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研究成果の概要（和文）：菌血症の診断は、血液培養による菌の分離と得られた単一コロニーを用いた菌種同定
等によって行われている。しかし、患者内に存在する原因菌は必ずしも単一なクローンではなく、何らかの遺伝
的多様性が存在し、治療や宿主免疫等によってさらに変化している可能性もある。菌血症例を対象として、集団
遺伝学的視点とメタゲノム解析を組み合わせて、個別の患者内に存在する原因菌の遺伝的多様性とその変動を解
析した結果、菌血症の発症・進展に係わる新たな知見が得られた。

研究成果の概要（英文）：Diagnosis of bacteremia is performed by identification of bacterial pathogen
 using blood culture technique and single colony isolation. However, the causative bacteria present 
in the patient are not necessarily single clone. It is possible that some genetic diversity exists, 
and further changes will be occurred by treatment or host immunity. In this study, we performed 
population genetics and metagenomic analysis to reveal the genetic diversity of the causative 
bacteria present in individual patients and their variation in cases of bacteremia.

研究分野：細菌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
菌血症を発症した血液中の病原細菌を集団として捉えて、集団遺伝学的な視点から、その遺伝的多様性を解析す
るという新しい発想に基づく研究であり、特定の分離菌株のみを対象とする従来の解析では得られなかった菌血
症の発症・進展に係わる新たな知見が得られた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
菌血症は、早期に適切な治療を行わないと細菌性髄膜炎や感染性心内膜炎などの重症感染症
へと進行する。敗血症に進行すると依然として致死率は高く、原因病原菌の迅速で正確な把握
が重要である。そのための一般的な検査は血液培養であり、診断と治療に必要な情報を提供す
る。菌血症では、極少量の病原細菌が侵入した後、増殖した菌が血液中に侵入して全身を循環
する状態になると考えられている。多くの病原細菌で、体内や体液中での増殖に係わる因子に
ついての研究は進んできているが、実際にどのようなクローン（単一のクローンあるいはクロ
ーン集団）が血液中に侵入し、どのようなクローンが選択されているのか、また、その過程で
どのような遺伝的変化が生じるのかなど、菌血症の発症・進展過程における病原細菌の動態は
解析されていない。 
 
 
２．研究の目的 
菌血症の診断は、血液培養による菌の分離と得られた単一コロニーを用いた菌種同定等によ
って行われている。しかし、患者内に存在する原因菌は必ずしも単一クローンではなく、何ら
かの遺伝的多様性が存在し、治療や宿主免疫等によってさらに変化している可能性もある。本
研究では、菌血症例を対象として、集団遺伝学的視点とメタゲノム解析を組み合わせて、個別
の患者内に存在する原因菌の遺伝的多様性とその変動を解析する。これにより菌血症の発症や
進展に係わる病原菌の動態や菌種の違い等による患者内での遺伝的多様化の差異を明らかにし、
症例に応じた次世代治療・診断を実現するための情報基盤を構築する。さらに、ヒト生体内で
強い選択を受ける遺伝子が同定できるため、ヒト生体内での生存に係わる新規病原遺伝子の発
見も期待できる。 
 
