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研究成果の概要（和文）：無菌的に実験動物の血液、鼻孔内ぬぐい液、咽頭ぬぐい液、左右肺切開面ぬぐい液を採取し
、細菌培養を行った結果、無菌的な各試料の採取方法が確立できた。左右肺の組織切片を作成し、細菌の死後感染と生
前の感染の選別を試みたところ、グラム陰性桿菌の肺への感染において、興味ある知見が得られた。ジェネテイックア
ナライザーを用いて横行結腸内容の細菌DNAの分析、肺炎における肺ぬぐい液についても同様の試みを行ったところ、
一部の細菌感染では、起炎細菌の同定が可能であり、血液培養を行わなくとも、ジェネテイックアナライザーを有効に
活用することによって敗血症においても真の起炎細菌の同定が可能になることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：We collected the swab of nose, pharinx and both lung, and then did the 
cultivation of bacteria. An aseptic collecting method of these samples was established . The 
histopathological examination of infeced lung for the purpose of distinction between beore and after 
death revealed that the infection of gram negative vacteria might effect the outbreak of sepsis. After 
that, we used the genetic analyzer for the analysis to bacterial DNA of blood, lung swab and feces of 
large intestine. This method using genetic analyzer is useful for the diagnosis of sepsis.

研究分野：法医学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 病院内における感染症では血液やその

他の試料からの細菌培養や DNA 分析によ

ってその起炎菌を同定してきた。しかし死

亡直前まで起炎菌の同定が不可能であった

り、急激な感染の広がりによりショック状

態に陥って死亡したり、長期入院患者で、

終末期に同定されていた起炎菌とは別の細

菌感染によって死亡することも多々ある。

(2) 法医解剖例では生前の感染が疑われて

も血液培養がなされていなかったり、その

情報の入手が困難であったりする事が多い。

そのため死後の解剖およびその後の検査に

よって起炎菌を同定し感染症や敗血症の診

断をする必要がある。 

(3) 動物実験に関する手技については、従来

よりイヌ、ウサギ、ラットを用いた実験を繰

り返し行っており、実験動物の扱いには十分

な経験があり、敗血症に至る間の動物実験は

容易である。また、動物生存中の血液生化学

検査、死後の全身臓器の薬物分析についても

十分な経験がありその評価も正確に行う事が

できる。 

 
２．研究の目的 
(1) 病院内における長期入院患者はその終

末期には様々な感染症に罹患し、その感染症

やさらに進んで敗血症により死亡すること

がある。また最近の医療事故、医療過誤事例

の中には過失が疑われる行為があった後さ

らに、MRSA のような多剤耐性菌の病院内感染

を起こし死に至ったのではないかと疑われ

る例がある。そのような例では、病院による

二重の過失なのかあるいは死亡と最初の過

失行為の間には直接の因果関係がないのか

を法医解剖によって明らかにする必要があ

り、そのためには起炎菌の同定が求められ、

それが必須となることがある。さらに法医解

剖においては、高齢者社会を迎えたことによ

る老人の孤独死あるいは小児虐待の多発に

伴う子供の死亡例等で、解剖時感染症や敗血

症がその直接死因として疑われることが増

えており、その際には起炎菌の同定が必須で

ある。従来、入院患者の感染症あるいは病院

内における感染症では血液やその他の試料

からの細菌培養やDNA分析によってその起炎

菌を同定してきた。しかし死亡直前まで起炎

菌の同定が不可能であったり、急激な感染の

広がりによりショック状態に陥って死亡し

たり、長期入院患者で終末期に同定されてい

た起炎菌とは別の細菌感染によって死亡す

ることも多々ある。また法医解剖例では生前

の感染が疑われても血液培養がなされてな

かったり、その情報の入手が困難であったり

する事が多い。そのため死後の解剖およびそ

の後の検査によって起炎菌を同定し感染症

や敗血症の診断をする必要がある。この死後

の起炎菌の同定による感染症の診断は生体

と同様に解剖時に採取した血液やその他の

試料の培養を行うとともに、病理組織学的に

細菌感染があることを証明し、その感染病巣

を特定して行ってきた。また全身の詳細な病

理組織学的検査によりその感染程度、敗血症

の有無を判断し、最終的に感染症が直接の死

因であるか否か特定してきた。 

(2) 一方、解剖時の試料には死後変化のため

に多彩な細菌の混入が避けられず、必ずその

