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I. ペスト菌によって起こる疾患の概説 

 
 

ペストは腸内細菌科に属するグラム陰性桿菌の Yersinia pestis に起因する全身性疾患で 

病型は感染経路や臨床症状によって腺ペスト、敗血症型ペスト、肺ペストに分けられる。 

人ペストの 80〜90％を占める腺ペストおよび約 10％を占める敗血症型ペストは、ペスト菌

保有ノミを介して（78％）、ペスト感染動物の体液を介して（20％）経皮感染する。腺ペス

トの臨床症状は特に鼠径部、腋窩、頚部のリンパ節の膿瘍や腫脹（クルミ大もしくはアヒル

の卵大）が特徴である。通例 2〜7日の潜伏期の後、40℃前後の突然の発熱に見舞われ、頭痛、

悪寒、倦怠感、不快感、食欲不振、嘔吐、筋肉痛、疲労衰弱や精神混濁等の強い全身性の症

状が現れる。通例、発症後 3〜4日経過後敗血症を起こし、その後 2〜3日以内に死亡する。

敗血症型ペストの臨床症状は局所リンパ腺炎は起こらず、敗血症を主症状とするもので、通

例 2〜7日の潜伏期の後、40℃前後の突然の発熱、急激なショック症状や DIC(昏睡および、

皮膚のあちこちに出血斑、手足の壊死、紫斑等)が現れ、通例発病後 2〜3日以内に全身が黒

色となり死亡する。人ペストの約 2％を占める肺ペストはペスト菌エーロゾルを介して、人

から人への急速な伝播が起こる。臨床症状は潜伏期間は通例 1〜３日であるが、最短１２〜

１５時間という報告例もある。強烈な頭痛、嘔吐、３９〜４１℃の発熱、急激な呼吸困難、

鮮紅色の泡立った血痰を伴う重篤な肺炎像を示し、発病後 12時間〜24時間（発病後 5時間

という例も記載されている）で死亡する。 

ペストと誤診される感染症の中で、腺ペストと類似した感染症には連鎖球菌性リンパ節炎、

ブドウ球菌性リンパ節炎、伝染性単核球症、猫ひっかき病、リンパ性フィラデリア症、発疹

チフス、野兎病が、肺ペストと類似した感染症には肺炎双球菌、連鎖球菌、ヘモフィルスイ

ンフルエンザ、炭疽菌、トラレミア、レジオネラ、レプトスピラ属菌、ハンターウイルス、

インフルエンザウイルスによる重症性市中肺炎が、敗血症型ペストは敗血症症候群、グラム

陰性菌敗血症があるので鑑別診断には注意を払う必要がある。 

ペストの治療には抗菌薬が大変有効で、日本で認可されている抗菌薬にはスパロフラキサ

シンとストレプトマイシンがある７）（付録-5.参照）。 

ペストは現在、危険なペスト菌常在地域（アフリカ、特に、南東部の密林地帯、中国の雲

南地方・蒙古地方・ヒマラヤ山脈周辺のアジア地域、北米南西部ロッキ− 山脈周辺、南米北

西部アンデス山脈周辺等）の齧歯類、特にネズミ科やリス科の動物間で、ノミを介して常に

流行を繰り返している。従って、ペストの流行はノミの繁殖する季節（湿度 60％以上で温度

20℃から 26℃）と一致する。人間に対して、感染能力が強いノミはケオピス、セラトフィル

ス、ノソフィルス等での家住性ネズミに寄生するノミである。その中でもケオピスは貪食で

頻繁に吸血し、本来の宿主と異なる人間を好んで吸血するため、人ペスト流行上重要な役割

をしている。 

日本では 1926年以降 75年間、人ペストの発生がなかったり、死亡した野生のネズミから

ペスト菌が検出されていないため、ペストは根絶されたと考えられている。しかし、安心ば

かりしていられない状況、例えば、危険なペスト菌常在地域の開発・文明化に伴い、世界の

ペスト患者は 1990年代の始まりから増加し、現在 5000人以上の患者が発生していること、

また日本へのペスト菌常在地域からの資材や食物、ペット等の輸入も増えてきていること、

加えて、最近、オウム真理教やアメリカの炭疽事件を始めとする、国際的なバイオテロ犯罪

が起こっていること等ペストが日本へ輸入される可能性が全くないとは言い切れない状況が

新たに生まれている。 



II. 検査材料の採取および輸送 1)
 

 
 

１.検体の採取に関する一般的な注意 
 

検体の採取のために患者に接触するときは、マスク、ゴム手袋、眼鏡および予防衣を必

ず着用し、感染防止上の注意を怠ってはならない。ペスト菌は増殖が遅いため、正確な診

断をするためには雑菌の増殖をできるだけ最小限にする必要がある。採取した検体を直ち

に検査するのが理想的であるが、できない場合は検体をドライアイスや保冷剤を入れて輸

送することが大切である 2,3)。 

 

２.検査材料の採取 
 

ペストの臨床症状が現れ、且つ、ペスト流行地への渡航歴やノミによる咬傷がある場合

や、バイオテロに襲われた可能性がある場合等、ペストを疑われた場合は、直ちに特定感

染症指定医療機関や第１種感染症指定医療機関の感染症病棟に隔離させ、 実験室診断の

ための検査用材料（血液、リンパ節、痰等）を採取後、 直ちに、抗菌剤等による治療を

開始する（緊急の場合には治療を優先させ、治療前後の抗体価で診断する）。肺ペストが

疑われる場合は更に 胸部レントゲンも撮る。 

 

１）肺ペストが疑われた場合 

 

(A) 喀痰の採取  

滅菌生理食塩液で口腔および喉をよくすすいで喀出させた痰を直接滅菌シャ−

レに採取し、肉眼で痰であることを確認後密封する。痰が採取できない場合は咽頭

に付着している粘液部を綿棒又はトランスワブで拭い、これを滅菌シャーレに入れ

て密封する。雑菌が過剰の場合はペスト菌の集落を見逃すおそれがあるので、喀痰

の検査にはまず均質化した喀痰の品質管理を行う必要がある。塗抹染色標本の弱拡

大で、10 視野以上の鏡検で、1 視野あたり白血球数 10 個以上、扁平上皮細胞 10

個以下のものを検体として採用するのが望ましい。これに合致しないものは喀痰と

いうよりも唾液なので、検体としての意義が少なく、再度の採取を依頼する必要が

ある。検体はストマッカー又はスプタゾール（Oxoid）で均一化すると良い。 

 

