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エクソーム解析原理	



3 

シーケンスによるバリアント解析	

ゲノムDNA 

断片化	

シーケンス	
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シーケンスによるバリアント解析	

CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGGAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 

 Q  D  A  V  I  I  L  G  G  G  G  L  L  F  A  S  Y  L  M   

CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGGAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 
CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGAAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 
CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGGAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 
CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGAAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 
CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGAAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 
CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGGAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 
CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGGAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 
CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGGAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 

CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGGAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 

CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGAAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 

CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGGAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 

CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGGAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 

CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGAAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 

CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGAAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 

CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGAAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 

CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGAAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 

 Q  D  A  V  I  I  L  G  E  G  G  L  L  F  A  S  Y  L  M   

GGA : G 
GAA : E	

参照配列	
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イルミナシーケンサーを用いたバリアント解析 

! TP53遺伝子の1塩基置換 (7,579,472 GàC) 

HiSeq 2000 

HiSeq 2500 

HiSeq 2000 

HiSeq 2500 
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イルミナシーケンサーを用いたバリアント解析 

! PIK3CA遺伝子の1塩基置換 (178,927,410 AàAG) 

HiSeq 2000 

HiSeq 2500 

HiSeq 2000 

HiSeq 2500 

HiSeq 2000 

HiSeq 2500 
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エクソーム濃縮ワークフロー 

ゲノム DNA 50 ng 

シーケンス 

1 

2 

4 

3 
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エクソーム解析結果 

! TP53遺伝子のカバレッジ 

HiSeq 2000 

HiSeq 2000 

HiSeq 2500 
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! 3,132,608 箇所の１塩基の置換 

! 5,319箇所の 10kb 以下の欠損 

! 3 Mb の参照配列には無い配列 

! ヒトゲノムには未発掘の多様性に富んだ
配列が数多く存在 

! 全ゲノム解析は、これらを理解するために
極めて重要なアプローチ	

全ゲノム解析例：　初めての日本人ゲノム解析	

Fujimoto A, et al., (2010) Whole-genome sequencing and comprehensive variant analysis of a Japanese individual using massively parallel 
sequencing. Nat Genet. 2010 Nov;42(11):931-6.	
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エクソーム解析のレビュー: Nature Reviews Genetics 
	

! これまでエクソーム解析で原因遺伝
子を特定できた29文献の一覧表 

! ほとんどの解析が、1-4家系、1-4症
例で実施されている 

! 遺伝性疾患の解析に威力を発揮 

! 全エクソーム解析で見つかるバリア
ント数　20,000～30,000 

! de novo バリアントは約70 

Bamshad MJ, et al., Exome sequencing as a tool for Mendelian disease gene discovery. Nat Rev Genet. 2011 Sep 27;12(11):745-55.	
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疾患原因遺伝子を絞り込むための研究デザイン 

家系情報 

 
 
 
 
 
 
 
 

家族内集積あり 

 
 
 
 
 
 
 
 

家族内集積なし 

仮説 常染色体劣性遺伝 de novo 

研究デザイン 
スクリーニング：家族サンプル 
検証：独立した別家族 
裏付け：生化学的特徴 

スクリーニング：家族サンプル 
検証：独立した別発症者 
裏付け：生化学的特徴 
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エクソーム解析ワークフロー	
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15 Gb	 120 Gb	
ランあたりの 
最大データ量	

イルミナシーケンスシステムの紹介 
 

MiSeq HiSeq 2500 NextSeq HiSeq X Ten 

フォーカス 柔軟 生産性 集団規模 

デスクトップ型	 大型	

300 x2	 150 x2	最大リード長	

1,000 Gb	 1,800 Gb	

250 x2	 150 x2	

1	 9	
ランあたり 
エクソーム 
解析サンプル数	

96	 -  
(全ゲノムのみ)	
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エクソーム解析ワークフロー	

Variant 
Studio 

NextSeq 

ライブラリ作製 
エクソン濃縮 シーケンス アライメント 

バリアントコール 
アノテー 
ション 

エクソーム 
濃縮キット 

ゲノム 
DNA	

レポート	
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イルミナ VariantStudioの解析フロー 
 

VCF または gVCF ファイルの入力 

イルミナ VariantStudio デスクトップ版 

解釈した結果をレポートとして出力 

VariantStudio  
アノテーションデータベース 
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! 家系情報を利用した絞り込み 
–  トリオ解析のデータを利用可能 

§  劣性モデルでの遺伝子抽出 
§  de novo モデルでの遺伝子抽出 

!  データベースを使用した絞り込み 
–  OMIM 
–  ClinVar 
–  1000人 
–  COSMIC 
–  他 

! アノテーション機能 
–  SIFT : タンパク質の立体構造への
影響を予測 

–  PolyPhen : 生物種を超えて保存
されている配列情報を利用 

VariantStudioによるバリアントの絞り込み 
 

1,000,000~ 
全ゲノムのバリアント 

30,000~ 
エクソン領域 

10,000 ~ 
疾患関連遺伝子 

100~ 
有害な変異 

10~     
稀 
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 VariantStudioを使ってみよう 
- エクソーム解析編 -  
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親子トリオのデモデータについて 

トリオ解析の前提 
1.  疾患は常染色体劣性遺伝と仮定 
2.  希少疾患で、原因変異はアレル頻度が低いと仮定 
3.  遺伝子上の変異で遺伝子機能に影響を与えると仮定 

デモデータ 
先天性疾患原因変異を 
両親にヘテロ、子にホモと 
なるようにデータ上で挿入 

12891_dad_het 12892_mom_het 

12878_child_homo 
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VariantStudioによるエクソーム解析例 

VariantStudio起動 

バリアント解析結果(VCF)を読み込み 

品質フィルタ 

遺伝様式による絞り込み 

アノテーション 

疾患関連バリアント絞り込み 

新規バリアントの探索 

東アジア人アレル頻度で絞り込み 

日本人アレル頻度で絞り込み 

遺伝子機能への影響で絞り込み 

遺伝様式に当てはまらない　　　　　
不明瞭なバリアントを取り除く 

33,358 バリアント 

26,775 バリアント 

5,001 バリアント 

3 バリアント （2 遺伝子）	

5.001 バリアント 

1,263 バリアント 

439 バリアント 

73 バリアント 

73 バリアント （18 遺伝子）	
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VariantStudioを起動し VCFファイルを読み込む 

Shiftキーで 
複数選択可 
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サンプルごとのバリアント一覧を表示 
 

読み込まれたバリアント数 
33266	
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トリオ解析 

NA12878が有する33,358個のバリアントから 
疾患原因候補遺伝子の絞り込みを行う	

33,358	

33,266 33,020 

NA12891_dad_het NA12892_mom_het 

NA12878_child_homo 
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シーケンス品質が良いバリアントの絞り込み 

フィルタを 
パスしている 
バリアントを 
絞り込む 

33,358 > 26,775 バリアント	
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遺伝様式での絞り込み（常染色体劣性遺伝）  

12891 12892 

12878 
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遺伝様式での絞り込み（常染色体劣性遺伝）   

“Autosomal Recessive” 
父・母のサンプルIDを指定 

26,775 > 5,001 バリアント	
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バリアントへのアノテーション（注釈） 
 

アノテーションデータベースの情報を取得 
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バリアントへのアノテーション（注釈） 
 

