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研究成果の概要（和文）：水環境中の病原性細菌による水系感染症は，世界の最重要問題となっている．そこ
で，水環境における病原性細菌の情報を正確，かつ一斉に取得できる手法の開発が必要である．本研究では，大
腸菌病原遺伝子7種類を対象に，Multiplex PCR法による標的遺伝子の一斉増幅およびNGS法による塩基配列の一
斉解析を組み合わせた検出法の開発を検討した．新規の遺伝子定量法であるデジタルPCR法のコピー数とNGS法の
リード数の関係は，正の相関を示した．本研究のMultiplex PCR法とNGS法による一斉検出法は，7種類の標的遺
伝子を一斉検出でき，かつNGS法のリード数からコピー数の推定が可能である．

研究成果の概要（英文）：Waterborne diseases due to pathogenic bacteria in the water environment are 
a serious problem all over the world. Therefore, it is necessary to develop a method that can 
accurately and simultaneously obtain information on pathogenic bacteria in the water environment. In
 this study, the development of a detection method that combines the simultaneous amplification of 
target genes using the Multiplex PCR method and the simultaneous analysis of base sequences by the 
NGS analysis were investigated for seven types of E. coli pathogenic genes. As a result of the 
Multiplex PCR method, it was possible to simultaneously detect 5 out of 7 target genes. The 
relationship between the copy number of the digital PCR method established as a quantitative 
analysis and the read number of the NGS analysis, five types of E. coli pathogen-ic genes showed a 
positive correlation. In addition, it was suggested that the copy number can be estimated from the 
number of reads.

研究分野： 環境水質工学

キーワード： 水系感染症　病原細菌　病原遺伝子　一斉検出・定量　マルチプレックスPCR　NGSシーケンシング　コ
ピー数　リード数
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研究成果の学術的意義や社会的意義
病原性細菌の検出技術が発展しているにも関わらず，水環境において，それら病原性細菌の一斉検出法は確立さ
れておらず，情報・知見が乏しいのが現状である．本研究では，Multiplex PCR法における多数の標的遺伝子を
一斉に増幅させるプロセスとNGS法による塩基配列の一斉解析のプロセスを組み合わせて，水環境における病原
性細菌の一斉検出法の開発した．この開発した方法によって，これまで得られていなかった水環境における病原
遺伝子の存在実態と分布が追跡できる．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
水環境には人間活動や産業活動を起源とする多種多様な細菌が存在している．そして，その中

には病原性を有する細菌も存在する 1)．このような水環境中に存在する病原性細菌による水系
感染症は，世界中の最重要問題となっている 2)．病原性細菌を含む細菌の検出法として，細菌の
DNA や RNA を標的とした様々な検出技術が開発されており，急速に発展している．その代表
的な検出技術である PCR 法は，標的とする細菌の DNA を増幅させて検出する方法 3)であり，
複数の遺伝子を同時に増幅させ，細菌を検出する Multiplex PCR 法も開発されている．一方，
近年注目されている検出技術の一つである次世代シーケンシング（NGS）法は，塩基配列の異な
る膨大な数の遺伝子を一斉に解析できるため，細菌の一斉検出への展開も可能である。 
 
２．研究の目的 

 
病原性細菌の検出技術が発展しているにも関わらず，水環境において，それら病原性細菌の一

斉検出法は確立されておらず，情報・知見が乏しいのが現状である．そこで本研究では，Multiplex 
PCR 法における多数の標的遺伝子を一斉に増幅させるプロセスと NGS 法による塩基配列の一
斉解析のプロセスを組み合わせて，水環境における病原性細菌の一斉検出法の開発を検討した． 
 
３．研究の方法 

 
(1)標的遺伝子 
 病原性大腸菌の標的遺伝子は，腸管凝集付着性大腸菌の aggR，腸管出血性大腸菌の stx1，stx2，
腸管侵入性大腸菌または赤痢菌の ipaH，腸管病原性大腸菌の eae，腸管毒素原性大腸菌の STh，
LT の 7種類を対象とした．また，大腸菌の特異遺伝子である uidA 遺伝子も対象とした． 
(2)プライマー設計 
 各標的遺伝子について，5つ以上の遺伝子配列をGenBankデータベースから取得した．その後，
Primer3Plus を用いて，増幅サイズが 300~350 bp の範囲となるように設計した．また，eae 遺伝
子と uidA 遺伝子のプライマーは既存のものを参考に作成した． 
(3)Multiplex PCR 法 
 実験は，KAPA Taq Extra PCR Kit を用いて行った．プライマーは終濃度が 0.25 μMとなるよ
うに調整し，標的遺伝子は，PCR Grade Water で 1,000 倍希釈したものを 1 μL 使用した．
Multiplex PCR反応は，以下の条件で実施した：最初熱変性を 95°Cで 1分間，95°Cで 15秒
間，58°Cで 15秒間，72°Cで 30 秒間を 40サイクル，最終伸長反応を 72°Cで 7分間． 
(4)デジタル PCR 法による標的遺伝子の定量 
NGS 法で得られたリード数と dPCR 法で定量した遺伝子濃度を比較し，本研究の一斉検出法をよ
り定量的に評価するため，病原大腸菌遺伝子を定量した．その後，検量線を作成し，検出限界値
を決定した．プライマーとプローブは終濃度が 0.9 μMと 0.25 μMとなるように調整した．反
応条件は以下のとおりである：最初熱変性を 95°Cで 30 秒間，95°Cで 15秒間，58°Cで 1分
間を 40サイクル． 
(5)次世代シーケンサーによる増幅産物の解析 
増幅産物の量に対するリード数の変化を確認するため，標的とした大腸菌病原遺伝子の標準 DNA
から 5段階の 10 倍希釈系列を作成し，PCR反応を行った．その後，PCR 増幅産物を用いてライブ
ラリー調整し，DNBSEQ G400（MGI Tech）によって 2x200 bp の条件でシーケンシング解析を行っ
た．得られた塩基配列とプライマー設計の際に取得した遺伝子配列情報を比較することによっ
て，各大腸菌病原遺伝子のリード数を求めた． 
 
