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背景 

急性虫垂炎は、年齢に関係なく発症する代表的な腹部救急疾患の１つ

である。小児では急性腹症の原因として最も多く、10～14 歳に発症のピークが

あり、男女比は 1.5:1 で男児に多い。成人も含めた急性虫垂炎の生涯発症率は

7-8％と推定されている[1-4]。 

急性虫垂炎の病因については、様々な仮説が検討されてきた。一般には

虫垂内腔の機械的閉塞や狭窄が主要な原因と考えられている。虫垂内腔の閉塞

の原因として糞石、異物、リンパ濾胞、虫垂の異常な屈曲や移動、腫瘍などがあ

る。その閉塞により虫垂内圧を上昇させ、虫垂粘膜の循環を乱し、細菌が腸壁に

侵入し、炎症の拡大を促進すると考えられてきた [5-8]。しかし、虫垂炎患者に

おいて全体の 3 分の 1 程しか機械的閉塞を示さないという報告があり、これは

原因の一部でしかないと考えられる[9-11]。また、虫垂炎の家族歴のある人は家

族歴のない人に比べて遺伝的罹患リスクが 3 倍高いこと[12]や、双生児において

虫垂炎を発症したら 30％の確率でもう一人も発症することが示されている[13]。

他にも NEDD4L など特定の遺伝子が関与していることなども報告されている

[14]。さらには虫垂炎には季節性があり夏に多く冬に少ないという傾向から季節

性に流行するウイルス[15-17]、標高や気温差[18]が関係しているという報告があ

るが、さらに近年では腸内細菌叢との関連が注目されている[19]。 
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近年、次世代シークエンサーを使用した腸内細菌の研究が行われるよう

になってきてから、急性虫垂炎においても腸内細菌叢との関連が注目されてい

る。次世代シークエンサーを用いることで、虫垂炎患者には通常では大腸に存在

しない Fusobacterium, Porphyromonas, Peptostreptococcus, Gemella といった口腔内

常在菌が虫垂内に見られるという報告がなされた[20]。虫垂炎患者の口腔常在細

菌が虫垂の微生物叢で頻繁に検出されるため、口腔から移行した細菌が虫垂の

急性または慢性の炎症を引き起こす可能性があり[19, 21]、口腔内細菌叢との関

連に注目されている。しかし、病原性や病態形成における役割はよくわかってい

ない[20, 22, 23]。これまで虫垂炎患者において口腔内および虫垂内細菌叢を同時

に検討した報告はほとんどない。それは虫垂内細菌叢の検討は炎症を起こして

いる虫垂同士（重症度）の比較をしているからである。これは正常の虫垂はなか

なかとることができないという理由がある。そこで我々はコントロールとして

待機的虫垂切除をした虫垂を用いることとした。成人、小児に関わらずこれまで、

緊急手術した群と炎症が落ち着いて時間が経過してから待機的虫垂切除した群

で比較した報告はない。そこで本研究では、炎症に関与する細菌叢を明らかにす

るため、次世代シークエンサーを用いて口腔および虫垂内細菌叢の解析を検討

した。 

対象と方法 
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2021 年 7 月から 2022 年 12 月の間に、日本大学板橋病院または関連施設

の小児外科で急性虫垂炎と診断され虫垂切除術を受けた小児患者を前向きに登

録した。この研究は日本大学医学部附属板橋病院臨床研究倫理審査委員会の承

認を得て実施した(整理番号：RK-210713-3)。急性虫垂炎を診断するために、臨

床症状、生化学的血液検査結果、腹部超音波検査または腹部造影 CT 検査によ

る画像検査を行った。年齢、性別、血液検査、入院日数、手術期間など、さま

ざまな臨床的患者情報を収集した。全患者において、予期せぬ合併症等は起こ

らなかった。 

急性期診断直後に採取した唾液と急性期虫垂切除時の虫垂内容物を緊急

群とし、保存的加療後, 非炎症期に待機的虫垂切除した際の唾液と虫垂内容物

を待機群とした。患者 25 人のうち 19 人からこれらのサンプルを採取した。急

性虫垂炎と診断された直後、滅菌綿球を 2～3 分間口腔内に置き、十分に湿ら

せた。清潔を保ちながら採取し、注射器を用いて採取した綿球から液体を抽出

した。分析まで-80℃で凍結保存した。待機群では入院後、手術の前日または当

日の手術前に唾液を採取した。その後は緊急群と同様に保存した。虫垂内細菌

叢の解析には虫垂内容物を用いた。手術（虫垂切除）後、摘出標本から清潔操

作にて虫垂の内部全体を滅菌綿棒で拭って回収した。回収後、綿棒を 85℃、30

分間で 1 回熱処理した後に-80℃で凍結保存した。 
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唾液および虫垂内容物からの DNA 抽出は、MORA-EXTRACT キット

