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臨 床 由 来Mycobacteriumaviumに お け るVariableNumbers

ofTandemRepeats型 別 解 析 法 の 有 用 性 の 検 討
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要旨:〔 目的〕M.aviumに 対するVNM型 別解析法 とISI245-RFLP型 別解析法の菌株鑑別能力比較,

および治療による菌株のVNTRデ ータ変化を検討 した。〔対象および方法〕患者喀痰 から分離培養さ

れたM.avium24株 をHGDIを 用いて2種 の方法における菌株鑑別能力比較を行った。 また,1名 の

M.avium感 染患者において,治療経過中に分離 された菌株の変化をVNTR型 別解析法により検討 した。

〔結果〕HGDIに より算定 した菌株鑑別能力は,IS1245-RFLP型 別解析法が0.866,VNTR型 別解析法

が0.975で あり,VNTR型 別解析法のほうが優れていた。治療経過を追って検討 した症例では,分 離

した40コ ロニーを検討した結果,ポ リクローナルなM.aviumが 感染してお り,治 療時期によって検

出されるクローンの割合が大きく変化 していた。〔結論〕M.aviumの 鑑別にVNMを 用いることは菌

株鑑別能力と簡便性において大変有用であると考えられた。 また,治 療による変化については今後症

例を集積することによりM.avinm憾 染症の治療法に有用な情報が得 られると考えられた。

キーワーズ:VNTR型 別解析,鳥 型結核菌,IS1245,RFLP型 別解析,複 合感染

は じ め に

非 結 核 性 抗 酸 菌(nontuberculousmycobacteria,NTM)

は土 壌,水 中,塵 埃 な どの 環 境 中 に広 く分 布 して い る環

境 常 在 菌 で あ り,な か で もMycobacteriumavium(、 夷型 結

核 菌,M.aviu〃z)に よる 感 染 症 は,NTM症 の5割 を 占 め

てお り,特 に重 要 な菌種 であ る｡結 核 菌 と異 な り,ヒ トー

ヒ ト感 染 は確 認 され て い な いが,近 年 で は,治 療 成 果 が

思 わ し くな い 患者 が累 積 し,日 常 臨床 の場 にお い て は抗

酸 菌 陽性 患 者 の 半 数 をNTM症 患 者 が 占 め て し ま うほ ど

患 者 が 増 加 して い る1)｡症 状 が 悪 化 し,死 亡 して し ま う

ケ ース もあ るが,そ の原 因が 菌 側 に あ る のか,宿 主 側 に

あ る の か,ま た は治 療 法 に あ る の か は っ き り して い な

い｡長 期 間 の排 菌 を継 続 す る こ とが あ り,こ う した症 例

は複 数 の 砿 α伽 規に よる感 染,い わ ゆ る ポ リク ロ ーナ ル

感染 が 原 因 で は な いか と考 え られ て きた｡

M.aviumはM.intracellulareと 合 わせ て28種 の血 清 型 に
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分 け られ,MACと して 臨 床 現 場 で扱 わ れ て きた2)｡分 子

遺伝 学 的 な研 究 の進 展 に よ り,そ れ まで血清 型 が1～3に

分 類 され て い たM.aviesmはM.aviumsubsp.aviumと され,

牛 な ど の 反 笏 獣 に ヨー ネ病 を起 こすM.paratuberculosis

と分 類 学 的 な位 置 が 決 定 し て い な か っ た"woodpigeon

mycobacteria"(モ リバ ト菌)が,そ れ ぞ れM.aviumsubsp.

paratuberculosis(ヨ ー ネ菌)お よ びM.aviumsubsp.silvati-

cumと してM.aviumTdiに 分 類 され た3)｡他 に も ヒ トな ど

の 哺 乳 類 か ら分 離 され るM.aviumsubsp.hominissuisが 提

案 され て い る4}｡こ の よ う に 分 類 学 的 に 肥 大 化 したM.

