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Mycobacteriumkansasii株 に お け る 分 子 疫 学 的 解 明

1吉田志緒美1鈴 木 克洋1露 口 一成3岩 本 朋忠

1岡田 全司2坂 谷 光則

嬰 旨:〔 穏的〕M.hansasii株 に対す る各種遺伝子 型別法を用 いた分 子疫 学的解明。 〔対象 と方法〕2002

年6月1日 か ら2005年8月31日 の 期間,近 畿中央胸部疾患 セ ンターにおいて臨床検体 か ら分離,同

定 されたM.kOnsasii174株 を 対象 として,hsp65-PRA,ITSシ ー クエ ンス,PFGE,IS1652・RFLPな ら

びにMPTR・-RFLPを 行 った。 またhSp65-PRAとITSシー クエ ンスの結果に乖離があった株 に対 して は

hsp65シ ー クエ ンス を行 った。 〔結果〕hsp65-PRAの 結 果,174株 中1型 が170株(97.7%〉 を 占め,II

型 は2株IIb型 は1株,VI型 は1株 に認め られた。ITSシ ー クエ ンスではI型,II型,VI型 のM.kansasii

がhsp65-PRAと 同 じ型 を認 め,IIb型 はITSsequevartypeIIと 半 定 され た。ES1652-MPとMPTR-

RFLPの 結 果,I型 の170株 は 同一のバ ン ドパ タ 一ンを示 し,I型 以外 の型(II型,IIb型,VI型)を

示 した4株 に多型性が認 め られた。PFGEで は,159株(91.4%)が ク ラス ター を形成 し,残 り15株 に

多 型性 を認め た。〔結論〕今回各種遺伝子型 別法 を用いて遺伝子型別 を試みた結果,世 界 的に蔓延 し

ているI型 が 当セ ンタ 一周辺地域 において も高い割合で分布 している状況が認め られ,I型 の高い ク

ロ一ナ リティ 一が示唆 された。 またPFGEに よ りI型 に亜分類が存在す る可能性 が考え られた。

キーワーズ:Mycebacteriumkansasii,hsp65-PRA,16S-23SITSシ ー クエ ンス,PFGE,RFLP

は じ め に

Mycobacteriumkansasii(M.kansasii)は 非 結核性抗 酸菌

(nontuberculousmycobacteria,NTM)の1群 菌 に分 類 さ

れ る遅 発育 の光 発色 菌 で あ る。 わが 国 で はNTM症 の

原 因 菌 の 約25%を 占 め,Mycobacteriumaviumcomplcx

(MAC)の 次 に多 く症例 報告 され てい る菌種 であ る1)。

また ヒ トに対する強い起病性 を もち,主 にヒ トの肺結核

類似 症 を引 き起 こす。現在M.kOnsasiiはDNAプ ロ ー ブ

を用 いたハ イブ リダイゼ イシ ョン2)3)や シ ークエ ンス4),

制 限 酵素(restrictioncnzyme)処 理 に よるDNA断 片 の多

型解析S》な どの解析 手法 を用 いて1～ 畷の遺伝子型 に分

類 されて いるが6》,各 種遺伝 子型別法 を同時に用いた詳

細 な解析 の報 告は少 ない7)。今 回われ われは,当 セ ンタ

ーにおいて分離 ,同 定 されたM.kansasii株 を対象 として,

heatshockprotein(hsp)65-polymerasechainreaction(PCR)

-restrictionanalysis(PRA)に よ る遺 伝 子 型 別,16S-23S
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internaltranscribedspacer(ITS)シ ー一クエ ンス,pulsed-field

gelelectrophoresis(PFGE)に よる高分子・DNA解 析,IS1652

な らびにmajorpolymorphictandemrepeat(MPTR)のDNA

プ ロ ー・・…bブを用いたrestrictionfragmentlengthpolymorphism

(RFLP)を 用 い.同 菌の感染状況の解明 を試み た。

方 法

〔対象〕

2002年6月1日 か ら2005年8月31日 の 期 間,独 立行政

法人国立病院機構近畿 中央 胸部疾患 セ ンターにおい て,

臨 床検体 か ら分離,同 定 されたMkonsasii174株 。 すべ

ての菌株 の同定は,ア キュプロー ブ マ イコバ クテ リウ

ム カ ンサ シ研究用(極 東製 薬)で 行 った。今 回これ らの

菌 由来患 者174名 は 結核 病学 会 の診 断基 準8)に よ りM.

