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6．ニューモシスチス・カリニの分子生物学とその臨床応用

中村義一北田一博

（掲載決定：平成３年８月７日）

１．はじめに

カリニ肺炎は，日和見感染症の一つで，Ｐ,zeILmocys-

tiscari"iｔ（以下Ｐ・ｃａ７伽ｉと略記）の感染・増殖に

よって起こる。カリニ肺炎は，免疫不全患者に発症しや

すく，重篤化するケースが多い。特に，ＡＩＤＳ（acquired

immunedeficiencysyndroｍｅ：後天性免疫不全症候

群）患者の３分の２の症例に本疾患が合併しており，死

因の第１位を占めている（Selik，1987)。米国では，既

に1981-1988年の間に，52,000人のＡＩＤＳ患者がカリ

ニ肺炎を併発し，今後３年間でさらに，15万人の発症が

予想されている（Telzak，1990)。カリニ肺炎はまた，

臓器移植患者が免疫抑制処置をうけたときにも発症しや

すいことが知られている。

Ｐ、ｃａ７ｉ"ｉｔは，大きさが約数IUmと赤血球より少し

小さい，真核系の微生物である。分類学的には，原生動

物（Protozoa）とする説と，菌類（Fungi）とする税

とが提出されてきた。これは，薬剤耐性特｣性と形態学的

な観察に基づく結果で，Ｐ．ｃ、"ｉｔが，増殖状態の単

細胞から成るトロホゾイト（栄養体）と，休止状態の８

個のスポロゾイト（小芽体）から成るシストの間を変化

する生活環を持つために（Yoshida，1989)，この形態

が原生動物と菌類とに共通する性質と考えられた。

Ｐ・ｃａｒｍｊｉは1909年に発見され（Chagas，1909)，

1914年に命名された。その後，長らくＰ、ｃａｍｚｉｉに関

する研究は放置された状態が続いたが，第２次世界大戦

後，ヨーロッパで肺炎が多発した際に行われた研究によ

り，1960年代になってＰ・ｃａｒｍｔｊが肺炎の起炎菌のひ

とつであると認められるようになり，研究が復活した。

その後1980年代に至る間に，免疫抑制剤投与によるラッ

トでのカリニ肺炎発症のモデル動物実験系の開発（Fre-

nkel，1966)，抗Ｐ・ｃａ７ｉｍｉ薬であるペンタミジンの

発見（IvadyetaZ．，1967)，一過的なｍｕｉｔｒｏ培養の
報告（PiferetaL，1977）などが行われた。しかし，

カリニ肺炎自体の症例数が少ないことから，これが重大

な疾患であると認識されるには至らず，研究が大きく進

展するには至らなかった。しかし，1980年代になって事

態が一変した。ＡＩＤＳの流行に伴なって，カリニ肺炎の

発症が急増するようになり，その診断・治療・予防法の

確立が緊急の問題となった。しかし，基礎的な研究の欠

落のために，これに即応できる態勢にはなかった。

２．Ｐ、ｃａ７ｍｉｊの分子系統学的研究

従来は，古典的な立場から系統・分類が行われていた

が，近年は，共通に保存されている遺伝子の塩基配列が

どの程度に変化しているかに基づいて系統樹を作成する，

分子進化論的な研究が活発に行われている。最も詳細な

分子系統樹が作成されている例としては，リポゾーム

ＲＮＡの一つである５ＳｒＲＮＡの塩基配列が，既に70Ｏ

近い生物種で決定され，広範な分子系統樹として確立し

ている（SpechtetaZ.，1990)。我々も，Ｐ・ｃａ７ｍｉｉ

から５ＳｒＲＮＡを分離し，そのＲＮＡ塩基配列を分析

することによって，分子系統樹上での位置づけを行なっ

