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研究成果の概要（和文）：タイ保健省に収集されたタイ国内の分離株349株についてMタンパク血清型を決定した．内訳
は，タイの各地の保健所57箇所で2010年から分離された菌株234株およびタイ国内における劇症型感染症サーベイラン
スにより2011年より分離された菌株115株あった．これらの菌株を通報を用いてM型を決定したところ，66種類のM型に
分類された．日本や欧米で報告されている菌株とは大きく様相が異なり，日本や欧米で主流とされているM1型はほとん
ど検出されず，emm44型が12%, emm104型 6.8％などが検出された.また，CRISPRのスペーサー配列の解析により，新規
流行株の予測が可能であることが示された．

研究成果の概要（英文）：Group A streptococcus (GAS) is one of the most widely distributed bacterial 
pathogens in the world. We examined the emm genotypes of clinical isolates of GAS collected in Thailand 
during two 5-year periods (1999-2003 and 2007-2011). In total, 339 clinical GAS isolates were obtained: 
98 during 1999-2003 and 241 during 2007-2011. The major emm genotypes identified were emm44 (10.9%), 
emm81 (5.3%), emm104 (5.3%), and emm1-2 (5.0%). The emm44- and emm81-type isolates were consistently 
predominant in both groups of isolates. The GAS isolates possessed various combinations of superantigen 
genes, and the three most-frequent superantigen gene profiles (accounted for 32% of isolates) contained 
no bacteriophage-encoded superantigen genes. Overall, we found that the emm types and superantigen gene 
distribution of GAS isolates in Thailand have unique patterns that are different from those reported in 
other countries.

研究分野：細菌学

キーワード： A群レンサ球菌　emmタイピング　CRIPSR
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
本研究では、日本・タイで流行するレンサ
球菌感染症の原因菌であるA群レンサ球菌、
肺炎球菌、ブタレンサ球菌を対象として、
これらの新規流行株のこれまで行われてい
る血清型分類に加え、CRISPR スペーサー
領域の遺伝子配列を比較解析することによ
り、新規の流行を予測する方法を開発する
ことが目的である．そのため、どのような
外来性遺伝子が挿入されるかを予測する基
盤を創出する本研究は、病態に応じた安全
で有効性の高い治療を提供できることから
も高齢者、患者の長寿命化、QOLの向上を
見込むことができる．また、日本・タイに
おける流行株の予測は、東アジアだけでな
く世界的な流行の予測も可能となる可能性
を秘めており、社会的にも重要な研究にな
ると考えられる． 
 
２．研究の目的 
レンサ球菌感染症は、日本では、A 群レ
ンサ球菌で年間患者数が 30 万人程度と
なり、また、肺炎球菌感染症では、高齢
化による肺炎の死亡者数が、全死亡原因
の上位となっており、社会的に問題とな
っている（厚生労働症感染症情報センタ
ー、http://idsc.nih.go.jp/idwr/index.html）．
また、ブタレンサ球菌は、世界中の養豚
国で発生しており単に食肉産業に影響が
あるだけでなく、人畜共通感染症として、
中国では 2005年に 215名の患者中 39名
が死亡する感染も発生している．さらに、
劇症型溶血性レンサ球菌感染症は、2012
年度では、例年の 1.6 倍と増加傾向にあ
るが、その原因はまったく分かっていな
い．．また肺炎球菌では、市中分離株のほ
とんどが抗生物質耐性を獲得しているこ
と、高齢者だけでなく乳幼児の髄膜炎で
の患者が増加していることから、莢膜抗
原に対するワクチンが日本でも接種が勧
められている．ところが、2000 年から
PCV7ワクチンが導入された米国では、ワ
クチン投与後に肺炎球菌が新たな形質を
獲得してワクチンが奏功しない株が急速
に流布したことがゲノムレベルで解析さ
れた結果、現行のワクチンでは不十分で
あることが示唆されている（Golubchik et 
al, Nature Genetics 2012）.そのため、新規
に流行を予測する方策が模索されている． 
A 群レンサ球菌感染症では、菌体表層に
存在するMタンパクの血清型分類あるい
は遺伝子型によって流行を解析されるこ
とが多い(M タイピング)．M タイピング
は世界的に用いられることから世界的な
流行株の経過を過去に遡って解析するこ

とができる．例えば日本で流行する株は、
M1/T1に分類される菌株が最も多く，M4, 
M12 などがそれに続いて多い．しかし，
同じ血清型の菌株間であっても病原性は
異なり，特に近年の劇症型感染症の増加
はこれだけでは説明ができない． 
 
