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LAMP法による百日咳迅速診断の実施状況と検査結果の概要

八柳潤 齊藤志保子 今野貴之

百日咳は，特有のけいれん性の咳発作を特徴とする急性気道感染症である。我々は，県内の百日咳

対策に資するために， LAMP法による百日咳検査を実施する体制を確立した。 2008年 8月 22日から

2009年 5月 8日の間に送付された 113検体中， 17検体が LAMP法陽性であった。 2008年 12月 29日

までに送付された 76検体のうち， LAMP法で陽性となった 11検体，血清診断で陽性となった 13検体，

両法で陽性となった 2検体について患者年齢，ワクチン接種歴，マクロライド系抗生物質投薬歴，検

体採取日の病日を比較検討した。その結果， LAMP法陽性者の 53.8%, 血清診断陽性者の 80.8％がワ

クチン既接種者であること，百日咳患者の全てが典型的な臨床症状や白血球数，リンパ数の変

動を示すとは限らないことなどが示された。さらに，百日咳が否定された患者の一 部に

1¥1ycop/asma pneumoniae, Parainjluenza virus, RS virus陽性者が確認され，百日咳の確実な診断には

適切な病原診断が不可欠であることが示された。県内の，より多くの医療機関が LAMP法によ

る百日咳の診断を活用可能なように，検杏依頼方法の詳細も併せて一層の周知を図る必要がある。ワ

クチン既接種者にも LAMP法，血清診断共に陽性者が認められたことは，現行の百日咳ワクチンの有

効性，有効期間などについて検討する必要性を示す重要な知見と考えられた。

1. 緒言

百日咳(pertussis) は百日咳菌を原因とし，特

有のけいれん性の咳発作（痙咳発作）を特徴とす

る急性気道感染症である。鼻咽頭や気道からの分

泌物による飛沫感染，および接触感染により感染

し，麻疹ウイルスと並び高い感染力を有する。感

染症法では 5穎感染症定点把握疾患に定められ

ており，その報告数に基づいて年間罹患数は

2000年 2.8万人， 2001年1.5万人と推計されて

いる。乳児期早期から罹患し，ことに生後 6カ

月以下では死に至る危険性も高いが，百日咳ワク

チンを含むDPT三種混合ワクチン接種の普及と

ともに百日咳の発生数は激減している。しかし，

近年，ワクチン効果が減弱した青年・成人も百日

咳に罹患することが明らかとなっている。実際，

成人患者の割合が 2007年には全患者の 31％を占

めていることから，新たな対策の必要性が指摘さ

れている。また，成人が百日咳菌を保菌した場合，

本人が気づかないうちに乳幼児への感染源とな

ることも問題とされている口

百日咳の確定診断は，臨床症状に加えて百日咳

菌の検出または血清診断が必要であるが，菌の分

離には 4~5日間の培養時間を要すること，菌は

カタル期後半に検出されるものの，痙咳期に入る

と検出されにくくなることなどにより，菌分離同

定による病原診断は困難なことが多い。このた

め，医療機関では主に抗体検査による血清診断が

行われているが，ワクチン接種者ではペア血清に

よる診断が必要であり，流行株による診断が必要

となる。とりわけ，成人患者は長期の咳または発

作性の咳だけのことが多く，他の疾患との鑑別が

困難であることに加えて，成人患者は保菌量が少

ないため，菌の分離同定は一眉困難であり，正確

な診断には困難を伴う。百日咳診断に伴うこれら

の問題を克服するため，近年，遺伝子診断法の応

用が試みられてきている。

Loop-Mediated Isothermal Amplification (LAMP) 

法は， PCR法と比較してサーマルサイクラーの

ような専用の機器を必ずしも必要とせず，増幅速

度が速く，特異性も高いことを特徴とする比較的

新しい遺伝子診断法である，J感染研の蒲地らは，

百日咳の遺伝子診断に LAMP法を応用し，カン

ボジアでのフィールド試験においてその有用性

を実証した見当センターは地方衛生研究所技術

協議会，北海道・東北•新潟ブロックにおける百

日咳・ジフテリア・ボツリヌスレファレンスセン

ターを担当しており，レファレンスセンター業務

の一環として百日咳 LAMP法の試薬が配布され，

検査を実施することとなっている 3 百日咳は約 4

年周期の流行を繰り返すことが知られており，
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2008年には，調査が始まった 1999年以降最も大

