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研究要旨：本研究では、全ゲノム配列を用いた系統解析を取り入れ、遺伝子型別間で

の妥当性を評価し、より最適な MLVA 領域の利用により MLVA の解析精度を向上させ

る。さらに、次世代シーケンサー（NGS）を用いた集団事例での評価や汚染源調査で

の経時的な網羅的菌叢解析を行い、解析手法の確立と基礎データの蓄積を目指す。 

今年度は、MLVA primer のミスマッチにより増幅されない株への対応のため、primer

を変えた新たな multiplex PCR の系を構築した。 

レジオネラ症発生事例における NGS 解析により、当該事例における施設環境由来株

と患者株間の SNVs は 5 個以下であった。さらに、同一患者由来株による多様な遺伝

系統が確認されたことから、状況に応じて複数の患者分離株を解析に加える必要があ

ると考えられた。 

 

A．研究目的 

 感染源の特定には、レジオネラ症患者か

らの分離株と、推定感染源とされる環境分

離株の遺伝子型の一致を確認する必要が

ある。これまでパルスフィールドゲル電気

泳動法（PFGE）や世界的に普及した塩基

配列の多型解析（Sequence based typing、

SBT）法が主流の方法として用いられてき

た。しかしこれら従来法は、多検体処理の

煩雑さに加え、時間や費用が課題となって

いたことから、我々はL. pneumophilaにお

いてより簡便な手順で実施可能な反復配

列多型解析法（MLVA）を導入し、これま

で評価してきた1)。その結果、レジオネラ

の汎用性の高い分子疫学的手法としてML

VA法を普及させてきた。このようにレジ

オネラの分子疫学には様々な遺伝子型別

手法が報告されているが、それぞれの手法

間での遺伝子型別結果に相違が生じる

ケースや新規な手法を自治体へ導入する

際の技術的な課題が認められている。さら

に、菌株の同一性をより詳細に解析するに

は全ゲノム配列を用いた系統解析を今後

取り入れていく必要がある。 

そこで本研究では、全ゲノム配列を用い

た系統解析を取り入れ、従来法で型別され
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た遺伝系統の妥当性を評価することで、よ

り最適なMLVA領域の利用によりMLVA

の解析精度を向上させる。さらに、次世代

シーケンサー（NGS）を用いた集団事例で

の評価や汚染源調査での経時的な網羅的

菌叢解析を行い、解析手法の確立と基礎

データの蓄積を目指す。 

 今年度は、ゲノム解析により明らかに

なった、primer部分のミスマッチにより増

幅されないMLVA領域について、新たな 

primerを用いたMultiplex PCRの系を構築

した。また、レジオネラ発生事例において

NGS解析を実施し、得られた全ゲノム配列

を用いて系統解析やSNP解析を行い、ゲノ

ム分子疫学的な観点から菌株間の異同性

の評価を行った。 

 

B． 研究方法 

➀菌株：  MLVA 領域の primer および

Mutiplex PCR 評価には L. pneumophila 

SG1 の菌株 439 株を対象とした 1）。 

レジオネラ症発生事例における NGS

解析では、同一患者の喀痰由来 14 株と

施設環境分離株 18株（浴槽水由来 5株、

ヘアーキャッチャー由来 5 株、ろ過器由

来 8 株）および 2013 年に同一施設の浴

槽水由来 1 株を用いた（表 2, 3）。 

 

②MLVA： Sobral ら 2）によって報告され

た 12 領域（Lpms01,  Lpms03,  Lpms13,  

Lpms19,  Lpms31, Lpms33,  Lpms34, 

Lpms35,  Lpms38, Lpms39,  Lpms40,  

Lpms44）を用いた。また、Lpms01, Lpms03,  

Lpms13, Lpms19, Lpms31, Lpms33, 

Lpms34, Lpms35 に関しては、Pourcel ら

によって報告された primer3） 4)を 2nd 

primer として用いた。4 領域を 1 セット

とした 3種類のmultiplex PCR-A（Lpms01, 

Lpms31, Lpms33, Lpms35 ） , PCR-B

（Lpms03, Lpms13, Lpms19, Lpms34）, 

PCR-C （ Lpms38, Lpms39, Lpms40, 

Lpms44）とした。PCR 反応は、QIAGEN 

Multiplex を用いた。PCR 条件は、95℃15 

分後に 95℃30 秒、60℃1 分、72℃70 秒

を 35 サイクル行った。50 倍希釈した

PCR 産物 1μl をサイズマーカー0.25μl

（ GeneScan 1200 LIZ Size Standard 

（PCR-A と PCR-B）, GeneScan 600 LIZ 

Size Standard  （ PCR-C ） と Hi-Di 

Formamide（ABI） 10μl に混合し、95℃

で 3 分加熱後、氷中条件で 2 分間急冷し

た。その後、AB3500 Genetic Analyzer

にてフラグメント解析を行った。得られ

たデータは GeneMapper Ver. 4 （Applied 

Biosystems）を用いて、フラグメントサ

イズおよびリピート数を測定した。

MLVA型による株間の類縁関係を明らか

にするために、BioNumerics Ver7.6 を用

いて、Minimum spanning tree（MST）を

作成した。 

 