表示されているバリアントを
全て選択する 
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バリアントへのアノテーション（注釈） 
 

“Selected variants of Current Sample” 
選択されたバリアントのみに 
アノテーション 
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既知の疾患関連バリアントの絞り込み 

ClinVarに登録されている 
疾患関連バリアントを抽出 

5,001 > 26 バリアント （13 遺伝子）	
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ClinVar で Pathogenic に分類されるバリアントを抽出 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/docs/clinsig/ 
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ClinVar で Pathogenic に分類されるバリアントを抽出 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/docs/clinsig/ 

ClinVar Significantカラム下に 
”Pathogenic”と入力 
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ClinVar で Pathogenic に分類されるバリアントを抽出 

“Contains”をクリックして 
“Equals”に変更 
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ClinVar で Pathogenic に分類されるバリアントを抽出 

26 > 3 バリアント (2 遺伝子)	
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ClinVar で Pathogenic に分類されるバリアントを抽出 

既知の疾患関連バリアントで説明できれば完了 
説明できない場合、更に追加で解析を実施 
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遺伝性疾患の原因と考えられるバリアントの確認 

父方由来 
NA12891	

母方由来 
NA12892	

同一遺伝子の異なる箇所にバリアントを検出 
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レポート作成 
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バリアントに独自の分類を指定 
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レポートを作成 
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レポートを作成 : サンプル情報 
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レポートを作成 : 解析方法 
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PDFレポートの出力 
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QUESTIONS ? 
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補足：Miller 症候群の原因変異	

! 同様の症状を持つ11人を6家系から集め、同遺伝子のバリアントを調べた結
果、全ての被検者において、この遺伝子にバリアントが発見された	

Ng SB, et al.,  Exome sequencing identifies the cause of a mendelian disorder. Nat Genet. 2010 Jan;42(1):30-5. Epub 2009 Nov 13. 	

原因候補遺伝子：DHODH	
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! 1998 	米国サンディエゴにて設立 	

! 2000 	株式公開	

! 2003 	日本法人イルミナ株式会社設立	

! 2007 	Solexa社買収（次世代シーケンサー）	

! 2008 	NASDAQ-100に選出	

! 2009 	フォーブス誌 Fastest Growing Technology  
	Company にて1位に選出	

! 2013 	「MIT Technology Review」 50 Disruptive Companies	

              （世界の革新的な50の企業） に選出	

本社	 	米国カリフォルニア州サンディエゴ	

従業員数 	3,000名以上	

	

日本法人 	イルミナ株式会社	

事務所 	東京オフィス / 大阪オフィス	

従業員数 	83名（サポート部 39名）	

	

	

	

Illumina 沿革	
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2014年 
MIT Technology Review 
SMARTEST COMPANIES  
第１位	
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DNAシーケンサーの100万塩基あたりの解読コスト 

http://www.genome.gov/sequencingcosts/ 

ムーアの法則	

これまでの 
シーケンサー	

次世代 
シーケンサー	
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次世代シーケンサー開発におけるブレイクスルー	

鋳型調製 
スループット 
向上	

検出感度 
向上	

データ 
処理能力 
向上 

フローセル1枚で 
96穴プレート 
3000万枚分 
の鋳型を増幅	

数umの 
千分子の 
程度の 

DNAを解析	

小型の 
ワーク 

ステーション 
で大量の 
データ処理	
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イルミナ次世代シーケンサー一覧 

データ量	 15 Gb	 120 Gb	 1,000 Gb	 1,500 Gb	 1,800 Gb	

最大リード長	 300x2	 150x2	 250x2	 150x2	 150x2	

Gbあたりの 
コスト	

約 1.7 万円	 約 0.6 万円	 HO 約 0.6 万円 

RR 約 0.8 万円	 約 0.5 万円	 約 0.1 万円	

アプリ 
ケーション	

MiSeq NextSeq 500 HiSeq 4000 HiSeq X Ten 

デスクトップ型	 大型	

HiSeq 2500 

ターゲット ターゲット 

RNA-Seq RNA-Seq RNA-Seq 

エクソーム エクソーム エクソーム 

全ゲノム 全ゲノム 全ゲノム 全ゲノム 

$1000ゲノム 
達成！	
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“個別化医療の約束を 
理解する手助けとなる画期的な出来事” 

Francis Collins – NIHディレクター 

世界で初めて体外診断目的で 
FDA認可およびCEマーク 

嚢胞性繊維症アッセイ & ユニバーサル試薬 

MiSeq Dx システム* 
 
　　　　　　　　　 

*日本国内での発売開始時期未定	
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等量のデータを得るためには 

1 

1日あたり3730XL 1Mbの場合  

8,000 



9 

多型 

遺伝子 

アンプリコン 

シーケンス 

A                          
G         

キャピラリーシーケンサー 次世代シーケンサー 

アンプリコン 

大量データの効果 : アナログからデジタルへ 
蛍光強度　から　リード数カウント　へ	

A　９リード                          
G　７リード         
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大量データの効果 : 癌関連の複数遺伝子を一気に解析 
TruSight Tumor (26 genes) 
 

肺癌 大腸癌 メラノーマ 胃癌 卵巣癌 

EGFR KRAS KRAS BRAF BRAF KIT KIT PDGFRA 

AKT1 PIK3CA AKT1 PIK3CA GNAQ KRAS AKT1 FGFR2 AKT1 ERBB2 

ALK PTEN APC PTEN MAP2K1 NRAS PIK3CA p53 PTEN p53 

BRAF p53 CTNNB1 SRC PIK3CA PTEN 

CTNNB1 MAP2K1 EGFR p53 

MET NRAS FBXW7 MET 

NRAS 

業
界
ガ
イ
ド
ラ
イ
ン

 
新
規
ま
た
は
臨
床
試
験
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Lung Cancer 
Biopsy 

EGFR Molecular 
Testing   

WT or 
Resistance 

Variant   
ALK Testing 

WT 

Standard 
Chemo 

Clinical trial 
options? ? 

? Variant crizotinib 
Candidate Activating 

Variant 

erlotinib or 
gefitinib 

Candidate 

A Shared Vision: A Universal Oncology Test 
Revolutionizing the clinical paradigm for Oncology Rx 

Iterative testing increases demands for tissue, time to action, and costs 

Cancer Biopsy Universal 
Oncology Test 

Actionable 
Variant Informed Therapy 

No Actionable  
Variant Detected 

Investigational 
Data Analyzed 

Informed  
Therapy 

Universal Oncology testing informs approved therapies and guides access to experimental therapies; minimizes tissue 
burden; potentially reduces time to action; and improves outcomes  

Future  

Today 
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       患者 治療薬 

Target 1  

Target 2 

Target 3 

The (One) Test 
(複数の遺伝子ターゲット) 

Companion Therapeutic 
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大量データの効果 : 複数遺伝子の塩基配列を一気に解析 
TruSight One (4,813 genes) 
 

4,813  
遺伝子をターゲット 

 
HGMD + OMIM 

(1,966 遺伝子) 
 

GeneTests.org 
(69 遺伝子) 

 
TruSight 
(2,778 遺伝子) 

 
 

12Mb  
のコーディング領域 

神経発達疾患	 発作性疾患	

神経変性疾患	 心疾患	 腫瘍	

代謝疾患	 感覚器疾患	
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全ゲノムシーケンスを用いた乳児疾患の同定 
 

