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A. 研究⽬的 

⽇本においてしばしば発⽣するレジオネ
ラ症の集団事例 1, 2）において、原因施設の
多くは⼊浴施設であり、不特定多数の⼈々
に感染を引き起こす。感染拡⼤防⽌のため、
集団事例の際には、感染源の特定が重要と
なる。その際、患者および感染源と疑う環境
中から分離した菌株を分⼦疫学⼿法で⽐較

することは有⽤であり、⾏政判断の⼀助と
なる。分⼦疫学⼿法として、pulsed-field gel 

electrophoresis (PFGE) や sequence-based 

typing (SBT)が広く利⽤されている。しかし、
これらの⼿法の分解能には限界があり、よ
り⾼い分解能を有する⼿法として次世代シ
ークエンサーを⽤いた全ゲノム解析が注⽬
されている。近年になって急速に次世代シ

分⼦疫学解析の⼿法として次世代シークエンサーを⽤いた全ゲノム解析が注⽬され
ている。全国の衛⽣研究所でも使⽤されているが、レジオネラ症集団事例における全
ゲノム解析の利⽤はあまり事例がない。そこで本研究では、神奈川県において 2015 年
に発⽣したレジオネラ症集団事例の株を⽤いて、全ゲノム解析法の⼀つである Single 

Nucleotide Polymorphisms (SNPs) 解析を実施してその有⽤性を検討した。SNPs 解析に
より、この集団事例は遺伝的関連のある 2 タイプの L. pneumophila SG1 と 1 タイプの
L. pneumophila SG13 によって引き起こされた可能性が明らかとなった。さらに SNPs 解
析では L. pneumophila ST2114 の 7 株をそれぞれが遺伝的に関連のある 2 種類のクラス
ターに区別することができた。ST2114 をより細かく型別でき、⾼い解析精度を⽰した
ことから、本事例において SNPs 解析を利⽤することは有⽤と考えらえた。本事例を引
き起こしたと推察されるこれら 3 タイプの L. pneumophila は、いずれも株間の SNPs の
差は 21 SNPs 以内であった。このデータは集団事例の SNPs 解析を⾏政検査として実施
する上で、遺伝的関連性を判断する SNPs の値として⼀つの⽬安になるものと考えられ
た。 
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ークエンサーが普及し、全国の衛⽣研究所
でも使⽤されているが、レジオネラ属菌に
関する全ゲノム解析の利⽤はあまり事例が
ない。海外では集団事例の調査に全ゲノム
解析を⽤いた報告 3，4）があり、地衛研にお
いても⾏政検査として集団事例に全ゲノム
解析を⽤いることは有⽤と考えられ、その
利⽤を検討する必要がある。 

神奈川県において 2015 年に発⽣したレ
ジオネラ症集団事例 2）において、Kuroki ら
は SBT 解析および core-genome multilocus 

sequence typing (cgMLST)解析を実施した 5）。 

そこで本研究では集団事例における全ゲ
ノム解析の有⽤性を検討することを⽬的と
し、この報告の株の⼀部を⽤いて全ゲノム
解 析 の ⼀ つ で あ る Single Nucleotide 

Polymorphisms （SNPs）解析を実施した。 

 

B. 研究⽅法 

１）供試菌株 

 2015 年に神奈川県の 1 ⼊浴施設で発⽣し
たレジオネラ症集団事例(患者 7 名)におい
て、4 名の患者(1~4)および 2 つの浴槽⽔(1, 

2)から分離された Legionella pneumophila 

(SG1: 8 株, SG13: 3 株)を供試した（表１）。 

 

２）SBT 解析 

菌株からの DNA 抽出はアルカリ熱抽出
により実施した。抽出した DNA を⽤いて、
http://www.ewgli.org/の⽅法に従い、７つの
遺伝⼦（ flaA, pilE, asd, mip, mompS, proA, 

neuA）を PCR により増幅し、サンガー法に
より、それぞれ塩基配列を決定した。決定し
た塩基配列をデータベースと⽐較し、各遺
伝⼦の Allele 番号と sequence type (ST)を決
定した。 

３）SNPs 解析 

菌株からの DNA 抽出は QIAmp DNA Mini 

Kit (QIAGEN)を⽤いた。抽出した DNA から
QIAseq FX DNA Library Kit （QIAGEN）を
⽤いてライブラリを調整し、iSeq100 System 

(illumina)によりリードデータを得た。マッ
ピングに⽤いるレファレンス配列を決定す
るため、Genbank に complete genome が公開
されている代表的な 6 株の L. pneumophila 

