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総説

In situでの分子生物学的方法による病原真菌の検出
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7 -7 -1 Narashinodai， Funabashi-shi， Chiba 274-8555， JAP必J
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Diagnosing deep-seated mycoses continues to be a major challenge for a c1inician. Non-culture-dependent laboratory 
assays wi出highsensitivity and specificity are needed for rapid diagnosis of deep-seated mycoses. In the future， c1inical my-
cology laboratories wil1 increasingly utilize nuc1eic acid-based methods for the recognition of pathogenic fungi in patient 
specimens and the identification of主mgalisolates. Over the last 20 years， increasing numbers of papers have documented 
many molecular biological methods feasible for the detection of fungus-specific DNA sequences in c1inical specimens. Poly-
merase chain reaction (PCR) and internal probes are central to廿leseprocedures. More recently， a non-isotopic in situ tech伺
nique has been applied for the detection of pathogenic fungi. These mefuods have the potential to improve diagnostic accu-
racy， thereby accelerating the administration of appropriate antifungal therapy. This artic1e will review recent advances in in 
situ molecular diagnosis of fungal infections. 

(Japanese Journal ofMycology 53: 3 -14，2012) 
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はじめに

深夜性真頭症， とくに Candidaspp.およびAspergillus

spp.に起因する侵襲性感染は，好中球減少症その他のリ

スク悶子を持つ易感染患者の病態と予後を悪化させる大

きな原因となっている.侵襲性病型の真菌症の診断は，

主として臨床診断および真菌学的検査に依存してきた

が，それぞれ特異度および感度の点で限界がある.これ

を補助する目的で導入された診断法が，非;培養検査によ

る血清診断と遺伝子診断である.血清診断用の検査は，

病原真龍特異的な抗原，抗体，代謝物の検出を基本とし

これら検査法の幾っかはすでに製品化され， 日常検査に

使用されている.しかしいずれの検査法も感度および(ま

たは)特異度に問題があり，より信頼性，感度の高い検

査法として PolymeraseChain Reaction (PCR)法をはじ

めとする遺伝子診断が，認可はされていないものの導入

されつつある.
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PCR法全盛の遺伝子診断であるが，臨床検体におい

ては PCR法での解析がかならずしも妥当でない検体が

ある.病理切片やI格疾等の無菌とはいえない襟本である.

Candida albicansやMalasseziaルポげのような腸管，口

控粘膜や体表に常在する真菌稜や，腐生的に環境に存在

する真菌稜の存在が擬陽性を招くためである.これらの

検体に遺伝子診断を応用するためにはinsituでの分子

生物学的手法，in situ hybridization (ISH)やinsitu PCR 

などの潟発が望まれるが，残念ながら真菌症の診断にこ

れが応用された例は少ない.この手法は組織から DNA

を抽出して行う解析法に較べ，手潤のかかる検体からの

DNAの精製が不要なため，操作が容易であり，自動化

も可能である.組織内の真菌由来の核酸の局在を直接視

覚的に観察できるので，診断とともに，組織背景の観察

による病因の解明にも有用である われわれは，in situ 

での分子生物学的手法を用いて，組織切片上で病原真菌

を視覚的に検出する真菌症DNA診断法の開発に成功し



ている.まだ上市されていないが，迅速性やコストを鏡

みても臨床的に満足できる程度に達してきたので紹介し

たい (Hanazawaet al. 2000; Shinozaki et al. 2011) 

1. In situ 法とは

1n situ法は，核酸が存在する生体内の原位置のままで

(in situ) ，その存在とともに形態学的に検出する方法で，

通常組織切片を用いて特定の遺伝子を検出する.Fig.1 

に示すように3種類ある.組織の前処理はほとんど同じ

ではあるが，第 lに組織の上で、襟識したプロープを用い

たハイブリダイゼイションを行う insitu hybridization 

(1SH)法，第2iま襟識したヌクレオチドを用いて組織

上で直接PCRを行う insitu PCR (IS-PCR)， primed in 

situ labeling (PRINS)あるいは direct1らPCRと呼ばれる

方法で，第3は非標識のヌクレオチドを用いた PCRを

組識上で行った後で¥標識したプロープを用いたハイブ

ワダイゼイションをf子う insitu PCR hybridization (PCR 

in situ hybridization， PCR-ISH)あるいは indirectIS-PCR 

と呼ばれる方法である.本論文では， ISH法に焦点をお

いて述べる.

