
要　　旨

病原菌や食中毒菌の感染ルートの把握には、精度

の高い鑑別法（fingerprinting）が求められる。これ

までに細菌の株レベルのゲノムタイピングは主とし

てパルスフィールドゲル電気泳動法（PFGE法）に

代表されるフラグメント解析が主流であった。この

ような解析法技術は、ある特定の限定された地域で

の疫学には極めて有効であったが、世界の複数研究

室でのデータの互換性という観点からみるとかなら

ずしも大きな力を発揮してきたとはいえない。世界

のインターネット化がますます加速する中で、今後、

細菌の株レベルのタイピング法は、これまでのよう

なフラグメント解析ではなく、DNA配列解析が主

流になっていくことが予想される。これまで細菌の

ゲノムタイピングにフラグメント解析が広く用いら

れてきた理由は、配列解析では多数の菌株の解析を

迅速に行うことができず、また、分析費用も高コス

トであったという理由からである。ところが、最近

のＤＮＡシークエンサーの飛躍的解析能力の向上と

分析コストの低下により、細菌のゲノムタイピング

は、もはやフラグメントではなく配列解析を日常的

に実施できるところまできている。

本稿では、最近登場してきたmultilocus sequence

typing（MLST）法について解説を加えた。本手法

では菌株毎に複数遺伝子の配列の差異をパターン化

して（allelesに分別）、それらを統合遺伝子解析ソ

フトにより総合的に解析することにより、PFGE法

以上の解像度で株の識別能を達成する技術である。

MLSTは、今後、多くの病原細菌や食中毒菌のゲノ

ムタイピング技術として普及していくことが予想さ

れる。

はじめに

1990年代に PCR法が登場し細菌学のゲノム科学

が急速な発展をとげる前までは、病原菌や食中毒菌

の感染ルートの把握には血清型が広く用いられてき

た。しかし、血清型の識別能には限界があり、多く

の病原菌や食中毒菌の疫学解析で、血清型より解像

度が高く、かつ、簡便、正確な菌株識別データが求

められている1）。フラグメント解析とは、ゲノムを

制限酵素で切断する、あるいは、ゲノム中の特定の

領域を PCR法などで増幅することにより、一定の

長さのDNA断片の出現パターンを電気泳動上で比

較する技術である。本来、細菌を株レベルで識別す

るには、細菌のもっている全ゲノムからの情報の比

較が基本となるので、PFGE法は現場レベルでこの

目的を達することのできる数少ない方法の 1つとし

て普及してきた。しかし、PFGE法は実験操作が煩

雑であり、解析に長時間を要するという欠点がある。

このため、より簡便迅速な手法が求められる臨床検

査や食中毒菌検査の現場では、RAPD（randomly

amplified polymorphic DNA）法3）や AFLP（Ampli-

fied fragment length polymorphism）法 4）、Ribotyp-

ing 5）などの簡便法も開発され、一部の臨床検査や

食中毒菌検査の現場で活用されてきた。

本稿では、病原細菌や食中毒菌の疫学解析を目的

として、今後、細菌の株タイピングの主流になること

が予想されるmultilocus sequence typing（MLST）

法 6）について、解説をすることとする。
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Ⅰ. これまでに普及してきた

