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VNTR法 の 解 析 に よ り確 認 さ れ たMycobacteriumaviumと

Mycobacteriumintracellulareと の 複 合 感 染 の1例

1常松 範子 3後藤美江子

4宇田川 忠 4鹿佐 祐子
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要 旨:〔 日的 〕M.avium,M.intracetlulare複 合 感 染 の確 認 の た め,VNTR法 を実 施 し,電 気 泳 動 パ ター

ンの 解 析 を行 った 。 〔対 象 お よ び方 法 〕 症 例:57歳 女 性,M,avium長 期排 菌 者 の2004年 分 離 菌 と2006

年 喀痰 沈 渣 お よ び分 離 菌 か ら孤 立 コ ロ ニ ー を作 製 し,そ れ ぞ れ の コ ロ ニ-ーを16SrRNA法 に て 菌種 同

定後,VNTR法 を実 施 した。 〔結 果 〕①2004年 分 離 菌 は単 独 のM.aviumで あ った 。②2006年 喀痰 沈 渣

と分 離 菌 はVNTR法 に よ り複 数 の 抗 酸 菌 の 存 在 が 示 唆 され た。 ③2006年 喀痰 沈 渣 と分 離 菌 は16S

rRNA遺 伝 子解 析 に よ りM.aviumとMintracellulareに 同 定 した。④2004年 と2006年 のM.aviumは 同 一

の 電 気 泳 動 パ ター ンを 示 した。 ⑤ 患 者 宅 の風 呂場 か らは,M.aviumは 検 出 されず,感 染源 は特 定 で き

な か った 。 〔考 察 〕VNTR法 の解 析 に よ り,本 症 例 は 治療 中 にM,aviumとM.intraceltutareの 複 合 感 染

に推 移 した と考 え られ,本 症 例 の よ うな 複 合 感染 の場 合 は,特 にVNTR法 の 解 析 が 有 用 と思 わ れ た。

キ ー ワ ーズ:Mycobacteriumavium,Mycobacteriumintracellulare,複 合 感 染 例,VariableNumbersof

TandemRepeats(VNTR法),非 結核 性 抗 酸 菌(NTM)

は じ め に

結 核 菌 の亜 型 分 類 は,IS6〃0を 用 い た制 限酵 素 断 片 長

多 型(RestrictionFragmentLengthPo}ymorphism:以 下,

RFLP)が 主 に使 わ れ て い る1)。一 方,M.aviumの 亜 型 分

類 で は,IS901RFLP2),IS1245R肌.P3)な どに よ って解 析

が 行 わ れ て い る が,こ のRFLP手 法 は工 程 が煩 雑 で,日

数 を 要 す る。 こ れ ら の 欠 点 を補 う手 法 と し てVNTR

(VariableNumbersofTandemRepeats:縦 列 反 復 多 型)が

普 及 し,結 核 菌 群 にお い て はSupplyら4》6》,Frothingham

ら5}に よ りVNTR領 域 が 報 告 され た 。 今 回,わ れ わ れ は

西森 ら7)の 方 法 に準 拠 し,複 合 感 染 を疑 う患 者 の 喀 疾 お

よび分 離 した抗 酸 菌 を用 い て,VNTR法 に よ る解 析 を行

い,M.aviumとM.intracellulareを 検 出 した 症 例 につ い て

報 告 す る。

症

患 者:57歳 女 性,主 婦 。

例

現 病 歴:2003年1月 住 民 健 診 に よ り胸 部 異 常 陰 影 を

指 摘 され,同 月 当 院 内科 を受 診 した 。

1月17日 の 喀 疲 は 抗 酸 菌 集 菌 塗 抹,液 体 培 養 検 査 共

に陰 性 で あ った 。 しか し,1月28日 の 気 管 支 洗 浄 液(左

上 舌 区,左B6)は マ イ コバ ク テ リウ ム ア ビ ウ ム ・イ ン

トラ セ ル ラ ー核 酸 同 定 精 密 検 査(以 下,MAC・-PCR)8〕 実

施 に よ りM,avium(+),抗 酸 菌 集 菌 塗 抹 ±(ガ フ キ ー

1号 相 当),液 体 培 養 検 査 は2週 目に発 育 陽性 とな っ た 。

2月6日 よ りエ タ ンブ トー ル(ethambutol,EB),リ フ ァ

ン ピ シ ン(rifampicin,RFP),イ ソ ニ ア ジ ド(isoniazid ,

INH),お よ び ク ラ リ ス ロ マ イ シ ン(Clarithromycin,

CAM)に よ る治 療 を 開始 した が,白 血 球 減 少 の た め 抗

結 核 薬 の 服 用 を 約1年 半 中 断 し,2004年7月 か らエ リ

ス ロ マ イ シ ン(erythromycin,EM)1剤 に 変 更 し た。

2004年II月5日 の 喀 疾 は,抗 酸 菌 集 菌 塗 抹1+(ガ フ

キ ー2号 相 当 〉,液 体 培 養検 査 で8日 目発 育 陽 性,同 定

検 査 に よ りM.aviumと 確 定 した 。

断 続 的 な 治療 中 断が あ り,2006年1月30日 の 喀痕 は,
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MAC-PCRに てM、avium(+),M.intracellulare(+),抗

