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結 核 菌 の 分 子 疫 学 的 解 析
一 多剤耐性結核菌と全剤感受性結核菌との比較 一
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要 旨:〔 目的 〕多 剤 耐性 結核 菌 株 と全 剤 感 受 性 結 核 菌株 の分 子 疫 学 的 解 析 。 〔対 象 〕国 立 病 院 機 構近畿

中 央 胸 部 疾 患 セ ン ター にて 分 離,同 定 さ れ た多 剤 耐 性 結 核 菌109株(MDR-TB群)と,全 剤 感 受 性 結

核 菌226株(S-TB群)。 〔方 法 〕IS6110を 用 い たRFLP法 お よびSpoRigotyping法 。 〔結 果)RFLP法 の結

果,ク ラ ス ター 形 成率 はMDR.TB群,S.TB群 と もに約43%を 占め 有 意差 は 認 め られ な か っ た(X2検

定P=0.51>0.05)。Spoligotyping法 の 結 果,BeijingfamilyはMDR-TB群 で77.1%(84株),S-TB群 で

84.5%(191株)認 め,有 意 な差 は なか った(X2検 定P=0.09>0.05)。 〔結 論 〕MDR-TB群 とS-TB群 で

は,RFLPク ラ ス ター 形 成 率,Spoligotyping法 に お け るBeijingfamilyの 占め る割 合 は ほ ぼ 同 程 度 に認

め られ,両 群 の 感 染伝 播 力 に大 き な差 が な い 可 能性 が 支 持 され た 。
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は じ め に

近 年 結核 の 感染 状 況 を把 握 す る た め に,様 々な 方 法 に

よ る分 子 疫 学 的解 析 が 行 わ れ て きた。 現 在,菌 株 の 識 別

能 が 高 く多 型性 に富 ん だ方 法 と して,結 核 菌 染 色体 上 の

比 較 的 安 定 し た 挿 入 配 列IS6110を プ ロ ー ブ と し た

Restrictionfragmentlengthpolymorphism(RFLP)法 が世 界

的 に標 準 化 され て い る1)2}。しか し,IS6〃0コ ピー 数 が

1～5本 以 下 の菌 株 で は識 別 能 が低 い こ と と,煩 雑 な手

技 と大 量 のDNAが 必 要 と な る欠 点 か ら,よ り簡 便 か つ

短 時 間 で 解 析 可 能 な 別 の 遺 伝 子 マ ー カ ー に よ る 二 次 的

型 別 が 必 要 に な っ て くる。Spaceroligonucleotidetyping

(Spoligotyping)法 はRFLP法 の 二 次 的 解 析 の ひ と つ と

して3),ア ジ ア を中 心 と して 広 汎 に分 布 し強 い 感 染 伝 播

力 を 有 したBeijingfamilyの 鑑 別 が 可 能 で あ り,広 範 囲

の 感 染 状 況 の 解 明 に 有 益 で あ る。 こ れ らRFLP法 と

Spoligotyping法 を用 い て結 核 菌 を 分 子 疫 学 的 に解 明 した

報 告 は多 い が4}～8),結 核 菌 を多 剤 耐 性 結 核 菌(MDR-TB>

群 と全剤 感 受性 結核 菌(S.TB)群 と に分 類 した比 較 検 討

は報 告 さ れ て お らず,単 独 薬 剤 耐 性 菌 〔isoniazid〈INH),

streptomycin(SM)〕 に つ い て の 検 討 が な され て い る の み

で あ る9》。 また 従 来 感 染 伝 播 力 が 低 い と い わ れ て きた

MDR-TBに よ る集 団 感 染 事 例 が 近年 報 告 され て い るlo)。

した が っ て 今 回,RFLP法,spoligotyping法 を 用 い て,

当 セ ンタ ー に お い て分 離,同 定 され た結 核 菌 を 対 象 に,

薬 剤 感 受 性 の 違 い に よ る ク ラ ス タ ー 形 成 率 とBeijing

familyの 割 合 の 比 較 を試 み た 。

方 法

〔対 象〕

2001年1月1日 か ら2005年12月31日 の 期 問,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 て 分

離,同 定 され た結 核 菌2827株 中,下 記 の 方 法 で 示 し た

2種 類 の 薬 剤 感 受 性 試 験 で 少 な く と もINHとrifampicin

(RFP)に 対 して 耐 性 を示 し た 多 剤 耐 性 結 核 菌109株 を

MDR-TB群 と した(3,9%〉 。 そ の うちINH,RFPの み に耐

性 を示 し た株 は4株(す べ て のMDR-TBに 占 め る 割 合

は3.7%)で あ っ た 。 ま たethambuto1(EB)を 加 え た3薬

剤 に 耐性 を示 した株 は61株(56%〉,pyrazinamide(PZA)

を 加 え た4薬 剤 に 耐 性 を 示 し た 株 は1株(0 .9%),SM
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を加 え た5薬 剤 に 耐性 を示 した株 は2株(L8%)で あ り,

