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第１章 緒言 

第１節 薬剤耐性菌の現状 

近年、様々な抗菌薬に対する耐性を獲得した細菌が登場し、臨床現場において

影響を与えている。最も代表的なメチシリン耐性黄色ブドウ球菌（methicillin 

- resistant Staphylococcus aureus、 MRSA）をはじめ、バンコマイシン耐性腸

球菌（vancomycin - resistant enterococci、VRE）、カルバペネム耐性腸内細菌

科細菌（carbapenem-resistant enterobacteriaceae、CRE）、基質特異性拡張型

βラクタマーゼ（extended spectrum β- lactamase、ESBL）産生菌、βラクタ

マーゼ非産生アンピシリン耐性型（β- lactamase negative ampicillin 

resistant, BLNAR）インフルエンザ菌、マクロライド耐性マイコプラズマ、さら

には多剤耐性を獲得した緑膿菌（multiple drug resistance Pseudomonas 

aeruginosa、MDR-P）や結核(multiple drug resistance tuberculosis、MDR-TB)、

アシネトバクター（multiple drug resistance Acinetobacter baumanni、MDR-

A）など多くの耐性菌が臨床現場で問題となっており、その医学的、社会的影響

力の大きさから 2019 年現在、我が国の感染症法にも７つの薬剤耐性菌が規定さ

れている。 

薬剤耐性菌による感染病態は標準治療が奏功せずに重症化する恐れがある。

代表的な耐性菌である MRSA は、日本の院内検出率の 6.9%、黄色ブドウ球菌のう

ち 47.7％を占め、菌血症による死亡率は 15-60%と高い(1)。薬剤耐性結核は我
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が国では少ないものの、世界保健機構（World Health Organization, WHO）によ

ると全世界では年間 56 万人近い患者に検出されており、その約半数の 23 万人

が死亡していると報告されている（2）。BLNAR 型インフルエンザ菌は特に日本に

おいて経口第３世代セフェム系抗菌薬の多用と関連していると考えられており、

市中感染症としても頻度が高い菌である(3, 4）。近年はβ- lactamase 産生能と

BLNAR 型変異を併せ持つβ- lactamase - positive amoxicillin / clavulanate 

resistant (BLPACR)型も検出、報告がされており、多様な薬剤耐性菌の出現は適

切な抗菌薬選択を困難としている(5, 6）。 

これら耐性菌の多くは抗菌薬の不適切な使用に伴い出現すると考えられてい

る。特に医療環境では抗菌薬への暴露が多いため耐性菌は出現しやすく、また水

平感染により患者間や医療従事者を介して蔓延するおそれもある(7)。近年では

畜産業や水産業におけるルールの無い抗菌薬の大量使用によって多種多様な薬

剤耐性菌が生み出されていることが明らかにされ（8）、WHO が提唱した“One 

Health”の目的のひとつである薬剤耐性問題の解決へ向けて、わが国でも厚生

労働省が主導し「薬剤耐性対策アクションプラン」が決定され、国家単位でも対

策が練られている（9）。 

耐性菌を出現させないためには、薬剤耐性菌の可能性を常に念頭に置いた適

正な抗菌薬使用の徹底が重要である。しかし、適正な抗菌薬使用を徹底したとし
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ても微生物の環境適応能力は不測の展開を見せる可能性もあり、それに対して

薬剤耐性菌の迅速な検出と各種抗菌薬への薬剤感受性の判定、把握が同時にで

きることが望ましい。 

 

第２節 薬剤感受性検査について 

これまで、薬剤感受性検査は培養を利用した方法（ディスク法、濃度勾配スト

リップ法、寒天平板培地希釈法など）が行われてきた。これらは生菌を用いるた

め最小発育阻止濃度（minimum inhibitory concentration、MIC）等の表現型判

定が可能である反面、培地・検査用薬剤や培養設備などの機材を必要とし、また

一定の時間を要するため迅速性に欠け、安定した結果を出すために習熟した技

能を要するなどの問題点がある(10-12）。 

一方、培養によらず分子生物学的手法を用いて薬剤耐性を判定・予測する方法

も行われている。分子生物学的にみた薬剤耐性の機序には、１．抗菌薬の分解に

関わる機序の変化（例：βラクタマーゼの産生など）、２．薬剤の作用点に関わ

る変化（例：ペニシリン結合蛋白質の変異など）、３．薬剤の分布に関わる変化

（例：薬剤排出ポンプや細胞膜透過性の変化など）などが判明している（13, 14）。

これら変化の多くは細菌の染色体もしくはプラスミド内の遺伝子が起因となっ

ているものが多い。このことから遺伝子情報を調べることで、薬剤耐性を判定・
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予測することが可能となった(15-18)。さらに最新の研究では病原体全ゲノムよ

り MIC を予測する研究も進歩し、コンピュータ解析を用いた in silico MIC 

prediction panel などの報告例があり（19）、薬剤耐性の表現型と遺伝子型との

関連性は非常に注目されている。 

一塩基多型（single nucleotide polymorphism, SNP）などの塩基変異の同定

方法には、従来から行われている制限酵素を用いた RFLP（Restriction 

fragment length polymorphism）法をはじめ、様々な方法（TaqMan PCR 法、SNaP 

shot 法、Invader 法、DNA チップ法など）がある（20, 21）。またペプチド核酸

（peptide nucleic acid, PNA）と PCR (polymerase chain reaction)や LAMP

（loop-mediated isothermal amplification）法を併用した方法も開発されて

いる（22, 23）。しかし、これら解析技術のほとんどは事前に設計した既知の変

異部位しか判定できないものが多く、また塩基配列情報そのものが得られない

ことにより SNP が正しく判定されないことが問題となりうる。 

これらの問題点を解決するためには塩基配列を直接解読・決定するシークエ

ンスが必要となる。従来、塩基配列の決定にはサンガー法が広く用いられている

が、これは目的の塩基断片を鋳型として蛍光標識し反応させた産物をキャピラ

リー内において電気泳動することで配列を決定する方法である。適切なサンプ

ル処理により高い精度で塩基配列を決定することが可能である反面、１サンプ
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ルチューブあたり一つの鋳型 DNAについて最大でも約 1000 塩基対程度までしか

決定できず、またサンプルチューブ内に含まれる複数の遺伝子断片の配列を同

時に決定することが不可能であるなど制約も多いことから、迅速かつ網羅的な

解析には不適当であった。 

近年、より多くの遺伝子配列情報を一度に大量取得する手法として次世代シ

ーケンサー（next generation sequencer, NGS）が登場した。NGS は機種により

解析機序は異なるものの、同時に数千万～数億の DNA 断片を並列して処理・解

読することが可能である。また近年はナノスケールの孔を DNA 鎖が通過する際

の電位差を利用する新しいメカニズムの USB 接続式の携帯型ナノポアシーケン

サーも登場し、より身近に遺伝子情報を利用することができるようになった(図

１)(24)。 

 

第３節 本研究の目的 

今回私は、特に呼吸器感染症の原因となる２つの病原体に着目し、NGS などの

新しいテクノロジーを活用することで、遺伝子情報の観点から薬剤耐性を網羅

的に検証することを研究目的とした。具体的には、まず①BLNAR 型インフルエン

ザ菌におけるβラクタム系抗菌薬への薬剤耐性を、遺伝子型と表現型を直接比

較することによって、潜在的な薬剤耐性遺伝子変異の広がりやこれまで報告さ
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れていない新たな遺伝子変異を検索した。次に②結核菌の薬剤耐性遺伝子変異

を、ナノポアシーケンサーを利用し短時間で網羅的に検出するため方法および

その反応条件、解析方法の検討を行った。 
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＊１ NGS のデータ解析に関する用語の説明 

NGS のデータ解析は、大量の遺伝子情報を処理する必要性があることから、専

用のコンピュータープログラムを利用するのが一般的である。従来のサンガー

法とは異なる点が多いことから、ここで概略を説明する。 

デマルチプレックス(demultiplex)：塩基配列を記録した FASTQ データから、

サンプルごとにデータを仕分けすること。仕分けする際には、サンプルごと個別

のバーコード配列が必要となる。コンピュータ上でこのバーコードを認識し、そ

れぞれのバーコードごとにデータをまとめて出力する(図２(A))。この際バーコ

ードが無い、もしくは正しく認識できないリードは分類されず除外されるため、

仕分け後のサンプルごとのリード数の総和は、入力時のリード数よりも少なく

なる。バーコード配列の付加には専用のキットを用いてライゲーションを利用

する方法のほか、本研究第３章のようにプライマー配列にあらかじめ付加する

ことも可能である。 

リシーケンス(re-sequence)：本研究のように生物個体ごとの遺伝子配列情報

を解読する手法。あらかじめ判明している塩基配列をリファレンス配列とし、各

リードをリファレンス配列と比較することで、生物個体ごとの配列の全体像お

よびリファレンス配列と異なる変異箇所を特定していく。 

マッピング(mapping) または アライメント(alignment)：各リードデータ
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（FASTQ 形式）をリファレンス配列（FASTA 形式）と比較すること。一般的には

FASTQ 形式のデータを入力し、SAM(Sequence Alignment / Map Format)形式のデ

ータを出力する(図２(B))。SAM ファイル内にはリードごとに、リファレンス配

列のどの部位に相当する配列なのか、その精度などが格納されている。

BAM(Binary Alignment Map)形式は、SAM 形式データを圧縮しコンピュータ上で

扱いやすく変換した形式である。代表的なプログラムには Illumina など短いリ

ード向けの“BWA”, “Bowtie”や、MinION など長いリードに適した 

“GraphMap”, “LAST”, “minimap2”,“marginAlign”などがある。 

カバレッジ（coverage） または デプス(depth)：マッピング時にリファレ

ンス配列の各塩基部位において、何本のリード（塩基数）がその部位にマッピン

グされているか、つまり同じところを何回重複してシークエンスしているかを

表したものである。単位には、“-fold“もしくは“x”が頻用されるが、これは

得られたデータがリファレンス配列の何倍の塩基量のデータか、に由来してい

る。例えば 500 万塩基対の単一細菌ゲノムを解析して 5000 万塩基対のデータが

得られた場合、カバレッジの平均値は 10 と概算される。カバレッジが大きくな

れば、その配列を解読している情報量が多いことを意味し、より高い精度が期待

できる。反対にカバレッジが少ない場合には、その部分を解読している情報数が

少ないため、わずかな読み間違いが解析結果に影響を与える可能性がある。
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Illumina 社の資料では、ヒトゲノムのリシーケンスで推奨されるカバレッジは

