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研究成果の概要（和文）： 
	
 本研究では、次世代シーケンサを用いて急性下痢症の患者糞便検体を解析することにより、

病原体の検出や感染症の発症・治癒過程における病原体と細菌叢の経時的動態の網羅的な追跡

が比較的簡便な実験手順で解析可能であることを示した。本法は原理的に細菌の種類にこだわ

らない検出法であり、今後、下痢症のみならずその他の細菌感染症の病原体検出や、腸内を含

む人体細菌叢と病原体の動態解析に威力を発揮するものと期待される。	
 

 
研究成果の概要（英文）： 
   We have been applying so-called “high-throughput DNA sequencers” to the analysis of 

infectious diseases, especially enteric bacterial infections. The approach is in principle a method 

that does not depend on the type of target pathogens, so that it is possible to analyze various 

microorganisms with a single common protocol. The approach enables us to conduct an unbiased 

analysis of dynamics of the pathogen and associated microbiota in human specimens during the 

course of infectious diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
	
 近年、DNA 配列決定技術の進歩は著しい。

特に 2006 年より市販が開始された、いわゆ

る 「 次 世 代 シ ー ケ ン サ 」（ Science	
 

311:1544-1546,	
 2006）は、半日で数十メガ

ベースの DNA 配列を解読する性能を有する。
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このような従来のものに比べて格段の性能

をもつシーケンサの出現は、さまざまな研究

に革新的なインパクトをもたらすことが予

想される。特に病原細菌の研究においては、

従来、大きなコストと多大な手間を要した細

菌のゲノム解析がごく短時間に比較的安価

で行えるようになり、ひいては新興・再興感

染症の病原体の同定や薬剤耐性菌の耐性獲

得機構の解明など、感染症対策につながる有

用な知見をより迅速に入手することが可能

になると期待される。	
 

	
 研究代表者はこれまで、わが国において主

要な食中毒原因である腸炎ビブリオの病原

性とゲノムについて、さまざまな角度から研

究を行ってきた。特に 2003 年には腸炎ビブ

リオの全ゲノム配列を報告し、そこから得ら

れた知見をもとに本菌の病原性に関する新

規な因子や機構について明らかにしてきた。

また、ゲノム解析で明らかになった腸炎ビブ

リオの全遺伝子をターゲットとした DNA マ

イクロアレイを作製し、臨床分離および環境

分離腸炎ビブリオ菌株計 22 株の遺伝子レパ

ートリを明らかにしてきた。このような過程

において、ゲノム的視点から見ることが病原

細菌解析の有効なアプローチのひとつであ

ることを確信するに至った。	
 

 
２．研究の目的 
	
 本研究では、次世代シーケンサを用いた細

菌感染症の迅速診断法を構築することを目

的とした。具体的には、急性下痢症を対象と

し、患者より得られた糞便検体から直接細菌

ゲノムの DNA 抽出を行う。得られた DNA を次

世代シーケンサでハイスループットに配列

決定し、その配列データを解析することによ

り、患者糞便中に存在する病原細菌の検出を

試みる。本研究では特に、このようなアプロ

ーチによる病原細菌検出の方法論（とりわけ、

得られる膨大な配列データをいかに効率的

に処理し、有用な情報を入手するか）を確立

することを第一の目的とした。	
 

 
３．研究の方法 
	
 急性下痢症を対象とし、患者より得られた

糞便検体から直接細菌ゲノムの DNA 抽出を行

った。得られた DNA そのもの、あるいは 16S	
 

rDNAを標的としたPCR産物を次世代シーケン

サ（ロッシュ社 454	
 GS	
 platform）でハイス

ループットに配列決定し、その配列データを

blast 解析することにより、患者糞便中に存

在する病原細菌の検出を試みた。	
 

	
 

