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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３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、多様な病原細菌に対

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。 

 腸管出血性大腸菌感染症の制御が困難な現状において、

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、地方自治体からの要請が増している。地方

衛生研究所から送付される EHEC O157, O26, O111 菌株 

(n=2679)に関しては、迅速性、多検体処理に秀でている

MLVA 法による解析を第一に行うこととなり、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た。ドラフトゲノムデ

ータとその利用法について検討が進められた。 

 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てきた。岡山大学インド拠点、

大阪大学タイ拠点、長崎大学ベトナム拠点、神戸大学インド

ネシア拠点との連携プロジェクトを引き続き実施した。今後は

疫学解析にゲノムデータを十分に活用していくことが重要と

なる。また、これらの解析技術は腸管出血性大腸菌、コレラ

菌にとどまらず、他の病原細菌の解析へ応用し、一部成果が

あげることができた。 

 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。特

に、培養不能菌である梅毒トレポネーマの分子タイピング法

によるデータ蓄積が進み、さらに国内伝播株のゲノム解析手

法の検討が進められた。 

 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。 

 

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) 重症例由来株の同定 

ア ヒト由来 EHEC の血清型別 

 2016 年に全国の地方衛生研究所（地衛研）等から受け付

けたヒト由来の EHEC は 2,679 株であった。頻度の高い O 血

清群の順に O157（57.9%）、O26（24.4%）、O103（4.6%）、

O111（2.7%）、O121（1.9%）、O145（1.5%）で、その他は 49 の

O 群、82 の血清型（O:H 型）に型別された。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 835 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 98％以上を占めた [伊豫田 

淳、小澤さお美、竹本 歩、李 謙一、石原朋子、泉谷秀昌、

大西 真]。 

 

イ HUS 患者便からの Stx2f 産生性 Escherichia albertii の分

離 

 大腸菌と近縁の新興下痢症起因菌である Escherichia 

albertii は近年、国内で大規模な集団感染事例が多数報告

されているが、その大部分は志賀毒素（Stx）非産生株である。

我々は、HUS 患者便から E. albertii を初めて分離し、Stx2f

産生性であることを確認した。さらに、分離菌株を用いた血

清診断から、患者血清中に分離された E. albertii に対する特

異的な凝集抗体価が一過的に上昇していることを確認した 

[伊豫田 淳、石嶋 希、小澤さお美、竹本 歩、李 謙一、大

西 真]。 

 

(2) 分子疫学的解析 

ア 腸 管 出 血 性 大 腸 菌 の 分 子 疫 学 解 析 （ 血 清 群

O157,O26,O111） 

 2016 年に当研究所に送付され解析された腸管出血性大
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腸菌は 2,679 株であった。このうち血清群 O157、O26 および

O111 として送付された 2,276 株について MLVA による型別を

行った。MLVA については 890 の型が同定された。最も多か

った型は 15ｍ0278 で 52 株であり、次いで 16m0234（49 株）、

16m0217（47 株）であった。15m0278 は、2016 年 10 月に発

生した広域食中毒事例関連株を含んでいた。MLVA の分解

能（Simpson’s Diversity Index）は、O157 1,549 株について

は 0.992 であり、O26 655 株についてはともに 0.987、O111 

72 株については 0.971 であった。［泉谷秀昌、石原朋子、伊

豫田淳、李謙一、石嶋希、中島雪絵、齊藤康憲、竹本歩、吉

田愛、大西真］ 

 

イ EHEC の PFGE 解析 

2016 年に国内で分離された EHEC O157、O26、O111 の

756 株とその他の O 群 381 株を XbaI 消化によるパルスフィ

ールドゲル電気泳動法（PFGE）で解析した。複数の都道府

県で検出された PFGE 型が同定された O 群として、O121 

（Type No [TN] TN121m1）、O103（TN103m2、TN103m3、

TN103m8）、O145（TN145m1、TN145m2）等があり、様々な

PFGE 型を持つ O 群による広域発生事例の存在が明らかに

なった。[石原朋子、吉田 愛、斉藤康憲、中島雪絵、高井信

子、伊豫田 淳、泉谷秀昌、大西 真] 

 

ウ 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） 

 jpulsenet サーバーを設置し、腸管出血性大腸菌の PFGE

解析結果に関するデータベースをアップデートした。血清群

O157 については同サーバー上に IS-printing system の解析

結果に関するデータベースをアップデートした。いずれのデ

ータベースも研究班において、その活用について検討してい

る。［泉谷秀昌、石原朋子、伊豫田淳、熊谷優子（秋田県健

康環境センター）、平井昭彦（東京都健康安全研究センタ

ー）、鈴木匡弘（愛知県衛生研究所）、勢戸和子（大阪府立

公衆衛生研究所）、中嶋洋（岡山県環境保健センター）、世

良暢之（福岡県保健環境研究所）、李謙一、石嶋希、中島雪

絵、齊藤康憲、竹本歩、吉田愛、大西真］ 

 

エ 輸入食品由来 EHEC O103 の PFGE 解析 

2016 年 7 月に検疫所におけるモニタリング検査の結果、

輸入キムチから EHEC O103 が検出され、当該株が当部に搬

入された。食品由来株とヒト由来株の比較解析のため、当該

株の PFGE 解析を実施し、データベースとの照合を行った。

その結果、2017 年 3 月時点においてヒト由来株中に当該株

と同一の PFGE プロファイルは検出されなかった[石原朋子、

吉田 愛、斉藤康憲、中島雪絵、高井信子、伊豫田 淳、泉

谷秀昌、大西 真] 

 

オ EHEC O146 の国内流行株の解析 

2013 年以降 EHEC O146 分離株数の増加が認められた

ことから、国内における流行株の把握, 広域・散発的発

生事例を探知するため、分子疫学解析およびゲノム解析

により EHEC O146 の発生動向を調べた。その結果、同

一 PFGE 型（TN）146k1 株が広域で検出されているこ

とが明らかとなった[石原朋子、吉田 愛、斉藤康憲、中島

雪絵、高井信子、小澤さお美、寺嶋淳（国立医薬品食品衛

生研究所）伊豫田 淳、泉谷秀昌、大西 真] 

 

(3) 血清診断による EHEC 感染症の確定診断 

EHEC が不分離の HUS 発症例（全体の 20-30%）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 感染症の確定診断となる。血清診断依頼が

あった 11 例中 HUS 症例は 10 例あり、このうち大腸菌 O 

抗原に対する抗体陽性となった事例は O157 が  4 例、

O111 が 1 例、O165 が各 1 例で、いずれの事例も 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、齊藤剛仁（疫学セ）、大西 真］。 

 

(4) 大腸菌の H 型を決定する PCR 法の確立 

 大腸菌のべん毛抗原型（H 型）として定義されている 53 種

類のうち、49 種類を単独の型として、残り 4 種類を 2 つのグル

ープとして型別可能なマルチプレックス PCR 系を確立し、大

腸菌 H 型の全標準株を用いて特異性及び整合性を確認し

た ［番上将也 （宮崎大・農）、井口 純 （宮崎大・農）、伊豫

田 淳、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 

 2016 年に当研究所に送付された赤痢菌 72 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。菌株の内訳は S. sonnei 55 株、S. 