5ヶ月の乳児 
発達遅延、 

低血圧症、発作の 
症状あり 

HiSeq で全ゲノム
解析 

銅代謝に関与する 
遺伝子に変異を 

確認 
メンケス症と診断 

Courtesy of Stephen Kingsmore, Children’s Mercy Hospital, Kansas City 

2012年 
解析から結論に 
要したのはわずか50
時間	
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大量データの効果 : 解析サンプル数が多い場合、作業が効率的 
例えば192ターゲット領域を96サンプル解析するには	

鋳型調製, PCR, 精製 

•  96穴プレートを192枚 

テンプレート定量 

•  96穴プレートを192枚 

シーケンス 

•  96穴プレートを192枚 

2-3週	

•  1ウェルで96箇所同時増幅 •  96サンプルを混合 •  1ランで同時解析 

2日	

キ
ャ
ピ
ラ
リ
ー
シ
ー
ケ
ン
サ
ー
	

N
G

S	
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次世代シーケンサーのワークフロー	
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イルミナシーケンスワークフロー	

　DNA増幅	 　シーケンス	 　データ解析	
　ライブラリー 
作製	

ライブラリー作製	

サ
ン
ガ
ー
法
	

イ
ル
ミ
ナ
次
世
代
	

クラスター形成	

全自動	
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サンプル調製 

インデックス	

Read1	

Read2	

Tailed PCR	TruSeq DNA サンプル調整キット 
(物理的断片化装置必要） 

Nextera 
酵素を使った断片化と 
アダプターライゲーション	

改変型 
トランスポゾン	
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シンプルで使いやすいワークフロー	

! カートリッジ式の試薬キット 
–  DNA増幅（クラスター形成）、SBSおよびペアエンド用試薬 
–  ペアエンド用の流路はMiSeqに内蔵 

! RFIDを採用した試薬とフローセルのトラッキング 

! 簡潔で自動化されたワークフロー 
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Load 

シンプルで使いやすいワークフロー 

Go 

! カートリッジ式の試薬キット 
–  DNA増幅（クラスター形成）、SBSおよびペアエンド用試薬 
–  ペアエンド用の流路はMiSeqに内蔵 

! RFIDを採用した試薬とフローセルのトラッキング 

! 簡潔で自動化されたワークフロー 
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! 微量のDNAからスタート	

! アプリケーションごとに最適化された試薬キットの提供	

イルミナシーケンサー原理　 
サンプル調製	

ゲノムDNA 
1ug 

DNAの断片化	
数百bp 

2種類のアダプター添加	
ゲル精製及びPCR増幅	
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①� ②� ③� ④�

⑤� ⑥� ⑦�

⑨�⑧�

クラスター形成工程	

MiSeq用フローセル当り、 
最大2,500万のクラスターが形成される	
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イルミナシーケンサー原理 
シーケンス（Sequence-by-Synthesis：SBS法）	

5’ 3’ 

5’ 

C 

C 

C 

C 

C 

C 

G 

G 

G 

G 
T 

T 

T 

T 

T 

A 

A 

A 

A 

A 

C 
G 

C 
G 
T 
A 

T 
G 
C 
C 

G 
C 
A 
A 

T 
G 
T 
T 

Cycle 2 
! 上記反応の繰り返し	

Cycle 3, 4, 5….. 
! 上記反応の繰り返し	

Cycle 1 
! シーケンス試薬の添加	
! 1塩基伸長反応	
! 未反応試薬の除去	
! 蛍光シグナルの取り込み	
! 保護基と蛍光の除去	
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! 1回のサイクル終了後のイメージ	

イルミナシーケンサー原理 
イメージ処理から塩基配列情報へ	

100um 

20um 

４千万個のクラスター／フローセル フローセルあたり 
数億個以上のクラスター	
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イルミナシーケンサー原理 
イメージ処理から塩基配列情報へ	

1 

T T T T T T T G T … 

T G C T A C G A T … 

1塩基伸長反応ごとに蛍光イメージをとる	
→　蛍光の色から各塩基を決定する	

2 3 4 5 6 7 8 9 

! 色の情報を塩基配列に変換	
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シーケンスによるバリアントの検出	

Genome DNA 

断片化	

シーケンス	
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シーケンスによるバリアントの検出	

CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGGAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 

 Q  D  A  V  I  I  L  G  G  G  G  L  L  F  A  S  Y  L  M   

CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGGAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 
CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGAAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 
CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGGAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 
CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGAAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 
CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGAAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 
CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGGAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 
CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGGAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 
CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGGAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 

CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGGAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 

CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGAAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 

CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGGAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 

CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGGAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 

CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGAAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 

CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGAAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 

CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGAAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 

CAGGATGCTGTGATCATCCTGGGGGAAGGAGGACTTCTCTTCGCCTCCTACCTGATG 

 Q  D  A  V  I  I  L  G  E  G  G  L  L  F  A  S  Y  L  M   

GGA : G 
GAA : E	

参照配列	
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バリアントにアノテーションを迅速に付与 

シーケンスデータの入力 

VariantStudio デスクトップ版 

NHLBI 
Exome Variant Server 

転写産物 
機能的影響 

機能的要素との重複 
アリル頻度 
疾患との関連 

解釈したレポート出力 
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レポート作成機能 
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次世代シーケンサーの課題	
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イルミナシーケンスワークフロー	

　DNA増幅	 　シーケンス	 　データ解析	
ライブラリー 
作製	

イ
ル
ミ
ナ
次
世
代
	

クラスター形成	

全自動	
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ノーマライ 
ゼーション 

定量 PCR アダプター 
付加 

A付加 サイズ 
選択 

末端 
修復 

チャレンジングなライブラリー作製 

•  時間がかかる 
•  マニュアルエラーのリスク 
•  トレーニング、スキル、経験が必要 
•  消耗品の山 
•  日差間、ユーザー間での変動 

解析 シーケンス ライブラリー作製 
サンプル 
調製 
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次世代のライブラリー調製 
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簡便性と効率性 
NeoPrep DNA ワークフロー 

All walk-away 
ラン時間: ~7.5時間 

ハンズオン時間: 30分 

ハンズオン時間: ~4時間 

トータル時間: 1日~ 

NeoPrep Nano DNA 

マニュアルDNA 

シーケンス用
ライブラリー
の準備 

ノーマライゼー
ション 定量 増幅 ライゲーション A付加 

切断 
DNA 

シーケンス用
ライブラリー
の準備 

ライブラリー
回収 

NeoPrep  
システム 

ローディン
グ用サンプ
ルの調製 

切断 
DNA 
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データ解析 : BaseSpace で簡単に！ 

主要アプリケーションを搭載 
•  全ゲノム解析 
•  エクソーム解析 
•  RNA-Seq解析 
•  腫瘍/正常細胞解析	
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! 小児疾患21例中 

! 5例が診断成功（24％） 

! 7例が診断可能（34％） 

! 9例が失敗（39％） 

! 数多くのVariant of Unknown 
Significance（VUS）を発見 

データ解析の課題 : 小児疾患におけるWGSの分子診断の実績 

Jacob H et al., Genomics in Clinical Practice: Lessons from the Front Lines, Sci Transl Med 17 July 2013 
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! 米国マーシー子供病院 

