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研究成果の概要：急性中耳炎患児から分離された無莢膜型インフルエンザ菌がバイオフィ

ルム形成を行うことが明らかとなり、加えて無莢膜型インフルエンザ菌のバイオフィルム

形成が、抗菌薬治療に抵抗し遷延・難治化する急性中耳炎の臨床経過に重要な役割を果た

すことが示された。さらに溶連菌の細胞内侵入遺伝子の検討では、sil 遺伝子の発現が 12％の株

に認められ、抗菌薬治療後の感染再発が上気道粘膜内に侵入した細菌の再活性化による可能性が

示唆競れた。免疫予防の可能性として、肺炎球菌菌株共通抗原である PspA の母体経鼻免疫免疫

により、免疫能の未熟な乳幼児期に特異的免疫応答が誘導可能であり、乳幼児期における

肺炎球菌感染症の予防方法として有用と考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 

近年、急性中耳炎の臨床像は大きく変貌して

おり、経口抗菌薬の治療にも関わらず改善しな

い遷延例や反復例といった難治例が増加し、日

常臨床において大きな問題となっている。このよ

うな変貌する急性感染症に対しては、感染症が

病原微生物とそれに対する生体の防御能すな

わち免疫とのバランスの上に成り立つものである

と考え、宿主と病原微生物の相互作用を分子レ

ベルで検討するとともに、宿主を取り巻く環境や

病原微生物を取り巻く微小環境、さらに集団に

おける伝播様式などを含めた総合的な研究が

必要である。 

 
２．研究の目的 
①中耳炎患児から分離されたインフルエンザ菌

の細胞内寄生およびバイオフィルム産生能の検

討：遷延化した中耳貯留液からはPCR法で効率



にインフルエンザ菌が検出されることや、インフ

ルエンザ菌検出例では、中耳貯留液が遷延化

する（右図）ことから、インフルエンザ菌感染症の

病態の特徴、特に細胞内寄生およびバイオフィ

ルム産生について明らかにし、その対策法を検

討する。 

②上気道感染症、特に急性咽頭・扁桃炎から分

離されたβ−溶連菌の細胞内侵入遺伝子を

PCR 法により検討する。 

③肺炎球菌菌株共通抗原である PspA の母体免

疫による乳幼児における肺炎球菌特異的免疫能

の賦活に関する検討：肺炎球菌の次世代の蛋白

抗原ワクチンとして注目されている PspA および

PspC に注目し、肺炎球菌の鼻咽腔における感

染機序の解明と、これらの抗原をもちいた経鼻免

疫による肺炎球菌特異的免疫応答の誘導と肺炎

球菌感染症に対する予防効果について検討す

る。 

 
３．研究の方法 
①インフルエンザ菌バイオフィルム検出法の確

立：インフルエンザ菌によるバイフォフィルムの

検出は、O’tool らの原法に従いクリスタル・バイ

オレット染色により検出する。すなわち、インフル

エンザ菌をブレインハート・インフュージョン培養

液にて OD650 が 0．5 まで前培養したのち、ブレ

インハート・インフュージョン培養液でインフルエ

ンザ菌液を OD650=0.1 に調整した後、96 ウェ

ル・ポリスチレン培養プレート（菌液量：各ウェル

100µl）にて 37 度にて炭酸ガス培養を行う。培養

中経時的にポリスチレン・ウェルを滅菌リン酸緩

衝液（PBS）にて洗浄する。この操作により、ポリ

スチレン非付着細菌（バイオフィルム非産生菌）

が洗い流される一方、ポリスチレン付着菌（バイ

オフィルム産生菌）は、ウェルに付着残存する。

洗浄後に付着細菌をクリスタル・バイオレットにて

染色する。染色液を十分に洗浄した後に、30%

酢酸溶液によりクリスタル・バイオレットを溶出し、

各ウェルについてクリスタル・バイオレットの吸光

度を評価する。バイオフィルムの形成は、1 時間、

2 時間、4 時間、6 時間、8 時間、10 時間、12 時

間、24 時間培養により経時的に評価する。 

②インフルエンザ菌臨床分離株によるバイオフ

ィルム産生の検討：急性中耳炎患児より分離同

定されたインフルエンザ菌臨床分離株を用い、

バイオフィルム産生株の検出をおこなうとともに、

バイオフィルム形成と急性中耳炎の臨床経過を

スコアリング・システムにより評価し、両者の比較

検討を行う。鼻咽腔および中耳貯留液より分離

されたインフルエンザ菌のバイオフィルム形成の

検討と、インフルエンザ菌によるバイオフィルム

の急性中耳炎の臨床経過に与える影響につい

ての検討をおこなう。 

③β−溶連菌の細胞内侵入遺伝子の検討：非

侵襲性溶連菌感染症および侵襲性溶連菌感染

症患者より分離された溶連菌を用い、細胞内侵

入に関与すると考えられている speA、speB、 

speC、speF、speG、speH、speJ、ssa、smeZ 遺伝

子の発現を PCR 法により検討する。 

④肺炎球菌表面蛋白抗原（PspA）を用いた経鼻

免疫による特異的免疫応答の誘導：肺炎球菌

PspA；1μg をコレラトキシン；2μg とともに雌マウ

ス（BALB/ｃおよび CBA/N、6 週齢）に 1 週間に

2 回、3 週間の経鼻免疫を行う。最終免疫より 3

週間後に、鼻洗浄液、血液を採取し、それぞれ

に含まれる抗 PspA 抗体（IgA、IgG、IgM）の誘導

を ELISA 法にて検討する。コントロールとしては、

