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概 要

細菌第一部では、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、新規検査法の開発等に関する研

究を行っている。また、肺炎球菌感染症に対する２種類のワク

チン、4 価髄膜炎菌コンジュゲートワクチンの検定検査、梅毒

体外診断薬の承認前試験を担当するとともに、病原細菌に対

する行政検査あるいは臨床現場からの直接の検査依頼、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てい

る。

腸管出血性大腸菌(EHEC)に関しては、地方衛生研究所か

ら送付された菌株の多様性解析を実施した。EHEC O157, 

O26, O111, O103, O121, O145, O165 および O91 菌株に関し

ては、迅速性、多検体処理に秀でている MLVA 法によって解

析し、結果を速やかに返送するとともにデータの蓄積につとめ、

広域食中毒事例の調査に活用された。EHEC 感染症に続発

する溶血性尿毒症症候群の原因診断につながる血清診断、

EHEC 分離同定も行われた。

感染症研究国際ネットワーク推進プログラムの協力のもと、

海外の研究拠点との連携を深めた。特に、岡山大学インド拠

点、長崎大学ベトナム拠点とのプロジェクトを引き続き実施し

た。

劇症型溶血性レンサ球菌感染症、レジオネラ症、腸管出血

性大腸菌感染症に関するレファレンス活動が進められた。赤

痢菌、サルモネラ属菌、ビブリオ属菌、肺炎球菌、ボレリア属

菌、薬剤耐性淋菌に関するサーベイランス等が進められ、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。

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、

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。特に、細胞内に侵入した肺炎球菌と宿主細胞と

の相互作用についてオートファジーに焦点を当てた研究成果

に進捗を見た。

日本医療研究開発機構に派遣されていた石原朋子は

H31/R1 年度より復帰した。佐久間智理が、H31 年 4 月より招

聘型任期付研究員として着任した。須藤直樹が R1 年 7 月に

北里大学・薬学部に助教として転出した。

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）に関する研究

(1) EHEC の多様性解析

ア. EHEC の血清型別と重症例由来株

2019 年に全国から受け付けた EHEC は 2,891 株であった。

頻度の高い O 血清群（O 群）の順に O157（54.0%）、O26

（16.5%）、O103（7.2%）、O111（4.3%）、O145（3.0%）、O121（2．

8%）、で、その他は 77 の O 群、125 の血清型（O:H 型）に分

類された。ヒトの重症例（血便、溶血性尿毒症症候群 [HUS]、

脳症、死亡例など）由来株はこのうち 1,034 株で、上記の 6 血

清群に O165 を含めた 7 血清群で重症例由来株全体の 97％

以上を占めた。 [伊豫田淳、小澤さお美、竹本歩、中島雪絵、

李謙一、石嶋希、泉谷秀昌、大西真]

イ. 主要 7 血清群以外の O 群による重症例について

2007 年から 2019 年までにヒトの重症例から分離された

EHEC のうち、上記アの主要 7 血清群（O157, O26, O111, 

O121, O103, O145, O165）以外の O 群の EHEC 株 （n=185）

について解析を行ったところ、分離数の多い O 群として O5

（n=22）, O55 (n=10), O76 (n=10) の順となった。 [伊豫田淳、

井口純（宮崎大・農）、小澤さお美、竹本歩、李謙一、石嶋希、

大西真]

ウ. 志賀毒素産生性腸管凝集性大腸菌（Stx-EAEC） O86 の

比較ゲノム解析

1999 年および 2014 年に重症例から分離された Stx-EAEC 

O86 の完全長長ゲノム配列を決定し、既存の大腸菌ゲノムと

の比較解析を行った。この結果、両株はコアゲノムおよび病

原性遺伝子の類似性が非常に高い一方で、保有する志賀毒

素ファージ配列は大きく異なることが判明した。2014 年分離株

の Stx2 ファージは 2011 年にヨーロッパで大規模集団感染を

起こした Stx-EAEC O104:H4 と 2 カ所の塩基のみ異なるファ

ージを有しており、国内でも同ファージが分布することが明ら

かとなった。
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[李謙一、伊豫田淳、大西真]

(2) 分子疫学的解析

ア．MLVA 解析

2019 年に当研究所に送付され解析された腸管出血性大腸

菌は 2,896 株であった。このうち血清群 O157、O26、O111、

O103、O121、O145、O165、O91 に該当した 2,584 株について

MLVA による型別を行った。また 312 株について PFGE によ

る解析を実施した。MLVA については 1,135 の型が同定され

た。上位 5 型は 16m4011、19ｍ2033、19ｍ2103、19m6006、

19ｍ0080 であった（34-58 株）。19m6006 は 8 月末から 9 月上

旬にかけて東海地方を中心に分離された広域株であった。ま

た、これら以外に MLVA 型 19m0487、19m0488 を含むコンプ

レックス 19c058（43 株）が 11 月を中心に東日本から西日本ま

での広い範囲でで分離された。[泉谷秀昌、伊豫田淳、李謙

一、石嶋希、中島雪絵、齊藤康憲、竹本歩、大西真]

イ．腸管出血性大腸菌の分子疫学解析（データベースサーバ

ー）

VPN サーバーにデータセンターを設置し、腸管出血性大腸

菌の MLVA 結果に関するデータベースを構築した。上記デー

タベースの活用について検討した。[泉谷秀昌、伊豫田淳、岩

渕香織（岩手県環境保健研究センター）、鈴木淳（東京都健

康安全研究センター）、山田和弘（愛知県衛生研究所）、河

合高生（大阪健康安全基盤研究所）、狩屋英明（岡山県環境

保健センター）、濱崎光宏（福岡県保健環境研究所）、中島

雪絵、齊藤康憲、竹本歩、大西真]

(3) 血清診断による EHEC-HUS の確定診断

EHEC が不分離の HUS 発症例（全体の約 30%を占める）

では、患者血清中の大腸菌 O 抗原に対する抗体の検出（血

清診断）などで EHEC-HUS の確定診断となる。血清診断依頼

があった HUS 症例 10 例のうち 、大腸菌 O 抗原に対する

抗体陽性となったのは 8 事例あった。このうち O157 抗体陽

性が 5 例 （このうち 2 例は O111 または O121 抗体もそれぞ

れ陽性）、O111 抗体陽性 が 2 例 、O121 抗体陽性が 2 例、

O165 抗体陽性が 1 例、O121 抗体陽性が 1 例であり、これら

の事例ではいずれも以下（4）で述べる EHEC の分離と併せて

EHEC 感染による HUS 症例と確定した。 [伊豫田淳、小澤

さお美、竹本歩、大西真]

(4) HUS 患者からの EHEC の分離同定

EHEC が分離されない HUS 症例の一部は非典型的 HUS

（atypical HUS: aHUS）と診断される可能性があり、EHEC-

HUS と aHUS の鑑別は重要である。当初 EHEC が不分離と

された HUS 発症例 9 事例について患者便を再検査したとこ

ろ、このうちの 2 例では O121 および O157 となる stx2 eae 陽

性の EHEC が分離され、EHEC 感染による HUS 症例と確定

した。 [伊豫田淳、小澤さお美、竹本歩、大西真]

(5) EHEC O146 の国内流行株のゲノム解析

2007 年から 2015 年までに国内で腸管出血性大腸菌感染

症（EHEC）の患者および無症候性キャリアから分離された

EHEC O146 株（n = 66）について、国内における当該血清群

の流行株の把握、広域・散発的発生事例を探知するため、

EHEC O146 のゲノム解析を実施した。コアゲノム SNP 解析に

より、stx1 陽性の EHEC O146：H21 分離株（n = 30）のうち、

93.9％以上の類似した PFGE パターンを有する分離株（n = 26）

の間では 9 未満の SNP が認められ、これら遺伝学的に近縁

な stx1 陽性の O146：H21 分離株による感染が 2013 年以降

日本で増加していることが示唆された。[石原朋子、李謙一、

滝沢木綿、伊豫田淳、泉谷秀昌、大西真]