残 りの41株(37.6%)は 上 紀5薬 剤 に 加 え て"一一1次抗 縮 核

薬 の い ず れ か に 対 し て も耐 性 を 示 して い た、 ま た 世 界

保 健 機 関(WHO)は2006年11月 に捌 集 したExtensively

drugresistanttuberculosis(XDR・TB)専 門 委i幽会 に お い て

INHとRFPだ け で な く特 定 のSecond-linedrugs(少 な くと

もfiuoroquinoloneの 中 の1種 と,注 鮒 薬 のcapreomycin,

kanamycin,amikacinの 中 の1種)に も耐性 を もつ 納 核 菌

をXDR-TBと 定 義 して い る が11),今 團35株(MDR。TB

の32.1%)に 認 め られ た 。

MDR-TB群 と比 較 す る た め に 必 要 な 相 轟 数 の 金 剤 感

受 性 結 核 菌 と して2003年1翔11ヨ か ら8月31細 の 一・定

期 間,当 セ ン ター に て 分 離,岡 定 さ れ た226株 をS-TB

群 と した。

性 別 はMDR-TB群 で は 男性81名(74.3%),女 性28名

(25.7%)で あ り,S-TB群 で は男 性163名(72.le1e),女 性

63名(27.9%)で あ っ た 。 平 均 年 齢 は,MDR.TB群 で は

555±15.6歳,S-TB群 で は57.2±19.2歳 で あ っ た。

治 療 歴 は,MDR-TB群 で は 初 回 治 療37名(33.9%)。

再 治 療72名(66.1%)で あ り,ま たXDR-TB患 者 の うち

7名(XDR.TBの20%)は 初 園 治療 例 で あ っ た。S-TB群

で は初 回 治 療190名(84.1%),再 治 …療36名(15.9%)で

あ っ た。

当 セ ン ター は大 阪 府 堺 市 に属 して お り,今 回 対 象 と し

た335菌 株 由来 の患 者 の居 住 地 は 当 セ ン ター周 辺 の堺 市

を中心 に した大 阪 湾 沿 岸 の 泉 州 地域 か ら和 歌 山県 北 部 ま

で の比 較 的広 範 囲 に また が る地域 で あ っ た。 また 結核 罹

患 率 の 高 い 大 阪 市 西 成 区 お よ び 浪 速 区 か ら の 患 者 は

MDR.TB群 で1名(0.9%),S-TB群 で22名(9.7%)で あ

っ た。 外 国 籍 を もつ 患 者 はMDR-TBで4名(3.7%)認

め ら れ,す べ て 中 国 籍 で あ っ た が,S-TB群 に 外 国 籍 を

もつ 患 者 は認 め られ なか った。 すべ ての 患 者 の 疫 学 調 査

は初 診 時 の 聞 き取 り謁 査用 紙 に 基づ い て行 った 。 発症 状

況 か ら明 ら か に 家 族 内 感 染 と思 わ れ る事 例 はMDR-TB

群 で は認 め られず,S-TB群 で4事 例(構 成 員 各2名 〉認

め ら れ た 。 集 団 感 染 と思 わ れ る 事 例 はMDR-TB群 で3

事 例(構 成 員5名,3名,2名)認 め られ た が,S-TB群

で の事 例 は なか っ た。 す べ て の患 者 間で の 地 域 内 感 染 と

見 られ る事 例 は認 め られ な か っ た。

〔方 法 〕

同定

菌 株 の 同定 は結 核 菌 群 同 定用 ア キ ュ プ ロー ブ 結核 菌群

同定 キ ッ ト(極 東 製 薬)と 結 核 菌 群 同 定試 薬 キ ャ ピ リア

TB(日 本 ベ ク トン・デ ィ ッキ ンソ ン)で 行 っ た。

薬 剤 感 受 性 試 験

薬 剤感 受性 試験 に はバ ク テ ックMGIT960結 核 菌 薬 剤

感 受 性 試 験 用 ミジ ッ トシ リー ズ(MGIT-AST法:日 本 べ
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ク ト ン・デ ィ ッキ ン ソ ン)と 緕 核 爾 感 受 性 ビ ッ トス ペ ク

