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研究要旨  

 未知病原体や変異病原体による新興感染症の汎発流行、そしてそれらを利用したバイ

オテロなどの危険性は近年社会的不安の一つとして認識されつつある。その危険性に対

し的確な対処法を立案・整備する上で、バイオテロ病原体を網羅的かつ迅速に配列解読

することは最も的確なアプローチの一つと考える。次世代ゲノムシーケーンサー

（Next-generation DNA sequencer: NGS）のパフォーマンスを用いて WHO 指定バイオテ

ロ病原体のゲノム配列及び変異情報データベースを充実させ、有事において迅速に対応

出来る体制を整えることを本研究課題は目標としている。 

 次世代型網羅的病原体検査法の骨格が既に構築済みであり、国立感染症研究所・病原

体ゲノム解析研究センターで検査可能であるが、バイオテロ発生（および疑い事例を含

む）において現場対応が迅速であればあるほど有効な対応策だと考えている。感染研・

ゲノムセンターでは現場（病院・地方衛生研究所等）でも情報解析できるよう、ネット

ワーク経由で病原体鑑別するための情報解析パイプライン(Metagenomic Pathogen 

Identification pipeline for Clinical specimen: MePIC) を開発し Web 情報解析サー

ビスを開始した。情報解析を習熟していない検査技師であっても簡単な講習会により利

用できるよう利便性を考えて作成している。また、バイオテロ病原体の臨床分離株のゲ

ノム情報を活用し、ゲノムワイドな SNPs 検索と分子系統樹作成も可能にするシステム 

Global core-Genome SNPs Analysis (GcoGSA)を開発し、現在、炭疽菌（Bacillus anthracis） 

のみ Web 解析サービスを開始した（関係者のみの運用予定）。 順次、他カテゴリーA病原

体であるペスト菌、野兎病菌、コクシエラ、類鼻疽菌、ボツリヌス菌のゲノム情報を用

いた GcoGSA を展開していく予定である。 

 将来的に日常の微生物検査で NGS が汎用される日が来るであろう。その際、予見しえ

なかった症例から NGS – MePIC – MEGAN パイプラインでカテゴリーA 病原体を検出した

場合、引き続き GcoGSA にてゲノム分子疫学解析を行い、バイオテロ病原体（もしくは孤

発例）の由来を推定するトレーサビリティー・追跡への情報提供になり、有事における

迅速なバイオテロ対策へと貢献できると考える。 

 

Ａ．研究目的  

 未知病原体や変異病原体による新興感染症の汎

発流行、そしてそれらを利用したバイオテロなどの

危険性は近年社会的不安の一つとして認識されて

いる。最先端技術を駆使した次世代ゲノムシーケー

ンサーにより、今までは数年を要した全ゲノム解読

が数週間で終了することが可能となった。最先端の

革新技術を応用し、効率的かつ安定的に病原体検査



システムを運用する体制を整え、WHO 指定バイオテ

ロ病原菌および未知病原体をも検査対象とする網

羅的解析法を構築することを目的としている。 
 

Ｂ．研究方法 
１）網羅配列解読による野兎病菌鑑別と病原性評価 

 いわき市立総合磐城共立病院・浅野先生から供試

頂いた感染症の疑いのある不明病検体（右腋窩リン

パ節膿瘍）を用いて病原体検索を試みた。 

 網羅配列解読のライブラリー作製： 

膿瘍検体から解読用 DNA ライブラリーを作成

するために、NEXTERA DNA sample prep kit 

(EpiCentre) を用いた。 

 次世代シークエンサーによる網羅塩基配列解

読： 

 次世代シークエンサー illumina GAIIx で DNA

ライブラリーの網羅解読を行った。解読キットは、

TruSeq SBS kit v5 (illumine)を使用した。１サン

プルにつき 3,828 万本の解読リード（125 mer）を

取得した。解読リードに内在するヒトゲノム配列を

bwasw マッピングソフトで削除した。残った解読リ

ードを用いて相同性検索（megablast）を行い、病

原体を検索した。現在公開されているほぼ全ての生

物種の配列を内包している米国NCBI nt配列データ

ベース(2011年 7月 11日版)に対して相同性検索を

行い、病原体候補を検索した。得られた結果を

MEGAN (v.4.40.6)にて類似性の見られた生物種の

一覧図を得た（MEGAN の閾値: １ヒット以上、score 

200.0 以上）。 

 