20-40 x 程度としている（25, 26）。リファレンス配列のない対象の解析（de novo 

シーケンス）や、対立遺伝子（ヘテロアレル）の検出精度を高める必要がある場

合にはより高いカバレッジが要求される。 

クオリティスコア：塩基配列のシーケンス時には読み間違い（エラー）が発生

する可能性がある。その確率を数値化したものがクオリティスコアである。一般

的には Phred という形式が用いられ、計算式は以下のとおりである(27)。 

Qual = -10 * log10 Perr 

[ Qual:クオリティスコア、Perr：エラー確率(0 – 1) ] 

クオリティスコアは数字が大きくなるほどエラー確率は低下し、信頼度が増

す。例えば、クオリティスコアが“10”であれば、エラー確率は 10.0 %であり、

読み取られた塩基の信頼度は 90.0 %と解釈される。同様に“20”であれば、エ

ラー確率は 1.0 %になり、塩基の信頼度は 99.0 %となる(28)。 

この定義を利用し、本研究第３章では理論的なカットオフ値の設定を行った。

全体の塩基の平均クオリティスコアから、エラー確率を計算し、そのエラー確率

からリファレンスのある一塩基部位において、正しい塩基数よりエラーの塩基

数が上回る確率を計算する。その後エラー確率がリファレンス全体で一定だと

仮定し、リファレンス全長において前述のようなエラー部位が１塩基未満にな
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るような平均のカバレッジ数を概算し、これを理論的なカットオフの目安とし

た。 

バリアントコール(variant call)：マッピングにより得られた SAM/BAM 形式

データより、リファレンス配列と異なる塩基情報部位を特定・抽出する方法であ

る(図２(B))。これにより VCF 形式(Variant Call Format)のデータを取得する。

これにはリファレンス配列の塩基部位ごとに、対応するサンプルの塩基情報が

記録される。ここから変異部位のみを抽出し、その変異の精度（クオリティスコ

ア）を計算することが可能である。またさまざまな条件のフィルターをかけるこ

とも可能である。代表的なプログラムには Illumina データでよく用いられる

“Genome Analysis Toolkit (GaTK)”がある。ナノポアシーケンサー向けにも

様々なプログラムが開発中であるが、本研究第３章では INDEL(insertion およ

び deletion の意味)の解析も併せて行える汎用性の高い“bcftools”を利用し

ている。 

コンセンサスコール（consensus call）：VCF 形式のデータおよびリファレン

ス配列を利用し、サンプルごとの塩基配列情報を FASTA 形式として一義的に決

定する方法である(図２(B))。 
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第２章 βラクタマーゼ非産生アンピシリン耐性（BLNAR）インフルエンザ菌の

薬剤耐性に関する一塩基多型（SNP）の解析 

 

第１節 背景 

H. influenzae は小児から成人の肺炎・髄膜炎・敗血症などの起炎菌として広

く認められるが、そのβ-ラクタム系抗菌薬に対する感受性は様々である。耐性

機序は大きく２つ存在し、①β-ラクタマーゼの産生による β-ラクタム系抗菌

薬の無効化、および②BLNAR においてはペニシリン結合蛋白質(penicillin – 

binding protein 3, PBP-3) をコードする遺伝子（fts-I）の変異により、β-ラ

クタム系の効果が低下すること(29-31）、がある。特に我が国では、2000 年以降

に経口第三世代セフェム系抗菌薬等の多用に伴い BLNAR が急速に増加してきて

おり、2012 年の段階では全株中 6割強を占めるまでにいたっている (32-34）。

このように H. influenzae は市中感染の主な起炎菌でありながら、多様な薬剤

耐性を示すことから、適切な抗菌薬選択が困難な細菌である。 

BLNAR 型の耐性は PBP-3 をコードする fts-I 遺伝子の変異が原因と考えられ

ているが、その中でも SSN 周辺領域（M377I,S385T および L389F）と KTG 周辺領

域（R517H および N526K）が主要な変異部位である。特に両領域に変異を有する

菌はアンピシリン（ampicillin, AMP）に高い耐性を有するとされる（図３）(35）。
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この機序に基づいて PCR を利用した変異の簡易検出キットも市販されている

(36)。 

過去に私は共同研究者として、LAMP 法を活用した簡易かつ迅速な BLNAR 型変

異の検出系の確立に参加したが、その実験過程において、表現型検査である薬剤

感受性検査では明らかにならない潜在的な耐性遺伝子変異を有する例が一定数

認められた（23）。また他の H. influenzae の研究においても、変異を有する感

性株が存在することが分かっていた(37-39）。これらの情報から我々は、ペニシ

リン結合蛋白質に関する遺伝子領域を、全ゲノム情報を利用して網羅的に解析

し、薬剤感受性検査の結果と照らし合わせることで、H. influenzae の潜在的な

遺伝子変異パターンを明らかにすることを試みた。 

 

第２節 方法 

防衛医科大学校病院 微生物検査室において 2015 年～2016 年の間に同定さ

れた H. influenzae 菌株全 39 検体を対象とした。細菌学的な H. influenzae の

同定には、標準的な検査法であるウサギ血液寒天培地の非溶血性および X因子・

V因子の要求性を用いた(40)。MIC の判定は broth dilution 法を用い、耐性・感

性の判定は Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI)の基準に基づい

て行った(41)。またβラクタマーゼの産生能の確認は BBL Cefinase paper disc 
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kit (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ)を利用した。 

-30℃で冷凍保管された各菌株はチョコレート寒天培地に植え付けたのち、

5％ CO2, 37℃の環境下で 24 時間培養後に回収した。DNA の抽出は EZ Extract 

for DNA kit (Advanced Microorganism Research, Gifu，Japan)を用い DNA 抽

出を行った。得られた DNA は東京大学 新領域創成科学研究科（千葉県柏市）の

協力のもと、TruSeq nano DNA でサンプル調整を行い、Illumina HiSeq 2500

（Illumina, San Diego, CA）を用いて 100 bp paired-end read のプロトコル

でシークエンスし全ゲノム情報を収集した。 

得られたシークエンスデータについては以下のように解析した；１．リファレ

ンス配列（H. influenzae Rd KW20 complete genome を含む表１の塩基配列）に

対してマッピング(42, 43)。２．塩基変異の同定およびコンセンサス配列の確

定。３．解析に必要な箇所の配列を抽出。そののち、４．16S rRNA および recA

遺伝子の系統樹解析および fucK, hpd, sodC 各遺伝子の確認による菌種同定、

BexDCBA および cap の region II 領域による莢膜型の決定(44-48)。５．ペニシ

リン結合タンパクをコードする７領域（PBP 1A, 1B, 2, 3, 4, 5, 7）の non-

synonymous SNP（アミノ酸変異を伴う SNP）の同定および、それらのβラクタ

ム系およびセフェム系各抗菌薬の MICに対する相関関係を Mann-Whitney U test

で検証。６．排出ポンプ系の変異部位として報告例のある acrR, acrA, acrB お
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よび tolC 遺伝子について、アミノ酸変異を伴う non-synonymous SNP の同定お

よび MIC との関連の検証を行った(49-52)。 

遺伝子配列情報の解析や統計処理には Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis software package (v 7.0.21)、Integrative Genomic Viewer、（v 

2.3.81、以後 IGV と表記)および R (v3.4.0; R Foundation for statistical 

computing, Vienna, Austria. および Package “EnvStats”)を利用した（53-

56）。 

また上記とは別にサンガー法による fts-I 遺伝子の関心領域のシークエンス

も行い、従来の遺伝子型分類 (genotype group) を以下の通り行った： gBLNAS 

(β-lactamase negative ampicillin susceptible)：SSN,KTG 両領域に遺伝子変

異を認めないもの； gBLNAR Ⅰ：KTG 領域の N526K を有する； gBLNAR Ⅱ：KTG

領域の R517H を有する； gBLNAR Ⅲ：SSN 領域のいずれか１つ以上（M377I、

S385T および L389F）かつ KTG 領域のいずれかを有する； Other：上記の基準以

外のもの、例えば SSN 領域のみに変異を有するなど(57)。 

第２章の研究は防衛医科大学校 倫理審査委員会の承認を得て実施した（審査

番号 2521）。 
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第３節 結果 

初めに集められた 39 検体中、β ラクタマーゼ産生菌５検体を除く 34 検体に

おいてサンガー法により決定した fts-I 遺伝子の塩基配列に基づく既報告の

genotype group ごとの AMP の MIC を統計学的に比較した。その結果 gBLNAS に比

較して gBLNAR III（SSN, KTG 両領域に変異を有し、高い耐性を示すとされる群）

では有意に MIC の上昇を認めたが、gBLNAR III 全 23 検体中に、MIC < 1 µg/mL

（AMP 感受性）となる検体が 10 検体（43.5％）存在した(図４)。この結果から

AMP の MIC 上昇は、既存の gBLNAR の遺伝子変異のみでは決まらない可能性を考

えた。本研究で用いた菌株の情報を表２に示す。 

この遺伝子型と表現形質の乖離と言う結果を受けて、我々はまず細菌学的に H. 

influenzae と同定した菌株の中に H. parainfluenzae および H. haemolyticus

のような遺伝子学的に近縁種が含まれている可能性を疑い、明確に鑑別する必

要性があると考えた。鑑別方法として 16S rRNA 遺伝子のほか recA 遺伝子の系

統解析および hpd, fucK, sodD 各遺伝子の確認を行った。その結果、34 検体中

２検体は他の 32 検体と異なり H. influenzae が有する fucK を持たず、逆に H. 

haemolyticus が多く有する sodC を有していることから、他の 32 株と遺伝子学

的に同一種であることを明白に示す基準を示さなかった。したがって、これら２

検体は近縁種もしくは遺伝子学的にも明確に分類不能な“fuzzy species”の可
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能性があると考え以後の解析より除外した。このほか本解析ではすべての菌株