トル ーSR法(極 東 製 薬)を 用 い た 。PZAの 薬 剤 感 受 性 試

験 は鯖 核 菌 感 受 性 試 験PZA液 体 培 地 法(極 東 製 薬)を 用

い たev耐 性 の 籾 定 塞 準 濃 度 はMGIT-AST法 でINHO・1

μB!mJ,RFP1,0Ptglrnl,EB5.OPt9/mt,SM1・OPt91mtと し・

ビ ッ トスペ ク トルーSR法 でINHO,2μ91m',RFP4()μ9/ml・

EB2,5μ9/mt,SMlOμ9/mlと した 。PZAは400μ91In'と し

たゆ

RFLP法

vanErnbdenら の 方 法2}に 準 拠 して行 っ た。 結 核 菌 か ら

のDNA抽 出 に は0」mmの ガ ラ ス ビ ・…一ズ を 用 い て,

Beads-beaterに よる フ ェ ノー ル ク ロ ロホ ル ム ・イソ プ ロパ

ノー・…`一ル処 理 を行 った 。 得 られ た ゲ ノム を制ilN酵 素Pvuil

(TAKARABIO)で 消 化,電 気 泳動 後 サ ザ ン プ ロ ッテ ィ

ング を行 い,正S6〃0を プ ロ ー ブ と し て,ハ イ ブ リ ダ イ

ゼ イ シ ョ ンさせ,ジ ゴキ シ ゲニ ン発 色 で 韮S6〃0の バ ン ド

を検 出 した。バ ン ドの解 析 に はMolecularAnalystSoftware

(Bio-Rad>のDoublegelanalysis法 を用 い,各 々の レー ン

ご と の補 正 と して,λ 〃lindMと φXl74/Hae阻 の2種 類

の マ ー カ ー一を 使 用 した 。 メ ン ブ レ ン 間 の 補 正 はH37Rv

を標 準株 と して 用 い た。

Spoligotyping法

結核 菌DNAのSpacer配 列 を,directlyrepeatedsequence

(DR)の も とに デ ザ イ ン され た2種 類 の プ ラ イマ ー(ビ

オ チ ン標 識)を 用 い てpolymerasechainreaction(PCR)に

て 増 幅 し,43の 合 成 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ドを 固 相 化 した

メ ンブ レ ン(lsogenBioscienceBV)に,Irnmunetics社 の

Miniblotter45を 用 い て ハ イ ブ リ ダ イズ させ た3)。 パ タ ー

ンの 検 出 に はECL発 色 シ ス テ ム を 用 い て 個 々の ス ペ ー

サ ー 配 列 の有 無 を解 析 した。

結 果

RFLP法

IS6〃0コ ピー 数 は全 対 象 結 核 菌335株 にお い て1～25

本 の 分 布 を 示 し,11本 に ピ ー ク を 認 め た。 そ の う ち

MDR-TB群 で は9～25本 の コ ピ ー 数 が 認 め ら れ,10本

に ピ・・・・…一ク を認 め た。 一 方S-TB群 で は1～20本 の 間 に 分

布 し,ピ ー ク は13本 に認 め ら れ,両 群 と も に 多 型 性 が

認 め られ た。 また コ ピー 数5本 以 下 の 菌 株 はS・-TB群 に

の み3株(コ ピー 数1,3,4本)認 め られ た(Fig .1,2)。

同 一 の バ ン ドパ タ ー ン を 示 す ク ラ ス ター はMDR-TB群

で は12種 類(47株),S-TB群 は20種 類(99株)が 認 め

られ た 。 ク ラ ス タ ー の 大 き さ(構 成 員 数)はMDR.TB

群 で2～liを 示 し,構 成 員11名 の ク ラ ス タ ーaグ ル ー

プ と,構 成 員7名 の ク ラ ス ターeグ ル ー プ に は 両 グ ル ー

プ 内 で の 患 者 の 間 に疫 学 的 関 連 は なか っ た 。 一 方S.TB

群 で は2～16を 示 し,構 成 員6名 が2つ,8名 が2つ,
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9名 が1つ,14名,16名 が 各1つ で あ っ た。 家 族 内感 染

