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地地方方衛衛生生研研究究所所ににおおけけるる次次世世代代シシーーククエエンンササーーのの利利用用とと課課題題 
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新型コロナウイルス感染症（COVID-19）を契機に，次世代シークエンサー（NGS）が全国の地方衛生研究所（地

衛研）で配備され，新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）の変異株解析等で活用されている．NGSのそれ以外の具体

的な利用法としては，臨床検体の網羅的な病原体解析，病原体の詳細な遺伝子解析等が想定される．また，地衛研を

取り巻く状況として，感染症予防計画等を踏まえた健康危機対処計画が策定された．微生物分野における健康危機事

例発生時の質の高い病原体検査は地衛研において必須となり，従来の検査法に加え，NGSの効果的な活用を標準化し

ていかなければならない．一方で，NGSに関係するインフラ，技術，予算および人材育成面での課題は山積してい

る．特に，網羅的解析等に係るソフトウェア，パルスフィールドゲル電気泳動法としての代替法としての利用，集積

したゲノム情報の活用等，地衛研として解決すべき課題は多い．本稿では，地衛研におけるNGS解析法の使用法を紹

介するとともに，地衛研が抱える課題について考えてみたい． 
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はは じじ めめ にに 
次世代シークエンサー（next-generation sequencer: NGS）

を利用した解析は，専用機器や試薬を使用し，DNA ま
たは RNA サンプルに含まれる塩基配列（連続する長鎖）

を取得する技術である．地方衛生研究所（地衛研）の微

生物分野では，病原体の全ゲノム解析を意味している．

従来のウイルス分野における遺伝子解析や，細菌分野に

おけるMultilocus Sequence Typing (MLST) では1)，コンベ

ンショナルPCRにより目的遺伝子領域を増幅し，その部

分の配列を解析するサンガー法2)が用いられてきた．しか

しながら，サンガー法では解析領域が数百～1,000塩基程

度であるのに対し，NGS解析では数万～数百万塩基と，

サンガー法よりも著しく長い遺伝子領域を解析対象とし

ている． 
NGS解析は新型コロナウイルス感染症（COVID-19）

を契機に，多くの地衛研で配備され，NGS利用が活発化

したが，まだまだインフラ，技術，予算および人材育成

面での課題が山積している．本稿では，地衛研における

NGS解析法の使用法や地衛研が抱える課題について考え

てみたい． 
 

1. 地地衛衛研研ににおおけけるる検検査査へへのの具具体体的的なな活活用用 
地域保健法の改正により，地衛研は法制化され3)，感染

症予防計画等を踏まえた健康危機対処計画の策定により，

地衛研における微生物分野の健康危機に関する業務は必

然となった．地衛研の健康危機対処計画では4)，国立感染

症研究所（感染研）で作られた検査法（公定法）を1ヶ月

以内に最大限の検査数に持っていく事が求められる．一

方で，COVID-19以外にも小さな感染症危機事例はほぼ毎

年発生しており5)，そのような健康危機の場合には，必ず

しも感染研からの検査法の通知を待つことだけに頼る訳

にはいかず，まずは地衛研が独力で危機に立ち向わなけ

ればならない場合が想定される．そのためには，地衛研

独自の創意工夫が必要であり，NGS解析はそのような感

染症危機管理対応に欠かせない有用な手段となりうる． 
 

2. 臨臨床床検検体体ととNGS 
臨床サンプルを直接の材料にしたNGS解析には，感染

原因の病原体がわかっている場合とそうでない場合での

使用法がある．感染原因の病原体がわかっている場合に

おいても，ターゲットとする病原体をPCRで増幅しNGS
を行う場合やそのままNGSを実施する場合に分かれる． 
1) 感感染染原原因因のの病病原原体体ががわわかかっってていいるる場場合合（（新新型型ココロロナナウウ

イイルルスス）） 
新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）のゲノム解析では，

SARS-CoV-2に対する特異的なPCRで全ゲノムを増幅し，

NGS解析を行う．2020年になって本邦で広がったCOVID-
19の原因ウイルスであるSARS-CoV-2はRNAウイルスで

ある．当センターでは当初，臨床検体からのSARS-CoV-2 
RNA塩基配列を直接読む方法（RNA-Seq）を試みたが6)，

全ゲノム獲得には至らなかった．臨床検体から抽出し，

そのままRNAウイルスのゲノム解析では，リアルタイム 
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図１．臨床検体中の新型コロナウイルスの次世代シーケンサーによる解析法（PCR増幅による場合） 

