 例 え ば 、 ConA固 定 化 体 が 挙 げ ら れ る 。 特 に 、 ConA結 合 性 糖 残 基 （ Ｃ － ３ 、 Ｃ －
４ 、 Ｃ － ６ の ヒ ド ロ キ シ ル 基 が 未 置 換 の 、 α － Ｄ － グ ル コ ー ス 残 基 及 び α － Ｄ － マ ン ノ ー
ス 残 基 ） を 有 す る 成 分 、 例 え ば 、 真 菌 に 多 い ConA結 合 性 マ ン ノ ー ス 残 基 に 富 む 糖 タ ン パ ク
質 等 の 分 離 に は 、 ConA結 合 樹 脂 が 好 適 に 使 用 さ れ る 。 精 製 に は 、 目 的 に 応 じ た 緩 衝 液 を 用
い る こ と が 望 ま し く 、 界 面 活 性 剤 、 有 機 溶 媒 等 を 添 加 し て も 良 い 。 更 に 、 イ オ ン 交 換 樹 脂
、 ゲ ル 濾 過 担 体 を 用 い 精 製 度 を 上 げ て も 良 い 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 ま た 、 本 発 明 に お い て は 、 前 記 の よ う な 本 発 明 の 真 菌 抗 原 を コ ー ド す る 核 酸 を 用 い て 一
般 的 な 遺 伝 子 工 学 的 手 法 に よ り 容 易 に 本 発 明 の 真 菌 抗 原 を 製 造 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
４ ． 生 物 学 的 製 剤 に つ い て
　 本 発 明 の 生 物 学 的 製 剤 は 、 上 記 に 記 載 の 真 菌 抗 原 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る も の で あ る
。 生 物 学 的 製 剤 と は 、 ワ ク チ ン 又 は こ れ に 類 似 す る 製 剤 で あ っ て 、 感 染 性 疾 病 の 病 原 微 生
物 に 由 来 し て 、 疾 病 又 は 障 害 の 診 断 、 予 防 若 し く は 治 療 に 使 用 さ れ る 製 剤 で あ り 、 本 発 明
に お い て は 真 菌 を 原 材 料 と す る 。 そ の 他 、 本 発 明 の 抗 原 を 利 用 し て 得 ら れ る 治 療 血 清 等 も
含 む 。 な か で も 、 多 種 類 の 真 菌 タ ン パ ク 質 を 含 有 し て い る 本 発 明 の 真 菌 抗 原 は 、 脊 椎 動 物
に 獲 得 自 動 免 疫 を 誘 導 し う る も の で あ り 、 特 に ワ ク チ ン 組 成 物 と し て 好 適 に 使 用 で き る 。
即 ち 、 本 発 明 の 、 脊 椎 動 物 の 真 菌 感 染 症 に 対 し 感 染 防 御 又 は 治 療 効 果 を 有 す る ワ ク チ ン 組
成 物 は 、 上 記 の 真 菌 抗 原 を 有 効 成 分 と し て 含 有 す る も の で あ る 。 本 発 明 の 生 物 学 的 製 剤 や
ワ ク チ ン 組 成 物 の 有 効 成 分 と し て 含 有 さ れ る 真 菌 抗 原 は 、 例 え ば 上 記 の 製 造 方 法 に よ り 得
る こ と が で き る 。 な お 、 本 明 細 書 に お い て 、 ワ ク チ ン 組 成 物 を 単 に ワ ク チ ン と い う 場 合 が
あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 の 真 菌 抗 原 を ワ ク チ ン 組 成 物 と し て 使 用 す る 際 に は 、 よ り 強 い 体 液 性 及 び ／ ま た
は 細 胞 性 免 疫 を 得 る た め に 、 該 真 菌 抗 原 を 下 記 の よ う な ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 懸 濁 液 又 は 溶
液 と し て 製 剤 化 し 投 与 す る こ と が 好 ま し い 。 ア ジ ュ バ ン ト は 普 通 、 抗 原 と 共 に 投 与 さ れ る
が 、 抗 原 投 与 の 前 ま た は 後 に 与 え て も よ い 。 哺 乳 類 の ワ ク チ ン 接 種 に 適 当 な ア ジ ュ バ ン ト
と し て は 、 フ ロ イ ン ト （ Freund's） の 完 全 ま た は 不 完 全 ア ジ ュ バ ン ト ； 水 酸 化 ア ル ミ ニ ウ
ム 、 み ょ う ば ん 等 の 無 機 物 ゲ ル ； リ ゾ レ シ チ ン 、 ジ メ チ ル オ ク タ デ シ ル ア ン モ ニ ウ ム ブ ロ
ミ ド 、 リ ゾ レ シ チ ン 等 の 界 面 活 性 剤 ； 硫 酸 デ キ ス ト ラ ン 、 ポ リ IC等 の ポ リ ア ニ オ ン ； ム ラ
ミ ル ジ ペ プ チ ド 、 タ フ ト シ ン 等 の ペ プ チ ド ； Ribi社 製 の モ ノ フ ォ ス フ ォ リ ル リ ピ ド Ａ （ Ｍ
Ｐ Ｌ ） ； CytRx 社 製 の TiterMax； コ レ ラ ト キ シ ン の Ｂ サ ブ ユ ニ ッ ト が あ る が 、 こ れ ら に は
限 定 さ れ な い 。 抗 原 は ま た リ ポ ソ ー ム ま た は 他 の マ イ ク ロ キ ャ リ ア ー に 取 り 込 ま せ て 投 与
す る こ と が で き る 。 当 然 、 い く つ か の 異 な る 真 菌 の 抗 原 を 混 合 し て 用 い る こ と も 可 能 で あ
る 。 そ れ に よ っ て 、 複 数 の 真 菌 感 染 症 に 対 す る 防 御 免 疫 を 誘 導 す る こ と も で き る 。 本 発 明
の ワ ク チ ン 組 成 物 は 、 フ ル コ ナ ゾ ー ル 、 ア ン ホ テ リ シ ン Ｂ 等 の 抗 真 菌 剤 や β － ラ ク タ ム 系
抗 生 物 質 を 始 め と す る 各 種 の 抗 細 菌 性 抗 菌 剤 と 併 用 し て も よ い 。 特 に 、 抗 真 菌 剤 と は 相 加
的 又 は 相 乗 的 に 働 き 有 効 性 を 発 揮 す る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 脊 椎 動 物 は 、 魚 類 、 両 生 類 、 爬 虫 類 、 鳥 類 、 ヒ ト 及 び ヒ ト 以 外 の 哺 乳 類 で あ り 、 こ れ ら
は 抗 原 と 反 応 し て 抗 体 を 産 生 す る 。 そ の 結 果 、 全 脊 椎 動 物 が ワ ク チ ン 類 と 反 応 す る こ と が
で き る 。 ワ ク チ ン は 一 般 に ヒ ト ま た は 家 畜 動 物 な ど の 哺 乳 類 に 適 用 す る が 、 上 記 の 性 質 を
有 す れ ば 、 例 え ば 魚 類 な ど の 営 利 目 的 に 飼 育 さ れ た 脊 椎 動 物 も 本 発 明 の 対 象 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 投 与 方 法 と し て は 、 経 口 、 経 粘 膜 （ 鼻 、 膣 等 ） 、 経 皮 （ 皮 下 ま た は 皮 内 ） 的 に 、 ま た は
静 脈 内 に 投 与 す れ ば よ い 。 代 表 的 な 初 回 投 与 量 は 、 タ ン パ ク 質 量 と し て ０ ． ０ ０ １ ～ ５ ｍ
ｇ ／ ｋ ｇ 体 重 で あ る が 、 必 要 と す る 予 防 又 は 治 療 の 程 度 に 応 じ て 、 投 与 量 を 増 加 し た り 、
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投 与 回 数 を 増 大 さ せ れ ば よ い 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 本 発 明 の 真 菌 抗 原 で あ る 、 不 溶 性 画 分 又 は そ れ に 由 来 す る 可 溶 化 画 分 を 投 与 す る と 、 強
い 細 胞 性 免 疫 及 び ／ 又 は 体 液 性 免 疫 を 誘 導 す る こ と が で き 、 こ れ に よ り 真 菌 感 染 を 防 御 又
は 治 療 す る こ と が で き る 。 防 御 又 は 治 療 の 対 象 と な る 真 菌 の み な ら ず 、 他 の 真 菌 に 対 し て
も 不 十 分 で あ る が 防 御 効 果 、 治 療 効 果 を 誘 導 す る こ と が で き る 。 こ れ は 、 真 菌 相 互 の 抗 原
の 共 通 性 、 及 び ／ 又 は 免 疫 系 が 活 性 化 さ れ る こ と に よ り 、 ス ー パ ー オ キ サ イ ド ア ニ オ ン や
、 一 酸 化 窒 素 、 各 種 サ イ ト カ イ ン が 遊 離 さ れ 、 こ れ ら が 幅 広 い 抗 微 生 物 活 性 を 有 し て い る
か ら と 考 え ら れ る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 １ ） 上 記 に 記 載 の 真 菌 抗 原 、 又 は 上 記 に 記 載 の 製 造 方 法 で 製 造 さ れ る
真 菌 抗 原 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 個 体 に 投 与 し て 真 菌 に 対 す る 感 染 防 御 免 疫 を 誘 導
し 又 は 治 療 効 果 を 有 す る 医 薬 組 成 物 、 ２ ） 上 記 に 記 載 の 真 菌 抗 原 、 又 は 上 記 に 記 載 の 製 造
方 法 で 製 造 さ れ る 真 菌 抗 原 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 個 体 に 投 与 し て 真 菌 に 対 す る 感
染 防 御 免 疫 を 誘 導 し 又 は 治 療 効 果 を 有 す る ワ ク チ ン 組 成 物 、 ３ ） 該 ワ ク チ ン 組 成 物 を 投 与
す る こ と を 含 む 、 真 菌 に 対 す る 脊 椎 動 物 の 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 方 法 、 及 び ４ ） ワ ク チ ン 組
成 物 の 投 与 対 象 と な る 脊 椎 動 物 に お い て 、 該 免 疫 応 答 に よ り ワ ク チ ン 組 成 物 の 製 造 に 使 用
し た 真 菌 及 び ／ 又 は そ の 近 縁 菌 の 増 殖 を 抑 制 し 、 該 真 菌 に 起 因 す る 疾 病 を 予 防 ま た は 治 療
す る 、 真 菌 に 対 す る 脊 椎 動 物 の 免 疫 応 答 を 刺 激 す る 方 法 、 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 本 発 明 の 真 菌 抗 原 は 生 物 学 的 製 剤 と し て 、 上 記 ワ ク チ ン 組 成 物 の ほ か 、 サ イ ト カ イ ン 放
出 剤 、 ア レ ル ギ ー 性 疾 患 の 減 感 作 治 療 等 に 使 用 可 能 な ア レ ル ゲ ン 組 成 物 と し て 用 い る こ と
が で き る 。 さ ら に 、 皮 膚 反 応 に よ る 感 染 の 経 験 の 有 無 、 ス ク ラ ッ チ テ ス ト に よ る ア レ ル ギ
ー 性 疾 患 、 等 の 診 断 を 行 う 為 の 生 体 内 診 断 及 び ／ 又 は 実 験 室 診 断 に 用 い る こ と が で き る 。
実 験 室 診 断 に 用 い る 製 剤 に は 、 例 え ば マ イ ク ロ タ イ タ ー 試 薬 、 ラ テ ッ ク ス 凝 集 試 薬 、 免 疫
比 濁 試 薬 、 酵 素 免 疫 試 薬 等 の 免 疫 学 的 診 断 薬 も 含 む 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 の サ イ ト カ イ ン 放 出 剤 を 、 個 体 に 対 し 使 用 す る 際 に は 、 凍 結 乾 燥 粉 末 若 し く は 適
当 な 塩 溶 液 や 懸 濁 液 、 又 は 上 記 ア ジ ュ バ ン ト を 含 む 懸 濁 液 又 は 溶 液 の 形 で 用 い る こ と が 出
来 る 。 ま た 該 サ イ ト カ イ ン 放 出 剤 は 放 出 さ れ た サ イ ト カ イ ン が 有 効 で あ る 疾 患 の 治 療 剤 と
し て 用 い る こ と も 出 来 る 。 例 え ば 、 放 出 さ れ た サ イ ト カ イ ン が Ｉ Ｆ Ｎ － γ で あ る 場 合 、 該
サ イ ト カ イ ン 放 出 剤 は 癌 や 細 菌 感 染 症 、 ア レ ル ギ ー の 治 療 剤 と し て 用 い る こ と が 出 来 る 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 投 与 方 法 と し て は 、 経 皮 （ 皮 下 又 は 皮 内 ） 、 肺 吸 入 、 経 粘 膜 （ 鼻 、 眼 、 膣 な ど ） 、 経 口
、 舌 下 、 又 は 静 脈 内 に 投 与 す れ ば よ い 。 例 え ば 、 癌 の 治 療 を 目 的 と し た 場 合 、 代 表 的 な 投
与 量 は 、 ヒ ト の 場 合 ０ ． ０ ２ μ ｇ ～ １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 回 で あ る が 、 対 象 と な る 疾 患 及 び 目 的
に 応 じ て 、 投 与 量 を 増 加 し た り 、 投 与 回 数 を 増 大 さ せ れ ば よ い 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 本 発 明 の ア レ ル ゲ ン 組 成 物 を ア レ ル ギ ー 性 疾 患 の 予 防 や 治 療 の 目 的 で 患 者 に 投 与 す る 際
に は 、 適 当 な 塩 溶 液 や 懸 濁 液 の 形 で 用 い る こ と が で き 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル や フ ェ ノ
ー ル を 添 加 し て も よ い 。 更 に 上 記 の よ う な 、 哺 乳 類 の ワ ク チ ン 製 剤 化 に 使 用 さ れ る ア ジ ュ
バ ン ト を 含 む 懸 濁 液 又 は 溶 液 と し て 投 与 す る こ と も で き る 。 ア ジ ュ バ ン ト は 、 普 通 、 抗 原
と 共 に 投 与 さ れ る が 、 抗 原 投 与 の 前 ま た は 後 に 与 え て も よ い 。 抗 原 は ま た リ ポ ソ ー ム ま た
は 他 の マ イ ク ロ キ ャ リ ア ー に 取 り 込 ま せ て 投 与 す る こ と が で き る 。 当 然 、 不 溶 性 画 分 又 は
そ の 可 溶 化 画 分 、 更 に い く つ か の 異 な る 真 菌 の 同 様 の 画 分 と 混 合 し て 用 い る こ と も で き 、
ま た 市 販 の 真 菌 ア レ ル ゲ ン エ キ ス 、 ハ ウ ス ダ ス ト 、 ス ギ な ど の 各 種 ア レ ル ゲ ン エ キ ス 、 及
び ／ 又 は 精 製 ア レ ル ゲ ン と 混 合 し て 用 い る こ と も 可 能 で あ る 。 そ れ に よ っ て 、 複 数 の ア レ
ル ゲ ン に 感 受 性 の ア レ ル ギ ー 性 患 者 に 、 複 数 の ア レ ル ゲ ン に 対 す る 減 感 作 免 疫 を 誘 導 す る
こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ １ 】