は構 成 員3名 のtグ ル ー プ で2名,6名 のaグ ル ー プ で

2名,14名 のcグ ル ー プ で2名,16名 のfグ ル ー プで2

名 に認 め られ た(Table2)。

ク ラ ス ター 形 成 率 はMDR-TB群 で43。1%,S-TB群 は

43、8%,全 体 で43.6%を 示 し た(Table1)。 そ の う ち,

MDR-TB群 ク ラ ス タ ー の パ タ ー一ンaはS-TB群 ク ラ ス

タ・・一一一V-一一の パ ター ンaと 同 じパ ター ンを示 し,MDR-TB群 ク

ラス ター の パ ター一ンiはS-TB群 ク ラ ス ター の パ ター ンi

と同 じパ タbu-mm-.ンを示 した(Table2)。

西 成 区 お よ び 浪 速 区 に 居 住 地 を もつ 患 ・者 由 来 の22株

(S-TB群)の う ち6株 が5種 類 の ク ラ ス タ ー に 属 し,残

り16株 は ク ラス ター を 形 成 しな か っ た。

外 国籍 を もつ 患 者 由 来 のMDR-TB群 に 属 す る4株 は
も

ク ラ ス ター を形 成 しなか っ た。

Spoligotyping法

今 回 わ れ わ れ は,Spacer配 列1～34の 発 色 を 認 め な い

Beijingfamilyの 占 め る割 合 を 求 め る に あ た っ て,35～

43配 列 を 有 す る 典 型 的 なBeijing型 に 加 え,Mokrousov

ら12)の定 義 に よ るBeijingasの パ ター・ンに類似 したBeijing-

likeもBeijingfamilyと して 全 株 を 分 類 した。 そ の 結 果,

Beijingfami1yはMDR-TB群 で84株(77.1%),S-TB群 で

は191株(845%〉,全 体 で275株(82.1%)を 占 め た 。 一

方Beijingfamily以 外 の 遺 伝 子 型 を もつ 株 でInternational

SpoligotypingdatabaseSpolDB3分 類3}に 示 さ れ るfamily

に 分 類 さ れ た 株 はMDR-TB群 の25株 中13株 と,S-TB

群35株 中 の24株 と判 定 され た 。そ れ 以 外 の24株(MDR-

TB群12株,S-TB群12株)はSpolDB3のfamilydefinition

に分 類 され な いUnique株 と判 定 さ れ た(Table1)。 ま た

Uniqueパ ター ン を 示 した 株 の 中 にIS6〃0コ ピー 数5本

以 下 を示 したS-TB群 の3株 が 含 ま れて い た(Table3)。

RFLP法 で ク ラ ス タ ー 形 成 を 認 め たBeijingfamilyは

MDR-TB群 で35株(32.1%),S-TB群 で86株(38 .1%〉

で あ っ た 。 一 方Beijingfamily以 外 の ク ラ ス タ ー 形 成 グ

ル ー プ と し てMDR-TB群 で はLAM1(LatinAmerican

andMediterranean)familyのbグ ル ープ(7株),T2family



534 納核 第82巻 第6号2007ca.6月

Table1 ComparisonofMDR-TBandS・TBbyRFLPandS勲oligotyping

Cluster Others Total Cl協ter%

RFLP :MDR・TB

S-TB

T◎tal

【
ノ

Q
」

4

9

146

2

鱗ー

ノ0

21

189

0
/

fO

《
U

2

嘘震

2

335

壌
塁

0
0

じ

の

3

0」

4

4

43.6

Beijing伽m錐y* Others Total Beijing96

Spoligotyping MDR-TB

S・TB

Total

4

ー
糟

8

Q
沼

ー

275

{
」

{
」

今
ん

3

60

0
1

ご
Q

AU

2

1
唇
2

335

-

《
」

の

の

ηノ

躍
侍

毎
1

0
9

82,E

CIass*喰 Uniq轄e Total

Non-BeijiRgfhmily MDR-TB

S-TB

Total

り
3

4
,

唾
叢

ハ
∠

37

今
ん

《
乙

重

蓋

24

《
ゾ
《
」

う
6

3

60

*ancie!1tBeijlngstrains託mdBeijing-likesp{》ligOl)rof灘 ¢s

**刺orclassesof〃 ・'鯉'・縦 蜘 鋤nSp◎IDB3

Tablle2DNAfingerPrintingresultsfbrMDR-TBandS-TBisolatesbyRFLPandSpoligotyping

MDR-TB S-TB

Strains cluster Strains

1010016

1011097

1051148

1020193

2070344

2010894

3070308

2100456

1010518

1060866

2071004

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

a

鼠

a

a

a

凱

a

a

a

a

a

210H28

3020418

2060497

3030886

3020454

3010929

2011514

b**

b**

b**

b**

b**

b**

b**

cluster Strains

2011505

nOO583

3040439

cluster Strains

*

*

ホ

f
■

f

f

2050419

3060933

1012035

*

*

ホ

2
9

9

9
δ

cluster Strains cl継ster Stfains

3070599

3030861

3110253

3020215

3010525

30重0925

1040969

2020438

c葦鵬 叙訂

*

*

象

*

*

寧

a

a

a

a

a

a

*

*

h

h

3071163

3080532

*

*

tD

江0

1070653

3060032

*

*

■
-

●
-

2100509

3071249

2011515

η

㌶

η

9婁
」

.」

。」

1011111

2020473

T

T

雪K

雪K

2011505

2060287

*

*

1

重嚢
菰

3050944

3020288

2091054

*

*

*

C

C

C

1070018

1080214

*

*

■0

え
U

3070045

3070400

3070543

3080792

3022013

3022069

3030607

3071172

3070737

3031018

3030796

3020810

3031022

3030837

・那

▲T

*

*

ホ

*

*

*

*

*

*

*

*

*

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

C

2060548

2060510

2060423

3060080

3060868

3060247

1030685

*

*

*

*

*

*

*

e

e

e

e

e

e

e

3080908

3070182

3070919

3080723

3010626

3010007

3030100

3030834

3020017

3030316

3070021

じ

さ

ほ

じ

な

ニ

　

　

ぴ

丁

τ

一『

τ

?置

了

丁
・

竿

丁・

e

e

e

e

e

e

e

e

e

3080070

30811、37

3030853

3020287

3070708

3011132

3010820

3020779

*

*

噌G

d

喰

掌

窟

虚
・

*

き

象

*

9

9

9

9

9

9

9

9

2120831

2060904

3071093

3090992

3070512

3070215

3080936

3030206

3040093

3040033

3030165

3020391

3010178

3020757

3◎10746

4011101

3080951

3070657

m

m

3070044

3070658

ゆ

8

籍

n

3020048

3020024

承

*

*

*

象

訟

*

*

*

*

*

*

*

*

*

*

f

f

f

f

f

f

f

f

f

f

f

f

f

f

f

f

2蓬00603

2蓋00985

3070421

3070878

3080597

3080475

3030726

3030794

噛

摩

0

0

窒

*

毒

*

*

串

摩

索

h

h

h

h

h

h

h

h

3020藍24

3010501

3080765

3031049

寧

零

傘

喰

0
`

9
渥

9
ユ

D

轟

3080540

3030993

q

O
.

30104童9

3010785

3010395

謝

索

「
轟

「
孤　

2110964i*

3070025i"

3071118i*

4010937

3110253

3030039

ホ

索

零

S

S

S

3070116

3010231

*

*

6
」

:
匪
」

3030083

3030553

*

*

k

レ
鳳

2061106

3100905

3080817

*

索

*

曹し

重

曹
篠

3090365

3030634

3070977

3081099

3030156

3020920

*

串

*

*

*

*

霊馨薦

韮

I

l

1

1

*Beijingfamily

**LAMlfamily

T垂丁1family

nT2family

Superscrlptletterslclassesofハ4ycobacteriu〃ituberci`tosisexcerPtedfromSpolDB3

TheapatteminMDR-TBwassimilaroftheapattemiηS-TBbyRFLP.

TheipattefninMDR-TBwasalsosimilaroftheipatterninS-TBbyR.FLP.