４．研究成果	
 

(1)本研究ではまず、通常の検査では病原体

が同定できなかった急性下痢症例の糞便検

体を次世代シーケンサを用いて解析し、病原

体の直接検出を試みた。急性下痢症を発症し

た患者から発症４日目（発症時）および３ヶ

月後（回復時）に糞便を採取し、-80度で凍

結保存した。これら糞便検体からDNAを抽出

し、シーケンサGS20（454	
 Life	
 Sciences）

に供した。得られた塩基配列のBLAST解析を

行い、トップヒットしてきたDNA配列の由来

する生物種をNCBI	
 taxonomyデータベースよ

り検索した。下痢発症時糞便より抽出した

DNAから得られた96,941配列のうち156配列

がCampylobacter	
 jejuni由来のDNA配列にト

ップヒットしたのに対し、回復時検体につい

ては得られた106,327配列のうち本菌にトッ

プヒットするものはなかった。この結果を得

たのち、C.	
 jejuniをターゲットとしたPCRお

よび増菌を含む培養検査を行った結果、下痢

発症時糞便中にC.	
 jejuniの存在が確認され、

本症例がC.	
 jejuniによるものであったこと

が明らかとなった。以上のように次世代シー

ケンサを用いることにより下痢患者糞便中

の病原細菌を直接検出することができた。こ

れは次世代シーケンサを用いたメタゲノミ

ックな解析によりヒト臨床検体から細菌病

原体（起病菌）を検出した初めての報告とな

った。	
 

	
 

(2)急性下痢症由来の糞便検体のうち起病菌



が判明している症例について DNA を抽出し、

直接シーケンサに供することにより

unbiased	
 sequencing を行い、病原菌の検出

を試みた。また、海外渡航後急性下痢症を発

症した患者から経時的に得た糞便検体より

DNA を抽出し、直接シーケンサに供し

unbiased	
 sequencing を行った。その結果、

下痢患者より得た糞便検体から抽出した DNA	
 

を直接 unbiased	
 sequencingすることにより、

病原体（起病菌）の検出が可能であることを

示すことができた。ただし、従来法により病

原体（下痢原因菌）が検出されているにもか

かわらず、本法ではその病原体が検出できな

い検体もみられた。この一因として現在の次

世代シーケンサのパーフォーマンス（解析配

列数）が不十分であることが考えられる。今

後シーケンサ能力の向上にともないこのよ

うな問題点が解消されていくかどうか検討

していきたい。また、本研究においては、次

世代シーケンサを用いたアプローチにより、

感染症の発症・治癒過程における下痢患者糞

便中の病原体とフローラの経時的動態を網

羅的に追跡することが可能であった。	
 

	
 

(3)急性下痢症の糞便検体を次世代シーケン

サを用いて解析することにより、病原体の直

接検出を試みるとともに、下痢症の発症・治

癒過程における病原体と腸内細菌叢の動態

の経時的解析を試みた。	
 

	
 急性下痢症由来の糞便検体で、起病菌が判

明しており、また発症・治癒過程において経

時的に検体入手ができている症例（計９症

例）について既報に従い DNA を抽出し、各抽

出 DNA に対し 16S	
 rDNA をターゲットとした

PCR を行い、その増幅産物を次世代シーケン

サに供した（いわゆる 16S	
 deep	
 sequencing）。

その結果、いずれの症例においても、起病菌

を検出することができた。さらに経時的に入

手した検体を解析することにより、発症・治

癒過程における病原体の消長を観察できた

のみならず、病原体以外の腸内細菌叢の動態

についても観察が可能であった。	
 

	
 

	
 本研究では、次世代シーケンサを用いたメ

タゲノミックなアプローチにより、病原体の

検出や感染症の発症・治癒過程における病原

体とフローラの経時的動態の網羅的な追跡

が比較的簡便な実験手順で解析可能である

ことが明らかとなった。従来、培養不能菌や

培養困難菌も含めた腸内細菌叢の全貌を解

析することは簡単ではなかった。本法は原理

的に細菌の種類にこだわらない検出法であ

り、今後、下痢症のみならずその他の細菌感

染症の病原体検出や、腸内を含む人体細菌叢

と病原体の動態解析にも威力を発揮するも

のと期待される。	
 

	
 DNA 配列決定技術は今後もさらに進歩し

つづけるものと考えられる。近い将来には現

在出ている「第２世代シーケンサ」に比べ、

コストの点でもスピードでも格段に上回る

機械が出てくるであろう。そのようなハイパ

ーフォーマンスなシーケンサが普及すれば、

現在では多種多様な培地や試薬、PCR プライ

マーなどを用いて複雑なプロトコールで行

われている病原細菌の同定が、DNA シーケン

サによる迅速ゲノム解析に取って代わられ

る日が来るというのもあながち夢物語とは

言いきれない。本研究はこのような近未来の

病原細菌研究ならびに同定診断の先駆けと

なるものであり、その礎を作る役割を果たす

という意味で意義あるものであると考える。	
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