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要　旨　次世代シーケンサー（NGS）による塩基配列決定技術の世界的な普及に伴い，公的 DNA データ
ベースに登録されるゲノム配列情報も増大している．NGS から生産される膨大な配列情報を処理するゲノ
ム解析は，主にLinux コンピュータを用いて世界的に進展しており，バイオインフォマティクスの知識が
必要である．地方衛生研究所 ( 地研 ) の細菌検査部門においても，病原細菌のゲノム情報の活用は，感染源
調査や病原性に関する解析等，公衆衛生上有用な情報が得られると期待されており，近年，導入が進んで
いる．一方で，ヒューマンインターフェイスに優れたWindows 環境は広く普及しているが，バイオイン
フォマティクスの知識とLinux コンピュータの使用がメインになるため，地研におけるゲノム解析の利用
は限定的であった．しかし，Windows10 の登場によりWSL(Windows Subsystem for Linux) 機能が追加さ
れ，Linux 用のアプリケーションがWindows 環境でシームレスに使用出来るようになり，地研におけるゲ
ノム解析のためのバイオインフォマティクス技術が利用しやすくなった．Windows 環境で，インターネッ
ト上に存在する膨大なゲノム配列情報を地研の細菌検査部門で利用するためには，バイオインフォマティ
クスの知識が必要であり，普及の壁になっていると思われる．そこで，本研究では，膨大なゲノム情報の
中から，地研の細菌検査部門で有効利用できる情報を抽出し，バイオインフォマティクスの知識に依存し
なくても利用を可能とするin-house データベースの構築のためのワークフローの作成とその活用法につい
て検討した．カルバペネム耐性腸内細菌科細菌検査，腸炎ビブリオ分離株のSNP 情報のデータベース化，
およびこれまで蓄積してきた病原体検出情報も同じくデータベース化し，その活用法を検討したところ，検
査結果の迅速化や的確な情報発信などに寄与することが明らかになった．まだまだ発展中の分野であり，今
回示したワークフローの検証を含めて，日々の業務を支援するデータベースとしてどのように維持するか
が今後重要である．

近 年 の塩 基 配 列 決 定 技 術 の進 歩 は著 しく，
DNA シーケンサと呼ばれる塩基配列を決定する
装置が普及し，地方衛生研究所（地研）において
も，検査機器の一つとして普及している．塩基配
列情報は，アデニン（A），グアニン（G），シト
シン（C）およびチミン（T）を示すAGCT の4
つの塩基文字列によるテキストデータとして表現
されている．そのためデータベース化しやすく，
日本をはじめ，米国や欧州の３極協調による塩基
配列データベース（「公的 DNA データベース」
と称される；日本の場合は，DDBJ[1] が担う）が
構築されており，インターネット上で誰でも自由
に利用することができるのが大きな特徴である．

公衆衛生領域に限れば，感染症の原因となる微生
物の塩基配列情報も日々増加しており，その活用
も広がっている．例えば，1）細菌，真菌及び原
虫のリボゾーム RNA 配列解析による分子同定，
2）ウイルスや細菌遺伝子の配列多型解析による
病原体の遺伝系統の解析や分子疫学情報として利
用した感染源や感染ルート調査への応用，3）公
開された遺伝子配列から病原微生物を解析する
PCR プライマーの設計等，既に日常的な検査に
利用されている．

公的データベース上の配列情報は誰でも自由に
利用することが出来る、有用性の高い情報である．
それをどのように利用するか，特に近年増加する
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病原微生物ゲノム情報は、細菌検査の現場で有用
と思われるが，食中毒細菌（例えば，病原性大腸
菌やサルモネラ属菌）のゲノムサイズは約 4 ～
6Mbp（メガ塩基対）と大きく，塩基配列を解析
するコンピュータとソフトウェアが必須である．
さらに近年，地研においても次世代シーケンサー

（NGS）の導入が進み，バイオインフォマティク
ス技術の必要性が増大している．NGS から生産さ
れた大量の塩基配列データは，コンピュータの
OS として，Windows ではなくUnix 系 のLinux
上で動く様々なアプリケーションが開発されゲノ
ム解析に広く利用されているが，Windows ユー
ザーにとってLinux の利用はこれまで難しかった．
しかし，Linux 用のソフトをそのまま使えるよう
にするWSL（Windows Subsystem for Linux）機
能が利用できるようになったWindows10 の普及
により，NGS による細菌ゲノム解析はWindows
環境で利用できるようになってきている．

