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1　はじめに
日本紅斑熱は感染症法で四類感染症に規定されるダニ

媒介性細菌感染症であり，毎年 100 名を超える患者が報

告され，治療が遅れると死に至ることもある重篤な熱性

発しん性感染症である。本症は，発症後早期に有効な抗

菌剤を投与することで重症化を防ぐことができるため，

迅速な診断が求められている。2009 年，花岡らによっ

てR. japonica を特異的に検出するreal-timePCR法が報

告 さ れ 1）， 導 入 施 設 が 徐 々 に 増 加 し て い る。real-

timePCR法は，感度・迅速性に優れるなど多くの利点

を併せ持つ検査法であるが，反面，陽性コントロールの

検体への混入による誤判定の危険性が高いことが知られ

ており，本病原体に限らず，近年の実験室診断の大きな

課題となっている。そこで我々は，R. japonica 検出

real-timePCR法の標的遺伝子領域に遺伝子マーカー配

列を組み込んだプラスミドを作成し，陽性コントロール

として利用可能か検証した。

2　材料と方法
2. 1 コントロールプラスミドの作成

R. japonica 検出real-timePCRの標的遺伝子 216bpORF

の増幅領域である 85 塩基に，遺伝子マーカー配列 33 塩

基を挿入した 118 塩基を合成し（図 1），PCR法によっ

て増幅した。次に，PCR増幅産物をTOPO TA Cloning 

Kit （Invitrogen社）を用い，添付マニュアルに従って

pCR2.1-TOPO vectorにクローニングした。プラスミ

ドに挿入した遺伝子配列を，キット添付のM13 プライ

マーセットを用いたダイレクトシークエンス法により

確認した後，PureLink HiPure Plasmid Miniprep Kit

（Invitrogen）を用い，添付マニュアルに従って組換えプ

ラスミドを精製した。得られた組換えプラスミド溶液の

OD値から，TE buffer （10mM Tris-HCl, 1mM EDTA; 

pH8.0） にて 10
7copies/2μLに調製したものをコントロー

ルプラスミド原液とした。

2. 2 コントロールプラスミドのPCR増幅効率と定量性

の検討

10
7 〜 10

0copies/wellとなるよう 10 倍階段希釈したコ

ントロールプラスミド溶液を用いて検量線を作成し，

real-timePCR法における増幅効率及び定量性の検討を
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check probe（表 1）を 0.1μMとなるよう添加し，20μL容

量（検体 2μL）でStepOnePlusにより実施した。

2. 4 中国四国地方の地方衛生研究所における模擬訓練

中国四国地方の地方衛生研究所 8 機関にDuplex real-

timePCR法に必要な試薬を模擬訓練実施マニュアルと

ともに配布し，R. japonica から抽出したDNAを検体と

して，定量値，非特異反応の有無及び使用機器・試薬に

ついて報告を求めた。

3　結果
3. 1 コントロールプラスミドのPCR増幅効率と定量性

の検討

10 倍階段希釈したコントロールプラスミド溶液を用

いてreal-timePCR法を実施したところ，1×10
7 〜 1×

10
1copies/wellの範囲内で，PCRサイクル数に比例した

行った。また，遺伝子マーカー配列の挿入による影響を

検討するため，R. japonica 培養液から抽出したDNAを

10
-4 まで 10 倍階段希釈し，増幅効率を比較した。

real-timePCR法は，花岡らの報告をもとに，TaqMan 

Universal Master mix（life technologies社）を用い，20

μL容量（検体 2μL）でStepOnePlus（life technologies社）

により実施した。プライマー及びプローブの配列を表 1

に示した。

2. 3 Duplex real-timePCR法の検討

コントロールプラスミドに挿入した遺伝子マーカー配

列を利用し，VIC標識したPC check probeを作成し（表

1），Duplex real-timePCR法によってコントロールプラ

スミドとR. japonica 培養液から抽出したDNAが判別可

能か検証した。

Duplex real-timePCR法 は， 花 岡 ら の 方 法 にPC 

図 1　R. japonica検出real-timePCRの増幅領域と遺伝子マーカーの挿入部位

表 1　プライマー及びプローブ
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挿入した遺伝子マーカー配列によるPCR増幅効率への

