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研究要旨 

腸管出血性大腸菌（enterohemorrhagic Escherichia coli：EHEC）のサーベイランスにおい

て、現在、主に反復配列多型解析（multi-locus variable-number tandem repeat analysis：MLVA）

法が使われている。MLVA データを基盤とするため継続的に全国の EHEC 分離株を解

析した。MLVA 法により解析した 2023～2025 年分離株は 8,781 株であった。また、血

清群 O157、O26、O111 については地方衛生研究所から直接 MLVA データが送付され

MLVA 型の付与を実施した。3 年間でデータを解析し型名を付与した株は約 4600 であ

った。また現在は広域食中毒の調査に全ゲノム配列解析の適応が進められており、これ

を用いるためには、標準的な解析法の整備が必要である。しかし、単一塩基多型（SNP）

解析等の情報解析手法の共有化には、プログラムの依存関係等の問題があった。そこで、

docker というプラットフォームを用いて、異なる OS環境でも容易に使用するプログラ

ム群をインストール可能な docker コンテナを構築した。同コンテナを用いることで、

データのクオリティチェックから系統樹解析までを容易に実行可能なパイプラインを

構築した。試験的な配布を経て、2026 年 3 月には正式版（v1.0）を GitHub にてリリー

スした。SNP解析機能のほかに、NCBI AMRFinderPlus による薬剤耐性遺伝子検出機能、

およびカスタム GPTを活用した専用サポートチャットボット（SNPcaster-GPT）を実装

した。さらに、主として地方衛生研究所職員を対象に利用者講習会を実施し、後日、講

習内容の動画配信も行った。また、既存の SNP 解析プログラムとの比較検証を行い、

本プログラムが高い精度を有することを明らかにした。 

 

 

A. 研究目的 

腸管出血性大腸菌（enterohemorrhagic 

Escherichia coli: EHEC）のサーベイランス

ではこれまでパルスフィールドゲル電気



泳動法（PFGE）が主要な解析手法であっ

たが、2018 年 6月 29 日付の厚生労働省事

務連絡「腸管出血性大腸菌による広域的

な感染症・食中毒に関する調査について」

（2023年 6月 28日再周知）により、反復

配列多型解析（multi-locus variable-number 

tandem repeat analysis：MLVA）法が血清群

O157、O26、O111 の統一手法として用い

られている。本研究では全国の MLVA に

よる解析結果の総括並びに、事務連絡に

基づいて送付された地方衛生研究所から

の MLVA データについて解析を行った。

さらに、上記以外の O 群についてはパル

スフィールドゲル電気泳動（PFGE）法が

用いられているが、近年、高速シークエン

サー（next-generation sequencing: NGS）の

実用化により、集団感染等の調査に全ゲ

ノム配列（whole-genome sequence: WGS）

解析が取り入れられつつある。WGSを用

いた実際の解析では、NGS よりデータを

取得した後、生データのクオリティチェ

ック（quality check: QC）を行い、さらに

single nucleotide polymorphism（SNP）解析

等を実施する必要がある。これらの解析

に用いられるソフトウェアや解析サーバ

ーは多数存在する一方で、使用方法やデ

ータの評価基準等を体系的に記載したマ

ニュアルは十分に整備されておらず、精

度管理上の課題がある。さらに、Linux OS

上で動作するソフトウェアについては、

利用する端末や環境によってインストー

ルが困難となる場合がある。このため、地

方自治体等における集団感染調査の際に

特に必要とされる解析パイプラインの確

立および共有化を進めた。 

 

