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平成 23-25 年度厚生労働科学研究費補助金総合研究報告書 

アジアの感染症担当研究機関とのラボラトリーネットワークの 

促進と共同研究体制の強化に関する研究 

研究代表者：倉根 一郎（国立感染症研究所 副所長） 

研究協力者：渡邉 治雄 (国立感染症研究所 所長) 

概要：グローバル化が進むにつれ、アジア等で発生した多くの感染症が、ヒトや物の流

通を通して我が国に入り込んでくる機会が増加してきている。それらの侵入をできるだけ

食い止める、あるいは入り込んだ場合にもその拡散を最小限にするための方策が必要にな

る。その一つは、アジア等の感染症の情報やそこで発生している病原体の特徴を普段から

知り、危機発生の時に迅速にそれら情報を利用できるようにしておくことである。その目

的のため H23-25 年間に、アジアの感染症専門の国立研究機関との間で、共同研究契約を締

結し、その地域で発生している感染症の疫学情報や病原体の遺伝学的特徴の解析を行う基

盤の確立を行った。対象機関としては、中国 CDC, 台湾 CDC,ベトナム NIHE(National 

Institute of Health and Epidemiology), インド NICED(National Institute of Cholera and 

Enteric Diseases)とし、対象疾病としては、①腸管系下痢症、②麻疹、インフルエンザ等

の呼吸器系感染症、③ベクター媒介性疾患等の新興感染症、とした。各研究機関の機関長

同士の打ち合わせ後、共同研究契約書を締結したことにより、共同研究ばかりでなく人的

交流も促進され、危機対応時に機関同士および個人レベルにおける情報交流ができる体制

が出来上がってきたといえる。特に、中国で 2009 年に SFTS が発生後、わが国でも発生し

ているのではとの危惧で、中国 CDC から論文発表前のデーターとウイルス情報の提供を感

染研が受けた。感染研として検出系の確立を行い、2013 年の我が国における最初の SFTS 患

者発生への迅速対応に結びつけることができたのは、当該交流の一つのよい事例であった

といえる。今後いかなる新興および再興感染症がアジア等で発生するかもしれない。その

場合に、各国を代表する国の感染症に携わる研究機関同士の連携が、感染症対策の迅速な

る貢献に大きな役割を果たすものと思われる。

中国 CDC: Center for Disease Control と

の共同研究 

清水 博之   ウイルス第二部 

森川 茂    ウイルス第一部 

松山 州徳   ウイルス第三部 

倉 文明   細菌第一部 

中山 周一 細菌第一部 

駒瀬 勝啓  ウイルス第三部 

泉谷 秀昌 細菌第一部 

2)台湾 CDC との共同研究 



津久井久美子   寄生動物部 

津田 良夫 昆虫医科学部 

小林 和夫 免疫部 

高崎 智彦  ウイルス第一部  

柴山 恵吾  細菌第二部 

甲斐 雅規  ハンセン病研究セン 

ター 

片山 和彦  ウイルス第二部 

今岡 浩一  獣医科学部 

蒲地 一成  細菌第二部 

小泉 信夫 細菌第一部 

3)インド NICED: National Institute of 

Cholera and Enteric Disease との共同研

究 

森田 昌知 細菌第一部 

三戸部治郎  細菌第一部 

野崎 智義  寄生動物部  

俣野 哲朗  エイズ研究センター 

4)ベトナム NIHE: National Institute of 

Health and Epidemiology との共同研究 

泉谷 秀昌 細菌第一部 

清水 博之  ウイルス第二部 

井上 智  獣医科学部  

駒瀬 勝啓  ウイルス第三部 

大野秀明  生物活性物質部  

小泉 信夫 細菌第一部 

柴山 恵吾  細菌第二部 

5) 国際協力の調整 

宮川昭二   国際協力室 

A.研究目的： 

 高病原性鳥インフルエンザ、デング熱、

下痢性疾患等のアジアで発生している感染

症が旅行者等を通しわが国に進入する危険

性が常に存在している。それらの発生状況

を常時に把握し、わが国への侵入あるいは

拡散を防止する事前対応が必要である。そ

のため、感染研では東アジア地区（中国、

韓国、台湾）やインド等に存在する感染症

を専門とする国立の研究機関（国立感染症

研究所と同じような機能を持つ機関を対象

にする）や ASEAN 機構との共同研究契約（Ｍ

ＯＵ）を締結してきている。問題となる病

原体の正確な情報、および特徴を日常的に

把握し監視していくために当該研究機関と

のネットワークを構築し、感染症情報およ

び病原体情報の交換を行う。本研究におい

てはアジアで問題となっている感染症、①

腸管系下痢症、②麻疹、インフルエンザ等

の呼吸器系感染症、③ベクター媒介性疾患

等の新興感染症を対象に研究プロジェクト

を組織し、アジア地域とのネットワークを

構築し、病原体検査法の標準化および共通

のマニュアルの作成、病原体の分子疫学的

解析の共同研究、病原体情報の効率的交換

の促進を図る。さらにアジアの各地域の研

究機関に研究委託を行い、そこで分離され

る病原体の分布、病原体の遺伝学的特徴等



の調査・解析、そのデータ ・ベースの構築

を行う。今までに、コレラ菌、デング熱ウ

イルスを用いて、アジア・環太平洋諸国の

CDC 様研究機関との共同研究により、ゲノ

ムの多様性を解析する手法の標準化、その

制度管理“いわゆる PulseNet Asia”や”

パルボネット“の構築を行ってきた実績が

ある。病原体を各国から手に入れるのは国

際的に非常に難しい状況にある。原則的に

は各国で分離される病原体は委託して各国

で解析してもらい、わが国では輸入感染症

として分離される病原体を解析しそれらの

比較解析、データベース化を行うことを基

本とする。また、連携各国との国際シンポ

ジウムを定期化し、情報の交換、人的交流

を図る。それらが総合的に、アジア地区へ

の我が国の国際貢献、および感染症コント

ロールに貢献することに繋がるであろう 

B. 研究方法 

対象国；中国 CDC,台湾 CDC,インド NICED, 

ベトナム NIHE 

全体計画：腸管係感染症、呼吸器系感染症、

ベクター媒介性感染症および新興感染症の

病原体を中心に、東アジアの CDC 様機能を

持つ感染症の国立の専門研究機関（中国 CDC, 

韓国 CDC/NIH, 台湾 CDC）およびインド

(NICED), ベトナム(NIHE)との共同研究を

促進する。これらの研究所は、今までに感

染研との間で共同研究契約（MOU）を締結し

てきた機関であり、実質的な共同研究体制

の確立に繋がる。プロジェクト間の連携は、

毎年少なくとも１回以上会合を持ち、進捗

状況、意見交換を行う。現在は、病原体の

移動・輸入が難しい状況にあるので、各国

で患者、あるいは動物等から分離される病

原体を解析し（委託研究）、そのデータベ

ースを、国立感染症研究所を中心に集積す

ることを原則とする。 

共通目標：各研究機関との共同研究プロト

コールの作成を行った。各病原体の分離・

検査法の確立と統一、検査マニュアルの作

成、分子疫学的手法の開発と統一化、解析

マニュアルの作成をＨ２３年度から開始し

た。統一された方法に基づき各国で分離さ

れる病原体の疫学マーカーの解析を行い、

わが国のものとの比較検討を行う。結果の

データベース化を行い、共通に利用できる

体制を構築する（Ｈ２４，２５年度）。新

しい解析手法の開発に成功した場合には、

お互いの国間での技術移転を行う。人的な

交流も促進し、健康危機の発生時には迅速

に情報の交換が行える体制を構築する。主

任研究者が全体の進捗を調整する。分担研

究者は研究組織に記載した病原体を担当す

る 

各論： 

中国CDC+韓国CDC/NIH：(1)腸管感染症とし

て細菌（赤痢菌、コレラ菌）、ウィルス(EV

71)の病原体の分子疫学手法の開発、病原体

のgenotypeの比較解析、(2)ウイルス性出血

熱；最近中国でダニを媒介とするブニヤウ

イルスが新規に発見された。その検査法の

確立および媒介蚊、ウイルスの分布域を共

同で調査する。また、新しいウイルスの存

在に関する調査を行う。(3)呼吸器感染症：

レジオネラ、麻疹、インフルエンザ等の病

原体疫学調査、分子疫学調査をおこなう。

一定のGenotypingにより病原体のデータベ



ース化、 

台湾CDC: (1)ベクター媒介性ウイルス感染

症：台湾ではデング熱が流行している。そ

の媒介蚊、ウイルスのgenotypeの疫学調査,

 (2) 腸管病原体；赤痢アメーバ―、下痢性

ウイルス疾患の疫学調査、genotypingの比

較、(3)結核菌の薬剤耐性：薬剤耐性パター

ン及び病原体のgenotypeの比較による国を

超えての菌の伝播の調査、(4)らい菌の薬剤

耐性調査、(5)希少感染症としてのレプトス

ピラ、ブルセラの調査、診断法の開発。 

インドNICED: (1) インドで問題となって

いる下痢性疾患の迅速診断法の開発、新規

の遺伝型の発生メカニズムの解析；病原体

としてコレラ、赤痢、原虫症ジアルジアを

扱う。(2)インドではHIV感染症が重要な課

題。HIVウイルスのgenotypeの比較解析。ウ

イルスゲノムの変異とHLAとの関連性の進

化的解析。 

ベトナムNIHE: (1)ベトナムで流行してい

るEV71, HFMDの解析、(2)国境を越えて移動

する狂犬病ウイルスの解析、(3)真菌の中重

症のヒストプラズマ症の疫学、(4)麻疹、風

疹の分子疫学、(5)コレラの流行解析と分子

疫学、(6)炭疽菌の分子遺伝学的解析、(7)

増加する耐性菌NDM-1の解析 

C.研究結果： 

1. 全体としての活動: 研究代表者、研究協

力者（倉根、渡邉 宮川） 

2011 年に各研究機関との連携の締結を結び、

毎年（2011-2013）,相互の国において研究

発表会を行い、研究の進捗状況の把握、研

究の方向性の相談、確認を行った。相互の

機関長の出席のもとに行われ、機関と機関

の間での共同研究を進めるという方針で遂

行した。これにより、感染症危機管理の面

からも相互の連携が強化されることとなっ

た。 

1)中国 CDC との連携： 

① 中国では、2008 年 5月から手足口病が

全国サーベイランスによる届出対象疾

患となった。2008〜2012 年にかけて、

約 720 万人の手足口病症例、2000 名強

の死亡例が報告された。手足口病症例

報告体制とともに、中国国内エンテロ

ウイルス実験室ネットワークによる実

験室診断体制が整備され、手足口病症

例の約 3.7%について実験室診断が行わ

れた。中国全土の EV71 分離株の分子疫

学的解析を行い、1996〜2012 年にかけ

て中国で検出された EV71 分離株のほ

とんどが遺伝子型 C4 に属し、遺伝子型

C4 は、C4a と C4b に細分類されること

が明らかとなった。WHO 西太平洋地域

事務局、感染研、CCDC を含む専門家の

協力の下、WHO手足口病ガイドライン”

A Guide to Clinical Management and 

Public Health Response for Hand Foot 

Mouth Disease (HFMD)”を作成・公開

した。（清水） 

② 中国 CDC の Yuelong Shu 博士と情報を

共有し、インフルエンザ以外の ARI ウ

イルスについて、原因不明病原体の解

析、ウイルス分離技術の向上を試みた。

まず、ARI の検査に利用するための、

ウイルス高感受性細胞の作成を試みた。

肺に特異的に発現している膜貫通型セ

リンプロテアーゼ TMPRSS2 を利用して

細胞に感染することが報告されており、



TMPRSS2 の発現した細胞を作成し、既

存のヒトコロナウイルス（229E、NL63、

SARS ） と 新 型 コ ロ ナ ウ イ ル ス

（MERS-HCoV）に対する感受性を比較し

た。TCID50、ウイルス増殖、感染細胞

の免疫染色を行ったが、いずれのウイ

ルスでも TMPRSS2 発現細胞の方が非発

現細胞よりも感受性が高かった。特に

新型コロナウイルスでは 100 倍もの高

い感受性が見られた。TMPRSS2 細胞は

コロナウイルスの研究とサーベイラン

スの分野に貢献できるものと考えられ

る。（松山） 

③ 2009 年に中国で発生した重症発熱性血

小板減少症(SFTS)の原因ウイルスは、

ブニヤウイルス科フレボウイルス属の

新種のウイルス(SFTS ウイルス : 

SFTSV)であることが 2011 年に中国 CDC

によって報告された。SFTSV を媒介す

るフタトゲチマダニは中国のみならず、

日本を含めアジア、太平洋地域に広く

生息していることから、中国 CDC から

情報を入手して、組換えウイルス蛋白

による血清診断系の開発、組換えウイ

ルス蛋白に対する抗体作成、患者診断

用の RT-PCR 等を準備した。2013 年 1

月には本ウイルスに感染した国内初の

SFTS 患者が報告された。患者の実験室

診断には、１）患者診断用 RT-PCR が有

効であった、２）ウイルス分離同定や、

免疫組織学的染色に、組換えウイルス

蛋白に対する抗体が極めて有用であっ

た。2012 年 11 月に中国 CDC の Prof. 

Mifang Liang, Prof. Li Dexin に分与

された SFTS ウイルス HB29 株を用いて

作製した抗体検出法は感度が高く、そ

の後の動物の血清疫学調査等に活用さ

れた。マダニからのウイルス遺伝子検

出は、MGB プローブによるリアルタイ

ム RT-PCR 法を確立し、反応が陽性対照

コンタミによるのか否かを同時に確認

できる系へと改良された（森川） 

④ わが国をはじめアジア各国で発生する

種々の細菌感染症に対応するため、主

として食水系由来腸管感染症を対象に

遺伝子解析をベースとした疫学指標、

診断法の開発、ならびにそれらの有用

性についての検討を行った。また、V. 

cholerae non-O1/nonm-O139 及び V. 

fluvialis お対象に O 血清型別ならび

に病原因子の探索を行い、その発生と

流行の傾向についての調査を行った。

共同研究にあたり中国 CDC（CCDC） の

細菌部門とコンタクトを持ち、赤痢菌

の 分 子 タ イ ピ ン グ 、 V. cholerae 

non-O1/nonm-O139 及び V. fluvialis

の血清型別に関する共同作業を行った

（泉谷 荒川）。 

⑤ 中国における L. pneumophila血清群 1

の環境分離株 164 株（冷却塔水由来 96

株、温泉由来 42 株、水道水由来 26 株）

の遺伝子型別の結果も、ST1 が 49.4％

を占め、次いで ST154 が中国（6%）で

も日本（3%）でも多く、中国と日本で

同様の傾向があることがわかった。温

泉分離株の遺伝子型が多様であること

も同様の結果だったが、冷却塔水分離

株の多くが共通、あるいは似た遺伝子

型であったのに対し、浴槽水・温泉分

離株で共通の遺伝子型は、見られなか

った。日本と中国で共通の遺伝子型に



ついても、それぞれ独自の遺伝子型に

ついても、臨床からも分離される遺伝

子型が多くあり、それらの菌が生息す

る環境水が感染源となりうる危険性が

示唆された。(倉) 

⑥ 日本国内の IPD 由来肺炎球菌の MLST 

解析を行った結果、アジアを含む世界

各国で多く分離されている多剤薬剤耐

性 ST320 型 19A 肺炎球菌は日本の特

定な地域に分離された。欧米では、

ST320 型 19A 肺炎球菌は PCV7 が導

入された後、多剤耐性 ST320 型 19F 肺

炎球菌の capsular switching によっ

て変換されたタイプで、ワクチンによ

るセレクションされたと報告されてい

る。しかし、中国では、日本と同様に、

PCV7 が導入される前から ST320 型 

19A 肺炎球菌の分離がみられた。（常） 

① 台湾 CDC との連携 

① 日本では、現在、家畜における家畜ブ

ルセラ菌感染は清浄化しており、同菌

に感染する患者も輸入患者に限られて

いる。台湾においても感染家畜の報告

はなく、また、患者も過去 33 年間報告

されていなかったが、2011 年初めに輸

入患者 2例が報告された。そこで、2011

年度は、日台における共同研究の端緒

として、台湾 CDC におけるブルセラ症

検査体制構築のために、抗体検出法と

して日本で標準的に用いられている試

験管内凝集反応（TAT）と我々の作成し

たマイクロプレート凝集反応（MAT）を、

遺伝子検出法として同じく我々の作成

した Combinatorial PCR 法を移転し、

診断技術の共有を行った。2012 年度か

らは、日本･台湾のイヌにおける B. 

canis 感染状況調査として、同一の手

技により、その抗体保有状況を検討し、

比較を行った。B. canisに対する抗体

は、国内のイヌでは、2,318 頭中 115

頭（5.0％）が抗体陽性、すなわち感染

歴を持つことがわかった。台湾につい

ては、63 検体調査して抗体陽性 1 頭、

陽性率 1.6%と、日本よりも低くなって

いた。（今岡） 

② 今回台湾より供与された非病原性赤痢

アメーバー株はハムスターに対して

ALA 形成能を有していた。これはヒト

への病原性とハムスターへの病原性が

異なる、または腸管と肝臓への病原性

が異なるという二つの可能性があると

考えている。今後腸管への病原性の評

価方法を確立する必要がある。台湾で

無症候性患者からの赤痢アメーバ株が

確立できるようになったことは大きな

進歩であった。今後ヒトに症状を示さ

ない赤痢アメーバ株の解析を、特に

AIG1-17 に注目しながら展開していき

たいと考えている。（津久井） 

③ 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。



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（蒲

池） 

④ 活動性非結核性抗酸菌（特に、

Mycobacterium avium complex：MAC）

感染症の迅速簡便血清診断（所要：約

3時間）の研究開発・性能評価に関し、

台湾行政院衛生署疾病管制局 周 如

文 博士、国立台湾大学病院医学院附

設医院内科部・主治医師 王 振源 

博士と日台共同研究を推進した。本キ

ットの異なる地域や民族における有用

性に関する国際評価は未了である。共

同研究の成果として、１）台湾の MAC

感染症患者血清を収集、２）MAC 抗体

価を測定し、感度：61%、特異度：91%

であった。本血清診断は非侵襲性、簡

便、迅速であり、人種や地域を超越し、

有用であることが示された。（阿戸） 

⑤ 台湾 CDC との共同研究として、ハンセ

ン病の血清診断及びハンセン病の起因

菌であるらい菌の薬剤耐性に関する研

究を実施した。台湾のハンセン病患者

血清を用い、らい菌由来抗原 MMP-I 及

び MMP-II の血清診断を行った結果、従

来法で用いている PGL-I 抗原での結果

よりもいい成績を得た。らい菌の薬剤

耐性に関する研究では 13 例の検体か

ら抽出した DNA を用い、9 例でらい菌

由来 DNA を検出し、そのうち 2 例がダ

プソン耐性変異を示した。（甲斐）。 

⑥ 蚊媒介性病原体の自然の侵入経路のひ

とつとして，渡り鳥による持ち込み（侵

入）・定着に関する検討を行った．台

湾の調査地では 2011 年～2013 年に，

20 種類 13,373 個体，石垣島では 24 種

類 7,499 個体の蚊成虫を採集し、鳥マ

ラリア原虫の検出を行った．その結果，

台湾で採集された 20 種の蚊のうち，9

種類の蚊から鳥マラリア原虫が検出さ

れた． 3 つの系統は 3年連続して原虫

が検出されており，調査地に生息する

クシヒゲカの一種と Cx. murrelliなど

の蚊によって感染サイクルが維持され

ていると推測された．これに対して，

これら 3 系統以外の系統は，いずれも

3 年間の調査で 1 回しか検出されてお

らず，感染した渡り鳥によって偶然に

持ち込まれ，飛来時期に生息していた

蚊の吸血を通じて一時的に取り込まれ

た系統であると推測された．本研究の

調査結果は，渡り鳥による病原体の持

ち込みが実際に行われていることを示

唆している（津田） 

⑦ 台湾で分離された INH 耐性結核菌で、

katG遺伝子の変異で、かつ耐性との関

連が明らかにされていない 235 番目の

GA の挿入、C1436A、C317T、G332A の変

異、ahpC の C-10T、ndh の T203C の変

異を見出した。今後これらの変異蛋白

の機能を解析し、実際に耐性に関与し

ているかどうかを解析する。そしてINH

耐性結核菌を検出する検査法の改良を

目指す。台湾を始めアジア各国で結核

罹患率の高い国で薬剤耐性結核の迅速

診断に役立つことが期待される。（柴

山） 

 

３）ベトナム NIHE との連携 

① 日本，台湾，フィリピンおよびベトナ



ム で 分 離 さ れ た Leptospira 

interrogans および各血清型基準株の

分子タイピングを MLVA により行った．

これらの国に分布する L. interrogans

と保有動物の多様性および普遍性，動

物種特異的な血清群の存在が明らかに

なった．ベトナム国立衛生疫学研究所

(NIHE)とともに、タインホア地域の熱

源が不明の発熱患者および一般健常人

の血清疫学，ネズミ，ブタおよび土壌

からのレプトスピラ検出を行った．熱

源不明の発熱患者の 20%からレプトス

ピラ特異的 IgM が検出され，9%の患者

血液からレプトスピラ DNA が検出され

た．また同地域の健常人の 49%からレ

プトスピラ特異的 IgG が検出され，農

業従事者におけるレプトスピラ感染の

蔓延が明らかとなった．（小泉） 

② ベトナム NIHE がハノイ市内の４医療

機関と Clostridium difficile 感染症

(CDI)の研究をするためにネットワー

ク構築を行い、NIHE において C. 

difficile の分離培養が開始された。

ハノイの医療機関は、抗菌薬適正使用

が行われていない、病棟で複数患者が

１ベッドを共有するなど過密な状況で

感染管理が難しい等により、 C. 

difficile 高病原性株の発生源・温床

となりやすいと考えられた。ベトナム

における CDI の感染実態調査および疫

学調査は急務であると考えられた。新

しい細菌学的検査法として、RT-PCR 法

を用いた C. difficile毒素遺伝子検出

法の開発・評価を行った。検討検体数

を増やす必要があるが、本法は、臨床

検査として使用でき、さらに C. 

difficile による感染と無症候キャリ

アを区別できうる画期的検査法と考え

られた。（加藤） 

③ ベトナムに生息する翼手目（コウモリ）

が RV を含むリッサウイルス属の自然

宿主あるかを調べるために NIID で保

有している 5株（RV、EBLV-1、Duvenhage 

virus、Mokola virus、Lagos bat virus）

を利用した簡易中和抗体検出系を確立

した。平成 24 年度は、ベトナムで流行

しているウイルス株を簡易かつ迅速に

検出できる LAMP 法の確立、診断ラボの

ネットワーク強化に必要となる検査系

の検証と臨床・検査・疫学等を網羅し

たモデル研修を北部の流行地域で試み

た。平成 25 年度は、より安全かつ簡便

に中和抗体を測定できるように分泌型

アルカリフォスファターゼ（SEAP）発

現シュードタイプを利用した中和試験

法の開発を試みて従来法（RFFIT 法）

等同様の成績で感度・特異性の高いこ

とが示された。 

④ ベトナムの北部山岳地帯で発生した皮

膚炭疽の集団発生事例の炭疽菌 DNA を

抽出してMLVAとSNPによる系統解析を

行い分離株が西ヨーロッパや北アメリ

カの菌株と同じ遺伝学的クラスター

(A1 クラスター）に分類されることを

明らかにした。皮膚炭疽から分離した

菌株を 80-SNP で系統解析してベトナ

ム株がアジア分離株の多数含まれる

A3 クラスターに所属するが日本株

（A3a クラスター）やモンゴル株（A3b

クラスター）と異なるクラスターを韓

国分離株と形成することを明らかにし

た。市販食肉分離株について解析を行



い西ヨーロッパや北アメリカで分離さ

れる菌株と同じ遺伝学的クラスター

(A1 クラスター）に分類されることを

明らかにした。（井上） 

⑤ ベトナムでは、近年、死亡例・重症例

を含む手足口病あるいはエンテロウイ

ルス 71(EV71)感染症の流行が報告さ

れている。2011-2012 年には、ベトナ

ム全土で、死亡例を含む多くの重症例

を伴う大規模な手足口病流行が発生し、

公衆衛生上の大きな問題となっている。

主として 2011-2012 年の手足口病流行

期における、北部ベトナムにおける手

足口病患者由来検体から、エンテロウ

イルスの検出・同定を行い以下の結果

を得た。ベトナムでは、2011 年から

手足口病が全国サーベイランスによ

る届出対象疾患となった。2011〜

2012 年にかけて、約 28 万人の手足口

病症例および 223 名の死亡例が報告

された。2011〜2012 年の手足口病検

体から EV71（C4 が主）に次いで高頻

度にコクサッキーA6 型(CVA6)が検出

された。日本やアジア諸国同様、ベ

トナムでも、CVA6 による手足口病症

例の増加傾向が認められた。（清水） 

⑥ NIHE に麻疹遺伝子解析技術の移転を

はかり、 2006 年〜2012 年までに流行

したウイルスの遺伝子解析し、遺伝子

型 H1 株が流行している事、また、その

流行株は同じ遺伝子型 H1 でありなが

ら、流行年ごとに少しずつ異なる事、 

2013 年春からベトナム北部山岳地域

で流行し始めたウイルスは隣国、ラオ

スで流行した株を起源とする可能性が

高い事、を示した。（駒瀬） 

⑦ NDM 型カルバペネマーゼ産生菌は、日

本においてはこれまで輸入事例を中心

に 10 例ほど報告があるのみだが、ベト

ナムにおいては医療機関で頻繁に分離

されている。ベトナムで分離された

NDM 型 遺 伝 子 陽 性 Acinetobacter 

baumannii１２株について、Multilocus 

sequence typing 法により遺伝子型を

調べたところ、うち１１株は非流行タ

イプだった。ベトナムでは院内感染に

関する対策が十分でないことが背景と

して考えられる。日本国内においては、

途上国に旅行中に現地の医療機関に入

院し、帰国して国内の医療機関に入院

する患者について、特に NDM 型のよう

な外国で蔓延している耐性菌について

注意を払う必要があると考え。（柴山） 

⑧ 2009 年初夏のコレラ流行が小さな第

一波と大きな第二波からなることが示

唆された。 

コレラの流行に対応するために環境中

の V. cholerae の動向を調査すること

は重要である。定量性を加味するため

に MPN-PCR 法の導入を行った。2013 年

3-8 月の間に、約 100 検体を試験し、

20 検体が陽性であった。5-7 月にかけ

ては菌数が低く、3，4月および 8月に

は菌数が高かったことから、 V. 

cholerae 分布に関する季節変動の可

能性が示唆された。本結果については、

ポイントの整理などを行い、また継続

して調査を行うことで V. cholerae の

消長が定期的に発生するかどうかを見

ていく必要がある。（泉谷） 

⑨ ベトナム・ハノイ市における医療機関

で呼吸器感染症が疑われた症例を対象



にしたヒストプラスマ症の疫学調査で

は、提出された 258 検体中 9 検体がヒ

ストプラスマ属特異的 PCR 法で陽性を

示した。また、血清中の抗ヒストプラ

スマ抗体の保有状況の検討では、144

検体中 26 検体で抗体陽性と判定され

た。我々の検討から、ベトナムは他の

東南アジア地域と同様にヒストプラス

マ症の流行地域であり、決して稀な真

菌症ではないことが伺われた。（大野） 

 

４） インド NICED との連携 

① ジアルジア症に関する重要な知見は約

10%の人の下痢症例からジアルジアが

発見され、下痢の主要な原因病原体で

あった。人の感染は主に 15 才以下の小

児に検出され、小児の栄養不良・身体

と知育の成長阻害の要因となる可能性

が確認された。酪農場のウシ並びに労

働者から高い感染が確認され、コルカ

タ周辺地域でも動物由来感染症として

の像が確認された。 赤痢アメーバは

インドにおける臨床株の遺伝的多様性

が初めて明らかにされた。インドにお

ける赤痢アメーバの遺伝的多様性は野

崎らが日本の MSM(男性同性愛者)で示

した赤痢アメーバ株において示したと

同様に、極めて高い遺伝的多様性を示

していた。更に、これまで未同定の多

くの遺伝子型が発見された。このこと

は南アジアにおいて特殊な種内分化・

多様化が起こった可能性を示していた。

（野崎） 

② 赤痢菌群に共通する病原蛋白の発現が

増加する一方、ストレス応答の低下に

より病原性が低下する変異体を分離し

た。これが血清型を超えた防御効果を

示すユニバーサル・ワクチンとして利

用できないか調べるため、アジアの感

染症担当研究機関とのラボラトリーネ

ットワークを活用し、モルモットの腸

管感染モデルを初めて開発したインド

国立コレラ・腸管感染症研究所との共

同研究を行った。S.flexneriで作製し

たワクチン候補株は、病原性が高度に

減少する一方、血清型が異なる強毒株

である志賀菌(S.dysenteriae type 1)

並びに現在の流行株である S.sonnei

に対し明確な防御効果が認められた

（三戸部）。 

③ V. cholerae O1 の流行株変遷について

基盤情報を得るため、El Tor variant

型 V. cholerae O1 に着目し、インド国

立コレラ及び腸管感染症研究所より提

供されたゲノム DNA を用いて、ゲノム

上に溶原化している CTX ファージの遺

伝子配列の比較解析及び MLVA による

分子疫学解析を行った。さらには El 

Tor variant 型 Vibrio cholerae O1 で

見出された 15 ヶ所の一塩基多型の流

行株疫学マーカーとしての妥当性を検

証した。（森田） 

④ アジアの HIV 感染流行地域の一つとし

て重要なインド国の国立コレラ腸管感

染症研究所（NICED）との共同研究で、

HLA 関連 HIV 変異同定に向け、インド

国 HIV 感染者の HLA 遺伝子型同定法を

確立し、解析を開始した。解析結果で

は、HLA-A、HLA-B および HLA-C 各々に

ついて、比較的頻度の高いアレルが見

出された。このうち、ベトナムでも頻



度の高い HLA-A*11:01 に注目し、この

HLA の関連変異候補を HIV gag MA 遺伝

子領域に見出した。（俣野） 

D.考察： 

 アジアの特定な地域で発生している感染

症が、旅行者、食材（食品）、動物等を介

してアジア地域全域に拡散し、それが我が

国にも侵入する機会は増大してきている。

そのような時期に、各国の感染症の制御に

責任を持っている国の研究機関との連携を

深め、情報の共有化を図るためのネットワ

ーク化に向けた試みを行うことは時期を得

ている。特に、各地域、各国において発生

している病原体の表現型（生物型、薬剤耐

性等）および遺伝型（塩基配列の差による

型別）の解析結果の情報の収集を図る基盤

的研究成果は、アジア地域における新規病

原体の発生の迅速検知、その制御に向けた

アジア地域での協力体制の確保を図ること

に多大なる貢献をすることが期待できる。 

 1990 年代後半以降、東アジア地域で、小

児急性死症例を含む重症 EV71 エンテロウ

イルス感染症の大規模な流行が多発し大き

な社会問題となっているが、中国本土では、

2008 年以来、多数の死亡例を含む手足口病

流行が報告されている。中国で近年伝播し

ている EV71 分離株の分子疫学的解析を行

ったところ、すべての EV71 株が，中国本土

固有の遺伝子型 C4 に属することが明らか

となった。中国で分離された遺伝子型 C4 の

EV71 株と分子系統学的に近縁な EV71 分離

株は、中国本土以外の，台湾、日本、ベト

ナム等でも近年報告されている。他の地域

では、異なる遺伝子型の流行・伝播が頻繁

に認められるのに対し、中国本土で検出さ

れる EV71 株は、ほとんどすべて遺伝子型

C4 しか検出できない点は、中国で伝播して

いる EV71 の分子疫学的特徴と考えられる。

アジア地域では EV71 による髄膜炎等の重

症事例や死者が可なり発生している。その

ため、中国、台湾、ベトナム等においては、

自前でワクチン開発を行ってきている。中

国においては臨床試験も終え実用化を目指

しており、その対策が進行している。我が

国においては、EV71 の事例はあるが、社会

問題化するほどの死亡事例数までには至っ

ていない。同じ遺伝型の株が流行している

が、病態に大きな違いが見られる。その理

由がどこにあるのかは判明していない。環

境の問題なのか、ヒトの遺伝的要因に起因

するのか、今後の課題である。 

  2009 年ごろに中国でマダニ媒介性疾患

として SFTS が見いだされた。2013 年には

我が国においても、また韓国においても見

いだされてきており、少なくとも東アジア

一帯に存在する可能性があることが判明し

た。SFTSV のゲノム解析の結果からは、か

なり以前からそれらの地域に定着して、独

自の進化をしてきていることが判明した。

それらを解析できるきっかけも中国 CDC と

の共同研究契約の締結と実際の共同研究の

開始による連携の強化が図られてきた結果

であった。お互いの研究所の正式のパイプ

ができてきた成果は大きなものがある。そ

れは H7N9 インフルエンザ発生時において

も、情報の交換がスムーズにいき、また H7N9

インフルエンザの解析成果を中国 CDC が世

界に向けて発表する会合時にも、感染研に

最敬礼の招聘が行われたことからも明らか

である。政治的な問題とはかけ離れて、科



学的事項に関して研究所間の太いきずなが

維持されていく努力を行っていく必要があ

る。 

感染症の伝播には国境はない。いつどの

ような病原体の勃発、その拡散が起こるか

予期できない。その発生を迅速に検知する

ためにも、近隣諸国との連携、および病原

体の検出技術の標準化が重要である。幸い

にも我が国は科学的にも技術的にもアジア

諸国のなかでは先んじている。我が国がリ

ーダーシップをとり、アジア諸国の感染症

対応の責任を担う国立の研究機関とのネッ

トワークを構築し、人的、技術的な交流を

深めておくことが、強いては我が国への新

規病原体の侵入防止、および拡大の迅速把

握に結びつき、我が国の感染症対策に役立

つこととなる。構築されつつあるネットワ

ークのさらなる発展および維持に当該研究

の果たす役割は大きいと考える。 

Ｅ．結論： 

一国で発生した感染症の原因となる病原

体は、ヒトあるいは物を介して瞬く間に世

界中に拡散し、時には莫大なる被害をもた

らす。いつ発生するかまたはどのような状

況で伝播するかわからない、予期すること

が難しい感染症に対しては、常時に監視体

制をする仕組みを構築していくことが必要

である。そのためには国を越えての協力体

制が求められる。アジア諸国を中心として

感染症対策に関与する各国の国立の研究機

関と国立感染症研究所とのネットワークを

構築し、研究促進を図ると共に、感染研と

の人的交流及び情報の交換を促進し、迅速

に対応できる仕組みがこの３年間の研究事

業を通して確立された。 

F.健康危機情報 

1)中国において 2009 年にブニヤウイルス

科フレボウイルス属の新種のウイルス

(SFTS ウイルス: SFTSV)による重症発熱性

血小板減少症(SFTS)が発見され、現在も患

者が発生している。 

２）中国、ベトナム等で EV71 による重症髄

膜炎が流行しており、中国等では予防のた

めに不活化ワクチンを開発し、臨床試験を

行った。近い将来実用化される見込みであ

る。 

３）ベトナム等のアジア地区ではカルバペ

ネム耐性の腸内細菌の分離率が上昇してい

る。処方箋無しで、市中で薬をたやすく買

えることが、耐性菌が選択される一因とな

っている。途上国に旅行中に現地の医療機

関に入院し、帰国して国内の医療機関に再

入院する患者については NDM-1 等のカルバ

ペネム耐性菌のことに留意する必要がある。 

４）中国、ベトナム等では、狂犬病罹患犬

が食用として交易している。家畜からの狂

犬病の淘汰が難しい事情にある。東南アジ

アへの旅行時には狂犬病が存在することに

注意が必要である。 

 



日 本
国立感染症研究所

ＮＩＩＤ

中国CDC
ポリオ、EV71, 下痢症、
ＡＲＩ，麻疹、百日咳、
薬剤耐性菌感染症,
ＳＦＴＳなど

インド
NICED
コレラ、下痢
性疾患、寄生
虫疾患、HIV

台湾CDC
赤痢アメーバー、ベ
クター媒介性ウイ
ルス、結核、ノロウ

イルス、
ＨＩＶ,PulseNet

ベトナム
NIHE

結核、レプトス
ピラ、EV71, 炭
疽、狂犬病、麻
疹、ヒストプラズ
マ、コレラ

共同研究

共同研究

疫学情報
病原体情報

疫学情報
病原体情報

図１．アジア各国の国立研究機関等との連携強化・共同研究の促進

・ アジアで流行
する感染症の患
者情報、病原体
情報の迅速な
解析、情報収集
が可能となり、
我が国への病
原体の侵入を未
然に阻止する。
・ 侵入した場合
の被害を最小限
にする。
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Epidemiology of HFMD and genetic characterization of HEV71 and CVA16 

手足口病の疫学とエンテロウイルス71およびコクサッキーウイルスA16の遺伝子解析 

 

研究分担者 : 清水博之  国立感染症研究所 ウイルス第二部 

研究分担者 : Xu Wenbo  Chinese Center for Disease Control and Prevention 

研究協力者 : Zhang Yong Chinese Center for Disease Control and Prevention 

 

研究要旨 

 中国本土では、2008 年以来、多数の死亡例を含む手足口病あるいはエンテロウイルス 71 (EV71) 感染症の流行が報告

されている。2010年には、中国全土で900例以上の手足口病死亡例が発生し公衆衛生上の大きな問題となっており、ワク

チン開発が進められている。中国CDCおよび感染研ウイルス第二部とのあいだの疫学および実験室診断技術に関する情報

共有体制を基盤として、中国で伝播しているEV71分離株の分子疫学的解析を行い、以下の結果を得た。 

 

1) 中国では、2008 年5月から手足口病が全国サーベイランスによる届出対象疾患となった。2008〜2012 年

にかけて、約720万人の手足口病症例、2000名強の死亡例が報告された。 

2) 手足口病症例報告体制とともに、中国国内エンテロウイルス実験室ネットワークによる実験室診断体制が

整備され、手足口病症例の約3.7%について実験室診断が行われた。手足口病実験室診断は、咽頭拭い液や

糞便等の臨床検体を用いた培養細胞を用いたウイルス分離、RT-PCR法、real-time PCR法による遺伝子検

出により行われている。 

3) 中国全土のEV71分離株の分子疫学的解析を行い、1996〜2012年にかけて中国で検出されたEV71分離株の

ほとんどが遺伝子型C4に属し、遺伝子型C4は、C4aとC4bに細分類されることが明らかとなった。 

4) 中国で検出されるEV71株のほとんどすべては遺伝子型C4であるが、遺伝子型に反映されない少数のカプ

シドアミノ酸変異により、EV71 のウイルス学的性状が大きく変化することが示唆された。 

5) カプシド領域の塩基配列、EV71特異的受容体結合性等、基本的ウイルス学的性状を解析したEV71標準株

パネルを調整し、中国CDCへ分与した。 

6) WHO西太平洋地域事務局、感染研、CCDCを含む専門家の協力の下、WHO手足口病ガイドライン”A Guide to 

Clinical Management and Public Health Response for Hand Foot Mouth Disease (HFMD)”を作成・公

開した。 

 

中国では、重症EV71感染症を含む手足口病流行が断続的に発生しており、現在、EV71不活化ワクチンの国内開発が進め

られている。中国における EV71 ワクチン開発・導入にあたっては、手足口病関連エンテロウイルスの病原体サーベイラ

ンスが、きわめて重要となる。 

 

 

 

 

 



A．研究目的 

 

 手足口病は、発疹を特徴とした発熱性疾患で、予後の良

い一般的なエンテロウイルス感染症のうちの１つである。

しかし、1990 年代後半以降、とくに東アジア地域で、エ

ンテロウイルス 71(EV71)による小児の急性死症例を含む

重症エンテロウイルス感染症の大規模な流行が多発し、大

きな社会問題となっている。1990 年代後半には、マレー

シアおよび台湾でEV71 脳炎による多数の死亡例を伴う大

規模な手足口病流行が発生し、2000年代に入ってからは、

シンガポール、オーストラリア、香港、ベトナム，日本等

アジア各国で、EV71 等による手足口病流行が報告されて

いる。中国本土では，2008 年に手足口病の大流行が発生

し、126例の死亡例が報告された。重症例・死亡例の多く

でEV71 が検出されており、重症例の臨床像は、台湾等に

おけるEV71急性脳炎症例と類似していた。中国本土では、

その後も、重症例を伴う手足口病流行が継続し、2009 年

および2010 年には、それぞれ、353 例および905 例の死

亡例が報告されており、公衆衛生上の大きな問題となって

いる。 

 EV71 の伝播様態を解析するため、また、強い神経病原

性を有する特定の遺伝子型のEV71 が伝播している可能性

を検討するため、EV71 分離株の分子系統学的解析が進め

られている。カプシドVP1領域の塩基配列をもとにした分

子系統解析によると、近年、東アジア地域で分離された

EV71 は、すべての分離株が、２種類の遺伝子型である

genogroup Bおよびgenogroup Cに大きく分かれ、さらに

B1〜B5およびC1〜C5に細分類される。1990年代後半以降、

おもに、B3 およびB4、C1 およびC2が、東アジアの多く

の地域で分離されており、1997 年のマレーシア、1998 年

の台湾におけるEV71 脳炎をともなう大規模な手足口病流

行では、それぞれ、B3およびC2が主要な流行株であった。

中国の手足口病重症例からは遺伝子型 C4 が検出され、

2008 年以降の中国のEV71 株は、ほとんどC4 型であると

されているが、詳細については、引き続き解析が必要とさ

れる。 

 東アジアの多くの地域からは、多様な遺伝子型を有し、

かつ、他の地域で分離されるウイルスと分子疫学的関連性

の高いEV71が多く分離されている。EV71分離株の分子系

統解析によると、特定のEV71 遺伝子型と疾患の重篤化と

の明確な関連性は認められていないが、多数の重症例・死

亡例を伴う大規模な手足口病流行が発生している中国本

土で分離されたEV71 分離株の分子疫学的解析およびウイ

ルス学的解析は、きわめて重要である。本研究では、中国

CDCおよび感染研ウイルス第二部とのあいだの疫学および

実験室診断技術に関する情報共有体制を基盤として、EV71

分離株の分子疫学的解析およびウイルス学的解析を行う。 

 

B．研究方法 

 

 中国における手足口病流行および病原体サーベイラン

スに関する最新情報は、中国CDC 側研究分担者であるDr 

Xu Wenbo および研究協力者である Dr Zhang Yong から情

報提供を受けた。  

 中国では、手足口病は、2008 年 5 月より、全国レベル

のサーベイランスによる全数届出対象疾患となり、2008

〜2012 年の期間で、約 720 例の手足口病症例が報告され

た。手足口病報告例のうち、約 3.7%について実験室診断

が行われた。手足口病実験室診断は、中国国内エンテロウ

イルス実験室ネットワークにおいて実施されており、咽頭

拭い液や糞便等の臨床検体を用いた、培養細胞を用いたウ

イルス分離、RT-PCR 法、あるいは real-time PCR 法によ

る遺伝子検出が行われている。 

 現在中国で伝播しているEV71株 (遺伝子型C4) と分子

系統学的な近縁な遺伝子型C4 株を含む、これまで報告さ

れている全ての遺伝子型のEV71 標準株パネルを作成し、

遺伝子解析、および、受容体特異性・抗原性等のウイルス

学的性状の解析を行った。ウイルス力価やカプシド領域の

塩基配列、EV71 特異的受容体結合性等、基本的ウイルス

学的性状を解析し、EV71遺伝子型標準株パネルを調整し、

中国CDCへ分与した。 

 

C．研究結果 

 

1) 中国で分離されたEV71株の分子疫学解析 

 

 手足口病サーベイランスにより得られた中国全土の

EV71 分離株の分子疫学的解析を行い、1996〜2012 年にか

けて中国で検出されたEV71 分離株のほとんどが遺伝子型

C4に属することが確認された。中国のEV71分離株の、よ

り詳細な系等解析によると、中国の遺伝子型 C4 は、C4a

と C4b に細分類される。遺伝子型 C4b 株は、1998〜2004

年にかけて深圳や上海等中国の一部地域で検出され、台湾

やタイでも近縁株が報告されているが、中国では2005 年

以降検出されていない。遺伝子型C4a株は、遺伝子型C4b

株と入れ替わるように、2003年以降出現し､現在中国全土



 

で、ほぼ唯一のEV71遺伝子型として広範に伝播している。

2007 年以降、中国では重症 EV71 感染症症例からの EV71

検出事例が増加しているが、これらの近年の重症例には遺

伝子型C4a株が関与している。中国で分離された遺伝子型

C4 のEV71 株と分子系統学的に近縁なEV71 分離株は、中

国本土以外の，台湾、日本、ベトナム(2011〜2013 年)、

カンボジア(2012 年)等でも近年報告されており、ベトナ

ムおよびカンボジアでは、死亡例を含むEV71 感染症重症

例の流行に関与している。 

 

2) 異なるEV71遺伝子型株のウイルス学的性状の解析 

 

 現在報告されている11種類のEV71遺伝子型A、B1〜B5

およびC1〜C5 について、標準ウイルス株を収集した。新

たにウイルスストックを調整するとともに、ウイルス力価

やカプシド領域の塩基配列、EV71特異的受容体結合性等、

基本的ウイルス学的性状を解析し、EV71 遺伝子型標準株

パネルを調整し、中国 CDC へ分与した。EV71 標準株パネ

ルは、遺伝子検査による手足口病実験室診断に関する解

析・評価・精度管理を行うための標準ウイルス株として利

用可能である。 

 EV71分離株には, リンパ球特異的宿主受容体PSGL-1に

結合する株 (PB 株) 、結合しない株 (Non-PB 株) が存在

する。PB 株およびNon-PB 株のEV71 のカプシド領域のア

ミノ酸配列のアライメントにより、多くの PB 株では

VP1-98E/145Gがみられ、一方、Non-PB株ではVP1-98K/145E

が多く認められることが明らかとなり、VP1-98/145 は、

PSGL-1 受容体結合性を規定する重要なアミノ酸であるこ

とが示唆された。その後の解析により、PSGL-1 受容体結

合性を規定する主要なアミノ酸は VP1-145 であること、

VP1-145GあるいはVP1-145Qを有するEV71株はPSGL-1に

結合すること、また、VP1-145E を有する EV71 は PSGL-1

に結合しないことが明らかとなった。EV71 結晶構造では

VP1-145はウイルス表面でVP1-244リシンと隣接し、リシ

ン側鎖の向きに影響すると推測された。VP1-145のアミノ

酸の種類がスイッチとなり VP1-244 リシン側鎖の向きを

変え、PSGL-1結合性を制御すると考えられる。 

 

中国における手足口病サーベイランス体制の整備
 
 
 
 

• 2007-2008年に死亡例・ 重症例を伴う手足口病流行が発生 (安徽省等) 

• 2008年5月から手足口病は全数報告対象疾患　 (ヘルパンギーナは対象外) 

• 2008-2012年の手足口病報告数(臨床鑑別例)は720万症例 

• 手足口病報告例のうち3.7% について実験室診断を実施 

• 2008-2012年のcase-fatalityは0.03%  (2000人強)、 case-severityは1.1%  (7万人強) 

 



 

3) EV71カプシドPV1 amino acid polymorphismとウ

イルス学的性状の関連性 

 

 PSGL-1 受容体結合性を規定する主要なアミノ酸は

VP1-145であることが明らかとなった。現在、多くのEV71

分離株のカプシドVP1遺伝子情報が、データベースに報告

されているため、ウイルス学的性状に寄与する可能性が高

いアミノ酸部位のPV1 amino acid polymorphismを解析し

た。データベース上のEV71 分離株のカプシドアミノ酸配

列解析によると、VP1-145Eを有するEV71株の頻度がもっ

とも高く、VP1-145G あるいは VP1-145Q も認められたが、

VP1-145E と比較すると検出頻度は低かった。以上の結果

から、Non-PB 株の頻度が高いものの、VP1-145G あるいは

VP1-145Qを有するPB株も、ある程度の頻度で認められる

ことが明らかとなった。中国で近年分離されている

EV71-C4 株のほとんどは VP1-145E を有しており、中国の

EV71株の多くはNon-PB株であることが示唆される。しか

し、頻度は低いものの、VP1-145G/Q 株の検出も報告され

おり、VP1-145の多様性とその意義について、さらなる解

析が必要とされる。 

 

4) WHO手足口病ガイドラインの作成・公開 

 

 1990 年代後半より、東アジア地域では、手足口病およ

びEV71 感染によるものと考えられる中枢神経合併症重症

例が頻発しているが、手足口病および重症例の症例定義、

および、症例定義に基づく疾患および病原体サーベイラン

スが、かならずしも標準化されておらず、諸外国との疫学

情報の比較は困難であった。そのため、WHO西太平洋地域

事務局、感染研、中国CDC、台湾CDCベトナムパスツール

研およびNIHE 等からの専門家の協力の下、手足口病ガイ

ドライン”A Guide to Clinical Management and Public 

Health Response for Hand Foot Mouth Disease (HFMD)”

を作成した。本ガイドラインは、2011 年に公開され、手

足口病、ヘルパンギーナ、および関連合併症の症例定義や

標準的な実験室診断手法等に関する基盤情報の共有が可

能となった。 

 

 

D. 考察および今後の研究方針 

 

 1990 年代後半以降、東アジア地域で、小児急性死症例

を含む重症EV71 エンテロウイルス感染症の大規模な流行

が多発し大きな社会問題となっているが、中国本土では、

2008 年以来、多数の死亡例を含む手足口病流行が報告さ

れている。中国で近年伝播しているEV71 分離株の分子疫

学的解析を行ったところ、すべてのEV71 株が，中国本土

固有の遺伝子型C4 に属することが明らかとなった。中国

で分離された遺伝子型C4のEV71株と分子系統学的に近縁

なEV71 分離株は、中国本土以外の，台湾、日本、ベトナ

ム等でも近年報告されている。他の地域では、異なる遺伝

子型の流行・伝播が頻繁に認められるのに対し、中国本土

で検出されるEV71株は、ほとんどすべて遺伝子型C4しか

検出できない点は、中国で伝播しているEV71 の分子疫学

的特徴と考えられる。 

 中国におけるEV71 を含めたエンテロウイルス感染症実

験室診断では、遺伝子検査が汎用されている。エンテロウ

イルス遺伝子検査の標準化と精度管理のため、感染研ウイ

ルス二部で保有している、異なる遺伝子型のEV71 標準株

パネルを中国CDCに分与した。中国エンテロウイルス実験

室ネットワークにおける遺伝子検査標準化のためのレフ

ァレンスパネルとしての活用が期待できる。 

 PSGL-1 受容体結合性を規定する主要なアミノ酸は

VP1-145 であり、VP1-145 のアミノ酸の種類がスイッチと

なり VP1-244 リシン側鎖の向きを変え、PSGL-1 結合性を

制御することが明らかとなった。VP1-244リシンは、ほと

んどの EV71 分離株で保存されているが、VP1-145 は高頻

度に変異し、高度のアミノ酸多様性を有している。我々は

最近、VP1-98/145がEV71中和抗体結合に関与する主要な

抗原エピトープのひとつであることを明らかにした。この

ことは、EV71 遺伝子型に反映されない、ひとつ、あるい

は、少数のカプシドアミノ酸変異により、抗原性や受容体

特異性等EV71 のウイルス学的性状が大きく変化すること

を示唆している。中国では現在、数施設により、不活化

EV71 ワクチン開発が進められている。一部のワクチン候

補については、現在、臨床試験が終了し、近い将来の導入

が期待されている。EV71 の遺伝的・ウイルス学的多様性

および抗原性の違いについての解析が、今後のワクチン開

発・導入にとって重要となる。 

 

 

E.  研究発表 

 

1. 論文発表  



 

 
1) Shimizu H, Nakashima K. Surveillance of hand, foot, 

and mouth disease for a vaccine. Lancet Infect Dis. 

