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Streptococcus agalactiae（Group B Streptococci：GBS）は近年ペニシリン低感受性を示す株が注目され
ている。厚生労働省院内感染対策サーベイランス事業（JANIS）の公開情報によると，全国と比較して群馬
県での GBSの penicillin G（PCG）感受性率は低値である。そこで群馬県の医療機関におけるペニシリン低
感受性 B群連鎖球菌（Group B Streptococci with Reduced Penicillin Susceptibility：PRGBS）の分子疫学
解析を行った。今回解析した PRGBS 33株（2014～2020年）はペニシリン結合蛋白 2X（PBP2X）に低感受
性化に重要なアミノ酸置換とされる V405A，Q557Eを獲得していた。その中には過去に報告がない 585番
目のインフレーム変異を起こしている株が存在した。血清型では侵襲性感染症に関連があるとされている Ib，
III型が多く分離された。MLST解析では PRGBSで頻回に検出されると報告されている ST458は 1株も分
離されず，代わりに現在のところ群馬県でのみ報告が確認されている ST1665が広がっていたことが分かっ
た。このことから，特定株が外部から流入拡散したというよりも地域内で変異を積み重ねつつ広がってきた
可能性が考えられた。
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序 文
Streptococcus agalactiae（Group B Streptococci：GBS）

はグラム陽性の連鎖球菌であり，血液寒天培地上に β溶血
のコロニーを形成する。GBSは膣や腸管内の常在菌である
が，新生児に対して髄膜炎や敗血症，高齢者に対しては皮膚
軟部感染症や肺炎を起こすなど，侵襲的な感染症を起こす重
要な病原菌として知られている１）２）。膣に GBSを持つ妊婦か
らの垂直感染を防ぐために，Centers for Diseases Control
and Prevention（CDC）が推奨するガイドラインでは妊娠
35～37週の全ての妊婦に対して膣・直腸からの GBSスク
リーニング検査が推奨されており，陽性者には penicillin G
（PCG）や ampicillin（ABPC）などの βラクタム系抗菌薬の
予防的投与が行われる３）。

GBSは元来全ての菌株が PCGを含む βラクタム系抗菌薬
に感性を示すと考えられてきたため，第一選択薬としてペニ
シリン系抗菌薬が使用されてきた４）。しかし薬剤感受性試験
の判定基準を定めている Clinical and Laboratory Standards
Institute（CLSI）での PCG感性の基準（MIC≦0.12 μg/mL）
を超える菌株が 2000年代に散見されてきた。Kimuraらに
よって詳細な解析が進められ，ペニシリン低感受性 B群連
鎖球菌（Group B Streptococci with Reduced Penicillin Sus-

ceptibility：PRGBS）の存在が証明された５）。それ以降，北
米でも PRGBSが報告されており世界的にも広がりをみせて
いることが報告されている６）。CLSIや European committee
on antimicrobial susceptibility testing（EUCAST）で は
PRGBSの存在が記載されており，新たな耐性菌として認め
られている４）７）。EUCASTにおいては髄膜炎由来株の GBSに
対して新たに PCGのブレイクポイント（S≦0.125 μg/mL，R
＞0.125 μg/mL）が定められるなど薬剤耐性に関心が高まっ
てきている７）。PRGBSの耐性メカニズムは主にペニシリン結
合蛋白 2X（PBP2X）のアミノ酸置換によるものであると報
告されている。PBP2Xの中でもペニシリン結合に関わる
transpeptidase domainの活性中心を形成するとされている
402SSN404，552KSG554の近傍にある V405Aと Q557Eの両方，も
しくは一方の置換を有している場合において低感受性化する
ことが分かっている５）。

PRGBSの他にも，PCGには感性でありながらもセファロ
スポリン系には低感受性を示すセフチブテン耐性ペニシリン
感性 GBS（CTBrPSGBS）が 2014年に初めて報告されてい
る８）。PRGBSでもセファロスポリン系やマクロライド系，フ
ルオロキノロン系も併せて耐性を示す多剤耐性 PRGBSの割
合が高いことが報告されているため９），ペニシリン系以外の
感受性にも注視していかなければならない。

