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Mycobacteriumaviumタ イ ピ ン グ に お け るVariableNumbers

ofTandemRepeats(VNTR)法 とRestrictionFragmentLength

Polymorphism(RFLP)法 の 有 用 性 の 比 較
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要 旨:〔目 的 〕M.aviumタ イ ピ ング に お け るVNTRとRFLPの 有 用 性 を比 較 す る。 〔対 象 お よ び方 法 〕

喀痰 ・気 管 支 洗 浄 液 分 離 の36例(55株)とHIV・ 血 液 か ら分 離 され た12例(29株)を 用 い,西 森 らの

M.avium用VNTRとISl245を 用 いたRFLPを 行 っ た。 〔結 果 〕16例 か ら複 数 回 採 取 され た検 体 は12例

がVNTRとRFLPが 一 致 した 。1例(8株)に 多 クロ ー ン感 染(2株)とM.intracellulareの 複 合 感 染(1

株)が 認 め られ,VNTRは2種 類 で あ っ た が,RFLPは5種 類 確 認 さ れ た。 そ してHIV感 染 者 血 液 の

1例(6株)のVNTRは6株 と も同 じパ ター ンで あ っ た が,RFLPは3パ ター ン得 られ た。 用 い た84

株 の う ち多 ク ロー ン感 染 が6株 あ り,そ れ らは喀痰 ・気 管 支 洗 争液 か ら5株(13.9%),HIV感 染 者 血

液 か ら1株(8.3%)で あ っ た。 そ してM.aviumと 共 に 他 の 菌 種 の 複 合 感 染 が3例(6.3%)あ っ た 。

VNTRに お い て,接 触 歴 の ない 株 でVNTRが 一 致 した 例 が,全48例89株 中 で4組9例(18.8%)あ っ

た が,こ れ ら の株 はRFLPで 区 別 可 能 で あ っ た。 〔結 論 〕今 回 の84株 のM.avium1分 析 例 で はRFLPの

分 析 能 はVNTRよ り高 か っ たが,同 一例 か ら採 取 した検 体 か らVNTRは 同 じで あ っ た がRFLPパ ター

ンが 異 な る もの が あ り,1症 例 か ら複 数 回の 検 体採 取 を行 う必 要 性 が 示唆 され た。

キー ワ ーズ:Mycobacteriumavium,VariableNumbersofTandemRepeats(VNTR法),RestrictionFragment

LengthPolymorphism(RFLP法),多 ク ロー ン感 染

は じ め に

Mycobacteriu〃zaviumは1901年 にChesterに よ っ て トリ

に病 原 性 の あ る 抗 酸 菌 と して 報 告 され1},近 年,HIV感

染者 に播 種 性 感 染 を引 き起 こす こ とで注 日され て い る。

日本 に お け るMycobacteriumaviumintracellularecomplex

(通称MAC:マ ッ ク)は 疫 学 に 地 域 的 分 布 差2)が あ り,

近 畿 以 東 の 北 海 道 ・東 北 ・関 東 ・東 海 お よ び近 畿 で は 砿

avium,以 西 で あ る 中 国 ・四 国 ・九州 で はM.intracellulare

が比 較 的 多 い 。 そ して この 菌種 は非 病 原 性 菌 と して 自然

界 に も多 く存 在 し,斉 藤 ら3)は24時 間風 呂 にお い てM.

aviumが 浴 水 で は 少 なか っ た もの の,フ ィル ター や 濾 材

か ら高 率 に検 出 され た と報 告 して い る。 さ らに トリや ヒ

1結核予 防会結核研 究所抗酸菌 レファレンスセ ンター2結 核予

防会複十字病 院呼吸器科,3同 検査課,4東 京大学 医学 部附属病

院感染制御 部微生物検査,5東 京都 立大塚病 院検査科

トだ け で な く,他 の 動 物 に お け るM.avium症 報 告 は 多

く,佐 藤 らの 報 告4》で もブ タに病 原性 が 認 め られ て い る。

こ のM.aviumの タ イ ピ ン グ は 血 清 型 別 が 用 い ら れ て

きた が,特 殊 な機 材 と技 術 的 熟 練 性 を要 す る ため,現 在

で は 挿入 配列(lnsertionSequence:IS)型 別 に よ る タイ ピ

ン グが 広 く行 わ れ て い る。 こ の 方 法 はIS900,ISI331な

ど5)を 用 い て 制 限 酵 素 断 片 長 多 型RestrictionFragment

LengthPolymorPhism(RFLP)法 の 研 究 が 行 わ れ て き た

が,現 在 は1414bpの 長 さ を も つIS1245が 発 見 さ れ6),

これ が 広 くRFLPに 用 い られ る よ う に な っ た。 そ して 近

年,結 核菌 の タイ ピ ング に使 われ て い るVariableNumbers

ofTandemRepeats(VNTR)法7}がM.aviumに お い て も応

用 され つ つ あ り,今 回 わ れ わ れ はM.aviumeイ ピ ング に
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お け るVNTRとRFLPの イ∫用性 を比 較 した。