(in press) 2014  

2) Yasui Y, Makino T, Hanaoka N, Shimizu H, Kanou K, 

Kobayashi M, Konagaya M, Fujimoto T. A Case of 

Atypical Hand-Foot-and-Mouth Disease Caused by 

Coxsackievirus A6: Differential Diagnosis from 

Varicella in a Pediatric Intensive Care Unit, Jpn J 

Infect Dis 66, 564-566, 2013 

3) Lee H, Cifuente JO, Ashley RE, Conway JF, Makhov AM, 

Tano Y, Shimizu H, Nishimura Y, Hafenstein S. A 

Strain-Specific Epitope of Enterovirus 71 Identified 

by Cryo-Electron Microscopy of the Complex with Fab 

from Neutralizing Antibody. J Virol; 87(21): 

11363-11370. 2013 

4) Nishimura Y, Lee H, Hafenstein S, Kataoka C, Wakita 

T, Bergelson JM, Shimizu H. Enterovirus 71 Binding 

to PSGL-1 on Leukocytes: VP1-145 Acts as a Molecular 

Switch to Control Receptor Interaction. PLoS 

Pathog;9(7):e1003511. 2013 

5) Kobayashi, M., Makino, T., Hanaoka, N., Shimizu, H., 

Enomoto, M., Okabe, N., Kanou, K., Konagaya, M., 

Oishi, K., Fujimoto, T.Clinical manifestations of 

coxsackievirus a6 infection associated with a major 

outbreak of hand, foot, and mouth disease in Japan. 

Jpn J Infect Dis 66, 260-261, 2013 

6) Arita M, Kojima H, Nagano T, Okabe T, Wakita T, 

Shimizu H. Oxysterol-binding protein (OSBP) family 

I is the target of minor enviroxime-like compounds. 

J Virol 87: 4252-4260, 2013 

7) Khamrin P, Thongprachum A, Kikuta H, Yamamoto A, 

Nishimura S, Sugita K, Baba T, Kobayashi M, Okitsu 

S, Hayakawa S, Shimizu H, Maneekarn N, Ushijima H. 

Three clusters of Saffold viruses circulating in 

children with diarrhea in Japan. Infect Genet Evol 

13: 339-343, 2013 

8) Fukuhara M, Iwami S, Sato K, Nishimura Y, Shimizu H, 

Aihara K, Koyanagi Y. Quantification of the dynamics 

of enterovirus 71 infection by 

experimental-mathematical investigation. J Virol 

87: 701-705, 2013 

9) 清水博之: 手足口病の大規模流行と原因ウイルス. 日

本医事新報 4673, 56-57, 2013 

10) 清水博之: 東アジア地域を中心とした手足口病流行の

現状、感染症 43, 50-51, 54-59, 2013 

11) Nishimura Y, Shimizu H. Cellular receptors for human 

enterovirus species a. Front Microbiol 3: 105, 2012 

12) Nakajima N, Kitamori Y, Ohnaka S, Mitoma Y, Mizuta K, 

Wakita T, Shimizu H, Arita M. Development of a 

transcription-reverse transcription concerted 

reaction method for specific detection of human 

enterovirus 71 from clinical specimen. J Clin 

Microbiol 50: 1764-1768, 2012 

13) Wong KT, Ng KY, Ong KC, Ng WF, Shankar SK, Mahadevan 

A, Radotra B, Su JI, Lau G, Ling AE, Chan KP, 

Macorelles P, Desai AS, Ravi V, Nagata N, Shimizu H, 

Takasaki T. Enterovirus 71 encephalomyelitis and 

Japanese encephalitis can be distinguished by 

topographic distribution of inflammation and 

specific intraneuronal detection of viral antigen 

and RNA in the central nervous system. Neuropathology 

and Applied Neurobiology 38: 443-453, 2012 

14) Fujimoto T, Iizuka S, Enomoto M, Abe K, Yamashita K, 

Hanaoka N, Okabe N, Yoshida H, Yasui Y, Kobayashi M, 

Fujii Y, Tanaka H, Yamamoto M, Shimizu H: Hand, Foot, 

and Mouth Disease Caused by Coxsackievirus A6, Japan, 

2011. Emerg Infect Dis 18: 337-339, 2012 

15) 清水博之: 手足口病、特集「感染症動向 2013」、メディ

カル朝日 1、28-30, 2012 

16) 清水博之: 手足口病の問題点. 小児科 53: 751-758, 

2012 

17) 増本久人、南亮仁、野田日登美、江口正宏、古川義朗、

鶴田清典、中田恵子、左近（田中）直美、山崎謙治、高

尾信一、Tao Zexin, Xu Aiqiang, Zhang Yong, Xu Wenbo, 

藤本嗣人、花岡希、小長谷昌未、吉田弘、清水博之. 国

内外における手足口病流行に関与するコクサッキーウイ

ルスA6型の遺伝子解析. 病原微生物検出情報 33: 60-61, 

2012 

18) 藤本嗣人,花岡希, 小長谷昌未, 岡部信彦, 榎本美貴, 

小林正明, 吉田弘, 清水博之. 2011年に手足口病患者か

ら検出されたコクサッキーウイルスA6型の遺伝子配列. 

病原微生物検出情報 33: 61-62, 2012 

19) 武知茉莉亜, 乾未来, 福島若葉, 中野貴司, 清水博之. 

手足口病・ヘルパンギーナおよび関連合併症の入院症例

に関する全国調査（2010年分）―中間集計結果. 病原微

生物検出情報 33: 63-64, 2012 

20) 清水博之. 手足口病（エンテロウイルス71）ワクチン開

発の現状. 病原微生物検出情報 33: 65-66, 2012 

21) Konno M, Yoshioka M, Sugie M, Maguchi T, Nakamura T, 

Kizawa M, Umegaki Y, Yasutake H, Ishikawa Y, Hanaoka 

N, Okabe N, Taniguchi T, Shimizu H, Fujimoto T: 

Fourteen years' surveillance of coxsackievirus group 

A in Kyoto 1996-2009 using mouse, RD-18S, and Vero 

Cells. Jpn J Infect Dis 64:167-168, 2011 

22) Miyamura K, Nishimura Y, Abo M, Wakita T, and Shimizu 

H: Adaptive mutations in the genomes of enterovirus 

71 strains following infection of mouse cells 

expressing human P-selectin glycoprotein ligand-1. 

J Gen Virol 92: 287-291, 2011 

23) A Guide to Clinical management and Public Health 

Response for Hand Foot Mouth Disease (HFMD), WHO 

report, 2011 (分担執筆) 

24) Zhang Y, Wang J, Guo W, Wang H, Zhu S, Wang D, Bai 



 

R, Li X, Yan D, Zhu Z, Tan X, An H, Xu A, Xu W. Emergence 

and transmission pathways of rapidly evolving 

evolutionary branch c4a strains of human enterovirus 

71 in the central plain of china. PLoS One 6: e27895, 

2011 

25) Tan X, Huang X, Zhu S, Chen H, Yu Q, Wang H, Huo X, 

Zhou J, Wu Y, Yan D, Zhang Y, Wang D, Cui A, An H , 

Xu W. The persistent circulation of enterovirus 71 

in People's Republic of China: causing emerging 

nationwide epidemics since 2008. PLoS One 6: e25662, 

2011 

 

2. 学会発表等  

 
1) Shimizu H. Hand, Foot, and Mouth Disease and 

infectious agent surveillance in Japan. 

International Workshop on Hand, Foot and Mouth 

Disease. Hanoi, Vietnam, 4-5 April, 2013 
2) Shimizu H. Molecular Epidemiology and Virulence 

(viral) factors of EV71. International Workshop on 

Hand, Foot and Mouth Disease. Hanoi, Vietnam, 4-5 

April, 2013 
3) Shimizu H. Current status of hand, foot, and mouth 

disease outbreaks and EV71 infection in Japan and 

Asian countries, The 7th China-Korea-Japan Forum on 

Communicable Disease Control and Prevention, Beijing, 

China, 25 November, 2013 
4) 有田峰太郎、小島宏建、長野哲雄、岡部隆義、脇田隆字、

清水博之: OSBP ファミリーI はminor enviroxime 様化

合物の標的である. 第61回日本ウイルス学会学術集会.

神戸市、11月10〜12日, 2013 
5) 西村順裕、Hyunwook Lee、Susan Hafenstein、片岡周子、

脇田隆字、Jeffrey M. Bergelson、清水博之: エンテロ

ウイルス71と受容体PSGL-1との結合：VP1-145は受容

体特異性を制御する分子スイッチである. 第 61 回日本

ウイルス学会学術集会.神戸市、11月10〜12日, 2013 
6) 飯塚節子、清水博之: RD-A 細胞を用いた Human 

enterovirus Aの分離. 第61回日本ウイルス学会学術集

会.神戸市、11月10〜12日, 2013 
7) 片岡周子 西村順裕 鈴木忠樹 小谷治 岩田奈織子 

永田典代 網康至 清水博之: エンテロウイルス 71 の

カニクイザルにおける病原性の解析. 第 61 回日本ウイ

ルス学会学術集会.神戸市、11月10〜12日, 2013 
8) 清水博之: アジアにおける手足口病とエンテロウイル

ス感染症流行の現状. 第 87 回日本感染症学会学術講演

会・第 61 回日本化学療法学会総会合同学会、シンポジ

ウム「世界的視野でみる感染症疫学とその対策」. 横浜

市、6月5日、2013 
9) 町田早苗、清水博之: 小児無菌性髄膜炎患者から検出さ

れたエンテロウイルスの分子疫学的解析. 第 60 回 日

本ウイルス学会学術集会.大阪、11月14日, 2012 
10) Shimizu H.  Hand, foot, and mouth disease and 

Enterovirus 71 infection. NIID-China CDC meeting on 

Collaborative Research meeting, 21 November, Tokyo, 

2012 
11) Shimizu H. Genetic and Phenotypic Diversity of 

Enterovirus 71. Current Progress in Enterovirus 71 

Research in the Asia-Pacific Region, Tokyo, 30 August, 

2012 
12) Lee H, Cifuente JO, Carnegie MS, Markoff A, Conway J, 

Shimizu H, Tano Y, Nishimura Y, Hafenstein S. The 

cryoEM structure of EV71 bound by fragments of 

neutralizing antibody predicts a mechanism of 

neutralization by crosslinking and competition with 

PSGL-1. EUROPIC 2012. Saint Raphaël, France, 3-7 June, 

2012 
13) Umami RN, Hosomi T, Nishimura Y, Shimizu H. Genetic 

analysis of PSGL-1-tropic enterovirus 71 isolates 

from clinical samples. EUROPIC 2012. Saint Raphaël, 

France, 3-7 June, 2012 

 

 

 

 



厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 

アジアの感染症担当研究機関とのラボラトリーネットワークの促進と 

共同研究体制の強化に関する研究 

平成23-25年度 分担研究報告書 

 

侵襲性肺炎球菌感染症由来肺炎球菌の疫学的解析および 

呼吸器感染症起因菌であるLegionella pneumophila の遺伝子解析 

 

研究分担者 倉 文明  国立感染症研究所  細菌第一部 

 

研究要旨 

 

研究協力者 

前川純子 国立感染症研究所 細菌第一部 

常  彬  国立感染症研究所 細菌第一部 

 

A. 研究目的 

 レジオネラ属菌は湖沼や土壌に生息する環境細

菌だが、冷却塔水や浴槽水などの衛生管理が不十

分だと増殖し、そこから生じる本菌を含んだエア

ロゾルを人が吸い込んだ場合に経気道感染し、レ

ジオネラ肺炎やポンティアック熱などの呼吸器感

染症を引き起こすことがある。予防ワクチンはな

く、人が吸入する可能性のあるさまざまな水利用

施設の水を適切に衛生管理することが重要である。 

 侵襲性肺炎球菌感染症 (IPD) は、ワクチン接種

により予防可能な疾患となっている。7 価肺炎球

菌コンジュゲートワクチン(PCV7)は、日本には 

2010 年 2 月に導入され、2013 年 4 月 1 日から

定期接種の対象となり、さらに 2013 年 11 月 1 

日からは PCV7 に新たに 6 種類の血清型ポリサ

ッカライドを加えた 13 価肺炎球菌結合型ワクチ

ン (PCV13) に定期接種用ワクチンは変更された。

一方、65 歳以上の高齢者またはハイリスクの 2 

歳以上の個人には、23 価肺炎球菌ポリサッカライ

ドワクチン (PPSV23) の使用は可能であった。各

ワクチンの当該ワクチンに含まれる血清型肺炎球

菌が引き起す IPD に対する予防効果が期待され

ている。一方、ワクチンに含まれない血清型によ

る侵襲性感染罹患率の増加 (serotype replacement) 

の懸念がもたれている。ワクチン導入後のワクチ

ンに含まれる血清型の肺炎球菌の莢膜遺伝子が非

ワクチン血清型の遺伝子と置き換わる現象、いわ

ゆる capsular switching （遺伝子組み換え）は 

serotype replacement の重要な原因といわれている。

Multi Locus Sequencing Type (MLST) 法は capsular 

switching を観測できる有効な方法である。さらに、

MLST 法により、分離株の遺伝子型別・比較が容

易に行えるようになった。レジオネラ属菌の代表

菌種である Legionella pneumophila についても

MLST 法と同様の手法で、用いる遺伝子の種類が

異なるSequence-Based Typing (SBT) 法が行われて

いる。MLST法およびSBT法は、データベースも

完備しているので、中国を初め、世界各国の菌株

との比較が容易である。我々は本研究で、レジオ

ネラ症を引き起こす可能性のある日本国内の環境

に生息するL. pneumophila のSBT、および IPD 由

来肺炎球菌の MLST を調べ、基礎疫学データを

蓄積し、中国の分離株と比較を行った。 

 

B. 研究対象と方法 

1  L. pneumophila 血清群1の解析 

 日本国内の様々な環境から分離された L. 

pneumophila 血清群 1 分離株 141 株について、



EWGLI (European Working Group for Legionella 

Infections)の方法 (http://www.ewgli.org/) に従って、

flaA、pilE、asd、mip、mompS、proA、neuA遺伝子

の一部の領域の塩基配列に基づく型別（SBT）を

行い、sequence type (ST)を決定した。7遺伝子のア

リル配列が決まった分離株を EWGLI のデータベ

ースに登録すると、新しいアリル配列の組み合わ

せについては新たなSTナンバーが付与される。 

2 IPD 由来肺炎球菌に関する解析 

2011年から2014年2月現在まで、日本国内 IPD 

由来肺炎球菌 441 株の血清型および MLST 解析

を行った。血清型は、Statens Serum Institut 製血清

を用い莢膜膨潤法により決定した。薬剤感受性試

験は微量液体希釈法で測定した。MLST 解析では、

分離株の 7 つのアリル (aroE, gdh, gki, recP, spi, 

xpt, ddl) の 配 列 を 決 定 し 、

http://spneumoniae.mlst.net にて検索を行い、

sequence type (ST) を決定した。7つ遺伝子のうち、

5つ以上の遺伝子は同じである場合、同一の clonal 

complex (CC) に分類する。本報告書のすべての集

計は症例数をもとに行った。 

 

C. 研究結果 

1：L. pneumophila 血清群1環境分離株の解析結果 

 冷却塔水由来 90 株、浴槽水由来 20 株、噴水・

修景水由来18株、シャワー水由来8株、給湯水由

来 3 株、土壌由来 2 株の遺伝子型を決定したとこ

ろ、合わせて141株は39種類の遺伝子型に分かれ

た。ST1が85株と全体の60%を占めた。冷却塔水

由来株の74％、噴水・修景水由来株の72％がST1

だった。シャワー水では38%、給湯水では33%が

ST1で、浴槽水では5%がST1で、由来によりST1

の頻度は異なっていた。2 種類の環境にまたがっ

て検出された ST は 5 種類あった。冷却塔水ある

いは浴槽水からそれぞれ複数株検出されたSTが7

種類あり、残りの26種類のSTは1株のみの検出

だった。ST1 が環境分離株の優占 ST だったが、

それ以外の遺伝子型は多様であった。 

 

2：肺炎球菌の解析結果 

1）：IPD 由来肺炎球菌の ST 型 

 肺炎球菌は血清型によって、違った ST 型を示

すことが多く見られた。世界中多くの地区から分

離される ST 型 (血清型 3 型のST180、15A 型

の ST63、19F 型の ST236、22F 型の ST433 な

ど) は日本でも分離された。同一血清型の肺炎球

菌でも異なる ST 型を示すケースが多くみられ

た (H25 年度分担研究報告書「レジオネラおよび

肺炎球菌の分子疫学」を参照)。 

 

2）：19A 型肺炎球菌に関して解析 

 19A 型肺炎球菌は PCV7 が導入後 replacement 

serotype として、世界各国で注目されていた。日

本国内においても 19A 型肺炎球菌による小児 

IPD 症例の増加がみられた（IASR 34: No.3 特集 

肺炎球菌感染症 2013 年 3 月現在）。本研究で収

集した IPD 由来肺炎球菌 441 株のうち、19A 型

は 103 株 (23.4%) で、最も多かった。 

  19A 型肺炎球菌は ST(CC)3111、ST320、

ST(CC)2331、3 つのグループに分けられた。

CC3111 は 75 株 (72.8%)、ST320 は 21 株 

(20.4%)、CC2331 は 7 株 (6.8%) であった。    

CC3111 および CC2331 型肺炎球菌は日本各地

の症例より分離されたが、ST320 型肺炎球菌は沖

縄県のみでの分離であった。本研究で解析を行っ

た 21 株の ST320 型 19A 肺炎球菌も β-lactam 

抗菌薬のペニシリン G に 2-4 g/mL、セフォタ

キシムに 1-8 g/mL、メロペネムに 0.5-1 g/mL 

の を示した。CC3111 および CC2331 型 

19A 肺炎球菌の各抗菌薬に対する MIC より高

く、低感受性や耐性であった（図1）。 

 現在まで、日本国内から ST320 型 19F 肺炎球

菌が分離された報告がなく、さらに PCV7 が日本

に導入される前の 2009 年にST320 型 19A は沖

縄県の症例から分離されたことから、日本国内に

分離された ST320 型 19A 肺炎球菌は 19F の 



capsular switching による変換されたタイプではな

く、もともと存在していた可能性が示唆された。 

  

D. 考 察 

 中国におけるL. pneumophila 血清群 1 の環境分

離株164株（冷却塔水由来96株、温泉由来42株、

水道水由来26株）の遺伝子型別の結果も、ST1が

49.4％を占め（Appl Environ Microbiol doi:10.1128, 

2014）、次いでST154が中国（6%）でも日本（3%）

でも多く、中国と日本で同様の傾向があることが

わかった。日本の環境分離株の SBT 解析の結果、

冷却塔水分離株は大きく 2 つのグループ（ST1 を

含むC1グループ、およびST154を含むC2グルー

プ）に分かれた（Appl Environ Microbiol 12:4263, 

2012）が、中国でも同様だった。温泉分離株の遺

伝子型が多様であることも同様の結果だったが、

冷却塔水分離株の多くが共通、あるいは似た遺伝

子型であったのに対し、浴槽水・温泉分離株で共

通の遺伝子型は、この 2 つの論文の比較では見ら

れなかった。日本と中国で共通の遺伝子型につい

ても、それぞれ独自の遺伝子型についても、臨床

からも分離される遺伝子型が多くあり、それらの

菌が生息する環境水が感染源となりうる危険性が

示唆された。 

 本研究は、日本国内の IPD 由来肺炎球菌の 

MLST 解析を行った結果、アジアを含む世界各国

で多く分離されている多剤薬剤耐性 ST320 型 

19A 肺炎球菌は日本の特定な地域に分離された。

欧米では、ST320 型 19A 肺炎球菌は PCV7 が導

入された後、多剤耐性 ST320 型 19F 肺炎球菌の 

capsular switching によって変換されたタイプで、

ワクチンによるセレクションされたと報告されて

いる (BMC Genomics 10:642, 2009)。しかし、韓国 

(Emerg Infect Dis 14:275, 2008)、中国 (PLOS ONE 

8:e82361, 2013) では、日本と同様に、PCV7 が導

入される前から ST320 型 19A 肺炎球菌の分離

がみられた。欧米と異なって、ST320 型 19A 肺

炎球菌による感染症の増加は抗菌薬によるセレク

ションされたと推測された (PLOS ONE 8:e82361, 

2013)。 

 

E. 結 論 

  SBT（MLST）法により、分離株の遺伝子型

別・比較が容易に行えるようになった。データベ

ースも完備しているので、世界各国の菌株との比

較が容易である。レジオネラ症は旅行に関連して

発症することが知られており、日本と中国で菌株

の情報を共有することが重要であると考えられた。

肺炎球菌においては、血清型、ST 型および薬剤

感受性の結果を総合的に解析することによって、

capsular switching、serotype replacement  および薬

剤耐性菌の発生を観測し、早期に対策を講じるこ

とができるようにデータの蓄積を行う必要がある。 
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図1：血清型19A分離株のシークエンスタイプと β-lactam 抗菌薬感受性の関係 (n=103)  
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研究要旨：2009 年に中国で発生した重症発熱性血小板減少症(SFTS)の原因ウイルスは、ブ

ニヤウイルス科フレボウイルス属の新種のウイルス(SFTS ウイルス: SFTSV)であることが

2011 年に中国 CDC によって報告された。SFTSV を媒介するフタトゲチマダニは中国のみ

ならず、日本を含めアジア、太平洋地域に広く生息していることから、中国 CDC から情報

を入手して、組換えウイルス蛋白による血清診断系の開発、組換えウイルス蛋白に対する

抗体作成、患者診断用の RT-PCR 等を準備した。予備調査で組換え抗原により動物の血清

疫学調査を行ったが、2012 年時点では抗体陽性動物は検出できなかった。また、ダニから

のウイルス遺伝子も検出できなかった。2013 年 1 月には本ウイルスに感染した国内初の

SFTS 患者が報告された。患者の実験室診断には、１）患者診断用 RT-PCR が有効であっ

た、２）ウイルス分離同定や、免疫組織学的染色に、組換えウイルス蛋白に対する抗体が

極めて有用であった。一方、組換えウイルス蛋白による血清診断系とダニからのウイルス

遺伝子検出法は、感度が充分でないことがわかった。2012 年 11 月に中国 CDC の Prof. 

Mifang Liang, Prof. Li Dexin に分与された SFTS ウイルス HB29 株を用いて作製した抗体

検出法は感度が高く、その後の動物の血清疫学調査等に活用された。マダニからのウイル

ス遺伝子検出は、MGB プローブによるリアルタイム RT-PCR 法を確立し、反応が陽性対照

コンタミによるのか否かを同時に確認できる系へと改良された。 

 
研究協力者: 宇田晶彦、木村昌伸、加来義
浩、野口章、今岡浩一（同,獣医科学部）、
福士秀悦、福間藍子、吉河智城、谷英樹、
下島昌幸、西條政幸（同,ウイルス第 1 部）, 
新倉綾（同,実験動物管理室） 

 

A. 研究目的 

 重症発熱性血小板減少症(SFTS)ウイル

スは 2011 年に中国で同定された新規ブニ

ヤウイルスである。このウイルスに感染し

たヒトの症状は、発熱、消化器症状、血小

板減少、白血球数減少等を特徴とし、年齢

が高いほど重症例と死亡率が高くなる傾向

がある。本研究の目的は、患者の実験室診

断を整備して患者発生に備えること、動物

の血清疫学を行うための抗体検出法を開発

すること、マダニから効率よく SFTS ウイ

ルス遺伝子を検出するリアルタイム

RT-PCR を開発することである。 

 まず、2011 年にはウイルスの入手が困難

であったため、初年度は、遺伝子配列情報



を中国 CDC より入手し、N 蛋白質(NP) 

cDNA を化学合成し、各種組換え系により

ウイルス蛋白を発現し、血清診断系を作製

することを目的とした。また、組換え蛋白

をウサギに免疫して作製した特異抗血清を

作製した。 

 二年度には、作製した血清診断系を用い

てシカなどの血清疫学を予備的に開始した。

また、2012 年 11 月に中国 CDC の Prof. 

Mifang Liang, Prof. Li DexinにSFTSウイ

ルス HB29 株が分与された。これを受けて、

ウイルス感染細胞を用いた血清診断系を作

製した。血清診断 ELISA を組換え抗原と

SFTS ウイルス抗原で比較した結果、組換

え蛋白免疫ウサギ血清の抗体検出感度は30

倍以上後者が優れていることが明らかとな

った。このため、SFTS ウイルス感染細胞

を用いた ELISA 抗原、感染細胞を用いた間

接蛍光抗体法用抗原を調整した。また、2013

年1月に国内のSFTS患者が確認されたが、

この実験室診断には、初年度に整備してい

た RT-PCR が有効であった。現在では

RT-PCR 法による患者の診断検査体制が全

国に整備されている。また、病理組織学的

解析には、初年度に作製した組換え蛋白を

ウサギに免疫して作製した特異抗血清が極

めて有効であった。その後の死亡患者の免

疫組織学的解析にも、本抗体が用いられて

いる。 

 中国においてフタトゲチマダニ（5.4%）

およびオウシマダニ（0.6%）から SFTS ウ

イルス遺伝子が検出され、SFTS はマダニ

媒介性の感染症であると考えられている。

初年度にはヒトの実験室診断に用いている

RT-PCR 法でマダニの予備的調査を行った

が、陽性マダニは検出できなかった。最終

年度の 2013 年 4 月の段階において、国内

の SFTS ウイルスを保持するダニ種、陽性

率、個体あたりのウイルス量、季節性変動

性、陽性マダニの国内分布等は全く不明で

あった。そこで、三年度は、マダニにおけ

る SFTS ウイルス検出用リアルタイム

RT-PCR 法の確立と陽性対照由来のコンタ

ミをモニターできる方法を至適化した。 

 

B. 研究方法 

SFTSV 特異的プライマーセット（患者診断

用） 

セット 1： 

SFTSV NP-1F: 5’-ATC GTC AAG GCA 

TCA GGG AA-3’ 

SFTSV NP-1Rd: 5’-TTC AGC CAC TTC 

ACC CGR A-3’ 

セット２： 

SFTSV NP-2F: 5’-CAT CAT TGT CTT 

TGC CCT GA-3’ 

SFTSV NP-2R: 5’-AGA AGA CAG AGT 

TCA CAG CA-3’ 

 

バキュロウイルス発現系による SFTSV NP

調製 

 SFTSV NP cDNA (Invitrogen 社で合成)

をバキュロウイルストランスファーベクタ

ーpAcYM1 にクローニングし、バキュロウ

イルス DNA とともに昆虫細胞 Tn5 にトラ

ンスフェクション後、昆虫細胞抽出液から

組換え SFTSV NP を調製した。 

 

哺乳動物細胞での SFTSV NP 発現 

 SFTSV NP cDNA を哺乳動物細胞発現ベ

クターpKS336 にクローニングし、HeLa

細胞にトランスフェクションし、ブラスト



サイジンで SFTSV NP 発現細胞細胞を選

択した。NP 遺伝子非導入細胞と混合後、ス

ライドグラス上に塗布し乾燥、固定させ

IFA 抗原とした。 

 

ウサギ抗 SFTSV NP 血清の調製 

 バキュロウイルス発現系で調整、精製し

た SFTSV NP をウサギに免疫し、ウサギ抗

SFTSV NP 血清を調製した。 

 

陽性コントロールプラスミドの構築 

 SFTSウイルスYG1 株由来部分 S セグメ

ント cDNAのリアルタイムRT-PCR標的領

域に両端に制限酵素サイト（BamHI、

EcoRV）を有する 36bp の挿入配列を導入

したプラスミドを作製した。 

 

リアルタイム RT-PCR 

 SFTS ウイルスを検出するためのリアル

タイム RT-PCR 試薬は TakaraOne Step 

PrimeScript RT-PCR Kit (Perfect Real 

Time) （ Takara ） お よ び RNA-direct 

Realtime PCR Master Mix（Toyobo）を使

用した。このリアルタイム RT-PCR には

SFTSV-S2-237 プライマー：GCA ACA 

AGA TCG TCA AGG CAT CAG G 、

SFTSV-S2-400a プライマー：TGC TGC 

AGC ACA TGT CCA AGT GG 、

SFTSV-S2-317MGB プローブ (FAM 標

識)：CTG GTT GAG AGG GCA を用いた。

陽性対照由来 DNA のコンタミを判別する

ためには、 PosiContTaqman プローブ

（HEX 標識）：  CAT CCT GCA CCA  

CCA ACT GCT TAG CC を用いた。 

 

リアルタイム RT-PCR の増幅産物の特異性

確認試験 

 制限酵素処理を行わない場合にはリアル

タイム RT-PCR 反応液を電気泳動しウイル

ス由来増幅産物（164bp）および陽性対照

プラスミド由来増幅産物（201bp）を識別

した。制限酵素処理を行う場合には PCR 産

物を制限酵素（BamHI または EcoRV）処

理後、4%アガロースゲルでウイルス由来増

幅産物（164bp）およびプラスミド由来増

幅産物（（157+44 bp または 126+75bp）を

確認した。 

 

C. 研究結果 

SFTSV NP の発現とウサギ抗 SFTSV NP

血清の作製 

 ２０１１年時点には、中国側の規制で

SFTSV 遺伝子は入手出来なかったため、

SFTSV NP cDNA を化学合成し、バキュロ

ウイルス発現系を用いて組換え SFTSV NP

を調製した。これをウサギに免疫し、ウサ

ギ抗 SFTSV NP 血清を作製した（図１）。 

 

SFTSV NP ELISA 

 バキュロウイルス発現系で調製した

SFTSV NP を抗原として IgG-ELISA を行

ったところ、SFTSV NPはウサギ抗 SFTSV 

NP 血清 (anti-SFTSV NP) に反応した(希

釈倍率 6,400 倍以上)。しかし、SFTS ウイ

ルス感染細胞から調整した抗原による

ELISA では、20 万倍以上の希釈でも反応

したことから、後者の感度が 30 倍以上高い

ことがわかった。この原因の一つは、精製

組換え抗原が失活しやすいためであること

がわかった。一方、同じフレボウイルスに

属するリフトバレー熱ウイルスの NP に対

するウサギ抗血清 (anti-RVFV NP) およ



び、他のウイルスの NP に対するウサギ抗

血清 (anti-CCHFV NP, anti-LASV NP, 

anti-JUNV NP) は SFTSVのNPに反応し

なかった（図２）。 

 

IFA による SFTSV NP 検出 

 SFTSV NP を HeLa 細胞で発現させ、細

胞塗抹標本をアセトン固定し IFA 抗原とし

た。ウサギ anti-SFTSV NP は SFTSV NP

発現 HeLa 細胞に特異的に反応し、RVFV

感染細胞には反応しなかった。一方、ウサ

ギ anti-RVFV NPはSFTSV NP発現HeLa

細胞に反応しなかった（図３）。 

 

陽性コントロールプラスミドの構築 

 リアルタイム RT-PCR のコピー数を算出

するための陽性コントロールプラスミドの

構築を試みた。最初に構築したプラスミド

はリアルタイム RT-PCR で増幅するウイル

スの塩基配列164bpを含む520bpをプラス

ミドベクターに挿入した（図４左）。しかし、

このプラスミドを陽性コントロールが増幅

して得られた塩基配列と、ダニに含まれる

SFTS ウイルス由来の増幅産物の塩基配列

は一致するためコンタミネーションを識別

することが困難である。そこで、新規の陽

性コントロールプラスミドではリアルタイ

ム RT-PCR で増幅する領域に、2 種類の制

限酵素サイト（ BamHI ： GGATCC 、

EcoRV：GATATC）と TaqMan プローブ標

的配列（ggctaagcagttggtggtgcaggatg）を

含む配列を挿入した。この結果、リアルタ

イム RT-PCR による増幅がウイルス由来の

PCR 産物か、プラスミドのコンタミか否か

が迅速に判定可能となった（図４右）。 

 

電気泳動によるコンタミネーションの判定

法の確認 

 最初に作出したプラスミド（旧陽性コン

トロールプラスミド）とウイルス由来の

PCR 増幅産物のサイズは両者ともに 164 

bp であり、電気泳動によるコンタミ識別は

不可能であった（図５）。一方で新プラスミ

ド由来の PCR 増幅産物のサイズ（201 bp）

はウイルス由来の増幅産物（164 bp）より

も 37bp 大きく、4%アガロースゲルによる

電気泳動でコンタミ識別が可能となった。

更に新プラスミドの増幅産物は BamHI

（157 および 44 bp）またはEcoRV（126 お

よび 75 bp）制限酵素によって消化される

が、ウイルス由来の増幅産物には両制限酵

素サイトは存在しない為、制限酵素処理を

行っても 164 bp のままであるのでコンタ

ミネーションを容易に判定可能となった

（図５）。 

 

2 色法リアルタイム RT-PCR によるコンタ

ミネーションの判定法の確認 

 新しい陽性コントロールプラスミドを用

いたリアルタイム RT-PCR 法では、反応液

にウイルス配列と相補するFAM標識MGB

プローブ（SFTSV-S2-317MGB）と陽性コ

ントロールプラスミドと特異的に相補する

HEX 標 識 TaqMan プ ロ ー ブ

（PosiContTaqman）を同時に添加すると、

ウイルス由来増幅産物ではFAM標識MGB

プローブしか増幅されないが、プラスミド

由来増幅産物ではFAM標識MGBプローブ

および HEX 標識 PosiContTaqman probe

の増幅が認められ、コンタミネーションを

リアルタイム RT-PCR 反応中にモニタリン

グ可能となった（図６）。 



 

リアルタイム RT-PCR 法に用いる増幅試薬

の選択 

 SFTS ウイルスを検出するためのリアル

タイム RT-PCR 試薬は TakaraOne Step 

PrimeScript RT-PCR Kit (Perfect Real 

Time) （ Takara ） お よ び RNA-direct 

Realtime PCR Master Mix（Toyobo）を

各々の推奨反応条件に改編を加え施行した

（図７）。両試薬の性能比較検討を行うにあ

たり同一のプライマー（SFTS-S2-237s、

SFTS-S2-400a）と 103 から 101 コピー/反

応に段階希釈した陽性コントロール用プラ

スミドを用意し解析を行った（図８）。この

結 果 、 TakaraOne Step PrimeScript 

RT-PCR Kit では確実に 10 コピーに希釈し

た陽性コントロールプラスミドを検出する

ことができたが、40 サイクル以降で鋳型を

添加していない陰性コントロールでも偽増

幅が観察された。一方で、RNA-direct 

Realtime PCR Master Mix 場合には陰性

コントロールの義増幅は観察されないが、

10コピーに希釈した陽性コントロールプラ

スミドで 1/3 の割合で増幅が見られなかっ

た 。 こ れ ら の 結 果 か ら RNA-direct 

Realtime PCR Master Mix はやや増幅効

率は劣るが非特異増幅が見られない事から、

ダニサンプルの SFTS ウイルス検出に適し

ていると推測された。 

 

D. 考察 

 SFTS はその高い致死率と、ヒト−ヒト感

染を起こす可能性があることから、公衆衛

生上重要な新興ウイルス感染症として注目

されている。SFTSV を媒介するフタトゲチ

マダニは中国のみならず日本全国に分布し、

多くの野外動物、家畜を宿主とすることか

ら、我が国においてもマダニ類が SFTSV

あるいは近縁のウイルスを保有するかどう

か調査することが必要である。また、2011

年の時点で SFTS が輸入感染症として持ち

込まれる可能性を考慮して、SFTSV 抗体検

出等の実験室診断法を整備することとした。

そこで、ウイルスの NP cDNA を化学合成

して組換え蛋白を作製し、ELISA あるいは

IFA による SFTS ウイルス抗体検出系を作

製した。しかし、2012 年 11 月に中国 CDC

より SFTS ウイルスの分与を受け、ウイル

ス感染細胞由来抗原による ELISA を開発

し、組換え抗原による ELISA と比較した結

果、後者が 30 倍以上高感度であることがわ

かった。精製組換え抗原が失活しやすいこ

とが原因の一つであると考えられた。その

後の動物の血清疫学や回復患者の抗体検出

に後者が用いられている。 

 疑い患者の血中 SFTS ウイルスの検出に

は、初年度に開発した RT-PCR が有効であ

ることがわかり、地方衛生研究所での疑い

患者の実験室診断にも採用されている。一

方、マダニからのウイルス遺伝子検出には、

この RT-PCR では感度が充分でないことが、

予備実験及び中国 CDC の Porf. Mifang 

Liang、Porf. Li-Dexin らとの協議でわかっ

た。そこで、より高感度なリアルタイム

RT-PCR を開発した。当初開発した方法で、

フタトゲチマダニやタカサゴキララマダニ

等複数種のマダニから SFTS ウイルスを検

出できたが、一部の機器では非特異反応が

出ること、陽性対照のコンタミを識別でき

ない等の問題があった。そこで、最終年に

は、これらの問題を解消できる改良を加え

た。そこで陽性対照には、2 種類の制限酵



素サイトと TaqMan プローブサイトを含む

37bp の DNA 断片を挿入したプラスミドを

作製した。この陽性コントロールプラスミ

ドを用いれば陽性対照のコンタミネーショ

ンによる反応の有無を迅速かつ簡単に判定

できた。今後本研究で確立したプロトコー

ルを用いて日本国内の SFTS 陽性ダニの種、

ウイルス陽性率、個体あたりのウイルス量、

ウイルス陽性ダニの季節性変動性、国内分

布等を調査に行いたい。また、複数の機器

で非特異反応が出ないことも確認している

ことから、地方衛研や大学等でマダニの分

子疫学調査を行う際にも本リアルタイム

RT-PCR 法は、有用である。 

 

E. 結論 

SFTS 疑い患者の実験室診断、血清診断が

確立された。また、多くの動物種の血清疫

学調査を行う抗体検出系も開発された。国

内のマダニから SFTS ウイルス検出用リア

ルタイム RT-PCR 法を確立、改善した。今

後の国内での種々の調査が可能となった。 

 

F. 健康危険情報 

SFTS は、2013 年に国内で患者が確認され、

その後さかのぼり調査で 12 名、2013 年 3

月からの患者が 40 名確認されている。国内

では複数種のマダニから SFTS ウイルス遺

伝子が検出されている。 
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図１. 組換えバキュロウイルスによる SFTSV-NP の発現・精製と 

ウサギ免疫血清の作製 

 

 

 

 

図２-1．組換え抗原による ELISA 
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図２-２． SFTS ウイルス感染細胞由来抗原による ELISA 

 
図２-１の組換え抗原による ELISA と比較して３０倍以上感度が高い。 

 

 

図３. SFTSV-NP 発現 HeLa 細胞を抗原とする間接蛍光抗体法
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図５. 

４. 陽性コントロールプラスミド構築の概要

 電気泳動を用いたコンタミネーションの判定

陽性コントロールプラスミド構築の概要
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図６

図７. ダニからの

 

６. 2 色リアルタイム

ダニからの SFTS ウイルス検出に用いたリアルタイム

 

色リアルタイム RT-PCR

ウイルス検出に用いたリアルタイム
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図８８. リアルタイム

 

リアルタイム RT-PCR

 

PCR 反応試薬の比較反応試薬の比較 

  



厚生労働科学研究費補助金「アジアの感染症担当研究機関とのラボラトリーネットワークの促進と共

同研究体制の強化に関する研究」分担報告書 

 

「Molecular analysis and control of acute respiratory virus infections」 

 

分担研究者 松山州徳 国立感染症研究所 ウイルス第三部四室 

 

研究要旨 

急性呼吸器感染症（ARI）ウイルスの多くは、咳を介して感染することから感染力が強く、瞬く間に世

界中に広がる可能性を内包している。このような感染症に立ち向かうために、研究者は国際的なネット

ワークを構築し、情報を交換できる環境をつくることが必要不可欠であると考える。ARI ウイルスにはイ

ンフルエンザ、RS、パラインフルエンザ、メタニューモ、コロナ、アデノ、ライノ、ボカウイルスが知られて

おり、９５％はこれらを原因とするが、残り５％の原因は未だに不明である。今回、中国 CDC の Yuelong 

Shu 博士と情報を共有し、インフルエンザ以外の ARI ウイルスについて、原因不明病原体の解析、ウイ

ルス分離技術の向上を試みた。まず、ARI の検査に利用するための、ウイルス高感受性細胞の作成を

試みた。数種の ARI ウイルス（インフルエンザ、メタニューモ、コロナ）は肺に特異的に発現している膜

貫通型セリンプロテアーゼ TMPRSS2 を利用して細胞に感染することが報告されており、TMPRSS2 の

発現した細胞を作成し、既存のヒトコロナウイルス（229E、NL63、SARS）と新型コロナウイルス

（MERS-HCoV）に対する感受性を比較した。TCID50、ウイルス増殖、感染細胞の免疫染色を行ったが、

いずれのウイルスでも TMPRSS2 発現細胞の方が非発現細胞よりも感受性が高かった。特に新型コロ

ナウイルスでは 100 倍もの高い感受性が見られた。またウイルス増殖が非常に低いと考えられている

NL63 において、51 倍の増殖が見られた。TMPRSS2 細胞はコロナウイルスの研究とサーベイランスの

分野に貢献できるものと考えられる。一方、近年の検査技術の向上、例えばウイルス高感受性細胞の

開発や、マルチプレックス検査法、次世代シークエンサーの導入により、不明とされてきた病原体が明

らかになる可能性がある。しかし、最新の技術を駆使してもなお、検出できない病原体があることも事

実である。中国側の研究でも今のところ新規病原体の検出には成功していない。本年度我々は、実際

に地方衛生研究所より原因不明の上気道炎検体を入手し、病原体の分離精製及び同定を行った。そ

の結果検出された病原体は風疹のワクチン株であり、急性呼吸器感染症とは無関係の予防接種に由

来するウイルスであることがわかった。本結果は、不明病原体の分離同定の難しさとリスクを示す一例

である。 

 

A. 研究目的 

ARI ウイルスの研究を難しくしている原因は

様々あるが、その一つは、肺胞の性質を維持し

ている良い培養細胞株が無いことにある。培養

細胞で増殖が可能なウイルスは研究が良く進み、

不可能なウイルスは研究が遅れる傾向がある。

ヒト肺胞上皮細胞の初代培養は難しく、数代の

継代で肺胞の性質が無くなってしまうことが知ら

れている。最新の初代培養法を用いれば、肺胞

の性質とインフルエンザウイルスの感受性を維



持したまま長時間培養できることが報告されて

いるが、特殊な技術であり、簡単に扱えるもので

はない。また、よく研究に利用されている肺胞由

来の細胞株は、肺胞の性質をある程度維持して

おり、低いながら様々な ARI ウイルスに感受性

があるが、増殖が遅く性状が不安定であり、培

養も難しい。肺胞の性質を維持しつつ扱いやす

い培養細胞があれば、新たな ARI ウイルスの分

離や既存の ARI ウイルスの基礎研究が劇的に

進展することが期待できるだけでなく、病原体診

断やサーベイランスの分野でも利用できるはず

である。最近の我々の研究から、コロナウイルス

は、肺胞特異的プロテアーゼ（TMPRSS2）を利

用して感染することがわかっている。この知見を

他の ARI ウイルスにも広げて、呼吸器ウイルス

に対する高感受性細胞を樹立したい。一方、急

性呼吸器感染症の検査の結果、原因を特定で

きない検体は多数存在する。このような検体を

入手し、詳細に検査することで、新しい病原体を

発見することが、本共同研究の目的である。

我々は実際に、地方衛生研究所で診断できなか

った患者由来の検体を入手し、病原体の特定を

おこなうことで、ウイルスの分離同定を行う上で

の問題点を明確にした。 

 

B. 研究方法 

・ 呼吸器ウイルス高感受性細胞作成の試み 

VERO 細胞に TMPRSS2 を発現させた細胞

（Shirogane Y J Virol. 2008）を譲り受け、感染

実験に用いた。また HeLa 細胞でも同様に

TMPRSS2 発現細胞を作成した。様々なヒトコロ

ナウイルス（229E、NL63、OC43、SARS、EMC）を

感染させ、細胞変性効果、TCID50、ウイルス増

殖を比較した。また、細胞変性を示さなかった

NL63 については、抗スパイク蛋白抗体を用いて

免疫染色をおこない、感染価を比較した。 

・ 不明病原体の解析 

山形県衛生研究所より提供を受けた不明病原

体について、500ｍｌの培養上清を用い、常法の

PEG 沈殿法にて濃縮後、PBS にて溶解し、ショ

糖密度勾配遠心分離法（15%、40%ショ糖）にて濃

縮精製を行った。続いて濃縮画分の感染価を確

認後、電子顕微鏡と次世代シークエンシングを

行い、病原体を決定した。 

 

C. 研究結果 

・高感受性細胞について 

HCoV-EMCはTMPRSS2非発現細胞では感染４

８時間で細胞のラウンディングが起こるのに対し、

発現細胞では 16 時間程度で、著しく大きい細胞

融合が見られた。同じ感染価のウイルスを用い

て TCID50 で比較した場合、TMPRSS2 発現細胞

ではウイルス感受性が 100 倍程度高くなってい

た（表）。SARS-CoV については、既に 2010 年に

報告している結果と同様であるが、TMPRSS2 発

現細胞で、TCID50 は 7.9 倍、ウイルス増殖は 2.5

倍であった（表）。鼻風邪、上気道炎のコロナウ

イルス NL63 については、細胞変性効果は見ら

れなかったが、免疫染色による感染細胞の計測

結果（FFU）では TMPRSS２発現細胞では５１倍

感受性が高くなっていた（表）。また他の鼻風邪、

上気道炎コロナウイルス 229E には 1966 年に分

離され、長年研究室で継代されているラボ株と、

2008 年に分離された臨床株があるが、ラボ株で

1.4 倍、臨床株で 11.5 倍の HeLa/TMPRSS2 での

感受性が見られた（表）。さらに、鼻風邪上気道

炎コロナウイルスの OC43 は HeLa では全く細胞

変性効果が見られなかったが HeLa/TMPRSS2

では細胞の浮遊が見られた。感受性細胞として

知 ら れ る RD 細 胞 と の 比 較 で は 、

HeLa/TMPRSS2 の方が 10 倍程度ウイルス感受

性が高くなっていた（表）。 



・不明病原体について 

電子顕微鏡像では、エンベロープを有する直径

90nm 前後の円形粒子が見られた。さらに次世

代シークエンスの結果、風疹ウイルスが、4796 

read 検出された。この配列は風疹ワクチン株に

３つの変異が含まれるものであった。RK 細胞で

の細胞変性の形態と、風疹抗体による中和、ウ

イルス増殖の温度感受性の試験の結果は、い

ずれもこの病原体が風疹ワクチン株であること

を示すものであった。 

 

