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論  文  要  旨 

氏名  白石 守

表題 

  マイクロバイオーム手法にヒト細胞数によるノーマライゼーションを加えた

呼吸器感染症迅速診断システムの開発

１ 研究目的

感染性肺炎（以下、肺炎）は、患者生命に関わる重要な疾患である。喀痰培養検査

では起炎菌の特定は容易ではなく、正確で迅速な特定方法が求められている。 

遺伝子工学的細菌同定法として行われている PCR (Polymerase Chain Reaction) 法

は鋭敏過ぎて起炎菌と常在菌が同時に検出されてしまうため、半定量リアルタイム

PCR を用い起炎菌と常在菌を判別しようという試みがなされている。本研究もその一

つである。 

今回我々は、全ての細菌が有する 16S rRNA遺伝子を標的として PCRを実施し、喀

痰検体中に最頻度で存在する細菌を同定した。さらに喀痰検体中のヒト細胞数当たり

の病原菌数をリアルタイム PCRで半定量することで、同定された病原菌が肺炎の起炎

菌か決定できるか検討した。 

２ 研究方法

1. 実験前準備 ローカルデータベースの作成とプライマーの設計

16S rRNA 遺伝子配列の相同性によって細菌種を同定するため、肺炎をきたす可能性

のある 49 種の細菌を選択し、ローカルデータベースを構築した。米国国立生物工学

情報センターから各細菌の遺伝子配列情報を入手し、16S rRNA 遺伝子配列を抽出し

た。ClustalW 解析を用いてアライメントし、遺伝的に高度に保存されている領域でプ

ライマーミックスを設計した。さらに、ヒトMUC5B 遺伝子の塩基配列を NCBI より

入手し、PCR プライマーと TaqMan プローブを設計した。

2. 研究対象

2018 年 7 月から 2019 年 9 月までに呼吸器感染症のために自治医科大学附属病院呼吸

器内科を受診した症例より採取された喀痰残余 223検体を使用し、診療情報に基づき、

急性感染群 (Group A) 84 件、非急性感染群 (Group C)139 件を対象とした。

3. DNA 抽出

検体を均質化したのち、ガラスビーズ法により DNA 抽出を行い、細菌 16S rRNA 遺

伝子とヒト MUC5B 遺伝子の 2 つのパートでリアルタイム PCR を実施した。PCR 産

物を回収し、それぞれの Ct 値を測定した。16S rRNA 遺伝子増幅産物の塩基配列を

Sanger 法によるダイレクトシークエンスで決定した。

4. リアルタイム PCR と Ctpathogen. Cthumanの測定

病原菌を同定するための相同性検索は BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) プロ
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グラムを用いて bit score を計測することにより行った。最も高い bit score を示した細

菌を病原菌とし、培養検査で得られた最頻度菌種と比較した。また、同定された病原

菌の活動性を、細菌 16S rRNA 遺伝子とヒト MUC5B 遺伝子の Ct 値の差 (ΔCt)を用い

て評価した。

３ 研究成果

１． 病原菌の同定

16S rRNA 遺伝子配列での相同性検索の妥当性を調べるため、2 菌種間の bit score を
測定したところ、閾値を 700 に設定することで大半の菌種は判別が可能であった。口

腔内常在菌 (Streptococcus mitis, Streptococcus salivarius) の配列情報もローカルデータベー

スに加え、これらの菌種も除外できるようにした。

PCR 増幅産物をシークエンスする際に生じるノイズにより不適となった検体を除

き、使用可能な検体数は Group A 28 件, Group C 45 件となった。16S rRNA 遺伝子配列

を使用した相同性検索結果の細菌の約 3 分の 1 が S. pneumoniae であったが、培養検

査結果ではわずか 1 件のみであった。相同性検索結果と培養検査結果の一致率は

Group A 28 件中 5 件 (17.9%)、Group C 45 件中 7 件 (15.6%)であり Group 間で差はな

かった。相同性検索結果と培養検査結果が一致した Concordant 群と、不一致であった

Discordant 群でΔCt の分布に違いはみられなかった。また、Group A, C の検体群間で

も差はみられなかった。

４ 考察

今回使用した検体の培養検査で、S. pneumoniae 検出率が低くなったのは抗菌薬前治

療により細菌の生存・増殖が抑制されたことが原因として考えられる。これに対し、

16S rRNA 遺伝子シークエンス法は検体中の抗菌薬の影響を受けないという利点があ

り、本法は、培養検査で検出不能の起炎菌でも検出できる可能性が示唆された。

本法で同定した細菌が起炎菌であるかを判断する基準として、「戦場仮説」に倣って

検体の細菌 16S rRNA 遺伝子とヒト MUC5B 遺伝子の Ct を測定し、その差ΔCt により

菌の活動性を評価し、起炎菌を推定しようとした。予想に反し、喀痰培養で起炎菌と

推定されたConcordant群と定着菌と推定されたDiscordant群でΔCtに差が見らなかっ

たほか、急性炎症と慢性炎症の検体間でも差がみられなかった。これは測定可能な検

体数が少なかったこと、検体に唾液成分が混入していた可能性が考えられた。今後、

抗菌薬前治療の有無を把握した上でのさらなる検体を蓄積するとともに、検体採取法

や PCR における工夫が必要と考えられる。 
５ 結論

本研究は、16S rRNA 遺伝子という肺炎を来す代表的な細菌の共通部分を使用して

プライマーを設計し PCR を行い、起炎菌を探索した最初の報告である。本法は口腔内

常在菌の混入などの問題はあるものの、喀痰培養では検出しえない病原菌を検出でき

る可能性が示唆された。しかし、リアルタイム PCR より得られた 16S rRNA 遺伝子配

列、ヒト遺伝子配列それぞれの Ct 値による、感染か定着かの判断には更なる検体蓄積

と検査手技の改良が必要と考えられる。