! 神経発達障害の100家系を対象（子供119人と両親のトリオ解析） 

! 疾患の重症度によってWGS / エクソームのシーケンスアプローチを選択 

! WGSにより重症な15症例のうち11症例の分子診断に成功（73%） 

! 従来の効果のない検査のコストは1家族あたり$19,100、シーケンスコストは
$7,940となり費用対効果が上がった 

データ解析の課題: 神経発達障害の100家系に対するゲノムシー
ケンス 

Soden SE, et al., Sci Transl Med. 2014 Dec 3;6(265):265ra168.  
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! エクソームとWGSの両方にて、100家
系のうち45家系において遺伝性疾患の
診断に成功 

! 臨床医へのインタビューにより、新規に
診断された家族の49％において、病態
生理学の印象と患者の管理が改善 

! 12症例において新規投薬をスタート 

! 50時間 WGSプロコールを採用し、従
来のエクソームやWGSより早い診断が
可能（最短6日） 

 

データ解析の課題 : 分子診断のインパクト 

Soden SE, et al., Sci Transl Med. 2014 Dec 3;6(265):265ra168.  
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! 全般 
–  NGSの自動化が進んでいる。しかし、ライブラリー作製からデータ解析までの、「サンプルか
らレポートまで」の、全自動化は今後の課題である。	

–  現時点で、機器・試薬共に使用目的が研究に限定される。NGSを現薬機法でどのように解
釈するのかが薬事上の課題にもなっている。	

–  臨床検査としての「品の保障」をどうするか、コミュニティー内での議論が必要である。	

! ライブラリー作製 
–  対応しているキットが少い。現在のところ、DNAの全ゲノム解析とRNAシーケンス解析のみ
の2種類のみの対応。エクソーム等には未対応	

–  投入するDNAやRNAの品質に大きな影響を受ける。DNAやRNAの品質管理にノウハウが
必要。	

–  より多くの遺伝子を対象とした「パネル」キットが各社で開発されつつある。今後、国内での
臨床のニーズとのマッチングが必要である。	

! データ解析 
–  データの解釈には遺伝学の専門知識が必要である	
–  疾患の原因候補遺伝子を絞り込むことが難しい場合がまだまだ高い割合で存在する。アノ
テーションのデータベースを充実させ維持することが必要	

課題のまとめ	
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イルミナサポートプログラム : iSchool 
www.illuminakk.co.jp/ilmn-ischool	

illumina iSchool で検索 !	

ウェビナー	 講習会	 トレーニング	

初級	 製品概要	 
ベーシック講習会	 
NGSの原理など	

システム操作	

中級	
製品の詳細紹介	 
使用時のポイント	

イルミナ提供の	 
Sample to Answer	

ライブラリー調製	

上級	 トラブルシュート	
3rd パーティを用いた	
アプリケーション	

　	

プロフェッショナル	 ユーザーによるご講演	 ユーザーによるご講演	

製品、技術、サイエンスの知識を強化する技術教育コース	
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ご清聴ありがとうございました。 



September 13, 2015 1 Bruker Daltonics 

MALDIバイオタイパー  
Microbial identification for 
the 21st century 

 

松山 由美子 

ブルカー・ダルトニクス株式会社 

http://www.bruker.jp/daltonics/index.html 

info.bdal.jp@bruker.com 

http://www.bruker.jp/daltonics/index.html


MALDI バイオタイパーの歴史 
長い期間で得られた経験をもとにしたサクセスストーリー 

 

MALDI Biotyper, Overview Industrial Microbiology, September 13, 2015, mix@bdal.de 

 1991 最初のMALDI-TOF MSを市場へ導入したパイオニア  

 1996 MALDI-TOFを用いた微生物同定の論文発表 

 1998 微生物 R&D グループがオペレーションを開始 

 2004 研究用としてMALDI タイパーを発売 

 2009 EUでIVD CEマークを取得 

 2011 日本で医療機器登録（14B3X90013MBT001） 

 2013 FDA の認可を取得 

 2015 世界で1500台以上のMALDIバイオタイパーシステムが稼働中 



22 April 2015, Wolfgang.Pusch@bruker.com 

Global MBT Sites 

World Wideでの導入実績 

Globally: 1650 
Europe:  951 
Americas: 329 
US:   243 
Canada:  36 
Mexico  11 
Argentina:  8 
Brazil:   16 
Chile:   4 
Colombia:  5 
Ecuador:  1 
Peru   2 
Puerto Rico  3 

Asia/Pacific: 332  
Australia:  25 
China/HongKong: 131 
Japan:  89 
New Zealand: 8  
Singapore:  8 
Philippines:  1 
Vietnam:  2 
South Korea: 36 
Taiwan:  12 
Thailand:  15 
Malaysia  4 

IMEA:  38 
India   8 
Israel   7 
Middle East  11 
Egypt   6 
Algeria  1 
Africa:  7 



MALDIバイオタイパーの特長 

複雑な前処理もなく、専用の消耗品も不要 経済的 

迅速 コロニー釣菌から同定まで10分以内 

16S rRNAシーケンス解析と高い一致率 

約5,000菌株のライブラリ（データベース） 正確 

迅速 



MatrixとSampleの 
混合結晶 

H + 

脱離および 
イオン化（プロトン化） 

LASER 

LASERによる 
Matrixの励起 

ソフトなイオン化 
多価イオンを生成しづらい 

MALDIの基本原理 
MALDI  

Matrix Assisted Laser Desorption / Ionization 

マトリックス支援レーザー脱離イオン化 

全ての質量分析計は試料をイオン化するイオン化部とイオンを分離する質量分析部からなる。 
MALDIはタンパク質のイオン化に適したイオン化法の一つ。 



ﾚｰｻﾞｰ脱離/ｲｵﾝ化 

検出器 

飛行時間 

飛行 加速 

m/z 

電極 

強度 

Modified from: Lottspeich, Zorbas, eds 

 “Bioanalytik”, Spektrum Akademischer Verlag, 1998 

+ + + 
+ + + 

MALDI-TOF 質量分析計 原理 

同じ加速度を与えられた（タンパク質）分子は質量の小さいものから早く検出器に到達。 
その飛行時間を測定し質量に換算して求めるのがTOF(Time Of Flight)型質量分析計。 
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m/z 

ribosomal Protein m/z

RL36 4364,33

RS32 5095,82

RL34 5380,39

RL33meth. 6255,39

RL32 6315,19

RL30 6410,60

RL35 7157,74

RL29 7273,45

RL31 7871,06

RS21 8368,76

E.coli 

測定質量範囲: 
2,000-20,000 Da 

バクテリアのRibosomal Proteinなどのメジャーなタンパク
質のスペクトルを用いて同定するため、再現性が高い 



パターンマッチングで同定 

2150 種以上のライブラリに対し、未知微生物のスペクトルをマッチング 

独自のアルゴリズムでスコアを評価 

近似性の高い菌株から順に表示 

スコア 2.0 – 3.0 

スコア 1.70 – 1.99 

スコア 0 – 1.69 



Psdm. oleovorans B396_MRS10 

Psdm. oleovorans B396_YPD 

4000 5000 6000 7000 8000 9000 10000 11000 
m/z 

異なる培地で培養したPseudomonas oleovorans のスペクトル 

種の同定は培養時間、培養条件、培地の種類などに影響しない 
Mellmann et al. JCM 2008 
Veloo et al. Clinical Microbiology and Infection 2011 
Lartigue et al. JCM 2009 
Valentine et al. Appl. Environ. Microbiol. 2005 

