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本日の予定

•イントロ(現状確認、発生状況 等）

•診断マニュアルについて（方針）

•情報発信について１

•情報発信について２

•意見交換
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感染症法

・日本紅斑熱（R. japonica, 3種）

・つつが虫病（O.tsutsugamushi）

・ロッキー山紅斑熱（R. rickettsii, 3種）

・発疹チフス（R. prowazekii, 3種）

その他

・発疹熱（R. typhi）

・極東紅斑熱（R. heilongjiangensis）

・地中海紅斑熱（R. conorii）

・R. helvetica

・African tick bite fever (R. africae)

・Flinder tick bite fever (R. honei)

・R. sibirica ほか多種

過去10年で日本が経験したリケッチア症

・つつが虫病

・日本紅斑熱

・極東紅斑熱

・地中海紅斑熱

・ African tick bite fever 

・Queensland tick fever (R. australis)

・R. tamurae

・R. helvetica

・Ca R. indica

・発疹熱

2017年暫定
つつが虫病：439例
日本紅斑熱：337例

25w JSF Scrub  typhus SFTS

2018 75/? 86/? 35/?

2017 89/337 91/439 37/90

2016 63/275 79/500 25/60

2015 56/212 65/415 24/60

2014 48/240 78/317 23/61
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African tick bite fever (R. africae感染）発疹消退後の刺し口とbiopsy材料
（聖路加国際病院皮膚科 中野敏明 先生 提供）

リケッチア症の遺伝子検査検体
紅斑熱群リケッチア（日本紅斑熱）： 痂皮（Eschar）＞紅斑部生検≫急性期血液＊

つつが虫病： 痂皮（Eschar）＞紅斑部生検≧急性期血液＊

発疹チフス群リケッチア： 紅斑部生検≒急性期血液
＊血液は抗菌薬投与前

検査への提出は，
○痂皮等は乾燥しない程度に生食等で湿らせたガーゼ等に包んで検査室に。
○セーラムチューブやスピッツ等では綿球を使うと便利。
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リケッチア症に用いる遺伝子検出

• Hanaoka et al (R. japonica Realtime PCR, R. heilongjiangensis, Emerg Infect Dis 15:1994-7, 2009)

• Conventional PCR (Rickettsiaspp17k Da, gltA, H20希少感染症研修会，R. japonica 17k Da Furuyaet al ､)

• Conventional PCR (O. tsutsugamushi TSA, Furuyaet al: J ClinMicrobiol(1991) 29:2628-, (1993) 31: 1637-

& Satoh H et al: Med.Entomol.Zool(2014) 65:183-)

• Kawamori et al (SFG and Scrub typhus Realtime PCR, H26衛微協)
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＜Primer 1組＋Probe 2種（for 紅斑熱群リケッチア，for つつが虫病リケッチア）＞

１．国内の紅斑熱群リケッチア症の多様性
(R. japonica, R. heilongjiangensis, R. tamurae, 
R. helvetica etc)
２．日本紅斑熱発生地の拡大

３．日本紅斑熱とつつが虫病の発生時期の
重なり（＝臨床的には鑑別困難）
４．つつが虫病Orientiaの多様性（最低6型）

５．輸入感染症(O. tsutsugamushi, R. africae,
R. conorii, R. australis, Cand. R. indica etc)
６．ダニ媒介感染症の多様化

７．その他（血清診断の不適用、迅速性、単
純化・・・）



PCR flow

1. RealtimePCR (universal and/or specific), and/or LAMP

2. Conventional PCR (specific and/or universal)

The1st target for Rickettsia spp: 17kDaantigen, citratesynthase (gltA )

for Scrub typhus: TSA (56 k Da) and/or 47 k Da

3. Sequencing 
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Specificity of Ot-Rj-duplex real-time PCR in Rickettsiales bacteria

Species Strain (serotype) Source 
Ot-Rj-duplex real-time PCR Hanaoka

Rj-FAM1)Ot-FAM Rj-VIC

(Orientia)

O. tsutsugamushi Gilliam Human Ot-FAM positive Negative Negative

Karp Human Ot-FAM positive Negative Negative

Kato Human Ot-FAM positive Negative Negative

Irie/Kawasaki Human Ot-FAM positive Negative Negative

Hirano/Kuroki Human Ot-FAM positive Negative Negative

Shimokoshi Human Ot-FAM positive Negative Negative

JP-2: Sato Gilliam) Human Ot-FAM positive Negative Negative

JG: Kasei (Karp) Apodemus speciosus Ot-FAM positive Negative Negative

(Rickettsia)

