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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、フラグメントが検出されない MLVA 領域について、新たに primer を検討

した。特に Lpms01, Lpms13, Lpms31 の MLVA 領域で大きく改善され、より正確な MLVA
型別が可能となった。新たな primer を用いた Multiplex PCR のプロトコルを確立した。

MLVA を活用に関しては、昨年の緊急事態宣言後に営業再開した施設の菌数増加につ

いて、菌株の定着性を明らかにし、施設の衛生指導に役立てた。 
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、ST のデータ

ベースを 2021.7.12 時点のもの（3,010 profiles）に更新した。また、解析フローを作成

し、複数の連携機関に提供した。 
 

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 

based typing）法である。SBT法は、7つの

遺伝子（flaA,  pliE,  asd,  mip,  mompS,  
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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。本研究の目的

は、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指

すことである。 

今年度はprimerのミスマッチにより増

幅されないMLVA領域について、primerの

検討および評価を行った。また、MLVA

の活用促進のために複数の協力機関に協

力してもらい、集団事例や施設の衛生管理

でのMLVAの有効性を検証した。さらに、

ゲノムデータを利用したL. pneumophilaの

SBT解析フローを考案し、複数の協力機関

に活用してもらい有用性を評価した。 

 

B． 研究方法 

➀菌株：MLVA の primer 評価には L. 

pneumophila SG1 の菌株 439 株を対象とし

た 1）。 

施設の衛生管理における MLVA の活用

では、神戸市の３施設において平成 24 年

か ら 令 和 2 年 度 に 分 離 さ れ た L. 

pneumophila を解析対象とした。 

②MLVA： Sobral ら 2）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 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。 

また、新たな primer として、Pourcel ら

によって報告された primer3 ） 4)を 2nd 

primer として用いて、上記の方法でフラ

グメント解析を行った（表 1）。 

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。 

 

③ゲノムデータを利用した SBT の解析フ
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ロー：リードデータのマッピングによる

解析手法として SRST2（https://github.com

/katholt/srst2）を、アセンブリしたドラフ

トゲノム配列から ST を決定する手法と

して Legsta（https://github.com/tseemann/le

gsta）を、更に mompS が正確に決定でき

なかった場合に利用するツール（https://gi

thub.com/bioinfo-core-BGU/mompS）の 3

種類を提案した。それぞれの SBT データ

ベースを最新のものに更新し、特に SRS

T2についてはSBTを解析するための条件

を最適化し、ツールのインストール方法

も含めた汎用的なマニュアルを作成して

協力機関に提供した。 

 

C．研究結果 

(1) ゲ ノ ム デ ー タ を 利 用 し た L. 

pneumophila の SBT 解析フロー 

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。今年度は解析フローを作成

した（図 1）。複数の研究機関に Web での

研修を複数回行い、解析に必要なソフト

等の環境を整えてもらった。実際に、7

株のリードデータ及びドラフトゲノム

データ提供し、実際に解析フローを基に

ST を決定してもらったところ、当所の結

果と一致した良好な結果を得ることがで

きた。したがって、他の研究機関にも提

供できる解析ツールを提示できることが

可能となった。 

また、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にも有

用な解析ツールとなっている。 

 

(2) MLVA 領域における primer の検討 

 昨年度、primer のミスマッチにより増

幅されない MLVA 領域（Lpms31 、Lmps01、

Lmps13, Lpms39）の存在が明らかになっ

た。そこで、以前解析した L. pneumophila 

SG1 439 株の MLVA プロファイル中で、

MLVA 領域ごとに増幅されなかった株

（”null”株）の存在を調べた（表2）。Lpms13 

と Lpms01 はそれぞれ 39 株（8.9％）、31

株（7.1％）で増幅されていないことがわ

かった。 

Pourcel ら 3）4)によって報告された MLVA

領域は Sobral 2）らと同じ MLVA 領域を用

いているが、primer が異なる。そこで、

Pourcel らによって報告された primer (2nd 

primer とする)を用いて増幅されなかった

株について検討した。その結果、Lpms01, 

Lpms13, Lpms31 の MLVA 領域において

大きく改善された（表 2）。 

また、Lmps01 と Lmps13 の MLVA 領域

が増幅しない株が存在していた ST23, 

ST384,  ST550 の株では、2nd primer によ

り増幅され、MLVA 型が確定できる株が

増えたことで、より正確な MLVA 型別が

可能となった。 
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(3) MLVA の活用 

➀施設の衛生管理における活用 

昨年の緊急事態宣言後に営業再開した

３施設において 10,000 CFU/100 mL 以上

の 菌数が検出された。その施設における

菌数増加について、MLVA を用いた菌の

定着性を調べた。平成 24 年から継続的な

モニタリング検査で分離された菌株の

MLVA 型と緊急事態宣言後（令和 2 年度）

に分離された MLVA 型を比較した。その

結果、B,C 施設では、R2 年度に分離され

た株と同じ遺伝子型の株が、過去にも分

離されていた。D 施設で分離された 2 株

のうち、一方は宣言前の期間に分離され

たものと同一遺伝子型であったが、もう

一方は R2 年度に初めて分離された（図 2）。 

 