MolecularFingerp加tingofTB!S.Yoshid鋤 α 紐. 卿

Table3 Spoligotypepatternsfrom335strainsinexc¢rptSpolDB3

SpoligotypingSpolDB3 binaryd¢scriptien oc乳alcode

Beij

Belj

Beij

Beij

Belj

Beij

ng

貌9-1ike

職9-like

ng・hke

ng一撫e

ng・like

No轟Beij垂ng

NonBe輔ing

NonBe聾 蚤ng

NonBe樋i馳9

NonBe崩ng

No鴛Be奪in9

NonBeij

NonBelj

NonBelj

NonBeij

NonBeij

90

0
δ

9

僧5

9

n

n

n

n

疽

NonBeljing

NonBeijing

NonBe藍jing

N[onBeiji血9

NonBeijing

NonBe蚤jing

NonBeijing

N[onBeijng

Non】Beijng

NonBe藍jng

NonBe孟jing

NonBeijlng

NonBeijing

NonBeijing

NonBeijing

Non】Beijing

NbnBeijing

NOI1】Beijing

NonBeij重ng

PositiveControl

PositiveControl

93

04

¢

急

蜘

43

40

⑱

36

鐵

伽

71

ヨ

ホ

撫
撒
濃
膿
躍
膿
野
膿
誰
隠
睡睡
膿
跳
隠
㎜〃.bovis-BCG

O〔コ[コロOロ ロ〔コ[コα コ〔コ[工〕〔慧=旧 〔コ[エコ〔コ〔コ〔〕〔:〔コ{コ[:〔コ[コ〔コ[コ[コ[liTj●6■0■ ■■■60rx)000000003771

口[コ[コ[コ[:〔][コ[コ[コ[=]〔コ[コ鋤〔コ[]〔コ〔コ〔コ〔コ[欝〔工1〔コ[)[コ[コ[)〔コ[コ〔コロ〔コ[コlj■一 ■■■層 ■[〕000000000003770

0口 口O騰cr日 口or口ne口[][]口[]口 〔〕Mlememu[:[:]11M[][]]i]moffn〕Mac]-1.■ ■m■ ■.(X㎜ ㎜373】

口[コ〔〕ロロロ〔〕欝[コ〔X■]〔コmε〕鶯[コ〔)〔コ〔lll[コ[欝〔コ〔:mOM[Jj]〔工us〔コー:]〔]瓢1-11〔}〔 〕■N■0㎝}0(X)OOe()3471

口口[コ[:[コ[コ〔][コ[3[:〔コ〔コ鶯〔コ[コ〔〕[:」[rj[コ[コ〔瓢コに][コ[]に〕縢にコ〔コ澱Oに コ鶯ω■['口 ■■■■顧6(XX}000000002771

〔〕[コ[コロ[コ〔][コ[コ[1][コ[コ〔■■〕口〔〕[コm〔m】[コ[コ〔コ〔鱒 鍮鶯欝〔=〕:〕〔工 〕鶯澱鶯口 口■■[⊃口●璽00000000000e731

■■■■■■■■■圏■■■■9-.■ ■■■■■繊麓..鵬 ・・■■■鵬6■ ■■■凹■■77777777フ777771

■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■.■.■.■ ■口■[=}「コ〔コ〔〔〕■■塵■■■.77フ77777フ760771

■■■■■■■■■■■■■璽■■■■■■■■■■■■■■■■口■[lII〔鶯〔=1【=m■凹〔=1鰯■■77777フ フ77760731

■■0■ ■■■■■■■■■■■■■■■■■凹8■ ■■■口■■[=j■[:[1[コ[Ml■ ■■■口777777777720771

■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■昌[vXXI=コ〔=i〔コ[コ1鶯〔M[コ 〔=〕〔〕1=コロ■■■.■ ■777フ77770020771

■■■■■■■■■■■■ ■■■■■■■■■一 〔二〕〔コ〔コ[コ〔:[=コ1〔]1][]〔コ〔コ[〕[コ■■璽■■8■77777776()00077f

■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■■〔}■臓■口■ ■■■■[=][二]1=]〔]■■■一 ■■7777フ フ757760フ7ヨ

