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研究要旨：本研究では、NGS 解析による全ゲノム配列を用いた系統解析を取り入れ、

従来法で型別された遺伝系統の妥当性や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、国内で比較的よく検出される遺伝子型である ST1（n=77）と ST138 (n=59)

に着目して、全ゲノム解析を行った。SNV (Single-nucleotide variant)解析は、BactSNP
によりコールされた SNVs から、Snippy によるコア領域の推定、Gubbins よる組換え領

域の除去に加え、繰返し領域の除去を行い、SNVs を抽出し系統関係を描画した。その

結果、ST1 では、由来別に大きく 4 つの Clade に分岐し多様性のある遺伝系統である

ことが確認された。一方で、日本に特有の遺伝子型 ST138 は、ST1 と比較して多様性

の乏しい遺伝子型であることが明らかとなったことから、感染事例における菌株同一

性の判断については注意する必要があると考えられた。 
以上のことから、遺伝系統によって多様度が異なることが明らかとなったことから、

国内で検出される遺伝子型を中心にゲノム解析を進め、遺伝系統の特徴を把握する必

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)。昨年度は、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Mult

iplex PCRの系を構築し、レジオネラの汎

用性の高い分子疫学的手法としてMLVA
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法を普及させてきた。 

一方で、次世代シーケンサー（NGS）の

普及に伴い、全ゲノム解析でより詳細に菌

株の同一性を確認することや、網羅的な菌

叢解析により汚染実態の把握にも利用で

きるようになってきた。 

そこで本研究では、NGS解析による全ゲ

ノム配列を用いた系統解析を取り入れ、従

来法で型別された遺伝系統の妥当性や集

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、国内で検出される主要な遺伝

子型について、散発例や集団事例、環境由

来株などの全ゲノム比較解析を行い、集団

事例の評価および遺伝系統の特徴につい

て解析を行った。 

 

B． 研究方法 

菌株：遺伝子型 ST1 の菌株は計 77 株を解

析した。内訳は、給湯系統が感染源となっ

た院内感染事例由来 18 株（同一患者由来

4 株、給湯水由来 11 株、冷却塔水由来 3

株）、2 地域（Region A と B）で分離され

た浴槽水由来 25 株、冷却塔水由来 31 株、

Region A と C での散発 3 事例の患者由来

3 株である。 

遺伝子型 ST138 の菌株は、公衆浴場集団

事例の 2 事例の関連株 45 株と 8 株、2 地

域（Region A と B）で分離された浴槽水

由来 5 株、 Region C での散発例患者由来

1 株の計 59 株を解析した。 

②ゲノム解析：QIAseq FX DNA Library kit 

(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 。 SNV 

(Single-nucleotide variant)解析は、既報に

従い実施した 2)。すなわち、BactSNP3)

によりコールされた SNVs から、Snippy

によるコア領域の推定、Gubbins4)による

組換え領域の除去に加え、繰返し領域の

除去を行った。Reference 配列として L. 

pneumophila str. Paris 株（Accession no.; 

CR628336.1)のゲノム配列を用いた。 ま

た、ST138 の比較ゲノム解析には、自施

設で分離された ST138 株の完全長配列

を決定し Reference として用いた。 

 

C．研究結果 

(1) 遺伝子型 ST1 の比較ゲノム解析 

 ST1 である L. pneumophila str. Paris 株を

Reference 株として用いたところ、Core 

genome size は 2,966,943 bp となり、ゲノ

ムカバー率は約 85%であった。 

ST1は大きく 4 つのClade (I~IV)に分岐

した（図 1）。Clade I は院内感染事例、Clade 

IIは浴槽水由来が多い系統、Clade IIIと IV

は冷却塔水由来が多い系統となった。各

Clade間のSNVsは600個以上検出された。

院内感染事例の患者株と給湯系統由来株

Clade I に存在しており、株間の SNV は数

個であった。一方で、院内感染事例で分

離された冷却塔由来株は、冷却塔水由来

のClade IIIと IVに存在していたことから、

給湯系統が感染源であることが確認され

た。Region C の散発例は Clade I に含まれ

た。 

(2) 遺伝子型 ST138 の比較ゲノム解析 
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ST138 は、全体の株間の SNVs は約 50

個以内となり、ST1 よりも SNVs は少な

かった。ReferenceとしてL. pneumophila str. 

Paris 株用いたところ、疫学的に関連性の

ない Region B の浴槽水由来株と集団事例

株間の SNVs が 0~3 個となった。そこで、

ST138 の完全長配列を取得し Reference 株

として再解析したところ、Core genome 

size が、2,564,350 bp から 2,834,011 bp と

なり、コアゲノム領域が 269,661bp も拡大

された。上記の株間における SNVs 数は

増大し、解像度はより高くなった(図 2)。

しかしながら、離れた地域で分離され、

疫学的に関連性のない株間でも SNVs が

10 個以内となった。 

 

D．考察 

国内で比較的よく検出される遺伝子型

である ST1 と ST138 に着目して、全ゲノ

ム解析を行った。ST1 は冷却塔水からよ

く分離される遺伝子型でGroup-C1に属し、

国内の臨床株でも上位 5 番目に検出され

ているが、世界で拡散している遺伝子型

である 4-8）。一方で、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 8）。 

ST1ゲノム解析では、由来別に大きく 4

つの Clade に分岐していた。ST1 は相同組

換えが多く、多様度の高い遺伝系統であ

ることが報告されているが 7,9）、国内で分

離された ST1 菌株においても同様の傾向

であることが明らかとなった。一方で、

今回の解析において、ST138 は ST1 と比

較して、多様性に乏しい遺伝系統であっ

た。ST138 では、離れた地域で分離され

ていても SNVs は 10 個以内となるケース

も確認できたことから、ST138 のような

多様性に乏しい遺伝系統での感染事例に

おいては注意する必要がある。また、感

染事例等同一 ST 内での比較する場合に

おいては、遺伝的に近縁な株を reference

株とする方がより正確な結果が得られる

ことが明らかとなった。 

以上のことから、L. pneumophila は遺伝

系統によって多様度が異なる可能性が示

唆されたため、それぞれの遺伝系統内で

同一株と判断される SNVs 数について慎

重な議論が必要であるかもしれない。感

染事例が発生した際には、菌株間の SNVs

数が行政判断根拠になることから、今後

国内で検出される遺伝子型を中心にゲノ

ム解析を進め、遺伝系統の特徴を把握す

る必要があると考えられた。 

 

E. 結論 

国内で比較的よく検出される遺伝子型

であるST1とST138のゲノム解析の結果、

遺伝系統によって多様度が異なることが

明らかとなった。ST138 のような多様性

に乏しい遺伝系統での感染事例において

は注意する必要があると考えられた。 
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