kOnsasii症 と診断 され,HIV感 染 は認め られ なか った。

hsp65-PRA

Telentiら の 方法9)に 準 じて行 った。小 川培地発育 菌か
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ら 白金耳 で径2～3mmの コ ロニー2個 分の菌量 を採 取

し,1.5mlマ イ クロチ ューブに分 注 した インス タジー ン

DNA精 製 マ トリックス(BIO-RAD>2001ulに 懸 濁 したe

56℃,15～30分 処 理後IO秒 間v◎rtexし,正 確 に100℃,

8分 間 処 理 した 後 直 ち に氷 水 申 に急 冷 した。10秒 間

vortexし,12000rPm,3分 遠 心 した上清 をPCRに 用 いた。

PCR増 幅 の た め に,次 の プ ラ イ マzaを 使 用 し た;

Tbl1[5'-ACCAACGATGGTGTGTCCAT・3'】 とTb12

【5'一㎝GTCGAACCGCATACCCT・3'1。PCR条 件 は

95℃1分 の熱変性 の後,96℃40秒,60℃50秒,72℃1

分 を45サ イ クル行 い,最 後 に72℃7分 間伸張 した。得

られたPCR増 幅 産物 のBstEU切 断 断片 長(60℃,60分

処 理)お よびHae皿 切 断断片長(37℃,60分)を 剃 限酵

素 失 活 処 理 後 マ イ ク ロ キ ャ ピ ラ リー 電 気 泳 動 装 置

CosrnoeyeSV1201(カ イ ノス〉を用いて解 析 した。

ITSシPtク エ ンス

ITSシt・・ptクエ ンス はRichterら の 方法le)に 準 じて行 っ

た。ITS1【5'-GATTGGGACGAAGTCGTAAC-3'】 と

ITS2{5'-AGCCrCCCACGTCCTTCATC-3'}を 用 いて

ITS全 長 を含む領域のPCR増 幅 産物 を得た。PCR条 件 は

95℃9分 の 熱変 性 の 後,94℃45秒,55℃60秒,72℃

90秒 を30サ イ クル行い,最 後 に72℃7分 間伸 張 した。

BigDyeTerminatorvl.lCyclesequenciRgKit(ABI)を 用 い

て,ITS全 長 の塩基配列 を決 定 した。

PFGE

Iinumaら の 方法11)に 準 じて行 った。

1.菌 液調整,サ ンブルブロ ックの作成

ミ ドルブル ック7H9培 地(BBL)を 用 いて,M.kOnsasii

株 を37℃,7～14日 間培養 し,McFarlandNo.2～3の 濁

度 に調整 した後,D-cycloserineを1mglml加 え,12～18

時 間 培 養 を続 け た。 次 い で培 養 液 を遠 心 し,TS溶 液

[50mMTrisHCI(pH8,0),O.5MSucrosellOOml]に 再 浮

遊 して,-40℃ で 凍結,そ の後直 ち に氷水 中で融解 し

た(FrcezeandSawing)。 菌 液70μ1に 対 し,1.5%低 融 点

ア ガロース(BIO-RAD)70μ1を 混合 し,そ の混合液120

μ'を速 や かにPFGE用 イ ンサinト モ ール ドに挿入 し固

相化 した。

2.溶 菌,除 タンパ ク,制 限酵素処理

リゾチー ム4m91ml加Lysis溶 液500,Ptlに サ ンプル ブ

ロックを入 れ,溶 菌処 理(37℃,18時 間)後,Proteinase

K(1.Omg/ml)加ES溶 液900μ1に ゲルを移 し変 えて除 タ

ンパ ク処理(50℃,18時 間)を 行 った。次いでProteinase

Kの 不 活化処理のため,Pefablocl.5mM/ml加TE溶 液 を

500,ftl入 れ たチ ュー ブに,サ ンプル ブロ ック を0.5mm

幅 に スライス したサ ンプルプラグを入れ,室 温で2時 間

振 邊 した。TE溶 液 で30分,3回 の 洗 浄処 理 を行 い,2

回 のpre-incubationの 後,DraI(1eOU)に よ る制 限酵素
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処理(37℃,18時 間)を 行 った。

