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概 要 

 当部では、多様な病原細菌に対する菌種内多様性の解

析、病原機構の解明、新規検査法の開発を行ってきてい

る。また、肺炎球菌ワクチンならびに 7 価肺炎球菌コン

ジュゲートワクチンの検定検査、13 価肺炎球菌コンジュ

ゲートワクチンの承認前検査、梅毒体外診断薬の承認前

試験を担当するとともに、多様な病原細菌に対する行政

検査あるいは依頼検査、レファレンス活動、病原体サー

ベイランスに係る業務を担当した。 

 野菜を原因とする大規模な腸管出血性大腸菌の集団事

例が発生した。分離株間の同一性解析、さらには過去に

分離された菌株との比較解析等、大きく貢献することと

なった。特に、地方自治体の検査機関において

IS-printing による迅速な型別が普及してきた現状で、

さらに詳細な型別と、そこから得られるデータの解析等

で、果たすべき役割が増している。特に、重症度にかか

わる因子が十分にあきらかになされていない現状で、細

菌学的な知見と疫学的な解析との統合をめざし、リスク

アセスメントを実施するための検討がなされた。また、

血清群 O157 以外の他の血清群に属する EHEC を対象とし

た研究の必要性が高まっている。特に，血清群 O157 以外

の EHEC を原因とする溶血性尿毒症症候群の原因菌の同

定のための検査系の開発および普及が重要な課題であり、

精力的に進められた。 

 腸管出血性大腸菌のみならず、赤痢菌、髄膜炎菌等の

集団事例対応においても、当部において蓄積されてきた

知見が有効に活用された。これまで進めてきた

multilocus variable number tandem repeat analysis 

(MLVA)法や、塩基配列比較による各種の分子疫学的手法

の実際の事例において利用可能であることが示された。

解析可能な菌種を拡大することも、今後の課題として挙

げられる。 

 7 価肺炎球菌コンジュゲートワクチンが広く利用され

るようになり、侵襲性肺炎球菌性感染症に対する病原体

サーベイランスの重要性が高まっている。また、7 価ワ

クチンに含まれない多糖体からなる莢膜を産生する肺炎

球菌による侵襲性感染症の増加が危惧され、１３価ワク

チン導入後の原因菌株の動向を注視する必要がある。 

 劇症型溶血性連鎖球菌感染症、レジオネラ症に関する

レファレンス活動が進められ、薬剤耐性淋菌に関するサ

ーベイランスも進められ、感染症対策における基盤的情

報の蓄積が進められている。 

 その他研究面においては、六室から構成される細菌第

一部の各室が担当する細菌（腸管出血性大腸菌、サルモ

ネラ、赤痢菌、腸チフス菌、ビブリオ等の腸管感染症原

因菌、レジオネラ、レンサ球菌、肺炎球菌、ボレリア、

髄膜炎菌、レプトスピラ、淋菌、梅毒スピロヘータ、口

腔細菌等）の検査法の開発、分子疫学的手法の確立とそ

の応用、薬剤耐性菌の疫学・耐性機序の解明、病原性因

子の発現制御、菌と宿主との相互作用および感染過程の

分子機構の解明を目指した研究を従来に引き続いて行っ

た。 

 所内各部との共同研究、さらには地方衛生研究所、国

内、国外（ベトナム、台湾、インド、フィリピン、スリ

ランカ、中国、ラオス等）の研究機関との連携、共同研

究も積極的に行なわれた。これらの共同研究や技術支援

等でこれらの連携は当部の機能強化のために必須であり、

さらなる協力体制を築いていく方向で進めていくことが

重要である。 

 なお平成24年4月より小川道永が第３室長として着任

し、ワクチンの検定検査を担当するとともに、主に肺炎

球菌の病原性解明に関する研究に着手している。 

 

業 績  

調査・研究  

Ⅰ．腸管感染症に関する研究 

1. 腸管出血性大腸菌：EHEC（志賀毒素産生性大腸菌：

STEC）に関する研究 

(1)菌株の多様性解析 

ア 血清型別 

平成 24 年に送付された STEC は総計 2,840 株で、この

うち、ヒト由来の 2,766 株について分離頻度の高い順に、

O157（約 62.2%：H7 または H-）, O26（約 14.4%: H11, H-

など）, O111（約 7.6%:H-など）, O145（約 5.2%：H-な

ど）, O103（約 4.1%：H2, H11 など）, O121（約 3.1%:H19

など）, O91（約 0.8%：H14, H21 など）, O165（約 0.47％:H-）
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となっており、その他（約 2.1%）は少なくとも 31 種類

のO血清群（51種類の血清型）に分類された [伊豫田淳、

高井信子、佐藤人美、石原朋子、寺嶋淳、大西真]。 

 

イ 健常者糞便由来 STEC の血清学的解析 

 健常者から分離されるSTECの特徴を調査する目的で、

調理従事者らの業態者検便において分離された菌株400

菌株の血清型を決定した。354株は分離頻度の高い順に

O91(88株)、O103（21株:H2および1株:H-）、O8（15株）、

O113（15株）、O128（15株）、O110（13株）、O157（10

株:H7および3株:H-）、O146（10株）となり、その他は60

種類のO血清群に分類された。［石原朋子、高井信子、伊

豫田淳、佐藤人美、佐藤寿夫（日本微生物研究所）、大

西真］ 

 

ウ 腸管出血性大腸菌の PFGE による DNA 型別 

 2012 年に国内で分離された腸管出血性大腸菌 O157

のうち 1431 株および O26, O111 等を含むその他の血清

型 909 株に対して、パルスフィールドゲル電気泳動法

（PFGE）を用いて、患者由来株、食品由来株、環境由

来株等について解析を行った。2012 年にヒトから分離さ

れた O157 については、XbaI 消化により 691 種類の

PFGE パターンが観察され、多様なクローンの存在が継

続していることが示唆された。一方、多くの都府県（6

～19 ヶ所）から分離されたパターンとして、Type 

No.(TN) e807, g255, h62, h88, h128, h150の 6種類があ

った。また、O26 では、XbaI 消化により 188 種類の PFGE

パターンが観察され、そのうち、TN h13 を示す株は、8

ヶ所の府県から分離された。分離株の示す PFGE パター

ンが異なっているものの、例年に引き続いて広域に及ぶ

同一 PFGE タイプの O157 あるいは O26 による事例が

発生していることが明らかになった。広域事例発生を早

期に探知してその拡大を阻止し得る監視網の充実ととも

に原因究明に向けた対策が重要である。[寺嶋 淳、斉藤

康憲、菱谷 愛、中島雪絵、高井信子、伊豫田淳、三戸

部治郎、泉谷秀昌、石原朋子、大西 真］ 

 

エ 腸管出血性大腸菌 O157 の Multiple-Locus VNTR 

Analysis による解析 

 PFGE により TN e807, g255, h62, h88, h128, h150

を示す腸管出血性大腸菌 O157 及び TN 13 を示す O26

について、Multiple-locus variable-number tandem 

repeat analysis(MLVA)法により 9 種類の遺伝子座につ

いて調べた。PFGE で同一パターンを示す株のなかでも、

MLVAにより複数の遺伝子座でリピート数が異なる株が

あったことから、遺伝学的に異なる株が存在することが

示唆された。TN h88 を示す株は、リピート数の一致す

る株の集合体であるが、その他の株ではリピート数が少

しずつ異なっている株が集合して構成されていた。特に

過去から断続的に分離されている TN e807 の株では、多

数の変異株が集合しており、多様な遺伝子型の株が含ま

れていることが示唆された。一方、2012 年に発生した集

団事例の一つでは、既報のとおり、大部分が同一リピー

ト数を示したが 1 遺伝子座について繰返し数が一つ異な

る変異を示す株が含まれていた。［寺嶋 淳、斉藤康憲、

菱谷 愛、中島雪絵、高井信子、伊豫田淳、三戸部治郎、

泉谷秀昌、石原朋子、大西 真］ 

 

オ PFGE及び IS-printing systemによるデータベース

構築とその解析結果利用のネットワーク化に関する研究 

 全国の地方衛生研究所等（地研）から送付された分離

株について、PFGE 解析と解析結果のデータベース構築

を継続した。また、腸管出血性大腸菌 O157 については、

IS-printing system の解析結果をデータベース化し

jpulsenet のサーバーを利用して、「PulseNet Japan」と

同様、ユーザ名とパスワード管理下で部分的な公開を行

った。［寺嶋 淳、中島雪絵、斉藤康憲、菱谷 愛、高井

信子、泉谷秀昌、伊豫田淳、三戸部治郎、石原朋子、大

西 真］ 

 

(2)病原機構解明に関する研究 

ア LEE の発現制御遺伝子 Ler による LEE 外部の病原性

遺伝子の発現制御機構 

 EHEC が保有する病原性遺伝子群 LEE は、3 型蛋白質輸

送装置やエフェクターなどをコードし、これらの機能は

腸管への初期接着過程に必須である。LEE の発現は内部

にコードされる Ler によって正の制御を受けている。LEE

外部にコードされるエフェクター遺伝子と lacZ の融合

遺伝子を用いた遺伝学的な解析から、LEE 外部のエフェ

クター遺伝子の大部分は Ler によって正に制御される一

方、転写レベルで負に制御されるエフェクター遺伝子が

存在することが明らかとなった [伊豫田淳、谷千尋（東

京医科歯科大学・修士 1 年）、寺嶋淳、大西真]。 

 