た（WatanabeetaZ.，1989)。決定した５ＳｒＲＮＡの

２次構造は真核生物に共通した構造をとり，コンピュー

ターによる類似I性マトリックス解析の結果，Ｐ、ｃａｍｚｉｉ

はProtistaFungiに属し，アメーバや変形菌類（My-

xomycota)，接合菌類（Zygomycota）に近い仲間
であることが示された。つまり，Ｐ、ｃａ７ｍｉｔは，マラ

リアやトリパノゾーマのような典型的な原生動物（Pro‐

tozoa）と菌類（Fungi）の中間に位置する生物種であ
ることが明かになった。

この結論は，米国のグループが独立に行なったｌ８

ＳｒＲＮＡサブユニットの分析からも支持されている

(ＥｄｍａｎｅｔａＺ.，1988)。ちなみに，Ｐ・ｃａ７ｍｉｉから

rＲＮＡを分離し，電気泳動分析すると，その大きいほ

うのサブユニットは，ラットで代表される典型的真核生

物の28Ｓサイズではなくて，酵母と同じ26Ｓのサイズで

ある（図ｌ）。

３．Ｐ、ｃａ７ｍｉｉ表面抗原の構造

Ｐ、ｃａ７ｍｉｔの病原性を明かにするためには，その細

胞表面構造の生化学的な研究が不可欠である。Ｐ、cart-

7Liiのように，培養が難しい材料の場合には，単クロー

ン抗体を用いた研究が効果的である。我々も，これまで，

P、ｃａ７ｍｉｉ表面抗原に対する単クローン抗体（５Ｇ１０

抗体）を利用して，表面抗原の生化学的な解析を行なっ

た（TanabeetaZ.，1989)。

５G10単クローン抗体で，ラットの肺切片を蛍光染色

すると，Ｐ、ｃａｍｚｉｉ感染肺だけが特異的に反応し，非
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感染肺は反応しない。さらに，電子顕微鏡で単クローン

抗体の結合部位を，フェリチン標識法で観察すると，ＰＬ

ｃｍｎｉｉのシスト表面にグレーンが局在する。これらの

形態学的な解析から，５G10抗体は表面抗原と特異的に

反応することが最初に明かになった。

図２の(a)には，Ｐ・ｃａ７ｍｉｉの全タンパク質のＳＤＳゲ

ル電気泳動の染色パターンを示してあるが，約115,000

の分子量の位置に主要タンパク質の濃いバンドが観察さ

れる。驚くべきことに，総タンパク質の約７割に相当す

る量である。我々は，この分子種をＰｌｌ５と命名した。

単クローン抗体５G10は，免疫ブロッティング法で，こ

のＰ115分子と反応する（図２ｂ)。このことから，Ｐｌｌ５

がＰ、ｃａｒｍｉｉの主要表面抗原となっていることがわか

る。Ｐ115分子は単一種ではなく，２次元電気泳動分析

すると，約6種類のわずかに等電点の異なるタンパク質

群に分離する。これらのisoelectricvariantsは等し

く単クローン抗体５Ｇ１０と反応する。そしてこれら６種

類のvariantsのスポットを独立に分離して，ペプチド・

マッピングを行なったところ，一致したパターンが得ら

れるため，タンパク質部分の構造は共通であると考えら

△$３舅QFRsJQs,Qj〉

ﾕ8ｓ

２６ｓ

18ｓ 18ｓ

リポゾームＲＮＡの電気泳動。独立にＰＬｃａ－

ｒｍｉｔから分離した３種類の標品（ＰＣと表示）

を，ラットと酵母由来のｒＲＮＡと比較分析

した。
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抗Ｐ115単クローン抗体のエピトープ分析。ラット肺タンパク質（ratlung)，Ｐ．

