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研究成果の概要（和文）：　バイサルファイト法によるDNAメチル化解析でターゲットとなる変性DNAのみを選択
的に増幅することに成功し従来型（サンガー法）の16S rDNA解析や菌種横断的な16S rRNA遺伝子の次世代シーケ
ンサーによるバイオーム解析に、DNAメチル化解析を同時に組み合わせることが可能となった。
　薬剤耐性株や細菌叢において本解析を進めたところ、未報告のＤＮＡメチル化や新規DNA修飾酵素の存在が確
からしいことが判明した。そしてフェカリス菌陽性の臨床細菌叢に見られる細菌叢（マイクロバイオーム）解析
にも成功し、DNAメチル化パターンが多様であり、複数の株が混在しているとも解釈できる結果が得られてい
る。

研究成果の概要（英文）：We have successfully achieved selective amplification of denatured DNA 
targeted for DNA methylation analysis using the bisulfite method, enabling the simultaneous 
integration of DNA methylation analysis with metagenomic analysis of bacterial communities across 
species using next-generation sequencing of 16S rRNA genes.
 Upon analysis using the newly developed method, we have found evidence suggesting the presence of 
unreported DNA methylation and novel DNA-modifying enzymes in drug-resistant strains and bacterial 
communities. Additionally, we have successfully conducted microbiome analysis of clinical bacterial 
specimens, revealing diverse DNA methylation patterns in Enterococcus faecalis and suggesting the 
coexistence of multiple strains.

研究分野：臨床検査医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
次世代シーケンシングの普及に伴って、検体中の核酸断片を網羅的に解析することによるバイオーム解析、いわ
ゆるメタゲノム解析が可能となり、もっとも先進的な解析では１分子シーケンサーなどによるDNAメチル化解析
と並行的に行われるようになっている。しかしながらこれら核酸断片に由来する配列情報は、多く由来する菌種
が不明で、細菌種同定を柱とする感染症臨床検査としては非効率的で相性が悪かった。
　本研究成果は臨床検査と相性が良くその延長として可能な従来なかった"16S rDNA meta-epigenetics"とでも
呼ぶべき分野の登場を示している。

※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 
細菌検査は質量分析法の導入など、臨床検査分野の中でももっとも技術革新の進んでいる 分
野である。しかしながら質量分析法の活躍は、現在のところ主に分離培養された検体 に限られ
ている。研究代表者らはこれまで、髄液検体（Clin Chim Acta. 2014 Aug 5;435:59-61.）、尿検
体、血液培養検体といった臨床検体より直接、または分離培養を経ずに質量分析を行う研究を行
ったが、数々の強力なメリットの一方、培養困難菌、混合感染の検出、菌種の同定に留まり株の
鑑定は困難であるなど、弱点はやはりあった。  
 近年はメタゲノムといわれる細菌を網羅的、分子生物学的に検出する手法が次世代シーケン
サー(NGS)の普及に伴って研究的に広く行われるようになっている。メタゲノム的手法を臨床検
査に採用する利点として培養に依存しない事、単菌種というより複数菌の検出をそもそも目的
とした手法であるといった、質量分析法を補完しうる点が挙げられる。  
 申請者らは 16S rRNA遺伝子(16S rDNA)の菌種横断的シーケンシングによるバイオーム解析
を臨床検体に応用することを構想し、基礎検討を行い、「メタゲノム的手法の導入による、さら
なる意義を持つ臨床細菌検査」の開発に本科研費助成を受け、平成 30年度より着手した。  
 16S rDNA 解析の細菌検査への導入は、質量分析によるルーチン検査の弱点を広く補いうる
ものではあり、混合感染の正確な検出や、感染源不明の症例で感染門戸の推定を行う事が可能で
あるなど確かに新意義を有するものではあった。しかしながら共通する問題点として「菌種の同
定に留まり株の区別は全く困難である」点は単に 16S rDNA解析を導入するだけでは解決して
いない。この開発においては、DNAメチル化解析を組み合わせることで株情報を取得すること
を試みている。 
 
