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研究成果の概要（和文）：2009年から2010年にかけて、中部ベトナム、ニャチャン市に出生した1999名の新生児
を対象とする重症疾患の発症捕捉を就学時まで継続し、住民健診を実施して1200名余の調査対象児について、発
達調査、尿・便検査の実施とともに、満6歳までの呼吸器、腸管感染症や喘息・アレルギー等諸疾患発症状況を
把握した。乳児期急性呼吸器感染への家庭内受動喫煙曝露の影響とそれを助長する遺伝要因、幼児期の喘息・ア
レルギー発症のリスク因子を分析した。

研究成果の概要（英文）：A longitudinal observational study of the children who were born in a 
catchment area in Nha Trang City, Vietnam between May 2009 and May 2010 was continued until the 
children reached six years of age. We succeeded to obtain the data for the evaluation of 
development, specimens for urinalysis and stool examination as well as history of past and present 
illness including respiratory/gastrointestinal infections, asthma and allergic diseases upon medical
 check at school age from more than 1200 children. Exposure to environmental tobacco smoke (ETS) 
increased the incidence of respiratory infections in infants and certain genetic factors, such as 
the Asian variant of aldehyde dehydrogenase 2 (ALDH2*2), augmented the effect of ETS. Further the 
factors which influence the prevalence of asthma and other allergy status were found in the present 
study. 

研究分野：臨床疫学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 東南アジア諸国では、社会基盤整備、衛生
状態改善、急性期医療普及、種々のワクチン
接種の実践にともなって、感染症を主因とす
る小児死亡率は着実な低下を見せている。し
かし、そのような状況下でも感染症成立の三
要因「病原体」「宿主」「環境」の相互作用に
よって感染症の発症・重症化が規定されてい
ることは明白であり、感染症発症・重症化機
序への理解を深めることで、より有効な対策
を講ずることが可能となると思われる。我々
はベトナム国立衛生疫学研究所の共同研究
者や現地の保健行政担当者とともにベトナ
ム中部カンホワ県の33コミューン(コミュー
ンとは、市町村の下位に位置づけられるベト
ナムの行政単位)にて 75,828 世帯、353,525
名の住民ベースの大規模臨床疫学フィール
ド「カンホワ保健プロジェクト」を確立し、
家庭での受動喫煙が乳幼児の肺炎の危険因
子であること(Suzuki M, Thorax. 2009; 64: 
484-9)、5 歳未満の入院を要する重症呼吸器
感染症例の 7割に RSウイルス(RSV)などの呼
吸器ウイルス感染が認められ、それらの重複
感染が肺炎の重症化に関与していること
(Yoshida LM, Pediatr Infect Dis. 2010; 29: 
75-7; Yoshida LM, Eur Respir J. 2013; 42: 
461-9)、また肺炎球菌の菌量と相関すること
(Vu TH, Pediatr Infect Dis. 2011; 30:11-8)、
デング熱の発症と日中の蚊帳使用との間に
相関がない一方で、上水道設備の関係やデン
グ熱流行の至適人口密度が存在すること
(Tsuzuki A, Am J Trop Med Hyg 2010; 82: 
1157-9; Schmidt WP, PLoS Med. 2011; 
8:e1001082)、下痢症の発症に生活環境下の
家畜飼育が影響しないこと(Thiem VD, Trop 
Med Intl Health. 2012;17:613-21)など、種々
の感染症の発症を左右する「病原体(特に呼吸
器病原体)」と「環境」要因についての多くの
知見を得て報告してきた。 
 このようにして整備した共同研究実施体
制の上に立脚して、さらに感染症成立の「宿
主」要因を解析に加え、より包括的なリスク
評価を行なうことを目的として、2009 年 5月
から 2010 年 5 月までの約 1 年間に同地域の
16 コミューンに生まれた満期産の新生児
1999 名を対象とする追跡調査「ニャチャン出
生コホート研究」を開始した。この追跡調査
では、①出産前の母親の採血と臍帯血検体を
用いて母子感染の実態を把握し、②臍帯血検
体から調査対象児のゲノムDNAを採取して免
疫関連遺伝子の多様性に関するデータを収
集し、③乳幼児期の急性重症感染症の発症を
同地域の入院医療施設(カンホア県総合病
院)で捕捉することと併せて、④満 2 歳での
健康調査と血液検体を採取し、HBV とデング
ウイルスの血清学的スクリーニング検査を
実施した。診療記録から 2年間に約 3割の乳
幼児が重症急性感染症で入院加療を受けて
おり、肺炎・急性気管支炎等の重症呼吸器感
染症の発症率は 86.9/1000(人・年)であるこ