GBSの血清型は病原性にも密接な関係性があることが分
かっている。侵襲性感染症を起こした成人より分離された
GBSの血清型は Ib，V，III型が多いとされており，その中
でも Clonal Complex 10（CC10）に含まれる Sequence Type
10（ST10）を示す Ib型が優位に検出されると報告されてい
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Table　1.　Primers used for PBP2X gene analysis

Primer Secence Amplicom size (bp)
Amplification
Forward 5′-CGGAATTCGTGACTTTTTTTAAAAAGCTAA-3′ 2,275
Reverse 5′-ACGTCGACTTAATCTCCTATTGTAATTTTG-3′
Sequence
F1 5′-AACTATACGACAGCTACAGGTC-3′
F2 5′-GTAGTGGGAATGTTCTTTTAGG-3′
F3 5′-TCTAAGCATTTTAACTCTACTG-3′
R1 5′-GAACCAGATTACGACGTAATTC-3′
R2 5′-ATGAGCTCATAGCGATAGTTAC-3′
R3 5′-TTGCAGAGGCTAGAGTCATTAC-3′
R4 5′-CCGCCCTACGTTCTGTTGTTGC-3′
R5 5′-AAGACAATCCTGAACCTGAACTTCC-3′

る１０）。
また，呼吸器材料から分離された PRGBSの症例対象研究
では反復性誤嚥性肺炎とペニシリン系抗菌薬の投与は
PRGBSの出現に対して有意に関連していることが報告され
ているため，妊婦だけでなく高齢者の保健医療においても重
要である１１）。
厚生労働省院内感染対策サーベイランス事業（JANIS）検
査部門の公開情報によれば，全国の GBSの PCG感受性率は
2015年～2019年 で 93.1%，94.2%，94.0%，94.0%，93.6%と
良好な値を示している。しかし，群馬県では 2015～2019年
の感受性率は 76.2%，79.1%，82.9%，81.4%，83.1%であり，
上昇してはいるものの全国と比較して依然低値のままであ
る１２）。
本研究では群馬県基幹病院での PRGBSを分子疫学解析す

ることで，世界的に蔓延している菌株との遺伝的関係性を明
らかにし，蔓延のルーツや伝搬経路についての知見を得て
PRGBSの感染制御の一助とすることを目的とした。

材料と方法
1．対象
群馬県病原微生物情報研究会（ミクロ情報研究会）におい
て，PCG MIC≧0.25 μg/mLを示す GBSの収集について各
医療機関に依頼し，群馬県の病院 6施設（伊勢崎市民病院，
前橋赤十字病院，群馬中央病院，公立富岡総合病院，桐生厚
生病院，伊勢崎佐波医師会病院）から 34株（2014年 4月～
2020年 2月）収集した。材料の年齢構成は 68～99歳，男女
比は 50：50であった。材料の内訳として喀痰 32株（94.1％），
尿 2株（5.9％）であった。各医療機関から収集した株数の
内訳は，伊勢崎市の医療機関（A）から 10株（29.4％），前
橋市の医療機関（B）から 9株（26.5％），前橋市の医療機関
（C）から 12株（35.3％），富岡市の医療機関（D）から 1株
（2.9％），桐生市の医療機関（E）から 1株（2.9％），伊勢崎
市の医療機関（F）から 1株（2.9％）であった。なお，A5・
A6は同一患者で別時期に分離された喀痰由来株で，A9・
A10は同一患者で同時期に分離された株であり，A9は尿，
A10は喀痰由来株である。
2．GBSの同定
16S rRNA遺伝子解析による同定検査を行った。シークエ

