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は　じ　め　に

　こ れ ま で Pneumocystis cariniiは カ リ ニ 肺 炎

（Pneumocystis carinii pneumonia）の原因菌とされて

いたが，分子生物学的性状に基づいて，ヒトに寄生する

ものは Pneumocystis jirovecii（以下 P．jirovecii），ヒ

ト以外に寄生するものは Pneumocystis cariniiと命名

され，Pneumocystis carinii pneumoniaは Pneumocystis 

pneumonia（以下 PCP）と呼ばれるようになった。

　P．jiroveciiは，日和見感染病原菌の１つであり，健常

人に対しては不顕性であるが，免疫力が低下した状態の

患者に感染すると，重篤な肺炎 PCPを引き起こし，死に

至ることもある。AIDS，骨髄移植や化学療法を実施し

ている患者にとって，PCPの早期診断はきわめて重要で

あり，迅速で確実な診断法が必要とされている。

　P．jiroveciiは分子生物学的性状から真菌の一種と考

えられているが，培養方法は確立されてなく，検出法は

検査材料をスライドガラスに塗抹し，菌体を顕微鏡的に

確認するのが一般的である。菌体の観察を容易にするた

め，ギムザ染色，トルイジンブルー O染色，グロコット

染色や P．jiroveciiに特異的なモノクローナル抗体を用

いた免疫染色などが利用されるが，形態的な検出には経

験が必要であり，感度の面でも限界があった。今回我々

はこれら問題の解決策として，PCR法を用いた P．jirovecii

の検出について検討したので報告する。 

原 理 ・ 方 法

　P．jiroveciiの5S rRNAをコードするDNA領域にプラ

イマーを設定し１），PCR反応による増幅産物の有無を確

認した（図１）。

１）DNA抽出

　喀痰，気管支洗浄液，BAL等の呼吸器材料全般を

対象に，QIAamp DNA Blood Mini Kit（QIAGEN）

を用いて DNAの抽出を行った。本キットは本来血液

等，液状検体用であるが，前処理のタンパク分解酵素

処理時間を規定の10分から60分に延長し，検体の粘性

を除去することで，その後の行程を液状検体と同様に

取り扱った。抽出した DNAは吸光度を測定し，濃度

および純度の確認を行った。

２）PCR反応

　反応液 50μl中に最終濃度が dNTP 200μM，各

Primer 0.5μM，Taq 25mU/μlとなるように調整し，

検体 DNAを100ng添加した。反応条件はホットス

タート95℃10分，熱変性94℃30秒，アニーリング55℃

30秒，伸張反応72℃30秒を40サイクル，最後に付加伸

張反応72℃７分を行った。また同時に，内部標準物質

としてβ-globinの検出も行った。

３）電気泳動

　エチジウムブロマイドを添加した６％アガロースゲ

ルによる電気泳動を行い，トランスイルミネーターに

て120bpの増幅産物を確認した。

４）クローニング

　標準物質作成のため，TOPO TA Cloning Kit

（invitrogen）を用い，本 PCR増幅産物のクローニン
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グを行った（図２）。P．jiroveciiの PCR増幅産物の精

