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研究成果の概要（和文）：本研究課題ではOxford Nanopore Technologies社のシークエンス技術を用いて、感染
症発生の現場でオンサイトに解析を行い、その場で網羅的な病原体同定結果が得られるメタゲノミックタイピン
グ手法の研究開発を行った。構築した病原体同定のクラウドコンピューティングシステムを活用し、非結核性抗
酸菌の同定を行った。この取り組みにより、従来法では同定不可能であった症例からMycobacterium senriense 
という新種の発見や菌種レベルの同定において99.1％の精度を示し、84.5％を亜種レベルで同定したMGIT-seqと
いう手法論を確立した。

研究成果の概要（英文）：This study aims to develop a metagenomic typing method that can be analyzed 
on-site at an infectious disease outbreak to achieve comprehensive pathogen identification. We used 
the portable sequencing devices from Oxford Nanopore Technologies and constructed a cloud computing 
system for the identification of Non-tuberculous Mycobacterium. This effort led to the discovery of 
a novel species, Mycobacterium senriense, from a case that could not be identified by conventional 
methods and the establishment of MGIT-seq methodology which demonstrated 99.1% accuracy at the 
species level and 84.5% accuracy at the subspecies level.

研究分野：感染症内科学

キーワード： 感染症　メタゲノミクス　病原細菌　抗酸菌　微生物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
感染症対策の初動の基本は病原体同定であり、究極的な病原体同定手法としては感染症が発生しているその場所
で、あらゆる病原体の同定を行うことが望ましい。そこで新たにポータブル型の次世代シークエンス技術による
非結核性抗酸菌（NTM）の同定システムの構築を行った。本研究成果で得られた方法論であるMGIT-seqは菌種レ
ベルの同定において99.1％の精度を示し、84.5％を亜種レベルで同定した。このMGIT-seqは、非結核性抗酸菌の
網羅的な種同定を達成し、臨床現場における単一の検査による亜種同定と肺NTM症治療戦略の決定に適用できる
可能性がある。

※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 
現在、世界では未だに収束しないエボラ出血熱の流行やアフリカで広がるコレラ感染など多
くの感染症の問題を抱えている。我が国においても風疹や麻疹の再流行や、動物における鳥イン
フルエンザウイルスや豚コレラウイルスの流行が問題視されており、病原体同定や日々の疫学
調査能力の向上が求められている。感染症対策の初動の基本は病原体同定であり、究極的な病原
体同定手法としては感染症が発生しているその場所（オンサイト）で、あらゆる病原体の同定を
行うことが望ましい。これまでに小型な PCR 機器の開発や LAMP 法などのオンサイトな解析
手法論が開発されてきたもののPCRがベースであるためゲノム情報の網羅性が低く正確な同定
を行うことはできない。また現在普及している次世代シークエンサーはメタゲノム解析により
網羅的に病原体を探索できる可能性があるが、機器が大型であるため感染症の発生現場その場
での解析は不可能であった。そこに次世代シークエンス技術の発展により、新たにポータブル型
の次世代シークエンス技術である Oxford Nanopore Technologies (ONT)社の MinION デバイ
スが 2014 年に登場し、その 5 年後にはバージョン R10 フローセルのリリースによってシーク
エンス精度が大幅に向上し、病原体検出や遺伝子マーカー解析に実用化の目処が立ちつつある。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、この ONT社のシークエンス技術を用いて、感染症発生の現場でオンサイト
に解析を行い、その場で網羅的な病原体同定結果が得られるメタゲノミックタイピング手法の
研究開発を行う。これまでも ONT社はオンサイト解析を強調してきたが、実際にはそのほとん
どがその場でシークエンスだけを行ったのちに、研究室にシーケンスデータを持ち帰り大型計
算機による解析が行われるという、オンサイト解析とは程遠いのが現状である。こうした背景に
は、NGSから得られるデータがあまりに膨大であるが故に、処理しうるだけのネットワークお
よび計算基盤が確立できていないことが挙げられる。 
 