3,電 気 泳動

O,5%TBE溶 液 に溶か した1%ア ガロースゲル にサ ンプ

ル ブ ラ グ を挿 λ した。14℃ に冷 却 したO,5%TBE溶 液

2000mlを 泳 動槽 に循 環 させ,PFGE泳 動 装 慨CHEFDR

斑(BIO.RAD)を 用 いて195隠 間 の電気 泳動 を行 った。

4、染色,撮 影,画 像処理,系 統樹作 成

ゲルをethidiumbromide(EtBr)溶 液 に30分 振 搬 して染

色 を行い,撮 影 した。PhoretixIDPro(NonlinearDymmics

社)を 用 いてゲルイメー ジ解析処理 を行い,PhoretixSD

Database(NonlinearDynamics社)を 使用 してデ ー タベ ー

ス化 し系統樹 を作成 した。

IS1652鱒RFLP

IS1652配 列 はM.kOnsasiiに 特 異 的な947bpの 長 さを保

有 した配列であるが,DNAプ ローブのpMK1・gi2》 に陰性

のM.kansasiiに の み認 める とされて いる2}。今 回 われわ

れはYangら の方 法12》に 準 じて行 ったeISI652プ ロ ー ブ

はIS1【5㌧TCCTCCGTGCGCGCTGGAGC-3慧 と

IS2【5'・CGGACCTGCCCATCA(KGTC・ ・3'1を用 いて

作成 し,各 種制 限酵素AluI,EcoRI,Pyu9,SmaIに

つ いてそ れぞれのパ ター ンの比較 か ら多型性 の検 討 を

行 った。

MPTR・RFLP

lObpの 繰 り返 し配列で,5bpの 間隔 をもつ ㎜ 配列

はM.kOnsasiiSl外 に結核 菌群,M.gontonae,M.asiaticmun,

M.gastri,M.szulgaiに も存 在す る3}13}。結 核菌の染色体上

に は100以 上 の コ ピ ー数 を もつ 多 型性 を示 す が,M.

kOnsasiiに 対 しては高 い分離能が 認め られ てい る13》。今

回Hermansら の 方法13}に 準 じて,IS1652-RFLPと 同 様,

制 限酵 素BstEfi,SmaIを 用 い て多型 性 の検 討 を行 っ

た。

結

細 ρ65-PRA,ITSシ ー ク エ ンス

果

M・kansasii174株 中170株(97.7%)が 加P65-PRA,ITS

シ ー クエ ンスで ともに1型 と認め られ た。残 り4株 の う

ち,2株 は両手法でll型 に,1株 はW型 と認め られたが,

hsp65-PRAパ ター ンに よる型劉 とrTSシ ー クエ ンスに よ

る型別 での食 い違 い を示 す株 が1株 認め られ た(Table

1)。 こ の株 のPRAパ タ ー ンはEwamotOandSaitoM)の 定

義 したllb型 の パ ター ンを示 し,ITSシ ー クエ ンスはll

型 の配列 で あっ た。Ib型 のPRAパ ター ンを示 した株

につ いては,hsp65geneのPCR産 物 の シー クエ ンスを決

定 し,IwamotoandSaitoi4}の 報 告 したatypicaltypellと 一

致す るこ とを確認 した。

PFGE

PFGEに よ りM.kOnsasii174株 は,バ ン ドパ ター ンの
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類 似 した大 きな グルー プを形成す る159株 とユ ニークな