酸 菌 集 菌 塗抹 ±(ガ フ キ ー1号 柑 当),液 体 培 養検 査 は

8日 目発 育 陽 性 と な っ た 。 現 在 はRFP,EB。CAM3剤

に よ る通 院 治 療 を継 続 して い る 。

CT所 見:2004年6月30日,右 肺Siに 約1cmの 費 洞

が あ り,周 囲 に散 布 巣 を認 め,巾 葉 や 雀冨肺 下 葉sXe:小

粒 状 影 が 散 在 。 また,左 肺 上 葉S1煙 に も小 粒 状 影 が 散

在 し,左 肺 下 葉S6に はtree-in-budappearanceが あ り,舌

区 に はairbronchogramを 伴 う襖 状 の 浸 潤 影 を 認 め た。

2006年1月23日,右S3"領 域 を巾 心 に結 核病 巣酷 似 の壁

の比 較 的 厚 い 空 洞性 病 変 と小 葉 中心 性 の 散 在・酵1三病 変 を認

め た 。 右stpuM域 に も散 布 性 病 変,さ ら に堀 舌 区 を中 心

に 気 管 支 拡 張 症 を伴 うconsolidationを 認 め た。 ま た,左

S6領 域 に は気 道 散 布 性 病 変 も認 め た。2006年3月11ヨ,

右S3"領 域 の空 洞 性 病 変 周 辺 に 浸 潤 像 を認 め,明 らか な

悪 化 傾 向 が あ っ た。 これ ら病 変 は,画 像 所 見 上 で は活 動

性 の 結核 病 巣 の可 能 性 を否 定 で きな か っ た。

臨 床 経 過:Fig.1に 示 す 。

対 象

2004年 と2006年 の 喀 痕 は 前 処 理 を 集 菌 法 に て 行 い,

2%小 川 培 地 とBBLMGIT(MycobacteriumGrowthlndi一

catorTube)抗 酸菌システム(以 下,MIGIT)1。,へ 接種 し

た。抗酸箇の確認はziehFNeelsen染 色にて行い,検 出菌

の一部 は撒 菌群核醐 定精密検査(以 下,DDH法)9'

により菌種を岡定 した。

また,感 染源や感染経路を特定するため,患 者自宅浴

窺の排水口,シ ャワーヘ ッドから抗酸菌分離を試みた。

排水口,シ ャワーヘ ッドを綿棒で拭い梢製水で抽出し・

その沈漉を朋いて抗酸菌分離培養を行った。

方 法

(1)被 検 繭 お よ び材 料

①2004年11月5Elの 喀 疲 か らの2%小 川 培 地 分 離 菌

で,DDH法 に よ り 同 定 し たM.ayi"m株(KK41440)・

②MAGPCRに よ りM,aviκ 〃2とM,intrace〃 μlareの 同 時 陽

性 とな っ た2006年1月30Hの 喀 疾 凍 結 保 存 沈 癒(KK41-

439)と2%小 川培 地 分 離 菌(KK41438)。 ③ 患=者宅 浴 室

(排 水 口,シ ャ ワー ヘ ッ ド)か ら培 養 し,Ziehl-Neelsen

染 色 に よ り抗 酸 菌 と確 認 した 排 水 口MGIT発 育 菌(KK

41-442)お よび シ ヤワ ーヘ ッ ドMG韮T発 育 菌(KK41444)

を材 料 と した。

(2>孤 立 コロ ニ ーの 作 製

滅 菌 蒸 留 水4.5mlを 分 注 した試 験 管 に 小 川 培 地 分 離 菌
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を浮 遊 させ,よ く混 和 後,菌 の塊 を取 り除 くた め,ミ リ

ポ ア フ ィ ル ター1、2μ で 濾 過 し,菌 液O・5mlに 滅 菌 蒸 留

水4.5m'を 混和 して10倍 希 釈 菌 液 と した。100倍,1000

倍 希 釈 菌 液 を 作 製 し,各 希 釈 液100LtlをMiddlebrook

7Hll寒 天 培 地(以 下,7HIl培 地)に 接 種,37℃2週 闘

培 養 した 。 喀疾 沈 渣 は ミ リポ ア フ ィル ター で濾 過 したJJI(

液 を7Hl1培 地 で37℃4週 間 培 養 した 。

(3)DNA抽 出11)