製後，pCR 2.1-TOPOベクターにライゲーションし，

大腸菌 DH5αの形質転換を行った。次いで大腸菌を
X-galを塗布したアンピシリン加 LB寒天培地に播種

し，37℃で一晩培養した。翌日，白色もしくは薄い青

色のコロニーを数個，LB液体培地に浮遊させ，37℃

で一晩培養したのち，Miniprep DNA Purification Kit

（TaKaRa）にてプラスミドの抽出を行った。得られた

プラスミドの DNA濃度を測定し，次式によりコピー

数を算出した２）。

Copies of plasmid（copy/ml）＝［6.02×1023（copy/mol）］

× amount（g/ml）/［length（bp）×660（g/mol/bp）］

５）リアルタイム PCR

　LightCycler DX400（ロッシュ）で作成した標準物

質の希釈系列を測定し，SYBR Greenによる反応系で

定量性の検証を行った。反応液は全量20μlあたり，検

体 DNAを10μl使用し，その他の成分は最終濃度で１

×FastStart DNA Master Mix，プライマー 0.5μM，

MgCl２3mMとなるように調整した。反応条件はホッ

トスタート95℃10分，熱変性95℃10秒，アニーリング

62℃10秒，伸張反応72℃16秒を35サイクル行った。

結　　　　　果

　PCRと形態学的検査を比較した39例では，PCRで13

例，形態学的検査で２例から P．jiroveciiを検出した。

PCRにて P．jiroveciiを検出した症例は，いずれも臨床

的に PCPとして矛盾のない症例であった。形態学的に

P．jiroveciiを検出した２例中１例は，複数回の形態学的

検査で菌体の確認が可能であった。PCRに対する形態学

的検査の検出感度は15.4％，陽性一致率は100％であっ

た（表１）。

　標準物質の希釈系列を用いたPCRでは，1 . 0×1 0 ０ copy/μl

までの検出が可能であった（図３）。また、リアルタイム

PCRでは1.0×10６～1.0×10１copy/μlまで良好な直線性

が得られた（図４）。

考　　　　　察

　PCPは免疫力が低下している状態で，発熱，呼吸困難

等の臨床症状，胸部 X線の両側スリガラス状陰影，酸素

分圧低下がみられた場合に疑われるが，他の感染症との

鑑別は難しく，診断確定にはP．jiroveciiの確認が必須で

ある。しかし，喀痰や気管支洗浄液等から形態的観察に

よりP．jiroveciiが検出できる症例は少ない。検出率の向

上を期待し，複数回の検査を実施することもあるが，費

用対効果の面からも有効な手段とはいえなかった。血清

学的検査としてβ-D-グルカンの測定も有用といわれて

いるが，真菌の細胞壁成分の検出を原理とするため，真

菌感染全般で高値を示し，結果の解釈には注意が必要で

ある３）。

　今回我々が検討を行った PCRによる P．jiroveciiの検

出は，形態学的検査よりも明らかに高い検出率を示した。

標準物質を用いた感度の検討でも，1.0×10０copy/μlま

図２　TOPO TA Cloningの原理
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図１　P．jirovecii 5S rRNA 配列と PCRに用いたプライマー （GenBank Acc．No．S７８１８５）
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で検出可能であり，本法の高い感度を客観的に証明する

ことができた。P．jiroveciiの5S rRNAをコードするDNA

領域を増幅するプライマーは，他の肺疾患を引き起こす

真菌や細菌と反応する可能性がきわめて少なく，高い特

異性が報告されている１）。呼吸器材料は食物残渣，血液，

炎症性細胞，雑菌，粘液成分等，PCR反応を阻害する可

能性のある物質の混入も多いが，非特異的反応はみられ

ず，安定した結果を得ることができた。また増幅産物が

120bpと比較的短く，鋳型 DNA損傷の影響を受けにく

いことから，固定後検体やパラフィン包埋組織からの検

出も可能と思われた４）。

　PCPの治療では主にスルファメトキサゾールとトリ

メトプリムの併用療法である ST合剤を２～３週間使用

する。ST合剤は P．jiroveciiの葉酸合成阻害と葉酸活性

阻害により抗菌作用を示すが，副作用として骨髄抑制，

肝障害，腎障害，消化器症状を生じることがある。AIDS

患者ではさらに全身発疹や発熱等の過敏症状を伴うこと

があり，注意深い全身状態の管理が必要である。治療時

に PCRで P．jiroveciiの有無をモニタリングすることに

よって，治療効果の把握が可能となり，副作用による身

体的負担を最小限に抑えることも可能と思われた７）。

　P．jiroveciiは土壌に常在する微生物で，健常人も不顕

性感染するため，微量ながら潜在的に保菌している可能

性がある。また，AIDS患者では PCPを発症していない

にも関わらず，P．jiroveciiの増殖がみられる場合もあ

る５）６）７）。このような場合，P．jiroveciiの定量を行い，臨

床所見と照らし合わせることで，P．jiroveciiの存在を副

所見として判断する試みも報告されている８）。我々が

行った標準物質を用いたリアルタイム PCRの検討にお

いても良好な定量性が確認できた。今後は定量値の報告

を視野に入れた検討も必要と思われた。

　本検査は保険収載されていないことから，院内で実施

した場合，費用は病院が負担することになる。しかし，

汎用の機器・試薬を用いることで，一般的な PCRと同

程度のコストで実施可能であり，迅速にも優れている。

本検査の結果により，適切な医療資源の投入が可能とな

り，診療全体に関わる費用の削減に寄与すると思われ

た。

ま　　と　　め

　PCRによる P．jiroveciiの検出は喀痰等，従来の呼吸

器材料を用いることができるため，患者にとって低侵襲

である。また，複数回の検体採取も容易であり，治療効

果のモニタリングにも利用可能である。運用面では解決

すべき問題も残されているが，AIDS拠点病院，骨髄移

植施設，癌化学療法実施施設などでは有用な検査法と考

えられた。
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表１　PCRと形態学的検査の比較（n=39）
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PCR

26260陰性
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図４　標準物質の希釈系列を用いた RT-PCRの結果
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