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研究成果の概要（和文）：　本研究では、vitro実験系として、肺炎球菌株L82016、EF3030、TIGR4を用いて肺炎
球菌の増殖とフェーズ変化、莢膜量におよぼす抗菌薬の影響についてinhibition ELISAで検討した。共培養系を
用いて上皮培養細胞へ感染した肺炎球菌の組織侵入とフェーズ変化を観察した。
　vivo実験系として、まずOpaqueおよびTransparent型固定株を用い、CBA/Nマウス鼻咽腔へ接種し、鼻咽腔への
定着と宿主の免疫応答の検討を行った。次に、先の基準株3株をBalb/c byjマウスへ経鼻摂取し、各解剖学的部
位に応じた定着とフェーズ変化を検討し、抗菌薬のフェーズ変化への影響も評価した。

研究成果の概要（英文）：In this study, the inhibition ELISA examined the effect of antibiotics on 
pneumococcal growth, phase change and capsule volume using pneumococcal strains L82016, EF3030, and 
TIGR4 as a vitro experimental system. Tissue invasion and phase change of pneumococcus infected into
 epithelial cultured cells was observed using co-culture system.
As a vivo experimental system, Opaque and Transparent type fixed strains were first used and 
inoculated into the nasopharyngeal cavity of CBA / N mouse to study the establishment in the 
nasopharynx and the host immune response. Next, 3 strains of the above reference strains were 
intranasally ingested into Balb / c byj mice, and fixation and phase change corresponding to each 
anatomical site were examined, and the influence of antimicrobial agents on the phase change was 
also evaluated.

研究分野：感染症
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１．研究開始当初の背景 
肺炎球菌は急性中耳炎に重要な起炎菌であ
り、近年の薬剤耐性化による急性中耳炎の難
治化が問題となっている。肺炎球菌は、莢膜
構造を変化させることにより（フェーズ変
化）、病原性を変化させることが知られてい
るが、その臨床的意義は十分に検討されてい
ない。 
２．研究の目的 
本研究では、教室の今までの研究成果を踏ま
え、肺炎球菌の莢膜構造の変化であるフェー
ズ変化に注目し、鼻咽腔および中耳腔といっ
た環境因子の肺炎球菌フェーズ変化に与え
る影響を検討することで肺炎球菌性中耳炎
の遷延化機序を明らかにすると共に、肺炎球
菌のフェーズ変化を抑制することで遷延化
する肺炎球菌感染症の新たな治療につなが
ることが期待できる。 
 
３．研究の方法 
まず肺炎球菌莢膜の定量のために莢膜多糖
体に対するモノクロｰ案ル抗体を作成し、
inhibition assayにて定量化も行った。また、
浮遊菌でのフェーズ変化がどのような環境
で起こるかに関して検討を行った。 
また肺炎球菌のフェーズ変化は莢膜構造の
変化によるため肺炎球菌血清型は、フェーズ
の変化に大きな影響を及ぼすと考える。急性
中耳炎患児から得られた肺炎球菌の血清型
は変化に富むことが知られており、血清型別
に見た抗菌薬のフェーズにおける影響の検
討を行った。本実験では、各血清型の培養条
件を統一する必要があり、臨床検体より分離
同定された肺炎球菌を、C+Y 培養液で 37℃、
5％CO2 下で 16 時間培養した後に TSA-C 培地
に塗布し 16 時間培養した後のフェーズの検
討を行った。 
肺炎球菌株 L82016（血清型 6B 型）、EF3030
（血清型 19F 型）、TIGR4（血清型 4型）を用
いて肺炎球菌の増殖とフェーズ変化、莢膜量
におよぼす抗菌薬の影響について検討した。
用いる抗菌薬としては、AMPC（アモキシシリ
ン）単独による群および、AMPC にクラリスロ
マイシン（CAM）、アジスロマイシン(AZM)な
どのマクロライド系抗菌薬およびニューキ
ノロン系抗菌薬のレボフロキサシン(LVFX)
を加えて添加したものを比較した。 
肺炎球菌と Detroit562 細胞との供培養系で
樹立された Opaque および Transparent 型固
定株（フェーズロック株）を用い、肺炎球菌
に易感染性を示すCBA/Nマウス鼻咽腔へ接種
した後の宿主免疫応答について検討した。す
なわち、Opaque 株、/Transparent 株をそれ
ぞれ経鼻腔接種した 1~28 日後にマウスを屠
殺し、鼻咽腔洗浄液、鼻粘膜組織、嗅球、大
脳および血液を採取し、経時的な肺炎球菌コ
ロニー数の検討を行った。また同時に、血清
中の typeⅠIFN および TNFα、IL-10 の測定
を ELISA 法で行なうとともに、各フェーズロ
ック株の鼻咽腔への定着と宿主の免疫応答

