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研究要旨：従来リケッチアに分類されていたCoxiella burnetiiは，バイオテロに使用さ

れる可能性のあるとして，常にその取扱いに注意が必要と議論される病原体である。国

内で分離された株，国内の実験室に保存されていたC. burnetiiの分子生物学的特徴を把

握することは，通常の感染でないバイオテロが発生した際に，迅速にその事態を明らか

にする情報となる。PrototypeのC. burnetii Nine Mile株の実験室における継代でLPS抗

原の変化で病原性が低下したⅡ相菌と日本で初めて確認された患者から分離されたTK-1

株について，次世代シークエンサーによって全ゲノム配列を解析するとともに，公開登

録されているC. burnetii Nine Mile株の病原性の強いI相菌のゲノム情報と比較検討し

たところ，SNPｓ解析による株の分類，同一株であるか否かの判別に利用可能と考えられ

る複数の遺伝子領域を確認できた。 

 

 

Ａ．研究目的 

 Q熱病原体Coxiella burnetiiは，微生物学

的には現在レジオネラ目に属する偏性寄生

細菌であるが，歴史的に長い間，リケッチア

に分類されていた。バイオテロ・エージェン

トとして世界的に注目され，しばしばバオイ

テロに使用することが企まれた経緯がある。

国内での自然発生患者は少ないものの，ひと

たび発生すれば，多くの偶蹄類家畜の淘汰や

ヒトへの感染拡大など社会的影響も大きい。

国内で分離された株，国内の実験室に保存さ

れるC. burnetiiの分子生物学的特徴を把握

することは，通常の感染でないバイオテロが

発生した際に迅速にその事態を明らかにす

る基礎情報となる。前年度，輸入症例から分

離された新規リケッチアの全ゲノム解析が，

株の特性を把握するために極めて有効なツ

ールであること示されたことに続き，Q熱病

原体C. burnettiiでの全ゲノム解析の有用

性を検討した。 

 

 



Ｂ．研究方法 

１．C.burnetii株と解析DNAの調整 

国内で保管されていたC. burnetii Nine 

Mile株(prototype) Ⅱ相菌(in vitro継代に

よりLPSの相変異を起こし，病原性が減弱し

たもの)(以下NM-NIID)と実験室感染を除く

自然発症の本邦第一例目の患者から分離さ

れたTK-1株をBGM細胞で培養し，T25培養ボト

ル1本の感染細胞を解析のための出発材料と

した。ほぼ100％感染した細胞を培養上清と

ともに回収，高速冷却遠心機により得たペレ

ットを1mLのPBS(-)に再懸濁した。この菌液

をダウンスホモジナイザーで30ストローク

処理，低速遠心し，上清を回収後，その上清

を再度高速冷却遠心してペレットとした。こ

のペレットから定法によりDNAを抽出した。 

 

２．ゲノム解析 

 得られたゲノムDNAを次世代シークエンサ

ー(イルミナ社マイシックMiSeq）を用いて解

読し，レファレンス・シークエンス(Macaca 

mulatta)の配列に解読リードをマッピング，

unmap readをCLC genome workbenchでde no

voｱｯｾﾝﾌﾞﾙしたところ，1 kb以上(x1000以上

のcoverage)のcontigを回収した。表1に示す

全ゲノム情報が公表されているC. burnetii

株とSNPｓ系統樹解析を行うとともに，今回

解析した2株とprototype Nine Mile I相菌

(RSA493)の比較解析を行った。 

 

３．海外のアウトブレークに関する情報解析 

 2007年から2010年にかけ，オランダにおい

て，多数の偶蹄類動物の淘汰を必要とする患

者数千人規模の大アウトブレークが発生し

た。その後，その発生に関する詳しい解析と

多くの情報が発表されており，その情報を解

析することにより，日本でのQ熱の発生形態

の想定とバイオテロを感知するためのファ

クターの検討を試みた。 

 

（倫理面への配慮） 

 必要なし 

 

 

Ｃ．研究結果 

1. C. burnetiiのゲノム解析 

 次世代シークエンサーによる解析の結果，

C. burnetii NM-NIIDおよびTK-1ともにコク

シエラのゲノムサイズと同等のアッセンブ

ルが問題なく可能であった(表２)。これらの

情報を登録されているNine Mile I相菌(RSA

493)の完全長のゲノム配列に沿ってcontig

を並び替え，比較解析を行ったところ，SNP

ｓ系統樹解析では，比較解析した３つのC. 

