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研究会優秀論文推薦のことば

 本研究は、涙液に免疫恒常、疾患予防、治療に有用な細菌(善 玉菌)が 多 く含 まれる

ことを発見 し、さ らに涙液中の常在菌を分析 して病理診断を行 う新 しい手法の提案 して

いる。ヒ ト常在菌による生体 の恒常性保持 には近年注 目が集 まって きているが、常在菌

と宿主の免疫 の関係 を把握する方法が無 く、特 に免疫疾患 と常在菌の関連性 については

明 らかになって いなかった。馬場君の成果はそ ういった ジレンマをブ レイクする画期的

な ものである。

慶應義塾大学

環境情報学部教授

    冨田 勝



Metagenomic analysis of the tear microflora and about

ophthalmology medical care application

涙液常在菌のメタゲノム解析と眼科医療応用について

環境情報学部4年 馬場藤貴

                   要旨

近年皮膚常在菌のメタゲノム解析を用いたア トピーと常在菌の関係性についての報告が多

数あるが,両 者 に明 らかな相関関係は見いだせていない-そ の理由は二つあり,一 つ 目は,

多 くの研究が培養 を介 しているため正確な菌叢を得 られないこと,二 つ目はサンガー法を

用いているためシークエンスの本数が僅かであることである.本 研究では,サ ンプル(ア

トピー性角結膜炎(AKC)患 者から採取された涙液(n=6),炎 症を起 こしていない健常人か

ら採取 された涙液(n=4))か ら培養を介 さずにDNAを 抽出し, PCRを 用いて16S rRNA遺 伝

子のV3～V4領 域を増幅 した.さ らにパイロシークエンサーを用いてそれ らの塩基配列を網

羅的に決定し,AKCの 病理 と細菌叢の関連性について考察した.細菌叢プロファイルはAKC

患者群 ・健常群を有意に分けることを示 し,涙 液中細菌叢の解析が眼疾患の診断や病理解

明に有効である可能性を示唆 した.

また,健 常者の涙液か らは乳酸菌(Lactococcus lattis)の 割合が有意に大きいことが示 さ

れた.す でに腸内では乳酸菌が免疫機能の恒常性に重要な働きを示 していることが知 られ

ている.ア トピー ・アレルギー患者の糞便中では乳酸菌(」舅撚o加o彡θガロm属やLactobacillus

属など)の 割合が有意に少ないことが知 られているが,本 研究では涙液由来の常在菌から

同様の結果 を示すことができた.さ らにそれ らは免疫疾患や眼疾患で増加することが知 ら

れている細菌(Staphylococcus属 な ど)と 有意に負の相関を示 している.こ れらの結果は,

免疫 と常在菌の関係が腸内細菌などの消化管のみならず炎症患部でも同様であることを示

唆 している.プ ロバイオティクスとは口腔か ら肛門に至る広義の消化管に存在する細菌群

に働きかけて,あ るいは単独で生体に有益な効果をもたらす生きた細菌のことを示すが,

本研究では消化管のみならず有用菌が皮膚常在菌へ直接有益な効果を働 きかける事を期待

す る新 しいプロバイオティクスの可能性について示す.

キー ワー ド

メタゲ ノム解析,プ ロバイ オテ ィクス,涙 液,乳 酸菌,ア トピー性 角結膜炎

注)本 論 文 はe・KAMO System(http://mcarchive.sfc.keio.ac.jp/ekamo/)に

  詳 細 ま で わか りや す く全 文 カ ラー版 にて 掲載 され てお ります の で 、 ご参 照 くだ さい。
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1.  序論

1.1免 疫疾患とヒ ト常在菌の研究とその問題点

 近年メタゲノム解析を用いたヒ ト常在菌の理解が広ま りつつある[1].と りわけ,免 疫疾

患と皮膚常在菌の関係性についての論文が多数報告 されているものの[21,免 疫 と皮膚常在

菌の明 らかな相関関係は見いだせていない[3].そ の理由は二つある.一 つ 目は,多 くの研

究が培養法を用いているため正確な菌叢を得 られないこと,二 つ目は技術的な理由からシ

ークエンシングの本数が僅かであることである.こ れ らのことからア トピー と常在菌の関

係 を正 しく理解するためには未培養性の細菌も含めて網羅的に常在菌の変化を観察するべ

きだ と考えられる.

 一方で免疫疾患 と腸内細菌の関連性については研究が進んでいる(表1).腸 内細菌叢 と

ア トピー性皮膚炎の発症の関連性 を前向き調査で解析 したところ,腸 内細菌叢の異常が免

疫(ア レルギー)疾 患発症 と強く関連することがすでに示唆 されてお り,さ らにこの腸内

細菌叢の違いがアレルギー発症に先だって認められることから,腸 内細菌叢の異常が,ア

レルギー疾患の原因であるとの考察がなされている[41.

 ア トピー性皮膚炎においては,湿 潤型ア トピー性皮膚炎は主に首周 りや肘膝関節裏、乾

燥型ア トピー性皮膚炎は頭皮、額、肩、内腿、内椀に発症 し易いのが特徴である.筆 者は

ア トピー性皮膚炎が部分的に発症すると言 う背景から免疫疾患と常在菌の関係性において

腸内細菌のみでは説明ができないと考えた.そ の為,常 在菌を対象 とす る免疫疾患の予防 ・

治療においては患部の常在菌について研究を行 う必要があるだろう。

 例えばヒトの免疫機能については消化管などの細胞からの粘膜免疫が非常に密接に関わ

る事も知 られているが[5】,ヒ ト常在菌の研究では湿潤部 と乾燥部において常在菌のバラン

スが異なり[6],特 に生殖器などでは乳酸菌が粘膜面に侵入 してくる病原性微生物を防ぐ働

きがあるとい う報告がある[7].こ れ らの結果は腸管以外にも特定の微生物が免疫バ ランス

の恒常性に大きく働いていることを示 してお り、非常に興味深い.こ れ らのことからア ト

ピー と腸管以外の常在菌についての関係性を明 らかにするためには、ア トピーが引き起 こ

されやすい粘膜性の器官の常在菌プロファイルを得ることが不可欠である.そ のため,本

研究では 「眼」に着 目し、ア トピー性角結膜炎涙液中の常在菌 を研究対象に選んだ.

表1 腸内細菌叢とアレルギーの関連

著者
                 対象との腸内発表年  対象の疾患

,マーカーと年齢など                      文献                 細菌叢の違い

症例・対象研究

コホート調査

Bjorksten
Kirjavainen

Watanabe
Murray

SePP
Gore
Bjorksten

Kalliomaki
Suzuki

1999

2001

2003

2005

2005

11:

2001

2001

11:

2歳アレルギー児

1歳 までのアトピー性皮膚炎

アトピー性皮膚炎

4歳児 アレルゲン感作,喘 鳴

5歳児 喘鳴,鼻 炎,湿 疹

生後6ヶ月までのアトピー性皮膚炎

2歳までのアトピー性皮膚炎発症

1歳までのアレルゲン感作

1歳 までのアレルゲン感作,湿 疹

○

×

()

×

○

()

○

○

()

[33】

[50]

[29]

[51]

[52]

[53]

[4]

[54]

【55]
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1.2メ タゲ ノム解析

 前述 の通 り,免 疫 と皮膚常在菌 の明 らかな相関関係 を見出す ために は,よ り正確 かっ詳

細 な細 菌プ ロファイル を得 るこ とが重要になって くる.こ れ まで ヒ ト常在菌の多 くは培養

す る ことに よ り菌数 をカ ウン トし,各 菌の存在比 を調べ る手法 が主流で あったが 、多 くの

常在 菌は培養 が困難 もしくは,培 養 の成功例 がな く、 このよ うな難培 養性の微生物 も含め

た全体 像 を把握 す るには他 のアプ ローチが求め られ ているす

 その例 と して,DGGE・T-RFLPな どの手法が知 られ てい るが[8][9】,そ れ らは常在菌の

人 よかな傾 向 を得 るに とどま り、難培養性 の微 生物 も含 め網羅 的な細菌叢 を得 るための手

法 と しては不十分で あるI-方 で注 目され るのは16S rDNAク ローンライブ ラ リー法で あ

るす約1500塩 基か らなる16S rDNAの 配列 には豊 富な分類学 情報が含 まれ,よ た今 口の

塩基配 列解析 の精度 を考 える と,き わ めて信頼性 の高い 菌種-司定 を 可能 とす る.さ らに16S

rRNA遺 伝 子(16S rDNA)は 配列保存性 が高 く,広 範な生物種 に共通するPCRプ ライマー

の作成 が可能であ る.そ のため,様 々な生物 の簡便 な種 同定や 群衆構 造解析,分 了■系統解

析 な どに もっ とも頻繁 に使 われ ている.と りわけ,環 境 サンプル中の難 堵養性の ものも含

めた微 生物叢の解明 にはl6S rDNA解 析 は必須 であ り, PCRに て16S rDNAを 増幅 し,

シー クエ ンスを行 う.こ れ らに より難培養性 細菌 も含 めた環境 サンプル 中の細菌叢 の解明,

多様性 の推定 ・比較,細 菌群集構 造の推 定.比 較 な どが 可能 であ る.

 本研 究では済牛会 中央病院 との共同研 究 によ り,健 常者(n=4>,ア トピー性結膜 炎患者

(n=6)そ れぞれか ら採取 され た涙液(n=10)の サ ンプル群 か らゲ ノムDNAを 抽 出 し,培 養 を

介 さず,バ クテ リアの16S rDNAに 特異的 なプライマー を用 いてPCRを 行 い,そ の シー ク

エンス結果か ら細菌科 ・属 ・種 を推 定す る ことで ,細 菌種 多様性 ・最近群衆構造 の比較 を

目的 とす る,こ れ までに も同サ ンプル を用 いてサ ンガー法に よる結果 を報 告 してお り(図1),

健 常者 の涙液細菌叢は患者群 の もの より も乳酸菌が 多 く見 られ ることが分か って いるI特

に乳酸 菌(Lactococcus属)の 割合 の大 きさは健 常者 にお いて顕 茗であ った.ま た,患 者群

は健常 者群 と比較 して様 々な菌属 が推 定 され,患 者群 の細 菌のバラエテ ィーは健常者の も

のに比 べ豊富であ るこ とが わかる.こ の ことか ら健 常者の眼表 面環境 は ある種の細菌叢 を

保 ってい るが,患 者群は この割合 が大いに崩 れてい る ことが 予想 され る.

