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１．はじめに
polymerase chain reaction（PCR）は非常に有効

な遺伝子増幅法で、その開発により、様々な分野

において微量のDNAが増幅・解析できるように

なった。医学の領域でも、PCRを用いた遺伝子診

断が各疾患の診断に応用されている。しかし、こ

れまでのPCRでは、DNAやRNAの定量に関して、

信頼性のあるデータを得るには手技的に困難であ

り、また煩雑でもあった。近年、バイオテクノロ

ジーの発展に伴い、これまでのPCRに様々な工夫

や改良が加えられ、迅速性と定量性に優れるリ

アルタイムPCRが開発された。リアルタイムPCR

は、増幅産物の解析にゲル電気泳動を必要とせ

ず、増幅していく過程をリアルタイムでモニタリ

ングすることができ、また、スタンダードカーブ

を描くことによって、正確な定量分析を行うこと

が可能である１）。リアルタイムPCRの臨床医学に

おける利用は、特にDNAやRNAの定量を行うこ

とが重要とされる研究・診断において大きな進展

をもたらしている。本稿では、リアルタイムPCR

の臨床微生物学領域での応用について解説する。

２．臨床微生物における応用
迅速な病原体の検出・同定が必要な感染症の

診断において、遺伝子診断はそのいくつかが国内

ですでに保険適用とされ、日常的に利用されるよ

うになってきた（表１参照）。PCRは、標的とす

る遺伝子領域を短時間で数億倍以上に増幅するこ

とができるので、人体および検体中の微量のウイ

ルスや細菌などの微生物を高感度に検出すること

が可能であり、その有用性は高い。またその応用

により、病原因子に関する情報を得ることもでき

る。

感染症において、感染量（どの程度、病原微

生物に感染しているか）は、その病態に影響を与

える場合が多く、定量を正確に行うことは、診断

および治療を行う上で重要である。しかし、定量

分析を行うのに、これまでのPCRでは、増幅効率

の違いやプラトー効果などにより、DNA量を正

確に表すことは困難であった。これらの問題点を

解決すべく、定量的PCRとして、内部標準物質を

用いる方法および競合PCRなどが考えられてきた

が、迅速性、簡便性の点から、現在、リアルタイ
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ムPCRが最も優れていると考えられている。ここ