flexneri 17 株であった。Shigella sonnei では 2016 年に 46 の

MLVA 型が検出された。［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。細菌第一
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部では赤痢の病原性が発現する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、ストレス応答の不調で宿主

から排除されやすい変異(hfq)を同定した。 

 これが血清型を超えた防御効果を示すワクチンとして

利用できないか調べるため、インド国立コレラ・腸管感

染症研究所(NICED)と共同研究を進め、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

で血清型の壁を超えて、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対して、低い副反応で防

御効果を示すことを明らかにした。また免疫した個体の

産生する抗体がこれらを含む赤痢菌群に反応することを

証明した。 

 効果的に免疫が誘導されるメカニズムとして、ワクチ

ン候補株では T3SS の発現が増加している上に、変異によ

る病原性の減弱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。これまで、赤

痢菌の病原性の減弱は困難で、血清型に依存する従来タ

イプのワクチンも実用化されていない。まだ動物実験の

段階ではあるが、血清型が全く異なる菌に対して効果が

見られたことは、今後の発展に期待できそうである。 [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 

2016 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 46 株、パラチフス

A 菌 20 株であった。チフス菌では、ファージ型 E1 が 11 株と

最多となり、それに次いで A が 10 株検出された。パラチフス

A 菌ではファージ型 1 が 11 株検出され最多であった。［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 

2016 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 63.0%,、パラチフス A 菌で 90.0%であった。両

菌とも第 3 世代セファロスポリンに耐性を示す株は検出され

なかった。［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 

 2016年に当研究所に送付されたサルモネラ株は120株であ

った。 血 清 型 は28種 類 からなり、上 位 5位 はEnteritidis、

Saintpaul、I 4:i:-、Goldcoast、Chesterであった。これらは、

XbaI消化によるPFGE解析により54パターンに分かれた。血清

型Enteritidis 13株についてファージ型別を実施し、RDNC

（reacted but did not conform）が6株、ファージ型6aが5株、フ

ァージ型47が2株となった。［泉谷秀昌、森佳津美、竹本歩、

大西真］ 

 

エ 保菌者サルモネラ O4 群の血清型別と薬剤耐性 

 2015 年に分離された保菌者由来サルモネラ O4 群 300 株

について血清型別及び薬剤感受性試験を実施した。上位 5

位は Schwarzengrund、I 4:i:-、Saintpaul、Agona、Stanley で

あった。182 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＋KM3 剤耐性、SM+TC2 剤耐性、ABPC＋

SM＋TC3 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］ 

 

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 コレラ菌の分子疫学解析 

 2016 年に当研究所に送付されたコレラ菌は 3 株であり、い

ずれも O1 であった。3 株とも異なる遺伝子型を示した。［泉谷

秀昌、李志英、高井信子、森佳津美、荒川英二、森田昌知、

大西真］ 

 

イ 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

的に取得している。これまでに V. cholerae 及び他のビブリオ

科細菌も含め約 1100 株のドラフト配列を取得した。それらの

うちインド由来 V. cholerae O1 について分子系統解析を行っ

たところ、コレラ流行株の継続的な推移が明らかとなった。

［森田昌知、荒川英二、泉谷秀昌、大西真］ 

 

ウ Vibrionaceae および Aeromonadaceae の同定および型別 

 平成 28 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 73 株で、Vibrio cholerae O1 が 4 株、

O139 が 1 株であり、いずれも海外渡航歴のある患者由来で

あった。また、41 株が Vibrio cholerae non-O1/non-O139 であ

り、うち 1 株は国内、20 株は海外からの依頼で、20 株は国内

国外不明であった。国内株 1 株は、下痢症から分離された株

であった。散発事例であり、かつ同居者からの分離もなく、喫
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食調査などからも原因は明らかとならなかった。海外からの

型別依頼株 40 株は中国の分離株であった。また、21 株が

Vibrio fluvialis で、1 株が下痢症由来の国内株で、20 株は中

国の分離株であった。その他、国内例の下痢症由来の

Aeromonas 1 株と、食中毒由来の腸炎ビブリオ O3:K6 5 株で

あった。[荒川英二、森田昌知、泉谷秀昌] 

 

エ コレラ菌におけるキチン応答性二成分制御系センサ

ーキナーゼ ChiS を介した非典型なシグナルネットワー

クの解析 

  二成分制御系はセンサーキナーゼとレスポンスレギ

ュレーターから成るリン酸基転移系の一つであり，細菌

が外部環境を認識して遺伝子発現を制御する上で主要な

役割を担う。コレラ菌のDNAコンピテンスに関わる遺伝子

群の発現は，キチン応答性センサーキナーゼである ChiS

に支配されているが，そのシグナル伝達の様式は従来ま

でのドグマから大きく逸脱している。ChiSはレスポンス

レギュレーターではなく非二成分制御系の転写制御因子

TfoSを活性化するものの，その過程でリン酸基転移に関

わるアミノ酸残基を必要としない。また， 近までの研

究により，ChiSによるシグナル伝達は，細胞外からのキ

チン刺激だけでなく，グルコース等の糖の取り込みに関

わるリン酸基転移系PTSの成分であるEIIAG1cを介して細

胞内からも調節されることがわかった。現在，ChiSを介

した非典型なシグナルネットワークの形成機構を明らか

にするために，ChiSとTfoSおよびChiSとEIIAG1c間の相互

作用を解析するとともに，ChiSのリン酸基転移活性とそ

れに依存した遺伝子発現制御についても調べている。［山

本章治］ 

 

オ エルシニアの血清型別 

 2016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、いずれもY. enterocoliticaであった。血清型は

5株ともO:3であった。［泉谷秀昌、森佳津美、竹本歩、大

西真］ 

 

 

(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  

 V. cholerae の O 血清群は現在 207 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。次世代シークエンサーを利用して

207 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。109 種類の O 血清群

が 1 つの contig として O 抗原合成遺伝子領域を抽出できた。

それらのうちコレラ様下痢症から分離される O141 および O75

については、真菌部との共同研究により、O 多糖の構造解析

を行い、O 抗原には非常に稀な糖が含まれていることを見出

した。全塩基配列が解読された 109 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から、機能につ

いて分類、マッピングを行い、遺伝子構造の比較を行った。 

[荒川英二、森田昌知、泉谷秀昌、大西真；浦井誠、宮崎義

継(真菌部)] 

 

イ V. cholerae と V. mimicus を峻別する PCR 法の検討 

 Vibrio 属細菌は性状がお互いに類似しており、通常の生化

学性状でも例外性状を示す菌株も存在することから、誤同定

される例が時々見られる。我々は、これまでに選択分離培地

TCBS 寒天培地ではともに黄色集落を形成する V. cholerae と

V. fluvialis について、toxR 遺伝子配列の違いを PCR で検出

する方法により峻別できる系を確立してきた。白糖の分解性

にのみ違いのある V. cholerae と V. mimicus については ftsZ

遺伝子配列の違いに着目して、同様に PCR 検出による峻別

法を検討し、参照株、分離株で良好な成績を得た。[荒川英

二；Kan Biao(中国 CDC)] 

 

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 2015 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 

2015 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、1013 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、TB3264 

