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 研究要旨 

平成 23-24 年度にはバイオテロ関連特定病原体の中の真菌感染症に主眼を

置き検査法の習熟を計った。平成 23 年度には一般真菌の網羅的スクリーニン

グ検査検出キットを用いて、健康危機発生時対応を想定のもと、操作性、精

度等の評価と共に真菌検査法に慣れた。平成 24 年度には真菌感染症の中で、

最も致死率の強いコクチジオイデスを対象に病原体の網羅的検出法の構築と

操作性、そして問題点の解析を行った。この問題点の解決を目的に平成 25 年

度には、国立感染症研究所真菌部の指導の下、研究協力員の実技研修を行い、

検出技術の向上を図った。 

この実技研修は、真菌感染症による健康危機発災時には、地方衛生研究所

の各ブロックにおける研究協力員が指導的立場で危機対応を完遂させること

を可能にするためのものである。 また作成された「バイオテロ対策病原性

真菌検査マニユアル」はバイオテロの可能性のある真菌検査検査対応の一助

になると考える 

 



 

A. 研究目的 

 バイオテロを含む健康危機発生時に、

先ず第一に現場で検査対応するのは全国

地方衛生研究所である。平成 20 年度から

対象病原体検出法の標準化の作製を目的

として、国立感染症研究所でバイオテロ

関連特定病原体の網羅的スクリーニング

検査・検出キットが作成された、地方衛

生研究所が感度、特異性、操作性等につ

いて評価してきた。対象病原体として、

ウイルスでは天然痘スウイルスワクチン

株、アデノウイルス、インフルエンザウ

イルス H5N1、SARS コロナウイルス等、ま

た、細菌では Bacillus anthracis 、

Burkholderia pseudomallei-mallei 、

Yersinia pestis、Coxiella burnetii、

Clostridium botulinum toxin A、B 等を

用いた。 

 平成23年度からはバイオテロ対象病原

微生物である真菌を対象に、これまでと

同様に国立感染症研究所で作製された網

羅的迅速検出法について、検出精度の評

価を行った。 

過去三年間にバイオテロに使用される

可能性のある可能性のある病原体の中の

ウイルスと細菌については、評価研修と

共に研究協力者がその技術を維持し、技

術伝達体制を構築しつつある。一方、バ

イオテロ対象病原体の一つである真菌に

ついての評価技術研修の初年度は、一般

的な真菌検出について国立感染症研究所

で作成された網羅的測定キットを用いて

地方衛生研究所で測定精度の評価を行っ

た。その結果、研究協力の 8地衛研では、

ブラインドサンプル; Candida albicans、

Aspergillus fumigates, Cryptococcus 

neoformans, を特定することが出来た。

しかし、この評価の過程を通して検査精

度のさらなる向上のみならず真菌検体そ

のものの取り扱い等について様々な角度

から提言された。二年目は致死率の高い

Coccidioides 

類について評価研修を行った。技術的な

未熟さを補うべく、最終年度には研究協

力者の実技技術研修会を設定、実際の

Coccidioides 属遺伝子の検出を実施し問

題点を分析、討論を目的とした。 

  

B. 研究方法 

 国立感染症研究所で作製されたバイオ

テロ対象の真菌の迅速網羅的検出法に従

った。即ち、遺伝子学的同定法は、一般

的に推奨された同定法に準拠しておこな

う 

事とした。                                       

1. 方法 

 共同プロトコールとして評価機関に試

薬・サンプルと共に送付された。 

2. 配布サンプル 

1) 平成 23 年度 

①Positive control (PC); Candida  

albicans genome DNA  

②Negative control (NC) 

 ③Klebsiella pneumoniae genome DNA  

④ blind DNA sample 1 (1)  

⑤ blind DNA sample 2 (2)  

⑥ blind DNA sample 3 (3)  

⑦ PCR premix NL (NL)  

⑧ PCR premix ITS (ITS) 

