
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

３２６５９

若手研究(B)

2015～2014

肺炎球菌の変異獲得能がもたらす抗菌薬耐性化メカニズムの解析

The association between antimicrobial resistance and the mutational ability of 
Streptococcus pneumoniae

００５１６６６９研究者番号：

輪島　丈明（Wajima, Takeaki）

東京薬科大学・薬学部・助教

研究期間：

２６８７０６１２

平成 年 月 日現在２８   ５ ２６

円     2,600,000

研究成果の概要（和文）：本研究は、肺炎球菌がもつ自然形質転換能および突然変異獲得能を定量し、肺炎球菌の特徴
との関連を明らかにすることを目的とした。その結果、臨床分離株中に形質転換能が低い株が一定の割合で存在してい
ることが明らかとなった。このうち、形質転換能が低い株は、ComDに特徴的なアミノ酸置換を有していることが明らか
となった。そこで、このアミノ酸置換を検出する実験系を構築し、臨床分離株のスクリーニングを行った。その結果、
肺炎球菌ワクチンに含まれていない血清型の株は、含まれている型と比較し有意に形質転換能が低いことが明らかとな
った。

研究成果の概要（英文）：This study aims to clarify the association between bacterial features and the 
transformation and mutational ability of Streptococcus pneumoniae strains. Strains with low 
transformation ability were detected among clinical isolates. These strains had an amino acid 
substitution in ComD, which is the receptor for the competence stimulating peptide. We developed a 
detection technique for this particular amino acid substitution using PCR that was subsequently used to 
screen clinical isolates. Results obtained in this study indicated that non-vaccine serotypes had a 
significantly lower transformation ability compared with that of vaccine serotypes.

研究分野： 臨床微生物学
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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。そのような、経
緯からわが国でも 2013 年 4 月より 7 価の肺
炎球菌ワクチン（PCV7）が、また同年 11 月
から 13 価のワクチン（PCV13）が定期接種化
されている。しかし、申請者らは 2009 年に
ワクチンが承認されてから急速に非ワクチ
ン型が増加していることを報告した。 
 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。つ
まり、菌体外の DNA を取り込み菌体内で組
み換えを起こすことで適応進化のスピード
が速くなっていると考えられている。また、
この形質転換能は、口腔内レンサ球菌からの
ペニシリン結合タンパク遺伝子（PBP）の取
り込みによるペニシリン耐性肺炎球菌
（PRSP）の出現にも関与している。PRSP の
拡散は世界的に問題となっており、さらに多
剤耐性化した PRSP の出現と大規模な拡散が
韓国などで報告されている。外来遺伝子獲得
能と薬剤耐性との関連はペニシリンでは知
られているが、その他の薬剤では知られてい
ない。 
 一方、点変異で耐性化するような抗菌薬に
関しては、遺伝子修復能の機能異常などから
くる突然変異の起こりやすさなどが関連し
ていると考えられる。そこで、本研究では申
請者の所属している研究室が、2002 年より継
続的に収集している肺炎球菌の臨床分離株
を用い、薬剤耐性と形質転換能、変異修復能、
変異獲得能との関連を明らかとすることを
目的とし実験を行った。 
 
２．研究の目的 
 肺炎球菌は自然形質転換能が高く、現在も
外来遺伝子を獲得し、進化をし続けているこ
とが示唆されている。肺炎球菌の形質転換能
や変異獲得能、変異修復能の強弱と薬剤耐性
の関連を解明できれば、耐性化の潜在能力を
持つ肺炎球菌のマーカーが見つかる可能性
がある。 
 本研究の目的は、臨床分離株における上記
の能力を定量し、薬剤耐性化との関連を明ら
かにすることである。 
 
３．研究の方法 
（１）臨床分離株の収集と分子解析 
 東京都内の単一の大学病院より臨床分離
株を収集し、莢膜領域の塩基配列解析による
莢膜型の決定および微量液体希釈法による
薬剤感受性の測定を行った。 
 
（２）変異獲得頻度および形質転換能の比較 
 上述した臨床分離株を用い、リファンピシ
ン、ストレプトマイシン、シプロフロキサシ
ンを添加した培地上に 109 CFU の菌を接種し、
一晩培養後の耐性株の出現頻度を測定した。 
 形質転換頻度は、キノロン耐性株のゲノム

DNA 1 g を用い、コンピテンス刺激因子
（CSP）存在下で、肺炎球菌と共存させるこ
とで、自然形質転換を起こさた。その後、レ
ボフロキサシン含有培地に塗抹することで
耐性株の出現頻度を測定し定量した。得られ
た耐性株は、DNA シークエンスにより形質転
換が起こったことを確認した。 
 
