
横浜市立大学・医学部・准教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２２７０１

基盤研究(C)（一般）

2024～2022

骨軟部感染症に対するナノポアシークエンサーを用いた薬剤耐性菌と感染経路の同定

Detection of Drug-Resistant Pathogens and Pathology of Infection in Bone and 
Soft Tissue Infections Using Nanopore Sequencing

２０７６０８８８研究者番号：

崔　賢民（CHOE, Hyonmin）

研究期間：

２２Ｋ０９３１１

年 月 日現在  ７   ６ ２５

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：ナノポアシーケンサーMinION MK1Cの人工関節周囲感染（PJI）診断精度を検討した。
2020年7月～2022年5月に当院で細菌培養陽性と診断されたPJI 61例を対象に、従来の細菌培養や16S rRNA PCRと
比較した結果、MinIONは74.5％で培養同定菌属を検出し、47.5％で培養陰性菌を同定した。ONSは混合感染の検
出にも優れ、16S rRNA陽性例での検出率は81.6％であった。さらに現在、PJI以外の感染例での有用性と、唾
液・糞便・表皮検体と創部との菌株一致による感染経路の特定を検証中である。

研究成果の概要（英文）：We evaluated the diagnostic performance of the nanopore sequencer MinION 
MK1c for periprosthetic joint infection (PJI). A total of 61 culture-positive PJI cases from July 
2020 to May 2022 were analyzed. Bacterial identification using  MinION was compared with 
conventional culture and 16S rRNA PCR. MinION detected 74.5% of culture-identified genera and 
additionally identified bacteria not detected by culture in 47.5% of cases. While culture revealed 
polymicrobial infection in only 3 cases,  MinION suggested it in 24 cases. Among 16S PCR-positive 
cases,  MinION showed a detection rate of 81.6%. These findings suggest that  MinION is useful not 
only for culture-positive cases but also for culture-negative and polymicrobial infections. 

研究分野：整形外科感染

キーワード： 整形外科感染　インプラント　バイオフィルム　遺伝子診断　PCR　混合感染　人工関節周囲感染　細菌
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、ナノポアシーケンサーMinION MK1Cが、従来の細菌培養やPCRでは検出困難な病原菌や混合感染の同定
に有用であることを示した。特に培養陰性例や多菌種感染の診断精度向上が期待され、早期診断・適切な抗菌薬
選択に貢献する。さらに、感染経路の同定により再発防止や感染対策の強化が可能となり、整形外科領域におけ
る感染症管理の新たな診断基盤を提供する点で学術的・社会的意義は大きい。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

骨軟部感染症の診断において、細菌性 DNA を対象としたシーケンサーによる原因菌同定の臨床

応用が期待されている。しかし、開始当初のシーケンス技術には、コストの高さ、手技の煩雑

さ、結果が得られるまでの時間が長いといった課題が存在した。MiSeq や HiSeq system

（Illumina 社）に代表されるショートリードシーケンサーは、読み取り可能な塩基配列の長さ

が限られており、解析対象の領域が狭いという制約があり、この手法は、細菌培養により得ら

れたコロニーに対しては有効であるが、骨軟部感染症では細菌培養が偽陰性となる例が多く、

有用性は限定的と考えられた。 

一方、ナノポアシーケンサーは、微細な孔（ナノポア）を通過する DNA 分子の電流変化を計

測することにより、長鎖の塩基配列を読み取るロングリードシーケンサーである。この技術

は、機器の小型化・低価格化、さらにリアルタイムで迅速な解析が可能であるという特長を有

している。我々の先行研究では、ナノポアシーケンサーが骨軟部感染組織中の細菌性 DNA を網

羅的に解析できることを実証していた。 

特に、Oxford Nanopore Technologies 社の MinION MK1C は、薬剤耐性遺伝子の同定が可能で

あるのみならず、菌株間の塩基配列の相同性解析にも対応しており、これを皮膚・口腔・腸管

などの常在菌叢と比較することで、感染経路の特定が可能となると考えられた。骨軟部は無菌

臓器であり、内因性感染の伝播機序を明らかにすることは、病態解明および再感染の予防にお

いて重要な意義を持つと考え本研究を開始した。 

２．研究の目的 

本研究の目的は、ナノポアシーケンサーMinION MK1C を用いて、骨軟部感染症患者における原

因菌および薬剤耐性遺伝子の同定が可能かを検証し、これを抗菌薬選択に応用することであっ

た。また、同機器を用いた菌株同定の結果を常在菌叢と比較解析することにより、内因性感染

の感染経路を明らかにし、再感染予防に役立てることを目指した。 

３．研究の方法 

対象は、2015 年から 2021 年に当院で治療を行い、検体が保存されている骨軟部感染症患者と

した。これらの検体はすでに DNA 抽出および mecA 遺伝子を対象とした全自動リアルタイム PCR

解析が完了しており、現在 Deep Freezer にて冷凍保存されている。 

ナノポアシーケンスは、Oxford Nanopore Technologies 社のプロトコールに従って実施し、

菌種同定および薬剤耐性遺伝子の網羅的解析を行う。耐性遺伝子の評価は、クラウド上でのバ

イオインフォマティクス解析によって実施した。 

４．研究成果 

まずナノポアシーケンサーMinION MK1C を用いて、人工関節周囲感染（Periprosthetic Joint 

Infection：PJI）の診断精度を検証した。2020 年 7 月から 2022 年 5 月までに当院で細菌培養

陽性と診断された PJI 症例 61 例を対象に、ONS による細菌同定結果を、従来の細菌培養検査お

よび 16S rRNA 遺伝子を標的とする PCR 診断装置と比較した。 

その結果、MinION MK1C は細菌培養で同定された菌属の 74.5％を検出した。また、培養では検

出されなかった細菌を 47.5％の症例で同定し、従来法で捉えきれない菌の存在が示唆された。



細菌培養で複数菌種が検出されたのは 3例に留まった一方で、ONS では 24 例において混合感染

が示唆された。16S rRNA PCR 陽性例における ONS の検出率は 81.6％であった。これらの結果か

ら、ONS は培養陽性例だけでなく、培養陰性や混合感染例においても有用な診断ツールとなる

可能性が示された。なお、本研究の成果は現在英文誌に投稿中である。 

また現在、PJI 以外の感染症例における有用性について検証しながら、骨軟部感染症患者から

採取した唾液・糞便・表皮と創部検体を比較し、同一菌株の同定が可能かどうかを検証中であ

る。この解析により、感染源および感染経路の特定が可能となれば、骨軟部感染症の病態解明

や診断位に大きく寄与することが期待される。 
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