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概 要 

細菌学会黒屋奨励賞を、昨年度の伊豫田に引

き続き、今年は高橋が受賞したことは喜ばし

いことである。細菌第一部からだけではなく

細菌第二部からも同時に出ていることからも、

感染研における細菌関係の若手の研究者が学

会に認められるよい仕事をしていることの証

でもあり更にうれしいことである。選考委員

の個人的意見として、大学は独法化により、

資金的および時間的締め付けが厳しくなると

同時に、期限付採用が多くなっているので落

ち着いて研究できる環境ではなくなっており、

若手が学会賞の対象となるようなよい業績を

上げにくくなっている。それに比べると研究

機関は羨ましいという言葉を耳にする。確か

に感染研では今でも終身雇用として採用され

る人が多いので、腰を据えたテーマで研究し

やすい環境にはある。各自がその利点を大い

に認識し、さらなる向上を励んでほしいもの

である。良い実績をあげているさらなる多く

の若手がいるので、一つの励みとして黒屋奨

励賞を目指してほしい。４０歳未満が対象で

あるので、年齢的に残念な人も多くいること

は確かであり、それらの人は小林六造記念賞

を目指してほしいと期待している。研究は何

も学会賞を取ることが目的ではないが、励み

になることは確かである。 

今年度の研究としても、昨年度と同様に細菌

第一部の各室が担当する細菌（腸管出血性大

腸菌、サルモネラ、赤痢菌、腸チフス菌、ビ

ブリオ等の腸内細菌、レジオネラ、レンサ球

菌、肺炎球菌、レプトスピラ、ボレリア、髄

膜炎菌、淋菌、セラチア、梅毒スピロヘータ

―、口腔内細菌、結核菌等）の検査法の開発、

分子疫学的手法の確立とその応用、薬剤耐性

の疫学・耐性機序の解明、病原性因子の発現

制御、菌と宿主との相互作用および感染過程

の分子機構の解明を目指した研究を行った。 

研究費としては、厚生労働省科学研究費新

興・再興研究事業費（アジア連携、パルスネ

ット構築、人畜共通感染症，薬剤耐性機序、

劇症型レンサ球菌感染症、バイオテロ対策等

に関する研究等を担当）、厚生労働省科学研究

費食品安全確保研究事業費、厚生労働科学研

究費レギュラトリーサイエンス研究費、厚生

労働省科学研究費健康安全・危機管理対策総

合研究事業（レジオネラ感染症）、国際医療協

力事業費、文科省科研費，および広域食中毒

対策事業費等を得た。 

高橋英之が「髄膜炎菌の病原性に関する研

究」の成果により平成 21 年 3月に細菌学会黒

屋奨励賞を受賞した。部の人事としては、中

尾龍馬がスウェーデンに留学のため平成 20

年４月から休職し、平成 20 年 5 月１日付で、

河原井武人が研究職員（任期付き）として採

用された。 

 

研究業績 

Ⅰ. 腸管出血性大腸菌（志賀毒素産生性大腸
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菌）に関する研究 

(1)血清型に関する研究 

平成 20 年度に細菌第一部に送付されたヒト

由来の志賀毒素産生性大腸菌は総計 2,866 株

で、分離頻度の多い O血清群の順に O157（約

71%: H7, H-）, O26（約 16%: H11, H-）, O111

（約 4.6%: H-）, O145（約 1.9%：H-）, O121

（約 1.4%: H19, H-）, O103（約 1.3%: H2, H11, 

H51, HUT, H-）, O91（約 1.2%: H14, H21, H51, 

HUT, H-）, O165（約 0.59%: H-）で構成され

ており、その他（約 2%）は少なくとも 31 の O

血清群、50 の血清型に分類された。1997 年か

ら2008年までにHUS患者から単離された株で

最も多い O血清群は O157 で全体の約 89%を占

める。分離総数が少ないものの、HUS 患者か

らの分離数が比較的多い O 血清群として、

O121 と O165 が注目される（伊豫田淳、高井

信子、佐藤人美、寺嶋淳、泉谷秀昌、渡邉治

雄）。 

 

(2)腸管出血性大腸菌の PFGE による DNA 型別 

2008 年に国内で分離された腸管出血性大腸

菌 O157 のうち 1959 株および O26, O111 等を

含むその他の血清型 745 株に対して、パルス

フィールドゲル電気泳動法（PFGE）を用いて、

患者由来株、食品由来株、環境由来株等につ

いて解析を行った。2008 年分離の O157 につ

いては、XbaI 消化により 963 種類の PFGE パ

ターンが観察され、多様なクローンの存在が

継続していることが示唆された。一方、多く

の都府県（11～24 ヶ所）から分離されたパタ

ーンとして、Type No.(TN) c47, c57, c293, 

d92, d148 の 5 種類があった。これらの 5 種

類のパターンを示す株は、BlnI 消化によって

もそれぞれ大部分が同一パターンを示した。

分離株の示す PFGE パターンが異なっている

ものの、例年に引き続いて広域に及ぶ同一

PFGE タイプの O157 による事例が発生してい

ることが明らかになった。広域事例発生を早

期に探知してその拡大を阻止し得る監視網の

充実とともに原因究明に向けた対策が重要で

ある。（寺嶋 淳、斉藤康憲、菱谷 愛、今泉

綾子、高井信子、泉谷秀昌、伊豫田淳、三戸

部治郎、石原朋子、渡辺治雄） 

 

(3)腸管出血性大腸菌 O157 の Multiple-Locus 

VNTR Analysis による解析 

 PFGE により TN c47, c57, c293, d92, d148

を示す腸管出血性大腸菌 O157 のうち、BlnI

パターンが一致している株をMultiple-locus 

variable-number tandem repeat 

analysis(MLVA)法により 9 種類の遺伝子座に

ついて調べた。PFGE で同一パターンを示す株

のなかでも、MLVA により複数の遺伝子座でリ

ピート数が異なる株があったことから、遺伝

学的に異なる株が存在することが示唆された。

一方、PFGE に加え MLVA においてもすべての

遺伝子座でリピート数が一致する株について

は、その遺伝子構成が極めて類似しているこ

とが示唆された。さらに、24 都府県から 56

株が分離されている TN d148 では、55 株が

BlnIパターンにおいても同一パターンを示し、

44 株は MLVA でもすべての遺伝子座で繰返し

数が一致した。また、集団発生由来株で報告

されているわずかなリピート数の変異、すな

わち、1 遺伝子座について繰返し数が一つ及

び 2 つ異なる変異株が 6 株あったことから、

TN d148 56 株中 50 株については、やはり遺

伝子構成が極めて類似し、関連性が高いこと

が示唆された。（寺嶋 淳、斉藤康憲、菱谷 愛、

今泉綾子、高井信子、泉谷秀昌、伊豫田淳、

三戸部治郎、石原朋子、渡辺治雄） 
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(4)PFGE によるデータベース構築とその解析

結果利用のネットワーク化に関する研究 

全国の地方衛生研究所等から送付された分

離株について、PFGE 解析と解析結果のデータ

ベース構築を継続した。腸管出血性大腸菌

O157 の PFGE パターンのサブタイピングは、

PFGE 解析ソフト（BioNumerics）によるデン

ドログラムに基づいて行った。菌株送付機関

に対する解析結果の返信をメールで行うとと

もに、解析結果の一部は、ユーザ名とパスワ

ード管理下で感染症研究所のサーバーを利用

し て 「 PulseNet Japan 」 

(http://www0.nih.go.jp/~terajima/opn/ind

ex.html)で公開し、ほぼ１ヶ月おきにデータ

を更新した。（寺嶋 淳、今泉綾子、斉藤康憲、

菱谷 愛、高井信子、泉谷秀昌、伊豫田淳、

三戸部治郎、石原朋子、渡辺治雄） 

 

(5)病原性遺伝子群 LEE の発現制御に関する

研究  

腸管出血性大腸菌の多くは、LEE と呼ばれる

病原性遺伝子領域を保有する。LEE は 3 型蛋

白質輸送装置や宿主細胞へ局在する作用因子

などをコードしており、これらの機能は宿主

細胞への強固な接着に必須である。LEE の発

現は LEE にコードされるセントラルレギュレ

ータ Ler によって正に制御される。ler の転

写は LEE 領域外に散在的にコードされるマス

ターレギュレータ PchA, PchB, PchC によって

正の制御を受ける。昨年度構築した染色体上

のpch遺伝子とlacZの融合遺伝子の活性を指

標に、環境変化に応答した LEE の発現制御機

構について研究を開始した。 

 

ア)pchの転写活性とプロモーター構造の解析 

pchA-, pchB-, pchC-lacZ 遺伝子の転写量を

解析した結果、いくつかの環境（培養）条件

で LEE の発現変化に同調して、pch の転写活

性が変化することが明らかとなった。すなわ

ち、Pch は様々な環境シグナルを統合し、LEE

の発現調節を行う制御因子であると考えられ

る。pch の転写制御機構を解明する目的で、

キャピラリー型オートシークエンサーを用い

た 5’-RACE 法およびプライマー伸長法から

pchA, pchB および pchC の転写開始点とプロ

モーター構造をそれぞれ明らかにした（本田

尚子[東大・院医・博士課程]、伊豫田淳、寺

嶋淳、渡邉治雄）。 

 

イ)トランスポゾン挿入変異法による pchA の

転写制御因子の同定 

染色体上に pchA-lacZ 遺伝子を保有する腸

管出血性大腸菌O157株にTn5をランダムに挿

入した変異ライブラリーを構築し、pchA の転

写活性が低下した変異株をスクリーニングし

た。その結果、グラム陰性細菌に広く存在し、

LysRファミリーに属する転写制御因子をコー

ドするlrhAにTn5が挿入されたいくつかの変

異株では pchA の転写活性が顕著に低下して

いた。この現象は lrhA を運ぶ低コピープラス

ミドによって相補されたことから、LrhA は

pchAの転写活性化因子であることが示唆され

た（伊豫田淳、佐藤人美、本田尚子、寺嶋淳、

渡邉治雄）。  

 

ウ) LrhA による LEE 遺伝子の発現制御機構の

解析 

 野生株と比較して lrhA の欠損株では pchA

と pchB の転写活性が低下し、LEE にコードさ

れる 3型分泌蛋白質 EspB, EspD, EspA の発現

レベルが顕著に低下することが判明した。
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pchA と pchB の LrhA 依存性の転写に必要な調

節領域をプロモーター上流の欠失解析によっ

て同定した。精製した His-LrhA 蛋白質は、こ

れらの欠失解析で明らかとなった転写調節領

域に結合することを non-RI のゲルシフト法

および DNaseI フットプリンティング法によ

って明らかにした（本田尚子、伊豫田淳、寺

嶋淳、渡邉治雄）。 

 

(6)腸管出血性大腸菌のエフェクタータンパ

ク質 EspFu の機能解析 

 EspFu は III 型分泌装置を介して宿主細胞

へ局在するエフェクタータンパク質である。

宿主細胞内における EspFu の分子機構を解明

する目的で、EspFu と相互作用する宿主因子

の探索を行った。その結果、EspFu と宿主因

子 IRSp53 の結合が認められ、上皮細胞内にお

けるそれらの相互作用によって細胞膜の再構

築が誘導されることが明らかとなった。（石原

朋子、泉谷秀昌、寺嶋淳、渡辺治雄） 

 

