
─ 3 ─

Microb. Resour. Syst. June 2025 Vol. 41,  No. 1

はじめに
　非結核性抗酸菌（non-tuberculous mycobacteria: 
NTM）は結核菌群 7 種，らい菌 1 種（Mycobacterium 
leprae）を除く，200 種を超える多様性をもつマイコ
バクテリウム属菌の総称である（Gupta et al., 2018; 
Ohkusu, 2021）．NTM は土壌や河川，海洋など環境中
に広く存在し，その一部はヒトだけでなく，鳥や豚な
どさまざまな動物にも病原性を示す．分類上はグラム
陽性菌であるがグラム染色では容易に染色されず，
チールネルゼン法により赤い多形性の桿菌として染ま
る．その増殖性により迅速発育菌と遅発育菌の 2 つに
大別され，ヒトに病気を起こす迅速発育性の NTM は
M. abscessus, M. chelonae, M. fortuitum の 3 種のみ
で，結核菌やらい菌と同様，ヒトへの病原性を示す多
くの NTM は遅発育菌である．NTM が引き起こす病
気の大部分は呼吸器疾患である肺非結核性抗酸菌症

（肺 NTM 症）であり，まれにリンパ節炎や皮膚疾患を
引き起こす場合もある．日本における肺 NTM 症の原
因菌種は M. avium と M. intracellulare を合わせた
M. avium complex（MAC）が 83％と多くを占め，次
に M. kansasii（8％），M. gordonae（2％），M. ab-
scessus（2％）が続く (Namkoong et al., 2016）．結核
と異なり，肺 NTM 症のヒト−ヒト感染は起こらない
といわれており，土壌や汚染水からの曝露が感染リス
ク要因と考えられている．感染後は自覚症状がほとん
どないまま長い時間を掛けて病状が進行し，発症後は
咳・痰・血痰・発熱・食欲不振・体重減少・全身倦怠
感などが見られ，抗生物質も効きづらいために長期の

薬剤治療が必要となる難治性の疾患である．高齢化と
の関連が示唆されており，日本では 2002 年の調査で
人口 10 万人当たり 3.7 とされていた罹患率は，2014
年の調査では 14.7 と増加しており（Namkoong et al., 
2016），米国 4.7（2015）や英国 2.9（2006）と比較して
世界的にも日本が高い罹患率であることが明らかに
なっている．肺 NTM 症の検査では PCR や DNA–
DNA ハイブリダイゼーション法，MALDI-TOF 質量
分析法による同定法などがあるが，遅発育性のために
培養に時間が掛かり，さらに 200 種を超える多様性を
網羅する検査手法が存在しないことが課題とされてき
た．