ゲノムタイピング技術

これまで細菌の株レベルのタイピング法としは、

PFGE法が主として普及してきた。PFGE法 7）は臨

床検査や食中毒菌検査の現場に最も広く普及してい

る技法であるので、原理の解説については本稿の読

者には必要はないと思うが、フラグメント解析の代

表的な技術であるので、ここでは一応簡単にその原

理を述べておく。PFGE法は細菌のゲノムを制限酵

素（遺伝子の特別な配列だけを認識してその部位で

切断する酵素）処理をして、切断された断片の長さ

の違いを解析する手法である。パルスフィールド電

気泳動という巨大DNA分子専用の電気泳動により

切断断片を分離し、異なる分子量の断片の数の違い

により株の分別をする方法である。細菌の持ってい

る遺伝子（約 10 6塩基）の全塩基配列を読むことが

可能なら、株の分別はおろか 1クローンの分裂にと

もなう突然変異をも識別できることになる。PFGE

法では、最近の全ゲノムの塩基配列を読むより解像

度は落ちるが、全ゲノムを対象とした解析手法なの

で、例えば 16S rDNAやその他のタンパク質コード

遺伝子の全長の塩基配列（通常、1000～ 2000塩基）

を読むよりは、はるかに高い解像度が得られる。

PFGE法は病原菌や食中毒菌の疫学解析に広く用い

られており、1996年には、PulseNetと呼ばれる国

際ネットワークも CDCを中心に設立されている 8）。

これは PFGE法によるタイピング法を標準化し、得

られた遺伝子パターンをデーターベース化するもの

で、ネットワークにアクセスする研究室では食中毒

発生時に、CDCのデーターベースと照合を行える

ようになっている。

さて、PFGE法の欠点は、実験操作が煩雑であり、

解析に長時間を要するという点である。このような

欠点を補うために、RAPD法 3）や AFLP法 4）、Ribo-

typing 5）法などのゲノムタイピング法も病原菌や食

中毒菌の株の識別に用いられている。ここでは、紙

面の都合上、これらの手法の説明は省略するが、

RAPD法は再現性に問題があり、多くの研究者の共

通データとなりにくい欠点がある。また、Ribotyp-

ing法については、リボプリンターなどの全自動装

置も販売されており簡便性という点では優れている

が 9）、装置やランニングコストも高いという欠点が

あり、また、株識別の解像度は PFGE法より劣る。

さらに、RAPD法の低い再現性を解消すべく開発さ

れた AFLP法も、操作は決して簡便とはいえない。

PFGE法、RAPD法、AFLP法、リボプリンター

法の共通の技術的特徴は、これらがすべてフラグ

メント解析技術であるという点である。これらフ

ラグメント解析技術は、すべて、原則として電気

泳動ゲル上での遺伝子断片の数や移動度を解析す

るものである。このようなフラグメント解析の最

大の欠点は、解析するフラグメントの採否をめぐ

るバンドの濃さの閾値や移動度の微細な差異に関

する判断などについて実験者や研究者ごとの違い

が生じ、国際的に複数の研究室でのデータの互換性

が乏しいという点である。PFGE法における PulseNet

もその例外ではなく、実験者や研究室での解析技

術によるフラグメントデータの標準化を達成する

ためには煩雑な手間を要する。また、フラグメン

ト解析の本質的な欠点として、同一サイズのフラ

グメントが同一遺伝子とは限らない点があげられ

る。つまり、フラグメント解析は、本質的には系

統解析（菌株間の進化的距離の解析）には向いて

いない技術といえる。

これまでフラグメント解析が広く用いられてき

た理由は、「配列を読む技術がない」「配列を読むと

時間がかかる」「配列を読むとコストがかかる」と

いった技術的、経済的理由からである。歴史的に

みると、例えば、1990年代初頭、PCR法が生物学

の領域に登場し、生物のDNA配列が研究者にとて

身近になった頃、細菌学の分野では種の同定を 16S

rDNA配列で決定する技術が導入された。しかし、

当時は、DNAシークエンサーは高価な装置であり、

大学や研究機関に 1装置導入するのがやっとの時代

であったため、手元の細菌の 16S rDNA配列を簡単

に読むことはできなかった（わずか、1500塩基で

あっても！）。そこで、当時専ら行われたことは、

16S rDNA増幅断片の全塩基配列を読むかわりに、

これらを制限酵素で切断し、出現するフラグメント

パターンでおよその細菌の同定やグルーピングを行

う手法であった。16S rDNAに限らず、当時は、

1500塩基程度の塩基配列を読むことも、時間的、

経済的に、研究者にとって大変敷居が高く、上記の

ようなフラグメント解析が盛んに行われた。しかし、
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このような 1遺伝子レベルのフラグメント解析は

