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A. 研究目的 

 レジオネラ症の主要な起因菌である L. 

pneumophila は、15 の血清群（Serogroup、以下

SG と略）が知られている。レジオネラ症患者

の感染源を特定するには、患者から菌株を分離

し、感染源が疑われる入浴施設などからの環境

分離株をスクリーニングし、血清群が一致した

菌株について、遺伝子解析を行い、その同一性

を確認する。従来行われてきた免疫血清を用い

た凝集反応による血清群別は、菌体の量を必要

とし、培養による菌体の調製に日数がかかると

いった欠点があった。また、いずれの免疫血清

とも反応せず、群別できない菌株の存在も問題

となっていた。 

レジオネラ症の診断の 95%は、尿中抗原の検

出によって行われている 1）。従来の尿中抗原検

出キットは、起因菌が L. pneumophila SG1 の場

合のみ陽性となったが、2019 年より他の血清

群の場合も診断可能な尿中抗原キットが販売

され、使用率が伸びている 2）。そうした背景か

ら、従来はSG1の群別が主であったところを、

2 から 15 の群別の必要性が高まりつつある。

一方で、できれば培養の時間をかけず少量の菌

体から血清群を型別できる方が、感染源の特定

には有利である。 

そこで当該研究では、血清群別を微量な試料

から行うことの出来る、multiplex-PCR（M-PCR）

法を開発 3）した。本法は 2 段階から成り、1 段

階目の PCR で、SG の 1、2、3/15、5、6/12、7、

8、9、11、13 の判定ができる（3 と 15、6 と 12

は区別することができない）。いずれの血清群

のバンドも得られなかった場合は、SG4/10/14

プライマーを用いた 2 段階目の PCR を行い、

バンドを確認する（バンドが得られた場合、

SG4 か 10 か 14 のいずれかである）。供試菌株

が L. pneumophila である場合には、1 段階目か

2 段階目で血清群に特異的なバンドを確認で

きる。本研究において、M-PCR を用いて、免

疫血清では群別不能だった菌株の型別を行っ

た。さらに SG13 と 14 の検出を改良し、その
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後にレジオネラレファレンスセンターを通じ

て普及を進めた。 

  

B. 研究方法 

1. 使用菌株 

2016 年から 2020 年に神戸市内の浴場水から

分離された L. pneumophila 220 株の内、レジオ

ネラ免疫血清「生研」（デンカ株式会社）を用

いて判定不能の SGUT とされた L. pneumophila 

41 株を使用した。基準として、日本国内で分離

された、SG1 から 15 の 15 株を使用した（レジ

オネラ免疫血清「生研」による判定）。この 15

株については、SG1 は長崎大学から分与された

臨床分離株、SG2 から 15 は東京都予防医学協

会から分与された環境分離株である。 

2. 実験方法 

M-PCR 法による SGg（SG-genotypes）の決定

は、中植らの方法 3）にしたがった。混合 DNA

の作製には、DNA Blood &Tissue Kit (QIAGEN)

で抽出した精製 DNA を用いた。 

（倫理面への配慮） 

 本研究は、国立感染症研究所の病原体取扱

管理規定にしたがった。利益相反委員会の指

導・管理に従って、研究協力関係にある企業

等について、研究班内で情報共有を行った。

開示すべき企業からの経済的利益は受けてい

ない。 

 