(ratPc)，精製Ｐ115分子（Ｐ115)，endo-F処理したＰ115分子（endo-FPll5）

コマジー染色(a)，５G10抗体染色(b)，抗ＰＣ３抗体染色(c)した結果を示す。

図２ ｃａ７ｍｉｉタンパク質

を各々電気泳動し，
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れる。

興味深いことに，マンノシダーゼやendo-F酵素によっ

てＰ115分子を処理すると，分子量がわずかに小さくな

る。さらに，２次元電気泳動上でも，単一のスポットに

収敵する。このことから，Ｐ115分子種の等電点の違い

は，糖鎖の構造の違いに基づくものであることが示唆さ

れた。さらに，Ｐ115分子種を構成する糖鎖成分を微量

分析した結果，マンノースが主要な構成成分であること

がこれまでにわかっている。

Ｐ115糖タンパク質がＰ、ｃａｍｚｉｉに極めて多量に含ま

れ，主要表面成分となっているという事実は，その糖タ

ンパク質がＰ・ｃａ７ｍｉｉの感染・増殖等の病原性に重要

な役割を占めている可能性を強く示唆する。

図２（b）に示すように，Pll5分子から，endo-F処理

で，アスパラギンに結合している糖鎖を外すと，５Ｇ１０

抗体は反応しなくなる。これまでに，Ｐ，ｃａｍｚｔｔを抗

原として作製した単クローン抗体が全て，糖鎖認識抗体

であった事実は，Ｐ・Ｃａ７ｍｉｉ細胞表面が抗原性の強い

高マンノース型のグルカンで覆われていることを示唆す

る。

ペプチド抗体は，Ｖ８プロテアーゼによるPll5限定

分解断片をアミノ酸配列分析し，１１鎖長（ＰＣ２），およ

び'8鎖長（ＰＣ３）の独立した領域のペプチドを人工合

成して，これらに対する単クローン抗体として作製した。

図２(b)に示すように，endo-F処理したPll5分子は，

抗ＰＣ３抗体に対する反応性を保持している。これらの

抗ペプチド性単クローン抗体を用いて，ｃＤＮＡライブ

ラリーからPll5遺伝子のスクリーニングを行なった。

現在，これら陽性クローンの塩基配列分析を行なってお

り，Ｐ115遺伝子の全構造の解明が待たれる。

4．Ｐ、ｃａ７ｍｉｉ表面抗原遺伝子のクローニング

Ｐ、ｃａｍｚｉｉのゲノムＤＮＡライブラリーは1988年に

我々の研究室から報告されたものが最初で（Ｔａｎａｂｅｅｔ

ａＺ.，1988)，その後，欧米の数研究室から報告が続いた。

ＤＮＡライブラリーの作製は，同時に，Ｐ、ｃａ７ｍｉｉか

ら生体高分子を分離した初めての実験でもあった。我々

は，Ｐ115遺伝子のクローニングを目的として，ゲノム・

ライブラリーのほかに，ｃＤＮＡライブラリーの作製を

行なった。Ｐ・ｃａｍｚｉｉから分離したポリ(A)-ＲＮＡから

ｃＤＮＡを合成し，スgtllファージに挿入した。スｇｔｌｌ

ファージは発現ベクターとして多用されており，目的と

する遺伝子産物をβガラクトシダーゼとの融合タンパク

質として検出できるシステムである。当初，前述した５

G10抗体を始めとする各種の単クローン抗体を用いて，

ｃＤＮＡライブラリーをスクリーニングしたが，不成功

に終った。その原因は，用いた単クローン抗体が，こと

ごとく糖鎖をエピトープとする抗体であったためである。

５．臨床診断への応用

カリニ肺炎が決して稀な疾患でなくなった現在，高感

度で容易な診断法の開発が望まれる。Kovacsらはモノ

クローナル抗体による検査法を開発し，誘起喀疾であれ

ば100％近い感度でＰ・ｃａ７ｍｉｉを検出できるとしてい

る（KovacsetaZ.，1988)。これに対して，我々は，５

ＳｒＲＮＡの分子系統学的研究に基づいて，ＰＣＲ（Pol-

ymeraseChainReaction）法を用いたＤＮＡ診断法
を開発した（KitadaetaZ.，1991)。ＰＣＲは,向き合っ

たｌ対のプライマーに挟まれる塩基配列部分を，耐熱性

のＤＮＡポリメラーゼで繰り返し合成させることによっ

て，特定のＤＮＡ部分を高度に増幅する方法として開

発され（SaikietaJ.，1985)，既に，高感度ＤＮＡ診
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図３ＰＣＲ増幅用プラマーの検討。プライマーに用いるＰ・ｃａｒｍｉｉの

る生物種と比較し，異なる部分を示した。（A)分子系統学的近縁種，

（c)上気道常在,性細菌。
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⑥（a）（c）
１２３４５６１２３ １２３

