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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、肺炎球菌ワクチン、13 価肺炎球菌コ

ンジュゲートワクチン、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。 

  

 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。

特に、地方衛生研究所等において簡易的な型別法がスク

リーニングとして普及してきた。簡易法で同一型が見出

された時には詳細な解析が必要である。地方衛生研究所

から送付される EHEC O157, O26, O111 菌株 (n=2379)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った。1,441 株については

PFGE による解析もあわせて実施し、新規に導入した MLVA

法の検証も同時に行った。また、大腸菌 O 型別の迅速, 効

率, 低コスト化を目的とし、Escherichia coli O-genotyping 

PCR 法 （ Iguchi et al. J. Clin. Microbiol. 2015, 53: 

2427-2432）の評価を行った。 

 劇症型溶血性連鎖球菌感染症、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。 

 感染症研究国際ネットワーク推進プログラムにおける、

海外の研究拠点との連携を深めるために、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開始し

た。コレラ菌の大規模ゲノム解析に焦点を当て各拠点で

分離された菌株のゲノム配列情報を取得した。同時に感

染研で保管されているコレラ菌血清型別参照 210 株につ

いてもそのゲノムデータを取得した。腸管出血性大腸菌

をはじめとする他の病原細菌のゲノムデータ取得にもつ

とめた。 

 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。 

 なお平成 27 年 3 月をもって、倉文明主任研究官が定年

退官を迎えた。 

 

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（志賀毒素産生性大腸菌：

STEC）に関する研究 

(1)菌株の多様性解析による重症例由来株の同定 

ア 血清型別 

 2014 年に地衛研等から受け付けたヒト由来株は 2,765

株であった。頻度の高い O 血清群の順に O157（61.8%）、

O26（21.1%）、O103（3.9%）、O145（3.8%）、O111（2.7%）、

O121（2.4%）となっており、その他は 39 の O 群、60 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、脳症など）由来株として頻度の高

い O 群は上記の 6 血清群に加えて O165 であり、これら

7 血清群で重症者由来株全体の 95％以上を占めることが

2007-2014年までの解析から明らかとなった [伊豫田淳、

高井信子、小澤さお美、石原朋子、大西真]。 

 

イ O157 の系統解析による重症例由来株の解析 

 O157 ゲノム上の 96 箇所の SNP 解析から、O157 は大

きく 9 つのクレード（クレード 1-9）に分類される。国

内で 1999 年-2011 年に分離された HUS 患者由来の O157

株（n=269）と無症状保菌者由来株（n=387）の系統を比
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較したところ、クレード 6 および 8 で志賀毒素遺伝子サ

ブタイプとして stx2a のみ、または stx2a stx2c を保有す

る株が HUS 由来株に、クレード 7 でサブタイプ stx2c の

みを保有する株が無症状保菌者由来株にそれぞれ有意に

多いことが統計学的に示された [伊豫田淳、泉谷秀昌、

石原朋子、大西真、EHEC ワーキンググループ]。 

  

(2)分子疫学的解析 

ア  腸 管 出 血 性 大 腸 菌 の MLVA 解 析 （ 血 清 群

O157,O26,O111） 

 2014 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 2,786 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 2,379 株について MLVA に

よる型別を行った。また 1,441 株については PFGE による

解析もあわせて実施した。MLVA については 932 の型が同

定された。最も多かった型は 13m0157 で 142 株であり、

次いで 13m0551（102 株）、14m0004（99 株）であった。

これらはそれぞれ 23 機関、12 機関、13 機関において分

離されたものであった。13m0551 および 14m0004 は、そ

れぞれ 7 月および 4 月に発生した広域食中毒事例関連株

を含んでいた。MLVA および PFGE の分解能（Simpson’s 

Diversity Index）は、O157 967 株についてはそれぞれ

0.984 および 0.988 であった。同じく O26 414 株につい

てはともに 0.988 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、高井信子、

吉田愛、大西真） 

 

イ PFGE による DNA 型別 

 2014 年に国内で分離された O157、O26、O111（3 大血

清群）2,433 株とその他の O 群 479 株に対して、XbaI 消

化によるパルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）解析を

行った。3 大血清群以外の O 群で、2 つ以上の異なる自

治体で検出された同一 PFGE 型として、O103 の Type No.

（TN）103k1-3、O121 の TN121k1-8、O145 の TN145k1、

O146 の TN146k1、O165 の TN165k1 など 14 種類があっ

た。同一 PFGE 型を示す様々な O 群による広域発生事例

の存在を明らかにした [石原朋子、斉藤康憲、吉田愛、

中島雪絵、高井信子、泉谷秀昌、伊豫田淳、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構築中である。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構築中である。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、八柳潤（秋

田県健康環境センター）、甲斐明美（東京都健康安全研究

センター）、松本昌門（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、高井信子、吉田愛、大西真） 

 

（３）HUS 患者の血清診断による EHEC 感染症の確定診

断 

EHEC が不分離の HUS 症例では、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することが出来る。血清診断依頼が

あった HUS 症例 10 件中 、O157 が 5 件、O115 と

O145 が各 1 件ずつ陽性例があり、いずれも EHEC 感

染による HUS 症例と確定した。血清診断で O157 抗体陽

性となった症例のうち、 1 件については同時に依頼があ

った便培養（O157 抗体を感作させた免疫磁気ビーズを用

いた増菌培養液の濃縮培養）から O157:H7 株を分離し

た［伊豫田淳、高井信子、小澤さお美、石原朋子、齊藤

剛仁（情報セ）、大西真］。 

 

（４）マルチプレックス PCR による大腸菌 O 血清群型

別法の導入 

大腸菌 O 型別の迅速, 効率, 低コスト化を目的とし、

Escherichia coli O-genotyping PCR 法（Iguchi et al. J. Clin. 

Microbiol. 2015, 53: 2427-2432）の評価を行った。同法は、

各O血清群に特異的または共通な抗原決定領域を標的と

した計 20 種のマルチプレックス PCR 法である。20 種全

てのマルチプレックス PCR で O 血清群標準株の型別が

可能であり、従来の血清を用いた型別法を補完する方法

として有用であることが確認された［李謙一、井口純（宮

崎大学・農）、小澤さお美、伊豫田淳、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 

  2014 年に当研究所に送付された赤痢菌 66 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 34 株、S. flexneri 29 株、S. boydii 2 株、S. 

dysenteriae 1 株であった。Shigella sonnei では 2014

年に 30 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） 
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イ 赤痢菌の III 型分泌装置遺伝子群の転写後調節機構

の解析 

 赤痢菌の病原性に必須な III 型分泌装置は、環境の温

度と塩濃度によって発現が厳密に制御される。この制御

を失う変異体をスクリーニングしたところ、III 型分泌

装置遺伝子群のレギュレーターである InvE（VirB）の発

現が翻訳レベルで増加する変異体が得られた。この変異

遺伝子は後に、桿菌の桿状構造を形成するバクテリア細

胞骨格蛋白 RodZ として同定されたが、赤痢菌の病原性の

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。  

 この rodZ 変異体では invE の mRNA の分解速度が遅く、

mRNA が安定化しており、精製した RodZ 蛋白は invE-RNA

と強く結合しすることから細胞骨格以外の RodZs の機能

が明らかになった。さらに国立研究開発法人日本医療研

究開発機構(AMED)の流動研究員であるSoma Mitraと共に

InvE の転写後調節に働くと考えられる新規遺伝子を同

定し、その解析を進めている。（三戸部治郎 Soma Mitra） 

 