Psdm. oleovorans B396_Medium 360 

Psdm. oleovorans B396_Medium 464 

Psdm. oleovorans B396_Medium 53 

高再現性： 培養条件選択の自由度が高い 



一般細菌の同定 

抗酸菌 糸状菌 

尿検体 特殊な細菌 一般細菌 血液培養 

MALDIバイオタイパー 



グラム陽性菌はほとんどこれだけで有効 

• 釣菌 
• ターゲットプレートに塗布 
• マトリックスを1 μl添加、乾燥 
• MALDI Biotyper に装填 

釣菌 

消耗品はほぼマトリックス試薬とスタンダード試薬のみ！ 

MBTサンプル調整： セルスメア法 



Results N Genera Species Species Genus 

Enterobacteriaceae 543 14 21 93.37% 98.70% 

Non-Fermenters 142 4 6 86.62% 89.44% 

GPC (clusters) 333 1 9 99.70% 100.00% 

GPC (chains) 179 2 10 98.32% 100.00% 

Misc Bacteria 57 9 10 92.98% 96.49% 

Yeast 24 1 4 100.00% 100.00% 

Total 1278 42 92 95.07% 98.12% 

正確なMALDIバイオタイパー：臨床株のテスト 

Bizzini et al. J Clin Microbiol. 2010 May;48(5):1549-54. 

偽陽性率< 1% 



21世紀の微生物同定法：MALDIバイオタイパー 

従来法に比較し、圧倒的な迅速同定 

未知の微生物 

微生物種の同定 

MBTデータ解析 

コロニーを選択 

MALDI-TOFからの
プロファイルスペクトル 

MALDIターゲットプレートに、
薄膜を塗布しマトリクスを添加 

MBTシステム
で測定 

血液培養陽性ボトル 菌体分離 MALDIバイオタイパー 

血液培養陽性後30分以内に同定可能！ 

コロニーから釣菌後
10分以内に菌種同定 

血液培養陽性ボトルから
30分程度で菌種同定 
  



適切な抗菌薬の投与開始時間が生存率に影響 

Kumar et al. 
Crit Care Med 2006 Vol. 34, No. 6 

  

患者生存率 

適切な抗菌薬治療が
開始された患者の1時
間ごとの累積率 

敗血症 

• いかに早い段階で適切な抗菌薬の投与ができるのかが重要 
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血液培養陽性から1-2日短く同定結果報告 



感染症治療の革命と病院経営の利益 
MBTによる早期適切抗菌薬選択をAMSに利用 

1. 感染症治癒までの時間短縮が期待 

2. 生存率の向上 

3. 経験的抗菌薬投与期間短縮による薬剤費節減 

4. 入院期間の短縮による医療費節減 

5. 耐性菌検出率減少 

6. 感染防止対策加算への利用 

MBTによる迅速同定は病院全体に大きな利益をもたらします。 
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特殊な微生物グループの同定 



抗酸菌の同定 

抗酸菌 糸状菌 

尿検体 特殊な細菌 一般細菌 血液培養 

MALDIバイオタイパー 



抗酸菌 – 抽出法 (v2.0) 

ジルコニア・シリカビーズを用いた抽出法で最適化 

小川培地、ビット培地 

上澄1ulを 

ターゲットプレートへスポット 

MALDIバイオタイパー 

 900 µl エタノール 
300 µl の水で95℃30分の加熱 

ジルコニア/シリカ ビーズの添加 

アセトニトリルを加え5分間
ボルテックス 

70%ギ酸を添加し、ボルテックス 

MGIT陽性ボトル 

沈渣を1.2ml回収 

13000rpm 2min 
上澄を除去 

チューブを乾燥させる 



マイコバクテリア ライブラリ 2.0 
131菌種、313株 

M. abscessus ssp abscessus M. conspicuum M. kyorinense M. pulveris 

M. abscessus ssp bolletii M. cookii M. lacus M. pyrenivorans 

M. agri M. cosmeticum M. lentiflavum M. rhodesiae 

M. aichiense M. crocinum M. llatzerense M. riyadhense 

M. aigericum M. diernhoferi M. mageritense M. rufum 

M. alvei M. dricum M. malmoense M. rutilum 

M. aromaticivorans M. duvalii M. mantenii M. saskatchewanense 

M. arosiense M. elephantis M. marinum M. scrofulaceum 

M. arupense M. europaeum M. marseillense M. Senegalense 

M. asiaticum M. farcinogenes M. monacense M. Senuense 

M. aubagnense M. flavescens M. montefiorense M. seoulense 

M. aurum M. florentinum M. moriokaense M. septicum 

M. austroafricanum M. fluoranthenivorans M. mucogenicum M. setense 

M. avium M. fortuitum subsp. acetamidolyticum M. murale M. sherrisii 

M. avium subsp. avium M. fortuitum subsp. fortuitum M. nebraskense M. shimoidei 

M. avium subsp. paratuberculosis M. frederiksbergense M. neoaurum M. shinfukuense 

M. avium subsp. silvaticum M. gastri M. neworleansense M. shottsii 

M. boenickei M. gilvum M. nonchromogenicum M. simiae 

M. bohemicum M. goodii M. noviomagense M. smegmatis 

M. botniense M. gordonae M. novocastrense M. sp. 

M. bovis M. haemophilum M. obuense M. stomatepiae 

M. branderi M. hassiacum M. pallens M. szulgai 

M. brumae M. heckeshornense M. palustre M. terrae 

M. brisbanense M. heidelbergense M. paraffinicum M. thermoresistibile 

M. canariasense M. hiberniae M. parafortuitum M. tokaiense 

M. celatum M. hodleri M. parascrofulaceum M. triplex 

M. cheronae M. holsaticum M. paraseoulense M. triviale 

M. chelonae subsp. chelonae M. houstonense M. parmense M. tuberculosis 

M. chimaera M. immunogenum M. peregrinum M. vaccae 

M. chitae M. insubricum M. phlei M. vanbaalenii 

M. chlorophenolicum M. interjectum M. phocaicum M. vulnerans 

M. chubuense M. intermedium M. porcinum M. wolinskyi 

M. colombiense M. intracellulare M. poriferae M. xenopi 

M. conceptionense M. kansasii M. pseudoshottsii 

M. confluentis M. kumamotonense M. psychrotolerans   

培地によりスペクトルパターンが異なる種（e.g M. aichienseやM. chubuenseなど）は、
MGITとLJでそれぞれのMSPを登録 



糸状菌の同定 

抗酸菌 糸状菌 

尿検体 特殊な細菌 一般細菌 血液培養 

MALDIバイオタイパー 



MBTのための糸状菌の培養 

糸状菌を液体のサブローブロスで培
養後、直接分析を行うことも可能。 
※ただし、回転培養することが重要 



糸状菌データベース 
45 属, 129 種 – 366 株  



薬剤耐性株の検出： MBT STAR-BL 
 基本原理 

• MBT STAR-BL は抗菌剤感受性をテストするアッセイ 
 

• β–lactam系抗菌剤: バクテリアの細胞壁の合成を阻害 

• バクテリアは抗菌剤に対して特別な戦略を進化 

• 重要な戦略が加水分解反応 

  

 

 

 
抗菌剤 

-活性あり- 
代謝物Ｂ 

-活性なし- 
 

代謝物Ａ 
-活性なし- 

STAR BLは” 薬剤耐性の選択テスト”このテストは加水分解するバクテリアを検出するが、  
” 加水分解しない”という結果は全て”耐性なし”ということではないため、注意が必要。 



MBT STAR-BL: 基本原理 
MS スペクトル:パターンの変化 
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加水分解できないバクテリア（感
受性菌）によるETPの質量スペ
クトル(カルバペネム陰性) 

加水分解するバクテリア（耐性
菌）によるETPの質量スペクトル
(カルバペネム陽性) 

β–lactam 系抗菌剤:  
Ertapenem (ETP) 



MBT STAR-BLを利用した血培陽性検体の解析例 

同定と抗菌剤の選択が同日に可能！ 

血液培養陽性 

MALDIセプシタイパー 

MALDIバイオタイパーによる菌種同定 

MALDIバイオタイパーによるAST選択 

～3 時間 



www.bdal.com 

27 MALDI Biotyper, Overview Industrial Microbiology, March, 2015. 



A better way.

