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1　は じ め に

真菌の化学的分類法には細菌と同じように DNAの
GC含量，キノンプロファイルや脂肪酸組成解析などが
ある．しかし，これらの手法の多くは新種記載などの特
別な場合には菌種ごとに推奨される項目について実施す
る程度であり，日常的な同定で実際に行われることはま
れである．しかしながら，DNAの塩基配列を解析する
手法は，いわゆる分子生物学的分類法と呼ばれ，日常的
に利用されている．さらに，マトリックス支援レーザー
脱離イオン化飛行時間型質量分析計（matrix assisted laser 

desorption/ionization‒time of flight mass spectrometry, 

MALDI‒TOF MS）によって得られたリボソームタンパ
ク質のマススペクトルをもとに菌種を同定する手法は，
近年利用頻度が上昇している化学分類法の一つとして挙
げられる．そのため，本稿では核酸増幅検査，DNA塩
基配列解析，In situ hybridization（ISH）法などの DNA

解析手法とMALDI‒TOF MSによる同定の原理や応用例
について紙面の許す限り概説したい．

2　核酸をベースにした分類法

医学の進歩にもかかわらず，侵襲性真菌症は依然とし
て診断上の難題である．2022年に，世界保健機関
（world health organization, WHO）は真菌感染症の病原
体優先リスト1）を発表し，研究および公衆衛生分野にお
ける真菌感染症の重要性を示した．世界中で年間約
1300万人が真菌に感染し，約 150万人が死亡してい
る2）．真菌培養，直接顕微鏡検査，病理組織検査を含む
従来の技術は，深在性真菌症診断のためのゴールドスタ
ンダードである．しかし，これらの手法には，感度，特
異度や所要時間の点で限界がある．高い罹患率と死亡率
を伴う真菌感染症の流行が増加しているため，分子（生
物学的）アプローチの必要性が高まっている．特にポリ
メラーゼ連鎖反応（polymerase chain reaction, PCR）
は，臨床検体から直接，迅速かつ種特異的な同定を可能
にする．本節では，核酸ベースの分子生物学的アプロー
チを紹介する．

2・1　 核酸増幅検査（nucleic acid amplification test, 

NAAT）
広域または汎真菌 PCRアッセイは，普遍的な真菌プ

ライマーを用いて行う．rRNA遺伝子（rDNA）は，真
菌の種の同定に最も頻繁に使用される標的であり，マル
チコピーで存在する．隠蔽種を含めた種の同定は治療選
択を考える上で重要な情報である．属あるいは種レベル
の同定には，通常内部転写スペーサー 1および 2（ITS1

および ITS2）または 28S（26S）rDNAの 5′末端側の
D1/D2領域といった可変領域を PCRで増幅し，DNA

塩基配列を決定する方法が用いられる．これらの系は，
血液，新鮮組織，ホルマリン固定パラフィン包埋（FFPE）
組織を含む様々な臨床検体から真菌病原体を確定的に同
定するために利用されるようになってきている．表 1に
主な PCRの系を記した，また，図 1には rDNA領域の
プライマー位置を記す．

Loop-mediated isothermal amplification（LAMP） 法
は，少なくとも 4種類のプライマーを必要とし，60～
65 ℃ の等温環境下で約 1時間で増幅反応が完了する．
特殊なサーマルサイクラーが不要で特異性が高く，反応
産物の白濁を見るだけで判定が可能であることから簡易
迅速検査（point of care testing, POCT）に適応されるこ
とが期待される．

Realtime定量 PCR（qPCR）は，コンタミネーション
の可能性を最小限に抑え，種レベルの迅速な同定を可能
にし，真菌量に比例した定量サイクル（Cq）を生成す
るため，陽性結果の重要性を解釈する際に有用である．
欧米ではすでにキットが市販されている12）．
また近年，高分解能メルト（high resolution melting, 

HRM）曲線解析法も導入されている12）．HRM法は，
dsDNAに結合する蛍光色素を加えて第三世代 PCRとも
いわれるデジタル PCR（dPCR）装置を使用し，温度を
徐々に上昇させて二本鎖 PCR産物を解離させ，そのパ
ターンを解析することでわずか 1塩基ペアの違いまで
識別する方法である．従来のリアルタイム PCR装置よ
り，精密な温度分解能で，DNA試料を希釈（分散）し
て万単位の蛍光データポイントを収集できる装置であ
り，蛍光色素も従来の SYBR® greenなどとは異なり，
PCR反応を阻害しない．dPCRを使った Aspergillus属，
Candida属，あるいは Pneumocystis jiroveciiの検出の報告
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がある12）．
特定の短い DNA塩基配列を DNAバーコードと名付