３．研究の方法 

MinIONは小型携帯機であるが、そのデータ量は膨大であり 1回のシークエンスで最大 500GB
から 1TBの生データが出力され、最終的に 20Gb程度の遺伝配列情報が取得可能である。こうし
たデバイスが遺伝情報を出力する IoT 機器として広く病院やフィールド調査で普及した場合、
課題となってくるのはいかにしてデータをやりとりし、また解析処理を行うかという点である。
この課題を解決するために本研究では、シークエンス作業と解析作業を分け、シークエンス作業
は出来るだけ臨床現場に近い場所で実施し、得られたゲノムデータはリモートで大型計算機に
自動で送信し解析後、臨床現場に結果を即時に返すようなクラウドコンピューティングを活用
したシステム開発を行った。 
 
４．研究成果 
 
構築した病原体同定のクラウドコンピューティングシステムを活用し、下記に示したような
非結核性抗酸菌（Non-Tuberculous Mycobacteria：NTM）同定の成果を得た。 
 
（1）新種Mycobacterium senrienseの発見 
慢性閉塞性肺疾患のある 74歳の男性が、数日間続く発熱と呼吸困難のため受診となった。慢
性呼吸器症状が繰り返し増悪し、複数回の入院を要した既往があった。胸部 CTでは、左上葉に
圧密を伴う両側肺気腫、左下葉に軽度の気管支拡張が認められた。喀痰検体は、M.tuberculosis、
M.aviumおよびM. intracellulareの抗酸菌塗抹および TRC反応は陰性であった。しかし、マイコ
バクテリア増殖インジケーターチューブによる 1 週間の培養試験では、マイコバクテリアが陽
性であった。培養したマイコバクテリアはアキュプローブシステムで M. avium complex の陽性
結果を示したが、コバスアンプリコアシステムや DNA-DNA ハイブリダイゼーションアッセイ
などの従来の方法ではその種／亜種を同定できなかった。構築したクラウドシステムにより解
析した結果、Mycobacterium colombienseと近縁であることが示されたが、高スコアでマッチする
コアゲノムプロファイルが見つからなかった。これは用いているデータベース内に情報がなく、
新種である可能性を示している。このため我々は培養された株（TY59）の全ゲノム解析を行い、
完全長ゲノム配列を決定した。このゲノムから算出した DNA G+C含量は 67.08 mol%であった。
16S rRNA遺伝子の塩基配列を用いた系統解析の結果、この菌株はM. avium complexのメンバー
および近縁種に類似していることが示された。TY59株は、Mycobacterium colombiense（99.80 %
配列類似性）、Mycobacterium vulneris（99.74 %配列類似性）、Mycobacterium timonense（99.54 %配
列類似性）、Mycobacterium avium subsp. avium（99.54 %配列類似性）、Mycobacterium avium subsp. 
silvaticum（99.54 %配列類似性）の各タイプ株と最も高い 16S rRNA遺伝子配列類似性を示した。
16S-23S rRNA遺伝子の ITSと rpoB遺伝子の配列解析では、16S rRNA遺伝子と同様の結果が得
られた。TY59株に最も近い種はM. colombienseとM. vulnerisで、ITSの同一性は 97.90〜98.25％、



rpoBの同一性は 96.4〜96.6％であった。65kDaの熱ショック蛋白質（hsp65）はM. vulneris DSM 
45247T、M. colombiense CECT 3035T、M. avium subsp. silvaticum ATCC 49884Tと 72.4-74.2％の同
一性で異なっていた。もう一つの類似性指標である平均ヌクレオチド同一性（ANI）指数は、175
種の NTM のタイプ株の中で M. vulnerisとの一致率が 93.4％と最大値を示した（表 1）。ANI 値
が 95％を下回ったことから TY59 株は新種であることが示された。この種の名称は、
Mycobacterium senriense sp. nov. と提案した①。 
 
