
はじめに

　真菌症対策上, 確実な診断が必須であることは論を待

たない. また, 特に日和見感染としての色彩が強い本症

の感染 ・ 発症様式を考えると, 疫学的解析の重要性も明

らかである. 一般に特異的な臨床所見を欠く本症の診断

は困難であるため, 理論的にほぼ全ての菌種を各々迅速

 ・ 高感度 ・ 特異的に検出 ・ 同定しうる検査法として遺伝

子診断法に期待が集められてきた. また, 表現形質に乏

しい起因菌の型別方法としても, 起因菌のゲノム塩基配

列解析が, 事実上唯一最後の手段と考えられ, 今日まで

その研究と実用性の検討が続いている. 

真菌症対策への遺伝子技術によるアプローチ

　診断 ・ 治療ともに困難を極める真菌症に対して, 遺伝

子技術を応用する試みは 1990 年以降断続的に行われて

きた （Fig. 1 ）. 

　いわゆる （試験管） 遺伝子診断としては, 臨床検体か

ら抽出した核酸 （通常は DNA） を Polymerase chain 

reaction （PCR） によって検出した研究が数多く報告さ

れている 1）. 検体中から起因菌遺伝子, またはその転写

産物が抽出できる以上, 理論的には培養を経ることなく

起因菌の病原性, 抗真菌薬感受性等の情報が得られる可

能性もある. しかし, 病原真菌において遺伝子診断に耐

える程, 明らかに起因菌の表現形質を反映する塩基配列

は未だ特定されていない. 

　病理組織にみる形態的特徴から起因菌種を同定する試

み （ガラス板遺伝子診断） としては, in situ ハイブリダ

イゼーション法 2） などが報告されており, 各種病原糸状

菌の同定が可能となりつつある. 今後検出手順 （技術）

とプローブの標準化が可能となれば広く利用されること

が期待できる. 

　真菌症の遺伝子治療としては, アンチセンス技術 3）, 

RNA 干渉 （RNAi）4） を利用した遺伝子発現制御による

病原治療と, DNA ワクチン 5－7） を利用した感受性対策

の, いずれも実験室レベルの成果報告が続いており, 臨

床応用可能性の評価が待たれている. 

　これら様々な試みの中で, 現在のところ部分的ながら

臨床応用がなされている （試験管） 遺伝子診断について

以下に論じ, 続いて菌株型別による疫学解析法の可能性

について述べる. 

遺伝子診断の現状と問題

　一般に真菌症の遺伝子診断を論ずる場合, （１） 分離

菌株の菌種を同定しようとする遺伝子同定 （Molecular 

identification） と, （２） 菌種内における型別を同定しよ

うとする遺伝子型別 （Molecular typing）, および （３） 

臨床検体から分離培養を経ることなく, 起因菌種遺伝子

の有無と菌種同定を直接行おうとする狭義の遺伝子診

断 （Molecular diagnosis ： 試験管遺伝子診断, ガラス板

遺伝子診断の両者） が含まれている. 

　主要病原真菌に関する限り, 遺伝子同定では分離菌株

の抽出遺伝子から, 菌種特異的なリボソーム RNA 遺

伝子 8） またはそのスペーサー領域 9） を PCR によって増

幅後 , 直接塩基配列決定法による菌種同定が可能で

ある. また, 同遺伝子群を標的とした PCR 10） または

TaqManTM PCR 11） による狭義の「真菌症遺伝子診断」

法が本邦では受託検査として施行され, PCR 法キット

の販売も行われている. これら従来の 「真菌遺伝子診断

法」 は, 他の検査法で起因菌の同定 ・ 検出が不能な場合

に, 特に有用性が高く, 比較的迅速性にも優れている. 
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しかしその反面, 検体からの核酸抽出が煩雑であり, ま

た一般に期待されている程高感度ではない上に, 反応に

はサーマル ・ サイクラーが必須である点が実施上の制限

となっていた. また PCR における反応特異性の限界か

ら, 少なくとも電気泳動による増幅産物長の解析, 場合

によっては塩基配列の解析による産物の確認が求められ

る. そのため, 多くの施設において遺伝子診断は実際上

外部機関への受託によってはじめて可能となる検査と

なっており, 本来迅速性が利点の一つであった遺伝子診

断法の臨床応用が大きく妨げられていた. 