(B)血液の採取 

感染初期は血中への菌の出現は間歇的なので、採血回数が少ないと菌を検出でき

ないことがある。45分間隔で 3回採取するのが理想的である。血液は 約 15 ml ず

つ採取し、速やかに、菌の検出のため、2.5 mlずつ血液培養ボトル及び普通ブイ

ヨンボトルに接種し、密封する。更に、血清診断用の検体として、血液 5 ml をセ

ラムチューブに入れ、密封する。 

 

２）腺ペストが疑われた場合 

 

(A) リンパ節吸引液や膿瘍の採取     

腺ペストの初期患者ではリンパ節の化膿や壊死はまれであるので、疼痛のある部

位のリンパ節を選ぶ。18〜22 ゲ− ジ針付き注射器でまず 1〜2 mlの滅菌生理食塩

液を、局所麻酔した皮膚を通してリンパ節に注入したのち、強く吸引して採取した

液を滅菌試験管に移す。次に、再度注射器に少量の滅菌生理食塩水を吸引して注射

筒内を洗浄し、さきの吸引液に追加し、密封する。 



 

(B) 血液の採取 

肺ペストが疑われた場合と同様に行う。 

  
３）敗血症型ペストが疑われた場合 

(A) 血液の採取 

肺ペストが疑われた場合と同様に行う。 

 

３.検査材料の包装と輸送 
 

密封した検体は、吸収紙の入ったビニール袋等に入れ、密封させ、更に二次容器の輸送

用パックに入れて、ドライアイスや保冷剤をいれ、それを更にコンテナー（防疫用）を用

いて、速やかに検査できる機関（地方衛研等）に直接担当者が届け、検査を依頼する。必

ず検体送付用紙および調査票（症状、疑わしき理由、旅行経路、遭遇状況、症状出現の日

時、場所など）を添付する。  
 



III. 検査の進め方 
 

 

１.検査材料の取り扱いに関する一般的な注意 
 

臨床検査材料の検査を行う検査室は生物学的安全基準(BSL 2)の条件を満たしていなけ

ればいけない。分離した菌を増殖させるには BSL3の施設で行う。検体はセーフティーキ

ャビネット内でマスク、ゴム手袋、予防衣を必ず着用し、感染防止上の注意をはらって操

作する。ペスト菌は消毒薬に比較的弱いので、操作中は 75％エタノールを使用する。操

作後、使用した器具及び身に付けていたものはできるだけ 121℃で 15分で高圧滅菌し、

高圧滅菌できないものは 1,000ppm次亜塩素酸ナトリウムや 5％フェノール等の消毒薬に

浸けたり、機械等は 75％エタノール噴霧消毒、1,000ppm次亜塩素酸ナトリウムの拭き消

毒をする 2,3）。 

 

２.検査手順 
 

２次感染を防ぐための適切な防疫対策を講じるために、また隔離された患者の人権を守

ると言う観点から出来るだけ早く正確な診断結果を出さなければならない。検査の概略を

以下に示したが菌の発育状態によって多少判定日が遅くなる。 



図 1. ペスト菌検査のフローチャート 

 

 

臨床材料到着     喀痰、   血液、  リンパ節吸引液、  組織等                                                                              

    *         ** 

 

1 日目   検鏡用塗抹標本  分離培養への塗抹   増菌  

a.蛍光抗体法(判定) a.羊血液寒天培地  BHI 液体培地への接種 

  b.単染色(判定)  b.マッコンキー寒天培地 左記の直接分離培地に 

(ギムザ染色)    c. BHI 寒天培地  増殖してこない時は 

c.グラム染色(判定)   27℃、 37℃で培養  この増殖試験で判定する 

 

-１次判定- 

ペスト菌の疑い    陽性  ***                                                                         

 

        *** 

２〜３日目    発育してきた単一分離集落  菌の発育を観察  
   

                                                                                                                                                                                                                 

-２次判定-  1.スライド凝集試験 4.１次生化学的性状試験  分離培養への塗抹 

ペスト菌 の   (抗 fraction 1 抗体)   a.TSI 寒天   37℃  a. 血液寒天培地     

   疑陽性  2.検鏡試験            b.LIM 培地   37℃    b.マッコンキー寒天培地                            

(上記と同様)      c.VP半流動培地  25℃  c. BHI寒天培地                                                                                 

3.PCR 試験    d.クリステンセン     27℃  37℃で培養 

    の尿素培地   25℃ 

                                                           

5.液体培地試験  

 BHI 液体培地への接種  

  27℃で培養    

6.ファージ溶菌試験  

20℃で培養 

2 次確認試験 

a. 白糖  37℃ 

b. メリビオース 25℃ 

c. ラムノース  37℃ 

  

   判定  ファージ溶菌試験判定 

（綿毛状の菌塊） （溶菌像）     

判定 

（3種の糖の発酵陰性） 

最終判定 

 

 

真性ペスト決定 

 

 * 臨床材料中に含まれる菌量により、分離培地上で増殖してくる集落の数が異なる。単一の分離菌が得られ

るように原液材料および希釈した材料を何枚かのプレートに播いておくのが良い。 

 ** 増菌培養は、直接分離培養で菌が分離されない場合の予備であり、患者材料が適切に採取されていればそ

こからは、一般的には分離培養で菌が発育してくる。27℃で 3〜5日間増殖の様子を見ながら増菌培養する。  

 *** 3 日目以降に集落が観察された場合はその時点で、検鏡試験、スライド凝集試験、マルチプレックス PCR

試験、生化学的性状試験、ファージ溶菌試験 、ウエスタンブロット試験 等を行い、総合的に真性ペスト

判定を行う。もし、10 日経過しても集落が観察されない時は検査を打ち切る。        



IV. 検査の判定 1,2,3,4,5）
 

 

 

１.疑似 

 

１）ペスト流行地への渡航歴やバイオテロに巻き込まれた可能性がある場合で、臨床的  

特徴と合致する症状を示し、更に、臨床材料から両端染色性を示すグラム陰性桿菌で、  

Fraction 1抗原に対する蛍光抗体に対しても陽性を示す菌が検出された場合。 
 

２）ペスト菌に特異的なプライマ− を用いた PCR法で、ペスト菌に特異的なバンドが検     

出される菌が 臨床材料から分離された場合。 
 

３）患者血清中の抗 Fraction 1抗体価が passive haemagglutination testで 16 倍以上

を示した場合（但、前にワクチンを接種したり、ペストに感染したことがない場合）。 

 