け，種の識別に用いる手法があるが，ITS領域は真菌の
バーコード配列としても最も有望な配列であることが，
consortium for the barcode of life（CBOL）の真菌ワー
キンググループから発表されている13）．ITSのデータ
ベースは UNITE14）が充実している15）．しかし，真菌種
によっては，ITS領域の PCRの成功率が低い真菌もあ
る上，種内でのコピー間で変異があり，結果がばらつく
こともある16）．
菌種レベルでの同定には，タンパク質をコードしてい
る遺伝子領域の遺伝子解析が有用である．タンパク質を
コードしている遺伝子はシングルコピーが多く，そのエ
クソン部分は変異が少ないためである．使用される遺伝
子としては，RNAポリメラーゼの最大サブユニット
（RPB1）と第 2サブユニット（RPB2）17），翻訳伸長因子

1α（Tef-1α）18），カルモデュリン（CaM）19），β─チューブ
リン（Tub2/BenA）20）遺伝子が，真菌の系統関係を推定
するために最も一般的に使用されている．特に
Penicillium属には Tub2/BenAが有用であり，CaMも使
用される．Aspergillus属には，Tub2/BenAおよび RPB2

が使用される．また，ミニ染色体維持タンパク質遺伝子
（MCM7）は LSU遺伝子と併用することで，子嚢菌類の
同定に有効である21）．

2・2　DNA塩基配列解析
次世代シーケンシング（next generation sequence, 

NGS）は，一度に大量の DNA塩基配列を決定する技術
で，ハイスループットシーケンス（HTS）ともいわれ
る．全ゲノムシーケンス（WGS）が容易に手に入り，
技術を利用しやすくなったことにより，たとえば抗真菌
薬耐性，宿主内進化（変異），アウトブレイクに関する

図 1　rRNA遺伝子領域の PCRプライマー位置
ITS, internal transcribed spacer；IGS, intergenic spacer

表 1　真菌症診断において一般的に用いられる PCRの系

標的真菌（属） 標的遺伝子 プライマー配列 参考文献（増幅産物のサイズ）

汎真菌 ITS

ITS-1；5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG

（or） ITS-5；5′-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

ITS-4；5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC

White, 19903）

（ca. 600bp）

酵母
28S（26S）
D1/D2

NL-1；5′-GCATATCAATAAGCGGAGGA

NL-4；5′-TTGGTCCGTGTTTCAAGACG

Kurzman, 19974）

（ca. 620 bp）
Aspergillus, Penicillium, 
Scedosporium

β-tubulin
Bt2a；5′-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC

Bt2b；5′-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC

Glass, 19955）

（ca. 415 bp）

Cryptococcus IGS

ITS5；GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

NL4；GGTCCGTGTTTCAAGACGG

IGS1F；ATCCTTTGCAGACGACTTGA

IGS1R；GTGATCAGTGCATTGCATGA

病原体検出マニュアル
播種性クリプトコックス症
国立感染症研究所6）

（ca. 645 bp, ca. 850 bp）
Sugita, 20017）

Mucorales 18S rDNA

ZM1；ATTACCATGAGCAAATCAGA

ZM2；TCCGTCAATTCCTTTAAGTTTC

ZM3；CAATCCAAGAATTTCACCTCTAG

Rickerts, 20068）

（ZM1-ZM2；ca. 407～408 bp）
（ZM1-ZM3；ca. 176～177 bp）

Trichosporon IGS
26SF；5′-ATCCTTTGCAGACGACTTGA

5SR；5′-AGCTTGACTTCGCAGATCGG

Sugita, 20029）

（ca. 200～700 bp）

Fusarium
Elongation 

Factor 1α

EF-1；5′-ATGGGTAAGGARGACAAGAC

EF-2；5′-GGARGTACCAGTSATCATG

O’Donnell, 200910）

（ca. 717 bp）

皮膚糸状菌 ITS（modified）
LR1；5′-GGTTGGTTTCTTTTCCT

SR6R；5′-AAGTAAAAGTCGTAACAAGG

Blanz, 2000 11）
（ca. 630 bp）

ITS, Internal transcribed spacer；IGS, intergenic spacer
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疫学的調査など，従来得られなかった解析結果が報告さ
れるようになった．ゲノムデータは，JGI Joint Genome 

