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研究成果の概要（和文）：　健康な人における肺炎球菌の保菌にワクチンが影響するのか、また保菌株に新たな高病原
株が出現しているかについて、研究を実施した。2014年に健康保育園児の保菌調査を行ったところ、保菌率は従来と変
化がなかったが、ワクチン対応血清型の割合が低下し、非ワクチン血清型が増加していることがわかった。
　特に、15A型の増加が顕著であり、侵襲性感染症由来株と関連性があることが明らかとなった。さらに、そのほとん
どが国際流行クローンであるSweden15A-25とタイプが一致しており、今後警戒が必要であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We investigated the impact of pneumococcal vaccine on carriage of Streptococcus 
pneumoniae and emergence of a high virulent clone in Japan. While the carriage rate didn't change than 
previous studies, the rate of vaccine-serotypes and non-vaccine-serotypes decreased and increase 
respectively. Furthermore, the result showed relatedness of serotype 15A, most frequently isolated in the 
study, between carriage and invative pneumococcal disease strains. Since most of the 15A strains were 
identical with Sweden15A-25, it is suggested that the 15A clone might be epidemic clone in the near 
future.

研究分野： 病原細菌学
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１．研究開始当初の背景  
 

肺炎球菌（Streptococcus  pneumoniae）は、
中⽿耳炎や副⿐鼻腔炎、気管⽀支炎など軽度の感染
症や、肺炎、髄膜炎、発熱を伴う菌⾎血症といっ
た重篤な侵襲性肺炎球菌疾患（IPD）を引き起
こす、特に⼩小児や⾼高齢者で重要な病原菌であ
る。近年、ペニシリン耐性肺炎球菌（PRSP）
の急増が⼤大きな問題となっており、これに対
応するため、海外では 2000 年頃より 7 価多
糖蛋⽩白結合ワクチン(PCV-‑7)を導⼊入した。  

海外からは約 10 年遅れたものの、我が国
では 2010 年より PCV-‑7 が導⼊入され、厚⽣生労
働省の「ワクチン接種緊急促進事業」の⼀一環
として、公費助成の対象となるなど普及がす
すめられた。その後、2013 年 11 ⽉月から 13 価
（PCV-‑13）へ切換が⾏行われた。  

その結果、⼩小児における IPD の発⽣生数は
2011 年以降約 4割まで減少し、特にワクチン
に含まれる⾎血清型によるものはほとんど⾒見ら
れなくなった。⼀一⽅方で、ワクチン⾮非対応型が
代償的に増加傾向にあるものの、特定の⾎血清
型や遺伝⼦子型株によるものではなかった。  

このように、PCV-‑7/PCV-‑13の普及はIPD
の抑制に⼀一定の効果があったと考えられたが、
肺炎球菌の Reservoir である「健康保菌者」に
ついての効果についてはほとんど検討されて
おらず、IPD の流⾏行状況などへの影響や新た
な病原性クローンの出現の有無などは明らか
ではない。  
  
  
２．研究の⽬目的 
 

申請者らは、ワクチンの保菌に及ぼす影響
を検討するため、先⾏行研究として 2011〜～2012
年にかけて健康な保育園児の肺炎球菌保菌調
査を実施した。これは PCV-‑7 が国内に導⼊入さ
れて約 1 年後で、まだ普及が進んでいない時
期の調査であった。本研究では、ワクチンが
ほぼ普及した 2014〜～2015 年にほぼ同様の保
菌調査を実施し、PCV-‑7/PCV-‑13 の接種が保
菌に与える影響について検討した。  

また、保菌株から新たな流⾏行株が発⽣生して
いるかどうか検討するために、同時期に発⽣生
したIPD由来株との関連性についても解析を
⾏行った。  
 
 
３．研究の⽅方法  
	
 
（1)	
 保菌調査の対象と検体採取  

2014 年 4 ⽉月、⼤大阪府内５保育所に新規⼊入
所した 44 名の０歳児の中で、1⽉月末で退園し
た 1名を除く 43 名を対象とした。1年間にわ
たり毎⽉月 1 回、上咽頭拭い液を採取するとと
もに、ワクチン接種歴の確認を⾏行った。上咽
頭拭い液は速やかに肺炎球菌の培養を⾏行い、
検出された菌株について、同定試験を実施し
た。  

