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A. 研究目的 

レジオネラ症の主要な起因菌である L. 

pneumophila は、土壌、浴槽水など環境中に広

く生息している。レジオネラ症患者の感染源を

特定するには、患者から菌株を分離し、感染源

が疑われる入浴施設などからの環境分離株を

スクリーニングし、血清群が一致した菌株につ

いて、遺伝子解析を行い、その同一性を確認す

る。 

Sequence-based typing (SBT)法による遺伝子

型別がよく用いられるが、高頻度に分離される

遺伝子型(ST)では、感染源特定の判断が困難と

なるため、他の分子疫学解析手法と合わせて調

査 す る 必 要 が あ る 。 Pulsed-field gel 

electrophoresis (PFGE)は、このような ST の菌株

の識別に用いられてきたが、操作が煩雑である

こと、製造やサポートが終了すること、近年は

次世代シーケンサーが普及していることがあ

り、分子疫学全般が PFGE から全ゲノム解析に

移行しつつある。実際、全ゲノム解析は高い解

像度を持つ識別性の高い手法であることが示

されており、レジオネラ属菌の分子疫学におい

て も 整 備 が 課 題 と な っ て い る 1,2) 。 L. 

pneumophila のゲノムは組み換えが頻繁に起こ

りやすいことが知られており 3,4)、全ゲノム解

析においては、組換え領域を解析に含めるかど

うか等、解析手法の検討を行う必要がある 5,6,7)。 

ST23 ならびに ST89 は、国内で臨床から高

頻度に分離される ST である 8,9)。ST23 は、散

発事例や集団感染事例を引き起こし、国内では

2000 年、2002 年、2015 年に発生した公衆浴場

集団感染事例の起因菌でもあった。さらに、冷
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却塔水を感染源とした事例も存在するが、散発

事例での感染源は不明なことが多い 8,10)。ST89

は、2 事例の入浴施設を感染源とした PFGE 確

定例（うち 1 例は複数 ST の株の感染事例）の

他、入浴施設や運送業・建設解体業、畑仕事等

を推定感染源とする散発事例を引き起こして

いるが、感染源は不明なことが多い 8,11)。 

本研究では、L. pneumophila国内臨床分離株

の全ゲノムデータの蓄積と解析手法の確立を

目的として、ST23ならびにST89の菌株の全ゲ

ノム解析を行い、菌株間の相違を検証した。 

 

B. 研究方法 

1. 菌株 

ST23 の菌株は、2000 年から 2023 年までに

日本国内で分離された L. pneumophila ST23 の

78 株（臨床分離株 61 株ならびに環境分離株 17

株）を用いた。 

ST89 の菌株は、2006 年から 2024 年までに

日本国内で分離された L. pneumophila ST89 の

83 株（臨床分離株 46 株ならびに環境分離株 37

株）を用いた。 

 

2. ゲノム解析 

菌株の DNA は、MagMAX™ DNA Multi-

Sample Ultra 2.0 Kit（Thermo Fisher Scientific）

ならびに KingFisher Duo Prime（Thermo Fisher 

Scientific）を用いて抽出した。QIAseq FX DNA 

Library kit（QIAGEN）を用いて DNA ライブラ

リを調製後、MiSeq（Illumina）あるいは NovaSeq

（Illumina）を用いてリードデータを取得した。 

SNP 解析は、BactSNP を主体としたパイプラ

インである SNPcaster (https://github.com/leech-

rr/SNPcaster) 12)を用い、各 ST ごとに解析を行

なった。すなわち、BactSNP で各株の SNP を

コール後、snippy を用いてコアゲノム SNP（リ

ピート領域は除去）を抽出した。組み換え領域

の除去には、Gubbins 13)を用いた。リファレン

ス配列は、ST23 の解析に L. pneumoplila strain 

ST23（GenBank accession. No. LT632615）のゲ

ノム配列、ST89 の解析に ST89 の国内臨床分

離株の一つである NIIB3707 配列を用いた。こ

の目的のために、MinION（ONT）でシークエ

ンシングを行い、Illumina のショートリードと

ONT のロングリードのハイブリッドアセンブ

リ（Hybracter）により、NIIB3707 のコンプリー

トゲノム配列を決定した。抽出した SNP を基

に iTOL (https://itol.embl.de/)を用いて系統樹を

作成した。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究は、国立感染症研究所の病原体取扱

管理規定にしたがった。開示すべき企業から

の経済的利益は受けていない。 

 

C. 研究結果 

(1) ST23 のゲノム解析 

L. pneumophila ST23 の 78 株の SNP につい

て、Gubbinsあり（組み換え領域の除去を行なっ

た場合）と Gubbins なし（行わない場合）を比

較した。全ゲノム配列による系統樹を図 1 なら

びに図 2 に示した。Gubbins なしの場合、コア

ゲノムサイズは 2,910,351 bp 、ゲノムカバー率

は 85％であったのに対し、Gubbins ありの場合、

コアゲノムサイズは 1,024,465 bp 、ゲノムカ

バー率は 30％まで減少した。Gubbins なしの場

合、2 株間 SNP 数は 0～13,114 の範囲であった

のに対し（表１）、Gubbins ありは 0～1,050 と

減少した（表 2）。 

Gubbins なしの場合、疫学的に関連のある株

（確定または推定）の 2 株間 SNP 数は 0～2 の

範囲であった。また、疫学的に関連がないと考

えられる株間で 2 株間 SNP 数が 0～2 の範囲の

組み合わせが 10 組存在した（疫学的な関連は

ないが、2 株間 SNP 数が少なく、同一感染源が

存在した可能性、あるいは近縁のレジオネラが

地域に定着していた可能性が示唆されたため、

同一都道府県内での散発事例を除く）（表１）。 

一方、Gubbins ありの場合、疫学的に関連の

ある株（確定または推定）の 2 株間 SNP 数は

0～1 の範囲であった。また、疫学的に関連がな

いと考えられる株間で 2 株間 SNP 数が 0～1 の

範囲の組み合わせが 273 組と多数あることを

認めた（表 1 と同様のため、同一都道府県内で
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の散発事例を除く）（表 2）。 