きな患者発生のピークが見られ，秋田県内でも患

者増加傾向が顕著に認められた。このことから，

県内の百日咳対策に資することを目的として，

2008年 8月から秋田県の医療機関を対象として

LAMP法を実施する体制を確立したので，検査体

制と検査結果の概要などについて報告する］

2. 方法

2. 1 LAMP法による百日咳検査体制の確立

2008年 8月初旬，県内のある医療機関から，

百日咳が疑われる患者が発生したので LAMP法

による病原診断を実施して欲しい旨の問い合わ

せが担当保健所に寄せられたことを契機として，

県内の医療機関に LAMP法による百日咳検査へ

のニーズが存在することが把握された，，このた

め，健康推進課が主体となり県内の医療機関から

の LAMP法検査依頼に対応すべき体制構築を試

み，平成 20年 8月 12日付け，社団法人秋田県医

師会会長，社団法人秋田県病院協会会長，各病院

長，各保健所長宛て秋田県健康福祉部長発健

1515号， 「健康環境センターの行う LAMP法に

よる百日咳菌検査の利用について（通知）」を発

出して県内全ての医療機関からの LAMP法によ

る百日咳検査依頼に対応することとなった。

2.2検体採取・検査依頼方法

LAMP法検査には鼻咽頭分泌物を供した。鼻咽

頭分泌物を滅菌綿棒（コレクトスワプ R)で採取

した後，その綿棒を小試験管入り滅菌カザミノ酸

培地に投入し，当日中に当所に搬送・到着が可能

な場合には冷蔵，翌日以降に到着する場合は冷凍

条件下で搬送することとした。検体には必要事項

を記載した LAMP法百日咳検査依頼伝粟（様式

1)を添付することとし，検査終了後に結果を記

入した様式 1伝票を依頼元医療機関へ FAXで送

信することとした。検体採取に使用するコレクト

スワプと滅菌カザミノ酸培地は当所で用意し，様

式 l検査伝栗と検体採取方法を記載した資料と

ともに希望のあった医療機関に直接送付するこ

ととした。なお，医療機関からの要望の多い一部

の保健所では，保健所内にこれらを常備すること

のとおりとした：患者年齢・性別，発病日，検体

採取日， DPTワクチン接種歴，臨床所見（発熱，

白血球数，リンパ球％，咳：発作性連続性，吸気

性笛声，夜間咳・長引咳），発生状況（散発，集

団，家族，地域流行），血清抗体価検査結果（凝

集法）。

2.3 LAMP法

2008年 8月 22日から 2009年 5月 8日の間に

113検体の検体が送付されたつ国立感染症研究所

が示したプロトコールに従い，QIAampDNAマ

イクロキットを使用して検体から DNAを抽出

し，国立感染症研究所から配布される百日咳

LAMP法検査試薬キットを使用して LAMP法を

実施した。検体到着から検査結果判明までの時間

は，通常 1時間 30分以内であった。

2.4検査結果の解析

2008年 12月 29日までに送付された 76検体の

うち， LAMP法で陽性となったJ1検体，血清診

断で陽性となった 13検体，両法で陽性となった

2検体について患者年齢，ワクチン接種歴，マク

ロライド系抗生物質投薬歴，検体採取日の病日，

臨床所見について比較検討した。なお，血清診断

の判定碁準は，ペアー血清で抗体値（凝集価）の

4倍以上の上昇，単独血清ではワクチンの影響が

認められる場合に山口株で抗体価 320倍以上，ワ

クチンの影響がない場合には抗体価 40倍以上と

した 3

2.5百日咳菌以外の呼吸器系病原微生物の関与

百日咳が疑われる呼吸器症状を呈しているに

もかかわらず， LAMP法，血清診断のいずれによ

っても百日咳が否定される患者が少なからず存

在した。これらの患者に，百日咳菌以外の病原微

生物が関与しているかどうかについても検討し

た。検索対象病原微生物は Afycoplasma.pneumoniae 

2>, PIV type 1,2,33), RSV type A,B4¥ hMPV subtype 