 

１）、２）、３）の内１つでも該当する項目がある場合は疑似患者と見なす。 

 

 

 

２. 確定 

 

１）臨床材料から分離した菌がペスト菌と同定された時： 
 

①顕微鏡所見で明らかな両端染色像を示すグラム陰性桿菌 

②莢膜抗原に対する抗体や蛍 光抗体に陽性 

③ペスト菌に特異的なプライマ− を用いた PCR法で陽性 

④ペスト菌特 異ファージに対して感受性 

⑤生化学的性状（ペスト菌の毒力因子の検査も含む）がペスト菌の性状と一致 

 

等から総合的に判断し、ペスト菌（Yersinia pestis ）と同定された場合。 

    

２）ペア血清を用いての血清診断： 

 

診断用抗原（Fraction 1)に対する回復期の血清の抗体価が、感染初期の血清の抗体

価の 4 倍以上上昇している場合。 

 

 

１）、２）の内 1つでも該当すれば確定患者と見なす。 

 



V. 検査方法 1,2,3,4,5） 

 
 

１.  病原体の分離 

 

１）菌の形態学的検査 

 

（A）塗抹・固定法 

 

血液、リンパ節吸引液、喀痰等の各検体や培養菌について 3枚以上の塗抹標本を作

製する。スライドガラスに検体を薄く均一に塗布し、空気中で自然に乾燥させる。グ

ラム染色用と、ギムザ染色又は wayson 染色用はメタノールで約 10分間固定する。蛍

光抗体用はアセトンで約 10分間固定する。蛍光抗体用のスライドガラスは必ず無蛍光

のものを使う。尚、火炎固定法は、メタノール固定法より染色像のコントラストが悪

いこと、また必ずしも全部の菌を殺すことができないので、ペスト菌の固定法として

は勧められない。 

 

（B）グラム染色・単染色法 

 

a) グラム染色 

 

最初クリスタルバイオレット（ゲンチアナバイオレット）でぺプチドグリカンを染

めた後、イオジンで色止めし、アセトン・エチルアルコールで脱色する。グラム陰

性菌はペプチドグリカン層が薄い、又は全く持たないので、容易に脱色されるので、

次にサフラニンを加えるとピンク色に染まる。グラム陽性菌はペプチドグリカン層

が厚いので、クリスタルバイオレットが抜けないので紫色に染まる。Quality control

としてグラム陰性菌(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae)やグラム陽性菌

(Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis)を置く。 

 

試薬 

メタノール 

グラム染色キット 

 

材料 

滅菌エーゼ 

滅菌蒸留水 

滅菌チップおよびマイクロピペット 

顕微鏡用スライドガラス 

染色用ラック 

顕微鏡および油浸レンズ 

 

b)単染色 

 

Wayson染色液の場合は室温で 5〜10秒間、Giemza染色液の場合は約 60分間、37℃

の孵卵器内で反応させて染色する。染色を終えたすべてのスライドガラスは充分に

水洗し、濾紙で軽く押さえ、自然乾燥後、検鏡する。Quality control として両端染

色像を示す菌（Yersinia 属, Pasteurella 属, Escherichia coli）や示さない菌

（Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis）を置く。 



試薬 

メタノール 

Giemza染色液：蒸留水（ミリＱ）で 100〜200倍に希釈した液 

Wayson 染色液 

＜作製法＞ 

A液：塩基性フクシン 0.2 g とメチレンブル−  0.75 g に 95% エタノ− ル 20 ml 

を加え、良く混ぜた後 Watman No.1 濾紙を使って不溶物を濾した液 

B液 フェノ− ル 5 ml を 95 ml の蒸留緩水で薄めた 5％フェノール液 

A液 B液を混ぜ、褐色瓶にいれて室温で保存する。 

 

材料 

（B）a)と同じ 

 

c) 顕微鏡判定 

 

顕微鏡は油浸系対物レンズを用いて、1000倍以上で観察する。ペスト菌はグラム

陰性の多形形態を示すが、組織内および培養菌等の新鮮な菌では、約 1.5μｘ0.7μm

の両端の丸い楕円形の短桿菌で、単染色法では、ペスト菌は特徴ある明瞭な両端染

色菌像（両端部分が濃く、中央部が脱けたように淡く染まる）を示す【VII. 付録 -

４.ー１】 写真１】。但し、両端染色菌像は Yersinia spp., Pasteurella spp., 
Escherichia coli にも観察されることから、ペスト菌 のみに特異的なものではない。

しかし、ペストを疑われる患者から両端染色菌像が認められれば、診断上の大きな

手がかりになるため意義はきわめて大きい。又、ペスト患者の場合は血液 1μl当た

り 1.2万〜2.5 万の白血球（主に成熟型の好中球）が見られるのが特徴的で、時には

白血病様反応も示す場合もある。 

 

（C）蛍光抗体法 
 

a）蛍光抗体の作製法（直接法） 
 

抗 Fraction 1 抗体からγーグロブリンを分離し、これに Fluorecein 

isothiocyanate(FITC)もしくは Alexa Fluor 488(AF)を結合させた後、セファデック

ス G25カラムを通して結合しなかった蛍光色素を除く。次に DEAEセルロースカラム

を通して蛍光抗体を集め、使用するまで-20℃で保存しておく。凍結融解は行わない

こと。 

 

b）蛍光抗体による菌のラベリング 
 

アセトンで固定したスライドガラスに蛍光標識抗体をのせ、液が乾かないように密

閉箱の中に入れ、37℃で 60分反応させる。次に、PBSを満たしたバットに標識スラ

イドガラスを置き、更に 2分, 6分, 10分毎に PBS液を取り換えて、洗浄する。

自然乾燥後、10μlのグリセリン緩衝液をスライドガラスの真中に置き、その上にカ

バーガラスをのせて蛍光顕微鏡で観察する。quality control として、クロス反応を

持つ可能性がある Y. pseudotuberculosisとnegative control 菌のE. coliを置く。 

 

試薬 

アセトン 

抗 Fraction 1 抗体 



Fluorecein isothiocyanate(FITC)もしくは Alexa Fluor 488(AF) kit、10%グリセ

リン緩衝液（pH7.5） 

 