B. 研究方法 

1．MLVA法の有効性の検証・精度管理

手法の確立 

感染研に送付された腸管出血性大腸菌

2023～2025年分離株に対してMLVA法に

より解析した。方法は Izumiya ら（2008、

2020）の方法に従って実施した。血清群

O157、O26、O111 については 17 か所、

O103、O121、O145、O165、O91について

は 43 か所の遺伝子座を用いた。地方衛生

研究所から MLVA 型付与のために送付さ

れた MLVA データ（血清群 O157、O26、

O111）も併せて解析を行った。 

2. データ QC、アセンブル、SNP 解析パ

イプラインの構築 

これまでに感染研・細菌第一部で使用実

績のあるプログラムを中心に、解析パイ

プラインの構築を行った。アセンブリに

関 し て は 、 Guide to bacterial genome 

assembly

（ https://github.com/rrwick/Trycycler/wiki/

Guide-to-bacterial-genome-assembly）を参

考に、広く用いられている SPAdes と

SKESA の両方を使用可能とした。QC に

関しては、CDC PulseNet が公表している

SOP

（ https://www.aphl.org/programs/food_safet

y/Pages/PulseNet-International-SOPs.aspx ）

を参考に、カバレッジやコンタミネーシ

ョン等をチェックする機能を加えた。SNP

解析に関しては、高精度な解析プログラ

ムである BactSNP と、迅速な再解析が可

能な Snippy を組み合わせた新たなパイプ

ライン（SNPcaster）を構築した。加えて、

遺伝子組換えについて検出できる

Gubbinsも使用できるようにした（図 1）。 



 

上記の解析パイプラインについ

て、dockerコンテナ化を行った。Dockerは、

アプリケーションを開発、配布、実行する

ためのプラットフォームである。コンテ

ナと呼ばれる仮想化技術を利用して、ア

プリケーションとその依存関係をパッケ

ージ（コンテナ）化することで、異なる OS

環境でも同じプログラムを実行できるよ

うになる。上記解析パイプラインについ

て、dockerコンテナ化を行うと共に、イン

ストールおよび操作マニュアルの作製を

行った。 

また、次の 2 種類の機能を追加し

た。1 つ目は、NCBI AMRFinderPlus によ

る薬剤耐性遺伝子検索機能である。本機

能では、主要な病原菌を対象として、薬剤

耐性遺伝子の網羅的な検索を行うことが

できる。また、大腸菌など一部の菌種につ

いては、病原性遺伝子の検索も可能であ

る。2 つ目は、SRA Toolkit を利用した、

NCBI のショートリードデータベース

（Sequence Read Archive: SRA）からのリ

ードデータダウンロード機能である。本

機能により、作成した SRAアクセッショ

ン番号リストに基づき、対象データを自

動的にダウンロードすることが可能とな

った。これにより、データベース上に登録

されている国内外のゲノムデータと、ロ

ーカルで保有するゲノムデータとの比較

が可能となる。 

 

3. WGS 解析パイプラインのマニュアル

作製および試験的配布 

解析パイプラインをインストー

ルおよび操作するためのマニュアルを作

製した。これらのマニュアル、解析パイプ

ラインおよびサンプルデータセットを、

希望する自治体等に配布した。 

さらに、マニュアルを補完する目

的で、生成 AI を利用したチャットボット

（SNPcaster-GPT）を作製した。これは

ChatGPTのカスタム GPT機能を利用した

ものであり、SNPcasterのマニュアルおよ

びプログラムを読み込ませることで、

SNPcasterのインストール方法や使用方法

に関する質問に対して、より正確な回答

を提供できるようにした。 

 

4. 講習会およびアンケートの実施 

配布した解析パイプラインのイ

ンストールおよび操作方法の講習会を、

2024年 11月 27日および 2025年 12月 24

日に国立感染症研究所 戸山庁舎にてお

こなった。後日、説明動画を YouTube の

限定公開機能を利用して配信した。 

また解析パイプラインの配布時

に同時に配布したアンケ―ト結果の取り

まとめを行った。アンケートは、解析に使

用した情報解析端末のスペック（OS,CPU

等）、インストールや使用の可否等につい

ての質問を設けた（図 1）。 

 