R. japonica YH Human Negative Rj-VIC positive Rj-FAM positive

FT Human Negative Rj-VIC positive Rj-FAM positive

R. heilongjiangensis CH8-1 Haemaphysalis concinna Negative Rj-VIC positive Rj-FAM positive

R. asiatica IO-1 Ixodes ovatus Negative Rj-VIC positive Negative

IO-46 Ixodes ovatus Negative Rj-VIC positive Negative

R. conorii Malish 7  Human Negative Rj-VIC positive Negative

R. helvetica IP-1 Ixodes persulcatus Negative Rj-VIC positive Negative

IC-1 Ixodes columnae Negative Rj-VIC positive Negative

R. honei TT-118 Ixodes sp. Negative Rj-VIC positive Negative

R. rickettsii Sheila Smith Human Negative Rj-VIC positive Negative

R. sibirica 246 Human Negative Rj-VIC positive Negative

R. tamurae AT-1 Amblyomma testudinarium Negative Rj-VIC positive Negative

HM-1 Haemaphysalis megaspinosa Negative Rj-VIC positive Negative

R. australis Negative Rj-VIC positive Negative

Rickettsia sp. LON LON-2 Haemaphysalis longicornis Negative Rj-VIC positive Negative

R. monacensis

(formaly In-56) IN-1 Ixodes nipponensis
Negative Rj-VIC positive Negative

R. prowazekii brein1 Human Negative Negative Negative

R. typhi Wilmington Human Negative Negative Negative

R. canadensis FLA-2 Haemaphysalis flava Negative Negative Negative

Anaplasma phagocytophilum HZ Human Negative Negative Negative

Ehrlichia chaffensis Arkansas Human Negative Negative Negative

E. muris AS145T Eothenomys kageus Negative Negative Negative

Ehrlichia sp. HF (E. ovatus) HF565 Ixodes ovatus Negative Negative Negative
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Detection assays of O. tsutsugamushi (Ot) and R. japonica (Rj) DNAs from febrile patients by Ot-Rj-duplex real-time PCR, conventional PCRs, and serological tests

in 6-endemic prefectures of Japan, 1997-2016

Location 

(year)

Total 

nos. of 

febrile 

patient

s tested

Labora-

tory 

tested1)

Ot Rj

Ot-Rj-

duplex 

real-time 

PCR

Ot-Rj-duplex 

real-time PCR

Conventional 

PCRs2)

Serological 

test of 

IFA3) or IPA4) 

Nos. of 

patients 

diagnos

ed/

total 

patients 

tested 

(%)5)

Ot-Rj-duplex 

real-time PCR 
Conventional PCRs2)

Serological 

test of 

IFA3) or 

IPA4)

Nos. of 

patients 

diagnosed/

total 

patients 

tested 

(%)5)

Nos. of 

positive/

patients tested 

(%) 

Nos. of 

nested PCR 

positive/

patients 

tested (%) 

Nos. of 

seropositive/

patients tested 

(%)

Nos. of positive/

patients tested 

(%)

Nos. of 

double PCR 

positive/

patients 

tested (%)

Nos. of 

SFGR-double 

PCR positive/

patients tested 

(%)

Nos. of 

seropositive/

patients 

tested (%)

Range of 

Cq value

Akita

(1997-

2015)

33 秋田県 33/33 (100) 33/33 (100)6) 18/33 (55%)4)
33/33 

(100)
0/33 NT10) NT NT 0/33 24.4-37.7

Fukushima 

(2010-

2013)

67 福島県 64/67 (96) 67/67 (100)6) 67/67 (100)4)
67/67 

(100)
0/67 NT NT NT 0/67 21.6-41.0

Shizuoka

(2010-

2016)

28 静岡県 18/28 (64) 18/28 (64) 21/28 (75)3)
21/28 

(75)
3/28 (11)8) NT NT 3/28 (11) 4/28 (14) 27.9-40.0

Wakayama

(2008-

2012)

22 静岡県 3/22 (14) 3/22 (14) 3/22 (14)3)
3/22 

(14)
9/22 (41) 5/22 (23) 5/22 (23) 12/22 (55)4) 12/22 (55) 21.3-40.1

Miyazaki

(2008-

2009)