ンス解析後，BLAST解析によって高い相同性をもって GBS
と同定された。
3．抗菌薬感受性試験
CLSI法（M100Ed32）に準じて４），寒天平板希釈法にて好
気培養下で 37℃ 24時間培養した。Mueller Hinton Agar
（Becton Dickinson）に指定した濃度の抗菌薬とヒツジ脱繊
維血液（日本バイオテスト研究所）を 5％になるように加え
た血液寒天培地を作製した。抗菌薬は PCG，ABPC，oxacillin
（MPIPC），cefazolin（CEZ），ceftizoxime（CZX），clindamy-
cin（CLDM），vancomycin（VCM），ceftibuten（CETB），
levofloxacin（LVFX），meropenem（MEPM），erythromycin
（EM）の計 11薬剤を使用した。抗菌薬の最終濃度が 0.06，
0.125，0.25，0.5，1，2，4，8，16，32，64，128 μg/mLに
なるように調整した。control strainとして Stereptococcus
pneumoniae ATCC49619を使用した。なお，MICが高値を
示した株については CLSI法に準じた４）微量液体希釈法にて
再検査を行った。
4．血清型別
B群溶血レンサ球菌抗原処理用試薬「生研」（デンカ）に
て処理を行った後，B群溶血レンサ球菌型別用免疫血清「生
研」（デンカ）を用いた。添付文書に則りスライド凝集法に
て血清型 Ia，Ib，II，III，IV，Vを判定した。
5．GBSの核酸抽出
Chelex 100 Resin（BIO-RAD）を Tris-EDTA Buffer（TE

Buffer）（10 mM Tris-HCl（pH 8.0），1 mM EDTA・2Na）
に懸濁して 10％ chelexを調整した。10％ chelex 200 μlに
被検菌をコロニーより爪楊枝にて適量加え懸濁した後，95℃
10 min加熱，Voltex後，遠心（15,000 ×g 10 min）を行っ
て上清を核酸抽出液とした。
6．PBP2X遺伝子のシークエンス解析
Quick Taq HS DyeMix（東洋紡）と Kimuraらの方法５）を
参考にした PBP2X遺伝子を識別できるプライマーを用いて
PCR法を行った（Table 1）。反応条件は 94℃ 2 minを 1 cycle，
94℃ 30 sec，55℃ 30 sec，68℃ 2 min 30 secを 45 cycleで
行った。次に，増幅産物を 1.2％アガロースゲルにて電気泳
動を行い，エチジウムブロマイド（EtBr）（1 mg/mL）染色
により確認した。増幅産物はWizard Genomic DNA Purifica-
tion Kit（Promega）を使用して精製した。精製後，BigDye
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Terminater v1.1 Cycle Sequencing Kit（ThermoFisher）を
用いてシークエンスのための PCRを行った。反応条件は
96℃ 1 minを 1 cycle，96℃ 10 sec，50℃ 5 sec，60℃ 1 min
15 secを 25 cycleで行った。シークエンス PCRの増幅産物
は Sephadex G-50 DNA Grade（G-50）（Cytiva）によって精
製した。DNA塩基配列の解析は ABI PRISM 3130 Genetic
Analyzer（Applied Biosystem）にて行い，クラウド型遺伝
子解析ツール Benchling（https://www.benchling.com/）を
用いて解析を行った。PBP2Xのアミノ酸変異を確認する際
の reference strainと し て Streptococcus agalactiae A909
を使用した。
（NCBI よ り 引 用：https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

nuccore/CP000114.1）
7．PBP2Xにおける DNA塩基配列での系統樹の作成
CLUSTAL W Multiple Sequence Alignment（https://

www.genome.jp/tools-bin/clustalw）を使用して系統樹を作
成した。PBP2Xの中でも主にペニシリン結合に関わってい
る transpeptidase domainの DNA配列で比較を行った。
8．Multilocus Sequence Typing（MLST）のシークエン
ス解析

GBSで は alcohol dehydrogenase（adhP），phenylalanyl
tRNA synthetase（PheS），glutamine transporter protein
（atr），glutamine synthetase（glnA），serine dehydratase
（sdhA），glucose kinase（glcK），transketolase（tkt）の 7
種類のハウスキーピング遺伝子の塩基配列を決定して分類す
る。最終的に 7つの alleleを組み合わせてMLSTのデータ
ベ ー ス PubMLST（https://pubmlst.org/organisms/
streptococcus-agalactiae/）を用いて sequence type（ST）を
得た。MLSTに使用したプライマーは PubMLSTに準じた
ものを使用した。対象遺伝子を増幅させるための PCR反応
条件は 94℃ 2 minを 1 cycle，94℃ 30 sec，55℃ 30 sec，68℃
1 minを 45 cycleで行った。増幅産物の確認から DNA塩基
配列の解析までは PBP2X遺伝子のシークエンス解析と同様
な工程で行った。
9．パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）
GBSを 1％アガロースゲルに包埋したゲルブロックをリ