D. 考察 

・ 呼吸器ウイルス高感受性細胞について 

コロナウイルスのスパイク蛋白の活性化には

プロテアーゼが必要と考えられており、本研究で

用いた細胞では TMPRSS2 がスパイクを活性化

したと考えられる。呼吸器ウイルスの多くがウイ

ル ス は 肺 胞 特 異 的 な プ ロ テ ア ー ゼ 、 特 に

TMPRSS2 を利用して感染すると考えられるので、

コロナウイルスと同様に、ARI ウイルスを分離す

るためには、TMPRSS2 発現細胞を使うことが望

ましいと思われる。 

・ 不明病原体の解析について 

実際のウイルス分離作業に際して、まずは患

者情報の詳細な検討の末に、可能性のある病

原体を詳細に解析した後に、次世代シークエン

ス解析を行うべきである。本検体の採取から 22

日前にMRワクチンが接種されていたことが分か

っており、一回目の次世代シークエンスデータか

ら、風疹ウイルスを疑うことは可能であったと思

われる。病原体検出の際には患者情報の事前

の精査が重要である。一方、病原体不明と判断

された検体であっても、そのほとんどが検体採

取のタイミングや現行検査法の感度の限界によ

る、既知のウイルスの検査漏れであると考えら

れ、詳細な病原体解析に進む前段階で、適切に

検体をふるい分けるための経験の蓄積とそのプ

ロトコール化が重要であると思われる。 

E. 結論 

１．HeLa 及び Vero の TMPRSS2 発現細胞は

コロナウイルスの分離に有効な細胞である。 

２．本研究では次世代シークエンス、細胞培

養、病原体精製、電子顕微鏡などで多くの人員

と費用を費やしたが、得られた結果は取るに足

らないものであった。しかし行った過程は不明病

原体を明らかにするためには必要な作業であり、

さらに我々がワクチン株の特定に至ったことは、

今回、新規病原体の検出システムを構築できた

ことを意味する。 

 

F. 研究発表 

無し 

 

G. 知的所有権の取得状況 

無し 

 

 



 

図１ 中国 CDC インフルエンザセンター（Dr. Yuelong Shu）との共同研究 

インフルエンザサーベイランスネットワークで得られる検体の中から、道の病原体を検出する試み。 
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今のところ新規病原体は 

検出されていない 



 

図２．TMPRSS2 発現細胞へのコロナウイルスの感染 
A. HCoV-NL63 感染細胞は、抗スパイク蛋白抗体で検出した 
B. 新型コロナウイルスの感染細胞の光学顕微鏡写真 

 

 

 
図３ 不明病原体の次世代シークエンス 
山形県衛生研究所から提供された VERO-E6 細胞でよく増殖する病原体は、発熱、呼吸器症状を示す
小児の咽頭拭い液に由来する。この不明病原体を精製し同定したところ、MRワクチンに由来する風疹
のワクチン株であった。 
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厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業） 

 

アジアの感染症担当研究機関とのラボラトリーネットワークの促進と 

共同研究体制の強化に関する研究 

 

薬剤耐性淋菌の分子タイピング 

 

  研究分担者 中山 周一 国立感染症研究所 細菌第一部 

  研究協力者 志牟田 健 国立感染症研究所 細菌第一部 

  研究協力者 大西 真 国立感染症研究所 細菌第一部 

  

研究要旨：最後の有効薬剤、セフトリアキソンに耐性の淋菌の出現と拡散動向を把握するこ

とを中心に分離株サーベイランスとその分子タイピングを行った。既に出現した penA遺伝子

変異による耐性株の顕著な拡散は認められなかった。また、-lactamase の基質拡張型変異の

一歩手前となるタイプの淋菌の存在をタイ、日本で確認していたことを受け、-lactamase 保

有淋菌分離株の多い中国で、そのような株の存在を検討し、極めて高い存在比率を確認した。

前者の拡散を今後とも封じこめるとともに、後者の動向を今後注意深くモニターする必要が

ある。2007 年以降日本でアジスロマイシン耐性株が出現、増加していることを初めて体系的

に示した。 

 

Ａ．研究目的 

 薬剤耐性の獲得とその拡散が非常に早い淋

菌では、継続的な分離株サーベイランスによ

り、よりタイムリーな治療ガイドライン改定

を行う必要がある。従来、国、地域毎に行わ

れてきたこの作業を近隣国と行うことで、よ

り有効なアクションを取れることが期待され

る。そこで中国との共同での分離株サーベー

ランスと分子タイピングのプロジェクト開始

を目指している。このため、モデルケースと

して、近年特に危惧されている、最後の有効

薬剤と目されるセフトリアキソンに耐性な淋

菌の出現と拡散のモニタリングを兼ねる形で、

世界初のセフトリアキソン耐性菌（penA変異

型）出現を見た日本の関西地域でのその後の

分離株解析と、今後危惧される-lactamase の

基質拡張型変異によるセフトリアキソン耐性

菌 出 現 の 可 能 性 評 価 の た め 、 タ イ の

-lactamase 保有淋菌を解析し、結果を中国の

研究者にアナウンスした。これを受け、中国

の-lactamase 保有淋菌を解析する。近隣国と

共同での最新の分離株サーベーランス結果の

結果の国間比較により、耐性プロファイル、

菌系統の類似点、相違点を継続的に把握する

ことで、国間のクローナル拡散の傾向につい

て基礎的データが得られる。このことは、将

来、新規な耐性がどちらかの国で発生した場

合の他方への到来の時期を予測する根拠とな



るため、両国での治療ガイドラインのよりタ

イムリーな改定法の確立に向け有用である。

このための基礎データ収集を中国との間で確

立するための交渉でモデルデータとして使う

実例を作製する。 

 

        B. 方法 

1)          分離株： 

日本国内株は、今年度については、

Retrospective な解析を企図して、2005~2011 年

に首都圏で分離した 147 株を使用し、分子タ

イピングを行った。 

中国側株の-lactamase 保有淋菌１株、不明淋

菌株１株を用いて、変異型-lactamase 遺伝子

検出 PCR のプロトコールチェックを兼ね、現

地でこの２株を検討した。株の分離年等の情

報は知らされなかった。。 

 

1)        MIC 測定： 

E test シート（AB bioMerieux, Solna, Sweden）

を用いて、仕様書に従って測定した。 

 

2)   NG-MAST タイピング： 

確立している Martin らの方法 1)に従った。 

 

3)  変異型-lactamase 遺伝子、TEM-135 検

出 PCR 

我々が開発した方法 4)に従った。 

C．研究結果 

1)首都圏2005年〜2011年分離株のサーベイラ

ンス、NG-MAST タイピング： 

 

全体としてST2958(19株)とST1407(16株)とで

主流を占めていた。他の ST は５株以下であっ

た。 

日本での体系的な NG-MAST 解析は、2008 年

の福岡での検討 5)、2010~2012 年の京都・大阪

での検討 6)、７）, 

があり、この２タイプで主流を占める傾向は

今回と一致している。しかし、今回は 2005 年

からの retrospective 解析を行ったことで、既報

のようなスナップショットデータでは得られ

ない知見も得た、即ち、①この現在主流の２

タイプ ST2958、1407 はいずれも 2006 年に初

例が検出され、いずれも 2008 年に prevalence

のピークを示し、その後斬減しながらも 10％

以上の分離率を維持していること。②2008年、

2009年では ST2958が有為に ST1407より多い

のに対して、2010 年、2011 年ではそれが逆転

していること。③この 2009 年と 2010 年での

相変異が日本国内で有ったと考えると 2008

年の福岡での検討 5)では ST2958 の方が多く, 

2010~2011 年の京都・大阪での検討 6)では

ST1407 の方が多かったことを説明できるこ

と。 

以上より世界流行型であり、多剤耐性と強い

相関が見られる ST1407 の日本での初検出か

ら主流型となるまでの過程の一端を明らかに

できた。 

また、2009 年に日本においても使用が可能と

なったアジスロマイシンに対する耐性淋菌株

のサーベーイをこの株集団を対象にして行っ

た。その結果、2007 年より程度耐性株が検出

され始め、2011 年には 4 株に増加、またそれ

らが前述の ST1407 型として有為な clonarity

を示す集団として存在したことを明らかにし

た 8)。アジスロマイシン使用は耐性を生じ易

く、注意が必要なことは分かっていたが、経



口薬である有利点から、使用認可された。今

回のデータは耐性株出現を実際に示した点で

有意義であった。 

 

2) 中国に於ける-lactamase 保有淋菌（以下、

PPNG と呼ぶ）の解析： 

 

PPNG の保有する-lactamase は近年まで、プ

ロトタイプの TEM-1 以外は発見されていな

かったが、2009 年タイと日本で、初めて

TEM-135 型を保有するものが検出された 2, 3)。

TEM-135 は基質拡張型-lactamase ではないが、

1 塩基置換変異のみで基質拡張型の TEM-20

となり得るタイプである。対して、TEM-1 は

知られているいかなる基質拡張型になるにも

最低２塩基の変異を必要とする。そこで、TEM

タイプの決定をも含めて、2005 年〜2008 年に

分離されたタイの96株のPPNGの分子タイピ

ングを行った。結果、以下のことが分かった。 

96 株中、TEM-135 は 9 株（9.4%）、他の 87

株はすべて（90.6%）TEM-1 であった。この

２つのタイプ以外は発見されなかった。１塩

基置換のみで基質拡張型となり得るものがマ

イナー、〜10%の比率ながら、タイでサーキュ

レーションしていることが初めて示された 4)。 

 これを受け、PPNG の分離率が全淋菌株 30%

をも占める中国での TEM-135 のサーベーラ

ンスが重要と考えカウンターパートの南京

CDC 施設で中国株解析を共同で行った。 

実際には実際にはカウンターパート側に意向

で、今回はプロトコルチェックを主眼として、

淋菌株２株、うち１株が PPNG を解析したが、

その１株は TEM-135 型の PPNG であった。 

これ以降の南京 CDC 施設での中国国内の

PPNG 解析により、2007 年及び 2012 年の

PPNG に占める TEM-135 の比率がいずれも

58%にも上ることが判明した 9)。 

 

Ｄ．考察 

 国内でのサーベイランス結果から、多剤耐

性という性状と強く相関し、世界的に流行し

ている ST1407 は、日本では 2006 年に初検出

され、その後 2009 年まで ST2958 に次ぐ分離

率で推移し、2010 年から最頻型となっていっ

たプロファイルを明らかにできた。その多剤

耐性という性状からも今後の監視が重要であ

る。さらには 2007 年以降、アジスロマイシン

耐性株が検知され、2011 年にはこの ST1407

型の耐性株が複数検出された。今後この型の

拡散が危惧され、監視体制強化が望まれる。 

セフトリアキソン耐性に関連して、今後、出

現に備えるターゲットは、基質拡張型

-lactamase を保有する PPNG である。前述の

ように、これに関しては基質拡張型の前駆体、

中間体とも言うべき TEM-135 の存在が確認

され、そのタイに於ける prevalenceも約 10%、

という具体的な数字を我々は算出していた 4)。 

予備検討で中国の PPNG 株１株を解析し、そ

れが TEM-135 であったことから、中国での

TEM-135 存在率はタイ以上であることも考え

られた。また、中国では PPNG の全分離淋菌

に占める割合自体が~30%にも及ぶため、

TEM-135 の総数は非常に多いと懸念されたが、

実際に今回の 2007年と 2011年の解析結果で、

いずれの年も PPNG 中 58％もの TEM-135 が 

検 知 さ れ た こ と に よ り 、 基 質 拡 張 型

-lactamase によるセフトリアキソン耐性出現

が近い将来に起こりえると危惧されるデータ



を得た。中国に於ける、TEM-135 のサーベー

ランス、prevalence の調査とその上昇の監視に

加え、それからの基質拡張型、TEM-20 の新

生を注意深くモニターしていく必要があると

思われる。 

 

       Ｅ．結論 

 日本及びフランスで確認された変異型penA

遺伝子によるセフトリアキソン耐性は現在、

顕著な拡散状況にないが、今後その動向を引

き続き観察する必要がある。日本国内で、セ

フトリアキソン MIC が上昇傾向にある

NG-MAST ST1407 型菌が増加している。日本

でのその発生から最頻型となっていった過程

を推定することができた。この型の一部はア

ジスロマイシン耐性を獲得していることが判

明した。今後この動向を注視すべきである。

基質拡張型-lactamase によるセフトリアキソ

ン耐性菌出現が危惧されている。基質拡張型

の前駆体タイプの PPNG がタイでマイナー集

団ながら存在確認されたことから、中国での

PPNG についても検討し、中国でもこれが現

存すること、タイでの存在率よりさらに高く

過半数であるという危惧すべき状況が確認さ

れた。このタイプの prevalence 上昇と基質拡

張型の新成をモニターしていく必要がある。

このプロジェクトは元来、中国との共同研究

であるが、中国側の正式合意が未決であるた

め、現在共同研究の形では進行できていない。

今後、PPNG の多い中国でのそれらの株の解

析の重要性をさらに説明し、たとえ自発的な

形であってもプロジェクトを本格始動させる

必要がある。 
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研究要旨   本研究は、わが国をはじめアジア各国で発生する種々の細菌感染症に対応

するため、主として食水系由来腸管感染症を対象に遺伝子解析をベースとした疫学指標、診

断法の開発、ならびにそれらの有用性についての検討を行った。また、V. cholerae 

non-O1/nonm-O139 及び V. fluvialis お対象に O 血清型別ならびに病原因子の探索を行い、

その発生と流行の傾向についての調査を行った。共同研究にあたり中国 CDC（CCDC） の細

菌部門とコンタクトを持ち、赤痢菌の分子タイピング、V. cholerae non-O1/nonm-O139 及

び V. fluvialisの血清型別に関する共同作業を行った。



A. 研究目的 

 コレラ菌、赤痢菌、サルモネラといった、食

水系腸管感染症起因菌を中心に研究を行う。当

該感染症の流行地域であるアジア各国におい

て、流行菌種あるいは菌型を把握するための分

子タイピング法の検討を行う。また、必要に応

じて、当該国の能力向上を図ることを目的とす

る。 

 コレラ流行地においては、コレラ菌 V. 

cholerae O1, O139 以 外 に V. cholerae 

non-O1/non-O139(以下、ナグビブリオ)による

下痢症も発生しており、また、その選択分離培

地である TCBS 寒天培地に V. cholerae と同様

の黄色集落を形成する V. fluvialis も検出さ

れる。コレラ流行地以外においても、ナグビブ

リオによるコレラ様の下痢症の報告もあり、O

血清型別による発生の疫学解析が大いに有効

であることが示されている。本研究はナグビブ

リオ及び V. fluvialis の血清型分布とその病

原因子保有状況について、中国における状況調

査を主たる目的とする。 

 

B. 研究方法 

分子タイピング法としてパルスフィールド

ゲル電気泳動法（PFGE）および multilocus 

variable number tandem repeat analysis 

(MLVA) を主として活用する。 

 中国においてヒト及び環境水から分離され

たナグビブリオ及び V. fluvialis を中国側カ

ウンターパートの Dr. Biao Kan よりそれぞれ

30 株、10 株分与してもらい、生化学性状試験

と簡易同定キット EB20 による菌種の同定、菌

種特異的検出PCRにより各菌株の確認試験を行

った。V. cholerae の病原因子の探索のため、

ctx、nag-st、hly、T3SS、MARTX についてそれ

ぞれの遺伝子検出 PCR を行った。 

 

C. 研究結果および考察 

I. 

 赤痢菌(Shigella spp.)は細菌性赤痢の起因

菌であり、当該菌によって汚染された飲料水お

よび食品を摂取することによって感染する。わ

が国では海外渡航者による輸入例が多く、その

渡航先のほとんどがアジアである。 

赤痢菌は 4つの種からなるが S. sonneiによ

る赤痢が最も多い。赤痢菌の分子タイピングの

手法としては、標準法である PFGE が使われる

ことが多いが、S. sonneiに関しては MLVA も有

用であることが示されている。こうした解析法

の標準化は PFGE に関しては米国パルスネット

を中心として進められているが、MLVA に関して

は発展途上の段階にある。そこで、本研究では

CCDC と我々との間で、S. sonnei MLVA に関す

る harmonization ができるかを検討した。 

電子メールによる情報のやり取りから、双方

が台湾のグループが開発した8遺伝子座を使っ

た MLVA を行っていることがわかり、互いに DNA

を交換、それぞれのラボで解析し、最終結果（リ

ピート数に換算したもの）を送付しあい、結果

を照合した。 

CCDC サンプルの結果：我々のもとで CCDC か

らの 30 株について解析した結果、Ss11 遺伝子

座においてすべて1リピートずつずれていたが、

これらについては修正がなされ、最終的には一

致した。それ以外の遺伝子座を含めた 8遺伝子

座 30 株、計 240 箇所中 233 箇所（97%）につい

て一致した。 

NIID サンプルの結果：CCDC のラボで我々



（NIID）からの供与サンプル 32 株について解

析したところ、当初は256箇所中201箇所（79%）

について一致した（表 3）。上記 CCDC サンプル

の解析結果よりも一致率が低かったので、CCDC

から解析前の泳動ファイルを電送してもらい、

我々の手法でファイルを解析した。その結果、

すべての箇所でリピート数が一致した。 

MLVA は最終結果が、各遺伝子座に関する遺伝

子構造のリピート数に換算されるため、結果が

デジタル化されており、比較するのが容易であ

る。一方で、換算手法がラボによって異なる可

能性があり、今回の CCDC との harmonization

においても同様のことが明らかとなった。リピ

ート数の算出は、観察された増幅産物の泳動上

のサイズを本来の塩基配列からのサイズに置

換し、そこからリピート数を整数として計算す

ることからなる。また、PCR による非特異な増

幅産物を解析時に排除しなければならない。こ

うした細かい点は、意外と見過ごされがちなの

で、今回実施したように実際に DNA サンプルや

解析ファイルをやり取りして、各ステップを確

認する必要があることが示された。 

分子タイピングのharmonizationはラボ間の

連携を深め、また流行が発生した際に正しい情

報交換を行うためにも重要な工程である。機会

をみて、こうした活動を継続していく必要があ

ると考えられる。 

 

II. 

 菌株リストは表 1の通り。ナグビブリオは患

者下痢便由来が 10 株、環境水由来が 20 株の計

30 株、V. fluvialisは患者下痢便由来が 9株、

魚由来株が 1株であった。分離年はナグビブリ

オが2007〜2010年、V. fluvialisが1963〜2010

年であった。 

 まず常法に従い、ビブリオ属菌の選択分離培

地である TCBS 寒天培地に接種したところ、約

1/4 が全く発育しないか、発育不良であった。

特に V. fluvialisは 6株(60%)が発育不良であ

った。それらの株は、非選択培地の TSA 培地に

接種しなおし、全てが発育することを確認し、

そこで発育したものを再度 TCBS 寒天培地に接

種したが、やはり同様に発育不良であった。 

 それぞれの菌株を、TCBS 寒天培地で発育した

ものはそこから発育の良い黄色集落を、それ以

外は TSA から任意の集落を 1つ選択し、TSI 培

地、LIM 培地、NaCl 濃度 0、0.1、3、8 %の Nutrient 

broth に接種し、また日水製薬の簡易同定キッ

ト EB20 にも接種し一夜培養した。 

 生化学的性状から得られた成績を表1に示し

た。その結果、ナグビブリオとして送付された

VUN7 は V. parahaemolyticus、VUN21、22 は

Aeromonas sobria、MJ-34、35 は A. hydrophila

として同定された。V. fluvialisは1株を除き、

V. fluvialisとして同定された(後述)。 

 V. parahaemolyticusは極めて稀に白糖分解

菌が分離される例があるが、VUN7 は白糖非分解

菌であった。また、Aeromonasは白糖分解菌で

はあるが、通常TCBS寒天培地には発育しない。

実際 VUN21、22、 MJ-34、35 は、我々の試験で

は TCBS 寒天培地には発育しなかった。培地メ

ーカによっては抑制力が弱く、Aeromonas等が

発育する場合もあるという。中国におけるこれ

らの培地や生化学的性状試験のやり方につい

ては、今後連絡を取り合って同定の精度管理と

して進めていくべきであると考えられた。 

 コレラの流行地においては、ナグビブリオに

よる下痢症も多発しており、また、それと同時



に V. fluvialis による下痢症の発生も見られ

る。患者便からのコレラ菌の選択分離には通常

TCBS 寒天培地をもちいるため、白糖分解菌であ

る両者を区別することは出来ない。そこで、迅

速簡便に両者を区別するPCRをすでに開発して

あったので、今夏にの分離株についてもこれを

行ったところ、表 1に示すようにナグビブリオ

のみ ompW 陽性で、V. fluvialis のみ VftoxR

陽性の成績が得られた。この PCR の系について

も今後中国側に検討を依頼する予定である。 

 ナグビブリオに関しては、ヒトに対する病原

因子の有無が下痢症との関連から重要な点で

ある。表 2に示すように、VUN3 は ctx 陽性で、

コレラ毒素産生性であることが考えられる。ま

た、ZJ201-1 は環境水からの分離菌であるが、

nag-st 陽性であった。その他は、III 型分泌機

構がVUN1を除くすべての患者株で陽性であり、

同様に MARTX も VUN1 を除くすべての患者株で

陽性であった。環境水からの分離菌で III 型分

泌機構やMARTX陽性の株はヒトに対する病原株

である可能性が高いことが推測される。 

 生化学的性状がオキシダーゼを除き V. 

fluvialisに一致する 1株(JS2)と TCBS 寒天培

地に発育しなかった株(VF12)をハウスキーピ

ング遺伝子である gyrB の塩基配列について、

参照株やデータベース上の他の菌種との比較

を行った。図 1 に示すように、JS2(93gyrB)、

VF12(92gyrB)は参照株の VflugyrB とほとんど

同一の配列であり、オキシダーゼ陰性の Vibrio

である V. metschnikovii とは異なることが明

らかになり、JS2(93gyrB)、VF12(92gyrB)は V. 

fluvialisと同定された。 

 

D. 結論 

MLVA 等の菌株の解析手法の共通化、標準化、

harmonization は、流行時における迅速な情報

交換につながり、ラボ間のネットワークを構築

していくうえで重要である。 

 今回中国との共同研究において、中国での分

離株を日本側に分与してもらうことが出来、共

同研究の基本となる材料の共有ができたこと

は、今後の共同研究を行う上でも非常に重要な

点である。 

 菌種の同定に関して一部問題が見られるが、

情報の共有を行うことや技術の支援を行うこ

とでこれからさらに発展が見込まれるものと

期待される。 

 中国側からは V. fluvialis の血清型につい

て、非常に興味を持って取り組みたいと申し入

れがあり、今後さらに発展させていくことが両

国ラボラトリーの共通認識である。 

 

E.健康危機情報 

 特になし 

 

F.研究発表 

 特になし 

  



  

 

 

表 3．NIID サンプルの解析結果の比較。CCDC から返送されたリピート数と我々のラボで得られた

リピート数との差を表す。0は両者で一致したことを示す。 

strain SS1 SS3 SS6 SS9 SS10 SS11 SS13 SS23

#1 -1 0 -1 0 0 0 0 0

#2 -1 -1 0 0 0 0 0 0

#3 -3 0 -1 0 0 0 1 0

#4 -1 0 0 0 0 0 0 0

#5 -1 0 0 0 0 0 0 0

#6 -1 -1 0 0 0 0 0 0

#7 -1 0 -1 0 0 0 0 0

#8 0 0 0 0 0 0 0 0

#9 -1 0 0 0 0 0 0 0

#10 -1 -1 -1 0 0 0 0 0

#11 -1 -1 0 0 0 0 0 0

#12 -1 0 -1 0 0 0 0 0

#13 -4 0 0 0 0 0 0 0

#14 -1 0 0 0 0 0 0 0

#15 -2 0 -1 0 0 0 0 0

#16 -1 -1 0 0 0 0 0 0

#17 0 0 0 0 0 0 0 0

#18 0 0 0 0 -1 0 0 4

#19 -1 0 -1 0 0 0 0 0

#20 -1 0 0 0 0 0 1 0

#21 -1 0 0 0 0 0 0 0

#22 0 0 0 0 0 0 0 0

#23 -1 -1 0 0 0 0 0 0

#24 0 0 0 0 0 0 0 0

#25 0 0 0 0 -1 -1 0 0

#26 -1 -1 -1 0 -1 3 0 0

#27 -1 -1 0 0 -1 0 0 0

#28 -1 0 0 0 0 0 0 0

#29 -1 -1 0 0 0 0 0 0

#30 -5 -1 -1 0 0 0 1 0

#31 0 0 0 0 0 0 0 4

#32 -1 0 0 0 0 0 0 0

Consistency (CCDC-NIID)
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ウンターパートの Dr. Biao Kan よりそれぞれ

30 株、10 株分与してもらい、生化学性状試験

と簡易同定キット EB20 による菌種の同定、菌

種特異的検出PCRにより各菌株の確認試験を行

った。V. cholerae の病原因子の探索のため、

ctx、nag-st、hly、T3SS、MARTX についてそれ

ぞれの遺伝子検出 PCR を行った。 

 

C. 研究結果および考察 

I. 

 赤痢菌(Shigella spp.)は細菌性赤痢の起因

菌であり、当該菌によって汚染された飲料水お

よび食品を摂取することによって感染する。わ

が国では海外渡航者による輸入例が多く、その

渡航先のほとんどがアジアである。 

赤痢菌は 4つの種からなるが S. sonneiによ

る赤痢が最も多い。赤痢菌の分子タイピングの

手法としては、標準法である PFGE が使われる

ことが多いが、S. sonneiに関しては MLVA も有

用であることが示されている。こうした解析法

の標準化は PFGE に関しては米国パルスネット

を中心として進められているが、MLVA に関して

は発展途上の段階にある。そこで、本研究では

CCDC と我々との間で、S. sonnei MLVA に関す

る harmonization ができるかを検討した。 

電子メールによる情報のやり取りから、双方

が台湾のグループが開発した8遺伝子座を使っ

た MLVA を行っていることがわかり、互いに DNA

を交換、それぞれのラボで解析し、最終結果（リ

ピート数に換算したもの）を送付しあい、結果

を照合した。 

CCDC サンプルの結果：我々のもとで CCDC か

らの 30 株について解析した結果、Ss11 遺伝子

座においてすべて1リピートずつずれていたが、

これらについては修正がなされ、最終的には一

致した。それ以外の遺伝子座を含めた 8遺伝子

座 30 株、計 240 箇所中 233 箇所（97%）につい

て一致した。 

NIID サンプルの結果：CCDC のラボで我々



（NIID）からの供与サンプル 32 株について解

析したところ、当初は256箇所中201箇所（79%）

について一致した（表 3）。上記 CCDC サンプル

の解析結果よりも一致率が低かったので、CCDC

から解析前の泳動ファイルを電送してもらい、

我々の手法でファイルを解析した。その結果、

すべての箇所でリピート数が一致した。 

MLVA は最終結果が、各遺伝子座に関する遺伝

子構造のリピート数に換算されるため、結果が

デジタル化されており、比較するのが容易であ

る。一方で、換算手法がラボによって異なる可

能性があり、今回の CCDC との harmonization

においても同様のことが明らかとなった。リピ

ート数の算出は、観察された増幅産物の泳動上

のサイズを本来の塩基配列からのサイズに置

換し、そこからリピート数を整数として計算す

ることからなる。また、PCR による非特異な増

幅産物を解析時に排除しなければならない。こ

うした細かい点は、意外と見過ごされがちなの

で、今回実施したように実際に DNA サンプルや

解析ファイルをやり取りして、各ステップを確

認する必要があることが示された。 

分子タイピングのharmonizationはラボ間の

連携を深め、また流行が発生した際に正しい情

報交換を行うためにも重要な工程である。機会

をみて、こうした活動を継続していく必要があ

ると考えられる。 

 

II. 

 菌株リストは表 1の通り。ナグビブリオは患

者下痢便由来が 10 株、環境水由来が 20 株の計

30 株、V. fluvialisは患者下痢便由来が 9株、

魚由来株が 1株であった。分離年はナグビブリ

オが2007〜2010年、V. fluvialisが1963〜2010

年であった。 

 まず常法に従い、ビブリオ属菌の選択分離培

地である TCBS 寒天培地に接種したところ、約

1/4 が全く発育しないか、発育不良であった。

特に V. fluvialisは 6株(60%)が発育不良であ

った。それらの株は、非選択培地の TSA 培地に

接種しなおし、全てが発育することを確認し、

そこで発育したものを再度 TCBS 寒天培地に接

種したが、やはり同様に発育不良であった。 

 それぞれの菌株を、TCBS 寒天培地で発育した

ものはそこから発育の良い黄色集落を、それ以

外は TSA から任意の集落を 1つ選択し、TSI 培

地、LIM 培地、NaCl 濃度 0、0.1、3、8 %の Nutrient 

broth に接種し、また日水製薬の簡易同定キッ

ト EB20 にも接種し一夜培養した。 

 生化学的性状から得られた成績を表1に示し

た。その結果、ナグビブリオとして送付された

VUN7 は V. parahaemolyticus、VUN21、22 は

Aeromonas sobria、MJ-34、35 は A. hydrophila

として同定された。V. fluvialisは1株を除き、

V. fluvialisとして同定された(後述)。 

 V. parahaemolyticusは極めて稀に白糖分解

菌が分離される例があるが、VUN7 は白糖非分解

菌であった。また、Aeromonasは白糖分解菌で

はあるが、通常TCBS寒天培地には発育しない。

実際 VUN21、22、 MJ-34、35 は、我々の試験で

は TCBS 寒天培地には発育しなかった。培地メ

ーカによっては抑制力が弱く、Aeromonas等が

発育する場合もあるという。中国におけるこれ

らの培地や生化学的性状試験のやり方につい

ては、今後連絡を取り合って同定の精度管理と

して進めていくべきであると考えられた。 

 コレラの流行地においては、ナグビブリオに

よる下痢症も多発しており、また、それと同時



に V. fluvialis による下痢症の発生も見られ

る。患者便からのコレラ菌の選択分離には通常

TCBS 寒天培地をもちいるため、白糖分解菌であ

る両者を区別することは出来ない。そこで、迅

速簡便に両者を区別するPCRをすでに開発して

あったので、今夏にの分離株についてもこれを

行ったところ、表 1に示すようにナグビブリオ

のみ ompW 陽性で、V. fluvialis のみ VftoxR

陽性の成績が得られた。この PCR の系について

も今後中国側に検討を依頼する予定である。 

 ナグビブリオに関しては、ヒトに対する病原

因子の有無が下痢症との関連から重要な点で

ある。表 2に示すように、VUN3 は ctx 陽性で、

コレラ毒素産生性であることが考えられる。ま

た、ZJ201-1 は環境水からの分離菌であるが、

nag-st 陽性であった。その他は、III 型分泌機

構がVUN1を除くすべての患者株で陽性であり、

同様に MARTX も VUN1 を除くすべての患者株で

陽性であった。環境水からの分離菌で III 型分

泌機構やMARTX陽性の株はヒトに対する病原株

である可能性が高いことが推測される。 

 生化学的性状がオキシダーゼを除き V. 

fluvialisに一致する 1株(JS2)と TCBS 寒天培

地に発育しなかった株(VF12)をハウスキーピ

ング遺伝子である gyrB の塩基配列について、

参照株やデータベース上の他の菌種との比較

を行った。図 1 に示すように、JS2(93gyrB)、

VF12(92gyrB)は参照株の VflugyrB とほとんど

同一の配列であり、オキシダーゼ陰性の Vibrio

である V. metschnikovii とは異なることが明

らかになり、JS2(93gyrB)、VF12(92gyrB)は V. 

fluvialisと同定された。 

 

D. 結論 

MLVA 等の菌株の解析手法の共通化、標準化、

harmonization は、流行時における迅速な情報

交換につながり、ラボ間のネットワークを構築

していくうえで重要である。 

 今回中国との共同研究において、中国での分

離株を日本側に分与してもらうことが出来、共

同研究の基本となる材料の共有ができたこと

は、今後の共同研究を行う上でも非常に重要な

点である。 

 菌種の同定に関して一部問題が見られるが、

情報の共有を行うことや技術の支援を行うこ

とでこれからさらに発展が見込まれるものと

期待される。 

 中国側からは V. fluvialis の血清型につい

て、非常に興味を持って取り組みたいと申し入

れがあり、今後さらに発展させていくことが両

国ラボラトリーの共通認識である。 

 

E.健康危機情報 

 特になし 

 

F.研究発表 

 特になし 

  



  

 

 

表 3．NIID サンプルの解析結果の比較。CCDC から返送されたリピート数と我々のラボで得られた

リピート数との差を表す。0は両者で一致したことを示す。 

strain SS1 SS3 SS6 SS9 SS10 SS11 SS13 SS23

#1 -1 0 -1 0 0 0 0 0

#2 -1 -1 0 0 0 0 0 0

#3 -3 0 -1 0 0 0 1 0

#4 -1 0 0 0 0 0 0 0

#5 -1 0 0 0 0 0 0 0

#6 -1 -1 0 0 0 0 0 0

#7 -1 0 -1 0 0 0 0 0

#8 0 0 0 0 0 0 0 0

#9 -1 0 0 0 0 0 0 0

#10 -1 -1 -1 0 0 0 0 0

#11 -1 -1 0 0 0 0 0 0

#12 -1 0 -1 0 0 0 0 0

#13 -4 0 0 0 0 0 0 0

#14 -1 0 0 0 0 0 0 0

#15 -2 0 -1 0 0 0 0 0

#16 -1 -1 0 0 0 0 0 0

#17 0 0 0 0 0 0 0 0

#18 0 0 0 0 -1 0 0 4

#19 -1 0 -1 0 0 0 0 0

#20 -1 0 0 0 0 0 1 0

#21 -1 0 0 0 0 0 0 0

#22 0 0 0 0 0 0 0 0

#23 -1 -1 0 0 0 0 0 0

#24 0 0 0 0 0 0 0 0

#25 0 0 0 0 -1 -1 0 0

#26 -1 -1 -1 0 -1 3 0 0

#27 -1 -1 0 0 -1 0 0 0

#28 -1 0 0 0 0 0 0 0

#29 -1 -1 0 0 0 0 0 0

#30 -5 -1 -1 0 0 0 1 0

#31 0 0 0 0 0 0 0 4

#32 -1 0 0 0 0 0 0 0

Consistency (CCDC-NIID)



 

図 1 

92gyrB: TCBS

fluvialis

遺伝子

N16961, Vfurnissii: 

hydrophila

 オキシダーゼ陰性の

92gyrB: TCBS で発育しない

fluvialis 参照株、VmetgyrB: 

遺伝子(Vpara: V. parahaemolyticus

N16961, Vfurnissii: 

hydrophila, Asalm: 

オキシダーゼ陰性の V. fluvialis

で発育しない

VmetgyrB: V. metschnikovii

V. parahaemolyticus

N16961, Vfurnissii: V. furnissii

, Asalm: A. salmonisida

V. fluvialis の gyrB

で発育しない V. fluvialis、

V. metschnikovii

V. parahaemolyticus, Vvul: V. vulnificus

V. furnissii, Photobac: 

A. salmonisida 

gyrB シークエンスによる解析。

、93gyrB: オキシダーゼ陰性の

V. metschnikovii 参照株、gyrB_: 

V. vulnificus, O395: 

, Photobac: Photobacterium damsela

シークエンスによる解析。

オキシダーゼ陰性の

gyrB_: データベースに登録されている

, O395: V. cholerae

Photobacterium damsela

シークエンスによる解析。 

オキシダーゼ陰性の V. fluvialis

データベースに登録されている

V. cholerae O395, N16961

Photobacterium damsela, Ecoli: E. coli,

V. fluvialis、VflugrrB: 

データベースに登録されている

O395, N16961: V. cholerae 

E. coli, Ahydro: 

 

VflugrrB: V. 

データベースに登録されている gyrB

V. cholerae 

Ahydro: A. 
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研究要旨 

赤痢アメーバ（Entamoeba histolytica）感染により起こるアメーバ症は近年日

本においても報告が増加している重要な原虫感染症である。本研究では日本と

感染様式が類似している台湾と共同研究を行うことで、東アジアにおけるアメ

ーバ症の分子疫学調査方法の確立と病原性を規定する遺伝子の発見を目指す。 

 

A. 研究目的 

赤痢アメーバにより発症するアメーバ症

は毎年 10 万人の死者を出す、世界的に重要

な原虫感染症である。アメーバ症は飲食物

の衛生管理が行き届かない発展途上国にお

いては下痢の主要原因の一つであるが、日

本を含めた先進国では渡航者の他、自己の

衛生環境を保てない障害者や老人施設、糞

口感染の可能性がある男性同性愛者(man 

sew with man: MSM)や commercial sex 

worker の女性が主なリスク群となる。また、

E. histolytica 感染を疑う場合、形態学的

に見分けられない、非病原性の E. dispar

感染との鑑別が問題となる。E. disparで

あれば便中に栄養体やシストが検出されて

も治療の必要はないとされるが、無症候性

の E. histolytica 感染者も多く存在するた

め確実な鑑別と適正な治療が必要である。

欧米では MSM におけるアメーバ感染は E. 

histolytica と E. disparの両方が同定さ

れるため特に鑑別が重要とされている。し

かし日本においては E. disparが同定され

ることはほとんどない。この事実は日本に

独特な要因が存在することを示唆している

が、研究対象とすることが可能な症例数が

限られる状況では研究を進めることが困難

であった。また、現在の日本では症状のあ

る患者が来院した場合にアメーバ症と診断

され、検体を得る機会が生じるが、無症候

性のキャリアからの検体を募るのは非常に

難しくなっている。一方同じ東アジアにあ

る台湾ではアメーバ症のリスク群は日本と

同じであり、E. dispar感染がほとんど見

られないという状況も一致している。しか

し台湾では外国人労働者に寄生虫検査を課

していることから検査対象が非常に広く、

多様な遺伝子型や株の取得が可能である。 

本研究では台湾 CDC と共同研究から東ア



ジアの赤痢アメーバ症の疫学調査方法と新

たな病原因子の発見を目指す。 

 

B. 研究方法 

１）日本・台湾株の分子疫学調査と系統樹

の作成。 

 日本、台湾で得られた臨床株について 6

種類の tRNA sort tandem repeat(STR)を指

標とした方法により遺伝子型別を行った。

さらに系統解析を行い日本株、台湾株の特

徴、病原性との関連を示した。さらに日本

の臨床分離株を使った比較ゲノミクスで見

出された、病原性と関与すると予想される

ORF(AIG1—17)について、台湾株さらに日本

株についても病原性との関与が見出される

か、評価を行った。 

２）比較ゲノミクスから見出された病原性

に関連する ORF(AIG1-17)の機能解析 

2-1)AIG1-17 強発現株の作成。 

E. histolytica HM1:cl6 株に pEhExHA, 

pEhExHA-AIG1-17 プラスミドをリポフェク

ション法により導入し、G418 による薬剤選

択を行い、AIG1-17-HA, HA 株を樹立した。 

2-2)AIG1-17 強発現株の形態変化の検討。 

AIG1-17-HA 株と HA 株を CellTracker 

Green で染色し、形態を観察した。すると

突起 (protrusion)が AIG1-17-HA 株で多く

形成されているように観察された。そこで

突起の幅 0.8μｍ以上、突起の長さ 0.7μｍ以

上、さらに長さが幅の 1.5 倍以上という条

件で各細胞種に付き 60 個の細胞を観察す

る実験を 3回行った。 

2-3)AIG1-17 強発現株の運動能力の検討。 

AIG1-17-HA 株と HA 株を CellTracker 

Green で染色し、共焦点顕微鏡(LSM510META, 

Zeiss)で観察し、その運動の様子を画像デ

ータとして取得した。40 倍対物レンズを用

い、1.57 秒/フレームの速度で一画像を撮

り、5秒ごとに 10 分、合計 120 フレームの

画像としてデータを得た。この画像を ICY 

(Quantitative Image Analysis Unit, 

Institue Pasteur)の Active Contours と

Track Manager Plug In を用いて解析した。 

2-4) AIG1-17 強発現株の酸化ストレス条件

下での増殖速度の検討。 

AIG1-17-HA 株と HA 株を通常の BIS 培地

またはシステインを除去した BIS 培地で培

養し、増殖速度を検討した。各細胞 1x103/mL

を各培地に調製し、24 時間ごとにトリパン

ブルー染色にて生細胞のみ計測した。 

３）台湾での臨床分離株の確立と解析 

台湾 CDC に送られてくる外国人労働者か

らの便検体は寄生虫調査のために採取され

るためアメーバ症の症状がないシストキャ

リアーサンプルを見出すことが比較的容易

である。日本では健康な人物から便検体の

供与を受けることや、そこにシストキャリ

アを見つけることはほぼ不可能であり、台

湾 CDC の赤痢アメーバ検体は非病原性赤痢

アメーバ株の研究に必須な材料である。よ

って台湾 CDC における臨床分離株の確立と

その解析を行った。 

3-1) 台湾での臨床分離株確立 

日本からプロトコールの提供と YIMDAH

培地用の試薬（Yeast Extract）の供与を行

い、台湾 CDC での臨床分離株の確立を行っ

た。 

3-2) 台湾株の動物モデルにおける病原性

の評価。 

2 種類の台湾由来非病原性臨床分離株

(TC1446 株, TC1198 株）について、ハムス

ターを用いた肝膿瘍形成実験を行った。



TC1146 株と TC1189 株と陽性コントロール

としてアメーバ肝膿瘍(amoebic liver 

abscess: ALA)から回収して病原性を増強

した HM1 株（ALA 株）をシリアンハムスタ

ー肝臓に 1x106細胞/匹で摂取し、7日後の

ALA の大きさを評価した。 

 

C. 研究結果 

１）日本・台湾株の分子疫学調査と系統樹

の作成。 

1-１）臨床株の遺伝子型別 

台湾株 132、日本株 37 に関して 6つのｔ

RNA STR を指標とした遺伝子型別を行い、

系統解析を行った。大きく 3つのグループ

に分類されたことからこれをクラス A, B, C

とした。クラスAには52株（うち日本株6）、

クラス Bには 62 株（うち日本株 17）、クラ

ス Cには 18 株（うち日本株 14）が含まれ

た。また臨床症状はクラス Aでは無症候 42、

下痢症状 2、肝膿瘍 3、下痢と肝膿瘍 2、そ

の他 3、クラス Bでは無症候 36、下痢症状

13、肝膿瘍 11、その他 2、クラス Cでは無

症候１、下痢症状 7、肝膿瘍 7、下痢と肝膿

瘍１、その他 2であった。 

クラス A, B, C を比較するとクラス Cは

日本株が大半を占め、さらに無症候は１し

かないことから、日本に多い病原性の高い

遺伝子型が存在することが示唆された。ま

た日本由来の非病原性株はクラス Aに分類

され、このクラスは無症候株が一番多いこ

とから、日本の無症候株はアジアに広く存

在する無症候株の一つであることが示唆さ

れた。 

1-２）病原性関連 ORF の解析 

日本国内で分離された非病原性株と病原

性株との比較ゲノミクスにより以前我々の

研究室で見出した、AIG1 family protein 

(EHI_176590): 以降 AIG1-17、の ORF が台

湾株にどの程度存在するのか、ゲノム DNA

を鋳型にした PCR により検討した。AIG1-17

は非病原性株に存在していない ORF として

同定されたため、台湾株でも無症候性株に

は存在せず、患者由来の株に存在がみられ

ることが期待された。クラス A, B, C それ

ぞれから DNA サンプルが残っているものを

優先に 14、20、4サンプルから PCR を行っ

たところ、各クラスで 1、5、2の陽性クロ

ーンが確認された。この結果を症状別に整

理すると無症候 29、下痢症状 5、肝膿瘍 2、

その他 2のサンプルのうち、陽性であった

のは無症候 4、下痢症状 2、肝膿瘍 0、その

他 2であり、％で見ると無症候 14、下痢症

状 40、肝膿瘍 0、その他 100 であった。 

以前無症候株で欠損しているとして同定

された AIG1-17 の ORF を PCR にて確認した

ところ、台湾の無症候株から 14%検出され

た。よってすべての無症候株に共通の特徴

ではないと考えられた。しかしクラス Aに

関してはPCRを行った14サンプル中1サン

プルのみポジティブであり、20 サンプル中

5サンプルがポジティブだったクラス Bと

は差があると考えられた。よって AIG1-17 

の存在が赤痢アメーバの系統に依存する可

能性が示唆された。今後サンプル数を増や

し、検討を重ねる必要がある。 
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AIG1-17-HA 株を確立した。 
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株に差は見られなっ
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以上より、

に関与はないものの、

進されること、システイン除去培地での増

殖が改善する傾向を示すことが明らかとな

った。赤痢アメーバの病原性にはさまざま

な表現型が関与することが知られている。

AIG1-

わけではないが、ストレスに強い傾向や細

胞骨格の活性が強い傾向が協調的に働き、

ホスト組織内での生存に有利であったり、

侵襲性を増す表現

考えられた。

与すると考えられる表現型、貪食・細胞

着について検討を行う。

 

３）台湾での臨床分離株の確立と解析
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日本での培養も順調に開始され、ゲノム

解析に向け、

Cf量を減らした培地での培養を開始してい

る。 

3-2) 

の評価。
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殖が改善する傾向を示すことが明らかとな

った。赤痢アメーバの病原性にはさまざま

な表現型が関与することが知られている。

が全ての表現型を強く変化させる

わけではないが、ストレスに強い傾向や細

胞骨格の活性が強い傾向が協調的に働き、

ホスト組織内での生存に有利であったり、

へと向かわせることが

引き続き細胞骨格の変化が関

与すると考えられる表現型、貪食・細胞接
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日本での培養も順調に開始され、ゲノム
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TC1146

ー肝臓に

メーバ肝膿瘍

ALA)

陽性コントロールである

35％程度の大きさの膿瘍を形成した一方、

二つの台湾株も

度であった以外、全ての動物で

度の

動物は手術翌日に志望した個体であり、摂

取した株の病原性が高かったことを示すと

考えられる。

以上より、今回台湾より供与さ

原性株はハムスターに対して

有していた。これはヒトへの病原性とハム

スターへの病原性が異なる、または腸管と

肝臓への病原性が異なるという二つの可能

性があると考えている。今後

性の評価方法を

はマウスの盲腸へ接種して腸アメーバ症を

模した病態を作らせるマウス腸管モデルで

の評価、もう一つはまだ確立途中であるが、

屠殺されたブタの大腸を用いた

の評価系があり、これらを用いた検討を考

えている。

台湾で無症候性患者からの赤痢アメーバ

株が確立できるようになったこ

進歩であった。今後ヒトに症状を示さない

赤痢アメーバ株の解析を、特に

注目しながら展開していきたいと考えてい

る。
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肝臓への病原性が異なるという二つの可能

腸管への病原

確立する必要がある。一つ

はマウスの盲腸へ接種して腸アメーバ症を

模した病態を作らせるマウス腸管モデルで

の評価、もう一つはまだ確立途中であるが、

vivo で

の評価系があり、これらを用いた検討を考

台湾で無症候性患者からの赤痢アメーバ

とは大きな

進歩であった。今後ヒトに症状を示さない

-17 に

注目しながら展開していきたいと考えてい



該当なし 

 

２．学会発表 
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Kumiko Tsukui, Genomic features of 
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Diseases Associated with Disaster、

September, 2013, Taipe, Taiwan 

 

Functional analysis of the AIG1 family 

proteins that were originally identified 

as virulence-related genes in 

comparative genomic analysis in 

Entamoeba histolytica. Kumiko 

Nakada-Tsukui, Emi Sato, Tomoyoshi 

Nozaki, The 10th Japan-Taiwan Symposium 

on Vaccine Preventable Diseases and 

Vector-Borne Diseases & Cooperative 

Project Report, September 12-13, 2013, 

Toky, Japan 

 

Functional analysis of the AIG1 family 

proteins that were originally identified 

as virulence-related genes in 

comparative genomic analysis in 

Entamoeba histolytica. Kumiko 

Nakada-Tsukui, Emi Sato, Tomoyoshi 

Nozaki, 16th International Conference on 

Emerging Infectious Diseases in the 
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Ｆ．知的財産権の出願・登録状況 

  （予定を含む。） 

1. 特許取得 

 該当なし 

2. 実用新案登録 

 該当なし 

3.その他 

 該当なし 
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日本および台湾におけるデング熱輸入症例からのデングウイルス遺伝子解析 

 

分担研究者 高崎智彦（国立感染症研究所ウイルス第一部・室長） 

協力研究者 小滝徹、モイ メンリン、中山絵里、田島茂 

（国立感染症研究所ウイルス第一部） 

倉根一郎 

（国立感染症研究所・副所長） 

舒佩芸、鄧華眞 
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研究要旨 デング熱の流行地域および流行は年々拡大増加する傾向にある。台湾では毎年、

デング熱が流行しているが、わが国同様海外からの輸入症例も多い。フィリピンおよびイ

ンドネシアからの輸入症例から、ウイルスを分離し、配列を決定したウイルス遺伝子情報

を交換し解析した。その結果、日本と台湾からの輸入症例からの分離ウイルスは渡航先に

より同様の傾向を示し、インドネシア由来株とフィリピン由来株をグループ分けすること

が可能であった。フィリピンではデングウイルス 1 型が主流行株であったが、4 型流行も発

生していたことが明らかになった。これは 2012 年、2013 年フィリピンのデング熱の致死

率は 0.5%、0.32%と高かったことと関係する可能性が示唆された。インドネシアでも 4 型

による流行は発生しているようであるが、2013 年はインドネシアからの 4 型感染輸入症例

は日本、台湾ともになくインドネシアでは 4 型による流行は発生していなかったか、大き

くなかったと考えられた。デング熱輸入症例から、分離されるウイルス情報は、有用な情

報をもたらすことが確認された。 

 

