
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）

３７１１６

若手研究(B)

2015～2014

慢性副鼻腔炎における鼻内細菌叢の評価

Evaluation of nasal microbiota of chronic rhinosinusitis using the 16S Ribosomal 
RNA Gene Based Clone Library Method

９０４６５７５８研究者番号：

寳地　信介（HOHCHI, Nobusuke）

産業医科大学・医学部・講師

研究期間：

２６８６１４２５

平成 年 月 日現在２８   ５ １７

円     1,600,000

研究成果の概要（和文）：2014年～2015年に，鼻副鼻腔外来に通院中の好酸球性副鼻腔炎を含む12症例の鼻汁から、16
SrRNAクローンライブラリー法を用いて鼻腔内の網羅的細菌解析を行った。一般細菌培養検査、好酸球性副鼻腔炎診断
基準スコア、Lund-Mackay CT score、全身的な合併症の有無、なども同時に評価した。結果、16SrRNAクローンライブ
ラリー法では一般細菌培養より多種多様な菌種が見られたが、特にCorynebacterium、Staphylococcus、Streptococcus
属の検出が多く見られた。好酸球性副鼻腔炎の重症例ほどStaphylococcus属の検出率が高い傾向にあった。

研究成果の概要（英文）：We analyzed nasal microbiota by nasal mucus from 12 cases of rhinosinusitis and 
control using the 16S Ribosomal RNA Gene Based Clone Library Method.　All cases were consulted in our 
hospital between 2014 and 2015 and 11 males and one female ranging in age from 26 to 75 years with an 
average age of 53.17. We also evaluated examination of microbial culture, eosinophilic rhinosinusitis 
diagnostic criteria score, Lund-Mackay CT score, systemic complications including bronchial asthma at the 
same time. 16S Ribosomal RNA Gene Based Clone Library Method detected more kinds of bacteria than 
examination of microbial culture especially a lot of Corynebacterium, Staphylococcus, Streptococcus were 
detected. The cases with high rate detection of Staphylococcus genus were higher Lund-Mackay CT score. 
Severe chronic eosinophilic rhinosinusitis tended to be high in a rate of detection of the Staphylococcus 
genus.

研究分野： 耳鼻咽喉科

キーワード： 慢性副鼻腔炎　クローンライブラリー法
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１．研究開始当初の背景 
16SrRNA-クローンライブラリー法はすべ

ての細菌が共通して保有する16Sリボゾーム
RNA 遺 伝 子 を PCR(polymerase chain 
reaction)法で網羅的に増幅し、無作為に選
択した 96 クローンの塩基配列を決定し、相
同性検索の上、検出されたそれぞれの菌種の
占有率(割合)を評価する方法である。培養に
依存することなく、検体中の細菌をひとくく
りに叢（flora）として把握評価できること
から近年様々な臨床検体に用いられ新たな
知見が得られている。 
また、本法を起炎菌の検出が困難で治療に

難渋している臨床症例に用いることにより、
通常の細菌培養検査で見逃されている嫌気
性菌や、常在菌による混合感染、抗原検査で
網羅しきれていない病原菌の存在、抗菌薬投
与により培養困難になった病原菌等の、様々
な感染症の実態が明らかにされている。 
さらに、膣内、口腔内、排泄便等の非常に

複雑な常在細菌叢が存在する検体において
も、細菌叢の特徴を迅速に把握することが可
能になりつつある。 
そもそも鼻腔は、外的な微生物の影響を無

視できず、またアレルギーの反応を起こす鼻
粘膜には、本来、宿主に害を与えず他の病原
菌の進入を防ぐなどの役目を持つ常在細菌
を含め、多くの細菌が存在すると考えられて
いる。複数の微生物がいる鼻内環境における、
常在菌も含めた全体としての菌叢の変化を、
副鼻腔炎の症例のごとに評価することで、副
鼻腔炎の病態解明にさらに踏み込める可能
性があると考えられるが、これまでの細菌培
養検査では不可能であり、またそのような報
告は皆無である。 
また近年、これまでの古典的な感染性の慢

性副鼻腔炎とは別に、治療に抵抗する難治性
の好酸球性副鼻腔炎が急増している。好酸球
性副鼻腔炎に対して細菌学的にアプローチ
した報告も少なくこれらの解析も急務と考
える。 