■■■■■■■■■■■■■■■■■■■騒■顧〔コ[:Il〔=][コ〔]〔mac]こ][〕{=]こ]鐵〕mnc]■凹■■■677777774000037】

■■■■■■■■■■凹■■凹■■■■■璽〔][⊃〔:[=]■■■■■ ■鵬■[=〕[〕[]〔】闘■凹■■■■777フ7フ60776(])'7フ1

■■■■■■■■■■■■■■■■■■■8〔=}〔]口〔]〔=]■N8■ 〔]■〔=〕E:〕〔][=]■■凹■■-777777603720771

■■■■■■■■■■■昌■■■■■■〔コ■■■凹■■■■■8■ ■[=i口〔〕〔〕U[=]讐■■■6■7777773フ774037蓋

■■■■■■■幽■■璽薗■■[=]■■凹■■■■■■朧■■■■■■凹■凹■■9凹 臨■■-77フ76フ777777771

■■■■■■■■■■■■■■口■■■■凹幽■■■■■■■凹■■■ロロ〔〕〔)■ロロ■口薩腫777767777フ6047韮

■■■■■■■■■■■豊■■[コ〔]⊂コ〔=][B[:〔」〔=i■【コ■■■■■■■■〔=〕〔=コロロ■■■■■■■77776002776077蓋

■■■■■■■■■■■■■■1コ〔〕[コ[]ロロ〔3[=]〔】{=]■■■■■■■■ロロE3[コ■■■■■■■77776000776(}771

■■■■■■■■■■■■[=]■■■■■■瞠幽■■■■■■■■■■圏[⊃[=}ロロ■■■■■N77773777776077茎

■■■■■■■■■■■口[コ■[コ⊂コ{=]■■■■■■■■醒幽■凹■■■口E】口[=}■■6■ ■■■77762177776e771

■■■■■■■■■■[=〕■■■■■■螢■■■■■■■■■■■■■幽■■■■■■■■■■■777577777777771

■■■■■■■■■■〔コ■■■口■■■■■■■一 ■■■■■■■■■■薩■一 ■■■■■777567777777771

■■■■■■■口■■■■■■■■⊂}〔=}[〕〔〕[]■■■[コ[コ[コ〔コ[コ[]口口[コロ[コ[3〔}■■■6■ ■775774070000371

■■■■■■■〔コ⊂]〔コロロ[コ■■■■■■■■口■■■■■■■■■■〔][=][=}[=〕■■■[=]〔=][]口774037777760700

■■■■i=][][]口 ■■■■[コ■■■6■ ■■■■■■■■■■■■■■[コ[=}[=}口■■凹■凹●■74蓋73777776{}フ71

■■■[コ■■■■■■■■■■■■■■■■[コロ〔=]⊂]■■■■■■■■口[コ【コ[}■ ■■■■■■73777760776G771

■■■[コ■■■■■■■■■■■■■■■■[コ[]⊂]口■■口■■■■■〔コ[=〕〔]=⊃■■■〔〕■凹口73777760776e731

■■[コ■■■■■■■■■■■■■■■■■[]ロ ロロ■■■■■■■■口口[=}[=}■■■■■■■677777607760771

■■[=]■■■■■■■■■■■■■■■■■〔=Kコロ〔]■■■〔〕[=}口〔】〔=][=}〔〕〔=}〔」■■■■■■■677777607000771

■■口■■■■■■■■■■■■■■■■[コロ■N■ ■■■[][][][⊃ ■[]■ ■■腫■■璽璽口677777477413771

■■口■■■■■■■[][][]〔コ⊂]〔〕口[⊃[コ[コ[コ⊂コ[コ[]〔コロ[=〕[⊃[=}[3〔]〔][⊃■■■■■■■■■■677400077407771

⊂コロ〔]〔〕[=〕⊂〕{=〕[=]口〔][=][=】口■口■■■[=]■■口■■■■■■■■■■ロロ[コ[コ■6■ ■■凹■00002737776{}771

⊂][コ⊂][コロ[コ[]口[⊃[]口口口〔コ⊂]ロロ[コ[コ[コロ⊂]ロロ〔コ[コロ[=〕ロロ[1[⊃〔⊃口■■■[コ[][]⊂][コ[⊃000000000003400

凹■■6■ ■■■■■■■■■■6■ ■口[コ■■■■■■口■■口■ロロ[コロ■■■纈纈■■口777777477760[771

■■口■■■■■[コ■■■■■■[=〕口■■■■■■■纏凹臓凹■■口■■8■ ■■■{=]⊂]⊂][]〔=1676773777777600

Beijing=ε 田ci¢ntBeijiRgstrainsB¢ij蜘9-like二BeijingstrainswithdisruptedspoEigoprofiEes.

H37Rv,〃.わoレ 」∫-BCG:positivecontrolofルf.tuberculosis

UniquewerecategorizedoftheUniquepa貫ernfromSpolDB3datebase.

*oneIS6〃OcopybyRFLPand**30τ4互S6110copiesbyRFLP

のjグ ル ー プ(3株),Tlfamilyのkグ ル ー プ(2株),

そ してS-TB群 のeグ ル ー プ(9株)のTlfamilyが 認 め

られ,S-TB群 のmグ ル ー一プ とqグ ル ー プ はUnique株 に

よる クラ ス ター で あ る こ とが示 され た(Table2)。

spoligotyping法 はRFLP法 に 比 べ て よ り安 定 した 遺 伝

子 解 析 情 報 を表 して い る た め,Spoligotyping法 の パ ター

ンが 異 な っ て い れ ば 例 外 な くIS6110-RFLPの パ タ ー ン

も異 な る6)14}。わ れ わ れ はRFLP法 とSpoligotyping法 の

ク ラ ス ター か ら沖 縄 県 で の 最 近 の 結 核 感 染 発 病 率 を推 定

して い る 大 角 らの 方 法15)に し た が っ て,当 セ ン タ ー 周

辺 地 域 に お け る最 近 の 結 核 感 染 発 病 率 を推 定 した 。 ク ラ

ス ター 構 成 員1名 が 他 の ク ラス ター構 成 員 に 対 して 直接

的,間 接 的 に 感 染 源 に なっ た と仮 定 した と ころ,最 近 の

感 染 発 病 率 は す べ て の 対 象 結 核 菌 に対 して は34.eg。=

〈146-32)!335と な り,MDR-TB群 に お い て は32」%,

S-TB群 にお い て は35、0%と な っ た。

考 察

RFLP法

今回,す べての対象結核菌に対するIS6〃0コ ピー数

は1～25本 の分布を示 し11本 にピークを認めた。今回

の検討は一施設での結核菌を対象とした解析ではある

が,菌 株由来の患者居住地域が比較的広範囲であること

か ら,大 阪湾沿岸地域での結核菌の感染伝播の把握が可

能 と思われた。 また高橋が検討 した1～23本 のバ ンド

数の分布をもち,そ のうち1,12,14本 にピークを形成
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していた沖縄県での報告1も,や,大 畠らの1～1フ 本の分