2. ISH 法

2 -1.材料および方法

組織は.通常ホルマリンで固定されたパラフイン包埋

組織 (formalin-fixedparaffin-embedded tissue， FFPET) 

切片を用いるが，気管支所li総洗浄液 (BAL)，血液培養，
尿や!陸揚なども対象になる.一番向題になるのは，組織

画面

(lらPCRJ
組織の前処理
プロチアーゼ
アセチjレ化など

(PCR-ISHJ 
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の闘定時間と盟定溶液であろう.一般的に固定時間を長

くしない， ピクリン酸を含むBouin's固定i夜や，水銀を

含む回定液を避けることがあげられる. GiIlespieら

(2002)によれば，細抱の形態維持および核酸の検出な

どを総合的に判断すると，アルデヒド系の固定液に絞ベ

アルコールをベースにした国定液， *ifに70%エタノー
ル:100%メタノール (3: 1)が{憂れているとしている.

固定液中の組織は不安定で、あるが，ブロックは長期保存

可能である.病理組織襟本は， DNAの膨大な供給源と

考えて良い.rジュラシックパークjのように DNAか
ら個体を再生することは無理であっても，その断片をと

らえることができる.FFPETでは DNAの変性が起こっ

ているので，短い領域を増幅あるいは検出するようにす

る.Foss RD の PCR法による訟~A の検出結果を既報で

比較した結果では (Fosset al. 1994)，国定液はエタノー

ル， Omnifix (Ancon Genetics， Inc.，抗elωville，NY， 

むSA)，そしてホルマリンの}I阪で培iIp高効率が良い結果が

多く，増幅する長さは 75~245 bp位であれば結果に差

は無いようだった.ただし， Nuovo (1996)は， IS-PCR 

法による場合は，プロテアーゼ前処理をした場合は，中

性ホルマ 1)ン15時間国定の方がエタノール回定より良

いと述べている.

われわれが用いている digoxigenin(DIG)標識したプ

ローブを用いるおH法は，大きく 3つのステップに分

けることができる (Table1). 1)プロテアーゼなどによ

るプローブやブライマーを細抱へ浸透させるための前処

理， 2)ハイブリダイゼイション， 3)抗DIG抗体による

陽性シグナルの検出である.一番問題となるのは，1)

の前処理のステップで，これが成否の鍵を握っていると

Hybrid ization 
十DIG標識プローブ

zζ1111 
TACG 

PCR 
+ DIG側11-dUTP

PCR 
Hybrid ization 
+ DIG標識プローブ

検鏡

Fig. 1. 3 fjf[のillsitu 11ミ
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いっても良い.

2 -2.組織の前処理

前処理とは，ハイブリダイゼイションの前にタンパク

分解酵素ProteinaseKなどを用いて，結合組織などを

分解してプローブが組織に浸透しやすくするステップの

ことである.詳細は省くが， FFPETの場合の前処理カミ

らハイブリダイゼイション， ti食出までのステップをTa-

ble 1に示した.

