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研究要旨

肺炎球菌は肺炎の主な起炎菌であり、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 pneumococcal disease; IPD）を引きおこす。肺炎球菌は菌体

表層に存在する莢膜のポリサッカライドの違いにより、約 100 種類の血清型に分類さ

れる。現行の肺炎球菌莢膜ポリサッカライドワクチンはカバーする血清型に対する有

効性が高いものの、ワクチンに含まれない血清型による IPD の増加が懸念されている。

本研究では、現行肺炎球菌ワクチンの感染防御効果を多角的に解析する目的で、細菌

学・免疫学的観点から、23 価肺炎球菌ポリサッカライドワクチン（PPSV23）免疫血清

を介した補体の沈着活性を解析した。今年度は昨年度に引き続き、成人 IPD 由来菌株

を用いて、昨年度構築した方法を用いて解析を行った。PPSV23 血清型のうち、成人 IPD

症例から分離された 20 血清型の菌株を用いて解析を行った結果、一部の血清型の菌株

を除いて、多くの血清型の菌株にて PPSV23 免疫血清による補体 C3 沈着の増加を認め

た。今後も細菌学的・免疫学的観点から、現行肺炎球菌ワクチンの感染防御効果を明

らかにしたい。

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 pneumococcal 

disease; IPD）をおこす。肺炎球菌は菌

体表層に存在する莢膜のポリサッカライ

ドの違いにより、約 100 種類の血清型に

分類される。現行の肺炎球菌ワクチン

はポリサッカライドベースワクチンで

あり、現在、23 種類の血清型のポリサッ

カライドを用いた 23 価肺炎球菌莢膜ポ

リサッカライドワクチン（PPSV23）と 15

または 20 価肺炎球菌結合型ワクチン

（PCV15 または PCV20）が、65 歳成人と小

児において定期接種されている。これら

のワクチンの有効性が示されているもの

の、ワクチンに含まれない血清型（非ワ

クチン血清型）による IPD 罹患が増加し

ている（血清型置換）。現行ワクチンの有



効性を把握するためには、多角的な解析

を行う必要があり、IPD症例から分離され

た菌株を用いた細菌学的および免疫学的

な解析は重要と考えられる。肺炎球菌に

対する感染防御において、菌に対する抗

体の結合および補体の沈着によるオプソ

ニン化を介した食細胞の貪食殺菌が重要

である。そのため、肺炎球菌ワクチン免

疫血清による菌への抗体の結合を介した

補体沈着活性を解析することにより、ワ

クチンの感染防御効果を検討する指標と

なると考えられる。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

た菌株を用いて、PPSV23 免疫血清中の抗

体を介した補体 C3 沈着活性の解析を行

うこととした。

Ｂ．研究方法

1) 肺炎球菌

2013 年から 2024 年の間に成人 IPD 症

例の血液、髄液または他の組織から分離

された肺炎球菌株を用いた。PPSV23 に含

まれる血清型の肺炎球菌株を用いた。肺

炎球菌株は血液寒天培地にて画線培養し、

翌日コロニーを回収、吸光度測定の後、

OD600=0.1=約 1x108CFU/ml（数種の肺炎球

菌株を用い、コロニーカウント法より求

めたおおよその CFU 濃度の平均値）とし

て各菌株サンプル：約 2x107CFU/菌株サン

プルとして用いた。

2) 反応緩衝液

血清反応及び補体反応時の緩衝液とし

て、0.1%ゼラチン添加 PBS(+)溶液

（ナカライ社）を用いた。

3) 試薬

免疫血清は PPSV23 投与被験者血清

（Human Anti-Pneumococcal capsule 

Reference Serum (1st International 

Standard) 007SP; NIBSC）を用い、補体

と し て は ウ サ ギ 血 清 （ Pel-Freez 

Biologicals 社）、検出抗体は FITC 標識

ヤギ抗ウサギ C3 抗体（MPbio 社）を用い

た。

4) 肺炎球菌の蛍光ラベリング

肺炎球菌を Fixable Viability Dye

（FVD）（Thermo 社）で染色した。染色手

順は血液寒天培地より回収した肺炎球菌

ペレットを 1xPBS(-)で再懸濁し、FVD 溶

液を 500 倍希釈で加えた後、室温で 30 分

間遮光して反応させた。反応後、緩衝液

で洗浄・遠心後、補体結合アッセイに用

いた。

5) 補体結合アッセイ

菌ペレット（約 2x107CFU）を 10%血清/

緩衝液で再懸濁し、37℃、30 分間静置で

反応させた。反応後、1xPBS(-)で洗浄・遠

心（15,000rpm, 4℃, 2 分間）し、補体/

緩衝液で再懸濁し、37℃, 30 分間静置で

反応させる。1xPBS(-)で洗浄・遠心

（15,000rpm, 4℃, 2 分間）後、1xPBS(-)

