
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要：日本紅斑熱の早期診断のために、刺し口ないし皮疹からの皮膚生検組織を対

象とした酵素抗体法の確定診断に加えて、Real-time PCR 法による日本紅斑熱 DNA の検出

や in situ hybridization 法の確立へ向けた条件検討を行った。なお、残念なことに、

イヌおよびヌードマウスを用いた Rickettsia japonicaの感染実験は不成功に終わっ

た。  
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１．研究開始当初の背景 
 リケッチア症の一つである日本紅斑熱
（Japanese spotted fever）は、研究代表者
である馬原が 1984 年に徳島県阿南市で３例
を経験したことに端を発して確立された、
Rickettsia japonica を原因とする新興感染
症であり、感染症新法の四類感染症に指定さ
れている。最近、感染地域が拡大し、年間 60
名以上の患者と数名の死者が記録されてい
る。 

われわれは、日本紅斑熱を早期診断のため
に、刺し口ないし皮疹からの皮膚生検組織を
対象とした酵素抗体法を 2006 年度に確立し、
実際のヒトへの症例へ応用している。血清診
断より早期にリケッチア症の確定診断が可

能となった。ただし、抗体は紅斑熱群リケッ
チア共通抗原を認識するため、現在、日本紅
斑熱特異的モノクローナル抗体の開発を計
画している。 

2007 年度からは、皮膚生検材料を用い
た Real-time PCR 法による日本紅斑熱
DNA の検出を開始した。2008 年度からは、
R. japonica 特異的プローブを用いた in 
situ hybridization 法の条件検討を行
っている。 

ホルマリン固定後組織を対象とする
ことで、バイオテロリストとしてリスト
アップされているリケッチアの感染リ
スクをゼロにすることができる意義は
大きい。 
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２．研究の目的 
 本研究では、日本紅斑熱の早期診断の目的
で、刺し口の皮膚生検組織を利用した各種組
織化学技法を確立する。具体的には、日本紅
斑熱リケッチアだけに反応するモノクロー
ナル抗体の作製、real-time PCR 法の確立、
in situ hybridization(ISH)法の開発を通じて、
従来の血清学的診断法や治療反応性との比
較検討を行い、臨床的な実用性を検証する。 

本研究における研究手順は、(1) 試料収集、
(2) 陽性対照となる感染培養細胞系の作製、
(3)  酵素抗体法染色の特異性検定、(4) 
ISH 法による病原体の特異的同定法の開発、
(5) Real-time PCR 法の検出条件の決定、(6) 
研究の総括である。 
 
３．研究の方法 
(1) 試料収集 

流行地臨床医の連携協力のもと、日本
紅斑熱疑いの患者試料（皮膚生検：刺し
口あるいは紅斑部）収集をおこなった。
バイオハザード防止の目的をかねて、す
べての検体をホルマリン固定パラフィ
ン包埋し、組織所見と対比できるように
した。 
 
(2) 感染培養細胞の作製 

培養 L細胞に R. japonica（Aoki 株ほか）
に加えて、R. conorii、O. tsutsugamushi を
感染させ、ホルマリン固定パラフィン切片を
作製した。酵素抗体法、Real-time PCR 法、
ISH 法の陽性対照とした。 
 
(3) 酵素抗体法の特異性検定 

人畜共通感染症の可能性が高い日本
紅斑熱は、ヒトの他にも、イヌやヌード
マウスに感染する可能性がある。感染実
験を通じて、動物種間での反応を調べる
とともに、新たな R. japonica 特異抗体
の作製を試みている。 
 
(4) in situ hybridization(ISH)法による
R. japonica の特異的同定法の開発 
 R. japonica に特異性の高い rRNA 配列をも
とにしたオリゴプローブ（locked nucleic 
acid: LNA プローブ）を作製し、感染 L 細胞
を対象とした ISH 法を行った。 
 
(5) Real-time PCR 法による検出条件 

Sybr green法による紅斑熱リケッチアに特
異的な primer を作製後、皮膚（刺し口また
は紅斑部）から抽出したDNAを鋳型としたPCR
増幅を行った。 
 
(6) 研究の総括 

学会発表や研究会等に積極的に参加した。 
 

４．研究成果 

(1) 試料収集 

日本紅斑熱疑いの患者、計28例から試料収

集を行った。皮膚生検のホルマリン固定パラ

フィン包埋に加えて、血液や尿の収集も行っ

た（表１）。日本紅斑熱患者の皮膚生検に対

する免疫染色所見を示す（図１−３）。２種の

モノクローナル抗体（S3およびX1）を用いた

免疫染色により、血管内皮細胞とマクロファ

ージの細胞質内に茶褐色の顆粒状陽性所見

が観察される（加熱前処理後）。 

 

 数 年齢 皮膚 尿 便 

女性 12 29-78y 15 4 1 

男性 16 38-84y 15 3 0 

計 28 29-84y 30 7 1 

表１. サンプルのサマリー 

 

図１．刺し口の生検所見（HE染色） 

 

図２．免疫染色：モノクローナル抗体S3 



 

 

 
図３．免疫染色：モノクローナル抗体X１ 

 