Ａ．研究目的 

台湾と日本における主たる昆虫媒介性ウイル

スは日本脳炎ウイルスとデングウイルスである。

輸入症例を含めた患者報告数としては、デング熱

が日本脳炎より多いためデング熱を対象とした。

台湾ではデング熱が毎年流行しているが、日本で

は国内発生がない。そこで、デング熱輸入症例に

対象を絞った。デング熱の輸入症例のなかでも、

島国を対象にすることによって各島で異なるウ

イルスによる流行が存在する可能性が高いと考

え、島国であるインドネシア、フィリピンからの

輸入症例に関してウイルス遺伝子情報を交換し

た。 

 

Ｂ．研究方法  

 フィリピン、インドネシアからの発熱患者をウ

イルス遺伝子検査、デングウイルス非構造抗原

（NS1）検査およびデングウイルス IgM 抗体検査



（ELISA 法）を実施し、デング熱であることが確

認された症例に関して、急性期血清からウイルス

分離を実施した。ウイルス遺伝子解析は、患者血

清からのダイレクトシークエンスと分離ウイル

スからのシークエンスを実施し、患者血清からの

シークエンスが得られた場合はその配列を優先

して採用した。遺伝子解析は、E 領域をダイレク

トシークエンスにより、 ABI prism Avant 

7100(ABI 社)によりプロトコールに従い塩基配列

を決定した。決定した塩基配列はそれぞれデング

ウイルス型別にソフトウェアー（MEGA4）によ

り系統樹解析を行った。 

 

Ｃ．研究結果 

 2011 年から 2013 年にフィリピン、インドネシ

アからの輸入症例から分離されたウイルスは 1型

が最も多く、インドネシア由来株とフィリピン由

来株をグループ分け出来た（図１）。2 型ウイルス

はフィリピンからは 10 株と少なく、インドネシ

アは 33 株であった。2 型もグループ分け出来た

（図２）。3 型ウイルスもインドネシア由来株とフ

ィリピン由来株をグループ分け出来た（図３）。4

型ウイルスは、フィリピン由来が 2 グループ、イ

ンドネシア由来１グループに分かれた。また、

2013 年はインドネシアからの 4 型ウイルスはな

く、4 型ウイルスによる流行はフィリピンで拡大

していると推測された（図４）。 

 

D．考察 

日本と台湾のデング熱輸入症例報告数は、例年

台湾の方がやや多い。台湾 CDC は我が国と異な

り検疫所と一体化しており、入国後の患者追跡も

厳しいことがその要因であり、日本のデング熱輸

入症例は実際には台湾以上の可能性が高い。 

この３年間フィリピン、インドネシアとも１型

～４型までのウイルスを検出した。ただし、１型

ウイルスの検出数が多く。両国ともデングウイル

ス１型が主たる流行株と考えられる。 

フィリピンの 2013 年、2013 年のデング熱患者

数は、それぞれ 178,644 例、166 ,107 例で致死率

が 0.5%、0.32%と高かったことから、流行規模が

大きく主流行株は 1 型であったが、日本と台湾の

輸入症例からも明らかなようにフィリピンでは 4

型が流行しており、4 型による 2 度目の感染が

CFR を高めている可能性がある。ただし、ウイル

スが強毒化した可能性も考えられるので、日台双

方の分離株に関して全ゲノム解析を実施し、比較

解析する必要がある。 

 一方、日本人のインドネシアへの観光は、バリ

島が多く、ジャカルタなど比較的渡航先が限定さ

れているため、インドネシア必ずしも捉えている

とは限らないが、2013 年は少なくとも 4 型ウイ

ルスによる流行は発生していないか、大きくはな

いと考えられる。 

 デング熱輸入症例から、分離されるウイルス情

報は、日本と台湾で同様の傾向をしめし、輸出流

行地に関して非常に有用な情報をもたらすこと

が確認された。 

 

D．結論 

日本および台湾のフィリピン、インドネシアか

らのデング熱輸入症例からの分離ウイルスのほ

とんどは、近似なウイルスであった。フィリピン

もインドネシアも主たる流行株は 1型ウイルスで

あるが、4 型ウイルスの流行が拡大している可能

性があり、その傾向はフィリピンに強いと考えら

れる。デング熱輸入症例から、分離されるウイル

ス情報は、有用な情報をもたらすことが確認され

た。 

 

E．健康危機情報 

なし。 
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図１ デングウイルス 1 型の遺伝子系統樹（2011－2013 年） 

 

図２ デングウイルス 2 型の遺伝子系統樹（2011－2013 年） 

 

図３ デングウイルス 3 型の遺伝子系統樹（2011－2013 年） 

 

図４ デングウイルス 4 型の遺伝子系統樹（2011－2013 年） 
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結核菌の薬剤耐性 Drug resistance of Mycobacterium tuberculosis (Taiwan CDC) 

NDM-1 型薬剤耐性菌 NDM-1 carbapenemase-producing bacteria (Vietnam NIHE) 
 

研究分担者 柴山 恵吾 (国立感染症研究所 細菌第二部） 
Keigo Shibayama (Department of Bacteriology II, NIID) 

  
研究要旨 
 これまでに台湾で分離された INH 耐性結核菌で、既存の耐性検出用 DNA プローブに
含まれていない katG 遺伝子の変異で、かつ耐性との関連が明らかにされていない 235 番
目の GA の挿入、C1436A、C317T、G332A の変異、ahpC の C-10T、ndh の T203C の変異
を見出した。C317T、G332A の変異は、in silico の解析から酵素の活性中心のアミノ酸残
基を置換させることで酵素活性を低下させ、INH の活性化を阻害して耐性化に関与して
いることが分かった。今後、これらの変異蛋白の機能を解析し、実際に耐性に関与して
いるかどうかを解析する。そして INH 耐性結核菌を検出する検査法の改良を目指す。台
湾を始めアジア各国で結核罹患率の高い国で薬剤耐性結核の迅速診断に役立つことが期
待される。 
 NDM 型カルバペネマーゼ産生菌は、日本においてはこれまで輸入事例を中心に 10 例
ほど報告があるのみだが、ベトナムにおいては医療機関で頻繁に分離されている。ベト
ナムで分離された NDM 型遺伝子陽性菌株を用いて、従来メタロ--ラクタマーゼ産生菌
の迅速検出法として用いられてきた SMA ディスク法が NDM 型カルバペネマーゼ産生菌
に応用できるか検証した。メロペネム、セフタジジム、及び SMA ディスクの組み合わせ
で検出が出来ることが分かった。またベトナムで分離された NDM 型遺伝子陽性
Acinetobacter baumannii １２株について、Multilocus sequence typing 法により遺伝子型を調
べたところ、うち１１株は非流行タイプだった。ベトナムでは院内感染に関する対策が
十分でないことが背景として考えられる。日本国内においては、途上国に旅行中に現地
の医療機関に入院し、帰国して国内の医療機関に入院する患者について、特に NDM 型
のような外国で蔓延している耐性菌について注意を払う必要があると考えられる。 
 The emergence of drug resistant tuberculosis is a public health concern. The resistance to 
isoniazid (INH) can be detected by a convenient PCR-based amplification and reverse blotting 
assay. However, discordant results have been observed for several resistant strains isolated in 
Taiwan. Some INH resistant strains carried new mutations, C-10T of ahpC gene, C1436A, C317T, 
G332A, and insertion of GA at 235 of katG gene, and T203C of ndh. Among them, C317T and 
G332A of katG gene were shown to be associated with alteration of enzyme activity by in silico 
analysis. 
 The collaborative study with NIHE aimed at evaluating the SMA test for detecting NDM-1 
producers among Enterobacteriaceae and Acinetobacter baumannii. A collection of 16 NDM-1−
positive bacterial isolates (5 Escherichia coli, 4 Klebsiella pneumoniae, 1 Enterobacter cloacae, 1 
Citrobacter freundii, and 4 A. baumannii), obtained from hospitals in Vietnam in 2010, and 1 K. 
pneumoniae isolated in Japan in 2010, were used. SMA test using both MPM and CAZ disks was 
shown to be the most suitable for screening carbapenem-resistant isolates for NDM-type MBL 
producers. We further determined genotype of NDM-type carbapenemase-producing 
Acinetobacter baumannii isolated in hospitals in Vietnam by multilocus sequence typing (MLST). 
Among 12 NDM-positive A. baumannii strains examined, 11 belonged to MLST types different 
from the clonal complex 92 which is known as the worldwide epidemic lineage. This is in contrast 
to the situation in Japan where OXA-type carbapenemase-producing CC92 type strains are 
dominant and cause nosocomial infections. 
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University 
 
A. 研究目的 
 薬剤耐性結核菌は世界の深刻な社会問題の一つ
である。治療薬であるイソニアジド(INH)に対する
耐性菌はよく分離されるが、耐性は katG、ndh など
の遺伝子の変異による。これらの変異を標的とした
DNA プローブによる迅速検出法が実用化されてい
るが、台湾 CDC では、その DNA プローブに含まれ
ない変異を持つ耐性株が分離されている。台湾 CDC
との共同研究では、台湾 CDC で収集されたこれら
の株を用いて感染研で新たな遺伝子変異を見出す
とともに、それらの変異が実際に耐性に関与してい
るかどうかについても感染研で解析することとし
た。 
 NDM 型カルバペネマーゼ産生菌は、2008 年にイ
ンド、パキスタンで見いだされてから世界中に拡散
している。NDM 型カルバペネマーゼ産生菌は、日
本においてはこれまで輸入事例を中心に 10 例ほど
報告があるのみだが、ベトナムにおいては医療機関
で頻繁に分離される。発展途上国では医療機関だけ
でなく環境中にも蔓延していることが報告されて
いる。ベトナム NIHE との共同研究では、これまで
メタロ--ラクタマーゼ産生菌を簡便に検出する
SMA ディスク法が NDM 型カルバペネマーゼ産生
菌にも応用できるかどうか検証することとした。ま
た収集した NDM 型カルバペネマーゼ産生
Acinetobacter baumannii の遺伝子型別を行い、どのよ
うな型が拡散しているのかを調べる事とした。 
 
B. 研究方法 
 台湾CDCにおいては、INH耐性結核菌を収集し、
加熱死菌を感染研に送付し、感染研ではゲノムDNA
を抽出したのち、katG、ndh 遺伝子の変異を調べ、
過去に報告がないものを選び出した。 
 ベトナム NIHE においては、医療機関からカルバ
ペネム耐性菌を収集し、NDM 型カルバペネマーゼ
産生菌を分離した。分離された NDM 型遺伝子陽性
の A. baumannii ４株、大腸菌５株、Klebsiella 
pneumoniae ４ 株 、 Enterobacter cloacae １ 株 、
Citrobacter freundii １株、及び日本国内で分離された
K. pneumoniae １株を用いて、従来メタロ--ラクタ
マーゼ産生菌の迅速検出法として用いられてきた
SMAディスク法で SMAによる阻害効果が見られる
かを観察し、この方法が NDM 型カルバペネマーゼ
産生菌に応用できるか検証した。また、NDM 型カ
ルバペネマーゼ産生 A. baumannii １２株について
Multilocus sequence typing (MLST)により遺伝子型別
を行った。 
 

倫理面への配慮 該当なし。 
 

C. 研究結果 
 台湾 CDC で収集した結核菌で、INH 耐性のもの
について遺伝子の変異のスクリーニングを実施し、

過去に耐性との関連が証明された変異部位以外の
変異を持つ株について加熱死菌を感染研に送付し
てもらった。感染研にて、ゲノム DNA を抽出した
後、katG 遺伝子、ndh 遺伝子の変異をスクリーニン
グした。結果を Table 1 に示す。これまでに報告が
無い新規の変異で新たに見つかったのは、katG 遺伝
子の 235 番目の GA の挿入、C1436A、C317T、G332A、
ahpC の C-10T、ndh の T203C の変異だった。うち、
katG 遺伝子で挿入によるものは frame shift、塩基の
mutation のものではアミノ酸残基で Ala106Val、
Gly111Asp の変異に相当する。In silico 解析で、これ
らのアミノ酸残基は、蛋白の活性中心に存在するこ
とが分かった(図１ A, B)。 

 
図１ A、KatG 全体像 

 
図１ B KatG の活性中心部分 
 
 このことから、これらの変異は KatG 蛋白の酵素
活性に影響を与えていることが推測された。 

Ala106 

Gly111 



 ベトナムハノイ市内の医療機関で分離された
NDM 型カルバペネマーゼ産生腸内細菌及び A. 
baumannii を用いて、SMA ディスク法の評価を行っ
た。通常、SMA ディスク法で推奨されているセフ
タジジム(CAZ)ディスクの他、イミペネム(IPM)ディ
スク、メロペネム(MPM)ディスクと SMA ディスク
による組み合わせの結果を Table 2 に示す。CAZ で
は、16 株中７株でのみ SMA の阻害効果が認められ、
検出可能であった。NDM 型カルバペネマーゼ産生
菌は、多くの場合 SMA ディスクに阻害を受けない
他のタイプの-ラクタマーゼも同時に産生するこ
とが報告されており、このため検出率が低かったと
考えられる。IPM では１４株、MPM では１５株で
SMA による阻害効果が認められ、陽性と判定され
た。MPM 及び IPM で陰性と判定された株では CAZ
で陽性と判定された。この株は OXA-48 型カルバペ
ネマーゼ遺伝子も同時に持っていた。OXA-48 型カ
ルバペネマーゼは、SMA により阻害を受けないた
め、この影響で IPM、MPM いずれでも検出できな
かったと考えられる。そして OXA-48 型カルバペネ
マーゼは CAZ の分解能が低く、NDM 型カルバペネ
マーゼの SMAによる阻害がCAZでのみ観察された
と考えられる。また、ベトナムで分離された NDM
型カルバペネマーゼ産生 A. baumannii １２株の
MLST 型別を行った。A. baumannii は、MLST によ
り世界的な流行タイプ CC92 とそれ以外のものに分
けられる。CC92 は、多剤耐性株が多く、また特に
院内感染を起こしやすいという特徴がある。日本国
内で院内感染によるアウトブレイクを起こすのは、
ほとんどの場合 CC92 タイプである。ベトナムで分
離された NDM 産生株１２株の MLST 型を調べたと
ころ、１１株が non-CC92 タイプだった。 
 
 
D. 考察 

結核菌の INH 耐性株で、これまでに報告がない
katG 遺伝子の変異を見いだした。INH は菌体内に取
り込まれた後、KatG 蛋白により代謝され活性形に
変換される。In silico による３次元構造の解析から、
これらの変異により KatG 蛋白の活性が失われるこ
とで INH 耐性が誘導されていると推測された。今後、
実際に蛋白を精製し、活性の測定を行う予定である。
これらの変異が実際に耐性に関与していることを
確認した上で、現行の INH 耐性結核菌を検出する検
査法の改良につなげる予定である。 

NDM 型カルバペネマーゼ産生菌については、従
来推奨されていたCAZディスクに加えてMPMディ
スクを使用する事で、検出が出来る事が分かった。
ここで、SMA ディスク法は NDM 型カルバペネマー
ゼ産生菌だけでなく、IMP 型や VIM 型など他のメ
タロ--ラクタマーゼ産生菌も陽性となる。SMA デ
ィスク法は安価で簡便なため、本法をまずスクリー
ニングとして用い、PCR 等で遺伝子を確定すること
で、NDM 型カルバペネマーゼ産生菌を効率的に検
出出来ると考えられる。NDM 型耐性菌については、

日本ではまだ稀であるものの、ベトナムでは医療機
関で蔓延状態にあることが分かった。これらの株は、
流行タイプ CC92 ではなかった。ベトナムではベッ
ドは、複数の患者が共有しているようであるし、グ
ローブや予防衣の着用などの基本的な感染対策も
十分にされていないようなので、一旦耐性菌が病棟
に持ち込まれると速やかに院内に拡散し、蔓延して
しまうと推測される。また、市中の薬局で処方箋な
しで抗菌薬が購入出来るので、国民は比較的頻繁に
抗菌薬を服用しているようである。このようなこと
も、耐性菌を社会で拡散させる一因であると考えら
れる。 

 
E. 結論 
 台湾で分離された INH 耐性結核菌において katG
遺伝子に新たな遺伝子変異を見いだした。 
 NDM 型カルバペネマーゼ産生菌のスクリーニン
グに、SMA ディスク法が応用出来る事が分かった。 
ベトナムで分離された NDM 型カルバペネマーゼ産
生 A. baumannii は、ほとんどが非流行タイプであり、
様々な遺伝子型株が混在していたこのタイプは、仮
に日本国内に持ち込まれても通常の感染対策がし
っかりと実施されていれば、大きな院内感染を起こ
す可能性は低いと思われるが、日本において医療機
関が海外渡航歴のある患者を受け入れる場合には
注意を払う必要があると考えられる。 
 
  
F. 健康危機情報 
 途上国を旅行中に現地の医療機関に入院し、帰国
して国内の医療機関に入院する患者については、特
に NDM 型のような外国で蔓延している耐性菌につ
いて注意を払う必要がある。 
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H. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得 
  なし。   
2. 実用新案登録  
  なし。  
3. その他 
  なし。  



 
Table 1. 

No. of 
isolates 

  Mutation 
 Codon  Amino Acid Notes 

Gene Nucleotide No. 

1 katG G→T position 388  CGG→CTG Arg463Leu 

2 katG T→C position 271  TGG→CGG Trp91Arg 

katG G→T position 1388  CGG→CTG Arg463Leu 

3 katG G and A inserted after position 235 - Frameshift novel mutation 

7 katG A→G position 413 AAC→AGC Asn138Ser 

katG G→T position 1388  CGG→CTG Arg463Leu 

8 katG G→T position 1388  CGG→CTG Arg463Leu 

katG C→A position 1436  GCG→GAG Ala479Glu novel mutation 

ndh T→C position 203 ATC→ACC Ile68Thr novel mutation 

10 katG A→C position 884 CAG→CCG Gln295Pro 

katG G→T position1388  CGG→CTG Arg463Leu 

11 katG C→T position 317 GCG→GTG Ala106Val novel mutation 

G→A position 332 GGC→GAC Gly111Asp novel mutation 

G→T position1388  CGG→CTG Arg463Leu 

12 katG G→T position1388  CGG→CTG Arg463Leu 

13 katG C→T position 357 CGC→CGT 
Arg119Arg 
(silent) 

    G→T position1388  CGG→CTG Arg463Leu   
 
 



Table 2. Inhibitory activity of sodium mercaptoacetate (SMA) disks for New Delhi 
metallo--lactamase (NDM)-1producing bacterial isolates 
Bacterial isolates Antibiotic disks  

Ceftazidime 
(CAZ) 

Imipenem (IPM) Meropenem (MPM) 

E. coli V-22 + + + 
E. coli V-48 + + + 
E. coli V-91  + + 
E. coli V-102  + + 
E. coli V-134  + + 
K. pneumoniae MRY10-722 +  + 
K. pneumoniae V-17 + + + 
K. pneumoniae V-21 + + + 
K. pneumoniae V-90  + + 
K. pneumoniae V-182  + + 
E. cloacae V-87 +   
C. freundii V-868  + + 
A. baumannii V-275  + + 
A. baumannii V-303 + + + 
A. baumannii V-320  + + 
A. baumannii V-357  + + 

(+), positive; (), negative; E. coli, Escherichia coli; K. pneumoniae, Klebsiella pneumoniae; E. cloacae, 
Enterobacter cloacae; C. freundii, Citrobacter freundii; A. baumannii, Acinetobacter baumannii 
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研究要旨 
 活動性非結核性抗酸菌（特に、Mycobacterium avium complex：MAC）感染症の迅速簡便

血清診断（所要：約 3 時間）の研究開発・性能評価に関し、台湾行政院衛生署疾病管制局 
周 如文 博士、国立台湾大学病院医学院附設医院内科部・主治医師 王 振源 博士と
日台共同研究を推進した。研究分担者は血清診断キット（キャピリア® MAC 抗体 ELISA 
タウンズ）の開発に寄与し、本キットは体外診断用医薬品製造販売承認（厚生労働省）さ
れ、保険医療対象検査項目となった。さらに、民間検査機関（BML）の受託項目となり、
保険診療として広く普及することが期待される。しかし、本キットの異なる地域や民族に
おける有用性に関する国際評価は未了である。共同研究の成果として、１）台湾の MAC
感染症患者血清を収集、２）MAC 抗体価を測定し、感度：61%、特異度：91%であった。
本血清診断は非侵襲性、簡便、迅速であり、人種や地域を超越し、有用であることが示さ
れた。 

 
非結核性抗酸菌感染症は世界的に増加している 

 
 

非結核性抗酸菌（特に、Mycobacterium avium complex）感染症の新規血清診断 
 
 
 

日  本    台  湾 
異なる地域や民族における有用性の評価 

感度・特異度・有用性 
 
 

非結核性抗酸菌感染症の発生動向の把握、診断、治療に寄与 
 
 

日本や台湾における非結核性抗酸菌感染症の対策に貢献 
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A. 研究目的 
 非結核性抗酸菌（NTM）感染症は結核など抗酸菌
感染症の約 10-20％（世界：100-200 万人）を占め、
世界的に増加している。日本では、年間約 9000 人
を越える新規患者が発生していると推定されている。
特に、Mycobacterium avium complex（MAC）感染
症は非結核性抗酸菌感染症の 70-80％を占め、最頻
である。MAC は特異的細胞壁表層糖ペプチド脂質
（GPL）を有し、化学的に GPL は全ての MAC に共
通な GPL 核と可変的な糖鎖部分から構成される。ア
メリカ合衆国胸部疾患学会および感染症学会の診断
基準（2007 年）に合致した活動性 MAC 感染症に関
し、感度や特異度を指標として、MAC 共通抗原であ
るGPL核抗原に対する血清 IgA抗体検出の診断キッ
トを開発した。国内検体では診断感度：84%、特異
度：100%、また、所要時間は 3 時間（従来法では
約 1 か月）であり、高い臨床的有用性を示し、厚生
労働省は体外診断用医薬品製造販売承認し、保険医
療品目として収載されている（2011 年 8 月）。加
えて、2012 年 9 月から民間検査機関（BML）の受
託項目となり、保険診療として広く普及することが
期待される。 
 この診断キットはGPL特異的 IgA抗体応答を指標
しているため、人種による免疫応答の差異が臨床的
有用性に影響を与える可能性がある。加えて、非結
核性抗酸菌抗酸菌感染症は地域により、原因菌種の
頻度が異なることが知れている。 
 本診断キットの国際的有用性を検証するため、日
本と異なる地域や民族（台湾）における性能評価を
目的とした。 
 
B. 研究方法 
活動性抗酸菌感染症の血清 
 抗酸菌感染症（MAC を含む非結核性抗酸菌抗酸菌、
結核）患者の血清を収集する。 
キャピリア® MAC抗体酵素免疫測定（ELISA）によ
る血清抗体価の測定 
 MAC 感染症の MAC 特異抗原に対する血清 IgA 抗
体を検出する迅速血清診断キット（所要：約 3 時間、
カットオフ値：0.7 U/mL、キャピリア® MAC 抗体
ELISA タウンズ）を用い、血清抗体価を測定する。 
倫理面への配慮 
 ヒトを対象とする医学研究倫理に関し、国立感染
症研究所や国立台湾大学病院で機関承認を得ている。
なお、利益相反はなかった。 
 
C. 研究結果 
対象患者候補の選定 
  血清検体の収集に先立ち、ヒトを対象とする医
学研究倫理審査申請書の作成について、電子郵便に
よる事前協議を終了し、2012 年 2 月 07-09 日に渡
台し、台湾行政院衛生署疾病管制局や国立台湾大学
病院附設医院内科部と最終協議し、大筋合意した。
その後、台日の双方において研究計画に関するヒト

を対象とする医学研究倫理審査が承認された。 
 引き続いて、抗酸菌感染症（MAC を含む非結核性
抗酸菌抗酸菌、結核）患者候補を選択した。診断基
準（2007 年）に合致した活動性肺 MAC 感染症：57
症例、MAC 混入（contamination）：11 症例、M. 
kansasii 感染症：14 症例、迅速発育型 GPL 保有非
結核性抗酸菌（M. chelonae、M. abscessus、M. 
fortuitum など）感染症：26 例、活動性結核：48 症
例、結核患者の濃厚接触者：42 症例から血清を収集
した。 
キャピリア® MAC抗体酵素免疫測定（ELISA）によ
る血清抗体価の測定 
 活動性肺 MAC 感染症で血清抗体陽性は 34、陰性
は 23 症例、MAC 混入（contamination）：陽性は 1、
陰性は 10 症例、M. kansasii 感染症ではすべて陰性
であり、迅速発育型非結核性抗酸菌感染症：陽性は
7、陰性は 19 症例、活動性結核陽性：5、陰性は 10
症例、結核患者の濃厚接触者：陽性は 2、陰性は 42
例、血清診断キットの感度は 61%、特異度は 91%
であった。 
 
D. 考察 
 非結核性抗酸菌（NTM）感染症は結核など抗酸菌
感染症の約 10-20％を占め、世界的に増加している。
特に、Mycobacterium avium complex（MAC）感染
症は非結核性抗酸菌感染症の 70-80％を占め、最頻
である。NTM 感染症の診断は米国胸部疾患学会／感
染症学会の診断基準（2007 年）により、診断される。
その骨子は１）臨床症状（慢性咳嗽、喀痰、発熱な
ど）、２）画像所見（浸潤、空洞、気管支拡張）お
よび３）細菌学的所見（喀痰培養：２回以上陽性）
から構成されている。MAC は遅発育性（集落形成に
約２週間が必要）であり、細菌学的所見（喀痰培養：
２回以上陽性）を満足するため、MAC 感染症の確定
診断に約１か月が必要となる。 
 この血清診断キットは MAC 特異的細胞壁抗原
（GPL）を用い、特異的血清 IgA 抗体応答を指標と
している。日本国内の多施設共同研究による性能評
価では感度：84%、特異度：100%、迅速性（所要
時間：3 時間）など、高い有用性を示している。し
かし、宿主抗体応答は人種による免疫応答の差異が
臨床的有用性に影響を与える可能性がある。 
 台湾における活動性 MAC 感染症の血清診断の感
度は 61%、特異度は 91%であった。この成績は日本
や米国における性能評価に比し、特に、感度（日本：
84%や米国：77%）が低下していた。この原因とし
て、台湾では GPL 保有迅速発育型非結核性抗酸菌感
染症が高頻度であること、本調査での活動性肺 MAC
感染症患者に免疫不全患者が比較的多い(32%)大学
病院で実施されたことが示唆された。本血清診断は
非侵襲性、簡便、迅速であり、人種や地域を超越し、
有用であったといえる。 
 今後の課題として、台湾の多施設共同研究（市中
病院を含む）によるキットの性能評価、カットオフ
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値の検討や GPL 保有迅速発育型非結核性抗酸菌（M. 
chelonae、M. abscessus、M. fortuitum など）感染
症の感度・特異度の解析を進め、台湾における血清
診断キットの有用性を最終的に検証することなどが
挙げられる。 
 
E. 結論 
 活動性非結核性抗酸菌感染症の血清診断に関

し、台湾行政院衛生署疾病管制局分枝桿菌実験
室と国立台湾大学病院で日台共同研究の実施
で合意し、台日の双方において研究計画に関す
るヒトを対象とする医学研究倫理審査が承認
された。 

 台湾における活動性 MAC 感染症の血清診断の
感度は 61%、特異度は 91%であった。本血清
診断は非侵襲性、簡便、迅速であり、人種や地
域を超越し、有用であった。 
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 Diagnosis of active Mycobacterium avium complex pulmonary disease (MAC-PD) 
is complicated and time-consuming, because MAC-PD is diagnosed according to the 
guidelines set forth by the American Thoracic Society 2007, which include clinical and 
microbiological criteria.  A multicenter study from Japan reported the usefulness of a 
serodiagnostic test to determine serum IgA antibodies against mycobacterial 
glycopeptidolipid (GPL) core for diagnosing MAC-PD proven by sputum culture (sensitivity: 
84%, specificity: 100%) within a few hours. The objective of this study was to evaluate the 
usefulness of the test in similar patients in Taiwan. Fifty-seven patients with MAC-LD, 11 
with MAC contamination, 13 M. kansasii-LD, 26 LD due to rapidly-growing mycobacteria 
(RGM), 48 pulmonary tuberculosis, and 42 household contacts of patients with TB were 
enrolled into the study at National Taiwan University Hospital. Serum GPL core IgA 
antibody levels were measured with an enzyme immunoassay kit, and routine clinical 
evaluations were performed. The sensitivity and specificity (cut off point=0.73 U/mL) of the 
serodiagnostic test for diagnosing active MAC-PD were 61% and 91%, respectively. The 
results were lower when compared to previous reports, perhaps due to high proportion of 
immune-compromized patients in active MAC-PD and RGD-PD patients. We conclude that 
measurement of serum anti-MAC-GPL IgA level is useful for the diagnosis of MAC-LD in 
Taiwan. 
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ハンセン病の病原性と薬剤耐性に関する日台共同研究 
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研究要旨 台湾 CDC との共同研究として、ハンセン病の血清診断及びハンセン病の起因菌であ 
るらい菌の薬剤耐性に関する研究を実施した。台湾のハンセン病患者血清を用い、らい菌由来抗 
原 MMP-I 及び MMP-II の血清診断を行った結果、従来法で用いている PGL-I 抗原での結果よりも 
いい成績を得た。らい菌の薬剤耐性に関する研究では 13 例の検体から抽出した DNA を用い、9 
例でらい菌由来 DNA を検出し、そのうち 2 例がダプソン耐性変異を示した。検出した変異と耐 
性の相関を明らかにするために速発育性抗酸菌であるスメグマ菌（M. smegmatis）にらい菌の耐 
性関連遺伝子を挿入し、その薬剤に対する影響をみることで証明することができた。さらに、ら い菌
の薬剤耐性の検出に新しい簡易遺伝子変異検出法（Hp-rPCR 法）を検討した。 

 
 

A. 研究目的 ハンセン病対策は世界保健機関
（WHO）が 

1981 年より推奨してきた多剤併用療法が効を 
奏して感染者の発症数は激減してきた。しか 
し、今なお世界の登録患者数及び新患発生数 
は約 20 万人を数え、最近では新患発生の減少 
傾向も見られなくなっているのが現状である。 
また薬剤耐性菌の関与が疑われている再燃や 
再発などの難治例も無視できない状況である。 
多くの東南アジア諸国は登録患者の数値では 
ハンセン病流行国としての登録からは外れた 
国も多いが、未だにインド、ミャンマー、イ ンド
ネシア、フィリピン、ベトナムなどでは 患者の多
い地域が存在し、それぞれの国全体 の感染症
対策においてもまだ重要な対象感染 症となっ
ている。この現状を踏まえ、新患数 を減少させ、
さらには難治性ハンセン病を治 療するために
は、ハンセン病の早期診断、治 療経過のモニ
タリング、薬剤耐性菌の調査、 

発生源となりうる感染者の発見と感染予防、 
発症前予防などが必要と考えられる。台湾と 
の協力研究では第１に、我々がこれまで確立 
してきたハンセン病の血清診断法を用い台湾 
のハンセン病患者由来血清の試験を実施して 
きた。また第２に、各国から報告が散見され る
薬剤耐性菌調査を台湾の患者由来 DNA で実 
施してきた。その中で、薬剤耐性の存在が疑 
われる患者由来のらい菌における遺伝子変異 
を数例検出してきた。そこで第３にその変異 
が実際に耐性をもたらすということを確認す る
ために速発育性抗酸菌であるスメグマ菌 
（M.  smegmatis）にらい菌の耐性関連遺伝子を 
入れ、その薬剤に対する影響をみた。第４に 
耐性変異の迅速検出法を開発し検討を加えた。 
以上の協力研究を通じ、日台での技術共有を 
目指した。 

 
B. 研究方法 



 
精 製 し た ら い 菌 膜 タ ン パ ク 抗 原 Major 

membrane protein-I (MMP-I)と MMP-II のハン 
セン病患者血清との反応性を ELISA 法で確認 
後、精製を行った。その精製抗原を用い、台 
湾のハンセン病患者血清 98 検体について 
ELISA 試験を行った。本血清は台湾市郊外に 
ある元ハンセン病療養所を持つ病院、楽生療 
養院が保存している患者血清である。特異性 
や感度あるいは病型、臨床症状との相関性に 
ついて解析した。 

抗らい菌薬のダプソン, リファンピシン及 
びオフロキサシンに対する薬剤耐性を惹起す 
る遺伝子変異は、folP1, rpoB そして gyrA 遺伝 
子で、その耐性とかかわる遺伝子変異が集中 
する領域を Drug Resistance Determining Region 
(DRDR)と呼ぶ。台湾で得た１３検体を用いて 
DRDR における変異を検出を試みた。ハンセ 
ン病患者由来の生検材料は台湾 CDC が収集 
し DNA 抽出を行い、その一部を分与された。 
DNA から各遺伝子を個別に PCR 増幅し、 
DRDR における変異の有無を直接シーケンス 
することにより検出した。 

変異と耐性の相関を明らかとする実験では、 
台湾サンプルで検出された folP1 遺伝子の変 
異を試験した。まず、らい菌 folP1 遺伝子を発 
現ベクターにクローニングし、M.     smegmatis 
に導入した。次に M. smegmatis の folP1 遺伝 
子を破壊するための温度感受性ファージを作 
製し、らい菌 folP1 遺伝子導入 M. smegmatis 
にこれを作用させて、染色体上に存在する M. 
smegmatis   folP1 の破壊を試みた。また、らい 
菌 folP1 に変異を加えたものと加えないもの 
を使用して同様の実験を行い、得られた菌株 
を用いてダプソン感受性を 7H10 培地を用い 
て試験した。 

耐性変異の迅速検出のために今回用いた方 
法は結核菌の薬剤耐性変異検出のために以前 
報告された方法で、リアルタイム PCR 法を一 
部改変した方法を用いている。PCR 産物であ 
る 2 本鎖 DNA がサイバーグリーンで蛍光標識 
される反応系を用い、ABI の Step One Plus を 
用いて測定を行った。Forward Primer はそれ自 
身が構造的にヘアピンを形成するような配列 
にするのが特徴である。Reverse Primer は通常 
の PCR に 使 用 す る よ う な 配 列 に す る 。 
Forward Primer の 3’末端の塩基が変異の有無 

を調べる標的部位にくるように設計する。そ 
の標的部位の塩基が４種の塩基 G, A, T, C の 
いずれかを知るために、その 3’末端が異なる 
４つの塩基となる４つの Forward Primer を作 
成する。ここでは本法を Hp-rPCR（Hairpin 
primer real time PCR）法と呼ぶ（図１）。それ 
ぞれを Reverse Primer と PCR を行い、いずれ 
との PCR がもっとも効率良く PCR 産物を産 
生するかを見ることでサンプルの持つその標 
的部位の塩基を決定し変異の有無を判定する 
ものである。 

 
図１Hp-rPCR(Hairpin-primer realtime PCR)法 

 

 

  
 

  
 

  
 

  
 

  
 

 
（倫理面への配慮） 本研究は動物実験を含まな
い。分担研究、共 同研究者の所属する両施設の
倫理委員会の承 認を得て行った。検体の採取
は通常の菌検査 において実施される方法であ
り、その方法は 特段の侵襲性を有するものでは
なく、菌の解 析は患者のプライバシーには抵触
しない。患 者に対しては目的を説明し、同意が
得られた 場合にのみ検体の採取を実施した。 

 
C. 研究結果 台湾のハンセン病患者由来血清

サンプル  98 
検体の ELISA を３種の抗原を用いて行った。 
カットオフ値は我々が保存している陽性血 清コ
ントロールの値の    10%とし、それ以上の 値を
示すものを陽性とした。その結果、表１ のよう
に従来法で用いられる抗原  PGL-I で 62%

陽性であるのに対し、MMP-II で 87%と高 



 
い陽性率を示した。また、新しく調整した抗 
原 MMP-I では 91%ともっとも高い陽性率を 
示した。 

 
表１ 

 
 

台湾で採取及び DNA 抽出された 13 検体に 
ついて薬剤耐性変異を調べた。これまでに、 
ダプソン耐性をもたらすことが知られている 
folP1 遺伝子のコドン 53 位と 55 位、リファン 
ピシン耐性の rpoB 遺伝子４カ所（441 位、451 
位、456 位、458 位）及びキノロン耐性の gyrA 
遺伝子２カ所（89 位、91 位）の変異の有無を 
検出した。 

 
表 2 

 

 
T53R: folP1 遺伝子の 53 位トレオニンが 

アルギニンに変異 

NA: not amplify,    NR: could not read 

 
13 検体を用い、９検体の結果を得た（表 2）。 
NTU004 は folP1 遺伝子の 53 位のアミノ酸ト 
レオニンに変異がありアルギニンとなり、そ 
のコドンは ACC から AGA に２塩基に変異が 
生じた。この変異によってダプソン耐性をも 
たらすことが推察された。他は変異が認めら 
れず、各薬剤に対して感受性であることがわ 
かった。NTU012 の変異は再現性がなく、次 
の実験では対象外とした。 

folP1 遺伝子の 53 位が ACC の wild タイプ 
と AGA の NTU004 タイプの遺伝子を作成し、 
M. smegmatis の染色体に挿入し、M. smegmatis 
が自然に持っている folP 遺伝子を破壊した。 
得られた M. smegmatis で、53 位が wild タイプ 
のらい菌 folP1 遺伝子持つ菌（Wild type ACC） 

と NTU004 タイプを持つ菌（ T53R mutant 
AGA）の増殖をダプソン入り培地及び薬剤無 
しの培地での増殖の違いを検討した結果、図 
２で見られるように、薬剤の入った 7H10 培 
地でも T53R mutant AGA は増殖できることを 
確認した。すなわち NTU004 で見られた変異 
が明らかにダプソン耐性をもたらすことが示 
された。 

 
図２.組換え M.  smegmatis を用いた薬剤 感受

性試験 

 

 
 

薬剤耐性変異の多数迅速同時検出において 
図３は Zensho-2 の folP1 遺伝子 55 位コドンの 
2 番目の塩基を標的とした Hp-rPCR 法を示し 
た。Forward プライマーの 3’末端が T のプラ 
イマーの Ct 値が最も小さいことから Zensho-2 
の folP1 遺伝子 55 位のコドンは CTC であり、 
ダプソン耐性変異であることが確認できた。 同
様に Thai-53 を用いて行った folP1 遺伝子 3 カ
所の結果は 53 位の 1 番目の塩基は A、2 番 目
は C、そして 55 位の 2 番目が C であり、確 か
に感受性菌での配列であることが確認でき た。
rpoB 及び gyrA の結果は示していないが、 い
ずれも本法により標的部位の塩基の判定が で
きた。 

次に前述の表２にあるように耐性変異を示 
した NTU004  を用い、本法を試みた。最初は 
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臨床検体から得た DNA であることから非常 
に DNA が少なくクリアーな結果が得られな 
かったので、マルチプレックス PCR 法を行い、 
その後 Hp-rPCR 法を行うこととした。その結 
果、クリアーな結果を得ることができた。 
NTU004 は folP1 遺伝子の 53 位のアミノ酸ト 
レオニンに変異がありアルギニンとなり、そ の
コドンは ACC から AGA に２塩基に変異が 
生じていたことはこれまでに確認されている。 
この変異によってダプソン耐性をもたらすこ 
とが推察された。 

 
図３. folP1 遺伝子 55 位のコドン２番目の 塩

基 C の変異を持つらい菌 Zensho-2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

数字は Ct 値 
 
D. 考察 

血清診断試験では、従来法に使用する PGL-I 
での値に比べ MMP-II はより高い陽性率であ 
り、他の東南アジア諸国で得られた結果とほ 
ぼ同様であった。血清の少菌型、多菌型の区 
別がわからないので従来法より少菌型が高い 
値を示したかどうかはまだ判定できないが、 
いい結果が期待できるだろう。MMP-II よりい 
い結果を MMP-I が示したことは大変興味深 
く、また期待もできそうであるが、結核患者 や
健常人のデータを揃え特異度を検討し、今 

後正確な評価をする必要がある。 
13 検体中、明らかなダプソン耐性変異が 

NTU004 で検出された。このトレオニンからア 
ルギニンへの変異はコドンの ACC が AGA に 
変わる変異であった。同じコドンにおいても 
耐性変異が 1 塩基変異で生じている例と今回 
のように２つの塩基が変化している例がある こ
とからそれらの違いが耐性の度合いに影響 
する可能性も示唆され、大変興味深い結果で 
あった。また、患者データからも NTU004 は 
多菌型患者であり、臨床的にも薬剤耐性が疑 
われた例であることが台湾 CDC からの情報 
でわかり、この変異検出の有用性をお互いに 
再認識することができた。 

Hp-rPCR 法が標的である 9 カ所の変異の 
有無を確実に判定できることを、コントロー ル
の菌においても臨床由来の菌においても可 
能であることが明らかとなった。DNA 回収が 
非常に悪いことが多い臨床検体においてもマ 
ルチプレックス PCR 法との併用により非常に 
高感度に判定することができた。マルチプレ 
ックス PCR 法と Hp-rPCR 法を併用した場合に 
要した時間は DNA 抽出から判定までで、約 5 
時間であり、迅速性についても良好な結果だ 
ったと考えられる。NTU004 の持つ ACC から 
AGA の変異はトレオニンからアルギニンの 
変異であるが、Hp-rPCR  法で判定されるのは 
2 番目の C が G であっただけであることから、 
ACC から AGC への変異の可能性もあること 
になり、その場合アミノ酸の変異はトレオニ ンか
らセリンへの変異になる。この場合の変 異と耐
性の関係は証明されていないので、厳 密には
判定に間違いを冒す可能性があること になる。
これは今後の課題である。 

 
E. 結論 台湾ハンセン病患者血清を用い、血清

診断 
法の評価を行った結果、従来法で用いている 
PGL-I 抗原での結果よりも MMP-II 及び MMP-I 
でより好成績を得た。今後、健常人及びらい 
菌と同じ抗酸菌である結核菌による感染で生 
じる結核患者の血清を用いて、本法のハンセ 
ン病血清診断法としての特異度・感度を測定 
する予定である。 

薬剤耐性変異の検出では 13 例中 9 例の結 
果を得ることができ、得られた変異が確かに 

T 

11 

A 

28 

G 

25 

C 

19 



 
耐性と相関していることが証明できた。 

Hp-rPCR 法をらい菌の耐性変異検出のため 
に利用することが可能であることが証明出来 た。
マルチプレックス PCR  法との併用で迅 速・簡
便に多数標的箇所の同時判定ができた。 

上記、結果を台湾のパートナーと共有し、 
使用した様々な技術に関しても共有すること 
ができた。 
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研究要旨： ノロウイルス（NoV）、サポウイルス（SaV）は、非細菌性胃腸炎の原因ウイル

スである。NoV, SaV には、それぞれ抗原性の異なる 30 種類以上の genotype が存在してお

り、宿主免疫機構から逃れた genotype が、新たな流行を起こすと考えられている。Genotype

の変遷を経時的、地域別に追跡し、分子疫学的解析を行うことは、流行メカニズムを解明

する上で重要である。本研究では、台湾 CDC（TCDC）と、両国における 2010 年以降 2012 年

度末までの 3 年間で得られた NoV 陽性を呈した臨床検体を用いて、初年度：簡便かつ高精

度なウイルス genome 検出法の検討、評価、次年度：実検体の解析、最終年度：Universal 

RT-PCR system によるノロウイルスサイエンティフィックコミッティー推奨法に適合した

genotyping と、NoV の固体内進化の解析を行った。 

 

 

A. 研究目的 

ノロウイルス（NoV）、サポウイルス（SaV）

は、非細菌性胃腸炎の原因ウイルスである。

NoV, SaVには、それぞれ抗原性の異なる30

種類以上のgenotypeが存在しており、宿主

免疫機構から逃れたgenotypeが、毎年新た

な流行を繰り返すと考えられている。

Genotypeの全世界的変遷を経時的、地域別

に追跡し、分子疫学的解析を行うことは、

両ウイルスの流行メカニズムを解明する上

で重要である。本研究では、台湾CDCと、両

国における2010年以降2012年度末まで、3

年間、両ウイルスの流行状況、流行株の変

遷を経時的に解析し、ウイルス流行のメカ

ニズムを研究することに取り組んだ。また、

簡便かつ高精度なウイルスgenome検出法と、

分子疫学解析手法の開発も開始した。本研

究のカウンターパートは、TCDC： Director, 

Research & Dianostic Center Director, 

National Influenza Center Centers for 

Disease Control, DOH, Taiwan, Ho-Sheng 

Wu, Ph.D. （吳 和生）, Head, Viral Enteric 



& Emerging Disease Lab Research & 

Dianostic Center, Fang-Tzy Wu, Ms.（呉 芳

姿）の2名である。 

具体的には、新規迅速診断システムとして、

Super rapid real-time RT-PCR, multiplex 

RT-PCR, long distance RT-PCRの構築、

ELISA, イムノクロマトグラフィー（IC）を

用いた抗原検出システムの評価、応用、NoV, 

SaVのキメラに対応した新規genotyping 

system構築と評価を行う。疫学調査として、

台湾における流行の把握、genotype, 流行

の経時的変化を日本と比較検討する。これ

らの検討を、TCDC職員を長期研修として感

染研に受け入れ、技術の共同開発、共同研

究を行う。 

B. 研究方法 

1. 材料と方法  

＜NoV 陽性検体＞ 

 TCDC によって 2010 年から 2011 年にかけ

て収集された、ウイルス性下痢症患者検体

を NoV、SaV のコンベンショナルな RT-PCR

（Kojima et al. JVM, 2002. NoV: G1SKF & 

R, G2SKF & R, SaV Okada et al primer sets）

によって検査し、NoV 陽性を呈した糞便検

体 169 検体を用いた。 

また、埼玉県衛生研究所によって検査され

た、1990 年から 2000 年にかけて埼玉県近

傍で発生した集団食中毒事例の糞便検体

132 検体を新手法の評価用レファレンス

NoV 陽性糞便パネルとして用いた。これら

の検体は、埼玉県衛生研究所より国立感染

症研究所ウイルス第二部第一室が分与を受

け、すべての genotype の約 90％をカバー

する糞便レファレンスパネルとして管理運

用している。 

NoV の固体内進化を調べるため、NoV 感染患

者 A – P の 15 名から経時的にサンプリング

された便検体を、次世代シーケンスシステ

ム：NGS（イルミナ MiSeq）による解析に用

いた。 

＜コンベンショナル RT-PCR＞ 

 NoV の検出には、 Kojima et al. JVM, 2002.