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 

 2014 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 12 株であった。チフス菌では、フ

ァージ型 UVS1 が 20 株と最多となったほか、A、B1、

E1 等が検出された。パラチフス A 菌ではファージ型 1

及び 2 が 5 株ずつ検出された。［森田昌知、泉谷秀昌、

高井信子、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 

 2014 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、

ニューキノロン薬であるシプロフロキサシン非感受性菌

の割合はチフス菌で 73.9%,、パラチフス A 菌で 75.0%

であった。また、第 3 世代セフェム系抗菌薬に対して非

感受性であるチフス A が 1 株検出された。［森田昌知、

泉谷秀昌、高井信子、大西真］ 

 

ウ 食中毒統計上、初めてのチフス菌による食中毒が報告

された。関連株として送付された 14 株のチフス菌の分子

疫学解析を行ったところ、全ての関連株が遺伝学的に近

縁であることが示唆された。［森田昌知、泉谷秀昌、高井

信子、大西真］ 

 

エ サルモネラのファージ型別 

 2014 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 72 株 で あ っ た 。 う ち 70 株 は 血 清 型

Enteritidis であり、ファージ型 1 が 21 株と大勢を占めた。 

 同じく Typhimurium は 2 株送付され、ファージ型 U302

であった。（泉谷秀昌、李志英、高井信子、大西真） 

 

オ サルモネラの血清型別など 

 上記ファージ型別以外に当研究所に血清型別もしくは遺

伝子型別のために送付されたサルモネラ株は 102 株であっ

た。血清型別の上位 5 位は Braenderup、I 4:i:-、Infantis、

Schwarzengrund、Thompson であった。（泉谷秀昌、李志

英、高井信子、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 Vibrionaceae および Aeromonadaceae 菌株 

 平成 26 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283株で、全てVibrio cholerae 

non-O1/non-O139 であり、うち 5 株は国内、278 株は海外

からの依頼であった。国内株 5 株は、下痢症から分離さ

れた株であったが、いずれも患者が高齢者ではあったが、

コレラを疑うような激しい下痢症状を示す事例であった。

散発事例であり、かつ同居者からの分離もなく、喫食調

査などからも原因は明らかとならなかった。いずれの事

例も異なる O 血清型であり、共通性は認められなかった。

海外からの型別依頼株はイスラエルの分離株 278 株で 4

株の耳からの V. cholerae non-O1/non-O139 の分離株を

除き、大部分が環境から分離株で、 V. cholerae 

non-O1/non-O139、V.mimicus、Aeromonas spp.が含まれ

ていた。（荒川英二、森田昌知、泉谷秀昌） 

 

イ ビブリオ属菌の環境調査 

 沿 岸 海 水 を 採 取 し 、 Vibrio vulnificus, V. 

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

各地の平均から、3菌種とも8月に最も多く検出された。

当該ビブリオ属菌の分布に関し、塩分濃度および水温を

パラメータとする 2 次回帰曲線による解析を行った。（泉

谷秀昌、森田昌知、渡邉節（宮城県保健環境センター）、
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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、大西真） 

 

ウ 二成分制御系ヒスチジンキナーゼ ChiS を介した非

典型なシグナル伝達ネットワーク       

  二成分制御系はヒスチジンキナーゼ（HK）とレスポ

ンスレギュレーター（RR）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 HK 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 RR で

はなく非二成分制御系の転写因子 TfoS を制御しており，

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。以上に加えて本年度は，ChiS によるシグナル伝

達が細胞外からのキチン刺激だけでなく，糖の取り込み

に関わるリン酸基転移系 PTS を介して細胞内からも調節

されている遺伝学的な証拠を得た。現在，ChiS を介した

非典型なシグナル伝達ネットワークの形成機構について

生化学的な手法を用いて解析しているところである。［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 

 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。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

については、真菌部との共同同研究により、O 多糖の構

造解析を行っている。さらに O141、O75 と部分的に類似

の遺伝子領域を持つ O50、O57、O62、O103、O107、O113

の O 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、その遺伝子群の類似性について解析を行なって

いる。また、次世代シークエンサーを利用して 210 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ている。(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 血清群参照株のゲノム解析 

 V. cholerae の O 血清群は現在、210 種に分類される。

全ての血清群参照株のゲノム DNA を精製し、次世代シ

ーケンサーによりドラフトゲノム配列を取得した。その

結果、一株あたり平均約 787Mbの解読情報が得られた。

現在、コアゲノム上の SNP 解析を進めている。［森田昌

知、荒川英二、泉谷秀昌、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．レンサ球菌属に関する研究 

(1) 菌株の多様性解析と疫学的解析 

ア 日本における 2013 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 

2013 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、951 株であり、すべての株に対して T

型別が行った。分離頻度の高かった T 型は、T12 (211/951, 

22.2%)、TB3264 (189/951, 19.9%)であった。T12 型は 1992

年以降、毎年、高い分離頻度を示している。TB3264 型

の分離比率は、2010 年、急激に上昇し、2013 年さらに増

加した（2009 年, 5.3%、2010 年, 12.6%、2011 年, 11.1%、

2012 年, 14.5%、2013 年, 19.9%）。2011 年最も分離比率の

高かったT1型は、2013年さらに減少した(2011年, 31.1%、

2012 年, 26.8%、2013 年, 12.1%）。 [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）、矢端順子（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 2013 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 

2013 年、A 群レンサ球菌による劇症型溶血性レンサ球菌

感染症の報告が 50 症例あった。49 例が S. pyogenes、1

例が S. dysgalactiae subsp. equisimilis による症例であった。 

最も分離された型は、TB3264 型であり、分離比率が

上昇している(2011 年, 10.7%; 2012 年, 18.9%; 2013 年, 

30.0%)。また、咽頭炎由来株の分離比率(26.8%)に比べ、

依然高い分離比率を示している｡次いで、昨年最も分離さ

れた T1 が多く、その分離比率は昨年と比較して減少し

た(2011 年, 69.0%; 2012 年, 51.6%; 2013 年, 28.0%)。この 2

つの型で全体の 50%以上を占めている。 

STSS の確定診断例 50 例中、emm89 型(M 型別不能)が 15

例(30.0%)と最も多く、次いで emm1型(M1)が 14例(28.0%)、

emm3 型(M3)が 4 例(8.0%)と多かった。2012 年と比較し、

emm1 型は、51.6% (49/95)から 28.0% (14/50)に減少し、

emm89 型は 17.9% (17/95)から 30.0% (15/50)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）、矢端順子（山

口環保セ）、佐々木麻里（大分衛環研）、The Working Group 
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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 

2013 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 61 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。クリンダマイシンに対

して 6.6%(4/61)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（2011

年, 11.8% (13/110)）より分離率が減少した。[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）、矢端順子（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 

2013 年、30 例が劇症型溶血性レンサ球菌感染症の報告が

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 7 例(23.3%)と最も多く、次い

で、stG2078 が 5 例(16.7%)、stG485 が 4 例(13.3%)と多か

った。次いで、stC5345, stG245, stG652 が 2 例ずつ、stC36, 

stC46, stC74a, stG6, stG10, stG116b, stG480, stG653 が 1 例

ずつであった。 

 [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）、矢端順子（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 

