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研究成果の概要（和文）：細菌DNA汚染の無い真空採血管を作成し、自動核酸抽出装置による無菌細菌検査を構
築した。次に、リアルタイム PCR法を利用した血中に存在する細菌数定量検査を開発した。われわれが開発した
Tm-mapping法に上記検査を加えた総合敗血症検査システムが完成した。成人感染症1,166検体を評価し、診断精
度と高い迅速性に対する臨床的有用性を確認した。さらに、小児感染症156名（256検体）を検討し,少量血液
（＜1mL）で判定できる優位性が評価された。さらに、血中細菌数の検討により、抗菌薬治療24時間後に最も鋭
敏に減少する有効なバイオマーカーが「血液中の細菌数」であることも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Vacuum blood collection tubes without cellular DNA contamination were 
prepared to establish an aseptic bacterial test using an automated nucleic acid extractor. Then, we 
developed a test method for determining blood bacterial load using real-time qPCR. The comprehensive
 septicemia testing system was established by combining the aforementioned test method with the 
Tm-mapping method developed in-house. A total of 1,166 clinical samples collected from adult 
patients with infectious diseases were evaluated to assess diagnostic accuracy and high rapidity of 
our test system. Samples collected from 156 pediatric patients with infectious diseases (256 
samples) were also evaluated using our test system, which demonstrated its advantage in requiring 
less amount of blood (<1 mL) for evaluation. Further, evaluation of our test system of blood 
bacterial load revealed that the most acutely decreasing effective biomarker at 24 h after 
antibiotic therapy was "bacterial count in the blood."

研究分野：臨床検査
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研究成果の学術的意義や社会的意義
感染症起炎菌同定は迅速性が重要課題である。血液培養が標準検査であるが、2～3日を要している。Tmマッピン
グ法は培養行程が省け、PCR産物の融解解析により、起炎菌が血液から直接同定が可能となり、世界最速レベル
で起炎菌を提供できる。また、現時点で血液中の菌数を定量する検査方法は存在しないが、我々は、細菌DNAコ
ピーから検体中の細菌数を算出できる検査法を開発した。敗血症起炎菌迅速同定・定量検査（菌名＆菌数/mL）
の実用化にむけた臨床研究を実施し、その有用性を明らかにすることができた。敗血症迅速起炎菌同定と菌数を
感染症重症度や治療効果の新たな指標として活用することは、敗血症治療への貢献が期待される

