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研究成果の概要（和文）：アナプラズマ科細菌には、ヒトに発熱性疾患を引き起こすAnaplasma 
phagocytophilumが知られているが、この病原体は分離が極めて困難なため、国内の分離株は得られておらず、
日本のA. phagocytophilumのゲノム情報は存在しない。そこで本研究では、アナプラズマ科細菌を保有する媒介
マダニの検体から、次世代シーケンサーを用いたメタゲノム解析を行い、国内におけるA. phagocytophilumのゲ
ノムのほぼ全長である1.48 Mbの解読に成功した。得られた知見は、アナプラズマ科細菌の簡易検出ツールや遺
伝子診断法の開発へと繋がり、公衆衛生上、多大な社会貢献が期待できる。

研究成果の概要（英文）：Human Granulocytic Anaplasmosis (HGA) is an emerging infectious disease and 
caused by Anaplasma phagocytophilum, that infects primarily neutrophils. In Japan, we do not have 
any Japanese A. phagocytophilum isolate, because its isolation from patients is extremely difficult.
 In this study, therefore we attempted the metagenomic analysis to obtain the genome sequence of 
uncultured A. phagocytophilum from a single Ixodes persulcatus tick using several next-generation 
and third-generation sequencers such as ION PGM System, MiSeq, HiSeq, and MinION. Eventually, we 
successfully obtained almost full-length genome sequence with 1. 48 Mb of the uncultured A. 
phagocytophilum in Japan using the whole-genome amplification DNA from salivary glands of the single
 tick. Thus, we believe that the genome sequence ofJapanese A. phagocytophilum obtained in this 
study will contribute the development of molecular-based HGA-diagnostic tool for public health 
significance.
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１．研究開始当初の背景 
 アナプラズマ科細菌には、アナプラズマ属、
エーリキア属、ネオエーリキア属などの細菌
が含まれており、これらのほとんどはマダニ
により媒介される。このうち、ヒトに発熱性
疾患を引き起こすものとして、「ヒト顆粒球
アナプラズマ症」病原体の Anaplasma 
phagocytophilum、「ヒト単球エーリキア症」
病原体の Ehrlichia chaffeensis、および「ネ
オエーリキア症」病原体の Neoehrlichia 
mikurennsis が知られている。これらの疾患
はすべて新興感染症である。日本国内では、
特に、ヒト顆粒球アナプラズマ症の患者が見
出されていることから、その病原体の A. 
phagocytophilum が重要となる。また、家畜
の感染症の原因細菌としては、A. centrale
や A. bovis も日本国内に存在していること
が明らかとなっている。 
 「ヒト顆粒球アナプラズマ症」は、1994 年
に米国で発見され、1996 年にその起因細菌の
A. phagocytophilum が分離報告された。A. 
phagocytophilum は偏性寄生性細菌で、顆粒
球（特に好中球）に主に感染し、細胞質中の
寄生性空胞内で増殖して、マイクロコロニー
（モルラ）を形成する。日本国内の A. 
phagocytophilum については、2005 年まで、
その存在がまったく不明であったが、我々の
調査で国内の Ixodes 属のマダニが A. 
phagocytophilum を保有していることが明ら
かとなった。その後、我々は、日本国内の「ヒ
ト顆粒球アナプラズマ症」の患者を初めて見
出した。米国においては、すでに患者分離株
のゲノム情報が得られているが、日本におい
ては分離株が得られていないため、国内の A. 
phagocytophilum のゲノムに関する知見が全
く存在しない。 
 
２．研究の目的 
日本においては、A. phagocytophilum の分

離株がまだ得られていないことから、本研究
では、難培養性アナプラズマ科細菌を保有す
る媒介マダニの検体を用いて、近年技術進歩
がめざましい次世代・第 3 世代シーケンサー
を利用したメタゲノム解析により、マダニ内
細菌群のゲノム情報を蓄積することを目的
とした。本研究で得られる知見は、アナプラ
ズマ科細菌の簡易検出ツールや遺伝子診断
法の開発などへと繋がり、公衆衛生上、大き
な社会貢献が期待できる。 
 
３．研究の方法 
我々は、これまでに、2,000 匹以上のマダ

ニ個体を調査し、アナプラズマ科細菌の遺伝
子検出に成功している。その中で、特に 2匹
のシュルツェマダニ（Ixodes persulcatus）
の唾液腺内に多量の A. phagocytophilum が
存在していることを突き止めた。そして、こ
のマダニ宿主 DNA 混ざりの全 DNA を
GenomiPhi V2 によりまるごと増幅して、
long-PCR-サンガ―法により、この 2 個体の