イ エフェクタータンパク質EspO1-2の機能解析  

EspO1-2 は III 型分泌装置を介して上皮細胞内に分泌さ

れ、RhoA GEF 活性を持つ EspM2 と相互作用すること

によって RhoA シグナルの活性化を制御し感染細胞の形

態を維持する。EspO1-2 は潜在的に integrin-linked 

kinase(ILK)結合活性を有するが、その活性の有無にか
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かわらず EspM2 に相互作用した。また、EspM2 非存在

下で感染細胞内の EspO1-2 は Focal adhesion への局在

を増加したが有意な差は認められず、細胞内においても

EspM2 が EspO1-2-ILK 結合活性にほとんど影響しない

ことが明らかとなった。［石原朋子、伊豫田淳、寺嶋淳、

泉谷秀昌、大西真］ 

 

（３）検査法に関する研究 

ア 溶血性尿毒症症候群（HUS）発症者血清中の抗大腸菌

抗体価の測定 

EHEC が不分離の HUS 症例において、患者血清中に EHEC

として分離頻度の高い O 血清群（O157, O26, O111, O103, 

O145, O121, O165：国内で HUS の原因となる EHEC の 90%

以上を占める）に対する抗体価を検出することが可能で

ある。依頼があった 12 件中、O157 が 8 件、 O165 が 1

件ずつ陽性例があり（陽性率 75%）、いずれも EHEC 感染

による HUS 症例と確定した[伊豫田淳、高井信子、佐藤人

美、石原朋子、齊藤剛仁（情報セ）、寺嶋淳、大西真]。 

 

イ 血清診断の迅速診断法としての有用性について 

 2012 年 7 月に K 大学病院で菌不分離（VT 陰性の O74

のみ分離）の HUS 症例が報告された。患者血清を解析し

たところ、O157 抗体陽性（抗体価 640 倍）であることが

判明した。同時に検査依頼のあった同一患者の血便から、

O157 特異的免疫磁気ビーズを用いた菌分離を試みたと

ころ、stx1 および stx2 陽性の O157:H7 が分離された。

血清診断の結果に基づいて効率よく菌分離が行うことが

可能となった事例であった[伊豫田淳、高井信子、石原朋

子、寺嶋淳、大西真]。 

 

ウ EHEC 分離濃縮法の改良 

腸管出血性大腸菌を検体から効率的に分離濃縮するため

の検査法を改良・開発することを目的として、免疫磁気

ビーズ法に利用可能な標的抗原を検索し、菌体表層の病

原因子を候補として抗体を作成した。得られた抗血清に

関して、標的抗原に対する抗体が含まれることを確認し

免疫磁気ビーズ結合処理を行った。［石原朋子、大西真］ 

 

2. 赤痢菌に関する研究 

(1)菌株の多様性解析 

ア 赤痢菌の分子疫学解析 

 2012 年に当研究所に送付された赤痢菌 135 株についてパ

ルスフィールドゲル電気泳動法（PFGE）および multilocus 

variable-number tandem-repeat analysis (MLVA)による分子

疫学解析を行った。2012 年 8 月に発生したトルコツアーの事

例など、集団事例および家族内感染事例が 9 件含まれ、そ

れぞれの事例においてクラスターが確認された。また渡航歴

のない散発事例において複数県にまたがって同じ、もしくは

類似した遺伝子型を示す株も認められた。なお、Shigella 

sonnei では 2012 年に 59 の MLVA 型が新たに検出された。

[泉谷秀昌、李志英、高井信子、大西真] 

 

(2)病原機構解明に関する研究 

ア 赤痢菌のType III分泌装置発現の転写後調節機構の

解析 

 赤痢菌の細胞侵入に必須な Type III 分泌装置は、環境

の温度と塩濃度によって発現が厳密に制御される。Type 

III 分泌装置発現に関与する変異として同定された YfgA

遺伝子の欠損株を作製したところ、翻訳レベルで Type 

III 分泌装置のレギュレーターである InvE（VirB）蛋白

の発現が増加し、温度による発現調節が消失していた。 

YfgA は近年、桿菌の桿状構造を形成するバクテリア細胞

骨格蛋白 RodZ として同定されているが、これらの表現型

は RodZ に細胞骨格以外の機能があることを示唆してい

た。  

 InvE の mRNA の分解を野生型と比較したところ、rodZ

変異体では invE の mRNA が大きく安定化していることが

示された。また、高度に精製した RodZ 蛋白は invE-RNA

と強く結合することが分かった。さらに RNA 結合能は塩

基性ドメイン部分に依存すること、多量体を形成するこ

とが必須なことが分かり、RodZ の細胞骨格以外の機能と

して、RNA 結合能を初めて明らかにした。 

[三戸部治郎] 

 

3.サルモネラ属菌に関する研究 

(1) 菌株の多様性解析 

ア サルモネラのファージ型別 

 2012 年に当研究所にファージ型別のために送付されたサ

ル モネラ 株 は 162 株 で あった 。 う ち 116 株 は 血 清 型

Enteritidis であり、S 県で発生した食中毒事例に関連した

RDNC 株が 45 株と最多であり、次いでファージ型（PT）47 が

38 株、PT1 が 12 株、PT55 が 7 株、その他 14 株であった。 

 同じく Typhimurium は 46 株送付された。検出されたファー

ジ型（DT）は、DT104 が 25 株、DT40 が 14 株、その他 7 株

であった。[泉谷秀昌、李志英、高井信子、大西真] 

 

イ チフス菌、パラチフス A 菌のファージ型別 

2012 年に国内で分離され、地方衛生研究所・保健所から送

付されたチフス菌、パラチフス A 菌についてファージ型別試

験を行った。送付された菌株数はチフス菌 29 株、パラチフス
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A 菌 23 株であり、前年の菌株数と同程度であった。チフス菌

では、ファージ型 E1 が多く、その他には A、B1、D2、E9、

M1 等が検出された。パラチフス A 菌ではファージ型 1、2 で

大半を占めたが、5、6 も検出された。［森田昌知、泉谷秀昌、

高井信子、大西真］ 

 

ウ サルモネラの血清型別 

 2012 年に当研究所で血清型別を行った菌株は 14 株であ

った。同定された血清型は、Albany、Kentucky、Newport、

Thompson、I 4:i:-、I 7:l,v:-、IIIb 61:l,v:1,5,7 などであった。

[泉谷秀昌、李志英、高井信子、大西真] 

 

エ Salmonella Infantis に関する研究 

 Salmonella Pathogenicity Island など、種々の病原因子に関

連した遺伝子の分布をサルモネラ分離株を用いて調べた。

その結果、血清型によって遺伝子分布に差があることが示唆

された。また、S. Infantis においては irp2 遺伝子の有無によ

って 2 グループに分かれることが示唆された。S. Infantis につ

いてはさらに SNP 解析によって、上記グループと相関した

SNV グループがあることが示唆された。[泉谷秀昌、李志英、

黒田誠、大西真] 

 

オ チフス菌、パラチフス A 菌の各種抗菌薬に対する感受性

試験 

2012 年に国内で分離されたチフス菌、パラチフス A 菌の各

種抗菌薬に対する感受性を検討した。ニューキノロン系薬剤

3 薬剤、第 3 世代セフェム系薬剤 2 剤、その他従来の治療薬

等合計 16 剤を用いた。感受性試験の結果、チフス菌で

69.0%、パラチフス A 菌で 87.0%がナリジクス酸に対して耐

性であった。また、ニューキノロン系薬剤に耐性を示すチフス

菌が 2 株検出された。一方、第 3 世代セフェム系抗菌薬に耐

性を示すチフス菌・パラチフス A 菌は検出されなかった。［森

田昌知、泉谷秀昌、高井信子、大西真］ 

 

４．ビブリオ属およびその類縁細菌に関する研究 

(1) 菌株の多様性解析 

ア コレラ菌の分子疫学解析 

 2007-2009 年にベトナムでコレラ流行が発生した際のコレラ

菌の解析を行った。MLVA による解析の結果から、比較的類

似したコレラ菌株が多様な MLVA 型に派生しつつ、流行を

起こしていた可能性が示唆された。[Nguyen Binh Minh（ベト

ナム、NIHE）、泉谷秀昌、大西真] 

 

