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今村賞受賞記念講演

全血 イ ンター フェロ ンγア ッセイに よる結核 感染

診 断技術 の特性

原田 登之

キ ー ワ ー ズ:結 核 感 染 診 断,ツ ベ ル ク リ ン反 応,ク ォ ンテ ィ フ ェ ロ ンRTB-2G,潜 在 性 結核 感 染,接

触 者 検 診

は じ め に

結核菌は体内に侵入 した後,マ クロファージにより貧

食されるが,マ クロファージの殺菌機構から逃れ,増 殖

あるいは休眠状態になると考えられている典型的な細胞

内寄生菌である｡結 核菌に感染 した者のうち発症するの

は約10%程 度であ り,残 りの90%は 免疫防御機構 によ

り結核菌を封じ込めた潜在性結核感染 となり9,生 涯発

症 しないか,あ るいは高齢等により免疫能が低下した際

に結核を発症する,い わゆる 「再燃」が起こると考えら

れている｡現 在,こ の潜在性結核感染者は,世 界人口の

約3分 の1と 見積 もられてお り2),将来の感染源とな り

うる｡従 って,有 効な結核対策の1つ として,こ の潜在

性結核感染者を早期に見出し,発 病を防ぐために予防内

服を行うことが実施されている｡

潜在性結核感染の診断に用い られる方法は,従 来唯一

ツベルクリン反応(ツ 反)が 世界的に使用されて きた｡

しかし,ツ 反の診断感度は優れているものの,そ の特異

性の点で重大な欠点をもっている｡そ の理由は,ツ 反で

用いるPPDに は数百種類 もの異なった結核菌抗原が混

在し,そ のほとんどのものがBCGや 非結核性抗酸菌の

抗原 と高い類似性をもち,抗 原としての高い交差性をも

つためである｡従 って,結 核感染 していないPPD被 投

与者においても,BCG接 種あるいは非結核性抗酸菌感

染によってツ反が陽性になる場合がある｡こ の欠点のた

め,BCG接 種が広範に行われている日本では,ツ 反に

より正確な結核感染診断を行うことはきわめて困難であ

る｡低 特異性はツ反のもつ最大の欠点であるが,他 にも
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PPD投 与 お よび ツ 反 測 定 に お け る技 術 的 差,PPD再 投 与

に よ る ブ ー ス ター効 果(抗 原 再投 与 に よ る免 疫 反 応 の増

強 効 果),ツ 反測 定 の た め の 再 受 診 の 必 要 性,等 の 弱 点

を もつ｡

しか し,最 近 これ ら ツ反 の もつ すべ て の 欠 点 を一 挙 に

克 服 し,さ ら に高 い 感 度 ・特 異 度 を も ち合 わ せ た 診 断 法

ク オ ンテ ィ フ ェ ロ ン⑱TB-2G(QFT-2G)が 開発 さ れ,診

断 試 薬 と し て 平 成17年4月 に承 認 さ れ,さ ら に 本 年1

月 に保 険 収 載 され る に至 っ た｡

Interferon一 γ産 生 誘 導 性 結 核 菌 特 異 抗 原ESAτ 一6

お よ びCFP-10の 発 見

1995年,デ ン マ ー ク 国 立 血 清 研 究 所(StatensSe㎜

institute)のAndersenら の グ ル ー プ に よ り,マ ウ ス 記 憶

T細 胞 か らlnterferon一 γ(IFN一 γ)産 生 を 強 く誘 導 す る結

核 菌 抗 原ESAT-6(Theearlysecretaryantigenictarget6kl)a

protein)が,結 核 菌 培 養濾 液 か ら精 製 ・同 定 され,同 時

に そ の 遺 伝 子 も ク ロ ー ニ ン グ さ れ た3)｡翌1996年

Mahairasら の グ ル ー プ がBCGとM｡bovis間 の遺 伝 子 レベ

ルで の相 違 を解 析 した 結 果,先 のESAT-6遺 伝 子 がBCG

で は 欠 落 して い るRD-1領 域 に存 在 して い る こ とが 明 ら

か に な っ た4)｡ま た,ESAT-6と 同 様 にIFN一 γ 産 生 を 強

く誘 導 す る 結 核 菌 抗 原CFP-10が,ESAT-6と 同 じRD-1

領 域 内 に位 置 して い る こ と も明 らか に され た｡さ らにそ

の後 の解 析 の 結 果,ESAT-6お よびCFP-10は,す べ て の

M.bovisBCG亜 株 とM.avium,M.intraceltulareを 含 む大 部

分 の 非 結 核 性 抗 酸 菌 に は存 在 せ ず,M.tubercalosis,M.

bovis(BCG以 外 の)とM.africanusmを 含 む 結 核 菌 群,お
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よぴごく一部の非結核性抗酸菌にのみ存在することが判

明 した(Table1)｡こ れらの発見を基に,BCGと 大多数

の 非 結核 性 抗 酸 菌 に は存 在 しな いESAT-6お よび

CFP-10を 刺激抗原として リンパ球を刺激 し,T細 胞 より

産生 されたIFN一γ量 を測定することによ り,BCG接 種

および大多数の非結核性抗酸菌感染の影響 を受けない結

核感染診断法QFT-2Gを 開発することが可能になった5)｡

QF「-2Gの 検 査 法

QFT-2Gの 検 査 法 は2段 階 か ら構 成 さ れ て お り,第1

段 階 の 血 液 培 養 はヘ パ リ ン採 血 し た全 血 約5mlを24ウ

エ ル 培 養 プ レー トの4ウ エ ル に1mlず つ 分 注 す る｡次

に 陰性 コ ン トロー ル,ESAT-6,CFP-10お よ び 陽 性 コ ン

トロ ー ル を各3滴 添 加 し,撹 拝 後37℃ で16～24時 間培

養す る｡こ の抗原刺激は,採 血後12時 間以内に行わな

ければいけない｡培 養後,血 漿を保存チューブに回収す

る｡第2段 階は,血 漿中に産生されたIFN一 γ量 を測定

するELISA法 であり,各 抗原特異的なIFN一γ産生量を

算出し,こ の値を指標に結核感染を診断する(Fig.1)｡

QFT-2Gで は,採 血 の翌 日にELISAでIFN一 γ量の測定

が機器によりなされるため,ツ 反より迅速かつ客観的な

結果が得られる｡ま た,ツ 反 と異 なり生体にPPDを 投

与 しないため,ブ ースター効果は考慮する必要がなく,

さらにツ反のように医療機関を再訪して反応結果を測定

する必要もない｡こ のようにQFT-2Gは ツ反の低特異性

の欠点のみならず,他 のすべての問題点を克服 しうる診

断法であると言える｡

T翁blelDistributionofESAT-6andCFP-10amongmycobacterialspecies
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QFr-2Gの 治 験

われわれは,こ のQFT-2Gを 日本において結核感染診

断法 として使用するため,幾 つかの機関と協力し,治 療

開始前の塗抹陽性結核患者118名 およびBCG既 接種健

常者217名 のボランティアの協力を得て治験 を行った6)｡

Fig.2に 示す ように,結 核患者 の大多 数がESAT-6か

CFP-10の いずれかの刺激に反応 し,IFN一 γ産生が誘導

された｡対 照的に,健 常者群の大部分は反応 しなかっ

た｡以 上の結果か ら,各 抗原特異的IFN一 γ産生量(各

抗原刺激で誘導 されたIFN一 γ産生量から,陰 性 コン ト

ロールでのIFN・・γ産生量 を差 し引いた値〉を算出 し,

診断に適切なカットオフ値0.351U(国 際単位)/mlを 決

定 した｡本 カットオフ値におけるQFT-2Gの 感度および

特異度はそれぞれ89.0%と98.1%で あり(Table2),結 核

感染診断法 としてきわめて優れた数値をもつ ことが示 さ

れた｡こ の治験結果より,QFr-2GはBCG接 種の影響 を

受けず結核感染を感度 よく診断で きることが明らかに

なった｡

接触者検診におけるQFr-2G検 査のパフォーマンス

治験では活動性結核 をこの検査の真の目的である 「潜

在結核感染」の代用指標 としてQIT-2Gの 感度(潜 在感

染の状態 にあるものの陽性率)を 解析 し,ま たQFT-2G
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検査の判定基準に 「疑陽性(判 定保留)」の概念を導入 し

た7)｡し か し,QFT-2Gは 活動性結核症に反応するだけ

でなく,よ り本来的に潜在性結核感染に反応する,す な

わち潜在結核感染 も診断可能であるということは,多 く

の接触者検診事例でQFT-2Gを 適用 した経験から証拠が

固められてきた｡と くに,感 染源 と被験者の接触の濃厚

さとQFT-2G陽 性率の相関は有力な証拠である｡

このような最初の事例は,某 中都市の専門学校男性講

師が初発患者であった事例である8)｡そ の際 接触度の

濃淡を基に,初 発患者の講師と共に海外修学旅行に参加

した集団を濃厚接触群,海 外修学旅行に参加 しなかった

集団を非濃厚接触群 とに分けてQFT-2G検 査の結果を解

析 した｡そ の結果,濃 厚接触群では455%,非 濃厚接触

群では7.1%がQFT-2G陽 性 とな り,明 らかに接触度の

濃厚さに応 じてQFr-2G陽 性率が上昇していた｡

次に報告されたのは,初 発患者が大学生である大学に

おける集団感染事例である9)｡こ の事例においては,ツ

反発赤径 にかかわらず接触者全員にQFr-2G検 査が実施

された｡濃 厚接触群のッ反発赤径の分布は非濃厚接触群

のそれと比較 し有意に右方偏位 していたことから,濃 厚

接触群において大規模な感染が予想されたが,QFT-2G

陽性率の圧倒的な違いから感染が明白になった｡濃 厚接

触群 にお けるQFT-2G陽 性 者 と疑陽性者 はそれ ぞれ

32.7%と16.8%で あったのに対 し,非 濃厚接触群におけ

るQFr-2G陽 性者 と疑陽性者はそれぞれ0.8%とo.8%で

あった｡こ の事例で得 られたもうひとつの重要な証拠

は,QFT-2G陽 性者のツ反の分布が典型的な正規分布に

従い,そ の平均は発赤で50mm,こ れは活動性結核患者

における平均30mmの 分布 とは異なるもので,QFr-2G

陽性が活動性結核 とは別の現象,つ まり潜在結核感染を

判定 していることが支持 される｡な お,こ の濃厚接触群

での観察か らツ反発赤30mm未 満のQFT-2G陽 性者が少

なくないことも確認された｡

この他に病院における集団感染で も,や はり接触度の

濃厚 さに比例 しQFT-2G陽 性率が上昇 していた事例,あ

るい は結核 高蔓延 国か らの就 労者等 におけ る高 い

QFT-2G陽 性率等の結果が得 られている｡ま た海外にお

いても,接 触者検診で接触の濃厚さとQFT-2G陽 性率が

相関するという報告がデンマークか らゆ,医 療従事者の

職務上の結核感染曝露の程度とQFT-2G陽 性率が梱関す

るという報告がわれわれll),お よびインド12)から報告さ

れている｡こ のような事例からQFT-2G検 査により潜在

性結核感染の検出が可能であることが明らかになってき

た｡さ らにイタリア13),結核中蔓延国である韓国14)など

からもその利用の経験が報告 され,い ずれもQFT-2Gに

よる潜在結核感染診断の妥当性と有用性を示唆 している｡

一方 ,大 規模な接触者検診において,従 来のツ反によ

結核 第81巻 第11号2006年11月

る診断法で感染と診断され予防内服対象となった者の大

部分がQFT-2Gで 陰性であったことか ら,こ れまではツ

反により過剰な予防内服を行っていた可能性が示唆され

てきた15)｡最近,わ れわれはQFT-2Gの 検査単価が5,000

円か ら10,000円 の場合,感 染曝露が高度でない事例では

ツ反検査でスクリーニングされた者にQFr-2Gを 追加す

ることは費用対効果の点で有利であることを示 した16)｡

このように今後接触者検診に際 し,QFT-2G検 査が広 く

使われるようになると,過 剰な予防内服を防 ぐことがで

き,さ らにより正確に既感染者を見出すことがで きるた

め効果 ・効率のよい結核対策ができると考えられる｡

お わ り に

QFT-2Gは 開発されてまもないため,今 後解決 される

べき幾つかの疑問点をもっている｡例 えば,感 染源への

曝露の時期か ら反応が陽性になるまでの期間,感 染後長

期間における応答の消長,化 学予防や化学療法の影響な

ど,ま だその診断特性について知見は十分ではない｡ま

た小児 ・幼児における特性についても同様であり,さ ら

に小児,と くに乳幼児では現行の最低採血必要量(5mの

の多 さからくる制約の克服 も課題である｡わ れわれはこ

れらの点についての検討を進めるべ く現在 も研究を行っ

てお り,得 られた知見を基にQFT-2Gの より適切なる使

用法を提供することにより,結 核対策に貢献ができると

期待 している｡
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CHARACTERISTICS OF A DIAGNOSTIC METHOD OF TUBERCULOSIS INFECTION 