地研におけるゲノム解析は，地域で分離された
病原ウイルスや病原細菌が対象となる．ウイルス
と細菌のゲノムサイズは，大きく異なり，そのた
め，ゲノム解析の手法が異なる．本調査研究にお
いては，地研における細菌検査部門に限定する．
地研の細菌検査の現場で生産される日々の遺伝子
検査結果と公的 DNA データベースから得られる
膨大な塩基配列情報を利用するためには，その情
報を如何に利用するかが重要である．適切なソフ
トウェアを用いても，かなりの時間を有する．
従って，日々，検査の現場で利用できる有用な遺
伝子情報を抽出し，施設内で簡便に利用できる
データベースの構築は有用と思われる．あらかじ
め解析に利用できるin-house（施設内）データ
ベースとして構築しておけば，必要な情報が短時
間に得られ，結果的に検査時間の短縮につながる
と考えられる．

インターネット上で得られる情報は膨大であり，
有用な情報が存在するものの，様々なファイル形
式で存在しており，有効に利用するためには必要
な情報のみを抽出することが必要となる．特に遺
伝子に関する情報については，それぞれ目的に応
じた拡張子や様々なファイル形式が定義されてい
る．これらのファイル形式は基本的には文字列の
みのテキストデータ（plain text とも呼ばれる）
から成る．従って，このような文字列から，検査
や調査研究に利用できる情報を効率的に抽出する
ことが必要である．

本調査研究は，地研の検査の現場でコンピュー

タのOS として広く利用されているWindows 環境
で，細菌検査や調査研究に有用となる病原体細菌
の遺伝子情報に関するin-house データベースを構
築する方法を検討した．さらに構築したデータ
ベースの活用法についても検討を加えたので報告
する．

材料と方法

１．‌�使用コンピュータの環境，Web ツールおよ
びアプリケーション

1 ）使用したコンピュータは，64-bit 仕様の
Windows 10 で，Ubuntu on  Windows 
Subsystem for Linux （WSL）の使用及びイン
ターネット接続環境とした．
2 ）Web ツール
・DDBJ [1], NCBI [2]：公的 DNA データベー
スで，あらゆる生物の解析されたDNA 配列の
登録，検索（blast 検索サービス）等の利用が
インターネット経由で可能．登録 DNA 塩基配
列はgenebank ファイル（拡張子 gbk あるいは
gb）として，遺伝子の情報と配列が記載された
書式（gbk ファイル）としてダウンロード可能．
・RAST [3]： ゲノム解析された塩基配列に遺
伝子と機能を自動的に割当て（annotation），
gbk ファイルやExcel ファイル形式でダウン
ロード可能．
3 ）　使用ソフト
①　Windows 環境で使用したソフトウェアお
よび使用目的は以下の通りである．
・CLC Genomic Workbench （フィルジェン株
式会社）:de novo アッセンブル
・秀丸エディタ [4]：テキストデータの加工

（ 正 規 表 現， 検 索， 置 換，grep 検 索 ），csv
ファイルからfasta ファイル * 変換，文字コー
ド・改行コードの変換（Windows からLinux）
*fasta ファイルとは、拡張子 fasta, fas あるいは
fa：配列の識別名称とDNA 配列を含む文字列
より成るplain text のこと．
・エクセル （Microsoft Corp）：テキストデータ
の加工 , 抽出（関数使用）
・FileMaker （FileMaker Pro 16 Advanced; 
FileMaker, Inc）: 検索，関数を使用したテキス
トデータの加工とゲノム情報データベースを構
築．
・Artemis [5]:gbk ファイルを読み込み，CDS

（coding sequence，蛋白質をコードする遺伝
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子）情報を視覚化およびCDS 配列（塩基配列，
アミノ酸配列）の抽出，gbk ファイルの編集．
・Sequence Assistant ver2.7 [6]：塩基配列の
連結，DNA 配列の相補鎖配列の変換．
・Ruby script[7]: 複数の塩基配列情報を含む
multi-fasta ファイルのcsv 形式への一括変換

