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研究要旨：バイオテロに用いられる可能性のある病原真菌として、BSL3 に分類される

コクシジオイデス（Coccidioides immitis, C.posadasii）、ヒストプラスマ（Histoplasma 

capsulatum）が想定される。これらの病原真菌は感染性が高く、分離培養で大量の分生子

を飛散させる危険性があることから、培養をしない検査技術が必要とされる。本研究では、

喀痰などの臨床検体からヒストプラスマなどの高病原性真菌 DNA の検出法を検討し、より

簡便で成績の良い DNA 検出法を開発し、バイオテロを含めた集団感染事例が起きた際の迅

速診断に役立てることを目的とした。本研究では、BSL 真菌の安全な取扱法について検討

した。また、コクシジオイデスゲノム DNA・ヒストプラスマゲノム DNA の検出のための様々

な増幅法を検討・開発した。 

  

A. 研究目的 

 真菌症は HIV 感染患者や臓器移植、抗癌剤

治療などの免疫不全患者のみでみられる感染

症と誤解され、公衆衛生の観点から重要性が

認識されにくかった。しかし従前からクリプ

トコックス症やコクシジオイデス症、ヒスト

プラスマ症などは健常者に起こることが知ら

れており、健常者における集団感染事例や院

内感染事例が報告されるようになってきたこ

とから、他の病原体同様にサーベイランスや

疫学研究の重要性が増してきた。 

バイオテロに用いられる可能性のある病原

真菌としては、BSL3 に分類されるコクシジオ

イデス（Coccidioides immitis）、ヒストプラ

スマ（Histoplasma capsulatum）、BSL2 に分

類されるクリプトコックス・ガッティ

（Cryptococcus gattii）等が想定される。い

ずれの真菌も感染性が高く健常者でも感染が

成立し、播種性感染まで進行すると致死率は

極めて高くなるが、これらの病原真菌は日本

国内には定着していないと考えられてきた。

しかし、近年では海外の流行地への渡航歴の

ないヒストプラスマ、クリプトコックス・ガ

ッティ感染患者が報告されるようになり、国

内にも感染源が存在する可能性が示唆されて

いる。また、コクシジオイデス属、ヒストプ

ラスマ属については、分離培養で大量の分生

子を飛散させる危険性があることから、検査

室での分離培養は飛散胞子による集団感染を

引き起こす危険性が考えられる。 



本研究では、分離培養された BSL3 真菌の安

全かつ簡便な診断系を構築し、バイオテロを

含めた集団感染事例が起きた際の迅速診断に

役立てることを目的とする。 

 

