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研究成果の概要（和文）：小児急性中耳炎や急性鼻副鼻腔炎において、原因菌として重要な鼻咽

腔における肺炎球菌の定量解析をリアルタイム PCR 法を用いて行った。その結果、健康な子

供では年齢と鼻咽腔肺炎球菌の菌量は逆相関することが分かった。その反面、上気道感染症に

おいてはその菌量が増加することが分かった。また、日常臨床において、中耳貯留液や鼻汁よ

り迅速に肺炎球菌を検出することができる新しい検査法が有用になりうる事を証明した。 
 
研究成果の概要（英文）：Streptococcus pneumonia (S. pneumoniae) colonized in nasopharynx 
of children is an important pathogenic bacteria in pediatric acute otitis media and 
rhinosinusitis. In this study, we performed quantitative analysis of nasopharyngeal S. 
pneumonia by using real-time PCR method. In the healthy children, the concentration of S. 
pneumoniae showed an inverse relation with the age. On the other hands, the 
concentration of S. pneumoniae in the children with upper respiratory infection was higher 
than the healthy children. Moreover, we revealed that a new rapid antigen test for 
detection of pneumococci in middle ear fluids and nasopharyngeal secretions can be an 
available tool for detection S. pneumoniae . 
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１．研究開始当初の背景  
(1) 近年、難治性の急性中耳炎、急性鼻副鼻
腔炎が増加しており、その原因の一つとして
薬剤耐性菌の増加が報告されている。肺炎球
菌は鼻咽腔に常在する菌であるとともに、上
気道感染症における原因菌の一つであるが、
肺炎球菌においてもペニシリン非感性肺炎

球菌の割合が増加しており、日常臨床での大
きな問題となっている。 
 
(2) 2000年に米国で7価蛋白結合型肺炎球菌
ワクチンが認可され、本邦でも 2010 年に認
可された。すでに米国ではワクチンに含まれ
る血清型による急性中耳炎の罹患率の減少



や鼻咽腔における肺炎球菌血清型の変化が
報告されている。本邦でも鼻咽腔肺炎球菌の
血清型の変化や急性中耳炎の罹患率の変化
などを調べる必要があり、そのためには現状
を把握することが必要である。 
 
(3) 分子生物学的な手法が発達し、近年リア
ルタイム PCR 法を用いた細菌ゲノムの定量
解析が報告されている。この方法を応用し、
鼻咽腔における肺炎球菌を定量解析し、従来
まで十分な解明がなされずにきた鼻咽腔細
菌叢のダイナミズムを定量的に解析できる
ようになった。 
 
２．研究の目的 
(1) 健常児における鼻咽腔肺炎球菌の菌量
を定量解析し、常在細菌叢における肺炎球菌
の菌量と年齢の相関関係の検討を行う。 
 
(2) 健常児の鼻咽腔肺炎球菌の菌量と急性
中耳炎および急性鼻副鼻腔炎患児の鼻咽腔
肺炎球菌の菌量の比較 
 
(3) リアルタイム PCR法と従来の培養法によ
る肺炎球菌検出率における差異の検討 
 
(4) 培養法、PCR 法、リアルタイム PCR 法に
よる肺炎球菌検出にかかるコスト、時間面に
おける比較 
 
(5) イムノクロマトグラフィー法を用いた
肺炎球菌検出キットの臨床における有用性
の検討 
 
３．研究の方法 
(1) インフルエンザワクチンを受けに小児
科を受診した小児を対象に、急性中耳炎や急
性鼻副鼻腔炎がないことを確認し、鼻汁を採
取し、その検体から細菌の DNA を抽出して、
肺炎球菌をターゲットとしたリアルタイム
PCR 法で肺炎球菌の菌量を測定する。その後、
年齢群に分けて、菌量と年齢の相関関係を検
討する。 
 
(2) 耳鼻科を受診した、急性中耳炎および急
性鼻副鼻腔炎患児を対象に、鼻汁を採取し、
その検体から DNA を抽出して、リアルタイム
PCR 法で肺炎球菌の菌量を測定し、健常児の
鼻咽腔肺炎球菌菌量と比較する。 
 
(3) 上記の二つの群から採取した鼻汁検体
を塗沫培養し、リアルタイム PCR 法と培養法
での検出率の違いを検討する。 
 
(4) 同一検体を用いて、培養法、PCR 法、リ
アルタイム PCR 法を行い、鼻咽腔の肺炎球菌
の存在の有無およびその血清型判定までに

かかるコストおよび時間、費用を比較検討す
る。 
 
(5) 中耳炎症例 232 例および副鼻腔炎症例
138 例より得られた、中耳貯留液および鼻
咽腔ぬぐい液を開発中であったイムノクロ
マトグラフィー法による肺炎球菌抗原検出
キット(ODK-0501)を用いて、肺炎球菌の
有無を検討し、培養検査結果と比較するこ
とにより感度、特異度、一致率を検討する。 
さらに、肺炎球菌が検出された症例と検出
されなかった症例において、リアルタイム
PCR 法での定量比較および培養法での半
定量結果との比較を行い、イムノクロマト
グラフィーで検出された肺炎球菌が原因菌
であるかどうかを検討する。 
 
