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当院において 2016 年 4 月から 8月の期間に臨床検体より分離された Haemophilus 属菌のう
ち，matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectometry（MALDI-TOF
MS）により Haemophilus haemolyticus と同定された 75 株を対象として，生化学鑑別性状の
多様性について検討した。その結果，X，V両因子を要求し，ウマ血液寒天培地上で溶血性を
示す典型的な性状を示した株は 6株（8.0%）に過ぎず，X，V両因子要求性で非溶血株は 26
株（34.7%）であった。さらにV因子要求性が 43 株（57.3%）分離され H. haemolyticus が多
様な性状を示した。Haemophilus 属菌の同定においては H. influenzae との鑑別がとくに重要
であるが，日常検査においてX，V両因子要求性で非溶血型の H. haemolyticus と H. influenzae
との鑑別は困難である。しかしながら本検討にて実施した，スクロースとマンノースの糖分解
性試験の結果，V因子要求性の H. haemolyticus の全ての株がスクロースを分解し，X，V両
因子要求性株の 62.5% がマンノースを分解することが明らかとなり，H. influenzae との鑑別
性状としてある程度有用であった。日常検査にて実施可能な鑑別方法として，糖分解性試験は
H. influenzae の同定精度を向上させることが明らかとなった。
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序 文
Haemophilus haemolyticus は，まれに侵襲性感染

症の起因菌となる１）２）ことが報告されているが，ほとん
ど病原性を示さない常在菌と考えられている。典型的
な H. haemolyticus は，X，V両因子要求性であり，
かつウサギ（またはウマ）血液寒天培地で溶血性を示
すことから，他の Haemophilus 属菌と鑑別すること
ができる。しかしながら，近年，ウマ血液寒天培地上
で溶血性を示さない H. haemolyticus の存在が報告３）４）

されており，この非溶血型の H. haemolyticus と H. in-
fluenzae との鑑別には，遺伝学的な検討が必要とさ

れることから一般的な細菌検査室での実施は困難であ
る５）～７）。
当院における Haemophilus 属菌の同定検査は，
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-
flight mass spectometry（MALDI-TOF MS）に加え，
X，V因子要求性，ウマ血液寒天培地による溶血性状
の確認によって行っている。その中で我々は，MALDI-
TOF MSによって H. haemolyticus と同定された菌株
のなかに，溶血性を示さない菌株が高頻度に存在し，
さらには X，V因子要求性が典型的な H. haemolyticus
と乖離する菌株が散見されることを見出した。そこで
本研究では，MALDI-TOF MSにより H. haemolyticus
と同定された臨床分離菌株の生化学鑑別性状に関して
検討し，その結果明らかとなった H. haemolyticus の
多様な性状について報告する。
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図 1.　ポルフィリンテスト，糖分解性状試験
Po：ポルフィリンテスト，GLU：グルコース，SUC：スクロース，MAN：マンノース，NC：陰性コントロール，A：H. 
haemolyticus（臨床分離株#16，X，V因子要求性，非溶血株），B：H. haemolyticus（臨床分離株#6，X，V因子要求性，
溶血株），C：H. haemolyticus（臨床分離株#12，V因子要求性，溶血株），D：H. haemolyticus（臨床分離株#20，V因子
要求性，非溶血株），E：H. influenzae（臨床分離株#Hi1，X，V因子要求性，非溶血株）
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対象と方法
1．対象および分離方法
2016年 4月から 8月の期間において臨床検体より
分離された Haemophilus 属菌のうちmicroflex LT/
SH（Bruker Daltonik, GmbH），ソフトウェアは flex-
Control 3.4，flexAnalysis 3.4，MALDI Biotyper RTC
3.1，MALDI Biotyper OC 3.1，ライブラリーは一般細
菌 Ver.5.0.0.0を使用して H. haemolyticus と同定され
た 75株を対象とした。同定基準は Score Value1.7以
上とし，75株のうち 67株が 2.0以上，5株が 1.9以上，
3株が 1.8以上であった。分離培養には CA羊血液寒
天/VCMチョコレート EX II（日水製薬）を用いて 5%
炭酸ガス環境下で 18～24時間培養して行った。同様
にしてMALDI-TOF MSにて H. influenzae と同定さ
れた 10株を分離した。分離菌株はスキムミルクに
て－80℃で凍結保存し，以後の実験はチョコレート
寒天培地（栄研化学）にてサブカルチャーして行った。
2．16S rRNA遺伝子の塩基配列による同定
分離した H. haemolyticus 75株を対 象 と し 16S

rRNA遺伝子の塩基配列による同定を実施した。DNA
抽出は TE Buffer 200 μLに 1白金耳量の菌を懸濁
し，95℃にて 5分間加温し，その遠心上清 100 μLを
テンプレート DNAとして回収した。PCRは Bacterial
16S rDNA PCR kit（TaKaRa Bio Inc.）を用い，添付