イ V. cholerae の LPS 合成遺伝子領域の解析および比

較 

 V. cholerae の O 血清群は現在 210 種類あり、その中

にはコレラの原因菌である O1、O139 も含まれており、世

界的に疫学解析に利用されている。いわゆる NAG と呼ば

れる non-O1、non-O139 の一部にはコレラ毒素を産生する

ものがあり、近年我が国や米国、欧州で散発例から分離

された O141 や米国の散発例から分離された O141 と交差

関係のある O75 では、コレラ様の激しい下痢症状も認め

られる。すでに O141 およびそれと交差反応のある O53、

O75、O162 について O 抗原合成遺伝子領域の全塩基配列

を決定した。このうち O141、O75 に特異的な領域を標的

とした PCR を設計し、V. cholerae の全 O 血清群につい

て探索を行った所、いくつかの O 血清群の菌株が陽性と

なった。これらの血清群についてもその O 抗原合成遺伝

子領域の解析を行い、その類似性について検討を行なっ

ている。また、国内でのコレラ様症状から分離された事

例もある O8 およびそれと交差反応のある O 血清群 O128

について病原体ゲノム解析センターとの共同研究により、

次世代シークエンサーを利用して O 抗原合成遺伝子領域

の全塩基配列決定を試みている。 

[荒川英二；関塚剛史、黒田誠(病原体ゲノム解析センタ

ー)、大西真] 

 

ウ Vibrionaceae および Aeromonadaceae 菌株の同定、

血清型別 

 平成 24 年度に同定、血清型別、生物型、遺伝子型別お

よび病原因子の検索の依頼を受けた Vibrionaceae およ

び Aeromonadaceae 菌株は 96 株で Vibrio cholerae およ

び Aeromonas spp.が含まれ、36 株は国内、60 株は海外

からの依頼であった。国内株の内 8 株は、家畜の下痢症

由来 V. cholerae non-O1/non-O139 で同一の O 血清型に

よるものであった。また国内 5 事例 9 株は、患者由来の

V. cholerae non-O1/non-O139 によるもので、うち 1 事

例 5 株は敗血症から、4 事例 4 株は下痢症からの分離株

であった。下痢症事例のうち 1 事例は激しい下痢症の後、

腸管壊死から死亡に至った事例であった。その他の国内

株はAeromonas spp.による敗血症由来株16事例19株(平

成 24 年度以前の分離株を含む)であった。海外からの型

別依頼株はクロアチア、ベトナムの敗血症由来株各 1 株

とイタリアの下痢症患者と環境からの分離株 58 株で、い

ずれも V. cholerae non-O1/non-O139 であった。[荒川英

二、森田昌知、泉谷秀昌] 

 

(2) 病原機構解明に関する研究 

ア コレラ菌のIII型分泌装置遺伝子群のコレラ菌株間での

水平伝播 
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III 型分泌装置（T3SS）遺伝子群のコレラ菌株間での水平

伝播を明らかにするため、T3SS 遺伝子領域にクロラムフェニ

コール耐性遺伝子を挿入した T3SS 陽性株のゲノム DNA を

キチン存在下で培養した T3SS 陰性株の培養液に添加した。

得られた形質転換体について境界領域を標的とした PCR を

行い、形質転換体に T3SS 遺伝子群が取り込まれていること

を確認した。［森田昌知、泉谷秀昌、荒川英二、山本章治、

大西真］ 

 

イ コレラ菌のキチン誘導型コンピテンスに関わるシグ

ナル伝達因子 TfoS の機能解析 

コレラ菌は自然宿主由来のキチン［(GlcNAc)n≧2］を分解

し、栄養源として利用することができる。また、キチン

の分解産物(GlcNAc)2 はコレラ菌の DNA コンピテンスを

誘導するシグナル分子としてはたらく。現在までにキチ

ン誘導型コンピテンスを支配する遺伝子発現制御機構に

ついて解析を行い、1）(GlcNAc)2 はコンピテンスレギュ

ロンのアクティベーター遺伝子 tfoX の翻訳を活性化す

ること、2）その翻訳活性化には、(GlcNAc)2 誘導性の

non-coding RNA である TfoR が関わること、3） (GlcNAc)2

による TfoR の発現誘導には、推定上の膜貫通型転写因子

TfoS が必要とされることを明らかにしてきた。本年度は、

遺伝学的・生化学的手法を用いて TfoS の機能を詳細に解

析した。TfoS は、N 末端側にリガンド結合ドメイン、C

末端側に DNA 結合ドメイン、および両者の間に膜貫通ド

メインをもち、リガンド結合ドメインがペリプラズム側

に、DNA 結合ドメインが細胞質側に位置していることが

予測されていた。この予測は、細胞分画解析と膜トポロ

ジー解析によって実験的に示された。各ドメインの役割

を欠失解析によって調べたところ、DNA 結合ドメインは

TfoR の発現に必須であった。これに対してリガンド結合

ドメインは、(GlcNAc)2が存在しない場合に TfoS の活性

を負に調節する役割をもつことが示唆された。精製した

TfoS（DNA 結合ドメインを含む領域のみ）は tfoR のプロ

モーター領域に特異的に結合し、その転写を活性化した。

また、DNase I フットプリンティングによって TfoS が結

合する塩基配列を特定した。[山本章治] 

 

(3) ビブリオ属菌の環境調査 

 夏季を中心に沿岸海水を採取し、Vibrio vulnificus, V. 

parahaemolyticus, V. cholerae の分布状況を調べた。V. 

parahaemolyticus は多くの地点で検出され、水温が高い地方

ほど多く検出される傾向にあった。他の菌種については温度

および塩分濃度によって異なる影響があることが示唆された。

[泉谷秀昌、森田昌知、宮﨑麻由（宮城県保健環境センタ

ー）、磯部順子（富山県衛生研究所）、緒方喜久代（大分県

衛生環境研究センター）、古川真斗（熊本県保健環境科学

研究所）、荒川英二、山本章治、大西真] 

 

５. 原因不明食中毒事例に関する研究 

 国内で発生した原因不明食中毒事例において、原因病

原体として大腸菌が疑われるが既知の病原性大腸菌の病

原因子を保有しない大腸菌に関して、その病原性（細胞

付着性および細胞侵入性）の評価を行った。原因不明食

中毒事例由来の大腸菌は、非病原性大腸菌と比較して明

らかな細胞付着性の増加が認められたが、細胞侵入の有

無は確認できなかった。また、この細胞付着パターンは

腸 管 出 血 性 大 腸 菌 や 腸 管 病 原 性 大 腸 菌 に よ る

diffuse-adherence patternとは異なることが示唆され

た。［石原朋子、伊豫田淳、泉谷秀昌、勢戸和子（大阪

府立公衆衛生研究所）、大西真］ 

 

II.呼吸器感染症およびレンサ球菌感染症に関する研究。 

１．レンサ球菌属に関する研究 

(1) 菌株の多様性解析 

ア 日本における 2010 年の非侵襲性 A 群レンサ球菌感

染症患者分離株の T 型別 

2011年に全国の衛生研究所に収集されたA群レンサ球菌

の菌株総数は、1161 株であり、すべての株に対して T 型

別が行われた。分離頻度の高かったT型は、T1 (361/1161, 

31.1%)、T12 (250/1161, 21.5%)、TB3264 (129/1161, 

11.1%)であった。T1、T12 型は 1992 年以降、毎年、高い

分離頻度を示している。特に T1 型が、2011 年増加して

いる(2010 年, 19.9%、2011 年, 31.1%）。TB3264 型の分

離比率は、2010 年、急激に上昇し、2011 年も 10%台を維

持していた（2009 年, 5.3%、2010 年, 12.6%、2011 年, 

11.1%）。[池辺忠義、大西真、小黒祐子（福島衛研）、大

屋日登美（神奈川衛研）、奥野ルミ（東京健安研セ）、嶋

智子（富山衛研）、勝川千尋（大阪公衛研）、富永潔（山

口環保セ）、緒方喜久代（大分衛環研）、The Working Group 

for β-hemolytic Streptococci in Japan] 

 

イ 日本において 2010 年に分離された劇症型 A 群レン

サ球菌感染症患者分離株の emm 遺伝子型 

STSSの確定診断例76例中、emm1型(M1型)が54例(71.1%)

と最も多く、次いで emm89型(M型別不能)が 7例(9.2%)、

emm12 型(M12)が 6 例(7.9%)、emm28(M28、型別不能)が 5

例(6.6%)と多かった。emm4 (M4)、emm9 (M 型別不能)、

emm106 (M 型別不能)、emm118 (M 型別不能)型による症例

はそれぞれ 1 例(1.3%)であった。[池辺忠義、大西真、千
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葉一樹（福島衛研）、大屋日登美（神奈川衛研）、奥野ル

ミ（東京健安研セ）、嶋智子（富山衛研）、勝川千尋（大

阪公衛研）、富永潔（山口環保セ）、緒方喜久代（大分衛

環 研 ）、 The Working Group for β-hemolytic 

Streptococci in Japan] 

 