材料と方法

(D材 料

被 検 株 と して1三 な 抗 酸 菌21菌 種(M,tubere"it,sisH3.7Rv,

M.kansasii:ATCC12478,M、',κ 」r加材'η:ATCC927,ルf.

scroflac'ettm:ATCC19981,M,s:iilgtii:ATCC35799,ルt.

gordonae:ATCCl4470,M.tiV,iUl71subsp、avittmlATCC

25291,M.aviunlsubsp.1)artittibc,rc'ultjsi,s':ATCCl9698,

ルf,aviumsubsp.'`suis";ATCCl9978,ルf,aviutllsubsp.

sitvClti('U'11:ATCC49884,M.intrtlce〃ularv:ATCC13950,

ル1.gastri:ATCCl5754,M.iit)ii('hrt)i'itt)genic'uiti?:ATCC

19530,M.terrue:ATCC15755,M, ,tl,rtuitum:ATCC6841,

〃.fbrtuitum:ATCC49403,M、('helonaesubSp.('helenae:

ATCC35752,〃 。absc'essus:ATCC19977,〃.tnu('os,enicum;

ATCC49650,Mlentptavum:ATCC51985,ルf.mageritense:

ATCC700351)と 抗 酸 菌 に 近 縁 のRhodo('occusequi:ATCC

6939,Nocardiaasteroids:ATCC19247を 加 え た 計23菌 種

と16SrRNAシ ー ク エ ン ス9,に よ っ てM.aviumと 同 定 し

たAか らDの 医 療 施 設 ・48例 か ら の 分 離84株 を 用 い た 。

こ の 内 訳 は16例 か ら 複 数 回 臨 床 材 料 を 採 取 し て 得 ら れ

た52株1人1回 の 検 体 採 取 が32例32株 で あ っ た 。 対

象 と な っ た 症 例 は 病 院 の 入 院 患 者(肺 癌,HIVな ど),

あ る い は 外 来 患 者(呼 吸 器 疾 患,リ ウ マ チ な ど)で,〃.

avium症 の 有 無 は 確 認 し て い な い 。

(2)DNAの 抽 出

2週 間 培 養 し たMiddlebrook7H9液 体 培 地 発 育 菌25mi

を4,200rpm15分 間 遠 心 沈 殿 し,沈 渣 をISOPLANT(ニ

ッ ポ ン ・ジ ー・・・…ン)の マ ニ ュ ア ル に 従 っ て 抽 出 を 行 い.TE

(pH8.0)200μ ～に 浮 遊 させDNA抽 出 液 と し た ・

(3)VNTR

PCRの 温 度 条 件 と サ イ ク ル 数 は 西 森 ら の 方 法9}に 従 っ

て17種 類 の プ ラ イ マ ー セ ッ ト(MATR)を 使 用 し た 。

PCR産 物 を1×Tτis-borate(TBE),2,5%ア ガ ロ ー ス ゲ ル

に て サ イ ズ マ ー カ ー(100bpDNALadderMarker)と 共

に 電 気 泳 動 し た 。 泳 動 後 サ イ ズ マ ー カ ー よ り増 幅 産 物 の

バ ン ドの サ イ ズ を 簡 易 的 に 計 測 し て,西 森 ら の 換 算 表 に

従 っ て 反 復 配 列 の コ ピ ー 数 を 求 め,ア リ ル プ ロ フ ァ イ ル

を作 成 し た 。

こ の と き,各MATRで 複 数 の バ ン ドが み ら れ た と き,

M.aviumが 複 数 混 在(以 下,多 ク ロ ・・一一一一・ン感 染),ま た 他 の

菌 種 の 混 入 を 疑 い,7H9液 体 培 地 発 育 菌 を106ま で 希 釈

し,そ の0.1mlを7HIO寒 天 培 地 に 接 種 ・培 養 し,シ ン

グ ル コ ロ ニ ー を 得 て か ら再 分 析 した 。

(4)RFLP5)lo}11)

RFLPはSoolingens}ら の 方 法 に 従 っ て 実 施 し た 。DNA

抽 出 液 を エ タ ノ ー ル 沈 殿 後,制 限 酵 素Pvullに よ っ て
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DNAを 切 断 した 。 電 気 泳 動 は0.8%ア ガ ロー ス を用 い,

