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nested　PCR法を用いた爪白癬の菌種同定と治癒判定の試み
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【要旨】東京医科大学病院皮膚科を受診した鏡検陽性の爪白癬患者78名の爪甲病変から直接真菌由来

DNAを抽出し、　nested　PCR法により菌の検出並びに同定を行った。　PCRには、28S　rRNA遺伝子の塩基配

列から設計した真菌共通のプライマーと菌種特異的プライマーを使用した。その結果、30サイクルのfi1－st

PCR陽性率は62．8％（49／78例）、　nested　PCRによる皮膚糸状菌DNA陽性率は85．9％（67／78例）、　Trieho－

pkyton　rubrumは82．1％（64／78例）、　T．　men　tagrophytesは14．1％（ll／78例）であった。また、塩酸テルビナ

フィンとイトラコナゾール内服治療後の爪甲内の真菌由来DNAの有無を12例で検討したところ、7例で陰

性化していた。またこの結果は白濁爪甲病変の有無とよく一一致した。以上の結果より、PCR法は爪白癬の爪

甲病変から直接菌の同定が可能であり、内服治療後の早期治癒判定に有用であることが示唆された。

はじめに

　爪白癬は、皮膚糸状菌の爪甲への感染により、爪甲

の肥厚や混濁を呈する疾患である。高齢者に好発し、

白癬の罹患率は40歳以上では20％を超えるとされて

おり1）、皮膚科の臨床現場において頻繁に遭遇する重

要な疾患のひとつである。

　爪白癬の起因菌はTrichophyton　rubrumが多く、　T．

mentαg70phyttSも時に認められる。また、皮膚糸状菌に

よる爪白癬以外にも、比較的低頻度であるが、Aspergil－

lus　spp．などの皮膚糸状菌以外の糸状菌や、　Cαndidα

αlbicansなどの酵母真菌も、爪真菌症の起因菌として

重要である。

　従来爪白癬の診断と治癒判定は、直接鏡検と培養に

よって行われてきた。しかし、培養陽性率が15－50％と

低く、培養に数週間を要することなどが問題とされて

きた2一5）。近年は病原性真菌をPCR法などの分子生物

学的手法により分類、同定する方法が使用されてい
る6）7）。

　爪白癬の治療法としては塩酸テルビナフィンの6ヶ

月間連続内服療法と3ヶ月間イトラコナゾール・パル

ス療法が一般的である8）。今回我々は、このような背景

のもとに、直接鏡検により診断された78例の爪白癬

患者から爪検体を採取し、菌種特異的プライマーを用

いてnested　PCR法による菌種同定を行った。さらに、

塩酸テルビナフィンやイトラコナゾールによる内服

治療を実施した症例に対して、治療後の爪検体も解析

し、皮膚糸状菌由来DNAの有無を検討した。

対象および方法

　〈対象患者＞

　2006年1月から2007年8月に東京医科大学病院皮

膚科を受診した鏡検陽性の爪白癬患者78例（男性49

例、女性29例、10－85歳、平均年齢53．8±14．0歳）を

平成21年2月7日受付、平成21年2月26日受理
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対象にした。原則的に第1趾の爪甲病変から、爪切り

