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A. 研究目的
肺炎球菌は成人の市中肺炎の原因菌として最

も頻度の高い細菌であり、しばしば菌血症や髄膜
炎などの侵襲性肺炎球菌感染症（invasive pneu-
mococcal disease; IPD） を お こ す。 そ の た め、
IPD症例における原因菌の細菌学的特徴を明らか
にするための研究が必要である。

肺炎球菌は菌体表層の多糖抗原の違いにより、
100種類の血清型に分類される。また、菌体表層に
存在する蛋白抗原の一つにpneumococcal surface 
protein A（PspA）があり、菌体表層への補体沈
着を阻害する作用を持つことから、肺炎球菌の重
要な病原因子の一つと考えられている。PspAは
family 1、2、3 に分類されるが、ほとんどの菌株
はfamily 1 またはfamily 2 に分類される。また、
family 1 はclade 1 とclade 2、family 2 はclade 3、
clade 4、及びclade 5、family 3 はclade 6 に分類
される。IPD症例から分離された菌株の細菌学的

特徴を把握するうえで、血清型やPspAの分布を
解析することは重要である。本分担研究では、成
人の侵襲性肺炎球菌感染症例から分離した菌株
のPspAのclade解析を行った。

B. 研究方法
1） 肺炎球菌株：

2014年 1 月から2019年12月の間に、北海道、山
形、宮城、新潟、三重、奈良、高知、福岡、鹿児
島、沖縄の10道県にて、成人IPD症例の血液、髄
液または他の組織から分離された1,939株の肺炎
球菌株を用いた。2014年-2019年の各年の分離菌
株数はそれぞれ203、220、291、416、391、418株
であった。
2） 肺炎球菌ゲノムDNAの精製：

HighPure PCR Product Purification Kitを用い
て、血液寒天培地にて37ºC、5 % CO2下で一晩培
養した肺炎球菌のゲノムDNAを精製した。
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研究要旨　肺炎球菌は日本人の主な死因である肺炎の起炎菌として最も頻度が高く、菌血症や髄膜
炎などの侵襲性感染症の起炎菌としても重要である。本研究では、ほぼ全ての肺炎球菌に認められ
る重要な病原因子の一つである表層蛋白pneumococcal surface protein A （PspA） に着目し、2014-
2019年に成人侵襲性肺炎球菌感染症例から分離された1,932株のPspAのclade解析を行った。PspA
は、family 1-3 に分類され、family 1 にはclade 1 と 2、family 2 にはclade 3、4 と 5、family 3 には
clade 6 が存在する。PspA clade 1-6 のいずれとも相同性が低い菌を 4 株認めた。残りの1,928株の
cladeの内訳はclade 1 が最も多いものの減少を認め、clade 2 は増加を認めた。また、解析機関を
通してclade 5 と 6 の割合は低く、clade 1-4 が96.1-98.8%と大部分を占めた。さらに、PCV13血清
型およびPPSV23血清型の菌株ではclade 1 とclade 3 が大部分を占めるのに対し、非PCV13血清型
および非PPSV23血清型の菌株ではclade 1-4 に広く分布を認めた。以上の結果より、成人侵襲性肺
炎球菌感染において原因菌株の血清型分布のみならず、PspA clade分布にも変化がおきているこ
とが明らかになった。そのことから、今後もPspA clade分布の推移の把握が必要である。また、
本研究の成果はPspAを抗原として用いる新たなワクチンの開発において有用な知見となるものと
考えられる。
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3） PspA遺伝子のPCRとシークエンス解析：
PspA遺伝子を増幅させるために、各臨床分離

肺炎球菌株のゲノムDNAをテンプレートとして、
LSM12プライマーとSKH2プライマー（表 1 参
照）、Quick TaqTM HS DyeMixを用いてPCRを
行った。PCRは、初回サイクル94℃、2 分、その
後、94℃、30秒、55℃、30秒、68℃、1 分を30サ
イクル、その後、68℃、5 分で行った。電気泳動
にてPCR産物を確認後、精製し、SKH2プライマー
を用いて、PspA遺伝子シークエンス解析を行っ
た。

