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2008年6月～2009年4月にかけて岐阜及び愛知県内の医療関連施設から分離され
た肺炎球菌（Streptococcus pneumoniae）377株の各種抗菌薬に対する感受性，ペニ
シリン結合蛋白質（penicillin-binding protein: PBP）遺伝子変異，マクロライド耐性
遺伝子の有無及び血清型について検討した。また，2004年に分離されたS. 
pneumoniae 160株のサーベイランス結果と比較した。



2 （ 2 ） THE JAPANESE JOURNAL OF ANTIBIOTICS  65—1  Feb. 2012

CLSI（M100-S17）基準を参考に，benzylpenicillin（PCG）のMICが0.05 g/mL以
下をペニシリン感性S. pneumoniae（penicillin-susceptible S. pneumoniae: PSSP），
0.1～0.78 g/mLをペニシリン中等度耐性S. pneumoniae（penicillin-intermediate S. 
pneumoniae: PISP）及び1.56 g/mL以上をペニシリン耐性S. pneumoniae（penicillin-
resistant S. pneumoniae: PRSP） と す る と，PSSPは143株（38%），PISPは185株
（49%），PRSPは49株（13%）であった。分離材料別では鼻腔及び咽頭由来株で
PISP，PRSPの分離頻度が高く，地区別では中濃地区でPRSPの分離頻度が高かった。

PBP遺伝子に変異を有さないgPSSPは23株（6.1%），少なくとも1箇所に変異を
有するgPISPは173株（46%），3箇所全てに変異を有するgPRSPは181株（48%）で
あった。また，マクロライド耐性遺伝子を有さない株は28株（7.4%），mefAのみを有
する株は138株（37%），ermBのみを有する株は166株（44%），両方の遺伝子を有す
る株は45株（12%）であった。PBP遺伝子変異とマクロライド耐性遺伝子の両方を
有する株は338株（90%）であった。血清型は，19型（92株；24%），23型（60株；
16%），6型（56株；15%）の順に多く，PRSPでは19型及び6型で80%を占めた。
各種抗菌薬のMIC90は，imipenem, panipenem, garenoxacin; 0.1 g/mL, moxi oxacin; 

0.2 g/mL, meropenem, tosufloxacin; 0.39 g/mL, amoxicillin, clavulanic acid/ 
amoxicillin, cefditoren, cefcapene; 0.78 g/mL, PCG, piperacillin, cefteram, levo oxacin;  
1.56 g/mL, cefotiam, flomoxef, pazufloxacin; 3.13 g/mL, cefdinir; 6.25 g/mL, 
nor oxacin, minocycline; 12.5 g/mL, clarithromycin; >100 g/mLであり，いずれの薬
剤も2004年の結果とほぼ同程度であった。

肺炎球菌（Streptococcus pneumoniae）は呼吸
器感染症及び中耳炎や髄膜炎などの主要起因菌で
あり， -ラクタム系薬及びマクロライド系薬など
への多剤耐性化が臨床的な問題となっている 1）。
近年では，分離頻度は低いものの，キノロン耐性
株が徐々に分離されてきており 2,3），薬剤感受性
動向には留意する必要がある。
これまで東海アンチバイオグラム研究会では，

岐阜県の1999年 4），2002年 5），2004年 6），2006年 7）

におけるS. pneumoniaeの分離状況及び各種抗菌
薬に対する薬剤感受性について報告してきた。今
回，2008年～2009年に岐阜及び愛知県内で分離
されたS. pneumoniaeについて分離状況及び各種
抗菌薬に対する薬剤感受性を調査し，2004年分離
株の調査結果との比較により耐性化動向を検討し
たので報告する。

