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IS6110RFLP解 析 に基づ く,結 核 の分 子 疫 学 的検 討
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要 旨:〔 日的 〕結 核 流 行 状 況 の 分 子 疫 学 的検 討。 〔対 象 と方 法 〕2001年1月 ～2003年12月 の3年 間 に

当院 を受 診 した全 結核 患 者 か ら得 られ た1200菌 株 を対 象 と して,IS611ORFLPを 実 施 した。 クラ ス ター

は"IS6110RFLPパ ター ンの類 似 度 が90%以 上 で,薬 剤感 受 性 パ ター ンが 一 致 した菌 株"と 定 義 した 。

IS6110が5コ ピー 以 下 の菌 株 につ い て は,"IS611ORFLPパ ター ン と,ETRとMIRUの16領 域 を対 象

とす るVNTRの ア リ ル プ ロ フ ァイ ル が 一 致 した 菌株"と 定 義 した。 〔結 果 〕累 積 ク ラ ス ター 形 成 率 は

2001年 の1年 間で27,8%,2001～2002年 の2年 間 で29、7%,2001～2003年 の3年 間で32.6%で あ っ た。

薬 剤 耐性 菌 の ク ラ ス ター形 成率 は25.0%で,感 受 性 菌 よ り も有 意 に低 か った 。 性 ・年 齢 階 級 別 の ク ラ

ス タ ー形 成率 は,女 性 で は19歳 以 下 の若 年 者 が23.8%と 最 も高 く,男 性 で は40歳 代 が32.4%と 最 も

高 か った 。 〔考 察 〕ク ラス ター形 成 率 の 経 時 的 変 化 を解 析 した結 果,2年 目以 降,累 積 ク ラ ス ター 形 成

率 の 急 激 な増 大 は認 め られ なか った 。 わ れ わ れ は,こ れ は結 核 罹 患 率 の 減 少 に伴 っ て結 核 感 染 の 拡 大

もあ る程 度抑 制 され た 結 果 で あ り,当 該 地 域 に お け る結 核 行 政 対 策 の 成 果 で あ る と考 え て い る。

キ ー ワー ズ:結 核 菌,分 子 疫学,DNAfingerPrinting,IS6110RFLP,16VNTR,ク ラ ス ター 形 成 率

は じ め に

近 年DNAfingerprintingが 結 核 対 策 に 応 用 さ れ る よ う

に な り,感 染源 調 査 や 感 染 ル ー トの解 明 は も と よ り,内

因性 再 燃 と外 来性 再 感 染 の 検 討,ク ロ ス コ ン タ ミネ イ シ

ョ ンの 証 明,特 定地 域 の 流 行 菌 株 や 感染 状 況 の 分析 な ど

に広 く用 い られ て い るi)～3)。結 核 菌 のDNAfingerprinting

は,IS6110restrictionfragmentIengthpolymorphism(RFLP)

が 国際 標 準 法 で あ っ たが4)～8),最 近 で は ス ポ リゴ タ イ ピ

ン グ,variablenumbersoftandemrepeats(VNTR)な どが

施 行 され て い る。 す で に 欧米 で は これ らの 方法 を用 い て

広 域 ネ ッ トワー クに よる結 核 菌 遺 伝 子 デ ー タベ ー スが 作

成 され て い る9)一"ll)。さ らに ア メ リ カ合 衆 国 で は,ス ポ リ

ゴ タ イ ピ ン グ とmycobacterialinterspersedrepetitiveunits

(MIRU)の12領 域 を対 象 とす るMIRU-VNTRを 組 み 合

わせ た 方法 で全 米 の 培 養 陽性 結核 菌 株 を対 象 と した遺 伝
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子 解 析 を 実 施 し,さ ら に 特 定 の 結 核 菌 株 に つ い て は