は BexDCBA 領域および cap 遺伝子を有さないことから遺伝子学的に無莢膜型の

Haemophilus influenzae であった。 

続いてペニシリン結合蛋白質をコードする全７領域（PBP 1A, 1B, 2, 3, 4, 

5, 7）において、MIC と有意に相関するアミノ酸置換を伴う non-synonymous SNP

を検索した。この際、32 株中５株において、データ量の不足から上記７領域の

塩基配列情報の一部に欠損を認めたため除外し、全27株に対して解析を行った。

その結果これまで報告されている fts-I 遺伝子の SSN 周辺領域の SNP(D350N, 

S357N, M377I, S385T および L389F)および KTG 周辺領域に位置する V562L にお

いて MIC に有意差が認められたものの、それ以外の領域には有意差を認める SNP

は認めなかった（図５）。各 SNP 同士は互いに高い正の相関関係を有していた（表

３）。 

排出ポンプ系の変異部位(acrR, acrA, arcB および tolC )も併せて解析を行

ったが、内部に non-synonymous SNP を認めた acrB においても変異の有無と MIC

に相関は認められなかった（表４）。 
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第４節 考察 

本研究では、ペニシリンの活性部位である PBP と表現型との関係を、NGS を用

いて網羅的に解析することに成功した。結果からは、当初予測していた新規の一

塩基多型の発見には至らなかった（図５）。しかし、既報告にある SNP のいくつ

かは MIC を用いた表現型上の抗菌薬感性株においても高頻度で認められ、BLNAR

型を規定する耐性遺伝子は既に感性菌株にも広く存在していることが明らかに

なった。また SNP 同士が高い正の相関関係で認められたことから、遺伝子の水

平伝播の可能性を示唆していた(表３)(58)。本研究では KTG 周辺配列の代表的

変異である R517H および N526K には統計学上の有意差を認めなかったが、その

理由として第一に頻度の問題が考えられた。N526K においては本研究で用いた菌

株の多く（19/27 株）にみられたこと、および R517H は頻度が少なかった（3/27

株）（表２）。第２に、KTG 周辺配列単独の変異では、AMP の MIC 上昇にそこまで

大きな影響を与えなかったことか考えられた（図５）。SSN 周辺配列単独での変

異が抗菌薬耐性にどれほど寄与するかについては、対象となる菌株が 1 株と少

なく本研究では結論付けられなかった。 

本研究では第３セフェム系抗菌薬であるセフォタキシム(CTX), セフトリア

キソン(CRO)についても SSN、KTG 周辺配列の SNP と MIC の間に相関関係を認め

た。ただし、本研究の菌株における最大 MIC はそれぞれ 1、0.25 µg/mL であり、
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いずれも CLSI の breakpoint からは感受性となることから、BLNAR 型インフルエ

ンザ菌の感染症に対して第３世代セフェム系抗菌薬を使用することは適切と考

えられる。 

遺伝子型と表現型の乖離の原因としては、１．従来の培養を利用した薬剤感受

性試験では、使用する菌量のばらつきが MIC の結果に影響を与える可能性があ

ることが過去に報告されている(59)。２．従来の微生物検査では判別困難な近縁

種の混在が結果の解釈を複雑化させている可能性が考えられた。今回除外した

２株は遺伝子塩基配列の解析では H. influenzae より H. haemolyticus の特徴

を有していた。２つは時に細菌学的・分子生物学的にも鑑別困難なことがあり、

“fuzzy species”と分類されることがある。H. haemolyticus や “fuzzy 

species”の薬剤感受性に関してはデータが少なく不明な点が多い (46, 49, 

60-63)。３．今回解析したペニシリン結合蛋白質という抗菌薬の作用部位以外の

領域の遺伝子変異が薬剤耐性を誘導もしくは制御している可能性については否

定できないものと考えられた。PBP の蛋白質配列の変異は本研究と共に多数の報

告があり、本研究で fts-I 遺伝子に耐性変異を持たない gBLNAS では AMP 耐性株

を認めなかったこと（図４）や蛋白質レベルでの研究結果からも間違いない生物

学的現象であると推察されるが、遺伝子型の変異が表現形質の変化に矛盾なく

直結するか否かについては議論が多い。ほかの耐性菌と比較すると、MRSA では
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既存の PBP1～4 のほかに、PBP2’(PBP2a)を獲得することで耐性化することが知

られている(64-68)。しかし PBP2’をコードする mecA 遺伝子を保有しているに

も関わらずメチシリン耐性を示さない菌株も確認されている（代表的なものに

strain N315 がある）。これらは mecA の上流にある mecI-mecR1 が mecA 遺伝子の

発現を抑制または制御しているためと考えられている(69-72)。ただし臨床現場

ではほぼすべてのMRSAはこの制御遺伝子は変異もしくは欠損により機能が失わ

れているためメチシリンに耐性を示している。Strain N315 のような菌株は抗菌

薬の暴露により制御遺伝子が変異しやすいとされており、潜在的な耐性菌であ

る“pre-MRSA”と認識されている(73, 74)。このような複雑な耐性遺伝子の制御

機構は細菌のほか原虫などでも報告例がある（75）。 

インフルエンザ菌ではこれらの制御機構は明確には発見されていないが、例

えば変異した PBP-3 が存在してもそれらの発現を制御・調節することで耐性を

示さないような機序が存在する可能性はありえると考えられる。したがって、本

研究で解析した既報告の PBP の遺伝子変化に加えて、複合的に他の遺伝子変異

が同時に誘導されなければ表現形質の変化にまでは至らないという可能性は十

分にあるものと推察される。同時に耐性遺伝子型を有する感性株についても、今

後耐性株へ変異する可能性は十分考えられるため、注意深い経過観察が必要と

考えられる。 
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第３章 ポータブルシーケンサーによる薬剤耐性結核菌の迅速診断 

第１節 背景 

近年、我が国においても薬剤耐性結核が無視出来ない問題となっている。国立

感染症研究所の統計によると多剤耐性結核（MDR-TB）は日本国内感染例で治療歴

のない者においては 1%以下と少ないものの、治療中断例や国外（特に東南アジ

ア・中国）からの輸入例などが国内での出現の契機となりうる(76)。 

結核治療の原則は、耐性の誘導を防ぐため感受性を有する複数の薬剤を一定

期間併用する、いわゆる「多剤併用療法」を行うことである(77)。この中でも特

にイソニアジド(INH)およびリファンピシン(RIF)は重要な薬剤である。例えば

RIF 耐性結核の中には、高頻度でほかの抗結核薬への耐性を有するものが多いと

される(78)。抗結核薬に対する耐性獲得は標準治療を困難とするため、治療失敗

例が増加し死亡に至る例も多い（79, 80）。WHO の統計では MDR-TB / rifampicin 

resistant(RR)-TB は世界中で約 60 万人の患者がおり、年間 24 万人が死亡して

いる。 

結核菌の薬剤感受性検査はわが国では液体培地を用いた方法が一般的である

が、菌の培養と合わせて結果判定まで２～８週間かかり迅速性に重大な問題が

ある。また標準治療薬の一つであるピラジナミド（PZA)は培養法による感受性試

験の実施が難しく、日常業務として行うことが難しいなどの問題点もある(81）。 

一方、結核菌の遺伝子配列解析の進展に伴い、薬剤耐性と遺伝子変異との関連
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性が詳細に調べられるようになった(82)。そして前述の問題点を補うために、遺

伝子変異に基づく耐性検出方法が研究・開発されている。 

遺伝子検査法として商業ベースで国内・国外を問わず広く利用されているの

が GeneXpert® MTB/RIF (Cepheid, Sunnyvale, CA)である。喀痰を直接利用で

き、菌検出のみならず RIF 耐性に関与する rpoB 遺伝子の変異を検索できる。ま

たカードリッジ化された試薬を利用することで簡便かつ迅速に、結果判明まで

約２時間弱で検査を行うことが可能でありWHOの推奨を受けた検査法である(83, 

84)。ただしこのキットは rpoB 遺伝子内の hot spot と呼ばれる 81 塩基対の領

域のみを調べており、近年報告例のある hot spot 外の変異部位およびそのほか

の領域や他薬剤の耐性はカバーできておらず、またアミノ酸変異を伴わない

synonymous mutation 等は偽陽性となるなどの問題点もある(85-91)。そのほか

WHO 推奨の Hein Life Science 社の Line Probe Assay があるが、こちらも複数

の薬剤耐性に関与するパターン化された変異の検出には有用だが、それ以外の

領域の網羅的な検出や塩基配列の確認は不可能である (92)。 

これらの問題点を克服するには遺伝子配列の塩基配列情報が必要である。た

だし標準的なサンガー法では複数の領域を網羅的に解析するには手間や時間が

かかり、また Illumina 社などが販売する据え置き型の NGS は非常に高性能であ

る反面、本体価格のみで 1000 万円超と設備投資にかかる多額のコストや煩雑な

21



 
 

サンプル調整の問題があり小規模な検査機関において簡便には行えない。外部

業者への委託でもデータ取得まで１～２か月ほどかかる場合が多く、少数検体

の解析には向かない。 

近年登場した USB 接続式のポータブルシーケンサーMinIONTM（Oxford nanopore 

technology, Oxford, England）は、ナノスケールの穴を DNA 鎖が通過する際の

電位差を利用した USB 接続式のシーケンサーである。片手に収まる程度の本体

であり携帯性を有し、コスト・設備の点から簡便に導入可能な NGS として期待

されている。また複数の長さの異なる遺伝子鎖を断片化しなくても同時に解析

可能であり、さらにほかの NGS 同様バーコード配列を使用することで複数サン

プルの同時解析やリアルタイムのデータ取得など網羅性・迅速性に優れている。

このような特徴から臨床現場でも応用例が既に報告されている（93-99）。 

塩基配列決定の対象部位に関しては近年 NGS の性能の向上により結核菌の全

ゲノムシークエンス(whole genome sequence, WGS)も可能となったが、微量な

DNA 量における全長の正確な把握方法は十分確立されていない(100, 101)。それ

に対して PCR を利用するアンプリコンシークエンスは対象領域が限定される一

方で、微量検体からの検出効率が高まることが期待できる(102, 103)。 

本研究では結核菌 DNA 検体を用い、マルチプレックス PCR 法により抗結核薬

への耐性に関与する複数の遺伝子領域を増幅し、それをナノポアシーケンサー
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により複数サンプルの複数遺伝子領域を同時に解析することで、短時間でかつ

網羅的な結核菌の遺伝子塩基変異同定手法の確立を試みた。 

 

第２節 方法 

初めに、ナショナルバイオリソース(http://www.nbrp.jp/)より譲渡を受けた

結核菌 DNA ３株の DNA (Japan National Collection of Bacterial Pathogens; 