このステップの中では，主にプロテアーゼ処理が重要

である.細目包内の DNAはヒストンのようなタンパク質

によって折りたたまれている上に，ホルマリンのような

国定処理により DNAにタンパク質が架橋(クロスリン

ク)する (Fig.2). この架橋が強いと DNAは変性のス

テッブで一本鎖に離れることができない.プロテアーゼ

処理の白的の一つは，このような DNAに結合したタン

パク質を壊して，プローブやプライマーに結合できるよ

うにすることである すなわち変性処理をした際に，

DNAが二本鎖から一本鎖に容易に変換できる状態にす

ることである. もう一つの自的は，細胞!践を穏やかに壊

して，プロープや酵素などを透過させることである. し

かしプロテアーゼ処理をし過ぎると，非特異的なパッ

クグラウンドを生じる.細胞膜まで壊れてしまい，結合

したプロープなどが細胞内に留まらず，漏出するためと

考えられる.そのため，プロ，テアーゼ処理後に回定のス

テップを加える場合もある.また，綴織によって反応時

間を検討することも必要であろう

アセチル化は酢酸あるいは無水酢酸トリエタノールア

ミン溶液によって行うが，組織やスライドグラスに立すす

Table 1. ISH法の概略

処理方法 時間 温度

脱パラフイン キシレン，エタノ}ル下降系列

H20 

日Cl

Proteinase K 

Glycine耐PBS

CH3COOH 

変性

Prehybridization 

Hybridization 

2xSSC 

O.2xSCC 

Blocking 

X500 anti-DIG antibody 

0.2% Tween 20， 100 mM  

Tris-HC1， 150 mM  NaCl 

BCIP-NBT反応、

lOmin 

lOmin 

5min 

10min 

15sec 

lOmin 

60min 

12-18hr 

15min， 2国

15min， 2屈

1 hr 

30min 

15min，31国

30miル14hr

RT 

RT 

37
0

C 

RT 

llllce 

94
0

C 

50
0

C 

50
0

C 

50
0

C 

50
0

C 

RT 

RT 

RT 

37
0

C 

るプローフゃの静電気的な非特異結合を減少させる アセ

チル化や塩酸処理によりt鉱恭性タンパクなどポジテイブ

チャージの分子が中和されるとされている.

2-3. DNAを標的としたプローブ

ほとんどのプロープは rDNA(l8S， 28Sあるいは

5.8S)を襟的としている.データーベースのデーターが

多い上に，コピー数が多いからである.Table 2に既報

のプロープの標的および種類をまとめた.

ホjレマリン思定などによってタンパク質にクロスリンクされた5'突出DNA
5' r-.. 3' 

再アニール/Taqによる伸長/digoxigenindUTPの取り込み
dUTP 

5' 

5' 

Taq 

5' 
Fig.2. 組織固定によってクロスリンクしたタンパク質による insitu i去における偽陽性反応
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DNAを襟的とするプロープの長さとしては 300から

750 bp i立が組織に浸透しかっ染色体上の塩基配列を
検出するのに適当である.568 bp， 333 bp，および154

bpのプロープを用いて，Aspergillus βtmigatusの染色体

上に 1コピーあるアルカリプロテアーゼ遺伝子を検出し

たところ， 568 bpでは明瞭な発色， 333 bpでもいくら

か強度は落ちるが明らかな発色が認められた. ところが

154 bpではほとんど反応していなかった (Hanazawaet 

al. 2000). コピー数の多い遺伝子ではこの長さの問題は

クリアされる部分もある.2コピーある場ー合は， 254 bp 

のプローブでも問題なく陽性シグナルが得られた.

2-4. 汽NAを標的としたプローブの種類

貯Mを標的とする場合は，短い配列をプローブとし
て選ぶことができる.*端を蛍光標識し直接検出する

fluorescence in situ hybridization (FISH)も用いられる.

DIGなどを標識して，一度抗DIG抗体を結合させてか

ら検出する方法もある.病原真閣ではほとんどないが，

環境中の真菌のFISHの場合注意すべきは，自己蛍光が

ある真茜であろう (Baschienet al. 2001). また，蛍光標

識によく使われる fluoresceinisothiocyanate (FITC)は

陰性に荷電しているため，好酸球を多く含む検体では，

偽!湯性になるので用いることができない(羽ahmudiωAz-

er et al. 1998). 

最近のより進んだプロープ~しては， peptide nuc1eic 

acid (PNA)プローブ (Fig.3) (Wilson et al. 2005; Shepa-

rd et al. 2008)がある.DNAやRNAの主鎖は糖(デオ

キシリボース， もしくはリボース)がリン酸ジエステル

結合を介して繋がれているのに対-し， PNAの主鎖は (N-

(2ーアミノエチル)グリシン)がペプチド結合で繋が

れている. PNAにはDNAやRNAに見られるリン酸基

村山

による陰電荷がないため，静電反発の減少により， PNA 

とDNAで形成される 2重鎮は， DNAlDNAの2重鎖

よりもきわめて強い.

さらにlockednuc1eic acid (LNA)プローブも開発され

た. LNAとは， リボ核酸の 2'位の酸素原子と 4'位の炭

素原子がメチレンを介して架橋した2つの環状構造を持

つ人工核酸 (Fig.3)である.

PNAやLNAの特徴は通常の DNAやRNAプロープ

に較べ，以下の4つがあげられる.

1)相補鎖の DNAlRNAに対する親和性が高く，熱

安定性が高い.融解温度が高い.

2)配列特異性が高く， 1塩基のミスマッチでも検出

できる. LNAでは完全に相補的な配列と 1塩基の

ミスマッチ配列では融解温度の蓋が26
0

Cにもなり，

高感度に一塩恭変異が検出できる (Petersenet al. 