B. 研究方法 

 平板培地で培養されたヒストプラスマ属お

よびコクシジオイデス属は大量の分生子（胞

子を）産生し、わずかな振動や気流によって

胞子を飛散させる。したがって気流が発生し

ている安全キャビネット内で実験操作は多大

な危険を伴う。そこで、安全キャビネット内

に小型のグローブボックスを操作し平板培地

で発育した菌を取り扱った。菌の不活化は

100％エタノールを用い、グローブボックスは

ホルマリン燻蒸によって消毒を行った。 

 検出法の検討に用いたコクシジオイデスゲ

ノム DNA は、千葉大学真菌医学研究センター

から分与された菌株から抽出した DNA を用い

た。ヒストプラスマゲノム DNA は感染研 BSL3

施 設 で 過 去 に 臨 床 検 体 か ら 分 離 し た

Histoplasma capsulatumより抽出した DNA サ

ンプルを用いた。 

 Realtime PCRの標的は、ヒストプラスマDNA

については、M 抗原遺伝子および、100kDa タ

ンパク質遺伝子の内部にTaqman probeを設計

し、コクシジオイデス DNA については、Coi9-1

領域に LUX プライマーを設計し、それぞれ検

出を試みた。Realtime PCR については

SYBERgreenを用いたインターカレーター法と

Taqman probe 法の双方を検討した。Realtime 

PCR は 2step（95℃5 秒、60℃30 秒）を 40 サ

イクル行った。PCR 反応の特異性については

形態の類似する複数の菌種の DNA を用いて検

証を行った。 

 コクシジオイデス検出のための LAMP

（Loop-Mediated Isothermal Amplification）

法の標的配列として、以前開発したコクシジ

オイデス特異的PCRの標的であるCoi9-1領域

を用いた。ヒストプラスマの標的配列として、

M 抗原遺伝子を用いた。4 種類の LAMP プライ

マーおよび loop プライマーは LAMP 法プライ

マー設計支援ソフトウェア PrimerExplorer

（http://primerexplorer.jp）を利用して数

組設計した。 

 LAMP 反応は栄研化学の Loopamp DNA 増幅試

薬キットおよび検出試薬として Loopamp 蛍

光・目視検出試薬を用いた。専用の 200 µl PCR

チューブを用い、サーマルサイクラーで 63℃

で反応を行った。検討に用いた C. immitis、

Coccidioides posadasii お よ び H. 

capsulatumの DNAは臨床分離株から抽出した。

陰 性 コ ン ト ロ ー ル と し て Aspergillus 

fumigatus AfS35 のゲノム DNA を用いた。反

応後、UV 写真撮影装置で検出を行った。 

 

（倫理面からの配慮について） 

 本実験では臨床検体などは使用せず、分離

された菌の DNA を用いるのみであったことか

ら、倫理面に関する配慮は不要であった。 

 

C. 研究結果 

１）平板培地で培養された BSL3 の不活化と

DNA 抽出方法 

小型のグローブボックスを安全キャビネッ

ト内に設置し、その中で実験操作を行った。

プラスチックの使い捨て白金耳の先端を

PBS(0.01% Tween 80)に浸し、寒天培地上で発

育したコロニーから最小限の実験操作で胞子

を釣菌し、斜面培地に接種し、30℃での分離

培養を行った。 

6-7 日後、斜面培地で発育した菌の不活化

を行った。シリコン栓より注射針を用いて

70％エタノールを栓付近まで注入し、2 日間

室温で放置した。その後、安全キャビネット

内で斜面培地より菌体を剃刀で切除し DNA 抽



出に供した。いずれの操作手順においてもグ

ローブボックス内にはある程度胞子が飛散す

ることが予想されたため、ボックス内でホル

マリンの入った容器を開放し、燻蒸によって

消毒を行った。 

以上の実験手法は何度かシミュレート操作

を行い検討を重ねたうえで現時点での最善の

実験手法であると判断した。 

 

２ ） nested PCR に よ る Histoplasma 

capsulatum genome DNA 検出感度の検討 

10ng から順次希釈した H. capsulatum DNA

を鋳型とし、M 抗原遺伝子を標的とした

nested PCR を行った。目的領域の増幅はアガ

ロースゲル電気泳動にて確認し、増幅断片の

塩基配列を決定し、非特異的増幅ではないこ

とを確認した。 

 アガロースゲル電気泳動において、1fg ま

で遺伝子の増幅を確認できた。また、陰性コ

ントロールとして、Aspergillus、Candida、

Cryptococcus、 Trichosporon、 Penicillium

などの真菌から調製したゲノム DNA を用いて

第一段階 PCR を行ったが、増幅は認められな

かった。 

 

３）インターカレーター法による Histoplasma 

capsulatum genome DNA 検出 

M 抗原遺伝子および 100 kDa タンパク質遺

伝子について nested PCR で感度・特異性とも

に良好な成績の認められた領域と、ソフトウ

ェア（PrimerExpress）が選抜した領域につい

てプライマーをデザインした。リアルタイム

PCR については、SYBR Premix Extaq （TAKARA）

を 用 い 、 Mx3000P QPCR System （ Agilent 

technologies）を用いて蛍光定量を行った。

その結果、M抗原遺伝子および 100kDa タンパ

ク質 遺伝子について、いずれも 10 pg のゲノ

ム DNA を検出することができた。 

 

４）Taqman probe 法による Histoplasma 

capsulatum genome DNA 検出 

 インターカレーター法で標的とした増幅領

域の中央付近に Taqman probe を設定し、

TaqMan® Universal Master Mix II（Applied 

Biosystems）を用いて実験を行った。Taqman 

probe を用いることで感度の向上が期待され

たが、予想とは反対に、M 抗原遺伝子および

100 kDa タンパク質遺伝子ともに 1 ng のゲノ

ム DNA が検出限界であった。 

 