(160/1013, 15.8%)、T12 (157/1013, 15.5%)、T1 (146/1013, 

14.4%)、T4 (142/1013, 14.0%)であった。TB3264 型の分離

比率は、2010 年に急激に上昇し、2014 年 27.1%を占めた

が、2015 年減少した（2009 年, 5.3%、2010 年, 12.6%、2011

年, 11.1%、2012 年, 14.5%、2013 年, 19.9%、2014 年, 27.1%、

2015 年 15.8%）。T12、T1 型は 1992 年以降、毎年、高い

分離頻度を示している。[池辺忠義、大西真、二本松久子

（福島衛研）、大屋日登美（神奈川衛研）、奥野ルミ（東

京健安研セ）、三井千恵子（富山衛研）、河原隆二（大阪

公衛研）、亀山光博（山口環保セ）、佐々木麻里（大分衛

環研）、The Working Group for β-hemolytic Streptococci in 

Japan] 

 

イ 日本において 2015 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 

2015 年、A 群レンサ球菌による劇症型溶血性レンサ球
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菌感染症(STSS)の報告が 110 症例あった。106 例が S. 

pyogenes、4 例が S. dysgalactiae subsp. equisimilis による症

例であった。 

も分離された型は、T1 型であり、昨年と同じ程度の分

離比率であった(2014 年, 39.2%; 2015 年, 38.7%)。また、

咽頭炎由来株の分離比率(14.4%)に比べ、高い分離比率を

示している｡次いで、TB3264 型が多く、その分離比率は

昨年と比較して増加した(2014 年, 16.2%; 2015 年, 25.5%)。

この 2 つの型で全体の 60%以上を占めていた。 

STSS の確定診断例 110 例中、emm1 型が 41 例(37.3%)と

も多く、次いで emm89 型が 27 例(24.5%)、emm12 型が

9 例(8.2%)と多かった。2014 年と比較し、emm1 型は、ほ

ぼ横ばいであり、emm89 型は 16.0% (12/75)から 24.5% 

(27/110)に増加した。 

 [池辺忠義、大西真、二本松久子（福島衛研）、大屋日登

美（神奈川衛研）、奥野ルミ（東京健安研セ）、三井千恵

子（富山衛研）、河原隆二（大阪公衛研）、亀山光博（山

口環保セ）、佐々木麻里（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 

2015 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 74 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 8.3% (9/109)の株が耐性を示し、薬剤耐性遺伝子と

してすべての株が ermB 遺伝子を保有していた。昨年

（2014 年, 16.2% (12/74)）より分離率が低下した。[池辺

忠義、大西真、二本松久子（福島衛研）、大屋日登美（神

奈川衛研）、奥野ルミ（東京健安研セ）、三井千恵子（富

山衛研）、河原隆二（大阪公衛研）、亀山光博（山口環保

セ）、佐々木麻里（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 

2015 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 59 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

14 例(23.7%)と も多く、次いで、stG485 が 9 例(15.3%)

と多かった。 

 [池辺忠義、大西真、二本松久子（福島衛研）、大屋日登

美（神奈川衛研）、奥野ルミ（東京健安研セ）、三井千恵

子（富山衛研）、河原隆二（大阪公衛研）、亀山光博（山

口環保セ）、佐々木麻里（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、遺伝子型 

2015 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 19 例あった。菌種はすべて、S. agalactiae

であった。血清型は、Ib型が も多く 7例(36.8%)であり、

次いで III 型が 5 例(26.3%)、V 型が 3 例(15.8%)であった。 

2014 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 4 例あった。菌種はすべて S. dysgalactiae 

subsp. equisimilis であり、emm 遺伝子型は、それぞれ

stC15.0, stG643, stC6979, stGM220 であった。 

 [池辺忠義、大西真、二本松久子（福島衛研）、大屋日登

美（神奈川衛研）、奥野ルミ（東京健安研セ）、三井千恵

子（富山衛研）、河原隆二（大阪公衛研）、亀山光博（山

口環保セ）、佐々木麻里（大分衛環研）、The Working Group 

for β-hemolytic Streptococci in Japan] 

 

(2) 肺炎球菌の病原因子・宿主応答に関する分子基盤構築 

 肺炎球菌侵襲性感染において肺炎球菌は、咽頭上皮細

胞への付着・侵入、上皮細胞内の通過後組織下への移行を

経て血流へと到達する。本研究では、一次バリアである粘膜

上皮細胞内において感染を成立させるために必要な病原因

子、および菌の排除に必要な宿主因子について、特にオー

トファジー誘導、炎症誘導に注目しながら探索をおこなった。

肺炎球菌の膜孔形成毒素であるニューモリシン（Ply）欠失変

異株を作成し、野生株と共に MEF 細胞に感染させオートファ

ジー誘導性を解析した結果、Ply 変異株でオートファジーが

阻害され、選択的オートファジーに関与するすべての宿主因

子のリクルートも消失した。さらに肺炎球菌を標的とするオー

トファゴソーム特異的にリクルートされるRabタンパク質を網羅

的に探索した結果、肺炎球菌を標的とするオートファゴソー

ム特異的にリクルートされる 7 種類の Rab タンパク質を見出し

た。それらの Rab タンパク質のノックダウン実験を行った結果、

5 種類の Rab タンパク質で肺炎球菌に対するオートファゴソ

ームの数が顕著に減少し、3 種類の Rab タンパク質でノックダ

ウン時に菌の細胞内生残性が大幅に増加していた。ノックダ

ウン実験で菌の生残性上昇が一番顕著であった Rab タンパ

ク質に関してドミネガ体を作製した結果、ドミネガ体はオート

ファゴソームとの共局在性を消失していた。さらに、ノックアウ

ト細胞を作成し肺炎球菌を感染させたところ、肺炎球菌に対

するオートファゴソームの数が顕著に減少し、菌の細胞内生
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残性が大幅に増加していた。[小川道永] 

 

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 Legionella pneumophila 臨床分離株の SBT 法による遺

伝子解析 

 レジオネラ・レファレンスセンターで平成 28 年度に収

集した Legionella pneumophila 75 株（血清群（SG）1 が

71 株、SG2、5、9、10 が各 1 株）について、SBT 法によ

る遺伝子型別を実施した。入浴施設の散発事例で施設由

来の菌株と PFGE が一致した例が 2 例含まれている。お

よそ半数は感染源が不明で、入浴施設が感染源と推定さ

れているのが 3 分の 1、残りの 6 分の 1 は土壌あるいは

塵埃等が感染源であると推定されている。 

 平成 28 年度末現在で、合計 517 株の L. pneumophila 臨

床分離株が収集され、ST1 から ST2387 まで 208 種類の

遺伝子型に分けられた。遺伝子型と菌が生息する環境に

関連性が見られ、遺伝子型別は感染源を推測する手がか

りになると考えられる。［前川純子；千田恭子（仙台市

衛研）；大屋日登美（神奈川衛研）；磯部順子（富山衛研）；

田中 忍（神戸市環境保健研）；平塚貴大（広島県立総合

技術研究所保健環境センター）；吉野修司（宮崎県衛生環

境研）；倉  文明、大西  真；The Working Group for 

Legionella in Japan］ 

 

