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1. はじめに
黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）は，ヒト・

マウス・ラットなど哺乳類広域種の皮膚に常在する
グラム染色陽性の球菌であり，ブドウ球菌属
（Staphylococcus属）に属する。本菌は日和見的に様々
な臓器で感染病態を引き起こす，ブドウ球菌属中最
も病原性が高い種である。本菌は自律性可動遺伝因
子（後述）と呼ばれる複数の機構によりゲノム中に
外来遺伝子を取り込む。この機構により生じる，本
菌の多剤耐性菌であるメチシリン耐性黄色ブドウ球
菌（Methicillin-resistant S. aureus；MRSA）は，ヒト
の医療現場で水平伝播し抗菌薬治療や感染対策を難
しくすることから，各国や地域で流行する遺伝的起
源を同一にするMRSAクローンの動向が世界的に監
視されている。
黄色ブドウ球菌は，健常人の約 3割に保菌が見ら

れ，主な常在部位として鼻前庭，手指，会陰部皮膚
の順に優勢であることが報告されている［1］。宿主
動物種により優勢常在部位が異なることが示唆され
［2］，保菌個体を高感度にスクリーニングするには対
象動物種の最優勢部位からの検体採取が重要である。

本菌が皮膚常在菌であることと，ヒトや動物の本菌
保菌調査で糞便検体を用いた過去の報告が見られな
いことからも，実験動物マウス対象のスクリーニン
グ検査で糞便検体を用いる場合には，検出感度の低
下を考慮し結果を解釈すべきかもしれない。
黄色ブドウ球菌は，実験動物マウスの Specific-

pathogen-free（SPF）対象病原体に含まれていない。
文献的に，ブリーダーによっては 20％もの SPF個体
から本菌が菌分離されるという［3］。免疫正常マウ
スで本菌が検出されても通常は特別な措置は求めら
れないが，マウス死亡例の検査依頼検体から最も多
く分離されるとも報告されている（ICLASモニタリ
ングセンター HP：事業報告＞微生物検査結果）。
実験動物マウス飼養保管施設において，黄色ブド

ウ球菌の施設内伝播を想起させる事例が報告されて
いるが［4］，この報告における検証では，菌株の遺
伝子型別は病原性遺伝子の有無を解析する PCR法
や，生存必須遺伝子の部分塩基配列を解析する従来
的な方法が用いられていた。医学領域のMRSA院内
伝播検証スキームは近年，全ゲノムシーケンスによ
る一塩基多型（SNP：Single Nucleotide Polymorphism；
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解に不可欠な本菌ゲノミクスの基本知識（ゲノム構造，進化機序）と実験動物マウス最優勢クロー
ンである Sequence type（ST）88型系統株の遺伝的多様性について解説する。それを踏まえ，施設内
伝播検証法としての従来の遺伝子型別法の分解能不足という欠点と，それを補う次世代シーケン
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後述）解析を用いた高分解能検査をゴールドスタン
ダードとしている。この方法を用いることで，従来
の遺伝子型別法では同一と判断された菌株でも，
SNP数や分子系統の差分により遺伝的差異をさらに
分解できる。実験動物マウス飼養保管施設において
本菌が施設内伝播するかを結論づけるには，全ゲノ
ムシーケンスによる方法を用いる必要があると筆者
は考えている。
このように，黄色ブドウ球菌の実験動物マウス飼

養保管施設における感染対策上の位置付けの決定に
は，施設内伝播検証に用いる遺伝子型別法のアップ
デートが求められる。そこで本稿では，黄色ブドウ
球菌の新旧遺伝子型別法を理解するため，前半部分
で本菌のゲノミクスの基礎とマウス最優勢クローン
である Sequence type（ST）88型系統株のゲノム疫学
について解説する。後半部分では，本菌の従来的遺
伝子型別法が施設内伝播検証目的には分解能不足で
ある点を提起し，その解決法としての次世代シーケ
ンサーによる全ゲノム解析法の応用性や課題を概説
する。