SG1、すなわち Alcoy、Corby、Lens、Paris、
Philadelphia および 130b (各アクセッション
番 号 : CP001828, CP000675, NC006369, 

NC006368, AE017354, FR687201)と供試菌株
の リ ー ド デ ー タ を KmerID 

(https://github.com/phe-bioinformatics/kmerid)

により⽐較した。供試菌株と kmer に基づく
ゲノムの類似性が最も⾼い株をレファレン
ス配列とした。 

マ ッ ピ ン グ は Burrows-Wheeler Aligner 

(http://bio-bwa.sourceforge.net)を⽤い、SNPs

の 抽 出 は Genome Analysis Toolkit 

(https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us)を⽤い
た。抽出した SNPs を L. pneumophila SG1 の
8 株および L. pneumophila SG13 の 3 株それ
ぞれで CLC Genomics Work-bench (QIAGEN)

を⽤いてアライメントし、⽐較した。 

 

C. 結果及び考察 

 SBT 解析により、L. pneumophila SG１は 7

株が ST2114、1 株が ST2121 だった(表 2)。
ST2114 と ST2121 は neuA 遺伝⼦の Allele の
みが異なり、その塩基配列の差は 1 塩基の
みだった。L. pneumophila SG13 は 3 株すべ
てが ST2113 だった。これらの結果は Kuroki

らの解析結果と⼀致していた。 
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 SNPs 解析において、供試した 11 株と
kmer に基づくゲノムの類似性が最も⾼かっ
た 株 は す べ て Corby 株 (kmer similarity 

89.9%~91.2%)であり、これをレファレンス
配列としてマッピングした。 

SNPs 解析により、L. pneumophila SG1 の
8 株はクラスターA (KLH24, KLH31, KLH33, 

KL1528) と ク ラス タ ー B (KLH22, KLH32, 

KL1523, KL1524)に分けられた(表 3(1))。ク
ラスターA における株間の SNPs の差は
8~21 SNPs であり、ST2114 の 4 株で構成さ
れた。クラスターB における株間の SNPs の
差は 3~6 SNPs であり、ST2114 の 3 株およ
び ST2121 の 1 株で構成された。クラスター
A および B の株間の SNPs の差は最⼤で 744 

SNPs だった。L. pneumophila SG13 の 3 株に
ついては、株間の SNPs の差は 16~21 SNPs

だった(表 3(2))。 

Reuter ら 3）は、レジオネラ症集団事例の
分離株の SNPs 解析において、5 株(患者由
来 2 株および環境由来 3 株)が遺伝的に関連
のあるクラスターを形成し、その SNPs の差
は 15 SNPs 以内だったと報告している。ま
た、Graham ら 4）は、レジオネラ症患者由来
3 株と感染源と疑う病院の給湯由来 1 株の
SNPs 解析において、遺伝的関連のあるクラ
スターを形成し、最⼤ 20 SNPs の差を認め
たと報告している。本研究においても、L. 

pneumophila SG1 のクラスターA は株間の差
が 8~21 SNPs、クラスターB は株間の差が
3~6 SNPs であり、前述の報告の SNPs とほ
ぼ同じであることから、クラスター内の株
は遺伝的に関連していると考えられた。L. 

pneumophila SG13 においても同様に、株間
の差が 16~21 SNPs であり、遺伝的に関連が
⽰唆された。なお、L. pneumophila SG1 と L. 

pneumophila SG13 の株間は 1833~2562 SNPs

の差を認めた(表 3 に記載なし)。 

本研究で解析した集団事例において、レ
ジオネラ属菌が分離された浴槽⽔は、浴槽
⽔ 1, 2 のみであった。クラスターA に属す
る浴槽⽔ 2 由来株(KL1528)およびクラスタ
ー B に属 する 浴槽 ⽔ 1 由 来株 (KL1523, 

KL1524)は、それぞれ分離された浴槽⽔のみ
から分離された。解析した株数が少ないた
め断定はできないが、クラスターA に属す
る株は浴槽⽔ 2 を感染源とする株であり、
クラスターB に属する株は浴槽⽔ 1 を感染
源 と す る 株 で あ る と 推 察 さ れ た 。 L. 

