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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

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

（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、培養を要しない検査技術の開発が望

まれる。本研究は、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する。今年度は、LAMP 法によるコク

シジオイデスおよびヒストプラスマ DNA の高感度検出系の実用化を目指し、乾燥ポリメラ

ーゼの有用性を検討し、菌体取り扱いマニュアル、プライマーセットおよび乾燥ポリメラ

ーゼを使用した検査キットを作製して集団感染時に検査機関、医療機関に送付する準備を

整えた。 

  

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

イデス属（Coccidioides immitis , 

C.posadasii ） と ヒ ス ト プ ラ ス マ 属

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

感染に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。今年度は、コク

シジオイデス属およびヒストプラスマ属の簡

便 か つ 高 感 度 な 検 査 法 で あ る LAMP

（Loop-Mediated Isothermal Amplification）

法を実用化レベルまで改良する目的で、乾燥

ポリメラーゼの有用性の検討、乾燥ポリメラ

ーゼを用いた LAMP 法キットの作製、感度およ

び特異度の検討、菌体取り扱いマニュアルの

作製を行った。 

 

B. 研究方法 

コクシジオイデス属検出のための LAMP 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）で設計したも

のを用いた。 

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（各 4株ずつ）

から抽出した。陰性コントロールとして

Aspergillus fumigatus AfS35 と Candida 

albicans SC5314 の 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）乾燥ポリメラーゼを使用した LAMP 法の検

討 

 

図 1. 乾燥ポリメラーゼを使用した LAMP 法

の感度測定 

 

C. immitis および H. capsulatum から抽出

したゲノム DNA を定量し、10 倍ずつの希釈系

列を作製して、乾燥ポリメラーゼを使用して

LAMP 反応を行った。（図 1）。 

C. immitis、H. capsulatum 共に 2 時間反

応後の検出限界は1 pgであった。以前行った、

通常のポリメラーゼ（液体品）を用いた検討

では、Coccidioides の検出限界は 100 fg で

あった（Histoplasma は未実施）。乾燥ポリメ

ラーゼを用いた場合、感度は 10 分の 1に低下

したが、十分に高感度であると考え、長期間

保存可能である乾燥ポリメラーゼを用いて今

後の検討を行うこととした。 

 

２）複数の Coccidioides および Histoplasma



臨床分離株を用いた検討 

 
図 2. 複数の臨床分離株を用いた LAMP 法特

異度の検討 

これまで、Coccidioides 属、Histoplasma

属各 1 株ずつの臨床分離株から抽出し、精製

したDNAを用いてLAMP法の検討を行ってきた。

千葉大学真菌医学医療センターから両菌種複

数株の臨床分離株を分与して頂き、それらの

菌株を用いて LAMP 法の特異度を検討した（図

2）。また、検査をより簡便に行うことを目的

に、DNA 抽出には精製キット等を使用せず、

エタノール滅菌後の菌体を煮沸した上清を用

いた。今回検討した各 4 株の臨床分離株は全

て LAMP 法によって検出された。また、120 分

の反応では陰性コントロールは検出されなか

った。さらに、DNA を精製することなく菌体

煮沸液を用いて検査を行うことができること

がわかった。 

 

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。 

 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、短時間で微量 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、

今後検討を進めていきたい。 

 

E. 結論 

 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キットを作製し、

集団感染時に検査機関、医療機関に送付する

準備を整えた。 

 

F. 健康危険情報 

 なし 
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