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（１）百日咳感染症の概要 

百⽇日咳は咳嗽を主訴とする細菌性の呼吸器感染症であり、ワクチン予防可能疾患（Vaccine 

Preventable Diseases, VPD）の⼀一つに含まれる。患者の多くはワクチン接種前の乳児や未接

種の⼩小児であるが、近年年ではワクチン効果が減弱した⻘青年年・成⼈人層の感染が新たな問題とな

っている。百⽇日せきワクチンの免疫持続期間は 4~12 年年と⾒見見積もられており、多くの先進国

で⻘青年年・成⼈人患者の増加が認められている。⽇日本でも 2002 年年以降降成⼈人患者が急増し、近年年

では報告患者数の約半数を占めるまでになった。⻘青年年・成⼈人の保菌者は重篤化し易易い乳幼児

の感染源になることに注意が必要である。なお、わが国では百⽇日咳毒素および繊維状⾚赤⾎血球

凝集素を主要抗原とする精製百⽇日せきワクチン (acellular vaccine) が接種されている。 

百⽇日咳の主な原因菌は百⽇日咳菌（Bordetella pertussis）であり、患者の上気道分泌泌物の⾶飛

沫や直接接触により感染し、経気道的に伝播される。百⽇日咳菌以外にヒトに感染する

Bordetella属細菌としてパラ百⽇日咳菌（Bordetella parapertussis）と Bordetella holmesiiが挙

げられるが、その感染割合は低く（<1％）、百⽇日咳感染のほとんどが百⽇日咳菌に由来する（１）。

百⽇日咳菌は⿇麻疹ウイルスと同様に強い感染⼒力力を有するため、医療療関連感染や学校・職場など

での集団感染を容易易に引き起こす。感染症発⽣生動向調査では定点把握疾患の 5 類感染症に分

類され、毎週全国約 3,000の⼩小児科定点から患者数が報告されている。2008〜～10年年の流流⾏行行時

の患者報告数は年年間 5,208〜～6,753例例（定点当たり 1.72〜～2.24）を⽰示し、2002年年の⾮非流流⾏行行時

に⽐比べて 3.6〜～4.6倍の増加となった。 

百⽇日咳に罹罹患した乳幼児は、遷延性の咳嗽以外に百⽇日咳の特徴的な吸気性笛声・痙咳発作

を⽰示すため臨臨床診断は容易易である。⼀一⽅方、⻘青年年・成⼈人患者の臨臨床像は⾮非典型的であり、遷延

性咳嗽だけのことが多い。そのため、同様な臨臨床像を⽰示すマイコプラズマ肺炎、クラミジア

肺炎、ライノウイルス感染症といった他の呼吸器感染症との鑑別が必要となる。現在、百⽇日

咳の実験室診断には菌培養検査、⾎血清学的検査、遺伝⼦子検査が⽤用いられており、特に早期診

断に有効な遺伝⼦子検査はここ 10年年でめざましい進歩を遂げている。本稿では百⽇日咳菌以外に

ヒトへの感染が確認されているパラ百⽇日咳菌とB. holmesiiについてもその検査法を解説する。 
 
 
（２）検査に関する一般的注意 

１．検査材料料の採取 

菌分離離のための検体採取⽅方法として、１）咳嗽平板法、２）⿐鼻咽咽頭分泌泌物培養法、３）喀

痰培養法の 3法が⽤用いられる。咳嗽平板法は患者の咳嗽時に平板培地を⼝口から 10~15 cmく

らいの距離離で暴暴露露させたものを培養する。本法は分離離菌数が少ないものの純培養に近い菌分

離離ができることがある。喀痰培養法は患者から喀出された痰を培養する⽅方法で、⿐鼻咽咽頭分泌泌
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物の培養と同様に混在菌が多く培養される⽋欠点がある。咳嗽平板法は百⽇日咳菌⽤用培地を常時

