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細菌の分子疫学解析
食品由来（腸管）細菌感染症

• 国内の分子疫学解析の現状

• 海外のゲノム解析導入について
–米国CDC
–英国PHE/GBRU



腸管感染症起因菌

3類感染症起因菌
• 腸管出血大腸菌

• コレラ菌

• チフス菌

• パラチフスA菌
• 赤痢菌

食中毒病因物質

• サルモネラ属菌

• ブドウ球菌

• カンピロバクター

• ウェルシュ菌

• その他の大腸菌

• 腸炎ビブリオ

• ボツリヌス菌

• など（3類感染症起因菌も）



わが国で腸管出血性大腸菌（EHEC）に使われてきた
分子疫学解析手法

1996

PFGE
• Ia,I,I

(RAPD)

(AFLP)

2004

PFGE
(Pulsenet
protocol)
• TN#858など

2012

IS-PS
• O157

• 32箇所の
IS

•+4種類の病
原性遺伝子

2014

MLVA17

• O157
• O26
• O111

2018事務連絡

（2017：追加5血清群）

統一手法



EHEC以外の菌種

• パルスフィールドゲル電気泳動
– サルモネラ, etc.

• MLVA
– 赤痢菌（Shigella sonnei）
– コレラ菌

– （Salmonella Enteritidis, Typhimurium）

• ゲノム解析（Whole genome sequencing, WGS）
– サルモネラ（行政検査）

– 事例に応じて

機器の販売、サポート終了

血清群（型）特異的

コスト
リソース

海外の状況は？



海外の状況

米国CDC (Centers for Disease 
Control and Prevention)

• PulseNet
• PFGEからWGS導入

英国PHE (Public Health England)

• WGS導入検討の報告
• サルモネラ2016-2018年



PulseNet（米国）

• パルスフィールドゲル電気泳動法による分離
菌株のタイピング

• 米国CDC（Center for Disease Control and 
Prevention）による手法の標準化
– PulseNet standardized protocols

• Salmonella Braenderup H9812株サイズマーカー
• 泳動条件

– 例：大腸菌O157 SW 2.2-54.2秒
– 例：サルモネラ SW 2.2-63.8秒



PulseNet timeline

1993
• O157 hamburger outbreak

1996
• PulseNet launch

2005
• MLVA (multi-locus variable-number tandem repeat analysis)

2006
• O157 spinach outbreak

2010
• WGS introduction for cholera outbreak



MLVAの活用
O157 ホウレンソウによる広域事例（2006年）

(J. Food Protection, 2016)

Persons infected with the outbreak strain 
of E. coli O157:H7, by state of residence, 
as of October 6, 2006 (n=199)

https://www.cdc.gov/ecoli/2006/spinach-10-2006.html

患者：199
入院：102
HUS：31
死亡：3

(Foodborne Pathogens and Diseases, 2006)



PulseNet timeline

1993
• O157 hamburger outbreak

1996
• PulseNet launch

2005
• MLVA (multi-locus variable-number tandem repeat analysis)

2006
• O157 spinach outbreak

2010
• WGS introduction for cholera outbreak



全ゲノム解析の活用
ハイチにおけるコレラの流行（2010年）

(Emerging Infectious Diseases Vol. 17, No. 11, November 2011)

(Lancet Global Health, 8, 2020)

患者：820000
死者：10000



PFGEからWGSへ

2013
• Listeria WGS surveillance
• (GenomeTrakr by FDA)

2014
• WGS projects funded by Advanced Molecular Detection

2016
• Expand the use of WGS for Campylobacter, E. coli, 

Salmonella surveillance

2019
• WGS is the New PulseNet gold standard instead of PFGE



PFGEからWGSへ
Listeria Initiative, 2004～

(https://www.cdc.gov/vitalsigns/listeria/index.html)



FoodNet（米国、2019年）

症例 入院例 死亡例 集発関連 輸入例 対10万

Campylobacter 9799 2043 29 20 1570 19.61

Listeria 135 132 21 3 6 0.27

Salmonella 8596 2492 54 551 965 17.2

Shigella 2428 661 3 76 615 4.86

STEC 3144 667 10 265 634 6.29

Vibrio 481 137 13 24 50 0.96

Yersinia 681 146 4 0 37 1.36



リステリア症リアルタイムWGSサーベイランスのための
概念実証研究（2013年9月から）

(CID 2016:63)



リステリア症リアルタイムWGSサーベイランスのための
概念実証研究（2013年9月から）

より多くのクラスターを探知 より小さなクラスターを探知

(The Listeria Whole Genome Sequencing Project | Listeria | CDC)