（Windows 付属のコマンドプロンプト使用）
・FastQC [8]: NGS データのクオリティチェッ
ク
・trimmomatic [9]: Miseq で得られた配列情報
からのアダプター除去と及び配列のトリミン
グ .
②　Linux （ubuntu on WSL） で使用したソフ
トおよび使用目的は以下の通りである．
・nucmer [10]：相同（共通）CDS の抽出，お
よ び 一 塩 基 多 型（Single Nucleotide 
Polymorphisum; SNP）の抽出
・raxml-ng [11]：系統樹作成
尚， 使 用 ア プ リ ケ ー シ ョ ン については，
Windows10，WSL 及びWeb 上のサービスを利
用した場合には，アプリケーション名やWeb
上のサービス名の後に，必要に応じて，それぞ
れ「/Win」，「/Lin も し く は/Linux」 お よ び

「/Web」と付加して表記した．
２．供試菌

SNP 解析，SNP データベースの構築とその評
価のため，腸炎ビブリオの保存株を使用した．内
訳 は，1997-8 年 分 離 4 株（ 臨 床 株： 血 清 型
O4:K68 1 株，O3:K6 3 株），2010 年分離 1 株（海
水からの分離株：血清型 O3:K6）および2016-7 年
分離 3 株（臨床株：血清型 O3:K6），合計 8 株で
ある．
３．ゲノム解析 , SNP 抽出

細菌分離株のゲノム配列はNGS であるMiSeq 
（illumina, Inc）を使用し取得した．DNA ライブ
ラリーはNextera XT DNA Library Preparation 
Kit （illumina, Inc）を用いて作製し，試薬キット
はMiSeq Reagent Kit v3 （PE，600 サ イ ク ル ）
を使用した．MiSeq から得られたfastq ファイル
からゲノム配列の作成は，品質トリミング後

（FastQC/Win，trimmomatic/Win），CLC 
Genomics Workbench/Win のDe Novo アセンブ
ル ツ ー ル を用 いて，contig 配 列 より成 るfasta
ファイルとして得た．得られた配列から，比較し
たい株すべてに共通に存在するCDS の抽出，およ
び参照配列と比較したSNP の抽出にはnucmer/
Lin を用いた．参照配列とゲノム配列）に共通す

るCDS を選択し，共通のCDS のみからなるSNP
抽出用の参照配列を作成（multi-fasta 形式）した．
これを参照配列として，nucmer/Lin を利用して，
各ゲノム配列と比較し塩基の変異データを抽出し，
塩基置換部位を記述するファイル形式であるvcf 

（variant call format）ファイル（参照配列に対す
る位置と塩基情報と比較配列の代替塩基情報等を
含む）として出力した．このvcf ファイルから，
秀丸エディタを使って，CDS 名，参照配列に対
する位置，参照配列塩基，解析株の置換塩基を抽
出し，csv ファイルに変換し，FileMaker にイン
ポートして，SNP データベースとした．今回は，
塩基置換だけでなく，挿入と欠失（Indel）情報
も得た．

本研究では、腸炎ビブリオの保存株を用いた
SNP データベースの構築と評価を行うため、参照
配 列 はVibrio parahaemolyticus RIMD 2210633
の ゲ ノ ム 配 列（Accession No. BA000031, 
BA000032）を用いた.
４．系統樹作成

FileMaker によるSNP デ ー タ ベ ー ス 上 で，
indel を排 除 し， すべてのSNP 位 置 の塩 基 を
Excel ファイルとしてエキスポートした．参照配
列と各株のSNP 塩基はそれぞれExcel の連結関数
を用いて連結し，秀丸エディタにコピー，貼り付
けし，multi-fasta 形式のファイルを作成した．こ
のfasta ファイルを用いて，raxml-ng/Lin を用い
て 系 統 樹 を 作 成 し た． 系 統 樹 の 表 示 は，
FigTree/Win[12] を用いた．