JNBP no. 03690、 03706 および 03693)を用いて実験系の確立を行った（表５）。

標準治療で用いられる５剤であるイソニアジド、リファンピシン、エタンブトー

ル(EMB)、ストレプトマイシン(STR)、ピラジナミドおよび２次治療薬として繁用

されるキノロン系の全６薬剤を対象とし、これらの薬剤耐性と関連があるとさ

れる主要な遺伝子のうち全 15 領域に対して primer BLAST (米国国立生物工学

情報センター（National Center for Biotechnology Information、NCBI）, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/ 2019/5/31 確認)を用い

て 16 組の PCR プライマーを設計した（表６）（104-121）。この時、すべてのプラ

イマーが同一の PCR 条件で機能するように、Tm（melting temperature, 融解温

度）を 60±1 ℃の狭い範囲に収まるように設計し、また PCR 結果を１つの泳動

レーンにおいて確認できるように１プライマーセットに含まれる PCR 産物の同

じにならない４つのプライマーセット（A～D）を設計した。４つのプライマーセ
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ットに分割した理由は泳動時のバンド確認を容易にするためである。また rpoB

遺伝子領域の PCR 産物を２つに分けた理由は、予備実験において rpoB のほぼ全

長（約 2700 bp）を１組のプライマーで増幅した際、ほかの産物に比べ十分な量

の産物を得られず、それによりマッピング時にカバレッジが他の領域に比較し

て非常に低くなる傾向にあったためである。また２つに分割する際、hot spot

である 81 bp の領域を重複するように設計し同部位の精度向上を図っている。

さらにコスト削減を目的に Forward プライマーの 5’末端に固有のバーコード

配列を挿入した。この工夫により、バーコード付加に要するステップを省くこと

が可能となりマルチプレックス PCR 時に同時にバーコード付加が可能となり、

またシークエンス時の消耗品に当たるフローセル１枚あたり最大３サンプルま

で同時に解析が可能となった。バーコード配列の設計は Oxford Nanopore 

Technology 社 の chemistry technical document (https://community. 

nanoporetech .com 内、ログインが必要、2019/5/31 確認）を参考とし以下の通

りに設計した；先頭: 3'-GGT GCT G + 固有配列 (BC01: AAG AAA GTT GTC GGT 

GTC TTT GTG、BC02: TCG ATT CCG TTT GTA GTC GTC TGT、BC03: GAG TCT TGT 

GTC CCA GTT ACC AGG) + 末尾: TTA ACC T-5'。 

マルチプレックス PCR に使用する DNA 量の検証には結核菌と配列が類似する

M. bovis DNA (JNBP no. 03764) を用いた。PCR 酵素には KOD Multi & Epi
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（TOYOBO, Osaka）を用い、１反応チューブ当たり 100 pg～1 fg までの DNA 量

を使用し、当初は 94 ℃・２分の初期熱変性ののち、98 ℃・10 秒、58 ℃・30

秒、68 ℃・180 秒を 35 サイクルの条件で PCR を行った。結果は Agilent 

Bioanalyzer 2100 (Agilent, Santa Clara, CA)および Agilent DNA 7500 kit 

(Agilent, Santa Clara, CA)を用いて確認した。 

結核菌株 DNA のマルチプレックス PCR は前述の条件を参考に行い、Agilent 

Bioanalyzer 2100 および DNA 7500 kit でサイズ確認および濃度計算を行いモ

ル濃度が均一になるように混合し、MinION のシークエンスライブラリーとした。

上記 PCR 産物は別に Illumina MiSeq （Illumina, San Diego, CA）の同一 DNA

断片を両端から解読する 300 bp paired-end read でもシークエンスを行い、２

つの解析系の一致率を検証した。MiSeq の変異部位同定方法については BWA, 

samtools / bcftools および GaTK などの解析プログラムを利用した（42, 43, 

122）。 

MinION の塩基配列決定シークエンスプロトコールは、決定塩基精度を高める

ため 1D2 を用い、サンプル調整には 2018 年 9 月時点で最新であった 1D2 

Sequencing Kit SQK-LSK308 を使用した。本手法・機器は市販されてから日が浅

く独特なデータ処理手順が必要であることから、一般には耳慣れない用語が数

多くあり＊２に説明を加えている。 
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まず得られた生データ（FAST5 形式）は電気信号データであるため、信号から

塩基情報への変換（ベースコール）、データの質のチェック（クオリティチェッ

ク）、バーコード配列に基づく分類（デマルチプレックス）、リファレンス配列へ

の参照（マッピング）および変異部位の検出（バリアントコール）などのデータ

処理手順を行うことで、各サンプルの塩基配列および遺伝子型を決定した。リフ

ァ レ ン ス 配 列 に は NCBI デ ー タ ベ ー ス よ り M. tuberculosis H37Rv 

(NC_000962.3)を参考とし、各解析対象領域を抽出した配列を利用した。MinION

はリアルタイムで FAST5 形式のデータを出力することを利用して、先頭より複

数のデータ量でサンプリングしたものをそれぞれ解析し、データは１サンプル

当たり 12,000 - 400,000 ファイルで、これらは１ファイル当たり１リードを含

むものである。本稿では以降 1000 ファイルを“1 k”と表記することにする。最

終段階では塩基配列の正確性を検証し、最適なシークエンス時間およびデータ

量の検討を行った。なお実際にはシークエンス時間は最大 48 時間まで延長可能

でありさらに多くのシークエンスデータを取得可能であるが、400 k を上限とし

た理由はデータ量の増加に伴い別途行うベースコールに要する時間および必要

な HDD 容量が大きく増加することによる。例えば Run1 における 48 時間の全シ

ークエンスデータをベースコールするには市販のラップトップ PCの内蔵 HDDで

は容量不足となる可能性が高く、またベースコール時間だけでも１週間以上か
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かることが予想され本研究の目的に合わないと判断した。 

MinION のデータ処理手順には以下の解析ソフトを利用した；ベースコール：

Guppy (v3.1.5, Oxford Nanopore Technology, Oxford, UK)、クオリティチェ

ック：Poretools (v0.6.0)(123)、Nanoplot (v1.20.0)(124)、デマルチプレック

ス：Porechop (v0.2.4)、マッピング：GraphMap (v0.5.2)(125)、バリアントコ

ール：bcftools、SeqKit (v0.10.0)(43, 126)、MUSCLE (v3.8.1551)(127)。バリ

アントコールの際、変異のクオリティスコアが 30 未満（信頼度が 99.9%未満）

は除外した(128-130)。また結核菌のようなは原核生物は一倍体であることから、

変異部位が二倍体を意味するヘテロ接合体（以後ヘテロアレルと表記）と判定さ

れたものはこの段階で除外した。 

本研究で得られたシークエンスデータは Sequence Read Archive (SRA, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra、2019/5/31 確認)に登録しており、以下の

Accession Number が付与されている； MinION：PRJNA534373、MiSeq：PRJNA534357。

また本研究で同定した rrs 遺伝子領域は 16S rRNA に相当することから、GenBank

（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ 2019/5/31 確認）に登録している

（Accession Number: MK828209-828216）。 
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＊２ ナノポアシーケンサーMinION について(131) 

ナノポアシーケンサーとは、ナノスケールの穴を DNA 鎖が通過する際の電位

差を利用した新しいシーケンサーである。2019 年 6 月現在、Oxford Nanopore 

Technology 社(Oxford, England)からは MinION をはじめとしたさまざまな機種

が販売されている。 

MinION のシークエンスメカニズムは以下のとおりである。まず専用のサンプ

ル調整キットにより、サンプル内の各 DNA 鎖の末端にアダプターと呼ばれる蛋

白質からなる構造を結合させる。この構造はセンサー孔と結合し DNA 鎖をセン

サー内に誘導する役割を有する。これにより DNA 鎖はセンサーを通過し、その

電気信号がコンピュータに記録されていく(図１(A))。 

ベースコール（base call）とは、シーケンサーから得られた生データを塩基

配列情報に変換することである。サンガー法では波長光のシグナル強度の時間

的変化を記録した波形から塩基情報に変換することを指すが、MinION では、生

データは FAST5 形式で出力される。これは HDF5(Hierarchical Data Format 5)

の一種であり、内部に階層化された様々なデータを有しているが、特殊な構造で

あることから内部の確認には特別なプログラムが必要であり、また出力時点で

はシークエンスデータは電気信号の波形データとして記録されていることから、

人間が理解可能な FASTA もしくは FASTQ 形式の塩基情報に変換する必要がある
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(図１(A)右下)。この手順では Oxford nanopore technology 社が公式に提供し

ているプログラムを利用するのが一般的である。MinION 発売当初はウェブ上に

あるクラウドベースの解析環境が必要であったが、現在は解析環境の利便性、解

析速度および精度の向上が図られている。2019 年 6 月現在においては Guppy 

v3.1.5 が最新プログラムであり、そのほかいくつか解析用プログラムが発表さ

れている（132-134）。 

“１D2（１Dスクエアと呼称）”とは、MinION シーケンスプロトコールの一つ

である。MinION にはそのほか大きく分けて“１D”というプロトコルがある。１

D2は、相補配列となる読み取った塩基配列断片（リード）同士のペアを確認する

ことで、１Dよりも一つ一つの塩基の精度が高くなることが特徴である。これは

サンガー法における Forward / Reverse プライマーを利用した両方向からの配

列解析と類似した方法といえる。1D2プロトコルはサンプル調整キット自体が１

Dとは異なるが、これは相補関係にある２本のリードがセンサー部位を連続して

通過できるよう特別に設計されたアダプターを利用しているためである。ベー

スコール時は、まず一度 1D ベースコールによりすべてのデータを 1D として塩

基配列情報に変換したのち、ペア同士を確認する。この際、ペアを確認できない

リードは除外されていくことからデータ量自体は１Dよりも減少する。 

MinION はコンピュータ上から制御するため、専用プログラムである“MinKnow”
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が Oxford Nanopore Technology 社より提供されている。ホームページにログイ

ンすることで入手可能であり Windows / Mac / Linux で動作可能である。本研

究の MinION シークエンスのうち Run1 および Run2 は 2018 年 9 月に実施してい

るが、この時点で利用可能であった MinKnow version 18.05.5 では FAST5 形式

の出力ファイル１つに対し、１つのリード情報が含まれる single-read fast5 で

あった。その後 2018 年 12 月 18 日よりリリースされた version 18.12 以降で

は、１つの FAST5 形式ファイルに複数のリード情報が含まれる(multi-read 

fast5)ように仕様変更となった。Run1およびRun2ではMinKnow version 18.05.5

を、Run3 では MinKnow version 18.12 を利用している。 

 