コアゲノムMLSTによるNTMの菌種同定
　多様な NTM のなかには M. abscessus のようにさ
らに 3 種の亜種 subspecies abscessus, massiliense, bol-
letii に分類が分かれ，それぞれ薬剤感受性が異なるこ
とが知られているものもある（Johansen et al., 2020）．
こうした多様な NTM の菌種や亜種の正確な同定を行
うためには，従来の数遺伝子の情報を基にした multi-
locus sequence typing（MLST）法では不十分と考
え，さらに比較するハウスキーピング遺伝子を増加さ
せたコアゲノム MLST（cgMLST）法による同定法を
検討した（Matsumoto et al., 2019）．NTM 間に高度
に保存するハウスキーピング遺伝子を検討するために
はゲノムデータベースの網羅性が重要になる．既存の
pubmlst データベース（https://pubmlst.org/）を調査
したところ NTM に関しては 32 種の情報しか登録さ
れておらず，ゲノムデータの拡張が必要であった．そ
こでわれわれはゲノム情報が不十分であった 63 種の
NTM を理化学研究所バイオリソース研究センターか
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ら提供を受け，それらのゲノム解析を実施した．また
公共データベースから NTM のドラフトゲノム情報の
収集も行い，決定したゲノムと合わせて 7,547 のゲノ
ムプロファイルデータを得た．その結果，NTM に関
しては 175 種，抗酸菌としては 186 種を網羅するゲノ
ムデータベースを構築した．この 175 種のゲノム配列
からコアゲノムを作成し，MAFFT および FastTree
により系統樹を作成した結果，数種の例外はあるが迅
速発育菌と遅発育菌の NTM に分かれる系統関係を確
認した（図 1）．
　cgMLST 解析には全ゲノム情報のなかから同定に
有効な遺伝子セットを定義する必要がある．このため
に得られたゲノムデータから NTM 間に共通して存在
するハウスキーピング遺伝子や病原性に関与する遺伝
子等を選別し，184 遺伝子を対象とした cgMLST 用
データベースを構築した．さらに，このデータベース
にシークエンスデータを参照し，菌種の同定結果を出
力するソフトウェア“mlstverse”を開発した．正確な
菌種同定には，データベース中の同定対象に対する一
致度が高くなること（感度が高い）と，同定対象以外
に対する一致度が低く抑えられる（特異度が高い）必
要がある．175 種の NTM について，これら特異度を
検討した結果，属レベルの解像度にとどまる 16S 
rRNA 遺伝子を用いた場合と比較して，種レベルで特
異的に区別できていた（図 2A）．またそのうち，臨床
的な鑑別が重要となる Mycobacterium abscessus の亜
種間での特異度を評価したところ，亜種レベルにおい
ても高い特異度を有することを確認した（図 2B）．
　この手法論の評価のために，すでに MALDI-TOF 
MS 法（Vitek MS v3.0 system）によって菌種が判明
している 13 株について，cgMLST による再解析を
行った．その結果，13 株中 12 株が質量分析と一致し，
不一致の 1 株に関しては質量分析では M. intracellu-
lare であったが，われわれの手法では M. yongonense
という同定結果であった．この株の全ゲノム情報を用
いて近縁系統の確認を行ったところ，M. yongonense
が正しい同定結果であると結論づけた．また 13 株の
なかには，質量分析では菌種名までの同定結果であっ
たが，われわれの手法により M. fortuitum subsp. acet-
amidolyticum, M. abscessus subsp. abscessus, M. ab-
scessus subsp. massiliense, M. avium subsp. hominis-
suis などの亜種が判明した．これら 13 株は既知例の
再解析であったが，次に質量分析では同定不明となっ
ていた 16 株を用いて解析を行った．その結果，16 株
すべての菌種が判明し，それらは M. gordonae, M. 

lentiflavum, M. wolinskyi, M. kansasii, M. colom-
biense, M. europaeum といった稀少な NTM であっ
た．こうした稀少な NTM は質量分析のデータベース
に登録が少なく，ゲノム情報も乏しいことから見逃さ
れてきた可能性がある．今後もこうした稀少な NTM
のゲノム情報を収集することによって，これまでの統
計にはない隠れた肺 NTM 症の実態を明らかにできる
かもしれない．

ナノポアシーケンシングとクラウドコンピューティン
グによる迅速その場同定
　初の次世代シークエンス技術は 2005 年頃から登場
し，2014 年頃に登場したナノポアシークエンス技術
である Oxford Nanopore Technologies 社の MinION
によって，小型のゲノム解析デバイスを携帯すること
が可能となり，場所を選ばずロングリードによるゲノ
ム解析が可能となった（Clarke et al., 2009）．次世代
シークエンス技術の登場から約 20 年，ナノポアシー
クエンス技術の登場からは早 10 年が経つが，場所を
選ばないはずの MinION が，日常的に病院等で活用さ
れている状況にはいまだいたっていない．その主な要
因としてはデータ解析の困難さにある．MinION から
出力される生データは 1 時間当たり約 20 GB に達し，
1 分当たりの換算でおよそ 330 MB/min となるが，こ
れは 4K 動画（350 MB/min）の情報量に匹敵するだけ
のデータを，ネットワークを介したうえで高次解析処
理し続ける必要があることを意味する．個々の病院な
どのそれぞれの拠点において計算機環境やそれを扱う
人材を確保し，これだけのデータ量に対して，リアル
タイムに遺伝情報を解析することはきわめて困難であ
ると予想される．そこでわれわれはシークエンス作業
と解析作業を分け，シークエンス作業はできるだけ臨
床現場に近い場所で実施し，得られたゲノムデータは
リモートで大型計算機に自動で送信し解析後，臨床現
場に結果を即時に返すようなクラウドコンピューティ
ングを活用したシステム開発を行った．Web で運用
されている解析システムは多くあるが，データをアッ
プロードしてから解析するのではなく，あくまでもナ
ノポアシークエンス実験を実施する一連の流れから自
動化し，ユーザーが解析過程を意識することなく自然
に結果を閲覧できるようなシステムを目指した．開発
した“mlstverse-web”システムの実地試験を行った
結果，ナノポアシークエンスを実施後，早い場合には
約 30 分以内には結果として種名と MLST スコアのリ
ストとして閲覧できることを確認した．
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図 1　NTM 175種の系統樹
環状に示された分類は外側から 5 つの亜属分類（Gupta et al., 2018 に基づく），増殖タイプの迅速発育菌（Rapid：緑）およ
び遅発育菌（Slow：黄）の分類，３つのアセンブリ配列の由来（新規決定：濃灰色，再解析：灰色，公開データ：淡灰色），
ヒトや家畜に対する病原性（病原性有：赤，病原性無：青，動物への病原性：紫，不明：緑）についてそれぞれ色別に示す．

