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岡山県内で分離 された結核菌DNAのIS6110-RFLPパ ターン分析

1大畠 律子2多 田 敦彦

要 旨:結 核菌DNAのRestriction fragment length polymorphism(RFLP)分 析 を正確 かつ有効 に結 核対

策 に活用 す るため,県 内 の結核 菌分離株 のRFLPパ タ ー ンにどの程度類 似性が見 られ るかを,1999

年12月 か ら2001年12月 ま でに分離 された395株 を用 いて調査 した。RFLPパ タ ー一ンは多様性 を示 し,

342種 類 が見 られた。パ ター ンが完全 に一致 した同一 クラス ターは,34種 類(87株)あ り,同 一 クラ

ス ター内における感 染源の一致率 は20%で あ った。 しか し,こ れ を59歳 以 下 の患 者間で見 る と60%

で あ り,RFLPパ タ ー ンの一致 は,特 に若い世代 の患者 間にお いて重要 な感染源 の指標 とな ることが

示唆 された。全体的 な類似性 としては,4種 類の主要 な流行株 を中心 に,近 縁 の株が約40%を 占めて

いた。 また,こ れ らの流行株 は,日 本人 に多 い と言 われるパ ター ンに一致 してお り,岡 山県の地域特

異株 ではな く,全 国 レベルで伝播 している株 であるこ とも判明 した。

キーワーズ:RFLP分 析,結 核対策,RFLPパ ター ン,類 似性,流 行株

は じ め に

結核菌遺伝子の挿入配列IS6110を プローブとした

RFLP分 析は,集 団感染発生時における感染源の追求や

蔓延状況の把握など結核の疫学調査に非常に有効な手法

として確立 されている。岡山県でも,結 核対策特別促進

事業の一環 として,1999年12月 か ら県内の医療機関で

分離進された結核菌DNAGRFLP分 析を開始 した。

RFLPパ ターンが一致 した場合,感 染源が同一の可能性

が高いと考えられているが1),現 在までに実施 したRFLP

分析の結果,パ ターンが一致 した患者間に接点が認めら

れなかった事例が多数見 られた。高齢者では,大 部分が

結核が蔓延 していた時代に初感染を受け,加 齢に伴 う免

疫力の低下に伴って発病 した内因性再燃と考えられてお

り2),接 点の究明が困難なためと思われた。一方で,最

近の感染による発病と考えられる若い世代の患者間で接

点が見いだせない事例 もい くつか認められた。また,県

内で分離された結核菌の中には,極 めて類似性の高いパ

ターンを持ついくつかのグループが存在することもわかっ

た。これらのことから,RFLPパ ターンの一致がそのま

ま直接の感染伝播を表さない場合もあることが示唆され,
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感染源を究明するうえで注意が必要になると思われた。

そこで,結 核菌DNAのRFLP分 析を結核対策に正確

かつ有効に活用するためのン基礎データとするため,県 内

の結核菌分離進株におけるRFLPパ ターンにどの程度の類

似性が見られるかを調査 したので報告する。

対象と方法

1999年12月 か ら2001年12月 まで の2年 間に県 内の医

療機関 また は検査機 関で分離 され,当 セ ンターへ搬入 さ

れた結核 菌の うち,患 者間 に重複 がない ことを確認 した

計395株 を対象 とした。

RFLP分 析 は高橋 らの方法3)～5)に従 った。結核 菌か ら

のDNA抽 出 にはISOPLANT(ニ ッ ポ ンジー ン)を 用 い,

プ ロー ブは,IS6110由 来245bpのPCR産 物 をRandom

 primer DNA labeling kit(宝 酒 造)に よ りビオチ ン標 識 し

た。RFLPパ タ ーンの検 出は,化 学発光 システム によ り

X線 フィルム上で行 った。

RFLPパ タ ーンの クラス ター解析 は,解 析 ソフ トFinger

 Printing Plus(Bio Rad)を 用 い,UPGMA法 で 行 った。

また,IS6110に よるRFLPパ ター ンでバ ン ド数が5本

以下G菌 株 の2次 分類 として,結 核菌の プラス ミド上の
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Fig.1 Distribution by number of IS6110 copies