2. ブドウ球菌のゲノム特性
2001年，世界で初めて黄色ブドウ球菌株（N315

という株名のMRSA株）の完全長配列が報告された
［5］。ゲノムサイズ 2.81 Mbp，GC含量約 32.8％を示
す本菌のゲノム特性は，同じバチルス綱のグラム陽
性 菌 で あ る 肺 炎 球 菌（Streptococcus pneumoniae 
TIGR4 株，2.16 Mbp，39.7％）や枯草菌（Bacillus 
subtilis 168株，4.21 Mbp，43.5％）と類似し，大腸菌
（Escherichia coli EDL933株，5.53 Mbp，50.4％）や緑
膿菌（Pseudomonas aeruginosa PAO1 株，6.26 Mbp，
66.6％）といったグラム陰性菌に比して小型かつ低
GC含量を示す。
ブドウ球菌属は現在約 50菌種が分類記載され，種

や株レベルで遺伝的多様化が進んできた［6］。他の
細菌分類群同様，遺伝的多様性獲得の基本機序は，
ortholog遺伝子と呼ばれる相同遺伝子上に生じた点変
異，塩基配列の挿入／欠失，相同組換えなどの蓄積
とそれらの遺伝的垂直伝播である。このような微小
変異は，細菌分類群ごとにおおよそ定まった進化速
度に呼応して緩やかに進み，祖先集団からの遺伝的
多様性を積み上げ，外部環境からの選択圧の結果と
して種分化し，生理・生化学的機能を収斂させてき
たと考えられる。黄色ブドウ球菌（N315株），肺炎
球菌（TIGR4株），枯草菌（168株）の全染色体性遺
伝子中の属内コア遺伝子（各属内全菌種で保存され
た ortholog遺伝子）の割合を，今回新たに算出して
みたところ，それぞれ約 46％，30％，25％であった。
この数値差は，ブドウ球菌属が一定環境でコアゲノ
ム構造を固持してきた分類群であることと，レンサ
球菌属及びバチルス属が多様な環境適応のためユ

ニークな進化を遂げた菌種を多く包含することを示
唆している。

3. ブドウ球菌属の外来遺伝子獲得機構
ブドウ球菌属には，前述した病原体特有の緩やか

な進化を一足飛びにするダイナミックな進化機序も
知られている。Insertion sequences（ISs）と呼ばれる
特有の繰り返し配列や，トランスポゾン，バクテリ
オファージといった自律性可動遺伝因子（Mobile 
genetic elements：MGEs）を介した外来遺伝子の獲得，
そしてそれらの挿入部位にコードされていた既存遺
伝子の破損・脱落が起こり，本属菌はこの一イベン
トだけで親株との大規模なゲノム差異を生じうる。
以下に，本菌に特徴的な 2つのMGEsについて概説
する。

3-1. ゲノミックアイランド（Genomic islands：GIs）
ブドウ球菌属のゲノム多様性獲得に寄与した遺伝

因子として，ゲノミックアイランド（Genomic 
islands：GIs）と呼ばれる MGEsが知られている。
GIsは，バクテリオファージ感染でファージゲノム
が細菌ゲノム内にインテグレートされ形成される。
GIsは，ファージ誘導が起こるまで細菌ゲノム中に
プロファージとして維持される可動性タイプ（Φ
［phi］）と，ファージとして自律移動するための遺伝
因子を失い細菌ゲノム内に定着した非可動性タイプ
（ν［neu］）とに区別される。

GIs領域は，宿主への病原性を担う毒素遺伝子や
スーパー抗原活性に関与する遺伝子が多数並ぶこと
から，病原性アイランドとも呼称されている。個々
の GIs領域は黄色ブドウ球菌株間でも多様性が見ら
れ，株レベルの病原性差異にも寄与している［7］。
図 1は，完全長配列が登録されている黄色ブドウ球
菌研究でしばしば用いられる著名な菌株のゲノム中
の GIs分布を示している。非可動性 GIsである νSaα/
β/γ/εは，全ての黄色ブドウ球菌系統のゲノム内に保
存されている。黄色ブドウ球菌が属内で突出した高
病原性種となったのは，共通祖先がこれらのファー
ジを獲得したことに起因していると考えられる。
また，感染ファージゲノムがもたらす特定遺伝子

