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周産期の病態解析にも導入されはじめたマイクロバイオーム

秦 健一郎 部長（（独）国立成育医療研究センター研究所 周産期病態研究部）

漆山 大知 研究員（（独）国立成育医療研究センター研究所 周産期病態研究部／福岡大学医学部 産婦人科）

早産、先天性疾患、妊娠糖尿病など、周産期にみられる病態の解析にも、エクソーム解析、DNAメチル化解析、16Sリボソー
ム RNA遺伝子解析、メタゲノム解析などが導入されつつある。周産期特有の疾患を対象に網羅的な解析を進めるお二人に話を
伺った。

周産期病態研究部ではどのような研究をされているの
でしょうか。

秦：多くの妊娠は正常に完了しますが、わずかに不幸な転帰をたどる例も

あります。後者について、胎児側の問題や、子宮内環境を含めた母体側

の問題について解明しようというのが、私たちの目的です。具体的には、 
実際の異常妊娠症例（早産や胎児発育異常、先天奇形、妊娠糖尿病、遺伝

性疾患など）を対象とし、様々な手法で正常と異常を比較解析しています。

その後、これらから得られた知見の詳細を、培養細胞やモデル動物を用い

た検証も行なっています。これらの研究を進めるには、解析手法の開発と

日本人の標準データの蓄積が重要と考えています。例えば、日本人の正常

妊婦 411人を対象に、末梢血による一塩基多型情報を基にした染色体構造
解析を行ないました。その結果、海外データとはかなり異なっていること

がわかり、周産期の研究に適した日本人標準データが必要であることを示

せました（1）。

漆山：私自身は、先天的に頭蓋骨や脳が欠損している無脳症を対象に、 
エクソーム解析や網羅的 DNAメチル化解析を行ない、興味深い結果を得
つつあります。全国の共同研究者経由で臍帯血、胎盤、母体の末梢血、父

親の唾液などを集め、6家系を対象にエクソーム解析を行ない、新生突然
変異や稀な頻度のホモ・ヘミ接合体変異などを数十箇所に絞り込みました。

これらの中には無脳症発症に関連する可能性をもつ遺伝子がいくつか含ま

れていると思われ、さらなるゲノムやエピゲノムの解析を進める予定です。

秦：また、IHEC（国際ヒトエピゲノムコンソーシアム）に参加してエピゲ
ノミクス解析も進めています。さらに、当センターは「ナショナルセンター・

バイオバンク・ネットワークプロジェクト」の一員として、正常・異常に

かかわらず臨床情報と検体をセットにしたデータの蓄積を進めています。

これらは、用途を特定せず、必要に応じて、広く国内外に情報を提供する

のが目的です。

秦 健一郎 部長（左）、漆山 大知 研究員（右）
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漆山先生の日々の実験は、マイクロバイオームが中心ということになり 
ますね。

漆山：はい、その通りです。共同研究者から頂いた羊水、腟スワブ、血液などの検体について、DNA
の抽出からシークエンスまでを行なっています。解析においては、東京大学大学院 新領域創成科学 
研究科の服部正平教授らとの共同研究として進めています。

この 4月以降は、前期破水や早産の症例を対象に、羊水や腟スワブをもとにしたメタゲノム解析（環
境中の全ての微生物ゲノムを解析する）と 16Sリボソーム RNA遺伝子解析（以下、16S解析：細菌
のリボソーム RNA遺伝子の一部を増幅して解析する）を始めています。日本の早産率は諸外国より
も少ないのですが、それでも全妊娠の 6～ 7％に上っており、特に近年は早い週数の早産が増加傾向
にあります。多くは発熱もなく羊水の一般培養検査でも陰性なのですが、早産例の羊水中では IL-6や
IL-8などの炎症性タンパクが有意に多いといった報告が多数あります。こうしたことから、早産の多
くは潜在的な感染が原因だろうと考えられてきた訳ですが、いまだにその実態をつかめずにいるので

す。そこで必要になってくるのが、次世代シークエンサーを活用し、メタゲノム解析や 16S解析など
のヒトマイクロバイオーム研究です。

基礎検討として、早産と正常各 2例ずつ、計 4症例のメタゲノム解析を行ない、興味深い結果を得つ
つあります。まず、早産例の一例では、一般培養検査で検出不可能なウレアプラズマという病原体由

来の配列が顕著に見出されました。もう一例でも、人畜共通感染症の病原体として報告のある細菌な

ど、特定の 4種由来の配列が非常に多く認められました。ウレアプラズマの方は、すでに大阪府立母
子保健総合医療センター研究所の柳原格先生や富山大学産婦人科の齋藤滋先生らによって早産やその

予後との因果関係が示されており、今回のようなメタゲノム解析が、これまで検出が難しかった未知

の病原体特定を可能にすると期待されます。

次に正常例についてですが、興味深いことに、存在量は少ないものの、かなり多くの種類の細菌が検出

されました。コンタミネーションの可能性もあり、現在追加実験中ですが、これまで無菌状態と考え

られてきた正常羊水中にも、数は少なくとも常在微生物が存在するのかもしれません。

一方 16S解析は、PCR特有のバイアスを考慮する必要があるものの、メタゲノム解析で邪魔になる
「ホスト（妊婦）由来の DNA」が問題にならず、比較的容易に菌叢解析ができます（3）。我々も最近、
MiSeq®（Illumina®社）で 96サンプルの 16Sシークエンスを行ないました。現在、詳細な解析と検討
を行なっていますが、後述するいずれの DNA抽出法でも 16S解析が可能なことが確認できました。
メタゲノム解析と比較し、コストが低い点も大きなメリットといえます。

