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真 菌 血 症 の 新 しい 菌 量 迅 速 測 定PCR法 と菌 種 同 定nested PCR法 の 開 発

稲田 佳紀 ・角田 卓 也 ・谷村 弘

和歌山県立医科大学第2外 科学教室*

(平成12年10月10日 受付 ・平成12年11月24日 受理)

Candida属 に 代 表 され る 真 菌 感 染 症 は外 科 周 術 期 に お け る重 要 な 課 題 の1つ で あ る が,検 体 の 直 接 培 養

や 血清 学 的 補 助 診 断 は 所 要時 間 や 精 度 の 点 で 十 分 で は な く,従 来 の 真 菌特 異 的PCR診 断 法 も定 性 に 過 ぎ

ず,抗 真 菌 薬 治療 の 要 否 を決 定 す るcut off値 の 設 定 と治 療 効 果 判 定 に は 定 量 化 が 必 要 で あ る。 また,抗 真

菌 薬 の 感 受 性 が 菌 種 に よ っ て 異 な る た め,薬 剤 の 選 択 や 投 与量 の 決 定 に 菌 種 の 同 定 が 求 め ら れ る。 本 研 究

で は,真 菌 血 症 にお け るPCRを 用 い た 定 量 分 析 法 の 確 立 を 目標 と し,Candida albicans-secreted aspartic

proteinase遺 伝 子を標 的 に蛍 光 プ ロ ー ブ を設 計 して,real time quantitative PCRに よ るC.albicansの 菌

量 迅 速 測 定 法 を開 発 した 結 果,C.albicans含 有 血 液 か ら 予測 値 に きわ め て 近 似 したPCR定 量 値 を 得 られ

た 。 手技 は 簡 便 で あ り,再 現 性 に も優 れ て い た。 また,PCRに よ る 菌 種 同 定 法 の 確立 を 目標 と し,外 科 臨

床 上 重 要 な 真 菌5種C.albicans,Candida tropicalis,Candida parapsilosis,Candida glabrata,Candida

kruseiの18S-rRNAのV4 regionを 標 的 に 迅 速 同 定 す るnested PCR法 を 開 発 した結 果,真 菌 含 有 血液 か

ら5菌 種 の 正確 な 同 定 が 可 能 で あ る こ とが 立証 で きた 。 い ず れ も,臨 床 応 用 が 可 能 で あ っ た こ と か ら,抗

真 菌 薬 治 療 の 要 否 の 決 定 か ら,治 療 効 果 と 菌 交 代 の 有 無 の 判 定,抗 真 菌薬 の 増 減 量 や 変 更 の 判 断 ま で を迅

速 に で きる 方法 と して 期 待 され る 。
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医療技 術 の進 歩に よって 手術適 応が拡 大され,患 者の 高齢

化,中 心 静脈 カテー テ ルの 長期留 置や 広域 スペ ク トラム抗 菌

薬の投 与,骨 髄 障害 を伴 う抗 癌薬 の 使用,拡 大外 科 手術 の 施

行 な どに よ り易感染性 宿 主(compromised host)が 増 加 し,

そ れ に伴 っ て,Candida属 に代 表 され る 真菌 感 染症 が 外科

周術 期 にお け る 重要 な課 題の1つ とな って い る1～7)。特 に 全

身性 真菌症 に発 展す る と 予後は きわ めて 不良で あ るた め,そ

の重篤 化 を防 ぐため には 早期 に的確 な診断 を行 って 治療 を迅

速 に開始す る必 要が ある8,9)。

現 在,わ が国 にお ける 真菌感 染症の 診断 法 には,検 体 の 直

接検鏡 や培 養検 査の ほが,カ ンジ ダ抗 原や β-D-グ ル カ ンな

どの 血清学 的補助 診 断はあ るが,血 液培 養 は迅速性 に乏 しい

うえに陽性 率 が低 く10,11),他の 方法 も精 度の 点で 十分で は な

い12,13)。

そ れゆ え,信 頼性 の 高い迅 速診 断法が 求 め られ,迅 速性 と

特 異性 が 高 い 診 断 法 と してpolymerase chain reaction

(PCR)が 開発 され14～33),分 子生 物学 的 手法 に よるCandida

属 の 真菌 血症 の 早期診 断に 臨床応 用 され は じめた34～37)。

しか し,わ れ われが 開発 して深 在性 真菌症 の 診断 に臨 床応

用 して きた 方法 も含め,従 来の 真菌特 異的PCR法 は あ くま

で定性 に過 ぎ ないPCRで は 死 菌か ら もDNA増 幅 が 可能

であ る こ とな どか ら,PCR陽 性 例 で も臨 床症 状 を認 め な い

場 合が あ り,陽 性 例のす べて に対 して 真菌血症 の 診断 の も と

に抗 真 菌薬投 与の 対象 とすべ きか 否がが 問題 とな る。 したが

って 真菌特 異的PCRの 定 量化 が可 能 となれ ば,抗 真 菌薬 治

療 の要 否を決 定す るborderline/cut off値 の 設定 と治療効 果

の 判定や,臨 床病態 の モニ タリ ングが 可能 とな るた め,そ の

臨床 的意 義 は 大きい。

さ らに,臨 床 の 場 で 繁 用 され る ア ゾ ー ル 系抗 真 菌 薬 は

Candida glabrataやCandida kruseiに 対 して低 感受性 で

あ る な ど,Candida属 は 菌種 に よっ て抗 真 菌薬 の 感受 性 が

大 き く異な り,抗 真 菌薬 の 選択 や適 正な投 与 量の 決定 の ため

には 正確 な 菌種 の 同定 が臨 床 上求 め られ る。 しか し,分 離培

養 は時 間がか が る うえ陽性 率 も低 く,restriction fragment

length polymorphisms(RFLPs)法 な どの 分 子生物学 的診

断法 も真菌混 合感 染の場 合には 同定 が困 難 とな るな どの 問題

点が あ っだ34)