C. 研究結果 

1. レジオネラ免疫血清において判定不能だっ

た 41 株の M-PCR による型別 

 レジオネラ免疫血清において判定不能の

SGUT とされた 41 株（18.6%）に対して、M-

PCR を適用して SGg（SG-genotypes）を決定し

た。24 株（58.5％）が SGg4/10/14、7 株（17.1%）

が SGg1、3 株（7.3%）が SGg5、3 株（7.3%）

が SGg6/12、3 株（7.3%）が SGg8、1 株（2.4%）

が SGg7 に血清群別された（図 1）。すなわち、

41 株全部がいずれかの血清群に定まり、不明

がなかった。 

 臨床上重要な SGg1 について、レジオネラ免

疫血清による型別を再度検討したところ、前処

理の加熱処理の有無により結果が変化するこ

とが判明した。SGg1 と判定された SGUT 株に

ついて、生菌を用いた免疫凝集反応(Oxoid レ

ジオネラ・ラテックステスト（関東化学）)を実

施すると、すべて SG1 となり、M-PCR の結果

と一致した。 

2. プロトコールの改良 

(1) SG14 プライマーの設定 

 中植ら 3）が登録した SG14 の塩基配列

（accession no. LC586140）において、lpg0745

遺伝子から 743 kb 下流に SG14 特異的な遺伝

子が存在したので、その遺伝子を検出するプ

ライマーを設定した。この PCR により SGg14

も群別が可能となった。 

 なお、先の SGUT から SGg4/10/14 と型別で

きた 24 株に SGg14 は含まれておらず、すべ

て SGg4/10 と判定された。 

(2) SG13 プライマーの改良 

後述する混合 DNA を用いたポジティブコン

トロールの作製にあたり、SGg13 のバンドが弱

くなる現象が認められた。ATCC 43736 の配列

（ accession no. FR747827）に基づく従来の

SG13 プライマーには、日本の SG13（accession 

no. LC586138）3）で多く見られる置換変異との

ミスマッチが存在したことから、混合塩基から

成るプライマーに改良した。 

 (3) 混合 DNA を用いたポジティブコント

ロールの用意 

 SG の 8、1、3/15、2、6/12、14 の精製 DNA

の同量混合物（セット 1）、および SG の 5、11、

13、9、7 の精製 DNA の同量混合物（セット 2）、

の 2 セットの混合物を用意した。これを鋳型と

して 1 段階目の M-PCR を行うと、それぞれに

対応するバンドが得られ、陽性コントロールか

つサイズマーカーとなることが確認できた（図

2）。 

 

 以上により改良したプロトコール（別添 1）

をレジオネラ・レファレンスセンターを通じて

地方衛生研究所に配布した。 

 

D. 考察 
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免疫血清では判定不能であった 41 株を 6 種

類の SGg に分けることができた。本法を用い

ると判定不能とならず、いずれかの SGg に型

別できるので、疫学調査において有用な型別法

であると考えられる。また、従来の免疫凝集法

を行うのに必要な菌体を確保するための培養

には日数がかかるが、PCR を用いた本法は、ご

く少量の菌数で施行することができるので、判

定までの日数が短くなる。感染源特定の際の時

間の短縮が期待できる。血清凝集反応の交叉反

応を避ける前処理として加熱処理を行われる

ことがあり、菌株によってはこの加熱処理によ

り本来の免疫原性が失われると判明したが、

M-PCR 法ではそのような特別な検討を必要と

しない。 

本法で得られた増幅産物は、アガロースゲル

電気泳動で数 10 bp違いのバンドとして出現す

るが、市販の 100 bp ラダーDNA マーカーを一

緒に泳動しただけでは、バンドサイズの判断に

苦慮することもある。今回開発した混合 DNA

を用いたポジティブコントロールを用いるこ

とにより、バンドサイズの判定を容易にするこ

とができた。 

 

E. 結論 

 従来の免疫凝集法で判別不能だった

Legionella pneumophila の菌株が、新しく開発し

た M-PCR 法により、型別することができるよ

うになった。SG13 と SG14 の型別能力を向上

させる改良を加えた。バンドサイズの判定を容

易にするポジティブコントロールを用意した。

配布用プロトコールを作成した。 
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図 1. レジオネラ免疫血清で SGUT と判定された L. pneumophila 41 株の、M-PCR 法を用いた血清

群別（SGg）の結果割合 

 

 

図 2. 基準株を用いたポジティブコントロールの用意 

(A) 各血清群の菌株から抽出した DNA を鋳型に用いた、各 M-PCR の結果。(B) 出現するバンド

が 1 段おきになるよう、抽出 DNA を混合してポジティブコントロール（2 セット）を用意し

た。各セットを鋳型に M-PCR を行った結果（Lane 2 がセット 1、Lane3 がセット 2 に対応）。 

SGg4/10/14
58.5% (n=24)

SGg1
17.1% (n=7)

SGg5
7.3% (n=3)

SGg6/12
7.3% (n=3)

SGg8
7.3% (n=3)

SGg7
2.4% (n=1)
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（別添 1） 
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＜Legionella pneumophila のマルチプレックス PCR による血清型別法＞ Ver. 2.0 

 

 L. pneumophila は 15 血清群に分けられるが、血清群特異的配列プライマーを用いたマルチ

プレックス PCR（M-PCR）により、血清群をグループ分けすることができる。この M-PCR は

2 段階から成り、1 段階目の M-PCR で、血清群 1、血清群 2、血清群 3/15、血清群 5、血清群

6/12、血清群 7、血清群 8、血清群 9、血清群 11、血清群 13、血清群 14 の判定ができる（血

清群 3 と 15、血清群 6 と 12 は区別することができない）。いずれの血清群のバンドも得られ

なかった場合は、血清群 4/10 プライマーを用いた 2 段階目の PCR を行い、バンドを確認する

（バンドが得られた場合、血清群 4 か 10 と判定される。血清群 4 と 10 は区別できない）。供

試菌株が L. pneumophila である場合には、1 段階目か 2 段階目のいずれかで血清群特異的なバ

ンドが確認できる 1)。スライド凝集反応でいずれの免疫血清にも凝集せず、UT と判定される

菌株も M-PCR ではいずれかに分類される。免疫血清による群別と区別するため、PCR によ

る血清型別は、SG の後に g を加えて、SGg1 のように記載することとする。M-PCR には

Legionella 属特異的プライマーも加えていて、供試菌株が Legionella 属菌であることを確認す

るとともに、PCR 反応が正しく行われているか確認できる。 

 

方法 

１段階目の M-PCR 用として、血清群 4/10 以外のプライマーセットと Legionella 属特異的プ

ライマーセットからなる 24 種類のプライマー（表 1）各 20 pmol/μL をプールした Primer-Mix

を予め作製する。2 段階目の M-PCR 用には、血清群 4/10 プライマーセットと Legionella 属特
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異的プライマーセット各 20 pmol/μL をプールする。2 段階目の M-PCR は 1 段階目で血清群が