301-3292 Rev. A May 2014

Xpert® Cartridge Preparation - Carba-R

© 2014 Cepheid

CARBA-R

Sample Rgt. 5ml

  LOT   2223C302

Research Use Only

Note: Do not hold the swab below the score mark. Use 
gauze or its equivalent to minimize the risk of contamination.

Refer to the package insert 
for detailed instructions, 
precautions, and warnings.

For a copy of the SDS, visit 
www.cepheid.com or 
www.cepheidinternational.com

Cepheid Technical Support 
US offi ce
(888) 838-3222
techsupport@cepheid.com

European offi ce
+33 563 82 53 19
support@cepheideurope.com

1 Obtain one Xpert     
      cartridge and one         
      Sample Reagent 
      vial for each sample.

 2 Insert the   
 swab into the   
 Sample Reagent 
  vial.

3 Break the swab   
 at the score mark   
 near the opening of 
     the vial.

4 Recap the Sample   
 Reagent vial and   
 vortex for 10   
 seconds.   
  

5 Open the Xpert   
 cartridge lid. 6 Aspirate the Sample  

 Reagent up to the   
 line on the supplied 
       pipette.

7 Empty the   
 pipette into the   
 sample chamber.

8 Close the Xpert  
 cartridge lid. 9 Start the test   

 within the    
 timeframe   
 specifi ed in the   
 package insert. 
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A Copan Venturi Transystem double swab 
must be used  to collect the specimen. 
Cepheid Collection Device #900-0370
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gently. 

Place the swabs back in the tube.

Specimens that can be tested within 6 hours 
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GeneXpert® Rectal Specimen Collection Protocol
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質量分析器導入による投資対
効果の検証

淀川キリスト教病院 臨床検査科部長

中川俊正



背景

• 2012年7月に当院は新設移転し、同時に一部
機器の入れ替えと新規導入が行われたが、
同年11月に細菌検査に質量分析器が新規に
導入された

• 質量分析器の投資対効果を検証する
–血液培養陽性入院患者を対象に行った結果

–質量分析器を導入したメリット

–敗血症以外の疾患での在院短縮効果を検証した



コロニーをピックアップ ターゲットプレートに薄く塗布 マトリックスを添加

36mm

54mm

乾燥後、装置に装填 ふたを閉めて・・・真空引き（3分以内） クリック5回で測定開始
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マススペクトルを取得 ライブラリーとパターンマッチングし、同定 同定レポート

10分で細菌の同定ができる機器を導入



検査課での投資対効果

○導入コスト（年間）

減価償却費・保守費用 ￥6,720,000

材料費削減効果 ￥1,675,884

導入前材料費 ￥542,355
導入後材料費 ￥402,698
差額 ￥139,657

￥5,044,116のマイナスになる

〇導入効果（年間）



導入により検査結果返却時間の短縮

導入前 導入後

一般細菌検査 2.5日 1.5日

血液培養 4日 2日

血液培養陽性の入院患者で効果検証

調査期間 調査日
導入前：2012年8月～10月 2012年11月20日
導入後：2012年11月～2013年1月 2013年2月20日

対象
・調査日に退院している患者（死亡退院・入院中の患者は除く）



○導入前
期間：2012年8月～10月
対象：98症例

○導入後
期間：2012年11月～2013年1月
対象：74症例

血液培養陽性患者の導入前後の比較
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¥10,166の減少



○導入後1年
期間：2013年11月～2014年1月
対象：82症例
調査日：2014年2月20日

血液培養陽性患者の導入前後の比較
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病院全体での効果

病床稼働率 在院日数 入院日当点 平均年齢（陽性者）

導入前 94.6％ 13.9日 5,895 72.2歳

導入後 93.4％ 13.6日 6,042 68.4歳

導入後1年 93.0％ 13.1日 69.0歳

在院日数のみ

（3.8日×60,424円×400人×0.934）

85,782,744円／年間



ま と め

①質量分析装置は検査課にとって二重投資であり、また高価
な機器のため細菌検査室のみならず検査課での投資対効
果をプラスにするのは難しい。

②病院への貢献という観点から効果検証すると、大きなプラス
効果がでていることがわかった。

③ICTラウンドの充実に役立った。

④感染症に興味のある医師に研究の場を提供できた。

アウトカムを求められることが多いが、検査課の中だけで考え
るのではなく病院全体にどのような影響を与えたかという観点
から検証することが今後重要と考える。



質量分析機導入による利点

• 細菌名が短期間で判明する

• 特殊な菌

–薬剤耐性の結果が一日早まる

–髄膜炎菌 飛沫感染

–検出頻度が極端に低い菌

• 細菌検査技師による同定技術が不要となる

–特殊な菌



髄膜炎菌感染症

• ヒトからヒトへ飛沫感染する

• 家族、同居者、医療従事者など

• 2次感染による感染拡大のリスクが大きい

• ３から４％に髄膜炎、菌血症、呼吸器感染を
おこす

• 国内では年間10から20例の報告（５類全数）

• 2011年の国内事例129人が濃厚接触

– 4名2次感染、1名死亡



当院での事例

• 救急受診患者（発熱、頚部痛、腰痛）

• 入院翌日に血液培養から菌が検出された

• 受診時から結果が判明するまでの1日半で21

名の職員が濃厚接触しており予防投薬が行
われた

• もし、質量分析器がなければ、菌名が判明す
るまで、さらに3日程度かかるため、予防投薬
者数が数倍増えていた可能性がある



薬剤耐性菌治療
の影響



背景

• 質量分析器の同定後、これまで通り薬剤感
受性検査が実施される

• 感染症治療はエンピリックに行われるため、
遅れて耐性菌が判明することは治療効果に
影響をあたえる可能性がある

• 質量分析器導入は薬剤耐性検査菌治療にメ
リットになるだろうか



方法

• 血液培養陽性患者は、緊急対応を必要である

• 外来で依頼された血培が入院後に陽性となり
菌名が報告される

• 遅れて薬剤耐性が判明したケースの出現頻度
や症例を抽出して個別に解析する



血液培養陽性データ

• ２０１３年１月から２０１４年９月まで

• 陽性検体総数 １６７３件（重複あり）

• 患者数 ８６９人 １０６４件

–以下、数値の単位は人数とする

• 検出数上位

–大腸菌、CNS、MRS表皮ブドウ球菌、MRS CNS

–肺炎桿菌、ブドウ球菌、MRSA、バチルス、緑膿菌

–大腸菌ESBL



単位 人数
大腸菌 168人
CNS 94人
SE-MRS      94人
CNS-MRS 76人
肺炎桿菌 60人
SA                49人
MRSA 36人