布で10と12本 にピークが見 られた岡11i県の報告17)と岡

様の分布状況であった。 したがって当センター周辺地域

と他の地域での結核菌感染伝播に大 きな違いは見られな

いと考えられた。

クラスター形成率は最近の感染からの発病を反映 して

いるという定義が分子疫学を応用 した感染対策の原鋼で

ある。オランダ(1995年),デ ンマーク(1998年)で の

クラス ター形成率は46,0%(結 核罹患廓1人 口10万 対

10.4),50。0%(10万 対9.6)と 報告されてお り9)19},結核

の低 蔓延地域(IO万 対10未 満)で は比較的高いクラス

ター形成率 を形成す るものと考え られている.一 ・方

ニュー一ヨークにおける1989年 の結核罹患率はIO万 対36

(全米平均は10万 対9。2)と なっているにもかかわらず,

Allandら19}の1989～1991年 での報 告に よる とク ラス

ター形成率は37.5%で あった。わが国では,陪 野ら2⑳の

2001年 の報告で大阪中南部地域のクラスター形成率は

32.0%で 中蔓延地域であるとしている。財団法人結核予

防会から出版されている 「結核の統計2002」2i)によると

2001年 の大阪府における結核罹患率5L9は,全 国平均

の27.9よ り高値であった。 したがって,大 都市では地方

に比べると結核罹患率が高い という地域間格差が見 ら

れ,ま た高いクラスター形成率が都市部における最近の

感染状況を示唆 していると考えられている。

今回の検討によるクラス ター形成率は43.6%で あっ

た。そこで当センター周辺地域の結核罹患率を推定する

ために,ま ず西成区および浪速区に居住する患者由来菌

株22株 の対象菌株に占める割合は低い値を示していた

こと(9,7%)か ら,大 阪府の罹患率を今回の当センター

周辺地域の罹患率と仮定した。結核罹患率は年度ごとに

変動があるため,長 期 にわたって集め られたMDR-TB

群のサ ンプ リング期間の中央値であ り,S-TB群 のサ ン

プリング期間である2003年 のデータを用いた。f結核の

統計2004」22}に よると大阪府の2003年 の結核罹患率は

人[E10万 対44.0で あり,全 国平均(10万 対24.8)よ りも

高かった。 したがって当セ ンター周辺地域は世界の高蔓

延地域に比べ ると低い中蔓延地域ではあるが,ニ ュー

ヨーグ9)や大阪中南部2。・で示されたのと同様に,都 市に

おける比較的最近の感染発病を反映していると考えられ

た。

高鳥毛ら23}は1996年か ら2000年 までに結核高蔓延地

域(西 成区および浪速区)を 含む大阪市内在住患者によ

るRFLP法 を実施した結果,高 蔓延地域と他の地域 とで

クラスター形成率は差が見 られなかったとしている。そ

こで彼 らはクラスター形成率と地域の罹患率水準の間に

は相関がなく,高 結核罹患率は最近の感染伝播によるも

のではなく古い感染の内因性再燃発病による可能性が高

納核 第82巻 第6号2007年6月

いと述べている。今回の検酎から比較的高いクラスター

形成率 と高蔓延地域 とはいいがたい結核罹患率が示 さ

れ,ク ラスター形成率と結核罹患率との問に関連性が見

られないという高鳥毛らの考えが支持できた。

しかし,縮 核においてはrク ラスター'・'・'形成率=最 近の

感染の反映」とは必ず しもいえないという報告がBraden

ら24}による米團アー一カンソー州での地域結核分子疫学的

研究で示 されている。それによると33%の 患蓼が クラ

スターを形成 していたが,疫 単的関連が確認されたのは

そのうちの42%に すぎなかったとしている。高楕 ら16)も

沖縄購における地域流行株の存在 を示唆 している。今

國,疫 学的関連性が認められた事例は家族内感染の4事

例(S.TB群)と 集団 感染 と思 われ る嚢 例 の3事 例

(MDR-TB群)の みであり,疫 学的につなが りがないと

思われる感染がほとんどであった。岡様にクラスターの

大きさ(構 成畏数)はMDR-TB群 とS-TB群 とで同程度

に認められ,岡 群 ともに構成員の大きいクラスターグ

ループが存在 していたが,多 くの患者問での相互接触関

係が証明されなかった。構成員数が大きいグルー・ブの中

で疫学的関連が低い場合には幾世代か前の流行を反映す

る地域特有な株 と推定されることから㈲,過 去に起きた

流行株による内因性再燃発病によるものと考えられてい

る。しかし最近に起こった患者間の偶発的な伝播による

感染発病 もありうることから,こ のような場合,患 者に

対 して綿密な接触調査を実施することが必要となって く

る。当センターのような広範囲な地域から結核症患者を

受け入れる医療機関においては,患 者情報を管轄する保

健所が多岐にわたってしまい,個 人のプライバシーの保

護のうえからも患者情報の詳細な掘握は非常に困難であ

る。したがって現時点での解析結果からは,感 染伝播力

の強い結核菌による最近の感染発病と,地 域的に流行し

ている菌による内因性再燃発病の両方が混在 して,ク ラ

スターを形成している可能性が考えられた。

MDR-TB群 とS-TB群 との問のクラスター形成率に有

意差は認められなかった。従来薬剤耐性結核菌の感染伝

播力は弱いとされて きたが9}2S),近年,阿 野ら20}は大阪

中南部地域を対象 としたRFLP法 の結果,薬 剤感受性患

者群 とINH,RFP,EB,SMい ずれかの薬剤に耐性の患

者群とのクラスター形成率に有意差はなかったと報告 し

ている。われわれ もMDR-TBの 感染伝播力が必ず しも

弱いとはいえないことを示すMDR-TBに よる集団感染

事例 ゆを報告 している。 したがって結核菌の感染伝播

力は薬剤感受性に関係 しないとの考えを今回支持できた

ことは意義があると考えられた。

MDR-TB群 とS-TB群 で共通のパ ターンを示すクラス

ターが2組 認められた。すなわち感染伝播力の強い感受

性菌が感染伝播力を保ちながら多剤耐性化 し流行 した可
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能性 と,全 剤 感 受 性 の 流 行 株 が 不 逸 切 な 治療 で 多剤 耐 性