が，黄色ブドウ球菌株が宿主にとって無害あるいは
病気を引き起こすかの免疫学的均衡を崩すドライ
バーとなることが報告されている［8］。この研究では，
黄色ブドウ球菌の細胞壁を構成するリポタイコ酸を
標的とした宿主免疫応答が，通常では本菌による発
症を制御しているものの，リポタイコ酸を修飾する
酵素 TarPをコードする遺伝子がファージによりもた
らされた菌株では，エピトープ変化と免疫原性低下
が生じ，既存宿主免疫応答からの回避を介した病態
発症が起こることを示唆している。
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3-2.  ブドウ球菌カセット染色体（Staphylococcal 
cassette chromosome：SCC）
進化の過程でブドウ球菌属の遺伝的多様化を促進

した因子の一つとして，ブドウ球菌カセット染色体
（Staphylococcal cassette chromosome：SCC）と呼ばれ
る MGEが知られ，これも GIsの一種である［7］。
SCCは，部位特異的組換酵素をコードする ccr遺伝
子を搭載し，この働きにより黄色ブドウ球菌 N315
株ゲノム上の複製開始点（oriC）に程近い 23番目の
遺伝子 orfX（SA0023：リボソーム RNAメチルトラ
ンスフェラーゼ）の 3’末端側に部位特異的に挿入さ
れる。このゲノム領域は oriC environと呼称されてい
る。ゲノム中に組み込まれた SCC内部には，inverted 
repeat，direct repeat，トランスポゾン，特有の挿入配
列等が複数コピー含まれ，これらを糊代とした遺伝
子の挿入・欠失が頻繁に繰り返される。やがて ccr
遺伝子の脱落と共に SCCは可動性を失い，外部獲得
した遺伝子群のうち，その菌株にとって有用なもの
だけが選択的に oriC environにストレージされてい

く。この機構により，ブドウ球菌属は菌種間・菌株
間の多様性を形成してきたと考えられる。SCCはブ
ドウ球菌属の菌株間を水平伝播することでもたらさ
れる。ブドウ球菌属の菌種同定で評価される生化学
的性状をコードする遺伝子群もこの領域に複数搭載
されている［9］。

SCCには抗菌薬耐性遺伝子が搭載されていること
も多い。メチシリン耐性の責任遺伝子 mecAを搭載
した SCCは SCCmecと呼ばれ，メチシリン感受性黄
色ブドウ球菌（MSSA）がこれを外部から獲得し
MRSAが出現したと説明されている（図 2）。

4. 実験動物マウス由来黄色ブドウ球菌 
Sequence type（ST）88型株のゲノミクス
実験動物マウスに適応した黄色ブドウ球菌株は，

Multi-locus sequence typing（MLST）と呼ばれる塩基
配列に基づく型別で ST88型を含む数系統しかないこ
とを以前本誌において概説した［10］。このような背
景から，実験動物マウス飼養保管施設内で本菌の施

図 1　黄色ブドウ球菌 14株の全ゲノムアラインメント
本図は，複製開始点を左端とし，黄色ブドウ球菌 14株（MRSA10株とMSSA4株）の全ゲノムアラインメン
トを表現している。Strain IDの左に Clonal complexとメチシリン耐性を示した。各株のゲノム配列中，灰色は
全株共有のコア遺伝子，赤色は非共有遺伝子を意味している。図上部に示した GIs（Genomic islands）のうち，
Φ［phi］は可動性 GIsであるプロファージ，ν［neu］は非可動性 GIs，Tnはトランスポゾン，SCCはブドウ球
菌カセット染色体を意味している。sdh遺伝子は，ゲノム中の terC（複製終結点）付近に位置する 1.1メガダ
ルトンの細胞壁関連フィブロネクチン結合タンパク質をコードし，大部分の黄色ブドウ球菌株に保存された単
一巨大遺伝子である。図は，Hiramatsu K et al. Infect Chemother. 2013. Jun; 45(2): 117–136.（参考文献 7）の
Figure 1（A）を引用し，遺伝子型，メチシリン耐性の有無，複製開始点の位置等に関する表記を加え改変した。
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設内伝播検証をするには，同時期に複数分離された
菌株が互いに同一 ST型であることを示しただけでは
水平伝播の証拠にはなりえず，さらなる微小なゲノ
ム差異を検出する高分解能検査が必要となる。ここ
からは本菌の ST88型株のゲノム特性と分子疫学につ
いて解説する。

