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研究成果の概要（和文）：本研究では、肺の微小環境におけるさまざまな病原体について、網羅的かつ定量的に
検出する技術の開発を目指し実施した。そのため、これまでの培養法に基づく手法ではなく、採取した臨床検体
からすべてのDNAを抽出・精製したのち、ナノポアシーケンス技術を活用した。この方法では、得られたゲノム
データのコンピュータ解析することで、さまざまな病原体とその存在比率が解明できるメリットがあるが、多彩
な性質をもつ病原体について、定量性を維持したDNA抽出・精製ができるかどうかが本研究成果の鍵となる。本
研究では、肺の微小環境に存在する菌の性状を検証し、ナノポアシーケンスによる網羅的な病原体解析法を確立
した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop a technology for comprehensive and 
quantitative detection of various pathogens in the lung microenvironment. Particularly, we used 
nanopore sequencing technology, rather than the conventional culture-based method, using extracting 
and purifying all DNA from the collected clinical specimens. This method has the advantage that 
computer analysis of the obtained sequence reads allows simultaneous elucidation of different 
pathogens and their microbiota. In this study, we have characterized various pathogens present in 
the lung microenvironment, established a comprehensive protocol to extract and purify various 
pathogens derived from clinical specimens, and established a sequence analysis method using a 
nanopore sequencer, MinION.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、国内で増加する非結核性抗酸菌症の診断と病態解明に活用できる検査法の確立にとどまらず、
さまざまな感染症診断に展開できる新しい微生物同定技術へと発展できる可能性がある。この成果により、これ
まで診断が困難であった病原微生物の感染を同定することができ、実際の治療に役立つ可能性があるほか、下気
道における微生物の病態への関与を解析できるツールとなりうることに意義がある。さらに、抗菌薬の感受性に
ついても網羅的に検出することが可能となり、国内における薬剤耐性対策に寄与する可能性があるといえる。

※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、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

非結核性抗酸菌感染症(NTM症)は、結核症が減少するなか、なおも増加している慢性抗酸菌
感染症の１つであり、抗酸菌塗抹陽性患者の 30%、女性においては 50%が NTM症であった。
我が国では 14種の抗酸菌が病原性に関連すると言われており、その診断の Gold Standardは培
養検査であるものの、培養検体の採取方法もしくは検査のタイミングにより培養された NTM
の菌種が真の起縁菌であるかどうか、ほかに混合感染する NTMが存在するのか、正確に診断
することが困難であった。一方、肺病変が急速進行性に拡大する肺 NTM症も経験するが、一
部の患者では嫌気性菌群が関与している可能性が報告されるなど (Yamasaki K, Respirology 
2015) 肺病変の局所における微生物叢の病態への関与が示唆されていた。 

一方、研究開始当時の NTMに関する解析の多くは培養検査でのみ行われており、病原性が
明らかになっていない菌種を含む NTMの微生物叢は明らかにはされていなかった。特に、下
気道の研究は遅れており、NTM症に対する網羅的な下気道細菌叢解析はほとんど報告がなかっ
た。また、メタゲノム解析にはほとんどが 16S-rRNA遺伝子のアンプリコンシーケンスに基づ
いており、NTMや真菌など 16S-rDNAの解析では明らかにできない微生物の関与は不明であっ
た。さらに、アンプリコンシーケンスによるメタゲノム解析では、PCRの増幅効率が同一であ
る必要があるうえ、近縁の菌種では正確な分離・同定ができないなどの限界があった。 

２．研究の目的 

本研究では、ナノポア・シーケンサーであるMinIONポータブル・シーケンサーを用い、遺
伝子増幅を行わず、すべての DNAをシーケンスすることで、網羅的な微生物叢の解析が可能
な「微生物叢 POCT検査」の確立を目指した。さらに、確立したシーケンス技術と解析パイプ
ラインを駆使し、肺 NTM症の病像と、病変局所から採取した検体の微生物叢との関連を明ら
かにすることを目的とした。特に、これまでのアンプリコンシーケンスに基づく微生物叢の研

究と異なり、特定の遺伝子領域の増幅を行わないことから増幅効率を考慮する必要がなく、よ

り長い塩基長のシーケンス配列をもとに各リードの種同定を行うことから、より精度の高い微

生物叢の解析を可能にすることが特色である。しかも、同時に得られる配列情報を解析するこ

とで、抗菌薬感受性までもが正確に判定でき、臨床的意義が高いと考えた。 

本研究では、NTM症における局所の網羅的な微生物叢の解析にとどまらず、臨床検体から直
接的にさまざまな病原体をハイスループットに同定できる検査技術の確立が目的である。本研

究により、将来の細菌検査の方法を根底から覆す新規技術が提案できると考えた。 

３．研究の方法 

 ナノポア・シーケンス理論に基づく微生物叢解析では、高い精度で微小環境に存在する病原

体から DNAを抽出し、シーケンスに阻害的に働く夾雑物をいかに効率的に除去できるかが鍵
となる。一方、下気道の微小環境では、NTMを含む抗酸菌とともに、グラム陰性菌、口腔内常
在菌を含むグラム陽性菌および真菌など多彩な微生物が病原性に関与している。しかも、ナノ