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



１．研究開始当初の背景 
2016年に新敗血症定義「感染に対する宿主生体反応の調節障害により引き起こされる生命を脅かす臓
器障害」が公表（Sepsis３）された。また、世界敗血症同盟（GSA: Global Sepsis Alliance）は、「国
レベルで敗血症発症率を減少させ、予後を改善させるための戦略」を掲げている。 
病原菌同定は「血液培養法」が標準検査であり、培養とその後の生化学的性状検査等により報告ま
で通常2～3日を要している。私たちは迅速診断を目的に、敗血症起炎菌同定に10年以上前よりPCR
法を実施してきたが、汎用 Taq 酵素は全て大腸菌で作成されているため、未知の菌同定に対して、
ユニバーサルプライマーによるPCR利用において大腸菌偽陽性反応に苦慮してきた。そこで、問題
解決のために酵母をホストにし、作成行程で抗菌薬利用による世界初のバクテリアフリーTaq 酵素
を開発した。(J. Clin. Microbiol. 2011) 酵母由来Taq 酵素により、検査精度が飛躍的に向上した。
本研究遂行の強みは酵母由来Taq酵素を私たちが世界で唯一有していることにある。 
私たちは、酵母由来Taq酵素を利用し採血から 3時間以内に起炎菌を同定できるTmマッピング
法の開発（Scientific Reports 2016、国際特許取得)を開発した。本方法は、リアルタイムPCRを用
い 7つのTm値（二本鎖 DNA が一本 鎖に解離する時の温度を2次元 マッピングして、その形状
を菌のフィンガープリントとして同定に利用する方法である。 起炎菌同定ソフトウェアには 160菌
種以上の菌データがイ ンプットされており、Web 上で 簡単に同定が出来る。また、IL-6,IL8 等の
炎症性サイトカイン発現を誘導する転写因子 NF-κB 活性化量を敗血症バイオマーカーとして検査
できるように、液相高感度計測法である蛍光相関分光法（FCS: Fluorescence Correlation 
Spectroscopy）を応用した測定法を開発してきた。これらの検査法を統合し、採血から3時間以内に
敗血症患者の起因菌を同定し、さらに細菌感染による多臓器障害を迅速に治療できる世界最速の敗血
症総合検査システム構築を立案した。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、「敗血症の起炎菌を世界最速レベルで同定するとともに臓器障害を重視する敗血症
新定義に準拠した検査システムを構築し、迅速かつ適正な抗菌薬選択情報を臨床現場への提供できる
システムの社会実装である。そのために、正確な敗血症起炎菌判定ができる細菌汚染のない（コンタ
ミネーションフリー）の検体前処理を最初に確立する必要がある。次に、いち早く多臓器に感染が拡
大する病態や抗菌薬の効果を迅速に判定できるバイオマーカーを明らかにする必要がある。われわれ
は、リアルタイム PCRやデジタル PCRを用いた血液中の菌数定量計測法開発に取り組んでいる。
血液中の正確な起因菌数が臓器障害や抗菌薬効果判定の優れたバイオマーカーとなるか明らかにし
てゆく。これらの検査法の実用化に向けて臨床研究を進め、その社会実装により敗血症救命率の向上
に貢献することが最終目標である。 
 
３．研究の方法 
１）検体前処理工程と迅速無菌細菌検査用キット作成 
  現在市販の真空採血管中には、細菌DNA汚染の無いシリンジ，真空採血管，採血針の開発と製 
真空採血管の細菌DNAの汚染がしばしば問題となり、血培陰性の健常者サンプルから、ユニバ 
サルプライマーを用いたPCR法で偽陽性が生じることが問題となっている。正確な「菌検査を
確立するために、細菌DNA汚染の無いシリンジ、真空採血管（5 ml以上）、採血針をニプ株式
会社と共同開発する。さらに、PCR に利用する Taq DNA polymerase は、我々が開発した
eukaryote-made Taq DNA polymerase (J. Clin. Microbiol. 2011)を利用し、細菌DNA汚染のな
いPCR buffer, NTPs mixt等で構成されるPCR用キットを、三井化学株式会社と共同開発する。 
２）血液中の細菌数軽量検査法の開発 
  16S リボソーム DNAプライマーを用い、大腸菌DNAを相対内部対照とする。大腸菌(5万個／1mL)  

PCRサイクル基準に、大腸菌DNAコピー数を基準にした検量線を作成し、血中細菌数をPCR増幅 
効する率より算出し、Nested PCRを用いて低濃度領域の正確な算出法を構築する。 