          BASED ON WHOLE BLOOD  INTERFERON-  r ASSAY

Nobuyuki HARADA

Abstract It is assumed that about  10% of individuals 

infected with M. tuberculosis (Mtb) develop tuberculosis 

 (Tb), and the remaining 90% suppress contain Mtb through 
their immune systems, but have a latent tuberculosis infection 

(LTBI). To effectively control Tb, it is essential to detect 
individuals with LTBI in a Tb outbreak and provide chemo-

prophylaxis for them. 
 Until recently, the tuberculin skin test (TST) has been the 

only diagnostic method for LTBI. However, the specificity of 

TST is low, because the purified protein derivative (PPD) 

used for TST contains numerous Mtb antigens that are almost 

identical to BCG antigens or similar to non-tuberculous myco-

bacterium (NTM) antigens. For this reason, TST may produce 

positive results in BCG-vaccinated individuals or NTM-
infected individuals without Mtb infection. Therefore, it is 

very difficult to diagnose LTBI in Japan, where BCG vaccina-

tion is widely administered. In addition to this, TST has other 

defects, such as technical variations for injecting PPD or 
measuring the TST response, the necessity of a return visit 

to the doctor to measure the TST response 2 days after PPD 

injection, and the booster effect through reinjection of PPD. 

  More recently, a new diagnostic method that can overcome 

these defects in TST, QuantiFERON®TB-2G (QFT-2G), has 

been developed. In QFT-2G, two Mtb-specific antigens, 

ESAT-6 and  CFP-10, are used to stimulate whole blood, and 

based on produced interferon- y (IFN-  y), Mtb infection is 

diagnosed. Since ESAT-6 and  CFP-10 are absent from all M. 
bovis BCG substrains and most of NTM including M. avium, 

 M.  intracellulare, but are present in tuberculosis complex (M. 

tuberculosis, M. bovis, M. africanum) and only a few strains 

of NTM, QFT-2G is not affected by prior BCG vaccination 
nor most of NTM infections. Moreover, as measurement of 

 IFN-  y can be carried out by machines on the next day follow-

ing the blood draw, more objective results are obtained more 

quickly than with TST. It is not necessary to consider the 
booster effect in  Q1-T-2G as PPD is not injected, nor to revisit 

the doctor. Thus, QFT-2G overcomes the defects of TST 

described here. 

 From a clinical trial of QFT-2G in which the subjects were 

smear-positive, untreated Tb patients and BCG-vaccinated 

healthy individuals, it has been demonstrated that the 

specificity and sensitivity of QFT-2G are  98.1% and 89.0%,

respectively, and QFT-2G is an excellent diagnostic method. 

Furthermore, many contact investigations have shown that 

QFT-2G detects not only active Tb but also LTBI. Several 
data indicate that frequency of contact with Tb patients 

correlates well with QFT-2G positive rates in contact investi-

gations. The validity and usefulness of diagnosing LTBI by 
QFT-2G have been suggested in other countries. 

 In many contact investigations, it has been shown that most 

contacts who had been diagnosed as LTBI based on TST 

results were QFT-2G negative, suggesting that as a result, 
many unnecessary chemoprophylaxes were indicated. On the 

contrary, many QFT-2G positives were identified in those 

who were diagnosed to be uninfected with Mtb based on TST. 

Therefore, as the wide spread of  Q1-.T-2G testing in contact 

investigations would prevent unnecessary chemoprophylaxes 

and detect true infected individuals more accurately, we hope 

that more effective  Tb control could be performed. 
 Although QFT-2G is an excellent diagnostic method, it is 

still new, and some questions remain to be answered. For 

example, the period of converting QFT-2G positive after Mtb 

infection, alteration of long-term QFT-2G responses after 

Mtb infection, and the effects of treatment for Tb or LTBI are 

not fully understood. The behavior of QFT-2G in infants or 

children is not understood either. Especially in infants, the 

problem of the blood volume required for the QFT-2G test is 
the major issue. We are working on these issues to provide 

more appropriate directions for QFT-2G users, and hope that 
we can contribute to Tb control. 

Key words : Diagnosis of tuberculosis infection, Tuberculin 

skin test, QuantiFERON®TB-2G, Latent tuberculosis infec-

tion, Contact investigation 
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結核症における感染防御機序

河村伊久雄

要旨:結 核菌は感染後生体内では細胞内寄生性を示 し,マ クロファージに取 り込まれてもその細胞内

殺菌機構に抵抗 して細胞内に長期問生存する。多 くの場合,結 核菌はそのまま増殖せずにパーシスタ

ー(persister)と してヒ トと共存するが,5～10%の 感染宿主でその後活性化(内 因性再燃)し,成 入

に見 られる慢性結核を発症する。ヒトと結核菌は長い共存の歴史があ り,菌 がどのようにして宿主免

疫応答 を刺激せずに生在 し続けるのかに,解 明 しなければならない疑問であった。 しか し,1998年

に結核菌の全塩基配列が明らかとなり,現 在菌の病原性に重要と考えられるいくつかの因子が同定さ

れている。また,最 近Tol1-likereceptor(TLR)が マクロファー・ジや樹状細胞による結核菌の識別に関

与することが示され,こ れら細胞 と菌 とのinteractionがその後の防御免疫の成立の重要な起点 となっ

ていることが明らかになってきた。さらに,結 核に対する感染防御の主体はCD4+T細 胞によって担

われているが,そ の他にCD8＋ 細胞障害性T細 胞,あ るいはCD1拘 束性T細 胞 も防御に関与するこ

とが報告されている。本発表では,結 核に対する宿主防御に関する最近の知見を取 り入れながら,こ

れまでに明らかにされたメカニズムについて紹介する。

キーワーズ:結 核菌,マ クロファ 一ジ,Toll-likereceptor,T細 胞,ア ポ トーシス,オ ー トファジー,

インターフェロンーγ

は じ め に

結 核 は 世界 的 に見 て 今 な お単 一 の病 原 体 に よ る最 大 の

感 染 症 で,そ の 原 因 菌 で あ る 結 核 菌(Mycobacterium

tuberculosis)は,数 個 で 感染 を引 き起 こす きわ め て 病 原

性 の高 い 菌 で あ る｡ま た,結 核 菌 は 非常 に特 徴 的 な脂 質

に富 む細 胞壁 を有 し,そ こ に は強 い ア ジュバ ン ト活 性 が

あ るが,そ の 一 方 で,宿 主 免 疫 応 答 を強 く抑 制す る こ と

が で き る｡

結核 菌 の殺 菌 抵 抗 性

結 核 菌 は宿 主 体 内 に侵 入 後,肺 胞 マ ク ロ フ ァー ジ,樹

状 細 胞(dendriticcell,DC)あ る い は単 球 に積 極 的 に侵 入

す る｡こ の細 胞 内 侵 入 には マ ク ロ フ ァー ジ表 面 の 補 体 レ

セ プ タ ー(CR1,CR3やCR4),マ ン ノー ス レセ プ ター一,

Fcレ セ プ タ ー,フ ィプ ロ ネ ク チ ン あ る い は ス カベ ン

ジ ャー レセ プ タ ー な どが 関与 す る(Fig.1)｡そ の 他,感

京都大学大学院医学研究科微生物感染症学

染 後 菌 の 主 要 な 増 殖 の場 と な る 肺 に 存 在 す るsurfactant

proteinAや,血 中 に 存 在 す るmannose-bindinglectinsが

菌 の侵 入 に 関 与 す る こ とが 示 され て い る1)2)｡

マ ク ロ フ ァー ジ に取 り込 まれ た結 核 菌 は フ ァゴ ソー ム

膜 に囲 まれ た 状 態 で 存 在 す るが,結 核 菌 は フ ァゴ ソー ム

の 成 熟,お よ び フ ァゴ リソ ソー ム形 成 を 阻害 し,マ ク ロ

フ ァー ジ内 の 環 境 を 自 身の 生 存 に適 した もの に変 えて し

ま う と考 え られ て い る｡近 年,分 子 遺 伝 学 的 な手 法 が 結

核 菌 に も応 用 され,こ の菌 の殺 菌 抵 抗 性 の メ カニ ズ ムが

次 第 に 明 らか に な っ て きた｡Ferrariら は,Mycobacterium

bevisBCG生 菌 を 含 む フ ァ ゴ ソ ー ム 膜 に はUyptophane-

aspartatecontainingcoatprotein(TACO)が 集 積 し,こ れ

が フ ァ ゴ リ ソ ソ ー ム の 融 合 を 阻 害 す る こ と を示 した3)｡

Schullerら は,TACO類 似 のcoronin分 子 が ヒ トマ ク ロ

フ ァ ー ジ に も存 在 し,こ の 分 子 は多 数 のBCGを 貧 食 し

た マ ク ロ フ ァー ジの フ ァ ゴ ソー ム 膜 上 に は 維 持 さ れ る

が,小 数 の 菌 を貧 食 したマ ク ロ フ ァー ジの フ ァ ゴ ソー ム

連 絡 先:河 村 伊 久 雄,京 都 大 学 大 学 院 医 学 研 究 科 微 生 物 感 染 症

学,〒606-8501京 都 府 京 都 市 左 京 区吉 田近 衛 町

(E-mail:ikuo_kawamura@mb.med.kyoto-u.ac.jp)
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か らは早期 に遊離することを示 し,coronin分 子に依存

