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国内結核 菌型別のための迅速 ・簡便 な反復 配列

多型(VNTR)分 析 システム
一JATA(12)-VNTR分 析法の実際一

前田 伸司 村瀬 良朗

加藤 誠也

御手洗 聡 菅原 勇

要 旨:〔 目的)VNTR法 を用 い た 日本 国 内の 結 核 菌 型 別 法 開発 の た め に各 ロ ー カ ス の識 別 能 を 評 価 し

た 。 〔方 法 〕 全 国 か ら 集 め た325株 お よ び 院 内 感 染 ・集 団発 生 疑 い 例 の24事 例,74株 を 対 象 に し,

IS6110RFLP,ス ポ リゴ タイ ピ ン グお よびVNTR分 析(35loci)を 行 った 。 〔結 果 ・考 察〕4カ 所(VNTR

2163a,3232,3820お よび4120)を 除 き,h値 の上 位12カ 所(VNTRO424,0960,1955,2074,2163b,

2372,2996,3155,3192,3336,4052お よび4156)を 分 析 す る と,識 別 能 はIS611ORFLP分 析 よ り優

れ て い た。 こ のVNTRシ ス テ ム をJATA(12)-VNTR分 析 法 と名付 け,次 に ヨー ロ ッパ 諸 国 で採 用 され

て い るsupply(15)-VNTR分 析 法 と識 別 能 を比 較 した。JATA(12)-VNTR分 析 法 は12カ 所 の分 析 に もか

か わ らず,15カ 所 分析 す るSupPlyら のVNTRシ ス テ ム よ り優 れ た識 別 能 を もっ て い た 。 よ っ て,本

JATA(12)-VNTR分 析 法 は,日 本 だ け で な く北 京 型 結 核 菌 の割 合 が 高 い地 域 でVNTR分 析 の 標 準 法 と

して利 用 で き る と考 え られ る。

キ ー ワ ーズ:結 核,分 子疫 学,RFLP,VNTR,北 京 型 結 核 菌

は じ め に

現 在 の 結核 菌 型 別標 準 法 は,Restrictionfragmentlength

polymorphism(RFLP)分 析 法 で あ る。 しか し,こ の 分 析

法 は 高 分 子 のDNA(1μ9以 上)が 必 要 な の で,菌 を 長

期 培 養(2～3週 間)す る 必要 が あ り,ま た バ ン ドの 差

異(ア ナ ログ デ ー タ)の 判 定 は 肉 眼 に よ るた め,電 気 泳

動 の 状 態 や 条件 に よる結 果 の変 動 が 大 き く,多 施 設 問 で

の デー タ比 較 お よ び共 有 は難 しい 等 の 欠 点 が あ る1)。 こ

の よ う なRFLP法 の 欠 点 を 補 う 新 規 の 型 別 法 と し て,

Variablenumbersoftandemrcpeats(VNTR)分 析 法 が 報 告

さ れ た 。 こ のVNTR法 は,パ ス ツー ル研 究 所 で 進 め ら

れ た 結 核 菌 の ゲ ノ ム プ ロ ジ ェ ク トで 明 らか に な っ た

Mycobacterialinterspersedrepetitiveunits(MIRU)な ど の

繰 り返 し配列 の コ ピー 数 を調 べ,結 核 菌 の型 別 を行 う方

法 で あ る2)。ポ リメ ラー ゼ連 鎖 反応(PCR)法 を利 用 して

核 酸 を増 幅 す る た め,少 量 の 未 精 製 のDNAを 検 体 と し

て使 うことができる。そのため,死 菌体からでも分析可

能であり,三 種病原体と分類され移動が困難になった多

剤耐性結核菌でもオー トクレープした小川培地を分析施

設に送付すれば型別は可能である。

大都市における結核対策には,人 の移動を考慮して広

域での結核疫学調査が必要となる。広域調査には,結 果

がデジタルで表されるVNTR法 が有望な型別法である。

しかしながら,米 国で採用されている12カ 所のMIRU分

析で日本国内の株 を型別すると約23%の 株が同一プロ

ファイルとなる3}ことや,Supplyら の15-10ciVNTR分 析4)