文書に準拠したプロトコールにて PCRを実施した。
塩基配列の決定は Sequencing Primer F1（bacterial）
を使用して上流側を決定し，NCBIの BLASTにて相
同性検索を行った。同定は塩基配列の 90%以上一致
かつ最上位の菌種を同定結果とする第十七改正日本薬
局方の遺伝子解析による微生物の迅速同定法に準じて
実施した。また，相同性検索時に H. haemolyticus の
Type strainである CIP 103290株（NR_104930.1）と
の相同性を確認した。
3．X因子，V因子要求性およびウマ血液に対する
溶血性状の確認

X，V因子の要求性およびウマ血液に対する溶血性
状は，ヘモフィルス ID4分画培地（日本ベクトン・
ディッキンソン）を用いて確認した。接種はコロニー
を直接釣菌して行い，5%炭酸ガス環境下で 18～24
時間培養し，判定を行った。ポルフィリンテストは，
0.1 Mリン酸緩衝液（pH6.9）に δ―アミノレブリン酸
2 mM，硫酸マグネシウム 0.8 mMを溶解したものを
酵素基質として使用した。酵素基質溶液 0.5 mLに被
検菌一白金耳量を接種し 37℃で 4時間反応させた
後，UVランプを照射し，赤色の蛍光が見られたもの
を陽性とした（図 1）。
4．糖分解性状の検討
試験管培地によるグルコース，スクロース，マンノー
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表 1.　分離されたH. haemolyticus の生化学鑑別性状

MALDI-TOF MS ヘモフィルス
ID4分画培地

菌株数
（%）

Po
（%）

糖分解試験陽性菌株数
グルコース
（%）

スクロース
（%）

マンノース
（%）

H. haemolyticus X,V 因子要求性，溶血 6（8.0） 0（0.0）  6（100.0） 0（0.0）  4（66.7）
X,V 因子要求性，非溶血 26（34.7） 0（0.0） 26（100.0） 2（7.7） 16（61.5）

V因子要求性，溶血 13（17.3） 13（100.0） 13（100.0） 13（100.0） 0（0.0）
V因子要求性，非溶血 30（40.0） 30（100.0） 30（100.0） 30（100.0）  4（13.3）

Po：ポルフィリンテスト

表 2.　分離されたH. influenzae の生化学鑑別性状

MALDI-TOF MS ヘモフィルス
ID4分画培地

菌株数
（%）

Po
（%）

糖分解試験陽性菌株数
グルコース
（%）

スクロース
（%）

マンノース
（%）

H. influenzae X,V 因子要求性，非溶血 10（100.0） 0（0.0） 10（100.0） 0（0.0） 0（0.0）
Po：ポルフィリンテスト

スの糖分解性の確認試験は Kilianの報告３）を参考に，
以下のプロトコールにて実施した。基礎培地（プロテ
オーゼペプトン No.3 20 g/L，塩化ナトリウム 10 g/
L，フェノールレッド 0.036 g/L）を加温溶解後，ヘ
マチン 20 mg/L，β-NAD 20 mg/Lと，グルコース，
スクロース，マンノースをそれぞれ終濃度 2%になる
ように添加し，pHを 7.2に調整後，濾過滅菌した。
被験菌は生理的食塩水にてMcFarland No.4に調整
し，基礎培地と菌液を 0.5 mLずつ等量混合して 35℃
で培養した。判定は，培養 72時間後に，黄色への色
調変化がみられたものを陽性とした（図 1）。

結 果
1．16S rRNAシーケンス解析
MALDI-TOF MSで H. haemolyticus と同定された

75株について実施した 16S rRNAシーケンス解析で
は，全ての株で H. haemolyticus と同定された。H.
haemolyticus CIP 103290株（NR_104930.1）との相
同性は 97.04～100.0%であった。そのうちMALDI-
TOF MSで，同定スコアが 1.8以上 1.9未満であった
3株は 98.88～99.32%，1.9以上 2.0未満であった 5株
は 97.81～99.24%の相同性であった。
2．X，V因子要求性および溶血性
対象とした H. haemolyticus 75株のうち，X，V両
因子要求性が 32株（42.7％），V因子要求性は 43株
（57.3％）であった。ポルフィリンテストの結果は，X，
V両因子要求性の 32株が陰性で，V因子要求性の 43