(6) 全国的な集団感染株由来 EHEC のゲノム解析

2019 年に食中毒疑い事例から分離された MLVA 型と同一

型の菌株、およびその single locus variant および double locus 

variant の菌株が全国的に分離された。そこで、関連株 23 株

について全ゲノム配列解析を行った。その結果、上記関連株

内での SNP は 0－5 か所であり、解析した株は全て同一由来

である可能性が示された。[李謙一、伊豫田淳、泉谷秀昌、小

澤さお美、竹本歩、大西真]

2. 赤痢菌に関する研究

(1) 菌株の多様性および病原機構に関する研究

ア．赤痢菌の分子疫学解析

2019 年に当研究所に送付された赤痢菌 65 株について

multilocus variable-number tandem-repeat analysis (MLVA)お

よびパルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）法による分子疫

学解析を行った。菌種の内訳は S. sonnei 52 株、S. flexneri 11

株、S. boydii 2 株であった。Shigella sonnei では 37 の MLVA

型が検出された。このうち 7 株が同一の MLVA 型であり、いず

れも 11 月から 12 月にかけて東北地方において分離された。

[泉谷秀昌、森佳津美、竹本歩、大西真]

イ．病原性の発現メカニズムにもとづいた、広汎な血清型に作

用する赤痢ワクチン候補株の開発

これまで、多数の血清型で構成される赤痢菌群に共通に効

果を示すワクチンは実用化されていない。赤痢の病原性発現

メカニズムの研究から、赤痢菌群に共通する病原因子である

III 型分泌装置(T3SS)の発現が増える一方、ストレス応答の不
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調で宿主から排除されやすい変異(hfq)を同定した。

この変異を利用したワクチン候補株が、モルモットを用いた

複数の実験系で、現在の流行株であるソンネ菌と、志賀毒素

遺伝子をもつ志賀菌に防御効果を示すことを明らかにした。

また免疫した個体の産生する抗体はこれらを含む赤痢菌群に

反応した。血清型を超えて免疫が誘導されるメカニズムとして、

ワクチン候補株は共通抗原である T3SS の発現が増加してい

る上に、弱毒化によって通常の感染量をはるかに超えた菌の

投与が可能であることが考えられた。

このワクチン候補株の副反応をより弱めた候補株を作成し、

インド国立コレラ腸管感染症研究所(NICED)と解析を進めて

いる。[三戸部治郎]

3. サルモネラ属菌に関する研究

(1) 菌株の多様性および病原機構に関する研究

ア．チフス菌、パラチフス A 菌のファージ型別

2019 年に国内で分離され、地方衛生研究所、保健所等か

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 28 株、パラチフ

ス A 菌 16 株であった。チフス菌では、ファージ型 E1 が 8 株

で最多であった。パラチフス A 菌ではファージ型 1 が 7 株検

出され最多となり、それに次いでファージ型 2 が 4 株検出され

た。[森田昌知、泉谷秀昌、大西真]

イ．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

2019 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 世代セファロスポリン系薬剤 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、ニューキ

ノロン薬に対して非感受性となるナリジクス酸耐性菌の割合は

チフス菌で 53.6%、パラチフス A 菌は 87.5%であった。ナリジ

クス酸耐性チフス菌のうち、アンピシリン、クロラムフェニコール、

ST 合剤及び第 3 世代セファロスポリンにも耐性を示す株が 1

株存在した。[森田昌知、泉谷秀昌、大西真]

ウ．サルモネラの血清型別、遺伝子型別、ファージ型別

2019 年に当研究所に送付されたサルモネラ株は 218 株で

あった。血清型は 23 種類からなり、上位 4 位は Enteritidis、

Stanley、Typhimurium、Schwarzengrund であった。このうち

134 株について XbaI 消化による PFGE 解析を行った結果、34

パターンに分かれた。血清型 Enteritidis 53 株についてファ

ージ型別を実施した結果、49 株がファージ型 47 となった。[泉

谷秀昌、森佳津美、竹本歩、大西真]

エ．保菌者サルモネラの血清型別と薬剤耐性

2013 年に分離された保菌者由来サルモネラ O8 群 51 株、

O9 群 20 株、2017 年に分離された保菌者由来サルモネラ O4

群 229 株、O8 群 129 株について血清型別及び薬剤感受性

試験を実施した。O4 群上位は Schwarzengrund、Agona、I

4:i:-、O8 群上位は Newport、Manhattan、Corvalis、O9 群はほ

とんど Enteritidis であった。感受性試験を行った 429 株中 250

株が何らかの薬剤に耐性を示し。耐性パターンとしては、SM

＋TC の 2 剤耐性、SM＋TC＋KM の 3 剤耐性が多く観察さ

れた。[泉谷秀昌、森佳津美、竹本歩、大西真]

オ．集団食中毒、髄膜炎、および溶血性尿毒症症候群（HUS）

由来 Salmonella Stanley のゲノム解析

2019 年に、それぞれ別の自治体で食中毒、髄膜炎、また

は HUS から Salmonella Stanley が検出された。そこで、3 事例

の菌株計 32 株について、全ゲノム配列解析を行った。その結

果、食中毒および HUS 事例の菌株は最大 5 か所の SNP の

み認められ、同一由来である可能性が示唆された。一方、髄

膜炎由来株とは 569 か所以上の SNP が認められ、関連性が

低いことが明らかとなった。 [李謙一、伊豫田淳、泉谷秀昌、

小澤さお美、竹本歩、大西真]

4. ビブリオ属細菌に関する研究

(1) 菌株の多様性および遺伝子水平伝播に関する研究

ア．V. cholerae のゲノム解析

国内及びアジア地域で分離された V. cholerae のゲノム DNA

を精製し、次世代シーケンサーによりゲノム配列を継続的に

解読している。これまでの累計は V. cholerae 及び他のビブリ

オ科細菌も含め約 1400 株である。コアゲノム系統解析の結果、

特定期間に分離されたラオス、タイ、ベトナム由来のコレラ菌

が同じ遺伝系統に属することが明らかとなった。[森田昌知、

荒川英二、泉谷秀昌、大西真]

イ ． 令 和 １ 年 度 に 同 定 、 血 清 型 別 な ど を 依 頼 さ れ た

Vibrionaceae および Aeromonadaceae 菌株

令和１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 7 株で、すべて国内例の Vibrio 

cholerae non-O1/non-O139 であった。事例数としては 4 例で

あったが、いずれも血液培養からの分離株が含まれており、２

例は便培養からも分離されており、同じ O 血清型の V. 

cholerae non-O1/non-O139 の感染事例であった。１例は海外

渡航歴があったが、その他は海外渡航歴がなく、感染経路は
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不明であった。O 血清型はすべての事例で異なっていたこと

から、それぞれに関連性はないものと考えられた。 [荒川英二、

森田昌知、泉谷秀昌]

ウ．コレラ菌の染色体が単一化する遺伝的要因の探索

昨年度は単一染色体を保有するコレラ菌株のゲノム解析を

行い、特徴的な変異やゲノム再編成を明らかにした。本年度

はゲノム編集技術を用いて、それらの遺伝的変化を野生型に

復帰させるとともに、典型的な2本の染色体を保有する株に導

入した。また、染色体2の複製開始因子RctBの必須性を指標

にして、染色体数が変動した株のスクリーニングを開始した。

[山本章治]

(2) 検査法開発に関する研究

ア．V. cholerae の LPS 合成遺伝子領域の解析および比較

O 血清群は現在 205 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。205 種類全ての O 血清群の全塩基配列を解読し、

そこから O 抗原合成遺伝子領域の抽出を試みた。De novo

assemble により 1 つの contig として得られないものもあったが、

gap を walking により繋げ、205 種類全ての O 血清群の全塩

基配列が解読された。これら 205 種類の O 血清群の遺伝子

領域中の ORF についてそのアノテーション及びパラログ解析

を行った。アノテーションを元に構成糖の合成遺伝子、糖転

移酵素、多糖輸送因子に分類し、遺伝子構成を図解し比較

検討した。[荒川英二、森田昌知、泉谷秀昌、大西真、村瀬一

典(宮崎大)、浦井誠 (東京農大)]

