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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。 

今年度も引き続き、大規模な集団事例と散発例で検出された L. pneumophila SG2 遺

伝子型 ST354 について、分子疫学手法（PFGE, MLVA, SBT）による型別と全ゲノム配

列を用いた系統を比較した。その結果、集団事例における全ゲノム系統解析の系統的

位置は PFGE, MLVA, SBT による型別を反映していることが明らかとなった。さらに、

2 遺伝子違いの異なる遺伝子型（ST）間でも、SNVs 数が約 30 個程度と非常に近縁な

遺伝系統であることが明らかとなった。ST354では、Gubbins による組換え領域を除去

するか、除去しないかで SNV数が大幅に変化したことから、状況に応じて判断し、各

遺伝系統の多様度を評価していく必要があると考えられた。以上のことから、引き続

き、集団事例や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)。また、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、レジオネラの汎用性の

高い分子疫学的手法としてMLVA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高い分解

能で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。 

 今年度も引き続き、国内で発生した散発

例や過去の集団事例、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 

①菌株：過去の集団事例に関しては、入

浴施設で発生した一事例について検証し

た 1)。患者 22 名から分離した 51 株と浴

槽水や浴槽ふき取りから分離した環境株

43 株中、ゲノム解析には 32 株を用いた

（表）。内訳は、L. pneumophila SG1 ST2398

株が 13 株（患者由来 10 株と環境由来 3

株）、ST2399 が 8 株（患者由来 6 株、環

境由来 2 株）、環境由来である ST2401 が

1 株、ST601が 2株と L. pneumophila SG8

が 2株、SG11 が 6株である。 

さらに、L. pneumophila SG2 ST354 の

菌株を 23株解析した。内訳は、2022 年 7

月に発生した散発例の patient1 の 1 株

（KL2335）と、2022 年 11 月に発生した

散発例の同一患者（patient2）から分離さ

れた 14株（KL2436-00-KL2436-13）、事例

とは全く関係のない入浴施設 A と B で、

それぞれ経年的に分離された 5 株

(KL1194, KL1286, KL1653, KL1880, 

KL2643) と 3 株 （ KL1182, KL1399, 

KL1884）である。 

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。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究は、臨床分離株の使用にあたっ

ては、各々研究機関において倫理委員会

で承諾のもと実施された。 

 

 

C．研究結果 

(1) 過去の集団事例におけるゲノム解析 

 本集団事例においては、PFGE、MLVA、

SBT の型別は相関していることが確認さ

れている 1)。遺伝子型の代表 32 株を選別

し、ゲノム系統解析を行った。その結果、

大きく 2つの系統に分類され、同じ STを

示した株は同一のグループに属した（図

1A）。SNV に基づくハプロタイプネット

ワーク解析の結果、ST2401 を含む ST2399



系統と ST2398系統は 2つのクレードに分

かれた（図 1B）。ST2398 と ST2399 の株

間の SNVは 30 (P09-1と P09-2)~42 (P04-4

と P37-1)個であった。ST2398 と ST2399

のクレードに患者株と浴槽水等の環境由

来株がそれぞれ含まれ、株間の SNVは数

個であった。 

 

 (2) L. pneumophila SG2 ST354 の比較ゲ

ノム解析 

散発の 2 事例と事例とは全く関係のな

い 2 か所の入浴施設から分離された L. 

pneumophila SG2  ST354 について、

Gubbins による組換え領域の除去をする

場合としない場合で比較した（図 2）。

Gubbins 解析なし（組換え領域を残した

まま）の場合、コアゲノムサイズは

2,782,307 bp、ゲノムカバー率が 79.4%で

あったのに対し、Gubbins 解析あり（組

換え領域を排除）の場合、コアゲノムサ

イズが 2,289,726bp、ゲノムカバー率は

65.4%と減少した。組換え領域の除去に

よってコアゲノム領域が 492,581bp も削

られ、そこに含まれる 25,000 個あまりの

SNVs が除外された。一方で、どちらの場

合でも、疫学的に関連がないと考えられ

る患者由来株や環境株間で SNVs が数個

になる場合があった。入浴施設由来株は

施設毎にクラスターを形成し、経年的に

分離した株間において SNVは数個であっ

た。また、今回解析したサンプル群では

大まかに 2 つのクラスターに分類された

が、組換え領域の除去の有無によってク

ラスター間の SNVs は大幅に増減した。 

 

