
1 アルコールの死後産生に関与する細菌叢の網羅的解析

2 Comprehensive analysis of bacterial flora involved in postmortem alcohol production 

3 福留昭人 I,2），勇井克也 I），工藤利彩 I），粕田承吾 I)

4 Akihito FUKUDOME 1,2¥ Katsuya YUUI ll, Risa KUDO'), Shogo KASUDA 1l 

5 1）奈良県立医科大学法医学教室 干634-8521 橿原市四条町 840

6 2) 奈良県警察本部刑事部科学捜査研究所 〒63ふ8444 奈良市今市町585

7 1) Department of Legal Medicine, Nara Medical Universi明 Kashihara,634-8521, Japan 

8 2) Forensic Science Laboratoη，Nara Pr，φctural Police HQ., Nara, 630-8444, Japan 

9 

10 【Abstract]

11 In forensic autopsies, postmortem microbial ethanol production makes it difficult to estimate 

12 the amount of antemortem alcohol consumption. 1-propanol, which is produced simultaneously 

13 with ethanol, has been used as an indicator of pos加1ortemethanol production. However, it 

14 becomes increasingly clear that postmortem ethanol production can occur without 1-propanol 

15 production. Therefore, the use of 1-propanol as an indicator of postmortem ethanol production is 

16 getting awkward to use and the identification of bacteria accompanied with ethanol production is 

17 required to elucidate the mechanism of postmortem ethanol production. In this study, we 

18 measured the blood alcohol concentration and analyzed the bacterial flora using the l 6SrRNA 

19 (l 6S) gene region by next-generation sequencing to identi骨thebacteria involved in postmortem 

20 alcohol production. The bacterial flora analysis of 88 samples identified 1065 bacterial genera. 

21 We divided the 88 samples into 3 groups as follows: Group I (n=27); ethanol (-) and 1-propanol 

22 (-), Group II (n=21); ethanol （十） and トpropanol（う， andGroup III (n=40); ethanol (+) and ト

23 propanol ( + ). The bacterial content was compared among groups using Linear Discrimination 

24 Analysis E百ectSize (LEfSe) and 16S copies. The total 16S copies was significantly larger in 

25 groups II and III than in group I, demonstrating that postmortem alcohol production is more likely 

26 to occur as the bacterial content increases. In the blood of decomposed co中間免 anaerobicbacteria 

27 such as Proteus and 陥！gococcuswere involved in ethanol production, while Morganella, 

28 Pepton伊hilus,Anaerosalibacter, and Tissierella were involved in 1-propanol production as well 

29 as ethanol production. This study demonstrated that the postmortem alcohol production depended 

30 on the amount and type of bacteria. This is the first study that analyzed the relationship between 

31 bacterial flora and alcohol production in cadaveric blood. These results may be applicable to the 

32 estimation of antemortem ethanol consumption in the practical forensic examination. 

33 
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3 7 【抄録 1

3 8 法医解剖における 血中エタノール濃度測定

3 9 において 微生物によるエタノールの死後産

4 0 生が生前の飲酒の有無 や 飲 酒 量 の 推 定 を 困 難

4 I にしている これまで ノレの死後産エタノ

4 2 生の有無は同時に産生される I －プロパノ

4 3 ルが 指標とされてきたが，近年， I －プロパ
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ノ ル産生を伴わないエタノール産生も見受

けられ I －プロパ ノールを指標とすること

が 問 題視されている したがって エタノ

ノレおよび I －プロパノ ルの死後産生の機序

を解明する上で 死後産生アルコ ルに関与

する細 菌の同定が必要である 本研究では，

5 0 解剖時に採取した心臓血を用いて，血中アル

5 I コール濃度測定と次世代シ ケンサ に よ る

52  16SrRNA  (16S ）遺伝子領域を用いた細

5 3 菌叢解析（メタ 1 6 s 解析）を行い，死体血

5 4 にお ける細菌叢とアルコ ルの産生との関係

5 5 性を検 討した

5 6 8 8 試料の細菌叢解析により l ラ 0 6 5 の細
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菌属 が同定された I 群（ n = 2 7 ) エ タ ノ

ノレ かつ プロパノール（ H 群

( n = 2 1 ) ル（＋）かっ フ。ロ ノミエタノ

ノ

（＋ 

ノレ （ 一 ノレE 群（ n = 4 0 ) エタノ

フ。ロノミノ ノレ ＋）に分けかつ

L E f S e 解析および 1 6 s コピ 数に基づく

群間比 較を 行っ た 総 1 6 s コピ 数は I 群

と比 較して E E 群が有意に多く アノレコ

6 5 ルの 死後産生は細菌量が多いほど起こりやす

6 6 いことが示された．腐敗死体の血液では

67  P r oteus,  Vagococcus などの嫌気性
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菌がエタ ノ ノレ産生に関与し

Peptoniph  !us, Morgan  el lα 

A nα e r o sαl  bαc  ter, Tiss  e r e I lα 

がエ タノ ル産生 と同時に ノレ1 －プロパノ

7 2 の産生に関与していると推察された

7 3 以上から アノレコ ルの死後産生が細菌の

7 4 量や 種類に依存することが明らかとなった

7 5 本研究は 死体血 における細菌叢とアルコ

7 6 ノレ産 生 の 関 係 を 分析する最初の試みである
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7 7 法医実務上，生前の 飲 酒 量 の 推 定 へ の 応 用 が

7 8 期待さ れ る

7 9 

8 0 【緒言】
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8 6 

8 7 

エタノールの摂取による酪町は 暴力によ

る犯罪などの事件の誘因となるほか 転倒

転落 低体温症溺水 交通事故などによる

死 亡 を引き起こす要因となっている 法医解

剖においては これらの事件や事故とエタノ

ル摂取の関係を調査するため 死体血のエ

タノール濃度測定を日常的に行っている し

8 8 かし，死者が生前に飲 酒 し て い な い 場 合 に お

8 9 

9 0 

いても 死者の体内からエタノールが検出さ

れるこ とが あり 生前の飲酒の有無や飲酒量

9 1 の推定を困難にし，事件や事故の真相を究明

9 2 する上で問題となっている

9 3 古 くからの研究に よ り ， 死 体 に 繁 殖 す る 微

9 4 生物がエタノ ルの死後産生に関与すること

9 5 が知られており，腸内細菌，皮膚の常在菌

9 6 外部環境由来の細菌お よ び 胃 内 容 中 の 食 品 由
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9 7 来の微生物などがあげられる I - 3 ) 腐敗死

9 8 体における微生物の発 酵 作 用 に よ り ， エ タ ノ

9 9 ールが産生され 同時に 1 －プロパノールが

1 0 0 

1 0 1 

1 0 2 

1 0 3 

1 0 4 

1 0 5 

1 0 6 

1 0 7 

1 0 8 

1 0 9 

1 1 0 

1 1 1 

1 1 2 

1 1 3 

1 1 4 

1 1 5 

1 1 6 

産生されると言われ てきた 我々の経

験でも同じく 1 －ブ。ロノ〈ノ ルが検出され

たすべての剖検例においてエタノ ルが検出

されている 方 エタノ ルが検出されな

かったすべての剖検例において 1 －プロパノ

ルは検出されていない すなわち これま

での学説どおり， 1 －プロパノールは死後の

エタ ノ ル産生の副産物と考えられ， 1 －プ

ロバノ ル が 検 出 されれば エ タ ノ ルの死

後産生が起きていると推測される このよう

1 －プロパノーノ レ は 死 後 産 生 エ タ ノ ノレ

の 指 標として用いられ，死後に産生されたエ

タノ ル量は l 凶プロパノール量の 2 0 倍以

下 に 相当すると考え ら れ て い た 2
4 ) 実

際の法医実務においては，剖検例の腐敗の程

度，死後経過時間，死体が置かれていた環境

お よび血中 1 －プロパノ ルの検出などの要
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1 1 7 