パ ター ンを示す15株 に大 別 された。159株 はhsp65-PRA

お よ びITSシ ー クエ ンスですべ て1型 に型別 され た。一

方,ユ ニー クなパ タzaン の15株 に はllas,皿b型,W型

を示 した4株 と1型 のll株 が 含 まれ てい た。 そ こで今

回 のPFGE結 果 をPFGE電 気 泳 動 パ タ ー・,,一ンの 解 価 基

準15)に 基 づい て,A,B,Cの3つ に分 類 した。 グルー

プAは バ ン ドの変化 が ない 同一 クロt・,一ナ リテ ィー と2

～3バ ン ドの違い をもつ株か らな り
,hsp65PRAお よび

ITSシ ー クエ ンスで1型 に型別 された270株 の うちの159

株(91.4%)が 分 類 され た。 グルー一プBは4～6バ ン ド

の違い をもつ株 か らな り,1型2株 とW型1株 が分類 さ

れた。グループCは7バ ン ド以上 の違 いを認める株 か ら

な り,工 型9株 とE型2株 お よび 恥 型1株 が 分類 され

た(Fig,!)。

IS1652.RFLPな らび にMPTR・RFLP

IS1652.RFLPで は1型 と1型 以外の4株(il型,∬b型,

VI型)間 で多型性を示 したが,1型 のi70株 はすべて共

通したバ ンドパターンを添 し,多 型性は認められなかっ

た。

MPTR.RFLPで も岡様に,タ イプ聞では多型性 を示 し

たが,1型 は多型性を認めなかった(Fig,2)。 また異な

る制限酵素処理による多型性分類の比較では,い ずれの

RFLPに おいても変化は認められなかった。

Taわ1elDistributionofルlycebacteriumhansasi'iso藍atesaccord藍ngto鉗btype

inNHOKinki-chuoChestMedicalCenter(n司74)
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考 察

近年,分 子 遺伝学 の発展 に よって,MMの 分 子疫 学

解析 に各種遺伝子型別法 を応用 した多 くの疫学的解明の

研 究が進み,M.kOnsasiiに お いて もい くつ かの分子疫学

的解析が なされている6)7)14}16)。先 人の報告か らM.kOnsasii

が世 界的 に分布 してい る状 況が うかがえるが,国 あるい

は地域 に発症頻度の分布差が見受け られ る。英国 ウェー

ルズ地方 では最 も多いNTMで あ り17).チ ェ コのKarvina

地 方18)や 南 アフ リカの鉱 山且9)でも多数報 告 されて いる

が,オ ース トラリアではあま り分離 されていない20)。 わ

が 国1)お よ び米 国21}で はMACに 次 いで多 く分離 され

てい るが,米 国内で も地理 的に中南部 に多 い傾向が あ

り22)23),サン フラ ンシス コの統計 で は5年 間で269名 の

M.kOnsasii症 の 患者が報告 されてい る24)。 わが 国におい

て も症例 数の増加 に伴 い全 国的 な広 が りは見せ て いる

が,米 国 同様 に流 行の地 域性 が見 られ,特 に近 畿 圏地

域 は他 の地 域 に比べ て最 も多 い14)。 しか も近畿 圏 内に

位 置 す る 当 セ ン ター で は年 間60か ら70例 の 新 規M.

hansasii症 患 者が受 診 して いる。 そ こで感染経 路の推測

な らびに疫学 的解 明に有用 な遺伝子型別解析 を同菌株 に

対 して実 施す るこ とは治療戦略 を図 るうえで も非常 に重

要 である。

同菌 に対す る代表 的 な解 析法 の ひ とつで あるhsp65一

PRAはTelentiら9)が 開 発 したPCR-basedhsp65gene内 の

制 限酵 素切 断部位の多 様性 か らNTMを 分 別す るPCR-

restrictionanalysis(PRA)で あ る。Picardeauら(フ ランス)7}

はM.kOnsasiiの 臨 床分 離菌39株 と水 道水 か らの 分離 菌

24株 を対象 と してhsp65-PRAを 行 い,1型 ～V型 の5

つ の タイプ に分類 した。 また臨床分離菌191株 を 対象 と

したTaillardら(ス イス)6)は さ らにW型 までの7つ の タ

イプ に分類 して い る。Picardeauら7}の 結 果 で は1型 は

3g.7%,ll型 は31.7%と 同 程度の割合 を示 し,Taillardらo

に よる と1型 は67%,ll型 は21%を 占 め てい た。一 方

Chimaraら16)が 臨 床分離 菌184株 につ い て検討 したサ ン

パ ウロでの報告で は182株(98 .9%)が1型 と認 め られ,

IwamotoandSaito14)の わ が国での報告 におい て も,臨 床

分離菌198株 中184株(92.9%)が1型 に分類 されている。

今 回われ われの検 討で は1型 が 高 い割合(97!7%)で 認

め られた。

そこで今回の解析 を含めた1型 が多数を占めた報告14)16)