でも大 きなクラスターが残 ることが報告S}されているこ

とか ら,こ れらの既に報告 されている方法を直接 日本で

採用することはできない。

本研究では,ほ ぼ全国から集めた結核菌を分析 し,日

本国内での結核菌型別の新 しいVNTRシ ステム,す なわ

ちJapariAnti-TuberculosisAssociation(JATA)(12)-VNrR

分析法を確立 したので報告する鋤 。
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TablelPCRprimersequencesusedinthisstロdy

No.of

JATAAlias

(12)

PCRprirrierpairg,(5'to3') Reference

2

7

9

MIRU-2

MIRU-4

MIRU・10

MIRU46

MIRU20

MIRU-23

MIRU・24

MmU・26

MIRU-27

MmU・31

MIRU-39

MIRU-40

TGGACTTGCAGCAATGGACCAACT

GCGCGAGAGCCCGAACT(}C

GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC

TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA

TCGGAGAGATGCCCTTCGAGTTAG

CTGTCGATGGCCGCAACAAAACG

CGACCAAGATGTGCAGGAATACAT

TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC

TCGAAAGCCTCTGCGTGCCAGTAA

ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA

CGCATCGACAAACTGGAGCCAAAC

GGGTTGCTGGATGACAACGTGT

TACTCGGACGCCGGCTCAAAAT

GCGCAGCAGAAACGTCAGC

GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT

CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC

GGAGACCGCGACCAGGTACTTGTA

AGCTCAACGGGTTCGCCCTTTTGTC

GGGCGAGTTGAGCTCACAGAA

CATAGGCGACCAGGCGAATAG

GCGATGTGAGCGTGCCACTCAA

GTGCCGACGTGGTCTTGAT

CGGAAACGTCTACGCCCCACACAT

G6GTGATCTCGGCGAAATCAGATA

S叩Plyol縁L,JCIjnMicrebiOl・

2001;39:3563弓571・

ETR・A

ETR-B

ETR-C

ETR-F

AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT

GCGAACACCAGGACAGCATCATG

GTGAGTCGCTGCAGAACCTGCAG

CTCGGTGATGGTCCGGCCGGTCAC

CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGAm

GGCATGCCGGTGATCGAGTGG

GGCGTCTTGACCTCCACGAGTG

GGAAGTGCTCGACAACGCCATGCC

翫o重bi戯3h措m&M㏄ker・

0℃o織 纏ell,Micrebioヨ⑩gy・

1998;墓44:塵 妻89瀞肇196、

5

VNTR2163a

VNTR2163b

VNTR3232

CGTGATGTTGATCGGGATGT

CCGATGTAGCCCGTGAAGA

CCCCAGCCTTACGACTGA

ACCCTGGAGTCTGGCATC

AGGGTCTGATTGGCTACTCA

GTCGGG㎝GGTGAAGG

墓w盆励oωeIa童.,FEMSMicrOt)iol

L鶴鮭,2007;270:67　 ・フ4、

3

12

VNTR1955

VNTR3820

VNTR4120

VNTR4156

AGACGTCAGATCCCAGTT

TGCGCGGTGAATGAGACG

GTrCACCGGAGCCAACC

ACCGCAAGGCTGATGATCC

ACCCGACAACAAGCCCA

ACCTTCATCCTTGGCGAC

GAGGTGGTTTCGTGGTCG

GTGCATCTCGTCGACTTCC

S蹴i婬ip推艦etai、,JC顯Micmb重oL

2005;43:5034-5043.

1 鍋

47

7-

90

04

23

31

36

㎜

㎜

㎜

㎜

CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT

GCCAGCCGCCGTGCATAAACCT

GGTGCGCACCTGCTCCAGATAA

CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC

GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC

AGCCACCCGGTGTGC㎝GTATGAC

GGCTCTCATTGCTGGAGGGTTGTAC

TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG

S憾PP豆ye翰 韮..JC1勧M韮cmb葺oL

2006;44:4498-45乳0.

10

VNTRl895GGTGCACGGCCTCGGCTCC

VNTR3336ATCCCCGCGGTACCCATC

AAGCCCCGCCGCCAATCAA

GCCAGCGGTGTCGACTATCC

Ro血geIaL.JC亘i轟Microbiol.