では、微生物ごとに、リアルタイムPCRの臨床応

用を目的とした研究を紹介する。

Ａ．ウイルスにおける応用

１）hepatitis B virus: HBV２）

HBVは、ヘパドナウイルスに属し、小さなエ

ンベロープを持つ、不完全な２本鎖の環状DNA

ウイルスである。Ｂ型肝炎は、非経口感染で、血

液や体液を介して感染し、母子間の垂直感染や

性交渉による水平感染によって伝播する感染症で

ある。現在多くの検査室で行われている診断は、

HBs抗原、HBe抗原、HBc抗原および関連抗体に

対する免疫学的方法が主流である。しかし、抗

原変異を起こしたウイルスは、免疫学的方法では

検出することができず、この方法でHBs抗原陰性

であっても、PCRでは陽性の患者の存在が指摘さ

れている。血清サンプル中のHBV DNAについて、

その検出と定量性についての比較検討では、リア

ルタイムPCRは、従来のPCRと比較して、ウイル

スDNA量が1/10量で検出でき、抗ウイルス治療

の効果判定の指標としても優れていた。例えば、

慢性肝炎の回復期患者と回復期でない患者との間

では、血清中のHBV DNAレベルに違いが見られ、

回復期の患者では明らかに低いことが示された。

このことは、これまでのように抗原性を調べる

だけではわからなかった炎症活動の状態を予測す

ることができるようになることを示している。ま

た、今日、慢性Ｂ型肝炎に対する最も良いと考え

られている治療は、lamivudineとIFN-alphaの併用

であるが、この治療の20％においてlamivudine耐

性のHBVが出現するとされている。従ってHBV 

DNAの定量を行うことは、薬剤治療効果の判定

でも重要である。さらに、これまでの方法では検

出できなかった種々のHBV 変異株を検出できる

可能性がある。

２）hepatitis C virus: HCV３）

HCVは、１本鎖RNAウイルスで、フラビウイ

ルス科に属する。感染は、主に血液を介して起

こる。輸血による感染および血液付着物によっ

て経皮感染する。従って、医療従事者の感染リ

スクが高いと言われている。HCVは、培養がで

きないため、抗ウイルス抗体をELISAで検出す

る方法が主に行われている。しかし、ELISAでは

HCV感染初期の抗体を検出することは困難であ

る。また感染が進行中なのか過去の感染なのか

の鑑別ができない。一方、HCV慢性感染患者の

中で、骨髄移植を受けたり、血液透析を行って

いると、抗体産生が欠乏することもある。従って

HCV感染の診断には、ウイルスRNAの直接検出

や定量が重要となる。最近、HCV RNAは、nested 

RT-PCR、branched DNA signal amplification assay

あるいはAmplicor monitorによる定量が行われて

いる。nested RT-PCRは、感度は高いが、定量性

と再現性が不十分である。branched DNA signal 

amplification assayとAmplicor monitorは、感度があ

まりよくない。一方、リアルタイムPCRでは、一

つの反応でcDNAの合成とPCRおよびその解析ま

で行うことが可能で、短時間（３時間以内）に定

量を行うことができ、さらに、微量のHCVゲノ

ムを検出できている。Ｃ型肝炎患者でのインター

フェロン治療の効果判定モニターにおいてもその

有用性が期待されている。

３）smallpox virus４）

天然痘は、最も致死率が高い感染症の一つと

して知られているが、1980年、WHOがその根絶

を宣言し、small pox virusは、地球上から根絶さ

れた。しかし、今日ではテロリストの生物兵器と

して使用される可能性があるために、あらたに脅

威が持たれている。テロリストによる攻撃で発生

するかもしれない天然痘の伝播に備え、予防接種

の再開や早期の迅速な診断検査が重要である。最

近、リアルタイムPCRを利用した本ウイルスの迅

速検出システムが報告されている。このシステム

では、ごく微量のウイルスでも検出可能で、同ウ

イルスと類似のウイルス（牛痘ウイルス、サル痘

ウイルス、ワクシニアウイルス）との鑑別もでき

る。また、増幅・検出が一体化されているので感

染の危険を最小限にとどめることが出来る。
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４）herpes simplex virus: HSV５）

