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Ⅰ. 肺炎球菌概説 

肺炎球菌はグラム陽性菌で、主要な呼吸器病原性菌の一つである。本菌は、ヒ

トの鼻咽頭の常在菌であるが、小児や高齢者では副鼻腔炎、中耳炎、肺炎などの

非侵襲性感染症を引き起こす。成人の市中発症肺炎（市中肺炎と医療ケア関連肺

炎）の大半は菌血症を伴わない肺炎であり、その原因菌の約 20％が肺炎球菌で

ある（文献 1、2）。肺炎球菌感染症の治療には一般的にペニシリン系抗菌薬が

投与されるが、ペニシリン耐性株（penicillin-resistant Streptococcus 

pneumoniae: PRSP）の検出状況を把握するため、感染症法に基づく感染症発生動

向調査（NESID）として、毎月の基幹定点医療機関（全国約 500 か所の病床数 300

以上の医療機関）からの届出・報告による監視が行われている（届出基準につい

ては https://www.mhlw.go.jp/bunya/kenkou/kekkaku-kansenshou11/01-

05-37-01. html 参照）。また、本菌はときに菌血症を伴う肺炎や髄膜炎などの

侵襲性肺炎球菌感染症（invasive pneumococcal disease: IPD）を引き起こす

ことが知られている。IPD とは通常無菌的であるべき検体から肺炎球菌が分離さ

れた疾患を指し、2013 年 4 月より感染症法に基づく五類全数届出の対象疾患と

なった。感染症法上の届上の定義は、Streptococcus pneumoniae による侵襲性

感染症として、本菌が髄液または血液などの無菌部位から検出された感染症と

さ れ て い る （ 届 出 基 準 に つ い て は https://www.mhlw.go.jp/bunya/ 

kenkou/kekkaku-kansenshou11/01-05-09-02.html 参照）。 

肺炎球菌は多くの病原因子を持つことが知られているが、その中でも菌体表

層の莢膜ポリサッカライド（capsular polysaccharide: CPS）は最も重要な病原

性因子である（文献 3、4）。それと同時に、CPS は血清型を決定する抗原でもあ

り、肺炎球菌の血清型は現在までに 100 種類に分類されることが知られている

（文献 5）。肺炎球菌による感染症に対する宿主側の主要な感染防御機構は、血

清型特異的抗体によって誘導される補体依存的オプソニン活性である（文献 6、

7）。現行の肺炎球菌ワクチンにおいても、ワクチン抗原である CPS により血中

に誘導された血清型特異的抗体が補体依存性に菌体をオプソニン化し好中球に

よる貪食殺菌作用を増強させることで感染防御効果を発揮すると考えられてい
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る（文献 8）。2020 年現在、日本国内において、小児では 13 価肺炎球菌結合型

ワクチン（PCV13）、65 歳以上の成人では 23 価肺炎球菌莢膜ポリサッカライド

ワクチン（PPSV23）が定期接種ワクチンとなっている。これらのワクチンに含ま

れる各血清型の CPS により誘導された血清型特異的抗体は同じ血清型の肺炎球

菌に対してのみ感染防御効果を発揮することが明らかになっている。 

肺炎球菌の同定には、血液寒天培地上での溶血型別試験（a 溶血）、胆汁酸融

解試験、オプトヒン感受性試験、lytA 遺伝子の BsaAI 制限酵素切断試験等が用

いられている（文献 9、10）。また、上述したようにワクチンで予防できる肺炎

球菌は特定の血清型に限定されるため、ワクチンの予防効果を評価するために

は血清型を決定することが重要となる。血清型別法には、各血清型に特異的な抗

CPS 血清を用いた莢膜膨化法・凝集法、および Multiplex PCR 法が使われている

（文献 11-13）。さらに、疫学調査に必要な系統解析法には、Multilocus sequence 

typing（MLST）が主に用いられ（文献 14、15）、近年では全ゲノム解析も普及

しつつある（文献 16）。 

 

Ⅱ. 培養同定法 

1. 培養 

肺炎球菌はカタラーゼ陰性のグラム陽性球菌である。5%ヒツジ血液寒天培地で、

35〜37℃、5% CO2下で一晩培養後に、直径 1～2 mm のa 溶血のコロニーを形成

する。チョコレート寒天培地にも生育可能である。同定はオプトヒン感受性試

験、胆汁酸溶解試験または lytA 遺伝子を利用した検査によって行われる。 

 

2. 胆汁酸溶解試験 

10%デオキシコール酸ナトリウム（ナカライテスク株式会社 Cat. 10712-54 ま

たは同等品）水溶液を菌液に数滴加えると肺炎球菌であれば、通常、数秒から数

十秒で菌の溶解による濁度の低下がみられる。 

 

3. オプトヒン感受性試験 
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純粋培養した肺炎球菌を均一に塗布した5%ヒツジ血液寒天培地にオプトヒンデ

ィスク（栄研化学）を置き、大気、35〜37℃で一晩培養。肺炎球菌はオプトヒン

ディスクの周辺に 14 mm 以上の阻止円をつくる。 

胆汁酸溶解試験とオプトヒン感受性試験の結果が一致しないときは、前者の結

果を優先する。 

 

4. lytA 遺伝子検査 

参考文献 1に従い、lytA 遺伝子を増幅し、制限酵素 BsaAI で切断後に、その泳

動パターンにより、肺炎球菌の同定を行う。 

 
Ⅲ. 肺炎球菌の血清型別 

肺炎球菌の血清型別には、莢膜膨化法、スライド凝集法、PCR 法などが用いられ

る。それぞれの方法には長所と短所があり、実際の状況に応じて解析方法を選択

する必要がある。5%ヒツジ血液寒天培地（Columbia 羊血液寒天培地 BD Cat. 

251165 または TSA 羊血液寒天培地 BD Cat. 251239）にて 35-37℃ 、5% CO2下

で一晩培養した肺炎球菌を使用する。 

 

1. 莢膜膨化法による血清型別 

この方法は特異的抗莢膜血清 (SSI Diagnostica 社、以下 SSI) を用いた膨化法

による型別である。肺炎球菌を血清型別する方法の中でもっとも伝統的で、標準

法とされている。現在、14 個のプール血清 (A,B,C,D,E,F,G,H,I および

P,Q,R,S,T)、25 個の型血清 (1,2,3,4,5,8,13,14,20,21,27,29,31,34,36,37,38, 

39,40,42,43,44,45,46,48型)、21個のグループ血清 (グループ6,7,9,10,11,12, 

15,16,17,18,19,22,23,24,25,28,32,33,35,41,47) および65個のファクター血

清 (ファクター6a,6b,6c,6d,7b,7c,7e,7f,7h,9b,9d,9e,9g,10b,10d,10f,11b, 

11c,11f,11g,12b,12c,12e,15b,15c,15e,15f,16b,16c,17b,17c,18c,18d,18e,18

f,19b,19c,19f,20b,22b,22c,23b,23c,23d,24c,24d,24e,15b,25c,28b,28c,29b,

32a,32b,33b,33e,33f,35a,35b,35c,41a,41b,42a,43b,47a) が販売されている。 
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表Ⅲ-1. プール血清に含む型およびグループ血清 

プール P Q R S T 非 PPSV23 型/グループ 

A 1 18＊ 4 5 2  

B 19＊ 6＊ 3 8   

C 7＊    20 24＊, 31, 40 

D   9＊  11＊ 16＊, 36, 37 

E   12＊ 10＊ 33＊ 21, 39 

F    17＊ 22＊ 27, 32＊, 41＊ 

G      29, 34, 35＊, 42, 47＊ 

H 14 23＊  15＊  13, 28＊ 

I      25＊, 38, 43, 44, 45, 

46, 48 

＊ : グループ血清 

 

1. 1. 型別方法 

① 5%ヒツジ血液寒天培地で35〜37℃ 、5% CO2下で一晩培養した肺炎球菌を、

PBS にMcFarland 2〜3 となるように懸濁した菌液を用いる。 

② スライドグラス上で、肺炎球菌菌液、特異的抗血清、メチレンブルー溶液を

それぞれ 1 µl ずつ混合し、光学顕微鏡 (×1,000 倍)で検鏡する。抗血清は

プール血清、型血清およびグループ血清、ファクター血清の順に使用する。 

③ 肺炎球菌の莢膜抗原と抗血清に反応が起こらなければ、メチレンブルーで染

色された菌体のみが見られ (図Ⅲ-1.A)、莢膜抗原と抗血清が反応している

場合は、莢膜に型特異抗体が結合することによる莢膜の膨化 (Quellung 反

応) が見られる (図Ⅲ-1.B)。 

 

膨化法による血清型決定では、現在 91 種類の血清型を同定することが可能であ

る。一検体当たりの検査コストは比較的安価であるが、すべての抗血清を購入す

るためには高額な費用がかかる。同定する血清型が決まっている場合には、その

血清型に応じた抗血清が購入可能である。商品の詳細については、SSI の Web サ
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イ ト (https://www.ssidiagnostica.com/antisera/pneumococcus-antisera/) 

を参照のこと。 

 

