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概 要 

食中毒の主たる原因菌であるサルモネラ、カンピロバク

ターの多剤耐性化が世界的に拡大してきている。耐性菌に

よる感染症を治療するに当たり、患者の治療に困難を示す

例が報告されてきている。「食用動物に対して抗菌薬を使

用することがどの程度耐性菌を選択し、かつ食物連鎖を介

してヒトに耐性菌がどれほど伝播しているのか。更に、ヒ

トへの細菌感染症の治療を困難にする潜在的危険性を孕

んでいるのか。それをどの程度予測できるのか」が国際的

大命題になっている。WHO を中心として、上記の薬剤耐性

菌のヒトの健康に及ぼす影響についての評価、およびヒト

への抗菌薬の重要度に関してのランク付けが行われた。わ

が国においても、細菌第一部が中心となり、食品媒介性病

原細菌としてサルモネラ、カンピロバクター、腸管出血性

大腸菌をそれぞれ調査対象としての耐性菌の現状把握を

行うための厚生労働科学研究費による研究班を組織した。

1）薬剤耐性菌の現状と薬剤耐性因子の分布状況の調査、

及び、2）ヒト、食品および動物等から分離された薬剤耐

性菌について、分子遺伝学的手法を用い、お互いの関連性

を解明するための解析を行った。特に治療薬として臨床的

に重要なフルオロキノロン系薬、第 3，4 世代セファロス

ポリン系薬に対する耐性状況に注目している。また、当該

研究班は、厚生、農林関係の組織の共同で行うことを特徴

としており、農林水産省関連研究組織から、農林水産省動

物医薬品検査所、（独法）農技研動物衛生研究所、厚生労

働省関係からは国立感染症研究所、国立医薬品食品衛生研

究所および地方衛生研究所が参加して横の連携を図って

いる。特に Salmonella Typhimurium においてフルオロキ

ノロン高度耐性菌が乳幼児等から分離され、治療に困難を

示す事例が報告されてきており、今後の動向に注目が必要

である。この研究班の成果が、食品安全委員会で行われて

いる「動物等に使用する抗菌薬の評価」に活かされること

を期待している。 

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、ビブリオ等の腸内細菌、レジオネラ、レンサ球菌、ブ

ドウ球菌、レプトスピラ、ボレリア、髄膜炎菌、セラチア、

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の

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（アジアネット、パルスネット、人畜共通感染症，

薬剤耐性機序、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、国際医療

協力事業費、文部科学省科学研究費，および広域食中毒対

策事業費等を得た。 

 部の人事としては、平成 18 年 7 月 1 日付で、石原朋子

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菌）に関する

研究 

(1) 腸管出血性大腸菌の PFGE による DNA 型別 

2006年に国内で分離された腸管出血性大腸菌 O157のう

ち 2053 株および O26, O111 等を含むその他の血清型 788

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。2006 年分離の O157 については、XbaI 消化

により 929 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。また、2005

年に観察されたパターンと同じと思われるパターンが 39

種類検出された。一方、少なくとも 3つ以上の異なる都道

府県から分離された同一 PFGE パターンが 37 種類あり、こ

のうち、5 以上の都道府県から分離された O157 には 5 種

類の泳動パターンがあり、BlnI 消化によってもそれぞれ

同一パターンを示した。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から、今後の事例発

生の早期探知による拡大予防の必要性とともに原因究明

に向けた対策が重要であることが示唆された。［寺嶋 淳、

斉藤康憲、鈴木玲子、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、渡邉治雄］ 

 

(2) 腸管出血性大腸菌 O157 の Multiple Locus VNTR 

Analysis による解析 

26都府県に及ぶ広域の散発事例から分離されたType No. 
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a259 を示す 131 株の O157 のうち 67 株、及び集団発生由

来株も含む Type No. b330, b701 のパターンを示す株 68

株について MLVA による解析を行った。a259 については、

同一 MLVA タイプが 17 株、1 locus で 1 repeat 数の異な

るvariantが37株、1 locusで2 repeat数が異なるvariant

が 5 株、2 loci での variant が 7 株あった。XbaI 及び BlnI

によるPFGEで同一パターンである株にMLVAで異なる株も

含まれるものの、MLVA 及び PFGE で同一パターンとなる株

が存在することから、これらの広域分布株においても感染

源の関連性を示唆する結果となった。b330 の株では MLVA

で a259 の主要なパターンと同一となった。集発由来株で

の解析では、variation が見られる b701 のタイプにおい

て BlnI で同一パターンとなったものの、MLVA では 29 株

中 4株が一致したが、大部分は locus 10 での 1 repeat 数

の変異株であった。［寺嶋 淳、斉藤康憲、鈴木玲子、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、渡邉治雄］ 

 

(3) 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 

2004 年より米国疾病管理センター（CDC）の方法に準拠

した新プロトコールによる PFGE 解析を行い、データベー

ス構築を継続した。また、全国の地方衛生研究所等の担当

者に対してユーザー名とパスワードを配布し、感染症研究

所のホームページ利用による解析結果公開を開始した。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解析ソフトによるデンドログラムに基づいて行った。

そして、解析結果の一部は、PDF の書類として、 感染症

研究所のサーバーを利用して「Pulse Net Japan」(http: // 

www0. nih.go.jp /~terajima / opn/ index.html ) で公

開し、ほぼ１ヶ月おきにデータを更新した。［寺嶋 淳、

斉藤康憲、鈴木玲子、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、渡邉治雄］ 

 

(4) 腸管出血性大腸菌 O157 のファージ型別による解析 

2006 年に送付された腸管出血性大腸菌 O157 のうち、91

株についてファージ型別を実施した。主なファージ型（PT）

は、PT14 が 45%、PT33 が 16%、PT21 が 10%、PT2 が 7%であ

った。昨年と比較して PT14 が大幅に増加した。［泉谷秀昌、

寺嶋淳、渡邉治雄］ 

 

(5) 志賀毒素産生性大腸菌の血清型に関する研究 

平成 18 年度に細菌第一部に送付された志賀毒素産生性

大腸菌は総計 2,856 株であり、上位を占めた O 血清群は

O157（約 74%: H7 または H-）, O26（約 17.5%: H11 また

は H-）, O111（約 3.2%: H-, H21 または HUT）, O103（約

0.98%: H2, H-または HUT）, O91（約 0.95%: H14, H21 ま

たは H-）, O121（約 0.6%: H14 または H19）で、その他の

菌株（約 2.5%）は少なくとも 27 の O血清群、42の血清型

に分類された。［伊豫田淳、高井信子、泉谷秀昌、小泉信

夫、森田昌知、佐藤人美、陸彦(流動研究員)、寺嶋淳、石

原朋子、渡邉治雄］ 

 

(6) LEE 遺伝子群の発現制御に関する研究  

腸管出血性大腸菌の多くは、病原性に必須な locus of 

enterocyte effacement（LEE）と呼ばれる遺伝子領域を保

有する。LEE は 3 型蛋白質輸送装置（T3SS）や、これを介

して宿主細胞へターゲッティングされる作用因子などを

コードしており、これらの遺伝子発現は 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

ている。Ler の発現は同じく LEE にコードされる GrlR お

よび GrlA によって、負および正にそれぞれ制御されてい

る。GrlA は運動器官である鞭毛の発現を抑制する負の制

御因子としても機能している。                  

(ｱ) GrlR-GrlA 制御システムによるエンテロヘモリシンの

発現調節機構 

LEE 遺伝子発現の負の制御因子である GrlR の欠失株で

は、腸管出血性大腸菌の多くが低レベルで産生する溶血素、

エンテロヘモリシン（Ehx）の活性が著しく上昇し、αへ

モリシン様の強い活性を示すことを見出した。この現象は

GrlR と GrlA の二重欠失株では見られないが、プラスミド

を用いて GrlA だけを過剰に産生させた株では Ehx の活性

および発現レベルの上昇が観察されることから、GrlA は

Ehx発現の正の制御因子として機能すると考えられる。［伊

豫田淳、齊籐剛仁(感染症情報センター)、佐藤人美、陸彦、

志牟田健、大西真、寺嶋淳、渡邉治雄］ 

 

(ｲ) GrlA によるエンテロヘモリシン発現の活性化機構 

GrlA による LEE の発現制御は Ler の発現制御を介して

行われ、一方、鞭毛遺伝子群の発現制御には Ler の機能を

必要としない。(ア)で見出されたエンテロヘモリシンの活

性上昇は Ler と GrlR の二重欠失株、または Ler 欠失株に

おける GrlA の構成的発現でも見られることから、Ler の

機能とは非依存的に GrlA によって活性化されることが示

唆された。すなわち、GrlA は LEE, 鞭毛およびエンテロへ

モリシンの発現を制御するグローバル・レギュレーターで

あると考えられる。［伊豫田淳、齊藤剛仁、佐藤人美、寺

嶋淳、渡邉治雄］  
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(7) LEE 非保有型志賀毒素産生性大腸菌（LEE-negative 

Shiga-toxin producing E. coli: LN-STEC）の接着遺伝子

に関する研究 

血清群 O91 に属する LN-STEC の一群は、免疫グロブリン

結合活性を持つ EibG によって宿主細胞へ強固かつ特徴的

に接着する（chain-like adhesion: CLA）ことが明らかと

なっている。 

(ｱ) LN-STEC 株の免疫グロブリン結合活性の解析 

これまでの研究から明らかとなった166株の様々なO血

清群に属する LN-STEC 株について、免疫グロブリン結合活

性を解析したところ、76 株（47 株の O91 を含む）におい

てヒト由来の IgG (Fc) への結合活性が確認され、このう

ち 41 株が eibG 陽性であった。既知の eib に共通な塩基配

列からプライマーを設計して PCR を行ったところ、IgG Fc

への結合能を示したeibG陰性の35株のうち７株は既知の

eib遺伝子と共通部分を持つ新規の遺伝子であることが示

された。［陸彦、伊豫田淳、佐藤人美、伊藤健一郎 (感染

症情報センター)、大西真、寺嶋淳、渡邉治雄］ 

 