burnetiiのゲノムは極めて近いクラスター

に収束したが，同じ由来とされるNM-NIIDとI

相菌(RSA493)では，112の塩基置換があり，

Ⅱ相菌においてはpQpH1が欠落していた。TK

-1は，国内で初めて自然発症者から分離され

た菌株であるが，Nine-Mile株と近縁である

ものの，Nine-Mile株Ⅱ相菌(NM-NIID)とは塩

基置換数が225箇所存在した（図１，表３）。

全長でみると，３つのゲノム配列は高度に保

存されているものの(図２)，NM-NIIDでは複

数の核酸代謝系の領域が欠失していたり(図

3)，さらにTK-1株ではpseudogene領域の変異

と欠失，prophage領域の変異も見られた。 

 

2. アウトブレーク情報からの国内の社会

的影響等の検討と解析 

オランダのアウトブレークで見えてきたQ熱

の集団発生の特徴は以下のとおりである。 

①患者発生の前兆として山羊の流産が多発。 

②動物や動物製品にかかわった患者が多い。

（ただし，Q熱の感染源として一般的な偶蹄

類等に限らない。） 



③職業的特徴はなし。 

④流産が多発した農場からの距離。 

⑤周辺環境の影響。 

⑥マダニは関与していない。 

⑦一度汚染された農場の清浄化は困難。（芽

胞様構造） 

 

 

Ｄ．考察 

 今年度は，前年度のリケッチアにおける全

ゲノム解析の有効性を踏まえ，国内で保管さ

れているC. burnetii株のゲノム解読を行っ

た。粗精製で培養細胞の共雑物が混ざってい

ても，C. burnetiiの解析は十分可能であり，

国内保存株の特徴を見いだし，バイオテロに

於ける迅速な株特定の基盤の作成が可能で

あることが示された。 

国内保存株Nine-Mile Ⅱ相菌(NM-NIID)は，

国外の同一由来株とは異なる変異箇所が存

在し，実際にバイオテロが発生した場合に於

ける，国内保存株との差違を明確に出来ると

示唆された。また，国内初の分離株TK-1は，

NM-NIIDと非常に近縁であった。Nine Mile

株が米国のマダニから分離されている経緯

からも，TK-1株を分離した患者は国内に土着

したC. burnetiiによる事例である可能性は

低い。実際に，患者の渡航歴から，カナダで

の偶蹄類家畜との接触がり，そこでの感染で

あった事が疫学データからも示唆されてい

たが，帰国から約２カ月経過しての発症であ

ったため，エピソードとしては強く疑われる

ものの，国内での感染も明確に否定できない

もであった。今回の解析結果から，やはりカ

ナダでの感染を強く疑うものであったこと

が言える。 

三者間の比較では，核酸代謝系の遺伝子の

欠失および変異が認められ，C. burnetiiは，

偏性細胞内寄生細菌のため，核酸代謝系を欠

失しても生存は可能である事も本データか

ら示唆される。複数の領域において，株間に

変異や欠失も認められた。また一方，病原性

関連領域と報告されているT4SSは，三者間で

高度に保存されていた。病原性における表現

系の僅かな差異は，今回認められた変異箇所

によると示唆される。 

以上のことから，C. burunetiiに関し，国

内保存株のゲノムワイドな情報を蓄積する

ことにより，バイオテロの可能性を見極める

ことができる可能性が示された。 

また、様々な疫学情報を蓄積することによ

り、自然な発生か否かを判断するためには、

日本国内の畜産形態を含めた総合的な情報

収集が必要であることが明らかであった。 

 

 

Ｅ．結論 

C. burnetiiによるQ熱は臨床的には他の

熱性疾患等との鑑別が難しく，バイオテロが

想定される患者発生があった際は，国内に常

在または実験室保管株であるか，海外の株で

あるかの鑑別できるかがテロの認知やリス

ク評価に重要となる。国内外の情報を蓄積す

ることにより，より簡便で迅速な対応を可能

とすることが必要と考えられる。 
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表１ Coxiella burnetiiのゲノム解析状況(PATRIC) 

 
 

 

 

 

表２ de novoアッセンブルの結果 

 
 

 

 

 

表３ 三者間のSNP数 

 



 
図１ SNPｓ系統解析 

Coxiella burnetii CbuG Q212 をreferenceにしてSNPを抽出 

Total SNPs: 10,947 SNPs 

 

 

 

図２ ゲノム比較解析 

 

 

 

 
図３ ゲノム比較解析 〜Nine-Mile_NIIDで欠失していた箇所〜 