A,85)とし， リアルタイム PCR法により検索を実

施した"Al. pneumoniaeは 71検体， PIV, RSV, 

hMPVは 2()検体を検索対象とした。

とした。 3. 結果・考察

LAMP法の検査精度向上のための解析等が可 3. 1 LAMP法による百日咳検査の結果と検査結果

能となるように，様式 1検査伝票の記載事項は次 の解析
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2008年 8月 22日から 2009年 5月 8日の間に

送付された 113検体のうち， 17検体が LAMP法

で百日咳陽性であることが示された 3 一方， 2008

年 12月 29日までに送付された 76検体のうち，

LAMP法で陽性となった 11検体，血清診断で陽

性となった 13検体，両法で陽性となった 2検体

について患者年齢，ワクチン接種歴，マクロライ

ド系抗生物質投薬歴，検体採取日の病日を比較検

討した結果を表 lに示すaLAMP法で陽性となっ

た患者の年齢は血清診断で陽性となった患者の

年齢よりも低い傾向がみられた。このことは，

LAMP法陽性者にワクチン接種前の乳幼児がよ

り多く包含されていることに起因していたが，

LAMP法陽性者には 10歳と 15歳（小学生と高校

生）の患者と 26歳の成人患者も含まれていた。

また， LAMP法陽性者の 53.8%,血清診断陽性者

の 80.8％がワクチン既接種者であった。これらの

結果は， LAMP法で成人や就学年齢の百日咳患者

の診断，及びワクチン既接種者の診断も可能であ

ることを示していナこ治療のためにマクロライド

系抗生物質の投与を受けた患者は， LAMP法陽性

者では 11名中 1名であったのに対して，血清診

断陽性者では 13名中 7名であった，Jまた，検体

を採取した日の病日は， LAMP法陽性者では

12.0士4.4日，血清診断陽性者では 19.5士11.1日で

あった (P=0.032で有意）。以上の結果は，マク

ロライド投与後には LAMP法の陽性率が低下す

ることを示しており，このことはマクロライド系

抗生物質の投与により，鼻咽頭における菌数が減

少することに起因すると考えられた。また，

LAMP法陽性者と血清診断陽性者に認められた

検体採取病日の有意な違いは，病日が経過するに

つれて鼻咽頭の菌数が減少することにより

LAMP法の陽性率が低下し，血清診断が有用とな

ることを示していると考えられた3

表 1 百日咳陽性患者の年齢．ワクチン接種歴．マクロライド投与歴と検体採取日（病日）

陽性数 患者年齢
ワクチン マクロライド

検体採取日（病日）
既接種 投与

LAMP法 11 6.2 （平均） 53.8% 1/11 12.0士4.4

血清診断 13 11.0 （平均） 80.8'¾, 7/13 19.5士II. I 

両法陽性 2 4M, IOY 
両者＋

なし 10, 14 
(100%) 

百日咳患者では白血球数の増加とリンパ球数 数値が百日咳罹患を示唆する指標として妥当で

の異常増多がみられることが知られており，これ あるかどうかを判断するためには，さらに多くの

らの項目は百日咳罹患を示唆する指標ともされ 症例について検討する必要があると考えられた。

ているこのことの妥当性について検討するため

に，調査票に記載された LAMP法陽性患者，血 表 2 百日咳患者の白血球数とリンパ球

清診断陽性患者，両法陰性患者の白血球数とリン パーセンテージ

パ球数を比較した。その結果を表 2に示す。LAMP

法陽性患者と血清診断陽性患者の白血球数に有

意差が認められたものの，両方陰性患者と LMAP

法陽性患者，両方陰性患者と血清診断陽性患者の

白血球数には有意差が認められず，リンパ球数に

白血球数(N) リンパ球％（N)