結　　果

１．‌�遺伝子情報基盤データベースの構築：β - ラ
クタマーゼ遺伝子

FileMaker/Win を 用 い て，in-house デ ー タ
ベースを構築した．本データベースで収集する情
報は，主に蛋白質をコードする遺伝子（CDS）で
あり，付随する情報として，菌種名，株情報，
accession 番号（公的データベースで付与された
受入番号），遺伝子名，塩基配列とアミノ酸配列
及びそのサイズ（塩基数とアミノ酸数）を含み，
その他，データベースの目的に応じて収集すべき
情報を追加した．ここで主な情報元は，3 つで，1
つ目は，公的データベース（DDBJ とNCBI）に
登録されているgbk ファイル，2 つ目は特定の遺
伝子あるいは菌種に特化した遺伝子データベース
で通常 fasta ファイルとして入手できる．3 つ目
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は，自施設で解析した配列データで，ゲノム解析
の結果として，de novo アセンブル後，繋がった
contig 配列のfasta ファイルとして得られる．登
録されている細菌の完全ゲノム配列のgbk ファイ
ルは，ファイル容量は通常約 10M バイトで、テ
キストデータとしては大きなファイルである。こ
こでこのようなファイルから抽出した情報を
FileMaker にインポートすることは直接には不可
能であり，FileMaker にデータインポートを可能
とするファイル形式である，csv あるいはExcel
ファイル形式に先ず変換が必要である．そこで本
研 究 では，3 つの情 報 元 から得 た配 列 情 報 を
FileMaker にインポートするためのワークフロー
をFig.1 に示した．このワークフローを利用して，
薬剤耐性菌の遺伝子検査に有用と思われるβ - ラ
クタマーゼ遺伝子情報データベースを構築した．
β - ラクタマーゼ CDS の塩基配列及びアミノ酸
配列は，NCBI のWeb サイト [13] からクラス A
からD に分類されているβ - ラクタマーゼの遺伝
子配列およびアミノ酸配列のfasta 形式のファイ
ルをそれぞれダウンロードし，ワークフローの工
程に従いFileMaker にインポートし，β - ラクタ
マーゼ遺伝子情報のin-house データベースとした 

（Fig.1A3）．β - ラクタマーゼ遺伝子情報につい
ては，日々，新しい遺伝子情報が公的データベー
スに登録されており，データベースの更新や訂正
を以下のように行った．DDBJ の検索 Web ツー
ルであるARSA[1] を利用して，キーワード検索
して新しい遺伝子情報を調査し、必要であれば
gbk ファイルとしてダウンロードし、塩基配列と
アミノ酸配列情報を抽出し，データベースに追記
した（Fig.1 A1）．その結果，2,338 配列よりなる
β - ラクタマーゼ遺伝子情報データベースを作成

した．その内訳は、β - ラクタマーゼの機能別の
分 類 で は，carbapenemase 632 遺 伝 子， 
Extended Spectrum β -lactamase （ESBL） 488
遺伝子，AmpC β -lactamase 606 遺伝子および
その他のβ - ラクタマーゼとして662 遺伝子（公
的データベースから得たgbk フィイル中の情報か
ら特定できなかったβ - ラクタマーゼ）を含み，
クラス別収録遺伝子の分類では，β - ラクタマー
ゼ として， classA 型 845 遺伝子，classB 型 252
遺伝子， classC 型 612 遺伝子，classD 型 608 遺
伝子 およびその他遺伝子（公的データベースか
ら得たgbk フィイル中の情報から特定できなかっ
たβ - ラクタマーゼ）から構成されているin-
house データベースとなった．
２．β - ラクタマーゼ遺伝子配列データベースの
活用

このデータベースを用いて，PCR に使用するプ
ライマー配列がCDS 中に存在するかどうか確認
が可能であり，日常的に実施される薬剤耐性菌の
β - ラクタマーゼ遺伝子のPCR 検査に活用が期
待できる．また，このデータベースからエキス
ポートして得られるβ - ラクタマーゼ遺伝子配列
のfasta ファイルは，ローカル blast 検索で使用
可能なデータベースファイルに変換すると，検査
で得られたβ - ラクタマーゼ遺伝子の塩基配列か
ら，β - ラクタマーゼ遺伝子の遺伝子型別を簡単
に行うことが可能であった．
３．‌�Windows によるSNP データベースの構築：

