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研究成果の概要（和文）：ARDSは重篤な呼吸不全をきたし、死亡率は最大40%にもいたる致死的な疾患である。
その詳細なメカニズムは明らかになっておらず特異的治療はない。我々は次世代シークエンサーを用いて下気道
細菌叢を解明し、炎症や予後との関連を明らかにすることを目的とした。
本研究より、三つの結果を得た。第一に、肺胞洗浄液中の細菌数は肺胞障害のないコントロール患者と比較し
て、ARDS患者で増加していた。第二に、ARDS患者の中で病院死亡した患者群では細菌多様性が有意に低下してい
た。第三に、4菌種のバランスはARDS患者の院内死亡に関連していた。これらはARDS患者の下気道細菌叢が病態
形成に関与する可能性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：ARDS is a fatal disease that causes severe injury to alveolar epithelial 
cells and subsequent severe respiratory failure, which results in high mortality rates of up to 40%.
 Its onset mechanisms must be elucidated, and novel therapeutic methods must be developed. Our 
research aimed to clarify whether the lower respiratory tract (LRT) microbiota is associated with 
ARDS prognosis and the severity of systemic inflammation by using next-generation sequencing.
We found three new results in our research. First, the bacterial copy number in the bronchoalveolar 
lavage fluids was increased in patients with ARDS compared with that in the control. Second, the 
microbiota diversity was significantly lower in patients with ARDS who died during their hospital 
stay. Third, the quantitative balance among several characteristic bacteria, including 
Betaproteobacteria, Staphylococcus, Streptococcus and Enterobacteriaceae, may be involved in the 
ARDS pathogenesis.

研究分野：救急医学

キーワード： ARDS　細菌叢

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ARDSは重篤な呼吸不全をきたす致死的な疾患である。近年社会に重大な影響を与えているCOVID-19も重篤化した
場合はARDSをきたす。しかし、その発症や重篤化の詳細なメカニズムは明らかになっておらず特異的治療はな
い。我々は次世代シークエンサーを用いた下気道細菌叢に着目し、炎症や予後との関連を明らかにすることを目
的とした。
本研究より、予後不良なARDS患者では細菌多様性が有意に低下し、4菌種のバランスの不均衡が認められた。こ
れらはARDS患者の下気道細菌叢が病態形成に関与する可能性を示唆した。今後細菌叢に着目したメカニズムを究
明することで、病態解明の一助となる可能性がある。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 急性呼吸窮迫症候群 (acute respiratory distress syndrome, ARDS) は肺胞上皮細胞の強い
傷害とそれに引き続く肺の器質化により、重篤な呼吸不全状態となり死亡率が約 40%にも至る致
死的疾患である。集中治療室に入室する重症患者のうち約 10%が ARDS を有するとの報告もあり
(Bellani G et al. JAMA 2016)、救急・集中治療領域では最も重要な疾患の一つである。しか
し、その病態は未だ不明な点が多く、特異的な治療も存在しない。救命のためには、ARDS の病
態を解明すること、特異的な治療開発が重要となる。 
 
２．研究の目的 
 次世代シークエンサーを用いた網羅的解析は様々な臓器における微量細菌叢の同定を行う新
たな実験手法である。これにより、従来の培養方法では同定できない微量細菌を高感度に検出す
ることが可能になる。細菌叢の形成は免疫応答にも関与することが近年明らかになっており、間
質性肺炎や慢性閉塞性肺疾患の急性増悪における末梢気道細菌叢の関与が報告されている。し
かし、ARDS の病態形成における末梢気道細菌叢の意義についてはいまだ十分に検証されていな
い。そのため、網羅的解析手法を用いた細菌叢の同定によりその影響の評価が可能になると考え
られる。 
 我々のパイロット試験では ARDS 患者はそれぞれに異なる細菌叢を形成し、健康成人では認め
ない Bacteroides 属が検出されることや、Streptococcus 属の割合が死亡群で多いといった結果
が明らかになっている。それらの細菌はマクロファージや T 細胞を介した炎症性サイトカイン
産生に関与しているため、ARDS の病態形成・重症化に深く関与することが予想される。症例を
増やし検討することで、更なる細菌の関与を解明することができる。 
 そこで、申請者らは ARDS 患者の末梢気道細菌叢に着眼し、末梢気道細菌叢が肺胞上皮細胞に
与える免疫応答を分子学的視点から明らかにすることで、ARDS の病態解明および新規治療法開
発の基礎的検討を試みる。 
 
３．研究の方法 
A. 検体採取・データベースの構築 
 人工呼吸中の ARDS 患者に対して気管支肺胞洗浄を行った時点で、書面による同意を取得した
上で、血液、肺胞洗浄液(Bronchoalveolar fluid: BALF)を採取し、解析に用いるまで-80℃で凍
結保存した。保有しているデータベースに詳細な患者情報（基礎疾患、使用薬物、動脈血ガス分
析、血液マーカー、人工呼吸器日数、予後、生存期間など）を追加し、解析用に整えた。 
 