しないファゴリソソーム融合阻害のメカニズムが存在す

る こ とを示唆 した4)｡今 の ところ,TACOあ るい は

coronin分子をファゴソーム膜上に維持するメカニズム

は不明であるが,こ れが結核菌の殺菌抵抗性の主要なメ

カニズムであると考えられることから,こ の点を明らか

にすることは今後の重要な課題である｡

さらに感染が進むと,菌 体成分の刺激により,あ るい

は防御免疫が成立した結果,感 染病巣部には肉芽腫が形

成される｡肉 芽腫内部,あ るいは宿主組織内は酸素分圧

が低 く,偏 性好気生菌である結核菌には非常に苛酷な環

境と考えられる｡し か し,結 核菌はパーシスターとして

冬眠状態(dormancy)の まま宿主体 内で生存 し続ける

ことができる｡こ の菌の感染後の著 しい変化に関 して

McKinneyら は,結 核菌が肺で持続感染を成立させるた

めにはイソクエ ン酸 リアーゼ(isocitratelyase,ICL)が 重

要な役割を果たすことを明 らかにした5)｡ICLは,脂 質

を材料 とした糖の生合成経路 グリオキシル酸サイクル

の酵素の一つで,こ の結果は結核菌が酸素分圧の低い環

境では脂質を炭素源 として利用することを示すものであ

る｡こ れ以外に,低 酸素条件で誘導される結核菌遺伝子

として熱ショックタンパクの一種である α一crystallin6)や

nitratereductase7)あるいはEis8),KatGg)やMDP11｡)な ど

が細胞内増殖や持続感染に関与する因子として報告され

ており,菌 がパーシスターとして存在するためには非常

に複雑なメカニズムが働いていると思われる｡

宿主防御免疫応答

(1)初 期感染防御反応

マクロファージの感染局所への動員,あ るいは結核菌

貧食後のマクロファージの活性化は,結 核菌に対する初

期防御反応だけでなく,特 異的免疫応答の誘導において

も重要である｡最 近,マ クロファージや樹状細胞に存在

するToll-likereceptor(TLR)が,異 物識別やその後のマ

クロファージの活性化に重要な役割を果たしていること

が明らかになった｡こ のTLRフ ァミリー分子 のうち,

TLR2は 抗酸菌の主要な細胞壁 リボ多糖体成分であるリ

ポアラビノマンナン(1ipoarabinomannan,LAM),フ オス

ファチ ジルイ ノシ トールマ ンノシ ドあ るいは耐熱性

solubletuberculosisfactorや、19kDaリ ポタンパクを認識

することが示されている｡ま た,易 熱性結核菌体抗原は

TLR4に より認識され,炎 症性サイ トカイン産生が誘導

される｡さ らに,皿R9は 細菌DNAを 認識 し,結 核菌

感染後の宿主免疫応答の誘導に重要な役割を果たすもの

と考 えられる｡一 方,病 原性 の強い結核 菌やBCGの

LAMは その先端 にマ ンノース残 基が付加 して お り

(Man.LAM),非 定型抗酸菌のLAMと は構造的に異な

り,マ クロファージの活性化を誘導 しないことが示 され

ている｡さ らに最近,結 核菌に感染 したマクロファージ

がアポ トーシスに陥ることで菌の細胞内増殖が抑制され

ることが報告されている｡し かし,病 原性の強い菌は細

胞のアポ トーシスを抑制する機序を有することが示 され

てお り,こ れは結核菌がマクロファージ内でパーシス

ターとして生存するために重要なメカニズムの一っ と考

えられる塒｡

結核菌を貧食 し,活 性化 したマクロファージはケモ

カインを産生 し,感 染局所への炎症性細胞 を動因する

(Fig.2)｡ま た,同 様に感染マクロファージが産生する

Fig.1Mechanismofintrace11ularsurvivalofM.tuberculos's

CR:compleme航receptor・MR:mannosereceptor ,SR:scavengerreceptor,

SP-AR:s鰭 ア£actantprotei!}Areceptor,TACO:tryptop}}ane-aspartatecontaini廃gco飢 μotei難
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Fig.2SchematicmechanismofprotectiveimmunityagainstM.tuberculosis

サ イ トカインの うち,TNF一 α.IL-1,IL-12やIL-18は

マクロファージを活性化 し,肉 芽腫形成や感染初期の菌

の増殖を抑制すると共に,NK細 胞あるいはγδ型T細

胞からのIFN一 γ産生を誘導する役割 を担っている｡産

生されたIFN一γはTNFα と共にマクロファージを活性

化 し,殺 菌活性の非常に強いNO産 生を誘導 して貧食 し

た菌を殺菌処理する｡ま た最近,IFN一 γが細胞のオー

トファジー機構を活性化することでマクロファージの殺

菌能を高めていることが示 され,注 目を集めている12)｡

このように結核に対する宿主初期防御反応では,感 染局

所で産生されたケモカインや炎症性サイトカインがマク

ロファージ,NK細 胞やγδ型T細 胞を感染部位に集め,

それ らを活性化 し,そ の結果産生されたIFN一 γがさら

にマクロファージの活性化を誘導 して,特 異的防御免疫

が成立するまでの期間,菌 の増殖を最小限に抑えている｡

(2)獲 得抵抗性の発現

結核菌を貧食 したマ クロファージやDCが 産生する

IL-12やIL-18,あ るいはNK細 胞やγδ型T細 胞由来の

IFN.γ は,α β型T細 胞のTH,細 胞への分化を司る重要

なサ イ トカ イ ンで,IL-27と 協 調 してIFN一 γ産 生 能 を有

す る感 染 抵 抗 性TH細 胞 を 誘 導 す る｡TH,に 分 化 した

αβ型T細 胞 は,抗 原 お よ びIL18の 刺 激 を 受 け て 大 量

のIFN一 γを産 生す る｡こ のため,感 染 防 御 を担 う αβ型T

細 胞 が 出現 す る とマ ク ロ フ ァー ジの 殺 菌 能 が 飛 躍 的 に高

ま る｡感 染 免 疫 に 関与 す るT細 胞 と して は,classII拘 束

性CD4+TH1細 胞 ばか りで は な く,classI拘 束 性CD8+キ

ラーT細 胞 も同時 に誘 導 さ れ る｡結 核 菌 感 染 に よ り誘 導

され るCD8+T細 胞 は,CD4+T細 胞 と同様IFN一 γ を産 生

す る と同 時 に,多 量 の 菌 を貧 食 して殺 菌 能 の 低 下 したマ

ク ロ フ ァー ジ や 菌 が 感 染 した非 食細 胞 系 細 胞 を破 壊 し,

新 た に動 員 され て くる 活性 化 マ クロ フ ァー ジ に菌 を処 理

させ る とい う機 構 で 感 染 防御 に 関与 す る と考 え られ る13〕｡

ま た,CD8÷ キ ラ ー 丁細 胞 は,結 核 菌 感 染 細 胞 を傷 害 す

る こ とで 内 部 の 菌 を殺 菌 す る こ とが で き,細 胞 質 穎粒 中

に含 ま れ るperforinとgranulysinが こ の 殺 菌 メ カ ニ ズ ム

に 関与 す る こ とが 報 告 さ れ て い る14}｡さ らに,タ ンパ ク

質 以 外 のLAM,phosphatidylinositolmannoside,glucose

monomycolateやisoprenoidglycolipidsな ど の 糖 脂 質 成 分
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がマ クロファージ上のCD1分 子に結合 し,CD8÷ あるい

はdoublenegativeT細 胞に抗原として提示 されることが

わかっている15)｡これ らを認識するCD1拘 束性T細 胞

は,抗 原刺激後にIFN一γ産生やキラー活性を発揮する

ことで防御免疫に関与することが示唆されている｡こ の

ように,防 御免疫の発現にはその機能あるいは認識する

抗原が異なる多様なT細 胞が関与する｡感 染の経過に伴

いそれぞれのT細 胞の防御免疫における比重は異なると

考えられるが,こ れ らT細 胞活性の総和が結果的に菌の

排除を可能にしている｡

お わ り に

結核菌の病原性と宿主感染免疫のメカニズムについて

の最近の知見を中心にまとめた｡結 核菌はヒトを宿主 と

して共生することに成功した微生物であ り,そ のメカニ

ズムが分子遺伝学的な手法で解析 された結果,今 までに

見られなかった菌の感染におけるダイナミズムが明らか

になってきている｡今 のところ,ヒ トの発達 した免疫シ

ステムを回避する菌側のメカニズムは断片的にしか明ら

かになっていないが,結 核の病原機構を理解するうえで

の最 も重要な点であろう｡そ の解明により,は じめて結

核を過去の感染症 とよぶことができる時代の到来が期待

できると言えよう｡
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PROTECTIVE IMMUNITY AGAINST  MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

Ikuo KAWAMURA

Abstract Mycobacterium tuberculosis (MTB) is a facultative 

intracellular pathogen with which over a billion people have 

been infected and 3 million people die annually. The bacte-

rium induces vigorous immune responses, yet evades host 

immunity, persisting within phagosomes of the infected 

macrophages. Thus, it is necessary to  delineate that the 

virulence-related intracellular survival mechanism and the 

host immune responses to eradicate M. tuberculosis on the 

molecular basis. In this regard, recent findings clearly 

indicated that Toll-like receptors (TLRs) play an essential role 

in the recognition of MTB components by macrophages and 

dendritic cells, resulting in not only activation of innate 

immunity but also development of antigen-specific adaptive 

immunity. It has been also reported that induction of early 

death of the infected cells may be one of the strategy of host 

defense against MTB because macrophages go into apoptosis 

upon infection with MTB, resulting in suppression of the 

intracellular replication. Furthermore, recent report has shown 

that autophagy is induced by  IFN- y and suppress intracellular 

survival of mycobacteria, suggesting that activation of auto-

phagy pathway is required to overcome phagosome maturation 
arrest induced by MTB. In addition, it is known that IFN- y

plays an important role in protection. The cytokine that is 

produced from NK cells and dendritic cells at the early period 
of infection strongly induces not only macrophage activation 

but also development of antigen-specific IFN- y -producing 

 CD4+  T cells. Since antigen-specific  CD8 T cells and 

 CD1-restricted T cells are also reported to contribute to the 

protective immunity, cooperation of these  T cells is essential 
for the host resistance. In this paper, I am going to summarize 

the recent progress of the understanding of protective immu-

nity against MTB. 

Key words :  Mycobacterium tuberculosis, Macrophages, 

Toll-like receptor, T cells, Apoptosis, Autophagy, IFN- y 
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第81回 総会シンポジウム

I.結 核分子疫学の新展開

座長1高 嶋 哲也2岩 本 朋忠

キ ー ワ ー ズ:結 核 分 子 疫 学,IS6110RFLP,VNTR

シンポジス ト:

1.沖 縄県での長期にわたるRFLP分 析の成果 と課題

前 田伸司(結 核予防会結核研究所抗酸菌 レファレ

ンスセンター結核菌情報科)

2.VNTRの 基礎 とその応用

西森 敬(動 物衛生研究所 ヨーネ病研究チーム)

3.VNTRの 臨床応用とその成果

松本智成,阿 野裕美(大 阪府立呼吸器 ・アレルギー

医療センター臨床研究部)

4.結 核対策行政での分子疫学データの活用

岩本朋忠(神 戸市環境保健研究所微生物部)

