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研究要旨：MLVA 法は、その特性として、安定性・迅速性・比較の容易性から、利便

性の高い分子タイピング法となっている。そこで、本研究では、これまでの研究から

見出された問題点を解決するために、全ゲノム配列を用いた系統解析を取り入れるこ

とで、SBT と MLVA のタイピングの妥当性評価を行い、より最適な MLVA 領域の検討

を行うことで、遺伝子型別方法としての MLVA タイピングを確立し、汎用性を高める

ことを目的とする。 
今年度は、Miseq および MinION を用いて、12 株の完全長配列を決定し、計算上推

測されるフラグメントの大きさから外れる MLVA 領域について詳細に解析し特徴づけ

を行った。その結果、フラグメントが検出されない菌株の中には、リピート領域は存

在しているが、primer のミスマッチにより増幅されない MLVA 領域の存在が明らかに

なった。一方で、Intermediate-size として扱っていた MLVA 領域は、リピート領域が始

まる上流の長さが短くなっていた。さらに、最後のリピートの長さも短くなっている

ことが明らかとなった。 
さらに、PFGE、MLVA、SBT で相違が見いだされた 1 つの集団事例に由来する株に

ついて、ゲノム系統解析の結果と各分子疫学解析手法の解析結果との比較検討を行っ

た。その結果、PFGE、SBT、MLVA のタイピングでは、SNP 数 300 個程度の菌株間を

clonal complex として認識されていると考えられた。また、コアゲノム SNPs 解析では、

SBT、PFGE それぞれの手法の結果を反映した系統樹となっていた。また、Miseq リー

ドデータやコンティグ配列から ST を決める方法を確立し、2927 個の ST のプロファイ

ルのデータベースに更新した。 
 

A．研究目的 

 感染源の特定には、レジオネラ症患者か

らの分離株と感染源と推定される環境分

離株の遺伝子型を比較し、遺伝子型の一致

を確認する必要がある。その際に用いられ

る方法として主流になっているのが、パル

スフィールドゲル電気泳動法（PFGE）や

世界的に普及しているSBT（Sequence 
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based typing）法である。SBT法は、7つの

遺伝子（flaA,  pliE,  asd,  mip,  mompS,  

proA,  neuA）のシークエンスを行い、そ

の塩基配列により型別を行う手法である。

しかしながら、これら従来法は、多検体処

理の煩雑さ、時間、予算を要することが課

題となっていた。近年、細菌の遺伝子型別

解析としてMLVA法がよく用いられてい

る。MLVA法は、その特性として、安定性・

迅速性・比較の容易性から、利便性の高い

分子タイピング法となっている。そこで、

他の細菌の遺伝子型別解析にも利用され

ているMLVA法をL. pneumophilaにおいて

導入することで、それら従来法の課題を克

服できることが期待される。これまでに、

約800株のL. pneumophilaを用いて、従来法

であるPFGEやSBTと比較し、MLVAタイ

ピングの有用性について評価を行ってき

た。その結果、MLVA型は、SBTのタイピ

ングと同等の菌株識別能力を有すること

が明らかになった。その一方で、遺伝子型

別の手法間の相違点も見出された。また、

他自治体間との比較の際にも、フラグメン

トの大きさがずれる点やMLVA領域に

よってリピート数換算の際に判断に迷う

点等いくつかの課題が見出され、汎用性の

高いタイピングとしてのMLVAを確立す

るためには、プロトコル整備の必要性が示

唆された。 

今年度は、MiseqおよびMinIONを用いて、

12株の完全長配列を決定し、計算上推測さ

れるフラグメントの大きさから外れる

MLVA領域について詳細に解析し特徴づ

けを行った。さらに、PFGE、MLVA、SBT

で相違が見いだされた１つの集団事例に

由来する菌株について、ゲノム分子疫学を

用いて各分子疫学解析手法の解析結果と

の比較検討を行った。また、Miseqリード

データやコンティグ配列からSTを決める

方法を確立し、データベースを更新した。 

 

B． 研究方法 

①菌株：完全長配列決定の菌株は、リピー

ト数が 0 になる株や Intermediate-size の株

12 株を用いた（表 1）。 

集団事例 A に由来する解析で用いた菌

株は、表 2 の通りである。 

 

②MLVA： Sobral ら 1）によって報告され

た 12 領域（Lpms01,  Lpms03,  Lpms13,  

Lpms19,  Lpms31, Lpms33,  Lpms34, 

Lpms35,  Lpms38, Lpms39,  Lpms40,  

Lpms44）を用いた。蛍光標識したプライ

マーを用いて、4 領域を 1 セットとした 3

種類の multiplex PCR-A（Lpms01, Lpms31, 

Lpms33, Lpms35 ） , PCR-B （ Lpms03, 

Lpms13, Lpms19, Lpms34 ） , PCR-C

（Lpms38, Lpms39, Lpms40, Lpms44）とし

た。PCR 反応は、QIAGEN Multiplex を用

いた。PCR 条件は、95℃15 分後に 95℃

30 秒、60℃1 分、72℃70 秒を 35 サイク

ル行った。50 倍希釈した PCR 産物 1µl を

サイズマーカー0.25µl（GeneScan 1200 LIZ 

Size Standard  （ PCR-A と PCR-B ） , 

GeneScan 600 LIZ Size Standard （PCR-C）

と Hi-Di Formamide（ABI） 10µl に混合し、

95℃で 3 分加熱後、氷中条件で 2 分間急

冷 し た 。 そ の 後 、 AB3500  Genetic 
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Analyzer にてフラグメント解析を行った。