株が陽性であった。また，溶血性状については溶血株
が 19株（25.3％），非溶血株が 56株（74.7％）であっ
た。X，V因子要求性と溶血性状の組合せにおいては，
X，V両因子要求性かつ溶血株は 6株（8％）であり，
X，V両因子要求性かつ非溶血株は 26株（34.7％）で
あ っ た。ま た，V因 子 要 求 性・溶 血 株 は 13株
（17.3％），V因子要求性・非溶血株は 30株（40％）で
あった（表 1）。一方で，H. influenzae は全て X，V
両因子を要求し，非溶血であった（表 2）。
3．糖分解性
X，V両因子要求性の H. haemolyticus 32株の糖分

解性は，グルコース分解 32株（100%），スクロース
分解 2株（6.3％），マンノース分解 20株（62.5%）で
あった。V因子要求性の 43株の糖分解性は，グルコー
ス分解 43株（100%），スクロース分解 43株（100％），
マンノース分解 4株（9.3%）であった（表 1）。H. influ-
enzae は 10株全てでグルコースを分解し，スクロー
ス，マンノースは非分解であった（表 2）。

考 察
Haemophilus 属菌には H. influenzae のほかに H.
haemolyticus，H. parainfluenzae，H. parahaemolyti-
cus が主要な菌種として存在する。とくに H. influen-
zae は呼吸器感染症のほか，髄膜炎などの侵襲性感染
症の起因菌となる臨床上非常に重要な菌種である８）た
め，その他の Haemophilus 属菌との鑑別は重要であ
る。日常検査において，Haemophilus 属菌の同定は，
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X，V因子要求性の確認をまず実施するが，X，V因
子の要求性のみでは H. influenzae と H. haemolyticus
を鑑別することはできない。典型的な H. haemolyticus
はウサギ（またはウマ）血液寒天培地にて β溶血を
示すことで鑑別が可能であるが，継代培養で溶血性を
失うことや，非溶血の H. haemolyticus の存在も明ら
かとなっている４）。
本検討では H. haemolyticus の同定をMALDI-TOF
MSと 16S rRNAのシーケンス解析によって行った。
非溶血の H. haemolyticus と H. influenzae との正確
な鑑別は困難であり，16S rRNAのシーケンス解析を
含め，単独で 100%鑑別できる方法は確立されていな
い６）が，今回分離したMALDI-TOF MSにて H. haemo-
lyticus と同定された 75株は全て 16S rRNAシーケン
ス解析結果と一致していた。その 75株のうち，X，V
両因子要求性でかつ，ウマ血液寒天培地で溶血性を有
している典型的な H. haemolyticus は 6株に過ぎず，
全体の 8%であった。また，X，V因子の要求性につ
いても V因子要求性株が半数以上分離された。X，V
因子要求性で，ウマ血液寒天培地上で溶血性を示さな
い H. haemolyticus は 26株分離され，X，V因子要求
性と溶血性の確認まで実施しても，H. influenzae と
の鑑別は困難である。Nørskovらは，V因子要求性
株で ONPG陰性を示し，さらにポルフィリンテスト
陽性，スクロース分解の性状を示す“Haemophilus in-
termedius subsp. intermedius”，ポルフィリンテスト
陰性，マンノース分解の性状を示す“Haemophilus in-
termedius subsp. gazogenes”に関する生化学鑑別性
状，遺伝学的解析結果について報告している９）１０）。本
検討で分離された V因子要求性の H. haemolyticus は
43株で，全ての株がスクロース分解陽性であった。X，
V両因子要求性株は 32株分離され，そのうち 20株
（62.5%）がマンノース分解陽性であったことから，本
検討により分離された非典型的な性状を示す H.
haemolyticus の多くはこれらのグループに属するも
のと考えられた。“Haemophilus intermedius”は菌
種として正式に認められておらず，ライブラリーに登
録されていないため同定されないが，MALDI-TOF
MSにおいては H. haemolyticus として同定されるこ
とがすでに報告されており１０），本検討とも一致する。
本検討により，H. haemolyticus が多様な性状を示
すことが確認され，Haemophilus 属菌に対する正確
な同定が困難であることが推察された。典型的な鑑別
性状に従えば，V因子要求性の H. haemolyticus は，
溶血を示せば H. parahaemolyticus，非溶血であれば
H. parainfluenzae に誤って同定される可能性が考え

られたが，臨床検査上最も問題となる点は，H. influen-
zae と X，V因子要求性でなおかつ非溶血の H.
haemolyticus との鑑別である。すなわち，X，V因
子要求性と溶血性状だけで Haemophilus 属菌を鑑別
した場合，H. influenzae と同定される株の一部に，H.
haemolyticus が含まれることである。実際にMurphy
ら５）は，H. influenzae と推定された喀痰由来の分離菌
株 258株のうち，16S rRNAの特異配列を標的とした
PCRと P6タンパク質に対するイムノブロット法によ
る鑑別の結果，102株が H. haemolyticus であったと
報告している。
一方で，MALDI-TOF MSによって H. haemolyticus