2. 凝集法による血清型別 

この方法は抗莢膜血清 (SSI またはデンカ生研製) を用いた凝集による型別で

ある。 

 

2. 1. IMMULEXTM ANTISERA (SSI) 

SSI ではラテックス凝集法で肺炎球菌を血清型別できる抗血清 IMMULEXTM 

PNEUMOTEST Kit および IMMULEXTM PNEUMOCOCCUS ANTISERA を販売している。

IMMULEXTM PNEUMOTEST Kit には 14 個のプール血清 (A,B,C,D,E,F,G,H,I および

P,Q,R,S,T) のみ、IMMULEXTM PNEUMOCOCCUS ANTISERA には 14 のプール血清に加

えて、7個の型/グループ血清 (1,3,4,5,14,38,25) および 15 個のファクター

血清 (6b,6c,7b,9g,15b,15c,15e,15h,18c,18f,19b,19c,23b,25b,25c) が含ま

れている。 

 

型別方法 

① 5%ヒツジ血液寒天培地で35-37℃ 、5% CO2下で一晩培養した肺炎球菌を、PBS 

に懸濁し菌液とする。 

② 白いカード (SSI から購入可能) の上に、同量の抗血清と肺炎球菌の菌液

（熟練度合いにより 2〜10 µl ずつ）を混合し、5-10 秒で凝集の判定を行う。

反応は、プール血清、型血清およびグループ血清、ファクター血清の順に行

う。 

 

14 個のプール血清 (A-I および P-T) を使用することにより、PPSV23 に含まれ

る血清型/グループを同定することが可能である（表Ⅲ-1）。IMMULEXTM 

PNEUMOCOCCUS ANTISERA を使用することにより、PCV7、PCV10 および PCV13 に
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含まれる血清型を判別できる。商品の詳細について、SSI の Web サイトを参照

のこと。 

  

2. 2. 肺炎球菌莢膜型別用免疫血清「生研」(デンカ生研) 

デンカ生研は凝集法で肺炎球菌を血清型別できる抗血清、『肺炎球菌莢膜型別用

免疫血清「生研」』を販売している。8 個の混合血清（混合 1,2,3,4,5,6,7,8）

と 39 個の単味血清 (1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12,14,15,16,17,18,19,20,21, 

22,23,24,25,27,28,29,31,32,33,34,35,36,38,39,40,41,46,47 型/グループ) 

が含まれている。 

 

型別方法 

① 5%ヒツジ血液寒天培地で 35〜37℃ 、5% CO2 下で一晩培養した肺炎球菌を、

生理食塩水に濃厚に懸濁し、菌液とする。型別を行う菌体は、新鮮で溶菌を

起こしていないものを用いる。溶菌現象を生じるなど培養が古いものは偽陽

性または偽陰性となることがあり、使用してはならない。 

② 分画スライドガラスの上方に抗血清、下方に菌液をおき、1分間よく混合し、

凝集の有無を判別する。反応は、混合血清、型血清およびグループ血清の順

に行う。 

 

肺炎球菌莢膜型別用免疫血清「生研」を使用することにより、試薬キットに含ま

れる 39 個の血清型／グループを同定することが可能であるが、SSI のファクタ

ー血清に相当するものはない。また、6C 型は混合血清・6型血清ともに凝集しな

い、ムコイド状の 3型で凝集が弱いことがあるなどの点に注意を要する。 

日本国内のメ−カーのため、試薬の入手がしやすく、SSI より安価であるという

利点がある。しかし、偽陽性と偽陰性が出るケースがあるため、必ず SSI の抗

血清または PCR 法による判別法での確認が必要である。商品の詳細について、

添付文書を参照のこと。 
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図Ⅲ-1. A. 莢膜膨化反応陰性、B. 莢膜膨化反応陽性 

 

3. Multiplex PCR 法による肺炎球菌の血清型判定法 

3. 1. 検査材料 

5%ヒツジ血液寒天培地（Columbia 羊血液寒天培地 BD Cat. 251165 または TSA

羊血液寒天培地 BD Cat. 251239）にて 35〜37℃ 、5% CO2下で一晩培養した菌

株を用いる。 

 

3. 2. DNA 抽出 

上記の菌株を用いて、DNA を抽出する。一例として、High Pure PCR Product 

Purification Kit（Roche Cat. 11732668001）を使用した抽出法を下記に示

す。 

① Elution buffer を 80 µl、10% デオキシコール酸ナトリウム(富士フィルム

和光純薬 Cat. 190-08313) 溶液を 20 µl、1.5 mL エッペンドルフチューブ

に入れる。ここに、McFarland 0.5〜2.0 となるよう菌体を懸濁する。 

② 室温にて 10〜30 分インキュベートする。 

③ サンプルの数だけ 2 ml の蓋なしチューブ(未滅菌)を準備し、これに High 

Pure PCR Product Purification Kit 中のシリカカップをセットする。これ

とは別に 2 ml の蓋なしチューブをサンプルあたり 2本用意する。 

④ ディスペンサーを用いて、500 µl の Binding Buffer と菌液を混合し、シリ

カカップにアプライし、シリカカップの蓋をする。 

⑤ サンプルを安全キャビネットから出し、微量高速遠心機を用い、15,000 rpm

で 30 秒遠心する。 
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⑥ サンプルを安全キャビネット内に戻し、シリカカップを新しい 2 ml チュー

ブに移す。液の入った 2 ml チューブは感染性廃棄物として処理する。 

⑦ シリカカップの蓋を開け、500 µl の Washing Buffer を入れる。シリカカッ

プの蓋をする。 

⑧ サンプルを安全キャビネットから出し、微量高速遠心機を用い、15,000 rpm

で 30 秒遠心する。 

⑨ サンプルを安全キャビネット内に戻し、シリカカップを新しい 2 ml チュー

ブに移す。液の入った 2 ml チューブは感染性廃棄物として処理する。 

⑩ シリカカップの蓋を開け、200 µl の Washing Buffer を入れる。シリカカッ

プの蓋をする。 

⑪ サンプルを安全キャビネットから出し、微量高速遠心機を用い、15,000 rpm

で 30 秒遠心する。 

⑫ サンプルを安全キャビネット内に戻し、シリカカップを新しい 1.5 ml エッ

ペンドルフチューブに移す。液の入った 2 ml チューブは感染性廃棄物とし

て処理する。 

⑬ シリカカップの蓋を開け、50 µl の Elution buffer を入れる。シリカカッ

プの蓋をする。 

⑭ サンプルを安全キャビネットから出し、70℃のヒートブロックに載せ、10 分

間インキュベートする。 

⑮ サンプルを微量高速遠心機に移してすぐに、15,000 rpm で 30 秒遠心する。 

⑯ シリカカップを取り除き、1.5 ml のチューブに菌株の番号をラベルする。

抽出した DNA 溶液 0.5〜1.0 µl を PCR のテンプレートとして用いる。DNA 溶

液は 4℃または冷凍にて保存する。 

 

3. 3. PCR 反応 

米国疾病管理予防センター（CDC）ホームページ 1）を参考に、QIAGEN Multiplex 

PCR Kit（キアゲン Cat. 206143）を用いて、8セットの Multiplex PCR を行う。

プライマー配列は表Ⅲ-2、各 PCR 反応セットの組成は表Ⅲ-3 に示す。 



 13 

なお、PCR キットは QIAGEN Multiplex PCR Plus Kit（キアゲン Cat. 206152）

を用いることもできるが、PCR の条件などに違いがあるためメーカーのプロトコ

ールを元に調整が必要である。 

 

 Multiplex PCR 条件 

   95℃ 15 分 

   95℃ 30 秒 

   54℃ 90 秒  35 回 

   72℃ 60 秒 

   72℃ 10 分 

 必要に応じて、DNA の量およびアニーリング温度を調整する。 

 

3. 4. 電気泳動 

10 µl の PCR 産物に 2 µl の 6x loading buffer を添加し、1 x TBE で作成した

2 % NusieveTM 3:1 Agarose gel（ロンザ Cat. 50091）で、50 V、1.5 時間泳動

を行う。マーカーとしては 50 bp DNA ladder（ニュー・イングランド・バイオ

ラボ Cat. N3236S）を用いる。 

 

3. 5. ゲルの染色 

泳動後、0.5 µg/ml EtBr 液に 30 分染色後、水で 10 分洗い、ゲル撮影装置で撮

影する。 

 

3. 6. 血清型判定 

陽性になった PCR 産物のサイズに応じて、血清型を判定する。反応 1の血清型 6

が陽性の場合は、引き続き反応 6CD を行い、6A/6B または 6C/6D を区別する。 
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表Ⅲ-2：肺炎球菌血清型判定用プライマー配列
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表Ⅲ-3. 各 PCR 反応セットの組成 
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Ⅳ. 薬剤感受性試験 

肺炎球菌においては、β－ラクタム系、マクロライド系、フルオロキノロン系

等の薬剤に対する耐性が報告されている。分離菌株の薬剤感受性を把握するこ

とは臨床上重要である。ペニシリン及び一部のセフェム系薬剤に対しては髄液

由来と髄液以外由来では異なるブレイクポイントが設定されているため注意が

必要である（表Ⅳ-1）。 

 