 
２．研究の目的 
つまり、申請者らは 16S rDNA解析によるメタゲノム手法を臨床検体に応用することにより
質量分析による細菌検査の弱点を補い、さらに網羅的解析が新たな意義を細菌検査に産むかを
検討することを目的とする研究を構想した。さらに単にメタゲノム的手法を臨床検査に取り入
れるだけでは、「〇菌種の同定に留まり株の区別は全く困難である、〇薬剤感受性の判定までは
難しい」といった弱点はなお克服できないことから、NGSを用いた解析ではしばしば行われて
いる DNAメチル化解析をバイオーム解析に組み合わせる事で、メタゲノム解析によって、さら
なる「新たな意義」を臨床細菌検査に産みだすことができるかを検討することを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
（１）手法の開発と克服すべき課題の出現 16S rDNA 解析の細菌検査への導入は、質量分析によ
るルーチン検査の弱点を広く補いうるものではあり、感染源不明の症例で感染門戸の推定を行
う事が可能であるなど確かに新意義を有するものではあった。例えば千葉大医学部附属病院に
おいての臨床所見からは不明熱の診断で、通常の血液培養検査では Klebsiella pneumoniae （肺
炎桿菌）のみが検出された症例では、この血液培養検体につき分離培養を行わず直接、DNA を抽
出し 16S rDNA バイオーム解析を行った所、 
Klebsiella pneumoniae の他に Klebsiella variicola、Serratia marcescens、E.coli といった
全て腸内細菌科に属し通常、腸内から分離される菌 DNA が検出され 
た。よって本例においてはメタゲノム解析から感染門戸は消化器である可能性が高いと推定で
きた。  
 このような細菌由来の DNA についてバイサルファイト法によるメチル化解析を行ってそれを
菌種横断的 16S rDNA 解析に組み合わせ得るかについて手法の開発を初年度より開始した。予備
検討において、大腸菌 K12 株のような極めて実験用に標準化された株では、由来 DNA によっては
メチル化解析は可能であった。 
しかしながら克服すべき課題があった。それは微量の DNA からのバイオーム解析を念頭に、
16S 領域の PCR 増幅をメチル化解析に組み込もうとすると、ノイズ的な増幅がしばしばコンタミ
ネーションしてしまう点である。この点は、最終的なゴールを高精度な解析に置くのであれば、
大きな問題になる点であった。 
この点についてはいくつかの方策が考えられた。  
 ①メチル化解析の対象とする DNA 量を増やして、PCR 増幅を回避するというのは根本的な解決
手法である。実際にメタゲノム解析に１分子シーケンサーを組み合わせるような大規模解析に
おいては、湖水中微生物の解析において成功例の報告がなされている。しかしながら 16S rDNA
横断的シーケンシングによるバイオーム解析がここまで急速に発展しているのは PCR 増幅によ
り微量・多様な DNA で解析がスタートできるという事が理由のであり、また臨床検体はそもそも
に微量であり、この手法は採用できない。  
 ②よって、まずは PCR 条件や増幅領域の再設定、さらにはサンプルの preparation 工程の見直
しによりノイズ増幅の混入を極限できないか、まず検討した。結果、ノイズ増幅の低減は可能で
はあったが、極限とは言いにくい程度であり、さらなる手法の改善が必要と思われた。 



 
(2)課題の克服（MDA at pH neutral の導入） バイサルファイト法によるメチル化解析は原理
的に DNA を変性させ、一本鎖 DNA が産物となる。これに着目し通常はアルカリ条件で DNA を変
性させて行う MDA 増幅(multiple displacement amplification)を中性条件で行うこと（MDA at 
pH neutral（図１））により、バイサルファイト法による DNA メチル化解析でターゲットとなる
変性 DNA のみを選択的に増幅できることを見出した。 
 
