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研究成果の概要（和文）：ウシ趾乳頭腫症は難培養菌を含む複数の細菌による感染症であり、新しい疾患概念であるpo
lymicrobial diseaseの１つである。本研究では、メタゲノム解析用のDNA抽出法やアッセンブラーの開発とこれらを用
いた本症病変のメタゲノム解析により参照メタゲノム配列の取得に成功し、主要起因菌群のゲノムが再構成できる見通
しとなった。唯一培養可能なTreponema phagedenisについては、本症由来株とヒト由来標準株の完全配列、5株の本症
由来株の高精度概要配列を取得し、IS・MITEの爆発的な増加、ファージ獲得、IS・MITEによるゲノム再編成等を介した
本菌の進化・多様化過程を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Papillomatous digital dermatitis (PDD) is caused by multiple bacteria including no
n-cultivable species, and is one of the polymicrobial diseases, a new category of infectious diseases. In 
this project, we developed a protocol for DNA extraction and a genome sequence assembler, both suitable fo
r metagenome analysis of PDD. By using them, we obtained high quality reference metagenome sequences that 
can be used to reconstitute the genomes of major causative agents of PDD. As for Treponema phagedenis, a u
niquely cultivable PDD-related species, we determined the complete genome sequences of one PDD-derived str
ain and one human-derived standard strain and, in addition, the high quality draft sequences of 5 PDD-deri
ved strains. By comparing these genomes, we revealed unique mechanisms of evolution and diversification of
 this microbe via explosive amplification of IS and MITE elements, multiple phage infections, and extensiv
e genome rearrangements mediated by these mobile genetic elements.
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１．�研究開始当初の背景 

 	
 急速な微生物ゲノム解析の進展�により、主

要な病原微生物の全ゲノム情報が明らかと

なり、各病原菌の研究が一気に進展�した。さ

らに、本研究課題の開始当時、新世代シーケ

ンサの登場により、メタゲノム解析による微

生物集団のゲノム情報の取得も容易となり、

集団としての微生物の機能や役割、その集団

組成の変化に伴う機能の変化に関する研究

も本格的に始まりつつあるという状況にあ

った。同時に、微生物集団中に存在する難培

養微生物に関する研究の重要性にも大きな

関心が集まりつつあった。 

 	
 感染症研究においても、複数の病原菌が同

時に感染しておきる疾患（複合感染症）とい

う概念から一歩進んで、微生物集団そのもの

が原因となって惹起される疾患の存在につ

いての議論が始まり、このような疾患に対し

て polymicrobial disease という名称が使われ

るようになった、しかし、その実体が明確と

なったものはなかった。 

 	
 ウシの趾乳頭腫症  Papillomatous Digital 

Dermatitis（以下、PDD）は、歯周病や細菌性

膣症などとともに、代表的な  polymicrobial 

diseaseの１つとみなされ、難培養性細菌を含

む複数の細菌による感染症であると当時か

ら考えられていた。本症は、1974年以降、世

界各国で多発しており、国内でも北海道から

始まり、全国に発生が拡大していた。本症で

は、急性期には赤変した扁平な潰瘍を形成し、

慢性期にはヒゲイボと呼ばれる腫瘤が形成

されるが、病変部に激�しい疼痛を伴うために

羅患牛では過度のストレスによる体重減少

や泌乳量低下などを引き起こす。また、一度

発生した牛舎においては発生が繰り返され、

根絶が困難であることから、畜産業関連では

経済的損失の大きい感染症の 1つとして問題

視されている。 

 	
 本課題の研究代表である林と分担研究者

である三澤は、本研究課題開始の数年前より

本症の起因菌群の同定等を目指した共同研

究を行っており、16S rRNA 配列を利用した

ポピュレーション解析により、複数のトレポ

ネーマ属細菌とバクテロイデスに関連した

未知菌種が、本症罹患部位に常に存在するこ

とを明らかにしつつあった。起因菌の分離培

養に関しても、PDD病変に常に存在する最優

勢菌種の１つである Treponema phagedenisの

分離・培養法を確立し、日本各地の農場で発

生した PDD より本菌を安定的に分離するこ

とに成功していた。さらに、三澤が中心とな

って T. phagedenisの抗原性解析などを進める

とともに、林が中心となって PDD 由来株

（YG3903R 株）全ゲノム解析を進めていた。

しかし、本菌のゲノム中には繰り返し配列が

大量に存在するために多大な労力と時間を

要し、全塩基配列の決定に成功したものの、

複雑な繰り返し配列の分析や遺伝子の同定

とアノーテーションはまだ未完成であった。 

 	
 以上のように、PDDの原因菌種（候補）の

中で T. phagedenisに関する解析はある程度進

展�していたが、T. phagedenis以外の菌種の分

離培養にまったく目処が立っていなかった。

このような状況において、本症に対する唯一

有効なアプローチは、メタゲノム解析である

と考えられた。特に、主要な菌種の 1 つ (T. 

