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岡山地 区で分離 された結核 菌 にお けるBeijingfamily

お よび他 の遺伝 子型

1大畠 律子2多 田 敦彦

要 旨:〔 目的〕岡山地区 で分 離 され た結核 菌 を遺伝子 型別 し,Beijingfamily等 の検 出状況 を調べ,流

行株 との 関連性 の検討 や世界 の分布状 況 との比 較 を行 う。〔対象 と方法 〕2000年1月 か ら2002年12

月 まで に岡山県 内で分離 され た結核菌 を用いた。人 口集団 に基づ く調査 として,岡 山市内の患者由来

142株 を対象 に,IS6110を プ ローブと したRestriction fragment length polymorphism(IS6110-RFLP)分 析

お よびSpoligotypingを 実 施 した。 さ らに,岡 山市以外 の患者 由来でIS6110コ ピー数1～5の13株 に

ついて も,Spoligotypingを 行 った。 〔結果〕142株 中103株(72 .5%)がBeijingfamilyに 属 し,流 行株4

グルー プ中3つ が含 まれた。Beijingfamily以 外 の39株 中21株 は,世 界規模 のデー タベース による259

のsharedtypes(STs)の10種 類 に分類 され た。 その他,岡 山市内外 のIS6110コ ピー数1～5の26株 中

15株 で,固 有 の共 通パ ター ン"Unique"が 認 め られ た。Beijingfamily,Uniqueお よ びそ の他 の遺伝子

型 の大 部分で,分 離 され た患者 の過半数 が60歳 以上であ った。 〔結論 〕Beijingfamilyは 感 染源の主流

であ り,10STsと 同様伝 播が古い と考 え られた。 また,Uniqueは 古 くか らのわが国固有株 であ る可能

性が推測 された。

キ ― ワ ー ズ=結 核 菌,Beijingfamily,流 行 株,IS6110-RFLP,Spoligotyping

は じ め に

近年,結 核 の伝 播の研 究 に分子疫学的手法が多 く用い

られ るようになった。それ らの中で,菌 株 の識別能力 が

高 く世界的 に標 準化 され,最 も広 く用 い られ てい るのが,

結核 菌遺伝 子の挿入配列IS6110を プ ローブ としたRFLP

分析 法1)～3)であ る。 しか し,IS6110コ ピー数 が1～5の

株 では,識 別能力 が低 い とい う欠点 があ り,別 の遺伝子

マーカーに よる二次型別が必要 となる。 こ うした二次型

別 に多用 されているのがSpoligotypingで あ る4)5)。

Spoligotypingは,結 核 菌群DNAのDR領 域4)に 複 数存

在 す る36bpのdirectrepeats(DR)に 挟 まれたspacer配 列

を増幅 して比較す る方法であ る。 この方法 は、操作 が簡

単 で確 実性 が あ り,結 果 の コー ド化 も可 能 であ るが,

IS6110コ ピー数が多 い株 に対 しては,IS6110-RFLP分 析

法 よ り識別能力が低 い。従 って,両 者 を組 み合 わせ る こ

とで よ り正確 な解析 が可能 となる6)7)。

また,Spoligotypingは,IS6110等 に比べ て よ り安定 な

遺伝子 の多型 を解析す るので,様 々な遺伝子型 の分布 を

把握す る手段 として非常 に有用 である。 そのため,人 口

集 団に基 づ く遺伝子型 の世界的 な分布 を調べ る目的で,

パ ター ンの デー タベ ース化 が進 め られて い る8)～10)。こ

う した遺伝子型の一つ に,ア ジアを中心 に広汎 に分布す

るBeijing family11)が あ り,強 い感染力で注 目され ている。

一方
,わ が国で は,人 口集団 に基づいた結核 菌の遺伝

子型 について は,沖 縄県での調査12)以外 報告 されていな

い。そ こで,今 回,岡 山地区に居住 する結核患者 か ら分

離 され た結核 菌 を対象 に,遺 伝子 型別 を行 い,Beijing

 familyを は じめ とす る様 々 な遺伝 子型 の検 出状 況 を調

べ,地 域 の流行株 との関連性 の検討 お よび世界 に分布す

る遺伝子型 との比較 を行 ったので報告す る。

対象と方法

(1)使 用菌株
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Table 1 Samples collected from January 2000 to December 2002