2002;40:2126-2133.

4

10

彊
り
-
轟
1

VNTR1612

VNTR2074

VNTR2372

VNTR2401

VNTR3155

VNTR4052

GGTATCACCGGAGCCGGAACG

TGTGTCACCTGACGATTTCAAGG

ACCTCCGTTCCGATAATCCG

CGTCGTCGCCGAGCTGGATT

GCCAGCCGTAACCCGACCAG

GTGCCGGCCAGGTCCTTCC

CATGGCTGGTGTTCCGTTCGT

TGGCCGGCAAATAATGGATGC

CAGCTTTCAGCCTCCACAAT

CACCGGGGCTGGCAGCTAAG

GGGCCGGAAATTCGCAGTGG

CACCGCGTGTTTGACCCGAAC

Th壼s銚udy

ThenumberofJATA(12)wassequentiallynamedbylocusnumber.

方 法

〔結核菌分離株 と型別法〕結核療法研究協議会が2002

年 に収 集 した菌 株 の 中か ら都 道 府 県 ご とに,ラ ンダ ム に

3～10株 選 択 した。 こ れ ら合 計325株 に つ い て,IS6〃O

RFLP,ス ポ リ ゴ タ イ ピ ン グお よびVNTR分 析 を行 っ た。

VNTR分 析 は,ゲ ノム上 の35カ 所 につ い て 分析 を行 っ た

MixtureforPCR:

TemplateDNA

20μMP嫉mers

2.5mMdNTPs

2×GCbufferI(Takara)

Distilledwater

ExTaq(5U1μ り(Takara)

(～iOng)

e.5Ptleach

2S`i

IOμ

O・Elul

(Tablel)。 また,集 団感 染 ・院 内 感染 疑 い 例 の24事 例,

74株 に つ い てJATA(12)-VNTR法 で分 析 を行 い,IS6〃O

RFLP分 析 結 果 との 比 較 を行 っ た。

〔ゲノムDNAの 調製〕結核菌のゲノムDNAの 精製は,

ISOPLANT(ニ ッポ ン ジ ー ン社)に よ り行 っ た 。VNTR

分析のみを目的 とした場合は,小 川培地をオー トクレー

ブ後,凝 固水 と菌塊 を回収 し遠心上清を粗抽出DNA画

PCRprogram:

℃

℃

℃

℃

℃

℃

4

4
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2
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0
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0
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ー0

7
'
弓1

20μ

5min

i翻一
7min

◎o

Fig.1ProtocolforVNTRanalysis

分 としてPCR用 の検体とした。
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kble2ConversiontableforJATA(12)-VNTRa鷲a蓋y8is

JATAAIi
asNo

.
UnitCopyCopy轟 憾蹟berofmndem鵬peaIunit(s)

Locus(b
p)齢 。1234567891。1口2131415

韮MtubO40424512

2MIRU100960533

3Mtub211955571

4Mtub242074564

5QUBllb2163b695

6VNTR23722372572

7MIRU262996513

8QUBI53155544

9MIRU313192533

10QUB33363336598

11QuB2640521115

12QUB41564156593

535586

536

208265

70

200269

176233

336

71125

98157

168279

510569

637688

589642

322379

126182

338407

290347

387438

179233

597650

216275

390501

628687

739

695

436

238

476

404

489

287

703

334

612

746

790

748

493

294

545

461

540

341

756

393

723

805

841892943994亘045109611471韮9812491300

907111.6

55060766472177883589294910061063

350406462518574630686742798854

6146837528218909591028109711661235

5185756326897468038609179741031

591642693744795

395449503557611665719773827881

809862

452511570629688747806865924983

83494510561167127813891500161117221833

8649239821041110011591218亘27713361395

TheboldnumberineachlocusisthemolecularsizeofPCRproductswhengenomicDNAofH37Rvisanalyzed.

