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都都内内のの新新型型ココロロナナウウイイルルスス施施設設内内感感染染事事例例ににおおけけるる 

次次世世代代シシーーケケンンササーーをを用用いいたた遺遺伝伝子子解解析析 
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2019年12月に中国で出現し，世界各地で流行した新型コロナウイルス感染症は，国内でも2020年1月以降，多くの感

染例が報告され，未だ感染収束が認められていない．東京都内でも病院や高齢者施設などの施設内感染が発生し，保健

所等を中心にそれらの疫学解析を実施してきた．今回，2020年6月28日から2021年4月30日までに搬入された，都内に

おける新型コロナウイルス感染症の集団発生30事例の臨床検体計135件から次世代シーケンサーを用いて全ゲノム配列

を取得し，得られた塩基配列の比較により遺伝子解析の有用性を評価した．その結果，系統樹解析により集団発生の事

例によりほぼ同一のClusterが形成された．さらに得られた新型コロナウイルスのゲノムにおける変異の検出および変異

パターンの比較により，同一事例内でも数塩基異なる場合があることが明らかとなった．各事例で検出された新型コロ

ナウイルスの変異が5か所までの範囲であれば，同一の感染源である可能性が示唆され，全ゲノム配列を用いた系統樹

解析は感染経路の推定に有用と考えられた． 
 
キキーーワワーードド：新型コロナウイルス，COVID-19，SARS-CoV-2，施設内感染，次世代シーケンサー 

 
はは じじ めめ にに 

2019 年 12 月に中国で出現した新型コロナウイルス

（SARS-CoV-2）は，急速に世界中に広がり，新型コロナ

ウイルス感染症（COVID-19）のパンデミックを引き起こ

した 1)．国内では 2020 年 1 月に最初の症例が確認されて

以降，症例数の増加に加え，病院や高齢者施設における集

団（クラスター）発生が認められ，COVID-19 対策の重要

な柱の一つとして保健所等を中心にクラスター対策が実施

されてきた．また，クラスター対策では濃厚接触者を中心

に感染経路を追跡調査して感染拡大を防ぐため，感染源を

特定できる情報は非常に重要となる．しかしながら，症状

の有無，発症日，行動歴，接触歴，PCR 検査結果等の疫

学情報だけでは感染経路や患者間の詳細な関係性の推定に

は限界がある． 
次世代シーケンサー（NGS）によって得られる SARS-

CoV-2 の全ゲノム配列データは全世界で共有され，抗原性

の評価 2)，遺伝子検出法の設計 3)，ワクチンの性能評価 4)

等，抗ウイルス戦略に主要な役割を果たしている．また，

SARS-CoV-2 の全ゲノム配列は，発生した集団における系

統伝播の調査にも役立てられている 5,6)．我が国でも変異

株解析に用いられ，国内の感染状況の把握や蔓延防止の取

組みに利用されている 7)．世界，国，地域レベルのメタデ

ータとして活用されている一方で，院内感染や学校や事業

所等，個別の COVID-19 集団発生の患者から得られた全ゲ

ノム配列データを詳細に分析した報告は少ない． 
当センターでは，2020年1月からSARS-CoV-2のPCR検

査を実施しており，陽性となった一部の臨床検体および

その分離試料の核酸抽出液からNGSを用いたSARS-CoV-
2のゲノム解析を行い，系統樹解析による情報提供等を

行ってきた8,9)．また，都内で発生したCOVID-19集団発

生に対する保健所支援として東京都実地疫学調査チーム

（TEIT）が派遣された事例では，患者のSARS-CoV-2の
全ゲノム配列の比較も行っている．今回，集団発生事例

から得られた配列の比較によりNGSを用いた遺伝子解析

の有用性を評価した． 
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実実 験験 方方 法法 
1. 材材料料 
2020 年 6 月 28 日から 2021 年 4 月 30 日の間に都内で発