表Ⅳ-1. 肺炎球菌におけるペニシリンのブレイクポイント（CLSI M100-

ED30:2020） 

 

 

1. 試験法 

1. 1. ディスク拡散法（以下はオキサシリン感受性試験について記述している

が、他の薬剤も同様に実施可能） 

① 薬剤ディスクを室温に戻しておく。 

② 5%ヒツジ血液寒天培地で35〜37℃ 、5% CO2下で一晩培養した肺炎球菌を、

滅菌生理食塩水またはトリプトソイブイヨンに McFarland 0.5 となるよう

に懸濁させ菌液とする。菌液は調製後 15 分以内に使用する。 

③ 滅菌綿棒を菌液に浸漬する。試験管内壁に軽く押し付けて余剰の菌液を除く。 

④ 綿棒で菌液を 5% 羊血液加ミュラーヒントン寒天培地に均一に塗抹する。

全面に塗抹後シャーレを約 60 度ずつ回転させ、さらに 2 回塗抹する。 

⑤ 菌液を塗抹した寒天培地は、3～5 分静置し、表面を乾燥させる。 

⑥ 培地表面に 1 µg オキサシリンディスクを置く。 

⑦ シャーレを裏返し、35±2℃、5% CO2 下で 20～24 時間培養する。 

⑧ 培養後、ディスク周囲に形成された発育阻止円の直径を計測する。 

&#�%" � 
 

'$ ����� * �����

'$ ! �� � ��

�������
	���������(���+�)



 19 

⑨ 阻止円径が 20 mm 以上であれば、ペニシリン感受性肺炎球菌（PSSP）、19 

mm 以下であればペニシリン低感受性または耐性肺炎球菌と判定する。ペニ

シリン耐性であるかを判断する際には、微量液体希釈法等により得られた 

MIC を用いるのが望ましい。 

 

1. 2. 濃度勾配ストリップ（Etest） 

① Etest（ビオメリュー）のストリップは室温に戻しておく。 

② 5%ヒツジ血液寒天培地で35〜37℃ 、5% CO2下で一晩培養した肺炎球菌を、

BHIブイヨンまたはミュラーヒントンブイヨンに McFarland 0.5になるよう

に懸濁し菌液とする。菌液は調製後 15 分以内に使用する。 

③ 滅菌綿棒を菌液に浸漬する。試験管内壁に軽く押し付けて余剰の菌液を除く。 

④ 綿棒で菌液を 5% 羊血液加ミュラーヒントン寒天培地に均一に塗抹する。

全面に塗抹後シャーレを約 60 度ずつ回転させ、さらに 2 回塗抹する。 

⑤ 菌液を塗抹した寒天培地は、3～5 分静置し、表面を乾燥させる。 

⑥ 菌を塗布した寒天培地にストリップを配置する。 

⑦ シャーレを裏返し、35±2℃、5% CO2 下で 20～24 時間培養する。 

⑧ 培養後、発育阻止円とストリップの交点の濃度を読み取り、MIC を判定する。 

 

1. 3. 微量液体希釈法（96 穴ドライプレートを用いた方法） 

① ストレプト・ヘモサプリメント（栄研化学）のバイアルに滅菌精製水 5.5 ml

を加え、溶解させる。 

② ミュラーヒントンブイヨン 12 ml に①のサプリメント溶解液を 1 ml 加え

る。 

③ 血液寒天培地で一晩培養した肺炎球菌を、滅菌生理食塩水にMcFarland 1と

なるように懸濁し菌液とする。 

④ ②で作製したサプリメント加ミュラーヒントンブイヨン（全量）に ③ の菌

液を 25 µl 加え、よく混和し接種用菌液とする。 

⑤ 接種用菌液をドライプレート（栄研化学 製品コード：9DDP44）の各ウェル
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に 100 µlずつ分注し、プレート用のふたを被せる。 

⑥ 35±2℃、好気条件下で 20～24 時間培養する。 

⑦ 培養後、ドライプレートをリーディングミラー等に載せ、下方向から菌の発

育の有無を観察する。 

⑧ 被検菌の発育を阻止した最小の薬剤希釈濃度を最小発育阻止濃度（MIC）と

する。 

 

1. 4. 注意事項 

① 以上の作業は BSL2 の施設を備えた細菌検査室で実施する。 

② 定期的に精度管理株である S.pneumoniae ATCC49619 株を用いて阻止円径

やMICを測定し、表Ⅳ-2に示した基準値内であることを確認する。 

 

表Ⅳ-2. 精度管理株（ATCC49619株）の精度管理限界値 

薬剤名 
ディスク拡散法 

（mm) 

微量液体希釈法 

（µg/ml) 

ペニシリン 24-30 0.25-1 

オキサシリン ≦12 － 

セフォタキシム 31-39 0.03-0.12 

クラリスロマイシン 25-31 0.03-0.12 

レボフロキサシン 20-25 0.5-2 

メロペネム 28-35 0.03-0.25 

バンコマイシン 20-27 0.12-0.5 

（CLSI M100-ED30:2020より抜粋） 

 

2. 肺炎球菌の薬剤耐性遺伝子検査 

ペニシリン耐性肺炎球菌（PRSP）は肺炎球菌の細胞壁を構成するペプチドグリカ

ンの生合成に関与する 3 種類のペニシリン結合蛋白をコードする遺伝子

（pbp1a、pbp2x、pbp2b）の変異によるものである。耐性度が高い菌株では複数

の遺伝子に変異を持つ菌株が多い。一方、mefA および ermB はマクロライド耐

性に関与する遺伝子である。 
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2. 1. PCR 法による変異pbp 遺伝子及びマクロライド耐性遺伝子の検出 

市販の DNA 抽出キット等により、菌株から抽出した DNA を Template とし

て用いる（Ⅲ-3. 2. DNA抽出に準拠）。下記の表Ⅲ-3のプライマーを用いて常法

に従い PCR を実施する。また、1 本のチューブで 2 領域を同時に検出するこ

とが可能である (A：lytA＋pbp1a、B：pbp2x＋pbp2b、C：mefA＋ermB )。反応終

了後は 3% アガロースゲルで電気泳動を実施し、増幅産物の有無とサイズを確

認する。本方法では lytA、mefA および ermB は当該配列が増幅された場合を

陽性とする。また、pbp1a、pbp2x および pbp2b 領域は、耐性遺伝子変異が無い

菌株で増幅されるように設計されており、遺伝子変異を有する菌株では増幅し

ない。結果判定は、図Ⅳ-1および表Ⅳ-4に準じる。 

 

表Ⅳ-3.耐性遺伝子検出 PCR 用プライマー配列  

 

 

PCR プロクラムの例（参考） 

94℃   2 分 

94℃ 15 秒 

53℃ 15 秒  30 回 

72℃ 15秒  
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図Ⅳ-1. 増幅産物の泳動後模式図 

 

 

表Ⅳ-4.結果判定  

 

 

2. 2.リアルタイム PCR 法による変異 pbp 遺伝子及びマクロライド耐性遺伝

子の検出 

市販のDNA抽出キット等により、菌株から抽出した DNA を Template として用

いる（Ⅲ-3. 2. DNA抽出に準拠）。下記のプライマーおよびプローブ（Molecular 

Beacon Probe）を用いて常法に従いリアルタイム PCR を実施する。使用する機

器に BHQ1 の設定がない場合は、プローブのクエンチャーは”なし”を選択す
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る。1 領域につき 1 ウェルを使用する。反応時間内に増幅曲線の立ち上がりが

みられたウェルを陽性とする。結果判定は表Ⅳ-4 に準じる。 

 

表Ⅳ-5. リアルタイム PCR 用プライマー、プローブ配列  

 

 

リアルタイム PCR プログラムの例（参考） 

95℃  30 秒 

95℃  15 秒 

50℃  20 秒   40 回 

75℃  15 秒 

 

2. 3. 注意事項 

① 試験時には、必ず陽性対照と陰性対照を置くこととする。 

② 陽性対照が入手できない場合は、PCR の増幅産物をシークエンス解析し、塩

基配列を BLAST 等で検索し確認する。pbp1a、pbp2x、pbp2b の各領域につい

遺伝子
増幅
サイズ

lytA Forward CAGAATTAGGTTTTTTCTCGC 188 bp
Reverse TAAGAGTTCGATATAAAGGCG
Probe FAM-CGCGATCAGGTCTCAGCATTCCAACCGCCGATCGCG-BHQ1

pbp1a Forward AAACCGCGACTGGGGATCAAC 239 bp
Reverse GGTTGAGTCCGACCTTGTTT
Probe FAM-CGCGATCACTGGGATAGGGGCTACTTTGGCGATCGCG-BHQ1

pbp2x Forward CCAGGTTCCACTATGAAAGTG 197 bp
Reverse ATCCCAACGTTACTTGAGTGT
Probe FAM-CGCGATCAGATGCCACGATTCGAGATTGGGGATCGCG-BHQ1

pbp2b Forward CCTATATGGTCCAAACAGCCT 147 bp
Reverse GGTCAATTCCTGTCGCAGTA
Probe FAM-CGCGATCTCGGCACCAGCAATCTAGAGTCTGATCGCG-BHQ1

mefA Forward GGGACCTGCCATTGGTGTGC 402 bp
Reverse CCCAGCTTAGGTATACGTAC
Probe FAM-CGCGATCCCCCAGCACTCAATGCGGTTACACGATCGCG-BHQ1

ermB Forward CGTACCTTGGATATTCACCG 224 bp
Reverse GTAAACAGTTGACGATATTCTCG
Probe FAM-CGCGATCCCGCCATACCACAGATGTTCCGATCGCG-BHQ1

