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緒言 

 Lautropia mirabilis はグラム陰性通性嫌気性菌で，1930 年に“Sarcina mirabilis”と

して百日咳患者の上気道から発見された 1)．当時は注目されることはなかったが，1994 年

にヒト口腔（舌下）に存在する運動性細菌の調査がきっかけとなり，再発見されて L. 

mirabilis となった 2)． 

L. mirabilis は，歯周炎患者と比較して健常歯肉を有する者に多く存在し，歯周炎治療後

に増加することが複数報告されている3-7)．小児においては，侵襲性歯周炎罹患群と比較し

て健常歯肉を有する群で L. mirabilis の存在比率が高く8)，う蝕に罹患している小児よりも

う蝕のない小児において L. mirabilis の相対的存在量が多いことが報告されている9)．さら

に，Kageyama らは，舌癌患者では舌切除術後に L. mirabilis が顕著に増加したことを報

告している10)．これらの報告から，L. mirabilis は，口腔内の健康度の指標となる可能性が

考えられる．一方で，嚢胞性線維症患者の口腔内11), 12)，線維上皮性ポリープが存在する口

腔内13)では本菌の存在比率が増加することが報告されている．最近では L. mirabilis が腹膜

透析患者の腹膜炎の起因菌となった例も報告されている14)．また HIV 感染小児患者の口腔

内においても本菌の存在比率が増加していたことが報告されている15)．さらに2018年に行

われた我々の先行研究では，重度の口腔粘膜障害を生じた造血細胞移植患者の中に，移植後

に口腔粘膜上細菌叢で L. mirabilis が主要構成菌となった患者が存在した16)．これらの報告

は，L. mirabilis が免疫力低下を呈する疾患と正の関係にある，あるいは，病原性を有する

可能性があることを示唆している． 

以上のように，L. mirabilis は，健康にとって有益であることを示す指標となるのか，あ

るいは警告を示す指標となるのかは，その病原性を含めて未だ定まっていないのが現状で

ある．また，L. mirabilis の菌体成分の構造や生化学的性質についての報告はこれまでにも

あるが 17-19)，その数は僅かであり，限られている．すなわち，L. mirabilis の性状はその病

原性を含めて，ほとんど明らかにされていない． 

本研究では，L. mirabilis を解析するための第一段階として，ヒト口腔内から本菌を取得

するための L. mirabilis の簡便な分離・培養法と検出法を確立することを目的とした． 

得られた L. mirabilis 分離株の一部についてはゲノム解析を行い，さらに，分離株の薬剤

感受性を検討した． 

 

材料と方法 

対象 

造血細胞移植患者群の対象は，2019 年 4 月から 2021 年 3 月の間に岡山大学病院血液・

腫瘍内科で造血細胞移植を受けた 20 歳以上の患者 24 名（男性 15 名，女性 9 名，平均年齢

48.1 歳：23 から 68 歳）とした． 

健常者群の対象は，既往歴がなく，抗菌薬や免疫抑制剤を服用していない 20 歳以上の者

10 名（男性 7 名，女性 3 名，平均年齢 32.6 歳：28 から 56 歳）とした． 



なお，本研究は岡山大学生命倫理審査委員会の承認（研 1906-036）を受け，全対象に同

意を得た上で実施した． 

 

使用菌種 

L. mirabilis ATCC51599 株は American Type Culture Collection（ATCC）から入手

した．Streptococcus mutans MT8148 株は国立感染症研究所から恵与された． 

Actinomyces viscosus JCM8353 株，Aggregatibacter actinomycetemcomitans JCM2434

株，Neisseria gonorrhoeae JCM2885 株，Haemophilus influenzae JCM33542 株，およ

び Fusobacterium nucleatum subspecies nucleatum JCM8532 株は理化学研究所バイオ

リソース研究センター微生物材料開発室から入手した．Escherichia coli DH5α株(K12 株

由来株)は株式会社ニッポンジーンから入手した．Porphyromonas gingivalis ATCC33277

株は本研究室保存株を用いた． 

 

使用培地 

固形培地は，MacConkey 寒天培地（Becton, Dickinson and Company）とチョコレート

寒天培地（日水製薬株式会社）を用いた．  

 