２）１塩基バリエーション SNV による野兎病菌の株

系統解析： 

 高病原性・野兎病菌タイプAに属する Fracisella 

tularensis subsp. tularensis SCHU_S4 株のゲノ

ム情報（GenBank ID: NC_006570.fna）をレファレ

ンス配列にして、maq v0.7.1 によるリード・マッ

ピングを行った。phred score, ≥20; coverage, ≥1; 

variant frequencies, ≥0.90の条件で SNVs を抽出

した(MapView 使用)。公開され利用可能な野兎病

菌・１０株のゲノム情報を加え、該当 SNV サイトの

アレルを用いて最尤法による系統樹解析を行った

（RAxML v7.25 を使用）。 

 

３）バイオテロ対策のための次世代型網羅的病原体

検索パイプラインの開発 

 国立感染症研究所・病原体ゲノム解析研究センタ

ーで構築した網羅的病原体検査法の情報解析のみ

をパイプライン化し、インタラクティブに誰でも利

用できるソフトを開発した。詳細は研究結果-3, 4, 

5, 6 を参照。 

 

 （倫理面への配慮） 

 微生物検査として網羅配列解読による病原体検

出を行った。患者配列を特定する作業は行わず、個

人情報に結びつく配列解析は一切行っていない。国

立感染症研究所・医学研究倫理委員会にて承認済み。 

 

Ｃ．研究結果 

１）網羅配列解読による病原体鑑別と病原性評価 

 野兎病菌（Francisella tularensis）は WHO 指定

バイオテロ病原体（カテゴリーA）に分類され、バ

イオテロ対策として臨床検体から迅速に野兎病菌

の遺伝情報を得ることは重要である。本研究におい

て、野兎病菌の感染症疑いの患者の腋窩部膿瘍（図

１）を用いて、次世代シークエンサー Illumina 

GAIIx による病原体の網羅的検出を行った。抗菌薬

治療により膿瘍から起因菌の増殖を検出できなか

ったが、PCR 検査では野兎病菌陽性であった。 

 GAIIx にて 3,828 万本のリード（125 mer）を解

読し、ヒト由来配列（〜99％）を完全に削除し、細

菌と類似性を示す 833 本（0.002%）の解読リード

を得た（図２）。相同性検索で得られた結果を

taxonomy で分類したところ、全て野兎病菌 

Francisella tularensis に相当する配列であった

（図３）。高病原性 Type A. F. tularensis subsp. 

tularensisと低病原性 Type B. subsp. holarctica 

との両方が約半数ずつヒットし、単純な相同性検索

のみでは感染病原体の病原性を評価できなかった

（図３）。 

 野兎病菌 Type A（高病原性）と Type B（低病原



性）の双方を検出したことから、SNVs を利用した

亜種を分類する株系統樹解析を行った。解読で得ら

れた野兎病菌 833 リード（図３参照）を用いて、野

兎病菌ゲノムに特徴的な SNV サイト 66 箇所を検出

し、株固有の SNV アレルのアライメント解析を行っ

た（図４）。Iwaki-08 は、日本分離株 FSC022 (Ebina)

の SNV アレルと酷似しており、１箇所のみ異なって

いた（nt posi.: 329,375）。 

 アライメント結果を元に最尤法で系統樹を作成

した。 Iwaki-08 は日本固有に分布する  F. 

tularensis subsp. holarctica (biovar japonica)

と近縁であることが判明した。本症例は地域的な散

発症例であり、バイオテロ使用が懸念される Type 

A （高病原性）とは明確に異なると鑑別することが

できた（図５）。 

 

２）ベンチトップ型次世代シークエンサーの特徴 

 従来の次世代シークエンサーは大型シークエン

サーという特徴から、大量配列の排出には有効であ

る。しかしながら、バイオテロ発生等、有事に迅速

に対応するためには解読時間の短縮が求められて

いた。大型シークエンサーよりも安価でかつ解読時

間を短縮したベンチトップ型・次世代シークエンサ

ーの登場により、従来よりも迅速に臨床検体の病原

体検索が可能となった。昨年度に報告した野兎病菌

感染症例を挙げると、大型シークエンサーでは最短

７日間の解読・解析時間を要していたが、ベンチト

ップ型により 2.5 日にまで短縮することが可能に

なった。大型と比較して解読量は減るものの、臨床

検体から病原体推定する場合には十分な量を得ら

れることが分かった。 

 