イ Legionella pneumophila の MLVA 法による遺伝子型別 

 L. pneumophila において、利便性の高い分子タイピン

グ法である MLVA 法を適用し、従来の遺伝子型別法であ

る SBT（Sequence based Typing）法との比較を行なった。

32 種類の ST 型の臨床分離株 47 株を用いて MLVA 法を

行ったところ、36 の MLVA タイプに分類され、MLVA 法

は SBT 法と同等の識別能力があることが示唆された。ま

た、MLVA 法によるタイピングは、SBT 法と相関した樹

形を描くことを見出した。以上の結果から、簡便な MLVA

タイピングは、感染源の推定のための遺伝子型別の迅速

なスクリーニングに期待できると考えられた。［中西典

子、田中 忍、野本竜平（神戸市環境保健研）；前川純子］。 

 

ウ lag-1 遺伝子保有状況の解析 

L. pneumophila 血清群 1 の一部の菌株が保有している O

多糖修飾酵素をコードする lag-1 遺伝子は病原性マーカ

ー遺伝子として知られている。日本と中国で、環境と患

者から分離された L. pneumophila 血清群 1 における lag-1

遺伝子保有状況を調べたところ、日本の患者由来株（208

株）の 90.4%、環境由来株（225 株）の 19.1%が lag-1 遺

伝子保有株であったのに対し、中国の患者由来株（14 株）

では、42.9%、環境由来株（127 株）は 0.8%が lag-1 遺

伝子を保有しており、患者由来株、環境由来株ともに、

日本と中国で lag-1 遺伝子の保有率に違いが見られた。

［前川純子、常 彬；秦 天（中国 CDC）］ 

 

（2）レジオネラ属菌の調査研究 

ア 医療機関の給水系におけるレジオネラ属菌汚染実態

調査 

 神奈川県下の 3 医療機関の水道水試料において、27〜

67%の頻度でレジオネラ属菌が検出された。国内外の医

療機関で院内感染の報告例が実際にある。医療機関では

貯水槽が大きく、給水配管が長く枝分かれしているため、

給水の末端では残留塩素濃度が不十分になる。当該医療

機関の水道水について、pH、TOC、アンモニア態窒素、

金属イオン等の理化学検査を実施したが、それらの数値

とレジオネラ属菌検出の有無との間に明確な相関は見ら

れなかった。追加塩素消毒装置を設置することで雑菌の

繁殖を抑え、使用前に十分な流水を行うことで、レジオ

ネラ感染の危険性を低減することができるが、病院設備

設計時にレジオネラ対策を念頭においた給水配管がなさ

れないと、配管からレジオネラを完全に除去することは

困難であると思われた。［黒木俊郎、大屋日登美、鈴木

美雪、政岡智佳、古川一郎、中嶋直樹（神奈川衛研）；泉

山信司（寄生動物部）；縣 邦雄（アクアス株式会社）；

前川純子、倉 文明］。 

 

イ レジオネラ症集団感染事例における菌株調査 

 2015年に神奈川県の入浴施設で起きた 7名のレジオネ

ラ症集団感染事例（確定患者数 7 名）について菌株の解

析を行なった。患者 4 名から血清群 1（ST2114、新規遺

伝子型）の菌株が分離され、そのうちの 1 名からは、血

清群 13（ST2113、新規遺伝子型）の菌株も分離された。

入浴施設からは、原因菌と考えられる ST2113、ST2114

の他に、ST1447（血清群 1）、ST2115（血清群 10）の菌

株も分離された。全ゲノム配列解析を行なったところ、

ST2114 と ST2113 間の SNPs は血清群決定領域を含む 110 

kb の領域に集中していた。［前川純子、森田昌知、李 謙

一、大西 真、倉 文明；黒木俊郎、大屋日登美、古川一

郎、鈴木美雪、政岡智佳、相川勝弘、日比和美（神奈川

衛研）］ 

 

（3）浴槽水のレジオネラ消毒法の開発に関する研究 

ア 水泳プールのモノクロラミン消毒 

入浴施設を原因としたレジオネラの集団感染が発生し、
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水泳プールの管理に倣って浴槽水に遊離塩素消毒が導入

された過去の経緯があった。ところが温泉や井戸水で遊

離塩素消毒の効果が得られない場合があり、追加の対策

として結合塩素消毒（モノクロラミン消毒）を浴槽水に

導入し、消毒効果が得られている。モノクロラミン消毒

の発展を目的に、水泳プールへの逆の応用として、水泳

プールのモノクロラミン消毒を試みた。水温が 30℃程度

の 270m3 の水泳プールにモノクロラミン消毒を適用した

結果、利用者のない 1 週間の短期であったが、塩素濃度

はほとんど減少せず、追加塩素は必要なかった。消毒管

理に問題が生じることなく、レジオネラの発生もなかっ

た。実際に泳いでみたが、いわゆる典型的な塩素臭（プ

ール臭）がほとんどなかった。短期間に完全換水して消

毒洗浄を行う、小規模なプールへのモノクロラミン消毒

の応用が期待された。［泉山信司(寄生動物部); 長岡宏美

（静岡県環境衛生科学研究所）; 青木信和、市村祐二、

江口大介（ケイ・アイ化成株式会社）; 杉山寛治（株式

会社マルマ）; 前川純子、倉 文明］ 

 

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 

ア 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 22 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。それらの髄膜炎菌株

の血清型は Y 群 14 株、B 群 3 株、C 群 1 株 及び

non-typable が 4 株であった。MLST 法による分子疫学

的解析の結果は ST-23 株が 3 株、ST-1655 株が 9 株、

ST-12416 株が 1 株で、ST-23、ST-1655、ST-12416 は 1

塩基違いであり、血清群 Y の 14 株のうち 13 株が ST-23 

complex として同定された。残りの Y 群 1 株は新規遺伝

子型の ST-12182 であった。血清群 B の株は ST-41、

ST-2057 及びその一塩基違いの新規遺伝子型 ST-12060

の 3 株であった。血清群 C の株は ST-9087、、non-typable

の血清群は ST-11026 が 3 株ずつ、ST-1157 が 1 株であ

った。 

今年度の分離株の中では、やはり ST−23 complex に

属する分離株が依然として国内で多く分離されるをこと

が注目される。日本の侵襲性髄膜炎感染症の起炎菌の大

部分は血清群 Y、ST−23＆1655 で占められていることに

なり、この結果から日本の髄膜炎菌の分布としてはやは

りこの株が潜在している可能性が推測される。また、昨

年度も議論したが、non-typable の株は基本的には非侵

襲性の患者の非侵襲部位（喀痰など）の分離例がほとん

どであるが、近年は血液からの分離も認められるように

なってきた。髄膜炎菌は莢膜多糖体の合成遺伝子が入れ

替わる、いわゆる「capsule switching」と呼ばれる現状

がワクチン導入なのどの環境的な選択圧がかかると容易

に起こることが明らかとなっており、non-typbale の髄

膜炎菌も国内の「髄膜炎菌プール」のサブポピュレーシ

ョンとして国内の髄膜炎菌感染症の危機を脅かす可能性

は否定できない。今後はラグビーワールドカップやオリ

ンピック・パラリンピックの日本での開催が予定されて

おり、海外から日本へのヒトの流入の増加が予想され、

Non-typable の髄膜炎菌株を含めた国内で分離される髄

膜炎菌株のプロファイルの変化を注視していく必要であ

ろう。[高橋英之、福住宗久、神谷元、砂川富正、（感染

症疫学センター）、大西真] 