4） PspA clade判定：
PspA蛋白のプロリンリッチ領域の上流約400bp

の塩基配列（clade同定領域、図 1 参照）をfamily、
cladeが同定されている参照株のPspA塩基配列と
比較し、同定を行った。

PspAの構造とclade同定領域の模式図を示し
た。
（倫理面への配慮）

国立感染症研究所医学研究倫理審査委員会から
の承認を得ている。

C. 研究結果
成人IPD症例から分離された1,939株の血清型の

分布は図 2 に示したように、最も多いのが血清型 3  
で、続いて、12F、19A、10A、23Aの順に多かっ
た。

また、2014-2019年の血清型分布は図 3 のよう
に推移し、2019年にはPCV13血清型、PPSV23血
清型は27.0、56.2%まで低下した。

1,939株のPspAのclade解析を行った。うち 7  
株はPspA遺伝子が増幅されなかった。PspA遺
伝子の有無を確認するために、whole genome 
sequencingを行ったが、PspA遺伝子と相同性を
認める遺伝子は検出されなかった。そのことか
ら、PspA遺伝子が欠損していると判定した。

その 7 株を除く1,932株のうち、1,928株はclade 
1-6 のいずれかと90%以上の相同性を認めた。最
も割合が高いのはclade 1 であったが、2016年か
ら減少を認めた。一方で、clade 2 は2016年から
増 加 を 認 め た。 ま た、2014-2019年 を 通 じ て、
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図 1. PspAの模式図

図 2. 成人 IPD由来菌株の各血清型の割合
2014-2019年に成人 IPD症例より分離された1,939株の
血清型の割合を示した。

図 3. 成人 IPD由来菌株の血清型の推移
2014-2019年に成人 IPD症例より分離された1,939株の
血清型の割合の推移を示した。
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clade 5 とclade 6 の割合は低く、clade 1-4 の割
合は96.1-98.8%であり、clade 1-4 が大部分を占
めた（図 4 ）。

一方で、clade 1-6 のいずれとも相同性の低い
（90%未満）の 4 株については、clade 1-6 以外の
new PspA cladeと判定した（表 2 ）。

また、13価肺炎球菌結合型ワクチン（PCV13）
に含まれる血清型（PCV13血清型）と非PCV13
血清型でPspA clade分布の比較を行った。その
結果、PCV13血清型では、clade 1 とclade 3 が大
部分を占めるのに対し、非 PCV13血清型では
clade 1-4 に分布することがわかった（図 5 ）。

次に、23価肺炎球菌ワクチン（PPSV23）に含
まれる血清型（PPSV23血清型）と非PPSV23血

清型でPspA clade分布の比較を行ったところ、
PPSV23血清型では、clade 1 とclade 3 が大部分
を占めるのに対し、非PPSV23血清型ではclade 
1-4 に分布しており、PCV13血清型と非PCV13
血清型の違いと類似していた（図 6 ）。

さらに、血清型およびclonal complexとPspA 
clade間の関連を調べたところ、一部の菌株につ
いては、血清型および clonal complex と PspA 
cladeに一定の関係性を認めた（表 2 ）。

表 2. 肺炎球菌血清型およびclonal complex別のPspA 
clade 分布

図 4. 成人 IPD由来菌株のPspAのclade分布
2014-2019年に成人 IPD症例より分離された1,928株の
PspAの各cladeの割合を示した。
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2014-2019年に成人 IPD症例より分離された1,928株に
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D. 考察
2014-2019年に分離された成人IPD由来菌株の

PspA clade解析の結果より、clade 1 の減少およ
びclade 2 の増加を認めた。また、PCV13血清型
およびPPSV23血清型ではclade 1 とclade 3 が大
部分を占めるのに対し、非PCV13血清型および
非PPSV23血清型では、clade 1-4 に分布すると
いう違いが明らかになった。2014年にはPCV13
血清型とPPSV23血清型の割合は44.8%と67.0%で
あったのに対し、2019年にはそれぞれ、27.0%と
56.2%に低下を認めた。小児におけるPCV定期接
種導入により、成人IPDにおいても血清型が進行
すると共に、PspA clade分布にも大きな変化を
認めた。