と,Picardeauら7)やAlcaideら4)のll型 が 比較 的多 い欧米

の報 告 との間に違 いが表れ る理 由につ いて考察 してみる

と,ま ず対象 とす るサ ンプリングの違いが考 え られ る
。

1型 が多 数認 め られた報告14)且6)は臨 床検体 のみを対象 と

してお り,一 方 環境 由来検体 を含 め た場 合4}7)に は 皿型

が多 く認め られてい る。 またM .kansasiiは 自然界 か らの

分離 は稀 で,同 一地域 の水道水か ら繰 り返 し分離 され る
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と報告 されてい る鋤。 したが って,諸 国聞で異な る地理

的環境 の影響下 にお けるサ ンプ リ ンダの違 いか ら,舷

kansasiiの 感 染状況の相違が生 じた と考 えられた。 また,

環境宿主側 の リスクフ ァク ター の違 いも関係 してい ると

思われる。Picardeauら7)の 報 告では臨床 分離 菌13株(33.3

%)にHIV感 染 を認め,そ の うち8株 が 皿型 に属 してい

た。Taillardら6)は,Hlv感 染 が認め られ る39株(20.4%)

の う ち15株 が 皿型で ある と報 告 して いるeま たAlcaide

ら4)は彼 らの考察 の中で,Tortoliらas}が 検 討 した69株 の

うちmv感 染 を認 めた株 は20株(29,0%)含 まれ,そ の

うちのアキ ュプ ロー ブ法 で陰性 を示 した12株 がお そ ら

く皿型 に相当す ると述べ ている。 そこでTaillardら6)や 。

Chimaraら16}は 宿 主の免疫状 態が1型 以外 の型の感染 に

よる配.加 榔粥認症 と関遮 している と考察 している。 した

が って,今 回のHIV感 染 陰性 のM,kansasii症 患 者 由 来

菌株 を対象 とした検討 か ら,全 身性の重篤な免疫不全 を

もた ない患者群でのM.kansasii症 は1型 が大部分 を占め

るであろ う可 能性 を支持 した。

Tortoliの 論 説26}で1型 は ヒ トか ら,皿 型は ヒ トもしく

は環境 か ら,皿 型 か らV型 は環境か ら多 く分離 されるた

め,皿 ～v型 が 分離 され た場 合 はcolonizationの 可 能性

がある としているが,そ の後新 たに報告 されたW型,W

型 に 関 してはその臨床 的意義 は未だ不明であ る。今 回わ

れわれが分離 したW型 によるM.kOnsasii症 患 者 は 日本結

核病学会の診断基準8)を 満た していることか らcolonizati◎n

の可 能性 は低 いと考 え られ る。VI型 についての報告例が

限 られてお り,今 後のデー タ蓄積が必要ではあるが,今

回のわれ われの結果 はW型 の ヒ トへ の感染は臨床 的に意

義が あることを強 く示唆す るものである。

Alcaideら4)はM.kOnsasiiのhsp65-PRAに よ って得 られ

た5つ の型がrTSシ ー クエ ンス によって塩基上 に相違 を

認 め る と報 告 して い る。 今 回174株 中173株 のhsp65-

PRAとITSシ ー クエ ンスの型 は一・一一k-・致 したが,1株 のみが

hsp65-PRAでHb型,rTSシ ー クエ ンスで 皿型 を示 した。

これ はIwamotoandSaitoi4}の 定 義す る1型 とil型 の 中 間

型(atypicaltypeil)で あ り,皿 型 か ら1型 への分化 を示

唆する株 の存在 が今 回の解析 において も認め られ たの は

興味深 い。

IS1652-RFLPの 結 果,各 型 問で多型性 が認め られた。

Yangら12)は1か ら11本 の バ ン ド問で多型 性 を示 した と

して い る。 またPicardeauら7)はR型 と皿型 にIS1652配

列 は存在す るが,1型,IV型,V型 に は存在 しなか った

と してい る。 しか し今 回の検討 でH型 以外 の1型,llb

型,W型 の 各型 に もIS1652配 列 の存在 が認 め られた。

IV型,V型,珊 型 の菌株が分離,同 定 され なか ったため,

す べ ての 型 にIS1652配 列 が存在 す るか どうかは現 時点

で は不明 だが,今 後 さ らに菌株 を蓄積 してゆけば,こ の
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点は解明ざれるものと考えられた。

