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序論

肺炎桿菌は，市中感染の代表的な原因として重要なグラ
ム陰性桿菌のひとつである． 肺炎桿菌には菌の表現型と
して粘稠性を示す株が存在することは古くから知られてい
たが 1），近年，高い粘稠性をもつ肺炎桿菌（hypermucovis-
cos Klebsiella pneumoniae：hvKP）が，血行性に播種し，
致死率の高い病態を引き起こすことが注目されている 2）．
また肝膿瘍だけでなく，敗血症，髄膜炎，肺炎などの感染
症を呈することも報告されている 3）．肺炎桿菌の病原因
子として，莢膜血清型の違いや，粘稠性に関連する遺伝子
として知られる magA，rmpA 遺伝子などとの関連性が報告
されているが 4），重症化するメカニズムに関する報告は
多くない．そこで，本研究では重症化機構の解明を目的と
し，過粘稠性肺炎桿菌と非過粘稠性肺炎桿菌の細菌学的な
違いについて検討した．

 方法

2.1　使用菌株
当研究室保存の，肺炎桿菌臨床分離株 50 株を用いた．

内訳は，喀痰由来 15 株，尿由来 14 株，便由来 10 株，膿
由来 7 株，その他（耳，膣，胆汁，ドレーン）4 株の計 50
株であった．

2.2　過粘稠性試験（String test）5）

−80℃で保存した菌を 5% ヒツジ血液寒天培地（日本
BD，東京）に接種し，35℃で 24 時間培養後，滅菌爪楊枝
を用いて発育した菌の集落の伸長性を測定した．5mm 以
上菌が伸長したものを過粘稠性肺炎桿菌，5mm 以下のも
のを非過粘稠性肺炎桿菌と判断した．

要旨
近年，肝膿瘍を呈し血行性に播種，致死率の高い過粘稠性肺炎桿菌が注目されている．粘稠性に関わる因子として，莢

膜血清型や magA，rmpA などの病原遺伝子が報告されているが，重症化機構の解明は十分ではない．そこで過粘稠性肺炎
桿菌と非過粘稠性肺炎桿菌の細菌学的な違いについて検討した．過粘稠性肺炎桿菌で病原遺伝子非保有株や，非過粘稠性
肺炎桿菌で病原遺伝子保有株が存在し，表現型と既知の病原遺伝子の保有状況は一致しなかった．非過粘調性肺炎桿菌は
肺胞上皮細胞への侵入性が高く，特に過粘稠性肺炎桿菌で病原遺伝子陽性株では細胞に侵入しにくく，リン酸緩衝生理食
塩水による洗浄効果は低かった．以上より，重症化の要因のひとつとして菌体の臓器への付着のしやすさ，洗浄のしにく
さが関与していると考えられた．過粘稠性肺炎桿菌感染症には，ドレナージや洗浄による迅速かつ適切な治療が，病態の
回復につながる可能性があると考えられた． 

キーワード
過粘稠性肺炎桿菌感染症，重症化機構，付着性
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2.3　PCR 法による病原因子の検索 4)6)

McFarland 0.5（1.5 × 108 CFU/mL）に調整した菌液を，
滅菌生理食塩水で 1.5 × 105 CFU/mL に希釈し，10µL を
LB broth（日本 BD，東京）3 mL に接種，35℃，135rpm
で 9 時間振盪培養した．培養後遠心し，ボイル法（98℃，

10 分）で DNA を抽出後，94℃ 5 分（1 cycle），94℃ 30 秒，
ア ニ ー リ ン グ（magA 50 ℃，rmpA 46 ℃，K1 50 ℃，K2 
50℃）30 秒，72℃ 1 分の反応条件で PCR を行った．各
Primer 配列を示す（表 1）． 

2.4　増殖速度
McFarland 0.5（1.5 × 108 CFU/mL）に調整した菌液を，

滅 菌 生 理 食 塩 水 を 用 い て 1.5 × 105 CFU/mL に 希 釈，
10µL を LB broth 3mL に接種，35℃，135rpm で 22 時間
振盪培養を行った．培養開始から，0，1，4，7，9，12，
22 時間後の菌液をサンプリングし，滅菌生理食塩水を用
いて109 倍まで希釈，LB agarを用いて生菌数の算定を行っ
た．

2.5	 肺炎桿菌培養上清による肺胞上皮細胞への 
傷害性の検討 7)

