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研究要旨 百日咳類縁菌Bordetella holmesiiに特異的なLAMP検出系を開発し，台湾CDCと共同でアジアにおけ

るB. holmesiiの流行状況を調査した。百日咳疑い患者（日本 920名，台湾 495名）を対象に遺伝子検査を実施し

た結果，B. holmesiiの陽性者は日本が0名，台湾が1名（0.3％）であった。百日咳菌の陽性者は日本が93名（10.1％），

台湾が 90名（18.2％）であり，日本の検査陽性率は台湾より低い値を示した。また，B. holmesiiの呼吸器症例の

増加原因を考察するため，呼吸器由来株に特異的に発現する高分子タンパク質について解析を行った。その結果，

高分子タンパク質は定着因子BipA（Bordetella intermediated phase protein A）と同定され，血液由来株では 1塩基

欠失または負の転写調節により発現が抑制されていることが判明した。日本では調査を実施した 2012-13年は百

日咳の非流行期にあったことから，B. holmesiiは百日咳菌と同様に周期的に流行する可能性が示唆された。 
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A．研究目的 

Bordetella holmesiiは 1995年に米国CDCにより命名

された新しい百日咳類縁菌であり，免疫系に基礎疾患

を持つ患者に感染し，敗血症・心内膜炎などの起因菌

となる。近年では基礎疾患を持たない青年・成人に感

染し，百日咳と同様な呼吸器症状を引き起こすことが

報告されている。これまで B. holmesiiの症例報告は主

に米国に限られていたが，わが国でも 2009年に初の成

人感染例が確認された。2010~11年には百日咳地域流行

で 6名の感染者が認められ，2011年には気管支炎を発

症した幼児の B. holmesii感染症例も確認された。これ

らの感染症例は B. holmesiiがすでにアジア地域に広が

っていることを示唆するが，本菌の病原体サーベイラ

ンスが実施されていないためその実態は明らかとなっ

ていない。 

B. holmesii 感染者の呼吸器症状は百日咳菌と等しい

ことから，両菌を臨床症状から区別することは不可能

である。そこで，本研究事業では B. holmesiiに特異的

な遺伝子検査法（LAMP法）を開発し，台湾CDCと共

同して遺伝子検査を用いた病原体サーベイランスを行

った。さらに，B. holmesiiの呼吸器症例の増加原因を考

察するため，本菌の呼吸器と血液由来株のタンパク発

現を比較解析した。 

 

B．研究方法 

B. holmesii-LAMP：Primer Explorer V4ソフトウェアーを

用いてB. holmesiiの recA遺伝子（216~425 bp，GenBank，

AF399661）に対し 5種類のLAMPプライマーを設計し

た。LAMP反応は Loopamp DNA増幅試薬キット（栄

研化学）を用い，25 µl の反応系に 12.5 µl の reaction 

mixture，1 µlのBst DNA polymerase，40 pmolのBH-FIP

とBH-BIPプライマー，5 pmolのBH-F3とBH-B3プラ

イマー，20 pmolのBH-LBプライマーを添加した。DNA

検体（4 µl）は 95℃で 5分間加熱し，急冷後添加した。

増幅反応は 67℃で 1時間行い，吸光度 650 nmの増加を

濁度計LA-320C（栄研化学）により測定した。 

検査体制：百日咳様患者の鼻腔スワブを検査材料とし

た。遺伝子検査はB. holmesii-LAMPまたはリアルタイ



ム PCRにより実施し，TaqManプローブは既報（Guthrie 

et al., J Clin Microbiol, 2010）のものを一部改変して使用

した。福岡県の患者検体は国立感染症研究所・細菌第

二部，高知県の検体は高知県衛生研究所，台湾の検体

は台湾CDCにおいて検査を行った。百日咳菌の遺伝子

検査はLAMP法またはリアルタイムPCR法により行っ

た。なお。高知県衛生研究所では百日咳強化サーベイ

ランス事業の一環として遺伝子検査が実施された。 

解析菌株：B. holmesii 患者の呼吸器から分離された 2

株（BH2，BH6）と呼吸器以外から分離された 2株（BH7，

BH ATCC51541）を供試した。BH7 株は心外膜炎患者

の心嚢液（Nei et al., J Clin Microbiol, 2012），BH 

ATCC51541株は敗血症患者の血液から分離された菌株

であり，両株を血液由来株とした。菌株は BG 培地で

培養し，菌体の全タンパク質を 10-20% SDS-PAGEに供

試した。 

細菌学的解析：血液由来株に特異的に認められた高分

子タンパク質は質量分析により同定した。タンパク質

の発現はイムノブロット法により解析し，一次抗体に

はBH2株の全菌体に対するマウス抗血清（抗wBH2）

およびマウスBipA抗血清（R1, R3）を用いた。bipA遺

伝子のシークエンス解析は非翻訳領域を含めた 4.8 kb

について実施し，bipA mRNAは TaKaRa One Step RNA 

PCR Kit（AMV）を用いて解析した。 

（倫理面への配慮） 

臨床検体は百日咳診断を目的に国立感染症研究所・細

菌第二部に搬入されたものを供試した。患者検体は医

療機関において連結可能匿名化され，患者個人が特定

出来ないよう配慮した。 

 