  
（2)	
 分離菌株の細菌学的解析  

検出された肺炎球菌の⾎血清型は、デンカ⽣生
研および Statens  Serum   Institute の⾎血清を⽤用
い、スライド凝集法にて型別し、その結果を
さらにマルチプレックス PCR を⽤用いて確認
した。  

ペニシリン G およびエリスロマイシンへ
の薬剤感受性は、アメリカ臨床検査標準化協
会（CLSI;  M100-‑S23）の⽅方法に準拠し、微量
液体希釈法（ドライプレート“栄研“、栄研化学）
で測定した。なお、現在の PCGの基準は病態
により分けられ、かつ従来の判定と⼤大きく異
なるため、本研究では従来と同じ brake  point
が設定されている経⼝口ペニシリンの基準を当
てはめ、0.06  µg/mL 以下をペニシリン感性肺
炎球菌（PSSP），0.12〜～1  µg/mL をペニシリ
ン中間耐性肺炎球菌（PISP），2  µg/mL 以上を
ペニシリン耐性肺炎球菌（PRSP）とした。  

  
（3)	
 薬剤耐性関連遺伝⼦子の検索および解析  

ペニシリン・セフェム系薬剤耐性関連遺伝
⼦子として、ペニシリン結合タンパク（PBP:  
pbp1a、pbp2b、pbp2x）を対象として PCR と
ダイレクトシーケンスを実施し、遺伝⼦子配列
の解析を⾏行った。さらに、マクロライド系薬
剤耐性遺伝⼦子の erm(B)および mef(E)、テト
ラサイクリン系薬剤耐性遺伝⼦子の tet(M)をタ
ーゲットとしたリアルタイム PCR を実施し、
これらの有無について検討した。  

  
（4)	
 分⼦子疫学的解析  

分⼦子疫学的解析として Multi   Locus  
Sequence  Typing（MLST）を実施した。すな
わち、7 つのハウスキーピング遺伝⼦子をマル
チプレックス PCR にて増幅し、ダイレクトシ
ーケンスを実施した。得られたデータは
Streptococcus   pneumoniae  MLST  Databases
（http://pubmlst.org/spneumoniae/）にて解
析を⾏行い、ST 型を決定した。  

  
（5)	
 IPD 由来株の収集と解析  

2013 年以降、⼤大阪府内の医療機関で検出
されたIPD症例由来株について収集を⾏行った。
得られた菌株は保菌株と同様に解析を実施し
た。  

  
	
 
４．研究成果  
	
 
（1)	
 健康保育園児における肺炎球菌の保菌

率と分離株の⾎血清型  
対象者 43 名の肺炎球菌の保菌割合は、

2014 年 4 ⽉月が 58％、7 ⽉月 81％、9 ⽉月 53％、
12 ⽉月 93％、翌年 3⽉月 77％であった。2011 年
に同様に実施した調査では 35〜～87%となっ
ており、PCV-‑7 普及・PCV-‑13 切り替え以降



 

 

も、保菌率に関しては明らかな変化は⾒見られ
なかった。  

⼀一⽅方、保菌菌株の⾎血清型を調べたところ、  
ワクチンに含まれる⾎血清型は、2014 年が 4％
であったのに対して、2011 年は PCV-‑7 ⾎血清
型が 19％、PCV-‑13 ⾎血清型が 25％と、著しく
減少したことが明らかとなった（図 1）。特に
2011 年調査では、ワクチン⾎血清型の中でも
19F、23F が多かったが、今回の調査ではこの
⼆二つの⾎血清型は皆無であり、これはワクチン
の効果によるものと推測された。しかし、今
回検出されたワクチン⾎血清型の 3、6A および
6B は、2011 年よりも若⼲干増加傾向にあり、
⾎血清型によってはあまりワクチンの効果がな
い、何らかの流⾏行要因があるなどの原因が考
えられた。  

⾮非ワクチン⾎血清型全体では、15A が 31％
と最も多く、次いで35Bが 17％、10Aが 7％、
24F が 6％、11A が 5％等となった。図 1に⽰示
したように、特に 15A、35B は 2011 年に⽐比べ
その増加が顕著であった。  