II. サルモネラに関する研究 

(1)Salmonella Enteritidis のファージ型別

による解析 

 2008 年 に 当 研 究 所 に 送 付 さ れ た

Salmonella Enteritidis 232 株（うち、2008

年分離株は 155 株）に対し、ファージ型別を

行った。このうち集団事例由来株に関する解

析結果は以下の通りである。解析された 2008

年の集団事例 13 件のファージ型（PT）の内訳

としては、PT14b が 6 件（46%）、PT21 が 3 件

（23%）、PT4 が 2 件（15%）、PT1 および 47 が

各 1件（8％）であった。（泉谷秀昌、寺嶋淳、

工藤珠代、高井信子、李志英、渡辺治雄） 

 

(2)Salmonella Typhimurium のファージ型別

による解析 

 2008 年に当研究所に送付された多剤耐性

Salmonella Typhimurium の菌株 33 株につい

て、ファージ型別を行った（患者、環境、動

物由来を含む）。DT104 およびその関連株はこ

のうち 15 株であった。（泉谷秀昌、寺嶋淳、

工藤珠代、高井信子、李志英、渡辺治雄） 

 

(3)鶏肉由来 S. Infantis 株の解析 

 ヒト、鶏肉、トリ由来の S. Infantis 株に

ついて PFGE による遺伝子型別を行った。これ

らの株には blaCMY-2、blaCTX-M-14 などを保

有するセフェム系抗菌薬耐性株も含まれてい

た（但しヒト由来株は除く）。解析の結果、ヒ

ト、食品、トリの株が同じクラスターに含ま

れうることがわかり、由来に応じたクラスタ

ーを形成するわけではないことが明らかとな

った。（泉谷秀昌、寺嶋淳、工藤珠代、高井信

子、李志英、渡辺治雄、松本裕子（横浜市衛

研）、田口真澄（大阪府公衛研）、倉園貴至（埼

玉県衛研）、甲斐明美（東京都健安研）、浅井

鉄夫（動薬検）） 

 

(4)サルモネラ血清型別 

 2008 年に依頼、送付された 28 株について

血清型別をおこなった。検出された血清型は、

亜種 I の株に関しては、Newport, Poona, 

Infantis, Offa などであった。亜種ＩＩＩb、

IV の株もあり、血清型はＩＩＩb 61:l,v:1,5、

IV 50:z4,z23:-であった。（泉谷秀昌、工藤珠

代、高井信子、李志英、渡辺治雄） 

 

(5)日本国内で分離されたチフス菌・パラチフ

ス A菌のファージ型別による疫学的解析 

2008 年に国内で分離され、地方衛生研究所・

保健所から送付されたチフス菌・パラチフス
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A 菌についてファージ型別試験を行った。送

付された菌株数はチフス菌 49 株、パラチフス

A菌 21 株であり、例年と比べて大きな増減は

なかった。ファージ型別試験で主に検出され

たファージ型はチフス菌では、E1、E9、M1 型

であった。パラチフス A菌ではファージ型 1、

2型が多かった。［森田昌知、泉谷秀昌、高井

信子、渡邉治雄］ 

 

(6)日本国内で分離されたチフス菌・パラチフ

ス A菌の各種抗菌薬に対する感受性試験 

2008 年に国内で分離されたチフス菌・パラ

チフス A 菌のニューキノロン系及び第 3 世代

セフェム系抗菌薬等に対する感受性を検討し

た。ニューキノロン系薬剤 3 薬剤、第 3 世代

セフェム系薬剤 2 剤、その他に従来の治療

薬等合計 16 剤を用いた。感受性試験の結果、

チフス菌で約 71.4%、パラチフス A 菌でも

約 71.4%がニューキノロン低感受性であっ

た。また、第 3 世代セフェム系薬剤に耐性

を示すチフス菌が 1 株検出されたが、ニュ

ーキノロン耐性チフス菌・パラチフス A 菌

は検出されなかった。［森田昌知、泉谷秀昌、

高井信子、渡邉治雄］ 
 

(7)Salmonella SPI-2 遺伝子の１つ、ssaB の

ssrAB 非依存的発現制御機構の解析 

Salmonella の SPI-2 遺伝子群は、宿主細胞

内での菌の生存、増殖に必須であり、その発

現には master regulator、ssrAB が必須であ

り、「栄養飢餓かつ低 pH」条件で特にその発

現が上昇する。SPI-2 中 ssaB だけは、ssrAB

非存在下でも低 pH に反応して発現上昇する。

ssaB は SPI-2 の TTSS apparatus であるが、

同時に effector でもあり、また Salmonella

の鞭毛遺伝子発現を調節する制御因子でもあ

ることなどが近年になって報告され、SPI-2

の中でも特異な存在と目されている。このこ

とから、ssaB 特有の ssrAB 非依存的制御機構

解明は有意義と思われる。解析の端緒として

ssaB 発現 reporter 用の ssaB’-‘lacZ 転写

融合遺伝子を含む plasmid を作製したが、こ

の plasmid からの ssaB 発現は既報のような

ssrAB 非依存的な低 pH下での上昇を示さなか

った。ssaB’-‘lacZ 転写融合遺伝子を染色

体上に組み込んだ株では、前述の制御が再現

できた。現在この株に Tn5 での random 

mutagenesis を行い、ssaB 発現が低 pH でも上

昇しない mutant、及び、高 pH でも発現が高

い mutant をスクリーニングしている。 （中

山周一、渡辺治雄） 

 

III. ビブリオに関する研究 

（１）平成 20 年度に同定、血清型別などを依

頼 さ れ た Vibrionaceae お よ び

Aeromonadaceae 菌株 

平成 20 年度に同定、血清型別、生物型、遺

伝子型別および病原因子の検索の依頼を受け

た Vibrionaceae および Aeromonadaceae 菌株

は 84 株で Vibrio cholerae、V. mimicus およ

び Aeromonas spp.が含まれ、66.7%(56)は国

外（バングラデシュ-29、イタリア-14、米国

-13）から依頼された。国内株 28 株は 12 株が

V. cholerae non-O1, non-O139 で、O1 コレラ

菌が 7 株、Aeromonas spp.が 9 株であった。

国内株のうち 9株の Aeromonas spp.は河川か

ら分離されたものであり、6株の V. cholerae 

non-O1, non-O139 は海水から分離されたもの

であった。また、別の国内株6株のV. cholerae 

non-O1, non-O139 については、下痢症患者か

ら分離されたものであり、渡航者の検疫所で

の検出であった。これまで検疫所においては
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年間 100 例前後の検出例があり、海外ではコ

レラ菌のみならず V. cholerae non-O1, 

non-O139による下痢症に対しても注意すべき

である。この菌については病原因子が不明な

ため血清型別や遺伝子型別等の疫学情報の解

析、蓄積が重要であると考えられる。（荒川英

二、森田昌知、泉谷秀昌） 

 

(2)変異エルトール型コレラ菌の遺伝的多様

性 

現在のコレラ流行株である古典型コレラ毒

素を産生するエルトール型コレラ菌（変異エ

ルトール型コレラ菌）の分離株間の遺伝的多

様性を、NotI 消化による PFGE 及び 7 遺伝子

座を用いた MLVA により解析した。いずれの分

子疫学解析を用いても、変異エルトール型コ

レラ菌はサブタイプに分類されたことから、

変異エルトール型コレラ菌株間には遺伝的多

様性が存在していることが明らかとなった。

［森田昌知、泉谷秀昌、荒川英二、山本章治、

大西 真、渡邉治雄］ 

 

(3)Vibrio cholerae における III 型分泌装置

遺伝子群の分布 

環境由来 110 株、患者由来 14 株の V. 

cholerae について、III 型分泌装置遺伝子群

の有無を PCR により判別し、陽性菌株につい

ては O 血清型別を行った。その結果、環境由

来 110 株中 10 株が陽性であった。それらの血

清群の内訳は、O6 が 3 株、O12 が 2 株、O39、

O54、O84、O103 がそれぞれ 1 株ずつであり、

1 株はラフ型菌であった。患者由来株はラフ

型菌 2株が陽性を示した。全ての陽性菌株は、

コレラ毒素遺伝子を保有していなかった。［森

田昌知、大倉正稔（農研機構・動衛研）、泉谷

秀昌、荒川英二、山本章治、大西 真、渡邉治

雄］ 

 

(4)V. parahaemolyticus の食品からの迅速検

査法に関する研究 

平成 18 年度より厚生労働科学研究費補助金、

食品の安心・安全確保推進研究事業「食品に

おける微生物迅速検査法の開発及びその精度

評価システムに関する研究」(主任：小崎俊司)

において、腸炎ビブリオの食品からの検査法

について、標準試験法を基準としてそれより

も迅速な検査法の検討を開始した。現行の検

査法では成績が出るまでに 3-4 日かかり、消

費するまでの時間からすると、生食用魚介類

では実用的とは言い難い。Vibrio 属菌はその

生化学的性状が非常に類似しており、分離、

同定に複数の試験が必要であり、そのために

検査に時間がかかる。近年の PCR 法の利用に

より、特異的遺伝子の検出により同定の補助

的手法として取り入れられている。PCR 法は

酵素反応による DNA 増幅であるため、食品由

来成分による酵素反応の阻害での偽陰性も問

題となる。すでに toxR 遺伝子を標的とした

V. parahaemolyticus に特異的な PCR 法を新

たに開発したが、そこに pBR322 由来の DNA 断

片に toxR 遺伝子増幅用 primer 配列を持たせ

た内部陽性コントロール DNA(positive 

control template; PCT)を PCR 反応液に添加

する事を試みた。標的遺伝子の検出において、

PCT 添加による感度の変化や非特異反応等は

認められず、魚介類を材料とした場合におい

ても良好な成績が得られた。（荒川英二；磯部

順子(富山県衛生研究所)、緒方喜久代(大分県

衛生環境研究センター)、宮原美知子(国立衛

研)） 

 

(5)コレラ菌の遺伝子を迅速に改変する手法
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の確立 

 λ Red recombinase を利用した遺伝子組換

え法（λ Red recombineering）は，遺伝子を

迅速に改変する上で有用な技術であるが，そ

の適用範囲は大腸菌やサルモネラなどごく一

部の細菌に限られている。本研究は，この技

術をコレラ菌（Vibrio cholerae）の遺伝子操

作に応用し，その遺伝子機能解析を容易にす

る目的で行われた。λ Red recombineering に

用いられる組換えの供与 DNA は，改変部位の

上流と下流それぞれに相同な配列（相同拡張

配列）に両端を挟まれた薬剤耐性カセットで

ある。相同拡張配列の長さは組換え効率の決

定因子の一つであり，大腸菌においては 50bp

程の配列が必要とされる。まず，コレラ菌の

ctxB を欠失させるために，相同拡張配列を

様々な長さで含む供与 DNA を PCR 増幅し，こ

れらをλ Red recombinase を発現させた菌細

胞に導入した。その結果，相同拡張配列を

100bp 以上含む供与 DNA を用いた場合のみ，

ctxB を欠失させることができた。さらに，他

の遺伝子（toxTなど）を欠失させる場合でも，

供与 DNA の相同拡張配列は 100bp 以上必要で

あった。以上の結果より，コレラ菌においてλ 

Red recombineering を行う場合には，少なく

とも 100bp の相同拡張配列を含む供与 DNA が

必要であると結論された。（山本章治、泉谷秀

昌、森田昌知、荒川英二、渡辺治雄） 

 

IV. 赤痢菌 

(1)赤痢菌の遺伝子型別 

 2008 年に依頼、送付された赤痢菌 87 株に

ついてパルスフィールドゲル電気泳動法によ

る遺伝子型別を行った。使用した制限酵素は

XbaI であった。2008 年夏に輸入イカが原因と

疑われた事例について、複数の県からの菌株

について PFGE クラスターの集積が観察され

た。（泉谷秀昌、寺嶋淳、工藤珠代、高井信子、

李志英、石原朋子、渡辺治雄） 

 