プライマー、プローブ配列（5’→3’）
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ては、PCR 用プライマー配列表に示した、標的アミノ酸変異部位周辺のモチ

ーフ配列（pbp1a：370 STMK、pbp2x：337 STMK、pbp2b：448 SSN）が R6 株

（NC_003098）と一致することを確認する。配列確認後は当該株を陽性対象

として利用可能である。陰性対照としては溶出 Buffer や蒸留水を用いる。 

③ コンタミネーション防止のため、PCR反応液の調整と増幅産物の確認は別の

場所で実施することが望ましい。 

 

Ⅴ. 分子疫学解析 

肺炎球菌は飛沫感染により気道に入り気道炎、肺炎を引き起す。また、血中ま

たは髄液に侵入することにより菌血症や髄膜炎などを起こす。稀に、病院や軍

隊などの集団生活で暮らすヒトには、集団感染を引き起す症例も報告されてい

る（文献 1〜3）。肺炎球菌による集団感染が引き起す際、起因菌の関連性を明

らかにする必要がある。現在、MLST (Multilocus Sequence Typing) または次

世代シーケンスなどの分子疫学解析が広く使われている。 

 

1. Multilocus Sequence Typing (MLST) 

MLST とは、7種のハウスキーピング遺伝子の配列を読み、それらの配列データ

を元に菌株のタイピングを行うものである（文献 4）。配列データはデジタルコ

ードとして扱うことができるため、公開データベース（文献 5）を検索して、対

象とする菌株と登録されている世界各地の菌株とを比較・グループ化できるこ

とがメリットである。 

 

1. 1. 解析方法 

通常は、PCR で増幅した各遺伝子の配列をサンガーシーケンサーで読み、その結

果を元に ST（sequence type）番号を決定する。近年、全ゲノムシーケンサーに

よる解析が普及しつつあり、菌株のゲノム配列で ST を決定することも可能で

ある。 
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表Ⅴ-1. MLST 解析の標的とするハウスキーピング遺伝子 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. 2. PCR による増幅 

 各遺伝子を増幅する PCR のプロトコールは以下の通りである。プライマーは

文献 5および 6のものを用いる。菌株・遺伝子により増幅しにくいことがあり、

文献 7または 8の改良版のプライマーで置き換えることで改善する場合がある。 

 

表Ⅴ-2.MLST 解析用プライマー 

 

 

① PCR 反応液の調整（Tks Gflex DNA Polymerase, Takara Bio） 

PCR キットは汎用のものが使用可能であるが、キットに合わせて反応条件等

の最適化を行うこと。 
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aroE shikimate dehydrogenase 

gdh glucose-6-phosphate dehydrogenase 

gki glucose kinase 

recP transketolase 

spi signal peptidase I 

xpt xanthine phosphoribosyltransferase 

ddl D-alanine-D-alanine ligase 
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表Ⅴ-3. PCR 反応液の調製 

  

 

② PCR 反応条件 

95℃   1 分 

98℃  10 秒 

55℃  15 秒   30 回 

68℃  30 秒  

必要に応じ、PCR 産物の電気泳動を行い、増幅産物の確認を行う。 

 

1. 3. ダイレクトシーケンス 

① PCR 産物の精製 

PCR 産物は、市販のカラム精製キット（QIAGEN QIAquick PCR Purification 

Kit など）や酵素処理により精製を行う。本稿では、酵素処理によるキット

（ExoSAP-IT Express, Thermofisher）を用いた方法について記載する。 

以下の反応液を PCR チューブに入れ、混和する。 

PCR 産物 15 µl 

1/20x ExoSAP-IT Express* 3 µl 

*原液を滅菌水で 20 倍希釈（要時調製） 

サーマルサイクラーで、37℃×4分→80℃×1分処理する。滅菌水で 3〜5倍

に希釈し、シーケンス反応のテンプレートとして用いる。 

② シーケンス反応 

使用するプライマーは PCR の増幅で用いたものと同じものを希釈して用い

る。遺伝子ごとに Forward と Reverse のプライマーを用い、1株あたり計 14

µl

µl

µl

µl

µM

µM

µl
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本のシーケンスリードを取得する。BigDye Terminator v3.1/1.1 Cycle 

Sequencing Kit（Thermofisher）を用いたシーケンス反応液のプロトコール

は以下の通り。なお、使用するシーケンサーに合わせて、プロトコールの最

適化を行うこと。シーケンス反応は、BigDye Terminator v3.1/1.1 Cycle 

Sequencing Kit 添付のプロトコールに準じて実施する。 

 

表Ⅴ-4.シーケンス反応液の調製 

 

 

 

 

 

 

 

 

③ シーケンス反応液の精製 

シーケンス反応後の過剰な Dye を除去するため、精製を実施する。各種精製

キットが市販されており、それらを使用することで簡易迅速に行うことが可

能である。本稿では標準的な方法であるエタノール沈殿による精製法を以下

に記載する。 

 

シーケンス反応液 10 µL に以下の順に試薬を添加する。 

+ 125 mM EDTA        2 µl 

+ 3 M 酢酸ナトリウム溶液  2 µl 

+ 滅菌水          6 µl 

+ エタノール        50 µl 

 

④ よく混和し、-20℃以下の冷凍庫で 10 分以上放置する。 

⑤ 微量高速遠心機を用いて、13,000〜15,000 rpm、4℃で 30 分間遠心する。 

BigDye Terminator Ready Reaction Mix 0.5 µl  

5X Sequencing Buffer  1.75 µl 

滅菌水 4.75 µl 

0.8 µM プライマー 2 µl 

テンプレート 1 µl 

 （計 10 µl） 
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⑥ 上清を捨てる。この際、ペレットが目視できないため注意深く行うこと。

70%エタノールによる洗浄は行わなくてもデータにほとんど影響はない。  

⑦ チューブキャップを開けたまま、室温で 10 分以上放置し、乾燥させる。 

⑧ Hi-Di Formamide（Thermofisher）20 µl を加え、混和し、シーケンサーに

アプライする。 

 

1. 4. 配列データの確認および編集 

各リードのデータ（.ab1 ファイル等）は以下のソフトウェアを用いて確認、修

正が可能である。これらを使用して、各リードの配列データを書き出しした後、

Forward と Reverse の配列データをアライメントし結合したものを各遺伝子の

配列データとして解析に用いる。 

 

Applied Biosystems Sequence Scanner Software  v2.0（Thermofisher、

Windows 用） 

4peaks（https://nucleobytes.com/4peaks/、Mac 用） 

FinchTV（https://digitalworldbiology.com/FinchTV、Windows/Mac 用） 

MEGA（https://www.megasoftware.net、Windows/Mac/Linux 用、アライメント

および系統解析も実施可能） 

 

市販の遺伝子解析ソフト（CodonCode Aligner、Genetyx、Geneious など）を用

いることで、各リードデータを直接結合、修正することが可能である。また、使

用環境が Mac および Linux に限定されるが、Phred, Phrap, Consed パッケージ

（文献 9および 10）は Academic user agreement を提出すれば無料で使用でき、

MLST の配列データの修正や確認に適している。 

確認および修正を行なった 7 つの遺伝子配列データは、菌株ごとにまとめたマ

ルチ fasta 形式（下記）で保存しておき、以降の解析に用いる。 
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表Ⅴ-5. マルチ fasta 形式の例 

 

1. 5. 公開データベースを利用した ST（sequence type）番号の検索 

公開データベース（文献 5）を利用する 

前項のマルチ fasta 形式のデータファイルをコピーして、配列データ検索画

（ https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_spneumoniae_seqdef&page=sequen

ceQuery、下図）の入力フィールドにペーストし、「SUBMIT」ボタンを押す。ま

た、菌株の全ゲノムデータを取得している場合は、ここ（○）から該当するデー

タをアップロードすることで同様に解析が可能である。 

 

 

 

>aroE_contig_v1.fasta 
GAAGCGAGTGACTTGGCAG.......................................GGAGCAGACAGGCTTTAAAGTGGATTTGTGT 
>ddl_contig_v1.fasta 
GCTAAAATCGCTGAAGTGG.......................................AGATAAGGGAGAGATTTTTCTCAACGAGCTC 
>gdh_contig_v1.fasta 
AGAACACTTTATCCGTGGA.......................................TAACAACTCAACTAACTTTAGCCACTGGGAT 
..... 
..... 
..... 
>xpt_contig_v1.fasta 
GGTGATAACATCCTCAAGG.......................................GGCAGGCTACCCTGTCCTATCACTTGCTCGT 