1 1 8 

1 1 9 

1 2 0 

1 2 1 
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1 3 0 

1 3 1 
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1 3 3 
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素を総合的に勘案し ，検 出さ れた 血中 エタ ノ

ルが飲酒によるもの か死後産生によるもの

かを慎重に判断しているが 未だ経験的な要

素が多いのが現状である

方，死後経過時聞が長く腐敗が高度な死

体であっても 実務上エタノ ル産生しつつ

も 1 － プ ロ パ ノ ルを産生しない場合が見受

けられ また 真菌において 1 鴫プロパノ

ノレを産生することなくエタノールを産生する

報告 5 ) がなされるなど 現 在 で は エ タ ノ

ノレの 死後産生に伴って必ずしも 1 －プロパノ

ルが産生されるとは限らないとする説が有

力となり 根本的に l 幽プロパノ ノレを指標

とすることに疑問を呈することとなった そ

のため エタノ ルの死後産生を科学的に判

断 で き る新たな指標を見 出 す こ と が 求 め ら れ

ている 死体における エ タ ノ ルおよび 1 

プロパノ ノレ 以下 合わせて「アルコ ノレ 」

と記載 する．）の産生は，おそらく体内で増

殖する微 生 物 ， と りわけ多くを占有する細菌
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1 3 7 

1 3 8 

1 3 9 

1 4 0 

1 4 1 

1 4 2 

1 4 3 

1 4 4 

1 4 5 

1 4 6 

1 4 7 

1 4 8 

1 4 9 

1 5 0 

1 5 1 

1 5 2 

1 5 3 

1 5 4 

1 5 5 

l 5 6 

の 種類やその数による影響が大きいと仮定さ

れ，そ れ ら を 証 明 することはアルコールの死

後産生の機序を解明する上で意義がある．近

年の次世代シ ケンサ の登場により ヒト

マ イクロバイオ ム研究が急速に発展し 系田

菌の培養を必要とすることなく，皮膚，口腔

内および腸管内などの細菌叢を網羅的に解析

す ることが可能となった 6 ) .法医学の分野

では ，死後経過時間の 推 定 や 溺 死 の 診 断 な ど

を 目的として Thanatomicrob1ome  

と呼ばれる死後の体内の 細 菌 叢 に 関 す る 研 究

が行われるようになり， 1 6 S r R N A 遺伝子

領域を利用した細菌叢解析（メタ 1 6 s 解析

により， 体内の臓器 や 血 液 の 細 菌 叢 を 構 成

する細菌の種類や組成比が報告されている

7 ・ I 2 ) し か し

Thanatomicrobiom  e 研究は歴史が浅

く，血液における細菌叢とアルコール産生と

の関係を調査した報告はない

そこで今回 解剖時に採取した心臓血を用
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1 5 7 

1 5 8 

1 5 9 

1 6 0 

1 6 1 

1 6 2 

1 6 3 

1 6 4 

1 6 5 

1 6 6 

1 6 7 

1 6 8 

1 6 9 

1 7 0 

1 7 1 

1 7 2 

1 7 3 

1 7 4 

1 7 5 

1 7 6 

い て ノレ濃度測定および次世代シアノレコ

ケンサ を用いたメタ 1 6 s 解 析 を 行 い ア

ノレ コ ルの産生菌を探索するための

L i n e a r Analysis  Discriminant  

E f f e c t Size  (LEfSe  解析 I 3 ) さ

数

ら に 細菌の 1 6 S r R N A 数（ 1 6 s コピ

を指標とする定量的な群間比較を行い 死体

血における細菌叢とアルコ

係性を検討した

ルの産生との関

［材料および方法｝

1 試料

2 0 1 4 年から 2 0 1 9 年 ま で の 6 年間に奈

良県 立医科大学法医学教室で法医解剖に付さ

れた剖検例のうち，年齢 2 0 歳以上かつ死後

2 日以上 1 5 0 日以内の肉眼的に腐敗性変色

が 確認された剖検例 1 1 7 体を対象とし，そ

の心 臓血を試料とした この 1 1 7 体なお

に は，明らかに飲酒 し て い る と 判 明 し た 事 例

は除外した
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1 7 7 

1 7 8 

1 7 9 

1 8 0 

1 8 1 

1 8 2 

1 8 3 

1 8 4 

1 8 5 

1 8 6 

1 8 7 

1 8 8 

1 8 9 

1 9 0 

1 9 1 

I 9 2 

I 9 3 

1 9 4 

l 9 5 

I 9 6 

本研究は，奈良県立医科大学医の倫理審査

委員会の承認を得て行った（承認番号

2 5 9 3 ) 

2 血中 アル ごI ル 濃 度 測 定

気化平衡ガ ス ク ロ て才 ト グ フ フ イ G C 

法を用 し、 血 中 のエ タ ノ ノレ お よ び プ ロ

ノ＼。 ノ ル濃度 を 調リ 瓦p』ヒ」一・ し fこ イ ア ル瓶 に 試

キヰ 0 . 5 m I を と り ， 内部標準溶液 と して 2 

フ タ ノ 」 ー ノレ ( 0 4 m g I m I 0 . 5 m I を加

え， 5 5 ℃で 2 0 分 加温 し， 気相 m I を

G C 装置 注入 し て 行 てコ た 調リ 定条件 l土 ， 

装 置 S H I 恥f A D Z U G C - 8 A 島 津 製 作

所 検 出 器 F I D カ フ ム P r e p a c k 

Q 0 0 I 2 0 0 G L s c e n c e ) , カ フ ム；且

度 140°C,  注入 口 温度 8 O °C ， 検 出器温度

8 O °C ， キ ヤ リ ア ガ ス N 2 圧 力 2 0 0 k P a 

と し た

3 .アルコール検出の有無による分類
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9 7 血 中 のエ タ ノ ルお よ び フ ロ ノ、。 ノ ノレ

9 8 濃 度 と 細菌叢 と σ〉 関連性 を検 討 す る あ た り
’ 