5. 精度評価 

SNPcasterの SNP検出性能につい

て、主要な SNP 解析ツールと比較するこ

とにより評価した。比較対象として、

Snippy、Lyve-SETおよび Parsnpを用いた。 

まず、シミュレーションデータを用いて、

各ツールの感度および陽性的中率

（positive predictive value: PPV）を算出し、

比較した。対象菌種は、Escherichia coli、



Campylobacter jejuni 、 Legionella 

pneumophila 、 Neisseria gonorrhoeae 、

Staphylococcus aureus の 5種とした。各菌

種について、SimuG を用いて、参照配列

との類似性が異なる 3 条件の配列データ

を作製し、入力データとした。具体的には、

類似性 99.999%（菌株レベルの差異）、

99.9%（菌株と菌種の中間レベルの差異）、

97%（菌種レベルの差異）の 3条件とした。 

次に、実データを用いて SNP数の比較を

行った。本解析では、公開されている

EHECのベンチマークデータセット

（https://github.com/leech-

rr/WGS_benchmark_dataset）を用いた。

本データセットは、EHECの集団感染事

例 3件（O157 が 2事例、O121 が 1事

例、各 5株）から構成される。参照配列

としては、解析対象菌株と系統的に遠い

株として EHEC O26:H11 11368株を用

い、近縁な株として、O157については

Sakai株、O121については 51104 株の染

色体配列を用いた。各条件で SNP解析を

実施し、各事例内における pairwise SNP

数を算出した。 

 

C. 研究結果 

1．MLVA法の有効性の検証・精度管理手

法の確立 

感染研細菌第一部において、2023-2025 年

分離株 10388 株について分子型別解析を

実施した。このうち 8781 株について

MLVA 法による解析を実施した。解析依

頼施設数は 104 施設であった。各血清群

における株数、同定された型数は以下の

とおりであった。O157：6190 株、2299型；

O26：1120 株、451型；O111；464株、223

型；O103：631 株、197 型；O121：90 株

50型；O145：112 株、46型；O165：14 株

14型；O91：160 株、115 型。得られたデ

ータは毎年 5 月号の IASR の EHEC 特集

号において公表された。 

2023-2025 年分離株について、MLVA型別

を実施しデータを感染研に送付した地方

衛生研究所は、延べ 55施設であった。感

染研において統一型名を付与した菌株数

は 4592 株であった。このうち 2656 株に

ついては、菌株が感染研に送付された。感

染研の結果と比較し精度確認が行われた。

感染研の結果と一致したものは 89%、1遺

伝座違いが 10%を占めた。 

2 データ QC、アセンブル、SNP解析パイ

プラインの構築 

解析パイプラインについては、感

染研・細菌第一部内および九州大学 中村

佳司博士の協力のもと、機能の評価や改

善を行った。その結果、事前に設定した値

（カバレッジやコンタミネーションの割

合等）に対して自動的に QC を行い結果

を表示する機能を追加した（表 1）。また、

SNP 解析に関しては、結果の評価に必要

なコアゲノムサイズ等を自動的に計算し

てレポートを出力する機能を追加した

（図 2）。 

構築したパイプラインについて、

docker コンテナ化を行った。Windows お

よび Linux 環境下でインストールおよび

動作確認を行った。通常インストールに

はエラー対応を含め数時間を要するが、

docker を利用した場合には一時間程度で

インストール可能であった。プログラム

の実行には、 JupyterLab を利用した。

JupyterLab は、ウェブブラウザ上で動作す



るため、OS に関わらず利用可能である。

また、ノートブックと呼ばれるファイル

内ではコードの編集、実行および結果の

表示が可能である。JupyterLabのノートブ

ック上でマニュアルと解析コードを一体

化したファイルを作製することで、情報

解析初心者でも容易に実行可能な環境が

構築された。 

 

3. WGS 解析パイプラインのマニュアル

作製および試験的配布 

マニュアルでは、コマンド操作の

基本、Docker Desktop のインストールを含

め、情報解析初心者であってもインスト

ールおよび使用可能なものとした（図 4）。

また、Windows、Mac および Linux 別にソ

フトのインストール方法を記載し、使用

する解析端末の OS を問わず利用可能な

マニュアルとなった。 

2024 年度に行ったアルファ版解

析パイプラインは、16 自治体および 4 研

究機関に配布した。これらの機関は四国・

中国地方を除く全ての地方に位置してい

た。2025 年 4 月にはベータ版（v0.9）を

GitHub 上に公開し、2026 年 3月には正式

版（v1.0）を公開した。 

 