本研 究 では,真 菌血 症 にお け るPCRを 用 い た定 量分析 法

の確 立を 目標 と し,定 量的 信頼性 の 高いreal time quantita-

tive PCRに よ るCandida albicansの 菌量 迅 速測 定法 を開発

す る とと もに,PCRに よる 菌種 の 迅 速 同 定法 の 確 立 を 目標

と し,外 科 臨 床 上重 要 な 真 菌5種C.albica刀s,Candida

tropicalis,Candida parapsilosis,C.glabrata,C.krusei

を迅速 同 定す るnested PCR法 を開 発す るこ と を 目的 と し

た。

I. 対 象 と 方 法

1. PCRを 用 い たC.albicansの 菌 量 測 定 法 の 開 発

PCR増 編 さ れ た 特 異 的DNA鎖 を 蛍 光 色 素 を 用 い て
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経 時 的 に分 析 す る 定 量 法 で あ るreal time quantitative

PCR法38,39)を 応 用 した。

両 端 を 蛍 光 色 素(reporter色 素 お よ びquencher色 素)

で標 識 した30bpの 特 異 的 プ ロー ブ を,両 プ ラ イマ ー に

挟 まれ た 領 域 に 設 計 し た。PCR伸 長 過 程 で 伸 長 鎖 が プ

ロー ブ に到 達 す る と,プ ロー ブ は加 水 分 解 され て 両色 素

間 の距 離 は物 理 的 に解 離 し,エ ネ ル ギ ー 順 位 の 共鳴 に よ

る抑 制 が 解 か れ て蛍 光 強 度 が 増 加 す る 原 理 に も とづ く。

蛍 光 強 度 をサ イ ク ル ご と に検 出 し,PCR増 幅 産 物 の 増

加 に比 例 す るreporter色 素 の 蛍 光 強 度 の 増 加 が 検 出 さ

れは じめ るサ イ ク ル数 と既 知 の 呉 菌 量 との 関 係 か ら,未

知 量 の真 菌 を 定 量 す るた め の 検 量 線 を作 成 した 。

分 析 に はPCR装 置,蛍 光 励 起 用 ハ ロ ゲ ン 光 源,蛍 光

検 出用CCDカ メ ラ,制 御 ・解 析 用PCか ら構 成 され る

GeneAmp(R)5700 Sequence Detection System(PE Ap-

plied Biosystems社,現Applied Biosystems社,USA)

を用 い た 。

1) C.albicans特 異 的 プ ラ イマ ー と蛍 光 プ ロ ー ブ の

設計

プ ラ イマ ー に はC.albicans-secreted aspartic pro-

teinase(SAP)遺 伝 子 を ター ゲ ッ トと して,263bpの

DNA断 片 を増 幅 す る プ ラ イマ ー 対(fbrward primer:5'

-CTGCTGATATTACTGTTGGTTC-3'(bp 495 to 516

on SAP 6 from C.albicans),reverse primer:5'-

CCACCAATACCAACGGTATC-3'(bp 759 to 740 on

SAP 6))40)を 用 い た 。

定 量 に直 接 関与 す る 蛍 光 プ ロー ブ は,両 プ ラ イマ ー に

挟 ま れた 領 域 に特 異 的 に ハ イ ブ リ ダイ ズ す る よ うに 設 計

し(bp 535 to 564 on SAP 6),reporter色 素 と して5'

側 に"Fam"(6-carboxy-fluorescein),quencher色 素

と し て3'側 に"Tamra"(6-carboxy-tetramethyl-rho-

damine)の 両 蛍 光 色 素 を 付 加 し た(5'-(Fam)-CGTTA-

TTGTTGACACTGGGTCTTCTGATTT-(Tamra)-3')

を用 いた 。

2) PCR反 応 液 と測 定 条 件 の 決 定

PCR反 応 液 は 全 量50μL(25μL:universal master

mixture(Taq酵 素(AmpliTaq Gold(R)),AmpErase uracil

N-glucosylase(UNG),dNTP,dUTP,passive refbrence

1,optimized buffer),4.5μL:10μM each primer(900

nM),1μL:5μM Taqman probe(100nM),10μ1:

template)と した。

UNG incubation(carry over prevention)と して50

℃,2分 間holdの 後,加 熱 に よ り活 性 化 され るTaq酵

素 のactivationお よ びUNG inactivationと し て95

℃,10分 間holdのhotstartで 開 始 し,denatureに95

℃,20秒,annealing/extentionに58℃,1分 の2ス テ

ップ で,反 応 サ イ ク ル 数 は50サ イ クル と設 定 した。

C.albicansは,TIMM 1768株(帝 京 大 学 医 真 菌 研

究 セ ン ター提 供)を 酵 母 様 真 菌 鑑 別 分 離 培 地 ク ロモ ア ガ

ー ・カ ン ジ ダ(R)上に 増 殖 させ た コ ロ ニ ー を 取 り,液 体 培

地 で 増 殖 させ,洗 浄:cell countの 後 に2Na-EDTA加

ヒ ト正常 血液(全 血)に 添 加 混 合 して 試 料 と した。

検 量線 の 作 成 に 用 い る 標 準 検 体 と して,正 確 なcell

countで 調 整 したC.albioans懸 濁 生 理 食 塩 液 を ヒ ト正

常 血 液(全 血)100μLに 添 加 混 合 し,1.0×109cells/mL

(1.0×108cells/100μL/tube)のC.albicans含 有 血 液

を作 製 した 。 こ の標 準検 体 か ら核 酸 抽 出 剤Sepa Gene(R)

(三 光 純 薬)を 使 用 して 抽 出 し たDNAをTE(pH8.0)