2013 年、8 例の B 群レンサ球菌、および 1 例の 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あ

った。菌種は、B 群は 8 例とも S. agalactiae、C 群は

S.dysgalactiae subsp. equisimilis であった。B 群の血清型は

Ib が最も多く 4 例であった。C 群の emm 遺伝子型は、

stG653 であった。また、豚レンサ球菌による劇症型溶血

性レンサ球菌感染症が1例あり、血清型は 2型であった。

[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）、矢端順子（山

口環保セ）、佐々木麻里（大分衛環研）、The Working Group 

for β-hemolytic Streptococci in Japan] 

 

カ 小児侵襲性感染症由来原因菌の疫学調査 

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（Hib、肺炎球菌、HPV 及びロタウイルスワクチンの

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、日本国内

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、庵原俊昭[国立病院機構三重病

院]) 

 

キ 小児健常児の後鼻腔における肺炎球菌の保菌調査。

健常乳幼児の後鼻腔より分離された肺炎球菌の分離、同

定および血清型別を行い、2013 年 11 月から導入された

小児 13 価結合型肺炎球菌ワクチン (PCV13) の接種普及

による肺炎球菌の保菌状況の変化を観測し、PCV13 接種

が保菌に及ぼす影響を調べた。(常 彬、住田裕子[住田

こどもクリニック]) 

 

(2) 次世代肺炎球菌ワクチンのための病原機構に関する

研究 

ア 肺炎球菌病原因子の機能解析 

 日本では高齢者用のポリサッカライドワクチンと小児

用の結合型ワクチンが導入されているが、血清型交代現

象による肺炎球菌ワクチンのワクチンカバー率の低下が

大きな問題となっており、夾膜の血清型に依存しない次

世代ワクチンの開発が急務である。本研究では次世代ワ

クチンの開発のために必要な分子基盤を構築することを

目指し、肺炎球菌の病原因子の機能と肺炎球菌感染の発

症機序の解明を目的とした。 

肺炎球菌が感染した細胞内において、溶菌した菌由来の

DNA がエンドソームから細胞質へと移行し TypeI インタ

ーフェロンを誘導することが報告されている。このこと

から、肺炎球菌の菌体表層に局在する多種多様な病原因

子がエンドソームから細胞質へと移行して機能を発揮す

る可能性について解析を行っている。肺炎球菌由来の病

原因子を培養細胞に発現させ、局在パターンや細胞の形

態変化を指標に検討している。（小川道永、山本章治） 

 

イ 培養細胞を用いた肺炎球菌感染モデル 

 肺炎球菌の菌液の調製には血液寒天培地から掻き取っ
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たコロニーを液体培地に懸濁し濁度を調整したものを直

接細胞に感染させる方法が広く用いられている。しかし、

このような方法では、実験毎に菌の growth phase や moi

など菌のコンディションをコントロールすることが困難

である。そこで、本研究では肺炎球菌を安定的に液体培

養する系を構築した。さらに、構築した肺炎球菌の液体

培養系を用いて培養細胞に対する肺炎球菌の感染系の構

築を行っている。（小川道永） 

 

２. レジオネラ属細菌に関する研究 

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前年度に収集し

たレジオネラ属菌 67 株は全て L. pneumophila（血清群

（SG）1 は 61 株、SG3、4、6、8、9、13 が各 1 株）で、

感染源が、浴槽水と推定・確定されている例は 28 例

（42%）だった。2014 年 3 月末現在で、当センターで合

計 383 株のレジオネラ属菌臨床分離株が収集されている

（集団感染事例由来の重複している株を含めると 388

株）。L. pneumophila が 375 株（97.9%）で、その中でも

血清群 1 が多く、全体の 84%を占める。375 株は、ST1

から ST1966 まで 175 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ており、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）；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 シャワー水、噴水由来の L. pneumophila SG1 株の遺

伝子型別 

 これまで L. pneumophila SG1 環境分離株の調査から、

冷却塔水分離株、浴槽水分離株、土壌・水溜り分離株が、

由来によりそれぞれ異なる遺伝子型グループを形成する

ことを明らかにしてきた。シャワー水分離株がどのよう

な遺伝子型を有するか、異なる施設に由来する 19 株につ

いて調べたところ、特有の遺伝子型グループは形成せず、

10 株は冷却塔水分離株に多い C1 グループに属し、残り

の株は遺伝的に散在していたが、浴槽水遺伝子型グルー

プに属するものが多かった。噴水分離株 18 株は、13 株

が C1 グループに属し、残りの株はシャワー水分離株と

は異なり、浴槽水遺伝子型グループに属するものは見ら

れなかった［前川純子；神保江莉加、村井美代（埼玉県

立大・健康開発）；川口定男（板橋区保健所）；内田順子

（香川県環境保健研究センター）；林 千尋（尼崎市衛生

研究所）；高瀬佳彦（荒川区保健所）；倉 文明］。 

 

ウ 水たまり中に生息するレジオネラ属菌に関する研究 

 東京都 36 か所 51 検体、神奈川県 4 か所 4 検体の道路

の水たまりの水を採水し、レジオネラ属菌の検出を試み、

2 検体から L. pneumophilla SG 5 と Legionella beliardensis 

が分離された。また、検体から直接 DNA を抽出し、リ

アルタイム PCR により、ほとんどの水たまり検体からレ

ジオネラ属菌の 16S rRNA 遺伝子が検出された。15 検体

から抽出した DNA について、レジオネラ属菌で保存さ

れている mip 遺伝子をクローニングし、153 クローンを

解析したところ、64 の OTU が得られた。既存の菌種の

mip 遺伝子は 2 クローン（どちらも L. pneumophila）のみ

で、他はすべて既存のレジオネラ菌種の配列とは異なっ

ていた。道路の水たまりに、多種多様なレジオネラ属菌

が生息することが示唆された。［石井将仁（日大院・生

物資源）；倉 文明、前川純子］ 

 

（2）検査法の開発に関する研究 

ア. レジオネラ DNA 陽性検体からの直接遺伝子型別法

の確立 

 レジオネラ症の届出の 9 割以上が尿中抗原陽性の実験

室診断によるものだが、起因菌が L. pneumophila 血清群

1 の場合しか陽性にならない。近年保険収載となった

LAMP 法は広くレジオネラ属菌の遺伝子検出が可能であ

る。LAMP 法で陽性となった検体 DNA を用いて、追加

検査として L. pneumophila に特異的な mip 遺伝子の検出、

および Sequence-based typing（SBT）法を行うことで、遺

伝子型別が可能となった。レジオネラ属菌が分離培養で

きない場合も、遺伝子型別を行うことで、環境から分離

された菌株との遺伝的異同が確認でき、疫学調査に有用

である。［前川純子、倉 文明、大西 真］ 

 

イ レジオネラ症の診断のための検査等 

 行政検査 2 件、その他の依頼された検査 8 件を実施し

た。菌株 12 株と菌株以外の 45 検体であった。臨床検体

からの菌由来 DNA の検出が 7 症例 11 件（内 1 件陽性）、

MAT による血清抗体価の測定が 4 症例 7 件であった。内

2 症例では MAT で L. pneumophila SG2、SG12 に対してそ

れぞれ 64 倍、128 倍であったが確定診断には到らなかっ

た。尿中抗原陰性でレジオネラ症を疑う症例の場合には、

これらの検査が重要となる。［倉 文明、前川純子、大西 

真］ 
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（3）浴槽水のレジオネラ消毒法の開発に関する研究 