MPTR.RFLPでRosstb27,はDNAブ ローブ のpMK1・9

に陽性の 砿 肋麗副'は 共通 したバン ドパターンを宥する

が,陰 性のM,kOnsasiiは 不均質であると報告 している。

しかしArendら2s}は22株 のM,kOnsasiiを 対象としてITS

シークエンスをターゲットとしたキットであるINNO・LiPA

MycobacteriaDNAprobetest(lnnegeneti¢s)で 分類 した う

えでMPTR.RFLPを 行 った結果,3つ に分類 され たグ

ループごとに各々の共通するパター ンが存在 したが,す

ぺての株に疫学的関連性は認められなかったとしてい

る。今回の検討でもIS1652.RFLPと 同様に各型間の多型

性が認め られたが,174株 由来の患者の居住地域や職場

環境といった生活圏は分散 してお り,疫 学的関連性は乏

しいと考えられた。

PFGEで はPicardeauら7)が 制 限酵 素Dralを 用 いた

PFGEパ ターンか ら大 きなクラスターを形成したグルー

プをパターン1と 定義 し,そ のパ ターン1は 加P65-PRA

で1型 に相当したと報告 している。またパターン1の 中

に4つ の亜分類を認め,そ のうち最も多く見られるパタ

ー ンはlaで あるとしている。Zhangら29)に よると,彼

らが得たパ ターンDa(制 限酵素DraI処 理)と,㎞uma

らtl)が認めたM型(制 限酵素VspI処 理)は 上配のパター一

ンIaと 共通するパ ターンを有 したとしている。そ して

Zhangら29)は 供試 した71株 中,パ ター ンDaの31株 と1

～3の バ ンドの違いをもつ33株 ,そ れに4～6の バ ン

ドの違いをもつ4株 の合計68株(95.8%)に クローナリ

ティーを認めたと報告 し,ま た恥p65-PRAで81株 中78

株(96.3%)は1型 であったとしている。今回われわれ

の得たグループA(159株)は,目 視比較によりZhangら

のDa(linumaら のM型)に 属するものと判断でき,1

型の中でも特にクローナリティーの高いグループと考え

られた。 また今回の結果は1施 設のみで得 られた臨床検

体を対象 としたものであるが,全 国規模の検体 を対象と

したIinumaらll}の 結果と同様にPFGEに より他の手法で

は識別できなかった1型 の一部を亜分類 できた。 した

がって,今 回の検討からわが国における砿 たω鵬認の感

染状況を知るうえで重要な知見が得 られたと考えられ,

同時 に今回検討 した各種遺伝 子型別解析 法の中では

PFGEが 最も分離能の高い手法であることが示唆された

(Table2)。

われわれは,こ れまでの報告からNTMに 対する有用

性が認め られている各種遺伝子型別解析法 を用いて,

配 ん傭 α躍症例の多い当セ ンター周辺地域で集め られた

菌株の遺伝子型別特徴の解明を試みたが,大 部分は1型

の遺伝子型に属 しており,全 国規模で集積 された菌株 と

の問に明確な違いを認めることができなかった。これ ら

の高い分離能をもつ手法を用いても臨床分離株の大部分
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Table 2 Comparison of results for Mycobacterium  kansasii 
subspecies by different molecular typing methods

Isolate  no  hsp  65-PRA
Sequencing

PFGE
RFLP***

ITS  IS1652 MPTR

1043 
 962 
1098 
 673 
 784 
 737 
 458 
 459 
 1064 

 492 
  90 
 723 

o-650 
  812* 

 780 

 Others**

 VI 
 I 
 I 
 I 
 I 
 I 
 I 
 I 
 I 
 I 
 I 
 I 
 II 

 b 
 II 

 I

type VI 
type 
type I 
type I 
type I 
type I 
type I 
type I 
type I 
type I 
type I 
type I 
type  II 
type II 
type 

type I

B pattern 
 B 

 B 
C pattern 

 C 
 C 
 C 
 C 
 C 
 C 
 C 
 C 
 C 
 C 

 C 

A pattern

6 
1 
 1 
1 
 1 
1 
1 
 1 
1 
1 
1 
1 
2 
2 
2

1

vi 

 11

 *Atypical type  II by  hsp65 sequence 
 **159 Mycobacterium  kansasii isolates except for types that were defined on 

the basis of B, C patterns by PFGE. 
 ***Classification of both RFLPs is based on each homogeneous cluster.