7Hl1培 地 か らそ れ ぞ れ 孤 立 コ ロ ニ ー を10個 釣 菌 し,

滅 菌 蒸留 水600μ1と 混 和,95℃10分 間 加 温,12,000rpm

10分 間遠 心 沈 殿 して そ の 上 清 を用 い た 。

(4)菌 種 の 同定

被検 菌 株 の 同 定 は孤 立 コ ロ ニー を増 菌 して,16SrRNA

遺伝 子 解 析Il}に よ り決 定 した。

(5)VNTR法 に よ る解 析

西 森 ら7)の方 法 に準 拠 し,16種 類 の プ ラ イマ ーセ ッ ト

(1～16)を 使 用 し,被 検 菌 株 のDNA抽 出 液 をPCR増 幅

後,増 幅 産物1μ1を1×Tris-Acetate(TAE),25%ア ガ ロ

ー ス ゲ ル(NIPPONGENE;Agarose21)に て100bpDNA

LadderMarker(TOYOBO)と 共 に 電 気 泳 動(60～70分

間)し,エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ドに よ りDNA染 色 した。

さ らに電 気 泳動 パ ター ンを写 真 撮 影 し,目 視 に よる解 析

を行 っ た 。

結 果

DDHに よ り,M.aviumと 同 定 し た2004年 の 喀 疾 の 小

川 培 地 分 離 菌 は,VNTR法 に お い て も 単 独 のM.avium

(Fig,2A)と 確 認 で き た。2006年 の 喀 疲 沈 渣 と小 川 培 地

分 離 菌 はVNTR法 に よ り複 数 の 抗 酸 菌 の 存 在 が 示 唆 さ

れ た(Fig,2B)。 複 数 の 菌 の 混 在 が確 認 され た材 料 を シ

ン グル 化 し,こ れ ら の孤 立 コ ロニ ー を16SrRNA遺 伝 子

解 析 に よ り同 定 した 結 果,M,intracellulareとM.aviumで

あ っ た。VNTR法 の電 気 泳 動 パ ター ンを 目視 に よ り比 較

した と こ ろ,M,intracettutare(Fig.2C)と ルf.avium(Fig.

2D)は 異 な っ た パ ター ン を示 し,鑑 別 可 能 で あ っ た 。

また,孤 立 コ ロニ ーか らDNA抽 出 した2004年 と2006年

のM.aviumはVNTR法 の 電 気 泳 動 で 同 一 パ タ ー ン を 示

した。

一 方
,患 者 宅 の 風 呂 場 か ら検 出 され た 抗 酸 菌 は16S

rRNA遺 伝 子 解 析 に よ り,シ ャ ー ワ ー ヘ ッ ドか らM.

fortuitum,排 水 口か らM.mageritenseを 確 認 で きた が,M.

aviu〃ZやM.intracellutareは 検 出 され なか っ た 。

考 察

M.aviumとM.intracellulareは 細 菌 学 的 に類 似 す るた め

M.aviumcomplex(以 下,MAC)と 総 称 さ れ て い る。

MAC感 染 症 は 呼 吸 器 感 染 の 起 因 菌 の70%以 上 を 占 め,

人 畜 共通 感染 症 と して も重 要性 が 高 い。 非 結 核 性 抗 酸 菌

(Non-tuberculousmycobacteria:NTM)は 環 境 に広 く分 布

し,結 核 菌 とは異 な り人 か ら人 へ の 感染 は な く,環 境 か

ら感 染 す る と考 え られ て い る。 また,複 数 の 菌種 の非 結

核性 抗 酸 菌 を 同時 に ま たは,時 期 を 隔 て て検 出 す る こ と
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も ま れ で は な く,特 にM.aviumとM,intracellulareの 混

合 排 菌 は時 々見 受 け られ る。 本症 例 は,数 度 の 治療 中断

が あ り,砿 αv如醒単 独 か らMintracellulareと の 複 合 感 染

に推 移 した背 景 は確 認 で き なか っ た 。 環境 の抗 酸 菌 分 離

か ら感 染 源 や 感 染 経 路 の 特 定 も試 み たが,MACを 分 離

で きず,感 染 源 お よ び感 染 経 路 は 特 定 で きな か っ た。

今 回 用 い たVNTR法 は 反 復 塩 塞 配列 の 存 在 す る 部 位

をPCR法 で 増 幅 し,各 部 位 に お け るPCR増 幅 産 物 の 大

き さか ら反 復 単 位 数(ア リル プ ロ フ ァ イ ル)を 求 め,さ

らに 数値 化 す る こ とに よ リデー タ比 較 が 容 易 で あ る。 ま

た,PCRを 利用 す る た め迅 速 かつ 簡 便 で,再 現性 も高 く,

少 量 の抽 出DNAあ る い は オー トク レti-一一Fブ後 の 死 薦 で も

分 析 が 可 能 と され る。 しか し,現 状 で はMyeebacterium

tuberculosisとM.aviumの み12)VNTR法 に よ る型 別 は可 能

で あ るが,M,intracellulare型 別 は確 立 され て い ない 。

本 症 例 のM.aviumはVNTR法 の 型 別 に よ り2004年 と

2006年 株 と も 同一 の 電 気 泳 動 パ ター ン を呈 し,同 じM.

