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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（WGS)の適用に関する検討を行うことを目的と

している。本分担者は、他の分担者とともに後者の課題を担当するとともに、

並行して行われる食品及び動物分離菌株の WGS データの収集を随時サポートし、

WGS データベースに組み込んで解析する役割も担っている。本年度は、昨年度

に引き続き、国内で WGS 解析を利用した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、欧米にお

ける WGS の活用状況、使用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。これと並行して、昨年度までに

収集している国内分離株の WGS データの整理を進めるとともに、本研究班代表

者らが既に収集している分離株の WGS データを追加取得し、公共データベース

（NCBI/EMBL/DDBJと ENTEROBASE）からの WGS データの追加収集も行った。さら

に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、O111以外の主な血清型の EHEC

の WGS情報に関するデータベースの構築と更新を行なった。 

 

 

 
Ａ．研究目的 
 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いる。本研

究班の目的の 1 つは、MLVA についての蓄

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

担当している。本分担課題は、国際整合性

の観点から実施するものであり、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、効率的に事例調査を実施するため

の解析手法とデータベースの必要要件を

明らかにすることを目指している。これ

と並行して、これまで（DB)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、海外株のデータも収集して

EHEC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ている。また、本

研究班では、これらの 2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

目的としている。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るため、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 WGS情報 DB に組み込んで

解析する役割も担っている。 
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Ｂ．研究方法 

（1）国内で WGS解析を利用した事例調査

を効率的に実施するために求められる解

析手法と DBの必要要件等を明らかにする

ため、昨年度に引き続き、諸外国（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、論文情報を基に調査

した。 

（2）昨年度に引き続き、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）からデータを追加収集した。

WGS情報の取得は、基本的にはイルミナ社

のシーケンサ（サンプル数に応じて MiSeq, 

HiSeq, NovaSeqのいずれかを使用し、シ

ョートリード配列を取得）を利用した。参

照配列になりうる株等については、ナノ

ポア 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。また、この

解析を通じて、完全長配列取得のための

パイプラインについて比較検討を行った。 

 

（倫理面への配慮） 

    該当しない 

 

Ｃ．研究結果 

（1）諸外国における 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

取得であることには変化はない。中国製

（MGI社）のシーケンサを利用したショー

トリード配列の取得も一部には見られる

が、論文レベルでは使用が拡大している

様子はない。ロングリードシーケンサの

利用も研究面にとどまっており、一般の

サーベイランスでの利用はまだ行われて

いない。 

 解析パイプラインは、昨年度に報告し

たように、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

く使われているという現状も変化がない。

ただし、小規模な解析では CLC のアセン

ブラが、また国内（分担者も含む）では

Platanus も使用されている。WGS を用い

た実際の解析では、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

のいずれかが使用されている。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)を採用している報告が多

いが、解析対象によって異なり、国際的な

コンセンサスはまだ得られていないのが

現状である。この点は、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は、国際的なコン

センサスは得られていない。 

 国内で使用すべき解析パイプラインに

関してはまだ検討段階である。 

（2）国内・国外分離株の WGSデータの収

集・解析とデータベース構築： 

 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、公共データベースから取得

したデータ（基本的に海外株のデータ）の

収集を進めた。現時点での収集数は、O26

（540株：国内株は 314）、O145（246株：

国内株は 88）、O121（638株：国内株は 211

株）については、収集週に大きな変化はな

いが、O121 に関してに、このデータセッ

トの解析結果を論文発表した。また、O145

に関しては、既に収集したデータの詳細

な解析から、prophage-in-prophage とい

う新たな現象を見出し論文発表した。 

  O157:H7、O103:H2、O165:H25 に関して

は、O157:H7では 7,146株 (国内は 3,176

株）、O103:H2 では 2,701 株（国内は 200

株）O165:H25 では 202 株（国内は 71 株）

と、海外株を中心に大幅に情報を拡張し

た。O157:H7に関しては、海外株の情報だ

けでなく、2020 年の国内分離株の大部分

を網羅する 623 株の WGS 情報を研究代表

者から分与してもらいデータベースに組

み込んだ。O157 の中で特に病原性が高い

と推察されている Clade 8株に関しては、

別途収集・整備と解析を行っており、昨年

度までに収集した株（511株：国内株は 150）
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の詳細な解析とともに、亜系統を代表す