2000年1月 か ら2002年12月 まで の3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 を用 いた。

人口集 団に基づ く調査 の対象 としては,岡 山市 内に居

住 する患者 か ら分離 された142株 を使用 した(Table1)。

一 方
,岡 山市以外 の患者か ら分離 され,IS6110コ ピ ー

数が1～5で あった13株 について も,Spoligotypingを 実

施 した。

(2)結 核 菌 か らのDNAの 抽 出

結 核 菌 か らのDNA抽 出 に はISOPLANT(ニ ッ ポ ン

ジー ン)を 用 い,小 川培 地上 に培養 され た菌体1白 金 耳

か ら,マ ニ ュアル に従 って抽出 した。

(3)遺 伝 子型別

IS6110-RFLP分 析 に より,流 行株等の地域 の蔓延状 況

を調べ,Spoligotypingに よ りBeijing family等 の 遺伝 子型

を検 出 した。

i)IS6110-RFLP分 析

RFLP分 析 は高橋 らの 方法2)13)14)に従 っ た。 プ ロー ブ

は,IS6110由 来245bpのPCR産 物 をRandom primer DNA

 labeling kit(Enzo Diagnostics)に よ りビオチ ン標 識 した。

RFLPパ ター ンの検 出は,ス トレプ トア ビジン ーペ ル

オキ シダーゼ(Amersham Pharmacia Biotech)お よ び発光

基質ル ミホス530(Wako)を 用 い,化 学発光 に よりX線

フイルム上で行 った。

RFLPパ ター ンの クラス ター解析 は,解 析 ソフ トFin-

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

ii)Spoligotyping

Spoligotypingは,Kamerbeekら の 方 法4)に 従 っ て実 施

した。 すなわ ち,結 核 菌DNAを あ らか じめ一方 を ビオ

チ ンラベル したDRに 相補 的な プライマー を用い,PCR

に よ り,隣 接す るDR間 に存在す るspacer配 列 を増幅 し,

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,パ ター ンを検 出 し,spacer配 列

の有無 を解 析 した。 プライマ ーお よび43の 合成 オ リゴ

ヌク レオチ ド固相化 メ ンブ レンは,市 販 のキ ッ ト(lsogen

 Bioscience BV)を 用 い,ハ イブ リダイズ には,Miniblot-

ter45(Immunetics)を 使 用 した。 パ タ ー ンの 検 出 は,

RFLP分 析 と同様 に化学発光 シス テムで行 った。

結 果

(1)142株 のIS6110-RFLP分 析

IS6110の コ ピー 数 の分布 は,1～17の 間 で,ピ ー ク

は10で あ った(Fig.1)。RFLPパ ター ンは多様性 を示 し

たが,類 似 度80%以 上 で分 け る と,流 行株 と思わ れ る

主 要 な4グ ルー プ(A-B,C,Dお よ びE)が 認 め られ,

そ れ らを含 む類似 度65%以 上 の3つ の範 囲(1～III)に

60株(42%)が 含 まれた(Fig.2)。

これ らの結果 は,日 本の他地域 の調査結 果14)～17)と同

様 であった以前 の岡山県全体 の調査結果18)に 一 致 した。

(2)142株 のSpoligotyping

142株 中,103株(72.5%)が,spacer配 列35-43の み を

保 有す るBeijing family遺 伝 子型 に典型 的 なパ ター ンを

示 し,沖 縄 県 におけ る調査 結果12)と類 似 していた。 これ

らのIS6110コ ピ ー 数 の範 囲 は8～17で 特 に10～13に

多 く(Fig.1),4つ の 流行株 グルー プの うちA-B,cお

よ びDの3つ が含 まれた(Fig.2)。

NumberofIS6110copies

Fig.1DistributionofIS6110copies
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Beijing family以 外 の39株 で は,IS6110コ ピ ー 数 は1

～15で(Fig .1),流 行 株 グ ル ー プEが 含 ま れ た(Fig.2)。

こ れ ら39株 の う ち,21株 はSolaら の デ ー タ ベ ー ス8)に

示 さ れ る259のshared types(STs)の 中 のST7,ST19,

ST35,ST42,ST48,ST50,ST51,ST52,ST53お よ び

ST99の10種 類 の い ず れ か に 分 類 さ れ た(Fig.3)。 一 方,

16株 はFilliolら が ま と め た デ ー タ ベ ー スspolDB39)に 示

さ れ る36の 主 要 なfamiliesの う ち,Haarlem3,T1,T2,

LAM9,EAI1お よ びEAI2の6種 類 に 分 類 さ れ た(Fig.