1990年代の後半になると、DNA配列解析技術の迅

速化、低コスト化にともない、ほとんど行われなく

なった。さらに、2000年代になり、DNAシークエ

ンサ装置や分析コストも大幅に下がり、今では 1研

究室レベルで数個の遺伝子の全長の塩基配列を 1日

で読むこともそれほど難しくなくなっている。

さて、細菌の株の識別タイピングは、種の同定と

は異なり、1500塩基程度のDNAから抽出される遺

伝的情報では、解像度の点から、とても十分な識別

の目的を達することはできない。細菌の持っている

全ゲノムは約 106 bpであるが、株レベルの識別には

全ゲノムから抽出される遺伝情報が必要となる。残

念ながら、いくら塩基配列を読む技術が進歩し、コ

ストが低下したとはいえ、2006年現在でも、複数

の細菌の全ゲノム（10 6塩基）を 1研究室で読むこと

は不可能である。そこで、ちょうど 1990年代前半

に 1500塩基程度のDNA断片で盛んに行われていた

制限酵素処理による断片解析を全ゲノム対象に実施

している技術こそ PFGE法であるといえる。

Ⅱ. 時代は配列解析へ－－新しい株タイピング

法として期待されるMLST法

上述したように PFGE法は、1990年代から現在

までの細菌のゲノム科学の発展とともに株タイピン

グの主役を務めてきた。しかし、今、インターネッ

トによる世界レベルの菌株情報共有時代へむけて、

そろそろその役目を終え、次の技術にバトンを渡す

時期がきているといえる。

本来、世界で共通のデータを共有しようとするな

ら、遺伝子配列情報に勝るものはない。ATGGT…

といった配列情報は、世界のどの研究室で解析して

も同じであり、正確で共通なデータがインターネッ

ト上で交換できる（図 1）。上述したように、これ

までも、ある特定の遺伝子配列（16S rDNA、gyrB

など）による微生物の種レベルの識別は行われてき

た。しかし、株レベルの識別には 1つや 2つの遺伝

子（通常 1000塩基程度）の配列情報の解像度では、

とてもその目的を達成することができない。このた

め、遺伝子配列情報で株の識別をすることはこれま

で行われてきていなかった。ところが、最近の

DNAシークエンサーの飛躍的解析能力の向上とコ

ストの低下により、細菌の株タイピングの世界にお

いても、もはやフラグメントではなく、配列解析を

日常的に実施できるところまできている。生物・医

学領域におけるDNA塩基配列決定のペースはあっ

と驚くようなものである（図2）。10年ほど前には

科学者がその位置を知っている人間の遺伝子の数は

いくつもなかった。2002年までにヒトゲノム計画が

計画当初よりもはるかに速いスピードで達成された

ことは記憶に新しいし、今後、私たちが決定するこ

とのできる DNA配列決定スピードは約 2年間で倍

の速度になるであろうとの予測もされている10）。21

世紀医学の想像の姿として、親から受け継いだ自分

自身のDNA配列遺伝子と将来発病する危険性につ

いての情報の入った CDを自分のマッキントッシュ

で分析できる世界すらリアルな近未来の姿として予

測されている10）。

このようなDNA解析の高速化、低コスト化潮流

の中で、細菌のDNA解析においても多数の菌株に

ついてそれぞれ 5～ 6遺伝子領域を同時に数百塩基

ずつを日常的に解析することが可能となった。そこで、

登場してきたのがmulti locus sequencing typing

（MLST）6）法である。本手法は、複数の遺伝子領域

（通常 7領域以上）のそれぞれ 400塩基程度の配列

（ 3 ）

211

図1 これからの菌株識別は、インターネットを介した 
世界共通データの参照が普通になる 

インターネットを介した 
世界共通データの参照 

global epidemiology

正確なDNA配列データ 

フラグメント解析 →
 



を読み、それらをもとに菌のタイピングを行う方法で

ある。菌株ごとに複数遺伝子の配列の差異をパター

ン化して（allelesに分別）、それらを統合遺伝子解

析ソフトにより総合的に解析することにより、PFGE

法以上の解像度での株識能を達成することが可能と

なる。これまでの多くの遺伝子解析による系統樹の

作成の仕方と異なるのは、各遺伝子の配列そのもの

から系統樹を書くのではなく、各遺伝子の配列の差異

をグループ化して、そのグループ番号から系統樹を

書くものである（図3）。つまり、ある遺伝子で、A株、

B株、C株の間に遺伝子配列の違いがあればすべて

異なるグループ（alleles）に分類される。しかし、こ

れまでの遺伝子配列をもとにした系統樹作成法と異