第３節 結果 

第１項 ナショナルバイオリソース譲渡の検体を用いた実験系の確立 

最初に、マルチプレックス PCR に用いる DNA 量の決定のために行った、M. 

bovis の PCR では、１反応あたり 10 pg の DNA まですべての目的の PCR 産物を確

認することができ、加えて 10 pg までの DNA 使用条件で非特異的なバンドの増

幅が最小限に抑えられていることも明らかになった（図６）。この結果から、以

後結核菌のマルチプレックス PCR においては、１反応当たり 10 pg を用いるこ

ととした。上記の DNA 量で結核菌３株のマルチプレックス PCR を行った結果で
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もすべてのプライマーセットで目的とする産物の増幅が確認され、また非特異

的バンドも抑えられた（図７(A)）。以上から、このプライマーセットおよび PCR

条件が結核菌の DNA 検出および調製に対して有効であることが証明された。な

おマルチプレックス PCR では複数のプライマーが混在しており、通常の PCR と

比較してプライマー間の相互作用および非特異的産物の形成が起こりやすいこ

とが知られている(135-140)。さらに今回は固有のバーコード配列を付加してお

り、Forward プライマーは 50 bp 程度の長さとなることから、通常より非特異的

産物が生成されやすいと予想された。しかし以降のデータ解析においてこれら

非特異的産物はマッピング等の段階で除去が可能であると判断し、この時点で

は目的の産物の増幅をもって PCR の成功とした。 

この PCR 条件で、ナショナルバイオリソースより譲渡の結核菌３株のサンプ

ル調製を行った。今回は Bioanalyzer の定量結果をもとに最も少ない遺伝子産

物が 1 nmol/L となるように４反応チューブの産物を混合した結果、最終的なシ

ークエンスライブラリーの DNA 量は 544.5 ng となった。以後この３株のシーク

エンスおよびデータ解析を“Run1”と呼称する。 

MinIONのデータからは１サンプルあたり60 kファイル（180 ｋ/３サンプル、

以降特に明示しない場合には１サンプルあたりのデータ量で表記する）のデー

タ量で、全 15 領域において rrs 遺伝子内の１か所を除くすべての SNPs の同定
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ができることが分かった(表７(A), (B), (C))。このデータ量のシークエンス時

間は約 22 分であった。1D2 ベースコール時にリード数は 75-80 %減少するもの

の、SNP の同定には十分であることが判明した（図８）。 

ベースコール後のデータの平均クオリティスコアは約６であり、これから求

められる理論的なカットオフの目安は 13 であった。各領域におけるカバレッジ

はリード長の違いがあるため異なる値を示し、60 k における各領域の平均カバ

レッジは Run1 内で最低となる MDRTB2 の embB 遺伝子領域が約 15.0 であった。

ただし一部の塩基部位では 13 を下回っていた。データ量を約 36 分のシークエ

ンス時間となる 100 k まで増やすことで、MDRTB2 の embB 遺伝子領域のほぼすべ

ての部位でカバレッジは 13 を上回った（図９）。このことから、MinION による

塩基配列決定における初期のデータ量の目安は 60 – 100 ｋ程度が信頼性を確

保できる目安となると判断した。 

MiSeq のシークエンス時間が一般的に 48 時間であることと比較すると、今回

使用した市販のラップトップ PC を使用した 100 k のベースコール時間を加味し

ても MinION では約 24 時間程度で塩基変異情報が得られた。なおベースコール

に要する時間はPCの性能および動作環境に大きく依存するため一般化は困難で

あった。 

一方、rrs 遺伝子領域（16S rRNA に相当）では誤ったデータのマッピングが発
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生することで、１か所塩基変異を正しく判定できない例が存在した（表７(C)の

rrs 遺伝子領域）。これは rrs 遺伝子領域に、Mycobacterium 属以外のリードが

マッピングされることでヘテロアレルと判定される多数の SNP が検出されてし

まうことに起因していると考えられた。これに伴い真の SNP もヘテロアレルと

判定され除外されてしまっていた。これら誤ってマッピングされている塩基配

列の詳細を NCBI が提供する Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)で確

認すると、データベース上は“uncultured bacterium”や“Corynebacterium 属”、

“Micromonospora 属”、“Sphingomonas 属”、“Streptomyces 属”等に該当する

ことが判明した。そこでスタンドアロン環境で利用可能な local BLAST を利用

したフィルタリングプログラム（＊３）を開発することでこれら目的外の塩基配

列を除去し、rrs 遺伝子領域内の塩基変異を正確に同定できた。このフィルタリ

ングはほかの２サンプルに適用した際にもカバレッジへの影響はほぼ rrs 遺伝

子領域に限られ、その減少もごく軽度であった。（図１０）。他領域に影響がない

理由として、rrs 遺伝子以外の 14 遺伝子領域は Mycobacterium 属に特異的な配

列であるからと考えられた。 

その反面、MinION を用いる際の問題点についても示唆が得られた。MiSeq で確

認された２か所の short insertion については、必ずしも MinION から出力され

た初期データ量を増やすことでも検出感度が上がるわけではないことが明らか
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となった(表７(B), (C))。この２か所はサンガー法では確認できたことから

MinION のデータのほうに誤りがあると考えられた。 

さらに、一部のサンプルではデータ量を変化させた際に偽陽性となる

deletion が増加することが判明した。これらの deletion は MiSeq では確認され

ず、また遺伝子領域内の deletion では翻訳されたアミノ酸配列自体がフレーム

シフトを起こし大きく変化してものが多いことから、正しい deletion とは考え

られなかった。これはいくつかのサンプルではデータ量の変化に際し deletion

を誤検出しているためと考えられた。MiSeq との一致率低下の主な原因の一つに

この false deletions にあった（図１１(A) 中段）。偽の INDEL が MinION では

MiSeq より多くみられることはこれまでの報告でも指摘がなされており(141, 

142)、今回の実験では MiSeq と比較して約 100 倍前後の INDEL が検出されてい

た(表８)。 

なお、マッピングされずにデータが欠損する恐れがある領域については早期

の段階で消失していた（図１１(A) 下段）。 

 

＊３ BLAST フィルターについて 

本研究では rrs 遺伝子領域の SNP 検出精度を高めるために BLAST を用いたフ

ィルタープログラムを開発した。BLAST は NCBI が提供する配列解析のアルゴリ
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ズムであり、さまざまな塩基配列およびアミノ酸配列をデータベースと照合し、

それらの由来を特定する利用法が一般的である。NCBI のサイトからブラウザ上

で直接利用する方法のほか、プログラムおよびデータベースをダウンロードし

てスタンドアロンのコンピュータ上で利用する方法(local BLAST)もある。本研

究では local BLAST を解析プログラムに組み込み利用している。まずベースコ

ールおよびデマルチプレックス後の FASTQ 形式データを入力し、すべてのリー

ドごとに該当するデータベースの名前を決定（トップヒットの抽出）し、その後

“Mycobacterium 属”ではないリードを除外することで目的の FASTQ データ（以

後“filtered”と呼称）を出力した。本研究の手法は今後臨床応用を考えるうえ

で rrs 遺伝子領域に他菌種のデータが混在することは不可避であることから、

本プログラムが結果の信頼性向上に有用であると考えた。 

 

第２項 防衛医科大学校病院 微生物検査室の検体を用いた解析 

次に、防衛医科大学校病院 微生物検査室に保管されていた検査用の結核菌株

DNA に対しても MinION を用いた解析手法が適応可能かを検証した。本検体は、

検査室で過去に分離された結核菌の一部を検査目的で継代保管していたもので

ある。分離時の臨床情報は添付されていないことから、「人を対象とする医学系

研究に関する倫理指針ガイダンス（平成 29 年 5 月 29 日改定）」 第１章第２の
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５に基づき取り扱うこととした。 

当初 NDMCTB1 および NDMCTB5 の２株を用い、Run1 と同様の解析を行った（表

５、以後“Run2”と呼称）。結果としては前に述べた結果とほぼ同様であった（表

７(D), (E)）。ただし、false deletions の問題も同様に浮彫りになった(図１１

(B) 中段)。この２検体では薬剤耐性と関与する変異は認めず、また INDEL も検

出されなかった(表７(D), (H)) 

さらに PCR 条件を 94 ℃・２分の初期熱変性ののち 98℃・10 秒、68℃・180 秒

を 35 サイクルの２ステップへと短縮化を図り、Run2 とは別の結核菌株 DNA３株

（NDMCTB2-4）に対してもシークエンスを行った結果（表５, 以後“Run3”と呼

称）、９割以上の塩基精度および耐性遺伝子変異の検出が可能であった。ただし、

一か所確認された NDMCTB4 の gidB 遺伝子内の deletion は MinION では同定でき

ず（表７(E), (F), (G)）、false deletions の問題も同様であった。（図１１）。 

 

第３項 MinION で同定困難な塩基変異部位の検証 

前述の Run3 において、NDMCTB3 の pncA 遺伝子領域の塩基変異は耐性に関与す

る部位にも関わらずMinIONでの検出とデータ量との関係にばらつきを認める結

果であった。そのためこの理由を詳細に検討することとした。 

その結果は図１２(A)に示す通り、どのデータ量においても最も優位な塩基は
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変わらないにもかかわらず、バリアントコールでは正しい変異として同定され

ないことがあることが判明した。バリアントコールで用いた bcftools の内部動

作については複雑なため省略するが、同変異部位はマッピング結果によってバ

リアントコール時にヘテロアレルとして認識されることがあり、それがフィル

ターにより除去されることが原因と考えられた。変異の決定は必ずしも塩基構

成割合のみで行われているわけではなかったが、MiSeq では同部位はほぼ単一の

塩基で構成されており正しく解読されており、優位な塩基以外の結果は MinION

のエラーによるものと考えられた。 

そこでヘテロアレルを除去しないプログラムでも検証を行ったが、この場合

は本来の変異部位ではない領域に変異が出現することがあることが確認された。

このうち２か所の塩基構成割合を図１２(B)に示す。プログラムは必ずしも優位

な塩基を検出しているわけではなく、単純な塩基の割合の変化以外の要素も考

えられたが、この図からはいずれも最も優位な塩基が正しい結果であると推測

した。 

上記の結果を踏まえバリアントコール時のフィルタリングを再検討し、ヘテ

ロアレルと判定される SNP のうち変異を有するリードのカバレッジがリファレ

ンス配列と一致するリードのカバレッジを上回る部位を除外せずに残すように

した結果、これらの変異部位の多くを正しく拾い上げるようになった（表９）。 
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第４節 考察 