α伽 海 の疫 学 的 な マ ー カ ー と して 血清 型 別 解 析 が 用 い ら

れ て きたが,コ ロ ニ …一がRough型 とな る菌 株 には 簡 易 な

方 法 を用 い る こ とが で きな い な どの 問題 もあ った｡こ の

た め,遺 伝 子 を用 い た 新 た な方 法 が 開発,検 討 され,ヨ

ー ネ 菌 が特 異 的 に 保 有 して い る挿 入 配 列IS900を プ ロー一

ブ と したIS900・ ・RFLP型 珊 解 析 法5)や,よ り広 範 囲 のM.

avium種 に利 用 可 能 な挿 入 配 列ISI245を プ ロー ブ と した
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IS1245-RFLP型 別解 析 法 が広 く用 い られ て い る｡し か し,

こ れ らのRFLP型 別 解 析 法 は結 核 菌 にお け るRFLP型 別

解 析 法 と同 様 手 技 が 煩 雑 で あ る こ とや,発 育 の 遅 い

M.aviumを 大 量 に培 養 す る 必 要 が あ る な どの 問題 が あ っ

た｡近 年.2成 分 制 御 系 の 遺 伝 子 発 現 の研 究 か ら,My-

cobacterialinterspersedrepetitiveunit(MIRU)と 呼 ば れ る

結 核 菌 に存 在 す る 縦i列 反 復 数 可 変 領 域(VartableNum-

bersofTandemRepeats,VNTR)が 発 見 さ れ,こ れ を比

較 す るVNTR型 別 解 析 法 が 報 告 さ れ た6)｡抗 酸 菌 に お け

るVNTRは,現 在 で は ゲ ノ ム 配 列 の デ ー タベ ー ス か ら

新 規 領 域 が 次 々 と発 見 され てい る｡ま た,結 核 菌 で 報 告

され た ゲ ノムデ ー タベ ー ス を コン ピュー ター プ ロ グラ ムで

検 索 す る こ とに よ り,ETR7)やQUB8)と 呼 ば れ るVNTR

が 報 告 さ れ,現 在 で は全 ゲ ノ ム配 列 のデ ー タベ ー ス か ら

任 意 の塩 基 対 数,任 意 の 相 同性 を も っ たVNTRが 検 索

可 能 とな っ て い る｡ま た,VNTRを 利 用 した型 別 解 析 は,

MLVA(Multi-LocusVariable-numbertandem-repeatAnaly-

sis)と も呼 ば れ て い る9)｡西,森 ら は ヨ ー ネ 菌 のVNTR型

別解 析 を行 うた め に,先 行 公 開 され てい た全 ゲ ノム 決 定

過程 のBLAST検 索 に よ って17カ 所 の 有 用 なVNTRを 検

出 し,こ の 手 法 の 有用 性 を獣 医学 領 域 にお い て 検 討段 階

で あ る が,2003年 に17種 類 の プ ラ イ マ ー・と検 討 中 の解

析 法 を先 行 公 開 した 勘｡ま た,こ の 手 法 の有 用 性 は現 在

獣 医 学 領域 で検 討 段 階 で あ り,臨 床 由来 のM.aviumに お

け るVNTR型 別 解 析 法 の 有 用 性 は 十 分 確 認 さ れ て い な

い｡臨 床 の場 で簡 便 に 詳細 な型 別 解 析 が で きれ ば,増 悪

を起 こす 菌株 を特 定 しこれ を タ ーゲ ッ トと した 治療 法 を

確 立 す る 一助 に な る と考 え本 研 究 を行 った｡

材料と方法

被 検 菌 株 はCOBASAMPLICOR(Roche)を 用 い て 同

定 した 臨床 由 来 のM.aviu〃zの24株 を用 い た｡

VNTR型 別 解 析 法:使 用 菌 株 はM｡aviu〃1陽 性 が 確 認 さ

れ たMGIT(日 本 ベ ク トン ・デ ィ ッキ ンソ ン)に 保 存 され

て い た 菌 陽 性 溶 液 をMycoBroth(極 東 製 薬 工 業)で 増 菌

培 養 し,吸 光 度(530nm)2.0に なる まで培 養 を行 っ た｡

培 養 菌llEIOO,alをINSTAGENEMATRIX(Bio-RadLabo-

ratories)を 用 い てDNAを 抽 出 し た｡PCRはReady-To-

GoPCRBeads(AmershafnBiosciences)を 用 い,温 度 条 件

お よ びサ イ ク ル数 は,西 森 らゆの 方 法 に従 っ た｡増 幅 が

得 ら れ な い 場 合 は,酵 素 をTaqGOLD(ApPliedBiosys-

tems)に 変 更 し,蒸 留 水355μ1,10xbuffersptl,dNTp

mix5μ1,TaqGOLDO.5Ptl,25μMの プ ラ イマ ー を各1μ1,

テ ン プ レー トDNA溶 液2μ1を 混 和 し,全 量50μ1と し

て 増 幅 を 試 み た｡そ の 際 の 温 度 条 件 は95℃10分 の プ レ

ヒー テ イ ング 後,98℃10秒,68℃30秒,72℃1分 の増

幅 サ イ ク ル を42回 実 行 した｡PCR産 物 はE-Ge1電 気 泳
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動 シ ステ ム(lnvitorogen)の2%ア ガ ロー ス の カセ ッ トに