薬剤感受性試験 

薬剤感受性試験には，バンコマイシン（VCM），テイコプラニン（TEIC），レボフロキサ

シン（LVFX），メロペネム（MEPM），タゾバクタム / ピペラシリン（TAZ / PIPC），セ

フェピム（CFPM），アモキシシリン（AMPC），クラリスロマイシン（CAM），アジスロマ

イシン（AZM），セフカペン（CFPN）を用いた．KB ディスク®（栄研化学株式会社）と Etest®

（ビオメリュー・ジャパン株式会社）を用い，VCM，TEIC，MEPM，AMPC，CAM，お

よび AZM はディスク法と Etest を行い，LVFX, TAZ / PIPC, および CFPN はディスク

法のみ行い，また CFPM は Etest のみ実施した． 

 

検体の採取 

 造血細胞移植患者は，患者の体調に応じて，移植前（移植 7 日前から移植前日までの期

間）に 1 または 2 回，また移植後（移植翌日から移植後 28 日までの期間）に検体を 1 から

4 回採取した．健常者は，同意取得後に 1 回採取した（図 1）．  

滅菌綿棒（日水製薬株式会社）2 本を用いて両側頬粘膜全体を穏やかに擦過し，それぞれ

を MacConkey 寒天培地とチョコレート寒天培地に播種した．その後，37 °C の好気条件下

で 1 から 3 日間培養した． 

 

DNA抽出 

PCR には，ボイリング法によって抽出した DNA を用いた．菌液 1 mL を 1.5 mL 容量の



サンプリングチューブにとり，12,000 × g で 5 分間遠心した後に上清を除去した．次にチ

ューブに滅菌精製水 100 µL を加え，100 °C で 10 分間煮沸した．その後，12,000 × g で 5

分間遠心することで得られた上清を DNA 溶液として使用した． 

ゲノム解析には，フェノール・クロロホルムを用いて菌体から抽出した DNA を用いた 20)．

はじめにチョコレート寒天培地で培養した菌体を 15 mL 容量のコニカルチューブに回収し，

5 mL の TE 緩衝液（pH 8.0）を加えて懸濁した．次にクロロホルムとメタノールを 2：1 の

割合で混合した溶液を等量加えて穏やかに 5 分間振盪した．2,500 × g で 20 分間遠心した

後に溶液を除去し，十分に乾燥させた．その後 5 mL の TE 緩衝液（pH 8.0）に懸濁した．

1 M のトリス－塩酸溶液（pH 9.0）を 0.5 mL 加えることで中和したのちに最終濃度

100 g/mL となるように卵白由来リゾチームを加え，37℃で 16 時間反応させた．反応後，

10%ドデシル硫酸ナトリウム溶液 550 L と 10 mg/mL 濃度のプロテイナーゼ K 溶液 55 

L を加えて，55 °C で 3 時間反応させた．その後，25：24：1 の割合で混合したフェノー

ル・クロロホルム・イソアミノアルコール溶液を等量加えて 30 分間穏やかに攪拌した．

12,000 × g で 20 分間の遠心後，水層を回収し，新しいコニカルチューブに移した．これに

クロロホルムとイソアミノアルコールを 24：1の割合で混合した溶液を等量加えて 5分間，

穏やかに振盪させた後に 12,000 × g で 10 分間の遠心分離を行い，水層を新しいコニカルチ

ューブに移した．そして，0.1 倍量の 3M 酢酸ナトリウム溶液（pH 5.2）と等量のイソプロ

パノールを加えて穏やかに混合したのち，4 °C で 1 時間静置した．12,000 × g で 10 分間遠

心したのちに上清を除去して 70%エタノール 100 µL を静かに加えた．直ちに 12,000 × g

で 5 分間遠心したのちに上清をすべて除去した．沈殿した DNA を TE 緩衝液（pH 8.0）に

溶解したものをゲノム DNA 溶液とした． 

 なお，得られたゲノム DNA は，吸光度比（Abs 260 nm/Abs 280 nm）が 1.73 から 2.18

の間にあることを分光光度計により確認した． 

 