(ｲ) 新規免疫グロブリン結合蛋白質の同定 

(ｱ)で明らかとなった eib 陽性の 7 株のうち、3 株につ

いて eib 遺伝子をクローニングして塩基配列を決定した

ところ、既知の Eib とは異なる新規免疫グロブリン結合蛋

白質をコードしていることが明らかとなった。これらの遺

伝子を導入した大腸菌実験室株は CLA パターンで培養細

胞へ強固に接着することから、EibG と同様に宿主細胞へ

の接着因子として機能していることが明らかとなった。

［陸彦、伊豫田淳、佐藤人美、寺嶋淳、渡邉治雄］ 

   

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 

2006 年 に 当 研 究 所 に 送 付 さ れ た Salmonella 

Enteritidis 496 株（うち、2006 年分離株は 196 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 2006 年の

集団事例 28 件のファージ型（PT）の内訳としては、PT1

が 7 件（25%）、PT4 が 5件（18%）、PT6a が 4 件（14%）、そ

の他 12 件であった。PT1 および PT4 以外の PT 株の割合が

増加傾向にあり、PT6a、14b、47 はある程度の頻度で同定

されるようになってきている。［泉谷秀昌、寺嶋淳、渡邉

治雄］ 

 

(2) Salmonella Typhimurium のファージ型別による解析 

2006 年に当研究所に送付された多剤耐性 Salmonella 

Typhimurium の菌株 76 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）。近年欧米を中心に注

目されているファージ型、DT104 およびその関連株はこの

うち 29 株であった。［泉谷秀昌、寺嶋淳、渡邉治雄］ 

 

(3) Salmonella Enteritidis 薬剤感受性試験 

上記ファージ型別に供した 2006 年に発生した集団事例

のうち 27 件に関する株について薬剤感受性試験を行った。

試験した薬剤全てに感受性のものが 23 件と大勢を占めた。

これ以外にSM単剤耐性およびNA単剤耐性のものが各2件

検出された。［泉谷秀昌、寺嶋淳、渡邉治雄］ 

 

(4) 鶏肉由来 S. Enteritidis 株の解析 

1994年から2006年に分離された主として鶏肉由来のS. 

Enteirtidis 株について薬剤感受性試験を行った。近年問

題となりつつある NA 耐性株が輸入鶏肉においてのみ同定

された。このうち 2004 年に分離された輸入鶏肉由来株 1

株は CTX に対しても耐性を示し、blaCTX-M-14 を有すこと

が明らかとなった。また、2005 年に分離された 1株も CTX

耐性を示し、blaCTX-M-2を有すことが明らかとなった。［泉

谷秀昌、寺嶋淳、渡邉治雄、松本裕子（横浜市衛研）］ 

 

(5) フルオロキノロン高度耐性 Salmonella Typhimurium

株の解析 

2006 年に送付されたフルオロキノロン高度耐性

Salmonella Typhimurium 株（n=15）について、解析を行

った。ファージ型別に関しては、DT12 が 9 株、DT193 が 6

株であった。キノロン耐性に関与しているとされている

gyrAおよび parC遺伝子のキノロン耐性決定領域に関して

は、3株を除き、いずれもこれまで検出されているものと

同様の変異が観察された（GyrA:83 番目のセリンがフェニ

ルアラニンに、87 番目のアスパラギン酸がアスパラギン

に、ParC: 80 番目のセリンがアルギニンに置換）。残り 3

株に関しては、上記 3 箇所の変異のうち、GyrA87 番目の

アスパラギン酸がグリシンに置換されており、なおかつ

ParE の 458 番目のセリンがプロリンに置換される変異が

見出され、これらはフルオロキノロンに対してより高い

MIC を示した。また、2株は Toho-1 型βラクタマーゼをコ

ードする遺伝子も保有していた。［泉谷秀昌、寺嶋淳、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菌のフ

ァージ型別法による疫学的解析 

2006 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 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 56 株、
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パラチフス A 菌 17 株で、チフス菌・パラチフス A 菌とも

に例年に比べ分離数が増加した。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、B1 であった。

パラチフス A 菌では 1、2、6 であった。［森田昌知、泉谷

秀昌、高井信子、渡邉治雄］ 

 

(7) 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 

2006 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 MIC を測定しチフス菌、パラチフス A菌の感受性を

検討した。薬剤は、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 15

剤を検討した。感受性試験の結果、チフス菌で約 57.1%、

パラチフス A菌で約 82.4%がニューキノロン低感受性菌で

あることが分かった。［森田昌知、泉谷秀昌、高井信子、

渡邉治雄］ 

 

(8) ニューキノロン高度耐性チフス菌の解析 

2006 年に国内で分離されたチフス菌の中でニューキノ

ロン剤に耐性を示す菌が 2株存在した。これら 2株は共に

ファージ型 UVS4 に分類され、パルスフィールドゲル電気

泳動による分子疫学的解析の結果では、極めて類似した特

有の泳動パターンを示した。キノロン耐性決定領域の遺伝

子配列を決定したところ、DNA ジャイレース GyrA サブユ

ニット遺伝子及びトポイソメラーゼIV ParCサブユニット

遺伝子に共通の変異が確認された。ニューキノロン剤に対

して高度耐性を示すチフス菌の分離は本邦初である。［森

田昌知、泉谷秀昌、高井信子、渡邉治雄］ 

 

(9) Salmonella enterica serovar Typhimurium の細胞侵

入に関与する SPI-1 遺伝子群の 1,2-propanediol 及び

Propionate による発現抑制について 

引き続き、Salmonella enterica serovar Typhimurium

の細胞侵入に関与するSPI-1遺伝子群の 1,2-propanediol

及び Propionate による発現抑制について、その詳細なメ

カニズムの解明を目指して解析を続行している。その際、

SPI-1 遺伝子群発現をその統括的 activator 遺伝子、hilA

の 発 現 レベルを指 標としてい る。現在ま で、

1,2-propanediol による抑制効果は一部、その代謝産物で

ある Propionate によるものであるが、それに依存しない

抑制経路もあること、1,2-propanediol による抑制効果に

は hilE 遺伝子が必須であること、Propionate による効果

には yieP 遺伝子が関与するものの必須ではないこと等を

報告してきた。 

(ｱ) hilE による効果の Propionate 非依存性の確認： 

hilE 変異株においては 1,2-propanediol による hilA 発

現抑制がほぼなくなるが、5～10%程度の発現レベル減少が

依然見られる。この変異株では 1,2-propanediol から

Propionate を産生する代謝経路は正常であるため、この

僅かな残存抑制は Propionate 産生による可能性が考えら

れた。hilE 変異株に当該代謝経路遺伝子（pdu 遺伝子群）

の変異を導入したところ、残存抑制が完全に消失した。従

って、Propionate 非依存的な 1,2-propanediol による抑

制効果は、hilE 遺伝子の機能のみで説明可能であること

が結論できた。 

 

(ｲ) hilE による 1,2-propanediol 依存的な hilA 発現抑制

効果への hilD の関与の検討：  

hilD は hilA 発現に必須な転写因子である。Micro array

を用いた予備的な検討で、hilA の他に hilD の発現レベル

も 1,2-propanediol によって抑制されることがわかった。

そこで、hilE による 1,2-propanediol 依存的 hiLA 発現抑

制は hilD 発現抑制を通して行われている可能性が考えら

れたので、hilD 発現レベルを hilE＋、-の background、

1,2-propanediol の有無の組み合わせでモニターした。

hilD 発現は hilE の有無、1,2-propanediol の有無のどち

らによっても変化したが、それらの効果は互いに独立であ

った。従って、1,2-propanediol 依存的な hilE の効果は

hilD 以外の経路を通じている。 

 

(ｳ) Propionate 依存的抑制に関与する yieP 以外の遺伝的

ファクターの探索： 

yieP 変異株では Propionate 依存的な hilA 発現抑制が

loose になるが完全には release されない。yieP 以外でこ

の抑制に関与する遺伝的ファクターの存在が予想される

ので、yieP 変異株を出発材料とした 2ndary mutagenesis 

で、この抑制が完全に release する変異株のスクリーニン

グを試みた。Tn10 系の transposon を用いた mutagenesis

で,fliT 変異株をスクリーニングできたが、詳細な解析の

結果この変異単独では効果が Propionate 依存的ではなく、

無条件に hilA 発現を上昇させる変異であることが判明し

た。また、この効果は hilAの positive regulator の一つ、

fliZ の発現が fliT 変異株で上昇するためと判明した。現

在、Tn5 系の transposon を用いた mutagenesis を試行し

ており、Propionate による抑制が完全に release する変

異株の候補を数株得た。現在、これら変異のマッピング等

を急いでいる。［中山周一、渡邉治雄］ 
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Ⅲ．ビブリオに関する研究 

(1) コレラ毒素の多型検出系の構築 

古典型及びエルトール型コレラ毒素の検出のため、コレ

ラ毒素Bサブユニット遺伝子の203番目における1塩基変

異多型を利用した mismatch amplification mutation 

assay 法を試みた。コレラ毒素 Bサブユニット遺伝子の塩

基配列の分かっている古典型およびエルトール型コレラ

菌を用いて検証したところ、各々のプライマーによる特異

的増幅が確認された。［森田昌知、大西 真、荒川英二、

泉谷秀昌、渡邉治雄］ 

 

(2) Vibrio parahaemolyticus 用の PFGE 標準化プロトコ

ールの作成に関する研究 

Vibrio parahaemolyticus について、米国 CDC を中心と

して香港(Public Health Laboratory Centre;PHLC)、

Bangladesh(International Centre for Diarrhoeal 

Disease Research, Bangladesh;ICDDR,B)、India(National 

Institute of Cholerae and Enteric Diseases, NICED), 

Thailand(National Institute of Health)及び国立感染症

研究所細菌第一部において PFGE 標準化プロトコールの作

成を試みた。泳動条件としては、SfiI, NotI による消化

後、Switch time; 10 ‒ 35.03 秒、電圧; 6V/cm, 泳動角

度; 120°、泳動時間；18h、温度；14℃を用いることを決

定した。CDC, ICDDR,B, PHLC、NICED Thailand NIH 及び

細菌第一部から供出された Vibrio parahaemolyticus 計

36 株について、それぞれの研究室において標準化プロト

コールにより泳動を行い、画像を PHLC に電送後、解析ソ

フト BioNumerics により比較解析を行った。［寺嶋 淳、

斉藤康憲、荒川英二、泉谷秀昌、渡邉治雄］ 

 

(3) 平成 18 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 18 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 67 株で Vibrio cholerae、V. 

mimicus 、 V. vulnificus 、 V. parahaemplyticus 、

Photobacterium(Vibrio) damsela および Aeromonas spp.