22mA・30Vで16時 間 行 っ た"そ して ア ル カ リ変 性 させ,

DNAを1本 鎖 に し,ト ラ ンス メ ンブ ラ ン フ ィル タ ・""t:

6時 間 転 写 後UV醐 定を 行 っ た 。 さ らに ビオ チ ン標 識 プ

es-・ブ1)NA;IS12455蘭 を加 え たハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ9

ン液 にて ハ イ プ リダ イゼ ー シ ョ ンを行 っ た。 次 に ペ ル オ

キ シ ダー ゼ 櫨 織 ス トレ プ トア ビ ジ ン(飛 ㏄加 社)を 反 癒

させ,ア ル カ リ ドでECL((jEヘ ル ス ケ ア バ イ オ サ イ エ

ン ス1に て 化 学 発 光 後 にX線 フ ィル ム に 感 光 させ て現 像

した 。

結 果

(1)1三 な 抗 酸 菌21薦 種 と 近 縁2薦 種 に よ るVNTRと

RFLPび)糸 ～1果

1三な抗 酸 菌21繭 種 と近 縁2菌 種 のVNTRの 紹 果 は23

菌種 す べ て に1か ら16のMAT獄 にお い て 複 数 カ所 に バ

ン ドの 形 成 が み られ た 。Fig,1は 断 森 らのM.avium用 の

プ ラ イマ ー-MATRを 用 い てPCRし 電 気 泳動 したM.avium

subsp。avium:ATCC2529韮(A)とM.tubercUtosisH37Rv

(B)で あ る。4種 類 のM.avi〃m(M.aviumsubsp.avium,

コ の　サ
Maviumsubsp.paratecberculos'is,M.avi"msubsp.SUIs,

M.avi〃msubsp,sitvaticum>は1か ら16のMArHltす べ て に

バ ン ドの 形 成 が み られ た 、 一 方,他 の 菌種 は バ ン ドの な

いMATRが 複 数 あ っ た。MATR-OIFig.1右 端)に おい て

バ ン ドが み られ たの はM .paratubereuiosisの み で あ っ た。

RFLPで は,4種 類 のM.aviκm以 外 か ら バ ン ドの 形 成

はみ られ なか っ た。

(2)16例 か ら複 数 働 採 取 した 臨 床 材 料 分 離 の 〃.avium

に よ る検 討

16例 か ら複 数 圃採 取 した 臨 床 材 料 か ら分 離 さ れ たM.

ov'〃〃352株 につ い てVNTRとRFLPを 行 っ た(Tablel)。

症 例 番 号1か ら11,16は 検 体 の 種 類 が 喀 痩 あ る い は 気

管 支 洗 浄 液,12か ら15はHIV感 染 者 の 磁 液 で あ る。

(a>症 例番 号L2,3,4,5,6,8,11,13,14,15

で はVNTRとRFLPが そ れ ぞ れ の 症 例 内 で 同 じパ ター ン

と な り,症 例 番 号9のKK41.377とKK41。378はVNTR

が 同 じで あ っ たが,RFLPは1本 バ ン ド違 い で あ っ た 。

(b)症 例 番 号7で は2003年3月 か ら2004年1月 まで

の 間 に8回 検 体 が 採 取 され,6回 は喀 痩 ,2回 が 気 管 支

洗 浄 液 で あ っ た。 検 体 番 号KK41-366はVNTRに て3カ

所(MATR3・4・12>に ダブ ルバ ン ドが み られ,コ ロ ニ ー

を シ ン グ ル 化 した 後,そ れ ぞ れ の コ ロ ニ ー を16SrRNA

法 に よっ て 同定 した 結 果,M.aviumとM .intracellulareの

複合 感染 で あ っ た。 こ の シ ン グ ル コ ロニ ー か ら得 られ た

M・aviumを 液体 培 地 で増 菌培 養 し,再 度,VNTRを 行 い,

そ し てRFLPを 行 っ た 。KK41-368(気 管 支 洗 浄 液)は

VNTRのMATR番 号3と4に2本 バ ン ドが み ら れ
,寒
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Fig.1(A)VNTRanalysispattemofM。 αvf卿subsp.αv伽 〃t(ATCC25291).(B)VNTRpaItemof

ルf.'ubereu'osis(H37Rv),

Theprimersetsreportedpreviously9)wereused.M:100bpladdermarker;ltol6weresequentiallyin

numberoflocusinNishimori'sprimersets.Owasusedforル4.aviumsubsp.paratuberc〃o∫ ゴ∫ditection.

