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第77回 総会特別講演

結核分子疫学の成果と展望

高橋 光良

キ ー ワ ー ズ:分 子 疫 学,挿 入 断 片6110,結 核 菌

緒 言

本 邦 で1970年 代 終 わ り頃 か ら見 られ る結 核 の 減 少 傾

向鈍 化 は現 在 ま で 継 続 して お り,1997年 に結 核 罹 患 率

が43年 ぶ りに上 昇 した1)こ と を受 け て厚 生 省 は1999年7

月 に 結 核 緊 急 事 態 宣 言 を発 表 した 。現 在 も結 核 は 毎 年

40,000人 近 い 患 者 と2,500を 超 え る死 亡 者 を 出 して い る

日本 最 大 の 感 染 症 で あ る。 この よ うな事 態 にあ た り,分

子 疫 学 的技 術 を用 い た 院 内感 染 や集 団発 生 事 例 を含 め て

感 染 源 追 跡 は 予 防 内 服 や接 触 者 検 診 を行 う上 で重 要 で

あ る 。 近 年,結 核 菌 ゲ ノ ム 中 に ラ ンダ ム に挿 入 され た挿

入 断 片(IS)6IIOが 発 見 され,こ れ を プ ロ ー ブ に し た

Restriction fragment length polymorphism (RFLP) analysis

(制 限酵 素 断片 長 多 型 分析)が 可 能 と な っ た2)。 これ を用

い て遺 伝 子 レベ ル で菌 の亜 分 類 が 可 能 とな っ た。

結核の分子疫学は遺伝子工学に基づいたい くつかの手

法の結集であり,高 度な技術を要 し,多 種の実施方法が

提案されている。そこで異なる検査室間の比較を可能に

するため以下のように手順が標準化されている3)。

培 養 菌 か らDNAを 抽 出 して制 限 酵 素pvuⅡ で 消 化 す

る。 次 い で,ア ガ ロー ス 電 気 泳 動,サ ザ ー ンプ ロ テ ィ ン

グ に て ナ イ ロ ンメ ンブ レ ン に転 写,UV固 定,さ らに,

IS6110と 同一 の断片 を ビオチ ン標識 したIS6110由 来 フ.ロー

ブ で ハ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョ ン後,ア ビジ ンにペ ル オ キ シ

ダー ゼ(POD)標 識 した 物 質 を加 え,PODの 基 質 を加 え

て化 学発 光 に てX線 フ ィル ム上 で検 出す る。

このような実験室的操作 と並行 して,分 子疫学で重要

なことは複数の患者間の疫学的関連(接 触状況やその時

間的関連など)を 解析することである。われわれの研究

室 で は1992年 頃 にIS6110を 用 い た 実 験 を 開 始 した。 当

時結核療法研究協議会(療 研)の 薬剤耐性実態調査で全

国から集められた結核菌株を無作為に選び検査 した結果,

菌株間で類似性の高いパ ターンが存在する一方,無 関係

な患者の菌株は明らかに異なるパ ターンを示 していて,

この方法 を用いた亜分類が可能なことが判明した4)。

また,そ れ まで わ れ わ れ の研 究 室 で薬 剤 感 受 性 パ タ ー

ン と フ ァー ジ型 を用 い て分 別5)6)され た集 団発 生 事 例 の 保

存 株 につ い て 確 認 を行 っ た(Fig.1)。 疫 学 的 な 状 況 証 拠

か ら同一 感染 源 と考 え られた複 数 の発 生患 者 菌株 のパ ター

ンは一致 したが,中 に は グル ー プ4の よ うに異 なるパ ター

ンを示 す ケ ース もあ っ た 。 さ ら に,グ ル ー プ6は 同 一患

者 か らRFP耐 性 獲 得 前後 に分 離 した2株 で あ るが,と も

に 同一 の パ タ ー ン を示 して い る。 実験 動 物 で の継 代 や薬

剤 耐 性 の 獲 得 な ど に よ りIS6110パ タ ー ンが 変 化 しな い

と言 うSoolingenら の 報 告 と一 致 した結 果 で あ っ た2)。

IS6110を 用いた結核菌の亜分類法は時間がかかること

と技術の熟練を要することが最大の欠点である。近年PCR

法を基 にした mixed-linker PCR, variable numbers of tan-

dem repeat (VNTR), double repetitive element PCR (DRE-

PCR), 1S6110 inverse PCR, 1S6110 ampliprinting, arbitrarily 

primed PCR (APPCR), polymorphic GC rich sequence

(PGRS)お よ びSpoligotyping法 が 開 発 され,そ れ ぞ れ 新

た な疫 学 的 マ ー カ ー と して 提 唱 され,そ の 分 別 能 力 が 評

価 され て い る7)～14)。これ らPCRを 基 に した方 法 を用 い

て 日本 で 発 生 した 集 団 発 生 事例 で 評価 した結 果,結 核 菌

の 亜 分 類 能 力 は極 め て低 く,ISパ タ ー ンに よ るIS6110

の バ ン ドパ ター ンの差 異 が 最 も分 別 能 が高 い こ とが判 っ

た 。 さ らに,他 の マ ー カー で あ るPGRSは50本 以 上 の コ

ピー が検 出 され る が,レ ー ン上 部 のバ ン ドの多 様 性 で し

か 分 別 で き ない 。 これ らの こ と よ り,AP-PCR法,PGRS
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Fig. 1 Various groups with identical 1S6110 banding patterns by 

DNA fingerprinting of epidemiologically related M tuberculosis 

from six outbreaks. Groups 1, 4 and 5, outbreaks in the office; 

groups 2 and 3, the outbreaks in the school; group 6, familial in-
fection; lane 14, M tuberculosis H37Rv, respectively. M, marker 

at left indicate sizes of lambda Hind III.