と、HBV ワクチンの有効率(抗 HBs 抗体量を
WHO 推奨の 10mIU/ml 以上)が約 85%と比較的
低いことなどを明らにした。 
２．研究の目的 
 本研究は、「ニャチャン出生コホート研究」
対象児の詳細な宿主リスク要因を把握する
ために、収集試料の解析を推進し、また対象
児の追跡調査を学童期まで継続することに
より、乳児期に多い呼吸器感染症、下痢症に
加え、幼児期により多くなるデング熱等の罹
患情報を蓄積し、「環境」「宿主」を含めた小
児重症感染症の総合的リスク評価を行う。さ
らに、就学期(6 歳)の健康調査で、喘息、アレ
ルギー性疾患等の慢性疾患の罹患状況につ
いても調査し、これら宿主免疫応答や感染(ま
たは感染症)既往のアレルギー疾患への関与
についても解明する。 
３．研究の方法 
(1) ニャチャン出生コホート研究保存試料
を用いての宿主の感染防御反応性の測定 
 2011 年 5 月から 2012 年 5 月にかけて実施
した健診にて、1347 名の採血を行った際の血
液細胞について、感染防御に関わる遺伝子発
現・サイトカイン応答として、LPS(TLR4 リガ
ンドであり、グラム陰性菌への自然免疫応答
のモデルと考える)、Pam3CSK4(TLR2/1 ヘテロ
二量体のリガンドであり、グラム陽性菌への
自然免疫応答のモデルと考える)、または
PHA(主に T リンパ球を刺激するレクチン)の
存在下に一晩培養した際の複数のサイトカ
イン・ケモカインを含む複数の mRNA の誘導
を RT-PCR 法により測定した。個々の mRNA 発
現応答の評価とともに、複数の mRNA 応答を
クラスタリングの手法により分析し、応答性
のことなる亜集団(LPS 低応答者群など)を同
定し、疾患の発症との関連を分析した。 
(2) 拠点医療施設での疾患発症の捕捉 
 重症急性呼吸器感染症、腸管感染症、髄膜
炎など乳幼児期に多い疾患に加え、喘息やデ
ング熱など年長児で頻度が高くなる疾患に
ついても、これまで実施してきた要領で地域
の主要拠点医療施設であるカンホワ県総合
病院の診療情報(ICD-10 にしたがった診断コ
ード化が成されている)を用いて発症者を把
握する。 
 小児の肺炎や細気管支炎といった下気道
感染に呼吸器ウイルスの感染と上気道に定
住する肺炎球菌の両者が相俟って寄与して
いると考えられる。肺炎球菌には 95 を超え
るタイプに分類される血清型・血清型群およ
び血清型決定不能なものが知られているが、
臨床的に重要とされるものは 10 種余りに限
られ、今では小児に能動免疫可能なワクチン
が広く用いられるようになった。ベトナムの
国策として肺炎球菌ワクチンのユニバーサ
ル接種はまだ始まっていないが、今後導入さ
れる可能性がある。本研究の対象地域では任
意接種をうけている小児も稀であり、ワクチ
ン導入前の状態を調査可能である。菌株およ
び鼻咽腔スワブからDNAを調製して肺炎球菌