PCR  

L. mirabilis 特異的プライマーとして recA 塩基配列をもとに Lmrec1：5’ –

CACCCTCACGCGAGGTGCCCTCG – 3’（フォワード）と，Lmrec2：5’ –

CGAGATGCAGAAGCTGGGTGGA – 3’（リバース）を設計した．また細菌共通のプライ

マーとして，16SrDNA の保存領域に設計された 8F：5’ – AGAGTTTGATCATGGCTCAG 

– 3’（フォワード）21)と 338R：5’ – GCTGCCTCCCGTAGGAGT– 3’（リバース）22)を用

いた．プライマーDNA の合成はシグマアルドリッチジャパン合同会社に委託した． 

PCR 反応液は，PrimeSTAR®GXL DNA Polymerase（タカラバイオ株式会社）0.5 µL，

5×PrimeSTAR GXL Buffer（タカラバイオ株式会社） 5 µL，dNTP Mixture（2.5 mM each）

（タカラバイオ株式会社）2 µL，0.4 µM のフォワードプライマーとリバースプライマー，

そして各菌種から抽出した DNA（から 200 ng）に滅菌精製水を加えて全量を 25 µL とし

た．PCR 反応には TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice®Touch を用い，98 °C，20 秒の初



期変性の後，98 °C，10 秒の熱変性，60 °C，15 秒のアニーリング，そして 68 °C，30 秒の

伸長反応からなる 3 ステップを 40 サイクル行った． 

 

電気泳動 

PCR 産物の確認は，アガロースゲル電気泳動法により行った．PCR 産物 5 µL に 10×ロ

ーディングバッファー（タカラバイオ株式会社）1 µL を添加し，この混和物全量を，1.5％

アガロースゲルを用いて 100 V で 25 分間泳動した．100 bp サイズマーカー（ExcelBand™ 

100 bp DNA Ladder：コスモ・バイオ株式会社）を同時に泳動した．泳動後のアガロース

ゲルは 0.5 µg/mL 濃度のエチジウムブロマイド溶液（株式会社ニッポンジーン）で染色後，

波長 312 nm の UV トランスイルミネーター上で DNA を検出した．増幅の有無を確認する

とともにサイズマーカーにて増幅断片のサイズを確認した． 

 

菌種の同定 

アガロースゲル電気泳動法で分離した DNA 断片は，High Pure PCR Product 

Purification Kit（ロシュ・ダイアグノスティックス株式会社）を用いてアガロースゲルか

ら精製した．塩基配列の決定には BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

（ThermoFisher Scientific）を用い，Applied Biosystems 3130xl Genetic Analyzer 

（Applied Biosystems）で解読した．決定した 16S rDNA の塩基配列は National Center 

for Biotechnology Information（NCBI）が提供している Basic Local Alignment 

Search Tool（BLAST）（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）を用いて属あるい

は菌種を同定した． 

 

ゲノム配列の決定 

 L. mirabilis ゲノムの塩基配列の解読は，大阪大学微生物病研究所附属遺伝情報実験セン

ターに外部委託した． 

 ゲノムの塩基配列は MinION(Nanopore)を使用したロングシークエンスと

NovaSeq6000 (Illumina)を使用したショートシークエンスとして取得した．得られた配列

のアセンブリには Flye version 2.7-b1585 を使用し 23)，作成されたコンティグの結合に

は Pilon version 1.23 を用いた 24)．ゲノム配列決定後のゲノムアノテーションは DFAST 

25)を用いて自動的に行った． 

 

ゲノム配列の一致比較 

 株間におけるゲノム配列全体の構造類似性は，Artemis Comparison Tool (ACT) ver. 

