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研究成果の概要（和文）： 

 我々は独自に細菌ならびに真菌の 16S rRNAの 8つの共通塩基配列部にユニバーサルプライマ

ーを設定し、真核生物由来（酵母、タバコ）Taq polymerase を使用したところ、偽陽性のない

検出感度の高い細菌由来 DNA の検出系を確立した。これまで 86 例の妊娠 32週未満早産例に対

して羊水穿刺を行なったところ、Ureaplasma、一般細菌ともに陽性（14例）、Ureaplasmaのみ

陽性（5例）、一般細菌陽性（13 例）と感染率は 37.2％（32/86）と高率であった。また、Ureaplasma

と一般細菌とも陽性例では、絨毛膜羊膜炎が 64.3％、羊水中 IL-8 が 129.5 ng/ml と異常高値

を示し、児が出生後の慢性肺疾患が 38.5％と感染（－）群の値（5.6％）に比し、有意に高率

であった。さらに Ureaplasma、一般細菌陽性例では分娩までの期間が有意（P=0.025）に短期

間であった。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 We have established a novel method to detect bacterial, Mycoplasma, Ureaplasma and fungi 
in the amniotic fluid using eukaryote-made Taq polymerase. Using this system, we have 
evaluated the bacterial infection in amniotic fluid of 86 preterm labor cases.  
Surprisingly, we have detected double infection with bacterial Ureaplasma in 13 case, 
Ureaplasma infection cases in 5 cases, bacterial infection cases in 13 cases, and 
infection rate in preterm labor cases accounted for 37.2%. In double infection cases, 
amniotic fluid IL-8 was very high (mean: 129.5ng/ml), and frequency of chronic lung 
disease was also very high (38.5%) compared to those in non-infected cases (5.6%). The 
duration from the amniocentasis to delivery in double infection cases was significantly 
shorter than that in no infection cases.  
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70％に絨毛膜羊膜炎が合併しており、約 30％
に病原微生物が検出されている。しかし、感
染例と非感染例が混在しているため、切迫早
産例に対しての抗菌薬使用は早産を減少さ
せないと Cochrane Review で記載されてい
る。感染例か非感染例を見極めるために羊水
穿刺を行ない、細胞培養検査が行なわれるが、
通常 1 週間を要し、結果が判明した時点で早
産となっている症例も多く、臨床医は迅速な
検査法を切望している。細菌の DNA の保存
された共通配列部分を増幅するPCR法では、
増幅に使用する Taq polymerase が細菌由来
であるため、微量の細菌由来 DNA を PCR 法
で増幅してしまい、偽陽性になるという問題
点があった。 

 
２．研究の目的 
 羊水中の細菌、真菌感染を PCR 法にて迅
速に検出することを目的に、偽陽性のない新
たな PCR 法を確立するとともに、切迫早産
例の PCR 陽性例の早産予後について検討す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 Taq polymerase遺伝子を酵母ならびにタバ
コ細胞に導入し、真核細胞由来 Taq 
polymeraseを精製した。羊水 1mlより DNA 抽
出キットを用いた DNA を抽出し、第 1段階の
PCRでは細菌由来 16S rRNAの共通部分のプラ
イマーを用い真核生物由来 Taq polymerase
を使用し増幅を行なった。第 2段階の PCR で
は一般細菌、Ureaplasma、Mycoplasmaを対象
としたプライマーをそれぞれに添加し、
nested PCR法を行なった。また羊水は通常の
細菌培養検査に提出した。羊水中の IL-8値
は ELISA で測定した。羊水穿刺例に対しては
文書で同意を得、本研究については富山大学
倫理審査で承認を受けた。 
 