に 溶 解 し,さ らにTE(pH8.0)で 順 次10倍 希 釈 して,

1.0×109,1.0×108,1.0×107,1.0×106,1.0×105cells/mL

に 相 当す るDNA量 の 希釈 系 列5種 を作 製 し,検 量 線 作

成 の た め の"標 準"templateと した。

定 量性主を 評 価 す る た め の 検 体 と し て,1.0×109,5.0×

108,2.0×108,1.0×108,5.0×107,2.0×107,1.0×107,5.0

×106,2.0×106,1.0×106,5.0×105,2.0×105,1.0×105cells/

mLの13種 のC.albicans含 有 血 液 を 作 製 し,そ れ ぞ

れ か らDNA抽 出 キ ッ トを用 い て13種 のDNA量 の"未

知"templateと した 。

さ ら に,全 血 と生 理 食 塩 液 の そ れ ぞ れ に 混 合 添 加 した

場 合 の 定 量 性 を比 較 す る た め,真 菌 含 有 血 液 と真 菌 懸 濁

生 理 食塩 液 を そ れ ぞ れ5.0×108,2.0×108,1.0×108,5.0

×107,2.0×107,1.0×107cells/mLの6種 の 濃 度 で 作 製

し,DNA抽 出 キ ッ トを 用 い て 各6種,計12種 のtem-

plateと した。

2. nested PCRを 用 い た 菌 種 同 定 法 の 開 発

C.albicans,C.tropicalis,C.paralpsilosis,C.

glabrataお よ びC.kruseiのPCRに よ る 菌 種 の 同 定 法

を確 立 す るた め,first PCR終 了 後 の全 量50μLよ り1μL

をtemplateと し,菌 種 そ れ ぞ れ に特 異 的 な プ ラ イ マ ー

を用 い たnested PCRを 行 って 菌 種 の 同 定 を行 っ た。

真 菌5種 の 臨 床 分 離 株(和 歌 山 県 立 医 科 大 学 附 属 病

院 中 央 検 査 部 微 生 物 検 査 室 提 供)を そ れ ぞ れ2Na-

EDTA加 血 液100μLに 混 合 添 加 した真 菌 含 有 血 液 か ら

DNAを 抽 出 して,解 析 用 試 料 と した 。ま た,C.albicans

とC.tropicalis,C.albicansとC.parapsilosis,C.

albicansとC.glabrata,C.albicansとC.kruseiの

臨 床 分 離 株 各2菌 種 を そ れ ぞ れ2Na-EDTA加 血 液

100μLに 混合 添 加 した 混 合 感 染 モ デ ル を作 製 し,DNA

を抽 出 して 混 合 感 染 に お け る 菌 種 同 定 の 可 否 を確 認 す る

た め の解 析 用 試 料 と した。

First PCR,semi-nested PCRお よびnested PCRを

行 うPCR装 置 と して,GeneAmp(R)PCR system 9600

(Perkin Elmer社,現Applied Biosystems社,USA)

を 用 い た 。

1) first PCR

真 菌 の18S-rRNAの 遺 伝 子 配 列 中 で,Candida属5

種 に 特 異 的 なV4 regionを タ ー ゲ ッ トとす る プ ラ イ マ

ー 対22,25,28)(forward primer:5' -TATTAAAGTTGTTGC-
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AG-3'(bp 532 to 548),reverse primer:5'-

CCTGCTTTGAACACTCTAATTT-3'(bp 672 to 651))

を,nested PCRに さ き だ つfirst PCRに 使 用 し た

PCR反 応 液 は 全 量50μL (5μL:10×reaction buffer,

4μL:2.5mM dNTP(200μM).1.25μL:40pmol each

primer (50pmol),6μL:25mM MgCl2(3mM),0.25

μL:Taq DNA polymerase(1.25U),10μL:template)

で,denatureに94℃,1分,annealingに52℃,1分

30秒,polymerizeに74℃,1分,反 応 サ イ ク ル 数 を40

回 と し た。

2. semi-nested PCR法

真 菌 特 異 的PCR法(first PCR)施 行 後 のPCR産 物

をtemplateと す るsemi-nested PCRを 用 い て,ア ゾ

ー ル 系 抗 真 菌 薬 に 抵 抗 性 のCandida属2種 の 菌 種 同 定

を 検 討 し た。

First PCRの フ ラ イマ ー 対 に 挟 ま れ た 領 域 に,菌 種 特

異 的 な一 方 の プ ラ イマ ー(semi-nested primer)を,C.

glabrataはanti-sence側 に(C.glabrata-3':GCCA-

AGCCACAAGGACTTGG),C.kruseiはsence側(C.

krusei-5':CTACCTATGGTAAGCACTGTT)に 設 計 し

た 片 方 の プ ラ イ マ ー はfirst PCRの プ ラ イマ ー と 同 一

と し た。 反 応 液 は,first PCR産 物1μLを 鋳 型 と し て

全 量50μL(5μL:10×reaction buffer,4μL:2.5mM

dNTP(200μM),1.25μL:40pmol each primer(50

pmol),6μL:25mM MgCl2(3mM),0.25μL:Taq

DNA polymerase(1.25U).1μL:template)と し,

denatureに94℃,1分,annealingに52℃,1分30

秒,polymerizeに74℃,1分,反 応 サ イ ク ル 数 を20

回 と し た。

3. nested PCR法

C.albicans,C.tropicalisお よ びC.parapsilosisの

3菌 種 に つ い て は,target領 域 内 で のsequenceが 近 似

し て い る た め にsemi-nested primerの 設 計 が 難 し く,

5菌 種 の 同 定 に は(full-)nested PCR法 が よ り 適 切 で

あ る と 考 え,first PCRの プ ラ イマ ー 対 に 挟 ま れ た 領 域

に,そ れ ぞ れ の 菌 種 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー 対(nested

primer)を 新 た に 設 評 し たC.glabrataとC.krusei

に つ い て も,PCR至 適 条 件 の 適 正 化 の た め,新 規 に プ

ラ イ マ ー を 設 評 し た([C.albicans]5'-GGCCGG-

TCCATCTTTTTG-3'and 5'-AGTCCTGGTTCGCCA-

TAAATG-3',[C.tropicalis]5'-GGCCGGTCCATC-

TTTCTGAT-3'and 5'-AAAGTCCTGGTTCGCCAA-

AA-3',[C.parapsilosis]5'-GCCGGTCCATCTT-

TTTTGAT-3'and 5'-AAAGTCCTGGTTCGCCAAA-

3',C.glabrata ]5'-TTCGTGTACTGGAATGCACCC-

3'and 5'-AAAGT-AAAAGTCCTGGTTCGCC-3',[C .