IS6110RFLPを 実 施 す る とい う遺 伝 子 解析 プ ロジ ェ ク ト

が,2004年 か らCentersforDiseaseControlandPrevention

(CDC)を 中 心 に 開 始 され て い る12)。し か し本 邦 で は,

現 時 点 で は結 核 菌 遺 伝 子 の 広 域 デ ー タベ ー ス は構 築 され

て い ない 。

当 院 で は 院 内 感 染 対 策 の 一 環 と し て2001年 か ら

IS6〃ORFLPを 導 入 し,す べ て の培 養 陽 性 結 核 菌 株 を対

象 とす る遺 伝 子 解 析 を実 施 して き た。 さ らに2003年 か

ら はexacttandemrepeats(ETR)とMIRUの 合 計16領 域

を 対 象 と した16VNTRを 導 入 した。 当 院 医療 圏 は 大 阪

府 中 部 か ら東 部 の 広 域 を カバ ーp-一一して お り,3年 間 に 及 ぶ

全培 養 陽性 結 核 患 者 の 遺 伝 子解 析 結 果 は,地 域 の 結核 感

染状 況 を把 握 す る う えで 貴 重 な情 報 を も た らす もの と思

わ れ る 。 今 回 は,3年 間 の クラ ス ター形 成 率 の 推 移 と ク

ラス ター 形 成 に影 響 を及 ぼ す 要 因 に つ い て報 告 す る。
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対 象

当院では結核菌検査を受ける全患者を対象 として,喀

疾等から抗酸菌が検出された時のために前 もって菌株の

保存 と疫学的調査等への使用について文書で説明 し,同

意を得 てい る。今回は,同 意が得 られた患者のうち

IS6〃ORFLP解 析を実施するに十分な菌量が得 られた全

患者,す なわち2001年1月 ～12月 に422名,2002年1

月～12月 に409名,2003年1月 ～12月 に369名 の合計

1200名 を対象 とした。

方 去、、沼

(1)結 核 菌 培 養 とDNA抽 出

小 川培 地 で4～6週 間培 養 した 結核 菌 を2白 金 耳採 取

し,0.1mmの ガ ラス ビー ズ を用 い て菌 体 を破 砕 した 後,

フ ェ ノ ー ル ク ロ ロ ホ ル ム 法 を用 い てDNAを 抽 出 した。

得 ら れ たDNAはTEbuffer(PH8)に 溶 解 し,1μ9/μ1の

濃 度 に調 整 した 後 に4℃ に て 保 存 した 。

(2)IS6〃ORFLP解 析

IS6〃ORFLP解 析 は,WHOの 提 唱 す る 国 際 標 準 法 に

準 拠 しだ3)。 詳細 は,著 者 らが2002年 に雑 誌 「結 核 」に

報 告 して い る14)。

(3)16VNTR

16VNTRは,結 核 菌 ゲ ノ ム のETR6領 域(A,B,C,

D,E,F)お よ びMIRUl2領 域(2,4,10,16,20,23,

24,26,27,31,39,40)の 合 計16領 域 を 対 象 と し た

(ETR-D=MIRU-4,ETR-E=MIRU-31)。 各 領 域 の プ ラ

イマ ー 配 列 はSupplyお よ び 西 森 等 の 参 考 文 献 に よ っ

た 藍5)16)。PCR増 幅 産 物 を1.5%ア ガ ロ ー ス ゲ ル 電 気 泳 動

ま た は キ ャ ピ ラ リー 電 気 泳 動(コ ス モ ア イSV1210:日

立 化 成工 業)し,そ の 鎖 長 か ら縦 列 反 復 配 列 数 を 決 定 し

た。16領 域 の 縦 列 反 復 配 列 数 を 基 に ユ ー ク リ ッ ド距 離

を算 出 し,最 短 距 離 法 で ク ラ ス ター解 析 を実 施 した 。

(4)薬 剤 感 受 性 試 験

薬 剤 感 受性 試験 は,新 結 核 菌 検 査 指 針17)に 従 っ て 小 川

比 率 法 に て実 施 し た。 判 定 基準 濃 度 はIsoniazid(INH):

O.2Pt9/ml,Rifampin(RFP):40μ9/ml,Streptomycin(SM):

