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Detection　 ofpotentially　 novel　 bacterial　 components　 ofthe　 human　 skin　 microbiota

　　　　　　　　　　　　using　 culture-independent　 molecular　 profiling

　　 (培養を介さない分子生物学的プロファイ リング法を用いた新規 ヒト皮膚常在細薗の探索)

出　来　尾 格

内容の翼旨

　1緒言】　 皮膚の常在微生物 は、Smphylocoteuseptdermtdtaな どの好気

性細 菌、Propionibaaeriam　 QCIMSな どの通性 嫌 気性細 菌、.Nalaurzia

伽 な どの真菌か らな るが、それぞれがア トピー性皮 膚炎、ざ磨な ど

の病態に関与 してお り臨床的に重要 であ る。しか し従来の常在徴生物

の知見は培養 法に基づ いてい るため、これまで鮭培養難分離性の微生

物 については解析 され てお らず、その存在につ いてす ら明 らかではな

い。著者 は、難培養難分離性 の細菌 を含む皮膚常在細薗の全体像を明

らか にす るため、培 養 を介 さない細葭16S　rRNA遺 伝子の種問多様性

を用 いたプ ロファイ リング解 析 を試み、培養法 に よる解析 と比鮫 し

た。

1材料 ・方法 】　 5人 の健蹴成人の 前額部皮膚 よn,滅 菌 したプ ラス

チ ック製の 円筒 と液 体培地を含 ませ た滅薗綿棒 を使用 して、皮膚擦過

サ ンプル を採 取 した。 これ をTS培 地(好 気)、　EG培 地(嫌 気〉,　BL培

地 〔嫌気)に 援 種 して培 養可能な細 苗につい て解析す る一方 、サ ンプ

ルか ら直接DNAを 油 出 し、細菌種 ごとに異な る配列 をもつ 巳6S　rRNA

遺伝 子のク ロー ンライブ ラ リを構築 した。クローン ごとに塩基配列 を

解析 し、DDBJ遺 伝子デ ータベー ス上の既知種16S　rRNA遣 伝子 との相

同性検索に より、サ ンプル中に含まれる細 菌種を推 定 した。

　【結 果1　 培 姜 法 に よ る解 析 で は.全 サ ン プ ル か らP.OCRC!と

SwpRylaromu　 spが 培 養同定 された。葭数131cm'あ た73.7x10'か ら

1.2xl〔1ｰCFUで、過去の報 告と同等で あった。一方、クロー ンライブ ラ

リ法に よる解析 では、培養法で検出 され た租に加 えて、多彩な難培養

難分雌性の細 箇が検出された。得 られた計416個 の16S　rRNA遺 伝子配

列 を解析 した ところ、これ らは19の 麗知租 と13の 雌培養鰻分離性の細

囲鮮(phylotypes))由 来であった。検 出された19の 既知租には、皮膚常

在細 菌 として過去に報告があるionの ほか、皮膚常在細菌 と しての報

告 がない9種 が含 まれていた。一方で巳3のphylo卵e5が 検 出 されたが 、

この中で もっ とも多 く検出 され たphylorype　Aは 、3つ のサンプルで検

出 され 、特に1つ のサ ンプルでは全菌秘中もっ とも多 く検 出され た。

得 られ た塩 基 紀 列 の 系 統樹 解析 にお い て は、検 出 され た 細 菌 は

firmiaIes、　aninobaaeria.　CyBllObBCICf10,　b韻egoid鵬S,　proteobaderiaの

5つ のGladeに属 してい た。

　1考察1　 本研究におい て、細菌16S　rRNAiti4(u子 を用いたブ ロファイ

リング法 によ り、ヒ ト皮膚常在細菌の全体像が羅培養難分離性の細菌

群を含む 多彩 なものであるこ とが明 らか にな った.特 にphylotype　Aは

5サ ンプル 中3サ ンプル に検 出 され 、クロー ン数 と検 出頻度のいずれ

も帥yk騨sの 中で最 も多 く、重要 な細 薗 と考 え られた。これは ヒ トの

皮膚に喬頻度で存在す る細黄である可能性が あ7,特 畏的 プライマー

を用いた分子生物学的な解析を含 めた更なる検 肘が必 要であろ う。

　 【結論】　 細薗16S　rRNA遺 伝子を用いた分子 生物学 的プロファイ リ