唾液腺内に存在する A. phagocytophilum の
約 4 kb の配列の解読に成功した（Wuritu, 
Ohashi et al., J Med Microbiol, 2009）。
本研究では、この 2個体について、まずメタ
16S 解析を行った。その結果、そのうちの 1
個体（T162）がより多くのA. phagocytophilum
を保有していることが判った。そこで、この
1 個体 (T162) の GenomiPhi 増幅した唾液腺
DNA を種々の方法で断片化し、ION PGM System
（ ThermoFisher 社製）、 MiSeq と HiSeq
（Illumina 社製）、および MinION（Oxford 
Nanopore 社製）の次世代・第 3世代シーケン
サーを用いて、メタゲノム解析を行い、様々
なソフトウェアで in silico 解析を行った。 
 
４．研究成果 
 ION PGM System の解析においては、トータ
ルで 1,730,785 リードが得られ、トリミング
の後、BWA により、マダニ配列を除去した
1,174,629 リードについて Megablast 検索を
行った。その結果、A. phagocytophilum、、
Rickettsia、Borreila、未知の Endosymbiont
などの種々の細菌 DNA のリードが得られた。
特に A. phagocytophilum のリード数は全リ
ード数の約 5%に相当する 87,781 リードであ
ることが判った。1 リードが平均 200 bp で、
A. phagocytophilumの各種菌株のゲノムサイ
ズがおよそ 1.5 Mb であることから、平均 read 
depth は x12 ほどと予想された。この ION PGM 
System は、single-end リードで、ランダム
に塩基の挿入欠失のエラーがあること、およ
びさらに read depth を増加させるために、
より精度の高いペアエンド配列が取得可能
な MiSeq と HiSeq での解析を行った。MiSeq
では、平均 250 bp のトータル 47,864,648 リ
ードが得られ、トリミング後、マダニ配列の
除去を行い、3,010,728 リード (1,505,364
ペア)を得た。Megablast 検索から、72,706
リードが A. phagocytophilum ゲノムにヒッ
トした。また、de novo アッセンブルを実施
し、得られた 613 contigs (N50=10,903)の
BLAST 検索から、193 contigs (max contig 
length = 32,313 bp, average length = 7,202 
bp, average read depth = x20, total contig 
size = 1,390,048 bp)が A. phagocytophilum 
ゲノムに相当することが判った。しかし、他
の A. phagocytophilum 分離株の 1.5 Mb より
ゲノムサイズが小さいことから、取りこぼし
があるものと思われた。さらに、read depth
も十分でなかったため、その後に、HiSeq で
の解析を行った。その結果、平均 150 bp の
トータル 824,492,272リードを得ることがで
き、トリミング後、マダニ配列の除去を行い、
97,240,658リード (48,620,329ペア)を得た。
こ の う ち 、 2,041,634 リ ー ド が A. 
phagocytophilum ゲノムのものであった。続
いて、long read が取得可能な MinION による
解析も実施した。その結果、平均 2,451 bp
のトータル 832,992 リードが得られた。この
うち、14,461 リード(average read length = 



1,890 bp, max read length = 45,621 bp) が
A. phagocytophilum ゲノムのものであった。
次に、マダニ内の A. phagocytophilum T162
のドラフトゲノムを得るため、T162 株と近縁
と推定される A. phagocytophilum JM 株を
リファレンスとして、マダニ配列除去後の
MinION、MiSeq、HiSeq のリードを用いてマッ
ピングを行った。その結果、下図に示すよう
に、約 1.48 Mb (average read depth = x 433)
の A. phagocytophilum T162 ドラフトゲノム
配列を得ることができた。JM 株と T162 のゲ
ノムレベルでの相同性はおよそ 98%であると
推定される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
   

図．A. phagocytophilum T162 のドラフト
ゲノムマップ 

 
現在、マダニ配列を除去したすべてのリー

ドについて、BWA、Velvet、SPAdes などを駆
使し、de novo アッセンブルを進めており、
僅かに残った gapのクローズを実施したいと
考えている。また、Endosymbiont についても
解析を進めている。Ixodes属の Endosymbiont
に ついて は、米 国の黒 足マダ ニ  (I. 
scapularis) の Candidatus Midichloria 
mitochondrii の全ゲノム配列のみがデータ
ベースに登録されている。本研究のシュルツ
ェマダニの Endosymbiont と M. mitochondrii
の相同性は、75-78%ほどと推定されるが、相
同性が低いため、M. mitochondrii をリファ
レンスとしたマッピング法が利用できない。
この Endosymbiont は A. phagocytophilum 
T162 より約 10 倍以上多くマダニ内に存在し
ていることから、現在、de novo アッセンブ
ルと BLAST 検索を駆使して、シュルツェマダ
ニのEndosymbiontのリードを取得しており、
その後、in silico ゲノム解析を進める予定
である。 
以上、本研究のメタゲノム解析は、マダニ

1 個体のみの唾液腺から、そこに内在するア
ナプラズマ科細菌群のゲノム配列を解読す
るという、極めて独創的研究である。得られ
た知見は、今後のメタゲノム方法論の発展に
も大きく貢献するものと考える。 
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