によって報告された G1SKF & R, G2SKF & R

プライマーセットを用いた RT-PCR を行っ

た。 

＜Real-time RT-PCR＞ 

 NoV の RNA ゲノム定量には、Kageyama et 

al. JCM, 2004 によって報告され、現在も

世界のゴールデンスタンダードとして位置

づけられている COG primer set と RING 

probeを用いたreal-time RT-PCRを用いた。

本方法で得られた RNA 定量値を基準として、

Super rapid RT-PCR, BLEIA を評価した。 

＜Universal primer RT-PCR＞ 

 ノロウイルスサイエンティフィックコミ

ッ テ ィ ー に よ っ て 提 唱 さ れ た 新 規

genotyping を行うため、本タイピングに必

要とする領域を増幅可能な全ての NoV に適

合した第 3世代 Universal primer set をデ

ザインした。HuNoV 全長塩基配列のアライ

メントを用いて、高度に保存された領域を

検索し、ORF1 にコードされたプロテアーゼ

切断モチーフ付近に、新規 Universal 

primer set（Uni3KY primers）を設計した。

設計した新規 primer set と、 Takara 

PrimeStar GXL を用いて約 4.5 kb の long 



distance RT-PCR を実施し、PCR amplicons

が得られなかった場合、Uni1KY primers を

用いた nested PCR を実施した。1st step 

RT-PCR amplicon, 2nd step amplicon 共に、

完全長の polymerase region （RdRp）から

Capsid N/S region をカバーし、ORF2(VP1)

全長をカバーする。 

＜塩基配列解析＞ 

NoV の塩基配列解析は、RT-PCR で得られた

PCR アンプリコンを鋳型としたダイレクト

シーケンスとプライマーウォーキングによ

って行った。ゲノム量末端の塩基配列解析

は、5’ RACE および 3’RACE を用いて決定

した。 

＜NGS による塩基配列解析＞ 

便検体から抽出した RNA より、NEB 社の

NEBnext Ultra キットを用いて、cDNA ライ

ブラリーを調整し、MiSeq に用いた。得ら

れた塩基配列は、CLC 社 Genomics work 

bench によって De Novo assemble および

standard sequence に対する Mapping を行

い NoV genome 上の核酸変異、アミノ酸変異

を検出した。 

＜分子系統解析＞ 

得られた NoV ゲノムシーケンスは、Clustal 

W version 1.8 でアライメントし、kimura

の 2 パラメーターによって genetic 

distance を算出した。その後、NJ 法によっ

て分子系統樹を作成し、解析した。 

 

C. 研究結果 

1. Super rapid RT-PCR は、10％糞便乳剤

からの RNA 抽出が、試薬添加と 1min

の加熱だけで修了する。これに加え、

逆転写反応、PCR まで、試薬を加える

ことで実施可能であった。従来法では、

RNA の抽出操作に約 1 時間半の操作が

必要であったが、本法では、試薬準備

時間も含め、約 10 分で実施可能であ

った。  

2. レファレンス 132 検体は、すべてコン

ベンショナルな RT-PCR を施行し、得

られた PCR 産物を用いて、塩基配列を

決定後、genotyping が明らかにされた

NoV 陽性検体である。その内訳は、GI

単独感染 16 検体、GII 単独感染 78 検

体、GI, GII の混合感染 37 検体であ

った。これらの値を基準に、Super 

rapid RT-PCRの陽性率を検討したとこ

ろ、GI 単独感染検体に対する陽性率は、

14／16（87.5％）、GII 単独感染検体に

対する陽性率は、67/79（85.9％）、混

合 感 染 検 体 の 陽 性 率 は 、 32/37

（86.5％）であった。検出不能であっ

た検体の genotype に特筆すべき特徴

はなかった。 

3. TCDC の検体 169 検体の内訳は、GI 単

独感染39検体、GII単独感染123検体、

GI, GII 混合感染 7 検体であった。こ

れを基準に Super rapid RT-PCR の陽

性率を検討したところ、GI 単独感染検

体に対する陽性率は、7／39（18％）

と極めて低かった。陰性を示した検体

は、そのほとんどが 104 copies /uL を

示した。GII 単独感染検体に対する陽

性率は、93/123（75.6％）であったが、



結果2に示したレファレンスパネル試

験で示した85.9％に比較して、約10％

程度低い値を示した。混合感染検体の

陽性率は、0/7（0％）であった。 

4. レファレンス 132 検体は、すべてコン

ベンショナルな RT-PCR を施行し、得

られた PCR 産物を用いて、塩基配列を

決定後、genotyping が明らかにされた

NoV 陽性検体である。その内訳は、GI

単独感染 18 検体、GII 単独感染 76 検

体、GI, GII の混合感染 38 検体であ

った。これらの値を基準に、Super 

rapid RT-PCRの陽性率を検討したとこ

ろ、GI 単独感染検体に対する陽性率は、

17／18（94.4％）、GII 単独感染検体に

対する陽性率は、72/76（94.7％）、混

合感染検体の陽性率は、GI 18/38

（47.4％）、GII 37/38 (97.4%)であっ

た。 

5. TCDC の GI 陽性サンプルを除き、他の

全てのサンプルにおいて、Super rapid 

RT-PCRとBLEIAは良い相関関係を示し

た。BLEIAの定量値であるCOIは、ELISA

における OD value に相当する。

Standard real-time RT-PCR と BLEIA

の COI の相関関係は 1に近く、非常に

強い相関関係が認められた。 

6. NoV 陽性糞便レファレンスパネル検体

を用いた比較検討において、全ての

genotype を検出可能で有り、全ての

genotype において、その COI は RNA 

titer と強い相関関係を保っていた。 

7. TCDC より持ち込まれた GII.4 の

2011/12 シーズンの流行株 4 株の全塩

基配列を決定したところ、TCDC#5, 6

は 2012 年に日本で大規模な流行を示

した GII.4 2012 変異株と同じクラス

ターに属することが明らかになった。

しかし、TCDC#8, 9 は互いに 100%同じ

配列を有しており、さらに GII.4 2008

クラスターに属していた。2012/13 シ

ーズンにおいて台湾では GII.4 2012

年変異株と従来の変異株の混合流行

が認められた。この傾向は、2012 年変

異株が流行の 9割を占める日本、ヨー

ロッパ、USA と異なる傾向であり、

GII.4 のバリアントの流行は、日本よ

りも遅れる傾向にあることが明らか

になった。 

8. Super rapid RT-PCR で検出可能であっ

た検体は, Universal primer RT-PCR

検出系で 100％検出可能であった。つ

まり、Super rapid RT-PCR にて陽性を

示した検体は、 Universal primer 

RT-PCR で増幅し、ノロウイルスサイエ

ンティフィックコミッティーによっ

て提唱された新規 genotyping が可能

であることが明らかとなった。 

9. NoV 陽性糞便レファレンスパネル検体

を 用 い た 比 較 検 討 に お い て 、

Universal primer RT-PCR は、全ての

genotype を検出可能で有り、全ての既

報の genotype において、提唱された

新規 genotyping が可能であった。 

10. TCDCより提供を受けたNoV感染患者の

時系列サンプルは、全例が GII.4 感染



者であった。これらのサンプルを NGS

にかけ、全塩基配列を決定したところ、

患者 A, D, F, G, H, I, J, K におい

て 2ポイントの全塩基配列比較データ

を得ることに成功した。ゲノム全長に

渡る塩基およびアミノ酸残基の時系

列変異を比較検討したところ、下表に

示した結果が得られた。 

Patient# Sam ple ID Interval N ucleo tide A m ino  acid dS/dN  ratio

A 120,121 5 days 16 8 0.5

D 126,127 13 days 2 1 0.5

F 131,132 8 days 2 1 0.5

G 135,136 8 days 4 2 0.5

H 137,138 8 days 8 4 0.5

I 140,141 3 days 2 1 0.5

J 143,144 8 days 4 2 0.5

K 146,147 6 days 4 2 0.5

 
患者AはGII.4 2006b variantとGII.4 

2009 variant の混合感染であった。他

の患者は GII.4 2006b variant の単独

感染であった。患者 Aを除外し、遺伝

子変位速度を算出したところ、

0.48nt/0.24aa/day/genome の変異速

度であった。この速度は、これまでに

通常の PCR seqeunce で得られた報告

の 1/4 程度の速度であった。同義置換

/非同義置換（dS/dN ratio）を計算す

ると、A を除く全ての患者で負の淘汰

が起きていたことが明らかになった。

つまり、患者体内で発生した塩基配列

変化がNoVの生存に不利であったため

除外される負の淘汰が繰り返される

ことにより、NoV が進化していると考

えられた。 

 

D. 結論 

 従来のコンベンショナルな RT-PCR 法に

変わる Super rapid RT-PCR を確立し、簡便

かつ高感度に NoV、SaV の分子疫学に用いる

ことのできる検出法を開発、構築した。本

検出法の感度は、1990 年代にサンプリング

された GI, GII レファレンス検体を用いた

場合、両者ともに 85%以上を示し、十分な

感度を有していた。テストあたりに含まれ

る 10%糞便懸濁液量は、コンベンショナル

RT-PCR が 1.7μLであるのに対し、Super 

rapid 法は、1μLと、約 40％持ち込む NoV 

RNA 量が異なると思われる。この条件下で、

15%の感度低下にとどまっていたのは、評価

に値する。 

 2010 年から 2011 年に台湾でサンプリン

グされた検体で比較検討した場合、GI の検

出率が極めて低い値を示した。レファレン

スには、多種多様な GI genotype が認めら

れるとともに、多様な GI genotype の混合

感染も認められた。しかし、2010 年から

2011 年にサンプリングされた台湾 CDC の検

体では、GI.1, GI.4, GI.8 などの単一

genotype の感染事例であった。 

 Super rapid RT-PCR は、抽出操作が簡便

で、操作性が高く大規模なスクリーニング

には、適していると思われる。しかし、増

幅領域がコンベンショナルな RT-PCR とは

異なる、COG primer set のターゲット領域

（ORF1-2 ジャンクション領域）であり、

genotyping を行うには、陽性検体について、

改めてコンベンショナルな RT-PCR を施行

し、PCR 増幅産物を得て、塩基配列を決定



する必要がある。また、検出感度において

も、改良が必要である。 

 RNA titer が 104 copies/uL と低値を示し

たことから、Super rapid RT-PCR は、105 

copies/uL 以下の検体は検出が困難である

と考えられた。しかし、Super rapid RT-PCR

は、抽出操作が簡便で、操作性が高く、大

規模なスクリーニングを施行し、素早く結

果を得るなど、迅速な NoV 流行解析に適し

ていると思われる。 

 TCDC の GII.4 変異株解析の結果、日本や

Europe, USA で観察された GII.4 2012 年変

異株の流行は、まだ始まったばかりで有り、

従来型 2008 年変異株と勢力を分かつ状態

である事が明らかになった。台湾での NoV

流行は、日本、Europe, USA, Australia よ

りも遅れて始まることが示唆された。 

Universal primer RT-PCR システムは、104 

copies /uL 以下の RNA titer を示す低濃度

の検体に対しては、増幅成功率が低かった

が、それ以上の RNA titer を示した検体は

遺伝子型にかかわらず 100%増幅、塩基配列

決定が可能であった。本システムは、ノロ

ウイルスサイエンティフィックコミッティ

ーによって提唱された新規 genotyping が

実施できるため、今後の TCDC とのデータ共

有のみならず、グローバルな配列データ共

有に有用である。 

 TCDC の有する同一個体から時系列でサン

プリングしたノロウイルス陽性検体を用い、

ノロウイルスの個体内進化について NGS を

用いて研究したところ、

0.48nt/0.24aa/day/genome の進化速度（負

の淘汰）であり、これまでに報告された速

度の約 1/4 の進化速度であることが示唆さ

れた。ノロウイルスの個体内進化はホスト

による強い選択圧に依存することが明らか

になった。 
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研究要旨： ブルセラ症（brucellosis）はブルセラ属菌（genus Brucella）の感染を原因とする

人獣共通感染症である。世界では日本や台湾など一部の国を除いて、多くの国々で家畜にお

ける感染が知られ、家畜衛生ひいては人の公衆衛生上も大きな問題となっている。 

１）日本では、現在、家畜における家畜ブルセラ菌感染は清浄化しており、同菌に感染する

患者も輸入患者に限られている。台湾においても感染家畜の報告はなく、また、患者も過去

33 年間報告されていなかったが、2011 年初めに輸入患者 2 例が報告された。 

そこで、2011 年度は、日台における共同研究の端緒として、台湾CDC におけるブルセラ症

検査体制構築のために、抗体検出法として日本で標準的に用いられている試験管内凝集反応

（TAT）と我々の作成したマイクロプレート凝集反応（MAT）を、遺伝子検出法として同じ

く我々の作成したCombinatorial PCR 法を移転し、診断技術の共有を行った。また、本方法を

用いて、技術移転時にすでに報告されていた 3 例の輸入患者の同定を行った。さらに、その

後、本方法により新たに 2 名の患者が台湾CDC において同定された。 

２）一方、イヌブルセラ菌（Brucella canis）については、日本と同様に、台湾国内のイヌでも

B. canis 感染報告が過去にあることから、ヒトへの感染も起きていることが懸念される。そこ

で、2012 年度からは、日本･台湾のイヌにおけるB. canis 感染状況調査として、同一の手技に

より、その抗体保有状況を検討し、比較を行った。B. canis に対する抗体は、国内のイヌでは、

2,318 頭中 115 頭（5.0％）が抗体陽性、すなわち感染歴を持つことがわかった。また、500 検

体前後調査した中では、神奈川県の 2.5％に比較して、栃木県は 6.3%、東京都は 7.9%と陽性

率が高くなっていた。ただ、栃木県、東京都とも近年は、陽性率の低下傾向が認められるよ

うであった。その理由については、イヌのプロファイルを元に検討中であるが、結論は得ら

れていない。台湾については、63 検体調査して抗体陽性 1 頭、陽性率 1.6%と、日本よりも低



くなっていた。また、国内のイヌについて B. canis が尿中に排菌されイヌ間での感染経路と

なっている可能性を検討するため、膀胱尿、尿道（雄）・膣（雌）スワブを採取し、ブルセラ

菌特異的遺伝子検出を行った。その結果、抗体陽性イヌ 2 頭の尿、抗体陰性イヌの膣スワブ、

血清、各 1 頭ずつより、B. canis 特異的遺伝子が検出された。尿が感染源となる可能性が示唆

された。 

本研究を通じて、台湾 CDC への技術移転が良好に行われ、台湾 CDC でブルセラ症の検査

が可能となったこと、また台湾CDC においてブルセラ病診断用菌液等を日本より入手するル

ートが構築できたことにより、台湾では、2012 年 2 月 7 日より、ブルセラ症が新たに届出疾

患となった。台湾CDC におけるブルセラ症の検査診断体制の構築、患者診断および感染症対

策構築に寄与した。 

 

 

Ａ．研究目的 

 

 ブルセラ症（Brucellosis）は世界では、毎年新規患

者が50万人以上発生していると言われる重要な人獣

共通感染症であり、日本では感染症法によって4類感

染症（全数把握）に指定されている。人に感染する

ものは病原性の強い順にBrucella melitensis、B. suis、

B. abortus、B. canis があるが、このうち前3つはすべ

て家畜が自然宿主となっている。 

国内の家畜はこれら家畜ブルセラ菌に対して清浄

であり、国内の家畜から感染するリスクはない。そ

のため、ブルセラ症が４類感染症に指定された1999

年4月1日以降の感染者7例はすべて輸入感染例であ

る（表１）。その内訳は、B. melitensis 感染が5例、

B. abortus 感染が2例で、最初の2例を除き残りの5例

はすべて外国人であり、それぞれの母国で感染し日

本国内で発症・診断されている。一方、B. canis は

イヌを自然宿主とし、現在も国内の、3~5％のイヌが

感染歴を持つと考えられている。ごくまれに人にも

感染することもあり、国内では、B. canis 感染患者

13例が届け出られている（表２）。 

 一方、台湾では、1987年に最後の感染例（実験室

感染）が報告されて以降、患者の報告はなかった。

台湾国内の家畜でもブルセラ菌感染報告はなく、状

況としては日本と非常に似通っている。ところが、

台湾CDCにおいて、ブルセラ症の診断方法を確立す

べく、我々と共同研究を行うこととなっていた矢先

の、2011年5月に、2例の輸入患者（北アフリカ、マ

レーシア）が報告され、7月にさらに1例、マレーシ

アからの輸入患者が報告された。そこで、2011年度

は、日本において実施している検査診断法について、

必要な抗原、陽性抗体、遺伝子検査用プライマー他

を持参して台湾CDCに赴き、台湾で見つかった患者

検体を用いた検証や、同技術の台湾CDCへの移転を

行った。 

国内のイヌのブルセラ病については、1970年代の

実験用イヌ繁殖施設での集団発生を始めとして、近

年でもペット用イヌの繁殖施設における集団発生が

しばしば報告されており、さらに、報告されていな

い物も多々あると考えられている。台湾でも、2001

年に、イヌのB. canis 感染に関する論文報告がある。

そこで、2012年度からは、日本および台湾のイヌに

おけるB. canis 感染状況調査として、双方同一の手

技により、その抗体保有状況を調査･検討することと

した。ブルセラ菌特異的抗体検出方法については、

MAT（マイクロプレート凝集反応）もTAT（試験管

凝集反応）とともに、本共同研究初年度に台湾CDC

にその検査手技について技術移転を実施済みである

ことから、TATよりも少量の抗原・血清ですみ、ま

た多くのサンプルを一度に検査することを可能にす

る、MATを用いることとした。 

また、イヌ間における感染伝播に、感染イヌの尿

の関与が推測されている。そこで、その可能性を検

証するため、今回、国内のイヌより、尿および尿道・

膣スワブを採取し、B. canis 特異的遺伝子検出を試

みた。 



 

Ｂ．研究方法 

 

１．供試検体： 台湾において確認された 3 名の患

者（No.1~3）および、感染疑いの者 1 名（No.4）の

血清。合計 4 検体。 

 

２．試験管凝集反応（TAT）による抗ブルセラ抗体

の検出： 家畜ブルセラ菌に対する抗体を測定する

ための TAT は、B. abortus 凝集反応用菌液（農業・

食品産業技術総合研究機構）を用い、添付のプロト

コールに従い実施した。すなわち血清サンプルを 5

倍から 2 倍段階希釈し、凝集反応用菌液を等量加え、

37℃、18～24 時間感作後、サンプルの最終希釈倍数

1:40以上で50％以上の凝集を示すものを陽性と判定

した。イヌブルセラ菌に対する抗体は、B. canis 凝集

反応用菌液（北里研究所）を用いた。すなわち血清

サンプルを 10 倍から 2 倍段階希釈し、凝集反応用菌

液を等量加え、50℃、24 時間感作後、サンプルの最

終希釈倍数 1:160 以上で 50％以上の凝集を示すもの

を陽性と判定した。 

 

３．マイクロプレート凝集反応（MAT）： 家畜ブ

ルセラ菌に対する抗体を測定するための MAT は、

B. abortus 凝集反応用菌液と 0.25％サフラニン染色

液を 50:1 の比率で混合し、抗原とした。96 穴 U 底

プレートを用い、サンプルをフェノール加生理食塩

水で 5 倍から 2 倍段階希釈し、同量の凝集反応用抗

原を混合・攪拌し、37℃、18～24 時間感作後、凝集

反応を判定した。抗イヌブルセラ菌抗体については、

B. canis 凝集反応用菌液を同様に用いたが、サンプル

はリン酸緩衝生理食塩水で10倍から2倍段階希釈し、

同量の凝集反応用抗原を混合・攪拌し、50℃、24 時

間感作後、凝集反応を判定した。肉眼で凝集像が確

認されたものを陽性と判定した。 

 

４．Combinatorial PCRによるブルセラ遺伝子の検出： 

このPCR では、4 セットのプライマーによる増幅パ

ターンの違いにより、ヒトに感染しうる主要 4 菌種

を鑑別することが可能である。ただ、台湾 CDC の

保有する患者血清の量が少なく、DNA を抽出し検査

するのは困難なため、各種ブルセラ菌抽出陽性対照

コントロールDNA 等を用いて、台湾CDC に遺伝子

検査法を実際に実施・検証してもらうこととした。 

 

５．イヌ血液サンプル： 2007 から 2013 年度に東

京都動物愛護相談センターに収容されたイヌ 605 頭、

栃木県動物愛護指導センターに収容されたイヌにつ

いては 2012 年度の 65 頭ほか 2002~2005 年度の検体

を含めて 603 頭の血清を検討に用いた。イヌの殺処

分直後に心臓採血を行い、血清を分離し、使用まで

－40℃にて冷凍保存した。その他、沖縄から北海道

にかけて、猟犬 631 頭の血清を検討に用いた。検査

結果については、すでに実施済みの神奈川の結果と

併せて、解析を行った。総検査数は、26 都道府県、

2,318 頭である。 

 

６．膀胱尿及びスワブの採取： イヌの殺処分直後

に、膀胱尿は膀胱から直接、尿を採取した。スワブ

は、雄では膀胱と尿道の境目近辺に前立腺、射精口

が開口しているため、膀胱から尿道方向に綿棒を挿

入して採取し、雌では外陰部から膣に綿棒を挿入し

て採取した。綿棒で採取した検体は、生理食塩水に

溶解し、検査まで－40℃にて冷凍保存した。 

 

７．DNA の抽出と遺伝子検出： 血清、膀胱尿、ス

ワブ（溶解液）から、DNA 抽出剤（SepaGene，エー

ディア）を用いて、DNA を抽出した。bcsp31 および

omp2 を標的遺伝子として、ブルセラ特異的遺伝子検

出を行った。bcsp31 は、ブルセラ属菌体表面タンパ

クの 31kDa 抗原（BCSP31）をコードする遺伝子で、

全てのブルセラ属菌に保存されている。omp2 はブル

セラ属菌の外膜タンパク OMP2 の遺伝子であるが、

その中でも B. canis に特徴的な配列を持つ領域を標

的とした。それぞれの増幅領域内に特異的なハイブ

リダイゼーションプローブを作成し、これを使用し

たリアルタイムPCR をLight-cycler（ロシュ）を用い

て実施し、特異的遺伝子を検出した。bcsp31 と omp2 

canis-type が両方検出された検体を陽性とした。 

 



Ｃ．研究結果 

 

１．試験管凝集反応（TAT）による抗ブルセラ抗体

の検出： B. abortus を抗原として用いた場合、No.1

～3 の検体はそれぞれ、1:160 以上を示し、陽性であ

った。No.4 は 1:10 未満で陰性となった。図１）には、

抗原B. abortus、血清希釈1:40の結果を示している。

一方、B. canis を抗原に用いた場合は、いずれの検体

も 1:160 未満の陰性であった。No.1～3 はいずれも確

かに家畜ブルセラ菌に感染していることが確認され

た。また、No.4 は現時点では感染していないことが

わかった。 

 

２．マイクロプレート凝集反応（MAT）： 当初、

総反応液量 50ul の系で実施したが、視認性がやや悪

かったため、100ul にして追試験を実施した。B. 

abortus を抗原として用いた場合、No.1～3 の検体は

それぞれ、1:160、1:320、1:160 を示し、陽性であっ

た。No.4 は 1:10 未満で陰性となった（図２）。一方、

B. canis を抗原に用いた場合は、1:80、1:40、1:80、

1:20 未満と、いずれの検体も 1:160 未満の陰性であ

った。以上の結果より、No.1～3 はいずれも確かに

家畜ブルセラ菌に感染していることが確認された。

また、No.4 では感染は確認されなかった。B. 

melitensis 感染の場合は、B. canis に対しても（陽性

までとはいかないまでも）反応性を示すことがある。

このことから、本No.1~3 の患者は、B. melitensis 感

染と思われた。 

 

３．Combinatorial PCRによるブルセラ遺伝子の検出： 

予定される通りの結果が得られたので、問題なく

我々の方法は、台湾でも実施可能で、PCR によるブ

ルセラ特異的遺伝子検出法の共有は完了した。 

 

４．イヌ血液サンプルにおける抗体保有状況： 国

内のイヌでは、2,318 頭中 115 頭が陽性、5.0％が抗

体陽性、すなわち感染歴を持つことがわかった。ま

た、500 検体前後調査した中では、神奈川県の 2.5％

に比較して、栃木県は 6.3%、東京都は 7.9%と陽性

率が高くなっていた。ただ、栃木県、東京都とも近

年は、陽性率の低下傾向が認められ、東京都ではこ

こ 3年間については5%台となっていた（表３、４）。 

 猟犬については、各都道府県それぞれの検体数が

少ないため、県ごとに結果を判断することはできな

いが、まとめると、陽性は 17/631（2.7%）と、神奈

川県と同程度であった（表３）。 

 B. canis はその自然宿主はイヌ科の動物に限られ、

宿主特異性が高いが、参考として東京都のネコを調

査した結果では 2/280（0.7%）が抗体陽性であった

（表４）。 

 

５．台湾のイヌにおける抗体保有状況： MAT 法で

愛護センターのイヌのうち 63 検体を調査したとこ

ろ、陽性 1 頭、陽性率 1.6%と、日本よりも低くなっ

ていた。 

 

６．膀胱尿およびスワブからのブルセラ菌特異的遺

伝子検出： 抗体陽性イヌ 2 頭（1:320, 1:640）の尿、

抗体陰性イヌの膣スワブ、血清、各 1 頭ずつより、

B. canis 特異的遺伝子が検出された（図３）。それ以

外にも、bcsp31 のみ陽性の検体も散見された。 

 

Ｄ＆Ｅ．考察・結論 

 

 今回、日本で用いられている抗体検査法及び遺伝

子検出法について、それぞれ日本から抗原、陽性対

照血清等を持参し、台湾 CDC と検査法の共有を行

った。その検査法の検証は、まず我々がデモンスト

レーションを行い、その後、台湾 CDC 担当者がこ

れを再試する形式で、実際に台湾で確認された患者

サンプルを用いて行った。日本国内と同様に台湾で

も有効な検査法であることが明らかとなった。日本

では、感染症法における届出基準による検査法とし

てTAT が記されていることと、民間の臨床検査機関

でも TAT が保険適用下で実施されていることから、

TAT が、患者診断に主として用いられている。しか

しながら、TAT は使用する抗原や抗体の量が多く、

また溶血の影響を受けやすいことが知られている。

一方、台湾ではブルセラ症に対する検査法が規定さ

れておらず、今回の結果も良好であったことから、



100ul 系の MAT を使用するよう、台湾 CDC に対し

て提案した。移転後（9、10 月）、本検査法を用いて、

4 例目の患者（3 例目と同一地域・マレーシアへの渡

航歴あり）および 5 例目の患者（中国への渡航歴あ

り）が、確定診断された（表５）。このことからも、

本検査法の有用性と台湾 CDC への技術移転が良好

に行われたことがわかった。また、台湾では、2012

年 2 月 7 日より、ブルセラ症が新たに届出疾患とな

った（表６）。 

 ブルセラ属菌は細胞内寄生菌であるため、抗体は

菌の排除には余り役に立たない。つまり抗体が存在

すると言うことは、「菌がどこか（リンパ節など）に

潜んでいて、時折、抗原刺激を与えている＝感染が

継続している」、と考えることもできる。そのため、

抗体保有状況はそのときの感染状況を直接反映する

と考えられている。今回、国内のイヌにおける抗体

保有状況を調査したところ、5.0%が抗体陽性であっ

た。この結果は、他のグループによる、国内の動物

病院を受診しているイヌにおける抗体保有状況調査

結果 3.0%よりも、若干高くなっていた。 

本調査では東京、栃木、神奈川についてはそれぞ

れの動物愛護センターに収容されたイヌ、それ以外

の県については猟犬となっている。猟犬は特殊な用

途のイヌグループではあるが、その陽性率は 2.7%と

全体平均よりも低く、神奈川県と同程度であった。

このことは、飼育犬の用途（愛玩用か猟犬か）に陽

性率はあまり関わらないと言うことを表している。

また、本調査における全体平均は、先に示した動物

病院調査よりも高値を示したが、これは、神奈川県

や猟犬では 2.5, 2.7%であるのに対し、栃木県と東京

都の結果が、全体平均を押し上げていることによる。

神奈川県の調査も 2003~2006 年度であり、ほぼ栃木

県、東京都の調査時期と重なるにもかかわらず、な

ぜ栃木県や東京都で高い抗体保有率を示したのか、

理由は定かではない。ただ、近年は、両地域ともに

抗体保有率に低下傾向が見えている。その理由が、

何によるのかは推測の域を出ないが、2006 年頃から

一時期、イヌのブルセラ病そのものについてや、繁

殖施設における集団発生の情報が、マスコミ等にも

取り上げられたことで、本疾患がより認知され、予

防措置（個人ブリーダーも含めて、繁殖施設内への

保菌動物の侵入阻止や繁殖に供する動物の事前検査

の実施など）が、徐々に実施されるようになってき

ているのかもしれない。 

B. canis は、その自然宿主はイヌ科の動物に限られ、

宿主特異性が高い。また、ヒトに感染しても発症し

ない、または発症しても軽微なカゼ様で自然治癒す

ると言われる。ただ、2008 年の繁殖犬による施設従

業員の感染例のように比較的強い症状を示したもの

や、その他の報告例のような長期にわたる不明熱を

示し、診断まで時間がかかったものなどがあり、患

者数が少ないとはいえ公衆衛生学的に無視して良い

物ではない。またイヌにおける繁殖障害による経済

的被害は業者にとっては甚大である。本疾患は明ら

かに国内のイヌで感染が維持されており、2~5%が感

染･保菌している。一般飼育者を含めたイヌを取り扱

う者に対して、本疾患及びその予防･対処法に関する

情報を提供し、より一層、認知･実践してもらう必要

があると考えられる。 

ブルセラ症に関して、日本と同様の状況にある台

湾について、検査頭数は少ないものの、陽性率 1.6%

と、日本よりも低くなっていた。2001 年の調査では

5/38（13.2%）の抗体陽性（感染）イヌが報告されて

いる。現在、その抗体保有率が本当に低下している

のかどうか、興味深い点である。台湾では、日本と

同じく家畜ブルセラ菌は国内の家畜からは清浄化し

ていると考えられる。そのため、今後も家畜ブルセ

ラ菌感染患者は輸入感染者であると思われる。ただ、

日本と同様に、台湾国内のイヌでもイヌブルセラ菌

感染が認められることから、ヒトへの感染も起きて

いることが疑われる。 

日本では、イヌ繁殖施設で時折、B. canis 感染流

行が起きており、実際にペットとして飼育されてい

るイヌで見られる抗体陽性の原因の一つ（感染イス

の市中への流入）とも考えられている。ただ、それ

以外にも、市中において感染イヌから、別のイヌへ

の感染伝播が起きている可能性が否定できない。ま

た、実験的B. canis 感染イヌの尿中に菌が排出され

ることが知られている。そこで、今回、尿および尿

道（雄）･膣（雌）スワブを採取し、その中のB. canis 



特異的遺伝子の検出を実施したところ、抗体陽性イ

ヌの尿、抗体陰性のイヌではあるが膣スワブから、

特異的遺伝子が検出された。これは、実際に尿等を

介して、市中で感染が拡大していることを示してい

ると考えられる。これについては、今後も検討を続

け、例数を増やしていく予定である。 
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表１）国内の家畜ブルセラ属菌感染事例（感染症法指定後、1999.4.1～2014.1.31） 

a b o rtu s c an is

2 0 0 5 .6 3 0 -3 9  y rs To ky o  M .
Sy ria  (T ra ve l

to )
F o o d b o rn e

(Sh e e p  m e a t)

F e ve r, e x a n th e m a , sp le n o m e g a ly ,
swe llin g  o f  a b d o m in a l lym p h  n o d e s ,
a rth ra lg ia

(＋ ) (＋ ) (＋ ) B . m e lite n s is

2 0 0 6 .2 5 0 -5 9  y rs To ky o  M .
Eg y p t (T rav e l

to )
Un kn o wn

(In h a la t io n ? )
F e ve r, h e a d a ch e ,  h e p a to m e g a ly ,
sp le n o m e g a ly

(＋ ) (－ ) (＋ ) B . m e lite n s is

2 0 0 6 .7 2 0 -2 9  y rs
Ho k ka id o

P .
Eg yp t  (V is it

f ro m )
Fo o d b o rn e

(M ilk )
F e ve r, h e a d a ch e (＋ ) (－ ) (－ ) Ne g a tiv e  (B lo o d )

2 0 0 8 .7 6 0 -6 9  y rs
Sh iz u o ka

P .
Pe ru  (V is it

f ro m )
Fo o d b o rn e F e ve r, b a c k  p a in , la ck  o f e n e rg y (＋ ) (－ ) (－ ) B. a b o rtu s

(B lo o d )

2 0 0 9 .1 0 1 0 -1 9  y rs To ky o  M .
In d ia  (V is it

f ro m )
Fo o d b o rn e

(c h e e se )

F e ve r, s p le n o m e g a ly ,
lym p h a d e n o p a th y ,  a rth r it is ,
h e p a to m e g a ly

(＋ ) (＋ ) (＋ ) B . m e lite n s is

2 0 1 0 .4 4 0 -4 9  y rs A ic h i P .
Pe ru  (V is it

f ro m )
Fo o d b o rn e

(c h e e se )
F e ve r, g a s tro e n te r it is ,  a b d o m in a l
p a in  ( ilio p s o a s  a b sc e ss )

(＋ ) (＋ ) (＋ ) B . m e lite n s is

2 0 1 1 .1 1 4 0 -4 9  y rs N iig a ta  P .
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(Ho m e c om in g
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A b  te s t  (SAT )
Is o la t io n

Id e n tif ica t io n  b y
PCR

Da te  o f
d ia g n os is

a g e  g ro u p
Re p o rt in g
p re fe c tu re

Su s p e c te d
p la ce  o f
in fe c t io n

Su s p e c te d
ro u te  o f
in fe c t io n

Sy m p to m s

 

 

 

 

表２）国内のイヌブルセラ菌感染事例（感染症法指定後、1999.4.1～2014.1.31） 

a b o rtu s c a n is
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表３）国内のイヌにおけるB. canis に対する抗体保有状況 

Samples Samples
(Tested) No. (%) (Tested) No. (%)

Hokkaido 35 1 2.9 Gifu 36 3 8.3
Aomori 23 0 0.0 Shizuoka 46 1 2.2
Iwate 16 0 0.0 Aichi 15 0 0.0
Miyagi 28 0 0.0 Mie 56 0 0.0
Akita 9 0 0.0 Shiga 5 0 0.0
Yamagata 20 3 15.0 Hiroshima 47 0 0.0
Fukushima 16 1 6.3 Kagawa 8 0 0.0
Tochigi 603 38 6.3 Kochi 10 0 0.0
Tokyo 605 48 7.9 Nagasaki 20 0 0.0
Kanagawa 479 12 2.5 Kumamoto 20 0 0.0
Niigata 24 2 8.3 Miyazaki 20 1 5.0
Toyama 9 0 0.0 Kagoshima 110 2 1.8
Nagano 23 1 4.3 Okinawa 35 2 5.7
Tochigi: 2003-2005, 2012 (in anim al care center) Total 2318 115 5.0
Tokyo: 2007-2013 (in anim al care center) Kanagawa: 2003-2006 (in anim al care center)

O thers: 2009-2013 (hunting dogs)

Prefecture
Positive

Prefecture
Positive

 

 

 

表４）国内のイヌにおけるB. canis に対する抗体保有状況の経年変化 

T o k yo : D o g C a t
Samples Samples
(Tested) No. (%) (Tested) No. (%)

2007 50 5 10.0 - - -
2008 89 12 13.5 98 1 1.0
2009 106 9 8.5 102 0 0.0
2010 70 6 8.6 80 1 1.3
2011 125 7 5.6 - - -
2012 113 6 5.3 - - -
2013 52 3 5.8 - - -
Total 605 48 7.9 280 2 0.7

T o c h ig i: D o g
Samples
(Tested) No. (%)

2002 245 18 7.3
2003 64 5 7.8
2004 99 7 7.1
2005 130 7 5.4
2012 65 1 1.5
Total 603 38 6.3

Year
Positive

Positive
Year

Positive

 

 



 

表５）Imported brucellosis cases in Taiwan after unseen for 33 years 

Year Age sex Disease onset Sym ptoms Confirm ed date Affected region Infection route

2011 54 F 24-Apr fever, abnorm al liver function 17-May Morocco, Algeria raw m eat, dairy products

2011 72 F April (2010) fever, spinal pain 24-May Malaysia goat's m ilk

2011 59 F 28-Apr fatigue 5-Jul Malaysia goat's m ilk

2011 28 M 30-Aug fever 14-Sep Malaysia goat's m ilk

2011 58 M 19-Jul fever sweating 21-Oct China unknown

by Taiwan CDC  
 

 

表６）Notifiable Infectious Diseases in Taiwan 

Class ification
Anthrax H5N1 Influenza
Plague Rabies
SARS Sm allpox 
Acute Flaccid Paralysis and Poliom yelitis Acute Viral Hepatitis  type A
Am oebias is Chikungunya Fever
Cholera Dengue Fever
Dengue Hem orrhagic  Fever/Dengue Shock Syndrom e Diphtheria
Enterohem orrhagic E. coli Infection Epidem ic Typhus Fever
Hantavirus Pulm onary Syndrom e Hem orrhagic Fever with Renal Syndrom e
M alaria M easles 
M eningococcal M eningitis M ulti-drug Resis tant Tuberculos is
Paratyphoid Fever Poliom yelitis
Rubella Shigellosis 
Typhoid fever West Nile Fever 
Acute Viral Hepatitis  type B Acute Viral Hepatitis  type C 
Acute Viral Hepatitis  type D Acute Viral Hepatitis  type E 
Acute Viral Hepatitis  untype AIDS
Congential Rubella Syndrom e Enteroviruses Infection with Severe Com plications
Gonorrhea Invasive Haem ophilus Influenzae Type B Infection 
Hansen's Disease HIV Infection
Japanese Encephalitis  Legionellosis
M um ps Neonatal Tetanus
Pertussis Syphilis
Tetanus Tuberculosis
Botulism  Brucellos is
Cat-scratch Fever Com plicated Influenza 
Creutzfeldt-Jakob Disease Endem ic Typhus Fever
Herpesvirus B Infection Invasive Pneum ococcal Disease 
Leptospiros is Lym e Disease
M elioidosis New Delhi m etallo-β-lactam ase -1 Enterobacteriaceae
Q Fever Scrub Typhus 
Toxoplasm osis Tularrem ia 
Varicella
Ebola Hem orrhagic Fever Lassa Fever 
M arburg Hem orrhagic  Fever Rift Valley Fever 
Yellow Fever 

Infectious Diseases

Conduct based on the "Communicable Disease Control Act" amended and promulgated on July 18, 2007, and the "Category 4 and Category 5 Communicable
Diseases Preventive and Control Measures" announced on October 9, 2007.

Category I 

Category II 

Category III 

Category IV 

Category V 

 
 



 

図１）台湾CDC での試験管凝集反応（TAT）による家畜ブルセラ菌特異的抗体の検出 

Samples： Brucellosis patients 3（No.1-3）
Suspected               1（No.4）

Ag： B. abortus

Serum
dilution

= 1:40

No.1         No.3           Control
No.2          No.4 (Std.)

Results：
No.1 Pos.
No.2 Pos. 
No.3 Pos. 
No.4 Neg.

 

 

 

図２）台湾CDC でのマイクロプレート凝集反応（MAT）による抗ブルセラ属菌抗体の検出 

Ag: BA
No.1

2

3

4

Ag: BC
No.1

2

3

4

Antibody titer

1:160 – Pos.

1:320 – Pos.

1:160 – Pos.

<1:10 – Neg.

1:80 – Neg.

1:40 – Neg.

1:80 – Neg.

<1:20 – Neg.

x10  20     40    80  160   320   640

x20 40     80 160   320 640  1280

Serum dilution

 

     BA：使用抗原B. abortus、1:40 以上が陽性 

BC：B. canis、1:160 以上が陽性 

 



 

図３）国内のイヌにおけるB. canis 遺伝子の検出 

bcsp31 omp2ca bcsp31 omp2ca bcsp31 omp2ca bcsp31 omp2ca bcsp31 omp2ca bcsp31 omp2ca bcsp31 omp2ca bcsp31 omp2ca bcsp31 omp2ca

D1 <×10 (-) D21 ×10 (-) D41 <×10 (-)

D2 ×20 (-) ＋ ＋ ＋ D22 <×10 (-) D42 <×10 (-)

D3 ×320 (＋) ＋ ＋ ＋ D23 ×10 (-) ＋ D43 <×10 (-)

D4 ×10 (-) D24 ×10 (-) D44 <×10 (-)

D5 ×10 (-) D25 ×10 (-) D45 <×10 (-)

D6 ×10 (-) D26 <×10 (-) D46 <×10 (-) ＋ ＋

D7 <×10 (-) D27 ×10 (-) D47 <×10 (-) ＋ ＋

D8 ×10 (-) D28 ×10 (-) D48 <×10 (-)

D9 <×10 (-) D29 <×10 (-) D49 <×10 (-)

D10 ×10 (-) D30 ×40 (-) D50 <×10 (-)

D11 ×640 (＋) ＋ ＋ ＋ D31 ×10 (-) D51 <×10 (-)

D12 ×20 (-) D32 ×10 (-) ＋ D52 <×10 (-)

D13 <×10 (-) D33 ×10 (-) D53 nt

D14 <×10 (-) D34 ×20 (-) D54 nt

D15 ×10 (-) ＋ ＋ D35 ×10 (-) D55 nt

D16 ×10 (-) D36 ×10 (-) D56 nt

D17 <×10 (-) D37 <×10 (-) D57 nt

D18 <×10 (-) D38 ≧×1280 (＋) ＋ D58 nt

D19 ×10 (-) D39 ×10 (-)

D20 ×10 (-) D40 ×10 (-)

No.
Real-time PCR

Urine Urethra swab SerumAnti-BC AbNo.
Real-time PCR

Urine Urethra swab SerumAnti-BC AbNo.
Real-time PCR

Urine Urethra swab SerumAnti-BC Ab
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台湾および日本の蚊相の違いと蚊によって媒介される病原体の遺伝的関係 

蚊相ならびに採集蚊からの鳥マラリア原虫の検出結果 
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A.研究目的 
 蚊が媒介する病原体がある地域に侵入する
経路には，大きく 2 つを区別することができ
る．ひとつは，病原体に感染した人（患者）
やペット，家畜，あるいは感染した蚊が人為
的な手段によって移動することによる侵入で
ある．このような経路は，ある程度コントロ
ールすることが可能であり，検疫によって侵
入が阻止されている．もうひとつの侵入経路
として，自然の経路が考えられる．これは，
感染した蚊が強風によって長距離を移動した
り，感染した野生動物，例えば渡り鳥が飛来
することによって病原体が持ち込まれる経路
である．この自然の経路による蚊媒介性病原
体の侵入が，実際にどの程度頻繁に起きてい
るのかはよくわかっていない． 
 日本列島と台湾はユーラシア大陸の東沿岸
に位置し，千島列島，フィリピン，ボルネオ
島，インドネシア，オーストラリア大陸とと
もに，渡り鳥の重要な渡りルートを形成して
いる．そのため，渡り鳥による病原体の侵入
に関する調査研究に適した位置にあるという
ことができる．蚊によって媒介される病原体
の場合，ある地域に病原体に感染した人や動

物が移動してきても，そこに媒介可能な蚊が
生息していなければ病気の伝播は起こらない．
したがって，蚊媒介性病原体の侵入や伝播の
実態は，その地域に生息している蚊から病原
体の検出を行うことによって明らかにするこ
とが可能である． 
本研究は，蚊媒介性病原体である鳥マラリ

ア原虫を対象として，台湾と石垣島の調査地
で媒介蚊の現地調査を行い，蚊相と蚊から検
出される鳥マラリア原虫の種類を比較考察す
ることによって，渡り鳥による蚊媒介性病原
体の侵入・定着の実態を明らかにすることを
目的に行われた． 
 
B.研究方法 
 台湾における現地調査：台湾北東部宜蘭県
の渡り鳥飛来地（蘇澳，無尾港水鳥保護区）
を調査地として 2011 年から 2013 年の 3 シー
ズンに疾病媒介蚊の現地調査を行った．調査
は渡り鳥が飛来する 5 月と 9 月または 10 月に
各 1 回ずつ実施した．成虫調査は 1kg のドラ
イアイスを誘引源とするトラップ 10 台を設
置して，連続した 2 日間採集を行った．捕獲
された成虫は毎日回収し，台湾 CDC の実験室

蚊媒介性病原体の自然の侵入経路のひとつとして，渡り鳥による持ち込み（侵入）・定着
に関する検討を行った．野鳥由来の蚊媒介性病原体である鳥マラリア原虫に着目して，台湾
と石垣島の調査地で蚊を採集し，蚊からの鳥マラリア原虫の検出を行った．台湾の調査地で
は 2011 年～2013 年に，20 種類 13,373 個体，石垣島では 24 種類 7,499 個体の蚊成虫を採集
した．これらの蚊サンプルから，チトクロームｂ遺伝子をターゲットとした PCR 法によっ
て鳥マラリア原虫の検出を行った．その結果，台湾で採集された 20 種の蚊のうち，9 種類
の蚊から鳥マラリア原虫が検出された．検出された鳥マラリア原虫は，チトクロームｂ遺伝
子の塩基配列の相同性によって 9 つの遺伝的系統に分類された．このうち 3 つの系統は 3 年
連続して原虫が検出されており，調査地に生息するクシヒゲカの一種と Cx. murrelli などの
蚊によって感染サイクルが維持されていると推測された．これに対して，これら 3 系統以外
の系統は，いずれも 3 年間の調査で 1 回しか検出されておらず，感染した渡り鳥によって偶
然に持ち込まれ，飛来時期に生息していた蚊の吸血を通じて一時的に取り込まれた系統であ
ると推測された．本研究の調査結果は，渡り鳥による病原体の持ち込みが実際に行われてい
ることを示唆している． 



に持ち帰って種類同定を行った．サンプルは
その後の分析のために冷凍で保存した．  
 石垣島における現地調査：台湾北東部の蚊
相と比較するために石垣島南部の水田地帯で，
2011 年 6 月，8 月，2012 年 3 月と 9 月の計 4
回の現地調査を実施した．成虫調査はドライ
アイストラップ 15 台を用いて，連続した 3 日
間行った． 
蚊からの病原体の検出：台湾の調査で捕獲さ
れたコガタアカイエカ成虫サンプルは，台湾
CDC で日本脳炎ウイルスの分離を試みた．そ
れ以外の成虫サンプルを用いて，鳥マラリア
原虫の検出を行った．石垣島のサンプルと台
湾の 2011 年および 2012 年のサンプルからの
鳥マラリア原虫の検出は国立感染症研究所昆
虫医科学部で行い，2013 年の台湾のサンプル
は台湾 CDC で分析した．蚊からの鳥マラリア
原虫の検出は，チトクロームｂ遺伝子をター
ゲットとした PCR 法によって行い，陽性サン
プルは遺伝子の塩基配列を決定して種類を同
定した． 
吸血蚊の吸血源動物の同定：トラップ採集

及び捕虫網採集によって採集された吸血蚊か
らは，DNA を抽出して，吸血源動物の同定と
鳥マラリア原虫の検出を行った． 
蚊サンプルからの鳥マラリア原虫の検出は

台湾のサンプルについてはほぼ終了したが，
石垣島の 2012 年のサンプルはまだ分析が済
んでいない．そのため，分析が済んだ台湾の
サンプルの結果を中心に報告する． 
C.研究結果 
 台湾と石垣島の現地調査によって採集され
た蚊の種類とその個体数を表 1 にまとめて示
した．台湾では合計 20 種類，13,373 個体，石
垣島では合計 24 種類，7,499 個体の成虫が採
集された．このうち台湾と石垣島の両方の調
査地で採集されたのは，12 種類であった．こ
れら 12 種類のほとんどは捕獲個体数が多く，
いわゆるふつうに採集される種類であった．
石垣島の調査地で採集されていない種類の中
には，キンパラナガハシカやアカツノフサカ，
サキジロカクイカ，ミナミハマダライエカの
ように，生息しているのだが発生量が少ない
ために本調査では採集されなかった種類が含
まれていた． 
 台湾で採集されたコガタアカイエカのサン
プルからは日本脳炎ウイルスの検出を試みた
が，検出できなかった． 
 台湾の調査地で採集されたコガタアカイエ
カ以外の蚊サンプルからの鳥マラリア原虫の

検出結果を表 2～4 に示した．分析を行った
16 種について，鳥マラリア原虫の感染率を表
2 に示した．鳥マラリア原虫は 9 種類の蚊か
ら検出され，プール単位で求めた感染率は
2.4％から 50％であった．1 つの陽性プールに
感染個体が 1 個体だけ含まれていたと仮定し
て，感染率を分析した総個体数に対する 1000
分率（MIR）で表現すると，2.8 から 200 であ
った．分析個体数が 10 以上の種類に限ると，
クシヒゲカの一種とカラツイエカの感染率が
MIR=43.8，25.5 とかなり高い感染率を示した．
これら 2 種の蚊は我国にも生息しており，我
国で採集されたサンプルからも鳥マラリア原
虫が検出されている．石垣島で採集された蚊
の中で，これまでに鳥マラリア原虫が検出さ
れているのは，ネッタイイエカとムラサキヌ
マカの 2 種類である．我国のサンプルで鳥マ
ラリア原虫が検出されておらず，台湾のサン
プルでのみ陽性個体が見つかっている蚊の種
類は，ヨツホシイエカと Cx. murrelli，アシ
マダラヌマカの 3 種類であった． 
台湾産の蚊から検出された原虫の遺伝的系

統と陽性プール数を表 3 に示した．合計 10 系
統が検出され，そのうち４つはこれまで全く
報告のない新規の系統であった（Yilan01, 
Yilan02, Yilan03, Yilan04）．陽性サンプルの総
数が 5 以上の系統は３つあり，いずれも 3 年
続けて陽性個体が見つかっている．このうち
P.rouxi と P. elongatum は全北区，東洋区，エ
チオピア区と広範囲に分布している系統で，
P.rouxi は石垣島のサンプルからも検出されて
いる．P.tacy7 は埼玉県のルリビタキで最初に
報告された系統で，地理的分布の詳細は不明
である．これら 3 系統以外の 7 系統は，いず
れも 1 回の調査でしか検出されていないが，
P. juxtanucleare は広範囲に分布する種類で
石垣島や新潟県で採集された蚊からも検出さ
れている．また，P. gallinaceum は本州のい
くつかの地域で蚊から検出されている種類で
ある． 
本研究で検出された鳥マラリア原虫の系統

ごとに，検出された蚊の種類を整理して表 4
に示した．毎年検出されている 3 つの系統に
ついて見てみると，P.elongatum は合計 5 つの
陽性サンプルはすべてクシヒゲカの一種から
得られている．P.rouxi は 8 個の陽性サンプル
のうち 4 個がCx. murrelli から毎年検出され
ており，カラツイエカとサキジロカクイカか
らそれぞれ 1 回だけ見つかっている．P.tacy7
は 3 年つづけて検出されているが，検出され