３）転写因子NF-κB活性化定量検査法開発 
生体試料のNF-κB活性計測では、転写因子の標的DNA結合様式が液相で on/offの繰り返し（振
動）である点に着目し、ブラウン運動に対する高感度計測法である蛍光相関分光法（FCS: 
Fluorescence Correlation Spectroscopy）の基盤とした測定法を既に報告したが（PLoS One 2013)、
改良を加え臨床検体を用いた検討を行う。 
４）Tmマッピング法を活用した迅速敗血症起炎菌同定検査法の臨床研究 
 起炎菌迅速同定検査ｎお実用化と多施設利用普及のための臨床研究を実施した。。まず、Tm マッ
ピング法検索データベース中の 160 菌種について、感染症の起炎菌としての妥当性を確認する。
データベースは必要に応じて拡張可能である。mutant strains をより多く登録した方が同定の正
確性が増すため、mutant strains の菌株ストックを順次増加する。次に、検体採取時のコンタミ
防止など、トレーニング用マニュアル作成する。 
５）多施設共同研究実施 
①小児重症感染症・敗血症検体による小児細菌感染症迅速診断の臨床研究：本検査システムは、少
量の血液で診断できるため、新生児、乳幼児のような少量の採血しかできない患者に対して有益で
ある。そのため、小児用検査システム（1ｍL 採血管と血液培養管）を開発したのでその性能評価
を埼玉小児医療センターで行う。 
 ②北里大学整形外科において関節炎起炎菌同定に関して共同研究を実施する。関節液中の細菌数算
出プロトコールを策定する。関節液中の細菌量をTm法の1st PCRを用いて測定する。相対的定
量試験に用いた検量試料は、ATCC株のStaphylococcus aureus、Streptococcus agalactiae及び
Escherichia coliを血液寒天培地にて18時間培養し無菌的生理食塩液でMcFarland 0.5（1〜2ｘ
108 Colony-forming unit：CFU/ml）を調整する。フローサイトメーター Navios（coluter）にお
いてBacteria Counting Kitを用いて細菌のDNAを染色し、3菌種の菌数を算出し検量用試料に
用いる。関節液中の細菌量を Tm 法の 1st PCR Version 1 を用いて測定菌種が同定され、かつ
Difference Value（DV）値が0.5未満の場合は、感染の原因菌と判断する。Tm法による定量法に
よる結果と細菌培養検査結果と比較する。臨床経過と人工関節周囲感染の診断 基準に基づいた感
染の有無から定量した菌数の cut-off値を50に設定する。 
 ③広島大学救急救命センター：敗血症が疑われ高度救命救急センター集中治療室に入室する患者に
おいて、血液培養の採取が臨床的に必要と判断され、かつ、患者あるいは患者家族に同意が得られ
た症例において、独自開発した感染症起炎菌迅速同定・定量検査（TM-mapping 法）を行い、血
液培養結果及び臨床症状との比較を行う。 

 
４．研究成果 
１）細菌検査高精度化実現のための細菌汚染汚のない検体前処理工程構築 
新たに開発した真空採血管は、特殊加工を施し、1本ずつ個包装で採血の瞬間まで細菌DNA汚
染を無くすことに成功した。次に、200μL の少量試料より培養可能な細菌汚染のない好気性
SCD培地と嫌気用TGC培地を作成した。 
２）迅速無菌細菌検査用キットによる非臨床研究：迅速無菌細菌検査用キットを作成した。 

 
キット内容：100テスト 
・定量用 bacterial universal primer 
・eukaryote-made thermostable                               

DNA polymerase 
・DNase, RNase-free distilled water                       
・PCR buffer（細菌DNA汚染無し） 
・NTPs Mix（細菌DNA汚染無し） 

 



細菌DNA抽出キットExtraction Bufferを 400 uLを用い、DNA抽出を実施した。抽出された
DNAをPCRサンプルとして一回の実験に採血管n=8、Negative Control １本、Positive Control 
１本 合計 10本を行い、各３回ずつ試験を実施した。真空採血管と採血ホルダーを組み合わせ評
価をした。その結果、n=24において、すべての採血管で、細菌DNAのコンタミネーションを示
す結果は得られなかった。本PCRでは、定量用PCRプライマーとされるBac3があらゆる細菌種
に共通の配列とされている。これに関しても増幅は確認されず、検出限界以下だった。この実験か
ら、採血ホルダーは、検出にいたるレベルの細菌DNAは存在しないことが示唆された。 

 
３）敗血症起炎菌迅速同定・定量検査システム構築 
 敗血症起炎菌菌同定と菌数定量検査を迅速に実施
し、大量の検体を検査できるハイスループット化に
は、自動拡散抽出装置を開発し、迅速に菌を同定で
きる菌同定ソフトウェアに定量解析機能を追加し
たシステムを構築した。三井化学株式会社と本検査
専用の自動核酸抽出装置プロトタイプを作製し、条
件最適化検証を完了した段階である。また、起炎菌
数算出方法ソフトウェアの基本仕様まで完了して
いる。 