③ゲノム解析：QIAseqFX(QIAGEN)を用

いて DNA ライブラリを調製し、Miseq 

regent Kit v.3 を用いてリードデータを取

得した。A5-Miseq でアッセンブリし、

PROKKA でアノテーションを行った。

SNV(Single-nucleotide variant)解析には

BactSNP を用いて Pseudogenome を作成
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し 5)、組換え領域の除去は Gubbins を用

い た 6) 。 リ フ ァ レ ン ス に は 、 L. 

pneumophila str. Pari 株（Accession no.; 

CR628336.1)のゲノム配列を用いた。  

 

C．研究結果 

(1) MLVA のプロトコルの改良 

 primer のミスマッチにより増幅されな

い MLVA 領域（Lmps01, Lmps13, Lpms31）

について、Pourcel ら 3）4)によって報告さ

れた primer (2nd primerとする)を用いるこ

とにより、大きく改善された。そこで、

Lmps01, Lmps13, Lpms31 は 2nd primer に

変更し、primer濃度を最適化することで、

4 領域がきれいに増幅される条件を決定

し、multiplex PCR の系を構築した（表 1）。 

 

(2) レジオネラ症発生事例における NGS

の活用 

レジオネラ症発生事例において、患者

お よ び 感 染 源 の 施 設 環 境 か ら L. 

pneumophila SG1 ST138 が分離された。そ

れぞれの株における MLVA 型を表 2 と表

3 に示した。患者由来株 14 株と環境由来

株 19 株の L. pneumophila SG1 ST138 の

MLVA 型は 6 種類に型別された（図 1）。

さらに、菌株間の遺伝的類似性を調べる

ため、NGS 解析を行った。SNV に基づく

ハプロタイプネットワーク解析の結果、

同一患者喀痰由来株および施設環境由来

株間の SNVs は 0～42 個の範囲内であっ

た。同一患者由来 14 株間の SNVs は 0~41

個であり、14 株中 12 株は三つの Clade 

(Clade I、II、III)に分かれ、Clade 内の SNVs

は 10 個以下であった（図 2）。Clade I は、

SNV が 0-1 個の患者株 5 株のみで構成さ

れていた。Clade II と III には、患者由来

株と環境由来株の両方の株が含まれ、

SNV は 4 個以下であった。2013 年に同一

施設の浴槽水から分離した KL0954 株と

患者由来株間の SNVs は約 30 個であった。

さらに、KL0954 株は、ろ過器由来の

KL2300 株と KL2301 株、浴槽水由来

KL2220株とのSNVsは9～10個であった。 

 

D．考察 

Pourcelらが報告した primerを用いても

MLVA 領域自体は Sobral らと同じ領域で

ある。今回、Lpms01, Lpms13, Lpms31

については、最初から 2nd primer に変更

した multiplex PCR の系を構築した。今後、

菌株数を増やして構築したプロトコルの

評価を行っていく必要がある。また、他

の複数の連携機関にも有効性を検証して

もらう必要がある。 

L. pneumophila SG1 ST138におけるレジ

オネラ発生事例についてNGSによる解析

を行った。 ST138 は、 B3 グループ

（bathwater group）に属し、散発例や小規

模アウトブレイクを引き起こしている日

本に特有の遺伝子型である 7）。当該事例

においては、施設環境由来株と患者株間

の SNVs が 5 個以下となる組合せが確認

された。疫学的に関連のある菌株間の

SNV 数は 5 個以下と報告されていること

から 8）、当該施設が感染源であると判断

できる。しかしながら、その一方で、同

一患者由来株間の SNV数は 0～41個と多
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様であり、患者株と近縁な環境由来株が

分離できていない clade が存在していた

ことから、状況に応じて複数の同一患者

分離株を解析に加える必要があると考え

られた。また、同一患者由来株の多様性

は同時に複数の遺伝系統に暴露されたこ

とを示しており、浴槽などエアロゾルが

発生する環境に長時間滞在することが影

響していると考えられる。さらに、2013

年の当該施設分離株との比較においては、

患者由来株間の SNVs 数は約 30 個、浴槽

由来およびろ過器由来株間の SNVs が 10

個以内であったことから、少なくとも

2013 年から施設内に定着しており、複数

の遺伝子系統に多様に分岐した可能性が

考えられた。 

 

E. 結論 

primer のミスマッチにより増幅されな

い株への対応のため、primer を変えた新

たな multiplex PCR の系を構築した。 

レジオネラ症発生事例におけるNGS解

析により、当該事例における施設環境由

来株と患者株間の SNVs は 5 個以下で

あった。また、同一患者由来株において

多様な遺伝系統が確認されたことから、

複数の患者分離株を解析に加える必要が

あると考えられた。 
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