ア プ ラ イ し,Tracklt50bpDNALadder(Invitorogen)の

サ イ ズ マ ー カ ー と と も に電 気 泳 動 した｡対 照 と して 各

VNTR領 域 の 反 復 回 数 が 判 明 して い る ヨ ー ネ 菌ATCC

I9698由 来 の 増 幅 産 物 を用 い た｡電 気 泳 動 後 の ゲ ル は

Gel-Doc(Bio-RadLaboratories)で 撮 影 し,解 析 ソ フ ト

Quantity-One(Bio-RadLaboratories)を 用 い て 対 象vNTR

領 域 の 塩 基 対 数 を推 定 した｡先 行 公 開 マ ニ ュ ア ル ゆに 記

載 の 換 算 表 に て 各VNTR領 域 の 反 復 回 数 を求 め,こ れ

を ア リル プ ロ フ ァイ ル と した｡得 られ た ア リル プ ロ フ ァ

イ ル を基 に,MicrosoftExcelマ ク ロ プ ロ グ ラ ム に よ り距

離 行 列 を 求 め,系 統 樹 を フ リ ー ソ フ ト ウ ェ ァP肌Ip

(http:〃evolution.gs.washington｡edu/)を 用 い てFitch-Margo-

liash法 にて推 定 し,TreeView(http:〃taxonomy・zoology.gla.

ac.uk/rod/ro(1.htm1)に よ り系 統樹 を描 画 した｡

RFLP型 別解 析 法:ジ ゴキ シゲ ニ ン標 識IS1245プ ロ ー・

ブ はvanSoolingenら に よ っ て 提 唱 さ れ て い る標 準 法11)

に従 っ てPCRDIGProbeSynthesisKit(Roche)を 用 い て

作 成 した｡標 準 法 で は,テ ンプ レー トと して基 準 株 ま た

はプ ラス ミ ドの使 用 が 推 奨 され て い るが,今 回 は 臨床 由

来 の 東 名 古 屋 病 院 保 存 株ToumeioO6株 のDNAを 用 い

た｡こ の 菌株 はPCR法 に よ り事 前 にIS1245の 強 い 増 幅

を確 認 し,さ らに増 幅 産 物 を電 気 泳 動 に よ り標 準 法 と ほ

ぼ 同 じ増 幅 産 物 の 塩 基 対 数 で あ る こ と を確 認 した｡

DNA抽 出 はISOPLANTII(NIPPONGENE)を 使 用 し,

TEBuffer(pH8.0)を 用 い てDNA濃 度 を40μ9/mlに 調 整

し,制 限 酵 素Pvull(タ カ ラバ イ オ)で 消 化 した各 試 料

を1%ア ガ ロ ー ス ゲ ル を用 い て 定 電 圧80V,3時 間 の 電

気 泳 動 後,O.25M塩 酸 でDNAを 加 水 分 解 処 理 後,変 性

液(15MNaCl含 有0.5MNaOH)に15分 間 浸 漬,洗 浄 後

HybondN+(invitrogen)に 転 写 した｡熱 変 性 させ た ジ ゴ

キ シゲ ニ ン標 識IS1245プ ロー ブ を加 えた ハ イ ブ リ ダ イゼ

ー シ ョ ン溶 液(AmershamBiosciencesK
.K)を 調 整 し,65

℃ で一 晩 ハ イ ブ リ ダ イゼ ー シ ョン を行 っ た｡プ ロー ブ と

結 合 したバ ン ドはDIGLuminescentDetectionKit(Roche)