McFarland 0.5（1.5 × 108 CFU/mL）に調整した菌液を，
滅菌生理食塩水を用いて 1.5 × 105 CFU/mL に希釈し，
10µL を LB broth 3mL に接種，35℃，135 rpm で 14 時間
振盪培養を行った．14 時間振盪培養した菌液を 3000 rpm
で 10 分遠心，上清を 0.22µm pore フィルター（sartorius 
stedim biotech，Germany）でろ過滅菌し，肺炎桿菌培養
上清を得た．ヒト肺がん由来の細胞である A549 細胞をコ
ンフルエントになる直前まで 10％ FCS 入り RPMI1640 培
地（和光純薬，東京）で培養，105 個 /mL になるよう調
整し，96well平底プレートに100µL撒き，CO2 インキュベー
タで 37℃一晩培養した．10% FCS 入り RPMI1640 を捨て，
FCS free RPMI1640，90µL に濾過滅菌した肺炎桿菌培養
上清を 10µL 添加，CO2 インキュベータで 37℃，24 時間
反応させた後，Cell Counting Kit-8（和光純薬，東京）を
各 well に 10µL ずつ添加し，CO2 インキュベータで１時
間 反 応 さ せ た． そ の 後 Multiskan FC（Thermo Fisher 
Scientific Inc., MA）を用いて波長 450nm で吸光度を測定
した．

2.6	 肺胞上皮細胞への侵入性，付着性，リン酸緩衝生理
食塩水による洗浄効果の検討 8)9)10)

培養上清による肺胞上皮細胞への傷害性と同様の条件で
A549 細胞を培養した．24well 平底プレートに１mL 接種
し，CO2 インキュベータで 37℃，24 時間培養した．10％
FCS 入り RPMI1640 を捨て，FCS free RPMI1640 で 3 回
洗浄，最後に FCS free RPMI1640 を 900µL 添加した．そ
れぞれの well に McFarland 0.5（1.5 × 108 CFU/mL）に
調整した菌液を 105 /100µL 添加，CO2 インキュベータ内
で 3，6 時間反応させた．反応後の上清を LB agar を用い
て生菌数の算定を行った．リン酸緩衝生理食塩水（phos-
phate buffered saline：PBS）1mL を用い well 内を 3 回洗
浄，毎洗浄後の液を LB agar を用いて A549 細胞から剥離
し た 菌 数 を 算 定 し た． 次 に，FCS free RPMI1640 で
100µg/mL に調整したゲンタマイシン（和光純薬，東京）
を 1mL 添加後，CO2 インキュベータで１時間反応させ，
A549 細胞表面の菌を死滅させた．反応後の上清は，LB 
agar を用いて A549 細胞表面の菌が死滅したことを確認
した．well 内を PBS を 1mL 用い 3 回洗浄し，0.5％に調
整した Triton X-100（和光純薬，東京）を添加，CO2 イン
キュベータ内で 10 分間反応させ，A549 細胞を破壊した後，
LB agar を用いて A549 細胞内に侵入した菌数の算定を
行った．また，PBS による洗浄効果の検討は，洗浄毎に
PBS を回収，回収液内の菌数を A549 細胞から剥離した菌
数とし算定した．

表 1　肺炎桿菌病原遺伝子の Primer 配列
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結果

3.1　過粘稠性試験（String test）
50 株中，過粘稠性肺炎桿菌は 15 株（30.0%），非過粘稠

性肺炎桿菌は 35 株（70.0%）であった（図 1）．分離部位
ごとに過粘稠性肺炎桿菌の分離率は異なり，最も高頻度に
分離された材料は，膿（57.1％），次いで喀痰（40.0%）であっ
た（表 2）．

3.2　PCR 法による病原因子の検索
表現型と病原因子の保有状況の関連を検討するため，莢

膜血清型，magA，rmpA 遺伝子検索を行った．過粘稠性試
験と莢膜血清型，magA，rmpA 遺伝子の関連について示す

（表 2）．50 株中，magA 陽性は 3 株（6.0%），rmpA 陽性 11
株（22.0%），莢膜血清型 1 型（K1）は 3 株（6.0%），莢膜
血清型 2 型（K2）は 6 株（12.0%）であった．過粘稠性試
験の結果と magA，rmpA 遺伝子の保有状況が必ずしも一致
せず，magA または rmpA 遺伝子を保有していない過粘稠
性肺炎桿菌（6 株，12.0％）と，magA または rmpA 遺伝子
を保有している非過粘稠性肺炎桿（2 株，4.0％）が存在し
た．

