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研究成果の概要（和文）：視神経炎14例、ぶどう膜炎55例、緑内障80例、ドライアイ70例、健常者80例から、糞
便・唾液・結膜嚢洗浄液を採取し、DNA抽出を行い、次世代シークエンスを実施した。その後OTU (Operational 
taxonomic unit)解析によるグループ化、更に類似度検索を行った。各疾患群と健常者群との間で細菌叢の
UniFrac解析を行った。その結果視神経炎では腸内細菌3例、ぶどう膜炎では腸内細菌18例、口腔内細菌11例、結
膜嚢細菌6例が、緑内障では腸内細菌12例、口腔内細菌11例、結膜嚢細菌6例が、 ドライアイでは腸内細菌12
例、口腔内細菌10例、結膜嚢細菌13例がそれぞれ同定された。

研究成果の概要（英文）：Feces, saliva, and conjunctival sac lavage fluid were collected from 14 
cases of optic neuritis, 55 cases of uveitis, 80 cases of glaucoma, 70 cases of dry eye, and 80 
cases of healthy subjects, DNA was extracted, and a next-generation sequence was performed. After 
that, grouping by OTU (Operational taxonomic unit) analysis and similarity search were performed. 
UniFrac analysis of the bacterial flora was performed between each disease group and the healthy 
subject group. As a result, 3 cases of enterobacteria were identified for optic neuritis. In 
uveitis, 18 cases of gut bacteria, 11 cases of oral bacteria, and 6 cases of conjunctival sac 
bacteria were identified. In glaucoma, 12 cases of gut bacteria, 11 cases of oral bacteria, and 6 
cases of conjunctival sac bacteria were identified. In dry eye, 12 cases of gut bacteria, 10 cases 
of oral bacteria, and 13 cases of conjunctival sac bacteria were identified.

