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  H23年県内で発生した結核菌感染2事例において反復配列多型（Variable Numbers of Tandem Repeats
；VNTR）法を用いた分子疫学解析を実施した. その結果, 事例 1 では異なる保健所管内で H20 年と

H23 年に発症した患者 2 名の VNTR データが同一パターンを示し, 分子疫学解析により疫学的関連性

を裏付ける結果となった. また, 事例 2 では, 疫学的に関連性が高いと考えられた外国人 2名の由来菌

株が, それぞれ異なるパターンを示し, この 2 名の患者は異なる感染源由来であることが明らかとな

った. 今回実施した VNTR 法は, 迅速性と簡便性に優れ, デジタル化情報として再現性や互換性もあ

ることから, 迅速な行政対応が求められる集団感染発生時等において極めて有用な方法であると思わ

れた. 
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はじめに 

結核患者が発生した時の感染源の追求や感

染経路の解明には, 接触者検診等の積極的疫学

調査が実施されるが, 個々の患者から結核菌が

分離された場合, それぞれの菌の同一性が重要

な問題となる. 同一の菌による感染かどうかを

判定するには遺伝子型別が実施されるが, 結核

菌では近年, 結核菌の遺伝子中に存在する反復

配列の数を株同士で比較する VNTR 法が利用

されるようになっている. この VNTR 法は制限

酵素断片長多型（Restriction fragment length 
polymorphism；RFLP）法に比べ, 簡便で迅速に

結果が得られ, 非常に有用な方法とされている. 
また近年, 日本国内の株を型別するのに有用な

方法として, (Japan Anti-Tuberculosis Association) 
JATA-VNTR 法が標準法として提唱されており,
全国的な普及が期待されている 1, 2). そこで今

回, 我々は H23 年に県内で発生した 2 事例にお

いてVNTR法を用いた分子疫学解析を実施した

ので報告する. 
 

方 法 

1．結核感染事例発生の経緯 

事例 1：患者 A（56 歳男性）は, H20 年 3 月に体

調不良にて医療機関を受診し, 肺結核（G10 号）

と診断され治療を開始した (鈴鹿保健所登録). 
H21 年 4 月に治療を終了し, その後再発はない. 
患者 B（46 歳男性）は患者 A と同じ職場勤務で, 
H20 年 6 月の接触者健診で胸部所見はなかった

が QFT(±)となり潜在性結核として治療を開始

した (四日市市保健所登録）. その後, 治療を自

己中断していたが, H23 年 3 月に風邪症状によ

り, 医療機関を受診し, 肺結核（G3 号）と診断

され治療を再開した. その時の調査により, 患
者 B は患者 Aと兄弟でもある事が判明し, 発病

時期は異なるが, 双方の疫学的関連が強く疑わ

れたため, 遺伝子解析を実施した. 
 
事例 2：患者 C（31 歳女性）は H23 年 1 月頃か

ら咳などの症状がみられ, 症状が悪化したため

5 月に松阪市内の医療機関を受診し肺結核（G2
号）と診断された. 患者 D（27 歳女性）は, 6 月

の職場健診で要精検となり, 7 月に肺結核（気管

支洗浄液培養陽性）と診断された. 患者 C と 
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患者Dは共に中国の湖北省出身でH21年 9月に 
一緒に来日し, 同じ寮で生活し職場も同じであ

った. 
 
2．検体および DNA 抽出 

  H23 年に発生した 2 事例（事例 1,2）において

分離された結核菌株を用い, 高橋らの方法 3)に

従い ISOPLANT (NIPPON GENE) により DNA
抽出を行い検体とした. 
 

3．VNTR解析 

  多重反復配列領域のうち, JATA12 および

JATA15-VNTR法で用いられている15領域を対

象とした 1 ,4). さらに追加領域として当所で実施

している 10 領域 (MIRU4, 27, 40, 39, 16, 23, 
ETR-C, F, Mtub30, 39) と超多変 (HV: Hyper- 
-variable）領域（QUB3232, V3820, V4120）を加

え, 計 28 領域で VNTR 解析を実施した 5). 方法

は各菌株のゲノム DNA を template に,それぞれ

のプライマーと Ex Taq HS version (Takara)を用

いた PCR 法で増幅を行い, PCR 産物の増幅サイ

ズから, コピー数を測定した. 
 
4．北京型,非北京型の分類 

 Warren らの方法 6)に従い, PCR により北京型

および非北京型の分類を実施した. さらに北京

型に分類された株を対象に Wada らの方法 7)に

従って NTF region への IS6110 挿入の有無によ

り ancient あるいは modern type に細分類した.  
                                      

結 果 

事例 1：事例 1 における分子疫学解析の結果, 
これら 2 名の菌株 A, B において JATA15 の 15
領域でコピー数が一致し, さらに25領域の解析

でもコピー数が全て一致した（表 1,図 1）. また

超多変領域である HV 領域でもコピー数が一致 
 

 
したことから, この 2 名の菌株は同一由来の株 
である可能性が極めて高いと判断された. さら

に系統分類の結果 A, B の株はともに北京型で

あり, その中でも日本に多いとされる ancient 
type であることが確認された. 

