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課題番号３ マダニ媒介性感染症患者数
衛生環境研究所には多数マダニ媒介性感染症疑い
の検体が来るが、その一部は陰性

メタゲノム解析

検体の中にある細菌やウイルスのゲノムを次世代シーケ
ンサー（NGS）で網羅的に検索。腸内細菌叢解析などに
用いられる

細菌・ウイルス NGS データ解析

細菌とウイルスのメタゲノム解析

16S領域のゲノム解析
による推定

リケッチアについ
ては、当所で検査
方法確立済み

RNA断片による推定

ウイルス

細菌

全ゲノムの解析ではなく、病原体の種類を推定する
のが目的

Virome

Bacteriome

シーケンサー（NGS）について

出典：応用物理学会HP

NGSキャピラリー
シーケンサー

目的

• ウイルスの網羅的検索を行う技術の確立

• 原因不明となっているウイルス性感染症を疑う

症例の解明

• 新規ウイルスの検出は考えていない
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方法

患者検体・蚊・
マダニ

培養検体

前処理 NGS

ヌクレアーゼ処理

抽出

ランダムプライマー
による遺伝子増幅

ヒト由来RNA除去

検討事項

1. 検体の種類

2. 抽出の方法

3. ヒト由来RNA除去の必要性

4. iSeq100とMinIONの比較

5. 遺伝子増幅キット

6. 最適なデータ解析方法

１．検体の種類

• NGSは遺伝子量の多いものを優先的に解読

• ヒト由来の遺伝子が大量にある場合、病原体の

遺伝子が読めない

• 細胞培養により病原体の遺伝子を増やせる

→培養が必用か検討

２．抽出の方法

• 抽出にはカラム法とグアニジン法がある

• カラム法

→手順は簡単だが、DNAが混在する可能性

• グアニジン法

→RNAのみ抽出できるが、作業に慣れが必要

カラム法 グアニジン法

ニッポンジーンHPタカラバイオHP

３．ヒト由来RNA除去の必要性

⚫ 試薬により、ヒトの由来のRNA遺伝子を除去可能

⚫ 細胞培養をすれば、この工程は必要ない

⚫ 工程の追加はコンタミネーション（DNA汚染）のリスク↑

⚫ ヒト由来RNAは解析の時点で一定量除去可能

⚫ 培養とRNA除去の比較

Illumina
iSeq100

Nanopore

MinION

リード長 150bpまで 900kbpまで

エラー率 ＜1% 5-15%

MinIONはエラー率は高いが長く読める
→種の推定に有利

４．iSeq100とMinIONの比較
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５．遺伝子増幅キット

• 現在はWTA1というキットを使用
• illumina社やNanopore社に相談の上、最適なキット
を選択

Merck社HP

６．最適なデータ解析方法

• 無料ソフトKraken２を使用予定

• 他にもQIIME2など様々な無料ソフトが存在

• 使用するウイルスゲノムのデータベースによっても

精度が変わる

適用

• マダニ媒介性疾患が疑われたもののうち原因不明

のもの

• サーベイランスなどで原因不明の疾患

• 蚊やマダニなどの虫体からの病原体検出

研究の効果

• 原因不明な病気の実態解明
• 新たな検査体制の提供
• 今まで原因不明で終了していた疾患の解明

県民の健康福祉の向上
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