得られたデータは GeneMapper Ver. 4 

（Applied Biosystems）を用いて、フラグ

メントサイズおよびリピート数を測定し

た。得られた MLVA 型による株間の類縁

関係を明らかにするために、BioNumerics 

Ver7.6 を用いて、Minimum spanning tree

（MST）を作成した 2）。 

 

③ ゲノム解析：QIAseqFX (QIAGEN)を用 

いて DNA ライブラリを調製し、Illumina 

Miseq system を用いてリードデータを取

得した。 a5-Miseq でアセンブリし、

PROKKA でアノテーションを行った。全

ゲノム配列による系統解析は kSNP3 を用

いて実施した 3, 4）。 

完 全 長 ゲ ノ ム 配 列 は 、 MinION

（Nanopore 社）から得られたロングリー

ドと Miseq のショートリードデータを

Unicycler により Hybrid assembly して決

定した。 

 

C．研究結果 

(1) Miseq リードデータから ST を決める

方法の確立およびデータベースの更新 

L. pneumophila の ST は、EWGLI（The 

European Worrking Group for Legionella 

Infections）により運用されている website

に 7 遺伝子の必要な部分の配列情報を照

合することで決定するが、ドラフトゲノ

ムのコンティグ配列から当該遺伝子配列

部分のみを正確に抽出するのは効率的で

はないため、リードデータをそのまま当

該遺伝子配列にマッピングすることで直

接 ST が決定できるパイプラインの構築

を目指した。 

前年度では、公開されている配列情報

から 7 遺伝子（flaA, pliE, asd, mip, mompS, 

proA, neuA）の SBT データベースを作成し

た。そのデータベースに対して、Miseq

で得られたリードデータを、SRST2 を用

いてマッピングを行い、得られたアリル

プロファイルを既知の ST データベース

と照合し、ST を決定するパイプラインを

構築した。但し、mompS についてはゲノ

ム上にタンデムに存在するオルソログ領

域のリードがマッピングされ、アリルが

正しくアサインされないケースが稀に存

在するという課題があった。 

今年度は、mompS2 の配列にのみマッピ

ングできる pipeline を動かすことができ

るようにし、7 遺伝子すべてに対応可能と

なった。また、データベースに登録され

ている 2927 個の ST のプロファイルの

データベースに更新した。サンガー法で

決定した配列でも利用可能となっており、

一時的に SBT の web サイトが使用できな

い状態になっている場合の有用な解析

ツールとなった。 

 

(2) MLVA 領域の特徴づけ 

 計算上推測されるフラグメントの大き

さから外れる MLVA 型を示した菌株の完

全長ゲノム配列を取得し、MLVA 領域周

辺構造を解析した。その結果、フラグメ

ントが検出されない菌株の中には、リ

ピート領域は存在しているが、primer の

ミスマッチにより増幅されない MLVA 領
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域（Lpms31 、Lmps01、Lmps13, Lpms39）

の存在が明らかになった。 

一方で、Intermediate-size として扱って

いた Lmps31 領域は、リピート領域が始ま

る上流の長さがPhiladelphia株と比較して

短くなっていた。さらに、最後のリピー

トの長さも短くなっていた。Lpms03 につ

いては、リピート数 7.5 を示した菌株は非

特異的な領域が増幅している可能性が示

唆された。 

 