生した COVID-19 集団事例で，リアルタイム PCR により

SARS-CoV-2 を Ct 値 12.7～32.8 で検出した検体を試料と

した．内訳は病院（Hospital）10 事例，高齢者施設（Care 
home ） 11 事例，学校（ School ） 4 事例，保育施設

（Childcare facility）3 事例，事業所（Business）2 事例の計

30 事例で，各事例の検体数は Table 1 に示す計 135 検体で

あり，これらの臨床検体（咽頭ぬぐい液，鼻咽頭ぬぐい液

または唾液）の核酸抽出物を試料とした．当所に臨床検体

の状態で搬入された検体は QIAmp Viral RNA mini Kit 
（QIAGEN）を用いて核酸を抽出し，核酸抽出物として搬

入された検体はそのまま試料として用いた．リアルタイム

PCR の Ct 値は，予め所外の検査により報告されている 67
件についてはその値を参考とし，Ct 値の不明な 68 件につ

いては Quantitect Probe RT-PCR Kit（QIAGEN）を用いた長

島らの方法 8, 10)，Ampdirect™ 2019-nCoV検出キット（島津

製作所）11)またはSARS-CoV-2 Direct Detection RT-qPCR Kit
（タカラバイオ）11)のいずれかにより算出した． 

 
2. NGS解解析析 
 試料の核酸抽出物から NGS のライブラリーを作成し，

全ゲノム配列を決定した．ライブラリー作製方法および試

薬は，Wellcome Trust ARTIC Network 提唱のプロトコルを

基にした糸川らのプロトコル 12)を用いた．すなわち，試

料中の SARS-CoV-2 の全長 RNA を 98 領域 13)（各約 400 
bp 長）のマルチプレックス PCR 産物として増幅したもの

を，Ampure XP（ベックマン・コールター）を用いて精製

し，QIAseq FX DNA Library Kit（QIAGEN）を用いてライ

ブラリーを作製した．次世代シーケンサー装置として

MiSeq® システム（Illumina）または iSeq™ 100 システム

（Illumina）を使用してデータを取得した．得られたデー

タから Python プログラム 13)を使用して各リード末端に存

在するプライマー配列部分を除去し，CLC Genomics 
Workbench（CLC bio）を用いて参照株へのマッピングに

よりコンティグを作成し，バリアント検出を行うとともに

MEGA7 を用いて近接結合法による系統樹解析を行った．

マッピング後のリードの確認には Tablet ソフトウェア

（ The James Hutton Institute ）を用いた．参照株には 
Wuhan-Hu-1（NCBI reference sequence: NC_045512.2）を用

いた． 
 

結結 果果 
1. 系系統統樹樹解解析析 
依頼情報から COVID-19 集団発生事例と判断された 30

事例の検体計 135 件（Table 1）について全ゲノム配列（約

29,800 塩基）を取得し，国際データベースのひとつである

GISAID に登録した． Hospital J のアルファ株 2 例を除い

て，今回供試した検体にWHOや国立感染研がVOIやVOC
に位置付けている変異株は含まれていない．なお，SARS-
CoV-2 のゲノム解析については Ct 値≦30 を参考に実施の

有無を判断することとされている 14)．今回，保健所から

の依頼を受け実施した Ct 値が 30~32.8 の検体のデータに

は，カバレッジが薄い領域も存在したが，これらについて

は Tablet を用いて各リードとコンティグ配列を確認し，全

ゲノム配列を決定した． 
得られた全ゲノム配列 135 株に参照株（Wuhan-Hu-1, 

NC_045512.2）の配列を合わせ系統樹解析を行ったところ，

ほぼ全てが事例ごとに Cluster を形成した（Fig. 1）．

Cluster 2 および Cluster 5 では複数の事例が近傍に位置し，

大きな Cluster を形成した．検体の陽性判定日（不明の場

Facility No. of
samples

No. of
mutations*

No. of
mutation
patterns

No. of
mutations in
the facility

Facility No. of
samples

No. of
mutations*

No. of
mutation
patterns

No. of
mutations in
the facility

Hospital A 2 13 1 0 Care home F 9 14-16 3 2
Hospital B 3 15-17 3 1-2 Care home G 2 19 2 1
Hospital C 26 17-20 10 1-3 Care home H 5 21-22 2 1
Hospital D 7 18-19 3 1 Care home I 2 21 1 0
Hospital E 11 19-20 5 1 Care home J 13 20-26 5 1-5
Hospital F 6 20-23 5 1-3 Care home K 2 25-26 2 1
Hospital G 3 18 2 1 School A 2 9 1 0
Hospital H 3 23-24 2 1 School B 3 14 1 0
Hospital I 3 25-26 3 1 School C 2 16-17 2 1
Hospital J 2 48-51 2 1 School D 2 16-17 2 1

Care home A 8 18 6 1-4 Childcare facility  A 2 16 1 0
Care home B 2 20 1 0 Childcare facility  B 2 23-25 2 2
Care home C 2 18-20 2 2 Childcare facility  C 2 25 1 0
Care home D 2 19 1 0 Business A 2 15-16 2 1
Care home E 2 14-16 2 2 Business B 3 12-13 2 1