3)。 ま た,ST35お よ びST99に 分 類 さ れ た3株 はHaar-

lem3と 類 似 し,Haarlemfamilyの 特 徴19)を 示 し て い

た(Fig.3)。 そ の 他,Is6110コ ピ ー 数1～5の13株 中7

株 で は,259のSTsに 含 ま れ な い 共 通 し た パ タ ー ン

"U
nique"が 認 め ら れ た(Fig.3)。

(3)患 者 の構成

142株 が 分離 され た患者 につい て,年 齢 階級 別患者数

の分布 を比較 した ところ,Beijing familyと そ れ以外お よ

びBeijing familyと 対 象 全体 との問で,有 意 な差 は認め

られ なか った(そ れ ぞれ,χ2検 定 に よる有 意確率P=

0.31,P=0.98>0.05)(Table1)。 ま た,対 象 全体 と岡

山市,岡 山県 お よび全 国 の2001年 の 新登 録患 者 につい

て年齢階級別患者数の分布 をそれぞれ比較 した結果,い

ずれ の問に も有意 な差 は認め られなかった(そ れぞ れP

=0 .69,P=0.83お よびP=0.62>0.05)(Table1,2)。

(4)岡 山市以外 の患者 由来IS6110コ ピ ー数1～5の13

株 に おけるSpoligotyping

13株 中,8株 がUniqueパ タ ー ンを示 し,6株 はそ れ

ぞれ259のSTsに 含 まれ ない異 なっ たパ ター ン を示 し

た。Uniqueを 示 した株 が分離 され た患 者 の年齢 は,48

～92歳 で ,居 住地 は県 内広範 囲であった(Fig.4)。

考 察

Spoligotypingの 結 果,約70%がBeijing familyに 属 し,

また,大 部分の流行株 が これに含 まれた ことか ら,こ の

地域 におけ るBeijing familyの 感 染力 の強 さが示 され た。

Beijingfamilyは,分 離株 の約90%を 占 める北京地域 を

は じめ,ベ トナムで54%,タ イ で44%な ど アジアの諸地

域 で高率 に検 出 されてい るほか11)20)～25),ロ シ アや ヨー

ロッパ などで も検 出が報告 されてお り,そ の強い感染力

と薬剤 に対す る抵抗性 で注 目されて いる26)～29)。ま た米

国 で も,テ キ サス 州 の分 離 株 の25%を 占 め て お り30),

1990年 代 初 頭 にニ ュー ヨークで発 生 した大規模 な多剤

耐性 結核 に よる集団院内感染事例 は,Beijing familyが 分

Fig.2 IS6110-RFLP patterns from 142 strains

 *Spoligotype pattern
, Beijing family B ; Others O 

**Main similarity•†80% clusters showed A-B
, C, D and E18) 

***The groups classified by similarity•†65% showed I
, II and

 11118)

Table 2 Number of newly registered tuberculosis cases in 2001
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Fig.3 IS6110-RFLP patterns from 39 strains showing non-Beijing spoligotype patterns, in 
combination with the respective spoligotype patterns 
*Shared types (STs) defined in spoligotype database by Sola et  a1.8) 
**36 major classes of circulating M.tuberculosis in Excerpt SpolDB3 by Filliol et al.9) 
***Other classes of circulating M.tuberculosis out of Excerpt SpolDB3.