 
PCRで30サイクル未満の検体でも困難であった．98種の

プライマーで増幅してアンプリコンを作成し（図１），全

ゲノム解析する手法が世界的に標準的な方法となり，当セ

ンターを含めて都道府県ほぼ全ての地衛研が本法で検査を

実施している7)． 
一方で，プライマー配列が合致しないと増幅せずにその

後、塩基の読み取りができない場合が出てくるため，変異

の多いウイルス（変異株）ではその都度の修正が必要とな

る8)．また，PCRで増幅する場合においてもリアルタイム

PCRにおいてCt値が30サイクル未満と比較的ウイルス量の

多い臨床検体の方がNGS解析には適している． 
アンプリコンのNGSの場合，PCRを行うプライマーペア

を多く使用すると，プライマーの及ぼす影響（プライマー

配列が全ゲノムに反映されること）が無視できなくなるた

め，プライマーを排除する操作が必要になる．地方衛生研

究所におけるSARS-CoV-2のゲノム解析においては，感染

研のプラットフォームを用いて（COG-JPシステム，

PathoGenS），プライマーの除去操作等を行っている．今

後，他のウイルス感染症等でアンプリコンを用いNGS解析

を行う場合には，それぞれでプライマー配列を抜く作業を

他のソフトウェアベースで構築する必要がある． 
2) 感感染染原原因因のの病病原原体体がが判判明明ししてていいるる場場合合（（エエムムポポッッククスス

ウウイイルルスス）） 
エムポックスは，エムポックスウイルス（MPXV）を原

因とする発疹性の疾患である．MPXVはDNAウイルスで

あり，ウイルスゲノム長が約20万塩基と長い．多くの検体

は発疹部分を材料とし，発疹部分のMPXVウイルス量は多

く，ウイルス量が十分にある材料では，臨床検体から抽出

したDNAを用い全ゲノム解析が可能である．なお，東京

都健康安全研究センターでは，取得したデータをCLC 
Genomics Workbench（QIAGEN）でマッピングし解析して 

 
いる． 

2022～2023年にエムポックスは東京都内で173例，全国

で232例報告されているが9)，MPXVのゲノム配列の登録は

東京都から54株，大阪府から1株登録されているに過ぎず，

この期間における我が国におけるMPXVの全容が解明され

ているとは言い難い． 
3) 原原因因不不明明疾疾患患ののNGS解解析析（（網網羅羅的的解解析析）） 
 原因不明の感染症の際に，採取された臨床検体の全核酸

の中の病原体ゲノムを検索する手法である．2023年のオズ

ウイルス感染症の発見はまさしくNGS解析の結果によるも

のであり，茨城県衛生研究所の果たした役割は極めて大き

い10)．この方法では，臨床検体全ての核酸を抽出後，NGS
データを採取し，パーソナルコンピューター（PC）を用

いた解析で病原体ゲノムを検索する．ある意味では理想的

な検査と思えるが，ターゲットの選択性に乏しいため，病

原体の検出感度は低く，目的とするウイルス量が少ない場

合には，検出が困難な場合も想定される．また，オズウイ

ルスの検索は，感染研のMePIC v2.0（GenEpid-Jデータベ

ース）11)を用いた検索で発見されたが，2024年現在，その

MePICの使用は不可となっている．MePICの重要な点とし

ては，臨床由来サンプル中のヒトゲノム配列の削除と検索

にあった．ヒトゲノム配列は個人識別符号に位置付けられ

ることから，後継となる解析ソフトウェアが必要である．  
 
3. 分分離離株株とと NGS 

NGS解析の場合には，解析したい核酸が十分量かつ高い

純度で必要である．そのため，細菌であってもウイルスで

あっても，分離株はNGS解析に適している．ただし，ウイ

ルスはゲノム長が1～20万塩基長であるのに対して，細菌

ゲノムは10～100倍以上長いため（大腸菌の場合：480万塩

基），使用する検査試薬は異なる．また，細菌における研 
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図2. 次世代シーケンサーによる原因不明疾患の解析法 

