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研究成果の概要（和文）：感染症の診断および治療において、病原体の同定に要する時間は、適切な治療の開始時期の
問題に直結し、患者予後に著しく影響する。そこで、分離培養を介さずに、直接、次世代シーケンサを用いて解析する
網羅的な診断法の開発を目的とした。血液のような検体の場合、現在のDNA調整法では宿主由来DNAが大量に混入するた
め、目的とする病原体の配列情報を十分に取得できない。そこで、病原体の情報を効率良く取得するためのDNA精製の
方法および同定の方法を開発した。

研究成果の概要（英文）：In the diagnosis and treatment of infectious diseases, the time that required for 
identification of the pathogen from patients, directly faces to the problem of the starting point for 
appropriate treatment and affects on patient prognosis. The exhaustive detection method for pathogens 
using the next generation sequencers without cultivation for isolation was developed. In the case of 
analyses such as blood, the current DNA purification method contaminates the large amount of host-derived 
DNA. It interferes to get enough of the sequence information of the pathogen of interest. Therefore, we 
developed a DNA purification method and identification method for efficiently acquiring information of 
the pathogen.

研究分野：細菌ゲノム
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１．研究開始当初の背景 
 病原体の分離同定が困難あるいは分離に
時間や特別な技術等を要する感染症では、臨
床所見から想定される全ての病原体に対し
て、それぞれ個別の検出方法を試みる必要が
ある。このような従来の診断法に必要とされ
る「時間や経験、技術の習熟」を必要としな
い新規診断法の開発は盛んに進められてい
る。しかし、いずれも PCR や抗原検出などの
個別検出法であり、複数の検査を行う必要が
ある。これに対して、次世代シーケンサを用
いた網羅的な診断法の導入も検討されてい
る。ところが、血液のような検体の場合、現
在の DNA調整法では宿主由来 DNAが大量に混
入するため、目的とする病原体由来の配列情
報を十分に得ることができず、実用化には大
きな壁が存在する。本研究では、この問題の
解決策として、血液検体などからヒトと細菌
の間でのDNAメチル化システムの違いを利用
して細菌DNAを選択的に調整する手法を確立
し、次世代シーケンサと組み合せることによ
り、分離培養を必要としない新しい細菌感染
症診断法の開発に挑戦する。本手法が確立で
きれば、従来法での病原菌同定が困難であっ
た症例に対しては、これまでの診断法の限界
を打破する新しい診断法となる。従来法で同
定が可能である感染症に対しては、補助的な
診断法となるが、シーケンスコストがさらに
下がれば、重複感染などを見落とすリスクが
低い手法として、将来的にはメインの診断法
となる可能性を秘めている。また、本手法で
は、菌種同定だけでなく、付随的に得られる
ゲノム配列から薬剤耐性や病原性にかかわ
る情報など、治療方針の決定等に役立つ情報
を取得することが可能である。さらに、新た
な病原菌の発見にもつながると期待される。 
 
２．研究の目的 
 感染症の診断および治療において、病原体
の同定に要する時間は、適切な治療の開始時
期の問題に直結し、患者予後に著しく影響す
る。特に、分離培養が困難あるいは分離に時
間や特別な技術などを要する病原体に対す
る新規診断法の開発は、患者にとっても医療
現場にとっても有益である。近年、次世代シ
ーケンサを用いて血液などの患者由来検体
を直接解析する手法の導入が議論されてい
るものの、ヒト DNA の大量混入が病原体に由
来する配列情報の取得を妨げ、実用化の大き
な障害となっている。そこで、本研究では、
対象を病原細菌に絞り、ヒトと細菌の間での
DNA メチル化システムの違いに基づいた細菌
DNA 濃縮調整法を確立し、これと次世代シー
ケンサを組み合わせることにより、分離培養
を必要としない新しい細菌感染症診断法の
開発を目指す。 
 血液のような検体からの病原体検出に次
世代シーケンサを利用するためには、様々な
課題が存在する。本研究で最も重要なポイン
トは、血液検体を材料として細菌 DNA を選択