Fig.4 IS6110-RFLP patterns and spoligotype patterns of 13 strains having 1-5 1S6110 copies
 *spoligotype pattern

 **Region of patient's residence in Okayama Prefecture except Okayama City 

Northeast a; Northwest b ; Southeast c ; Southwest d
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岐 した と考 え られ るstrainWが 原 因 であ る。 さ らに,

strainWに 遺伝 子的 に酷似 した株 による集団感染事例 が,

南 アフリカで も報告 され ている31)。

この ように,Beijing familyは 広 汎 に分布 し,世 界的 な

問題 となってい るが,そ の伝播 時期 には違 いが見 られる。

アジアの 中で も,患 者の年齢層 に特徴が見 られ ない イン

ドネシア23)や タイ22)と対 照 的に,ベ トナムでは21)若 い 年

代での感染が有意 に多い ことか ら,伝 播 が最近であ るこ

とが示 唆 され る。 また,カ ナ リア諸 島で は,1992年 か

ら1996年 の4年 間 でBeijing familyの 占 め る割合 が0%

か ら27%に 急 増 していた29)。

岡 山市 の場合 は,Beijing familyと そ れ以外 の遺伝子型

の株 で,分 離 され た患者 の年齢 分布 に差 が な く,60歳

以 上 が58%を 占 め て い た(Table3)。 よ っ て,Beijing

 familyの 伝 播 が,ベ トナムや カナ リア諸 島の ように最近

ではな く,古 いこ とが推測 された。特 にわが 国では,高

齢 者の結 核 の大部分 が,1940年 代 の高 蔓延 時代 の感染

に起 因す る内因性再燃 であ るため32),こ の遺伝 子型が,

1940年 代 には既 に強い感染 力 でわが 国 に伝播 していた

と思 わ れる。 さ らに,こ れ らの株 のIS6110コ ピ ー数 は

大 部分 が10～13で(Fig.1),他 の ア ジ ア地 域等 で見 ら

れ るBeijing familyの14～2011)23)27)28)31)と は 異 なっ てい

た。従 って,古 くに伝播 したBeijing familyが わ が 国に

定着 して広が った と考え られた。

一方
,東 ア ジアやベ トナムの分 離株 を対象 に した調査

で,BCG接 種 に よ り他 の株 に比 較 して,Beijing family

の 株 が 有 意 に 選 択 さ れ る 可 能 性 が 議 論 さ れ て い

る11)21)23)。わ が 国 で は,BCG接 種 は1951年 の 結核 予 防

法 の改 正以 降一般 的 にな ったので,60歳 以 上 の多 くは

BCG未 接 種 と考 え られ る。 今 回 の調 査 で は,Beijing

 familyと 他 の株 で,60歳 を境界 とした年齢構 成 に有意 な

差 は認 め られ なか ったため(Table3,P=0.72>0.05),

BCG接 種 とBeijing familyの 選 択性 につい ての 関連 は確

認 で きなか った。

Beijing family遺 伝 子 型以 外 の39株 で は,世 界 各 地 に

分 布 してい るSTsとfamiliesに21株 が 一 致 したが(Fig.

3),特 にST50お よびST53は,ア フリカ,北 アメ リカ,

中 央 アメリカ,南 アメリカ,ヨ ー ロッパ,中 東 ・中央 ア

ジア,東 アジ アお よびオセ アニ アの各地 に分布 してお

り9),今 回 の調査 で も他 のSTsよ りも高率 に見 られた。

一致 したすべ て のSTsで は
,ST7,ST35お よ びST99以

外 は,株 が分離 され た患者 に60歳 以上が含 まれてお り,

これ らのSTsの 伝 播が古い と考 えられ た。

一方 で
,岡 山市 のIS6110コ ピ ー数1～5の7株 で,

259のSTsに 含 まれ な い共 通パ ター ンUniqueが 見 られ

たが(Fig.3),分 離 され た患者の年齢が,49～94歳 と高

かったため,こ れ らの株 もまた,古 くか らの感染源 であ

Table 3 Proportion of tuberculosis cases 

over/under 60 years old

る と推測 された。 さ らに,岡 山市以外 で も,県 内広範 囲

に居 住す る高齢 の患者 か らUniqueを 示 す株 が分離 され

た(Fig.4)。 そ の う え,Uniqueを 示 す株 の 多 くは,IS

6110-RFLP分 析 で5kb付 近 に1本 のバ ン ドを もつ,わ が

国で多い と言 われ るパ ター ン14)を示 してい るため(Fig.