（2）MGIT 早期培養検体からの抗酸菌同定 
標準的な臨床プロトコルと比較し、MGIT早期培養検体からのダイレクトメタゲノミックシー
ケンス(MGIT-seq)による包括的な亜種レベルの同定および薬剤耐性予測の臨床的有用性を評価
するために前向き研究を実施した。2021年 4月から 2022年 5月にかけて、大阪刀根山医療セン
ターで肺非結核性抗酸菌症（NTM-PD）と診断された、または NTM-PDが疑われ、書面によるイ
ンフォームドコンセントを得た患者検体を収集した。登録された患者総数は 138人であったが、
最終的なコホートは 116 人の患者で構成された。全 116 例の MGIT 培養検体は、TRC反応を用
いて結核菌陰性であることが確認され、標準的な臨床的同定および薬剤感受性試験とともに、
MinIONを用いた遺伝情報解析を行った。標準的な臨床プロトコルには、TRC、MALDI-TOF MS、
マルチプレックス PCR、クロマトグラフィー検出が試行された。 

MGIT培養陽性株は、まず TRCを用いてM. aviumとM. intracellulareを調べた。その結果、67
株（67/116；57.8％）がM. avium陽性、27株（27/116、23.3％）がM. intracellulare陽性であった。
残りの 22株は、7H11寒天培地で 3～7日間培養した後、MALDI-TOF MSに供され、M. abscessus
（n = 8）、M. kansasii（n = 1）、M. lentiflavum（n = 1）、M. lentiflavum（n = 1）、M. lentiflavum（n = 
2）、M. peregrinum（n = 2）、M. avium（n = 1）、M. paragordonae（n = 1）、M. gordonae（n = 1）、M. 
fortuitum complex（n = 2）、およびM. chelonae（n = 1）と同定された。3株はMALDI-TOF MSで
は種同定ができなかった。M. abscessusの 8分離株は、M. abscessus subsp. abscessus、M. abscessus 
subsp. bolletii、M. abscessus subsp. massilienseを区別するために、マルチプレックス PCRとクロ
マトグラフィー検出を用いてさらに解析した。5株は M. abscessus subsp. massiliense、3株は M. 
abscessus subsp. abscessusおよびM. abscessus subsp. bolletiiと同定された。これらの標準的な臨床
プロトコルを用いて、113株（97.4％）を種レベルで、8株（6.9％）を亜種レベルで分類した。 
次にMGIT-seq解析を実施したところ、116分離株すべて（100％）が種レベルで同定され、98
分離株（84.5％）が亜種レベルで同定された。MGIT-seqと標準臨床プロトコルの結果の不一致は
4症例で認められ、標準臨床プロトコルの結果では 3症例が未同定（No.53、71、93）で、1症例
がM. gordonae（No.85）と同定された。MGIT-seqでは、未同定の 3症例でM. gordonae（No.53）、
M. szulgai（No.71）、M. paragordonae（No.93）が同定された。標準的な臨床プロトコルにおける
M. gordonaeの症例（No. 85）は、MGIT-seqによりM. paragordonaeと同定された。この結果をま
とめると、MGIT 培養陽性であった合計 116 人の患者の前向き研究において、MGIT-seq は菌種
レベルの同定において 99.1％の精度を示し、84.5％を亜種レベルで同定した②。この研究で確立
されたMGIT-seqは、非結核性抗酸菌の網羅的な種同定を達成し、臨床現場における単一の検査
による亜種同定と NTM-PD治療戦略の決定に適用できる可能性がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1.クラウドコンピューティングシステムのイメージ。病院の検査室等で MinION によるシ
ーケンスを実施し、出力されたデータは自動的にクラウドシステムに転送され大型計算機によ
って高速解析が行われ、同定結果のみが病院に送られる。実際に実施した同定計算時間は 30分
から 2時間程度であった。 
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