krusei]5'-GCGGACGGTCTACCTATGGTAA-3'and

5'-AGTAATCGTCCTGGTTCGC-3')

反 応 液 は,first PCR産 物1μLを 鋳 型 と し て 全 量50

μL(5μL:10×reaction buffer,4μL:2.5mM dNTP

(200μM),1 .25μL:40pmol each primer(50pmol),

1μL:25mM MgCl2(0.5mM),025μL:Taq DNA po-

lymerase(1.25U),1μL:template)と し,denatureに

94℃,1分,annealingに54℃,1分30秒,polymerize

に74℃,1分,反 応 サ イ ク ル 数 を20回 と した。

II. 結 果

1. PCRを 用 い たC.albicansの 菌 量測 定

エ チ ジ ウム ブ ロ マ イ ト電 気 泳 動 に よ る 予備 実 験 で は,

C.albicans含 有 血 液 とC.albicans懸 濁 生 理 食塩 液 か

ら 目 的 とす る 真 菌 由 来 のPCR産 物 が 得 られ,非 特 異 的

産 物 は な い こ とが 確 認 で き た 。ま た,健 常 人 全 血 とno

template controlか ら は い ず れ のPCR産 物 も確 認 され

な か った(Fig.1)。

C.albicans含 有 血 液 のPCRを 行 い,reporter色 素

の 蛍 光 強 度 を サ イ ク ル こ と に 検 出 す る と,真 菌 出 来の

PCR増 幅 産 物 の増 加 に よ る 蛍 光 強 度 の 指 数 関 数 的 な 増

加 が 観 察 され た。 標 準 サ ンプ ル と してC.albicans含 有

血 液 が ら のDNA抽 出 液 の 希 釈 系 列 をtemplateと す る

と,濃 度 ご とに 異 な る サ イ ク ル数 で 立ち 上が る蛍 光 強 度

の 増 幅 曲 線 が 得 られ た。

蛍 光 強 度 の 増 加 が 検 出 さ れ は じ め る サ イ ク ル 数

(threshold cycle)とC .albicans希 釈 系 列 の 既 知 量の

関 係 か ら 検 量線 を 作 成 す る と,105～109cells/mLの 血

中Candidaの 検 出 に は 定 量性 の 存 在 を 示 す 直 線 性 が 得

られ た(Fig.2)。

検 用 され た 未 知 サ ンプ ル の 蛍 光 強 度 を,標 準 サ ン プ ル

か ら作 成 した 検 量線 に 対 応 させ た 定 量分 析 の結 果,1.0×

109cells/mLか ら1.0×105cells/mLま で,濃 度比10,000

倍 にお よぶ 範 囲 で,予 測 値 とPCR定 量 に よ る実 測 値 の

%differenceは-9.2±11.6%に 留 ま っ た(Table1)。 こ

の 予測 値 と実 測 値 を 両 対 数 グ ラ フ に プ ロ ッ トし て 比 較

し,105cells/mL以 上の 菌 量 な ら,109cells/mLま で 予

測 値 に き わ め て 近 似(logY=0.983 logX+0 .070,r=

0.998,P<0.001)し たPCR定 量 値 が 得 られ る こ とが

確 認 で きた(Fig.3)。 感 度 は 少 な く と も5.0×103cells/

mLか ら確 保 で きる こ とが わ が っ た。 分 析 に 要 した 時 間

は,DNA抽 出 に1.5時 間,PCR増 幅 お よ び 測 定 に2.5

時 間の 合 計4時 間 で あ っ た

C.albicansを 全 血 中 に混 合添 加 した場 合 と,生 理 食

塩液 中 に 混 合 添 加 した場 合 を比 較 す る た め,両 者の 同 濃

度 の 混 合 液 をPCR定 量 した 績 果,真 菌 含 有 血 液 で は 良

好 な 定 量結 果が 得 られ た の に 対 して,真 菌懸 濁 生 理 食塩

液 で は低 濃 度 に な る に した が っ て 予想 値 との 乖 離 が 大 き

く な り,5.0×106cells/mL以 下で は 測 定 限 界以 下とな り

検 出 で き な か っ た(Fig.4)

臨 床 検 体 に 対 す る 応 用:70歳,男 性 胃癌 ・肝 浸 潤

術 後。 腹 腔 内 真 菌 感 染 を疑 い,腹 腔 ドレー ン排 液 の 真 菌

PCR診 断 が 陽 性 で あ った た め,real time PCR法 を用
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い て排 液 中 の 菌 量 測 定 を 行 っ た。PCR定 量結 果 は4.13

×104cells/mLで あ り,腹 腔 内C.albicans感 染 で あ る

と診 断 し,抗 真 菌 薬 に よ る 治療 を開 始 した 。同 日の 採 取

で は な い が,一 般 細 菌2種 と と も に培 養 検 査で も 真 菌

が検 出 され た(Fig.5)。

2.nested PCRを 用 い た 菌 種 同 定法

1)semi-nested PCR法

C.glabrataとC.kruseiに つ い て 菌 種 特 異 的 な

PCR産 物 が 得 られ る こ とがagarose gel電 気 泳 動 にお い

て 確 認 さ れ,当 該 真 菌 由 来 以 外 のPCR産 物 はgel上 に

認 め ず,こ の 真 菌2種 の 同 定 が 可 能 で あ る こ とが 判 明

した。

Fig. 1. PCR detection of Candida albicans-SAP gene in

thermal cycling condition for real-time PCR.

Lanes; 1, human whole blood+C.albicans; 2, saline

+C.albicans; 3 and 4 are negative controls. Lane 3.

human whole blood; 4, saline; 5, molecular size

marker-ƒÓX-174 RF DNA-Hinc II digest. These

primers were confirmed specific for C.albicans under

the condition for this reaction, and had no-cross

reaction with DNA from human blood.