イ．V. fluvialis/V. furnissii の O 抗原領域の遺伝子解析

コレラ流行地でしばしば分離され、下痢症に関連する V. 

fluvialis について、血清型参照株の O 抗原合成遺伝子領域

の解析を V. cholerae 同様、次世代シークエンサーを利用し全

ゲノム配列を取得後、O 抗原遺伝子領域の抽出を行った。こ

れまでに O1〜O18 のドラフトゲノムの取得が完了した。中国の

ヒト下痢症および環境から分離された V. fluvialis の菌株を送

付してもらいその O 血清型別を行った。V. fluvialis の O 血清

型別は、感染研でしか行うことが出来ないため、O 抗原遺伝

子群を調べることで簡易に推定することを目的として、まず V. 

fluvialis の中国での分離頻度の高かった O 抗原型 O11、O14

について、De novo assemble を行い、O 抗原合成遺伝子領域

の抽出、V. cholerae の O 抗原遺伝子群との比較、V. fluvialis

特異遺伝子の検索を行った。 [荒川英二、Kan Biao(中国

CDC)]

5. カンピロバクターに関する研究

(1) 菌株の多様性および病原機構に関する研究

ア．Campylobacter jejuni における莢膜多糖生合成遺伝子ク

ラスターの解析

C. jejuni の Penner 血清型は、本菌に起因する感染症にお

ける重症化要因の一つとされているものの、型別率が 50％以

下と低いことに加え、型別の再現性が得られない場合もしばし

ば報告されることから、疫学調査を行う上で深刻な問題の一

つとなっている。本研究では、Penner 血清型が型別不能にな

る遺伝的要因を明らかにするために、その主要抗原である莢

膜多糖の生合成遺伝子クラスターに焦点を当て、分子遺伝学

的な解析を開始した。[山本章治，伊豫田淳，大西真、尾羽

根紀子（山口環保セ）、 今野貴之（秋田健環セ）、山田和弘

（愛知衛研）]

6. エルシニア属菌に関する研究

(1) 検査法開発に関する研究

ア．エルシニアの血清型別

2019 年に当研究所の送付されたエルシニア属菌は 5 株で

あり、すべて Y. enterocolitica であった。血清型は O:3 が 4 株、

O:9 が 1 株であった。[泉谷秀昌、森佳津美、竹本歩、大西真]

II. 呼吸器感染症ならびに侵襲性感染に関する研究

1．Streptococcus 属に関する研究

(1) 菌株の多様性解析と疫学的解析

ア．日本における 2018 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

2018 年に全国の衛生研究所に収集された A 群レンサ球菌

980 株に対して T 型別を行った。分離頻度の高かった T 型は、

T1 (217/980, 22.1%) 、 TB3264 (186/980, 19.0%) 、 T12

(179/980, 18.3%)、T4 (121/980, 12.3%)であった。T1 型の分離

比率は、2017 年 2016 年と比較して減少したが、2018 年増加

した(2016 年, 23.5%、2017 年, 20.9%、2018 年, 22.1%)。

TB3264 型の分離比率は、 2017 年以降増加傾向にある

(2016 年, 11.6%、2017 年, 15.1%、2018 年, 19.0%)。T12 型の

分離比率は、2016 年以降増加傾向であったが (2015 年, 

15.5%、2016 年, 19.2%、2017 年, 21.6%)、2018 年減少した

(18.3%)。T4 型は、2018 年減少した (2017 年, 14.0%、2018

年, 12.3%)。[池辺忠義、大西真、溶血性レンサ球菌レファレ

ンスセンター]

イ．日本において 2018 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 T 型別、emm 遺伝子型

2018 年、A 群レンサ球菌による劇症型溶血性レンサ球菌

感染症(STSS)の報告が 175 症例あった。171 例が S. pyogenes、

4 例が S. dysgalactiae subsp. equisimilis による症例であった。
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最も分離された型は、T1 型であり、昨年より分離比率が高

かった(2017 年, 35.8%; 2018 年, 39.8%)。また、咽頭炎由来株

の分離比率(22.1%)に比べ、高い分離比率を示していた｡次

いで、TB3264 型が多く、その分離比率は昨年と比較して低下

した(2017 年, 21.6%; 2018 年, 18.7%)。この 2 つの型で全体

の 55%以上を占めていた。

STSS の確定診断例 175 例中、emm1 型が 70 例(40.0%)と

最も多く、次いで emm89 型が 40 例(22.9%)、emm12 型が 14

例(8.0%)と多かった。2017 年と比較し、emm1 型は、35.3%

(54/153)から 39.8% (68/175)に増加した。emm89 型は 20.9% 

(32/153)から 22.9% (40/175)に増加した。emm12 型は、9.8%

(15/153)から 8.0% (14/175)に減少した。

[池辺忠義、大西真、溶血性レンサ球菌レファレンスセンタ

ー]

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

2018 年に劇症型/重症溶血性レンサ球菌感染症を引き起こ

した A 群レンサ球菌 175 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、メロペネム、リネゾリドに対して感受性を示

した。クリンダマイシンに対して 9.1% (16/175)の株が耐性を示

した。[池辺忠義、大西真、溶血性レンサ球菌レファレンスセン

ター]

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

2018 年、G 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 137 例 あ っ た 。 菌 種 は す べ て 、 S. 

dysgalactiae subsp. equisimilis であった。劇症型感染症患者

分離株の emm 遺伝子型別を行った結果、stG6792 型が 48 例

(37.2%)と最も多く、次いで、stG485 が 24 例(18.6%)、stG245

が 10 例(7.8%)と多かった。 [池辺忠義、大西真、溶血性レン

サ球菌レファレンスセンター]

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、遺伝子型

2018 年、B 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 49 例あった。菌種はすべて、S. agalactiae であ

った。血清型は、Ib 型と V 型が最も多く、ともに 14 例(28.6%)

であり、次いで III 型が 11 例(22.4%)、Ia 型が 7 例(14.3%)で

あった。2018 年、C 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 6 例あった。菌種は、S. dysgalactiae 

subsp. equisimilis であった。最も多かった emm 遺伝子型は、

stC6979 型で 3 例(50.0%)であった。2018 年、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 2 例あった。

菌種は、ともに S. constellatus subsp. constellatus であった。

[池辺忠義、大西真、溶血性レンサ球菌レファレンスセンタ

ー]

カ．小児侵襲性感染症由来原因菌の疫学調査

日本医療研究開発機構研究費 （新興・再興感染症に対

する革新的医薬品等開発推進研究事業 ワクチンの実地使

用下における基礎的･臨床的研究及びワクチンの評価･開発

に資する研究）の研究分担者として、日本国内 10 道県の小

児の侵襲性感染症より分離された肺炎球菌および GBS 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、菅秀(国立病院機構三重病院)]

キ．成人侵襲性肺炎球菌感染症 (IPD) 由来原因菌の疫学

調査

厚生労働科学研究費補助金 (新興・再興感染症及び予防

接種政策推進研究事業 成人の侵襲性細菌感染症サーベイ

ランスの充実化に資する研究) の研究分担者として、日本国

内 10 道県の成人 IPD 由来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、大石和徳

(富山県衛生研究所)]