10Pt9/ml,Ethambutol(EB):2・5Pt9/mtと した。Pyrazinamide

(PZA)の 感 受1生試験 は,結 核 菌 感 受 性PZA液 体 培 地(極

東 製 薬)を 用 い,400μg/m'を 判 定 基 準 と した 。

(5>ク ラ ス ターの 定 義 とク ラ ス ター 形 成 率

今 回 対 象 と した 全1200菌 株 の,IS6〃0コ ピー 数 は1

本 か ら23本 に 分 布 し て お り,14本 に ピ ー ク を 示 し た

(Fig。1)。IS6〃0が6本 以 上 の 菌 株 は,H50株(95.8%)

で あ った 。 これ らの 菌 株 の 場 合 に は,IS6110RFLP解 析

に よ るバ ン ドパ ター ン問 の 類 似 度 が90%以 上 の 菌 株 を

抽 出 し,さ ら に 薬 剤 感 受 性 試 験 結 果 を 参 照 し,INH,

RFP,SM,EB,PZAの5剤 に つ い て 薬 剤 感 受 性 パ タ ー

ンが 完 全 に 一 致 した菌 株 を ク ラ ス ター と定義 した。

vanSoolingen等 の報 告 で は,IS6〃0が5本 以 下 の菌 株

(Low-copy菌 株)の 場 合 に は,Is6110RFLP単 独 で は 菌

株 分 離 能 が 低 い と さ れ て い る り韮8)。今 回 対 象 と な っ た

1200株 の う ちLow-copy菌 株 は50株(4.2%)で あ っ た

(Fig.1)。 そ こ で こ れ ら の 菌 株 を 対 象 に,HunterGaston

Indexi9)(HGI)を 用 い てIS6〃ORFLPと16VNTRの 菌 株

分 離 能 を 算 出 した 。 そ の 結 果,IS6〃ORFLPのHGIは

0.804,16VNTRのHGIは0.865と な り,IS6〃ORFLPと

16VNTRを 組 み 合 わ せ たHGIはO.979と な っ た。 この 結

果 か らIS6〃ORFLPと16VNTRを 併 用 し た 場 合 に は,

ク ラス ター解 析 を実 施 す る に十 分 な菌 株 分 離 能 が あ る と

判 断 した。 そ こでLow-copy菌 株 にお け る ク ラ ス ター の

定 義 を,"IS6〃ORFLP法 で90%以 上 の 菌 株 類 似 度 を示

Numberofisolates
0

0

0

0

0

0

0

0

0

0

8

6

4

2

0

8

6

4

2

12345678
　

4.2%

91011121314151617181920212223

Numberofcopies

F韮9・1DlstributionofalltuberculosiscaseswithisolatesbynumberofIS6〃Ocopies.Percentage

oftheisolatescontainingfewerthansixcopiesofIS6110was4,2%(50isolates).



RFLPAnalysisofM,tuberculosis/H.Anoetal.

し,か つ16VNTRの ア リ ル プ ロ フ ァ イ ル が 完 全 に 一 致

し,さ らに薬 剤 感 受性 パ ター ンが 一 致 した 菌株"と した 。

ク ラス ター形 成 率 は次 の 数 式 を用 い て計 算 した。

ク ラ ス ター 形 成 率 冨(ク ラ ス ター 形 成 者 数/全 対 象

者 数)×100

(6)統 計 解 析

統 計解 析 ソフ トはStatcel2forExcelWindowsを 用 い た。

有 意 差 検 定 はChi-squareforindependencetestとStUdent's

t-test,回帰 分析 はSimpleregressionanalysi8を 用 い,危 険

率5%で 検 定 した 。

結 果

(1)患 者 背 景

今 回 検 討 対 象 と な っ た1200名 の性 別 は,男 性855名

(71.3%),女 性345名(28.8%〉 で,平 均 年 齢 は 男 性585

歳(1歳 ～96歳),女 性545歳(0歳 ～99歳)で あ っ た。

治 療 歴 は,初 回 治療954名(795%),再 治 療230名(19.2%)