3,4),こ れ らの株 は,古 くか ら国 内に広 く分布 す る,

わ が国の固有株の可能性が高い と思われ る。

今回調査した岡山市は,平 成8年 度から中核市に移行

した人口約63万 の典型的な地方都市で,都 市部と田園 ・

山間部の特徴 を併せ持つ地域である。2001年 の結核罹

患率は21.8(人 口10万 対)で,岡 山県および全国の罹患

率(そ れぞれ25.0,27.9)と 著 しい差はない33)34)。また,

対象 となった患者の年齢構成 でも,市 全体,県 全体およ

び全国と有意な差はない。従って,以 前の調査で,岡 山

県 と全国で流行株のパターンが一致 し18),今回の岡山市

のIS6110-RFLP分 析結果も同様であったことか ら,当 調

査結果は,県 全体および全国の状況を類推する一指標に

なると思われる。ただし,今 回の対象株は3年 間集積 し

たものであり,年 間あたりでは,新 登録患者数の約30%

にとどまるため,誤 差は考慮に入れなければならない。

以上 のこ とか ら,岡 山地区の結核 菌 は,Beijing family

遺 伝 子型 が アジア の他 の地域 以上 に高 率 に分 布 し,そ

の強 い感染 力で感 染源 の主流 となって い るこ とが判 明

した。 さらに,そ の伝 播 は1940年 代 以 前 に遡 り,わ が

国 で定 着 し広 が った こ とが推 測 され た。Beijing family

の 薬 剤 に対 す る抵 抗 性 が多 く報 告 され て い る こ とか

ら21)23)26)～28)31)35),今後,薬 剤 耐性 遺伝 子 の検 出頻度 の

調査 等 を加 える ことで,結 核対 策に役 立つ所見 が得 られ

る と思われる。また,Beijing family以 外 の遺伝 子型で は,

半 数以上 が世界 的に分布 する遺伝子型 と一致 し,伝 播 は

古 い と考 え られた。 これ らのこ とか ら,結 核 の伝播 の多

くは,世 界規模 で起 こ り,優 勢 な株が各地域 に定着 して

広が るこ とが推測 された。

一方で
,わ が国固有株の可能性が高いと考えられる遺

伝子型Uniqueを 示す株 のグループも見 られた。これ ら

がBeijing familyの強い勢力下にもかかわ らず,古 くか

ら継続されてきたことには,何 らかの要因があると思わ

れる。従って,こ のUniqueパ ター ンに関与する遺伝子

や遺伝子転写産物を同定 し,抗 原蛋白やこれらの抗原蛋
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白に対する抗体等を用いて,新 しい診断 ・治療の解析や

新 しい結核病態の解明につなげることが今後の課題であ

る。
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OriginalArticle

BEIJING FAMILY AND OTHER GENOTYPES OF

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS ISOLATES IN OKAYAMA DISTRICT

1Ritsuko OHATA and 2Atsuhiko TADA

Abstract [Objective] The purpose of this study is to investi

gate the distribution of Mycobacterium tuberculosis geno
types, such as Beijing family and other genotypes in Okayama 

district, and to examine the relation between these genotype 

strains and prevalent strains.

 [Methods] The 142 M. tuberculosis strains isolated in 
Okayama City from January 2000 to December 2002 were 

subjected to  IS6110-RFLP and spoligotyping for the popula
tion-based study. In addition, 13 strains having 1 to 5  IS6110 

copies isolated in Okayama Prefecture excluding Okayama 

City were also subjected to spoligotyping. 

 [Results] A total of 103 (72.5%) of 142 strains belonged to 
Beijing family. Furthermore, 3 of 4 groups of prevalent strains 

belonged to the family. Twenty one strains out of 39 rest strains 

could be classified into 10 shared types (STs) of 259 STs in 

the worldwide spoligotype database. In addition, 15 out of 26 

strains from inside and outside of Okayama City having 1 to 5 

 1S6110 copies showed common unique spoligotype. More

over, the age of majority patients who were infected with M.

tuberculosis of the Beijing family or other genotypes were 

older than 60 years.

[Conclusion] It was suggested that Beijing family had been 
the main infection source, and the spread of strains of Beijing 

family and other genotypes occurred considerably in old 
times, and the unique genotype strains remained for a long 

time as peculiar strains.

Key words: M. tuberculosis, Beijing family, Prevalent strains, 

 IS6110-RFLP, Spoligotyping
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