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研究成果の概要（和文）： 

消化管粘膜バリア機構の未熟性により敗血症を起こしやすい低出生体重児において、RT-PCR 法

による血中細菌の検出を試みた。結果、敗血症症例において、血液培養に比べ、検出感度が優

れることが確認された。また、一部の感染徴候のない児において、RT-PCR により血中細菌が検

出されたことから、臨床症状とあわせ、bacterial translocation による菌血症評価への有用

性が示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

In the low-birth-weight infants who easily develop sepsis by prematurity, we tried to 

detect pathogens from blood samples by RT-PCR method. As a result, in septic neonates, 

it was indicated that the sensibility of RT-PCR was significantly higher than for blood 

culture. On the other hand, in some neonates without infectious signs, bacteria were 

detected from blood samples. It was speculated that RT-PCR technique is useful to evaluate 

bacteremia caused by bacterial translocation. 
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１． 研究開始当初の背景 

 

(1)新生児、特に低出生体重児では、消化管

粘膜バリア機構が未熟であることから、腸内

細菌の bacterial translocation が高頻度に

生じ、新生児敗血症の主な原因となっている。 

 

(2)これら新生児の高い感染率を改善すべく、

新生児領域においても、probiotics の導入が

試みられ、感染予防効果が期待されている。 

しかしながら、現在の meta-analysisの結果、

壊死性腸炎の予防効果は証明されたものの、

感染症の発症予防効果に関しては、十分な結

果が得られていない。 

 

(3)新生児の感染症、特に血流感染において、

その診断の根拠となるのは血液培養である。

しかし、新生児、なかでも、その未熟性から

bacterial translocation の頻度が高い低出

生体重児においては、血液培養の採血量に限

界があり、高い血液培養検出率を得ることが

困難である。ゆえに、Probiotics によって、

そ の 抑 制 が 期 待 さ れ る bacterial 

translocation を、敗血症を発症した時点で

はなく、高頻度で生じているとされる菌血症

の状態で評価することも困難である。 

 

２．研究の目的 

(1)real time RT-PCR 法による高感度定量的

な起因菌検出システムを用いて、新生児・低

出生体重児における敗血症発症時の血液培

養と real time RT-PCR 法を比較し、RT-PCR

法の起因菌検出における有用性を明らかに

する。 

 

(2)高感度および定量的な方法を生かし、

bacterial translocation に伴う菌血症を検

出し、プロバイオティクスの感染予防効果に

ついての応用が可能かどうか検討する。 

 

３．研究の方法 

(1)新生児集中治療室へ入院している新生

児・低出生体重児を対象に、敗血症発症時、

治療開始前の血液検体を用い①血液培養、

②real time RT-PCR 法、③血液生化学検査を

施行し、血液培養と比較した real time 

RT-PCR 法による起因菌の検出感度を検討す

る。 

 

(2) 新生児集中治療室へ入院している 1500g

未満の低出生体重児を対象に、感染徴候のな

い状態での定期的な採血の一部検体を用い、

real time RT-PCR 法により菌血症の頻度およ

び菌種を定量的に評価する。 

 

 

① 血液培養 

血液検体採取後、直ちに、好気性・嫌気性培

養ボトル(Becton Dickinson)に各 0.5ml を分

注し、Bactec 9240(Becton Dickinson)にて、

培養し、検出菌を同定。 

 

② RT-PCR 

血液検体採取後、直ちに、RNA protect™ 

Bacterial Reagent (Qiagen)2ml の入った

保存チューブに、0.5ml を投入後、-80℃に

て保存。既存の方法により RNA を抽出。 

Staphylococcus spp.(S.aureus, CNS), 



Enterococcus spp., Enterobacteriaceae, 

Pseudomonas spp., Clostridium spp, 

Bacteroides spp., Bifidobacterium spp., 

Atopobium claster, Prevotella spp.を標

的としたprimersを用い、RT-qPCR assayを

施行。 

 

４．研究成果 

(1) 敗血症発症時の血液培養と real time 

RT-PCR 法における起因菌の検出率： 

 

当該期間中に、感染徴候が出現し敗血症を

疑われた 39 名の新生児が entry された。 

 

・出生体重： 2091±788g  

・在胎週数 :  34.8±5.8weeks 

・男女比:  25/14 

・発症日齢： 13.7±2.9 

 

血液培養における細菌検出率は 6/39 

(15.3%)であったのに対し、RT-PCRでは 15/39 

(38.5%)で起因菌が検出され、血液培養に比

べ 3倍程度の高い検出感度を認めた。 

 

（表）血液培養と RT-PCR 法での検出率 

血液培養 

Positive Negative Total 

PCRs 
Positive 6 9 15 

Negative 0 24 24 

Total 6 33 39 

(p=0.0039) 

 

RT-PCR 法、血液培養において検出された菌

種は、Staphylococcus /S.epidermidis (2 名)、

Enterobacteriaceae / K.pneumoniae (2 名), 

P.aeruginosa (1 名), K.pneumoniae + E. 

cloacae (1 名)であり、それぞれ、菌種が一

致していた。(RT-PCR / 血液培養) 

 

RT-PCR 法にて起因菌が検出されたが、血液

培養が陰性となった 9 例中 7 例に関しては、

その後の調査により、子宮内感染(2 名)、尿

路感染症(1 名)、DIC を伴う臨床的敗血症(2

名)、臨床的敗血症(1 名)、胎便吸引症候群(1

名)であり、6名が後方視的にも敗血症と診断

された。 

 

以上の結果より、本 PCR 法は、血液中の起因

菌を高感度に検出することが可能であると

考えられた。 

 

 

(2) 感染徴候のない 1500g未満の低出生体重

児における RT-PCR 法による血中細菌の検出

および bacterial translocation の評価： 

 

当該期間中に、8 名の極低出生体重児が

entry された。 

 

・出生体重： 875±217g 

・在胎週数 :  26.5±1.9weeks 

 

8 例中 2例において、RT-PCR 法により、日

齢 5、日齢 3の血液検体から Staphyrococcus 

spp.、Enterobacteriaceae spp.が検出され

た。この 2症例は、便培養からも同一菌種が

優勢菌として検出されており、後方視的にみ

ても、感染の focus がなく、bacterial 



translocation による菌血症の可能性が示唆

される結果であった。 

今回 entry された 8 症例は、いずれも

probiotics 投与症例であった。今後、

probiotics 投与の有無による比較検討を行

うことで、bacterial translocation の評価

および probiotics の有効性を検証すること

が可能と考えられた。 
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