を用 い て化 学 発 光 を利 用 し,X線 フ ィル ム に 現 像 す る こ

とで 検 出 した｡さ らに,IS1245の バ ン ドが 得 られ なか っ

た菌 株 は,IS1245プ ロー ブ作 成 時 に 用 い た プ ラ イマ ー で

PCRを 行 い,IS1245保 有 の 有 無 を確 認 した｡

現 像 した フ ィル ム を8bit-TIFF形 式 の デ ジ タ ル 画像 に

し,FingerPrintingll(Bio-RadLaboratories)で 解 析 した｡

異 なる ゲ ル 間 で バ ン ドを比 較 す るた め の マ ー カー に よ る

標 準 化 を 行 っ た 後,IS1245の バ ン ドを 自 動 検 出 した｡

自動 検 出 され な い もの や,コ ン ピュ ー ター が 誤 って 検 出

した もの は 目視 に よ りバ ン ドを確 認 し,修 正 した｡系 統

樹 作 成 に はDice係 数,ま た はDifferentBandsを 用 い,

UPGMA法 で行 った｡ま た,Toleranceは1.0%で 計算 した｡
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原 理 の 異 な る型 別 方 法 の 菌 株 鑑 別 能 力 を 比 較 す る た

め,HunterとGastoni2)の 指 数(HunterGastonDiscriminatory

Index,HGDI)を 用 い た｡

ポ リク ロー ナ ル感 染 の解 析:国 立 長寿 医療 セ ン ター 病

院 の 病 型bl[2のM.avium感 染 症 慢 性 排 菌 患 者 よ り,異

な る時 期 に塗 抹 陽性 喀 疾 を4回 採 取 した｡採 取 した喀 疾

は ア ル カ リ処 理 後 希 釈 して7Hl1C寒 天 培 地 に接 種 し,5

%CO2存 在 下 で37℃,2～4週 聞 培 養 した｡こ の と き1

プ レー ト上 の コ ロニ ーi数が100～200コ ロ ニt-…とな る よ

う に希 釈 し,生 じた コ ロ ニ ー か ら無 作 為 に10コ ロニ ー

を選 択 し,MycoBrothに 接 種 し保存 した｡こ の菌 陽性 溶

液500,alをMycoBrothに て 吸 光 度(530㎜)2.0に な る

まで 増 菌培 養 し,VNTR型 別 解 析 を行 っ た｡喀 疾 は1名

の 患 者 か ら4回,時 期 を ず ら して 採 疾 され た もの で,1

つ の喀 疾 か ら10コ ロ ニ ー を 分 離 し,合 計 で40コ ロニ ー

をVNTR型 別 解 析 した｡解 析 に用 い た 喀 疾 は,2004年

12月 の 入 院 前 の 喀疾,2005年3月 の 治 療 開 始 直 前 の 喀

疾,治 療 開 始 後4月,5月 の4回 で あ っ た｡こ の 患 者 の

治 療 履 歴 をTable1に 示 した｡

結 果

RFLP型 別 解 析 法:IS1245-RFLP型 別 解 析 で は0か ら

11バ ン ドが 見 られ,高 い 多 様 性 を示 した｡結 核 菌 に お

け るIS6110・・RFLP型 別 解 析 の 計 算 方 法 は,得 られ たバ ン

ドが類 似 と な る 割合 を計 算 す るDice係 数 が よ く用 い ら

れ てい る!3)14)｡こ の た め今 回の 調 査 で もDice係 数 に よる

計 算 を試 み た が,IS1245の バ ン ドを示 さ ない 菌株 が多 く

(24株 中9株),こ れ らの 株 で は類 似 度 を 計 算 で きず,

そ の類 似 度 は0%で あ っ た｡

これ に対 し,バ ン ドの 違 い の割 合 で系 統樹 を計 算 す る

方 法(Differentbands)で は,IS1245の バ ン ドが 得 られ な

か った 菌株 の類 似 度 は100%で あ っ た｡

単 一 バ ン ドのみ 示 した2株(ToumeiOO9,012株)は ど

ち ら の 計 算 方 法 で も100%類 似 と な っ た｡こ の2株 を

ClusterRlと し,IS1245を 保 有 し て い な か っ た9株 を

ClusterR2と し た｡IS1245.RFLP型 別 解 析 法 の 系 統 樹 を

Fig.Aに 示 した｡

VNTR型 別 解 析 法1臨 床 由 来 株 で は,西 森 らlo)が報 告

したM.aviumのVNTR領 域(MATR領 域)の うちMATR-1

～MATR ・-9,MATR-11～MATR-16の 増 幅 が 得 られ,こ

の15領 域 に つ い て 検 討 した｡MATR-OとMATR-10は 増

幅が 得 られ な か っ たた め,今 回 の検 討 か らは省 い た｡