(2)Shigella sonnei の MLVA による遺伝子型

別法の検討 

 1998 年から 2005 年までの海外渡航歴のあ

る患者から分離された S. sonnei 株について

8 遺 伝 子 座 に よ る multilocus 

variable-number tandem-repeat analysis 

(MLVA)の検討をおこなった。195 株について

検討した結果、分解能（Simpson’s index of 

diversity）は 0.993 と高い値を示し、その有

用性が示唆された。（泉谷秀昌、寺嶋淳、工藤

珠代、高井信子、李志英、石原朋子、渡辺治

雄） 

 

(3)赤痢菌の Type III 分泌装置発現の転写後

調節機構の解析 

赤痢菌の細胞侵入に必須な Type III 分泌装

置は、温度と塩濃度によって発現が厳密に制

御されるがその分子機構は長らく不明であっ

た。一連の研究はアクチベータ−である InvE

蛋白が、細菌の主要な RNA結合蛋白である Hfq

蛋白を介して発現調節される機構を初めて明

らかにした。また、遺伝的に同定された機能

未知の蛋白 YfgA の欠損株を作製したところ、

Hfq 欠損株と同様に、翻訳レベルで InvE 発現

が増加し、温度による制御が消失しているこ

とが示され、mRNA の分解を比較したところ、

yfgA 変異体では invE-mRNA が安定化している

ことが示された。（三戸部治郎、渡辺治雄） 

 

(4)赤痢菌感染による細胞破壊抑制機構の機

能解析 

これまでの研究から、赤痢菌野生株は感染細
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胞の生存を維持する機構（破壊抑制機構）を

持つことが示唆されている。赤痢菌による感

染細胞の破壊抑制機構においてどのような分

子メカニズムが関与しているのかを明らかに

するために、抗リン酸化特異抗体を含む抗体

マイクロアレイ解析によって感染細胞の細胞

内シグナル分子の挙動をモニタリングした。

本実験には野生株および細胞侵入に必要とさ

れる最小限の病原因子のみを保有する変異株

の感染細胞を用い、それらの比較解析を行っ

た。その結果、いくつかの細胞内シグナル分

子（DNA の損傷、細胞周期に関与するシグナ

ル分子など）において発現量およびリン酸化/

脱リン酸化の相違、ならびにその経時的変化

が認められた。（石原朋子、寺嶋淳、泉谷秀昌、

渡辺治雄） 

 

V. レンサ球菌に関する研究 

(1)日本における 2007 年の溶レン菌感染症サ

ーベイランス  

2007 年に全国の衛生研究所に収集された A

群レンサ球菌の菌株総数は、1682 株であり、

1663 株に対して T型別が行われた。分離頻度

の高かった T 型は、T12 (389/1663, 23.4%)、

T1 (278/1663, 16.7%)、T4 (225/1663, 13.5%)、

T6 (189/1663, 11.4%)であった。T12、T1、T4

型は 1992 年以降、毎年、高い分離頻度を示し

ている。T6 型の分離比率は、2006 年と比較し

て急激に上昇した。[池辺忠義、和田昭仁、松

永聡子、渡辺治雄、小黒祐子（福島衛研）、大

屋日登美（神奈川衛研）、奥野ルミ（東京都健

康安全研究センター）、嶋智子（富山衛研）、

勝川千尋（大阪公衛研）、富永潔（山口環境保

健センター）、緒方喜久代（大分衛生環境研究

セ ン タ ー ）、 The Working Group for 

β-hemolytic Streptococci in Japan] 

 

(2)日本における劇症型 A 群レンサ球菌感染

症のサーベイランスと起因株の emm 型別 

2007 年、38 症例報告があり、そのうち 36 症

例が劇症型溶血性レンサ球菌感染症の診断基

準を満たしていた。T1 分離株 14 例の emm 遺

伝子は、すべて emm1 と相同性を示し、M血清

型別でもすべて M1 型であった。T3 分離株 3

例の emm 遺伝子は、すべて emm3 と相同性を示

し、M血清型別でもすべて M3 型であった。T12

分離株 3 例は、2 例が emm12（M12）型、1 例

が emm22（M22）型であった。T28 分離株 3 例

は、すべて emm28 型（M28 型 1 例、型別不能 2

例）であった。T4 分離株 2例は、すべて emm4

（M4）型であった。2 例で分離された T14/49

型の emm 遺伝子は、それぞれ emm49, emm113

と相同性を示し、M 血清型別は型別不能であ

った。1 例ずつ分離された T22, TB3264, 

T5/27/44 型株の emm 型は、それぞれ emm22 

(M22), emm89（M 型別不能）, emm91（M 型別

不能）であった。T 型別不能株 6 株の emm 型

は、stg485（M 型別不能）が 2株、emm9（M 型

別不能）、emm12 (M12)、emm53（M 型別不能）、

stg245（M 型別不能）がそれぞれ 1 株であっ

た。[池辺忠義、和田昭仁、松永聡子、渡辺治

雄、小黒祐子（福島衛研）、大屋日登美（神奈

川衛研）、奥野ルミ（東京都健康安全研究セン

ター）、嶋智子（富山衛研）、勝川千尋（大阪

公衛研）、富永潔（山口環境保健センター）、

緒方喜久代（大分衛生環境研究センター）、The 

Working Group for β-hemolytic 

Streptococci in Japan] 

 

(3)日本における劇症型 G 群レンサ球菌感染

症のサーベイランスと起因株の遺伝子型別 

2007 年、3症例報告があり、そのうち 2症例
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が劇症型溶血性レンサ球菌感染症の診断基準

を満たしていた。これら劇症型感染症患者分

離株の emm 遺伝子型を行った結果、stg652, 

stg2078 がそれぞれ 1例であった。[池辺忠義、

和田昭仁、松永聡子、渡辺治雄、小黒祐子（福

島衛研）、大屋日登美（神奈川衛研）、奥野ル

ミ（東京都健康安全研究センター）、嶋智子（富

山衛研）、勝川千尋（大阪公衛研）、富永潔（山

口環境保健センター）、緒方喜久代（大分衛生

環境研究センター）、The Working Group for 

β-hemolytic Streptococci in Japan] 

 

(4)日本における劇症型 C 群レンサ球菌感染

症のサーベイランスと起因株の遺伝子型別 

2007 年、劇症型 C 群レンサ球菌感染症は 1

例の報告があった｡この株の emm 型は、

stl1929 (NIH438)であった。[池辺忠義、和田

昭仁、松永聡子、渡辺治雄、小黒祐子（福島

衛研）、大屋日登美（神奈川衛研）、奥野ルミ

（東京都健康安全研究センター）、嶋智子（富

山衛研）、勝川千尋（大阪公衛研）、富永潔（山

口環境保健センター）、緒方喜久代（大分衛生

環境研究センター）、The Working Group for 

β-hemolytic Streptococci in Japan] 

 

(5)日本における非 A, B, C, G 群溶血性レン

サ球菌による劇症型/重症レンサ球菌感染症

のサーベイランスと起因株 

2007 年、重症レンサ球菌感染症の報告があ

り、生化学的性状および 16S rDNA の配列から

S.intermedius（NIH407）によることが明らか

となった。[池辺忠義、和田昭仁、松永聡子、

渡辺治雄；岡崎則男、大屋日登美（神奈川衛

研）、The Working Group for β-hemolytic 

Streptococci in Japan] 

 

(6)日本における劇症型/重症溶血性レンサ球

菌感染症の薬剤感受性試験 

2007年に発症した劇症型/重症溶血性レンサ

球菌感染症を引き起こした 53 株について薬

剤感受性試験を行った。エリスロマイシンに

対し、24.5%の株が、耐性を示した。また、ク

リンダマイシン、テリスロマイシンに対し、

5.7%の株が、耐性を示した。シプロフロキサ

シンに対し、9.4%が低感受性、1.9%が耐性を

示した。一方、ペニシリン G、アンピシリン、

セファゾリン、セフォタキシム、イミペネム、

パニペネムに対して感受性を示した。[池辺忠

義、和田昭仁、松永聡子、渡辺治雄、小黒祐

子（福島衛研）、大屋日登美（神奈川衛研）、

奥野ルミ（東京都健康安全研究センター）、嶋

智子（富山衛研）、勝川千尋（大阪公衛研）、

富永潔（山口環境保健センター）、緒方喜久代

（大分衛生環境研究センター）、The Working 

Group for β-hemolytic Streptococci in 

Japan] 

 

(7)劇症型溶血性レンサ球菌感染症患者分離

株の菌の遺伝的特徴と免疫回避機構 

劇症型/重症溶血性レンサ球菌感染症を引き

起こした emm49 型株について調べたところ、

共通してセンサー蛋白質をコードする csrS

遺伝子に変異が起きていることが判明した。

この変異により、様々な病原遺伝子の発現が

上昇していることが判明した。この変異によ

り発現が上昇したストレプトリジン O と IL-

８プロテアーゼの作用によりにより、好中球

による貪食から回避していることが判明した。

[池辺忠義、川端寛樹、渡邉治雄；阿戸学、小

林和夫（免疫部）、竹森利忠（理研）] 

 

VI. レジオネラに関する研究 
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(1)Ethidium monoazide (EMA) 処 理 と 

Real-time PCR のコンビネーションによって

環境水からレジオネラ生菌のみを定量解析で

きる検査法の開発 

 レジオネラ属菌は人工的水利用設備に生息

する細菌捕食性原虫の中で増殖してヒトに感

染する。レジオネラ感染を予防するため、こ

れらの水利用設備は定期的に清掃、消毒、レ

ジオネラの培養検査が行われている。しかし、

レジオネラの培養には時間 (4-7 日) がかか

り、環境や患者由来検体よりレジオネラを迅

速に検出できる方法の開発が求められている。

Ethidium monoazide (EMA) は特異的に死菌の

損傷した細胞膜を透過し、その菌の染色体DNA

に結合し、可視光の照射により DNA を切断す

ることができ、PCR 増幅を抑制できる。我々

は EMA のこの特性を利用し、PCR/real-time 

PCR によって生菌のレジオネラ DNA のみを

検出する方法を試した。昨年度は実験室内で

調製した菌液を用い、EMA 処理したレジオネ

ラ死菌の 16S rRNA 遺伝子をターゲットとす

る Real-time PCR により推測された菌数は 

EMA 処理しない場合の菌数の 10-4-10-5 とな

ったことを報告した。本年度、環境水サンプ

ルを用いて、レジオネラ生菌のみの定量解析

を行った。その結果、この方法で環境水から

レジオネラの生菌のみを迅速に検出できるこ

とを明らかにした。（常彬、前川純子、倉文明、

渡辺治雄） 

 

(2)Ethidium monoazide (EMA) 処理および 5S 

rRNA 遺伝子をターゲットする Real-time 

PCR のコンビネーションによるレジオネラ生

菌のみの定量解析  

 EMA 処理およびレジオネラ 16S rRNA 遺伝

子をターゲットする Real-time PCR のコン

ビネーションは環境中のレジオネラ生菌のみ

を迅速に検出できるが、PCR 増幅するフラグ

メントの長さは約 460 bp で、検出感度 (≧

100 CFU/100 ml) が低かった。一方、レジオ

ネラの 5S rRNA 遺伝子をターゲットする 

Real-time PCR の増幅するフラグメントの長

さは 108 bp で、検出感度 (1 CFU/100 ml) が

高かった。検出感度を上げるために、我々は

EMA 処理および 5S rRNA 遺伝子をターゲッ

トする Real-time PCR のコンビネーション 

による定量解析を試した。その結果、

Real-time PCR により推定された環境水中の

レジオネラの菌数は培養で得られた実際な生

菌数より多かった。EMA 処理および 5S rRNA 

遺伝子をターゲットする Real-time PCR の

コンビネーションでは環境水の中に含まれて

いるレジオネラ死菌の PCR 増幅を完全に抑

制することができなかった。その理由として: 