材料 

（２）a)と同じ但、スライドグラスは無蛍光のもの 

 

c）蛍光顕微鏡判定 
 

生体内のペスト菌（血液、リンパ腺吸引液、喀痰等）は、蛍光標識した Fraction 1

特異抗体と反応して黄緑蛍光色に見える。培養菌での検査は誤診を避けるため、必

ず Fraction 1 の産生量が多い 36〜37℃で培養した菌を用いる。27℃以下で培養した

菌は Fraction 1 が全く産生されないので、ペスト菌であっても黄緑蛍光色は観察さ

れない。 

 

 

２）菌の分離および増殖性の特徴 
 

（A）平板培養における特徴 

 

a）培地 

 
Y. pestis の分離には通常ヒツジ血液寒天培地、又は Brain Heart Infusion (BHI)

寒天培地とマッコンキー 寒天培地を用いるが、 顕微鏡観察の結果、菌が少ない場

合は増菌のために BHI液体培地も併用する。いずれの培地もペスト菌の至適発育の

ため pHは 7.2〜7.6にする。 

quality control としてグラム陽性菌（S. aureus等）とグラム陰性菌で両端染

色像を示す菌（Y. pseudotuberculosis または E. coli 等）を置く。 

 

材料 

滅菌エーゼ 

ヒツジ血液寒天培地 

BHI寒天培地 

マッコンキー 寒天培地（腸内細菌分離用培地） 

 

b）培養温度 

 

ペスト菌は 1〜45℃ で発育する。発育には 28〜30℃位が最適だが、ペスト菌の

特徴ある形態学的性質（エンベロープの産生性）を見る場合は 36〜37℃が適して

いる。従って、培養温度は 27〜28℃と 36〜37℃培養を併用する。 

    
c）集落の特徴 

 

ペスト菌は栄養要求のきびしい菌ではないが、その発育は他の一般的な菌よりも

遅く、血液寒天培地でさえも 24 時間培養での集落は透明で針の先ほどの大きさで

あるため、肉眼での発見は困難であることが多い。発育が明らかに認められるのは 

培養後 48 時間以降である。 

 

血液寒天培地 



37℃、48 時間培養で、ペスト菌 は大きさ 1〜1.5 mm になり、48〜72時間培養

すると、灰色ないし灰白色のやや粘稠性を帯びた集落を形成し、個々の集落を実体

顕微鏡で 4倍に拡大して観察すると、やや持ち上がった中心部と辺縁が分葉形で波

状のハンマ− で潰した銅貨や目玉焼きのように見える【VII. 付録ー４.ー２】図２】。

集落の粘稠性はエンベロ− プに関係し、37℃培養の時エンベロープの産生量が一番

多いとされている。集落を拾い上げると糸を引くようになるのが特徴である。また

溶血は見られない。 

マッコンキー寒天培地 

Yersinia属菌は乳糖を発酵しないので、27℃、48時間培養では大腸菌の半分以

下の直径 1〜2mm前後の半透明、灰白色の集落を形成する。Y. pseudotuberculosis, 
Y. enterocolitica は扁平でスムースな集落を形成するのに対して、Y. pestis は
目玉焼きのような集落を形成する。尚、集落形態や分離菌の顕微鏡による形態学的

特徴やペストに特異的な抗体を用いたスライド凝集試験からペスト菌を疑う場合

は、分離菌に対して PCR法、液体培養試験、ファージ感受性試験、生化学的性状試

験等を行う。 

 

（B）液体培養増殖形態の特徴 

 

ペスト菌 は初期培養で少し混濁する場合もあるが、24 時間以上培養すると、綿毛

様の菌塊として発育し、培地を混濁して発育することはない。綿毛様の菌塊は多く

の場合あたかも鍾乳石のように試験管の一方の壁に付着し、試験管を振れば管底に

沈殿する。綿毛様の菌塊発育は、時には Y. pseudotuberculosis や Streptococcus 
pneumoniaeでも見えることもある（Y. enterocolitica は必ず濁る）。また、長期

に植え継いでいる Y. pestisは綿毛様の菌塊発育を示さないこともあるので気をつ

けなければいけない。液体培地での培養菌の形態は寒天培養菌のそれとはやや異な

り、後者よりも長く、かつ幅広く、4〜16 個又はそれ以上の細胞が連鎖し、個々に

離れて見られることはむしろまれである。長期間（4 日以上）培養を続けると、細

胞の多形化が見られるとともに、自家融解がおこる。quality control として Y. 
enterocolitica と Y. pseudotuberculosis を置く。 

 

材料 

滅菌エーゼ 

BHI液体培地  
 

 

２. 抗原検出 

 

１）蛍光抗体法 

 

（５）検査方法-１.  病原体の分離-１）菌の形態学的検査-（C）蛍光抗体法にすでに

記述 

 

２）スライド凝集試験法 

 

ペスト診断用抗体もしくは、抗ペスト菌全血清（Y. pseudotuberculosis が全く凝集

しなくなるまで希釈した抗体）を更にペスト菌と抗体が凝集する範囲で適宜に希釈して

からスライド凝集反応を行う。抗体を希釈する液は 0.425％食塩水（ペスト菌はラフ型



なので 0.85％生理食塩水では自然凝集を起こす可能性がある）を使う。尚、同様の理由

から抗体の対照として置く液も 0.425％食塩水を用いる。常に対照では凝集しないこと

を確かめてから行う。 

 

 

３.  抗体検出 

 

１）血球凝集試験法 8）
 

 

WHOで標準化されている方法（抗原および抗原感作血球の作製方法、血球凝集反応お

よび血球凝集阻止反応のやり方、判定基準等）で試験を行なう。 

 

抗原： 

タンニン酸で処理した2.5％血球浮遊液と25〜50mg/mlの濃度に調整したFraction 1

抗原を等量混ぜ、室温で 15分間振盪後 1,500rpmで 3分間遠心して血球分画を集める。

抗原液は血球で換算した場合 0.5％になるように調節する。患者ペア血清を用いた血

球凝集反応試験で、4倍以上凝集価に差があった場合はペストの可能性があるので、

更に、血球凝集阻止反応試験を行い決定する。ペア血清が無い場合の判定は WHO の基

準に従い、血球凝集価が 16倍以上の場合は陽性、8倍の場合は疑陽性とする。 

 