9 9 血 中 アル コ ノレ濃度測定結果 を も と 各 試

2 0 0 料 を 3 群 l」Tー分’I け た ここ タ ノ ールお よ び フ

2 0 ロ ノ＼。 ノ ー ル 濃 度 が 。 m g I m 以上の も の

2 0 2 を 陽性 ＋） と し ， 。 m g I m I 未満の も 。コ

2 0 3 を 隆性 と し た I 4 ) 3 群は コ二 タ ノ

2 0 4 ル（一 ）かっ プ ロ ノ＼。 ノ ル（一）の試料を I 

2 0 5 群 （ n 5 5 ) 二工 タ ノ ル（＋）かっ ブ ロ ノ＼。

2 0 6 ノ ル （一）の試料 を II 群（ n = 2 2 ) ここ タ ノ

2 0 7 ル（＋）かっ プ ロ ／＼ 。 ノ ール（＋）の試料 を

2 0 8 田 群 （ n 4 0 ) と し た 3 群の詳細 を表

2 0 9 示す

2 。

2 4 次世代 ンー ケ ンサー よ る メ タ 6 s 角卒

2 1 2 析

2 3 (1) ノミ ク ア リ ア D N A の抽 出 お よ び精製

2 1 4 心臓血 5 0 2 5 0 μ I 前処理 と し て

2 5 ピ ズ P a t h ogen  L y s i s T u b e 

2 6 Q I A G E N を 添加 し ， FastPrep-24  
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2 1 7 

2 1 8 

2 1 9 

2 2 0 

2 2 1 

2 2 2 

2 2 3 

2 2 4 

2 2 5 

2 2 6 

2 2 7 

2 2 8 

2 2 9 

2 3 0 

2 3 

2 3 2 

2 3 3 

2 3 4 

2 3 5 

2 3 6 

Ins tr um en t  (MP-B  o m e d c a l s 

を用いて破砕処理後， Q I A a m p u c p 

を用いPathogen  K i t Q I A G E N 

て D N A の抽出およ び 精 製 を 行 っ た 各精

製 D N A について は，まず次項の P c R に

よる 6 s ア ンプリコンの有無を確認し，

1 6 s アン プ リ コンが検出された試料は

上記と同様の方法で 2 回目 の D N A の抽出

および精製を行った 2 回目では，各試料

中に 1 6 s 定量マ カ としてヒトの細菌

叢に存在しないとされる細菌 2 種

Intechel  lα halotole  rαn  s ' 

A l l o bαc  i l l u s halotole  rαn  s 

Z ymoBIOMICS  Spike-in  

C ontrol  I z Y 恥f 0 RESEARCH  

を添加した なお 1 6 s 定量マ カ の

添 加量は， 1 回目の 1 6 s アンプリコンの

増幅確認結果か ら ， 試 料 に 応 じ て 0 . 2 

μ I～ 2 0 μ l とした

(2) 1 6 s アンプリコンおよびライブラリ
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2 3 7 

2 3 8 

2 3 9 

2 4 0 

2 4 1 

2 4 2 

2 4 3 

2 4 4 

2 4 5 

2 4 6 

2 4 7 

2 4 8 

2 4 9 

2 5 0 

2 5 

2 5 2 

2 5 3 

2 5 4 

2 5 5 

2 5 6 

一作製

m
 

u
 

v・且 n a 社のプロトコールに従った

I 5 ) 精製 D N A について， 1 6 s まず

r R N A 遺伝子の v 3 および v 4 領域を含

むアダプタ 付き プラ イ てr

341F/805R  を用いて p c R を行つ

た p c R 反応液 は， 2 × K A P A H i F i 

H o tStart  R e a d y 恥f i x K A P A 

BIOSYSTEMS)  2 . 5 μ I，各 μ M 

μ ！とプライマー 5 μ I，鋳型 D N A 2 5 

し， P c R 増幅は， 9 5 °C 3 分の初期変性

後，続いて 9 5 °C 3 0 秒， 5 5 °C 3 0 秒

7 2 °C 

7 2 °C 

3 0 秒を 2 5 サイクル行った後，

5 分の最終伸長を行った なお，陽

性 コントロールに細菌 8 種 の D N A 混合物

ZymoBIOMI CS  Microbial  

C o m m u n t y D N A Standard  

z Y 恥f 0 RESEARCH  1 0 n g ，陰性コ

ン トロールに滅菌 水 を 用 い た 得ら れた

1 6 s アンプリコンは 2 %アガロ

12 
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2 5 7 を用いて電気泳 動法により確認した 次 に

2 5 8 

2 5 9 

2 6 0 

2 6 1 

2 6 2 

2 6 3 

2 6 4 

2 6 5 

1 6 s 定量マーカー を含 む 6 s アンプリコ

ン を Agencourt  AMPure  x p 

Beckman  Coulter ）を用いて精製

し た後 Nextera  X T I n d e x K i t 

I 1 u m i n a を用いてシーケンスアダ

プ ターが付いたサンプル
、歩剛、、

と の固有の

I n d e x 菌己ヂリを P C R によ りイ寸力日した f尋

られたライブラ リ を Agencourt  

2 6 6 

2 6 7 

2 6 8 

2 6 9 

AMPure  x p Beckman  Coulter  

を用いて精製し 2 %アガロ スゲルを用

い て電気泳動法に より増幅の確認を行った

各 ライブラリ l土 K A P A L i b r a r y 

2 7 0 Quantificat  o n Kit  (KAPA  

吋
ム

ワ
I

司
／

吋

ム

吋

ム

BIOSYST  E 恥1 s を 用 し、 て

StepOnePlus  RealT1me  P C R 

2 7 3 

2 7 4 

2 7 5 

2 7 6 

S ystem  (Appl  e d Biosystems)  

に より定量を行い ，各サンプルのライブラ

リー濃度を 2 n M に調整後，それぞれ 5

μ を分取し 1 つにプールした

13 



2 7 7 

2 7 8 

2 7 9 

2 8 0 

2 8 

2 8 2 

2 8 3 

2 8 4 

2 8 5 

2 8 6 

(3) シーケンシン グおよび菌叢解析

プ ノレしたライブ ラリ 3 0 %の

p h i x Contro l  I l u m n a ) を混

合 させ 最終ライブラリ 濃度 8 p M に

調整し M i S e q v 3 6 0 0 C y c l e 

恥f i S e q K i t ( I l u m i n a を 用 い て

FGx  ( I l l u m ina ）によるベアエンドシ

ケンシンス 2 × 3 0 0 P
 

L
U
 

を行 っ た

得 られたデ タは クラワド環境

BaseSpace  の F A S T Q Toolkit  

2 8 7 a p p u m n a を用いてクオリティ

2 8 8 スコア（ Q s 2 5 以下のリ ドおよび

2 8 9 5 0 b p 以下のリ ドを除外し さらに

2 9 0 ドの 3 ’末端の低品質の塩基を除外し

2 9 

2 9 2 

2 9 3 

リ

た

細菌叢解析は BaseSpace  の

I 6 S Meta g e n o m  c s a p p 

v e r s o n 。
m
 

u
 

n a を用

2 9 4 

2 9 5 

いて行った（分類デ タ ベ ー ス 2 0 3 

年 5 月 リ リ ス の Greengenes  

2 9 6 C o nsort  u m Database  を

14 



2 9 7 I 1 1 u m n a カ2 キ 工L レー シ ヨ ン し たパー シ

2 9 8 ヨ ン 分 類 ア ノレ :::i リ ズ ム R i b o s o m a l  

2 9 9 Database  P r o j e c t  ( R D P ) 

3 0 0 Classifier  I 6 ) 

