
293

令和 3年 5月20日
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要 旨
全世界的に感染拡大している SARS-CoV-2（severe acute respiratory syndrome coronavirus 2）は，他
の RNAウイルスに比べて変異出現頻度は低く，そのウイルスゲノムは変化しづらいと考えられていた．し
かし，昨今の急速な人から人への感染拡大により，SARS-CoV-2ゲノムが変化しつつある．本邦では，2020
年 4月までに clade Lおよび S，G，GRに分類されるウイルスが海外から流入し伝播したことが報告されて
いる．しかし，それ以降のウイルス遺伝子配列情報は乏しく，国内の分子疫学的動向は明らかになっていな
い．そこで，本研究では，国内の分子疫学的な動向を把握し，その特徴を明らかにするため，当院の SARS-
CoV-2陽性症例の検体（n=55）を用いてウイルスゲノム配列を決定した．さらに，既報のウイルスゲノム
配列との比較解析を行った．その結果，国内の第 1感染ピーク期ではウイルスの遺伝子型が clade Sと Lか
ら clade Gと GRに移行し，各遺伝子型が分散していた．一方，第 2感染ピーク期以降では，海外では認め
られない国内独自の遺伝子型として集約していた．こうしたウイルス遺伝子型に集約した時期は本邦におけ
る渡航制限があった時期と相関していた．全世界的にも SARS-CoV-2の遺伝学的多様性は地域差をもち変
化しつつある．これから導入されるであろうワクチンや治療薬を有効に活用するためにも，SARS-CoV-2の
遺伝的多様性を抑える従来の感染予防対策と，より多くの地域における分子疫学的調査は必要不可欠である
と考えられる．
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序 文
2019年 12月に中国武漢で端を発した severe acute

respiratory syndrome coronavirus 2（SARS-CoV-2）
いわゆる新型コロナウイルスによる感染症（COVID-
19：coronavirus diseases 2019）１）は，2020年，瞬く間
に全世界に拡大した．本邦では，欧米とは異なり急激
な感染拡大は阻止されてはいるものの，予断を許さな

い状況にある．感染対策は世界各国における独自の方
策が講じられており，本邦では 2020年 4月 3日より
入国制限が大幅に拡大されたことに加えて，同月 7日
から首都圏をはじめとする一部の地域から始まった緊
急事態措置は同 16日より全国に拡げられた．その結
果，国内における新規感染者数は 4月下旬を境に一旦
低下したものの，緊急事態宣言が解除された 5月 25
日以降再び緩やかに増加し，7月から 8月にかけて 2
度目の感染者数増加のピークを迎えた．その後，10
月時点では収束の目途が立たないままに至っている．
SARS-CoV-2はベータコロナウイルスに分類される

（＋）鎖一本鎖 RNAウイルスで，ゲノム長は約 30,000
塩基に及ぶ．コロナウイルスは，RNAウイルスの中
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でも大きなゲノム長を有するにも関わらず，他の RNA
ウイルスと比較してゲノムの変異率が低い２）．一般に，
ゲノム長が大きい RNAウイルスは exoribonuclease
（ExoN）などをコードし，その校正機能によってウ
イルス複製の精度を向上させており３），SARS-CoV-2
の場合には Nsp14（non-structural protein 14）が ExoN
として働く．ウイルスの感染サイクル当たりの変異率
は低いものの全世界的に急速な感染伝播が繰り拡げら
れ，結果として変異が徐々に蓄積し，SARS-CoV-2ゲ
ノムが変化しつつある４）．現在，遺伝系統学的な特徴
から，SARS-CoV-2は，clade Lおよび S，V，G，GH，
GR，GV，Oに分類されている５）．日本国内では，4
月までに clade Lと S（武漢関連型），引き続き clade
Gと GR（ヨーロッパ型）の SARS-CoV-2が海外から
流入し，伝播していたことが報告されている６）．しか
し，5月以降，特に第 2感染ピーク以降のウイルスゲ
ノム配列に関する情報は乏しい．そこで，本研究では
日本における SARS-CoV-2ゲノム配列解析に基づく
分子疫学的動向と特徴を明らかにするため，2020年 3
月から 10月の間，当院を受診した SARS-CoV-2陽性
症例の検体中ウイルスの全ゲノム塩基配列を決定し，
既報のウイルスゲノム配列との比較解析を行った．

