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The surveillance of infectious agents was performed for the 65 clinical specimens obtained from patients with 

pertussis-like symptoms at pediatric sentinel clinics under the epidemiological surveillance of Hyogo prefecture during 
April in 2012 and August in 2013. 
Bordetella pertussis was detected from 16 samples, Bordetella parapertussis was from 1 sample, and trace level of 

Bordetella holmesii was from 1 sample. In addition to detecting Bordetella spp., rhinovirus from 20 samples, 
parainfluenza virus from 5 samples, enterovirus and RS virus from each 4 samples, and Mycoplasma pneumoniae from 1 
sample were also detected.  
Superinfection with dual pathogens was observed in 10 clinical cases. Among those, most frequent combination of 

pathogens was B. pertussis and rhinovirus detected from 5 cases. Rhinovirus was also detected together with other 
respiratory virus in 3 cases. 
Differentiation between not only Bordetella spp. but also pathogens that cause respiratory infections was required for 

the diagnosis of patients with pertussis-like symptoms. 

 
Ⅰ はじめに 

 
百日咳菌（Bordetella pertussis）の感染により引き起

こされる急性呼吸器感染症の主な症状は長期間続く咳嗽

で，①発作性の咳込み，②吸気性笛声，③咳込み後の嘔 
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吐が特徴的とされる．百日咳は小児の感染症とされ，我

が国では乳幼児期にDPTワクチンの定期接種が行われ

てきたが，近年になって青年や成人患者が増加し，2010
年には15歳以上の患者数が全患者のほぼ半数を占める

に至った1)．パラ百日咳菌（Bordetella parapertussis）
や新しい百日咳類縁菌のBordetella holmesiiも百日咳類

似の症状を示すことから，臨床診断でこれらを区別する

ことは難しく，抗百日咳毒素IgG抗体価の測定や遺伝子

検査等による検査診断が必要となっている2)． 
さらに，百日咳集団感染を疑いながら，かぜ症候群の
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病原体であるライノウイルス等が検出された事例報告3)

がある一方，我々は保育所での集団感染において，百日

咳菌とともにライノウイルスやコクサッキーウイルス

A9型(CA9)を同時検出した事例を報告した4)．  
そこで，このように多様な呼吸器感染症において，百

日咳疑い患者の起因病原体を明らかにする目的で，感染

症発生動向調査の小児科病原体定点医療機関から搬入さ

れた臨床検体について，Bordetella属の3種の類縁菌に加

えて，マイコプラズマやライノウイルス等5種の呼吸器

疾患に関与するウイルスの遺伝子検査を行った．その結

果，百日咳菌，ライノウイルス，パラインフルエンザウ

イルス等の様々な病原体が検出されるとともに，これら

の重複感染事例も認められたので報告する． 
 

Ⅱ 材料と方法 

 
1. 検査材料 

2012年4月から2013年8月に，兵庫県内の感染症発生

動向調査の小児科病原体定点医療機関から搬入された百

日咳疑い患者の検体65検体（咽頭ぬぐい液35件，鼻腔ぬ

ぐい液28件，気管吸引液1件，喀痰1件）を検査材料とし

た．なお，受診時の担当医によるインフォームド・コン

セントにより，患者やその保護者からの承諾を得たうえ

で，検査材料や情報の提供を受けた．  
 

2. 検査方法 
2.1 臨床検体からの遺伝子抽出 
患者の咽頭や鼻腔等を拭った綿棒のゲンタマイシン

（50 μg/ml）含有Veal Infusion Broth浸漬液を検体とし

た．気管吸引液は無処理で，また，喀痰は10倍量のPBS
を加え，均質化後の遠心（3000rpm，15分）上清を検体

とした。 
検体140 μl からE.Z.N.A. Viral RNA Kit（Omega 

Bio-tek）でDNAおよびRNAを抽出した．RNAは逆転写

酵素（Prime-Script Reverse Transcriptase, TaKaRa）
でcDNA に転換した．  
2.2 Bordetella属菌遺伝子の一斉スクリーニング 