以上より、マルチプレックス PCR 産物を用いた MinION による結核菌 DNA の網

羅的変異解析は、短時間で SNP 同定が可能であることが示された。ただし INDEL

の判定、特に一部のサンプルデータで確認された偽陽性となる deletion が利用

するデータ量の変化に応じて検出される現象については今後改善が必要である

ことが示唆された。この問題の理由については MiSeq に比べ一つ一つの決定塩

基精度の低い MinION のデータにおいて、カバレッジが変化することでエラーが

多く蓄積された際に検出されることが原因の一つではないかと推察された

（143-145）。またエラーの多い MinION のデータ解析に特化した解析ツールが十

分開発されていないことも一因と考えられた(146)。コンセンサス配列の精度を

上げるためにはデータ量を増やすことが一般的ではあるが、本研究のような

MinION の INDEL も含めた解析においてはかならずしもこの常識が正しいわけで

はないと考えられた。解決策として、ひとつに偽陽性の大きな deletion を抑制

するためには逆にある程度初期のデータ量を抑える、例えば本研究の実験系で

いえば 400 k では多くのサンプルで偽陽性である deletion が複数のサンプルで

認められたため、その際には 60 - 100 k にデータ量を抑制するという方法であ

る。また INDEL がアミノ酸をコードする部位の内部にあれば、翻訳されたアミ

38



 
 

ノ酸の配列も検証し、通常では考えにくい大きな変化、特にフレームシフトが起

こっているようであれば初期のデータ量を増減させて再度解析する、などが考

えられた。ただし NDMCTB4 の gidB 遺伝子のように deletion によるフレームシ

フトが耐性化を誘導するような場合もあるためその区別については注意が必要

である。 

またいくつかの変異部位はデータ量の違いによりヘテロアレルと判定されて

しまう部位が存在することが判明した。結核菌は原核生物であり一倍体である

ことから、二倍体生物にある対立遺伝子は合理的にはない。ただし多くの NGS 解

析プログラムはヒトゲノムを対象としているため、プログラムの判定上今回の

ようなヘテロアレルと判定される場合がある。今回認められた上記の箇所は

MiSeq ではいずれもほぼ単一の塩基で構成されており、MinION に特有のエラー

であることが示唆された。MinION のエラー率は MiSeq に比較して高いとされて

おり(141, 142)、この違いは本研究でも確認された（表８）。このような変異部

位の一般的特徴をすべて一義的に説明することは現時点では困難であったが、

最終的には IGV 等のプログラムでマッピングデータを目視により確認すること

で正しい変異情報か否かを判断することは可能であると考えられる。サンガー

法でも波形データの確認は重要だが、次世代シーケンサーにおいてもマッピン

グデータの確認の重要性が改めて確認された。 
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rrs 遺伝子領域（16S rRNA）の BLAST によるフィルタリングは同領域の SNP 同

定に有用であった。この遺伝子領域は他の一般細菌でもみられる領域でもあり、

相同性もほかの領域と比べ高いと考えられる。300 bp と短いリード長でシーク

エンスした MiSeq のデータでは同現象が確認できなかったことから、リード長

の違いと相同性との問題によるマッピングエラーである可能性が推測された

(147)。今後臨床検体から直接 PCR 等を行う際には他菌種の 16S rRNA による影

響が考えられることから、BLAST によるフィルタリングは同領域の変異特定に重

要不可欠なものになることが我々の結果から予想される(148-150)。 

今回の実験系により、結核菌を DNA サンプルから薬剤耐性変異の同定を行う

ことが可能であった。最終的には MDRTB2、MDRTB3 では RIF、INH を含む多剤耐性

が予想された。また NDMCTB3 がピラジナミド耐性(pncA)、NDMCTB4 がストレプト

マイシン耐性変異(rrs, gidB)を有していると判定された。残念ながら後者２株

は発育状況が悪いことから研究実施中の表現型の検証はできなかった。 

そのほか同定された塩基変異の中には、アミノ酸変異を伴わない non-

synonymous SNP も含まれていたが、それらのいくつかに関しては、いずれも薬

剤耐性と直接的に関連はないものの菌株の系統解析には重要な意味を持つもの

（gyrA の S95T・G668D、および gidB の E92D）も含まれており、今後疫学的解析

への応用も可能と考える(151-155)。 
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本研究の意義として、第一に PCR を利用していることから、微量の DNA から

もシークエンスを行うことができるため、今後は喀痰などのサンプルから直接

DNA 増幅を行い変異解析ができる可能性が期待できる点である。また１回のシー

クエンス当たりのコストは、バーコード付加プライマーを利用することで１サ

ンプル当たりの費用は削減を図ることが可能である。 

第二にリアルタイムに出力されるシークエンスデータを利用して、適切なシ

ークエンス時間および条件を検証した点である。データ量の変化が最終的なコ

ンセンサス配列に影響を及ぼすことや、複数条件での検証およびマッピングデ

ータの確認が重要であることが明らかとなった。バリアントコール時のフィル

ター条件の検証により、変異部位の同定については向上したものの、結果的に単

一の時間または条件決定には至らなかった。その原因の一つとして MinION の高

いエラー率が考えられる。バリアントコール自体は NGS 解析の大きなテーマの

一つでもあり、今後 MinION の特徴を考慮した解析条件のさらなる改良が課題と

なった(128-130, 146)。 

第三に目的外の塩基配列のマッピングによる影響を受けやすい rrs 遺伝子領

域の変異決定を、local BLAST を利用したフィルタリングにより克服したことに

ある。これにより今後臨床検体から直接 PCR を利用して同部位の変異決定が期

待できると考えられた。 
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本研究で確立した手法は様々な場面で有用になることが期待される。第一に

既存の迅速検査系、特に Gene Xpert で RIF 耐性と判定された検体の網羅的な薬

剤感受性の判定である。RIF耐性は薬剤耐性結核菌の中では頻度が高く、またRIF

以外の薬剤に対しても耐性を有している可能性が、RIF 感受性株に比べて高いこ

とが知られている(78)。そのため RIF 耐性と判定された際には、そのほかの薬

剤耐性の有無も速やかに調べる必要があると考えられる。Gene Xpert は迅速性・

簡便性に優れているが、それを補完する形で DNA 検体から遺伝子型を判定する

ことが可能な本研究系は有用であると考えられる。 

第二に、発展途上国等における限られた設備しかない検査室における薬剤耐

性の判定方法として活用することである。我が国における薬剤耐性結核の割合

は低いものの、世界的には公衆衛生上の脅威の一つとして知られており、発展途

上国、特に東南アジアは MDR-TB を含む薬剤耐性結核が蔓延している（2, 156）。

しかしこれら発展途上国の多くにおいては、病院や診療所の検査室に結核菌の

検査のための設備が施設的・経済的にも十分な余裕がない所が多く存在する

（157-159）。このような地域では現在 WHO をはじめとするさまざまな団体・機関

が経済的・技術的支援を行っているが、その一つの方法として、場所を選ばず低

コストで運用可能なナノポアシーケンサーを用いた網羅的検出系は、薬剤耐性

結核対策の一つの選択肢として有用ではないかと考えている。  
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第４節 総括 

本研究では、遺伝子解析情報を利用し、各種病原体の薬剤耐性の検出ならびに

関連性の解析を行った。遺伝子解析を用いる利点は、病原体の培養を必要とせず、

培養困難な病原体に対しても利用可能なところである。特に結核菌は培養に特

別な設備および長い時間を必要とするため、遺伝子情報の利用を基礎とする本

研究のような解析手法は適していると考えられる。近年新たに登場したナノポ

アシーケンサーは遺伝子解析に必要な機材・コストおよび設備の規模を下げる

ことが期待され、より簡便にシークエンスできるようになり遺伝子情報が身近

なものになると考えられる(160, 161)。2019 年現在、さらに小型のシークエン

ス端末や自動サンプル調製機器、小型のオールインワン解析装置なども登場し

ており、専門技術者以外の医療従事者がシークエンス解析を臨床現場で利用す

る機会が出てくることが予想される。 

一方、遺伝子変異のみで薬剤感受性が必ずしも決められているわけではない

点は遺伝子診断手法の臨床応用へ向けた今後の課題である。インフルエンザ菌

の研究では、耐性遺伝子型と実際の表現型である MIC との間に乖離がみられる

例が少なからず存在した。遺伝子型と表現型との乖離については、どちらが正し

いかは不明な点も多い。考えられる乖離の理由として、例えば制御遺伝子の存在、

遺伝子発現量の調節機構、バイオフィルムの形成やクオラム・センシングなどが
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考えられるが、その解明については、対象領域以外の包括的な解析や、RNA シー

クエンスが必要となることが予想される(162, 163)。そのため本研究の手法を

さらに拡大・発展する必要性があると考えられ、今後の研究課題である。 

疫学的な観点からは、遺伝子レベルでの耐性変異がすでに表現型上は感性で

ある菌にも観察されていることからも、遺伝子配列情報のモニタリングは今後

の耐性菌出現を予測する点において重要である。その場合、簡便にシークエンス

できるナノポアシーケンサーは診断のみならず、感染症疫学における有用な解

析手法として応用可能ではないかと期待される。 
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図１ 

ナノポアシーケンサーMinIONTM（Oxford Nanopore Technology, Oxford, UK） 

(A) シークエンスのメカニズム。ナノスケールの孔を DNA 鎖が通過する際の電流の変

化より塩基情報を取得する。http://blogs.nature.com/naturejobs/2017/10/16/techblog-

the-nanopore-toolbox/ より引⽤、2019 年 5 ⽉ 29 ⽇参照） 

(B) シーケンサー本体、⼤きさは約 100×33×23mm。⽐較のため硬貨を並置する。 

(C) 実際のシークエンス⾵景。USB 3.0 で市販のコンピュータと接続し、専⽤のソフト

を⽤いて制御・解析を⾏う。写真では Windows を利⽤しているが、Mac、Linux にも

対応している。 

(A) (B) 