治 療 歴 不 明16名(1.3%)で あ っ た 。 薬i剤耐 性 は,INH,

RFP,SM,EB,PZAの5剤 に 感 受 性1044名(87.0%),

INH単 剤 耐 性28名(2.3%),SM単 剤 耐 性64名(5.3%),

RFP単 剤 耐 性7名(0.6%),INH+RFP+(α)耐 性43名

(3.6%),INH+SM+(RFP以 外 のa)耐 性11名(0.9%),

そ の 他 の耐 性3名(O.3%〉 で あ っ た 。 居 住 地 は,大 阪 市

416名(34.7%),大 阪 市 以外 の 大 阪 府 下710名(59.2%),

他 府 県74名(6.2%)で あ っ た。

(2)地 域 別 患者 把 握 状 況

クラ ス ター 解析 を実 施 す る にあ た っ て,最 初 に当 院 の

患 者 把 握 状 況 を推 定 した。 当院 で培 養 陽性 とな った 結核

患 者全 員 を対 象 に遺伝 子 解 析 を実 施 して い る ため,本 報

に お け る解 析 率 は患者 把 握 状 況 に匹 敵 す る。 仮 に新 規 登

録 患者 の約5割 が 培養 陽性 で あ る と仮 定 す る と,解 析 率

は以 下 の式 で 表 され る 。

地 域 別 解 析 率(%)=(当 院 の地 域 別 培 養 陽 性 患 者

数/地 域 別 新 規 登録 結核 患 者 数 ×05)×100

上 記 の式 に基 づ き,大 阪府 の地 域 保 健 福 祉 室 感 染 症 ・

難 病対 策 課 か ら出 され て い る保 健 所 ・市 町村 別結 核 罹 患

率 を参 照 して,市 町村 別 に解 析 率 を算 出 した。そ の 結 果,

東 大 阪 市51%,中 南 河 内 地 区 の 八 尾 市84%,松 原 市

63%,藤 井 寺 市100%,柏 原 市87%,羽 曳 野 市100%,富

田林 市64%,大 阪 狭 山 市48%,南 河 内郡76%,河 内長 野

市72%と い ず れ も高 い 解 析 率 を示 した 。 一 方,大 阪 市

は14%,箕 面 市 か ら大 東 市 に か け て の 大 阪 北 部 地 域 は

1%～7%,堺 市 か ら 岬 町 に か け て の 大 阪 南 部 地 域 は

4%～33%と いず れ も低値 を示 した。

(3)ク ラス ター 形 成 率 の年 次 推 移 と累積 推 移

単 年 度 の ク ラ ス ター 数 お よ び ク ラ ス ター 形 成 率 は,

2001年 は44組27.8%,2002年 は31組19.1%,2003年 は

323

32組195%で あ っ た。

累積 ク ラス ター 数 お よび ク ラス ター 形 成 率 は,1年 間

で44組27.8%,2年 間で82組29.7%,3年 間 で126組32.6

%で あ った(Table1)。1年 を 四半 期 に分 け て3カ 月 ご と

の 累 積 ク ラ ス ター 形 成 者 数 と非 形 成 者 数 お よ び ク ラ ス

ター一形成 率 を 図示 した もの がFig.2で あ る。 こ の グ ラ フ

か ら明 らか な よ う に,調 査期 間 の 延 長 に 伴 っ て ク ラ ス

ター 形成 者 数 も非 形 成 者 数 も増 加傾 向 が 認 め られ た(ク

ラス タ ー 形 成 者:R2==o。9972,P<O.OO1,ク ラ ス タ ー 非

形 成 者:Rz=O.9975,P<0.001)。 一方,累 積 ク ラス ター

形 成 率 は,最 初 の1年 間 は12.8%か ら27、8%ま で増 加 し

た が,2002年 度 の 第1期 か ら2003年 度 の 第4期 ま で は

急 激 な増 加 は 示 さず,29,7%か ら32。6%と ほぼ 横 ば い状

態 を保 って い た。 最 大 ク ラス ター サ イ ズ は,1年 間 で7

名,2年 間 で11名,3年 間 で12名 とな り,3年 間 に また

が る 菌株 が 存 在 す る ク ラ ス ター は35組 で あ っ た。

(4)ク ラ ス ター 形 成 に影響 を及 ぼす 要 因

次 に ク ラス ター形 成 に影 響 を及 ぼ す 要 因 につ い て分 析

した(Table2)。

治 療 歴 別 ク ラ ス ター形 成 率 は 初 回 治療324%,再 治 療

33.9%で,有 意 差 は な か っ た(P=O.658)。

薬 剤 耐 性 別 ク ラ ス タ ー 形 成 率 は,抗 結 核 薬(INH,

RFP,SM,EB,PZA)の い ず れ かli剤 以 上 に 耐 性 の 菌

25.0%,感 受性 菌33.7%で,薬 剤 耐 性 菌 の ク ラ ス タ ー形

成 率 が 有 意 に低 か っ た(P=0.030)。 ク ラ ス ター 形 成 群

の 中 に は,SM耐 性 菌5組,INH+SM耐 性 菌1組,RFP

耐 性 菌1組 以 外 に,多 剤 耐性 菌(INH+RFP+α)の ク ラ

ス ター が4組(13株)存 在 した 。

性 別 ク ラ ス ター 形 成 率 は 男 性34.390,女 性28.4%で,

男 性 の ク ラス ター 形成 率が 有 意 に高 か っ た(P=O.050)。

年 齢 別 ク ラ ス ター 形 成 率 は60歳 未 満35.7%,60歳 以

TablelClustersizeandclusterfo㎜ationrateof

productarithmeticchangesfor3years
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Fig,3Percentageofclusteredcaseswithisolatesbygender

