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研究成果の概要（和文）：肺炎球菌血清型35Bにおけるtype 1 pilus (T1P)の定着における機能と薬剤耐性化へ
の寄与の解析および予防・治療への応用を目的として研究を行った。臨床分離35BのうちT1P遺伝子を持つ
Sequence type (ST)558の株を用いて、遺伝子相同組み換えによりT1P欠損株を作製し、ヒト肺胞上皮細胞への付
着性や薬剤感受性を親株と比較した。(1) 細胞付着性： 株により程度差があるが、T1Pの宿主細胞付着への関与
が示唆された。（2）薬剤感受性に与える影響： 親株および欠損株で明らかな差異を認めず、T1Pは薬剤耐性機
序への直接的な関与はないと考えられた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to analyze the function of type 1 pilus（T1P）
in the colonization of Streptococcus pneumoniae serotype 35B and its contribution to drug 
resistance. Among clinical isolates of serotype 35B, clonal complex (CC) 558 strains carrying the 
T1P gene were used to generate T1P-deficient strains by homologous recombination, and their 
adherence to human alveolar epithelial cells and drug sensitivity were compared with those of the 
parental strains.
(1) Adherence to cells: Although the degrees of cell adhesion were strain-dependent, the 
contribution of T1P to adhesion to host cell was suggested. (2) Effect on antimicrobial 
susceptibility: No obvious difference in antimicrobial susceptibility was observed between the 
parental and T1P-deficient strains, suggesting that T1P may not be involved in the drug resistance 
mechanism.

研究分野：微生物学、感染症学

キーワード： type 1 pilus　肺炎球菌　付着因子　ワクチン
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでの検討によって、研究計画で問いとして挙げた1）非ワクチン血清型の中でも血清型35Bの検出が定期接
種開始後に増加した原因としてT1Pにより定着しやすいことが関与するのか。　2）T1Pは薬剤感受性に影響を与
えるのか。に対して考察することができた。これらの情報は肺炎球菌感染症の今後のワクチン開発や治療への参
考となると考える。
研究結果は学会で発表予定であり、また、論文を作成して雑誌に投稿中である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
肺炎球菌は致死的な感染症を引き起こす細菌であるが、100 種の血清型を持つことから現行の肺
炎球菌ワクチンではすべての血清型を予防できない。定期接種開始後、臨床材料から収集した肺
炎球菌株で最も多く分離された非ワクチン血清型 35B は、rlrA islet にコードされる繊毛 type 
1 pilus（T1P）のサブユニット RrgC 遺伝子を高率に保有していた。また、rrgC 陽性株はペニシ
リンの MIC が 1 µg/mL 以上の株で高頻度であった。繊毛は上皮付着因子とされているが、肺炎
球菌の定着への関与や薬剤に対する影響はまだ不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 

（1）肺炎球菌血清型 35B の宿主への定着における T1P の役割を解明する。 

（2）肺炎球菌の T1P 保有と薬剤非感受性に関連があるかどうかを検討する。 
（3）T1P を標的とした感染予防および治療の可能性を考察する。 
 
３．研究の方法 
（1）検討株の選択及び T1P 欠損株の作製：収集保存した 786 株の臨床分離肺炎球菌の血清型を
検査し、86 株の血清型 35B のヒト肺胞上皮細胞 A549 への付着性を評価した。付着性が高い 2株
を選択して遺伝子相同組み換えを用いて T1P 欠損株を作製した。 
（2）肺炎球菌血清型 35B における T1P の付着機能の検討：T1P 欠損株とその親株を用いて、プ
レートで培養した A549 細胞に菌液を加え、30 分反応後に洗浄、細胞溶解し付着菌数を定量培養
して測定した。添加菌数に対する付着菌数を付着率とした。 
（3）T1P と薬剤感受性との関連の検討：T1P 欠損株の各種薬剤に対する感受性を測定し、親株の
測定結果と比較した。 
 