4. 講習会およびアンケートの実施 

2024 年の講習会は対面および

Zoom でのハイブリッド形式で行い、参加

者は 14の機関から、対面で 7名、オンラ

インで 20名以上であった。当日は解析パ

イプラインのインストール・使用方法に

加えて、docker および conda の有償化条

件や対処法についての情報提供を行った。

また、追加機能の要望などの意見が出さ

れた。 

アンケートは 11 機関から回答を

得られた（図 5）。用いる情報解析端末に

ついては、多くの機関（n = 6）では用いる

情報解析端末はプロキシ設定が不要であ

ったが、一部機関で設定が必要あった。そ

のため、プロキシの設定についても詳細

に記述する必要があると考えられた。イ

ンストールについては、多くの機関では

マニュアルのみでインストールが可能で

あった (n = 7）。一方、自力でインストー

ルできなかった機関では、docker のイン

ストールが許可されない設定の解析端末

を用いていたことが原因であった。同機

関では、docker のインストールするため

に解析端末を購入した企業のサポートを

受ける必要があった。また、メモリやプロ

キシの確認方法について調査する必要が

あった機関が存在した。プログラムにつ

いては、大部分の機関で全てのプログラ

ムが動作しているとの回答が得られた（n 

= 8）。1機関では checkM が動作しない事

例が報告された。調査の結果、Windows 上

で docker を動作させる際のメモリの割り

当てを設定する必要があることが判明し

た。機能については、全ての機関から必要

な機能が揃っていたとの回答が得られた。

マニュアルについては、7機関から「分か

りやすかった」との回答が得られた。追加

機能については、BLAST 解析や、菌株の

リスト化などのプログラムの要望が得ら

れた。 

2025 年の講習会は、対面および

Zoom 配信によるハイブリッド形式で実

施した。参加登録者は 75 機関から計 136

名であり、当日の Zoom における最大同



時参加者数は 100名であった。講習では、

プログラムの原理、インストール方法、使

用方法および解析結果の解釈について説

明した。また、講習会動画は、感染研

YouTube チャンネルにおいて限定公開し

た。 

 

5. プログラム修正 

講習会、アンケートおよび個別の

問い合わせから、配布プログラムのバグ

が何点か同定された。そのため、バグ等の

情報を Github（ https://github.com/leech-

rr/SNPcaster/blob/main/SNPcaster_bugs.md）

上で公開し、利用者との情報共有に努め

た。 

講習会およびアンケート等で得

られた意見をもとに、プログラムの修正

を行った。まず、上記のバグについての修

正を行った。次に、Docker Desktop の有償

化に伴い、無償で使用できるソフトウェ

アとして Rancher Desktop および Docker 

Engine を標準のソフトウェアとし、マニ

ュアルの改正を行った。また、ソフトウェ

アのバージョンによって解析結果が異な

ることから、全てのソフトウェアのバー

ジョンを指定することで、使用端末を問

わず同一の結果が得られるようにした。

その他に、利用者から要望のあった機能

の修正や追加を行った。追加機能として、

NCBI AMRFinderPlusを用いた薬剤耐性遺

伝子検索機能を導入し、主要病原菌にお

ける薬剤耐性遺伝子を自動的かつ網羅的

に検索できるようにした。また、SRA 

Toolkit を利用したプログラムにより、

SRA から FASTQ データを自動的にダウ

ンロードできるようにした。 

 