ウ 日本における劇症型/重症溶血性 A 群レンサ球菌感

染症の薬剤感受性試験 

2011 年に発症した劇症型/重症溶血性レンサ球菌感染症

を引き起こした 76 株について薬剤感受性試験を行った。

全ての株において、ペニシリン G、アンピシリン、セフ

ァゾリン、セフォタキシム、イミペネム、パニペネムに

対して感受性を示した。エリスロマイシンに対し、76.1%

（51/76）の株が、耐性を示し、昨年（2010 年, 59.3%）

より分離率が上昇していた。また、クリンダマイシンに

対して 6.58%(5/76)の株が耐性を示し、昨年（2010 年, 

5.08%）より分離率が上昇した。 [池辺忠義、大西真、千

葉一樹（福島衛研）、大屋日登美（神奈川衛研）、奥野ル

ミ（東京健安研セ）、嶋智子（富山衛研）、勝川千尋（大

阪公衛研）、富永潔（山口環保セ）、緒方喜久代（大分衛

環 研 ）、 The Working Group for β-hemolytic 

Streptococci in Japan] 

 

エ 日本における劇症型 G 群レンサ球菌感染症のサーベ

イランスと起因株の遺伝子型別 

2011 年、24 症例報告があり、22 例が劇症型溶血性レン

サ球菌感染症の診断基準を満たしていた。これら劇症型

感染症患者分離株の emm 遺伝子型別を行った結果、

stG245, stG652, stG6792型がそれぞれ4例と最も多く、

次いで、stG6 が 3 例、stG485 が 2 例と多かった。そのほ

か、stG10, stG653, stG2078 型, stG4974, stG5420 型が

それぞれ 1 例であった。[池辺忠義、大西真、千葉一樹（福

島衛研）、大屋日登美（神奈川衛研）、奥野ルミ（東京健

安研セ）、嶋智子（富山衛研）、勝川千尋（大阪公衛研）、

富永潔（山口環保セ）、緒方喜久代（大分衛環研）、The 

Working Group for β-hemolytic Streptococci in Japan] 

 

オ A 群、G 群以外の劇症型レンサ球菌感染症のサーベ

イランスと起因株の血清型 

2011 年、2 例の B 群レンサ球菌、2 例の C 群レンサ球菌、

および 1 例の F 群レンサ球菌による劇症型溶血性レンサ

球菌感染症の報告があった。菌種は、B 群は 2 例とも S. 

agalactiae、 C 群は 1 株が S.dysgalactiae subsp. 

equisimilis 、 も う 1 株 が S. constellatus ssp. 

pharyngis、F 群は S. anginosus であった。[池辺忠義、

大西真、千葉一樹（福島衛研）、大屋日登美（神奈川衛研）、

奥野ルミ（東京健安研）、嶋智子（富山衛研）、勝川千尋

（大阪公衛研）、富永潔（山口環保）、緒方喜久代（大分

衛 環 研 ）、 The Working Group for β-hemolytic 

Streptococci in Japan] 

 

カ 小児侵襲性感染由来肺炎球菌の疫学調査。 

新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業（新し

く開発された Hib、肺炎球菌、ロタウイルス、HPV 等の

各ワクチンの有効性、安全性並びにその投与方法に関す

る基礎的・臨床的研究）の協力研究者として 9 県の小児

の無菌検体より分離された肺炎球菌の血清型別、薬剤感

受性試験、シークエンスタイピングを行った。[常 彬、

庵原俊昭(国立病院機構三重病院]) 

 

キ 健常児に定着する肺炎球菌の解析。 

2008 年に佐渡島で出生した健常小児を対象とし、生後 4、

7、10、18 ヵ月、および 36 ヵ月に上咽頭培養検査より分

離された肺炎球菌の血清型別およびシークエンスタイピ

ングを行い、肺炎球菌保菌に関する危険因子などを解析

した。[常 彬、大塚岳人(佐渡総合病院)] 

 

２. レジオネラ属細菌に関する研究 

(1) 菌株の多様性解析 

ア Sequence-based typing (SBT) 法による解析-臨床分離

株の解析 

 レジオネラ・レファレンスセンターで前年度に収集し

たL. pneumophila は 45株で 38人の患者から分離された。

分離株数に対して患者数が少ないのは、3 人の患者から、

それぞれ 4 株（4 種類の血清群）、4 株（すべて血清群 1

だが、4 種類の遺伝子型）、2 株（2 種類の血清群）の

L. pneumophila が分離されたためである。3 人とも溺水事

例だった。感染源が入浴施設と推定されているのが 12

例（32%）で、例年半数近くが入浴施設であるのに比べ

少なかった。血清群の内訳は血清群 1 が 37 株、血清群 3、

6 が各 2 株、血清群 2、9、12、型別不能が各 1 株だった。

臨床分離株 45 株は 32 種類の遺伝子型に分けられ、その

うち新規遺伝子型は 13 種類であった。［前川純子；渡辺

ユウ（仙台市衛研）；渡辺祐子（神奈川衛研）；磯部順子

（富山衛研）；田中 忍（神戸市環境保健研）；中嶋 洋

（岡山県環境保健センター）；吉野修司（宮崎県衛生環境

研）；倉 文明、大西 真；Working Group for Legionella in 

Japan］ 

 

イ Sequence-based typing (SBT) 法による解析-環境分離
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株の解析 

 L. pneumophila 血清群 1 の分離株について、冷却塔関

連株 13 株、シャワー水 3 株、加湿器 2 株、浴槽関連株

20 株、計 38 株について遺伝子型別を行った。一部は感

染源調査に付随して分離されたものだが、患者分離株と

遺伝子型が一致する場合もしない場合もあった。冷却塔

水由来株は ST1 が多いことが知られているが、今年度の

調査でも半数が ST1 だった。浴槽水は多様性に富んでい

た。加湿器やシャワー水についてはさらに検査数を増や

す必要がある。［前川純子、縣 邦雄・井上浩章（アクア

ス株式会社）、江川 武・佐々木林子（文京保健所）、猪又

明子（東京都健康安全研究センター）、山本一成（新潟市

衛生環境研）、渡辺祐子（神奈川衛研）、渡辺祐子（神奈

川県衛生研究所）、倉 文明］ 

 

ウ SBT 遺伝子型の minimum spanning tree 解析 

 今までに解析した L. pneumophila 環境分離株 225 株（感

染源調査で分離され患者分離株と遺伝子型が一致した事

例の 10 株を含む）は 78 種類の遺伝子型に分けられた。

臨床分離株でも見られた ST は 23 種類だったが、そのう

ち 6 種類は感染源と確定した環境分離株のみで見られた

ST だった。したがって、環境に生息する一部の菌が感染

すると考えられた。菌株間の遺伝子型による近縁度を解

析するため minimum spanning tree を作成したところ、10

のグループが形成されたが、どのグループに属するかは

菌株の由来と相関があった。すなわち浴槽水分離株の大

部分は B1、B2、B3 の 3 つのグループに、土壌分離株の

ほとんどは S1、S2、S3 のいずれかのグループに、冷却

塔水分離株はほとんどが C1、C2 の 2 つのグループに属

した。さらに少数の株からなる由来がさまざまなグルー

プ U が形成された。今までに解析した L. pneumophila 血

清群 1 の臨床分離株 217 株について minimum spanning 

tree 解析を行うと、環境分離株の遺伝子型によるグルー

プと対応させることができた。浴槽水分離株が多いグル

ープに属する臨床分離株は実際に浴槽水が感染源のもの

が多かった。また、土壌分離株が多いグループに属する

臨床分離株は感染源不明のものが多く、土埃などからの

感染、あるいは土壌が混入している水からの感染が考え

られた。グループ U に属する菌株も多く、まだ認識され

ていない感染源があることも示唆された。［前川純子；渡

辺ユウ（仙台市衛研）；渡辺祐子（神奈川衛研）；磯部順

子（富山衛研）；田中 忍（神戸市環境保健研）；中嶋 洋

（岡山県環境保健センター）；吉野修司（宮崎県衛生環境

研）；倉 文明、大西 真；Working Group for Legionella in 

Japan］ 

 

エ 富山県で分離されたLegionella pneumophila血清群

1 の分子疫学解析 

 2005～2012 年に分離された臨床分離株 17 株及び環境

分離株 56 株（公衆浴場分離株 51 を含む）をパルスフィ

ールドゲル電気泳動(PFGE)と sequence-based typing 

(SBT)で比較した。SBT で 43 の sequence type (ST)、PFGE

で 52 遺伝子型に分かれた。その内 14 ST は富山に固有だ

った。ST505 は患者から 4 株、公衆浴場から 5 株分離さ

れ、PFGE型は2つに分かれ、県西部の川沿いに分布した。

さらに、浴槽水とは関連しない臨床分離株 7 株からなる

クローナルグループが見出され、未解明の感染源が示唆

された。［金谷潤一、磯部順子、木全恵子、嶋 智子、清

水美和子(富山県衛生研究所);倉 文明;佐多徹太郎、綿

引正則(富山県衛生研究所)］ 

 

(2) 検査法の開発に関する研究 

ア DNA-DNA ハイブリダイゼーション法による

Legionella pneumophila 亜種の同定 

 レジオネラ症の主要な起因菌である L. pneumophila は

subsp. pneumophila、subsp. fraseri、subsp. pascullei の 3 亜

種に分類されることが知られている。マイクロプレート

での比色による DNA-DNA ハイブリダイゼーション

（DDH）法を用いたこれらの鑑別法を確立した。3 亜種

の基準株および ATCC 株、計 18 株（血清群毎に各 1 株、

血清群 5 のみ 4 株）を用いてこの鑑別法の正確さを確認

できた。次に国内分離株 128 株について同様に DDH 法

を実施したところ、1～15 の全血清群に L. pneumophila 

subsp. pneumophila が分布し、血清群 1、3、4、11 で subsp. 