特定菌株の追跡を可能とした分子技術である 「結核菌

遺伝子型別解析」は,従 来か らの疫学的手法と一体化す

ることで,集 団内での結核の分布を追及する科学,す な

わち,結 核分子疫学を生み出した｡結 核は空気感染で伝

播・し,感 染か ら発病までに数カ月か ら数十年を要するこ

とから感染源や感染経路の特定が きわめて困難であった

が,結 核分子疫学の出現により,結 核の疫学 ・対策 ・研

究は新時代に突入 したといえよう｡

結核 菌 由来 の挿入配 列IS6〃0を 用い たRestriction

FragmentLengthpolymorphism(RFLP)分 析,い わゆ る

DNA指 紋分析法による分子疫学的解析は,国 内でも多

くの施設で実施されており,特 に集団感染事例での結核

菌伝播の特定などに貢献 している｡ま た,解 析対象を地

域で分離された全菌株に拡大 し,地 域における感染実態

の解明,結 核対策プログラムの評価,未 知の集団感染事

例の発見などを目指し,結 核対策改善に活用しようとい

う動 きもある｡さ らに,分 子疫学データの臨床分野での

応用も一部で既に実施されている｡世 界的な動きでは,

1地方独立行 政法人大 阪府 立病院機構大 阪府立呼吸 器 ・ア レル

ギー医療 セ ンター,2神 戸市環境保健研究所

施設問データ比較を可能 とする迅速 ・簡便な遺伝子型別

手法の開発ならびにグローバルデータベースの構築に向

けた新たな取 り組みが精力的になされてお り,地 球規模

での結核制圧に向け,結 核分子疫学はますますその重要

性 を増してきているといえる｡

本シンポジウムでは,わ が国における分子疫学ネット

ワーク構築の一助となることを期待して,抗 酸菌レファ

レンスセンター,基 礎,臨 床,行 政の立場からの結核分

子疫学の展望について,そ れぞれの分野に造詣の深い4

人のシンポジス トに概説 していただいた｡

前田伸司氏(結 核予防会結核研究所抗酸菌レファレン

スセンター)か らは,沖 縄県での約10年 にわたるRFLP

分析 より得 られた成果 として,八 重山における地域内流

行型結核菌の存在 と若年齢層でのクラスター形成率が高

い傾向にあることが報告された｡ま た,接 触者調査の現

場で分子疫学データをより有効に利用するには結果報告

の迅速化や施設問でのデータ互換性が必要であることを

強調された｡西 森敬氏(動 物衛生研究所 ヨーネ病研究チ

ーム)に は,IS6〃ORFLP法 の欠点を補 う新 しい方法 と

して期待されているVariableNumbersofTandemRepeats

(VNTR)法 の基礎 として,①VNTR領 域発見の経緯,

②VNTRの 構造 と多型形成のメカニズム,③ 系統発生

的解析への応用に向けたアリルプロファイルの利用につ

いて概説いただいた｡松 本智成氏(大 阪府立呼吸器 ・ア

レルギー医療セ ンター・臨床研究部)か らは,VNTR法 を

医療現場に応用することにより,① 多剤耐性結核は治療

の失敗だけではなく感染発病 していること,② 内因性再

燃および外来性再感染の区別が可能となること,③ 喀疾

からの直接VNTRに よ り早期 に薬剤耐性状況を推測で

きた事例,④Mα 吻 η症での再燃か再感染かの判断が可

連 絡 先:岩 本 朋 忠,神 戸 市環 境 保 健 研 究 所,〒650-0046兵 庫

県 神 戸 市 中 央 区港 島 中 町4-6

(E-mail:tomotada」wamoto@Gf行ce.city.kobe.jp》

(Received18Jul.2006)
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能となることが報告 された｡岩 本朋忠氏(神 戸市環境保

健研究所)か らは,地 域分離株のVNTRデ ータに基づ く

遺伝子型別データベースの構築とその活用法について概

説いただいた｡VNTR法 の特徴を生か して,結 核対策プ

ログラム上ハイリスクと考えられる株の出現を常時モニ

タリングする結核危機管理体制の整備ならびに海外分離

結核菌との比較か ら得 られた神戸市分離結核菌の特徴に

ついて報告された｡

1.沖 縄県での長期にわたるRFLP分 析の成果と課題

結核予防会結核研究所抗酸菌レファレンスセンター結核菌情報科 前田 伸司

は じ め に

1996年 か ら結核研究所 と沖縄、県福祉保健部は共同で,

沖縄県内の保健所 ・医療機関等の協力のもと,新 規登録

結核患者で培養陽性例の約7割 の株について挿入配列

(IS)6110プ ローブを用いた制限酵素断片長多型(RFLP)

分析を行ってきだ)2)｡本 研究プロジェクトは,通 常の

接触者調査だけではな く,分 離された菌体から得 られる

分子疫学的情報を提供することにより,① 患者発生調査

の改善を計ることができる,② 結核対策方針策定のため

の疫学情報を提供することができる,③ 将来全国的な結

核菌DNA情 報サーベイランスを導入する際の基礎 とな

る知見が得られる,な ど接触者調査の改善と将来の大規

模な結核菌DNA情 報のデータベース化を目指 したもの

である｡

RFLP分 析

沖縄県の現在の人ロは約136万 人(平 成17年 国勢調査

速報)で,結 核新規登録患者の推移をみると,1996年 に

年間400人 を超えていたが,2004年 は339人 となり,年

ごとに若干の変動はあるものの減少傾向にある｡ま た,

罹患率は全国平均,沖 縄県共にほぼ同じ罹患率をたどっ

て低下している｡沖 縄県での調査は,他 県と隣接 しない

島であるという地域的な特徴があ り,患 者の移動 も掘握

しやすいという利点がある｡

分析 を行った株 は,1996年4月 から2005年12月 まで

の新規登録患者で塗抹検査 または培養検査陽性 となった

結核菌1924株 のうち,1323株(68.8%)で あった｡分 析

方法は,結 核菌タイピングの標準法であるIS6〃0-RFLP

分析 を用いた3)｡IS6110-RFLPは,結 核菌ゲノム上にラ

ンダムに存在する トランスポゾンの配列の一部である

IS6〃0配 列をサザ ンハイブリダイゼーション法で検出す

るというものである｡分 析で得 られたバンド数は,ゲ ノ

ム上に存在していたIS6〃0配 列の数を反映 し,位 置(分

子量)の 違いは制限酵素サイ トか らIS6110配 列 までの距

離を反映している｡こ のようにRFLP分 析では,挿 入配

列の数と酵素サイ トか らの距離という2つ の独立 した事

象を利用 して結核菌のタイピングを行 うという手法であ

る｡集 団発生例などで同一感染源から感染 した患者から

分離 した菌は,同 一のRFLPパ ターンを示 し,逆 にRFLP

分析結果が同一パターンであれば,同 一感染源か ら感染

した結核である可能性が強 く疑われることになる｡実 際

の分析では,ア ガロースゲルの濃度,泳 動時間などの条

件等が異なる場合 もあるため,そ れ らを補正するために

コンピューター上でプログラムソフト(BioNumericsver.

4.0,ApPliedMaths社)を 使って解析を行った｡分 子量マ

ーカーを使って各 レーンの泳動距離を修正後,系 統樹を

作製 して同一菌株,つ まりクラスターを形成する株どう

しを見つけ出し,分 類を行った｡

クラスター率

1323株 を分析した結果,158種 類のクラスターが存在

することがわかった｡最 も多いのは,2株 で構成 される

クラスターで87種 類存在 し,最 大クラスターはクラス

ター番号65で22株 か ら構成されていた(Table)｡分 析 し

た株の中で574株 が何 らかのクラス ターを形成 してお

り,ク ラスター率は43.4%(574/1323)で あった｡先 進国

の大都市では患者菌株の28～72%が クラスターを形成

しているという報告4)があることから,こ のクラスター・

率は中程度の値であると考えられる｡

各年齢階層別にクラスター率(折 れ線グラフ)と 実際

に分析 した株数(棒 グラフ)の 関係 を表す と,若 年齢層

では分析 した株数が少ないが,ク ラスター率が高い傾向

がみ られた(Fig.1)｡一 方,高 年齢層では,ク ラスター

率が低くなるという傾向がみられた｡し か し,こ れらの

違いは,統 計学的に有意な差ではなかった｡一 般的にク

ラスター率が高いということは,最 近の感染を反映 して

いるといわれている｡つ まり,若 年層ではクラスター率

が高く,高 年齢層では加齢によって細胞性免疫の低下が

起こり内因性再燃の頻度が高 くなることからクラスター

率が低 くなるという報告5)と今回の結果は,一 致するも

のだった｡
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Exceptfbrtheclusterswhichc｡nsistof2strains,theclusterscomposedofthreeormorestrainswere

showninthistable.

成果と問題点

クラス ター番号65番 の株 を分析 す るこ とに よっ

て,八 重山における地域内流行型結核菌の存在を示唆す

る結果が得られている(Fig.2)｡こ れは1996年 から2003

年までの8年 間にわたって散発的に22例 ほど検出され

た結核菌で,疫 学的調査にもかかわらず,ほ とんどの例

で関連が不明であった｡年 齢分布は,70歳 で過去結核

既往歴のある老人か ら10歳 の小児まで広い範囲に及ん

でいた｡唯 一,疫 学的関係が明らかになったのは,家 族

内での感染例である3例 のみであった｡す べての患者で

共通する点としては,患 者が石垣市在住か,あ るいは過

去に八重山に滞在 したことがあるということであった｡

つまり,こ の結核菌は過去に八重山地区内で流行してい
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た地域性の高い流行株であることが示唆 された｡こ のよ

うな結核菌存在の証明は,沖 縄県で長期にわたって結核

菌を分析することによって明らかになったものであ り,

本研究プロジェクトの大きな成果である｡

しか しなが ら,分 子疫学を利用 したRFLP分 析結果か

ら得 られたクラスターのうちで,疫 学的検討により伝播

が証明できたのは,全 体の約10%以 下であ り非常に低

いものだった｡こ のようにRFLP分 析の結果が,実 際の

接触者調査の場で十分に活用されていないという現状で

ある｡こ の原因としては,① 分析には1μ9以 上の精製し

た高分子DNAが 必要で,菌 の培養が必要で時間がかか

る｡そ のため,結 核患者登録とRFLP分 析結果の報告と

に時間的なギャップを生じて,再 調査において患者との

再面接等有意義な情報収集が困難である,②RFLP分 析

を実施する場合,生 きた菌を検査施設に送らなければな

らず,か な りの手間がかかる,と いうことが考えられる｡

また,RFLP分 析結果は画像データとして得 られるの

で,多 施設問での結果の比較は全 く同 じ方法 ・装置によ

らなければ困難であるというRFLP分 析法自体の欠点が

ある｡

分子疫学の今後

分 子 疫 学 の 成 果 を結 核 対 策 に生 か す た め に は,接 触 者

調 査 等 を有効 に行 うこ とが で きる よ う に,結 果 報告 の迅

速 化 が 第 一 で あ る｡こ の た め に は,菌 の 輸 送 法 の検 討 や

分析 法 を含 め た検 討 が 必 要 とな る と考 え られ る｡特 に大

都 市 周 辺 で は,行 政 区域 を越 え て人 が 移 動 す る こ とが 日

常 とな っ て い る こ とか ら,保 健 所 の 管 轄 を越 え て も追跡

調 査 が 可 能 な統 一 した方 法 で分 子 疫 学 調 査 を進 め る必 要

が あ る｡こ の よ う な 要 求 に 合 致 した 方 法 の ひ とつ と し

て,反 復 配 列 多 型(VariableNumbersofTandemRepeats:

VNTR)分 析 法 が あ る6)｡

結 核 研 究 所 で は,こ のVNTR法 が 現 在 の 標 準 法 で あ

るRFLP分 析 に代 わ る方 法 と成 りえ る の か ど うか の検 討

を 行 っ て い る｡現 状 のVNTR分 析 の 標 準 とな る12カ 所

のMycobacterialInterspersedRepetitiveUnit(MIRU)と4

カ所 のExactTandemRepeat(ETR)に つ い て253株 の 結

核 菌 を 分 析 した｡そ の 結 果,30種 類 の ク ラ ス ター が 観

察 され,最 大 の ク ラス ター サ イ ズ は42株 か らな る ク ラ

ス ター だ っ た｡VNTR分 析 に よ る ク ラ ス ター 率 は62.8%

で,同 じ菌 株 を 用 い たRFLP分 析 で の ク ラ ス タ ・一率 が

29.6%だ っ た こ とか ら,ク ラス ター 率 を指 標 に判 断す る

と,16カ 所 のVNTR分 析 法 は,RFLP分 析 に比 べ て タイ

ピ ング 能 力 が著 し く低 い こ とが わか った｡そ の た め,こ

の 方 法 をそ の ま まRFLP分 析 法 に代 え て結 核 菌 の タ イ ピ

ング法 と して利 用 で きな い こ とが 明 らか に な った｡

個 々 のlocusに つ い て 検 討 を行 う と,例 え ばMIRU26
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の ようにバ リエーシ ョンの高い部位,逆 にM】RU2,

