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研究成果の概要（和文）：新興・再興ウイルスの発生に対し、病原体の動態を把握することが求められている。本研究
では、網羅的なプライマー設計プログラムと次世代シーケンサーを連携したウイルス検出システムの開発を行った。縮
重プライマーを用い、総当りの相同性解析とクラスター化による最大ウイルス種増幅プライマーを設計するプログラム
が作出され、14ウイルス科について143,557種のウイルスを対象とするプライマーが自動的に設計された。当該プログ
ラムは19属の細菌についても設計が可能であり、次世代シーケンスデータについて開発した解析プログラムと合わせ、
次世代シーケンサーを用いた網羅的病原体検出の可能性を高めた。

研究成果の概要（英文）：On reports of the emerging viruses, requirement for comprehensive surveillance 
for viruses has been increased. In this study, we create computer program which design primers for 
comprehensive detection of viruses. The program automatically designed primers for amplifying 143,557 
species (14 families) viruses and 19 genera of bacteria. We also create sequence analysis program for 
analyzing vast numbers of sequence reads with high-performance homology search. These programs and 
results suggest the ability of the combination of comprehensive amplification and next-generation 
sequencer.

研究分野： ウイルス学

キーワード： 次世代シーケンサー　縮重プライマー　バイオインフォマティクス　網羅的ウイルス検出　網羅的細菌
検出　高速相同性検出　プライマーの自動設計　糞便微生物解析

  ３版



1. 研究開始当初の背景 

流通と人口流動のグルーバル化の結果、家

畜の伝染性ウイルス疾病について、多様な既知

ウイルスに加え、新種ウイルスの出現も考慮す

る必要が生じている。網羅的増幅法または次世

代シーケンサーの連携が有効であることは多く

の研究者が予想していた。 

当時の方法は次世代シーケンス結果におけ

るウイルス塩基配列比率を十分に高めることを

目標としていたが、この背景としては、次世代

シーケンス結果データ全てについて、公開デー

タベース上の既知のデータとの相同性解析に多

大な計算時間を要するという問題点があった。 

次世代シーケンスの実施前に試料拡散中の

ウイルス等の病原体の比率を高める方法として

は、複数の塩基配列を共通して増幅する縮重プ

ライマー(degenerate プライマー)を用いた網

羅的増幅方法が検討されていたが、目的とする

病原体について十分に安定した増幅効率を得る

ことが難しく、研究論文上での改善が報告され

続けていた。 

一方、研究の開始にあたり、申請者らは、

ウイルスの網羅的増幅用 PCR プライマー設計プ

ログラム(CoCoMo) を独自に開発しており、従

来よりも広い範囲のウイルスを次世代シーケン

ス試料中での比率を高めることが理論的には可

能であり、一方、米国で新規に開発された相同

配列検索プロクラム(USEARCH)の高速性を利用

すれば、次世代シーケンスから出力された全て

の塩基配列を解析することにより広範囲のウイ

ルスを高感度で検出する可能性が示唆されてい

た。 

当該技術では、網羅的な範囲のウイルス・

細菌に関して、限られた数のプライマーによっ

て PCRが可能な縮重プライマーの設計がウイル

スおよび細菌の検出のためには最重要課題とな

った。 

 

2.研究の目的 

新種を含む多様なウイルスの検出のために

次世代シーケンスを最大限に利用するため、申

請者らが独自に開発したウイルスの網羅的増幅

用 PCRプライマー設計プログラム(CoCoMo) を

最適化するとともに、米国で開発された相同配

列検索プロクラム(USEARCH)を用いて次世代シ

ーケンスから出力された塩基配列中での配列の

相同性と多重性(deepシーケンシング分析)を

分析する。完全な PCR 増幅ではなく、次世代シ

ーケンス上の多重性の増大を検出基準とする場

合、広範囲のウイルスおよびその他の病原体に

ついて高効率かつ網羅的に検出する方法を開発

することが可能となる。このためのプライマー

による増幅と分析方法の開発を本研究の目的と

する。 

図 1 deepシーケンス分析による病原体検出の

概念図 

 
 上記の目的を達成するため、本研究では下記

の個別目標を設定し、検出方法の感度を確保し

つつ網羅性を高めることとした。 

 