法は日本の株に対 しては外国で報告されるよりも分別能

力が低いことが示された(高 橋,未 発表)。このことは同

時に日本の結核菌株の遺伝子型に共通性があって,こ れ

がマーカー別の分別能力に影響 していることを示唆 して

いる。

欧米のいくつかの国や地域,本 邦の一部ではコンピュー

ターを用いた患者管理への応用 としてRFLPパ ターンを

取 り入れて患者管理を行っている。すなわちRFLP分 析

後のクラスター解析から集団感染を予測して結核対策に

還元 している。特にオランダ(全 国)や 米国サンフラン

シスコでの分子疫学による患者管理はすぐれた実績を上

げている21)24)。ここでは当研究所で得 られたこの分野の

知見の総括 と将来の展望について述べたい。

1.集 団発生事例における感染伝播の証明 とその応用

中耳結核 という比較的希有な病気が,接 種感染 という

感染様式で起 こったと考えられた,き わめて特異で規模

も大 きい発生例がW県 から報告 されている。発生 した

患者の多 くは中高齢者であったために,従 来の常識では

同一感染源からの感染 ・発病は考えに くいケースであっ

たが,RFLP分 析によってそのように断定された。

このケースではA耳 鼻科の受診 中,受 診歴のある患

者の中か ら合計13人 の中耳結核患者が発生 し,こ のう

ち10名 は耳漏から結核菌が塗抹陽性で証明されている。

この患者は全員もともと中耳炎等で耳漏,鼓 膜穿孔のあっ

た例である。これらのうち以前に活動性肺結核を発病 し

ていた者は知 られていなかった。RFLP分 析 により全員

が同一菌株 による感染 とされ,A医 院での感染伝播と推

定され,接 触者検診が展開された。結果 として2,500名

以上の接触者検診受診者のうち,A医 院の患者から中耳

結核15名,A医 院の従業員 ・家族などから肺結核患者4

名(A医 院長医師がおくれて感染性肺結核を発病 し,医

院長からの感染で発病 したと考えられた),総 計で19名

の患者が発生し,さ らに予防内服を指示された者が17

名でた。このようにRFLP分 析は患者発生に際して感染

経路の特定,感 染伝播範 囲の決定を正確に行うためにき

わめて強力な根拠を与える15)。

同様 に,N県 の特別養護老人施設で起 こった入居者を

中心 とする集団発生事例では,Fig.2中,レ ーン1の80

歳代の患者が結核 を発病 したが,提 携病院で肺炎 と誤診

され,2年 後にやっと結核 と診断されるまで同施設で生

活 していたために20～90歳 代の職員や入所者 ら23名 が

次々と結核を発病,う ち9名 が死亡 した16)。いまの日本

では年齢が70歳 以上であれば大半(70%以 上)が 結核既

感染者であ り,事 実何名かの患者の胸部X線 所見には

陳旧性の結核所見が見 られる。初感染発病学説によれば

このような既感染者への外来性再感染は発病の原因とし

ては何 ら問題 にならない と考 えられている。 ところが

RFLP分 析から菌株の同一性が確認されてお り,こ れら

の既感染者 に再感染発病が起こったと考えるのが自然で

ある。 このことから高齢者,と くに80歳,90歳 という

超高齢者において基礎疾患や全身衰弱のあるような場合
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Fig. 2 Outbreak of 18 M tuberculosis isolates from case patients at 

a nursing home for the elderly in N prefecture, Japan. Molecular size 

of fingerprinting patterns were shown at left site by lambda Hindi:II.

Fig. 3 Laboratory cross-contamination at F hospi-

tal. A, index case; B, C, D, and E, patients whose 

culture yield M tuberculosis in the absence of signs 

or symptoms of tuberculosis and who subsequently 

have good clinical outcomes without therapy. Mo-

lecular size of fingerprinting patterns were shown at 

left site by lambda Hind DI .