10

20

30

40

50

(23) JP 2005-323598 A 2005.11.24



　 投 与 方 法 と し て は 、 経 皮 （ 皮 下 ま た は 皮 内 ） 、 肺 吸 入 、 経 粘 膜 （ 鼻 、 眼 、 膣 等 ） 、 経 口
、 舌 下 、 又 は 静 脈 内 に 投 与 す れ ば よ い 。 代 表 的 な 投 与 量 は 、 治 療 を 目 的 と す る 場 合 、 投 与
ル ー ト に よ り 異 な り 、 例 え ば ０ ． ２ ｎ ｇ ～ ０ ． １ ｍ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 回 で あ る が 、 必 要 と す る 予
防 や 治 療 の 程 度 に 応 じ て 、 投 与 量 を 増 加 し た り 、 投 与 回 数 を 増 大 さ せ れ ば よ い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 １ ） 上 記 に 記 載 の 真 菌 抗 原 、 又 は 上 記 に 記 載 の 製 造 方 法 で 製 造 さ れ る
真 菌 抗 原 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 個 体 に 投 与 し て 真 菌 に 対 す る ア レ ル ギ ー 性 疾 患 を
予 防 し 又 は 治 療 効 果 を 有 す る ア レ ル ゲ ン 組 成 物 、 ２ ） ア レ ル ゲ ン 組 成 物 を 投 与 す る こ と を
含 む 、 真 菌 に 対 す る 脊 椎 動 物 の ア レ ル ギ ー 反 応 を 抑 制 す る 方 法 、 及 び ３ ） ア レ ル ゲ ン 組 成
物 の 投 与 対 象 と な る 脊 椎 動 物 に お い て 、 該 免 疫 応 答 に よ り ア レ ル ゲ ン 組 成 物 の 製 造 に 使 用
し た 真 菌 及 び ／ 又 は そ の 近 縁 菌 に 起 因 す る ア レ ル ギ ー 性 疾 患 を 予 防 ま た は 治 療 す る 、 真 菌
に 対 す る 脊 椎 動 物 の ア レ ル ギ ー 反 応 を 抑 制 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 真 菌 抗 原 を 、 生 体 内 診 断 の 目 的 で 個 体 に 対 し 、 例 え ば 、 吸 入 誘 発 試 験 、 皮 膚 テ
ス ト 、 鼻 や 眼 の 粘 膜 試 験 で 使 用 す る 際 は 、 凍 結 乾 燥 粉 末 、 若 く は 適 当 な 塩 溶 液 や 懸 濁 液 の
形 で 用 い る こ と が で き 、 ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル や フ ェ ノ ー ル を 添 加 し て も よ い 。 パ ッ チ
テ ス ト に は 、 白 色 ワ セ リ ン を 基 剤 と し て ラ ウ リ ル 硫 酸 ナ ト リ ウ ム 等 の 界 面 活 性 剤 を 添 加 し
た も の に 上 記 抗 原 成 分 を 溶 解 し た も の を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 ま た 本 発 明 の 真 菌 抗 原 は 、 実 験 室 診 断 、 例 え ば 、 抗 原 抗 体 反 応 で あ る 凝 集 反 応 、 沈 降 反
応 、 中 和 反 応 、 標 識 抗 体 法 等 を 用 い た 診 断 法 、 ヒ ス タ ミ ン 遊 離 試 験 、 リ ン パ 球 幼 若 化 試 験
、 白 血 球 遊 走 阻 止 試 験 等 に も 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 IgE 抗 体 価 測 定 用 の 抗 原 と
し て 使 用 す る 際 に は 、 ペ ー パ ー デ ィ ス ク 、 セ ル ロ ー ス ス ポ ン ジ 、 マ イ ク ロ プ レ ー ト 等 の 固
相 体 に 上 記 抗 原 成 分 を 固 定 化 し て 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 ま た 、 本 発 明 は 、 １ ） 上 記 に 記 載 の 真 菌 抗 原 、 又 は 上 記 に 記 載 の 製 造 方 法 で 製 造 さ れ る
真 菌 抗 原 を 含 有 す る こ と を 特 徴 と す る 、 真 菌 に よ る 疾 患 の 診 断 用 組 成 物 、 ２ ） 該 組 成 物 を
使 用 す る こ と を 含 む 、 真 菌 に よ る 脊 椎 動 物 の 疾 患 の 診 断 方 法 、 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 本 発 明 の 対 象 と な る 脊 椎 動 物 は 、 魚 類 、 両 生 類 、 爬 虫 類 、 鳥 類 、 ヒ ト 及 び ヒ ト 以 外 の 哺
乳 類 で あ り 、 こ れ ら は 抗 原 と 反 応 し て 抗 体 を 産 生 す る 。 そ の 結 果 、 全 脊 椎 動 物 が 抗 原 と 反
応 す る こ と が で き る 。 本 発 明 の 真 菌 抗 原 は 、 一 般 に ヒ ト ま た は 家 畜 動 物 な ど の 哺 乳 類 に 適
用 す る が 、 上 記 の 性 質 を 有 す れ ば 、 例 え ば 魚 類 な ど の 営 利 目 的 に 飼 育 さ れ た 脊 椎 動 物 も 本
発 明 の 対 象 に 含 ま れ る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ０ ７ 】
　 以 下 、 実 施 例 に よ り 本 発 明 を 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 発 明 は こ れ ら 実 施 例 に 限 定 さ れ る
も の で は な い 。
【 ０ １ ０ ８ 】
実 施 例 １ （ カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 細 胞 の 細 胞 分 画 お よ び 不 溶 性 画 分 の 調 製 ）
　 １ ） プ ロ ト プ ラ ス ト 細 胞 の 調 製 ： カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス TIMM 1768 の サ ブ ロ ー 寒 天 斜
面 培 養 物 の 一 白 金 耳 分 を Ｙ Ｐ Ｄ 培 地 （ yeast extract １ 重 量 ％ 、 ポ リ ペ プ ト ン ２ 重 量 ％ 、
グ ル コ ー ス ２ 重 量 ％ ） を 入 れ た 試 験 管 に 植 菌 し た 。 30℃ で 24時 間 振 と う 培 養 後 、 培 養 液 の
一 部 を 、 三 角 フ ラ ス コ に 入 れ た Ｙ Ｐ Ｄ 培 地 に 植 菌 し 、 35℃ で 一 晩 振 と う 培 養 し た 。 得 ら れ
た 培 養 液 か ら 、 2,000 × g 、 10分 間 の 遠 心 分 離 処 理 に よ り 細 胞 を 集 め た 。 な お 、 得 ら れ た
細 胞 は 酵 母 型 で あ っ た 。 細 胞 を 滅 菌 水 で １ 回 洗 浄 後 、 Ｓ Ｓ Ｂ 溶 液 （ 0.8 M ソ ル ビ ト ー ル 入
り 50 mM リ ン 酸 緩 衝 液 pH 7.5） で １ 回 洗 浄 し た 。 細 胞 を 再 度 適 当 量 の Ｓ Ｓ Ｂ 溶 液 に 懸 濁 後
、 該 Ｓ Ｓ Ｂ 溶 液 の １ ／ ８ 容 量 の １ ０ ０ ｍ Ｍ 　 Ｅ Ｄ Ｔ Ａ 含 有 Ｓ Ｓ Ｂ 溶 液 、 及 び 適 当 量 の ２ －
メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル を 加 え 、 緩 や か に 振 と う し た 。 続 い て 、 こ の 懸 濁 液 に 、 終 濃 度  0.3
 mg/ｍ Ｌ と な る よ う に ザ イ モ リ エ ー ス ２ ０ Ｔ （ 生 化 学 工 業 社 製 ） を 加 え 、 35℃ で １ 時 間 緩
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や か に 振 と う し た 。 さ ら に 、 終 濃 度  1mg/mL と な る よ う に ト リ コ デ ル マ ・ ラ イ ジ ン グ エ ン
ザ イ ム （ シ グ マ 社 製 ） を 加 え 、 35℃ で １ 時 間 緩 や か に 振 と う し た 。 得 ら れ た 懸 濁 液 を 2,00
0 × g 、 10分 間 の 遠 心 分 離 処 理 に 付 し 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 細 胞 を 集 め た 。 こ の 細 胞 を Ｓ Ｓ Ｂ
溶 液 で 十 分 に 洗 浄 し 、 細 胞 分 画 に 供 し た 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 ２ ） プ ロ ト プ ラ ス ト 細 胞 か ら の 細 胞 分 画 お よ び 抗 原 液 の 調 製 ： 上 記 の 様 に し て 得 ら れ た
プ ロ ト プ ラ ス ト 細 胞 に 、 約 ４ × １ ０ 9  cell／ ｍ Ｌ と な る よ う 滅 菌 生 理 食 塩 水 を 加 え 、 十 分
攪 拌 し た 後 、 氷 上 に 10分 間 静 置 し た 。 プ ロ ト プ ラ ス ト 細 胞 が バ ー ス ト し た こ と を 確 認 後 、
10,000× g 、 30分 間 遠 心 し 、 得 ら れ た 沈 殿 を 不 溶 性 画 分 （ 以 下 、 Ca-LSPと い う ） と し た 。
遠 心 上 清 を さ ら に 100,000 × g 、 60分 間 遠 心 し 、 得 ら れ た 沈 殿 を リ ボ ソ ー ム 画 分 （ 以 下 、
HSP と い う ） 、 そ し て 遠 心 上 清 を 可 溶 性 画 分 （ 以 下 、 HSS と い う 。 こ の 画 分 に HSP90 お よ
び エ ノ ラ ー ゼ が 含 ま れ て い た ） と し た 。 Ca-LSPを 再 度 生 理 食 塩 水 に 懸 濁 後 、 超 音 波 処 理 、
さ ら に 沸 騰 水 浴 下 、 ５ 分 間 処 理 し 殺 菌 す る こ と に よ り 、 膜 タ ン パ ク 質 等 を 含 有 す る LSP 抗
原 液 を 調 製 し た 。 HSP に つ い て も 、 適 当 な タ ン パ ク 質 濃 度 に な る よ う に 生 理 食 塩 水 に 懸 濁
し 、 抗 原 液 と し た 。 HSS に つ い て も タ ン パ ク 質 濃 度 を 測 定 し 、 適 当 量 を 抗 原 と し て 使 用 し
た 。 ２ Ｌ の 培 養 液 よ り 得 ら れ た 細 胞 を 上 記 の よ う に 処 理 し て 得 ら れ た Ca-LSP抗 原 液 の タ ン
パ ク 質 濃 度 は 2.3 mg/mL で あ っ た （ タ ン パ ク 質 量 は BSA を 標 準 と し て ビ シ ン コ ニ ン 酸 （ BC
A ） 試 薬 に よ り 定 量 し た ） 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 ３ ） 真 菌 細 胞 の 細 胞 壁 除 去 の 程 度 の 確 認 ： 細 胞 壁 の 除 去 の 程 度 は 、 顕 微 鏡 下 の 細 胞 形 態
観 察 、 細 胞 を 生 理 食 塩 水 中 で バ ー ス ト さ せ た 後 の 生 菌 数 、 及 び 血 清 因 子 を 用 い た 凝 集 反 応
の 阻 害 に よ る 相 対 的 定 量 法 に よ り 確 認 し た 。 例 え ば 、 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 、 ア ス ペ ル
ギ ル ス 　 フ ミ ガ タ ス の 細 胞 の 場 合 、 上 記 の 方 法 に よ り 細 胞 壁 が 除 去 さ れ る と 、 顕 著 な 形 態
の 変 化 を 起 こ し た （ 第 １ 図 、 第 ２ 図 ） 。 ま た 、 上 記 の 方 法 で 作 製 し た プ ロ ト プ ラ ス ト 細 胞
を 生 理 食 塩 水 中 で バ ー ス ト さ せ た と こ ろ 、 含 有 さ れ る 生 菌 の 比 率 は １ ％ 未 満 で あ っ た 。 ま
た 、 作 製 し た Ca-LSP抗 原 液 を 100 μ l と り 、 YPD 寒 天 培 地 上 に 広 げ 、 30℃ で ４ 日 間 培 養 し
た が 、 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 細 胞 の コ ロ ニ ー の 出 現 は 見 ら れ ず 、 Ca-LSP抗 原 液 に は 生 菌
は 存 在 し な か っ た 。 HSP 抗 原 液 、 HSS 抗 原 液 か ら も コ ロ ニ ー の 出 現 は 見 ら れ な か っ た 。
【 ０ １ １ １ 】
　 一 方 、 抗 カ ン ジ ダ 血 清 で あ る 因 子 血 清 No.1（ ヤ ト ロ ン 製 ） は カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス TI
MM 1768 （ 血 清 型 Ａ ） を 凝 集 さ せ る が 、 こ の 凝 集 に 対 す る 阻 害 活 性 を 指 標 に 、 不 溶 性 画 分
に 含 有 さ れ る 細 胞 壁 成 分 の 残 存 量 を 、 構 成 成 分 で あ る 細 胞 壁 マ ン ナ ン の 量 と し て 定 量 し た
。 細 胞 壁 マ ン ナ ン 含 量 の 比 較 対 照 と し て 、 市 販 の カ ン ジ ダ ア レ ル ゲ ン エ キ ス で あ る ア レ ル
ゲ ン ス ク ラ ッ チ エ キ ス 「 ト リ イ 」 カ ン ジ ダ （ 鳥 居 薬 品 社 製 ） を 用 い た 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 陽 性 コ ン ト ロ ー ル と し て 、 小 林 ら の 方 法 [Kobayashi, H. et al., Arch. Biochem. Biop
hys. Vol.272, 364-375, (1989)]に よ り 、 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス Ｊ － １ ０ １ ２ 株 （ 血 清
型 Ａ ） よ り 精 製 し た 血 清 型 Ａ マ ン ナ ン の 各 種 濃 度 の 溶 液 を 用 い た 。 そ の 結 果 、 市 販 の カ ン
ジ ダ ア レ ル ゲ ン エ キ ス （ タ ン パ ク 質 濃 度 約 0.4 mg/ml ） 中 に は 、 4.5 mg/ml の 血 清 型 Ａ カ
ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 細 胞 壁 マ ン ナ ン （ 以 下 、 「 血 清 型 Ａ マ ン ナ ン 」 と 略 す 。 ） が 含 有 さ
れ て い た が 、 Ca-LSP（ タ ン パ ク 質 濃 度 約 2.3 mg/mL ） で は 凝 集 阻 害 は 起 こ ら ず 、 本 発 明 の
抗 原 成 分 中 の 血 清 型 Ａ マ ン ナ ン の 含 有 量 は 、 本 法 に よ る 検 出 限 界 値 の 0.5mg/mL以 下 で あ る
こ と が 明 ら か と な っ た 。 即 ち 、 本 発 明 の 真 菌 抗 原 は 、 タ ン パ ク 質 量 が 多 く 、 細 胞 壁 マ ン ナ
ン 量 は 前 記 の 方 法 で は 検 出 限 界 値 以 下 で あ る こ と か ら 従 来 の ア レ ル ゲ ン エ キ ス と 明 ら か に
異 な る こ と が 示 さ れ た 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 得 ら れ た Ca-LSP抗 原 液 に つ い て 中 性 糖 、 脂 質 、 核 酸 含 量 を 測 定 す る と 共 に 、 一 部 を と り
凍 結 乾 燥 後 秤 量 し た 。 そ の 結 果 、 上 記 の 例 の Ca-LSP抗 原 液 10ｍ Ｌ に は 、 凍 結 乾 燥 残 さ と し
て 約  130 mg （ タ ン パ ク 質 23 mg 、 中 性 糖  2 mg 、 脂 質  8 mg 、 NaCl  計 算 値 90 mg 、 そ
の 他 と し て 核 酸 、 水 分 が 少 量 ） が 含 ま れ て い た 。
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【 ０ １ １ ４ 】
実 施 例 ２ （ ア ス ペ ル ギ ル ス 　 フ ミ ガ タ ス 不 溶 性 画 分 の 調 製 ）
　 １ ） ア ス ペ ル ギ ル ス 　 フ ミ ガ タ ス 不 溶 性 画 分 （ Af-LSP） の 調 製 － １ ： ア ス ペ ル ギ ル ス 　
フ ミ ガ タ ス TIMM 1776 の サ ブ ロ ー デ キ ス ト ロ ー ス 寒 天 斜 面 培 養 物 に 0.1 重 量 ％ ツ ィ ー ン 80
を 含 む 生 理 食 塩 水 を 加 え 胞 子 懸 濁 液 を 作 製 し た 。 こ の 懸 濁 液 の 一 部 を 、 三 角 フ ラ ス コ に 入
れ た ポ テ ト デ キ ス ト ロ ー ス 培 地 （ デ ィ フ コ 社 製 ） に 植 菌 し 、 30℃ で 一 晩 振 と う 培 養 し た 。
得 ら れ た 培 養 液 を ガ ラ ス フ ィ ル タ ー で ろ 過 し 菌 体 を 集 め た 。 菌 体 を 0.8 M NaClを 含 む 10 m
M リ ン 酸 緩 衝 液 （ pH6.0 ） に 懸 濁 後 、 終 濃 度 10 mg/mLと な る よ う に ヤ タ ラ ー ゼ （ 宝 酒 造 社
製 ） を 加 え 、 30℃ で 4 時 間 緩 や か に 振 と う し た 。 得 ら れ た 懸 濁 液 を ガ ラ ス フ ィ ル タ ー で ろ
過 し 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 細 胞 を 集 め た 。
【 ０ １ １ ５ 】
　 こ の 細 胞 を ０ ． ８ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ で ２ 回 洗 浄 後 、 得 ら れ た プ ロ ト プ ラ ス ト 細 胞 に １ × 10 8  
cell/mL と な る よ う 滅 菌 生 理 食 塩 水 を 加 え 、 バ ー ス ト さ せ た 。 10,000× g 、 30分 間 の 遠 心
に よ り 、 不 溶 性 画 分 を 回 収 し た 。 こ の 不 溶 性 画 分 を 再 度 生 理 食 塩 水 に 懸 濁 後 、 超 音 波 処 理
、 さ ら に 沸 騰 水 浴 下 、 ５ 分 間 処 理 し 滅 菌 し 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 　 フ ミ ガ タ ス 不 溶 性 画 分 Af-L
SP抗 原 液 １ （ タ ン パ ク 質 濃 度 約 0.9 mg／ mL） と し た 。
　 ２ ） ア ス ペ ル ギ ル ス 　 フ ミ ガ タ ス 不 溶 性 画 分 （ Af-LSP） の 調 製 － ２ ： 上 記 の １ ） と 同 様
に し て 作 製 し た 胞 子 懸 濁 液 の 一 部 を 、 三 角 フ ラ ス コ に 入 れ た ０ ． ８ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ を 含 む ポ
テ ト デ キ ス ト ロ ー ス 培 地 （ デ ィ フ コ 社 製 ） に 植 菌 し 、 30℃ で 一 晩 振 と う 培 養 し た 。 培 養 液
の 濁 度 は １ ） と 同 等 で あ っ た 。 得 ら れ た 培 養 液 を ガ ラ ス フ ィ ル タ ー で ろ 過 し 菌 体 を 集 め た
。 菌 体 を 0.8 M NaClを 含 む 10 mM り ん 酸 緩 衝 液 （ pH6.0 ） に 懸 濁 後 、 ヤ タ ラ ー ゼ （ 終 濃 度
10 mg/mL） 、 ト リ コ デ ル マ 　 ラ イ ジ ン グ 　 エ ン ザ イ ム （ 終 濃 度 ３ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ ） 、 及 び ザ イ
モ リ エ ー ス ２ ０ Ｔ （ 終 濃 度  1mg/mL ） を 加 え 、 30℃ で ２ 時 間 緩 や か に 振 と う し た 。 細 胞 懸
濁 液 を ガ ラ ス フ ィ ル タ ー で ろ 過 し 、 濾 液 よ り プ ロ ト プ ラ ス ト 細 胞 を 集 め 細 胞 数 を 計 測 し た
と こ ろ 、 １ ） で 得 ら れ た 同 一 培 養 液 量 当 た り プ ロ ト プ ラ ス ト 数 の 約 ２ 倍 で あ っ た 。 従 っ て
、 本 培 養 方 法 に よ り 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 細 胞 収 率 が 上 が る こ と が 明 ら か と な っ た 。 こ の 細 胞
を 0.8M NaCl で ２ 回 洗 浄 後 、 得 ら れ た プ ロ ト プ ラ ス ト 細 胞 を 、 上 記 １ ） と 同 様 に 処 理 し 、
ア ス ペ ル ギ ル ス 　 フ ミ ガ タ ス 不 溶 性 画 分 Af-LSP抗 原 液 ２ と し た 。
【 ０ １ １ ６ 】
実 施 例 ３ （ ク リ プ ト コ ッ カ ス 　 ネ オ ホ ル マ ン ス 不 溶 性 画 分 （ Crn-LSP ） の 調 製 ）
  ク リ プ ト コ ッ カ ス 　 ネ オ ホ ル マ ン ス TIMM 0354 の サ ブ ロ ー デ キ ス ト ロ ー ス 寒 天 斜 面 培 養
物 の 一 白 金 耳 分 を 三 角 フ ラ ス コ に 入 れ た Ｙ Ｐ Ｄ 培 地 に 植 菌 し 、 30℃ で 一 晩 振 と う 培 養 し た
。 得 ら れ た 培 養 液 か ら 遠 心 に よ り 細 胞 を 集 め 、 細 胞 を 滅 菌 水 で １ 回 洗 浄 後 、 １ M ソ ル ビ ト
ー ル 、 100 mM EDTA 入 り 100 mMク エ ン 酸 緩 衝 液 （ pH 5.8） に 懸 濁 し 、 終 濃 度  5 mg/mLと な
る よ う に ト リ コ デ ル マ ・ ラ イ ジ ン グ エ ン ザ イ ム を 加 え 、 37℃ で １ 時 間 緩 や か に 振 と う し た
。 得 ら れ た 懸 濁 液 を 、 2,000 × g 、 10分 間 の 遠 心 に か け 、 プ ロ ト プ ラ ス ト 細 胞 を 集 め た 。
こ の 細 胞 を 上 記 の 高 張 緩 衝 液 で 洗 浄 後 、 1 × 10 8 cell/mLと な る よ う 滅 菌 生 理 食 塩 水 を 加 え
