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研究成果の概要（和文）：誤嚥性肺炎は、嫌気性菌や複数の口腔内常在菌が起炎菌と考えられており、通常用い
られる培養法での起炎菌同定は困難な場合が多い。本研究では、培養法に依存せずに検体中の細菌を網羅的、定
量的に評価出来る16S rRNA遺伝子を用いて誤嚥性肺炎症例における治療経過中の細菌叢の変化を評価した。産業
医科大学病院で人工呼吸器管理を行った誤嚥性肺炎22症例を対象とした。唾液は、経時的に大きな細菌叢の変化
は見られなかった。一方、吸引痰に関しては、人工呼吸器管理中(抗菌薬投与前)に、嫌気性菌が有意に減少して
いた。酸素投与などの人工呼吸器管理に伴い誤嚥性肺炎症例の下気道の嫌気性菌が著減した可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：It is often difficult to identify the causative bacteria in patients with 
aspiration pneumonia via the culture method. To develop a treatment strategy for patients with 
aspiration pneumonia, we evaluated the changes in microbiota of oral cavities and lower respiratory 
tracts in cases of aspiration pneumonia using the clone library analysis based on highly accurate 
16S rRNA gene sequencing. Twenty-two mechanically ventilated patients with aspiration pneumonia 
treated in University of Occupational and Environmental Health Japan were recruited. The changes of 
microbiota in the saliva were not clear. On the other hand, the proportion of anaerobes was 
significantly reduced during mechanical ventilation (before administration of antibiotics) in the 
tracheal aspirate. It is suggested that anaerobes in the lower respiratory tract were markedly 
reduced by mechanical ventilation including oxygen administration.

研究分野： 細菌叢解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
昨今、抗菌薬耐性菌の出現が世界的に問題となっており、抗菌薬の適正使用が求められている。今回の、遺伝子
工学的手法により新たに得られた結果を踏まえると、誤嚥性肺炎症例の下気道において、人工呼吸器管理中に嫌
気性菌が著減することを前提とした抗菌薬選択が必要であると考えられる。不適切な抗菌薬選択を減らすことが
期待でき、抗菌薬耐性菌の出現防止、誤嚥性肺炎症例の生存率改善、さらには医療費削減にも期待できる可能性
がある。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 

人工呼吸器関連肺炎(Ventilator associated pneumonia 以下 VAP)は、発症頻度、致死率
ともに比較的高い疾患の一つである。その起炎菌同定は培養法に依存しているが、嫌気性
菌や複数の口腔内細菌が関与していると考えられているため、培養法で起炎菌を同定する
ことは通常困難である。起炎菌の同定が困難であると患者の治療効果への影響だけでなく、
昨今世界的に問題となっている、薬剤耐性菌の出現を助長してしまう懸念がある。 

 
２． 研究の目的 

今回の研究は、VAP 症例の吸引痰および唾液を採取し、16S rRNA 遺伝子を用いた網羅的細
菌叢解析を行い、起炎菌の同定および起炎菌と口腔内の細菌叢との関連を明らかにするこ
とを目的として研究を開始した。 

 
３． 研究の方法 

産業医科大学病院で VAP と診断された症例を対象として研究を開始した。対象の唾液およ
び吸引痰をもちいて網羅的細菌叢解析を開始したところ、人工呼吸器管理開始直後および
抗菌薬投与直前の検体を解析出来た症例において、人工呼吸器管理開始直後は唾液と吸引
痰の細菌叢は類似していたが、抗菌薬開始直前においては、唾液は著変を認めなかったに
もかかわらず吸引痰に関しては嫌気性菌が著減しており細菌叢が大きく変化していた。そ
のため、ある一点の細菌叢の解析だけでなく、人工呼吸器管理開始直後(A)、抗菌薬開始
直前(B)および抗菌薬開始48-72時間後(C)に唾液および吸引痰を採取して細菌叢の経時的
変化を評価することとした。また、対象をより広義である誤嚥性肺炎とし解析を行った。
対象から得られた検体は DNA 抽出後に、細菌の 16S rRNA 遺伝子の Universal Primer を用
いてPCRを行った。PCR産物はTOPO TAクローニングキットを用いてクローニングを行い、
その中から無作為に選択した約 96 クローンの塩基配列を決定し、基準株との相同性検索
を行い、検体中の細菌叢を解析した。また、細菌叢の変化に関しては主成分分析を用いて
解析を行った。 
 