phagedenis) の配列が決定できていること、本

菌以外の優勢菌種が４〜５菌種程度と推定

されること、ウシのゲノム配列が公表された

こと、などの条件が整っており、メタゲノム

解析によって、PDD起因菌群のゲノム情報を

取得できると考えられた。 

 

２．�研究の目的 

 	
 前項に記載したような背景を基に、本研究

では、メタゲノム解析を中心としたアプロー

チにより、PDDの原因菌群の同定とその生物

学的性状を明らかにし、polymicrobial disease

としての PDD の本質を解明することを目指

した。さらに、個別菌のゲノム解析及びメタ



ゲノム解析から得られるゲノム情報を基に、

難培養菌の分離・培養法の確立と早期診断や

サーベイランスのための迅速検出系の開発、

起因菌群の常在部位と感染経路の解明など

を目指した。 

 

３．�研究の方法 

（１）日本各地の農場からの PDD サンプル

の収集と 16S rRNA配列を利用したポピュレ

ーション解析（口蹄疫発生後の集団発生を受

けて、宮崎県内での集中的なサンプル収集を

追加：次項参照）。 

（２）次世代シーケンサを用いた典型的 PDD

病変のメタゲノム解析、主要病原菌種の高精

度配列の取得（メタゲノム配列からのゲノム

再構成）、その配列情報からの PDD起因菌群

の細菌学的性状の解明（メタゲノム解析用

DNA 抽出法の開発とメタゲノム解析用アッ

センブルプログラムの開発を追加：次項参

照）。 

（３）由来の異なる PDD サンプルのメタゲ

ノム解析による PDD の多様性解析（病変に

存在する菌種バリエーションの解析）。 

（４）培養可能菌（T. phagedenis）の個別ゲ

ノム解析による菌株間ゲノム多様性解析と

その遺伝子改変系の作成。 

（５）マウス・ウサギ等を用いた動物実験モ

デルの作成。 
 
４．�研究成果 
（１）PDDサンプルの収集：当初の予定では、

日本各地の農場からの 6サンプル程度をメタ

ゲノム解析用に収集する予定であった。しか

し、研究途中で、宮崎県で口蹄疫（2010年に

発生）が終結後に、県外から仔ウシを導入し

た地域において PDD が集団発生しているこ

とが判明した。そのため、その侵入・感染経

路の解明等を優先課題とすることとし、宮崎

県内から 40 検体を収集した。これらのサン

プルの中から、病変のサイズ・肉眼所見等を

基に典型的な PDD サンプルを選定し、さら

に、16S rRNA 配列を利用したポピュレーシ

ョン解析の結果を基に、メタゲノム解析用サ

ンプルを 2 検体選定した（2 番目は後から追

加；次項参照）。 

（２）メタゲノム解析：サンプル 1（鹿児島

県の農場由来）を用いて、細菌 DNA がエン

リッチされた DNA 標�品調整法の開発を行っ

た。本法を用いて DNA を調整し、ポピュレ

ーション解析を再度実施して問題のないこ

とを確認した上で、次世代シーケンサを用い

たメタゲノム解析を開始した。具体的には、

イルミナ MiSeq を用いて、12 ラン分のペア

エンド（PE）シーケンシングと 5ラン分のメ

イトペア（MP：1 kbおよび 2 kbの MP）シー

ケンシングを実施し、さらにロシュ 454を用

いて 5ラン分のMP（4 kbおよび 8 kbのMP）

シーケンシングを実施した。その結果、90 Gb

以上の配列データを取得した。シーケンシン

グと平行して、東京工業大学の伊藤グループ

と共同で、メタゲノム解析用アッセンブルプ

ログラムの開発を行った。上記のメタゲノム

リードから、ウシゲノムにマップされるリー

ドを除去した後に、アッセンブルを行い、 

49000の scaffold (>1 kb; 最長で 1724 kb)を得

た。得られた scaffold のクラスタリングによ

り、類似の重複度と GC含量を有する scaffold

群を同定した（メジャークラスターとしては

約 15）。それぞれのクラスターは、各種トレ

ポネーマ（T. phagedenisを含む）、バクテロイ

デス関連菌種、ポルフィロモナス属などが含

まれ、16S rRNA 配列を利用したポピュレー

ション解析の結果とほぼ一致した。 

 	
 以上の解析を進める中で、宮崎県内での

PDD集団発生が判明し、その侵入・感染経路

の解明等を優先課題としたこと、アッセンブ

ルプログラムの改良が進んで、イルミナデー

タの方がより効率的にアッセンブリできる

ようになったこと、サンプル 1 の細菌ＤＮＡ

含有率が低く（20％弱）、MPシーケンシング

ン用のライブラリー調整が難しかったこと



などが判明してきた。そのため、宮崎県内で

の PDD 集団発生由来サンプルの 1 つ（サン

