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次世代シークエンサ（Next-generation sequencer，NGS）は，桁違いのデータ量と網羅性を持ったスルー
プットの高い最上位の遺伝子解析技術である。近未来の感染症診療には NGSの活用が期待され，NGSは診
断，治療，制御の各局面で新たな地平を切り拓くことが期待されている。本稿では NGSの微生物検査にお
ける活用とその課題と解決について展望する。
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は じ め に
次世代シークエンサ（Next-generation sequencer，NGS）
はがんゲノム医療における遺伝子パネル検査をはじめとした
医療現場での実際の活用が始まりつつある。感染症診療領域
においても NGSは近未来の遺伝子診断の中核を担うことが
期待される１）２）。本稿では，NGSが感染症診療を今後どのよ
うに変えることが期待されるかを展望したい。

NGSとは
NGSとは，サンガー法に代表される従来の塩基配列解析
法よりも桁違いにスループットが高い，新しい世代の塩基配
列解析装置の総称である。方法論はいくつかあり，世代分類
で整理される場合もあるが，本稿では NGSを従来の遺伝子
解析技術の最上位に位置付けられるものの総称として扱う。
NGSの第一の特長は，データ量が莫大であることである。

従来法の塩基配列解析法では全ゲノム塩基配列解析は現実的
ではなかったが，NGSの登場で状況は一変した。また，従
来法では一つの部位についての情報は 1つ～少数しか得られ
ないのが通常であったところ，NGSでは同一部位について
厚みのある情報が得られるため，わずかにしか存在しない変
異についても高い精度で評価することが期待できる。一度に
複数検体を解析対象とするマルチプレックス化を行うことで
NGSの 1回のランを効率よく活用することが可能である。そ
の反面，データ数が膨大すぎることは，従来のようにデータ
を目視や手作業でハンドリングすることが不可能であること
を意味する。NGSの結果はリード長が短いデータが膨大な
数存在するのが典型的であり，解釈可能なデータを得るため

にはバイオインフォマティクスによるデータ処理・解析が必
要である。ウェット（wet）の実験作業と並んでデータ処理・
解析のドライ（dry）の作業が占める割合が大きく，その作
業ノウハウは従来法の遺伝子解析とは大きく異なる部分があ
る。
NGSのもう一つの特長には網羅性が挙げられる。遺伝子

解析は，培養に基づく従来からの微生物検査と比較して，微
生物が培養可能かどうかを問わないのも大きな利点であった。
NGSについてもそれは当てはまる上，活用法によっては従
来法の遺伝子解析の制約や前提からも解放される。解析対象
の遺伝子の数が多い場合，NGSでドラフト全ゲノム塩基配
列を得た上で目的遺伝子の塩基配列を拾い上げるほうが，従
来法で目的遺伝子を個別に PCR増幅して塩基配列解析する
のよりも効率がよい場合がある。あるいは，ユニバーサルプ
ライマを用いた 16Sリボソーム RNA遺伝子の PCR増幅産
物はマイクロバイオーム解析によく活用されるが，解析対象
はユニバーサルプライマが増幅可能な細菌の塩基配列に限ら
れるため，細菌以外の評価には無力である。これに対して
NGSでは，特異的プライマによる PCR増幅を経ずに，検体
に存在する核酸を網羅的に解析対象とすることができるため，
事前に想定していない生物種の核酸も検出できる可能性があ
る。一方，その網羅性が裏目に出た場合，従来は問題となら
なかった程度の試薬・キットのコンタミネーション，装置の
キャリーオーバー等が解析の支障となる場合がある３）。

NGSのワークフロー
NGSは様々な活用が精力的に開発されている。以下は Illu-

mina MiSeqを用いたドラフト全ゲノム塩基配列解析および
ショットガンメタゲノム解析のワークフローの一例である。
まず，解析対象となる核酸を抽出する。ドラフト全ゲノム
塩基配列解析の場合は分離培養された菌株から，ショットガ
ンメタゲノム解析の場合は臨床検体そのものから，それぞれ
抽出する。抽出した DNAを NGSで解析可能な大きさに断
片化して NGSにアプライするライブラリを調整する。Illu-
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表 1.　感染症診療におけるNGSの活用場面