、 プ ロ ト プ ラ ス ト 細 胞 を 懸 濁 し 、 バ ー ス ト さ せ た 。 10,000× g 、 30分 間 の 遠 心 に よ り 、 不
溶 性 画 分 を 回 収 し た 。 こ の 不 溶 性 画 分 を 再 度 生 理 食 塩 水 に 懸 濁 後 、 超 音 波 処 理 、 さ ら に 沸
騰 水 浴 下 、 ５ 分 間 処 理 し 滅 菌 し 、 そ の 後 、 10,000× g 、 30分 間 の 遠 心 に よ り 、 不 溶 性 画 分
を 回 収 し た 。 こ の 不 溶 性 画 分 を ク リ プ ト コ ッ カ ス 　 ネ オ ホ ル マ ン ス 不 溶 性 画 分 Crn-LSP 抗
原 液 （ タ ン パ ク 質 濃 度 2.9 mg／ mL） と し た 。
【 ０ １ １ ７ 】
実 施 例 ４ （ カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 不 溶 性 画 分 Ca-LSPか ら の 可 溶 化 画 分 の 調 製 ）
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た Ca-LSP抗 原 液 （ タ ン パ ク 質 濃 度 2.3 mg/mL ） 100 mLに 、 100 mMオ ク
チ ル チ オ グ ル コ シ ド を 含 む 40 mM ビ ス ト リ ス 緩 衝 液 （ pH 6.5） を 100 mL加 え た 。 4 ℃ で 一
晩 攪 拌 後 、 100,000 × g 、 １ 時 間 遠 心 し 、 上 清 と し て 50mMオ ク チ ル チ オ グ ル コ シ ド に よ る
可 溶 化 画 分 （ Ca-LSP-S） の 溶 液 200 mLを 得 た （ タ ン パ ク 質 濃 度 0.4 mg/mL ） 。 こ の 溶 液 の
う ち 100 mLを 限 外 ろ 過 （ 分 画 分 子 量 10,000） で 濃 縮 後 、 り ん 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 に 対 し て 透
析 し 、 オ ク チ ル チ オ グ ル コ シ ド を 除 去 し た 。 さ ら に ポ ア サ イ ズ 0.22μ ｍ の メ ン ブ ラ ン フ ィ
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ル タ ー で ろ 過 し 、 界 面 活 性 剤 を 除 去 し た 可 溶 化 画 分 （ Ca-LSP-SD ） の 溶 液 20 mL （ タ ン パ
ク 質 濃 度 1.3 mg/mL ） を 得 た 。
【 ０ １ １ ８ 】
実 施 例 ５ （ カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 可 溶 化 画 分 （ Ca-LSP-S） の ConAカ ラ ム に よ る 分 画 ）
　 実 施 例 ４ で 得 ら れ た 、 Ca-LSP-Sの 残 り 100mL を 限 外 ろ 過 に よ り 濃 縮 （ タ ン パ ク 濃 度 3mg/
mL） 後 、 オ ク チ ル グ ル コ シ ド の 終 濃 度 が 20mMに な る よ う に 、 １ ． ５ 倍 量 の 20mMビ ス ト リ ス
緩 衝 液 （ pH6.5 ） を 加 え た 。 得 ら れ た 溶 液 に 、 終 濃 度 が 0.25M に な る よ う に Ｎ ａ Ｃ ｌ を 、
さ ら に 、 終 濃 度 が 1mM に な る よ う に CaCl 2  及 び MnCl 2  を 添 加 し た 。 次 に 、 こ の も の を 緩 衝
液 Ａ （ 20mMビ ス ト リ ス 、 20mMオ ク チ ル チ オ グ ル コ シ ド 、 0.25M NaCl、 1mM CaCl 2  、 1mM Mn
Cl 2  (pH6.5) ） で 予 め 平 衡 化 し た ConA sepharose4B（ Pharmacia-LKB ） の カ ラ ム に 供 し た
。 緩 衝 液 Ａ で 非 吸 着 成 分 を 洗 浄 し 、 得 ら れ た 通 過 画 分 及 び 、 洗 浄 画 分 を 合 わ せ 、 ConAカ ラ
ム 非 吸 着 画 分 と し た 。 次 に 、 0.25M の メ チ ル － Ｄ － グ ル コ ー ス を 含 む 緩 衝 液 Ａ に よ り ConA
カ ラ ム 吸 着 成 分 を 溶 出 し 、 こ れ を ConAカ ラ ム 溶 出 画 分 と し た 。 得 ら れ た ConAカ ラ ム 非 吸 着
画 分 、 及 び ConAカ ラ ム 溶 出 画 分 を 限 外 濾 過 （ 分 画 分 子 量 10000 ） で 濃 縮 し 得 ら れ た 濃 縮 液
を そ れ ぞ れ 、 Ca-ConA-Pass及 び Ca-ConA-Elute と し た 。
【 ０ １ １ ９ 】
実 施 例 ６ （ ワ ク チ ン 製 剤 の 調 製 ）
　 １ ） 油 中 水 系 （ 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト ） 製 剤 の 調 製
　 上 記 の 、 不 溶 性 画 分 で あ る 各 種 LSP （ Ca-LSP等 ） 由 来 、 LSP 由 来 の 界 面 活 性 剤 除 去 可 溶
化 画 分 （ Ca-LSP-SD 等 ） 、 及 び ConAカ ラ ム 溶 出 画 分 （ Ca-ConA-Elute ） の 抗 原 液 の 必 要 量
を と り 、 等 容 量 の 不 完 全 フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト （ 以 下 、 IFA と 略 す ） （ デ ィ フ コ 社 製 ）
と 十 分 に 混 合 し 、 油 中 水 系 の ワ ク チ ン 製 剤 と し た 。
  ２ ） ア ラ ム 製 剤 の 調 製
　 上 記 の 、 不 溶 性 画 分 で あ る 上 記 の 各 種 LSP 、 又 は LSP 由 来 の 界 面 活 性 剤 除 去 可 溶 化 画 分
（ Ca-LSP-SD 等 ） の 抗 原 液 の 必 要 量 を と り 、 攪 拌 し な が ら 等 量 の ア ラ ム （ ピ ア ス 社 製 ） を
滴 下 し 、 す べ て を 添 加 後 、 さ ら に 30分 間 攪 拌 し 、 ワ ク チ ン 製 剤 と し た 。
【 ０ １ ２ ０ 】
実 施 例 ７ （ カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 由 来 の 不 溶 性 画 分 Ca-LSPと 、 HSP 、 HSS 各 抗 原 液 の ワ
ク チ ン 活 性 の 比 較 お よ び 生 菌 ワ ク チ ン と の 比 較 ）
　 １ ） Ca-LSP、 HSP 、 HSS   各 抗 原 液 の ワ ク チ ン 活 性 の 比 較 ： 実 施 例 １ で 得 ら れ た Ca-LSP
、 HSP 、 HSS 各 抗 原 液 を 、 タ ン パ ク 質 濃 度 と し て 400 μ g ／ mLと な る よ う に 生 理 食 塩 水 で
希 釈 し た 。 実 施 例 ６ に 従 い 、 希 釈 液 に 等 量 の Ｉ Ｆ Ａ を 加 え ワ ク チ ン 製 剤 と し 、 C57BL/6 マ
ウ ス （ ６ 週 齢 、 雌 、 一 群 当 た り ５ 匹 ） に 一 匹 当 た り 0.1 mLず つ 皮 下 接 種 に よ り 免 疫 し た 。
ま た 、 抗 原 液 の 代 わ り に 生 理 食 塩 水 を 用 い た 群 を 対 照 と し た 。 一 週 間 後 、 再 度 同 量 を 皮 下
接 種 し た 。 即 ち 、 一 匹 当 た り の 投 与 量 は い ず れ の 抗 原 も 20μ g タ ン パ ク 質 ／ 回 と な る 。 二
回 目 の 免 疫 の 一 週 間 後 、 全 て の 免 疫 マ ウ ス に 、 サ ブ ロ ー ・ デ キ ス ト ロ ー ス 液 体 培 地 で 培 養
し て 得 ら れ た カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス TIMM 1768 細 胞 を 2.5 × 10 5  個 ず つ 静 脈 内 感 染 さ せ
た 。 感 染 後 、 30日 間 生 死 を 観 察 し た 。
　 結 果 を 表 １ に 示 す 。 不 溶 性 画 分 の Ca-LSPは リ ボ ソ ー ム 画 分 （ HSP ） や 可 溶 性 画 分 （ HSS 
） よ り 強 い ワ ク チ ン 活 性 を 示 し た 。
【 ０ １ ２ １ 】
【 表 １ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ２ 】
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　 ２ ） カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 不 溶 性 画 分 Ca-LSPと 生 菌 ワ ク チ ン と の ワ ク チ ン 活 性 の 比 較
： Ca-LSPの 投 与 量 が 0.2 μ g タ ン パ ク 質 相 当 ／ 回 、 2 μ g タ ン パ ク 質 相 当 ／ 回 、 20μ g タ
ン パ ク 質 相 当 ／ 回 と な る よ う に 、 Ca-LSP抗 原 液 の 濃 度 を 調 製 後 、 実 施 例 ６ に 従 い ワ ク チ ン
製 剤 と し 、 実 施 例 ７ － １ ） と 同 様 に C57BL/6 マ ウ ス （ １ 群 当 た り ５ 匹 ） に 一 週 間 隔 で ２ 回
皮 下 接 種 に よ り 免 疫 し た 。 ま た 、 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス  TIMM 1768を サ ブ ロ ー ・ デ キ ス
ト ロ ー ス 培 地 で 一 晩 振 と う 培 養 し 、 細 胞 を 遠 心 で 回 収 、 生 理 食 塩 水 で 洗 浄 し 、 得 ら れ た 細
胞 を 1 × 10 6  、 1 × 10 7  、 1 × 10 8  個 ／ mLと な る よ う に 生 理 食 塩 水 に 懸 濁 し た 。 各 々 の 懸
濁 液 に 等 量 の IFA を 加 え 混 合 後 、 マ ウ ス に 一 匹 当 た り 0.1 mLず つ 皮 下 接 種 に よ り 免 疫 し た
。 一 週 間 後 、 上 記 と 同 様 に 調 製 し た 生 菌 カ ン ジ ダ 細 胞 を 同 量 ず つ 皮 下 接 種 し た 。 即 ち 、 一
匹 当 た り の 投 与 量 は 5 × 10 4  、 5 × 10 5  、 5 × 10 6  個 ／ 回 と な る 。 対 照 と し て 、 生 理 食 塩
水 と 等 量 の IFA を 混 合 し た も の を 一 週 間 隔 で ２ 回 皮 下 接 種 に よ り 投 与 し た 。 二 回 目 の 免 疫
の 一 週 間 後 、 全 て の 免 疫 マ ウ ス に 、 サ ブ ロ ー ・ デ キ ス ト ロ ー ス 培 地 で 培 養 し て 得 ら れ た カ
ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス  TIMM 1768細 胞 を 2.5 × 10 5  個 ず つ 静 脈 内 感 染 さ せ た 。 感 染 後 、 30
日 間 生 死 を 観 察 し た 。
　 結 果 を 表 ２ に 示 す 。 Ca-LSPは 、 投 与 量 が ２ μ g タ ン パ ク 質 相 当 ／ 回 で も 強 い 感 染 防 御 活
性 を 示 し 、 生 菌 免 疫 よ り 優 れ た 感 染 防 御 作 用 を 示 し た 。
【 ０ １ ２ ３ 】
【 表 ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ４ 】
実 施 例 ８ （ カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 不 溶 性 画 分 Ca-LSP由 来 の 界 面 活 性 剤 除 去 可 溶 化 画 分 の
感 染 防 御 活 性 ）
　 実 施 例 ４ で 調 製 し た Ca-LSP由 来 の 界 面 活 性 剤 除 去 可 溶 化 画 分 （ Ca-LSP-SD ） の 投 与 量 が
20μ g タ ン パ ク 質 相 当 ／ 回 と な る よ う に 希 釈 後 、 実 施 例 ６ に 従 い ワ ク チ ン 製 剤 と し 、 実 施
例 ７ － １ ） と 同 様 に C57BL/6 マ ウ ス （ １ 群 当 た り ５ 匹 ） に １ 週 間 隔 で ２ 回 皮 下 免 疫 し た 。
対 照 と し て 、 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 不 溶 性 画 分 Ca-LSPの IFA と の 製 剤 、 及 び 生 理 食 塩 水
と IFA と の 混 合 物 で 同 様 に 免 疫 し た 。 免 疫 後 １ 週 目 に 、 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス  TIMM 17
68細 胞 を 2.5 × 10 5  個 ず つ 静 脈 内 感 染 さ せ た 。 感 染 後 、 30日 間 生 死 を 観 察 し た 。 結 果 は 表
３ の と お り で あ る 。 LSP 可 溶 化 画 分 も 不 溶 性 画 分 で あ る LSP と 同 等 の 感 染 防 御 活 性 を 示 し
た 。
【 ０ １ ２ ５ 】
【 表 ３ 】
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【 ０ １ ２ ６ 】
実 施 例 ９ （ カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 不 溶 性 画 分 Ca-LSP由 来 Ca-ConA-Elute の 感 染 防 御 活 性
）
　 実 施 例 ５ で 得 ら れ た 、 ConA結 合 性 マ ン ノ ー ス 含 有 糖 タ ン パ ク 質 含 量 の 高 い 画 分 で あ る Ca
-ConA-Elute を 、 タ ン パ ク 質 濃 度 と し て ４ μ g ／ mLと な る よ う に 生 理 食 塩 水 で 希 釈 し た 。
実 施 例 ６ に 従 い 、 希 釈 液 に 等 量 の Ｉ Ｆ Ａ を 加 え ワ ク チ ン 製 剤 と し 、 実 施 例 ７ － １ ） と 同 様
に C57BL/6 マ ウ ス （ ６ 週 齢 、 雌 、 一 群 当 た り ５ 匹 ） に 投 与 し 、 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス TI
MM 1768 感 染 に 対 す る 防 御 作 用 を 確 認 し た 。 結 果 を 表 ４ に 示 す 。 Ca-ConA-Elute は 、 投 与
量 が ０ ． ２ μ g タ ン パ ク 質 相 当 ／ 回 で 充 分 な 感 染 防 御 活 性 を 示 し た 。
【 ０ １ ２ ７ 】
【 表 ４ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ２ ８ 】
実 施 例 １ ０ （ 各 種 マ ウ ス カ ン ジ ダ 症 全 身 感 染 モ デ ル で の カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 不 溶 性 画
分 Ca-LSPの ワ ク チ ン 作 用 ）
　 １ ） ワ ク チ ン 接 種 マ ウ ス の 免 疫 低 下 状 態 で の 感 染 防 御 ： 実 施 例 １ で 調 製 し た Ca-LSPの 投
与 量 が 20μ g タ ン パ ク 質 相 当 ／ 回 と な る よ う に 希 釈 後 、 実 施 例 ６ に 従 い ワ ク チ ン 製 剤 と し
、 実 施 例 ７ － １ ） と 同 様 に C57BL/6 マ ウ ス （ １ 群 当 た り ５ 匹 ） に １ 週 間 隔 で ２ 回 皮 下 免 疫
し た 。 対 照 と し て 、 生 理 食 塩 水 と IFA と の 混 合 物 で 同 様 に 免 疫 し た 。 ２ 回 目 の 免 疫 後 、 ３
日 目 に 免 疫 マ ウ ス に サ イ ク ロ フ ォ ス フ ァ ミ ド を 200 mg／ kg腹 腔 内 に 投 与 し 、 免 疫 抑 制 状 態
に し た 。 そ の ４ 日 後 に 、 カ ン ジ ダ ア ル ビ カ ン ス  TIMM 1768細 胞 を 5 × 10 4  個 ず つ 静 脈 内 感
染 さ せ た 。 感 染 後 、 30日 間 生 死 を 観 察 し た 。 結 果 は 表 ５ の と お り で あ る 。 サ イ ク ロ フ ォ ス
フ ァ ミ ド に よ り 免 疫 能 を 低 下 さ せ て も 、 Ca-LSP免 疫 群 で は 十 分 な 感 染 防 御 作 用 を 有 し て い
た 。
【 ０ １ ２ ９ 】
【 表 ５ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ０ 】
　 ２ ） Ca-LSPの ワ ク チ ン 作 用 の 持 続 ： 実 施 例 １ で 調 製 し た Ca-LSPの 投 与 量 が 20μ ｇ タ ン パ
ク 質 相 当 ／ 回 と な る よ う に 希 釈 後 、 実 施 例 ６ に 従 い ワ ク チ ン 製 剤 と し 、 実 施 例 ７ － １ ） と
同 様 に C57BL/6 マ ウ ス （ １ 群 当 た り ５ 匹 ） に １ 週 間 隔 で ２ 回 皮 下 免 疫 し た 。 ２ 回 目 の 免 疫
後 、 ３ ４ 日 目 に カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス TIMM 1768 細 胞 を 1 × 10 5  個 ず つ 静 脈 内 感 染 さ せ
た 。 感 染 後 、 12日 目 に 屠 殺 、 無 菌 的 に 両 腎 を 摘 出 し 、 ６ ｍ Ｌ の 生 理 食 塩 水 を 加 え 、 ホ モ ゲ
ナ イ ザ ー を 用 い て ホ モ ジ ェ ネ ー ト を 得 た 。 こ れ を 生 理 食 塩 水 で 希 釈 後 （ × 1,× 10, × 100 
） 、 希 釈 液 の １ ０ ０ μ ｌ を サ ブ ロ ー ・ デ キ ス ト ロ ー ス 寒 天 培 地 上 に 広 げ 、 30℃ で １ 日 間 培
養 し 、 出 現 す る コ ロ ニ ー 数 を 測 定 し た 。 結 果 を 表 ６ に 示 す 。 こ の 結 果 よ り 明 ら か な よ う に
、 Ca-LSPに よ る 免 疫 に よ り 、 免 疫 後 34日 目 で も 感 染 防 御 免 疫 は 働 い て お り 、 腎 菌 数 は 減 少
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し た 。
【 ０ １ ３ １ 】
【 表 ６ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ２ 】
実 施 例 １ １ （ カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス  TIMM 0239に よ る 感 染 ）
　 実 施 例 １ で 調 製 し た Ca-LSPの 投 与 量 が 20μ g タ ン パ ク 質 相 当 ／ 回 と な る よ う に 希 釈 後 、
実 施 例 ６ に 従 い ワ ク チ ン 製 剤 と し 、 実 施 例 ７ － １ ） と 同 様 に C57BL/6 マ ウ ス （ １ 群 当 た り
５ 匹 ） に １ 週 間 隔 で ２ 回 皮 下 免 疫 し た 。 ま た 、 Ca-LSPの 代 わ り に 生 理 食 塩 水 を 用 い た も の
を 対 照 と し た 。 免 疫 後 １ 週 間 目 に 、 免 疫 し た 抗 原 の 由 来 す る カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス  TIM
M 1768と 異 な る カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス TIMM 0239 細 胞 を 5 × 10 5  、 1 × 10 6  個 ず つ マ ウ
ス （ 各 群 ５ 匹 ） に 静 脈 内 感 染 さ せ た 。 感 染 後 、 30日 間 生 死 を 観 察 し た 。 結 果 は 表 ７ の と お
り で あ る 。 こ の 結 果 よ り カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス の 一 菌 株 由 来 の LSP で 免 疫 す れ ば 、 他 の
カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 株 に 対 し て も 感 染 防 御 免 疫 が 誘 導 さ れ る こ と が 明 ら か で あ る 。
【 ０ １ ３ ３ 】
【 表 ７ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ４ 】
実 施 例 １ ２ （ カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 生 細 胞 で 免 疫 さ れ た マ ウ ス の Ca-LSPに 対 す る 特 異 的
遅 延 型 過 敏 症 （ DTH ） 反 応 ）
　 実 施 例 ７ － ２ ） と 同 じ 方 法 で ５ × 10 4  、 ５ × 10 5  、 ５ × 10 6  個 の 生 菌 で C57BL/6 マ ウ ス
（ 各 群 ５ 匹 ） を １ 週 間 隔 で ２ 回 皮 下 免 疫 し た 。 ま た 、 Ca-LSPの IFA と の 製 剤 を 0.2 、 2 、
20μ g タ ン パ ク 質 相 当 ／ 回 と な る よ う に C57BL/6 マ ウ ス （ 各 群 ５ 匹 ） に １ 週 間 隔 で ２ 回 皮
下 免 疫 し た 。 免 疫 後 ６ 日 目 に 200 μ g タ ン パ ク 質 相 当 ／ mLの Ca-LSP抗 原 液 50μ l を 各 マ ウ
ス の フ ッ ト パ ッ ド （ foot pad） に 皮 下 投 与 し た 。 24時 間 後 に フ ッ ト パ ッ ド の 腫 れ を 測 定 し
た 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 結 果 を 表 ８ に 示 す 。 こ の 結 果 よ り 、 生 菌 で 感 作 さ れ た マ ウ ス 個 体 内 で 、 Ca-LSPを 抗 原 と
し て 認 識 す る DTH 反 応 が 誘 導 さ れ て い る 、 即 ち 感 染 防 御 免 疫 が 成 立 し て い る マ ウ ス 個 体 で
は 、 Ca-LSPに 対 す る 細 胞 性 免 疫 が 成 立 し て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。 ま た 、 Ca-LSPで 免