図 2　MLSTにおける特異度の評価
A：種レベルでの特異度．16S rRNA 遺伝子の相同性（左）および mlstverse データベース上の 184 遺伝子を用いた場合

（右）の評価．16S rRNA 遺伝子では高い相同性を共有する種が多く，それに比べ 184 遺伝子を用いた場合には 1 対 1 のみ
の高い相同性スコアとなる．B：M. abscessus 亜種同士のプロファイル類似性の評価．3 種の亜種間でのみ高い相同性スコ
アが共有されており，他の亜種に対しては低いスコアが維持され，亜種特異性が高いことが示されている．
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国内外医療機関でのフィージビリティ研究
　このクラウドによる同定システムを使用する臨床現
場としては病院等の検査室が想定されたため，菌体か
らの DNA 抽出やライブラリ調製過程もできるだけ簡
便化を行った．必要な器具装置類はすべて持ち運べる
サイズのものを選択し，ノート PC と持ち運び実験器
具セットを医療機関に持ち込めば実験を実施できるよ
うに工夫を行った（図 3）．この同定セットを国内外の
協力医療機関に導入し，NTM 同定のフィージビリ
ティ研究を継続している（図 4）．各医療機関によって
ネットワークの問題やライブラリ調製の失敗等，さま
ざまな課題に直面したが，システムやプロトコルを
アップデートし解決してきた．現在では国内 9 機関，
海外 1 機関にこのシステムを使用していただきなが
ら，さらなる改良を続けている．このような取り組み

のなかで，稀少な肺 NTM 症例の菌種同定にこのシス
テムが役立ち，新種の発見につながった例があったの
で最後に紹介する．

1）Mycolicibacterium toneyamachuris の症例（Kuge 
et al., 2020）
　特に既往のない 44 歳の女性が慢性的な気道症状の
繰り返す悪化のため刀根山医療センターに紹介受診と
なった．胸部 CT では中葉，両下葉に小葉中心性分布
の小結節影および気管支拡張が見られ，肺 NTM 症に
合致する CT 所見を呈した．エリスロマイシンによる
内服加療を行うも症状は悪化し，喀痰より同定不能迅
速発育菌が繰り返し分離されたため，同定不能菌によ
る肺 NTM 症と診断した．その後の全ゲノム解析によ
り，同定不能菌は Mycolicibacterium mucogenicum に
遺伝的に近い新種であることが判明し，病院名から
Mycolicibacterium toneyamachuris と 種 名 を 提 案 し
た．薬剤感受性試験の結果を参考に，クラリスロマイ
シン，モキシフロキサシン，アミカシン，イミペネム/
シラスタチンの併用療法を開始し，症状および画像所
見は改善した．