VNTR型 別 解 析 法 で はFig.Bに 示 す 系 統樹 と な っ た｡

ま た,系 統 樹 計 算 の も と と な った ア リル プ ロ フ ァイ ル を

Table2に 示 した｡ToumeiO23株 とToumeiOO5株 の ア リ

ル プ ロ フ ァ イ ルが 一 致 し,こ れ をClusterV1と した｡長

寿 医療 セ ン タ ー 病 院 保 存 株 のChouju4-6株 と東 名 古 屋
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TablelPatients'dataofpolyclonalinfectionana畳ysis

Date Sp膿tum Antibiotics

2004/12

2005/3/14

2005/3/17

2005/4/6

2005/4/21

2005/5/11

2005/5/27

FirstcolIection

Secondcollection

Thirdcollection

Fourthcol正ection

SM

SM,RFP,CAM

SM,RFP,CAM,EB

病 院 保 存 株 のToumeio24株 の ア リ ル プ ロ フ ァ イ ル が 一

致 し,こ れ をClusterV2と した｡

ISI245-RFLP型 別 解 析 で 単 一 バ ン ドを示 し,Clusterを

形 成 したClusterRl(ToumeiOO9,012株)は,VNTR型

別解 析 で は3つ のMATR領 域 で 異 な る 反 復 回数 を 示 し

た｡こ の2つ の 菌株 はISI245-RFLP型 別解 析 で は 区別 で

きず,VNTR型 別解析 法 に よ り区劉 で きた｡一 方,VNTR

型 別 解 析 で ア リ ル プ ロ フ ァ イ ル の 一 致 したClusterV2

(Chouju4-6,ToumeiO24)はISI245-RFLP型 別 解 析 法 で

区 別 され た｡ISI245-RFLP型 別解 析 法 で バ ン ドが 得 られ

な か っ た 菌 株 は,そ れ ぞ れVNTR型 別 解 析 法 に よ り区

別 さ れ た｡こ の よ う に,VNTR型 別 解 析 法 とIS1245-

RFLP型 別 解 析 法 で は 異 な る結 果 を示 した｡

また,そ れ ぞれ の型 別 解析 法 の 菌株 鑑 別 能(HGDI)は

IS1245-RFLP型 別 解 析法がO.866で あっ たの に対 し,VNTR

型 別 解 析 法 がO.975で あ り,菌 株 鑑 別 能 はVNTR型 別 解

析 法 が優 れ て い た(Table3)｡

ポ リ ク ロ ー ナ ル感 染 の 解 析:Table4に 示 し た よ う に

ポ リ ク ロ ー ナ ル な感 染 が 示 唆 さ れ た｡2004年12月(入

院前)の 喀疫 か ら分 離 され た コロ ニ ー はMATR-2,3,9,

13の 反 復 回 数 が そ れ ぞ れ 異 な る3つ のパ ター ンに 分 か

れ た｡こ こ で はMATR-2,3,9,13の 反 復 回 数 が そ れ

ぞ れ0,5,2,2の も の を パ ター ン α,0,5,3,2の も

の をパ ター ン β と し,1,1,2,0の もの を パ ター ン δ

と した｡2005年3月(治 療 開 始 直 前)の 略 疾 か ら分 離 さ

れ た コ ロ ニ ー も2004年12月 と 同 じパ タ ー ン(パ ター ン

α,β,δ)が 得 られ た｡し か し,MATR-9が 増 幅 で き

な い もの も あ り(NP),パ タ ー ン α また は βが 考 え られ

るが,第4の パ ター ン も考 え られ,こ こで は パ ター ン γ

と した(Tab1e4)｡

4月 の喀 疾 か ら分 離 され た コ ロニ ー か らは1パ ター ン

の みが 得 られ た(パ ター ン δ)｡5月 の喀 疾 か ら分 離 され

た コ ロニ ー は4月 に単独 で 得 られ た1パ ター ン(パ ター

ン δ)に 加 え,3月 に 得 られ た パ ター ン(パ タ ー ン α,

γ)が 再 び現 れ た｡さ らに採 疾 の 時 期 に よ って,ポ リ ク

ロー ナ ルパ タ ー ンの割 合 が 大 き く異 な っ た｡
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Fig.DendrogramcomparisonofIS1245-RFLPtyping(A)andVNTRtyping(B)

*IS1245 -RFLPCIusterR1 .**IS1245-RFLPCIusterR2｡§Basisofonerepeatdeference .