には,あ たかもエイズ患者で示されたように,外 来性再

感染による発病があり得ることがRFLP分 析 によって科

学的に証明されたのである。

RFLP分 析が通常の疫学的手法では確立 しえない隠さ

れた結核菌の伝播 を証明した事例 としては東京S地 域

で発生した路上生活者等の患者多発例の分析がある。相

次いで発生するこれらの患者の菌株をRFLP分 析 したと

ころ,2株,3株 からなる同図・パターン株のクラスター

が確認され,そ れに基づいて行った疫学調査 によって,

各 クラスターは同地域 にあるサウナ施設A,B,C,Dを

介する感染伝播であったことが確認された。あるサウナ

では従業員 も巻 き込まれていた。この事例 はサウナのよ

うな公共の風俗 ・遊興施設とくに路上生活者のような結

核発病リスクの大きい者が多 く利用する場が結核感染の

場となりうることを明らかにし,大 都市の結核問題 に一

石を投 じた17)。

RFLP分 析 による感染伝播の証明のさらに特異な例 と

して検査室cross-contaminationの証明がある(Fig.3)。 結

核専門のF病 院において,い く人かの患者の臨床経過 と

結核菌所見が一致 しないことから,こ れら患者B～Eが

培養陽性 とされた時期にやはり陽性 となった他の患者の

RFLPパ ターンを比較した結果,B～E株 は別の患者Aと

一致 していることが判明した
。このことからこの患者A

の菌株がなんらかの原因で他の患者B～Eの 検体 を汚染

したものと考えられた。このような検査室を介する偽陽

性の原因として,伊 藤らは一般的に検体の取 り違い,検

査技師の肺結核による検体内への汚染,試 薬の抗酸菌汚

染,陽 性検体から他検体への汚染が考えられ,と くに 「陽

性検体からの汚染」が高率に発生すると述べている18)。

同 一 患 者 菌 株 のRFLPパ タ ー ン の経 過 観 察 は,こ の よ

うな検 査 室 内 汚染 に加 え て,再 発 と外 来 性 再 感 染 の 区別

も可 能 とす る19)20)。

2図結核菌の感染様式の検討と流行株の分析

地域人口集団内での結核感染 ・発病の動態を精密に明

らかにするため地域の全患者を対象として地域分子疫学

研究がオランダ,ノ ルウェー(全 国),ニ ューヨーク,サ

ンフランシスコ,ア ーカンソー州などい くつかの低蔓延
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国 ・地域で展開されている21)～25)。日本ではわれわれが

沖縄県 との共同研究 として同様の観察を1996年4月 か

ら行ってきた。このプロジェク トは県内で発生する菌陽

性結核患者の菌株 をで きるだけ多 く結核研究所 にて

RFLP分 析 し,そ のパ ターンを相互比較 し,感 染伝播が

疑われる患者の組み合わせについては保健所が綿密な聞

き取 り調査 を行い,こ れによってより正確な接触者対応

を行 えるようにすることを目的としている。

沖縄県は戦後 まもな く保健所 を中心 とした確固たる結

核対策を確立 し,復 帰を経たのち今 日に至るまでとくに

保健所保健師を核 とした患者管理のすぐれたシステムの

運営が行われている。県の人口は約130万,結 核罹患率

は2000年 で人口10万 対28と 全国よりも低い水準を達成

している(復 帰当時は全国106.7に 対 して県142.4〔1974

年〕であった)。 年間新発生培養陽性患者数も200前 後 と

手ごろであり,入 院治療施設も8病 院と比較的限定され

ている点 も有利である。RFLP分 析は1996年4月 ～2000

年1月 に新登録 となった患者990名 に対 し766名(77.4

%)に 対 して行われた。

RFLP分 析の結果,結 核ゲノム内のIS6110コ ピー数の

分布を見ると,1本 から23本 にばらついている。この知

見は先に述べた療研の全国的サンプル株の分析でみられ

た1本 から19本 の間のばらつ きを示 したことと類似 し

ていた。実際に沖縄県の分離株 と療研分離株とのコンピュー

ターによるクラスター分析によっても類似性が確認され

た。また,偶 然 と思われる同一パターンを示 した菌株 も

確認された(未 発表)。 このことは,1960年 代の結核蔓

延時代 に日本全国に流行 した有力株あるいは最近の感染

による偶発的伝播の影響を受けているのかもしれない。

コピー数1本,12本,14本 という株が比較的多 く,コ

ピー数の分布曲線でピークを形成 していた。同一パター

ンのクラスターが64群(所 属する患者の総数272人,全

分 析 対 象 患 者 の35.5%)発 見 さ れ た。Fig.4は 検 出 さ れ た

パ ター ンの 一 部 で あ る。

クラスター5は ある地域か ら得 られた患者18人 か ら

なる一大クラスターであるが,そ の成員の問の相互接触

関係は証明されていない者が多 く,幾 世代か前のこの株

の流行を反映するendemicな 有力株であることと推定 さ

れた。

IS6I10で1～5本 の バ ン ドを保 有 す る株 に お い て は,

バ ン ドの 出現 部位 が 比 較 的 固定 して お り(こ れ らの バ ン

ドに相 当 す るIS配 列 の 存 在 部 位 がHot-spot regionに あ

る た め 安 定 性 が 高 い た め と さ れ る),そ の た め に個 体 識

別 上 の疫 学 的 な有 効 性 が 低 い26)。 そ の ため この よ う な菌

株 に対 して は,別 のマ ー カ ー を使 用 す る こ とが 有 効 で あ

る と され て い る 。 当所 で は これ に対 してSpoligotypingl4)