準備しておく必要があること、さらに乳幼児からの喀痰採取は難しいことから、検査材料料に

は⿐鼻咽咽頭分泌泌物が⼀一般的に⽤用いられる傾向がある。 

⿐鼻咽咽頭分泌泌の採取はまず患者の頭を動かさないようによく押さえ、その後、滅菌綿棒を患

者の後⿐鼻腔に静かに挿⼊入して粘液を採取する。百⽇日咳菌は綿棒に含まれる不不飽和脂肪酸によ

り増殖阻害を受けるため、不不飽和脂肪酸を含まないレーヨン性の綿棒（コレクトスワブ Rア

ルミ軸、栄研化学）などを使⽤用する。また、菌培養等で再検査する必要性を考え、綿棒 2 本

分の検体を採取することが望ましい。検体を保存する場合、翌⽇日に菌培養を⾏行行うのであれば

そのまま 4℃に保存する。また、⻑⾧長期（1~2週間程度度）に保存するのであれば­−80℃に保存す

る。なお、菌培養を中⼼心に検査を⾏行行う場合は、検体採取に市販の検体保存輸送⽤用シードスワ

ブを使⽤用する。咳嗽平板法および喀痰培養法の詳細については成書（2）があるので、そちらを

参照して頂きたい。 
 
２．検査材料料の輸送 

検査材料料（⿐鼻咽咽頭分泌泌物など）の他施設への輸送は、短期間（1 ⽇日以内）であれば冷冷蔵で

⾏行行う。しかし、輸送に数⽇日を要する場合は雑菌の増殖を抑えるため冷冷凍で輸送し、可能なら

ばドライアイスの存在下で輸送する。なお、検体にはバイオセーフティレベル 2 の百⽇日咳菌

が存在すると考え、輸送は各施設で決められた⽅方法に準拠して⾏行行う。分離離菌株の他施設への

輸送は、菌株を新しい培地に塗布し、2~3⽇日後、⽣生育が確認できたものを常温にて移送する。

なお、夏季などに輸送中の温度度上昇が懸念念されるときは、冷冷蔵で輸送する。 
 

３．検査の進め⽅方 

検体（⿐鼻咽咽頭分泌泌物）を採取したら直ちに菌培養を⾏行行うことが望ましい。直ちに培養が出

来ない場合は検体を­−80℃に凍結保存する。検査は最初に菌培養を⾏行行い、続いて残ったサン

プルを⽤用いて遺伝⼦子検査を実施する。ワクチン既接種者である⻘青年年・成⼈人患者の保菌量量は少

ないため（３）、菌培養検査のほとんどが陰性となる。そのため、菌培養検査を実施せず、遺

伝⼦子検査を直接⾏行行っても良良い。以下に百⽇日咳の検査⼿手順と検査⽇日数を⽰示した。 
 

 
百⽇日咳検査の⼿手順．検査に必要な⽇日数を（ ）に⽰示した 



 4 

抗⽣生剤投与前の乳児患者の場合、培養による百⽇日咳菌検出率率率は第１病週にはほぼ 100％で

あるが、病週を追うごとにその検出率率率は低下する（２）。第６病週の検出率率率は 20％にまで低下

し、第８病週を過ぎると菌を検出することはできない。また抗⽣生物質を投与した場合、投与

3~4 ⽇日後の菌分離離成績はほとんど陰性となる。そのため、死菌の状態でも菌検出が⾏行行える遺

伝⼦子検査を進めることが重要となる。乳児の場合、抗⽣生剤投与 3 週間までは遺伝⼦子検査が陽

性になると報告されている（４）。 
 
４．検査の判定 

菌培養検査は培養 7⽇日後に判定を⾏行行い、百⽇日咳菌が分離離されなかった場合は培養陰性とす

る。ただし、菌培養検査の陽性率率率は低いため、百⽇日咳菌の感染を直ちに否定することは出来

ない。⼀一⽅方、⾼高感度度な遺伝⼦子検査で陰性となった場合、百⽇日咳菌感染の可能性は低く、百⽇日

咳類縁菌（パラ百⽇日咳菌、Bordetella holmesii）や他の細菌性およびウイルス性感染症の関与

を疑う。なお、百⽇日咳は 5類感染症の定点把握疾患であり、感染症法による届出基準は、１）

２週間以上持続する咳嗽、２）スタッカートやウープを伴う咳嗽発作または新⽣生児や乳児で

他に明らかな原因がない咳嗽後の嘔吐や無呼吸発作、の 2点を満たすものとなっている。 
 
 
（３）検査方法 

1. 百⽇日咳菌の分離離、同定および保存 

百⽇日咳菌の分離離には Bordet-Gengou⾎血液寒天培地（BG培地）、サイクロデキストリン寒

天培地（CSM）（５）が⼀一般的に⽤用いられている。いずれの培地も雑菌の増殖を抑制するため

に抗菌薬（セファレキシン；CEX）を添加する。CSM培地は⻑⾧長期保存（約 4ヶ⽉月）が可能で

あり、ボルデテラ CFDN寒天培地として⽇日研⽣生物医学研究所から市販されている。なお、ボ

ルデテラ CFDN培地は CEXの代わりに 8 µg/mLのバンコマイシンと 4 µg/mLのセフジニル

を含む。ここでは CEX 添加 BG 培地またはボルデテラ CFDN 寒天培地を⽤用いて百⽇日咳菌を

分離離する⽅方法について解説する。 
 
菌分離離法 

①	
 寒天培地（CEX添加 BG培地またはボルデテラ CFDN寒天培地）を常温に戻す。培地表

⾯面が濡れている場合は軽く乾燥させる。 

②	
 ⿐鼻咽咽頭分泌泌物を拭った綿棒（患者検体）を直接寒天培地に塗り広げる。気管⽀支吸引痰の場

合、10 µLのディスポ⽩白⾦金金⽿耳を⽤用いて検体を塗り広げる。塗布後の綿棒は 1 mLの⽣生理理⾷食

塩⽔水に懸濁し、遠⼼心後、遺伝⼦子検査に供試する。 

③	
 36~37℃のインキュベーターで 7⽇日間培養する。なお、培養中の乾燥を防ぐため、プレー
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トを適当な容器に⼊入れる（蒸留留⽔水で湿らせたキムタオルも⼊入れる）。また、培養期間中は

定期的に観察を⾏行行い、培養状態を把握しておく。 

④	
 百⽇日咳菌は培養 4~5 ⽇日後に直径約 1 mm 以下の⼩小さな集落落を形成する。真珠または⽔水銀

様の光沢のある集落落を選択し、菌同定のため再度度新しい BG 培地（CEX 不不含）に植え継

ぐ。 

⑤	
 抗菌薬⾮非添加の培地では雑菌の増殖は速いため、1⽇日でコロニーを形成したものは雑菌と

判断して問題はない。⼀一⽅方、継代培養 3⽇日後にコロニー形成が認められたものは百⽇日咳菌

の可能性が⾼高い。被菌株について菌同定を⾏行行い、百⽇日咳菌であることが確認されたら菌株

保存を⾏行行う。 
 

 
百⽇日咳患者組織からの百⽇日咳菌の分離離例例．(A) 気管⽀支組織洗浄液、 (B)右肺実質組織
洗浄液．気管⽀支組織洗浄液には百⽇日咳菌の他に多数の雑菌の⽣生育が認められる。⼀一⽅方、
肺組織洗浄液ではほぼ純培養で百⽇日咳菌の⽣生育が認められる 

 
試薬 

• 20 µg/mL CEX添加 BG培地：蒸留留⽔水 250 mLに 9 gの Bacto-Bordet Gengou agar base 

dehydrated (Difco) と 3 gのグリセロールを加え、オートクレーブ（121℃、15 min）によ

り滅菌する。滅菌後、50℃にまで冷冷却し、50 mL の⾺馬脱繊維⾎血（⽇日本バイオテスト）と

1.2 mLのセファレキシン（5 mg/mL、ろ過滅菌）を添加する。添加後、 シャーレ 1枚あ

たり 17~25 mLを分注する。必要に応じ 36~37℃のインキュベーターに⼀一晩置き、無菌性

を確認する。 無菌性を確認したら、乾燥しないように適当な容器に⼊入れ、4℃に保存する 
 
注意点 

• ⻘青年年・成⼈人患者の⿐鼻咽咽頭分泌泌物には雑菌が多く存在し、百⽇日咳菌の存在割合はかなり少な

い。雑菌により百⽇日咳菌の⽣生育が阻害されるため、菌分離離率率率はおおよそ 10％以下である 

• 近年年⿐鼻腔常在細菌の薬剤耐性化が進み、CEX の添加効果が低くなっている。国外では 40 

µg/mL CEX添加の BG培地が推奨されているが、その濃度度では百⽇日咳菌の増殖速度度も遅く

なる。そのため、CEXは 20 µg/mLで使⽤用することを勧める 
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• 炭酸ガス培養は百⽇日咳菌の増殖を阻害する可能性があるため使⽤用しない。過去の論論⽂文では

炭酸ガス培養も散⾒見見されていたが、現在では使われていない 

• 百⽇日咳菌は⾁肉眼で認められる集落落を形成するのに、少なくとも 3⽇日以上の培養を必要とす

る。そのため、培養 2⽇日以前に発育した菌は百⽇日咳菌ではないと考えて間違いはない。培

養 7⽇日⽬目になっても百⽇日咳菌様集落落が⾒見見つからない場合は、菌培養を陰性とする 

•  BG培地は作製後、4℃に保存し、約 1ヶ⽉月以内に使⽤用する 
 
同定法 

百⽇日咳菌の同定は抗百⽇日咳菌⾎血清を⽤用いたスライド凝集法により⾏行行う。ただし、臨臨床分離離

株には⾃自⼰己凝集能が強い菌株が認められることがある。⾃自⼰己凝集により菌同定が出来なかっ

た場合、菌同定は遺伝⼦子解析（16S rRNA遺伝⼦子のシークエンスまたは LAMP法）により⾏行行

う。なお、Bordetella 属の 16S rRNA 遺伝⼦子配列列は相互に類似性が⾮非常に⾼高く、種の判別ま

では⾏行行えない。そのため、Bordetella 属細菌が確認されたら、後述する遺伝⼦子検査により菌

種を同定する。 
 
スライド凝集反応 

①	
 培養増菌した被菌株を⽩白⾦金金⽿耳でかき取り、⽣生理理⾷食塩⽔水に均等に浮遊させる。菌液濃度度は

2~5×1010  cells/mL（A600≒1~2）が適当である 

②	
 スライドグラス上で百⽇日せき I相菌免疫⾎血清「⽣生研」（デンカ⽣生研）と菌液を各１滴（25 

µL程度度）混和する。4~6枠のスライドグラスを使うと便便利利である 

③	
 対照には抗⾎血清の代わりに⽣生理理⾷食塩⽔水を⽤用い、対照では凝集しないことを確認する 

④	
 判定は明瞭な凝集塊が認められたものを陽性とする。なお、対照で⾃自然凝集が認められた

ときは判定保留留とする 
 
注意点 

• ⾃自⼰己凝集は CSM 培地やボルデテラ CFDN 培地で培養したときに強く認められる。理理由は

不不明であるが、BG培地で培養すると⾃自⼰己凝集が抑制されることが多い 

• 混和後、直ぐに凝集塊が形成されない場合が多い。その場合、乾燥を防いだ状態で静置し、

15分間後に再度度観察する 
 
16S rRNA遺伝⼦子のシーケンス（６）  

①	
 被菌株を蒸留留⽔水に懸濁し、95℃ 10 minの加熱処理理により DNAを抽出する。遠⼼心操作に

より上清を得る 

②	
 下記の条件で PCR増幅（98℃ 10 sec、55℃ 30 sec、68℃ 2 min、30 cycle）を⾏行行い、
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増幅産物をシークエンスする。なお、プライマーは 16S-10F と 16S-800R、16S-10F と

16S-1500R のいずれかの組み合わせにより⾏行行う。PCR 酵素には KOD FX 以外の Taq 

polymeraseも使⽤用できる 
 

反応組成 
2×KOD FX buffer 7.5   
2 mM dNTPs 3.3   
3 pmol/µL 16S-F 1.0   
16S-800R or 16S-1500R (3 pmol/µL) 1.0   
Template DNA 1.0   
KOD FX (1 U/µL, TOYOBO) 0.5   
DW 0.7   
Total 15 µL 