 
２．研究の目的 

慢性副鼻腔炎症例の鼻腔内から鼻汁を採
取し、16SrRNA クローンライブラリー法を用
いて鼻腔内の菌叢解析を行う。 

特に好酸球性副鼻腔炎などに代表される
難治例と、副鼻腔の炎症の軽微な症例での
菌叢の差異を評価し、各種鼻科学的な検査
の結果も併せて、副鼻腔炎の予後因子となり
うる菌叢変化の有無や、副鼻腔炎の重症度や
病理学的な性状によって生じる菌叢の違いの
などを評価し、鼻副鼻腔炎症性疾患のさらな
る病態解明を目的とする。 

 
３．研究の方法 
2014 年 9 月～2015 年 9 月に、当科にて鼻

副鼻腔外来に通院中の 12 症例の鼻汁（鼻腔
ぬぐい液）を採取し、16SrRNA クローンライ
ブラリー法による網羅的細菌解析を行った。 

鼻汁を採取したスワブ懸濁液をスクリュ
キャップチューブに移し、30％SDS 溶液およ
びガラスビーズを加え、ビーズ式細胞破砕装
置にて遠心後、上清に TE 飽和フェノール溶
液を加え、転倒混和し室温で遠心。上清を
Amicon Ultra -0.5ml 100K で濃縮し、TE 
buffer で洗浄後、25μl の TE に懸濁して回
収したものを抽出 DNA とした。 
抽出した DNA 溶液を鋳型にして、16S 

ribosomal RNA 遺伝子の universal primer を
用いて、PCR 法で 16S rDNA の約 580bp の DNA
を増幅した。 
決定した塩基配列を細菌基準株の16S rDNA  

(5,878 件) データベースに対する相同性検
索 (BLAST) を行った。BLAST 検索の条件は、
Overlap length が 450bp 以上で matching %
が 80％以上の相同性が得られた配列は既知
の菌種との類似性を認め、この条件を満たさ
ない配列 (Matching %が 80％以下のデータ) 
については Unclassified とした。 
投入した塩基配列に対してBLAST検索で最

も高い相同性を示した生物種の階層分類表 
(門、綱、目、科、属、種) を作成した。 
16SrRNA クローンライブラリー法と併せて

同時に採取した鼻汁より一般細菌培養検査、
好酸球性副鼻腔炎診断基準スコア（両側発症、
鼻茸の有無、CT での篩骨洞の優位性、末梢血
好酸球数、病理検体からの組織中好酸球数）
での採点、CTでの重症度分類（Lund-Mackay CT 
score）、喘息など全身的な合併症の有無など
も同時に評価した。 
 
４．研究成果 
 12 例の内訳は、年齢は 26 歳～75歳（平均
53.17 歳）、男女比は 11：1、7 例が好酸球性
副鼻腔炎症例で5例は副鼻腔炎のない症例で
あった。 
16SrRNA クローンライブラリー法では一般

細菌培養より多種多様な菌種が見られたが、
特に Corynebacterium、Staphylococcus、
Streptococcus 属の検出が多く見られた。こ
れはクローンライブラリー法が、分子生物学
的手法のため、培養法や検者の経験に依存せ
ず、培養同定の困難な細菌や死菌を含めた細
菌叢の網羅的解析が可能であるため、細菌培
養検査と網羅的解析結果が異なったと考え
られた。 
鼻副鼻腔は口腔内と同様に比較的多様な

菌種の常在が認められる可能性も予想され
ていたが、今回の結果、特に鼻副鼻腔に炎症
のない症例においては菌種も菌量も少なく、
症例によっては鼻腔粘膜に常在する菌種は
かなり限定されている、もしくは無菌に近い
環境である可能性も示唆された。 
好気的環境の副鼻腔炎のない鼻腔内にお

いても、重症の好酸球性副鼻腔炎症例におい
ても嫌気性菌の検出が見られた。 
好酸球性副鼻腔炎症例の一般細菌培養検

査では、黄色ブドウ球菌の検出が多く見られ
たが、同症例群の 16SrRNA クローンライブラ



リー法では菌種も多様であった。特に
Corynebacterium、Staphylococcus 属の検出
が多く見られた。Staphylococcus属の検出率
の高い症例は、CT での重症度が高く、好酸球
性副鼻腔炎の重症例では Staphylococcus 属
の検出率が高い傾向があった。 
全身的な喘息などの合併症の有無や、末梢

血好酸球数と菌種や菌量との関連は認めな
かった。 
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