4-1.  実験動物マウス由来黄色ブドウ球菌 ST88型株
のゲノム解析状況と特性
実験動物マウスに由来する ST88型株の全ゲノム

データは，ニュージーランドの C57BL/6Jオス個体か
ら分離された JSNZ株 1株のドラフト配列が登録さ
れているのみである［4］。この他には，ネズミ上科
（Muroidea）のキタハタネズミ（Microtus agrestis）に
由来する ST88型株のドラフト配列も入手可能である
（muC88d株：ドイツの野生個体に由来）［11］。

JSNZ株は，ドラフト配列登録のみでゲノム関連情
報を記載した文献がないため，今回，本稿で各種解
析を実施した。JSNZ株は，ゲノムサイズは 2,692,570 
bp，GC含量は 32.8％，推定遺伝子数は 2,552と，黄
色ブドウ球菌ゲノムの一般構造としては平均的で
あった。既知の抗菌薬耐性遺伝子は検出されなかっ
た。病原性関連遺伝子は，黄色ブドウ球菌全菌株に
共通保存されたプロテアーゼ aureolysin（aur）や
splA，赤血球溶解毒素（hlgA，hlgB，hlgC），白血球
溶解毒素（lukD-E，lukG-H）の保有が見られるものの，
黄色ブドウ球菌の高病原性株でしばしば見られる
Panton-Valentine leukocidin（PVL；lukF-S），表皮剥脱
毒素，ブドウ球菌エンテロトキシン（Staphylococcal 
enterotoxin；SE）など，特筆すべき病原性遺伝子の
保有はなかった。キタハタネズミ由来 muC88d株も
同様であった。

図 3　ST88型系統の全ゲノム SNP系統樹とペアワイズ SNP数のヒートマップ
ST88型を示す 24株（ガーナ株 17，他地域のヒト由来株 5および実験動物マウスとキタハタネズミ由来株各 1）
の全ゲノム配列について，完全長配列が登録されている AUS0325株をレファレンスとして SNPを検出し，系
統樹を描画した（左）。右図では各株間で検出したペアワイズの SNP数を記載するとともに，その SNP数を 0
から 600に至るヒートマップとして緑，黄，赤色の段階的表現で示した。また，株間で類似した SNP数を示
すものを点線で囲んだ。

図 2　MRSAの進化概念図
メチシリン耐性遺伝子 mecA を搭載した SCC
（Staphylococcal cassette chromosome）は SCCmecと呼
ばれ，MSSA（メチシリン感受性黄色ブドウ球菌）
ゲノム中の orfX遺伝子 3’末端側に部位特異的に挿入
されるとMRSA（メチシリン耐性黄色ブドウ球菌）
となる。
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4-2.  ヒト由来 ST88型 MRSA株による 
院内・地域アウトブレイク事例
本項では，ST88型MRSA株が地域優勢クローン

として広がっているガーナの文献を引用し，MRSA
株における SNP数解釈について解説する［12］。
図 3に，公的データベースからゲノム配列が入手

可能な ST88 型系統 24 株をデータセットとし，
AU0325株をレファレンスとした全ゲノム SNP系統
樹と各株間におけるペアワイズ SNP数を示した。
図 3右側のヒートマップを見ると，ガーナ西部の

一医療施設の患者由来 MRSAである 4株（BU_
G0202_t2～ BU_G1905；青色点線部）中の SNP数は
わずか一桁台であった。ガーナ都心部の市中感染患者
由来MRSA株まで含めた 7株（Sa_NOG-W04～ BU_
G1905；紫色点線部）に広げると，SNP数は二桁台に
まで増加した。そしてガーナ由来株全体（Sa_
NOG-W01～Sa_NOG-W14までの17株；赤色の点線部）
まで範囲を広げると，SNP数は最大で 167を示した。
同様に，文献としての報告はなかったが，米国の

一医療施設の患者 3名から分離された血液培養由来
ST88型 3株の登録ゲノムを用い SNP数を算出した
ところ，200以下であった（黄色点線部）。
文献的に，医療現場におけるMRSA院内アウトブ