ア.  温泉施設におけるモノクロラミンによるレジオネ

ラ属菌消毒効果の検証 

遊離塩素消毒の各種問題点を補う新たな消毒方法とし

て、結合塩素の一種であるモノクロラミンの浴槽水に対

する消毒効果を継続して検討している。鉄泉の源泉水に

モノクロラミンと遊離塩素（次亜塩素酸ナトリウム）溶

液を加え、それらの濃度の経時的変化を調べた。その結

果、遊離塩素は直ちに結合型に変化したが、モノクロラ

ミンは濃度の減少がほぼなく安定なことが判明した。そ

の源泉使用の浴槽水をモノクロラミン 3mg/L に維持した

ところ、レジオネラ属菌やアメーバは検出されず、トリ

クロラミンは不検出で消毒副生成物も少なく、消毒効果

と安全性が確認された。リスクが高い気泡発生装置 3 か

所の浴槽をモノクロラミン消毒した結果、いずれにおい

てもレジオネラやアメーバの検出はなく、消毒副生成物

は少なかった。入浴施設 2 か所において、タイマー注入

方式の導入、アンモニア源の変更と低減の試験では、注

入方式と硫酸アンモニウムの使用、モル比の 1：1.5（塩

素剤：アンモニア）への低減が可能であった。［長岡宏美

（静岡県環境衛生科学研究所）、縣 邦雄（アクアス株式

会社）、神野透人（国立医薬品食品衛生研究所）、杉山寛

治（株式会社マルマ）、小坂浩司（国立保健医療科学院）、

八木田健司、泉山信司（寄生動物部）、片山富士男 （静

岡市保健所）、江原広里、和田裕久（静岡市環境保健研究

所）、市村祐二 、青木信和（ケイ・アイ化成株式会社）、

倉文明］ 

イ.  消毒副生成物の暴露評価 

 昨年度の研究で、ヨウ化物イオンを含有する温泉では、

遊離塩素消毒、モノクロラミン消毒のいずれにおいても、

消毒副生成物としてヨウ素化トリハロメタン類、ヨウ素

化ハロ酢酸類が生じることを見出した。従前の遊離塩素

消毒時の消毒副生成物の実態を把握する目的で、源泉中

のヨウ素イオン濃度が比較的高い 11 施設を調査した。2

施設でヨードホルム（CHI3）およびジヨードメタン

（CH2I2）が比較的高濃度で検出され、濃度範囲はそれぞ

れ 35～75μg/L、17～31μg/L であった。ヨウ素化消毒副

生成物の有害作用に関しては限られた情報しかないもの

の、化学的な反応性等から、塩素化あるいは臭素化消毒

副生成物と比較して、強い毒性を示す可能性が示唆され

ている。温泉施設におけるヨウ素化消毒副生成物は、遊

離塩素消毒、モノクロラミン消毒のいずれにおいても、

暴露評価並びに低減化策を検討すべき重要な問題と考え

られる。［神野透人、香川（田中）聡子、田原麻衣子、川原陽

子、真弓加織（国立医薬品食品衛生研究所）、高橋淳子（桐

生大学短期大学部）、縣邦雄（アクアス株式会社）、杉山寛

治（株式会社マルマ）、小坂浩司（国立保健医療科学院）、

八木田健司、泉山信司（寄生動物部）、倉文明］ 

 

3.  髄膜炎菌に関する研究 

菌株の多様性解析 

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 

 感染症法の改正により、これまでに「髄膜炎菌性髄

膜炎」による髄膜炎症状のみの届出基準から、昨年度か

らは「侵襲性髄膜炎菌感染症」として敗血症症例も届出

基準に追加され、それに伴った報告例の増加が認められ

た。具体的には一昨年度は 15 例であった報告数が今年

度は 36 例にまで増加した。昨年度は 11 株が収集された

が本年度は 20 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 16 株、B 群 2 株、C 群及び non-typable が 1 株ずつ

であった。MLST 法による分子疫学的解析の結果は

ST-23 株が 7 株、ST-1655 株が 7 株で、ST-23 と ST-1655

は 1 塩基違いであり、血清群 Y の 16 株のうち 14 株が

ST-23 complex として同定された。残りの Y 群 2 株は

ST-11026 及び ST-3015 であった。血清群 B の株は

ST-687 及び ST-2149、血清群 C の株は ST−11010、

non-typable の血清群であった 1 株は ST-198 であった。

今年度の分離株の中では血清群 C の ST-11010、及び血

清群 C の ST-11026 の 2 株が注目される。この ST は新

規の遺伝子型であり、本解析により新たに検出された遺

伝子型であり、日本でも新規の遺伝型の株が分離される

という事実は日本国内でもまだ髄膜炎菌株分布の全容は

把握しきれていないことを意味すると考えられた。また、

今回は圧倒的にY群のST-23 complexの臨床分離株が多

く認められた。このことから、日本では「Y 群、ST-23 

complex」の株が多く分布する可能性が考えられた。一

方で、36 の症例報告の中から臨床分離株を入手出来た訳

ではなく、殆どの株は医療に携わる先生方の任意の問い

合わせに対応して得られたものである。逆に 38 例中、

回収可能であったものは 6 株のみで、現状では臨床分離

株を効率良く回収し、解析できていない。今後も菌株回

収の努力を続けるとともに、より積極的な起炎株の回収

方策を何か講じる必要性も感じられた。 [高橋英之、福

住宗久（FETP）、大西真] 

 

検査法に関する研究 

ア 咽頭うがい液を用いた髄膜炎菌の健康保菌者の調査 

昨年度は咽頭うがい液中の髄膜炎菌 DNA を検出する



細菌第一部 

事により健康保菌者の検出する系の構築を試み、その方

法を確立した。本年度はそ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を実際に調査を行なった。

2014 年 4 月上旬に北海道教育大学の健康診断の際に、

咽頭うがい液の提供を依頼し、836 名の学生の咽頭うが

い液の提供を受けた。20ml の生食を溶媒として得たう

がい液を遠心で濃縮し、その沈殿物をキアゲンの DNA

精製キットを用いて DNA を抽出した。その結果、7 つ

（約 0.8%）の陽性検体が検出され、さらにはその 5 つが

血清群 Y、1 つが B であることが判明し、日本人の保菌率

が低く、検出された菌の血清群 Y と B が主要な血清群で

あることが確認された。[高橋英之、大西真（細菌第一部）、

砂川富正、斎藤剛仁（感染症疫学センター）、羽賀將衛（北

海道教育大学）、北原武尊、松本壮吉（新潟大学医学部）] 

 

