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学 位 論 文 題 名

妊娠女性の腟細菌叢における乳酸桿菌菌種および

細菌性腟症関連細菌の検出と細菌性腟症の関連について

学位論文内容の要旨

はじめに

  細菌性腟症（BV）は、正常な腟細菌叢において最優勢である乳酸桿菌（LB）が減少し、多様な嫌気性

菌が増殖した腟細菌叢の病的状態である．妊娠女性においてBVの病態を解析することは、早産や絨毛膜

羊膜炎の病因解明の有用な手がかりとなる可能性がある．BVの腟細菌叢には、Gardnerella、.4topobium、

M〇b〃uncusや多種の嫌気性菌が検出される．さらに最近の分子生物学的分析により、BVの細菌叢に他の

細菌とは独立した細菌群が同定され、BV←associatedbacteria（BVAB）1、2および3と名付けられた．

BVABは、Mega叩カaera、工epめ噺曲ぬ、E・g呂er曲eぬ様細菌とともに、Gar由ereぬやAf叩〇Mumよ

りもBVに対する特異性が高いことが報告されている．本稿で使用する「BV関連細菌」は、これらの

A他g．aspカaera、工epめf打cカぬ、Eg・ger舶eW・a様細菌、およびBVAB1～3のことである，現在までに、妊娠

女性の腟細菌叢においてBV関連細菌およびLB菌種の検出とBVとの関連につしゝて示した報告はない．

本研究では、妊娠女性における正常およびBVの腟細菌叢を細菌の16SrDNA領域の特異的PCR法を用

いて解析し、各細菌叢でのBV関連細菌およびLB菌種の検出率を比較して、その関連にっいて明らかに

した．

対象と方法

インフオームドコンセントの得られた妊娠女性163名から、腟分泌物検体を採取した．検体の一部は塗

抹標本とし、グラム染色を行い、Nugentスコアによって評価した．Nugentスコアは、グラム染色上の

LB数、グラム陰性短桿菌数、グラム染色不定湾曲桿菌の菌数をスコア化して腟細菌叢を評価する方法であ

り、LB数の減少、グラム陰性短桿菌数やグラム染色不定湾曲桿菌の増加により高スコアとなる．採取した

検体を、Nugentスコア値により、正常（0ー3点）、中聞群（4一6点）、BV（7―10点）の3群に分類した．

細菌培養は、血液寒天培地を用い、好気条件および嫌気条件下で行った．LBについては、コロ二一形態と

染色性により菌属レベルまでの同定を行った．また、腟分泌物検体からDNAを抽出し、特異的PCRをお

こなった．LB菌属のPCRプライマーの菌種特異性については、腸内細菌叢に検出される14種類のLB

菌種を用いて検討し確認した．統計学的解析には、Fisherの直接確率検定法、多因子口ジスティック解析

を用い、いずれもP<0.05を有意水準とした．

成績
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  （1）研究期間中に妊娠女性163名から163検体を得た．十分な情報を得られなかった31名にっいては