５）Taqman probe および LUX プライマーによ

るヒストプラスマおよびコクシジオイデス

DNA の検出 

ヒストプラスマ属について M 抗原遺伝子お

よび 100 kDa タンパク質遺伝子の適切な領域

に Taqman probe（VIC-TAMRA）を設計し、

Mx3000P QPCR System（Agilent technologies）

を用いて蛍光定量を行った。その結果、M 抗

原遺伝子に関してはこの実験系は機能しなか

ったが、100kDaタンパク質遺伝子については、

1 ng のゲノム DNA を検出することができた。 

LUX プライマーによる realtime PCR も上記

と同様の実験系で蛍光定量（蛍光色素：FAM）

を行った。こちらの PCR についてはコクシジ

オイデスゲノム DNA の調製が完了しなかった

ため、当部で保存してあった濃度不明のコク

シジオイデス DNA を用いて検証を行ったが、

過去の報告通り LUX プライマーによる DNA の

検出が可能であった。 

上記、2種類の realtime PCR は蛍光色素の

検出波長が異なるために、混合して使用する

ことが理論上可能である。二種類のプローブ

を混合して PCR を行ったが、双方の蛍光検出

結果に互いに全く影響がないことを確認でき

た。また、白色の糸状菌であり、形態的にコ

クシジオイデス属やヒストプラスマ属と判別



が困難である、Pseudallescheria boydii、

Schizophyllum commune 、 Penicillium 

griseofulvumのゲノム DNAを用いて実験を行

い、目的の菌以外のゲノム DNA では蛍光が検

出されないことを確認することができた。 

 

６）コクシジオイデス LAMP 法の開発 

まず、3 組の LAMP プライマーセット A,B,C

を設計し、10 ng の C. immitis および C. 

posadasiiのゲノム DNAに対して LAMP 反応を

行った（図 1）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. コクシジオイデス属 LAMP プライマー

の検討 Af: Aspergillus fumigatus, Cp: Coccidioides 

posadasii, Ci: Coccidioides immitis, dw: distilled 

water, PC: キット添付の陽性コントロール 

 

プライマーセット A では、1 時間で検出で

きたが、2 時間では陰性コントロールでも偽

陽性として検出された。プライマーセット B

では 1 時間では検出できなかったが、2 時間

後に陽性サンプルのみ検出できた。プライマ

ーセット Cでは、1時間では検出できず、2時

間後で検出された。水のみの陰性コントロー

ルにおいて検出されているが、アスペルギル

ス DNA の陰性コントロールでは検出されてい

ないことから、注意して操作したにもかかわ

らず、微量の DNA のコンタミが原因と考えら

れる。 

次に、プライマーセット B および C につい

て検出感度を上げるために、loop プライマー

の検討を行った。それぞれのプライマーセッ

トについて2組ずつloopプライマーを設計し

（B-L1,B-L2,C-L1, C-L2）、LAMP 反応を行っ

た（図 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. コクシジオイデス属 loop プライマ

ー の 検 討 Af: Aspergillus fumigatus, Cp: 

Coccidioides posadasii, Ci: Coccidioides immitis, 

dw: distilled water, PC: キット添付の陽性コントロー

ル 

 

全ての LAMP-loop プライマーの組み合わせ

について 30 分で検出可能であった。B-L1 お

よびB-L2では100分後に陰性コントロールで

も検出されてしまったことから、C-L1 および

C-L2プライマーセットが今回検討した中で最

適なものであるとして、今後の検討に用いる

ことにした。 

次に、検出限界の検討を行った。C. 

posadasii のゲノム DNA を定量し、10 倍ずつ

の希釈系列を作製して、C-L1 および C-L2 プ

ライマーセットを用いて LAMP 反応を行った。

ゲノムサイズを 30 Mb で換算すると、どちら

のプライマーセットでも 100 fg、30 コピーま

で検出が可能であった。 

 

７）ヒストプラスマ属 LAMP 法の開発 

上記の戦略に従って、M 抗原遺伝子を標的

としたヒストプラスマDNAに対するLAMP法の

開発を行った。4 組の LAMP-loop プライマー

セットを設計し、そのうち 1 組だけが、5 種

類の臨床分離 H. capsulutum DNA を検出する



ことが出来た（図 3）。 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

図 3 ヒストプラスマ属 LAMP 法の検討 

PC: キット添付の陽性コントロール 

 