(2) 肺炎球菌の病原因子・宿主応答に関する分子基盤構築

ア．細胞内に侵入した肺炎球菌と宿主細胞との相互作用

肺炎球菌はヒトの上気道部に常在する日和見感染菌であり、

小児や高齢者では重篤な侵襲性肺炎球菌感染症を引き起こ

す。近年、血清型交代現象によりワクチンが効かない血清型

の肺炎球菌が増加している。また、臨床分離される肺炎球菌

の 50%以上がペニシリン耐性であり、多剤耐性肺炎球菌の出

現も報告されている。このことから、本研究では血清型に依存

しない新規予防法・治療法の開発が必要とされている。そこで、

細胞内に侵入した肺炎球菌と宿主細胞との相互作用につい

てオートファジーに焦点を当てて解析を行った。その結果、細

胞内に侵入した肺炎球菌は感染 2 時間後には、ポリユビキチ

ン-p62 -LC3 からなるオートファジー受容体に認識され選択的

オートファジー（Xenophagy）により捕捉・殺菌されることが明ら

かとなった。近年、FIP200 非依存的なノンカノニカルなオート

ファジーである LAP (LC3-associated phagocytosis)が注目され

ている。そこで、肺炎球菌が LAP を誘導する可能性を模索し

た結果、肺炎球菌感染 1 時間後に、肺炎球菌を捕捉する

LAP 様構造が一過性に出現し、感染 2 時間後には消失する

ことが明らかになった。さらに、LAP 誘導不全細胞を作製し肺

炎球菌を感染させた結果、感染 1 時間後に誘導される LAP
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のみならず感染 2 時間後に誘導される Xenophagy も抑制され

た。以上の結果から、肺炎球菌感染細胞で誘導される階層的

なオートファジー誘導の一端が明らかとなった。 [小川道永、

友清帝、松田竜太、雫石早矢佳、高田直輝、大西真、梁明秀

（横市・医）、竹山春子（早大院・生命医科）]

2. レジオネラ属菌に関する研究

（1）遺伝子型別に関する研究

ア．レジオネラ属菌臨床分離株の収集および Legionella 

pneumophila 臨床分離株の SBT 法による遺伝子解析

令和元年度にレジオネラ・レファレンスセンターで収集したレ

ジオネラ属菌臨床分離株 77 株は、Legionella pneumophila が

76 株（血清群（SG）1 が 68 株、SG2、SG7、SG10 が各 2 株、

SG3 および SG5 が各 1 株）と、Legionella longbeachae が 1 株

であった。L. pneumophila については、SBT 法による遺伝子

型別を実施し、その結果は各自治体に還元した。76 株は 46

種類の遺伝子型に分けられ、そのうち 3 種類が新規遺伝子型

であった。50%が感染源不明で、温泉等の入浴関連が感染

源と推定されているのが 34%、土壌あるいは塵埃等が感染源

であると推定されているのが 9%、7%が種々の水系と推定され

ていた。

[前川純子：大森恵理子（仙台市衛研）、大屋日登美（神奈川

衛研）、金谷潤一（富山衛研）、中西典子（神戸市環保研）、

平塚貴大（広島県総技研保健環境セ）、吉野修司（宮崎県衛

環研）、倉文明（バイオセーフティ管理室）、大西真、 The 

Working Group for Legionella in Japan]

（2）レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ

厚労科研レジオネラ研究班のサポートのもと、日水製薬株

式会社を実施母体としたレジオネラ属菌検査精度管理サー

ベイが 2015 年度から行われている。2019 年度も実施され、全

国 161 の検査機関が参加した。レジオネラ研究班への協力機

関として参加した地方衛生研究所等 73 機関については、独

自に集計・解析を実施し、過去４年間の結果とも比較した。５

年連続参加した機関は 50 機関あった。解析の結果、これまで

同様特定のいくつかの機関に検査手技の再確認が必要と判

定される傾向が認められた。一方、本年度の回収率は、判定

を開始した過去２年と比較し、全体的に低い傾向にあった。特

に回収率０～10％未満の施設が全体の３割（30.1％）あり、過

去２年（16.9％、8.5％）を大きく上回った。今後さらにシステム

の検討を重ね、継続的かつ安定した外部精度管理調査がで

きるようにしたい。[森本洋、小川恵子、三津橋和也（北海道衛

研）、磯部順子、金谷潤一（富山衛研）、大屋日登美（神奈川

衛研）、佐々木麻里（大分県衛環研）、緒方喜久代（大分県薬

剤師会検査セ）、中西典子（神戸市環保研）、大森恵理子（仙

台市衛研）、平塚貴大（広島県総技研保健環境セ）、吉野修

司（宮崎県衛環研）、倉文明（バイオセーフティ管理室）、前川

純子]

（3）浴槽水のレジオネラ消毒法の開発に関する研究

ア．モノクロラミン消毒を導入した循環式浴槽を洗浄する必要

性

pH9 以上の高 pH の温泉水に対して、次亜塩素酸ナトリウ

ムが消毒剤として使用されると、高 pH 等が理由で消毒効果が

減弱し、レジオネラ属菌の増殖が問題となることがある。これを

回避すべく、高 pH においてもレジオネラ属菌への消毒効果

が発揮される、モノクロラミン消毒の活用が進められている。と

ころがモノクロラミンを長期に使用すると、浴用水中の従属栄

養細菌数が増加することがある。そこで、従属栄養細菌数の

増加の再現と、洗浄・消毒の必要性について検討した。協力

を得た 2 箇所の営業施設はいずれも高 pH の温泉水を循環

利用している施設で、モノクロラミン消毒を行い、洗浄、消毒、

換水をしながら 6〜7 週間の試験を行った。入浴中のモノクロ

ラミン濃度が 3〜6 mg/L、週に 1〜3 回の完全換水と浴槽の清

掃、ろ過器の 10〜30 分間の逆洗、10〜20 mg/L の高濃度消

毒を行った。浴用水は、レジオネラ属菌、大腸菌群ともに陰性

であったが、従属栄養細菌数は増加した。モノクロラミン消毒

はレジオネラ属菌の制御に有用だが、従属栄養細菌数が増

加する問題が再現され、循環式浴槽には、より強力な洗浄・

消毒が必要と考えられた。[栁本恵太、山上隆也、植松香星、

久田美子（山梨県衛生環境研究所）、森康則、赤地重宏、永

井佑樹（三重県保健環境研究所）、枝川亜希子（大阪健康安

全基盤研究所）、山本哲司（花王株式会社）、杉山寛治、田

中慶郎（株式会社マルマ）、市村祐二、茶山忠久（ケイ・アイ

化成株式会社）、藤井明（株式会社ヘルスビューティー）、斎

藤利明（株式会社ヤマト）、小坂浩司（国立保健医療科学院）、

長岡宏美（静岡県環境衛生科究所）、泉山信司（寄生動物

部）、前川純子]

3. 髄膜炎菌に関する研究

(1) 菌株の多様性および疫学解析

本年度に発生した髄膜炎菌性感染症の起炎菌株の疫学的

解析

本年度は患者由来株 29 株、健常者由来株 6 株の計 35 株

の国内分離株が収集され、その血清学的及び分子疫学的解

析を行なった。

患者由来株に関してはそれらの血清型は Y 群 18 株、B 群

10 株、W 群 1 株であった。MLST 法による分子疫学的解析の

結果は血清群 Y の株は ST-23 が 2 株、ST-1655 (ST-23

complex)が 10 株、ST-13675 (ST-23 complex)が 2 株、ST-
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14734 (ST-23 complex) が 2 株、ST-15195 (ST-23 complex)が