を行 っ て い る。

IS6110に よ る分 析 で 検 出 さ れ た コ ピ ー 数 が5本 以 下

の 株 で 構 成 さ れ た18群 の ク ラ ス タ ー に属 す る菌 株 を

Spoligotypingし た と ころ,2つ の グ ル ー プ に大 別 され た 。

沖 縄 県 で ク ラ ス タ ー 形 成 を した株 の70%が 次 項 に 述 べ

る北 京遺 伝 子 型 で,37～43ス ペ ー サ ー一を欠損 したパ タ ー

ン と して検 出 され る株 で あ っ た。

また,沖 縄県で分離 された結核菌をランダムに抽出し

た標本では303株 中216株(71.3%)が 北京遺伝子型であっ

た。

2つ の菌株 間のバ ンド(個 数と部位)の 類似性 を類似

性指数で表現 し,こ の値が100%(完 全一致)と なる菌

株の群をクラスターというが,そ れ以下の類似性のもの

同士 も類似性の水準 ごとにまとめる分析(ク ラスター分

析)を 行い,そ の結果 をデンドログラムとしてまとめて

解析 した。上述のように完全一致のクラスターが64群

例発見され,そ の うちの42%が サイズ(構 成員数)2の

小さいものであり,つ いでサイズ3が20%,サ イズ4が

Fig. 4 A part of RFLP analysis of M tuberculosis in Okinawa prefecture between 

1996 and 2001. Clu: Number of the cluster. Molecular size of fingerprinting patterns 

were shown at left site by lambda Hind ffl .
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11%含 まれ て い た 。 年齢 階級 別 に見 た ク ラス ター形 成 の

割 合 は10～19歳 が57%,20～29歳 が43%で70歳 以 上34

%で あ り,こ の こ と よ り若 年 者 層 で は ク ラス タ ー形 成 が

や や 高 い傾 向 が検 定 で み とめ られ,こ の こ とは最 近 の感

染 に よる発 病 が若 年 者 に多 い こ とを反 映 す る と考 え られ

た(Table1)。

最近 まで結核低蔓延地域では内因性再燃が主な結核の

発病の原因と見なされていたが,デ ンマーク,ニ ューヨー

ク,サ ンフランシスコ,オ ランダにおいて行われた人口

集団を基に した研究から平均43%の 結核患者から分離

された菌がクラスターに含 まれてお り,こ のことは低蔓

延国でも最近の感染が発病に重要な役割 を果たしている

可能性のあることを示唆するもので21)23)24)27),本知見 と

一致した結果となっている。

しかし,わ れわれの観察では,ク ラスター形成61群(272

人)中 の10ク ラスターに所属する21名(9%)で 疫学的

検討による伝播が証明されたにす ぎない。この中には直

接の接触はないが事業所の集団発生で同僚から感染発病

した親か らその子供に伝播 したような事例 も確認されて

いる。伝播の疫学的関連が確認できなかった多 くのクラ

スターにおいては,構 成員が高齢者同士のことが多 く,

疫学的接点の証明が困難であった。米国アーカンソー州

で行 った高齢者を対象とした疫学調査においても,強 力

な追求 にもかかわらず10%し か接触が確認 されなかっ

たと報告されている25)℃このことは,お そらく過去(場 合

によっては親あるいはそれより前の代 に)に 起 きた有力

流行株のいわば垂直伝播による発病を示唆するが,最 近

の患者間の偶発的な伝播 も完全には否定できない。また

現在の接触関係の確認は1保 健所管内の患者同士につい

ては可能だが,2保 健所以上にわたる場合にはプライバ

シー保護の上からも困難になる。しかしこのようなとこ

ろに今後の感染源追求,接 触者対応の重要性があり,こ

のような問題 を克服するための保健所の奮起が望まれる。

Table 1 Clustering rates according to age groups, 

Okinawa prefecture, 1996 and 2001.

Chi-square value for slope=2.56 (p>0.05)