Institute22）などで公開されている．また，メタゲノム
NGS（mNGS）は，患者の直接検体から直接ほぼすべて
の病原体を特定でき，従来であれば見逃されていた深在
性真菌症の診断が可能となってきた23）．しかし，臨床検
査室での NGSや mNGS技術の使用には大きな障壁が
残っている．より広範な導入にはプロセス全体の最適
化，標準化，検証およびコストの削減が必要である．

2・3　In situ hybridization（ISH）法
PCR法は極めて感度の高い手法であるが，FFPE組織
などでは，ホルマリン固定により 1）DNAにニック（切
れ目）が入る，2）DNAにタンパク質が架橋（クロスリ
ンク）する，3）塩基の脱アミノ化などにより分子的技
術が難しくなる．ISH法は，PCR法と同様に非培養法
であるが，PCR法と最も異なる点は，核酸の精製（抽
出）が不要という点である．精製により，核酸はさらに
ニックが入り，ダメージが大きくなる．ISH法はニック
が入っても，プローブがニックを覆って結合すれば，検
出可能である．この現象に対して「scaffolding（足場形
成）」という用語が用いられることもある．アメリカ食
品医薬品局（Food and Drug Administration, FDA）では
2005年に自動 FISHシステムの Class IIでのガイダン
ス24）を発表しており，本システムの診断などでの応用を
促している．日本では核酸をベースにした真菌の診断法
は認可されていない．体外診断用として米国の FDAに
承認されている C. albicans PNA FISHFlow法25）を紹介す
る．この方法は，細胞の固定とハイブリダイゼーション
を同時に行うユニークな溶液 ISHで，フローサイトメ
トリーで検出され，臨床酵母分離株の正確な同定を 1時
間で可能にした．この検査の臨床応用は，病院の大幅な
コスト削減につながった．なお，病原真菌の研究レベル
での ISH法の系は既報26）27）で発表したので，ここでは
言及しない．

3　MALDI‒TOF MSによる分類

3・1　原理
マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型質
量分析計（matrix assisted laser desorption/ionization‒
time of flight mass spectrometry, MALDI‒TOF MS）によ
る同定は近年広く利用されつつある微生物同定法であ
る．MALDIはレーザー光を吸収する有機低分子（マト
リックス）と試料（菌体，タンパク質など）の混合物を
作り，パルス状のレーザーを照射することで試料のイオ
ン化を行う技術であり，TOF MSは加速させた荷電粒子
の飛行時間を計測することにより対象の質量を測定する
分析法で，二つを合わせることにより，イオン化したタ
ンパク質の質量を測定することができる28）．これによっ

て得られた微生物に特異的なタンパク質のマススペクト
ルパターンを比較することにより，菌種などの同定が可
能となっている．本法が微生物同定に用いられるように
なったのが 2004年，臨床検査機器として認可されたの
が 2011年とされている29）．2023年に米国微生物学会が
発刊する Clinical Microbiology Procedures Handbookが
7年ぶりに改版され，第 5版として出版された．その中
には第 4版にはなかったMALDI‒TOF MSのセクション
がおよそ 60ページにわたり加えられており，MALDI‒
TOF MSが微生物同定機器として普及しつつあることを
示している．使用法としては，菌体を釣菌し，菌種に
よっては前処理が必要であるが，ターゲットプレートに
菌体を塗布し，マトリックスを追加後に乾燥させて測定
を行う．得られたスペクトルは自動でライブラリとマッ
チングされ，菌種が同定される．例えば，病原性酵母で
あ る Cryptococcus neoformans sensu lato と C. gattii sensu 