2002) . 

3)核酸分解酵素 (exonuc1ease，endonuc1ease)に対

して安定で，分解されにくい.取扱い易く，長期安

定である.

4)セルフアニーリングによるプローブ内の2次構造

形成が起こらない.

2-5. プローブの特異性

同じhybridization法でも，チューブやメンブレン上

の状態とはかなり異なる.反応、牲が悪いのである.われ

われは (Hanazawaet al. 2000)， A.ルmigatusのアルカリ
プロテアーゼの一部を標的とした 569bpのプローブ

(ALP)を作成した.A.β仰 igatusの患者組織の ISHの

強拡大像を Fig.4に示したが， Grocott染色と同様，真

菌要素に沿って陽性シグナルが明らかに認められる.

ALPは，A. flavusの間部位とは76.9%，A. nigerのとは

B

同州

〈
o
f
J
U
0
0

?

N

ら
N
¥
/久
N

仁
f
N
-

bOiや0
2

1

0

|

DNA 
Fig.3. DNA. PNA.およびLNAの構造

PNA 
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論文

Table 2.病原真菌を標的にした既報のISH法

5hinozaki et al. 2011 

Montone et alマ20日

Montone et al. 2010 

Wang et al. 2010 

Martin et al. 2010 

Lantz et al. 2010 

Montone et a1. 2∞宮
Montone2閃9

授辺註盟国，1鵬
Xufre et al. 2006 

Peters et al. 2006 

Abbott et al. 2∞6 

Teertstra et a1. 2004 

Hayden el al. 2003 

笠血盟主色沼i
FIωanutJ1spp 
主笠加思L
Dematiaceous fungi 
Alterllar肌 Bゆolaris，αtrvularia，
C'ladcゆo川1111，Scedosporium spp.を含む
Coccidi山d田 immitis
Coccidioid，四戸田adasii
笠nfungal
Caud日目daalbic即応
主詮区坐臼な怨g
Cηψtococcus neo舟rma1ls
Crypto叩ccusgattii
Cりが0叩ccusneo，舟r111a1l5
Cryptococc出 gattii
1Jniversal for eukaryotic or.ロamsms
Candida albicans 
生必投tropical主
必包蛍生虫盟二
Fusariu1JlSp 
Fusaril笠誕

生I!!.笠笠笠~
Pich白町IOmala
saccharomyc回 cerevisiae
C切η抗品'akrusei 
Candida albicans 
C酎'IdidadublinI日'1515
Catldida tJ門oPicaiis
Caudidagl抽出品。
Caudidapα叩由silosis
Eubacteria 
Pan-yeast 
His的'tlasmacaμulatum 
Cryttococcus neo.舟rnlatls
Blasfo町!ycesdermatitidis 
c'occidioides immitis 
Euc戸ry?
Schizotliりllum叩mmUlle

Fusarium sp 

Pseudal/目cheriaboydii 

Aspergil/us sp 

色些盟主i
Ri.t!bv eiaJ. 2閃.z eaudida alblCOJ1S 
Hayden el al. 2002 Caudida s甲ー

Aゆergillussp 
Aspergill出'sp.
Mucor. RhizomucoπRhizopus， Saks四 aea
Absidia 
Cu1tJlillgh仰 w/la
ApoP/'り'Somyc四
Panfun疋al

Hayden et al. 2001 His加tlasmacatsulatu11l 
Histoplasma ca向uia帥m
Blas白町芯esdermatitidis 
BlastonザC回 dermatitidis
Crypto四CCUSlleq，舟rmans
Crypto四cc出匁叫舟問101/5
Coccidioides immitis 
Cり町idioid回 immitis3:凶 'hnxschellckii 
叩thrixscltenckh 
FanfuoR'al 

Perry-O'Keefe et al. 2001 Eucarya 
5accharomvc羽 cerevisiaeMeyen 

Oliveira et a1. 2001 Calldida albicans 
Candida dubliniensis 

FI5H 
15H 
15H 
IS-PCR 

5SrRNA 15H 
185rRNA 15H 

討ayashiet a1. 1990 Plleu1Jlocystis jirovecii 5S r貯，A 15H GGGATACGGTATA:τTCTCfGAGGT 
PtzelηlOcystisjirOl，町 U ~r対，A 15H CCATATGGTCACCCACTATAGT 
Pl1eumocystis jirovecii 185 rRNA 15H GGTAATCCAGGAGGGAAGGATCAGT 

