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研究成果の概要（和文）： 本研究では、各種皮膚疾患における培養困難微生物を含む微生物叢

の網羅的プロファリングを最終目的として、皮膚病変からのサンプリング法、培養による解析

法、微生物ゲノム抽出法の検討を行った。サンプリング法としては swab-wash 法が適してい

ることが判明し、また培養法については至適な培養条件が見つかった。しかし微生物ゲノム抽

出法については、各種皮膚微生物から網羅的に抽出する手法を見出すことができなかった。副

次的な成果として、アトピー性皮膚炎の皮膚局所の評価法として、テープストリッピング法に

よるサンプルを用いた角層中 TARC の測定が有用であることが示された。 

 
研究成果の概要（英文）： In order to investigate comprehensive profiles of microbiota 

including unculturable microorganisms in various skin diseases, we examined sampling 

method from the skin lesions, culture conditions to grow microorganisms from the samples, 

and extraction method of microbial genomes from the samples. Swab-wash method was 

found to be suitable for sampling, and optimal culture conditions for culture analysis were 

discovered. However, we could not find extraction method for microbial genome of various 

skin microorganisms. As a secondary accomplishment, measurement of TARC level in 

stratum corneum in the tape-stripped skin samples is revealed to be useful to evaluate 

severity of skin lesion in atopic dermatitis patients. 
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１．研究開始当初の背景 

 

アトピー性皮膚炎や尋常性ざ瘡（にきび）

などの皮膚の common disease において、皮
膚の常在細菌叢は病態に重要な役割を果た
すと考えられている。しかし培地や培養条件
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に依存する培養法の技術的な制約から、これ
まで皮表に存在する細菌については培養の
可能なものについてしか解明されておらず、
その全体像すら明らかになっているとはい
えなかった。 

研究代表者は理化学研究所バイオリソー
スセンター微生物材料開発室との共同研究
にて、細菌 16S rRNA 遺伝子を用いた細菌叢
の DNA プロファイリング法を習得し、これ
を独自に開発した swab-wash 式皮表細菌採
取法と組み合わせて皮膚細菌叢に応用した。
その結果、培養困難なために従来の培養法で
は検出されなかった多くの細菌（既知種およ
び未同定細菌）が皮膚に存在することが明ら
かになった。 

研究代表者はさらにこの結果を、5 名の健
常人の常在細菌叢から構築した16Sr RNA遺
伝子クローンライブラリの解析（Dekio et al., 

2005）として報告したが、この論文において、
健常人顔面皮膚上に想像を超える多様な細
菌種の存在が示唆され、まだ皮膚細菌叢に同
定されたことのない 9 種の既知種と 13 種の
未同定細菌が見出された。この結果は、その
後他のグループによって報告された健常人
前腕皮膚における同様の手法を用いた解析
と同様であった（Gao et al., 2007）。 

ターミナル RFLP 法は、蛍光標識をつけた
プライマーを使用して PCR を行い、さらに
制限酵素処理することにより、特定の遺伝子
の混合物に含まれる遺伝子断端をピークパ
ターンとして検出する手法である。これを用
いると、複雑な細菌叢に含まれる細菌種を
16Sr RNA 遺伝子の蛍光断片として簡便に可
視化することができる。この手法を用いると、
従来の培養法で容易に分離培養できなかっ
た細菌種を含む細菌叢を解析することが可
能である。研究代表者は、この細菌叢の網羅
的可視化技術を応用して、前段の結果を踏ま
え、アトピー性皮膚炎患者と健常人の顔面皮
膚細菌叢の比較（Dekio et al., 2007）を行っ
た。 

これにより、患者と健常人では培養困難な
細菌を含めた細菌構成の全体像が大きく異
なっていることが判明した。すなわち健常人
皮膚には「善玉菌」である分離培養困難な
Dietzia maris が高頻度に存在し、またアト
ピー性皮膚炎患者皮膚には「悪玉菌」である
分 離 培 養 困 難 な Stenotrophomonas 
maltophilia が高頻度に存在していた。これ
らの常在細菌種が病態にどのように関わっ
ているかは未だ明らかではないが、今後生体
における何らかの役割が解明されることが
期待される。 

また研究代表者は、この細菌叢の網羅的可
視化技術（ターミナル RFLP 法）を、手掌足
底 に 出 現 す る 稀 な 皮 膚 疾 患 で あ る
circumscribed palmar hypokeratosis の病態