ヘルペス科のウイルスは、エンベロープを持つ

大きな２本鎖DNAウイルスで、αヘルペスウイ

ルス、βヘルペスウイルス、γヘルペスウイルス

に分類される。その中で単純ヘルペスウイルス１

型および２型（HSV）と水痘－帯状庖疹ウイルス

は、αヘルペスウイルスに属する。HSVは、細胞

内での増殖が速く、細胞溶解性を示し、主として

神経節に潜伏感染する。HSV-1は、飛沫および接

触により、主に口腔粘膜に感染する。初感染の多

くは不顕性感染であるが、一部は顕性感染によっ

て口内炎などを起こす。初感染後、ウイルスは三

叉神経節に潜伏感染する。このウイルスは、外か

らの刺激（紫外線、過労など）により再活性化し、

同一部位に再感染を起こす。HSVは、病院で検出

される最も一般的なウイルスである。しかし、こ

れまでのHSVの細胞培養による検出法では、24～

48時間を必要とし、ELISAあるいはラテックス凝

集法などの免疫学的検出法では、検体中のウイル

ス量が低いと検出できない６，７）。一方、リアルタ

イムPCRでは、低レベルのHSVでも検体提出から

２時間以内に特異的にウイルス検出が可能である

ことから、本法による診断法の早期確立が期待さ

れる。

Ｂ．細菌における応用

細菌による感染症の診断では、病原体の分離、

培養が基本であり、培養で得られたコロニーか

ら細菌学的な手法で菌種の同定を行う。また、薬

剤感受性を行うために、菌を分離する必要性は高

い。しかし、培養に長い時間が必要な菌や、培養

が難しい菌では、PCRによる遺伝子診断は、迅速

な処置を行うために臨床上の有用性が高い。

１）Helicobacter pylori: H. pylori８）

H. pyloriは、グラム陰性のらせん菌で、感染

すると急性の胃炎、慢性活動性胃炎を惹起する。

この菌は、ウレアーゼ活性を持ち、ウレアーゼに

よって尿素を分解し、アンモニアを産生するため

に菌周囲のpHを上昇させ、強酸の胃の中でも生

存することができる。H. pylori感染が、どのよう

な機序で疾患を引き起こすのかは未だよくわかっ

ていないが、菌の病原性と宿主の免疫応答が、病

態に大きく関与していると考えられている。胃粘

膜に感染しているH. pyloriの菌量は、感染者間で

一様ではなく、その感染量が臨床的病態に影響を

与えている可能性がある。H. pyloriは、厳密な微

好気性状態での培養を必要とし、なおかつ発育速

度が遅いため、分離培養が容易でない。そこで、

胃生検組織中のH. pylori菌量のリアルタイムPCR

による評価が検討されている。

２）Listeria monocytogenes:L. monocytogenes９）

L. monocytogenesは、グラム陰性短桿菌で、

自然界に広く分布し、土壌、植物、乳製品、食

肉にも見いだされる。また、ヒトや動物の、主

に糞便から分離される。本菌は、人畜共通感染

症であるリステリア症の原因菌である。リステ

リア症は、大きく２つの病型があり、垂直感染

による小児の感染と、免疫力の低下した成人に起

こる髄膜炎や敗血症がある。L. monocytogenes

は、１～45℃の温度内で生育し、長期間食物内で

生存が可能である。そのため、諸外国では、食物

内に許容されるL. monocytogenesの菌数を法的

に規制しているところもある。しかし、実際に

これらを正確に定量することは困難であり、その

上、一般に食品の汚染を調べるには、長期間低

温で増菌培養を行い、分離する必要がある。そこ

で、本菌の持つ病原因子リステリオリシンの遺伝

子を標的に、リアルタイムPCRを用いて、水、ス

キムミルク、低温殺菌していない生乳中などでの

菌の定量的検出が試みられている。この方法は、

L. monocytogenesのみを、最小で6 colony forming 

unit（CFU）から、３時間以内で検出可能であり、

食物の消費期限のコントロールや食中毒時の感染

量の決定に有用である。

３）Legionella pneumophila: L. pneumophila10）

L. pneumophilaは、グラム陰性桿菌で、自然

環境や空調の冷却水、溜まり水、池および土壌な

どに分布する。培養は難しく、特殊な培地で５～

７日間を要する。本菌は、エアロゾルとなって吸
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入されると、ヒトに肺炎（在郷軍人病）を起こす。