（1）診断 ・分離菌ゲノム解析での菌種同定・病原性評価
・メタゲノム解析での検出

（2）治療 ・抗菌薬耐性の検出，薬剤感受性評価
（3）制御 ・系統解析，伝播経路推定

表 2.　ゲノムからみた抗菌薬耐性菌

［A］耐性機序
（1）薬剤－標的の結合低下
（2）菌体内の薬剤濃度低下
（3）薬剤分解/修飾

［B］耐性化機序
（1）内在性遺伝子の変異
（2）外来性遺伝子の獲得
（a）形質転換
（b）接合伝達
（c）形質導入

［C］耐性菌の成り立ち
（1）抗菌薬を投与された患者体内での耐性菌の選択
（2） 世界流行系統：すでに耐性化した系統が地域を

越えて伝播

mina Nextera XT DNA Library Prep Kitはトランスポゾン
を利用した DNA断片化とマルチプレックスに対応したイン
デックス配列の付与をサーマルサイクラで行うことができる。
調整したライブラリを Illumina MiSeqにアプライして結果
を得る。得られる結果は膨大な数の短いリードの塩基配列で
ある。トリミング等の処理を行った上で，リードそのものを
参照配列に突き合わせてマッピングを行って一塩基多型を抽
出したり，塩基配列データベースと照合して塩基配列が由来
する生物種を推定したりすることができる。あるいは，アセ
ンブルを行って，リード同士の相同性が高い部分を重ね合わ
せて生成されるコンセンサス配列である contigを得て，位
置関係を踏まえて contigを連結した scaffoldを得ることが
できる。

感染症診療における NGSの活用
NGSによる微生物ゲノム解析およびメタゲノム解析は感

染症診療の新たな地平を切り拓くことが期待される。近い将
来 NGSの活用が抗菌薬耐性菌の感染症診療にもたらしうる
変化を診断，治療，制御の観点で整理する（表 1）。

感染症診断：原因微生物の検出・同定
感染症は微生物によって起こる疾病であるため，感染症の
原因微生物を同定することは決定的に重要である。臨床検体
からすでに細菌が分離されているならば，そのゲノム解析に
よって，菌種の正確な同定が可能である。従来法による塩基
配列解析で菌種推定を行う場合，16Sリボソーム RNA遺伝
子の塩基配列は相同性が高すぎて種レベルの同定には適さな
い４）。rpoB などの他のハウスキーピング遺伝子の塩基配列
は参照データベースが必ずしも十分整備されていない。細菌
の場合，DNA-DNA hybridization（DDH）試験による DNA
配列の相同性が 70%以上であれば同菌種と判断されるが，こ
の基準はゲノム塩基配列の ANI（average nucleotide iden-
tity）での相同性 95-96%に相当する５）。これによって NGS
で得たゲノム配列から確かな菌種同定が可能である。菌種以
外にも，ドラフト全ゲノム塩基配列解析で病原遺伝子の保有
の有無を評価することで病原性を評価することも期待される。
一方，メタゲノム解析とは分離培養を経ずに検体中の核酸
を網羅的に解析する手法である６）。16Sリボソーム RNA遺
伝子の PCR増幅産物のメタゲノム解析はマイクロバイオー
ム解析に汎用されるが，解析対象は細菌のみに限定され，上
述のように分類学的な解像度にも制約がある。これに対して，
検体に含まれる全ての核酸を網羅的に解析するショットガン
メタゲノム解析では，ノイズ・コンタミネーションを考慮す
る必要はあるものの，事前の想定を要さない遺伝子診断につ
ながる可能性があり，従来法では診断困難な未知の病原体が
検出・同定されることが期待される７）。

ただし核酸検出の臨床的意義については，臨床上の文脈と
も照らし合わせて慎重に解釈される必要がある。そこに核酸
が存在することが，生きた微生物の存在やその感染性・病原
性を必ずしも意味しないことは，従来法の遺伝子解析の解釈
上の留意点とも共通する。

