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研究成果の概要（和文）：PspK保持無莢膜株の出現と増加が報告されている。そこで、この要因を明らかにする
ため研究を行った。まず、pspKを耐性遺伝子に置換した株を作成した。この株のゲノムと莢膜保持株を混合した
ところ、高頻度で莢膜の脱落が認められた。また、莢膜脱落株は保持株と比較し、フィットネスが高かった。さ
らに、pspK保持無莢膜株の貪食抵抗性、付着能、バイオフィルム形成能を検討した。その結果、pspK保持株は貪
食抵抗性が低かったが、付着能とバイオフィルム形成能が高かった。すなわち、莢膜保持株はpspKの獲得により
無莢膜化し、無莢膜株はフィットネス、定着性、バイオフィルム形成能が高いことで増加したことが示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：pspK-harbouring nonencapsulated pneumococci (pspK+NESP) have emerged, and 
their occurrence has been gradually increasing. This study aimed to determine the cause of the 
spread of pspK+NESP. First, a pspK-deletion strain (ΔpspK) was constructed by replacing pspK with 
ermB. Purified genomic DNA from ΔpspK was mixed with encapsulated pneumococci. Consequently, the 
capsule region was lost, and the encapsulated strain became NESP. The NESP strain has a higher 
fitness than that of the parent strain. Resistance to phagocytosis by macrophages, ability to adhere
 to epithelial cells, and biofilm formation were also assessed. pspK+NESP did not show resistance to
 phagocytosis, but did showed greater epithelial cell adherence and biofilm formation. Taken 
together, encapsulated pneumococci can become NESP by acquiring pspK, and the increasing prevalence 
of NESP could be attributed to greater fitness, host cell adherence, and biofilm formation.

研究分野： 臨床微生物学、感染症学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
肺炎球菌の無莢膜型株はこれまで病原性がないとされほとんど注目されてこなかった。しかし、ワクチンの導入
とともにpspK保持無莢膜株が顕在化してきている。本研究から、莢膜保持株は無莢膜株のゲノムDNAを取り込み
容易に無莢膜化すること、無莢膜型株は莢膜保持株と比較し、フィットネス、付着性、バイオフィルム形成能が
高く生存しやすいことが示唆された。すなわち、本研究成果は、無莢膜株がワクチンからのエスケープ機構にな
ることを示唆するものであり、無莢膜株にも注目すべきであることを示すものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 肺炎球菌は小児において髄膜炎、肺炎、敗血症などを引き起こし、世界中で年間 70 から 100
万人が死亡している。本菌は莢膜を持つ菌（莢膜保持株）と持たない菌（無莢膜株）が存在し、
莢膜は病原因子として重要である。実際、グリフィスによる肺炎球菌の形質転換の証明は、莢
膜保持株は病原性が高く、無莢膜株は病原性がないことを利用したものであった。すなわち、
無莢膜株は病原性がないとされ、ほとんど注目されていない。しかし、無莢膜株による結膜炎
や中耳炎の感染症が報告されている。 
 肺炎球菌では、重症感染症を防ぐために 7価、13 価の莢膜結合型ワクチンが定期接種化され
ている。我々は、ワクチンの有用性を調査するために、肺炎球菌の臨床分離株を経年的に収集
し、莢膜型の変化を調査してきた。これまで諸外国で報告されている通り、ワクチン導入に伴
い、ワクチンに含まれている型（ワクチン型）の有意な減少とワクチンに含まれていない型（非
ワクチン型）の有意な増加が認められた。さらに、非ワクチン型中の無莢膜株の割合が増加し
ていることを見出した。 
 この無莢膜株の莢膜型コード領域を解析すると、2012 年に報告された pspK がトランスポソ
ンに挟まれた状態で、莢膜決定領域に存在していた。PspK は、これまでの報告で病原性因子と
してはたらくことが示唆されている。すなわち、肺炎球菌が莢膜を失い PspK を獲得することは、
肺炎球菌のワクチンに対するエスケープ機構である可能性が考えられる。 
 
２．研究の目的 
 無莢膜株の pspK 獲得が肺炎球菌のワクチンからのエスケープ機構であると仮定すると、PspK
は莢膜と類似した機能（貪食抵抗性など）を保持していると考えられる。また、PspK は表層タ
ンパク質であり、組織付着性などにも寄与している可能性が考えられる。そこで、本研究では、
PspK に着目し、生体内での機能を明らかにすることを 1つ目の目的とする。 
 さらに、肺炎球菌は自然形質転換能を持ち外来遺伝子を獲得しやすいことが知られている。
そこで、莢膜の脱落と pspK の獲得が起こり得るのか否かを肺炎球菌の自然形質転換能を利用し
て、in vitro で検証することを 2つ目の目的とする。 
 すなわち、これらを明らかにすることで、pspK 獲得が肺炎球菌のワクチンからのエスケープ
機構となり得るか否かを解明することを目標とする。 
 