なり、A株とB株との間の遺伝子配列の異なる塩基

数は問題とならない。例えば、A株 B株の間に 1塩

基のみの差異があり、A株と C株の間に 10塩基に

差異があった場合、これまでの遺伝子配列による系

統樹では A, B株は近く、C株は遠い位置に系統樹

が作成された。しかし、MLST法では A,B,C株の差

異は均等に扱われる。この理由は、4. で述べる。

MLST法では PFGE法と異なり、操作は遺伝子配

列を決定するとういう単純な操作で実施できる。

その後の配列編集や系統解析なども、便利なソフ

トが市販（Applied-Maths社の BioNumericsTMが最

も広く用いられている）されているので、難しい

作業ではない。また、最近普及の著しいマルチ

キャピラリーシークエンサーを用いれば、操作の

かなりの部分が自動化されている。また、最大の

利点は遺伝子配列情報に基づくため、世界中の研

究室で電子データの交換が可能であるという点で

ある。本技術は、これまですでに多くの食中毒菌

や病原菌で活用され始めており11～17）、今後、さらに

多くの細菌のゲノムタイピング技術として普及し

ていくことが予想される。

Ⅲ. なぜ複数遺伝子配列（Multi Locus）なのか?

ここでMLST法が登場してきた理論的背景につ

（ 4 ）
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いて改めて解説しておく。前述したようにMLST

法登場は、DNA解析の高速化、低コスト化への潮

流の中で自然の成り行きとして登場してきた。しか

し、もう 1つの理由として、細菌の系統に対する私

たちの認識がこの 15年間での大きく変化した点も

あげられる。この 15年間で、細菌のゲノム進化に

対するわれわれの認識は、細菌集団を clonal popu-

lationととらえることから、nonclonal populationと

とらえる方向に変化した 18）。1990年代、私たち研

究者の間で自分の扱う細菌の遺伝子配列（多くの場

合 16S rDNA）を読むことができるようになった時

点では、細菌遺伝子の進化は主に点変異によって起

き、それが子孫に伝わっていくという考え方が主流

であった。ところが、この 15年の間で、世界で

種々の細菌のさまざまな遺伝子配列が明らかにされ

ると、細菌遺伝子の進化は必ずしも点変異だけでは

なく、水平伝播などによる大きな遺伝子断片の相同

組み換えが私たちの想像していた以上に頻繁に起き

ていることが次第に明らかとなってきた 18～ 20）。

細菌遺伝子の進化が、点変異の蓄積のみが子孫に

伝わっていく結果と考える場合、私たちはその細菌集

団を clonal poplulationと呼ぶ 18）。一方、相同組み換

えなど大きな遺伝子断片の交換が頻繁に起きている

と考えられる集団を nonclonal populationと呼ぶ 18）。

clonal populationであったなら、その細菌の系統は

たった 1つの遺伝子の配列からつくられた系統樹で

もほぼ正しく系統を反映することができる。しかし、

nonclonoal populationの場合、ひとつの遺伝子だけ

で系統樹を書くと、仮にその遺伝子内で 1回大きな

遺伝子断片の相同組み換えが起きていたとすると、

その組み換えを起こした株のみは、他の株に比べて

系統的に遠くかけ離れたところに置かれてしまう。

一方、大きな断片の相同組み換えを起こしていな

いものの、点変異を複数回おこした株は、本来、上

記 A株より系統的（つまり進化時間的に）にはる

かにかけ離れている存在であるが、上記 A株より

元株に近い位置に系統樹が書かれてしまう。この

ように、相同組み換えが頻繁に起きる nonclonal

popultionの場合、たった 1つの遺伝子で系統樹を

書くのは系統を誤る可能性が高い（図 4）。本稿で

述べるMLSTでは、1）複数の遺伝子配列情報を元

に系統を書く、2）遺伝子配列そのものを元に系統

を書くのではなく、遺伝子配列の差異（alleles）に

基づいて系統樹を書くため、nonclonal population

についても実際におきた進化的時間軸を正しく反映

した系統樹が書けるわけである。
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図4 なぜ、multilocus sequence typing解析か ?
Nonclonal populationでは複数の遺伝子に allele解析が必要となる。 



Ⅳ. MLST解析に用いる遺伝子は?