ヒトのPllet附'tocys拍裁は2∞2年より。 Pl1四mocys拍 ca出niからPncumocystisjiroveciiが起凶閣とされ改名されたので従った 参考文紋はJj;(論文中でヲ1mされていたものである
じseaFASf 5epsis Kit (5eaPro Interna山onalB.Y.， Lelys同d，tl1e Nelherlands) 

Jensen et aL 2001 

Kempf et aL 2000 

Ranazawa et al. 2∞o 
kobavashi et aL 19日9
De Brito etaL 1自99
Sterflin符eretal.1998
1ischewski et a1. 1997 
Park et al. 1997 

Lischewski et aL 1996 

kobavashi et aL 1996 
Montone et aL 1995 
2盟~民aL 1994 
Montone 1994 

Pneumocystis jirovecii 
An eukaryototic町田msm
Calldida albicans 
Ca1tdida f!labrafa 
Candida krusei 
Candida taratsilosis 
A.ll yeasts 
Aspergillus spp 
Astergillusβwzif[atus 
flaracoccidioides brasilie1Zsis 
梼原性黒色災関

会主互生主ara何 l田 15
As.世e伊'[[us
Aspergilll1s 
ASPC1宮illus
plleWJlOCl芯tisjirovecii 
Candida albical1S 
Cal1dida t叩'picalis
A11 eukaryototic organism 
pneumocys!is jirovecii 
Aspergilll1s spp. 
heumoC)宿泊ji削 ecIl

Aspe刷11lS.~P1?:
竺竺笠笠l竺jirovecii

設 a9
285rRNA 
28SrRNA 

285rRNA 

5.85 r剣 A

185rRNA 
185rRNA 
185rRNA 

265rRNA 

26SrRNA 

185rRNA 

185 rIu'lA 

185 r宜NA
285rRNA 
285rRNA 
alkal旦笠旦笠inase
265rRNA 
26SrRNA 
18SrRNA 
185rRNA 
265 r豆NA
265 r悶 A
185r悶 A
185rRNA 
165r悶 A
265rRNA 

一A
A
A
A
A
A
一A
一A
A
A
A
A
A
A
A
一A
A
A
A
A
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プロープ(配列.長さ キットなど)

GATGATCAACCAAGCCCA 
T~CTTGTGCGCTATCGGT 

GCTATGACGTCTCCCCTA:τ百TGGC

CTCIIIIIIIIATTATATCC 

CCGATCCCTAGTCGGCATAG 
GCCAAGGCJ寸~TACTCGCT
cfCTGGCTTCACCCTA:τTC 

CCAGCCCTTATCCACCGA 

GTCGCGη~CTTGGGAGT 

GCTGCCTCCCGTAGGAGT 

GCCAAGGCTTATACTCGCT 

GCGGGTCATCATAGAAACACC GC 
CACCGCATCAAAGTCATC 
CACCGCATCAAAATCATC 
583 bo 
GACAGGCAATATCAGCAGA 
TCACTTACGTCGCAGTCC 
GATTCTCGGCCCCATGGG 
GCCAAGGCTTATACTCGCT 

CCGCCAAGCCACAAGGACr 
CCTGGTTCGCCAAAAAGGC 

J¥CCAGACTTGCCCTCC 
120bo 
τLCACACCCTATGGTCGTATGT 
378bo 
TCCACACCCTATGGTCGTA、:rGT
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ISH x400 Grocott x 400 
Fig.4. 臨床患者組織におけるAsμrgillus~認を標的にした ISH法とグロコット染色

A. fumigatus感染
ラット1市 3.3x20

A.河avus惑染 A. niger感染
マウス腎 3.3x20 マウス腎 3.3x20

Fig. 5. Aspergillus属感染動物組織のALPプロープ (569bp)を用いたISH像

65.9%の格向性であるが，A. nigerとの反応性は，検出

はできるが弱い (Fig.5). 