が含まれ、62.7%(42)は国外（イスラエル-25、米国-17）

から依頼された。国内株25株は7株がV. cholerae non-O1, 

non-O139 で、V. vulnificus が 11 株、V. parahaemolyticus

が 4 株、Aeromonas spp.が 2株、Photobacterium(Vibrio) 

damsela が 1 株であった。国内株は 6 株の V. cholerae 

non-O1, non-O139 が環境由来株であり、昨年度創傷感染

のあった受傷河川で分離されたものであった。血清型は患

者由来株(O8)とは異なっていた(O6-3 株、O7、O14、O164-

各 1 株)。残る 1 株は患者由来株であり、コレラ毒素(CT)

産生性の O141 であった。米国の 17 株は O141 血清に凝集

の見られる株で、一部は過去に O141 と型別されたが、精

査の結果 O75 であることがわかった。いずれも CT 産生性

で、III 型分泌装置関連遺伝子陽性であった。米国を始め

国内でも V. cholerae O141 によるコレラ様下痢症が散発

的に発生しており、今後 O75 も含めて注視していく必要が

ある。［荒川英二、森田昌知、泉谷秀昌］ 

 

(4) V. parahaemolyticus の食品からの標準検査法に関す

る研究 

平成 17 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「畜水産食品の微生物等の試験

方法に関する研究」(主任：宮原美知子)において、腸炎ビ

ブリオの食品からの検査法について、標準となる試験方法

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。近年、酵素基質培地が開発

され、培地上での発育および集落の色調で菌種を特定でき

るものと期待された。市販の冷蔵アサリとハマグリを無菌

的にアルカリペプトン水中で振盪し、表面ぬぐい、あるい

は貝浸出液を抽出し、一夜培養後その一部を酵素基質培地

あるいは TCBS 寒天培地に塗抹した。約 5％が色調の一致

しない菌であり、酵素基質培地だけでは不十分である事が

わかった。［荒川英二、甲斐明美(東京都健康安全研究セン

ター)、宮原美知子(国立衛研)］ 

 

(5) V. fluvialis を特異的に検出する系の開発 

V. fluvialis は開発途上国の下痢症では比較的頻繁に

分離される菌株である。該菌は白糖分解性であるため、選

択分離培地である TCBS 寒天上ではコレラの原因菌である

V. cholerae と色調からは区別がつかない。したがって、

両菌を迅速簡便に区別するため、V. fluvialis は toxR 遺

伝子をV. choleraeはompW遺伝子を標的としてmultiplex 

PCR の開発を行った。toxR 遺伝子はすべての Vibrio 属菌

が持っており、V. fluvialis 特異的な領域を新たに選択

し、反応条件についても検討した。参照株および類縁の

Vibrio 属菌などで検討したところ、toxR 遺伝子、ompW 遺

伝子ともにそれぞれの菌にのみ増幅産物が認められ、特異

的検出が可能であった。臨床検体でさらに検討を行う予定

である。［荒川英二、泉谷秀昌、T. Ramamurthy(NICED, 

India)］ 

 

Ⅳ．赤痢菌 

(1) 赤痢菌感染による細胞破壊抑制機構に関わる病原因
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子の機能解析 

赤痢菌は、腸管上皮細胞に侵入・拡散し上皮細胞を破壊

することによって出血性下痢を引き起こす。赤痢菌は約

220kb からなる大プラスミドを持ち、感染において重要な

役割を果たす病原因子の遺伝子をコードする。このうち細

胞侵入に必須の領域(約 30 kb)がすでに決定されている。

この領域のみを保持する赤痢菌に感染した上皮細胞にお

いては、核の損傷が認められた。このことから、大プラス

ミド上には、核の損傷に対して抑制的に作用する遺伝子も

存在すると推測される。現在、この遺伝子を探索するとと

もに、赤痢菌感染細胞の核の損傷に対する抑制機構を解析

している。［石原朋子、三浦雅史（協力研究員）、寺嶋淳、

泉谷秀昌、渡邉治雄］ 

 

(2) 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。本研究は温度と塩濃度が、アク

チベータ－である InvE 蛋白の発現を転写後に調節する機

構を初めて見い出した。細菌の主要な RNA 結合蛋白である

Hfq の欠損変異体を赤痢菌で作製したところ、翻訳レベル

で InvE 発現が増加し、温度や浸透圧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、hfq

変異体では invE-mRNA が安定化していることが示された。

また Hfq 蛋白と invE-mRNA の結合が、温度や塩濃度依存的

に減少することをゲルシフトアッセイで証明した。［三戸

部治郎、石原朋子、渡邉治雄］ 

 

(3) 赤痢菌の病原性に関与する因子 OspE2 の解析 

赤痢菌の病原性プラスミド上の遺伝子 ospE2 に変異を

起こさせると、菌が侵入した宿主細胞の形態が著しく変化

し、感染細胞が rounding する形態変化が観察される。ま

た、ospE2 変異株は、宿主細胞への侵入能および宿主細胞

内での増殖能は、野生株と同程度であるが、隣接細胞への

伝播能の低下が生じる。さらに、赤痢菌は細胞侵入後に

III型分泌装置により種々のタンパク質を宿主細胞質内に

分泌することが知られているが、OspE2-HA 融合タンパク

質を用いて調べたところ、この融合タンパク質も宿主細胞

質内に分泌され、細胞接着斑に局在していることが免疫蛍

光染色法により明らかになった。これらの結果から OspE2

タンパク質は感染宿主細胞の伸展形態の維持に働いてい

ることがわかった。OspE2 タンパク質と相互作用する宿主

細胞の因子を同定するために、大腸菌のツーハイブリッド

システムおよび GST プルダウンアッセイにより探索した

ところ、ダイニン軽鎖(DYNLT1)が同定された。今後これら

の結果を手がかりにメカニズムを解明して行く予定であ

る。［三浦雅史（協力研究員）、寺嶋 淳、泉谷秀昌、大西 

真、三戸部治郎、石原朋子、渡邉治雄］ 

 

Ⅴ．レンサ球菌に関する研究 

(1) 日本における 2005 年の溶レン菌感染症サーベイラン

ス  

2005 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、1868 株であり、1860 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 (580/1868, 

31.0%)、T4 (262/1868, 14.0%)、T1 (248/1868, 13.3%)、

T28 (156/1868, 8.4%)、T3 (130/1868, 7.0%)であった。

T12、T4、T1 型は 1992 年以降、毎年、高い分離頻度を示

している。T28 型の分離比率は、2000 年以降ほとんど一定

である(2000, 7.0%; 2001, 7.3%; 2002, 7.1%; 2003, 7.4%; 

2004, 6.7%; 2005, 8.4%)。T3 型は、昨年と比較して増加

した(2004, 3.8%; 2005, 7.0%)。［池辺忠義、渡邉治雄、

平澤恭子（福島衛研）、岡崎則男（神奈川衛研）、遠藤美代

子（東京都健康安全研究センター）、嶋智子（富山衛研）、

河原隆二（大阪公衛研）、冨田正章（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 

2005 年、25 症例報告があり、そのうち 23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11例は、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。2004年、T3, T4, T28, 

TB3264 型が各 2例で分離され、T3 型はすべて emm3 (M3)、

T28 型はすべて emm28 (M 型別不能)であったが、T4 型は

emm4（M4）が 1例、emm60 (M 型別不能)が 1例、TB3264 型

は emm1 (M1)が 1 例、emm89 型（M 型別不能）が 1 例であ

った。T12, T14/49, T-imp.19分離株のemmの塩基配列は、

それぞれ、emm12 (M 型別不能), emm58 (M 型別不能), 

st2147 (M 型別不能)であった。［池辺忠義、渡邉治雄、平

澤恭子（福島衛研）、岡崎則男（神奈川衛研）、遠藤美代子

（東京都健康安全研究センター）、嶋智子（富山衛研）、河

原隆二（大阪公衛研）、冨田正章（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 B 群レンサ球菌感染症のサーベ

イランスと起因株の血清型別 
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2005 年、劇症型 B 群レンサ球菌感染症は 2 例の報告が

あった｡これらの株の血清型は、それぞれ、7271型(NIH306)、

III 型(NIH308)であった。［池辺忠義、常 彬、渡邉治雄、

平澤恭子（福島衛研）、岡崎則男（神奈川衛研）、遠藤美代

子（東京都健康安全研究センター）、嶋 智子（富山衛研）、

河原隆二（大阪公衛研）、冨田正章（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) ブタレンサ球菌の virulence markers の保有状況に

関する調査 

日本国内で患者から分離されたブタレンサ球菌 8 株に

ついて、本菌の virulence markers といわれている遺伝

子 mrp (encode for muramidase-released protein); epf 

(encode for extracellular factor EF); sly (encode for 

hemolysin) の保有状況の調査を行った。その結果、8 株

中の 5 株は mrp+/epf+/sly+、1 株は mrp-/epf+/sly+、残

りの2株は mrp+/epf-/sly- 遺伝子型を示した。［常 彬、

渡邉治雄］ 

 

(5) ブタレンサ球菌の培養細胞への細胞毒性の調査 

日本国内で患者から分離されたブタレンサ球菌 8 株の

Human brain microvascular endothelial cells (HBMEC) 

およびマウスマクロファージ J774 への細胞毒性を調べ

た。sly を有する 6株は HBMEC および J774 へ強い細胞毒

性を示したが、sly を有しない 2株の細胞毒性は低かった。

この結果から、sly 遺伝子によってコードされるブタレン

サ球菌の溶血毒素は培養細胞への細胞毒性に関与するこ

とが示唆された。［常 彬、渡邉治雄］ 

 