腸炎ビブリオ分離株のゲノム解析とSNP
データベース

分離株の高精度分子疫学的マーカーとして利用
可能なゲノム SNP データベースをWindows 環境
のFileMaker で構築した（Fig.2）．構築法とデー
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タベースの評価を行うため，1997-8 年と2016-7 年
に分離された腸炎ビブリオ食中毒患者及び海水か
ら分離された8 株の腸炎ビブリオのゲノム配列を
MiSeq より得た．得られたfastq ファイルは，ア
ダプター配列除去，品質評価後のトリミングを実
施 し，CLCgenomic Workbench/Win でde novo
アセンブルを行い，40 ～ 60 contig 配列を得た．
得られた配列は，参照配列として，既に報告され
ているゲ ノ ム 配 列（BA000031 及 びBA000032）
と比較して，塩基置換部位（single nucleotide 
variation site） を検 索 し， これをSNP（single 
nucleotide polymorphism） と し て 利 用 し た．
SNP の抽出は，蛋白質をコードする領域（CDS）　
を対象とし，2,254 個のCDS からなる参照配列と
8 株のゲノム配列に共通に存在するCDS を対象と
して選択した．この共通するCDS の選択には，
nucmer/Lin （-mum, オプションスイッチ使用）
を使って，当所の供試 8 株のcontig 配列から，今
回は100% 配列が一致したCDS（一塩基多型が存
在しないため）を除き，また，2 コピーあるいは
部分的に2 コピー以上存在するCDS も除いたと
ころ，最終的に171 個のCDS を得た．そこで参
照配列からこの171 個のCDS 塩基配列を抽出し，
multi-fasta ファイルとして，これを今回，NGS
解析した8 株の腸炎ビブリオゲノム配列からSNP
抽出に使用した．SNP 抽出には，nucmer を用い
てそれぞれの株の配列毎に，参照配列に対する塩
基置換位置と置換塩基を検出し，vcf ファイル形
式で結果を得た．この結果を秀丸エディタとエク
セルを用いて，必要な情報（CDS の識別名称，
CDS 内の変異部位の位置情報，参照配列及び解

析株配列の塩基情報）を抽出し，FileMaker に逐
次インポートし，SNP データベースを構築した．
複数株の塩基置換部位について，FileMaker へイ
ンポート時に参照配列と照合し，同一部位で既に
検出されているか，あるいは新しい部位かを判定
し，新しい場合にはデータを逐次追加するイン
ポート法を採用した．今回のnucmer による塩基
変異部位の検出は，indel も検出しているため，
FileMaker にインポートした後，このindel につ
いてはすべて除去した．その結果，今回，171 個
のCDS（合計塩基数，180,648 塩基）から，881 か
所でSNP 座を検出した (Fig.3)．参照配列の塩基
と，参照配列と較べてSNP として検出された塩基
は，大文字で，参照配列と同一塩基は小文字で標
記した．また，ここで示した参照配列の「Ref_
LocusCDS」フィールドで，VP239 は771 塩基の
CDS であることを示しており，ここでは９か所の
SNP が存在することを示されている．ここで例示
し たVP0239 はVibrio parahaemolyticus RIMD 
2210633 の第 一 染 色 体 にコ ー ド されている
triosephosphate isomerase であった．
４．‌�Windows によるSNP データベースの構築：

腸炎ビブリオ分離株のSNP 配列による系統
解析

SNP データベースのデータを用いた系統解析
のワークフローはFig.4 に示した．参照株を含め
たすべての株の881 か所のSNP を含む塩基は，複
数塩基配列をもつfasta 形式のファイル（multi 
fasta）に変換した．作成したfasta ファイルは，
文字コード及び改行コードをLinux 形式に変換し，
raxml-ng/Lin を用 いて， 系 統 樹 を作 成 した
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（Fig.5）．
1997-8 年 のO3:K6 流 行 株（VP207, VP221, 

VP297）と2016-7 年のO3:K6 株（VP570, VP581, 
VP585）に加えて，2010 年に海水から分離 O3:K3
株（P562），血清型が異なるVP250（O4:K68）の
8 株では，1997-8 年の分離株間のSNP は6 ～ 13

違いで系統関係が極めて近いことが示されたが，
年代が上がるとそのSNP の違いは100 前後である
ことが示された．血清型が異なる分離株は，遺伝
的に離れており，今回解析した血清型の異なる
VP250 株と参照株 （Ref）のSNP 数は658 であっ
た．今回，解析した株のなかで最も参照配列
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（Ref） に近縁であったのはVP297 株で，6 SNP の
違いであり，PFGE パターンが同一になる可能性
もあると推測される。本データベースから，参照
配列のCDS における6 つのSNP 位置の特定が可
能であった （Fig.5）．
５．病原微生物検出情報データベースの構築