Table3ConversiontableforVNTRanalysis

Alias L・cus潴 舗 器
Copynumberoftandemrepeat臆 巖it(s>

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

MIRU2015453

MIRU4"058077

MIRU16164453

M]RU20205977

MIRU23253153

MIRU24268754

MIRU27300753

MIRU39434853

MRU40080254

ETRA216575

ETR、B246157

ETRCO57758

ETRF323979

QUB23161221

VNTR1895189557

Mtub30240158

Mtub29234757

MtUb34317154

Mtub39369058

QUBlla2163a

QUB32323232
VNTR38203820

VNTR41204120

Q
ノ

ー0

7
'

月
1

10

《
」

《
」

《
」

2

3'(352bp)

**

2

2

6

1

3

2

1

3

3

4

3

6

4

2

4

3

5

2

4

2
」

2

454

184261

617

513

200

447

551

592

407

166

308362

5273

81138

75133

327384

318372

260318

507

338

670

590

1

4

5

1

4

0

9

2

4

5

1

1

6

6

0

0

4

6

3

2

4

1

9

9

9

4

2

7

5

6

6

4

3

2

1

4

1

1

4

4

3

170239308

181237293

266323380

326383440

560

415

723 776829

306359412465518571

657

698

515

410

278

208

462

115

252

249

498

480

434

377

349

437

497

O

1

9

2

4

3

7

6

9

7

5

4

2

1

5

6

8

3

6

1

3

0

0

5

3

9

7

7

5

4

3

2

5

1

3

3

5

5

4

554

321

157178199

366423480

365423481

612669726

588642696

550608666

446515584

405461517

494551608

554611668

677

220241262

537594651

539597655

783840897

750804858

724782840

653722791

573629685

665722779

725782839

860

741

836

896

*H37RvhasTypeI(77bp)嶽nit(s)imhelocusofMIRU4
・However,mostclinicalisolateshaveanadditlo簸alTypen疑nit(53bp)inMIRU4 .

零*Basedonactualmeasuτeme瓢
,thecopynumbero負a獄dcmτepea紺nitswasde五 臓ed.

〔PCR法 に よ るVNTRロ ー カ ス の 増 幅 〕 結 核 菌DNA

(1～10ng),0.5μMの プ ラ イ マ ー 混 合 液,GCbufferI

(タ カ ラ バ イ オ社),O.2μMdNTP,TakaraExTaq(0.5U)

を 混 合 し,H20で 全 量20μ 」と し て 反 応 液 を 調 製 した

(Fig.1)。PcRの 条 件 は,94℃ で5分 加 熱 し た 後,94℃

30秒,63℃30秒,72℃3分 の サ イ ク ル を35回 繰 り返 し,

72℃ で7分 加 熱 し,そ の 後4℃ と した。

〔ア ガ ロ ース ゲ ル電 気 泳 動 〕PCR増 幅 液 は,TBE緩 衝 液

を 用 い た15～25%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳 動 を行 い,

PCR産 物 の 分 子 量 を 算 出 した。 そ し て,Table2お よ び

Table3を 用 い て コピ ー数 へ 換 算 した。

〔識 別 能 の比 較)h値 を 用 い て 各 ロ ー カス の 識 別 能 を比

較 した3}。

結 果

日本国内株分析のためのVNTR標 準法
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Table4TheVNTRlociselectedforthedifferent

VNTRanalyses

No,10cusAlias
ThisstudySupplyet鋤L4}

佑覇122415

VNTRVNTRVNTR

12163bQUBllbO.8550

24052QuB260.8120

333360、7680

41955Mtub210.7310

541560.6930

623720.6750

70424MtubO40.6350

82074Mtub24α6蓋40

92996MIRU2605910

103155QUB董50,5750

110960MIRU董005460

123192MIRU3茎05450

132401Mtub300.498

142165ETRAO.496

150802MIRU400.473

164348MIRU390.472

173690M沁b390.406

1818950.367

193239ETRFO.358

201644MIRU160.345

212531MIRU230.336

220580MIRU40、189

232461ETRBO.15張

240577ETRCO.134

252347Mtub290.129

262059MIRU200.083

273007MIRU270.072

282687M【RU240.054

293171Mtub340.036

301612QuB230.()24

310154M】RU20.018

3232320.929

3341200.924

3438200。911

352163aQUBllaO.836

○ ○
○ ○

○ ○
○ ○

○ ○

○ ○

○
○
○
○
○
○
○

○
○
○
○
○
○
○
○
○

○

○

○
○
○
○
○

○

○

○

○

*h
representedthea瓠elicdiversityofeachIocus.