2)nested PCR法

5菌 種 をtargetに したnested PCRに よ り,そ れ ぞ れ

菌 種 特 異的 なPCR産 物 がagarose gel電 気 泳 動 に て 確

認 され,当 該 真 菌 由 来以 外 のPCR産 物 はgel上 に 認 め

ず,真 菌5種 の 同 定 か 可能 で あ る こ とが 判 明 した(Fig.

6)。 混 合 感 染 モ デ ル に お い て も,正 し く同 定 可 能 で あ

っ た(Fig,7)。

臨床 検 体 に対 す る応 用:

症 例1:70歳,男 性 。 腸 閉 塞 術 後,誤 嚥 性 肺 炎 併 発 。

抗 菌薬 で 解 熱 しな い 不 明 熱 に 対 して,真 菌感 染 を 疑 っ

た。 血 液 か らの 真 菌PCRは 陽 性 で あ り,nested PCR

法 で 即 日C.glabrataで あ る と診 断 した 。 後 日,血 液

Table 1. Quantitative results of "unkown"samples

a Average of 2•`4 times measurement

b Measured amount/actual amount-1

Fig. 2. Quantitative analysis of standard samples.

(A) Amplification plot of Candida albicans-SAP gene on standard samples. The standard

sample-diluted DNA solution-corresponded to C. albicans (1) 1.0•~109, (2) 1.0•~108, (3) 1.0•~107,

(4) 1.0•~106, (5) 1.0•~108cells per human blood 1mL. The reporter signal intensity rapidly

increased at a particular threshold cycle corresponding to each amount and plateaued later.

(B) Standard curve of C.albicans DNA. The initial Candida amount was closely correlated

with the threshold cycle (Y=-4.14log X+62.91, r=0.997, p<0.001).



22 　日 本 化 学 療 法 学 会 雑 誌 　JAN,2001

Fig. 3. Quantitative results for "unkown" samples. (1)
Measured numbers were closely correlated with
actual numbers of Candida in blood. (logY=0.983 logX
+0.070. r=0.998).

培養検査でC.glabrataの 検出が報告され,nested PCR

法の結果と一致 した(Fig.8)。

症例2:52歳,女 性。腸閉塞術後。腹腔 ドレーン排液

の性状などから腹腔内真菌感染を疑った。腹腔 ドレーン

排液の真菌PCRは 陽性であ り,nested PCR法 で即日

C.glabrataで ある と診断 した。培養検査の結果か ら

も,他 の一般細 菌2種 と共にC.glabrataが 検出が後

日報告され,nested PCR法 の結果と 一致 した(Fig.9)。

このほか,複 数の臨床検体で菌種同定に成功 し,培 養

検査と比べても有用性が確認できた(Table 2)。

III.考 察

中心静脈カテーテルの長期留置や広域スペク トラム抗

菌薬の投与などによる易感染性宿主の増加は,今 日の外

科患者の真菌感染症の増加をもたらし,特 に消化器外科

領域においては,術 後感染症からの検出菌の25%を 真

菌が占めるといわれる1～4)。常在菌である腸管内の真菌

は,抗 菌薬の投与による腸内細菌叢の撹乱や腸管の虚血

Fig. 4. Quantitative results for "unkown" samples. (2)
 In saline, unlike in whole blood, measured numbers did not correlate with

actual numbers of Candida albicans, especially in low concentrations.

Case: 70yo/M, Gastric ca. with liver invasion (post op.)

Fig. 5. Quantitative determination in clinical samples.

Quantitative determination of Candida albicans by real-time

quantitative PCR was applied to a postoperative intraperitoneal

abscess. Drain discharge was found to be positive in Candida-

specific PCR, and 4.13•~104cells per drain discharge 1 mL were

measured by real-time quantitative PCR. Along with bacteria

(Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecium), C. albicans

and Candida glabrata were detected from germ culture.



VOL.49 NO.1 　真 菌 血症 の 菌 量測 定PCR法 と菌種 回定nested PCR法 　 23

Fig. 6. Identification of Candida sp. by nested PCR (1).
Nested PCR was developed to identify medically
important Candida species. The specific nested

primer pair for the V 4 region of the 18 S ribosomal
RNA gene of Candida species was applied. Species-
specific reaction products were obtained, and Candida
species were identified correctly.