申請者らは、これまで A群レンサ球菌や
ブタレンサ球菌(S. suis)などのレンサ球
菌属の血清型分類や多株比較ゲノム解析
を、タイ保健省に設置された大阪大学タ
イ拠点やタイ・チュラロンコン大学と共
同で行ってきた．その結果、タイで流行
する A群レンサ球菌は、欧米型とアフリ
カ・オセアニア型の中間型の性質を示す
ことが明らかとなった．すなわち、日本
で流行する欧米型とタイで流行する中間
型の菌の双方を解析することで、世界的
な流行を予測することが可能になること
が考えられる．また、申請者らは、これ
らのレンサ球菌の外来性遺伝子排除機構
である CRISPR に着目し、その解析を行
ってきた(Nozawa et al, PLoS One, 2011, 
Eguchi et al, Appl Environ Microbiol、In 
press 2012)．その中で、i)外来性遺伝子の
伝播は CRISPR を介して制限がかけられ
ていること、ii)CRISPRのスペーサー配列
は、直近に受けたファージ感染の履歴が
記憶されておりMタイピングに関連なく
スペーサー配列を比較することで、流行
株を分類することができることを報告し
てきた（図２）．これらの情報から、日本
で流行する菌株の CRISPR スペーサー配
列と タイで流行する菌株の配列を比較
することで、新たな流行を予測できるの
ではないかという着想に至った． 
 そこで、本研究では、日本・タイで流
行するレンサ球菌感染症の原因菌である
A 群レンサ球菌、肺炎球菌、ブタレンサ
球菌を対象として、これらの新規流行株
のこれまで行われている血清型分類に加
え、CRISPRスペーサー領域の遺伝子配列
を比較解析することにより、新規の流行
を予測する方法を開発することに目的が
ある．特に、タイ北西部、タイ北東部は、
インドから東南アジアに向けた不法労働
者の流入窓口となっており、他の感染症
の流入口となっていることが予測される．
そのため、申請者らのグループは、タイ
保健省およびチュラロンコン大学の協力
のもとに、タイ、特に北部山岳地帯で流
行するレンサ球菌感染症の原因菌を収集
し、血清型などを解析するとともに、



CRISPR スペーサー配列を解析すること
により、新規流行株を予測するための技
術的基盤を創出する．そのため、研究開
始の初年度では、出来うる限りの菌株を
収集し、スペーサー配列の塩基情報を解
析して次年度の予測が可能かどうかの判
定を行う．タイでの菌株の収集は、タイ
保健省・チュラロンコン大学での解析を
可能とするため、現地での解析体制を整
え得られるデータ（メタデータ、塩基配
列データ）をデータベース化し、使用で
きる環境を整える． 
 本研究では、これまで血清型などで行
われてきた病原性細菌のタイピングを、
外来性遺伝子に対する獲得免疫系として
機能する CRISPR のスペーサー情報に基
づいて新規の流行予測を行うという極め
て独創的な研究である．このスペーサー
配列に記憶される情報は、異なる血清型
の菌株であっても同時期に存在していれ
ば、同じ配列を取り込んでいる可能性が
高いことから、どの時期にどの地点で新
しい外来性遺伝子に暴露されたのかを解
析することができる．A 群レンサ球菌や
ブタレンサ球菌では、ファージを介して
新しい病原性遺伝子が導入されることで
病原性が変化されること、また肺炎球菌
では natural competencyが高く、比較的容
易に外来性遺伝子を取り込むことが古く
から知られていることから、どのような
遺伝子が挿入されるかを予測する基盤を
創出する本研究は、高齢者、患者の長寿
命化、QOLの向上を見込むことができる．
また、日本・タイにおける流行株の予測
は、東アジアだけでなく世界的な流行の
予測も可能となる可能性を秘めており、
社会的にも重要な研究になる 
． 
３．研究の方法 
本研究の目的を達成するため、以下の実験
を行う． 
(1) A 群レンサ球菌、肺炎球菌、ブタレン
サ球菌の各菌株については、各菌の担
当者（A 群レンサ球菌：中川、池辺、
岡田と Tanittha Chatsuwan）が、タイで
の収集を行う．現地でのサンプリング
では、岡田（大阪大学タイ拠点）およ
び Tanitta Chatsuwan（チュラロンコン大
学）にて血液寒天培地、アジ化ナトリ
ウム添加寒天培地（いずれも A群レン
サ球菌の選択培地）を調整し、各地点
で滅菌綿球を用いたサンプリングを行
う．B群レンサ球菌については、小川、
岡田、Tanitta Chatsuwanが中心となり、

同様に血液寒天培地を現地にて調整し、
各地点でのサンプリングを行う．ブタ
レンサ球菌については、野澤、岡田、
Chanarrong  Rodkhum が中心となり同
様にサンプリングを行う．血液寒天培
地状のコロニー形態、溶血斑の性状か
ら、候補菌株をピックアップし、得ら
れた各菌株は、16s rRNAシーケンスに
よってどの菌株に相当するのかを相同
性検索にて確認する．また、現地での
寒天培地が困難な場合は、移送用培地
に、分離に使用する滅菌綿球を浸して
分離後24時間以内に寒天培地に播種す
る．また、日本・タイの各地の保健所
で分離された菌株については、タイで
は、タイ保健省あるいは、チュラロン
コン大学に、日本では国立感染症研究
所に集める．  

