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研究成果の概要（和文）：早産の主要因に子宮内感染に基づく絨毛膜羊膜炎があるが、従来の細菌培養法は、検査に時
間を要するという問題があった。また種々の炎症性疾患で腸内細菌叢の変化が指摘されているが、早産については検討
されていない。
独自開発したTaq polymeraseを用い、子宮内病原微生物の迅速高感度検出法を構築した。従来法の約4倍の検出率で、
検出時間は6日間から平均6時間に大幅に短縮した。切迫早産でｳﾚｱﾌﾟﾗｽﾞﾏ、ﾏｲｺﾌﾟﾗｽﾞﾏ、細菌混合陽性例では、陰性例に
比し有意に分娩週数が早く、子宮内炎症が高度で周産期予後不良だった。また、腸内細菌叢のｸﾘｽﾄﾘｼﾞｳﾑ属が早産例で
正常例より減少することがわかった。

研究成果の概要（英文）：The cause of preterm birth before 28 weeks of gestation seems to be 
multifactorial but many studies indicate that microbial invasion into pregnant uterus is one of the 
important risk factors for preterm birth. To study the relationship between microorganisms in amniotic 
fluid (AF) and intra-amniotic (IA) inflammation and or preterm labor (PTL) using highly sensitive and 
reliable PCR-based method for detection. To detect prokaryotes by using a nested-PCR-based method, 
eukaryote-made thermostable DNA polymerase, which is free from bacterial DNA contamination, is used in 
combination with bacterial universal primers. AF IL-8 levels in PTL with positive Mycoplasma/Ureaplasma 
and/or other bacteria were significantly higher than the cases without infection. Our newly established 
PCR method is useful to for detecting IA microorganisms. Polymicrobial infection with 
Mycoplasma/Ureaplasma and other bacteria is associated with severe IA inflammation.

研究分野：産婦人科
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１．研究開始当初の背景 
予後不良の在胎 28週以前の早産率は約 30年

で 2倍以上に増加し、大きな社会問題となっ

ている。早産の主要因として子宮内感染に基

づく絨毛膜羊膜炎（CAM）が知られている。

腸内細菌叢，腟内細菌叢のアンバランスが

CAM の一因と考えられているが，直接的な証

明は未だなされていない。子宮内感染は従来

の方法では、菌体培養、薬剤感受性検査に 1

週間以上要するため、切迫早産の際に抗菌薬

治療の対象となるのかを知ることや、適切な

抗菌薬選択も不可能であった。これまでの培

養検査は培養後に増殖する菌種と減少する

菌種が混在するため、本来の細菌叢を反映し

ていないという問題点が提起されている。こ

の問題点を解決するために、分子生物学的に

DNA 配列から病原体を検出する方法を開発し

た。 

 
２．研究の目的 
(1)我々が独自に開発した 16srRNA の共通領

域を primer とし、細菌の検出には酵母由来

のTaq polymerase, 真菌の検出には細菌由来

の Taq polymerase を使用する PCR 法を用い

て羊水中の感染微生物の迅速検出を行い、早

産の治療に応用すること。(2)Terminal 

Restriction Fragment Length 

Polymorphysm(T-RFLP)を用いた方法で腸内

細菌叢、腟内細菌叢を検出しエコバイオシス

テムの面から早産の原因を明らかにするこ

とを目的とする。 

 
３．研究の方法 
(1)羊水の感染微生物の高感度遺伝子検査の

構築と現行の細菌検査法との比較評価：独自

開発した Taq DNA Polymerase、masked Primer 

Dimer 法、One Step nested PCR 法を組合せ、

細菌・真菌・マイコプラズマ・ウレアプラズ

マそれぞれのユニバーサル・プライマーを設

計して、感染微生物それぞれを検出する高感

度・高特異度な遺伝子検査法を構築する。感

度と特異度の評価は、細菌検査室に保存して

ある各種菌株の DNA を用いる。患者検体の検

査結果について、現行法と本研究法との迅速

性・感度・特異度・一致率を比較検討する。 

(2)現行法と併用する形での子宮内感染症の

迅速な検査・診療システムの運用：実際に現

行の細菌検査法と併用する形で、子宮内感染

症における迅速な検査・診療システムの試験

運用を開始する。実際に運用しながら評価・

改善を繰り返し、実用的な運用を目指す。 

(3)羊水中サイトカインと羊水中病原微生物

との関連性、子宮内炎症の程度と羊水中の病

原微生物の種類、菌体量との相関を検討す

る：羊水中の IL-8、TNFα、IL-17 は CAMⅢに

なると急速に増加することがこれまでの

我々の研究で明らかとなっているが、羊水中

の病原微生物の種類や菌体量と相関するか

は知られていないので検討する。 

(4)切迫早産例，早産例，正常妊婦より便，

腟分泌物を採取し DNA を抽出後、T-RFLP 法を

行う：切迫早産例，早産例，正常妊婦より妊

娠中に便および腟分泌物を採取し、DNA を抽

出後に T-RFLP 法を行う。 

(5) 羊 水 感 染 例 と 非 感 染 例 の 予 後 を

Kaplan-Meier 法で検討 

(6) 早産例で腸内細菌叢の異常が認められれ

ば、整腸剤投与による介入を従来のトコ

リーシスに加えて行う。 

 
４． 研究成果 

(1) 羊水の感染微生物の高感度遺伝子検査の

構築と現行の細菌検査法との比較評価： 

羊水検体採取から結果判明まで平均 6 時

間で検査可能となり、現行の細菌検査法

（結果判明まで平均 6 日間）に比し、迅

速になった。切迫早産例(n=118)の感染微

生物の検出率は、現行の細菌培養検査

7.6%(9/118)に比し、高感度遺伝子検査は

33.1%(39/118)で約 4 倍の検出率だった。

なお、検出感度は 100%であった。 



(2) 現行法と併用する形での子宮内感染症の

迅速な検査・診療システムの運用：羊水

検体採取から、検査および結果連絡のシ

ステムを構築し実臨床で運用している。 

(3) 羊水中サイトカインと羊水中病原微生物

との関連性、子宮内炎症の程度と羊水中

の病原微生物の種類、菌体量との相関を

検討：子宮内炎症を示す羊水中 IL-8 値

(ng/mL)は、ウレアプラズマ、マイコプラ

ズマと細菌の重複陽性例(n=17)では、全

て陰性例(n=79)より有意に高値(95.2 vs 

4.5, p<0.01)で、2 度以上の絨毛膜羊膜

炎 も 有 意 に 高 率 (58.8% vs 21.3%, 

p<0.01)であることがわかった。 

(4) 切迫早産例，早産例，正常妊婦より便，

腟分泌物を採取し DNA を抽出後、T-RFLP

法を行う：早産例では正常妊婦より腸内

細菌叢のクリストリジウム属が減少して

いることが明らかになった。 

(5) 羊 水 感 染 例 と 非 感 染 例 の 予 後 を

Kaplan-Meier 法で検討：ウレアプラズマ、

マイコプラズマと細菌重複陽性例(n=17)

では、感染微生物陰性例(n=79)に比し有

意に妊娠延長期間が短く(7 日 vs 46 日, 

p<0.001)、早期に早産に至っていた(25

週 vs 36 週, p<0.001)。細菌のみ陽性例

(n=15)と陰性例では差を認めず、重複感

染が予後不良であることがわかった。 

(6) 早産例で腸内細菌叢の異常が認められれ

ば、整腸剤投与による介入を従来のトコ

リーシスに加えて行う。：現在症例を蓄積

中である。 
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