
Ⅰ. 諸言

(1→3)-β-D-グルカンは真菌の表層成分のひと
つである。その測定は深在性真菌感染症の補助
的診断において重要な検査の一つであり、HIV
感染者などに日和見感染症として合併する深在

性真菌感染症の急増に伴い臨床的重要性が高ま
っている。(1→3)-β-D-グルカンの測定にはカブ
トガニの血球抽出物（ライセート）が原料とし
て用いられている。これまで当社は中国産カブ
トガニ由来のライセート（TAL：Tachypleus
tridentatus amebocyte lysate）を用いたファンギ
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Summary Measurements of (1→3)-β-D-glucan are widely used for the diagnosis of deep mycosis,

and the amebocyte lysate of a horseshoe crab is used in (1→3)-β-D-glucan reagent. There are two

kinds, Tachypleus tridentatus and Limulus polyphemus, used in horseshoe crabs as the materials of a

reagent.

When the patient plasmas were measured with both reagents that were made of a different

horseshoe crab lysate, measurement values did not agree in any samples.

Therefore, in order to examine the cause of the discrepancy with both reagents, we compared the

reactivity to the fungi released (1→3)-β-D-glucan to 52 strains of 27 species of a deep mycosis.

As a result, we confirmed the difference in the reactivity of both reagents in some fungi. It was

suggested that the released (1→3)-β-D-glucan from each fungus was not identically, and also that the

reactivities of each lysate to (1→3)-β-D-glucan were not different.  Those were considered to be one

of the causes of the discrepancy with both reagents.
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テックGテストMK（G-MK、製造販売元：生化
学工業株式会社）を市場に供給してきたが、中
国産カブトガニ原料の入手が困難な状況となり、
新たにアメリカ産カブトガニ由来ライセート
（LAL：Limulus polyphemus amebocyte lysate）を
原料としたファンギテックGテストMKⅡ「ニッ
スイ」（G-MKⅡ、製造販売元：日水製薬株式会
社）を開発し、供給を開始した。（承認番号
22400AMX00675000）
新たに開発されたG-MKⅡの性能は、従来試

薬であるG-MKと変わらないものであり1)、臨床
検体を用いた相関性も回帰式y＝0.93x＋0.34、相
関係数r＝0.943と良好であった。しかし、個別
の検体についてみると試薬間で測定値が大きく
乖離する検体が確認された（Fig. 1）。
(1→3)-β-D-グルカン測定値に関しては測定さ
れるβ-グルカンの形状や分子量の違いが、測定
試薬の反応性に違いを示すことが報告されてい
る2), 3), 4)。そこでライセートの由来が異なる２つ
の試薬を用い、感染菌種によるG-MKとG-MKⅡ
の測定値の乖離について基礎検討を行い、知見
を得たので報告する。

Ⅱ. 方法と材料

1. 対象
検討には当社が所有する真菌27菌種52株

（Aspergillus属２菌種２株、Candida属19菌種43
株、Cryptcoccus属６菌種７株）を用いた。凍結
保存された各菌株はニッスイプレート羊血液寒
天培地（日水製薬株式会社）で培養（35℃，24
時間）を行い、試験に使用した。血清での培養
には(1→3)-β-D-グルカンが陰性であることを予
め確認したウシ胎児血清（FBS：Fetal Bovine
serum、biowest/France）を用いた。

2. 実験手順
羊血液寒天培地で培養された各菌株を２mLの
注射用生理食塩水（大塚製薬株式会社）に懸濁
し、McFarland 1相当の菌液を調製した。この菌
液を注射用生理食塩水で更に103倍希釈し、３
mLのFBSが分注された滅菌試験管に100μLを滴
下して攪拌し、菌接種血清を調製した。菌接種
血清を400μL採取して遠心し、その上清を培養
開始直後の(1→3)-β-D-グルカン測定試料とし

て－40℃で凍結保存した。残りの菌接種血清は
37℃で培養し、24時間及び48時間培養後に同様
の操作により(1→3)-β-D-グルカン測定試料とし
て凍結保存を行った。

