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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 本課題は「定量的 16S rRNA 解析」、「高速ゲノム配列解析」、「解析ソフト開発」の３つの研究開

発項目を立て、並行して研究を進めた。平成 28 年度の実績としては、「定量的 16S rRNA 解析」に

ついてはランダム DNA バーコードを用いた PCR および次世代シーケンサ解析を実施し、その結果

を集計する計算機プログラムの開発も行った。その結果 DNA の定量に成功したが、さらに改良が必

要な点も明らかになった。「高速ゲノム配列解析」については、次世代シークエンサを用いた感染微

生物の検出に最適なサンプル調製プロトコルの作成と、臨床サンプルを対象とした実際のシーケン

シングを多数実施した。その結果、膿胸の感染菌に関する新発見があった。「解析ソフト開発」につ

いては、ナノポア・シーケンサからの出力をリアルタイムに計算機解析するソフトウエアを整備し、

精製後のDNAから2時間以内で感染菌を特定できる病原微生物同定システムを整備することに成功

した。以下に、それぞれの研究開発項目の研究開発の実績をまとめる。 
「定量的 16S rRNA 解析」 
 7 種の菌を等量ずつ混合した人工サンプルに対する定量的 16S rRNA 解析のため、試験的なシー

ケンシングと計算機解析のパイプライン構築を行った。28 塩基のランダム DNA バーコードを 16S 
rDNA 用 PCR プライマーに連結し、増幅した PCR 産物を MiSeq でシーケンシングした。得られた

配列データの詳細な計算機解析によって DNA 分子のコピー数の推定に成功したが、菌種の正答率が

やや低く、その比率も正解とはやや異なることから、改良すべき点も浮かび上がった。 
「高速ゲノム配列解析」 
 敗血症に関しては、20 検体の血液由来 DNA から 16S rRNA 領域の PCR アンプリコン作成し、

IonPGM で解析を行い血液培養の結果との相関を調べた。その結果、血液培養で検出された菌(種レ

ベル)は、11 検体中 7 検体で全リード中 0.5%から最大 12%の範囲で検出された。一方、血液培養で

は陰性であった 3検体からもCorynebacterium callunaeなどの敗血症の原因菌が突出して検出され、

本法の感染菌検出の有効性が示唆された。また、重症肺炎に関しては、膿胸 8 症例より採取した胸

水を低速遠心後、上清から DNA を抽出し、その全 DNA あるいは細菌 16S rRNA 遺伝子領域の PCR
増幅産物を用い、IonPGM で DNA 塩基配列を決定した。これにより、生化学的手法では従来同定

不能であった Campylobacter curvus を膿胸の原因菌として初めて検出するなどの成果が得られた。

以上より、この手法は真の原因菌同定に有用と考えられた。 
「解析ソフト開発」 
 計算機解析における短時間での微生物種の判定を実現するため、独自の GenomeSync データベー

スから各生物分類群の代表的生物を抽出した代表配列データベースを新たに作成し、BLAST および

Centrifuge で使用できるようにした。このデータベースと解析ソフトウエアの性能評価を実施した。

また、2 台の高性能ラップトップ PC と MinION シーケンサで構成される病原微生物同定システム

を作り、上記のソフトウエア群をインストールして、これを用いたシステムの運用試験を実施した。

その結果、サンプルに含まれる微生物 DNA の種を 2 時間以内に同定できることを確認した。 
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 This research project is composed of three research items: (1) Quantitative 16S rRNA analysis, (2) 
Rapid genome sequencing, and (3) Software development, which we conducted in parallel.  In the 
Heisei 28th fiscal year, we conducted the following research.  About "Quantitative 16S rRNA analysis", 
we made trials of quantitative 16S rRNA analysis using random DNA barcodes and next-generation 
sequencer.  We also developed software required for counting the numbers of DNA molecules.  As a 
result, we could successfully quantify DNAs from bacteria, but it appeared that there is room for further 
improvements.  About "Rapid genome sequencing", we developed an optimum protocol for sample 
preparations for detecting infectious bacteria using next-generation sequencers.  Using the protocol, we 
carried out bacterial identification for various clinical samples.  As a result, we made a new discovery 
about causal bacteria of empyema from a severe pneumonia patient.  About "Software development", 
we developed software for analyzing outputs from nanopore-based DNA sequencer in a real-time manner.  
Using the software, we could successfully set up an original bacterial identification system that can 
identify bacteria contained in a sample within two hours after DNA extraction.  More details are below. 
(1) Quantitative 16S rRNA analysis:  To conduct quantitative 16S rRNA analysis with a mixture of 
DNA extracted from seven different bacteria, we made trials of DNA sequencing and developed a 
pipeline of computational analysis.  We ligated random DNA barcodes of 28 bases to PCR primers for 
16S rRNA genes, amplified the gene segments with these primers, and determined nucleotide sequences 
of PCR amplicons using MiSeq.  By a detailed computational analysis of the sequence data, we could 
estimate the numbers of DNA molecules in the original sample.  However, it appeared that there is room 
for further improvements, because the accuracy of bacterial species identified was low, and the estimated 
bacterial composition was not accurate enough. 
(2) Rapid genome sequencing:  Concerning sepsis, we collected blood samples from 20 patients, 
amplified the 16S rRNA gene region, and determined the DNA sequences by the IonPGM sequencer.  
Then, we examined the correlation between the sequencing results and the results of bacterial culture 
experiments.  As a result, for 7 out of 11 samples, 0.5-12% of the total sequencing reads matched to 
bacteria identified by blood culture at the species level.  On the other hand, for 3 other samples that 
showed negative results by bacterial culture, we could identify Corynebacterium callunae and other 
bacteria that are known causes of sepsis.  These results indicate effectiveness of our method of bacterial 
identification.  Concerning severe pneumonia, we collected empyema samples from 8 patients, extracted 
DNA from each of the samples, and determined DNA sequences of entire DNA or 16S rRNA genes by 
using IonPGM.  As a result, we could identify Campylobacter curvus as a cause of empyema for the 
first time, which was not possible by conventional methods.  From the above, we conclude that our 
method is applicable to identification of causal bacteria for these infectious diseases. 
(3) Software development:  To realize quick judgement of bacterial species by computers, we 
developed a new database of genome sequences of representative species by extracting representative 
data from our original GenomeSync database, and reformatted it to the BLAST and Centrifuge formats.  
Then, we evaluated the performance of the database and our analysis software.  Furthermore, we 
developed a genome identification system that is composed of 2 high-spec laptop computers and a 
MinION sequencer, and installed the above software.  Trials of the system successfully demonstrated its 
ability to identify bacteria contained in a sample within two hours after DNA extraction. 
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