Control

L田u匸o㈹5眠

P圃OPゆ「L.b融ヒに「.し叩

M.匸r騨.r即.日

.駄 叩h,.O匸餌{鵬

.5『 叩 眠 帆【u5

■Un匸u1M巳d瞰 陰市一m

Patients

1:二!畿1溜…

二鷙 蠶1;1」

論1、。、画

:篇 砦m

l「叩Io匸…

図1:サ ンガー法によ り推定 された菌属の種類 と割合
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1.3次 世代 シー クエ ンサー を用 いたメ タゲ ノム解析

 パイ ロシー クエ ンサ ーは,近 年ゲ ノム研 究 ・遺伝子発現研 究な どに多大な影響 を与 えて

い る.特 にメタゲノム解析 の分野に とって次世代 シー クエ ンサーの出現はス ピー ドとコス

トの両面 にお いて画期 的であ る[10].次 世代 シー クエ ンサー は一度 に数 万か ら数十万 リー ド

の配列デー タを得 る ことがで きる.16S rDNAの 配列解析 に基づ く菌叢解析 では,存 在比

の小 さな菌種 まで得 るためには膨大な リー ド数 を確保す る必要 があ るが、次世代 シー クエ

ンサー を利用す る ことで この点 を克服す るこ とが できるー また次世代 シー クエ ンサーの 中

で もRoche社 製GSコFコLX(454)は 他 社の機 種 に比べ長い リー ドを得 る ことがで きるこ とが特

徴で ある.そ のため本研 究では454を もちいて シー クエ ンス を行 った.

1.4プ ロバイオティクス

 プロバイオティクスとは口腔か ら肛門に至る広義の消化管に存在する細菌群に働きか

けて,あ るいは単独で生体に有益な効果をもたらす生きた細菌のことを示す. (ヨーグル

トなどの代表例を示す とよい)例 えば,プ ロバイオテ ィクス投与によるア レルギー疾患の

治療の試みがなされているが,デ ンマークのRosenfeldtら は,二 十盲検 ・クロスオーバー

法によってLactobac111us属 の経口摂取におけるア トピー性皮膚炎に対する効果を検討 して

いる[11]-従 来のア トピー性角結膜炎の治療法 としては抗アレルギー点眼薬やステロイ ド点

眼薬が用いられ る.前 者の抗ア レルギー点眼薬は特に副作用などはないが,ス テロイ ド点

眼薬には感染症にかか りやすくなるとい う副作用が存在す る.こ れはステロイ ドが眼表面

細菌叢に影響を与え,健 康維持に必要な細菌に悪影響を及ぼす可能性が考えられる.さ ら

に細菌叢の偏 りがア トピーの原因だ とすると抗アレルギー点眼薬は根本的な解決になって

いないと考える.そ の点,医 科プロバイオティクスではもともと宿主に存在する細菌を用

いることで疾患の治療 ・予防を行 う.さ らに本来免疫疾患を抑 えている常在細菌叢の改善

を目指す治療を行 うため,免 疫疾患の長期的な解決にな りうる可能性や,安 全面でも大い

に信頼できると考える,

 本研究では健常者の涙液か らはア トピー性角結膜炎患者の涙液に比べ,乳 酸菌の割合が

有意に大きいことを示 した.ア トピー ・アレルギー患者の糞便中では乳酸菌の割合が有意

に少ないことが知 られているが,本 研究では涙液由来の常在菌か ら同様の結果を示す こと

ができた.さ らにそれ らは免疫疾患や眼疾患で増加す ることが知られている細菌 と有意に

負の相関を示 していた.ま た,筆 者はこれまでア トピー性角結膜炎のメタボロームプロフ

ァイルについての解析を行ってきたが,細 菌由来の抗菌性代謝物であるQuinateが 健常者

に多 く,患 者ではこの物質が有意に少ないことを示 した.こ れ らの結果は,免 疫 と常在菌

の関係が腸内細菌などの消化管のみならず炎症患部でも同様であることを示唆 している.

その他メタボロームで有意差が見 られた物質も細菌 と絡めた考察ができることを示 した.

このように本研究では消化管のみならず有用菌が皮膚常在菌へ直接有益な効果を働きかけ

る事を期待する新 しいプロバイオティクスの可能性について記述する.
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2.  対象 と手法

2.1メ タゲ ノム解析

2.1.1 対象 とDNA抽 出

 本研 究 には涙液サ ンプル を用いた.健 常者か ら採取 した もの(n=4),ア トピー性結膜 炎を

引 き起 こ した患者 か ら採取 した もの(n=6)の 合計10サ ンプル を用いた.涙 液 のサ ンプル は

す べてガ ラスキャ ピラ リーまたは ピペ ッ トマ ンによって涙腺 か ら直接採 取 された もので あ

り,サ ンプ リング後 は速や かに・20℃で保存 され た.用 いたサ ンプル の詳細 を表2に 示す.

 採取 され た涙液 サンプル はQIAGEN社 製QIAamp DNA Stool Kitを 用いてDNAを 抽

出 した.DNA抽 出コKitの条件検討 は付録 に示す.そ の後,表3の プライ マー と条件 を用いて

PCRを 行い 、16S rDNAのV3-V4領 域 を増 幅 した.そ の後,次 世代 シー クエ ンサー によるシ

ー クエ ンスを行 うため ,サ ンプル をコFilgen株式会社 に発注 した.そ の際 発注先 によつてサ

ンプル識別 タグを付 与す るた めのPCRが5サ イ クル行 われ た.

 用いた プライ マー は約550塩 基ほ どの配列 を増幅す る配列 である.現 行の次世代 シー クエ

ンサー は350-450bpが1リ ー ドの平均長 と言われてい るため,増 幅配列 の全長 をシー クエ ン

スで きない と考 え られ るが,本 研 究で は各 リー ドをシークエ ンス限界まで配列 を決 定 した.

   表2 DNAを 採取したサンプル詳細

サンプル名 涙液量(画) 性別  採取された目

1

2

3

4

1

2

3

4

5

6

C

C

C

C

P

P

P

P

P

P

90

105

40

40

30

40

40

40

40

20

男

男
女

男

左

右

左
左

左

左
左

右

左

左

サ ン プ ル 名 のCと はControlをPと はPatientsを あ ら わ す

表3 rRNA遺 伝 子増幅のためのPCRプ ライマーとPCR条 件

対象生物 Forward配 列(341F) Reverse配 列(907R)

細菌 5'-CCTACGGGAGGCAGCAG-3' 5'-CCGTCAATTCCTTTGAGTTT-3'

← 30cycle →

95°C

500

95°C

O30

.・

030

72°C

200

72°C

500

4°C

..

    ↓

5cycle(by Filgen)

30cycleのPCRの 後, Filgen株 式会社に次世代 シークエ ンサーのよるシー クエ ンシングを発注 した.

      その 際,サ ンプル識別 タグを付与するためのPCRを5cycle行 った.
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2.1.2 メタゲ ノムシー クエンス配列 の系統解析

 シー クエ ンス された メタゲノムデータはRibosomal Database Pr0ject(RDP)を 用いて解

析 した[12】.RDPは 既 知の16S rRNA配 列 をGenBankよ り収集 したデー タベー スであるす

I司時 に提 供 され てい る相[司性検索 は配列 と2次 構造 の両方を考慮す る独 自のアル ゴ リズム

で構築 されてい る.本 研 究 ではRDPの 機能 の中で, ClassifierとSeqmatchを 用 いた.前 者

は大量 の シー クエ ンスデー タをRDP中 のデー一タベ ースか ら16S rRNA進 化 系統樹 に従 って

分類 し,菌 属 よ り ト流の分類 を推 定す る機能 であ る. .方で後 者.はRDP中 のデ ータベ ー ス

と相 同性検 索 を行い,得 られ た配列 と最 も配 列的 に近似す る配列(菌 種)を 推定す る機能

を持 つ.

 本研 究で用いた シー クエ ンスデ ータは約30bp.600bpの リー ド長 を持つ が,プ ログラムの

都合上Classi丘erを 行 うには250bpの 配列 長が必要 となるため,解 析 の対象 として250bpよ

り短 い ものは除いた.も ともとシー クエンスデー タ中の短 い配列 はPCRの 際に人 工的 に生

じた配 列の 可能 性があ り,閾 値 を定めてそれ よ りリー ド長 の長い もの を解析対象 に選ぶ必

要 があった.ClassfierとSeqmatch両 者 とも既知 の配列 との相同性が95%以 上マ ッチす る も

ののみ解析 対象 と した.Seqmatchは 菌種 を推定す る ことが 目的であ るた め,デ ー タベー ス

か ら難培養性 の もの(Uncultured bacterium)は 除いたI推 定 され た結果 の中で最 も相同

性 が高い配 列 を記録 した.

 先述 の方法で推定 され た菌(門 ・鋼.日.科 ・属 ・種)は メタゲ ノムプ ロファイル とし

て編集 し,マ イ クロア レイの網羅的解析 の用 い られ るTM4やJMPな どの統計 ソフ トで解析

したI具 体的 には ヒー トマ ップやマ ンホ イ ッ トニーのU検 定,PCA解 析,相 関解析 な どを行

った. 一連 の 刊市-頁はフ ロー として図2に 示す.後 述す るメタボ ロー ム解析 におけ る統計解析

も同様 にTM4とJMPを 用 いているI

ALL sequencing data

籥
Sequenced over 250bp

圈

ISeqmatch I

Classifier
Populationofthe genus

  was argued
  (>95%match)

Population ofthe species

  was argued
  (>96%match)

Data analysis

『『町吻
6膨

図2 メタ ゲノムデータ解析のフローチ ャー ト
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2.1.3 16S rRNA系 統 樹 に よ る メ タ ゲ ノム シ ー ク エ ン ス配 列 の 分 類 解 析

 こ れ ま で に1369属 か ら各1配 列 を用 い て作 成 され た 系 統 樹 は,従 来 シ… クエ ン ス され て

い る16SrDNA配 列 の 全 デ ー タか ら本 研 究 と同 じプ ラ イマ ー を 用 い た 時 に増 幅 され る配 列

を基 に作 成 され た(図3)-こ の 系 統 樹 は次 世代 シー クエ ンサ ー を用 い た 解 析 を視 野 に入 れ

て 作 成 した もの で あ るす1属 に つ き1種 の配 列 は ラ ン ダ ム に選 定 した-本 研 究 で は こ の系 統

樹 か ら実際 に シー クエ ン ス され た 細 菌属 のみ を抜 粋 して 系統 樹 を別 途 作 成 し,健 常 者 お よ

び ア トピー 性 角 結 膜 炎 で 見 られ る菌 属 の傾 向解 析 を行 っ たI

 配 列 系統 解 析 に はClustalW(1.83)[13亅 を もち い た す そ の 際 パ ラ メー タはrRNAやtRNAな

ど のRNA配 列 の ア ラ イ メ ン トに最 適 と され るGap Open Penalty=22.5, Gap Extension

Penalty=0.83L141を 用 い, Bootstrap100同 試 行 で 系 統 樹 を作 成 した.系 統 樹 の描 画 に は

iTOL(http:〃it0LembLde/)[15】 を 用 い た-16S rRNAに よ るバ クテ リア の 系統 解 析 の 際,習

慣 的 に 宀一細 菌 を ア ウ トグル ー プ に設 定 す る.今 回 はuncultured archae0n Methan0bateria

お よ び,Therm0pr0teus neutrophilusの2種 を ア ウ トグル ー プ に 設 定 した.