試薬 

タンニン酸 

 

材料 

羊血液 

精製 Fraction 1 

生理食塩水 

マイクロタイタープレート 

プラスチックテープ 

マイクロタイターミラー 

 

２）定量凝集試験法 
 

マイクロタイター上で患者血清を 2 倍段階希釈した後、60℃で 30分間加熱処理した

菌（37℃で 48時間培養した菌を 1mg/ml になるように調整した懸濁液）を等量加えて、

良く混合後 37℃で 2時間反応させてから一次判定する。冷蔵庫で一夜静置後二次判定

して血清の凝集価を決める。 

quality control として、positive control に Y. pestis を negative control に Y. 
pseudotuberculosis, Y. enterocolitica を置く。 

 

試薬 

0.425％食塩水 

 

材料 

37℃培養菌 

マイクロタイター用Ｖプレート 

 

３）ELISA試験法（9） 



WHOで奨励している Cavanaucgh, D. D.等の方法に準じて行う。実際使用するのは

ELISAmateキット(Kirkegaard & Perry Laboratories,  Inc.)を用いてメーカーのプロ

トコールに基づいて行う。患者ペア血清を用いて 4倍以上凝集価に差があった場合はペ

ストの可能性があるので、更に、ELISA 阻止試験を行って判定する。患者ペア血清がな

い場合は 32倍以上を陽性とする。 

 

試薬 

ELISAmate キット 

Fraction 1抗原 

 

４）ウェスタンブロット試験法 

 

1000μg /mlに調整した診断用抗原 (Fraction 1)をウェル当たり 10μl  アプライし

SDS-PAGEを行う。更に、PVDFメンブレンに転写後、患者血清を用いてウエスタンブロ

ットを行う。Y. pestis のみに検出される 15kDa〜18kDaの Fraction 1のバンドが検出

されればペストの可能性が高い【VII. 付録ー４.ー４）写真４】。ペストと疑わしき患

者は、直ちに抗菌剤の投与を受けているため、患者の検体からの菌の分離は難しく、又、

抗体価が低いためペストであっても陽性判定ができない場合があるので、高感度で特異

性の高いウエスタンブロット解析は、血清診断のために非常に有効である。 

 

試薬 

SDS-PAGE用試薬一式 

ウエスタンブロット用試薬一式（判定は ECL試薬を用いる） 

 

材料 

SDS-PAGE用ゲル 

SDS-PAGE用、ウエスタンブロット用装置一式 

フィルム 

自動現像機 

 

 

４.  PCR法を用いた迅速診断 10)
 

 

安全且つ容易なマルチプレックス PCR法はペストの迅速遺伝子診断法として優れている。 

プライマーはペスト菌の莢膜抗原遺伝子（caf1)、プラスミノーゲン活性化遺伝子(pla)、
侵入性遺伝子(inv)のペスト菌と仮性結核菌に共通で Y. enterocolitica には無い領域から

3種のプライマーを作製した。テンプレートは加熱死菌（蒸留水に菌を少し濁る程度に懸濁

後、100℃で 10分間沸騰させた菌）を用いた。PCR条件は熱変性は 94℃で 30秒、アニーリ

ングは 55℃で 60秒、伸長反応は 72℃で 90 秒のサイクルで 25回行い、更に最終延長を 72℃

で 10分行った後冷蔵保存する。検出方法は PCR産物を TBE緩衝液を用いて、1.5％のアガ

ロースゲルで 50V、70 分間電気泳動後、ゲルを 0.5μg  /mlのエチジウムブロマイドで染色

（20分）する。更に、蒸留水で３回（15分くらい）洗浄して過剰なエチジウムブロマイド

を除く。UVで PCR産物の解析を行うために写真を撮る。ペスト菌の場合は各々171bp(caf1), 

295bp(inv), 480bp(pla)の DNA増幅バンドが検出され、仮性結核菌の場合は 295bp DNA 増

幅バンドが検出される。その他の腸内細菌科の Salmonella、Shigella、Escherichia や腺

ペストと類似した症状を持つ Francisella turalensis 等からはいずれのバンドも検出され

ない。 



quality controlとして positive control に Y. pestis, negative control に Y. 
enterocolitica、E. coli 等を置く【VII. 付録１.ペストのマルチプレックス PCR法と, ７】

付録４.ー３】写真３】参考。 

 

 

５.  生化学的性状検査 
 

ペスト菌は前に記したように Yersinia属の仮性結核菌（Y. pseudotuberculosis serovar 
O:1b）から進化した菌ではあるが、消化管を経る感染形態をとらなくなってから、腸管生

活環境で必要だった遺伝子は不活化され、新たにノミの中で生きていくために必要な遺伝

子を獲得したため、ペスト菌の生化学的性状も仮性結核菌とかなり異なる。仮性結核菌は 

25℃ で運動性のあること、ウレア− ゼ陽性、ラムノ− スおよびアドニト− ルを発酵するな

どの点でペスト菌と鑑別できる。ペスト菌 の主な生化学的性状を（７）付録 ２.   ペス

ト菌の生化学的性状の特徴(1)(2)に示した。ペスト菌は発育が遅いため、テストの観察時

間を他の菌よりもやや延長する必要がある。ペスト菌の特色は生化学性状が陰性の場合が

多い。菌が抗生剤や宿主の防御因子によって痛めつけられた等の場合は菌の発育が遅くな

るので、本来、生化学的性状が陽性の菌でも、陰性を示す場合がしばしばあるので、ペス

ト菌でないのに、ペスト菌と誤って判定する場合があるので気をつけなければならない。 

 

材料 

滅菌エーゼ 

TSI培地 

LIM培地 

VP・MR培地 

クリステンセン尿素培地 

 

１）一次確認培養試験 

  

(A) ブドウ糖、乳糖、白糖発酵試験 

 

TSI培地で 37℃で 48時間培養し、判定する。ブドウ糖を発酵し、酸を産生するがガ

スは産生しない。乳糖、白糖も発酵せず、硫化水素も産生しない。従って、TSI 寒天

培地の高層部は黄色で、気泡、亀裂、黒色は認められない。 

 