28 静岡県 11/28 (39) 11/28 (39) 11/28 (39)3)
11/28 

(39)
7/28 (25) 2/28 (7) 2/28 (7) 9/28 (32)3) 9/28 (32) 22.6-41.0

Subtotal7) 129/178 (72) 132/178 (74) 120/178 (67)
135/17

8 (76)
16/50 (32) 7/50 (14) 7/50 (14) 21/50 (42) 21/50 (42)

Hiroshima

(2013-

2015)

139 HPTRI 6/139 (4)8) 6/33 (18) 2/13 (15)3)
6/139 

(4)
55/139 (40)8) 12/31 (39) 54/102 (53) 4/13 (31)3)

56/139 

(40)
22.0-37.9

Total 317 135/317 (43)
141/31

7 (44)
74/317 (23)

81/317 

(26)

2): Conventional PCRs were performed by the procedures of previous studies: Ot-nested PCR (9, 13), Rj-double PCR (10), and SFGR-double PCR (6).

3): Assayed by indirect immunofluorescent assays (IFA: potentially positive of more than 40 antibody titier).

4): Assayed by indirect immunoperoxidase assays (IPA: potentially positive of more than 80 antibodiy titier).

5): Final results of rickettsiosis determined by a combination of Ot-Rj-duplex real-time PCR, conventional PCRs, and/or serological tests (IFA or IPA).

6): Ot-nested PCR was done by some modifications to improve the low detection efficiency of O. tsutsugamushi Shimokoshi strain as described previously (11). An additional designed primer (SH6: 5'-TAGTATCTGACTGCTTCTTATCCTTAGAG-3') was added in the reaction mixture for 

first-step PCR and the PCR was run with the 3 primers.

An alternative degenarate primer (10m2:  5'-CCDCCTCARCCTAMTATRATGCC-3') instead of 11' primer in Table 1 was used for second-step PCR.

7): The subtotal consisting of confirmed cases of rickettsioses was obtained for statistics analysis as shown in Table 5.

8): Ot-Rj-duplex real-time PCR was used for diagnosis in clinically suspected cases of rickettsioses.

Instrument:
・ABI7500
・ABI StepOnePlus
・LightCycler 480 (Roche)
・LightCycler Nano (Roche)
Reagents:
・Premix Ex Taq (Perfect Real Time) (TAKARA BIO)
・ LightCycler 480 Probes Master （NIPPON Genetics)



学術誌に掲載された系について

• 測定機器(メーカー、機種）

• Master mix(メーカー、試薬種）

• トラブル

• その他の情報

– ブロックのレファレンスセンター（感染研）へ情報を

– 情報共有、課題、トラブルシューティングの共有
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課題（活動）

• マニュアル更新

• 検査系の評価

• 死亡例解析(症例解析) ～EBMの実践

• 倫理申請

• 協力要請

• 感染研HP(感染症の話)のupdate

• 検査施設情報 ～アンケート調査による情報の更新
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リケッチア・レファレンスセンター

• 必要性

– 国内のﾘｹｯﾁｱ症(つつが虫病と日本紅斑熱)

は、決して少なくない患者数が報告され、日

本紅斑熱は増加している。

– 有効な抗菌薬がありながら、死亡例、重症化

例もいまだ報告される。

– 地域によって発生時期が異なり、地域状況に

即した症例対応が必要となる。

– 国内のリケッチア症の多様性とともに、様々

な輸入症例が確認される。

– 報告に必須とされる実験室的診断技術の大

部分がｲﾝ・ﾊｳｽ的検査法である。

– ﾘｹｯﾁｱ症は、患者発生地域に固有のﾍﾞｸﾀｰ

の消長に関する情報の把握や感染推定地域

における感染源(ﾍﾞｸﾀｰ、動物)の調査が重要

であり、その調査技術の伝承・伝達や維持の

課題。

– 関係機関が密に協議・連携し、情報共有、技

術の標準化に必要な情報分析、相互支援。

• 目的・役割

– 標準株、分離株の維持（リスク分散）。

– 診断用抗原並びにPCR陽性コントロール

の分担作製と供給。

– 実験室診断技術の相互評価（技術の維

持）

– 新規診断法等の相互評価。

– 疫学情報、診断情報の収集・分析と共有。

– 緊急時のバックアップ体制

– 検査マニュアルの作成、改訂

– 検査技術の研修

– その他
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