病原機構に関する研究 

ア 髄膜炎菌の細胞侵入時における gltT-gltM グルタ

ミン酸トランスポーターを分子作用機序の解明 

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。昨年度の解析からグルタミン酸の一過的な取り込み

は転写制御、翻訳制御には影響しないことが確認された

ため、その作用機序のさらなる解析を行なった。その結

果、 a）血清を含む培地 (Assay medium[AM])では

gltT-gltM 欠損株は野生株に比べて 1/100 の細胞侵入能

の 低 下 が 認 め ら れ た が 、 血 清 を 含 ま な い 培 地

(AM-serum[AM(-S)])中ではその低下が 1/10 までに抑圧

された。b) その gltT-gltM 欠損株の細胞侵入能低下の抑

圧は AM(-S)への NaCl 添加では解除されなかったが、

500M グルタミン酸添加で解除された。c) AM 中のグル

タミン酸濃度は AM[-S]と比較して低濃度であった。d) 

低 MOI で感染させた際には AM[-S]への 500M グルタ

ミン酸添加によっても gltT-gltM 欠損株の細胞侵入能低

下の抑圧は解除されなかった。e) Ezrin の集積も AM 中

の gltT-gltM 欠損株では認められず、AM(-S)中で認めら

れるが、AM(-S)へのグルタミン酸添加によりその集積が

解除される現象が認められた。(f) GltT-GltM トランスポ

ーターを介して取り込まれるグルタミン酸量は細菌のみ

の条件下では野生株と gltT-gltM 欠損株で相違がなかっ

たが、培養細胞感染時には gltT-gltM 欠損株で顕著な低

下が認められた。g) 抗酸化作用を持つグルタチオン量も

そのグルタミン酸の取り込み低下に伴って感染時に

gltT-gltM 欠損株で顕著な低下が認められ、それに伴っ

た細胞内生存率の低下が確認された。  

以上の結果から、髄膜炎菌の GltT-GltM トランスポ

ーターは宿主細胞へ接着・侵入する際に自身の環境中（マ

イクロコロニー内）のグルタミン酸濃度を一過的に低下

させて髄膜炎菌の細胞侵入を促進し、さらにはグルタチ

オン量を増加させて細胞内生存率を上昇させると共に、

髄膜炎菌にとって必須アミノ酸であるグルタミン酸を栄

養源として取り込み、細胞内増殖に生かしていることが

明らかとなった。このグルタミン酸トランスポーターの

ように、一見、病原性とは関連性が低いと思われる生物

因子が実は髄膜炎菌の病原性に多面的に関与しているこ

とが明らかとなり、細菌の病原性因子の新しい側面を見

いだすことが出来た。[高橋英之、大西真（感染研）、

Kwang Sik Kim（Johns Hopkins Univ）] 

 

イ 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、尿

道炎の発症メカニズムを詳細に説明することでその予防

戦略構築を目指している。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。これまでに本研究

所保有の髄膜炎菌(n=447)における尿道炎由来髄膜炎菌

(n=15)では、MLST型 23に属する株が有意に分離され、

これらの多くの株では Opc 高発現型であることを示し

た。更に、この opc の発現が HeLa 細胞接着に関与する

ことも示した。opc の発現制御は相変異に依存しており、

そのプロモーター領域の Cytidine の数によってその発

現量が決定される。これまでに、株間におけるこの相変

異の違については知られていない。そこで、髄膜炎菌株

間での相変異の様式に違いがあるか検討した。opc のプ

ロモーター領域の Cytidine 数の変化率を調べた。高発現

型株、低発現型株における継代培養前後のプロモーター

領域の Cytidine 数をフラグメント解析にて比較検討し

た。はじめに、両発現型共にプロモーター領域の

Cytidine 数が 12 である株を得た。これらの株を用いた

10 回継代後のフラグメント解析の結果、高発現型は、継

代開始時には Cytidine 数が 12 であるものが、約 80.0%

存在したが、継代後には約 73.0〜76.6％となった。一方、

低発現型は継代開始時には Cytidine 数が 12 であるもの

が、約 77.0％存在したが、継代後には約 3.9〜14.1％と

なった。高発現型と低発現型では Cytidine 数の変化率に

違いが見られ、結論を得るには更なる検討は必要である

が、株間における opc の相変異様式に違いがあることが

推測された。(志牟田 健、高橋 英之、大西 真) 
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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) ボレリア感染症の疫学研究 

ア Ticks associate rash illness(TARI)国内症例の報告 

 ライム病感染初期に現れる遊走性紅斑と良く似た症状

を呈する Ticks associate rash illness(TARI)国内症例

を見出し報告した。米国以外の地域でははじめての報告

である。発症の要因は未確定であり、今後その病因同定

が必要である．［夏秋優，山西清文（兵庫医大），川端寛

樹（細菌第一部），安藤秀二（ウイルス一部）高田伸弘（福

井大）］ 

 

イ Borrelia miyamotoi 薬剤感受性 

新興回帰熱(Borrelia miyamotoi 感染症)の治療指針の基

盤となる、本菌の抗生物質感受性を調べた．2012 年以降

に北海道で採取されたマダニより分離された本菌 5 株を

用 い ， 各 々 の MIC, MBC は ， ド キ シ サ イ ク リ ン

(MIC=0.0625-0.25µg/ml, MBC=4-8µg/ml)，ミノサイクリ

ン(MIC=0.0313-0.125 µg/ml, MBC=1-4µg/ml)，セフトリ

アキソン(0.0313- 0.125µg/ml, MBC=2-4µg/ml)、セフロ

キシム(MIC= 0.125-0.5 µg/ml, MBC=8-16 µg/ml)，エリ

スロマイシン(0.0156-0.0625 µg/ml , 1-8 µg/ml)，クラ

リスロマイシン(0.0020-0.0078µg/ml, MBC=1-4µg/ml)で

あった．比較に用いたライム病ボレリアとほぼ同等の感

受性を示したことから，ライム病治療に用いられるこれ

ら抗菌薬がB. miyamotoi感染症の治療にも用いることが

出来る可能性があると考えられた． [佐藤梢，大西真，

川端寛樹（細菌第一部）] 

 

ウ 野生シカからの新規ボレリアの分離 

北海道において、野生シカで菌血症を呈する新規ボレリ

アを発見した．本ボレリアは過去にウシのボレリア症と

同定された B. theireli ならびに B. lonestari と近縁関

係にある．本ボレリアは，野生シカにおいて高度の菌血

症を呈していることから，狩猟やジビエ調理に携わる職

種において曝露機会があると考えられる．本ボレリアの

ヒト病原性は調べられていないことから，今後、ヒト疫

学調査などを通じて、本ボレリアの病原性の有無等を評

価する必要があると考えられた． [李景利，坪田敏男（北

海道大），高野愛（山口大学），川端寛樹（細菌第一部）] 

 

(2) ボレリア感染症の病原機構に関する研究 

ア Ixodes persulcatush 由来 Salp15 のボレリア伝播能

に与える影響 

Ixodes persulcatus より Salp15 遺伝子を同定し、ボレ

リアの伝播能に及ぼす影響を調べた。組換え Salp15 

(rSalp15)は Schneider 2 細胞を用いて作製し、ライム

病ボレリア 3 種(B. burgdorferi、B. garinii および B. 

