
 

14 

 

別紙 3 

厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

分担研究報告書 

 

食中毒調査の迅速化・高度化及び広域食中毒発生時の早期探知等に資する研究 

分担課題 腸管出血性大腸菌等の検査法(全ゲノム解析)の開発 

研究分担者 林 哲也   九州大学大学院医学研究院・教授 

      

 

研究要旨  

腸管出血性大腸菌（EHEC）感染症の事例調査のために各種の分子型別法が開

発されてきたが、国内では反復配列多型解析法(MLVA法)がその迅速性・精微性

から主に用いられてきた。本研究班は、MLVAに関する蓄積データの検証や地方

衛生研究所における利用促進のための精度管理手法の確立などを行うとともに、

EHEC 等の検査への全ゲノム解析の適用に関する検討を行うことを目的とした。

本分担者は、他の分担者とともに後者の課題を担当し、我が国でゲノム情報を

利用したサーベイランスや事例調査を効率的に実施するために求められる解析

手法とデータベースの必要要件等を明らかにするため、欧米諸国におけるゲノ

ム情報の活用状況、使用する解析パイプラインやデータベース等の調査を行う

とともに、我が国での活用法について検討した。この結果、ゲノム解析の主流

はイルミナのシーケンサを用いたショートリード配列の取得であるが、解析パ

イプラインは国や研究機関によって様々であり、集団事例に関連するクローン

の判定基準についても国際的なコンセンサスが得られていないことから、国内

で使用すべき解析パイプライン等に関しては、国際的に整合性のあるデータフ

ォーマットや同一クローンの判定基準などを決定することが難しいことが明ら

かとなった。したがって、ゲノム情報の幅広い活用を我が国で早期に開始する

ためには独自のパイプラインを構築する必要があると結論した。これと並行し

て、ゲノム情報の収集とデータベース構築を進め、国内分離株のゲノム情報の

収集整理を行い、これに公共データベースから収集した海外株のゲノム情報を

加えたデータベースを構築した。参照配列になりうる株については、ロングリ

ードシークエンシングを併用して、完全長あるいは完全長に近い配列を取得し

た。その結果、主要 EHEC 血清型のうち、O157、O26、O145、O103、O121、O165

のグローバルなゲノム情報データベースを構築できた。O157に関しては、O157

全体のデータベースとは別に、特に病原性が高いとされる clade 8 に特化した

データベースを構築し、O103 と O165 に関しては血清型が異なる近縁株を含め

たデータベースを構築した。さらに、収集整備したゲノム情報を利用して、各

血清型のグローバルな集団構造とその中での国内株の分布等を明らかにすると

ともに、Stx ファージのバリエーションや Stx 産生量の菌株間での多様性等に

関する詳細な解析を行い、その成果を論文化した。 

 

 
Ａ．研究目的 
 腸管出血性大腸菌（EHEC）感染症の事例

調査のために各種の分子型別法が開発さ

れてきたが、反復配列多型解析法(MLVA

法)が迅速性、精微性に優れていることか

ら、国内では MLVA法を用いた解析が主に

行われてきた。本研究班の目的の 1つは、

MLVA に関する蓄積データの検証や地方衛

生研究所での利用促進のための精度管理

手法の確立等であるが、もう一つの目的

は「EHEC等の検査への全ゲノム解析（WGS)

の適用に関する検討」であり、本分担者は、

この課題を担当した。本分担課題は、国際

整合性の観点から実施したものであり、

まず海外で展開されている解析手法とデ

ータベース(DB）等を検証し、国内の現状

を踏まえた上で、効率的に事例調査やサ

ーベイランスを実施するための解析手法

とデータベースの必要要件等を明らかに

することを目指した。また、これと並行し

て、これまでに蓄積された国内分離株の

ゲノムデータと新たに取得する国内株の

データの整理と解析を行うとともに、海

外株のデータを公共DBから収集してEHEC
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の WGS情報 DBを構築し、さらに、これら