I. 材料及び方法

1. 使用菌株
2008年6月～2009年4月に，岐阜大学医学部附
属病院，公立学校共済組合東海中央病院（岐阜地
区），岐阜県厚生農業協同組合連合会中濃厚生病
院（中濃地区），岐阜県立多治見病院，岐阜県厚生
農業協同組合連合会東濃厚生病院（東濃地区），
大垣市民病院（西濃地区），高山赤十字病院，有限
会社飛騨臨床検査センター（飛騨地区），愛知医科
大学病院（愛知県），松原耳鼻いんこう科医院
（開業医院）から分離されたS. pneumoniae 377株
を用いた。各施設でマイクロバンクに一時保存し
た菌株は，5%緬羊脱繊維血液を添加したMueller 

Hinton寒天培地（MHA）上で純粋培養後，同寒
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天平板上で増菌し，5代継代以内の単一コロニー
を試験に使用した。

2. 使用抗菌薬
-ラクタム系薬としてbenzylpenicillin（PCG：

Meiji Seikaファルマ），amoxicillin（AMPC：和光
純薬工業），clavulanic acid/amoxicillin（1 : 14; CVA/ 

AMPC, CVA：和光純薬工業），piperacillin（PIPC：
富山化学工業），cefteram（CFTM：富山化学工
業），cefditoren（CDTR：Meiji Seikaファルマ，市
販品より抽出），cefcapene（CFPN：塩野義製薬，
市販品より抽出），cefdinir（CFDN: Sigma-Aldrich），
cefotiam（CTM：武田薬品工業）， omoxef（FMOX：
塩野義製薬），imipenem（IPM: MSD），meropenem

（MEPM：大日本住友製薬），panipenem（PAPM：
第一三共）を，キノロン系薬としてgarenoxacin

（GRNX：富山化学工業），tosu oxacin（TFLX：
富山化学工業），pazu oxacin（PZFX：富山化学
工業），moxi oxacin（MFLX：バイエル薬品，市
販品より抽出），levo oxacin（LVFX: Chem-Impex 

International），norfloxacin（NFLX: Sigma-

Aldrich）を，その他の系統としてclarithromycin

（CAM: LKT Laboratories）及びminocycline（MINO：
ファイザー）を使用した。

3. 薬剤感受性測定
最小発育阻止濃度（minimum inhibitory concen-

tration: MIC）の測定は，日本化学療法学会に準 

拠した，106 CFU/mL接種の寒天平板希釈法 8） 

で行った。測定培地には5%緬羊脱繊維血液加
MHAを用いた。PCGに対する耐性基準は，既 

報 4～7）との比較により幅広く薬剤耐性動向を把
握するため，2007年のCLSI（M100-S17）9）基準 

を参考に，以下のように設定した。すなわち，
PCGのMICが0.05 g/mL以下をペニシリン感性
S. pneumoniae（penicillin-susceptible S. pneumoniae: 

PSSP），0.1～0.78 g/mLをペニシリン中等度耐性

S .  pneumoniae（penic i l l in - in te rmedia te  S . 
pneumoniae: PISP）及び1.56 g/mL以上をペニ 

シリン耐性 S. pneumoniae（penicillin-resistant S. 
pneumoniae: PRSP）とした。

4. ペニシリン結合蛋白質遺伝子及びマクロラ
イド耐性遺伝子の検討

ペニシリン結合蛋白質（penicillin-binding protein: 

PBP）遺伝子及びマクロライド耐性遺伝子
（mefA, ermB）の検出には，ペニシリン耐性肺炎
球菌（PRSP）遺伝子検出試薬ver. 2.0（湧永製
薬）を用い，PCR法にて行った。PBP遺伝子変異
については，生方ら 10）の基準に従い，pbp1a, 

pbp2b, pbp2xの3つの遺伝子のうち，いずれの遺
伝子にも変異を有さない株をgPSSP，少なくとも
1つ変異を有する株をgPISP，3つ全てに変異を有
する株をgPRSPとした。