が1型 に分類されたことから,M.kansasiiI型 は系統発

生学的には比較的新しく分化 した遺伝子型であると考え

られた。 したがって,そ の菌株間でのクローナリティー

は高く維持 されてお り,現 在までに報告 されているM.

肋腐α罐の遺伝子型別解析手法では同一クローン由来株

の判別には限界があるものと思われる。M.kOnsasiiの 感

染様式をより詳細に解明するためには,さ らに高い解像

度をもつ新たな手法を用いたアプローチが必要であろ

う。
一方 ,M.kOnsasiiの 感染様式の疫学的解明のためには,

患者背景からの要因解明 も重要である。発症の誘因とし

てMamsら17)は 粉塵曝露歴の関与を強 く示唆する報告

をしてお り,Alcaidcら30)は ホーム レスとの関連性を指

摘 している。よって,鉄 工や造船関係の工場が多い当セ

ンター周辺の住環境の影響が菌の発症に大きく関係 して

いる可能性があると考えられた。また宿主側のリスクと

して,HIV陽 性患者や,Ail)Sで はないが免疫抑制状態

にある患者(腎 移植や,長期ステロイド使用〉がM.kOnsasii

に感染 している事例が多 く報告されている31)32)。今回得

られた遺伝子型別のデータを基にしてHIV感 染以外の

患者背景を加えた詳細なデータベース構築を現在検討中

である。

ま と め

今回各種遺伝子型別法を応用してM.kansasiiの 分子疫

学的解 明を検討 した結果,地 域特性の解明には至 らな

かったが,1型 の蔓延 した感染状況が推測 された。IS

1652RFLPで はllng,皿 型以外の型(1型,Kbrp,W型)

にISI652配 列の存在が見出された。またPFGEに より,

1型 はクローナリティーの高い菌株で形成されているこ

と,お よびいくつかの亜分類の存在が示唆 された。今後

砿 肱π鋤 だのさらなる疫学的解明のために,よ り詳細 な

検討を行 う必要があるものと思われた。
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Abstract [Purpose] To make molecular epidemiological 

analysis of Mycobacterium  kansasii  (Al,  kansasii) isolates. 

 [Methods] We examined 174 M. kansasii isolates from 
clinical samples of patients at National Hospital Organization 

Kinki-chuo Chest Medical Center from June 1, 2002 to August 

31, 2005 by polymerase chain reaction (PCR) -restriction 

analysis (PRA) of the heat shock protein (hsp) 65 gene  (hsp  65- 

PRA), sequencing (ITS, 16S-23S internal transcribed spacer, 

and  hsp  65 for discrepant case between  hsp  65-PRA and ITS 

sequence), pulsed-field gel electrophoresis (PFGE), and restric-

tion fragment length  polymorphism (RFLP) with the major 

polymorphic tandem repeat (MPTR) probe and the IS 1652 

probe of genomic DNA. 
 [Results] Of the 174 M. kansasii isolates, 170 strains were 

classified as M. kansasii type I using  hsp  65-PRA, while two 
isolates belonged to type II and one each isolate to type  II  b 

and VI, respectively. Although the ITS sequence of these 

isolates also identified the same region of polymorphism by 
hsp65-PRA, only type  II b might be revealed atypical type  II, 

a transitional type from typical type  II to intermediate type 

I by  hsp  65 sequence. The polymorphic patterns by RFLPs 

with MPTR and  1S1652 probe were shown specific for each

homogeneous cluster by  hsp  65-PRA. In addition, 159 isolates 

were recognized the same common pattern A by PFGE analy-

sis. In contrast, the rest 15 isolates revealed significant poly-

morphism within 11 isolates of type I , and 4 isolates among 

type  II,  Ub, and  VI. 

 [Discussion] We verified the M. kansasii genotype I was 

predominant, with the same pattern of major worldwide type 
regions, and reflected a very tight clonal structure. Type I 

was furthermore indicated recognition of subtypes by PFGE 

analysis. 
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ITS sequencing, PFGE analysis, RFLP analysis 
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