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研究成果の概要（和文）：臨床検体からの網羅的な病原体探索法として、次(第2)世代シークエンサーを用いたメタゲ
ノム解析法が利用されている。本手法には、生物種に依存しない統一したプロトコールを用いることが出来るため、難
培養性病原体や未知病原体を探索する手法として有用である。しかし、病原体の一部のゲノム情報しか得られないこと
が多く、感染症対策に十分な情報は得られない。そこで本研究では、新たに登場した第3世代シークエンサーを利用し
た感染症診断法の開発に取り組んだ。その結果、高精度かつ完全長の病原体ゲノムが容易に得られることから、感染症
研究に有用であることがわかった。

研究成果の概要（英文）：Metagenomic analysis using 2nd generation sequencers is now widely used for compre
hensive detection of pathogens in infectious diseases. This method with a single common protocol in clinic
al specimens doesn't depend on the type of microorganisms, overcoming the limitations of traditional metho
ds. However, because this method detects only a part of genome information of pathogen, we can't get enoug
h information to prevent infection disease. Here, I developed the method of infection diagnosis using 3rd 
generation sequencing. Third generation sequencing easily achieves higher degree of accuracy, less biased 
depth of coverage and a smaller number of contigs than other sequencing. The highly accurate complete geno
me analysis would develop the future genome epidemiology of pathogens.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： メタゲノム　次世代シークエンサー

基礎医学・医化学一般



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
感染症は高い死因の一つであり、特に発展
途上国ではマラリア、AIDS や結核などが大
きな問題となっている。また救急、院内感染
や臓器移植などの医療現場では感染症が疑
われる不明疾患が多い。それゆえ、感染症の
病原体(細菌やウイルスなど)を迅速に検出す
ることにより、感染症の診断、及び対策を施
すことが重要である。本研究の目的は、未知
のものを含むあらゆる病原体を迅速に検出
する手法の構築である。 
微生物の大部分は難培養性であり、分離・
培養を行う手法ではごく一部の微生物しか
病原体検出の対象とならない。病原体遺伝子
の検査・同定法としては他に、マイクロアレ
イを用いた方法など、いくつかの方法が提唱
されているが、これらは遺伝子情報が明らか
にされた既知の病原体に対してのみ有効な
方法であり、未知病原体をも同定する有力な
方法は確立されていない。 
これに対して、次世代シークエンサーによ
るメタゲノム解析では、特異的プライマーや
病原体ごとに異なる処理なしに、検体中の遺
伝情報を網羅的に探索し病原体由来遺伝子
を検出するため、既知の病原体はもちろんの
こと、未知の新規病原体をも検出し得るもの
である。 
これまで我々は、第2世代(いわゆる次世代)
シークエンサーを用いた病原体検出法を確
立してきた(Nakamura S. et al., PlosOne, 2009, 
Nakamura S. et al., Emerging Infectious Diseases, 
2008, Nakamura S. et al. Exp. Biol. Med., 2011)。
しかし、迅速性やコストなどの点において課
題は残されている。また、検出できた場合で
も病原体の一部のゲノム情報しか得られな
いことが多く、感染症対策に十分な情報は得
られない。そこで本研究では、上述した問題
点を解決する方法として、近年新たに登場し
た第 3世代シークエンサーの利用を考えた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、感染性病原体の次世代シークエ
ンサーを用いたメタゲノム解析による同定
法を構築し、既知病原体のより迅速な検出、
及び未知病原体の新たな検出法を確立する
ことを目的とする。 
これまでに多くの病原体検出法が開発さ
れてきたが、感染症の拡大を最小限に抑える
ためには、あらゆる病原体を統一したプロト
コルで迅速に同定し、それに即した対策を実
施することが肝要である。また、未知病原体
の同定にとって第一選択となる有力な方法
は確立されていない。 
既に確立しつつある第 2世代シークエンサ
ーによる病原体検出法に加え、第 3世代シー
クエンサーの特徴を生かすことで、より迅速、
安価かつ高精度での病原体同定法を確立で
きると考える。また、病原体の検出のみなら
ず、迅速に病原体の全ゲノムを高精度で同定
し、薬剤耐性遺伝子、病原性遺伝子やゲノム

の構造変化に関する情報を得ることは、感染
症対策に大きく貢献する可能性を秘める。 
 
３．研究の方法 
本研究ではまず、第 3世代シークエンサー
による病原体ゲノム同定法の確立、性能評価
そして第 2、第 3 世代シークエンサーを併用
した迅速な検出法を確立する。また、臨床応
用のため、確立した手法をもとに様々な原因
不明感染症への感染症診断法を適用し、感染
症診断法の効率化と精度向上を目指す。第 2
世代シークエンサーとしては、Illumina 社か
ら発売されている卓上型のシークエンサー
であるMiSeqを、第 3世代シークエンサーと
しては、Pacific Biosciences社から発売されて
いる PacBio RS(以下 PacBio)を使用する。 
 