解析から除外し、残り132名の検体を、Nugentスコアにより3群に分類した，98名(74.2％）が正常群、

21名(15.9％）が中間群、13名(9.8％）がBV群に分類された．平均年齢、初産婦の割合、検体採取の妊

娠週数、分娩週数、児の出生体重には、3群間に有意差はなかった．

（2）LBは、Nugentスコア値に関わらず、PCR法によりほとんどすべての検体から検出された．L・

crispatus、工，jensenii、工，gasseriの3菌種の検出率は、BV群に比して正常群で有意に高かった．乙，iners

の検出率は、3群間で有意差はなかった，BV関連細菌については、正常群に比してBV群で有意に検出

率が高かった，

（3）多因子□ジスティック回帰解析により、各細菌検出と異常細菌叢との関連について検討した．工，

crispatusが検出されないこと、およびAlegas_phaer．aが検出されることがNugentスコアが4以上であ

ることに関する独立した危険因子であった，各細菌検出のオッズ比は0．2、13．3であった，同様に

EgIger舶e〃a様細菌が検出されることはBVの独立した危険因子であり、オッズ比は6，2であった．

  （4）L．meおは、PCR法により132検体中55検体（41．7％）から検出された．その検出率は3群間で

有 意差がな かった．工 ．meパが検 出された 検体では、BV関連細菌の検出率が有意に高かった．

  （5）LBは、正常群では98検体中91検体（92．9％）から、中間群では21検体中11検体（52．4％）から、

BV群では13検体中2検体（15．4％）から培養された．PCR法による3群でのLBの検出率は、99．0％、100％、

92． 3％で あ り 、細 菌 叢 が異 常 であ る ほ どPCR法 と培 養 法 での LB検出 の 不一致 が多かっ た．

  （6）PCR法でL．cn叩aCusのみが検出された24検体では、22検体（91．7％）が、  L．g・asse打のみが

検出された14検体では13検体（92．9％）が、培養法でもLBが検出されたが、己．mersのみが検出され

た検体では、47．6％のみが培養法でLBが検出され、己．mersが培養されにくしゝ可能性が示された．

考 察

  本研究の菌種特異的PCR法を用いた解析により、乙，crisDatus、L．jensenii、乙，gasseri、己．inersの

LB4菌種は、我が国の妊娠女性において、よくみられる菌種であることが示された．このなかで工，crispafus、

工，Je門se門打、乙，gasse打の3菌種の検出率は正常群に比してBV群では低かった．これに対してBV関連

細菌4菌種は、BV群からより高率に検出された．工，me朋は、BVの有無によらず、約半数の妊娠女性か

ら検出された．

  腟内にH202を産生するLBを有している女性ではBV発症率が低いことやBV症例では正常細菌叢例

に比して腟内H202濃度が低いことなどから、LBのH202産生能は腟細菌叢を維持するのに重要な役割

を担っていると考えられている．本研究によりL．mersの検出される検体では、BV関連細菌の検出率が

高いことが明らかとなったが、このことは、乙，cn即afusと己，丿e門se門打のほぽ全ての菌株がH202産生

能を有しているのに比し、L，merSでは、9％の菌株しかH202産生能を有さないとする報告と一致する．

す な わ ち 、 L． mersがBV関 連細 菌 の 定着 や 増殖 に あ まり 抑 制的 で な いこ と が 考え ら れる ．

  PCRでは、 BV13検体のう ち、12検体 にLBが検出さ れた．このうち、6検体からはLmers、2検体

から工，cガspaとusが検出された．また、LBが培養され、塗抹標本でグラム陽性桿菌が同定されたのはわ

ずか1検体のみであった．このことは、BVであっても、多くは細菌叢内にLBを保菌しているが、菌数は

少なく、LB菌種構成も正常細菌叢とは異なることを示している．

  本研究により、BV関連細菌は、我が国の妊娠女性においてもBVと関連があることが示された，またE，

merSが、正常細菌叢例だけでなく病的細菌叢でも優勢なLB菌種であることが明らかとなり、BV関連細

菌の腟内定着に対して防御的ではないことが示唆された．工，mersがBV関連細菌の定着をむしろ促進し

ている可能性については今後の興味ある検討課題と思われた．
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学位論文審査の要旨