レイクでは 50 SNPs以下，地域内アウトブレイクで
は 200 SNPs以下という報告があり，これらがしばし
ば SNP数解釈の基準として引用される［13–17］。前
述のガーナ及び米国の事例とも，菌株背景と SNP数
の関係が概ねこの基準値と合致している。

4-3.  げっ歯類由来黄色ブドウ球菌 ST88型株の 
分子系統解析と SNP数解釈
図 3には，げっ歯類に由来する ST88型 2株も含

まれている。実験動物マウス由来 JSNZ株とキタハ
タネズミ由来 muC88d株は，ヒト由来株で構成され
るクラスターとは独立しているため，この両株はげっ
歯類特異的な進化系統であることが予想される。し
かしそれを結論づけるには，実験動物マウスやその
他のげっ歯類に由来するさらなるゲノムデータ集積
と再現性確認が必要である。

SNP数に目を向けると，JSNZ株と muC88d株の差
異はわずか 197であり（黒色点線部），ヒトMRSA
株の SNP数解釈基準では地域内アウトブレイク（200 
SNPs以下）に相当する。しかし両株は由来する国も
宿主動物種も異なっており，ヒトMRSA株の SNP数
解釈基準を直ちに適応することには無理があった。
多様な黄色ブドウ球菌クローンを許容するヒト宿主
とは異なり，わずか数系統の適応しか許容していな
いと考えられるマウス宿主では，本菌の進化速度低
下の可能性を考慮すべきかもしれない。実験動物マ
ウスに特化した施設内伝播検証のための SNP数解釈
基準の構築には，今後のゲノム情報登録とケースス
タディの集積に期待するしかない。

4-4.  実験動物マウス定着性に関与する 
黄色ブドウ球菌の遺伝子変異
黄色ブドウ球菌の実験動物マウス皮膚組織への定

着性に関与する遺伝子やその変異は，少数ながら報
告されている。

USA300株（ST8-MRSA株，ヒトにおける市中感
染型MRSAの代表株の一つ）を用いたマウス皮膚感
染モデルでは，解糖系及び TCAサイクル関連遺伝子
の非同義置換や転写誘導変異を獲得した変異株が選
択されたことが報告されている［18］。

MW2株（ST1-MRSA株，ヒトにおける市中感染
型MRSAの代表株の一つ）は，β溶血毒素（hlb）遺
伝子のコーディング配列内部に挿入されたプロ
ファージを持つが，このファージ脱落により同遺伝
子の復帰変異を果たした変異株が，同じく皮膚感染
マウスモデルにおいて選択されたことも報告されて
いる［19］。hlb遺伝子は，皮膚角層中のスフィンゴ
ミエリンをセラミドへ加水分解する機能を有してい
ることから，宿主表皮バリアの破壊に寄与する本菌
変異体が宿主内で選択されたと考察されている。
図 4に，げっ歯類由来 ST88型 2株とヒト由来 ST88
型 1株の hlb遺伝子近傍領域のゲノムマップを示し
た。キタハタネズミ由来 muC88d株及びヒト由来
AUS0325株では，hlb遺伝子内部にプロファージ
ϕSa3が挿入され，hlb遺伝子の 2つの断片がスプリッ
トしている。それに対し，実験動物マウス由来 JSNZ
株では，この領域にプロファージ ϕSa3の痕跡はなく
hlb遺伝子のコーディング領域全長が保持されている
ことから，プロファージ脱落による hlb遺伝子の復
帰変異が生じたことが示唆される。
本菌のマウス定着性を上昇させるという既報の遺

伝子変異が ST88型株においても普遍的な現象かは，
さらなる研究で示される必要がある。

5. 黄色ブドウ球菌株の従来の遺伝子型別法
本菌分離株の遺伝子型別法は，多剤耐性菌MRSA

の院内，地域，国家間におけるクローンの蔓延状況
を知る分子疫学解析ツールとして汎用されてきた。
MRSA蔓延の黎明期は，遺伝的に多様なMRSAクロー
ンが院内や市中に分布していたため［20］，従来法で
も施設内伝播検証にある程度応用できた。しかし近
年は，同一 ST型を示す院内感染型MRSAクローンが
広範な地域間で同時多発的に検出されるモノクロー
ナルなクローン分布となっているため，高分解能検
査である全ゲノム解析がこの検証目的では主流と
なっている。そのような意味合いとは異なるが，実
験動物マウスでは適応クローンが特定 ST型に限られ
る背景から，本菌による施設内伝播を検証するには
同一 ST型株間の SNPレベルのゲノム差異を評価でき
る方法によらなければ妥当な検証結果が得られない。
以下に，本菌分離株を遺伝子型別するための従来