Bordetella属各菌の検出には，IS481，IS1001，IS1002
およびhIS1001遺伝子の一部を増幅する4組のプライマ

ーを混合したマルチプレックスPCR法5）を実施した． 
2.3 マイコプラズマ遺伝子の検出 

Mycoplasma pneumoniaeの16S rRNA遺伝子の一部

を増幅するコンベンショナルPCR法6）を採用した． 
2.4 ウイルス遺伝子の検出と型同定 
ライノウイルスおよびエンテロウイルスは，VP4/VP2

遺伝子の一部を増幅するnested PCR法を行い7,8)，増幅

DNAのサイズの違いで両ウイルスを区別した．エンテロ

ウイルスは増幅産物のダイレクトシークエンスを行い，

DDBJ上のBLASTにより型を同定した．RSウイルスと

ヒトメタニューモウイルスは,Fタンパクのコード領域の

一部を増幅するnested マルチプレックス PCR法を実

施した9,10)．RSウイルスは，N/P領域を増幅するnested 
PCR法により，Subclass AおよびBに分類した11)．パラ

インフルエンザウイルスは，ヘマグルチニン-ノイラミニ

ダーゼ遺伝子あるいはPタンパク質遺伝子の一部を増幅

するhemi-nested マルチプレックスPCR法12)で，4つの

型別を同時に行った． 
 

Ⅲ 結果および考察 

 
1. Bordetella属菌の検出状況 
検査した百日咳疑い患者の性年齢別分布とBordetella

属菌の検出状況をFig.1に示した．被験者は男女ともに6
ヶ月未満の乳児が最も多く，全体の半数以上を占めた．

百日咳菌は男性9名，女性7名の合計16名から検出され，

そのうち9名が6ヶ月未満の乳児であった．4歳から9歳ま

での7名と6ヶ月未満の男児1名は，2012年7～8月に兵庫

県西部の一保育所を中心に発生した集団感染事例4)の患

者である．パラ百日咳菌は5歳の女児1名から検出された．

また，42歳の女性1名からはB. holmesiiが検出されたが，

反応が弱かったため国立感染症研究所に確認試験を依頼

したところ，LAMP法とリアルタイムPCR法によりB. 
holmesiiと確認された．ただし，検体中のDNA含量が非

常に少なく，病原体検出マニュアル13)の陽性判定基準

（50 fg/μl）未満であったことから，B. holmesiiデータ

ベースへの登録は見送られた． 
 
2. その他の病原体の検出状況 
呼吸器疾患に関与するウイルスおよびマイコプラズマ

の検出状況をFig. 2に示した． 
ライノウイルスは，男性11名，女性9名の合計20名か

ら検出され，そのうち11名が6ヶ月未満の乳児であった． 
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Fig. 1  Detection of Bordetella spp. from patients with 

pertussis-like symptoms   
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Fig. 2  Detection of rhinovirus, enterovirus, parainfluenza 

virus, RS virus and Mycoplasma pneumoniae from 
patients with pertussis-like symptoms   

 
ライノウイルスによる感冒は呼吸器感染症の50%を占め

るが，その症状は一般に軽く，数日で回復する上，不顕

性感染も多いことが知られている14)． 
多くの血清型があるエンテロウイルスは，今回の百日

咳疑い患者から，CA9とエンテロウイルス68型 (EV68) 
がそれぞれ2例ずつ検出された．CA9は本研究期間中に

発疹症や腸炎,咽頭炎,無菌性髄膜炎等の呼吸器感染症以

外の様々な患者から検出されており，今回の症例との関

連性にはついて必ずしも明らかではない．EV68は，1962
年にカリフォルニア州で初めて下気道感染症の子供から

検出されたウイルスで15), 呼吸器疾患に関与することが

報告され16), 兵庫県の感染症発生動向調査における病原

体サーベイランスでも気管支炎患者から多く検出され

た. 
百日咳疑い患者からはその他にも，下気道に感染して

肺炎の原因ともなるパラインフルエンザウイルス，RS
ウイルスおよびマイコプラズマが10名から検出された 
(Fig. 2)．パラインフルエンザウイルスは，3型が4名から，

