
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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）

３３９２０

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

ミクロビオータ解析に基づいた感染症新規治療法開発の試み

Investigation on development of therapeutic method for infectious diseases based
 on microbiome analysis

００２６２７７５研究者番号：

三鴨　廣繁（MIKAMO, Hiroshige）

愛知医科大学・医学部・教授

研究期間：

２６４６２５０４

平成 年 月 日現在２９   ７   ３

円     3,800,000

研究成果の概要（和文）：腟内細菌叢ではLactobacillus属が病原菌の侵入や増殖を防いでいるが、健康状態、
性交渉、妊娠でその構成が変化する。非妊婦、妊婦およびcommercial sex worker（CSW）の女性の腟分泌物を採
取し、T-RFLP法及び16Sメタゲノム解析法により腟内ミクロビオータを解析し、得られた腟内ミクロビオータ構
成比の結果を元にクラスター解析及び多様性解析を実施した。また、腟分泌物を培養しLactobacillus属の分離
率を算出した。女性生殖器感染症や早産防止のためにプロバイオティックス等を用いて女性の腟内細菌叢を制御
することは新たな感染症治療法になり得ることが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：The genus Lactobacillus species prevent invasion and proliferation of 
pathogenic bacteria in the vaginal flora, while its composition changes with health condition, 
sexual intercourse and pregnancy. We collected vaginal secretions of non-pregnant women, pregnant 
women and commercial sex worker (CSW). Vaginal microbiota was analyzed by Terminal Restriction 
Fragment Length Polymorphism (T-RFLP) method and 16S metagenomic analysis method, and based on the 
results of vaginal microbiota composition ratios, cluster analysis and diversity analysis was 
carried out. In addition, vaginal secretions were cultured and the isolation rate of Lactobacillus 
species was calculated. It has become clear that controlling female vaginal flora by using 
probiotics and so on for prevention of female genital infections and premature birth could be a new 
treatment method for infectious diseases.

研究分野： 感染症学、化学療法学、感染制御学、臨床微生物学、産婦人科感染症学、周産期医学、性感染症学

キーワード： 網羅的細菌叢解析　16Sメタゲノム解析法　次世代シークエンサー　腟内細菌叢　細菌性腟症　早産　La
ctobacillus
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１．研究開始当初の背景 
女性の腟内細菌叢は、腸内細菌叢等とは

