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研究成果の概要（和文）：インフルエンザ菌b型（Hib)ワクチン普及後に問題となる小児重症インフルエンザ菌
感染症の実態を明らかにする目的で、小児侵襲性インフルエンザ菌無莢膜株（NTHi）感染症28症例28株に関して
臨床背景・分離菌の病原因子の解析を行った。本研究により、国内で発症した侵襲性NTHi感染症は、Hib感染症
に比べ、予後良好な感染症ではなく分離されたNTHi株は多様性に富むことをはじめて明らかにした。Hibワクチ
ン普及後、日本における重症インフルエンザ菌感染症はワクチンで予防できないNTHi株に変化しており、今後も
その病原性解析を進めていく必要がある。

研究成果の概要（英文）：After the introduction of Haemophilus influenzae type b (Hib) vaccine, 
invasive H. influenzae infection is now mainly due to nontypeable H. influenzae (NTHi).  We 
investigated the clinical characteristics of invasive NTHi disease in children by clarifying the 
pathogenicity of NTHi strains isolated from invasive diseases.  Most of the strains were biotype II 
or III.  Two β-lactamase positive ampicillin-clavulanate resistant strains were found.  Other 
penicillin non-susceptible strains had multiple amino acid substitutions. The average of biofim 
formation of hia or pilli positive strains were higher than negative strains.  IS1016 was positive 
in 10.7% of the tested strains.  Invasive NTHi strains from our study showed a wide variety of 
characteristics.  Continuous monitoring of the NTHi responsible for invasive diseases in children is
 important to detect the changes in the epidemiology of invasive H. influenzae infection in the post
 Hib vaccine era. 

研究分野： 小児感染症
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１．研究開始当初の背景 
（1）小児の細菌性髄膜炎などの重症感染症
（侵襲性感染症と言われる）の代表的な起炎
病原体のひとつが、インフルエンザ菌
（Haemophilus influenzae）である。インフ
ルエンザ菌は莢膜を有する莢膜株と無莢膜
株（non-typeable H. influenzae:NTHi）が
あり、莢膜株は a~f の 6 種類に分類される。
インフルエンザ菌の中で b 型莢膜株（H. 
influenzae type:Hib）は最も病原性が高く、
侵襲性感染症の主体となっていた。しかし、
Hib に対するワクチンが開発され普及したこ
とにより、世界では侵襲性 Hib 感染症は激減
している。 
 
（2）日本には、世界から遅れること 20 年、
2008 年 12 月から Hib ワクチンが使用できる
ようになった。Hib ワクチンの国内での普及、
定期接種化により侵襲性Hib感染症は激減し
たが、その一方で、Hib 以外の莢膜型のイン
フルエンザ菌や NTHi による侵襲性感染症が
出現するようになった。しかしながら、その
社会的な重要性や病原因子に関しては解明
されていなかった。 
 
２．研究の目的 
小児の無菌部位（血液・髄液）から分離され
た侵襲性感染症由来インフルエンザ菌株を
全国から収集し、臨床背景の解析を行う。ま
た、菌株の詳細な血清型解析を行い、侵襲性
感染症由来インフルエンザ菌の生物学的な
性質を検討する。以上の点から日本国内で
Hib ワクチン普及後に発生したインフルエン
ザ菌侵襲性感染症の臨床的特徴と細菌学的
特徴を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（1）Hib ワクチン普及後に発症した侵襲性イ
ンフルエンザ菌感染症の臨床背景の解析 
①Hib ワクチン導入後に発生した小児侵襲性
インフルエンザ菌感染症の臨床背景を収集
し、その特徴を調査する。 
 
（2）侵襲性感染症由来インフルエンザ菌の
血清型解析 
①小児の無菌部位から分離されたインフル
エンザ菌について抗血清を用いた凝集法、
PCR 法を用いて莢膜多糖体遺伝子(Cap)に特
有の配列の有無を確認する。 
 
（3）侵襲性感染症由来インフルエンザ菌の
表現型の解析 
①生物型の解析：インフルエンザ菌はインド
ール産生能、ウレアーゼ・オルニチン活性に
より 9つの生物型に分類される。侵襲性株と
非侵襲性株では生物型の分布が異なること
が報告されており、収集株で検討する。 