andagegroup,PercentagewascalcuIatedbyusingthefollow-

ingformula.Percentageofclusteredcases(%)躍(Numberof

clusteredcasesbygenderandagegroup/Numberofallcases

byagegroup)×100,

上295%で,60歳 未 満 の ク ラ ス ター 形 成 率 が 有 意 に 高

か っ た(P・O.023)。 へ 男 女 別 の 平 均 年 齢 を み る と,男

性 の 場合 ク ラス ター 形 成 群 の平 均 年 齢55.9歳,非 ク ラス

ター一一ew.59.9歳 で,有 意 に ク ラス ター 形成 群 の平 均 年 齢 が

低 か っ た(P・O.002)。 一 方,女 性 の 場 合 に は,ク ラ ス

ター 形 成 群5L9歳,非 ク ラス ター 群55.3歳 で 有意 差 は無

か っ た(P=0.238)。

そ こ で,性 別 ・IOhkご と の 年 齢 階 級 別 ク ラ ス ター 形

成 率 に着 目 し,同 年 代 群 の 中 で の ク ラ ス ター 形成 率 を算

出 した(Fig.3)。 そ の 結 果,女 性 で は,19歳 以 下 の若 年

齢 層 が23.8%と 最 も高 く,年 齢 の上 昇 と と もに 減 少 す る

右下が りの曲線 を描 き,70歳 代から再び上昇 した。女

性 とは対照的に男性の場合には,19歳 以下の若年齢層

や70歳 以上の高年齢層 よりも40歳 代の32.4%を 中心 と

した中年齢層のクラスター形成率が高 くなった。参考ま

でに,性 ・年齢群別の解析対象者数(Fig.4)を 付記 した

が,女 性の場合20歳 代～80歳 代までは,ク ラスター形

成率 と解析対象者数の増減は同一傾向を示 した。 しか

し,男 性の場合には両者 は異な り,特 に男性の20歳 代

～40歳 代では,解 析対象者数が少ないにもかかわらず

高いクラスター形成率を示 した。
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考 察

いまだ日本の結核罹患率は欧米先進諸国に比較して高

く,中 でも大阪府の結核罹患率は2001年51.9,2002年

47.1,2003年335と 群を抜いて高率である。当院はこの

大阪府中東部に位置しており,患 者把握状況は大阪中東

部地域における培養陽性結核患者の6割 以上を占めてい

る。すでにわれわれは,IS6〃ORFLP解 析に基づ く1年

間の結核感染状況14)を報告 したが,今 回の3年 間におよ

ぶ当院の全培養陽性結核患者の分子疫学解析結果は,当

該地域の結核感染状況を把握するうえで有用である。

特 に今回の調査では,DNAfingerPrintingPatternの 一一

致のみならず薬剤感受性パターンの一致 も加 え,ク ラ

スターの定義を諸外 国の報告よ りもさらに厳 しく設定

している。 このためにクラス ター形成率 は従来の報

告4)～ε)2。}21)よりも低 く算出される。しかし,ク ラスター

は結核の最近の感染を表す指標であると考えられ,不 適

切な化学療法による薬剤耐性化症例を除けば,数 年以内

に薬剤耐性患者と感受性患者が同一感染源から感染した

とは考え難い。われわれは,遺 伝子解析を用いた結核感

染状況の推定には,対 象者全員の薬剤感受性データを加

味することが,よ り現状に即 したクラスター形成の推定

を可能にすると考えている。

最初に,単 年度のクラスター形成率を海外の報告と比

較検討 した。Geng等5)は,結 核感染状況の動向を把握す

るうえで結核罹患率の変化と同時に,分 子疫学解析によ

るクラスター形成率の経年変化が結核対策を評価する指

標 と報告 している。また,Ellis等2。)は,ア メリカ合衆国

の7地 点における調査で,結 核罹患率と単年度のクラス

ター形成率がSpearman順 位相関に従って減少するとし

ている。 日本では1999年 に 「結核緊急事態宣言」が出さ

れた後,2000年 か ら結核罹患率は5年 連続で低下 して
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いるが,そ の低下率は次第に鈍化 してお り,今 後の動向