1)16S rRNA および 5S rRNA 遺伝子のフラグ

メントの長さの差による PCR の増幅効率の

違い；2) EMA の 16S rRNA と 5S rRNA 遺伝

子 DNA への結合率の差による PCR 増幅阻害

率の違いが考えられた。（常彬、前川純子、倉

文明、渡辺治雄） 

 

(3)掛け流し式温泉におけるレジオネラ属菌

汚染 

ア)レジオネラ汚染の実態 

 2005 年 6 月～2006 年 12 月の期間、全国の

循環系を持たない掛け流し式温泉 182 施設を

対象に、レジオネラ属菌等の病原微生物汚染

調査を行い、29.5％（119/403）の試料からレ

ジオネラ属菌を検出した。採取地点別の検出

率は浴槽が 39.4％と最も高く、貯湯槽 23.8％、

湯口 22.3％、源泉 8.3％と続いた。陽性試料

の平均菌数（幾何平均値）は 66 CFU/100mL で、
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菌数の最高値は源泉、貯湯槽、湯口でそれぞ

れ 180、670、4,000 CFU/100mL と増加し、浴

槽では 6,800 CFU/100mL に達した。陽性試料

の 84.7％から Legionella pneumophila が分

離され、血清群（SG）別では SG 1、5、6 が

それぞれ 22、21、22％と同程度の検出率であ

った。 

 

イ) レジオネラ汚染とそのリスク因子 

 レジオネラ属菌の汚染に関与する構造設備

及び保守管理の特徴を明らかにするため、浴

槽と湯口上流側とに分けて、多重ロジスティ

ック回帰分析を行った。浴槽での汚染リスク

は、湯口水がレジオネラに汚染されている場

合（OR＝6.98，95％CI＝2.14～22.8）及び浴

槽容量が 5m3 以上の場合（OR＝2.74，95％CI

＝1.28～5.89）に高く、pH 6.0 未満（OR＝0.12，

95％CI＝0.02～0.63）では低下した。同様に，

湯口上流では pH 6.0 未満（OR＝0.06，95％CI

＝0.01～0.48）及び 55℃以上（OR＝0.10，95％

CI＝0.01～0.77）でレジオネラ汚染を抑制し

た。レジオネラ属菌以外の病原微生物として

抗酸菌、大腸菌、緑膿菌及び黄色ブドウ球菌

を検査し、汚染の実態を明らかにした。〔烏谷

竜哉、井上博雄(愛媛県立衛生環境研究所)； 

黒木俊郎(神奈川県衛生研究所) 、大谷勝実

(山形県衛生研究所) 、山口誠一(元山形県村

山保健所)、佐々木美江(宮城県保健環境研究

所)、 齊藤志保子(秋田県衛生科学研究所)、 

藤田雅弘(群馬県衛生環境研究所)、 杉山寛治

(静岡県環境衛生科学研究所)、中嶋 洋(岡山

県環境保健センター)、 村上光一(福岡県保健

環境研究所)、 田栗利紹(長崎県環境保健研究

センター)、 藏元 強(鹿児島県伊集院保健

所)；倉 文明、前川純子；八木田健司、 泉

山信司（寄生動物部）；山崎利雄（バイオセー

フティ管理室）； 縣邦雄（アクアス（株）つ

くば総合研究所）〕 

 

(4)クロラミンによるレジオネラに対する不

活化作用 

 結合塩素として作用する消毒薬であるモノ

クロラミンについて、pH 7.5 および pH 8.8

の緩衝液に Legionella pneumophila 血清群 1

（Nagasaki 80-045 株）を浮遊させ、40℃で

静置し、一定時間後に採取して、その中の生

菌数をBCYEα培地でコロニー数として求めた。

10 分あるいは 30 分間の実験期間中、全残留

塩素の減少は 9.3％未満であった。pH 7.5 で

は、1.0 mg/L の残留塩素濃度で、10 分以内に

生菌は非検出（対数で<- 4.31）となった。3.0 

mg/L では 5 分以内で非検出、5.6 mg/L では、

2 分以内で非検出となった。一方、pH 8.8 で

は pH 7.5 に比べ不活化効果が緩やかになり、

非検出となるまでの時間は約 2 倍に延びた。

1.1 mg/L の残留塩素濃度で 20 分以内に生菌

は非検出、3.1 mg/L では 9分以内で非検出、

6.1  mg/L では 5 分以内で非検出となった。

不活化効果は 2 相性で、緩やかな殺菌とその

後の急速な殺菌が見られた。急速な不活化に

至るまでの時間はモノクロラミンの濃度に依

存 し た 。 さ ら に 種 々 の 血 清 群 の L. 

pneumophila 浴槽水由来 9株も 1.1 mg、30 分

処理で非検出となった。これらのことから、

L. pneumophila の消毒には 1 mg/L で十分に

有効であった。〔倉 文明、遠藤卓郎、渡辺治

雄；泉山信司（寄生動物部）〕 

 

(5)DNA-DNA ハイブリダイゼーション（DDH）

よる新菌種の同定 

 日本の環境水から分離されるが市販の DDH

キットで同定できないレジオネラ属菌種を
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DDH 法により同定するため、L. busanensis、

L. greisilensis 、 L. londiniensis 、 L. 

nautarum 、L. quinlivanii の 5 菌種につい

て基準株間の相対類似度の測定・検査精度の

検討を行った。その結果、これまで mip、16S 

rRNA遺伝子の塩基配列決定で同定されていた

L. londiniensis 、 L. nautarum 、 L. 

quinlivanii が DDH でも同定され、塩基配列

決定では同定不能であったレジオネラ属菌株

が L. busanensis と新たに同定された。〔山崎

利雄（バイオセーフティ管理室）；前川純子、

倉 文明、渡辺治雄〕 

 

(6)レジオネラの迅速検査 

ア）qRT-PCR を用いたレジオネラ属菌迅速検

査法の検討 

簡便、迅速で定量性に優れたレジオネラ属菌

の核酸検出法を開発する目的で、レジオネラ

のリボソーム RNA を鋳型として検出する

qRT-PCR 法（逆転写産物を鋳型とした定量

PCR）を検討した。培養法と同様に濃縮した試

料をさらに遠心濃縮し、Proteinase K を用い

た酵素溶解反応後、カラム精製のステップを

省略して希釈するだけの簡便な方法によって

逆転写反応用の鋳型 RNA を調製した。これを

鋳型として逆転写反応を行った後、市販のDNA

検査試薬を用いて qPCR を実施した。本法は、

培養標準株を用いた検量線の検討から高感度

検出（qPCR と比較して 1000 倍程度高感度）

が可能であること、ならびに、実試料を用い

て阻害を受けないことを確認した。実試料の

検討結果は、通常のリアルタイム PCR 法と高

い相関（R2=0.771）を示し、これまでの DNA

検査と同様の結果が簡便かつ高感度に得られ

た。一般に RNA は不安定で速やかに分解され

ると考えられているが、当該研究においては、

rRNA は DNA とほぼ同じ挙動を示し、環境中に

おいても比較的長く保存されていることが示

唆された。死菌の rRNA が安定であることは、

試験管内試験においても確認した。培養法で

10 CFU/100mL 以上の検体は、qRT-PCR 法の定

量値でも 10 CFU/100mL 以上の値を示し、実施

した範囲では培養陽性の検体から確実に

qRT-PCR 陽性が得られた。本方法を、DNA 検査

法にかわる、次世代の検査法として提案した

い。〔烏谷竜哉（愛媛県立衛生環境研究所）、

青木紀子（愛媛県立衛生環境研究所）、山本純

子（タカラバイオ（株）製品開発センター）、

泉山信司（寄生動物部）；倉 文明、遠藤卓郎〕 

 

イ ) 専 用 試 薬 に よ る Legionella 

londiniensis の迅速検査 

レジオネラ属菌の迅速検査法は培養試験法

に比べて短時間に結果が得られることから期

待が寄せられているが、迅速検査法と従来の

培養試験法の結果に不一致が生じて判断に苦

慮する場面がある。特に培養陽性、迅速検査

法陰性になった場合が問題となり、理由とし

て阻害による偽陰性、あるいは迅速法で検出

できない菌種の培養検出がある。後者で特に

問題とされているのは L. londiniensis の不

検出で、培養で検出されることはしばしばあ

るが、市販の検査試薬 2 種のいずれも検出し

ないことが反応特異性の検討結果からすでに

明らかとなっている。この L. londiniensis

を検出するためのプライマーセットを開発し、

培養陽性、迅速検査法陰性となった試料のコ

ロニーから PCR および LAMP を行って実際に

L. londiniensis であることが確認できた〔烏

谷竜哉（愛媛県立衛生環境研究所）、佐々木美

江（宮城県保健環境センター）、山本純子（タ

カラバイオ（株）製品開発センター）、安中敏
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光（栄研化学（株）生物化学研究所）、泉山信

司（寄生動物部）；前川純子、倉 文明、遠藤

卓郎〕 

 

ウ) DNA 抽出法の改良 

H19 年度提案した DNA 抽出法（酵素溶菌法）

の簡便性や精度などに対する改良の必要性か

ら、リゾチーム処理の削除と繰り返し溶出（50 

μL で 2 回、計 100 μL）を追加した新プロトコ

ルを作成したことにより、簡便性と精度の改

善を実現できた。2log 菌液を用いた 3連の繰

り返し回収実験における回収率の平均±標準

偏差は 113.63±9.07％となり、高濃度菌液に

おける回収率も向上した（30～70%から全て

100%超に向上）。改良酵素溶菌法はフミン酸の

影響をほとんど受けなかったのに対し、キレ

ックス樹脂法とアルカリ抽出法は、共に 1.6 

mg/L 水溶性フミン酸および 0.1mg/L 不溶性フ

ミン酸で阻害されることが明らかとなり、前

者のフミン質含有温泉試料適用における優位

性が示された。後二者はフミン酸含有試料へ

の適用は制限されるが、簡便性は十分確認さ

れたため白湯などへの応用は可能であると考

えられた。さらに、改良酵素溶菌法を基盤と

した試作キットが有効であることを実証した。 

〔田栗利紹（長崎県環境保健研究センター）、

泉山信司（寄生動物部）；倉 文明、遠藤卓郎〕 

 

エ) 阻害回避試薬を用いた迅速検査 

レジオネラ属菌の迅速検査法は培養試験法

に比べて短時間に結果が得られることから期

待が寄せられているが、迅速検査法は阻害物

質による偽陰性が問題となる場合がある。ア

ルカリ熱抽出法は簡便な鋳型調製法として好

まれているが、フミン酸等の影響を受ける場

合があることから温泉試料等への適用には注

意が必要で、利用は白湯など阻害物質が含ま

れないと考えられる試料に限定されていた。

当該研究では反応阻害回避試薬に着目し、ア

ルカリ熱抽出法との併用を検討した。依頼検

体として持ち込まれた不特定多数の浴槽水

126 件からアルカリ熱抽出法で鋳型を調製し

LAMP 反応を実施した。反応阻害回避試薬の使

用の有無で反応性を比較した結果、反応の陽

転が 10 件、反応時間（Tt 値）の短縮が 22 件

あり、明らかな改善が認められた。環境試料

における迅速検査においては、反応阻害回避

試薬の利用が推奨された。〔泉山信司（寄生動

物部）、安中敏光（栄研化学（株）生物化学研

究所）; 倉 文明、遠藤卓郎〕 

  