    
16S-10F: GTTTGATCCTGGCTCA 
16S-800R: TACCAGGGTATCTAATCC 
16S-1500R: TACCTTGTTACGACTT 

 
③	
 得られた DNA配列列を BLAST解析し、菌種を同定する 
 
百⽇日咳菌の保存法 

菌株の短期保存は百⽇日咳菌⽤用培地（BG 培地、CSM 培地、ボルデテラ CFDN 寒天培地）

にやや多めの菌量量を接種し、36℃で約１⽇日間培養後、乾燥を避けて冷冷蔵庫等の冷冷暗所に静置

することにより⾏行行う。⻑⾧長期保存の際は凍結保存を⾏行行う。ここではスキムミルクを⽤用いた凍結

保存法について解説する。 
 
凍結保存法 

①	
 百⽇日咳菌⽤用培地に分離離菌株を接種し、約 1~2⽇日間培養する 

①	
 菌体（培地 0.5枚分程度度）を滅菌綿棒で回収し、2~3 mLの滅菌 10%スキムミルク溶液に

懸濁する 

②	
 懸濁液をセラムチューブ等に 0.2 mLずつ分注し、フリーザー（­−80℃）に保存する。使

⽤用の際は、菌液を半解凍させた後、約 10 µLを BGプレートなどに塗布し、残りは再度度凍

結保存する。国⽴立立感染症研究所ではこの⽅方法で 10年年以上菌株を保存・維持している 
 
試薬 

• 10%スキムミルク溶液：蒸留留⽔水 100 mLに 10 gのスキムミルク（Difco）を溶解する。溶解

しない場合は超⾳音波処理理により均⼀一に分散する。希⽔水酸化ナトリウム溶液を⽤用いて pH 7.4

に合わせ、オートクレーブ滅菌する。保存は 4℃で⾏行行う。なお、超⾳音波処理理を⾏行行わなかっ

た場合、オートクレーブ処理理後にスキムミルクの沈沈殿物が多量量に発⽣生し、使⽤用することが

できない 
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２．百⽇日咳類縁菌の分離離、同定、保存 

百⽇日咳菌の類縁菌であるパラ百⽇日咳菌の分離離・保存は百⽇日咳菌と同様に⾏行行い、同定は挿⼊入

配列列 IS1001の有無をリアルタイム PCRにより確認する（(3)-5 リアルタイム PCRによる百

⽇日咳菌とその他類縁菌の検出を参照）。⼀一⽅方、Bordetella holmesiiは⾼高濃度度のセファレキシン

に感性を⽰示すため、百⽇日咳菌と異異なる分離離培地を必要とする。 
 
Bordetella holmesiiの分離離法 

B. holmesiiはセファレキシン（CEX）に感受性があるため、⼀一般に百⽇日咳菌の分離離に⽤用い

られる CEX 20 µg/mL添加 BG培地や CEX 40 µg/mL添加 charcoal agar (CA培地)は使⽤用で

きない。CEXを培地に添加する場合は、最終濃度度を 5 µg/mLまでとする。また、CEX 5 µg/mL

添加サイクロデキストリン加固形培地（CSM 培地）や市販の CFDN 寒天培地（⽇日研⽣生物医

学研究所）でも分離離できるが、菌の発育がやや悪い。ここでは市販の⾎血液寒天培地を⽤用いて

B. holmesiiを分離離する⽅方法を述べる。 

①	
 CEX 5 µg/mL添加サイクロデキストリン加液体培地（CEX-CLM培地）1 mLを⼊入れた⼩小

試験管を準備する。 

②	
 検体（⿐鼻咽咽頭分泌泌物を拭った綿棒）を CEX-CLM培地に⼊入れ懸濁し、B. holmesiiの分離離お

よび遺伝⼦子検出に⽤用いる。同時に百⽇日咳菌の分離離、遺伝⼦子検出にも⽤用いる。 

③	
 検体懸濁液を市販の⾎血液寒天培地に 1⽩白⾦金金⽿耳塗沫する。 

④	
 ⾎血液寒天培養 1⽇日⽬目に出現したコロニーは B. holmesiiではないので、コロニーの⼤大⼩小に

関わらず、除外するためにマークしておく。 

⑤	
 ⾎血液寒天培養 2~3 ⽇日⽬目に真珠様の光沢のある微細なコロニーが出現したら、グラム染⾊色

を⾏行行い、グラム陰性短桿菌であることを確認する。 

⑥	
 グラム陰性短桿菌が確認できたら B. holmesiiを疑い、新しい⾎血液寒天培地に純培養する 

⑦	
 培養は 7⽇日⽬目まで⾏行行い、グラム陰性短桿菌が確認できなければ分離離陰性とする。 
 

 
 
Bordetella holmesiiの臨臨床検体からの分離離例例．（A）⿐鼻腔スワブの懸濁液を直接塗布．
（B）純培養例例．いずれも⾎血液寒天培地で 36℃培養 4⽇日⽬目。Aでは雑菌の⽣生育が⾒見見ら
れる。⼩小型の⽩白いコロニーが B. holmesiiである 
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試薬 

以下の組成に従って Basal medium、supplement、セファレキシン溶液を作製する。輸送

⽤用培地（CEX-CLM）は 100 mLの Basal mediumに対し、1 mLの supplementと 100 µLの

セファレキシンを添加し、1mLずつ⼩小試験管に分注する。密栓して冷冷蔵保存しておく。 
 
Basal medium  

mono-グルタミン酸ナトリウム 10.7 g 
L-プロリン 0.24 g 
NaCl 2.5 g 
KH2PO4 0.5 g 
KCl 0.2 g 
MgCl2・6H2O 0.1 g 
CaCl2 0.02 g 
Tris 6.1 g 
カザミノ酸 (Difco) 0.5 g 
ヘプタキス（2,6ジ- O-メチル）βシクロデキストリン 1.0 g 

fill up to 1,000 mL 
pHを 7.4に合わせ、121℃ 15分間滅菌する。すぐに使⽤用しない場合は冷冷蔵
保存しておく。なお、上記組成に寒天（Difco agar）15.0~18.0 gを加えれば
CSM培地となる 

 
Supplement 

L-システイン・1⽔水塩 40 mg 
FeSO4・7H2O  10 mg 
アスコルビン酸 20 mg 
ナイアシン 4 mg 
還元型グルタチオン 150 mg 

fill up to 10 mL 
ろ過滅菌し、−20℃で凍結保存しておく 

 
• 5 mg/mLセファレキシン：4 mLの蒸留留⽔水に 20 mgのセファレキシンを溶解後、1 mLずつ

分注する。すぐに使⽤用しない場合は­−30℃で凍結保存しておく 

• カザミノ酸溶液： 1% カザミノ酸 (Difco)、0.6% NaCl, pH 7.1、オートクレーブ滅菌する 
 
注意点 

• CEX-CLM 培地を準備できない場合はカザミノ酸溶液からでも分離離できる。ただし雑菌が

多い場合は、⾎血液寒天培地の代わりに CEX 5 µg/mL添加 CSM培地や CFDN寒天培地を

⽤用いたほうがよい 

• ⾎血液寒天培地が無い場合は CEX⾮非添加の BG培地や CA培地でもよい 

• 遺伝⼦子検査（B. holmesii-LAMP、IS481 real-time PCR）が陰性となった場合、菌分離離はほ

とんど期待できない 

• CFDN培地では菌増殖が遅くなる傾向が認められ、コロニー形成に 6⽇日間を必要とする 
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CFDN培地を⽤用いた Bordetella holmesiiの分離離例例．百⽇日咳菌に⽐比較して、コロニーが
⼩小さく、⾊色が薄い 

 
B. holmesiiの同定と保存 

菌同定は recA遺伝⼦子のシークエンスまたは B. holmesii-LAMP法により実施し、菌株保存

は百⽇日咳菌に準じて⾏行行う。以下に recA遺伝⼦子のシークエンス法を⽰示す。 
 

①	
 被菌株であるコロニーを釣菌し、蒸留留⽔水 50 µLが⼊入った PCRチューブに懸濁する。95℃、

10 minの加熱処理理により DNAを抽出する 

②	
 以下の反応組成で PCR増幅（98℃ 10 sec、68℃ 30 sec、30 cycle）を⾏行行う 
 

2×KOD FX buffer 7.5   
dNTPs 3.3   
3 pmol/µL recA-F 1.0   
3 pmol/µL recA-R 1.0   
Template DNA 1.0   
KOD-FX (TOYOBO) 0.33 
DW 0.87 
Total 15 µL 
  
recA-F: CATGGACGACAAAACCAGCAAG 
recA-R: TCGATTTCGGCCTTGGGCACC 

 
③	
 常法に従って PCR増幅産物（0.1~0.5 µL）をシークエンスする。BLAST解析により得ら

れた配列列が B. holmesiiの recA と 100％⼀一致することを確認する。なお、PCR 増幅産物

のサイズは 489 bpである 
 
３．抗百⽇日咳菌抗体の検出 

これまで、わが国では百⽇日咳の簡便便な⾎血清診断として菌凝集素価法が広く利利⽤用されてきた。

しかし、2008年年度度の感染症流流⾏行行予測調査において本法の特異異性が低いことが判明し、多くの

健常者を患者と誤って判定することが指摘された（７）。そのため、2012年年に菌凝集素価法の

試薬製造販売が中⽌止となり、現在は下記に述べる EIA法により抗体検査が⾏行行われている。 

現在欧⽶米では百⽇日咳毒素（PT）に対する⾎血清診断が採⽤用されており、わが国でも百⽇日咳菌
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抗体キット（百⽇日せき抗体 EIA「⽣生研」）がデンカ⽣生研より販売されている。本キットは 96