法 3種類について概説し，解析事例を紹介する。
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5-1. パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）法
多くの細菌分類群で古くから応用されるゲノム全

体を反映した遺伝子型別法である。制限酵素処理（黄
色ブドウ球菌では制限酵素 Sma Iが用いられる）し
た断片化ゲノム DNAを，電場の方向を一定時間毎に
変化させる条件で泳動することで，数百 kbpにも及
ぶ巨大 DNA断片の泳動が可能となり，得られた各供
試菌株のバンディングパターンから菌株間の遺伝的
差異を評価する。
かつてはMRSA院内感染事例の施設内伝播検証に

用いられてきたが［21］，手技的に煩雑かつ時間を要
し，得られる結果がアナログデータのためラボラト
リー間比較も難しかった。遺伝的差異を評価するた
めの分解能も十分ではなく，近年はこの用途で用い
られなくなった。

5-2. Multi-locus sequence typing（MLST）法
多くの細菌分類群で現在も広く用いられる遺伝子

型別法である。ゲノム全域に散在する生存必須 7遺
伝子の各 500塩基ほどの部分塩基配列を解析対象と
するゲノム全体を反映する遺伝子型別法である。黄
色ブドウ球菌では，arcC，aroE，glpF，gmk，pta，
tpi，yqiLがマーカー遺伝子とされる［22］。塩基配列
の違いによって各遺伝子の allotypeが付与され，そ

の組み合わせにより Sequence type（ST）が数字とし
て付与される。互いに近縁な複数の ST型を包含する
群として Clonal complex（CC）という表記がなされ
ることもある。本菌の分子疫学研究では今もなお必
須の基本データとして扱われる。しかし遺伝的差異
を評価するための分解能は PFGE法にも劣ると考え
られ，同一 ST型を示すクローナルな菌株間でも全ゲ
ノム解析で数千もの SNP数を示すことがあり，本法
単独解析による施設内伝播検証は不可能である。

5-3. spa型別法
spa遺伝子は，多くの動物種の IgG抗体の Fc領域

に結合するプロテイン Aをコードする黄色ブドウ球
菌特有の遺伝子である。繰り返し配列に富む本遺伝
子単独の塩基配列を解析することで，アルファベッ
トと数字の組み合わせの型番が付与される［23］。同
一 ST型あるいは PFGE型でも，本法でゲノム差異を
表現できることもあり，高分解能な遺伝子型別法の
一つと捉えられている。しかし単一遺伝子解析のた
め，ゲノム全体の遺伝子型を反映するとは限らず，
異なる STあるいは PFGE型でも同一 spa型を示す菌
株も見られ，適切な結果解釈には他の型別法との併
用を要する。

図 4　hlb遺伝子及びプロファージ ϕSa3近傍のゲノムマップ
キタハタネズミ由来 muC88d株（上段）及びヒト由来 AUS0325株（下段）では，プロファージ ϕSa3が hlb遺
伝子内部に挿入され，hlb遺伝子が断裂しているため機能していない。一方，実験動物マウス由来 JSNZ株（中
段）では，このプロファージの脱落により hlb遺伝子が復帰変異を起こしている。
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5-4.  PFGE，MLSTおよび spa型別法による 
黄色ブドウ球菌の解析例
これら 3種類の遺伝子型別法としての分解能は

spa型別法＞ PFGE法＞MLST法の順と一般的には
考えられているが，必ずしもこれに当てはまらない
事例も見られる。
図 5に，埼玉県の小児患者由来MRSA株に対する