 
３．研究の方法 
九州大学病院で臨床検査部に提出される血液検体のうち、血液培養が陽性となった検体は全て、
一定期間保存されている。そのうち、確実に感染症と診断、臨床検査で単一菌種が分離、コンタ
ミネーションが否定された、この3条件を満たす症例を解析対象に選んだ。原因菌の配列情報を
効率良く取得するため、ヒトDNA の混入を避け、細菌由来のDNA が多く含むようなDNA サンプル
を調製した。具体的には、保存検体から低速遠心でヒト由来成分を取り除き、その上清を遠心し
て細菌を回収した。この試料からMolYsis Plus Kit（Molzyme 社）を用いて細菌DNAを精製した。
NGS 用ライブラリ調製は、シーケンスバイアスが少なく、本研究の解析に最も適していたQIAseq 
FX DNA library Kit（Qiagen 社）を用いて行った。イルミナHiSeqシーケンサを用いて、検体毎
にゲノム配列の約100 倍分のデータ（151 bpのペアエンドシーケンス）を取得した。シーケンス
されたヒト由来配列を除去するために、公開されているヒトゲノム配列にBWA プログラムを用い
てマッピングし、非マップリードペアのみを抽出した。さらに、哺乳類の配列データベースに対
して相同性（blastNプログラム）が見られたリードペアは全て除外し、確実に細菌由来と考えら
れる配列だけを解析に使用した。一塩基多型（SNP）や塩基配列の挿入/欠失（InDel）等の遺伝
的多様性を特定するには、参照ゲノム配列が必要である。ゲノム配列データが公開されている菌
株は、実際の解析対象とする菌株と遠い遺伝的関係にあり、高精度な遺伝的変化の検出が望めな
い場合が多いと予想されるので、メタゲノム配列データをアセンブリ（Platanus プログラム）
してドラフトゲノム（多型が存在する場合は多数決によるコンセンサス配列になる）を取得し、
参照配列とした。これにメタゲノム配列をBWA を用いてマッピングし、信頼を下げる要素（マル
チヒットやInDel 周辺等のミスアライメント等）を丁寧に除外した後、確実に複数の塩基型が確
認される多型部位（ヘテロサイト）を検出する。必要に応じてキャピラリーシーケンサで確認し
た。 
複数のヘテロサイトが検出された場合、メタゲノム解析では、それらが同一ゲノム配列上に存
在するか否かは分からないため、クローン集団を構成するクローン数や遺伝型、その比率は決定
できない。そこで、保存検体を平板培地に塗抹して得られたコロニー（個別菌）の全ゲノムシー
ケンスを行った。シーケンスする個別菌の数は検出されたヘテロサイト数とその塩基比を参考に
して決定した。 
細菌が生体内で新たに獲得した遺伝的変化は、生体内での生存に有利な形質に係る可能性があ
る。1 塩基の変異がアミノ酸置換を生じ、薬剤感受性が大きく変わることも知られており、治療
効果に大きな影響を与える。そこで、Prokkaプログラムを使用して参照配列に詳細な遺伝子情報
を付加し、遺伝的変化を生じたサイトが遺伝子間/内領域であるか、遺伝子内であればアミノ酸
変異を伴うかどうかを解析し、形質変化を伴う可能性のある変異を抽出した。有利に機能するこ
とが予想される遺伝的変化がみられた場合、個別菌を用いた解析によって変化した形質の確認・
検証し、その表現型と生体内で受ける選択圧（抗菌剤や免疫系）との関連を検討した。 
 
 
４．研究成果 
解析にもちいた陽性症例数は計350検体となった。検体から精製されたDNAは、その80-90%以上
が細菌由来DNAであることを、細菌およびヒト特異的な定量的PCR法を用いて確認した。シーケン



スされた多くのサンプルで、メタゲノムシーケンス解析によりヘテロサイトが確認された。 
その解析の1例として、Helicobacter cinaediによる再燃症例で確認された患者内多様性を挙
げる。本菌は、高い再燃率が問題になっているが、感染源や感染経路は明らかにされていない。
本症例は、発症期に51日間の時間的間隔があった。それぞれの血液検体を全ゲノムシーケンス解
析した結果、複数の塩基型が確認される多型部位（ヘテロサイト）がゲノム上に6ヶ所確認され
た。そこで、同一染色体上に存在する遺伝型（ハプロタイプ）を明らかにするために、平板培地
に塗抹して得られたコロニー（個別菌）の全ゲノムシーケンス解析をおこなった。個別菌の解析
の結果、初発期に5つの宿主内多様性（遺伝型）、再燃期には2つの遺伝型が確認された。再燃期
の遺伝型は、初発期に確認された遺伝型であった。初発期に存在した多様性は、複数クローンが
体内に侵入した可能性だけでなく、発症するまでに生体内で本菌がコロナイゼーションしていた
可能性が考えられた。また、初発期から再燃期までの優勢クローンの経時的な移り変わりは、患
者生体内で有利なクローンが選択された可能性が考えられた。そこで、各ヘテロサイトについて
詳細な解析を行ったが、本症例では宿主内の環境から受けた選択圧（たとえば、治療のために投
与された抗菌薬）からエスケープした形跡の特定には至らなかった。 
この検体のほかに、高頻度でヘテロサイトが確認された検体が多くあり、非常に複雑な解析
作業になっている。多様なクローンが検出される頻度と、原因菌種の常在性/環境由来や侵入門
戸、感染経路などとの相関解析を行い、各菌種における多様化の様式・パターンを明らかにする
ことを目指して、現在詳細な解析を進めている。 
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