３）ネットワーク経由によるバイオテロ病原体検索

のための解析システム 

 現在、感染研・ゲノムセンターにベンチトップ

型・次世代シークエンサーと情報解析サーバーが整

備されている。感染研に臨床検体が到着後、数日で

解析・検査結果を報告できるようにはなっているも

のの、感染研に検体が送付されるまでには現場で数

多くの微生物検査等が行われた後になってしまう

ケースが少なくない。このような現状の中、各地方

自治体にも本研究課題で構築したシステムを導入

して頂き、検査体制の一助となるのであれば非常に

有効かつ迅速なバイオテロ対策に資するものと考

えている（図６）。 

 本システムで特に重要なのが配列解読後の情報

解析にあたる。基本、情報解析に特化した専門家が

必要となるが、各自治体に人材を用意もしくは養成

している余裕はない。そこで、その煩雑な解析部分

をできるだけ簡便化するために、検査技師等がイン

タラクティブに病原体鑑別を利用できるよう、Web 

interface による情報解析パイプラインを用意し

た。 

 

４）配列解読から情報解析まで 

 ベンチトップ型・次世代シークエンサー MiSeq 

(Illumina)の解読リードを病院・地方衛生研究所等

でも情報解析できるよう、ネットワーク経由で病原

体 鑑 別 す る た め の 情 報 解 析 パ イ プ ラ イ ン

(Metagenomic Pathogen Identification pipeline 

for Clinical specimen: MePIC) を構築した（図７）。

情報解析を習熟していない検査技師であっても簡

単な講習会により利用できるよう利便性を考えて

作成した。本システム MePIC は、感染研、地方衛

生研究所においても利用可能な次世代型網羅的病

原体検索システムをサポートする Web 情報解析サ

ービスであり、現在、アカデミアのみアカウント取

得可能として提供している。 

https://mepic.niid.go.jp/cgi-bin/mepic2/index.cgi 

 

５ ） Metagenomic Pathogen Identification 

pipeline for Clinical specimen: MePIC 

 MiSeq 等の次世代シークエンサーの解読リード

を下記の手順で必要な情報パラメーターを設定し、

解析ボタンのワンクリックで解析をシームレスに

行うことができる（図８）。 

 MePIC で解析した Megablast 解析結果は、配列ア

ライメントを含むテキスト配列で排出される。その

テキスト配列を フリーソフト MEGAN (MEtaGenome 

Analyzer 



http://ab.inf.uni-tuebingen.de/software/megan/)で生

物種毎の系統分類をおこない、病原体候補を探索し

ていく。臨床検体に内在する数多くの候補生物が抽

出されるため、ここでの探索には病原体と感染症の

知識が多分に要求される。 

 

６）コアゲノム SNPs を利用した菌種・菌株の類縁

関係の特定 

 MePIC – MEGAN による病原体検索の結果、仮に炭

疽菌が候補として浮上した場合、先に使用した解読

リードを用いて病原体の由来を推定するためのゲ

ノムワイド SNPs 解析システム Global core genome 

SNP analysis for Bacillus anthracis (GcoGSA-BA)  

を開発した（図９）。現在、関係者のみ運用可能と

している。GcoGSA-BA は、公開されている炭疽菌ゲ

ノムと比較したゲノムワイド系統樹の生データま

で作成し、適当な系統樹ビューワーで閲覧可能なデ

ータのダウンロードを可能にする。炭疽菌は 

Bacillus cereus group に属し、セレウス菌との鑑

別間違いを起こさぬよう、Lethal factor (LF), 

Edema factor (EF), Protective antigen (PA)の炭

疽菌の病原性に必須な因子の特定も可能にした。 

 今後、ペスト、野兎病、コクシエラ、類鼻疽、ボ

ツリヌスと順々に構築予定である。 

 

Ｄ/E．考 察・結 論 

 患者リンパ節膿瘍検体から網羅解読法で病原

体・野兎病菌を検出し、その特徴的な株固有 SNVs

を利用することで、病原性の強弱に関する遺伝情報

を得ることができた。野兎病菌は病原性が異なる

subsp.に分類され、北米由来の高病原性 Type A で

あるのか、低病原性 Type B による散発的な地域発

生であるのか明確に分類する必要がある。これまで

の分担研究におけるデータベース構築のもと、野兎

病菌の網羅的なゲノム情報の収集とデータベース

化を完了しており、本事例の解析を短期間で完了す

ることができた。 

 構築データベースを有効に活用するためには、迅

速な解読リード配列の取得が望ましく、そのために

は多くの難題が残っている。課題として、情報解析

の工程に特化して迅速性を追求したシステム改善

を行った。今後、様々な工程の中でボトルネックに

なっている箇所を効率よく改善し、総合的なシステ

ム化に貢献したいと考えている。NGS – MePIC – 

MEGAN – GcoGSA の解読・解析パイプラインを開発

し、実際に運用できるところまで完了した。未だ解

消されていないボトルネックが残っていることは

事実だが、誰もが簡便に利用できるシステムが先行

していけば、シークエンサー等のインフラ整備が

後々追いついてくるものと考えている。 

 