3.3　増殖速度の比較
菌の増殖する速度の違いが重症化に関与する可能性を考

え，過粘稠性，非過粘稠性肺炎桿菌別の増殖速度の違いに
ついて検討した．肺炎桿菌の各検討時間における生菌数算
定結果を示す（図 2）．過粘稠性肺炎桿菌と非過粘稠性肺
炎桿菌では増殖速度に有意な差は認められなかった．しか
し，過粘稠性肺炎桿菌 6 株中 2 株で増殖速度の低下がみら
れたため，莢膜血清型と菌の増殖速度，magA，rmpA 遺伝
子の関連性について検討を行ったところ，過粘稠性肺炎桿
菌で増殖の遅い 2 株中 1 株は，magA かつ rmpA 遺伝子陽
性で莢膜血清型は K1 であり，もう 1 株は rmpA 遺伝子陽

図 1　過粘稠性試験（String test）  

過粘稠性肺炎桿菌は 50 株中 15 株（30.0%）， 

非過粘稠性肺炎桿菌は 35 株（70.0%）であった．

表 2　PCR 法による病原因子の検索

図 2　増殖速度 

過粘稠性肺炎桿菌と非過粘稠性肺炎桿菌は，増殖速度に明

らかな差は認められなかった．しかし，過粘稠性肺炎桿菌

で病原遺伝子陽性株 2 株で増殖速度の低下が認められた．
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性で莢膜血清型は K2 であった．

3.4	 肺炎桿菌培養上清による肺胞上皮細胞への 
傷害性の検討

肺炎桿菌の菌体外分泌物が生体に影響を与える可能性を
考え，肺胞上皮細胞に対する傷害性への検討を行った．過
粘稠性肺炎桿菌と非過粘稠性肺炎桿菌の培養上清による
A549 細胞への傷害性の違いを示す（図 3）．細胞生存率は
過粘稠性肺炎桿菌と非過粘稠性肺炎桿菌共に明らかな差は
認めず，両群ともコントロールの LB broth との比較で明
らかな差を認めないことから，肺炎桿菌培養上清による細
胞傷害性は低いことが示唆された．

3.5　肺胞上皮細胞への菌の侵入性の検討
細胞侵入性の違いにより重症化する可能性を考え，過粘

稠性肺炎桿菌，非過粘稠性肺炎桿菌の病原遺伝子の有無に
よる肺胞上皮細胞への菌の侵入性の検討を行った．過粘稠
性肺炎桿菌，非過粘稠性肺炎桿菌の病原遺伝子の有無によ
る A549 細胞への侵入性の違いを示す（図 4）．非過粘調
性肺炎桿菌は過粘調性肺炎桿菌と比較し，6 時間後に約 6.5
倍の菌が細胞内に侵入しており，非過粘調性肺炎桿菌の方
が A549 細胞への侵入性が高かった．一方，過粘稠性肺炎
桿菌では，magA または rmpA 遺伝子陽性株では細胞に侵
入しにくい傾向にあった． 

3.6	 肺胞上皮細胞への菌の付着性，リン酸緩衝生理食塩
水による洗浄効果の検討

過粘稠性肺炎桿菌は，肺胞上皮細胞に強固に付着し剥離
しにくく炎症局所で菌が増殖するために重症化しやすい可
能性を考え，菌の上皮細胞への付着性を検討した．過粘稠
性肺炎桿菌，非過粘稠性肺炎桿菌の病原遺伝子の有無によ
る A549 細胞への付着性の違いを示す（図 5）．過粘稠性
肺炎桿菌の中で，magA または rmpA 遺伝子陽性株は，非
過粘調性肺炎桿菌と比較し，PBS 洗浄時に A549 細胞から
剥離しにくく，細胞から剥離した菌数は非過粘稠性肺炎桿
菌と比較し，約 1/10 倍と非常に少なかった． 

考察

本研究では，過粘稠性肺炎桿菌感染症による重症化機構
の解明を目的とし，過粘稠性肺炎桿菌と非過稠性肺炎桿菌
の細菌学的な違いについて検討を行った．過粘稠性肺炎桿
菌は，非過粘稠性肺炎桿菌と比較し肺胞上皮細胞に付着・
定着しやすく，洗浄されにくいという結果が得られ，炎症