菌名 耐性菌 頻度(%)

大腸菌
168

大腸菌ESBL
26

13.4

CNS
94

CNS-MRS
76

44.7

表皮ブドウ球菌
58

表皮ブドウ球菌-MRS
94

61.8

肺炎桿菌
60

肺炎桿菌ESBL
3

4.7

ブドウ球菌
49

MRSA
36

42.3

菌種別耐性菌比率



出現比率のまとめ

• 大腸菌の耐性化率（ESBL）は、13.4%

• MRSAの比率は42.3%

• 大腸菌の院内発生は8.6%に対して外来発生
は26.0%

• MRSAの院内発生は52.9%に対して外来発生
は22.5%

–大腸菌の場合、無症候性キャリーを反映している
可能性がある



外来でMRSA菌血症であった８例

＃ 転帰 在院日数 抗菌薬治療 感染症名、基礎疾患

１ 軽快 ４５ CEZ（3）→VCM CVポート感染、大腸癌治療
中

２ 軽快 ４７ MEPM→LZD 膵周囲膿瘍

３ 死亡 ３ 肺炎

４ 死亡 ２ 肺炎

５ 死亡 37 CTRX（7日）→VCM 腎盂腎炎、腸腰筋膿瘍

６ 軽快 16 FMOX→ST 縦隔膿瘍

７ 軽快 52 MEPM 汎発性腹膜炎手術

８ 死亡 15 SBT/ABPC（５）→VCM 肺炎、褥瘡



外来でESBL菌血症であった１２例

＃ 転帰 在院日
数

抗菌薬 感染症、基礎疾患名

１ 軽快 １２ CMZ（７） 胆石性胆管炎 ドレナージ

２ 軽快 １８ FOM（９）→CMZ 尿路感染

３ 死亡 20 SBT/ABPC→打ち切り 肺癌末期

４ 軽快 18 SBT/ABPC→MEPM 熱源不明 （尿路感染疑い）

５ 死亡 ２ 尿路感染

６ 軽快 14 ゾシン（１５） 腎盂腎炎

７ 軽快 30 MEPM（15） 膵臓癌

８ 軽快 14 CTRX(5)→CMZ(5) 尿路感染

９ 軽快 ９ ゾシン（９） 急性前立腺炎

１０ 軽快 24 SBT/ABPC（１４） 胆管炎 ドレナージ

１１ 軽快 13 CMZ（５） 急性胆のう炎 切除術

１２ 死亡 27 MEPM（１４） 大腸がん 末期



症例のまとめ

• MRSAでは死亡例が多く、ESBL症例では軽快
退院例が多い

• MRSAでは入院時かなり重篤であるケースが
多く、迅速に有効な抗菌薬に変更されている

• ESBLの場合、エンピリック治療で耐性菌を考

慮に入れて治療している場合が多く、抗菌薬
の変更を要するケースは少なかった



重要な点

• 当院の医師は、血培依頼後、菌名および感染源
（熱源）を4日程度で把握するが、質量分析器が
なければ6日以上かかる。

• エンピリック治療が奏功すれば3日から５日で症
状が改善している場合が多い

• 従って、質量分析器がなければ、耐性菌でエン
ピリック治療が無効であるという情報が遅れて、
治療方針の決定に不利となる可能性がある



病名による在院日数
短縮効果の解析

• 解析データ

–最も医療資源を投入した疾患名ごとの患者一人
あたりの在院日数データ

• グラフ化

–病名ごとに在院日数をプロットし、同時に診療報
酬請求の基準となる在院日数と比較した

• 目的

–感染症関連の病名ごとに、質量分析導入時前後
での在院日数の短縮効果を検証する



包括医療制度について

この本で勉強しました



包括医療制度（DPC）とは

• 診断群ごとに医療費を算定する制度

• 各疾患ごとの医療費に在院日数と病院の機
能評価の要素を加味している

• DPCで支払われる金額には包括評価部分と

出来高算定部分があり、この両者を足したも
のが請求金額となる



15%増

15%減

入院期間 I 入院期間 II 入院期間 III

出来高払い

平均在院日数 平均在院日数＋２SD２５パーセンタイル値

在院日数

診
療
報
酬
点
数

在院日数が長くなると点数が減額される

100%

A B C D



包括部分について

• 1人の入院患者に対して、1入院に対して１つ
の診断群病名（DPC）を割り当てる

• 1日あたりの保険点数が、在院日数により３
段階に逓減されている

• 3段階は、参加医療機関のデータを集めて決
められている



全国平均の在院日数による
３段階の区分

• その診断群における全国平均在院日数をも
とに、25%タイル（入院期間I,II,IIIおよびそれ以
上に分ける

• IIの場合を100％とすると、Iの場合は医療費
の請求金額が15%増、IIIの場合は15%減とな
る

• IIIを越えると出来高払いとなり病院収入に影
響する



誤嚥性肺炎

• 誤嚥性肺炎とは唾液や食物が食道に流れ
ず、肺などの気管内に入ってしまい引き起こ
される肺炎。高齢者に多い。

入院期間 日数 １日あたりの点数

A （入院期間 I） 10 2757

B （入院期間 II） 20 2038

C （入院期間 III） 45 1732

最も単純なケースD （仮称）



誤嚥性肺炎



A B C

45日以上
２SD超え

平均在院日数 平均在院日数＋２SD２５パーセンタイル値

在院日数

100%

D

10日 20日 45日



最も資源を投入した疾患
最も資源を投入した疾患 人数

大腸ポリープ 679

誤嚥性肺炎 245

妊娠39週自然頭位分娩 236

妊娠40週自然頭位分娩 214

胃体部癌 196

末期腎不全 186

肝細胞癌 178

労作性狭心症 178

うっ血性心不全 168

両層状白内障 155

• 1208(2012年8月)から1307（13年
7月）までのデータ

• 入院患者数15170人、診断群分
類した疾患名3087件

• 上位10疾患の表

• 誤嚥性肺炎とうっ血性心不全の
在院日数を比較した

• 2012年11月1日に使用開始した
ので、導入前の3ヵ月と導入後の
３か月のデータを解析した



心不全

8

17

36

中央値

極端な外れ値があ
り、中央値で比較

A
B

C

導入開始

20 22 18 21 18 16 12 15 24 22 14 24

導入前後での大きな
変化は認められない



心不全 モザイク図

3ヵ月ごとの分画の比率

在
院
日
数

（
比
率
）

導入

全国平均
B
0.5(50%)

1208-10
1211-
1301

1302-
1304

1304-
1307



敗血症

8
17

39

A
B

C

中央値 57 34 24 16 21 9 17 9 16 24 2020



敗血症 モザイク図

期間１（201208-201210)と期間2(201211-201301)の間で
大きな変化が認められる
期間3ではさらに改善しているが、期間4ではAの割合が
減少している