（極東製薬、日本）と FastPrep-24 5G（MP-biomedicals, USA）を用いて行っ

た。DNA の量と質の評価には分光光度計 Nanodrop ND8000（Thermo Fisher 

Scientific, USA）を用いた。プライマーセットは 341f/R806[24, 25]を用いて細菌

16S rRNA の V3-V4 領域を増幅した。PCR による DNA 増幅には、98℃で 2 分

間の初期変性、65℃で始まり 55℃で終わる 15 秒間のアニーリング、68℃で 30

秒間の伸長を 35 サイクル行った。各サイクルにおいて、アニーリング温度は

55℃に達するまで 1℃ずつ下げ、残りのサイクルに使用した[26, 27]。その後、

PCR で増幅した断片を次世代シーケンサーMiSeq（Illu-mina、米国）で解析

し、MiSeq 試薬キットバージョン 3（600 サイクル）を用いて、2 x 284 bp サイ

クルでペアエンドケミストリーを行った。Cutadapt バージョン 1.18 [28]とその

デフォルト設定を用いて、プライマー配列を除去した。fastq-join[29]をデフォ

ルトパラメーターで使用し、ペアエンド配列を調べた。Greengenes Database[30]

バージョン 13.8 を QIIME2[31]バージョン 2020.6 および dada2 denoise-single[32]

アルゴリズムバージョン 2017.6.0 とともに使用し、同定された分類群を推定し

た。 

α 多様性解析では、多様性指標として Chao1、Shannon、Simpson を用

い、α 多様性の統計解析にはグルーピング情報に基づく Kruskal-Wallis 検定を用
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いた。β 多様性の統計解析には、主座標分析（PCoA）と類似距離（Bray-Curtis

距離）、量的・質的距離（Unweighted Unifrac 距離、Weighted Unifrac 距離）を用

いた。類似性の分析（ANOSIM）は情報ベースの類似性尺度として利用した。

ヒートマップ・クラスター分析には Ward 法を用いた。各細菌レベルで、緊急

群と待機群における存在量比の比較を Mann-Whitney U 検定を用いた。その他

の連続変数の比較には Mann-Whitney U 検定を、カテゴリー変数の比較には 

Fisher's exact 検定を用いた。多様性の計算と主成分分析（PCA）には QIIME2

を用いた。有意水準は p<0.05 とした。 

結果 

研究期間中、虫垂炎と診断され虫垂切除術を受けた患者 25 人のうち 19

人から唾液と虫垂内容物のサンプルを採取した。緊急群と待機群の患者の特徴

については血液生化学検査における WBC（p<0.01）と CRP（p<0.01）が緊急群

で有意に高いことが示された。その他の入院日数や手術時間などに有意差は認

めなかった。 

唾液と虫垂の内容物の α 多様性解析では、これらのサンプル間で Chao1

（p<0.01）、Shannon（p<0.01）、Simpson（p<0.01）指数に統計的に有意な差が

認められた。さらに、β 多様性分析では、Bray-Curtis（p<0.01）、Weighted 

Unifrac（p<0.01）、Unweighted Unifrac（p<0.01）の間に、統計的に有意な差が認
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められた。さらに、緊急群と待機群の唾液および虫垂内容物を比較した。

Simpson 分析では虫垂内容物（p=0.80）または唾液（p=0.95）、Shannon 分析で

は虫垂内容物（p=1）または唾液（p=0.33）、Chao1 分析では虫垂内容物

（p=0.68）において、緊急群と待機群の間で α 多様性に有意差はなかった。し

かし、唾液中の Chao1 指数には有意差があった（p=0.039）。Bray-Curtis 分析で

は虫垂内容物（p=0.391）または唾液（p=0.407）、Weighted Unifrac 分析では虫

垂内容物（p=0.669）または唾液（p=0.228）、Unweighted Unifrac 分析では虫垂

内容物（p=0.885）または唾液（p=0.274）には統計学的有意差は認められなか

った。 

門レベル細菌叢において全体では比率の高い方から Firmicutes

（41.7％）、Proteobacteria（24.4％）、Bacteroidetes（14.6％）、Actinobacteria

（8.9％）、Fusobacteria（4.3％）の順に検出された。患者を緊急群と待機群に分

けると、緊急群では唾液中に Firmicutes（40.0％）、Proteobacteria（21.8％）、

Bacteroidetes（12.2％）、Actinobacteria（13.9％）、Fusobacteria（4.5％）が検出さ

れた。待機群では、Firmicutes（49.7％）、Proteobacteria（12.6％）、Bacteroidetes

（14.5％）、Actinobacteria（13.2％）、Fusobacteria（4.0％）が検出された。虫垂

内容物では、緊急群では Firmicutes（39.0％）、Proteobacteria（27.7％）、

Bacteroidetes（20.8％）、Actinobacteria（4.2％）、Fusobacteria（5.0％）が検出さ
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れた。一方、待機群では、Firmicutes（35.9％）、Proteobacteria（41.0％）、