(2)感染培養細胞の作製 

L細胞にR. japonicaとO. tsutsugamushi 

（強毒株・弱毒株）を感染させ、ホルマリン

固定パラフィン細胞ブロックを作製した。感

染実験には、和歌山県立医科大学のP3施設を

利用した（微生物学講座、宮本和明博士の協

力による）。紅斑熱グループリケッチアであ

るR. conoriiはVero細胞に感染させている

（米国Fuller laboratories社より、特定病

原体の法令に従い、10％ホルマリン固定法の

指示をおこない、感染力を不活化させた上で

入手した）。 

 

(3)モノクローナル抗体の特異性検定 

表２．モノクローナル抗体２種の反応性 

 

現在使用しているIgM型モノクローナル抗

体２種（S３、X１）は、金沢医科大学の及川

陽三郎博士から分与された。ツツガムシ属に

は全く反応しないが、R. japonicaを含む紅

斑熱グループに広く反応する（表２）。L細胞

へのR. japonica感染４日目の酵素抗体法の

染色結果を示す（図４、図５）。細胞質内に

顆粒状陽性所見を認める。 

  

 

図４ L細胞へのR. japonica感染４日目： 

モノクローナル抗体S3  

 

図５ L細胞へのR. japonica感染４日目： 

モノクローナル抗体X1 

 

これら２種の抗体は、ヒト組織には高い特

異性をもって使用できる（背景染色は全くな

い）が、実験的に感染させたイヌでは非特異

的反応が検出されるために応用できなかっ

た。マウス抗体であるため、感染ヌードマウ

スに対しても使いづらい。そこで、国立感染

症研究所の川端寛樹博士が作製した抗RickA

ペプチド抗体（日本紅斑熱特異性が期待され

る）を用いて、感染L細胞や日本紅斑熱の皮

膚生検組織に対して免疫染色を試みたが、特

異的な陽性所見を得ることができなかった

（厚生労働科学研究費補助金 新興・再興感

 

 

リケッチアIgM抗体 

X1 S3 

R. japonica + + 

R. conorii + + 

O. tsutsugamushi − — 



 

 

染症研究事業リケッチア感染症の国内実態

調査及び早期診断体制の確立による早期警

鐘システムの構築平成19年度総括・分担研究

報告書にて報告）。 

実験動物に応用可能な抗体の作製とR. 

japonicaに特異的な抗体の開発が課題とし

て残された。 

 

(4) in situ hybridization法の開発 

R. japonica特異的に反応するプローブ 

（rRNAに反応するオリゴLNAプロープ）を作

製し、R. japonica感染L細胞を陽性対照とし

て染色条件の検討を行った（表３）。非感染

細胞に顆粒状陽性所見は検出されず、R. 

japonica感染細胞の細胞質に一致して顆粒

状の陽性像が確認された（図６、図７）。免

疫染色と同様の所見だった。 

 

1 R. japonica感染L細胞パラフィン切片 

患者皮膚生検サンプル 

2 脱パラフィン，DEPC洗浄 (3分×2回) 

0.3%過酸化水素DEPC水処理（20分） 

3 0.008% proteinase K/TBS (37℃, 15分)  

4 95%エタノール後固定 (1分) 

5 プローブ：R. japonica 合成LNAプローブ 

6 切片とプローブのdenature (90℃, 5分) 

7 Hybridization (37℃, overnight) 

8 1x SSC洗浄 (50℃, 30分) 

9 TBS洗浄 

10 1% BSA/TBSで溶解したHRP標識FITC抗体 

(100倍希釈, 60分) 

11 HRP標識Tyramide Signal Amplification 

reagent (60分) 

12 HRP標識抗FITC抗体 (40分) 

13 DAB発色 

14 核染色（ヘマトキシリン）、封入 

表３．in situ hybridization法の染色手順 

 

図６．非感染L細胞（ISH法：陰性） 

 

図７．R. japonica感染L細胞(ISH法：陽性) 

 

 今後、免疫染色陽性を呈した皮膚生検標本

を対象にISH法の応用を開始する予定である。 

 

(5) Real-time PCR 法の検討 

まず、ホルマリン固定パラフィン切片から

安定した高品質 DNA を抽出する手技を確立し

た。 

次いで、紅斑熱グループ特異的な R17k 

common antigen をコードする DNA に対する

primer pair を 利 用 し た Sybr Green 

Real-time PCR 法を確立した。図８および図

９に、皮膚生検標本から抽出した DNA を鋳型

とした real-time PCR 法の解析結果を提示す

る。免疫染色陽性を呈した検体の一部に明ら

かな陽性所見が得られた。 



 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図８．Sybr-Green 法 real-time PCR 法 
～紅斑熱グループリケッチアに反応～ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図９．図８の解離曲線（特異性の検定） 
 

 日本紅斑熱の早期診断に、酵素抗体法

と Real-time PCR 法を併用することによ

って、早期診断への有用性が高まった。 

 

(6) 結果の総括 

皮膚生検組織のホルマリン固定パラフィ

ン切片を利用した日本紅斑熱の病理学的早

期診断法を検討した。これら検討結果を総括

して、国際学会（フランス、マルセイユ）お

よび国内学会で発表した。 

詳細は省略するが、和歌山医科大学の動物

実験施設（P3）で、イヌおよびヌードマウス

を用いた感染実験を行ったが、これら動物へ

の感染は十分に成立せず、死亡する動物はみ

られなかった。残念ながら、人畜共通感染症

としての日本紅斑熱の意義を確立するには

至らなかった。 
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