コレラトキシンおよび生理食塩水のみを投与す

る。 

⑤肺炎球菌表面蛋白抗原（PspA）を用いた経鼻

免 疫 に よ る 肺 炎 球 菌 感 染 予 防 ： 雌 マ ウ ス

（BALB/ｃおよび CBA/N、6 週齢）に PspA による

経鼻免疫を行う。最終免疫より3週間後に、眼窩

底静脈叢より採血を行った後に、肺炎球菌野生

株をマウスに経鼻接種する。経鼻接種より 2-7

日後にマウスを屠殺し、気管切開後に鼻咽腔洗

浄液、鼻粘膜組織、肺組織、血液、嗅神経、大

脳を採取し、それぞれの肺炎球菌コロニー数を

検討する。 

④肺炎球菌表面蛋白抗原（PspA）を用いた母体

経鼻免疫による新生児マウス肺炎球菌感染症

の予防:肺炎球菌 PspA；1μg をコレラトキシン；2

μg とともに雌マウス（BALB/ｃおよび CBA/N、6

週齢）に 1 週間に 2 回、3 週間の経鼻免疫を行う。

経鼻免疫終了より 2 週間、雄マウスと交配、免疫

終了後約 3~4 週間で新生児マウスを出産する。

私生児マウス 1 週齢の時点で、肺炎球菌野生株

を新生児マウスに接種する。接種方法は、ⅰ経

鼻接種、ⅱ腹腔内投与、ⅲ肺接種の 3 手法で

行う。肺接種は、菌液量（10μl）をジエチルエー

テル麻酔下に経鼻接種し肺炎感染を引き起こ

す。それぞれの接種菌量は、新生児マウスを用

いた予備実験で設定する。現在までの予備実

験では、TIGR4 株では、104 CFU が適量と考え

る。肺炎球菌接種後 2~7 日後に新生児マウスを

接種後 2~7 日後にマウスを屠殺し、気管切開に

より鼻咽腔洗浄液を採取する。同時に鼻粘膜組

織、嗅神経、脳、肺、血液を採取し、それぞれの



肺炎球菌コロニー数を検討する。 

 
４．研究成果 

① インフルエンザ菌のバイオフィルム形成能の

検討 
a. クリスタルバイオレット染色法による定量的評

価を行った。すなわち 96 well プレートを用い、ク

リスタルバイオレット染色法によるバイオフィルム

の定量的評価を行った。バイオフィルム形成の

評価は、測定菌株 OD570 値／陽性コントロール

株 OD570 値を biofilm formation index（BFI）と定

義し、BFI≧0.4 の株をバイオフィルム形成株とし

た。 
b. 共焦点レーザー顕微鏡による画像評価を行

った。すなわち 96 ピン付き 96 well プレートを用

い、共焦点レーザー顕微鏡によりバイオフィルム

形成（シアル酸染色）とインフルエンザ菌（核酸

染色）の観察を行った。 
 クリスタルバイオレット染色法によるバイオフィ

ルム形成の定量的評価は、共焦点レーザー顕

微鏡による画像評価を反映することが判明し、

小児急性中耳炎症例より採取した無莢膜型イン

フルエンザ菌臨床分離株において、安定したバ

イオフィルム測定システムを確立することができ

た。この測定システムにより中耳炎分離株 70 株

のうち５９株（84%）にバイオフィルム形成を認めた。

薬剤感受性とバイオフィルム形成との関連を見

ると、ABPC の耐性株に比較して、感受性が高

い株ほどバイオフィルム形成株を多く認めた。急

性中耳炎の臨床経過とバイオフィルム形成との

関連について検討すると、抗菌薬治療非改善

例から分離されたインフルエンザ菌では，抗菌

薬治療改善例からの分離菌よりも有意に高いバ

イオフィルム形成能を認めた(図１)。 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 臨床経過とバイオフィルム形成能 

 

② 溶連菌の細胞内侵入に関する遺伝子検索： 

242 株の非侵襲性感染症分離株では、12.0%

に sil 遺伝子が検出された。すべての sil 遺伝子

陽性株では、speB 遺伝子陽性であり、69.0%で

speC 遺伝子陽性であった。一方、17.7%の侵襲

性感染症分離株で sil 遺伝子陽性であった。

76.5%の sil 遺伝子陽性株では speA 遺伝子を有

していたが、sil 遺伝子陰性株では、すべての株

で speA 遺伝子は陰性であった。また、すべての

sil 遺伝子陽性株では azithromycin に感受性を

示し、マクロライド耐性遺伝子は保有していなか

った。 

 以上の成績により、小児から得られた臨床分

離株から初めてバイオフィルム形成を証明し、さ

らに非浸潤性株の溶連菌において細胞内侵入

関連遺伝子の発現を証明した。  

 

③ 肺炎球菌共通抗原である PspA を用いた得

的免疫の誘導：PspA の母体経鼻免疫により、母

マウス母乳及び血清、新生児マウスの血清中に

抗 PspA 特異的 IgG 抗体が誘導された。また

PspA 免疫群の新生児マウスは、非免疫群に比

べて全身感染後の生存時間が延長された(図

２)。 

 本動物実験により、PspA の母体経鼻免疫によ

り、免疫能の未熟な乳幼児期に特異的免疫応

答が誘導可能であり、肺炎球菌感染症の予防

方法として有用と考えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ PspA 経鼻免疫による新生児マウスの全身

感染後の生存期間 
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