TablelComparisonofVNTRandIS1245RFLPanalysesinthecasesthatspecimens

werecollectedfromidenticalpatientsseveraltime.(16cases,52strains)

No.of

case
strains

No.of

strains
ResultsofVNTR ResultsofRFLP

-

∩∠

3

4

5

10

7

8

9

0

1

2

3

4

5

6

1

1

1

1

1

1

1

KK41-300,300-l

KK41-347,348

KK41-352,353,354,396

KK41-355,356

KK41-357,358,359

KK41-360,361

KK41-366～373

KK41-375,376

KK41-377,378

KK41-379,380

KK41-392,393,394

KK41-398～403

KK41-404～406

KK41-411～413

KK41-415～420

KK41-438,440

【∠

2

4
.
(∠

3

2

8

2

2

2

3

6

3

3

6

2

Same

Same

Same

Same

Same

Same

Polycloneandsuperinfection

oftheotherル 乏ソcobacteria

Same

Same

Same

Same

Same

Same

Same

Same

Superinfectionoftheother

ルfycobacteria

Same

Same

Same

Same

Same

Same

Difference

Same

Onebanddifference

Difference

Same

Difference

Same

Same

Same

Same

天 培 地 で シ ン グ ル コ ロ ニ ー を作 り,再 度VNTRに て 確

認 した と ころ,2種 類 のM.aviumが 混在 した 多 ク ロー ン

感 染 で あ っ た。KK41-371は 分 譲 さ れ た 元 株(小 川 培 地

発 育 菌)に て 行 っ たVNTRで 多 ク ロー ン感 染 が 確 認 され

た が 液 体培 養 で 発 育 せ ず,死 菌 と考 え られ た。 この た め

分 析 に必 要 なDNA量 が 得 ら れ ず,RFLPは 実 施 で きな

か っ た 。 こ の8検 体 の 結 果 はVNTRに お い て 多 ク ロ ー

ン感 染 で あ っ た た めKK41-368は2つ(コ ロ ニ ー 番 号1

と5)と な っ たが,KK41-371は 増 菌 で きな か っ た た め 最

終 的 に8株 を検 査 し,VNTRはAとBの2種 類 の パ ター

ンで あ っ た が,RFLPは ① か ら⑤ の5種 類 あ っ た(Table

2)。

(c)症 例 番 号10の2株 はVMRが 同 じであ った がRFLP

は異 なっ た 。

(d)症 例 番 号12は1人 のHIV感 染 者 か ら採 取 さ れ た

血 液 で1998年10月 か ら1999年3月 ま で の 間6回 採 取
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Tabte2Typingpatternofisolatesfromcase7

Numberofstrain VNTR RFLP

KK41-366

KK41-367

KK4レ368(1)

KK41-368(5)

KK41-369

KK41-370

KK41-371

KK41-372

KK41-373

M,aviumpatternAandM・intrace"ulare

patternA

patternA

patternB

patternA

patternA

Polyclone

patternA

patternA

pa鵬m①

pa鵬m②

pa伽m③

pa伽m④

pattrem⑤

pa鵬m⑤

Non

pattern(1ク

pa伽m①

且 2 3

、 ～ 1(1 細

凶
●■㊤

轟
"

樋

①

Fig.2RFLPpatternofM.aviumisolatedfromb且oodspecimensofHIVpatient.

M.LambdaHindllldigestedDNAmarker;1:KK41-398(1stsample),2:KK41-399

(4monthslaters),3:KK41-400,4:KK41-401,5:KK41-402,6:KK41-403

し,VNTRは6株 と も同 じで あ っ た が,RFLPパ タ ー ン

はKK41-398(採 取 時 期1998年10月26日 株)と

KK41-399(1999年2月19日 株)は そ れ ぞ れ 別 パ ター ン

で あ っ た。 さ らに これ ら2株 は 同 一 パ タ ー ンで あ った

KK41-400(1999年2月20日 株),KK41-401(1999年3

月1日 株),KK41402(1999年3月10日 株),KK41.403

(1999年3月17日 株)と 異 なっ た。 従 っ て症 例12の6株

か らVNTRは1種 類 で あ っ た が,RFLPパ タ ー ンは3種

類 得 られ た(Fig.2)。

KK41-398,KK41-399とKK41-400の 比 較 をFig.2に 示

す 。KK41-398とKK41-399を 比 較 す る とKK41-398の ①

と② がKK41-399で は 消 失 し,③ と④ が 出現 した 。 この

KK41.3ggとKK41-400を 比較 した結 果,④ が消 失 し,①

が 出 現 した 。

(e)症 例 番 号16の2検 体 の う ちKK41-438(2006年1月

採 取)は 複 数 のMATRに 複 数 の バ ン ドが み ら れ た た め

寒 天 培 地 で シ ン グ ル化 し,そ の 中 の10個 の シ ン グ ル コ

ロニ ー を と り,そ れ ぞ れ16SrRNAシ ー クエ ン ス に て 同

定 した。 そ の 結 果,1個 をM.aviumと 同定 し,9個 がM.