ゾチーム処理，ムタノリシン処理，プロテイナーゼ K処理
した後，制限酵素 ApaI（NEW ENGLAND BioLabs）を用
いて 37℃で 24時間消化した。泳動条件は Bannoらの方法１３）

に準じて，電圧 6.0 V/cm，角度 120度，温度 14℃，スイッ
チタイムを 1 secから 18 sec，泳動時間 23時間で行った。泳
動後，アガロースゲルを EtBr染色して，ゲル撮影装置 E-
BOX（Vilber Lourmat）にて撮影した。系統樹の作成は得
られた画像データをもとに FPQuest（BIO-RAD）を使用し
て行った。平均距離法（UPGMA法）により tolerance値は
5.0％で解析した。

結 果
1．抗菌薬感受性試験
抗菌薬感受性試験を 11薬剤で行った（Table 2）。PCGは

33株が非感性（MIC≧0.25 μg/mL），1株（B4）のみ感性を
示した。B4の株も他の PRGBSの株と同様に CETBのMIC
が高値（MIC ≧128 μg/mL）となっていたため，CTBrPSGBS

である可能性が示唆された。今回収集した PRGBS 33株で
の EMの耐性率（MIC≧1 μg/mL）は 39.4％，CLDMの耐
性率（MIC≧1 μg/mL）は 42.4％，LVFXの非感性率（MIC
≧4 μg/mL）は 100％だった。PRGBSの中で多剤耐性 PRGBS
（EM耐性/LVFX非感性の基準を共に満たした PRGBS）の
割合は 39.4％であった。
2．血清型別
免疫血清によるスライド凝集法にて血清型を決定した（Ta-

ble 2）。PRGBSの血清型別では III型が 11株（33.3％）と最
も多く，次いで Ib型 10株（30.3％），Ia型 6株（18.2％），II
型 4株（12.1％）の順で，判定不能（Non-typeable：NT）は
2株（6.1％）であった。CTBrPSGBSである B4は Ib型とし
て分類された。
3．PBP2X遺伝子のシークエンス解析
得られた DNA塩基配列から解析した 34株中 27株は

G398A，V405A，Q557Eの 3か所のアミノ酸置換がみられ
た（Table 3）。低感受性化に重要な置換とされている V405A，
Q557Eの両方もしくは一方を全ての PRGBSの株が保有して
いたことが分かった。PCG MIC 1 μg/mLを示した B1，C12
の株は他の菌株よりも多くの置換がみられた。C12では
I378V，G398A，V405A，H438Y，Q557Eおよび 3塩基の挿
入によって 585番目の Nが KSになるインフレーム変異を
含めた 6つの置換が確認できた。I378Vと 585番目のインフ
レーム変異は今回の解析において初めて報告された（acces-
sion no. LC744379）。D1（富岡），E1（桐生）の菌株は G329A，
G398A，V405A，G429Dと他の株とは違ったタイプの置換
を示した。CTBrPSGBSである B4の置換は T394Aのみで
あった。
4．PBP2X内にある transpeptidase domainの DNA塩基
配列を用いた系統樹の作製