Ⅵ．レジオネラに関する研究 

(1) 日本各地から分離された Legionella pneumophila の

flaA 遺伝子による型別 

日本国内の冷却塔からの分離株 128 株、浴場施設からの

分離株 167 株、計 295 株について flaA 遺伝子の一部領域

を PCR で増幅し、塩基配列を決定した。冷却塔水分離株の

flaA 型は 10 種類に分かれたものの flaA1 と flaA11 の 2

種類で88%を占めたのに対し、浴槽水分離株はflaA6が34%、

flaA3 が 20%、 flaA7 が 18%、flaA2 が 13%で、その他合わ

せて 9種類に分かれ、冷却塔水分離株に比べ浴槽水分離株

は多様性に富むことがわかった。［前川純子、倉 文明、

常 彬、鈴木敦子・市瀬正之（東京都予防医学協会）、遠

藤卓郎（寄生動物部）、渡邉治雄］ 

 

(2) 日本で分離された Legionella pneumophila のモノク

ローナル抗体を用いたドレスデンパネルによる分類 

(ｱ) 遺伝子型別法との併用 

L. pneumophila 血清群 1の臨床分離株 38株、環境由来

株 27 株（浴槽水分離株 13株、冷却塔水分離株 14 株）、計

65 株について、6種類のモノクローナル抗体でサブグルー

プを決定するドレスデンパネルを用いた分類を我が国に

おいて初めて試みた。その結果、モノクローナル抗体型は

9種類あり、欧米にはない日本独自の型も認められた。遺

伝子型別法では 65 株は 34種類に分かれ、両者の型別法を

併用すると 41 種類（臨床分離株 29 種類、環境分離株 14

種類）に細分化された。臨床分離株と浴槽水分離株は多様

性に富んでいたのに対し、冷却塔水分離株は 2種類のみに

型別された。 

 

(ｲ) モノクローナル抗体 MAb1/3 陽性株の分布について 

ドレスデンパネルのモノクローナル抗体の 1 つである

MAb1/3 は L. pneumophila 血清群 1の LPS の O鎖 8-O-アセ

チル基を認識することがわかっているが、環境分離株に比

べ臨床分離株の方が MAb1/3 陽性株が多いことが知られて

いた。今回調べた日本の分離株 65 株についても、臨床分

離株の 74%が陽性であったのに対し、環境分離株の陽性率

は 22%で、すべて浴槽水分離株であった。 

［前川純子、倉 文明、常 彬、渡邉治雄、Jürgen H. Helbig

（ドレスデン工科大学）］ 

 

(3) 掛け流し式温泉の温泉成分検査、微生物実態調査およ

び施設の衛生管理状況についての調査 

(ｱ) 泉質とレジオネラ陽性率の関係 

日本全国の多様な泉質をもつ 8 自治体、48 の温泉入浴

施設について泉質、微生物検査および設備調査を行った。

46％の施設からレジオネラが検出された。陽性検体の平均

菌数は 29 CFU/100mL で、最高が 500 CFU/100mL であった。

分離されたレジオネラは、9 割が L. pneumophila で、血

清群 1、6、untypable が多かった。泉質別では酸性泉と硫

黄泉のレジオネラ検出率が低かった。検査した温泉成分と

の関係では、レジオネラの陽性率が有意に低かったのは、

単変量解析の結果から、pH6 未満、酸消費量（炭酸水素イ

オン濃度）400 mg/L 未満、電気伝導率 225mS/m 未満、全

硬度 650 mg/L 未満の温泉水であったが、多重ロジスティ

ック回帰解析では、pH6 未満のみが有意となった。 

 

(ｲ) 微生物汚染とレジオネラ陽性率の関係 

レジオネラ陽性率と他の微生物量との関係については、

多重ロジスティック回帰解析により、従属栄養細菌

200CFU/mL 以上、一般細菌 30CFU/mL 以上、アメーバ
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20PFU/100mL以上で有意に高く、特に連続量として見ると、

一般細菌数が重要なリスク因子で、一般細菌が 10 倍にな

ると、レジオネラ汚染のリスク（オッズ比）は 2.2 倍にな

った。各種泉質は、一般細菌数に影響してレジオネラ汚染

のリスクに関与すると示唆された。［前川純子、山崎利雄、

遠藤卓郎（寄生動物部）、岩渕香織（岩手県環保研センタ

ー）、緒方喜久代（大分県衛環研センター）、黒木俊郎（神

奈川衛研）、杉山寛治（静岡環衛研）、藤田雅弘・星野利得

（群馬県衛環研）、森本 洋・池田徹也・清水俊一（北海

道衛研）、最首信和・井田正己（鳥取県衛環研）、熊田裕子

（福島衛研）、新川晶子（石川県保環センター）、原 信行

（岐阜県保環研）、宮坂次郎（熊本県保環研）、倉 文明］ 

 

(4) 循環式入浴施設における本邦最大のレジオネラ症集

団感染事例の診断検査 

2002 年 7 月の宮崎県の事例において、入院患者を中心

に 95 名について検査した。その結果、発症者 24 名のうち

３名の喀痰から、Legionella pneumophila 血清群（SG）1

が分離され、75 名のうち 23名が尿中抗原陽性と判定され

た。また、マイクロプレート凝集法および間接蛍光抗体法

を用いた血清抗体価測定により、66 名のうち、SG 1 およ

び Legionella dumoffii による感染がそれぞれ 5名（1名

は混合感染で合計 9 名）と判定され、計 32 名がレジオネ

ラ症と診断された。［河野喜美子・岡田美香（宮崎県衛環

研）、倉 文明、前川純子、渡邉治雄］ 

 

(5) 尿中抗原測定キット、PCR による臨床検体からのレジ

オネラの検出 

宮崎の集団感染事例において、尿中抗原測定キットのう

ち Binax イムノクロマト法による陽性率 31％は、Biotest 

EIA の 16％より高かった。2種のキットともに、通常の方

法では、尿中抗原は発症後 4週以内の患者にしか検出され

なかった。喀痰の PCR により、17 名中 5 名（29％）が L. 

pneumophila による感染と判定された。尿中抗原検出や

PCR は、培養や血清抗体価測定よりも陽性率が高く検査法

として有用であった。しかし、培養法は感染源の特定のた

めに公衆衛生上重要である。［河野喜美子・岡田美香（宮

崎県衛環研 ）、倉 文明、前川純子、渡邉治雄］ 

 

(6) 掛け流し式温泉由来のレジオネラ属菌の菌種・血清群

の同定 

厚労省科研費の班研究として、鹿児島、長崎、愛媛、神

奈川、山形、静岡の地研で同定困難とされた 15 施設由来

の合計 38 株のレジオネラ属菌の内 36 株の菌種を同定し、

残り 2株は既存の種にはあてはまらなかった。内訳は温泉

水由来 34 株（湯口 13 株、浴槽水 13 株、貯湯槽 5 株、配

管 2株、吐出湯 1株）、冷却塔水由来 4株であった。16S rRNA

遺伝子の塩基配列決定により 15 株が Legionella  

londiniensis と同定され、温泉水・浴槽水にこの菌種が

広く生息していることが示唆された。 16S rRNA 遺伝子の

塩基配列決定及び DNA-DNA ハイブリダイゼーションによ

り 10株が Legionella oakridgensis であった。Legionella 

anisa 8 株（冷却塔由来株 4 株を含む）、Legionella 

sainthelensi 2 株、Legionella jordanis 1 株が同定され

た。L.sainthelensi はすべて酸性泉由来であった。［前川

純子、倉 文明、井上博雄（愛媛県衛環研）］ 

 

(7) 市販されていないレジオネラ免疫血清の作成と特異

性  

支部レジオネラレファレンスセンターに配布済みのボ

ゼマニ 2群、ロングビーチ 1群、及び新たに作成し未配布

のロングビーチ2群とフィレイ1群の免疫血清の特異性検

査を、レジオネラ属菌 71 株（種の基準株及び血清群参照

株）の加熱死菌を用いてスライド凝集テストにより検査し

た。ロングビーチ２群血清は交差反応が認められなかった。

一方、ロングビーチ 1群血清は Legionella sainthelensi

血清群 2、Legionella tucsonensis と交差反応し、L. 

sainthelensiとの交差反応性は有効に除去できなかった。

フィレイ 1群血清は Legionlla donaldsonii と交差反応し

たが、その反応性は吸収可能であった。ボゼマニ 2群血清

は Legionella anisa と交差反応した。［倉 文明、渡邉治

雄］ 

 

(8) 市販レジオネラ免疫血清ボゼマニの交差反応性 

レジオネラ免疫血清ボゼマニ（デンカ生研）で凝集する

が、Legeionella bozemanii の特徴である青白色の自発蛍

光が認められない温泉水由来レジオネラ属菌 1 株を検査

した。16S rRNA 遺伝子の塩基配列決定及び DNA-DNA ハイ

ブリダイゼーション kit で、Legionella jordanis と同定

された。また、この免疫血清は L. jordanis の基準株と交

差反応することが確認されたので、支部レファレンスセン

ター及び免疫血清の発売元に注意を喚起した。［倉 文明、

前川純子、渡邉治雄、蔵元 強（鹿児島県環境保健センタ

ー）］ 

 

(9) 平成 18 年度浴槽水中のレジオネラ属菌検出状況 

平成 18 年度（4 月から 1 月）に主として関東地方から

分離された浴槽水由来株 441 株の 94.8％は Legionella 

pneumophila で、群別不能株（25.9％）、血清群 1（25.4％）、

血清群 5（15.0％）、血清群 6（12.7％）が多く検出された。
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平成 8～12 年度（48.0％）、平成 13 年度（28.6％）、平成

17 年度（10.0％）に比べ検体当りの陽性率は、平成 18年

度は 9.4％に低下した。一方、浴槽水分離株にしめる L. 

pneumophila 血清群 1の割合は、昨年度（35％）に比べ低

くなっているものの、平成 8～12 年度（5.7％）、13 年度

（18.8％）に比べ高い。［倉 文明、前川純子、常 彬、

鈴木敦子・市瀬正之（東京都予防医学協会検査研究センタ

ー）、遠藤卓郎（寄生動物部）］ 

 