5. 血清型別試験
血清型は，肺炎球菌莢膜型別用免疫血清「生
研」（デンカ生研）を用いて決定した。

II. 結果

1. 被験菌株の施設構成と検体の背景
調査したS. pneumoniae 377株の分離施設別内
訳は，岐阜大学医学部附属病院49株，東海中央病
院18株，中濃厚生病院50株，岐阜県立多治見病
院50株，東濃厚生病院9株，大垣市民病院48株，
高山赤十字病院48株，飛騨臨床検査センター 43

株，愛知医科大学病院12株，松原耳鼻いんこう科
医院50株であった。
材料別分離株数は，鼻腔138株（37%），喀痰95

株（25%），咽頭69株（18%），耳漏49株（13%），
血液11株（2.9%），その他（眼，髄液，膿，皮膚
及び膣）15株（4.0%）であった。
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2. PSSP，PISP及びPRSPの分離頻度
S. pneumoniae 377株に対するPCGのMIC分布

を2004年時の結果と併せてFig. 1に示す。今回
の調査では，PSSPは143株（38%），PISPは185

株（49%），PRSPは49株（13%）で，2004年と比
べてPSSPが30%から38%に増加し，PRSPが19%

から13%に減少した。
1） 材料別分離頻度
材料別のPSSP，PISP及びPRSPの分離頻度を

Table 1に示す。PRSPの分離頻度は，鼻腔，咽頭

及び喀痰由来株では11～18%でほぼ同程度で
あったが，耳漏由来株では4.1%と低かった。
PSSPの分離頻度は，喀痰由来株で51%と最も高
かった。2004年 6）と比べ，鼻腔及び咽頭由来株
ではPSSPの分離頻度が増加傾向，PRSPが減少傾
向を示した。

2） 地区別分離頻度
地区別のPSSP，PISP及びPRSPの分離頻度を

Table 2に示す。PRSPの分離頻度は中濃地区で
32%と最も高く，岐阜，東濃及び飛騨地区では

Fig. 1.　S. pneumoniae に対するPCGのMIC分布（2004年との比較）

Table 1.　材料別におけるPSSP，PISP及びPRSPの分離頻度
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9.0%, 8.5%及び4.4%と低かった。愛知地区では
株数が少なく，明確な傾向を把握できないもの
の，PRSPは分離されなかった。2004年 6）と比
べ，西濃地区では他地区に比べてPRSPの分離頻
度が増加しており（4.2%→19%），岐阜，中濃及
び東濃地区では減少傾向を示した。

3. PBP遺伝子の変異状況
PBP遺伝子の変異状況をTable 3に示す。全

377株のうち，gPSSPは23株（6.1%），gPISP及び
gPRSPがそれぞれ173株（46%），181株（48%）
であり，2004年 6）の結果とほぼ同程度であった。
地区別で見ると，東濃及び愛知地区以外における
gPRSPの分離頻度は約半数を占めていた。岐阜

地区では2004年 6）に比べ，gPRSPの分離頻度が
大幅に減少していたが（73%→52%），飛騨地区
では増加していた（28%→46%）。

4. マクロライド耐性遺伝子の保有状況
マクロライド耐性遺伝子の保有状況をTable 4

に示す。全377株のうち，mefA及びermBのいず
れも有さない株は28株（7.4%），mefAのみを有
する株は138株（37%），ermBのみを有する株は
166株（44%），両方を有する株は45株（12%）
であり，2004年 6）の結果とほぼ同程度であった。
マクロライド耐性遺伝子の保有率は全体的に高
く，地域間の差は認められなかった。
全377株のうち，PBP遺伝子変異とマクロライ

Table 2.　各地区におけるPSSP，PISP及びPRSPの分離頻度

Table 3.　各地区におけるPBP遺伝子変異別の分離頻度
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ド耐性遺伝子の両方を有する株は338株（90%）
であり，その中でもgPRSPでmefA及びermBの両
方を有する株は40株（11%）であった。

