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研究成果の概要（和文）：現在用いられているプレセプシン、プロカルシトニン、体温、白血球数、CRPなどは
敗血症の重症度と必ずしも一致しない。そこで我々は「患者検体中の菌数」を敗血症重症度の新たな指標として
利用するため、迅速・正確に測定する方法を開発した。
実際に敗血症患者で血液培養陽性となった患者の血液中の菌数を測定した結果、菌数と患者の重症度は明確な相
関を示した。
次に、敗血症患者5名の治療前、治療後24時間、72時間の菌数の推移を調べた。その結果、感受性の高い抗菌薬
を使用した場合、24時間後に菌数は劇的に減少し、72時間後には更に減少した。つまり菌数は優秀なバイオマー
カーである可能性が強く示唆された。

研究成果の概要（英文）：Severe sepsis is a common and frequently fetal condition, but current 
biomarkers do not always reflect the severity of sepsis at a particular point in time. Here we show 
the development of a novel rapid identification and quantification method of unknown bacteria in a 
clinical sample using the original technology. We identified and quantified bacteria in septic blood
 samples, and the quantification results were correlated with the severity of microbial infection . 
We subsequently examined the time-dependent changes of blood bacterial concentration, and found that
 the time-dependent changes of blood bacterial concentration were not correlated with those of BT, 
WBC, CRP, IL-6, and Presepsin. In particular, 24 to 72 hours after antibiotic treatments, blood 
bacterial concentrations were dramatically decreased. In conclusion, blood bacterial concentration 
would be useful as a novel biomarker not only to estimate the severity of microbial infection but to
 monitor the therapeutic effect.

研究分野：感染症検査方法の開発
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１．研究開始当初の背景 
近年、がん治療や臓器移植などの医療の高度
化に伴い、重篤な感染症のリスクが増えてい
る。感染症の中でも特に敗血症の治療成績は
良好でなく、死亡率は 25％以上にもなる。適
切な抗菌薬治療を行い、重篤な感染症患者を
救命するためには、患者検体中の起炎菌を可
能な限り迅速に検出・同定することが臨床上
重要である。しかし、現在の血液培養検査の
菌陽性率は 40％程度と低く、血液培養後に行
う一般的な生化学的性状検査法では、検体提
出から起炎菌の同定まで通常２～３日を要
する。そのため、結果が判明するまでの間は
経験に基づく治療を施行せざるを得なく、同
定結果の無いままに抗菌薬の選択を余儀な
くされていることが現状である。その結果、
広域スペクトルの抗菌薬使用による多剤耐
性菌の出現や、抗菌薬の選択ミスにより重篤
患者が致死的となる危険性等、感染症早期の
治療においては未だ重大なリスクを抱えて
いる。従って、社会的にも、そして臨床の現
場からも、感染症早期に起炎菌を高感度に検
出し、迅速に同定する検査方法の確立が求め
られている。検体からスタートして２～３時
間で起炎菌を同定するシステムの構築が可
能ならば、感染症早期に同定結果に基づいた
適切な抗菌薬選択が可能となり、上記の問題
解決につながる。 
 我々は既に Melting Temperature (Tm) 
mapping methodを開発し、採血から 3時間
程度で未知の起炎菌を同定する検査システ
ムを構築した。但し、同定は敗血症の重症度
判定に利用できる訳ではなく、現在用いられ
ているプレセプシン、プロカルシトニン、体
温、白血球数、CRPなども臨床的な重症度と
必ずしも一致しない。一方、患者検体中の菌
数を迅速・正確に定量する検査方法は無く、
培養法にて大雑把な定量（＋１，＋２，＋３）
は行われているが、それは菌種毎の増殖能に
依存するため、正確な生菌数を反映してはい
ない。また、培養法を用いる限り、迅速な検
査を行うことは極めて難しい。そこで我々は
敗血症重症度の新たな指標として利用する
ために、「患者検体中の菌数」を迅速・正確
に測定する方法を開発した。今迄の敗血症の
バイオマーカーは全てホスト（ヒト）側の反
応のみをみているが、ホストの反応を介する
ことなく、直接菌数を定量することが敗血症
の重症度として最も理に適っている筈であ
る。 
 
２．研究の目的 
本研究開発の目標とは、血液中の起炎菌同定
と菌数（菌名＆菌数/mL）測定を迅速（採血
後 3 時間程度）・正確に行える独自開発の検
査技術を実用化することである。その結果、
起炎菌の迅速同定結果を敗血症早期の適切
な抗菌薬選択に生かすことが出来る。また、
菌数を敗血症重症度や治療効果を示す新規
バイオマーカーとして用いることで、「選択