病原体の種類や早産に結びつく原因はわかったのでしょうか。

漆山：ただ最近、従来は無菌的と考えられていた胎盤組織においても「独立したマイクロバイオーム」

が観察され、一部で注目を集めています（2）。妊娠前から子宮内にいたのか、胎盤を介して口腔内や
消化管などから移動したのか、腟からの上行感染なのかなど、いろいろ考えられると思います。

まずは解析手法を確立し、国内における周産期ヒトマイクロバイオーム研究の基盤となる研究を進め

るとともに、疾患群特異的な微生物群を特定したいと考えています。その上で、臨床研究で診断・治療・

予防につなげ、基礎研究でホストとの相互関係ついても解析を進めたいと思います。
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ごくわずかな「微生物由来の DNA」を解析する必要がありますね。

漆山：はい、そこが今後のヒトマイクロバイオーム研究の難しいところだと思います。腟スワブや羊

水検体には、ホスト由来の DNAが非常に多く含まれています。現状では次世代シークエンサー解析
のコストが高いため、メタゲノム解析においては、ホスト由来の DNAを効率よく除く手法が必要に
なります。また、コンタミネーションが解析に影響する可能性も考慮しなければなりません。そこで、

私たちは、QIAGENのパッケージ（QIAamp® DNA Microbiome KitとQIAamp UCP Pathogen Mini 
Kit）を利用しています。

この 2つのキットに共通した主なメリットは、「試薬や容器が超清浄環境で製造されており、コンタミ 
ネーションリスクが最小限であること」と、「同時に多数のサンプルを、機械破砕から DNA抽出に 
至るまで、簡便なプロトコールにより 1日でできること」だと思います。

羊水や腟から抽出できる DNAは比較的少量なのですが、DNA収量の増加を期待し、服部教授らが用
いている複合酵素法（複数の酵素を用い、網羅的に溶菌した後に DNA抽出する方法）（3）をご教授
いただいた上で比較実験を行なってみました（図 1）。その結果は、DNAの抽出量と 16Sライブラリー
濃度のいずれにおいても、QIAamp UCP Pathogen Mini Kitと複合酵素法の有意差はみられないという
ものでした。複合酵素法では結果がばらついたことから、実験中にロスした可能性も考えられますが、

逆に言えば、QIAamp UCP Pathogen Mini Kitでは「簡便に安定した結果を得られた」といえます。

このとき、QIAamp DNA Microbiome Kitでは有意に少ない量の DNAしか抽出できませんでした。 
その理由は、このキットには「ヒト細胞を特異的に溶解し、遊離核酸を分解する工程」が含まれてい

るため、主にホスト由来の DNAが減少したためと考えられます。その後は、全例で問題なく 16Sラ
イブラリーが作製できています。メタゲノム解析も、微量 DNAからのライブラリー作製キットを利
用することで実現可能だと思われ、今後の解析結果に期待しているところです。

図 1. 妊婦の腟スワブ検体の DNA抽出量と 16Sライブラリー濃度
A  DNA抽出量：QIAamp UCP Pathogen Mini Kit（QP）では、十分かつ安定した量の DNAを採取できた。QIAamp DNA 

Microbiome Kit（QM）では、比較的少ない量だった。既報告の通り、腟分泌物中にはヒト由来の DNAが多量に混入しているこ
とを示唆する結果である。 B  16Sライブラリー濃度：16S rRNA遺伝子解析のMiSeqシークエンスライブラリー作製は、Illumina
社のプロトコール（16S Metagenomic Sequencing Library Preparation）に従った。全例でシークエンス可能な濃度（4 nmol/l以
上）のライブラリーを作製できた。［QP：QIAamp UCP Pathogen Mini Kit、QM：QIAamp DNA Microbiome Kit、HE：複合酵素法、
DW：Distilled Water。有意差検定法：Man-Witney検定］
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今後の展開が楽しみですね。最後に抱負を一言お願いできますか。

漆山：マイクロバイオーム研究に関しては、まずは日本人の腟や羊水中のマイクロバイオームを明ら

かにし、今後の研究基盤を確立するとともに、早産や前期破水などで特異的な微生物群を特定したい

と考えています。将来的には、低侵襲で採取できる検体で解析できるシステム開発を目指し、効率よく

早産や前期破水を予測できる診療体制の確立を目指します。実現すれば、症例ごとに抗生物質の投与

などにおいて適切に治療介入できるかもしれません。オーダーメイド医療や医療イノベーションへの

発展の可能性も視野に入れ、研究を進めたいと考えています。

秦：周産期の異常は、多くが多因子疾患である、淘汰されてしまい大家系がほとんど存在しない、 
といった理由から、遺伝学的解析が困難でした（4）。今後は少しずつゲノム解析の基盤が整い、 
加えてエピゲノム解析、マイクロバイオーム、さらには環境との関連や出生児への長期的影響（例え

ば DOHaD仮説：Developmental Origins of Health and Diseaseなど）の概念を取り込み、周産期の
疾患解析へ応用していきたいと考えています。
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