(7) Legionella pneumophila の遺伝子型およ

びモノクローナル抗体型の解析 

ア)環境分離株の解析 

 日本各地から分離された Legionella 

pneumophila 血清群 1 の環境分離株（浴槽水

分離株 30 株、冷却塔水分離株 34 株）につい

て遺伝子型別（SBT）を行った。従来の 6つの

遺伝子に neuA 遺伝子が追加され、7つの遺伝

子により SBT を行うことになったため、以前

に型別を行った浴槽水分離株 10 株、冷却塔水

分離株 14 株について neuA 遺伝子の型別を追

加した。浴槽水分離株 40 株は 29 種類に型別

され、多様であった。冷却塔水分離株 48 株は

6 種類に型別され、多様性に乏しく、37 株

（77%）が ST1 であった。モノクローナル抗体

（MAb）型別の結果は、浴槽水分離株 40 株は

9 種類、冷却塔水分離株 48 株は、4 種類に型

別された。 

 

イ)臨床分離株の解析 

 昨年度より、レジオネラレファレンスセン
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ターにおいてL. pneumophila臨床分離株の収

集を行っており、収集した 20 株を含む 61 株

の臨床分離株について SBT を行ったが、今年

度は新たに収集された 15 株および従前に収

集された 10 株について SBT を行った。昨年度

解析を行なった菌株を含め、臨床分離株 86 株

は 53 種類に型別された。また、昨年度及び今

年度に収集された菌株のうち血清群 1 の菌株

についてはモノクローナル抗体（MAb）型別を

行った。血清群 1の臨床分離株 69 株は 7種類

に型別された。SBT と MAb 型別を組み合わせ

ると、86 株は 58 種類に型別され、その疫学

的有用性が確認できた。 

 

ウ)分離株の由来による違いについて 

 臨床分離株、浴槽水分離株、冷却塔水分離

株あわせて 174 株が、82 種類に型別され、そ

れぞれ、遺伝子型やモノクローナル抗体型の

分布や頻度が異なっていた。さらに得られた

遺伝子型について minimum spanning tree 法

による解析を行った。冷却塔水分離株は、ST1

以外の株も 1株を除いて、ST1にやや近縁で、

また互いに似ており、1 つの complex を形成

していた。それ以外の大きな complex はすべ

て浴槽水分離株と臨床分離株を両方含んでい

た。[前川純子、倉 文明、常 彬、渡辺治雄、

青木敏也（山形衛研）、渡辺祐子（神奈川衛研）、

安形則雄（名古屋市衛研）、貫名正文（神戸市

環境保健研）、中嶋 洋（岡山県環境保健セン

ター）、河野 喜美子（宮崎県衛生環境研）、多

田有希（感染症情報センター）、Jürgen H. 

Helbig（ドレスデン工科大学）] 

 

(8) 土 壌 か ら 分 離 さ れ た Legionella 

pneumophilaの鞭毛遺伝子型別について —浴

槽・給湯水、冷却塔水および臨床分離株との

比較— 

 昨年度は日本各地の土壌から分離された

Legionella pneumophila 33 株と都内の給湯

水分離株 12 株について flaA 遺伝子の塩基配

列の差異に基づく型別を行い、以前調べた浴

槽水、冷却塔水および臨床分離株と比較した。

今年度は、土壌分離株 48 株の結果を追加した。

冷却塔水分離株はflaA1とflaA11の２つの遺

伝子型が 88%を占める一方、浴槽水・給湯水

分離株は flaA2、flaA3、flaA6、flaA7 の 4 つ

で 85%となり、flaA 遺伝子型の分布に違いが

見られる。土壌由来株の flaA 遺伝子型は、一

部浴槽水由来のものと重なっていたが、頻度

が大きく異なり（flaA2とflaA6で40%、 flaA3

と flaA7 は合わせて 2%と少ない）、また浴槽

水および冷却塔水分離株ではほとんど見られ

ない遺伝子型（flaA5 と flaA12 で 48%）も存

在した。冷却塔水分離株に多い、flaA1 と

flaA11 は見られなかった。したがって、土壌

分離株、浴槽水・給湯水分離株、冷却塔水分

離株のそれぞれで、flaA 遺伝子型の頻度が異

なることが明らかとなった。[前川純子、倉 

文明、常 彬、鈴木敦子（東京都予防医学協

会）、市瀬正之（左同）、古畑勝則（麻布大学、

環境保健学部）、渡辺治雄] 

 

(9) Legionella rubrilucens の最初の臨床分

離事例 

肺炎患者の喀痰と患者が入浴した温泉水か

ら L. rubrilucens を分離した。温泉水と患者

からの L. rubrilucens 株の PFGE パターンが

一致したので温泉水からの感染であると示唆

された。レジオネラ尿中抗原（Biotest EIA）

も陽性であったので、L. rubrilucens と

Legionella pneumophila の複合感染であると

示唆された。温泉水から L. pneumophila 血清
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群 1 は分離されなかったが、温泉水から分離

された L. pneumophila Untypable の可溶性抗

原に、この尿中抗原測定キットは反応した。

温 泉 水 中 の レ ジ オ ネ ラ 属 菌 量 は 100 

CFU/100mL であった。患者血清抗体価も測定

したが力価は低かった。L. rubrilucens のヒ

トからの分離例は国内外で初めてである。〔藤

井伸一郎（岩手県環境保健研究センター）、松

井美紀夫（松井内科医院）、白岩利惠子（二戸

保健所）；前川純子、倉 文明〕 

 

VII. 髄膜炎菌に関する研究 

(1)Signiture Tag Mutagenesis (STM) を用い

た髄膜炎菌の新規病原性因子の網羅的スクリ

ーニング 

これまでの研究から ST-2032 株には既知因

子以外の接着・侵入因子の存在が示唆された。

その因子を探索するために、トランスポゾン

を in vitro で精製染色体 DNA 上にランダム

に挿入させた後にその DNA を ST-2032 株に

戻すという手法を用いた STM による ST-2032

株の網羅的な変異体ライブラリーを作製し、

ヒト脳血管内皮細胞 HBMEC に対する接着性も

しくは侵入性が低下した変異株を単離、同定

した。約 5700 の変異株から３段階のスクリー

ニングを経て約 120 株が単離された。そのう

ち、機能が未同定だと推定される遺伝子が破

壊された変異株は約 56 株で破壊株が重複す

るものが 4 種類得られた。またさらに 4 種類

の変異を加えた、計 8 種類の変異株に関して

野生株へのもどし交配と野生型遺伝子の導入

による機能相補試験を行った結果、5 種類に

関してはトランスポゾンによる遺伝子挿入破

壊によって細胞侵入性が低下していることが

明らかとなった。今後はそれらの遺伝子に関

して個々に解析を行い、宿主細胞感染におけ

るその遺伝子の機能についてさらに解析する

予定である。[高橋英之、Kwang Sik Kim（Johns 

Hopkins Univ）、渡辺治雄] 

 

(2)グルタミン酸トランスポーターオペロン

中の遺伝子 NMB1964 による宿主細胞侵入誘導

機構の解析 

前項の遺伝子の中で NMB1965-NMB1964 の遺

伝子群（オペロン）にトランスポゾンが挿入

された変異株が同定された。NMB1965 は低 Na+

濃 度 下 で 駆 動 さ れ る Na+/glutamate 

symporter として細胞内生育に必要な因子と

して 2005 年に同定されており、当初は我々の

NMB1965-NMB1964 トランスポゾン挿入変異株

も細胞内生育の低下による顕著な細胞内侵入

低下として観察されていると考えられた。し

かし、得られた NMB1965-NMB1964 トランスポ

ゾン挿入変異株及びその欠失変異株は細胞内

の生育は我々のアッセイ条件では顕著な細胞

内生育の低下は認められず Na+/glutamate 

symporter の欠損による細胞内生育低下だけ

では細胞内侵入の低下は説明できないと推測

された。今後は NMB1964 遺伝子の宿主細胞感

染における機能についてさらに分子遺伝学的

及び細胞生物学的に解析を進める予定である。

[高橋英之、Kwang Sik Kim（Johns Hopkins 

Univ）、渡辺治雄] 

 

(3)本年度に発生した髄膜炎菌性感染症の起

炎菌株の疫学的解析 

2007 年度１年間に感染研に収集された 2 株

の髄膜炎菌の疫学的解析を行なった。それら

の髄膜炎菌株の血清型は共に Y 群であった。

MLST 法による分子疫学的解析の結果は ST-23

が 1 株、ST-3015 が 1 株であった。帆年度は

例年になく感染研への株の回収が少なかった
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が、近年日本で検出され始めて今回で 4 例目

となる ST-3015 が検出されたことが注目され

る。髄膜炎菌性髄膜炎は全数把握にもかかわ

らず菌株の回収が困難なために日本の髄膜炎

菌株の分類の全容把握はかなり難しいが、今

回のように珍しい ST 株が検出・分類されると

いうことは日本で最も検出される ST-23 のよ

うな古典的な髄膜炎菌株が広く存在している

中にまだまだ未知の遺伝子型の髄膜炎菌が潜

在している可能性が示唆され、引き続きサー

ベイランスをしていく必要性があろう。[高橋

英之、渡辺治雄] 

 

VIII. 臨床細菌に関する研究 

（１）肺炎球菌に関する研究 

医薬品・医療機器等レギュラトリーサイエン

ス総合研究事業（ワクチン有用性向上のため

のエビデンス及び方策に関する研究）の協力

研究者として 8 県の小児の無菌検体より分離

された肺炎球菌の血清型別、薬剤感受性試験、

シークエンスタイピングを行った。(和田昭仁、 

神谷斉[国立病院機構三重病院]、宮村達男[所

長]) 

 

IX.ボレリアに関する研究 

(1)国内産爬虫類寄生性マダニから見いださ

れたボレリアとそのマダニ体内での動態に関

する研究 

輸入爬虫類とそれらに寄生しているマダニ

の一部が、複数のボレリア種から構成される

一群のボレリア（以下 REP Borrelia）に感染

していることを明らかにしてきた。一方で、

国内に生息する爬虫類および爬虫類寄生性マ

ダニのボレリア感染の有無については全く調

べられていない。そこで本研究では、国内に

分布する爬虫類寄生性マダニであるカメキラ

ラマダニ（Amblyomma geoemydae）のボレリア

保有調査を行った。沖縄県にてセマルハコガ

メ、ヤエヤマイシガメ等の体表から A. 

geoemydae 221 個体を採取し、個体別にボレ

リアの DNA 検出・分離を実施した。また経ス

テージ感染の有無を明らかにするために、一

部の飽血マダニについては脱皮後解剖し、中

腸でのボレリア感染の有無を調べた。試験に

供した A. geoemydae 221 個体中 93 個体

（42.08％）から、ボレリアが分離または DNA

陽性となった。見いだされたボレリアは鞭毛

抗原遺伝子の塩基配列に基づく系統解析から、

REP Borrelia の類縁種（27.15%, 60/221）、

および回帰熱群ボレリアの一種と推定される

未知のボレリア（15.84%, 35/221）と同定さ

れた。このうち２個体のマダニは両ボレリア

に重複感染していることが示された。また、

脱皮マダニ個体の中腸からREP Borreliaの類

縁種が見いだされたことから、本ボレリアが

A. geoemydae 体内で経ステージ感染している

ことが確認された。以上の結果から、A. 