lato の判別は培養法では CGB（canavanine-glycine-

bromothymol blue）培地で数日かけて判別していた30）．
それが，2011年に Realtime PCRで特異的に検出するプ
ライマープローブセットが開発されたことにより数時間
に短縮され31），現在はMALDI‒TOF MSを使用すること
によって数十分での同定が可能になっている．試薬代も
Realtime PCRは数千円に対し，MALDI‒TOF MSは数百
円である．この迅速性と低コスト性が普及の一因となっ
ていると推察される．
真菌の同定には，細菌とは細胞壁の組成が異なるなど
の要因からエタノールやギ酸を用いた抽出処置が必要に
なる場合がある．さらに糸状菌では，菌糸，分生子，胞
子などの状態に応じて細胞に含まれる代謝物の組成が異
なるため，スペクトルに変化が生じ検査結果の再現性を
低下させる原因となっている．それを解消するために均
一な状態の菌体が必要であり，そのために，回転培養に
より小さなマリモのような菌糸塊にするのが検査室にお
いて技師の負担になっている．その負担を軽減する方法
として，Mycelium Transfer（MyT）法が提案されてい
る（図 2）32）．MyT法による判定は手軽にできるため，
検査技師から好意的な評価を得られたことが報告されて
いる33）．したがって，糸状菌の同定にはまずMyT法や
ギ酸オンプレート法31）を試みて，同定 scoreが低い場合
に従来の回転培養およびエタノールギ酸抽出法31）で補完
すると省力化につながると考えられる．また，試料調製
の際にMBT FASTTMシャトルを使用すると，マトリッ
クスの乾燥速度が上昇し，ワークフローの標準化が図れ
ることが報告されている34）．

3・2　データベースの充実化
国内で販売されている真菌が同定できる機種は

MALDI Biotyper®（ブルカージャパン）と VITEK®-MS

（ビオメリュージャパン）の 2機種である．MALDI 
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Biotyper® のデータベースは一般細菌（酵母を含む）を
同定するための MBT Compass Library（BDALデータ
ベース），抗酸菌用のMBT Mycobacteria Library，糸状
菌用のMBT Filamentous Fungi Libraryに分かれている
ため真菌の登録数の推移を把握しづらいが，バージョン
が上がるごとにスペクトルパターンの登録数が増え，同
定の精度が上がり，同定可能な菌種が充実する傾向があ
る（表 2）．
また近年，真菌は分類基準の更新や二重命名の廃止な
どの影響を受け，学名が変更されているものがある．前
述の C. neoformansは C. deneoformansと C. neoformansの
2 種 に，C. gattii は C. deuterogattii，C. decagattii，C. 

bacillisporus，C. gattii，C. tetragattiiの 5種に細分類され
ている．この 7種のうち，C. deneoformansとC. neoformans

はそれぞれ独立した種として登録されているが，C. 

gattii complexは C. gattiiしか登録されていないため，
細分化された菌種がどのように同定されるのかは明らか
ではない．Aspergillus属も近縁種が多く，代表種と隠蔽
種とよばれる近縁種が Sectionとよばれる分類群として
まとめられている．これらの Sectionも代表種は登録さ
れているが，隠蔽種は登録されていないことがある33）．
糸状菌の登録種数は 10年でおよそ 2倍に増えており
（表 3），今後もデータベースの充実化が継続されれば多
様な菌種の同定に対応できるようになることが期待でき
る．
また，MALDI Biotyper® の上位機種である MALDI 

Biotyper® siriusでは，従来のポジティブイオンモードに
ネガティブイオンモードが追加されている．これにより

図 2　MALDI-TOF MSによる簡易迅速真菌同定（MyT）法の操作手順
ブルカージャパン㈱から許諾を得て掲載

表 2　MALDI Biotyper® の各種データベースにおける登録数の推移

2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023

RN Launch June April February April April November July April November

BDAL

（一般細菌，酵母含）
DB-5989

（ver.5）
DB-6903

（ver.6）
DB-7311

（ver.7）
DB-7854

（ver.8）
ver.9 ver.10 ver.11

ver.12

（ver.2022）
ver.13

（ver.2023）
MSPs 5989 6903 7311 7854 8468 9607 10833 11897 12438

Species 2371 2461 2509 2747 2969 3239 3893 4274 4320

RN Launch May March April ─ April ─ Aug ─ ─
Myco

（抗酸菌）
ver.3 ver.4

DB-912

（ver.5）
─

DB-952

（ver.6）
─ ver.7 ─ ─

MSPs 853 880 912 ─ 952 ─ 1069 ─ ─
Species 149 159 164 ─ 178 ─ 182 ─ ─

RN Launch June ─ ─ April March ─ Aug May May

Fungi

（糸状菌）
ver.1 ─ ─ ver.2 ver.3 ─ ver.4

ver.5

（ver.2022）
ver.7

（ver.2023）
MSPs 364 ─ ─ 468 577 ─ 856 779 1021

Species 110 ─ ─ 152 180 ─ 247 222 225

RN, Release Notes；BDAL, Bruker Daltonics；MSP, Main Spectrum Projection = Reference Spectrum
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脂質の測定が可能になるため，タンパク質のマススペク
トルだけでは同定が困難だった菌種の同定が可能になる
ことが期待される35）．