を用いて、それぞれの爪甲を数mg採取した。また、78

例中12例については、抗真菌薬内服開始6ヶ月後と

6ヶ月以降2年以内に、1回または複数回、爪検体を採

取した。治療は塩酸テルビナフィン（ラミシール⑧）

125mg／日の連続内服療法、またはイトラコナゾール

（イトリゾール⑪）400mg／日を7日間内服3週間休薬

のパルス療法1クールとして計3クール実施した。

〈特異的プライマーの作製＞

　PCRに用いる特異的プライマーは、真菌の28S

rRNA遺伝子の塩基配列から作製した（Fig．1）。まず、

真菌共通プライマー（fUngal　universal　primers；FUP）

を作製し、first　PCRに使用した。さらに、皮膚糸状菌

のTrichophyton　rubnimとT．　men　tαgrophytesに特異

的なプライマー対を28S　rRNA遺伝子配列に基づい

て作製した（Table　I）。また、　T．アubrumや7：menta－

grophytesらを含む全ての皮膚糸状菌を検出するため

に、皮膚糸状菌共通プライマー（dermatophyte　univer－

sal　primers；DPUP）を準備した（Table　l）。これら3

種類のプライマー対はFUP領域の内側に設計し
（Fig．1）、　nested　PCRに使用した。また、これらのオリ

ゴヌクレオチドは全てGenBank　data　baseの28S

rRNA遺伝子の配列に基づいて設計した（Table　D。

それぞれのプライマーの配列をGENETYX－MAC
Version　10（ソフトウエア開発、東京）により解析し、

プライマーはAmersham－Phamりacia　Biotech　Co．　Ltd

（東京）より購入した。

　〈真菌DNAの抽出〉

　作製したプライマーの特異性を検討するため真菌

をサブロー培地（Sabouraud　dextrose　agar；SDA；1％

ペプトン、1％グルコース、1．5％アガロース）にて27℃

で5日間培養した。少量のコロニー掻き取り、糸状菌

溶解緩衝液300　pt1（200　mM　Tris－HCl［pH　8．0］、25

mM　EDTA．　O．50ro　sodium　dodecyl　sulfate．　250　mM

NaCl）に入れ、グラインダー（Micro　multi　mixel⑭、

Ieda　Chemical、東京）を用いて20～30秒間粉砕した。

サンプルを10，㎜×g、10分間遠心分離し、上清をフェ

ノールークロロホルムーイソアミルアルコール（25：

24：1、v／v／v）で抽出した。　DNAは最終的に70％エタ

ノールで洗浄し乾燥させたのち、50μ1の滅菌水を加

えて溶解させ、糸状菌DNA液とした。また、爪白癬

患者の爪検体を3gのメタルコーン（安井器械、大阪）

5．8S　rDNA 28S　rDNADl／1）2

First　PCR

FUP　28SFI　FUP　635
Specific　primer　F

Specific　primer　R

　　　　　　　　　　　　Nested　PCR

Fig．1　Design　of　specific　primers　in　the　fungal　28S　rRNA　sequence．

Table　1　Primer　pairs　used　in　the　present　study

Target Primer　name Sequence　（s’一〉　3’） PCR　products
　size　（bp）

GenBank　accession　No．

Fungus

Dermatophyte

T．　rubrum

T．　mentagrophytes

鄙：：llFi諜醗舗認（激櫻GG］

DPUP＊＊　Fl

DPUP＊＊　Rl

TRUB　FI

TRUB　RI

TMEN　FI

TMEN　RI

AGTAGAGTGATCGAAAGGTT
ATTACGCCAGCATCCGAG

CGTCGCCCGTGCACTG
GAGCGCGTTCCTCAGTCT

GTGCTCGTCGCCCGTGT
GGCTATAAGACGTCCCG

］

］

］

600－650

273－275

137

102

AF378734，　AY176744，　AY213629

AF378739，　AF378740，　AF378738

＊fungus　universal　primers．　＊’dermatophyte　universal　primers．
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とともにマルチビーズショッカー（安井器械）にて