(2) 各菌株の血清型の確認 
A 群レンサ球菌については、アメリカ
CDCにより報告されている emm typing 
method (http://www.cdc.gov/ncidod/bio 
tech/strep/m-proteingene_typing.htm)に準
じて、各菌株の M タイプを決定する．
肺炎球菌についても同様に PCR法を用
い て 血 清 型 を 決 定 す る
（ http://www.cdc.gov/ncidod/biotech/stre
p/pcr.htm）．ブタレンサ球菌ついては、
申請者らが報告した莢膜抗原関連遺伝
子群の塩基配列情報を用いて（Eguchi 
et al, Appl Environ Microbiol、In press 
2012）解析を行う．（丸山） 

(3) 各菌株の CRISPR 配列決定のための比
較ゲノム解析 
上記 1)で得られた菌株のうち、各地点
で分離され、かつ血清型の異なる菌株
についてそれぞれ 10株を選択し、イル
ミナGAIIxにて 101bp paired-endでシー
ケンスを行う．このシーケンスについ
ては、東京医科歯科大学に設備がある
ため、タイの分離株は、タイでゲノム
DNAの調整、感染研の株は感染研でゲ
ノム DNAに調整した後に、東京医科歯
科大学で解析を行う．得られた配列情
報から、CRISPR配列に相当する部分を
抽出し、そのスペーサー配列の詳細を、
またその前後の塩基配列からスペーサ
ー部分のみを選択的に増幅するプライ
マーを設計した後に、サンガーシーケ
ンスにて決定する．  

(4) CRISPR 配列の決定による分布構成の
比較（図４H, I）CRISPRのスペーサー
配列には、これまで各菌が感染を受け
た外来性遺伝子情報が記録されている．
そのスペーサー配列を、各データベー
スに照合に、どのような外来性遺伝子



が記憶されているのかについて解析す
る．CRISPRでは、構成される Cas遺伝
子の直下に、最も近年に記憶された配
列が挿入されているため、その配列が
入っている位置関係、菌株の分離され
た地理的状況を加味して、どのような
菌が、いつ外来性遺伝子の侵入を受け
たのかを解析する． 

(5)  CRISPR配列からの新規流行株の予測 
平成 26年に行った収集菌株の CRISPR
解析から、平成 27年度の流行株の予測
を行う．これは、平成 25 年度と 26 年
度の分離株を比較した場合に、新規の
スペーサーを獲得している株がどの程
度拡大しているのかについて、平成 27
年度に分離される株から予測をする．
レンサ球菌に感染するファージは血清
型で制限されているため、この新規配
列を持つ株により新規流行予想が可能
になる． 
 
４．研究成果 
(1)タイで分離される A 群レンサ球菌の血
清型について 
 
タイ保健省に収集されたタイ国内の分離株
349 株について M タンパク血清型を決定し
た．内訳は，タイの各地の保健所 57 箇所で
2010 年から分離された菌株 234 株（血液分
離株 230 株，関節膜腔由来 1株，滑膜由来
株 2株，髄膜由来株 1株）およびタイ国内
における劇症型感染症サーベイランスによ
り 2011 年より分離された菌株 115 株（膿由
来 51 株，血液由来 40 株，咽頭由来株 14
株，尿由来株３株，喀痰由来株２株，関節
膜腔由来 1株，喉頭由来株 1株，耳管由来
株 1株，創傷部由来株１株および由来不明
株１株）であった．これらの菌株を通報を
用いて M型を決定したところ，66 種類の M
型に分類された．日本や欧米で報告されて
いる菌株とは大きく様相が異なり，日本や
欧米で主流とされている M1 型はほとんど

検出されず，emm44 型が 12%, emm104 型 
6.8％などが検出された（図１） 

 
(2)CRISPR タイピングによる流行株予測 
次に，日本での分離株，タイでの分離株を
用いて，CRISPR による分類を行った．A群
レンサ球菌には CRISPR が２種類知られて

おり，両方を保持している株，どちらか１
方のみを保持している株，CRISPR が存在し
ていない株がある．そこで既存の emm タイ
ピングの結果も合わせて解析を行った（図
２） 
 
 
A 群レンサ球菌では CRISPR はほぼ全てが，
プロファージに対しての防御機構として機
能していることが明らかとなったが，emm
タイピングによる系統樹とファージの分布
が非常に似通っていることが明らかとなっ
た．すなわち，emm タイプが同じ菌株では，
すでに CRISPR によって感染できるファー
ジが規定されていた．しかし，スペーサー
配列の有無を調べることにより，次に感染

しうるであろうファージが予測できること
が明らかとなった．すなわち，emm タイピ
ングと平行してスペーサー配列の配列を取
得することにより，その菌に感染できない
ファージ群を抽出することが可能であるこ
とが示唆された．また，CRISPR を持たない
菌株では emm のタイプに関わらずプロファ
ージ領域のバリエーションが多く，次に感
染するファージを予測することが困難であ
った．このことから，emm タイピングだけ
でなく， 
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