5. 精度評価 

シミュレーションデータを用い

た精度評価の結果、SNPcaster は高い SNP

検出精度を示した。陽性的中率で評価し

た場合、いずれのデータセットにおいて

も、SNPcaster、Snippyおよび Lyve-SETは

高い値を示した（図 1）。特に、SNPcaster

および Snippy では偽陽性 SNP は認めら

れなかった。一方、Parsnp は他のプログラ

ムと比較して低い値を示した。感度で評

価した場合、類似性 99.999%および 99.9%

のデータでは、いずれのプログラムも高

い値を示した。一方、類似性 97%のデー

タでは、Snippyおよび Lyve-SETの値は約

0.75 まで低下し、Parsnp では大きく低下

した（図 2）。 

実データを用いた検証では、

SNPcasterは参照配列にかかわらず安定し

た値を示した。参照配列として解析対象

データと同一血清型の株を用いた場合、

Snippy 以外のプログラムでは pairwise 

SNP数は 10 か所以内に収まった（図 3）。

一方、参照配列として遺伝的に遠縁な株

を用いた場合、SNPcasterおよび Parsnp で

は pairwise SNP 数に大きな変化は認めら

れなかったものの、Lyve-SET では 10 か

所を超える pairwise SNP を有するペアが

認められた。Snippyでは、平均して 500 か

所以上の pairwise SNP が認められた。 

また、クラスタード SNP、リピー

ト領域およびファージ領域に存在する

SNP を除外した場合、いずれのプログラ

ムでも類似した結果が得られた。近縁株

を参照配列とした場合には、いずれのプ

ログラムにおいても pairwise SNP 数は 10



か所以内であった。参照配列が遺伝的に

遠縁な株であった場合には、Snippy 以外

のプログラムでは pairwise SNP 数は 5 か

所以内であった。Snippyでは、検出される

SNP 数は大幅に減少したものの、最大で

30 か所の pairwise SNPが検出された。 

 

