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研究成果の概要（和文）：種々の感染症の原因微生物を従来法に比較して迅速且つ高感度で網羅的に検出する方法（Q
プローブ法）を作製した。百日咳疑い患者197例の検討では従来のLAMP法と比較し，より迅速に検査が可能で、同等の
性能を示した。マイコプラズマ感染症患者58例の検討では，72%でマクロライド系抗生物質に耐性であることが１時間
以内で判明し，有効な抗生剤を選択し治療期間を短縮できることが示された（従来法では不可能である）。カンピロバ
クター集団発生例17名の検討では、Ｑプローブ法は従来の培養法より非常に迅速に診断でき、また同等の性能であるこ
とが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We developed more rapid(within 1 hour including DNA extraction), highly 
sensitive,multipathogen-targetted detection methods (referred to Q probe method) against representative 
pathogens of infectious diseases. The Q-probe method for pertussis revealed almost equivalent quality 
with more rapid performance compared to a conventional LAMP (Loop-Mediated Isothermal 
Amplification)method. The Q-probe method for mycoplasma infection revealed that 72% of M.pneumoniae was 
defined within 1 h to be resistant to macrolide type of antibiotics, suggesting that this more rapid 
method confers shortening the treatment period. The Q-probe method for campylobacter also revealed its 
superior quality with more rapid performance compared to a conventional culture isolation method.

研究分野： 感染症学　ウイルス免疫学
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１．研究開始当初の背景 

（１）地方自治体において、各種感染症や食

中毒の発生に際して迅速な公衆衛生対策に

対応するため、その起因病原体診断（行政検

査）には、高感度、高特異性で迅速な高性能

の検査法が求められる。現状のリアルタイム

PCR法による遺伝子検査法の所要時間は約4

時間を要し、さらに検査の迅速化が求められ

る。 

（２）平成２２年秋に、全自動で検体の核酸

抽出からＰＣＲ反応、増幅産物の特異性の確

認までを、全工程４０分という迅速さ（現行

の方法ではもっとも迅速である）で行い、ま

た最少検出可能遺伝子数が１０コピーと高

感度で検査が可能な測定機器が開発上市さ

れた。また、この装置の重要な特徴は遺伝子

増幅部位中の１塩基の変異をも同時に検出

することができる（ＳＮＩＰ解析）点で、薬

剤耐性遺伝子変異の有無を同時に迅速に検

出することが可能である。しかし、各種病原

微生物を性能よく検出可能な検出系が確立

されていない。 

 

２．研究の目的 

本課題の研究目的は、上記装置を用いて各

種病原体を高感度、高特異的に、且つ迅速に

診断する方法（試薬内容や反応条件）を作製

し、実際に各種感染症の発生に際してこれを

病原診断に応用し、同時に従来法と比較して

その検出感度、特異性、迅速性という性能を

評価し、実際の検査診断に応用して、迅速な

公衆衛生的感染対策を可能とすることを目

的とする。また、マイコプラズマ感染症では、

近年マクロライド耐性肺炎マイコプラズマ

による感染が増加してきているが、この現状

を把握し、臨床上の特徴を明らかにし、適切

な治療方針策定について検討することも目

的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) Q プローブ法による病原微生物の検出法 

の作製  

対象病原体はノロウイルス、サポウイルス、 

ロタウイルス、アデノウイルス、食中毒菌、 

インフルエンザウイルスである。PCR 法の作 

製については、各病原体について現行のＰＣ 

Ｒ法と同じ標的遺伝子とし、プライマーとプ

ローブを設計する。検出感度を確定する

ために標的遺伝子の DNA を作製する。

この陽性コントロールを用いてプライ

マーとプローブの最適濃度を決定し、さ

らに最少検出感度を決定し、10-20 コピ

ーを高感度に検出する反応条件を見い

だす。感染性胃腸炎ウイルスと食中毒菌

の検出は複数の病原体を同時に検出可

能なマルチプレックス型ＰＣＲ法を作

製し、一回のＰＣＲ検査で診断が可能と

なる検査法を確立する。インフルエンザ

ウイルスの同定に関しては、Ａ型、Ｂ型

の型別とＨ１、Ｈ３亜型の型別、また抗

ウイルス剤に対する耐性の有無を同時

に判定する PCR 法を作製する。 

 