＊) Number of mutations to Wuhan-Hu-1 (Accession No.NC_045512)

Table 1. List of cases and number of samples, mutations, mutation patterns and mutation in the facility 
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合は検体採取日）を集団発生の起こった時期とし，2020
年 6 月～10 月，2020 年 11 月～2021 年 2 月，2021 年 3 月

以降をそれぞれ COVID-19 国内流行の第二波，第三波，第

四波としてみたとき，各事例は流行の波ごとにまとまり， 
Cluster 1 では第三波と第四波，Cluster 2 では第三波，

Cluster 3 では第二波と第三波，Cluster 4 は第三波，Cluster 
5 は第二波，その他は事例と時期ごとに異なるクラスター

に分類された（Fig. 1）．事例の関連性について検討した

ところ，Cluster 2 の 2 施設は管轄保健所と施設の属性が同

一で発生時期も近かったが，その他の事例では施設の属性，

管轄保健所，発生時期に関連性は認められなかった． 
2. 変変異異のの検検出出おおよよびび変変異異パパタターーンン比比較較 

集団発生事例ごとに，参照株に対する変異の数，各事例内

における変異の数，患者間の塩基の変異パターンを比較し

た結果，1 つの塩基でも一塩基バリアント（SNV），混合

塩基，挿入，欠失となった個所を 1 か所の変異として参照

株と比較したところ，どの事例でも参照株と比べ 9～51 か

所の変異が存在した（Table 1）．参照株に対する塩基の位

置 28881～28883 間の 3 塩基の変異（Table 2-4）や，同

11288～11296 間の 9 塩基欠損など（Hospital J, Alpha, V1），

SNV と塩基欠失は隣り合う連続する塩基にわたって存在

するケースも認められた． 
次に各事例内で見られた変異の数と変異パターンを検討

した結果，Hospital A，Care home B，Care home D，Care 
home I，School A，School B，Childcare facility A，Childcare 
facility Cの事例では全ゲノム配列がそれぞれの施設内で一

致し変異パターンも1種類のみであった（Table 1）．一方

で，同一事例でも患者間で塩基の相違があるために複数の 

Table 3. Comparison of mutation patterns between clinical 
samples at Care home J 

Table 2. Comparison of mutation patterns between clinical 
samples at Hospital C 

1 2 3 4 5
241 C T T T T T
313 C T T T T T
594 A G G G G G
3037 C T T T T T
7005 C C C C C/A C
7321 C T T T T T
8917 C T T T T T
9679 C C C C C C/T

10156 C T T T T T
12896 C C C A C C
14408 C T T T T T
15957 G T T T T T
18167 C T T T T T
20715 A A A/C A A A
21518 G T T T T T
23403 A G G G G G
27630 C T T T T T
28817 G T T T T T
28881 GGG AAC AAC AAC AAC AAC
28975 G T T T T T
29679 C T T T T T

7 1 1 1 1
＊) Wuhan-Hu-1 (Accession No.NC_045512)

Mutation pattern

Mutation pattern 1) hCoV-19/Japan/TKY57699/2020, hCoV-19/Japan/TKY57766/2020,
hCoV-19/Japan/TKY57780/2020, hCoV-19/Japan/TKY58459/2020, hCoV-
19/Japan/TKY58467/2020, hCoV-19/Japan/TKY64455/2020, hCoV-
19/Japan/TKY64458/2020
Mutation pattern 2) hCoV-19/Japan/TKY57761/2020
Mutation pattern 3) hCoV-19/Japan/TKY58451/2020
Mutation pattern 4) hCoV-19/Japan/TKY58469/2020
Mutation pattern 5) hCoV-19/Japan/TKY58472/2020

Reference
Position*

Reference

Number of samples

Table 4. Comparison of mutation patterns between clinical 
samples at Hospital E 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
241 C T T T T T T T T T T
313 C T T T T T T T T T T

3037 C T T T T T T T T T T
4346 T C C C C C C C C C C
4653 C C C C T C C C C C C
5365 C C C/T C C C C C C C C
5907 C C C T C C C C C C C
6906 C C C C C C C C C T C
8076 T C C C C C C C C C C
9286 C T T T T T T T T T T
10376 C T T T T T T T T T T
10525 C T T T T T T T T T T
10582 C C C C C C C T C C C
14408 C T T T T T T T T T T
14708 C T T T T T T T T T T
16308 C C C C C T C T C C C
20823 C C C C C C C C T C C
21432 T T T T T T T T T T C
23403 A G G G G G G G G G G
24943 T T T T T C T C T T T
25469 C T T T T T T T T T T
26753 C C C C C C T C C C C
28725 C T T T T T T T T T T
28881 GGG AAC AAC AAC AAC AAC AAC AAC AAC AAC AAC
29692 G T T T T T T T T T T

