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研究成果の概要（和文）：敗血症301症例の血液培養から得た病原性微生物のPacBioRSⅡ/Sequelによる全ゲノム
配列決定を行った。菌種はE.coli(136症例)、K.pneumoniae(94)、P.aeruginosa(44)、K.oxytoca(11)、E.
cloacae(7)、他に5種で、複数の菌種の同時検出（2）も観察された。全株とも全ゲノム配列が決定でき、全て新
規配列であった。症例の多かったE.coli、K.pneumoniae群では、敗血症に関連する可能性のある構造変異が検出
された。これらは救命救急医療従事者が閲覧できるデータベースを構築し、将来は外部医療従事者と共有する予
定である。

研究成果の概要（英文）：The whole genome sequence was determined by PacBioRSII / Sequel from blood 
culture bacterial samples of 301 cases of sepsis. Bacterial species are E. coli (136 cases), K. 
pneumoniae (94), P. aeruginosa (44), K. oxytoca (11), E. cloacae (7), and rare cases, Aeromonas. Spp
 (3), E. aerogenes (2), R. ornithololytica (1), S. maltophilia (1), S. marcescens (1). The 
simultaneous detection of E. coli and K. pneumoniae (2) was also observed. All strains were able to 
determine the entire novel genome, and several structural mutations associated with sepsis were 
detected from the E. coli K. pneumoniae group. These were made into a database, and it was set as 
the situation which a critical care worker can read.

研究分野：ゲノム科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
敗血症に発症に関わる多数の病原性微生物全ゲノム配列を取りまとめた情報はない。一方、本研究代表者・研究
分担者は敗血症例のヒトGWASデータ約800人の情報も所持し、ヒト感受性ー病原性微生物種・全ゲノム情報を備
えたことは、ほぼ原因が不明である宿主・感染の相互作用を理解するための重要な基盤情報となる。すでに、千
葉大学の救命救急医療従事者にはデータベースとして共有化を開始し、意見徴集を行った後、将来は、千葉大学
外の当該領域関係者とも共有化を図り、敗血症解決への基盤に発展させる予定である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