α蜘 魏 が排 菌 され て い た と思 わ れ る。 しか し,加 療 時 に

は ポ リ クロ ナ ー ル感 染 を考 慮 す る こ と も必 要 で あ り,ま

た,集 落 形 成 の 異 な る3種 の 集 落 変 異 株(SmT,SmO,

Rg)も 考 え られ,VNTR法 に よる型 別 が 判 断 の 指標 に な

る と考 え られ た。

一 方
,M.intracetlulareのVNTR法 の 型 別 は で きな か っ

たが,M.aviumと は 異 な る 電 気 泳 動 パ ター一ンを 呈 した た

め,両 者 の 違 い を覇 別 す る こ とは可 能 で あ り,複 数 の抗

酸 菌 感 染 が 疑 われ る場 合 に は,VNTR法 に よ る解析 は 有

用 で あ る と思 わ れ た。

ま と め

本 症 例 の よ う なMACお よびMycobacteriu〃tkOnsasiiま

た はM.tuberculosisと の 複 合 感 染 は,DDH法 やRFLP法

に よ って 複 数 の 菌種 の混 在 を証 明 す る こ とは 困難 で あ る

が,VNTR法 で は 簡 便 に 行 う こ とが で き る。 さ ら に,

VNTR法 で はM.aviumの 型 別 が 可 能 で あ り,本 症 例 の よ

う に抗 酸 菌 の 複 合 感 染 を 疑 う症 例 や 他 の 細 菌 由 来 の

DNAに よ る 爽 雑 の 影 響 が 考 え られ る 場 合 は,孤 立 コ ロ

ニ ー のDNA抽 出液 を用 い たVNTR法 の解 析 は有 用 性 が

高 い と思 わ れ た。
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USEFULNESS OF THE VARIABLE NUMBERS OF TANDEM REPEATS (VNTR) 
           ANALYSIS FOR COMPLEX INFECTIONS OF 

 MYCOBACTERIUM  AVIUM AND  MYCOBACTERIUM  INTRACELLULARE

 1Noriko  TSUNEMATSU
,  3Mieko  GOTO,  1Yumiko  SAIKI 2Michiko BABA, 

 4Tadashi UDAGAWA, and 4Yuko KAZUMI

Abstract  [Purpose] The bacilli which were isolated from a 

patient suspected of the mixed infections with Mycobacterium 
avium and Mycobacterium intracellulare, were analyzed. The 

genotypes of M. avium in the sedimented fractions of treated 
sputum and in some colonies isolated from Ogawa medium 

were compared by the Variable Numbers of Tandem Repeats 

(VNTR). 

 [Object and method] Case : A woman, aged 57. Myco-
bacterial species isolated from some colonies by culture in 

2004 and 2006 and from the treated sputum in 2006, were 

determined by DNA sequencing analysis of the 16S rRNA 

gene. Also, by using VNTR, the genotype of mycobacteria 
was analyzed. 

 [Results] (1) The colony isolated from Ogawa medium in 
2004 was monoclonal M. avium. (2) By VNTR analyses of 
specimens in 2006, multiple acid-fast bacteria were found in 

the sputum sediment and in isolated bacteria from Ogawa 

medium. (3) By analyses of 16S rRNA DNA sequence, M. 
avium and  M intracellulare were found in the colonies isolated 

from the sputum sediment and the Ogawa medium in 2006. 

(4) The same VNTR patterns were obtained in M. avium in 
2004 and 2006 when single colony was analyzed. (5) From 

the showerhead and culvert of the bathroom in the patient's

house, M.  avium was not detected. 

 [Discussion] By VNTR analyses, it was considered that the 

mixed infections  of M. avium and M. intracellulare  had been 

generated during treatment in this case. Therefore, in the case 
of suspected complex infection, VNTR analysis would be a 

useful genotyping method in M. avium complex infection.

Key words : Mycobacterium avium, Mycobacterium  intra-

cellulare, Complex infection, Variable Numbers of Tandem 

Repeats (VNTR), Non-tuberculous mycobacteria (NTM)
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