分子生物学的疫学解析の現状と問題

　主要病原菌種について信頼性が高く解析が容易な遺伝

子多型領域が見いだされていないため, 疫学解析に利用

できる手段は限られている. 海外では分離菌株から抽出

した全ゲノムの制限酵素断片多型  （RFLP） を, Ca3 プ

ローブを用いたサザンハイブリダイゼーションによって

可視化, 解析する手法 12） が用いられていた. また本邦で

はパルスフィールド電気泳動法 （PFGE） によって, 

様々な病原真菌菌株の核型解析が報告されてきた 13）. い

ずれも優れた遺伝子多型解析法であるが, 手法がやや煩

雑であったため, 実際上は特定の研究施設のみで可能な

方法と認識されている. また, ゲノム塩基数が 20 Mbp を

超える糸状菌 （Table 1 ） に対して実際上適用不能であ

ることも PFGE の難点の一つとなっている. 

分子生物学的手法による真菌症遺伝子診断と疫学的解析

の実用化 ・ 普遍化の可能性

　PCR を基幹とした遺伝子診断法の抱える様々な問題

点を解決するべく様々な新規特異的遺伝子増幅系が公表

された. その中で, 研究者が独自にプライマー系を設

計することによって自由に遺伝子検出系を開発できる

ものは, 現時点で栄研化学株式会社の loop-mediated 

isothermal amplification （LAMP）14－15） 法に限られてい

る. 本法は, 特異的塩基配列の検出が一定温度の反応で

迅速 （20～60 分） に可能であり, 遺伝子診断をサーマル

 ・ サイクラーから解き放った画期的なシステムと言え

る. また, 本法をはじめとした真菌遺伝子増幅産物に対

して, DNA チップを用いた検出 ・ 同定系を組み合わせ

ること （Lab on chip 化） によって, より実際的な真菌

症遺伝子診断システムの構築 （特に自動化） も可能とな

るものと思われる （Fig. 2 ）. 

　菌株の識別による疫学解析系としては, 永らく遺伝子

解析が唯一の方法と考えられながら上述の状況から進展

は少なかった. しかし, 近年のゲノム塩基配列解析決定

技術の普遍化, 簡便化に伴って, 新たな方法論の可能性
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Fig. 1.  Molecular biological approach against fungal infection

Table 1.  Genome size and number of chromosomes in fungi 16－18）

　　Species　　　Genome size （Mbp）　Number of chromosomes

Candida albicans 　16 　　 8

Candida glabrata 　13 　　13

Saccharomyces cerevisiae 　12 　　16

Schizosaccharomyces pombe   13.8 　　 3

Pneumocystis carinii  7.7-8 　 13-15

Cryptococcus neoformans  18-24 　 12-13

Aspergillus fumigatus 　30 　　 8

Aspergillus nidulans   28.5 　　 8

Histoplasma capsulatum  23-25 　　 7

Neurospora crassa 　43 　　 7



が提案された. 複数の特定遺伝子における遺伝子塩基

配列多型を, 塩基配列レベルで特定し, その配列多型

を集積することによって菌株識別を行おうとする, 

multilocus sequence typing （MLST） による遺伝子菌株

識別法と, その応用についての基礎研究ならびに多施設

評価が報告され始めたためである. 自動塩基配列決定装

置が普遍化した今日において, 本法の院内真菌感染対策

上の有用性は計り知れない. 現段階で, 本法の適用範囲

は, わずかに Candida albicans 19） と C. glabrata 20） に限ら

れているが, 病原真菌ゲノムプロジェクトの進行によっ

て新たな菌種への適応が期待できる. 

おわりに

　遺伝子技術を利用した真菌症対策の中で, 特にその診

断と疫学への応用について現状をまとめ, またその新た

な展開の可能性を紹介した. 真菌症の診断と治療を考え

た時, 今我々の手中にある情報と手段はあまりに貧弱で

ある. しかし, 遺伝子技術の進歩は, この領域の研究と

実践の上で希望を与える新しい可能性を, より簡単に, 

より確実なものとして, 次々と我々に示しつつある. 

　多くの研究者の参入と, 有用な情報の交換, および協

力関係による斯界の研究発展を期待したい. 
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　The current status of molecular biological methods to control mycoses was described. New tools for 
detecting of specific fungal DNA by reaction at a constant temperature with Loop-mediated isothermal 
amplification of DNA （�LAMP, Eiken Chemical Co., Ltd.）, and for strain typing by multilocus 
sequence typing （MLST） will greatly aid in managing complex fungal infection. 
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