 陰

圏
■ 隠 嘛 俚幅

リ 即糊 磯螂

-恥L勲 踟`臘 ㎞昌

■1睡圓 ・98。

-s騨 側 唱鯔

口Cyembuvlme

図2:バ クテ リア1369属 を推 定す るための系統樹

    ラベルは門ごとに色分けした
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2.2メ タボロー ム解析

2.2.1 対象 と測 定条件

 健常者,重 症 ア トピー性 角結膜炎患者,中 度 ア トピー性角 結膜炎患者それぞれ5人,合

わせて15サ ンプル の涙 を測定 した.中 度患者 にお いて は結膜炎 のみ,重 度患者 において は,

SPK(点 状表層角膜炎)や 角膜潰瘍 な ど,結 膜炎の合併症 として角膜 の炎症 が見 られ る臨

床像 の患者 である.こ れ らの解 析は2008年 に行 われ た測 定であ り,CE・TOF/MSに よる測

定 は,鶴 岡 キャンパ スにて慶應義塾大学先端生命科学研究所 の研 究員であ る平 山明 由氏 に

よって,以 下 の文献 と同 じ条件 で行われた[16].

2.2.2 陽イオ ン性代謝 物質前処理

 20uM Methionine sulfone,25uM ME S MeOH溶 液0.9mLに 涙液 サ ンプル(50ul)添 加

後,10分 間静置.抽 出液を全量採 取 し,Milli・Q水400uLを 加 えた後,3本 のチ ュー ブに

250uコLず つ分 取 した.そ れ を遠心分離 した後,ろ 液600uLを 遠 心乾固 させ,

200uM3・Aminopyrrolidineの 入 ったMilli-Q水 で5倍 に溶解 し, CE-TOF/MSで 測定 した.

2.2.3 陰イオ ン性代謝 物質前処理

 20uM MES,25uM MES MeOH溶 液0.9mコLに 涙液 サンプル(50ul)を 添加 し,10分 間

静置.抽 出液 を全量採取 し,Milli-Q水400uコLを 加 えた後,3本 のチューブ に250uLず

つ分取 した.そ れ を遠 心分離 した後,ろ 液600uLを 遠心乾固 させ ,200uM Trimesateの

入ったMilli-Q水 で5倍 に溶解 し, CE-TOF/MSで 測定 した.

2.2.4 MS/MSに よ る物 質同定

 MS/MSの 解析 によって, ALDRIC且 社 か ら購 入 した標 本 と涙液サ ンプル 中のマススペ ク

トル の比較 によ り一部未知代謝物 の物 質同定 を行 った.CE・TOF/MSに よる測定 は,鶴 岡

キャ ンパ ス にて慶應義塾大学先端 生命科学研 究所の研 究員で ある平 山明由氏 に よって,以

下の文献 と同 じ条件で行われ た[17].

2.2.5 デ ータ解 析

 デー タの解析 には,MasterHands・2.6.1.2を 用 いた.こ の ソフ トウェアは, CE-TOF/MS

に よって測定 されたデー タか らピー クを検 出 し,得 られた代謝物質濃度 を異 な る対象間で

比較す る ことが可能で ある.ま ず,比 較 を行 う際にはア ライ メン ト(複 数回測 定 したデー

タを統合す ること)を 行 い,そ の時 の許容範 囲は,質 量電荷比(m/z)が20ppm,泳 動時 間

(Migration Time:MT)を0.5分 とした.ア ライ メン トの手法 として2つ の内部標準 でデー

タを正規 化す る方 法を用いた.ア ライ メン ト終 了後,全 代 謝物質 につ いて出てきた ピー ク

はそ のままの状態 では どの物質 によるものなのかを特 定できない為,ピ ー クの質量電荷比

と泳動時 間か ら物 質の特定 を行 った.な お,物 質名 を推 定す るにあた り設 けた許容範囲 は,

m/zが20ppm, MTを1.0分 と した.

 最後 に,物 質名 が推 定 され た物質 について,サ ンプル 間で各代謝物 質の ピー ク面積(Area)

を比較 し,2者 間 において統計的 に有意 に差のあ る物質 を選 出 した(Pーvalue<0.05).な

お,統 計処理 にはマ ンホイ ッ トニーのU検 定 を用 いた.
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3.  結果

3.1サ ンプル調整結果

3-1.1涙 液 か らのDNA抽 出

 DNA抽 出後のサ ンプル か らは 目的のバ ン ドは 見 られ ない.涙 液にはDNAが 薄 いので,

DNA抽 ■直後か らは経験的 にバ ン ドが検 出 され ない.後 のPCRに おいて増幅 が確認 され

るこ とか らゲ ノムDNAの 存在は確か め られ る.

M C1

】
=

C2C3 C4 PIP2 P3P4 PSP6 M.  _i :.

一
=

         図31サ ンプルか ら抽出 されたゲノムDNA

泳 動 条件は0,8%ア ガ ロー スゲル で100V,30分.バ ン ドの検出はEtBr染 色 にて彳J?た

           ー 一 カー(M)£#a--ind皿 を用いた

3.1.2PCRの 条件検討

 前述 したPCR条 件 をもとにPCR回 数 の条件検 討 を行 った.30同 にお いて 目的 の場所 に

バ ン ドが見 られ てい る,40回 ではバ ン ドが ラダー になってい るだ けでな く,予 定外 の配列

長のバ ン ドが増幅 され て しまって いるI以 後PCRは 最適 な回数 として30回 と したI

          MP(30)1520253040 M

                    」     9
                        .

                            ♪

                         ひ

                             薪

3
r

-1■ ー陰

●

         鱒

、,、  働

 図41PCRの 条 件検討

§

泳動条件1.5%ア ガ 卩一 スゲルで100V,30分,バ ン ドの検出はEtBr染 色 にて行 った.

 P(30)と 表 記 されているものは過去に同プライマーで増幅が確認 されたDNAに 対 し

            PCR 30Cycle行 った もの.

           マ ーカー(M)は 伽 θmを 用いた.
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3.1.3 次 世代シー クエ ンサ ー発 注に 向け収集 され たDNA

 本 実験 にお いてDNA抽 出後,PCRに よって増 幅 した 目的のDNAの 濃度また は最終的 な

収量 を表4に 、またその時得 られ たPCRの 電気泳動結果 を図5に 示す-次 世代 シー クエ ン

サー発注 にお いて,必 要なDNA量 は5pgで あ る.今 回 の実験 に よって次世代 シー クエ ン

サー発注 に十 分 といえ るDNA量 を確保す る ことがで きた.

表41本 実験において得 られたサ ンプル詳細

サンプル名 濃 度(μg/ｵL)容 量(μL)T0tal ーDNA(pg)ODsso/ODzso OD260 0D280

1

2

3

4

1

2

3

4

5

6

C

C

C

C

P

P

P

P

P

P

0す06

0.os

O.05

0.05

0.05

0.os

O.06

0.os

o.os

o.os

340

340

340

340

340

340

340

340

2SO

280

19.35

19.88

17-76

17.43

18.18

19.18

19す33

18.91

15.69

16.65

1す91

1.81

1.51

1.82

1.85

1.79

1.82

1.77

1.73

1.70

本実験において得 られたDNAの 濃 度や量を示す.

 右 に示すのはその計算に用 いたOD値 で ある.

0.0569

0.0585

0.0522

0.0513

0す0535

0.0564

0.05ss

O.0556

0.0560

0.0595

0.0299

0.0323

0.0288

0.028`L

O.0289

0.0316

0.0313

0.0314

0す0325

0.0350

M  C1 C2 C3 C4 PIP2 P3 P4 P5 P6M

爵

一        ・§
●劇一 鯔1鵬 鎖 。鱒 轍 す勧 齢鰤 頓 鱒 鱒 話 ●●

         図5:次 世 代シークエ ンサーー用に調整されたサ ンプルDNA

   泳動 条件1I5%ア ガ 卩一 スゲルで100V,30分,バ ン ドの検出はEtBr染 色 にて彳亅った.

4一 カー(M)はflaell[を 用 いた .サ ンプル名が空白のところは、健常者をn=6で 実 験 していたが今回は予

       算や サ ンプル数の都合でバイロシー クエン スを行 わない ものである.
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3.2メ タゲノム解 析結果

3.2.1454シ ー クエ ンスデ ー タ

 表5,図6に 示す のは,Filgenに よって シー クエ ンス された,デ ー タの詳細 であ る.ど

のサ ンプルにおいて も,そ れぞれ1万 リー ド以 ヒの配列が獲得 された,こ のこ とは全ての

サ ンプルについて全細菌 の0.01%以 上のポ ピュ レー ションを持 つ細菌 を解析で きるデー タ

を取得 した こ とを示 してお り,網 羅 的な細菌 叢の解析 として意 味のあ るデー タで ある と言

える.そ れぞれ'一4均リー ド長 は450bp前 後 であ り,こ の リー ド長を もってすれ ば細菌 の分

類 上多 くの配列が属 レベル までの推 定を 可能 に され る.ヒ ス トグラムか らは全て のサ ンプ

ル の シー クエ ンスが同様 に成功 している ことを示い る.今 回解 析に使 わなか った250bp以

ドの配 列は全デー タのわず か6.95%で あ るこ とも読 み取れ る.

    表5 次 世代 シークエンサーによってシークエ ンスされたデー タ

Samples Number ofReads Number ofBases  Ave.leneth

1

2

3

4

1

2

3

4

5

6

C

C

C

C

P

P

P

P

P

P

28,446

31,495

23,611

23,336

26,213

17,093

20,260

21,670

19,976

23,338

13,125,300

14,739,837

10,779,089

10,913,181

12,125,273

7,558,293

9,279,070

9,979,582

9,293,768

10,608,562

461.4

468.0

456.5

467.7

462.6

442.2

458.0

460.5

465.2

454.6

左 か らサ ン プ ル 名 ・ リー ド数-リ ー ド長 一 ド均 リ ー ド長 を 示 す

   サ ン プ ル のCはControlをPはPatientsを 示 す
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   図6 獲得 されたシー クエンスデー タの ヒス トグラム

A各 サンプルの ヒス トグラム,B 10サ ンプル合計の ヒス トグラム

ヒス トグラムの縦軸はデータ全体に対す る割合 をあ らわ している.
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3-2.2 涙液 細菌叢

 図7は シー クエ ンスデ ー タか ら解析 され た細 菌種(属)の ポ ピュ レーシ ョン を示 して い

る.そ れ ぞれ総 シー クエ ンスデー タか ら優勢種(属)を 上位10種(属)選 定 した.そ れ を

10色 に割 り振 り,割 合か らの積立 グラフを作成 した もので ある.そ の際,健 常者群 と患者

群 の細 菌ポ ピュ レー シ ョンの違 いを明確 にす るた めに,図7-Aで は健 常者群(n=4)か ら解析

され たデータの合計の上位10種(属)を,図7.Bで は患者群(n=6)か ら解析 されたデー タ

の合計 上位10種(属)を 積み 立てた ものを図示 している .

 細菌属 の推 定は全デー タの80～90%,細 菌種 の推 定は60～80%行 う事が出来た.細 菌"属"

について は健 常者に最 も多か った細 菌属 はLeuconostoc(乳 酸菌 の1属)で あ るこ とに対 し

て,患 者群 に最 も多か った細菌属 はPropionibacterium(-般 的 な皮膚 常在菌)で あった.