４． 研究成果 
(1) 誤嚥性肺炎の診断で人工呼吸器管理を行った22症例から得られた116検体中の細菌叢

の解析を行った。全体で 9753 個の細菌由来の 16SrRNA 遺伝子を解析し、118 種類の細
菌（属）が検出された。 

(2) 主成分分析を用いた唾液および吸引痰の細菌叢変化の結果を図 1 に示す。唾液に関し
ては経時的な変化は明らかではなかった。一方、吸引痰に関しては(A)から(B)にかけ
て PC1 軸のマイナス方向へシフトする傾向がみられた。PC1 および PC2 の固有ベクト
ル成分を確認したところ、PC1 のプラスの方へ偏性嫌気性菌の強い偏りを認めた(図
２)。吸引痰において(A)から(B)において嫌気性菌が減少した可能性が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

   
 

(3) 唾液および吸引痰において嫌気性菌の変化について解析を行った。それぞれの時点に
おける嫌気性菌の割合は、唾液(A); 25.5％ (421/1,650), (B); 24.7％ (456/1,843), 
and (C); 16.6 ％ (227/1,366), 吸引痰 (A); 12.3 ％  (206/1,678), (B); 3.9％ 
(74/1,880), and (C); 2.6％ (35/1,336)であった。唾液の(A)から(B)にかけて有意な
嫌気性菌の割合の変化はみられなかった(IRR: 0.97, 95% CI 0.85-1.12, p=0.76))。
一方、吸引痰に関しては(A)から(B)にかけて嫌気性菌の割合は有意に減少していた
(IRR: 0.34, 95% CI 0.26-0.45, p<0.001)。図 3 に個々の症例の(A)から(B)における
吸引痰中の嫌気性菌の割合の変化を示す。吸引痰における嫌気性菌の減少の程度は、 



(A)と(B)を採取するまでの時間 
に依存していた。(A)から(B)の 
採取時間が 2時間以内の場合は、 
有意な嫌気性菌の減少はみられ 
なかった(IRR: 1.23, 95% CI  
0.73-2.05, p=0.43)。ところが、 
(A)から(B)の採取時間が 3～10 
時間では(IRR: 0.22, 95% CI  
0.13-0.38, p<0.001)、11 時間 
以上では(IRR: 0.23, 95% CI  
0.15-0.35, p<0.001)と吸引痰 
(A)から(B)にかけて嫌気性菌は 
有意に減少していた(図 3)。 
                 

(4) 抗菌薬投与後の検体にどのような細菌が多く検出されるか評価を行った。抗菌薬投与
後の吸引痰(C)において、Enterobacter spp. [asbriae (99%), cloacae (98%)], 
Corynebacterium spp. [propincuum (99%), acoolens (99%)], Pseudomonas aeruginosa 
(99%), Klebsiella pneumoniae (99%), Staphylococcus aureus (99%), and 
Granulicatera adiacens (99%)が新たに最優先菌として検出された(%は基準株との相
同性を示す)。また、Escherichia coli (99%), Serratia marcescens (99%), and 
Stenotrophomonas maltophilia (99%)は、最優先菌ではないが抗菌薬投与後に新たに
割合が 20%以上に増加した。本研究で薬剤感受性については評価できていないが、こ
れらの菌は抗菌薬に耐性を持っていると推定された。 

(5) 本研究の結果、人工呼吸器管理を行った誤嚥性肺炎症例において、人工呼吸器管理
中(抗菌薬投与前)に下気道の嫌気性菌が著減するという結果が得られた。酸素投
与などの影響で下気道の嫌気性菌は死滅した可能性が考えられた。また、抗菌薬
投与後 48-72 時間の経過で抗菌薬に耐性を持つと推定される細菌の割合が増加し
ていた。これらの菌は初期治療が奏効しない場合に起炎菌として考慮されるべき
と考える。今回の、遺伝子工学的手法により新たに得られた結果を踏まえると、
誤嚥性肺炎症例の下気道において、人工呼吸器管理中に嫌気性菌が著減すること
を前提とした抗菌薬選択が必要であると考えられる。不適切な抗菌薬選択を減ら
すことが期待でき、抗菌薬耐性菌の出現防止、誤嚥性肺炎症例の生存率改善、さ
らには医療費削減にも期待できる可能性がある。不必要に広域スペクトラムの抗
菌薬投与を行うことは、世界的に問題となっている抗菌薬耐性菌の出現を助長す
る可能性があり、抗菌薬の適正使用が求められている。 
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