ング法 によ り、 ヒ ト皮 膚常在細 菌 と して19の 既知種 と13のphyiotypes

を検出 した。 うち9の 既知種 と13のphylotypesは 新規 の皮膚常在細箇

の可能性 がある。この埼養を介 さない手法は 、今後皮膚常在細黄の解

析 に有用 な技術 となるこ とが期待 される。

鹸文審査の要旨

　細菌16S　rRNA:遺 伝子 は全ての細菌に存在す るfig.系 統発 生を反映

した 多様性 を持 ち、種 の同定 に有用 であ る。本研 究にお いて、5例

の健常人の顔 面皮膚サ ンプル よ り細 菌16S　rRNA遺 伝子 のク ローン ラ

イブ ラリを作成 した』 得 られた416傾 の逗伝子の塩基配 列デー タを解

銃 した ところ、従来知 られ てい る皮膚 常在細菌 に加 え 、通常 の方法

では分雌 ・培毅 が困難 な細菌 を含め た多様 な細菌 穏が検出 された。

またその後、細 黄16S　rRNA遺 伝子 を用 いたtrnninal　RFLP法 によ り健

m人 とア トピー性皮膚 炎患者の皮膚 細菌襲の解析 が進 め られ 、鰹常

人 ・患者それ ぞれ の細菌 叢の構成の差 が明 らか に され つつ ある こと

が簡潔に示 され た。

　審 査ではまず 、1ク ロー ンのみ検 出 された塩 基配列 が、分離 ・培

養が困甦 な細朗 租由来で はな くPCRiQjOｮな どの技 術的なエ ラーに起

因す る可能性 は ないか との質間がな され た。 これ に対 し、2種 のブ

ライマーを用 いて同 じ部 分の配列 を二重 に腕 んだ こと と、異なる16S

rRNA遺 伝 子の塩 基配列のキ メラを検出す るソフ トを用 いてキ メラ配

列 を除外 した こ とが、解 腕のエ ラー を最小限にす るた めに行 われて

い る と説明 され た。 しか し誤判断 につながる解 読エ ラーや キ メラ配

列 が存在す る可能性は残 されてお り、実際は 分畦 ・培獲 が困睡な細

菌種 が検出 された もの よ り少 ない可能性 はあ る と回答 された。

　 次に、サ ンプル採 取の状 況に よ り、環境 由来 の微生物 が混入 して

い る可能性が ないか と質 問があ った。 これ に対 し、皮膚 細菌叢の解

析 には水道水や 塵芥な どに含まれ る微 生物 の混入 が避 けられ ず、 こ

れ は培 養法 を含 む皮膚 常 在微生 物の 解析 の不 可避 の問題 点 であ る

が、混入の影響 を小 さくナ るため菌数の 多い顔 面皮膚 を用い たこ と

が回答 され た。

　 さらに、抗生 剤の内服等 に よる細菌接 の個 人内変動 と圏体間較 差

の どち らが 大 きいかについ て質問がな され た。 これに対 し、過 去の

培 養法 による綴告 では.日 内変動や抗 黄ペプチ ドに起 因す る と思わ

れ る培養結 果の不安定性 の ため、個 人内変動 と個 体問較差の 比較 が

不可能 であ った ことが回答 され た。 一方で論文 作成後 に施行 され た

16S【RNA遣 伝 子を用 いたtmninal　RFLP法 を用いた解析に よn,日 内

変動 に関わ らず細 菌種 の数比 は保たれてお り個 入内変動 は個体間較

差 に比べ小 さい と判明 したこ とが示 された。

　 最 後に.DNAチ ップを用いた解折 キ ッ トの実用化の 可能性につい

て質問があ った。 これ に対 し.チ ップ作成の前提 として菌種 ごとの

特 異的ブ ライマ ー を作成す る必要 があ り、チ ップ作成 に至 るまで に

は時聞がかか る ものの、rep強 度 を段階的 に検 出で きる検出系 を用

いれば実用的 な解析が でき る可能性は 十分に あ り、m種 程度の細 曲

を検出す るチ ップで あれ ば臨床応用が 可能であ ろ うと回答 がなされ

た。

　 以上の よ うに、本研究 は さらに検討 され るべ き課題 を残 している

ものの 、ヒ ト皮 膚の細菌 叢の解析 に初 めて分子生物学 的な網羅的解

析法 を用い、新規 な皮膚 常在細菌 の検 出に成功 した点で 、有意義 な

研究で あると評価 された。
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