18.1.0 を用いて確認した 26)． 

 

系統樹解析 



分子系統樹解析のために，まず kSNP3.027)を用いて一塩基多型（single nucleotide 

polymorphism, SNP）を検出した．次に，検出された SNP をもとに MEGAX28)を用いて

系統樹を作成した．最適 k-mer 値の設定には，kSNP3.0 のアクセサリーツールである

Kchooser を用いた 27)．最尤系統樹の構築には，MEGAX によって導き出された最小ベイズ

情報量規準（Bayesian information criterion）によって選択されたガンマ分布を用いた

Tamura の 3 パラメーターモデルを用いた 29)．ブーストラップ計算は，1,000 回とした． 

 

薬剤感受性試験 

 チョコレート寒天培地上に発育した菌を集菌し，滅菌生理食塩水に懸濁することで濁度

が McFarland No.0.5（吸光度 530 nm：0.08 から 0.10）に相当する菌液を調整した．調

整菌液 1 mL をチョコレート寒天培地に播種し，培地全面に菌液が均一に行き渡った状態で

5 分間静置した．過剰な菌液を除去し，培地表面が乾燥したことを確認した後，ピンセット

を用いて薬剤含有ディスクと Etest®ストリップを寒天培地上に密着するように配置した．

なお，薬剤含有ディスクについてはディスク間距離を 24 mm 以上とした．37 °C の好気条

件下で 24 時間培養し，阻止円と最小発育阻止濃度（minimum inhibitory concentration：

MIC）の測定を行った． 

 阻止円はノギスを用いて測定した．感受性の判定は，阻止円の直径を用いた米国臨床検査

標準協議会（Clinical and Laboratory Standard Institute：CLSI） Document M100-S22

に基づいて作成された KB ディスク®添付文書第 9 版（2016 年 12 月改訂）の判定法に準拠

して，S（感受性）／I（中間）／R（耐性） として判定した．なお，L. mirabilis は CLSI

において基準値が示されていないため，判定法に記載されているすべての適応菌種におい

て阻止円の直径の中で最小値以下を示すものを R，最大値以上を示すものを S と判定する

こととした． 

 Etest®の結果の判定には，CLSI Document M100-S22 を参照した．ただし，L. mirabilis 

の基準値は示されておらず，また，CFPM についてはカテゴリーに S /I /R 判定の設定がな

いため，MIC 値のみを採用した． 

 

結果 

L. mirabilisの分離・培養 

 始めに L. mirabilis ATCC51599 株を MacConkey 寒天培地とチョコレート寒天培地に

播種したところ，増殖することが確認された（結果は示さない）．そのため，両培地を使用

して被験者から菌を分離することを試みた．その結果，チョコレート寒天培地には播種後 1

日後に多数の菌が密に増殖し，培地上の菌を単離することはできなかった．一方，

MacConkey 寒天培地では，造血細胞移植患者群 24 名のうち 9 名，健常者群 10 名のうち 4

名で，播種 2 あるいは 3 日後に明瞭でかつ分離可能なコロニーが観察された．MacConkey

寒天培地上にコロニーが観察された造血細胞移植患者 9 名のうち 3 名では，さらに採取時



期の異なる複数の検体で MacConkey 寒天培地上にコロニーが形成された．形成されたコロ

ニーはすべて紫色を呈し，それらの性状から次の 3 種類に分類された（図 2）．i) 不正円形

で辺縁が裂片状を呈し，中心が凸状のコロニー（図 2-A），ii)円形で扁平状のコロニー（図

2-B），および iii) 不正円形で周囲に顆粒状物を伴い，周辺が裂片状で中心が凸状のコロニ

ー（図 2-C）である． 

  

L. mirabilis検出用 PCRプライマーの特異性 

 L. mirabilis を鑑別することを目的として，L. mirabilis の recA の塩基配列をもとにプ

ライマーLmrec1 と Lmrec2 を設計した．このプライマーセットを用い，種々の菌種の DNA

を用いることで，その特異性を調べた．図 3A に示すように，供試した 9 菌種の中で L. 

mirabilisのみ増幅が確認された．16S rDNAの保存領域に設計されたプライマー8Fと338R

を用いた場合には，供試した全ての菌種で増幅が見られた（図 3B）．このため，プライマー

Lmrec1 と Lmrec2 を L. mirabilis 特異的プライマーとして，以降の実験に使用した． 

 

