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研究要旨  
本研究は、次世代シークエンス（NGS）を用いた献血血液中の病原体
検出法の確立を目的とし、非感染血液からの標準データ取得と解析パイ
プラインの開発、感染血液を用いた検証と改良を行う。実験室内操作で
あるWETとデータ解析であるDRY両面からの最適化を図り、信頼性の
高い血液用メタゲノム解析法の確立を目指す。NGSの血液中の病原体検
出法の確立のため、標準作業手順書、解析プログラムを整備し、NGS解
析の運用基盤の構築を進めた。 

 
Ａ．研究目的 
次世代シークエンス（NGS）による臨床
メタゲノム解析とは、患者から採取した検
体中に含まれる微生物由来のDNAとRNA
を包括的に分析する手法であり、感染症の
診断や評価に利用されている。これは、献血
血液の安全性を確保するための網羅的な病
原体検出方法への応用も期待されている。
一方で、血液検体における臨床メタゲノム
解析は研究途上にあり、標準的な解析プロ
トコルはWETとDRYのいずれも定められ
ていない。特にコンタミネーションの制御
と管理については病原体検出の信頼性に大
きく関わるため重要な課題である。本研究
では、NGSを献血血液の安全性確保に利用
することを目標に、信頼性の高い血液検体
からの病原体検出法をWET、DRYの両面か
ら開発することを目的とした。 
 
Ｂ．研究方法 
1. 血液メタゲノムレファレンスの構築 
輸血用血液製剤には「赤血球製剤」「血
漿製剤」「血小板製剤」「全血製剤」など
様々な種類があり、各検体種に応じたコン
タミネーションの制御・管理方法の策定が
望ましい。本研究では、血液検体から検出
される微生物由来配列を集積し陰性コント
ロールとしての血液メタゲノムレファレン
スの構築の基礎データとする。 
対象として、国立国際医療センター国際
感染症センターで保管されていた血液培養
陽性であった感染症患者 30 例の血液検体
を用いた。全ての血液検体は国立国際医療
センター内の臨床検査室で処理され、①全
血（処理なし）、②血清（凝固後の上清）、
③血漿（抗凝固剤処理後の上清）、④乾燥
濾紙血液として国立感染症研究所でNGS
解析を進めた。検体処理用の濾紙として、
従来の微生物検査法において病原体検出に
利用されている QIAcard FTA Classic を

選択した。すべての検体中のウイルスを含
む病原体由来の核酸の存在はNGS 解析の
他にmultiplex PCR（FilmArray 血液培
養パネル）も用いて確認した。培養された
細菌のゲノム情報を除くメタゲノムデータ
を用いて血液メタゲノムレファレンスの構
築を目指した。 

 
２. メタゲノム解析パイプラインの開発 
検体の背景となるコンタミネーションの
管理、宿主側はデータ解析上の偽陽性の制
御を目的として、現在、原因不明感染症の
ために開発中であるメタゲノム解析パイプ
ライン PATHDETに組み込み、血液検体
に最適化した臨床メタゲノム解析パイプラ
インの開発を行った。 

 
（倫理面への配慮） 
「臨床メタゲノム解析に最適化した血液
検体処理法の研究」（No 1850, 令和 6年 10
月 10日承認）として、国立感染症研究所ヒ
トを対象とする医学研究倫理審査委員会に
て承認を得た。 
 
Ｃ．研究結果 
1. 血液メタゲノムレファレンスの構築 
対象とした感染症患者 30 例の血液培養結
果の内訳は、Staphylococcus aureus 4
例、Staphylococcus caprae 1 例、
Streptococcus dysgalactiae 2 例、
Staphylococcus haemolyticus 1 例、
Actinomyces naeslundii 1 例、Bacillus 
subtilis １例、Bacteroides uniformis １
例、Candida albicans １例、Citrobacter 
koseri １例、Clostridium perfringens 1
例、Edwardsiella tarda １例、
Escherichia coli 8 例、Klebsiella 
pneumoniae 2 例、Micrococcus luteus １
例、Morganella morganii 1 例、
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Peptoniphilus species 1 例、
Phocaeicola(Bacteroides) vulgatus 1 例、
Rothia(Kocuria) kristinae 1 例であった。
すべての血液検体はmultiplex PCR も行
い、病原体陰性であることが確認された。
方法に記載に従い処理された血液検体は、
NextSeq2000(Illumina)を用いて 150bp 
x2の設定でNGSを行った。総出力として
105,615,240 readsが取得された。このう
ち、ヒトゲノム由来の配列を除去し、The 
National Center for Biotechnology 
Information (NCBI) nucleotide collection 
(nt) databaseに BLAST hitした配列は、
59,080 readsであり、処理法にかかわらず
血液培養で検出された細菌の読み取りの有
意な検出は認められなかった。現在、
BLAST hitしなかった配列情報の追加解
析中である。すべてのシークエンスデータ
を確認した後、培養された細菌のゲノム情
報を除くメタゲノムデータを血液メタゲノ
ムレファレンスとして構築する予定であ
る。 

 
2. メタゲノム解析パイプラインの開発 
 不明症例の臨床検体を使用したメタゲノ
ム解析結果から病原体候補を提案するパイ
プライン PATHDETを開発した。入力デ
ータとして Short-read sequencingの結果
と Long-read sequencingの結果の両方を
受付可能のプログラムとした。これまでの
血液検体のメタゲノムデータを基に、実験
中に設定したネガティブコントロールから
自動的に内部コントロールとなる微生物を
設定し、検査対象のメタゲノム解析結果を
もとに標準化、コンタミネーションと推定
される配列を減算するプログラミングを開
発した。試験的に導入し、病原体検出にお
ける実用性を現在検証中である。 
 
Ｄ．考察 

NGS を用いた血液からの細菌検出法で
は血液培養法で培養される細菌を検出でき
ない場合があることが示唆された。
Multiplex PCRでも検出されなかったため、
NGS の感度による検出限界未満の細菌量
であったことも考えられたが、データ解析
上の検出不良であるかを今後検証する必要
がある。また、原因とする細菌以外の微生物
ゲノム検出が、原因菌をマスクする可能性
があり、その対策として実験室内で設定し
たネガティブコントロールからのコンタミ
ネーション減算法が開発された。今後、この
プログラムが病原体検出に有用であるか検
証が必要であると考える。 
 

Ｅ．結論 
NGS は網羅的な病原体検出方法への応
用も期待されている。引き続き技術面、プロ
トコール面、解析面での検証を行い、献血血
液の安全性を確保するための網羅的な病原
体検出方法へ応用できる検査系としての開
発研究を行う必要がある。 
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