3つの型別法を併用した解析例を示した［13］。PFGE
法に基づくデンドログラム（樹形図）で同一クラス
ターと判定した株が，MLST法で ST834と ST2578
の 2つの型に判定が分かれた（図 5：点線部分）。また，
同 一 spa 型（t9624） が，ST834，ST2578，ST1566，
ST1558の 4つの ST型にまたがって判定されている
（図 5：太字部分）。このように，3つの従来法を全て
併用しても結果解釈に難渋する本例のようなケース
が見られる。
その一方，ここで引用した文献では，前述の全ゲ

ノム SNP解析における菌株間のペアワイズ SNP数
として 35-119という定量的数値と分子系統解析結果
が得られ，当地域の小児患者で ST834型系統の
MRSAによる地域的アウトブレイクが起こっている
と結論づけられた。

6. 全ゲノム解析による実験動物マウス由来 
黄色ブドウ球菌株の施設内伝播検証
ここまで，黄色ブドウ球菌の施設内伝播検証では，

従来の遺伝子型別法の分解能不足と結果解釈の困難
さに問題点があることを挙げ，高分解能かつ定量性
のある全ゲノム解析の必要性を述べた。そこで本セ
クションでは，実験動物施設でマウス死亡事例が同
時期に多発し，複数の死亡個体から本菌が分離され
たケースを想定し，次世代シーケンサーを用いた全

ゲノム解析の流れや費用，バイオインフォマティク
ス解析などを紹介する。

6-1.  次世代シーケンスまでの流れ， 
シーケンス取得量，出力ファイル
まず，施設内で分離された黄色ブドウ球菌複数株

に対し，PCR法のような確実な方法による菌種同定
［24］を実施する。初期スクリーニングとして，従来
のサンガーシーケンス法によるMLST法が推奨され
る。複数分離株が同一 ST型であることが確認されれ
ば，水平伝播が疑われるため全ゲノム解析の工程に
進める意義がある。
被検菌 1株あたりの次世代シーケンス取得量とし

て，黄色ブドウ球菌であればカバレッジとして少な
くともゲノムサイズ約 3 Mbpの 50倍に相当するリー
ド数が必要であり，100倍程度あれば大抵のインフォ
マティクス解析ができる。外部受託サービス依頼時
にはこの点を確認されたい。
次世代シーケンスの出力ファイルは，用いる解析

プラットフォームによるが，Illumina社のペアエンド
解析を利用する場合，ショートリードの解読クオリ
ティと塩基配列の情報を格納した fastqファイルとい
うテキストファイルが生データとして出力され，1
検体あたり数百メガバイトの 2ファイルが得られる。

6-2. 解析時間，費用
次世代シーケンサー本体を所有し，試薬一式を購

入し保持している施設では，2–3日程度あれば解析
結果の解釈が可能となる。外部受託サービスを利用
する場合は，依頼先や時期，解析プランにもよるが，
解析結果納品までに 1–2ヶ月はかかる。費用面では，
次世代シーケンス受託会社に DNA抽出から依頼する

図 5　黄色ブドウ球菌株における従来の遺伝子型別法 3種類の解析実例
PFGE（パルスフィールドゲル電気泳動），MLST（Multi-locus Sequence Typing），spa型別法の解析例を示す。
PFGEによるデンドログラム（樹形図）で同一クラスターと判定した菌株でも，MLST型や spa型が異なる菌
株や，MLST型や spa型が同一でも PFGEデンドログラムとの判定が一致しない菌株がある。このように，従
来法 3種を併用しても結果解釈は困難な場合があり，単独の型別法だけでは誤って解釈する可能性が大きい。
図は，Uehara Y et al. BMC Infect Dis. 2019 Jan 9;19(1):35.（参考文献 13）の Fig. 2aに日本語説明を追記し改変した。
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場合，この工程だけで一検体数千円程度の費用がか
かる。自前で精製した DNA検体を受託会社に送付す
る場合は，次世代シーケンス費用のみの依頼で一株
2万円前後が一般的である。バイオインフォマティ
クス解析も依頼する場合，一般的には次世代シーケ
ンス費そのものを上回る場合があり，納期も遅れる。
次世代シーケンサーには多種多様なプラット