的に濃縮する DNA 調整法を確立し、次世代シ
ーケンサを組み合わせることにより、これら
の課題の克服に挑戦する点である。例えば、
血液検体から DNA 試料を調整しても、大量の
ヒト DNA の混入(全 DNA の 99.9%以上)は避け
られず、大型の次世代シーケンサを用いても
病原体由来配列の取得は容易ではない。申請
者も、これまでに核画分を除くことによる細
菌 DNA 濃縮法を開発したが、時間と労力を要
し、効率的にも実用レベルに達していない。
申請者は、この研究の過程で、試料調整にヒ
トと細菌の間でのメチル化DNAパターンの違
いを利用できないかと考えた。ヒトと細菌の
DNA が混ざった状態から、ヒトにのみ見られ
るメチル化 DNA パターンを利用してヒト DNA
の除去すること(細菌由来DNAの濃縮)が理論
的には可能である。この手法を確立すれば、
ベンチトップ型の次世代シーケンサでも、効
率的かつ網羅的な DNA 解析と診断が可能と
なる。 
 
３．研究の方法 
(1) ヒト DNA 除去法の検討 
① メチル化 CpG(mCpG)結合タンパク質を
用いたヒト DNA の除去 

 DNA 試料(1 μg)に、Protein A 融合メチル
化 DNA 結 合 タ ン パ ク 質 溶 液 (NEBNext 
Microbiome DNA Enrichment Kit, New England 
Biolabs 社)を添加する。十分に DNA と結合さ
せたのち、Protein A 認識磁気ビーズを添加
し、メチル化 DNA/タンパク質複合体と結合さ
せる。次に、磁気ビーズ（メチル化 DNA/タン
パク質複合体が結合している）を磁石で固定
し、その上澄みを回収する。回収した画分に
は、mCpG を含まない DNA 断片が濃縮される。
mCpG は細菌 DNA に見られないので、この画分
は細菌 DNA 濃縮試料となる。 
② メチル化CpG(mCpG)認識性DNA制限酵素
を用いたヒト DNA の除去 

 DNA の認識配列が異なる 4 種類のメチル化
CpG 認識性 DNA 制限酵素 MspJI や FspEI, 
LpnPI、McrBC（New England BioLabs 社）で、
DNA 試料(1 μg)を数時間（3-6 時間）処理し
たのち、熱処理し反応を停止させ、断片化の
パターンの違いはアガロース電気泳動によ
り確認した。mCpG が点在するヒト DNA は断片
化され（10 Kb 以下を想定）、例えば、HeLa
細胞由来 DNAを MspJI 単独で一晩処理した場
合、約 80%が 10 Kb 以下に切断されることが
報告されている。mCpG をもたない細菌 DNA で
も非特異的な切断が生じる可能性はあるが、
その頻度は極めて低いと予想される。処理し
た DNA 試料を、ゲル電気泳動によって DNA の
サイズで分画し、20 Kb 以上の断片をゲルか
ら抽出し、細菌 DNA 濃縮画分とする。 
(2) イルミナ MiSeq による配列解析と解析
パイプラインの確立 

 細菌 DNA 濃縮試料から、イルミナ Nextera 
DNA Sample Prep Kit を用いてイルミナ MiSeq
解析用のライブラリを調製し、配列解析を行



う。取得したDNA配列情報から、病原菌DNA 含
有率を算出し、(1)のいずれの方法が有効か
を決定する。具体的には、取得した DNA 配列
に含まれる病原菌由来 DNA の含有率は、病原
菌のゲノム配列に対してマッピングされた
配列数から算出する。具体的には、取得した
DNA 配列に含まれる病原菌由来 DNA の含有率
は、病原菌のゲノム配列に対してマッピング
された配列数から算出する。同時に宿主ゲノ
ム配列に対してもマッピングを行い、宿主由
来 DNA の割合も推定できる。また、総リード
数に対して、含まれる由来不明リードがどの
程度含まれるかも確認できる。 DNA 配列情報
量は、1 試料あたり 200 万リード（それぞれ
300bp）を取得した。さらに、添加菌数と病
原菌由来 DNA 含有率から、本手法の検出感度
を算出した。次に、宿主ゲノム配列をマッピ
ングにより除去した後に残った配列群を由
来が分からないものと仮定し（臨床検体を解
析する場合を想定した解析）、DNA 配列データ
ベースに対して、これらの配列の相同性検索
を行って菌種を同定するための解析パイプ
ラインを構築する。 
(3) 臨床検体への応用 
 確立した手法を用いて、血液や血液以外の
臨床検体を解析し、有効性を評価する。 
 