②複数の協力機関との連携 

今年度は複数の自治体の集団事例にお

いて、MLVA を実施してもらった結果、

PFGE、SBT、MLVA は概ね相関した結果

となった。 

 

D．考察 

primer のミスマッチにより増幅されな

い MLVA 領域は、Pourcel らが報告した

primer を用いることで、大幅に改善する

ことが明らかとなった。MLVA 領域自体

は Sobral らと同じ領域を解析しているこ

とになるので、型別には問題ないと考え

られる。“null”の株をより正確に型別した

い場合は、2nd primer を用いることが望

ましいと考える。さらに、 “null”の株が

比較的多数存在しているSTは、2nd primer

を用いることでより正確な MLVA 型を決

定することができた。今後は primer を変

えることで大きく改善した  Lpms01, 

Lpms13, Lpms31 については、最初から

2nd primer に変更し、現状の MLVA のプ

ロトコルを改変することも検討する必要

がある。そのためには、 2nd primer

で”null“になる株があるかの評価を行う

必要がある。 

継続的にモニタリングしている施設に

おいて、増加した菌がもともと施設に定

着している菌か、あるいは新規の株なの

か、簡便な MLVA を用いることで判断す

ることができた。このように、菌株の同

一性（定着性）を継続的に調べる解析ツー

ルとして MLVA は有用であり、施設への

衛生指導に役立てることができると考え

られた。また、今回、複数の自治体でMLVA

を導入することができ、集団事例への検

証を進めることができた。 

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、ST

のデータベースを 3,010 profiles に更新し

た。また、解析フローを作成し、複数の

連携機関に提供し、実際の Web 研修で解

析できるような環境を構築することがで

きた。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

析ツールとなっている。 
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E. 結論 

primer のミスマッチにより増幅されな

い MLVA 領域は primer を変えることで、

大幅に改善され、より正確な MLVA 型別

が可能となった。 

施設の衛生管理における汚染源調査に

おいて、簡便な MLVA を用いることで、

菌株の同一性（定着性）や新規性を継続

的に調べることができ、施設への衛生指

導に役立てることができると考えられた。 

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解析

フローを提示した。 
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表１.　解析したMLVA領域とプライマー配列

MLVA  locus primer Sequence (5'→3’）(Labeling)

Lpms01-2nd Lpms01F_2nd (NED)-ACGRGCATATGACAAAGCCTTG

Lpms01R_2nd CGGATCATCAGGTATTAATCGC

Lpms03-2nd Lpms03F_2nd (VIC)-CAACCAATGAAGCAAAAGCA

Lpms03R_2nd RGGGSTTGATGGTCTCAATG

Lpms13-2nd Lpms13F_2nd (NED)-CAATWGCATCGGACTGAGYA

Lpms13R_2nd TGCCTGTGTATCTGGRAARGC

Lpms19-2nd Lpms19F_2nd (PET)-GAACTATCAGAAGGAGGCGAT

Lpms19R_2nd GGAGTTTGACTYGGCTCAGG

Lpms31-2nd Lpms31F_2nd (FAM)-GCAATCCGGCCTCGCAAGCC

Lpms31R_2nd CAGGCACACCTTGGCCGTCA

Lpms34 -2nd Lpms34F_2nd (FAM)-GAAAAGGAATAAGGCGCAGCAC

Lpms34R_2nd AAACCTCGTTGGCCCCTCGCTT

Lpms35-2nd Lpms35F_2nd (PET)-CTGAAACAGTTGAGGATGYGA

Lpms35R_2nd TTATCAACCTCATCATCCCTG
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表2.　L. pnuem ophila  SG1 439 株における各MLVA領域の増幅

M LVA locus "null"の株数
2nd prim erで

増幅した株数

Lpm s01 31 (7.1% ) → 22

Lpm s03 3 (0.6% ) → 3

Lpm s13 39 (8.9% ) → 37

Lpm s19 10 (2.3% ) → 4

Lpm s31 13 (3.0% ) → 11

Lpm s34 13 (3.0% ) → 1

Lpm s35 6 (1.4% ) → 1
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