で希釈した FITC 標識ヤギ抗ウサギ C3 抗

体で 4℃, 20 分間染色、1xPBS(-)で洗浄・

遠心後、PI 染色液（終濃度 10μg/ml）

/1xPBS(-)で再懸濁し、フローサイトメト

リーCytoFLEX（Beckman Coulter 社）で解

析した。フローサイトメトリー解析の結

果から、各血清型の肺炎球菌株への補体

C3 の結合率を算出した。



C. 研究結果

成人 IPD 症例から分離された肺炎球菌

株および、本研究にて確立した、菌体へ

の補体 C3 沈着活性の解析法を用いて、解

析を行った。今年度も引き続き、PPSV23

に含まれる血清型の菌株を用いて解析を

行った。まず、昨年度の解析にて、PPSV23

免疫血清による補体沈着増強作用を認め

られなかった菌株について、再解析を行

った。血清型 3 の肺炎球菌 2 株の再解析

では、PPSV23免疫血清の存在下において、

菌体への補体 C3 の沈着率の増加を認め

た（図 1）。一方で、血清型 7F の 4 株にお

いては、いずれの菌株も PPSV23 免疫血清

による補体沈着の増強効果は認められず、

むしろ PPSV23 免疫血清の存在下で補体

沈着の減少を認めた（図 1）。PPSV23 免疫

血清非存在下における補体 C3 の沈着率

が高いことが要因ではないかと考えられ

た。

図 1．PPSV23 免疫血清を介する補体 C3 の沈着

活性の解析結果-1

成人 IPD 症例から分離された肺炎球菌株（血清

型 3 と 7F）に対する PPSV23 免疫血清の存在

（緑）または非存在下（補体 C3 only、白）で

の補体 C3 沈着率を示した。

血清型 19F の肺炎球菌株については、

１株は PPSV23 免疫血清の存在下におい

て、菌体への補体 C3 の沈着率の増加を認

めたものの、もう１株は保体の沈着率の

増加を認めなかった（図 2）。また、血清

型 23F の菌株では、2 株ともに PPSV23 免

疫血清による補体 C3 の沈着率の増加を

認めた（図 2）。

図 2．PPSV23 免疫血清を介する補体 C3 の沈着

活性の解析結果-2

成人 IPD 症例から分離された肺炎球菌株（血清

型 19F と 23 F）に対する PPSV23 免疫血清の存

在（緑）または非存在下（補体 C3 only、白）

での補体 C3 沈着率を示した。

また、血清型 4、6B、19F、22F、23F、

33Fの肺炎球菌株については、一部の株に

ついては再解析を行うと共に、新たに株

を追加して、PPSV23 免疫血清による菌体

への補体 C3 の沈着の影響を解析した。

血清型 4、6B、19F については、PPSV23 免

疫血清の存在下において、菌体への補体

C3の沈着率の増加を認める株と認めない

株が混在していた（図 3）。一方で、血清

型 22F、23F、33F の菌株では、PPSV23



PPSV23 免疫血清による補体 C3 の沈着率

の増加を認めた（図 3）。

図 3．PPSV23 免疫血清を介する補体 C3 の沈着

活性の解析結果-3

成人 IPD 症例から分離された肺炎球菌株（血清

型 4、6B、19F、22F、23F、33F）に対する PPSV23

免疫血清の存在（緑）または非存在下（補体 C3 

only、白）での補体 C3 沈着率を示した。

D. 考察

現行の莢膜ポリサッカライドベースの

肺炎球菌ワクチンは含有するポリサッカ

ライドの血清型に対する感染防御効果が

高い。しかし、肺炎球菌は約 100 種類の

血清型が存在し、現行ワクチンに含まれ

ない血清型の増加により幅広い感染防御

効果をもたらすことができないことが懸

念されている。肺炎球菌のポリサッカラ

イドベースワクチンは、基本的に血清型

に依存した感染防御効果をもたらす、す

なわち、交差反応性が期待できないため

である。本研究では、現行肺炎球菌ワク

チンの感染防御効果を多角的に解析する

目的で、細菌学・免疫学的観点から、

PPSV23免疫血清を介した補体の沈着活性

を解析した。  

昨年度に引き続き、成人 IPD 由来の

PPSV23 血清型の菌株に対する、PPSV23 免

疫血清を介する補体沈着活性を解析した。

今年度は昨年度、補体沈着活性の増強作

用を認めなかった菌株についての再評価

を行った。その結果、血清型 3 や 23F な

どの菌株では、PPSV23 免疫血清を介する

補体 C3 沈着の増強効果を認めた。

一方で、血清型 7F の菌株やその他、ご

く一部の菌株では、PPSV23 免疫血清を介

する補体沈着の増強作用が認められず、

PPSV23 免疫血清存在下で、むしろ補体沈

着活性が低下した。PPSV23 免疫血清非存

在下においても、菌株への補体沈着が高

いことが、そのような結果をもたらした

と考えられる。

E. 結論

本研究では、現行の莢膜ポリサッカラ

イドベースの肺炎球菌ワクチンの感染防

御効果を多角的に解析する目的で、細菌

学・免疫学的観点から、PPSV23 免疫血清

を介した補体の沈着活性を解析した。本

研究にて確立した解析方法および成人

IPD由来菌株を用いて解析を行った。まだ

菌株数が少ない血清型があるものの、

PPSV23 血清型のうち、成人 IPD 症例から

分離された 20 血清型の菌株を用いて解

析を行い、血清型 7F および一部の菌株を

除いて、多くの血清型の菌株にて、PPSV23

免疫血清による補体 C3 沈着の増加を認

めた。今後も細菌学的・免疫学的解析に

より肺炎球菌ワクチンの感染防御効果を

明らかにすることで、今後のワクチン政

策において、有用な知見を得られるよう

に解析を続けたい。
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