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研究成果の概要（和文）：間質性肺炎の急性呼吸不全患者とサルコイドーシスの気管支の細菌叢を比較したとこ
ろ、病原微生物構造の類似性（β多様度）の違いが観察された。また、肺の微生物叢の解析におけるロングリー
ドシーケンス（ナノポアシーケンス）の有用性を検証したところ、ショートリードシーケンスと同様の結果が得
られた。
また、小児のEBV感染症患者（EBV-IMおよびEBV-HLH）の末梢血でシングルセルシーケンスを行った。EBV-IMで
は、特徴的な細胞集団が確認された。重症病態であるEBV-HLHでは、インタフェロンシグナルに関連した遺伝子
群の高発現は観察された。シングルセルシーケンスは感染症の重症化機序の解析に有用であった。

研究成果の概要（英文）：The lung microbiome in patients with acute exacerbation of interstitial lung
 disease (AE-ILDs) was compared with that of sarcoidosis using BALF samples. Structural similarity 
of the microflora differed significantly between two groups. Dysbiosis in the lung microbiome in 
patients with AE-ILD may be related to the progression of inflammation. We evaluated the utility of 
nanopore sequencing for the detection of pathogens in BALF of pediatric patients with respiratory 
failure. Nanopore sequencing could comprehensively detect respiratory pathogens with equivalent 
sensitivity as Illumina sequencing. Then, the immune landscape of EBV-HLH and EBV-IM was 
investigated using single-cell RNA sequencing. The unique CD8+ T cell cluster was explicitly 
observed in EBV-IM. Conversely, genes involved in type Ⅰ interferon signaling were commonly 
upregulated in EBV-HLH. Oure results suggest that single-cell RNA sequencing would be useful for 
analyzing the pathogenesis of severe infectious diseases.

研究分野： 小児感染症

キーワード： 微生物叢　次世代シーケンス　シングルセルシーケンス　呼吸器感染症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、重症呼吸不全患者の気管支肺胞洗浄液を用いて肺の微生物叢を解析した。重症呼吸不全患者では常
在菌の減少が観察され、重症化への関与が示唆された。また、肺の微生物叢の解析に、新規のNGSNの手法である
ロングリードシーケンスの手法が応用可能であることを示した。肺の微生物叢には不明な点が多いが、本研究を
通じて、その意義や解析手法に関して新たな知見を得ることができた。
また、重症感染症患者の臨床検体でシングルセル解析を行うことで、疾患に特異的な細胞集団や、その遺伝子発
現の特徴を明らかにした。本研究では小児重症感染症の病態解析にシングルセル解析の有用性を示すことがで
き、今後の発展が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 呼吸器感染症はしばしば重症化するが、その機序については十分解明されていない。上気道

と異なり、肺は無菌であると考えられてきた。しかしながら、培養に依存しない次世代シーケン
ス（NGS）による解析で、肺にも様々な細菌が定着しており、微生物叢(microbiome)の存在が明
らかになった。肺の微生物叢の意義については不明な点が多いが、腸管の微生物叢と同様に、局
所の免疫応答に重要な役割を果たしている可能性がある。 
また、感染症の重症化には、微生物の病原性に加えて、宿主の免疫応答が深く関与している。

通常、生体に感染したウイルスは宿主の免疫応答により効率よく排除されるが、時に免疫調節機
能が破綻し「サイトカインストーム」と呼ばれる状態に至る。そのため、重症感染症の治療には
「炎症の制御」が重要である。ウイルスに対する免疫応答には、機能が異なる細胞集団が複雑に
関与しているが、従来の手法では詳細な解析が困難であった。近年確立されたシングルセル遺伝
子発現解析の技術は、血液等に含まれる各免疫細胞集団の遺伝子発現の動態を解析することを
可能とした。感染症患者の臨床検体でシングルセル遺伝子解析を行い、重症化に関与している免
疫系細胞集団や活性化しているシグナル伝達経路を同定できれば、それらを標的とした新規治
療法への応用が期待される。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、重症肺炎患者から採取された気管支肺胞洗浄液（BALF）や気管吸引痰を用い

て、NGS による網羅的な病原微生物検出を行い、病原微生物の同定および微生物叢の解析を行う
ことである。また、間質性肺炎の急性増悪の症例の微生物叢を、サルコイドーシスと比較した。 
さらに、重症 EB ウイルス（EBV）感染症患者から採取された末梢血単核球を用いてシングルセ

ルシーケンスを行い、各免疫細胞分画の遺伝子発現を解析する系の構築を目的とした。 
 
３．研究の方法 
ウイルス感染を契機とした間質性肺疾患の急性増悪の患者から採取された気管支肺胞洗浄液

（BALF）検体から RNA を抽出し、NGS のためのライブラリーを作成した。対照として呼吸障害を
呈していないサルコイドーシスや、安定期の間質性肺疾患の BALF 検体を用いた。ライブラリー
を NGS で 1000 万リードを目標に判読し、メタゲノム用パイプラインで解析した。各検体におけ
る微生物叢を呼吸不全群/安定期群/サルコイドーシス群とで比較した。 
また、肺の微生物の網羅的な解析の手法として、ロングリードシーケンスであるナノポアシー

