
I  は じ め に

　日常診療上, 足白癬, 爪白癬は極めて頻度の高い皮膚

疾患である. 白癬の診断の基本は  KOH による直接鏡検

とサブロー ・ ブドウ糖寒天培地による真菌培養である. 

また最近では菌種の同定に分子生物学的手法が盛んに用

いられるようになってきた. ここでは従来の真菌検査法

と新しい分子生物学的手法について述べ, さらに今後の

白癬の診断の展望についてまとめてみた. 

II  従来の真菌検査とその進歩

　直接鏡検では病巣内の真菌の有無, 菌量, またおおま

かな真菌の種類 （皮膚糸状菌か, 酵母か） などを判定す

ることができる. 菌種まで同定するには培養が必要で, 

一般的にはサブロー ・ ブドウ糖寒天培地が使用される. 

巨大培養からはコロニーの性状や発育形態あるいは色素

産生を詳しく観察することができる. さらにスライドカ

ルチャーによる分生子の形態を確認することで菌種を同

定できる. また特殊な培養方法としてフットプレス法で

は菌の分布や重複感染の有無をチェックでき, ヘアーブ

ラシ法は主にケルスス禿そうや感染源と考えられる動物

に用いられる. その他, 皮膚生検, トリコフィチン反応, 

ウッド灯検査などが白癬の診断の際に行われる. また, 

菌の生理学的な特徴を検査する方法として, ウレアーゼ

テストや毛髪穿孔試験が, 菌の生死を判定する方法とし

て, ニュートラルレッド法が用いられることもある. 

　日常診療で爪白癬を診断する際には, 次のような問題

点がある. 爪病変のどこをどれだけ試料としてとれば良

いのか. 良くて 50％といわれる培養陽性率の低さ, これ

は直接鏡検は陽性だが, 培養は陰性になる例をしばしば

経験する. さらに非白癬菌による爪真菌症の存在などで

ある. 

　爪白癬をより正確に診断するための方法に関しては, 

爪切り （nail clipping） と鋭匙 （ 1 mm curette） を使っ

て, 爪病変のできる限り近位側から爪甲下の腐生した組

織 （subungal debris） をとることで培養陽性率は 77％ま

で高まると報告されている 1）. またトリコフィトンに対

する抗体で免疫染色する方法やフローサイトメトリーを

利用する方法が考案されていた 2）. さらに nail clipping

や生検で得られた試料から病理標本を作製し, PAS 染色

するのが最も確実な爪白癬の診断法であるとする報告が

あり 3, 4）, 中でも Lawry らは, PAS 染色法単独で 85％の

陽性率, さらに培養と組み合わせることで 94％の陽性率

が得られたと報告している 5）. 実際アメリカの一部の個

人クリニックでは, 採取した爪の検体を真菌を扱う研究

所に送付して診断をつけてもらうという方法が行われて

いる. その場で診断がつかないという問題点はあるが, 

より確実な診断を求めるという点で将来的には我が国で

も, 開業医と真菌を扱う研究所との連携が必要になる可

能性がある. 非白癬菌は爪真菌症の 1.5～ 6 ％を占める

とされている 6）. カンジダ以外ではクラドスポリウム

属, アスペルギルス属, ペニシリウム属が多く, 実際に

は汚染菌として正確な同定がされていないことが多いと
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考えられる 7）. 

III 白癬の分子生物学的同定法の進歩

 1 . 分子生物学的同定法の分類

　従来分離菌の同定は, 巨大培養でコロニーの形態性状

や発育速度, あるいは色素産生能を観察し, スライド培

養で分生子を確認する方法で行われてきた. しかし, 従

来の方法では典型的な培養形態を示さず同定に苦慮する

症例も珍しくない. それに対して近年分子生物学的手法

を用いた分類, 同定法が考案されてきた 8）. 実際には属

（geneus） の分類, 種 （species） の同定, 種内変異 （strain） 

の解析を目的とし, それぞれの目的に応じて, 特定の

DNA 配列あるいはタンパクをコードする遺伝子を標的

遺伝子として ① 電気泳動パターンをみる, ② PCR のあ

と塩基配列を決定する （direct sequencing）, ③ 増幅パ

ターンをみる （real time PCR） など多種多様の方法が

ある. 