3.結 核菌遺伝子型の解析

薬剤耐性獲得や一部の酵素活性の変異に関する点突然

変異 は別 として,IS6〃0の ような遺伝子型の変異が表

現型の変異に関連することもあ り得 るらしい。上の沖縄

県の一大 ラスターのような地域の有力株の存在は結核

菌株の特定IS遺伝子型が流行を維持する要因となりうる

ことを示唆する。そうしたものの1つ が後に述べる北京

遺伝子型で,こ れをもった菌株は感染伝播力が強 く,臨

床的にも重症になりやすいことが示されている。また,

他の遺伝子型 を解析する方法 としてIS6110,dnaA-dnaN

部位 のIS6110挿 入の有無,あ るいはspoligotypingが あ

る2)14)28)。

人 口集 団 に よ る遺 伝 子 型 の 分 布 につ い て は 世界 的 な結

核 菌 株 の 遺 伝 子 型 の 比 較研 究 プ ロ ジ ェ ク トで あ るGlobal

characterization29)の 中 で 注 目 され て い る 。そ う した 遺 伝

子 型 の ひ とつ が ア ジア 地域 に広 汎 に分 布 す る北 京 フ ァ ミ

リー(北 京 遺 伝 子 型)と 呼 ば れ る もの で あ る 。 北 京 遺 伝

子 型 の結 核 菌 は抗 結 核 薬 の作 用 に対 して有 意 な高 頻 度 で

抵 抗 性 で あ る こ とが 示 され て い る30)～32もこのIS遺 伝 子

型 は1990年 代 初 頭 の 米 国 に お け る大 規 模 な 多 剤 耐 性 結

核 の 院 内 ・施 設 内 感 染 を 引 き起 こ したW株 と よ く類 似

して い る 。 このW株 は 北 京 フ ァ ミ リー の 進 化 的 な分 枝

とい え る もの で あ り,北 京 遺 伝 子 型 と比 較 す る とIS6110

の パ ター ン は類 似 点 を持 ちIS6110をA1,B1,B2,C1,

C2領 域 内 に保 有 して い る28)。 さ ら に,Spoligotypingパ

ター ン は特 徴 の ある ス ペ ー サ ー 配 列35-43の み を保 有 す

る パ ター ン を示 す 点 で北 京 フ ァ ミ リー と共 通 で あ る こ と

が知 られ て い る14)。各 国 で 分 析 され たIS6110の コ ピ ー数

は0か ら23本 の分 布 が 確 認 され4)33)34),同 時 に高 蔓 延 国

や 中 蔓延 国 の ア フ リ カ,ア ジ ア な どで はIS6110のRFLP

のパ タ ー ンは低 蔓 延 地 域 に比 べ て しば しば有 意 に多様 性

が 低 く,特 定 の パ タ ー ンの 優 勢 な菌株 の存 在 が 知 られ て

い る 。 例 え ば,チ ュ ニ ジ ア で は62%の 分 離株 が65%以

上 の 類似 性 を有 す る3つ の フ ァ ミ リー に属 して お り,エ

チ オ ピ ア で は52%の 分 離 株 が4つ の フ ァ ミ リ ー に属 し

て い る35)。低 蔓 延 国 の そ れ は集 団発 生 や 院 内感 染 事 例 が

多 く,特 定 パ ター ンの株 の多 発 は こ の た め と考 え られ,

一 般 にパ ター ンは多 様 性 が 高 い とされ てい る
。 しか し対

照 的 に,Warrenら は 南 ア フ リ カ の ケ ー プ タ ウ ンで は 結

核 蔓 延 地域 で あ る に もか か わ らず,RFLPの パ タ ー ンは

多 様 性 が 高 い こ とを報 告 して い る36)。わ れ わ れ が行 っ た

国 別 の結 核 菌 株 の解 析 で も,国 に特 異 的 なISパ タ ー ン

が存 在 す る こ とが判 っ た 。韓 国,イ ン ド,イ ン ドネ シ ア,

イ エ メ ン,ネ パ ー ル,タ イ,ボ リ ビア,モ ンゴ ル,上 海

株 のパ ター ンを示 した(Fig.5)。 ア ジ ア大 陸 に沿 った 国 々

で は類 似 性 の高 いパ ター ンを示 したが,イ エ メ ン,イ ン
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Fig. 5 Specific RFLP patterns of epidemiologically unrelated M tuberculosis among various countries.