細 菌"種"で は同様に健常者 に最 も多かった細菌種 はLeuconostoc citreumで あ り,患 者

群 はPropionibacterium acnesが 多い.さ らに愚者群 では健 常者 に比べて, Staphylococcus

属や β㍑」:kholderia属 またはそれ に属す る細菌種 が上位 に リス トされ ている.患 者群では上

位10種 に入 らない細 菌属(種)が 健 常者 よ り多 くを占めている.
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         図7獲 得 され たシー クユンスデータか らの菌推定結果

            A菌 属 の推定結果,B 菌種 の推 定結果

両者のデー タにおいて全サンプルか らの優勢菌順 で多い ものから10種(属)が 選定され た(図 の右上)

 同様 に健常者群 、患者群の合計においてランキングし優勢順序に従 って グラフは積み立て られた

        Otherと 表記 した ものは トップ10以 外 の菌種(属)で ある

全ての グラフにおいて割合が100%に 達 していないが、残 り(無 色)は 菌種(属)が 推定できなかった も

                  の で ある
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3.3メ タボ ロー ム解析結果

 表6お よび,図8に は メタボ ロー ム解析結果 か らマ ンホイ ッ トニー のU検 定 によって統

計的優位 差が確認 され た物 質を示 した.陰 イ オンか ら1物 質,陽 イオ ンか ら3物 質が統 計

的な優位 差の ある物質 として同定 された.ア トピー性 角結膜炎発症 に よって増減す る物質

を選定す るた め,健 常群 をControl,ア トピーh'1_角結膜 炎患者 をPatientsと した時 の統 計

的な有意差 を計算 した もの と(表6.A),合 併症特有 に増減す る代謝物 を選 定す るために健

常者をC0ntrolま た は合併症 を引 き起 こ していな いア トピー性 角結膜炎患者,合 併症 を引 き

起 こ してい るア トピー性角 結膜炎患者 をPatientsと した時の統計的 な有意差(表6.B)を

別 途計算 した.Quinateは どち らにおいて も統 計的な優位 差を示 した.ま た

gamma.Carb0xyglutamic acid(GLA)はATx症 を引 き起 こ した時に・自一意 に低 ドした.

表6 メ タボ卩一ムによって有意差を示 した代謝物

A Name Ave C Ave P

gamma-Butyrobetaine
o-Acetylcarnitine

Quinate

g Name

1.91E-03  2.41E-03

2.64E-02  7.55E-03

2.55E-03  1.38E-03

Ave C Ave P

P-value

 去★

gamma-Carboxyglutamic acid

Quinate

1.44E-02  2.40E-03

2.16E-03  1.00E-03

P-value

 **

   A 健 常群 をControl,ア トピー性角結膜炎患者 をPatientsと した時の統 計的な有意差

B健 常者をContrQlま たは合併症を引 き起 こしていないア トピー性 角結膜炎患者 ,合 併症を引 き起 こして

        い る ア トピー性角結膜炎患者 をPatientsと した時の統計的な有意差

         Ave-Cと は健常群の平均, Ave-Pと は患者群の平均値である

              P・value(P<0、05=★ , Pく0.01=実 実)
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図8 有意差の見られた代謝物質

饑
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皺
竃P

Conは 健 常者群(青), MPは 合 併症の見 られないア トピー性角結膜 炎患者(黄),SPは 合 併症の見られる

             ア トピ‐re角 結 膜炎患者 をしめす(赤)

        縦 軸 はCEーTOF/MSに よ って測定 された際のピーク面積 をあ らわす
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4.  議 論

4.1病 理 診断 としての涙液 メ タゲ ノム解析

4-1.1ヒ ー トマ ップ によるクラスター解析

 次 世代 シー クエ ンサー.によって測定 され た細菌属 の割合 を兀 に,そ れ らのデー タの ヒー

トマ ップを描 画す る ことで,網 羅的なデー タにお ける菌属割合 の傾 向を客観的 に評 価す る

こ とを試み た(図9)す サ ンプル名 と推 定 された細 菌属名 の両方 を対象にPearson Correction

によるクラ スタ リン グを行 ったーサ ンプル 間にお けるクラスタ リン グでは健 常者群 と患者

群 を大 まかに クラス タ リングす るこ とがで き,こ の結果は細 菌属 のプ ロフ ァイル でア レル

ギー性 結膜炎 を診 断で きるこ とを示 してい る.他 に も同様 に様 々な免疫疾患 を皮 膚常在 菌

か ら診断 できる可能性 も示唆 して いる.こ れ らの考察は後述のPCAを 用 いた議 論で も取 り

Lげ る.ヒ ー トマ ツプか ら読み取れ るよ うに,涙 液細菌叢は個 人羌 が多 くみ られ るIし か

し,こ れ らの個 人差を もって して も健常者群 と患 者群 をクラス タ リングで きた ことは非常

に興味深 い ことである.

The bacteriagenus

which was seen a lo[in Patients

      図9健 常 群・患者群に優位差のみられた菌属についてのヒートマップ

      サンプルと細菌属それぞれについて 階層的クラスタリングを行っている

     下 に図示したものはサンプルをクラスタリングしたものを拡大したものである

緑で囲ったサンプル(F4サ ンプル)は 健常者ー群,赤 で囲ったサンプル(上6サ ンプル)は 患者群である

 水 色で色っけされた細菌属は健常者群 に多くみられる菌属としてクラスタリングされたものである

 オレンジで色っけされた細菌属は愚者群に多くみられる菌属としてクラスタリングされたものである
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 また観察 され た細菌属 は細菌 属間にお けるクラ スタ リング と合わせ て,健 常者 のいずれ

かのサ ンプル に多 くみ られ る細 菌属(94属)お よび,患 者群 のいずれ かのサンプルに 多くみ

られ る細菌属(113属)に 大 きく2つ にクラス タ リング され た.健 常者 に多 く見 られ る細 菌

属 と患者に 多 く見 られ る細菌属 それぞれ に分子進化 学的な共通点が あるのではないか と仮

定 し,観 察された菌属207属 による16S rRNA分 子系統解析を行った(図10).

璽

♂鞭%/

ち

ー

鑽

/

 

⑦

⑨

ご

       編
         U

丶奮

         鑵

、聡鑑
     0

Lactobacilli

           図10観 察された菌属207属 による分了L系統解析

健常群に多くみられた菌属はサンプルごとに寒色(水 ①、黄緑②、肯③),患 者群に多くみられた菌属はサンプル

     ごとに暖色(赤 ④、ピンク⑤、黄⑥、オレンジ⑦、マゼンタ⑧、黄士⑨)で 色っけした

健常首群に3属 以 」まとまったクラスターを赤色、患者群に3属 以上まとまったクラスターを青色に色つけした

 系統樹 の色合 いが暖 色.寒 色 と非常 に まば らで あ り,健 常 鮮,患 者 群に見 られ る細菌属

につ いて,そ れ ぞれ に傾 向が全 くない こ とが図か らも明 らか である.し か し,系 統樹右 下

側に着 目す る とLact0coccus属, Weissella属, Lactobacillus I,Leuc0n0stoc属 が健 常者

にお いて多 く見 られ た属 名 と して固 まって いる.こ れ らの菌履 は乳酸 菌 と言われ,細 菌叢

の恒常性 を保つ働 きがあ る菌 と してプ ロバ イオテ ィクスに応用 され る菌属であ る.健 常サ

ンプル に豊富 に含 まれ る乳酸菌 などの考察 は後述す るプ ロバイ オテ ィクスにお ける考察 に

よって行 う.

15



4.1.2メ タゲ ノムデ ータの2群 比較

 次ペ ー ジの図11・ 表7に 示す ものは,観 察 された細菌種(属)の なかで健常群 と患者群

において統計的有意差が確認 され た細菌種(属)を ヒー トマ ップに描画 した もので ある.

細菌属 では推定 された207属 中の16属 が統計 的有意 差 を示 した(図11・A).細 菌種の レ

ベル において は推定 され た461種 中の26種 が統 計的有意差 を示 した(図11・B).統 計的

有意 差 を示 した細菌属 の下流 の細 菌で同 じく統計的有意差 を示 した細菌種は

Corynebacterium属, Burkholderia属, Actinomyces属, Neisseria属 のみであ つた.先

述 した とお り,属 レベル で統計的有意差 を示 した細菌 は16属,種 レベル で統計的有意差 を

示 した細菌は26種 に も及ぶ ことに対 し,そ れ らの系統学的 な共通 項が4属,4種 のみで あ

ることは逆 に興味深 い ものであ る.ま た これ らはすべ て患者群 において増加 を示 してい る

細 菌属で ある.患 者 を診 断す るた めには細菌種 よ りもよ り上流 の細 菌プ ロファイル を得れ

ば士分で あるが,健 常者 に多い細菌は細菌種 レベル で観察 しなけれ ばな らないか も しれ な

い.さ らにこのこ とか ら属 レベルでの議論 と種 レベル での議論 は性 質が全 く異 なる可能性

を示 して いる.医 学 では単離 された菌が どのよ うな役割 を示す のか,病 原性 を示す のかを

中心 に議論 を行 い,属 よ り上流の差異 につ いて は大 き くふれ ることは あま りない.一 方 で

医科 プロバイ オテ ィクスでは特定の菌種 はもちろん乳酸菌 な ど,菌 属 も しくは科 レベル で

議 論す るこ とも多い.本 項は メタゲ ノム解析 を医学,特 に病理 学的な側面で考察す るので

患者群 に統計的有意 に増加 を示 した細菌種 についてい くつ か挙 げて議論 を行いた い と思 う.

 Burkholderia la taは セパ シア菌群 と言われ る細菌 の1つ であ る.環 境 常在性 で6・プロテオ

バ クテ リアに属す るセパ シア菌(Burkholderia cepacia)群 は、は病原 菌 と して知 られ てお り

[181,易 感染患者 に重篤 な肺炎 を発 症 させ る起因菌 であ るが、動植 物への病原性、高度 の抗

生物質耐性 を もつ.ア トピー性角結膜炎患者群 に有意 差が見 られた ものの,健 常者 に もわ

ずか に この菌 が見 られ るこ とは興味深 い(図12・A).あ る患者 サ ンプル において は全細菌

の8%を 占める多数 菌であ るた め疾患 とのア トピー性角 結膜 炎疾患 との関連性 が強 く疑われ

る.す でに眼に感 染症 をきたす菌 として も知 られ てい る.

 Corynebacterium accolensは 眼疾患 の原 因菌 をは じめヒ トの病原菌 としての報告 はめ

つたにない,し か し肉芽腫乳腺炎 と診断 され る患者 の胸膿 瘍か ら有意 に検 出 され た との報

告 もあ り[19],病 原菌 としての可能性 も捨て きれない.実 際にア トピー性角結膜炎患者 ほぼ

全 てか らこの菌は高い割合で観察 され てお り,他 のサ ンプルに比べ ば らつ きが少 ないため,

病理 マーカー として,ま た ア トピー性角結膜炎疾 患 との関連菌 として非常 に重 要であ る菌

と考 え る.