疫 し た マ ウ ス に お い て は Ca-LSPに 対 す る 強 い 細 胞 性 免 疫 が 誘 導 さ れ て い た 。
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【 ０ １ ３ ６ 】
【 表 ８ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ７ 】
実 施 例 １ ３ （ カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 細 胞 で 免 疫 さ れ た マ ウ ス の 脾 臓 リ ン パ 球 の カ ン ジ ダ
　 ア ル ビ カ ン ス Ca-LSPに 対 す る 特 異 的 増 殖 ）
　 実 施 例 ７ － ２ ） と 同 じ 方 法 で ５ × 10 6  個 の 生 菌 で 免 疫 し た BALB/cマ ウ ス よ り 、 最 終 免 疫
後 １ ５ 日 目 に 脾 臓 を 取 り 出 し 、 RPMI-1640 培 地 中 で ホ モ ゲ ナ イ ズ し 細 胞 懸 濁 液 と し た 。 こ
れ に RPMI-1640 培 地 を 加 え 洗 浄 遠 心 後 、 細 胞 を 10％ 牛 胎 児 血 清 （ FCS ） 添 加 し た RPMI-164
0 培 地 に 再 懸 濁 し た 。 こ の 細 胞 懸 濁 液 を ナ イ ロ ン ウ ー ル カ ラ ム に 入 れ 、 37℃ で １ 時 間 培 養
後 、 10％ FCS 添 加 RPMI-1640 培 地 で 溶 出 し 、 Ｔ 細 胞 リ ッ チ な 画 分 を 得 た 。 遠 心 で 細 胞 を 集
め 、 10％ 添 加 RPMI-1640 培 地 に １ × 10 7  個 ／ mLと な る よ う に 懸 濁 し た 。 適 当 に 希 釈 し た Ca
-LSP抗 原 液 を 100 μ l ず つ 96ウ ェ ル マ イ ク ロ プ レ ー ト に 分 注 後 、 細 胞 懸 濁 液 を 100 μ l ず
つ 加 え 、 37℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2  条 件 下 で 培 養 、 ２ 日 後 に 、  3 Ｈ － チ ミ ジ ン （ 0.5 μ Ci／ ウ ェ ル
） を 加 え た 。 １ ８ 時 間 培 養 後 、 細 胞 を 回 収 し 、 細 胞 へ の  3 Ｈ － チ ミ ジ ン 取 り 込 み 量 を 測 定
し た 。
　 結 果 を 表 ９ に 示 す 。 免 疫 マ ウ ス 由 来 の 脾 細 胞 は Ca-LSPに 対 し て 濃 度 依 存 的 な 増 殖 を 示 し
た 。
【 ０ １ ３ ８ 】
【 表 ９ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ３ ９ 】
実 施 例 １ ４ （ カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 生 菌 で 免 疫 ま た は 感 作 さ れ た 哺 乳 動 物 血 中 の カ ン ジ
ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 不 溶 性 画 分 Ca-LSP由 来 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 ）
　 １ ） カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 生 菌 で 免 疫 さ れ た マ ウ ス 血 中 の Ca-LSP由 来 の タ ン パ ク 質 に
対 す る 抗 体 ： 実 施 例 ７ － ２ ） と 同 じ 方 法 で 5 × 10 6  個 の 生 菌 で 免 疫 し た BALB/cマ ウ ス よ り
抗 カ ン ジ ダ 血 清 を 調 製 し た 。 次 に 、 Ca-LSPに SDS 電 気 泳 動 用 サ ン プ ル バ ッ フ ァ ー を 加 え 、
沸 騰 水 浴 下 ３ 分 間 処 理 後 、 遠 心 し 、 上 清 を 12.5％ SDS-PAGEに か け た 。 電 気 泳 動 後 、 PVDF膜
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に ブ ロ ッ テ イ ン グ 、 ブ ロ ッ ク エ ー ス で 一 晩 ブ ロ ッ キ ン グ 、 そ の 後 、 50倍 希 釈 抗 血 清 を 反 応
さ せ 、 そ し て 、 二 次 抗 体 と し て ラ ッ ト 抗 マ ウ ス IgG 抗 体 を 用 い て 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を 検 出
し た と こ ろ 、 第 ３ 図 （ レ ー ン １ ） に 示 す よ う に 、 免 疫 さ れ 、 感 染 防 御 免 疫 が 成 立 し て い る
マ ウ ス 血 清 中 に は 、 Ca-LSPに 含 ま れ る い く つ か の タ ン パ ク 質 に 対 す る IgG 抗 体 が 誘 導 さ れ
て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。 な お 、 分 子 量 ６ ５ ， ０ ０ ０ 付 近 に 検 出 さ れ る タ ン パ ク 質 は
、 実 施 例 １ ５ に 示 す タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 ２ ） ウ サ ギ の 抗 カ ン ジ ダ 血 清 に 含 ま れ る Ca-LSPに 対 す る 抗 体 ： 市 販 の ウ サ ギ 抗 カ ン ジ ダ
血 清 （ 大 日 本 製 薬 よ り 購 入 ） を 一 次 抗 体 と し て 、 ま た 、 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 二 次 抗
体 と し て 用 い て 、 実 施 例 １ ４ － １ ） と 同 様 に Ca-LSPに 含 ま れ る タ ン パ ク 質 を SDS-PAGEで 分
離 、 PVDF膜 に ブ ロ ッ テ イ ン グ 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ り 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を 検
出 し た と こ ろ 、 第 ３ 図 （ レ ー ン ２ ） に 示 す よ う に 、 ウ サ ギ 抗 カ ン ジ ダ 血 清 中 に は 、 Ca-LSP
に 含 ま れ る い く つ か の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 が 誘 導 さ れ て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。
即 ち 、 ウ サ ギ に お い て も 、 Ca-LSPに 含 ま れ る 成 分 が 抗 原 と し て 作 用 す る こ と が 明 ら か と な
っ た 。 65kD付 近 に 検 出 さ れ る タ ン パ ク 質 は 、 上 記 と 同 様 に 実 施 例 １ ５ に 示 す タ ン パ ク 質 で
あ る 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 ３ ） ヒ ト 血 中 の Ca-LSPに 対 す る 抗 体 ： カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス は ヒ ト の 常 在 菌 で あ り 、
殆 ど の ヒ ト が カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 細 胞 に 感 作 さ れ て い る こ と が 知 ら れ て い る 。 そ こ で
、 健 常 人 血 中 に Ca-LSP由 来 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 が 存 在 す る か 否 か を 調 べ る た め に 、
健 常 ヒ ト 血 清 を 一 次 抗 体 と し て 、 ヤ ギ 抗 ヒ ト Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 二 次 抗 体 と し て 用 い 、 実 施 例 １
４ － １ ） と 同 様 に Ca-LSP由 来 の タ ン パ ク 質 に つ い て ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ 法 に よ り 抗
原 性 タ ン パ ク 質 を 検 出 し た 。 そ の 結 果 、 第 ３ 図 （ レ ー ン ３ ） に 示 す よ う に 、 健 常 ヒ ト 血 清
中 に は 、 Ca-LSPに 含 ま れ る い く つ か の タ ン パ ク 質 に 対 す る Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 が 検 出 さ れ 、 ヒ ト に
お い て も 、 Ca-LSPに 含 有 さ れ る タ ン パ ク 質 は 抗 原 と し て 作 用 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ ４ ２ 】
実 施 例 １ ５ （ カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 可 溶 化 画 分 （ Ca-LSP-S） か ら の 抗 原 性 タ パ ク 質 の 精
製 ）
　 １ ） タ ン パ ク 質 の 単 離 ： 実 施 例 ５ で 得 ら れ た Ca-ConA-Passを 、 予 め 緩 衝 液 Ｂ （ 20mMビ ス
ト リ ス 、 20mMオ ク チ ル チ オ グ ル コ シ ド 、 1mM CaCl 2  、 1mM MnCl 2  （ pH6.5 ） ） で 平 衡 化 さ
せ た MonoQ カ ラ ム （ Pharmacia-LKB 社 製 ） に 供 し 、 緩 衝 液 Ｂ に よ る 洗 浄 後 、 ０ － ０ ． ８ Ｍ
　 Ｎ ａ Ｃ ｌ の 直 線 勾 配 を も つ 緩 衝 液 Ｂ に よ る 溶 出 を 行 っ た 。 得 ら れ た 画 分 に つ い て 実 施 例
１ ４ － １ ） と 同 一 条 件 で イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ を 行 い 、 い く つ か の マ ウ ス 抗 カ ン ジ ダ 血 清
に 対 し て 陽 性 を 示 す タ ン パ ク 質 を 含 む 画 分 を 集 め 、 緩 衝 液 Ｂ に よ る 透 析 を 行 っ た 。
　 得 ら れ た 透 析 液 を 、 緩 衝 液 Ｂ で 予 め 平 衡 化 さ せ た ハ イ ド ロ キ シ 　 ア パ タ イ ト （ 三 井 東 圧
社 製 ） に 供 し 、 緩 衝 液 Ｂ に よ る 洗 浄 後 、 ０ － ０ ． ５ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ の 直 線 勾 配 を も つ 緩 衝 液
Ｂ に よ る 溶 出 を 行 っ た 。 溶 出 画 分 に つ い て 、 再 度 実 施 例 １ ４ － １ ） と 同 一 条 件 で イ ム ノ ブ
ロ ッ テ ィ ン グ を 行 い 、 マ ウ ス 抗 カ ン ジ ダ 血 清 と 強 く 反 応 す る 分 子 量 （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、
還 元 条 件 下 ） 約 ６ ５ ， ０ ０ ０ の タ ン パ ク 質 、 及 び 抗 カ ン ジ ダ 血 清 と 弱 く 反 応 す る 分 子 量 （
Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 還 元 条 件 下 ） 約 ２ ５ ， ０ ０ ０ の タ ン パ ク 質 を 単 離 し た 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 得 ら れ た ２ 種 の タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 Ｌ － ５ ０ ０ 型 高 速 ア ミ ノ 酸 分 析 計
（ 日 立 製 作 所 社 製 ） を 用 い 決 定 し た と こ ろ 、 各 々 配 列 表 の 配 列 番 号 ： １ 及 び 配 列 表 の 配 列
番 号 ： ２ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る と 予 想 さ れ た 。 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 情 報 に つ い て
、 既 知 タ ン パ ク 質 と ホ モ ロ ジ ー 検 索 を 行 っ た と こ ろ 、 分 子 量 （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 還 元 条
件 下 ） 約 ６ ５ ， ０ ０ ０ の タ ン パ ク 質 は サ ッ カ ロ マ イ セ ス 　 セ レ ビ シ エ の ミ ト コ ン ド リ ア 局
在 ジ ヒ ド ロ リ ポ ア ミ ド デ ヒ ド ロ ゲ ナ ー ゼ （ Ｄ Ｌ Ｄ Ｈ ） と 、 分 子 量 （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 還
元 条 件 下 ） 約 ２ ５ ， ０ ０ ０ の タ ン パ ク 質 は サ ッ カ ロ マ イ セ ス 　 セ レ ビ シ エ の ミ ト コ ン ド リ
ア 局 在 ス ー パ ー オ キ サ イ ド デ ス ム タ ー ゼ （ Ｓ Ｏ Ｄ ） と ホ モ ロ ジ ー を 有 し 、 何 れ も ミ ト コ ン
ド リ ア 由 来 の タ ン パ ク 質 で あ る と 推 定 さ れ た 。
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【 ０ １ ４ ４ 】
　 ま た 、 一 方 、 Ca-ConA-Passの MonoQ カ ラ ム に よ る 分 画 に よ り 得 ら れ た 画 分 に つ い て 、 実
施 例 １ ３ と 同 様 の 方 法 で 免 疫 マ ウ ス 脾 臓 リ ン パ 球 に 対 す る 増 殖 誘 導 活 性 を 測 定 す る と 共 に
、 Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ に よ る タ ン パ ク 質 の 分 離 及 び 銀 染 色 に よ る 分 析 を 行 っ た 。 Ca-ConA-Pa
ssの MonoQ カ ラ ム に よ る 分 画 に お け る ０ ． １ ２ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 付 近 に 溶 出 さ れ た 画 分 を 集 め
、 再 度 MonoQ カ ラ ム に か け 、 ０ － ０ ． ２ ４ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ の 直 線 濃 度 勾 配 を 持 つ 緩 衝 液 Ｂ に
よ り 溶 出 を 行 っ た 。 得 ら れ た 溶 出 画 分 か ら 分 子 量 （ Ｓ Ｄ Ｓ － Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 還 元 条 件 下 ） 約 ３
０ ０ ０ ０ の タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と が で き た 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 同 様 に 、 Ca-ConA-Passの MonoQ カ ラ ム に よ る 分 画 に よ り 、 ０ ． ６ ４ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ 付 近 に
溶 出 さ れ た 画 分 に つ い て も 、 再 度 MonoQ カ ラ ム に か け 、 ０ ． ２ ４ － ０ ． ８ Ｍ 　 Ｎ ａ Ｃ ｌ の
直 線 濃 度 勾 配 を 持 つ 緩 衝 液 Ｂ に よ り 溶 出 を 行 っ た 。 得 ら れ た 溶 出 画 分 か ら 分 子 量 （ Ｓ Ｄ Ｓ
－ Ｐ Ａ Ｇ Ｅ 、 還 元 条 件 下 ） 約 ６ ２ ， ０ ０ ０ の タ ン パ ク 質 を 単 離 す る こ と が で き た 。 こ れ ら
の タ ン パ ク 質 は 、 実 施 例 １ ４ － １ ） 記 載 の マ ウ ス 抗 カ ン ジ ダ 血 清 と の 反 応 性 は 非 常 に 低 い
が 、 実 施 例 １ ３ と 同 様 の 方 法 で 調 製 し た 生 菌 免 疫 マ ウ ス 脾 臓 リ ン パ 球 に 対 し て は 、 最 終 タ
ン パ ク 質 濃 度 ５ μ ｇ ／ ｍ Ｌ で 明 ら か な  3 Ｈ － チ ミ ジ ン の 取 込 み を 促 進 し 、 増 殖 誘 導 活 性 を
有 す る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 得 ら れ た ２ 種 の タ ン パ ク 質 の Ｎ 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 を 、 Ｌ － ５ ０ ０ 型 高 速 ア ミ ノ 酸 分 析 計
（ 日 立 製 作 所 社 製 ） を 用 い 決 定 し た と こ ろ 、 各 々 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ３ 及 び 配 列 表 の 配 列
番 号 ： ４ に 示 す ア ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る と 予 想 さ れ た 。 得 ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 情 報 に つ い て
、 既 知 タ ン パ ク 質 と ホ モ ロ ジ ー 検 索 を 行 っ た と こ ろ 、 分 子 量 約 ３ ０ ， ０ ０ ０ の タ ン パ ク 質
は サ ッ カ ロ マ イ セ ス 　 セ レ ビ シ エ の シ ト レ ー ト シ ン タ ー ゼ (citrate synthase)と 、 分 子 量
約 ６ ２ ， ０ ０ ０ の タ ン パ ク 質 は サ ッ カ ロ マ イ セ ス 　 セ レ ビ シ エ の 液 胞 型 ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー
ゼ Ｉ (vacuolar aminopeptidase I) と ホ モ ロ ジ ー を 有 す る こ と が 分 か っ た 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 ２ ） 単 離 し た タ ン パ ク 質 の 抗 原 性 試 験 ： 実 施 例 １ ３ と 同 様 の 方 法 に よ り 、 上 記 単 離 さ れ
た ４ 種 の タ ン パ ク 質 （ 分 子 量 約 ６ ５ ， ０ ０ ０ の タ ン パ ク 質 、 分 子 量 約 ２ ５ ， ０ ０ ０ の タ ン
パ ク 質 、 分 子 量 約 ３ ０ ０ ０ ０ の タ ン パ ク 質 及 び 分 子 量 約 ６ ２ ， ０ ０ ０ の タ ン パ ク 質 ） に つ
い て 生 菌 免 疫 マ ウ ス 由 来 の 脾 臓 リ ン パ 球 細 胞 へ の  3 Ｈ － チ ミ ジ ン 取 り 込 み 量 を 測 定 し た 。
そ の 結 果 、 １ ア ッ セ イ 当 た り  5μ g/mlの タ ン パ ク 質 量 で 、 何 れ の タ ン パ ク 質 も 増 殖 誘 導 活
性 を 示 し た 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 更 に 、 実 施 例 １ ２ と 同 様 の 方 法 に よ り 、 生 菌 免 疫 マ ウ ス の フ ッ ト パ ッ ド に 皮 下 投 与 し Ｄ
Ｔ Ｈ 反 応 を 誘 導 す る か 試 験 し た 。 上 記 ４ 種 の 抗 原 性 タ ン パ ク 質 に つ い て 試 験 を 行 っ た 結 果
、 ５ μ ｇ ／ 回 の 投 与 で 何 れ の タ ン パ ク 質 も 有 意 に フ ッ ト パ ッ ド の 腫 れ を 検 出 し た 。
　 以 上 の 結 果 よ り 、 単 離 さ れ た ４ 種 の タ ン パ ク 質 は 、 何 れ も 感 染 防 御 免 疫 の 成 立 し た 個 体
に 認 識 さ れ る タ ン パ ク 質 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ ４ ９ 】
実 施 例 １ ６ （ カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 不 溶 性 分 画 Ca-LSPで 免 疫 さ れ た マ ウ ス 由 来 の 脾 細 胞
の 移 入 に よ る 感 染 防 御 能 の 獲 得 ）
　 実 施 例 ７ － １ ） と 同 様 に Ca-LSPの IFA と の 製 剤 を BALB/cマ ウ ス （ １ 群 ５ 匹 ） に 0.1 mLず
つ １ 週 間 隔 で ２ 回 皮 下 免 疫 し た 。 投 与 量 は 20μ g タ ン パ ク 質 相 当 ／ 回 で あ る 。 対 照 と し て
、 生 理 食 塩 水 と IFA と の 混 合 物 で 同 様 に 免 疫 し た 。 ２ 回 目 の 免 疫 後 １ 週 目 に 、 ５ 匹 の 免 疫
し た マ ウ ス よ り 脾 臓 を 摘 出 し 、 RPMI-1640 培 地 中 で ホ モ ゲ ナ イ ズ し 細 胞 懸 濁 液 （ 約 8 × 10
7  個 ／ 0.5 mL） と し 、 こ の 0.5 mLを  C.B.-17/ scidマ ウ ス （ 各 群 ５ 匹 ） に 移 入 し た 。 １ 日
後 、 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス  TIMM 1768細 胞 を 各 マ ウ ス に 5 × 10 4  個 ず つ 静 脈 内 感 染 さ せ
た 。 さ ら に 対 照 と し て 、 正 常 な （ 脾 臓 細 胞 を 移 入 し て い な い ） C.B.-17/ scid マ ウ ス （ ５
匹 ） に 同 数 の カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス  TIMM 1768細 胞 を 静 脈 内 感 染 さ せ た 。 感 染 後 、 ５ 日
目 に 屠 殺 、 無 菌 的 に 両 腎 を 摘 出 し 、 6 mLの 生 理 食 塩 水 を 加 え て ホ モ ゲ ナ イ ズ し 、 ホ モ ジ ェ
