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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 年分離株は 2923 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。今年度データを解析し型名を付与した株は約 1500 であっ

た。 

広域食中毒の調査に全ゲノム配列解析を用いるためには、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。 

 

 

 

 

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」
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（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。 

腸管出血性大腸菌（enterohemorrhagic 

Escherichia coli: EHEC）は広域食中毒の原

因となるため、現在国内では分子疫学手

法を用いたサーベイランスが行われてい

る。分子疫学手法としては、8 種の O 群

（O157、O26、O111、O103、O121、O145、

O165、O91）では multi locus variable tandem 

repeat analysis（MLVA）が、その他の O 群

で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。近年、高

速シークエンサー（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）を用いた解析が

取り入れられつつある。実際の解析時に

は、NGS で WGS を解読した後に、生デ

ータのクオリティチェック（quality check, 

QC）を行い、その後 single nucleotide 

polymorphism（SNP）解析等を行う必要が

ある。そのために用いるソフトウェアや

解析サーバーは数多く存在するが、使用

法やデータの評価基準等が記された体系

的なマニュアルは存在せず、精度管理上

の課題がある。さらに、Linux OS で動作

するソフトウェアの場合、端末によって

インストールが困難な場合がある。この

ため本分担研究では、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、データの QC、アセンブルおよび SNP

解析を自動で行える解析パイプラインの

構築と、同パイプラインの docker コンテ

ナ化を目的とした。 

 

 

B. 研究方法 

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 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。 

 

EHEC ゲノム解析パイプライン（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
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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。 

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。 

地衛研におけるゲノム解析 

沖縄県において 2006 年から 2024 年まで

に収集された腸管出血性大腸菌株のうち、

NESID 情報が取得可能な菌株を対象とし

た。ゲノム DNAは DNeasy Blood & Tissue 

kit(Qiagen)にて抽出し、 Qiaseq FX DNA 

library kit(Qiagen)にてライブラリを

作成した。iSeq及び Novaseq（外部委託）

にてペアエンドシーケンシングを実施し

た。得られたリードについて、shovillに

てアセンブルを実施した。 

 

C. 研究結果 

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、3308 株に

ついて分子型別解析を実施した。このう

ち 2923 株について MLVA 法による解析

を実施した。解析依頼施設数は延べ 94 施

設であった。各血清群において同定され

た型数は、O157 が 862、O26 が 148、O111

が 72、O103 が 62、O121 が 16、O145 が

12、O165 が 3、O91 が 38 であった。得ら

れたデータは 2024 年 5 月号の IASR の

EHEC 特集号において公表される。 

MLVA 型別を実施しデータを送付した

地方自治体は、48 施設であった。MLVA

データを送付し、感染研において統一型

名を付与した菌株数は約 1500株であった。 

2023 年度は 55 施設から約 1500 株分の

データについて照会があり、感染研で精

度確認を行った（上記型名付与を行った

株のデータを含む）。全遺伝子座における

正解率（平均値）は約 98%であった。株毎

の正解率（平均値）は約 89%であった。 

 

EHEC 菌株解析パイプライン（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
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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（図 3）。 

 

地衛研における EHEC 菌株のゲノム解析 

R5 年度において沖縄県で分離され、

NESID 情報が付加されている腸管出血性

大腸菌株 322 株についてゲノム配列を取

得した。アセンブル方法を検討するため、

shovill にて 22 株のアセンブルを実施し

た 。 completeness 99.93 以 上 、

contamination 0.43%以下の良好な結果

を得た。これらの 22 株のドラフトゲノム

配列は DDBJに登録した。 

 

D. 考察 

MLVA 法により解析した菌株数は昨年

より約 28%と大幅に増加した。解析結果

は定期的あるいは不定期に厚生労働省

NESFD に MLVA リストとして掲載され

た。地方衛生研究所から型名付与のため

に送付された MLVA データは約 1500 株

に上った。感染研で行った精度確認では

菌株ベースで 89%、遺伝子座ベースで

98%一致しており、多くの地衛研において

技術的な問題が解消されつつあると考え

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 解析を用いるの情報解析手法は、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。

今後、地方衛生研究所等に試験的に配布

し、評価を行うことで、プログラムおよび

マニュアルの改善を行う予定である。 

一方で、感染研細菌第一部の協力のもと、

地方衛生研究所の協力研究者が自力で

DDBJ まで登録できたことは大きな成果

であり、この取り組みを更に拡大する試

みを進める。 

 

E. 結論 

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
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ストール可能な docker コンテナ化を行っ

た。 

 

 

F. 健康危険情報 

なし 
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図 1. 解析パイプラインの概要 

括弧内は主要なプログラム名を示す。 
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図 2. SNPcaster プログラムでの結果レポートの例 
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図 3. JupyterLab ノートブック例 

 

 

 

 