(B)運動性・インドール・リジン脱炭酸試験 
 

LIM培地に穿刺培養し、25℃と 37℃で 72時間培養する。運動性とリジン脱炭酸試験

を行った後、Kovac のインドール試薬を加えて判定する。運動性は培地全体に菌の発

育が見られるた場合は陽性とする。リジン脱炭酸試験は培地の色が対象に比べて明確

な紫色を呈した場合は陽性とする。インドールは試薬滴下後、赤色を呈したものを陽

性とする。ペスト菌はいずれも陰性である。 

 

(C)VP・MR反応試験 
 

VP・MR用培地 2本に菌を接種後、25℃で 48時間培養する。1本に VP試薬を加えて

良く振リ、27℃で 2時間置いて赤くなったものは陽性、ペストは陰性である。もう一

本に MR試薬を 5〜６滴加えて振り、赤色になると陽性、ペストは陽性である。 

 

(D) 尿素分解試験 



クリステンセンの尿素培地に接種後、25℃で72時間培養し、赤変したら陽性とする。

ペスト菌は陰性である。 

 

２）二次確認培養試験 

 

一次確認培養で Y. pestis の性状に一致したものは二次確認培養を行う。 

 

(A)白糖、メリビオース、ラムノース試験 

 

フェノールレッドブイヨンにこれらの糖を加えて 37℃で 48時間培養後判定する。但

し、メリビオース試験は 25℃〜28℃で 48時間培養後判定する。赤色から黄色に変化

したものを陽性とする。ペスト菌は全て陰性である。 
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フェノールレッドブイヨン 

白糖 

メリビオース 

ラムノース 

 

(Ｂ)市販の同定キット 

 

数値同定システムにはペスト菌のプロファイルを含むものがあり、それらを同定に

使用することもできるが、指定された菌液濃度では充分な反応が得られず、誤同定さ

れるので注意を要する。もし、それらのシステムを用いるときには、数個の集落を浮

遊させた通常よりもやや濃度の高い菌液を接種し、培養を 30〜36 時間とする。 

 

３）毒力因子同定試験 11)
 

 

WHOで推奨している M.J. Sugalla の方法に従って、Fraction 1、VW抗原、Pesticin 1、

および色素吸着能をもつ表在抗原の同定を行う。ペスト患者分離株はほとんど４種類の

毒力因子が陽性であるが、中程度の病状を示したペスト患者分離株から、1〜2種類の毒

力因子欠損株が見つかっている。尚、他の Yersinia属の病原性を持つ

pseudotuberculosis、enterocolitica も VW抗原陽性である。 

 

試薬 

（A）Fraction 1 同定試験(caf1) 
8％Blood agar base 

抗 Fraction 1 血清 

Chloroform 

（B）VW抗原の同定試験(vw) 
Magnesium oxalate agar (Blood agar base,Na oxalate, glucose)  

（C）Pesticin 1 同定試験(pst) 
Blood agar base 

CaCl2 

Ca-EDTA 

Glucose 

（D）色素吸着能をもつ表在抗原の同定(pgm) 



Heart Infusion agar 

Galactose 

Congo-red stain 

 

材料 

(A), (B), (C), (D)の同定試験ともにシャーレ 

 

 

４）鑑別試験【VII.付録ー２.ー１】並びに２】およびー３.を参考】 

 

（A）Yersinia pestis と Yersinia pseudotuberculosis との鑑別【VII.付録ー２.参考】 

Y. pseudotuberculosis は運動性陽性、ウレアーゼ陽性、スレオニン・グリシンの

生合成陽性、ラムノース発酵陽性、メリビオース発酵陽性、メチオニン生合成陽性、

ロイシン・バリン生合成陽性、グルコース-6-燐酸-デハイドロゲナーゼ陽性、アス

パルターゼ陽性、ペスチシン 1産生能陰性、murine toxin 産生能陰性、クロマトフ

ォアーから色素形成能陰性等が Y. pestis と異なる性状である。従って、鑑別は比

較的簡単である。 

 

（B）Yersinia pestis と Yersinia enterocolitica との鑑別【VII. 付録ー２.参考】 

Y. enterocolitica は運動性陽性、ウレアーゼ陽性、ソルビトール発酵陽性、白糖

発酵陽性、オルニチンデカルボキシラーゼ陽性、セロビオース発酵陰性、ペスチシ

ン 1産生能陰性、murine toxin産生能陰性、クロマトフォアーから色素形成能陰性

等が Y. pestis と異なる性状である。従って、鑑別は比較的簡単である。 

 

（C）Yersinia pestis と Burkholderia pseudomallei との鑑別【VII. 付録ー３.参考】 

ペストの染色菌に特徴とされている両端染色像は B. pseudomallei の特徴でもあ

る。B. pseudomallei は運動性陽性、キシロールを分解しない、白糖を分解、オキ

シダーゼ陽性、TSI高層で増殖しない、メチルレッド反応陰性、アルギニンジヒドロ

ラーゼ陽性が Y. pestisと異なる性状である。 

 

（D）Yersinia pestis と Francisella turalensis との鑑別 

F. tularensis は Y. pestis と異なり発育にシスチン又はシステインを必要とし、

寒天培地やブイヨンで発育しない等から鑑別は比較的簡単である。 

 

（E）Yersinia pestis と Pasteurella multocida との鑑別【VII. 付録ー３.参考】 

P. multocida はマッコンキー寒天培地で 48時間では発育せず、硫化水素を産生、

メチルレッド反応陰性、メチレンブルー還元、インドール陽性等が Y. pestis と異

なる性状である。従って鑑別は比較的簡単である。 

 

 

６.ファージ感受性試験 
 

ファージの感受性試験は特異性の点では少し問題を抱えるが迅速という点では優れてい

る。菌接種寒天培地にファージ液を一滴たらして 20℃で 18〜24 時間培養し、溶菌ゾーン形

成を観察する。37℃で培養すると Y. pseudotuberculosis や他の腸内細菌科の菌でも溶菌

するので気をつけなければならない。 

quality controlとして、positive control に Y. pestisを negative controlに Y. 
pseudotuberculosis, Y. enterocolitica 等を置く。 



 

材料 

ファージ液(松井株：Ts-32株) 

滅菌エーゼ又は滅菌楊枝 

滅菌チップおよびマイクロピペット 

BHI寒天培地 
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VII. 付録 
 

 