配列データをペースト 
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結果画面（下図）の例では、ST3117 であることが確認できている。それぞれの

遺伝子ごとのアレル番号が表になっており、この結果はテキストまたはエクセ

ルファイルでダウンロードすることが可能である。また、ST:3117 がリンクにな

っており、これをクリックすることで現在データベースに登録されている菌株

の情報にアクセスすることができる（要ユーザー登録）。 

 

1. 6. MLST 解析用ソフトウェアを利用した ST 番号の検索 

菌株が多数になる場合など、使用しているパソコン上に MLST 解析用のツールを

インストールしておくと便利である。mlst ソフトウェア（文献 11 および 12）

を導入することで、PubMLST データベースに登録されている ST 番号を容易に検

索することが可能となり、複数菌株のデータの解析や全ゲノムデータの解析に

も対応している。また、肺炎球菌以外のデータベースもビルトインされているこ

とから、他の菌種の MLST 解析にも応用可能である。 

 

2. 次世代シーケンス 

2005 年以降の次世代シーケンス技術の発展により、細菌学分野におけるゲノム

解析においても革新的な変化が起こった。次世代シーケンス技術は従来のキャ

ピラリーシーケンサーの数百倍以上の解読塩基量を誇り、網羅的な遺伝子解析

が可能となったのである。その後も新型機種の登場により解読塩基量は年々増

加している。次世代シーケンサーには Hiseq シリーズ、Nextseq シリーズ、Miseq

シリーズ（Illumina）のシーケンサーに代表されるショートリード型と PacBio 

RSII（Pacific Bioscience）や MinION（Oxford Nanopore Technologies）など
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のロングリード型の 2 種類がある。ショートリード型は 1 塩基当たりの同定精

度が高い一方で、そのリードの短さ（数十〜300 塩基）により、繰り返し配列領

域のアセンブリーが困難である。ロングリード型は 1 塩基当たりの同定精度は

低いが、リードが長い（数キロ〜100 キロ塩基）ため、繰り返し配列領域のアセ

ンブリーを可能にする。ショートリードシーケンスにおいては DNA 断片の 3’、

5’末端の両側から配列を読んでいく pair-end sequencing を用いるのが一般的

である。 

  本項では Nextseq500、Miseq、iseq100 システムを用いて肺炎球菌の全ゲノム

解析を行うワークフローを示す。 

 

サンプル数の決定 

肺炎球菌のゲノムサイズは約 2MB であるため、×100 の depth を得るためには 1

サンプル当たり 2×100=200 MB（0.2GB）の出力を要する。NextSeq 500/550 Mid 

Output Kit v2.5（300 cycles）を用いる場合、総データ出力量は 39 GB である。

この場合、×100 の depth が必要であれば、1ラン当たり 39÷0.2=195 サンプル

程度の解析が可能である。所有しているシーケンスプラットフォームの出力量

と必要な depth から、1ランに載せるサンプル数を逆算する。 

一般的な分子疫学解析は×50 の depth で十分に行えるが、1 ラン内のすべての

サンプルに均等に出力が分配されるわけではないことに注意が必要である。（上

記の Nextseq500 を用いる際、×100 を指標に 192 サンプルでライブラリーを作

成すると、実際に得られる 1 サンプル当たりの output はおよそ×50〜200 に分

布することが多い。） 

 

2. 1. Library 作成に用いる DNA 精製（Nextseq500、Miseq、iseq100 共通） 

QIAamp® DNA Mini Kit（QIAGEN）を用いて肺炎球菌の DNA を精製する。 

① 菌株を血液寒天培地一面に成育させる（37℃、5% CO2、over night）。 

② Lysozyme solution(20 mg/ml Lysozyme, 20 mM Tris-HCL [pH 8.0], 2 mM 

EDTA, 1.2% Triton X-100)を準備する 
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③ 1.5 ml エッペンドルフチューブに 250ml の Lysozyme solution を入れ、

McFarland 0.5〜2 になるように綿棒を用いて菌体を懸濁する。懸濁後の溶

液量が 180 µl を超えないように注意する。（綿棒に吸収される溶液量を考

慮し、エッペンドルフチューブに入れる Lysozyme solution の初期量を調整

する。） 

④ 37℃で 30 分間インキュベートする。 

⑤ 20 µl の Proteinase K と 200 µl の Buffer AL とを加え、軽くボルテックス

する。 

⑥ 56℃で 30 分間インキュベートする。 

⑦ 95℃で 15 分間インキュベートする。 

⑧ 軽く遠心して溶液を落とす。 

⑨ 200 ml の 100%エタノールを加え、15 秒間ボルテックスする。その後軽く遠

心する。 

⑩ 溶液全量を 2mlコレクションチューブ内に装填されたスピンカラムに移し、

8,000 rpm で 1 分間遠心する。スピンカラムを遠心する際には必ず蓋を閉じ

る。遠心後溶液がカラムの上部に残る場合には、回転速度を上げ、溶液が完

全にコレクションチューブに落ちるまで遠心を追加する。 

⑪ 遠心後、溶液の入ったコレクションチューブを廃棄し、スピンカラムを新し

いコレクションチューブに装填する。 

⑫ 500 µl の Buffer AW1 をスピンカラムに注ぐ。 

⑬ 8,000 rpm で 1 分間遠心する。 

⑭ 遠心後、溶液を含んだコレクションチューブを廃棄し、スピンカラムを新し

いコレクションチューブに装填する。 

⑮ 500 µl の Buffer AW2 をスピンカラムに注ぐ。 

⑯ 14,000 rpm で 3 分間遠心する。 

⑰ 遠心後、溶液を含んだコレクションチューブを廃棄し、スピンカラムを新し

い 1.5 ml エッペンドルフチューブに装填する。 

⑱ 14,000 rpm 以上で 1分間遠心する。 
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⑲ 遠心後、溶液を含んだコレクションチューブを廃棄し、スピンカラムを DNA

溶出用の新しい 1.5ml エッペンドルフチューブに装填する。 

⑳ 200 µl の Buffer AE あるいは蒸留水をスピンカラムに注ぐ。 

㉑ 室温で 5分間インキュベートする。 

㉒ 8,000 rpm で 1 分間遠心する。 

㉓ 得られた溶液を 4℃または冷凍で保存する。 

以上はマニュアルで DNA 抽出を行う行程であるが、QIAcube、QIAamp DNA Mini 

QIAcube Kit を用いる事により、これらの行程を自動化する事も可能である。  

 

2. 2. サンプル DNA 濃度の測定および濃度調整（Nextseq500、Miseq、iseq100

共通） 

Qubit Fluorometer、Qubit dsDNA HS Assay kit（Thermo Fisher Scientific、

#Q32851）を用いて各サンプルの DNA 濃度を測定する。 

① 保存していた DNA 溶液を解凍し、軽くボルテックスし濃度を均一にする。 

② n 個のサンプルを測定する場合、199×(n+2) µl の Qubit Buffer を 15 ml あ

るいは 50 ml コニカルチューブにとる。（2 個分は standard の計測に用い

る） 

③ 1×(n+2)µl の Qubit reagent を②のコニカルチューブに混合し、溶液

（Working solution）が均一になるように転倒混和する。 

④ 190 µl の Working solution を測定用の Sample assay tube に移す。これを

2つ作成し#1、#2 と番号を付ける。 

⑤ 10 µl の Standard#1 を#1 に追加する。同様に 10 µl の Standard#2 を#2 に

追加する。 

⑥ Standard を加えた Sample assay tube を 2〜3 秒ボルテックスする。 

⑦ 2 分間室温でインキュベートする。 

⑧ Sample assay tube#1 と#2 を順番に Qubit Fluorometer に装填、測定し、検

量線を作成する。 

⑨ n 個の Sample assay tube を準備し、それぞれに 198 µl の Working solution
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を入れる。 

⑩ 均一になった 2 µl のサンプル DNA 溶液を Sample assay tube を加える。 

⑪ 2〜3 秒ボルテックスする。 

⑫ 2 分間室温でインキュベートする。 

⑬ DNA 濃度を測定する。 

⑭ 10〜50 µl のサンプル DNA 溶液を 96 well プレート等に移し、最終濃度が

0.2 ng/µl になるように、蒸留水あるいは 10 mM Tris HCL（pH 7.5〜8.5）

で希釈する。サンプル DNA を Buffer AE で溶出している場合は、5倍以上希

釈する。 

⑮ 濃度調整したサンプル DNA は-15〜25℃で保存し、翌日にはライブラリー作 

製を開始する。 

 

2. 3. Illumina Library の作製（Nextseq500、Miseq、iseq100 共通） 

96 サンプルに対して Nextera XT DNA Library Prep Kit（Illumina、FC-131-

1096）、Nextera XT Index Kit v2 Set A（Illumina、FC-131-2001）を用いて

Library を作製する方法を示すサンプル数が 96 サンプルより少ない時には、

Index の種類を減らして対応する。96 サンプル以上を 1 ランで解析する際には

Nextera XT Index Kit v2 Set A,B,C,D を用いて、index が重複しないようにす

る。 

 