(1)次世代シーケンサーを用いたウイルス検出 

感度を高めた検出方法の開発と並行し、コピー

数の大きなウイルスについては、次世代シーケンス

による検出を実施する。この検出・同定により、次世

代シーケンスによる病原体検出の実用性を示すと

ともに、新規開発する網羅的検出方法が目標とす

べき検出感度を予測する。 

 

(2)網羅的なウイルス核酸の増幅を可能にする縮重

プライマー設計方法の開発 

過去の新規ウイルスの発見事例でもほとんどの

場合は、近縁のウイルスが存在している。そのため、

既存のウイルスに相同性のあるウイルスを検出する

ような PCR増幅ができれば、未知のウイルスの検出

も可能である。近縁のウイルスを同時に増幅させる

ためのプライマーの設計方法としては、縮重プライ

マーが最も広く用いられている。申請者はウイルス

研究での成功例を分析し、その作業を自動化した

CoCoMo 縮重プライマー設計プログラム申請時に

は開発していた(Jimba etl al., Retrovirology. 2010 

Nov 2;7:91)。本研究では、この縮重プライマーの設

計方法をさらに発展させ、ウイルス科などの検出対

象ウイルス群を最低数の縮重プライマーで増幅す

るための方法の開発を第一の目的とした。 

 

(3)次世代シーケンスデータからの病原体由来塩基

配列の高速検出 



Illumina(HiSeq および MiSeq)や FLXなどの次

世代シーケンサーは、1000万リードまたは 5 億塩

基の配列を決定できる。理論的には、これらの塩基

配列にはウイルス等の病原体の配列も含まれるた

め、大量の塩基配列中から既知の病原体と相同の

配列を検出できれば、病原体を高感度で検出する

ことが可能になる。本研究では、次世代シーケンス

データを直接に病原体の塩基配列データベースと

相同性検索を行うための方法を開発する。 

 

3.研究の方法 

(1)低コスト次世代シーケンサーMiSeq によるウイル

ス検出 

低コスト、中等度リード数での塩基配列の分析

が可能な MiSeq シーケンサーを用い、各種資料か

らのウイルスの同定を実施した。このための対象試

料としては、主として単一のウイルス感染をしている

感染動物材料とし、得られた全シーケンスをウイル

スデータベースに対して相同性解析することにより

ウイルスの検出を実施した。 

 

(2)-1 網羅的なウイルス・細菌核酸の増幅を可能に

する縮重プライマー設計条件の設定 

縮重プライマーを使用する場合、次世代シーケ

ンスでウイルスを検出する場合においても、低コピ

ー数の対象ウイルスを増幅する必要がある。この検

出目標としては、血液等生体材料中のウイルスの

存在量から予測し、10コピーのウイルスを検出可能

な方法が必要であることが予想された。これらの予

想にもとづき、縮重プライマーの設計と検証におい

ては、10 コピーの鋳型 DNA または RNA を検出可

能にすることを目標として、縮重プライマーで許容

される縮重度と鋳型の増幅反応の関係が調べられ

た。 

 

(2)-2 網羅的なウイルス・細菌核酸の増幅を可能に

する縮重プライマー設計プログラムの作成 

(2)-1 の実験により、次世代シーケンスで効果的

にウイルスを検出するための縮重プライマーの条

件が設定されたため、プライマー設計対象のウイル

ス群を、最低数のその条件に合った縮重プライマ

ーを用いて増幅することが次の目標となった。この

ため、多数の候補ウイルスの遺伝子を、相互に相

同性の高いクラスターに分け、最低数のクラスター

により、全種のウイルスを増幅できるようにクラスタ

ーの選択を行うプログラムを作成した。このプログラ

ムの作成には、最低数のグループで全体を網羅す

るための方法として知られている Greedy Algorithm

を使用した。 

 