４．研究成果 
(1) インフルエンザワクチンを受けに小児
科を受診し、なおかつ急性中耳炎や急性鼻副
鼻腔炎が認められなかった 136名の健常児の
鼻咽腔肺炎球菌の菌量をリアルタイム PCR法
で測定した。得られた結果を１才毎の年齢群
に分けて年齢による菌量変化の検討を行っ
た。その結果、健常児における鼻咽腔肺炎球
菌の菌量は年齢と逆相関していることがわ
かった（図 1）。 
 
 

 
図 1. 健常児における鼻咽腔肺炎球菌の菌量
と年齢の関係 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 急性中耳炎および急性鼻副鼻腔炎患児
（上気道感染症児）51 名の鼻咽腔肺炎球菌の
菌量をリアルタイム PCR 法で測定した。これ



と同時期に採取した健常児 68 名の鼻咽腔肺
炎球菌の菌量と比較したところ、上気道感染
症児において、健常児より有意に菌量が高い
ことが分かった（図 2）。 
 

 
 
 
図 2. 健常児と上気道感染症児における鼻咽
腔肺炎球菌菌量の比較 
 
 
 
(3) 上気道感染症群と健常児群において、同
一検体を用いて、培養法とリアルタイム PCR
法にて肺炎球菌の検出率を比較した。健常児
では培養法よりリアルタイム PCR法の方が有
意に検出率が高く、リアルタイム PCR 法の感
度のよさが原因と考えられた。上気道感染症
群では両法で差は認められなかったが、これ
は上気道感染症群では肺炎球菌の菌量が増
加しているため、培養法でも高頻度に検出で
きるためと考えられた（図 3）。 
 
 

図 3. 健常児群と上気道感染症群における培
養法とリアルタイム PCR法の肺炎球菌検出率
の比較 

 
 
(4) 同一検体において、肺炎球菌の検出およ
び血清型の判定における、培養法、PCR 法、
リアルタイム PCR法の利点、欠点を検討した。 
培養法は今まで最も用いられてきた検査法
であり、生菌しか検出されないという利点が
あるが、PCR 法やリアルタイム PCR 法と比較
して、検査結果が判明するまでに時間がかか
り、また血清型判定にもある程度の習熟が必
要であること、判定困難な場合、再度検査を
行う必要があることから、もっとも時間が必
要であった。PCR 法やリアルタイム PCR 法で
は検査自体に時間はかからず、判定も簡便で
あるが、検出された肺炎球菌が生菌であるか
死菌であるかの判定は不可能であった。また、
血清型判定では判明しているプライマーお
よびプローブのみの検査しかできないとい
った欠点があった。 
 
 
(5) 中耳炎症例 232 例および副鼻腔炎症例
138 例より得られた、中耳貯留液および鼻
咽腔ぬぐい液をイムノクロマトグラフィー
法によって、肺炎球菌の有無を検討し、培
養検査結果と比較することにより感度、特
異度、一致率を検討した。イムノクロマト
グラフィー法では肺炎球菌の有無が判明す
るために要した時間は約 25 分であった。
培養検査結果と比較すると、中耳貯留液を
用いた検討では感度 50.9%、特異度 90.5%、
一致率は 81.5%であり、鼻咽腔ぬぐい液を
用いた検討では感度 45.3%、特異度 94.2%、
一致率は 63.8%であった。また、培養検査
の半定量的評価で比較すると、原因菌の可
能性が高い、2+、3+の検体ではそれ以下で
の検体より感度が高くなることが分かった。 
 また、イムノクロマトグラフィー法では
検出された肺炎球菌が原因菌かどうかは判
定できない。そこで、イムノクロマトグラ
フィー法で陽性になった検体と、陰性にな
った検体をリアルタイム PCR で定量し、
その菌量を比較した。イムノクロマトグラ
フィー法で陽性になった検体では陰性にな
った検体より、肺炎球菌の菌量が有意に多
いことが分かった。以上のことより、イム
ノクロマトグラフィー法で検出された肺炎
球菌は菌量が多く、原因菌となっている可
能性が高いことが示唆され、日常臨床で抗
菌薬の選択などの際に有用な検査であると
考えられた。 
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