
－ 29 －宮城県保健環境センター年報　第 27 号　2009

遺伝子タイピングによる県内の結核菌の動態
A Molecular Approach to Studying the Transmission of Tuberculosis in Miyagi prefecture

Takashi HATAKEYAMA，Tomoko YAZAKI

1　はじめに　
　古典的な結核疫学は，患者の発症までの経過や行動，
関連する人たちとの接触歴などの情報を基礎とした分析
であった。しかし，最近の遺伝子解析技術の進歩に伴
い，結核菌遺伝子中に存在する特定箇所の遺伝子配列
の変化の比較により菌の亜分類が可能となった。これ
により，結核疫学は患者側からの情報に加え，原因菌
からの遺伝子情報という科学的根拠を基に正確性の高
い疫学対応を行うことが可能となった。現在では global 
standard としての RFLP （Restriction Fragment Length 
Polymorphism：制限酵素断片長多型）法 1）と，新しい
解析方法である VNTR（Variable Numbers of Tandem 
Repeat）法 2・3）が主流となっている。
　RFLP 法は，結核菌群遺伝子特有のトランスポゾン

（IS6110）をサザンハイブリダイゼーションで検出する
方法であるのに対し，VNTR 法は，菌に存在する一連
の遺伝子群が移動や欠損した時に残る数十塩基の DNA
の繰り返し配列（Tandem Repeat：以下，TR）数を測
定する方法である。変化に富む複数の遺伝子座を標的と
して PCR を行い，そのアリルプロファイルの違いから
菌の区別を行うものである。この方法は喀痰からの直接
解析も可能で，複数の有効なプライマーの組み合わせに
より RFLP に匹敵する解析力を示すとされている。
　宮城県でも平成 11 年から RFLP 法を結核菌遺伝子解
析手法として導入しており，院内感染や家族内蔓延の解
明など，遺伝子解析により様々な疫学的問題の処理を
行った。
　しかし，RFLP 法は，菌の培養から結果を得るまでに
長時間を必要とし，加えて手技の複雑さというルーチン
を困難とさせる 2 つの大きな問題を持っている。
　そこで，本研究では，簡便で迅速な VNTR 法を用い
て結核菌遺伝子の比較を行い RFLP 法との相関を明ら
かにすること，および両方法によって得られた結果から，
様々な角度で県内の結核菌の発生と蔓延状況を解析する
ことを研究の目的とした。

　過去に県内から収集された結核菌に，RFLP 法と VNTR 法を用いた遺伝子解析を行った結果，同じ遺伝子パター
ンを持つ 26 組（67 株）のクラスターと 167 株のユニークパターンが得られた。これにより，県内における結核菌の
蔓延状況を調べたところ，特定の株が近隣の地区ばかりでなく広域に拡散している実態が明らかとなった。
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2　材料および方法
　2.1　材　料
　結核・感染症菌発生動向調査事業により，各保健所が
集めた結核菌 234 株を使用した。
　2.2　方　法
　2.2.1　RFLP 解析
　RFLP は Takahashi 5）らの方法で実施した（図 1）。
　培養で十分量に達した結核菌から，Isoplant（ニッ
ポンジーン社）で遺伝子を抽出し，制限酵素 PuvⅡ

（TaKaRa社）で切断して電気泳動を行った。遺伝子
断片をハイブリダイゼーション膜（Hybond N+ : アマ
シャムバイオサイエンス社）に転写した後に，Biotin 
Luminescent Detection Kit （Roche 社）で化学発光を行
い，X 線フィルムで検出を行った。

　2.2.2　VNTR 解析
　VNTR は Sola2），Frothingham6），Skuce7）らの方法に
従った。すなわち，MIRU（12 組：2･4･10･16･20･23･24
･26･27･31･39･40），ETR（4 組：A・B・C・F），QUB（4 組：
Q5･Q11a･Q11b･Q18）の各領域を標的とする合計 20 組
のプライマーを選び，TaKaRa Ex Taq costom ver.1（2
× GC buffer）を使用して各温度条件で PCR を実施し
た。それぞれの文献に記載されている算出方法に従って
TR のコピー数を決定し，一連の連続データ（アリルプ
ロファイル）として遺伝子情報を表示した（図 2）。

図 1　RFLP 法の概要
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図 1．RFLP 法の概要 

 

 

 

図 2．VNTR 法の概要 
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3　結　果
　3.1　VNTR 法と RFLP 法との比較
　両解析方法による分別能力の違いを調べるため，
VNTR 法でアリルプロファイルが共通であった 23 組に
ついて，RFLP 法でのクラスター解析を行った。その結
果，アリルプロファイルが共通である株は RFLP 解析
においてもほぼ全て（22 組）が VNTR の場合と同一の
グループに含まれた。RFLP で明らかに異なるパターン
を示した株は 1 組（No.9）2 株のみであり，その一致率
は 95％以上あった（図 3）。
　また，VNTR 法は RFLP 法で直別困難な株の分別に
適しており，県内各地に既に定着している株と流行株を
詳細に区別することが可能であった（図 4）。