決まらなかったときに行う。 

 M-PCR の反応溶液組成は以下の通り（1 検体当り）。 

 QIAGEN Multiplex-PCR Master Mix（Qiagen, Hilden, Germany）10 μL 

 Primer-Mix 1 段階目 4.8 μL（最終プライマー濃度 0.2 μM） 

     2 段階目 0.8 μL（最終プライマー濃度 0.2 μM） 

 鋳型 DNA 1ng 程度あるいはレジオネラ菌体*（104-106 CFU 相当） 

 滅菌水を加えて、全量を 20 μL にする。 

* 滅菌した爪楊枝で平板上のコロニーをつつき、10～100 μL の滅菌水に懸濁し、そのうち

の 1 μL を用いる。 

 反応条件 

 95℃で 15 分間の初期変性 

 28 回の増幅サイクル 94℃で 30 秒の変性 

    60℃で 90 秒のアニーリング 

    72℃で 30 秒の伸⾧ 

 72℃で 10 分間の最終伸⾧ 

 100―1,000 bp の範囲がよく分離されるような条件（例えば、0.5×TAE buffer、 2.0％アガ

ロースゲル）で、ローディングバッファーを添加した PCR 反応液 2 μL を電気泳動にかける。

サンプルの少なくとも片方の隣に、100 bp 刻みの DNA サイズマーカーを泳動する（例えば、

Gene Ladder; ニッポンジーン、2.5 μL/レーン）。 

 SG8、SG1、SG3/15、SG2、SG6/12、SG14 の精製 DNA の同量混合物および SG5、SG11、

135



 
 

SG13、SG9、SG7 の精製 DNA の同量混合物を用いて、1 段階目の M-PCR を行うと、それぞ

れに対応するバンドが得られ、陽性コントロールかつサイズマーカーとなる。 

 

結果 

 日本と中国の臨床分離株、環境分離株計 238 株（各血清群の菌株数は、3 から 48 株）につ

いて、M-PCR による血清型別を行ったところ、デンカのレジオネラ免疫血清で群別できな

かった 5 株を除いて、すべて免疫血清による結果と一致した。免疫血清で群別できなかった

5 株は、SGg4/10 が 3 株、SGg6/12 が 1 株、SGg8 が 1 株であった 1)。 
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TABLE 1 Primer sequences of the PCR serotyping 1) 

Primer set 

Target gene 

 (Gene name） 

Product  

size (bp) 
Target SG(s) Forward primer sequence (5'→3') Reverce primer sequence (5'→3') 

SGg1 sg1-25 (srkA) 249 SG1 AAACGCCTCTTTGCTGAACCAG GTTGGGCATCTTCTTGATTAATCC 

SGg2 sg2-37 543 SG2 AAACGAGGGTGACTAAGTGC TATCAGGGGTAGCTGTTGGC 

SGg3/15 sg3-48/sg15-49 408 SG3 and SG15 GGAATTTGTAAAGCAAAGAAAACCAG AGATGTTTTGATCGCTAAAATGCCT 

SGg5 sg5-35 205 SG5 GAACCTATTCTTAATCCAGAGG TAGACGCATTGCCAAACAAG 

SGg6/12 sg12-57 698 SG6 and SG12 TTACTTGGCCATCTAAGTTACC CTTCACTTCCTTGGACTGTGC 

SGg7 sg7-30 (dapA) 835 SG7 TTAGTATTGAGAGGGTTGGC TGTGTAGGGCTTACAAAGTCC 

SGg8 sg8-68 166 SG8 TGCTCACTCTATAGTTTATGATTGG TAGTTTGACGATCAATTCCAGC 

SGg9 sg9-29 634 SG9 TTATCTGGATTATCTTCACCTCG GAATGGTATGAGAGAATCACTGG 

SGg11 sg11-23 (legI) 314 SG11 ACATTACGGTAGTGGCAAAGG TGTTCGATTTCACCTAACAATGC 

SGg13 sg13-37 461 SG13 ACCTTATGGT(A/C)TTGCAGATTC CA(G/T)CC(A/C)TCATGATCACTTGG 

SGg14 a - 986 SG14 and ST23b GTTTGGTTGATGCCAATAATCTCG AGCCAGAATATAAGTCATTGTCCG 

SGg4/10 
sg4-40 /sg10-36 

(patA) 
235 

SG4, SG10 and 

other SGsc 
AAACGAGATAAAGTCATATGCC TACGCAAATACCGTCTTTAGC 

Legionella genus 5S rRNA 108  GGCGACTATAGCG(A/G)TTTGGAA GCGATGACCTACTTTC(A/G)CATGA 

a Amemura-Maekawa et al., The 10th International Conference on Legionella, 2022. 
b Detection for SG14 and ST23 among SG1. 
c Detection for SG4, SG5, SG8, SG9, SG10, SG13, SG14, SGUT, a part of SG7, and a part of SG11. 
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