ドネシア,ネ パール,南 米ボリビア株は国ごとに特徴あ

るパ ターンが見 られた。このことは在 日外国人結核の日

本への影響のモニタリングにRFLP分 析が応用できる可

能」性を示唆する。実際に在日外国人の菌株のRFLP解 析

では低蔓延国からの外国人結核患者株は日本で検出され

る菌株 に似てお り,結 核高蔓延国からの外国人結核患者

株は在日5年 以内のものではそれぞれその国に特有のパ

ターンを示 した。これらの知見はデンマークでのエスキ

モー移民からの影響37),オ ランダでのソマリア移民38),

米国でのアジア,ヒ スパニック,メ キシコ系移民39)40)等

の所見 と一致する。 これらのようにRFLPパ ターンの国

際比較は結核菌伝播のサーベイランス との関連において

も意義がある。

4.結 核菌流行株の解析

RFLP分 析 を用いた結核の流行株の解析はその国や地

域でとくに多 く伝播 している結核菌株,あ るいはそのよ

うな群 を把握することを可能にする。さきに述べた北京

遺伝子型 もその一つ と考 えられる。Soolingenら はIS

6110やPGRSを 用 い てISパ ター ンが 類 似 す る菌 株 が 中

国 を は じめ ア ジ ア諸 地 域 に多 い こ と に気 づ き,こ れ をひ

とつ の フ ァ ミ リー(菌 族)と して ま とめ,北 京 遺 伝 子 型

と した の で あ る41)(た だ し北 京 遺 伝 子 型 の すべ て の 菌 株

に お い てIS6〃0の パ タ ー ンが 完 全 に一 致 して は い る わ

け で は な い)。 また,こ の 北 京 遺 伝 子 型 はspoligotyping

法 で ス ペ ーサ ー 配 列37143の み を共 有 す る こ とが 知 られ

て い る41)。い ず れ にせ よ,こ の菌 株 は他 の菌 株 に比 べ て,

感 染 ・発 病 に関連 して優 位 に選 択 され てい るの で あ ろ う。

さ て,こ こでSpoligotypingの 原 理 を簡 単 に説 明 す る

と,spoligotypingは 結 核 菌 群 菌 株 のDR領 域 に複 数 存 在

す る36bpか らな るdirect repeats(DR)に 挟 ま れ た 配 列

(ス ペ ー サ ー配 列)を 増 幅 して 比 較 す る方 法 で あ る 。DR

の 数 は菌 株 間で 異 な り,ス ペ ー サ ー 配 列 も菌 株 間 で異 な

る。M.tubmulo5t5のH37Rv株 お よびMbovi3BCGP3

株 のDR領 域 の 解 析 を行 い,43の 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レオ

チ ドが 設 計 され て い る 。 実 際 にspoligotypingを 行 う に

は,DRに 対 し相 補 的 な プ ラ イ マ ー を使 用 し,隣 接 す る

DRと の 間 に存 在 す る ス ペ ー サ ー 配 列 を増 幅 す る 。 増 幅

―44―



Special Lecture/Molecular Epidemiology of TB/M.Takahashi 747

した ス ペ ーサ ー 配 列 を メ ン ブ レ ン に 固相 化 した43の 合

成 オ リ ゴヌ ク レ オチ ドとハ イ ブ リ ダイ ズ させ,個 々 の ス

ペ ー サ ー 配 列 の 有 無 を解析 す る。 一 方 の プ ライ マ ー は あ

らか じめ ビ オチ ンで標 識 され て い る の で,ス トレプ トア

ビ ジ ンーペ ル オ キ シ ダ ー ゼ複 合 体 お よ び基 質 を用 い て化

学発 光 で検 出 す る こ とが で きる 。

Spoligotypingの よ う なPCRを 基 本 と した 本 法 は よ り

少 な い試 料 で の解 析 が可 能 で あ る。 手 法 的 に も よ り簡 単

で あ る 。こ の た め,ISを 補 うた め の結 核 菌群 の 二 次 的 解

析 に はspoligotypingが 最 も広 く利 用 され て い る 。 た だ

し,日 本 の よ うに結 核 菌 のRFLP分 析 で70%近 くが 北 京

遺 伝 子 型 を保 有 して い る よ う な場 合 に は,spoligotyping

を一 次 分 析 のス ク リー ニ ング に用 い る こ と は有 効 性 が な

い42)○

さ ら にspoligotyping法 を 利 用 して 結 核 菌 群 の な か の 結

核 菌,一Mmicroti,BCGを 含 むMbovisを 分 別 で き る14)43)。

しか し,M.africanumに 関 し て の 報 告 は,ま だ な さ れ て

い な い 。

IS6110で 分 析 した ア ジ ア 近 隣 の株 をspoligotypingし

た 結 果,IS6110と 同 様 に や は り国 別 に特 異 的 なパ タ ー

ンが存 在 して い る こ とが判 明 した 。韓 国 ,上 海,日 本 に

は北 京 遺 伝子 型 の株 が 高頻 度 に存在 して いた が,イ ン ド,

イ ン ドネ シア,フ ィ リ ピ ン,マ レー シ ア,ミ ャ ンマ ー,タ

イ,ソ ロ モ ン,イ エ メ ン,南 米 ボ リ ビ ア で は そ れ ぞ れ の

国 に特 異 的 な遺 伝 子 型 が 存 在 して い た(Table2)。 国 別

の特 異 的 なパ ター ンはTable2の ご と く明確 に分 別 で き,

グ ロ ーバ ル な結 核 伝 播 の解 析 に応 用 可 能 で あ る と思 わ れ

る。一 方,spoligotypingで 北 京 遺 伝 子 型 に一 致 して も,IS

6110パ タ ー ン は 国別 に保 存 さ れ た 型 が 存 在 して い る こ

と も重 要 で あ る。 両 者 を利 用 す れ ば グ ロー バ ル な 菌 型 の

分布の解析をさらに精緻化できよう。既にオランダで発

生 したMb・ 晦 による多剤耐性菌の院内感染事例44),ス

ペイン旅行中に加療入院 した病院での多剤耐性M.bovis

による院内感染事例45)の感染源追跡に利用されている。

dnaA-dnaN部 分 変 異 を用 い た解 析 も また結 核 菌 流行 株

の解 析 の一 法 で あ る 。dnaA-dnaN部 分 変 異 か ら詳細 な遺

伝 子 型 の解 析 が 可能 で あ る こ とが 報告 され た。これ はFig.

6の ご と くA1,B1,B2,C1,C2部 位 をPCRで そ れ ぞ れ増

幅 して,そ の 間 に あ るIS6110断 片 の有 無 で 遺 伝 子 型 を

決 定 す る方 法 で,W株 に つ い て 詳細 に検 討 され た 。そ の

結 果,W株 はA1(3.36Kbp),B1(1.g6Kbp),B2(1.14

Kbp),C1(2.25Kbp),C2(6.46Kbp)領 域 にIS6110の 遺

伝 子 断片 を5つ 保 有 す る 点 で北 京 遺 伝 子 型 結 核 菌 株 と一

致 して い る こ とが 解 明 され た28)。 もち ろ ん北 京 型 の み な

らず 他 の遺 伝 子 型 に つ い て もIS6110で 解 析 後,フ ィ ル

ター 上 のバ ン ドの 距 離 やPCR後 の 塩 基 配 列 か ら解 析 可

能 で あ る。

ここで興味ある知見は,W株 の薬剤感受性変異体(IS

6110に よるRFLP分 析でW株 と同一ISパ ターンを保有

する)のB1部 位中におけるIS6110の 断片が欠如 してい

るが,多 剤耐性W株 ではそれが存在することである28)。

また,B2部 位が欠失 しているNフ ァミリーも報告 され

ている。これら5つ の部位 を詳細 に検討すれば結核菌の

遺伝子型の解析が可能となろう。

5.IS6110の 安 定性

IS6110の 変異 と安定性 を検討するため,結 核予防会

複十字病院で結核症 と診断された結核患者96名 からく

り返 し分離された合計192株 を対象 として分析 した。そ

の結果24組(25%)が1本 のバンド付加の変異を示した。

Table 2 Distribution of a specific spoligotypes among isolates of M tuberculosis from various countries .

Spt., spoligotype ( ), percentage B.F, Beijing family
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Fig. 6 Physical map of the dnaA-dnaN region of M tuberculosis containing the

 1S6110. Arrows indicate the bands corresponding to the 1S6110 insertions 5 chro-

mosomal regions.