した抗菌薬が適切であるかどうか」や「抗菌
薬投与をいつ止めるべきか」がリアルタイム
で明らかとなり、無駄な治療継続を避けるこ
とが出来る。 
 
３．研究の方法 
敗血症起炎菌迅速同定システムの概要 
本システムでは血液検体から直接抽出した
細菌 DNA を鋳型とし、複数の細菌ユニバーサ
ル・プライマー（全ての細菌 DNA を検出する
プライマー）を用いて nested PCR を行い、
複数の PCR 増幅産物の melting temperature
（Tm）値（二本鎖 DNA の 50％が一本鎖に解離
する時の温度）を二次元にマッピングして、
その“形”をデータベースと照らし合わせる
ことで同定する。この方法により、検体採取
から３時間以内で検体中に最も多く存在す
る細菌（≒起炎菌）が同定される。データベ
ースとの照合・同定には、起炎菌同定ソフト
ウェアをウェブ上で使用する。また、起炎菌
の PCR 検出には、北海道三井化学(株)と共同
開発した eukaryote-made thermostable DNA 
polymerase（真核生物をホスト細胞として作
成した耐熱性 DNA 合成酵素）を用いる。これ
は“細菌 DNA のコンタミネーションが皆無で
ある”ことに成功した初の DNA 合成酵素であ
り、患者検体より直接、高感度で正確な細菌
DNA の検出を可能とする。 
敗血症起炎菌定量法の概要 
起炎菌同定（Tm mapping 法）と定量とは同時
並行で行う（図１）。一方では Tm 値の組み合
わせで菌の同定を行い、もう一方では定量コ
ントロール（大腸菌）で検量線を引いて菌の
定量を行う。PCR のプライマーは 16S 
ribosomal RNA を タ ー ゲ ッ ト と し た
universal primer を用いるが、16S ribosomal 
RNA のコピー数（1 つの菌の中に含まれる遺
伝子の数）は菌種によって異なる。検量線で
の定量結果はコントロールとして用いた大
腸菌としての菌数となるが、Tm mapping 法で
同時に起炎菌が同定されるので、この 16S 
ribosomal RNAのコピー数で菌数を補正する。
その結果、採血後 3時間半程度で起炎菌の同
定結果と定量結果とが同時に得られる。 
 
図１: 起炎菌同定・定量法のフローチャート 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



４．研究成果 
 
① bacterial DNA contamination-free であ
る eukaryote-made Taq polymerase の開発
により、患者血液検体から直接、迅速で正
確な細菌の PCR 検出・同定・定量が可能と
なった。 
② Tm mapping 法の開発により、シークエン
スなどで塩基配列を読むことなく、PCR → 
melting 解析（共にリアルタイム PCR 機器
1 台あれば実施出来る）のみで起炎菌を同
定できるため、迅速（採血後 3時間程度）・
簡便・安価な検査が可能である。 
③ 起炎菌同定ソフトウェアには既に 200 菌
種以上の細菌データが登録しており、僅か
7 つの PCR プライマーで敗血症のほぼ全て
の起炎菌を同定することが可能である。 
④ 起炎菌定量法の開発により、血液検体中
の菌数（菌名含む）を敗血症の重症度や治
療効果を示す新たなバイオマーカーとし
て用いることが出来るようにした。実際、
敗血症患者5名の治療前後の菌数を他のバ
イオマーカーと共に測定した結果を以下
に示す。菌数は他のバイオマーカーより短
時間で大きく変動するため、バイオマーカ
ーとして非常に優れている。更に血液中の
菌数がほぼゼロになることで、抗菌薬治療
の止め時が分かるようになる。今迄、抗菌
薬治療の止め時の指標は無く、今後、菌数
が止め時の指標として使われることを期
待する。 
 
抗菌薬治療前後での菌量の経時的な推移の
解析 
 
図２：敗血症患者５名の菌数と、その他のバ
イオマーカーの経時的な推移 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

解析の目的：抗菌薬治療前後での菌数の経時
的な推移を解析し、菌数が治療効果判定のた
めのバイオマーカーとして有効であるかど
うかを評価する。 
Protocols：対象患者は個別症例として富山
大学附属病院で敗血症疑いと診断された成
人５症例。治療前、抗菌薬投与後２４時間、
および７２時間で採血を行った。そして、そ
の３ポイントで起炎菌迅速同定・定量検査と
共に、体温、白血球数、CRP、プレセプシン、
IL-6 を測定した（図２）。 
 
症例 A： 血液培養、尿培養、および Tm mapping
法で E. coli 検出。尿路感染症からの敗血症
と診断。抗菌薬は meropenem を投与（E. coli
に感受性）。Error bar は triplicate 測定に
よる。 
症例 B： 血液培養で Klebsiella oxytoca, 
Haemophilus influenzae, Streptococcus 
pneumoniae を検出。Tm mapping 法では複数
菌感染で同定出来ず。膵頭部癌からの敗血症
と診断。抗菌薬は cefepime を投与（K. 
oxytoca と H. influenzae に感受性、S. 
pneumoniae には intermediate）。定量結果は
E. coli 換算値で算出。 Error bar は
triplicate 測定による。 
症例 C： 血液培養、尿培養、および Tm mapping
法で E. coli 検出。尿路感染症からの敗血症
と診断。抗菌薬は tazobactam/piperacillin
を投与（E. coli に感受性）。Error bar は
triplicate 測定による。 
症例 D： 血液培養および Tm mapping 法で
Streptococcus dysgalactiae 検出。感染源は
不明。抗菌薬は tazobactam/piperacillin を
投与（S. dysgalactiae に感受性）。Error bar
は triplicate 測定による。 
症例 E： 血液培養、尿培養、および Tm mapping
法で Enterobacter aerogenes 検出。尿路感
染症からの敗血症と診断。抗菌薬は
tazobactam/piperacillin を 投 与 （ E. 
aerogenes に 感 受 性 ）。 Error bar は
triplicate 測定による。 
 
結果： 
実際の患者検体を用いて迅速同定＆定量検
査を施行した結果、採血後４時間という迅速
さで敗血症起炎菌の同定および定量を行う
ことが出来た。また、血液中の菌数は治療後
２４時間で他のどのバイオマーカーよりも
劇的に変動した。IL-6 を除く他のバイオマー
カーは、特に抗菌薬投与 24 時間後に菌量の
減少とは逆に上昇する場合がある。現行のバ
イオマーカーは全てホスト（ヒト）側の免疫
反応を反映している為、結果的に菌量の減少
のタイミングから遅れ、タイムラグが生じて
しまう可能性が考えられる。この結果から、
菌数は治療効果を迅速に反映する、敗血症の
新たなバイオマーカーとして極めて有用で
ある可能性が示唆される。 
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