 

(2) 病原機構に関する研究 

ア 患者由来及び健康保菌者由来の髄膜炎菌株のプロテ

オーム解析による網羅的タンパク発現比較による髄膜炎

菌の病原決定因子の同定 

これまでの解析から、ゲノムサイズが小さく且つ発現

制御因子の数も極端に少ない髄膜炎菌は赤痢菌の様に感

染時の病原遺伝子の発現誘導により感染条件を整えられ

る「Active 型」とは異なり、ヒトの鼻咽頭に定着してい

る際は既知もしくは未同定の膜局在因子や細胞外因子、

普遍因子が個々の細菌でランダム且つ恒常的に細菌外で

発現しており、偶然にもヒトへの侵襲に十分な病原性因

子の発現プロファイルを揃えた細菌個体だけがヒト体内

へ増殖を伴って侵襲し、病原性を顕わすという「Passive

型」の病原性機構を備えている可能性を考えるに至った。

そこで、臨床分離株ライブラリーから患者由来高病原性

ST株及び健康保菌者由来低病原性ST株を選定してその

膜タンパクの発現プロファイルを網羅的に解析・比較す

ることにより、髄膜炎菌の病原決定因子の発現プロファ

イルを同定することを試みた。臨床分離株ライブラリー

から患者由来高病原性 ST 株及び健康保菌者由来低病原

性 ST 株を各 30 株ずつ選定し、in vitro でのヒト脳血管

内皮細胞(HBMEC)への感染能を検証した。その結果、

高感染能の高病原性株 9 株、低感染能の低病原性株 9 株

を選定することができた。それらの株の細胞膜画分を生

化学的に単離して、Tandem Mass Tag ラベリング及び

LC-MS/MS 法による膜局在因子の同定と比較定量を行

なった。その結果、8 つの因子が高感染能株でその発現

量が多く、低感染能の株では低い傾向が認められた。今

後はそれらの因子の遺伝学を破壊した変異体の構築及び

in vitro での HBMEC への感染能を検証し、病原性因子

としての同定因子の必要性及び十分性を検討する予定で
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ある。[高橋英之、柳沢達男、横山茂之（理研）、Kwang 

Sik Kim（Johns Hopkins Univ）] 

 

イ 髄膜炎菌翻訳促進因子 EF-P とそのラミノース修飾

酵素の機能構造解析 

 タンパク質合成時にリボソームはプロリンを多く含む配列で

しばしば停止することが知られている。翻訳因子 EF-P はその

ようなポリプロリン配列において停止したリボソームのタンパク

質合成を再開させる因子である。大腸菌の EF-P はドメイン I

の Lys34 に β-lysine が付加されることにより活性化される。と

ころが、β-lysine 付加に関与する酵素は細菌の約 3 割にしか

存在せず、他の多くの細菌において EF-P が修飾を受けてい

るかどうかは詳しく分かっていなかった。近年になり、髄膜炎

菌などの細菌において新規糖転移酵素 EarP が dTDP-ラムノ

ースを補因子として EF-P の Arg32（大腸菌 EF-P の Lys34 に

相当する）をラムノシル化し、それにより EF-P を活性化させる

ことが明らかになった。これは、Arg 残基ラムノシル化の最初

の報告である。 

 我々は髄膜炎菌由来 EarP の結晶構造を apo 型・dTDP-ラ

ムノース複合体・EF-P ドメイン I 複合体の 3 つの状態で解析

した。EarP は糖転移酵素スーパーファミリーB に特徴的な 2

個のタンデムに並んだ Rossmann fold ドメインを持っており、

dTDP-ラムノースはドメイン間の溝に結合していた。N 末端ド

メイン上には 2 ヶ所の保存性の高いループ（ループ 1, 2）が見

出され、これらが dTDP ラムノースの結合や EF-P の結合に応

じて構造変化し、両基質との相互作用に関与していた。EarP

が EF-P と dTDP-ラムノースの両方を結合した三重複合体の

モデル構造を構築し分子動力学シミュレーションを行ったとこ

ろ、ラムノース転移反応時にはループ 1 がさらなる構造変化

を起こす可能性が示唆された。変異体の生化学的解析から、

EarP は EF-P のドメイン I 全体の立体構造と Arg32 周辺の残

基配列の両方を認識していることが明らかになった。我々の

知る限り、本研究は厳密な基質特異性を示すタンパク質糖

転移酵素による基質認識機構を構造生物学的に明らかにし

た最初の例である。また、EarP は淋菌・緑膿菌・百日咳菌な

どの臨床的に重要な病原菌にも保存されており、立体構造

はこれらの EarP を持つ細菌にのみ有効な抗菌剤の開発にも

道を開くと期待される。[高橋英之、柳沢達男、仙石徹、横山

茂之（理研）] 

 

III. ボレリアならびにレプトスピラ感染症に関する研究 

Ⅰ．ボレリア感染症に関する研究 

(1) ボレリア感染症の疫学研究 

ア 野生シカ由来材料を用い，ボレリア属細菌に関する

疫学調査を実施した．北海道から南九州に至る全国規模

で野生シカが回帰熱群ボレリアに感染していることを明

らかにした．ボレリアの陽性率は全国平均で 25.9％であ

り，またシカは高度の菌血症（平均 8.8 X 103 genome 

copies/µl）を呈していることが明らかとなった．本ボレ

リアは 1-lineage からなり，４つのグループにより構成

されることが明らかとなった．また，本研究で見出され

たボレリアはウシボレリア症病原体 Borrelia theileri

と近縁であることから，偶蹄類にボレリア症を引き起こ

すボレリアと考えられる．今後はウシなどの偶蹄類の感

染状況について調査が望まれる．[熊谷由美，佐藤梢，大

西真，川端寛樹（細菌第一部），森川茂，今岡浩一（獣医

科学部），新倉綾（動物管理室）] 

 

イ 我が国における新興回帰熱(Borrelia miyamotoi 

disease: 以下 BMD)の国内感染状況をより明らかにする

ために、高感度の抗体検査法の確立とその応用を試みた。

平成 28 年度は、BMD 新規診断抗原の探査とその評価を行

い、GlpQ 抗原を用いた既存の方法に対して約 4 倍の感度

を有し、かつ特異性は 100%である新規抗原を見出した。

これら新規診断抗原を用いて、マダニ媒介性関連感染症

である重症熱性血小板減少症候群が臨床的に疑われなが

らも、実験室診断で本疾患が否定された患者群において

BMD に関する血清疫学調査を行い、本集団には高頻度で

BMD が潜在している可能性を明らかにした。患者は北海

道のみならず本州や九州でも見出されている。今後、こ

れらの地域での感染ボレリア種、ならびに媒介マダニ種

の同定を進める必要がある。[佐藤梢，大西真，川端寛樹

（細菌第一部），福士秀悦，下島昌幸，西條政孝（ウイル

ス一部）山野公明（北海道立衛生研究所）] 

 