B. 次世代シークエンス法による末梢気道細菌叢の同定 
 肺胞洗浄液、肺胞上皮被覆液を用いて細菌のメタゲノム解析を行った。具体的な方法としては、
検体を遠心分離し沈殿物内の細菌を、ガラスビーズを用いて物理的に破砕することにより、細菌
の DNA を抽出した。細菌の 16S rRNA 遺伝子(16S rDNA)内には V1～V9 の超可変領域が存在し、
抽出した細菌の 16SrRNA 内の V3 または V6 領域を標的とし PCR を行い、核酸の増幅を行った。
それらのアンプリコンに、キットを用いて Ion PGM で次世代シークエンシングを行い、細菌の塩
基配列を決定した。得られた塩基配列を既存のデータベース（NCBI Taxonomy DB, Genbank）と
照合し、検体中の細菌叢を解析する。また、同時に肺胞洗浄液中の細菌量を real-time PCR によ
り定量的に評価し細菌叢における各細菌の絶対量を決定した。これら次世代シークエンス法を
用いたメタゲノム解析は, 京都府立医科大学感染病態学（中屋隆明教授）と共同で研究を進め
た。 
 
C. 臨床検体の炎症性サイトカインの測定 
 A と同一臨床検体（血液と肺胞洗浄液）中の、ARDS の予後と関連する報告のある炎症性サイト
カイン（IL-6 と 8）、肺胞障害マーカー（RAGE）、血管内皮障害マーカー（Ang2）濃度を、ELISA
法を用いて測定し、各検体における炎症、線維化、凝固能異常の評価を行った。続いて次世代シ
ークエンサーによって解析した細菌叢の菌種や量と炎症性サイトカイン濃度との関連を解析し
た。 
 
D. ARDS 重症化における微量細菌叢の相関解析と重症度、治療反応性、生命予後との相関検証 
 ARDS の診断、重症度、治療反応性、生命予後とメタゲノム解析による細菌叢ならびに炎症性
サイトカインとの関連を検討した。 
 
４．研究成果 
 ARDS 患者 40 例と ARDS を呈していないコントロール 7 例の臨床検体を用いて解析を行った。
ARDS 患者のうち、院内生存は 24 例であった。 



 
 BALF 検体を用いた次世代シークエンス
結果を図 1 に示す。ARDS 生存群では死亡
群と比較して、細菌の多様性が認められた
（図 1A）。細菌叢構造の相同性を UniFrac 
distance を用いて評価したが、一部の死
亡群を除いて大きな違いは認めなかった
（図 1B）。細菌の多様性を評価するために
Shannon indexを用いて各群を比較したと
ころ、ARDS 患者ではコントロール群と比
較して有意に Shannon index が低下した
（P = 0.031）。 
 
 次に、BAFL 中の細菌量の定量化を行っ
た。BALF 中の細菌絶対量は ARDS 患者群で
はコントロール群と比較し有意ではない
が多かった（3.83 × 106 vs. 1.01 × 105 
copies/mL, P = 0.06）（図 2A）。また、ARDS
患者において炎症性サイトカイン（IL-6
と 8）、肺胞障害マーカー（RAGE）、血管内
皮障害マーカー（Ang2）を評価したところ、
IL-6 が ARDS 死亡群で有意に高く（P = 0.026）
（図 2B）、後の解析は IL-6 との相関を検討するこ
ととした。 
 
 ARDS 患者の BALF 中の細菌絶対量が増えていた
ことから、IL-6 との相関を検討したところ、死亡
群で BALF中の細菌絶対量と IL-6が有意に相関し
た（r = 0.615, P <0.05）。 
 
 メタゲノム解析の結果と BALF 中の細菌絶対量
の結果から、綱および属レベルでの菌の絶対量を
算出し、IL-6 との相関を検討した。ARDS 死亡群で
は、Betaproteobacteria は IL-6 と負の相関があ
り（r = -0.712, P <0.01）、Staphylococcus, 
Streptococcus, EnterobacteriaceaeはIL-6と正
の相関を認めた（r = 0.597, P <0.05; r = 0.604, P <0.05; r = 0.586, P <0.05）（図 3A, D）。
さらに、Betaproteobacteria の絶対量は死亡群で有意に少なく（P = 0.011）（図 3B）、割合も死
亡群で少なく（p = 0.019）（図 3C）、Betaproteobacteria と Staphylococcus, Streptococcus, 
Enterobacteriaceae いずれかの割合の最大値は死亡群で有意に低かった（P = 0.006）（図 3F）。
この割合の最大値を用いてコックス比例ハザードモデルによりハザード比を算出したところ、
有意に死亡率と関連した（ハザード比 0.953, 95%信頼区間 0.851-0.994, P = 0.006）（図 3G）。 

 



 結論としては、第一に、肺胞洗浄液中の細菌数はコントロール患者と比較して、ARDS 患者で
増加していた。第二に、ARDS 患者の死亡群では細菌多様性が有意に低下していた。第三に、細
菌のバランスは ARDS 患者の院内死亡に関連していた。以上より、本研究は ARDS 患者の下気道細
菌叢が病態形成に関与する可能性を明らかにした。また、ARDS の病態形成の機序をさらに解明
する足がかりになると考えられる。 
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