繰 り返 し配 列polymorphic GC-rich repetitive sequence

(PGRS)を プ ローブと したRFLP解 析6)も,制 限酵素Sma

Iを 用 い,同 様 に実施 した。

RFLPパ ター一ンが一致 した株 間について は,可 能 なか

ぎりの疫学 的調査 を実施 した。

結 果

各 菌 株 にお け るIS6110-RFLPパ タ ー ンに よ るDNA

分 析 では,IS6110の コ ピー数 の分 布 は1～17の 間 で10

と12に ピー クが見 られ,多 くの株 は8と14コ ピー の間

であ り,日 本全体 や他 地域 の調査 結果5)7)～9)と大 きな違

い はなか った(Fig.1)。

RFLPパ ター ンが完全 に一致 した同一 クラス ターは,含

まれる菌株 数(以 下,ク ラス ターサ イズ)2～9で34種 類

(No.1～34)見 られ,395株 中87株(22%)が い ずれか に属

した。これ らのうち,疫 学的調査が可能であった19ク ラス

ター50株 中,感 染源が同一 と判明 したものは5ク ラスター一

に含 まれる10株 であ り,判 明率 は20%で あ った(Table1)。

しか し,こ れ を59歳 以 下 の患者 間で見る と,ク ラス ター

No.1,5,9,13,14に 含 まれ る10人 中6人(60%)で 関 連

性 が判明 し,一 方,60歳 以 上(以 下,高 齢 者)を 含 む場

合 は,15種 の クラス ターに含 まれ る42人(No.5の2人

重複)中4人(10%)で あ った。 また,高 齢者 同士 の一

致は見 られなかった。

同一感染源 と判 明 した5ク ラス ターに含 まれた症例 は,

高校 での集団感染例,病 室内での感染例,家 庭内感染例,

病 院内感染例お よび職場内感染例であ り,患 者aか ら患

者bへ の感染 であった(Table2)。 この うち,ク ラス ター

2と7で は,初 感染 と外 来性 再感染の 区別 はで きなかっ

たが,高 齢者での新た な感染が示唆 された。

395株 のDNAのRFLPパ ター ンは342種 類 が見 られた

が,類 似 度80%以 上 で分け ると,63種 類 の クラス ターが

見 られ,277株(70%)が いず れかに属 した。サイズ10以

上 の主要 なクラス ター一は,A～Eの5種 類 あ り,104株 が

含 まれ,同 一 ク ラス ター34種 の うち19ク ラス ター(55

株,63%)が そ れ らに含 まれ た(Table3, Fig.2)。 Aは,

同 一 クラス ター 中最大 のNo.5を は じめ,No.10ま で の

6種 類 を含み,サ イズ43(11%)の 最 も大 きいクラス ター

で あった。Bは,同 一 クラスターNo.11とNo.12を 含 む

サ イズ12(3%)の ク ラス ターで,Aと は約74%の 類 似性

で あった。Cは,同 一 クラス ターNo.17を 含 むサイズ10

(2.5%)の ク ラス ターで,A, Bと の類 似性 は約66%で

あ った。Dは,同 一 クラス ターNo.18～No.22を 含 むサ

イズ20(5%)の ク ラス ターで,A～Cと の類似 性 は56%

程 度 であ った。Eは,同 一 クラス ターNo.28～No.32を

含 むサイズ19(5%)の ク ラス ターで,A～Dと の類似性

は40%以 下 であ った。

A～Eに 含 まれる株 は,分 離 時期 や地域が広 く分布 し

てお り,患 者の年齢 もそれぞれ高齢者が主 ではあるが,

20～50歳 代 も含 まれていた(Table 3, Fig.3)。

IS6110の コ ピー数1の6株 は,わ ずか なバ ン ドの位置

の違 いで 同一 ク ラス ターNo.33とNo.34に4株 と2株

で分け られたが,PGRS-RFLPに よ る二次分析の結果,2

株 はパ ター ンが一致 したが他 の4株 はわずか にパ ター ン

が異 なっていた。

全体的 な類似 性をデ ン ドログラムか ら見 る と(Fig.2),

65%の 類似 性では,A～Cを 含むI(94株,24%), Dを 含

むII(47株12%),お よびEを 含むIII(27株,7%)の3

つ のグループ に分 けられ,全 体の43%が 含 まれ た。この

ことか ら,県 内の株 の約40%がA～Eの 主要 クラス ター

と類似性 の高 いパ ター ンを示す こ とが わか った。

岡山県 内の結核患者数 は,人 口が集 中 してい る県南市

街 部 に多 く(Table 4, Fig.3),年 齢 別 では60歳 以上が全

体 の65%を 占 める10)11)こと と,協 力が得 られた医療機 関

が県南 中心 だった ことを考慮 に入 れる と,こ れ らの主要

株 は,広 い年齢層 で県 内広範 囲に分布 している と推測 さ

れた。 これ らは,高 齢者 の再燃 な どに より,過 去 か ら現

在 にわたる主要な感染源の1つ となっていると思われた。
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Table 1 Outline of identical clusters