fraseri の存在が確認され、複数の血清群に分布すること

が分かった。subsp. pasucullei は見出されなかった。遺伝

子型別法である sequence-based typing (SBT) 法と亜種と

の相関を見ると、SBT 法で用いられる遺伝子のうち、特

定の pilE の遺伝子配列をもつものが DDH 法により、L. 

pneumophila subsp. fraseri と同定される可能性が出てき

た。 ［山崎利雄（バイオセーフティ管理室）前川純子、

小谷野路子・村井美代（埼玉県立大学・健康開発学科）、

倉  文明］ 

 

イ Legionella anisa のスライド凝集反応 

 L. anisa は冷却塔水からよく分離される。日本の L. 

anisa 株は、ビオメリューのラテックス凝集同定キット

（BLx）に対して感度が悪い。そこで DDH キットと 16S 

rRNA 遺伝子の塩基配列により L. anisa と同定済みの 24

株に対して、デンカ生研により作製されたレジオネラ免
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疫血清アニサの反応性を検索した。作製された免疫血清

は、BLx 陽性 12 株はすべて凝集させ、BLx 陰性 12 株は 4

株凝集、8 株は遅く凝集させた。［倉 文明、前川純子］ 

 

III ボレリア属、レプトスピラ属、髄膜炎菌感染症に関

する研究 

1．ボレリア感染症に関する研究 

(1) 菌株の多様性解析 

ア 国内でのライム病ボレリアの高感度 DNA 型別解析法

による遺伝子データベース構築作業を継続的に行った．

本年度までに解析が終了した国内分離株は計 88 株に達

した．またこれら解析結果から，国内患者由来株の大多

数を占める Borrelia garinii では，ST128，ST131，ST362

の 3 つの ST 型が患者分離株の 43％を占有すること，ま

たこれらSTは自然界ではMyodes rufocanus bedfordiae，

Apodemus speciosus，A. argenteus から見出されること

が明らかとなった．特に M. rufocanus bedfordiae から

分離された 9 株は，いずれも患者から分離された株と一

致することが明らかとなった．[川端寛樹，佐藤梢，大西

真（細菌第一部），高野愛（山口大学），伊東拓也（北海

道立衛生研究所），今内覚，カイルテイラー，坪田敏男（北

海道大学），石畝史（福井県衛生環境研究センター），中

尾稔（旭川医科大学）] 

 

(2) ボレリア属感染症に関する疫学研究 

ア 猟犬を歩哨動物としたライム病ボレリアの血清疫学

調査 

  猟犬を歩哨動物としたライム病ボレリアの血清疫学

調査を継続的に行った。ライム病を伝播するシュルツェ

マダニが生息する東北地方では供試した猟犬血清のうち、

ウエスタンブロット法によりその 48.8％で抗ライム病

抗体陽性と判定された。北信越地方以南の抗体陽性率は

23.5％以下であることから、マダニの曝露機会が高いと

考えられる猟犬を歩哨動物とする血清疫学調査は、病原

体浸潤地域を調べる上で有用であると考えられる。[川端

寛樹，佐藤梢，大西真（細菌第一部），後藤みなみ，村井

厚子，柳井徳麿（岐阜大学），高野愛（山口大学）] 

 

イ Borrelia miyamotoi による回帰熱に関する研究 

 回帰熱の国内感染例は 1950 年代より１例も報告され

ていない．他方，1995 年に我が国で発見された Borrelia 

miyamotoi が，2011 年に，ロシアで回帰熱様感染症の病

原体として新たに同定された．このことから本研究では，

医療従事者向け啓発パンフレットを作成配布するととも

に，その国内実態解明を目的として，媒介が疑われるマ

ダニの B. miyamotoi 保菌調査などを開始した．[川端寛

樹，佐藤梢，大西真（細菌第一部），高野愛（山口大学），

藤田博己（馬原アカリ医学研究所），高田伸弘（福井大学），

伊東拓也（北海道立衛生研究所），今内覚（北海道大学）] 

 

2. レプトスピラ属菌感染症に関する研究 

(1) 菌株多様性解析 

ア MLVA によるレプトスピラ分離株の分子タイピング 

日本，フィリピンおよびベトナムで分離された L. 

interrogans の分子タイピングを，multiple locus 

variable-number tandem repeats analysis (MLVA) によ

り行った．MLVA は，これまでの分子タイピング法で同じ

タイプと分類された異なる血清群分離株を識別できるこ

とが明らかとなった．またこれらの国に分布する L. 

interrogans と保有動物の多様性および普遍性が明らか

となった．[小泉信夫，武藤麻紀，大西真（細菌第一部）] 

 

(2) 病原機構解明に関する研究 

ハムスターを用いた Leptospira interrogans 2 血清型の

病原性の比較 

レプトスピラは血清型により病原性が異なることが知ら

れているが，そのメカニズムは明らかになっていない．

レプトスピラ症モデル動物ハムスターに対し，L. 

interrogans 血清型 Hebdomadis は 107細胞を感染させて

も致死には至らなかったが，血清型 Manilae は 10 細胞で

致死感染を引き起こした．肺臓，肝臓，腎臓の病理像は

Manilae のほうが重篤であったが，血中の菌数は両血清

型で有意差はみとめられなかった．したがって，菌血症

レベルはハムスターの病型に関連しないことが明らかと

なった．[小泉信夫，大西真（細菌第一部）藤田理恵（東

京農工大学）] 

 

(3) 保有動物調査 

ア 各種動物におけるレプトスピラ保有状況調査 

10 都県 39 頭のレプトスピラ症疑いイヌのうち 6 頭から

レプトスピラが分離され，すべて L. interrogans 

serogroup Hebdomadis と同定された．静岡県および東京

都 の ド ブ ネ ズ ミ か ら L.interrogans serogroup 

Icterohaemorrhagiae および Pomona を分離した（分離

率：静岡県 22%，東京都 18%）． [小泉信夫，武藤麻紀，

大西真（細菌第一部），春成常仁，谷川力（イカリ消毒技

術研究所），小松謙之（シー・アイ・シー）] 

 

3. 髄膜炎菌に関する研究 

(1) 菌株多様性解析 
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ア 髄膜炎菌性感染症の起炎菌株の疫学的解析 

本年度は例年に比べて臨床分離株の収集数が少なく、

2012年度１年間に感染研に収集された株は3株のみであ

った。その 3 株の髄膜炎菌の疫学的解析を行なった。そ

れらの髄膜炎菌株の血清型は W-135 群、B 群、及び型別

不能（莢膜多糖体非合成株）であった。MLST 法による分

子疫学的解析の結果は ST-184 株、ST-687、ST-198 であ

った。今年度の分離株の中では血清群 W-135 の ST-184

の株が注目される。過去の疫学解析から日本の臨床分離

株は B 群及び Y 群が大勢を占めており、海外で多く認め

られる A 群、C 群及び今回の W-135 群は極めて稀で、認

められた場合の多くは海外渡航歴があることが多い。こ

の臨床分離株は敗血症患者の血液から分離され、患者に

は渡航歴がないため、国内での感染が推測され、日本国

内の髄膜炎菌の分布に関しては全体像が掴み切れていな

いことを示唆する一例と判断された。本年度までは髄膜

炎菌性髄膜炎としてしか報告義務のない中で臨床検査の

先生のご高配によって菌株の解析をする事が出来た。来

年度からは髄膜炎のみならず敗血症症状も含めた「侵襲

性髄膜炎菌感染症」として感染症法で改訂されるため臨

床分離株の分離数も増える事が予想される。積極的に国

内の臨床分離株の解析をしていく必要性があろう。[高橋

英之、大西真] 

 

(2) 病原機構解明に関する研究 

ア gltT-gltM グルタミン酸トランスポーターを介した

髄膜炎菌の細胞侵入時に発生する転写制御の RNA seq に

よる網羅的解析 

過去に行なった signature tag mutagenesis の変法を用

いた髄膜炎菌の病原性因子の網羅的探索によって細胞侵

入の際に GltT を介した髄膜炎菌のグルタミン酸の一過

的な取り込みが髄膜炎菌及び宿主細胞へのシグナルとな

って髄膜炎菌の細胞侵入が起こる機構の存在を見出した。

しかし、グルタミン酸の一過的な取り込みが髄膜炎菌に

どう作用しているかは不明であるため、転写制御、翻訳

制御、代謝制御をすべて網羅的に解析する事にした。 ヒ

ト脳血管内皮細胞(HBMEC)に髄膜炎菌野生株及び

gltT-gltM 変異株を感染させ、そこから細菌の全 RNA を

回収して RNA-seq による発現差異を解析した。結果は現

在解析中であり、差異のある遺伝子群が髄膜炎菌の細胞

侵入に関与する因子として考えられ、髄膜炎菌の感染機

構に関する新たな展開が期待される。[高橋英之、大西真

（感染研）、Kwang Sik Kim（Johns Hopkins Univ）] 