対象検体と方法
1．日本国内，愛知県及び名古屋市における SARS-
CoV-2新規感染者数推移

SARS-CoV-2の流行状況把握のための新規陽性者発
生情報（2020年 2月 1日から同年 10月 31日）は，
厚生労働省新型コロナウイルス感染症に関する報道
発表資料（https://www.mhlw.go.jp/stf/seisakunitsui
te/bunya/0000121431_00086.html），愛知県新型コロ
ナウイルス感染症対策サイト（https://www.pref.aich
i.jp/site/covid19-aichi/），及び名古屋市内の新型コロ
ナウイルス発生状況（https://www.city.nagoya.jp/ke
nkofukushi/page/0000126920.html）より抽出した．
2．SARS-CoV-2陽性症例検体からの RNA抽出と
ウイルスゲノム配列決定

2020年 3月以降に当院で PCR検査により SARS-
CoV-2陽性と判明し国内で感染した症例のうち，ウイ
ルス量が高い（Ct＜29）軽度あるいは中度の有症状
患者症例検体を対象とした．研究は，当院の研究倫理
審査委員会の承認（研究番号：2020-059）のもと実施
された．なお，ウイルス量が高い検体を用いた理由は，
培養細胞系などによるウイルス増幅に伴う不測の変異
導入７）８）を避け，検体から直接 RNAを抽出し効率よく
次世代シーケンス（NGS：Next generation sequenc-
ing）で解析するためである．ウイルス RNAは，鼻
咽頭ぬぐい液あるいは喀痰の残余検体から，国立感染
症研究所の病原体検出マニュアル 2019-nCoV（http

s://www.niid.go.jp/）に従い QIAamp Viral RNA Mini
Kit（QIAGEN社）を用いて抽出した．QIAseq SARS-
CoV-2 Primer Panel（QIAGEN社）及び QIAseq FX
DNA Library Kit（QIAGEN社）により，NGS用ラ
イブラリを調製した．得られたライブラリからMiSeq
Reagent Kit v3と Illumina MiSeq（Illumina社）を
用いて配列を決定した．
3．SARS-CoV-2ゲノム配列の解析
ウイルスのコンセンサス塩基配列は，次の手順で取
得した．まず NGSで得られたリード配列から ARTIC
Network V3プライマー配列（https://artic.network/
ncov-2019）を cutPrimersプログラム９）により除去し
た．BWAプログラム１０）を使用し，SARS-CoV-2参照
配列（GenBank ID：NC_045512.2）にリード配列を
マッピングし，SAMTOOLSプログラム１１）でMapping
Quality�60のリード配列のみ選別した．さらに，筆
者らが独自に開発した in houseプログラム１２）を用いて
エラー補正を行った．＞20%の頻度で複数の塩基が
確認された場合は縮重塩基としてコンセンサス配列を
決定した．コンセンサス配列の中で coverage数が 5
未満の領域については，ARTIC Network V3プライ
マーセットを用いて Sanger法により逐次配列を確認
した．
4．系統樹解析による比較解析
MAFFT１３）にて各配列をアライメントした．既報に

従って IQ-TREE 2４）１４）にて，Bootstrap testは 1,000回
試行し，Maximum likelihood treeを推定した．得ら
れた系統樹の描画はMEGA7１５）を使用した．日本の
SARS-CoV-2ゲノム配列は，2020年 10月 31日まで
に GISAID EpiCoV（https://www.gisaid.org/）ある
いは GenBank（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genba
nk/）の公開データベースに登録された SARS-CoV-2
近全長配列（＞29,000塩基）のうち，5’-及び 3’-非翻
訳領域を除く全領域を使用した．両データベースへの
重複登録と推定される配列では GenBankのデータの
みを利用した．国外の代表配列には GISAID EpiCoV
に登録された近全長配列のうち，3配列以上登録され
ている同一配列を in houseプログラムにて抽出し，比
較対象として利用した（3,545配列）．さらに両データ
ベースに登録されたすべての近全長配列（それぞれ
71,623本，20,897本の Nを含まない配列）に対して，
日本から登録された配列で特徴的な変異の有無を in

houseプログラムにて検索した．
結 果

2020年 10月末日までの期間において，国内の
SARS-CoV-2の流行は，第 1感染ピークとなった 4月
までの時期，ならびに第 2感染ピークとなった 6月以
降の時期に大きく区分される．この傾向は，本研究が
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Fig. 1 Daily number of new SARS-CoV-2-infections in Japan, Aichi, and Nagoya (Feb-Oct, 2020).
The upper and lower graphs represent the cases reported in Japan and Aichi/Nagoya, respectively. 
The stars indicate the cases at our hospital. The clades of the isolated samples are shown in the bot-
tom.