17 1 1 1 1 1 1 1 1 1
＊) Wuhan-Hu-1 (Accession No.NC_045512)

Reference
Position*

Reference*
Mutation pattern

Mutation pattern 1) hCoV-19/Japan/TKYN20/2020, hCoV-19/Japan/TKYN21/2020, hCoV-19/Japan/TKYN22/2020,
hCoV-19/Japan/TKYN23/2020, hCoV-19/Japan/TKYN25/2020, hCoV-19/Japan/TKYN27/2020, hCoV-
19/Japan/TKYN00028/2020, hCoV-19/Japan/TKYN00029/2020, hCoV-19/Japan/TKYN00030/2020, hCoV-
19/Japan/TKYN00032/2020, hCoV-19/Japan/TKYN00036/2020, hCoV-19/Japan/TKYN00037/2020, hCoV-
19/Japan/TKYN00038/2020, hCoV-19/Japan/TKYN00044/2020, hCoV-19/Japan/TKYN00051/2020, hCoV-
19/Japan/TKYN00052/2020, hCoV-19/Japan/TKYN00053/2020
Mutation pattern 2) hCoV-19/Japan/TKYN24/2020
Mutation pattern 3) hCoV-19/Japan/TKYN26/2020
Mutation pattern 4) hCoV-19/Japan/TKYN00031/2020
Mutation pattern 5) hCoV-19/Japan/TKYN00033/2020
Mutation pattern 6) hCoV-19/Japan/TKYN00035/2020
Mutation pattern 7) hCoV-19/Japan/TKYN00039/2020
Mutation pattern 8) hCoV-19/Japan/TKYN00041/2020
Mutation pattern 9) hCoV-19/Japan/TKYN00042/2020
Mutation pattern 10) hCoV-19/Japan/TKYN00050/2020

Number of samples

1 2 3 4 5
241 C T T T T T
313 C T T T T T
3037 C T T T T T
5365 C T T T T T
5392 C C C C C C/T
6525 C T T T T T
8917 C T T T T T
11572 C C C/T C C C
12049 C T T T T T
14185 A C C C C C
14403 C T T T T T
14408 C T T T T T
18167 C T T T T T
19496 A A T T A A
20560 G T T T T T
20703 C T T T T T
21518 G T T T T T
21786 G C C C C C
23403 A G G G G G
26493 GT GT TC GT GT GT
26496 T T G T T T
28849 C C C C C/T C
28881 GGG AAC AAC AAC AAC AAC
28975 G T T T T T
29679 C T C/T T T T

7 1 3 1 1

＊) Wuhan-Hu-1 (Accession No.NC_045512)

Mutation pattern

Mutation pattern 1) hCoV-19/Japan/TKYN00114/2021, hCoV-19/Japan/TKYN00116/2021, hCoV-
19/Japan/TKYN00118/2021, hCoV-19/Japan/TKYN00120/2021, hCoV-19/Japan/TKYN00121/2021, hCoV-
19/Japan/TKYN00124/2021, hCoV-19/Japan/TKYN00126/2021
Mutation pattern 2) hCoV-19/Japan/TKYN00115/2021
Mutation pattern 3) hCoV-19/Japan/TKYN00117/2021, hCoV-19/Japan/TKYN00123/2021, hCoV-
19/Japan/TKYN00125/2021
Mutation pattern 4) hCoV-19/Japan/TKYN00119/2021
Mutation pattern 5) hCoV-19/Japan/TKYN00122/2021

Reference
Reference
Position*

Number of samples
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変異パターンに分かれる事例もあった．1事例のサンプル