心不全 導入による変化が認められず
期間により大きな変動があるが、AとBの割合は５０％前後であ
り、Dは１０％前後である

心不全と敗血症の比較



誤嚥性肺炎

導入開始

A

B

C

30 27 33 16 17 31 29 20 21 38 15 30

10

20

45

中央値

導入直後に短縮



11月

誤嚥性肺炎 週ごとの変化
201208から201301

週 日
数

41 35

42 23

43 42

44 22

45 12

46 12

47 15

48 23

49 9



なぜ導入直後に短縮したのか？

• 理由は分からない
– 誤嚥防止のリハビリが強化された
– 退院調整

• 誤嚥性肺炎の特性
– 高齢者に多い
– 他に多くの疾患を合併している
– 在院日数の変動幅が大きい

• 推測
– 誤嚥エピソードがあったので誤嚥性肺炎疑いで入院
– 喀痰培養で菌が生えない
– 陰性結果の報告が1日早くなった事が関係しているのか



誤嚥性肺炎

3ヵ月ごとの変化

導入直後の3ヵ月

は著しく短縮され
ているが、その後、
元に戻っている



間質性肺炎
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C
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間質性肺炎



細菌性肺炎

6
13

28

A
B

C

導入開始

10 9 11 7 7 11 12 10 12 9 11 11



細菌性肺炎



胆石性胆のう炎

5
10

19

A
B

C
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胆石性胆のう炎



急性腎盂腎炎、尿路系感染症

5
11

23

A
B

C

9 8 9 9 13 12 10 11 9 9 14 14



腎・尿路感染



病名による解析のまとめ

• 分割表分析で3ヵ月ごとの推移をグラフ化するこ
とで在院日数の変化が観察できた

• Bが50%前後の疾患（胆石性胆のう炎、細菌性肺
炎や腎尿路疾患）は導入による大きな変化は認
めにくい

• 一方、Bが２０から３０％前後の疾患（敗血症、誤
嚥性肺炎、間質性肺炎）では導入直後に在院日
数短縮効果が認められた

• 特に敗血症では導入前後の3ヵ月で統計学的有
意差を確認できた



まとめ

• 質量分析器の導入は、一部の疾患で導入直
後に在院日数の大幅な短縮効果が認められ
る

• ただ、効果は数ヵ月単位で変化する

• 質量分析による迅速な菌名報告は医師の判
断に大きな影響がある

• 導入をきっかけに効果を適切に評価すること
で病院全体への波及効果があると考える
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2015年10月8日（木）
第16回 遺伝子・プロテオミクス技術セミナー
セフィエド合同会社

自動遺伝子解析装置：
GeneXpert®システムを用いた
Xpert® Carba-Rの操作方法について

© Cepheid
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GeneXpertシステムのコンセプト

簡便

操作性

迅速

結果報告

正確

検査結果

遺伝子診断の本来の価値を最大限に発揮させるために
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GeneXpert® システムの特徴

① 核酸抽出からリアルタイムPCRによる遺伝
子増幅・検出を完全自動化したシステム

② 独立したモジュールを採用
（モジュール：核酸抽出からリアルタイムPCRを実施するユニット）

③ 全項目同一形状の密閉型の試薬カートリッ
ジを採用し、試薬カートリッジ内で核酸抽出
からリアルタイムPCRを実施

④ 1検体につき1試薬カートリッジを使用した
オンデマンド検査が可能

⑤ 1台の装置で多項目検体にも対応

⑥ ランダムアクセス可能

⑦ すべての試薬カートリッジにSPC、PCCを採
用し品質管理を実施

⑧ 試薬カートリッジ内で検体と装置が接触し
ない設計されており、コンタミネーションの
リスクを最小限に抑制
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Xpert® Carba-R: On-Demand Molecular Diagnostics
On the GeneXpert® and Infinity Systems

Xpert® Carba-R

Catalog Number GXCARBAR-CE-10

GeneXpert Systems • 6 color modules 

• GX, DX or Xpertise Software 

version 4.3 or higher

Tests per kit 10

On-Board Contents                 

(per test cartridge)

• Cartridge (10)

• Sample Reagent (10)

• Disposable (1.7 mL) Transfer Pipettes

Kit CD • Assay Definition File (ADF)

• Instruction to import ADF

• Multi-language Package insert

Transfer pipettes 10

Storage 2-28° C

Target genes
blaKPC blaIMP-1 blaVIM blaNDM-1 blaOXA-48

(Control: SPC  PCC)

Specimen Rectal swab

Transport and 

Straoge

Swabs in transport tube   : 7 days at 2-28℃
Swabs in sample reagent : 4 days at 2-28℃

Carba-R

Determination

Unprecedented

Ease-of-Use

Results in About 48
minutes
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Xpert® Carba-R Test：性能
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検体採取から前処理

Score Mark

肛門に約1cm入れて優しく掻き回し、ケースに入れます

Sample Collection 
Device
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テストを作成

 テストを作成

試薬カートリッジの二次元バーコードの読取

［テストを作成］をクリック

内容を確認し、［テストを開始］をクリック （必要に応じて、編集してください） 点滅したモジュールに試薬カートリッジ
をセットし、ドアを閉める
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判定と結果

IMP-1 VIM NDM KPC OXA48 SPC PCC

POS いずれか陽性 NA PASS

NEG － － － － － PASS PASS

INVALID － － － － － FAIL PASS

ERROR － － － － － No Result FAIL*

NO RESULT NA

* If the probe check passed, the error is caused by a system component failure.
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Visit us at www.cepheid.com

Thank You.
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We are a better way.



リキッド・バイオプシー 

臨床検査への応用上の問題点 

- 

佐賀大学医学部臨床検査医学講座 末岡榮三朗 

 

 リキッド・バイオプシーは、腫瘍など組織の一部を採取して行っていた生体検査

（Biopsy）と同等の性能でかつ患者さんに負担の少ない検査を血液検査で実現しようとす

る検査手法である。その対象となる検体は循環血液中の腫瘍細胞(Circulating Tumor 

Cell）、エキソソーム、オンコソームなどの構造体から、血中遊離核酸など幅広い材料か

ら腫瘍特異性の高いマーカーを用いて診断に応用することを目的として研究が進んできた。

最近ではがん領域のみならず、遺伝性疾患の出生前診断にまでその応用範囲は広がろうと

している。 

 がん診療におけるリキッド・バイオプシー

の適応は、診断、病型の決定、治療反応性の

予測、残存病変の評価、再発の早期診断、副

作用の危険因子の同定など広い範囲での有用

性が期待されている。 

 しかしながら、リキッド・バイオプシーを

臨床検査に導入する際にはそれぞれの目的に

よって検討すべき内容も異なってくる。たと

えば、診断や病型の判定、治療反応性の予測

においては、より特異性が重視され、残存病

変の評価や再発の早期発見については感度が

より重要な因子となってくる。 

 今回のセミナーでは、がん研究におけるリ

キッド・バイオプシーの現状と問題点をレビ

ューし、臨床応用の方向性について考察する。 

 次に、我々が行ってきた、血漿 DNAを用いた肺癌における EGFRの変異およびチロシ

ンキナーゼ阻害剤(EGFR-TKI)による治療後の耐性化に関与する EGFR T790M変異高感

度測定法の臨床効用について紹介する。また、臨床検査に導入するために避けられない、

検体の質とサンプリング、検査精度および感度、臨床情報との連携のためのバイオバンキ

ングの問題についても簡単に触れてみたい。以上、「一般臨床に応用可能な遺伝子検査と

してのリキッド・バイオプシー」をテーマに、リキッド・バイオプシーの世界的な現状、

また臨床応用上の問題点ついて紹介したい。 
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