３．研究の方法 
1. pspK 欠損株の作成 
 PspK の付着性、貪食抵抗性に対する寄与を検
討するために、肺炎球菌の形質転換能を利用し、
pspK を保持した無莢膜株の pspK の欠損株を作
成した（図 1）。まず、pspK の上流と下流の相同
性配列を PCR で増幅させたのち、エリスロマイ
シン耐性遺伝子 ermB と連結させ、相同性配列を
含んだエリスロマイシン耐性カセットを作成し
た。作成したカセットをコンピテンス刺激因子
（CSP）存在下で無莢膜型肺炎球菌に形質転換し、相同組換えを起こさせ、クリンダマイシン含
有培地で選択することで欠損株を得た。 
 
2. 貪食抵抗性、付着性の確認 
 pspK 欠損株と野生株を用いて貪食抵抗性と付着性に関する寄与を明らかにするために、マク
ロファージによる貪食抵抗性ならびに上皮細胞に対する付着性を検討した。貪食抵抗性は、ヒ
トマクロファージ細胞株 THP-1 と菌を共培養し、ゲンタマイシンアッセイにより細胞内の菌数
及びその経時的推移を検討した。さらに、共焦点レーザー顕微鏡を用い、貪食像を観察した。
上皮細胞付着性に関しては、A549 細胞に対する付着性を検討した。 
 
3. バイオフィルム形成能 
 pspK のバイオフィルム形成に対する寄与を検討するために、クリスタルバイオレット法でバ
イオフィルム形成能を検討した。 
 
4. PspK の精製 
 PspK の相互作用因子を同定するために、GST タグ融合タンパク質を作成した。シグナルペプ
チドを除いた pspK を pGEX-4T にクローニングし、GST タグ融合タンパク質として大腸菌 BL21
で発現させ、グルタチオンカラムを用い GST-PspK を精製した。さらに、thrombin を用いてタ
グを除去し、ウサギに免疫することで抗 PspK ポリクローナル抗体を作成した。 
 
5. 莢膜型と無莢膜型株ゲノムでの組換え頻度の測定 
 実際に、莢膜保持株の莢膜が脱落して pspK の獲得が起こるか否か検討するために、pspK 欠
損株のゲノム DNA を抽出し、CPS 共存下で莢膜保持株と混合したのち、クリンダマイシン含有
培地に塗抹した。得られた株について、莢膜領域のシークエンスを行うとともに、莢膜染色、
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図 1. 欠損株作成 



抗血清をもちいた凝集反応により莢膜の有無を検討した。 
 
４．研究成果 
1. pspK 欠損株の作成と莢膜保持株の無
莢膜化 
 pspK の ORF を ermB に置換した株
（pspK）を作成した。さらに、pspK の
ゲノムDNA抽出しを各種莢膜保持株と共存
させ、形質転換を起こさせたところ、10-4

から 10-5と高頻度に ermB 保持株が得られ
た（表 1）。この形質転換体について、コロ
ニー形態を観察したところ、無莢膜株に特
有のラフ型のコロニーを形成していた。さ
らに、ヒス染色により莢膜を染色したところ、いずれの形質転換体も莢膜を保持しておらず、
無莢膜化したことが明らかとなった（莢膜脱落株）。 
 さらに、莢膜脱落株と親株を比較したところ、莢膜脱落株は親株と比較し、増殖能が高いこ
とがあきらかとなった。すなわち、莢膜脱落株は、Fitness が高いことが示された。 
 
2. pspK の貪食抵抗性、付着性に対する影響 
 作成した pspK 保持無莢膜株、pspK、莢膜保持株、
莢膜脱落株を用いてヒトマクロファージ細胞株
THP-1 に対する貪食抵抗性ならびにヒト肺胞上皮細
胞株 A549 細胞に対する付着性を検討した。その結果、
莢膜保持株は貪食抵抗性が認められたものの、無莢
膜株は pspK の有無にかかわらず、貪食された。同様
に、無莢膜株を用いた場合、共焦点レーザー顕微鏡
で貪食像が認められた。一方で、付着性に関しては、
莢膜保持株より莢膜脱落株が有意に付着し、pspK 保
持株はさらに付着性が高いことが明らかとなった
（図 2）。 
 
3. バイオフィルム形成能 
 バイオフィルム形成能を検討したところ、無莢膜株は莢膜保持株よりも形成能が高かった。
しかし、pspK の有無で形成能に変化はなく、pspK 以外にバイオフィルム形成に関与する因子が
あることが示唆された。 
 
 以上のことから、莢膜保持は、肺炎球菌にとって宿主内での貪食抵抗性が与えられる一方で、
fitness cost が上がることが示された。また、莢膜保持株は近年増加している pspK 保持無莢
膜株のゲノムを取り込むことで容易に無莢膜化することが明らかとなった。pspK を保有するこ
とで付着性が高まることから、fitness の高さと付着性の高さが pspK 保持無莢膜株の増加要因
となっていることが示唆された。今後は、pspK 保持無莢膜株の病原性について明らかにする必
要があると考えられる。 
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表 1. 無莢膜株ゲノムを用いた無莢膜化頻度 
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図 2. A549 細胞に対する付着性 
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