の菌量を29の群ごとに定量できる(52の血清
型・血清型群をカバーする)測定法を開発し
て、拠点病院で捉えた下気道感染患児と地域
居住の健常対照児の間で、血清型・血清型群
の頻度分布、菌量(感染負荷)と複数の型の共
存状況を調査した。 
(3) 就学期健診の実施 
 2011-12 年の 2 歳健診と同様に、出生コホ
ートの登録児と保護者を居住コミューンの
保健所に招き、改めて調査に対するインフォ
ームド・コンセントを確認したのちに健康・
発達調査を実施した。事前に戸別に訪問して
調査の説明とともに採尿・採便容器を配布し
ておき、健診日に提出してもらった。尿検体
は試験紙法で蛋白・糖・潜血の試験を実施、
便は塗抹法で寄生虫卵の有無を確認した。同
時に便 DNA など非侵襲性の試料採取・調製・
保存を実施した。 
 便 DNA を調製し、腸内の細菌叢分析に用い
た。細菌叢分析には 16S リボゾーム DNA を標
的とする T-RFLP 法並びに定量 PCR 法を適用
した。 
４．研究成果 
(1) ニャチャン出生コホート研究保存試料
の分析 
 「ニャチャン出生コホート」研究はベトナ
ム国立衛生疫学研究所・ダン ドゥクアイン
副所長(現・所長)とともに継続して進めてい
る「カンホワ県健康プロジェクト」の一課題
として 2009 年 5 月に開始した、新生児を生
後長期にわたって観察し、諸疾患の発症要因
を探索する前向き研究で、新生児 1999 名を
登録し、約 1250 名の生後 24 ヶ月での健診時
末梢血採取、および 1494 名の満 2 歳に至る
までの病歴の収集を行った。 
 出生コホート開始前に現地の拠点病院で
の諸疾患発症状況を調査した結果として、本
課題の事前に細菌性肺炎発症に呼吸器ウイ
ルスの共感染が有意に多いこと、鼻咽腔の肺
炎球菌密度が上昇していることを確かめて
いた。入院に至った急性呼吸器感染症は 350 
例(発症率：117.1/1000(人・年))、うち気管
支炎、肺炎など重症下気道感染症は 231 例
(77.3/1000(人・年))にのぼった。家庭内受
動喫煙への曝露による、下気道感染入院の相
対危険度 RR= 1.81 (95%信頼区間: 1.30–
2.52; p < 0.001)であり、これを発症の季節、
発症月齢、性別、出生低体重の有無、母親の
年齢、家庭の収入で調整した調整相対危険度 
aRR= 1.76 (95%信頼区間: 1.24–2.51; p= 
0.002)であった。 

  
図 受動喫煙曝露の有無の下気道感染発症へ
の効果 

 自然免疫応答に寄与する遺伝子の多型に
注目し、この下気道感染に影響するものを探
索すると Toll 様受容体のうち TLR10、TLR1、
TLR6 が並んで位置する領域の多型に、発症を
積極的に抑制しているものを見いだした。こ
の多型は、家庭内受動喫煙への曝露のある群
により強い抑制を示していた。 

  
図 Toll 様受容体遺伝子 TLR10－TLR1－TLR6
領域の遺伝子多型の効果 

 

図 家庭内受動喫煙非曝露群と曝露群での
TLR10－TLR1－TLR6 領域の遺伝子多型の効果 
 
 また、アルコールや薬物・環境物質の解毒
に重要な働きをしているアルデヒド脱水素
酵素 ALDH2 には、アジア民族に特徴的な不活
性アレル(ALDH2*2)が存在し、これがドミナ
ントネガティブ効果で優性形質として現れ
ることから、ALDH2*2 保有の効果を調べると、
同アレル保有者で受動喫煙曝露の効果が見
られたことから、副流煙中のアルデヒドが、
この易感染性の上昇に導いていると想定さ
れた。 
 2 歳健診時採血の試料から、感染モデルと
して試験管内でLPSを添加した血液細胞での
種々のサイトカインの遺伝子発現を定量し
た結果、その反応様式を 6種の類型に分けた
際にそのうちの 1 類型(group 4)に下気道感
染歴が多いことを発見した。また、べつの類
型(group 6)は group 4 とは逆に下気道感染
歴が少なく、また、腸管感染歴は下気道感染
とは逆に、group 6 に多く、group 4 に少な
かった。 