1 株、ST-3015 が 1 株であった。血清群 B の株は ST-2057 が

5 株、ST-14407 が 2 株、ST-687、ST-213、ST-5664 が各 1 株

ずつであった。血清群 W の 1 株は ST-11 であった。健常者由

来 株 に 関 し て は 、 Y 群 ST-14734(ST-23 complex) 、 Non-

Typable ST-11025、Y 群 ST-457、Y 群 ST-2057、29E 群 ST-

3056(ST-178 complex)、Y 群 ST-23 株が 1 株ずつであった。

今年度の分離株の中では、例年通り血清群 Y に分類される

髄膜炎菌株が最も多く分離され、ST−23 complex に属する

ST-1655 が多数を占めていることから、国内における髄膜炎菌

の分布状況は昨年と同様で国内における散髪例の集積であ

る可能性を示唆していると考えられた。一方で、健常者由来

株からは国内検出が初となる血清群 29E 遺伝子型 3056 の髄

膜炎菌株も分離され、未検出の髄膜炎菌が国内で未だ検出

されることは国内における髄膜炎菌の分布像を把握しきれて

いな可能性が示唆された。

ST-457 、 ST-5664 、 ST-13675 、 ST-14407 、 ST-14734 、 ST-

15495 といった、過去 20 年間では国内では検出されなかった

遺伝子型の髄膜炎菌も検出された。注目すべき結果は血清

群 Y 新規遺伝子型 ST-14734 髄膜炎菌株が 2020 年 8 月に

神奈川県で分離されたが、10 月には千葉でも敗血症患者か

ら同一の株が分離されている事である。ST-1655 株のような普

遍的な株では散発例なのか関連事例なのかを区別する事は

困難であるが、ST-14734 のような新規遺伝子型の髄膜炎菌が

違う時期に違う場所で分離される事は国内においても髄膜炎

菌株が流動的に伝播している可能性を強く示唆していると考

えられた。延期された東京オリンピック・パラリンピックを来年度

に控え、国内で分離される髄膜炎菌株のプロファイル変化を

引き続き注視していく事が重要である。

また ST-2057 株は日本固有株として知られているが、過去

の分離株は全て血清群 B の株であった。しかし、今年度健常

者から分類された株は血清群が Y であり、莢膜多糖体合成遺

伝子の組替え（capsule switching）が自然発生的に生じた結

果であると推測された。髄膜炎菌ワクチンが導入されてなく、

ワクチン選択圧がない日本国内においても髄膜炎菌の遺伝

子変換は頻繁に発生している可能性を示唆すると考えられた。

[高橋英之、大西真：中村晴奈、神谷元、砂川富正（感染症疫

学センター）]

(2) 病原機構に関する研究

非天然アミノ酸を用いた髄膜炎菌の機能未知因子の病原性

機能の総合的解析

過去に行なったヒト脳血管内皮細胞(HBMEC)への侵入能

のみが著しく欠損した髄膜炎菌変異株を単離したが、その原

因遺伝子は hypothetical protein とアノテーションされた機能未

知タンパクをコードした遺伝子 NMB1345 であった。このタンパ

クは既知蛋白との相同性が全く見出せず、in slico 解析ではそ

の機能推測は不可能であった。そこで、遺伝暗号拡張による

非天然型アミノ酸導入法を新たに髄膜炎菌に適用し、非天然

型アミノ酸光クロスリンカーを NMB1345 分子内に特異的に

導入し、NMB1345 と相互作用因子を生化学的・物理化学手

法を用いて髄膜炎菌内で探索することを試みた。NMB1345

分子とクロスリンクしたバンドに相当する蛋白を生化学的に精

製後、LC-MS/MS 及び MASCOT による同定を行ったところ、

線毛の主要蛋白である PilE であることが明らかとなった。線毛

は髄膜炎菌の宿主細胞への接着及び侵襲に関して非常に重

要な役割を担っている事が明らかとなっており、この結果は過

去の知見とも非常に合致すると考えられた。NMB1345 を Pili 

associated molecule A (PamA)と命名し、さらに PamA と PilE の

相互作用による機能解析を行うため、PamA と PilE のクロスリ

ンクしているアミノ酸部位を LC-MS/MS を用いて同定した。そ

の結果、PamA の 278 番目のリジンに導入した非天然アミノ酸

型クロスリンカーは PilE の 12 番目のイソロイシン(I12)にクロス

リンクしている事が明らかとなった。さらに PilE の I12 をアラニ

ンに置換した pilE I12A 変異体を構築し、HBMEC への感染

における影響を解析した結果、pilE I12A 変異体は野生株に

比べて細胞侵襲能が低下しており、また生化学的解析から

PamA と PilE I12A の相互作用は野生株に比べて著しく低下

している事が明らかとなった。以上の結果から、物理化学的、

生化学的及び遺伝学的解析により、機能未知であった髄膜

炎菌 PamA 因子は線毛と相互作用することに髄膜炎菌の病

原性を促進している分子機序が明らかとなった。[高橋英之、

志牟田健、大西真：柳沢達男、横山茂之、堂前直（理研）、

Kwang Sik Kim（Johns Hopkins Univ）]

III. ボレリアならびにレプトスピラ感染症に関する研究

1．ボレリア感染症に関する研究

(1)新興回帰熱ボレリアの病原機構に関する研究

Borrelia miyamotoi のゲノム配列から表層抗原をコードする

と推定された 90 遺伝子について、ボレリア内で恒常的に遺伝

子発現可能なプロモーター配列に連結後、各々について

HT59G 株へ導入し、この内、76 遺伝子について形質転換株

を得た。これらの形質転換株について、ヒト血清感受性試験を

行った結果、T027 ならびに T076 の遺伝子を導入した株でヒ

ト血清に対する低感受性が見られた。このうち、低感受性を強

く示した T027 遺伝子導入株の血清耐性機構について、さら

なら解析を実施した。これにより補体経路の最終過程である

Terminal pathway を制御するビトロネクチンと T027 抗原が

T027 の C 末端側ペプチド配列を介して結合し、補体系による

殺菌が回避されていることを明らかにした。T027 ならびに
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T076 遺伝子は、ボレリア属細菌に広く見いだされる表層抗原

の一種 P35 をコードする遺伝子群の一つである。P35 遺伝子

群は pfam54 に分類される multi-copy 遺伝子であり、各々の

遺伝子は複数の菌種間で lineage を形成する。また、P35 遺

伝子群の一つの lineageとして、フィブロネクチン等との結合活

性や C1 補体複合体活性化の阻害機能が示されている bbk32

や補体制御因子である F 因子と結合し補体による殺菌を負に

制御する bga71 などが知れているが、T027 ならびに T076 遺

伝子は互いに高い相同性を示す一方でこれらの既知遺伝子

とは異なる lineage に属した。ビトロネクチンを介した MAC 形

成阻害によるボレリアの補体抵抗性機構はこれまで報告がな

く、新興回帰熱起因菌の病原性を理解する上で重要な知見

が得られた．

[川端寛樹、佐藤梢、大西真：熊谷由美（順天堂大学）、関塚

剛史、黒田誠（病原体ゲノム解析研究センター）、高野愛（山

口大学）、林哲也（九州大学）]

2. レストスピラ症に関する研究

(1)運動制御機構に関する研究

ア．レプトスピラべん毛鞘タンパク質 FcpA、FcpB、FlaA のべ

ん毛形成における役割

レプトスピラべん毛鞘タンパク質 FcpA、FcpB、FlaA1/2 それ

ぞれを欠損する変異体の表現型およびべん毛のタンパク質プ

ロファイルを比較した。ΔfcpA 株のべん毛は直線状で FcpA、

FcpB および FlaA2 の局在がみとめられなかった。一方 ΔfcpB

株のべん毛は屈曲しており、FcpA および FlaA2 は局在してい

た。また ΔflaA1/2 二重欠損株のべん毛は直線上で FcpA およ

び FcpB は局在していた。二重欠損株の直線状のべん毛は、

FlaA2 単独を発現させることで屈曲すること、ΔflaA1 株のべん

毛は屈曲していることが明らかとなった。以上の結果から、

FlaA2 はべん毛を屈曲させるために必須のタンパク質であるこ

とが明らかとなった。

[小泉信夫、大西真：中村修一（東北大学大学院）、川本晃大

（大阪大学）]

（2）レプトスピラの病原性に関する研究

ア．維持宿主動物における持続感染に必須なレプトスピラ遺

伝子の同定

人獣共通感染症病原体レプトスピラの維持宿主動物の腎

臓への持続感染に必須の因子を明らかにするために、トラン

スポゾン挿入変異体を作製し、ラット感染実験を行った。レプト

スピラ変異体 96 株を 1 群として計 15 群をラットに接種し、接

種培養液 DNA（インプット）と、接種 3 週間後の腎臓培養

DNA（アウトプット）のトランスポゾン挿入位置の近傍の配列を

次世代シークエンサーにより決定し配列比較を行った。その

結果、インプットに対するアウトプット比が 10%以下となった

DNA 配列を 129 同定することができた。

[小泉信夫、森田昌知、大西真]