の検討を行った。鼻汁および血清をウエスタ
ンブロットで肺炎球菌破砕異物との反応を
解析した。 
肺炎球菌株 L82016（血清型 6B 型）、EF3030
（血清型 19F 型）、TIGR4（血清型 4型）を用
いて肺炎球菌の増殖とフェーズ変化、莢膜量
におよぼす抗菌薬の影響について検討した。
用いる抗菌薬としては、AMPC（アモキシシリ
ン）単独による群および、AMPC にクラリスロ
マイシン（CAM）、アジスロマイシン(AZM)な
どのマクロライド系抗菌薬およびニューキ
ノロン系抗菌薬のレボフロキサシン(LVFX)
を加えて添加したものを比較した。 
肺炎球菌と Detroit562 細胞との供培養系で
樹立された Opaque および Transparent 型固
定株（フェーズロック株）を用い、肺炎球菌
に易感染性を示すCBA/Nマウス鼻咽腔へ接種
した後の宿主免疫応答について検討した。す
なわち、Opaque 株、/Transparent 株をそれ
ぞれ経鼻腔接種した 1~28 日後にマウスを屠
殺し、鼻咽腔洗浄液、鼻粘膜組織、嗅球、大
脳および血液を採取し、経時的な肺炎球菌コ
ロニー数の検討を行う。また同時に、血清中
の typeⅠIFN および TNFα、IL-10 の測定を
ELISA 法で行なうとともに、各フェーズロッ
ク株の鼻咽腔への定着と宿主の免疫応答の
検討を行った。鼻汁および血清をウエスタン
ブロットで肺炎球菌破砕異物との反応を解
析した。 
 マウス（BALB/c byj、6 週齢、メス）に、
肺炎球菌 TIGR4 株（血清型 4 型）、L82016 株
（血清型 6Ｂ）、BG7322 株および EF3030 株（血
清型 19F）を至適感染量にて経鼻接種を行う。
接種後 2～7 日後にマウスを屠殺し、鼻咽腔
洗浄液を採取した。さらに同時に鼻粘膜組織、
脳、肺、血液を採取し、それぞれの肺炎球菌
コロニー数を階希釈してプレートカウント
で評価するとともに、肺炎球菌のフェーズの
検討を顕微鏡下で行い、さらに血清型別モノ
クローナル抗体によって inhibition ELISA
法でも定量的に行った。さらに鼻腔への長期
定着すなわち carriage に関与するかどうか
について 14～21 日目での評価を行った。 
 同様の実験をマウスに抗菌薬を経口投与
した後に検討し、抗菌薬治療により肺炎球菌
のフェーズがどのように変化するかを評価
した。 
また上皮培養細胞への感染した肺炎球菌の
フェーズ変化を調べるために肺炎球菌と上
皮細胞の共培養系を作成し細胞間隙に侵入
したと推測される菌を観察し、検討を加えた。 
 
４．研究成果 
本研究では、鼻咽腔および中耳腔といった環
境因子の肺炎球菌フェーズ変化に与える影
響について検討を行った。 
 vitro 実験系として、肺炎球菌莢膜の定量
のために莢膜多糖体に対するモノクローナ
ル抗体を作成し、inhibition assay にて定量
化を行った。 



 次に肺炎球菌株 L82016（血清型 6B 型）、
EF3030（血清型 19F 型）、TIGR4（血清型 4型）
を用いて肺炎球菌の増殖とフェーズ変化、莢
膜量におよぼす抗菌薬の影響について検討
した。 
 vivo 実験系として、まずは肺炎球菌と
Detroit562 細胞との供培養系で樹立された
Opaque および Transparent 型固定株（フェー
ズロック株）を用い、肺炎球菌に易感染性を
示すCBA/Nマウス鼻咽腔へ接種した後の宿主
免疫応答について検討した。各フェーズロッ
ク株の鼻咽腔への定着と宿主の免疫応答の
検討も行った。 
 次に、先の基準株 3 株を Balb/c byj マウ
スへ経鼻摂取し、各解剖学的部位に応じたフ
ェーズ変化を検討した。鼻腔への長期定着す
なわち carriage に関与するかどうかについ
ては 14～21 日目での評価を行った。同様の
実験をマウスに抗菌薬を経口投与した後に
検討し、抗菌薬治療により肺炎球菌のフェー
ズがどのように変化するかを評価した。 
 最後に、組織侵入とフェーズ変化を検討す
る vitro 実験系として、上皮培養細胞への感
染した肺炎球菌のフェーズ変化を調べるた
めに肺炎球菌と上皮細胞の共培養系を作成
し細胞間隙に侵入したと推測される菌を観
察した。 
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