34株中 28株は同じ塩基配列だったため同一のグループ
（Group 1）を形成した。一方，そのグループとは別に D1・
E1，B1・C12はそれぞれ別のグループを形成していた。C8
（PRGBS）と B4（CTBrPSGBS）は Group 1から離れており，
同一のグループ（Group 2）を形成していた（Figure 1）。
5．MLST
PRGBS 33株と CTBrPSGBS 1株の Sequence Type（ST）
別の割合を示した（Table 4）。PRGBS 33株では ST1（10
株：30％），ST358（9株：27％），ST3（8株：24％），ST1665
（6株：18％）の順に多かった。1株の CTBrPSGBSは ST1753
であった。今回の解析で得られた STは Clonal Complex 1
（CC1）と CC12に属する STだった。ST1665は 2021年に
新しく登録された STであり，PubMLST（https://pubmlst.
org/bigsdb?page=profileInfo&db=pubmlst _ sagalactiae _
seqdef&scheme_id=1&profile_id=1665）にて群馬県の菌株 1
株でのみ報告されている。ST1665と ST1753は ST1と比較
して共に 1つの alleleのみが異なっていた。ST1665に含ま
れる sdhA：3は ST1に含まれる sdhA：1と比較して 9塩
基の変異を認めた。ST1753は今回の解析で初めて登録した
STであり，atr：214は ST1に含まれる atr：2と比較して
1塩基の変異を認めた。
6．PFGEと系統樹
類似度を 85％に設定して PFGEにより得られたバンドパ
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Table　3.　Amino acid substitutions in PBP2X of clinical PRGBS and CTBrPSGBS isolates

hospital Date of isolation 
(mo/yr)

PCG MIC 
(μg/ml)

PBP2X
strain 165 329 378 394 398 400 405 429 438 445 557 585
A909＊ S G I T G A V G H P Q N
A1 A March/2019 0.5 F A A E
A2 A July/2019 0.5 A A E
A3 A August/2019 0.5 A A E
A4 A September/2019 0.5 A A E
A5 A October/2019 0.5 A A E
A6 A October/2019 0.5 A A E
A7 A November/2019 1 A A E
A8 A January/2020 0.5 A A E
A9 A February/2020 0.5 A A E
A10 A February/2020 0.5 A A E
B1 B February/2015 1 A A S E
B2 B February/2015 0.5 A A E
B3 B June/2015 0.5 A A E
B4 B July/2015 0.06 A
B5 B November/2015 0.5 A A E
B6 B November/2015 0.5 A A E
B7 B February/2016 0.5 A A E
B8 B April/2016 0.5 A A E
B9 B August/2017 0.5 A A E
C1 C April/2014 1 A A E
C2 C October/2015 0.5 A A E
C3 C November/2015 0.5 A A E
C4 C November/2015 0.5 A A E
C5 C January/2016 0.5 A A E
C6 C March/2016 0.5 A A E
C7 C September/2016 0.5 A A E
C8 C November/2016 0.5 V E
C9 C November/2016 0.5 A A E
C10 C February/2017 0.5 A A E
C11 C February/2017 0.5 A A E
C12 C January/2019 1 V A A Y E KS
D1 D August/2019 0.5 V A A D
E1 E September/2019 0.25 V A A D
F1 F April/2019 0.5 A A E

＊: Streptococcus agalactiae A909 is reference strain.

ターンをもとに系統樹を作成した（Figure 2）。ST1665を示
した C2，C3，C4，C5と ST3を示した A3，A4，A5，A6
および ST1を示した B6，B7，B8はそれぞれ高い近似性を
示し同一菌株の蔓延が示唆された。全体的には大きく分けて
前橋市と伊勢崎・桐生・富岡地域に分かれており，B6，B7，
B8の菌株は単独でグループを形成していた。

考 察
本邦において血液由来や髄液由来を含む新生児の侵襲性感
染症が関連している PRGBSは現時点では確認されておらず，
臨床的意義の観点では更なる調査が求められている段階であ
る１４）。しかし，反復性誤嚥性肺炎の患者やペニシリン投与歴
のある患者の呼吸器材料から PRGBSが有意に検出されてい
る１１）。本研究と同様に PRGBSは高齢者の喀痰から分離され
ることが多く，高齢化社会が進んでいる日本にとって無視で