な ど に よ っ て腸 管 粘 膜 上で増 殖 し,門 脈 経 路 を介 して 血

中 移 行(fungal translocation)し,さ らに 中心 静 脈 カ

テ ー テ ル に 寄 生 して 増 殖 し,血 中 散 布 さ れ る 可能 性 が あ

る41,42)。実 際,術 中 か ら術 後 早期 に か け て β-D-グ ル カ

ン値 か 一過 性 に 上 昇す る と と も に,良 菌PCR法 が 末 梢

血 中 と門 脈 血 中 で 陽性 化 した 症 例 を 複 数 経 験 した。

深 在性 真 菌症 か ら全 身性 真 菌症 に 発展 す る と,予 後 は

きわ め て 不良 で あ る。 基礎 疾 患 の 重篤 度 に も よ るが,検

出 菌 が グ ラ ム陽 性 菌 や グ ラム 陰 性 菌の 場 合 と比 べ て,真

菌血 症 の 死 亡率 は 有 意 に 高 い13-45)。ま た,真 菌性 眼 内 炎

につ い て は,そ の 多 くが 消 化 器 ・胆 道 系 疾 患 を 基 礎 疾 患

とす る症 例 で あ り,中 心 静脈 カ テ ー テ ルの 留 置例 に 有 意

に 多 い46,47)。

真 菌感 染 の 重篤 化 を防 ぎ,眼 内 炎 の 発 症 を抑 止 す る た

め に は,早 期 に 診 断 を行 って,治 療 を 迅 速 に開 始 す る必

要 が あ る が,ヒ トの 常 在 菌 で も あ るCandida属 が 起 炎

菌 で あ る こ とを 立 証 す る には,本 来無 菌 で あ る 血 液 な ど

の 検 体 か らのCandidaの 証 明 が 必 要 で あ る。 血 液 培 養

で 真 菌 が 検 出 さ れ れ ば確 定 診 断 と な るが,迅 速 性 に 乏 し

く,陽 性 率 も10%以 下 と低 い10,11)。

血 清 学 的 補 助 診 断 も,わ が 国 で 繁 用 され て い る カ ン ジ

ダ抗 原(CAND-TEC(R);Ramco社)は 検 出 さ れ る 抗 原

の 本 体 が 不 明 確 で あ る う え,精 度,特 異 度 が 低 く,信 頼

性 に 劣 る 。 また,リ ム ル ス テ ス トを応 用 した 真 菌壁 成 分

の検 出 法 と して 用 い ら れ る(1→3)-β-D-グ ル カ ンの

有用 性 を 示 す 報 告 は 少 な くな いが,生 体 内 にお け る病 態

Fig. 7. Identification of Candida sp. by nested PCR (2).

Candida species were identified correctly in mixed infection models. These

results indicated that nested PCR was reliable to identify in mixed infection

cases.
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Case 1: 70yo/M, ileus (post op.), aspiration pneumonia
Sample=Blood

Fig. 8. Identification of Candida sp. by nested PCR in clinical sample (1).
Nested PCR was applied to candidemia. Blood was found to be positive
in Candida-specific PCR, and was identified as Candida glabrata by
nested PCR. C.glabrata was detected from blood culture, and the two
coincided.

Case 2: 52yo/F, ileus (post op.)

Sample=Drain discharge

Fig. 9. Identification of Candida sp. by nested PCR in
 clinical sample (2).

Nested PCR was applied to a postoperative pelvic
abscess. Drain discharge was found to be positive in
Candida-specific PCR, and was identified as Candida
glabrata by nested PCR. Along with bacteria (Alcali-
genes xylosoxidans, Staphylococcus aureus (MRSA)),
C.glabrata was detected from germ culture, and the
two coincided.

代謝が十分解明されていないうえ12),cut off値の設定に

も検討の余地があ り,肝 機能低下や血液透析の施行例,

抗癌薬投与例などの病態の影響や,血 液製剤などの影

響,偽 陽性物質の存在も示唆 される13)。和歌山県立医科

大学第2外 科で1997年2月 ～1998年3月 に行った検

討でも,Candida特 異的PCR法 で陰性 の105例 の う

ち,肝 硬変 ・肝炎や腎不全を有するか,あ るいは抗癌薬

投与中の症例は,β-D-グ ルカン正常域(<20pg/mL)

の 症 例 で は14%(8例/57例)に 過 ぎな か っ た の に 対 し,

β-D-グ ル カ ン高 値(≧20pg/mDと 判 定 さ れ た 症 例

で は41.7%(20例/48例)と 有 意 に 多 か っ た。 外 科 患

者 の周 術 期 は 肝臓 や 腎臓 の 病 態 変 化 が 起 こ り,β-D-グ

ル カ ンは 臨 床 的信 頼性 に 劣 る とい え る

した が っ て,抗 菌 薬 無 効 の 不 明 熱 に対 して真 菌感 染 を

疑 う場 合,熱 型 な どの 全 身 状 態 や 血 清 学 的 補助 診 断 な ど

か ら総 合 的 に 診 断 す る しか 方 法 が な か っ た 。 また,抗 真

菌 薬 の 変 更 時 期 や 治 療 の 中 止 時 期 につ い て も指 標 とす べ

き明確 な 診 断 法 が な か った た め,経 験 的 治療 に 陥 る傾 向

が あ っ た 。

1990年,Buchmanら に よ っ て 真 菌 の 検 出 に 導 入 さ

れ た分 子 生 物 学 的 手 法 は14)1995年,Deventerら に よ

る 真 菌 の18S-rRNAの 遺 伝 子 配 列 の な か でCandida

属 に特 異 的 なV4 regionを ター ゲ ッ トとす るPCR法 の

報 告 に 至 っ て31),積 極 的 に 臨 床 応 用 が 可 能 と な っ

た14～32)。わ れ わ れ の 共 同 研 究 者 の 紺 谷 はV4 regionを

タ ー ゲ ッ トとす るPCR法 を 真 菌 血 症 の 早 期 診 断 に 発 展

・応 用 させ ,血 清 学 的 診 断 法 に 対 す るPCR法 の 臨 床 的

信 頼性 で の 優 位 を 証 明 し34～36),外科 領 域 の 深 在 性 真 菌 症

の 診 断 と 治 療 にPCR-oriented antifungal therapy

(POAT)を 提 唱す る に 至 っ た 。

しか し,真 菌PCR法 は迅 速 性 と特 異 性 が 高 い も のの

定 性 に 過 ぎ な い。PCRで は 死 菌 か ら もDNA増 幅 が 可

能 で あ る こ と な どか ら,PCR陽 性 例 で も臨 床 症 状 を 認

め な い場 合 が あ り,一 過 性 の 陽性 化 も考 え られ る。 高 感

度 で あ るが ゆ え に,over diagnosisに は な ら な くと も,

PCR陽 性 例 の す べ て に 対 して 真 菌 血 症 の 診 断 の も と に

抗 真 菌 薬 投 与 の 対 象 とす べ きか 否 か が 問 題 と な る。

そ こで 紺 谷 らは,一 般 に 再 現性 が 比 較 的 よ い と され る
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Table 2. Nested PCR versus culture for the identifiention of Candida sp. in clinieal sample

