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  研究要旨 
この研究では我々は日本国内の小児侵襲性肺炎球菌感染症 (IPD) 由来肺
炎球菌 421 株の血清型別、薬剤感受性およびシークエンスタイピングを行
った。髄膜炎症例 55 例のうち、ペニシリン G 耐性肺炎球菌 (PRSP; MIC
≧0.12 g/mL) が分離されたのは 22 例 (40.0%)、セフォタキシム非感受
性菌 (MIC≧1 g/mL) が 8 例 (14.5%) であった。一方、髄膜炎以外の IPD 
由来肺炎球菌のうち、PRSP (MIC≧1 g/mL) がなかった。セフォタキシム
非感受性菌 (MIC≧2 g/mL) が 13 例 (3.6%) であった。メロペネム耐性
菌 (MIC≧1 g/mL) は 7 症例 (1.7%) より分離された。これらの -ラク
タム剤抗菌薬に低感受性を示す肺炎球菌のうち、Sequence type (ST) 320 
型 19A 肺炎球菌および 15A 型が多くみられた。我々はペニシリン G とメ
ロペネム耐性 IPD 由来肺炎球菌の解析を行い、耐 (低感受) 性のメカニズ
ムを探索した結果を報告する。加えて、淋菌の薬剤感受性試験に関して若
干の検討を行ったので報告する。 

 

A. 研究目的 
7 価肺炎球菌コンジュゲートワクチン

(PCV7) は、日本には 2010 年 2 月に導入
され、2013 年 4 月 1 日から定期接種の対
象となり、さらに 2013 年 11 月 1 日から
は PCV7 に新たに 6 種類の血清型ポリサ
ッカライドを加えた 13 価肺炎球菌結合型
ワクチン (PCV13) に定期接種用ワクチン
は変更された。肺炎球菌コンジュゲートワ
クチンの定期接種化による IPD の罹患率
の減少がみられた。それに加えて、化学療
法剤に対する低感受性/耐性肺炎球菌の分
離の低下も期待されている。本分担研究は、
研究期間中、日本国内の小児侵襲性感染症 
(IPD) から分離された肺炎球菌の薬剤感受
性試験を行い、抗菌薬に対する感受性を調
べた。さらに、-ラクタム剤耐性のメカニ
ズムを解明する解析を試みた。 
 

B. 研究方法 
1: 小児 IPD 症例由来肺炎球菌 
 2012-2014 の 3 年間に、日本国内の小児 
IPD から分離された肺炎球菌  株を対象と
した。血液寒天培地にて 37ºC、5% CO2 の
条件下で一晩培養した肺炎球菌を用いて解
析を行った。 
 
2: 血清型別 
  肺炎球菌の血清型は Statens Serum 
Institut 製血清を用いて、莢膜膨潤法によ
り決定した。 
 
3: 薬剤感受性試験 
 薬剤感受性試験は微量液体希釈法によっ
て行った。薬剤感受性試験の結果は 2008 
年から使われた CLSI の基準によって判別
を行った。すなわち、髄膜炎由来肺炎球菌
のペニシリン G (PCG) の MIC が ≦0.06 



g/mL、≧0.12 g/mL をそれぞれ、ペニシ
リン感受性 (PSSP)、ペニシリン耐性肺炎球
菌 (PRSP)と判別し、セフォタキシム (CTX) 
に対する MIC が≦0.5 g/mL、1 g/mL、≧
2 g/mL をそれぞれ、CTX 感受性、低感受
性、耐性と判別した。髄膜炎以外の IPD 由
来肺炎球菌については PCG の MIC が ≦2 
g/mL、4 g/mL、≧8g/mL をそれぞれ、
PSSP、ペニシリン低感受性 (PISP)、PRSP と
判別し、CTX に対する MIC が≦1 g/mL、2 
g/mL、≧4 g/mL をそれぞれ、CTX 感受性、
低感受性、耐性と判別した。また、分離部
位に関係なく、メロペネム (MEPM) に対す
る MIC が≦0.25 g/mL、0.5 g/mL、≧1 
g/mL をそれぞれ、MEPM 感受性、低感受性、
耐性と判別した。 
 
4: マルチローカスシークエンスタイピン
グ (MLST) 解析 
MLST では、分離株のゲノム DNA を精製

し、肺炎球菌のゲノム上にある 7 つのハウ
スキーピング遺伝子 (aroE, gdh, gki, 
recP, spi, xpt, ddl) の配列を決定し、
http://spneumoniae.mlst.net にて検索を
行い、sequence type (ST) を決定した。 
 