(C) 
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図２ 

NGS のデータ解析に関する概念図（各⽤語の詳細な説明は本⽂中の＊１を参照） 

（A） デマルチプレックス 

⻘、緑、⻘の線は各バーコード配列を⽰す。各リードのバーコード配列をコンピ

ュータ上で認識し、それぞれのデータに振り分ける。バーコードのない、または正

しく認識されないリードは除去される。 

 

（B） マッピング（アライメント）、バリアントコールおよびコンセンサスコール 

各データをリファレンス配列と照らし合わせ、どの部分に相当するかを確認す

る。そして、それぞれの塩基部位における変異を検索する。検出した変異部位をリ

ファレンス配列に当てはめることで、各サンプルの塩基配列が最終的に求まる。 
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図３ 

BLNAR 型インフルエンザ菌の耐性機序。fts-I 遺伝⼦の KTG 周辺配列にのみ変異の⼊

るものは⽐較的 MIC が低い gLow-BLNAR（本⽂中の group I / II に相当）に当たり、加え

て SSN 周辺配列に変異が加わると gBLNAR（本⽂中の group III に相当）となり MIC が

⼤きく上昇するとされる。（⽣⽅公⼦ら．⽇本化学療法学会雑誌．2006; 54: 69-94 より⼀

部改変） 
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図４ 

βラクタマーゼ⾮産⽣株における遺伝⼦型（genotype group）と AMP の MIC との関係

（n=34）。＊：t 検定において p < 0.05。 

gBLNAS：SSN,KTG 両領域に遺伝⼦変異を認めないもの。 

gBLNAR Ⅰ：KTG 領域の N526K を有する。 

gBLNAR Ⅱ：KTG 領域の R517H を有する。 

gBLNAR Ⅲ：SSN 領域のいずれか１つ以上（M377I、S385T および L389F）かつ

KTG 領域のいずれかを有する。 

Other：上記の基準以外（n=1 : SSN 周辺配列のみの変異） 
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図５ 

βラクタマーゼ⾮産⽣ H. influenzae 株の PBP（ペニシリン結合蛋⽩質）をコードする

全７領域における各 SNP とペニシリン系・セフェム系の MIC との相関。 

対象菌株はβラクタマーゼ⾮産⽣ H. influenzae 全 34 株のうち、塩基配列の決定により

明確に H. influenzae と判定できなかった２株、およびデータ量の不⾜から PBP 全７領域

の全⻑を決定できなかった５株を除外した全２７株を対象とした。アミノ酸変異を伴う全

190 か所の SNP 毎に変異あり・変異なし群の MIC に対して Mann‒Whitney 検定を⾏い p

値を算出した。横軸が SNP の部位、縦軸が p 値、⽔平⽅向の実線は有意⽔準を表す。有意

⽔準には Bonferroni 補正を⽤い、0.05 を non-synonymous SNP の総数である 190 で除し

た値を使⽤した。SSN、KTG 領域の代表的な変異部位（S385T, N526K）を点線で⽰す。 

各抗菌薬の名称は以下の通り。  

(A) アンピシリン (AMP) ・・・βラクタム系 

(B) セファクロル (CEC) ・・・第１世代セフェム系 

(C) セフジニル(CDR) ・・・第３世代セフェム系 

(D) セフジトレンピボキシル (CDN-PI) ・・・第３世代セフェム系 

(E) セフォタキシム (CTX) ・・・第３世代セフェム系 

(F) セフトリアキソン(CRO) ・・・第３世代セフェム系 
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図６ 

マルチプレックス PCR におけるサンプル DNA 量の決定。Bioanalyzer 2100 および DNA 

7500 kit を⽤いて解析したゲルイメージによる結果。サンプルには各 DNA 濃度に希釈した

M. bovis DNA を使⽤した。各泳動の上に DNA 濃度、図下⽅の Set A〜D は表 6 のプライ

マーセット名にそれぞれ対応する。⾚⽮頭が⽬的の DNA 産物を⽰す。 

この結果、10 pg の DNA 量を使⽤した際に⽬的とする 4 本の DNA バンドが明確に観察

出来るという事が⽰され、加えて 10 pg までの DNA 使⽤条件で⾮特異的なバンドの増幅が

最⼩限に抑えられることも明らかになった。 

以後の解析では、この結果を参考に１反応チューブあたり 10 pg の DNA 量を以降の反応

条件として決定した。 
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図７ 

結核菌のマルチプレックス PCR の泳動結果。Bioanalyzer 2100 および DNA 7500 で解析

を⾏ったゲルイメージ結果。左端の Ladder の単位はすべて bp。 

（A）Run1（MDRTB1, MDRTB2 および MDRTB3） 

（B）Run2（NDMCTB1, NDMCTB5） および陽性対照 (PC: Positive Control, M. bovis 

DNA)。 

（C）Run3（NDMCTB2, NDMCTB3 および NDMCTB4） 

図上⽅のサンプル名は表５のサンプル名に、図下⽅の Set A〜D は表６のプライマーセッ

ト名にそれぞれ対応する。各反応チューブの DNA 濃度は事前の M. bovis DNA を⽤いた検

証を参考に１反応チューブ当たり 10 pg を使⽤した。バンドの視認がしやすいように対象領

域のレンジを拡⼤している。 

ゲルイメージからは、PC を含むすべての反応チューブにおいて、⽬的の４本のバンドが

確認できた。 

  

87



 

 

図８ 
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図８ 

Run1 におけるシークエンス時間と出⼒されるデータ量との関連。横軸がシークエンス時

間（サンプルをフローセルに⼊れて解析を開始してからの時間）、縦軸がリード数を⽰す。

各グラフの内容は以下のとおりである。 

・⿊線はリアルタイムで FAST5 形式により出⼒される元データのリード数を⽰す。 

・⿊＋は１D2 ベースコール時のリード数を⽰す。 

・⾚・⻘・緑の棒線は、それぞれデマルチプレックスした際の MDRTB1、MDRTB２お

よび MDRTB3 のリード数を表す。 

この結果からは１D２ベースコールにより、元のデータ量より減少すること、さらにデマ

ルチプレックスによりデータが減少することがわかる。１サンプル当たり 60 k、100 k およ

び 400 k のデータ量を取得できたシークエンス時間はそれぞれ 22 分、36 分および 2.6 時間

であった。 
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図９ 

Run1 におけるリファレンスに対するカバレッジの全体像。横軸がリファレンスの⻑さ、

縦軸がカバレッジ（デプス）を⽰す。グラフ下⽅にリファレンスにおける遺伝⼦領域部位を

⽰す。 

60 k および 100 k のデータ量の結果のみ図⽰。⽔平⽅向のダッシュ線はカバレッジ 13 x

（論理的なカットオフ）を⽰す。これは平均クオリティスコアより算出した、リファレンス

全⻑において、すべての部位で正しい塩基が誤った塩基を上回ると推定されるカバレッジを

表す。本研究ではベースコール後の平均クオリティスコアが約６であることから、論理的な

カットオフを 13 x と概算した。 

基本的にデータ量の増加に伴いカバレッジは増加していく。60 k では３サンプルの平均

カバレッジの最低値が約 15 x となり、論理的なカットオフを上回るものの、⼀部の塩基部

位ではカットオブを下回っていることがわかる。100 k まで使⽤データ量を増加することで、

ほぼすべての塩基部位のカバレッジが 13x を超えた。 
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図１０ 

BLAST によるフィルタリングプログラムがカバレッジに及ぼす影響。軸および概要は図

９と同じ。Run1 の 100 k のデータのみ図⽰。⽔平⽅向のダッシュ線はカバレッジ 13 x。 

⻘：original（BLAST filter 前）、⾚：filtered（BLAST filter 後）。フィルターがマッピン

グに影響を与えるのは rrs 遺伝⼦領域のみであり、カバレッジ減少も軽度であることがわか

る。ほかの領域は Mycobacterium 属に特徴的な領域と考えられフィルタリングの影響はほ

とんど受けていない。 
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図１１(B) 

94



 

 

図１１ 

MiSeq を対照とした際の MinION のデータ精度。上段より MiSeq と⼀致する変異（MiSeq 

match）、⽋損数(deletion)、およびリファレンス配列にマッピングされたリードがない部位

の数（non-covered）を⽰す。単位はすべて塩基数である。⾚棒は塩基数が 21 を超えること

を意味する。各グラフとも⼀番下に MiSeq のデータを緑棒で⽰している。MinION の

FASTQ データはすべて original を利⽤している。(A) MDRTB ３株、(B) NDMCTB ５株

のデータを表している。 

上段の⼀致数は、データ量の増加に伴い⽐較的早期に頭打ちしていくのに対して、中段の

deletion 数は、データ量を増やしても改善せず、⼀部のサンプルでは⼤きくデータ量を増や

すことでかえって deletion が⼤きく増加してしまったものがある。⼤きな deletion はほと

んどが MiSeq では確認できず、偽りと考えられた。 

対して真の insertion である２か所の部位については、MDRTB2 では MinION で正しく

同定てきたが、MDRTB3 では同定できておらず Figure では MinION のデータに deletion

が最低 1 が⼊っていると判定されている。Run3 の NDMCTB4 の真の deletion も MiSeq で

は同定できていたが、MinION では同定できなかった。 

下段はマッピング時にリードが全くマッピングされない塩基部位数を⽰しているが、シー

クエンス早期の 12 - 28 k 以外では全領域に少なくとも１本以上のリードがマッピングされ

ていることがわかった。 
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図１２ 
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図１２ 

MinION で正しく判定できなかった塩基部位のマッピング時の塩基構成割合。 

データ量ごとに、マッピング時の各部位の塩基構成割合を表している。縦軸は割合を⽰

す。棒グラフ下の塩基⽂字は上段がバリアントコールで判定された塩基を、下段がリファ

レンス配列の塩基を⽰している。各グラフとも右端に MiSeq のデータを載せている。 

(A)NDMCTB3 における pncA 遺伝⼦内の耐性に関与があると考えられる SNP。同部位

は SNP だが、MinION では 80, 100, 160, 200, 400 k でヘテロアレルと判定されたた

めフィルタリングすると変異なしと誤って判定される。ただし最も優位な塩基はいず

れも G である。 

(B)NDMCTB1 および NDMCTB4 の SNP ２か所。同部位には変異はないが、⼀部の

データ量でヘテロアレルと判定されるため、ヘテロアレルを除外しない場合は変異と

して認識される。こちらも最も優位な塩基はそれぞれ A、C である。 

上記の変異部位は MiSeq のデータではほぼ単⼀塩基として判定されていることから、

MinION のエラーと考えられる。マッピング結果の変化によりこれらの部位はヘテロアレ

ルと判定される。ヘテロアレルと判定された塩基部位を変異として許容する場合は変異部

位をもれなく拾い上げることは可能であるが、その代わり(B)のように本来認めない変異部

位を誤検出する恐れがあることが判明した。 
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表１ 

本解析に⽤いた遺伝⼦配列情報の⼀覧。 

* National Center for Biotechnology Information database: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

 

菌種（菌株名） 遺伝⼦名・蛋⽩質名 Accession 
no. 