研究分野：眼科学

キーワード： 次世代シークエンサー　細菌叢　自己免疫性眼疾患　緑内障　ドライアイ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　腸内・口腔内・結膜嚢細菌叢の変化が病態に関わっていると予想される眼疾患としては自己免疫性眼疾患（視
神経炎、ぶどう膜炎）、緑内障、ドライアイが挙げられる。次世代シークエンサーを用いて腸内・口腔内・結膜
嚢細菌叢の変化を同時に解析した結果、失明に直結する自己免疫性眼疾患、ならびに眼科のcommon diseaseであ
り、市場規模が極めて大きい緑内障やドライアイの発症・悪化にこれら細菌叢の変化が関与している可能性が見
いだされた。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 次世代シークエンサーの登場により、個々の細菌の全ゲノムを解析するのみならず、従来のシ
ークエンサーでは困難であった、難培養細菌も含めた細菌叢全体の機能を解析する Microbiome
研究が可能となった。特に糞便等を用いたMicrobiome研究は内科領域で早期に開始され、炎症
性腸疾患(Inflammatory Bowel Disease, IBD)をはじめとする全身性自己免疫異常の患者におい
て、腸内細菌叢のプロファイルが正常人と大きく異なっていていることが判明している。全身性
自己免疫異常の発症に関しては、複数のゲノム関連解析(GWAS)において、疾患感受性遺伝子と
疾患の発症リスクとの間の相関が想定よりも低いことが判明しており (Wahren-Herlenius M 
and Dorner T, Lancet 2013)、翻ってMicrobiomeに代表される環境因子が疾患感受性遺伝子と
共に存在することが発症に大きく関わっていることが判明した(Hygiene 仮説、Okada H, et al. 
Clin Exp Immunol 2010)。このように腸内炎症性疾患への関与をその端緒とした正常腸内細菌
叢Microbiome研究により、正常腸内細菌層の破綻が肥満、糖尿病、さらには自己免疫疾患、神
経変性疾患などの様々な疾病発症に関与している可能性が現在までに報告されている (Shen S, 
et al. Clin. Transl. Immunol. 2016および Boulangé CL, et al. Genome Med. 2016)。  
一方で眼科領域においても、視神経炎の原因となる多発性硬化症や視神経脊髄炎、またぶどう
膜炎などの自己免疫疾患の発症に腸内細菌叢が関与している可能性が指摘されている 
(Tremlett H, et al. Ann. Neurol. 2017)。また腸内細菌叢以外においても、口腔内細菌叢の破綻
が引き起こす慢性炎症が、神経変性疾患の側面を持つ緑内障発症・進行に関与している可能性が
報告されている(Astafurov K, et al. Oral Microbiome Link to Neurodegeneration in Glaucoma. 
2014)。しかしこれらの研究は充分な症例数や条件で検討されているとは言い難い。更に眼表面
も常在細菌を有しているが、次世代シークエンサーによる解析により、眼表面も多様な常在細菌
叢を有しており(Willcox MDP. Exp. Eye Res.; 2013)、腸内と同様に自然免疫機能などの恒常性
維持のための機能を持っている可能性が指摘されている。このようにこれまで断片的になされ
てきた研究により、腸内・口腔内・結膜嚢細菌叢の変化が病態に関わっていると予想される眼疾
患としては自己免疫性眼疾患（視神経炎、ぶどう膜炎）、緑内障、ドライアイが挙げられる。次
世代シークエンサーを用いて腸内・口腔内・結膜嚢細菌叢の変化を同時に解析することで、失明
に直結する自己免疫性眼疾患、ならびに眼科の common diseaseであり、市場規模が極めて大き
い緑内障やドライアイの発症・悪化にこれら細菌叢の変化が関与していることが見いだされれ
ば、細菌叢を制御することでこれら疾患の発症・悪化を防止することが可能になると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は次世代シークエンサーを用いた常在細菌叢解析により、腸内・口腔内・結膜嚢細 菌
叢の変化が特定の眼疾患の有病率や悪化・進行などに与える影響を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では自己免疫性眼疾患(視神経炎、ぶどう膜炎)、緑内障、ドライアイを有する患者を主
な対象とし（視神経炎 20 例、ぶどう膜炎 80 例、緑内障 80例、ドライアイ 80例）、それぞれの
腸内・口腔内・結膜嚢細菌叢と疾患の関連について解析を行う。20 歳以上を対象とし、性別は
問わない。またコントロールとして健常者 80 例のサンプルも採取し、解析を行うこととした。 
 菌種 DNA 解析法としては比較的簡便に行え、かつ定量性が高い既報の方法(Kim SW,et al. DNA 
Res 2013)を用いて行う。自己免疫性眼疾患（視神経炎、またはぶどう膜炎）・緑内障・ドライア
イのいずれかと診断された患者と健常者の糞便・唾液・結膜嚢洗浄液から DNA を抽出し、洗浄・
乾燥させた後 TE 溶液に溶解する。次に 16S rRNA 遺伝子の V1-V2 可変領域を、バーコード配列
を組み込んだプライマーを用いた PCR で増幅させた後、アガロースゲル電気泳動を行い、370bp
付近の増幅産物を専用キットでビーズ化して精製し、これを用いて次世代シークエンスを行う。
シークエンス後のデータ(16S reads)より精度が低いもの、キメラ配列が疑われるものは除外し
てから OTU (Operational taxonomic unit、系統樹を描く際の操作上の生物種単位) 解析による
グループ化を行い、公共 16S データベースを用いて類似度検索を行い、各サンプルでの細菌の組
成を決定する。その後自己免疫性眼疾患群と健常者群の細菌叢の UniFrac 解析を行い、両群の構
成細菌の相違度を解析する。更に両群の 16S reads をクラスタリングし、各 OTU の reads 数を
比較することで、自己免疫性眼疾患群に特徴的な菌種の同定を行う。また得られたシークエンス
データから BLAST 解析によりヒトリファレンス配列を除去し、既報(Noguchi H et al. DNA Res 
2008)にある MetaGeneAnnotator を用いてメタゲノム解析を行うことで、疾患特異的な細菌遺伝
子の同定を行う。尚、結膜嚢採取物に関しては、病原微生物が結果に影響を及ぼす可能性がある
ため、眼科領域で病原微生物の包括的解析に用いられている Multiplex PCR を用いて、常在菌で
はない病原微生物が検出された検体は解析対象から外す。 
 
４．研究成果 
 研究参加への同意が得られた視神経炎 14例、ぶどう膜炎 55例、緑内障（正常眼圧型）80 例、



ドライアイ（BUT 短縮型）70 例、および健常者 80例から、糞便・唾液・結膜嚢洗浄液を採取し、
Kim SW らの方法(DNA Res 2013)を用いて DNA 抽出を行い、次世代シークエンスを実施した。結
膜嚢洗浄液については、抽出 DNA を用いて Multiplex PCR を行い、病原微生物の存在が疑われた
症例は解析から外した(8例)。その後 OTU (Operational taxonomic unit)解析によるグループ 
化を行い、公共データベースを用いた類似度検索を行って各症例サンプルでの細菌組成を決定
した。各疾患群それぞれと健常者群との間で細菌叢の UniFrac 解析を行った。その結果ぶどう膜
炎、緑内障、ドライアイ群それぞれで、健常者群とは異なる細菌組成が見い出された。更に得ら
れたシークエンスデータから BLAST 解析を用いてヒトリファレンス配列を除去し、Noguchi H ら
の方法(DNA Res 2008)を用いてメタゲノム解析を行った。その結果疾患毎に以下の数の細菌が
疾患特異的細菌の候補として同定された。即ち、視神経炎では腸内細菌 3例、ぶどう膜炎では腸
内細菌 18例、口腔内細菌 11 例、結膜嚢細菌 6例が、緑内障では腸内細菌 12例、口腔内細菌 11
例、結膜嚢細菌 6例が、 ドライアイでは腸内細菌 12例、口腔内細菌 10 例、結膜嚢細菌 13例が
それぞれ同定された。 
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