図１ MDA at pH neutral による PCR 前処理 

 MDA は操作簡便かつ増幅効率の高い方法であ
り、微量な臨床検体からの検査応用に非常に適
した増幅法でもある。PCR 増幅の前処理として
MDA at pH neutral を採用することにより従来
型（サンガー法）の 16S rDNA解析や菌種横断
的 16S rDNA解析に DNAメチル化解析を同時
に組み合わせることが可能となった。 
 
 
４．研究成果 
 「３．研究の方法」で示した通り MDA at pH 
neutral による PCR 前処理により、16S rDNA解
析において同時並行的に DNA メチル化解析を
同時に組み合わせることが可能と考えられた。 
実際、臨床から分離された薬剤耐性株や臨床
検体中の細菌叢において、そのゲノムのＤＮＡ
メチル化状態を解析できるデータが得られつつ
ある。しかしながら、特にＮＧＳ(次世代シーケ
ンサー)解析によって得られる状態は大量であ
り、かつ、その中には未報告の現象と思われるも
のも相当にあり、その真偽の判定や確からしさ
の検討を、まずは推進し現在行っている解析の
工夫が妥当なものであるか検討を行う必要があ
った。実際に検証を行ったところ、新規 DNA メ
チル化配列パターンや新規 DNA 修飾酵素の存在

が確からしいことが判明し現在、知財として成立するか検討中である。 
そしてフェカリス菌陽性の臨床検体に見られる細菌叢を横断的 16S rDNA シーケンシングと
DNA メチル化解析を同時並行的に行うことで解析したところ、DNA メチル化パターンが多様であ
り、複数の株が混在しているとも解釈できる結果が得られている（図２）。 
 
図２ フェカリス菌バイオームのメチル化は多様である。以前にはフェカリス菌で観察される
ことが知られていなかった DNA メチル化パターンも検出される。 

 
この同時並行的な横断的 16S rDNA シーケンシング＋DNA メチル化解析は、臨床検体よりダイレ
クトに行ったものであり、多くのバイオーム解析同様、培養を経ずに可能であった。 
 研究代表者らは、このような解析を”16S rDNA meta-epigenetics”解析と名付けた。既に本
解析の開発について、BioRxiv にて公開(Nishimura et al., Extension of bacterial rDNA 



sequencing to concurrent epigenetic analysis and its application to 16S meta-
epigenetics https://doi.org/10.1101/2022.02.15.480630)した上、期間中に英文査読誌に投稿
した。 
※期間終了後に、他の研究結果と併せる形で Scientific reports 誌より研究代表者を第一著者
として出版した（Scientific Reports volume 13, Article number: 5731 (2023)）。 
また研究代表者らの所属する千葉大医学部附属病院検査部から得られる様々な感染症検体につ
いて本解析を進行させている。 
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Monoamine oxidase B rs1799836 G allele polymorphism is a risk factor for early development of
levodopa-induced dyskinesia in Parkinson's disease.

eNeurologicalSci. -

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 １．著者名  ４．巻
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Comprehensive mutational analysis of background mucosa in patients with Lugol-voiding lesions

Cancer Medicine -

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 １．著者名  ４．巻
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Monoamine oxidase B rs1799836 G allele polymorphism is a risk factor for early development of
levodopa-induced dyskinesia in Parkinson's disease

eNeurologicalSci 100239～100239

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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 ２．論文標題  ５．発行年
High-throughput genotyping of GC (vitamin D-binding protein) by melting analysis with locked
nucleic acid-incorporating dual hybridization probe for improving mismatch discrimination.

Clin Chim Acta. 126-132
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 ２．論文標題  ５．発行年
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Medical Mass Spectrometry 19-30

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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Mamoru Satoh, Yui Miyabayashi, Masanori Seimiya, Takahiro Kazami, Takayuki Ishige, Toshihiko
Yoshida, Motoi Nishimura, Kazuyuki Matsushita, Makio Shozu, Fumio Nomura.

3
 １．著者名

10.1038/s41598-019-53449-y

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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 ４．発表年
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変異株同定のためのサンガー法によるSARS-CoV-2のS遺伝子の塩基配列解析

当院で検出された新型コロナウイルス(SARS-CoV-2)のRNA配列の解析
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