の検証・解析結果を踏まえて、地方衛生研

究所等でも利用可能な解析パイプライン、

国際的に整合性のあるデータフォーマッ

トや同一クローンの判定基準等を確立す

ることを目標とした。また、本研究班では、

これらの課題と関連して、MLVA 及び WGS

解析から得られたデータを利用して感染

源や経路経路等に関する後方視的な疫学

解析手法を検証することも目的とした。

そのため、主感染源である食品からの分

離菌株の WGS データ収集を可能とする方

策の検討と臨床分離株との比較、同様に

動物由来株のデータ収集を可能とする方

策の検討と事例調査への利用を試みるこ

ととなっていたため、本分担者は、これら

の食品・動物分離株の WGS データ収集を

随時サポートし、必要に応じて、上記のゲ

ノム情報 DBに組み込んで解析する役割も

担った。 

 

Ｂ．研究方法 

（1）国内で WGS解析を利用した事例調査

とサーベイランスを効率的に実施するた

めに求められる解析手法と DBの必要要件

等を明らかにするため、文献情報を基に

欧米諸国（英国、他のヨーロッパ諸国、米

国、カナダ）における WGSの活用状況、解

析パイプラインや DB整備等の調査を行い、

我が国の現状を踏まえた活用法について

検討した。具体的には、WGSデータの取得

方法、解析法と解釈の基準、利用している

DB、データフォーマット等を調査した。 

（2）既に蓄積されている国内分離株の

WGSデータの収集と整理を行なった。また、

一部の血清型については、分担者あるい

は本研究班の代表者らによって新たに

WGS 情報を算出した。また、公共 DB

（NCBI/EMBL/DDBJと ENTEROBASE）から海

外株のデータを収集した。WGS情報の新規

取得には、基本的にはイルミナ社のシー

ケンサ（MiSeqまたは NovaSeq）を使用し、

ショートリード配列を取得した。参照配

列になりうる代表的な菌株等については、

ONT 社の MinION を用いたロングリードシ

ークエンシングを併用して、完全長ある

いは完全長に近い配列を取得した。その

他、O157 clade 8、O26、O145、O121など

については、収集した WGSデータに加え、

Stx ファージ領域の個別シーケンス、Stx

産生量の測定（定量系の開発を含む）を行

い、Stxファージの多様性の解析や Stx高

産生亜系統の検索等を行った。 

（倫理面への配慮） 

    該当しない 

 

Ｃ．研究結果 

（1）欧米諸国における WGS の活用状況、

解析パイプラインや DB整備等の調査と我

が国の現状を踏まえた活用法についての

検討： 

 シ-ケンシングの主流は、イルミナのシ

ーケンサを用いたショートリード配列の

取得であり、後発の中国製（MGI社）のシ

ーケンサの利用に関しては、欧米での利

用が拡大していない。ロングリードシー

ケンサの利用は研究面にとどまっており、

一般的なサーベイランス等での利用は現

時点では行われていない。 

 解析パイプラインは、調査研究機関に

よって様々であり、WGSの取得には、i)参

照配列に対するリードマッピング、ii)リ

ード配列のアッセンブリのいずれかであ

り、後者で使用されるアセンブラには

SPAdes と Velvetが多く使われている。国

内（分担者も含む）では、Platanus-b も

アッセンブリに使用されており、近縁菌

株の SNP 解析には BactSNP も使用されて

いる。WGSの解析では、i)コアゲノム配列

に基づく系統解析、ii)コア遺伝子の配列

に基づく系統解析、iii)コアゲノムある

いはコア遺伝子の配列に基づく cgMLST 

(core gene Multi Locus Sequence 

Typing)または wg (whole genome) MLST

のいずれかが使用できるが、ii)と iii)が

主流である。集団事例に関連するクロー

ンの判定基準については、コアゲノムま

たはコア遺伝子の SNP距離（5 SNPsなど)

