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研究要旨：バイオテロに使用される可能性があるとして一部が特定病原体に指定されて

いる紅斑熱群リケッチアには，多様なリケッチア種があることが知られている。 輸入症

例から分離されたリケッチアは，これまで報告のない遺伝子配列を示していたことから，

紅斑熱群リケッチアに関しては，今後もその多様性が広がる可能性があり，バイオテロ

を想定した場合，多様な臨床症状をも示すリケッチア症に対し，どれだけの感度，特異

性をもって迅速診断系を準備するべきか考慮する必要がある。本研究では，その基盤を

構築するため，国内の常在リケッチアと輸入症例の多様性を検討するとともに，新規分

離リケッチア株の全ゲノム解析をこころみ，既存のリケッチア種との比較を行うことに

より，バイオテロを想定した場合の多様な臨床症状をも示すリケッチア症に対し，SNPs

解析による迅速診断系の可能性について検討した。また，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が議論される病原体である。

既存のC. burnetii分離株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。次世代シークエン

サーによって数種の株の全ゲノム配列を解析，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 

バイオテロ・エージェントとして複数のリ

ケッチアが指定されている。その中で，紅斑

熱群リケッチアには多様なリケッチア種が

あることが知られている。われわれの研究室

では，国内に常在するつつが虫病や日本紅斑

熱などのリケッチア症，さまざまなベクター

からのリケッチアの検出の他，多様な輸入リ

ケッチア症を診断，経験している。リケッチ

ア症の多様性に関し，どこまで広く対応・検

出すべきか，アプローチ可能かを考察するた

め，輸入例から分離されたリケッチアの遺伝



子解析を全ゲノム解析まで行い，リケッチア

症の多様性に関し検討した。 

 また，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，歴史的に長くリケッチ

アに分類されていた。他のリケッチアと同様

にバイオテロ・エージェントとして世界的に

注目されている。国内の患者発生は少ないも

のの，ひとたび発生すれば，多くの家畜の淘

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り，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において

も全ゲノム解析の有用性を検討した。 

 

 

Ｂ．研究方法 

１．輸入リケッチア症例の確認，分離・同定 

熱性疾患を呈した海外渡航者の鑑別診断

依頼に基づき，抗リケッチア抗体価の測定，

急性期全血や発疹部皮膚生検材料からリケ

ッチア特異遺伝子の検出のため，複数の遺伝

子領域を標的としたPCR，ダイレクトシーク

エンスを行った。また，急性期全血をL929

細胞に接種し，分離を試みた。 

２．分離リケッチアの解析 

 分離されたリケッチアからDNAを抽出し，

複数の遺伝子領域について解析(Multi locu

s sequencing)を行った。 

３．海外輸入例から得られた新規リケッチア

の培養とゲノム解析DNAの調整 

新規リケッチア株Rickettsia sp. Tenjik

uをL929細胞で培養，T75培養ボトル全量を解

析のための出発材料とした。100％感染したL

929細胞を培養上清とともに回収，高速冷却

遠心により得た沈渣を5mL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，上清を回収後，

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。 

４．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 (以下NM-NIID)

と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本の感染細胞をゲノム解析に供した。

上記リケッチアと同様に回収し，ペレットを

1mLのPBS(-)に再懸濁，同様の細胞破砕，抽

出法によりDNAを抽出した。 

５．分離リケッチアのゲノム解析 

 ３および４で得たゲノムDNAについて次世

代シークエンサー(イルミナ社マイシックMi

Seq）を用いて解読した。マウスおよびサル

のレファレンス・シークエンス配列に解読リ

ードをマッピング，unmap readをCLC genom

e workbenchでde novoアッセンブルし，1 k

b以上のcontigを回収した。全ゲノム情報が

公表されているリケッチア種，株と比較し，

SNPｓ系統樹解析を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

 必要なし 

 

 

Ｃ．研究結果 

１．リケッチア症患者の確認 

 2011年に経験した一例はユニークな検査

結果となった。6病日では用いたいずれの抗

原に対しても陰性であったが，12病日でR. 

japonica並びにR. conoriiに対する抗体価

が有意に上昇，PCRでは，急性期全血材料に



おいてompAのみ陽性となり，ダイレクトシー

クエンスの結果，紅斑熱群リケッチアのクラ

スターにはいるものの，既知のリケッチア種

とは異なるシークエンス配列であった(図

１)。 

２．リケッチアの分離・同定 

 このリケッチアの分離に成功し，5つの領

域の遺伝子領域についても検討したところ，

すべてPCR陽性となり，シークエンス解析の

結果，ompAのPCR産物は，臨床検体(急性期全

血)から直接検出した遺伝子配列と完全に一

致した。他のPCR産物の配列は，ompAほど他

のリケッチア種との相同性は低くないもの

の，既報のリケッチア種とは異なる配列であ

った。 

２．新規リケッチアのゲノム解析 

 次世代シークエンサーによる解読，レファ

レンス・シークエンスにマッピングし，残っ

たリケッチア由来候補をCLC genome workbe

nchでアッセンブルしたところ，1 kb以上のc

ontigが21個得られ，トータルで約1.34 Mb

のゲノムサイズであることが推定された。 

 リケッチア独自のものと考えられた21個

の contigsをCGE (Center for Genomic Epi

demiology) serverのsnpTree1.1によるゲノ

ムワイドのSNPs系統解析を行い，紅斑熱群な

らびに発疹チフス群を含む既報の23種のリ

ケッチア種のゲノム情報と比較したところ，

解析に用いたリケッチアは明らかに他のリ

ケッチア種と異なる新規のものであった。

（図２） 

３．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。これらの情報を

登録されているNine Mile I相菌(RSA493)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，SNPｓ系統