intracellulareで あ っ た。 これ に よ っ て 得 たM.avium(新

た なKK41-438)を2004年 に 同 じ 症 例 か ら 分 離 し た

KK41-440と 比 較 し た。 こ のKK41-440のVNTRは そ れ

ぞ れ のMATRに お い て シ ン グ ル バ ン ドで,複 合 感 染 は

な く,両 者 を 比 較 した 結 果,VNTRとRFLPの 結 果 は 同

じで あ っ た。

(3)他 の 菌 種 との 複 合 感 染 とM.aviumの 多 ク ロ ー ン感

染

(a)M.aviumと 他 菌種 の複 合 感 染

48例84株 の う ち1株(HIV感 染 者 ・血 液)か らVNTR

に よ っ てM.tuberc"losisがM.aviumと 共 に 検 出 さ れ た。

Fig.3(A)は 分 離 株 のVNTRの 結 果 で あ り,複 数 の

MATRに 複 数 の バ ン ドが み られ た 。 この と きの ア ンプ リ

コア マ イ コバ クテ リ ウム(Roche社)12)の 結 果 はM .tuber-

culosiscomplex,M.avium共 に 陽 性 で あ っ た。 こ の た め

〃.aviumと 〃.tuberuculosisの 混 在 を 考 え,寒 天 培 地 にて

単 一 菌 種 の コ ロ ニ ー 化 を 試 み た が,M.tuberculosisと
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Fig.3VNTRpattemofKK41-408(acombinedcaseofル1.tuberculosisandル1.aレium)

Thiswasadoubleinfectioncase(A).〃.aviumandM.tuberculosisweredetectedbytheAmplicorekit.

So,bacilliwerecultivatedwithINHfor2weeksat37℃.InanalysisofAmplicorekit,MTBbecame

negativeand〃.aviumwaspositive.VNTRanalysiswasperfomedagain(B).

M.aviumの そ れ ぞ れ独 立 した コ ロニ ー を得 る こ とが で き

な か った 。 こ の た め これ をMGIT(ベ ク ト ンデ ィ ッキ ン

ソ ン社)・0.1μg/mlINH含 有 液 体 培 地 に て2週 間 培 養

し,培 養 後 に再 度 ア ン プ リ コ アマ イ コバ ク テ リ ウム を行

い,M.tuberculosiscomplex陰 性,M.avium陽 性 を確 認 し,

VNTRを 実 施 しM.aviumの 結 果 と した 〔Fig.3(B):写 真

は左 か ら1～16のMATRを 使 用 した 結 果 で あ る〕。他 に

2株(喀 疲 由 来)がM.aviumとM.intracellulareの 複 合 感

染 で,こ のM.tuberculosisと 合 わ せ て 他 の 抗 酸 菌 が

ルf.aviumと 共 に 検 出 され た の は48例84株 中3株(6.3%)

で あ った 。

(b)多 ク ロ ー ン感染 の株

48例84株 か ら ルt.aviumの 多 ク ロ ー ン感 染 で あ っ た6

株 がVNTRに よっ て検 出 され た。 こ の 内訳 は 喀 疲 と気

管 支 鏡 洗 浄 液 の36例(55株)の 中 に5株(13.9%),HIV

感 染 者 血 液12例(29株)の 中 に1株(8.3%)の み で あ っ

た。

(4)VNTRの 結 果 をRFLPと 比 較

84株 に 加 え て 多 ク ロ ー ン感 染 の た め シ ン グ ル化 し,

新 た に6株 が 追 加 と な っ た が,KK41-371が 対 象 か ら削

除 され,計89株 の 比 較 を行 った 。

(a)48例(89株)のVNTRの 結 果 をRFLPと 比 較 した 。

VNTRが 同 じパ ター ン を示 し,RFLPが 異 な っ た4組(g

例)をTable3に 示 した 。 グ ルー プ1,2は 異 な っ た 施 設

の例 で,3と4は 同 じ施 設 で あ っ た。 同 じ施 設 内 の例 は

診 療 期 間 に違 いが あ る な ど,こ れ ら4組 に はそ れ ぞ れ接

Tab且e3Thegroupsofthestrainswithidentical

VNTRprofileanddifferentRFLPpattern

NumberofGroup Strains Hospita1

Group1

Group2

Group3

Group4

KK41-254

KK41-345

KK41-354

KK41-346

KK41-430

KK41-255

KK41-271

KK41-431

KK41-434

A

B

C

B

D

A

A

D

D

点 が 認 め られ な か っ た。

(b)こ の 他 に 施 設A(KK41-272-2)と 施 設C(KK41.375)