⽳穴 ELISAプレートに PTおよび繊維状⾚赤⾎血球凝集素（FHA）がそれぞれ固相化されており、

患者⾎血清中の抗 PT-IgGおよび抗 FHA-IgG抗体価を測定する。ただし、単⾎血清を⽤用いた診断

基準値は各国で異異なり、確実な診断を下すためにはペア⾎血清を⽤用いた測定が必要である。患

者から異異なった時期（急性期、回復復期）に採⾎血した⾎血清を⽤用い、抗体価が有意に上昇してい

ることを確認する。なお、PT 抗体および FHA 抗体はワクチン接種により上昇するため、ワ

クチン既接種者の判定には注意が必要である。WHO ではワクチン接種 3 年年以内の患者には

本法の適⽤用を推奨していない。測定⽅方法については診断キットに詳しい説明書が添付されて

いるので、そちらを参照して頂きたい。 
 
４．IS481-PCRによる百⽇日咳菌 DNAの検出 

百⽇日咳菌はゲノム中に挿⼊入配列列 IS481を 50~250コピー持つため、IS481を標的とするPCR

は⾼高感度度に百⽇日咳菌を検出できるという利利点を持つ（８）。しかし、Bordetella holmesiiならび

に⼀一部の気管⽀支敗⾎血症菌（Bordetella bronchiseptica）も IS481を保有することから特異異性が

低いという⽋欠点がある。ただし、本法は Bordetella 属細菌に特異異的であることから、リアル

タイム PCR装置が普及するまでは百⽇日咳菌の標準的な遺伝⼦子検査法となっていた。以下にそ

れぞれの遺伝⼦子検査が検出する Bordetella属細菌を⽰示した。 
 

各遺伝⼦子検査が検出する Bordetella属細菌 

菌種 
LAMP法 リアルタイム PCR 

BP-LAMP BH-LAMP IS481 IS1001 BH recA 
B. pertussis + − + − − 
B. parapertussis − − − + − 
B. holmesii − + + − + 
B. bronchiseptica − − +/− − − 

+/−：⼀一部の菌を検出 

 
臨臨床検体からの DNA精製 

DNA 精製にはさまざまな⽅方法があるが、市販の DNA 抽出キットを⽤用いると便便利利である。

ここでは市販の DNA抽出キット（QIAGEN QIAamp DNA Micro Kit）を⽤用いる⽅方法について

解説する（キット添付の⽇日本語プロトコール「組織サンプルからのゲノム DNA分離離」参照）。 
 
①	
 ⿐鼻腔分泌泌物を採取した綿棒または菌培養検査後の綿棒を 1 mL の⽣生理理⾷食塩⽔水に懸濁する。

懸濁した検体溶液を 1.5 mLの遠⼼心チューブに⼊入れ、15,000 rpmで 10分遠⼼心する 

②	
 上清を捨て、180 µLの Buffer ATLおよび 20 µLの Proteinase Kを添加する。撹拌後、56℃
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で⼀一晩インキュベートする 

③	
 200 µLの Buffer ALと 1 µLのキャリア RNAを添加し、撹拌する。あらかじめキット添付

のキャリア RNAを Buffer AEに溶かし、20 µLずつ凍結保存しておくと便便利利である 

④	
 200 µLのエタノールを添加し、撹拌後、室温で 5分間インキュベートする 

⑤	
 QIAamp MinEluteカラムに全量量を移し、8,000 rpmで 1分間遠⼼心する 

⑥	
 ろ液を捨て新たなコレクションチューブをセットし、500 µL の Buffer AW1を添加する。 

フタを閉めて 8,000 rpmで 1分間遠⼼心する 

⑦	
 ろ液を捨て新たなコレクションチューブをセットし、500 µL の Buffer AW2を添加する。

フタを閉めて 8,000 rpmで 1分間遠⼼心する 

⑧	
 ろ液を捨て新たなコレクションチューブをセットし、最⾼高速度度（15,000 rpm）で 3分間遠

⼼心する 

⑨	
 QIAamp MinEluteカラムを新しいマイクロチューブにセットし、25 µLの Buffer AEをカ

ラム中央に添加する。フタを閉め 1分間インキュベートする 

⑩	
 最⾼高速度度（15,000 rpm）で 1分間遠⼼心し、DNA画分を回収する。すぐに検査しない場合

は DNA検体を­−20℃で凍結保存する 
 
PCR反応 

①	
 以下の反応組成で PCR増幅 （94℃ 15 sec、56℃ 15 sec、72℃ 15 sec、35サイクル）

を⾏行行う 
10×PCR buffer 1.5   
dNTPs 1.5   
3 pmol/µL BP1 1.0   
3 pmol/µL BP2MOD 1.0   
Template DNA 1.0   
Taq DNA polymerase 0.1   
DW 8.9   
Total 15 µL 
  
BP1:GATTCAATAGGTTGTATGCATGGTT 
BP2MOD: TGGACCATTTCGAGTCGACG 

 
②	
 PCR 反応後、反応液 2 µL を 3%アガロースゲル電気泳動分析に供試する。泳動後、0.5 

µg/mLのエチジウムブロマイド溶液で染⾊色し、トランスイルミネーターを⽤用いてバンドを

検出する。151 bpのバンドが認められたとき陽性と判定する 
 
注意点 

• PCRを⾏行行う際は必ず陽性コントロールと陰性コントロールをおく。陽性コントロールには

精製した百⽇日咳菌 DNA（10 ng）を使⽤用する。陽性コントロール（百⽇日咳菌東浜株 DNA）
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は国⽴立立感染症研究所から分与可能である 

• Takara EX Taqでは増幅が上⼿手く⾏行行かない場合がある。Takara Taqと KOD-FX（TOYOBO）

では良良好な増幅結果が得られている 
 
５．リアルタイム PCRによる百⽇日咳菌とその類縁菌の検出 

リアルタイム PCR装置の普及により、現在百⽇日咳の実験室診断として世界的に広く⽤用いら

れている⽅方法である。本法の感度度は⾼高く、10 fg DNA（百⽇日咳菌として 2.4個）を検出できる。

また、増幅産物の電気泳動を必要としないため、迅速な判定、さらには実験室汚染の防⽌止に

有⽤用である。ここでは ABI7500と TaqManプローブを⽤用いたリアルタイム PCR法について

解説する。 
 
百⽇日咳菌（IS481 real-time PCR） 

①	
 臨臨床検体からの DNA抽出・精製は「(3)-4   IS481-PCR による百⽇日咳菌 DNAの検出」に

従って⾏行行う。 

②	
 本法は IS481 を標的とし、下記の反応組成ならびにプライマー、プローブを⽤用いる（９）。

ABI7500 Real-time PCR systemとABI7500Fast Real-time PCR systemでは反応⽤用量量およ

び増幅条件が異異なることに注意する。 
 

TaqMan プライマー配列列 (5’ to 3’) 

PPert ATCAAGCACCGCTTTACCC  sense primer 

APPert TTGGGAGTTCTGGTAGGTGTG  antisense primer 

SPert FAM-AATGGCAAGGCCGAACGCTTCA-TAMRA  probe 

 
 
      ABI7500 Real-time PCR system を使⽤用する場合 

反応組成 
2×Premix (Premix EX Taq, RR039A, Takara) 25.0   
10 µM PPert 4.5   
10 µM APPert 4.5   
5 µM SPert 2.5   
Template DNA 4.0   
ROX reference dye II (Takara) 1.0   
DW 8.5   
Total   50 µL 

 
反応条件 

Stage 1 (Reps: 1) 95°C (10 sec) 
Stage 2 (Reps: 45) 95°C (15 sec), 57°C (1 min) 
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      ABI7500Fast Real-time PCR system を使⽤用する場合 