Ｆ．健康危険情報 

  特になし 
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２） 学会発表  

 黒田誠、関塚剛史、竹内史比古。Deep sequencing

法による野兎病菌 Francisella 感染症の腋窩部膿

瘍の網羅的病原体検索第 85 回日本細菌学会・総会  

長崎市 2012 年 3 月 
 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況（予定を含む） 
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図１ 患者（Iwaki-08）の臨床所見。A) 右親指、B) 右腋窩リンパ節、C) B の拡大図 

 
 
 
 

 
 

図２ Iwaki-08 患者の右腋窩リンパ節膿瘍からの病原体検索パイプライン 



 
 
 
 
 
 
 

 
 
図３ イルミナ網羅解読にて取得した解読リードの解析。99.92%が膿瘍由来のヒト配列であり、細菌
bacteria と思われる配列は 833 リード（0.002%）たらずであった。ウイルス様配列は検出されなかった。
細菌配列の相同性検索で得られた結果を taxonomy で分類したところ、全て野兎病菌 Francisella 
tularensis に相当する配列であった。Fracisella の系統関係と subsp. そして、該当する系統のヒット・
リード数（朱字）で示している。高病原性 Type A. F. tularensis subsp. tularensisと低病原性 Type B. 
subsp. holarctica との両方が約半数ずつヒットし、単純な相同性検索のみでは感染病原体の病原性を評
価できなかった。 



 
 

 
図４ 解読で得られた野兎病菌 833 リード（図３参照）を用いて、野兎病菌ゲノムに特徴的な SNV サイト
66 箇所を検出した。ゲノム・レファレンス配列 SCHU S4 株のゲノム・ポジションと、株固有の SNV アレル
を表記し、それらをアライメント解析した。Iwaki-08 は、日本分離株 FSC022 (Ebina)の SNV アレルと酷似
しており、１箇所のみ異なっていた（nt posi.: 329,375）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図５ 図４で解析したアライメントを元に、最尤法で系統樹を作成した。Iwaki-08 は明らかに F. 
tularensis subsp. holarctica (biovar japonica)に属し、高病原性 Type A とは明確に異なることが明ら
かになった。 
 



 
 

図６ ネットワーク経由によるバイオテロ病原体検索のための解析システム。現在、感染研・ゲノムセン
ターにベンチトップ型・次世代シークエンサーと情報解析サーバーが整備されている。地方衛生研究所等
においても少しずつ整備されるようになってきた。検査技師等がインタラクティブに病原体鑑別を利用す
るために、Web interface による情報解析プログラムの開発と提供を試みた。 
 
 

 
 

 
図７ 臨床検体からダイレクトに網羅配列解読したリード配列の情報解析パイプライン 
(Metagenomic Pathogen Identification pipeline for Clinical specimen: MePIC)。 

次世代シークエンサー NGS による解読リードから必要な情報のみ抽出するための Web 情報解析サービス。 



 
図８ MePIC の操作画面の仕様。NGS リードから i)質の悪いリード、塩基の除去、 
ii)臨床検体に内在するヒト配列の削除、iii) megablast 検索による病原体検索。 

この i – iii までの一連の流れを一度に完結させるパイプライン。 
 
 
 



 
図９ MePIC – MEGAN による病原体検索の結果、炭疽菌が候補として浮上した場合、先に使用した解読リ
ードを用いたゲノムワイド SNPs 解析システム Global core genome SNP analysis for Bacillus anthracis 
(GcoGSA-BA) を開発した。現在、関係者のみ運用可能としている。公開されている炭疽菌ゲノムと比較し
たゲノムワイド系統樹の生データまで作成し、適当な系統樹ビューワーで閲覧可能なデータをダウンロー
ド可能である。炭疽菌は Bacillus cereus group に属し、セレウス菌との鑑別間違いを起こさぬよう、
Lethal factor (LF), Edema factor (EF), Protective antigen (PA)の炭疽菌の病原因子の特定も可能に

した。 
 

 


