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研究成果の概要（和文）： 

薬剤耐性菌が分離された病院内の環境調査を行う際に、通常の一般細菌培養と同時に分子生

物学的微生物同定法で比較検討した。16SrRNA 遺伝子を標的とし PCR で増幅し、クローニング

後、シークエンス決定しデータベースにて相同性を比較し菌種同定を行った。目的とする耐性

菌の分離率は分子生物学的検討法で高く感度の高い検査であることが推測された。さらに乾燥

した検体からも種々の菌を同定することが可能であり、環境汚染の指標として利用できる可能

性が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）： 

 Sequencing of the 16S rRNA gene is recognized as an effective method for bacterial 

identification. For the control of hospital infections, we compared culture method and 

of bacterial diversity in the hospital environments where drug-resistant bacteria were 

isolated.  Molecular biological analysis was more sensitive than culture method. This 

culture-independent analysis was able to detect some bacteria from sample of dried surface, 

so it was suggested to be available as an index of contaminated environment. 
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１．研究開始当初の背景 

（1）メタゲノミクスを初めとする分子生物

学的手法により微生物を検出する方法を用

いた環境や生態の細菌巣の解析で、通常の培

養可能な微生物の何倍もの培養不能な微生

物が存在していることが判明している。クロ

ーンライブラリー解析法は、培養に依存する

ことなく検体中に存在する様々な細菌を同

定・評価することが可能な分子生物学的な微

生物の解析法である。現在まで、細菌のバイ

オフィルム、海洋、土壌などの環境から医学

の分野では生体の腸内、口腔内、皮膚の常在

細菌巣などを含めてその解析対象は拡大し

ている（Nature 455:481,2008）。培養可能な

微生物の何倍もの培養不能な微生物が存在

していることが判明しており、ある環境にお

ける培養不能な微生物の分布や頻度、さらに

機能や代謝を推測することが可能である。ま

た検出された菌種の全ゲノムの解析も環境

サンプルから可能であることが報告されて

いる（Nature 428:37,2004）。 

 

（2）分子生物学的手法を用いて、小児ケア

施設における微生物の分布と 6ヶ月にわたる

経時的変化をみた報告によると、微生物のコ

ンタミネーション源の推定や衛生環境の改

善の指標に有用であることが示唆されてい

る（BMC Microbiology 7:27,2008）。 

 

（3）そこで本研究では、この方法を病院環

境学の分野で応用し、多くの培養不能な微生

物が病院という特殊な環境においていかな

る分布を形成しており、また病院内感染発生

時には、目的とする微生物の拡散範囲を知る

ことが可能となり感染対策の範囲と方法を

決定する手がかりとなることが期待される。 

 

２．研究の目的 

 分子生物学的手法により微生物を検出す

る方法を用いた環境や生態の細菌巣の解析

で、通常の培養可能な微生物の何倍もの培養

不能な微生物が存在していることが判明し

ている。病院という特殊な環境において薬剤

耐性菌が分離された病院内の部署を対象に

環境調査を行う際に、通常の一般細菌培養と

同時に分子私物学的手法とを比較検討した。

以下の点を明らかにすることで感染症およ

び感染制御に有用な新たな情報を得ること

を目的とする。 

（1）現状の把握：部署毎や院内部位別に培

養不能な微生物を含めた病原菌の分布状況

を知る。 

 

（2）院内感染発生時などの微生物分布を培

養法と比較検討し、汚染範囲の特定や対策の

必要性の評価に利用する。 

 

（3）病院内の清潔度の指標として応用可能

な衛生管理の質的マーカーを同定する。 

 

３．研究の方法 

（1）分子生物学的微生物同定法を含めた実

験方法の妥当性を評価するために、培養され

た既知の細菌および病院内の特定部署 2カ所

から無菌綿棒を用いて検体を採取し、通常の

一般細菌培養と同時に DNA抽出をおこなった。 

 

（2）16SrRNA 遺伝子を標的とした以下の

universal primer を用いて PCR 施行した。 

8F: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG, 

805R:GACTACCAGGGTATCTAATCC,  

1391R: GACGGGCGGTGTRCA 

PCR 産物からライブラリーを作成し、16SrRNA 

遺伝子断片を TOPO TA クローニングキットを



（3）2剤耐性のアシネトバクターと多剤耐

性緑膿菌が分離された北 8階病棟での環境調

査では（表２）、人工呼吸器管理の患者の挿

管チューブの周囲から、培養法と分子生物学

的検討ともにアシネトバクター属が同定さ

れたが、両方で分離場所が異なっており相互

に補完する結果となった。分子生物学的検討

法は培養法に比較して、目的とする菌の検出

率が高く、さらに乾燥した検体からも種々の

菌を同定することが可能であった。例えば、

カーテンからも嫌気性菌の遺伝子が検出さ

れており、環境汚染の指標として利用できる

可能性が示唆された。 

用いて大腸菌にクローニングした後、シーク

エンスを決定し NCI の BLAST のデータベース

にて相同性を比較し菌種を同定した。 

 

（3）薬剤耐性菌が分離された病院内の環境

調査を行う際に、通常の一般細菌培養と同時

に分子生物学的微生物同定法で比較検討し

た。整形外科病棟浴室、北 8 階、ICU の 3 カ

所で施行した。 

 

４．研究成果 

（1）環境中の検体からの DNA抽出の確実性、

再現性が不安定であったので、再度方法論を

含めて検討し生理食塩水もしくは滅菌水に

浸した無菌綿棒を用いて検体を採取した後

に DNA 抽出をおこなったところ、安定した結

果を得ることが可能になった。 

 
表 2．北 8階病棟 
 
 
 
 
  
 （2）多剤耐性菌緑膿菌が分離された ICU

病棟での環境検査では（表１）、目的とする

耐性菌の分離は認められなかったが、分子生

物学的検討法はより多くの菌を検出してお

り、感度が高い検査であることが推測された。 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

表 1．ICU 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
  

 （4）アシネトバクター属が創部より分離さ

れた患者の経過より、整形外科病棟内の浴室

の汚染を疑い施行した環境調査では（表３）、

浴室内の手すりや椅子などの環境から培養

法と分子生物学的検討ともにアシネトバク

ター属が同定された。その結果により浴室内

の管理法や椅子の素材の見直しを行う契機

となった。 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
  



 
表 3．整形外科病棟浴室 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
（5）本法では薬剤耐性度が不明であり、患
者から分離された菌株との一致性は明確に
できず今後の検討が必要である 
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