4型が1名から検出された．RSウイルスは，A型とB型が

各2名，いずれも6か月未満の乳児から検出された．マイ

コプラズマは12歳の女性1名から検出された．マイコプ

ラズマ肺炎は，発熱等の症状が消えても咳が長引くこと

から，臨床診断による百日咳との鑑別が難しい疾患であ

り，検査診断が必要となっている． 
今回の病原体検索で，百日咳疑い患者65名中31名から

Bordetella属菌以外の病原体が検出され，Bordetella属
菌と合わせると，42名から起因病原体を検出できた． 
 
3. 重複感染事例 

2種類の病原体が同時検出された10名をTable 1に示

した．百日咳菌とライノウイルスの同時検出例が5例と

最も多かった．このうちの4名と百日咳菌とCA9が同時

検出された1名は，2012年夏の集団感染事例の患者であ 

Table 1  Cases infected with multiple agents  

year month
1 4 8 F pharyngeal swab B. pertussis ,  Rhinovirus
2 4 7 F pharyngeal swab B. pertussis ,  Rhinovirus
3 0 3 M pharyngeal swab B. pertussis ,  Rhinovirus
4 4 1 F nasal swab B. pertussis ,  Rhinovirus
5 0 2 F nasal swab B. pertussis ,  Rhinovirus
6 4 11 M pharyngeal swab B. pertussis ,  Coxsackievirus A9
7 5 2 F pharyngeal swab B. parapertussis ,  Enterovirus 68
8 0 7 M pharyngeal swab Rhinovirus,  Parainfluenza virus 3
9 0 1 F pharyngeal swab Rhinovirus,  Parainfluenza virus 3

10 0 2 F nasal swab Rhinovirus,  RS virus (A)

ID Age Sex Sample Detected infectious agents

 
 

った4)．パラ百日咳菌とEV68の重複感染が1名で認めら

れた．同時期にこの患者の兄も同様の症状を示したが，

EV68のみが検出され，パラ百日咳菌は検出されなかっ

た． 
Bordetella属菌が検出されずに，ライノウイルスとパ

ラインフルエンザウイルス3型，あるいは，ライノウイ

ルスとRSウイルス(A)の重複感染が，それぞれ2例と1例
見つかった．ライノウイルスの単独感染は比較的軽症で

経過するものの，児童では喘鳴や喘息の増悪の60～70%
に関与すると報告されていることから14)，その感染年齢

に注意する必要がある．また，呼吸器疾患に関与するウ

イルスに感染すると一時的に気道の粘膜が傷んだ状態に

なるため，細菌を主体とした二次感染を起こしやすく，

高齢者ではこのような重複感染による重症化が報告され

ていることから17)，重複感染を想定した検査対応が必要

と考えられる． 
 

Ⅳ 要 旨 

 
2012年4月から2013年8月に，兵庫県内の感染症発生

動向調査の小児科病原体定点医療機関から，病原体検査

のために搬入された百日咳疑い患者の検体65検体中16
検体から百日咳菌が，1検体からパラ百日咳菌が，1検体

から微量のB. holmesiiが検出された．これらの検体から

は，Bordetella属菌以外にも，ライノウイルスが20検体，

パラインフルエンザウイルスが5検体，エンテロウイル

スとRSウイルスが各４検体，マイコプラズマが1検体か

ら検出された．この中には重複感染事例が10例あり，百

日咳菌とライノウイルスの重複が5例と最も多く，ライ

ノウイルスと他の呼吸器系ウイルスとの重複も3例あっ

た．  
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