学 位 論 文 題 名

妊娠女性の腟細菌叢における乳酸桿菌菌種および

細菌性腟症関連細菌の検出と細菌性腟症の関連について

  本研究は、妊娠女性の睦分泌物検体をグラム染色のスコア値により、，正常、中間群、

細菌性腟症の3群に分類し、各群での細菌性睦症関連細菌および乳酸桿菌菌種の検出率

を比較したものである．細菌性腟症関連細菌として、細菌性腟症に対する特異性が高い

Megasphaera、Egger thella様細菌、Leptotrichia、とBV－associated bacteriaー2、

乳酸桿菌菌種としてぃ腟細菌叢での検出頻度が高い己crispatus、工．jensenii、工．

gasseriと己．inersについて、16SrDNA領域の特異的PCR法を用いて各群での検出率

が調べられた．その結果、細菌性腟痔関連細菌は正常細菌叢に比して細菌性腟症で検出

率が高く、L crispatus丶工．jensenii、L．gasseriは、正常細菌叢での検出率が高

かった．一方、L．inersの検出率は群間で差がなく、工．inersが検出された検体で

は、むしろ細菌性睦症関連細菌の検出率が有意に高かった．ロジスティック回帰解析

では、工． crispatusが検出されないこと、Megasphaeraが検出されることがそれぞ

れ中間群以上であることに関する、Egger thel la様細菌が検出されることが細菌性腟症

に関する独立した危険因子であった．さらにPCR法と培養法の結果の比較から、工．iners

が培養されにくい菌であることが示された・

  発表終了後有賀教授より、本研究では、細菌性腟症と早産が関連がなかったのは検体数が少

ないためであると考察されたが、関連を認めたとする過去の報告ではどのくらいの数の症例を

検討しているのかとの質問があり、細菌性腟症が200例以上の報告もあると返答した．早産

予防におけるプロバイオティックスの有用性を問う質問には、乳酸桿菌腟錠が早産予防に関し

て効果があるかどうかは明らかにはなっていないと返答した．さらに、妊娠中の細菌性腟症に

ついて妊娠のどの時期から治療すべきかとの質問があり、妊娠20週以降では、早産予防に効

果がなぃとの報告がある一方で、妊娠16週頃では有効とする報告があり、第2三半記前半ま

でには開始するべきであると答えた．細菌性腟症の治療法に関しての問いには、経口抗生剤が

適切であるとした，乳酸桿菌のプロバイオティックス購錠を使用する場合に、どの菌穐を勧め
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るかとの質問には、L． crispatusがよいと考えると返答した．櫻木教授から、本研究から得ら

れた結果は、早産を減少させるためにどのように応用されるか、妊娠女性の膊細菌叢を評価す

るのには、Nugentスコアと細菌件臓症関連細菌のどちらを用いるのが適切かとの質問があっ

た，細菌性腟症と関連のある細菌が同定されたが、早産との関連の評価は今後の課題であるこ

と、現時点では、細菌性腟症の評価に関して、PCR法による細菌性腟症関連細菌の検出はNugent

スコアに代わるものではないことを説明した．釆城教授から、本研究において、申請者は実際

に核酸の抽出やPCRによる分析にどの程度関与したかとの質問があった．検体採取以外は、

ほとんどすべて申請者がおこなったと返答した．さらに、各群の検体数をどのように決めたか

との質問には、検討期間に採取したすべての検体をNugentスコアにより分類した検体数であ

ると答えた．最後に水H孅より、本研究で解析した細菌性腟症関連細菌と絨毛膜羊膜炎との

関連を羊水の解析などで示した報告があるかとの質問があった．現時点では、これらの細菌が

切迫早産や絨毛膜羊膜炎と関連があることを示した報告はなく、今後の検討課題であると返答

した．また、細菌件腟症は、性感染症のひとっと考えられるかとの質問に対しては、議論のあ

るところであるとした上で、件産業に従事する女性も、件活動の少ない高校牛においても、細

菌性腟症の頻度がかわら凝いとする報告があることを示して、ー般的な性感染症の範疇には入

らナょいと考えると返答した．

  この論文は、北海道医学雑誌第83巻第2号に掲載される予定であり、今後この知見は、妊

娠 女 性 に お け る 細 菌 性 腟 症 の 病 態 解 明 に 応 用 さ れ る こ と が 期 待 さ れ る 。

  審査員一同は、これらの成果を高く評価し、大学院課程における研鑽や単位取得ぬども併せ

申請 者が博士（医学）の学位を受けるのに充分な資格を有するものと判定した。
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