影響はなく，定量が可能であることが明らかとなり，そ

の感度は 1×10
1copies/wellであると推定された。

3. 2 Duplex real-timePCR法の検討

Duplex real-timePCR法によって，コントロールプラ

スミドはFAMとVICの蛍光増幅が確認された。これに

対し，R. japonica 培養液から抽出したDNAでは，FAM

の蛍光増幅のみが確認された（図 3）。

遺伝子の増幅が認められた。また，X軸にコントロール

プラスミドのコピー数，Y軸にThreshold cycle （Ct） を

プロットした検量線を作成したところ，直線性，傾きと

もに良好であった（図 2）。また，R. japonica 培養液から

抽出したDNAを 10 倍階段希釈してreal-timePCR法を

実施し，X軸に希釈倍数，Y軸にThreshold cycle （Ct） 

をプロットしたグラフを作成して解析を行ったところ，

コントロールプラスミドと同様の直線性と傾きを示した

（図 2）。これらのことから，コントロールプラスミドへ

図 3　Duplex real-timePCRによるSpRijaMGB probeとP.C. check probeの感度比較

図 2　コントロールプラスミドとR. japonica抽出DNAによるreal-timePCR効率の比較
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標識）とPC check probe （VIC標識） を用いたDuplex 

real-timePCR法において，コントロールプラスミドで

はFAMとVICの蛍光増幅が確認されたのに対し，R. 
japonica 培養液から抽出したDNAでは，FAMの蛍光増

幅のみが確認され，両者を明確に判別できた。これらの

ことから，我々の開発したコントロールプラスミドを陽

性コントロールとして利用したDuplex real-timePCR法

によって，検査と同時にコンタミネーションの有無を確

認できると考えられた。

そこで，中国四国地方の地方衛生研究所 8 機関を対象

としたDuplex real-timePCR法の模擬訓練を実施したと

ころ，装置 3 種，試薬 3 種，またその組み合わせは 4 パ

ターンであったが，いずれもR. japonica 遺伝子が検出

可能であり，その定量値もおおむね良好な結果が得られ

た。また，全ての機関で陽性コントロールプラスミドの

検体へのコンタミネーションの有無が確認できており，

本法の有用性が確認された。今後，本法の導入を促進し，

全国的な検査体制の強化に努めたい。
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3. 3 中国四国地方の地方衛生研究所における模擬訓練

realtime PCR装置は 8 機関中 6 機関がABI 7500（う

ち 2 機関でABI 7500fast），1 機関がLightcycler Nano，

1 機関がABI StepOnePlusを使用していた。また，試薬

は 8 機関中 6 機関がTaqMan Universal PCR Master 

Mix（ABI），1 機関がTaqman fast advanced master 

mix（ABI），1 機関がPremix EX Taq（TaKaRa）を使用

していた。

Duplex real-timePCR法については，8 機関全てで正

しく実施されており，コントロールプラスミドの検体へ

のコンタミネーションは認められなかった。また，R. 
japonica 遺伝子の定量値は 1.1 〜 5.1×10

4copies/wellの

範囲であった（表 2）。

4　考察
real-timePCR法は迅速性に優れるだけでなく，電気

泳動を必要としないためコンタミネーションのリスクも

低い検査法であるが，近年，地方衛生研究所における陽

性コントロールのコンタミネーション事例が頻繁に報告

されている。これは，人事異動等による技術力の低下も

要因の一つであると考えられるが，検査法の改善など，

対策は急務である。

今回我々は遺伝子マーカー配列を挿入したコントロー

ルプラスミドを作成し，花岡らの開発したR. japonica
を特異的に検出するreal-timePCR法 1）への応用を試み

た。コントロールプラスミドとR. japonica から抽出し

たDNAを用いたreal-timePCR法によるPCR増幅効率

と定量性の検討の結果，両者に明確な違いは観察されず，

挿入した遺伝子マーカー配列によるreal-timePCR法へ

の悪影響は無いと考えられた。また，SpRijaMGB （FAM

表 2　中国四国地域の地方衛生研究所における模擬訓練




