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研究要旨 

  薬剤耐性食中毒菌の多くが多様なプラスミド伝達により薬剤耐性を獲得し

ていることが明らかとなっている。食品と患者分離株との因果関係について、

分離株のゲノム情報を活用した研究が行われるようになってきたが、耐性伝播

の根本はプラスミド伝達が主体であり、異なる宿主菌でも同類の薬剤耐性プラ

スミドを有していることが報告されている。つまり、受け渡しを行う宿主菌の

ゲノム情報よりも、プラスミド単位での分子疫学のほうが頻繁な耐性授受の過

程を追跡するのに好都合と考えられる。本分担研究では、家畜・食肉・ヒト臨

床から分離された薬剤耐性菌プラスミドの包括的なデータベースを構築し、菌

種間を伝播する薬剤耐性因子の追跡を可能にする解析パイプラインの構築を目

的とした。次世代シークエンサーで得た解読リードを入力すると、配列のトリ

ミング・アセンブル、遺伝子機能・Inc タイプの推定、薬剤耐性因子の発見ま

でをシームレスに行うことのできる web アプリケーション GPAT(Global 

Plasmidome Analyzing Tool)を構築した。また、GPAT と連携して複数の plasmid

間での遺伝子の授受関係の解析を容易にする iPAT(inter Plasmid Analyzing Tool)

の開発も行った。iPAT により plasmid が保有する遺伝子水平伝達を俯瞰的に眺

める事が可能になった。今後、Plasmid 配列全体の遺伝子水平伝達を過去・現在・

地域に渡り俯瞰的に眺めることができるシステムへと発展させるが望まれる。 



Ａ．研究目的 
 ヒト、家畜、食品から分離される薬剤
耐性食中毒菌のサーベイランス結果を基
盤にし、ゲノム配列レベルおよびプラス
ミド・レベルでより具体的な耐性化機序
と株伝播プロセスを解析する。この解析
の基盤を作るために、現在登録されてい
るプラスミド配列のうち、薬剤耐性因子
の有無に関係なく全てのプラスミドを抽
出し、各配列の特徴（Inc タイプ、薬剤
耐 性 因 子 、 Insertion sequence 、
Transposon 等）をリスト化する。プラス
ミド保有菌種の情報（菌種、分離年・国・
地域・宿主、各種タイピング結果等）を
網羅しデータベース化することで、より
具体的な伝播過程が見えてくるものと期
待している。 
 
 
Ｂ．研究方法 
 菌体からプラスミドに相当する DNA を抽
出することが先決である。そのために、
Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE)
用の菌体プラグからプラスミド DNA のみ泳
動分離して回収・精製した。PFGE プラグの
調整法は菌種に沿ったプロトコールに従っ
た。プラスミド・サイズに従った泳動距離
を得るために、環状 DNA であるプラスミド
を S1-nuclease でニックをいれ線状化の前
処理を行った。S1-nuclease 処理菌体プラグ
による PFGE を S1-PFGE と呼ぶ（図１）。プ
ラスミドに相当するアガロースバンドを切
り出し、DNA を精製した。 
 精製 DNA を用いて Illumina NEXTERA XT 
kit にてライブラリー作成した。MiSeq シー
クエンサーにて解読後、プラスミド解析に
かかる一連の情報解析に係るシステム開発
を行った（図１）。詳細は C.結果の項目に
記述した。 
  
 
Ｃ．結果 
プラスミド配列の解読手法の構築 
 図１にプラスミド DNA の回収から情報解
析までの一連の流れを示した。MiSeq シーク
エンサーにて解読後、新規に開発した GPAT
を用いて解読リードの quality trimming, 
（genome subtract）, de novo assembly, ORF 
推定、推定した ORF の機能推定、および Inc 
タイプ推定を行う(図 2)。Quality trimming 

ではユーザーの選択により skewer または 
fastq-mcf による処理の後 in house perl 
script で更に詳細なトリミングを行う。
Genome subtract は bwa, samtools, Hydra 
および in house perl スクリプトを組み合
わせた独自パイプラインを用いる。
Assemble には A5_miseq, A5 assembler, 
Spades, の他、platanus と price を組み合
わせた独自パイプライン (PlPr) を選択す
ることが出来る。ORF 推定には prodigal, 
gmhmm_heuristic,および gmhmm が選択可能
である。ORF の機能推定および Inc タイプ推
定には BLAST を用いる。データベースとし
て、既知の plasmid データベース、COG, ARDB 
+ CARD、および NCBI NR を選択することが
できる。Inc タイプ推定には PBRT の
replicon typing プライマーを用いた in 
silico PCR によって得られた配列データベ
ースを用いた。 
 結果の概要（quality trimming 後のリー
ド数、アセンブル後のコンティグ長、コン
ティグ数、GC 含量、予測される遺伝子数、
薬剤耐性遺伝子、Inc type など）は解析ト
ップページのoverview欄で確認することが
出来るような仕様にした。 
 Plasmid データベースは平成 24 年度の
plastシステム構築時に作成したplasmidデ
ータ抽出法を発展させ、NCBI から最新のデ
ータをダンロードできるシステムを構築し
た。ただし、解析する日によって結果が変
わってしまう事態を防ぐため、GPAT では２
０１３年６月１０日時点のデータを用いた。 
 GPAT は MiSeq のシークエンス結果だけで
なく、fasta format や GenBank format の
データも入力として受け付けることができ
る。GPAT 内部で使用しているソフトウエア、
およびデータベースは全て無償で利用でき
るものを使用し、利用者および開発者の負
担にならないよう配慮した。GPAT はバイオ
インフォマティクス解析に慣れていない研
究者でも簡単に高度な解析ができるよう、
操作性に配慮しながら開発を行い、直感的
に操作できるユーザーインターフェースを
構築した(図 3)。更に、実際に plasmid の解
析を行っている研究者に試用してもらい、
開発者側と利用者のあいだに認識のズレが
生じないようにした。 
 これらの努力により、GPAT による解析の
利便性は劇的に向上し、少数の試験的ユー
ザーのみにより今年度中に通算 1,700 以上