反応組成 
2×Premix (Premix EX Taq, RR039A, Takara) 10.0   
10 µM PPert 1.8   
10 µM APPert 1.8   
5 µM SPert 1.0   
Template DNA 2.0   
ROX reference dye II (Takara) 0.4   
DW 3.0   
Total   20 µL 

 
反応条件 

Stage 1 (Reps: 1) 95°C (15 sec) 
Stage 2 (Reps: 40) 95°C (3 sec), 57°C (30 sec) 

 
③	
 template DNAを除いたマスターミックスを各チューブに⼊入れ、次いで検体 DNA、陽性コ

ントロール、陰性コントロール（NC、DW を使⽤用）を⼊入れる。陽性コントロールには百

⽇日咳菌 DNAを連続希釈したものを使⽤用し、各チューブに 2 µLを添加する。以下に陽性コ

ントロールの濃度度を⽰示した。なお、陽性コントロールは国⽴立立感染症研究所から分与可能で

ある。 

tube No. Stock soln. ウェルあたりの DNA量量 (pg) 
1 500 pg/µL 1000  
2 50 pg/µL 100  
3 5 pg/µL 10  
4 500 fg/µL 1  
5 50 fg/µL 0.1  
6 5 fg/µL 0.01  

 
④	
 プレートをシールまたはチューブの蓋を閉め、リアルタイム PCR装置のマニュアルに従

って Runを⾏行行う。なお、蛍光検出には FAMと TAMRAを設定する。 

⑤	
 Run終了了後、Threshold Lineを表⽰示する。すべての陽性コントロールが指数関数的に増幅

されている位置に設定されていることを確認する。 

⑥	
 検体のうち、陽性コントロール（0.01 pg）の Ct値よりも低い値を⽰示したものを陽性と判

定する。 
 
S481 real-time PCRの検量量線．この場
合、Ct値 35が検出限界となる 
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注意点 

• 本法は百⽇日咳菌以外に B. holmesiiおよび⼀一部の気管⽀支敗⾎血症菌（B. bronchiseptica）も陽

性となることに注意する。ただし、百⽇日咳菌以外の Bordetella 属感染は稀なので臨臨床上特

に問題とはならない 

• 解析終了了後はプレートシールを剥がしたり、チューブの蓋を開けたりしない。実験室汚染

を防ぐため、オートクレーブをせずにそのまま廃棄する 

• 蛍光プローブの分解を防ぐため、強い光を当てない 
 
パラ百⽇日咳菌（IS1001 real-time PCR） 

①	
 臨臨床検体からの DNA抽出・精製は「(3)-4   IS481-PCR による百⽇日咳菌 DNAの検出」に

従って⾏行行う。 

②	
 本法はパラ百⽇日咳菌に特異異的な挿⼊入配列列 IS1001を標的とし、IS1001はゲノム中に 20~21

コピー程度度存在する。PCR 反応には下記の反応組成ならびにプライマー、プローブを⽤用

いる（９）。ABI7500 Real-time PCR systemと ABI7500Fast Real-time PCR systemでは反

応⽤用量量および増幅条件が異異なることに注意する。 
 

TaqMan プライマー配列列 (5’ to 3’) 

PParaP GATATCAACGGGTGACGGATC sense primer 

APParaP GTATGCCAACCCAGTTCGAA  antisense primer 

SParaP FAM-TGCTGCAATCGAGCAACGTGCA-TAMRA probe 
 
      ABI7500 Real-time PCR system を使⽤用する場合 

反応組成 
2×Premix (Premix EX Taq, RR039A, Takara) 25.0   
10 µM PParaP 4.5   
10 µM APParaP 4.5   
5 µM SParaP 2.5   
Template DNA 4.0   
ROX reference dye II (Takara) 1.0   
DW 8.5   
Total 50 µL 

 
反応条件 

Stage 1 (Reps: 1) 95°C (10 sec) 
Stage 2 (Reps: 45) 95°C (15 sec), 57°C (1 min) 

 
      ABI7500Fast Real-time PCR system を使⽤用する場合 

反応組成 
2×Premix (Premix EX Taq, RR039A, Takara) 10.0   
10 µM PParaP 1.8   
10 µM APParaP 1.8   
5 µM SParaP 1.0   
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Template DNA 2.0  
ROX reference dye II (Takara) 0.4  
DW 3.0  
Total 20 µL 

 
反応条件 

Stage 1 (Reps: 1) 95°C (15 sec) 
Stage 2 (Reps: 40) 95°C (3 sec), 57°C (30 sec) 

 
③	
 template DNAを除いたマスターミックスを各チューブに⼊入れ、次いで検体 DNA、陽性コ

ントロール、陰性コントロール（NC、DW を使⽤用）を⼊入れる。陽性コントロールにはパ

ラ百⽇日咳菌 BAA-587 DNAを連続希釈したものを使⽤用し、各チューブに 2 µLを添加する。

以下に陽性コントロールの濃度度を⽰示した。なお、陽性コントロールは国⽴立立感染症研究所か

ら分与可能である。 
 

tube No. Stock soln. ウェルあたりの DNA量量 (pg) 

1 5000 pg/µL 10000 

2 500 pg/µL 1000  

3 50 pg/µL 100  

4 5 pg/µL 10  

5 0.5 pg/µL 1  

6 0.05 pg/µL 0.1  
 
④	
 プレートをシールまたはチューブの蓋を閉め、リアルタイム PCR装置のマニュアルに従

って Runを⾏行行う。なお、蛍光検出には FAMと TAMRAを設定する。 

⑤	
 Run終了了後、Threshold Lineを表⽰示する。すべての陽性コントロールが指数関数的に増幅

されている位置に設定されていることを確認する。 

⑥	
 検体のうち、陽性コントロール（0.1 pg）の Ct 値よりも低い値を⽰示したものを陽性と判

定する。 
 

 
 

IS1001 real-time PCRの検量量線．この場合、Ct値 37が検出限界となる 
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注意点 

• 本法はパラ百⽇日咳菌（B. parapertussis）に特異異的である 

• 解析終了了後はプレートシールを剥がしたり、チューブの蓋を開けたりしない。実験室汚染

を防ぐため、オートクレーブをせずにそのまま廃棄する 

• 蛍光プローブの分解を防ぐため、強い光を当てない 
 
Bordetella holmesii（recA real-time PCR） 

①	
 臨臨床検体からの DNA抽出・精製は「(3)-4   IS481-PCR による百⽇日咳菌 DNAの検出」に

従って⾏行行う。 

②	
 本法は B. holmesiiの recA遺伝⼦子を標的とし、PCR反応には下記のプライマー、プロー

ブおよび反応組成を⽤用いる（１０）。 
 

TaqMan プライマー配列列 (5’ to 3’) 

BHrecA_fwd CGGTTCGCTGGGTCTCG sense primer 

BHrecA_rev CCCGCGGCAGACCAC antisense primer 

TaqMan MGB_recA VIC-CATCGCATTGGGCG-NFQ/MGB probe 
 
      ABI7500Fast Real-time PCR system を使⽤用するときの組成 

反応組成 
2×Premix (Premix EX Taq, RR039A, Takara) 10.0 
16 µM BHrecA fwd 1.0 
16 µM BHrecA_rev  1.0 
8 µM TaqMan MGB_recA 1.0 
Template DNA 2.0 
ROX reference dye II (Takara) 0.4 
DW 4.6 
Total 20.0 µL 

 
反応条件 

Stage 1 (Reps: 1) 95°C (15 sec) 
Stage 2 (Reps: 45) 95°C (3 sec), 60°C (30 sec) 

 
③	
 template DNAを除いたマスターミックスを各チューブに⼊入れ、次いで検体 DNA、陽性コ

ントロール、陰性コントロール（NC、DW を使⽤用）を⼊入れる。陽性コントロールには B. 

holmesii ATCC51541 DNAを連続希釈したものを使⽤用し、各チューブに 2 µLを添加する。

以下に陽性コントロールの濃度度を⽰示した。なお、陽性コントロールは国⽴立立感染症研究所か

ら分与可能である。 
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tube No. Stock soln. ウェルあたりの DNA量量 (pg) 