2. 3. 1. Tagmentation 

① ATM、TD を氷上で溶かす。NT は室温で溶かし、結晶が見えなくなるまでボル

テックスする。 

② 96 well plate（Bio-Rad、 #HSP-9601 など）の各 well に 0.2 ng/µl に調整

した 5 µl のサンプル DNA と 10 µl の TD を入れる。 

③ 各 well に 5 µl の ATM を入れ、ピペッティングして混ぜる。 

④ 280×g、20℃で 1分間遠心する。 

⑤ サーマルサイクラーで以下のランを行う。 
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55℃ 5 分 

10℃ Hold 

⑥ ランが終わったら速やかに 5 µl の NT を各 well に加え、ピペッティングし

て混ぜる。 

⑦ 280×g、20℃で 1分間遠心する。 

⑧ 室温で 5分間インキュベートする。 

 

2. 3. 2. Amplify Libraries 

① Index 1 primers(N7XX)および Index 2 primers(S5XX)を室温で溶かし、20

分間静置する。NPM は氷上で溶かす。 

② Index をタッピングし、その後軽く遠心する。 

③ TruSeq Index Plate Fixture に Index を並べる。Index 1（オレンジ色のキ

ャップ）をプレートの 1-12 に番号の小さい順に並べる。Index 2（白色のキ

ャップ）をプレートの A-H に番号の小さい順に並べる。 

④ Tagmentation が終わった 96 well plate を TruSeq Index Plate Fixture の

中央に乗せる。 

⑤ Index 1 primers（オレンジ色のキャップ）のキャップを全て外して捨てる。 

⑥ マルチチャンネルピペットを用いて、5 µl の Index 1 primers を A→H に向

かって順に加える。（図Ⅴ-1 参照） 

⑦ マルチチャンネルピペットを用いて、5 µl の Index 2 primers を 1→12 に向

かって順に加える。（図Ⅴ-1 参照） 

⑧ Index 1 primers と Index 2 primers に新しいふたをして、保存する。 

⑨ 8 連チューブに NPM の必要量を計算していれる。 

⑩ マルチチャンネルピペットを用いて15 µlの NPMを 8連チューブから各well

に加え、ピペッティングして混ぜる。 

⑪ 280×g、20℃で 1分間遠心する。 

⑫ サーマルサイクラーで以下のランを行う。 
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  N701 N702 N703 N704 N705 N706 N707 N710 N711 N712 N714 N715 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

S502 A             

S503 B             

S505 C             

S506 D             

S507 E             

S508 F             

S510 G             

S511 H             

 

図Ⅴ-1 （Nextera XT Index Kit v2 Set A 使用例） 

 

 72℃ 3 分 

 95℃ 30 秒 

 95℃ 10 秒 

 55℃ 30 秒 

 72℃ 30 秒 

 72℃ 5 分 

 10℃ Hold 

 

ここで一時作業を終える場合には、2〜8℃の冷蔵保存で 2 日間作業を中断でき

る。サーマルサイクラー上（10℃ Hold の状態）で一晩保存することも可能であ

る。 

 

2. 3. 3. Clean up 

以下に AMPure XP Beads を用いたサイズセレクションとクリーンアップの方法

を記載する。サンプル数が少ない場合等は、作製したライブラリーをアガロース

12 サイクル 
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ゲル電気泳動し、目的とするライブラリーサイズの領域を切り出して精製する

ことで代用できる。 

 

① RSB を室温で溶かす。 

② AMPure XP Beads（Beckman Coulter、#A63881）を室温に戻し、少なくとも 30

分静置する。 

③ 80%エタノールを準備する。 

④ プレートを 280×g、20℃で 1分間遠心する。 

⑤ 50 µlのPCR産物（前章の⑫の産物）を0.8 ml midi plate（Fisher Scientific、

#AB-0859）に移す。 

⑥ AMPure XP Beads を十分に転倒混和し、溶液を均一化する。ビーズの塊がな

くなるまで転倒混和を繰り返す。 

⑦ 30 µl の AMPure XP Beads を各 well に加える。 

⑧ シェーカーを用いて 1,800 rpm で 2 分間振盪する。 

⑨ 室温で 5分間インキュベートする。 

⑩ Magnetic stand（ThermoFisher SCIENTIFIC、#AM10027）にプレートを乗せ、

液体が透明になるまで 2分ほど静置する。 

⑪ ビーズに触れないように、各 well の上清のみを捨てる。 

⑫ 200 µl の 80% エタノールを各 well に加える。 

⑬ Magnetic stand 上で 30 秒インキュベートする。 

⑭ 上清を捨てる。ビーズを吸わないように注意する。 

⑮ ⑫から⑭をもう一度繰り返す。 

⑯ 20 µl のチップを用いて、各 well のエタノールを確実に吸い切る。 

⑰ Magnetic stand 上で 15 分間、室温でインキュベートする。 

⑱ Magnetic stand からプレートを外す。 

⑲ 各 well に 52.5 µl の RSB を加える。 

⑳ シェーカーを用いて 1,800 rpm で 2 分間振盪する。 

㉑ 室温で 2分間インキュベートする。 
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㉒ Magnetic stand にプレートを乗せ、液体が透明になるまで 2分ほど静置する 

㉓ 上清を 50 µl 吸い、新しい 96 well plate（Bio-Rad、 #HSP-9601 など）に

移す。 

ここで一時作業を終える場合には、-25〜15℃の冷凍保存で 7日間作業を中断で

きる。 

（注）iseq100 を用いる場合には、この後の行程が Nextseq500、Miseq を使用す

る場合と異なる。 

 

2. 3. 4. Normalization 

2. 3. 4. 1 Nextseq500、Miseq を用いる場合 

① LNA1、LNB1、NNW1、LNS1 を室温に戻す。 

② LNA1 を十分にボルテックスし、結晶を完全に溶解する。 

③ LNB1 を容器を転倒混和しながら十分に（少なくとも 1 分）ボルテックスす

る。ビーズが完全に均一になるまで繰り返す。 

④ 20 µl のプレート内サンプルを新しい 0.8 ml midi plate（Fisher Scientific、

#AB-0859）に移す。 

⑤ 4.4 ml(96 サンプルの場合)の LNA1 を 15 ml のコニカルチューブに入れる。

（サンプル数が 96 より少ない場合には、比例で容量を減らす[例：24 サンプ

ルの場合、4.4×(24/96)=1.1 ml]） 

⑥ LNB1 を再度ボルテックスし、1000 µl のチップでピペッティングして溶液を

均一にする。 

⑦ 800 µl(96 サンプルの場合)の LNB1 を⑤のコニカルチューブに加え、転倒混

和する（1,000 µl のチップを用いる）（サンプル数が 96 より少ない場合に

は、比例で容量を減らす[例：24 サンプルの場合、800×(24/96)=200 µl]） 

⑧ ⑦の溶液を全量リザーバーに移す。 

⑨ 45 µl の⑦溶液を各 well に加える。 

⑩ シェーカーを用いて 1800 rpm で 30 分間振盪する。 

⑪ Magnetic stand（ThermoFisher SCIENTIFIC、#AM10027）にプレートを乗せ、
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液体が透明になるまで 2分ほど静置する。 

⑫ ビーズに触れないように、各 well の上清のみを捨てる。 

⑬ 45 µl の LNW1 を各 well に加える。 

⑭ シェーカーを用いて 1,800 rpm で 5 分間振盪する。 

⑮ Magnetic stand にプレートを乗せ、液体が透明になるまで 2 分ほど静置す

る。 

⑯ ビーズに触れないように、各 well の上清のみを捨てる。 

⑰ ⑬から⑯をもう一度繰り返す。 

⑱ 30 µl の 0.1N NaOH を各 well に加える。 

⑲ シェーカーを用いて 1,800 rpm で 5 分間振盪する。 

⑳ 新しい 96 well plate（Bio-Rad、 #HSP-9601 など）を準備し SGP plate と

名前を書く。 

㉑ 30 µl の LNS1 を SGP plate の各 well に入れる。 

㉒ 5 分間振盪した後、midi plate 内の溶液が均一になっているかを確認する。

必要に応じてピペッティングして混ぜる。 

㉓ シェーカーを用いて再度 1,800 rpm で 5 分間振盪する。 

㉔ Magnetic stand にプレートを乗せ、液体が透明になるまで 2分ほど静置す

る。 

㉕ 上清を全て SGP plate に移す。 

㉖ SGP plate を 1,000×g で 1 分間遠心する。 

  ここで一時作業を終える場合には、-25〜15℃の冷凍保存で 7日間作業を中断

できる。 

 

2. 3. 4. 2 iseq100 を用いる場合 

① バイオアナライザー等を用いて、各サンプルのおおよその平均ライブラリー

サイズを計測する。あるいは、アガロースゲルから切り出しによるサイズセ

レクションを実施した場合は、切り出したバンドサイズから平均ライブラリ

ーサイズを推定することもできる。 
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② Qubit dsDNA HS Assay kit あるいは Qubit dsDNA BR Assay kit を用いて、

各サンプルの 2本鎖 DNA 濃度を測定する。 

③ Resuspension Buffer（RSB）あるいは 10 mM Tris-HCl、pH8.5 を用いて、以

下の換算表あるいは計算式を参考に、各サンプルを 1 nM に希釈する。 

 