5. 血清型
全377株の血清型は，19型（92株；24%），23

型（60株；16%），6型（56株；15%）が多く，73

株（19%）は型別不能であった。PSSP 143株で
は，19型（22株；15%），9型（12株；8.4%），6型
（10株；7.0%）が多く，その他は3, 4, 7, 8, 10, 11, 

14, 15, 18, 22, 23, 29, 31, 34及び35型に分類され
た。PISP 185株では，23型（57株；31%），19型
（54株；29%），6型（23株；12%），15型（11株；
5.9%）が多く，その他は7, 10, 11, 14, 21, 32, 33, 

35及び46型に分類された。PRSP 49株では，6型
（23株；47%） 及 び19型（16株；33%） で80%

を占め，その他は4, 10, 16, 23, 40及び41型に分
類された。

6. 薬剤感受性
各種抗菌薬に対するS. pneumoniae 377株並び

にPSSP 143株，PISP 185株，PRSP 49株の感受性
分布及びMIC50，MIC90をTable 5～8に示す。
全377株に対するペニシリン系薬のMIC90は，

AMPC及び CVA/AMPCで0.78 g/mL，PCG及び
PIPCで1.56 g/mLであった。PRSPに対するペニ

シリン系薬のMIC90は，PSSPの32～64倍であっ
た。
セフェム系薬のMIC90は，CDTR及びCFPNで

0.78 g/mL，CFTM で 1.56 g/mL，CTM 及び
FMOXで 3.13 g/mL，CFDNで 6.25 g/mLであ
り，CDTR及びCFPNが強い抗菌活性を示した。
PRSPに対するセフェム系薬のMIC90は，PSSPの
4～32倍であった。
カルバペネム系薬のMIC90は，IPM及びPAPM

で0.1 g/mL，MEPMで0.39 g/mLであり，良好
な抗菌活性を示した。PRSPに対するMIC90は，
いずれの薬剤でもPSSPの32倍であった。
キノロン系薬のMIC90は，GRNXが0.1 g/mL

で最も低く，次いでMFLXが0.2 g/mL，TFLXが
0.39 g/mL，LVFXが 1.56 g/mL，PZFXが
3.13 g/mL，NFLXが12.5 g/mLであった。いず
れの薬剤においても，PSSP，PISP及びPRSPに対
するMIC50とMIC90に大きな差はなかった。
マクロライド系薬であるCAMのMIC90は>100  

g/mLであった。テトラサイクリン系薬である
MINOのMIC90は12.5 g/mLであった。

2004年 6）の結果と比べて，MIC50及びMIC90に
大きな変動が見られる薬剤はなかった。また，今
回の調査では，2004年には分離されなかった
LVFX耐性株（LVFXのMIC: 12.5 g/mL）が1株
分離された。

Table 4.　各地区におけるマクロライド耐性遺伝子別の分離頻度
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III. 考察

我々はこれまでに岐阜県内で分離された各種病
原細菌について継続的なサーベイランスを実施し
てきた 4～7,11～14）。このような地域に根ざした継続
的サーベイランスは，流行クローンの早期発見，
耐性菌出現の抑制，迅速かつ適正な治療に繋がる
有用な情報として直接地域に還元することができ
る。S. pneumoniaeに関しては，1999年より同地
域でサーベイランスを実施しており 4～7），今回
我々は，2008年～2009年に岐阜及び愛知県内で
分離されたS. pneumoniae 377株の各種抗菌薬に
対する感受性を測定し，2004年に分離されたS. 
pneumoniae 160株の測定結果と比較した。
近年の全国サーベイランスでは，PISPとPRSP

を合わせた比率（耐性率）は減少しており 3），耐
性化の進行に歯止めが掛かっている状況である。
岐阜県下におけるPCGに対する耐性率は，1999

年から2004年にかけて増加傾向であった（1999

年：63%→2004年：70%）6）が，2008～2009年分
離株では62%と減少しており，全国サーベイラン
スの傾向と一致するものであった。今回の調査結
果について，現在のCLSI（M100-S19）15）基準を
参考に PCGのMICが 1.56 g/mL以下を PSSP，
3.13 g/mLをPISP，6.25 g/mL以上をPRSPとし
た場合，4株（1.1%）がPISPに分類され，PRSP