一般に高齢者、小児が多いが、健康人でも発症し

うる。日本では、1980年に初めての症例が報告さ

れた。昨年（2002年）、宮崎温泉センターでの集

団感染が社会問題になったことは記憶に新しい。

本菌に感染すると、２～10日間の潜伏期後、全身

倦怠、頭痛、筋肉痛の初期症状を呈し、さらに急

激な発熱、悪寒、肺炎症状が出現する。抗生物質

による適切な治療を受けないと致命率は高い。診

断検査には、蛍光抗体法を用いた試料中の菌の検

出や患者血中抗体価の測定が行われるが、いずれ

も時間がかかる。一方、リアルタイムPCR では、

１リットル中1000 CFUの本菌を、90分以内で特

異的に検出でき、短時間で多くのサンプルをスク

リーニングするのに大変有用になると期待され

る。

４）口腔内細菌11）

歯科感染症でも、リアルタイムPCRを用いての

口腔内細菌の検出と定量が行われている。歯肉

炎は、歯垢や歯肉溝の細菌による感染症で、口腔

内の常在細菌を構成する細菌の量的増加によって

発症すると考えられている。一方、歯周炎は、歯

肉溝中の常在細菌とは質的に異なる菌種が、歯

周ポケットに存在し、その中の限られた菌種が病

態に深く関与しているとされている。よって、こ

れらの疾患の正確な診断や予防、病原性の理解

には、口腔内細菌の早期検出と定量が重要であ

る。唾液と歯垢中のA. actinomycetemcomitans、

B. forsythus、P. gingivalis、T. denticola、T. 

socranskiiの５種類の口腔内細菌を対象とした菌

の検出・定量実験でリアルタイムPCRの有用性が

示されており、今後、これらの方法を利用した患

者の口腔細菌叢の解析によって、口腔内細菌と口

腔疾患との関係、健康な人の歯垢中の細菌数と歯

根膜炎になる危険性との関係、さらにまだ培養さ

れたことのない微生物と口腔内疾患との関係が明

らかになると期待されている。

５）Borrelia burgdorferi:B. burgdorferi12）

らせん菌と総称される中で、スピロヘータは、

細長いらせん状の形態を示し、活発な回転運動を

行う菌群である。この科には、トレポネーマ属、

ボレリア属、レプトスピラ属があり、人工培養が

困難なものが多い。ボレリアは、回帰熱の原因菌

であるB. recurrentisとライム病の原因菌である

B. burgdorferiがよく知られている。本属では、

培養の問題から、菌種の鑑別にはゲノムが使われ

る。これまでにも、PCR、RAPD、RFLPなどが鑑

別に用いられてきたが、新たにリアルタイムPCR

での融解温度曲線解析による鑑別が検討されてい

る。

５）Leptospira biflexa: L. biflexa13）

レプトスピラ属の中でL. interrogansは、人畜

共通感染症の起因菌で、ワイル病やレプトスピラ

症の感染源となる。一方、L. biflexaは、病原性

がなく、湿地帯など水中に生息している自由生活

菌である。これら２種は、形態的に識別すること

は困難であり、これまでは動物実験での病原性や

培養での生育温度の違いによって識別を行ってき

た。しかし、動物実験を用いるという倫理上の問

題や、培養に数週間もの時間を費やすという点か

ら改良が望まれている。リアルタイムPCRによる

L. biflexaの同定が試みられ、20分以内に検出・

同定でき、しかも、パネル血清で識別できなかっ

た菌株についても十分な結果が得られている。

６）Chlamydia14）

クラミジアは、細菌に分類されながらもウイ

ルスやリケッチャアと同様に、人工培地では発育

できず、生きた細胞内のみで増殖可能な微生物で

ある。クラミジアによる主な感染症には、オウム

病、鼠径リンパ肉芽腫症、トラコーマがある。通

常、診断は、患者の血液、膿、分泌物などを用い

て、菌体の検出あるいは抗体検出によって行う。

とくに菌体の検出に関しては、PCRの利用が、国

内でも普及しつつある。Huang等は、クラミジア

に感染したマウスの肺標本を用いて、細胞培養

による方法とリアルタイムPCRを比較検討してい

る。結果、細胞培養法は、煩雑で、しかも技術者

による差があるためにエラーが起こりやすいが、
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リアルタイムPCRは、少ないDNA量で、確実な検

出および定量が可能であることを示し、今後、ク

ラミジアの診断には、リアルタイムPCRが大変有

用であると述べている。

３．今後の展望
感染症の診断を行う上で、病原微生物検査は不

可欠であり、検査には迅速性、特異性さらに定量

性が要求される。ここに紹介した研究でも明らか

なように、リアルタイムPCRは、これまでのPCR

よりも迅速性、簡便性、定量性において、より優

れている。よって、微量な検体でかつ定量を必要

とする迅速診断の検査法としては、非常に有用で

あると考えられる。しかし、国内の微生物検査で

保険適用とされている遺伝子検査項目は表１に示

すように10項目に満たない。残念ながら、遺伝子

検査は、その設備、試薬が高価であるために、一

般の病院検査室ではシステムがなかなか確立しに

くい。また少数の施設で独自に行っていることが

多く、データの標準化あるいは精度管理の面でも

問題が多いのが現状である。しかし、時代の趨勢

から、これからの臨床検査の中に、診断的意義の

高い遺伝子検査が確立、導入され、十分な役割を

果たすであろうことに疑う余地はない。特に、臨

床微生物の領域においては、その重要性から考え

て、リアルタイムPCRを利用した遺伝子診断は、

さらに発展し、検査のシステム化を目指して研究

が進むことであろう。

ここで紹介した以外にも多くのリアルタイム

PCRを利用した検査の研究・開発が世界各国で行

われている。今年（2003年）、世界中に感染症の

脅威を思い出させた「新型肺炎」の原因である

SARSウイルスについても、リアルタイムPCRに

よる診断法が即座に開発され15）、WHOwebサイト

にはプライマーセットが公開されている。今後、

リアルタイムPCRは、微生物のみならず、各分野

における臨床遺伝子検査の中心となることは間違

いないと思われる。近い将来、リアルタイムPCR

が、研究レベルから臨床検査へと導入、確立され

ることへの期待は大変大きい。
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