 

(3) 検査法の開発に関する研究 

ア 咽頭うがい液を用いた髄膜炎菌の健康保菌者の検出

方法の開発 

2011年5月の宮崎県の高校の寮で発生した髄膜炎菌の集

団感染（一名死亡、四名入院）を機に髄膜炎菌の健康保

菌者の割合に関しての疑問が再出した。10 年前に実施さ

れた、高校生約 2000 人を対象とした小規模の疫学解析で

は約 0.4%であると推定されている。しかし、髄膜炎菌検

出の困難さと解析結果のアップデートの必要性を加味す

ると再度健康保菌者の調査は必要であると考えられた。 

そこで咽頭うがい液中の髄膜炎菌 DNA を検出する事によ

り健康保菌者の検出する系の構築を試みた。鋭敏で簡便

なLAMP法を適用して髄膜炎菌ggt遺伝子及び莢膜多糖体

合成遺伝子の一部である ctrB 遺伝子をターゲット遺伝

子とした検出系を構築した。その結果、ナイセリア属菌

検出用として選定した髄膜炎菌 ggt 遺伝子及びそのホモ

ログの淋菌 ggh 遺伝子をターゲットとした検出系に関し

てはナイセリア属菌の中でも淋菌及び髄膜炎菌に特異的

に反応し、反応液中に 10 pg のゲノム DNA があれば検出

できた。一方で ctrB は病原性のある血清群の髄膜炎菌

(A,B,C,Y,W-135,X)の 6 群のみに陽性反応を示し、反応液

中に 1pg のゲノム DNA があれば陽性反応を示した。以上

の結果から髄膜炎菌においては検体中の髄膜炎菌 DNA を

1〜10 pg のレベルで1時間以内に検出する系が構築され

た。今後はこの系を用いて咽頭うがい液を用いた健康保

菌者の保菌率について更に解析する予定である。[高橋英

之、大西真] 

 

IV 泌尿生殖器感染症に関する研究 

1. 淋菌に関する研究 

(1) 菌株の多様性解析 

ア 首都圏の臨床分離株のレトロスペクティブ分子タイ

ピング 

淋菌の分子タイピングとしてクローナリティ検知に優れ

た NG-MAST 法が多用される。最近の傾向として国内でも

海外でも NG-MAST 型が ST1407 及び ST2958 のものが主流

を占めることが多数報告されているが。これらの型の最

初の出現時期などは分かっていない。今回、我々は東京

保健会病体生理研究所細菌検査室にストックされていた

2005〜2011年に首都圏に於いて分離された計147株にア

クセスできる機会を得て、レトロスペクティブな

NG-MAST 解析及び MIC 測定を行った。 

結果、ST1407、ST2958 型はいずれも 2005 年には検出で

きず、2006 年に初例がある事、また、その後 2008 年に

Prevalence rate のピークを迎え、その後も他の型とは

違い、持続して検出が続いていること、などを明らかに
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した。また、2011 年分離 ST1407 型株中に国内では現時

点では多くない、アジスロマイシン MIC=16 μg/ml の株

を２株発見した。また、危惧されたセフトリアキソン耐

性株はこの時期の首都圏分離株からは見いだされなかっ

た。[中山周一、高山美奈子＊、志牟田健、鈴木和馬＊＊、

島村友子＊＊、大西真]（＊：東京保健会病態生理研究所細

菌検査室、＊＊：北里大学薬学部） 

 

イ 京都・大阪における薬剤耐性淋菌サーベイランス 

2012 年 4 月から 2013 年 3 月の間に、京都市の 2 箇所及

び大阪府の 3 箇所のクリニックより輸送された臨床検体

のうち、本研究所にて淋菌と分離同定した 235 株につい

て CPFX 、PCG、CFIX、 AZM、CTRX の 5 薬剤に対する MIC

測定を行った。その結果、それぞれ上記の薬剤に対して

62株(26.4%)、25株(10.6%)、110株(46.8%)、179株(76.2%)、

231 株(93.3%)が感受性株であった。近年危惧されている

CTRX 耐性株は分離されなかった。[志牟田 健、石原朋

子、中山 周一、大西 真] 

 

ウ penA 遺伝子 501A 位への変異導入の試み 

penA 遺伝子変異はβ-lactam 剤耐性の責任変異の１つで

ある。β-lactam 剤の中でも第３世代セフェムであるセ

フトリアキソン耐性は当該薬剤が事実上、最後の有効薬

剤となっている淋菌感染症治療で大きな問題である。

penA はその配列から、様々な種類に分類されているが、

多くの種類で501AlaがProに変異することと第３世代セ

フェムに対する MIC 上昇とがリンクしている。ところが、

penA のうち、penA-X に限ってはこの残基の変異が報告さ

れていない。penA-X のバックボーンでは、この変異が逆

にセフェム MIC を降下させる可能性も考えられる。そこ

で、penA-XXXIV、penA-X、penA-CI の３バックボーンそ

れぞれの 501 残基が Ala、Pro、Val の３種の Variant penA

をまず、plasmid 上で作製し、単一の感受性株に導入し

た。都合９実験区から得られた第３世代セフェムへの

MIC が４倍以上上昇した Transformants について、導入

した各タイプの penA を保持しているかを確認中である。 

[中山周一、志牟田健、大西真] 

 

(2) 病原機構解明に関する研究 

髄膜炎菌の培養細胞における接着の研究 

 淋菌と髄膜炎菌との組織トロピズムの違いに着目して、

尿道炎の発症メカニズムを詳細に説明し予防戦略構築を

目指すため、本研究では主に尿道炎由来髄膜炎菌の細胞

接着性に着目している。これまでに尿道炎由来株と非尿

道炎由来株の HeLa 細胞感染時における初期接着に有意

差があることを明らかにし、その高接着型を示す責任遺

伝子の決定を試みたところ、外膜タンパク質である Opa

がその原因の一つとして関与していることが示された。

本年度は、高接着型を示す株の HeLa 細胞感染時における

opa の関与について検討した。これまでの知見により Opa

タンパク質とホスト細胞の相互作用には Heparin 

sulfate proteoglycan(HSPG)もしくはCEACAM分子が必要

であるとされている。ヘパリン存在下では HPSG 依存的な

接着を示す菌株とホスト細胞との相互作用が阻害され、

感染実験時における菌株の細胞接着性が低下する。そこ

で、ヘパリン存在下における高接着型を示す 2 株の HeLa

細胞に対する細胞接着性を確認したところ、ヘパリン非

存在下と比較し、1 株は HeLa 細胞に対する明らかな接着

能の低下が見られた。このことより、HeLa 細胞に対して

高接着型を示す髄膜炎菌は HSPG 依存的、非依存的な株に

分かれることが示された。また髄膜炎菌は 4 つの

opa(A,B,D,J)を保持しているが、この内どの opa が HeLa

細胞に対する細胞接着に関与しているのかを明らかにす

るために、現在それぞれの opa の欠失株の作製を試みて

いる。[志牟田 健、高橋 英之、大西 真] 

 

2. 梅毒トレポネーマの研究 

(1) 菌株の多様性解析 

ア 梅毒トレポネーマの分子タイピング 

 １つの STI クリニックと共同で、皮膚病変が有り、初

期梅毒を疑う場合の病変漿液からの梅毒トレポネーマ

DNA 検出、分子タイピングとを実施した。 

 PCR 陽性例中タイピングに成功したものは 8 例で、こ

のうち４例は海外でも最頻とされる 14/d/f、ついで 2 例

が 14/d/c で、11/o/c と 14/b/c が 1 例ずつであった。今

後データ蓄積が必要であるが、国内初の梅毒トレポネー

マ分子タイピング結果を提出できた。[中山周一、井戸田

一朗*、石原朋子、大西真]（＊：しらかば診療所） 

 

(2)検査法に関する研究 

ア 梅毒の核酸診断 

 梅毒トレポネーマは、現在 in vitro 培養不可能な菌で

あり、病原体ベースの直接的診断が困難である。近年、

感度・特異性に優れた PCR 検出系が提案されている。初

期梅毒を疑う場合の病変漿液を直接鋳型とする簡便 PCR

での梅毒トレポネーマ DNA 検出系の評価をした。 

今年度は、18 件の疑い症例を検討し、12 例で PCR 陽性結

果を得た。６例の陰性群中で血清学的には梅毒と診断さ

れたものは２例で、そのうち１例は病変検体採取 1 週間

前から治療先行していた例であった。これらのことから、
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PCR 法がかなりの感度を有しており、特に血清抗体陽転

前の皮膚病変からの病原体診断として非常に有用である

と判断した。［石原朋子、中山周一、井戸田一朗（しらか

ば診療所）、大西真］ 

 

