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研究成果の概要（和文）：肺炎は現在本邦での死因の第3位であり増加傾向にある。肺炎の治療において起因病原体の
迅速な確定診断と薬剤耐性の有無の検索は非常に重要である。我々は、簡便で迅速な遺伝子増幅検査法であるリアルタ
イムPCR法を用いた結核およびその他の肺炎の簡易迅速確定診断・薬剤耐性判定システムの構築を行い、実臨床におけ
る有用性を示し、その地域医療への応用を行っている。この系を用いれば、より迅速に低コストで肺炎の鑑別診断と薬
剤耐性の有無の推定が可能となり、地域の高齢化・医療過疎化の中でのより効率的な結核・呼吸器疾患コントロール対
策モデル作りに繋がると考えられる。

研究成果の概要（英文）：Pneumonia is the No. 3 cause of death in Japan now. The number of patients of 
pneumonia is still increasing. Rapid detection of causative organism and drug resistance is important in 
pneumonia therapy. We have developed easy, rapid diagnostic system of pneumonia using real-time PCR 
system, which can be utilized in primary care clinics. This low-cost, rapid definitive diagnostic system 
may contribute to establish more effective control model of pneumonia including TB in our aging society 
even in rural settings.

研究分野： 感染症学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
肺炎は現在本邦での死因の第 3 位であり、

増加傾向にある。肺炎の診断には細菌塗沫染
色、培養、迅速簡易キット、抗体測定、尿中
抗原測定などが日常臨床で行われているが、
原因微生物の同定に苦慮することが多い。   

2009 年の春先から世界中で流行の始まっ
たインフルエンザパンデミック時には、小児
肺炎患者で発症後に急速に症状が悪化する
例も少なからず見られた。また近年麻疹、風
疹、百日咳など日常診療では必ずしもルーチ
ンに検査されない感染症の小児ならびに成
人例が増加している。近年中東地域で MERS
感染症の発生が報告されたように、全く新し
い病原体による肺炎がある日突然発生する
可能性もある。このように肺炎発症初期段階
での迅速な起因病原体の鑑別診断の重要性
が増している。 
また近年ペニシリン耐性肺炎球菌、マクロ

ライド耐性マイコプラズマ、タミフル耐性イ
ンフルエンザウイルスなど薬剤耐性の病原
体による呼吸器感染症の蔓延が治療上の大
きな問題となっている。不適切な薬剤使用に
よる耐性菌の蔓延や、薬剤コストの増大は医
療の脅威となっている。 
結核感染症も依然我が国における公衆衛

生上の大きな問題である。長崎県の結核の人
口 10 万人に対する年換算罹患率は、平成 25
年 9月時点で大阪府に次いで全国で 2 番目に
高く、その背景に地域の高齢化、過疎化、医
療資源の枯渇化があり、高齢化に伴う過去の
結核感染の再発例の増加と、早期発見の遅れ
による結核の集団発生などがある。過去に治
療歴のある高齢患者の場合、結核菌が治療薬
に耐性となっている可能性があり、薬剤耐性
の有無を治療早期に知ることが重要となる
が、現行の菌培養による方法では数週間を要
するのが現状である。 
 
２．研究の目的 
肺炎の診療において起因病原体と薬剤感

受性の迅速な同定は、その治療方針の決定と
予後を左右する極めて重要な要素である。こ
れらの情報が治療開始時に簡便・迅速に得ら
れれば、適正な感染対策や治療薬の選択によ
る１）治療効果の向上、２）耐性菌の蔓延の
防止、３）医療コストの削減、が期待できる
と考えられる。 
我々は以前簡便で迅速な遺伝子増幅検査

法である LAMP 法による小児ウイルス性肺
炎の簡易迅速診断の系を作成してきたが、今
回それらに加えて、リアルタイム PCR 法を
用いた結核およびその他の肺炎の簡易迅速
確定診断・薬剤耐性判定システムの構築とそ
の地域医療への応用を目指した。 
近年リアルタイム PCR 機器は低価格化・