a ND ; not determined

* Related patients

** Relationship between patients revealed epidemi
ological data in each clusters

Table 2 Outline of 5 cases revealed identical source of infection

* PT ; pulmonary tuberculosis

**UK ; unknown
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Table 3 Description of five main 80% similar clusters

aND ; not determined

bNI ; not included in identical clusters

考 察

同一 クラス ター内 における感染源 の一致率 は全体 的に

は20%で あ ったが,59歳 以 下(平 均 年齢34歳)で は60

%と 高 い結果 であった。従 って,RFLP の 一 致 は,若 い世

代 の患者間 において,非 常 に重要な感染 源の指標 となる

ことがわかった。また,他 地域 にお ける一致率 は,米 アー

カ ンサス 州(42%)12)や 南 ア フリカ(25%)13)な どで調査

されてい るが(平 均年齢 それ ぞれ62,34歳),年 齢 を考

慮 して比較す る と,結 核高蔓延状況 の地域 ほ ど一致率が

低 く,患 者 間の関連が判明 しに くい ことが推測 された。

RFLPパ ター ンの類似性か ら株 間の同一性 を推測す る場

合,IS6110の ゲ ノム内での安定性が指標 とな る。IS6110

は,長 期継代培養や動物継代 にも安定で,薬 剤耐性の獲

得後 で も変化 しないが,一 方,3～4年 に1本 の割合でバ

ン ドが転移す るこ とが報告 された14)～17)。従 って,2次 分

類 が必 要な コピー数5以 下 の場合 を除 き6),1本 程 度の違

いは,同 一菌株 が変化 した もので,ま た,共 通 のバ ン ド

を多 く持 ち,類 似性が高 い場合は近縁 の株 と解釈 できる。

5つ の類似 度80%主 要 クラス ターA～Eの うち,最 大

のクラスターAは,43株 中23株(53%)が 同一 クラス ター

に属 し,そ れ らの間の類似性 も極 めて高 いこ とか ら,同
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A*

B

C

D

E

I**

II

III

Fig. 2 Dendrogram of relationships between IS6110-RFLP patterns from 395 strains

* Main similarity•† 80% clusters showed A to E
.

** Three groups classified by similarity•†
_65% showed I, II and III.

― 5 ―



634 結核 第77巻 第10号2002年10月

Fig. 3 Map of Okayama Prefecture. Regional divisions were shown.

Northeast a ; Northwest b ; Southeast c ; Southwest d.

Table 4 Proportion of the number of tuberculosis 

newly registered cases in Okayama Prefecture, 1998

一の株 がわずか に変化 した もので
,県 内で最 も流行 した

株 であ ると推測 され た。クラス ターBは,Aと 類 似性が

高 くバ ン ド1本 程 度の違いである ことか ら,Aと 同一 の

株 の変化 が進んだ もの と思 われた。

クラス ターCは,A･Bと 類似 性 も高 く,共 通 のバ ン

ドも多 いので,こ れ らとは近縁 な株 であると推測 された。

クラス ターDは,ク ラス ターA～Cと は共通 のバ ン ド

もあるが,パ ター ンが異 なるので,こ れ らとは別 な流行

株 である ことが示唆 された。

ク ラス ターEは,ク ラス ターA～CやDと はか な りパ

ター ンが違い,類 似 度 も40%以 下 であ ったこ とか ら,ま

た別 の流行株 である と思 われた(Fig.4)。

以 上 のこ とか ら,県 内の主要流行株 のグループは,同

一株 が変化 したA･B
,A･Bと 近 縁のC,A･Bと は起

源が異 なるD,お よびEの パ ター ンを示す4種 類 と考 え

られ,全 体 の約26%(104/395)が そ れ らのいずれか に含

まれていた。

こ こで,A～C(I), D(II), E(III)の パ ター ン(Fig.