(1)第3世代シークエンサーを用いた微生物ゲ
ノム同定法の確立 
第 3 世代シークエンサー(PacBio)は、第 2
世代シークエンサーと比較すると、迅速性や
低コスト性という点で優れているというこ
と以外に、最長 10,000塩基を超えるロングリ
ードが可能であるという大きな特徴がある。
これは、第 2世代シークエンサーが最も長く
ても数百塩基しか解読できないことと比較
すると最も大きな特徴といえる。 
この特長ゆえ、微生物の全ゲノム解析に有
利であることが予想される。しかし PacBio
は、発売されて間もないシークエンサーであ
ること、また世界的に導入数が僅かであるこ
となどから、サンプル調製法、解析方法を検
討する必要がある。そこでまず、解読に適し
た配列長や DNA 断片化法(ネビュライザー、
ソニックプローブやハイドロシェアなど)を
検討し、第 3世代シークエンサーによる微生
物全ゲノム同定に適した条件を確立する。予
備的実験としてまず、細菌ゲノムを用いる。
次いで、PacBioにより得られるロングリード
に適した解析システムの開発も行う。特に方
法論の見直し、分散化など迅速化に取り組む。
これらの工程を自動的に処理する解析パイ
プラインの構築を目指す。 
 
(2)細菌ゲノム同定における第 2、第 3世代シ
ークエンサーの性能比較 
第 2世代シークエンサー(MiSeq)からは、シ
ョートリード( < 250 bp)しか得られないが、
1,000 万本以上の大量の塩基配列を一度に解
読することが出来る。その為、これまで全ゲ
ノム同定法として広く用いられ、多数の細菌
ゲノムの DeNovo アセンブリに使用されてき
た。しかし多くの場合、5 Mbp程度の細菌ゲ
ノムですら、数十本のコンティグにまでにし
かつなぎ合わせることが出来ておらず、十分
な情報が得られているとは言い難い。一方で、
第 3 世代シークエンサー(PacBio)は、ロング
リードが得られるためゲノムのアセンブリ
には有利であるが、塩基解読精度は悪く、ま
た数万本程度の塩基配列しか得られない。そ



こで、(1)で行った PacBio を用いたゲノムア
センブリの結果を、MiSeq のデータのみや
MiSeqとPacBioのデータを併せて行ったゲノ
ムアセンブリの結果と比較検討し、病原体の
ゲノム同定を行う上で適した方法を決定す
る。 
 
(3)第3世代シークエンサーの感染症診断法へ
の適用 

PacBioは、上述したようにMiSeqと比較す
るとロングリードが可能であるため、ゲノム
の DeNovo アセンブリに有利であるが、スル
ープットの点では劣る。そのため感染症の診
断法としては、まずMiSeqを用い、臨床検体
中に含まれる病原体を網羅的に探索する。分
離培養可能な病原体のゲノム断片が見つか
った場合には、その病原体を単離、及び
PacBioによる全ゲノム同定を行い、既存の株
と比較する。一方、未知病原体の由来と思わ
れる断片配列が得られた場合には、これらの
断片配列を参考にプライマーを設計し、出来
る限り長い配列を PCRにより増幅後、PacBio
でゲノムの再構築を行う。 
様々な国内外の感染症研究者・医療関係者
とコンタクトをとり、原因不明感染症の病原
体検出を進め準備を行なっている。国内にお
いても、小児における劇症肝炎は原因不明な
例が約 30％もあることが指摘されており、生
体肝移植後の再発例も多く、問題になってい
る。こういった原因不明の感染症疑い例に対
し、上述の病原体診断法の応用に取り組む。 
 
４．研究成果 
(1)第3世代シークエンサーを用いた微生物ゲ
ノム同定法の確立 
検討実験には、食中毒の原
因 菌 で あ る Vibrio 
parahaemolyticus のゲノムを
用いた。本菌は、約 3 Mbp
と 2 Mbp の 2 本の染色体で
構成される。 
まず、PacBio による塩基
解読に適した配列長や DNA
断片化法(ネビュライザー、
ソニックプローブやハイド
ロシェアなど)を検討した。
その結果、ハイドロシェアを
用いた場合に図 1 に示すよ
うな、分散度が低い DNA断
片が得られることがわかっ
た。また、精製方法によって
得られるシーケンス結果が
大きく異なり、MO BIO 社の PowerSoil キッ
トを用いた場合に最も良質な結果が得られ
ることが明らかとなった。 
このサンプルの PacBio によるシーケンシ
ングからは、リード数が約 32,000、平均リー
ド長が約 3,800 bp、最長リードが 10 kbp以上
のデータを得ることが出来た(図 2)。 
また、DeNovo アセンブリ方法を様々なソ