(2) 軟ダニ媒介性感染症病原体のゲノム解析 

若狭湾に浮かぶ無人島の沓島（京都府）において Carios 

sawaii を捕獲した。採取した C. sawaii は個体ごとにビ

ーズ破砕後、RNA・DNA 抽出を行った。その後、細菌 16S 

リボソーマル RNA の V3-4 超可変領域を PCR 増幅し

Illumina MiSeq によるアンプリコン解析に供した。また、

C. sawaii の破砕乳剤はマダニ種ごとにプールし、フィ

ルター濾過と遠心分離によりウイルス画分を精製した。

RNA 及び DNA を抽出し、全ゲノム増幅を行った後に

Illumina MiSeq によるショットガンシーケンス解析に

供した。C. sawaii のアンプリコン解析からは、Borrelia

属細菌の他、Coxiella 属共生菌ゲノム等が検出された。

近の研究で、Q 熱の病原体である Coxiella burnetii 

は軟ダニから派生したものとの学説が唱えられており、

現在 C. burnetii との系統比較解析を行っている。[中
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尾亮，杉本千尋（北海道大学），DeMar Taylor（筑波大学），

川端寛樹（細菌第一部）] 

 

2. レストスピラ症に関する研究  

(1) 病原機構解明に関する研究 

ア レプトスピラ感受性の性差に関する研究 

レプトスピラ感染では男性のほうが女性よりも重症化し

やすく，またこれまでのハムスターにおける L. 

interrogans 血清型 Hebdomadis の感染実験により，感染

120 時間後にオスでのみ肺出血がみられることを明らか

にしてきた．感染 72 時間および 96 時間後の肺でレプト

スピラ DNA が検出されたが，120 時間後には検出されな

かったことから，肺出血はレプトスピラの直接的な作用

というよりはレプトスピラ感染にともなうハムスターの

免疫応答により引き起こされた可能性が示唆された．ま

た肺出血のみられない感染 96 時間後のメスあるいは感

染 120 時間後に肺出血のみられなかったオスで一酸化窒

素合成酵素遺伝子の発現が有意に上昇していたことから，

一酸化窒素が肺出血の抑制に関与している可能性が示唆

された． [小泉信夫，大西真（細菌第一部）冨澤莉那（東

京農工大学）] 

 

(2) 運動制御機構に関する研究 

ア レプトスピラ運動変異体の解析 

運動性を欠失したL. biflexa変異体LBMD4-3の解析を行

った．LBMD4-3 は fcpA 遺伝子にトランスポゾンが挿入さ

れた変異体であり，その菌体では両端のフックが消失し，

また精製したべん毛は直鎖状に変形していた．LBMD4-3

は FcpA を発現しておらず，精製べん毛ではべん毛タンパ

ク質 FlaA1，FlaA2 および FlaB1 が検出されなかった．

Bacterial two-hybrid法により大腸菌内でFcpAと FlaA1，

FlaA2 の相互作用が明らかになった．また FcpA の FlaA1

および FlaA2 結合部位を同定した．[小泉信夫，大西真（細

菌第一部），佐々木祐哉（東京農工大），中村修一（東北

大学大学院），川本晃大（大阪大学大学院）] 

 

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 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、CRO 耐性淋菌の増加が懸念されている。培養を基本

とする従来の薬剤感受性試験法では CRO 耐性淋菌の検出

に数日を要する。本研究では、リアルタイム PCR 法による

CRO 耐性淋菌の簡易検出系の構築を目指した。PBP2 をコ

ードしている CRO 耐性淋菌の penA 遺伝子のトランスグリコシ

ラーゼドメイン、トランスペプチダーゼドメインをコードする領

域に各々フォワードプライマー、リバースプライマーを設定し

た。蛍光標識は、penA 遺伝子の 933 番目を中心とした 23bp

の DNA 配列を選択し 5｀側に FAM、 3` 側に TAMRA を付

加し、TaqMan プローブとした。CRO 耐性淋菌 FC428 株の

精製 gDNA をテンプレートにしたアッセイにおける最小検出

濃度は 1pg (400 copy 相当分)であった。更に、近年における

国内で分離された淋菌 205 株、淋菌の近縁種である非病原

性ナイセリア属菌 92 株の gDNA をテンプレートに、同様のア

ッセイを行った結果、CRO 耐性淋菌 4 株のみが陽性反応を

示した。False positive 反応が危惧された CRO 非感受性非

病原性ナイセリア属菌については陽性反応を示さなかった。 

[志牟田 健、井川 ジーン、中山 周一、大西 真] 

 

イ 京都・大阪における薬剤耐性淋菌サーベイランス 

昨年度に引き続き 2016 年 4 月から 2017 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 127 株

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

azithromycin、spectinomycin に対する MIC 測定を実施した。

その結果、それぞれ上記の薬剤に対して 3.9%、56.7%、

84.3%、26.0 %、85.0%、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 剤のうち、ciprofloxacin、azithromycin の２剤の感受性率

に若干改善が見られた反面、ceftriaxone で悪化が見られ感

受性率 90%を割った。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株検出されたことを昨年度報告した。今回はこの地域

での我々の調査ではこのような株は検出されなかったが、国

内の他地域においてこの株のクローンと考えられる分離株の

報告が有るため今後も注視する必要が有る。 

 [中山周一、松本喜美子、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] 

 

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 

昨年度に引き続き、２つの STI クリニックと共同で、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。 

2012 年５月のプロジェクト開始以来の総計で、112 の PCR 陽

性例中タイピングに成功したものは 70 例で、このうち 46 例は
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海外でも最頻とされる 14d/f であった。他は 14d/c と 11o/c が 4

例ずつ、14e/f が 3 例、14d/g と 10b/a が 2 例ずつ、他はいず

れもそれぞれ単一型であった。 

[中山周一、井戸田一朗 (しらかば診療所)、本郷偉元 (武

蔵野赤十字病院感染症科)、大西真]  

 

イ  菌株の型別解析 

梅毒トレポネーマは均質性がかなり高い上に培養不能である

ため、その基本的生態に加えゲノム多様性についても検討

が大きく立ち遅れている。近年、ヒトゲノムが多量に混在する

検体から菌培養を経ずに目的菌ゲノムのみを濃縮し、事後

に PCR を行い、次世代シーケンサーで多数菌株間での多様

性解析を行う試薬キットが上市された。ただし、この有用性の

高いキットにも、出発材料となる DNA 総量として比較的多量

を要するという難点がある。 

そこで我々はこのキットでの作業に入る前段階として、検体

中の全 DNA をファージ由来の DNA polymerase とランダムヘ

キサマープライマーで増幅する試薬を流用し、増幅後のサン

プルを上記試薬キットでの処理に使用することを着想した。

11 検体由来 DNA 及び前増幅でのエラー誘発検討のための

レファレンス株である Nichols 株オリジナル DNA と増幅後

DNA のペアを次世代シーケンサーで解析した。その結果、

前段階増幅によるエラー誘発は認められないレベルであるこ

と、11 検体中、８検体で多様性解析に十分なシーケンスリー

ド数が得られた。今後、今回のプロトコルでは十分なリード数

が得られない検体からの安定解析のため、上記キットのプロ

トコルの一部改変などの検討を行い、実際の解析をさらに検

体数を増やして行う予定である. [中山周一、李謙一、森田昌

知、大西真] 