はVNTRの パ タ ー ンが 同 じで,RFLPの 結 果 は バ ン ドの

位 置 が 一 致 して い た もの のKK41-272-2が5本 バ ン ド,

KK41-375は4本 バ ン ドで バ ン ドが1本 異 な る パ タ ー ン

で あ った 。

(5)RFLPの バ ン ド数 につ い て

RFLPを 行 っ た89株 の う ち17株(19.1%)は バ ン ド数

が3本 以 下 で あ っ た 。

考 察

結核菌のRFLPは 結核感染の疫学調査や集団感染,あ

るいは小さなグループ(同 じ事業所内 ・病院内 ・家族内
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感 染 な ど)に お け る感 染 拡 大 予 紡 の た め に導 入 され,さ

らに この 感 染 経 路 解 明1。}だけ で な く,検 査 技 術 の高 度 化

に よ る検 査 室 内 汚 染13吻 原 因 追求 の た め に も用 い られ て

い る。 結 核 菌 型 別 に はIS6〃0を 使 っ たRFLPが 使 わ れ,

M.aviumの 型 別 に はISI245が 用 い られ て い る。 しか し,

M.aviumは 劇然 界 に も多 く存 在 し,分 裂 時 間 ・発 育 温 度

域 ・環 境 に適 応 す る能 力 が 結 核 と異 な り,ま た ヒ トの体

内 に お け る 多 クロ ー ン感 染 や 他 の 菌種 との 複含 感染 な ど

の頻 度 も高 く,こ の研 究 を關 難 に して い る 。 冊 一癌 例 か

らは ほ とん どの場 合,同 じVNTR・RFLPパ ター ンで あ っ

た が,Table1の 症 例 番 暑7の よ うに,同 一症 例 か ら多

クn一 ン とM.avium,M.intracellutareの 複 合 感 染 が 確 認

され る な ど判 定 の 困難 な症 例 もあ る 。砿 α蜘 規 は通 常 一・

過 性 で,1人 の 症 例 か ら1回 検 出 され る だ け の ケー スが

多 い が,症 例7は 基 礎 疾 患 に リウ マ チが あ り,免 疫 とM.