４．研究成果 
 
(1)Multiplex PCR 法による大腸菌病原遺伝子の検出 
今回はプライマー（8対）をすべて混合した反応液に 1つの標的遺伝子を添加して PCR反応を行
ったため，各標的遺伝子と大腸菌の特異遺伝子である uidA 遺伝子の二つのバンドがそれぞれの
サンプルで確認された．stx1，stx2，ipaH，STh，および LT の 5 つの病原遺伝子については，設
計した増幅サイズのバンドが確認された．aggR 遺伝子と eae 遺伝子は増幅が確認されなかった
が，aggR と eae の病原性遺伝子については，Single PCR 法で増幅が確認された． 
(2)NGS 法による増幅産物の解析 
mPCR 法では stx1，stx2，ipaH，STh，および LT の 5 つの病原遺伝子と uidA 遺伝子，Single PCR
法では aggR と eae の病原性遺伝子をそれぞれ増幅させた．電気泳動結果から stx1，stx2，ipaH，
STh，LT，および aggR と uidA 遺伝子については 1 倍希釈と 10 倍希釈の試料においてバンドが
確認された．eae については全ての試料でバンドが確認された．各 PCR 産物は等量混合し，シー



 

 

ケンシング解析に供した． 
表-1に，作製した増幅産物を NGS 法で解析した結果を示す．aggR，stx1，stx2，ipaH，LT，お

よび uidA は希釈倍率の増加に伴い，検出されるリード数が減少する傾向にあった．一方で，eae
は希釈倍率の増加に伴い，リード数の増加傾向が見られた．STh 遺伝子についてはどの希釈段階
においても遺伝子配列が検出できなかった．また，各遺伝子で検出されるリード数に違いが見ら
れた．濃度が最も濃く比較的 PCR反応で増幅されやすいであろう 1倍希釈の試料では，最も多く
のリード数が検出された eae（726,944 reads）と最も少ないリード数の aggR（150 reads）にお
いて 3オーダーほどリード数の差が確認された． 
aggR，stx1，stx2，ipaH，LT，および uidA の遺伝子は電気泳動による増幅確認で 10 倍希釈ま

でしかバンドが確認できなかった．しかしながら，NGS 法で解析を行うことによって 100 倍希釈
の試料においても存在の有無を確認することが可能であった．このことから，NGS 法による解析
は，電気泳動で遺伝子の有無を確認するよりも高感度で標的遺伝子を一斉検出することができ
ると示唆された． 
(3)dPCR 法のコピー数と NGS 法のリード数の関係 
aggR，stx1，stx2，ipaH，eae，LT，および uidA におけるコピー数とリード数の相関関係を調
査したところ，それぞれの相関係数は 0.978，0.998，0.986，0.970，-0.896，0.985，および 0.976
であり，eae 遺伝子以外は正の相関を示した．eae 遺伝子のプライマーは他の遺伝子と比較して
アダプターの付加効率が良く，PCR 産物の量も多かった可能性がある．そのため，PCR 産物の総
量が少ない試料ほど他の遺伝子の PCR 産物とのアダプターの付加の競合が生じづらく，優先的
にライゲーションしたと考えられる．そして，NGS 法のライブラリー調整時の PCR反応でさらに
増幅し，PCR 産物の量が少ない試料ほど多くの eae 遺伝子配列が検出されたと示唆された．本研
究で対象とした 7 種類の病原遺伝子において，正の相関を示した 5 種の遺伝子（aggR，stx1，
stx2，ipaH，LT）は，Multiplex PCR 法と NGS 法を組み合わせた遺伝子のリード数から，遺伝子
のコピー数を推定することが可能である．また，各遺伝子のリード数に半定量的な情報が得られ
る． 
 

表-1 NGS 解析によって得られた標的遺伝子のリード数 

 
４．まとめ 

 
(1)設計したプライマーを使用して7種類の大腸菌病原遺伝子うち，5種類を Multiplex PCR法，
残りの 2種類を Single PCR 法で遺伝子増幅することで大腸菌病原遺伝子の一斉検出が可能であ
る． 
(2)NGS 法による解析の結果，PCR 法で遺伝子増幅の有無を確認する従来の検出法と比較して，
NGS 法による解析は高感度かつ多数の遺伝子を一斉検出できる． 
(3)dPCR 法のコピー数と NGS 法で検出された各標的遺伝子のリード数の関係を検討したところ，
標的遺伝子の aggR，stx1，stx2，ipaH，LT，および uidA が正の相関を示し，NGS 法のリード数
からコピー数を推定することが可能であった． 
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1 10-1 10-2 10-3 10-4

EAEC aggR 150 78 24 6 1

stx1 2,097 231 2 0 0

stx2 53,020 25,154 42 1 12

EIEC ipaH 467,538 358,291 15,070 1,309 815

EPEC eae 726,944 1,055,850 1,658,543 1,568,295 1,798,269

STh 0 0 0 0 0

LT 8,469 1,282 64 13 0

E. coli uidA 7,586 2,787 229 106 254

リード数（reads）

EHEC

ETEC

標的遺伝子
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