また、PspA の 6 つの clade の中で、clade 1-4
の割合は2014-2019年を通じて96.1-98.8%と非常
に高い割合であり、大部分を占めていることが明
らかになった。PspAは新規肺炎球菌ワクチンの
抗原として有望である。本研究での結果は、
PspAワクチンの開発において、clade 1-4 をカ
バーすることで、大部分の肺炎球菌に有効なワク
チンになることが期待されることを示唆してお
り、今後のワクチン行政に有用な資料となるもの
と考えられる。

E. 結論
本研究では、2014-2019年にIPD症例から分離

された1,932株のPspA cladeを決定した。その内

訳は、clade 1 が最も多いものの年々減少しており、
対照的にclade 2 の増加を認めた。また、PCV13 
血清型およびPPSV23血清型ではclade 1とclade 3  
が大部分を占めるのに対し、非PCV13血清型お
よび非PPSV23血清型では、clade 1-4 に分布す
るという違いが明らかになった。本研究にて血清
型分布のみならず、PspA clade分布にも変化が
おきていることが示唆されたことから、今後も
PspA clade分布の推移の把握が必要と考えられ
る。

また、PspA の 6 つの clade の中で、clade 1-4
の割合が96.1-98.8%であり、大部分を占めている
ことが明らかになった。この結果は、今後の
PspAワクチンの開発及び将来のワクチン政策に
おいて、有用な知見と考えられる。
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一方で、clade 1-6 のいずれとも相同

性の低い（90％未満）の 4株については、 

clade 1-6 以外の new PspA clade と判定

した（表 2）。 

 

 また、13 価肺炎球菌結合型ワクチン

（PCV13）に含まれる血清型（PCV13 血清

型）と非 PCV13 血清型で PspA clade 分

布の比較を行った。その結果、PCV13 血

清型では、clade 1 と clade 3 が大部分

を占めるのに対し、非 PCV13 血清型では

clade 1-4に分布することがわかった（図

5）。 

 

図 5．PCV13 血清型と非 PCV13 血清型の PspA

の clade 分布の比較 

2014-2019 年に成人 IPD 症例より分離された

1928 株について、PCV13 血清型と非 PCV13 血

清型で PspA clade を比較した。 

 

 

 次に、23 価肺炎球菌ワクチン（PPSV23）

に含まれる血清型（PPSV23 血清型）と非

PPSV23 血清型で PspA clade 分布の比較

を行ったところ、PPSV23 血清型では、

clade 1 と clade 3 が大部分を占めるの

に対し、非 PPSV23 血清型では clade 1-4

に分布しており、PCV13 血清型と非 PCV13

血清型の違いと類似していた（図 6）。 

 

 

図 6．PPSV23 血清型と非 PPSV23 血清型の PspA

の clade 分布の比較 

2014-2019 年に成人 IPD 症例より分離された

1928 株について、PPSV23 血清型と非 PPSV23

血清型で PspA clade を比較した。 

 

 

 さらに、血清型および clonal complex

と PspA clade 間の関連を調べたところ、 

一部の菌株については、血清型および

clonal complex と PspA clade に一定の

関係性を認めた（表 2）。 

 

   

DD..  考考察察  

  

2014-2019 年に分離された成人 IPD 由

来菌株の PspA clade 解析の結果より、

clade 1 の減少および clade 2 の増加を

認めた。また、PCV13 血清型および

PPSV23 血清型では clade 1 と clade 3

が大部分を占めるのに対し、非 PCV13 血

清型および非 PPSV23 血清型では、clade 

1-4に分布するという違いが明らかにな

った。2014年にはPCV13血清型とPPSV23

血清型の割合は 44.8%と 67.0%であった

のに対し、2019 年にはそれぞれ、27.0%

と 56.2%に低下を認めた。小児における

図 6. PPSV23血清型と非PPSV23血清型のPspAのclade
分布の比較

2014-2019年に成人 IPD症例より分離された1,928株に
ついて、PPSV23血清型と非PPSV23血清型でPspA 
cladeを比較した。
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