Fig. 7 Stability of RFLP patterns by M tuberculosis clinical isolates from identical 

patterns. Lanes show RFLP patterns from paired isolates separated by 3 days to 90 
days taken from a part of patients.

このことは,2名 の患者の菌株間にバ ンド1本 くらいの

違いがあっても,疫 学調査上接触が判明すれば2株 は同

一菌株由来と考えられることもあることを意味 している。

Fig.7は 同一患者間でISが 転位(欠 損および付加を含む)

した株の一部を示す。また,米 国の臨床株に関する観察

でも90日 間で29%の 株 に何 らかの変異が確認されてい

る46)。一方,オ ランダのグループは,長 期間排菌された

結核菌で分析 した結果,IS6110の 安定性 は計算上3.2年

に1本 のバンドに変異が起 こる程度のものであることを

解明 した47)。半数の菌株において3～4年 で1つ のバ ン

ドに変化が見られたが,こ の3～4年 という時間は,感

染 か ら発 病 まで の 時 間経 過 か らみ て も,疫 学 的 に関 係 の

あ る菌 株 と異 な る菌 株 を 区別 し,必 要 な対 応 を とる の に

十 分 で あ りIS6110を 用 い たDNA fingelprintingの 結 核 伝

播 の 疫 学研 究 や対 策 に対 す る有 用 性 を支 持 す る もの で あ

る。 しか し,前 述 した よ う に低 コ ピー 数 のバ ン ドを保 有

す る株 はhot-spots領 域 に保 存 さ れ 非 常 に 安 定 性 が 持 続

す る こ とが知 られ て お り,spoligotypingや 別 の挿 入 配列

の よ うな異 な る遺伝 子 マ ー カー で の分析 が必 要 と され る。

6.M.bovis BCGと 結核 菌 の鑑 別

これまで結核予防,膀 胱がん免疫療法で使用される
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BCGワ クチ ンのBCGTokyo株 は,IS6110に よ るRFLP

分 析 で 他 のBCGワ クチ ン株 で あ るPasteur,Glaxo,Tice

あ る い は牛 型 菌M.bovis野 生 株 と異 な り,特 徴 の あ る2

本 バ ン ドを示 す4)。 こ の た めBCGと 結 核 菌 の鑑 別 はIS

6110の み で 行 わ れ,何 ら不 都 合 は 生 じな か っ た が ,近

Fig. 8 DNA fingerprinting of M bovis BCG-like 

clinical isolates. Lane 1, isolate from a bladder can-

cer patients with BCG Tokyo instillation therapy: 

Lane 2, isolate from a abscesses of skin on the chest 

after BCG Tokyo vaccination; Lane 3, isolate from 

sputum specimen; Lane 4, M bovis BCG Tokyo . 
Molecular size maker at left side of lambda HIndIII .

年,BCGTokyo株 に酷似 した結核菌株やBCGTokyo株

のISの 変異株が発見されるようになった。特に結核菌

の場合,ア ガロース電気泳動時の制限酵素断片のBCG

変異株 と類似 したパターンで5Kbp付 近に1本 バンドを

保有するものがあり,サ ザンプロット時に寒天の種類や

転写条件の差異によりフィルターに転写 し難いこともあ

ると考えられ,そ のためバンドが全 くな くなることもあ

るので注意を要する。

Fig.8に お い て,レ ー ン1はBCG変 異 株,レ ー ン2 ,3

は 結 核 菌,レ ー ン4は 通 常 のBCG株 のIS6110パ タ ー ン

で あ る 。

この よ うな 問題 に対 処 す る方 法 の ひ とつ と してMPTR

法48)が あ る 。 こ れ は 結 核 菌 群 の ゲ ノ ム 内 に存 在 す る

Major polymolphic tandem repeat の300bpの 一 部 をPCR

で 増 幅 後,BanIで 消 化 し,ア ガ ロ ー ス電 気 泳動 で 断片 の

分 子 量 を測 定 す る。 こ の 方 法 に よ り結 核 菌 群 のMPTR

領 域 内PCR産 物 の 長 さや 変 異 を示 すSequevarのLONG,

MED-G,MED-Cお よ びSHORTと 呼 ば れ る4つ の タ イ

プ に分 別 で き,特 にLONG(PCR産 物343bp)は 結 核 菌

とM.bovi3に 見 られ,MED-G(PCR産 物328bp)は 結 核

菌 とMbovisの765番 目 の 塩 基 がGで あ る の に対 し,

MED図C(PCR産 物328bp)はM.bovisBCGの み765番 目

がCに 置 換 して い る 。 ま た,SHORT(PCR産 物313bp)

はM.africanumで 検 出 さ れ る 。 結 核 菌 とM.bovisBCG

を鑑 別 す るた め の よ り確 実 な方 法 は塩 基 配 列 決 定 に よ り

解 析 を行 う こ とで あ ろ う(Fig.9A)。 一 方,spoligotyping

で はM.bovisとBCGの み が39-43の ス ペ ー サ ー を 欠 如

してい る こ とか ら結核 菌 との鑑 別 が可 能 で あ る(Fig .9B)。

A. Differentiation between M. tuberculosis and M bovis BCG by Major Polymorphic
 Tandem Repeat (MPTR) method (J Clin Microbiol . 1995; 33: 840-844)