４．研究成果 
(1) ヒト DNA 除去法の検討 
 DNeasy Blood & Tissue Kit（Qiagen 社）
を用いて精製した DNA を使用して、原理の異
なる 2つの宿主 DNA の除去法を検討した。 
① メチル化結合タンパク質を用いたヒト
DNA 除去 

 この全 DNA を用いて、MBD2F 結合磁気ビー
ズと混合した。このとき宿主由来 DNA は磁気
ビーズと結合し、それを除去することで病原
体由来 DNA 濃縮画分を回収した。3 条件の供
試 DNA 量（62.5、250、1000 ng）から、細菌
DNA 濃縮画分とそれ以外の画分に分画し、
Nextera XT（イルミナ社）を用いて次世代シ
ーケンサ用ライブラリを調製した（計 6ライ
ブラリ）。また、濃縮操作を行っていない全
DNA からも、同様のライブラリを調製した。
次世代シーケンサ MiSeq を用いて、各ライブ
ラリが200万リード以上になるように配列を
取得した。得られた配列は、マッピングプロ
グラム Bowtie2 により、マップリードと非マ
ップリードに分けた。このときマップされた
リードは宿主由来であると考えられ、非マッ
プリードは病原菌由来の配列と考えられる。
それぞれの配列の本数を用いて濃縮率を算
出した。その結果、3 倍程度濃縮することに
成功した。 
② メチル化認識性制限酵素を用いたヒト
DNA 除去 

 菌血症を想定して、サルモネラと大腸菌、
セラチア、緑膿菌を用いた。それらにマウス
DNA を加えた計 6 つの DNA サンプルとメチル
化認識性制限酵素を、それぞれ 37ºC で 6 時

間反応させた後、熱処理（65ºC で 20 分間）
し反応を停止させた。実験には、DNA 認識配
列が異なるメチル化認識性制限酵素MspJIや
FspEI, LpnPI、McrBC を用いた。DNA バンド
パターンの違いはアガロース電気泳動によ
り確認した。その結果、McrBC はマウス DNA
のみ断片化し、細菌 5菌種由来の DNA を断片
化しなかった。一方で、MspJI や FspEI、LpnPI
は、マウス DNA だけでなく幾つかの細菌由来
DNA を断片化することが確認された。このこ
とから、臨床検体から、メチル化認識性制限
酵素を用いて細菌 DNA を濃縮するためには、
メチル化認識性制限酵素McrBCが有効である
可能性が示された。 
(2) イルミナ MiSeq による配列解析と解析
パイプラインの確立 

 次世代シーケンサを用いることで分培養
を必要としない新しい細菌感染症診断法を
実現するために、迅速化と簡便化を計った原
因菌の同定を可能とする解析パイプライン
の構築についても検討した。次世代シーケン
サ MiSeq を用いて取得した DNA 配列情報(リ
ード)のうち、配列クオリティの低い箇所を
丁寧にトリムした。原因菌の高感度な検出の
ためには、検体の由来元であるヒトゲノムを
除外する必要がある。 NCBI Reference 
Sequence Database (RefSeq)に登録されてい
るヒトゲノムに対して、リードのマッピング
を行い、マップされたリードはヒト由来であ
ると判断し除外した。マップされなかったリ
ードは、 RefSeq に登録されている細菌や nt
のデータベースを対象にして blastn 検索を
行った。この結果、有意なヒットが見られた
細菌種の情報をもとにして、原因菌の推定を
行うことができる解析パイプラインを構築
した。 
(3) 臨床検体への応用 
 感染症が疑われるホルマリン固定パラフ
ィン包埋(FFPE)組織を用いて病原体の検出
を試みた。FFPE 組織から全 DNA を精製した。
組織あたりの全 DNA 精製効率が低いため、
Phi29 DNA ポリメラーゼを用いた Multiple 
strand displacement amplification 法によ
る全ゲノム増幅も検討した。その増幅した
DNA を用いて、イルミナライブラリを調整し、
配列取得を行った。構築したパイプラインに
従い、原因菌の同定を試みた。しかしながら、
ライブラリ調整はできたものの、シーケンス
の結果、長期にわたるホルマリン固定による
DNA の激しい損傷のため、得られた配列が解
析に適さないことが判明した。ほかには、原
因菌由来だと想定されるリード群から原因
菌のゲノムを再構築するためのメタゲノム
用アセンブラや、院内感染のような集団感染
時の病原菌の伝播経路の推定を可能とする
解析パイプライン等の開発を進めている。 
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