次に、MLST解析に用いるべき遺伝子について述

べることとする。細菌のタイピングに用いる遺伝子を

大別すると、housekeeping遺伝子とその他の変化

しやすい遺伝子に 2分できる（図5）。housekeeping

遺伝子とは、細菌の生存の根幹にかかわる遺伝子で

あり、たとえばリボゾームの遺伝子（16S rDNA）21）

や DNA の複製に関与するジャイレース遺伝子

（ gyrB）22）、ヒートショックタンパクなどのストレスタ

ンパク遺伝子23）などがこれにあたる。housekeeping

遺伝子の変異は細胞にとって根幹的な作用に影響を

与えるため、ほとんどの場合、変異を起こした細胞

は死滅するか、少なくとも、集団の中で淘汰されて

しまうため、遺伝子の進化速度は遅い 24）。また、こ

れらの遺伝子の変異が子孫に残るか否かについて

は、細菌のおかれた環境要因の影響はほとんど受け

ない。いわば、これらの housekeeping遺伝子の進

化は、「進化の体内時計」として捉えることができる。

一方、細菌は、housekeeping遺伝子以外に、細

胞の生存の根幹にかかわらない遺伝子も多くもつ。

例えば、ある糖を代謝する遺伝子とか、鞭毛の遺伝

子などはこれにあたる。病原細菌の場合、血清型を

決める遺伝子や病原性遺伝子そのものも、菌自体の

生存の根幹にかかわらないので（偏性病原体の場合

は別）、こちらのグループに分類できる。このよう

な、遺伝子群は、環境の変化に応じて比較的変化し
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図5 細菌の系統を調べる場合、housekeeping遺伝子を使うと進化時間を
反映した系統が得られる。 
一方、変異しやすい遺伝子は、近い過去の環境変化を反映するが、
真の進化時間を反映した系統は得られない場合が多い。 



やすい 6, 25）。つまり、変異が致命的なマイナスでな

い場合は、長い進化の過程でこれらの遺伝子の変異

は、housekeeping遺伝子に比べると子孫に伝えら

れやすい。このような変化しやすい遺伝子は、鞭毛

の有無や病原性、血清型、糖の発酵性など、それを

検査する人間から見ると一見して大変大きな差異を

生じる場合が多いので、分子生物学的な系統では極

めて近縁であっても、表現形質からみると、全くの

別種に分類されてしまっていたケースも多い。これ

らの株を housekeeping遺伝子により本来の進化の

歴史時間から細菌の系統を解析してみると、しばし

ばひとつの種内のきわめて近縁な株であることが明

らかとなっている。これらの株は、進化時間的にい

えば、ごく最近に、変わりやすい遺伝子の変異が起

き、環境の変化により選択淘汰され、わたしたち人

間からみると随分違う菌のようになったものと考え

られる。例えば、Photobacterium damselae（日和見

感染菌）と Pasteurella piscicida（魚病菌）などは、

鞭毛の有無やさまざまな生化学性状の違いから別種

として長く扱われてきたが、16S rDNA解析により

同一種に統合された 26）。また、大腸菌と赤痢菌など

は、リジン脱炭素酵素の有無などの表現形質に差異

はあるが、分子系統的には同種といってよい 27）。

以上、細菌の系統樹を書く場合に housekeeping

遺伝子を用いると、系統を正しく反映するが、その

他の遺伝子を用いると系統を反映しない場合がある

という欠点について述べた。したがって、細菌の系統

を正しく反映させたい場合、言い換えると、進化的

時間通りに系統樹を書きたい場合は、housekeeping

遺伝子を用いる必要がある。事実、MLSTでは、

housekeeping遺伝子を用いることが基本的考え方

になっている6, 25）。

この場合、病原細菌の疫学的株の識別を目的とす

る場合、株の識別解像度が問題となる。上述したよ

うに、MLST解析に用いる遺伝子は housekeeping

遺伝子を用いるのが基本であるが、housekeeping

遺伝子を用いると、株の識別解像度が低下してしま

うという欠点もある 28）。そこで、病原細菌の場合、

あえて変異の多い病原遺伝子を用いて解析する場合

もある29）。このように変異の多い遺伝子を用いた解

析は、高い解像度が要求される特定エリアでの疫学

解析では便利である。ただし、用いる遺伝子の進化

的特性（水平伝播の可能性の高さ）を十分把握した

上で解析を行う必要がある。

おわりに

本稿では、病原菌の株の識別方法として、PFGE

法にかわって今後世界的な標準法になっていく可能

性のあるMLST法について解説した。遺伝子配列

の解析技術やその活用分野の発展速度は目を見張る

ものがある。今後、日常検査の現場で、より簡便で

低コストで遺伝子配列の解析が行われ、そのデータ

活用がインターネットを介して世界的に瞬時に行わ

れるようになることが期待される（図6）。
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