MIRU24の ように低い部位が存在していることがわかっ

た｡そ のため,現 在の標準と考えられている分析部位以

外で多型性の高い薪 しいVNTR部 位を探 し,RFLP分 析

法と同等のタイピング能力を得るには,ど のIOCUSの 組

み合わせが適当であるのか検討を行っている｡

北京型結核菌が多 くの割合を占める日本国内の結核菌

を分析するための最適なVNTR法 の確立が急務である｡

そ して,適 切なIOCUSを 選択 し,適 切な10CUS数 を分析す

れば,現 在の標準法であるIS6110-RFLP分 析 と同程度

の分解能をもったVNTR分 析法の確立が可能である と

考えられる｡

ま と め

沖縄県で長期にわたって行ってきた結核菌のRFLP分

析により,地 域流行型結核菌が存在することを明 らかに

することができた｡ま た,よ り有効な接触者調査のため

に,分 子疫学による結核菌情報を積極的に利用で きるよ

うにすることが必要である｡そ のためには,ま ず分析結

果報告の迅速化が必要な対策であり,日 本における標準

的VNTR法 の確立を行い,RFLP分 析法から遺伝子増幅

法を利用するVNTR法 にシフ トしてい く必要がある｡
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2aVNTR型 別の基礎 とその応用

動物衛生研究所 ヨーネ病研究チーム 西 森 敬

は じ め に

分 子 生 物 学 的 手 法 の 発 展 に よ り,結 核 菌 に お い て

IS6110.RFLPが 疫 学 的 解 析 手 段 と して 確 立 され て い る｡

他 方,ト リ型 結 核 菌 に お い て は保 有 す る 遺 伝 子 挿 入 配

列 の 種 類 に よ っ てIS1245-RFLP,ISI311・ ・RIFLP,IS900-

RFLPあ る い はIS901-RFLP垂)が 用 い られ て い る｡し か し,

こ の 手 法 は特 殊 な機 器 や 熟 練 を要 し,異 な る 施 設 問 の

デ ー タ比 較 の 問題 点 が 指摘 され,し か も遺 伝 子 挿 入 配列

を少 数 しか保 有 しない 菌株 の解 析 に おい て は 有 効 な 手段

とな りが た い｡こ れ らの 問 題 を解 決 す る手 段 と して,デ

ジ タ ル デ ー・タ と し て 施 設 問 の 比 較 が 可 能 なSpoligo-

typingが 結 核 菌 群 に お い て 開発 さ れ て い るが,広 範 囲 に

スペ ーサ ー領 域が 欠失 して い る北 京 型 の 比 率 の 高 い 地域

で は その 能 力 が 十分 に発揮 で きて い ない｡こ れ ら欠 点 を

補 う もの と して,特 定 の長 さの 配列 が 隣 り合 っ て繰 り返

すTandemRepeat〈 縦 列 反 復)の 中 で,菌 株 に よ っ て そ

の繰 り返 し数 の異 な る もの をVariableNumberofTandem

Repeat(多 型縦 列 反復 「数 の さ ま ざ まなjと の直 訳 が あ

る が,意 訳 「多 型 」を用 い る)と い い,こ の性 状 を使 っ

たVariableNumbersofTandemRepeats(VNTR)型 別2)〔ま

た はMLvA(Multi-LocivNTRAnalysis)〕 が 検 討 さ れ て

い る(Fig.1)◎

塩基配列の縦列反復と多型縦列反復

縦列反復は真核生物のゲノムDNAの 密度勾配遠心に

よる分画で形成されるサテライ トバ ンドの生成メカニズ

ムに関与 し,そ の繰 り返 し配列単位が数百bpで あった

ので,こ れがサテライ トと呼ばれた｡縦 列反復単位のサ

イズが,1～13bpぐ らいのものをマイクロサテライトあ

るいはSSR,10～100bpを ミニサテライ トと区別されて

いるが,厳 密なサイズの定義はないようである3)｡こ の

ような経過から,結 核菌のような原核生物においては存

在 しないと言われていたため,開 発が遅れたが,遺 伝子

のシークエンス解析の過程において,原 核生物にも遺伝

子間領域に存在す ることが明らかになり,ゲ ノムプロ

ジェク トの対象菌株の増加により,研 究が加速された

(Fig.2)｡縦 列反復の領域の中で株によってその繰 り返

し数が異 なる領域 は多型縦列反復領域(VNTR領 域)と

呼ばれている｡各VNTR領 域 は独立に変化す ると考え

られてお り,可 変の幅が大 きく,測 定領域の数が多いほ

ど,識 別能力が高くなることが考えられるが,コ ス トパ

フォーマンスを考えた選択が必要である｡

VNTR型 別法開発の流れ

結核菌群においては,大 別 して4グ ループのVNM領

A株
VNTR領 域

B株

423

反復数の推定

ア リル プ ロフ ァイル
232

Fig・1VariableNumbersofTandemRepeats型 別 の 概 要(村 上美 雪 原 図)
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域の研究の流れがVNTR型 別法の開発に貢献している｡

ETR:Shawら はkatG遺 伝子(イ ソニアジ ド活性化)の

上流 にある75bpの 縦列反復にコピー数の多型が6」種類

あることを…報告 し,ま たFrothinghamら は共通する10

bpと 多型 の5bpが 反復単位 となって約15回 反復す る

MPTRに おいて 欠失 に よる多 型 をみつけた｡さ らに

Frothinghamら は,こ れら文献情…報に加えて,コ スミド

情報から45bp以 上,90%以 上の相同性,反 復全長200bp

以内の条件で縦列反復領域を検索 した｡そ の結果多型性

を示す6カ 所 のETRと 呼ばれるVNTR領 域 を報告 し,

さらに13カ 所のETRの 存在 も暗示 していた4)｡

MIRU:Supplyら は結核菌の2成 分制御系の研究の過

程で,senX3-regX3と 名付 けられた未知の領域の2つ の

遺伝子間に縦列反復が存在 し,こ れが株間で多型を示す

こ と をみ つ け た｡さ らに こ の反 復 単 位 と相 同性 の 高 い領

域 が 結 核 菌H37Rvに41カ 所 存 在 す る こ と を み つ け,

MycobacteriallnterspersedRepetitiveUnit(MIRU)と 名 付

け た｡12カ 所(新 規10カ 所)が 株 間 で 多 型 性 を示 す こ と

を報 告 した5)｡

QUB:Skuceら お よびRoringら は ゲ ノム プ ロ ジ ェ ク ト

のWeb検 索 サ ー ビ ス の マ ニ ュ ア ル 検 索 お よ び 縦 列 反

復 構 造 検 索 プ ロ グ ラ ム 〔TandemRepeatFinderProgram

(TRFP))を 用 い て 大 学 名 に 由 来 す るQUBと 名 付 け る

VNTR領 域 を報 告 した6)7)(新 規11カ 所)｡

Mtub:Vergnaudら は複 数 の 結 核 菌 株 の 全 ゲ ノ ム 情 報

が 開示 さ れ た こ とか ら,こ の情 報 をTRFPに て 網 羅 的 に

検 索 し,株 間 で 比 較 す る こ と に よ り,Mtubと 名 付 け た

VNTR領 域 を報 告 した8)(薪 規 フカ所)(Fig.3)｡
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こ の よ う にVNTR領 域 の 検 索 はBLASTの よ うな 相 同

性 検 索 とTRFPの よ う な網 羅 的(構 造)検 索 の2つ の 方

法 で 実 施 され て きた｡前 者 は 縦列 配列 を形 成 す る共 通 配

列 が 特 定 され れ ば,縦 列 反復 構 造 が な くて も検 索 可 能 で

あ る が,縦 列 反 復 構 造 を もっ て い て も相 同性 の な い領 域

は検 出 で きな い｡他 方 後 者 は 配列 の サ イ ズ に 関係 な く一

定 の 検索 基準 を満 たす もの をす べ て検 出 で きる が,未 知

の株 にお い て 縦列 反 復 構 造 を形 成 す る可 能性 が あ る領 域

あ る い は欠 失 に よ り縦 列 構 造 を失 っ た 領域 は検 出 で きな

い｡特 定 遺伝 子情 報 あ る い は全 ゲ ノム 情 報 の増 加 お よび

検 索 サ ー ビス の 整 備 に よ り,後 者 は強 力 な 縦列 反復 検 索

の手 段 とな っ てお り,結 核 菌 のみ な らず,全 ゲ ノ ム が 公

開 され た菌 種 等 のVNTRが コ ンピ ュ ー ター 上(insilico)

で 解 析 で き る よ う にな って い る(ミ ニ サ テ ラ イ トデ ー タ

ベ ー スhttp://minisatellites.u-psud.fr/)｡

鳥 型 結核 菌 のVNTR型 別 は 第7回 国際 ヨー ネ病 学 会 で

初 め て わ れ わ れ の グ ルー プ とHe㎜on-Taylorら の グ ル ー

プ か ら ヨー ネ 菌 に 関 して 報 告 され て 以 後(http://www｡

paratuberculosis.org/proc7/section1.htm),M][RUと の 梱 同

性 検 索 あ るい は網 羅 的検 索 に よ る ヨー ネ菌 亜 種 の 報 告 が

3件 あ る9)｡わ れ わ れ はThelnstituteofGenomeResearch

(TIGR)のM.avium株104の ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク トに よ り

提 供 さ れ た 未 完 成 塩 基 配 列 情 報 の検 索 サ ー ビ ス(http://

tigrblast.tigr.org/ufmg/index.cgi?database=m_aviumlseq)を

用 い て,結 核 菌 の縦 列 反 復 との 相 同 性 検 索 に て候 補 を

選 択 した｡さ らに ヨー ネ 菌 ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク トとの 比

較 に よ り16カ 所 のVNTR領 域 を 特 定 し た｡鳥 型 結 核

菌 の 野 外 お よび 臨 床 株 で の有 用 性 を検 討 す るVNTR研

究 を促 進 す る た め に,TIGRの ポ リ シ ー に な ら っ て,

PCRプ ラ イ マ ー 情 報 を公 開 した(http:〃ss.niah.affrc.go.jp/

publication/kenpo/2002/109-4.pdf)lo)｡こ れ と 並 行 し て

MACの 血 清 型 参 照 株 等 の ア リル プUフ ァ イル の比 較,

さ らにVNTR領 域 の 配 列情 報 の解 析 を実 施 して い る｡

VNTRの 構 造 と多 型 メカ ニ ズ ム

縦 列 反復 に お け る反 復 単 位 の増 減 の メ カ ニズ ム と して

は 諸 説 あ る が,「 近 接 して存 在 す る 直 接 反 復 が 複 製 時 に

ず れ て 整 列 す る こ と に よ り,Slippageを 生 じ,そ の 後 の

複 製 の結 果,片 方 の直 接 反 復 と これ に挟 まれ た部 分 を反

復 単 位 と して 縦 列 反 復 が 増 減 す る」モ デ ル が 大 腸 菌 等 で

提 案 され て い る1D｡実 際,結 核 菌H37Rv株 に お い て報 告

され た35カ 所 のVNTR領 域 の 配 列 をinsilico解 析 して み

る と縦 列 反復 単 位 が 整 数 個 繰 り返 す もの は わ ず か で,ほ

と ん どが 端 数 を もつ た繰 り返 し数 で あ っ た｡上 記 モ デ ル

と 同 様 にVNTR領 域 は縦 列 反 復 の 反 復 単 位 の 一 部 で あ

る端 数 部 分 の 直接 反復 に挟 まれ た構 造 を もっ て い る｡た

だ し,塩 基 配 列 レベ ルで 検 討 す る と,す べ てが100%の
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相同性 をもった反復単位の繰 り返 しではなく,さ らに,