数が多かったHospital C（26検体），Care home J（13検
体），Hospital E（11検体）の事例における変異パターン

をみると， Hospital Cでは26件中17件で，Care home Jでは

13件中7件，3件で，Hospital Eでは11件中7件でそれぞれ変

異パターンが一致し，残りの株は各事例の主要な変異パタ

ーンに比べ1～5か所塩基が異なっていた（Table 2-4）．こ

れらの変異パターンと各事例の患者の陽性判定日に相関は

認められなかった．陽性判定日を集団発生の起きた期間と

して，期間ごとの変異数を比較したところ，各事例の主要

な変異パターンに比べHospital Cでは1~3か所/21日間，Care 
home Jでは1~5か所/13日間，Hospital Eでは1か所/18日間で

あった． 
 

考考 察察 
全ゲノム配列を用いた系統樹解析で各事例でほぼ独立し

たClusterを形成したことから，集団発生のような関連性を

疑う場合には全ゲノム配列の系統樹解析を行いClusterの形

成を確認することが効果的と推察する．Cluster 2とCluster 
4のように集団発生の時期が同時期でも，全く異なる

Clusterへ分類される事例もあった一方で，Cluster 2内のよ

うに関連性が高いと推察できる事例も存在した．Hospital 
EとHospital Fは合わせてCluster 2を形成していたが，

Hospital Fは2つの系統に分かれ単一のClusterを形成しなか

った．両施設が医療機関であること，同一の保健所管内に

あること，関係や事例の発生時期が1か月以内であること

を考慮すると，Hospital Eと同じ配列の株またはその上流

にある株がHospital Fでその後2つの系統に分かれた可能性

も推察される．都内のSARS-CoV-2陽性患者の全てについ

て全ゲノム配列を取得することは不可能なため，今回取得

できた株の流行の起源を完全に特定することはできないも

のの，集団発生のあった施設の属性や地理的な関係に合わ

せ，全ゲノム配列を用いた系統樹解析は感染経路の推定に

有用であることが明らかとなった．引き続き，できるだけ

データを増やし，感染経路の推定の確度を高めていく必要

がある． 
コロナウイルスは RNA 複製の校正機能を持つため変異

頻度は他の RNA ウイルスより低く，SARS-CoV-2 の変異

速度は 2 週間に 1 か所程度と推定されている 15,16)．今回，

母集団の大小に関わらず同一事例内であっても患者間で 1
～5 か所の変異が認められた．特に，比較的母集団の大き

い 3 事例では，複数の変異パターンが存在し，変異部位に

バリエーションも見られた．また，この 3 事例では推定さ

れている頻度より高い頻度で変異が生じていた可能性もあ

った．この理由として，各集団における最初の患者に

SARS-CoV-2 が感染し，次の患者へと感染が拡大し臨床

検体として採材されるまでの間に 2 週間以上の期間があっ

たことによる可能性が考えられるが，COVID-19 の潜伏期

間は 1～14 日（平均 5-6 日）とされているため 17)，採材ま

での期間を短縮することは困難である．しかしながら，変

異は感染性の伝播経路にも左右されると考えられ，事例内

で変異パターンが複数生じても，変異が 5 か所までの範囲

であれば，同一の感染源である可能性が本研究から示唆さ

れた． 
SARS-CoV-2のPCR検査陽性例における，疫学情報のみ

に基づいた各事例や患者相互の関連性の解明には限界があ

る．NGSにより得られる全ゲノム配列を用いた系統樹解

析は感染経路の推定に有用であると考えられた． 
 

まま とと めめ 
2020 年 6 月 28 日から 2021 年 4 月 30 日までに搬入され

た，都内における COVID-19 集団発生 30 事例の臨床検体

計 135 件から NGS を用いて，得られた全ゲノム配列の比

較により NGS を用いた遺伝子解析の有用性を評価した．

系統樹解析により集団発生の事例によりほぼ同一の

Cluster を形成した．変異の検出および変異パターンの比

較からは，同一事例内でも数塩基異なる場合があることが

明らかとなった．各事例で検出された新型コロナウイルス

の変異が 5 か所までの範囲であれば，同一の感染源である

可能性が示唆され，全ゲノム配列を用いた系統樹解析は感

染経路の推定に有用であると考えられた． 
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The novel coronavirus disease 2019 (COVID-19), which appeared in China in December 2019, has spread fast and has been affecting 

people worldwide. First reported in Japan in January 2020, its epidemic continues. So far, in Japan, we have conducted cluster measures 
to prevent outbreaks in institutional infections, such as hospitals and care home for the elderly. In this study, we obtained 135 whole 
genome sequences of severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) derived from clinical specimens of 30 institutional 
outbreak cases between June 28, 2020 and April 30, 2021 in Tokyo using the next-generation sequencing (NGS) and evaluated the 
usefulness of genetic analysis using NGS. Phylogenetic tree analysis by institution and comparison of mutation positions and patterns 
suggested that if the SARS-CoV-2 mutations ranged up to five locations, they could be the same source of infection. 
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