3・3　 MALDI‒TOF MSによる抗真菌薬感受性試験
抗真菌薬感受性試験はおもに微量液体希釈法で行わ
れ，熟練者の目視に判定が委ねられている．そのため，
誰でも測定値を得られる判定法の一つとして MALDI‒
TOF MS の活用が期待されている．MALDI‒TOF MSに
よる抗真菌薬感受性試験には大きく分けて二つの方法が
あり，一つは異なる濃度の抗真菌薬に暴露された真菌株
の代謝産物の変化をマススペクトルから比較する方法で
ある．抗真菌薬を添加して培養すると代謝が影響を受け
るため，マススペクトルにもそれが現れる．段階希釈し
た抗真菌薬を添加して培養し，それぞれのスペクトルを
比較すると，スペクトルの変化が起こる最小薬剤濃度
（minimal profile change concentration, MPCC）が得ら
れる．このMPCCと微量液体希釈法による最小発育阻
止濃度（minimum inhibitory concentration, MIC）の比
較では，C. albicansの fluconazole感受性試験において
相関が得られており36），以降複数の菌種にて同様の報告
がある．もう一つは細菌用に開発された MBT ASTRA

（antibiotic susceptibility test rapid assay）を酵母用に改
良したものである．MBT ASTRAとは抗生物質非存在下
または存在下で同一の株を培養し，得られたスペクトル
から増殖速度を比較し，薬剤耐性を評価する方法であ

る37）．どちらの方法も開発途上であるが，これまで数日
必要だった感受性試験が最短では株が分離された当日に
結果が得られる場合もあるため，適切な治療方針を短時
間で決めるための一助となる有用な測定法である．

4　お わ り に

MALDI‒TOF MSは，そのアップグレードされたデー
タベースにより，スペクトルプロファイルの生成を通じ
て，種レベルまで正確に同定するための効果的な手法で
あり，コストも低い．しかし，MALDI‒TOF MSを含む
表現型分析法には，培養での増殖という前提条件が必要
であり，所要時間の長期化が考えられる．非培養系の分
子診断は，培養の結果が得られないか，あるいは培養の
結果がばらつく場合，あるいは重複感染症例で，同定の
ために真菌を純粋な形で分離することが困難な場合に有
用である．臨床的・微生物学的には疑いがないにもかか
わらず，特異的な診断検査を行わなければ，稀少な病原
体が見逃される可能性がある場合に，分子生物学的手段
で従来診断されなかった病原体の同定に寄与する可能性
があるという利点がある．TOF-MS検査は本邦で認可さ
れているものの，分子生物学的検査は，まだ認可されて
おらず，各施設の臨床検査部あるいは一部の研究機関に
依頼して行うしかない現状である．真菌症に限ったこと
ではないが，複数の補助診断があるが，いずれも単独で
ゴールドスタンダード検査に取って代わるには不十分で
あり，リスクのある患者を最適に管理するためには，宿

表 3　Aspergillus属菌のライブラリー登録状況

Section Species
MBT Filamentous 

Fungi Library 2023
Section Species

MBT Filamentous 

Fungi Library 2023

Fumigati A. fumigatus registered Flavi A. flavus registered

A. felis unregistered A. alliaceus unregistered

A. fischeri unregistered Terrei A. terreus registered

A. fumigatiaffinis unregistered A. carneus registered

A. fumisynnematus unregistered Usti A. calidoustus registered

A. hiratsukae unregistered A. insuetus unregistered

A. laciniosus unregistered A. keveii unregistered

A. lentulus registered Nidulantes A. nidulans registered

A. novofumigatus unregistered A. quadrilineatus unregistered

A. parafelis unregistered Circumidati A. ochraceus registered

A. pseudofelis unregistered A. sclerotiorum registered

A. pseudoviridinutans unregistered A. steynii unregistered

A. udagawae unregistered A. tanneri unregistered

Nigri A. niger registered A. westerdijkiae registered

A. acidus unregistered Versicolores A. versicolor registered

A. awamori unregistered A. sydowii registered

A. tubingensis unregistered A. tennesseensis unregistered

A. sydowii registered

A. tennesseensis unregistered
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主の背景や X線写真の特徴などと組み合わせてより信
頼のおける総合診断が望まれる．
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