2) 平成24年度 



(1) 用意されたNL1/NL4 primerを用い
てblind DNA 検体の検出成績 

  Sample１：592bp 
 Aspergillus fumigatusと99%の相同性  

Sample 2：568bp 
Ajellomyces capsulatus と99%の相同性  

Sample 3：676b  
  Cunninghamella polymorpha および  

 Cunninghamella bertholletiaeと99%の相

同性  

Sample 4：565bp 
  Coccidioides immitis および  

Coccidioides posadasii と99%の相同性  

(2) Coi9-1F/Coi9-1R primer を用いた検
出成績 

Sample 4：595bp（reverse primer側の
み解析可能）  
 Coccidioides posadasii および  

  Coccidioides immitis と99%の相同性 

３)平成 25 年度 

(1) コクシジオイデスの DNA を真菌検出

の共通領域であるリボゾームRNA遺伝子 

(2) 領域（18S－5.8S－26S）のうち ITS

－NL 領域を増幅するプライマー対、コ

クシジオイデス菌の選択的検出プライ

マー対を用いた PCR 法による遺伝子検

出。 

 

(倫理面への配慮) 

 本研究では、 

特定の研究対象者は存在せず、倫理面へ

の配慮は不要である。 

 

C. 研究結果 

1) 検出成績 

 全て研究協力者の測定結果では、blind 

samples について同定することが出来、

シークエンス結果も一致した。また、各

地衛研から検査測定評価について意見が

提出された。すなわち PCR 検出法の条件、

真菌にユニバーサルな検出系であるため

検出可能な他の真菌類の菌名の開示、検

出測定マニュアルの作製等であった。 

また、真菌同定検査法の確立は、バイオ 

テロ対策のみならず、食品苦情事例にも    

非常に有用であるとの意見もあった。 

2) 7 研究協力者の中で 4 協力者が正確に 

Coccidioides 遺伝子を検出することが出

来た。他の研究協力者にはコンタミのよ

うな結果がでる、との技術的な課題、PCR

反応系の不具合、プライマーの設定条件、

PCR 反応酵素系の確認の必要性等 

の課題が提言された。 

3) このような検出技術の未完成部分を

補足すべく、Coccidioidesのみに限定した 

検出実技研修を行い、多くの研究協力者が 

正確に Coccidioides 遺伝子の検出が可能

となった。 

 

D. 考察 

アメリカ CDC によるバイオテロ対象重要

疾患としたカテゴーA,B,C 分類には、それ

ぞれ A:6 疾患、B:12 疾患、C:5 疾患(2003)

を設けている。その中で、特に高い死亡

率、感染力等をもつカテゴリーAには、天

然痘、炭疽、ペスト、ポツリヌス中毒、

それに各種のウイルス性出血熱が含まれ

ている。カテゴリーA対象微生物は、国立

感染症研究所で作製されたバイオテロ対

象病原体の網羅的測定キットを用いた対

象病原体遺伝子検出の測定評価による研

修を行ってきた。これらに引き続き、バ

イオテロに使用される可能性高い真菌類

の検出技術の習得を開始した。しかし、

バイオテロ対象となる可能性の極めて高



いコクシジオイデス、ヒストプラスミン、

トリコセテン・マイコトキシンなどの真

菌類を対象にした検出検査では期待され

ていた成果は望めなかった。 

細菌やウイルスに対する検査・同定技

術は優れている地方衛生研究所は真菌検

査に馴染めていないのが大きな理由と考

えられた。しかし、二年間に亘る測定実

技研修等により測定技術は向上した。 

今後は、ウイルス、細菌のみならずバ

イオテロ対象病原体真菌の検出には、こ

れらの地方衛生研究所の研究協力者が核

となり、バイオテロ健康危機発生時には、

技術的指導のみならず情報連携ネットワ

ークの中心としてバイオテロ対象病原体

検出の中核となることを望んでいる。 

また、最終年度に作成した「バイオテ

ロ対策病原性真菌検査マニユアル」は今

後地方衛生研究所の真菌検査活動に大い

に役立つものと期待している。 

 

E. 結論 

バイオテロ対象病原体の一つである真

菌の網羅的測定キットを用いて地衛研で

測定評価を行った。その結果、研究協力

者地衛研では、Coccidioides類の遺伝子検

出、菌種を特定することが出来た。 

作成した「バイオテロ対策病原性真菌検

査マニユアル」は有用な検査対応の一助

となると考える。 
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