1800r．p．m．、20秒間粉砕した。その後、爪サンプルを

溶解緩衝液に浸し、コロニーサンプルと同様の方法で

DNAを抽出、50μ1の滅菌水に溶解し、その半量（25

μ1）を臨床検体のfirst　PCRに用いた。

　〈PCRによるDNAの増幅と検出〉

　各サンプルのPCR反応には、10×PCR緩衝液10

pt　1．　dNTPs　100　pt　M　（Amersham　Biosciences　Corp．．

NJ）、　Taq　polymerase　2．5　U、各プライマー一　30　pmol、

DNA液25μ1を混合し、滅菌水を加え、総量100μ1の

PCR反応液とした。糸状菌コロニー由来のPCR反応

液を94℃で4分間熱変性させた後に、94℃で1分間、

60℃15秒間、72℃15秒間で25サイクル反応させ、

72℃で10分間伸長反応を行った。PCR産物を1．2％

アガロースゲルを用いて電気流動し、エチジウムブロ

マイド染色後に、紫外線照射下で増幅産物を検出し

た。爪検体のPCR反応に関しては、FUPを用いてfirst

PCRを施行した。94℃で4分間熱変性させた後に、

94℃1分間、55．C　2分間、72℃1．5分間で30サイクル

反応させ、72℃で10分間伸長反応を行った。増幅陽性

産物は滅菌水で100倍希釈し、増幅陰性産物は原液の

まま、それぞれ1μ1をnested　PCRの検体として用い

た。プライマーはT．rubrum、　T．　men　tagroρhytes、

DPUPの3種類を用いた（Table　l）。94．Cで4分間熱

変性させた後に、94℃1分間、60℃15秒間、72℃15秒

間で25サイクル反応させ、72℃で10分間伸長反応を

行ったのち、同様に電気泳動にて増幅産物を検出し

た。また、それぞれのPCR増幅産物はDNAシークエ

ンシングキット（Applied　Biosystems　Japan　Ltd．、東京）

を用いて自動シークエンサー（Genetic　Analyzer　310、

Applied　Biosystems）でシークエンスし、　GENETYX－

MAC　lO（ソフトウエア開発）で解析し、塩基配列の

特異性を確認した。

結 果

　〈白癬検出用プライマーの特異性の検討〉

培養真菌由来のDNAテンプレート（Table　2）を

用いて、菌種特異的プライマーの特異性を検討した。

PCRにより、各真菌に対応するプライマーでは100－

600塩基の増幅産物が検出された。（Fig．2、　Table　2）。

Table　2　Specificity　of　the　dermatophyte　primers

Sample　No． 1　2　3　4　5　6　7　8　9　10　11　12　13　14　15　16　17　18　19　20　21　22　23　24　25　26　27　28　29　30

age

sex

10　36　61　61　85　60　64　39　28　58　58　64　75　57　72　68　67　70　76　79　75　42　55　72　72　80　69　65　82　67

MFMFFMMMMMFMMMMFFMMMFFMFFMMFFM
FUP o一一一〇〇〇一〇〇一一〇〇〇〇〇一〇〇一〇一〇〇〇〇〇〇〇
DPUP
T．　rubrun7

T．　men　tagrophytes

ooooooooooooooo－ooooooooooooo
ooooooo－ooo－ooo－oooooooooo－ooo－o一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一〇〇一一一

Sample　No． 31　32　33　34　35　36　37　38　39　40　41　42　43　44　45　46　47　48　49　50　51　52　53　54　55　56　57　58　59　60

age

sex

26　69　63　63　65　73　40　72　60　53　80　56　58　69　68　79　59　83　80　54　58　29　73　46　37　56　52　51　50　61

FFMMMMFMFFFMMMFMMMMFMMFMFMFFFM
FUP 一一 Z〇一〇〇一一一一一〇一〇〇〇〇一一一一〇一一一〇〇〇〇

DPUP
Z　rubrum

T．　mentagrophytes

o－oo－o－oooo一一〇〇〇〇〇〇〇〇〇〇〇一〇〇一〇〇
〇一〇一〇一一〇〇一〇〇〇〇一〇一〇〇〇〇〇〇一〇〇〇一〇〇
一一一 Z一〇一一一〇一一一一〇一〇一一一一一一〇一一一一一

Sample　No．　616263646566676869707172737475767778

age

sex

48　41　62　74　34　59　45　53　69　55　35　78　58　71　67　23　58　64

MMFMMMFMMMFMMFMMMM
FUP 一一 Z〇〇一〇〇〇〇〇〇〇一〇〇〇〇
DPUP
T．耀わ転用

冗mentagア（）phytes

o－oooo－ooooooooooo
o－oooooooooooooooo
一一一一一一一一一一一 Z一一一一一〇
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M12　34　56　7　89　10

Fungus　（FUP）

Dermatophyte　（DPUP）

T．　rz・thrz・一n

T．　mentagi’ophytes

〈一U00bp

一274bp

一137bp

一102bp

Fig．2　Specificity　of　dermatophyte　primers　in　gel　electrophoresis．

　　　M：　DNA　molecular　marker　（Roche，　Mannheim，　Germany）；　1：　T．　rubrum；　2：　T．　mentagrophytes；　3：　Aspergillus

　　　．f7ti　vus；4：　Scopulariopsis　brevicaulis；5：　Fusarium　solani，’　6：　F．　oxysporum；7：　F．　verticillioides；8：　C．　albicans；

　　　9：　C．　tropicalis；　10：　water　（negative　control）．　The　arrows　indicate　the　size　of　the　PCR　products．