る 18株を選び、ロングリードを用いたハ

イブリッドアッセンブリにより完全長配

列を取得した O103:H2 に関しても国外株

の情報を大幅に充実させるとともに、完

全長配列を追加取得した。また、これらの

完全長配列決定の中で、ハイブリッドア

ッセンブリのための解析パイプラインの

有効性と精度に関する比較検証を行い、

MicroPIPEと PolyPolish（いずれも昨年度

に発表）の組み合わせが現時点では最も

優れていると判断した。 

 O103:H2に関しては、近縁株を含めた系

統解析の過程で、ST17 complexとして、O

抗原型が異なる近縁株も含めた解析が必

要であることが判明しため、上記の

O103:H2に加えて、40の血清型／69の ST

に属する 3,387 株の WGS 情報を追加収集

し、これらの株を含めた大規模解析を開

始した。類似の解析は、他の血清型におい

ても検討する必要があると思われる。 

 この他、収集した菌株の特性解析に必

要となる Stx2定量法の開発も行い、論文

発表した。 

 

Ｄ．考察 

（（1）諸外国における WGSの活用状況、解

析パイプラインやデータベース整備等の

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

あり、解析パイプラインは各国あるいは

研究機関によって様々であることには変

わりがないが、集団事例に関連するクロ

ーンの判定基準についても、各血清型で

使用するコアゲノムあるいはコア遺伝子

で、どういった配列や遺伝子を使うかに

ついては、国際的なコンセンサスは得ら

れていない。国内で使用すべき解析パイ

プラインに関してもまだ検討段階である

が、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

立するためには、国際的な動向を注視し

ていく必要がある。分担者個人の現在の

見解としては、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と考える。 

（2）国内・国外分離株の WGSデータの収

集・解析とデータベース構築： 

 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・整理を進めているが、公共

データベースへの登録が急速に進んでお

り、継続的な収集とデータベースのアッ

プデータが必要である。また、データ重複

やクオリティーの問題等があるため、収

集したデータに関しても、整理作業を行

っていく必要である。昨年度の報告書に

も記載したように、データベースのスリ

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

る必要があるが、まだその作業には至っ

ていない。参照配列となりうる代表株に

関しては、ロングリードを用いて完全長

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が、この作業におい

ては、EHEC のゲノムには複雑な繰り返し

配列が存在するため、既存のハイブリッ

ドアッセンブリのプログラムの有効性と

精度が問題となる。この点に関しては

MicroPIPE と PolyPolish の組み合わせが

現時点では最も優れていると判断できる。 

 

Ｅ．結論 

 諸外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、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は国際的な

コンセンサスは得られていないため、今

後の海外での動向を注視していく必要が

ある。 

 主要 EHEC 血清群のうち、O157、O26、

O145、O103、O121、O165の国内・国外分離

株の WGS データの収集・整理を進め、

O157:H7、O103:H2、O165:H25 については

海外株を中心に大幅に情報を拡張した。

O103:H2に関しては、ST17complexとして、

O 抗原型が異なる近縁株も含めた解析が

必要であることが判明し、O103:H2に加え

て、40の血清型／69の STに属する 3,387

株の WGS 情報を追加収集したが、他の血

清型においても類似の解析を行う必要性

の有無を検討する必要がある。 

 参照配列となりうる代表株に関しては、

ロングリードを用いた完全長あるいはそ

れに近い高精度配列の取得を進め、その

過程で、ハイブリッドアッセンブリプロ

グラムの有効性と精度に関しては、

MicroPIPE と PolyPolish の組み合わせが

現時点では最も優れていると判断した。 
 
Ｆ．健康危険情報 
  なし 
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