3 0 1 5 L E f S e 解析

3 0 2 細菌 の 相 対 的 存 在量に基づ く 群 間 比較法で

3 0 3 あ る L E f S e 解析 L D A ス コ ア ＞ 4 . 0 ' p 

3 0 4 ＜ 0 . 0 5 ) を行つ た I 3 ) L E f S e 解析は

3 0 5 細菌 の存在量の差異 に よ り 生物学有意性 を示

3 0 6 す 品目 菌 を 探 索 す る 方 1去 で あ り ， フ ロ ノ＼。 ノ

3 0 7 ルお よ びエ タ ノ ールの産生菌 の探索 を行っ

3 0 8 た

3 0 9 6 6 s ごZ ピー数の算 出

3 。 各試料中 添加 し た 1 6 s 定 量 マ カ 。コ

3 細菌 2 種の相 対存在 量 か ら ， 各試料 にお け る

3 2 細菌 叢の総 6 s コ ピ 数 を算 出 し さ ら

3 3 同 r疋占一一・ さ れた細菌 の 構成比率か ら ， 個 々 の細 菌

3 1 4 σコ 6 s :::i ヒ。 数 を算 出 し fこ 6 s コ ヒ。 数

3 5 は血液 町1 に換 算 し た な お ， 6 s 定 量

3 l 6 てf カ の細菌 2 種の組成 につ し、 て Ii グ フ

15 



3 

3 

3 1 9 

3 2 0 

3 2 1 

3 2 2 

3 2 3 

3 2 4 

3 2 5 

3 2 6 

3 2 7 

3 2 8 

3 2 9 

3 3 0 

3 3 1 

3 3 2 

3 3 3 

3 3 4 

3 3 5 

3 3 6 

7 ム 陽 菌 Intechel  lα 仕ム あ るで

8 hα l  a t a l e rαn  s は細胞数が そ1 x 1 0 6 

の 6 s コピー数が 3 × 1 0 6 グラム陰性菌

で あ l l u s る A l l a bαc  

halo t o l e r a n  s は細胞数が 1 x 1 0 6 そ

の 1 6 s コピー数が 7 × 1 0 6 であった

7 統 計分析

3 群聞における細菌叢の総 1 6 s コ ピ ー 数

の 比 較は，統計解析ソフトウェア E z R I 7 ) 

をイ 吏用し K r u s kal-Wallis  検定を用

いて 3 群聞の中央値 の比 較を 行い 有意差が

圭刃
ロii:.'

メb、
口 京市 のら た 場め れ 正H o I m 

Ma nnWhitne  y の U 検定による多重比較

を行った 検定結果は，危険率 5 %未満を

有 意とした

【 結 果】

1 1 6 s アンプリ コ ン の 検 出

1 6 s アンプリコンは ア ガ ロ スゲル電

気泳 動 法により，適 正なアンプリコンサイズ

16 



3 3 7 

3 3 8 

3 3 9 

3 4 0 

3 4 1 

3 4 2 

3 4 3 

3 4 4 

3 4 5 

3 4 6 

3 4 7 

3 4 8 

3 4 9 

3 5 0 

3 5 1 

3 5 2 

3 5 3 

3 5 4 

3 5 5 

3 5 6 

である 5 3 0 b p 前後にバンドが得られた

I ～ E 群におけるアンプリコンの検出率は

E 群において 100%  (40/40),  II 群にお

いて 95.5%  (21/22 ）と高く

群では 49.1% (27/55 ）となり

は 1 6 s アンプリ コ ン を 確 認 で き な

表 1 ) . 

2 . 細菌叢解析

方. I 

約半数

かった

1 6 s アンプリコン が 確 認 で き た 8 8 試 料

における細菌叢解析に使用したリードの総数

は 5,686,258,  1 サ ン プ ノ レ 当 た り 平 均

6 4 . 6 1 7 リー ドであった. 8 8 試料の細菌

叢から，総数 1 ' 0 6 5 属の細菌が同定され

優勢な 上位 3 0 属の相対存在量を示した（図

最も優勢な細菌属は C lostridium  

s e n s u s t r i c t o 属 で 次 し、 で

Clostridium  cluster  x I 属 が 優 勢

であり これらは I 群から E 群にわたり存在

比 率が高かった この 2 属を含むすべての

Cl ostridiu  m 属は， 8 8 試料の細菌叢全

17 



3 5 7 

3 5 8 

3 5 9 

3 6 0 

3 6 

3 6 2 

3 6 3 

3 6 4 

3 6 5 

3 6 6 

3 6 7 

3 6 8 

3 6 9 

3 7 0 

3 7 

3 7 2 

3 7 3 

3 7 4 

3 7 5 

3 7 6 

体の約 4 分の を占めていた また， 8 8 試

料の約 7 割は 1 つの細菌属が 5 0 %以上を占

める細菌叢を形成していた 各群において存

在比率の高かった主な細菌属は I 群が

Clostridium  s e n s u s t r c t 0 , 

Pseudomo  nαs  H 群が Proteus,  

Clostr  d um  se n s u  str  c t o ，皿群

カミ Clostr  d i u m s e n s u s t r c t 0 ' 

Clostr  d u m cluster  X I 

Morg a n e l l a ,  Vagococcu  s であった

3 L E f S e 解析 による群問比較

I 群（エタノ ル陰性群）と H 皿群 コニ

タノ ル陽性群 の間の L E f S e 解析

L D A 

たと

L D A 

ヲー

」 ろ

スコア＞ 4.0, P < 0 . 0 5  を行つ

II E 群に特徴的な細菌は

ス :::I ア カミ 高 し、 )I慎

Entero  bαc  t e r αl  e s 目

F rmicute  s 門 Clostridia 綱のほ

七、 属 レベノレでは λf organella  

Vagococcus,  Proteus,  

18 



3 7 7 

3 7 8 

3 7 9 

3 8 0 

3 8 1 

3 8 2 

3 8 3 

3 8 4 

3 8 5 

3 8 6 

3 8 7 

3 8 8 

3 8 9 

3 9 0 

3 9 

3 9 2 

3 9 3 

3 9 4 

3 9 5 

3 9 6 

P e p t o n p h i / us,  T s s e r e l lα 種

レベルでは Proteus  m rαb  l i s ' 

Vαg  0 c 0 c c u s cαr  n p h l u s ' 

M o r Eαn  e l lα m o r gαn  l ' 

C l ostrid  u m sporogene  s であった

図 2 a ) 方 I 群に特徴的な細菌は

属 レ
、、

J、、 ノレ で lま seudomonas,  

A e r o m o nα s, Psychrobacter  など

種レベルでは seudomonas  s p 

Psychrobacter  s p などであった

次 に II E 群（エタノ ノレ陽性群） のう

ち E 群 ブ。ロノf ノ ノレ陰性群） と E 群

1 －プロパノーノレ陽性群 の聞の L E f S e 

解析 L D A スコ ア＞ 4.0, P<0.05  を

行ったと
予

」 ろ E 群に特徴的な細菌は

Proteus  mirabilis,  

C lostr  d u m sporogenes  

s tα p  h y l 0 c 0 c cαC 巴 α e 科

s tα p  hylococcus  属であり E 群 に 特

徴的な細菌は， T s s e r e l lα 属であった
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3 9 7 図 2 b ) . 