 
 
 

 

 

 

 

 

図 1. 事例 1における各 VNTR 領域の泳動結果 

 
事例 2：本事例の分子疫学解析の結果,患者 2 名

由来の菌株 C, D において 15 領域でコピー数が

一致したのは J4 (Mtub24), J8 (QUB 15), J11 
(QUB 26), J15 (ETR-A) の 4 領域のみであり, 28
領域での解析の結果でも 7 領域でのみの一致で

あった（表 1,図 2）.  
その結果, 疫学的には関連性が高いと思われ

たこれら 2 名の菌株は，異なる株である可能性

が高い結果となった. また C の株は非北京型で

あったのに対して, D の株は北京型の ancient 
type であり, 系統分類においても異なるタイプ

であることが明らかとなった. 
 

 
 

JATA No. J01 J02 J03 J04 J05 J06 J07 J08 J09 J10 J11 J12 J13 J14 J15

locus
Mtub
04

MIRU
10

Mtub
21

Mtub
24

QUB
11b

VNTR
2372

MIRU
26

QUB
15

MIRU
31

QUB
3336

QUB
26

QUB
4156

QUB
18

QUB
11a

ETR-
A

(A):2008274 4 1 3 2 7 4 7 4 4 7 8 2 9 9 4
(B):2011082 4 1 3 2 7 4 7 4 4 7 8 2 9 9 4
(C):2011105 2 2 0 3 3 2 5 4 2 7 8 3 0 5 4
(D):2011106 4 3 3 3 7 4 7 4 5 4 8 4 10 8 4

2401 3690 802 4348 1644 2531 580 3007 577 3239
Mtub
30

Mtub
39

MIRU
40

MIRU
39

MIRU
16

MIRU
23

MIRU
4

MIRU
27

ETR-
C

ETR-
F

(A):2008274 4 3 3 3 3 5 2 3 4 3
(B):2011082 4 3 3 3 3 5 2 3 4 3
(C):2011105 2 1 2 2 3 5 4 2 4 3
(D):2011106 4 3 3 3 3 2 2 3 4 3

表1. 事例1,2における各菌株(A)～(D)のコピー数

additional
loci



 
 
 
      

 
 
 
 
 
 
 
 

図 2.事例 2 における各 VNTR 領域の泳動結果 

 
考 察 

 事例1では, 異なる保健所管内でH20年とH23
年に発病した同一職場に勤務する兄弟（別居）

が VNTR 解析により同一パターンを示し, 疫学

的関連性が裏付けられた. VNTR 解析は, 過去

の菌株との比較も容易となるため，発病時期が

異なることが多い結核菌の遺伝子型別法として

有用であることが明らかとなった. 
 事例2は, 疫学的には関連性が高いと考えられ

た外国人患者の菌株がそれぞれ異なるパターン

を示し, この 2 名の患者は異なる感染源由来で

あることが明らかとなった. 中国のように罹患

率の高い地域では, 若年者の感染例も多く, 感
染源, 感染経路の特定が非常に難しくなる. ま
た, 日本の北京型と異なり外国で分離される北

京型は modern type が多く, このタイプは感染

・伝播力が強いため若年者で集団感染を起こし

やすいことが報告されている 7-10). 三重県でも

県内分離株の約 70%が北京型に分類され, その

うち約 15%が modern type であることが明らか

となっている 5, 11). これらはいずれも散発事例

で, これまで県内では modern type の北京型に

よる集団感染事例等は報告されていないが, 今
後も高蔓延国から, 国内の株とは異なった新た

なタイプの結核菌既感染者の流入も予想される

ため警戒が必要である. 
 今回の事例ではVNTR法により 7～10日で遺

伝子型別解析が可能であった. 従来の RFLP 法

に比べ迅速性の高いVNTR法は迅速な行政対応

が求められる集団感染発生時等において極めて

有用であると思われる. また, VNTR 法は系統

分類のデータを加味することで, 感染力や薬剤

耐性化傾向などの菌株の特徴をも推定しうるこ

とから, 接触者健診等の積極的疫学調査への活

用も期待できる. 今後も県内分離株の VNTR デ

ータを蓄積し, 現場へフィードバックすること

により, 結核根絶を目指した新たな結核対策を

展開することが可能になるものと思われる. ま
ずは県全域での VNTR データの有効活用のた

め, 医療機関, 保健所, 保健環境研究所が連携

して, 患者の人権と個人情報保護法も踏まえた

うえでVNTR法の検査体制およびデータベース

化を確立していくことが必要であると思われ

る. 
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