 
４）敗血症血液中の転写因子NF-κB活性化定量検  
査の臨床応用：すい臓がん周術期後にSIRS診断   
基準を満たした患者の手 術中における生体侵  
襲度に対するNF-κB活性化を検査した結果で 
ある。術中にNF-κBが上昇し、炎症マーカーで 
ある IL-６は実後１日目に上昇、CRPは術後2－ 
３日まで上昇することより、NF-κＢは迅速な生 
体侵襲バイオマーカーになることを示した。 
 
５）新敗血症に準拠した敗血症検査統合システムの完成 
 重症感染症および敗血症患者の血液献体から、無菌的に細菌DNA、血清、リンパ球を分離し、細
菌DNAから起炎菌の同定および菌数、血清から敗血症に関わるバイオマーカー、リンパ球の書く
蛋白中のNF-κB定量値の総合的に解析する敗血症総合検査視システムを構築した。 

 



6）全血検体から敗血症起因菌同定と菌数定量運用に向けたフローチャートの完成 

富山大学付属病院にて、敗血症疑い患者の全血液検体（EDTA2K 2ｍL）を用い、成人の血液検
体を計 104検体において陽性検体は 10検体、陰性検体は 94検体であった（真菌、およびmecA
は陰性）。次に、小児感染症156名（256検体）を検討した。Tm-mapping法と血液培養法間の陽
性・陰性判定一致率は 76.4％であった。新生児の採血から 4 時間程度で起炎菌を迅速に同定かつ
定量出来た。臨床的有用性として ①僅か50 µlの血液からでも起炎菌を同定かつ定量できた。②
臍帯血、羊水、血液中の起炎菌をそれぞれ同定かつ定量した結果、羊水（子宮内感染症）から胎児
へのE. coliの感染であったことが解明できた。③新生児の採血から 4時間程度で陰性（＝検出感
度以下）であることを報告出来た。以上より、少量血液で感染症起炎菌が迅速に判定できる優位性
が評価された。 

 
7）国内多施設共同研究成果 
① 埼玉県立小児医療センター：小児検体を用いてTm mapping法による迅速検査の有用性を後
方視的検討した。年齢の中央値は2歳（IQR 0-17）で計256検体（計156人）の検査を行った。
血液 165 検体、その他の検体 91 検体であった。血液、血液以外の臨床検体のどちらも、Tm 
mapping法は培養検査よりも早く細菌を同定し、同定率も高かった。 
② 北里大学整形外科：関節炎起炎菌同定に関して、細菌培養検査陽性例においては、DV を 0.5
未満のみに設定した場合、感度は92%であったが特異度は50%となった。Tm mapping 法の定
量値の cutoff値を50とすると、特異度は74%程度まで上昇した。 
③ 広島大学救急救命センター：敗血症が疑われ高度救命救急センター集中治療室入院患者 31症
例より検体を採取した結果、血液培養は7症例で陽性であった。うち２例において、血液培養の
最終同定結果と TM-mapping法による菌名が完全に一致した。２例では、異なる菌名が検出さ
れ、３例ではTM-mappingでの検出が無かった。 

 
８）国外（とくに東南アジア諸国）への展開 
 申請時、感染症診断と治療のグローバル展開を計画していたが、COVID-19 の世界的流行の波が
計画していた東南アジア諸国にも拡がり、国際交流や共同研究が実質的に不可能な状況が2022年
5月現在も続いているため。計画が遅れている。しかし、国内運用プロトコール策定し、東南アジ
ア各国の感染症状況に対応したTmマッピング法データベース作成準備中である。また、シンガポ
ール国立大学とチャンギ総合病院との連絡体制は構築されている。 
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