3 9 8 4 細菌叢における総 1 6 s コピー数の群間

3 9 9 比 較

4 0 0 各群に お け る 総 1 6 s コピー数の中央値は

4 0 1 I 群 。0 2 × O 9 ) , II 群（ 1 . 8 1 × 1 0 9 ) 

4 0 2 E 群 3 3 9 × 1 0 9 ）と増加し I 群 と 比 較

4 0 3 して II , III 群は有意 に多 かっ た 図 3 a ) . 

4 0 4 5 1 6 s コピー数 に基 づい た I 皿群を構

4 0 5 成 する細 菌 属 の 比 較

4 0 6 各 群を構成する主要な細菌属を調査するた

4 0 7 め 各群 別 に 同 じ 細菌属の 6 s コピ 数を

4 0 8 合計し， 3 群 間で 比較を行った（図 3 b ) 

4 0 9 C lo str  d u m s e n s u s t r c t o 属

4 1 0 C lo str  d u m c u s t e r x I 属は I 群

4 1 1 から皿群にわたり上位を占めるほど存在量が

4 2 多かった H 群および E 群は上位を占める細

4 1 3 菌 属に共通する 傾 向 が 見 られ

4 1 4 C lo stridium  の 2 属 の ほ 七、

4 1 5 Va go c o c c u s ,  Pro te us  

4 I 6 Enterococcus ,  B a c t e r o  d e s が共

20 



4

4

4

 

4 2 0 

4 2 

4 2 2 

4 2 3 

4 2 4 

4 2 5 

4 2 6 

4 2 7 

4 2 8 

4 2 9 

4 3 0 

7 通 群の細菌属ではしていた

8 Pseudomonas が最も存在量が多く そ

9 他 F u s o bαc  terium,  。コ

C e t o bαc  t e r u m などが上位であった

II 群 的 l土五回 菌特 f数 な 属

Sta p h y l o c o c cus,  Hafnia  

E d wαr  d s i e I lα ， E nterobacter  

阻 群 的 品目 菌特 ｛敷 な 属 l土

Peptoniph  !us,  Morgan  el/a  

A nαe  r o s a I bαc  ter,  Tissierel  lα 

であった

6 H ，田群の各剖検例におけるアルコール

産生菌の推定

L E f S e 解析および 6 s コピ 数に基づ

4 3 I いた群 間 比 較 の 結 果， H 群または皿群もしく

4 3 2 

4 3 3 

4 3 4 

4 3 5 

4 3 6 

は その両群に特徴的な 細 菌 属 が 複 数 挙 げ ら れ

た

び

これらの細菌属に対するエタノ ル お よ

プロパノ ル 産生の関与を評価するた

め， H 群 2 例および E 群 4 0 例の細菌叢を

構成する主要な細菌属の 数 表6 s コヒ
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4 3 7 

4 3 8 

4 3 9 

4 4 0 

4 4 I 

4 4 2 

4 4 3 

4 4 4 

4 4 5 

4 4 6 

4 4 7 

4 4 8 

4 4 9 

4 5 0 

4 5 I 

4 5 2 

4 5 3 

4 5 4 

4 5 5 

4 5 6 

2 3 ）と，各細菌 属 の I

I 6 S コ ピー 数の 分布状況

E 群における

図 4 a - d ）をも

とに，個々の細菌叢におけるエタノ ノレおよ

び I －プロパノ ルの産生菌の推定を試みた

E 群では，図 4 b に示す E 群と E 群に共通

す る Proteus,  Vagococcus,  

Enterococcus ,  B a c t e r o  d e s , 図

な4 c 刀t す II 群 特 異 的

s tαp  h y l o c o c cus,  Hafnia  

E d wαr  dsiella ,  Enterobacter  カミ

そ の いずれかまたは複数の細菌属の I 6 S コ

ピ 数が多く かつ 存在比率が高いことか

ら エ タノ ルの産生に関与していると考え

られた 表 2 ) 図 4 b に示す 4 つの細菌属

は I 群の 1 6 s コピー数と II , ill 群 の I 6 S 

コピ 数 に 顕 著 な 差が見られた 図 4 c で不

す 4 つの細菌属の I 6 S コピ 数の群間比較

では， E nterobacte  r は I 群と比較して

II E 群の 6 s コピ 数が多い分布状況を

不 し たが その他は E 群の試料中に 1 つだけ
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4 5 7 

4 5 8 

4 5 9 

4 6 0 

4 6 

4 6 2 

4 6 3 

4 6 4 

4 6 5 

4 6 6 

4 6 7 

4 6 8 

4 6 9 

4 7 0 

4 7 1 

4 7 2 

4 7 3 

4 7 4 

4 7 5 

4 7 6 

突 出 して 6 s コビ 数が多い試料が見られ

たが，各群の分布状況に顕著な差は見られな

かった

E 群では，図 4 b に示す E 群と E 群に共通

す る Vagococcus,  Proteus,  

E nterococcus,  B αc  t e r o d e s , 図

な4 d 刀t す III 群 特 異 的

P eptoniph  l u s M o r gαn  e l l a 

A nαe  r o sα1 bαc  ter,  Tiss  e r e l lα 

のいずれかまたは複数の細菌属の 1 6 s コピ

数が多く

1 － プロパノ

かつ，存在比率の高いことから

ルの産生に関与していると考

えられた 表 3 ) .図 4 d で示す 4 つの細菌

属の

も I

6 s コピー数の 群間 比較 では ，い ずれ

E 群の 6 s コピ 数 よ り も E 群の

1 6 s コピー数が多い試料が多く見られた

［考察］

今 回用いたメタ 1 6 s 解析 は， ヒト の口 腔

や 腸管などの細菌叢を 調 査 す る た め に 利 用 さ
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4 7 7 
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4 7 9 

4 8 0 

4 8 1 
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4 8 6 

4 8 7 

4 8 8 

4 8 9 

4 9 0 

4 9 1 

4 9 2 

4 9 3 

4 9 4 

4 9 5 

4 9 6 

れ て いる方法であり これら生体試料におけ

る個体 聞の総菌量に 大 き な 差 は な く ， 患 者 群

と 健常者群を比較する場合にあっても総菌量

に極 端な差はないものと考えられる 剖検例

では，生前は無菌と 考えられている血液にお

いて，死後における細菌の存在量は未知であ

り，死体の置かれていた状況，死後経過時間

死因および外来微生 物 の 侵 入 な ど の 様 々 な 要

因 によって個々の細菌量に大きな差が生じる

ことが予想される 実際， 1 6 s アンプリコ

ンは I 群での検出率は低いが これは死後経

過時間が短く，細菌量が少なかったためと考

えられる このような条件下でアルコ ル産

生 に関与する細菌を同 定 す る に は ， 微 生 物 マ

カ の探索法として 般的に用いられてい

る L E f S e 解析だけでは十分とはいえない

な ぜなら， L E f S e 解析は細菌叢の総菌量が

反映されない細菌の相対的存在量に基づく群

間比較法であるからである そこで今回 幸田

菌の 1 6 s コピー数 を細 菌数 に代 用し た絶 対
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的存在量に基づく群間比較を検討に加え，ア