3. 測定方法
1) (1→3)-β-D-グルカンの測定
培養時間毎に－40℃で凍結保存された(1→3)-
β-D-グルカン試料の測定にはG-MKおよびG-
MKⅡを使用し、添付文書に記載された操作方
法に従って測定した。その際、一方の試薬の(1
→3)-β-D-グルカン値が500 pg/mLを越える場合
には、キットに含まれる蒸留水で測定範囲に入
るまで希釈し、その希釈された検体を両試薬で
測定した。両試薬の測定原理及び操作法は同じ
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Fig. 1 Correlation between Fungitec G-testMK and 
Fungitec G-test MK Ⅱ ''Nissui''.
Refer to Jpn J Med Pharm Sci, 67: 895-902, 
2012.

Fig. 2 Principle of measurement.



であるが、試薬中のG因子および凝固酵素前駆
体の由来がG-MKでは中国産カブトガニ、G-MK
Ⅱではアメリカ産カブトガニである（Fig. 2）。
測定機器は両試薬ともWellreaderSK603（生化
学工業株式会社）を使用し、Reader for
Windows SK603/MP-96 Version 1.80により濃度
算出した。

2) 非特異反応の否定
菌接種血清で上昇する(1→3)-β-D-グルカンの
反応が非特異反応によるものではないことを、
G因子活性化阻害剤（GI：Glucan inhibitor）及び
酵素処理により確認した。GIによる確認は
laminaran oligosaccharides（生化学工業株式会社）
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Fig. 3 Comparison of the reactivity to both reagents in various strains.

Fig. 4 Denial of the non-specific reaction by addition of glucan inhibitor, and a disap
pearance of the β-glucan by glucanase treatment (○, △: non-treatment).



を主反応液中に10μg/mLとなるように添加し、
48時間培養後血清と反応させて吸光度の変化を
確認した5), 6)。酵素処理による確認は、48時間後
の培養血清にグルカナーゼ（商品名Zymolyase-
100T from Arthrobacter luteus、ナカライテスク株
式会社）を35 U/mLとなるよう添加し、37℃で
３時間反応させて(1→3)-β-D-グルカン測定値の
低下を確認した。

Ⅲ. 結果

1. 菌種別にみた両試薬との反応性比較
時間ごとに採取した各菌接種血清の(1→3)-β-
D-グルカン量をTable 1に示した。これらの結果
をAspergillus属は一括で、Candida属は複数の菌
株を測定した菌種毎に、Cryptcoccus属は傾向の
異なる２つのグループに分けて接種直後から培
養48時間までの全測定結果をプロットし、回帰
式と相関係数を算出した（Fig. 3）。回帰式の傾
きはG-MKとG-MKⅡとの反応比率を示してお
り、Aspergillus属やCryptcoccus属（group1）、C.
glabrataでは両試薬の(1→3)-β-D-グルカン測定
値がほぼ近似する結果を示した。一方、C.
kruseiはGMKⅡでの(1→3)-β-D-グルカン測定値
が高く、残りの菌種はG-MKでの(1→3)-β-D-グ
ルカン測定値が高かった。反応比率は菌種ごと
に異なっていたが、同一菌種内における反応性
のバラツキは小さかった。

2. 非特異反応の否定
GIの添加によりいずれの試料も反応が阻害さ
れたことから、培養血清の(1→3)-β-D-グルカン
測定値の上昇には非特異反応の関与はないと考
えられた。（Fig. 4）
また、酵素処理により(1→3)-β-D-グルカン測
定値が低下したことから、各菌種における測定
値の上昇は菌体由来の(1→3)-β-D-グルカンによ
ることが示唆された。但し、一部の試料につい
ては(1→3)-β-D-グルカンの反応が完全に消失し
ないものも見られた（Fig. 4b）。これらの検体は
37℃で６時間反応させても測定値は低下せず、
酵素量の増加や検体の希釈についても追加検討
したが、(1→3)-β-D-グルカンの反応は完全に消
失しなかった。（結果非表示）