LAMP+ 12152.1土7572(10)* 48.9士18(10)

血清診断十 7334.0士3017(15)* 38.8士15(14)

両法陰性 8548.0土3103(20) 41.3土17(19)

はどのカテゴリーの患者間でも顕著な違いがみ ＊： P=0.026 

られなかった。限られた症例に基づく結果ではあ

るものの，以上の結果は，百日咳患者の全てが必 典型的な百日咳患者では発作性連続性咳，吸気

ずしも白血球数，リンパ球数ともに典型的な増加 性笛声，夜間咳・長引咳がみられることから，こ

を示すとは限らないことを示しており，これらの れらの症状も百日咳罹患を示唆すると考えられ
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ている。このため， LAMP法陽性患者，血清診断

陽性患者，両法陰性患者について，調査票に記載

されたこれらの症状を比較検討しナこ表 3に示す

とおり， LAMP法あるいは血清診断により百日

咳と診断された患者では，両法陰性の患者

と比較して発 作 性 連 続 性 咳 の 発 生 頻度が

20％以上高いことが示されたものの，それ以

外の症状については百日咳患者と両法陰性

患者に発生頻度の顕著な違いはみられなか

った。

表 3 百日咳患者における咳等の発現頻度

発作性 吸気性 夜間咳．

連続咳 笛声 長引咳

LA血＋ 84.6% 23.1% 

血清診断十 86.7% 20.0% 

両法陰性 59.1% 22.7% 

84.6(¼ 

93.3% 

81.9% 

以上の結果は，百日咳患者が典型的な臨

床症状や白血球数， リンパ数の変動を示す

とは限らないことを示しており，百日咳の

確実な診断には病原診断と血清診断による

必要があることを示唆していた，）特に，ワ

クチン既接種者では非定型的な臨床症状を

示す可能性が高いことから，適切な診断を

実施することが大切であると考えられる。

3.2百日咳菌以外の呼吸器系病原微生物の関与

臨床症状から百日咳が疑われながら LAMP法，

血清診断のいずれでも百日咳感染が否定された

患者が認められたe これらの患者の呼吸器症状に

百日咳菌以外の病原微生物の感染が関与してい

るかどうかリアルタイム PCR法により検討し

た。その結果を表 4に示す。供試した 71検体中

1検体が Af.pneumoniae陽性， 20検体中 1検体が

PIV, 3検体が RSV陽性であることが明らかとな

った。特に， AJ.pneumoniaeについては血清診断

で陽性と判定された患者がさらに 3名存在した

ことから，百日咳が疑われる臨床症状を惹起する

病原微生物として重要であることが示唆され，百

日咳の確実な診断のためには，これらの病原微生

物との鑑別も重要であることが示された r

表 4 百日咳菌以外に検出された呼吸器系病原体

病原体 検査数検出数 備考

血清診断
3名陽性

M. pneumoniae 71 

PIV 20 

RSV 20 

l 百日咳
(Type 2) LAMP陽性

3 1名 M.pneu. 
(Type B) 血清診断＋

蝉 V 20 

。

4.まとめ

2008年 8月 22日付けで，県内の医療機関の全

てから LAMP法による百日咳検査依頼を受け付

ける体制を確立した。 LAMP法では血清診断と異

なり，急性期の病原診断が可能となる。今回の検

討に供した症例は必ずしも多くはなかったが，

LAMP法では成人患者，ワクチン既接種者も病原

診断が可能であることが実証された。また，検体

はマクロライド投与前，発症後早い時期に採取す

ることが LAMP法による検査精度の向上には重

要であることも示された。

県内のより多くの医療機関が LAMP法による

百日咳の診断を活用可能なように，検査精度の向

上に重要と思われるこれらの情報と共に，検査依

頼方法の詳細も併せて一層の周知を図る必要が

ある。

一方，ワクチン既接種者にも LAMP法，血清

診断共に陽性者が認められたことは，現行の百日

咳ワクチンの有効性，有効期間などについて検討

する必要性を示す重要な知見と考えられた。
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