  

図 末梢血血液細胞 LPS 応答の 6 類型と感染
症発症の関連 
 



 B 型肝炎ワクチンは、調査対象地域で生後
48 時間以内の初回接種を含むユニバーサル
接種が実施されているが、2 歳の時点で血漿
抗 HBs値 10mIU/mL 未満の低応答者が 15％存
在していた。以前より、B 型肝炎ワクチンへ
の低応答性に HLA-DR 遺伝子の関与が知られ
ていたが、本課題で HLA-DR 遺伝子とともに
HLA-DP 遺伝子の型がワクチン応答性を規定
することが示された。 

  

図 B 型肝炎ワクチン低応答性と HLA クラス
II 多型との関連 
 
(2) 拠点医療施設での疾患発症の捕捉 
 上記のようにカンホワ県総合病院に入院
した肺炎患児では鼻咽腔に定住する肺炎球
菌の密度(感染負荷)が上昇していることを
観察していたので、その血清型分布を明らか
にする多項目・多検体並列定量 PCR 法を開発
した。(特許出願) 

  
図 多項目・多検体並列定量 PCR 法の特異性
検定結果(最上列は肺炎球菌検出用lytA遺伝
子、下線の検体は肺炎球菌ではないもの) 
 本法を病院で収集した鼻咽腔スワブ検体
について適用し、対照群との分布比較を行っ
た。 

 
図 血清型・血清型群毎の検出頻度(各項目左
(赤)は肺炎患児、右(青)は健常対照児、NT：
分類不能な肺炎球菌) 
 

 血清型 19Fは健常対照児よりも高頻度に肺
炎患児で検出され、また、血清型 6C または
6D は、ほぼ肺炎患児にのみ検出された。先行
研究で観察したように、全般的に肺炎患児の
方が健常対照児よりも感染負荷が高値であ
り、検出頻度と感染負荷には正の相関関係が
見られた。血清型 6C または 6D は、検出頻度
は低いものの、上記の相関とは外れており、
菌の病原性において他の血清型と異なる性
質を帯びていることが推測された。 
(3) 就学期健診の実施 
 2016 年 3月、7-8 月、9-10 月の 3回に分け
て、16 のコミューンのそれぞれ居住地の保健
所において、健診を実施した。調査対象児
1202 名(60.1％)の質問紙により発達状態を
把握し、生後の病歴情報を収集した。喘息、
鼻炎・結膜炎、湿疹・皮膚炎といったアレル
ギー性疾患の罹患状況について、ISAAC 
(International Study of Asthma and 
Allergies in Childhood)質問紙をベトナム
語に翻訳して用い、それぞれ 5.1%, 11.5%, 
and 6.7%の対象児に症状を確認した。喘息に
ついては母親の、鼻炎・結膜炎、湿疹・皮膚
炎には両親のアレルギー疾患罹患歴の存在
が罹患を増加させていた。低出生体重
(<2500g)は喘息の頻度を増加させる傾向を
見せ、また、湿疹・皮膚炎については強い発
症要因となっていた。 
 便の塗抹検査では寄生虫卵を認める対象
児はいなかった。1165 名の便 DNA を調製し、
原核生物 16Sリボゾーム DNAの蛍光標識ユニ
バーサルプライマーを用いた T-RFLP 分析
(PCRの産物を制限酵素 Msp Iで切断した標識
末端の断片長の分布から細菌叢の多様性を
評価する)を実施した。T-RFLP から、対象児
間で存在頻度の相違が大きいと推測される
菌種群(Bacteroides coccoides - Eubacteria 
rectale 群、Prevotella 群、Lactobacillus
群)について、定量 PCR 法で菌叢内での存在
比を測定した。腸内細菌叢の構成が対象児の
健康状態や疾患への罹患に関連することに
ついて、現在分析を進めている。 
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