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研究成果の概要（和文）：急性中耳炎、副鼻腔炎患児(aNW)と、正常児(hNW)の鼻咽腔細菌叢に対しサンガー法を用いた
クローンライブラリを作成し、群集解析を行った。
hNWでは、小児急性中耳炎３大起炎菌とは異なる、Dolosigranulum pigrumおよびCorynebacterium propinquumの２つの
優勢菌が存在した。3ヶ月以内の抗菌薬暴露があった鼻咽腔細菌叢(aNW)の主成分分析により、Hi, Mc, Spnを固有ベク
トルにもつ3群に分かれることが示され、McおよびHiが併存して優勢種となる、移行帯というべき集団が見られた。aNW
とhNWの鼻咽腔細菌叢は明らかにその構成要素が異なると考えられた。

研究成果の概要（英文）：We conducted a culture-independent molecular analysis, i.e., the population 
analysis, on 22 nasal washes of infants with AOM and 9 nasal washes of healthy infants.
The principal component analysis revealed that two commensal bacteria, Dolosigranulum-pigrum and 
Corynebacterium-propinquum, were major microbiota in nasal washes of healthy infants. On the other hand, 
nasopharyngeal microbiota of infants with AOM were characterized by 3 major pathogenic bacteria, 
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, and Streptococcus pneumoniae.
Population analysis with PCA and UPGMA of microbiota in infants with AOM revealed the clear and 
significant difference from healthy infants. Diverse pathogenic microbiota of nasal washes in healthy and 
AOM infants by the concurrent analysis indicated dynamic transition of microbiota from harmless 
commensals in healthy state to pathogenic microbiota in the nasopharynx in AOM.

研究分野： 感染症
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１．研究開始当初の背景 
健常児においては、生後まもなく鼻咽腔に

ビリダンス連鎖球菌などの病原性を持たな

い常在細菌叢が形成される。その後、生後 1

歳までに上気道感染症の主な起炎菌である

肺炎球菌(Streptococcus pneumoniae; Sp)、

インフルエンザ菌(Haemophilus influenzae; 

Hi)、モラクセラ・カタラーリス(Moraxella 

catarrhalis; Mc)が鼻咽腔細菌叢に加わる。こ

れらの細菌に対して、宿主においては、鼻咽

腔の粘液線毛系あるいは粘膜免疫応答など

の局所感染防御機構が発達・成熟していく。

細菌が鼻咽腔に定着すると、宿主は細菌表面

に存在する種々の抗原の刺激を受け、細菌に

対する免疫メモリーが獲得される。鼻咽腔で

は、生後早期より形成された細菌叢が、宿主

の防御機構と反応しながら、粘膜上皮での定

着・増殖・消失をダイナミックに繰り返して

いる。 
２．研究の目的 
本研究では、鼻咽腔細菌叢のダイナミズム

を検討する目的で、健常児鼻汁、急性中耳炎

患児の鼻汁検体に対し、細菌特異的な

16SrRNA に基づいた群集解析を行った。細

菌叢を網羅的に解析し、菌種分布推定、半定

量的菌量分布を評価し、 

① 健常な鼻咽腔細菌叢の把握と肺炎

球菌ワクチン接種による影響 

② 上気道感染後の鼻咽腔細菌叢の把

握と健常状態との比較 

③ 同一症例における抗菌薬投与前後

の鼻咽腔細菌叢の変化 
について検討を加えた。 
３．研究の方法 
① 症例および検体採取 

2012 年 1 月から 12 月に日高総合病院ワクチ

ン外来を受診した 2 ヶ月齢から 2 歳齢の健常

児 12 名を対象に、７価肺炎球菌結合型ワク

チン(7-valent pneumococcal conjugate 

vaccine: PCV7)接種前、および 3 回接種後に、

鼻汁検体を無菌的に採取した(健常児鼻汁群; 

healthy nasal wash: hNW)。また、耳鼻咽喉

科を受診した反復性中耳炎患児 53 名（1 歳か

ら 4 歳）より鼻汁(抗菌薬暴露後鼻汁群; 

antibiotics exposed nasal wash: aNW)を採

取した。細菌培養検査を行った後、残余検体を

用いて DNA を抽出し鼻咽腔細菌叢の群集解

析に用いた。 

培養された優勢菌のうち、Sp, Hi, Mc は継代

培養にて、薬剤感受性検査を行った後、スキ

ムミルク下に-８０℃で分離菌保存とした。 

 

②クローンライブラリ法による群集解析 

(1)で得られた鼻汁および中耳貯留液から DNA

を抽出し、ユニバーサルプライマーとして、

E341F, E907Rを使用して PCR増幅産物を得た。

TOPO TA cloning kit for sequencingを用いて形

質転換し、96 クローンを釣菌してクローンライブ

ラリを作成した。M13プライマーセットで PCR増

幅した後、Big Dye Terminator Cycle Sequencing 

Kit v3.1で反応を行い、サンガー法で配列解析

を行った。公開されている基準種のみのデータ

ベースと、相同性解析を BLASTで行い菌種を

推定した。 

 