L. mirabilis特異的 PCRによる菌種の同定 

 プライマーLmrec1 と Lmrec2 を用いた PCR を行うことで，MacConkey 寒天培地に形

成されたコロニーを同定することを試みた．造血細胞移植患者群 9 名と健常者群 4 名の合

計 13 名から得られたのコロニーを試した．なお，各人からは同じ形状のコロニーが得られ

ており，異なる形状のコロニーが得られた被験者はいなかった．Lmrec1 と Lmrec2 を用い

た PCR を行ったところ，造血細胞移植患者群 7 名のコロニーで，また，健常者群 2 名のコ

ロニーで DNA の増幅が見られた．増幅された DNA 断片に対して，プライマー8F と 338R 

を用いたダイレクトシークエンスを行うことで塩基配列を決定した．得られた配列を

BLAST で検索した結果，Lmrec1 と Lmrec2 を用いた PCR で PCR 産物が得られた造血細

胞移植患者 7 名および健常者 2 名のコロニーは，いずれも L. mirabilis と推定され，相同

性は 100.00％であった．これらのコロニー性状はいずれも不正円形で辺縁が裂片状を呈し，

中心が凸状であった．recA を標的とした PCR の結果と 16SrDNA の塩基配列をもとにし

た BLAST 検索の結果は一致していた．L. mirabilis と同定された患者から分離された株を

P1 から P7，健常者から分離された株を H1, H2 とした．一方，Lmrec1 と Lmrec2 を用い

た PCR で PCR 産物が得られなかった造血細胞移植患者群 2 名と健常者群 2 名の株は，

BLAST 検索の結果，それぞれ Neisseria sicca（accession No. MF578773.1）（相同性

100.00％）と Haemophilus parainfluenzae（accession No. FJ939586.1）（相同性 98.60％），

Neisseria mucosa（accession No. CP028150.1）（相同性 100.00％）と H. parainfluenzae 

（accession No. CP035368.1）（相同性 98.60％）と同定された．  

 

ゲノム解析 

 Lautropia 属の中では，唯一 L. mirabilis NCTC12852T 株のみ完全長ゲノムの情報が整



理されて公開されている（accession No. NZ_LR134378）．L. mirabilis の株間のゲノム構

造の違いを明らかにすることを目的として，今回分離した中で 7 株｛造血細胞移植患者分

離株 5 株（P1 から P5 株）と健常者分離株 2 株（H1，H2 株）｝を選択し，それらのゲノム

の塩基配列を解読した．解析を行った 7 株のゲノムサイズは 3,131,150 bp から 3,205,328 

bp（平均 3,160,269 bp），タンパク質コード領域（coding sequence，CDS）数は 2,540 か

ら 2,607（平均 2,574），そして GC 比は 65.2%から 65.5%（平均 65.4%）であった（表 1）．

NCTC12852T 株ではそれぞれ 3,172,010 bp，2,523，65.5%であり，株間での変化は少ない

ことが推測された．次にゲノム中における遺伝子の並びを検討した．図 4 に示すように，ゲ

ノム全体の構成や遺伝子の並びについては，NCTC12852T 株を含めて株間で変化に乏しい

ことが示された． 

 

系統樹解析 

 造血細胞移植患者の分離株と健常者の分離株の間で遺伝学的に違いがあるかを調べるた

めに，造血細胞移植患者分離株 5 株（P1 から P5 株）と健常者分離株 2 株（H1，H2 株）

のゲノムの配列を，NCTC12852T 株のゲノム配列，INSD に登録されている L. mirabilis 

の 他 の 5 株 の ド ラ フ ト ゲ ノ ム 配 列  (Assembly ID: GCA_015254865.1, 

GCA_015254895.1, GCA_015254855.1, GCA_015254875.1, お よ び

GCA_015254885.1)，および Lautropia dentaris KCOM2505T 株のドラフトゲノム配列

(GCA_003892345.1)を外群として，分子系統樹解析を行った．その結果，図 5 に示すよう

に造血細胞移植患者分離株と健常者分離株はいずれもクラスターを形成せず，由来となる

宿主に依存した特徴は見られなかった． 

 

薬剤感受性 

 ゲノムの塩基配列を決定した 7 株について薬剤感受性試験を行った．表 2 に薬剤感受性

試験を行った株（P1 から P5 株）を保有していた患者の造血細胞移植における抗菌薬の投

与スケジュールを示す．そして，表 3 にディスク法と Etest®による薬剤感受性試験の結果

を示す．表 3 に示されるように，すべての株は VCM と TEIC に耐性を示した．ディスク法

の結果から，P1 株は LVFX と CFPN にも耐性と判定され，また，P3 株と P4 株は LVFX

に中間と判定された．その他の株については，VCM と TEIC 以外の 8 種類の抗菌薬に対し

てはすべて感受性と判定された． 

 