を採用していることが多いが、解析対象

によって異なり、国際的なコンセンサス

は得られていない。各血清型で使用する

コアゲノムあるいはコア遺伝子について

も同様で、どういった配列あるいは遺伝

子を使うかについても、国際的なコンセ

ンサスは得られていない。したがって、国

際的なコンセンサスに基づいて 国内で

使用する解析パイプラインを決定するこ

とは難しく、現時点では現実的ではない。 

（2）国内・国外分離株の WGS情報データ

の収集・解析と DB構築： 

 主要 EHEC血清群に関して、本分担者が

これまでに取得したデータ、新規に取得

したデータ、公共 DBから取得したデータ

（海外株のデータ）の収集を行った。3つ

の血清型については先行して収集整備を

行い［O26（540株：国内株は 314）、O145
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（246 株：国内株は 88）、O121（638 株：

国内株は 211 株）］、グローバルな集団構

造とその中での国内株の系統進化学的な

分布、Stx２産生量の多様性(Stx２定量系

の作成を含む)などを明らかにし、論文化

した。O26に関しては、収集した WGSデー

タに加えて、Stx1 ファージ領域の個別シ

ーケンス、Stx1 定量系の作成を新たに行

い、Stx1 ファージ領域の詳細な解析から

O26 における Stx1 ファージの多様性を明

らかにし、論文発表した。O145 に関して

も、Stx2について同様な解析を行った（論

文準備中）。O121については、収集した WGS

データに加え、lac オペロンと iee 遺伝

子や ISの関係を解析し、ラクトース利用

能の多様性と多様化メカニズムを明らか

にし、論文発表した。 

 O165:H25 に関しては、近縁株（O172：

H25 EHECなど）を加えて、clonal complex 

119 (CC119)としてデータを収集し、最終

的に 197 株（国内は 77 株）からなる WGS

情報 DB を構築した。CC119 についても、

この情報を基に系統解析などを行って、

グローバルな集団構造とその中での日本

分離株の分布を明らかにし、論文発表し

た。 

 O103:H2に関しては、当初の解析で、系

統の大きくなる２つの系統が存在するこ

とが明らかになり、さらに近縁株を含め

た解析を行う中で、近縁株を含めた

clonal complexとして解析する必要があ

ることが判明した。そのため、主要系統に

ついては、ST17 complexとして、O抗原型

が異なる近縁株も含めた WGS 情報を収集

した。具体的には、主要系統の O103:H2に

加えて、40の血清型（69の ST）に属する

6,091株のゲノム情報を収集した（国内株

は 199株）。現在、これらの株のうち、低

品質のものや菌株情報が不十分なものを

除いた 5,051 株の WGS を使って大規模な

系統解析を行っているところである。

ST2307 を代表とするマイナー系統に関し

ては、少数の海外株（ベルギー株など）の

WGS 情報を追加収集して O80:H2 を中心と

した小規模な比較解析のみを行い、論文

発表した。 

 O157:H7に関しては、特に病原性が高い

と推察されている clade 8 の WGS 情報整

備を最初に行った。最終的に 511 株（国内

株は 150：亜系統を代表する 18 株につい

ては完全長配列を取得）のゲノム情報を

収集整備した。また、その詳細な解析から、

clade 8 のグローバルな集団構造を明ら

かにするとともに、Stx2 高産生性で重症

化頻度の高い亜系統を同定するなどの知

見を得て、論文発表した。O157:H7全体に

関してもグローバルな WGS 情報の収集整

備を進め、7,290株 (国内は 3,275株）か

らなる DBを構築した。このうち、分担者

が以前にシーケンスした国内分離株の中

には、当時のライブラリー調整キットの

性能の関係で品質の低いものが多く含ま

れていたため、960 株を再シーケンスし、

DB に組み込んだ。現在、これらの株の WGS

情報を使って大規模な系統解析を行って

いるところである。 

 食品や動物からの分離菌株のゲノムデ

ータ収集については、本研究期間中には

該当する解析対象がなかったため、実施

しなかった。 

 