 Staphylococcus hominisは メチシ リン耐 性 コアグ ラーゼ陰性 ブ ドウ球菌 であ り,免 疫

の低 下に よって感 染の可能性が ある病原菌 であ る.ま た化学療法 によって免疫低 下 を引 き

起 こ した時に も感 染の危険性が ある.ア トピー性 角結膜炎の治療 としてステ ロイ ド点眼薬

を用 いる場合 があ るが,ス テ ロイ ドが免疫 の低 下 を引 き起 こ し,様 々な感染症 を引 き起 こ

す ことはす でに眼科領域で は知 られ てい るところであ る.
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 Rothia dentocaliosaは 眼表面 にお ける常在菌 で ある[20)と 同時 に眼 内炎を起 こす病 原

菌 として も知 られてい る[21].常 在菌で ある この菌がア トピー性角結膜 炎に多 く見 られた こ

とは,こ の細 菌は免疫 疾患の原 因菌であ ると言 うよ りも,そ れ に付属 す る炎症 に影響 を及

ぼす細 菌 と しての理解 が適切で ある と考 える.眼 疾患 とゆか りの深 い この菌の有意差はデ

ー タの信 憑性 を示す .

 Neisserl龝ubfla vaは 日和 見的な病原 菌であ る.し か しまれ に心内膜炎 、菌血、髄膜炎 、

敗血症性 関節 炎、眼内炎 と敗rm.症 の原因 となってい るこ とが知 られ てい る[22].さ らに

八衝舘㎝ ね属の他の細菌 は結膜炎 で増 え ることがす でに知 られ てい る【23]す
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図11マ ンホイットニーのU検 定によって有差を示した菌種(属)

         A:菌 属 B;菌 種

表7統 計的優位 を示 した細菌種(属)の サ ンプル差 と統計量

A Genus

B
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 今回統 計的有意 差が見 られ た細菌種 は26種 あ るすこれ らの中のい くつかは眼疾患 を引き

起 こす ことが知 られてい る細 菌種 だったが,そ の他多 くは今まで眼疾患 とのかかわ りが議

論 され ていない ものであ る.本 研究 では これ らの よ うに,今 まで眼疾患 に関わ る 巨亅一能性 を

示 され ていなかったがア レル ギー性 角結膜 炎に関わ る 可能性 があ る菌を複数種発 見 し,報

告 した ことは間違 いない もの である と考えるす しか しこれ は既知 の配列 と高 い相同性 を示

した と言う事 にす ぎず,実 際 に涙液 の中か ら培 養かつ 単離 しなけれ ば今回統計有意差 を示

した細菌 を眼疾患 におけ る病原菌 とは断 定で きない.ア トピー性 角結膜 炎患者か らこれ ら

の菌 を単離す る ことは眼科領域の研 究者 にー.任す る ところであ る.
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            青 健 常 者 赤:患 者 群

    グラフの 縦 軸 は シ ー クエ ンスされ た 属 の 全 体 に 対 す る割 合 を 示 す

     一部 グラフの 最 大 値 を変 更 した.そ の た め.部 デ ー タを省 略 した.
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4す1.3ブ ドウ球菌 とァ トピー性角結膜炎

翫翠賜400000囎 属(ブ ドウ球菌)は 皮膚 の常在 菌で あるが,ま れに病原 菌 とな る可能性 が

あ り,細 菌病理 では非 常に重 要な細菌で ある.病 原性 を もつブ ドウ球 菌はMRSAと 言 われ

る細菌 とMR.CNSと 呼ばれ る細菌群 に分 けられ る.MRSAと はStayhylococcus aureusの

こ とであ り,病 原性の常在菌 として最 も多 く研 究 され ているブ ドウ球菌であ る[24].コ ア グ

ラーゼ陽性 の代表 菌種 はMRSAで あ り,種 々な病態 を呈す.コ ア グラーゼ陰性 ブ ドウ球 菌

がCNSで あ り,ブ ドウ球菌 のほ とん どがCNSで ある.コ ア グラーゼ とは菌体外酵素 の1

つで あ り、血 漿凝固作用 を有す る.近 年,免 疫疾 患患者腸 内のStaphylococcus aureusが/�

意 に増加 している との報告 され た【4】.ブ ドウ球菌 がア トピー を起 こ した患者 の涙液か ら有

意 に検出 され た と言 う報告 もあ るが【25],デ ー タが少 な く今後 さらな る議論の必 要があ るす

 図13に 示す のは,そ れ ぞれMRSAとMR.CNSに 推 定 された菌種 のメタゲノムプ ロファ

イル であ るIMRSAで は患者 にお いて菌の増加 は確認 できないが, MR-CNS群 ではす でに

統 計的に有意 を示 したStaphylococcus hommis,他Staphylococcus epidemidisは ステ ユ

ーデ ン トの検定で は有 意差 が確 認 されてい るIサ ンプル数の充 実によつてMR.CNSと ア ト

ピー性 角結膜炎の関連性 が さらに浮 き彫 りにな るか もしれ ない .眼 感染症 にお けるMRSA

お よびMR.CNSの 薬剤 感受性 につ いての論文で は レボ フ ロキサ シンの点眼 によって

MRSAは 殺 菌 され た もの の, MRCNSで は殺菌 が確認 されて いない[26】.さ らに,

MR.CNSはMRSAに 比べて上皮細胞への付着性 が高いため付着面の面 ではMRSAよ り病

原性 が高い と言 うilsf1FIもある[27】.本 研究 の結果 か ら免疫 疾患,特 にア トピー性 角結膜炎 と

MR.CNSの 関連性が疑 われ る中で、 MR.CNSの 生体へ の執着性 は強 く,従 来の科学的療法

では これ らを抑 えきれ ないこ とが懸念 され る,
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   図13観 察されたMRSAとMR-CNS菌 群

     灰 色:MRSA黄 色IMR-CNS菌 群

       青 健 常者 赤:患 者群

グラフの縦軸はシークエンスされた属の全体に対する割合を示す
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4-1-4PCAに よ る傾 向分 析
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             図14様 々な条件 トでのPCA解 析

A.推 定 された菌種 全てにおいて描 画されたPCA B.推 定 された菌種において描画 されたPCA(N>3)

C.推 定 された菌属全てにおいて揃画 されたPCA D.推 定 された菌属において描画 されたPCA(N>3)

E.推 定 された菌科全てにおいて描画されたPCA F.推 定 された菌 目全てにおいて描画 されたPCA

                青;健 常 者 赤1患 者群

 図14に 示 すのは,細 菌種(属 、科 、 目)プ ロファイル を丿Lに作成 され たPCA解 析結果

で ある.細 菌科 ・属 ・種のPCA解 析 にお いては健常群お よび,患 者群 を明確 に判断す るこ

とが できる.し か しなが ら目よ り分類的 に上流に 当たる分類 でPCA解 析 を行 うと,両 群 を

明確 に分類す ることはで きない.多 くのメタゲ ノム解析 にお いては門 ・鋼 な どの細菌プ 卩

ファイル につ いて議 論す るこ とも多 いが[28],上 流 の階層 での議 論は有意義で はなく,環 境

サ ンプル(特 に常在 菌)に おい てその場の環境 を考察す るた めには少 な くとも科 よ り下流

の分類 クラスで考察 しなければ な らない ことを今 回の結果は強 く示唆 している,

 図14.Cで は推定 され た菌属 全てにおいてPCA解 析 を行ったが,図14-Dは 観 察 された

細菌属の 中で も3サ ンプル以上 に観 察 され た細菌 プロファイルについて 作成 され た もので

あ るすDに くらべCのPCA解 析 は患者 群の ま とま りが よい.こ の こ とは細菌 の中の少数菌
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もしくは個人差を形成する細菌もア トピー性角結膜炎の病理に関わっていることや,疾 患

を起こす と非常にユニークな細菌が繁殖 して しまう可能性を示 している.

 前述 したが細菌種 として推定されたものは全体の60～80%程 度である.80～90%の 推定能

を誇っている細菌属や細菌科 と同様にPCA解 析の結果が好ましいのはメタゲノム解析で宿

主の状態を示すためには本研究のようにシークエンサー測定限界までシークエ ンスを行 う

など,よ り長いシークエンスデータを取得す ることが望ま しいことや,常 在菌叢が大きく

病理に貢献す ることを示唆 してお り,こ れ らのことか らメタゲノムプロファイルはア トピ

ー性角結膜炎の診断に非常に有用である事を示す.さ らにその他,眼 疾患の診断や,皮 膚

常在菌叢の解析における免疫疾患の診断をメタゲノム解析によつて行える可能性を示 して

いる.実 際にア トピー性皮膚炎の症状スコアと腸内細菌叢の関連について示す論文がある

[29].同 様に免疫疾患の診断を皮膚常在菌で手軽に行 う事ができる可能性がある.

4.1.5メ タボロームデータとメタゲノムデータの比較

 図15-Aに 示すのは2008年 に測定したア トピー性角結膜炎患者群(n=10)と 健常群(n=5)

を用いて作成 されたPCA解 析結果である.メ タボローム解析を用いた時よりもメタゲノム

解析 を用いたほうが健常群 と患者群の判断に優れていることは明白である.

 その原因 としてはヒトの恒常性が大きく関与 していると考察される.代 謝物を始めヒト

は外界か らのス トレスを受けた時に内分泌を一定に保つ恒常性が働 く.一 方で環境中に存

在する微生物,特 に常在菌は宿主の影響を直接受け,変 化 した環境により細菌が活性を失

った り,逆 に活性を得た りする.さ らに微生物は微生物同士のクロス トーキングが頻繁に

行われることから少 しの環境的ス トレスが細菌叢に多大な影響を与えるものであると考え

られる.こ のことは常在菌叢が個人差を生んでしま う反面で,宿 主の状態や病理に強く反

映できるものであることを示唆 してお り,ヒ トの様々な病理疾患のマーカー探索の対象 と

して,ヒ ト由来のものよりも細菌性のものの方が優れている可能性を示唆する.

 メタボローム解析は代謝物の濃度を正規化す ることや測定の際に生 じたノイズデータの

削除などの解析の手間が非常に多いほか,解 析のためのコス ト,時 間の両面において研究

者の負担が大きいものである.そ の点,メ タゲノム解析はメタボローム解析に比べ非常に

簡易である.環 境サンプルからDNAを 抽出 し, PCRを 行 う事が全自動で行 うことが現在

可能であることも重ねて,非 常に低時間,低 負担で行 う事ができる.さ らに近年では次世

代シークエンサーの出現 と同時にシークエンスにかかる値段や,シ ークエンサーそのもの

の低 コス ト化が進んでお り,将 来的には病院にシークエンサーがおかれ る時代が訪れると

予想 されている.診 断のみならずオーダーメイ ド医療などの重要性がささやかれる中で,

個人差の大きい常在菌叢の乱れを解析 し,各 患者にて増加が見 られた病原細菌に対する処

方を行 うことも可能である.メ タゲノム解析を用いた新 しい病気の診断 ・処方方法は次世

代シークエンサーの出現同様,次 の世代を担 うものとして将来ブレイクスルーを起こすも

のであると考えられる.
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    図15様 々な条件下でのPCA解 析

A.メ タボロームデー タ(涙液中113代 謝物)を 用いたPCA

  B,ゲ ノムデー タを用いたPCA(図13-Cと 同 じ図)

       ●:健 常者 ▲:患 者群

10 -5

4,2プ ロバイ オテ ィクス と しての涙液 メタゲ ノム解析

これ までの章 では病原微 生物や,そ れ らの影響 でのア トピー性角結膜 炎の病理 への影響 に

つい て議論 を行 ったが,本 章か らはプ ロバ イオテ ィクス ,っ ま りは有用菌 の視 点か らの病

理議論や,本 来涙液に営在す る菌,も しくは健康状 態 に多 く見 られ る細菌 について眼表面

の健康 をいか に守 ってい るのか,ま たそのT業 的応 用の可能性 につ いて議論す る.