C．結果 

B. holmesii-LAMP：B. holmesii臨床分離株のDNAを用

いてLAMP検出系の感度を検討したところ，検出限界

は 50 fg DNA/tubeと判断された。次にBordetella族細菌

6菌種 21株を用いて本法の特異性を評価したところ，

B. holmesii以外のBordetella族細菌は1 ng/tubeという高

濃度でも検出されず，本法は B. holmesiiに高い感度と

特異性を示した。 

患者 DNA 検体を用いて本法の臨床感度を評価した

ところ，既報のリアルタイム PCR法で陽性となった 6

患者検体はすべて陽性と判定された。同様にリアルタ

イム PCR法で陰性となった 82検体はすべて陰性と判

定され，その一致度は 100％を示した。 

病原体サーベイランス：百日咳様患者（日本 920 名，

台湾 495 名）について遺伝子検査を実施した結果，B. 

holmesiiの陽性者は日本が 0名，台湾が 1名（0.3％）

であった（表１）。百日咳菌の陽性者は日本が 93 名

（10.1％），台湾が 90名（18.2％）であり，日本の陽性

率は台湾より低い値を示した。 

病原性解析：B. holmesiiの呼吸器由来株と血液由来株を

比較した結果，呼吸器由来株に特異的に発現する高分

子タンパク質（２本の蛋白バンド）を認めた（図１）。

この高分子タンパク質は抗 wBH2抗体に強く交差する

とともに，抗BipA抗体にも強く交差した。この蛋白質

を質量分析に供試したところ，２本の蛋白バンドとも

にBordetella intermediated protein A（BipA）と同定され

た。なお，血液由来のBH7株では低分子の位置に２本

のバンドが確認され，この低分子タンパク質をtruncated 

BipAと命名した。 

血液由来株において BipA 発現が認められなかった

原因を考察するため，bipA遺伝子のシークエンス解析

を行った。その結果，truncated BipAが認められたBH7

株では bipA遺伝子に 1塩基欠失（c.1961delG）が確認

された。この遺伝子欠失は終止コドンを新たに形成し，

不完全長の truncated BipAを産生することが示された。

なお，血液由来株BH ATCC51541に遺伝子変異が確認

されなかったことから，bipA転写量について検討を加

えた。その結果，BH ATCC51541では bipA mRNAがほ

とんど検出されず，負の転写調節を受けていることが

判明した。 

 

D．考察 

過去に米国とカナダで実施された大規模調査では百

日咳様患者の 0.1~0.3％にB. holmesiiが検出され，本菌

が百日咳の起因菌となることが示された。また，フラ

ンスの調査では百日咳と診断された青年患者の 20％に

B. holmesii遺伝子が検出されている。これらの病原体サ

ーベイランスは近年 B. holmesii感染が世界的に広がる

とともに，百日咳菌と B. holmesiiの鑑別の必要性を指

摘する。本研究で開発したB. holmesii-LAMPは操作が



簡便であることから，B. holmesiiの病原体サーベイラン

スに有用な手段となると期待された。 

本研究事業では百日咳様患者（日本 920名，台湾 495

名）を対象に遺伝子検査を実施し，台湾で 1 名の B. 

holmesii陽性者を確認したが，日本では陽性者を確認で

きなかった。台湾における感染者は小学生であり，本

菌の感染者が乳幼児よりも10歳代に多いという報告に

一致した。日本では 2012年の百日咳菌の検査陽性率は

13.1％（64/487）であったが，2013年には 6.7％（29/433）

と減少した。わが国では 2008~10 年に大規模な百日咳

流行が発生し，調査開始の 2012年以降は百日咳の非流

行年にあったと考えられる。米国では B. holmesiiの菌

血症患者は 2010~11 年の百日咳流行時に増加したこと

から（Tartof et al., Clin Infect Dis, 2014），B. holmesiiは百

日咳菌と同様に周期的に流行する可能性が示唆された。

百日咳菌の流行周期は約 4 年であることから，B. 

holmesii については今後も継続的な病原体サーベイラ

ンスが必要である。 

米国では百日咳流行時に B. holmesiiによる菌血症患

者が増加したが，本菌の血流感染と呼吸器感染の関係

は不明である。本研究では呼吸器由来株と血液由来株

を比較し，呼吸器由来株に特異的に発現する高分子タ

ンパク質BipAを同定した。菌体の表層タンパク質であ

るBipAは高い抗原性を持つこと，さらに気管支敗血症

菌のBipAはBcfA（Bordetella colonization factor A）と共

同して菌の定着に働くことが知られている。そのため，

BipAが呼吸器感染症例の増加に関与する可能性は高く，

今後BipAに焦点を当てた研究が必要となる。また，百

日咳流行時に B. holmesiiが流行する可能性は否定出来

ないため，BipAの高い抗原性を利用したワクチン開発

も重要な検討課題となる。 

 

E．結論 

百日咳類縁菌B. holmesiiに特異的なLAMP検出系を

開発し、台湾CDCと共同で病原体サーベイランスを実

施した。本菌が百日咳菌と同様に周期的に流行する可

能性が示唆されるとともに、近年の呼吸器症例の増加

に定着因子BipAの関与が指摘された。 
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