ノレ コ ルの産生菌の同定を試みた ここでも

II E 群の 1 6 s コピ 数は I 群と比較して

高 値であったが これは H E 群の死後経過

時間が I 群よりも長く，腐敗が進行したため

細 菌 量が増加したと 考 え ら れ た

腐敗死体における死体血の細菌叢では

8 8 試料 か ら 属 レ ベルで 1 0 0 0 を超える多

く の 種類の細菌が同定されたが， 8 8 試料の

約 7 割は 1 つの細菌属が 5 0 % 以 上 を 占 め る

偏った細菌叢を形成しており，生体試料の腸

内細菌叢 6 ）と異なる結果であることがわか

った 図 1 ) 細菌叢を構成する細菌属は

I 群から E 群に わ た り Clostrid1um  

s e n s u stricto  お よ び

Cl ostridium  cluster  x I の存 在 量

が多く その他の Clostridiu  m 属 も 含

め， 8 8 試料の細菌叢全体の約 1 I 4 を

C lostridium  属が占めていた

Thanatomicrob  o m e 研究の報告 1 2 ) 
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7 においても死体 の細菌叢の多く を

8 Clostrid  u m 属 が 占 有 し て お り 剖検 ｛Ytl

9 においては u m 属が優勢であClostrid  

ることが明らかとなった. II 群および E 群の

細 菌 叢を構成して い る 主 な 細 菌 属 は

Clostridium  の lま カミ lこ Proteus,  

M o r gαn  e l l a , V αg  0 c 0 c c u s な ど の 嫌

~ 
メL 菌生

s小
q
i

群あ カ3る で Ii で

Pseudomonas 属を始めとする好気性菌

が見ら れ る 傾 向 に あり この違いは主に好気

性菌のアルコ ル 産生への関与は否定的であ

り 嫌気性菌がアルコ ル産生に関与してい

ることを示唆している 図 3 b ) 

エタノ ル産生菌を同定するため

L E f S e 解析および 1 6 s コピ 数に基づい

た群間比較を行った と ろ
下

」 Proteus,  

Vago coccus,  Staphylococcus  

Enterococcus  Hαf  n iα 

Bαc  t e r o des,  E d w a r d s i e l l a  

Enterobacte  r がエタノ ノレの産生に関
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与し て い る と 推 測 された

また，実務的に最も注意が必要とされるの

は， 1 田プロパノールの産生を伴わず，エタ

ノールのみ産生する細菌 の 存 在 で あ る ． そ の

候補として， H 群に特異的な細菌属として挙

げ られた S taphylococcus,  Hafnia  

Edwardsiella,  Enterobacter  七三

考えられる しカミし これらの細菌属は 図

4 c の 1 6 s コビ 数の分布状況に示すよう

に， E 群の試料中でも 1 つだけ突出して

1 6 s コピー数が多い試料が存在し，その影

響により E 群に特異的な細菌属に分類された

も の と考えられる したがって，今回の検討

ではこれらの細菌属が l 四プロパノ ルの産

生を 伴わないエタノ

か の評価は難しい

ル産 生 菌 で あ る か ど う

しかし，現時点において

l土 これらの細菌属が プロノf ノ ルの産

生を伴わないエタノ ール産生菌になり得る可

能性を否定できず，実際の剖検例において死

体血から 1 －プロパノ ノレが検出されなかっ
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た場合でもエタノ ル の 死 後 産 生 に 関 与 し て

いる可能性があり，死後産生エタノールの判

断には注意が必要である

プロパノーノレ産生菌の同定についても

L E f S e 解析 およ び 1 6 s コピ 数 に 基 づ い

た 群 較 行間 を た比 と
ド

」 ろてコ

Va gococcus,  Proteus,  

Enterococcus,  Bacteroides  

Pepton  p h lus,  Mor  gα n e l lα 

A nα e r o sαl  b acter,  Tiss  e r e l lα 

？主 プロパノ ルの産生に関与しているこ

とが推測された その中でも 6 s コピ

数に基づいた群間比較（図 4 d によ3 b 

り Peptoniph ilus,  Morganella,  

571  Anaerosali  bαc  ter,  Tissierella  

5 7 2 

5 7 3 

5 7 4 

5 7 5 

5 7 6 

カ1 フ。ロノf ノ ルの産生に最も関与してい

る細菌属であると推測される 微生物による

1 ・ プロパノールの生化学的な生成経路では

酵 母 においてトレオ ニ ン か ら α ーケト酪酸の

分 解産物として生成される E h r I c h 経路
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が知られており，細菌においても同様の経路

を 経 て Zymomonas  s p I 8 ) や

Clostr  d u m s p I 9 ) Bαc  l l u s 

s u b t i l s, Pseudomonas  p u t dα ， 

Enterococcus  ／ αe  c a l i s などの細菌

が 関 与する可能性がある 2 0 ) また， 1 －プ

ロパノ ー ル が グ リ セロ ノレカミら 1 ' 2 ・フ。ロノf

ンジオールを経て生成される経路では

Escherichia  coli,  Clostridium  

spheno  d e s などの細菌が関与している

可能性や アセトン から 1 ' 2 “プロパンジオ

ノレを経て生成される 経路 にお いて も細 菌が

関与している可能性がある 2 0 ) このよう

1 －プロパノールの産生菌がエタノ ノレ

の産生を伴うとは限ら な い 可 能 性 が 考 え ら れ

るが 実際は 1 －プロパノ ルが検出されれ

ば必ずエタノ ルが検出されており 同じ細

菌が両者 を 生 成 す る場合と，別々の細菌がそ

れぞれエタノ ノレまたは プロパノ ルを

生成する場合が想定される．今回の群間比較
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においては E 群と E 群を構成する上位の細

菌 属は共通する傾向にあることから 1 －プ

ロ ノf ノ ルの産生に関与する細菌は エ タ ノ

ノレの産生を伴うものと推測される

先行研究では，死体から分離培養した細菌

や ごく 部の限られ た 菌 株 を 血 液 な ど の 培

地に移植してエタノールおよび l ，プロパノ

ルを産生させるなど 経時 的に ア2 I ) 

ノレ コ ノレ量の測定実験を行っている たま

B o u m b a ら 2 I ) は，細菌の移植実験によ

るア ノレコ ノレ産生が 細 菌 の 種 類 グノレコ

ス 含有量および培地組成などに影響されると

している．我々の研究の主たる目的は，死体

血の 細菌叢から網羅的にアルコ ル産生菌を

同定す る こ と で あ るが 今 後は 推測 され たエ

タノ ノレおよび l ，プロパノ ル産生菌を血

液存在下に培養し，血 液 成 分 や 外 部 環 境 が ア

ノレ コ ル産生に及ぼす影響を調査する必要が

6 1 5 ある

6 1 6 以上の結果から，アルコールの死後産生は
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細 菌の量が多いほど 起 こ り や す く 増殖する