4-2.1比 較解析 か ら考察す る涙液 中の有用菌 とそ の働 き

 図16に 示 したのは患者群に比べ健常者 にお いて有意に増加 を示 した細菌 であ る.2群 間

の平均値の比較 は前章表7を 参考に していただ きたい .健 常者の涙液中 には患者.群に比べ,

乳酸 菌が 多い こ とがわかる.-般 的に健常者の涙液 にはLeuconostoc citreiimと ロrばれ る

菌が最 優勢に存在 しているが(図7-B),特 にBi&drobacterium属,五ac'oわ ∂c∫ノ如3属,

Lactococcus属 が有意 に多い.実 際 にア レル ギー疾患 において これ らの属 に該 当す る腸 内細

菌が減 少す る と言 う報 告や,口 腔 摂取す ることに より免疫疾 患が改善す る と言 う報告があ

るのでそれぞれい くつか紹 介す る.プ ロバイ オテ ィクスでは 茄燕かo加o孟θがロm属,

Lactobacillus属 を]腔 摂取す るこ とで症状 が改善 され た報 告が い くつか知 られてい る.

Wangら は,平 均14～15歳 の通年性 ア レルギー患者 に対 して,二 重盲検法でLactobacillus

paracaseiを 投 与 した ところ,生 活 の質 を含 めた臨床 症状 の有意 な改 善を見た と報告 してい

る[30].ま た,成 人のスギ花 粉症 に対 してBifidrobacterium longumが 有 効であ るとの報告

もあ る[31亅.そ の他プ ロバイ オテ ィクスの経 口摂 取にお いてア トピー性 の眼疾 患が改善 され

た との1例 も報告 され ている[32].さ らに免疫疾 患 にお いて腸 内か ら減 る菌 として も
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茄五ぬo加o孟 θ加 加 属,Lactobacillus属 はすで に挙 げ られ ている[4].こ の よ うに免疫疾患 で

腸 内細菌 におい て増減す る ことが知 られてい る菌が ア トピー性角結膜 炎 を起 こ した涙液 常

在 菌で も同様 に確認す る ことがで き,免 疫 疾患 と常在菌 の関係 は以前か ら着 目され てきた

腸 内細菌のみ な らず,炎 症 患部 で も同様 であ るこ とを示 してい る.

 次 に常在菌の乱れ は免疫疾 患の原 因で あるのか,結 果 であるのかは重要な問題で ある.

この点 に関 して は腸内細菌叢 の違 いがア レル ギー発症 に先 だって認 め られ る との報告が あ

り[4],常 在菌叢 の乱れ が免疫疾 患の原 因 にな る可能性 を示 してい る.本 研究 にお いて先行

研究 との一致 として患者群 か ら観 察 された乳酸菌の減少や,ブ ドウ球 菌の増加,

Enterobacteria(本 サ ンプルの患者 にお いて もEnterobacteriacea科 の増加 が有意で あった)

の増加[33】がア トピー性角結膜炎発症 の原 因になつてい る可能性が示唆 され る.

 また,Lactococcus lattisの 割合 は健常群 にお いて有意 に多い.、乙ao彡00000召θ1∂0～胎 はプ ロ

バ イオテ ィクス としてす でに様 々な分野で応 用 されてい るが ,、乙∂oψooooo囎1ao翻 θが生成す

る リン酸化菌体外多糖[34]は 哺乳動物 の免疫活 性の発現 に非常 に重要 である ことが しられ

てい る[35】.Lactococcus lattisが 眼表面 の免疫 向上 に働 いてい ることは先行研究 か らも支

持 され るところで ある.

 同 じく健常群 に多い菌 として有意 差を示す もの にStreptococcus lutetiensisが 挙 げ られ

る.Streptococcus属 の細 菌の生理的作用 は非常 に多種 多様 であ る.齲 蝕原性細 菌であ る種

[36】,や プロバ イオテ ィクス と して ヒ トに利用 され る菌種 もい る[37].本 解析 では既 知の細

菌 と比べ95%以 上の相同性 を得 た ものを細 菌種 の推 定 としてい る.し か し実際 はRDBの ス

コア リングの手法の影響や,対 象 となる配列 が既 知の細菌 と異 なる場合 もあ る.そ のた め

16S rRNAの 進化 系統樹 で細菌種 の推定 をよ り詳細 に しなおす こ とに した(図17).対 象

として用 いたのは本研究の シー クエ ンスデ ー タの中でStrep tococcus lutetiensisと して推

定 され た10リ ー ドをランダムに選 び,既 知 のStreptococcus属 の細菌種 の中でE. coliの

ア ウ トグル ープの基進 化系統樹 を作成 した.条 件 は対象 と手法で述べ た もの と同 じであ る.

結果,Streptococcus lutetiensisと して推 定 された全て の菌 に対 して近縁 にStreptococcus

lutetiensisが 推 定 されたが同 じく近縁 にStreptococcus infantariusやStreptococcus bovis

が位置 され た.そ のた め,性 質上 これ らの菌 と似 た機 能 を持つ と仮定 した.

 スー ダンの伝 統的な ラクダの発酵乳"Gariss"の 中にはStreptococcus infantariusや

Streptococcus bovin, Lactobacillusな どの菌が含 まれ る ことが知 られてい る[38].

Strep tococcus infan tariusは 心内膜 炎の原 因 とな る病原菌 として知 られ てい る[39].し か

し,"Gariss"か ら単離 された菌の内多 くがStreptococcus infantariusで あるにもかかわ ら

ず,消 費者 の病気 の発病 は報 告 されていない[40】.そ れ どころか,"Gariss"は リー シュマニ

ア症 また はカラアザール さらには他 の種類 の感染症 を治療 す るの に用い られ る.カ ラアザ

ールの原因 となる原 虫は免疫 システ ムを攻撃 し宿主 に発 熱 をもた らす .こ の こ とは"Gariss"

が免疫機 能 の改善 の能 力を持 ってい るこ とを示唆 してお り,本 研 究分野 にお けるア トピー

性 角結膜炎 と関連 して も興味深い.こ れ に関連 して健康 の維持 と して伝統的 に ヒ トは
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Bi6drobacterium属, Lactobacillus属, Streptococcus属 を含 む乳製品を摂取 してきた と

い う報 告があ る[41亅,病 原性 を持 つ細 菌 も種類 によっては乳酸菌 との共存 によって ヒ トの

健康 に 莫大な利 益 を働 きか ける可能性 を示唆 してお り,涙 液 中で も同様 にそれ らが行 われ

てい る可能性 を しめ して いるI

 腸 内細 菌同様,免 疫 疾患 にお いて眼表 面の常在 菌叢 バランスが偏 ってい るこ とを示 した.

眼表 面細 菌叢 の偏 りに よ り,ア トピー性角結膜 炎が誘発 され る可能性 が示唆 され た.そ の

こ とが 事実であ るな らば,乳 酸菌 な どのプ ロバイオテ ィクスの投 与に よってア トピー性角

結膜炎 の 予防が 可能であ るのか もしれ ない,従 来の プ ロバイ オテ ィク スでは 口腔摂取が.

般的 であった.本 研 究で は涙液常在 菌叢が免疫疾 患 に影響 を 与える考察 であ るた め,ヒ ト

由来 の乳酸 菌を直接 点眼す るこ とで直接的 に患部 の健康改善 に影響 を 与えるこ とが 可能で

ある.そ の際 にはStreptococcus infantariusと 乳酸菌 を同時 に摂 取す ることで よ り有用な

効果 を期待 で きそ うだ.

 涙液 のpHは7.5～8.0の アル カ リ性 だ と言 われ てい るI-方 で乳酸 菌の増殖 至適pHは

5I5～5.8の 弱酸 陸であ り,涙 液環境 は乳酸菌生息 に優れ てい るとは とて も言 えない.そ の乳

酸菌に とって劣悪 な環境 の中で これ らの菌が生息 し,宿 主の健康 を維持 してい ることは非

常に興味深い ことである.
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図16マ ン ホイットニ ー のU検 定 に よっ て有 差 を 示 した 涙 液 有 用 菌

 Al Burkho/dezia Tata B:(;orynebactelium accolens

 C:Staphylococcus hominis D:Rothia dentocariosa

       青 健 常 者 赤=患 者 群

グ ラフの 縦 軸 は シ ー クエ ンスされ た 属 σ)全 体 に 対 す る割 合 を示 す

ー 部 グラフの 最 大 値 を変 更 した
.そ の た め-部 デ ー タを 省 略 した ー

24



・   ・  ミ   」  `

 旨 当P         匚 ・     、5

・ ち 疂
あ ぎ  ノ

         ノ ヒ   ・τ

①＼

②＼

O
.,  邑    ,

  3     實

∴
∴

一い

 
 
 
 
 

档

             図17Stz・ ξρ勿oooOu5属 の 系統解析

青①1シ ークーンスによって得られた配列 赤②:RBD(SeqMatch)に よって得られた配列(青)と 相同性が高いと推

 定された菌種 オレンジ③ISeqMatchで は推定されなかったが,得 られた配列(青)と 近縁と思われる菌種

4.2.2自 己相 関解析 か ら考察す る涙液 中の有用菌 とその働 き

 プ ロバイオテ ィクス とは[腔 か ら肛門に至 る広義 の消化管に存在す る細菌群 に働 きかけ

て,あ るいは単独 で生体 に有 益な効果を もた らす生 きた細 菌の ことを示す.こ の場合,ア

トピー性 角結膜 炎に多 く見 られ た細菌を抑 えるよ うな菌や,ア レルギー によって増 える と

言 われ てい るよ うな菌を抑 える よ うな菌が涙液プ ロバ イオテ ィクス として有用で ある と判

断 がで きる.