aviumの 多 クロ ー ン感 染 ・他 の 菌 種 との 複 合 感 染 の 関連

につ いて,今 後,例 数 を増 や して検 討 した い 。

同一 症 例 か ら複 数 回 臨床 材 料 を採 取 した 検 討 で は,16

例 中12例 にVNTRとRFLPに て 同 じ結 果 が 得 られ た が 。

4例 は多 ク ロ ー ン感 染 や 他 の 菌種 の 混 在,そ してVNTR

とRFLPの 結 果 が くい違 う な ど,同 じ症 例 で も,常 に 同

じ結 果 で は なか った 。 この た め家 族 内 同 一 感 染 源 が疑 わ

れ る場 合,必 要 に応 じて複 数 回 の臨 床 材 料 採取 が 望 まれ

る。

HIV症 例 の 報 告 で はPicardeauら14)は93例 か ら89

RFLPパ タ ー ン(95.7%)が 得 られ,フ オ ロー ア ッ プ さ れ

た39例 の う ち37例 が 単 ク ロー ン感 染(monoclonal)で,

2株 は 初 め のRFLPパ ター ン と異 な っ た。 今 回 の わ れ わ

れ の 研 究 で もHIV患 者 の 血 液 の フ ォ ロ ー ア ッ プ4例

(Tablelの 症 例 番 号12か ら15)の う ち1例(症 例 番 号

12)はRFLPが 初 め の パ ター ン と異 な っ た。Lariら 】5}の

報 告 で は52のHIV陽 性 例 の うち,47例 が 単 ク ロ ー ン感

染 で,5例 が 多 ク ロー ン感 染(polyclona1)で あ っ た。 そ

し て 今 回 の わ れ わ れ の 研 究 で もHIV感 染 者12例1株

(8.3%)に 多 ク ロ ー ン感 染 が あ っ た の み で,血 液 検 体 で

は 喀疾 な どよ り単 ク ロー ン感 染 が多 い と考 え られ た 。

桑 原 ら16Jl7,はIS1245に てM.aviu〃2のRFLP法 を行 っ た

場 合,1本 バ ン ドの 変 異 は同 一 株 とみ な してお り,今 回,

わ れ われ もそ の ル ー ル に従 っ た。 そ してBauerら18)は1

年 間 に33回 液 体 培 地 に よ る継 代 培 養 を繰 り返 した と こ

ろ,M.avium6株 の うち4株 に1な い し2の バ ン ドが 変

化 した と報 告 し た。Pestel-Caroni9,はIS1245の 安 定 性 に

っ い て評 価 を行 うた め 分 離 菌32株 を 分析 し た。 そ の 結

果,8例(25%)で1～2本,5例(16%)で3本 以 上 の

違 い が 認 め られ た と報 告 した 。 わ れ わ れ の 行 っ た 今 回

のHIV感 染 者 血 液 か ら分 離 さ れ たKK41-398か らKK41-

403ま で の6株 は,VNTR分 析 に よ っ て,す べ て 同 一 プ
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ロフ ァイルで単 クロー一ン感染であると考 えられたが・

RFLP分 析 において3種 類のパ ター・一ンが得 られた(Fig・

2)。 この変化がヒ トの体内ですでに起こっていたのか,

菌株の保存条件が原因 したのか,継 代培養も含めて実験

中に生 じたのか不明である。癒例7と12はVNTRが 嗣

じにもかかわ らず短期間の 間にRFLPの パ ター ンが変

わったcこ れはVNTRに おける:rピ ー数の変化 よ り,

RFLP分 析におけるIS1245の 変化のほうが生 じやすい

M,aviumが あることを示峻 しているウ

Viedmaら2・)は納核菌においてMIRU・VNTRとRFLPを

比較し,VNTRは 同時に2種 類の結核菌を検出で き,有

用性が高いと報欝した。M.avi"mに おいてもRFLPで は

多クローン感染を見つけるためには数多 くのコロニーを

検査 しなければならないが,VNTRで は各MATRに バ

ンドが複数でき,そ の存在を容易に見つけることができ

る。それだけでなく,M.avi"m以 外の抗酸菌1おS1245を

もたないためIS1245RFLP分 析を適応することはできな

いが6},Mavium用 のVNTRを 用いた場合,他 の抗酸菌

だけでなく,Rhodococc"ssp.やNocantiasp.も 検出する

ことができ,他 の菌種が複合感染 している場合も簡単に

見つ けることが で きるとい う利点が ある¢ この ため

VNTRを 行うにあたってあらかじめM.aviumと 同定され

た株を用いる必要があるが,わ れわれは〃.β蜘加の分析

においても同様に多クローン感染 と,他 の抗酸菌の同時

検 出 におい て西森 らのMavium用 のMATRを 用 いた

VNTRは 有用であると考えた。

さらにRFLPに は,①PCRな どの核酸を増幅する作業

がないため菌量が微量である場合,増 菌(2～3週 間)

を行わなければならない,②DNA抽 出か ら調定 まで検

査過程が長い,③ バ ンド数の少ない場合,別 の方法での

確認が必要 となる,な どの問題がある。このバン ド数の

少ない株については森山ら2E)もRFLPに はIS1245に おい

て単一バン ドがあったためRFLPの 菌株鑑別能が低かっ

たと報告 している。結核菌のRFLP法 において,バ ン ド

数(コ ピー数〉が少ない場合,タ イピング能力が落ち

る22♪といわれ,他 の方法で確認することが勧められてい

るが,M.aviumの 場合,ト リ由来株はバ ンド数が少ない

とい う報告15)もあ り(ATCC標 準 菌株:M.aviumsubsp .

avi"m:ATCC25291は3本 バ ン ド),今 後,バ ン ド数の

少ない例の検討が必要と思われる。

今後,①VNTRの 感度,② 検体が喀疲である場合,

喀疾の中の雑菌を処理 し,均 一にする前処理の生菌数に

与える影響,③ 分離された菌の保存方法 と継代培養の及

ぼす影響 ④ プレー トから採取するコロニー数の問題 ,

⑤VNTRとRFLPの 結果が異なった場合の解釈,な どの

課題が残った。

なお,今 回の研究を通 じて,主 な抗酸菌21菌 種 と近
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縁 の2菌 種 と臨 床 分 離84株 のM,aviu.mに お い て 西 森 ら