 
究目的によっては，染色体とプラスミドに分けて解析する

こともあり，特に，カルバペネム耐性腸内細菌目細菌

（CRE）等でのプラスミド解析が例として挙げられる12)． 
細菌においては，全ゲノム情報の利用により，一塩基レベ

ルでの変異の有無（1塩基多型，SNP）が判定可能となり

13)，集団感染事例等における感染リンクの推定，クラスタ

ー解析や感染源の推定が高い精度で可能である．しかしな

がら，SNP解析についての具体的な解析手法は統一化され

ているとはいえない．これまでは，集団発生事例の場合，

菌株の制限酵素によるバンドパターンを比較するパルスフ

ィールドゲル電気泳動（Pulsed-field gel electrophoresis，
PFGE）法でのバンド数の違いが用いられてきたが，既に

PFGE機器の販売は終了し，サポートも2023年末で終了

（予定）とされている．塩基配列解析に基づく  Multi-
locus sequence typing（MLST）法は，識別能がPFGE 法と

比べやや劣ることが課題であったことからも，NGSによる

PFGEからの代替が期待されている． 
 

4. NGS のの解解析析ののたためめののハハーードド・・ソソフフトト環環境境 
NGSの解析は俗にWet（ウエット）と呼ばれる試薬など

を使った実験室での作業とDry（ドライ）と呼ばれるPCを
使用した作業に分かれる．Dryな作業では，PCのスペック

（高性能処理等）のみならず，通信環境（外部接続・速

度），解析ソフト，解析者のスキル等が必要な要素となる．

解析ソフトも様々ある．市販のソフトウェアには当センタ

ーも使用するCLC Genomics Workbench等の代表的なソフト

があるが，高価で，毎年ソフトの使用料を支払うものが多

い．一方，フリーソフトも充実しているが，多くのデータ

解析はLinux/Unixベースであり，専門的な知識も必要とな

る．  
前述のMePICように感染研等でのWebベースでの解析サ

イトは初心者にとって大変便利ではあるが，メンテナンス

作業等の負担は大きく，Webベースの解析サイトは多くは

ない14-16)．NGS解析の継続のためには，地衛研で解決すべ

き大きな課題となっている． 

5. NGSにによよるるゲゲノノムム情情報報のの活活用用 
NGSで解析したデータは（ドラフトゲノム等を含む），

DDBJ等の遺伝子データバンクに登録することで，公表か

つ共有性を高めることができる．登録時のアクセッション

番号は，論文執筆時に重要な要素であるが，リアルタイム

の疫学的なデータの活用性から考えると，どこでどのよう

な病原体が流行しているのかを把握する手立てにも活用す

べきである．ゲノム解析はコスト高であり，いつでも検査

が可能な地衛研はそれ程多くはない．国レベルで一括して

実施や地域ブロック毎の実施等，様々な解決策を模索する

時期に来ている． 
ゲノムデータが地域別，時系列的に最も使用されている

のは，国際ゲノムデータベースのGISAID（Global Initiative 
on Sharing Avian Influenza Data）に登録されたデータといえ

る15)．GISAID登録データには，SARS-CoV-2，MPXV，イ

ンフルエンザウイルス，RSウイルス，アルボウイルス

（デングウイルス，チクングニアウイルス，ジカウイルス）

が登録されており，それらのデータを検索するソフトウェ

アも充実している．どこでどのようなウイルスが検出され，

似たようなウイルスの存在を全世界で検索することが可能

となっている．残念ながら，GISAID以外のデータベース

では，登録し，アクセッション番号を得ること以外に活用

法を見出すことはなかなか難しい． 
 国際ゲノムデータベースとはいかずとも，健康危機管理

に携わる地衛研全体で共有できるナショナルデータシステ

ムが我が国にあれば，健康危機管理上この上ないツールと

なりうるが，現状では存在しない．日本としてゲノム解析

データを共有し，都道府県が健康危機管理時に利用・活用

・公開できる体制を国を含めて構築していく必要がある． 
 
6. 今今後後ののNGS解解析析 
前述したように，NGSの検査を行う上では，ハード面と

ソフト面での継続的な充実強化が必要である．Wetな作業

面では，COVID-19対策でNGS機器はかなり整備され，多

くの消耗品の予算も以前よりは捻出可能になったものと思
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われる．しかしながら，COVID-19後のNGS検査には継続

的な予算措置が必要であり，すでに感染症検査の一部とな

っていることからも，行政側に伝え続ける必要がある． 
一方で，Dryな作業面では，感染研のWebサイトの使用

が困難となったことから（SARS-CoV-2を除く），地衛研

個々におけるPC環境をはじめとした充実強化が必要であ

る．特に，市販のソフトウェアは非常に高額であり，サブ

スクリプション契約によるものも多い．Linux/Unixベース

でのフリーソフトは多いが，初心者が簡単に扱えるもので

はなく，また，精度保証等の面でブラックボックス的な要

素も多いため，地衛研全体でソフトウェアの使用を考え，

バックアップする考え方も必要となると思われる．すなわ

ち，基本的なWetな作業のマニュアル化，Dryに関わるソ

フトウェアの使用法の明示・研修等である． 
さらに，トータル的なものの考えとして，地衛研個々で

手に負えない解析の場合には，ブロック毎の核となる地衛

研や全国の地衛研がサポートできる協働体制の構築も含ま

れる．  
今後、これらの積み重ねができれば，地衛研個々の専門

的人材の育成に繋がり，次の健康危機管理対策では，万全

を期して，健康危機対処計画に則り，地衛研の底力を発揮

できるものと考えている． 
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Utilization and Challenges of Next-Generation Sequencers in the Japan Association of Public Health Institutes 

 
Kenji SADAMASUa 

(Reviewed by Hiroyuki TSUKAGOSHIb) 
 

During the COVID-19 pandemic, next-generation sequencers (NGS) have been deployed at the Japan Association of Public Health 
Institutes (JAPHI) nationwide and used for genetic analysis of variant strains of SARS-CoV-2. NGS is also used for the comprehensive 
pathogen analysis of clinical specimens, detailed genetic analysis of pathogens, and various other applications. With the establishment of 
the health crisis response plan based on the infectious disease prevention plan, work related to health crises in the field of microbiology 
at JAPHI has become a necessity, and the effective use of NGS must also be standardized. However, several challenges in infrastructure, 
technology, budget, and human resource development are still encountered. In particular, many issues should still be resolved by JAPHI, 
such as the development of software for comprehensive analysis, the use of pulsed-field gel electrophoresis as an alternative method, and 
the utilization of accumulated genomic information. Thus, this study introduced the use of NGS analysis methods at JAPHI and discussed 
some issues encountered by NGS analysis. 
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