小型化が進んでより身近な検査機器となり
つつある。また、サイクリングプローブ法や
High Resolution Melt（HRM）解析法などリ
アルタイム PCR 法を用いて病原体遺伝子の

薬剤耐性変異を迅速に検出する技術も進ん
できており、これらの方法を用いれば、肺炎
の迅速確定診断と薬剤耐性の有無の推定を
臨床検体採取後約 3時間程度で行うことがで
きると考えられる。 
今回作成を目指した診断系を用いれば、菌

培養などに比べより迅速に低コストで肺炎
の鑑別診断と薬剤耐性の有無の推定が可能
となり医療現場の受ける恩恵は大きい。迅速、
低コストで比較的簡便な本診断系は、今後肺
炎・結核診療の現場に於いて検査法の主流と
なって行く可能性もある。また、この検査系
は特殊な大型機器や高度な技術を必要とし
ないため過疎地域でも中核病院（二次レベ
ル）であれば十分導入可能と考えられ、本研
究から得られる結果を解析することで、地域
の高齢化・医療過疎化の中での一次レベルの
地域医療機関と三次レベルの医療・研究機関
と連携を取ったより効率的な結核・呼吸器疾
患コントロール対策モデルの提言を行って
いけると考えられ、医療分野における人的資
源の乏しい過疎地域や開発途上国、また災害
被災地においても使用できるようなシステ
ムの構築に繋がると期待される。 
また、本研究は地方において、大学などの

研究機関と第一線の臨床病院が連携するこ
とによって、新しい科学的成果をより速く、
より広く、より直接的に国民の健康・利益の
ために提供できるモデルともなると考える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
３．研究の方法 
 
１）患者と臨床検体 
 
本研究期間全体を通して長崎県内におけ

る肺炎・呼吸器疾患症例のサーベイランスを
継続して行い、地域医療に貢献しながら目的
とする肺炎診断系の完成を目指した。 
諫早日赤病院は、長崎県央部諫早市にある

結核病床 20床を持つ 140床の内科系病院で、
LAMP法とリアルタイムPCR法を用いた分子診
断法を結核や肺炎の日常診療に用いており、
比較的結核患者数の多い長崎県央部・県南部
で結核と呼吸器感染症の地域医療の中心的
役割を担っている。 
臨床検体は、研究協力者の諫早日赤病院福

島喜代康博士と共同で、諫早日赤病院および



長崎県央部周辺の医療機関より主に成人症
例の診断未確定の肺炎・呼吸器感染症例より
インフォームドコンセントのもと検体（鼻咽
頭ぬぐい液、喀痰、気管支洗浄液等）の提供
を受けた。小児検体に関しては研究分担者で
ある長崎大学小児科森内浩幸教授と共同で
長崎県内、主に諫早市の小児科クリニックよ
りインフォームドコンセントのもと咽頭ぬ
ぐい液の提供をうけた。これらの検体から核
酸を抽出してリアルタイムPCR法による解析
に用いた。また、培養により検体からの起因
病原体の分離を行った。 
また、本研究期間中に検体から同定・分離

されるウイルス・細菌に対しては更なる微生
物学的解析を行うべく、ウイルスが検出され
た検体の一部は研究分担者の国立病院機構
仙台医療センターの西村秀一ウイルスセン
ター長にウイルスの分離を依頼した。 
 