は予断を許さない状況である。今回の検討期間では,大

阪府の結核罹患率は2001年51.9,2002年47.1,2003年

335と 減少 していた。一方,当 院のクラスター形成率は

2001年 か ら2002年 にかけては27.8%か ら19.1%ま で急

激に減少 したが,2002年 か ら2003年 にかけては,19」%

か ら195%と 横ばい傾向を示 した。そこで,単 年度のク

ラスター形成率が結核罹患率と相関しない原因が どの時

期にあるのかを探るために,1年 を四半期に分けてクラ

スター形成者の増加率を検討した。その結果,原 因は不

明であ るが.2002年 の10月 か ら12月 にか けてクラス

ター非形成者に対するクラスター形成者の増加率が低い

時期があった。この増加率の乖離を,対 象地域が限られ

ているための一時的な現象 とみなして,2002年 末のク

ラスター形成率がもう少し高いと仮定すると,大 阪中東

部地域の場合にも諸外国の報告と同様に,結 核罹患率の

減少 に伴い。単年度の クラスター形成率 も2001年 ～

2003年 に減少傾向を示 したと考えられる。

次に累積クラスター形成率を海外の報告 と比較検討 し

た。vanSoolingen等 によるオランダの経年調査6)では,

1993年 ～1997年 の5年 間にわたる累積クラス ター形成

率のデータが示されてお り,そ のうち最初の2年 間は

22%か ら40%と 急激に,後 の3年 間は緩慢なが らも最終

的には46%ま で増加 していた。前述のEllis等 のアメリ

カ合衆国における報告20}でも,最 初の2年 間で累積クラ

スター形成率は28%か ら45%ま で急激に増加 し,そ の

後3年 間は緩慢に増加 していた。 またvanSoolingenも

総説1>で,ク ラスター形成が最近の感染をどの程度反映

するかは分析期間に強 く依存 し,さ らにクラスター化の

割合 は標本抽出の完全 さに強 く依存すると報告 してい

る。われわれは,大 阪中東部地域の培養陽性結核患者の

6割 以上を把握 しているので,上 記地域の解析 には十分

なクラスター数を有していると考えている。そのうえで

オランダや合衆国のデータから考えると,解 析対象者数

の増加に伴ったクラスター形成率の増加が予測される。

しか し当該地域の場合,解 析対象者数は直線的に増加し

ていたが,累 積クラスター形成率は欧米のように急激な

増加はみ られず,2年 目以降ほぼ横ばい状態を保ってい

た(Fig.2)。 これは結核罹患率の減少に伴って結核感染

の拡大もある程度抑制された結果であり,当 該地域にお

ける結核行政対策の成果と判断している。

次にクラスター形成に影響を及ぼす要因について分析

した。薬剤耐性の有無について比較すると,上 述のオラ

ンダの場合6)には,INH耐 性菌のクラスター形成率は

37.1%,SM耐 性菌のクラスター形成率は49.4%で あ り,

アメリカ合衆国の場合20}にはINH,RFP,EBorSM耐 性

菌のクラス ター形成率は45」%で あった。 またBurgos



326

等のサ ンフランシスコ市にお ける報告21}では,INH,