行われた愛知県や名古屋市でも認められた（Fig. 1）．
本研究では，当院にて陽性と判明し国内で感染した有
症状感染者（異なる 55症例）の検体を対象に，NGS
により SARS-CoV-2のゲノムの近全長配列（nucleo-
tide：nt 31-29,850）を決定した．決定した配列は
GISAID EpiCoVに EPI_ISL_568556～568576，EPI_
ISL_636989～637021ならびに EPI_ISL_637075とし
て登録した．解析した検体の採取時期を，Fig. 1に星
印で示す．
次に，決定したウイルスゲノム配列について，公共
データベース（GISAID EpiCoVおよび GenBank）に
て公開された国内の配列および諸外国の代表配列と比
較した．諸外国でのウイルス感染に起因していること
が想定される，国内の空港検疫ならびにダイヤモン
ド・プリンセス号（clade O）１６），ナイル川クルーズ船
（clade GH）１７）での感染症例の配列については，解析対
象から除外した．遺伝系統学的解析により，第 1感染
ピーク期における当院の検体のウイルスゲノム配列
は，clade S（5件）と clade GR（10件）に分類され，
症例数が少ないものの，1～3月期から 4～5月期への
時間経過と共に clade Sから GRへとシフトした．こ
うした状況は，関塚らにより報告された，首都圏を中
心とした全国の分子疫学的情報とも合致している６）．
Fig. 2のように，国内の既登録ウイルス配列は clade

Lおよび S，G，GH，GR，Oのいずれかに分類され
（Fig. 2では東京都と神奈川県の配列のみをハイライ
トしている），時間経過とともに clade Sから GRへ
と主流遺伝子型がシフトしている．これらの配列情報
から，第 1感染ピークにおいて，当院も含め国内の
SARS-CoV-2の遺伝子型は武漢関連型からヨーロッパ
型へと移行し，各遺伝子型は分散していた．また，1
配列（GISAID EpiCoV # EPI_ISL_637075，5月に採
取）は，Orf（Open reading frame）7a領域に 85塩
基の欠失（nt：27,556～27,640）が認められ，推定上
Orf7aが発現されない変異型（orf7a Δ85）が検出され
た．
次に，第 2感染ピーク期となる 6月以降のウイルス
配列に着目する．公共データベースには，6月の検体
の配列として，東京都と神奈川県のものがそれぞれ 14
件と 1件公開されている．これら配列と当院の 6～10
月の 40のウイルス検体の配列を比較解析した結果，40
の配列はすべて東京都の 6月の全配列と共に clade
GRに属する 2つのクラスターのいずれかに含まれた
（Fig. 2，iと ii）．本研究で決定した 6月以降のウイル
ス配列は，東京都の検体の配列と遺伝距離が近いこと
が示され，東京都と名古屋市間で分子疫学的に関連性
が高かった．また，2種類のクラスターがあることか
ら，2種類以上の複数の感染伝播ルートがあったこと
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Fig. 2 Maximum likelihood phylogenetic tree of SARS-CoV-2.
The viral sequences for samples from Japan and representative sequences reported from other countries are 
used. Our determined sequences (closed circles) and the sequences reported from Tokyo or Kanagawa (clear 
squares) are colored according to the sample collection period. Three major domestic clusters that contain re-
cently collected samples (Jun-Oct) are shown with colored backgrounds and arrows. On the right, the virus 
names and the sample collection months deposited in GISAID and/or GenBank are denoted in the enlarged view 
of the three clusters.
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Table　1　Unique synonymous and non-synonymous mutations in the sequences of our recent clusters

Coding region Nsp1 Nsp3 Nsp4 Nsp5 Nsp12 Spike Orf3a Nucleocapsid

Amino acid in reference L F S N P P A D Q P R G M

Residue Position 16 106 543 244 108 323 423 614 57 151 203 204 234

 (i)＊ L† F† S N　 P L A G Q P K R I
 (ii)＊ L† F† P N† S L V G Q L K R M
 (iii)＊ L† F† S N P L A G H P K R M
＊ The cluster IDs that correspond to those shown in Fig. 2.
† Synonymous mutation.

