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感 染 症 の 診断 と治療

-その新しい流れ-
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DNA probesarethenewestdiagnosticreagent･Snow inClinicalusetodetector

speciateinfectiouslnicroorganisms. Anunderstandingofthefundament.alasr貯CtSOf

DNA probesandknowledgeoftheircli-nicalapplicationswillprovidecliniciansnew

inrorIllationsinrecentprogressininrect･iousdiseases.
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forprophylaxisofendotoxinshock. Theresult･ssofarreportedseem t･obepromising.
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本年4月の医学会総会では.いずれの分野でも分子生

物学的■Tプtj一一十を用いた発表が多かった.感染症の診

断,治療もこの潮流と無縁ではない.

新 しい診断の流れ

DNAプローブによる診断

病原徽生物の同定は培養,形態学的検査,生化学的検

杏,血清学的検査,などを組み合わせて行なってきたが,

DNA診断は遺伝子の方から同定を進める根源的な同定

法である.こかが可能になった板床には遺伝子が採かる,

あるいは遺伝のりr一一二ングが可能となったことがある.

-1一つの遺伝子をピュアに精製でき.これを増やすことが

でき,標識してプローブとして目標とする遺伝子を探知

できるようにな一･､たのである.

DNAは遺伝情報の担い手であり,過去20年間にわたっ

て細菌の系統分額芋に積極的に利用され 細菌の分類を

大きく変えてきた.その手法(.･り一つに GC･%の決定が

ある.DNAはアデニン (A).ゲ7二ン (G),シトシ

ン (C).チシソ (T)の4種板の塩基を持つが,二重i:)

せんの2本の銀の塩基配列は相補的であり,2本の銀は

塩基対の間に生L+る水素結合によって結び付いている.

Aは常にTと,Gは常にCと対になる.GとCの間の水
素結合は3本.AとTの問の水素結合は2本であるため,

AT間の結合は GC間の結合より不安定である, 2本
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鎖 1)NAは ､･定の条件下でDL]熱すると水素結合が切れ

て1本鎖となる,1本鎖 Ⅰ)NA 形成のて一････-力-･･･-は 260

11nlの吸光度の上界であi-),2本鎖 Ⅰ)NA液の石英七

･しの温度を上界させるとf)NA が次第に1本鎖に解裂

して吸光度が上昇する.GC間の結合は AT問の結 合

より安定なため.I)NA a)GC 含巌が大きけItは 1本

鎖iこするには高い温度が必要となる.このようにして GC

PJ6を求めることができる.細菌の GC9,6は259,6カ､L-)75

%まで幅広いが,speeies内では±2JO,6/11内なため同定

の良い指標となる.

現在. 細菌検在室 レベ′Lで実用化されている DNA

診断は結核菌,非定型抗酸菌, レジすネう.て 1'コプラ

7:I-I, '/:17iヂT. りん菌などの DNA 7e口-7'によ

る同定がある.

これ吊土従来の検査手技では迅速性に難点があった微

生物であるが,r)NA -ハ7-ブ特興性.迅速性共に憧れ

この問題は解決された. ､､､･椴に遅発育菌やりlr･リ+-r,

ウイJL-り亡どは DNA 診断の良い対象である.

I)NA -/【7--/で探索する ()NA (丈は RNA)は染

色体.__l二のものに限る必要はない.細胞内では りボ､′--て

/L RNA (rlくNA) をこトート■していろ過伝 {･が大嵐U)

rRNA を慮雲トトる.組曲細胞は約 10,O(九)個L7.)りIt:'ノ一･･

ムを持つので. rRNA を二L-･ドしている染色体 【)NA

を探索する､_Li)rlくNA を探索するほ･'lが 10,000倍 l)

感度が優れているこ(i-_に在る. しかも rRNA は各種1_:.

物で構造が比較的良 く保存されていて∴iTjT変織域では20-

30塩基配列で非常に種特取性を示す部分が認めと.I,Jtてい

るので, こかに相補的な l)NA を合成すれば 1)NAI

RNA ′､イ~ナりダイゼ ヤシコン′て効率良 く菌を検出.同

定できる,現在,広 く利用されてし､るj--/ブロー｡ブ社

のキ ,J卜はこの考えに董一穴､たものである.用いL.〕わろ

I)NAブロー-パま,検出しようとしている微生物のrRNA

に相補的な 1本鎖 DNA で. これに化学発光物質であ

るア ')りジニウムエスナ′Lを標識 LたもU)である.検体

を抽出 し,DNA プロ-ゾと反応させて,こう)次に未反

応の'r.I)りジウムエステル標識 r)NA ブロー･-ブを加水

分解試薬で失活 させ.Ll)′､ィ../))ダ(ズした RNA:

DNA ′､仁7′リ.･Jドの化学発光を測定 し,5)その測定

値より目標とした微生物であるか否かを判定する.検体

の溶菌処理に15分,-11ブ r)ダ(1:<イシコンの インキ:L

ベ 1'シ二7ソに15分-20分,七し')シ㌻丁ン (未反応のーTJ'JJ

リブウムエステル標識 l)NA プ｢--/を加水分解)の

ため †ソキュベイションに5分を必要とするので,その

他の操作を入れても1.5-2時間で同定が完了する.