(3)小型哺乳動物由来レプトスピラの解析

ア．インドネシア・ボゴールのドブネズミ由来レプトスピラおよび

カンボジアからベトナムへ輸出される野鼠由来レプトスピラの

解析

ボゴール地域 4 ヶ所で捕獲したドブネズミ 90 匹の腎臓から

レプトスピラの分離を行った。その結果、3 ヶ所 25 匹からレプト

スピラが分離された。分離株は flaB 遺伝子の塩基配列および

標準抗 血清を 用 いた顕 微鏡 凝集 試験により Leptospira 

borgpetersenii 血清群 Javanica (4 株)、L。 interrogans 血清

群 Bataviae (19 株)、L。 interrogans (血清群未同定、2 株) と

同定された。また血清群 Javanica 株および Bataviae 株、血清

群未同定 2 株の遺伝子型は、MLST あるいは MLVA によりそ

れぞれの血清群間で同一であることが明らかとなった。

カンボジアからベトナムに輸出される野鼠 72 匹の腎臓からレ

プトスピラの分離を行った。その結果、アゼネズミ 3 匹からレプ

トスピラが分離された。分離株は flaB 遺伝子の塩基配列およ

び標準抗血清を用いた顕微鏡凝集試験により Leptospira 

borgpetersenii 血清群 Javanica と同定された。

[小泉信夫、大西真：三浦こずえ（東京大学大学院）]

イ．アジアの小型哺乳動物由来レプトスピラのゲノム解析

南西諸島、沖縄県、台湾およびフィリピンの野鼠から分離さ

れた L。 borgpetersenii 血清群 Javanica 35 株の全ゲノム SNP

に基づいて作成した系統樹により、血清群 Javanica は分離地

域ごとに 5 つのクラスターを形成した。またそれぞれの地域に

よって分離野鼠種が異なることから、L。 borgpetersenii 血清

群 Javanica はさまざまな動物種に感染できる generalist であ

り、各地域の優占野鼠種に感染し宿主域を広げるとともに、地

理依存的に遺伝的多様性を増してきたことが示唆された。

[小泉信夫、森田昌知、大西真：和田崇之（長崎大学熱帯医

学研究所）]

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) 菌株の多様性と薬剤耐性に関する解析

ア．淋菌サーベイランス

昨年度に引き続き 2019 年 4 月から 2020 年 3 月の間に、

京都市内 2 ヶ所および大阪府内 3 ヶ所のクリニックより送付さ

れた臨床検体のうち、本研究所にて淋菌と分離同定した 176

株について penicillin G、cefixime、ceftriaxone、ciprofloxacin、

azithromycin、spectinomycin に対する MIC 測定を実施した。
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その結果、それぞれ上記の薬剤に対して 0 %, 60.2 %, 92.0 %, 

37.5 %, 83.5 %, 100% が感受性株であった。昨年度と比較し

て 100% 感受性が続いている spectinomycin 以外の 5 剤も

感受性率がほぼ横ばいであった。特に ciprofloxacin での感

受性率が昨年度 40%代に迫るほどに改善したが、その傾向が

今年度も維持されていることは注目に値する。近年危惧され

ている ceftriaxone 耐性株について、2015 年１月分離株で

ceftriaxone MIC=0.5 のものが１株検出されたこと、H29 年度に

はこのサーベーランスでもこの株由来と推定される同程度耐

性度株１株が 5 月に検出された他、同様の型の耐性遺伝子

を持つ株の分離報告が国内外で相次いだことを一昨年度に

報告したが、昨年度、今年度の我々のこのサーベーランスで

はこれに相当する株は検出されなかった。

[中山周一、吉田愛、志牟田健：飛田収一(飛田病院)、伊東

三喜雄(伊東泌尿器科)、石川和弘(京都市衛生環境研究所)、

古林敬一(そねざき古林診療所)、亀岡博(亀岡クリニック)、川

畑拓也 (大阪府立公衆衛生研究所)、安本亮二(安本クリニッ

ク)、大西真]

イ．セフトリアキソン (CRO)耐性淋菌株の簡易検出系の開発

近年、penA-60.001 保持の CRO 耐性淋菌株が世界各地で

報告されている。 本研究では、CRO 耐性淋菌株 (penA 

60.001 保持株)の penA 遺伝子を標的とする LAMP 法による

検出系の開発を行った。淋菌以外のナイセリア属菌に対する

偽陽性判定を除くために、二つの独立したアッセイの結果より、

淋菌株の penA 60.001 型遺伝子保持の判定を行った。アッセ

イの一つである淋菌の penA 遺伝子特異的増幅に用いる各プ

ライマーは、その 5’末端の淋菌共通な配列よりデザインした。

一方、penA 60.001 型遺伝子特異的増幅を目的としたアッセイ

には、多くの CRO 耐性淋菌株の PBP2 に見られる A311V の

SNPを利用し、各プライマーはこの変異を含む penA 60.001型

遺 伝 子 の 配 列 よ り デ ザ イ ン し た 。 プ ラ イ マ ー 設 定 は 、

PrimerExplorer V5 を利用し、LAMP 反応の確認には、penA

60.001 型遺伝子を保持する FC428 株を用いた。FC428 株の

gDNA をテンプレートにした反応では、両アッセイともに陽性

反応が得られた。最小検出 genome 量は両アッセイ共に

104copy (25pg 相当)/反応であった。更に、国内で分離された

淋菌 204 株および淋菌以外のナイセリア属菌 95 株の gDNA

を用いて検証した結果、両アッセイともに陽性反応を示したの

は penA 60.001 型遺伝子を保持した CRO 耐性淋菌 3 株のみ

であった。今回、偽陽性判定が危惧された非病原性ナイセリ

ア属菌に対して陽性判定とはならなかった。本検出系は、淋

菌以外の他のナイセリア属には反応しないため、尿道、咽頭

由来、両検体で有効である可能性が示唆された。 [志牟田健、

大西真]

ウ．淋菌の penA 遺伝子変異によるセフトリアキソン耐性機序

について

淋 菌 の セ フ ト リ ア キ ソ ン (CRO) 耐 性 化 の 主 要 因 は 、

Penicillin Binding Protein 2（PBP2）をコードする penA 遺伝子

の一部変異であることが、これまでに報告されている。この現

象は、非病原性ナイセリア属細菌の penA 遺伝子からの伝播

による影響が示唆されているが、不明な部分も多い。本研究

では、CRO 耐性を示す（ここでは CRO の MIC 値が 0.5mg/L

以上とする）非病原性ナイセリア属の penA 遺伝子による淋菌

の CRO 耐性化のメカニズムを明らかにすることを目的とした。

咽頭スワブ（202 検体）から収集されたグラム陰性球菌 108 株

の薬剤感受性試験を行い、CRO の MIC 値を決定した。また

これら菌株のドラフトゲノム配列 (Illumina MiSeq)を取得し、

菌種の同定、penA 遺伝子領域の配列決定に用いた。この内、

CRO 耐性非病原性ナイセリア属菌 12 株を確認し、これら菌

株の genomic DNA をドナーとし CRO 感受性淋菌に自然形

質転換を行い、10 株の genomic DNA を用いた実験では、ド

ナー株と同等の CRO に対する MIC 値を示す形質転換体を

得た。これら形質転換体のドラフトゲノム配列を取得し、組換

えの行われた領域を決定し、形質転換体の penA 遺伝子は

CRO 耐性非病原性ナイセリア属菌の penA 遺伝子の一部と組

み変わっていることを明らかとした。淋菌の CRO 耐性獲得は

penA 遺伝子依存的であることが示唆された。またこの組換え

は、penA 遺伝子のみではなくその 3’末端領域を含めた領域

で起こっていた。形質転換体を得ることの出来なかった 2 株に

ついて、これら genomic DNA をドナーとし、CRO 感受性非病

原性ナイセリア属菌に自然形質転換を行い、得られた形質転

換体の内、CRO の MIC 値上昇が確認された菌株の penA 遺

伝子領域が、CRO 耐性非病原性ナイセリア属菌の penA 遺伝

子の一部と組み変わっていることを確認した。次に、ここで得

られた非病原性ナイセリア属菌間で生じた形質転換体 (CRO

耐性)の genomic DNA をドナーとし CRO 感受性淋菌株に自

然形質転換し、ドナー株と同等の CRO に対する MIC 値を示

す形質転換体 (淋菌株)を得た。これら形質転換体株の penA

遺伝子領域の解析を行ったところ、CRO 耐性非病原性ナイセ

リア属菌の penA 遺伝子の一部と組み変わっていることを確認

し、形質転換体の CRO の MIC 値上昇は CRO 耐性非病原

性ナイセリア属菌の penA 遺伝子依存的であることを示した。

penA 遺伝子変異依存的な CRO 耐性淋菌出現には、CRO 耐

性非病原性ナイセリア属菌の penA 遺伝子と CRO 感受性淋

菌の penA 遺伝子が直接組み変わるまでに、いくつかのイベン

トを介した結果も含めて、起き得る現象である可能性を実験的

に示した。[志牟田健、高橋奈央 (北里大)、大西真]
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エ．シタフロキサシンの適応拡大による淋菌感染症治療に資