4)を 全 国のパ ター ンと比 較する と,日 本人 に多い と報告

され た5)7),4.4～6.6kbp の 間 に5～6本,2.0～4.0 kbpに

5～6本,1.3kbp付 近 に2～3本 を有す るパ ターン,11kbp

付 近 に1本,4.4～6.0kbp の 間 に2本,2.3～3.8kbp の 間

に4本,1.3kbp付 近 に2本 を有す るパ ター ン,お よび

5.0kbp付 近 に1～2本,3.0～4.0kbp の 間 に2本,

2.3～1.5kbpの 間 に5～6本, １ kbp付 近 に1本 を有 する

パ ター ンの3種 類 にそれぞれ一致す ることがわか った。

従 って,こ れ らの株 は,岡 山県内だけで な く全国 レベル

で主要 な感染源 になってい ると思 われ た。 また,Dは 韓

国で分離 され た株18)と も類似 してお り,両 国間での伝播

の可能 性 も示唆 された。

一般 に
,結 核 罹患率 が10以 下 のオ ランダな ど低蔓 延

地域 でのRFLPパ ター ンは類似性 が低 く,罹 患率300の

エ チオ ピアをはじめ,中 央アフ リカな ど高蔓延地域 では,

類 似性が高い こ とが知 られ てい る19)～23)。そ の ため,低 蔓

延地域でパ ター ンが一致 した場合,大 部分 で患者 間に関

連性が認め られ るが23),高 蔓 延地域 では関連性 のない場

合が多い と考 えられる。わが国は罹患率34.6(1999年)11)

で,世 界 的 には結核 中蔓延 国で あるが,今 回の岡 山県

(罹患率28.5,1999年)11)の 調 査 の結果,65%の 類 似性 で

は,全 体 の43%が 含 まれ,罹 患 率約10倍 のエチ オピァ
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Fig. 4 IS6110 patterns of 5 main 80% similar clusters of M. tuberculosis isolated in Okayama 
Prefecture. The numbers above the lanes correspond to the identical clusters. The sizes(in 
kilobase pairs) of Lambda DNA Hind III fragments(lanes M) were shown to the left side.

の52%23と 著 しい差はなかった。 また,パ ターンが一

致 し関連性が認められたのはわずか20%で あった。 こ

の原因としては,高 齢者の内因性再燃と流行株の存在が

考えられる。高齢者間の関連性を認めない一致の多くは,

再燃同士で過去の接点が究明できないためと思われた。

一方,若 い世代を含む場合は,過 去の感染源が同 じで再

燃 した別々の高齢者から感染 した場合は,接 点の究明が

難 しい。また,広 く蔓延する流行株に感染した場合は,

多 くの関連性のない患者間で一致が見られることが予想

される。今回調査 し得た範囲では,若 い世代を含む関連

性のない患者間の一致の大半は,流 行株によるものであっ

た。このため,パ ターンの一致が見 られても,そ のパター

ンが流行株のものであった場合は,患 者間の直接の関連

を反映 していない可能性もあるため,詳 細な疫学調査結

果や他の菌株情報と併せた総合的な判断が必要であると

思われた。

今回の調査は,年 間の新登録患者数559(1999年)11)に

対 して35%程 度 しか調査できず,個 人情報保護の関係

から患者情報の収集も十分ではなかった。しかし,県 内

の結核菌の概況として,約40%が 類似性の高いRFLPパ

ターンを示すことが推測された。また,RFLPパ ターン

の一致は,特 に若い世代の患者間において,非 常に重要

な感染源の指標 となることが示唆された。さらに,県 内

の流行株は地域特異株ではなく,全 国レベルで伝播 して

いる株であることも判明した。今後 も調査 を継続 して県

内の状況を把握 し,RFLP分 析を結核対策に正確かつ有

効に活用 してい く方針である。
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I S6110 RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM ANALYSIS OF 

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS ISOLATED IN OKAYAMA PREFECTURE

1Ritsuko OHATA and 2Atsuhiko TADA

Abstract Similarity of restriction fragment length polymor-

phism (RFLP) patterns of Mycobacterium tuberculosis 
isolated in Okayama Prefecture from December 1999 to 

December 2001 was investigated. The RFLP patterns showed 

diversity, 342 different RFLP patterns were found among 395 

strains. There were 34 identical clusters (84 strains). The 

source of infection in the identical clusters was the same in 20 

percent, however, in patients younger than 60 years old, the 
identical rate was 60 percent. These results suggest that, in 

comparatively younger patients, the identical RFLP pattern is 
an important index. In general, 40 percent strains including 

organized 4 main prevalent strains showed similar patterns. 

Because the patterns shown in these prevalent strains agreed 

with the patterns often found in the strains from patients in the 

other areas of Japan, it was revealed that they were endemic

 strains not only in Okayama Prefecture but also in many areas 

of Japan.

Key words: RFLP analysis, Measure against tuberculosis, 

RFLP pattern, Similarity, Prevalent strain
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