(2) ST89 のゲノム解析 

L. pneumophila ST89 の 83 株の SNP を、

Gubbins の有無で比較した。全ゲノム配列によ

る系統樹を図 3 ならびに図 4 に示した。 

Gubbins なしの場合、コアゲノムサイズは

2,932,614 bp 、ゲノムカバー率は 85％であった

のに対し、Gubbins ありの場合、コアゲノムサ

イズは 2,445,467 bp 、ゲノムカバー率は 70％

と減少した。Gubbins なしの場合、2 株間 SNP

数は 0～4,248 の範囲であったのに対し（表 3）、

Gubbins ありの場合、0～27 と減少した（表 4）。 

Gubbins なしの場合、疫学的に関連のある株

（確定または推定）の 2 株間 SNP 数は 0～3 の

範囲であった。また、疫学的に関連がないと考

えられる株間で 2 株間 SNP 数が 0～3 の範囲の

組み合わせが 139 組と、割と多く存在した（表

3）。 

Gubbins ありの場合も、疫学的に関連のある

株（確定または推定）の 2 株間 SNP 数は 0～3

の範囲であった。また、疫学的に関連がないと

考えられる株間で 2 株間 SNP 数が 0～3 の範囲

の組み合わせが 392組と多数であった（表 4）。 

 

D. 考察 

本研究では、L. pneumoplila ST23 ならびに

ST89 について全ゲノム解析を行った。これら

の ST は高頻度に分離され、SBT 法のみでは菌

株の異同の識別が困難となる。本研究では SNP

解析でこれを補おうとしたが、解析手法の選択

や ST 型の特徴によっては、解像度の不足が懸

念される場面があった。 

L. pneumophila のゲノムは組み換えが頻繁に

起こりやすく 3,4)、組み換えが解析に影響しな

いように Gubbins で組み換え領域を除外した

うえで、SNP 解析を行うことが当初の解析パイ

プラインであった。ただし、この処理によって

SNP 検出を行うゲノムカバー率が大きく減少

することがあり、それは解像度の低下につなが

る。本研究では、Gubbins 処理の有無による解

像度の違いを明らかにすべく、Gubbins なしと

Gubbins ありの場合で、各分離株の 2 株間 SNP

数を検証した。 

ST23 の解析では、Gubbins なしの場合は、ゲ

ノムカバー率は 85％であり、疫学的に関連の

ある株の 2 株間 SNP 数は 0～2 の範囲となり、

疫学的に関連のない菌株間の範囲よりも小さ

く（疫学的に関連がないと考えられる株間での

SNP 数が 2 以下のものも 10 組存在）、従来の

SBT 法では区別できなかった菌株を区別し、全

ゲノム解析は ST23 の菌株の識別に有用であっ

た。一方で、Gubbins ありの場合では、ゲノム

カバー率はわずか 30％と小さかった。疫学的

に関連がない株間の SNP 数は、1 以下が 273 組

も存在し、菌株の識別が困難であった。     

ST89 の解析では、Gubbins なしの場合は、ゲ

ノムカバー率は 85％、疫学的に関連のある株

の 2 株間 SNP 数は 0～3 の範囲であった。疫学

的に関連がない株間の SNP 数が 3 以下のもの

も 139 組も存在し解像度は不足する傾向で

あったが、SBT 法では区別できなかった菌株を

区別し、全ゲノム解析は ST89 の菌株の識別に

有用であった。一方、Gubbins ありの場合は、

ゲノムカバー率が 70％と若干の減少で済んだ

にも関わらず、疫学的に関連がないと考えられ

る株間の SNP 数が 3 以下のものが 392 組も存

在し、Gubbins なしの場合より識別能が低下し

た。 

以上より、ST23 と ST89 の菌株の SNP 解析

においては、Gubbins なしの方が、Gubbins あ

りの場合よりも、SNP 検出を行うゲノムカバー

率が大きいことが明らかとなった。また、

Gubbins ありの場合は、Gubbins なしの場合よ

りも疫学的に関連がないと考えられる株間で、

SNP が数個となるケースが多くあったことか

ら、Gubbins なしの方が識別能が高いことが明

らかとなった。 

また、ST89 の解析では、Gubbins 処理の有無

にかかわらず、疫学的に関連がないと考えられ

る株間で SNP が数個となる場合が多くあった。

すなわち、ST89 は ST23 と比較して、多様性に

乏しく、感染源調査においてはより注意する必

要があると考えられた。 

このように、国内で多く分離される ST 型の
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特徴を事前に明らかにしておくことで、次の感

染源調査に備えることが重要と考えられた。 

 

E. 結論 

全ゲノム解析により、SBT 法による型別では

区別できない ST23、ST89 を高解像に識別でき

た。いずれの ST でも Gubbins あり（組換え領

域を解析から除く）よりも、Gubbins なし（組

換え領域を解析に含める）の識別能が高かった。

しかし、ST89 は ST23 よりも多様性に乏しく、

より注意する必要があると考えられた。 
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2) 前川純子：レジオネラ属菌の検査と対策. 

令和 7 年度 短期研修 環境衛生監視指導

研修. 2025 年 11 月. Web 対応. 
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H. 知的財産権の出願・登録状況 

なし
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