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ネ ー ト を 得 た 。 こ れ を 生 理 食 塩 水 で 希 釈 後 （ × 1,× 10, × 100 ） 、 希 釈 液 の 100 μ L を サ
ブ ロ ー ・ デ キ ス ト ロ ー ス 寒 天 培 地 上 に 広 げ 、 30℃ で １ 日 間 培 養 し 、 出 現 す る コ ロ ニ ー 数 を
測 定 し た 。 結 果 を 表 １ ０ に 示 し た 。
【 ０ １ ５ ０ 】
【 表 １ ０ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ １ 】
　 Ca-LSP免 疫 マ ウ ス 由 来 の 脾 細 胞 を 移 入 す る こ と に よ り 、 正 常 の マ ウ ス に 比 べ 有 意 に （ ｐ
＜ ０ ． ０ ５ ） 腎 菌 数 は 減 少 し た 。 即 ち 、 Ca-LSPに よ り 免 疫 さ れ た マ ウ ス の 脾 細 胞 に よ る 養
子 免 疫 が 可 能 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ ５ ２ 】
実 施 例 １ ７ （ ア ス ペ ル ギ ル ス 　 フ ミ ガ タ ス 不 溶 性 画 分 Af-LSPの ワ ク チ ン 活 性 ）
　 実 施 例 ２ － １ ） で 調 製 し た Af-LSP抗 原 液 １ を 用 い 、 実 施 例 ６ に 従 い ワ ク チ ン 製 剤 を 調 製
し 、 C57BL/6 マ ウ ス に 2 、 20μ g タ ン パ ク 質 相 当 ／ 回 、 １ 週 間 隔 で ２ 回 皮 下 免 疫 し た 。 対
照 と し て 、 生 理 食 塩 水 と IFA と の 混 合 物 で 同 様 に 免 疫 し た 。 免 疫 後 、 ８ 日 目 に ア ス ペ ル ギ
ル ス 　 フ ミ ガ タ ス TIMM 1776 の 胞 子 を 2 × 10 6  個 ず つ 静 脈 内 感 染 さ せ た 。 感 染 後 、 ３ ０ 日
間 生 死 を 観 察 し た 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 結 果 は 表 １ １ の と お り で あ る 。 20μ ｇ タ ン パ ク 質 相 当 ／ 回 、 ２ 回 の 投 与 で 明 ら か な 感 染
防 御 効 果 が 見 ら れ 、 ２ μ ｇ タ ン パ ク 質 相 当 ／ 回 で も 有 意 な 延 命 が 見 ら れ た 。 即 ち 、 Af-LSP
も ワ ク チ ン と し て 有 用 で あ る 可 能 性 が 示 さ れ た 。
【 ０ １ ５ ４ 】
【 表 １ １ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ５ ５ 】
実 施 例 １ ８ （ ア ス ペ ル ギ ル ス 　 フ ミ ガ タ ス 生 細 胞 を 投 与 し た マ ウ ス 血 中 の ア ス ペ ル ギ ル ス
　 フ ミ ガ タ ス 不 溶 性 画 分 Af-LSP由 来 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 ）
　 ア ス ペ ル ギ ル ス 　 フ ミ ガ タ ス TIMM 1776 の 胞 子 懸 濁 液 （ 1 × 10 8  個 ／ mL） を 等 量 の 完 全
フ ロ イ ン ト ア ジ ュ バ ン ト と 混 合 し 、 こ の 0.1 mLを １ 週 間 隔 で ２ 回 BALB/cマ ウ ス に 皮 下 免 疫
し た 。 免 疫 後 、 １ 週 間 目 に 採 血 し 、 抗 ア ス ペ ル ギ ル ス 血 清 を 得 た 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 実 施 例 ２ － １ ） で 調 製 し た Af-LSP抗 原 液 １ を SDS-PAGEで 分 離 後 、 PVDF膜 に ブ ロ ッ テ ィ ン
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グ し 、 抗 ア ス ペ ル ギ ル ス 血 清 を 一 次 抗 体 と し て 、 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 二 次 抗 体 と
し て 用 い て 、 実 施 例 １ ４ － １ ） と 同 様 に ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 抗 原 性 タ ン パ ク
質 を 検 出 し た と こ ろ 、 第 ４ 図 （ レ ー ン １ ） に 示 す よ う に Af-LSP中 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗
体 が 含 ま れ て い た 。 す な わ ち 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 感 染 に お い て 、 Af-LSPに 含 有 さ れ て い る タ
ン パ ク 質 は 、 生 体 に 抗 原 と し て 認 識 さ れ る 。 従 っ て 、 実 施 例 １ ７ に 示 し た よ う に 、 Af-LSP
に 対 す る 免 疫 を 誘 導 し て お く こ と に よ り 特 異 的 な 防 御 効 果 を 期 待 で き る と 思 わ れ る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
実 施 例 １ ９ （ 真 菌 由 来 の 不 溶 性 画 分 間 の 交 差 反 応 性 ）
　 １ ） 抗 カ ン ジ ダ 血 清 ま た は 抗 ア ス ペ ル ギ ル ス 血 清 の 他 の 種 類 の 真 菌 由 来 の タ ン パ ク 質 に
対 す る 交 差 反 応 性 ： Af-LSP抗 原 液 １ 、 Crn-LSP を SDS-PAGEで 分 離 後 、 PVDF膜 に ブ ロ ッ テ ィ
ン グ し 、 抗 カ ン ジ ダ 血 清 （ 実 施 例 １ ４ － １ ） ） を 一 次 抗 体 と し て 、 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ
抗 体 を 二 次 抗 体 と し て 用 い て 、 実 施 例 １ ４ － １ ） と 同 様 に ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ
り 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を 検 出 し た と こ ろ 、 抗 カ ン ジ ダ 血 清 は 第 ５ 図 に 示 す よ う に Crn-LSP 由
来 の タ ン パ ク 質 に 対 し て 交 差 反 応 性 を 示 し た （ レ ー ン ２ ） 。 ま た 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 由 来 の
Af-LSPに 対 し て も 弱 い 交 差 反 応 性 が 認 め ら れ た （ レ ー ン ３ ） 。 な お 、 レ ー ン １ は 、 不 溶 性
画 分 と し て Ca-LSPを 用 い た 例 で あ る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 ま た 、 Crn-LSP を SDS-PAGEで 分 離 後 、 PVDF膜 に ブ ロ ッ テ ィ ン グ し 、 抗 ア ス ペ ル ギ ル ス 血
清 （ 実 施 例 １ ８ ） を 一 次 抗 体 と し て 、 ウ サ ギ 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 二 次 抗 体 と し て 用 い て
、 実 施 例 １ ４ － １ ） と 同 様 に ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を 検 出 し
た と こ ろ 、 抗 ア ス ペ ル ギ ル ス 血 清 は 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス 由 来 の Crn-LSP 中 に 含 ま れ る タ ン
パ ク 質 に 対 し て も 弱 い な が ら 交 差 反 応 し た （ 第 ４ 図 、 レ ー ン ２ ） 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 ２ ） 特 異 的 な 細 胞 性 免 疫 の 誘 導 お よ び Ca-LSP免 疫 マ ウ ス に お け る Af-LSPに 対 す る 細 胞 性
免 疫 ： Ca-LSP、 Af-LSP抗 原 液 １ そ れ ぞ れ の IFA と の 製 剤 を 、 C57BL/6 マ ウ ス に ０ ． ２ μ g 
タ ン パ ク 質 相 当 ／ 回 、 ２ μ g タ ン パ ク 質 相 当 ／ 回 、 ２ ０ μ g タ ン パ ク 質 相 当 ／ 回 、 １ 週 間
隔 で ２ 回 皮 下 免 疫 し た 。 対 照 と し て 、 生 理 食 塩 水 と IFA と の 混 合 物 で 同 様 に 免 疫 し た 。 免
疫 後 、 ６ 日 目 に Af-LSPを 20μ g タ ン パ ク 質 相 当 ／ 50μ l ず つ 各 マ ウ ス （ 各 群 ５ 匹 ） の フ ッ
ト パ ッ ド に 皮 下 投 与 し た 。 24時 間 後 に フ ッ ト パ ッ ド の 腫 れ を 測 定 し た 。 結 果 を 表 １ ２ に 示
す 。 Af-LSP免 疫 群 で 腫 れ が 大 き い こ と か ら 、 Af-LSPに か な り 選 択 性 を 有 す る DTH 反 応 が 誘
導 さ れ て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。 一 方 、 Ca-LSP　 20μ g タ ン パ ク 質 相 当 免 疫 群 に お い
て も Af-LSPに 対 し て も 有 意 な DTH 反 応 が 生 じ て お り 、 交 差 反 応 す る 細 胞 性 免 疫 が 誘 導 さ れ
て い る こ と が 明 ら か と な っ た 。 即 ち 、 異 な る 真 菌 間 で 交 差 反 応 す る タ ン パ ク 質 が 存 在 す る
こ と が 示 さ れ た 。 従 っ て 、 一 種 の LSP を 用 い て 異 な る 真 菌 に よ る 感 染 を 防 御 で き る と 思 わ
れ る （ 実 施 例 ２ ０ 参 照 ） 。
【 ０ １ ６ ０ 】
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【 表 １ ２ 】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ １ 】
実 施 例 ２ ０ （ カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 不 溶 性 画 分 Ca-LSPの マ ウ ス ア ス ペ ル ギ ル ス 症 感 染 モ
デ ル で の ワ ク チ ン 効 果 ）
　 Ca-LSPの IFA と の 製 剤 を C57BL/6 マ ウ ス に 20μ g タ ン パ ク 質 相 当 ／ 回 、 １ 週 間 隔 で ２ 回
皮 下 免 疫 し た 。 対 照 と し て 、 生 理 食 塩 水 と IFA と の 混 合 物 で 同 様 に 免 疫 し た 。 免 疫 後 、 ８
日 目 に ア ス ペ ル ギ ル ス 　 フ ミ ガ タ ス TIMM 1776 の 胞 子 を 2 × 10 6  個 ず つ 静 脈 内 感 染 さ せ た
。 感 染 後 、 30日 間 生 死 を 観 察 し た 。 結 果 は 表 １ ３ の と お り で あ る 。 Ca-LSPで 免 疫 す る こ と
に よ り ア ス ペ ル ギ ル ス 感 染 に 対 す る 感 染 防 御 免 疫 も 誘 導 す る こ と が で き る こ と が 明 ら か と
な っ た 。
【 ０ １ ６ ２ 】
【 表 １ ３ 】
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ １ ６ ３ 】
実 施 例 ２ １ （ 菌 糸 型 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 細 胞 の 調 製 及 び 菌 糸 型 細 胞 由 来 の 不 溶 性 画 分
 Ca-LSP-M の 調 製 ）
　 実 施 例 １ と 同 様 に 、 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス TIMM 1768 を YPD 培 地 で 30℃ で 24時 間 振 と
う 培 養 し て 得 ら れ た 培 養 液 の 一 部 を 、 三 角 フ ラ ス コ に 入 れ た FCS10 ％ 添 加 RPMI-1640 培 地
に 植 菌 し 、 37℃ で 4 時 間 振 と う 培 養 し 、 菌 糸 型 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 細 胞 を 得 た 。 培 養
液 を ガ ラ ス フ ィ ル タ ー で ろ 過 し 細 胞 を 回 収 後 、 SSB 溶 液 で 洗 浄 、 再 度 SSB 溶 液 に 懸 濁 し た
。 そ の 後 、 実 施 例 １ と 同 様 に ザ イ モ リ エ ー ス 、 ト リ コ デ ル マ ・ ラ イ ジ ン グ エ ン ザ イ ム で 処
理 し た 。 菌 糸 状 細 胞 と プ ロ ト プ ラ ス ト 細 胞 を 分 離 す る た め に 、 得 ら れ た 懸 濁 液 を ガ ラ ス フ
ィ ル タ ー で ろ 過 し 、 ろ 液 を 回 収 し た 。 得 ら れ た ろ 液 を 1,000 × g 、 ５ 分 間 遠 心 し 、 プ ロ ト
プ ラ ス ト 細 胞 を 集 め た 。 こ の 細 胞 を SSB 溶 液 で 洗 浄 後 、 滅 菌 生 理 食 塩 水 を 加 え 、 十 分 攪 拌
し た 後 、 氷 上 に 10分 間 静 置 し た 。 プ ロ ト プ ラ ス ト 細 胞 が バ ー ス ト し た こ と を 確 認 後 、 10,0
00× g 、 30分 間 遠 心 し 、 得 ら れ た 沈 殿 を 菌 糸 型 細 胞 由 来 の 不 溶 性 画 分 （ 以 下 、 Ca-LSP-Mと
い う ） と し た 。
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【 ０ １ ６ ４ 】
　 Ca-LSP-Mは 生 理 食 塩 水 に 懸 濁 後 、 超 音 波 処 理 、 さ ら に 沸 騰 水 浴 下 、 ５ 分 間 処 理 し て 殺 菌
し 、 培 養 菌 体 液 １ ０ ０ ｍ Ｌ よ り 膜 タ ン パ ク 質 等 を 含 有 す る Ca-LSP-M抗 原 液 ２ ｍ Ｌ を 得 た （
タ ン パ ク 質 濃 度 1.2 mg/mL ） 。 Ca-LSP-M及 び 対 照 と し て Ca-LSP（ い ず れ も タ ン パ ク 質 量 と
し て 約 ４ μ g ） を SDS-PAGEで 分 離 後 、 PVDF膜 に ブ ロ ッ テ ィ ン グ し 、 抗 カ ン ジ ダ 血 清 （ 実 施
例 １ ４ － １ ） ） を 一 次 抗 体 と し て 、 ラ ッ ト 抗 マ ウ ス Ｉ ｇ Ｇ 抗 体 を 二 次 抗 体 と し て 用 い て 、
実 施 例 １ ４ － １ ） と 同 様 に ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に よ り 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を 検 出 し た
。 そ の 結 果 、 第 ６ 図 （ レ ー ン ２ ） に 示 す よ う に 、 抗 カ ン ジ ダ 血 清 中 に は Ca-LSP-Mに 含 ま れ
る い く つ か の タ ン パ ク 質 に 対 す る IgG 抗 体 が 誘 導 さ れ て お り 、 第 ３ 図 の レ ー ン １ の 酵 母 型
細 胞 の Ca-LSPと は 異 な る バ ン ド も 存 在 し た （ 第 ６ 図 の レ ー ン １ ） 。 さ ら に 、 抗 体 量 も 多 い
と 思 わ れ た 。 な お 、 本 実 施 例 で 用 い た 菌 糸 型 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 細 胞 の 細 胞 壁 除 去 処
理 前 後 の 、 細 胞 の 形 態 の 変 化 を 第 ７ 図 に 示 す 。
【 ０ １ ６ ５ 】
実 施 例 ２ ２ （ ヒ ト 皮 膚 反 応 に よ る 診 断 ）
　 実 施 例 １ で 得 ら れ た  Ca-LSP の 生 理 食 塩 水 溶 液 （ タ ン パ ク 質 濃 度 2.3mg ／ mL） を 生 理 食
塩 水 で タ ン パ ク 質 濃 度 1.0mg/mLに な る よ う に 希 釈 後 、 さ ら に 100 倍 、 1000倍 に 希 釈 し た 。
皮 膚 反 応 は 、 各 希 釈 液 を 20μ l ず つ パ ッ チ ス タ ー （ 鳥 居 薬 品 製 ） に 浸 み 込 ま せ た も の を 、
ボ ラ ン テ ィ ア ４ 人 の 腕 皮 膚 面 に ２ 日 間 貼 付 後 、 パ ッ チ ス タ ー を 剥 が し て か ら １ 時 間 後 の 皮
膚 の 状 態 を 、 紅 斑 や 丘 疹 の 有 無 に よ り 診 断 し た 。 判 定 は 、 国 際 接 触 皮 膚 炎 症 研 究 グ ル ー プ
（ Ｉ Ｃ Ｄ Ｒ Ｇ ） の 基 準 に 従 い 行 っ た 。 ４ 人 の う ち ア レ ル ギ ー 体 質 の ２ 人 に 明 ら か な 紅 斑 が
見 ら れ 、 １ 人 も わ ず か な 紅 斑 が 見 ら れ た 。 従 っ て 、 本 発 明 の 真 菌 抗 原 が 、 個 体 の Ｄ Ｔ Ｈ 反
応 を 利 用 し た 診 断 に 有 効 で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ ６ ６ 】
実 施 例 ２ ３ （ ヒ ト 血 漿 中 IgE 抗 体 価 の 測 定 ）
　 臭 化 シ ア ン に よ る ペ ー パ ー デ ィ ス ク の 活 性 化 、 及 び 抗 原 （ 実 施 例 ４ で 得 ら れ た Ca-LSP-S
を 、 タ ン パ ク 質 濃 度 と し て １ ０ ０ μ ｇ ／ ｍ Ｌ に 希 釈 し た 溶 液 ） の ペ ー パ ー デ ィ ス ク へ の カ
ッ プ リ ン グ は 、 宮 本 ら の 方 法 [Miyamoto  et al.Allergy,Vol.22,584-594(1973)]を 参 考 に
実 施 し た 。 ヒ ト 血 漿 中 IgE 抗 体 価 の 測 定 は 、 ポ リ ス チ レ ン チ ュ ー ブ に 抗 原 を カ ッ プ リ ン グ
さ せ た 上 記 ペ ー パ ー デ ィ ス ク １ 枚 と ヒ ト 血 清 ５ ０ μ L を 加 え て 、 室 温 で ３ 時 間 放 置 し た 。
次 い で 、 0.2 ％ の ツ イ ー ン ２ ０ を 含 む 生 理 食 塩 水 で ペ ー パ ー デ ィ ス ク を ３ 回 洗 浄 後 、 RAST
-RIAキ ッ ト （ Pharmacia 社 製 ） の  1 2 5 Ｉ 標 識 抗 ヒ ト IgE 抗 体 ５ ０ μ L を 加 え て 室 温 で １ ６
時 間 放 置 し た 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 上 記 洗 浄 液 で 再 度 ３ 回 洗 浄 後 、 ガ ン マ カ ウ ン タ ー で 放 射 能 を 測 定 し た 。 同 時 に RAST-RIA
キ ッ ト の 対 照 試 薬 で 作 成 し た 標 準 曲 線 か ら IgE 抗 体 価 を 算 出 し た 。 ア レ ル ギ ー 患 者 の う ち
、 市 販 の 診 断 用 ア レ ル ゲ ン 皮 内 エ キ ス （ 鳥 居 薬 品 社 製 ） の 皮 フ テ ス ト で 陽 性 の ２ ４ 人 に つ
い て 、 Ca-LSP-Sに 対 す る IgE 抗 体 価 を 測 定 し た と こ ろ 、 １ ５ 人 が 陽 性 で あ っ た （ ０ ． ３ ５
PRU/mL以 上 を 陽 性 と し た 。 ） 。 従 っ て 、 ア レ ル ギ ー 患 者 に お い て 、 Ca-LSP-Sに 対 す る 陽 性
率 は 高 く 、 不 溶 性 画 分 か ら な る 本 発 明 の 真 菌 抗 原 が IgE 抗 体 検 出 に 有 効 で あ る こ と が 明 ら
か と な っ た 。
【 ０ １ ６ ８ 】
実 施 例 ２ ４ （ Ｃ ａ － Ｌ Ｓ Ｐ に よ る ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） か ら の サ イ ト カ イ ン 産
生 ）
　 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ は 健 常 人 か ら 成 分 採 血 に よ り 採 血 を 行 い 、 白 血 球 画 分 を 集 め さ ら に 以 下 の 分 離
方 法 に 従 っ て 調 製 し た 。 す な わ ち 、 採 血 液 を Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ 培 地 で 約 ２ 倍 希 釈 後 、 フ
ィ コ ー ル － パ ッ ク （ Ficoll-Paque） 分 離 液 （ フ ァ ル マ シ ア 社 製 ） 上 に 重 層 し 、 ５ ０ ０ × ｇ
で ２ ０ 分 間 室 温 で 遠 心 し た 。 中 間 層 の Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ を ピ ペ ッ ト で 回 収 、 洗 浄 し て ９ ０ ％ 牛 胎 児
血 清 （ FCS 、 イ ン タ ー ゲ ン 社 製 ） と １ ０ ％ ジ メ チ ル ス ル ホ キ シ ド （ シ グ マ 社 製 ） か ら な る
保 存 液 に 懸 濁 し た 状 態 で 液 体 窒 素 中 に 保 存 し た 。 Ｃ ａ － Ｌ Ｓ Ｐ に よ る Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 処 理 は 以 下
の よ う に 行 っ た 。
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【 ０ １ ６ ９ 】
　 上 記 保 存 Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ 検 体 を 融 解 後 、 ヒ ト Ａ Ｂ 血 清 （ ア ー バ イ ン サ イ エ ン ス 社 製 ） を 終 濃 度
５ ％ （ ｖ ／ ｖ ） と な る よ う に 添 加 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ 培 地 に 懸 濁 し 、 １ ． ５ × １ ０ 6  