フォームがあるため，ライブラリー作製法や機器の
使用方法の解説は本稿では割愛する。

6-3. バイオインフォマティクス解析
前述のように，施設内伝播検証には，全ゲノムシー

ケンスを利用した SNP解析が有効である。この解析
には，次世代シーケンスの生データである fastqファ
イルを用いる方法と，生データを用いゲノムアセン
ブリして得られるコンティグの fastaファイルを用い
る方法とがある。いずれも同一 ST型を示す菌株のみ
をデータセットとし，一括で SNP解析を実施する。
図 6に示した通り，ST型が異なるなど，遺伝的に遠
縁の菌株同士の解析では SNP解析の対象となる相同
領域が大幅に減少してしまうため，異なる ST型株は
データセットから除外することが重要である。
バイオインフォマティクス解析を自前で実施する

場合は，デンマーク工科大学が提供している webベー
スの解析フォーム Center for Genomic Epidemiology
（https://www.genomicepidemiology.org/）が大変便利で
ある。アカウント登録の必要はなく無料で使用でき
る。コマンドライン操作が不要で，初心者でも直感
的に操作できる。
同 webサイト内の「MLST」を用いると，被検菌

株の MLST型を改めて確認できる。SNP解析には
「CSIphylogeny」を用いる。同一 ST型を示す被検菌
株の fastqファイルあるいはコンティグ fastaファイ

ルを一括アップロードし解析を実行すれば，施設内
伝播検証に必要な菌株間ペアワイズ SNP数や系統樹
ファイルなど，各種ファイルが出力される。解析の
混雑状況によるが，2–3日以内に解析結果が得られる。
現時点において本法で留意すべき点は，前述の通り，
実験動物マウス由来黄色ブドウ球菌株における SNP
数の解釈基準が存在しないことである。実験動物マ
ウス由来黄色ブドウ球菌株のゲノムデータの蓄積と
関連研究の進展が待たれる。
そのほか，薬剤耐性遺伝子の保有状況を出力する

「ResFinder」や病原因子関連の遺伝子保有状況を出力
する「VirulenceFinder」などがあり，いずれの解析プ
ログラムも次世代シーケンスデータを同 webサイト
上でアップロードし，菌種名や解析条件を選択する
のみで簡便に解析結果が得られる。同 webサイトは，
黄色ブドウ球菌のほか，緑膿菌を含む多くの細菌種
に対するユニバーサルなゲノム解析プラットフォー
ムを提供している。

7. おわりに
実験動物マウスにおける黄色ブドウ球菌株の施設

内伝播を全ゲノム解析で検証するには，SNPデータ
解釈の基準構築が課題として残されている。それに
は，実験動物マウス由来菌株のゲノム情報とケース
スタディの今後の集積が不可欠であるが，そのよう
にして飼育室間，研究施設間，あるいは国や地域間
に跨る本菌の挙動が明らかになれば，本菌の感染対
策上の位置づけも明確に決まってくるだろう。
実験者や飼育者が保菌する本菌のヒト宿主適応株

が，免疫正常マウス系統に容易には伝播し定着しな
いことは既に知られている。しかし，免疫不全マウ
スの各系統でもその伝播および定着動向が同様であ
るかを示した過去の報告は見られず未解明のままで

図 6　SNP（Single Nucleotide Polymorphism；一塩基多型）解析の概念図
SNP解析では，レファレンスとする株と解析対象（クエリー）株のゲノム塩基配列間で塩基配列アラインメン
トが可能な相同領域を解析対象とする。同一 ST型の菌株間では，外来獲得遺伝子配列（SCCやファージ），
挿入・欠失配列が株間でほぼ同一であることが多く，SNP解析の対象領域が広くなる。一方，異なる ST型の
菌株間では外来獲得配列や挿入・欠失配列が双方で大きく異なるため，ゲノム中の SNP解析対象領域が狭く
なる。施設内伝播検証で SNP数を解釈する場合，同じ ST型を示す菌株のみを解析対象とするなど，ゲノム中
の相同領域の割合（%）を把握した上で数値比較することが重要である。
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ある。これを明らかにする研究が進めば，各免疫不
全マウス系統における宿主免疫の特定機構の欠落が，
黄色ブドウ球菌クローン定着の許容度にどう影響す
るかが判明する可能性もあり，本菌のみならず常在
菌と免疫との関連について新展開が見えてくるかも
しれない。今後の本分野の発展を期待したい。
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