2）Mycobacterium senriense の症例（Abe et al., 2022）
　慢性閉塞性肺疾患のある 74 歳の男性が，数日前か
らの発熱と呼吸困難のため受診した．慢性呼吸器症状
の悪化を繰り返し，何度も入院を要した既往があっ
た．胸部 CT では，両側肺気腫が著明で，左上葉に浸
潤影，左下葉に軽度の気管支拡張を認めた．一般細菌
培養は陰性であったが，小川培地による抗酸菌検査に
て同定不能菌が分離された．16S rRNA 遺伝子の塩基
配列から，この菌株は Mycobacterium avium complex
に属する種およびそれらの近縁種に類似していること
が示された．全ゲノム解析により，同定不能菌は My-
cobacterium vulneris に遺伝的に近い新種であること
が判明し，地名の千里から Mycobacterium senriense
と種名を提案した．

3）Tsukamurella toyonakaense の 症 例（Kuge et al., 
2022）
　特に既往のない 59 歳の女性が胸部 X 線所見異常の
ため紹介受診となった．胸部 CT 所見で中心小葉結節
と気管支拡張症が認められた．経過観察中に咳嗽とと
きおり喀血が出現した．喀痰からは M. chelonae が繰
り返し確認された．エリスロマイシンと去痰薬による
治療を開始した．2 年後，M. chelonae は喀痰から消

図 3　持ち運び実験器具セット
写真右より MinION シーケンサー，ラップトップ PC，卓
上遠心機，ブロックヒーターが含まれる．

図 4　トレーニングの様子
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失した．しかし，症状や X 線所見は徐々にではあるが
着実に進行し，8 年間にわたり喀痰から同定不能迅速
発育菌が繰り返し検出された．培養株はチールネルゼ
ン染色陽性であった．全ゲノム解析により，同定不能
菌は Mycobacterium 属ではなく Tsukamurella 属で
あり，T. paurometabola に遺伝的に近い新種である
ことが判明し，地名の豊中から Tsukamurella toyon-
akaense と種名を提案した．

おわりに
　コアゲノム MLST による迅速その場同定の方法論
と新種がかかわるいくつかの症例を紹介したが，この
方法論にはまだ課題がある．この方法論では単離され
た株からの DNA を出発材料としているため，培養過
程が必要である．菌種によっては，4 週間以上の時間
が培養に掛かるものもあり，同定過程全体の迅速化と
しては課題が残る．現在，臨床検体から直接抽出した
DNA を出発材料として解析を行い，同定を迅速化す
るプロトコルの開発を行っている．また今回，大阪府
下の病院の症例からのみでも複数の新種が見つかった
ことから，日本はもとより世界には，われわれがまだ
把握していない多様な抗酸菌が存在しているものと推
測される．今後，本稿で紹介したような網羅的同定法
が普及していくことで，抗酸菌の真の多様性が把握で
き，効果的な治療につながっていくものと期待され
る．
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Rapid on-site identification of non-tuberculous mycobacteria 
—Current status and future prospects of microbial genome analysis in clinical practice—

Shota Nakamura, Yuki Matsumoto, Kiyoharu Fukushima and Tetsuya Iida 
Department of Infection Metagenomics, Research Institute for Microbial Diseases, The University of Osaka

  “Non-tuberculous mycobacteria” (NTM) is a generic name for more than 200 Mycobacterium species, excluding seven 
species of the M. tuberculosis complex and M. leprae.  NTM are widely distributed in soils, rivers, and the oceans, and 
some are pathogenic to humans.  The majority of illnesses caused by NTM are pulmonary non-tuberculous infections.  
These intractable respiratory diseases require long-term drug treatment due to its inability to respond to antibiotics.  
They have been associated with an aging population.  In Japan, the incidence rate increased from 3.7 per 100,000 
population in 2002 to 14.7 per 100,000 in 2014.  Although PCR, DNA–DNA hybridization, and MALDI-TOF mass 
spectrometry have been used to test for pulmonary NTM disease, the slow growth of NTM means a long culture time, 
and there is no test method that covers their species diversity.  Here we introduce a method of rapid on-site 
identification of NTM using core genome multi-locus sequence typing, and report some cases caused by novel NTM 
species identified by this approach.