きない耐性菌となっている。
今回収集した 34株の薬剤感受性試験を行った結果，PCG

MIC 0.25～1 μg/mLを示す株が分離された。PRGBSはセ
ファロスポリン系，マクロライド系，フルオロキノロン系に
も非感性を示す多剤耐性 PRGBSである割合が高いことが報
告されている９）。EMの耐性率（MIC≧1 μg/mL）と LVFX
の非感性率（MIC≧4 μg/mL）が PSGBSではそれぞれ 7.9％，
18.4％であるのに対し，PRGBSではそれぞれ 47.4％，100％
であったという報告がある１５）。今回の結果では EMの耐性率
は 39.4％，LEFXの非感性率は 100％であった。また，本邦
において PRGBS中の多剤耐性 PRGBSの割合が 68.9％で
あったとの報告がある９）。本解析では 39.4％と比較的低値で
あったが多剤耐性化が進んでいることを改めて確認すること
ができた。2010年に改定された周産期 GBS感染症の予防に
関するガイドラインでは，重度なペニシリンアレルギーの女
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Figure　1.　Phylogenetic relationships between DNA sequences of the transpeptidase domain that were detected in PBP2X.
To perform the comparison with the DNA sequence of the transpeptidase domain in PBP2X, we used the ClustalW Multiple Sequence 
Alignment tool and PhyML (https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw).

Table　4.　Sequence type of PRGBS and CTBrPSGBS isolates

Sequence 
type 
(ST)

clonal 
complex 
(CC)

ST profile
Allele profile The number of 

strains①adhP PheS atr glnA sdhA glcK tkt

PRGBS ST1 CC1 ST1 (template) 1 1   2 1 1 2 2 10 (30%)
ST1665 CC1 1 allelic variant 1 1   2 1 3 2 2 6 (18%)
ST3 CC1 2 allelic variant 1 1   4 1 1 3 2 8 (24%)
ST358 CC12 3 allelic variant 1 1   4 1 3 3 2 9 (27%)

total 33 (100%)
CTBrPSGBS ST1753 CC1 1 allelic variant 1 1 214 1 1 2 2 1

total 1

①: Abbreviations for house-keeping genes used for MLST analysis all on follows: alcohol dehydrogenase (adhP), phenylalanyl tRNA syn-
thetase (PheS), glutamine transporter protein (atr), glutamine synthetase (glnA), serine dehydratase (sdhA), glucose kinase (glcK), trans-
ketolase (tkt).

性への予防的投与として，EMよりも CLDMの投与が推奨
されている３）。今回収集した PRGBSの CLDM耐性率は
42.4％と高値を示したため，妊婦が PRGBSを保菌していた
場合に使用薬剤の選択肢が狭められてしまうことが危惧され
る。

PRGBSの薬剤感受性試験は全国と同様な結果となったが
血清型では違った広がりを示した。高齢者の呼吸器材料から
検出される PRGBSは VI型を示す血清型が多いことが報告
されている１６）１７）。しかし，本解析で使用した菌株は Ib型や III
型の PRGBSが多く検出されており，全国の傾向とは違った
拡散が起こっている可能性が示唆された。近年の報告では Ia，
Ib，IIIなど多様な血清型も認められているため１８），高齢者
の呼吸器材料由来の PRGBSは今後更なるデータの蓄積が必

要となってくるだろう。
病原性の観点からは成人に対して侵襲性感染症を引き起こ
す株に多いとされている血清型が多く分離された。ST10は
過去の報告では CC10に分類されていたが，現在は CC12に
分類されている。今回 2番目に多く分離された ST358は
ST10と比較して 1 alelleのみの違いであり同じ CC12に属
する。本解析では Ib型/CC10の両方を満たす株は 1株（A1）
のみであった。しかし，Ib型と III型が多く分離されている
ことから侵襲性感染症も引き起こす可能性に留意しなければ
ならないと考えられた。

Kimuraらの報告では PBP2Xの中でペニシリン結合に関
連している transpeptidase domainのアミノ酸置換により耐
性をもたらすとされている５）。今回収集した株でも得られた
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Figure　2.　Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) of 34 clinical isolates.
PFGE was performed with the restriction enzyme ApaI. PFGE profiles were analyzed with the unweighted pair group method with 
arithmetic mean (UPGMA) with a tolerance value of 5.0%. Strains with a similarity of 85% or greater were considered to have the same 
origin. A vertical line indicates a cutoff value of 85%. ST means sequence type.

