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研究要旨    

オックスフォード・ナノポア社のロングリードシークエンサーを用いた集団感

染調査手法を確立するため、腸管出血性大腸菌（enterohemorrhagic Escherichia coli：EHEC）
を対象として、SNP 解析パイプラインを構築した。既存パイプラインの評価では偽陽性

SNP が多数認められたため、新規の SNP 抽出プログラムを開発し、その性能を評価し

た。その結果、ショートリードおよびロングリードデータ間での差異がごく小さいパイ

プラインを構築することができた。 
 

 
研究分担者 
李 謙一（国立感染症研究所 細菌第一部） 
 
A. 研究目的 

病原体のサーベイランスにおけ

る分子型別において、近年全ゲノム配列

（whole-genome sequence：WGS）解析法が

主流になりつつある。アメリカ合衆国

CDC においても腸管出血性大腸菌

（enterohemorrhagic Escherichia coli: EHEC）
等の食中毒菌のサーベイランスに用いる

分子型別手法は、2019 年からパルスフィ

ールドゲル電気泳動法から WGS 解析に

移行している。日本においては、COVID-
19 によるパンデミックによる影響で全国

の地方自治体に次世代シークエンサー

（next generation sequencer: NGS）が配備

されたものの、病原細菌における活用例

は未だ少ない。その理由としては、WGS
解読後の情報解析が複雑で、難易度が高

いことが挙げられる。 
WGS の情報解析については、イ

ルミナをはじめとするショートリード型

NGS に対応したプログラムは多数利用可

能である。しかし、Oxford Nanopore 社の

ロングリード型NGSから得られるデータ

を用いたプログラムは少ない。また、集団

感染調査の際には、供試菌株が同一株で

あるかの判断を、コアゲノム単一塩基多

型 （ core genome single nucleotide 
polymorphism, cgSNP）の数をもとに行う

のが一般的である。ショートリード型デ

ータを用いた際の、同一由来と判断する

ための基準は多数の菌種で報告されてい

るが、ロングリード型データを用いても

同様の判断ができるか、体系的に検討し

た報告は少ない。 
そこで本研究では、EHEC を材料

に、疫学関連が既知の株について体系的

な WGS 解読後、cgSNP 解析を行うこと
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で、ロングリード型 NGS を用いた集団感

染調査の判断基準の検討を行う。また、解

析プログラムを構築し、地方自治体等へ

の配布を目指す。今年度は、解析パイプラ

インのアップデートおよび評価を行った。 
 
B. 研究方法 

分担研究報告書に記載。 
 
C. 研究結果 

Clair3 等の既存の SNP 解析パイ

プラインでの検討を行った結果、多数の

偽陽性 SNP が認められた。そのため、シ

ョートリード用解析プログラムである

BactSNP を参考にしたアラインメントに

よる SNP 抽出プログラムを作製した。本

パイプラインでショートリードおよびロ

ングリードによる SNP 解析結果を比較し

たところ、93 株中 82 株（88.2％）で両者

の差異がゼロとなった 
 
D. 考察 

本研究により、ショートリードと

同等の精度で SNP 解析を実施可能なプロ

グラムを構築した。従来法では、低品質な

マッピングによる偽陽性 SNP の出現が避

けられないことが明らかとなった。一方、

開発したプログラムでは、偽陽性 SNP を

低減可能であり、ショートリードデータ

との相互比較が可能であった。 
 

E. 結論 
オックスフォード・ナノポア社の

ロングリードシークエンサーは、小規模

解析におけるコスト面や迅速性において

ショートリードシークエンサーに優位性

を有する。地方衛生研究所をはじめとす

る小規模ラボにおいては今後その活用が

拡大すると予想されることから、本プロ

グラムは有用であると考えられる。 
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