た蚊の種類は調査によって異なり，合計 7 種
類の蚊からそれぞれ 1 回検出されている（カ
ラツイエカからは 2 回）． 
  
D.考察 
台湾北東部と石垣島の地理的な位置関係か

ら予想されるように，両地域の蚊相，鳥マラ
リア原虫感染蚊の種類および蚊から検出され
た鳥マラリア原虫の系統には，少数だが共通
するものが含まれていた．それぞれの地域に
飛来する渡り鳥の種類とその個体数には違い
があるはずであり，したがって感染した渡り
鳥によって持ち込まれる鳥マラリア原虫の系
統にも地域による明らかな違いがあると推測
される．さらに，飛来した感染野鳥から吸血
して鳥マラリア原虫を受け取る蚊の種類にも，
地域による違いがあるので，これらの違いを
反映してそれぞれの地域に固有の鳥マラリア
原虫の感染サイクルが形成されているように
思われる． 
本研究で台湾の調査地に感染サイクルが成

立していると推測されるのは，毎年継続的に
検出されている P.elongatum，P.rouxi さらに
P.tacy7 の 3 系統である．前者の２系統は主要
な媒介蚊種も決まっており，P.elongatum はク
シヒゲカの一種，P.rouxi は Cx. murrelli によ
って伝播されている可能性が高い．これに対
して，P.tacy7 は毎年検出されているのだが，
検出される蚊の種類はばらばらで，7 種類も
の蚊から検出されている．このように，多数
の媒介蚊種が鳥マラリア原虫の感染サイクル
に関与している事例はこれまで報告がないこ
とから，非常に興味深い． 

3 年間 6 回の調査で 1 回しか検出されてい
ない系統も，別の意味で重要である．それぞ
れの系統が 5 月と９-10 月のどちらで検出さ
れているかを調べてみると，5 月に検出され
ているものが 4 系統，9-10 月に検出されてい
るものが 3 系統とほぼ半々に分かれている．
これら 2 組の系統は，恐らく 5 月に飛来する
鳥を宿主とする系統と 9-10月に飛来する鳥を
宿主とする系統を意味していると考えられる．
つまり，これらの系統はそれに感染した渡り
鳥によって偶然に持ち込まれ，飛来時期に生

息していた蚊の吸血を通じて一時的に取り込
まれた系統であると推測される．このような
系統が蚊から検出されるという本研究の調査
結果は，渡り鳥による病原体の持ち込みが実
際に行われていることを示唆しており，病原
体の渡り鳥による拡散を支持する重要な結果
であるといえる． 

 
E.結論 
台湾と北部の調査地で 2011 年～2013 年に，

20 種類 13,373 個体，石垣島南部で 24 種類
7,499 個体の蚊成虫を採集した．これらの蚊サ
ンプルから，チトクロームｂ遺伝子をターゲ
ットとしたPCR法によって鳥マラリア原虫の
検出を行った．台湾で採集された 20 種の蚊の
うち，9 種類から鳥マラリア原虫が検出され
た．検出された鳥マラリア原虫は，チトクロ
ームｂ遺伝子の塩基配列の相同性によって 9
つの遺伝的系統に分類された．このうち 3 つ
の系統は 3 年連続して採集蚊から鳥マラリア
原虫が検出されており，調査地に生息するク
シヒゲカの一種と Cx. murrelli などの蚊によ
って感染サイクルが維持されていると推測さ
れた．これに対して，これら 3 系統以外の系
統は，3 年間の調査で 1 回しか検出されてお
らず，感染した渡り鳥によって偶然に持ち込
まれ，飛来時期に生息していた蚊によって一
時的に取り込まれた系統であると推測された． 
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表 1．台湾北東部宜蘭県および石垣島の渡り鳥飛来地における疾病媒介蚊調査結果（2011 年～
2013 年のまとめ） 

Species Taiwan 
 

 Ishigakijima 
2011 2012 2013   2011 2012 

Cx. tritaeniorhynchus 565 5223 2755   1081 884 
Cx. murrelli  151 325 351     Ma. uniformis 38 305 26   246 278 
Ae. albopictus 217 49 269   332 71 
Ar. subalbatus 23 210 171   32 18 
Cx. bitaeniorhynchus 90 129 95   27 359 
Cq. crassipes 27 182 144   150 204 
Cx. quinquefasciatus 161 27 31   239 327 
Cx. sasai/kyotoensis 28 100 49     Cx. sitiens 69 38 874   474 563 
Cx. vishnui gr 1 13 557   1016 202 
Cx. pseudovishnui 2 10    747 132 
Cx. nigropunctatus  9 8   11 5 
Cx. malayi   23     Lt. fuscanas 5  3     Cx. rubithoracis  5 6     Cx sinensis  3      Tr. bambusa  2      Culex sp 2       Ur. novobscura 1 1     1 
Cx. cinctellus       50 
Ae. riversi      13 7 
Or. anopheloides      5 2 
An. yaeyamaensis      6  Ve. iriomoptensis      6  Ae. vexans nipponii      3 2 
An. sinensis      1  Ur yaeyamana      1  An lesteri       1 
Cx. fuscocephala       1 
Aedes sp      1  Uranotaenia sp       1 

Total collected 1380 6631 5362   4391 3108 
Total number of species 15 17 15   19 19 

 
 
 



表 2 台湾北東部宜蘭県の渡り鳥飛来地で採集された蚊の 
鳥マラリア原虫の感染率 

 
 
Species No. examined No. pool positives % MIR/1000 
Cx. sitiens 952 96 8 8.3 8.4 
Cx. murrelli 839 86 7 8.1 8.3 
Ae. albopictus 442 47 0 0 0 
Ma. uniformis 368 41 1 2.4 2.7 
Ar. subalbatus 354 39 1 2.6 2.8 
Cq. crassipes 342 36 2 5. 6 5.8 
Cx. bitaeniorhynchus 314 33 8 24.22 25.5 
Cx. quinquefasciatus 221 24 1 4.2 4.5 
Cx. sasai/kyotoensis 137 17 6 35.3 43.8 
Cx. malayi 23 3 0 0 0 
Ur. novobscura 2 2 0 0 0 
Cx. rubithoracis 11 2 0 0 0 
Lt. fuscanas 5 2 1 50.0 200 
Cx. nigropunctatus 8 2 0 0 0 
Tr. bambusa 1 1 0 0 0 
Cx. pseudovishnui 4 1 0 0 0 
Total 4023 432 35 8.1 8.7 

 
 
 
表3 台湾北東部宜蘭県の渡り鳥飛来地における2011年～2013年の調査で採集された蚊からの

鳥マラリア原虫の検出結果 
 

Plasmodium lineage 
2011 2012 2013 Total May Sep May Oct May Oct 

P. tacy7  1 1 1  8 11 
Plasmodium rouxi○  2 5  1  8 
Plasmodium elongatum  1  2  2  5 
Plasmodium juxtanucleare○      3 3 
Yilan02 3      3 
Plasmodium gallinaceum 

    2  2 
Yilan01  1     1 
Yilan03   1    1 
Yilan04    1   1 
Plasmodium lutzi     1  1 

Total 4 4 9 2 6 11 36 
Yilan01＝GQ141560 と DQ241525 と 97% 一致 
Yilan02＝GWR06 と 99%一致 
Yilan03＝EF380158 と 98％一致 
Yilan04=DONANA02 と 99％一致 

 



表 4 台湾北東部宜蘭県の渡り鳥飛来地の蚊から検出された鳥マラリア原虫と 
蚊の種類の関係：2011 年～2013 年のまとめ 

 
 

Plasmodium lineage Mosquitoes 2011 2012 2013 Total May Sep May Oct May Oct 
GRW6-P. elongatum Cx. sasai/kyotoensis 1  2  2  5 

P. gallinaceum Cq. crassipes     2  2 

P. juxtanucleare Culex sitiens      2 2 
Lt. fuscanus      1 1 

P. lutzi Cx. murrelli     1  1 

P.rouxi 
Cx. bitaeniorhynchus   3    3 
Cx. murrelli  1 2  1  4 
Lt. fuscanus  1     1 

P.tacy7 

Ar. subalbatus      1 1 
Cx. bitaeniorhynchus   1   1 2 
Cx. murrelli      1 1 
Cx. quinquefasciatus    1   1 
Cx. sitiens      4 4 
Cx. sasai/kyotoensis      1 1 
Cx. sitiens  1     1 

Yilan01 Cx. sitiens  1     1 
Yilan02 Cx. bitaeniorhynchus 3      3 
Yilan03 Cx. murrelli   1    1 
Yilan04 Ma. uniformis    1   1 

Total  4 4 9 2 6 11 36 
Yilan01＝GQ141560 と DQ241525 と 97% 一致 
Yilan02＝GWR06 と 99%一致 
Yilan03＝EF380158 と 98％一致 
Yilan04=DONANA02 と 99％一致 
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アジアにおける百日咳類縁菌Bordetella holmesii の流行調査と病原性解析 

 

研究分担者  蒲地一成  国立感染症研究所 細菌第二部 室長 

 

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。 

 

研究協力者 

鰺坂裕美，大塚菜緒（国立感染症研究所・細菌第二部） 

藤戸亜紀，鍋島民，松本道明（高知県衛生研究所） 

岡田賢司（国立病院機構福岡病院） 

吉野修司，河野喜美子（宮崎県衛生環境研究所） 

Shu-Man Yao，Chuen-Sheue Chiang（Taiwan CDC） 

渡邉峰雄（北里大学大学院・感染制御科学府） 

 

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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研究要旨 

1990年代以降アジア地域で分離されるVibrio cholerae O1は、全てEl Tor variant型V. cholerae O1

であったが、2000 年代中頃から Haitian variant 型 V. cholerae O1 も分離されており、両者が現在

の流行株であると考えられる。共に溶原化している CTX ファージ上にコードされている ctxB 遺

伝子の配列により型別されるが、それらの出現機序は明らかとなっていない。そこで本研究では

V. cholerae O1 の流行株変遷について基盤情報を得るため、El Tor variant 型 V. cholerae O1 に着目

し、インド国立コレラ及び腸管感染症研究所より提供されたゲノム DNA を用いて、ゲノム上に

溶原化している CTX ファージの遺伝子配列の比較解析及び multilocus variable number tandem 

repeat analysis による分子疫学解析を行った。さらには El Tor variant 型 Vibrio cholerae O1 で見出

された 15 ヶ所の一塩基多型の流行株疫学マーカーとしての妥当性を検証した。 

 

 

Genetic variation and pathogenicity of Vibrio cholerae O1 

 

Masatomo Morita, Hidemasa Izumiya, Makoto Ohnishi 

Department of Bacteriology I, National Institute of Infectious Diseases 

 

Novel variant of Vibrio cholerae has been emerging by continuing to mutate and it is thought that all 

pandemic strains of cholera is originated from Bay of Bengal. Therefore, a molecular epidemiological 

analysis of Indian V. cholerae isolates would provide important information, which allowing us to trace 

the evolutional process of epidemic V. cholerae. Here, we performed sequence of CTX prophage and 

multilocus variable number tandem repeat analysis of Vibrio cholerae strains from National Institute of 

Cholera and Enteric Diseases, India to characterize the pandemic strain of cholera. Additionally, we 

validated the availability of single nucleotide polymorphisms (SNPs) on Vibrio cholerae to distinguish 

between past pandemic strains and current pandemic strains. 

 

A.研究目的 

Vibrio choleraeは200以上の血清群に分類され、

自然環境中では淡水、海水、汽水域と広く分布し

ている。それらの中でコレラの流行を引き起こす



原因菌は、血清群 O1 及び O139 の V. cholerae に

限定されており、コレラの典型的な症状を引き起

こす主要な病原因子はコレラ毒素であることが

知られている。また V. cholerae O1 には生化学的

性状の違いから classical型とEl Tor型の生物型が

存在する。1961 年にインドネシア、スラウェシ

島を発端とする El Tor 型 V. cholerae O1 によるコ

レラの流行は世界中に広がり、現在の世界のコレ

ラはすべて El Tor 型による。 

しかしながら 1990 年代以降、アジア地域で分

離されるほとんど全ての El Tor 型 V. cholerae O1

が、コレラ毒素 B サブユニット遺伝子（375 bp）

の 115 番目と 203 番目の塩基に変異のある El Tor

型 V. cholerae O1（El Tor variant 型 V. cholerae O1）

であることが明らかとなり、流行株の遷移が確認

された。さらには、2010 年に起きたハイチにお

けるコレラの流行を契機に上記 2 カ所の変異に

加え、58 番目の塩基に変異のある El Tor 型 V. 

cholerae O1（Haitian variant 型 V. cholerae O1）が

発見された。その後の研究により Haitian variant

型V. cholerae O1は 2000年代に出現したことが明

らかとなり、現在アジア地域においては El Tor 

variant 型 V. cholerae O1 と Haitian variant 型 V. 

cholerae O1 の両者が分離されている。 

新規コレラ流行株は溶原化している CTX ファ

ージ上にコードされている ctxB 遺伝子の配列に

より型別されるが、その出現には、自然環境中に

おけるファージや自然形質転換を介した遺伝子

の水平伝播が関与していると考えられる。自然形

質転換では大規模な遺伝子変換が起きる可能性

を考慮すると、新規流行株の出現機序の解明には、

CTX ファージだけでなく全ゲノムを対象とした

大規模な系統解析が必要である。一方でコレラの

世界流行の中心はベンガル湾であることを鑑み

ると、インド国立コレラ及び腸管感染症研究所

（National Institute of Cholera and Enteric Diseases、

NICED）に保存されている V. cholerae 分離株の分

子疫学情報を蓄積することで、流行株の変遷につ

いて基盤情報を得ることができる。 

そこで本研究ではコレラ流行株の進化系統を

明らかにすることを目的とし、NICED より提供

された El Tor variant 型 V. cholerae ゲノム DNA を

用いて、ゲノム上に溶原化している CTX ファー

ジの比較解析及び multilocus variable number 

tandem repeat analysis（MLVA）による分子疫学解

析を行った。また現行の流行株の検出、型別法の

構築を目指し、El Tor variant 型 Vibrio cholerae O1

で見出された 15 ヶ所の一塩基多型（SNPs）の流

行株疫学マーカーとしての妥当性を検証した。 

 

B.研究方法 

1. CTX ファージの遺伝子配列の比較解析 

El Tor variant型 V. cholerae O1 の CTX ファージ

について全塩基配列を決定した。V. cholerae は染

色体が 2 つあるため、それぞれのファージ挿入位

置に対して特異的なプライマーを設計した。増幅

遺伝子をシーケンスし、classical 型 CTX ファー

ジ及びEl Tor型CTXファージと配列を比較した。 

 

2. MLVA による分子疫学解析 

インドで分離された El Tor variant型V. cholerae 

O1のゲノムDNAをNICEDより提供してもらい、

実験に用いた。PCR により ompW遺伝子と ctxAB

遺伝子の増幅が確認された試料について、7 遺伝

子座を用いた MLVA を行い、Bionumerics ソフト

ウェアによる分子疫学解析を行った。 

 

3.流行株疫学マーカーの開発 

NICED より提供された V. cholerae O1 のゲノム

DNA のうち、ctxB 遺伝子の配列から Haitian 

variant型V. cholerae O1と型別された株について、

15 ヶ所の SNPs の配列を決定した（表）。 

 

C.研究結果 



1. CTX ファージの遺伝子配列の比較解析 

El Tor 型 CTX ファージと classical 型 CTX ファ

ージには 97 ヶ所の 1 塩基多型が存在し、生物型

特異的な CTX ファージが溶原化している。今回

供試した El Tor variant 型 V. cholerae O1 では両方

の染色体に CTX ファージが溶原化していた。

chromosome 1 上の CTX ファージはコレラ毒素 B

サブユニット遺伝子（ctxB）のみ classical 型であ

った。また chromosome 2 上の CTX ファージでは

ctxB 遺伝子が classical 型であったのに加えて、フ

ァージの溶原サイクルに関与する RS2 領域（rstR、

rstA、rstB 遺伝子）では El Tor 型と classical 型が

入り組んだ状態であった（図 1）。 

 

2. MLVA による分子疫学解析 

NICED由来 29株のクラスター解析の結果から、

供試菌株は単一の MLVA 型を示さず、遺伝的多

様性は比較的高いことが明らかとなった（図 2）。

また当研究所に保存されている日本国内で分離

されたアジア各国からの輸入事例に由来する V. 

cholerae 菌株を含めたクラスター解析をおこな

ったところ、NICED より提供された菌株を含む

インド関連の菌株は遺伝的に多様性があるもの

の、他のアジア各国に関連する菌株とは異なるク

ラスターを形成した（図 3）。 

 

3.流行株疫学マーカーの開発 

ctxB 遺伝子の配列から Haitian variant 型 V. 

cholerae O1 と型別された 1 株について、El Tor 

variant 型 Vibrio cholerae O1 で見出された 15 ヶ所

の SNPs の配列を決定したところ、全ての遺伝子

座において、El Tor variant 型 Vibrio cholerae O1 と

同一の配列であった（表）。 

 

D.考察 

V. choleraeは自然環境中において溶原性ファー

ジや自然形質転換を介した遺伝子の水平伝播に

より、病原性に関わる因子や環境中での生存に有

利な因子のやりとりをしている。その過程におい

て、新たなコレラ流行株が出現したことが考えら

れる。流行株の一株ではあるが、El Tor variant 型

V. cholerae O1 の CTX ファージの遺伝子構成が

キメラ型であった。これはファージの感染、溶原

化では説明できない状態であり、キメラ型 CTX

ファージの生成にも、自然形質転換の寄与が考え

られる。この過程においては CTX ファージの構

造遺伝子だけでなく、ゲノム DNA の大規模な組

換えも起きている可能性が高い。つまりコレラ流

行株の成り立ちについて知見を得るためには、ゲ

ノム情報を元にした分子疫学解析が肝要である。

今回は流行株として、インドで分離された El Tor 

variant型V. choleraeを用いて、MLVAを実施した。

しかしアジア地域におけるコレラの現状を把握

し、流行株の変遷を明らかにするためには、以前

の流行株である El Tor 型 V. cholerae O1、及び現

在の流行株の一つである Haitian variant 型 V. 

cholerae O1 も同様に解析し、コレラ流行株の分

子疫学情報を蓄積、データベース化する必要があ

る。そのためにも今後も継続して NICED から研

究試料の提供を受け、コレラ流行株の基盤情報の

共有化を図りたい。 

一方、El Tor variant 型 Vibrio cholerae O1 で見出

された 15 ヶ所の SNPs の配列は Haitian variant 型

V. cholerae O1 と共通であったが、過去の流行株

とは異なっていた。これらの SNPs を対象とした

mismatch amplification mutation assayを構築し、

流行地域におけるコレラ流行株の現状を把握し、

新規コレラ流行株の発生監視に努めたい。 

 

F.健康危機情報 

特に該当なし。 
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図 1 CTX ファージの構造。El Tor variant 型 V. cholerae に溶原化している CTX ファージは El Tor 型と classical 型のキメラ型ファージであった。 
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図 3 アジア地域由来 V.cholerae の MLVA クラスター解析。NICED より提供された菌株を含むインド

由来の菌株を四角で示す。 
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表 SNPs の遺伝子座情報と配列比較 
SNPs Gene El Tor  Classical Elt-var. Hai-var. 

1 phosphoribosylamine--glycine ligase g g A A 

2 arginine/ornithine antiporter g g A A 

3 DNA mismatch repair protein t t C C 

4 nitroreductase A c c T T 

5 preprotein translocase subunit YajC g g T T 

6 outer membrane protein OmpV a a T T 

7 tetraacyldisaccharide 4'-kinase c c A A 

8 ribonuclease E t t C C 

9 ferrous iron transport protein B c c T T 

10 flagellar capping protein t t C C 

11 2',3'-cyclic nucleotide 2'-phosphodiesterase c c T T 

12 cholera toxin secretion protein EpsM g g A A 

13 dihydropteridine reductase g g A A 

14 Chitodextrinase g g A A 

15 methyl-accepting chemotaxis protein g g A A 
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分担課題名：汎赤痢菌群に対するユニバーサル・ワクチンの共同研究 

研究事業名：「アジアの感染症担当研究機関とのラボラトリーネットワークの促進と共同研   

      究体制の強化に関する研究」（H23−新興—指定—020 ） 
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研究要旨： 

毒素蛋白を免疫源としたトキソイドを除いて、多様な血清型で構成される病原菌群に共通に

効果を示すワクチンは実用化されていない。分担者は基礎的な研究から、赤痢菌群に共通する病

原蛋白の発現が増加する一方、ストレス応答の低下により病原性が低下する変異体を分離した。

これが血清型を超えた防御効果を示すユニバーサル・ワクチンとして利用できないか調べるため、

アジアの感染症担当研究機関とのラボラトリーネットワークを活用し、モルモットの腸管感染モ

デルを初めて開発したインド国立コレラ・腸管感染症研究所との共同研究を行った。S.flexneri

で作製したワクチン候補株は、病原性が高度に減少する一方、血清型が異なる強毒株である志賀

菌(S.dysenteriae type 1)並びに現在の流行株である S.sonneiに対し明確な防御効果が認めら

れた。 

 

 

A.研究目的 

細菌性赤痢は東南アジアを中心に年間９

千万人近くが罹患し、小児を中心に約４０万

人が犠牲になっていると推定されている。赤

痢に対して、種々のワクチン候補が開発され、

トライアルが行なわれている。これらのワク

チン株は赤痢菌に代謝系の変異を導入して弱

毒化したものか、赤痢菌の病原遺伝子を欠損

させ弱毒化したものである。一般的な細菌に

対するワクチンと同様にワクチン株と同じ血

清型の菌には防御効果は認められるものの、

血清型が異なる赤痢菌に対しては無効で、汎

赤痢菌群に有効なワクチンは開発されていな

い[1]。 

その理由として抗原性の高い血清型特異的

な表面抗原に対する抗体価は上昇するが、赤

痢菌群に共通な病原蛋白抗原は宿主の免疫か

ら逃れている機構が考えられる。ワクチン開

発という側面から赤痢菌の病原性発現機構の

基礎的な解析は重要であり、分担者は細菌の

RNA結合蛋白として知られているHfqが赤痢菌

の病原性発現調節に重要な役割を果たしてい

ることを報告した。赤痢菌でhfq遺伝子の欠損

株を作製したところ、その病原性に必須な

Type III Secretion system (TTSS)の発現が

脱抑制され、TTSSが発現しない低温や低浸透

圧の条件でもその発現が起こることが分かっ

た。また、通常TTSSが発現する高温(37℃)で

はその発現が増大することで、HeLa細胞に対

する侵入性が野生型の5〜30倍以上に増加す

ることが示された[2]。 

一方、Hfqは細菌のストレス応答に関わる遺



 

伝子群の転写因子であるrpoSやrpoEというシ

グマ因子の発現に必須であり、赤痢菌以外の

病原細菌であるサルモネラ、コレラ、レジオ

ネラのhfq欠損株では動物に対する病原性が

低下することが報告されている。これは病原

性よりもストレス条件下の生存性が低下して

いることが原因と考えられ、赤痢菌のhfq欠損

株も同様に動物実験における病原性が低下し

ていた[2]。逆にワクチンとしての利用を考え

るならば、病原蛋白の発現量が増加するにも

関わらず、生存性が低下しているhfq欠損株は、

貧食細胞で殺菌されやすく、免疫担当細胞に

提示される抗原量が多いため、生ワクチンと

して効果が高い可能性がある。 

分担者はこれまで、S.flexneri血清型２a

のhfq欠損株を用いてS.sonneiに対するワク

チン効果をモルモットの角結膜炎モデルで評

価し有意な防御能を認めた。一方、感染の場

が腸管である赤痢菌に対して眼球の感染で評

価することは困難であった。赤痢菌はこれま

で、腸管感染の動物実験系が確立していなか

ったが、近年、胃酸を抑制し、盲腸を結索す

ることでモルモット腸管でも赤痢を発症させ

ることができる[3]。当研究ではこの方法を開

発したインド国立コレラ・腸管感染症研究所

(NICED)のDr. Koleyらと共同で実験を行い、

S.sonneiのみならず、志賀毒素遺伝子を持ち

毒性が強い志賀菌(S.dysenteriae Type 1, 以

下Sd1と表記)に対する効果を調べた。 

 

B.研究方法 

ワクチン候補株とコントロールの野生型株

2457Tは、細菌第一部よりインド国立コレラ腸

管感染症研究所(NICED)に分与した。実験に先

立って、NICEDの実験動物倫理審査委員会の審

査を受け承認された。実験はNICEDの動物実験

施設のP２A区画で飼育、感染実験を行った。 

 実験(1)：３群計１８匹の６週齢モルモット

に、ワクチン候補株であるS.flexneri 2aの

hfq欠損変異株（６頭）、コントロールとして

S.flexneri 2aの野生型（６頭）、およびPBS

（６頭）を二週間隔で１×109個を計4回、鎮

静下で左眼球に投与した(図1)。４週目、鎮静

下で右眼球にSd1株１×109個を計２回、投与

したのち、６日間症状を観察した。さらに全

身的な免疫誘導を調べるため、Sd1投与の2週

間後、同じ個体に、開腹下で結腸にS.sonnei

株１×109個を、投与したのち、閉腹し48時間

症状を観察した（図１）。 

 実験(2)：経口免疫系の再実験として３群計

１８匹の６週齢モルモットに、ワクチン候補

株であるS.flexneri 2aのhfq欠損変異株を１

×107 個（６頭）、コントロールとして

S.flexneri 2aの野生型１×106個（６頭）、お

よびPBS（６頭）を１週間隔で計4回、経口カ

テーテル下で胃に投与した(図1)。免疫終了後、

開腹下で結腸にSd1株１×109個を投与したの

ち、閉腹し48時間症状を観察した。 

 

C. 研究結果 

平成23年度からNICEDで予備実験を開始し

たが、ワクチン効果が一定の頻度でばらつい

ていることが判明した。そこで急遽平成24年

度初頭に渡印し、ワクチン株の検査を行った。 

現地で保存されていたワクチン株は保存が

悪く、LBプレート上でコロニーを生育させる

と小型のS型のコロニーがほとんど出現せず

大多数が大型のR型のコロニーを形成した。R

型からは、赤痢の病原性プラスミドに存在す

るipaB, virF, invE遺伝子群のPCRが陰性であ

り、保存中に病原性プラスミドが脱落してお

り、最終的にストック株から正しいワクチン



 

株を分離するのは不可能であった。 

以上のことより感染研よりワクチン株を再

分与し、それを用いた免疫後の感染実験に立

ち会うスケジュール(図１)で免疫してもらい、

平成24年11月末に再度渡印し、ワクチン効果

を判定した。 

  ＊      ＊      ＊ 

実験(1)：全身的な免疫誘導を確認し志賀菌

(Sd1)に対する効果を判定するため、眼球への

ワクチネーションとSd1によるチャレンジを

再度行った。これまでの予備実験から眼球へ

のワクチネーションは動物個体に強い免疫を

与えることが明らかであり、左眼球に２週間

おきに２回ワクチネーションを行い、４週後、

右眼球にSd1をチャレンジした。 

 野性型菌投与群は初回免疫後に全てが角

結膜炎を発症した。予想外に、６頭のうち１

頭は全身に感染が拡大し２週間後に死亡した。

他の３頭は完全に回復し２回目の免疫時の症

状は軽微であった。残り２頭は４週間後のチ

ャレンジまで左目の症状が持続した。 

ワクチン投与群も角結膜炎を発症したが、

野性型と比較して症状は非常に軽微であり、

６頭全てで角膜炎の形成と膿汁を含む流涙は

認められず、２回目の免疫時には症状は認め

られなかった。死亡例1頭を含む免疫群計12

頭の観察では左目から右目への感染の拡大は

見られなかった。 

分担者も参加した防御効果判定は免疫した

眼球と反対側の右目にSd1の感染を行った。 

PBS投与群は３日以内に６頭すべてが角結膜

炎を発症した。野性型投与群は残った５頭中

２頭に軽微な結膜炎が認められた。左目に角

結膜炎が持続している２頭を含む残り３頭に

は肉眼的な症状は認められなかった。ワクチ

ン投与群は６日間に及ぶ観察期間中、６頭全

てに肉眼的な症状は認められなかった(図２)。 

 さらにSd1の感染の２週間後、全身的な免疫

誘導を調べるため、同じ個体に、開腹下で結

腸にS.sonnei株１×109個を接種したのち、閉

腹し48時間症状を観察した。 

 PBS投与群は６頭すべてが血性下痢を発症

し48時間以内に死亡した。ワクチン投与群は

６頭中２頭（33％）が水様性下痢を発症した

が、血性下痢と比較して症状は非常に軽微で

あり、死亡例はなかった。野生型投与群も同

様に５頭中２頭（40％）が水様性下痢を発症

し死亡例はなかった（表１）。 

 実験(2)：これまで行った予備実験では野生

型菌を用いたコントロール群に１×107個の

野生型菌を経口投与したところ、全頭が赤痢

症状で死亡したためオーバードーズと考えら

れた。今年度に行った再実験では野生型株は

10％に減量し１×106個の投与とし、ワクチン

候補株はこれまで通り１×107個を１週間隔

で計4回、経口カテーテル下で胃に投与した

(図３)。 

 Hfq変異による弱毒化は初回免疫時のバイ

タルサインに明確に現れた。今回は野生型投

与群に死亡例は無かったが炎症反応を伴う下

痢が激しく、39.5℃付近の体温上昇と10％近

い体重の減少が観察された。対照的にワクチ

ン投与群は野生型菌の10倍の菌量が投与され

ているにも関わらず実質的に無症状であった

(図４)。 

 初回免疫後ワクチン株接種群は有意な症状

を示さなかったが血清中のtotal IgGは４週

目までに野生型投与群と同レベルまで誘導さ

れた。またワクチン投与群では液性免疫の誘

導を示すインターフェロンγが免疫期間にわ

たって増加しており、有効に免疫が誘導され

ている可能性が示唆された(図５)。 



 

 免疫終了後、開腹下で結腸にSd1株１×109

個を注入したのち、閉腹し48時間症状を観察

した。 PBS投与群は６頭すべてが血性下痢を

発症し48時間以内に死亡した。ワクチン投与

群は６頭中１頭（16％）が水様性下痢を発症

したが、血性下痢と比較して症状は非常に軽

微であり、死亡例はなかった。野生型投与群

も同様に６頭中２頭（33％）が水様性下痢を

発症し死亡例はなかった（表２）。 

 感染後3日間定量した便中の菌量はPBS投与

群と比較して免疫群では1000倍以上少なく、

期間を通じて減少傾向であった。大腸組織へ

のコロナイゼーションも免疫群が有意に少な

く、その中でもワクチン投与群の菌量が少な

い結果が得られた（図６）。 

 

Ｄ．考察 

ワクチン株が保存中に変質したことに対

しては、今後薬剤耐性マーカーを病原性プラ

スミドに挿入するなどの対策が必要だと考え

られた。当座の対策として小型のS型コロニー

から新たに多数のシードストックを作製し保

存することにした。その結果平成24年度に新

たに送付したワクチン株は、その後の実験で

は安定した効果を示した。 

 ワクチン効果の判定では、以前に感染研で

行った両目に免疫した実験のように、免疫後

に症状の持続している個体への介入的治療

(テトラサイクリンの点眼)は行わなかった。

その結果、野生型投与群では予想以上に症状

が重く、１頭は全身的な感染に移行し死亡し

た。このように初回免疫の症状からもhfq変異

株は病原性が減弱していることが示された。   

 今回は左目に免疫してSd1を用いて右目で

判定を行なうことで、血清型が異なる志賀菌

Sd1に対しても局所的ではないワクチン効果

があることが示された。さらに引き続き同一

の個体群を用いて血清型が異なるS.sonneiの

腸管感染実験で防御効果が示されたことから、

ワクチン投与群と野生型投与群では全身的な

液性免疫が誘導されていることが示された。 

 経口ワクチネーションの実験（２）でもワ

クチン効果の再現性とhfq変異による高度な

病原性の減弱が認められた。初回免疫時の観

察ではワクチン株は１０倍量での免疫でも症

状を起こさないこと、体温・体重の推移から

も、明らかにhfq変異によって病原性が減弱し

ていることが示された。また、今年度は血清

中のサイトカインの測定を積極的に行い、血

中IgGとIFN-γの推移から免疫群、特にワクチ

ン接種株で有効に免疫が獲得されていること

が示された。 

 結果的に経口でのワクチネーションでも血

清型が異なる志賀菌Sd1に対しても同様なワ

クチン効果があることが示された。これらの

結果から、このワクチンは少なくともSd1と

S.sonneiに関して血清型の壁を超えた免疫を

誘導するポテンシャルが高い可能性を示した。  

  

Ｅ．結論 

汎赤痢菌群に効果があるワクチンの候補

として、赤痢菌の病原性発現に関わるRNA結合

蛋白遺伝子hfqの欠損変異株を用いて、モルモ

ットで効果を判定した。過去に行われた角結

膜炎モデルと同様にhfq欠損株は免疫時の症

状が軽く、全身的な免疫を誘導し血清型が異

なる志賀菌Sd1に対してワクチン効果が再現

された。 

 

Ｆ．健康危機情報 

緊急性をもって報告すべき内容は特になし。 

 



 

Ｇ．研究発表（発表誌名巻号・頁・発行年等） 

１.論文発表 なし 

２.学会発表  

○Mitobe J, Itaru Yanagihara I, Ohnishi K, 

Yamamoto S, Watanabe H and Ohnishi M, 

2012 Dec.12-14 US-Japan Cooperative 

Medical Science Program. 47 th Conference. 

Cholera and Other Bacterial Enteric 

Infections. Chiba Univ. Chiba Japan: 

Multimer formation of bacterial 

cytoskeletal protein RodZ.  

  

○Mitobe J, Yamamoto S, Watanabe H, and 

Ohnishi M.第86回日本細菌学会総会 2013年

3 月 18-20 日 幕 張 メ ッ セ ： Bacterial 

cytoskeleton RodZ and virulence gene 

expression of Shigella type III secretion 

system. 
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表１ 

 

Im m unogen Challenged 

Strain 

Num ber 

of anim al 

W ater 

diarrhea 

Bloody 

diarrhea 

%  of 

death 

Control 1 

PBS 

S. sonnei 6 0%  

(0/6) 

100%  

(6/6) 

100%  

(6/6) 

VACCINE 

 

S. sonnei 6 33%  

(2/6) 

0%  

(0/6) 

0%  

(0/6) 

Control 2 

W ild-type 

S. sonnei 

 

5 40%  

(2/5) 

0%  

(0/5) 

0%  

(0/5) 
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表２ 

 

Immunogen Challenged 

Strain 

Number 

of animal 

Water 

diarrhea 

Bloody 

diarrhea 

% of 

death 

Control 1 

PBS 

 

Sd1 

 

6 

0% 

(0/6) 

100% 

(6/6) 

100% 

(6/6) 

VACCINE 

 

 

Sd1 

 

6 

16% 

(1/6) 

0% 

(0/6) 

0% 

(0/6) 

Control 2 

Wild-type 

 

Sd1 

 

6 

33% 

(2/6) 

0% 

(0/6) 

0% 

(0/6) 
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厚生科学研究費補助金 
（新型インフルエンザ等新興・再興感染症 研究事業） 

総合分担研究報告書(23-25 年度分) 
 

腸管系寄生虫症の解析 
 

分担研究者 野崎 智義 国立感染症研究所 部長 
 

研究要旨 ジアルジア症・赤痢アメーバ症・クリプトスポリジウム症はア
ジア・アフリカにおける重要な腸管寄生原虫症である。本研究はインド
NICED との共同研究を通じて、日印の国際共同研究の基盤を確立することを
目的に分子疫学、病原・寄生機構等の解明の研究を展開している。初年度
はコルカタ、西ベンガル州におけるジアルジア症の感染実態を明らかにす
るために、疫学・分子疫学的情報を獲得した。本年度の研究成果により、
ジアルジア症の感染浸淫度、季節消長、遺伝子多様性、動物由来感染症と
しての重要性などが明らかにされた。２年度は、ジアルジアからの感染ウ
イルスの特定を目指すために、西ベンガル州におけるジアルジア症の病原
株の確立を目指すと共に、赤痢アメーバにおける抗酸化機構の分子機構を
明らかにした。最終年度は分子疫学的手法を用いた赤痢アメーバ症の分子
疫学調査を実施した。詳細な分子疫学手法に基づき、インド赤痢アメーバ
分離株の解析を行い、成果を挙げた。 

 
Ａ．研究目的 
 腸管感染症は世界の死亡の約 4% 
(216 万人)を占める重要な感染症であ
る(WHO Report, 2009)。これは
HIV/AIDS、結核と同様に極めて重要な
死因の一部を占める。腸管感染症のう
ち原虫症として重要なのは、ジアルジ
ア症、クリプトスポリジウム症、赤痢
アメーバ症、マイクロスポリジウム症、
イソスポーラ症などであり、これらが
原虫が原虫性下痢症の大部分を占め
る。赤痢アメーバ症が開発途上国を中
心として世界の人口の約 1%に感染し、
年間 10 万人の死者を生む重要な原虫
である。一方、ジアルジア症・クリプ
トスポリジウム症などは特に途上国
での小児の感染率は極めて高いもの
の、小児の発育・発達に大きな影響を
与え、高い DALY の原因となる。 
 本研究では、インドコルカタにある
Indian Council of Medical Research 
(ICMR)の感染症研究所のひとつであ
る National Institute of Cholera and 
Enteric Diseases (NICED)と、腸管原

虫症に関する共同研究を行った。その
目的は、アジア、特に南アジアとの腸
管原虫症研究の連携を強化し、情報ネ
ットワークを構築することにある。更
に、人的交流を通じてお互いの研究能
力の向上と病原体検出の情報の早期
収集に有用なネットワークを構築す
ることを目的とする。本研究では 3年
間に渡って、疫学調査、分子疫学解析、
酸化ストレス応答解析といった複数
の研究内容について研究を行った。 
 
Ｂ．研究方法 
1. 培養 
 赤痢アメーバ株 HM-1: IMSS 
cl6(Louis Buddy Diamond の分離によ
る)の培養は常法の無菌培養法に従っ
た。 
2. 検体 
 毎週無作為に抽出された 2 曜日に、
NICED に近接する Infectious Disease 
Hospital (IDH)に、下痢で来院し入院
した患者のうち、毎 5人目の患者、合
計 2421 人を対象とし、そのうち
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Giardia lamblia 陽性者 253 人のうち
の無作為抽出された30%(58名)を対象
とした。更に、下痢症状のない 58 症
例から、同様に30%(17名)を抽出した。
これらの計 75 の糞便を対象とした。
以下の PCR による確認の他に、糞便中
抗原を特異的 ELISA(Techlab, 
Blacksburg)により検出されたことを
条件に、確定診断とした。 
 ウシの便はインド西ベンガル州の
酪農場の 180 の仔ウシ、未出産の雌ウ
シ、成ウシから採取された。更に、51
人の酪農場労働者からも糞便を採取
した。下痢症状の有無は聴取しなかっ
た。 
 赤痢アメーバの遺伝子型別解析に
関しては、51 例の赤痢アメーバ検体を
解析に用いた。内訳は 26 例の下痢症
例、20 例のアメーバ肝膿瘍例、5 の無
症状症例であった。 
3.  遺伝子型別解析 
 糞便からの核酸の抽出は Stool DNA 
mini kit (Qiagen)を用いた。PCR は
Giardia lamblia の beta giardin, 
glutamate dehydrogenase, triose 
phosphate isomerase 遺伝子を標的と
し、既報のオリゴヌクレオチドプライ
マーと条件を用いて行った(Khan 
2011)。赤痢アメーバの型別解析に関
しては Chitinase および tRNA-linked 
STR (tRNA に挟まれた短反復配列多型
=short tandem repeats)の 3 種の座位
(DA-H, NK2-H, R-R)に関して nested 
PCR を行った。方法は Escueta-de Caz 
Parasitol Int 2010 に記述した。得ら
れたPCR産物を直接シーケンシングに
より配列決定した。遺伝子配列は
Clustal W、MEGA によりアラインし、
SeaView Graphical Interface により
可視化した。データの優位性は
Student t test、ANOVA、Epi-Info 等
にて検定した。 
3. 配列・クラスター解析 
  
（倫理面への配慮）本研究に関わる病
原体の取扱に関する許可、ヒト臨床検

体の取り扱いに関する許可は当該研
究機関にて得られている。 
4.  メタボローム解析 
 メタボローム解析はキャピラリー
電気泳動飛行時間計測型質量分析法
(CE-ToFMS)により行った。方法の詳細
は Husain J Biol Chem 2010 に詳述し
た。Anion, Cation モードでの計測で、
約 90 の中間代謝産物を定量した。 
5.  赤痢アメーバ過剰発現体の作成 
 Iron sulfur flavoprotein 1 (ISF1)
及び ISF2 遺伝子の ORF の N-末端部分
420bp を pSAP2-Gunma ベクターに挿入
し、gene silencing 用プラスミドを作
成した。赤痢アメーバ形質転換体の作
成はリポフェクションを用い、常法に
従った。 
 
Ｃ．研究結果 
1. コルカタ地区におけるジアルジ
アの感染実態調査 
 コルカタにある感染研様研究所で
あるNICEDに併設されたIDHに来院し
た下痢症患者から無作為抽出された
計2421人の対象のうち、顕微鏡検査、
抗原捕捉試験、糞便 PCR のいずれかで
Giardia 陽性と判定されたのは 253 人
であった。253 人のうち 195 人が有症
者、58 人が無症候であった。その年齢
内訳、並び年齢別の優位性、Odds 
Ratio(図 1)は以下の通りである。 

図 1 ジアルジア感染者の年齢分布と

年齢別リスク 
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 月毎の全体のモニター数、そのうち
Giardia 陽性者数、陽性者の割合を集
計した。6-10 月の post-monsoon 期に
感染数と感染率の上昇が見られた。 
 
 Giardia 感染者の 74%に他の細菌或
いはウイルスとの混合感染が見られ
た(図 2)。 

 

図 2 ジアルジア感染における混合感

染 

 
2. コルカタ地区下痢症患者から分
離されたGiardia株の遺伝子型別解析 
 Giardia 陽性者で有症者から無作為
抽出された 30%(58 名)、下痢症状のな
い 58 症例から、同様に 30%(17 名)を
抽出し、遺伝子型別を行った(表 1)。
有症例・無症候例いずれからも
Assemblage A 及び Bが検出された。有
症例・無症候例いずれからも
Assemblage A では AII と AIV が、
Assemblage B では BIII と BIV が、発
見された。サンプルサイズのため特定
の遺伝子型への偏りは優位であると
証明されなかった。 

表 1 コルカタで分離されたジアルジ

アの遺伝子型別 
 
3. 西ベンガル州の酪農場での家畜
と人の感染実態調査 
 計 180 の仔ウシ、未出産の雌ウシ、
成ウシから採取された糞便のうち、全
体で、7% (12/180)のウシにジアルジ
ア感染が見られた。特に仔ウシに高い
感染(20/112, 18%)が見られた。検出
された Assemblage は主に Assemblage 
E であったが、Aも発見された。複数
の Assemblage の同時感染も 3例検出
された。 
 一方酪農場の労働者でも高い感染
が見られた(14/51, 27%)。Assemblage
は A および、家畜からは発見されなか
った Bであった。Eは発見されなかっ
た。 
 
4. 赤痢アメーバ分離株における
Chitinase の多様性 
 51 種の臨床検体から 13 種類の遺伝
子型が検出された。 
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図 3 Chitinase の繰り返し配列部分の
多型を模式的に示した。NIH:200, 
HM1:IMSS は既報、IND1-11CHI は今回
の解析で新しく発見された遺伝子型。 
 
5. 赤痢アメーバ分離株における
tRNA-STR の多型 
 D-A, R-R, NK2 遺伝子座の遺伝子配
列を決定し、反復配列の近似性をもと
に分類を行った。代表的な locus NK2
を例に図 4に示す。 
 

 

図 4 tRNA-STR の NK2 locus の多型を
模式的に示した。3NK, 8NK, 16NK, 18NK
は既報、IND6-23NK は今回の解析で新
しく発見された遺伝子型。 

 
6. 遺伝子型と病型との相関 
 上記の 4遺伝子座に関して、臨床症
状(下痢・肝膿瘍・無症状)と遺伝子型
との相関が有意に示されるものを抽
出した(表 3)。 
 

 
表 3 それぞれの遺伝子座(Loci)に関
して特定の遺伝子型(Repeat pattern)
が特定の病型と相関を示したものは p
値を示した。相関係数がプラスなもの
は正の相関、マイナスなものは負の相
関を示した。”X”は有意差が見られな
いもの。 
 
7. 遺伝子型と病型のクラスター解
析 
 系統解析を行い、それぞれの遺伝子
座における遺伝型と病型をクラスタ
ー解析した。代表例(NK locus 及び
DA-H locus)だけを示すが、肝膿瘍と
無症候性とで共通のクラスターを形
成する亜群が存在することが示され
た。 
 
8. 赤痢アメーバにおける酸化スト
レスよる細胞死と細胞内活性酸素種
の産生 
 赤痢アメーバにおける酸化ストレ
ス応答をモニターした。パラコートや
過酸化水素に対して感受性を示した。
更に、1ｍＭのパラコートによる処理
により時間依存的に細胞内のROSが上
昇することが示された。 
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９. 代謝産物のプロファイリング 
 パラコート、過酸化水素を加え、継
時的に 1, 3, 6, 12 時間後の代謝産物
を抽出し、CE-ToFMS 解析により、全代
謝産物を計測した。図5に示すように、
パラコート及び過酸化水素の処理に
より様々な代謝物の増減が観察され
た。多くの変化はパラコートと過酸化
水素に共通していたが、いずれかに選
択的に観察された変化も見られた。 
 

 

図 5 計測された全代謝産物の経時的
変化（ヒートマップ：time 0 を基準に
減少を緑で増加を赤で示す）Control 
(無処理)、パラコート、過酸化水素処
理でそれぞれ 1, 3, 6, 12 時間後の代
謝産物の変化を示す 
 
10. 赤痢アメーバの酸化ストレスに
よる中心炭素代謝、ヌクレオチドリン
酸、エネルギー量への影響 
 図 6 に上記データのうち、中心代謝
（解糖経路を中心として）を示した。
パラコートで過酸化水素に比してよ
り高度な変化が見られたが、増減の方
向は多く近似していた。解糖経路の中
間代謝物、特に上流の代謝物の多くは、
酸化剤への暴露により、上昇した。更
に Dihydroxylacetone phosphate 

(DHAP)が高度に蓄積した。 
 N-acetylglucosamine 6-phosphate
を始めとして中心代謝は多くキチン
の生合成経路にredirectされていた。
この傾向は特にパラコート処理によ
り顕著で、酸化ストレスが細胞分化の
誘因因子であることが示された。 
 更に Erythorose 4-phosphte, 
Sedoheptulose 7-phosphate, Ribose 
5-phosphate などペントースリン酸経
路への流入が増加していた。 
 

 
図 6 酸化ストレス（赤, パラコート；
緑, 過酸化水素）による中心炭素代謝
物の変化を示す 
 酸化ストレスのヌクレオチドリン
酸への影響は、パラコートと過酸化水
素で似ていたが、増減は過酸化水素に
より、より強く見られた。過酸化水素
暴露では、特に ATP が増減し、ADP, AMP
は時依存的に減少した。同時に Energy 
charge は過酸化水素処理により、
40-50%減少し、細胞内でのエネルギー
の枯渇が生じていることが確認され
た。 
11. 酸化ストレスによる解糖経路及
び発酵に関する酵素の活性、グリセロ
ール、エタノール、酢酸の細胞内濃度
への影響 
 パラコートにより、解糖経路及び発
酵（特にエタノール・酢酸発酵）に関
する酵素の活性が影響されるか、検証
した。特に、Phosphoglycearte mutase
及び Pyruvate:ferredoxin 
oxidoreductase が強い活性阻害を受
けた。パラコート暴露はエタノール量
を約半分に減らした、一方、グリセロ



 ６

ールは 14 倍蓄積した。酢酸量は変化
が見られなかった。 
 
Ｄ．考察及び結論 
 ジアルジア症・クリプトスポリジウ
ム症・赤痢アメーバ症は世界でも国内
でも腸管原虫症の中で最も感染者が
多く、注視すべき原虫感染症である。
しかし、その病原機構・酸化ストレス
耐性機構・細胞分化・遺伝子発現制御
を始め不明な点が多い。更に、感染後
発症を決定する因子・マーカーは特定
されていない。従って、分子疫学的解
析が極めて重要であり、本研究では東
インドコルカタ周辺における腸管原
虫症の感染実態を明らかにした。 
 ジアルジア症に関する重要な知見
は第１に、約 10%の人の下痢症例から
ジアルジアが発見され、下痢の主要な
原因病原体であった。第２に多くの感
染例が他の病原細菌・ウイルスとの混
合感染であり、他の病原体の感染の発
症や重症度などを修飾する可能性が
示唆された。第３に、人の感染は主に
15 才以下の小児に検出され、小児の栄
養不良・身体と知育の成長阻害の要因
となる可能性が確認された。第４に、
酪農場のウシ並びに労働者から高い
感染が確認され、コルカタ周辺地域で
も動物由来感染症としての像が確認
された。しかしながらウシから検出さ
れた遺伝子型と酪農場労働者から検
出された遺伝子型とでは大きな偏り
があり、酪農場でも Assemblage A 及
びＢのヒト—ヒト感染が主要である
と考えられた。 
 更に、赤痢アメーバに関しても有意
義な成果を収めた。特にインドにおけ
る臨床株の遺伝的多様性が初めて明
らかにされた。インドにおける赤痢ア
メーバの遺伝的多様性は野崎らが日
本の MSM(男性同性愛者)で示した赤痢
アメーバ株において示したと同様に、
極めて高い遺伝的多様性を示してい
た。更に、これまで未同定の多くの遺
伝子型が発見された。このことは南ア