これまで規模が大きい事例しか探知できなかったものが、、



PFGEからWGSへ

2013
• Listeria WGS surveillance
• (GenomeTrakr by FDA)

2014
• WGS projects funded by Advanced Molecular Detection 

(AMD)

2016
• Expand the use of WGS for Campylobacter, E. coli, 

Salmonella surveillance

2019
• WGS is the New PulseNet gold standard instead of PFGE



PulseNet USA WGS Data Analysis 
Workflow

Public health Lab

CDC
(Foodborne Pathogens and Diseases, 2019)

Read data Local storage ID database Organism sp DB

Public DB
NCBI

National DB

BN菌種同定

wgMLST

Outbreak code



wg/cgMLST in BioNumerics

• 2021年現在：～50菌種

• 遺伝子座数 wg/cg

Campylobacter jejuni/coli 3529/1343

Escherichia coli/Shigella 17380/2513

Listeria monocytogenes 4804/1748

Salmonella enterica 15874/3002

Staphylococcus aureus 3904/1861



WGSによるサーベイランス、英国
サルモネラを例に

分離

• 生化学性状
• 遺伝子検査（PCR）同定

• 血清型別
• O、H-1、H-2型別

• ファージ型別
• 分子疫学解析（PFGE、MLVA）型別2

• サルモネラは届出感染症報告



英国の場合

• 従来法の問題点
– 血清型別：血清の維持

– ファージ型別：ファージの維持

– PFGE

• サルモネラ、大腸菌で試行研究

(Frontiers in Public Health, 2019)

手技の専門性、継承
分解能
遺伝的近縁性、系統を表していない



解析の流れ

検査機関

• 分離
• サルモネラ疑い株

リファレンス機関

• WGS解析

(Frontiers in Public Health, 2019)



Salmonella MLST/eBurst Group (eBG) vs 血清型

(Frontiers in Public Health, 2019)



情報とデータ
現場の検査室

公衆衛生局PHE

腸管系細菌リファレンスラボGBRU（Gastrointestinal Bacteria Reference Unit）

(Frontiers in Public Health, 2019)

サーベイランスシステム

WGS：ST, eBG, serovar, SNPアドレス
データベース：Gastro Data Warehouse (GDW)
SNPアドレス（主要なeBGに対して、約86%）
“SNP Cluster Tool”（5-SNPレベルのクラスターを探知）



Turnaround time (TAT)

WGS以前

生化学性状5-28日

血清型別3-21日

ファージ型別3-10日

PFGE7-10日

WGS導入後

10日

(Frontiers in Public Health, 2019)



解析データ

• PHE to NCBI
– BioProject PRJNA248792
– Metadata

• 日付、国、由来（ヒト、食品など）

• 血清型、ST

– 45413株（2019/3/20現在）

• NCBI to Enterobase

(Frontiers in Public Health, 2019)



Enterobase
https://enterobase.warwick.ac.uk/

• Salmonella: 335342
• E. coli/Shigella: 201412
• Streptococcus: 79335
• Clostridioides: 23110
• Vibrio: 13549
• Yersinia: 5611
• Helicobacter: 5442
• Moraxella: 2781

(2022/02/17)



サーベイランス2016-2018年の評価（英国）
血清型別

• 報告数：17899
– eBG/ST による：89.1 %
–血清による：10.9 % 

• 22.8%についてより詳細な解析
–新規 STs
–分離不十分
– Polymorphic Salmonella

• 1つのST内に複数の血清型がある場合

(Frontiers in Public Health, 2019)



サーベイランス2016-2018年の評価（英国）
クラスター解析

• 報告数：17899
• 5-SNPレベルで13948株（78%）がクラスターを形
成

• 2007クラスター（46 eBGsにわたる）
– 規模

• 5以上：29 %のみ
• 中央値3（範囲：2-423）

– 期間
• 3か月以上：58 %
• 中央値6か月（範囲：0.03-115か月）

– feeder miceに関連する事例：10年以上

(Frontiers in Public Health, 2019)



海外状況まとめ

• 2010年代前半からWGSへのシフトを検討
– 2019年米国ではWGSに完全にシフト

• 従来法（同定、血清型別、毒素型、薬剤耐性等）の置き換
え
– 中央のラボで従来検査を継続、WGSデータとの比較検証

• クラスター解析
– 米国CDC：wgMLST/cgMLST
– 英国：SNPアドレス

• 生データ（個人情報以外）の公共データベースへの登録
– データベース

• NCBI、ENA
– Enterobase

– 国際的な流行への対応



MLST PFGE MLVA WGS

分子疫学解析手法

機器の販売、サポート終了

血清群（型）特異的

リソース

分解能 低 中 高

データ 薄い 厚い

事例対応への活用

～ ～

コスト
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