に分類される株はなかった。一方，生方ら 10）の
基準による遺伝子上の分類では，gPISPとgPRSP

の分離頻度を合わせた耐性率は94%であり，
2004年の結果と変わらず高い値を示した。日本
では，欧米に比べてセフェム耐性に関与する
pbp2x変異株の分離頻度が高く，MICではPCGに
対して感受性を示しても，セフェム系薬に低感受
性を示す株が多く分離されている 16,17）。今回の調
査でもpbp2x変異株の分離頻度は高く，ペニシリ
ン系薬に対するpbp2x単独変異株のMIC50が

gPSSPの1～4倍であるのに対し，経口セフェム
では8～16倍であった（成績未提示）。MICでの
PCGに対する耐性率は減少傾向を示したが，PBP

遺伝子変異株の分離頻度は依然として高く，PCG

のみならずセフェム系薬に対する感受性動向につ
いても注意が必要である。

PRSPの地区別分離頻度は，中濃地区で高く，
飛騨地区では低かった。これは2004年分離株と
同様の傾向 6）であったが，岐阜地区では大幅に減
少し（35%→9.0%），西濃地区では増加していた
（4.2%→19%）。各地域における薬剤の使用状況
は不明であるが，地域によって感受性動向に差が
認められており，今後も継続的な調査が必要と考
えられた。
日本で多く分離されるS. pneumoniaeの血清型

は，19F, 6B及び23F型である 18～21）。今回の調査
では，19, 6及び23型の分離頻度が高く，同様の
傾向を示した。現在，日本で承認されている23

価ポリサッカライドワクチン及び小児適応の7価
コンジュゲートワクチンはいずれも19F, 6B及び
23F型をカバーしており，これら分離頻度の高い
血清型に関しては，ワクチンの効果が期待でき
る。実際，アメリカでは7価ワクチン導入後にワ
クチン含有血清型株による疾患率の減少が認めら
れている 22）。しかし，その一方でワクチン非含有
血清型である19A型が増加し，それらの多くが 

ペニシリン非感受性であることが問題となってい
る 23）。今回の検討では，少数ながらワクチン非含
有血清型株が分離されたが，亜型の特定を行って
おらず，正確なワクチンカバー率を把握できな
かった。今後は，国内におけるワクチンの有効性
及びワクチン非含有血清型株の動向を把握するた
めに，亜型の特定まで含んだ詳細な検討を継続的
に実施していく必要があると考えられた。

2004年の結果と比べて各種抗菌薬のMIC50及
びMIC90に大きな変動は見られなかった。しかし，
セフェム系薬ではMIC rangeが2004年と比べて
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耐性側に1管以上上昇している薬剤が多く見ら
れ，緩やかながら耐性化が進行していると考えられ
た。 -ラクタム系薬の中では，カルバペネム系薬が
比較的良好な抗菌活性を示したが，PSSP，PISP及
びPRSPの感受性に差が認められ，PISP及びPRSP

のMIC90はPSSPの16～32倍であった。一方，キノ
ロン系薬はPSSP，PISP及びPRSPの感受性に大
きな差は認められず，良好な抗菌活性を示した。
今回，2004年には分離されなかったLVFX耐性
株が1株分離された。その分離頻度は0.27%で，
2006年の耐性分離率1.7%7）より低く，耐性化の
進行は認められなかった。全国及び他の地域にお
けるLVFX耐性率は1.2～1.6%であり 3,24,25），今回
の調査における岐阜及び愛知県内のLVFX耐性率
は極めて低かった。今回，唯一分離されたLVFX