（２）臨床検体へ応用しその検査法の性能を評

価する。 

上記の各種疾患患者の各種検体を対象に本方

法を用いて病原体を検出する。同時に現行

法（従来のＰＣＲ法やＬＡＭＰ法）でも検査し、

その結果を比較することにより本方法の性能

（感度と特異性） を評価する。病原体サーベ

イランスや集団発生における感染性胃腸炎、

食中毒患者検体、呼吸器感染症患者特にマ

イコプラズマ肺炎、インフルエンザ患者検体を

検査する。 

（３）マイコプラズマ感染症におけるマクロ

ライド耐性菌感染の臨床的特徴を明らか

にするために、種々の臨床所見、検査所見

との関連について検討する。 

 

４．研究成果 

（１）Ｑプローブ法を用いたマクロライド耐

性マイコプラズマ感染症における臨床的特  

徴：Ｑプローブ法でマイコプラズマ感染症と

診断された 58 例中 42 例（72.4%）でマクロ

ライド耐性であった。耐性菌と感受性菌感染

患者の２群における比較検討から以下の結

論を得た。① 抗菌薬治療開始後の有熱期間

は耐性株の場合の方が有意に長い。（中央値 

6 vs 2 日）②感受性株群では ML により中央

値２日で解熱した。③耐性株症例では 2〜3



種類の抗菌薬を使用しており、ミノマイシン

開始病日と有熱期間は正に相関し、開始後平

均 1.6 日後に解熱した。以上の結果から提言

できることは、１）Ｑプローブ法により１時

間以内に迅速にマクロライド耐性の有無を

診断することにより、有効な抗生剤を選択し

て治療期間を短縮でき、また入院率を低下さ

せることが期待できる。２）抗菌薬開始後 2

日で解熱しない場合、薬剤変更を考慮すべき

である。 

（２）Q プローブ法を用いた高感度迅速微生

物検査法の作製：細菌性腸管感染症の原因で

あるカンピロバクター、サルモネラ、腸炎ビ

ブリオおよび呼吸器感染症の原因である百

日咳菌、インフルエンザウイルスに対する高

感度迅速Ｑプローブ法（検出感度 10 コピー

以下）を作製した。 

（３）カンピロバクター集団発生例 17 名に

ついて培養法と比較して性能を評価した結

果、感度は 100%,特異度は 89%であり、培養

法で陰性、Ｑプローブ法で陽性であるのが１

検体認めた。1 回の検査所要時間は１時間以

内であった。本結果よりＱプローブ法は従来

の培養法と同等の性能であることが明らか

となった。  

（４）外来迅速検査でインフルエンザと診断

された８名の患者の咽頭スワブを検査した

結果、6 例が H1 亜型、２例が H3 亜型で、H1

亜型はすべてオセルタミビル感受性であっ

た。１回の検査所要時間は検体処理から２時

間以内で有り、リアルタイム PCR 法と比較し

てより迅速に検査が可能であった。 

（５）小児百日咳疑い症例 197 例の咽頭あ

るいは鼻腔ぬぐい液検体をQプローブ法およ

び LAMP 法で検査した。LAMP 法は等温で、所

要時間２時間程度の遺伝子増幅検査法であ

る。その結果、２方法で一致しない結果であ

った例が２例認めた。感度は 98.4%, 特異度

は 99.3%であり、陽性検体はすべて B. 

pertussis であった。以上より、Q プローブ

法は LAMP 法と比較して同等の性能を有する

と考えられる。  
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