pneumophila SG13 についても同様に、浴槽
⽔ 1 および浴槽⽔ 2 が感染源と推察された。 

L. pneumophila の分⼦疫学解析における
分解能は SNPs 解析、cgMLST 解析、SBT 解
析の順に⾼いとされている 6）。Kuroki らが
実施した cgMLST 解析では、ST2114 を 2 つ
の cgMLST プロファイルに分けることがで
きたが、その差はわずか 1 塩基であった。
⼀⽅、本研究の SNPs 解析では同じ ST2114

の 7 株をそれぞれが遺伝的に関連のある 2

種類のクラスターA, B に区別することがで
きた。ST2114 をより細かく型別でき、⾼い
解析精度を⽰したことから、本事例におい
て SNPs 解析を利⽤することは有⽤と考え
らえた。 

本事例で分離された L. pneumophila SG1

は、各遺伝⼦(Allele)の塩基配列が⾮常に近
い 2 種類の ST (ST2114 と ST2121 は 1 塩基
の差)だったため、合わせて SNPs 解析を実
施したところ、2 種類の ST が同じクラスタ
ーB を形成した。このことから、SNPs 解析
を実施するにあたり、SBT 解析おいて ST が
同じである株に加え、塩基配列の近い株に
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ついても合わせて SNPs 解析を実施する必
要があることが⽰された。 

本研究の SNPs 解析により、本事例は 3 タ
イプ(2 タイプの L. pneumophila SG1 および
1 タイプの L. pneumophila SG13)のレジオネ
ラ属菌によって引き起こしたと推察され、
いずれも株間の SNPs の差は 21 SNPs 以内
であった。このデータはレジオネラ症集団
事例の SNPs 解析を⾏政検査として実施す
る上で、遺伝的関連性を判断する SNPs の値
として⼀つの⽬安になると考えられた。⾏
政検査としてレジオネラ症集団事例への全
ゲノム解析の利⽤を検討するためには、本
研究のような集団事例株の全ゲノム解析を
実施し、データを蓄積していくことが必要
であると考えられた。 
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表１  供試菌株 

 
 
 
表 2  SBT 解析 

 

 

 

  

菌株番号 菌種 血清型 分離由来

KLH22 L. pneumophila 1 患者1

KLH24 L. pneumophila 1 患者2

KLH25 L. pneumophila 13 患者2

KLH31 L. pneumophila 1 患者3

KLH32 L. pneumophila 1 患者4

KLH33 L. pneumophila 1 患者4

KL1519 L. pneumophila 13 浴槽水1

KL1523 L. pneumophila 1 浴槽水1

KL1524 L. pneumophila 1 浴槽水1

KL1528 L. pneumophila 1 浴槽水2

KL1532 L. pneumophila 13 浴槽水2

ST flaA pilE asd mip mompS proA neuA
1 KLH22 2114 6 10 21 3 17 14 9 患者1

1 KLH24 2114 6 10 21 3 17 14 9 患者2

1 KLH31 2114 6 10 21 3 17 14 9 患者3

1 KLH32 2114 6 10 21 3 17 14 9 患者4

1 KLH33 2114 6 10 21 3 17 14 9 患者4

1 KL1524 2114 6 10 21 3 17 14 9 浴槽水1

1 KL1528 2114 6 10 21 3 17 14 9 浴槽水2

1 KL1523 2121 6 10 21 3 17 14 57 浴槽水1

13 KLH25 2113 6 10 21 10 17 14 209 患者2

13 KL1519 2113 6 10 21 10 17 14 209 浴槽水1

13 KL1532 2113 6 10 21 10 17 14 209 浴槽水2

Serogroup 菌株番号
SBT

分離由来
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表 3  SNPs 解析 

(1) Legionella pneumophila SG1 

 
※表中の数字は株間の SNPs の差(⻘背景：クラスターA、⾚背景：クラスターB) 

 

(2) Legionella pneumophila SG13 

 
※表中の数字は株間の SNPs の差 

 

 

クラスター ST 菌株番号 KLH24 KLH31 KLH33 KL1528 KLH22 KLH32 KL1524 KL1523 分離由来

2114 KLH24 5 3 5 740 743 738 742 患者2

2114 KLH31 4 6 741 744 739 743 患者3

2114 KLH33 4 739 742 737 741 患者4

2114 KL1528 741 744 739 743 浴槽水2

2114 KLH22 19 14 8 患者1

2114 KLH32 17 21 患者4

2114 KL1524 16 浴槽水1

2121 KL1523 浴槽水1

A

B

ST 菌株番号 KLH25 KL1519 KL1532 分離由来

2113 KLH25 16 19 患者2

2113 KL1519 21 浴槽水1

2113 KL1532 浴槽水2
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