が示唆された．一方，神奈川県の 6月の配列は別のク
ラスターで独立して観察された．さらに注目すべきこ
とに，これら 3つのクラスターは，データベース上の
諸外国由来の代表配列を含まず，独立して，クラスター
を形成していた．したがって，入国・渡航制限がはじ
まって以降の第 2感染ピーク期においては，日本国内
では SARS-CoV-2が独自の遺伝的変化を遂げたもの
と考えられる．
これらのクラスターで共通するアミノ酸変異を解析
したところ（Table 1），クラスター（i）では Nsp12
P323Lおよび Spike D614G，Nucleocapsid R203K/
G204R/M234I，クラスター（ii）では Nsp3 S543Pお
よび Nsp5 P108S，Nsp12 P323L/A423V，Spike D614
G，Nucleocapsid P151L/R203K/G204Rの非同義変異
が認められた．各変異の組み合わせは，諸外国の代表
配列には存在しなかった．さらに公開データベースの
登録配列を検索したところ，クラスター（ii）に属す
る 1配列（GISAID EpiCoV #EPI_ISL_593712が，8
月にオーストラリアで採取）のみが検出された．しか
し，その後，オーストラリアで同一種の配列をもつウ
イルス配列が報告されていない．時系列を考慮すると，
少なくともこれら 2つの遺伝的クラスターを形成し，
国内固有の遺伝的変化が起こっていた可能性を支持す
る．

考 察
国内における SARS-CoV-2の分子疫学的動向と特

徴を明らかにしようと，SARS-CoV-2ゲノム配列を解
析した．本研究では，第 2感染ピーク期以降に，第 1
感染ピーク期とは異なり，clade GRに属する配列の
みに集約する状況を観察した．これは，第 1感染ピー
ク期後の感染者数激減にともなう遺伝的なボトルネッ
ク効果による可能性，ならびに海外からの異なる遺伝
子型のウイルスの感染流入が抑制されていた可能性，
clade GRのウイルスの伝播効率が高い可能性などが
複合的に重なったと考えられる．clade GRのウイル
スの伝播効率変化については，当該 cladeに共通して
いる Spike D614G変異の感染効率を高める作用ある
いは中和抗体への感受性を高める作用が報告されてい

る１８）～２１）．重要なこととして，本研究により検出された
clade GRの配列は，諸外国の代表配列とは異なり，国
内独自のクラスターを形成していたことにある．国内
独自のウイルス遺伝子型に集約した時期は，2020年 3
月下旬から 10月下旬までの本邦における渡航制限が
あった時期とも相関しており，これにより海外からの
異なる遺伝子型のウイルスの感染流入が抑制されてい
たと考えられる．こうした地域独自の遺伝学的クラス
ター形成は，同じく渡航制限を課した諸外国でも観察
されており，SARS-CoV-2ゲノム配列の地域差につな
がるかもしれない．例えば，米国では Orf8 S24L２２），
ヨーロッパでは Spike A222V２３），オーストラリアでは
Spike S477N２４）というような地域に特徴的な変異型が
報告されている．
次に，遺伝系統樹解析の視点から考察した．国内に
おける感染・伝播の方向性に関して，当院で採取され
た検体のウイルスゲノム配列は，東京都の検体のウイ
ルスゲノム配列と遺伝的に近いことから，東京都―名
古屋市間で感染伝播のつながりがあった可能性が考え
られる．しかしながら，日本国内における，特に 6月
以降のウイルスゲノム配列情報が少ないことから，現
時点では，伝播の方向性を検証することは困難である．
国内の分子疫学的な動向を把握するためにも，今後，
他地域におけるウイルスゲノム配列情報は必要であ
る．
本研究で解析した検体は軽度あるいは中度の有症状
患者症例由来の検体が中心であったが，症状の有無に
よるゲノムに差は無いと考えられる．まず，有・無症
状者間でウイルスの遺伝的な違いが生じた場合には経
時的に，特に第 2感染ピーク期で，有症状者において
もウイルスの遺伝学的な変化が観察されると考えられ
るが，こうした変化が認められなかったからである．
実際に，同一施設内で感染した有・無症状者間におけ
るウイルス配列の差異が認められず２５），有症状者と無
症状者が，同程度の量のウイルスを放出するとの報告
もある２６）．しかし，本研究では解析数にも限りがある
ため，今後，地域や検体数を拡大した分子疫学的調査
が必要となるであろう．
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SARS-CoV-2ゲノムは，他の RNAウイルスに比べ
ウイルス自体の変異出現速度は明らかに小さい２）．し
かし，急速な世界的な感染拡大により，短期間で
SARS-CoV-2ゲノムには地域差を有した変異が蓄積
し，遺伝的多様性が拡大・加速しつつある．現時点で
は，ウイルスの病原性に関与する，科学的に論じられ
た明白な変異情報は，シンガポールで検出された orf8