考察 

本研究では，i) L. mirabilis を分離して，簡便に同定する方法の確立，ii) 得られた株のゲ

ノム解析，そして iii) 薬剤感受性試験を行った． 

細菌の分離および培養においては，多種多様の細菌を分離・培養する非選択培地と特定の

菌種を選択的に分離・培養するための選択培地が使用される．論文中には示していないが，



本研究を遂行するために L. mirabilis 標準株 ATCC51599 を用いて培養の予備実験を行っ

た．これまでに，5％または 10％馬血液寒天培地，チョコレート寒天培地，CAMP 寒天培

地，TGY 寒天培地，Levinthal 寒天培地，Tween 80 寒天培地，MacConkey 寒天培地，お

よびRegan-Loweチャコール寒天培地はL. mirabilisの培養に用いられた報告がある 2), 15)．

予備実験では，非選択培地であり口腔内細菌の分離・培養にも汎用される Brain Heart 

Infusion（BHI）寒天培地（Becton, Dickinson and Company）と，前出の培地の中で入手

が容易であり，L. mirabilis を選択的に分離できることが推察される培地に着目し，

MacConkey 寒天培地とチョコレート寒天培地を使用した．また，液体培地として BHI 液

体培地（Becton, Dickinson and Company）と Trypticase Soy（TS）液体培地（Becton, 

Dickinson and Company）を供試した．その結果，これらのすべての培地において L. 

mirabilis の増殖が確認された．BHI 寒天培地上に形成された L. mirabilis のコロニーは，

表層が滑沢で円形を呈していた．また，MacConkey 寒天培地に形成されたコロニーは，不

正円形で辺縁が裂片状，中心凸状のコロニーであった．この性状は，Rossmann らの報告 15)

と類似していた．MacConkey寒天培地は1905年に細菌学者Alfred T. MacConkey (1861-

1931) にちなんで名付けられた古典的な培地であり 30)，E. coli などの主にグラム陰性の腸

内細菌の分離や同定に使用されている 31)．乳糖を含み，また，グラム陽性菌の発育を抑制

するために胆汁酸を含有している．一方，チョコレート寒天培地は Haemophilus 

influenzae のような発育要求性の厳しい細菌の培養や病原性のある Neisseria 

gonorrhoeae の同定に使用される栄養豊富な培地である 32)． 

予備実験でMacConkey寒天培地とチョコレート寒天培地の両方の培地でL. mirabilisの

発育が確認できたため，両培地を用いることで，口腔内由来の検体から L. mirabilis を分

離・培養することを試みた．滅菌綿棒で採取した検体を塗抹したところ，MacConkey 寒天

培地上には 1 から 400 個のコロニーが形成され，計測可能であるとともに，コロニー性状

を観察することが可能であった．結果の項に示したように，コロニー性状から L. mirabilis

であるかを推測できたため，L. mirabilisの分離・培養には適した培地であると考えられる．

一方のチョコレート寒天培地では増殖した菌数が多かったため，L. mirabilis を選択的に分

離することは困難であった．しかし，MacConkey 寒天培地に形成された L. mirabilis のコ

ロニー中の菌をチョコレート寒天培地上に継代培養すると，1 日後には白色の辺縁粗造なコ

ロニーが形成された．Gerner-Smidt らは，チョコレート寒天培地上では L. mirabilis は短

時間で増殖することを報告しており 2)，今回の結果と一致する．チョコレート寒天培地は分

離された L. mirabilis の純培養に有用と考えられた．ヒト口腔内から選択的に L. mirabilis

を分離・培養することを試みたのは本研究が初めてである． 

 続いて，本研究では分子生物学的に L. mirabilis を検出する方法を検討した．検出法の確

立において PCR プライマーの標的となった recA は DNA 損傷時の DNA 修復に重要な役

割を果たし，一本鎖 DNA を二重らせん内部にある相同な領域と対合させる作用をもつ必須

遺伝子である 33)．今までに Burkholderia species の識別のための PCR プライマーとして



標的にされた報告がある 34)．なお，L. mirabilis の recA 配列は Pigmentiphaga sp.と最も

類似しており，その相同性は 85.18%であった．recA を標的としたプライマーを用いた PCR

では明瞭なシングルバンドがみられ，このPCR産物の塩基配列を決定した結果L. mirabilis

であることが確認された．以上のことから recA を標的とした PCR を行うことで L. 