プル 2）を新たな解析対象として、2 回目の

メタゲノム解析を開始した。サンプル 2から

は、細菌 DNAの割合が約 70％という高品質

の DNA標�品が調整でき、2種類の PEおよび

4 種類の MP ライブラリーを作成し、イルミ

ナ MiSeq を用いてシーケンシングを実施す

ることができた。最終的に、約 100 Gb の配

列データを取得し、ウシ由来リード等を除去

した後、改良版プログラムを用いてアッセン

ブルを行い、約 22万の scaffold (>0.5 kb; 最長

で 2166 kb：全長が 499 Mb)を得た。サンプル

１と同様に、scaffold のクラスタリングによ

り、類似の重複度と GC含量を有する scaffold

群を同定し、現在、メジャークラスターにつ

いて、フィニッシングを開始したところであ

る。この作業が進めば、主要菌種（上位 10

菌種が目標�）のゲノムをメタゲノム配列から

再構成できると期待される。また、今回開発

したメタゲノム解析用アッセンブルプログ

ラムは、様々なメタゲノム解析に広く利用で

きる。 

（３）PDDのバリエーション解析：由来の異

なる PDDサンプルのメタゲノム解析を行い、

PDDのバリエーション（病変に存在する菌種

のバリエーション）の解析を行う予定であっ

たが、前項に記載したように、主たる解析サ

ンプルを、サンプル 1からサンプル 2に変更

したため、サンプル 2を参照配列として、サ

ンプル 1（データ取得済み）の比較解析を実

施できる状況になった。実際の比較解析は、

サンプル 2の解析が完了した段階で実施する

ことになるが、共通に存在する菌種等の情報

が得られると期待できる。なお、第 3のサン

プルとして、サンプル 2 とは別の宮崎 PDD

集団発生由来サンプルの解析を検討してい

る。 

（４）培養可能菌（T. phagedenis）のゲノム

解析：完全配列を決定済みであった YG3903R

株のゲノム配列の詳細な解析を進めるとと

もに、ヒト由来の本菌種標�準株（ATCC35405

株）の完全配列を決定した。さらに、分離地

域・年の異なる PDD由来株（5株）の概要配

列を取得し、一部の菌株に関しては部分的な

フィニッシング作業を行った。YG3903R株と

ATCC35405株のゲノム比較、及び他のトレポ

ネーマ属細菌とのゲノム比較を行い、以下の

知見を得た。 

① ゲノムサイズは 3.0〜3.5 Mbで、ある程度

のバリエーションがある。 

② PDD 由来菌株は標�準株とは明らかに異な

る系統に属する。 

③ IS や MITE と呼ばれる転移性遺伝因子が

爆発的に増加しており（特に MITEで 600コ

ピー以上）、激�しいゲノム再編成を引き起こ

している。MITE が、このように爆発的に増

加している例は他になく、MITE 配列自体も

極めてユニークな形で多様化していること

が明らかになった。 

④ 4 種類のファージが PDD 系統にも標�準株

にも共通に存在する。その保有（あるいはフ

ァージ上の遺伝子）が本菌の存続になんらか

のメリットをもたらしている可能性が示唆

される。 

⑤ ファージ上には MITE が存在しないこと

などから、IS・MITE の獲得と MITE の爆発

的なコピー数増加が、本菌の進化過程の一時

期にのみ起きたことなどが示唆され、本菌の

進化・多様化・ゲノム再編の過程が明らかに

なった（論文作成中）。 

 	
 なお、プラスミドが存在しないことが判明

したなどから、遺伝子改変系の作成には着手

できなかったが、同定した 4種類のプロファ

ージは遺伝子改変系のツールとして利用で

きる可能性が高い。 

（５）動物実験モデルの作成：PDDサンプル

の乳剤や培養した T. phagedenisを用いて、マ

ウス・ラット・モルモット・ウサギ等を用い

た感染実験を試みたが、現在の所、感染が成



立していない。接種部位や接種条件等に関し

て、まだ検討の余地はあるが、ウシを使った

感染実験を実施せざるを得ない可能性が高

い。 

（６）その他、メタゲノム配列から再構成し

たゲノム情報を基盤として、①代謝パスウェ

イの in silico解析に基づいた未培養起因菌の

分離・培養系の確立、②原因菌種群の迅速検

出系の確立、③ウシでの常在部位、農場等で

の分布、感染経路の解析などを計画していた

が、メタゲノム配列からのゲノム再構成があ

まりにも大きな学問的挑戦であったため、実

施には至らなかった。これらの課題に関して

は、ゲノム再構成が完成した段階で、改めて

挑戦したいと考えている。 
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