B. Spoligotyping (J Clin Microbiol . 1997; 35: 907-917)

Fig. 9 Evidence of differentiation between M tuberculosis and M bovis BCG Tokyo by using MPTR and S
poligotyping methods. MPTR was performed with sequencing analysis after Big-dye terminator by ABI 

377. Spoligotyping was examined with hybridization by denatured biotinylated PCR products
, and detection 

used streptoavindin conjugated peroxidase and ECL (substrat of peroxidase, Amasham Pharmacia biotech).
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これらの併用によってBCGと 結核菌,牛 型菌野生株 な

どとの鑑別をすべ きである。

7.結 核菌遺伝子型ライブラリーとその対策への応用

結核患者の菌株が全国的に高率に収集でき,そ のタイ

ピング結果を共有するためのライブラリーが確立されれ

ば,そ の利用は今後の結核対策および結核研究に益する

ところが大 きいと思われる。

日本は近隣に結核高蔓延国をもち,と くにその中には

多剤耐性結核の蔓延地も含 まれる。このような国との交

流の結果,菌 が日本に持ち込まれる機会は多 くなるはず

である。このようなことも結核菌タイピングの国特異パ

ターンが確立されれば,「 輸入結核感染」のモニタリン

グが可能になる。

このように,発 生する患者の菌を広 く収集 して適切な

方法で分子タイピングを行い,そ のパ ターンを解析する

ことは,結 核対策や対策方針の立案のためにも,そ して

もちろん結核菌の系統発生といったアカデミックな目的

にも非常に重要な課題である。それは単に地域レベルで

はなく,全 国,さ らに国際的レベルで行うことによって

いっそう有効なものになると考えられる。このようなこ

とから結核研究所では全国の結核患者結核菌DNAデ ー

タバンクシステムを想定した大容量の電算機を用いたシ

ステムを構築 している。データ通信のハー ド面の進化 に

よって今後このような活動は大いに進展するものと期待

される。

結核感染は人から人への空気感染であるというものの。

感染と発病の時間的関係が不定なため,患 者発生に際 し

ての感染経路の確定はこれまで困難であった。また菌の

表現型の変異が極めて乏 しく,菌 種以下のレベルでの菌

の分別はこれまでは不可能であった。RFLP分 析によっ

てこのようなことが可能になった現在,こ れを用いた結

核疫学 ・細菌学の研究は新たな時代に入ったといえよう。

ここでは具体的にその一部分を紹介 したが,そ の可能性

はさらに広がるものと考 えられる。

折から結核対策の分野では先進国,途 上国を問わず

DOTSを 軸 としたあらたな対策戦略が活発に展開され,

西暦2010年 以降には地球上の結核が人類史上初めて減

少し始めることが期待 されている。この対策を側面か ら

支援するために,結 核の診断,治 療,患 者管理,公 衆衛

生の新たな技術の開発が求められている。結核菌の全ゲ

ノム分析も完了 した現在,そ のような新技術の開発のな

かで分子疫学の技術は多 くの分野の中心的な手段 として

活用されることが期待されている。
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The 77th Annual Meeting Special Lecture

MOLECULAR EPIDEMIOLOGY OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS:

 ITS ACCOMPLISHMENT AND FUTURE PERSPECTIVE

Mitsuyoshi TAKAHASHI

Abstract In the traditional study of tuberculosis epide-

miology, information about social contact of persons and 

patient's illness history used to be an only relevant basis for 
elucidating transmission of tuberculosis infection. Therefore, 

it was very difficult to give a clear conclusion of whether 

isolates from different patients derived from a common source 

of infection or not. Recently, the subspecies typing of M 

tuberculosis strains has become possible, based on the visuali-

zation of multiple loci of an insertion sequence (1S6110) that 

is a relatively stable gene fragment existing in a specific 

region of the genome. The variability of the number of copies 

and locations of this IS6110 in a genome is the basis that 

enables this technique to be used for the above purpose, 

which is a unique tool applicable to the analysis of M tuber-

culosis. Generally, this technique, i.e., restriction fragment 
length polymorphism (RFLP) analysis, depends on the diver-

sity of pattern of any polymorphic marker found in a genome 

of a strain. Among various markers so far developed and 

examined, 1S6110 has been proved most appropriate for the 

purpose of typing strains of M tuberculosis complex, 
especially in such circumstances as in Japan where isolated 

strains' RFLP patterns are similar each with others so that

finer subtyping is needed.

In this lecture, I would like to review the following topics 

based on the world literature of molecular epidemiology and 

the findings of our own that we have achieved during 1992 

through 2001 in our Institute; 1) typing of the isolates for the 

identification of the infection source, 2) pathogenesis of 

tuberculosis under low incidence situation, 3) predominance 

of certain genotypes endemic in an area, 4) cross-contamina-

tion of isolates in the laboratory, 5) the stability of 1S6110 

patterns, 6) phylogeny of M tuberculosis complex, and 7) 
differentiation between M tuberculosis and M bovis BCG.
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sis

Department of Bacteriology, Research Institute of Tuberculo-

sis, Japan Anti-Tuberculosis Association

Correspondence to: Mitsuyoshi Takahashi, Department of 

Bacteriology, Research Institute of Tuberculosis, JATA, 3-

1-24, Matsuyama, Kiyose-shi, Tokyo 204-8533 Japan. (E-

mail-:tak@ j ata. or. jp)

―50―