のMATR-Oに よ っ てPCRが 可 能 で あ っ た の はM.avium

subsp.paratubereulosis:ATCCI9698の み で あoた 。 ク

ロー ン病 の 原 因 菌 で あ るM.aviumsubsp,paratuberculosis

は 核 酸 の 塩 基 配 列 を解 析 す る16SrRNA法 やrpoB遺 伝 子

に よ っ て 他 のM.avium(M,aviumsubg,p.avium,M,avi"m

subsp,"suis",M.aviumsubsp、silvaticum)か ら分 け る こ と

が で き な い が8},西 森 らのM.avium用VNTR・MATR--O

はM.aviumsubsp.paratuberculosisを こ れ らか ら簡 蟻 に 分

け る こ とが 可 能 で あ る と考 え られ る 。

ま と め

VNTRは,迅 速 で あ り,微 量 で検 査 可能,多 ク ロー ン

感 染 と他 の 菌 種 の 混 在 を確 認 で き,RFLPで バ ン ド数 の

少 ない 株 の確 認 方 法 と して使 え る な ど有 用性 が 高 い。 し

か し,VNTRは 変 化 がRFLPよ り少 な く,VNTRで は接

触 の ない 症 例 同 士 が 同 じパ ター ン とな った 例 が あ っ た。

こ の た め わ れ わ れ はVNTRを2段 階 と 考 え,ま ず 被 検

株 の多 ク ロー ン感 染 と他 の 菌種 の複 合 感 染 が ない こ とを

確 認 す る た め にVNTRを 行 い,シ ン グ ル コ ロ ニ ー を確

保 し た 後 に 再 度,解 析 の た め にVNTRを 行 う。 そ して

同 じパ ター ンが 出 た とき はRFLPを 行 い.総 合 判 断 す る

こ と に よ っ て よ り精 度 の 高 い 分 析 が で き る と考 え られ

る。 また1症 例 か ら異 な っ たパ ター ンが得 られ る可 能性

を考 え,複 数 回 の 臨 床 材 料採 取 が 望 ま しい と考 え られ

る。
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         COMPARISON OF USEFULNESS BETWEEN 
VARIABLE NUMBERS OF TANDEM REPEATS (VNTR) ANALYSIS AND 

   RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM (RFLP)
 IN THE  GENOTYPI.NG OF MYCOBACTERIUM  AVIUM

 1 Yuko KAZUMI, 1Tadashi UDAGAWA, 1Shinji MAEDA, 1Yoshirou MURASE, 

 1Isamu  SUGAWARA,  2Masao OKUMURA,  3Yuka AZUMA,  4Mieko GOTO,

and  SNoriko TSUNEMATSU

Abstract  [Objectives] Comparison of usefulness  of  1S1245 

RFLP and VNTR in M. avium genotyping. 

 [Materials and methods] Thirty-six cases (55 strains) from 
sputum and BALF and twelve cases (29 strains) isolated from 

blood of HIV-infected patients were used. VNTR and  RFLP 

using  15 1245 were performed. 

 [Result] Multiple samples were taken from  16 patients 
and 52 clinical isolates were used for VNTR and RFLP for 

comparison. (1) VNTR and RFLP results were identical in  12 

out of 16 cases whose samples were collected several times. (2) 

Eight isolates were obtained from one patient. In this eight 

isolates, there were the cases of M. avium polyclonal infection 

and of mixed infection with M. intracellulare. VNTR patterns 
were two types and RFLP were 5 kinds of different in this 

case. (3) VNTR patterns of six isolates from one  H1V-infected 

patient were identical, but there were three variations  in  RFLP 

patterns. 
 There were three cases of mixed infections with M. tuber-

culosis or M. intracellulare, and six strains polyclonal infection 

of M. avium  (7.1%) in 84 isolates. These 6 clinical isolates 

were derived from sputum or BALF (5 strains) and HIV-

infected blood (one strain). 
 VNTR patterns were similar in four pairs (9 strains) who 

did not contact closely, but they were distinguished clearly 

by RFLP. Seventeen strains had three or less  1S1245-related 

bands in RFLP analyses of 89 strains.

 

1  Discussion  J As there is a possibility of polyclonal infection 
with M.  avium and mixed infection with other species, the 

single clonal infection should be  confirmed first by VNTR. 

When single colony was obtained, VNTR and RFLP were 

performed for genotyping of M. avium. Furthermore, strains 
with less bands by RFLP should be carefully judged in terms 

of both VNTR and RFLP. It is recommended that the 

specimens should be collected from each patient several 

times.

Key words :  Mycobacterium avium, Variable Numbers of 

Tandem Repeats (VNTR), Restriction Fragment Length Poly-
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