ポア・シーケンスによる微生物叢の解析パイプラインについては、本研究計画を作成した以後

に多くの論文が報告され、技術的には速やかに確立することとなった。以上のような研究環境

の変化に伴い、本研究計画では、さまざまな病原体ならびに夾雑物を含む臨床検体から均一な

DNAを効果的に抽出し、シーケンスリードの情報解析が安定して実施できるようにすること
で、正確な起炎菌種の同定、微生物叢解析、そして抗菌薬耐性遺伝子変異の保有状況を網羅的

に検出できる手法の確立に舵を切ることとした。 

１）最適な DNA抽出・精製方法の検証 

 さまざまな病原体を用い、酵素学的および機械的手法を用いて DNAを抽出し、もっとも効
果的にシーケンス・リードが得られる方法について検証した。特にストレプトコッカス属菌で

は菌体の破砕が不十分となることが判明したが、これらは肺炎球菌や口腔内常在菌が含まれる

ため、特に詳細な検証が必要であった。使用したのは、Proteinase K, Lysostaphin, Mutanolysinな
どの酵素学的処理のほか、マイクロビーズ破砕にともなうシーケンス・リードへの影響なども

検証し、最適な前処理方法を決定した。 



２）ナノポア・シーケンスへの阻害となる夾雑物の検証とその精製方法についての検証 

 下気道から採取した検体では血液を混じることがあり、その効果的な除去が必須となる。本

研究では、出血を含む下気道検体での解析を検証するための材料の入手が困難であったことか

ら、実際には血液培養ボトル内の微生物叢解析、ならびに人工的に血液を病原菌の懸濁液にパ

ルスした擬似検体を用いて最適な抽出方法を検証した。検証にはさまざまな市販キットを使用

したほか、磁気ビーズ法や多孔質吸着体などを検証し、正確な微生物叢の決定が可能なパイプ

ラインの構築も合わせて実施した。 

３）菌種同定と微生物叢解析に必要なパイプラインの構築 

 臨床検体のナノポア・シーケンスの結果、MinIONにより出力されるシーケンス・リード・
データの解析方法について検証を行い、マッピングによる菌種同定から微生物叢解析を行うま

での解析パイプラインを構築した。 

４）薬剤耐性遺伝子検出の検証 

 ナノポア・シーケンス理論では、微生物叢を決定できると同時にすべての遺伝子情報の入手

が可能である。一方、シーケンス・エラーの存在から、一塩基置換(SNP)による耐性遺伝子変異
の検出には注意が必要であることが判明した。そこで、特定の遺伝子領域を増幅しない long-
read シーケンスのほか、精度を高めるためにアンプリコン・シーケンスによる遺伝子解析法を
併用し、薬剤耐性遺伝子検出が可能であるかどうかを検証した。 

４．研究成果 

 下気道検体のシーケンス解析に必要不可欠な病原菌の解析パイプラインの構築と、適切なシ

ーケンス処理の方法を確立した。 

１）抗酸菌群のナノポア・シーケンスによる菌種同定、ならびに国内で使用する抗結核薬の感

受性に関わる遺伝子変化を網羅的に同定する技術を確立し、国際学術集会においてその成果を

公表した。本方法では、rpoB, katG, inhA, oxyR-ahpC, rpsL, rrs, gidB, embB, ubiA, clpC1, rpsA, pncA, 
pan, gyrA, gyrBのすべての領域を網羅的に multiple PCR法で増幅したものを前処理し、一度に
ナノポア・シーケンスを行うことですべてのアンプリコン・シーケンスを行うことで、抗結核

薬に対する耐性変異の有無を検出することに成功した。本研究の成果により、臨床検体から直

接的に DNAを抽出し、結核菌を含む抗酸菌の菌種の同定とともに、同一サンプルから抗結核
薬の耐性変異を培養法によらず検出できる解析技術が確立できた。 

２）肺炎球菌を含むストレプトコッカス属菌の同定は、下気道の微生物叢の解析に必須の課題

である。本研究により、Mutanolysinで前処理して核酸抽出を行うことで、効果的にナノポア・
シーケンスによりシーケンス・リードを回収することに成功した。このことから、微生物叢解

析が可能となり、これまでの生化学的手法では鑑別が困難であった Streptococcus mitis とその近
縁の菌種との正確な同定を可能にできた。本研究の成果は国際学術雑誌において報告した。 

３）血液培養ボトルにおいて増幅された敗血症の起因菌の同定を行うため、MinIONによる微
生物叢解析の理論を応用し、網羅的な菌種の同定とともに薬剤耐性遺伝子の検出法を構築し

た。本研究では、血液培養液から DNAを抽出・精製し、16S-rRNA等の特定の遺伝子を増幅す
ることなく直接的にナノポア・シーケンスを実施した。さらに、ボトル内に存在するすべての

病原菌の遺伝子を網羅的に同定するとともに、ESBL産生遺伝子の存在の有無が判定できるよ
うパイプラインを構築した。本技術では、培養困難菌の同定が可能となるほか、抗菌薬感受性

が同時に判定できるなど、臨床的意義の高い新しい菌種同定技術となりえると考えた。本研究

の成果は、国際学術雑誌において報告した。 

 本研究計画の当初の目的は、ナノポア・シーケンス技術を活用し、肺下気道検体から網羅的

に微生物叢を明らかにできる技術の確立であった。しかしながら当初に予測していなかったシ

ーケンスのための前処理技術の確立に時間を要したため、実際の下気道検体の解析までを研究

期間内に完了することができなかった。今後、確立した上記技術をもとに、すでにサンプリン

グを開始している臨床検体に活用し、その診断的意義の検証を継続する予定である。 
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