２）マルチプレックス・リアルタイム PCR
法を用いた肺炎の迅速確定診断系の確立 
 
本サーベイランスのために、肺炎の原因と

なるウイルスや細菌を検出するため 10 セッ
トの quadruplex TaqMan リアルタイム PCR
からなるマルチプレックス・リアルタイム
PCR の系を作成した。この系は 24 種類のウイ
ルス（パラインフルエンザウイルス（1型－4
型）、RS ウイルス、ヒトメタニューモウイル
ス、ライノウイルス、アデノウイルス、コロ
ナウイルス（OC43、229E、HKU1、NL63、 MERS）、
インフルエンザウイルス（A型、B型、C型）、
エンテロウイルス、麻疹ウイルス、風疹ウイ
ルス、Bocavirus、EB ウイルス、サイトメガ
ロウイルス、ヒトパルボウイルス B19）と 12
種類の細菌（肺炎球菌、肺炎桿菌、レンサ球
菌、インフルエンザ桿菌、マイコプラズマ、
レジオネラ、クラミジア、結核菌、百日咳菌、
黄色ブドウ球菌、MRSA、大腸菌、緑膿菌）に
加え、細菌の薬剤耐性遺伝子（MRSA の mecA
遺伝子）を検出可能である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
上記マルチプレックス・リアルタイム PCR 法
をキアゲン社 Rotor-Gene Q 機を用いて行い、
病原体が同定されれば、得られた結果を速や
かに医療機関にフィードバックし、治療方針
決定に寄与した。 

 
３）サイクリングプローブ法を用いた肺炎原
因病原体の薬剤耐性遺伝子変異の迅速スク
リーニング検査 
 
サイクリングプローブ法（Cycleave 法）は、

RNA と DNA からなるキメラプローブと
RNaseH を組み合わせてリアルタイム PCR
法を行うことで、遺伝子の特定配列の１塩基
の違いも認識できる非常に特異性の高い検
出方法であり、インフルエンザウイルスの薬
剤耐性変異の検出にも応用されている。この
技術は徐々に広まりつつあるが、現時点では
まだ感染症診療の現場で一般的に利用され
るには至っていない。 
主に小児の肺炎の原因となる肺炎マイコ

プラズマ（Mycoplasma pneumoniae）に関
しては、近年マクロライド系抗生物質に対す
る耐性の増加が治療の問題となっている。肺
炎マイコプラズマのマクロライド耐性はリ
ボソーム RNA 遺伝子の 1 塩基が変異するこ
とによるが、マイコプラズマの培養の難しさ
もあり、現在臨床の現場でマイコプラズマの
耐性情報を治療開始時に得ることは困難で
ある。 
我々は肺炎マイコプラズマの rRNA 遺伝子

の 2063 番目の A が G もしくは T に変異した
マクロライド耐性株を検出できるマルチプ
レックス・サイクリングプローブ法を開発し、
肺炎マイコプラズマのマクロライド耐性点
突然変異を迅速に診断する系の作成を行い
実臨床の場での応用を目指した。 
 
４）長崎県の地域医療の現場における結核の
薬剤耐性遺伝子検査体制の確立 
 
①nested PCR 法とダイレクトシーケンシン
グ法による結核の薬剤耐性遺伝子変異解析 
 
結核性肺炎に関しては、主要抗結核薬 6 種

類（RFP, INH, SM, EMB, FLQ, PZA）の耐
性に関わる計 11 の遺伝子領域（rpoB, embB, 
rpsL, rrs, ahpC, katG, inhA, kasA, gyrA, 
gyrB, pncA）の薬剤耐性変異を含む領域を増
幅する nested PCR 法のプライマーをデザイ
ンした。臨床検体（喀痰、BAL など）や培養
菌体から抽出した核酸を上記 nested PCR 法
で増幅し、増幅産物の DNA 配列をダイレク
トシーケンシング法で決定し、得られた配列
と結核菌の薬剤耐性遺伝子変異のデータベ
ースと照合することで結核菌の薬剤耐性の
有無を予測した。得られた結果は迅速に依頼
を受けた医療機関にフィードバックした。 
 
②High Resolution Melt（HRM）解析法を用
いた結核の薬剤耐性遺伝子変異解析 
 

HRM 解析法は、温度上昇に伴い二本鎖
DNA が一本鎖 DNA に解離（融解） する特
性を利用し、温度を徐々に上昇させて PCR



産物を解離させ、そのパターンを解析するこ
とでわずか 1塩基ペアの違いまで識別する方
法であり、現在市販されているリアルタイム
PCR 機の多くで使用可能な低コストの解析
法である。新規の変異および複雑な配列変異
を簡単かつ効率的に検出可能であり、結核菌
の薬剤耐性変異などのスクリーニングへの
応用が試みられている。 
今回我々は臨床の第一線病院でも使用可