afzelii)に対する rSalp15 の結合能は、Solid-phase 

overlay assay 法および蛍光顕微鏡で調べた。抗ボレリ

ア血清存在化における rSalp15 の抗溶菌作用を in vitro

で確認したのち、rSalp15 を加えた B. garinii 分離株を

マウスに接種しrealtime PCR法による体内分布の定量解

析を行った。I. persulcatus由来Salp15は、B. garinii、

B. afzelii、B. burgdorferi いずれの OspC とも結合し

た。同 Salp15 は、各抗ボレリア菌抗血清による溶菌作用

に抵抗性を付与し、ボレリアの宿主への伝播を促進した。

以上の結果から、本因子は宿主免疫からボレリアを保護

することが明らかとなり、ボレリア伝播において重要な

役割を果たす可能性が示唆された。[今内覚，大橋和男（北

海道大），高野愛（山口大学），川端寛樹（細菌第一部）] 

 

イ Borrelia bavariensis のゲノム解析 

欧州、アジアで神経ボレリア症を好発するとされる

Borrelia bavariensis の ゲ ノ ム 解 析 を

Ludwig-Maximilians-Universität München (LMU Munich), 

Bayerisches Landesamt für Gesundheits-und 

Lebensmittelsicherheit (LGL)等と共同で行った。我が

国を含むアジアでは本菌の多様性が示される一方で、欧

州では、本菌の clonal expansion が起っている可能性が

示唆された。これは本ボレリア種の起源がアジアである

可能性を示唆しているものと考えられた。[Gatzmann F, 

Metzler D, Becker NS, Krebs S, Blum H (LMU Munich), 

高野愛（山口大学），川端寛樹（細菌第一部）, Sing A, 

Fingerle V, Margos G (LGL)] 

 

2. レストスピラ症に関する研究  

(1) レプトスピラ症疫学研究 

ア イヌのレプトスピラ保有状況調査および分離株の性

状解析 

12 都道府県 29 頭のレプトスピラ症疑いイヌの実験室診

断を行い，7 府県 10 頭のレプトスピラ症が確定した．1

頭からレプトスピラが分離され，L. interrogans 血清群

Hebdomadis と同定された．また 2007 年から 2012 年まで

にイヌから分離されたL. interrogansの血清学的解析と

multiple-locus variable-number tandem repeat 

analysis (MLVA) による分子タイピングを行うとともに，

血清群あるいは MLVA タイプと感染イヌの臨床所見の関

連性を調査した．その結果，すべての血清群・MLVA タイ
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プは統計的な有意差なく致死的感染を引き起こしたが，

血清群 Australis 感染では他の血清群よりも重篤な腎障

害がみられた．また MLVA タイプにより病原性メカニズム

や標的臓器が異なる可能性が示唆された．[小泉信夫，泉

谷秀昌，大西真（細菌第一部）] 

 

(2) 病原機構解明に関する研究 

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

型の病原性の比較 

レプトスピラ症の重症化メカニズムを明らかにするため

に，シリアンハムスターに対して異なる病原性を示す

Leptospira interrogans 2 株を用いて，感染 96 時間後

の各臓器におけるレプトスピラ DNA 量およびサイトカイ

ン遺伝子発現量を比較した．強毒株 UP-MMC-NIID 接種群

の肝臓におけるレプトスピラ DNA 量は，弱毒株 OP84 接種

群に比べて有意に多かった．他の組織ではレプトスピラ

DNA 量の差が認められなかったことから，強毒株は肝臓

において高い増殖能を有することが明らかとなった．ま

た強毒株，弱毒株両接種群において，全ての組織で炎症

性および抗炎症性サイトカイン遺伝子の発現量増加が見

られ，いくつかの遺伝子は強毒株接種群で有意に遺伝子

発現が上昇していた．また昨年度行った感染実験におい

て，腎臓，肺臓では顕著な病変の差が観察されるのに対

し，肝臓では強毒，弱毒株接種群間で顕著な病変の差は

観察されないことを明らかにした．このことから，強毒

株 UP-MMC-NIID はシリアンハムスター肝臓を増殖の場と

し，弱毒株にはない腎臓，肺臓を障害する特有の病原因

子を有する可能性が考えられた．[小泉信夫，大西真（細

菌第一部）藤田理恵（東京農工大学）] 

 

イ レプトスピラ感受性の性差に関する研究 

レプトスピラ感染において，これまでの疫学調査から男

性のほうが女性よりも重症化しやすいことが知られてい

る．ハムスターにおいてもヒトと同様の感受性性差がみ

られるかを調査した．レプトスピラ OP84 株の感染実験を

行い，感染 120 時間後の各臓器の病理像，レプトスピラ

DNA 量およびサイトカイン遺伝子発現定量を雌雄で比較

した．その結果，肺臓の病理において雌雄差：オスでの

み出血がみとめられた．しかしながらレプトスピラ DNA

量およびサイトカイン遺伝子発現定量に雌雄差はみとめ

られなかった．今後，経時的な比較および他のサイトカ

イン遺伝子発現量の比較を行い，肺出血の原因を明らか

にする必要がある．[小泉信夫，大西真（細菌第一部）冨

澤莉那（東京農工大学）] 

 

(3) 検査法に関する研究 

ア レプトスピラ症診断のための新たな LAMP 法の開発 

レプトスピラ DNA 検出のためのすべての試薬を乾燥状態

にしたLAMP法(乾燥型LAMP法)の確立を試みた．16S rRNA

遺伝子 rrs をターゲットとして既存のプライマーセット

Lepto-rrsを含む4種類の感度，反応速度の比較を行い，

2 種類のプライマーセットが有用であることを明らかに

し，反応条件を確立した．乾燥型 LAMP の感度は通常の

LAMP 法と同じ反応系あたり 2 ゲノム当量であった．風乾

後の試薬を常温で保管し時間経過による感度の変化を調

べた結果，風乾後 6 週間目から感度の低下がみられ始め

た．そこで凍結乾燥により試薬を調整，常温保管し，感

度の変化を調べたところ，凍結乾燥後 3 ヵ月は感度に変

化はみられなかった．今後，感度変化の経時調査を行う

とともに，凍結乾燥に最適な各試薬の濃度や前処理法を

検討する．[小泉信夫，大西真（細菌第一部）中島千絵，

鈴木定彦（北海道大学 CZC）] 

 

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 京都・大阪における薬剤耐性淋菌サーベイランス 

2014 年 4 月から 2015 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 192 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 1.0%、26.6%、

85.9、13.5%、50.5%、100%が感受性株であった。昨年度

と比較して azithromycin に対する感受性率低下が著しい

ことが注目される。また cefixime、ceftriaxone azithromycin

の３剤ともに対して低感受性となる株が増加している傾

向が 2014 年末まで継続して見られた。分子型別により、

これらがクローナルなものか否か検討している。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。分

子型別によりこれまで世界で 3 株報告のある ceftriaxone

耐性株との関連性、独立性を検討している。なお、2015

年 3 月までのデータではこれ以外の ceftriaxone 耐性株の

出現、拡散は検知されていない。 

[中山周一、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] 
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イ 淋菌の Multiple-Locus VNTR Analysis による解析