耐性株に対する各種キノロン薬のMICは，LVFX

で 12.5 g/mL，GRNXで 0.78 g/mL，TFLXで
1.56 g/mL，MFLXで 3.13 g/mL，PZFX及び
NFLXで50 g/mLであり，GRNXが最も低かっ
た。また，PCGのMICは1.56 g/mLであった。キ
ノロン耐性の主要メカニズムとして，DNAジャ
イレース（GyrA, GyrB）及びトポイソメラーゼ IV

（ParC, ParE）のキノロン耐性決定領域（quinolone 

resistance-determing region: QRDR）におけるアミノ
酸変異が知られている 26）。今回分離されたLVFX

耐性株について各サブユニットのQRDR変異を
確認したところ 27），ParCのSer-79がTyrに変異し
ており，その他にアミノ酸変異は認められなかっ
た（成績未提示）。これまでに分離されている
LVFX耐性株の多くはQRDRに2箇所以上変異を
有しており，今回のように1変異のみで耐性を示
す株は少なく，1変異株の多くは感受性を示
す 24,28,29）。日本では LVFX 感受性株のうち，
QRDRに1箇所変異を有している株は約6%とそ
れほど高くはないが 3），このような株はLVFX作
用によりさらにQRDRに変異が加わり，耐性化し
やすく 30），海外では治療失敗例も報告されている

ため 31），今後もキノロン感受性の動向には注意が
必要である。
以上，今回の調査では，2004年の結果と比較し

て各種抗菌薬の薬剤感受性について大きな変化は
認められなかったが，地域間で薬剤感受性の動向
に差が認められた。今後も継続的にサーベイラン
スを実施し，感受性動向に注視していきたい。
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Sensitivity surveillance of Streptococcus pneumoniae isolates for  
several antibacterial agents in Gifu and Aichi prefecture （2008～2009）
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We investigated the susceptibility to antibacterials, genotype of penicillin-binding protein （PBP） 
genes and macrolide resistant genes, and the serotypes against 377 strains of Streptococcus 
pneumoniae isolated from medical facilities in Gifu and Aichi prefectures between June 2008 and April 
2009. These results were compared with those against 160 strains of S. pneumoniae isolated in 2004.

Referring to CLSI （M100-S17）, the overall incidence of penicillin-susceptible （PSSP）, 
penicillin-intermediate （PISP） and penicillin-resistant （PRSP） S. pneumoniae was 143 （38%）, 
185 （49%） and 49 （13%） strains, respectively. PISP and PRSP were isolated higher in the 
material of nasal cavity and throat, and PRSP was isolated higher in the area of Chuno district.

The number of gPSSP with 3 normal PBP genes, gPISP with 1 or 2 normal PBP genes and 
gPRSP with 3 abnormal genes was 23 （6.1%）, 173 （46%） and 181 （48%） strains, respectively. 
The isolates with no macrolide-resistant gene, only mefA, only ermB, and both mefA and ermB 
were 28 （7.4%）, 138 （37%）, 166 （44%） and 45 （12%）. The prevalent pneumococcal serotypes 
were type 19 （92 strains; 24%）, following by type 23 （60 strains; 16%） and type 6 （56 strains; 
15%）. The 80% of pneumococcal serotypes of PRSP were serotype 19 and 6.

The MIC90 of each antibacterial was as follows; 0.1 g/mL for imipenem, panipenem and 
garenoxacin, 0.2 g/mL for moxi oxacin, 0.39 g/mL for meropenem and tosu oxacin, 0.78 g/
mL for amoxicillin, clavulanic acid/ amoxicillin, cefditoren and cefcapene, 1.56 g/mL for 
benzylpenicillin, piperacillin, cefteram and levo oxacin, 3.13 g/mL for cefotiam, omoxef and 
pazu oxacin, 6.25 g/mL for cefdinir, 12.5 g/mL for nor oxacin and minocycline, >100 g/mL 
for clarithromycin, and these MIC90s were about the same as those in 2004.
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