能な、結核菌の薬剤耐性遺伝子変異検出のた
めの HRM 解析システムの構築を目指した。対
象遺伝子として rpoB、katG、inhA、gyrA を
選び、上記①で配列情報の得られた結核菌遺
伝子を用い、キアゲン社の Rotor-Gene Q リ
アルタイム PCR 機でリアルタイム PCR と HRM
解析を行った。結核菌量の多い検体や培養菌
体由来の DNA はそのまま、結核菌量の少ない
検体から直接抽出した DNA は上記の nested 
PCR の 1st PCR の反応産物をテンプレートと
して用いた。 
 
４．研究成果 
 
（１）マルチプレックス・リアルタイム PCR
法を用いた肺炎原因病原体の地域医療にお
けるサーベイランス体制の確立 
 
 平成 25 年 4 月から平成 27 年 3 月までの本
研究期間中に、諫早日赤病院および長崎県内
の協力医療機関から成人・小児呼吸器感染症
患者からの計 2174 検体（成人 1413、小児
761）の提供を受け、マルチプレックス・リ
アルタイム PCR 検査を諫早日赤病院におい
て行った。 
このうち乳幼児の 671 検体中 636 検体

（94.8%）でいずれかのウイルス・細菌が検
出された。原因ウイルスとしてはライノウイ
ルスが最も多く、次いで RS ウイルス、コロ
ナウイルスが多く見られた。細菌ではヘモフ
ィルス感染が最も多かった。また、検査した
乳幼児検体の半数以上では複数の病原体に
よる混合感染が認められた。 
平成 24 年 9 月以降中東地域を中心に流行

の見られていた MERS（中東呼吸器症候群）
の平成 27 年 5 月以降の韓国における流行を
うけ、韓国に最も近い日本の自治体である長
崎県において MER 輸入例の有無を検査した。
平成 27 年 6 月以降の呼吸器症状を示す乳幼
児 111 検体には MERS 遺伝子は認められな
かった。 
また、本サーベイランスによってウイルス

感染に起因すると思われる一次性、二次性の
成人ウイルス肺炎症例も多数同定され、現在
不明の点が多い成人ウイルス性肺炎の病態
解明につながると期待される。 
 
（２）サイクリングプローブ法を用いたマイ
コプラズマの薬剤耐性迅速診断系の確立 
 
2015年 1月 4日から2016年 4月 20日まで

にマルチプレックス・リアルタイム PCR 検査
を行った 1062 件のうち成人・小児合わせて
53 人の患者から得られた 60 検体でマイコプ
ラズマ核酸を検出した。 
マイコプラズマ陽性検体を当院で開発し

たマクロライド耐性変異検出用 Cycleave 法
で検査したところ、うち 22 例（41.5%）がマ
クロライド耐性株の感染で、耐性変異はすべ
て A2063G であった。患者のうち 36 名が諫早
市周辺在住で、17 名は五島在住であった。マ
クロライド耐性株の割合が、諫早周辺では
19.4%であったが、五島では 88.2%であった。 
また、検査したマイコプラズマ患者のうち

33 名（62.3%）でマイコプラズマ以外の細菌・
ウイルスとの混合感染が認められた。 
マルチプレックス・リアルタイム PCR 法

と Cycleave 法を用いることにより、検体到
着後３時間程度でマイコプラズマの診断と
マクロライド耐性の有無の判定が可能であ
った。マイコプラズマに対する遺伝子検査は
迅速診断、薬剤耐性の速やかな検出のために
極めて有用であった。 
また、マルチプレックス・リアルタイム

PCR 検査でマイコプラズマ感染者にみられ
た混合感染の存在は、臨床症状からのマイコ
プラズマの薬剤耐性の判断に影響を与える
可能性があると考えられた。現在これらの結
果を解析し、マクロライド耐性マイコプラズ
マの臨床的意義を調査中である。 
 