mirabilis を特異的に検出できることが示された．  

 PCR 法では損傷菌や死菌まで検出する点に留意が必要であるが，迅速で感度や特異度が

高い検出法であるため，より簡便で迅速な同定が求められる臨床分野においては有用であ

る．現在のところ L. mirabilis の病原性は明確になっていないが，嚢胞性線維症 11) 12)や腹

膜透析患者の腹膜炎 14)等の疾患に関係し，感染症の起因菌として作用する可能性も考えら

れるため，PCR 法の確立により簡便に L. mirabilis を検出できることは，今後臨床分野に

おいて有益になる可能性がある．一方で，性状や薬剤感受性について検証する場合には培養

法が必要であり，目的に応じて PCR 法と培養法を組み合わせて使用する必要がある． 

 これまでのところ，L. mirabilis のゲノム解析においてアノテーションまで終了した株は

１株のみである．従って，菌株間におけるゲノム配列の比較は皆無である．株間におけるゲ

ノム構成の違いを明らかにするため，造血細胞移植患者から分離した株 5 株と健常者から

分離した株 2 株の計 7 株のゲノムの塩基配列を決定して比較検討した．その結果，参照株

NCTC12852T 株も含めて，ゲノム内で大きな組換えはみられず，また，大きな重複や挿入

などもみられなかったことから，安定したゲノム構造を保持していることが示された．ただ

し，各株の配列それぞれに欠失している領域もあり，今後それらの部位を調査することで特

性が明らかになる可能性が考えられる．系統樹においては分離株間で特異的なクラスター

はみられず，参照株と造血細胞移植群および患者群の分離株の間に系統的な関係性はみら

れなかった．本研究の結果からは，いずれの分離株も分子進化的に区分化されることはない

と考えられた．今までにフルゲノム解析されている L. mirabilis は参照株として使用された

L. mirabilis NCTC12852T 株のみであり，今回得られた計 7 株についてフルゲノム解析を

行ったことでゲノムデータベースの拡充に貢献することができた． 

L. mirabilis の薬剤感受性については，錠剤拡散法によりペニシリン，アンピシリン，エ

リスロマイシン，ピペラシリン，セフロキシム，ゲンタマイシンに感受性を示すことが報告

されている 11)．本研究では，ゲノム解析を行った造血細胞移植患者分離株 5 株と健常者分

離株 2 株の計 7 株について，造血細胞移植や歯科領域等で頻用される抗菌薬に対する薬剤

感受性を新たに調査した．その結果，すべての株は VCM と TEIC に対しては耐性を示し，

VCM ，TEIC ，LVFX および CFPN 以外の抗菌薬に対してはすべての株が感受性を示し

た．VCM と TEIC については分子量が大きくグラム陰性菌外膜を通過できないことから，

グラム陰性菌である L. mirabilis に対する抗菌活性はなく，L. mirabilis は自然耐性を示し

たことが考えられた．LVFX と CFPN に耐性を示した分離株は 1 株，LVFX に中間を示す

分離株は 2 株存在した．これら 3 株はすべて造血細胞移植患者から分離された株で，LVFX

使用中に分離された株であった．その他の 4 株は抗菌薬を使用していない健常者および抗



菌薬使用前の造血細胞移植患者から分離された株であった．LVFX 使用中に分離された造血

細胞移植患者分離株 3 株がディスク法において LVFX に耐性の傾向を示したことから，こ

れら 3 株は LVFX の使用によって耐性を獲得した可能性が考えられた．また，本研究のき

っかけとなった先行研究において，造血細胞移植後に口腔粘膜上細菌叢で L. mirabilis が優

位となった患者では，その検体を得た際に LVFX のみが使用されていた 16)．検体採取前に

は本研究ですべての分離株が感受性を示した MEPM，CFPM の使用歴があったが 16)，それ

にも関わらず L. mirabilis が分離された要因の１つとしては，使用した抗菌薬が殺菌的では

なく静菌的な効果を示した可能性が考えられる．さらに，検出された L. mirabilis が LVFX