これらの結果から、PCV-‑7・PCV-‑13 の普
及は、健康⼩小児におけるワクチン⾎血清型の保
菌をある程度抑制する効果があった⼀一⽅方で、
代償的な⾮非ワクチン⾎血清型の増加を招いてい
ることが⽰示唆された。  

  
  

（2)	
 保菌株の薬剤感受性状況  
今回の調査で得られた保菌株のうち、ペニ

シリン感受性肺炎球菌（PSSP）は 49％、ペニ
シリン中間耐性肺炎球菌（PISP）は 37％、ペ
ニシリン耐性肺炎球菌（PRSP）は 14％であ
った。ワクチンとの関連性で⾒見ると、対応⾎血
清型 15 株のうち、11/15 株（73％）は PSSP
で、残る 4/15 株（27％）は PISP であった。
⼀一⽅方、PRSP となった株は、すべて⾮非ワクチン
⾎血清型であった。  

また、同じくエリスロマイシンについては、
耐性株が 94%を占めており、保菌であっても

マクロライド系薬剤はほぼ無効であることが
⽰示された。ニューキノロン系薬剤であるレボ
フロキサシンには全株が感受性であった。  

  
  

（3)	
 15A 型の保菌株、IPD 株の関連性の検討  
今回の保菌調査で多く検出された 15A 型

は国内の⼩小児 IPD 症例において 19A、24F に
ついで多い⾎血清型である。そこで保菌株と
IPD 株との関連性を検討することを⽬目的とし
て検討を⾏行った。  

検討の対象は、保菌株のうちランダムに選
択した 15A 型 14 株、IPD 株としては、2013
年 8 ⽉月以降に収集した菌株のうち、15A 型と
判定された 14 株とした（表）。  

  
表  保菌・IPD 由来 15A型株の⽐比較  



 

 

保菌株 14 株はすべて PCG  ≥  1µg/mL を
⽰示し、内訳は PRSP=8 株、PISP=6 株であっ
た。IPD 株は 1 株のみ PCG  ≤0.06  µg/mL の
PSSP で、他は PRSP=9 株、PISP=4 株となっ
た。また、マクロライド(エリスロマイシン)は
全株耐性であったが、テトラサイクリンの
MIC 値は≤0.25〜～8 と幅広く、保菌株・IPD 株
の耐性率はそれぞれ 37%と 79%であった。  

薬剤耐性遺伝⼦子については、pbp 遺伝⼦子型
は薬剤感受性の結果とほぼ同様で、IPD 由来
の PSSP1 株を除き、gPISP〜～gPRSP となっ
た。各菌株間の遺伝⼦子配列を⽐比較したところ、
gPRSP となった株においてはほぼ同⼀一の遺
伝⼦子配列を保有することが⽰示された（図 2）。  

また、マクロライドとテトラサイクリン耐
性遺伝⼦子については、保菌株および IPD 株の
すべてが erm(B)と tet(M)が陽性であった。  

MLST は保菌株のうち 1 株が ST4561 と
なったが、他の全株は ST63 であった。なお、
ST4561は ST63と xptのみことなるタイプで
あった。また、15A 型・ST63 というタイプは、
国際流⾏行クローンである Sweden15A-‑25 と⼀一
致した。  

これらの結果から、15A 型の保菌株と IPD
株とには強い関連性が⽰示唆され、健康保菌者
とIPD患者との間で相互に伝播している可能
性があると考えられた。  

  

  
（4)	
 まとめ  

健康な保育園児においては、肺炎球菌の保
菌は 53-‑93％であり、ワクチンの普及前と保
菌率については変化は⾒見られなかった。⼀一⽅方
で、ワクチン⾮非対応⾎血清型株の増加が著しく、
15A 次いで 35B が多かった。特に 15A 型は、
IPD株と保菌株が類似〜～同⼀一であり、PRSPの
⽐比率も⾼高く、さらに国際的に流⾏行している⾼高
病原性クローンと同型であることから、今後
の流⾏行動向に注意が必要であると考えられた。  
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図 2  15A型株における pbp1a/2b/2x 遺伝⼦子の相関性  
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