１. ペスト菌のマルチプレックス PCR法 

  

a） プライマー 
  

gene     product  oligonucleotide (5' to 3')  position  localization GC Tm 

size (bp)           content               
 

caf1 171 S CAGGAACCACTAGCACATC  221-240  60 Md  52.6 58℃ 

A CCCCCACAAGGTTCTCAC  391-374  plasmid  61.1 58℃     

 
Inv 295 S TAAGGGTACTATCGCGGCGGA  2255-2275 chromosome 57.2 66℃ 

A CGTGAAATTAACCGTCACACT  2549-2529   42.8 60℃   

 

pla 480 S ATCTTACTTTCCGTGAGAAG  971-990  7 Md  40.0 56℃ 

A CTTGGATGTTGAGCTTCCTA  1450-1431 plasmid  45.0 58℃ 

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  

 b）テンプレートの作製 
 

15分くらいエアレーションした安全キャビネット内で、0.22μmのミリポアーフィルター

を通し、更に 121℃で 15分間、高圧滅菌したミリＱ水を、1.5ml のエッペンドルフチュー

ブに 100μlづつ適当な数だけ分注する。更に、ディスポーザブルのエーゼで菌を僅かにか

き取り、この滅菌蒸留水に入れ、懸濁する（菌量は少し濁る程度）。安全キャビネット内

に置いた Multi Heater にこのエッペンドルフチューブのせ、100℃で 10分間加熱後、すぐ

冷やす。 

quality controlとして negative control に E. coli、positive control に Y. pestis
（3 種のプライマーと反応する）、あるいは Y. pseudotuberculosis（invプライマーに反

応する）を置く。これらのテンプレートは前もって作製し、-20℃で保存しておいて、検査

の都度使用する。検体と同じ場所で、同時には調製しない。 

 

 c）PCR反応混合液の作製 
 

精度管理の面から反応混液はまとめて作製し、小分けして-20℃で保存することが望まし

い。以下に標準組成を示した。近年通常の Mg++濃度の異なる Taq polymeraseが市販されて

おり、使用酵素の種類によって組成は若干異なる。また、市販されている Taq polymerase

は読み違いの頻度や耐熱性由来、ユニット定義が異なっていたり、バンドの濃淡やエクス

トラバンドの出現性等異なっているので自分の系で最適な条件を確かめてから使用する。 

 

10検体当たりの組成   (170 μl)           

10 × PCR緩衝液  50 μl 

25mＭ MgCl2   30 μl 

2.5mM dNTP混液  30 μl 

5μＭ pla-S   10 μl 

5μＭ pla-A   10 μl        

5μＭ caf-S   10 μl 

5μＭ caf-A   10 μl                    

5μＭ inv-S   5 μl 

5μＭ inv-A   5 μl 



滅菌蒸留水   10 μl             

※良く混合する。 

  

d）PCR ワーキング溶液の作製（試験毎に作製する） 

 

ワーキング溶液の組成 

1検体当たりの組成例  10検体分 

反応混液  17.0 μl    170 μl 

Taqポリメラーゼ 0.2μl（0.9unit/reaction）  2 μl 

滅菌蒸留水  30.8μl     308 μl 

48.0 μl    480μl 
  

良く混合後、検体名,control名を書いた 0.2 mlのエッペンドルフチューブに 48 μl

ずつ ワーキング溶液を分注する。最後に各検体のテンプレートを 2μl  ずつ加えてから

蓋をする。 

更に、-20℃でストックしておいた negative control(E. coli)を、更に positive 

controls(Y. pseudotuberculosis、Y.pestis)のテンプレートを順に 2μl 加えて直ぐ蓋

をする。 

 

e）PCR 条件 
 

熱変成     94℃  30秒 

アニーリング  55℃  60秒  25サイクル 

伸長      72℃  90秒    

最終伸長    72℃  10分 

  

f）電気泳動 
 

1.5％アガロースを使用 

charge volume: sample;  8μｌ 

【sample10μｌ+loading buffer(5 x)2μｌを混合したもの】 

marker;  5μl 

※泳動条件: 50V, 70 分 

 

g）染色 

 

0.5μg/ml ethidium bromide 溶液で 20 分間染色後、蒸留水で 15分間洗浄 

 

 h）増幅 DNA断片の解析 
 

UVライト上にゲルを置いて、ポラロイドカメラで写真を撮り、解析する。 

 

    

 



２.   ペスト菌の生化学的性状の特徴 

 

（１）ペスト菌 の生化学的性状  
 

運動性： 22℃   − (0)  L ｰアラビノ− ス  ＋(100) 

35℃   − (0)  セロビオ− ス  − (0) 

インド− ル   − (0)  乳糖    − (0) 

Voges-Proskauer  − (0)  麦芽糖   ｄ(80) 

クエン酸（Simmons）  − (0)  メリビオ− ス  ｄ(20) 

硫化水素（TSI）  − (0)  ラフィノ− ス  − (0) 

*硝酸塩還元   − (85) ラムノ− ス   − (1) 

リジン デカルボキシラ− ゼ − (0)  スクロース   − (0) 

アルギニン ジヒドロラ− ゼ − (0)  トレハロ− ス  ＋(100) 

オルニチン デカルボキシラ− ゼ− (0) D ｰキシロ− ス  ＋(90) 

フェニルアラニン デアミナ− ゼ− (0) アドニト− ル  − (0) 

ゼラチナ− ゼ   − (0)  D ｰアラビト− ル  − (0) 

Dnase    − (0)  ズルシト− ル  − (0) 

Tween 80 エステラ− ゼ − (0)  グリセロ− ル  ｄ(50) 

マロン酸    − (0)  イノシト− ル  − (0) 

β-ガラクトシダ− ゼ  ｄ(50) マンニト− ル  ＋(95) 

エスクリン 加水分解  ｄ(50) ソルビト− ル  ｄ(50) 

炭水化物：                                                                              

αｰメチルｰ D ｰグルコシド  − (0) 

サリシン    ｄ(70)  

粘液酸    − (0)   

ブドウ糖 酸   ＋(100) 

ガス   − (0) 
 

＋：陽性、 − ：陰性、ｄ：陽性または陰性、 括弧内は ％ を示す。 

 

※ペスト菌は血清型、ファージ型による型別はなく一種類である。 

しかし、亜硝酸の形成能、グリセリン分解能を指標として生物型を分類すれば３つの生物

型に分けられる。 
 

 