T．rubrum、71　men　tagrophytesのプライマーは菌種特

異的であり、皮膚糸状菌以外の真菌DNAに対しては

反応しなかった。また、PCR産物をシークエンスした

ところ、報告されている遺伝子配列と100％一致した。

　〈PCRによる爪甲病変からの皮膚糸状菌遺伝子の

　検出〉

　直接鏡検陽性の爪白癬患者78名から爪検体を採取

し、前述のプラ・イマーを使用してfil”st　PCRおよび

nested　PCRを実施した。　Table　3に示すようにfirst

PCRのバンド陽性率は62．8％（49／78例）であった。

nested　PCRのバンド陽性率は、皮膚糸状菌は85．9％

（67／78T3iiJ）、　T．　rubrum｝よ82．1％　（64／781ijiJ）、　T．　men　ta－

groρhytesは14．1％（11／78例）であった。また、7＝ru－

brumと7：mentagrophytesの両菌種が検出された爪

検体が4例あった。

　〈抗真菌薬投与後の皮膚糸状菌遺伝子の検出〉

　爪白癬患者78例のうち、抗真菌薬の投与後の爪検

体の採取が可能であった症例は12例であった（Table

4）。内服投与前のfirst　PCRのバンド陽1生率は50．0％

（6／12例）であったが、nested　PCRのバンド陽性率は、

皮膚糸状菌は91．7％（ll／12例）、　T．　rubrumは100％

（12／12例）、7：men　tagrophytesは0％（0／12例）、塩酸テ

リビナフィン連続内服療法とイトラコナゾール・パル

ス療法の標準的な治癒判定時期である、治療開始6ヶ

月後に爪検体の採取が可能であった7例中4例では、

first　PCRとnested　PCRが陰性であった。12症例のう

ちPCRの実施時期は、投与開始4ヶ月後から16ヶ月

後と幅があるが、12例中7例でfirst　PCRとnested

PCRのいずれもが陰1生となった。抗真菌薬の投与に

より爪甲内皮膚糸状菌DNAが消失していたと考え

られ、このことは白濁爪甲病変が消失ないし著明に減

少したこととよく相関していた。

考 察

　従来の培養法による爪白癬の原因菌同定は、爪甲検

体からは培養陰性になることが多く、また培養から判

Table　3 PCR　analysis　for　dermatophytes　using　toe　nail　samples　from　onychomycosis　patients

Primer　sets　for　detection

Species　examined Strains T．　rubrum T．mentagrophytes　Dermatophyte（DPUP）

Trichophyton　rubrum CNOII102601

CNOI1102609

KTR26
KTR11

十・

．ト

ート

十

十

十

十

十

Trichophyton　mentagrophytes KTM　l

KTM　14

KTM18

十

十

十

十

十

十

（4）
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Table　4　PCR　analysis　for　dermatophytes　using　pre一　and　post－treated　samples

　　　　　　　　　　　　　TreatmentSample　No．　Treatment
　　　　　　　　　　　　　　period

Detection　by　the　primers

FUP DPUP T．　rubrum T．　mentagrophytes

4

11

20

38

41

43

44

53

57

60

64

66

T

T

1

1

T

1

1

T

1

T

T

1

pre

gM

pre

gM

pre

16M

pre

8．5M

pre

4M

pre

6M

pre

6M
lOM

pre

6M

pre

6M

pre

6M

pre

6M

pre

6M

十

．ト

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

一ト

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

一ト

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

一ト

M：　month

I：　itraconazole

T：　terbinafine

定までに長期問を要することが問題点であった。しか

し近年、PCR法を用いた分子生物的手法により、より

迅速で正確な真菌の同定が可能になった。培養したコ

ロニーからの同定では、arbitrarily　primed　PCR9）、制

限酵素断片長多型10）、double－round　PCR11）、　real－time

PCR12）、　PCR－direct　sequencing13）14）などの手法が報告

された。さらに、培養の過程で偽陰性となるリスクを

低減するため4）15一17）、爪検体から直接真菌由来DNA

を抽出する方法が報告された4）5）15－18）。これらの方法の

ポイントは、いかにして爪検体からのDNA抽出効率

を高くするかということである。我々は種々の検討か

ら、ビーズショッカーで物理的に真菌を破砕すること

が最もDNA抽出率を高くすることを見出した。ま

た、爪甲中にヒト由来DNAが存在しないことも、真

菌DNA抽出率を上げるために有効であった。　DNA

増幅については、定性的ではあるものの感度と特異度

の高いnested　PCR法を使用した。またシークエンシ

ングによりPCR産物の特異性を確認した。

　今回我々の解析では、78例の爪白癬患者の爪検体に

対し、FUPを用いたfirst　PCRのバンド陽性率は

62．8％であった。また、nested　PCR法では85．9％（67／

78例）が陽性であった。これはnested　PCR法の検出

感度の高さを支持する結果である。nested　PCRは定性

的であるが、2回のPCRを行ったことから、fu’st　PCR

陽性検体は菌量が多いことも示唆された。今回の方法

により検出された皮膚糸状菌は、7：rubrumが82．1％

と圧倒的に多く、T．　mentagrophytesは14．1％であっ

た。菌検出率は従来の培養法に比較して圧倒的に高い

（5）
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が、7：rttbrZtm／7：mentagrophytes検出比率に大きな変