a) ca. =cancer , b) op. = operative stage

competitive PCR法48)を 応用したCandida属 の定 量法

を開発 したか3),解 析可能な定 量範囲が濃度比100倍 程

度と比較的狭 く,煩 雑な手技に起因するcontamination

の問題もあ り,臨 床検体での定 量には成功 しなかった。

また,エ ンドポイント解析による定量的PCR法 も,酵

素の失活などのために増幅効率が刻々と変化 して最終的

にプラ トーに達するPCRの 性 質から,初 期鋳型DNA

量を正確に反映せず,半 定量に過 ぎない。

これに対 して,real time quantitative PCR法 は定量

的信頼性が高 く,簡 便で,密 閉容器中で検出が進むため

contaminationの 可能性 も低い。本研究では,こ のreal

time PCR法 を用いて,臨 床検体か らもっとも高頻度に

検出されるC.albicansの 菌量迅速測定法を開発し,105

cells/mL以 上の菌量なら予測値に近似 したPCR定 量値

を得られることを確認した。また,感 度が少なくとも5.0

×103cells/mLか ら確保で きたことか ら,臨 床例での ド

レーン排液中の真菌の定量には成功 した。 したがって,

ドレーン排液中の菌量の増減を後日再検することで,病

態の把握が可能となる。

血液中の真菌量と臨床症状 との関連が注 目されるが,

臨床検体での血液中の真菌量の測定には,さ らに検出感

度を上げる必要がある。その うえで,PCR陽 性 となっ

た臨床例について,PCR定 量の結果 と直接培養,β-D

-glucan値,臨 床症状(発 熱 ・SIRS・ 全身状 態 ・眼底

所見),臨 床検査値(CRP,白 血球分画),抗 真菌薬に

よる臨床的反応などとの関連を含め,経 時的に採取 した

臨床検体での定量分析結果の蓄積が.治 療を要する真菌

DNA量(cut off値)を 決定するために必要である。

真菌血症では真菌菌体の大部分が白血球に捕食された

状態で循環血中を流れ,通 常の遠心分離では菌体の99

%が 白血球層に集 まり,血 漿 中の菌体は1%に 過 ぎな

い32)。定量性への影響を考慮 して,検 体には血漿成分 と

赤血球を除いた白血球画分ではなく,EDTAで 抗凝固

処理をした全血 を用いた。遠心分離処理が不要であるこ

とは,測 定時間の短縮にも有利である。捕食された菌体

と死菌を除外する意味で血漿中からの真菌の検出が感染

性を考慮するうえでむしろ適当であるか否かは,今 後の

検討課題である。

Real time PCR法 は,既 知DNA量 と未知DNA量 は

PCRと 蛍光強度を介 して,い わば相対比で表現 される

ため,基 準となる標準検体の設定にかかわる効率的 な

DNA抽 出は必須である。酵素処理によるDNA抽 出法

では5時 間以上 もかかるため,非 フェノール性 試薬 と

蛋白質凝集剤を使用 し,比 重の違いを利用 して凝集分配

するDNA抽 出キットを用いたが,わ ずか1時 間 と迅速

性が高い 一方で,同 一サンプルから一部で30%程 度の

定量値の変動 を生 じた。同 一のtemplateを 分割 して

個 々に定量 した結果と比較すると,定 量値の変動の責

は,明 らかに抽出段階でのDNA回 収率によるところが

大 きかった。一 方,C.albicansを 全血中 と生理食塩液

中にそれぞれ混合添加 した場合を比較する目的で,両 者

の同濃度の真菌混合液をサ ンプルとして定量 した結果,

真菌含有血液では良好な定量結果が得 られたのに対 し

て,真 菌懸濁生理食塩液では低濃度になるに したがって

予想値 との乖離が大きくなった。前者ではDNA抽 出の

際にヒトDNAが 真 菌DNAと 共沈 して,核 酸ペ レット

の浮遊 ・流出を阻止できたが,後 者ではDNA抽 出の際

に核酸ペ レットの一部が浮遊 して流出したため,低 濃度

になるほどDNAの 回収率が悪 くなったと考えた。通常

の真菌PCR法 には迅速で簡便 なDNA抽 出法が望まし

いが,菌 量測定PCR法 では,DNA抽 出の信頼性 が定

量の信頼性に直結するため,迅 速性 よりも抽出効率の安

定が要求 され,検 討課題である。

Candida属 は,莢 膜 など構造上の特徴 などか ら,菌

種によって抗真菌薬に対する感受性が大きく異なる。比

較的副作用が低 く,臨 床の場で繁用されるアゾール系抗

真菌薬fluconazole(FLCZ)はC.glabrataやC.krusei

に対して低感受性であ り,FLCZの 予防投与によりC.

kruseiの 検 出 率 が増 加 した との 報 告 もあ る49)。C.

albicansな どについて も,耐 性菌の出現やitraconazole
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との 父 差 耐性 の 問 題 が あ る50.51.一 方,真 菌 性 眼 内 炎 対