の解析が GPAT を使って行われ、一人のユー
ザーが数百の解析結果を保つケースも現れ
た。このような多くのデータの扱いを容易
にするために、本年度は GPAT に結果リスト
表示機能等、データ取り扱い支援機能を追
加したものの、利便性向上のためには更な
る改良が必要である。 
 
プラスミド間の関係性解析手法の構築 
 GPAT の開発により、大量の plasmid 配列
を容易に解析することが可能になったが、
薬剤耐性遺伝子や plasmid そのものの伝播
課程を明らかにするためには plasmid 同士
の関係性を大規模に解析する必要がある。
そのため、plasmid が共通して持つ遺伝子の
ネットワークを解析するためのソフトウエ
ア iPAT (inter Plasmid Analyzing Tool)
を平成 25 年度に開発した。iPAT は GPAT が
解析した plasmid の ORF 同士の相同性検索
を行い、相同性のあった plasmid 同士をエ
ッジで結合してゆくネットワーク解析を行
うシステムにした。 
 図には示していないが、臨床で採取され、
GPATで解析したplasmidをiPATを用いて解
析すると、同じ起源を持つと思われる
plasmid はネットワーク上でも密接な関係
性を示し、起源が違うと思われる plasmid
はネットワーク上も疎な関係性を示した。
また、NDM-１を持つ既知の plasmid のネッ
トワーク解析を行ってみた結果を図４に示
す。GPAT の持つ GenBank format 読み込み
機能を用いて NCBI に登録されている NDM-1
を持つ plasmid 遺伝子を読み込み、iPAT を
用いてネットワーク解析を行ったところ、
NDM-1保有plasmidは４つのグループに分類
できることが示唆された。iPAT は GPAT が解
析したデータだけを扱うことができるため、
既知の plasmid との関係性を解析するため
には配列を手動でGPATに入力してゆかなけ
ればならない。新たに解読した plasmid と
既知の plasmid との関係性の解析を容易に
するために、「既知のデータの入力」の過
程を自動化できるようにする予定である。
この手法は、既知の plasmid 全体の解析に
も応用できる可能性がある。今後はこの手
法を応用して plasmid による薬剤耐性伝播
の網羅的な解析を行う予定である。 
 
 
Ｄ．Ｅ．考察・結論 

 薬剤耐性食中毒菌の多くは薬剤耐性プラ
スミドによる耐性獲得であり、プラスミド
単位で菌種・株間の伝播を追跡できるので
あれば、より正確な耐性伝播の様式を明確
にできるものと考えている。そのためには、
プラスミド配列を利用した詳細な系統分類
法の構築が必要である。配列解読から情報
解析までの必要な手法がパイプライン化さ
れておらず、配列解読後の解析に時間と負
担を要していた。本分担研究において、“解
読リードからシームレスにプラスミド解
析”が可能な解析パイプラインを構築する
ことを目標にし、誰しもが使用できる汎用
性のある環境整備が望まれる。 
 GPAT は MiSeq による plasmid のシークエ
ンスリードからほとんどクリックだけでア
センブリや遺伝子予測・アノテーションま
でを通常の web ブラウザのみで行うことを
可能にし、1,700 以上の解析実績を積んだ。
また、iPAT は GPAT で解析した plasmid 同士
の関係性をネットワーク図として図示する
ことを可能にし、俯瞰的に関連性を理解し
やすいシステムとして開発した。今後は
GPAT/iPAT の利便性を更に充実させるとと
もに、これらの技術を用いて菌株・株間の
plasmidそのものやplasmid上の遺伝子の水
平伝達をより詳細に解析できるシステムを
構築してゆく予定である。 
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図１ プラスミド DNA の PFGE 分離から配列解読そして情報解析までの流れ。S1-PFGE 泳動図に
泳動分離されたプラスミド断片（黄色矢頭）を示す。 
 
 
 

 
図２ GPAT (Global Plasmidome Analyzing Tool) による plasmid 解析のワークフロー。 
Quality trimming には skewer または fastq-mcf の後 in house perl スクリプトによる詳細
なトリミングを行う。Genome subtract には bwa, samtools, Hydra および in house perl ス
クリプトを用いる。Assemble には A5_miseq / A5 / spades / PlPr が選択可能である。ORF 推
定には prodigal, gmhmm_heiristic および gmhmm が選択可能である。 
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図 3 GPAT 実行結果画面。①パラメータ設定、進捗状況確認など。②de novo assembly 結果。
③ORF 検索結果。④ORF の blast 検索結果。⑤、⑥既知の plasmid に対する相同性検索結果。⑦
Inc タイプの推定結果。⑧解析結果のリスト表示。 
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