(3) 次世代シーケンスデータからの病原体由来塩

基配列の高速検出法の確立 

本研究が対象とする糞便などの試料について

は、多数の生物が含まれている可能性があるため、

次世代シーケンサーが分析により出力したデータ

(リード)をそのまま検索対象として用い、全リードを

公開データベースのデータと比較することが生物

種分布および病原体検出のために適切であること

が示唆された。ただ、次世代シーケンサーにより出

力される読み取り塩基配列は非常に多数存在する

ため、高速での検索が可能な相同性検索ソフトが

必要になった。本研究では、BLAST の 200 倍高速

であることが知られている USEARCH を用い、糞便

中に含まれる生物種を網羅的に検出し、データベ

ース化するためのプログラムを作成した。 

 

4.研究成果 

(1)低コスト次世代シーケンサーMiSeq によるウイル

ス検出 

次世代シーケンサーによるウイルス検出における

ウイルスのコピー数を検証し、網羅的増幅方法の

条件を検討するためのウイルス検出および同定を

試みたところ、次世代シーケンサーMiSeq により、9

種のウイルスが同定され、性状が分析された(文献

番号 1, 3, 4, 5, 7, 8, 13, 17, 19)。 

 

(2)-1網羅的なウイルス核酸の増幅を可能にする縮

重プライマー設計条件の設定 

2012 年度および 2013 年度の試行から、①次

世代シーケンスの配列分析では 64 倍以上の増幅

であれば有意に検出できる ②PCR 増幅反応が次

世代シーケンス用試料中で効果的に進行するため

には 30 サイクルの増幅で増幅産物が目視できるよ

うな増幅反応の特異性が必要になる ③PCR の増

幅反応が他の増幅反応に影響し始めるのは 1000

倍程度以上増幅してからである。④多くの臨床デ

ータでは病原体検出の対象はウイルスのみではな

く、細菌の検出も求められる。ということが判明し

た。 

また、ハンタウイルスを鋳型として PCRプライマ

ーの縮重性を変更して行われた増幅実験により、

「3’末端から 3 塩基は縮重塩基にしない、縮重塩

基数は 4 個以内、縮重塩基間は 2 塩基以上空け

る」との法則が有効であることが示された。 

2013 年度までに、プライマー設計ソフトの改善

も進め、塩基配列の相同性に基づいてクラスター

化されたゲノム断片を整列し、一致した塩基配列を

コアにして設計されたプライマーを用い、低コピー

数のハンタウイルスを鋳型として増幅を試みたとこ

ろ、増幅された種数は表 1 のようになった。 



表 1 自動プライマー設計ソフトによって設計され

たプライマーの増幅ハンタウイルス種数 

増幅ハン

タウイルス

種数 

0 1 2 3 4 5 7 

プライマ

ー数 

11 6 3 1 1 2 1 

これらの結果により、縮重塩基の位置や頻度の

基本原則をプログラムに取り込むことにより、高度に

変異し塩基配列が多型を示す 7 種のハンタウイル

スを増幅するプライマーを設計可能であることが示

された。(2)-2 のプライマー設計プログラムの開発

においては、この法則を基本にプライマーを設計

し、縮重度がこれを上回る場合には、対象をより細

かいグループに分けることとした。 

 

(2)-2-1 網羅的な細菌核酸の増幅・同定を可能に

する縮重プライマー設計プログラムの作成 

2013 年度において、次世代シーケンサーによ

る分析対象としてのニーズが糞便について大きい

ことを勘案し、ウイルスに加え、細菌についても種

および血液型同定用のプライマーを設計した。設

計された 4 組のプライマーによる各種菌株の増幅

産物のサイズから、大腸菌の血清型が予測可能で

あることが示唆された。 

 

(2)-2-2 生物種サーベイランス法の整備 

網羅的解析においては、糞便採取時に動物が同

定できないため、宿主動物を同定する必要性も示

唆された。そのため、各種生物ゲノムを増幅する方

法として、エクソン部分をプライマーにして非エクソ

ン領域を増幅するプライマーを設計し、地域を限定

した条件においては、げっ歯類および鳥類種を同

定可能なプライマーを設計し、糞便の網羅的解析

に先んじて、宿主を容易に同定可能にした。 

 