DNA塩基配列から解析した 34株中 27株は V405A，Q557E
の両方もしくは一方の置換がみられたため，同様のアミノ酸
置換を獲得していることが分かった。PCG MIC 1 μg/mLを
示した C12では I378V，G398A，V405A，H438Y，Q557E，
および 3塩基の insertionによって 585番目のアスパラギン
がリシンとセリンになるインフレーム変異を含めた 6つの置
換が確認できた。MICの上昇をより詳細に解析するには
PBP2X以外の PBP遺伝子の変異も同時に獲得している可能
性も考えなければならないが本研究では行うことができな
かった。感受性試験と PBP2X遺伝子の解析結果から，PCG
の耐性度が上がった株では多数の変異を獲得しており，変異
を積み重ねることによりペニシリン系抗菌薬に耐性を示すこ
とが分かった。
次に各菌株の関連性を確認するために PBP2Xの DNA塩
基配列をもとにした系統樹を作成した。transpeptidase do-
mainに重要なアミノ酸置換が集約していることから，今回
はこの domainでの DNA配列を比較対象として作成した。
D1（富岡），E1（桐生）の菌株は他の地域から分離された株
とは異なるタイプの置換（G329A，G398A，V405A，G429D）
を示しており，D1と E1は地域的な距離は離れてはいるも
のの系統樹では同一のグループを形成していた。薬剤による
選択圧をかけた場合，使用する抗菌薬によって PBP2Xの変
異に差が出ることから１９），富岡市と桐生市では抗菌薬の使用
系統が類似している可能性も考えられる。しかし，県内の肺
炎治療に対して抗菌薬の選択に違いがみられる可能性は少な
いと考えられるため別の調査が必要になってくるだろう。今
回の研究では各市町村の抗菌薬別使用量の調査は行うことが

できなかった。また，PRGBSである C8が CTBrPSGBSで
ある B4と一つのグループを形成していることから，PRGBS
と CTBrPSGBSは全く別の進化を遂げてきたわけではないと
考えられる。
世界で分離された菌株との遺伝的な関係性を調べるために

MLST解析を行った。PRGBSは ST1を中心とする CC1と
ST23を中心とする CC23で分離されることが多く，特に
CC1で優位に検出される１６）。ST1と ST23は妊婦以外の成人
と新生児がキャリアであるとともに侵襲性に関与する STで
あり，アジア・北米・オーストラリアなど世界中で分離され
ている１６）２０）。本研究で解析した菌株は CC1および CC12（CC1
と近縁な CC）に属する STが検出された。CCは同一の遺
伝子型が由来とされる STの集合体であるため，この観点か
らみれば過去に報告されているものと同様な結果となった。
しかし，検出された STを詳細にみていくと違った広がりを
示していることが判明した。CC1に属する ST458は PRGBS
で優位に検出されるといわれていたが２１），今回の解析では 1
株も確認できず代わりに ST1665が多数検出された。ST1665
は 2021年に新しく登録された STであり，群馬県の菌株 1
株が PubMLSTに報告されている。群馬県以外で分離され
たという報告は今のところないが，今回の解析では全体の
18％を占めていた。ST1665は ST1と比較して 1つの alelle
のみが異なっていたことから ST1と強い関連性があり近縁
な STである。地域別にみてみると，前橋市では 2015～2016
年に ST1665が多く分離されていたが，他の地域では ST1665
は検出されなかった。前橋市では地域特異的な広がりを見せ
ていたと考えられる。以上を鑑みると，PRGBSは CC1の中
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で地域独自に多様性を持って広がっていることが示唆された。
また，CTBrPSGBSであった B4は新しく ST1753を登録し
た。ST1753は ST1と比較して 1つの alelleのみが異なって
いたことから，これら 3つの ST（ST1，ST1665，ST1753）
は遺伝的に近い関係性であるといえる。CTBrPSGBSの収集
は実施しなかったが PRGBSとは異なる STを示したことか
ら，ST1665のように群馬県独自の広がりを見せている可能
性が考えられた。以上のことから，特定株が外部から流入拡
散したというよりも地域内で変異を積み重ねつつ広がってき
た可能性が考えられた。

