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結核菌DNAのRFLP分 析 を用いた結核分子疫学

の研究 と実践
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世界的に蔓延 していた結核の罹患率は数十年間にわた

り減少 してきたが,最 近全世界的に増加傾向にある。現

在,15歳 から49歳 までの年齢で結核症は細菌の単一感

染症によるものとしては最も死亡率が高く,毎 年200万

人か ら300万 人が結核症 によって死亡している1)。また

全世界人口の3分 の1が 結核症 の起因菌であるMyco-

bacterium tuberculosisに感染 していると考えられており,

もしこの傾向が続けば,今 後20年 間で2億 人が結核 を

発症する危険性があると指摘されている。 ここに来て,

結核対策に関連 して2つ の主要な問題が浮上 してお り,

1つ は結核菌 とヒ ト免疫不全ウイルス(HIV)と の重感

染で,他 は現行の抗結核薬に対する結核菌の耐性獲得が

挙げられる。本邦においても,結 核の状況は結核高蔓延

期であった1920～30年 代では結核死亡率は10万 対200

を超え2),そ の後60年 間で化学療法剤の進歩やBCG接

種により10万 対2.2と 大 きく低下 した。本邦では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3)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 ううえで重要である。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)6MMO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4)。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。

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る。①感染源追跡のためのタイ

ピング,② 散発的患者発生における病理発生機序,③ 地

域特有の有力株の存在,④ 菌株 の検査室内汚染,⑤

IS6MMOの 安定性,⑥ 結核菌の系統発生,お よび⑦結核菌

とMboγisBCGと の鑑別。さらに,世 界各地で得 られ

た結核分子疫学の成果 と主として著者 らが本邦で1992

年か ら2001年 までに得た所見を交 えて,結 核 の伝播様

式やリスク因子について検討 した。

1癌結核菌分子疫学

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問の比較 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5)。また,

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IS6MMO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6)。

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7)8)された集団発生事例の
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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 とい うSoolingenら の 報 告 と一 致 した 結果 で

あ った4)。

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-linkerPCR,variable numbers of

 tandem repeat(VNTR),double repetitive elementPCR(DRE-

PCR),IS6110 inversePCR,IS6110ampliprinting,arbitrarily

 Fig. 1 Various groups with identical IS6110 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 infection ; lane 14, M. tuberculosis 

H37Rv, respectively. Marker at left indicates sizes of 

lambda Hind III.

primedPCR(AP-PCR),polymorphic GC rich sequence

(PGRS)お よ び 法が 開発 され た。 それ ぞれ

が新 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9)～16)。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 きわ 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23)26)。

2織集団発生事例 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16)17)。

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,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人 が次々と

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 was shown at left site by lambda Hind III.
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結核 を発病,う ち9名 が死亡した18)。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

る発病がありえることがRFLP分 析によって科学的に証

明された事例がある。

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 区で

発生 した路上生活者等の患者多発例の分析がある19)。

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20)。

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21)22)。

3.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

延国 ・地域で展開されている23)～27)。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 で人口十万対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IS6MMO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 問の 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-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 患 者 の35.5%)発 見 され た。 また,non-clustering

を示 した株 は494(64.5%)で あ った。

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 の成員の間の相互接触

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。

IS61MO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-spotregion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28)。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Spoligotyping16)を

行 ってい る。

IS6MMO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3項,4

項 に 述べ る北京遺伝 子型 で,37～43ス ペ ーサ ー 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

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 れ以下の類似性の者同士

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
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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。

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たおり,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29)25)26)23),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27)。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。

4.結 核菌遺伝子型の解析

薬剤耐性獲得や一部の酵素の活性 に よる点突然変異 を

除 き,遺 伝子型が同一・であれば表現系 も類似 する と考え

られ る。地域の有力株 としてEndemicな 結核 菌株 の遺伝

子型 も流行 を維持す るリス ク因子の1つ として興味が持

たれている。その1つ が北京遺伝子型で,感 染伝 播が強

く,結 核 病態 も重症 であ ることが示 されてい る。 また,

他 の遺伝 子型 を解析 す る方法 としてIS6MMO,dnaA-dnaN

部 位 のIS6MMO挿 入 の有 無30),あ る い はSpoligotypingが

あ る2)28)14)遺伝 子 種 々遺伝 子 型 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Globalcharac-

terization31)の中 で注 目されてい る。 その うちの遺伝子型

の1つ が北京 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 の静菌作用

に対 して有意 な高頻度の抵抗性 である ことが示 されてい

る32)～34)。こ の遺伝 子型 は1990年 代 初頭 の北 アメ リカに

おける多 くの多剤耐性結核の 院内 ・施設内感染 を引 き起

こしたW株 とよ く一致 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IS6MMOの パ タ ー ン は類 似 点 を持 ち