5: 淋菌の薬剤感受性試験 
 GC 寒天培地(BD 社)、IsoVitalex (BD BBL)、
チョコレート寒天培地（Nissui Chocolate 
agar EXII）、ゴノテスト GC 寒天 （アップ
ル科学）を用いて Etest ならびに Disk 法を
実施した。Etest ならびに Disk 法は常法に
て行った。菌株として、H041, FC0312, 
ITOH034, HI042, ITOH061, FC0323, FC0339, 
FC0340, FC0341, FC0363, FC0369, WHO-L
株を用いた。 
 
C. 研究結果 
 本報告書のすべての集計は症例数をもと
に行った。 
1: 2012-2014 年小児 IPD から分離された
肺炎球菌の -ラクタム系抗菌薬に対する
感受性 
  2012-2014 年、421 例小児 IPD 由来肺炎
球菌の中、髄膜炎症例は 55 例であった。

これらの髄膜炎症例のうち、PSSP および 
PRSP はそれぞれ 33 株 (60.0%) と 22 株 
(40.0%) であった。PRSP 株の血清型は様々
で、そのうち、15A 型肺炎球菌が最も多か
った (10 株、45.5%)。19A は 3 株 (13.6%) 
が分離され、二番目に多かった。一方、PCV7 
に含まれる血清型のうち、19F は 2 株 
(9.1%)、6B は 1 株(4.5%)の分離であった。
残った 6 株の血清型はそれぞれ 6C、15C、
16F、23A、35B、non-typeable であった。
CTX 低感受性髄膜炎由来肺炎球菌は 7 株
がみられ、血清型は 15C (2 株)、15A (1 株)、
16F (1 株)、19A (1 株)、19F (1 株)およ
び 6B (1 株) で、CTX 耐性菌が 1 株で、
血清型 15A 型であった。 
 一方、366 例非髄膜炎 IPD 由来肺炎球菌
のうち 8 株が PISP で、PRSP が分離され
なかった。8 株の PISP のうち、7 株は 
ST320 19A 型で、1 株は 15A 型であった。
CTX 低感受性肺炎球菌は 9 株が分離され、
血清型は 19A (4 株)、15A (3 株)、15B (1 
株) および 15B (1 株) で、CTX 耐性菌が 
4 株で、血清型 15A (2 株)、19A (1 株) お
よび 10A (1 株) 型であった。 
 MEPM に対して、421 株のうち、360 株 
(85.5%) の肺炎球菌は感受性を示し、54 株 
(12.8%) および 7 株(1.7%)はそれぞれ低
感受性と耐性を示した。MEPM 低感受性肺炎
球菌の血清型は PCV13 に含まれる 19A 
(20 株)、6A (3 株)、6B (2 株)、19F (2 株)、
23F (1 株) 以外に、非 PCV13 タイプの 15A 
(21 株)、35B (4 株)および 15B (1 株)で、
耐性を示す7株は ST320 型 19A 6 株と15A 
1 株であった。 
 
2：肺炎球菌の -ラクタム系抗菌薬耐性メカ
ニズムの解析 
  肺炎球菌の pbp1a、pbp2b および pbp2x 遺
伝子の変異は本菌の -ラクタム系抗菌薬の
低感受性および耐性に関与すると言われて
いる。しかし、この 3つの遺伝子のそれぞれ
が肺炎球菌の -ラクタム系抗菌薬耐性に果
たす役割は不明である。肺炎球菌の -ラク
タム剤耐性メカニズムを解明するために、
我々は MEPM 耐性 PRSP、血清型 6B、小児 



IPD 由来 KSP482 株の pbp1a、pbp2b および 
pbp2x 遺伝子を別々に -ラクタム系抗菌薬
感受性を示す肺炎球菌血清型 2型の D39 に
トランスフォーメーションし、それぞれの役
割を探索する実験を行った。その結果、変異 
pbp2b 遺伝子を有する D39 のペニシリン G 
に対する MIC は野生型の ≦0.015 g/mL 
から 0.03 g/mL、CTX に対する MIC は ≦
0.03 g/mL から 0.03 g/mL、MEPM に対す
る MIC は野生型の ≦0.008 g/mL から 
0.06 g/mL への上昇がみられた(図 1)。し
かし、KPS482 の抗菌薬の MIC には達してい
なかった。 
 