 図18で は観察 され た細菌属の うち3サ ンプル以上 に観察 された細菌属の 自己相 関マ ップ

であ る.こ の図か らは先述 した とお り,ア トピー性 角結膜炎 に よって増 えるこ とが確認 さ

れ た細菌や,す で に免疫疾患 で増 えることが確 認 され た菌属 と負の相関 を示す細菌 を客観

的 に捕 えるこ とがで きる.図 の右■上が一0-8か ら-1.0の 高い負 の相 関を示す 濃いブルー の色 に

マ ッピングされて いるす成分1と なるの はア トピー性角結膜炎 によって有 意に増 加 した

Corynebacterium属 お よび,免 疫疾患 にお いて腸 内や皮膚 です でに増加 が示 されてお り,

本研 究で も議 論 に挙げたStaphylococcus属 や これ らを含 めた4属 の細 菌であ る-そ れ に対
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し,成 分2と して挙 げ られ るの は,乳 酸 菌(Bifidrobacteri.召 切 属, Lactobacillus属,

五ao600000認 属, Weiserria属)の 他, Enterococcus属 な どの 細 菌 で あ る.乳 酸 菌 が 免 疫 疾

患 のr防 や 治療 にプ ロバ イ オ テ ィ クス 的 な効 果 を 示 す こ とは今 ま で議 論 した が,免 疫 疾 患

にお い てEnterococcus属 が 減 る こ とか ら[4】,こ れ らの 細 菌 もI司様 に免 疫 恒 常性 に 関 わ る細

菌 で あ る 可能性 が 高 い す 従 来 か らプ ロバ イ オ テ ィ ク ス と して用 い られ て い るの は

β漉 伽 加06θr加 加 属,Lactobacillus属 の 細 菌 で あ っ た.し か し今-司 の.)結果 で は そ の他 の乳

酸 菌 も免 疫 疾 患 に悪 影 響 を及 ぼ しそ うな細 菌 と負 の相 関 を示 して い る-五 ∂o'ooooo認 属,

Weiserria属 の 細 菌 もプ ロバ イ オテ ィ クス と して応 用 され る こ とが期 待 され る.
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           図18推 定された細菌属についての自己相関マップ

      正 の相関を示すと赤,相 関を示さないと碧,負 の相関を示すと青とマッピングした

            図右Lは 特 に負の相関を示すプロファイルである

図のLの 囲みは変数1で あるStaphylococcus ,6bηmθ 加 σ齬がα皿 属, Propionibacterium属 の集団である
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 付録 では図18の 自己相関 によ り,負 の相 関に統計差 が見 られたデー タの中で属 に推 定 さ

れた ものは(P<0.005),種 に推定 され た ものは(P<0.01)の 有意差が見 られ たデ ー タを表に し

た ものを載せ,免 疫疾 患に関わ りのあるものを赤,免 疫疾 患の改善が見 られそ うな細菌 を

青で表記 している.こ の こ とか らはプ ロバイオテ ィ クス とな りえる菌同士で拮抗す る こと

は無 く,免 疫疾患 に関わ りの あるもの をまんべ んな く抑制 してい るこ とが見て取れ る.

 負 の相関 を示 した割合 のい くつか を図19で 示す.属 と種両方 で議論 をす るが,種 で の相

関 も同様 の解析 に よって得 られた結果で ある.様 々な乳酸 菌 と負 の相関 を示 し,さ らに免

疫 との関連 が ささや かれ るStaphylococcus属 の抗菌性 につ いての議論 を 中心 に行 つていき

たい.す でにBifidrobacterium属, Lactobacillus属 は免疫 改善のプ ロバイオテ ィクス とし

て用い られ,こ れ らの菌 は本 サンプルにおいて も有意 にStaphylococcus属 と負 の相 関を示

す が,そ れ以上 にLactococcus属, Weiserria属 がStaphylococcus属 と有意 な負の相 関 を

示 した(添 付 と図19・A/C).Staphylococcus属 のみな らず これ らの細菌 はその他,ア トピー

性 角結膜炎患者 におい て増加 した細菌属(特 にはConrnebacterium属)へ も有意 な負の相

関 を示 していた(図19B/D).そ の こ とか らも乳酸 菌は様 々な病原 菌 に対 して細菌 ワイ ド

に これ らの菌 を抑制す る作用 があ ることを示唆 して いる.さ らにBlfidrobacterium属,

Lactobacillus属 以外の乳酸菌(Lactococcus属, Weiserria属)が 眼疾患,特 にア トピー性

角結膜炎 に利 益 をもた らす とす ると医科バイオテ ィクス として新 しくこれ らの乳酸菌 を と

りいれ ることが非常 に重要 となって くる.さ らにこれ らの細菌 を ヒ ト由来にて単離す るこ

とがで きれ ば,口 腔摂取 の他,点 眼 と して患部 に直接作用 を促す ことは安 全面 と効果の両

面において非常 に有意義 であ ると考え る.

ところで,細 菌種 レベル にての議論 において もLactococcus属 は眼表面 の健康 にお いて非

常に有益な働 きを示 している可能性 があ る.Lactococcus属 のなかではLactococcus

蝦伽0勉0面5とLactococcus lattisと 推 定 された菌種が,健 常群 に有意 に多 く見 られ た細菌

である(図19E/F),Staphylococcus hominisと 著 しい負の相関 を示 して いる.こ れ らの

菌 はほかのStaphylococcus属 の細 菌や,ア トピー性 角結膜炎患者 によ り増加 した細菌 とも

同様 に負 の相 関 を示 してい る.、砧o渉ooooo〃θ1ao飴 はす でに先述で も議論 され たが,あ らか

じめStaphylococcus属 を培養 した脱脂乳 にLactococcus lattisを 添加 する ことで

Staphylococcus属 の細 菌が急速に死滅 す る との研究報告 がす で に報告 されてい る

(htt)://www.nvusallkh1.or.'/8cientjfic/mor1弓i 5.htm1 図2) ,-Zンactococcus raffinolactis

とLactococcus lattisは 新 しいプ ロバイ オティクス として有用であ るか も しれ ない.さ らに

これ ら推 定 され た菌には同 じ菌種 でも様 々な菌株 が存在 す る.推 定 され た株 が違 う事 で,

負 の相 関係数 と,有 意差が異 なる ことか らも,眼 の健康 を著 しく維 持 してい る乳酸菌 は常

在菌 として独 自の抗 菌機 能 を持 ってい ても不思議 が無 い.そ のた め眼疾患 に直接作用す る

プ ロバイ オテ ィクスの提 案の場合,そ れ らは ヒ トの涙液 か ら単離 され る必要が あるだろ う.

 このよ うに本研 究では新 しいプ ロバイオテ ィクスの新 細菌 と しての提案,ま た手法 とし

て点眼 とい う新 しいプ ロバイオテ ィクスの摂取方法 の提案 を示 した.
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   図19乳 酸菌とアトピー性角結膜炎に関わる可能性のある細菌との相関プロット

   図の軸の単位はX軸,Y軸 ともにサンプルにおける対象となる菌の割合である

X:の後に書かれているのは成分1の 細菌名,Y:の 後に書かれているのは成分2の 細菌名である

4.2.3涙 液メタボローム解析 と常在菌 との関連性

 細菌と疾患性についての関連性 をメタボローム解析データから議論を行 う.既 知の物質

において,健 常者 とア トピー性角結膜炎患者においては3物 質統計差が確認 されている.

ア トピー性角結膜炎で合併症を引き起こしているものとそれ以外のサンプルで2物 質統計

差が確認された(表6・ 図8).そ れぞれ共通に有意差が見られたもの としてはQuinate

と言 う代謝物質が挙げられ る.図8の グラフでは(グ ラフ右か ら2番 目)健 常者より合併

症の引き起こされていないア トピー性角結膜炎患者が,そ れ よりも合併症を引き起こして

いる患者が徐々に低値を示 していることがわかる.こ のことは病気の進行に応 じて本物質

が有意に減少することを示 しているが,Quinateは ヒトをはじめとした真菌を除 く真核生

物で代謝することはできない(図20).Quinateは 主に細菌や植物によ りシキ ミ酸経路を
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介 して合 成 され る.Quinateは 尿 で も測 定 され る代 謝 物 で あ り, Quinateは 尿 を弱 酸 性 に

して 細 菌 の繁 殖 を 抑 え る働 きが あ る の で 、膀 胱 炎 や 腎 盍炎 な どの尿 路感 染 症 の 予 防 効 果 が

期 待 され て い る[42],ア ト ピー 性 角結 膜 炎患 者 の 涙 液 に は様 々 な病 原 菌 が い る とい う研 究 結

果 とQuinate量 が 症 状 に従 って 低 下 して い る 事 実 との 関連 性 は非 常 に 興 味 深 い もの で あ る,

 Quinateを 合 成 す る酵 素 はquinate/shikimate dehydrogenaseで あ る-酵 素 を包 括 的 か

っ 詳 細 な 情 報 が ま とめ られ て い る デー タベ ー ス で あ るBRENDA[431に よ りこの 酵 素 を持 つ

事 が知 られ て い る生 物 を調 べ た と ころ,Staphylococcus属 な ど本 疾 患 で,ま た は既 知 の 免

疫 疾 患 に お い て 増加 傾 向 が 見 られ る細 菌 の プ ロフ ァイ ル と有 意 に 負 の相 関 を 示 した 細 菌 属

(Lactobacilus属 やEnterococcus属 の)細 菌)が この 酵 素 を作 る遺 伝 子 を 持 っ て い る こ とが

わ か っ た.quinate/shikimate dehydrogenaseを コ ー ドす る遺 伝 子 はquinateを 脱 水 素 す

る こ とが確 認 され て い な いshikimate dehydr0genaseを コ ー ドす る遺伝 了.とオ ー ソ ログ な

関 係 に あ る す そ の た めshikimate dehydrogenaseと デ ー タベ ー スに 登録 され て い て も 実際

はquinateを 脱 水 素 す る能 力 が あ るの で は な い か と考 えた.健 常 群 に多 くみ られ,様 々な

病 原 細 菌 と負 の 相 関 を 示 したLactococcus lattisのshikimate dehydr0genaseの ア ミノ酸

配 列 をNCBIのProtein BLASTに よ って 相 同 性 検 索 を 行 ったI結 果, Enterococcus属 の

quinate/shikimate dehydrogenaseと 高 い 相 同性(E.value=2e-75)を 示 した. Lactococcus

lattisのshikimate dehydrogenaseはQuinateの 脱 水 素 能 を持 っ て い る か も しれ な い.ま

た 対 象 と してStaphyl0coccus属 のshikimate dehydr0genaseの ア ミノ酸 配 列 を クエ リー に

同 様 の 手 法 で検 索 した と こ ろ, 番 相 同性 の 高 いquinate/shikimate dehydrogenaseと の

相 同 性 は(E-value=2e.21)で あ った. 一般 的 にE-valueがe.50を 下 回 るた ん ぱ く質 は機

能 が 近 似 して い る と言 え るが,e.20程 度 で は機 能 が-致 して い るか ど うか 疑 わ しい.つ ま

り少 な く と もLactococcus ladsな ど の有 用 菌 で はquinateが 合 成 で き るが,

.Staphylococcus属 の 細 菌 で は 合成 で き な い 可能性 が示 され た.こ の 件 に関 して は どの微 生

物 がquinateを 合 成 で き る能 を持 っ て い る の か,さ らな る配 列 解 析 を進 め て い きた い.
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               図20Quinateの 合成経路

            赤でくくった代謝物質がQuinateで ある

代謝物質の間には番号.のふられた四角いタグが付いているがこれは酵素を示す緑にぬられていれば対象を

          する生物ですでに発現が確認されたたんぱく質である

     図左がヒ ト,右 が大腸菌のシキミ酸経路である大腸菌はQuinateを 合成できる
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 gamma・Carboxyglutamic acid(GLA)は 合併症 を引 き起 こ したAI(C患 者 のみの有意 な低

下が見 られた物質 である.GLAは タンパ ク質の翻訳後修飾 でグル タ ミン酸残 基のY基 がカ

ルボキ シル化す る ことで,生 合成す るこ とが知 られ てい る[44].し か し,一 次代謝お よび 二

次代謝で生合成 され る との報告は今 まで報告 され ていない.こ の こ とか ら,合 併症 を引き

起 こ したAKC患 者 において, G】込 濃度 の著 しい低 下を見たのは タンパ ク質 由来 である と

い う事 が考 え られ る.GLA残 基 を持つたん ぱ く質 の機能 として最 もよく知 られ てい るのは

組織 の石灰化 の抑制 であ る.こ の ことはア トピー性 角結膜炎の臨床像 である角膜 プ ラー ク

と言 われ る合併症 と条件が一致す る.角 膜 プラー クはア トピー性角結膜炎 に よって傷つ け

られ た角膜 に発生す るカル シ ウム沈着 であ り,原 因は ほ とん どわかってきていなか つた.