検体が精製したゲノムDNA,粗 抽出DNA画 分のどち

らの場合でも,種 々の検討からVNTR分 析では,Takara

ExTaqとGCbufferlを 使 ったPCRキ ット(タ カラバイ

オ社:RRO6BG)を 使 うと最 も効率 よくPCR産 物が得ら

れた。

既 に報告されているMIRU分 析にExacttandemrepeat

(ETR)の4カ 所を加えたVNTR分 析で日本国内の株を分

析すると,IS6〃ORFLP法 に比べて識別能は低かった。

この原因として国内では北京型結核菌の割合が73.8%と

高いことが考えられる。北京型結核菌を効率よく型別可

能なローカス8}を選び分析を行った。

得 られるPCR産 物が高分子 となると反復配列数のコ

ピー数の相違を判定することが難しい。 このような株が

績核 第83巻 第10号2008年10月

TablesDisc滋m丘natorypowerof互S6〃0翼FLP

andVNTRanalyses

Typingmethod 腰膿温
P麟cms

No.ofMaxim脇m

Cb鵬 鷲dno、of

l801a健6垂 酬0燦 麟in

(%)acl腿 鵬r

IS6〃ORFLP

8曙locusVNTR

(VNTRs2163b。

4052撃3336,1955,

4156,2372,0424,

and2074)

10・locロsVNTR

(8・1◎cusVNTR斗 ・

VNTRs2996,

and3155》

JATA(12)・VNTR

Supply(15)-VNTR

283

290

297

302

291

1860(185)

25

21

18

22

60(185)

49σ5,韮)

4隻(!2,6)

56(韮7.2)

8

5

4

4

6

多 く含 まれ るVNTR2163a,3232,3820お よび4120の4

カ所 は,分 析 ロー カ ス か ら除 外 した。 残 りの31カ 所 に

つ い て,h値 が 高 い もの か ら順 番 に並 べ て 分 析 ロ ー一一一一一,カス

の 上 位8,IO,12カ 所 の 組 み 合 わ せ を作 り(Table4),

IS6〃ORFLP分 析 結 果 と 識 別 能 を比 較 した(Table5)e

上 位12カ 所(VNTRO424,0960,1955,2074,2163b,

2372,2996,3155,3192,3336,4052お よび4156)の 組

み 合 わせ でVNTR分 析 を 行 う と,調 べ た す べ て の 指 標

でIS6〃ORFLP分 析 結 果 よ り優 れ た識 別 能 だ っ た。 そ こ

で,こ の ロー カ ス の組 み 合 わせ をJATA(12)-VNTR分 析

法 と命 名 した 。

ヨー ロ ッパ で 提 唱 され て い る15-locusお よ び24-10cusの

VNTR分 析 との比 較

ク ラ ス ター 形 成 率 で 比 較 す る と,本 分 析 法 は,12カ

所 のVNTR分 析 に もか か わ らず,S叩plyら に よ っ て提

唱 され た ヨー ロ ッパ 諸 国 で のVNTR分 析 標 準 法4,の24-

locus分 析 に は 及 ば な い もの の,15-locus分 析 よ り も優 れ

て い た(Table5>。

集 団感 染 疑 い 事 例 にお け るJATA(12)-VNTR法 とIS6〃0

R肌P法 の型別結果の比較

接触者調査から同一一株による感染が疑われた事例(24

例,74株)に ついてRFLP分 析 を行 うと,17例(54株)

ではそれぞれの事例内でRFLPパ ターンは一致 した。 ま

た,こ れらのすべての例でJATA(12)-VNTR分 析でも事

例内で同じプロファイルとなり,RFLPとVNrRの 両分

析法で型別結果が一致することが確認された。一方,7

例(20株)は,RFLP分 析で各事例内においても別パター

ンとなったことから,こ れらの事例は集団感染例ではな

く,同 時発生例であることが判明した。そのため,JATA

(12)-VNTR分 析法によるプロファイルも異 なることが
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Fig. 2  1S6  110 RFLP and VNTR analyses of isolates 

These isolates were initially suspected as an outbreak 

case. However, the RFLP pattern was different each 

other. So, it turned out that this case was not epidemic 

outbreak. A :  1S6  110 RFLP  analysis  ; B : analysis of the 

VNTR 2074 locus, the M lane is a 100  by ladder marker.