IS6MMOをA1(3.36Kbp)とB2(1.14Kbp)領 域 内に保有

してい る30)。 さ らに,Spoligotypingパ タ ー ンは特徴 の あ

るスペ ーサ ー配列35織43の み を保有 するパ ター ンを示す

ことが知 られている16)。

国際比較の検討は結核蔓延国での発生頻度が高いこと

から,そ こで発生する多剤耐性結核菌の伝播をグローバ

ル レベルで解析することは重要である。最近の知見で

は,薬 剤耐性菌による伝播が原因となる初回耐性は集団

でのINH耐 性株が限られたRFLPパ ターンを伴 うことか

らクラス ター分析 とINH感 受性パ ターンの相関関係 も

また初回耐性 と獲得耐性を検査するINH耐 性菌のモニ

タリングに重要な応用であると述べられている35)。

各 国 で分析 されたIS6MMOの コ ピー数 は0か ら23本 の

分布 が確認 され4)36)37),同 時 に高蔓延 国や中蔓延 国の ア

フ リカ,ア ジアな どではIS6MMO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38)。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 がある とすればそれはこのため と考 え

られ,一 般 には多様性 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39)。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.3)。 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

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40),オ ラ ンダでの ソマ リア移民41),

米 国 で のア ジア,ヒ スパ ニ ック,メ キ シカ ンの移 民 の

解析42)43)で の 一致 と相関 していた。
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5.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1つ と考 えられる。Soolingenら はIS6110

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1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44)(た だ し北京 遺伝 子型のすべ ての菌株 におい

てIS6110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37口43の み を共 有 す る こ とが知 られて い

る44)。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。

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45)。

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

核 菌,M.microti,BCGを 含 むMbovisを 分 別 で き る14)46)。

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

Fig.3Specific RFLP pattems of MM.tuberculosis among various countries
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結 果,IS6MMO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(Fig.3)。 モ ンゴル,韓 国,

上 海,日 本 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 国によ り遺伝子型が存在 していた(未 発表)。

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,IS6MMOタ イ ピ ング との相 関で はspoligotypes

で北 京遺伝子型 であって も,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

ルな伝播 の解析 を さらに精緻化 で きよ う。実際の試み は

オ ランダで発生 したNM.bovisに よ る多剤耐性菌 とスペ イ

ン旅行中 に加療入院 した病 院での多剤耐性NMbovisに よ

る院内感染の感染源追跡に利用 された47)48)。

6.IS6110の 安定性

IS6MMO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人 か ら繰 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。

このことは,2人 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.4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49)。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,IS6MMO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50)。半数の菌株が3～4年 で1つ のバン

ドに変化が見 られ,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

Fig. 4 Stability of RFLP patterns by M. tuberculosis clinical 

isolates from identical patients. Lanes show RFLP patterns 

from period isolates separated by 3 days to 90 days taken from 

each of 20 patients.

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IS6MMOを 用 い たDNAnngerprinting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。

7.Mわo原sBCG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

BCGワ ク チ ンのBCGTokyo株 は,IS6MMO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(株 の 固有名)と 異 な り,特 徴

の あ る2本 バ ン ドを示 す6)。 このた めBCGと 結 核 菌 の

鑑別 はIS6MMOの み で行 われ,何 ら不都 合 は生 じなか っ

たが,近 年,BcGTokyo株 に 酷似 した結核 菌株 やBcG

Tokyo株 のIsの 変 異株が出現 して きた。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.5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IS6MMOパ タ ー

Fig. 5 RFLP analysis of M. bovis BCG-like clinical 

isolates. M, Molecular size maker at left side of lambda 

Hind III ; Lane 1, isolate from a bladder cancer 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.
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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. 6 Evidence of differentiation between M. tuberculosis and M. bovis BCG Tokyo by using MPTR (A) and 
spoligotyping methods (B). 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 
streptoavidin conjugated peroxidase and ECL (substrate of peroxidase, Amasham Pharmacia biotech).

ンである。 この ような問題 に対処す る方法 の1つ として

MPTR法51)が あ 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NMbovisに 見 られ,MED-G(PCR産 物328bp)は 結 核

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

MED-C(PCR産 物328bp)はM.加visBCGの み765番 目

がCに 置換 している(Fig.6A)。 ま た,SHORT(PCR産

物313bp)はNM.africanumで 検 出 される。検 体 を結核菌

とM.bovisBCGに 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。一方,Spoligo-

typingはNMbovisとBCGの み が39～43の ス ペ ーサ ー を

欠如 している ことを確認す る(Fig.6B)。 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。

8癌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って,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きわめて乏 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。

9癌疫学情報の標準化とコンピューター解析システム

コンピューター解析の共通化は結核の対策の一環 とし

てRFLP分 析を行い新たに構築したコンピューター患者

管理システムを用いて感染様式の解析,薬 剤耐性結核菌

のモニタリングあるいは集団発生時の結核対策で予防内

服や検診の範囲を把握することで経費の適正化を進めて

いる。コンピューター化することにより大 きな標本での

結核感染様式や感染のリスク因子の解析を推進可能にで
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きる。本 システムは,特 定の患者に関連する,結 核菌