化はなかった。以上の結果から、爪検体から直接真菌

由来DNAを抽出しnested　PCR法でDNAを増幅す

る方法は、感度、特異性および再現性の点で有用な検

査法であると考えられる。

　我々は、この方法が爪白癬治療後の治癒判定に利用

できるかどうかを検討する目的で、爪白癬患者12例

の抗真菌薬内服後の爪検体から、真菌由来DNAの検

出および同定を試みた。7例において、治療前に陽性で

あった真菌由来DNAバンドが、治療後に陰性となっ

た。真菌DNAは菌死滅後も比較的安定と予想された

が、実際には治療開始6ヶ月後に爪甲内DNAが過半

の症例で陰性化していた。したがって28S　rRNA遺伝

子の有無を経時的に確認することは、内服治療の有効

性や治癒判定に有用であると考えられる。また、内服

治療後にバンドが陰性となった7例のうち3例につ

いては、バンドが陰性となった時点で爪甲病変がわず

かに残存していた。今後、さらに症例を集積する必要

はあるが、nested　PCR法は爪真菌症の治癒について、

臨床所見よりも早期に判定し得る可能性がある。

Santosら19）は、7：n｛brttm感染による爪真菌症患者の

ケトコナゾール内服治療後の爪検体を用いてPCR解

析を行い、内服治療前後で異なる菌株のT．　rubru〃1が

検出されたことを報告している。我々が経験した症例

44における7：rubrumの再陽性化は過去の報告に矛

盾しない結果と思われる。抗真菌薬の内服治療により

起因菌であった菌株が消失し、異なる菌株による再感

染を生じた可能性も否定できない。したがって、nested

PCR法は治療後の爪白癬の再発または再感染を検証

する上でも有用であると考えられる。

　今回の我々の検討に用いた抗真菌薬は塩酸テルビ

ナフィン、イトラコナゾールともに6例ずつであった

が、今後は、さらに多くの症例を集積し、内服治療後

の爪検体真菌DNAの経時的な発現変化について、薬

剤の種類による有効性の違いも含め、検討していく予

定である。

略 語

DNA：　deoxyribonucleic　acid

RNA：　ribonucleic　acid

rRNA：　ribosomal　RNA

FUP：　fungal　universal　primers

DPUP：　dermatophyte　universal　primers

SDA：　Sabouraud　dextrose　agar

EDTA：　ethylenediaminetetraacetic　acid

TE：　Tris－EDTA

dNTP：　deoxyribonucleoside　triphosphate

T．　rubrum：　Trichophyton　rubrum

T．　men　tagrophytes：　Trichophyton　mentagrophytes

C．　albicans：　Candida　albicans
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Detection　of　dermatophytes　from　onychomycosis　patients　using　nested　PCR

Kumiko　SATO’）2），　Mutsuhito　EBIHARAi）2），　Masashi　YAMAZAKIi），

　　　　　　Koichi　MAKIMURA2），　Shigeru　ABE2）　and　Ryoji　Tsuboi’）

　　　　　　　　　　　　　’）Department　of　Dermatology，　Tokyo　Medical　University

2）lnstitute　of　Medical　Mycology，　Graduate　School　of　Medical　Science，　Teikyo　University

Abstract

　　　　We　identified　dermatophytes　from　nail　samples　using　nested　PCR．　The　fungal　DNA　was　directly　extracted　from　the

affected　nail　plates　taken　from　78　onychomycotic　patients　who　consulted　our　deiTrnatology　department　at　Tokyo　Medical

University　Hospital．　Fungal　28S　ribosomal　RNA　gene　was　used　to　develop　primer　pairs　for　fungus　universal　primers　（FUP），

dermatophyte，　Trichoρhyton　rubrum　and　7＝men　tagアρ助ア彪s．　The　positive　detection　rate　of　the　first　PCR　assay　with　FUP

at　30　cycles　was　62．8％　（49／78　cases）．　The　nested　PCR　for　dermatophyte　was　positive　at　85．9　（67／78　cases），　for　T．　rubrum　at

82．1％　（64／78　cases），　and　for　T．　men　tagrophytes　at　14．1％　（11／78　cases）．　Furthermore，　we　compared　the　detection　rate　of　fungal

DNAs　from　12　patients　before　and　after　antifungal　treatment　by　terbinafine　or　itraconazole．　After　treatment，　7　out　of　12　cases

tested　negative　for　fungal　DNA，　which　correlated　with　the　clinical　manifestations．　These　data　suggest　that　detection　offungal

DNA　by　nested　PCR　directly　from　the　nail　samples　is　a　sensitive　and　specific　means　of　identifying　dermatophytes，　and　is　useful

for　formulating　an　appropriate　method　of　treating　onychomycosis　following　the　administration　of　oral　antifungal　agents．

〈Key　words＞　Onychomycosis，　PCR，　Antifungal
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