　その中でも代表的な手法はミトコンドリア DNA の制

限酵素断片長の多型性を利用した方法 （restriction 

fragment length polymorphism, RFLP） 9）, 核 DNA を標

的にし, 非特異的プライマーで増幅したもの （random 

amplification of polymorphic DNA, RAPD） の電気泳

動パターンをみる方法 10）, 核 ribosomal DNAのITS1

（internal transcribed spacer 1） 領 域 のdirect sequenc-

ing 11, 12）, キチン合成酵素 （chitin synthase 1） 遺伝子の

direct sequencing 13） などである. 

 2 . アクチン遺伝子を用いた分子生物学的手法

　我々は白癬菌の細胞骨格のタンパクであるアクチン

（ACT） をコードする遺伝子に着目して, 菌の viability

を検出する目的で mRNA を逆転写した cDNA を intron

を挟む形の primer で増幅する方法 14） と, 種を同定する

目的でアクチン遺伝子の intron 内に primer を設定する

方法を考案し, real time PCR （Light Cycler System）

を行った （Fig. 1 ）. 

　その結果, viability を検出する属特異的な primer で

は dermatophytes を検出し, また種特異的な primer （こ

の場合 T. mentagrophytes に特異的な primer）を使った場

合ではその種のみを検出することができた （Fig. 2 ）. 

さらに爪白癬の病変部 10 例を用いたところ, 従来の方

法では直接鏡検が 10 例陽性, その培養が 4 例のみ陽性

であったところ, アクチン mRNA は 10 例陽性で鏡検と
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Fig. 1.  Designs of ACT primers

① ACT primer pairs crossing the intron were dermatophyte genus-specific for viability assessment.

② ACT intron based primers were dermatophyte species-specific for determination.

Fig. 2.  Specificity of ACT primers

Upper lanes: the result of PCR using dermatophyte-specific primers for viability. Lane 1 ～12 （dermatophyte genus） were positive.

Lower lanes: the result of PCR using T. mentagrophytes-specific primers for determination. Only lane 8 （T.mentagrophytes） was positive.



結果が一致した. 以上より我々の実験では, アクチン遺

伝子の mRNA と DNA を検出する方法は感度が高く, 

特異性にもすぐれていることが明らかとなった 15）. 今後

の課題としては爪病変からできるだけ効率のよい total 

RNA の抽出方法を確立することがあげられる. 

IV お わ り に

　白癬の診断の基本は分子生物学的手法が盛んになって

きた現在でも, 直接鏡検と培養である. 分離菌の同定に

は従来の方法を十分にふまえたうえで, その目的にあわ

せて分子生物学的手法を活用することが大切である. 一

部の種については従来の手法と分子生物学的手法の結果

が完全には一致しない場合があるので, 今後分類の見直

しを含めてさらに検討が必要である. 将来的には分子生

物学的手法は, 客観的診断法であり検出度も高いので, 

新たな治験法の開発や治癒判定などに応用されていくで

あろう．
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Diagnosis of Dermatophytoses:
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　Dermatophytoses such as tinea pedis and tinea unguium are very common diseases in the field of 
dermatology. The diagnosis of dermatophytoses is usually performed by direct microscopy and culture. The 
identification of species is based on morphological features of giant culture and slide culture. However, in 
some cases, it is difficult to identify the species clearly because the culture shows an atypical appearance or is 
false negative. Therefore, several molecular biological methods have been developed for precise identification 
of a species. The analysis of patterns of random amplification of polymorphic DNA （RAPD） and restriction 
fragment length polymorphisms （RFLP） of  mitochondrial DNA is useful for identifying  isolates which are 
not clearly identifiable by conventional biological techniques. The phylogenetic analysis of dermatophytes 
was made by using DNA direct sequencing of nuclear ribosomal internal transcribed spacer 1 （ITS1）. 
Sequence analysis of chitin synthase 1 （CHS 1） is a rapid tool for species level identification.
　We attempted the identification and viability assessment of dermatophytes based on the quantitative 
measurement of dermatophyte actin （ACT） mRNA. An internal fragment of the ACT, 725 to 762 bp, was 
isolated by PCR from the genomic DNA of dermatophytes and sequenced. ACT intron based primers were 
dermatophyte species-specific and primer pairs crossing the intron were dermatophyte genus-specific. The 
results indicated that quantification of dermatophyte ACT mRNA correlated with the results of culture and 
KOH examination.
　It is important that the identification of dermatophyte be done by combining conventional methods with 
molecular biological methods. In some cases results of the two methods do not correspond, and is those the 
fungal species needs to be re-examined. 
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