遺伝子のデーターベースが驚異的な勢いで増えている

暁在，プロープのデザインは一昔ほど困難を覚えないが，

それでも実用化に耐えるだけの特異性や感度をもったプ

ローブの開発は，いまだに問題である.次のようなデー

ターベースもあるので参照されたい.現在までに論文化

された rRNAを襟的にしたオリゴプロープについて，ウ

ィーン大学で作成したprobeBase(http://www.microbi-

al-ecology.net/probebase/)というデーターベース (1ρy

et al. 2007)である.マイクロアレイと FISHのプローブ

であるが， FISH用の真菌プローブは23穣が登録されて

いる.Table 2に病原真菌用のプローブは，ほとんど網

羅したが，環境真曹についても幾っか含まれている.
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rRNAの配列については， リボソーム遺伝子の配列の

データーベース RDPII. Greengenes， SILVA， and FGPR 

などから，提供を受けているとのことであり，自分で作

成したプローブもチェックできる (probeCheck，Loy et 

al. 2008). 

2-6.陽性発色の増強

標的が少ない場合， catalyzed reporter deposition 

(C腿 D)働FISHといわれる方法が開発されている.プロー

ブはFITCなどの蛍光の代わりに horseradish-peroxi-

dase (HRP)で標i議し， HRPがリポーター (Tyramide制

Cy3)を沈着させる TyramideSignal Amplification (TSA) 

反応により可視化する.通常の FISHの20-30倍の感

度を示す.これを 2困繰り返すtwo-passCatalyzed re-
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ホルマリンなどの瞳定によりタンパク質がクロスリンクされ.5'慨が突出している

5' r-. 3' 

タンパク賓

DideoxyTTPによる前処理

Dideoxy TTPが結合しているので，
IS-PCR中のTaqによる伸長が妨げられる

5' 平岡

Fig. 6. I~叩CR 法における dideoxyTIP (ddTIP)をfflいた，偽陽性反応の抑制の模式関

porter deposition (CARD)-FISHでは400倍近いシグナ

ルの増幅が認められるという (Pernthaleret al. 2002). 

3. IS-苧CR~法去

IS-PCR法は. digoxigeninなどで標識したヌクレオチ

ドを直接PCR産物に取り込ませ. I~トPCR後すぐに免疫

総織化学的に標的を検出することが可能になる.次に示

すPCR-ISH法と較べ. ISHのステップを省くことがで

きるので，手間と時間を少なくすることができる. しか

しわれわれの結果では. IS-PCR法では無視できない

偽陽性に近い所見や陽性シグナルの浸漏が待られた.こ

れはおqDNA polymeraseのDNA修復機能による，標

識されたヌクレオチドの非特呉的な染色体DNAへの組

込みもその原閣のーっと考えられる (Fig.2).すなわち

DNAの損傷が多い検体ほど偽陽性の危険性が高まる.

これを防ぐために.IS-PCR法では ddτTPを用いてあら

かじめ DNAポ1)メラーゼ、でニックあるいはギャッブを

埋めておく操作が前処理として必要になる (Fig.6).

PCR-ISHはPCRの持つ高い感度と ISH法の持つ部位

特異性を検出するという 2つの特徴を兼ね備えた，新し

い分子病理学的解析法である single copyをも検出で

きるとされ.DNAの再構成，染色体の転座あるいは点

突然変異なども検出できると考えられている.ウイルス

の核酸の検出などによく用いられている.組織切片にお

いてはPCRの効率が悪いため，プライマー対 (multiple

primer pair)を数種用いて細胞内の標的DNAを増幅さ

せ，プローブも数種をj昆合させた oligonudeotideprobe 
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cocktailによる ISHで検出する方法も使われている.

4. まとめ

4-1. IS法の長所と短所

長所を以下にあげる.

1)稜々の総織材料に応用できる(パラフィン切片，

染色切片，マイクロダイセクショント

2)塩基配列が知られている遺伝ヲ乙であれば標的にな

る.

3)後ろ向き研究として多くの標本を用いることがで

きる.

4)組織学的染色法に較べると特異度が高い.通常の

染色法と比較して，属あるいは種レベルの同定がで

きる.

5)特異抗体より街使にプロープやプライマーを作製

できる.

短所としては. Grocott染色や PAS染色に較べて必ず

しも感度が泉くない. Grocott染色は，真菌に含まれる

多糖類をクロム酸で酸化させると，遊離アルデヒド基が

でき，これをメセナミン銀で染め出す方法である.おそ

らく細胞接の多糖類の方が核酸より保存性が良いためで

あろう.