BCG株 やH37Rv株 においてはMIRU-4の 領域の端 にあ

る55bpの 構成単位が欠失し,臨 床分離株でも数パーセ

ン トにこの変則的な構造が報告 されている12)｡ま た,

ETR-Fは55bpと77bpの2種 類の縦列配列単位が一部重

複して隣接する構造が見 られる｡塩 基配列レベルでのア

リルの比較による変異の様式の確認が分子疫学的解析精

度を向上させることが示唆される｡

分子時計に関 してはBCGに おける12カ 所のMIRUの

解析では30年 間でMIRU-4の みに増減の変化が報告さ

れ5),結 核菌の臨床株での検討でも1～2年 間ほとんど

変化 はなく,最 も多型性 を示すMIRU-26で の1個 の増

減が報告され,こ の変化がIS6110-RFLPと は独立である

ことも報告されている13)｡

お わ り に

縦列反復の反復数の多型を利用 したVNTR型 別は基

本的にPCRと 電気泳動で実行可能であ り,一 般の検査

室での実施を考えた時,有 望 な分子疫学的解析法であ

る｡抗 酸菌の分野では結核菌群か ら利用が始まったが,

ゲノムのシークエ ンス情報が利用で きれば他の菌種でも

応用可能である9)14)｡VNTR型 別の技術 は比較的単純簡

単であるが,一 度反復数を決めるとそのデータが独 り歩

きする危険性 をもってお り,測 定精度管理が重要であ

る｡統 一 した基準で反復数を求め,統 一 した書式で記述

することにより,施 設問のデータの比較やデータベース

としての蓄積が容易になることから,早 期にコンセンサ

スを形成することが必要となってきている｡さ らに反復

数の増減は分子時計の意味もあ り,適 切な処理をした系

統樹解析は疫学研究の強力な手段 となりえる｡デ ー タ

ベースと系統樹解析を組み合わせることにより,迅 速か

つ詳細な疫学解析 に寄与することが期待 される｡
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3.VNTRの 臨床応 用 とその成果

地方独立行政法人大阪府立病院機構大阪府立 松本 智成
,阿 野 裕美呼吸器 ・アレルギー医療センター臨床研究部

は じ め に

分子疫学解析の臨床応用

IS6110RFLPは,発 表以来結核菌分子疫学解析に応用

され,現 在では基準といえる解析法である｡IS6110を プ

ローブとした結核菌ゲ ノムのサザンプロット解析である

が,操 作が煩雑であり,施 設内,施 設外再現性が乏 し

く,さ らに結果判定に時問がかかるという問題点があっ

た1)～6)｡臨床現場において応用可能な分子疫学解析法は,

迅速で,施 設内,施 設問の再現性があることが求められ

る｡そ こでわれわれが臨床応用 に着 目した結核菌 タイピ

ング法はVariableNumbersofTandemRepeats(VNTR)解

析である鋤 ～9)｡この方法 を用いた臨床応用 として本シ

ンポジウムでは,

●再発時における内因性再燃,外 来性再感染の迅速判断

Mycobacteriu〃z(M.)tuberculosis,M.avium

●喀疫か らの直接VNTRタ イピング

●接触歴がある場合の薬剤耐性結核の迅速検出

を解説する｡

VNTRと は?

結核菌遺伝子内にある多型反復配列領域の幾つかの組

み合わせ を選び出し,そ れぞれの領域に何個の反復配列

があるかによって結核菌をタイピングする方法であり,

含 まれ る 反復 配列 数 は そ の 菌 に特 有 で あ る｡現 在,6つ

の 反 復 配 列 領 域 を用 い て 解 析 す るExactTandemRepeats

(ETR)-VNTR8)と12の 反 復 配 列 領 域 を 用 い るMyco-

bacteriumInterspersedRepetitiveUnit(MIRU)-VNTR9}が

発 表 さ れ て い る｡こ の う ち,ETRとMIRUは2領 域 が

共 通 で あ る｡海 外 で は12領 域 で 十 分 な解 像 度 が 得 られ

る と い う報 告 が あ る が,わ れ わ れ の 検 討 で は 日本,特

に,大 阪 で は 解 像 度 は12領 域 で は 十 分 で は な く,ま だ

まだ 検 討 の 余 地 が あ る か も しれ な い が 少 な く と もETR

お よびMIRUの16領 域 を必 要 と した5)｡16領 域 を用 い て

VNTR解 析 を用 い る と,解 像 度 で はIS6〃ORFLPに や や

劣 る も の の 遜 色 は な く な る｡ま た 最 近 で は,ETR,

MIRu領 域 に 加 え てQUB,Mtub領 域 が 発 表 さ れ10),

ETR,MIRU,QUB領 域 の う ち ど の反 復 部 位 の 組 み合 わ

せ を用 い た らよ り有 効 に タイ ピ ング で きる か が 今 後 の 課

題 に な っ てい る｡

医療 へ の応 用 にお け るVNTRの 利 点

医療 現 場 にお い てVNTRが 有 用 な 点 と して,

OPCRサ ー マ ルサ イ ク ラv-・・一と電 気 泳 動 装 置 が あ り
,分

子 生 物 学 の 経験 が あ れ ば 比 較 的 簡 単 に行 え る

●迅速 で あ る

●再 現 性 が 高 い

●デ ジ タル デ ー タな の で 施 設 問 の 比 較,な ら び に過 去 の
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データとの対比が行いやすい

ということが挙げられる｡

当院大阪府立呼吸器 ・アレルギー医療センターでは

2001年 か ら現在 まで得 られた多剤耐性結核菌株合計207

株についてETRお よびMIRU領 域をあわせた計16領 域

からなるVNTR解 析 を行っている｡こ の多剤耐性結核

の タイ ピング結果 よ りTandemRepeatsの 出現範 囲は

MIRU24領 域 を除 き分布されていることより16領 域は

必要と判断する｡

多剤耐性結核菌のVNTR解 析を行うとクラスター形

成をしている結核菌群がある｡こ のことより多剤耐性結

核は治療の失敗のみならず感染発病 していることがわ

かった｡従 って,今 後は治療の失敗のみならず感染防止

にも力をいれなければならない｡そ のためにもVNTR

による多剤耐性結核菌感染発病の監視網の構築が必要で

ある｡

臨床現場における有用性

この16領 域のVNTR(16V2>TR)解 析を用いることによ

り,分 子疫学解析が臨床応用できるようになってきた｡

16VNTRの 臨床応用例 としては,

①結核再発時の内因性再燃および外来性再感染の迅速検

出

②薬剤耐性結核菌排菌患者 と接触歴がある場合に,当 該

薬剤耐性菌の発病か否かの迅速検出

が挙げられる｡

内因性再燃,外 来性再感染の判断時の迅速結核菌VNTR

タイピングによる応用例

初回治療時に多剤耐性結核患者と接触歴のある患者が

結核再燃 した場合にVNTRを 適用 し,初 回治療時の菌

の再燃か多剤耐性結核菌の再感染発病かの迅速判断を可

能 とした｡以 前行った初 回発症時のVNTRデ ータと比

較することにより,液 体薬剤感受性試験の結果で感受性

菌であるという結果が出る前に感受性菌による再燃であ

ると判断できた｡

結核菌VNTRの まとめ

●多剤耐性結核菌患者 と接触歴がある薬剤感受性結核患

者が再発排菌した時,VNTRに より結核菌をタイピン

グすると液体感受性試験の結果より早 く再燃か再発か

を評価することができる｡

●VNTRに よるタイピング結果は数字なので保存,過 去

との比較検討が容易である｡

M.avium症 の タ イ ピン グ

非結核性抗酸菌感染症の今後の加療の評価に再燃か再

感染かの判断は重要であり,分 子疫学解析法を駆使 して

治療成績 を検討すべ きである｡こ の分野にもVNTRが

導入され臨床応用が模索され始めて きた｡
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臨床現場における非結核性抗酸菌症(M.avium)へ の分子

疫学解析の応用

非結核性抗酸菌症の加療にも分子疫学解析の結果が応

用される可能性があ り,そ うすべ きである｡M.aviumは,

現在リファンピシン,エ ブトール,ク ラリスによる加療

が推奨されているが,ク ラリスの感受性が治療成績に影

響を与えるといわれているクラリス感受性株であっても

排菌陰性化しない場合がある｡気 管支拡張症等の宿主側

の因子も関与するであろうが,菌 側の因子も関与するは

ずである｡ま た,環 境菌でもある非結核性抗酸菌症の再

発は,必 ず しも同じタイプの菌であるとは限らず,い っ

たんは排除できても外来性再感染にて再発する場合もあ

りうる｡従 って,今 後,砿 α嘘 〃憾 染症加療時に,正 し

い治療評価を行うためにはタイピングを行い,

①治療成績,再 発の しやす さは,M.aviumの 型と関連が

あるか

②再発は,内 因性再燃か外来性再感染か

③外来性再感染の場合,感 染源は何か

を見極めなければならない｡

現在用い られているM.αviumの タイピング法 は,IS

901,ISI245,ISi3Uを 用いたRFLPが 知られている｡し

かしなが ら結核菌のRFLP分 析でも述べたようにこれ ら

RFLPは 解析 に時間を要するし,気 管支拡張病変に伴う

M.aviumの 場合,重 複感染が しばしば報告されてお り,

混合感染 の場合RFLPバ ン ドが重複 して しまい判断を

見誤 る可能性があ る｡動 物衛生研究所の西森敬等が

M.aviumのVNTR解 析 を発表 してお り7),VNTRを 用い

ることによってM.aviamの 感染症式が明らか にな り治

療成績が向上する可能性がある｡

残 念 なが らVNTR解 析 が で きる抗酸 菌 は,Myco-

bacteriumtubercUtosisとaviamの みである｡M.avi"mと 同

様にMACに 含 まれるM.intracellulareもVNTRタ イピン

グすることができない｡今 後,M.intracellulareを含めて,

M.kαnsαsii等の非結核性抗酸菌の遺伝子配列の決定なら

びに,VNTR解 析用のプライマーの開発 とその臨床応用

が望 まれる｡

M.aviumの まとめ

●肺非結核性抗酸菌症再発時は,必 ずしも同 じ菌種とは

限らない｡

●正 しい治療評価 をするためにはタイピングを行い再燃

か再感染かを見極めるべ きである｡

●M .αviamのタイピングにおいてもVNTRは 有用である

可能性がある｡

喀疾からの直接VNTRタ イピングーVNTRの 迅速性,

再現性,デ ータ検索の しやすさを利用 した臨床応用

喀疾結核菌PCR陽 性検体か らのVNTR
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患者は当時16歳 の男児｡父,母,叔 母が当院にて結

核加療歴有 り｡父,母 が液体感受性試験にてSM耐 性,

INH判 定保留域の結核に感染発病 したということが判明

している｡男 児はINH予 防内服をせず保健所にて定期

的に検診を受けていた｡2003年,両 肺尖に浸潤影が出

現,大 阪府立呼吸器 ・アレルギー医療センターに紹介に

なった｡問 題となったのは,少 年の結核が両親と同じ菌

によって発症 しINH耐 性であるのか どうかであった｡

当初,喀 疲塗抹陰性が続 き,喀 疾結核菌PCRも 陰性で

あったが,胃 液の結核菌PCRが 陽性 となった｡翌 日胃

液検体か ら直接VNTR解 析の結果が判明した｡そ の結

果,VNTRパ ターンは父親,母 親由来の結核菌株 と一致

し,家 族内感染が明らかとなった｡男 児は,SM耐 性,

液体感受性試験にてINH判 定保留域の結核感染であろ

うということで注意深 く加療 された｡約1カ 月後,少 年

からの結核菌の液体感受性試験の結果が判明,父 親,母

親と同様の感受性の結核菌感染発病であること,な らび

にIS6110RFLPパ ターンにて両親と同じパタ・一ンである

ことが明らかになった｡

VNTRは 結核菌PCR陽 性検体か ら直接 に解析で き,

解析を16多 型反復領域に増や して解析を行 うことによ

りIS6110RFLPと 解像度がほぼ等しくなった｡i接触が明

らかな者どうしのタイピングでは12領 域のMIRUタ イ

ピングで十分かもしれない｡既 にタイピングしてある多

剤耐性結核患者と接触歴がある結核患者が排菌し,結 核

菌PCRが 陽性 となった場合,多 剤耐性結核菌の発病か

否かが数 日で判明できる｡VNTRの 結果は数値データな

ので,容 易にVNTRデ ー タベースを構築することがで

き,直 接結核菌PCR陽 性検体 を解析することにより結

核菌発生をリアルタイムで監視することができる｡デ ー

タベース と発生 したVNTRタ イプを比較することによ

り毒性の強い,も しくは感染力の強い結核菌を見いだ

す こ とがで きるで あろ う｡VNTRデ ー タベ ース と,

OligoArray⑳のような低密度DNAchipに より解析 した薬

剤耐性遺伝子変異データベースとMICデ ータベースを

組み合わせて構築することにより,将 来的には,VNTR

と薬剤耐性遺伝子変異情報によりある程度の薬剤感受性

を数日で予想することができるであろう｡結 核感染対策

な らびに公衆衛生の道具 としてVNTRと 薬剤耐性遺伝

子変異解析を利用すると,結 核菌感染経路をより精細に

解析することが可能 となる｡

喀疾からの直接VNTRの まとめ

●VNTRは 喀疾から直接解析により数臼で判定可能｡

●正確な結核感染経路解明のため,結 核菌のタイピング

を全例行うべきである｡
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●薬剤耐性結核菌患者 と接触歴のある患者が喀疾結核菌