geoemydae が本ボレリアの媒介動物である可

能性が考えられた。[川端寛樹、高野愛（岐阜

大）、武藤麻紀、小笠原由美子、渡邉治雄、岡

村麻生（西表野生生物保護センター）、藤田博

己（大原研究所）、角坂照貴（愛知医科大学）、

今内覚（北海道大）、田島朋子（大阪府大）] 

 

(2)野生鳥類を主とした国内生態系における

ボレリアの存在様式と病原体拡散に関するリ

スクの検討 

感染症法規定疾患には動物由来感染症約 50

疾患が含まれているが、この内の約半数は節

足動物媒介性感染であり、公衆衛生上、重要

な位置づけがなされている。そこで本研究で

は、マダニが媒介する動物由来感染症に関し
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て、国内における生態系内でのボレリアの病

原体拡散に関するリスク因子を明らかにする

ことを主目的とした。病原体拡散に関するリ

スク因子として、野生鳥類の移動に焦点を当

て研究を行った。野生鳥類の捕獲は 31 都道府

県で行い、鳥類 60 種よりマダニ 1463 個体を

得た。シュルツェマダニ(29.0％)、アカコッ

コマダニ(16.4％ )、およびキチマダニ

(28.8％)が主な鳥類寄生マダニとして同定さ

れた。また、病原体検索を行ったマダニ 1337

個体中、106 個体 （7.9％）でボレリア DNA

が検出された。この内、ライム病病原体

Borrelia gariniiが 65.1％であったことから、

鳥類（野鳥）の移動に付随してマダニ種とこ

れを媒介種とする病原体種が高い確率で拡散

している可能性が示唆された。さらに、ボレ

リアを保有している確率が高い鳥種について

も検討を行った。この他、アメリカで報告の

ある、Southern tick associated rash illness 

(STARI)の病原体である B. lonestari に類似

の病原体 DNA を見出したほか、回帰熱群ボレ

リア DNA をサワイカズキダニより見出した。

今後、鳥類の移動（渡り）経路と、鳥種、寄

生マダニ種、および病原体種との関連をさら

に検討するとともに、公衆衛生に対する情報

還元を計りたい。[川端寛樹、武藤麻紀、高野

愛（岐阜大）、渡邉治雄、藤田博己（大原研究

所）、坂田明子（ウイルス１部）、安藤秀二（ウ

イルス１部）、鶴見みや古（山階鳥類研究所）] 

 

X.レプトスピラに関する研究 

(1)宮崎県におけるヒトおよびイヌのレプト

スピラ症強化サーベイランス 

2006 年夏季にレプトスピラ症の多発があっ

た宮崎県で，昨年度に引き続きヒトとイヌの

レプトスピラ症強化サーベイランスを行った．

その結果，ヒトではレプトスピラ症疑い 10 例

中 1 例のレプトスピラ症が確定診断された．

またイヌは 25 例中 16 例がレプトスピラ症と

確定診断された．このうちイヌ 9 頭の血液か

らレプトスピラが分離され，レプトスピラの

鞭毛構成遺伝子のひとつである flaB 遺伝子

の部分塩基配列から，分離株はすべて

Leptospira interrogans と推定され，また血

清群は Australis, Autumnalis, Hebdomadis

であった．[小泉信夫，武藤麻紀，渡辺治雄，

山本正悟（宮崎県衛生環境研究所），下村高司

（宮崎県衛生管理課），相馬宏敏（宮崎県健康

増進課）]  

 

(2)国内のイヌのレプトスピラ症発生調査 

全国でのイヌのレプトスピラ症の発生状況

を明らかにするための初動調査として，千葉，

三重，福岡，佐賀，熊本および沖縄県で，宮

崎県と同様に検査定点サーベイランスを行っ

た．その結果，千葉，三重(奈良)，福岡，佐

賀，熊本の各県で陽性イヌを検出した．また

三重県のイヌからレプトスピラが分離され，

flaB 遺 伝 子 の 部 分 塩 基 配 列 か ら ， L. 

interrogans と推定された．[小泉信夫，武藤

麻紀，渡辺治雄，横山栄二（千葉県衛生研究

所），赤地重宏（三重県保健環境研究所），濱

﨑光宏，堀川和美（福岡県保健環境研究所），

坂本晃子，舩津丸貞幸（佐賀県衛生薬業セン

ター），松本一俊，八尋俊輔，原田誠也（熊本

県保健環境科学研究所），岡野祥，平良勝也，

中村正治（沖縄県衛生環境研究所）] 

 

(3)フィリピンにおける野鼠からのレプトス

ピラの分離・性状解析 

フィリピンで捕獲した野鼠からレプトスピ

ラを分離し，性状解析により L. interrogans 
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serovar Manilae, serovar Losbanos, 

serogroup Grippotyphosa お よ び L. 

borgpetersenii serogroup Javanica と同定

した．これらの株は患者分離株と免疫学的・

遺伝学的に同一であることから，フィリピン

のレプトスピラ症は野鼠が原因となり洪水を

介しておきていることが明らかとなった．ま

た ， 野 鼠 お よ び ス イ ギ ュ ウ 由 来 L. 

borgpetersenii の偽遺伝子および IS1533 の

コピー数の解析結果から，IS を介した L. 

borgpeterseniiゲノムの再構成が示唆された．

[小泉信夫，武藤麻紀，渡辺治雄，吉田真一 (九

大)] 

 

(4)各種動物におけるレプトスピラ保有状況

調査 

全国 33 か所の検疫港および検疫飛行場の政

令区域で 270 匹のネズミを捕獲し，レプトス

ピラの分離を試みた結果，那覇空港で捕獲さ

れたハツカネズミ 2 匹からレプトスピラが分

離された．flaB 遺伝子の部分塩基配列から，

分離株は L. borgpetersenii であると推定さ

れた．また長崎県（五島）のアカネズミ 2 匹

および千葉県のドブネズミ 1 匹からレプトス

ピラが分離された．その他，埼玉県で捕獲さ

れたネズミからレプトスピラの分離を，また

東京都動物愛護相談センターに収容されたネ

コの腎臓，尿からレプトスピラの分離および

レプトスピラ遺伝子の検出を試みたがすべて

陰性であった．[小泉信夫，武藤麻紀，渡辺治

雄，山本正悟（宮崎県衛生環境研究所），谷川

力（イカリ消毒技術研究所），宗村佳子（東京

都動物愛護相談センター），近真理奈，山本徳

栄（埼玉県衛生研究所）] 

 

XI. 腸管外病原性大腸菌, セラチア, 梅毒

に関する研究 

(1)腸管外病原性大腸菌の好中球食菌抵抗性   

 尿路感染症を原発巣とした大腸菌敗血症は、

腸管外病原性大腸菌の中でもその重篤度が高

い感染症であるが、その病原性に関しては未

解明な部分が多い。そこで、腸管外病原性大

腸菌 CK17 好中球食菌抵抗性に関して解析を

行った。非オプソナイズ化大腸菌 K-12 は、好

中球に食菌され生存率(加えた大腸菌数に対

する比率)は 0.6 であったことと対照的に、

CK17 はヒト好中球存在下において、オプソナ

イズ化した場合でも生存率は 3.54 と高値を

示した。本条件で，CK17 による好中球の著し

い細胞死は認められず、細胞致死活性による

抵抗性でないと考えられた。また、好中球が

CK17にアソシエイトする像が顕微鏡観察で認

められたが、貪食像の観察は稀であった。こ

れらのことから、CK17 が食菌作用抑制機構を

持つことを示唆した。（大西 真、志牟田健、

渡辺治雄、阿戸学（免疫部）） 

 

(2)淋菌の薬剤感受性の動向 

 淋菌の各種薬剤に対する感受性の低下や、

多剤耐性化が問題となっている。そこで神奈

川県とその周辺地域医療機関で分離された淋

菌(672 株)を対象に、主な治療薬剤に対する

薬剤感受性の推移を検討した。さらに。セフ

ィキシム低感受性株の遺伝子変異について詳

細な検討を行った。今回の調査では ３～４剤

耐性株の占める割合は、1990 年代に比べ 2000

年代では約１０倍の６０％となっていた。

CFIX耐性遺伝子(pneA)について検討したとこ

ろ、MICCFIX 0.25≤の菌株の 81.3% (26/32)は

X 型の penA 遺伝子を保持していた。また、X

型のバリアントである新規配列型 XXXII、 

XXXIII、 XXXIV が見いだされ、これらが CFIX



細菌第一部 

耐性に寄与することが新規バリアントを用い

た形質転換実験で認められた。（渡辺祐子、高

橋智恵子、大屋日登美、黒木俊郎、岡崎則男

（神奈川衛生研究所）大西 真） 

 

(3)淋菌の MLST 型別を用いた系統解析 

淋菌の遺伝的多様性を検討するために分離

菌株の系統解析を行い、薬剤耐性／低感受性

株の増加傾向および多剤耐性化と系統との関

連を検討した。神奈川県とその周辺地域医療

機関で 1995、2000-2005 年に分離された淋菌

からランダムに選択した 86 株に関して、

Multi-locus sequence typing (MLST)を用い

て系統解析を行った。86株より、１５種の新

規配列型(ST)を含む２７種の ST を見いだし

た。さらに、同一地域分離株でありながら、

分離時期(1995 および 2000-2005)によって分

離頻度の高い ST が異なっていることが見出

された。セフェキシム耐性株は異なる３つの

ST 型 に 存 在 し 、 耐 性 遺 伝 子 獲 得 が

Multi-clonal に起きたことと、それらのクロ

ーナルエクスパンジョンが 2000 年以降起き

た可能性が示唆された。（大西 真，志牟田健, 

渡辺祐子（神奈川衛研）） 

 

(4)梅毒抗体診断に使用される Treponema 

pallidum の主要抗原に関する解析 

梅毒の起因菌である Treponema pallidum（以

下 Tp）は現在まで試験管内培養が不可能であ

り、疾病時の検体中の菌数も皮膚病変部以外

では極めて少ない。従って、皮膚病変が明ら

かな場合を除いて、培養法はもちろん PCR 法

によっても病原体そのものの検出、同定は効

率が悪い。このため診断においては、Tp に対

する血清中の抗体検出が非常に大きいウエイ

トを占める。Tp の主要かつ特異的な抗原とし

て TpN47、TpN17、TpN15 の３種が同定され、

現在はこの３種リコンビナント蛋白の混合物

が抗体検出用に使用されている。 

ア) Treponema pallidum の主要抗原 TpN47 の

発現制御メカニズム解析へのアプローチ 

試験管培養ができない Tp では遺伝子発現制

御に関する研究はこれまで皆無と言っても過

言ではない。発現プロフィールについては、

前述の３種抗原は主要抗原であることからも

予想されるように、発現量が高い。2005 年に

Tpでの転写 array のデータが初めて報告され、

これら３種抗原遺伝子、特に TpN47 の転写量

が高いことが判明している。TpN47 は主要抗

原であり、Natural の lipidiated form は培

養細胞への炎症反応惹起能も報告され、仮想

的病原因子の候補の１つである。TpN47 の高

い転写量には Tp の持つ何らかの転写制御因

子による積極的な制御が関与するという仮説

を立て、そのメカニズムを探ることを試みた。

Tp は試験管内培養不能であるため、mutant 作

製、transformant 分離等の戦略は取れないた

め、TpN47 の上流域を lacZ 遺伝子に融合させ

た reporter plasmid を保持する E. coli に

Tp total DNA library を導入し、転写量が上

昇する clone を選別する方法で解析を進めた。

結果、ssDNA 及び RNA 結合 domain の１つであ

る KH domain を有する ORF、TP1018 を同定し

た。（中山周一、松岡ひろこ、大西 真、渡辺

治雄） 

 