D.考察 

 ヒストプラスマ属やコクシジオイデス属が

テロ目的で使用され、国内感染者が発生した

場合には、検体から菌が分離されるかどうか

が予想できないので、医療機関の検査室でこ

れらの菌を偶発的に培養してしまう可能性が

考えられる。 

 今回検討した培養された菌の取り扱い方法

によって、いずれの検査施設でも安全に菌を

分離培養することが可能となり、仮に感染者

が増加した場合、各検査施設においても菌の

取り扱い・同定が可能になるものと期待され

る。 

 Nested PCR による Histoplasma DNA の検出

感度は非常に高く、計算上 1fg のゲノム DNA

が含まれるサンプルにおいてもバンドが観察

された。しかしながら、ゲノムサイズから換

算すると 1細胞に含まれるゲノム DNAは約 40 

fg であり、M 抗原遺伝子は遺伝子上に 1 コピ

ーしかない。したがって、今回の検討での検

出感度の算出は正確ではなく、ストック DNA

の濃度の測定が正確でないかあるいは希釈系

列の作製が正確にできていなかった可能性が

考えられる。いずれにせよ、nested PCR の感

度は非常に高く、現時点では環境サンプルな

どのごく微量の Histoplasma 属真菌が含まれ

るサンプルにおける最も有力な遺伝子検出法

であると考えられた。 

Nested PCR は感度が高い一方で、操作が煩

雑であり、第一段階 PCR 産物のコンタミによ

る擬陽性の問題点がある。この問題点を克服

するために、二種類のリアルタイム PCR 実験

系の構築を試みた。 

インターカレーター法では 10ng の

Histoplasma DNA まで検出することができた

が、nested PCR と比較すると感度において劣

っていた。Taqman probe を用いたリアルタイ

ム PCR においては特異性が上昇することから、

非特異的な反応が抑制されることで若干の感

度の向上が期待されたが、むしろインターカ

レーター法よりも感度が低いという結果にな

った。いずれのリアルタイム PCR 法において

も PCR のサイクルは 40 サイクルのみであり、

80 サイクル反応を行う nested PCR に匹敵す

る感度を実現することは困難なのかもしれな

い。 

 ただし、近年の遺伝子解析手法の進歩は著

しく、PCR に関しては好感度の DNA ポリメラ

ーゼやキットが次々と開発されている。最新

の遺伝子解析技術情報を参考にしながら、実

験系の改良を続けていけば、高い感度と特異

性をもち、なおかつ粗精製サンプルからでも

遺伝子の検出が可能な実験系の構築が可能に

なると期待される。 

 本研究で確立したrealtime PCR実験系では

ヒストプラスマかコクシジオイデスかを特異

的かつ迅速簡便に同定することが可能である。

現時点では菌体から調製した DNA でしか検証

できていないが、臨床検体をもちいてこの

realtime PCR が可能になれば、上記のような

危険を伴う菌の培養を回避することも可能で

あるため、今後実験系の改良を進めていきた

い。 



 病原体の検出法について、PCR 法はサーマ

ルサイクラー・増幅酵素の性能や操作者の技

術への依存が強く、検査実施機関によって結

果が異なることも多い。LAMP 法は反応系は非

常に簡素で、反応温度が定温であるため、サ

ーマルサイクラーの性能に依存しないという

利点がある。しかも、1 時間で微量 DNA を検

出することが可能であり、本実験で確立した

LAMP法を用いればコクシジオイデスおよびヒ

ストプラスマを迅速簡便に検出できる。現時

点では菌体から調製した DNA でしか検証でき

ていないが、臨床検体を用いて本研究で確立

した LAMP 法が可能になれば、上記のような危

険を伴う菌の培養を回避することも可能であ

るため、今後実験系の改良を進めていきたい。 

 

E. 結論 

 胞子を飛散させやすい BSL3 真菌の取り扱

い方法の検討を行った。 

 マルチプレックスRealtime PCRによるヒス

トプラスマ属とコクシジオイデス属の迅速診

断系を確立した。 

 LAMP法によるコクシジオイデス属およびヒ

ストプラスマ属の迅速診断系を確立した。 
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