1 500 pg/µL 1000  

2 50 pg/µL 100  

3 5 pg/µL 10  

4 500 fg/µL 1  

5 50 fg/µL 0.1  
 
④	
 プレートをシールまたはチューブの蓋を閉め、リアルタイム PCR装置のマニュアルに従

って Runを⾏行行う。なお、蛍光検出には VICと NFG-MGBを設定する。 

⑤	
 Run終了了後、Threshold Lineを表⽰示する。すべての陽性コントロールが指数関数的に増幅

されている位置に設定されていることを確認する。 

④	
 検体のうち、陽性コントロール（0.1 pg）の Ct 値よりも低い値を⽰示したものを陽性と判

定する。 

 
 

recA real-time PCRの検量量線．この場合、Ct値 37.2が検出限界となる 
 
注意点 

• 本法は B. holmesiiに特異異的である 

• 解析終了了後はプレートシールを剥がしたり、チューブの蓋を開けたりしない。実験室汚染

を防ぐため、オートクレーブをせずにそのまま廃棄する 

• 蛍光プローブの分解を防ぐため、強い光を当てない 
 
4Plexリアルタイム PCR 

本法は４種類の病原体（百⽇日咳菌、パラ百⽇日咳菌、B. holmesii、Mycoplasma pneumonia）

を１反応チューブで鑑別可能なマルチプレックス PCR法である（１）。標的遺伝⼦子には挿⼊入配

列列 IS481と IS1001、さらに recAおよび atpDを使⽤用し、4種類の蛍光⾊色素により遺伝⼦子増幅

を検出する（下表）。なお、⼀一部のプローブとプライマーは IS481 real-time PCR と recA 

real-time PCRのものと共通としている。本キット（プレミックス、混合プライマー＆プロー
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ブ、ROX dye II、陽性コントロール）は国⽴立立感染症研究所から分与可能である。 
 

Target organism Target gene Reporter Quencher 

百日咳菌 & B. holmesii IS481 FAM NFQ-MGB 

B. holmesii recA VIC NFQ-MGB 

パラ百日咳菌 IS1001 NED NFQ-MGB 

M. pneumoniae atpD Cy5 BHQ3 
 
①	
 臨臨床検体からの DNA抽出・精製は「(3)-4   IS481-PCR による百⽇日咳菌 DNAの検出」に

従って⾏行行う。 

②	
 PCR反応には下記のプライマーとプローブの混合溶液を使⽤用する。 
 

Target 
(organism) 

Primer or 
probe 

Sequence (5’ to 3’) Reporter/ 
Quencher 

Amplicon 
(bp) 

Optimal 
conc. (nM) 

IS481 (B. 
pertussis and B. 
holmesii) 

PPertM ATCAAGCACCGCTTTACCCG*  114 300 

APPert TTGGGAGTTCTGGTAGGTGTG   300 

SPertM CAAGGCCGAACGCTT* FAM/NFQ-
MGB 

 200 

recA (B. 
holmesii) 

BHrecA-F CGGTTCGCTGGGTCTCG  50 400 

BHrecA-R CCCGCGGCAGACCAC   400 

BHrecA-P CATCGCATTGGGCG VIC/NFQ-
MBG 

 300 

IS1001 (B. 
parapertussis) 

PParaP GATATCAACGGGTGACGGATC  103 300 

APParaP GTATGCCAACCCAGTTCGAA   300 

SParaM TGCAATCGAGCAACG* NED/NFQ-
MGB 

 100 

atpD (M. 
pneumoniae) 

Mp3-F CGATCTATGTGCCAGCTGATGA  68 200 

Mp3-R AGCATCCAGGTGGGTAAAGGT   200 

Mp3-P TTGACTGACCCCGCTCCGGC Cy5/BHQ3  100 

*原報のオリゴ DNA 鎖⻑⾧長を変更更  

 
 
   ABI7500Fast Real-time PCR systemを使⽤用する場合 

         反応組成 
2×Premix (Premix EX Taq, RR039A, Takara) 10.0    
Mixed primers & probes 2.0    
Template DNA 2.0    
50×ROX reference dye II (Takara)* 0.2    
DW 5.8    
Total  20.0 µL 

 
*50×ROX dye IIの調製法: ROX dye Iを DWで 5倍希釈し、−20℃に小分分注す
る。Takaraでは 0.4 µLの添加を推奨しているが、ここでは 0.2 µLを使用する 
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   反応条件 

Stage 1 (Reps: 1) 95°C (15 sec) 
Stage 2 (Reps: 40) 95°C (3 sec), 60°C (30 sec) 

 
③	
 template DNAを除いたマスターミックスを各チューブに⼊入れ、次いで検体 DNA、陽性コ

ントロール、陰性コントロール（NC、DW を使⽤用）を⼊入れる。陽性コントロールは各チ

ューブに 2 µLを添加する。以下に陽性コントロールの濃度度と添加量量を⽰示した。 
 

陽性コントロール DNA DNA conc. (pg/µL) 添加量量（pg/well） 

百⽇日咳菌東浜株 5 10 

Bordetella holmesii ATCC51542 50 100 

パラ百⽇日咳菌 BAA-587 5 10 

Mycoplasma pneumonia NBRC14401 0.5 1.0 
 
④	
 プレートをシールまたはチューブの蓋を閉め、リアルタイム PCR装置のマニュアルに従

って Runを⾏行行う。蛍光検出の設定は以下に従い、Y軸のΔRnは真数表⽰示とする。 
 

Target Reporter Quencher 

IS481 FAM NFQ-MGB 

recA VIC NFQ-MGB 

IS1001 NED NFQ-MGB 

atpD Cy5 none 
 
⑤	
 Run終了了後、Threshold Line（ΔRn）を 0.3に設定する。検体のうち、ΔRnが 0.3を超え

たものを陽性と判定する。なお、IS481は百⽇日咳菌と B. holmesiiの両菌に存在し、IS481

が陽性で recA が陰性の場合は百⽇日咳菌と判定する（下表）。⼀一⽅方、IS481 と recA の両者

が陽性の場合は B. holmesiiと判定する。 
 

 IS481 recA IS1001 atpD 

百⽇日咳菌 + −   

B. holmesii + +   

パラ百⽇日咳菌   +  

M. pneumoniae    + 
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4Plexリアルタイム PCRにおける陽性コントロールの増幅 

 

 
 

4Plexリアルタイム PCRの検量量線．Singleリアルタイム PCRとの⽐比較 
 
注意点 

• 本法では百⽇日咳菌と B. holmesiiの重複感染は B. holmesiiと判定されることに注意する 

• 解析終了了後はプレートシールを剥がしたり、チューブの蓋を開けたりしない。実験室汚染

を防ぐために、オートクレーブをせずにそのまま廃棄する 
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• 蛍光プローブの分解を防ぐため、強い光を当てない 

• PCR反応には Premix EX Taqを使⽤用する。他社の Premix製品では安定したベースライン

が得られない 

• IS481 は検出感度度が⾼高いため、コンタミネーションなどによる偽陽性が出易易い。陰性コン

トロールで増幅が認められた場合はカットオフ値（ΔRn）を⾼高めに再設定する（ΔRn=0.5） 

• 純正品以外の PCRチューブやプレートには蛍光検出を阻害するものがある。事前に陽性コ

ントロールが正しく検出されることを確認する 
 
６．LAMP法による百⽇日咳菌とその類縁菌の検出 

LAMP法は⼀一定温度度で DNA増幅反応が進むため、恒温槽や PCR装置を使って簡便便に検査

が出来るという利利点を有する。通常、判定には専⽤用の濁度度測定装置が使われるが、蛍光⽬目視

検出試薬（栄研化学）を使った⽬目視判定も可能である。百⽇日咳菌の検出感度度は 10 fg genomic 

DNA/tube（百⽇日咳菌 2.4個に相当）であり、IS481リアルタイム PCRと同等な感度度を有する。

現在、研究⽤用試薬として百⽇日咳菌検出試薬キット（LMP541、栄研化学）が販売されており、

本稿では百⽇日咳菌 LAMP 検査の説明は割愛する。興味のある⽅方は原著論論⽂文（１１）を参照して

頂きたい。ここでは、新たに国内で出現が確認された Bordetella holmesiiの LAMP検査（１２）

について解説する。 
 
BH-‐‑‒LAMP  (Bordetella holmesii)  