４．研究成果 
(1) 市販の Taq polymerase では DNAse を添
加しても、完全に細菌由来 DNAは除去できず、
細菌（－）の状態でも偽陽性となったが、酵
母由来 Taq polymerase、タバコ由来 Taq 
polymeraseを添加した PCR法では偽陽性は消
失し、かつ微量の細菌由来 DNAを増幅するこ
とができた。 
(2) 臨床検体（血液）を用いて、通常の培養
方法と PCR法との一致率を検討した。一般細
菌検査（310 例）で、PCR 法陽性例が 79 例、
一般細菌培養陽性が 66 例であり、両者陽性
が 58 例、PCR 法のみ陽性が 21 例（うち 9 例
が抗菌薬使用）、一般細菌のみ陽性 8 例（全
例１コロニーしか検出できず）という結果で

あり、一致率が高かった。真菌検出（313 例）
では PCR 法陽性が 6 例、一般培養陽性 5 例、
両者陽性が 4例、PCR法のみ陽性 2例（Candida 
albicans）、一般培養のみ陽性 1 例と一致率
が高かった。Mycoplasma 検出（297 例）では
PCR法陽性 34例、培養陽性 6例、両者陽性 5
例、PCR 法のみ陽性 29例、培養のみ陽性 1 例
であり、PCR 法での検出率が高かった。同様
に Ureaplasma の検出（297 例）においても
PCR 法陽性 44 例、培養陽性 21 例、両者陽性
20 例、PCR 法のみ陽性 24例、培養のみ陽性 1
例であり、PCR法での検出率が高かった。 
(3) 妊娠 32 週未満の切迫早産例に対して羊
水穿刺を行ない、羊水中の病原微生物につき
検討をした（表１）。 
 
羊水を臨床検査部に提出してから平均 4時間
で結果が判明した。Ureaplasmaと一般細菌と
も陽性例が 14 例、Ureaplasma のみ陽性が 5
例、一般細菌のみ陽性が 13 例で、感染率は
37.2％（32/86）と高率であった。子宮内の
炎症を反映する羊水中 IL-8 値は Ureaplasma

と一般細菌がともに陽性例では、129.5ng/ml
と非感染例（4.2ng/ml）に比し有意に高値で
あり、非常に強い炎症が存在することが判明
した。出生後の胎盤での病理検査で判明した
絨毛膜羊膜炎は Ureaplasamaと一般細菌の共
感染ならびに Ureaplasma 感染例で 60～
64.3％と高率であった。一方、羊水中の
glucose や白血球数には差を認めなかった。
出生後の児の慢性肺疾患は胎児炎症反応症
候群の一つの徴候ではあるが、Ureaplasmaと
一般細菌の Double infection 例では 38.5％
と非感染例に比し有意に高率であった。 
(4) 羊水穿刺から分娩までの期間を４群間
で比較した（図 1）。その結果、Ureaplasma
と一般細菌の Double infection 例では有意
に妊娠延長期間が短いことが判った。 



(5) 考察 
真核生物由来 Taq polymerase を用いるこ

とにより迅速（3～4時間以内）に、感染の有
無を同定できるシステムを確立し、切迫早産
に応用した。その結果、37.2％という予想を
上回る羊水感染が同定された。羊水穿刺は侵
襲を伴う検査ではあるが、感染の有無を確認
できる大きなメリットがあると考えられた。
一般細菌陽性例には CMZを経静脈的に投与し、
Ureaplasma 陽性例には EM を経静脈的に投与
した。一般細菌のみ陽性例では羊水穿刺から
分娩までの期間が非感染例と全く同じであ
ったことより、抗菌薬の有用性が考えられる
かもしれない。一方、Ureaplasma 陽性例では
明らかに妊娠期間の短縮を認めたため、治療
に用いたエリスロマイシンの効果が不十分
であった可能性がある。アジスロマイシンの
有効性が、動物実験で示されたため、今後は
アジスロマイシンの投与が有効かどうかを
検討したいと考えている。 
 今回、迅速に羊水感染を検出する方法を確
立したので、今後、多施設研究で羊水感染陽
性例に対する抗菌薬の有用性につき研究を
進めたいと考えている。 
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