イ 直接蛍光抗体法とＰＣＲ法の比較検討 

顕症梅毒疑い症例由来臨床検体から梅毒トレポネーマの

有無を確認する検査法を比較検討する目的で、Tp 特異抗

体を用いた直接蛍光抗体法および PCR 法を行った。20 検

体中、直接蛍光抗体法陽性は 11 検体、PCR 法陽性は 14

検体であった。また、PCR 法陽性の 14 症例は、梅毒血清

反応等による確定診断において梅毒と診断された。 

［石原朋子、中山周一、井戸田一朗（しらかば診療所）、

大西真］ 

 

3. 尿路病原性大腸菌に関する研究 

(1) 菌株の多様性解析 

ア 血清学的解析 

尿路病原性大腸菌の市中伝播の程度を明らかにすること

を目的として、膀胱炎患者から分離される大腸菌株の解

析を行った。急性膀胱炎の患者から得られた大腸菌株172

株のO血清群を決定した。108株は分離頻度の高い順に、

O1（約14%）、O2（約10%）、O25（約10%）、O18（約8%）

となり、その他は12種類のO血清群に分類された。［石原

朋子、高井信子、伊豫田淳、松川雅則（滝川市民病院）、

大西真］ 

イ PFGEによる分子疫学解析  

急性膀胱炎の患者から得られた大腸菌株172株について、

パルスフィールドゲル電気泳動法（PFGE）による分子疫

学解析を行った。いくつかのO血清群においてクラスター

が確認された。O血清群O1においてPFGEパターン類似株（6

株）が存在し、市中において類似菌株群が存在している

可能性が示唆された。［寺嶋 淳、中島雪絵、斉藤康憲、

高井信子、石原朋子、伊豫田淳、松川雅則（滝川市民病

院）、大西 真］  

 

V 口腔内細菌感染症に関する研究 

1. う蝕原因菌に関する研究 

(1)  病原機構解明に関する研究 

ア Streptococcus mutans のバイオフィルム形成を抑制

する小豆成分の同定 

Streptococcus mutans は、口腔バイオフィルムを形成す

る主な細菌でありう蝕原因菌として考えられている。こ

のバイオフィルムを阻害する分子を検討するために様々

な植物由来成分の検討を行った。その結果、小豆成分に

抑制物質が存在することが明らかとなった。この抑制物

質は熱処理することにより活性を失うことからタンパク

質であることが明らかとなった。さらにイオン交換クロ

マトグラフィーを用いて抑制蛋白質の精製を行うと

50kDa の分子であることがわかり、LC-MS/MS 解析により

7S グロブリンである可能性が高まった。現在、この抑制

蛋白質が 7S グロブリンであるかどうかの検討を行って

いる。[泉福英信、荒井俊明、大西 真] 

 

イ Streptococcus mutansの病原性発現に関わる遺伝子

の探索 

S. mutans の病原性因子に関与する重要を探索するため

に、バイオフィルム形成の高い臨床分離株 (FSC-3) およ

び低い株 (FSC-4) それぞれのバイオフィルムを用いた

マイクロアレイ解析によって，FSC-3 において発現量の

高かった 43 個の遺伝子を同定した。それら遺伝子の中か

ら、遺伝子情報データベースにおいて機能が推測されて

いる遺伝子から 7 個をランダムに選択し研究対象にした。

7 個の候補遺伝子 (SMU574, SMU940, SMU1013, SMU1596, 

SMU1598, SMU2065 および SMU2066) それぞれの遺伝子変

異株を作製した後，バイオフィルム形成および形質転換

能について評価を行った。SMU1013 および SMU1598 変異

株のバイオフィルム形成量は野生株に比較し有意に低下

した。形質転換効率を調べた結果，SMU2065 および

SMU2066 変異株の形質転換効率は有意に減少した。これ

らの遺伝子は、S. mutans の病原性に関与している可能

性が考えられた.[鈴木奈央未、泉福英信、成澤直規、大

西 真] 

 

ウ Streptococcus mutans における凝集性に関わる遺伝

子の検討 

S. mutans UA159 の SMU940 変異株は、親株に比べ凝集性

が高まる。そこで、この変異株の凝集性上昇のメカニズ

ムを明らかにするために、S. mutans UA159 の SMU940 と

gbpC のダブル変異株を作製し検討を行った。gbpC は、ス

トレス環境下においてグルカンを介して凝集する際に最

も関わるグルカン結合蛋白質(GbpC)をコードする遺伝子

である。その結果、S. mutans UA159 の SMU940 と gbpC

のダブル変異株は、凝集性を失った。よって、SMU940 変

異株の凝集性の上昇は表層に発現するグルカン結合蛋白

質(GbpC)の発現に影響していることが明らかとなった。

[鈴木奈央未、成澤直規、落合邦康（日本大学歯学部）、

泉福英信] 

 

エ Extracellular DNA による Streptococcus mutans と
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Staphylococcus aureus との複合バイオフィルム形成 

う蝕原性細菌である S. mutans は、ストレス環境下にお

いて菌密度の上昇においてQurum sensingが起こり、ComD

および ComE のシグナル伝達が起こり、Bacteriocin の産

生や外来遺伝子の取り込みが行われる。この Com に依存

して SunL は発現し、SunL の下流の PknB の発現量に影響

し、耐酸性、extracellular DNA の放出の調節、遺伝子

の取り込みに関わることが明らかとなった。S. mutans 

UA159.sunL 変異株は、glucose の含まれた Toryptic soy 

broth 存 在 下 で 培 養 す る と 、 耐 酸 性 の 低 下 、

extracellular DNA(eDNA)の放出に影響を受けバイオフ

ィルム形成が上昇した。このバイオフィルムに S. aureus

を加えると、さらにバイオフィルム形成が上昇した。eDNA

を介して S. mutans と S. aureus の複合バイオフィルム

が形成されたことが示唆された。 [泉福英信、大西 真] 

 

オ Extracellular DNA による Streptococcus mutans バ

イオフィルム形成へのフルクタナーゼへの影響 

S. mutans UA159.sunL 変異株や S. mutans UA159.pknB

変異株は、glucose の含まれた Toryptic soy broth 存在

下で培養すると、親株よりもバイオフィルム形成が上昇

する。このバイオフィルム形成の上昇は、DNase を加え

ると抑制される。砂糖あるいはフルクタンを分解する酵

素であるフルクタナーゼをバイオフィルム形成実験に加

えると S. mutans UA159.sunL 変異株のバイオフィルム形

成を抑制するが S. mutans UA159.pknB 変異株のバイオフ

ィルム形成は抑制されなかった。よって、S. mutans 

UA159.sunL 変異株のバイオフィルム形成の上昇には、

eDNA と多糖体の存在が関わり、S. mutans UA159.pknB

変異株のバイオフィルム形成の上昇には、eDNA は関与す

るが多糖体は関与しない可能性が考えられた。[泉福英信、

大西 真] 

 

2. 歯周病に関する研究 

(1)  病原機構解明に関する研究 

ア 歯周病患者血清を用いた Porphyromonas gingivalis の

外膜ヴェシクル（OMV）の免疫学的解析 

P.  gingivalis が産生する OMV の強力な粘膜免疫原性が

明らかとなっている。本研究では、20 名の歯周病患者血

清を用いて OMV のイムノブロット解析を行った。その

結果、血清間で共通する 45 および 70 kDa のバンドが認

められた。この抗原プロファイルは、アルギニンジンジ

パイン(Rgp)抗体を用いたイムノブロットで現れるバン

ドパターンに相似していた。このバンドに相当するタン

パクを LC-MS/MS 解析に供試したところ、Rgp と同定さ

れた。以上より、実際の患者の生体内においても、OMV

が運ぶ Rgpタンパクと血清抗体との複合体形成を介して、

免疫反応がおきている可能性が示唆された。[中尾龍馬、

古園さおり（東京大学）、高柴正悟（岡山大学）、渡邉治

雄、大西真、泉福英信] 

 

イ Rgpに依存した P. gingivalisのOMVによる口腔扁平

上皮細胞の脱離活性 

P. gingivalis の OMV には、口腔扁平上皮細胞株をプレー

トから脱離させる活性が認められ、その活性は熱処理に

より完全に失われる。この OMV による口腔扁平上皮細

胞の脱離に、OMV に含まれるタンパク分解酵素である

ジンジパインが関与するかどうかを検討した。そのジン

ジパインの一つである Rgpの触媒ドメインに対する抗体

で OMV を前処理すると、OMV による細胞の脱離は完全

に阻害された。以上より、OMV による細胞脱離活性は、

OMV の表層にある Rgp に依存することが明らかとなっ

た。このことは、P. gingivalis の OMV が運ぶ Rgp を介し

て歯周組織が破壊される可能性を示唆している. [中尾

龍馬、渡邉治雄、大西真、泉福英信] 

 

ウ 密度勾配遠心法により精製された P. gingivalis の

OMV の解析 

P. gingivalis の OMV は菌培養上清を超遠心して得られる

沈渣として回収されるが、それには線毛も混入している。

本研究では OMV をより高度に精製すること目的に、粗

精製を Optiprep 密度勾配遠心に供試した。その結果、

OMV は比重の軽い複数の分画に、そして線毛のほとん

どは最も重い分画にそれぞれ回収され、両者を分離する

ことができた。さらに、OMV が含まれている複数の分

画のうち、大きな粒径の OMV ほど軽い分画に回収され

ていた。また、線毛を含む重い分画には上皮細胞をプレ

ートから脱離させる活性はなかったが、OMV を含む分

画には、その活性が認められた。[中尾龍馬、尾花望、白

東英、大西真、泉福英信] 