(2)-2-3 網羅的なウイルス・細菌核酸の増幅を可能

にする縮重プライマー設計プログラムの作成 

2013 年度までの結果を元に、2014 年度におい

ては、網羅的な検出を可能にするため、多数のウイ

ルスに共通して利用可能で、自動的に設計を行え

る縮重プライマー設計プログラムを作出した。当該

プログラムは、GenBank から特定のウイルス科に含

まれる全データをダウンロードしたデータを起点とし

て用い、遺伝子産物のアミノ酸配列の相同性にもと

づいて設計対象の重複を除いた後、遺伝子を相同

性に基づいたクラスターに分けた。各クラスターで

増幅可能なウイルス種を最大とするように Greedy 

Algorithmにより最適なクラスターが選択され、続い

てクラスターごとに、縮重塩基が設計された。このプ

ライマー設計ソフトは 14 ウイルス科の 143,557 種

のウイルスを対象とするプライマーを自動的に設計

する能力を示した(表 2)。 

表 2 縮重プライマー設計ソフトの実行時間 

  

ウイルス科 

GenBank

データ件

数 

設計

プライ

マー

ペア

数 

所要

時間 

Bunyaviridae 6006 85 10分 

Flaviviridae 8843 51 10分 

Orthomyxoviridae 267,022 196 
2.5時

間 

基本的に同一のプログラムは細菌にも応用可能

で、Bacillus, Borrelia, Brucella, Campylobacter, 

Candidatus, Chlamydia, Escherichia, Haemophilus, 

Leptospira, Listeria, Mycobacterium, Mycoplasma, 

Neisseria, Pseudomonas, Rickettsia, Shigella, 

Staphylococcus, Streptococcus および Yershinia

属の細菌の全ゲノム配列を元に、各属の遺伝子を

増幅するプライマーを設計したところ、398,380 個

の相同遺伝子クラスターが得られ、1 属のみが含ま

れる 388,521 クラスターから、各属について最も相

互の相同性が高いクラスター内の塩基配列に共通

するプライマーが設計された。このプライマー設計

の実行には 4 日間を要したが、その間プログラムは

エラーを出すこと無く、再現性を持って実行が可能

であった。 

 

(3) 次世代シーケンスデータからの病原体由来塩

基配列の高速検出法の確立 

大量の次世代シーケンスデータからウイルス配列

を非特異的増幅産物から分別して同定するため

に、相同性検索ソフト USEARCH を利用したプログ

ラムを設計した。このプログラムは次世代シーケン

サーからの生データを直接解析し、リードデータと

相同性が最も高いウイルス・細菌・原生動物・植物

および動物種を集計する機能を整備した。相同性

解析ソフトとしては、USEARCH が最も実行速度が

高いことが示された。 

 

(4) 総括 

本研究は、ヒトの移動がグローバル化し、従

来は地域による発生地域が限定されていたウイ



ルスが地域を拡大するという傾向に対し、コス

トが下がり、活用範囲の拡大が明らかになって

いた次世代シーケンスを活用することにより網

羅的な病原体の検出を可能にすることを目的と

して計画された。次世代シーケンサーによって

ウイルスが検出可能な事例を報告することによ

り、その網羅性を示したが、同時に、ウイルス

のコピー数が他の生物種と比較して高くなけれ

ば次世代シーケンスデータでも検出されないこ

とも一方では示された。これらの結果は、網羅

的な対象病原体について PCR 反応を可能にす

るプライマーの設計と、次世代シーケンサーの

生データを高速で相同性検索するシステムの重

要性を示唆した。本研究では両者について実用

的なプログラムを作出した。遺伝子の総当り的

な相同性解析とクラスタリング、DNA 配列の

整列と保存領域の抽出に加え、プライマーの自

動設計を自動的に行うプログラムが作出され、

388,521 の遺伝子クラスターについての自動的プラ

イマー設計が可能となった。このプライマー設計プ

ログラムは、と実行環境の整備マニュアルが整備さ

れた時点で公開・頒布する予定である。 
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