(10) 平成 18 年度冷却塔水中のレジオネラ属菌検出状況 

平成 18 年度に主として関東地方から分離された冷却塔

水由来株 276 株の 78.3％は L. pneumophila で、血清群 1

（50.0％）、Legionella anisa（18.5％）、血清群 7（15.7％）

が多く検出された。これらの菌種、血清群の分布は、浴槽

水分離株とは異なった。検体当りの陽性率は、平成 8～12

年度（46.0％）、平成13年度（45.9％）、平成17年度（29.3％）

に比べ、平成 18 年度は 26.0％に低下した。浴槽水の検出

率の低下に比べて、冷却塔水では緩やかな低下となってい

る。［倉 文明、前川純子、常 彬、鈴木敦子・市瀬正之

（東京都予防医学協会検査研究センター）、遠藤卓郎（寄

生動物部）］ 

 

(11) アメーバを用いての、Legionella pneumophila の接

合伝達の研究   

L. pneumophila は環境中で自由生活するアメーバや繊

毛虫など細菌捕食性原虫内で増殖し、ヒトに肺炎を引き起

こす細胞内寄生菌である。本菌の染色体遺伝子（病原因子

を含む）が接合伝達されることが知られていた。また、弱

毒株は病原因子の獲得によって強毒化するが報告された。

原虫内でプラスミド接合伝達が高率に起こっているとい

う報告もある。そこで、我々はアメーバ内での L. 

pneumophila の接合伝達の効率を調べた。しかし、アメー

バが存在しない場合の遺伝子伝達効率に比べ、アメーバ内

での伝達効率の上昇は見られなかった。［常 彬、渡邉治

雄］ 

    

(12) Legionella pneumophila の二成分制御系に関する研

究 

二成分制御系 CheA-CheY は細菌の走化性、バイオフィ

ルムの形成、鞭毛や線毛の発現を調節し、さらに、病原性

に関与することが多く報告されていた。我々は L. 

pneumophila の CheA-CheY と相同性を持つ二つの遺伝子

の機能について調べている。これらの遺伝子に薬剤耐性カ

セットの導入により変異株を作成した。野生株と比べて、

変異株のバイオフィルムの形成、宿主細胞への接着や侵入、

病原性の違いの有無について調べ、CheA-CheY 二成分制御

系の L. pneumophila の感染機構における役割を明らか

にする予定である。［常 彬、渡邉治雄］ 

 

(13) Legionella pneumophila 感染が自然免疫系の宿主応

答を誘導する作用の解析 

自然免疫は脊椎動物や昆虫を含む多くの生物が持つ生

体防御機構で、その普遍性と重要性が明らかになってきて

いる。ショウジョウバエは自然免疫研究のモデル動物とし

て優れている。我々はショウジョウバエ S2 細胞およびそ

の small interfering RNA を用いで、L. pneumophila 感

染による自然免疫系を制御するシグナル系の解析を行っ

た。その結果、L. pneumophila 感染は S2 細胞の Imd 経

路（Imd→ dYAK1 → dIKK 複合体→ Relish といった因子

群から構成され、ヒトの自然免疫系である TNF 経路と共

通性を示している）を活性化することにより、抗菌ペプチ

ドの Diptericin の産生を誘導した。一方、JAK/STAT 経

路の活性化は見られなかった。また、この自然免疫系を活

性化する作用には L. pneumophila の病原遺伝子群 

Icm/Dot の関与が見られなかった。［常 彬、本田尚子、

渡邉治雄］ 

 

(14) ミエロペルオキシダーゼ依存酸化系のCryptococcus 

neoformans に対する生体防御への寄与 

ミエロペルオキシダーゼ欠損マウス（MPO-/-）は、対照

マウスに比べ、C. neoformans の鼻腔内投与、静脈投与後

の生存率が低下し、鼻腔内投与後の肺生菌数が多かった。

MPO-/-マウスでは、感染 7日後の肺で IL-4 が多く、IL-2、

IL-12、IFN-γが少ないことから、Th1 応答の低下が示唆

された。また肺の強い炎症像を示し、肺 IL-1α/βが多か

った。さらに MPO-/-マウスでは、鼻腔内投与により脳で

も菌が検出され、脳 KC が多かった。以上、MPO の主要な

役割が示唆された。［荒谷康昭（横浜市大）、倉 文明、渡

邉治雄、赤川久義・高野幸枝・大川原明子・ 鈴木和男（生

物活性物質部）、Nobuyo Maeda（ノースカロライナ大）、 小

山秀機（横浜市大）］ 

 

Ⅶ．髄膜炎菌に関する研究 

(1) 培養細胞を用いた in vitro 感染実験における日本

固有株 ST-2032 と ST-2046 の感染能の比較解析 

日本において年間２０例程しか発生しない髄膜炎菌性

感染症が日本における髄膜炎菌株の病原性の低さに由来

するか否かを検証するためにヒト内皮及び上皮培養細胞

（HBMEC,HUVEC,A546,HEp-2）を用いた in vitro 感染実験

における感染能を比較した。その結果、日本固有株であり、
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患者からのみ分離される ST-2032 が優位に高い接着・侵入

能を示したのに対して分離株の 90％以上が健常者からで

ある日本固有株であるST-2046はST-2032株とは反対に低

い接着・侵入能を示した。髄膜炎菌のヒト細胞への接着に

必須の線毛の遺伝子を破壊したST-2032株でもST-2046株

よりも約 10 倍の接着・侵入能を保持しており、今回使用

した株はすべて莢膜多糖体や Opc といった既知接着因子

を保持していないことから ST-2032 株には未知の病原因

子が潜在している可能性が示唆された。[高橋英之、Kwang 

Sik Kim（Johns Hopkins Univ）、渡邉治雄] 

 

(2) ホスホエタノールアミン(PEA)付加酵素による髄膜炎

菌のヒト培養細胞への接着効率上昇の解析 

日本固有株で in vitro 感染実験において強い感染性を

示 す あ る ST-2032 の 遺 伝 子 ラ イ ブ ラ リ ー を

broad-host-range vector で構築し、同じく日本固有株で

感染性の低い ST-2046 株に導入し、ヒト脳血管内皮細胞

HBMECに対する感染性の高くなった形質転換株を単離した。

その結果、髄膜炎菌の LPS (LOS) に PEA 基を付加する酵

素の遺伝子 (lptA) を保持することが明らかとなった。

ST-2046株へ lptA 遺伝子をプラスミドで導入した場合に

は HBMEC への接着が約 10 倍に増加し、ST-2032 株の 

lptA 遺伝子破壊株はその接着能力が約 1/10 に低下して

いた。またこの lptA 遺伝子による接着効率の変化は他の

ヒト内皮・上皮細胞でも認められた。以上の結果から髄膜

炎菌は自身のLOSのPEA修飾を介して接着効率を調節して

いる可能性が示唆された。[高橋英之、Kwang Sik Kim（Johns 

Hopkins Univ）、David Stephens(Emory University)、渡

邉治雄] 

 

(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 

2005年度１年間に感染研に収集された髄膜炎菌 12株の

疫学的解析を行なった。血清型は B:1 株、Y：6株、29E：

1 株、型別不能：4株であった。MLST 法による分子疫学的

解析の結果は ST-23 が 5 株、ST-3015、ST-5583 (ST-32 

complex)、ST-5711、ST-2045、ST-2330、ST-6003、ST-6004

が 1 株ずつであった。昨年度までの解析結果と合わせて考

察しても日本国内には ST-23 が最も多く分布している結

果が推測された。今年度解析した髄膜炎菌株のうち

ST-5583、ST-5711、ST-6003、ST-6004 といった日本固有

の遺伝子型も新たに検出されており、日本国内には未同定

の遺伝子型の髄膜炎菌株が未だ潜在している可能性も昨

年同様に示唆された。また、血清型 29E は髄膜炎菌株で非

病原性と一般的に考えられているにも関わらず今回

ST-5711 (ST-35 complex) が患者から分離されてきている

ことは医学的には注目すべきことであると考えられた。ま

た、本年度も日本固有の ST に分類される髄膜炎菌株が分

離されていることから日本の髄膜炎菌株は未だ未解析で

潜在していると推測された。[高橋英之、渡邉治雄] 

 

Ⅷ．臨床細菌に関する研究 

(1) Clostridium perfringens に関する研究 

高齢者医療施設入院病棟において発生した腹痛、下痢、

嘔吐の集団発生の起炎菌として分離されたC.perfringens

の解析を行った。患者便より分離された C.perfirngens 39

株のうち、27 株（69.2%)がエンテロトキシン遺伝子 cpe

を保持していた。これら cpe 陽性菌は 8種類のの染色体切

断パターンを持っていたが、1 株を除く 26 株は、共通の

75 kb プラスミドを持ち、このプラスミドの上にエンテロ

トキシン遺伝子 cpe が存在していた。異なる菌株間でのプ

ラスミド伝達によるエンテロトキシン産生形質の獲得が

示唆されたが、その伝達がどの段階で起こったに関しては

不明であった。［和田昭仁、稲松孝思(東京都老人医療セン

ター感染症科)］ 

 

Ⅸ．レプトスピラ、ボレリア等に関する研究 

(1) マダニ媒介性感染症に関する研究 

(ｱ) マダニのヒト刺咬例に対する検査体制の確立 

4 類感染症であるライム病、日本紅斑熱に加え、国内で

も浸潤が確認されたエーリキア・アナプラズマ感染症の早

期診断体制の確立を目的として、媒介マダニ刺咬例の疫学

調査を行っている。検査材料であるヒト刺咬マダニより唾

液腺を単離、病原体 DNA を検出することによって早期診断

が可能か否かを調べている。［川端寛樹、渡邉治雄、安藤

秀二・岸本寿男・倉根一郎(ウイルス第一部)］ 

 

(ｲ) 海外から持ち込まれる動物寄生のマダニが保有する

病原体の検索 

わが国では近年のペットブームの影響で、これまでのペ

ットとは異なる種類の野生動物が無検疫で輸入されてい

る現状があり、その危機管理対応の確立が急がれている。

一方で、検疫対象とされる動物に関しても、動物に寄生す

る節足動物に対しては、家畜伝染病予防法第３６条２項以

外による規制に該当しない節足動物が無検疫で輸入され

ている。そこで、まず病原体の侵入実態を明らかにするた

めに、環境研究所、麻布大学などと共同で、輸入動物寄生

性のマダニに関して、病原体保有調査を開始した。調査対

象は、ボレリア、リケッチア、エーリキア、アナプラズマ

でいずれもヒトを含む動物のマダニ媒介性感染症病原体
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である。これまでに、ボレリア、リケッチアなどの病原菌