 

エ 磁性ビーズを用いた P. gingivalis の OMV の高度精製

法 

 OMV が市販の磁性ビーズに結合する特性を見出した

ので、これを利用し、菌培養上清の超遠心後の沈渣であ

る OMV をさらに精製できるか試みた。粗精製 OMV を

磁性ビーズと混和後、ビーズと結合しないものを洗浄で

取り除き、得られた結合画分と非結合画分に含まれる内

容物を、SDS-AGE やイムノブロット等で調べた。結果、

OMV はビーズに結合したが、混入していた線毛はビー
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ズに結合しなかったため、線毛を短時間かつ効果的に取

り除くことができた。OMV とビーズの解離には、酸処

理や高塩濃度処理では効果はなく、２M 尿素が効果的で

あった。尿素処理後も OMV はその形態と活性を保持し

ていることが確認された。 [中尾龍馬、尾花望、白東英、

大西真、泉福英信] 

 

3 口腔感染症のモデル動物を用いた検討 

(1) マウス口腔におけるCandida albicans菌糸形成と口

腔常在菌のとの関係 

ヒト口腔には、年齢ととともに C. albicans の感染が

見られるようになってくる。この C. albicans の出現

が、口腔の健康な微生物叢が破壊されていく指標とし

て考えられている。高齢者は唾液分泌量が低下してい

ることが多い。そこで唾液分泌低下モデルである

NOD/SCID.e2f- マウスに菌糸形成した C. albicans を接

種して、C. albicans の初期口腔定着の成立が唾液分泌

低下と口腔常在菌とどのように関わるか検討を行った。

その結果、C.  albicans は唾液の分泌低下に関係なく C. 

albicans 菌糸形成菌の口腔定着が認められた。また、砂

糖水を飲ませた後口腔常在菌の菌量の増加にも C. 

albicans 菌糸形成の口腔定着は影響しなかった。C. 

albicans 口腔への初期定着には唾液分泌量が低下や口

腔常在菌の菌量は影響しないことが考えられた。[金口紀

彦、成沢直規、伊藤龍朗、大西 真、泉福英信] 

 

4. 歯科医療における院内感染対策導入に関する調査 

(1) 歯科医療機関における効果的な院内感染対策の促

進に関する研究 

現在の歯科医療機関は、研修会によりスタンダードプレ

コーションの理解度は高まっているが、HIV のような特

殊な感染症患者の歯科治療を自分の歯科医院にて受け入

れるまでには到達できてなかった。年齢が 50 歳以上、口

腔外科の標榜しない、一日の患者数が 35 名以下の歯科医

療機関は、院内感染対策の導入が難しいことが統計学的

に明らかになった。これらのグループに対して、いかに

スタンダードプレコーションを理解させていくかが、院

内感染対策を普及していく上で鍵となる。そのためには、

目で見る、耳に入れる機会を増やす対策としてホームペ

ージを作成した。また統一された内容の一般歯科医院対

象の研修会および指導者育成の講習会の開催を企画した。 

[泉福英信、多田章夫（兵庫大学）] 

 

レファレンス業務 

Ⅰ．レジオネラ症に関するレファレンス業務 

平成 24 年度は、臨床分離株 62 株、環境分離株 50 株合計

112 株を受け入れた。臨床分離株は、L. pneumophila (Lp) 

SG1 の 57 株、Lp SG2 と Lp SG3 と Lp SG5 と Lp SG9 と Lp 

SG10 の各 1 株であった。温泉旅館で感染した 3 事例（内

1 事例は溺水）4 株、温泉付き健康福祉施設で感染した事

例 1 株、公衆浴場で 2 名集団感染疑いの事例 2 株を含ん

だ。Lp の遺伝子型別（SBT）を検査しレファレンスセン

ター報告資料を作成した。環境分離株は、Lp SG1 の 30

株、Lp SG10 の 5 株、Lp SG6 の 4 株、Lp SG5 の 1 株、

Legionella jamestowniensis 2 株、同一施設の浴槽水由

来で既存の菌種とは異なる L. spp. 8 株であった。この

環境分離株中には、まれな環境水由来株（道路の水溜ま

り 5 株、シャワー水 1 株の合計 6 株）、症例調査に関連し

た株（15 株）を含んだ。なお、収集された株は、必ずし

も平成 24 年度に分離された株ではない。［倉 文明、前

川純子、大西 真］ 

 

II. 劇症型/重症レンサ球菌感染症に関するレファレン

ス業務 

地方衛生研究所および病院から送られた劇症型/重症レ

ンサ球菌感染症患者分離菌株の血清型別、emm 遺伝子の

塩基配列による型別、spe 遺伝子の保有状況等の検査及

び結果および流行状況の報告、および、患者分離株の血

清型別の流行に関する全国集計を行っている。[池辺忠義、

大 西 真 、 The Working Group for β-hemolytic 

Streptococci in Japan]  

 

サーベイランス業務 

 

品質管理に関する業務 

I. 肺炎球菌に対するワクチンに関する検定検査業務 

SLP 導入のための書類整備を実施し、検定検査業務を実

施した。[小川道永、常 彬、前川純子、池辺忠義] 

II. 体外診断薬 

今年度、厚生労働省の依頼により承認前検査を行ったも

のは無かったが、現在申請中の梅毒抗体検出薬に関して、

抗原のうち１分子種を省略したものが有り、独立行政法

人医薬品医療機器総合機構の担当者からの相談を受ける

形で、試薬構成の妥当性を担保する方法について検討を

重ねた。 [中山周一] 

 

 

国際協力関係業務 

Ⅰ．ベトナムにおける JICA プログラムに関する業務 

1. ベトナム地方衛生研究所へのペスト菌の迅速診断法
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の指導、ベトナム、2012 年 8 月（高橋 英之） 

2. ベトナム地方衛生研究所へのコレラ菌の分離培養、同

定法の指導、ベトナム、2013 年 2 月（泉谷秀昌） 

 

II. 中南米血液スクリーニング講習会 

今年度も JICA 主催の中南米検査関係者等に表記講習会

で梅毒の講義を行った（H25 年 1 月 23 日、当所）。[中山

周一] 

 

研修業務 

Ⅰ．新興再興感染症技術研修 

1. 平成24年度・短期研修・新興再興感染症技術研修（国

立保健医療科学院）において、下痢原性大腸菌検査診断

について地衛研及び保健所の担当職員19名に対して実習

を行った。東京、2012年11月。［伊豫田淳、伊藤健一郎、

泉谷秀昌、石原朋子、三戸部治郎、森田昌知、寺嶋淳、

大西真］  

 

2. 平成 24 年度新興再興感染症技術研修会 

平成 24 年度新興再興感染症技術研修会（国立保健医療科

学院）「下痢原性大腸菌検査診断実習」平成 24 年 11 月

5-9 日（伊豫田 淳） 

 

ⅠI．希少感染症診断技術研修会 

 

平成 24 年度希少感染症診断技術研修会＜消化器感染症

＞「腸管出血性大腸菌の分離状況と血清診断」 平成 25

年 2 月 27 日（伊豫田 淳） 

 

II. レジオネラ属菌に関する講習会 

1. 平成 24 年度レジオネラ属菌汚染防止対策講習会（宮

崎県福祉保健部）で、レジオネラ属菌の特色、検査およ

び消毒について講演し、集団感染事例をふりかえった。

公衆浴場・旅館業の営業施設、福祉施設及び医療施設の

衛生管理者をはじめ、それらの施設を指導・所管する県・

市町村の職員その他空調設備、給湯設備等の施設管理者

等、964 人他を対象とした。2012 年 7 月、宮崎。［倉 文

明］ 

 

2. 平成 24 年度生活衛生関係技術担当者研修会（厚生労

働省健康局生活衛生課）で、最近のレジオネラ症の動向

とLegionella pneumophilaの遺伝子型のグループ化と生

息環境の対応について、都道府県等の公衆浴場等生活衛

生関係技術担当職員等 351 名に講演した。2013 年 3 月、

東京都［倉 文明、前川純子］ 

 

3. 平成 24 年度郡山市レジオネラ症防止対策講習会（郡

山市保健所）で、公衆浴場及び旅館業の営業者・管理者、

遊泳用プールの営業者・衛生管理者、特定建築物の維持

管理権原者及び建築物環境衛生監理技術者、ビル管理登

録業者、市関係部署の 73 名他に対しレジオネラ症防止の

ための衛生管理について講演した。2013 年 3 月、郡山市。

［倉 文明］ 

 

その他 

埼玉の温泉施設の集団感染事例に関連して、FM ラジオ局

J-WAVE からレジオネラ症について電話取材があった。起

因菌・症状・感染経路・季節・近年の増加傾向の有無・

予防法・治療法について解説した。2012 年 12 月。［倉 文

明］ 
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