MLSTにより長期的な変化に伴う遺伝的関係性を明らか
にしたが，より短い期間での変化を調べるために PFGEを
実施した。大きく分けて前橋市と，伊勢崎・桐生・富岡地域
の 2グループになり，前橋市は独自の拡散が起こっているこ
とが PFGEでも確認できた。また，ST358を示した群（C7，
C9，C10，C11）と ST1665を示した群（C2，C3，C4，C5），
ST3を示した群（A3，A4，A5，A6）および ST1を示した
群（B6，B7，B8）はそれぞれ高い近似性を示し同一菌株の
広がりが考えられた。A5，A6以外は全て別患者で検出され
ている株であり，多くの医療機関において院内で広がってい
た可能性が考えられた。同一の医療機関より 35か月にわた
り 73人の高齢者から 77株の PRGBSが分離され，血清型に
おいては III，Ib，Iaの順に集団レベルでの移行を示したこ
とが報告されている１８）。また，8か月の期間を空けて同一医
療機関内の異なる患者から類似した PFGE像を示した
PRGBSが検出された事例が報告されているため２２），臨床現
場で安定して生存できることが確認されている。A3，A4と
A5，A6は異なる病棟の患者から分離された株で，どちらも
長期入院患者から分離されていた。このことより，長期入院
が必要とされる免疫低下患者に対して医療関連感染を起こす
可能性が考えられた。PRGBSは反復性誤嚥性肺炎との関連
性があるといわれていることから，院内感染対策を考える上
で重要な耐性菌であるといえる。PRGBSは臨床の場におい
て長期的な生存が可能であることから，感染拡大を防ぐには
院内での接触感染防止に努める必要があることが分かった。
今回は県内での PCG感性株の調査は行わなかったため，県
内における PSGBSと PRGBSの分子疫学的な違いを確認す
るためにはより詳細な研究が求められる。
今回の解析の結果，PRGBSはアミノ酸置換の集積により

PCGを含めた β―ラクタム系抗菌薬の耐性化を進めることが
群馬県でも確認できた。その中でも高度耐性を示す株も出現
しており，今後は抗菌薬の使用にさらに留意する必要性が示
唆された。また，MLST解析では PRGBSで頻回に検出され
ると報告されている ST458は 1株も分離されず，代わりに
現在のところ群馬県でのみ報告が確認されている ST1665が
地域特異的に広がっていたことが分かった。このことから特
定株が外部から流入拡散したというよりも地域内で変異を積
み重ねつつ広がってきた可能性が考えられた。
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Molecular epidemiology of Group B Streptococci with reduced penicillin susceptibility
in Gunma Prefecture
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Streptococcus agalactiae with reduced susceptibility to penicillin has emerged in recent years. According to the public in-
formation retrieved from the Japan Nosocomial Infections Surveillance (JANIS), published by the Ministry of Health, Labour
and Welfare, the penicillin G susceptibility rate of group B streptococci is lower in Gunma than in other prefectures. There-
fore, we performed molecular epidemiological analysis of group B streptococci with reduced penicillin susceptibility (PRGBS)
in medical institutions in Gunma. Thirty-three PRGBS organisms were isolated between 2014 and 2020. All were found to
have acquired the amino acid substitution V405A, Q557E, or both in penicillin-binding protein 2X (PBP2X), which are associ-
ated with low susceptibility to penicillin G. In addition, some strains acquired many amino acid substitutions, and one of them
had asparagine at 585 position substituted by ricin/serine, which had not been reported previously. The accumulation of
amino acid substitutions has increased the resistance of these streptococci to β-lactam antibiotics, and we observed a similar
phenomenon in Gunma. We also found that PRGBS isolated in Gunma tended to be multidrug-resistant. Multilocus sequence
typing (MLST) analysis revealed that infection with PRGBS of sequence type 458, which was reported to be frequently de-
tected in PRGBS, was not isolated, but infection with PRGBS of sequence type 1665, which is currently reported only in
Gunma, had spread instead. These findings indicate that this organism accumulated mutations while it spread within the re-
gion, not that particular strains from outside entered and spread through the region.