に耐性を示し，菌交代現象の結果相対的に優位となったことが推測された．本研究の結果よ

り LVFX に耐性の傾向を示す株が複数存在したことを考えると，先行研究において LVFX

使用中に L. mirabilis が優位に検出されたことは矛盾しない結果であると考えられた．L. 

mirabilis が，MEPM や CFPM といった in vitro 試験では感受性を示した抗菌薬を使用し

た後に検出された例があることを鑑みると，造血細胞移植における抗菌薬の使用について

は注意が必要と考えられる． 

 本研究では口腔内からの L. mirabilis の簡便な分離・培養法および検出法の確立を目指

し，MacConkey 寒天培地での分離・培養法と recA を標的とした PCR での検出法を確立し

たが，幾つかの限界や課題も残っている．まず，本研究で行った conventional PCR を用い

た検出法は定性的であるため，得られた検体における L. mirabilis の存在の有無の確認とし

ては有用であるが，今後は定量的な把握が課題と考えられる．具体的にはメタゲノムや 16S 

rRNA 解析等を用いた L. mirabilis の口腔内における存在比率の検証が考えられる．また，

一部の均一な菌液調整に抵抗性のあった株についてはその要因を探索し，すべての分離株

において統一して MIC 測定や S／I／R の正確な判定ができるような方法の構築を検討す

ることが求められる．さらに，今後は本研究で確立された L. mirabilis の分離・培養法およ

び検出法を基盤としてより多くの臨床分離株を獲得し，病原性を含めた性状について調査

することが課題と考えられる． 

 

結語 

 本研究では，MacConkey 寒天培地を使用することにより L. mirabilis をヒト口腔内から

選択的に分離・培養でき，さらに，recA を標的としたプライマーでの PCR を組み合わせて

行うことにより効率的に L. mirabilis を検出できることが示唆された．また，口腔内からの

分離株のゲノム配列に大きな変異はなく安定した構造を保持しており，菌株間での系統的

な関係性もないことが示された．さらに，分離株のほとんどは造血細胞移植や歯科領域など

で汎用される抗菌薬に対して感受性を示したが，造血細胞移植患者分離株において LVFX

とCFPNに耐性を示す株が 1株，LVFXに中間を示す株が 2株存在することを確認できた． 
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図の説明 

図 1．造血細胞移植患者の検体採取時期 

造血細胞移植患者の検体採取時期を図に示す．移植日を 0 日とした． 

検体の採取は各患者の体調に応じて行ったため，患者毎に採取回数は異なった． 

健常者の検体採取は，同意を取得後 7 日以内に 1 回行った． 

 

図 2．MacConkey 寒天培地に形成されたコロニー 

A; L. mirabilis のコロニー． 

 不正円形で辺縁が裂片状を呈し中心凸状を呈した． 

B; Neisseria sicca のコロニー． 

 円形で扁平状を呈した． 

C; Haemophilus parainfluenzae のコロニー． 

 不正円形で周囲に顆粒状物を伴い，周辺が裂片状で中心凸状を呈した． 

 

図 3．種特異的プライマーを用いた種々の菌種に対する PCR反応の結果 

A; recA 配列をターゲットとした PCR，B; 16SrDNA 配列をターゲットとした PCR の

結果を示す． 

 

図 4．L. mirabilis strains 株間におけるゲノム配列比較 

本研究で分離された L. mirabilis strains 7 株のゲノム配列を NCTC12852T 株のゲノム

配列と比較した．各ゲノム配列を水平方向に並べた．2 つのゲノム配列間における相同領

域は，ACT （Carver, 2005）を用いて検出した．正方向は赤線で，逆方向は青線で示

した． 



 

図 5．L. mirabilis 各株の最尤系統樹 

樹根 (L. dentaris KCOM2505T) は系統樹から省いた．◆は樹根の位置を示す． 