RFP,EB,SM耐 性菌のクラス ター形成率は34.3%で,

多剤耐性菌の二次感染はみられなかった。一方われわれ

の調査では,ク ラスターの定義に薬剤耐性パターンの一

致を加えているので,薬 剤耐性菌のクラスター形成率は

25.0%と 低 く算出された。遺伝子型の一致のみでクラス

ターを定義すると,薬 剤耐性菌のクラスター形成率は

46.1%と 感受性菌よりも有意に高 くなったが,こ の結果

が直ちに薬剤耐性菌の流行を示唆するものとは思われな

い。むしろ前者の結果か ら,感 受性菌に比べて薬剤耐性

菌の感染拡大はないと考えるべ きであり,当 該地域の結

核行政の成果の一端が うかがわれた。 しかし今回の調査

で,多 剤耐性菌のクラスターがみられた事実は重要な課

題であ り,こ れ ら多剤耐性菌の感染拡大を防 ぐために

も,薬 剤耐性結核菌に関する早急な遺伝子データベース

の構築が望まれる。

最後に性 ・年齢階級別クラスター形成率について検討

した。築島等が行 った札幌市での調査22)によると,男

性の クラスター形成群の平均年齢は57.3歳 で非 クラス

ター群の64.2歳 よりも有意に低いが,女 性の場合には有

意差はなかった。Fujikane等 の北海道北部での調査23)で

は,70%の 菌株類似度をもつ5グ ループに属する患者の

平均年齢は68.4歳 で非グループ患者の平均年齢(69.4歳)

との問に有意差はなかった。また,大 角の沖縄県での調

査24)では,年 齢別で も性別でもクラスター形成率に統

計学的有意差はなかった。大阪中東部地域の場合は札幌

市と同じ傾向を示 したが,男 性のクラスター形成群の平

均年齢は55.9歳 とさらに低年齢であった。

そこで性別 ・10歳 ごとの年齢階級別クラスター形成

率に着 目し,解 析対象者数 と比較検討 した(Fig.3,4)。

仮に男女共に同じ確率で結核に感染 し発病すると仮定す

ると,低 年齢者ほど近年結核に感染 したためクラスター

形成率は高くなると考えられる。一方,高 年齢者群では

感染からの期間が長 く内因性再燃 も多 くなると考えられ

るので,ク ラスター形成率は低 くなる。その結果,年 齢

階級別クラスター形成率のグラフは右下が りの曲線にな

るはずである。今回,0歳 ～19歳 までの若年齢群 と90

歳以上の高年齢群については解析対象者が少ないために

除外すると,女 性の場合にはこの仮説 どお り右下が りの

曲線を描いた。一方,男 性のクラスター形成率 は,40

歳代の中年齢層が最 も高い単峰形曲線を描いた。特 に

20歳 代～40歳 代男性では,50歳 以上の高年齢層に比べ

て,結 核罹患率が低 く培養陽性者数が少ないにもかかわ

らず高いクラスター形成率を示 した。このことか ら,20

歳代～40歳 代の男性 において,現 在も活発な結核感染

が生 じている可能性 が認め られた。それと同時に,50

歳代～70歳 代の男性では,培 養陽性者数が多 くクラス
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ター形成率 も女性に比べて高い。実際にクラスターを形