樹解析では，３つのC. burnetii株のゲノム

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相菌ではpQpH1が欠

落していた。TK-1は，国内で初めて自然発症

者から分離された株であるが，Nine-Mile株

と近縁であるものの，Nine-Mile株Ⅱ相菌(N

M-NIID)とは塩基置換数が225箇所存在した

（図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，NM-NIIDで

は複数の核酸代謝系の領域が欠失していた

り，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。 

 

 

Ｄ．考察 

 初年度(2011年)の輸入症例の一つは，R. 

japonicaならびにR.conoriiに対する抗体価

の上昇が明らかであったこと，渡航先の情報

から，当初，R. conorii subsp. indicaと推

測した。しかし，分離されたリケッチアは，

これまで国内，海外でも報告のないものであ

った。臨床検体から直接PCR法によって検出

できたものは，ompA領域のみであった。デー

タベースに登録されていた情報は，唯一イン

ドの研究者グループが登録した配列の長さ

が異なる同領域の情報のみであり，分離株に

より他の複数の遺伝子領域も解析できたが，

これまでデータベースには登録がないもの

であった。 

リケッチア症の検査目的において，ompA

領域を標的としたPCRは，必ずしも第一の標

的でないため，通常の検査プロトコールでは

確定できないリケッチアであった。また，リ

ケッチア症を疑う臨床検体からの直接PCR法

を実施する場合，刺し口や発疹部皮膚生検材

料からの検出が推奨されているものの，今回



の症例では，検体の保存状態からDNA抽出自

体が難しく，全血からの抽出DNAのみPCR法へ

供試可能であった。また，当室でルーチンに

使用しているPCR増幅酵素ではシークエンス

解析に供するに十分な増幅ができず，より増

幅効率の高い酵素に変更することで検出，シ

ークエンス解析が可能となった。リケッチア

症は，原因となるリケッチア種が紅斑熱群に

分類された場合でも，その症状は多様であり，

臨床症状からリケッチア症を疑うことが難

しいことも少なくない。リケッチア症とその

原因となるリケッチア種の多様性が示され

るなかで，今後，より広範なリケッチアに特

異性，感度の高い遺伝子検出系の準備のため，

さらに多くのリケッチア遺伝子の情報を集

め，データベース化することも必要であろう。 

２年次は，初年度に得た新規リケッチアの

全ゲノム解析によるゲノムワイドのSNPs系

統解析から，このリケッチアは，部分的に行

っていたompA，gltA，17 k-Da，16S，geneD

の各遺伝子と同様に，既知のリケッチア種と

異なることが示された。供試21個のcontigs

によるSNPs解析から既知のリケッチアと鑑

別が可能であるが，より少ないcontigsでの

解析により同様の鑑別が可能であるかの検

討が必要である。さらにリケッチア症疑いの

検体から直接シークエンス解析を行うこと

により，SNPs解析からリケッチアの検出並び

に鑑別が可能であるかの検討が必要である。 

臨床症状からリケッチア症を疑うことが

難しいことも多く，バイオテロを想定するた

めには，国内常在のリケッチアであるか，既

知のリケッチアであるかの鑑別がテロの認

知やリスク評価に重要となる。海外のみなら

ず国内においても多様なリケッチアの存在

があきらかになってきており，より簡便で迅

速なリケッチアの鑑別のための標的SNPの検

討が必要であり，その検出が臨床材料への適

用が可能かさらに進める必要がある。 

３年次は，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

れている一部のC. burnetii株のゲノム解読

を試みた。 

国内保存株C. burnetii 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，TK-1株は，

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あり，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。しかし，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。株間の比較では，核酸代

謝系の遺伝子の欠失および変異が認められ，

また複数の領域において，変異や欠失も認め

られた。一方，病原性関連領域と報告されて

いるT4SSは，高度に保存されていた。 

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基盤を作成，

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。 

 

 

Ｅ．結論 

リケッチア症の原因となるリケッチア種は

多様である。バイオテロを想定した場合，多

様な臨床症状をも示すリケッチア症に対し，

どれだけの感度，特異性をもって迅速診断系



を準備するべきか考慮する必要がある。ゲノ

ムワイドのSNPs解析の導入がよりおこない

やすくするための環境整備が今後必要と考

えられる。また，C. burnetiiによるQ熱も臨

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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図１ 検出・分離されたリケッチアのompA領域の系統樹 

 

 

図２ 新規リケッチアのSNPｓ系統樹 

 

 

 

図３ SNPｓ系統解析(C. burnetii CbuG Q212 をreferenceにしてSNPを抽出，Total SNPs: 10,947 SNPs) 