(5)セラチアの溶血因子の研究 

昨年までに、本菌培養時にヒト血液寒天培地

上で観察される溶血環の原因遺伝子が

phlA(ホスホリパーゼ A)である可能性を示し

た。本年度は組換え体 His-PhlA を用いて、以

下の事を明らかにした。1) His-PhlA はホス
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ホリパーゼ活性を保持し、血液寒天培地上で

溶血環形成を示した。蛍光基質を用いた解析

で、PhlA は PLA1 であることが示唆された。

2) His-PhlA による溶血活性はリン脂質濃度

依存的であった。更に、培養細胞でもリン脂

質濃度依存的な His-PhlA による細胞崩壊活

性が認められた。以上より本菌による血液寒

天培地上での溶血環は、培地中の赤血球より

遊離したリン脂質が PhlA によって加水分解

された結果生じたリゾリン脂質(界面活性作

用を持つ)に依存した現象であると推察され

た。(志牟田 健、伊豫田 淳、大西 真、渡

辺 治雄) 

 

XII. 口腔内細菌に関する研究 

(1) Streptococcus mutans のバイオフィルム

形成を抑制する S. salivarius 分子の精製 

Streptococcus salivarius は、う蝕原因菌

である S. mutans のバイオフィルムを阻害す

る分子を産生することが明らかとなった。こ

の抑制分子を精製するためにゲル濾過クロマ

トグラフィーおよび DEAE イオン交換クロマ

トグラフィーを行った。抑制活性のあるフラ

クションに SDS-PAGE 後のシルバー染色にて

６つのバンドが認められた。それぞれのバン

ドを切り出し、処理後、TOF Mass 解析を行う

ため理化学研究所の小園先生へサンプルを送

り解析した。また、S. salivarius のゲノム

解析が行われていなかったため、使用した S. 

salivarius HT9R 株を用いてゲノム解析を行

った。ゲノム解析は、国立感染症研究所の黒

田病原体ゲノムセンター室長にお願いした。

そのデータをもとに、TOF Mass 解析の結果を

分析すると５つの候補タンパク質が認められ

た。Replicative DNA hericase、Gram-positive 

signal peptide YSIRK family protein 、

Glutamine-5-semialdehyde dehydrogenese、

Homoserine dehydrogenase 、

Glucosyltransferase-S1などが明らかとなっ

た。[泉福英信、小川綾子、三戸部治郎、古園 

さおり（理化学研究所）、黒田 誠（病原体ゲ

ノムセンター）、渡辺治雄] 

 

(2)う蝕原性菌 Streptococcus mutans 多様性

出現機構の解明 

バクテリアは均一な系で培養しても非均一

で多様な細胞集団を形成する。多様性出現に

よりバクテリアは抗生物質耐性の上昇など優

れた環境適応性を示すことから、本現象を理

解することは病原菌の制御にとって重要であ

る。う蝕原性菌 Streptococcus mutans の 3 株

は、寒天培地上で表面が粗な Rough(R)型コロ

ニーを形成したが、いずれの株においても表

面が平滑なSmooth(S)型が 10-3程度出現した。

バイオフィルム形成量を比較した結果、S 型

は R 型と比較して形成量が著しく低下し、こ

れに関連して S 型は非水溶性グルカン生産性

が減少していた。一方、S 型は R 型より生育

速度の上昇が確認された。これら S 型の特徴

は、20 回以上の継代培養後も維持されたこと

から、S 型の出現は不可逆的な遺伝的変異が

影響しているものと推察された。[泉福英信、

成澤直規、河原井武人、米田早織、茂木瑞穂、

渡辺治雄] 

 

(3) S. gordonii SspB ペプチドの唾液アグル

チニンへの結合におけるリジン置換および 2

次構造の解析 

S. gordonii の菌体表層蛋白質(SspB)の

SspB(390-T400K-402)ペプチドは、唾液成分が

コートされたハイドロキシアパタイトに対す

る S. mutans の結合を阻害する。そのペプチ
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ドは、S. mutans の歯表面に付着する際、唾

液由来獲得ペリクルに存在するアグルチニン

（gp-340/DMBT1）ペプチド（SRCRP2）と強く

結合して、S. mutans の結合を阻害する。こ

の結合阻害には、リジン置換による陽電荷表

出が影響していると考えられている。このペ

プチドの部分ペプチドや置換ペプチドを合成

して、どの領域が S. mutans の結合を阻害す

るために重要か検討を行った。アミノ酸残基

390 番目のアスパラギン酸(D)をヒスチジン

(H)や(K)に置換したペプチドは抑制できなく

なった。402 番目のロイシン(L)のみを削除し

ても抑制したが、401 と 402 番目のグルタミ

ン酸(E)と L を削除すると抑制できなくなっ

た。その結果、390-T400K-402 のアミノ酸残

基 12 個中の D, K や E の陽電荷と負電荷が S. 

mutansの結合抑制に重要であることが明らか

となった。 [泉福英信、奥田健太郎、木庭秀

彦、渡辺治雄] 

 

(4)Streptococcus mutans による非水溶性グ

ルカン非依存的なバイオフィルム形成 

 S. mutans は、ショ糖からの非水溶性グル

カン産生を介して強固なバイオフィルムを形

成する。一方、細菌によるバイオフィルム形

成は環境ストレスに応答して増大することが

知られている。口腔において迅速、かつ大き

く変動する pH は口腔細菌が最も頻繁に受け

る環境ストレスである。我々は、初期培地 pH

の酸性化によって生じる S. mutans の非水溶

性グルカン非依存的なバイオフィルム形成現

象を見出した。S. mutans を中性培地で培養

した時と比較し酸性培地において明らかな生

育の低下を示したが、酸性培地においても中

性培地と同等の顕著なバイオフィルムを形成

した。また、非水溶性グルカン産生は、酸性

培地において著しく低下した。以上の結果か

ら、酸性培地におけるバイオフィルムの一部

は、非水溶性グルカン非依存的経路を介して

形成されたものと推察された。[河原井武人、

泉福英信、成澤直規、渡辺治雄] 

 

(5) ア ッ サ ム 茶 葉 抽 出 成 分 に よ る

Streptococcus mutans バイオフィルム形成阻

害に関する研究 

う蝕予防剤開発のため、近年注目されている

アッサム茶成分のう触原性細菌 S. mutans バ

イオフィルム形成に対する阻害効果について

検討を行った。中国産緑茶及び紅茶葉抽出物

に比較し、アッサム茶葉抽出物は非常に強い

バイオフィルム形成阻害効果を示した。そこ

で、アッサム茶葉抽出物中に含まれる活性物

質の精製を行った。熱水抽出→分子量分画→

逆相シリカゲルクロマトグラフィーにより活

性物質の精製を行い、HPLC によりほぼ単一な

精製品を得た。得られた精製品はカテキン類

似物であると推察されたが、既存のカテキン

標準品に比較して強いバイオフィルム形成阻

害活性を示した。現在、NMR による活性物質

の構造解析を行っている。[河原井武人、米田

早織、成澤直規、泉福英信、渡辺治雄] 

 

(6)ヒノキチオールによる口腔上皮細胞に対

する付着抑制効果 

Candida albicans は口腔常在菌であり、免

疫抑制剤の使用や生体防御機構の低下などの

要因で日和見感染菌としても知られている。

要介護高齢者の口腔では、C. albicans の検

出率が高くなり、誤嚥により肺炎になる率が

高くなる。檜から抽出されるヒノキチオール

は強い抗菌性と広い抗菌スペクトルが明らか

にされている。このヒノキチオール 0.25mM を
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C. albicans に 30 分間作用すると、静菌活性

は示さずに有意な C. albicans の上皮細胞へ

の付着抑制活性が観察された。また、この条

件では、上皮細胞を傷害することも、口腔常

在菌である連鎖球菌に対する静菌活性も示さ

なかった。それ以上の濃度および作用時間で

は、C. albicans の上皮細胞への付着抑制活

性が観察されるものの C. albicans および口

腔連鎖球菌への静菌活性および上皮細胞の傷

害が観察された。使用濃度と時間を考慮すれ

ば、ヒノキチオールは口腔ケア剤として有用

であることが示唆された。[泉福英信、中村盛

幸、渡辺治雄] 

 

(7) Candida albicans の口腔上皮細胞への付

着に対する鶏卵抗体 IgY の抑制効果について 

C. albicans は口腔内の常在菌であり、また

日和見感染菌としても知られており、口腔粘

膜の炎症を引き起こす。Candida の上皮細胞

への付着に関して、食品原料として利用でき

る鶏卵由来のポリクローナル抗体の抑制効果

に関する報告は少ない。そこで本研究は、C. 

albicans を免疫した鶏卵由来抗体 IgY用いて

Candida sp.の口腔上皮への付着抑制効果を

検討した。その結果、２ｍｇ/ml の IgY は有

意に各 Candida の上皮細胞への付着を抑制し

た。また、Germ tube を形成する培養条件に

関係なく、２ｍｇ/ml の IgY は有意に C. 

albicans のバイオフィルム形成を抑制した。

しかし、その抑制量は、Germ tube を形成し

ない培養条件の方が、Germ tube を形成する

培養条件よりも高かった。[泉福英信、藤林泰

介、渡辺治雄] 

 

(8)酪酸による Actinomyces naeslundii バイ

オフィルムへの効果に関する研究 

Porphyromonas gingivalis などの歯周病関

連菌は、最終代謝産物として各菌種特有の短

鎖脂肪酸(SCFA)を作り分泌している。そこで

歯周病原菌の分泌 SCFA が口腔内バイオフィ

ルムに及ぼす影響を明らかにすることを目的

として、口腔常在菌である Actinomyces 

naeslundiiが形成するバイオフィルムに対す

る SCFA の効果を検討した。その結果、SCFA

の一つである酪酸は 6.25mM、吉草酸は

3.125mM、プロピオン酸は 3.125mM において、

A. naeslundii X600 のバイオフィルム形成を

促進することが明らかになった。また、この

濃度では A. naeslundii の生育に影響しなか

った。一方、培養してから 0, 6, 10 時間後に

加えても 16 時間後にバイオフィルム形成の

上昇が認められた。しかし、14 時間後に加え

てもバイオフィルム形成の上昇は認められな

かった。さらに、RT-PCR による解析により、

SCFA を加えてから 8 時間後の細胞において

heat shock protein の 中 の GrpE や

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B の

発現が上昇していた。これらの heat shock 

protein とバイオフィルム形成の上昇になん

らかの関係があることが推察された。[泉福英

信、米田早織、河原井武人、落合邦康（日本

大学歯学部）、渡辺治雄] 

 

(9)カテキン含有ジェルを用いた口腔ケアの

口腔微生物に対する抗菌効果 

要介護高齢者は、自立高齢者に比べ口腔内に

Candida などの日和見菌が多く検出され、誤

嚥により肺に侵入する機会が増えている。そ

の結果、肺炎を発症する可能性が高まってい

る。緑茶に含まれるカテキンは、抗菌的に働

くことが知られ、安全に使用できる薬剤とし

て注目されている。そこで、カテキンが留ま
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りやすいジェルを利用し、それを口腔ケアに