RFLPデ ータの処理 と管理をするシステムである。主な

機能は,患 者情報管理,RFLP電 気泳動パターン情報管

理,ス ポリゴタイピング情報と,菌 株情報の管理,菌 株

情報のクラスタリング管理,お よび遺伝子情報のクロー

ン管理を,す べて,Web上 で管理運営する。検索に関し

ては,患 者情報の検索を,ク ラスター情報や,菌 株,ク

ローン情報から行う。また,患 者情報や,ク ローン情報

から,関 連するクラスターや菌株情報を検索し,菌 株 に

関する電気泳動画像ファイル,ス ポリゴタイピング画像

およびそれぞれの数値情報を表示,エ クスポー トする機

能等を持っている。実験データは,電 気泳動画像解析 ソ

フ トウエアで,解 析を行った後,画 像データやクラスタ

データをデータベースに登録する。スポリゴタイピング

に関する情報は,スキャナーでデータを取 り込んだあと,

専用の解析ソフ トウエアで,各 菌株ごとに,分 割 し,モ

デル化 してデータベース化を行 う。これらのデータにつ

いて,患 者情報とクローン情報を付加する。検索は,そ

れぞれ,患 者情報,ク ローン情報,ク ラスター情報,菌

株情報をキーに必要な情報を検索,表 示,エ クスポー ト

を行う。本機能を利用することにより,基 本的な遺伝子

画像に関するデータベースの構築を実現できる。

将来的な拡張性としては外部へ情報公開を行 う機能を

拡張で構成可能であるが,ID番 号を付与後,個 人情報

の漏洩に配慮 して行うべきであろう。

ま と め

最 近で は,多 くのDNAフ ィ ンガープ リンティ ングが

抗酸 菌の分離株 の タイピ ング(亜 分類)に 用 い られる よ

うになった。初期 の研究で は制 限エ ン ドヌ クレアーゼ分

析(Restriction endonuclease analysis,REA)が 行 われた。

これは菌の全DNAを 特 定の制限酵素 で切 断 し,DNA断

片 をアガロース電気泳動 で分離 し,可 視化 して比較す る

ものである。その後,結 核菌 に存在す る種 々の繰 り返 し

配列が クローニ ング され,そ れ らをプロー ブとして用い,

そ れ に相補 的 なDNA配 列 の みを もつ断片 だけ を可視化

す る方法(サ ザ ンハ イブ リダイゼー シ ョン)に よ り検 出

す る,制 限 酵 素 断 片 長 多 型 分 析(restriction fragment

 length polymo lphism analysis,RFLP)が 行 わ れ る よ うに

な った。IS6110ま た はIS986挿 入 断 片 の発 見 と応 用 に

よって抗酸菌感染の分子疫学 は大 き く進展 した。

抗酸菌のタイピング法は迅速で,再 現性があ り,技 術

的に簡単で,コ ス トが安 く,臨 床材料を直接分析できる

ことが望まれる。これらの基準をすべて満たしているタ

イピング法は未だ開発されていない。さらに,個 々のタ

イピング法の分解能や安定性は研究 目的に応 じて最適な

ものにすべ きである。結核の集団感染対策では,菌 の進

化による多様化を研究する場合 とは当然異なる遺伝子

マーカーを必要とする。現在のところ完壁な方法はない

とは言え,IS6MMOを プローブとして用いたRFLP分 析や

他の分子タイピング法は抗酸菌の伝播様式の解明に大い

に寄与している。
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•\ Memorative Lecture by the Imamura Award Winner•\

MOLECULAR EPIDEMIOLOGY OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

USING BY RFLP ANALYSIS BETWEEN GENOMIC DNA

•\ Its Accomplishment and Practice•\—

Mitsuyoshi TAKAHASHI

Abstract Recently, epidemiology of M. tuberculosis have 

been performed by molecular techniques as a probe with 

the insertion sequence (IS) 6110. In the traditional study of 

tuberculosis epidemiology, 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. The subspecies typing of 

M. tuberculosis strains by  156110 has become possible, based 

on the visualization of multiple loci of an insertion sequence 

 (156110) 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  156110 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. tuberculosis. Generally, this technique, i.e.,  *restriction 

fragment length polymorphism (RFLP) analysis, depends on 

the diversity of pattern of any polymorphic marker found in a 

genome of a strain. Among various markers so far developed 
and examined,  156110 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 time, 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 for the tracking of 

source of infection, (2) diffuse infection, (3) the presence of 

region-specific influential strains, (4) cross-contamination 

of strains in the laboratory, (5) the stability of  IS6110, (6) 

phylogeny of tuberculosis (genotypes in Okinawa prefecture), 
and (7) the distinction between M. tuberculosis and M. bovis 

BCG, (8) computer-assisted patients management system. We 

also investigated the mode of transmission and risk factors of 

tuberculosis, based on the tuberculosis epidemiological data 

obtained in many parts of the world as well as the findings we 

gathered in our country from 1992 to 2001.
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