解明に応用することを試みた。本疾患は特に
誘因なく表皮の一部が欠損した部位が生じ
るのが特徴であるが、培養法にて細菌・真菌
ともに検出されないことが知られている。難
培養難分離の細菌を含めた検出が可能なこ
の網羅的可視化技術を適用したところ、病変
部と近傍の非病変部ともに細菌叢は類似し
たパターンを示した(Ishiko et al., 2007)。そ
の結果、病態において難培養難分離の細菌を
含め細菌叢の関与は考えにくいことが判明
した。今後この手法を用いて、病態がはっき
りしない皮膚疾患について解明を進めるこ
とが可能になると考えられる。 

 

２．研究の目的 

 

研究目的： 各種皮膚疾患における培養困
難微生物を含む微生物叢の網羅的解析 

皮膚科領域には臨床的に微生物の強い関
与が疑われるにもかかわらず、培養法による
解析では病態が明らかにならなかった疾患
がいくつも存在する。本研究では、非培養的
な分子生物学的解析法が試されていない各
種皮膚疾患を対象として、難培養難分離の細
菌を含めた微生物叢の解析をすることを目
的とした。さらに、網羅解析により各種皮膚
疾患における「善玉菌」「悪玉菌」の候補を
挙げることを目指した。 

 

３．研究の方法 

 

本研究においては、常在微生物の関与が臨
床的に疑われる各種皮膚疾患のサンプルそ
れぞれについて、培養法・分子生物学的手法
を組み合わせて解析を行うことを目指して
いる。 

当初本研究は慶應義塾大学医学部で遂行
される計画であったが、研究代表者の転勤に
より平成２０年４月より島根大学医学部で
遂行されることとなった。そのため慶應義塾
大学において使用していた研究設備が使用
できないこととなり、まず島根大学医学部に
研究設備の立ち上げを行った。 

具体的にはまず、ヒト皮膚の常在好気性細
菌・常在嫌気性細菌・常在真菌を培養法によ
り網羅的に解析するための島根大学医学部
にない嫌気培養器などの器具の購入と設定
を行い、さらに培養法による解析のための培
地の選択と購入・試験解析を行った。さらに
最適化された培養法のプロトコールを用い
て、実際の検体について定量的な培養法によ
る解析を開始した。また、分子生物学的解析
を行うためのサンプルの蓄積を行った。 

次に、分子生物学的解析に必要なサンプル
破砕法の検討を行った。近年のメタゲノム解
析の流れを受け、できるだけゲノム DNA の
損傷が少なくメタゲノム解析にも応用可能



 

 

な破砕法を検討した。従来利用されている破
砕法の中から、試薬・酵素のみを利用し DNA

損傷が少なくて済む数種類の手法を選び、こ
れらを組み合わせることにより細菌・真菌の
細胞壁が等しく破砕されることを目指した。
具体的には、皮膚から分離した微生物株の懸
濁液を用いて、ボイル法、液体窒素を用いた
凍結融解法、NaOH・リゾチーム・SDS・プ
ロテアーゼを用いた各種細胞壁融解法、これ
らの組み合わせ法により抽出された DNA を
定量した。 

また、皮表のサンプリング法検討の過程で、
アトピー性皮膚炎患者皮膚よりテープスト
リッピング法によりサンプル採取を行い、並
行して重症度スコアリングを行った。このサ
ンプルを用い、角層サイトカインの検出に関
連した共同研究を行った。 

 
４．研究成果 
 
(1) ヒト皮膚の常在好気性細菌・常在嫌気性
細菌・常在真菌を培養法により定量的・網羅
的に解析するプロトコールの最適化 

 試行錯誤の結果、ヒト皮膚を Swab-wash

法にてサンプリングし解析する場合、希釈系
列にて 103・104・105 を作成し、各 50μl ず
つを摂取するのが適切と考えられた。また、
使用する培地として、常在好気性細菌・常在
嫌気性細菌についてはウマ血液添加 TS 培地
を使用し、常在真菌についてはクロモアガー
カンジダ/マラセチア培地を用いるのが最適
と判断した。 

 

(2) 分子生物学的解析に必要なサンプル破砕
法の検討 

各種の細胞壁破砕法の組み合わせを試し、
それぞれの微生物のいずれもが効果的に破
砕される手法を探したが、残念ながらこのよ
うな手法は頻用されている手法の組み合わ
せでは不可能であることが判明した。しかし、
Snailase などの入手の難しい酵素を使用す
ることで目的を達成できる可能性が示され
た。 

 

(3) テープストリッピング法により採取した
サンプルを用いた共同研究 

 61 名のアトピー性皮膚炎患者から採取し
たサンプルにおいて、蛍光抗体法により角層
中TARCを測定した。その結果、角層中TARC

は ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 臨 床 ス コ ア
（SCORAD）と強い相関がみられ、新規の皮
疹重症度定量法として有用であることが証
明された。この共同研究においては、本研究
において副次的に得られたサンプルの提供
を行った。 
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