化(獲 得 耐 性)し て ク ラス ター を形 成 した可 能 性 が,両

群 に お け る共 通 パ ター ンの 存 在 か ら示唆 され た。

遮

今 回 の 検 討 で はMDR-TB群,S-TB群 と もt:Beijing

familyが 約75%以 上 を 占 め,阿 群 に 有 意 差 は 認 め られ な

か っ た 。 ま たRFLP法 で ク ラ ス タin一を 形 成 し た グ ル ・eM一

プ は 大 部 分 がBeijingfamilyに 属 し て い た(Table2)。

Beijingfamilyは 感 染伝 播 力 が 強 く,薬 剤 耐 性 を獲 得 しや

す い と さ れ て お り6}26},今 翻 両群 が 岡 じ翻 倉 でBeijing

familyに 属 して い た こ と は,薬 剤 感 受 性 の違 い に よる結

核 菌 の 感 染 伝播 力 に 差 は な い可 能性 を さ らに支持 す る結

果 と考 え られ る。

RFLP法 とSpohgotyping法 の ク ラス ター一か ら推 定 した

最 近 の 結 核 感 染 発 病 率 は,今 回 全 対 象 結核 菌336株 にお

い て,大 角 らls・}が報 告 し て い る30.09eと ほ ぼ 同 程 度 の

34.0%を 示 し,MDR-TB群 に お い て は32.1%,S.TB群 に

お い て は35.0%で あ っ た。 したが っ て最 近 にお け る感 染

発 病 率 も薬 剤 感 受 性 に 左 右 され な い 可 能 性 が 支 持 され

た。

ま と め

薬 剤 感 受 性 の 違 い に よ る結核 菌 の 感染 伝 播 力 の 違 い に

つ い て,遺 伝 子 学 的 手 法 を用 い た分 子 疫 学 的 解 析 を行 っ

た結 果,RFLP法 で はMDR-TBとS-TB群 の 問 の ク ラ ス

タ ー 形 成 率 に 有 意 差 は な く(Z2検 定p=0.51>0.05),

Spoligotyping法 で も両 群 間 のBeijingfamilyの 占め る 割合

に有 意 差 が な い こ と を 証 明 で き た(Z2検 定P=0.09>

O.05>。 今 回 の デ ー タ は 当 セ ン タ ー周 辺 地 域 に お け る結

核 対 策 の活 動 に役 立 つ 基 礎 的 デ ー タ と して 有 用 で あ る と

考 え られ た。
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MOLECULAR EPIDEMIOLOGY OF  MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 
   — Comparison between Multidrug-Resistant Strains and Susceptible  Strains

1Shiomi YOSHIDA,  1Katsuhiro SUZUKI, 1Kazunari TSUYUGUCHI,  1Masaji OKADA, 

                   and 2Mitsunori SAKATANI

Abstract [Purpose] Comparing multidrug-resistant M. tuber-

culosis strains with susceptible strains by molecular epidemio-

logical methods. 

 [Methods] We examined 109 multidrug-resistant strains 

(MDR-TB) and 226 susceptible strains (S-TB) derived from 
National Hospital Organization Kinki-chuo Chest Medical 

Center by restriction fragment length polymorphism (RFLP) 
with 156110, and Spacer oligonucleotide typing  (Spoligo-

typing). 

 [Results] In the case of MDR-TB, 47 strains  (43.1  % ) 
belonged to 12 descriptions of clusters and the number of IS 

6110 copies per isolate ranged from 9 to 25. Similarly, 99 

strains  (43.8%) belonged to 20 descriptions of clusters in 

S-TB and the distribution of IS 6110 copies were from 1 to 

20. On the other hand, 84 strains of MDR-TB  (77.1%) and 

191 strains of S-TB  (84.5%) belonged to Beijing family by 

Spoligotyping.

 [Conclusion] MDR and susceptible M. tuberculosis strains 
were characterized similarities in ratio of clusters by RFLP 

patterns and high proportion of Beijing family by Spoligo-
typing. These finding supported the possibility that infectious-

ness of MDR-TB might be similar to that of S-TB. 
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 Multidrug-resistant, Susceptible 
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