する有効性の検討

国内で収集した淋菌株を利用して、当該株の薬剤耐性情

報に基づき、既存薬の適応拡大による淋菌感染症治療（二剤

併用療法の一剤としての利用）に資する有効性を評価するた

め、シタフロキサシン（STFX）に対する耐性株の出現可能性

を継代培養法により in vitro で検証した。シプロフロキサシン

（CPFX）の MIC 値が > 32 µg/ml の株について、寒天平板希

釈法にて CPFX および STFX について薬剤感受性試験を行

い、耐性化株の出現確率を算出した。5 回以下の継代培養で

は、CPFX に対する耐性獲得が認められなかった。一方、

STFX は、CPFX をはじめとする既存のキノロン系抗菌薬高度

耐性株に対しても高い効果を示すことが示唆された。[石原朋

子、豊田真佑（新潟大学細菌学教室）、吉田愛、志牟田健、

中山周一、大西真]

2. 梅毒トレポネーマに関する研究

(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

昨年度に続いて連携クリニックとして、４つの STI クリニック

（東京都 3、大阪府 1）と共同で、皮膚病変が有り、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。

2019 年 4 月〜2020 年 3 月の総計で、193 例の検体が有った

が、うち 50 例が PCR 陽性であった。コロナ禍で 2020 年２～３

月に計画中断期間を設けた影響で、例数が例年より少ない。

50 例中タイピングに成功したものは 40 例で、このうち 27 例は

海外でも最頻とされる 14d/f であった。他は 11o/c が 4 例、

14d/g が２例、他はいずれもそれぞれ単一型となる 7 例であっ

た。このうち、11o/c は中国、日本以外には報告が無く、今回

の 4 例は同一クリニックから 2019 年 5~7 月の短期間に集中し

て検出されており、単一の感染経路を見ている可能性が有る

ことを報告した。

[中山周一、錦慎吾、井戸田一朗 (しらかば診療所)、澤村正

之 (新宿さくらクリニック)、濱田貴 (新宿レディースクリニック)、

亀岡博 (亀岡クリニック)、大西真] 

イ．マクロライド耐性型梅毒トレポネーマの 2016 年度からの急

激な増加のフォローアップ

国内ガイドラインで azithromycin 等マクロライド製剤は梅毒

治療には推奨されていないが、海外での耐性型の増加報告

や、現実に期待される治療効果評価の観点から耐性型サー

ベーランスを行ってきた。2012 年から 2015 年までのトータル

で 23S rRNA A2058G 変異解析が可能であったもので 11.1%

が耐性型であったが 2016 年〜2017 年 3 月の期間では、同じ

く解析ができたもので 58.3%と、2016 年からの急激な耐性型

の増加をこれまで報告している。今年度もサーベーランスを続

行し、23S rRNA 解析に成功した 40 例について耐性型分布

を見ると、36 例(90.0%) と依然高い耐性率が維持されている

ことが判明した。現状では梅毒治療に azithromycin が無効と

判断すべき状態が依然継続している。

逆に感受性型の迅速検出法開発とその利用によってマクロラ

イド治療可能判定を行う意義が出てきたものと考えられる。

[中山周一、錦慎吾、井戸田一朗 (しらかば診療所)、澤村

正之 (新宿さくらクリニック)、濱田貴 (新宿レディースクリニッ

ク)、亀岡博 (亀岡クリニック)、大西真] 

V 口腔内細菌に関する研究

1. う蝕原因菌に関する研究

(1) バイオフィルム形成機構に関する研究

ア．Streptococcus mutans の Membrane vesicles によるバイオ

フィルム形成メカニズムについて

Streptococcus mutans は、砂糖をグルコシルトランスフェラ

ーゼ（Gtf）によりグルカンに合成して、その粘稠性を利用して

バイオフィルムを形成する。2 種類の Gtf 酵素：GtfB（gtfB によ

りコードされた酵素、非水溶性グルカン合成）および GtfC

（gtfC によりコードされた酵素、水溶性・非水溶性グルカン合

成）が関与している。S. mutans の膜小胞 (Membrane vesicles, 

MVs)は、その中に GtfC が多く含まれていることが明らかとな

った。MVs によるバイオフィルム形成において、MVs が表面

に結合して GtfC によりグルカンを合成することで、バイオフィ

ルムが作られることが明らかになった。 [泉福英信、中村知世、

岩淵佑介、中尾龍馬、大西真]

イ．Streptococcus mutans 由来 MVs における菌体表層蛋白質

について

S. mutans は、歯表面へ付着するときに菌体表層蛋白質抗

原(PAc)を利用して、唾液蛋白質が覆われた歯表面に結合す

る。S. mutans の MVs に PAc が含まれているか検討を行った。

その結果、MVs には PAc が存在していることが明らかとなっ

た。また、PAc の発現は Gtfs の有無に影響を受けることも明ら

かとなった。MVs が歯表面の唾液蛋白質に PAc を介して結合

し、砂糖のある環境下でグルカンを合成し、様々なバイオフィ

ルム形成菌を取り込んでバイオフィルムが形成されると考えら

れた。[泉福英信、中村知世、岩淵佑介、大西真]

ウ．S. mutans の MVs 産生における酸環境の影響

上述のように MVs は菌体凝集やバイオフィルム形成の鍵に

なると考えられている。この MVs の産生は、菌体のストレス応

答が関与していることから、歯垢中の pH の変動が MVs 産生
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に影響してくる可能性がある。そこで、歯垢中の酸（乳酸、酢

酸）、対照（塩酸、水酸化ナトリウム）を用いて、酸性やアルカリ

性域に pH を調整した培地で MVs を回収し、Gtf ならびにバ

イオフィルム形成に変化が生じるかを検討した。その結果、

pH6.0 における Gtf の減少とバイオフィルム形成の低下が認め

られた。対して、水酸化ナトリウムによる pH8.0 では、Gtf に変

化が無く、バイオフィルム形成にも変化がなかった。培養初期

pH 条件によって、MVs の産生や MVs に含まれる Gtf の量に

変化を与えることが示唆された。

[泉福英信、岩淵佑介、中村知世、中尾龍馬、大西真]

エ．Actinomyces によるバイオフィルム形成に対する S. mutans

MVs の影響

S. mutans が産生する MVs は、Actinomyces naeslundii や

Actinomyces oris の初期付着およびバイオフィルム形成を促

進する。その促進メカニズムを検討した。MVs には Gtfs が含

まれているため、Gtfs によるグルカン合成が、A. naeslundii や

A. oris のバイオフィルム形成を誘導するのではないかと考え

た。しかし、Gtfs の発現を失った gtfBC 変異株から採取した

MVs もバイオフィルム形成を誘導した。よって MVs は、Gtfs に

関係なくバイオフィルムを形成させた。このバイオフィルム形成

実験に DNase を加えた。その結果、有意に DNase がバイオフ

ィルムを抑制した。この結果、MVs は DNA を介して . A. 