個 ／ ｍ ｌ と な る よ う に 希 釈 し ２ ４ 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト に １ ウ ェ ル あ た り １ ｍ ｌ 分 注 し た 。
次 に 実 施 例 １ で 得 ら れ た  Ca-LSP の 生 理 食 塩 水 溶 液 （ タ ン パ ク 質 濃 度 2.3mg ／ mL） を 、 添
加 量 が ５ μ ｇ タ ン パ ク 質 相 当 ／ ウ ェ ル に な る よ う 生 理 食 塩 水 で 希 釈 し た Ｃ ａ － Ｌ Ｓ Ｐ 抗 原
液 を １ ウ ェ ル あ た り ５ ０ μ ｌ 加 え 、 ３ ７ ℃ 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2  条 件 下 で 培 養 し た 。 培 養 開 始 後 ７
日 目 に 培 養 上 清 を 分 取 し 、 Ｉ Ｆ Ｎ － γ 量 を ヒ ト Ｉ Ｆ Ｎ － γ 　 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ キ ッ ト （ Ａ ｍ ｅ ｒ
ｓ ｈ ａ ｍ 　 Ｌ Ｉ Ｆ Ｅ 　 Ｓ Ｃ Ｉ Ｅ Ｎ Ｃ Ｅ 社 製 ） を 使 用 し て 測 定 し た 。 測 定 は 製 造 元 の プ ロ ト
コ ー ル に 従 い 実 施 し た 。 な お キ ッ ト の 検 出 限 界 値 は 、 ０ ． ０ ０ ２ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ で あ る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 ７ 日 目 の Ｉ Ｆ Ｎ － γ の 量 を 第 ８ 図 に 示 す 。 ヒ ト Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ は Ｃ ａ － Ｌ Ｓ Ｐ に 対 し て 反 応 し
Ｉ Ｆ Ｎ － γ を 産 生 し た 。 な お １ ５ 検 体 の Ｉ Ｆ Ｎ － γ 産 生 量 は １ ． ４ ３ ５ ± １ ． ２ １ ０ （ 平
均 ± Ｓ Ｄ ） ｎ ｇ ／ ｍ ｌ の 範 囲 に 分 布 し た 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 対 照 と し て Ｃ ａ － Ｌ Ｓ Ｐ 抗 原 液 の 代 わ り に 生 理 食 塩 水 ５ ０ μ ｌ ／ ウ ェ ル を 加 え て 同 様 に
し て Ｉ Ｆ Ｎ － γ の 量 を 測 定 し た 。 該 ウ ェ ル に お け る Ｉ Ｆ Ｎ － γ の 検 出 量 は キ ッ ト の 検 出 限
界 値 以 下 で あ っ た 。
【 ０ １ ７ ２ 】
実 施 例 ２ ５ （ 真 菌 ア レ ル ギ ー 皮 内 反 応 診 断 試 薬 お よ び 診 断 用 滴 定 試 薬 の 調 製 ）
　 実 施 例 １ で 調 製 さ れ た Ca-LSP抗 原 液 を 乾 燥 さ せ て 粉 末 状 で 採 取 し て 、 真 菌 ア レ ル ギ ー 疾
患 に 対 す る 皮 内 反 応 診 断 試 薬 及 び 真 菌 ア レ ル ギ ー 診 断 用 滴 定 試 薬 と し て 用 い る 。 皮 内 反 応
診 断 試 薬 に は 0.5 ％ フ ェ ノ ー ル を 添 加 し た 0.9 ％ 生 理 食 塩 水 を 溶 媒 と し 、 タ ン パ ク 質 濃 度
で １ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ と し 、 こ れ の １ ０ ０ ０ 倍 希 釈 液 を 調 製 し て 用 い る 。 ま た 、 真 菌 ア レ ル ギ ー
診 断 用 滴 定 試 薬 に は 、 タ ン パ ク 質 濃 度 と し て １ ｍ ｇ ／ ｍ Ｌ の 濃 度 で ハ ン ク ス 緩 衝 液 に 溶 解
し 、 こ れ を ヒ ス タ ミ ン 遊 離 滴 定 用 試 薬 の 原 液 と し て そ の 希 釈 液 を 用 い る 。
【 ０ １ ７ ３ 】
実 施 例 ２ ６ （ 減 感 作 治 療 用 抗 原 製 剤 の 調 製 ）
　 実 施 例 １ で 調 製 さ れ た Ca-LSP抗 原 液 を 乾 燥 さ せ て 粉 末 状 で 採 取 し て 、 真 菌 ア レ ル ギ ー 疾
患 に 対 す る 減 感 作 治 療 剤 と し て 用 い る 。 ア レ ル ゲ ン 活 性 成 分 を １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ の 濃 度 で 0.5 
％ フ ェ ノ ー ル を 添 加 し た 0.9 ％ 生 理 食 塩 水 に 溶 解 し 、 減 感 作 治 療 用 抗 原 の 原 液 と す る 。
【 ０ １ ７ ４ 】
実 施 例 ２ ７ （ カ ン ジ ダ   ア ル ビ カ ン ス 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 核 酸 の 単 離 ）
１ ） 分 子 量 約 ６ ５ ， ０ ０ ０ の タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 ： 実 施 例 １ ５ － １ ） で
単 離 し た 分 子 量 約 65,000の タ ン パ ク 質 （ 以 下 、 65Kタ ン パ ク 質 と 称 す ） を コ ー ド す る 核 酸
を 単 離 す る た め 、 始 め に カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス Ｔ Ｉ Ｍ Ｍ １ ７ ６ ８ 株 の ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ ー を 作 製 し た 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 ま ず 菌 体 よ り 全 Ｒ Ｎ Ａ を 抽 出 、 精 製 す る た め 、 上 記 の 菌 を ２ ０ ０ ｍ ｌ Ｙ Ｐ Ｄ 培 地 で ３ ５
℃ で 培 養 後 、 ２ ０ ０ ０ × ｇ 、 ５ 分 間 の 遠 心 分 離 処 理 に よ り 細 胞 を 回 収 し 、 一 度 蒸 留 水 で 洗
浄 し た 。 得 ら れ た 細 胞 を 液 体 窒 素 に よ り 急 速 凍 結 し 、 乳 鉢 に よ り 凍 結 細 胞 を 粉 末 状 に 破 砕
し た 。 こ の 細 胞 粉 末 よ り 、 Ｒ Ｎ Ａ エ ク ス ト ラ ク シ ョ ン キ ッ ト (RNA extraction kit, フ ァ
ル マ シ ア 社 製 ） を 用 い て 全 Ｒ Ｎ Ａ を 回 収 、 精 製 し た 。 こ の 全 Ｒ Ｎ Ａ か ら オ リ ゴ テ ッ ク ス －
ｄ Ｔ ３ ０ ＜ ス ー パ ー ＞ (oligotex-dT30， 宝 酒 造 社 製 ） を 用 い て 、 ポ リ （ Ａ ） +  Ｒ Ｎ Ａ を 調
製 し た 。 次 に タ カ ラ ｃ Ｄ Ｎ Ａ 合 成 キ ッ ト （ 宝 酒 造 社 製 ） を 用 い て 、 ポ リ （ Ａ ） +  Ｒ Ｎ Ａ ５
μ ｇ か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し た 。 合 成 さ れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ を ラ ム ダ フ ァ ー ジ ベ ク タ ー λ SCREEN-1
（ ノ バ ジ ェ ン 社 製 ） と 連 結 し た 後 、 フ ァ ー ジ メ ー カ ー シ ス テ ム 、 フ ァ ー ジ パ ッ ク 　 エ ク ス
ト ラ ク ト （ ノ ヴ ァ ジ ェ ン 社 製 ） に よ り イ ン ビ ト ロ パ ッ ケ ー ジ ン グ を 行 い ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ
リ ー を 構 築 し た 。
【 ０ １ ７ ６ 】
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　 実 施 例 １ ５ － １ ） の ア ミ ノ 酸 配 列 解 析 に よ り ６ ５ ｋ タ ン パ ク 質 は サ ッ カ ロ マ イ セ ス   セ
レ ビ シ エ の Ｄ Ｌ Ｄ Ｈ の ホ モ ロ グ と 推 定 さ れ た 。 そ こ で 他 種 生 物 の Ｄ Ｌ Ｄ Ｈ に お い て 、 高 度
に 保 存 さ れ た ア ミ ノ 酸 配 列 を コ ー ド す る と 推 定 さ れ る 塩 基 配 列 に 相 補 的 な 塩 基 配 列 を 有 す
る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｄ Ｌ ２ と 配 列 表 の 配 列 番 号 １ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 を コ ー ド す る と
推 定 さ れ る 塩 基 配 列 を 有 す る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｄ Ｌ １ を 合 成 、 精 製 し Ｐ Ｃ Ｒ 用 の プ ラ イ
マ ー と し た 。 Ｄ Ｌ １ の 塩 基 配 列 を 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ９ に 、 Ｄ Ｌ ２ の 塩 基 配 列 を 配 列 表 の
配 列 番 号 ： １ ０ に 示 す 。 Ｐ Ｃ Ｒ の 鋳 型 と す る た め 、 カ ン ジ ダ   ア ル ビ カ ン ス Ｔ Ｉ Ｍ Ｍ １ ７
６ ８ 株 か ら ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を Ｐ ． フ ィ リ ッ プ セ ン （ P. Philippsen)ら の 方 法 ［ メ ソ ッ ズ 　 イ
ン 　 エ ン ザ イ モ ロ ジ ー （ Methods in Enzymology)、 第 １ ９ ４ 巻 、 第 １ ６ ９ ～ １ ７ ５ 頁 （ １
９ ９ １ ） ］ に よ り 抽 出 、 精 製 し た 。 精 製 し た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て Ｄ Ｌ １ と Ｄ Ｌ ２ を
プ ラ イ マ ー と し て 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 Ｐ Ｃ Ｒ の 反 応 条 件 は ９ ４ ℃ に て １ 分 、 ５ ５ ℃ に
て １ ． ５ 分 、 ７ ２ ℃ に て ２ 分 の 温 度 シ フ ト を ３ ０ サ イ ク ル お こ な っ た 。 そ の 結 果 、 約 １ ｋ
ｂ ｐ の 大 き さ の Ｄ Ｎ Ａ が 増 幅 し て き た 。 こ の Ｄ Ｎ Ａ を ｐ Ｕ Ｃ １ １ ８ ベ ク タ ー （ 宝 酒 造 社 製
） に ク ロ ー ニ ン グ し た 後 、 Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 配 列 を 決 定 し た と こ ろ 、 該 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ の 塩 基 配 列 は
配 列 表 の 配 列 番 号 ： １ ３ に 示 す 通 り で あ り 、 該 塩 基 配 列 が コ ー ド す る と 予 想 さ れ る ア ミ ノ
酸 配 列 は ６ ５ ｋ タ ン パ ク 質 の N末 端 よ り 決 め ら れ た ア ミ ノ 酸 配 列 と 一 致 し た 。 従 っ て 得 ら
れ た 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 は ６ ５ ｋ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 一 部 分 で あ る こ と が 明 ら か
と な っ た 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 次 に 、 ６ ５ ｋ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｃ Ｄ Ｎ Ａ 全 長 を 得 る た め 、 上 記 増 幅 Ｄ Ｎ Ａ 断 片 を
プ ロ ー ブ と し て 用 い て 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ を 行 っ た 。 前 記 の よ う に
し て 得 ら れ た ｃ Ｄ Ｎ Ａ ラ イ ブ ラ リ ー を 宿 主 大 腸 菌 Ｅ Ｒ １ ６ ４ ７ 株 に 接 種 し 、 ト ッ プ ア ガ ロ
ー ス （ ０ ． ７ ％ ア ガ ロ ー ス を 含 む Ｌ Ｂ 培 地 ） と 混 合 後 、 Ｌ Ｂ プ レ ー ト 上 に 重 層 し 、 ３ ７ ℃
一 夜 培 養 す る こ と に よ り 、 プ ラ ー ク を 形 成 さ せ た 。 生 じ た プ ラ ー ク を ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン
（ Ｈ ｙ ｂ ｏ ｎ ｄ － Ｎ 、 ア マ シ ャ ム 社 製 ） へ 移 し 、 プ ラ ー ク ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を 行 っ
た 。 上 記 の Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 １ ｋ ｂ を ラ ン ダ ム プ ラ イ マ ー Ｄ Ｎ Ａ ラ ベ リ ン グ キ ッ ト （ 宝 酒 造 社 製
） と ［ a － 3 2 Ｐ ］ ｄ Ｃ Ｔ Ｐ で 標 識 し ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン の プ ロ ー ブ と し て 用 い た 。 １
． ６ × １ ０ 5  個 の プ ラ ー ク を ス ク リ ー ニ ン グ し た 結 果 、 多 数 の フ ァ ー ジ ク ロ ー ン が プ ロ ー
ブ と ハ イ ブ リ ダ イ ズ し た 。 こ の な か か ら 、 シ グ ナ ル の 強 い ２ ８ 個 の ク ロ ー ン に つ い て 、 さ
ら に 解 析 し た 。 す な わ ち 、 大 腸 菌 内 で の オ ー ト マ チ ッ ク サ ブ ク ロ ー ニ ン グ に よ り 、 こ れ ら
の フ ァ ー ジ か ら ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 領 域 を 自 動 的 に サ ブ ク ロ ー ニ ン グ さ れ た プ ラ ス ミ ド を 有 す
る 大 腸 菌 を 得 た 。 こ れ ら の 大 腸 菌 か ら プ ラ ス ミ ド を 精 製 し 、 ｃ Ｄ Ｎ Ａ の 長 さ 及 び 制 限 酵 素
切 断 に よ る Ｄ Ｎ Ａ バ ン ド の パ タ ー ン を 比 較 し 、 ６ ５ ｋ タ ン パ ク 質 遺 伝 子 を 含 む と 考 え ら れ
る ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 選 び 、 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 そ の Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 配 列 を 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ７ に
示 す 通 り で あ り 、 こ の 塩 基 配 列 よ り ６ ５ ｋ タ ン パ ク 質 は 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ５ に 示 し た ア
ミ ノ 酸 配 列 を 有 す る タ ン パ ク 質 で あ る こ と が 推 定 さ れ た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
２ ） 分 子 量 約 ２ ５ ， ０ ０ ０ の 抗 原 性 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ の 単 離 ： 実 施 例 １ ５ －
１ ） で 単 離 し た 分 子 量 約 25,000の タ ン パ ク 質 （ 以 下 、 25Kタ ン パ ク 質 と 称 す ） を コ ー ド す
る 核 酸 を 単 離 す る た め 、 先 ず 配 列 表 の 配 列 番 号 ２ の ア ミ ノ 酸 配 列 の 一 部 を コ ー ド す る と 推
定 さ れ る オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド Ｓ Ｏ １ と Ｓ Ｏ ２ を 合 成 、 精 製 し Ｐ Ｃ Ｒ 用 の プ ラ イ マ ー と し た
。 配 列 表 の 配 列 番 号 ： １ １ に Ｓ Ｏ １ の 塩 基 配 列 を 、 配 列 表 の 配 列 番 号 ： １ ２ に Ｓ Ｏ ２ の 塩
基 配 列 を 示 す 。 次 に １ ） に お い て 精 製 さ れ た ポ リ （ Ａ ） +  Ｒ Ｎ Ａ ０ ． ５ μ ｇ を 用 い て Ｔ ａ
Ｋ ａ Ｒ ａ 　 Ｒ Ｎ Ａ 　 Ｌ Ａ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 　 ｋ ｉ ｔ （ Ａ Ｍ Ｖ ） 　 Ｖ ｅ ｒ ． １ ． １ （ 宝 酒 造 社 製 ） を
使 用 し 、 Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ を 行 っ た 。 す な わ ち 、 ｏ ｌ ｉ ｇ ｏ （ ｄ Ｔ ） ２ ０ － Ｍ ４ ａ ｄ ａ ｐ ｔ ｏ
ｒ プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 ポ リ （ Ａ ） +  Ｒ Ｎ Ａ ０ ． ５ μ ｇ か ら 、 Ａ Ｍ Ｖ 逆 転 写 酵 素 の 反 応 （
４ ５ ℃ 、 ３ ０ 分 間 ） に よ り ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 合 成 し た 。 こ の ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し 、 Ｓ Ｏ １ と Ｍ １
３ Ｍ ４ プ ラ イ マ ー （ 宝 酒 造 社 製 ） を プ ラ イ マ ー と し て 、 ９ ４ ℃ に て ０ ． ５ 分 、 ５ ５ ℃ に て
２ 分 、 ７ ２ ℃ に て ２ 分 の 温 度 シ フ ト を ３ ５ サ イ ク ル の 条 件 で 、 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 を お こ な っ た 。
さ ら に 、 上 記 Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 液 を 鋳 型 と し て 、 ２ 回 目 の Ｐ Ｃ Ｒ 反 応 （ ｎ ｅ ｓ ｔ ｅ ｄ 　 Ｐ Ｃ Ｒ 反
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応 ） を 行 っ た 。 こ の 反 応 で は 、 プ ラ イ マ ー と し て 、 Ｓ Ｏ ２ と Ｍ １ ３ Ｍ ４ プ ラ イ マ ー を 用 い
た 。 Ｐ Ｃ Ｒ の 結 果 、 約 ７ ０ ０ ｂ ｐ の 大 き さ の Ｄ Ｎ Ａ が 増 幅 し て き た 。 こ の Ｄ Ｎ Ａ を ｐ Ｕ Ｃ
１ １ ８ ベ ク タ ー に ク ロ ー ニ ン グ し た 後 、 Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 配 列 を 決 定 し た 。 そ の Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 配 列
を 配 列 表 の 配 列 番 号 ： ８ に 示 す 。 該 塩 基 配 列 に コ ー ド さ れ る と 予 想 さ れ る ア ミ ノ 酸 配 列 は
配 列 表 の 配 列 番 号 ： ６ に 示 す 通 り で あ り 、 そ の N末 端 部 分 は ２ ５ ｋ タ ン パ ク 質 よ り 決 め ら
れ た ア ミ ノ 酸 配 列 と 一 致 し た 。 こ の Ｐ Ｃ Ｒ 断 片 は Ｓ Ｏ Ｄ と ホ モ ロ ジ ー を 有 す る ２ ５ ｋ タ ン
パ ク 質 を コ ー ド す る Ｄ Ｎ Ａ で あ る こ と が 明 ら か と な っ た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
配 列 表
配 列 番 号 ： １
配 列 の 長 さ ： ５ ０
配 列 の 型 ： ア ミ ノ 酸
鎖 の 数 ： 一 本 鎖
ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
配 列 の 種 類 ： ペ プ チ ド
配 列 の 特 徴 ： ３ ３ 、 ４ ４ 、 ４ ９   不 明 の ア ミ ノ 酸
配 列 ：
   Ala Ser Thr Lys Lys Tyr Asp Val Val Val Ile Gly Gly Gly Pro
　  1               5                   10                  15 
   Gly Gly Tyr Val Ala Ala Ile Lys Ala Ala Gln Leu Gly Leu Asn
                   20                  25                  30 
   Thr Ala Xaa Ile Glu Lys Arg Gly Ala Leu Gly Gly Thr Xaa Leu
                   35                  40                  45 
   Asn Val Gly Xaa Ile
                   50 