塩基部位 
（全⻑における） 

引⽤元 

Haemophilus influenzae 
(Rd KW20) 

pbp1A NC_000907 460645-463239 NCBI database* 

 pbp1B  1796174-1798519  
 pbp2  33446-35401  
 pbp3 (fts-I)  1197840-1199672  
 pbp4  1407458-1408897  
 pbp5  30229-31410  
 pbp7  387648-388526  
 acrR  946725-947288  
 acrA  947368-948516  
 acrB  948516-951614  
 tolC  1544120-1545439  
 fucK  643894-645306  
 hpd  732946-734040  
 16S rRNA  127172-128720  
 recA  621492-622556  
H. influenzae sodC M84012 1-799 NCBI database* 
H. influenzae bexDCBA X54987 1-4005 (48) 
H. influenzae serotype a cap locus 

region II 
Z37516 1-5882 (48) 

H. influenzae serotype b cap locus X78559 1-8640 (48) 
H. influenzae (RM127) serotype c capsular 

DNA 
Z33387 1-122 (48) 

H. influenzae (RM128) serotype d capsular 
DNA 

Z33389 1-155 (48) 

H. influenzae (RM129) serotype e capsular 
DNA 

Z33390 1-75 (48) 

H. influenzae (70022) serotype f capsular 
locus 

AF549211 7744-16028 (48) 
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表２ 

本研究に⽤いた H. influenzae 菌株のうち、βラクタマーゼ⾮産⽣の全 34 株の遺伝⼦型

（Genotype）および各抗菌薬の MIC。Genotype のうち、⿊塗りの部分がその菌株の有す

る遺伝⼦変異に相当する。S/I/R の判定は CLSI に基づき、基準のない部分は空⽩としてい

る。Strain No.のうち太字で灰⾊ハイライトのものは、SNP の解析の際に基準を満たさな

かったため除外したものを⽰している。（遺伝⼦学的に H. influenzae と明確に判定できな

かったもの：⾚字の２株、データ不⾜により PBP をコードする遺伝⼦領域全⻑を決定でき

なかったもの：緑字の５株） 
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表３ 

本研究で、図３で⽰した６種類の抗菌薬のいずれかにおいて MIC と有意差を認めた fts-

I 内の SNP 同⼠の相関係数。SNP 同⼠が互いに⾼い正の相関関係を有している。 

SNP D350N S357N M377I S385T L389F V562L 
D350N  0.924 0.924 0.924 0.795 0.739 
S357N   0.846 1.000 0.860 0.798 
M377I    0.846 0.860 0.798 
S385T     0.860 0.798 
L389F      0.928 
V562L       

 

 

 

表４ 

排出ポンプ系の変異部位の⼀つである acrB 領域における MIC と遺伝⼦型の関係。アミ

ノ酸変異を伴う塩基変異を有する群と有さない群に分類し、これら２群の MIC に対して

Mann‒Whitney U 検定を⾏った（有意⽔準 p < 0.05）。本研究では acrB 内の SNP の有無

と MIC との関連性に有意差は認めなかった。 

遺伝⼦型 
acrB 変異 

有 無 p-value* 
gBLNAS 3 2 0.739 
Group I/II gBLNAR 3 3 0.657 
Group III gBLNAR 10 13 0.828 
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表５ 

本研究に⽤いたサンプルおよびシークエンス情報。 

防衛医⼤検査室由来のサンプル名については、本研究において独⾃に命名している。

“MinION シーケンス”は１枚のフローセルで解析したサンプルを表す。１枚のフローセルで

複数サンプルを解析する場合は、それぞれ異なるバーコードを付加している。 

MinION シーケンス サンプル名 サンプル内容（株名） バーコード  

Run1 

MDRTB1 
ナショナルバイオリソースより、

(JNBP 03690) 

BC01 

MDRTB2 
ナショナルバイオリソースより、

(JNBP 03706) 

BC02 

MDRTB3 
ナショナルバイオリソースより、

(JNBP 03693) 

BC03 

Run2 
NDMCTB1 防衛医⼤検査室より(NDMCTB1) BC01 

NDMCTB5 防衛医⼤検査室より(NDMCTB5) BC02 

Run3 

NDMCTB2 防衛医⼤検査室より(NDMCTB2) BC01 

NDMCTB3 防衛医⼤検査室より(NDMCTB3) BC02 

NDMCTB4 防衛医⼤検査室より(NDMCTB4) BC03 
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表７ 

MinION データより得られた変異情報の⼀覧。 

塩基変異のリストの項⽬は MiSeq により判定された変異部位をもと、それに対する MinION の

データを表している。そのため MinION にしか認められない変異はリスト内に含まれていない。

Ref：リファレンス配列の塩基、MiSeq：MiSeq データの塩基を⽰す。Ori：BLAST フィルターを

かける前のデータによる結果。Fil：BLAST フィルターをかけた後のデータによる結果を⽰す。 

Mutation pattern の codon の⾊は耐性との関連性を⽰す。⾚：耐性に関与すると考えられる。

⻩：データが少ないものの、耐性株で認められた報告がある。⻘：耐性に関与しないとされる。緑：

アミノ酸変異を伴わない変異。⽩：過去の報告例がなく不明。 

各 Data volume の⾊は MiSeq と MinION の各データの対応を⽰す。⾚ハイライト：MiSeq で⾒

られた変異に MinION が⼀致した部位。⽩：MiSeq と MinION が⼀致しない部位。Insertion は

Ref が“-”とすることで表現している。 

多くの変異部位は MinION でもデータ量を増加させることで MiSeq とデータが⼀致していき、

変異が判定可能であるが、⼀部の塩基部位および INDEL についてはその限りではなかった。Run1

における２か所ある insertion（MDRTB2 の oxyR-ahpC 領域、および MDRTB3 の rpsL 領域上流）

の存在についてはサンガー法によって確認できたため、MDRTB3 の insertion は MinION では正

しく同定できなかったと考えられた。rrs 遺伝⼦領域内の SNP は original のデータでは判定不能で

あったが、BLAST フィルター(Fil)の利⽤により判定可能であった。
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表８ 

MiSeq および MinION のエラー率および INDEL の割合。 

エラー率はマッピング時にリファレンス配列と異なる塩基部分の数を分⼦とし、マッピ

ングされた全塩基数を分⺟として計算した。そのため仮に完全に正しいシーケンス結果で

あっても、サンプルの変異部位は当然リファレンス配列とは異なることからエラーとして

カウントされるため０%になることはない。INDEL の割合は、同様にそれぞれの塩基数を

マッピングされた全塩基数で除したものである。 

この結果からは同⼀サンプル内において MiSeq に⽐較して MinION では 10 倍程度のエ

ラーが認められた。また INDEL も MinION では MiSeq より⾼頻度で検出されるが、実際

はこれらのほとんどは偽陽性であると考えられた。サンプル間でのエラー率、INDEL の割

合に⼤きな変動は⾒られなかったことから、シークエンス機器の問題に由来すると考えら

れた。 
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サンプル
名 

解析⽅法 

マッピング 
された塩基

数 
 (塩基数) 

リファレンス 
配列と異なる

塩基数 
(塩基数) 

エラー
率 

(%) 

deletion
数 

(塩基数) 

deletion
の割合 
(100 塩
基あた

り) 

insertion
数 

(塩基数) 

insertion
の割合 
(100 塩
基あた

り) 

MDRTB1 
MinION 
(400 k) 

31,218,926 3,422,755 10.96 1,239,254 3.9696 1,236,297 3.9601 

MiSeq 200,340,112 2,133,412 1.06 6,088 0.0030 4,586 0.0023 
         

MDRTB2 
MinION 
(400 k) 

89,429,157 11,225,646 12.55 3,809,153 4.2594 4,210,029 4.7077 

MiSeq 138,612,726 1,584,266 1.14 4,342 0.0031 9,553 0.0069 
         

MDRTB3 
MinION 
(400 k) 

29,397,970 3,118,356 10.61 1,095,388 3.7261 1,189,272 4.0454 

MiSeq 201,843,529 1,782,510 0.88 5,155 0.0026 36,821 0.0182 
         

NDMCTB1 
MinION 
(400 k) 

36,197,681 3,781,638 10.45 1,555,484 4.2972 1,165,785 3.2206 

MiSeq 196,634,229 1,921,188 0.98 6,723 0.0034 5,014 0.0025 
         

NDMCTB2 
MinION 
(400 k) 

46,228,413 5,293,567 11.45 1,501,223 3.2474 2,412,362 5.2184 

MiSeq 224,840,587 2,803,558 1.25 13,225 0.0059 8,640 0.0038 
         

NDMCTB3 
MinION 
(400 k) 

56,294,919 5,812,725 10.33 1,784,831 3.1705 2,455,174 4.3613 

MiSeq 271,224,292 3,636,526 1.34 11,373 0.0042 10,699 0.0039 
         

NDMCTB4 
MinION 
(400 k) 

49,840,378 5,214,128 10.46 1,548,144 3.1062 2,298,438 4.6116 

MiSeq 167,255,399 2,604,459 1.56 6,893 0.0041 6,235 0.0037 
         

NDMCTB5 
MinION 
(400 k) 

49,901,647 5,250,558 10.52 2,160,514 4.3295 1,702,188 3.4111 

MiSeq 275,239,309 2,455,002 0.89 8,525 0.0031 6,690 0.0024 

表８ 
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表９ 

NDMCTB3 において、バリアントコール条件を改め再解析した結果。詳細は第３章３節３項に

⽰す。表７(F)と⽐較して多くの変異部位が正しく検出できるようになっている。ただし embB 

L220（アミノ酸変異を伴わない synonymous SNP）については 100 k, 80 k で正しく認識できなか

った。 
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