naeslundii や A. oris の初期付着およびバイオフィルム形成を

促進しているのが明らかとなった。

[泉福英信、鈴木到、大西真]

オ．RenG 組換え S. mutans の作製

S. mutansの位置情報を可視化するため、ホタルの発光シス

テムであるルシフェラーゼ遺伝子（renG）を口腔内細菌の染色

体へ導入したS. mutansを作製し、このrenG組換えS. mutansを

マウス感染実験に使用することを計画した。 S. mutansの ldh

( 乳 酸 脱 水 素 酵 素 遺 伝 子 、 ORF) 、 そ の 下 流 に Renilla 

reniformis 由来renG (ルシフェラーゼ遺伝子)のORF、ermB-

AM（エリスロマイシン耐性遺伝子）のORFをoverlap extension 

PCRにて上記の遺伝子断片を繋げた。遺伝子断片を相同組

換えによりS. muans UA159へ挿入した。エリスロマイシン入り

寒天培地を用いてスクリーニング後、耐性株を獲得し、それを

renG組換えS. mutansとした。ルシフェリンを加えて、RenG組換

えS. mutansが十分に発光することを確認した。

[泉福英信、浦川絢加、大西真]

2. 歯周病、および歯周病原細菌等に関する研究

(1) 歯周病原細菌外膜ヴェシクルの粘膜ワクチンへの応用

主 要 な 歯 周 病 原 細 菌 Porphyromonas gingivalis 及 び

Aggregatibacter actinomycetemcomitans の外膜ヴェシクルを

マウスに経鼻免疫することにより、各細菌特異的な抗体産生

を同時に誘導できた。ウェスタンブロッティングにより、 A.

actinomycetemcomitans については、OmpA1 及び OmpA2 抗

体が強く誘導されていることが推察された。 [平山悟、泉福英

信、大西真、中尾龍馬]

(2) グリシン誘導ヴェシクルの特性評価

培地にグリシンを添加して培養することで、大腸菌プロバイ

オティクス株 Nissle 1917 より、免疫活性を有するヴェシクル産

生を顕著に誘導できた。グリシン誘導ヴェシクルのタンパク質

量あたりのエンドトキシン活性は、通常のヴェシクルに比較し

て約 1/8 に減少していた。O 抗原に対する抗体を用いたウェス

タンブロッティングから、グリシン誘導ヴェシクルでは、セミラフ

タイプのリポ多糖が減少していることが示された。 [平山悟、

中尾龍馬]

(3) 外来糖鎖を発現する細菌メンブレンヴェシクルの研究

外来性糖鎖抗原する大腸菌作製技術を活用し、肺炎球菌

莢膜多糖を発現する膜小胞を得た。当該膜小胞の免疫原性

を経鼻ワクチンマウスモデルを用いて検討しところ、血清、唾

液、鼻腔洗浄液、気管支肺胞洗浄液に肺炎球菌に特異的に

結合する抗体が産生された。上気道感染マウスモデルにおい

ては、膜小胞の経鼻ワクチンを投与すると、肺炎球菌の鼻腔

への定着を阻害することが明らかとなった。 [中尾龍馬、岩渕

佑介、平山悟、松本直子、Jens Karlsson (カロリンスカ研)、木

村聡一郎 (東邦大)、大西真]

(4) 抹茶抽出物の抗 P. gingivalis 作用の検討

P. gingivalis を 0.5 mg/mLの抹茶抽出物で処理すると、 菌

体表層に膜小胞様のナノ粒子が多数形成され、菌の増殖は

抑制された。同時に、P. gingivalis の膜流動性は低下した。

また、P. gingivalis を抹茶抽出物で処理すると、P. gingivalis

の FimA 線毛依存的なガラス表面への付着が阻害された。

[高塚絢巳、池田剛 (崇城大学)、成澤直規 (日本大学)、中

尾龍馬]

(5) 抗菌性食品含有軟膏の歯周ポケット内投与による抗歯周

病効果の検討： ランダム化比較試験

抗菌性食品含有軟膏を中等度歯周炎患者に投与し、臨床

パラメータ、歯肉溝滲出液中の微生物の変動を調べた。プロ

ポリス含有軟膏投与群においては、介入前にリアルタイム P C 

R において P. gingivalis 陽性であった 6 名のうち、３名が介入

後に P. gingivalis 陰性となった。プロポリス群はプラセボ群に

比べ、歯周ポケット深さが有意に改善した。[中尾龍馬、泉福
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英信、大西真、高井秀樹 (日本大学)、小方頼昌 (同)]

レファレンス業務

Ⅰ．大腸菌に関するレファレンス業務

1．令和元年度厚生労働省外部制度管理事業として、腸管出

血性大腸菌 （O26、O121 および O165 各 1 株の計 3 株） の

志賀毒素または志賀毒素遺伝子の検出と O 群の同定につい

て、全国 76 カ所の地衛研または保健所を対象に精度管理を

実施した [伊豫田淳、石嶋希、李謙一、小澤さお美、竹本歩、

梅山隆（真菌部）、河合康洋（バイオセーフティ管理室）、須藤

直樹、山本章治、三戸部治朗、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 414 症例分の劇

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た。[池辺忠義、

大西真、溶血性レンサ球菌レファレンスセンター]

III. レジオネラ症に関するレファレンス業務

地方衛生研究所、保健所、病院等から送られたレジオネラ

属菌株の菌種同定、血清群別を行っている。L. pneumophila

については、遺伝子型別を行っている。個別の結果は分与元

に還元するとともに、集計し、経年変化等を確認している。［前

川純子、大西真、The Working Group for Legionella in Japan］

品質管理に関する業務

I. ４価髄膜炎菌ワクチンに関する検定検査業務

国家検定[川端寛樹、石原朋子]

II. 13 価結合型肺炎球菌ワクチンに関する検定検査業務

国家検定 [常彬、小川道永、大西真]

III. 23 価肺炎球菌ワクチンに関する検定検査業務

国家検定 [前川純子、小川道永、大西真]

国際協力関係業務

I. 中国内モンゴル自治区 CDC ならびに Hetao 大学との共

同研究

ライム病、BMD、アナプラズマ症、リケッチア症に関する共

同研究を 2014 年より継続して実施している。ボレリア感染症

の検査法、ボレリア細菌の分離技術指導とあわせ、疫学情報

解析のためのツールの導入を行った。また中国で初めて

BMD 病原体である Borrelia miyamotoi の分離に成功した。

[川端寛樹]

研修業務

I．腸管出血性大腸菌に関する研修

1．病原微生物検査体制の維持・強化に必要な地方衛生研

究所における人材育成及び地域における精度管理に関する

協力体制構築に向けた研究・細菌小班研修 WG 会議・講義

「腸管出血性大腸菌の精度管理」、2019 年 10 月、名古屋[伊

豫田淳]

2．令和元年度 国立保健医療科学院・細菌研修・講義

「EHEC 総論・その他大腸菌」、2019 年 11 月、東京 [伊豫田

淳]

3．MLVA 法の概要について。令和元年度特別区専門研修

「検査技術」、2019 年 9 月、東京［泉谷秀昌］

4．腸管出血性大腸菌 O157、O26、O111 株の MLVA 解析に

ついて。令和元年度 地域保健総合推進事業 腸管出血性

大腸菌 MLVA 技術研修会、2019 年 11 月、東京［泉谷秀昌］

5．令和元年度 北海道・東北・新潟ブロック 腸管出血性大

腸菌 MLVA 技術研修会、2020 年 1 月、岩手 ［泉谷秀昌］

6．赤痢総論。令和元年度国立保健医療科学院 細菌研修、

2019 年 11 月、東京［泉谷秀昌］

II．レジオネラ属菌に関する研修

1．関東甲信静ブロック 地域専門家会議「公衆浴場における

衛生等管理要領の改正とレジオネラ属菌検査法について」、

2019 年 12 月、埼玉 [前川純子]
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