の検討 

 京都・大阪における薬剤耐性淋菌サーベイランスで

2010-2014年に分離された株について 5 VNTR lociによる 

Multiple-locus variable-number tandem repeat analysis

（MLVA）を実施し、有用性を検討した。MLVA は従来

法である MLST および NG-MAST と比較して、遺伝子型

別の分解能が高く簡便であった。MLVA ならびに MLST、

NG-MAST を適宜併用もしくは選択して実施することに

より、薬剤耐性淋菌サーベイランスにおける遺伝子系統

解析およびモニタリングに有効となり得ると考えられた。

[石原朋子、川村舞雪（北里大学）、中山周一、志牟田健、

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、71 の

PCR 陽性例中タイピングに成功したものは 44 例で、こ

のうち 31 例は海外でも最頻とされる 14d/f であった。他

は 11d/f が１例、11o/c が 4 例、14d/c が４例、14d/g が

2 例、14e/f が 2 例、であった、 

米国シアトル市では最頻となりマクロライド耐性型変異

と強くリンクする報告のある 14d/g の国内 2 例はいずれ

も マクロライド耐性型変異を保有していた。これらはシ

アトルまたは同様の流行株がサーキュレートする地域か

らの伝搬によるものであることが示唆される。 

また、2015 年 3月に初めて 3 件の先天梅毒疑い検体 PCR

依頼を受けた。２件は PCR 陰性、１件で PCR 陽性、分

子タイプ 14d/f の結果を得た。この陽性例では先天梅毒

確定診断の際に決め手となる IgM が陰性であり、PCR

による病原体検出が早期診断に寄与できた１例であった。 

[中山周一、井戸田一朗*、本郷偉元**、大西真]（＊：し

らかば診療所、**: 武蔵野赤十字病院感染症科） 

 

イ  梅毒の分子タイピング基盤の評価検討 

 梅毒トレポネーマの分子タイピングは本菌が培養不能

であることがネックとなり大きく立ち後れているが、現

在は、多型の有る遺伝子 arp、tpr、tp0548 の PCR 産物

をタイピングし、それを列挙してタイプ名とする方法が

採られている。arp は産物長、tp0548 は直接塩基配列か

ら型別され、その基盤は明確であるが、  tpr については

tprE,G,J の 3 遺伝子混合 PCR 産物の RFLP パターンで

型別するため基盤がやや不明確で各タイプ間の遺伝的距

離等が評価しにくい。そこで、我々がこれまで検出した

tpr 型 d と o の検体、及び tpr 型 a のニコルス株を用い

て、各 tprE,G,J を別々に座位特異的 PCR や、混合 PCR

産物からの選択クローニング、塩基配列決定、等を行い

た検討を行っている。予備的な結果として、tpr 型 a と d

とは tprE と tprJ とが全く同一、tprG での 1 塩基置換

のみの差でも型が分かれ得ることが判明し、これら２種

は比較的遺伝的距離が近い、少なくともともそのような

場合があることを見いだした。今後も解析を進め、より

分離能が高く遺伝距離をできるだけ反映した改良タイピ

ング法開発を目指したい。 [中山周一、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 のバイオフィルム形成を抑制

する小豆成分の活性 

昨年度に引き続き本研究を行った。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

形成に大きく関わるクオラムセンシングを阻害する分子

を検討するために、すでに明らかになったバイオフィルム

形成阻害因子である小豆由来７S グリブリンを用いて検討

を行った。この 7S グロブリンは、クオラムセンシングに

おけるオートインデュ―サー：Competence Stimulating 

Peptide (CSP)の活性であるバクテリオシン活性を抑制し

た。それらの抑制活性は、大豆の 7S グロブリンよりも高

いことが明らかとなった。[泉福英信、荒井俊明、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 

Streptococcus mutans は sucrose 存在下で歯表面に齲蝕

の原因となるバイオフィルムを形成する。このバイオフィ

ルムは主に細菌と細胞外ポリサッカライド(EPS)、細胞外

DNA(eDNA)、蛋白質からなる細胞外マトリックスにより構

成されている。本研究では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

のオリゴ糖の影響を検討した。本研究ではオリゴ糖として、

raffinose を使用した。raffinose 存在下でバイオフィル

ムが形成された。このバイオフィルム形成には、水溶性 EPS

と細胞外 DNA が関与していた。よって、raffinose のよう
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なオリゴ糖もバイオフィルム形成の基質になる可能性が

示唆された。 [泉福英信、永沢亮、大西 真] 

 

ウ Actinomyces naeslundii のバイオフィルム形成を抑

制する成分のミズナ成分の同定 

 歯表面への初期付着菌である Actinomyces naeslundii

の流れのある環境でのバイオフィルム形成実験を確立し

た。この実験系を利用して、みずなから抽出されたサン

プルにおけるバイオフィルム形成抑制物質の同定を行っ

た。ミズナ成分の中で抑制分子の候補として、以下の６

つ の 蛋 白 質 が 見 つ か っ た 。 Pentatricopeptide 

repeat-containing protein, Putative 

methyltransferase 、 Malate dehydrogenase, myosin 

heavy chain 、 predicted protein 、 isopentenyl 

diphosphate isomerase。どの蛋白質が、抑制物質が明ら

かにするために、現在それぞれの蛋白質に対する抗体を

作製し、それらの抗体による抑制解除実験を検討してい

る。[泉福英信、鈴木雄佑、落合邦康（日本大学歯学部）、

大西 真] 

 

2. 歯周病、および歯周病原細菌に関する研究 

(1) 歯周病予防に関する研究 

ア 歯周病原細菌 P. gingivalis のメンブランヴェシクル

(MV)を利用した経鼻ワクチンに関する研究 

 P. gingivalisのMVを免疫原とした歯周病ワクチンへの

応用を視野に、幾つかの検討を行った。MV はタンパク

分解酵素による分解に高い抵抗性を示し、かつ長期保存

後も安定であった。MV のマウスへの経鼻免疫実験では、

MV 単体でもアジュバント効果が認められたが、さらに

TLR3 作働薬である Poly(I:C)の添加で免疫誘導が劇的に

高められた。本法で経鼻免疫して得られた血清および唾

液は、それぞれ P. gingivalis の殺菌および凝集を促進した。 

[中尾龍馬、大西真、長谷川秀樹（感染病理部）、泉福英

信] 

イ 細菌由来メンブランヴェシクル(MV)に対する宿主免

疫応答に関する研究 

 P. gingivalis のみならずその他のグラム陰性及び陽性

細菌の MV の宿主免疫応答について検討した。P. 

gingivalis の MV は、大腸菌や髄膜炎菌と異なり２型免疫

応答を示すこと、Aggregatibacter actinomycetemcomitans

の MV の添加で免疫原性が高まることが明らかとなった。

グラム陽性細菌であるウェルシュ菌の MV はマクロファ

ージ様細胞に対し TLR2 を介した炎症性サイトカインの

発現を誘導した。[中尾龍馬、尾花望、永山恭子、野村暢

彦（筑波大学）、泉福英信] 

 

ウ プロポリスの歯周病細菌等に対する殺菌作用に関す

る検討 

 P. gingivalis を含めた様々な口腔細菌に対するプロポ

リスの殺菌効果を検討した。プロポリスは P. gingivalis

のみならず Prevotella nigrescensを含めたいくつかの歯周

病細菌にも強い殺菌効果を示した。一方で、口腔常在細

菌叢の主な構成要素たる口腔レンサ球菌については、調

査した 8 株がいずれも P. gingivalis や P. nigrescens より

MIC が 23 高かった。以上より、プロポリスを用いた選択

的な歯周病予防・治療法の確立が期待される。[中尾龍馬、

吉益由莉、古川壮一（日本大学）、森永康(日本大学)、泉

福英信] 

 