図４５ＳｒＲＮＡ遺伝子を利用したＰ・ｃａ７ｍｉｉ感染のＰＣＲ診断。増幅したＤＮＡの有無をアクリ

ルアミドゲル電気泳動により分析した。（a)実験動物の肺標品診断。レーン１，感染マウス肺；レー

ン２，感染マウス肺のパラフィン切片；レーン３，潜在感染マウス肺；レーン４，非感染マウス

肺；レーン５，感染ラット肺；レーン６，非感染ラット肺。（b)針穿刺法によるＡＩＤＳ患者の肺

生検診断。３人のなかで，レーン３の患者が陽性と判断された。（c)血液を使った診断。３人の

ＡＩＤＳ患者の血液のうちで，レーン３の患者が陽性と判断された。

るが，いまひとつには，生化学や分子生物学を背景にし

た研究者の参加がなかったためでもある。我々のグルー

プは，これまでバクテリアを材料とする遺伝子発現調節

機構の分子遺伝学的研究を行なってきたが，1987年から

P・ｃａ７ｍｉｉの分子生物学の構築とその臨床応用を目的

として，本研究を開始した。

Ｐ、ｃａ７ｍＺｔの感染・増殖・病原性・宿主免疫防御反

応，さらには生活環における分化といった問題までを含

めて考えてみても，主要表面抗原Pll5糖タンパク質の

構造・機能・可変性（antigenicvariation）・分化特

異性（stagespecificity）及びその発現・生合成とい

う問題の理解が重要であろうと考えている。そのために

は，表面抗原遺伝子の分子遺伝学的解析と糖鎖構造の生

化学的解析が不可欠である。これらの基礎的な研究は，

ＤＮＡ診断，特異抗体による受動免疫療法，ワクチン予

防などの臨床応用を展開する基礎となるものである。

近年，欧米での寄生虫学では，トリパノゾーマやマラ

リアを中心にして，エポック・メーキングな新発見が相

次いでいる。ＲＮＡエデティング，トランス・スプライ

シング，表面抗原スイッチングなどである。これらの制

御様式はおそらく寄生原生動物が進化の狭間にあって，

特有の進化の道を歩み，古代の制御系を保存しえた為で

あろうと考えられる。これらの発見は，「制御システム

の進化」といった，生物学の新しい分野の研究に，大き

なインパクトを与えるものである。Ｐ、ｃａ７ｍｉｉの分子

生物学からも，これに関連する新しい発見ｶﾇもたらされ

断法として，臨床応用されている。図３は，データーベー

スに基づいて，プライマー部分の塩基配列を，ＰＬｃａ７ｍｔｔ

の近縁種，病原性真菌，および上気道常在性細菌と比較

検討したもので，理論的にこれらとは交差反応を起こさ

ない。実験的にも，非特異的な増幅はこれまで見られて

いない。

ＰＣＲ診断の有効性は，まずモデル動物実験で確かめ

られ（図４(a))，その後，経皮的肺吸引や血液等の検体

に対する臨床試験で確証された（図４(b)(c))。検出感度

は,single-cell-sensitivityのレベルである。増幅した

ＤＮＡの塩基配列には，ヒト，ラット，マウス等の宿主

間相違は見られていない。

現在，医科学研究所においては，通常のｐ、Ｃａ（"ｉｔ

の検査法として，喀疾に対するＰＣＲ診断が行なわれて

おり，診断の信頼性が実証されるとともに，バイオフ｡シー

を回避することによって，患者のみならず医師．ナース

側のリスクを軽減することに大へん役だっている。ペン

タミジン，ＳＴ合剤等の，毒性が強い薬剤を用いた際の，

効果的な投薬計画を決める上で，経時的に採取した喀疾

に対するＰＣＲ診断が，治療効果の直接的マーカーとし

て有効である。

６．おわりに

Ｐ、ｃａｍｚｉｉに関する基礎研究が大きく遅れた理由と

して，ＡＩＤＳの流行まで，疾患として重大視されていな

かったことや，培養が困難であるという事情が指摘でき
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