D. 考察 

MLVA 法により解析した菌株数は 3 年間

で 10000 株を超え、前期と比べて 4 割増

であった。解析結果は定期的に厚生労働

省 NESFD に MLVA リストとして掲載さ

れた。地方衛生研究所から送付された

MLVAデータは 3年間で約 4600株で前期

のほぼ倍となった。このうち 6 割の株が

後日感染研に送付され、感染研で実施し

た MLVA データと比較された。結果とし

ては一致もしくは 1 遺伝子座違いのもの

が 99%を占めた。これらの地衛研につい

ては技術的な問題は概ねないと考えられ

た。MLVAデータ送付にあたっては、地衛

研におけるデータの信頼性が重要であり、

今後も引き続きモニタリングしていく必

要がある。 

食中毒事例等の集団感染等の調査で

WGS解析を用いる情報解析手法は、正確

かつ他機関でも利用・検証可能であるこ

とが望ましい。SNP 解析に用いるプログ

ラムは数多く利用可能であるが、標準的

な解析手法は現在までに確立されていな

い。その理由としては、SNP解析には、参

照配列におけるリピート配列の検出、コ

アゲノムサイズの同定や、組換え領域の

検出・除去等の複数の解析過程が存在す

ることが挙げられる。これらについて、一

度に行えるプログラムは利用可能でなか

った。また、プログラム間の依存関係のた

めに、インストールが困難な場合も存在

した。本研究では、生データ（WGSリー

ドデータ）の QC から SNP 解析、系統解

析までを行えるプログラムを、単一の

docker コンテナに含めることで、インス

トール時の課題を解決することができた。

一方で、マニュアルだけではインストー

ルできなかった事例や、得られた結果の

細部が異なっている事例も認められた。

いずれの事例についても、原因を特定し、

プログラムおよびマニュアルの修正を行

うことができた。GitHub 上で一般公開後

は、より広範な利用を促進したたため、新

たなバグ等が確認され、フィードバック

をもとに修正を行うことで、よりインス

トールしやすいプログラムへと改良する

ことができた。講習会には 100 名以上が

参加し、本プログラムに対する関心の高

さがうかがえた。また、学会や研究会等に

おいても本プログラムの使用例が散見さ

れており、地方衛生研究所における標準

的な解析ツールになりつつあると考えら

れる。シミュレーションデータを用いた

検証では、本プログラムが解析対象株の

遺伝的多様性にかかわらず、高い精度を

示すことが明らかとなった。偽陽性の少

なさを示す陽性的中率は、いずれのデー

タにおいても 100%であった。正確性が求

められる行政判断において、SNP 検出精

度の高さは重要な要素である。また、感度

についても他のプログラムより高い値を

示したことから、データの種類にかかわ

らず、より多くの有用な情報を取得でき

ることが示唆された。実データを用いた

検証では、参照配列にかかわらず安定し



た結果が得られることが示された。実デ

ータにおいて、検出された SNP が偽陽性

であると断定することは困難である。し

かし、参照配列が遺伝的に遠い場合に、近

い場合よりも多数の SNP が認められるこ

とは、偽陽性 SNPの存在を示唆している。

本研究では、Snippy および Lyve-SETにお

いて、遺伝的に遠い株を参照配列とした

際に、多数の偽陽性と考えられる SNP が

出現した。過去の研究においても、これら

のプログラムでは参照配列が遺伝的に遠

い場合に偽陽性 SNP が検出されることが

示されており、本研究の結果と一致して

いる。偽陽性 SNP の主な原因は、ファー

ジ領域などの組換え領域であると考えら

れる。本研究においても、組換えの結果と

考えられるクラスタード SNP、ならびに

組換えが起こりやすいリピート領域およ

びファージ領域に存在する SNP を除外し

た結果、検出される SNP 数が減少し、プ

ログラム間の差異も小さくなった。組換

え領域の存在は、リードマッピングの際

にソフトクリップと呼ばれる不完全なア

ラインメントを生じさせ、その結果、偽陽

性 SNP が検出されると考えられている。

SNPcaster において SNP 検出を担ってい

る BactSNP は、アラインメントおよびリ

ードマッピングの両方に基づく変異検出

を用いることで、ソフトクリップ等に起

因する偽陽性 SNP 検出を大幅に低減して

いると考えられる。 

 

E. 結論 

MLVAの導入によって、迅速な菌株情報

の集約が実現可能となってきた。食中毒

事例等への対応には、MLVAを実施する

地衛研での精度維持向上、並びに地衛研

―感染研―厚労省―自治体間の連携が不

可欠である。 

主に SNP 解析を目的とした、WGS 解析

プログラムを確立し、OS に依らずインス

トール可能な docker コンテナ化を行った。

プログラムの一般公開を行ったことで地

方衛生研究所等の公的な機関において利

用が広がっている。精度についても高精

度であることが確認された。今後、地方衛

生研究所等において SNP 解析の標準的な

ツールとなることが期待される。 
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図 1. 解析パイプラインの概要 



 

図 2. SNPcaster プログラムでの結果レポートの例 

  



 

 

図 3. JupyterLab ノートブック例 

 

  



A 

 

 

 

 

 

 

B 

 

図 4. 解析パイプラインマニュアルの目次（A）および内容の一部（B）  



 

 

図 5. 解析パイプラインアンケート結果 

 

 

 

 

 

1.選択形式の設問

設問

職場の解析端末

（プロキシ設定必要）

職場の解析端末

（プロキシ設定必要なし）

職場の別の端末

（プロキシ設定必要）

職場の別の端末

（プロキシ設定必要なし）
自宅のパソコンで

2 6 0 1 2

自力ではインストールでき

なかった

マニュアルに書いていないことを調

べる必要があった

マニュアルだけを読んでイン

ストールできた

1 3 7

全てのプログラムが動作し

なかった

一部のプログラムが動作せず、解

決しなかった

一部のプログラムが動作せ

ず、調べる必要があった

全てのプログラムが問題なく

動いた

0 1 2 8

業務で必要だが、含まれ

ていない機能があった
必要な機能は揃っていた

0 11

自力ではインストールでき

なかった
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図 6. SNP 検出プログラム別にみたシミュレーションデータにおける陽性的中率の比較 

  



 

 

 

図 7. SNP 検出プログラム別にみたシミュレーションデータにおける敏感度の比較 

  



 

 

図 8. SNP 検出プログラム別にみた実データにおける 

pairwise SNP 数の比較(クラスタード SNP、リピートおよびファージ領域の除去なし) 

  



 

 

図 9. SNP 検出プログラム別にみた実データにおける 

pairwise SNP 数の比較(クラスタード SNP、リピートおよびファージ領域の除去あり) 

 

 