 

ウ マクロライド耐性型梅毒トレポネーマの 2016 年度におけ

る急激な増加 

 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 年に関しては 23S 

rRNA A2058G 変異解析が可能であった 27 検体中 3 検体

（11.1%）が耐性型、うち 2 検体が耐性型と強いリンクが有ると

される 14d/g であった。2016 年〜2017 年 3 月の期間では、

同じく解析ができた 12 検体中、7 検体 （58.3%）が耐性型で

あった。特に、分子タイピングで最頻である 14d/f での耐性型

が 2015 年以前には検出されなかったものが、2016 年以降

は逆に 14d/f は全て耐性型となっている点が着目される。ま

た、解析成功検体の過半数が耐性であることから、現状では

梅毒治療には azithromycin が無効と判断すべき状態である

（なお、2017 年 4 月以降も調査を続行しており、7 月末現在

暫定で 2016 年以降の耐性率は 73.3%まで上昇している）。 

[中山周一、井戸田一朗 (しらかば診療所)、本郷偉元 (武

蔵野赤十字病院感染症科)、大西真]  

 

エ 非典型的部位、症状での PCR、菌体検出による梅毒の

確定診断 

近年、非典型的な部位や、非典型的臨床症状経過を示す

梅毒疑い例の相談が増えており、抗体検査に加えて病原体

ベースでの確定診断のサポートを依頼されるケースが多い。

2016 年度においては感染後数ヶ月という速さで脳内にゴム

種ができた疑い例、及び、胃壁における梅毒感染疑い例に

ついての依頼事案で PCR 陽性結果が得られ、病原体ベース

で特定組織での梅毒トレポネーマ DNA の存在を確定できた。

後者については感染病理部のご協力のもと組織免疫染色で

菌体自体の存在も確定できた．[中山周一、片野晴隆 (感染

病理部)、小泉祐介 (愛知医科大学)、伊東直哉 (静岡がん

センター)、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 CSP 依存クオラムセンシングに対

するフルクタナーゼの抑制機構 

Streptococcus mutans は、歯面上の唾液蛋白質と相互作用

し、それをきっかけとして口腔バイオフィルムを形成する細菌で

あり、う蝕原因菌の一つとして考えられている。S. mutans は、菌

が増殖しバイオフィルムを形成すると、菌の密集領域でクオラ

ムセンシングが起こり、菌が生き残るための活性が起こる。我々

の 以 前 の 研 究 に よ り 口 腔 常 在 菌 で あ る Streptococcus 

salivarius の産生するフルクタナーゼ(FruA)は、Competence 

Stimulating Peptide (CSP)依存クオラムセンシング活性を阻害

し、バクテリオシン活性や遺伝子の取り込みを抑制することを

明らかにした。今年度は、その抑制メカニズムを解析した。その

結果、FruA は CSP と結合することが明らかとなった。FruA は、

CSP と結合することで CSP 活性を抑制することが考えられた。

[泉福英信、鈴木雄佑、大西 真] 

 

イ Raffinose を基質とした Streptococcus mutans バイオフィル

ム形成の検討 

昨年に引き続き、ヒトが代用甘味料として摂取するオリゴ糖

に着目し、S. mutans のバイオフィルム形成へのオリゴ糖

（Raffinose）の影響を検討した。0.25% raffinose が含まれる

Triptic Soy Broth (TSB)培地において、S. mutans のバイオフ

ィルムが観察された。S. mutans のバイオフィルムは、主に細
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菌とフルクタンと細胞外 DNA(eDNA)との細胞外マトリックスに

より構成されていた。このバイオフィルム形成には、S. mutans

の疎水性に起因していることが明らかとなった。この疎水性は、

TSB に含まれた微量のスクロースを利用して、グルコシルトラ

ンスフェラーゼを介して誘導されることが考えられた。S. 

mutans の疎水性が高まり、凝集、eDNA の産生が起こり、

eDNA とフルクタンが混合し粘稠性が増加、その結果、初期

付着量の増加、バイオフィルム形成量の上昇が起こることが

考えられた。[泉福英信、永沢亮、大西 真] 

 

ウ 細胞外 DNA(eDNA)による Streptococcus mutans のバイオ

フィルム形成 

Streptococcus mutans の eDNA によるバイオフィルム形成

メカニズムを詳細に明らかにする目的で本研究を行った。ま

ず２種類の DNA を抽出した。一つは精製 DNA。もう一つは

粗抽出 DNA。粗抽出 DNAには蛋白質が多く含まれていたが、

精製 DNA には蛋白質が含まれていなかった。粗抽出 DNA

は、0.05 ng/ml～3.1 ng/ml で S. mutans UA159.gtfB-C-に加

えると、ヒト唾液をコートしたプレートにおいて、有意にバイオ

フィルムを形成させた。しかし、同じ濃度で加えた精製 DNA

はバイオフィルムを形成させなかった。この粗抽出 DNA に蛋

白分解酵素を事前に加え処理すると、形成量が半分程度に

減少した。DNase で処理しても、有意に形成量が減少した。

eDNA によるバイオフィルム形成には、蛋白質の存在が重要

であることが明らかとなった。[泉福英信、永沢亮、大西 真] 

 

エ Polypyrrole の Streptococcus のバイオフィルム形成への

効果 

Polypyrrole は、連続したカチオン（陽電荷）と電荷のバラン

スを有する高分子化合物で電導性と安定性を持ち基板上で

簡単な膜を作る物質である。この物質の S. mutans のバイオ

フィルム形成への効果を検討した。その結果、ヒト唾液のコー

トプレートにおいて、0.002～0.016%の Polypyrrole は、S. 

mutans UA159.gtfB-C-のバイオフィルム形成を著しく誘導し

た。S. mutans UA159.gtfB-C-は、非水溶性グルカンを作る酵

素を分泌できないため sucrose が含まれた培地でグルカンに

依存したバイオフィルムを形成することができない。この S. 

mutans UA159.gtfB-C- に 対 し て 、 あ る 一 定 の 濃 度 の

Polypyrrole は、グルカンに依存しないバイオフィルム形成を

誘導した。陽電荷を表出する Polypyrrole のような長鎖構造

体は、非水溶性グルカンに依存しないバイオフィルムを誘導

する際の重要な構造であることが示唆された。[泉福英信、大

西 真] 

 

オ Actinomyces oris のバイオフィルム形成に対する短鎖脂

肪酸の影響の検討 

Actinomyces oris は Actinomyces naeslundii の遺伝種であり、

線毛を介して歯面への初期付着やバイオフィルム形成及び

他の口腔内細菌と共凝集する。短鎖脂肪酸の一つである酪

酸（SCFAs）は、A. naeslundii のバイオフィルム形成の促進や

初期付着菌量を増加させることが報告されている。A. oris の

バイオフィルム形成メカニズムを明らかにするために、A. oris

及び線毛遺伝子欠損株 (ΔfimA, ΔfimB, ΔfimP, ΔfimQ) 