異なり、通常その大部分を Lactobacillus 

species が占める多様性の低い菌叢であること

が知られている。Lactobacillus spp.は腟内で

乳酸や過酸化水素を産生し、腟内の pH を 4

から 5 に保つことで、病原菌の侵入や増殖を

防いでいると考えられており、この菌叢は健康

状態や性交渉、妊娠の有無で変化することが

知られている。一方、何らかの原因により腟内

の Lactobacillus spp.が減少すると、好気性菌

や嫌気性菌が異常増殖することで、細菌性腟

症のリスクが高まり、妊婦では早産や流産が

引き起こされることが報告されている。さらに、

Commercial Sex Worker (CSW)では、細菌性

腟症の罹患率が高く、細菌性腟症に罹患する

ことで HIV 等の性感染症のリスクが高まること

が報告されている。 
 
２．研究の目的 
海外において腟内細菌叢を網羅的に解析

し、HIV 等の性感染症、あるいは早流産との

関連性を検討した報告は複数存在するが、日

本においての報告はほとんどない。また、

CSWは細菌性腟症の罹患率が高いことから、

通常とは異なる菌叢を保有する可能性がある。

そこで本研究では、日本人の非妊婦、妊婦、

CSWを対象に、腟内細菌叢を解析し、その差

異を明らかにすることで、その後の疾病の発

症リスクと腟内細菌叢との関連性を解明する

足掛かりとすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
＜材料＞ 

2014年 1月から 2015年 2月までの期間に

岐阜市内にある産科・婦人科いずみレディス

クリニックに来院した非妊婦 22名、妊婦 24名、

CSW8 名の腟分泌液を滅菌スワブ（ESwab, 

Copan Diagnostics）にて計 54検体採取し、実

験に供した。 

＜ Terminal Restriction Fragment Length 

Polymorphism (T-RFLP)法による菌叢解析＞ 

腟分泌物からガラスビーズ法により DNA を

抽出し、5’末端を 6-FAMで蛍光標識したユニ

バーサルプライマー27Fと未標識の926Rを用

い、16S rRNA 遺伝子を増幅した。増幅後、

PCR 産物を制限酵素(Msp I、Hha I 及び

HaeⅢ)によ り消化し 、 ABI PRISM 3130 

Genetic Analyzer (Applied Biosystems)にて蛍

光標識されたフラグメントサイズを測定した。

T-RFLP のフラグメントパターンに基づき、

Operational taxonomic unit（OTU）に分類した

後、得られた OTU構成比についてウォード法

にて個体間のクラスター解析を行った。 

＜16S メタゲノム解析法による菌叢解析＞ 

T-RFLP法と同一のDNAを鋳型として、16S 

rRNA 遺伝子の V3-V4 領域を含む領域

（341F-785R）を、バーコード配列を含むプライ

マーを用い増幅した。増幅後、精製を行い、ラ

イブラリーを作製し、MiSeq (Illumina,Inc 

USA）によりシーケンスを取得した。得られた

シーケンス情報を用いて 16S rRNAデータベ

ースに対する相同性検索を行い、分類階級ご

とにその菌種構成比を算出した。さらに、属レ

ベルでの菌種構成比について、ウォード法に

て個体間のクラスター解析を行い、シャノン指

数を用いて多様性解析を行った。 

＜Lactobacillus spp.の分離＞ 

腟分泌物を LBS 寒天培地（LBS, Becton 

Dickinson）に塗抹し、嫌気条件下において

37℃で 3 日間培養した。培地に生育したコロ

ニーを観察し、各検体からの Lactobacillus 

spp.の分離率を算出した。 
 
４．研究成果 

平均年齢は、非妊婦 33.4歳（23-46歳）、妊

婦 30.3歳（19-31歳）、CSW 31.0歳（21-41歳）

であり、いずれの群間にも有意差は認められ

なかった。 

T-RFLP フラグメントパターンに基づくクラス

ター解析の結果、腟内細菌叢は大きく 2 つの

クラスター（クラスターT-1および T-2）に分類さ

れた。クラスターT-1 が単一もしくは少数の



OTU（制限酵素毎の平均 OTU数は MspⅠが

4.3、HhaⅠが 5.5、HaeⅢが 4.3）で構成される

単純な菌叢を示したのに対し、クラスターT-2

は複数のOTU（平均OTU数はMspⅠが 7.9、

HhaⅠが 10.6、HaeⅢが 9.1）で構成される複

雑な菌叢を示した。また、16S メタゲノム解析

法で得られた属レベルでの菌種構成比に基

づくクラスター解析においても、T-RFLP 解析

法と同様、大きく 2 つのクラスター（クラスター

16S-1 及び 16S-2）に分類された。クラスター

16S-1はLactobacillus属優勢の単純な菌叢を

示したのに対し、16S-2 は Gardnerella 属、

Bifidobacterium 属 、 Clostridium 属 、

Bacteroides 属、Adopobium 属等多数の属種

を含む Lactobacillus 属非優勢の複雑な菌叢

を示した。 

シャノン指数を用いた多様性解析の結果、

いずれの解析法においても Lactobacillus 属

優勢のクラスター（T-1 及び 16S-1）に比べて

Lactobacillus 属非優勢のクラスター（T-2 及び

16S-2）で多様性が有意に高かった（T-1 vs 

T-2：2.0±1.3 vs 4.6±2.8, p<0.01、16S-1 vs 

16S-2：0.5±0.8 vs 2.4±1.0, p<0.01、student-t 

test）。 

両解析法において各クラスターに分類され

た非妊婦、妊婦、CSWの割合を表 1に示す。

非妊婦は Lactobacillus 属優勢のクラスターと

Lactobacillus 属非優勢のクラスターに同程度

分類され（T-1 vs T-2：45.5% vs 54.5%, 16S-1 

vs 16S-2 ： 45.5% vs 54.5% ） 、 妊 婦 は

Lactobacillus 属優勢クラスターに多く分類さ

れる傾向であった（T-1 vs T-2：62.5% vs 37.5%, 

16S-1 vs 16S-2：70.8% vs 29.2%）。一方、

CSWは両解析法において Lactobacillus属非

優勢のクラスターに多く分類され（T-1 vs T-2：

12.5% vs 87.5%、16S-1 vs 16S-2：12.5% vs 

87.5%）、妊婦と CSW 間で有意差が認められ

た（表 1）。 

各検体からの Lactobacillus spp.の分離率

は、非妊婦では 68.2%（15/22 名）、妊婦では

50%（12/24 名）であったのに対し、CSW は

25%（1/7名）と、非妊婦、妊婦と比べ低い傾向

であった。 

本研究では、日本人女性を対象に、非妊

婦、妊婦、CSWの腟内細菌叢をT-RFLP法お

よび 16S メタゲノム解析法を用いて解析した。

その結果、日本人女性の腟内細菌叢は大きく

分 け て Lactobacillus 属 優 勢 の 菌 叢 と

Lactobacillus属非優勢の菌叢の 2つに分類さ

れることが明らかとなった。Lactobacillus 属非

優勢の菌叢は、Lactobacillus 属優勢の菌叢

に比べて有意に多様性が高く、Lactobacillus

属に加え多様な種類の菌で構成されていた。

さらに、非妊婦や妊婦に比べ、CSW の多くは

Lactobacillus 属非優勢の菌叢を保有し、

Lactobacillus spp.の分離率も低い傾向にある

ことが示唆された。CSW は、細菌性腟症及び

性感染症を発症するリスクが高いことが知られ

ており、本研究の結果から Lactobacillus 属非

優勢の菌叢が影響している可能性が考えられ

た。今後は Lactobacillus 属非優勢の菌叢を

保有する女性の疾病の有無と臨床検査値や

その他の臨床的背景を後ろ向き及び前向き

に調査し、腟内細菌叢との相関関係を解析す

ることで、疾病の発症リスクやその因子を検討

していく必要がある。 
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