感染症治療：薬剤耐性/感受性
感染症治療については，抗菌薬耐性の検出や薬剤感受性評
価が焦点となる。
2016年に内閣府から出された AMR（薬剤耐性）対策アク

ションプランでは抗菌薬適正使用支援（Antimicrobial Stew-
ardship，AS）の重要性が強調され，「薬剤耐性の研究や，薬
剤耐性微生物に対する予防・診断・治療手段を確保するため
の研究開発を推進する」ことも目標の一つに盛り込まれてい
る。耐性菌の発生およびその拡がりを遺伝子レベルで整理し
ておくことは，最上位の遺伝子解析技術である NGSで得ら
れる知見を根本的な耐性制御につなげていくことへの前提と
なる。以下に，細菌の抗菌薬耐性を，抗菌薬耐性機序および
耐性化機序に整理する（表 2）。
細菌の抗菌薬耐性の耐性機序は以下の 3つに大別される８）９）。

一つ目に，抗菌薬が細菌に選択毒性を発揮するための標的が
変化または保護されることが挙げられる。標的分子が変異し
たり，薬剤の影響を受けにくい標的分子の遺伝子を獲得して
発現したりすることは，高度耐性につながる場合がある。二
つ目に，薬剤透過孔の発現低下・欠損やエフラックス機構に
よって菌体内の薬剤濃度が低下する。耐性度上昇はそれほど
大きくない場合もあるが，複数のクラスの薬剤への感受性を
低下させ，多剤耐性化に寄与する場合がある。三つ目に，薬
剤を分解または修飾する酵素が産生されて抗菌薬の活性が低
下・消失する。耐性化は高度である場合が多く，菌量や酵素
発現量が多い場合は臨床的に耐性のインパクトがさらに大き
くなる場合もある。
一方，抗菌薬耐性菌の成り立ちの観点から耐性化機序を整
理すると，内在性遺伝子の変異と外来性遺伝子の獲得とに大
別できる。前者は，細菌がもともと保有している染色体上の
遺伝子に変異が生じることを指す。後者には，菌体外から外
来性遺伝子を取込んで組換え等によって獲得する形質転換，



臨床微生物検査における NGS活用の展望 3

日本臨床微生物学会雑誌 Vol. 31 No. 1 2021. 3

表 3.　耐性の性質からみた遺伝子解析の難易

遺伝子解析 容易 困難
耐性機序 ・単一・少数 ・複雑・多様
存在/変異の耐性への意義 ・明瞭，耐性と直結 ・不明瞭，耐性と直結せず
臨床上問題となる
　耐性菌の遺伝的背景

・単一・少数系統
　　世界流行系統の伝播

・多系統
　　患者体内で容易に耐性化

伝達性プラスミドの獲得を介した接合伝達，ファージを介し
た形質導入がある。他にも，トランスポゾンや挿入配列等が
耐性遺伝子の水平伝播をより複雑なものにしている。臨床現
場では抗菌薬の選択圧が高いため，多剤耐性菌が選択されや
すい環境であると言える１０）。プラスミドの伝播は菌種をまた
ぐ場合もあり，一つのプラスミド上に多くの耐性遺伝子が存
在する場合も多い１１）。このため遺伝子の水平伝播には，多剤
耐性が菌種を越えて速やかに拡散してしまうリスクがある。
最後に，耐性菌の拡がりには，耐性菌自体が直接伝播する
ことも重要である。耐性菌は従来，抗菌薬を投与された患者
体内で選択されて出現するものと想定されていた部分がある。
しかし近年のゲノム解析の知見の蓄積によって，すでに耐性
化した系統が地域を越えて伝播している場合があることが明
らかにされつつある１２）１３）。「世界流行系統」とも呼ぶべきこれ
ら耐性菌の伝播経路は現時点で未解明点が多いものの，世界
流行系統については，耐性に直接寄与する因子の検出以外で
も，その系統の遺伝的背景を検出することで耐性菌の存在を
推定できる場合がある。
従来の遺伝子解析技術による抗菌薬耐性菌診断にも共通す
るが，耐性機序が単一または少数で，耐性遺伝子の保有や耐
性化変異の存在と表現型における耐性との関連が堅固で，臨
床現場で分離される耐性菌の遺伝的背景が単一または少数で
ある場合に，遺伝子解析による耐性菌検出は比較的容易であ
る（表 3）。
NGSによるゲノム解析では，外来性の耐性遺伝子の保有
の有無の評価が比較的早い段階に実装され，主要菌種につい
ては内在性遺伝子の変異検出もカバーされつつある。耐性遺
伝子周囲の構造を比較することで遺伝子水平伝播の過程を推
測することがある程度は可能である場合がある。
しかし薬剤感受性は現時点でも表現型による評価が標準と
される。NGSによる細菌ゲノム解析が表現型による薬剤感
受性測定に取って変わる日は来るのだろうか。欧州抗菌薬感
受性試験法検討委員会（European Committee on Antimicro-
bial Susceptibility Testing，EUCAST）が NGSによる薬剤
感受性推定の現状と課題をまとめており，一部で有望な結果
は得られているものの，根拠や検証が不十分な段階であると
結論づけられている１４）。臨床の観点から重要なのは，結果が
単に一致するか否かのみではない。耐性の見落としは Very
Major Discrepancyに相当し，効果が期待できない薬剤を選
択してしまうことを意味するため，臨床検査の現場で NGS
の活用を考えた場合に特に重要視される。