４．研究成果 
（1）臨床分離 35B の遺伝子型（ST）を multilocus sequence typing により調べたところ、T1P
遺伝子を持つのは clonal complex（CC）558 の株であり、35B の 77.9％を占めていた。A549 細
胞への付着性が高い ST558 の SP212 と SP709 を選択し、km-pFW13 を用いて遺伝子相同組み換え
により T1P サブユニット rrgA、rrgB、rrgC を欠損させた変異株 SP212ΔrrgABC および SP709Δ
rrgABC を得た。 
（2）rrgABC 欠損株の A549 付着率を測定すると、株により程度差があるが、欠損株では親株と
比較して付着率が低値であった。（Figure）。従って T1P の宿主細胞付着への関与が示唆された。 
 
                 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure. Type１pilus（T1P）陽性肺炎球菌血清型 35B と T1P 欠損変異株の付着率の比較 
    （左）グラム染色顕微鏡像.矢印：付着菌. （右）菌数測定による付着率 
   SP212, SP709：T1P 陽性 35B 肺炎球菌; SP212ΔrrgABC, SP709ΔrrgABC: T1P 欠損変異株 
 
（3）SP212、SP212ΔrrgABC、SP709、SP709ΔrrgABC の各種薬剤に対する感受性を MICroFAST 
Panel Type7J (Beckman Coulter, Brea, CA, USA)を用いて測定した結果、rrgABC 欠損株の最小
発育阻止濃度（MIC）は全ての薬剤に対し親株と同様あるいはやや高い感受性（すべて 1管）を
示した（Table）。従って血清型 35B の T1P は各種薬剤感受性に直接には関与しないと考えられ



た。 
Table. Type１pilus（T1P）陽性肺炎球菌血清型 35B と T1P 欠損変異株の薬剤感受性 

 
（4）以上より、非ワクチン血清型の中でも 35B が多く分離される原因として、T1P による定着
性増加が関与している可能性が示唆された。現行の莢膜多糖体を抗原とするワクチンに併用す
るワクチンの標的抗原として T1P は候補となり得るかも知れない。一方、T1P を保有することは
35B の薬剤低感受性に直接影響しないものの、低感受性であることも定着に有利であると考えら
れ、35B の広がりに関与していると推測される。今後は肺炎球菌の薬剤耐性化、特に penicillin 
binding protein の変異と感受性について検討する。また、研究中に、T1P を保有するワクチン
血清型と莢膜遺伝子の組換えを起こした血清型 35B/遺伝子型 156 の分離増加が認められた。今
後も臨床分離株の分子学的解析を続けて分布を追跡する。 
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212 212ΔrrgABC 709 709ΔrrgABC

ベンジルペニシリン ＰＣＧ 0.5 0.5 0.5 1
アンピシリン ABPC 1 1 1 2
クラブラン酸・アモキシシリン ACV 0.5／0.25 0.5／0.25 1／0.5 1／0.5
スルバクタム・アンピシリン Ｓ／Ａ 0.5／1 1／2 0.5／1 1／2
セフジニル ＣＦＤＮ ＞1 ＞1 ＞1 ＞1
セファゾリン ＣＥＺ 2 2 2 2
セフェピム ＣＦＰＭ 0.5 0.5 1 2
セフォタキシム ＣＴＸ 0.25 0.5 1 1
セフトリアキソン ＣＴＲＸ ≦0.25 ≦0.25 1 1
イミペネム ＩＰＭ ≦0.12 ≦0.12 ≦0.12 ≦0.12
メロペネム ＭＥＰＭ 0.25 0.25 0.25 0.5
ミノサイクリン ＭＩＮＯ 4 ＞4 2 2
クリンダマイシン ＣＬＤＭ ≦0.25 ≦0.25 ＞2 ＞2
エリスロマイシン ＥＭ ＞2 ＞2 ＞2 ＞2
アジスロマイシン ＡＺＭ ＞4 ＞4 ＞4 ＞4
クラリスロマイシン ＣＡＭ 8 8 ＞16 ＞16
エリスロマイシン・クリンダマイシン ＥＭ／ＣＬＤＭ ≦1／0.5 ≦1／0.5 ＞1／0.5 ＞1／0.5
バンコマイシン ＶＣＭ 0.5 0.5 ≦0.25 ≦0.25
モキシフロキサシン ＭＦＬＸ ≦0.5 ≦0.5 ≦0.5 ≦0.5
レボフロキサシン ＬＶＦＸ ≦1 ≦1 ≦1 ≦1
スルファメトキサゾール・トリメトプリム ＳＴ 38／2 38／2 19／1 38／2
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