①	
 臨臨床検体からの DNA 抽出・精製は、「(3)-4   IS481-PCR による百⽇日咳菌 DNA の検出」

に従って⾏行行う。 

②	
 BH混合プライマー、反応溶液（2×RM）、DW、陽性コントロールを解凍し、軽く遠⼼心し

た後、氷上に置く。DNA検体は⼀一本鎖にするため煮沸（5 min）または PCR装置で 95℃、

5分間の処理理を⾏行行う。加熱後、急冷冷し氷上に置く。 

③	
 1.5 mLチューブに DNA検体（template DNA）を除いたマスターミックスを作製する。氷

上に LAMP反応⽤用チューブ（または 0.2 mL PCRクリアーチューブ）を置き、各チュー

ブに 23 µLのマスターミックスを分注する。 
  

2×reaction mixture, RM 12.5   
Bst-DNA polymerase 1.0   
混合プライマー 6.0   
Template DNA 2.0   
DW* 3.5   
Total 25 µL 

 

*⽬目視判定を⾏行行うときは、2.5 µL の DW と 1.0 µL の Fluorescent 
detection reagent (FD、栄研化学) を添加する 
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LAMPプライマーの配列列 

Primer Type Sequence (5’ to 3’) 

BH-F3 F3 GCTCTCCCAGATCGAAAAGC 

BH-B3 B3c TCGGCGATGACCTGCA 

BH-FIP F2-F1c CAGCGAACCGGTGGAAACGAATGCGCTACGGCGACAATG 

BH-BIP B1-B2c ATTGGGCGTGGGTGGTCTGCGTGTCAGCGTGGTCTTGC 

BH-LB LB GTCGTAGAAATCTACGGCCCCG 
 
④	
 チューブに 2 µLの検体 DNAを添加する。陽性コントロールには 2 µLの BH-recA、陰性

コントロールには 2 µLの DWを添加する。ふたを閉め軽くタッピングした後、遠⼼心操作

により反応液をチューブの底に集める。 

⑤	
 チューブをリアルタイム濁度度測定装置または PCR 増幅装置にセットし、67℃で 60 分間

反応を⾏行行う。反応停⽌止は 80℃、5分間の処理理により⾏行行なう。 

⑥	
 判定は濁度度測定装置の⾃自動判定により⾏行行う（判定値を 0.1に設定）。蛍光⽬目視試薬を使⽤用

した場合は、蛍光の有無を⽬目視により確認する。なお、陽性例例ではチューブの底に⽩白⾊色の

沈沈殿物があることを確認する。 
 
試薬 

• BH混合プライマーは下記の組成で調製し、300 µLずつ⼩小分け分注する。−20℃で保存する。 
 

100 pmol/µL BH-FIP 240    
100 pmol/µL BH-BIP 240    
100 pmol/µL BH-LB 120    
100 pmol/µL BH-F3 30    
100 pmol/µL BH-B3 30    
TE-8  2940    
Total 3600 µL 

 

• B. holmesiiの LAMPキットと陽性コントロール（BH-recA、100 fg DNA/µL）は、地⽅方衛

⽣生研究所に分与可能である。 
 
注意点 

• 本法は B. holmesiiの recA遺伝⼦子を標的とし、B. holmesiiに特異異的である。ただし、反応

温度度 65℃では稀に⾮非特異異的増幅が認められることがある。そのため、反応は必ず 67℃で

⾏行行う 

• 検出感度度は 50 fg genomic DNA/tubeであり、B. holmesiiのリアルタイム PCRと等しい感

度度を有する 

• HPLCにより精製された LAMPプライマーを使⽤用する 



 24 

７．PFGEによる遺伝⼦子型別 

パルスフィールド電気泳動法（PFGE）は電場の⽅方向を変化させることにより、通常の電

気泳動法では分離離できなかった巨⼤大 DNA断⽚片をその⻑⾧長さに従って分離離することができる。細

菌学の分野では院内感染や⾷食中毒の原因菌の特定・⽐比較に加え、分⼦子疫学的調査に頻⽤用され

ている。臨臨床より分離離される百⽇日咳菌はそれぞれ多様な遺伝⼦子型を有することが知られてお

り、PFGE解析は家族内感染や院内感染の解析に有効である。ここでは制限酵素 XbaIを⽤用い

た PFGE法について解説を⾏行行う。 
 
プラグ調製 

①	
 −80℃に保存していた菌株を百⽇日咳菌⽤用平板培地（BG培地等）の隅に塗布し、36℃で 2~3

⽇日間培養を⾏行行う。 

②	
 菌の⽣生育が認められたらプレート全⾯面に塗り広げ、さらに 1⽇日間培養を⾏行行う。 

③	
 菌体を滅菌綿棒で回収し、TE-8に懸濁する。菌濃度度は A650≒0.5に調整する。 

④	
 0.5 mLの菌液に等量量の 1%低融点アガロース溶液（50℃）を加え、撹拌後、プラグモール

ドに分注する。プラグモールドを氷上に 20分間置き、アガロースを固化させる。なお、

1検体当り 2個のプラグを作製する。 

⑤	
 14 mLラウンドチューブ（ファルコン、2059）にプラグを移し、1 mLのプロテアーゼ溶

液を⼊入れる。55℃で⼀一晩、穏やかに振盪する。 

⑥	
 プロテアーゼ溶液を捨て、10 mLの TE-8でプラグを洗浄する。洗浄後、5 mLの TE-8お

よび 50 µlの 40 mg/mL PMSFを加え、55℃で穏やかに振盪する。 

⑦	
 1時間後、氷中に移し冷冷却する。冷冷却後、溶液を捨て、10 mLの TE-8で再度度洗浄する。

洗浄後、2.5 mLの 0.5 M EDTA (pH 8.0) を加え、4℃に保存する。 
 
制限酵素処理理 

①	
 プラグを 1/3に切切断し、切切断したプラグ⽚片を 10 mLの TE-8が⼊入ったラウンドチューブに

移す。室温で 1 時間以上穏やかに振盪し、プラグ中の EDTA を除く。なおプラグを切切断

する際は、サランラップを敷き、その上で顕微鏡⽤用のカバーグラスを⽤用いて切切断すると良良

い。 

②	
 1.5 mLチューブに 1 mLの制限酵素⽤用緩衝液を⼊入れ、プラグ⽚片をその中に移す。1時間程

度度穏やかに振盪し、プラグを制限酵素⽤用緩衝液に平衡化する。 

③	
 制限酵素⽤用緩衝液を除き、200 µLの制限酵素 XbaI溶液を加える。37℃で⼀一晩穏やかに振

盪する。 

④	
 制限酵素溶液を除き、1 mL の 0.5×TBEを加える。泳動するまで 4℃に保存する。なお、
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泳動は当⽇日中に⾏行行う必要がある。 
 
電気泳動 

電気泳動は使⽤用するパルスフィールド電気泳動装置の取り扱い説明書に従って⾏行行う。ここ

では CHEF Mapper (Bio-Rad) を⽤用いてパルスフィールド電気泳動を⾏行行う⽅方法について解説

する。 

①	
 0.5×TBE溶液を⽤用いて 1%アガロースゲルを作製する。アガロースは PFGE⽤用に市販され

ているものを使⽤用する。SeaKem GTG agarose (BioWhittaker Molecular Applications) な

どが適している。 

②	
 制限酵素処理理を⾏行行ったプラグ⽚片をサンプル溝に挿⼊入する。サンプル溝はあらかじめ

0.5×TBE を満たし、プラグを壊さないように注意して挿⼊入する。プラグを挿⼊入した後、

キムワイプで 0.5×TBEを除き、1%低融点アガロース（50℃）でシールする。市販の分⼦子

量量マーカーもサンプル溝に挿⼊入し、シールする。 

③	
 約 2 L の 0.5×TBE を泳動槽に⼊入れ、泳動バッファーを循環させながら 14℃に冷冷却する。

14℃に冷冷却されたらアガロースゲルをセットし、最⼩小分⼦子量量 20 kbp、最⼤大分⼦子量量 300 kbp

の条件で泳動を開始する。⾃自動設定では 6.0 V/cm、2.98 sec→26.29 sec、泳動時間は約

27時間となる。 

④	
 泳動終了了後、0.5 µg/mLのエチジウムブロマイド溶液で 1時間染⾊色する。染⾊色後、蒸留留⽔水

で 1時間洗浄し、トランスイルミネーターを⽤用いてバンドを検出する。 
 

 
 

百⽇日咳臨臨床分離離株の PFGE解析例例．M1: S. cerevisiae marker, M2: Lambda marker, 
Lane 1: 百⽇日咳菌 (18323株), Lane 2: 百⽇日咳菌（東浜株、ワクチン株）、Lane 3~12 :
⽇日本で分離離された百⽇日咳臨臨床分離離株 
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試薬および器具 