予 想 され た 。 実 際 に,ほ とん どの例 で少 な くと も4カ 所

以 上 で コ ピー 数 が 異 な っ て い た。 しか し,1事 例 で は,

当初 集 団発 生 が疑 わ れた2株 でVNTR2074のllocusの み

コ ピ ー 数 が 異 な る こ とが わ か っ た。 こ れ ら2株 は,

IS6110RFLP分 析 に お い て 両 株 と もほ ぼ 同 じパ ター ンを

示 し,S-054は,S-160に バ ン ドが2本 付 加 したパ ター ン

で あ っ た(Fig.2)。

考 察

結 核 菌 の型 別 結 果 は,① 集 団 ・院 内 感染 疑 い例 にお け

る確 認 ② 地 域 内全 数 調 査 にお い て 菌株 の遺 伝 子 型 か ら

集 団 感 染 例 の 発 見(地 域 分 子 疫 学 研 究),な ど に利 用 さ

れ て い る。 特 に① の ケー スの 場 合,迅 速性 が 求 め られ る

こ とか らVNTR分 析 の特 長 を 生 か す こ とが で き る。 集

団 感 染 疑 い 例 の 分 析 でJATA(12)-VNTRを 利 用 した 場

合,わ れ わ れが 分 析 した範 囲 内 で はIS6110RFLP分 析 結

果 と相 関す る結 果 が 得 られ て い る。

皿P分 析 で は,2本 バ ン ド以 上 異 な る 場 合 は 別 株 と

判 定 され る。VNTR分 析 に お い て 何 カ所 コ ピー 数 が 異 な

れ ば 別株 と判 定 すべ きか の 明確 な基 準 は 明 らか に され て

い な い。 先 の 集 団 感 染 疑 い の1事 例 の よ うに,RFLP分

析 で 別 パ ター ン とい う結 果 が得 られ て い る こ とか ら1カ

所 で も コ ピ ー 数 が 異 な れ ば 別 株 と考 え て よい 例 もあ る

が,ロ ー カス ご とに コ ピー 数 変 化 の 頻 度 が 異 な る こ と,
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またいつ変化するかわからないことから,少 なくとも2

～3カ 所以上コピー数が異なる場合,別 株 と判定すべ

きだと考えられる。1～2カ 所のみコピー数が異なる場

合は,MIRUやETRな どの他のローカスの分析結果を参

考にして総合的に判定すべ きである。

JATA(12)-VNTR分 析法は,分 析が比較的容易で,地

域間でのデータ比較などの際に利用できる最低限必要な

ローカスの組み合わせ と考えられる。つまり,多 施設問

でデータを比較する際に,ま ずJATA(12)・VNTR分 析法

で比較を行い,必 要な場合にはh値 の高いローカスを加

えるなど職別能を高めた比較も可能である。

JATA(12)-VNTR分 析法にお いて,実 際 に使用す る

Taqポ リメラーゼやサーマルサイクラーなどは各施設で

異なる場合もある。そのため,PCR産 物が得られなった

場合はプライマー濃度の増量や増幅反応の各段階での時

間延長など,若 干の条件検討が必要である。また,結 核

研究所では結核菌型別結果のデータベース化を目指して

おり,JATA(12)-VNTR分 析システムを全国に広めたい

と考えている。そのために,VNTR分 析 システム精度管

理用の標準結核菌DNAを 準備 してお り,必 要な施設に

対 して提供を行っている。

ま と め

本研究で樹立した国内株分析に最適化 したJATA(12)-

VNTR分 析法は,ヨ ーロッパで提 唱されているSupply

(15)-VNTR分 析法よりも少ない箇所の分析にもかかわ

らず,識 別能が高 く優 れて いた。 また,JATA(12)-p

VNTR分 析法は,日 本だけでなく北京型結核菌の割合が

高い地域でVNTR標 準法 として利用できると考えられる。

謝 辞

本研究では,結 核療法研究協議会が全国から集めた結

核菌の一部を分析に利用させて頂きました。利用に関し

て承諾を頂いた諸先生方に心より感謝致 します。また,

本研究は,厚 生労働省新興 ・再興感染症研究事業(主 任

研究者 加藤誠也:結 核菌に関する研究)の 一部 として

補助を受けた。

文 献

1 )  MostrOm P, Gordon M, Sola C, et al.: Methods used in the 

   molecular epidemiology of tuberculosis. Clin Microbiol 

   Infect.  2002  ; 8 : 694-704.