3: 淋菌の薬剤感受性試験 
 GC agar (BD) に IsovitaleX (1%)を添加
した培地（GC 寒天培地-BD）とチョコレー
ト寒天培地を用いて各種薬剤の MIC を測定
した場合に、相違が見られるか検討した。
６剤の MIC を６株について検討したが、相
違はアジスロマイシンにおいて６株中１株
において３倍の差が認められていたが、そ
れ以外では同一あるいは２倍以内の差にお
さまった． 
 GC寒天培地-BDとゴノテストGC寒天培地
とを用いてアジスロマイシン感受性試験を
実施し比較した。アジスロマイシンの MIC
はゴノテスト GC 寒天培地を用いることで、
３〜４倍程度低くなることが示された。参
照株 WHO-L を用いた検証から GC 寒天培地
-BD から得られる MIC 値が正しい値である
ことが推察された。 
 GC 寒天培地-BD とチョコレート寒天培地
を用いてディスク法を実施した。GC 寒天培
地-BD を用いた Etest で得られた MIC 値 
(0.125, 0.094. 0.063 µg/ml)を示す各３株
の解析から、チョコレート寒天培地で形成
される発育阻止円は、GC 寒天培地-BD で形
成されるそれに比較して、小さくなること
が示された（図２）。 
 
D. 考察 
 本分担研究では、2012 年から 2014 年ま
での日本国内の小児 IPD から分離された肺
炎球菌の抗菌薬に対する薬剤感受性を調べ
て、非感受性の菌株の分離率と血清型分布

の変化を観測し続けた。この 3 年の間に 
-ラクタム系抗菌薬に対する非感受性を
示す肺炎球菌の分離率に明らかな増加がみ
られなかった。しかし、PCV13 に含まれな
い血清型の低感受性肺炎球菌、特に 15A 型
の分離率の増加傾向がみられた。その理由
としては、PCV7 および OCV13 の普及によ
りワクチンに含まれる -ラクタム系抗菌
薬に対する感受性の低い血清型 6B、23F、
19F、19A 型肺炎球菌の分離率が低くなった
ことが考えられた。PCV ワクチンは小児の
IPD の予防効果と共に、耐性菌の減少にも
重要な役割を果たした。また、近年に分離
された -ラクタム系抗菌薬のうち、ST320 
19A 型が多くみられた。19A 型は PCV13 に
含まれる血清型であるため、PCV13 の普及
により-ラクタム系抗菌薬に非感受性を
示す肺炎球菌による症例の減少が期待され
る。  
 淋菌の薬剤感受性試験は GC 寒天培地-BD
を用いた平板希釈法あるいは Etest が世界
的に使用される。また、ディスク法を用い
る場合でも GC 寒天培地-BD を用いて、現在
最も問題となっているセフトリアキソン感
受性株 (CLSI では 0.25 µg/ml以下)に対す
る発育阻止円は35 mm とされる (米国CDC)。 
 しかしながら、GC 寒天培地-BD を一般の
検査室ならびに試験機関で、淋菌株が分離
されるたびに作成することは事実上困難で
ある。淋菌用に市販されている生培地に関
しては薬剤感受性試験で用いるためには十
分な検証が必要であることを示した。本研
究ではセフトリアキソンに関してはチョコ
レート寒天培地を用いた Etest を準用出来
る可能性を示した。また、チョコレート寒
天培地を用いたセフトリアキソンディスク
を用いた場合の、判定基準を定めることは
困難であった。CLSI の提唱している感受性
株の基準、0.25 µg/ml以下、は現在では臨
床的効果と一致しないことが指摘されてお
り、世界的には(米国 CDC も含め) 0.125 
µg/ml 以下の株の出現、広がりを監視する
傾向にある。より詳細な基準を検討する必
要があるが、30〜35 mm の間に設定するこ
とで、0.125 µg/ml の紛れ込みを最小限と



して、MIC 0.125 µg/ml より大きい値とな
る菌株のスクリーニングの可能性がある。 
 
 
E. 結論 
 日本国内小児 IPD 由来、-ラクタム系抗
菌薬に対する低感受性および耐性を示す肺
炎球菌のうち、非ワクチンタイプの 15A 型
や 35B 型肺炎球菌が多く分離され、PCV13 
普及後の抗菌薬感受性の動向に注目した継
続的な疫学研究が重要である。 
 薬剤耐性淋菌、特にセフトリアキソン耐
性株の監視のための体系的な監視機構を構
築する必要がある。公的機関によってどの
ようなサポートが必要であるか、関わって
行けるか、更なる検討が必要である。 
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