（３）長崎県の地域医療の現場における結核
の薬剤耐性遺伝子検査体制の確立 
 
①nested PCR法とダイレクトシーケンシン
グ法による結核の薬剤耐性遺伝子変異解析 

 

平成28年3月末までに、124名の結核LAMP
法陽性者からの98臨床検体と19の培養菌株
から抽出したDNAを用いて判定を行った。 

LAMP法陽性結核患者の79%で臨床検体か
ら直接薬剤耐性遺伝子変異の情報を得るこ
とができ、 94.8%の例で培養による結果と
一致した。 

本法を用いれば、従来2－3ヶ月かかって
いた結核菌の薬剤耐性の判定が、早ければ
検体到着の翌日には可能であり、結核の日
常診療に応用できる非常に有望な方法と考
えられた。 

得られた結果は迅速に依頼を受けた医療
機関に返送するとともにデータベース化を
行うシステムを確立した。 

このダイレクトシーケンシング法では、
nested PCR法を用いることにより、結核菌
量のかなり少ない臨床検体からでも直接シ
ーケンシングが行えるようになったため、
診断から数日以内での薬剤耐性の判定が可
能となった。現在さらに感度を高めるべく
系の至適化を行っている。 



今回薬剤耐性の遺伝子変異情報からの予
測が培養結果と高い一致率を見た理由の一
つは、長崎県内で分離される株のほとんど
に薬剤耐性を持たないためであった。今後
よりこの技術を正確なものとするため薬剤
耐性結核の検体の数を増やす必要があり、
国内外の薬剤耐性結核の蔓延地と共同研究
を行っていきたいと考えている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

②High Resolution Melt（HRM）解析法を用
いた結核の薬剤耐性遺伝子変異解析 
 
下図に rpoB 遺伝子の解析結果を示す。リ

ファンピシン耐性のほとんどを規定してい
るとされる RRDR（81 bp）内の遺伝子変異の
存在を反応開始後2時間以内に確認すること
ができた。katG、inhA遺伝子変異についても
同様に確認することができ（結果示さず）、
結核菌の薬剤耐性HRM解析システムを構築す
ることができた。現在対象遺伝子を増やし系
の更なる充実を図っている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
しかし、シーケンシング法と異なり HRM 解

析法では１）遺伝子配列の決定は困難であり、
２）1 反応で 1 か所の点突然変異しか検出で
きず、また３）検体中の結核菌量が少ない場
合、すなわちリアルタイム PCR 法で十分な増
幅が見られない場合には解析結果が不正確
となった。このため現時点ではあくまで補助
的な薬剤耐性の予測手段という側面が強い
が、多剤耐性結核の蔓延地、特にアフリカな
どの途上国において治療方針の迅速な決定
のためのスクリーニング目的には適してい

ると考えられる。今後は日本国内の結核蔓延
地ならびに途上国との研究協力も進めてい
きたいと考えている。 
 
（４）地域医療における肺炎迅速診断のモデ
ルの作成 
 
今回我々は肺炎の総合的な迅速診断の系

を作成し、実臨床における有用性も示すこと
ができた。今回作成したリアルタイム PCR
法を用いた肺炎迅速診断系を用いれば、より
迅速に低コストで肺炎の鑑別診断と薬剤耐
性の有無の推定が可能となり医療現場の受
ける恩恵は大きい。迅速、低コストで比較的
簡便な本診断系は、今後肺炎・結核診療の現
場に於いて検査法の主流となって行く可能
性もある。しかしそのためには今後より広く、
かつ Sustainable に運用して行けるシステム
モデルを考える必要がある。我々は本研究の
サーベイランスを行いながら周辺医療機関
や地元の検査センターの協力も得て、下図に
示す地域医療における肺炎検査システムの
構築を行っている。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
今後はこのシステムをさらに充実させ、日

本全国の医療機関への紹介を行っていきな
がら、さらに詳しい肺炎の病態解明に努めて
いきたいと考えている。 
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