影響が加わっており、また解剖における試料

採取では無菌的な試料の取扱いは難しく、ど

うしても他の細菌の混入が避けられない。そ

のため死因となった感染細菌の正確な同定は

非常に困難であり、ほとんどの例で不成功に

終わるかあるいは同定された細菌も死因の特

定にあたっては参考程度にしか利用されない

のが現状である。このため諸外国では敗血症

が疑われる症例においても、法医解剖後は感

染細菌の同定は最初から行わず、免疫染色等

を用いた病理組織学的診断のみで診断しよう

とする試みが一般的となっている。しかしな

がら病理組織学的所見の評価は個人によって

差があり、起炎菌の同定がなされていないな



かでの死因判定では、感染時期の特定が不可

能であり、多剤耐性菌感染による死亡例のよ

うに種々の紛争が起こる可能性のある敗血症

への対応としては不十分と言わざるを得ない。

(3)  そこで本研究では法医解剖死体で、死後

に血液だけでなく感染臓器から直接無菌的に

試料を採取する方法を確立すると共に、炎症

性疾患による死亡患者からの死後における確

実な起炎菌の同定を可能にし、病理組織学的

所見と併せて正確な死因判定をすることを目

的とする。 

 
３．研究の方法 
(1) まず実験動物の気管内に細菌混入液を

注入することによって、気管支肺炎を発症さ

せ、全身感染に至らせ敗血症動物を作成する。

ポリグラフ（現有）により、実験動物の病態

の変化を感染直後から敗血症完成時、その後

一定時間（ショックによる死亡時まで）観察

する。その際病態の変化に応じて経時的に採

血し、血清中感染関連因子を測定する。 

(2) 死後の解剖時、皮膚面の無菌的切開法に

ついて検討し、無菌的開頭法、胸腔、腹腔の

無菌的切開法を完成させ、心臓血、末梢血、

肺、肝臓、腎臓やその他の臓器実質内液体成

分の無菌的採取法を完成させる。 

(3)  各採取資料から DNA 分析を行い、細菌同

定を行うと共に、各臓器の病理組織学的検査

を行い、同定した起炎菌の果たす役割と敗血

症の程度について検討し、死因について考察

する。 

(4) 以上の手法を実際の法医解剖死体に応

用し、感染症で死亡した例において起炎菌を

同定すると共に、死因がその起炎菌による感

染症に基づく敗血症であることの証明法を

確立する。 
 
４．研究成果 

(1) 研究計画に沿って、ラットを用いて肺炎

感染症を作成し、死亡直後および一定時間恒

温環境下に放置し、実験材料とした。各ラッ

トよりできる限り無菌的に血液、鼻孔内ぬぐ

い液、咽頭ぬぐい液、左右肺切開面ぬぐい液

を採取し、細菌培養を行った。 

その結果、無菌的な各試料の採取方法は確立

できた。しかしながら、培養した細菌に多様

性が見られ、どれが敗血症あるいは死亡の原

因となった細菌かの同定が容易でなかった。

特に、死後経過時間が数時間を超えた実験動

物では、死後感染ないしは常在菌の死後全身

への拡散による修飾のため、検出された細菌

の評価が難しかった。 

(2) そこで左右肺においては組織切片を作

成し、従来の染色に加え、各種細菌染色を追

加し、細菌の死後感染と生前の感染の選別を

試みたところ、グラム陰性桿菌の肺への感染

において、興味ある知見が得られた。実際の

法医解剖例への応用を試みたが、解剖時の試

料には死後変化のために多彩な細菌の混入

が避けられず、必ずその影響が加わっており、

また解剖における試料採取では無菌的な試

料の取り扱いは難しく、どうしても他の細菌

の混入が避けられない。そのため死因となっ

た感染細菌の正確な同定は非常に困難であ

り、ほとんどの例で不成功に終わるかあるい

は同定された細菌も死因の特定にあたって

は参考程度にしか利用できなかった。 

(3) そこでさらに、解剖時の試料を用いて感

染細菌の同定を行うための予備実験として、

ジェネテイックアナライザーを用いて横行

結腸内容の細菌 DNA の分析を行い、細菌同定

を行った。各死因、特に敗血症と他の死因の

際の同定細菌の違いを見出そうと試みたが

細菌感染症死亡例における起炎細菌の同定

には至らなかった。肺炎における肺ぬぐい液

についても同様の試みを行ったところ、一部

の細菌感染では、起炎細菌の同定が可能であ

り、血液培養を行わなくとも、ジェネテイッ

クアナライザーを有効に活用することによ

って敗血症においても真の起炎細菌の同定

が可能になることが示唆された。 



(4) さらに法医解剖時の横行結腸内容を用

いて 16S rRNA メタゲノム解析を行ったとこ

ろ、Phylum（門）レベルにおいて、全例で生

体において検出される一般的な腸内細菌で

あ る Bacteroidetes 、 Firmicutes 、

Proteobacteria が主に検出され、この 3種

の Phylum が検出されたほとんどの菌叢を占

めていた。Actinobacteria、Tenericutes が

検出された試料もあったが、その割合は低か

った。また、これらが検出された割合は試料

によって異なっていた。以上より、腸内細菌

叢は症例の死亡時の状況を反映しており、感

染が疑われる場合には Family、Genus、

Species レベルでの検討を血液や肺について

も行うことが有用と考えられた。 
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