ブで咽頭 1-71,噂疾などかL.〕M.押tlrnOnjde検出を

増 発 法 と比 較 した成績では sensitivityが88.5･--1(X)9占,
speciricity が88.S-98.10.6と感度,特 異性とも憧れて
い る 1廿

mlの歯数を必要とL, 感度iこ若干問題が有る. 培地

上の集落の同定に用いるのには間頓は無い. しか し検体

かi､'の直接検出には蛍光抗体法以外によい方法が無いの

で.検体に直接プロ-ブを当てて レジすネ･:iの有無を調

べることも行なわれている.結核菌や非定型1-ITlt酸菌用の

れは Ziehl-Neelsen法の Gaffky l号の感度より劣る

ので抗酸蔚染色による検査や培糞を省略することはでき

なし､.感度の低いのは抗酸菌の構造が強固で破壊 されに

くいためと考えL:)かており.溶菌地坪法の改良が必費で

た抗酪繭の菌榛の同定が主である.

市販cll抗醸繭ff--I1)NA ブt.--Ill(,工藤穂 こ､二上:に用意 さ

Ilているのにたい し､ L十才~-トラ用 I)NA -'､｢1--I/-は

種あるL/I-.寸∵トラのslガLlieslevelでし'洞 窟くまでき机 ､.

このた汐)ir.崎目上LI-4-ンラ端の25歯穂の基準株Lrl仝染

色休 1_)NA を-∵仁ソロプレ1'卜iこ固定 し.分離 Lた L･

ジオー~巨テかt':,I)NA を抽出 し, こIILを-/寸 トビ1-i-+ン

DNA と t)NA-DNA ′､†イ りダT-tご1･Iニーンを行左

い,どす+ン標識 DNAを酵素抗体法で定量 してspecies

ると.全25菌種の l)NA ブロー711を作成,保持 してお

く必要はなく.経済的である.

DNA増幅による感染症診断

抗酸菌C')1~)NA ゾロー.-ブで も分かるよ･>)に.現在の

キットでは感度をこやや問題が残っている,これを解決す

るには t)NAを増幅 l_て検出すれば良し､.P(11叩l打aSe

chainr.eactiollげCRlはE]腰上する DN^ 断片J)in

vitz･OでL7:)増幅を棒めて容易に した.PCR c7)突際は い

る r_)NA を95Lt1. 2分の条件で勲変性 して 1本錘 Ⅰ_)NA

γ.条件は50℃. 2分程度).小 次ぎに耐熱性の DNA

合成酵素である ′1'aq ポリメう.11tを作用させて相補的
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な DNA を合成する (72℃,2分程度),この場合プラ

1'て一一一は反応の開始点と終1T点と在る.この熱変性,~j'

ニーリング,合成のサイケ′Lを繰り返すことで,短時間

内に10万-100万倍の増幅が可能であi).これに標識し

を探索するのが PCR法の原発である.

PCR を用いた結核菌の検出･l･-5lr

増幅する DNA は結核菌に特有の遺伝子配列の部分

伝子部分を増幅している報告が阜い.菊池r･)も熱シT7Ll/

ク蛋白の遺伝子の山部を増幅し遺伝子診断を試Jtている

が.全身性播種性結核の診断に威力を発揮した例を楯介

する5､.37歳の女性で約 1月前より38-.39℃LT)発熱が続

いていた.血液疾患や尿路感染や胆道感染は査定された,

胸部X線写真に異常陰影はなく,播種性結核を念頭に置

いて読影しても粟粒影は認められなかった.肝生検を行

なったが肝に類上皮細胞の出現は.右､｢っわたものの肉芽腫

形成はなく､肝組織の染色,培養とも結核菌陰性であっ

た.しかし肝組織,血液,血液の単核球成分よりDNA

を抽出し,結核菌LT)熱ショ･リヤ蛋白の遺伝子部分のプラ

イマ一一を用いて DNA を増幅,プロ-べで′＼イブりダ

イズするといずれの検体からも結核菌の遺伝子が証明さ

れ播種性結核と診断,抗結核療法で約2月後に平熱に促

した.このように PCR を用し､た結核菌の検出は間も

なく実用の域に達するものと期待される.