Bacteroidetes（9.4％）、Actinobacteria（2.3％）、Fusobacteria（3.5％）が検出され

た。緊急群と待機群の各菌種を比較すると、緊急群では唾液中の Firmicutes が

有意に少なかったが（p=0.04）、虫垂内容物では存在比に差はなかった

（p=0.31）。 

種レベルにおいても門レベルと同様に、唾液および虫垂内容物中の細菌

の割合を緊急群と待機群で比較した。Campyrobacter rectus（p<0.01）および

Alistipes onderdonkii（p=0.0378）は虫垂内容物における存在比率が高かったが、

Veillonella dispar（p<0.01）および Veillonella parvula（p=0.0375）の存在比は低

かった。唾液中では C. rectus（p=0.045）、Capnocytophaga ochraceochracea

（p=0.0294）、Selenomonas noxia（p<0.01）が Lachnoanaerobaculum orale

（p=0.0401）よりも多かった。 

免疫組織化学染色では緊急群と待機群それぞれ 2 例ずつ、無作為に高倍

率 6 視野を観察して粘膜固有層の腺組織周囲に Foxp3 抗体陽性細数をカウント

した。緊急群では 6 視野の合計がそれぞれ 11、22 に対して待機群では 76、110

であった。待機群では制御性 T 細胞がより多く存在することが観察できた。 

考察 

本研究では、小児虫垂炎患者の口腔および虫垂微生物叢の解析を目的と
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し、緊急群と待機群の 2 群に分け、多様性と細菌の存在比を解析した。その結

果、血液生化学検査（WBC および CRP）を除いた入院期間や手術時間などの臨

床的パラメータにおいて、緊急群と待機群の間に有意差は認められなかった。多

様性については口腔内と虫垂内で α および β 多様性に有意差があった。これは

消化管の部位が違うということが確認できた。そして、緊急群と待機群の比較で

は虫垂内では α および β 多様性の両方で有意差はなく dysbiosis は生じていると

は言い難い結果であった。ただし唾液においては β 多様性に有意差はなかった

が、α 多様性の一部のみで有意差を認めた。そのため口腔内においては dysbiosis

が生じている可能性がある。 

細菌の存在比について、種レベルの解析では興味深い結果が得られた。ま

ず、緊急群の口腔および虫垂内細菌叢には、待機群に比べて Campylobacter rectus

が有意に多く含まれていた。この菌種は、主に歯周病と関連することが知られて

いるが [33]、最近では肺膿瘍[34]や中耳炎[35]などの他の炎症性疾患にも関与し

ていることが報告されている。さらに、Campylobacter rectus は Fusobacterium と

共存すると炎症を増強することが報告されている[36]。これらの結果は、緊急群

において、口腔内の Campylobacter rectus が口腔から虫垂に移行し、虫垂炎に関

連する炎症状態を悪化させる可能性を示唆している。 
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さらに、Veillonella dispar と Veillonella parvula は待機群の虫垂により多く

存在していたが、これは炎症の抑制と関連している可能性がある。成人の虫垂細

菌叢に関する最近の研究でも、複雑性虫垂炎の患者よりも、単純性虫垂炎の患者

の方が、Veillonella がより豊富であることが報告されている[37]。Veillonella は、

口腔内の常在菌でもある[38]が、母乳栄養児の腸管に多く存在し、食物アレルギ

ーの発症を抑制していることが示唆されており、そのメカニズムとして短鎖脂

肪酸の産生による制御性 T 細胞のリクルートが示唆されている[39]。重要なこと

は、制御性 T 細胞の数が局所の炎症の程度を反映することであり、制御性 T 細

胞が少ないと虫垂穿孔につながることが報告されている[40]。本研究では免疫組

織化学染色を行い、Foxp3 抗体をマーカーとすることで制御性 T 細胞が緊急群

と比較して待機群に多い傾向にあることが判明した。この知見より、Veillonella 

spp が炎症の抑制と関連する可能性が示唆された。 

まとめ 

Campylobacter rectus は緊急群において虫垂内と口腔内双方に多く存在し

ていた。Campylobacter rectus は歯周病のほかに中耳炎といった炎症疾患との関

連が報告されており、虫垂炎の病態形成において炎症促進メディエーターとし

ての役割を果たしている可能性がある。一方で待機群の虫垂内に多く存在して

いた Veillonella spp は短鎖脂肪酸の産生による制御性 T 細胞のリクルートが報告
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されている。本研究でも待機群に多く存在した Veillonella spp が制御性 T 細胞を

介して炎症を抑制している可能性がある。  
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