を用いて、初期付着菌及び口腔バイオフィルム形成に対して、

SCFAs が与える影響ついて検討を行った。6.25 mM SCFAs

は A. oris NG4 株と ΔfimA のバイオフィルム形成を促進させ

ず、NG4 株では酪酸、ギ酸、吉草酸が、ΔfimA ではギ酸、プ

ロピオン酸、吉草酸により阻害された。しかし、初期付着実験

では 60 mM SCFAs は NG4 株の初期付着量を増加させる傾

向にあることが認められた。しかし、ΔfimA では若干の増加

を認めたが、ΔfimQ では増加を認めなかった。A. oris は、A. 

naeslundii と異なり、SCFAs によるバイオフィルム形成の促進

効果は認められなかったが、初期付着量を増加させた。その

増加には、fimQ が関与していた。[泉福英信、鈴木到、大西 

真] 

 

2. 歯周病、および歯周病原細菌等に関する研究 

(1) 歯周病予防に関する研究 

ア マウスにおける歯周病細菌外膜ヴェシクルの複合的

経鼻免疫による粘膜ワクチン効果 

 グラム陰性細菌は、外膜ヴェシクル(OMV)と呼ばれるナ

ノサイズの小胞を菌体外へ放出する。OMV は種々の細胞

構成要素を含有し、構造安定性も高いため、新規ワクチ

ン抗原として応用が期待されている。本研究では、主要

な歯周病細菌 Porphyromonas gingivalis (Pg)及び

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa)の OMV を

マウスに経鼻免疫し、抗体産生を評価した。OMV は定常

期初期の細菌の培養上清から精製し、マウスに経鼻免疫

した。Pg と Aa の両方の OMV を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ることが明らか

になった。特に、Pg-OMV 単独投与では少なかった Pg 特

異的抗体の産生量が、Aa-OMV を併用するとその投与量依

存的に増大し、1 µg で 大となった。一方で、Aa-OMV

は単独でもその投与量に依存して Aa 特異的な抗体産生

を誘導し、高いセルフアジュバント活性を示した。以上

より、これら歯周病細菌 OMV の複合的経鼻免疫の優位性、

粘膜ワクチンとして応用可能性が示唆された。 [平山悟、

泉福英信、大西真、中尾龍馬] 

 

イ プロポリス由来化合物による歯周病細菌に対する作
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用の検討 

 健康食品であるプロポリスは P. gingivalis に対して

抗菌性を示す。本研究では、プロポリスのエタノール粗

抽出物から P. gingivalis に対する抗菌活性を示す化合

物 A,B,C の３種を同定した。そして、これら化合物によ

る細菌表層への作用の詳細を、高速原子間力顕微鏡観察

や膜電位アッセイにより調べた。化合物 A と B はプロポ

リスに多く含有される桂皮酸誘導体であり、いずれも P. 

gingivalis に対して静菌的に作用し、細胞表層に次々と

小胞を形成した。一方で、化合物 C は殺菌的作用を示し、

P. gingivalis 菌体を迅速に破裂させた。これら３種の

化合物はいずれも、細菌の細胞質膜の透過性亢進と脱分

極誘導の作用を有しており、この作用は特に化合物 C に

おいて顕著であった。[中尾龍馬、吉益由莉、池田剛（崇

城大学）酒井信明・八木明（オリンパス）、古川壮一・森

永康(日本大学)] 

 

ウ ウェルシュ菌のメンブランヴェシクル(MV)の動物細

胞に対する影響に関する研究 

ウェルシュ菌の MV はマウス培養細胞に対して炎症性サ

イトカインの分泌を促進すること、また、マウスに対す

る MV 免疫は血中および粘膜面におけるウェルシュ菌特

異的な IgG および IgA 産生を促進することが明らかとな

った。MV の構成成分を解析したところ、細胞壁成分を豊

富に含むことが明らかとなった。一方で、精製した本菌

のペプチドグリカン（PG）はサイトカイン誘導性を示さ

なかった。MV を免疫したマウスより単離した血清 IgG を

用いたウエスタン解析の結果、MV に含まれる複数のリポ

タンパク質に対する結合性が認められた。以上のことよ

り、MV に含まれるリポタンパク質が免疫誘導性に関与す

ると考えられた。 

 [尾花望、中尾龍馬、永山恭子、泉福英信、野村暢彦（筑

波大学）] 

 

3. 癌手術前後の口腔内微生物叢の変化の研究 

３０の国立病院において癌手術を行う患者を対象に、癌手

術前と後の日和見菌（Staphylococcus, Candida）、嫌気性菌、

総菌の口腔内微生物量の測定を培養法にて行った。口腔粘

膜 を ス ワ ブ し た サ ン プ ル 中 の 好 気 性 菌 、 嫌 気 性 菌 、

Staphylococcus, Candida の菌量の変動は、病院によって異

なることが明らかとなった。よって、癌手術後必ず菌量が上昇

する結果にはならなかった。口腔ケアのやり方などが病院に

よって異なっていることが影響簸ている可能性がある。今後、

個々被験者の口腔内微生物量の変化を検討し、口腔ケアの

方法や手術方法などの違いなどを考慮に入れて、最終的な

口腔微生物叢への癌手術の影響を明らかにする予定である。

[泉福英信、岩節博史（神奈川歯科大学）、大西真] 

 

レファレンス業務 

I. 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 204 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、The Working Group for β-hemolytic 

Streptococci in Japan]  

 

II. 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］ 

 

III. 大腸菌に関するレファレンス業務 

腸管出血性大腸菌（EHEC） 検査・診断マニュアルの改訂 

2017 年 2 月に改訂を行い、感染研ホームページ上

（https://www.niid.go.jp/niid/images/lab-manual/EH

EC20170215.pdf）で公開した [改訂版著者： 勢戸和子（大

阪府）、井口 純（宮崎大）、磯部順子（富山県）、原田哲

也（大阪府）、平井 晋一郎（千葉県）、横山栄二（千葉県）、

小西典子（東京都）、甲斐明美、緒方 喜久代、伊豫田 淳] 。 

 

 

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、高橋英之] 

II. 10 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 [池辺忠義、小川道永、大西真] 

III. 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] 

IV. 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 
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ライム病。BMD に関する共同研究を開始した。検査法の

指導とあわせ、疫学情報収集を実施した。 

II. PulseNet Asia Pacific 会議出席 

PulseNet Asia Pacific Meeting Jan 4-5th 2017 Hong Kong

に出席し、日本国内の食品由来感染症集団発生における

分子型別の利活用に関して情報提供を行った。 

 

研修業務 

I. 腸管感染症に関する研修 

1 泉谷秀昌：改正されたサルモネラ試験法について。食品

衛生登録検査機関協会、平成 28 年度微生物研修会、2016

年 11 月、東京都。 

2 泉谷秀昌:腸管出血性大腸菌の MLVA 解析。平成 28 年

度希少感染症診断技術研修会、2017 年 2 月、東京都。 

3. 平成 28 年度関東甲信静ブロックレファレンスセンター連

絡会議、「EHEC を中心とした大腸菌レファレンスセンターに

ついて」、2016 年 12 月、千葉市環境保健研究所 [伊豫田  

淳] 

II ダニ媒介性感染症に関する研修 

国立国際医療研究センター・厚生労働省共催 第 2 回 

節足動物媒介性感染症講習会．2016 年 6 月．東京（川端

寛樹） 
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