ジアにおいて特殊な種内分化・多様化
が起こった可能性を示していた。 
 更に、赤痢アメーバのマーカー遺伝
子座の特定の遺伝子型が病型と相関
していることは画期的な発見であっ
た。しかしながら、病型との相関の見
られた遺伝子型をもつ検体数が少な
いため、相関は注意深く今後更に症例
数を増やして検討する必要がある。 
 ジアルジア・赤痢アメーバの病原機
構・酸化ストレス耐性機構に関しても
日印共同で研究を推進した。CE-ToFMS
を用いた代謝産物の網羅的同定によ
り2種類の酸化ストレスに暴露された
赤痢アメーバ栄養型から約100の極性
を有する代謝物の同定・定量が達成さ
れた。代謝物を抽出し、CE-ToFMS を用
いて網羅的代謝プロファイリングを
行った。これにより、極めて新規性の
高い多くの発見をした。第一に、酸化
ストレスにより解糖経路が停止し、そ
の代謝フラックスがキチン合成、ペン
トースリン酸経路へ方向転換される
ことを発見した。同時に細胞内エネル
ギー量が減少し、総合すると、酸化ス
トレスにより、エネルギーを消費する
とともに、新規エネルギー合成を解糖
経路で行わなくなることが示された。
第二に、酸化ストレスにより、グリセ
ロール3リン酸を介したグリセロール
の合成、同時に ATP の合成が行われる
ことが明らかとなった。これにより、
解糖経路、エタノール発酵による ATP
合成がグリセロール発酵によるATP発
酵に転化されていることが明らかと
なった。今後これらの代謝変化が、ジ
アルジア等他の嫌気的原虫でも見ら
れるかを、同様の方法により、NICED
との共同研究により確認することが
できれば、嫌気的腸管原虫全般におけ
る代謝の抗酸化ストレス応答を一般
化・普遍化できると予想される。 
 以上、本研究はジアルジア症・赤痢
アメーバ症に関して、疫学・分子疫
学・酸化ストレス応答の機構解析など
様々な分野で優れた成果を挙げるこ
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とができた。本研究班により得られた
成果を時期研究班で更に発展させる
ことにより、NIID と NICED との原虫症
のモニタリングと病原機構解明や代
謝解析の基盤的プラットフォームの
共有、共同研究の推進を果たしたい。 
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研究要旨 

 HIV 感染症は世界三大感染症の一つであり、その克服は国際的重要課題である。細胞傷害性 T

リンパ球（CTL）反応は HIV 複製抑制に中心的な役割を担っており、CTL 逃避変異を有する

HIV の選択は感染病態に大きく影響しうる。この CTL 逃避変異を反映する HLA 関連 HIV 変異

の動向把握は、HIV 感染症制圧に向けた取組みにおいて重要である。各 HLA アレル頻度は人種

間で大きく異なるため、世界各地域の流行 HIV 株の HLA 関連変異同定が必要である。そこで

本研究では、アジアの HIV 感染流行地域の一つとして重要なインド国の国立コレラ腸管感染症

研究所（NICED）との共同研究で、HLA 関連 HIV 変異同定に向け、インド国 HIV 感染者の

HLA 遺伝子型同定法を確立し、解析を開始した。解析結果では、HLA-A、HLA-B および HLA-C

各々について、比較的頻度の高いアレルが見出された。このうち、ベトナムでも頻度の高い

HLA-A*11:01 に注目し、この HLA の関連変異候補を HIV gag MA 遺伝子領域に見出した。 

 

 

A. 研究目的 

 世界三大感染症の一つである HIV 感染症は、宿主

免疫によるウイルス複製抑制が困難で慢性持続感染

を呈し、エイズ発症に至る致死感染症である。その

克服は国際的重要課題であり、HIV 変異の伝播状況

の把握は、HIV 感染症制圧に向けた取組みにおいて

重要な基盤情報となる。特に HIV ゲノム塩基配列の

解析研究は以下のように進められてきた。 

 (1) 1980年代からの主にenv領域の解析に基づく

多様性に関する研究：各種サブタイプが同定され、

HIVの各地域への経時的な伝播についての知見が得

られてきている。 

 (2) 1990年代後半の抗レトロウイルス薬治療導入

以降の主にpol領域の解析に基づく薬剤耐性変異に

関する研究：逆転写酵素阻害剤やプロテアーゼ阻害

剤等の抗レトロウイルス薬に対する耐性変異の同定

が進められてきた。 

(3) 近年の主に gag 領域の解析に基づく HLA 関連

変異に関する研究：HIV 感染病態に最も影響の大き

い宿主因子として知られているヒト白血球抗原

HLA（クラス I）の遺伝子型を各々の HIV 感染者に

ついて決定し、HIV ゲノム変異の解析結果とあわせ

て HLA 関連変異を同定するものである。細胞傷害

性 T リンパ球（CTL）の標的抗原エピトープの提示

に関与する HLA の遺伝子型の違いは、CTL 標的の

違いに直結するので、HLA 関連変異の多くは CTL

逃避変異を反映するものとして、その解析研究が進

められている。特に最近、Gag 抗原特異的 CTL の

有効性が示唆されていることから、gag 領域の解析

が先行している。 

 本研究は上記(3)の HLA 関連変異に着目するもの

である。CTL 反応は HIV 複製抑制に中心的な役割

を担っており、CTL 逃避変異を有する HIV の選択

は感染病態に大きく影響しうる。近年、抗 HIV 薬投

与により HIV 複製のコントロールが可能となった

が、その複製抑制には CTL 反応が不可欠であるこ



とも知られている。この CTL 逃避変異を反映する

HLA 関連 HIV 変異の動向把握は、HIV 感染症対策

において重要である。各 HLA アレルの頻度は人種

間で大きく異なっているため、世界各地域における

流行 HIV 株の HLA 関連変異を同定することが必要

であり、インドはアジアにおける HIV 感染流行地域

の一つとして重要な対象地域である。そこで本研究

では、インド国立コレラ腸管感染症研究所（NICED）

の Sekhar Chakrabarti 博士との共同研究で、イン

ド国 HIV 感染者における HLA 遺伝子型同定を進め

ることとした。NICED より十分な数の検体を得る

ことが困難であったため、HLA 遺伝子型解析で見出

した比較的頻度の高い HLA-A アレルのうち、ベト

ナムでも頻度の高い HLA-A*11:01 に注目し、この

HLA の関連変異の同定を試みた。 

 

B．研究方法 

 インド国のHIV感染者由来の末梢血リンパ球より

抽出されたゲノムDNAを用い、HLAタイピング（遺

伝子型決定）を行った。また、ベトナムのHIV感染

者由来の末梢血リンパ球より抽出されたDNAを用

い、HIVプロウイルスのgag MA領域の塩基配列解

析を行った。これらの結果をもとに統計学的手法を

用いてHLA-A*11:01関連変異同定を試みた。 

 

（倫理面への配慮） 

 ヒトサンプルを用いる研究については、ヒトゲノ

ム・遺伝子解析研究に関する倫理指針に従い、国立

感染症研究所の倫理委員会の承認のもと推進した。

また、インドおよびベトナムの共同研究者所属機関

の倫理委員会の承認も得ている。 

 

C．研究結果 

 インド国の HIV 感染者 14 名の末梢血リンパ球よ

り得られた DNA を用い、東京医科歯科大学難治疾

患研究所の木村先生・成瀬先生の協力のもと HLA-A、

HLA-B、HLA-C遺伝子型を同定した（表１）。HLA-A

アレルでは、A*11:01/02、A*33:03、A*68:01、

A*01:01、A*24:02、A*31:01 が 10%を超える頻度

で見出されたが、このうち、インドに関する既報

（Immunogenetics 53:1009, 2002）およびベトナム

に関する我々の以前の解析で共に 5%以上の頻度で

見出されたものは、A*11:01、A*33:03、A*24:02 で

あった。その中で A*11:01 に焦点をしぼり、A*11:01

陽性者と陰性者におけるHIV gag MA領域の塩基配

列について統計学的解析に基づき、Gag の第 83 番

目のアミノ酸置換を生ずる変異を、HLA-A*11:01

関連 HIV gag 変異候補として同定した。 

 

D．考察 

 本研究では、インド人の HLA 遺伝子型同定法を

確立し、HIV 感染者検体を用いた解析で、HLA-A、

HLA-B および HLA-C 各々について、比較的頻度の

高いアレルを見出した。その中で、インドおよびベ

トナムの双方で共通して頻度の高い HLA-A アレル

を見出し、そのうちの一つ HLA-A*11:01 について

関連ゲノム変異候補を、HIV gag MA 領域に同定し

た。このように HLA 関連 HIV ゲノム変異同定シス

テムを構築できたことから、今後、各 HLA アレル

に相関する HIV ゲノム変異情報を収集することが

可能となった。 

 HIV流行地域では、HIV感染者集団におけるHLA

関連変異蓄積の可能性が示唆されている。HLA 関連

変異の蓄積は、CTL による抑制がよりかかりにくい

感染病態に結びつき、薬剤による治療効果に影響を

及ぼす可能性も危惧される。したがって、本研究の

ようなアジア HIV 流行地域における HLA 関連変異

情報の収集は、日本を含むアジア地域の HIV 感染症

の制圧に貢献するものである。 

 

E．結論 

 インド NICED との共同研究で、インド国 HIV 感

染者における HLA 遺伝子型同定を行った。さらに

インドおよびベトナムの双方で比較的頻度の高い

HLA-A アレルを複数見出し、そのうちの一つである

HLA-A*11:01 関連変異候補を HIV gag MA 領域に

見出した。 
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表１．インド人 HIV 感染者検体の解析で見出された HLA アレル 

 

 

 

HLA-A 頻度 
A*01:01 11 % 
A*11:01/02 25 % 
A*24:02 11 % 
A*31:01 11 % 
A*33:03 18 % 
A*68:01 14 % 
  
HLA-B 頻度 
B*07:02 11 % 
B*40:06 14 % 
B*44:03 21 % 
B*52:01 11 % 
B*57:01 8 % 
B*58:01 8 % 
  
HLA-C 頻度 
C*03:02 8 % 
C*06:02 11 % 
C*07:01 25 % 
C*07:02 14 % 
C*12:03  8 % 
C*15:02 17 % 
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研究要旨   本研究は、わが国をはじめアジア各国で発生する種々の細菌感染症に対応

するため、主として食水系由来腸管感染症を対象に遺伝子解析をベースとした疫学指標、

診断法の開発、ならびにそれらの有用性についての検討を主眼としている。本研究ではベ

トナム国立衛生疫学研究所（National Institute of Hygiene and Epidemiology, NIHE） 

の腸内細菌部門と共同して Vibrio choleraeを中心に分離菌株の解析および環境調査など

を行った。 

Molecular typing of enteric pathogens 

Hidemasa Izumiya 

Molecular epidemiological analyses were performed for Vibrio cholerae isolates of 

2007-2010 from Vietnam in collaboration with National Institute of Hygiene and 

Epidemiology, Vietnam. The resulting data revealed the relatedness among isolates. 

Multilocus variable-number tandem-repeat analysis identified 24types which were linked 

with each other by single locus variations. The analysis suggests that 2010 isolates 

were more similar to 2007 isolates than to 2009 isolates. 

Environmental research was performed for water samples collected from environments in 

Hanoi and neighboring provinces. Most probable number combined with PCR method (MPN-PCR) 

was applied to estimate the distribution of V. cholerae. Some seasonal variations were 

suggested though more successive research would be required. 

 

A. 研究目的 

 コレラ菌、赤痢菌、サルモネラといった、

食水系腸管感染症起因菌を中心に研究を行

う。当該感染症の流行地域であるアジア各国

において、流行菌種あるいは菌型を把握する

ための分子タイピング法の検討を行う。また、

必要に応じて、当該国の能力向上を図ること

を目的とする。 

 

B. 研究方法 

分子タイピング法としてパルスフィール

ドゲル電気泳動法（PFGE）および multilocus 

variable number tandem repeat analysis 

(MLVA) を主として活用する。 

本研究における地理的な分布図作成につ

いては、地理情報分析支援システム（MANDARA）

を使用した。 

 環境調査においては、生活水路等から採水



し供試検体とする。検体を MPN（最確数）-PCR

法により試験し、検体中の Vibrio cholerae

の菌数を推定する。 

 

C. 研究結果および考察 

コレラはコレラ菌（コレラ毒素産生性

Vibrio cholerae O1/O139）によって発生す

る経口感染症である。上下水道等、いわゆる

インフラ整備が不十分な途上国では、コレラ

の流行は公衆衛生上の脅威である。本研究の

カウンターパートであるベトナムでは、しば

らくの休眠期間の後、2007 年から 2010 年に

かけてコレラの流行が発生した。コレラの流

行は当該国において非常な脅威であり、当該

国の感染症対策において上位に位置づけら

れている。また、ベトナムは現在、我が国と

の交易も盛んな国であることから、当該国で

のコレラの流行はわが国にとってもリスク

となりえる。こうした背景から、本研究にお

いてはベトナムにおけるコレラ流行の把握

と制御に向けた共同研究を遂行している。 

具体的にはベトナム国立衛生疫学研究所

（ National Institute of Hygiene and 

Epidemiology; NIHE）の腸内細菌部門・コレ

ラセンターと共同して、コレラ菌のサーベイ

ランスシステムの構築を検討している。 

本研究においては2つの活動を基点とする。

一つは NIHE の能力向上であり、今一つは感

染研との共同研究である。ベトナムで流行し

た、もしくは流行しているコレラ菌の特徴づ

けを行うべく、感染研と NIHE とで材料およ

び技術をやり取りすることによって2つの活

動が回っていくことを期待している。 

本研究では上記2007年から2010年にかけ

て発生したコレラ流行に関連する分離菌株

を供試菌株とした。当該菌株に関して分子疫

学解析を行い、時系列別の比較を行った。

2009 年分離株に関しては、分離地の情報と組

み合わせてより詳細な解析を行った。 

供試菌株（約 190 株）は 24 の型に分類さ

れた。それぞれの型は 1 遺伝子座の違い

（single locus variant, SLV）によってつ

なげることができ、流行時の菌の伝播ととも

にバリアントが派生していることが窺えた。 

なお、PFGE に関しても比較的マイナーなバ

リエーションが見られ、年によって大きなク

ラスターが形成された（図 2、A1, B1, D）。 

2010 年分離株は、MST からすると 2007 年

株より派生していることが窺えた（図 1）。

MLVAで使用している7つの遺伝子座のうち2

遺伝子座は V. choleraeが保有する大小 2つ

の染色体のうち、小染色体にあり、これらは

より不安定でバリアントが出やすい（表 1）

ことから、大染色体の 5遺伝子座のみを使っ

て MST を描いたところ、2010 年株は 2007 年

株と同じクラスターに分類された。このこと

は、2010 年株が 2009 年株よりも 2007 年株に

近いことを示唆しており、2010 年株が 2007

年株から派生してきた可能性が示唆された。 

実際、2007-2009 年はベトナム北部を中心

に流行があり、2010 年は南部から始まって北

部に至ったとされており、2010 年が 2009 年

の続きにあるというよりは、近縁だが別の新

たな流行波で 2010 年の流行が生じた可能性

が考えられた。 

2009 年分離株は全体の半数を占め、大きな

流行があったことが窺えた。これらの菌株に

関する疫学情報を入手し（発症日、発生地）



を入手し、時間―空間推移を検討した。ちな

みに 2009 年に多数を占めた MLVA 型は 2007

年流行株のそれとは2遺伝子座以上異なって

いた（図 1）。 

2009 年 4 月 15 日に初発例が出たものの 2

週間は陽性例がなかった。2 週間後の 5 月 2

日から最初のピークが発生した（第一波）。

患者の多くはハノイ周辺およびタンホア省

であった。5月 17 日時点の菌陽性例は 36 で

あった。5月 18 日より 2回目のさらに大きな

ピークが発生した（第二波）。これ以後に発

生した菌陽性例は56であり、うち49例（88%）

がバクニン省で発生した。バクニン省は第一

波では 36 例中 17 例（47%）を占めていた（図

3）。バクニン省はハノイに隣接しており、コ

レラの流行が起きやすいと言われているハ

イフォン省への中間にある（図 4）。 

上記解析は、ほぼ同一の MLVA 型を示す株

の分離状況によるものではあるが、2009 年初

夏のコレラ流行が小さな第一波と大きな第

二波からなることが示唆された。各症例間の

つながりなどを示す情報がないため、第一波

と第二波を直接つなげる要素はないが、第二

波が第一波から派生した汚染源、たとえば、

ある地域の共通の飲料水あるいは食材が原

因となって発生した可能性も十分に考えら

れる。全体的には、図 1 に示すように

2007-2009 年にかけて流行伝播を繰り返しな

がら、互いに近縁の菌株が派生している状況

が窺える。上記 2009 年の解析からも、大小

の流行から成り、流行制御が不十分であるこ

とが、コレラ菌の伝播、そしてバリアントの

派生につながっていることが推測された。 

コレラの流行に対応するために環境中の V. 

cholerae の動向を調査することは重要であ

る。流行期間でない時期にはいわゆるコレラ

菌ではなく、毒素産生のない V. choleraeが

ほとんど大勢を占めるが、環境調査を行うこ

とで、環境中のリスク要因あるいはポイント

の検討および流行発生時の調査を円滑に実

施できる体制整備につながる。 

本調査は NIHE 腸内細菌部門で継続的に実

施されていたが、定量性を加味するために

MPN-PCR 法の導入を行った。2013 年 3-8 月の

間に、約 100 検体を試験し、20 検体が陽性で

あった。それらの MPN 値の最低および最高値

を図 5に示す。5-7 月にかけては菌数が低く、

3，4月および 8月には菌数が高かったことか

ら、V. cholerae 分布に関する季節変動の可

能性が示唆された。本結果については、ポイ

ントの整理などを行い、また継続して調査を

行うことで V. choleraeの消長が定期的に発

生するかどうかを見ていく必要がある。 

 

D. 結論 

2007 年から 2010 年にかけてベトナムで発

生したコレラの流行に関し、関連菌株を用い

た分子疫学解析を通じて互いの関連性およ

び近縁性を明らかにすることができた。 

環境調査を定量的に実施することで、環境

中の V. choleraeの分布および消長をより高

い精度で把握することが可能である。 

 

E.健康危機情報 

 特になし 

 

F.研究発表 

Yamamoto S, Mitobe J, Ishikawa T, Wai SN, 



Ohnishi M, Watanabe H, Izumiya H. 

Regulation of natural competence by the 

orphan two-component system sensor kinase 

ChiS involves a non-canonical 

transmembrane regulator in Vibrio 

cholerae. Mol Microbiol. 2014 

Jan;91(2):326-47.  
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Chromosome locus # allele Diversity 

Large 

VC-1 3 5.1 

VC-2 1 0 

VC-3 1 0 

VC-5 3 47 

VC-6 1 0 

Small 

VC-7 7 56.1 

VC-8 8 64.1 

 

表１．MLVA の各遺伝子座において観察されたアリル数および分解能（Diversity） 

 

 
図５．ハノイおよび周辺の province における環境調査。検出された MPN 値の最低値および

最高値を表す。 
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共同研究体制の強化に関する研究 

Collaborative study on leptospirosis with Taiwan CDC and Vietnam NIHE 

 

研究分担者 小泉信夫 国立感染症研究所 細菌第一部 主任研究官 

Nobuo Koizumi: Senior Researcher, Department of Bacteriology I, NIID 

Jung-Jung Mu: Chief, Bacterial Enteric and Emerging Diseases Laboratory, 

Center for Research, Diagnostics and Vaccine Development, Taiwan CDC 

Hoang Thi Thu Ha: Chief, Bacteriology Department, National Institute of 

Hygiene and Epidemiology, Vietnam 

 

 

研究要旨 

 

1. 日本，台湾，フィリピンおよびベトナムで分離された Leptospira interrogans および各血清

型基準株の分子タイピングを multiple locus variable-number tandem repeats analysis 

(MLVA) により行った．MLVA により，他の分子タイピング法で同じ分子タイプと分類され

た異なる血清群を識別できること，また同じ血清群内の遺伝的多様性が明らかとなった．ま

たこれらの国に分布する L. interrogans と保有動物の多様性および普遍性，動物種特異的な

血清群の存在が明らかになった．  

We performed molecular typing of Leptospira interrogans isolated in Japan, Taiwan, 

Philippines and Vietnam by multiple locus variable-number tandem repeats analysis 

(MLVA). MLVA revealed the genetic diversity of strains which belong to the same 

serogroup and turned out to have more discriminatory power than that of flaB sequence 

typing or multilocus sequence typing. MLVA also revealed the diversity and the 

universality of the relation between L. interrogans and host animals in/across these 

countries. 

2. ベトナム北部のレプトスピラ症の現状を明らかにするために，ベトナム国立衛生疫学研究所

(NIHE)にレプトスピラ症実験室診断法の技術移転を行った．これらの診断法を用いてタイン

ホア地域の熱源が不明の発熱患者および一般健常人の血清疫学，ネズミ，ブタおよび土壌か

らのレプトスピラ検出を行った．熱源不明の発熱患者の 20%からレプトスピラ特異的 IgM が

検出され，9%の患者血液からレプトスピラ DNA が検出された．また同地域の健常人の 49%

からレプトスピラ特異的 IgG が検出され，農業従事者におけるレプトスピラ感染の蔓延が明

らかとなった． 

To elucidate the current situation of leptospirosis in the northern part of Vietnam, the 

technical transfer of diagnostic methods of leptospirosis was implemented, and then the 

seroprevalence study of patients with undifferentiated fever and healthy people and the 

detection of leptospiral DNA from patients, rats and soil were conducted in Thanh Hoa 



area. Leptospira-specific IgM and DNA was detected in 20% and 9% of the patients with 

undifferentiated fever, respectively. Leptospira-specific IgG was detected in 49% of 

healthy people whose occupations were agriculture-related, indicating the epidemicity of 

leptospirosis among agricultural workers in Thanh Hoa area.  

 

 

研究目的 

 

レプトスピラ症は，病原性レプトスピラの

感染によっておこる人獣共通感染症である．

レプトスピラは，交差凝集素吸収試験により

250 以上の血清型に分類されるが，本試験法

は非常に煩雑で実施できる機関は限られてい

る．近年，血清学的分類に替わる多くの分子

タイピング法が開発されてきた．我々はこれ

まで国内のレプトスピラ分離株について，

flaB シーケンスタイピング(flaB-ST)および

multi locus sequencing typing (MLST)を行

ってきたが，異なる血清群に属するレプトス

ピラが同じタイプに分類されるといった問題

点が明らかとなってきた．そこで本研究では，

日本，台湾，フィリピンおよびベトナムで分

離された L. interrogans の解析を multiple 

locus variable-number tandem repeats 

analysis (MLVA) により行った． 

レプトスピラ症はアジアの多くの国で流行

しているが，ベトナムでは南部メコンデルタ

地域での患者報告があるものの，国レベルで

の実態は明らかになっていない．そこで本研

究では，ベトナム北部におけるレプトスピラ

症の実態を明らかにするために，ベトナム国

立衛生疫学研究所(NIHE)にレプトスピラ症

実験室診断法の技術移転を行い，タインホア

地域のレプトスピラ症の実態を調査した．  

 

 

方法，結果および考察 

 

1． 日本，台湾，フィリピンおよびベトナム

で分離された L. interrogans の MLVA 

各 国 で 分 離 さ れ た レ プ ト ス ピ ラ L. 

interrogans 263株の血清群同定を行い（表 1），

11 種類の VNTR のリピート数をアガロース

電気泳動および DNA シーケンシングにより

算定した (MLVA)．また L. interrogans 各血

清型標準株 51 株の MLVA も行った．各分離

株のクラスター解析は，各 VNTR のリピート

数をもとに Bionumerics を用いて行い，系統

樹は UPGMA 法により作成した． 

本 MLVA により，flaB-ST および MLST で

同じシーケンスタイプだった血清群の異なる

分離株を，血清群ごとにタイピングすること

ができた（図 1）．また血清型基準株との比較

に よ り ， 血 清 群 Bataviae, Canicola, 

Pyrogenes 分離株の血清型をそれぞれ

Bataviae, Canicola, Manilae と ， ま た

Icterohaemorrhagiae 分離株の血清型を

Icterohaemorrhagiae および Naam と同定す

ることができた．したがって，MLVA はこれ

までの分子タイピング法よりも解像度が高い

ことが明らかとなり，血清型推定にも有用で

ある可能性が示された．しかしながら，その

他の血清群分離株と同一あるいは近縁の

MLVA タイプは今回タイピングを行った基準

株から見いだされなかった．このことはこれ

ら分離株の血清型が新規の血清型であること

を示唆しているのかもしれない．あるいは同

じ血清型が異なる分子タイプ群から構成され

ている可能性も考えられる．今後，他の地域

の分離株の解析を通して血清学的分類と分子

タイピングの関連性（普遍性あるいは多様性）

をさらに明らかにしていく必要がある． 

ドブネズミは世界中に分布しているが，地

域により保有している血清群が異なることが

明らかとなった（表 1）．また他の動物が保有

するレプトスピラに比べて，ドブネズミが保



有するレプトスピラの血清群間のゲノムは高

度に保存されていた．このことから，保有す

るレプトスピラ血清群・分子タイプを決定す

ることで，ドブネズミの拡散経路に関する新

たな知見が得られる可能性が示唆された．一

方で，地域により保有血清群が異なることは，

特定の血清群を保有したドブネズミが拡散し

たのではなく，その地域ごとに新たなドブネ

ズミ－レプトスピラの保有関係が成立したこ

とを示唆しているのかもしれない．今後他の

地域のドブネズミ分離株の解析を行い，これ

ら仮説の検証を行っていく．  

MLVA により，ヒトへの感染源となってい

る保有動物の推定に有用なことが明らかとな

った．国内の血清群 Autumnalis はアカネズ

ミおよびイヌに特異的なクラスターを形成す

るが，ヒト患者分離株はイヌと同じクラスタ

ーに分類されることが明らかとなり，イヌが

この血清群の維持宿主となり，ヒトへの感染

源となっている可能性が示唆された．また沖

縄県の患者分離株は台湾のネズミ分離株と同

一のクラスターを形成し，本州のイヌおよび

アカネズミから分離された血清群 Australis

とは異なるクラスターであった．これまで沖

縄県における本血清群の保有動物は明らかに

なっていないが，沖縄県に広く存在するジャ

コウネズミが保有動物の可能性が示唆された． 

 

2． ベトナム北部におけるレプトスピラ症疫

学研究 

ベトナムでは，南部メコンデルタ地帯でレ

プトスピラ症の蔓延が報告されているが，北

部におけるレプトスピラ症の発生実態はほと

んど明らかになっていない．そこで本研究で

は，ベトナム NIHE にレプトスピラ症実験室

診断法の技術移転を行い，これらの診断法を

用いてタインホア省のレプトスピラ症疫学研

究を行った．  

熱源不明の発熱患者の 20%からレプトスピ

ラ特異的 IgM (LigA IgM)が検出され，9%の

患者血液から flaB-nested PCR によりレプト

スピラ DNA が検出された．また同地域の健

常人の 49%からレプトスピラ特異的 IgG 

(LigA IgG)が検出された．抗体陽性者の職業

は農作業従事者 62%, 畜産従事者 17%, 屠畜

従事者 6%であり，農業従事者におけるレプト

スピラ感染の蔓延が明らかとなった．またネ

ズミの 10%の腎臓あるいは尿からレプトスピ

ラ DNA が検出された．一方，土壌 70 検体か

らレプトスピラ DNA は検出されなかった．

今後ネズミ以外のウシやブタなどの家畜から

のレプトスピラ検出を行うとともに，環境か

らの検出法の改善を行い，同地域におけるレ

プトスピラ症の伝播経路の解明を目指す． 

loop-mediated isothermal amplification 

(LAMP)法による血漿からの DNA 検出のた

めの，DNA 精製を必要としない簡便な DNA

テンプレートの調整法を以下のように確立し

た． 

  

Lepto-rrs LAMP のための血漿からの DNA

調整法 

 

血漿  

↓遠心分離(16,000×g, 10 分間) 

遠心沈渣 

↓5% Chelex 100 を含む TE 20 μl に懸濁 

↓熱処理（100℃, 10 分間） 

↓急冷 

↓遠心分離(16,000×g, 1 分間) 

上清を DNA 検体として使用 

 

 

レプトスピラを分与いただいた岡野祥（沖

縄県衛生環境研究所），吉松組子（北海道大学

大学院），また MLVA を行うにあたってご協

力いただいた泉谷秀昌（国立感染研症研究所）

各氏に深謝いたします．  
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表 1．本研究で解析を行った L. interrogans の分離国，血清群および分離動物 

国 レプトスピラ血清群 分離動物 

日本 Australis アカネズミ，イヌ，ヒト 

 Autumnalis アカネズミ，イヌ，ヒト 

 Canicola イヌ，ネコ，ヒト 

 Grippotyphosa ヒト 

 
Hebdomadis 

 

アカネズミ，アライグマ，イヌ，オキナワハツカネ

ズミ，ヒト，マングース 

 Icterohaemorrhagiae アライグマ，イヌ，ドブネズミ，ヒト 

 Pomona ドブネズミ 

 Pyrogenes ヒト 

台湾 Australis コキバラネズミ，ジャコウネズミ 

 Bataviae ドブネズミ 

ベトナム Bataviae ドブネズミ 

フィリピン Bataviae ドブネズミ，ヒト 

 Grippotyphosa ドブネズミ，ヒト 

 Pyrogenes ドブネズミ，ヒト 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．MLVA による日本，フィリピン，ベトナムで分離された
各アルファベットは血清群を表す
Pom; Pomona, Pyr; Pyrogenes. 

による日本，フィリピン，ベトナムで分離された
各アルファベットは血清群を表す

; Pomona, Pyr; Pyrogenes. 

による日本，フィリピン，ベトナムで分離された
各アルファベットは血清群を表す: Aus; Australis, Aut; Autumnalis, Bat; Bataviae, Can; Canicola, Gri; Grippotyphosa, Heb; Hebdomadis, 

; Pomona, Pyr; Pyrogenes. 

による日本，フィリピン，ベトナムで分離された
: Aus; Australis, Aut; Autumnalis, Bat; Bataviae, Can; Canicola, Gri; Grippotyphosa, Heb; Hebdomadis, 

による日本，フィリピン，ベトナムで分離された L. interrogans の系統樹
: Aus; Australis, Aut; Autumnalis, Bat; Bataviae, Can; Canicola, Gri; Grippotyphosa, Heb; Hebdomadis, 

の系統樹 
: Aus; Australis, Aut; Autumnalis, Bat; Bataviae, Can; Canicola, Gri; Grippotyphosa, Heb; Hebdomadis, : Aus; Australis, Aut; Autumnalis, Bat; Bataviae, Can; Canicola, Gri; Grippotyphosa, Heb; Hebdomadis, : Aus; Australis, Aut; Autumnalis, Bat; Bataviae, Can; Canicola, Gri; Grippotyphosa, Heb; Hebdomadis, : Aus; Australis, Aut; Autumnalis, Bat; Bataviae, Can; Canicola, Gri; Grippotyphosa, Heb; Hebdomadis, 
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研究要旨 

 ベトナムでは、近年、死亡例・重症例を含む手足口病あるいはエンテロウイルス71(EV71)感染症の流行が報告されてい

る。2011-2012 年には、ベトナム全土で、死亡例を含む多くの重症例を伴う大規模な手足口病流行が発生し、公衆衛生上

の大きな問題となっている。主として2011-2012年の手足口病流行期における、北部ベトナムにおける手足口病患者由来

検体から、エンテロウイルスの検出・同定を行い以下の結果を得た。 

 

1) ベトナムでは、2011 年から手足口病が全国サーベイランスによる届出対象疾患となった。2011〜2012 年

にかけて、約28万人の手足口病症例および223名の死亡例が報告された。 

2) NIHE における実験室診断体制を整備し、手足口病由来検体の実験室診断を実施した。2011〜2012 年の検

体では、エンテロウイルス陽性検体のうち、半数以上がEV71であった。 

3) 2011〜2012年の手足口病検体からEV71に次いで高頻度にコクサッキーA6型(CVA6)が検出された。日本や

アジア諸国同様、ベトナムでも、CVA6による手足口病症例の増加傾向が認められた。 

4) 2011〜2012年にかけて、ベトナムの手足口病症例から検出されたEV71の遺伝子型はC4型の頻度が高かっ

たが、2012年はB5型が増加した。ベトナム固有の遺伝子型C5型も少数検出された。 

5) WHO西太平洋地域事務局、感染研、NIHEを含む専門家の協力の下、WHO手足口病ガイドライン”A Guide to 

Clinical Management and Public Health Response for Hand Foot Mouth Disease (HFMD)”を作成・公

開した。 

 

重症 EV71 感染症の流行が発生しているベトナムでは、手足口病関連エンテロウイルスの病原体サーベイランスは引き続

き重要であり、遺伝子型の推移と重症例を含む手足口病流行との関連について、今後も解析が必要である。 

 

 

A．研究目的 

 

 手足口病は、発疹を特徴とした発熱性疾患で、予後の良

い一般的なエンテロウイルス感染症のうちの１つである。

しかし、1990 年代後半以降、広範な東アジア地域で、エ

ンテロウイルス 71(EV71)による小児の急性死症例を含む

重症エンテロウイルス感染症の大規模な流行が多発し、大

きな社会問題となっている。 

 ベトナムでは、近年、重症例・死亡例を含む手足口病流

行が報告されている。南部を中心としたベトナムでは、

2005 年以来、中枢神経系合併症を伴う手足口病流行が報

告されており、2011-2012年に発生した大規模な手足口病

流行の際には、200例以上の死亡例が報告されている 。 

 東アジアの多くの地域からは、多様な遺伝子型を有し、



 

 

かつ、他の地域で分離されるウイルスと分子疫学的関連性

の高いEV71が多く分離されている。カプシドVP1領域の

塩基配列をもとにした分子系統解析によると、近年、東ア

ジア地域で分離されたEV71 は、２種類の遺伝子型である

genogroup Bおよびgenogroup Cに大きく分かれ、さらに

subgenogroup B1〜B5およびC1〜C5に細分類される。EV71

分離株の分子系統解析によると、特定のEV71 遺伝子型と

疾患の重篤化との明確な関連性は認められていないが、

2011-2012年に重症例・死亡例を伴う大規模な手足口病流

行が発生したベトナムで分離されたEV71 分離株の分子疫

学的解析およびウイルス学的解析は重要である。 

 本研究では、ベトナムNational Institute of Hygiene 

and Epidemiology(NIHE)および感染研ウイルス第二部と

のあいだの疫学および実験室診断技術に関する情報共有

を基盤として、ベトナム北部における手足口病の疫学的解

析および手足口病由来エンテロウイルス同定および EV71

分離株の分子疫学的解析を行った。 

 

B．研究方法 

 

 主として 2011-2012 年に発症したベトナム北部の手足

口病患者由来臨床検体 (咽頭拭い液、発疹拭い液、糞便等) 

を用いた解析を行った。検体は常法に従って調整し、遺伝

子検査およびウイルス分離試験に供した。エンテロウイル

ススクリーニングのため、咽頭拭い液検体から抽出した

RNA を鋳型にしたsemi-nested RT-PCR (CODEHOP RT-PCR) 

法によりVP1部分領域を増幅し、エンテロウイルス特異的

フラグメントの増幅を確認した。増幅DNAを鋳型として塩

基配列解析を行い、RNA配列の相同性により、エンテロウ

イルス型(type)を同定した。エンテロウイルス遺伝子陽性

検体のうち、一部検体について、RD 細胞を用いたウイル

ス分離を実施した。EV71分離株のうち、代表的なEV71株

について VP1 全領域遺伝子をもとにした分子系統解析に

より、EV71遺伝子型を解析した。 

 臨床検体の種類、患者の年齢、異なる検体からのウイル

ス検出陽性率等、NIHEで入手可能な患者情報と疫学情報・

実験室診断の結果を整理した。ベトナムにおける手足口病

サーベイランスシステムおよび手足口病実験室診断体制

の実態を把握するため、Hien 所長、サーベイランス担当

者、実験室担当者とのミーティングを実施するとともに、

症例報告システムや検体送付票・症例報告票等を調査した。 

C．研究結果 

 

1) ベトナムにおける手足口病サーベイランス 

 

 ベトナムでは、近年の大規模手足口病流行と重症例の多

発を受けて、2011 年から手足口病が全国サーベイランス

による届出対象疾患となった。全国的手足口病サーベイラ

ンスの結果、2011〜2012年の期間で、約28万人の手足口

病症例、および、223名の死亡例が報告されている。 

 

2) 手足口病サーベイランス由来検体の実験室診断 

 

 手足口病サーベイランスに由来する一部の検体につい

て、NIHE での実験室診断が実施されている。手足口病由

来検体は、患者情報・疫学情報とともにNIHE に送付され

るシステムとなっているが、検査情報と患者情報・疫学情

報の統合は十分なされていなかった。また、重症例を含む

手足口病症例報告、また、どのような背景の検体について

NIHE で実験室診断を実施しているのか等について、疫学

情報・検査診断結果の報告バイアスが存在することが示唆

された。サーベイランスおよび実験室診断の結果を解釈す

る際には留意が必要となる。 

  

3) 手足口病サーベイランス由来検体の実験室診断 

 

 NIHE エンテロウイルス実験室で入手可能なデータを再

度確認し整理したところ、2011 年の手足口病患者 912 症

例中594 症例(65%)がエンテロエンテロウイルス陽性と判

定された。ひとりの手足口病症例に由来する複数の臨床検

体からエンテロウイルスが検出される場合も多いことか

ら、検体ごとのエンテロウイルスおよびEV71 検出率を整

理した。糞便検体からはEV71 が比較的高頻度に検出され

(62%)、咽頭拭い液(37%)および水疱検体(13/46; 28%)から

のEV71検出率は糞便と比較すると低かった。EV71分離株

の一部について、VP1 領域の塩基配列解析により EV71 遺

伝子型を解析したところ、C4型が高頻度に検出され(83%)、

B5型(12%)およびC5型(5%)が低い頻度で検出された。 

 2012年の手足口病症例730人中444症例(68%)がエンテ

ロウイルス陽性と判定された。2012 年の手足口病患者糞

便検体からのEV71検出率(41%)は、2011年(62%)と比較す

ると低く、咽頭拭い液 (56%)との比較でもEV71 検出率が

低い傾向が認められた。EV71分離株の一部について、VP1

領域の塩基配列解析によりEV71 遺伝子型を解析したとこ



 

 

ろ、2011年同様、C4型が高頻度に検出されたが(54%)、B5

型(38%)の検出頻度が増加した。C5型(4%)は、引き続き低

い頻度で検出された。 

 

4) WHO手足口病ガイドラインの作成・公開 

 

 WHO/WPRO地域では、手足口病およびEV71感染によるも

のと考えられる中枢神経合併症重症例が頻発しているが、

手足口病および重症例の症例定義、および、症例定義に基

づく疾患および病原体サーベイランスが、かならずしも標

準化されておらず、各国の疫学情報の比較は困難であった。

そのため、WHO/WPRO事務局、感染研、中国CDC、台湾CDC、

ベトナムパスツール研、NIHE等からの専門家の協力の下、

手足口病ガイドライン”A Guide to Clinical Management 

and Public Health Response for Hand Foot Mouth Disease 

(HFMD)”を作成した。本ガイドラインは、2011 年に公開

され、手足口病関連合併症の症例定義や標準的な実験室診

断手法に関する基盤情報の共有化に寄与した。 

 

D. 考察および今後の研究方針 

 

 北部ベトナムでは、これまで、手足口病サーベイランス

体制は十分整備されておらず、重症例を含む手足口病流行

の実態は必ずしも明らかではなかった。また、重症例を含

む手足口病原因ウイルスの実験室診断体制も未整備であ

った。近年の大規模手足口病流行と重症例の多発を受けて、

ベトナムでは、2011 年から手足口病が全国サーベイラン

スによる届出対象疾患となった。それに伴い、手足口病由

来の一部検体について、NIHE においてエンテロウイルス

検出・同定が実施された。その結果、2011〜2012 年に手

後口病症例から検出されたエンテロウイルスの半数以上

がEV71 であることが明らかとなった。この時期、死亡例

を含む重症例が多発したのは、他のアジア諸国同様、EV71

による手足口病流行の発生によることが示唆された。 

 一方、2011〜2012 年、北部ベトナムの手足口病症例か

ら２番目に高頻度で検出されたエンテロウイルスは CVA6

であり、ベトナムでも他のアジア諸国同様、CVA6 が手足

口病の主要な原因ウイルスのひとつとして定着しつつあ

ることが示唆された。CVA6 は、日本では従来、他のコク

サッキーA 群ウイルス(HEV-A)とともに、ヘルパンギーナ

の主要な原因ウイルスであったが、2008年以降、「非典型

手足口病」(Atypical HFMD) 症例からの検出頻度が増加し、

2011 年には大規模な手足口病の主要な原因ウイルスとな

った。 

 1990 年代後半以降、おもに、EV71 遺伝子型 B3 および

B4, B5, C1およびC2が、東アジアの多くの地域で分離さ

れており、1997 年のマレーシア、1998 年の台湾における

EV71 脳炎をともなう大規模な手足口病流行では、それぞ

れ、B3およびC2が主要な流行株であった。ベトナムでは、

2000年代は、地域固有のC5型が主要な遺伝子型であった

が、2011-2012年の手足口病流行の主要な原因ウイルスは

遺伝子型C4 であり、中国で継続的に伝播している遺伝子

型 C4 と同じ遺伝子型に属することが明らかとなった。

2005〜2009年にかけて北部ベトナムにおけるEV71分離株

の主要な遺伝子型はベトナム固有の遺伝子型C5 だったが、

2010年から遺伝子型C4が高頻度に検出され、2011〜2012

年の手足口病流行時には主要な原因ウイルスとなった。ベ

トナムでは、近年、主要なEV71遺伝子型がC5からC4に

入れ替わった可能性が示唆される。EV71 遺伝子型 C4 は、

2008 年から中国で断続的に発生している多くの重症例を

伴う大規模手足口病流行に関与しており、多数の死亡例が

報告された2012年のカンボジアにおける重症EV71感染症

症例から検出されたEV71もC4型と報告されている。ベト

ナムにおけるEV71 遺伝子型の推移と重症例を含む手足口

病流行との関連については、今後も継続した解析が必要と

される。 

 ベトナムでは、2011 年から手足口病が全国サーベイラ

ンスによる届出対象疾患となり、一部検体についてはNIHE

で実験室診断が行われている。近年の手足口病重症例の多

発をうけ、NIHE を中心として、サーベイランスおよび実

験室診断体制の整備が進められているが、全国的なサーベ

イランスおよび報告システムは質的に不十分な点が認め

られ、改善の余地がある。また、実験室診断結果を含め、

得られた情報の疫学的・ウイルス学解析は、今後の課題で

ある。重症EV71 感染症の流行が発生しているベトナムに

おける、手足口病関連エンテロウイルスの病原体サーベイ

ランスの質的強化は、EV71 感染症重症化のリスクを解析

するため、引き続き重要である。 
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研究要旨 WHO では麻疹の排除、風疹、CRS の減少、根絶を目指している。そのための要件として、高い

ワクチン接種率の維持とともに実験室診断による質の高いサーベイランス体制の確立を求めている。また

麻疹排除の定義から流行株の起源の鑑別が求められておりウイルスの遺伝子解析の手法が必須になって

いる。ベトナムにおいては、麻疹、風疹の検査診断は WHO が標準法とする IgM ELISA 法で行われている

が、遺伝子検出による診断技術、解析技術はまだ十分に確立されていない。本研究はベトナム北部の

National Institute of Hygiene and Epidemiology (NIHE)と協力して、ベトナムにおける遺伝子検出による診断

技術、ならびに遺伝子解析技術を確立する事、そしてまた患者検体や過去に採集された血清検体からウイ

ルス遺伝子を検出し、過去から現在において流行したウイルスの変遷を調査する事を目的としている。本

研究では、1) NIHE に遺伝子解析技術の移転をはかり、2) 2006 年〜2012 年までに流行したウイルスの遺

伝子解析し、遺伝子型 H1 株が流行している事、また、その流行株は同じ遺伝子型 H1 でありながら、流行

年ごとに少しずつ異なる事、また 3) 2013 年春からベトナム北部山岳地域で流行し始めたウイルスは隣国、

ラオスで流行した株を起源とする可能性が高い事、を示した。 

 

A. 研究目的 

国際連合は 2000 年に、21 世紀の国際目標として、

より安全で豊かな世界をつくるための国際協力を

約束した「国連ミレニアム宣言」を採択し、その共

通目標としてミレニアム開発目標(MDGs)を設定し

た。MDGs の 8 つの目標の一つ、MDG4 では「乳

幼児の死亡率の削減」を掲げ、乳幼児死亡率を

2015 年までに 1990 年の 1/3 にする事を目標とし

た。当時、麻疹は開発途上国の乳幼児の死因の

上位を占めた事、またすぐれたワクチンがある事

等から、MDG4 の進捗を計る指標として麻疹ワクチ

ンの接種率を定めている。WHO もこれに呼応して

2000 年に「Measles Initiative」を採択し、天然痘、

ポリオについで、麻疹の排除、さらには根絶を目

指す事を決定した。 

WHO は麻疹排除を「質の高いサーベ

イランスが存在するある一定の地域内において、

常在する麻疹ウイルスのよる麻疹の伝播が 12 ヶ月

間以上ないこと」と定義とし、麻疹の排除達成には

症例数を減少させるだけではなく、検査診断に基

づく質の高いサーベイランス体制の確立を求め、

さらに麻疹排除が近づいた時には、検出された麻



疹ウイルスがその土地に常在した株なのか、ある

いは輸入によってもたらされた株なのかを鑑別す

る事を求めている。またそこで解析されたウイルス

遺伝子の情報は、世界のウイルスの分布状況の把

握や伝播コースのトレースにも有用である事から、

各国の麻疹検査を担う研究所では、優れた麻疹ウ

イルスの遺伝子解析力が期待されている。 

現在、日本では年間の麻疹報告数が

300 症例を下回り、また、2006-8 年の麻疹の流行

の原因ウイルスであった遺伝子型D5のウイルスの

検出が全くない状態となっている。この事は実質

的に日本は麻疹排除状況にあることを示唆してい

る。一方、近年の麻疹患者の多くからは遺伝子型

D4, D8, D9,B3, G3, H1 などの海外に起源を持つ

と考えられるウイルスが検出されている。麻疹ウイ

ルス、風疹ウイルスはともに呼吸器感染し、感受性

者にはたやすく感染する。これはとりもなおさず、

日本での麻疹排除、風疹排除の達成および維持

には、周辺国の流行が大きく関係する事を示す。

本研究はベトナムにおける遺伝子診断技術、解析

技術の確立を目指している。これらは WPR、ある

いは世界ににおける麻疹、風疹排除の推進の有

用である。 

 

B. 研究対象と方法 

 

1) ベトナムの麻疹、風疹に関する情報の収集

およびウイルス遺伝子検出技術の供与 

ベトナム National Institute of Hygiene and 

Epidemiology (NIHE)の Dr. Trieu Thi Thanh 

Van、ベトナムにおける麻疹、風疹の流行状

況、検査状況を確認した。また、日本で用い

られている高感度の遺伝子検出法の技術供

与を行った。 

 

2) 過去に流行した麻疹ウイルスゲノムの解析 

NIHE に 保管されていた 2006 年、2008 年、

2009 年の麻疹 IgM 抗体陽性血清から

Qiagen Viral RNA mini kit RNA を用いて

RNA を抽出し、麻疹ウイルス遺伝子型鑑別

領域増幅用の RT-PCR を実施し、麻疹ウイ

ルスゲノムの検出を試みた。増幅された遺

伝子の塩基配列を決定し系統樹解析を実

施した。 

 

3) 2013 年に流行した麻疹ウイルスゲノムの解

析 

ベトナム北部の山岳地域では2013年春から

麻疹の流行があった。麻疹患者より咽頭拭

い液、血液を採取し、PCR による遺伝子検

出を試みた。ウイルスの系統樹解析を行っ

た。 

 

C. 研究結果 

・ ベトナムの麻疹、風疹の流行状況 

ベトナムにおける麻疹は 2008 年から 2009 年にか

けて全土にわたるアウトブレイクがあり約5200例の

麻疹が報告されたが、2010 年 9 月〜11 月に 1〜5

才の子供を対象とした全国的な補足的ワクチン接

種を実施したことから、2010 年は 1826 例、2011 年

は 750 例、2012 年637 症例と減少傾向にあった。

しかし 2013 年には 800 例が報告されやや増加し

ている。2013 年はここ数年、報告のなかった北部

の山岳地域を中心に麻疹の報告が相次ぎ、最近

ではハノイでも増加傾向にある。一方、風疹は

2008年にはおよそ646例の報告であったが、2009

年、2010 年と増加し、2011 年には7259 例となった

が、2012年12月までに120例前後となり流行は収

まりつつある。しかし月齢 12 ヶ月未満の心臓、白

内障、難聴を持つ乳児を対象にCRSサーベイラン

スを行った結果、2011 年では 161 例が、2012 年も

9 月までにおよそ 300 例の CRS 児が確認されてい

る。麻疹症例報告数、風疹症例報告数のすべて

が検査診断されたわけではないが、検査方法は

WHO のプロトコールに従い、発疹、発熱患者を対

象に ELISA 法で麻疹 IgM 抗体を測定、陰性だっ



た場合には風疹の IgM 抗体測定を実施してい

る。 

 