細菌の種類の違いがエタノ ノレや 1 －プロパ

ノ ノレの産生に影響しているものと推測され

た 多くの場 1 幽プロメー、
口， 死体血からまた

ノf ノ ルが検出されればエタノ ノレの死後産

生が起きていると判断しても差し支えないこ

と が示された ルが検出され1 －プロノミノ

ない場合は ノレが死後産検出されたエタノ

生であるかを評価する た め ， ま ず 死 体 血 の 細

菌量を明らかにする必要がある つまり，エ

タノ ルの死後産生が起きない細菌量のカッ

トオフ 値 が 決 定 で きれば，生前に飲酒がない

ちF

」ー と を証明できる可能性がある 今回の

1 6 S r R N A 遺伝子 の v 3 ・ v 4 領域の P C R 

による 1 6 s アンプリコンの検出の有無は

細菌量のカットオフ値を設定する簡易検査法

の つになり得るが リアルタイム P c R 法

により 1 6 s アンプ リ コ ン を 定 量 す る 方 が よ

り正確である 今後さらに，細菌の D N A 抽

出方法や 1 6 S r R N A 遺伝子のタ ゲット領
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域などの条件検討が 必 要 に な る が ， 少 な く と

も細菌に限つては， I 6 S アンプリコンの検

出の有無が エタノー ル の 死 後 産 生 が 起 こ っ

ていないと判断できる材料になり得ると考え

られ た また I 6 S アンプリコンのカット

オフ 値を超えた場合は ， 今 回 判 明 し た 死 体 血

の細菌叢デ タから 増殖する細菌を絞り タ

ゲ ッ トとなる複数の細菌の特異プライマ

を用いて 斉 に 定 量できれば 細菌叢を構成

する細菌の種類や量が分かり，その情報をも

とに 死後産生が起きているかを推定できる可

能性がある このような細菌検査法を構築で

きれば より客観的に死後産生エタノールの

有無を判別できるものと考えられる

【結語］

次世代シ ケンサ によるメタ I 6 S 解析

により死体血の細菌叢を網羅的に解析するこ

と ができ アノレコ ルの死後産生が細菌の量

や 種 類に依存することが明らかとなった 腐
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敗死体の血液においては Proteus,  

Vagococcus  属などの嫌気性菌がアノレコ

ノレ 産 生 関 与 し 特

Peptoniph  /us,  Morgan  el  lα 

A nα e r o sα l  i bαc  ter,  Tissierel  lα 

属菌種がエタノ ルの産生とともに 1 －プロ

ノf ノ ルの産生に関与 し て い る と 推 測 さ れ る

また， l 幽プロパノールの産生を伴わず，エ

タノ ノレを産生する細菌は特定できなかった

が，そ の可能性を有する細菌の存在は否定さ

れず，実際の剖検例における死後産生エタノ

ルの評価の際には注意が必要である

究は，死体血における細菌叢とアルコ

本研

ル産

生の関係を分析する最初の試みであり，アル

コールの死後産生機序を 解明 する 手が かり と

して有用なデータとなり，生前の飲酒の有無

や飲酒量の推定の一助になることが期待され

る
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Postmortem Alcohol test PCR amplicon 
Group Detection rate 

interval ( d) Ethanol 1・propanol 十

(n=55) 2 30 27 28 49.1 % 

Il (nニ22) 5-75 十 21 95.5 % 

(0.1-LO mg/ml) 

Ill (n=40) 2-150 十 十 40 。 100.0 % 

(0.2-1.5 mg/ml) (0.1-0.3 mg/ml) 

表



Samplo To1'1 Cimtndwm 
Pm＂＂且

Vagococcus Staphylocom店 （~；，：，~~ fol百rococcus He所au Bactao;d,, Fdw臼，d,;,110 l!ntmbaaa Otha 
ID 16S Copios """'" ・＂＇＂＇＂口

II 0.126775 0.005487 0.052558 O.OCD035 0.001568 0.000539 O.OCD238 0.003583 0 000014 Akkumam;a 0.018833 

12 6.883171 5.094419 1.538110 O.OC4076 0.000199 0.000894 0.002981 0.000099 0.031317 0.003877 

18 1.608188 0.003126 O.CD9087 0.001381 0.000073 0.002035 0.001781 0.000036 0.000400 1.467127 0.001054 

19 2.720760 0.006380 0.635675 0.007039 0.000152 0.003342 0.001064 0.000101 1.350403 0.000557 0.000101 Poplo.wnpl似叫C山 0.371165

20 1.813385 0.271188 J.502764 0.002117 0.000879 0.000320 0.000919 0.000040 0.000480 0.000160 0.001358 

23 7.924167 5.891080 0.005683 0.010579 0.002448 0.002623 0.003497 0 000175 0.000962 0.000612 0.000087 
P明℃h10,;nn'0.6~5914 
J¥rndomm即 0565081 

24 2.035667 0.003649 0.001686 0.002894 0.000226 0.000352 lヲ97621 0.000151 0.000025 

27 0.053801 0.000037 0.000029 0.000016 0.000022 0.051557 0.000015 0.000009 0.000017 0.000003 

28 4.527049 l.021244 0.011198 0.92l503 0.001440 0.009678 0.002000 1.868681 0.000720 0.000080 0.001600 RuWa..xdla 0.229476 

29 1.243895 0.021775 0.034718 0.344505 0.002760 0.002484 0.000497 0.000690 0.000055 0.000055 0.002594 
同＇hadla0 703003 

Mo噌one/la0.064082 

32 3.598592 0.069073 0.002952 0.0176C4 3.482719 0.000698 0.000376 0.001234 0.000054 0 000590 

38 2.307771 1.024170 0.188981 0.437756 0.000099 0.309422 0.000428 0.017694 0.000033 0.000691 p，戸ο町内lu.10.149778 

39 2.606526 0.001874 0.002291 0.000729 0.010204 2.328725 0.003436 0.023063 κloh1;e/la 0.147803 

41 0.034696 0 000104 0.000406 0.000104 0.000550 0.000005 O.OCDl69 Auomows 0 030647 

43 7.004266 0.005144 4.308519 2.310440 0.002494 0.016054 0.021354 0 000312 0 OC4う20

45 1.261630 0.000334 0.001033 0.004376 0.000699 0.004376 0.000334 0.000030 0.000030 1.006776 l.act1b1κdlu., 0.140222 

47 1.734351 L577850 0.116ヲ71 0.012730 0.000223 0.000223 0.000112 0.000084 

49 5.908541 4.346022 1.071754 0.052337 0.000185 0.000371 0.002964 0.000093 0.070308 O.OC 8834 

50 0.117467 0.000076 Q.109114 0.001592 0.000030 0.000020 O.OC0005 

51 0.082746 0.000038 0.040264 0.012181 O.OOOOC4 0.000201 0.000863 O.OC 0004 Mοrg.削 dla0.019154 

60 0.023304 0.000008 O.OOCDO! 0.000003 0.000041 0.000004 0.000003 O.OOOC 0 I J.attb肌 ,i1,,,0 021525 

各細菌叢を構成する細菌属の相対存在量が5%以kであった16Sコピー数を灰色で示す．

十衣



表 3

Sample 

田

Total 「lmtndmm C/o.<lndmm 

(Im/a ){] unm 'lricto 
Vagowcrn" Poplomphdns ん1o,gandlα 1'wno.Mhhocta 7'瓜＇＂＂Ila Pmtrns Entomcocc弘 Baclo,mdes

!6S Cop;cs 

3.040292 0.002611 0.002390 0.386736 1.566463 0.050588 0.000265 0.340707 0.000841 0.001461 0.560940 

2 0.698122 0.0Cj047 0.001609 0.0日0520 0.000260 0.673425 0.000047 0.000284 0.001585 0.000095 