検体別に病原細菌の検出数の集計が記録されて
いる2000 年からの富山県病原微生物検出情報か
ら，菌種名，分離年，分離月，分離材料に関する
情報をFileMaker にインポートして，データベー
スを構築した．令和 2 年 3 月 31 日時点で，報告
された分離菌株総数は，350,711 株となった．検
査材料別分離株数の割合は，尿及び呼吸器材料か
らの検出が多かった（Fig.6）．このデータベース
を用いることにより，富山県で検出されている病
原細菌の動態を迅速に把握することが可能となっ
た．
 

考　　察

細菌検査は，感染症や食中毒の原因となる病原
細菌を分離し，分離した細菌の特徴を明らかにし，
疾病診断や治療に資することが目的である．その
中で，地研における細菌検査は公衆衛生上，感染
症や食中毒が発生した場合，それが集団感染なの
か，集団発生の場合，その感染源や感染ルートを
明らかにし，蔓延防止に資するため，病原細菌の
分離とその病原細菌の特徴を明らかにすることが
求められる．また，平時においては，食品や環境
中に存在する病原微生物のサーベイランスなどを
行い，環境中のリスク評価を行なっている．その
中で遺伝子検査は，その迅速性と再現性に優れ，
得られる情報量の多さから近年，急速に普及が進
み，塩基配列決定技術の需要は増大しつつある．
また，ゲノム塩基配列情報が増大しているなかで，
我々の検査や研究活動から生産される塩基配列情
報の有効利用はいまだ限定的である．特にバイオ
インフォマティクスの知識が必要で，主にLinux
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環境で発展しており，Windows を主に使ってい
る現場ではその普及も限定的であった．しかし，
最近発表されたWindows10 の機能として追加さ
れたWSL を利用すると，これまでLinux 上で利
用されてきたバイオインフォマティクス用のアプ
リケーションがWindows とLinux をシームレス
で利用できるようになった。そこで本研究では、
我々が必要とする情報をWindows 環境で広く利
用されているテキストエディタやExcel と言った
ソフトの機能を使用し，様々なファイル形式で記
述されている大量の情報から必要な情報を抽出し，
我々が日常業務で簡単に利用できる情報に特化し
たデータベースの構築するためのワークフローの
構築を試みた。また、その活用法を評価すること
も本研究の目的とした。

今回，作成したデータベースは，CRE 検査に
有用と思われるβ - ラクタマーゼ遺伝子に関する
情報，分離株の高精度分子疫学マーカーとして利
用価値が高いといわれるSNP 情報，さらに本県で
長期にわたり蓄積されている病原微生物検出情報

に関する．何れも，FileMaker の検索機能が利用
可能で，検索して得られた情報をエキスポートす
ることにより，blast 検索や遺伝子配列に基づく遺
伝子系統解析などに，すぐに利用することが可能
になるというのが大きな利点である． 

β - ラクタマーゼのデータベースは，カルバペ
ネム耐性腸内細菌科細菌（CRE）感染症の起因
菌の検査に有用である．地研のCRE の検査は，
カルバペネマーゼ産生腸内細菌科細菌（CPE）を
鑑別するため，スクリーニングとしてPCR[14] を
実施し，カルバペネマーゼ遺伝子の有無を確認し
ている．CPE と決定され，医療関連感染が疑われ
る場合には，カルバペネマーゼ遺伝子の亜型の決
定が必要になる場合がある．今回，構築したβ -
ラクタマーゼのデータベースから，カルバペネ
マーゼ遺伝子配列と亜型情報を含めた遺伝子名を
出力し，予め，ローカルブラスト検索のデータ
ベースとして準備しておくと，瞬時にカルバペネ
マーゼ遺伝子の鑑別が可能であった．このβ - ラ
クタマーゼのデータベースは，地研の検査の現場
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では有用であり，既に複数の地研でこのデータ
ベースの情報が利用されている．また，このデー
タベースを利用して，新しいPCR 検査の開発，
評価に利用された[15]．