成 している患者数 もこの年齢層に多いことから,社 会的

な影響を考えると50歳 代～70歳 代の男性における結核

感染の拡大にも注意を要する。今回の検討期間では単年

度のクラスター形成率は減少傾向を示 し,全 体 として結

核感染が拡大する傾向はみ られなかった。 しかし若年男

女および壮年男性では,現 在 も活発な結核感染が生じて

いることが分子疫学解析か ら明らかになった。

ま と め

クラスター形成率の3年 間の経時変化を解析 した結

果,単 年度のクラスター形成率は減少 し,累 積 クラス

ター形成率の急激な増大 は抑制されていた。われわれ

は,こ れらは結核罹患率の減少に伴って結核感染の拡大

もある程度抑制 された結果であ り,当 該地域における

結核行政対策の成果を示すものと考えている。 しかし,

性 ・年齢階級別にみると若年男女お よび壮年男性での結

核流行が確認された。われわれは引 き続 き分子疫学的解

析を実施 して,当 該地域における結核流行状況の動向を

注意深 く見守っていきたい。
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MOLECULAR EPIDEMIOLOGY OF TUBERCULOSIS BY THE USE OF 

 IS  6110 RESTRICTION FRAGMENT LENGTH  POLYMORPHISM  : 

            A STUDY FROM 2001 TO 2003

 1 Hiromi ANO,  1Tomoshige MATSUMOTO, 1Hiroko YOSHIDA,  1Muneyuki NAGAI, 

1Yoshitaka TAMURA, 2Kei NISHIMORI, 1Kunimitsu KAWAHARA,  1Tetsuya TAKASHIMA, 

                      and  'Izuo TSUYUGUCHI

Abstract [Objective] To analyze the situation of tuberculo-

sis infection by DNA fingerprinting in the middle and eastern 

part of Osaka, Japan. 

 [Design] We performed  IS  6110 restriction fragment length 

polymorphism (RFLP) on 1200 isolates from tuberculosis 

patients who visited our hospital from January 2001 to 
December 2003. A cluster was defined as a series of isolates 

with more than 90% similarity by  1S6110 RFLP and those 

with the same drug-susceptibility pattern. The isolates with 

fewer than six copies of IS  6110 were considered to be cluster-

ed if the IS 6110 RFLP patterns and the variable numbers of 

tandem repeats with 16 regions of ETR and MIRU "allele 

profile" were identical. 

  [Results] The number of samples in incremental study 

periods was 422 in  2001,  817 between 2001 and 2002 and 
1200 between 2001 and 2003. The percentage of clustered 

cases was  27.8% in 2001,  19.1% in 2002 and  19.5% in  2003. 

The cumulative percentage of clustered cases was  27.8  % in 

the first year,  29.7% over two years and  32.6% over three 

years. The percentage of clustered cases of isolates with a 
drug resistance was significantly lower  (25.0%) than that of 

drug susceptible isolates  (33.7%). Next, we investigated the 

clustered cases by gender and age. The percentage of clustered 

cases with isolates from young males and females (0-19 years

old) was  23.8%. In contrast, the percentage of clustered cases 

with isolates from 20-59 year-old females gradually decreased 

from  14.7  % to  4.4%. Conversely, the percentage of clustered 

cases from young and middle aged male (20-59 years old) was 

higher  (20.2%-32.4%) than that of females. 

 [Conclusion] The sharp increase in the cumulative cluster 
formation rate was curbed by the decline in the tuberculosis 

incidence rate in Osaka, Japan, after the first year of examina-

tion. We thought that this phenomenon suggests the success 
of the anti-tuberculosis measure in Japan. 

Key words : Mycobacterium tuberculosis, Molecular epidemi-

ology, DNA fingerprinting,  IS  6110 RFLP,  16  VNTR, Cluster 

formation rate 
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