3.502671 0.037344 l.104637 0.009606 0.885919 0.003782 0.002402 0.034222 l.301982 0.000360 

0th" 

4.725620 0.001654 0.233116 0.4388J:l 2.641621 0.003308 0.000382 0.008017 0.010752 0.003690 0.042500 Poplo.<l"plowrn" l.197263 

6 3.504314 0.001245 0.002488 0.960182 0.001478 0.091472 0.000233 0.000544 仕357440 1.044286 0.010828 

7 0.870913 0.000412 0.003839 0.000304 0.000347 0.004836 0.000022 0.002104 0.006029 0.000108 

1.696045 O.OC0037 0.054598 0.002185 0.000222 0.002815 0.042597 0.002667 0.000037 

国ど＇＇＂Ila0.494 !08 

c"'°'""" 0.664191 
Kh小aa0.091498 

Entaobacta 0 485822 
St"ptocoam O 857968 

9 11.016970 0.001683 1.167780 4.088302 0.094230 0.660070 0.000153 1.446494 0.075109 0.013003 0.023405 Dcvsgo"°non出 3.045346

10 3.242945 0.000421 0.001892 0.850846 0.000281 l.423778 0.001402 0.000210 0.088316 0.002734 0.000771 

13 3.148215 J.720684 0.005210 0.002175 O.CD3642 0.002832 0.000202 0.000506 0.000556 0.000759 0.000354 

14 10.595392 0.004379 5.006915 0.005510 0.001272 0.021900 3.330505 0.001271 1.84229古 0.001412 0.000706 

15 2.947188 O.C05271 0.003850 0.003790 O.C01007 0.656786 0.000237 0.006455 0.335145 1.761893 0.000237 

17 l.093458 0.001114 0.001414 0.002422 0.002207 0.008230 0.001329 0.000257 l.023400 0.000579 0.000429 

21 6.103385 0.001453 0.005463 0.287712 4.794208 0.014938 0.001744 0.225868 0.010695 0.003545 0、421105

30 2.976702 1.815618 0.003354 0.217504 0.000373 0.044022 0.000053 0.000213 0.636329 0.177899 0.006122 

31 5.384930 0. 7664世2 4.481679 O.OJl 134 0.000071 0.002055 0.000071 0.000071 0.002551 0.000142 

ladιba"/I市 0.541110

「lo守＂油 wnXI陥 0689488
Rombauwa 0.647761 

33 1.457569 O.C00204 0.002580 l.041810 0.000102 0.006207 
ι可chuicha' 

0.000026 0.240459 0.002861 0.021073 0.103448 
・'""'Ila 

34 0.990753 0.000016 0.941654 0.000543 0.000224 0.000032 0.000080 O.CJ1118 0.012838 0.000287 

37 3.349186 2.167192 0.000911 0.855331 0.000391 0.000304 O.OOC843 0.000174 0.000911 0.015669 0.000564 

40 7.869388 7β779C9 0.003343 0.004422 0.000647 0.000431 0.000324 0.000539 0.0J2157 0.001078 

48 6.218000 0.001431 0.005983 1.270185 0.082589 0.019639 0.000650 2.873718 0.88岳632 0.005202 む689718

52 2.225905 0.002155 0 001102 0.8&9960 0.053886 0.080470 0.217守40 0.893839 0.022273 0.002874 0.002108 

54 6.194853 0.003154 0.006402 0.001299 0.000835 0.278797 3.625099 2.112082 O.OJ5103 0.000742 

55 0.750568 0.000209 0.477878 0.000253 0.000045 0.259049 0.000089 0.000224 0.006216 0.000045 

56 1.156084 O.OC0025 0.008582 0.4ヲ3740 0.527623 0.000051 0.000101 0.021205 0.085149 0000101 

58 1.143585 0.534258 0.000279 0.000152 0.000076 0.001217 0.000025 0.000051 0.000380 fruconc."o'・ 0 577281 

59 0.924604 O.OC0029 O.OCJ287 0.000201 0.000057 乱879651 0.000086 0.013922 0.000832 0.000086 0.000287 

62 1047372 0.000392 0.002223 0.000490 0.000163 0.997645 0.000065 0.001ラ69 0.000294 0.000229 

63 5.326265 4.147731 l.069734 0.000459 0.000367 0.006702 0000551 0.000367 0.003581 0.000551 0.000184 

64 7.389677 0.004079 0.005038 4.747517 0.005638 l.472106 0.000360 0.028550 0.971407 0.011756 0.016194 

65 5.859130 5.742229 0.003404 0.000537 0.001612 0.000179 0.000806 0.000537 0.000269 

66 3.704842 1.583070 1.111641 0.001257 0.000343 0.000286 0.000114 0.000057 0.003944 0.546818 0.000743 J.auobnc•llns 0.376949 

67 5.234394 4.539943 0.010786 0.000453 0.000181 O.C81269 0.002175 0.000181 0.000725 0.003082 

日3 4.768133 0.000976 3.747076 0.003661 0.日00814 0.000163 0.000325 0.003824 0.CJ0081 

84 9.076279 0.591526 5.752037 0.000221 0.000221 O.C80221 0.000110 0.000662 0.001435 0.000773 

85 1.312130 0.000084 0.005647 0.694566 0.000042 0.433152 O.CD0125 0, 119205 0.003388 0.000753 

fachmchia 
0.547984 Sh•gol/a 

Anoaococα＂ 0.854596 

Rombon／ロa1617647 

86 2.782450 0 107769 0.005582 0.325585 0.000057 1.607360 0.000057 0.000570 0.002165 P田 mh叫，11町立598197

87 3.437561 0.000361 0.108076 0.141715 0.000361 1.014ヲ30 O.C00060 0.000060 0.593938 0.088639 0.003009 Igna＂.叫開削 l.3115的

88 7.837852 0.259613 0.077297 l.583758 2.988371 0.004699 O.C03172 0.474587 0.34ヲ009 0.015741 1.763608 

89 15.132308 0.005296 0.011439 0.003601 3.504471 o.cn5931 4.062001 0.004872 o.019488 0.000635 0.556047 

各細菌叢を構成する細菌属の相対存在量が5%以上であった16Sコピー数を灰色で示す

ぐ＇／o."ndwmX/Viσ1.74骨797

c，，，ひ＇＂＂＂＇ I. 756684 
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図2a
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印宮加d1a
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6nter1庇民団四国
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Vagococcus 
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情。teusmirabilis 
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: Bacteroidaceae 
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圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃 Psychr~bac:ter_Sp_ ; 

- -Psl'!udotl'lonas_sp_ 

； 園圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃圃 Escheri.~hia_Shi制la

・・・・・・・・・・・・・・・・・・・Psychrobacter : 

． ：・・・・・・・・・・・・・制oraxeilace品e; 
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J圏直－－－－AeromO:Oas

; - ----Aerom~adales ~ 
--Pseudomonada<:eae 

－ーーーーーーーーーーーーーーー• Pseudoinona,s 

・・・・・・・・・・・・・・ Pseudo,inonad·al~s
-6.0-4.8-3 .. 6-2.4-1.2 0ρ1.2 2.4 3 .. 6 

LOA SCORE (log 10) 

4.8 6.0 
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図3b
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