考 察

今回調査 した臨床由来株ではIS1245を 有 していない

ものが多 く,臨 床由来株の鑑別には,IS1245-RFLP型 別

解析法 よりもVNTR型 別解析法のほうが よく鑑別で き

ると考えられた｡ま た,RFLP型 別解析はその方法に熟

練を要し,十 分なDNA量 を得 るための抗酸菌の培養,

制限酵素によるDNAの 消化,プ ロッテイングやハイブ

リダイゼーションのために約1週 間ほどの時間が必要で

あった｡こ のため,病 院の検査科など,日 常業務 を多 く

抱えた施設では導入が非常に困難であると思われる｡し

かしながら,VNTR型 別解析法では鑑別できず,IS1245一
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Tab畳e2AlIeleprofileof24isolatesofルf,aviam
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Toumeio18
Toumeio19
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Table3Comparisonofdiscriminatorypower

Meth｡d NumberofIsolatesNumberofClustersHGDI*

IS1245.-RFLP

VNTR

IS1245-RFLP十VNTR

4

4

4

角∠

ハ∠

(∠

へ∠

2

1

0,866

0.975

0.989

*HunterGastonDiscriminato】ryIndex

RFLP型 別解析法により鑑別で きた菌株 もあ り(Chouju

4-6,Toumeio24),今 回の研究では2つ の型別解析法を

組み合わせることで,さ らに高い鑑別能力を得ることが

できることも分かった｡一一方VNTR型 別解析法は非常

に簡便であ り,必 要なDNA量 も微量であ り,そ の解析

にも約1日 ほどの時問があれば十分である｡

全例でMATR-0の プラ イマ ーでの産物 が得 られな

かったが,こ のVNTRは ヨーネ菌特異的なIS900の 配列

を含んでいることか ら(第79回 日本結核病学会1コ頭発

表),臨 床由来株 にIS900あ るいは類似配列 をもった

砿 α蜘 加が含 まれ ていなかった ことが示唆 され た｡

MATR-10は 約20bpの 差をもつ2つ のPCR産 物 を増幅

し,血 清型参照株において も産物が得られないことがあ

り(第79回 日本結核病学会口頭発表),MATR-lOを 臨床

由来株の解析に用いるにはプライマーを検討する必要が

ある｡さ らにINSTAGENEMATRIXに よ り抽出された

テンプレー トDNAは500bpを 超えるPCRの タ・…一ゲ ット

におい て増幅効率が 落ちる ことが報告 されお り15),

MATR-9に お い て4以 上 繰 り返 す 縦 列 反復 配列 を保 有 す

る株 は予 想 され る産 物 が500bp以 上 で あ る こ とか ら,同

一 患 者 由 来 株 の 解 析 に お け るNPの 原 因 の1つ で あ る こ

とが 推 測 さ れ る｡最 近,新 規 のVNTR領 域 が 発 見 さ れ

て お り16>,新 た なVNTR領 域 を応 用 で きれ ばVNTR型 別

解 析 法 の菌 株 鑑 別 能 力 は さ らに 上 が る もの と思 わ れ る｡

今 回調 査 した株 の うち,ToumeiOO5,018,023株 は どち

らの型 別 解 析 法 で も区 別 で きな い こ とか ら,そ の 同 一性

が 高 く,非 常 に関 連 性 の 高 い 菌株 で あ る と考 え られ た｡

何 らか の コ ン タ ミネー シ ョン も考 え られ たが,喀 疾 の 処

理 され た 日付 はToumeiOO5の 喀 疾 が2004/7/15,Toumei

O18の 喀 痩 が2005/1/19,ToumeiO23の 喀 疾 が2004/9/17

で あ っ た｡採 疲 され た 患 者 の 住 所 を 確 認 し た と こ ろ,

ToumeiOO5お よびToumeiO23に 感 染 して い た 患 者 の 住

所 が非 常 に近 い こ とが わ か った｡以 上 の こ とか ら,こ の

患 者 は 日常 生 活 で 共 通 の 感 染 源 に 暴露 され て い た可 能性

が あ る と思 わ れ る｡

VNTR型 珊 解 析 法 を用 い て 今 後 多 くの 菌 株 を臨 床 的 な
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Table4 Alleleprofileofpolyclonalinfectionanalysis
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情報 とともに検討 していくことで,増 悪を起こす菌株の

