
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１１３０１

挑戦的萌芽研究

2013～2012

ＤＮＡ分析による創傷内細菌の迅速同定法の開発

Development of the rapid characterization method of the bacteria in a wound by DNA a
nalysis

５０３１２００４研究者番号：

館　正弘（TACHI, Masahiro）

東北大学・医学（系）研究科（研究院）・教授

研究期間：

２４６５９７７９

平成 年 月 日現在２６   ６ １０

円     2,900,000 、（間接経費） 円       870,000

研究成果の概要（和文）：軟部組織感染症を生じる起因菌の培養結果は、しばしば不正確であり、菌の同定までに数日
の時間がかかることが問題となる。菌の同定を迅速に行うことは、患者の救命にもつながり、その意義は大きい。そこ
で組織からDNAを抽出し、迅速かつ正確な細菌同定を目指すことを目的とし、研究を行った。まず、DNAの抽出は、キッ
トを使うことにより、格段に早く抽出することが可能となった。また、検査部との連携により迅速同定を行う体制の一
歩となる研究成果が得られた。

研究成果の概要（英文）：The culture results of samples from soft tissues infections are often incorrect, a
nd the identification of bacteria takes few days. To develop the rapid and correct bacterial characterizat
ion, 16S rRNA analysis were performed. We extracted bacterial DNA raidly and identified bacteial 16S rRNA.
 To get more rapidly reports from central clinical laboratory, organization of laboratory system will be n
eeded.
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１．研究開始当初の背景 

 糖尿病性足病変に代表される軟部組織感

染症に対しては、通常 empirical な広域抗生

物質が選択され、数日後に得られる細菌培養

の結果をみて抗生物質を絞るのが一般的で

ある。しかしながら細菌培養の結果はしばし

ば不正確であり、バイオフィルム中の細菌は

ことに通常の寒天培地では増殖しにくい。ま

た、嫌気性菌の同定には厳密な嫌気環境の必

要があり、通常の培養方法では限界がある。

この方法は医療費の無駄を生むばかりか、適

切な抗生剤の選択には程遠い。また、近年メ

チシリン耐性黄色ブドウ球菌(MRSA)や基質

拡張型 β-ラクタマーゼ産生菌(ESBL)など、

耐性菌の割合が高くなっているため、細菌の

迅速な同定は患者の救命にも直結している。 

 

２．研究の目的 

 臨床検体からDNAを抽出し、bacterial tag 

encoded FLX amplicon pyrisequencing によ

って細菌を同定する。MRSA や ESBL など

の多剤耐性菌にターゲットとなる細菌を絞

ったキット化、迅速化を図り、臨床検体に対

する処方の効率化を図る。 

 

３．研究の方法 

（1）サンプル採取 

 糖尿病性皮膚潰瘍、褥瘡、慢性下腿潰瘍な

どの創面からデブリドマン時に得られる組

織をホモジェナイズし、サンプルを-80℃で保

存する。 

（2）DNA 抽出 

 ISOGEN(ニッポンジーン )、QIAamp® 

DNA Mini(QIAGEN)2つのDNA抽出方法を

用い、それぞれの DNA 回収量、回収時間に

ついて検討を行う。 

（3）PCR 法と電気泳動 

 （2）で得られた DNA を PCR 法で増幅す

る。具体的には 27F と 519R という 2 つのプ

ライマーでバクテリアの16S rRNAをコード

している領域を増幅する。増幅したサンプル

を電気泳動し、目的の領域が増幅されている

か確認する。 

 

４．研究成果 

（1）サンプル採取 

サンプルは慢性皮膚潰瘍、外科的手術創部

開放創において、明らかな炎症症状を伴う場

合、あるいは膿汁を分泌している場合、また

敗血症を伴う感染症の場合の創面あるいは

骨髄のデブリドマン時に得られた組織を切

除後急速に凍結し、-80℃で保存した。検体は

2 年間で 40 例程度の解析を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 ISOGEN を用いた DNA 抽出 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2  QIAamp® DNA Mini を用いた

DNA 抽出 



（2）DNA 抽出 

採取したサンプルは DNA 抽出と同時に定

法にのっとった寒天培地による旧来の細菌

培養を検査室で実施した。通常の培養法で検

出された細菌は、MRSA とセラチア、緑膿

菌、バイクテロイズであった。ISOGEN を

用いての DNA 抽出（図 1）には 3 時間程度

の時間を要した。一方で、QIAamp® DNA 

Mini を用いた抽出法（図 2）では 1 時間程度

であり、ISOGEN と比較して、約 3 倍の効率

での抽出が可能であった。通常の培養法で検

出された細菌は、MRSA と以上の結果より、

今後の DNA 抽出には QIAamp® DNA Mini

を用いて行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 組織から抽出した DNA のバクテリア

の 16S rRNA 領域を増幅した電気泳動写真 

（3）PCR 法と電気泳動 

 DNA濃度が20 ng / μlとなるように調整し、

抽出した DNA を 27F と 509R の 2 つのプラ

イマーで細菌に固有の遺伝子領域である 16S 

rRNA をコードしている領域を増幅した（図

3）。シークエンス用に精製し、シークエンス

を行った。これらの研究を東北大学病院検査

部の協力を得て行った。現状の方法では、コ

ストも多くかかること、更なる迅速化を図る

ため、今後の DNA 検査の迅速化に向けて、

インフルエンザ、ノロウイルスや多剤耐性緑

膿菌にも応用されているイムノクロマト法

を用いた迅速かつ、簡便に検査を行えるよう

に MRSA など耐性菌に特異的抗原の同定を

目指し、キット化を検討している。 

 迅速同定を行うためには、まずサンプルか

ら DNA を抽出する必要があり、その後、PCR

法や次世代シークエンサーを用いて解析す

ることにより、以前より迅速に菌を同定する

ことが可能となった。しかし、DNA を抽出

し、PCR 法で増幅するのには、3~4 時間と時

間がかかり、そこからシークエンスを行うと

更に時間を消費する。そのため、より迅速に

菌の同定を行うにはイムノクロマト法など

が必要であるが、耐性菌に特異的抗原同定や、

モノクローナル抗体を作成するのに時間が

かかっている状態である。 
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