敗血症は、感染症に伴う制御不能な臓器障害（ショック、DIC、多臓器不全）を招く

死亡率の高い疾患である。発症要因には宿主側と感染株の両者が深く関与している可

能性が推察されるが、その成因は殆ど明らかになっていない。本研究では感染症に焦

点を当て、敗血症を招く感染種および感染株の特徴を知るために全ゲノム配列を決定

し、その配列特性から感染種や感染株の特性（病原性、感染性、薬剤耐性等）を解明

するデータベースを構築することが本課題となる。一方、本申請時には、多数の感染

症株を決定できる装置としてshort read型次世代シーケンサ―(NGS: Next Generation 

Sequencer)の MiSeq, NextSeq, HiSeq, IonProton が知られていたが、DNA 断片あたり

のリード長が短く、しかも、配列決定にはリードした DNA 断片の配列を公開標準配列

に annotation するため、刻々と変化する病原性微生物の正確なゲノム配列決定、特に、

繰返し配列、相同領域、構造変異の決定には不向きで、全ゲノムからの病原性微生物

の特徴を調査する基盤構築の実現には疑問が持たれていた。そこで、DNA 断片あたり

のリード長が長い（~60kb）long read 型 NGS の PacBioRSⅡ/Sequel で DNA 断片の塩基

配列決定し、それらを de novo assemble で繋いで病原性微生物の全ゲノム配列を決定

する計画とした。当初、本技術は一部の限られた研究者のみが取得しており、数株の

病原性微生物全ゲノム配列決定が限度であった。その中で、本研究は、病原性微生物

の特性を見出すための基盤を構築するため、300 株の病原性微生物全ゲノム配列決定

を行うことを課題とした。 
 
２．研究の目的 

敗血症ショックを招く病原性微生物種および種の特性（病原性、感染性、薬剤耐性

等）を解明し、これらを迅速に診断できる技術を確立するため、敗血症ショックを罹

患した多数の患者さんから採取した病原性微生物の全ゲノム配列を決定し、敗血症に

関連する配列の特徴を明らかにして、死亡率の改善ができなかった敗血症ショックへ

の新たな医療対応への重要な基盤情報を提供することが本課題の目標となる。そこで、

敗血症を招いた患者 300 例を目標に、敗血症患者の血液から病原性微生物を採取し、

PacBioRSⅡ／Sequel により全ゲノム配列を決定する。当情報はデータベース化、救命

救急医療従事者が閲覧でき、当該領域の医療従事者・研究者との協力体制を構築する

計画とした。 
 
３．研究の方法 

これまでに、敗血症患者さんの血液中の病原性微生物の全ゲノム配列を直接決定で

きるかを試みたが、DNA 量が少なく、高感度検出が困難であることが判明したので、

当アプローチを中断した。そこで、敗血症患者から採血の後、血液培養を行い、さら

に、菌種に最適な培養法にて培養した（DNA 量>10ug）。DNA 精製は、前処理に InuuPREP 

Bacteria Lysis Booster (analytik jena 社)、精製キットには smart DNA prep(a) 

(analytik jena 社)を用いて、InnuPure C16(analytik jena 社)にて実施した。得られ

た DNA は配列精度を確保するための高品質な DNA を得たことを確認するために、OD値

の A260/A280、A260/A230 が 1.6 以上、さらに、Qubit 値／OD値が 0.7 以上であること、

電気泳動で100kbサイズ以上のDNAが採取されたことを確認して、PacBioRSⅡ／Sequel

シーケンスを実施する。一方、PacBioRSⅡ／Sequel によるシーケンスは、

g-tube(Covaris 社)を用いて 3000xg（8~10kbDNA 断片）および 2000xg（15~20kbDNA 断



片）で切断し、Template Prep Kit(PacBio 社)で前処理を行い、PacBioRSⅡ／Sequel

にてシーケンスを実施、h-gap と FALCON(PacBio 社)を用いて de novo assemble にて

配列を決定する。解析上、配列が疑わしい領域は、独自 Script を作成の上、検証を行

う。なお、de novo assemble に用いた平均 coverage は 100 以上とし、精度維持を行

った。 
 
４．研究成果 

敗血症 301 症例の血液から培養した病原性微生物の全ゲノム配列を PacBioRSⅡ

/Sequel にて決定した。病原性微生物種は、E.coli（136 症例）、K.pneumoniae（94 症

例）、P.aeruginosa (44 症例)、K.oxytoca(11 症例)、E.cloacae(7 症例)、稀なものと

して、Aeromonas.spp(3 症例)、E.aerogenes(2 症例)、R.ornithinolytica(1 症例)、

S.maltophilia(1 症例)、S.marcescens(1 症例)で、E.coli と K.pneumoniae の同時検

出（2 症例）も観察された。全株とも全ゲノム配列が決定できたが、登録公開配列

（NCBI:https://www.ncbi.nlm.nih.gov/）と同一配列を有する株は無く、敗血症の中

でも、重症化のため ICUに搬送された群とそうでない群の比較から、症例の多い E.coli、

K.pneumoniaeから敗血症重症化に関連する可能性のある複数の構造変異が抽出されて

いる。なお、現在普及型の short read 型次世代シーケンサ―（MiSeq 等）では全ゲノ

ム配列決定が困難であり、PacBioRSⅡ/Sequel で迅速に全ゲノム配列が決定出来たこ

とも注目に値する。なお、当情報はデータベース化し、救命救急医療従事者が閲覧で

きる状況とした。現状、データベースの閲覧を通じて意見徴集、追加登録すべき情報

の搭載などを検討するためにアクセス制限された関係者のみへの開示であるが、関係

者での議論を経た後、当該領域関係者が共有できる体制構築を計画している。一方、

敗血症では、病原性微生物の全身循環への侵入が引金であることは周知であるが、重

症化にはさらにその病原性微生物の感染性や病原性などの特徴が大きく影響すること

は多くの研究者が予測するところであり、これらの特性を見出す重要な基盤になると

考えている。重症化には病原性微生物のタイプのみならず、宿主の応答・体質も関わ

る可能性が高く、両者の相互作用も調査したい。研究分担者は、別プロジェクトの分

担者として、約 800 症例の GWAS(Genome-Wide Association Study)用チップ（ゲノム

ワイドの genotyping データ：Omni2.5M+eoxn）の情報を既に取得済で、病原性微生物・

宿主の相互作用も解析できる状況が整った。これらの情報は、死亡率の改善ができな

かった敗血症ショックへの新たな医療対応への重要な知見を提供することに寄与でき

ると確信している。 
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