感染制御：系統解析/伝播経路推定
遺伝子型別法は表現型よりも信頼できるタイピング法とし
て感染制御に活用されてきた。パルスフィールドゲル電気泳

動（Pulsed-field gel electrophoresis，PFGE）法は微生物ゲ
ノム DNAを制限酵素切断したバンドパターンによる型別法
で，識別能が高いためアウトブレイク評価等に威力を発揮し
てきた。一方，塩基配列解析に基づくMulti-locus sequence
typing（MLST）法は，識別能は PFGE法に劣るものの，結
果の比較が容易であるため，時空を超えた菌株の比較に威力
を発揮し，系統の推定に用いられてきた。
NGSでは全ゲノム塩基配列を解析対象にすることができ

るため，原理的に最も解像度の高い遺伝子型別が可能である。
MLST法の解析対象は 7遺伝子・約 3000塩基対である場合
が多かったが，これをゲノム遺伝子全体に拡張した cgMLST
（core genome MLST）や wgMLST（whole genome MLST）
が提案されている。また，一塩基多型を参照配列へのマッピ
ングで抽出して系統を推定することも行われている。これら
の手法によってより正確な伝播経路の推定や未知の伝播経路
の解明に期待が寄せられている。

課題とその解決に向けて
現状の NGSには課題も多い１５）。NGSの進歩は日進月歩で
あるため，技術面については，長い目で見た場合には解決は
時間の問題と考えられる。リード長が短い，解析時間が長い
という NGSの弱点には克服されつつある部分もあり，長期
的には解析コストも下がることが期待される。従来の遺伝子
解析法による遺伝子診断とは質・量ともに異なる NGSの大
量のデータ解析にはバイオインフォマティクスのノウハウを
要し，ユーザインターフェースの改良が進んで臨床家がより
理解しやすい結果が容易に得られる環境が整備される必要が
ある。臨床検査としての成熟のためには，信頼性の高いデー
タベース整備，精度管理および質保証も，重要な技術的課題
である。
一方，NGSの活用を感染症診療のツールの一つとして確
立させるために真に重要なのは，NGSで得られたデータと
その臨床的意義とをすり合わせて丁寧に検証することであろ
う。NGS技術を微生物検査に成熟させ，感染症診療の現場
での実用につなげていくには，臨床家の力が不可欠である。

お わ り に
感染症診療領域では現在，適正診断支援（Diagnostic Stew-
ardship，DS）の重要性が強調される機会が増えている１６）。ア
カデミア・臨床家および産業界が共同して技術発展を適切な
方向に導きながら，NGSによる次世代の微生物検査，感染
症診療が実現することを祈念したい。

利益相反：申告すべき利益相反なし
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Next-generation sequencer (NGS) is a high-end high-throughput technology device for genetic analysis with an incompara-
bly huge output and exhaustiveness compared with the conventional sequencing technology. Utilizing NGS in the clinical
laboratory is expected to open a new horizon for diagnosis, therapy, and infection control in near future. In this review, pros-
pects and challenges in using NGS for clinical microbiology are discussed.