（３）コンピテンス関連遺伝子群の塩基配列
の比較 
 形質転換能が高い株と低い株を抽出し、コ
ンピテンス関連遺伝子群（com 遺伝子群）の
塩基配列を解読し、マルチプルアライメント
を作成しそれぞれ比較した。 
 
（４）comD 変異検出系の構築 
 PCR 法を用いた comD に認められる変異の
簡便な検出系を構築した。臨床分離株をラン
ダムに抽出し、構築した PCR の結果と塩基配
列の結果、形質転換能に整合性があることを
確認した。 
 
（５）comD 変異に関する臨床分離株の調査 
 収集した臨床分離株について、構築した
PCR 法により comD 変異の調査を行った。ま
た、変異保有株と非保有株の間の、莢膜型お
よび薬剤感受性試験結果との比較を行った。 
 
４．研究成果 
（１）臨床分離株を用いた疫学解析 
 臨床分離株を収集し、2010 年から 2014 年
までの間に分離された肺炎球菌 430 株の莢膜
血清型および薬剤感受性の測定を行った。莢
膜型は、ワクチンが導入された 2011 年以降
ワクチンに含まれる血清型（ワクチン型）が
有意に減少しており、一方でワクチンに含ま
れない型（非ワクチン型）は有意に増加して
いた。さらに、莢膜コード領域を持たない株
（無莢膜型株）も認められ、その割合は増加
していた（図１）。すなわち、肺炎球菌の莢
膜型の割合は大きく変化していることが明
らかとなった。 
 薬剤感受性測定の結果、年々-ラクタム系
薬に感受性化している傾向が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     
    図 1. 無莢膜型株の割合 
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（２）変異獲得および形質転換頻度の定量 
 臨床分離株の変異獲得能を定量したとこ
ろ、すべての菌で有意な違いを見いだすこと
はできなかった。一方、キノロン耐性株のゲ
ノム DNA を用いて形質転換能を定量したと
ころ、耐性株の出現頻度には株間で大きな差
が認められた（図 2）。 
 形質転換能が高い株は、外来遺伝子を取り
込み変化しやすいと考えられる。そのため、
この能力が高い株は、低い株と比較し、適応
進化しやすい株であると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
      図 2. 形質転換頻度 
 
 
 
（３）コンピテンス関連遺伝子の塩基配列解
析 
 図 2 で示した 7 株の com遺伝子群の塩基配
列を解析した。その結果、形質転換現象がほ
とんど認められない株はすべて、CSP の受容
体であるComDにアミノ酸置換を保有してい
た。すなわちこのアミノ酸置換により CSP の
認識能に差が出たことが考えられた。 
 そこで、このアミノ酸置換を特異的に検出
する PCR 系を構築し、臨床分離株で検出を試
みたところ、全分離株のうち 10%程度、アミ
ノ酸置換を保有した株が存在していること
が明らかとなった。その株をランダムに選択
し、実際に形質転換能を測定したところ、形
質転換は起こらなかった。 
 
（４）形質転換能と莢膜型の関連 
 臨床分離株において、アミノ酸置換のスク
リーニングを行った結果と薬剤感受性およ
び莢膜型との関連を比較した。 
 当初、目的としていた形質転換能と薬剤感
受性に有意な相関は認められなかった。一方
で、形質転換能が低い株は、特定の莢膜型に
多いことが明らかとなった。そこで、ワクチ
ン導入前（2010 年）における臨床分離株をワ
クチン型、非ワクチン型株に分類し、アミノ
酸置換との関連を解析した（表１）。その結
果、非ワクチン型株では、ワクチン型株と比
較し有意に形質転換能が低い株が多いこと
が明らかとなった（P<0.001）。 
 
 

 
表 1. 2010 年の臨床分離株におけるアミノ酸
置換保有株の割合 
 
 
 
 
 
 
 
 しかし、ワクチン導入後である 2014 年の
株では、非ワクチン型も変異保有株の割合が
低く、有意差は認められなかった。このこと
は、ワクチン導入とともに、形質転換能が低
い株、すなわち適応進化しにくい株が、淘汰
された可能性を示唆している。 
 また、近年ワクチン導入とともに、莢膜型
のスイッチング現象が起こった可能性が報
告されている。この現象に、肺炎球菌の形質
転換能が関与している可能性が示唆された。 
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Amino acid
Substitution

P  value

Positive 3 (2.6) 13 (20.6)

Negative 112 (97.4) 50 (79.4)

Vaccine type
n (%)

Nonvaccine type
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