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研究成果の概要（和文）：本研究ではNTM同定のためのMLSTデータベースおよびそれを用いた同定ソフトウェア
であるmlstverseを開発した．これにより同日中に菌種同定を行うとともに，クラリスロマイシンなどのNTM症治
療のキードラッグに対する薬剤耐性予測が行えるようになった．また核酸抽出方法及び増幅手法の最適化を行う
ことで，喀痰検体の取得から数日でのNTMの網羅的同定を実現することができた．

研究成果の概要（英文）：The prevalence of nontuberculous mycobacteria (NTM) pulmonary diseases has 
been increasing worldwide. NTM consist of approximately 200 species and distinguishing between them 
at the subspecies level is critical to treatment. We developed a novel multi-locus sequence typing 
(MLST) database based on 184 genes from 7547 assemblies and an identification software, mlstverse, 
which can also be used for detecting other bacteria given a suitable MLST database. This method 
demonstrated the capacity for rapid detection of NTM, 10 min of sequencing of the ONT MinION being 
sufficient. Application of this methodology could improve disease epidemiology and increase the cure
 rates of NTM diseases.

研究分野：ゲノミクス

キーワード： 非結核性抗酸菌症　病原体検出　MLST　全ゲノムシーケンシング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
NTM症は難治性の呼吸器疾患の総称であり，NTMはおよそ200種が知られ，亜種の違いにより異なる薬剤耐性を示
す．そのため治療方針決定のためには亜種レベルの正確な同定が要求され，これまでの手法では正確な同定を行
うことは困難であった．本研究ではこの同定を，正確かつ短期間で行う手法を確立した．これによりNTM症診断
にかかる期間は従来の4-8週間から数日に短縮されるため，より早期の確定診断・治療開始が可能となり，より
良い治療方法の確立へ繋がることが期待される．

※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。
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１．研究開始当初の背景 

NTM症は難治性の呼吸器疾患の総称であり，NTMはおよそ 200種が知られ，亜種の違いによ

り異なる薬剤耐性を示す．そのため治療方針決定のためには亜種レベルの正確な同定が要求さ

れ，これまでの手法では正確な同定を行うことは困難であった．それに加えて，当初ゲノム配列

が既知であった NTMは限られており，ゲノム情報に基づいた種同定が行えない状況にあった． 

 

２．研究の目的 

（１）本研究課題では NTM同定のための MLSTデータベースを構築し，それを用いた菌種同

定および薬剤耐性予測を行うソフトウェアであるmlstverseの開発を行う． 

（２）喀痰中に含まれるメタゲノム DNAから早期にNTMの菌種を行うために，核酸抽出手法

およびゲノム増幅方法の検討を行う． 

 

３．研究の方法 

（１）GenBank および RefSeq (NCBI Reference Sequence Database)より 175 種からなる NTM ゲ

ノム 7547 配列を取得し，そのうちの 184 遺伝子を抽出することで MLST データベースを構築し

た．シーケンスされたサンプルのゲノム配列をデータベース上にマップし，R言語により記述さ

れたカスタムスクリプトを用いてMLST解析を行い菌種同定を行った．またデータベース中の184

遺伝子には薬剤耐性に関与するとされる 12 遺伝子が含まれており，ResFinder に登録された薬

剤耐性変異を探索することで薬剤耐性予測を行った． 

（２）Mycobacterium agri の培養を行い，核酸抽出手法として，シリカビーズによる単純破砕, 

Chelex-100, GenCheck, LoopAmp, Lucigen, NucleoSpin Microbial DNA の 6条件の比較を行っ

た．またゲノム増幅手法として抽出した M. agri ゲノム DNA を用いて，TruePrime, PicoPlex, 

REPLI-g, DOPlify, Rapid PCR Barcoding Kit を用いた手法についてそれぞれ検討した．Rapid 

PCR Barcoding Kit 以外の増幅産物については Rapid Barcoding Kit を用いてライブラリ化を

行いシーケンスし，配列の QC を行った．最も NTM のゲノム解読に適した手法を組み合わせて喀

痰や早期培養検体からの NTM 検出を行う． 



 

４．研究成果 

（１）NTM症患者由来の培養検体に対して確立した手法の評価を実施したところ，従来のゲノ

ム配列をベースとした 16S rRNA や ANI を用いた評価に比べ，感度・精度ともに上回ってお

り，従来手法ではいずれも達成できなかった亜種レベルでの同定を行うことができていた．また

キードラッグであるクラリスロマイシン耐性についても予測結果の評価を行ったところ，薬剤

感受性試験の結果と 96%(47/49検体)一致した． 

（２）ゲノム抽出手法としては，シリカビーズによる単純な破砕による方法が最も低菌量におけ

るゲノム回収量が最も多く，また菌量に対する DNA抽出量が線形を示した．また全ゲノム増幅

手法としては REPLI-gおよび PicoPlexがゲノム中の全領域を増幅できており，特に REPLI-g

についてはリアルタイムに配列を出力可能な MinION 等に適した長鎖 DNA が増幅産物として

取得できていた． 

そこでビーズ破砕による方法と REPLI-gによる手法を組み合わせて，喀痰からの直接同定お

よび MGIT 培養産物からの早期同定を試みた．その結果喀痰からの直接同定率は 33% 程度に

留まったのに対し，2-7 日程度の MGIT による培養を経た検体からの早期同定ではすべての検

体において菌種同定を行うことができた．これによりNTM症診断にかかる期間は従来の 4-8週

間から数日に短縮されるため，より早期の確定診断・治療開始が可能となり，より良い治療方法

の確立へ繋がることが期待される． 
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