ケンスの有用性を検討した。重症呼吸不全患者 7 例の気管支肺胞洗浄液をナノポアシーケンス
で解析し、結果をショートリードシーケンスであるイルミナシーケンスと比較した。 
 さらに、小児重症 EBV 感染症患者の急性期および回復期に採取された血液より末梢血単核球
（PBMC）を分離し、約 5,000 個の細胞からライブラリー調整した。ライブラリーを NGS で判読
し、各種パイプラインを用いて解析を行った。各細胞集団にクラスタリングし、その結果を重症
ＥＢＶ感染症の急性期と回復期で比較した 
 
４．研究成果 
（1）重症肺炎における肺の微生物叢の比較 
ウイルス感染等に伴う間質性肺炎の急性呼吸不全患者 5例、間質性肺疾患の安定期 12 例、サ

ルコイドーシス 13 例から採取された BALF の解析を行った。各病態別に細菌叢の多様度を検討
した。α多様度では、3群間に有意な差は認めなかったが、病原微生物構造の類似性を評価する
β多様度では、呼吸不全患者群とサルコイドーシス群との間で有意に異なっていた（図 1A）。 
また、呼吸不全群では肺の常在菌と考えらえる Prevotella や Veilonella の菌量が低下して

いることが、多様度
が異なる原因と考え
らえた（図 1B）。間質
性肺疾患の急性増悪
に伴う炎症により肺
の微生物叢が変化す
ることが、呼吸不全
の病態に関与してい
ることが示唆され
た。 
 
 
（2）ロングリードシーケンスを用いた肺の病原微生物の網羅的解析 
肺の微生物叢の解析におけるロングリードシーケンス（ナノポアシーケンス）の有用性を検証

した。重症呼吸不全患者 7例の気管支肺胞洗浄液をナノポアシーケンスで解析し、結果をショー



トリードシーケンスであるイルミナシーケンスと比較した。イルミナシーケンスで検出されて
いた RS ウイルス、エンテロウイルスなどは、ナノポアシーケンスでも検出可能であり、総リー
ド数に占める微生物由来のリードの割合も同程度であった（図 2A）。一方で、各微生物リードに
対するカバレッジはナノポアの方が大きい傾向にあった（図 2B）。新規の気管支肺胞洗浄液 24
検体を解析した結果、10 検体から有意な病原微生物が検出され、微生物叢が解析可能であった。
これらの結果より、ナノポアシーケンスは肺の微生物叢解析に応用可能であることが示唆され
た。ナノポアシーケンスにより、各病原微生物の全ゲノムシーケンスが容易となり、分子疫学や
病原性の解析にも応用可能であることが期待される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（3）シングルセル遺伝子発現解析による宿主の重症化因子の解明 
小児の EBV 感染症患者より末梢血単核球を分離し、約 5,000 個の細胞からライブラリー調整

した。ライブラリーを NGS で判読し、解析を行った。各細胞集団にクラスタリングし、その結果
をEBV感染症の急性期と回復期で比較した。さらにEBV感染症の典型例である伝染性単核症（EBV-
IM）と EBV 関連血球貪食性リンパ組織球症（EBV-HLH）との比較も行った。その結果、EBV-IM で
は、健常人ではみられれない細胞集団が確認された（図 3A）。また、EBV-IM で特徴的にみられた
細胞集団では、SH2D1A 遺伝子が強発現していた（図 3B）。SH2D1A は EBV が重症化する免疫不全
症（XLP1）の責任遺伝子として知られているが、EBV の制御に重要であることが研究の結果から
も示唆された。さらに、EBV-HLH の患者では SH2D1A が強発現する細胞集団の増加が観察されな
いことから、EBV 感染制御が不十分であり、病態に関与していることが示唆された。 
さらに、EBV-IM および EBV-HLL で共通して増加していた T 細胞集団について、遺伝子発現の

パターンを疾患毎に比較した。その結果、それぞれの疾患で強発現している遺伝子が異なってい
た（図 3C）。さらに、EBV-HLH の CD8T/NK 細胞分画を疾患の急性期/回復期で比較したとろ、急性
期ではインターフェロン関連の発現が亢進していた（図 3D、3Ｅ）。また、EBV-HLH では単球系の
細胞においても、同様に急性期でインターフェロンシグナルを含む免疫に関与する多くの遺伝
子の活性化が確認された。 
重症病態を含む EBV 感染症の末梢血単核球をシングルセルシーケンスで解析することで、EBV

感染症における、各細胞分画での免疫応答を詳細に解析することができた。これらの結果から、
シングルセルシーケンスは、重症感染症の病態解析や新規治療標的の探索に有用な手法である
ことが示唆された。 
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BKウイルスによる出血性膀胱炎を来した5歳健常男児

造血幹細胞移植後の小児におけるアデノウイルス血症の発生率とデジタルPCRの有効性の検討
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