・ 過去に流行した麻疹ウイルスゲノムの解析 

2006 年、2008 年、2009 年の麻疹 IgM 抗体陽性

患者血清から RNA を抽出し、RT-PCR 法により

麻疹ウイルスゲノムの増殖を試みた。2006年6検

体、2008 年 17 検体、2009 年 20 検体から麻疹ゲ

ノムの回収に成功した。これらの塩基配列を決定

し系統樹解析を行ったところ、すべて遺伝子型

H1型に分類された。また2006年と2008年、2009

年の株は同じ遺伝子型H1 でも異なるブランチに

属し、塩基配列で450塩基中10〜11の変異があ

った。また 2008、2009 年の流行株間の塩基配列

の変異は 0〜3 であった(図１)。 

 

・ 2013 年に流行した麻疹ウイルスゲノムの解析 

ベトナム北部の山岳地域である Lai Chau 県, Lao 

Cai 県, Ha Giang 県から４月ごろから麻疹の報告

されている。少なくとも4月〜6月の間にLai Chau

県では52例が実験室診断、あるいは臨床診断よ

り麻疹と診断されている。Lai Cai 県より 4 株、Lai 

Chau 県よる 3 株、Ha Giang 県より１株の遺伝子

型決定部位の遺伝子配列を決定し、系統樹解析

を行ったところ、各県内で検出されたウイルスは

同一であるが県間では異なっていた。 また、こ

れらの麻疹ウイルスは遺伝子型H1 に属していた。

またその塩基配列は隣国、ラオスの Phongsaly 県、

Luangnamtha県で2011〜2012年に検出されたウ

イルスと同一、あるいはよく似ていた（図２）。一方、

隣接する中国、雲南省でも 2013 年には麻疹の

流行があったが、遺伝子型 D9 のウイルスであっ

た。 

 

D. 考察 

 麻疹、風疹はともに感染力が強いウイルス性呼

吸器感染症である。麻疹は罹患者の免疫を低下さ

せることから、患者のおよそ 1/3 が合併症を併発

する。特に肺炎、脳炎を合併した場合は死亡率が

高く、先進国でも 0.1- 0.2 %程度が死に至るといわ

れている。また、途上国では時として 10% 近い死

亡率を示す事がある。一方、麻疹には有効性、安

全性にすぐれたワクチンが存在するにも関わらず、

今だ乳幼児死亡率の高い感染症である。ワクチン

接種率を高めれば確実に乳幼児の死亡率を減少

しうる。国連が進める MDG4 の指標に麻疹ワクチ

ンの接種率が掲げられているのもそのためである。

また WHO では麻疹だけでなく風疹の排除もすす

めている。妊婦が風疹に罹患した場合、胎盤を通

じて胎児に風疹ウイルスが感染し、出生する子供

に CRS と呼ばれる障害を残す事が知られている。

麻疹同様に風疹にも有効なワクチンがあり、麻疹、

風疹混合ワクチンとして同時に接種できる事から、

麻疹排除と同時に風疹の排除も計画している。こ

れらの排除計画は人類の公衆衛生上、医療経済

上からも大きな意義を持っている。 

ベトナムでは麻疹ワクチンは 1982 年

から導入されている.当初は接種率が低かったが

1990 年頃から 90%以上の接種率を維持している。

また、2002 年以降、数回にわたる大規模な補足的

ワクチン接種を実施したことから、2003 年以降、麻

疹は暫時減少し 2007 年の麻疹の発生率は人口

100 万人当たり 0.2 人になったが、その後、ワクチ

ン不足により接種率が 83%に減少したためか 2009

年には 59 人/人口 100 万人の麻疹のアウトブレイ

クが報告されている。その後は 95%を超える高いワ

クチン接種率を維持しているにも関わらず 5 人〜

20人/人口100万人程度で麻疹の流行が継続して

いる。 

一方、風疹は現在までワクチンが導入

されておらず、4〜5 年のサイクルで流行を繰り返

している。2009 年ごろから風疹の流行のきざしが

みられ、2011 年には 7000 人を超す風疹が報告さ

れている。これに伴い CRS を持つ子供の出生数も

増加しており、2012 年では三カ所の定点病院でサ

ーベイランスを実施したところ 300 以上の CRS 確



定例が報告されている。現在、予定を早めて 2013

年から風疹ワクチンを含むワクチン(MR or MMR ワ

クチン)の導入を計画している。風疹予防の主たる

目的は小児への感染防御ではなく、妊婦への感

染を防ぎ、CRS の発生を防ぐ事にある。小児への

ワクチン接種により、風疹が減少し、ワクチンの接

種機会のなかった年代がそのまま妊娠可能年齢

になり、逆に CRS が増えた事例がある。成人への

感染のコントロールはより困難である。小児への高

い接種率を維持し、風疹の流行そのものを減少さ

せることが CRS の予防に重要となるだろう。 

前述のように 2007 年には麻疹の発生

率が人口 100 万人当たり 0.2 人にまで減少した。

2006 年以前と 2007 年以降の麻疹ウイルスの違い

は興味深い。過去の検体からの麻疹ゲノムの検出、

解析から、2006 年のウイルスと 2008 年以降のウイ

ルスでは同じ遺伝子型 H1 であるが、異なるブラン

チに属する事が明らかになった。2006 年ウイルス

と 2009 年ウイルスでは麻疹ウイルス N 遺伝子末端

の遺伝子型決定部位 450 塩基中に 10〜11 塩基、

アミノ酸配列で 4〜5 アミノ酸の変化がみいだされ、

異なる由来のウイルスである可能性が考えられた。

麻疹の排除は「質の高いサーベイランスが存在す

るある一定の地域内において、常在する麻疹ウイ

ルスのよる麻疹の伝播が12ヶ月間以上ないこと」と

定義されており、排除の最終段階では流行する麻

疹ウイルスが定着株か輸入株かの鑑別が必要とな

ってくる。遺伝子型別のみではウイルスの鑑別に

は不十分な事が考えられ、ウイルス学的、疫学的

により慎重に麻疹症例を観察する必要があろう。 

2013 年に麻疹の流行の端緒となった

Lai Chau 県、Lai Cai 県, Ha Giang 県の北部山岳

地域では少数民族が暮らし、また交通のアクセス

が悪い事もありワクチン接種等の公衆衛生上のサ

ービスが必ずしも十分に行き渡っていない可能性

が考えられた。また、今回の麻疹ウイルスの遺伝

子解析から、2011 年ごろからラオスの麻疹患者か

ら検出されているウイルスと近い事がわかった。北

部山岳地域はラオス国境と接しており、何らかの

接触が両国民の中であった可能性が考えられた。 

一般的な問題であるが、ワクチン接種

率の把握は先進国でも困難である。特に途上国の

地方においては人口の正確な把握そのものが難

しい事が多く、ワクチン接種率に表示された数字

の信頼性が高くないと思われる。ベトナムでもワク

チンが不足した2007年以外は95%以上のワクチン

接種率が公式には報告されているが、信頼性が

低い可能性は否定できない。ワクチン接種率だけ

ではなく血清疫学の併用によって感受性者の集

団を見つけ出していく事も今後麻疹の排除を達成

するためには必要かもしれない。 

     容易に国外旅行ができる現在では、麻疹

排除、風疹排除を達成し、その状態を維持してい

くには、ある特定の国だけでの排除達成では不可

能で、少なくとも WPR 等の様にある一定の広さを

持つ地域からの排除が必要になってくる。事実、

日本においては麻疹症例が減少した 2010 年以降、

検出された麻疹ウイルスの大部分は、疫学的、ウ

イルス学的に海外に由来すると考えられており、ま

たこれらが国内で小規模なアウトブレイクを起こす

事もある。また 2012〜2013 年に風疹の流行を引き

起こしたウイルスも東南アジアで流行していた遺伝

子型 2B のウイルスと類似のウイルスであった。国

内の麻疹、風疹の排除の達成、維持は国外、おも

に近隣の状況と無関係ではない。特に中国､韓国、

東南アジア等のように比較的人口が多い国の中

心的な研究室と技術、情報の交換等の緊密な連

携とれる体制を確立しておくことは今後も重要にな

ると考えられる。 

 

E. 結論 

麻疹、風疹のような感染性の強いウイ

ルスは容易に国境を超えて伝播する。この事は日

本において麻疹、風疹の排除を達成、維持してい

くためには、少なくとも関係の深い周辺の諸国の

麻疹、風疹の状況を把握し、可能ならばその改善



に協力できる体制を構築する事が重要である。事

実、2013 年暮れから 2014 年においてフィリピンで

麻疹が流行した事により、昨年の約２倍のペース

で日本において麻疹が検出されている。周辺諸国

での公衆衛生を向上させ、共通の目標としてこれ

らの感染症対策を実施していけるような協力関係

を継続していく事は、対象の途上国だけではなく、

日本にとっても重要である。その意味でも本研究

班は大変意義深いものであると考える。 
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研究分担者： 井上 智  国立感染症研究所・獣医科学部 

研究協力者： 奥谷晶子  国立感染症研究所・獣医科学部 

       野口 章  国立感染症研究所・獣医科学部 

   加来義浩  国立感染症研究所・獣医科学部 

   濱本紀子  国立感染症研究所・獣医科学部 

   Bazartseren Boldbaatar  IVM・ウイルス部 

   飛梅 実  国立感染症研究所・感染病理部 

   阿戸 学  国立感染症研究所・免疫部 

   Nguyen Thi Kieu Anh  NIHE・ウイルス部 

Hoang Thi Thu Ha  NIHE・細菌部 

 

研究要旨： 本研究では、ベトナム国立衛生疫学研究所（National Institute of Hygiene and 

Epidemiology; NIHE）との狂犬病及び炭疽に関するラボラトリーネットワークの促進と共同

研究体制の強化を行うために、NIHE の狂犬病ラボ（ウイルス部・Dr.Nguyen Thi Kieu Anh）

と炭疽ラボ（細菌部・Dr.Hoan Thi Thu Ha）と共同して、当該病原体の検査・同定法の開発、

分離株の分子疫学、ベトナムの地域ラボ・ネットワーク強化の促進を行った。 

狂犬病：平成 23 年度は、ベトナムに生息する翼手目（コウモリ）が RV を含むリッサウイル

ス属の自然宿主あるかを調べるために NIID で保有している 5 株（RV、EBLV-1、Duvenhage 

virus、Mokola virus、Lagos bat virus）を利用した簡易中和抗体検出系を確立した。平成

24 年度は、ベトナムで流行しているウイルス株を簡易かつ迅速に検出できる LAMP 法の確立、

診断ラボのネットワーク強化に必要となる検査系の検証と臨床・検査・疫学等を網羅したモ

デル研修を北部の流行地域で試みた。平成 25 年度は、より安全かつ簡便に中和抗体を測定

できるように分泌型アルカリフォスファターゼ（SEAP）発現シュードタイプを利用した中和

試験法の開発を試みて従来法（RFFIT 法）等同様の成績で感度・特異性の高いことが示され

た。 

炭疽：平成 23 年度は、ベトナムの北部山岳地帯で発生した皮膚炭疽の集団発生事例の炭疽

菌 DNA を抽出して MLVA (Multiple Locus Variable-Number Tandem Repeats Analysis) と

SNP (Single Nucleotide Pooolymorphism)による系統解析を行い分離株が西ヨーロッパや北

アメリカの菌株と同じ遺伝学的クラスター(A1 クラスター）に分類されることを明らかにし

た。平成 24 年度は、皮膚炭疽から分離した菌株を 80-SNP (Single Nucleotide 

Pooolymorphism)で系統解析してベトナム株がアジア分離株の多数含まれるA3クラスターに

所属するが日本株（A3a クラスター）やモンゴル株（A3b クラスター）と異なるクラスター

を韓国分離株と形成することを明らかにした。平成 25 年度は、市販食肉分離株について解

析を行い西ヨーロッパや北アメリカで分離される菌株と同じ遺伝学的クラスター(A1 クラス

ター）に分類されることを明らかにした。 



A．研究目的 

 

 本研究では、ベトナム国立衛生疫学研究所

（ National Institute of Hygiene and 

Epidemiology; NIHE）との狂犬病及び炭疽に関

するラボラトリーネットワークの促進と共同

研究体制の強化を行うために、NIHE の狂犬病

ラボ（ウイルス部・Dr.Nguyen Thi Kieu Anh）

と炭疽ラボ（細菌部・Dr.Hoan Thi Thu Ha）と

共同して当該病原体の検査・同定法の開発、分

離株の分子疫学、ベトナムの地域ラボ・ネット

ワーク強化の促進について行った。 

 

 

B．研究方法 

 

狂犬病：ベトナム北西部 Hoa Binh、東北部 Long 

Song、Phu Tho、Yen Bai、Tuyen Quang に生息

するコウモリを捕獲して血清採取を行って、

NIID で保有している狂犬病ウイルスを含むリ

ッサウイルス 5 株（RV、EBLV-1、Duvenhage 

virus、Mokola virus、Lagos bat virus）によ

る簡易中和抗体検出系の確立と中和活性測定

を行った。 

ベトナム北部・中央高地・南部の三地域から代

表的な 11 株を選択して N 遺伝子の塩基配列を

特定して RT-LAMP に使用するプライマーを設

計の後に既報（Boldbaatar B., and et al. 

Jpn.J.Infect.Dis. 62:187-191, 2009）を利用

して反応の至適条件を検討した。 

NIHE が、地域ラボに狂犬病の検査系を普及し

たときに検査系の精度を維持するために必要

となる検査手技等の検証方法を EQAS（外部精

度評価プログラム）を利用して検討した。 

ベトナム北部の Thai Nguyen 省で、所属 Thai 

Nguyen 衛生疫学研究所を中心に、医療関係者、

獣医師、行政担当者も加えて、狂犬病の基礎知

識、疫学、免疫・予防、発症病理、臨床、検査

を網羅するモデル研修を行った。 

より安全かつ簡便に中和抗体を測定できるよ

うに分泌型アルカリフォスファターゼ（SEAP）

発現シュードタイプを利用した中和試験法の

開発を試みて、従来法（RFFIT 法）と比較検討

した。 

 

炭疽：地域ラボと連携した炭疽ネットワークを

活用して患者からの炭疽菌分離と野外事例か

らの遺伝子検出を行い、ベトナム株に特異的な

SNP 検索を継続しつつ、ベトナム株のアジアに

おける系統分類と遺伝子型別を行った。 

ベトナムでの炭疽の流行機序を明らかにする

ため、炭疽ネットワークを利用して患者の検査

検体と同時に患者と接触履歴のある家畜や土

壌から検体を採取して NIHE に移送して菌分離

と遺伝子検出を行って感染源・経路等について

検討した。 

 

 

C．研究結果 

 

狂犬病：狂犬病ウイルスを含むリッサウイルス

5 株（RV、EBLV-1、Duvenhage virus、Mokola 

virus、Lagos bat virus）を利用した簡易中和

抗体検出系の実際的な手技を共同して行い、技

術的な知見共有と課題等の確認が可能になっ

た。 

設計した RT-LAMP プライマーはベトナム北部

・中央高地・南部の三地域の代表的な 11 株を

いずれも増幅可能であり、狂犬病が疑われた患

者から採取された唾液と脳脊髄液（65 検体）

について RT-PCR 法と比較したところ感度が

100%、特異性が 96.8%であった。 

EQAS に準じて以下を行った。（１）NIID で準

備した検体をNIHEに送付、（２）NIIDからNIHE

に正解を開示、（３）NIHE で抗原および遺伝

子を検出、（４）NIHE と NIID で成績・課題を

分析。 

ベトナムの地域ラボ等を対象にした研修・実習

を ThaiNguyen 省の地域ラボ等と連携して行っ

た。研修内容：バイオセーフティの基礎、臨床

診断・疫学、および予防法等。参加者：ベトナ

ム狂犬病コントロールプログラムの疫学専門

家、北部 4 省（Thai Nguyen、Ha Giang、Cao Bang、

Son La）の PCPM スタッフ・医療従事者、ワク

チン接種担当者、医師、看護師、獣医師（60

名以上）。 



 

炭疽：地域ラボと連携した炭疽ネットワークを

利用して患者からの炭疽菌分離と遺伝子検出

に成功した。分離菌株のゲノム解析によってベ

トナム北部の炭疽流行地（DienBien）で発生し

た炭疽アウトブレイク患者 6 名の特定と菌分

離に成功し、ゲノム解析を行ってベトナム株は

アジア分離株が多数含まれる A3 クラスターに

所属するが日本株（A3a クラスター）やモンゴ

ル株（A3b クラスター）と異なるクラスターを

韓国分離株とともに形成することが明らかに

なった。一方、市販食肉由来菌株は西ヨーロッ

パ地域由来株が多く分類される A1 クラスター

に分類された。 

 

 

D．考察 

 

狂犬病： NIID で保有している 5 株（RV、EBLV-1、

Duvenhage virus、Mokola virus、Lagos bat 

virus）を利用した簡易中和抗体検出系を確立

し、ベトナムのコウモリから採取した血清を利

用してNIHEとNIIDのラボラトリー間で手技お

よび検査成績を検証し慨ね同じ成績であるこ

とを明らかにした。コウモリ等の野外調査を進

めながら、NIHE と NIID のラボラトリー間で血

清等の検体を共有して、検査系の比較検証を行

い、狂犬病ウイルスを含むリッサウイルス属の

ベトナムにおける分布と自然宿主の疫学を明

らかにすることで、ラボラトリーネットワーク

の促進と共同研究体制の強化が期待された。 

RT-LAMP によって既存の RT-PCR でウイルス検

出ができなかった発症早期の患者から標的の

ウイルス遺伝子を増幅できたことは特記すべ

きことであり、狂犬病の早期診断をより確実に

行えることが期待された。 

NIHE が地域ラボと連携したラボラトリーネッ

トワークを構築する際に必要となる検査系の

精度維持を検証するために EQAS（外部精度評

価プログラム）に準じたブラインドテストを行

い抗原検出、遺伝子検出のいずれについてもよ

い成績を得ることができた。課題として、地域

ラボで検査系を確立して普及するためには各

ラボの状況を十分に把握・理解して柔軟性のあ

る標準手技等を提案する必要のあることが示

された。 

 

炭疽：ベトナム分離株は西ヨーロッパや北アメ

リカで分離される菌株と同じ遺伝学的クラスタ

ー(A1 クラスター）に分類され、日本やモンゴ

ルなど他のアジア諸国で分離される炭疽菌が分

類される A3 クラスターとは異なることが明ら

かになった。今後、ベトナム分離株のフルゲノ

ム解析を行いベトナム分離株をより特異的に解

析可能な SNP タイピングを確立して感染経路の

推定や詳細な分子疫学を可能にすることが重要

と考えられた。 

ベトナム北部の炭疽流行地域（DienBien 省）

をモデル調査地として、患者の感染源調査を行

っているが、家畜・環境から炭疽菌を分離でき

ていない。患者からの菌分離には成功している

ことから、環境からの検出法の改良と、炭疽発

生時にどのように家畜や環境検体を採取する

かについての検討が必要と考えられた。また、

北部の炭疽流行地（DienBien）はラオスと中国

に隣接しており近隣国で発生している炭疽に

ついても同様の解析を行ってベトナム北部の

炭疽多発地域における感染源や流行形態の詳

細を明らかにしていくことが重要と考えられ

た。 

 

 

Ｅ．結論 

 

 ベトナム国立衛生疫学研究所（National 

Institute of Hygiene and Epidemiology; 

NIHE）との狂犬病及び炭疽に関するラボラトリ

ーネットワークの促進と共同研究体制の強化

を行うために、NIHE の狂犬病ラボ（ウイルス

部・Dr.Nguyen Thi Kieu Anh）と炭疽ラボ（細

菌部・Dr.Hoan Thi Thu Ha）と共同して、当該

病原体の検査・同定法の開発、分離株の分子疫

学による当該感染症の流行形態や発生状況の

解析等を行った。 

 本研究により、日本国内での発生は希少であ

るが発生時に大きな社会的混乱が予想される



狂犬病や炭疽等の動物由来感染症では、最新の

流行形態や課題、検査法の確立、公衆衛生対策

に必要な啓発手法等を開発するために、近隣の

感染研相当機関と連携してラボラトリーネッ

トワークを活用した調査・研究等を展開するこ

との意義とその重要性が示された。 
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研究要旨：地域流行型真菌症であるヒストプラスマ症に関して、タイ国立衛生研究所、ベトナム

国立衛生疫学研究所との基礎的、臨床的共同研究を行った。ヒストプラスマ属生息調査として、

タイ・バンコク周辺で収集したコウモリ糞汚染土壌から PCR 法でヒストプラスマ属 DNA が検

出され、本症の重要な感染源の一つと疑われた。一方、ベトナム・ハノイ市における医療機関で

呼吸器感染症が疑われた症例を対象にしたヒストプラスマ症の疫学調査では、提出された 258

検体中 9 検体がヒストプラスマ属特異的 PCR 法で陽性を示した。また、血清中の抗ヒストプラ

スマ抗体の保有状況の検討では、144 検体中 26 検体で抗体陽性と判定された。我々の検討から、

ベトナムは他の東南アジア地域と同様にヒストプラスマ症の流行地域であり、決して稀な真菌症

ではないことが伺われた。 

  

A. 研究目的 

 ヒストプラスマ症は別名「洞窟熱」ともい

われ、高病原性真菌（BSL3）であるヒストプ

ラスマ属（Histoplasma capsulatum）を原因



真菌とし、HIV 感染者など免疫不全者に加え、

健常人にも発病が認められる真菌感染症であ

る。ヒストプラスマ属は通常土壌中に生息し、

コウモリや鳥類の糞中で盛んに増殖する真菌

で、世界的に広く生息が確認されているが、

なかでも米国ミシシッピー川流域や中南米、

西アジア、東南アジア、オーストラリアが大

きな侵淫地域であり、本感染症は地域流行型

真菌症の性格をもつ。日本人のヒストプラス

マ症患者は年々増加傾向を示し、その多くは

北中米と東南アジアでの感染であることが考

えられているが、東南アジア地域でのヒスト

プラスマ症の実態、流行状況、感染源、危険

因子等については未解明な点が多く、日本人

現地在住者、日本人旅行に対する適切な感染

危険情報も少ない。このような状況を鑑み、

本研究では、東南アジア地域での本症の実態

把握、流行状況調査、診断能力の向上ならび

に分離されたヒストプラスマ属の各国での疫

学的解析や基礎研究の推進・発展主な内容と

して、それぞれの国の感染症研究機関との共

同研究ネットワークを構築し、日本ならびに

アジア諸国の公衆衛生に貢献することを目的

とする。 

 

B. 研究方法 

ネットワーク構築対象のアジアの感染症研

究機関として、タイ王国の国立衛生研究所

（The National Institute of Health： NIH, 

Thailand）、チェンマイ大学（医学部微生物

学講座）ならびにベトナム社会主義共和国の

国立衛生疫学研究所（National Institute of 

Hygiene and Epidemiology: NIHE, 

Vietnam）とし、ヒストプラスマ症に関する

共同研究やラボラトリーネットワークについ

て検討を行った。 

１）タイにおけるヒストプラスマ症の実態調

査、生息状況に関する調査、環境リスク因子

の同定  

 生息調査に関しては、タイ NIH のスタッフ

と共同で、タイ・バンコク周辺の環境検体（土

壌）を対象として、培養法、遺伝子検出法を

用いて検討を行った。 

ⅰ）培養法 

 ヒストプラスマ属が存在すると考えられる

コウモリや鳥類の糞で汚染された土壌を採取

し、クロラムフェニコール含有 PBS に懸濁し

た後振盪攪拌し、1-3 時間静置した上清を一

部採取し brain heart infusion 培地へ塗布し、

30℃で 8 週間培養した。 

ⅱ）遺伝子検出法 

 対象検体は培養法に供した検体とし、PBS

に懸濁した上清を proteinase K 処理、β‐グ

ルカナーゼ処理し、フェノール・クロロフォ

ルム法でDNA抽出した。遺伝子検出には我々

が用いているヒストプラスマ属の M antigen

を標的とする nested PCR 法を適用し、プラ

イマーはすでに報告した（Ohno H, et al. J 

Infect Chemother, 2013）Msp1F、Msp2R を

first PCR で、Msp2F、Msp3R を second PCR

で用い、反応条件も同様に準じた。 

 

２）ベトナムにおけるヒストプラスマ症の基

礎的、臨床的研究 

平成 24 年度から 25 年度にかけ、ベトナム

の国立衛生疫学研究所（National Institute of 



Hygiene and Epidemiology: NIHE, 

Vietnam）の希少細菌研究室と、ハノイ市の

Bach Mai Hospital、103 Hospital、National 

Lung Hospital との共同研究として検討を行

った。検討内容としては、呼吸器感染症疑い

患者での肺ヒストプラスマ症（急性、慢性）

の状況調査（疫学調査）、診断支援、ヒストプ

ラスマ属生息状況に関する調査、環境リスク

因子の同定を行った。 

ⅰ）北部ベトナム地域におけるヒストプラス

マ症の疫学調査 

 NIHE ならびにハノイ市 Bach Mai 

Hospital、 103 Hospital、National Lung 

Hospital の感染症部門検査部が主体となり、

これら医療機関を受診した（不明熱）患者で、

ヒストプラスマ症を含めた侵襲性真菌症が疑

われる患者から診断目的で検査に提出された

臨床検体を用いて培養検査、遺伝子検査、抗

体検査を実施した。患者のエントリー基準と

して、１）無症状だが胸部 X 線検査で肺野に

陰影を認める、２）急性呼吸器症状を呈する

（発熱、胸痛、倦怠感、咳嗽など）、３）結核

様の慢性の呼吸器症状を呈し徐々に悪化する

症例（結核は否定する）、４）免疫不全、口腔

内潰瘍、中枢神経症状を呈した症例を対象と

した。対象検体は喀痰、気管支洗浄液、髄液、

胸水、血液、生検組織などで、状況に応じ培

養法、遺伝子診断法（PCR 法）、血清診断法

を行った。PCR 法については我々が行ってい

るヒストプラスマ属検出用 PCR 法（Ohno H, 

et al. J Infect Chemother, 2013）を行い、ま

た血清診断法についても我々が診断目的で使

用しているキット（Histoplasma DxSelect, 

Focus Diagnostics, Cypress, CA）を用いて抗ヒ

ストプラスマ抗体の有無を検出した。 

ⅱ）ヒストプラスマ属生息状況に関する調査 

 ハノイ市内ならびに近郊の公共エリア、住

宅地、病院周辺、洞窟などでコウモリや家禽

類の糞で汚染された土壌検体を対象としてサ

ンプリングを行った。得られた土壌検体は冷

蔵保存の上 NIHE へ運搬し、以後のヒストプ

ラスマ属培養法、PCR 法へ供した。 

 

（倫理面からの配慮について） 

 環境検体採取に関しては、研究目的、内容

を土地所有者等に説明し許可を得て採取した。

本検討においては NIHE の倫理委員会

（No.01 IRB）ならびに国立感染症研究所倫

理委員会（No.365, No.460）の承認を受けて

実施した。 

 

C. 研究結果 

１）タイにおけるヒストプラスマ症の実態調

査、生息状況に関する調査、環境リスク因子

の同定  

 タイ NIH の真菌研究室のスタッフととも

に、タイ・バンコク近郊の 4 地域を対象に（図

1）、おもに公共の場所（寺院境内など）を中

心にコウモリの糞で汚染された土壌を採取し、

ヒストプラスマ属の培養、遺伝子検出を行っ

た。土壌検体は計 36 検体採取し、培養結果は

いずれも陰性であったが、14 検体（39%）で

ヒストプラスマ検出用 PCR が陽性であった

（図 2）。陽性検体については塩基配列の確認

を行ったところ、Ajellomyces capsulatus と

97-99%の相同性が確認された。 



（図 1） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図 2） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２）ベトナムにおけるヒストプラスマ症の基

礎的、臨床的研究 

ⅰ）北部ベトナム地域におけるヒストプラス

マ症の疫学調査 

 現在まで喀痰、気管支肺胞洗浄液（BALF）

258 検体、生検組織 1 検体、血清 144 検体が

NIHE へ検査目的にて供された。BALF につ

いては培養法、PCR 法を行い、培養法陽性例

は認めなかったが、PCR 法陽性は計 9 例

（3.5%）で認めた（図 3）。また、PCR 法で

陽性となった検体について、その増幅産物の

塩基配列を確認したところ、Ajellomyces 

capsulatusと97-99%の相同性が確認された。

さらに、増幅産物の塩基配列の一塩基多型に

ついて検討した結果、米国株やタイ株とは違

った塩基配列パターンが認められた（図 4）。

この塩基配列をもとに、系統樹を作成すると、

ベトナムでの検体に含まれていたヒストプラ

スマ属由来と考えられる DNA は、タイの分

離株とは明らかに違うクレードで、むしろ米

国株に近いクレードを形成することが伺われ

た（図 5）。一方、血清についてはすべて血清

診断法に供され、26 検体（18%）が抗ヒスト

プラスマ抗体陽性と判定された（図 6）。基礎

疾患として HIV 感染の有無別で抗体陽性率

を検討したところ、HIV 陽性検体 15 検体中 3

検体（20％）、HIV 陰性検体 129 中 23 検体

（18%）が抗体陽性であった（図 6）。 

（図 3） 
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ハノイ市におけるヒストプラスマ症が疑われた
症例のPCR法による解析例 (M antigen gene)

1      2     3      4      5     6      7      8     9     10    11    12    13   14    15    16   17

Lane 1, 17: size marker, 2: negative control, 3: positive control (artificial DNA), 
4: positive control (genome DNA), 5-16: bronchial washing samples

 

18 22 170 171 205 206 222 228 Description
AF139985.1 C A G A G C T C ATCC 26032, human, Louisiana
AF026268.2 C A G A G C T C ATCC26320, opossum, Georgia

0032 C A G A G C T C clinical isolate, Japan (Texas)
0161 C A C G A T T C clinical isolate, Japan (Costa Rica, South America)
NIHE4 C C G A G C T C BALF, NIHE
NIHE15 C C G A G C T C BALF, NIHE
histo11 C G G C BALF, NIHE
histo20 C A C G G C C T BALF, NIHE
histo23 C A C G G C T C BALF, NIHE
histo26 C A C G G C C T BALF, NIHE
histo31 C A C G G C C T BALF, NIHE
histo34 C A C G G C C T BALF, NIHE
histo35 C A C G G C C T BALF, NIHE

H1 T A C G A T T C clinical isolate, ChiangMai
H2 T A C G A T T C clinical isolate, ChiangMai
H3 T A C G A T T C clinical isolate, ChiangMai
H4 T A C G A T T C clinical isolate, ChiangMai
H5 C C C G A T T C clinical isolate, ChiangMai
H6 T A C G A T T C clinical isolate, ChiangMai
H7 T A C C A C T C clinical isolate, ChiangMai
H8 T A C G A T T C clinical isolate, ChiangMai
H9 C C G A G C T C clinical isolate, ChiangMai
H10 T A C G A T T C clinical isolate, ChiangMai

CD1-1 C G A T T C soilsample ChiangDao Cave, ChiangMai
CD2-2 C G A T T C soilsample ChiangDao Cave, ChiangMai
CD3-1 C G A T T C soilsample ChiangDao Cave, ChiangMai
NP1 C A G A G C T C soilsample, National Park, ChiangMai

M抗原遺伝子上のSNP

地域ごとに特徴的なパターン
→感染地域の絞り込みが可能に？

 

環境検体の採取地域（タイ・バンコク近郊）

(From the Google Map)

バンコク市

：土壌採取を行った地域

1 2 3 54 6 1 2 3 54 6

1. No template control
2. Histoplasma capsulatum DNA
3. Soil sample #12
4. Soil sample #16
5. Soil sample #28
6. Soil sample #31

MSP, 2nd round PCR Hc, 2nd round PCR

バンコク近郊で採取した検体のPCR結果の一例

36検体中14検体（39%）がPCR陽性と判定
塩基配列を確認



（図 5） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（図 6） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ⅱ）ヒストプラスマ属生息状況に関する調査 

  本年度は現在まで、コウモリ糞や家禽類

の糞汚染土壌検体計 152 検体が採取された。

これらを対象に検討した結果、培養法で陽性

例は認めなかったが、PCR 法陽性が 3 例で確

認された。 

 

D. 考察 

 ヒストプラスマ症は、わが国では海外で感

染し国内で発病する、いわゆる輸入真菌症と

されている。東南アジア、とくにタイでは HIV

感染者を中心に比較的高い頻度で認められる

真菌症である。本感染症は基本的にヒト－ヒ

ト感染がないことや、培養陽性率が極めて低

いことから診断が困難である。日本人ヒスト

プラスマ症患者の中には、東南アジアでの感

染であることが考えられている症例もあるが、

感染危険因子、ハイリスクな自然環境などの

情報は不足していると言っても良い。 

 今回われわれは上記のような背景から、タ

イ、ベトナム両国の感染症担当研究機関と接

触を行い、ヒストプラスマ症に対する総合的

な対策の一環として、基礎的、臨床的共同研

究の提案を行い、合意を得ることに至った。

両国とも感染源、リザーバーの同定はほとん

ど検討されておらず、今回タイ国での公共利

用の土地の土壌検体を中心にヒストプラスマ

属の存在を検証した。その結果、生菌は証明

できなかったものの、多くの検体で菌遺伝子

の存在が認められた。この結果は、バンコク

近郊においてヒストプラスマ属は特殊な環境

ではなく、日常的に人間が生活する空間に生

息していることが推測され、感染源、感染経

路解明、感染対策の一助となる可能性がある。 

一方、ベトナムにおいては本症の疫学情報

の不足が認められる。このような背景から、

ベトナムにおけるヒストプラスマ症の実態や

感染源と考えられる環境の検討を行った。 

 本検討では、気管支肺胞洗浄液検体から初

めてPCR法でヒストプラスマ属DNA陽性と

なった検体が認められた。これら陽性例はす

べて培養法陰性であったが、臨床所見や PCR

産物の解析からヒストプラスマ症と診断でき

ると考えられる。すなわちベトナム北部にお

ける、微生物学的検査成績をともなった初の

ヒストプラスマ症例となる。この事実は、ベ

Phylogenetic 
analysis of 

Histoplasma
DNA using M 
antigen gene

US

Thailand

VietnamThaiH: clinical isolates in Thailand
Thaisoil: soil samples in Thailand
NIHE: clinical samples

 

ELISA法による抗ヒストプラスマ抗体検出状況
（ベトナムNIHE）

(Certificate of Approval: 01 IRB (NIHE), 178/QD BYT (Ministry of Health))（NIHE Dr. Haより）

抗体陽性率（全体）：18% 感染（既往）は稀ではない

(cases)

 



トナムにおいても呼吸器感染症としてのヒス

トプラスマ症は決して稀ではない深在性真菌

症であることが伺われ、今回同時に検討した

抗体検出率の値もこの点を支持しているもの

と考える。また、M 抗原遺伝子の一塩基多型

解析では、タイ型とは離れ、むしろ米国型に

近いクレードを形成することが認められるこ

とから、東南アジアにおけるヒストプラスマ

属の遺伝的多型性を示唆する結果が認められ

たことは興味深いと考えられた。今後、更な

る症例の蓄積が求められる。 

 さらに本研究では、ヒストプラスマ属の感

染源となりうる環境の検討も行ったが、3 検

体のみで PCR 法が陽性であった。これについ

て一定の見解はまだ付与できないと考えるが、

我々のタイでの検討の結果を考慮すると、ベ

トナムにおいても家禽類の糞汚染土壌が感染

源である可能性は高い。 

 本研究は日本とベトナムとの真菌症に関す

る共同研究の先駆けでもあり、今後継続的な

研究体制を維持しながら発展させていくこと

が重要と考えられる。 

 

E. 結論 

 タイ・バンコク近郊において複数の公共地

点の土壌からヒストプラスマ属の遺伝子と考

えられる遺伝子が検出され、感染源となりう

る可能性が考えられた。また、ハノイ市を中

心とする北部ベトナムにおいて、急性呼吸器

感染症が疑われる症例から得られた臨床検体

中に、ヒストプラスマ属の遺伝子が検出され

た症例を経験した。また、抗ヒストプラスマ

抗体保有状況の検討から、この地域における

ヒストプラスマ症は決してまれな真菌症では

ないことが推測された。 
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 【研究要旨】ベトナム National Institute of Hygiene and Epidemiology (NIHE)がハノイ
市内の４医療機関と Clostridium difficile 感染症(CDI)の研究をするためにネットワー
ク構築を行い、NIHE において C. difficile 分離培養が開始された。ハノイの医療機関
は、抗菌薬適正使用が行われていない、病棟で複数患者が１ベッドを共有するなど
過密な状況で感染管理が難しい等により、C. difficile 高病原性株の発生源・温床と
なりやすいと考えられた。ベトナムにおける CDI の感染実態調査および疫学調査は
急務であると考えられた。 
 新しい細菌学的検査法として、RT-PCR 法を用いた C. difficile 毒素遺伝子検出法の
開発・評価を行った。検討検体数を増やす必要があるが、本法は、臨床検査として
使用でき、さらに C. difficile による感染と無症候キャリアを区別できうる画期的検
査法と考えられた。 
 
【Summary】A network of National Institute of Hygiene and Epidemiology (NIHE) and 4 
healthcare facilities in Hanoi has been successfully constructed to investigate epidemiology 
of Clostridium difficile infection (CDI) in Hanoi and C. difficile culture was started in 
NIHE.  Healthcare facilities in Hanoi, where antimicrobial stewardship program and 
infection control are not adequately performed, has a high potential to be a new source and 
hotbed of hypervirulent strains, such as BI/NAP1/027.  Further study is urgent to 
investigate current status and epidemiology of CDI in Viet Nam.   
 A novel method detecting vegetative cells of C. difficile from fecal specimens by 
amplifying the repeating sequences of toxin A gene by reverse transcription PCR (RT-PCR) 
was established and evaluated.  The method could be used for clinical examination and 
has potential to distinguish between C. difficile infection and asymptomatic colonization 
with C. difficile. 
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A. 研究目的 

 Clostridium difficile は抗菌薬関連下痢症・腸炎の
主要な原因菌である。ベトナムでは、医師処方箋
なしで抗菌薬の購入が可能であり、抗菌薬使用ガ
イドラインもないため、抗菌薬の使用の乱用・多
用が懸念され、従って C. difficile 感染症(CDI)症例
数が多いと推測される。しかし、CDI の臨床検査
はまったく行われていないため、その感染実態に
ついてはまったく情報がない。本研究の第一の目

的は、ベトナム NIHE において、CDI の細菌学的
検査システムを確立することである。 
 一方、欧米では特に 2000 年以降の症例数の急
激な増加に伴い、CDI は、いっそう注目されてい
る。世界各地で米国をその発生源と報告される高
病原性株 BI/NAP1/027 の分布や伝播を含めて、疫
学的検討が進んでいるところであるが、ベトナム
を含め、アジアにおける CDI の疫学については非
常に情報に乏しい。本研究では、ベトナム、ハノ
イ市の協力医療機関入院症例から分離された C. 
difficile 菌株の解析に加え、その臨床背景も含めて
検討し、感染実態を調査する足がかりとする。 
 C. difficile は、重症感染症を引き起こすことが
ある反面、無症候キャリアも多く、診断が難しい
場合が少なくない。本研究では、遺伝子学的手法
を用いた、より臨床病態を反映できる、新しい細
菌学的検査法を開発評価することを目的のひと
つとする。 

  
B. 研究方法 
1. NIHE 研究室における C. difficile 細菌学的検査シ



ステムの構築とハノイにおける CDI 分子疫学 
(a) 2012 年 7 月 29 日から 8 月 5 日まで、国立

感染症研究所で、NIHE の Vu Thi Thu Huong
に CDI の細菌学的検査の技術講習を行った。 

(b) ハノイ市の 4 病院、National Hospital of 
Infectious Diseases 、 Tropical Infectious 
Hospital、Dong Da Hospital、National Hospital 
of Geriatrics, およびBac Mai Hospitalとのネ
ットワーク構築を行い、糞便検体収集と C. 
difficile 分離培養が NIHE で開始された。 

(c) 2013 年 1 月 16 日から 1 月 21 日まで、およ
び、2013 年 10 月 27 日から 11月 1 日まで、
研究分担者がベトナムへ出張し NIHE を訪
問した。研究分担者が実験室現場で、実際
の実験内容について確認作業を行い、さら
に、今後の研究計画について話し合った。
また、協力医療機関のうち、National Hospital 
of Geriatrics, Dong Da Hospital、および Bac 
Mai Hospital を訪問し、医師との意見交換お
よび病棟内の見学をした。 

(d) NIHE において分離した C. difficile 17 菌株
からの DNA 抽出サンプルが、国立感染症研
究所へ送付され、国立感染症研究所におい
て、PCR による毒素遺伝子検出、PCR 
ribotyping を行った。 

(e) NIHE において分離された C. difficile 36 菌
株が NIID に送付され、同定確認と毒素遺伝
子検出を行った。 
 

2. 新しい細菌学的検査法の開発 
(a) RT-PCR によって栄養型の毒素産生性 C. 

difficileだけを選択的に検出する方法の開発
を行った。まず、毒素遺伝子検出の RT-PCR
条件検討を行った。PCR primer は toxin A 遺
伝子配列から選んだプライマー、NK3-NK2 
(J Clin Microbiol, 1991, 29, 33-7)を使用した。 

(b) 便検体中の C. difficile 毒素遺伝子を検出で
きるか否か検討するため、栄養型 C. difficile
を含む便検体、芽胞 C. difficile を含む便検
体、死菌 C. difficile を含む便検体を調製し
て実験を行った。各検体から RNA を抽出し、
(a)で得られた結果を元に RT-PCR を行った。 

(c) 44 臨床検体から RNA を抽出し、RT-PCR を
行った。従来の検査法である毒素産生性 C. 
difficile 分離培養法、酵素抗体法によるグル
タメートデヒドロゲナーゼ(GDH)検出、酵
素抗体法による糞便中毒素（toxin A/toxin B）
検出および、PCR 法による毒素遺伝子検出
の４法による結果と比較した。 

 
倫理面への配慮 
「Clostridium difficile 医療関連感染に関する研究」は
国立感染症研究所ヒトを対象とする医学研究倫理審
査委員会において承認された（受付 114）。 
 
C. 結果 

1. NIHE 研究室における C. difficile 細菌学的検査
システムの構築とハノイにおけるCDI分子疫学 

(a) Vu Thi Thu Huong が、嫌気培養法の基本的
手技、糞便検体からの C. difficile の分離培
養、同定、菌株保存、さらに、PCR による
毒素遺伝子検出などの基本的技術を習得し
た。 

(b) ハノイ市内の 4 医療機関入院症例から採取
した糞便検体の収集と、NIHE 研究室にお
いて C. difficile の分離培養が開始された。
最初の 2 例は症例報告がなされた。 

(c) NIHE 研究室では、NIHE における実験結果
と国立感染症研究所における実験結果の乖
離を中心に、基本的技術ステップを見直し、
一部実験プロトコルを改訂した。医療機関
では、ひとつのベッドが複数の患者により
共用され、標準予防策が十分に行われるこ
とができない状況であった。 

(d) NIHE より送付された DNA 抽出物 17 サン
プルにおいて、5 サンプルが toxin A 陽性
toxin B 陽性、5 サンプルが toxin A 陰性 toxin 
B 陽性、6 サンプルが toxin A 陰性 toxin B
陰性であり、残りの 1 サンプルは PCR によ
って同定できなかった。Binary toxin 遺伝子
が検出されたサンプルはなかった。toxin A
陽性 toxin B陽性と同定された 5サンプルの
うち、3 サンプルで同一バンドパターンを
認めたが、日本で頻繁に分離されるタイプ
ではなかった。この 3 サンプル（3 株）は
異なる 3 医療機関由来であった。toxin A 陰
性 toxin B 陽性と同定された５サンプルの
うち４サンプルで、PCR ribotype 017 と同一
パターンであった。 

(e) NIHE において分離された C. difficile 36 菌
株において PCR による毒素遺伝子検出を
行ったところ、binary toxin 遺伝子陽性株は
認められなかった。Toxin A 陽性 toxin B 陽
性が 13 株、toxin A 陰性 toxin B 陽性株が 10
株、toxin A 陰性 toxin B 陰性株が 13 株であ
った。医療機関別では、Tropical Infectious 
Hospitalでは toxin A陰性 toxin B陽性株が多
く、Bac Mai Hospitalでは toxin A陽性 toxin B
陽性株が多かった（表１）。 

2. 新しい細菌学的検査法の開発 
(a) C. difficile 毒素遺伝子検出の RT-PCR の条

件検討を行ったところ、逆転写反応は
30℃で 10 分間反応させた後、 42℃で 20
分間反応させることにより、良好な結果が
得られることが分かった。また、一反応系
に必要な RNA 量は > 200 fg であった(図 
1)。 

(b) 便検体から直接 RNA を抽出する方法とし
て、フェノール・クロロホルムによる抽出
法が高純度で収量も多かった。栄養型 C. 
difficile を含む便検体、芽胞 C. difficile を含



む便検体、死菌 C. difficile を含む便検体か
らそれぞれ RNA を抽出し、RT-PCR を行
ったところ、本法では栄養型 C. difficile を
含む便検体のみ陽性の結果が得られた(図 
2)。 

(c) 検討した 44 検体中、12 検体で 5 検査法す
べてにおいて陽性、22 検体で 5 検査法す
べてにおいて陰性であり、計 34 検体で結
果が一致した（表２）。3 検体では酵素抗
体法による結果のみが陰性であった。4 検
体において、PCR 陽性、毒素産生性 C. 
difficile 分離培養陽性、酵素抗体法による
GDH 検出陽性であったが、酵素抗体法に
よる毒素陰性であり、RT-PCR による毒素
遺伝子検出も陰性であった。残る 3 検体で
は GDH のみ検出され、毒素陰性 C. difficile
が分離された。 

 
D. 考察 
1. NIHE 研究室における C. difficile 細菌学的検査

システムの構築とハノイにおけるCDI分子疫学 
 ベトナムで今までまったく行われていなかっ
た嫌気培養および C. difficile 培養検査が、NIHE で
開始されたことは大きな進展であった。特に、
NIHE がハノイ市内の医療機関とネットワークを
組み、協力しながらシステム構築を進めたことは
非常に評価できる。一方、基本的な細菌学的実験
技術は、継続して見直していく必要があると考え
られた。 
 欧 米 で は 、 2000 年 以 降 の 高 病 原 性 株
BI/NAP1/027 による大流行が注目されている。
BI/NAP1/027 株は、フルオロキノロン耐性獲得を
含む遺伝子変異が認められた菌株が、米国をその
発生源として世界中に伝播していき、疫学的に大
きな影響を及ぼしたとされている。ハノイ市内の
4 医療機関分離株では現在のところ、binary toxin
遺伝子陽性株は認められておらず、binary toxin 陽
性の BI/NAP1/027 株が流行している可能性は低い
ように考えられる。しかし、検討菌株数が少なく
限られたデータであるが、検討された toxin A 陽性
toxin B 陽性 binary toxin 陰性 5 菌株中 3 株が同一
タイプで、現在まで欧米や日本で流行株として報
告されたタイプではなかったこと、さらに、本 3 
株は異なる 3 医療機関由来であったことが注目さ
れた。抗菌薬適正使用がなされておらず、病棟病
床が過密で有効な感染対策が困難なハノイの医
療機関が、CDI の温床になっていることは想像に
難くない。新しい高病原性株の発生源・温床とな
りうるハノイ市内の医療機関における調査は、ア
ジア、世界にとっても重要であると考えられた。 

2. 新しい細菌学的検査法の開発 

 CDI であるのか、他の原因で下痢・腸炎で同時
に C. difficile を消化管保有しているだけであるの
かを細菌学的検査によって区別できれば、治療を
考える上で有用である。近年、real-time PCR など
により糞便中毒素遺伝子を検出するキットが利
用されはじめているが、無症候キャリアにおいて
も陽性結果が出るため過剰診断ではないかとい
う報告が認められる。検討症例数を増やし、臨床
病態との関連を調べる必要があるが、本研究で開
発したRT-PCRにより糞便中の毒素RNAを検出す
る方法は、CDI と無症候キャリアを区別しうる画
期的な検査法と考えられた。 

 
E. 結論 
 NIHEとハノイ市内の 4医療機関がネットワークを
構築し、今まで情報のなかったベトナムにおけるCDI
の感染実態および分子疫学についての調査検討が開
始された。 
 RT-PCR によって栄養型の毒素産生性 C. difficile だ
けを選択的に検出する方法の開発を行った。本法は、
C. difficileによる感染症と無症候キャリアを区別しう
る画期的な新規検査法と考えられた。 
 
F. 健康危機情報 
 C. difficile は米国 CDC から”urgent threat”として警
告されている。CDI アウトブレイク発生の条件がそ
ろっているベトナムにおいて、CDI 感染実態を調べ
ることは urgent であると考えられた。 
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