配 列 番 号 ： ２
配 列 の 長 さ ： ３ ０
配 列 の 型 ： ア ミ ノ 酸
鎖 の 数 ： 一 本 鎖
ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
配 列 の 種 類 ： ペ プ チ ド
配 列 の 特 徴 ： ２ ６ 、 ２ ９ 、 ３ ０   不 明 の ア ミ ノ 酸
配 列 ：
   Lys Tyr Ser Leu Pro Glu Leu Asp Tyr Glu Phe Ser Ala Thr Glu
　 　  1               5                  10                  15
   Pro Tyr Ile Ser Gly Gln Ile Asn Glu Ile Xaa Tyr Thr Xaa Xaa
            　 　 　 　 20                  25                  30

配 列 番 号 ： ３
配 列 の 長 さ ： ３ １
配 列 の 型 ： ア ミ ノ 酸
鎖 の 数 ： 一 本 鎖
ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
配 列 の 種 類 ： ペ プ チ ド
配 列 ：
   Ala Ser Ala Glu Pro Thr Leu Lys Gln Arg Leu Glu Glu Ile Leu
　 　  1               5                  10                  15
   Pro Ala Lys Ala Glu Glu Val Lys Gln Phe Lys Lys Glu His Gly  
                    20                  25                  30
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   Lys

配 列 番 号 ： ４
配 列 の 長 さ ： ３ ０
配 列 の 型 ： ア ミ ノ 酸
鎖 の 数 ： 一 本 鎖
ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
配 列 の 種 類 ： ペ プ チ ド
配 列 ：
   Lys Phe Thr Asp Asp Tyr Tyr Ser Lys Ile Ala Asp Asp Tyr Ile  
　 　  1               5                  10                  15
   Glu Phe Thr Tyr Lys Asn Pro Thr Ile Tyr His Val Val Asn Phe
                    20                  25                  30

配 列 番 号 ： ５ 　 　
配 列 の 長 さ ： ４ ９ １
配 列 の 型 ： ア ミ ノ 酸
鎖 の 数 ： 一 本 鎖
ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
配 列 の 種 類 ： ペ プ チ ド
配 列 ：
   Met Leu Arg Ser Phe Lys Ser Ile Pro Ala Asn Gly Lys Leu Ala
     1               5                  10                  15
   Gln Phe Val Arg Tyr Ala Ser Thr Lys Lys Tyr Asp Val Val Val
                    20                  25                  30
   Ile Gly Gly Gly Pro Gly Gly Tyr Val Ala Ala Ile Lys Ala Ala
                    35                  40                  45
   Gln Leu Gly Leu Asn Thr Ala Cys Ile Glu Lys Arg Gly Ala Leu
                    50                  55                  60
   Gly Gly Thr Cys Leu Asn Val Gly Cys Ile Pro Ser Lys Ser Leu
                    65                  70                  75
   Leu Asn Asn Ser His Leu Leu His Gln Ile Gln His Glu Ala Lys
                    80                  85                  90
   Glu Arg Gly Ile Ser Ile Gln Gly Glu Val Gly Val Asp Phe Pro
                    95                 100                 105
   Lys Leu Met Ala Ala Lys Glu Lys Ala Val Lys Gln Leu Thr Gly
                   110                 115                 120
   Gly Ile Glu Met Leu Phe Lys Lys Asn Lys Val Asp Tyr Leu Lys
                   125                 130                 135
   Gly Ala Gly Ser Phe Val Asn Glu Lys Thr Val Lys Val Thr Pro
                   140                 145                 150
   Ile Asp Gly Ser Glu Ala Gln Glu Val Glu Ala Asp His Ile Ile
                   155                 160                 165
   Val Ala Thr Gly Ser Glu Pro Thr Pro Phe Pro Gly Ile Glu Ile
                   170                 175                 180
   Asp Glu Glu Arg Ile Val Thr Ser Thr Gly Ile Leu Ser Leu Lys
                   185                 190                 195
   Glu Val Pro Glu Arg Leu Ala Ile Ile Gly Gly Gly Ile Ile Gly
                   200                 205                 210
   Leu Glu Met Ala Ser Val Tyr Ala Arg Leu Gly Ser Lys Val Thr
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                   215                 220                 225
   Val Ile Glu Phe Gln Asn Ala Ile Gly Ala Gly Met Asp Ala Glu
                   230                 235                 240
   Val Ala Lys Gln Ser Gln Lys Leu Leu Ala Lys Gln Gly Leu Asp
                   245                 250                 255
   Phe Lys Leu Gly Thr Lys Val Val Lys Gly Glu Arg Asp Gly Glu
                   260                 265                 270
   Val Val Lys Ile Glu Val Glu Asp Val Lys Ser Gly Lys Lys Ser
                   275                 280                 285
   Asp Leu Glu Ala Asp Val Leu Leu Val Ala Ile Gly Arg Arg Pro
                   290                 295                 300
   Phe Thr Glu Gly Leu Asn Phe Glu Ala Ile Gly Leu Glu Lys Asp
                   305                 310                 315
   Asn Lys Gly Arg Leu Ile Ile Asp Asp Gln Phe Lys Thr Lys His
                   320                 325                 330
   Asp His Ile Arg Val Ile Gly Asp Val Thr Phe Gly Pro Met Leu
                   335                 340                 345
   Ala His Lys Ala Glu Glu Glu Gly Ile Ala Ala Ala Glu Tyr Ile
                   350                 355                 360
   Lys Lys Gly His Gly His Val Asn Tyr Ala Asn Ile Pro Ser Val
                   365                 370                 375
   Met Tyr Thr His Pro Glu Val Ala Trp Val Gly Leu Asn Glu Glu
                   380                 385                 390
   Gln Leu Lys Glu Gln Gly Ile Lys Tyr Lys Val Gly Lys Phe Pro
                   395                 400                 405
   Phe Ile Ala Asn Ser Arg Ala Lys Thr Asn Met Asp Thr Asp Gly
                   410                 415                 420
   Phe Val Lys Phe Ile Ala Asp Ala Glu Thr Gln Arg Val Leu Gly
                   425                 430                 435
   Val His Ile Ile Gly Pro Asn Ala Gly Glu Met Ile Ala Glu Ala
                   440                 445                 450
   Gly Leu Ala Leu Glu Tyr Gly Ala Ser Thr Glu Asp Ile Ser Arg
                   455                 460                 465
   Thr Cys His Ala His Pro Thr Leu Ser Glu Ala Phe Lys Glu Ala
                   470                 475                 480
   Ala Leu Ala Thr Phe Asp Lys Pro Ile Asn Phe
                   485                 490