＜ペストの３生物型＞ 

 
名称 亜硝酸形成 グリセリン分解能 分布地域 

orientalis ＋ ー インド、南西アジア、 
南米、北米西部 

antiqua + ＋ 東南アジア、中国東北・北部、
ソ連、アフリカ 

mediaevalis ー ＋ トルコ、イラン、カスピ海沿
岸 

 



 
 

 

 

 

３.  ペスト菌とペストと誤診される菌との鑑別点 

   
Yersinia  Burkholderia  Pasteurella    

 Pestis  pseudomallei  multocida 
 

運動性 

22℃,18h −  ＋ 

オキシダーゼ −  ＋ 

インドール −    ＋ 

キシロール ＋ −  

白糖 −  ＋ 

アルギニンジヒドロラーゼ −  ＋ 

H2S −    ＋ 

メチルレッド ＋ −   −  

メチレンブルー還元 −    ＋ 

マッコンキー培地 ＋   −  

TSI高層培地 ＋ −                 
 

 

 

  



４. ペスト菌の写真 

 

 
 

図１. ペスト菌のギムザ染色 

ペスト菌のギムザ染色（ペスト菌感染マウスの脾臓スタンプ） 

（800ｘ；安全ピン状の両端染色像が特徴的） 

 

 

 

 

 
 

図２. ペスト菌の集落（CDC ホームページ：Plague, Lab & professionals より） 

個々の集落はやや持ち上がった中心部と辺縁が分葉形で 

波状のハンマ− で潰した銅貨のように見える。（4ｘ） 

 

 

 

 

 



 
   

図３. マルチプレックス PCR法によるペスト菌の検出 
 

Lanes  1, enteropathogenic Escherichia coli 2, Salmonella typhimurium;   
3, Yersinia enterocolitica   4, Yersinia pseudotuberculosis 
5, Yersinia pestis    M, DNA markers (100-bp  ladder) 

 

 

 

 

 

 

 
 

図４. ウエスタンブロット法によるペストの診断 
 

Lanes 1, enteropathogenic Escherichia coli 2, Salmonella typhimurium;   
3, Yersinia enterocolitica   4, Yersinia pseudotuberculosis 
5, Francisella tulanensis   6, Francisella novicida, 
7, Staphylococcus aureus   8, Yersinia pestis  

9, Fraction 1 antigen  



５. 治療の参考（抗菌薬）1,2,3,12,13)
 

  

ペストの治療には抗菌薬が非常に良く効くため、早く治療さえすればもう昔のように怖

い病気ではない。予後は良好で、後遺症は殆ど残らない。肺ペストの場合は病気の進行が

極めて速いので、特に、抗菌薬の早期の投与が必須である。 

日本でペストの治療薬として保険が適用されているのはスパルフロキサシンとストレ

プトマイシンだけである。スパルフロキサシンは、2002年 3 月にペストの治療にも認定

された抗菌薬で、今まで、ペストに対して最も効果があるとされていたストレプトマイシ

ンと同等またはそれ以上に高い効力が見込まれ、副作用も少なく、使い易いのが特徴であ

る。ストレプトマイシンは、副作用があるので過度の投与は避けたほうが良い。新生児、

未熟児、乳児、小児に対する安全性は両抗菌薬ともにまだ確立されていない。又、妊婦に

対する安全性はスパロフロキサシンは確立されていないが、ストレプトマイシンは治療上

の有益性が危険性を上回ると判断されたる場合にだけ投与ができる。 

その他に、アメリカの CDC、WHOによって推奨されている抗ペスト薬があるので、次に、

それらの薬剤名を記述した。尚、日本人は体格的にも人種的にも欧米人とは異なるため、

用量は今日の治療薬（南江堂）を参考にして治療する。治療期間はすべての抗菌薬におい

て１０日を超えないことが肝要である。 

 

（A）アミノ配糖体 

ストレプトマイシン、 ゲンタマイシンは全てのペストに最も効果がある。 

（B）テトラサイクリン系  

 テトラサイクリン、ドキシサイクリンは腺ペスト及び肺ペストの治療にアミノ配糖

体と適宜に併用して使用する。 

（C）クロラムフェニコール 

ペストによる髄膜炎、胸膜炎、内眼球炎等の治療に用いる。腺ペスト又は敗血症型

ペストの治療にはアミノ配糖体と適宜に併用して使用する。 

（D）ニューキノロン 12,13)
 

in vitro系のマウスモデルではニューキノロン系の抗菌薬は全般的にペストに対

して優れた効力を示すが、人の治療に使ったデーターの蓄積がないため、FDA 等で認

可されているニューキノロン薬はない。我々のマウスモデル実験ではその中でも特

にレボフロキサシン、スパルフロキサシンが優れているので、副作用（腎障害、耳

力障害）の強いアミノグリコシド系よりペストの治療に期待が持てる。 

 
  
６. 予防の参考（抗菌薬・ワクチン：ＷＨＯおよびＣＤＣ提唱） 

 

（A）抗菌薬 1,2,3） 

 

患者と直接接触した人や 肺ペスト患者に接近した人等、ペストに二次感染する可能性

の高い人や、流行地への旅行者等のように短期間ペスト菌の暴露を受ける可能性がある

人に対して、予防のために WHO、CDCは抗菌薬（テトラサイクリン、ドキシサイクリン、

ST合剤）の予防投与を勧めている。投与量は治療に用いられている用量の 1/2〜同量を

経口投与する。 

 

（B）ワクチン（ホルマリン処理死菌ワクチン）14,15,16,17,18)
 

 



ペストワクチンは腺ペストによる死亡率をある程度低下させるが、肺ペストに対して

はほとんど効果が認められない。又、ワクチン投与により免疫を獲得するには数回の投

与が必要であり、又、その免疫持続期間は６カ月以内と短い。したがって、ワクチン投

与による集団防衛や流行の制御は期待できないと考えるべきである。長期に渡って、ペ

スト菌常在地域に滞在する人で、ペスト菌に濃厚に暴露される可能性が高い人はワクチ

ンの接種を受けることが勧められている。例えば、ペスト患者に接する医療従事者、ペ

スト流行を制圧するために派遣された JICAや WHOの専門家等、並びにペスト菌保菌ネ

ズミやノミに曝される危険性のある海外協力隊員や自衛隊員等の野外作業員、又、流行

地に赴任したジャ− ナリスト、商社マン等も対象になる。旅行者などでワクチンを希望

する人には、ワクチン投与による副作用についてもよく説明すべきである。 
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