• TE-8：10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0 

• プラグモールド：ディスポーザブルプラグモールド（No. 170-3713, Bio-Rad） 

• 20×TBE：1 M Tris, 20 mM Na3EDTA, 0.97 Mホウ酸, pH 8.2 

• プロテアーゼ溶液：0.5 M EDTA (pH 8.0) に Proteinase Kを終濃度度 0.5 mg/mL、Na-sarkosyl

を 1% (w/v)になるように溶解する 

• 1%低融点アガロース溶液：低融点アガロース（SeaPlaque agarose, BioWhittaker Molecular 

Applications）を 0.5×TBEに終濃度度 1%(w/v)となるように溶解する 

• 40 mg/mL PMSF：0.4 gの PMSF (phenylmethylsulfonyl fluoride) を 10 mLのイソプロパノ

ールに溶解する。4℃保存。使⽤用時は 55℃に加熱し、⽣生成した結晶物を溶かす 

• 10×制限酵素⽤用緩衝液（10×M buffer）：100 mM Tris-HCl (pH 7.5), 100 mM MgCl2, 10 mM 

DTT, 500 mM NaCl、−20℃で保存する。使⽤用時に蒸留留⽔水で 10倍に希釈する 

• XbaI溶液：下記溶液をプラグ⽚片１個当たり、200 µLを調製する 
 

10×M buffer 20    
0.1% BSA 20    
15 U/µl XbaI (Takara)  1.5   
DW 158    
Total 200 µL 

 
• 分⼦子量量マーカー： CHEF DNA size standard, Lambda ladder (No. 170-3635, Bio-Rad) 
 
注意点 

• パルスフィールド電気泳動に⽤用いる菌は対数増殖期のものを使⽤用する。上記条件下で培養

した菌ならば問題はない 

• 百⽇日咳菌の溶菌はプロテアーゼ Kのみで⾏行行うことができる。他菌のようにリゾチーム処理理

を必要としない 

• 作製したプラグは 0.5 M EDTA溶液中で⻑⾧長期保存が可能である 

• 制限酵素は XbaIを⽤用いる。制限酵素 SpeI, DraI も使⽤用することもできるが、XbaIが⼀一般

的である 

• パルスフィールド電気泳動分析では DNAの移動速度度は泳動温度度に⼤大きく影響される。温度度

が⾼高いと移動速度度が速くなり、低いと遅くなる。再現性のある結果を得るためには、泳動

槽の温度度管理理に⼗十分注意する 

• パルスフィールド電気泳動像をもとに系統樹解析を⾏行行うことができる。我々の研究室では

Fingerprinting IIソフトウェアー（Bio-Rad）を⽤用いて系統樹解析を⾏行行っている 
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８．MLVA法による遺伝⼦子型別 

MLVA（Multiple-locus variable-number tandem repeat analysis）は、細菌ゲノム中に存在

する複数の反復復配列列（VNTR: Variable-number tandem repeat）を指標に遺伝⼦子型別を⾏行行う⽅方

法である。本法では各 VNTR について設計した蛍光プライマーを⽤用いて PCR を⾏行行い、ジェ

ネティックアナライザー（Applied Biosystems）およびフラグメント解析ソフトウェアによ

り、そのリピート数を解析する。本法は簡便便で迅速に多数の検体を型別することができると

いう利利点を有する。百⽇日咳菌の場合は VNTR1, 3a, 3b, 4, 5, 6の 6ヶ所の組み合わせにより

MLVA タイプ（MT）を決定する。例例えば、各 VNTR のリピート数が 9-7-0-9-7-11 の菌株は

MT83となる。なお、VNTR3は菌株によりリピート数の異異なる領領域をゲノム中に 2ヶ所有す

るものがある。この 2ヶ所を区別して VNTR3a, 3bとしている。 
 
①	
 被菌株よりゲノム DNAを精製する。または、被菌株を TE-8に懸濁し、95℃ 10 minの加

熱処理理により DNAを抽出する。遠⼼心操作により得られた上清をテンプレートとする。 

②	
 VNTRタイプにより PCR条件が異異なるため、1菌株につき２種類の PCR (PCR-1, PCR-2)

を⾏行行う（１３）。VNTR1, 5, 6は PCR-1、VNTR3, 4は PCR-2により増幅し、プライマー配

列列と反応組成を以下に⽰示した。PCR反応は、PCR-1が 96℃ 20 sec、68℃ 30 sec、72℃ 

1 minの 40 cycle、PCR-2が 96℃ 20 sec、60℃ 30 sec、72℃ 30 secの 40 cycle、それ

ぞれ最後に 72℃ 20 minの伸⻑⾧長反応を⾏行行う。 

 
 

プライマー配列列 

PCR type VNTR loci Primer sequence (5’ to 3’) 

1 VNTR1 VIC-CCTGGCGGCGGGAGACGTGGTGGTG 

1 VNTR1 AAAATTGCGGCATGTGGGCTGACTCTGA 

2 VNTR3 FAM-GCCTCGGCGAAATTGCTGAAC 

2 VNTR3 GCGGGCGAGGAAACGCCCGAGACC 

2 VNTR4 NED-CGTGCCCTGCGCCTGGACCTG 

2 VNTR4 GCCGCTGCTCGACGCCAGGGACAA 

1 VNTR5 PET-GAAGCCGGCCCACCCGAGCTCCAGGCTCTT 

1 VNTR5 TGCCGGGTTTCGGCATCTCGATGGGATACG 

1 VNTR6 FAM-CCAACGGCGGTCTGCTGGGTGGTC 

1 VNTR6 CGCCGCCCGCTGCGCCGCTACC 
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PCR-1 
2×KOD FX buffer 12.5   
2 mM dNTPs 4.0   
10 pmol/µL VNTR-1F primer 1.0   
10 pmol/µL VNTR-1R primer 1.0   
10 pmol/µL VNTR-5F primer 1.0   
10 pmol/µL VNTR-5R primer 1.0   
10 pmol/µL VNTR-6F primer 1.0   
10 pmol/µL VNTR-6R primer 1.0   
Template DNA (≅10 ng) 1.5   
KOD FX (1 U/µL, TOYOBO) 0.4   
DW  0.6   
Total 25 µL 

 
PCR-2 

2×KOD FX buffer 12.5   
2 mM dNTPs 4.0   
10 pmol/µL VNTR-3F primer 1.0   
10 pmol/µL VNTR-3R primer 1.0   
10 pmol/µL VNTR-4F primer 1.0   
10 pmol/µL VNTR-4R primer 1.0   
Template DNA (≅10 ng) 1.5   
KOD FX (1 U/µL, TOYOBO) 0.4   
DW  2.6   
Total 25 µL 

 

③	
 反応終了了後、DWで PCR-1の反応液を 100倍希釈、PCR-2の反応液を 200倍希釈する。 

④	
 以下のローディングカクテルを調製し、サーマルサイクラーを⽤用いて 95℃で 5 分間加熱

する。加熱後は直ちに氷上で冷冷却する。 

 
希釈した PCR産物 0.5    
600LIZ size standard (Applied Biosystems) 0.5    
Hi-Di Formamide (Applied Biosystems) 10.0    
Total 11.0 µL 

 
⑤	
 サンプルを Optical 96-well reaction plate（Applied Biosystems）に移し、シールをして遠

⼼心する。 

⑥	
 DNAシーケンサーにより解析を⾏行行い、フラグメント解析ソフトウェアにより各 VNTRの

リピート数を算出する。なお、当室では DNA シーケンサーとして 3130xl または 3730xl 

Genetic analyzer (Applied Biosystems)、フラグメント解析ソフトウェアとして

GeneMapper software（Applied Biosystems）を⽤用いている。 

⑦	
 各 VNTRマーカーのリピート数をもとに MLVAタイプを決定する。百⽇日咳菌の MLVAタ

イプは、オランダ国⽴立立公衆衛⽣生環境研究所(RIVM) により運営されているデータベース

（MLVA net, http://www.mlva.net/bpertussis/default.asp）で検索索することができる。 
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国内臨臨床分離離株の MLVAタイプ．1990-2009年年に臨臨床分離離された 121株を MLVA解
析し、Minimum spanning tree法により系統樹を作成した。円の⾯面積は分離離頻度度、数
字は MLVA numberを⽰示す 
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