 
②接着因子の解析：侵襲性株は非侵襲性株に
比較し、気道上皮細胞への付着能が低下し、

相対的に組織内へ侵入しやすくなることが
予想されるため、接着因子の解析を行う。 
 
③バイオフィルム産生能の解析：Hib は NTHi
に比較しバイオフィルム産生能が低いこと
が報告されている。侵襲性由来の NTHi のバ
イオフィルム産生能が呼吸器感染症由来株
と比較して相違があるかどうかを検討する。 

 

④薬剤感受性と薬剤耐性遺伝子の有無の解
析：インフルエンザ菌の薬剤耐性化は進んで
おり、侵襲性感染症由来株においても同様な
傾向がみられるかを解析する。 
 
（4）侵襲性感染症由来インフルエンザ菌遺
伝子型解析： 
①日本国内で発生した侵襲性非 b型株、NTHi
が単一菌の流行によるものか、多様な菌種で
あるか判明していない。MLST (Multilocus 
Sequence Typing)解析（PCR 法を用いて house 
keeping gene を同定すること）により、菌を
グループ分けすることができる。MLST 解析に
より菌同士の近縁関係を明確にする。 
 
②病原因子の検討（全ゲノム配列の同定）：
次世代シークエンサー (MiSeq, イルミナ
社) を用いて全ゲノム配列を同定すること
により、侵襲性 NTHi に共通する酵素や蛋白
などを明らかにする。また、ゲノム配列を同
定することにより、本来は Hib に特異的とさ
れる遺伝配列 (IS1016) などを持つかどう
かを、既存の Hib ゲノム配列データなどと比
較することで検討する。 
 
４．研究成果 
インフルエンザ菌 b 型（Hib）ワクチン導入
後に発症した小児侵襲性感染症の血液・髄液
等無菌部位から分離されたインフルエンザ
菌 28 症例 28株に関して臨床背景・分離菌の
病原因子の解析を行った。血清型に関しては、
全株、PCR 法にて無莢膜株(NTHi）と同定され
た。菌株は 7 道県から収集した。発症者は、
2歳未満（17例）が主体であったが、年長児
にも認められた。基礎疾患を有する者が 10
例いた。病型は菌血症が主体であったが、死
亡者を 3 例認めており、Hib に比べ予後が良
好とは結論づけることは出来なかった。細菌
学的検討において、生物型は気道分離株に多
い、II 型（12 株）とⅢ型（10 株）が主体と
なっていた。薬剤感受性に関しては、19株に
ペニシリン結合蛋白に変異を認め、うち 2株
はβラクタマーゼ産生アモキシシリン/クラ
ブラン酸耐性株であった。接着因子の有無、
バイオフィルム産生能に関しては、呼吸器由
来の NTHi 株と比較し、特徴は認められなか
ったが、有意差はなかったものの、侵襲性分
離株の方が、バイオフィルム産生能が高い傾
向を認めた。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 侵襲性 NTHi 株と呼吸器由来 NTHi 株の 
バイオフィルム産生能の比較 
 
また、莢膜株が保有する特異的な塩基配列で
ある IS1016 を 10.7％の株が保有しており、
全ゲノム解析でも確認できた。MLST 解析にお
いては28株中26株が異なるST型を示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 侵襲性感染症由来 NTHi 株の MLST 解析
結果 
 
本研究により、国内で発症した侵襲性 NTHi
感染症は、死亡率が高く予後良好な感染症で
はないことをはじめて明らかにした。また、
分離された侵襲性感染症由来 NTHi 株は多様
性に富むことをはじめて明らかにした。 
 
さらに侵襲性感染症由来非b型株に関しても
MLST 解析を行い、国内で患者発生が認められ
た Hif 型株（3症例 3株）が海外で侵襲性 Hif
感染症の主体となるST124型であったことを
明らかにした。 
また、血清型解析をより簡便に行うため、質
量分析計（MALDI TOF-MS）を利用したインフ
ルエンザ菌血清型別法を検討し、国内で分離
される（Hib、Hie、Hif、NTHi）の鑑別が可
能であることを明らかにした。 
Hib ワクチン普及後、日本における侵襲性イ
ンフルエンザ菌感染症の原因菌の主体は、ワ
クチンで予防できない非 b型株、NTHi 株に変
化しており、本研究成果は Hib ワクチン接種
を今後も継続していくことの重要性と侵襲

性インフルエンザ菌感染症治療・予防対策の
ため、非 b型株、NTHi 株の病原性解析を進め
ていく必要があることを示唆する重要な根
拠を示している。 
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