に類縁な細菌種が分離、検出されており、現在、これら分

離株について生物学的・病原性解析を進めている。また、

検出対象を拡大するために、感染症研究所内にネットワー

クを構築した。現在ダニ媒介性ウイルス等についても検査

可能な状況を整備しつつある。［川端寛樹、渡邉治雄、安

藤秀二・岸本寿男・高崎智彦・倉根一郎(ウイルス第一部)、

五箇公一（環境研）、宇根有美（麻布大）］ 

 

(2) レプトスピラ抗原 Lig タンパク質のワクチンへの応

用に関する研究 

レプトスピラの感染防御タンパク質 LigA-m の組換えタ

ンパク質を免疫することで、イヌにおいても LigA-m に対

する抗体産生を誘導することができた。今後感染実験を行

って、イヌでの感染防御効果を評価する。一方、LigA-m

の経口ワクチンへの応用を目指して、LigA-m 発現大腸菌

を作製し、マウスに経口投与を行ったが、血中抗体産生は

認められなかった。［小泉信夫、渡邉治雄、樋坂光明・川

上和夫・鈴木 悟・村上保人・岸 雅彦(共立製薬先端技術

開発センター）］ 

 

(3) 宮崎県北部におけるレプトスピラ保有動物調査 

2006 年 8、9月に宮崎県北部で 7例のレプトスピラ症患

者が発生したため、同地域のレプトスピラ保菌動物調査を

行った。同地域でネズミ 57 匹を捕獲し、そのうちアカネ

ズミ 6匹からレプトスピラが分離できた。患者の推定感染

場所付近で捕獲されたアカネズミからの分離株は、患者血

清と特異的に反応をした。また同地域で捕獲されたイノシ

シ、シカ、タヌキの腎臓中からレプトスピラ遺伝子 flaB

を検出した。またレプトスピラ症疑いの猟犬からレプトス

ピラ抗体を検出した。［小泉信夫、武藤麻紀、渡邉治雄、

宮崎県衛生環境研究所、宮崎県延岡保健所、宮崎県高千穂

保健所、宮崎県日向保健所］ 

 

(4) 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・マニラ首都圏およびロスバニョス地方で野

鼠 66 匹を捕獲し、そのうち 36 匹からレプトスピラを分離

した。分離株の flaB 塩基配列、NotⅠ－PFGE の切断パタ

ーンおよび標準抗血清との反応性から、分離株は L. 

interrogans serovar Manilae, L. interrogans serovar 

Losbanos, L. interrogans serogroup Grippotyphosa お

よび L. borgpetersenii serogroup Javanica と同定され

た。［小泉信夫、武藤麻紀、渡邉治雄、吉田真一 (九大)］ 

 

(5) 各種動物におけるレプトスピラ保有状況調査 

大日本猟友会の協力により、1 道 8 県のシカ腎臓 32 検

体、また 11 県のイノシシ腎臓 45 検体からレプトスピラ遺

伝子 flaB の検出を行ったところ、シカ腎臓 1 検体および

イノシシ腎臓 7 検体から flaB が検出された。またそれら

の塩基配列を決定したところ、L. interrogans (6 検体)

および L. borgpetersenii (2 検体)と同定された。東京都

の2ヶ所で捕獲したドブネズミそれぞれ4匹と1匹からレ

プトスピラが分離された。 flaB 塩基配列からこれら分離

株は L. interrogans と同定された。東京都動物愛護相談

センターに収容されたイヌの腎臓、尿からレプトスピラの

分離および腎臓培養液、尿から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、

谷川力（イカリ消毒技術研究所）、林栄治（東京医科歯科

大学大学院）、今岡浩一（獣医科学部）、水谷浩志（東京都

動物愛護相談センター）］ 

 

Ⅹ．腸管外病原性大腸菌, セラチアに関する研究 

(1) 腸管外病原性大腸菌の遺伝的型別 

尿路をはじめとする腸管外に様々な病変を惹起する腸

管外病原性大腸菌に関しては、下痢原生大腸菌と比較して

十分な解析がなされておらず、病原性に関しても未解明な

部分が多く残されている。腸管外病原性大腸菌の分子系統

解析から疫学解析の基盤情報を供することを目的とし本

研究を行った。そこで膀胱炎患者由来 58 株、腎盂腎炎患

者由来 72 株、前立腺炎患者由来 48 株、計 178 株の ExPEC

の系統解析を行い、対照として ECOR コレクション株 72株

および便由来大腸菌 45 株との比較解析を行った。

Multi-locus sequence typing (MLST)法により系統解析を

行った。膀胱炎由来菌株 58株は 21 の異なったシークエン

ス型を示し、腎盂腎炎および前立腺炎由来株（72 株およ

び 48 株）もそれぞれ 21 および 19 型に分けられ、多様で

あることが示された。糞便由来株（45 株）においても、

28 型に分けられ同様に多様であることが示された。しか

しながら、便由来大腸菌は 71％が系統 A／B1 に属するこ

ととは対照的に、膀胱炎由来、腎盂腎炎由来、前立腺由来

菌株のほとんどが系統 B2 に属することが明らかにされ

（それぞれ 88%、88%、85%）、系統 B2 に属する菌株が尿路

感染症に深く関係していることが示された。［大西 真、

渡邉治雄、山本新吾（兵庫医大）、倉園久生（大阪府大）］ 

 

(2) Serratia marcescens に関する研究 

Serratia marcescens は尿路感染症や日和見感染症の原

因菌である。抗生物質非依存的な治療の構築を念頭に

S.marcescens の基礎的な病原性のメカニズムの解明をめ
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ざした。溶血活性として、赤血球から遊離するヘモグロビ

ンを指標にしたコンタクトヘモリシス(30℃)と血液寒天

培地におけるハロー形成能(37℃)の 2 種類がみられた。

S.marcescens では現在、溶血素として ShlA が知られてい

る。shlA 欠損株を作成したところ、コンタクトヘモリシ

ス活性はほぼ消失していたにも関わらず、ヒト血液寒天培

地におけるハロー形成能は失われてなかった。ヒト血液寒

天培地(37℃)を用いた系により、新たな溶血素(病原性因

子)遺伝子をショットガンクローニング法により検索し、4

株を得た。このうち一株は既知の溶血因子である shlA を

含む DNA 断片を所持していたが、他の 3株は溶血素として

想定出来るホスホリパーゼA1(PhlA)が存在していた。phlA

は 963bp(321aa)をコードしており約 33.4kDa のタンパク

質である。そこで、phlA が溶血活性の責任遺伝子である

かを確かめるために、pGEM-TEasy vecter(promega)に plaA

遺伝子を挿入後、DH5αを形質転換し、得られた株の溶血

活性を血液寒天培地で調べた。その結果、先のスクリーニ

ングと同様な溶血環がみられた。このことは、phlA が

S.marcescens の新規溶血素であることを強く示唆するも

のであった。［志牟田健、伊豫田淳、大西 真、渡邉治雄］ 

 

ⅩⅠ．口腔内細菌に関する研究 

(1) Streptococcus mutans と他の streptococci との混合

培養におけるバイオフィルム形成能の検討 

う蝕原因菌である S. mutans や S. sobrinus と他の

streptococci との混合培養におけるバイオフィルム形成

能を検討すると、Streptococcus mitis や Streptococcus 

salivarius と混合培養した場合に S. mutans や S. 

sobrinus の単独培養よりもそのバイオフィルム形成量が

低下することが明らかとなった。また、S. salivarius に

よ り バ イオフィル ムが低下す るメカニズムに

Quorum-sensing system（細胞密度依存的制御機構, 

QS-System）を制御するオートインデューサーの CSP を不

活性化させるS. salivariusが産生する蛋白分子が存在す

ることが明らかとなった。この分子は、バイオフィルム形

成初期に働き、バイオフィルムの厚みを制御していた。こ

の分子を特定することは、新たなう蝕予防製剤の開発に繋

がることが考えられた。[泉福英信、田村昌平、茂木瑞穂、

米沢英雄、渡邉治雄] 

 

(2) Streptococcus mutans と他の streptococci との混合

バイオフィルム形成能における glrA の役割の検討 

バシトラシンのトランスポーターに関与する遺伝子で

ある glrA の発現のない S. mutans ミュータント株は、バ

イオフィルム底面の形成量がワイルド株よりも減少して

いた。よって、glrA はバイオフィルム底面の形成に関与

する遺伝子であることが明らかとなった。このミュータン

ト株とワイルド株のそれぞれに S. salivariusや S. mitis

を混合しバイオフィルムを形成させると、ワイルド株では

バイオフィルム形成が低下するのに対してミュータント

株で低下しなくなった。よって、glrA は S. salivarius

や S. mitis によるバイオフィルム形成抑制にも関与する

遺伝子であることが明らかとなった。このミュータント株

はワイルド株よりも CSP の分泌量が増加しており、このこ

とが抑制に関わった可能性が考えられた。[泉福英信、茂

木瑞穂、米沢英雄、渡邉治雄] 

 

(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の影響 

S. gordonii の 菌 体 表 層 蛋 白 質 (SspB) の

SspB(390-T400K-402)ペプチドは、唾液アグルチニン

（gp-340/DMBT1）のペプチド（SRCRP2）と強く結合する。

この結合には、リジン置換による陽電荷表出が影響してい

ることが考えられている。１７年度の検討により、このペ

プチドの２か所置換ペプチドSspB(390-A393K-T400K-402)

は、1か所置換の SspB(390-T400K-402)ペプチドよりも pH

が低下していくと結合量が上昇していくことが明らかと

なった。これは、ペプチド表層に表出した陽電荷のリジン

の追加が、結合に影響していることを示唆していた。そこ

で、１８年度はペプチドの立体構造を予測して、リジン置

換により陽電荷がどのように表出しているか立体構造を

描画できるコンピューターソフト MOE を利用してその解

析を行った。その結果、アミノ酸残基番号 393 のアラニン

と 400 のスレオニンを置換したリジンは、αへリックス構

造上一列に並んで同方向に表出していることが明らかと

なった。このようなリジンによる陽電荷の表出が SRCRP2

との結合に関与すると考えられた。 [泉福英信、木庭秀彦、

中尾龍馬、渡邉治雄] 