Ⅳ. 考察

今回行った菌の血清培養による検討の結果か
ら、ライセートの由来が異なるG-MKとG-MKⅡ
の２試薬の反応性は、接種した菌種によって異
なることが確認された。また、その反応性の傾
向はTALに強く反応するもの、逆に、LALに強
く反応するものなど多様であり、これらの違い
が臨床検体の相関に見られた２試薬間の測定値
乖離の原因の１つになっていると考えられる。
菌種による反応性が異なる要因としては、①
測定試料は遠心されており菌体自体の影響はな
く、②培養から検出までの条件は共通でFBSや
実験操作の影響もなく、③非特異反応も否定さ
れていることから菌種毎に構造の異なる(1→3)-
β-D-グルカンが放出されていると考えられる
が、さらに２試薬間で菌種による反応性が一致
しない点を加味すると、(1→3)-β-D-グルカンに
対するライセ－ト成分の反応性も、カブトガニ
の種により異なることが考えられる。ライセー
ト成分のうち影響の大きな要因はG因子と考え
られる7), 8)が、菌種により放出されるβ-グルカン
の違いと種によるG因子の違いの組み合わせに
より、両試薬の測定値の乖離はFig. 5の様な機序
で生じているものと我々は推測している。
一部の菌種の培養血清が酵素処理を行っても
(1→3)-β-D-グルカンの反応が完全に消失できな
かった点については、放出されたものが酵素で
消化されない1→4や1→6結合などを含む(1→3)-
β-D-グルカンであると推察された。また、同じ
菌種の中では、異なる菌株の測定結果をプロッ
トしても0.9を超える高い相関係数が得られてい
ることから、同じ菌種からは同質の(1→3)-β-D-
グルカンが放出されている可能性が高い。
今回の検討ではCryptcoccus属の５菌株に(1→

3)-β-D-グルカンの上昇が確認された（Fig. 6）。
一般的な認識として原発性肺クリプトコッカス
症では(1→3)-β-D-グルカンの上昇は認められな
い9), 10)とされているが、上昇するケースも報告さ
れている11)。今回の結果は臓器を介して(1→3)-
β-D-グルカンが放出される生体内の状況と異な
り、血清中での菌の増殖であるため(1→3)-β-D-
グルカンが上昇したと推察する。
今回の検討に先立ち、我々は相関で乖離した
臨床検体について検体からの菌の培養を試みた
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Table 1 Fluctuation of the β-glucan value for each cultivation time in various strains



が、菌の発育は認められず起因菌の特定に至ら
なかった。過去の文献11)に於いても臨床検体か
らの起因菌の検出率は低く、さらに患者の臨床
的背景の考慮も必要なため、測定値乖離の原因
究明を臨床検体から行うことは非常に難しいと
考えられる。また深在性真菌症患者の血液中に
存在する抗体12), 13)によって乖離が生じている可
能性も考えられるが、今回検討を行った菌種の
違いが乖離の主な原因であると推測された。

Ⅴ. 結語

27菌種52株の真菌を接種して培養したFBSを
G-MKとG-MKⅡの２試薬で測定したところ、試
薬間の測定値の乖離傾向が菌種により異なるこ

とが確認された。この結果は臨床検体における
測定値乖離の一因として考えられ、菌種毎に放
出される(1→3)-β-D-グルカンが同一ではないこ
とと、カブトガニの種によるライセートの反応
性の違いが関与しているものと推察された。

謝辞
本論文の作成にあたり、懇切丁寧なるご指導
を賜りました近畿大学医学部附属病院安全管理
部感染対策室教授 吉田 耕一郎先生に心より感
謝申し上げます。

文献
１) 吉田耕一郎, 二木芳人, 松林　直, 山崎智之: アメ
リカ産カブトガニ原料を用いた(1→3)-β-D-グル

生　物　試　料　分　析

－ 334 －

Fig. 5 Imaginary picture of the mechanism of discrepant reaction by assortment of the released
β-glucan and the horseshoe crab lysate.

Fig. 6 Increase of theβ-glucan value of Cryptcoccus sp by FBS cultivation.
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