3 HIV 感染者の口腔細菌に関する研究 

HIV 感染者は ART 療法後、感染症による全身症状が沈静

化してくるが、口腔においては症状が出現することがある。

この口腔の症状を予測するような因子を見つけるため、唾

液中の口腔細菌量が口腔疾患発症リスクマーカーになり

うるか検討を行った。その結果、HIV+患者 38 名および対

照:HIV-被験者 28 名の唾液を採取し、口腔細菌の定量を行

った。その結果、唾液中の総菌数、総嫌気性菌数は、HIV+

患者において、対照者よりも有意に多いことが明らかとな

った。また、歯周病との関連性も示唆された。よって、唾

液中の総菌数、総嫌気性菌数は、HIV 感染者の口腔疾患発

症リスクマーカーになりうることが示唆された。[泉福英

信、吉村和久（エイズ研究センター）、大西真] 

 

4. 口腔ケアの口腔内細菌に対する効果の研究 

 ２４の国立病院に長期入院している重症心身障碍者を

対象に、口腔ケアの口腔細菌に対する効果の検討を行っ

た。３か月に 1 度２４施設６５０唾液サンプルを集め、

菌の定量分析を行った。各施設被験者の平均的な口腔ケ

アの効果の傾向は、時間経過とともに Staphylococcus 

aureus の菌量は増加し、総菌数は減少していた。今後、

個々被験者の口腔内の状況と全身における影響を検討し、

データをまとめ、最終的な口腔ケアの口腔細菌に対する

効果を明らかにする。[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
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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]  

II. レジオネラ症に関するレファレンス業務 

1. 菌株の受け入れ 

 平成 26 年度は、臨床分離株 69 株、環境分離株 109 株

の合計 178 株を受け入れた。臨床分離株は、 L. 

pneumophila (Lp) SG1 の 63 株、Lp SG3・SG4・SG6・SG8・

SG9・SG13 各 1 株であった。高齢者福祉施設の浴槽で 2

名感染した事例 1 株、冷却塔による院内感染疑い事例 1

株を含む。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 49 株、Lp SG3 の 17 株、Lp SG5 の 15 株、Lp SG6・ SG7・

SG8・SG10 の各 3 株、Lp SG2 の 1 株、Lp untypable の 5

株、Lp 以外では L. gormanii 3 株、L. londiniensis 2 株、L. 

anisa・L. beliardensis・L. jordanis・L. rowbothamii・Legionella 

spp. 各 1 株であった。この環境分離株中には、まれな環

境水等由来株（シャワー水 32 株、貯水槽・水溜まり各 2

株、加湿水槽水・水槽水・蛇口水・スポンジ・プール水

各 1 株の合計 41 株）、症例調査に関連した株（7 株）を

含む。なお、収集された株は、必ずしも平成 26 年度に分

離された株とは限らない。［倉 文明、前川純子、大西 

真］ 

2.  市販されていないレジオネラ免疫血清等の交差反

応性  

 レジオネラ属菌の新種として、 ATCC から L. 

nagasakiensis・L. norrlandica、理研 JCM から L. cardiaca

を購入し、デンカ生研の免疫血清との交差反応性を、ス

ライド凝集反試験で検査した。L. cardiaca はニューモフ

ィラ 10 群に、L. norrlandica はニューモフィラ 13 群にそ

れぞれ反応した。これまでニューモフィラ 13 群に交差反

応するLp以外のLegionellla spp.として保存されていた温

泉水分離株 1 株が、mip 遺伝子の塩基配列決定により L. 

norrlandica と同定された。［倉 文明、前川純子］ 

 

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：1 lot [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 

承認前検査の実施、SLP 導入のための書類整備 

[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：24 lot [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：16 lot [前川純子、小川道永、大西真] 

V. 梅毒の体外診断薬の承認前検査 

H26 年度は化学発光 EIA またはその変法による試薬、計

2 件の検査を行った。 [中山周一] 

 

国際協力関係業務 

 

I. JGRID 各拠点との共同研究 

コレラ菌に関する共同研究を開始し、インド、タイ、ベ

トナム、インドネシア分離株のゲノム解析を実施した。 

 

 

研修業務 

I. 腸管感染症に関する研修 

 平成 26 年度長野県臨床検査技師研修会「腸管出血性大

腸菌感染症の現状と感染研の取り組み」平成26年10月、

長野県［伊豫田淳］   

 平成 26 年度地域保健総合推進関東甲信静ブロックレ

ファレンスサンター連絡会議「大腸菌レファレンス委員

会と EHEC サーベイランス」平成 26 年 12 月、山梨県 

［伊豫田淳］ 

 平成 26 年度希少感染症診断技術研修会＜細菌性下痢

症＞「腸管出血性大腸菌感染症の重症例検出に関する検

査法について」平成 27 年 2 月［伊豫田淳］  

 

II. レジオネラ属菌に関する講習会 

1. 平成 26 年度レジオネラ属菌汚染防止対策講習会「レ

ジオネラ症とレジオネラ属菌」2014 年 7 月、宮崎［前川

純子］  

2. 国立保健医療科学院平成 26 年度短期研修新興・再興

研修で、レジオネラ検査診断実習概要・レジオネラ感染

症総論（以上倉）、Sequence-Based Typing(SBT)法概論（前

川）について講演を行い、レジオネラ属菌培養法実習・

迅速検査診断法実習・斜光法によるレジオネラ属菌検査

診断実習、喀痰からの LAMP 法による検査診断法実習を他

の講師とともに行った。24 名の参加があった。2014 年

11 月、東京都. ［前川純子、倉 文明］ 

3. 平成 26 年度希少感染症診断技術研修会 7. 呼吸器

感染症「レジオネラ」 2015 年 2 月［前川純子］ 

4.平成 26 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、「レジオネラ症の最近の話題と

動向」（倉）、「感染源調査に係る遺伝子型別の最新情報」

（前川）について、都道府県等の公衆浴場等生活衛生関
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係技術担当職員等約 300 名に講演した。2015 年 2 月、東

京都［前川純子、倉 文明］ 

5. 平成 26 年度千葉県環境衛生監視員継続研修にて、

「レジオネラ属菌に関する最新の知識・知見について」

と題して特別講演を行った。参加者 29 名。2014 年 8 月、

千葉.［倉 文明］ 

6. 3. 平成 26 年度仙台市環境衛生監視員継続研修で「レ

ジオネラ症防止対策 〜最新の研究から見たレジオネラ

の実態と対策〜」を講演した。117 名の参加があった。

2014 年 11 月、仙台. ［倉 文明］ 

 

その他 
1） 日経メディカル 8 月号の「レジオネラ症 菌が繁殖

する夏期、高齢男性の肺炎に注意」でコメントした。

［倉 文明］ 

2） 6 月 17 日 TBS テレビ番組「いっぷく」で、レジオネ

ラ属菌とは、増殖するポイント(温度湿度)(どういつ

た人が危ない、症状の出方は、どうやって感染する、

家庭で気をつける事等が放映された。［倉 文明］ 

3） サンデー毎日 5 月 25 日号「『掛け流し』『循環式』温

泉の舞台裏」、6 月 1 日号「お宅のシャワー、大丈夫

ですか？ 高齢者を襲う、"レジオネラ菌"の恐怖」、

においてモノクロラミン消毒、シャワー等からの感

染リスクが紹介された。［倉 文明］ 
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