フトウェアを用いて検討したところ、
CeleraAssembler が最も適していることがわ
かった。また、ロングリード(3,000 bp 以上)
の結果のみを用いてアセンブリした場合に
最も効率的にアセンブリ出来ることがわか
った。これらの結果を踏まえ、塩基配列デー
タを効率よくアセンブルするパイプライン
を構築した。本手法を用いた場合、Vibrio 
parahaemolyticus については、1回のシークエ
ンシングデータから完全長ゲノムを得るこ
とに成功した。 
 
(2)細菌ゲノム同定における第 2、第 3世代シ
ークエンサーの性能比較 
上述したように、PacBio を用いることで、
細菌の完全長ゲノムを比較的容易に得るこ
とが出来たが、PacBioのシーケンスエラーの
高さゆえ、つなぎあわせたコンティグの精度
を評価する必要があった。そこで同一細菌に
対して、MiSeqを用いたゲノムシークエンス
を行い、DeNovoアセンブリを行った。また、
精度の高い MiSeq とリード長の長い PacBio
を併用することで、より高い精度のデータが
得られることを期待し、これらを組み合わせ
たハイブリッドアセンブリも行った。得られ
たデータの統計値を表 1に示す。 

 
表 1 MiSeq、PacBioで得られたデータの統計値 

 PacBio MiSeq 
# reads 601,080 39,651,366 
# bases 3,116,894,565 9,921,799,735 
Coverage x 603 x 1919 
Mean length 5,815 bp 250 bp 

 
1 回のシーケンシングにより、MiSeq から
は PacBioの約 65倍のリード数、約 3倍の塩
基数のデータを得ることが出来た。一方で、
得られた平均リード長は、PacBioが圧倒的に
長かった。これら得られたデータを用いて
DeNovo アセンブリを行った結果を表 2 に示
す。これらの結果から、PacBioのデータを用
いた場合のみに完全長ゲノムが再構築出来
ていることがわかる。MiSeqのみのデータで
は、他の報告例と同様に数十本のコンティグ

図 1 サイズ分布 

図 2 PacBioのリード長分布 



にまでしかつなげ合わせることが出来ず、
PacBioのデータにMiSeqのデータを組み合わ
せるとアセンブリに悪影響を及ぼすことも
わかった。また、リファレンス配列に対する
正確性についても比較したところ、ゲノムカ
バー率や塩基解読ミスの数という点でも
PacBio のデータが最も精度が高いことがわ
かった(表 2)。 

 
表 2 MiSeq、PacBioデータのアセンブリの結果 

 
PacBio 

PacBio
/MiSeq 

MiSeq 

# contigs 2 7 29 
Max length / Mbp 3.29 1.88 0.73 
Total length / Mbp 5.17 5.17 5.09 
N50 / Mbp 3.29 1.64 0.51 
Genome fraction% 99.999 99.986 98.478 
# mismatches 157 215 392 
 
MiSeqでは、つなぎ合わせることが出来な
かった領域についても PacBio では出来てい
た。各シーケンサーにより得られたコンティ
グをリファレンス配列にアライメントした
ところ、これらの領域は主に rRNAのリピー
ト配列が存在する領域であることがわかっ
た(図 3)。PacBio は、これらのリピート配列
を超える長いリードを解読出来るため、
DeNovo アセンブリに有利であることがわか
った。以上の結果から、細菌ゲノムの決定を
行う上では、PacBioがより迅速に、より長い
ゲノムを再構築できることがわかった。 

 
(3) 第 3 世代シークエンサーの感染症診断法
への適用 
本研究中に 2例の細菌感染例の臨床検体に
ついて本手法を適用することが出来た。 
ケース 1 : 感染症による流産の起因菌とし
て同定された、ゲノムサイズが約 0.7 Mbpの
Ureaplasma parvumについて、PacBioシーケ

ンス及び上述手法によるゲノムの DeNovo ア
センブリを行い、完全長のゲノム配列を得る
ことに成功した。 
ケース 2 : 原因菌不明の敗血症患者の臨床
検体について、MiSeqを用いたメタゲノム解
析を行った。その結果、敗血症の原因菌とし
て Klebsiella variicola が同定できた。そこで、
分離培養した本菌について、PacBioによる全
ゲノム解析を行い、1 回のシーケンシングに
より、ほぼ完全長のドラフトゲノム(約 5.5 
Mbp)を得ることに成功した。 
これらの症例については、今後の課題とし
て他の株とのゲノム比較を行っていく。本研
究により、臨床検体中の病原体の探索には第
2 世代シークエンサーを、そして全ゲノム解
析には第 3世代シークエンサーを用いる手法
が効率的であることを明らかにした。本研究
中には、既知病原体感染例や分離・培養可能
例についてしか、検討を行うことは出来なか
ったが、上述した方法を用いれば、未知病原
体や難培養性病原体に対しても、多くのゲノ
ム情報が得ることが出来ると期待できる。本
手法を用いることで、迅速かつ安価にゲノム
解析を行えることから、他の病原菌や薬剤耐
性菌などについても有用な手法に成りうる
と予想される。 
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