配 列 番 号 ： ６ 　 　
配 列 の 長 さ ： １ ８ ８
配 列 の 型 ： ア ミ ノ 酸
鎖 の 数 ： 一 本 鎖
ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
配 列 の 種 類 ： ペ プ チ ド
配 列 ：
   Ala Thr Glu Pro Tyr Ile Thr Gly Gln Met Asn Glu Ile His Tyr
     1               5                  10                  15
   Thr Lys His His Gln Thr Tyr Val Asn Asn Leu Asn Ala Ser Ile
                    20                  25                  30
   Glu Gln Ala Val Glu Ala Lys Ser Lys Gly Glu Val Lys Lys Leu
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                    35                  40                  45
   Val Ala Leu Gln Lys Ala Ile Asn Phe Asn Gly Gly Gly Tyr Leu
                    50                  55                  60
   Asn His Cys Leu Trp Trp Lys Asn Leu Ala Pro Val Ser His Gly
                    65                  70                  75
   Gly Gly Gln Pro Pro Ser Glu Asp Ser Lys Leu Gly Lys Gln Ile
                    80                  85                  90
   Val Lys Gln Phe Gly Ser Leu Asp Lys Leu Ile Glu Ile Thr Asn
                    95                 100                 105
   Gly Lys Leu Ala Gly Ile Gln Gly Ser Gly Trp Ala Phe Ile Val
                   110                 115                 120
   Lys Asn Lys Ala Asn Gly Asp Thr Ile Asp Val Ile Thr Thr Ala
                   125                 130                 135
   Asn Gln Asp Thr Val Thr Asp Leu Asn Leu Val Pro Leu Ile Ala
                   140                 145                 150
   Ile Asp Ala Trp Lys His Ala Tyr Tyr Leu Gln Tyr Gln Asn Val
                   155                 160                 165
   Lys Ala Asp Tyr Phe Lys Asn Leu Trp His Val Ile Asn Trp Lys
                   170                 175                 180
   Glu Ala Glu Arg Arg Phe Glu Phe
                   185

配 列 番 号 ： ７ 　
配 列 の 長 さ ： １ ７ ５ ０
配 列 の 型 ： 核 酸
鎖 の 数 ： 二 本 鎖
ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
配 列 の 種 類 ： cDNA to mRNA  
配 列 ：
CTCAGAGAGA CCGGACTAAA GATTCTATAA ATATTCTTTC TTTCTGTTCA CATTATATAT   60
TCTTCTCAAC AAATGTTAAG ATCATTCAAA TCTATTCCAG CCAATGGAAA ATTGGCCCAG  120
TTTGTTAGAT ATGCATCAAC CAAGAAATAC GACGTTGTTG TCATTGGTGG TGGACCAGGT  180
GGGTACGTTG CTGCCATCAA GGCCGCTCAA TTAGGATTAA ACACTGCCTG TATTGAAAAA  240
AGAGGTGCAT TGGGTGGTAC TTGTTTGAAT GTTGGTTGTA TCCCATCCAA ATCTTTATTG  300
AACAACTCCC ATTTATTACA CCAAATCCAA CACGAAGCCA AAGAAAGAGG TATTTCCATC  360
CAAGGTGAAG TTGGCGTTGA TTTTCCAAAA TTGATGGCTG CCAAGGAAAA AGCCGTCAAA  420
CAATTGACCG GTGGTATTGA AATGTTGTTC AAAAAGAACA AGGTTGACTA CTTGAAAGGA  480
GCCGGTTCTT TTGTTAACGA AAAAACCGTC AAAGTCACTC CAATTGACGG CAGCGAAGCA  540
CAAGAAGTTG AAGCCGACCA CATCATCGTT GCTACTGGGT CTGAACCAAC TCCATTCCCA  600
GGTATTGAAA TAGATGAAGA AAGAATTGTC ACTTCTACTG GTATTTTATC ATTGAAAGAA  660
GTACCAGAAA GATTAGCCAT CATTGGTGGA GGTATCATTG GTTTGGAAAT GGCTTCCGTT  720
TACGCAAGAT TGGGCTCTAA AGTCACTGTT ATCGAATTCC AGAACGCTAT TGGTGCCGGT  780
ATGGATGCTG AAGTTGCTAA ACAATCTCAA AAATTATTGG CCAAACAAGG TTTGGACTTC  840
AAATTAGGTA CAAAGGTTGT TAAAGGTGAA AGAGATGGTG AAGTGGTCAA GATCGAAGTT  900
GAAGATGTCA AATCCGGTAA AAAATCTGAC CTTGAAGCCG ATGTCTTGTT GGTTGCCATT  960
GGTAGAAGAC CATTTACTGA AGGTTTGAAC TTTGAAGCCA TTGGTTTAGA GAAAGATAAC 1020
AAGGGAAGAT TGATTATTGA CGACCAATTC AAGACTAAAC ATGACCACAT CAGAGTTATT 1080
GGGGATGTCA CATTCGGTCC TATGTTGGCC CACAAGGCTG AAGAAGAAGG TATCGCTGCT 1140
GCTGAATACA TCAAGAAAGG TCACGGTCAT GTAAACTATG CTAACATCCC TTCTGTTATG 1200
TATACTCACC CAGAAGTTGC CTGGGTTGGT TTAAACGAAG AACAATTGAA AGAACAAGGC 1260
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ATCAAATACA AAGTAGGTAA ATTCCCATTC ATTGCCAACT CCAGAGCTAA AACCAACATG 1320
GACACTGATG GTTTCGTGAA ATTCATTGCT GATGCCGAAA CCCAAAGAGT GTTGGGTGTC 1380
CACATTATTG GTCCAAATGC AGGTGAAATG ATTGCTGAAG CTGGTTTGGC CTTAGAATAT 1440
GGTGCTTCCA CCGAAGACAT TTCAAGAACA TGTCATGCTC ATCCAACTTT ATCTGAAGCT 1500
TTCAAGGAAG CTGCTTTGGC CACCTTTGAT AAGCCAATCA ACTTTTAAAA GTGATACTGA 1560
ATACAACAGT AATGAAAAGT AAATACTAAA ATAATTTGAT TTGATTTTTT TTACTTTTTT 1620
TTCACTCTTT TGCTCTCATT TTTAAGGTTA TCTAAATACT GAATTATCTG AGCCATATAA 1680
GACAATCACA TCTATACATA AATACACAAA TAATAACACA TATATATTTA TTTTGAAAAA 1740
AAAAAAAAAA　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 1750

配 列 番 号 ： ８ 　
配 列 の 長 さ ： ７ ２ １
配 列 の 型 ： 核 酸
鎖 の 数 ： 二 本 鎖
ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
配 列 の 種 類 ： cDNA to mRNA  
配 列 ：
GCCACTGAAC CGTACATCAC AGGACAAATG AACGAAATTC ACTACACTAA ACATCACCAA   60
ACTTATGTTA ACAACCTTAA TGCTTCAATT GAACAAGCCG TTGAAGCCAA ATCTAAAGGT  120
GAAGTTAAAA AATTGGTTGC CTTACAAAAA GCCATCAATT TCAACGGTGG TGGTTACCTC  180
AATCATTGTT TGTGGTGGAA AAACTTGGCT CCTGTCTCTC ACGGTGGTGG TCAACCACCA  240
AGTGAAGATT CCAAATTAGG TAAACAAATC GTCAAACAAT TTGGTTCTTT GGATAAATTG  300
ATTGAAATCA CCAATGGCAA ATTGGCTGGT ATTCAAGGTT CTGGATGGGC TTTTATTGTT  360
AAAAACAAAG CCAATGGTGA TACTATTGAT GTCATCACCA CTGCTAACCA AGATACTGTT  420
ACTGATCTAA ACTTGGTTCC ATTGATTGCT ATTGATGCTT GGAAACATGC TTATTATTTG  480
CAATACCAAA ATGTTAAAGC TGATTACTTC AAGAACCTTT GGCATGTTAT CAACTGGAAG  540
GAAGCTGAAA GAAGATTTGA ATTTTAAGTT ACTGGACAAA AGTCAAGTAC ATATTTAAAT  600
CCAATATTAG AAAATAAAAG AGTTACTTCC GATAGTGCTG ATTTTGTTTA ATATTTCCCC  660
ATTGTATATA AGTATATATG CAAGAATATA TTCCTGATTG TGATGTAAAA AAAAAAAAAA  720
A 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　  721

配 列 番 号 ： ９
配 列 の 長 さ ： ２ ３
配 列 の 型 ： 核 酸
鎖 の 数 ： 一 本 鎖
ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
配 列 の 種 類 ： 他 の 種 類 （ 合 成 Ｄ Ｎ Ａ ）
配 列 の 特 徴 ： ３ （ イ ノ シ ン ） 、 ９ （ イ ノ シ ン ） 、 １ ２ （ イ ノ シ ン ） 、 １ ５ （ イ ノ シ ン ）
配 列 ：
GGNTAYGTNG CNGCNATHAA RGC    23

配 列 番 号 ： １ ０
配 列 の 長 さ ： ２ ３
配 列 の 型 ： 核 酸
鎖 の 数 ： 一 本 鎖
ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
配 列 の 種 類 ： 他 の 種 類 （ 合 成 Ｄ Ｎ Ａ ）
配 列 の 特 徴 ： ６ （ イ ノ シ ン ） 、 １ ５ （ イ ノ シ ン ） 、 １ ８ （ イ ノ シ ン ）
配 列 ：
TCYTCNGCYT TRTGNGCNAR CAT    23
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配 列 番 号 １ １
配 列 の 長 さ ： ３ ２
配 列 の 型 ： 核 酸
鎖 の 数 ： 一 本 鎖
ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
配 列 の 種 類 ： 他 の 種 類 （ 合 成 Ｄ Ｎ Ａ ）
配 列 ：
AARTAYWSNY TNCCNGARYT NGAYTAYGAR TT   32

配 列 番 号 １ ２
配 列 の 長 さ ： ２ ６
配 列 の 型 ： 核 酸
鎖 の 数 ： 一 本 鎖
ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
配 列 の 種 類 ： 他 の 種 類 （ 合 成 Ｄ Ｎ Ａ ）
配 列 ：
GCNACNGARC CNTAYATHWS NGGNCA   26

配 列 番 号 ： １ ３ 　
配 列 の 長 さ ： ９ ４ ４
配 列 の 型 ： 核 酸
鎖 の 数 ： 一 本 鎖
ト ポ ロ ジ ー ： 直 鎖 状
配 列 の 種 類 ： cDNA to mRNA  
配 列 ：
GGGTACGTGG CGGCGATCAA GGCCGCTCAA TTAGGATTAA ACACTGCCTG TATTGAAAAA   60
AGAGGTGCAT TGGGTGGTAC TTGTTTGAAT GTTGGTTGTA TCCCATCCAA ATCTTTATTG  120
AACAACTCCC ATTTATTACA CCAAATCCAA CACGAAGCCA AAGAAAGAGG CATTTCTATC  180
CAAGGTGAAG TTGGCGTTGA TTTTCCAAAA TTGATGGCTG CCAAGGAAAA AGCCGTCAAA  240
CAATTGACCG GTGGTATTGA AATGTTGTTC AAAAAGAACA AGGTTGACTA CTTGAAAGGA  300
GCCGGTTCTT TTGTTAACGA AAAAACCGTC AAAGTCACTC CAATTGACGG CAGCGAAGCA  360
CAAGAAGTTG AAGCCGACCA CATCATCGTT GCTACTGGGT CTGAACCAAC TCCATTCCCA  420
GGTATTGAAA TAGATGAAGA AAGAATTGTC ACTTCTACTG GTATTTTATC ATTGAAAGAA  480
GTACCAGAAA GATTAGCCAT CATTGGTGGA AGTATCATTG GTTTGGAAAT GGCTTCCGTT  540
TACGCAAGAT TGGGCTCTAA AGTCACTGTT ATCGAATTCC AGAACGCTAT TGGTGCCGGT  600
ATGGATGCTG AAGTTGCTAA ACAATCTCAA AAATTATTGG CCAAACAAGG TTTGGACTTC  660
AAATTAGGTA CAAAGGTTGT TAAAGGTGAA AGAGATGGTG AAGTGGTCAA GATCGAAGTT  720
GAAGATGTCA AATCCGGTAA AAAATCTGAC CTTGAAGCCG ATGTCTTGTT GGTTGCCATT  780
GGTAGAAGAC CATTTACTGA AGGTTTGAAC TTTGAAGCCA TTGGTTTAGA GAAAGATAAC  840
AAGGGAAGAT TGATTATTGA CGACCAATTC AAGACTAAAC ATGACCACAT CAGAGTTATT  900
GGGGATGTCA CATTCGGTCC TATGCTCGCC CACAAAGCCG AAGA  　 　 　 　 　 　 　 　  944
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ １ ８ ０ 】
【 図 １ 】 第 １ 図 は 、 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス Ｔ Ｉ Ｍ Ｍ １ ７ ６ ８ 細 胞 （ 酵 母 型 ） の 細 胞 壁 除
去 前 後 の 形 態 を 示 す 図 で あ る 。 微 分 干 渉 顕 微 鏡 （ ニ コ ン 社 製 ） を 用 い 、 倍 率 は い ず れ も １
０ ０ ０ 倍 で あ る 。 Ａ は 細 胞 壁 除 去 前 の 細 胞 で あ り 、 Ｂ は 細 胞 壁 除 去 後 の 細 胞 で あ る 。
【 図 ２ 】 第 ２ 図 は 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 　 フ ミ ガ タ ス 細 胞 の 細 胞 壁 除 去 前 後 の 形 態 を 示 す 図 で
あ る 。 微 分 干 渉 顕 微 鏡 （ ニ コ ン 社 製 ） を 用 い 、 倍 率 は い ず れ も ４ ０ ０ 倍 で あ る 。 Ａ は 細 胞
壁 除 去 前 の 細 胞 で あ り 、 Ｂ は 細 胞 壁 除 去 後 の 細 胞 で あ る 。
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【 図 ３ 】 第 ３ 図 は 、 マ ウ ス の 抗 カ ン ジ ダ 血 清 （ レ ー ン １ ） 、 ウ サ ギ の 抗 カ ン ジ ダ 血 清 （ レ
ー ン ２ ） 、 及 び 健 常 ヒ ト 血 清 （ レ ー ン ３ ） に 含 ま れ る 、 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 不 溶 性 画
分 Ca-LSP由 来 の タ ン パ ク 質 に 対 す る 抗 体 の 存 在 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 第 ４ 図 は 、 マ ウ ス の 抗 ア ス ペ ル ギ ル ス 血 清 に 含 ま れ る 、 ア ス ペ ル ギ ル ス 　 フ ミ ガ
タ ス 不 溶 性 画 分  Af-LSP 由 来 の タ ン パ ク 質 （ レ ー ン １ ） 及 び ク リ プ ト コ ッ カ ス ネ オ ホ ル マ
ン ス 不 溶 性 画 分  Crn-LSP由 来 の タ ン パ ク 質 （ レ ー ン ２ ） に 対 す る 抗 体 の 存 在 を 示 す 図 で あ
る 。
【 図 ５ 】 第 ５ 図 は 、 マ ウ ス の 抗 カ ン ジ ダ 血 清 に 含 ま れ る 、 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 不 溶 性
画 分 Ca-LSP由 来 の タ ン パ ク 質 （ レ ー ン １ ） 、 ク リ プ ト コ ッ カ ス 　 ネ オ ホ ル マ ン ス 不 溶 性 画
分  Crn-LSP由 来 の タ ン パ ク 質 （ レ ー ン ２ ） 及 び ア ス ペ ル ギ ル ス 　 フ ミ ガ タ ス 不 溶 性 画 分  A
f-LSP 由 来 の タ ン パ ク 質 （ レ ー ン ３ ） に 対 す る 抗 体 の 存 在 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 第 ６ 図 は 、 マ ウ ス の 抗 カ ン ジ ダ 血 清 に 含 ま れ る 、 酵 母 型 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス
不 溶 性 画 分 Ca-LSP由 来 の タ ン パ ク 質 （ レ ー ン １ ） 及 び 菌 糸 型 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 不 溶
性 画 分 Ca-LSP-M由 来 の タ ン パ ク 質 （ レ ー ン ２ ） に 対 す る 抗 体 の 存 在 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 第 ７ 図 は 、 菌 糸 型 カ ン ジ ダ 　 ア ル ビ カ ン ス 細 胞 の 細 胞 壁 除 去 前 後 の 形 態 を 示 す 図
で あ る 。 微 分 干 渉 顕 微 鏡 （ ニ コ ン 社 製 ） を 用 い 、 倍 率 は い ず れ も ４ ０ ０ 倍 で あ る 。 Ａ は 細
胞 壁 除 去 前 の 細 胞 で あ り 、 Ｂ は 細 胞 壁 除 去 後 の 細 胞 で あ る 。
【 図 ８ 】 第 ８ 図 は 、 ヒ ト 末 梢 血 リ ン パ 球 （ Ｐ Ｂ Ｍ Ｃ ） を 含 む Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ － １ ６ ４ ０ 培 地 に Ca
-LSP抗 原 液 を 添 加 し 、 培 養 開 始 後 ７ 日 目 の ヒ ト Ｉ Ｆ Ｎ － γ 産 生 量 を 示 す 図 で あ る 。
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【 図 １ 】
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【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】
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【 図 ４ 】
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