応用し Candida などの病原菌を除菌できるか

検討を行った。その結果、カテキンジェルは

口腔ケアを夕食後に行った施設において

Candida と S. mutans 菌数の減少効果が認め

られた。しかし、昼食後に行った施設におい

て有意な減少効果が認められなかった。カテ

キンジェルの使用時期の違いが、効果の違い

に表れた可能性が高い。つまり、夕食後では、

その後飲食する機会がないことから、カテキ

ンジェルが希釈されず効果が表れたと考えら

れた。一方、昼食後では、その後の飲食によ

りカテキンジェルが希釈され、カテキン効果

が減弱したものと考えられた。[泉福英信、河

原井武人、田村宗明（日本大学歯学部）、落合

邦康（日本大学歯学部）] 

 

(10) Porphyromonas gingivalis 表層タンパ

クパラログヘマグルチニン HagB/C とアルカ

リフォスファターゼの結合 

Porphyromonas gingivalis は、アルカリフ

ォスファターゼ産生することが報告されてい

る。このアルカリフォスファターゼが P. 

gingivalisの菌体表層に結合することが明ら

かになり、どの部位であるか検討することを

計画した。P. gingivalis のヘマグルチニン

HagB, C は赤血球凝集活性を示す細胞表層タ

ンパク質であり、すでに P. gingivalis 菌体

の内皮細胞付着に関与することが報告されて

いる。また、P. gingivalis は付着性の高い

繊毛を有しており、生体表層への付着Biofilm

形成に大きく関わっている。そこで、HagB, C 

や繊毛の mutant 株を作成し、アルカリフォス

ファターゼとの結合性を検討した。その結果、

HagB, C, B/C mutant はアルカリフォスファ

ターゼと結合できなくなることが明らかとな

った。これは、HagB, C とアルカリフォスフ

ァターゼが結合することを示している。この

アルカリフォスファターゼが HagB, C に結合

することと P. gingivalis の病原性発現との

関係について今後研究していく予定である。

[泉福英信、伊藤龍朗、中尾龍馬、河原井武人、

渡邉治雄] 

 

(11) 口腔感染症のモデル動物の作成- 唾液

分泌低下における e2f-1 の役割 

ヒトにおいてう蝕が多発するシェーグレン

症候群のモデルマウスである Non-obese 

diabetic (NOD)マウスは、e2f-1 をノックア

ウトすると症状が悪化する。 この症状の悪化

が、自己反応性成熟リンパ球によるものか明

らかにするため NOD/SCID.e2f-1-/-マウスを作

製した。このマウスを用い、e2f-1 のシェー

グレン症候群発症への関わりについて検討し

た。その結果 NOD/SCID.e2f-1-/-マウスは、唾

液腺における HE 染色においてリンパ球の組

織浸潤は見られず、しかし唾液分泌低下が有

意に認められた。E2f-１は、シェーグレン症

候群と異なったメカニズムで唾液分泌低下に

関与していることが明らかとなった。[泉福英

信、猪原光、河原井武人、米田早織、米沢英

雄、渡辺治雄] 

 

(12)口腔における疫学的な調査―歯科医療に

おける院内感染対策の評価指標の開発と有効

性の検証 

歯科医療において、SARS, 新型インフルエン

ザ、AIDS、結核などの新興再興感染症の患者

が来院した時に対応ができるような院内感染

対策を導入するための新たな評価指標を確立

することを目的とし検討を行った。平成 19～

20 年度の研究において、HIV 感染者や AIDS 患
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者数の地域差や都市と地方の違いに院内感染

対策への影響がある可能性を踏まえ、HIV 感

染者やAIDS患者数が多い都市1県および少な

い地方都市 1 県の歯科医師を対象にアンケー

ト調査を行った。その結果、感染者数や地域

差に関係なく、年齢の若さおよび経済的な余

裕に左右される傾向が見られた。また、平成

19 年度に挙げた院内感染対策の評価基準 11

項目についてその有効性を検証した。その結

果、1 年以内にその対策を講じることが可能

という回答が 75%以上を占めた院内感染対策

の講習会への参加、院内感染対策のスタッフ

への教育、防護用メガネ、グローブの使用、

問診票の作成が他の院内感染対策に大きく影

響を与えることが明らかになった。これらの

4 項目が有効な院内感染対策の評価指標の基

本になりうると考えられた。この 4 つの質問

項目を軸にして有効な院内感染対策の指標を

確立していくことが重要である。[泉福英信、

多田章夫（千葉市健康企画課）、小森康雄（東

京医科大学）] 

 

XIII.ペスト菌の研究 

(1)ペスト菌 F1 antigen 及び V antigen に対

するモノクローナル抗体を用いた間接抗体法

によるペスト菌の迅速検出法の開発 

昨年に引き続きペスト菌の主要抗原である

F1 antigen さらに V antigen に対するモノク

ローナル抗体を用いた間接抗体法 (Indirect 

Fluorescent Antibody)を用いてペスト菌を

迅速に検出する方法の確立を試みた。ペスト

菌をフォルマリン、アセトンもしくはメタノ

ールで死滅・固定処理したサンプルに F1 

antigen のモノクローナル抗体 3YP8 は良好

に反応した。一方、ペスト菌の類縁菌である

Y. pseudotuberuculosis 及 び Y. 

enterocolitica へのクロス反応は認められ

なかった。一方、V antigen のモノクローナ

ル抗体 Va22 はすべてのペスト菌に対して反

応性を示さず、ペスト菌に体するモノクロー

ナル抗体 6033 は 3YP8 と比較するとペスト

菌に対する反応性が非常に弱く、共にペスト

菌検出用抗体としては適さないことが明らか

となった。以上の結果から市販品であるペス

ト菌に対するモノクローナル抗体もその反応

性には大きな差が認められ、検出系に適用す

るにはその性能を十分に検証する必要性が明

らかになった。また、ペスト菌 F1 antigen に

対するモノクローナル抗体 3YP8 を用いるこ

とにより検体の処理方法に依存しないでペス

ト菌を検出できる間接抗体法を確立した。[高

橋英之] 

 

XIV. 結核菌に関する研究 

(1)結核菌の迅速薬剤感受性試験法に関する

研究 

 二次抗結核薬である Ethionamide (TH)、

para-Aminosalicylic acid (PAS)に対するATP

測定による薬剤感受性試験法（ATP 法）の参

照法との一致率が、他の薬剤に比べ TH 81.7%、

PAS 86.2%と低かったので、ATP 法で耐性、参

照法感性と判定された 10 菌株を用いて、ATP

法使用濃度を、TH は 5〜15μg/ml、PAS は 4

〜12μg/mlで検討したがいずれも耐性と判定

された。これらの株の最低阻止濃度（MIC）を

測定したところ TH では、64〜2μg/ml、PAS

では 64〜0.13μg/ml と幅があった。TH と PAS

は、静菌的薬剤のため、ATP 法の 5 日判定で

は、対照との差が出難いので更なる検討が必

要である。 [ 山崎利雄；山本三郎（日本ＢＣ

Ｇ研究所）、岡沢 豊（極東製薬工業） ] 
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(2)ストレプトマイシン依存性結核菌（18b株）

の確保 

 ストレプトマイシン（ＳＭ）依存性結核菌は、

1955年に橋本らにより確立された株であるが、

凍結保存していたため、生死と SM 依存性を再

確認するために、SM100,200μg/ml 入り

Middlebrook 7H9 液体培地と Middlebrook 

7H10 寒天培地に接種した。3週間後に SM の入

っていない培地には増殖が見られなかったが、

SM100,200μg/ml 培地には旺盛な増殖が見ら

れた。抗結核剤である SM 存在下でのみ増殖で

きる特殊な菌である事を確認し、18b 株を用

いた今後の研究のための供試菌株の確保がで

きた。 [ 山崎利雄；大原直也（免疫部）] 

 

XV.その他 

(1)梅毒血清検査標準化委員会 

2008 年５月２８日より、日本性感染症学会 

梅毒血清検査標準化委員会（委員長。慈恵医

大 本田まりこ、敬称略）の委員に就任し、

検討作業、雑務、討議等に参加している。重

要な議題として、自動化試薬による表示値と

従来の倍数希釈法での表示値との対応関係の

検査現場での周知徹底と、ガイドラインでの

自動化試薬表示値での基準の明文化等である。

ガイドラインとしては 2008 年 12 月に暫定的

部分改訂がなり、一応の結実を見た。（中山周

一） 

 

(2)平成 20 年度短期研修 新興再興感染症技

術研修（国立保健医療科学院） 

レジオネラの基礎、感染事例、検査法につい

て、地衛研及び保健所の担当職員 20 名に対し

て 2 時間の講義を行った。11 月 11 日、武蔵

村山市。〔倉 文明、前川純子〕 

 

(3)平成 20 年度生活衛生関係技術担当者研修

会（厚生労働省健康局生活衛生課） 

レジオネラ症の感染対策について、都道府県、

政令市及び特別区の公衆浴場等生活衛生関係

技術担当職員約 200 名に講義を行った。3月 9

日、東京。〔倉文明、遠藤卓郎；泉山信司（寄

生動物部）〕 

 

(5)国際協力・研修生受け入れ 

ア）ベトナム National Institute of Hygiene 

and Epidemiology の Phan Le Thanh Huong 準

教授、細菌部副部長に対して 4 日間レジオネ

ラに関する研修を行った。研修内容は、日本

の菌の検出状況及び発生動向調査講義、検査

法全般講義、浴槽水からの分離講義とデモ、

尿中抗原検査デモ、PCR 及び PFGE の講義とデ

モ、コロニー観察・血清群同定実習、DDH キ

ットの紹介であった。3 月 23 日〜26 日。〔前

川純子、常 彬、倉 文明〕 

 

イ）WPROからの経済支援を得、NIHEから4名、

ベトナム各地の地方衛生研究所、病院から 7

名が参加し、ブタレンサ球菌の疫学、病原性

に関する発表、討論、ならびに基礎的細菌検

査技術、分子生物学的検査方法、分子疫学手

法に関する講習を NIHE にて 10月 6日－10月

10 日にわたり開催した。（常 彬、和田昭仁） 

 

ウ）ラオス国立検査疫学センターの機能強

化；ラオス国立検査疫学センター細菌検査業

務部門の機能強化の一環として、WHO フェロ

ー  (Dr. Noikaseumsy, お よ び Ms. 

Vongdouangchanh)の２名に対する病原細菌の

分子タイピング法の研修を行った(９月２９

日〜１１月７日)．（泉谷秀昌、大西 真） 
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エ）中南米血液スクリーニング研修会：JICE

主催の頭書研修会で梅毒を担当し、中南米か

らの医療、検査現場担当者等に講義を行った。

（中山周一） 

 

(7)検定検査業務 

製剤担当室として、沈降 7価肺炎球菌結合型

ワクチンの承認前検査の結果報告を行った。

（和田昭仁、前川純子） 

 

(8)レファレンス業務 

地方衛生研究所および病院から送られた劇

症型/重症レンサ球菌感染症患者分離菌株の

血清型別、emm遺伝子の塩基配列による型別、

spe 遺伝子の保有状況等の検査及び結果およ

び流行状況の報告、および、患者分離株の血

清型別の流行に関する全国集計を行っている。

それらをもとに、レファレンスセンター会議

の資料を作成するとともに、その一部をイン

ターネット上で公開している。(池辺忠義、和

田昭仁、松永聡子、渡辺治雄、地衛研 The 

Working Group for β-hemolytic 

Streptococci in Japan) 
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