　3.2　共通な遺伝子タイプを持つ株の地域的蔓延状況
　上記の二つの遺伝子解析方法で県内患者株，および患
者関連株の分布との関連性を調査した。その結果，共通
事例の一部は同一または近隣の保健所管内ばかりでなく
県内各地に広がっており，他の自治体が関連する例も含
め，患者間の広範囲な関連性を疑うべき例が存在するこ
とが確認された（図 5）。
　また，いずれかの患者株と共通パターンを持つ株の存
在割合は 67 株（他自治体関連分 2 株含む）と全体の約
3 割であり，特に海岸沿いの A，B 保健所管内と県北部
の E 保健所管内で多い傾向が認められた（表 1）。
　3.4　時系列による流行のモニタリング
　また，同一の遺伝子タイプを持つ株の検出時期を時系
列的に解析した場合，既に蔓延を停止していると考えら
れる株や，現在も活動し今後も患者発生の予想される株
などの傾向を推察することが可能であった（図 6）。

4　考　察
　結核は，単一血清型原因菌による感染症としてはもっ

図 2　VNTR法の概要

図 4　RFLP 類似パターンにおけるVNTR法による詳細解析の例

図 3　アリルプロファイルが共通な株の RFLP 法による再解析例

図 1．RFLP 法の概要 

 

 

 

図 2．VNTR 法の概要 
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※白抜き数字の部分は他と異なるコピー数であることを示す 
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とも感染者が多く，世界では毎年 2 ～ 300 万人が死亡し
ている。また，世界人口の 1/3 が結核菌に感染している
と考えられており，この傾向が続けば，今後も 20 年間
で 2 億人が結核を発症する危険があるとされる。
　日本は先進国の中では最も罹患率が高く，結核に関し
ては後進国である。また，近年の長寿命化により既感染
高齢者の発症が増えており，老人介護に関わる人たちが
感染するケースが多く報告されている。さらに，最近で

は結核菌への抵抗力の少ない若年層での感染が多く見ら
れるようになったことからも，防疫対策は必須である。
　国内で見ると，宮城県は毎年 150 人前後と恒常的な発
生があるものの人口対 10 万人比は 11.5（2007 年）と低
蔓延状態（10 以下）に近く，このような状況下では接
触者検診等による感染源の特定は極めて困難であり，む
しろ分子疫学的解析が必要であると言わざるを得ない

（図 7）。
　このような状況に対し，我々は平成 10 年度から
RFLP 法を行政検査に導入し，平成 17 年度には VNTR
法を導入した。RFLP 法は結核菌株の代表的な比較方
法として多くの地方衛生研究所で実施されており，そ
の解析能力と有効性は高く評価されている9）。しかし，
RFLP では多量の結核菌を使用するため培養を必要と
し，検出法も複雑であるという問題があった。これに対
し，VNTR 法は PCR 法の応用であることから微量な菌
からの検出も可能で，ガフキー陽性者の検体を直ちに試
験に供することができるという特徴を持っている。また，
遺伝子情報をデジタル数字化して提示することが可能な
ため，多くの施設間で菌株の情報を real time に交換し

表 1　共通パターン株の保健所別存在割合

図5　遺伝子タイプ共通事例の県内における蔓延状況

 

注 1：アルファベットは患者の登録年度を示す（K は平成 20 年度） 

注 2：矢印は患者間の関係を示す 

注 3：色塗りの保健所は海岸部の保健所を示す 
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 図7　結核蔓延パターンの推移図6　特定株の蔓延規模と活動可能性の予測
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比較できるという利点を持つ（図 8）。

　そこで本研究では，比較的古くから海外の研究者によ
り研究されているMIRU，ETR，さらに QUBという3 つ
の領域を併せて解析実験を行った。その結果，VNTR
による分類と RFLP との一致率が約 95％まで上昇する
ことが判明した。さらに，RFLP では判別不能な類似パ
ターンを TR の相違から再評価することで菌株を詳細に
分類することが可能であった。
　これらの方法により，県内の結核の動態を調べた結果，
共通症例は全体の約 3 割で，地方の都市部（規模の大き
い漁港など）に共通症例が多いことが明らかとなった。
さらに，約 7 割の株には遺伝子の共通性がないことから，
これら多くは既感染発病または県外地域からの蔓延であ
る可能性が示された。
　また，院内感染や家族内感染など，不特定多数株の感
染の可能性が否定できる症例の証明は VNTR 単独の比
較解析が有効であり，初発患者が MDR（多剤耐性結核）
株の場合などでは，その迅速性から結果を直ちに関連患
者の治療に応用することが可能であると考える。
　このような有効性から，今や結核菌遺伝子解析法は
VNTR 法が主流となりつつある。現在は，結核研究所
と地方衛生研究所を中心とする研究グループが国内の株
の特徴に合わせたプライマーの設計を行っており10），今
後はこれらのプライマーによって結核菌遺伝子解析方法
の全国統一化が図られるものと思われる。
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図8　家族内感染事例のVNTRによる迅速解析結果

 

 