Ｄ．考察 

（（1）欧米諸国における WGSの活用状況、

解析パイプラインや DB整備等の調査と我

が国の現状を踏まえた活用法についての

検討： 

 WGS 解析の主流がイルミナのシーケン

サを用いたショートリード配列の取得で

あるが、解析パイプラインは国あるいは

研究機関によって様々であり、集団事例

に関連するクローンの判定基準について

も国際的なコンセンサスは得られていな

い。したがって、国内で使用すべき解析パ

イプラインに関しては、国際的に整合性

のあるデータフォーマットや同一クロー

ンの判定基準等を確立することは難しい

と考えられ、WGSの幅広い活用を我が国で

早期に開始するためには独自のパイプラ

インを構築する必要がある。この点に関

しては、コア遺伝子セットの配列に基づ

く cgMLSTが地方衛生研究所などでは最も

取り入れやすい手法であると思われる。

この場合、英国等で使用されている約

2,600 の遺伝子セットと共通の大腸菌コ

ア遺伝子セットも使用すれば、国際的に

データを共有できる可能性が高まるだけ

でなく、他の病原性大腸菌にも同じ解析

パイプラインが利用できるというメリッ

トがある。 

（2）国内・国外分離株の WGS情報データ

の収集・解析と DB構築： 

 上記のように、主要 EHEC血清群のうち、

O157、O26、O145、O103、O121、O165の WGS

データの収集・整理を進めたが、海外から

の公共 DBへの登録が急速に進んでいるこ

と、また O103や O165のように、血清型は
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異なるが極めて近縁の EHEC が存在する

ことが明らかになったことから、O157 と

O103では非常に大規模な WGS情報 DBを構

築することになった。他の血清型につい

ても、幅広い継続的な収集と DBのアップ

デートが必要である。また、O103や O165

以外の血清型に関しても、近縁株を含め

た DBに変更することを検討する必要があ

る。さらに、データ重複や品質の問題、株

情報の不備等の問題があるため、収集し

たデータに関しては、整理作業を行って

いく必要がある。同時に、DB のスリム化

を図るために近縁クローンなどの重複を

一定の基準で除外することも検討すべき

である。参照配列あるいは landmarkとな

りうる株に関しては、完全長あるいはそ

れに近い高精度配列を準備することも重

要である。このような解析に加えて、国内

株については Stx の産生量や臨床情報が

利用できるという我が国の強みを生かし

て、今回行った O157:H7 clade 8  の解析

のように、高リスク系統の同定やその発

生動向変化などを解析することも DBの活

用という観点からは必要である。 

 

Ｅ．結論 

 欧米諸国の状況に関しては、シーケン

シングの主流がイルミナのシーケンサを

用いたショートリード配列の取得である

一方、集団事例に関連するクローンの判

定基準や使用する解析パイプラインにつ

いては国際的なコンセンサスは得られて

いないため、WGSの幅広い活用を我が国で

早期に開始するためには独自のパイプラ

インを構築する必要がある。 

 WGS 情報 DB の構築に関しては、主要

EHEC血清群のうち、O157、O26、O103、O145、

O165 の国内・国外分離株の WGS データの

収集・整理を行い、各血清型においてグロ

ーバルな大規模 DB を構築した。O103 と

O165 については、O 抗原型が異なる近縁

株も含めた DBを構築したが、他の血清型

についても同様な DBの構築を進める必要

があると考えられる。 
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(4) 中村佳司, 小椋義俊, 後藤恭宏, 林
哲也：プロファージ内プロファージによる
大腸菌への3型分泌エフェクターと志賀毒
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(21) 中村佳司, 勢戸和子, 磯部順子, 林
哲也, Insertion sequence (IS)-excisio
n enhancer (IEE)を介したISの切り出し
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