地研で有用と思われる細菌のゲノム解析の一つ
にSNP 解析が挙げられる．地研の役割は，分子
疫学情報として利用できる遺伝子型を決定するこ
とであり，アウトブレイクの早期探知，感染源や
感染ルートの特定に欠かせない検査である．この
目的に実施されている遺伝子検査法として，パル
スフィールドゲル電気泳動（PFGE）[16]，IS-
Printing System [17], Mutiple-Locus Variable 
number tandem repeat Analysis （MLVA） [18]，
Multi Locus Sequencing Typing （MLST）[19] な
どが知られている．しかし，菌種やその検査原理
により，迅速性，使い勝手，解像度やコストなど
が異なり，一長一短があることも事実である．特
に，PCR 法をベースにした方法は，迅速性は優れ
ているものの解像度が低い傾向にあり，ターゲッ
トとする遺伝子により，分子疫学マーカーとして
有用性が異なり，個別に評価が必要である．しか
し，一方でコストやバイオインフォマティクスの
知識が必要となるが，ゲノム配列上の一塩基多型
を利用した解析として，高精度疫学マーカーとし
て利用できるSNP 解析が注目されている．これま
で既存の解析法では解像度の点で問題のあったサ
ルモネラ属菌や結核菌は，その有用性が報告され
ている[20, 21]．ここでSNP 抽出は，基準となる
ゲノム配列（参照配列）に対して， NGS から得ら
れた配列を張り付けて変異塩基を抽出する．また，

参照配列として，利用するゲノム配列により，
core genome （cg）MLST，whole genome （wg）
MLST [22] などSNP 解析には，操作性や使い勝
手により様々な方法が報告されるようになってい
る．そこで，今回，データベース化しやすいと思
われる，共通の遺伝子（CDS）からSNP を抽出
するcgMLST の考え方をベースとした方法を開発
した． その大 きな特 徴 は，WSL のLinux 上 で
SNP 抽出を行い，得られたSNP データを逐次保
存可能で，どの遺伝子上のSNP として検出された
かを知ることができる．今回使用した菌種は，腸
炎ビブリオ食中毒で分離された研究室保存株であ
る．本菌における，富山県の臨床分離株の検出株
数は，1998 年に252 件とピークで，当時世界的
に流行し，公衆衛生上問題となった代表的な食中
毒起因菌である （Fig.7）．当時から，PFGE 解析
ではほとんど区別できない流行株として血清型
O3:K6 が注目されていた．この食中毒は，最近は
ほとんど報告されなくなってきたが，2016 年に同
じ血清型が16 件検出された．約 20 年前に分離さ
れた同血清型の臨床分離株の遺伝的関係を調べる
ため，SNP 解析を実施すると同時にSNP データ
ベースを構築し，その有用性を評価した．その結
果 1997-8 年の分離株間のSNP は6 ～ 13 違いで系
統関係が極めて近いことが示されたが，年代が上
がるとそのSNP の違いは100 前後であることが示
された．また，このデータベースは，参照配列の
CDS と塩基置換部位を簡単に知ることができるた
め，塩基置換の蓄積しやすい遺伝子など推定が可
能になると期待される（Fig.5）．現在，本研究の
ワークフローを用いて，レジオネラ菌のSNP
データベースを構築し，地域で分離された株間遺
伝的関係を解析するツールとしての，本 SNP
データベースの有用性の評価を進めている

FileMaker によって構築した細菌ゲノム配列情
報は，地研で実施されている遺伝子検査を支援し，
迅速で，的確な検査結果を提供することが期待さ
れ，今後，他の菌種についても作成中である．ま
た，我々は，これまで感染症サーベイランスの一
環として，以前から県内の定点医療機関で分離さ
れた病原微生物の検出情報を集計し，情報還元し，
NESID（感染症サーベイランスシステム）のサブ
システムである病原体検出情報システムにも報告
している．これらの情報もFileMaker に移行し，
現在，効率的な情報還元方法を検討している．今
後，当所のホームページを利用した情報還元等に
利用していきたい．
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今回，細菌ゲノム配列情報に基づいたin-house
データベースの構築と活用法について報告した．
細菌ゲノム配列情報は，日々，増大しており，新
しい情報が追加されており，感染症や食中毒の流
行する菌種や感染様式も時代とともに変化してい
るのも事実である．従って，今回，構築したデー
タベースも時代の変化に合わせて，修正，追加だ
けでなく，新しいデータベースを構築する努力も
必要になる．今後は，日々の業務を支援するデー
タベースをどう維持していくか，システム化する
ことが重要である．
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