PCR陽 性 もしくは培養陽性になった場合,VNTRに よ

り薬剤耐性結核菌が感染 したのか,他 の感受性菌が感

染したのかの迅速判断に有用である｡

分子疫学解析の臨床応用(ま とめ)

VNTR.を 用いることによりM.tuberc"losisな らびにM.

α晦 脱再発時における内因性再燃,外 来性再感染の迅速

判断に有用である｡ま た,明 らかな接触歴のある場合,

喀疲からの直接VNTRタ イピングにより薬剤耐性結核

の迅速検出に有用である｡今 後の診療に分子疫学解析法

が積極的に用いられる時代が くることが期待 される｡
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4.結 核対策行政での分子疫学データの活用

神戸市環境保健研究所微生物部 岩本 朋忠

神戸市保健所 藤山 理世,田 中 賀子,河 上 靖登

兵庫区保健福祉部 白井 千香

は じ め に

わが国での行政機関における結核菌遺伝子型別解析

(分子疫学的解析)の 適用は,主 として,接 触者検診で

の結核菌伝播の科学的証明を目的として導入 されて き

た｡一 方,オ ランダ,米 国などの結核低蔓延国では,国

内あるいは地域内での全分離株に遺伝子型別解析を実施

し,そ の結果を患者管理システムに取 り入れることで,

同一パターンのクラスター解析か らの集団感染予測を可

能とし,迅 速な予防内服や対策を推進している｡わ が国

においても,結 核菌分子疫学的解析を個々の事例(集 団

感染など)に 適用するだけではなく,地 域で分離 した全

菌株を対象として実施することで,の 新たな疫学的関連

性 ・感染経路の発見,b)地 域 人口集団別に見た流行

株などの特定,c)結 核対策プログラムの評価などに利用

し,結 核対策改善のために役立てようとする動 きが盛ん

になりつつある｡ま た,技 術面では,PCR法 に基づ く手

法であ る,VariableNumbersofTandemRepeats(VNTR)

法が開発され1)2),結核菌遺伝子型別解析の迅速化 ・デー

タ管理の簡素化 ・データの施設問互換性 ・広域データベ

ース構築が実現可能となり,分 子疫学的解析データの活

用は,今 後,ま すますその可能性を広げてゆくものと期

待 される｡

神戸市では,平 成15年 度より結核菌地域分子疫学サー

ベイランスを開始し,市 内結核蔓延状況の精査 ・二次感

染源 として重視するべ きトレンド把握などに利用 してき

た｡ま た,現 在の標準法であるIS6110RFLP法 の抱える

問題点を解決する手法 として期待 されているVNTR法

の有用性 を確認 し,KobeVNTRDatabaseを 構築すると

ともに,そ の活用法について検討してきた｡

グローバルレベルでみた神戸市分離株の特徴

スポリゴタイピングやVNTR法 は,解 析結果がデジ

タル表示 されるため,デ ータ解析の曖昧さや個々人の主

観的解釈による解析のばらつきを排除できる｡し たがっ

て,施 設問でのデータ交換が容易となり,世 界規模での

データベースの構築が進んでいる2)3)｡全世界的結核菌

サーベイランスへの道が拓かれたといえる｡

われわれは,平 成15,16年 度の2年 間にわたって2

医療機関(西 神戸医療センター,NHO兵 庫中央病院)よ

り収 集 した,神 戸 市 結 核 新 規登 録 患 者 由来 株234株 を用

い て,ス ポ リ ゴ タ イ ピ ン グ お よ び12・-lociMIRuvNTR

(12MIRU)を 実 施 し,結 果 を グ ロ ーバ ル デ ー タベ ー ス

と比較 した｡な お,本 解 析 に お い て は,InstitutPasteurde

GuadelopeのDr.Solaの 協 力 を 得,近 々公 開 予 定 のSIT-

VITlDatabase(spoligointernationaltyping-MIRUVNTR

internationaltypingdatabase)を 利 用 した｡得 られ た 結 果

を 以下 に ま とめ る｡

〔1)ス ポ リ ゴ タ イ ピ ン グ に よ り234株 中180株(77%)

が北 京 フ ァ ミ リー株 に分 類 さ れ た｡近 隣 ア ジ ア諸 国,ロ

シァ と同様 に,神 戸 市 にお い て も北 京 株 が 主 要 な遺 伝 子

型 で あ る こ とが 分 か っ た｡神 戸 市 で 分 離 さ れ た 北 京 株

(180株)を12MIRU解 析 に よ り海 外 分 離 株 と比 較 した と

こ ろ,高 頻 度 に検 出 され る2つ の 特 徴 的 な遺伝 子 型 の存

在 が 明 らか と な っ た｡一 方 は,世 界 的 に蔓 延 してい る遺

伝 子 型 で あ り(MIRUプ ロ フ ァ イ ル,223325173533),

180株 中34株(19%)が こ のMIRUプ ロ フ ァ イ ル を示 し

た｡も う一 方 は,世 界 的 に は比 較 的 稀 な遺 伝 子 型(MIRU

プ ロ フ ァ イ ル,221325173533)で あ り,24株(13%)が

こ の遺 伝 子 型 に属 した｡北 京株 の 高 蔓 延状 態 に あ る神 戸

市 の結 核 で あ るが,よ り詳細 に検 討 す る と,世 界 規 模 で

蔓 延 してい る タ イプ と地域 内(神 戸 市 あ るい は 日本 国 内)

で蔓 延 して い る タ イプ が 共存 した状 態 で あ る の は,わ が

国 で の 結 核 の 伝 播 を考 え る う え で 興 味 深 い 知 見 と い え

る｡

〔1〕北 京株 以外 の特 徴 的 な株 と して,大 阪株(T3-Osaka

株)が 神 戸 に お い て も6株(2.6%)検 出 され た の は興 味

深 い｡結 核 罹 患 率 の 高 い 大 阪 湾岸 地域 で の 流行 株 の 存 在

を示 唆 す る もの で あ り,今 後,行 政 の枠 組 み を 越 え た 広

域 デ ー タベ ー ス の構 築 に よ りT3Dsaka株 な どの 湾 岸 地

域 流 行 株 の 存 在 が 明 らか にな る もの と期待 され る｡

〔皿)フ ィ リピ ンお よび ハ ワ イ諸 島 で 高 頻 度 に検 出 され

るManila株 が3株 検 出 され た｡他 の神 戸 市 分 離 株 と は

MIRUプ ロ フ ァ イ ルが 大 き く異 な って お り,フ ィ リ ピ ン

か らの移 民 あ るい は フ ィ リ ピ ンへ の 渡 航 者 に よ る持 ち込

み の可 能性 が考 え られ る｡こ れ ら3株 はIS6〃ORFLPパ

ター ン も一 致 してい る こ とか ら,今 後,本 遺 伝 子 型 の拡

が りに対 して は十 分 警 戒 し な けれ ば な ら ない もの と思 わ

れ る｡
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KobeVNTRDatabase構 築

結 核 菌 遺 伝 子 型 別 解 析 の迅=速化 ・デ ー タ管 理 の 簡素 化 ・

解 析 結 果 の信 頼 性 の確 保 ・他 施 設 との デ ー タ互 換 性 を 臼

的 と して,VNTRデ ー タに 基 づ く結核 菌 遺 伝 子 型 別 デ ー

タベ ー ス の構 築 を検 討 した｡国 際 的 に広 く利 用 さ れ て い

る12MIRUに 基 づ くVNTR法 で は,わ が 国 の よ う に北

京株 が 高 率 に 蔓 延 して い る地 域 にお い て は そ の 分離 能 が

著 し く低 下 す る こ とが 知 られ て い る4)5)｡神 戸 市 分 離 株

にお い て も同 様 の 結 果 が 得 られ てお り(Tablel),VNTR

に基 づ く結 核 菌 遺 伝 子 型 別 デー タベ ース の構 築 に お い て

は,新 た に報 告 され た多 型 性 の 高 いVNTRlocusの 追加

を検 討 す る必 要 が あ る｡

わ れ わ れ は,MIRU-VNTRで の分 離 能 向 上 の た め に最

適 なVNTRIocusセ ッ トを特 定 す る た め に,180株 の 北

京 株 を含 む234株 の 神 戸 市 分 離 株 を 用 い て,27領 域 の

VNTRの 多 様 性 を 評 価 した｡27領 域VNTRの 内 訳 は,

12M】RUloci2),ETR410ci(A,B,C,F)6),QUB810ci

(lla,11b,26,1451,1895,3232,4156c)7)8),そ の 他

のVNTR310ci(1955,3820,4120)9)で あ る｡12MIRU

TablelDiscriminatorypowerbydifferenttypingmethods

Cluster

size

No.｡fpattemsdisriminatedby:

MIRU

l2-locus

IS6〃O

RFLP
KVT KCT

2

3

4

5

6

7

8

24

34

Unique

9

0

2

4

2

1

0

1

1

8

1

ー
ム

く
ノ

18

5

2

1

0

0

0

0

0

167

14

9

2

2

0

0

1

0

0

150

0

0

1

0

0

0

0

0

0

7

1
孟

-
孔

7
」

1

HD夏 0、963 O.998 0、9960.998

で は,MIRU26が 最 も高 い 多 型 性 を示 した(多 型 陛指 数

イ ンデ ッ ク スPCI・=0.571)｡一 方,MIRU26よ り も高 い

多 型 性 を示 す10CUSが9領 域 で 認 め られ た｡こ れ ら9領

域 を多 様 性 指 数 の 高 い 順 に 記 述 す る と次 の とお り と な

る;vNTR4120(PCI=O.918),QuB3232(PCI=0・906),

vNTR3820(PCI=o.860),QuBllb(PCI==o.831),

QUBIIa(PcI-o.794),QuB26(PCi・O・780)・QuB

4156c(PCI==0.690),QUB3336(PCI==0.664),VNTR

1955(PCI==O.582)｡IS6110RFLPで の結 果 との比 較 か ら,

12MIRUに こ れ ら9領 域 のVNTRを 加 え る こ と で,同

一 ク ロ ー ン株 の 特 定 ,す な わ ち,RFLPパ タ ー ンの 完 全

一 致 と 同 等 の 解 像 度 が 得 ら れ る こ とが 分 か っ た(Table

I)｡ま た,疫 学 的 関連 株 の見 落 と しを最 小 限 にす る た め

に分 離 能 をや や低 く した組 み合 わせ と して,12MIRUに

多 型 性 の 上 位4～9位 の610ciを 加 え た 組 み合 わ せ を評

価 した と こ ろ,RFLP類 似 ク ラ ス ター(約85%以 上 の 相

同性)レ ベ ル の解 像 度が 得 られ る こ とが 示 され た｡以 上

の こ と か ら,最 も高 い 分 離 能 を 示 す 組 み 合 わ せ で あ る

MIRU+VNTRglociに よ る ク ラ ス タ ー をKobeClone

SharingType(KCT),M】 〔RU十VNTR610ciに よ る ク ラ ス

ター をKobeVNTRSharingType(KVT)と して デ ー タベ ー

ス 管 理 す る こ とで,疫 学 的 関 連 性 を強 く示 唆 す る(同 一

ク ロー ン由来 株 の 特 定)レ ベ ル での ク ラ ス タ ー解 析(KCT

ク ラス ター)に よる 集 団 感 染 推 定 と,最 近 の 感 染 に よ る

拡 が りを疑 わせ る レベ ルで の ク ラ ス ター解 析(KVTク ラ

ス ター)に よる 結核 蔓 延 状 況 ・感 染 様 式 の 解 明へ の 利 用

が 可 能 と な る と判 断 し,KobeVNTRDatabaseを 構 築 し

た(Table2)｡

遺 伝 子 型 別 解 析 法 を分 子 疫 学 に 適 用 す る に 当 た っ て

は,同 一 ク ロー ン由来 株 を他 の 菌 株 と区 別 す るの に十 分

な分 離 能 を もつ こ とに加 え て,同 一 ク ロー ン 由来 株 を 同

一 パ ター ン と して検 出 で きる遺 伝 的 安 定 性 を もつ こ とを

確 認 し なけ れ ば な ら ない 」0}～B}｡われ わ れ は,慢 性 排 菌

患 者8名 よ り継 続 的 に 分 離 した33株 お よ び 集 団 感 染6

Table2ExampleofKobeVNTRDatabase

り り の

Pa{三entsinformation

(IDno.,address,age,sex)
MIRU VNTR、1

KVT

clusterno.
VNTR2

KCT

clusterno｡

221328173533

221328173533

221328173533

221328173533

221328173533

221328173533

864763

973334

973775

973775

973775

973775

!0

10

10

10

989

866

589

78A

78A

78A

つ
」

ユ
」

肇
」

OrderofMIRUloci:2,4,10,16,20,23,24,26,27,3正,39,40

0rderofvNTR1:QuBlla,QuBllb,vNTR1955,QUB3336,QUB4052,QUB4156

0rderofvNTR2:QUB3232,vNTR3820,vNTR4120

TheMIRU-VNTRprofilesconsistsofdigits(whennineorlessrepeatsweredetectedataparticularlocus>

andle貫ers;thele姓erArepresents10repeats,theletterBrepresentsllrepeats,andsoon.
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事例 より分離 した18株 を用いてKVTとKCTの 安定性

を評価 した｡KVTの アリルプロファイルは慢性排菌患

者株,集 団感染事例株いずれにおいても,初 圃分離株か

らのプロファイルの変化 は認め られなかった｡IS6〃O

RFLPパ ターンの変化について同様に調べたところ,慢

性排菌患者1名 か らの分離株および集団感染事例1例 で

の分離株において,1バ ンド付加 の変化を認めた｡KCT

プロファイルはRFLPパ ターン変化のみられた慢性排菌

患者株に加えて別の慢性排菌患者1名 の計2名 からの分

離株 において,VNTR3232領 域でタンデムリピー トの1

リピー ト増加 を認めた｡一 方,RFLPパ ターン変化の見

られた集団感染事例株では,KCTプ ロファイルの変化

は認められなかった｡以 上の結果は,KVTとKCTと も

に,そ の遺伝的安定性はIS6110RjFLPと 同等であること

を示 しており,感 染源調査に適用可能であると考えられ

る｡

KOBEVNTRDatabaseの 活用

結核の分子疫学サーベイランスにより,神 戸市では,

結核罹患率の高い中央3区(兵 庫区,中 央区,長 田区)

および若年層でKVT/KCTク ラス ター形成率が高 くなっ

てお り,こ れらの地域あるいは若年層で感染の拡がりが

盛んであることが示唆された｡ま た,全 体的にみたクラ

スター形成率 もここ数年やや増加傾向を示してお り,今

後の罹患率減少がより困難な状況に直面 しているものと

考えられる｡VNTR法 の迅速性 ・データ管理の簡便 さと

いう特徴 を生かした新たなデータ活用法として,神 戸市

では重点的監視株モニタリングシステムの構築に取 り組

んでいる｡結 核対策プログラムの推進上リスクとな りう

る患者(ハ イリスク ・デインジャーリスク集団など)・

菌株(多 剤耐性結核菌,largecluster形 成株,集 団感染事

例株 など)に 対 して,そ の出現 をVNTR解 析 お よび

VNTRDatabaseに より常時モニタリングすることで,結

核危機管理の体制を整えようとするものである｡患 者情

報を担う保健所,分 析機関である研究所,さ らに医療機

関の連携を深めることで,ハ イリスク株の出現を早期に

とらえ,対 策への初動を早めることを狙いとしている｡

現在のところ,VNTRDatabase充 実のためのバックグラ

ウンドデータ(過 去の分離株のVNTRデ ータ)を 蓄積 し

つつ,試 験的に運用している段階であるが,監 視対象株

によるクラスター形成が早期に検出されるなど,そ の成

果は徐々に表れつつある｡今 後は,患 者発生一菌株収集

一遺伝子型別データ解析のサイクルをできるかぎり短 く

して,リ アルタイムに近づけた監視体制の整備を目指 し

たい｡ま た,VNTR法 のもう一つの利点である,施 設問

データ互換性の特徴を生かして,よ り広域的に感染様式

の解明を推 し進めていきたいと考えている｡

窃

ま と め

行政による結核対策での分子疫学データの活用は,単

に疫学的な関連が疑われる患者群株の同一性を科学的に

証明するという限定的な利用から,地 域内でのすべての

分離株を対象 とした分子疫学データを患者データと統合

管理することで,よ り積極的に結核感染伝播の実態をあ

ぶりだそうとする時代に突入 したといえる｡遺 伝子型別

解析手法についても,本 稿で示 したVNTR法 を適用す

ることで,IS6〃ORFLPが 直面 して きた課題(手 技が煩

雑,労 力 ・時間を要する,大 量のデータ管理が困難 他

施設 とのデータ互換性に乏 しい)は 解消できるものと思

われる｡結 核菌は空気感染で伝播 し,感 染から発病 まで

の潜伏期 間は幅広 く,ま た,そ の発病率 も10%程 度で

あることか ら,感 染源や感染経路の特定が困難である｡

結核患者の接触者調査を科学的にサポー トする分子疫学

の導入は,結 核の感染様式について新たな知見を与える

ものであり,結 核対策プログラムのより一層の向上に寄

与するものと期待される｡
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A NEW ERA OF MOLECULAR EPIDEMIOLOGY OF TUBERCULOSIS IN JAPAN 

               Chairpersons :  ITetsuya TAKASHIMA and 2Tomotada IWAMOTO

Abstract Molecular epidemiology of tuberculosis (TB) is a 

science to study TB transmission dynamics and to enhance 

our understanding of the epidemiology of TB by utilizing 

molecular typing methods as an adjunct to classical epidemio-

logical approach. Before the era of molecular epidemiology, 

it was quite difficult to ascertain the source of the infections 

since M. tuberculosis is spread by air-borne droplets of respira-

tory secretions expelled by an infectious person to a suscepti-

ble host and it can remain latent as an asymptomatic infection 

for years. Now a day, our understanding of TB transmission 

dynamics has been refined by genotyping of M. tuberculosis 
strains. 

 The methods of molecular epidemiology, especially  156110 

RFLP of  M.  tuberculosis, were first introduced to outbreak 

investigations and then gradually been expanded its applica-

tion to population-based study in Japan.  156110 RFLP is 

obviously a powerful tool for strain differentiation of M. 

tuberculosis but its labor-intensiveness limits the achievable 

throughput and makes it less useful for long-term prospective 

studies. Recently, apart from 156110 RFLP, DNA  amplifica-

tion-based method, i.e., variable number of tandem repeats 

(VNTR) has appeared as a substitute for or adjunct to the 
 156110 RFLP. 

 In this symposium, we have invited four opinion leaders in 

molecular epidemiology of TB from different fields : Myco-

bacterium reference center, basic science, clinical practice, 

and public health practice. We, as the chairpersons of this 

symposium, hope that this symposium would trigger the

development of molecular epidemiological network of TB in 

Japan. 

 1. Achievement and problem of molecular epidemiologic 

study with  IS6110-RFLP analyses of tuberculosis in  Okinawa: 

Shinji MAEDA (Mycobacterium Reference Center, The 
Research Institute of Tuberculosis, Japan Anti-Tuberculosis 

Association) 

 The long-term RFLP analyses of tuberculosis in Okinawa 

showed that endemic M. tuberculosis might be present. This 

is one of the achievements of our project study. On the other 

hand, for more effective examination of contact persons, 

information of molecular epidemiology should be used 

actively. Therefore because the analysis report needs to be 

sent back quickly, the PCR-based VNTR method should 

substitute for the RFLP analysis. 

2. Basic knowledge and application of Variable Numbers of 

Tandem Repeats : Kei NISHIMORI (Department of epidemio-

logy, National Institute of Animal Health) 

 Genomic loci of Variable Numbers of Tandem Repeats 

(VNTR loci) in  Mycobacterium tuberculosis complex and 
Mycobacterium avium, the history of analysis of VNTR loci, 

the hypothetical mechanisms of increase or decrease of 

number of repeats, the structures of the loci, and the necessity 

of standardizing the VNTR typing were introduced. 

3. Clinical application of VNTR : Tomoshige  MATSUMOTO,
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and Hiromi ANO (Department of Clinical Research and 

Development, Osaka Prefectural Hospital Organization Osaka 

Prefectural Medical Center for Respiratory and Allergic 

Diseases) 

 Tuberculosis genotyping was first introduced to outbreak 

investigations and population-based studies. The advent of 

Variable Numbers of Tandem Repeats (VNTR) can be applied 

to clinical fields of not only Mycobacterium tuberculosis but 

also of Mycobacterium avium. In Osaka Prefectural Medical 

Center for Respiratory and Allergic Diseases, clinical applica-

tion of VNTR was first introduced in Japan to determine 

whether Mycobacterium tuberculosis or avium disease was 

caused by reactivation or reinfection when relapsed. We 

showed some examples about usefulness of the clinical 

application of VNTR. 

4. Molecular epidemiology of tuberculosis to improve TB 

prevention and control activities : Tomotada IWAMOTO 

(Department of microbiology, Kobe Institute of Health), Riyo 

FUJIYAMA, Noriko TANAKA, Yasuto KAWAKAMI (Kobe 

City Public Health Center), Chika SHIRAI (Hyogo-ku Health 

and Welfare Department, Kobe) 

 M. tuberculosis isolates in Kobe have been characterized  as  :
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a) Beijing family strains are highly prevalent (77%), b) two 

major MIRU profiles in Beijing family were found, one is 

globally pandemic genotype and the other is locally prevalent 
strains, c) six strains belonged to T3-Osaka family, and d) 

Manila family strains made cluster consisting of 3 strains. 

Kobe VNTR Database which consists of 12-loci MIRU and 

9 additional VNTR loci has been developed. The basis for 

the selection of these supplemental 9 VNTR  loci and the 

application of VNTR database in TB control program were 

introduced. 

Key words : Molecular epidemiology of tuberculosis,  1S6110 

RFLP,  VNTR 
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