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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

を行い、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。 
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 領域やフラグメントが検出されない MLVA 領域

について詳細に解析した。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り、新たに primer を検討したところ、

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。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ること、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。 
各分子疫学解析手法の比較では、ST が一致で MLVA 型が異なる例、MLVA 型が一致

で ST 型が異なる例について計 28 株のゲノム配列を決定し、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、それぞれの例にお

いて、分子疫学的手法としての MLVA と SBT は全ゲノム系統解析の傾向を十分に反映

していると考えられた。ただし、それぞれの手法だけでは、菌株識別できない場合も

220



存在するので、双方の手法を併用するのが望ましいと考えられた。さらに、PFGE、
MLVA、SBT の相違点が見いだされた集団事例についても同様の検討を行った結果、

PFGE、SBT、MLVA のタイピングでは、すべての株が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た。 
MLVA を活用に関しては、複数の自治体にプロトコルを提供し、集団事例での検討

や施設の衛生指導にも活用した。 
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

作成した。 
 

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,  

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。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。 

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

めることを目的とした。 

 

B． 研究方法 

➀菌株： 

(1) 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）。 

(2) ST が一致で MLVA 型が異なる例とし

て ST507 の 9 株を用いた（表 2） 

(3) MLVA 型が一致で ST 型が異なる例と

して 20 株を用いた（表 3）。 

(3) 集団事例 A で用いた菌株は、表 4 の

通りである。 

(4) MLVA の primer 評 価 に は L. 

pneumophila SG1 の菌株 439 株を対象とし

た 1）。 
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(5) 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 5）。 

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 ゲノム解析：QIAseqFX(QIAGEN)を用 

いて DNA ライブラリを調製し、Miseq 

regent Kit v.3 を用いてリードデータを取

得した。A5-Miseq でアッセンブリし、

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には kSNP3 を

用いて解析した 5,6）。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。 

 

④ゲノムデータを利用した SBT の解析フ

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) MLVA 領域の検討 
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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 、

Intermediate-size として扱っていた MLVA

領域（Lmps31）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。 

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（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 6）。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 が異なることから、

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 6）。 

また、増幅しない株が多かった ST23, 

ST384,  ST550 に着目すると、増幅され

かった領域が 2nd primer により増幅され、

同一 MLVA 型となる株が増えた。従って、

同一 ST 内において、より正確な MLVA

型別が可能となった。 

 

（2)ゲノム分子疫学における MLVA, SBT

の遺伝子型別の比較 

SBT と MLVA における相違の要因を 

NGS を利用した L.pneumophila の全ゲノ

ム配列を用いた系統解析から明らかにす

るために、ST が一致で MLVA 型が異なる

例、MLVA 型が一致で ST 型が異なる例、

さらに、ある集団事例についてゲノム解

析を行い、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。 

① ST が一致で MLVA 型が異なる例 

ST507 の 9 株の MLVA 型は 5 種類に分

類された。そのうち、1 株だけが、Clonal 

Complex (CC)から外れた MLVA 型を示し

た（表 2 と図 1(A)）。9 株のコアゲノム

SNPs の系統解析を行った。その結果、CC

から外れた菌株は、コアゲノム系統樹で

も、他の菌株とは系統的に離れた位置に

カテゴライズされており、MLVA の MST

の近縁関係を反映していた (図 1(B))。 

② MLVA 型が一致で ST 型が異なる例 

 同一 MLVA 型を示した 20 株の ST は、

11 種類含まれており（表 3）、ST に基づ

く菌株間の関連性を図 2（A）に示した。

ST2311 と ST622 は CC から外れた。これ

らの株のコアゲノム SNPs の系統解析を

行った結果、コアゲノム SNPs の系統樹が

ST の MST の近縁関係を反映していた（図

2（B））。 

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
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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（図

3A、⑥レーン）と F25 （同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。

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、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 ST2592 の 2 種類に分かれ、

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。 

F9-2、F20-2 の ST、MLVA 型は他の菌

株とは異なっていた（表 4）。 

これら 15 株のコアゲノム SNPs の系統

解析を行った（図 3B）。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

は系統的に近し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。 

 

(3) MLVA 法の活用 

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 4）。 

 

③ 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。 

 

(4) 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
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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

し、解析フローを作成した（図 5）。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。 

 

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った。このよ

うな 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。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、リピート領域前

の flanking region の長さが異なっている

ことや最後のリピートの長さが中途半端

な長さであった。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

る必要があると考えられた。 

全ゲノム系統解析から、SBT, MLVA

の手法間の相違点ついて比較した。ST が

一致で MLVA 型が異なる例では MLVA 型

の MST が、MLVA 型が一致で ST が異な

る例においては ST の MST が、それぞれ

全ゲノム系統解析の傾向を反映していた。

従って、MLVA と SBTはレジオネラの全ゲノ

ム系統解析の傾向を十分に反映していると

考えられる。しかし、大まかな系統的位置は

一致するものの、片方の手法で細分化され

ているクラスターが、もう片方の手法では遺

伝子型が一致するというケースが存在するこ

とも明らかとなった。 

集団事例におけるコアゲノム 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が、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
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が考えられた。また、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。このように、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MLVA と 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かもし

れない。今後も引き続き、レジオネラ症事

例におけるゲノム解析を行い、検討を重

ねる必要がある。 

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。 

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、迅速で有用な解析ツールと

考えられた。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。 

 

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。 

分子疫学的手法としての MLVA と SBT

は全ゲノム系統解析の傾向を十分に反映

していると考えられた。MLVA を菌株の

スクリーニング（SBT の代替）に用いる

ことは、有用である。ただし、それぞれ

の手法だけでは、菌株識別できない場合

も存在するので、双方の手法を併用する

のが望ましい。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、集団事例でのゲノム解析事例

を増やし検討を重ねていく必要がある。 

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。 

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解

析フローを提示した。 
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表5.　解析したMLVA領域と2nd prim er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

表6.　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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5: L.pnuemophila SBT  
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