図 3　肺炎桿菌の培養上清による細傷害性　 

過粘稠性肺炎桿菌，非過粘稠性肺炎桿菌の培養上清による傷

害性は低く，両群に明らかな差は認められなかった．

図 4　肺胞上皮細胞に対する肺炎桿菌の侵入性の検討 

非過粘調性肺炎桿菌は過粘調性肺炎桿菌と比較し，有意な肺

胞上皮細胞へ菌の侵入を認めた．それに対し，過粘稠性肺炎

桿菌で特に magA，rmpA 遺伝子保有株は肺胞上皮細胞にほ

とんど侵入しなかった．（*P = 0.0161）

図 5　肺胞上皮細胞に対する PBS による肺炎桿菌の洗浄効果の検討

過粘調性肺炎桿菌かつ病原遺伝子陽性株は PBS 洗浄による肺

胞上皮細胞からの菌の剥離が少なく洗浄効果が乏しいという

結果を示した．(*P = 0.002) 
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局所から菌が排除されにくいことが過粘稠性肺炎桿菌感染
症の重症化に関与している可能性が示された．

肺炎桿菌は．グラム陰性桿菌で腸内細菌科に属しており，
ヒトの腸内常在菌である．また，呼吸器感染症や尿路感染
症，および肝・胆道感染症の主要な起因菌であり，菌血症
や敗血症も起こし得る．肺炎桿菌の病原因子としては，莢
膜血清型や過粘稠性，リポ多糖 11）12）などが知られており，
なかでも台湾を中心に報告の多い過粘稠性を示す肺炎桿菌
による肝膿瘍が注目されている．台湾で問題となっている
菌株は，一般的な肺炎桿菌に比べさらに高度な粘稠性を示
し，莢膜血清型は 1 型（K1），magA 陽性で，multilocus 
sequence typing（MLST）は，ST23 に分類されるものが
多いこと，血行性感染を合併する頻度が高く，それに伴っ
て髄膜炎，眼内炎などを引き起こし重症化すると報告され
ている 13）．しかし，過粘稠性肺炎桿菌感染症に対する重
症化機構の解明は十分ではない．そこで今回私どもは，肺
炎桿菌の粘稠度の違いによる細菌学的な違いが，過粘稠性
肺炎桿菌感染症の重症化機構に与える影響の解明を目的と
し検討を行った．

過粘稠性試験の結果，過粘稠性肺炎桿菌は 50 株中 15 株
（30.0％），非過粘稠性肺炎桿菌は 35 株（70.0％）であり既
知の報告 14）と同様の分離頻度であった．また，分離部位
ごとに過粘稠性肺炎桿菌の分離頻度は異なっており，既知
の報告同様，最も高頻度に分離された材料は，喀痰と膿で
あった．

現在，肺炎桿菌の粘稠性と関連する因子として莢膜血清
型と magA，rmpA 遺伝子が知られている 4）14）．今回の検
討では，過粘稠性肺炎桿菌 15 株中 6 株（40.0%）が rmpA

遺伝子陽性，2 株（13.3%）が magA 遺伝子陽性で，過粘
稠性試験との関連性が強い病原因子は rmpA 遺伝子と考え
た．Yu らの報告 15）では血液培養から分離された肺炎桿
菌 151 例のうち 58 例（36.7%）が過粘稠性肺炎桿菌で，そ
のうち 90% が rmpA 遺伝子陽性，29% が magA 遺伝子陽性
であり，また中本らの報告 2）では，血液培養から分離さ
れた肺炎桿菌 151 例のうち過粘稠性肺炎桿菌は 25 例

（16.6%）で認められ，そのうち 88% が rmpA 遺伝子陽性，
8% が magA 遺伝子陽性であった．私どもの検討結果は，
過粘稠性試験の結果と関連性の高い病原因子は rmpA 遺伝
子であるという点は既報と同様であるが，rmpA 遺伝子の
陽性率は既知の報告より低かった．本検討では，ボイル法
を用いて核酸抽出を行ったが，核酸抽出法の違いにより解
析結果が得られる割合を示す call rate に差異があること
が報告されており 16），遺伝子の検出率に影響を与えた可
能性が推測される．今後，核酸抽出法など遺伝子検出方法

に関する詳細な検討が必要と考えた． また，magA，rmpA

遺伝子を保有していない過粘稠性肺炎桿菌と，magA，
rmpA 遺伝子を保有している非過粘稠性肺炎桿菌が存在し
たことから，過粘稠性試験の結果と病原因子の保有状況は
必ずしも一致せず，他にも過粘稠性に関連する遺伝子が存
在する可能性があり，今後もさらなる検討を要する． 