策 や薬 剤 耐 性の 観 点 か らは,病 原 菌種 に 感 受 性 の 高 い 抗

真 菌薬 を 早期 か ら 十分 量投 与す る こ とが 望 ま しい 。 迅 速

か つ 正確 な 菌種 判定 が 血 液培 養以 外 の 方法 で 可能 とな れ

ば,無 計 画 な抗 真 菌 薬 投 与 に よ る 耐 性 菌 出 現 の 抑 止 で

き,効 果的 な 治 療 計 画 を た て る こ とが で きる

本研 究 でfirst PCRと して 選 択 し たV4 regionを

targetと す るPCR法 で は,C.albicans,C.tropi-

calis,C.parapsilosis,C.glabrata,C.kruseiか ら,

agarose gel電 気 泳 動 にお い て,そ れ ぞ れ163bp,162

bp,164bp,177bp,159bpの 大 き さの 菌 種 特 異 的 な

バ ン ドが 得 られ る が ,gel上 で の 判 別 は 事実 上不 可能 で

あ る。

PCR産 物 か ら起 因 菌 種 を 同 定 す る 方 法 と して は,直

接 塩 基 配 列 を測 定 す る 方法,Southem blot法,single-

strand conformation polymorphism(SSCP)法52)が あ

る。 紺 谷 らはCandida 5種 のV4 regionの 遺 伝 子配 列

の 検 討 か ら,増 幅DNAの 特 異的 な 部 位 を 認 識 す る 制 限

酵 素 で 処 理 す るRFLPs法28)53)55)に よ る 菌 種 同 定 法 を 開

発 したが34),手 技 が 煩 雑 な う え,真 菌 混 合感 染 例 で は 同

定 か きわ め て 困 難 で あ る た め,臨 床 応 用 に は 至 らな か っ

た。 ま た最 近 で は,菌 種 の 同 定 に 菌 種 特 異的 プ ロ ー ブ を

用 い る 方法 が 開 発 さ れ56,57),真 菌 の 検 出 か ら同 定 ま で を

1回 のPCRで 行 う こ と も 可能 と な っ た 蛍 光 標 識 プ ロ

ー ブ を用 い た 方 法 で は
,混 合 感 染 モ デ ルや 臨 床 検 体 で の

診 断 も 可能 で あ る と され58),注 目 され る。

本研 究 で は,ア ゾー ル系 抗 真 菌薬 に 感 受 性 が 低 い 真 菌

2種 を同 定 す るsemi-nested PCR法 を開 発 した結 果,

first PCR施 行 後 のPCR産 物 をtemplateと して,真 菌

2種 に特 異 的 なPCR産 物 が 得 ら れ る こ とが 確 認 で き,

菌 種 の 同 定 が 吋 能 で あ る こ とが 判明 した この 方法 は,

Candida 5種 を ア ゾ ー ル耐 性 の 高 低 で グ ル ー プ 分 け で

きる た め,抗 真 菌薬 の 選 択 に 有用 で あ り,臨 床 的 な 利 用

価 値 は あ る。 しか し,FLCZ剛 性C.albicans株 の 存 在

や,今 後 開 発 され る抗 真 菌薬 の 選 択 まで 考 え た 場 合,5

種 を 正確 に 同 定 で き る 方が よ り臨 床 的 有 用性 が 高 い

そ こ で,よ り特 異性 の 高 い 菌 種 同 定 法 の 確 立を 目標 に

再設 定 して,nested PCR法 を 開 発 した 結 果,真 菌5種

に特 異的 なPCR産 物 が 得 られ る こ とが 確 認 で き,さ ら

に 混 合 感 染 で も同 定 可能 で あ っ た。 臨 床 試 料 で も,菌 種

同 定 か 可能 て あ っ た。 真 菌特 異 的PCR法 で 陽 性 と 判 定

さ れ た 検 体 は,そ の わ ず か3時 間 後 に は 菌 種 ま で 同 定

す る こ とが 可 能 とな った。

菌 種 同 定nested PCR法 は,す で に 貞 菌 感 染 を 疑 う多

数 例 の 臨 床 診 断 に 応 用 して,臨 床 的 有 用性 を証 明 したV

4 regionを ター ゲ ッ トとす るCandida特 異 的PCR法

を そ の ま ま利 用 で きる 点 て 優 れ て い る さ らに 。 検 査 対

象 をfirst PCRで 陽性 で あ っ た 検 体 の み に 限 定 す る た

め,低 コ ス トで もあ る。 本 法 に よ る 菌種 同 定 一診 断 は ,

抗 真 菌薬 に 対 す るMICま で 勘 案 した 効 率 的 な 治 療 を即

日開 始 す る こ とを 可能 と し,菌 交代 の 有 無 の 診 断 か ら抗

真 菌薬 の 変 更の 要 否 の 判 定 を 可 能 とす る な ど,今 後 の 臨

床 応 用 が 期 待 され,現 在,臨 床 検 体 を 用 い て 臨 床 的 有 用

性 の 評 価 を 開 始 して い る。

抗 真 菌 薬 治 療 の 要 否 の 決 定 か ら,治 療 効 果 と 菌 交 代 の

有 無 の 判 定,抗 真 菌薬 の 増 減 量や 変 更の 判 断 ま で を 迅 速

に で き る 方 法 を確 立 で きた こ と に よ り,今 後 は,精 度 の

向 上と検 査 に 要 す る 費 用 の 軽 減 化,時 間の 短 縮 に改 善 を

加 え,臨 床 普 及 をめ ざ した い 。
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New quantitative determination of Candida albicans by PCR and identification

of Candida species by nested PCR in fungemia

Yoshinori Inada, Takuya Tsunoda and Hiroshi Tanimura

Second Department of Surgery, Wakayama Medical School, 811-1 Kimiidera, Wakayama 641-8510, Japan

Candida species are reported to be one of the major pathogens in serious infectious problems in the

surgical treatment of cancer patients. Candidemia is diagnosed by blood culture, ƒÀ-D-glucan, and

Candida antigen assay in Japan. However, these methods are not satisfied in the view points of confidence

and quickness. The polymerase chain reaction (PCR) has been applied to diagnose fungal infections.

Candida-specific PCR was developed to detect fungi, especially medically important Candida sp., and

proved to be clinically more reliable than conventional methods. However Candida-specific PCR provided

only nonquantitative results and it was difficult to diagnose fungemia more precisely. Therefore, the

present syudy was designed to investigate the real-time quantitative PCR for diagnosis and quantitative

analysis of candidiasis. The Candida albicans-secreted aspartic proteinase (SAP) gene was used as the

specific primer pair of in quantitative PCR. A specific fluorogenic probe was designed between the sequence

of the specific primer pair of SAP genes. Real-time detection of the specific fluorescent signal in each PCR

cycle indicated an essential information to quantify the number of C.albicans . This method was evaluated

using human whole blood mixed with different numbers of C.albicans isolates. Almost no difference was

seen between measured numbers analyzed within 4.5 hours and actual numbers. Furthermore, the present

syudy was designed to investigate the nested PCR for identification of clinically important C.albicans,

Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida glabrata and Candida krusei, and it was successfully

established in candidemia. Each specific nested primer pair was designed to identify individual fungi,

between the sequence of the specific primer pair of the first PCR for the V 4 region of the 18 S ribosomal

RNA gene of Candida sp.. Our quantitative determination of C. albicans using real—time PCR and

identification of Candida sp. by nested PCR were confirmed to be applicable to fungemia and able to

diagnose easily and sensitively quantify C.albicans or identify Candida sp. from blood in a short time.