と同定された菌株は 16S rRNA遺伝子の塩基配列に
よる同定結果と一致しており，MALDI-TOF MSによ
る同定精度は非典型的な性状を示す H. haemolyticus
に対しても非常に高いものと推察された。また，属レ
ベルの信頼度とされる同定スコア 1.7以上 2.0未満で
あった 8株については，その同定精度に関して今後更
なる検討が必要であるが，今回の分離株においては
16S rRNA遺伝子の塩基配列による同定結果と一致し
た。MALDI-TOF MSによる微生物同定法における H.
influenzae と H. haemolyticus の鑑別精度については
すでに報告があり，適切なデータベースが整備されて
いれば結果に信頼性がある１１）１２）とされている。Bruin
ら１３）は H. influenzae 244株と H. haemolyticus 33株 を
試験したとき，ゴールドスタンダードとして用いた
MLST法とMALDI-TOF MSとの一致率は 99.6%で
あり，MALDI-TOF MSはこの両菌種の鑑別において
信頼性があると報告している。以上のことから，
MALDI-TOF MSは，細菌検査室での日常業務で実施
可能な方法として，最も現実的な検査法と思われる。
MALDI-TOF MSを用いることができない場合，非溶
血の H. haemolyticus と H. influenzae との鑑別方法
として，16S rRNA遺伝子シークエンスや，マルチプ
レックス PCR，fluorescence in situ hybridization
（FISH）等が報告されている１２）１４）１５）が，コスト，労力
面に課題があり日常検査で行うのは現実的ではない。
日常検査における非溶血の H. haemolyticus と H.
influenzae の鑑別法として，本検討結果から糖分解性
状がある程度有用であると思われた。本検討の結果に
おいて，H. haemolyticus の糖分解性状は溶血の有無
による大きな差は無かったが，X，V因子の要求性と
は関連性があり，V因子要求株はスクロースを分解
し，X，V因子要求株はマンノースを分解する傾向が
多かった。一方の H. influenzae は Oberhoferら１６）の
報告によると，スクロースは非分解であり，マンノー
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スは biotypeによって 0～6%が分解するとしてい
る。しかしマンノースの分解性については，Manual
of Clinical Microbiology１７）や他の報告９），本検討結果を
踏まえると，一般的に非分解であると考えられた。X，
V因子要求性の試験，溶血性状の確認のほか，マンノー
ス分解試験を追加することで，非溶血性 H. haemolyti-
cus の 6割程度を H. influenzae と鑑別することがで
きたため，マンノース分解性の確認は鑑別性状として
有用と考えられた。
これまで述べてきたように，MALDI-TOF MSに

よって H. haemolyticus と同定された菌株の生化学的
性状について検討した結果，溶血性の有無や X，V因
子要求性には多様性があり，H. haemolyticus として
典型的な性状を示す菌株はむしろ少数であることが明
らかとなった。非典型的な性状を示す菌株は，特に生
化学的性状を利用した同定方法においては他菌種に誤
同定されることが想定されるが，糖分解性状による鑑
別がある程度可能であった。よって，これまで日常検
査として実施してきた X，V因子要求性試験と溶血性
状の確認に，糖分解試験を加えることにより，Haemo-
philus 属菌の同定精度が向上することが期待され
る。
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Examination of biochemical characteristics for the differentiation of clinically
isolated strains identified as Haemophilus haemolyticus using MALDI-TOF MS
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Among bacteria of the genus Haemophilus isolated from clinical samples between April and August 2016 in our
hospital, 75 strains identified as Haemophilus haemolyticus using matrix-assisted laser desorption ionization time-
of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) were investigated to determine diversity in their biochemical
characteristics for species differentiation. Only six strains (8.0%) exhibited typical diagnostic characteristics of re-
quiring X and V factors and also displayed hemolysis on house blood agar, whereas 26 isolates (34.7%) were non-
hemolytic strains requiring X and V factors. Moreover, 43 strains (57.3%) requiring only V factor were isolated, re-
vealing diverse characteristics of H. haemolyticus . Despite the particular importance of identification of H. influen-
zae , it is difficult to distinguish non-hemolytic types of H. haemolyticus from H. influenzae based on requirement
for X and V factors and hemolysis in routine tests. However, the glycolysis test employing sucrose and mannose,
which was performed in this investigation, revealed that all strains of H. haemolyticus requiring only V factor me-
tabolized sucrose, whereas 62.5% of strains requiring X and V factors metabolized mannose, which proved to be
valuable as a characteristic for differentiation of H. haemolyticus from H. influenzae . The glycolysis test was a fea-
sible differentiation method that improves accuracy of identification of H. influenzae in biochemical characteris-
tics tests.