 2) Supply P, Mazars E, Lesjean S, et al.: Variable human 

   minisatellite-like regions in the Mycobacterium tuberculosis 

   genome. Mol Microbiol.  2000  ; 36 :  762-771. 

 3) Wada T, Maeda S, Hase A, et al.: Evaluation of variable 

   numbers of tandem repeat as molecular epidemiological 

   markers of Mycobacterium tuberculosis in Japan. J Med



678 精核 第83巻 第10号2008年10月

  Microbiol. 2007 ; 56  :  1052-1057. 

4 ) Supply P, Allix C, Lesjean S, et  al.  ; Proposal for standard-

   ization of optimized mycobacterial interspersed repetitive 

   unit-variable-number tandem repeat typing of  Mycobacteri-

   um tuberculosis.  J Clin  Microbiol. 2006 ; 44  :  4498-4510.

5 ) Iwamoto T, Yoshida  5, Suzuki K, et  al.: Hypervariable loci 

   that enhance the discriminatory ability of newly proposed 

 IS-loci and  24-loci variable-number tandem  repeat typing 

   method on  Mycobacterium tuberculosis  strains predominated 

  by the Beijing family. FEMS Microbiol Lett. 2007 ; 270 

 67  —74.

6)前 田伸 司,村 瀬 良朗:反 復 配 列 多型 を利 用 した精 核 菌

の 迅速 遺伝 子 型 別法 の標 準 化.第82圃 総会 シ ンポ ジ ウ

ム 「抗 酸繭研 究 の最前 線J,縮 核,2007;82:784-・786t

7 ) Murase Y, Mitarai S, Sugawara I, et  al.: Promising  loci of 

  variable numbers of tandem repeats for typing Beijing 

 family Mycobacterium  tuberculosis.  J Med Microbiol. 

  2008 ; 57 :  873-880,

8 ) Smittipat N, Billamas P,  Palittapongarnpim M, et  al.: 

  Polymorphism of  variable-number tandem repeats at  multi-

  ple loci in Mycobacterium tuberculosis. J Clin Microbiol. 
  2005 ; 43 :  5034-5043.

Original Article

RAPID, SIMPLE GENOTYPING METHOD BY THE VARIABLE NUMBERS OF TANDEM 

  REPEATS (VNTR) FOR MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS ISOLATES IN JAPAN 
                    — Analytical Procedure of JATA  (12) -VNTR

Shinji MAEDA, Yoshiro MURASE, Satoshi  MITARAI, Isamu SUGAWARA,

and Seiya KATO

Abstract [Purpose] The discriminatory power of each locus 

in variable numbers of tandem repeats (VNTR) analyses was 

evaluated for development of the genotyping method of 

Mycobacterium tuberculosis (TB) in Japan. 

 [Method] By using 325 TB strains collected from whole 
Japan and 24 mass infection cases (74 isolates),  16110 

restriction fragment length polymorphism (RFLP), spoligo-

typing and VNTR (35 loci) were analyzed. 

 [Results and discussion] We excluded 4 loci (VNTRs 
2163a, 3232, 3820, and 4120) and selected in top 12 loci 

(VNTRs 0424, 0960, 1955, 2074, 2163b, 2372, 2996, 

3155, 3192, 3336, 4052, and 4156). The cluster rate of  1S6110 

RFLP was higher than that of 12-locus [Japan Anti-Tubercu-

losis Association (JATA)] VNTR. And in comparison of the 

 discriminatory power of 12-locus JATA VNTR and that of

Supply (15)-VNTR, the JATA (12)-VNTR was superior, even 

though less loci analyses. Therefore, this JATA (12)-VNTR 

could be used for TB genotyping in areas where Beijing 

strains are prevalent.
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