 

(4) Streptococcus mutans 臨 床 分 離 株 に お け る

Bacteriocin Smb の遺伝子パターンとその抗菌性への関与 

S. mutans の産生する抗菌物質であるバクテリオシンの

一つに Smbがある。この Smbは、抗菌性の強い Lantibiotic

タイプであり、Quorum-sensing によりその発現が制御さ

れている。Smb の保有率が臨床分離株や実験室株の中でど

の程度か、また Smb 保有菌株間における抗菌性について検

討を行った。その結果、17 臨床分離株の中で 5 株(29%)、

7 種の実験室株の中で 2 株(29%)が Smb 保有株であった。

これらのすべての Smb 保有株は、Smb 感受性菌である

RP66(Group C streptococci)への抗菌活性を示した。これ
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らのことから、約 30%の S. mutans において、Smb が主要

な抗菌性物質であることが示唆された。[泉福英信、米沢

英雄、渡邉治雄] 

 

(5) S. mutans のバイオフィルム形成中期と後期に発現す

る遺伝子の検討 

S. mutans において Quorum-sensing (QS) system は、

細胞密度を感知し、遺伝子発現を制御することでバイオフ

ィルム形成に関与していることが明らかとなっている。S. 

mutans は、オートインデューサーである Competence 

stimulating peptide (CSP)を介した QS-system が存在し

ている。我々は S. mutans の CSP により誘導される 32遺

伝子を明らかにし、その中でバイオフィルム形成中期と後

期に発現する遺伝子を検討した。その結果、8時間培養（中

期）では SMU1913、SMU1882、14 時間培養（後期）では、

SMU104、SMU482 を含む 5 つの遺伝子がバイオフィルム形

成時に強く発現することが明らかとなった。これらの遺伝

子は、QS-system を介してバイオフィルム形成の調節に関

与していると考えられた。[泉福英信、米田早織、米沢英

雄、中尾龍馬、渡邉治雄] 

 

(6) Enterococcus faecium による分泌物質による

Streptococcus mutans のバイオフィルム形成阻害効果 

E.faecium は、S. mutans のバイオフィルム形成を阻害

することが明らかとなっている。そこで、E. faecium が

その阻害物質を分泌するか検討するために、BHI 透析外液

培地にて培養後、培地中に分泌された物質を硫安沈殿によ

る塩析により濃縮することを試みた。その後、沈殿試料を

PBS にて透析後、分子量 10KDa 以上を回収するために限外

ろ過を行い、蛋白質濃度測定後 S. mutans のバイオフィル

ム形成実験にこの試料を付与した。その結果、その試料は

蛋白質濃度依存的にバイオフィルム形成を阻害した。また、

この試料を熱、ブタノール、フェノールで処理しその影響

を検討すると、阻害効果が消失した。よって、E.faecium

は、S. mutans のバイオフィルム形成を阻害する蛋白質を

分泌することが明らかとなった。 [泉福英信、熊田昌幸、

米沢英雄、中尾龍馬、渡邉治雄] 

 

(7) アッサム茶成分によるS. mutansバイオフィルム形成

への効果に関する研究 

齲蝕予防剤開発のため、近年注目されているアッサム茶

成分のう蝕原因菌：S. mutans および S. sobrinus への効

果について検討を行った。S. mutans および S. sobrinus

のバイオフィルム形成において、アッサム茶は中国産緑茶

よりもその抑制効果が高いことが示唆された。アッサム茶

成分を 10kDa の分子量以下と以上に限外ろ過を用いて分

け検討を行うと、10kDa の分子量以下に抑制物質が含まれ

ていることが明らかとなった。その成分は、SDS-PAGE と

クマシーブルー染色により、10kDa 前後に染まるスメア層

に含まれることも明らかとなった。[泉福英信、米田早織、

渡邉治雄] 

 

(8) 酪酸による Streptococci と Actinomyces neasrundii

バイオフィルムへの効果に関する研究 

歯周病の原因菌の中で特に Porphyromonas gingivalis

は歯周病患者のポケット内に多くみられ、感染部位の嫌気

条件下にて、各菌種特有の短鎖脂肪酸(SCFA)を作り分泌し

ている。SCFA は、腸内細菌が水溶性食物繊維等を発酵す

る際に作られる酪酸・プロピオン酸・酢酸などの最終有機

酸を指し、結腸の癌細胞の増殖抑制や粘膜の栄養分となる

ことが知られている。そこで我々は口腔内常在菌である

S. mutans、S. sanguinis などの Streptococci と、

Actinomyces neasrundii が形成するバイオフィルムに対

する SCFA の効果を調べることにより、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

ることを目的とし検討を行った。その結果、SCFA は

Streptococciよりも A.neasrundiiに対してよりスクロー

ス存在下バイオフィル形成を増加させることが明らかと

なった。よって SCFA は、う蝕や歯周病に関連する菌によ

るバイオフィルム形成の調節に関与している可能性が考

えられた。[米田早織、落合邦康（日本大学歯学部）、泉福

英信] 

 

(9) 口腔ケアとS. mutansの歯表面付着阻害抗体との関係 

平成 1８年度は、唾液 PAc(361-386)ペプチドに対する抗

体の口腔への影響と口腔ケアの際の作用について要介護

高齢者を対象に検討した。介護施設入居高齢者 60 名を被

験者とし、抗体有と無で 2群に、さらに週 1回の歯科衛生

士による歯牙表層の清掃群と歯牙表層および粘膜表層の

清掃群に分けて、口腔ケアの効果を唾液中の S. mutans 菌

量にて検討した。その結果、口腔ケアによる抗体価の変動

はなかったが、抗体有の群はケア後１か月で有意に S. 

mutans 菌量が減少し、抗体なしの群ではそのような減少

効果が認められなかった。また、粘膜ケアを歯牙表層ケア

に加えると S. mutans 菌量の減少効果が強く認められた。

これらの結果から、粘膜ケアや抗体が S. mutans の歯牙表

層への再付着を抑え、それが結果的に S. mutans 菌量を減

少させることに繋がったことが考えられた。[泉福英信、

稲葉英理佳、植松  宏（東京医科歯科大学）、渡邉治雄] 
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(10) 歯科医療における院内感染対策の現状について 

関東某県歯科医師会所属歯科医師 3873 人にアンケート

調査を行い、有効回答のあった 392 人(10.1%)のアンケー

ト結果の分析を行った。年齢、患者来院数によりそれぞれ

グループに分け、院内感染対策に関連する意識、知識、行

動に関するアンケート調査を行い、それぞれの質問項目に

対する回答の割合を算出した。それらの結果を検討すると、

60 才以上の歯科医師は院内感染に対する意識と行動が他

の年代よりも大きく欠けていることが示唆された。また、

HIV 患者の受け入れ意識は 39 才以下の歯科医師で高く、

院内感染対策の行動にも反映していることが示唆された。

グローブの着用、スタッフへの感染防止の教育、感染防止

マニュアルの作成など、来院患者数が増加する程有意に高

くなる傾向を示した。年齢が若く、患者数の多い歯科医院

に勤務する歯科医師ほど感染対策をより行う意欲のある

ことが考えられた。[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）] 

 

(11) デンタルユニット内循環水における微生物の同定お

よび評価システムの開発 

デンタルユニットの歯科用ハンドピース、超音波スケー

ラー、エアーシリンジからの排水サンプルを採取して、一

般細菌、従属細菌、緑膿菌、大腸菌、レジオネラ、黄色ブ

ドウ球菌、非結核性非定型抗酸菌、原虫の測定を行った。

平成 18 年度は、一般歯科医院５施設の検討を行った。そ

の結果、従属細菌のみ 1x106CFU/ml 以上スリーウエイシリ

ンジやタービンなどから検出された。このデンタルユニッ

トはいずれも製造および使用を開始してから 15 年以上経

過していた。一方、製造および使用を開始してから１年以

内のデンタルユニットでは、従属細菌も検出されなかった。

長い期間使用したデンタルユニットは、排水の微生物汚染

の検査を行い、デンタルユニット内微生物汚染の改善が必

要であると考えられた。[泉福英信、小森康雄（東京医科

大学）、山崎利雄、八木田健司(寄生動物部)] 

 

(12) Porphyromonas gingivalis Omp85 ホモログの糖鎖修

飾 

グラム陰性菌に保存される外膜タンパク Omp85 は菌の

生存に必須の外膜タンパクであり、多くの外膜構成タンパ

クの集合に寄与する。本研究では Porphyromonas 

gingivalis の Omp85 ホモログにおける糖修飾の有無を脱

糖化変異株たる galE変異株を用いて検討した。全長 OMP85

タンパクおよび表層ループ領域ペプチドを免疫源として

得られた2種類のOmp85抗体のウエスタンブロット解析に

より、galE 変異株においては Omp85 の分子量が野生株の

それよりも低下することが明らかとなった。さらに野生株

Omp85はトリフルオロメタンスルホン酸による脱糖処理に

よっても分子量が減少した。以上より、Omp85 は数 kDa の

糖修飾を受ける外膜タンパクであることが明らかとなっ

た。また、野生株よりも galE 変異株で分子量が変化する

いくつかの外膜タンパクの存在が確認され、そのうちウエ

スタンブロットと TOF/MS 解析によりヘマグルチニン

HagB/C タンパクの糖修飾も確認された。［中尾龍馬、泉福

英信、渡邉治雄］ 

 