Δ382（nt：27,848～28,229欠失）のみである２７）．一方，
本研究で検出された orf7a Δ85（nt：27,556～27,640）
変異型 SARS-CoV-2の 1症例については，米国にお
いても異なる欠失型 orf7a Δ81（nt：27,404～27,484）
型が報告されているが２８），ウイルスの病原性との因果
関係は明らかになっていない．病原性―変異との関連
性とは対照的に，免疫―変異との関連性は報告されつ
つあり，特に，ウイルス受容体である ACE2（an-
giotensin converting enzyme 2，アンギオテンシン変
換酵素 2）への結合に重要な Spikeタンパク質上の受
容体結合モチーフ（RBM：receptor-binding motif）周
辺に遺伝的多様性が生じている．英国とオーストラリ
アでは，それぞれ N439Kと S477Nの登録数が増加し
ており，これらの変異は一部の中和抗体に対して抵抗
性を示すことが報告されている２９）３０）．最近では，オラ
ンダやデンマークでのミンク―ヒトの種間伝播におい
て RBM結合変異型 Spike Y453Fが出現している３１）．
おそらく，ワクチンや抗体治療の標的とも重なるため，
ワクチンや治療薬導入に伴うウイルスの遺伝的変化を
分子疫学的な観点で，その動向を把握することは一層
重要となる．さらに，日本も含め全世界的に，拡大す
る SARS-CoV-2の遺伝的多様性を監視する必要もあ
る．ウイルスの遺伝的多様性が高まれば，ワクチンや
治療薬に対する耐性ウイルスが出現するチャンスも高
まると考えられる．そのため，これから導入されるで
あろうワクチンや治療薬を有効に活用するためにも，
SARS-CoV-2の遺伝的多様性を抑える「従来の基本的
な感染予防対策」は当然重要であるが，継続的な分子
疫学的調査も必要不可欠であるといえよう．
本研究では，国内のウイルスの特徴を解明すべく，
SARS-CoV-2ゲノム解析を実施した．第 2感染ピーク
以降では，第 1感染ピーク期とは異なり，SARS-CoV-
2ゲノム配列は国内で独自に変化したと推定される遺
伝子型として集約していたことが観察され，東京都―
名古屋市間の分子疫学的な類似性を認めた．これらの
情報は，今後の SARS-CoV-2感染症の分子疫学的動
向と特徴を把握するための一助となると考えられる．
謝辞：本研究を実施するにあたり，検体を供与くだ
さった患者様ならびに治療，検査に携わった当院の医
療スタッフに深謝申し上げます．本研究（の一部）は，
一般財団法人 愛知健康増進財団からの医学研究・健

康増進活動等の助成（2020年 岩谷靖雅）により遂
行された．
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Molecular Epidemiological Insights into Transmission Trends in Nagoya Area Based on
SARS-CoV-2 Genome Sequencing (Mar-Oct, 2020)
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Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is the etiologic agent of coronavirus dis-
ease (COVID-19) which has spread rapidly worldwide to cause a global pandemic. The SARS-CoV-2 genome
shows a lower mutation rate than other RNA viruses. However, because of the ongoing rapid worldwide
transmission among humans, the genetic diversity of the SARS-CoV-2 genome has increased. In Japan, a
previous study suggested that the distinct viral clades L, S, G and GR of SARS-CoV-2 had been imported
from overseas and begun to circulate domestically by April 2020. However, little is known about molecular
epidemiology of SARS-CoV-2 since then, because of the lack of sufficient information on the viral genome se-
quence information in Japan. Herein, to probe the molecular epidemiological trends in Japan, we determined
the full genome sequences of SARS-CoV-2 (n=55) derived from patients admitted to our hospital and per-
formed a comparative analysis with domestic and international sequence information available from GISAID
and GenBank. The results showed that the dominant domestic genotypes, including our determined se-
quences, had shifted from clades S and L to clades G and GR, and dispersed widely during the first infection
peak period (March to April). In contrast, all the SARS-CoV-2 genotypes after May 2020 are highly clustered
as unique clade GR genotypes that are not detected outside Japan. This genetic clustering occurred during
the period under which restrictions were placed on overseas travel in Japan. Similar trends of viral geno-
type clustering have also been observed worldwide, with regional disparities. Under these circumstances,
we should adopt adequate preventive measures to prevent the viral genetic diversity from increasing, and
also further extend the molecular epidemiological survey of SARS-CoV-2 genotypes in Japan. These efforts
will aid in ensuring successful use of the novel vaccines and antiviral drugs in the near future.