増殖速度の違いに関する検討では，過粘稠性肺炎桿菌と
非過粘稠性肺炎桿菌で増殖速度に著しい差は認められず，
菌の増殖速度と重症化の関連性は低いことが示唆された．
しかし，過粘稠性肺炎桿菌かつ magA または rmpA 遺伝子
発現陽性株の 2 株で菌の増殖が遅い性質をもつ株が存在し
たことから，過粘稠性肺炎桿菌の中でも病原因子の保有状
況により増殖速度が異なる可能性が示唆され，今後菌株数
を増やし検討を行う必要があると考えた．

肺胞上皮細胞に対する傷害性への検討では，細胞生存率
は過粘稠性肺炎桿菌と非過粘稠性肺炎桿菌共に明らかな差
は認めず，両群ともコントロールの LB broth との比較で
明らかな差を認めないことから肺炎桿菌の菌体外分泌物は
細胞への傷害性は低いことが示唆された． 

過粘稠性肺炎桿菌，非過粘稠性肺炎桿菌，病原遺伝子の
有無による肺胞上皮細胞への菌の侵入性の検討より，非過
粘調性肺炎桿菌の方が肺胞上皮細胞への侵入性が高く，そ
れに対し，過粘稠性肺炎桿菌の中で特に magA，rmpA 遺伝
子保有株は肺胞上皮細胞に侵入しにくい傾向にあった．し
かし，肺胞上皮細胞へ侵入した菌数は全体のごくわずかで
あった．Carsten らの報告では 10），莢膜を有しない肺炎
桿菌は，莢膜を有する肺炎桿菌より容易に細胞内に侵入す
ると報告している．肺炎桿菌は菌体周囲に多糖類を主成分
とする厚い莢膜を有し，過粘稠性肺炎桿菌のコロニーに触
れると糸を引くほど粘稠性が高いといった特徴は厚い莢膜
によるものとされる．今回の結果は既知の報告と同様で，
過粘稠性肺炎桿菌が肺胞上皮細胞内に侵入しにくい要因と
して，過粘稠性肺炎桿菌は肺胞上皮細胞に付着し，侵入が
妨げられている可能性を考えた．さらに，肺胞上皮への菌
の付着，リン酸緩衝生理食塩水よる洗浄効果の検討におい
て，過粘稠性肺炎桿菌のうち特に病原遺伝子陽性株では，
PBS 洗浄による細胞からの菌の剥離が少ないという結果
であった．過粘稠性肺炎桿菌は感染臓器に付着しやすく洗
浄されにくいため炎症局所で容易に増殖することが，治療
に奏功しにくい要因のひとつである可能性を考えた．過粘
稠性肺炎桿菌感染症を診た場合，抗菌薬投与とともに積極
的な洗浄やドレナージによる菌の排除が必要と考えた．
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結語

本研究より，肺炎桿菌の過粘稠性が重症化には，菌体そ
のものの粘稠性による感染臓器への付着のしやすさ，洗浄
されにくさが関与している可能性が示唆された．過粘稠性
肺炎桿菌感染症には，抗菌薬投与とともにドレナージや洗
浄による迅速かつ適切な治療が，病態の回復につながる可
能性があると考えた．また今回の研究では，過粘稠性試験
の結果と既に報告されている病原因子である magA，rmpA

遺伝子の保有状況が必ずしも一致しなかったことから，こ
れらとは異なる病原遺伝子の関連が示唆され，病原遺伝子
に関する更なる検討が必要と考える．
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Abstract
New hypervirulent (hypermucoviscous) clinical variant of Klebsiella pneumoniae (hvKP) has emerged over the last decade and 

a frequent cause of nosocomial infections, such as abscess and pneumonia. Despite its clinical relevance, little is known about the 

mechanisms underlying the increased virulence and mucoviscosity of hvKP compared with classic K. pneumoniae (cKP). The aim of 

this study is to investigate the characteristics of hvKP and the interaction between the hvKP and the epithelial cells contributes to the 

pathogenesis of K. pneumoniae. Classic KP invasion of lung epithelial cells significantly increased compared with hvKP invasion of 

them. However, adhesion of hvKP to lung epithelial cells was significantly stronger than that of cKP. Furthermore, hvKP was more 

difficult to remove than cKP from lung epithelial cells by phosphate buffered saline. We conclude that higher adherence of hvKP to 

epithelial cells may indicate prolonged infection. Thus, this study emphasize the importance of the need to drain abscesses/closed 

space infections caused by hvKP with antimicrobial treatment for optimal outcome.

Key words	 	 	 hypermucoviscos Klebsiella pneumoniae infection, pathogenic mechanisms, adherence
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