(3)集団事例におけるゲノム分子疫学を

用いた PFGE、MLVA, SBT の遺伝子型別

の比較 

PFGE、MLVA、SBT の相違点が見いだ

された集団事例について、ゲノム系統解

析を用いて各分子疫学解析手法の解析結

果との比較検討を行った。 

PFGE において、患者由来株と F20-1（⑥

レーン）と F25 （⑦レーン）株以外の浴

槽水由来株および拭き取り由来株の

PFGE パターンは完全に一致した（図１A）。

拭き取り由来株である F20-1 と F25 は他

の菌株と３バンド違いであったが、

UPGMA による近似性は 86.9％となった。 

PFGE を実施した SG1 の 13 菌株の ST

は、ST59 とデータベースに存在しない新

しい ST の二種類に分かれたが、それらは

neuA の 1 遺伝子違いであった。ST59 を示

した 2 株は同じ浴槽の浴槽水と拭き取り

由来であった。MLVA 型は、ST59 の１株

が１領域違いであったが、他の 12 株の

MLVA 型は一致した。 

環境から分離された SG1 ではない F9-2、

F20-2 の ST、MLVA 型は他の菌株とは異

なっていた。 

これら 15 株のコアゲノム SNPs の系統

解析を行った（図 1B）。F9-2、F20-2 は、

他の菌株と比較して SNP 数が 10000 個以

上となり、他の菌株とは系統的に離れた

位置にカテゴライズされた。患者由来株

は系統的に近い位置に集約された。患者

由来株とSNP数20個以内の株が拭き取り

由来 F9-1 と F10 であった。患者由来株と

同一 ST だが、PFGE で３バンド違いだっ

た F20-1 と F25 株は、患者由来株との SNP

数約 300 個であり、PFGE の結果を反映し

ていた。また、ST59 の 2 株も患者由来株

との SNP 数は約 300 個であり、SBT の結

果を反映した系統樹となった。 

 

D．考察 

MLVA 周辺構造の解析から、フラグメ

ントが増幅されない菌株の中には、リ

ピート領域は存在しているが、primer の

ミスマッチにより MLVA 領域が増幅され

ていないことが明らかとなり、 primer の

改良が必要であると考えられる。一方で、

MLVA 領域の中には、Intermediate-size と

して扱っていた MLVA 領域があったが、

リピート領域が始まる前の長さが短く

なっており、また、最後のリピートの長

さも短くなっていた。このような株は、

計算通りのリピート数をとる菌株とは区

別する必要があるが、計算通りのリピー

ト数をとる菌株の中にリピート領域が始

まる前の長さが異なるような株が存在す

るのかについては、菌株数を増やし検討
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する必要がある。 

集団事例における全ゲノム系統解析か

ら、患者由来株と近縁な 2 株（SNP 数が

20 個以内）は同一の浴槽の拭き取りから

分離されており、その浴槽が直接の感染

源となっていた可能性が考えられた。コ

アゲノム SNPs 解析では、SBT、PFGE そ

れぞれの手法の結果を反映した系統樹と

なっていた。また、この結果から、PFGE、

SBT、MLVA のタイピングでは SNP 数 300

個程度の菌株間を clonal complex として

認識されていると考えられた。 

さらに、Miseq リードデータやコンティ

グ配列から ST を決める方法を確立し、

2927 個の ST のプロファイルのデータ

ベースに更新した。今後も定期的に ST プ

ロファイルを更新する予定である。一時

的に SBT の web サイトが使用できない状

態になっているが、サンガー法で決定し

た配列でも利用可能となっており、迅速

で有用な解析ツールとなった。 

 

E. 結論 

MLVA 領域の中には、primer の再考が

必要な領域、Intermediate-size として扱う

必要がある MLVA 領域が明らかとなった。 

さらに、集団事例におけるコアゲノム

SNPs解析から詳細な菌株間の関連性が明

らかとなった。PFGE、SBT、MLVA のタ

イピングでは、相同性の高い株として認

識されるが、コアゲノム SNPs 解析ではそ

れぞれの手法の結果を反映した系統樹と

なっていた。集団発生事例等個々の菌株

の同一性を詳細に確定させたい場合は、可

能であればゲノム解析を実施することが望ま

しいが、コスト等の面で難しい場合は PFGE、

MLVA、SBT を併用して分子疫学解析を実

施することが必要である。 

また、Miseq リードデータやコンティグ

配列から ST を決める方法を確立し、2927

個の ST のプロファイルのデータベース

に更新した。 
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表1: 完全⻑配列決定の菌株

strain ID SG ST

Lp
m

s3
1

Lp
m

s0
1

Lp
m

s3
5

Lp
m

s3
3

Lp
m

s3
4

Lp
m

s1
3

Lp
m

s1
9

Lp
m

s0
3

Lp
m

s4
0

Lp
m

s3
8

Lp
m

s3
9

Lp
m

s4
4

KL06-287 1 1 9.5 7 17 4 2 10 4 7 5 3 14 7
KL10-682 1 1008 9.5 7 17 4 2 10 4 7 5 3 14 7
KL05-209 13 2603 6.5 7 3 2 1 0 4 7.5 0 0 7 7
KL10-685 UT 2603 6.5 7 3 2 1 0 4 7.5 0 0 7 7
KL09-603 1 154 0 0 8 2 0 3 0 7.5 0 3 11 0
KL12-819 7 1422 9.5 7 17 4 2 10 4 7 5 0 14 7
KL09-578 13 2603 6.5 7 3 2 1 0 4 7.5 0 0 0 7
KL09-548 1 598 0 8 8 2 0 0 4 0 0 3 10 0
KL10-679 1 1334 0 0 11 1 0 3 0 7.5 0 0 12 0
NIIB3710 1 507 13.5 7 25 4 3 5 4 7 5 3 20 9
NIIB3758 1 507 16.5 7 25 4 3 5 4 7 5 19 20 9
NIIB3150 1 22 15.5 8 26 5 3 11 4 7 5 19 14 9
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2：
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