PCRを用いた Pneumocystis cariniiの検出6-

エfズの最も多い感染症である P.earinii肺炎は.

他はなかった.P.Cariniiは99%が trophozoitで, I

,%が eystの形で存在する.TropllOZOitはギムザ染色

で染色されるが.曙横内に存在する他の細胞成分との鑑

別が容易ではなく.eystはグロコ‥卜染色で容鋸こ鑑

別できるものの,数が少なく感度が極めて低いのが検出

の臨終であった.そこで P.caI･irliiの 5sRNA を持

っ120の-全塩基配列を決定し.これをニト ドしている遺

伝子部分を PCRで増幅,検出する方法で遺伝子診断

を試みた.エイズ,あるいは腎移植患者のカ1)ニ肺炎の

噂疾,経度肺骨刺吸引の検体から全例 P.eal･iniiの DNA

は検出されず,カり二肺炎の遺伝子診断は今後榛めて実

用性の高いものと考えられる.

新 しい治療の流れ

遺伝子治療 :遺伝子治療はアデノシンデアミナ-ゼ欠
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伝子治療の対象は先天性代謝異常が中心であり,感染症

で対象となる物は少ないと予想される. しかしエ･(ズで

は遺伝子治療を目指して研究が進め上丁,れている.エイ.若

れ それぞれの遺伝子LT)機能もだいぶ分かってきたが,

HIV の増殖に特に重要なのが tat.と rcvと呼ばれる

調節遺伝子である.'1ーatは HIVのすべての遺伝~f･･を

活性化し,遺伝子からのメ･ソセンソ-トーRNA(mRNA)

の転写の開始を促進すると共に,すでに転写の始ま-､て

る巾p(Jして性の mRNA LT)細胞質内輸送を克進させる.

この tこItと revに対する~Jrンチセンスを含成してHIV

の培尭液に添加するとHIV の増殖が著明に抑制される

ので,将来臨床応用が可能になるかも知れない.ただし

オリゴヌクレオチドであるアンチ救ソスの合成が今田で

は,棒めて高価であi).この方両の技術革新も必要であ

る.

単クローン抗体の臨床応用 :細胞融合の技術の進歩で

高力価の単 ')亡-ーン抗休の恕造が可能となり,抗サ(ト

始まっている.抗 CMV抗体は主として CMV網膜炎

を対象に臨床試験が進められておi),SLY.に合併 した

CMV網膜炎iこ著効例が報告されているが,エ仁く､LT)よ

うに細胞性免疫の廃絶した例では効果がやや劣るようで

ある.細菌の細胞壁にある Ll)S(lipopolysacca1-i°e)

はエソドトキシソショックの引金となり,血管内皮細胞

の障害作用C')ほか, て/)口7-,I-∵ごの TNF (tumor

necrosisfactor)遺伝子を刺激して TNFmRNA への

転写や翻訳を活性化する.こL71作用は短時間内iこ発揮さ

れ IJPS刺激の2時間後に血中 TNFは最高値に達す

の直接の原因物質と考えIT-)I･tている.副腎皮質ステロ1'

抗 TNF効果を発揮する.LPSは TNF産生の引金に

なるほか TNF の効果そのものを増強させるので,抗

LPS抗体,抗 ′rNF抗体とも感染シコい!ウ,ひいては

多臓器障害の予防に期待されている.抗 LPS抗体,抗

TNF抗体を投与する時期が問題であるが,sepsissyn-

dromeの臨床概念が授起されておi)7､,sepsissylldrome

がこれらの抗体の投与時期とされる.Sepsissyndrome

とは 1)感染症が存在する所見が有り,2)体温が38.3

℃以上,または35.6℃以下,3)呼吸数が20/:′分以上,4)
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心拍数が90分以_L 5)主要臓器の潅流障害が有る.汁
なわち乏尿,血中乳酪上昇.P(-)2;Floョ280以下などが
認め!､,ftる臨床症候群をさす.こIII､-)の単クロ-ン抗体

はてウス骨髄腫細胞と抗体産生細胞の-イブリト ーてか

ら造られた屯のでマウス塑抗体であるから,投阜された

患者には IiAMA Lhumananti-m ut･ine antibody)が

出現 して くる.現在まで HA M A に 起 t勾す る丁ナー7(

ラキュー一〇･lI.II)(I)雑費はなし､が 注意を要する点であろ

う.
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