D．考察 

今年度は過去の集団事例と散発的に発

生した L. pneumophila SG2 ST354につい

て、全ゲノム解析を行った。 

集団事例における全ゲノム系統解析の

系統的位置は PFGE, MLVA, SBTによる型

別を反映していることが明らかとなった。

患者由来株が含まれる ST2398 と ST2399

は 2 遺伝子違いであるが、ST2398 と

ST2399の株間のSNVは約30個であった。

L. pneumophila SG1 ST138の集団事例では、

同一患者由来株間の SNV 数は 0~40 個と

多様であったことが報告されている 4)。

従って、ST2398 と ST2399 は近縁な遺伝

系統であることが示唆された。さらに、

SNV に基づくハプロタイプネットワーク

解析の結果、ST2401 を含む ST2399 系統

と ST2398系統は 2つのクレードに分けら

れることが明らかになった。このことか

ら、ST2398クレードは、浴場施設の循環

系で長期間培養される間に変異が蓄積し、

ST2399クレードから派生した可能性が示

唆された。ST2398 および ST2399 クレー

ドの患者株間の SNV 数はそれぞれ 2〜13

個と 4〜17個であり多様であった。また、

少なくとも 3人の患者（患者 04、09、14）

には、ST2398 と ST2399 の両方に属する

株が分離された。従って、患者は同時に

ST2398 と ST2399 の複数の遺伝系統に暴

露されたことを示唆した。 

L. pneumophila SG2 ST354 にゲノム解

析においては、疫学的に関連性がない散

発例の患者株と施設 A 由来株において、



SNVsが 5個以内となるケースも確認され

たことから、感染事例が発生した際には

疫学的背景を欠いた解釈は誤った結論に

つながり得るため、疫学情報との統合が

不可欠である。また、組換え領域の除去

の有無によって SNV数が大幅に変化する

枝があり、遺伝系統間で大規模な組換え

領域の存在が示唆された。従って、組換

え領域の除去は、解析の目的や対象とな

る遺伝系統の特徴に応じて判断する必要

があると考えられる。今後は、各遺伝系

統の多様度を評価していく必要があると

考えられた。以上のことから、引き続き、

集団事例や国内で頻度の高い遺伝子型を

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 

過去の集団事例における全ゲノム系統

解析の系統的位置は PFGE, MLVA, SBTに

よる型別を反映していた。さらに、異な

る ST間でも、SNVs数が約 30個程度と非

常に近縁な遺伝系統であることが明らか

となった。ST354では、Gubbinsによる組

換え領域を除去するか、除去しないかで

SNV 数が大幅に変化したことから、引き

続き、国内で検出された各遺伝系統の多

様度を評価していく必要があると考えら

れた。 
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H. 知的財産権の出願・登録状況 
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Serogroup  ST Strain ID

P07-1

P14-3 *

P04-4 *

P05-1

P09-1*

P24-1

S01-4

W01-3

ST2401 S01-5

P04-1*

P09-2*

P09-3

P14-1*

P14-2*

P22-1

P22-3

P37-1

P37-3

S01-2

S01-3

W01-2

P02-1

S01-7

S01-8

S03-3

S03-4

W03-7

W05-3

S01-6

W05-1

S05-2

W03-5

neuA -: neuA  and neuAh  not detected

P：patient, W: Bath water, S: swab

＊: At least three patients (Patients 04, 09,

and 14) had isolated strains assigned to both

ST2398 and ST2399.

表. 過去の集団事例についてゲノム解析を

実施した32株

8

neuA-11

1

ST601

ST1351

ST2398

ST2399



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1. (A) 32 株の全ゲノム系統樹。 (B) ST2398, ST2399, ST2401の菌株の全ゲノム配列を

用いた SNVs 解析によるハプロタイプネットワーク。各 Node 間の数字は SNVs の数を

表す。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. L. pneumophila SG2 ST354の 23株の全ゲノム配列を用いた SNVs解析によるハプ

ロタイプネットワーク。各 Node 間の数字は SNVs の数を表す。(A) Gubbins による組換

え除去した場合。 (B) Gubbins による組換え除去しない場合。 