平均ライブラリーサイズ 変換係数 

250bp 1 ng/µL = 6 nM 

500bp 1 ng/µL = 3 nM 

1000-1500bp 1 ng/µL = 1.5 nM 

 

濃度 [nM]=（濃度 [ng/µL]×106）÷(660×平均ライブラリーサイズ [bp]) 

 

2. 3. 5. Pool Library 

plate の各 well 溶液を 5 µl ずつとり、1つのエッペンドルフチューブに混ぜ

合わせる。この際、8連チューブを用いると簡便である。 

iseq100 を用いる場合には Pool 量が 20 µl 以上になるように混ぜ合わせる。 
 

2. 4. Denature and dilute (Nextseq500) 

この行程は、ランを行う直前に行う。 

2. 4. 1. Nextseq500 を使用する場合 

① HT1 を室温で溶かす。使用直前まで 2〜8℃で保存する。 

② インキュベーターを 98℃に設定しておく。 

③ 1.5 ml エッペンドルフチューブに 2〜5 µl の Pool Library と 998〜995 µl

の HT1 を加え、総量が 1ml になるようにする。（*） 

④ 軽くボルテックスし、280×g で 1 分間遠心する。 

⑤ ③のうち 750 µl を新しい 1.5 ml エッペンドルフチューブに移し、これに

750 µl の HT1 を加える。 

⑥ 軽くボルテックスし、280×g で 1 分間遠心する。 
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⑦ すでに 98℃に温まったインキュベーターにチューブを入れ、2分間インキュ

ベートする。 

⑧ 氷上で 5分間インキュベートする。 

  これでランのための Library の準備が終了。ランを行うまで氷上でサンプル

を保存する。 

(*)③における Pool Library の量によって、run の際の cluster density が決ま

る。Nextseq の場合、至適 cluster density は 170〜220（K/mm2）である。Pool 

Library の量が多いほど cluster density は高くなるが、至適範囲を超えすぎる

と、逆に percent of clusters passing filter （%PF）が低下し、結果として

output データ量は減少する。執筆者は通常 12.5 µl の Pool Library と 987.5 µl

の HT1 を混合している。 

 

2. 4. 2. Miseq を使用する場合 

① HT1 を室温で溶かす。使用直前まで 2〜8℃で保存する。 

② インキュベーターを 98℃に設定しておく。 

③ 1.5 ml エッペンドルフチューブに 6〜10 µl の Pool Library と 594〜590 µl

の HT1 を加え、総量が 600 µl になるようにする。(*) 

④ 軽くボルテックスし、280×g で 1 分間遠心する。 

⑤ すでに 98℃に温まったインキュベーターにチューブを入れ、2分間インキュ

ベートする。 

⑥ 氷上で 5分間インキュベートする。 

 

これでランのための Library の準備が終了。ランを行うまで氷上でサンプルを

保存する。 

 

(*)③における Pool Library の量によって、run の際の cluster density が決ま

る。MiSeq v3 regent kit の場合、至適 cluster density は 1200〜1400（K/mm2）、

MiSeq v2 regent kit の場合、1000〜1200（K/mm2）である。Pool Library の量
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が多いほど cluster density は高くなるが、至適範囲を超えすぎると、逆に

percent of clusters passing filter （%PF）が低下し、結果として output デ

ータ量は減少する。 

 

2. 4. 3. iseq100 を使用する場合 

iseq100は自動でdenaturingが行われるため、適切なlibrary希釈のみを行う。

Nextera XT を用いた場合、至適ローディングサンプル濃度は 100〜200 pM とさ

れているが、初めて iseq を使用する場合は、100 pM 以下の低濃度から検討する

と良い。output 量が少ない場合は次回以降、徐々にサンプル濃度を上げて、最

適化を行う。Library 希釈の一例として、2. 3. 4. 2.～2. 3. 5.で作成した 1 

nM の Pool Library 10 µl と RSB 90 µl を混ぜ合わせ、100 µl のライブラリー

を作製する。希釈後はカートリッジにロードするまで氷上に静置する。 

 

2. 5. 試薬カートリッジの準備 

2. 5. 1. Nextseq500 の場合 

ラン前日～当日に行う試薬カートリッジの準備方法を示す。 

① 試薬カートリッジを-20℃の冷凍庫から取り出す。 

② 試薬カートリッジを十分量の Milli Q 水が入った容器に入れ、カートリッジ

のベース部分が水に浸った状態にする。カートリッジ上面に水がかからない

ように注意する。 

③ 試薬が完全に溶解するまで、水につけて静置する（60〜90 分）。 

④ 試薬カードリッジを水浴から取り出し、机の上に軽くトントンと叩きつけて

水気を切る。残った水気はペーパータオルなどでふき取り、カートリッジを

乾かす。 

⑤ 試薬の中身を混ぜるために、溶解後の試薬カートリッジを 5 回転倒撹拌す

る。 

⑥ カートリッジを下から眺めて、容量の多い試薬部分（ポート 29、30、31 お

よび 32）に溶け残りや沈殿が無いことを確認する。 
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⑦ 試薬カートリッジを机の上に軽く叩きつけて、泡抜きをする。 

⑧ レンズ紙を用いて、10 番ポートのホイルシートを拭き、きれいにする。 

⑨ 新しい 1,000 µl ピペットチップを用いて、10 番ポートのホイルシールに穴

をあける。 

 

調整済のライブラリー溶液 1.3 ml をピペットチップであけた穴から 10 番ポー

トに分注する。ピペットチップがホイルシールに触れないように気を付ける。 

以上を終えたら、シーケンサーにカートリッジを挿入できる。 

 

2. 5. 2. Miseq の場合 

ラン前日～当日に行う試薬カートリッジの準備方法を示す。 

① 試薬カートリッジを-20℃の冷凍庫から取り出す。 

② 試薬カートリッジを十分量の Milli Q 水が入った容器に入れ、カートリッジ

のベース部分が水に浸った状態にする。カートリッジ上面に水がかからない

ように注意する。 

③ 試薬が完全に溶解するまで、水につけて静置する（60〜90 分）。 

④ 試薬カードリッジを水浴から取り出し、机の上に軽くトントンと叩きつけて

水気を切る。残った水気はペーパータオルなどでふき取り、カートリッジを

乾かす。 

⑤ 試薬の中身を混ぜるために、溶解後の試薬カートリッジを 5-10 回転倒撹拌

する。 

⑥ カートリッジを下から眺めて、ポート 1、2、および 4の試薬部分に溶け残り

や沈殿が無いことを確認する。 

⑦ 試薬カートリッジを机の上に軽く叩きつけて、泡抜きをする。 

⑧ レンズ紙を用いて、21 番ポート（Load Samples と表記されているポート）

のホイルシートを拭き、きれいにする。 

⑨ 新しい 1,000 µl ピペットチップを用いて、21 番ポート（Load Samples と表

記されているポート）のホイルシールに穴をあける。 
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調整済のライブラリー溶液 600 µl をピペットチップであけた穴から 21 番ポー

ト（Load Samples と表記されているポート）に分注する。ピペットチップがホ

イルシールに触れないように気を付ける。 

以上を終えたら、シーケンサーにカートリッジを挿入できる。 

 

2. 5. 3. iseq100 の場合 

ラン前日～当日に行う試薬カートリッジの準備方法を示す。 

① 試薬カートリッジを-20℃の冷凍庫から取り出す。 

② カートリッジを袋に入れたまま、ラベルを上向きにして 25℃ウォーターバ

ス（6時間）や 2〜8℃冷蔵庫（36 時間）、室温（9時間）で試薬を溶解する。 

③ 使用する 15 分前にフローセルを冷蔵庫から取り出し、室温に戻しておく。 

④ カートリッジを袋から出し、5回転倒撹拌する。 

⑤ ベンチ、または別の堅い表面上でカートリッジ（ラベルは上向き）を軽く 5 

回叩き、試薬の吸引が確実に行われるようにする。 

⑥ 新しいピペットチップを使って、ライブラリーリザーバーに穴をあけ、ホイ

ルを端に押し、穴を大きくする。 

⑦ 20 µL の希釈済みライブラリーをリザーバーの底部に加える。この際、ホイ

ルに触れないように気を付ける。 

⑧ フローセルをパッケージから取り出す。 

⑨ カートリッジの前面のスロットにフローセルを挿入する（カチッと音がする

まで挿入する）。 

以上を終えたら、シーケンサーにカートリッジを挿入できる。 

 

2. 6. Sample sheet の作成 

2. 6. 1. Nextseq500、Miseq の場合 

Illumina Experiment Manager を用いて、SampleSheet.csv を作製する。 
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Illumina のホームページから Illumina Experiment Manager（IEM）をダウンロ

ードし、インストールする。 

 