しかし通常のチューブで行う PCR法と較べると in

situでは，核畿が級織内で回定されているため，プロー

プや amplicon(増幅産物)が重なりあって.scaffolding(足

場)の形成が見られ，核酸を抽出する方法に比べて，感

度が良い場合がある (Fig.7).チューブ内の PCR法では，
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In situ 

令;標識体，~. .~ハ;標識されたプローブやブライマー
UGすでも AU~

Fig.7. 111幻tu法でみられる scaffolding(足場)の形成
1n situ法では，核酸が組織内で悶定されているためプロープやampliconが重なりあって，核費支を主u出する方法
に比べて感皮が良い場合がある.

DNAは抽出に伴いさらにニック(切れ自)が入ったり，

さらに断片化したりする.そのようにばらばらになった

状態ではプライマーやプローブはその一部がアニールす

るか，あるいはまったくアニールできない状態になる.

1n situ法では，ニックが入っていても披出操作を伴わな

いため一応襟的DNAは形を保っていて，そこにプロー

ブやプライマーが結合することができる.われわれの経

験でも， PCIえでは検出できず， ISH i:去で検出できた例

は多い.

4-2.販売されているプロープ，キット

米国では，上市するのに必要なアメリカ食品医薬品局

(FDA)の安全性・有効性を証明する申請書 (510(k)) 

の承認が下りている PNAFISHFl
ow 
kit (AdvanDx， Wo-

burn，羽A，http://www.advandx.com/)がある.これは，

“c.αlbicans and/or仁parapsilosis"，“C. tropicalis"，“仁

glabrata and/or C. krusei"，“仁 dubliniensis"，“仁ραrapsi-

losis"のプロープあるいは90分ほどで判定できるキット

を用いて，培養茜体や血液中の閣を悶定する系である

(Gherna et al. 2008; Trnovsky et al. 2008; Bishop et al. 

2008; Torner et al. 2007; Shepard et al. 2007; Reller et al. 

2007; Wilson et al. 2005; Sogaard et al. 2005). C. albicans 

とnon-αlbicansを区別して，アゾール系薬剤に耐性の仁

glabrataとC.kruseiであれば薬価の高いキャンデイン系

抗真菌剤であるカスポファンギンを用い，仁 αlbicansで

あれば薬価の安いフルコナゾールなどのアゾール系薬剤

を用いるためである.皆保険ではない米国では重要な問

題で，一患者・あたり， 1，729ドルあるいは1，837ドルも
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節約できるので¥一検体あたり通常の同定法で2.83ド

ルのところがPNA-FISH法で82.72ドルかかるとしても

迅速性のため社会的経済コストに見合うとしている(Al-

exander et al. 2006; Forrest et al. 2006).残念ながら組織

切片において応用された例はまだ報告されていない.

その他にオランダの seaFASTSepsis阻t(SeaPro In-

ternational B.V.， Lelystad， the Netherlands) を用いた汎

真菌， C. dubliniensisあるいはC.tropicαlisの検出例が報

されている (Peterset al. 2006). 

4-3. ISHの精度管理

実用化には，プローブやプライマーの精度管理が問題

になるが本邦では規定はない.米屈の Foodand Drug 

Administration (FDA)は， 1998年に免疫組織化学 Gm-

munohistochemistry， IHC)の精度管穫のコゲイダンス 2っ

とPointsto Considerを出していたが，やっと 2005年に

なって自動FISHシステムについてのガイダンスが出さ

れた (U.S.Department 2005).法律的な決まりに関する

注意がほとんどであるが，偽陽性の問題，再現性の陪題

などにも触れている.

おそらく一番大事な点は以下の2つだと思われる.第

一に組織の選択，閤定， ISHの操作には特別の研修が必

要.特に組織の前処理には注意を要する.第二に結果の

解釈は他の形態学的，組織病理学的基準のコンテクスト

の中で蓑任のある病理監が最終的には判断することであ

る.この第一の点については，キット化， 自動化などに

より，対応することが可能で、ある.

最後に本方法が本郊でも広く襟準的な方法として使用
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され，臨床的に実用化することを望む.

摘要

深夜性真菌症は多彩な病像を示す上に，従来の方法で

は診断が困難なことが多く，より確実な早期診断法の確

立が望まれている。著者等は組織内真菌の局在と同定を

可能にする insituでの分子生物学的手法を用いた病理

総織切片上での病原真菌の特異的検出法を開発してき

た。本報は，in situでの分子生物学的手法，すなわち in

situ hybridization法あるいは insitu PCR 1:去について概

説し本法を用いた既報の病原真菌の検出についてまと

めた。
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