 GLA残 基 を持つ たんぱ く質の活1生にはグル タ ミン残基 がカルボ キシル化 しGLA残 基 にな

る必 要があ るが,こ れ らの修飾 は ビタ ミンK依 存性 であ る[451.ビ タ ミンコKの供給源 は大 き

くビタ ミンK1と ビタ ミンK2で ある.ビ タ ミンコK1はヒ トが代謝す るが,ビ タ ミンK2は ヒ ト

では代謝で きない.筆 者 は ビタ ミンコK2に着 目し議論 を進 め る.ビ タ ミンK2(MKー7)が 血

管壁 へのカル シウム沈着 を有意 に防 ぐこ とは報告 され ている[46】.動 脈硬 化の病理 は動脈の

石灰 化で ある.そ れ だけでな くビタ ミンK2と 石灰化 についての議論 はあ とを絶 たず[47],

現在 の医学で は細胞 の石灰化 とビタ ミンK2の 関連性 については重要性 を増 してい る.

 ビタ ミンKと 細菌 の常在菌 の関連 は非常に密接な ものである.す でに腸内細菌で は ビタ

ミンKは 食物か らの摂取 と並 んで、幾つかの種類 に属す る複数腸 内細菌に よっても供給 さ

れ る との報告 があ る[481.眼 表 面の細菌叢特 に有用菌 のバ ランスが崩 れ るこ とで ビタ ミン

K2の 生産が阻害 され,た んぱ く質がGコLA化 されず,機 能 の活性 を得 られていないた め,

健 常者で はタンパ ク質か ら分解 されたGコLA残 基がCEに よって測定 され,タ ンパ ク質が

GLA化 され なかった重症患者 ではGLAが 多 く測 定 され なかった事が考 え られ る.細 菌叢

が崩れ ビタ ミン コKの供 給が滞 ったた めに合併症 が引き起 こされ るとい う議論で ある.

 これ らの議論 を総括す る とア トピー性角結膜炎 の発症,合 併症の発症 は図21に 示 した概

念図 に よって起 こると仮説 を立 てた.眼 表 面には病 原菌含 め様 々な有用菌(プ ロバイオテ

ィクス)が 存 在す る.プ ロバイ オティクスはQuinateや ビタ ミンK2な どを生成 し,眼 表

面 の健康 を維 持 してい るが,何 らかの影響 でそのバ ランスが崩れ,病 原菌 の割 合が増 える

と免疫反応 に異常 をきたす.そ の結果,ア トピー性 角結膜炎 が発症 して しまい,増 加 して

いる病原 菌 によって組織 に炎症 を起 こす.さ らにプ ロバイオテ ィクスの割合 を減 らした環

境 では ビタ ミンK2の 総生 産が滞 り,い ままで石灰 化 を防い でい た環境 が揺 らいでい るた め,

角膜 の炎 症 も合わせて組織 の石灰化 を起 こ して しま う.

 眼の免 疫疾患の予防や治療,時 には合併症の予防 のためには,眼 表 面へのプ ロバイ オテ

ィクスの投与,ま たは有用代謝物 の点眼が必要で あるかも しれ ない.こ の仮説 が正 しけれ

ば,従 来の化学治療 は病理 の一端に対す る処方で あ り,根 本 的な解 決にな らな いのは明 ら

かであ ろ う.我 々が提案す るのは炎症の治癒や疾患 の予 防に直接 作用す るプ ロバイ オテ ィ

クスで ある.
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図21 ア トピー性角結膜 炎発症 メカニズムの仮説

5.結 語

 本研究は次世代 シー クエ ンサーの低 コス ト化 と普及 に よって可能 とな る,皮 膚(涙 液)

常在 菌 を用いて病理 の診断 を行 う新 しい手法 の提案 のみな らず,涙 液 に免疫恒 常,疾 患 予

防,治 療 に有用 な細菌 が多 く含まれ ることを明 らかに した,従 来の培養法 を行 った実験 で

は涙液か ら乳酸菌 な どの細 菌が見つか った と言 う報告 す ら少ない,本 研究 では消化 管のみ

な らず有用菌が皮膚常在菌 へ直接 有益な効果 を働 きかけ る事を期待す る新 しいプ ロバイオ

テ ィクスの可能性 につ いて示 したI従 来のプ 卩バイ オテ ィクスでは 冂腔摂取 がー..般的であ

ったが,炎 症患部 による著 しい細 菌叢の変化や,そ の細菌の病態 に対す る関わ りが より明

らかになれば医科 プロバイ オティ クスは1.リ腔摂取 のみ な らず眼科 領域で は点眼,皮 膚科領

域 では塗 薬な どに応用の幅 を広 げ るだ ろ う-

 ところで涙液 にはなぜ乳酸菌 が多 く存在 す るの だろ う.筆 者は今まで病原菌へ の抵抗や,

免疫改 善の観 点か ら様 々な議論 を行 ったが,実 はそれ だけではないので はな いか と考えるI

これ はあ くまで も筆者の推測 であ るが,眼 と体内(日 や 消化 管)が つなが っている ことが

その ヒン トにな る と考 える,涙 液 は涙腺 か ら分泌 され,涙 小 管か ら排 出後,鼻 や喉 に排 出

され る.鼻 ・喉 は免疫応答 の疾患 が多発 す る器 官 である ことも興味深いが,-方 で湿潤環

境 であ る-面 においては眼表 面が湿潤 条件 を好む乳酸 菌に とっての絶好の培養槽で ある事
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がいえる.生 物(特 にヒ ト)は 長い進化の上で涙液 とい う天然のプロバイオティクスを製

造 し,無 意識にそれを口腔摂取することで,免 疫系の恒常を計っているのではないだろう

か.腸 内細菌 としての乳酸菌の定着が不安定である乳児は様々な免疫疾患を起こすことが

知 られている,乳 児は良く涙を流す ことは明らかであるが,一 説によるとヒ トは泣くこと

で免疫 を高めるとも言われている(現 時点で科学的根拠は無い).ま た、泣 くことで副交

感神経が活性 し免疫を高めるとい う説 もあるが,筆 者は泣 くことで涙液中のプロバイオテ

ィクスが多量に口腔摂取 されるからなのではないか と考える.

 ヒ トがなぜ泣 くのか とい う議論の決着は未だについていないが,文 明の上で,ま た健康

機能性食品として,プ ロバイオティクスを利用するより前か らヒトは免疫向上のためのプ

ロバイオティクスを自然的に獲得 していたのかもしれない.近 年ではヒ トの神経伝達物質

に関わる酵素は細菌か ら伝播 されたとの報告もある[49].感 情が高ぶった際にヒ トは涙を流

すが,細 菌とヒトの高度な進化の関連性についても非常に興味深いものである.
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               付録1 DNA抽 出阯 の条件検討

土壌用DNA抽 出Kitを 用いたものは糞便用DNA抽 出Kitを 用いたものよりもDNAの 抽出能がよい

              Marker Gut Soil
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付録2

シー クユ ンスされた細菌種プロファイルのrl己 相 関に より2群 間に有意な負の相関がみ られた細菌種の

P(0.ooi=大 糞脅)

 

,衆0.005=

 

,組 み 合 わ せPvalue(ハ(0.01=

赤1免 疫疾mに て増加することが知 られ ている細菌

ピンク;免 疫改善に役に立っ ことは知 られていないが患者群 に増加 を示 している細菌

プロバイオテ ィク.スと しての機能が知 られ ている細菌青:免 疫疾患にて低下す ることや

プ 卩バイオテ ィク.スとしての機能は報告 されていないが健常群に多く見 られる細菌水色
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                              付録3

シークニ[ンスされた細菌属プロファイルの自己相関で2群 間に有意な負の相関がみられた細菌属の組み合わせ

                赤1.免疫 疾患にて増力冂することが知られている細菌属

      ビンク1免疫改善に役に立つことは知られていないが患者群に増加を示している細菌属

       青1免 疫 疾患 にて低 トすることや,プ ロバイオティクスとしての機能が知られている細菌

     属 水 色=プ ロバイオティクスとしての機能は報告されていないが健常群に多く>Lられる細菌属

                   Pvalue(P(0.005=m,斥0.001=燃)

変数1 変数2 相 関係 数P.value

  Aeromonas

嗣 ∬08∂η(胆ゐa8a

 Acinetobacter

Oscillibacter

Corynebacterium

  !4σ∫ゴ〇四 擱X

Corynebacterium

Corynebacte」 ゴロ泗

   丁/eillonella

     Varibaculum

     Varibaculum

      Vitreoscilla

a
 Weissella

TTa■ゴゐaσ ロノum

凸
       Weissella

  Microvirgula

Chzyseobacterium

Coryneわacteriu皿2

    Weissella

 Pectobactez・ium

Corynebヨcteヱ ～'㎜

Cor nebacteiゴ α皿

Corynebacterium

  幽1ゴ わao〃1召 枷

黛

、-

5

7

1

1

5

6

3

9

0

1

2

0

0

8

8

8

0

1

2

3

6

8

5

5

5

2

2

8

0

0

1

1

1

1

2

2

3

3

3

4

4

4

5

5

6

6

6

6

6

6

7

7

7

8

9

1

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

8

9

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

.
 

 

.
 

 

.
 

 

.
 

 

.
 

 

.
 

 

膠
 

 

.
 

 

.
 

 

.
 

 

-
 

 

-

 

 

-

 

 

.
 

 

.
 

 

.
 

 

.
 

 

.
 

 

ー
 

 

.
 

 

.
 

 

.
 

 

.
 

 

.
 

 

.
 

 

.
 

 

,
 

 

.

勅

繰

離

蝋

舷

湫

湫

鰍

湫

鰍

飜

無

獄

糟

触

触

鰍

鰍

鰍

鼎

鼎

鼎

鼎

密

歯

*

*

兎

*

歯

*

士

去

密

★

*

士

密

39



涙液常在菌のメタゲノム解析と眼科医療応用について

2010年9月10日   初版発行

     著者 馬場藤貴

     監修 冨 田勝

発 行 慶 應 義 塾 大 学 湘 南 藤 沢 学 会

   〒252-0816神 奈川県藤沢市遠藤5322

   TEL:0466-49-3437

Printed in Japan  印 刷 ・製 本  ワキ プ リントピア

SFC-SWP 2010-S-001



■
本
論
文
は
研
究
会
に
お
い
て
優
秀
と
認
め
ら
れ
、
出
版
さ
れ
た
も
の
で
す
。