(13) Opr86 ポリクローナル抗体による緑膿菌バイオフィ

ルムの制御 

緑膿菌は日和見感染菌の一つとして知られており、その

バイオフィルム形成は嚢胞性繊維症など感染症の原因と

して問題視されている。バイオフィルム形成時において、

細菌は細胞表層を調節することで環境に適応している。

Neisseria meningitidis の外膜タンパク Omp85 は生育必

須な膜貫通型タンパクであり、全てのグラム陰性菌にホモ

ログが存在する。そのため、様々な病原菌において Omp85 

ホモログはワクチンの抗原として研究されてきている。

我々はこれまでに、緑膿菌における Omp85 ホモログであり

機能未知の因子Opr86 の機能を解明してきた。その結果、

Opr86 は外膜タンパクの集合・輸送に関与する生育に必須

な因子であることが示された。本研究では、Opr86 ポリク

ローナル抗体を用いた緑膿菌バイオフィルムの制御を目

的として更なる解析を行った。マイクロタイタープレート

によるバイオフィルム形成において、Opr86 抗体による形

成抑制が確認された。また、この Opr86 抗体によるバイ

オフィルム制御は富栄養・貧栄養両培地において観察され

た。バイオフィルム形成は固体表面の付着及び細胞外マト

リクス生成が主な要素となっているが、この Opr86 抗体

によるバイオフィルム制御は付着の阻止が要因であった。

さらにこの抗体の臨床株における有用性を検討したとこ

ろ、多くの緑膿菌臨床株においてバイオフィルム形成の抑

制が確認された。以上の結果から、Opr86 は緑膿菌バイオ

フィルム形成に対するワクチン抗原として有用である可

能性が示唆された。［田代陽介、中尾龍馬、泉福英信、野

村暢彦(筑波大学)］ 

 

(14) Aggregatibacter actinomycetemcomitans バイオ

フィルム形成を抑制する Porphyromonas gingivalis の培

養上清中因子の解析 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans お よ び

Porphyromonas gingivalis は、ともに主要な歯周病原菌

として知られている。また、歯周病患者の歯周ポケットに
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おいてこの二菌種が同時に単離されることは少ないとさ

れるが、両菌種間の相互作用についてはほとんど報告が無

い。まず、様々な口腔細菌に対して Porphyromonas 

gingivalis の培養上清を加えた時、プラスチックへの各

口腔細菌のバイオフィルム形成量が変化するかを調べた。

結 果 、 実 験 に 供 し た Aggregatibacter 

actinomycetemcomitansの２菌株のバイオフィルム形成が

いずれも著しく阻害されたが、その他の口腔細菌のバイオ

フィルム形成にはほとんど影響を与えなかった。一方、

Porphyromonas gingivalis の上清による、その他の細菌

種バイオフィルム形成への影響はほとんど観察されなか

った。この上清中の因子は熱感受性で、既知のジンジパイ

ンとは異なる分子量 10,000 以上の分子と推察された。今

後このバイオフィルム抑制因子を同定する予定である。 

［中尾龍馬、泉福英信、渡邉治雄］ 

 

(15) 口腔から単離されたテトラサイクリン耐性レンサ球

菌の解析 

口腔細菌はしばしば心内膜炎や粥状動脈硬化症などの

原因となるので、口腔細菌の薬剤耐性化はそれらの治療を

困難にする恐れがある。本研究では，口腔内環境において

検出頻度が高いことが報告されているテトラサイクリン

耐性口腔レンサ球菌を、6 名の被験者の歯肉縁上プラーク

から単離培養し、どのような細菌種が分布しているのかを

調査した。テトラサイクリン耐性口腔レンサ球菌種の同定

は、各細菌 16s rDNA のシーケンス解析により行った。結

果，単離されたテトラサイクリン耐性菌株には，

Streptococcus gordonii ， S.mitis ， S.sanguinis ，

S.cristatus や S.salivarius が検出され、特にテトラサ

イクリン耐性 S sanguinis が高頻度に認められた。今後

も引き続き、分離株の同定を行う予定である。［瀧川智子、

中尾龍馬、米田早織、菅野直之(日本大学)、泉福英信、渡

邉治雄］ 

 

ⅩⅡ．結核菌に関する研究 

(1) 新しい結核のワクチン開発に関する研究 

前年度に引き続き らい菌の MMP-II 抗原遺伝子を、ベ

ク タ ー に 組 み 込 ん だ プ ラ ス ミ ッ ド を も つ 、

rBCG(pMV261-SM)のモルモットにおける結核菌噴霧感染後

の結核菌防御能を、肺、肝、脾、胸部リンパ節の還元培養

成績から検討した。rBCG(pMV261-SM)を 106cfu/匹に接種し

た場合には、PBS 群に比べて各臓器の還元培養の菌数は低

く、明らかに結核菌防御効果が見られた。しかし、結核菌

防御能は、BCG-Tokyo 株が最もよく rBCG(pMV261-SM)は若

干劣っている程度であった。このことは、結核とハンセン

病の多目的ワクチンとして利用できる可能性が示唆され

た。 [山崎利雄、宮本友司・牧野正彦（病原微生物部）]  

 

(2) BCG の結核菌防御能の持続性について 

あらかじめ BCG 0.5mg または PBS を下腹部皮下に注射後、

5年間または 1年半飼育した（それぞれ老年期または壮年

期）モルモット及び新たに購入した幼年期モルモットを対

照群として用いた。BCG あるいは PBS を接種（幼年期モル

モットでは初回接種）6週間後、結核菌 H37Rv 株を噴霧感

染し、5週後に解剖した。解剖時の肉眼所見では、壮年期

群は、BCG の再接種の有無に関係なく結核菌抑制効果が見

られた。また、老年期群も BCG 再接種群で効果が認められ

た。還元培養でも、この傾向は変わらず、老年期に BCG を

再接種した場合に幼年期と同程度の結核菌の抑制傾向が

見られた。このことは、老年期モルモットであっても、BCG

の免疫効果があることを示唆している。[山崎利雄、宮本

友司（病原微生物部）、相澤志保子・服部真一朗（エイズ

研究センター）、山本三郎（遺伝子・疾患研究所）] 

 

(3) 結核菌の迅速薬剤感受性試験法に関する研究 

昨年に引き続き、信頼できる PZA 感受性試験法の確立を

最終目的とし、ATP 法による結核菌 PZA 感受性試験法の検

討を、臨床分離菌 75 株を用いて行った。ATP 法と参照法

との一致率は、液体テスト法 93.3％、寒天比率法 82.2％、

ピラジナミダーゼ試験 93.3％であった。ATP 法による PZA

感受性試験は、迅速で正確な結核菌薬剤感受性試験法とし

て有用であった。[山崎利雄、山本三郎（遺伝子・疾患研

究所）、岡沢 豊（極東製薬工業）] 

 

(4) ATP 測定による BCG 生菌数測定法の検討 

BCG ワクチンのアンプル中の生菌数は、通常 1％小川培

地に希釈菌液を接種して3週目と4週目に肉眼的にコロニ

ー数を数える。この方法は、煩雑であり時間がかかる。そ

こで、アンプル中の生菌数を ATP 測定法にて検討した。7H9 

broth 希釈系列を用いた場合、BCG の濃度に依存して RLU

測定値は減少し、同一ロットであっても、RLU 測定値は異

なり、その大小は固形培地で測定した生菌数に依存してい

た。また、BCG 同一ロットのアンプルを各 3本ずつ切って

各３測定を行い、ATP 法の再現性も確認した。希釈係数と

RLU値によりアンプル中のおよその生菌数を知ることがで

きる ATP 法は、アンプル切断後、およそ 1時間で終了する

迅速簡単な方法である。[山崎利雄、山本三郎（遺伝子・

疾患研究所）] 
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(5) 入浴施設の浴槽水より分離された抗酸菌の分離状況 

循環式浴槽における浴用水の浄化・消毒方法の最適化を

検討する上に、浴槽水中にいかなる抗酸菌が存在するかの

調査を行った。その結果 55 検体中、2 検体から抗酸菌 5

株が分離された。分離菌は、Mycobacterium  avium 4 株、

M. fortuitum 1 株と同定された。また、ろ過槽等のろ過

剤からは、M. gordonae１株、M. avium 4 株、M. goodii 9

株が分離された。結核菌(M. tuberculosis )は、検出され

なかった。[山崎利雄、遠藤卓郎（寄生動物部）、杉山寛治

（静岡県環境衛生研究所）]  

 

ⅩⅢ．その他 

(1) 体外診断薬承認前検査： 

厚生労働省より依頼される承認前検査中、輸血に関連す

るものとして、抗梅毒抗体検出用診断薬及び抗カルジオラ

イピン抗体検出用診断薬の検査を行っている。１８年度は

一件の化学発光 EIA 法を用いた抗梅毒抗体検出試薬の検

査を実施した。本品目は規格試験に合格した。［中山周一、

志牟田健、大西 真］ 

 

(2) 研修業務 

(ｱ) 平成 18 年度特定研修、新興再興感染症技術研修（国

立保健科学医療院） 

レジオネラの基礎、感染事例、レジオネラの検査法につ

いて、地研、保健所及び食肉衛生検査所の職員 18 名に対

して 2時間の講義を行った。11 月 13 日、武蔵村山市。［倉 

文明、前川純子］ 

 

(ｲ) レジオネラ属菌の宿主となる自由生活性アメーバ類

の検査に関する講習および実習 

厚労科研費補助金地域健康危機管理研究事業「温泉の泉

質等に対応した適切な衛生管理手法の開発に関する研究」

において、8地研 8名に対して研修を行った。森本 洋（北

海道衛研）、岩渕香織（岩手県環保研セ）、熊田裕子（福島

県衛研）、藤田雅弘（群馬県衛環研）、新川晶子（石川県保

環センター）、最首信和（鳥取県衛環研）、緒方喜久代（大

分県衛環研センター）、宮坂次郎（熊本県保環科研）。6月

8日～9日、感染研。［八木田健司・遠藤卓郎（寄生動物部）、

前川純子、常 彬、倉 文明］ 

 

(3) 取材協力 

(ｱ) 倉 文明、山崎利雄：浴槽内の温水による感染症につ

いて知る. Spa & Treatment No. 19 (December):42, 2006.  

(ｲ) 倉 文明：園芸で肺炎ご用心…腐葉土にレジオネラ菌、

死亡例も、読売新聞平成 18年 12 月 24 日 

(ｳ) 倉 文明：浴室ぬめり取り去って，レジオネラ症どう

対策、園芸用腐葉土に注意、日本経済新聞平成 19 年 1 月

13 日 

 

(4) 承認前試験 

肺炎球菌ワクチンの製法、規格および試験方法が変更に

なったことにより、承認前試験を行い、その結果を医薬品

第二部会に報告した。新製法肺炎球菌ワクチンは承認され、

平成 18 年 9月 1日に官報告示された。(第三室) 
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