① ソフトウェアを立ち上げる。 

② Create Sample Sheet を選ぶ。 

③ 用いるプラットフォームを選択する（NextSeq/MiniSeq あるいは MiSeq）

を選ぶ。 

④ Next を選ぶ。 

⑤ Reagent Kit Barcode に任意の ID を入力する。 

⑥ Library Prep Workflow→Nextera XT を選ぶ。 

⑦ Index Adapter→使用した Index を選ぶ（Nextera XT v2 Index Kit A など） 

⑧ Read Type、Cycles Read1、Cycles Read2 に適切な値を入力する。Cycles Read1

および Cycles Read2 には使用するキットのサイクル数（リード長）に 1 を

加えた値を入力する（NextSeq 550 システムの中出力キットを用いて

150bp×2 のリードを得る場合には「151」と入力する。） 

⑨ Next を選ぶ。 

⑩ New Plate…を選ぶ。 

⑪ Plate 名を入力し Next を選ぶ。 

⑫ Plate タブを選び、各 well にサンプル名を入力する。エクセルからコピー&

ペーストすると簡便である。 

⑬ Apply Default Index Layout を選び、その後 Finish を選ぶ。 

⑭ Plate file を任意の場所に保存する。 

⑮ Index が 96 種類以上の場合には上記を繰り返して、各 Index の plate file

を作成する。 

⑯ ②に戻り、⑥までを繰り返す。 

⑰ ⑦で Nextera XT v2 Index kit を選び Next を選ぶ。 

⑱ Select Plate…を選び、先ほど作成した Plate file を選択する。 

⑲ Select all→Add Selected Samples⇒の順に押し、サンプル名を右側に移す。
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これを各 Plate file に対して行う。 

⑳ サンプル名を全て右側に移したら、Finish を押し、SampleSheet.csv という

名前で保存する。この名前でないと、後の bcl2fastq2 が動かないので注意

する。 

 

2. 6. 2. iseq100 の場合 

現バージョンの Illumina Experiment Manager では機種選択時に iseq100 が表

示されないため、通常、iseq100 に内蔵された Local Run Manager 上で Sample 

sheet の作成を行う。Miseq 用として Sample sheet.csv を作成したものを流用

することは可能であるが、本稿では割愛する。 

 

2. 7. fastq.gz ファイルの取得 

bcl2fastq2 を用いて Nextseq500、Miseq システムの output から fastq.gz ファ

イルを生成する。bcl2fastq2 を事前に解析用パソコンにインストールしておく

必要がある。 

① Illumina Experiment Manager を用いて作成した SampleSheet.csv をメイン

ディレクトリ直下（Data フォルダがあるディレクトリ）に置く。 

② メインディレクトリに移動し、 

bcl2fastq --runfolder-dir ./ --output-dir ./Output --no-lane-splitting 

を走らせる。使用する PC スレッド数に合わせて-r、-p、-w オプションを設定す

れば、より短時間で output を得られる。 

③ メインディレクトリの Output フォルダ内に fastq.gz ファイルが生成され

る。 

 

2. 8. トリミング 

bcl2fastq2 から得られた fastq.gz ファイルにはアダプターやインデックスは

含まれていないはずであるが、これらの除去やリードクォリティ、リードの長さ

等に基づいて、まずリードのトリミングを行ってから後解析に移る必要がある。
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トリミングを行うソフトウェアとしては fastp(1)が簡便で使いやすい。リード

クォリティに関しては Q20-30 の間でフィルタリングすることが一般的である。

また 1 cycle 分の塩基を必ず除去する（-t および-T オプション）。Nextseq を

用いた場合には-gオプションを使用し、polyG配列の除去が必要である。iseq100

を用いた場合も、-g オプションを使用することでクオリティが改善するケース

がある。 

 

Command 例： 

fastp -h report.html -i input_1.fastq.gz -I input_2.fastq.gz -o 

output_paired_1.fastq.gz -O output_paired_2.fastq.gz -q 25 -t 1 -T 1 -l 

25 -g 

（html形式のリードクォリティ output を出力[-h]。Q25でフィルタリング[-q]。

25 塩基より短いリードを除去[-l]。polyG 配列を除去[-g]。） 

 

2. 9. アセンブリー 

トリミング後のリードを用いてアセンブリーを行うことにより、contig を得る

ことができる。Bacteria のアセンブリーを行うソフトウェアには SPAdes(2)や

velvet(3)などがある。アセンブリ後には QUAST(4)を用いてアセンブリーを評価

する。以下に SPAdes および QUAST の使用例を示す。 

Command 例： 

spades.py --careful -o output_spades -1 input_paired_1.fastq.gz -2 

input_paired_2.fastq.gz -k 21,55,99,127 

(careful モードでランを行う[--careful]。k-mer size：21,55,99,127 でそれ

ぞれランを行う。) 

quast.py input_contigs.fasta -o output_directory 

 

2. 10. Web 上での分子疫学情報取得 
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以下に Pathogenwatch（https://pathogen.watch/）を用いた肺炎球菌の分子疫

学解析方法を示す。 

① Pathogenwatch にログインする。（Google account でログイン可能） 

② 右上の UPLOAD を選択する。 

③ Drag and drop files to begin.の画面が出たら、同画面上に fastq.gz ファ

イル、あるいはアセンブリーで得られた contig ファイルを drag&drop する。

なお、2021 年 3 月時点では fastq.gz ファイルのアップロードはβ版として

扱われており、解析できるサンプル数に制限があることに注意が必要である。

また fastq.gz ファイルをアップロードした場合 web 上でアセンブリーが行

われ、結果を得るのに時間がかかるため、可能であれば contig ファイルを

upload することが望ましい。 

④ 解析が終われば（全ての項目に緑色のチェックがつく）、中央の VIEWGENOMES

を押し解析結果を確認することができる。得られる情報は、Serotype、MLST、

Global Pneumococcal Sequencing Cluster （GPSC）、PBP types、各種耐性

遺伝子の有無、PBP type から予想される感受性予測などである。 

 

2. 11. 解析内容について 

① 血清型（Serotype） 

肺炎球菌の莢膜は肺炎球菌の最も重要な病原因子であり、血清型を決定する

抗原でもある。莢膜は肺炎球菌多価ワクチンのターゲットになっており、そ

の疫学情報の収集は肺炎球菌の分子疫学解析において必須である。肺炎球菌

莢膜は cps locus の構成によって規定されているため、全ゲノム解析によっ

て解析菌株の血清型を推定することが可能である。注意点としては、全ゲノ

ム解析により得られた血清型は、PCR 法と同様、あくまで cps locus の一部

を見ているのみであり、血清型別試験の結果と乖離する可能性があることを

念頭に置く必要がある。 

② Multi-Locus Sequencing Typing（MLST） 
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 MLST は複数のハウスキーピング遺伝子（肺炎球菌では 7 遺伝子）の遺伝子

配列を決定し、これをもとにタイピングする手法である。2020 年 12 月時点

で、16,325 種類のシーケンスタイプ（ST）に型別されているが、この数は徐々

に増えている。MLST は国内、国間において、クローン性を確認する上で重要

かつ、簡便な手法である。MLST は遺伝子配列情報のみを用いた型別であるた

め、全ゲノム解析を用いて解析を行う事ができる。 

③ Global Pneumococcal Sequencing Cluster（GPSC） 

GPSC は全ゲノム配列を用いたクラスタリング手法である。GPSC を利用する

ことにより、検査対象菌株が他国のどのクローンと近縁であるかを確認する

事ができる（文献 5）。GPSC によるクラスタリングは、従来から使用されて

きた clonal complex（CC）のように利用する事ができる。CC は現在、goeBURST

（http://www.phyloviz.net/goeburst/）を用いて決定する事ができるが、

input に含まれる ST の種類によって結果が異なり、結果の解釈に注意が必

要である。一方で、GPSC は全ゲノム配列における SNP 数に基いて算出されて

おり、結果に一貫性があり、解釈も容易である。 

④ PBP typing 

肺炎球菌は PBP を 6 つ持ち、主にはこれらの変異でペニシリン、セファロス

ポリン、カルバペネム系抗菌薬に耐性化する。そのため、pbp 遺伝子の配列

が重要となってくるが、特に pbp1a、pbp2b、pbp2x の変異が、これらの薬剤

耐性に関与している。全ゲノム解析を用いて、MLST のように PBP 配列のタイ

ピングを行う事により、薬剤感受性を予測する事ができる。従来のデータベ

ー ス は CDC が 公 開 し て い る が

（https://www.cdc.gov/streplab/pneumococcus/mic.html）、2016 年から

update されていないため注意が必要である。 

 

PBP typing は薬剤感受性を予測する以外に、MLST のようにクローン性を確

認する目的で使用できる（文献 6）。例えば、本邦で検出されるメロペネム

感受性の莢膜型 15A-ST63 株は pbp1a:pbp2b:pbp2x=24:27:28 であり、このタ
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イプは英国や米国で検出される 15A-ST63 株においても一般的である。一方

で 、 本 邦 で 検 出 さ れ る メ ロ ペ ネ ム 耐 性 の 莢 膜 型 15A-ST63 株 は

pbp1a:pbp2b:pbp2x=13:175:43 であり、PBP type が大きく異なる。このこと

から、この耐性株はメロペネム感受性の 15A-ST63 から近年分岐発生したわ

けではないことが推定される。 
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