特定 とその解析が可能になると思われる｡

ポリクローナル感染の解析:M.aviumの ポリクローナ

ル感染はRFLP型 別解析法による解析で病型との関連性

が報告された ものもあ り,病 型としては中葉舌区型に多

いことが示唆 されている17)｡また,ポ リクローナル感染

は,気 管支拡張症で多 く,空 洞病変では少ないという報

告 もある18)｡しかし,検 討されているコロニー数は3～

4コ ロニーと少ないものであった｡VNTR型 別解析法は

RFLP型 別解析法に比べ て非常に簡便かつ,迅 速に研究

結果が得 られ,比 較的多くのコロニーを検討できた｡ま

た,今 回の症例は,肺 結核後遺症 として空洞病変を有す

る症例であったが,今 後,症 例数を増やしていくことで,

感染様式と病型の関連性がさらに明らかになると思われ

る｡感 染源については,臨 床由来株 ということもあり,

患者体内で変異がおこり,結 果的にポリクローナル感染

となった可能性 もある｡し か し,結 核菌群 においては

VNTR領 域はきわめて安定な領域が多 く,BCG株 の比較

で は30年 間で1領 域 のみ変化 したこ とが知 られてい

る19)｡このため,パ ターンα,β,γ は1領 域のみの差

であるため,患 者に感染 している間に変化 した可能性 も

あるが,パ ターンδは3～4領 域が異なってお り,感 染

後に患者体内で変化 したのではなく,感 染前から異なる

系統に属 していたものが感染 したと考えられる｡ど のパ

ターンをもつM.aviu〃1が 先に感染したのか,あ るいは同

時に感染したのかは不明である｡

今回の症例では感染 している株の割合が,治 療経過に

よって大きく変化 したことから,ポ リクローナル感染を
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研究する場合は,使 用 された薬剤,治 療開始からの期間

を十分考慮して研究しなければならないと思われる｡

今後,菌 株鑑別能力の優れているVNTR型 別解析 と

様々な臨床データを合わせることで,M.avium感 染症に

対する治療法確立に貢献できることが期待される｡
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USEFULNESS OF VARIABLE NUMBERS  OF TANDEM REPEATS  TYPING 

      IN CLINICAL STRAINS OF MYCOBACTERIUM AVIUM

 1,2 Makoto MORIYAMA, 2Kenji OGAWA, 3Kei NISHIMORI,  1Keiichi UCHIYA, 
 2Tetsuya ITO,  4Tetsuya YAGI,  4Ikkou NAKASHIMA,  2Taku NAKAGAWA 

 2Osamu TARUMI, and  1Toshiaki NIKAI

Abstract [Objectives] We evaluated the usefulness of 

Variable Numbers of Tandem Repeats (VNTR) analysis, 

which was recently reported as a new typing method of 

Mycobacterium avium strains of animal origin, for strain 

differentiation of clinical isolates of  M. avium in comparison 

with the standard  IS1245-RFLP typing method. In addition, 

forty M. avium isolates recovered from sputum samples of 

same patient in different times were analyzed with VNTR 

typing method. 

 [Subjects and Methods] The subjects were twenty-four 
clinical isolates of M. avium stocked at Higashi Nagoya 

National Hospital and discriminatory power was evaluated 

with Hunter Gaston Discriminatory Index (HGDI). Further-

more, forty M. avium isolates recovered from sputum samples 

of one patient obtained at four different times were analyzed 

by using this VNTR typing method. 

 [Results] VNTR typing showed better discriminatory power 
for twenty-four clinical isolates than  1S1245-RFLP method 

 (HGDI  : 0.975 vs 0.866). In the second study, polyclonal 
infection of four genotype strains with different allele profiles

were detected. The ratio of mixture of the four different geno-

type strains varied during clinical course. 

 [Conclusion] We considered that VNTR typing method was 
very useful for discriminatory examination of M. avium. 

Key words : VNTR typing, Mycobacterium avium,  151245, 

RFLP typing, polyclonal infection 
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