Ⅲ．結果 

 

群集解析結果は、１症例につき最高９６クローン

について、菌種とそれぞれのクローン数分布を

持つ集団として示した。ワクチン接種および抗菌

薬投与による影響は、菌種とクローン数をヒスト

グラムで、菌数を折れ線グラフで示し比較した。

また個々の症例は群集の構成要素の特徴に基

づき、主成分分析を用いて２次元散布図上に

プロットされた。また主座標分析を用いて集

団構成に有意差が生じるかを評価した。 

(1) PCV7 接種前後の健常児鼻咽腔細菌叢の

変化 

hNW では、小児急性中耳炎３大起炎菌とは

異なる、Dolosigranulum pigrum および

Corynebacterium propinquum の２つの優



勢菌が存在することが明らかになった。

PCV7 接種前（2 ヶ月齢）と接種後（8 ヶ月

齢）で常在菌叢はワクチン接種の影響を受け

なかった。 

 

(2) 抗菌薬暴露後患児の鼻咽腔細菌叢、主成

分分析 

3 ヶ月以内に一度以上抗菌薬暴露があった鼻

咽腔細菌叢(aNW)に対し群集解析を行い、症

例番号で散布図にプロットした。主成分分析

により、3 大起炎菌 Hi, Mc, Spn を固有ベク

トルにもつ 3 群に分かれることが示された。

また、McおよびHiが併存して優勢種となる、

移行帯というべき集団が見られた。 

(3) 抗菌薬暴露後患児と健常児の鼻咽腔細菌

叢比較 

aNW と hNW の群集解析結果を同一の主成

分分析で示した。２群はほぼ直交して集団を

形成するため、明らかにその構成要素が異な

ると考えられた。aNW は、 hNW に比べ、

細菌叢が多様性に富んでいた。aNW は hNW

と比較すると、固有ベクトル Hi と Mc で特

徴づけられる位置に存在した。さらに

Unifrac 距離を用いた主座標分析では、hNW

と aNW の２群間で有意差がみられた。 

 

(4) TBPM PIおよびCVA/AMPCによる細菌

叢の変化 

急性中耳炎患児に対する抗菌薬治療前後の

鼻汁を群集解析し、菌叢構成の変化をヒスト

グラムで示し、全菌数の変化を折れ線グラフ

で示した。急性中耳炎患児に対する抗菌薬治

療前後の鼻汁を検討すると、抗菌薬治療が奏

功した症例では菌数が 1/2 から 1/5 程度に減

少することが示された。tebipenem pivoxil; 

TBPM PI 投与では、常在菌は大きく抑制さ

れ、Hi, Mc の 2 菌が残存する結果となった。

CVA/AMPC; clavulanic acid/amoxicillin)投

与では、全菌数の大幅な減少と、病原菌の抑

制に成功し常在細菌叢の正常回復が見られ

た症例を認めた。 
４．研究成果 

本研究では、健常児、急性中耳炎患児に対

して、鼻咽腔叢の群集解析を行い、従来の培

養検査では検出できなかった菌叢全体の網

羅的な評価が可能となった。 

健常な鼻咽腔細菌叢では病原性の高い優

勢菌種が存在せず、病原性の少ない常在菌が

穏やかなコミュニティーを形成していると

考えられてきたが、我々の解析結果では、全

菌数は少ないものの Dolosigranulum 

pigrum および Corynebacterium 

propinquum の２つの優勢菌種が存在し、

80％以上を単独菌が占める症例が多く見ら

れた。また、その菌種構成はワクチン接種後

もあまり変化しなかった。この結果は健常児

鼻咽腔細菌叢に対する新たな知見であり、宿

主免疫賦活における 2菌の役割について今後

検討の必要が示唆された。 

抗菌薬暴露後の鼻咽腔細菌叢は、菌量が増

加し、3 大起炎菌が優勢を占める 3 つの集団

に分かれ、群集解析によって抗菌薬曝露によ

る細菌叢への影響がより明らかに示された。

また、健常群との比較において菌叢構成が明

らかに異なる結果が示された。このことは、

病原性の高い細菌の鼻咽腔定着と抗菌薬治

療が、菌叢をダイナミックに変化させること

を示している。 

抗菌薬投与による鼻咽腔細菌叢の変化を

検討することは、起炎菌減量に基づく治療効

果判定以外に、常在菌の抑制と回復という新

たな視点を与える。今回の結果では、臨床所

見の改善がみられた症例は、抗菌薬治療によ

り全菌数が減少していたが、病原菌の占有率

については、70%以上を保ったものと、5％

以下に抑制されたものに分かれた。病原因子

の絶対量の低下が局所炎症の改善を導くと

考えられるが、菌叢を構成する常在菌叢の回

復が遅れた症例では、その後の病原体の再増

殖のリスクが残存すると考えられた。 



抗菌薬投与後の菌叢正常化機構を解明す

ることは、いかに抗菌薬を投与するかではな

く、いかに休薬期間を設定するかのエビデン

スとなると考える。 
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