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結核低蔓延地域における網羅的な結核菌
反復配列多型（VNTR）分析の有用性

1瀬戸　順次　　1阿彦　忠之　　2和田　崇之　　3長谷　　篤
4山田　敬子　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

は じ め に

　わが国の2011年の結核新登録患者数は22,681人，罹患

率（人口10万対）は17.7であり，国際的には結核中蔓延

国に位置付けられている。今後，早期に低蔓延国（罹患

率10未満）の仲間入りを果たし，その先の制圧（elimi-

nation）を目指すにあたっては，結核患者一人ひとりの感

染源・感染経路の特定が重要となる。これを支援する方

法として結核菌の遺伝子タイピングを用いた分子疫学調

査が必須とされている1)。遺伝子タイピングのうち，現在

国内において主流となりつつある反復配列多型（variable 

number of tandem repeat，VNTR）分析は，地方衛生研究

所を中心として実施体制の整備が進んでいる。しかし，

VNTR分析を保健所の実地疫学調査と組み合わせて活用

した報告はまだ少ない 2) 3)。これまでは主に結核集団感

染事例における活用報告であり，都道府県レベルの地域

全体の結核患者から分離された結核菌株を広く収集し，

そのVNTR分析結果と結核患者の実地疫学調査情報を組

み合わせてVNTR分析の有用性を検証した報告はない。

　既に結核低蔓延に近い状況にある山形県（2011年罹

患率11.3）では，結核菌VNTR分析を，感染症の予防及

び感染症の患者に対する医療に関する法律第15条に基

づく積極的疫学調査の基本項目と位置付けた。これによ

り2009年からは，原則として菌陽性結核患者全例の結

核菌株について保健所が医療機関あてに譲渡を依頼し，

譲渡を受けた菌株について山形県衛生研究所がVNTR分

析を実施する体制となった。そこで本研究では，山形県

全域の患者由来菌株を広く収集してVNTR分析を実施

し，VNTR分析の結果と実地疫学調査情報を組み合わせ

た検討を行うことにより，低蔓延地域の結核対策におけ

るVNTR分析の有用性を明らかにすることを目的とした。

対象と方法

〔対象〕
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要旨：〔目的〕国内の結核低蔓延地域において結核菌VNTR分析を広範に実施し，低蔓延下の結核対

策における同分析の有用性を明らかにする。〔方法〕2009～2011年に山形県内で新規登録された菌陽

性肺結核患者266人中184人（69.2%）から分離された結核菌の24領域VNTR分析を実施した。VNTR

パターンが23領域以上一致した菌株を同一クラスタと定義し，各クラスタの由来患者間の関連性の

有無を実地疫学調査結果から検証した。〔結果〕184株中49株（26.6%）が17クラスタを形成した。関

連性がある事例として，6クラスタ内に院内感染 3事例，家族内感染 3事例，施設内感染 1事例を見

出した。このうち，院内感染，施設内感染各 1事例ではVNTR分析により未知の伝播が明らかにされ

た。最大クラスタ（12株）のVNTRパターンは，2007年発端の集団感染事例の初発患者パターンと

一致した。〔考察〕結核低蔓延地域では，広く収集した患者由来菌株のVNTR分析と実地疫学調査の

結果を組み合わせることで，未知の感染伝播の発見，新たな感染リスク集団の探知，および集団感染

の追跡に役立つなど，VNTR分析の高い有用性が確認された。

キーワーズ：結核低蔓延，結核菌，VNTR分析，分子疫学，実地疫学



Table 1　Parameters of 184 pulmonary tuberculosis patients identifi ed 
in Yamagata Prefecture, Japan between 2009 and 2011

Parameters
Area inhabited

Totala
n (％)

b
n (％)

c
n (％)

d
n (％)

Total
Sex
　Male
　Female
Age group (years)
　≦29
　30_39
　40_49
　50_59
　60_69
　70_79
　80_89
　≧90
Medical history
　Initial
　Retreatment

103

  58 (56.3)
  45 (43.7)

    7 (  6.8)
    9 (  8.7)
    7 (  6.8)
    4 (  3.9)
    4 (  3.9)
  17 (16.5)
  44 (42.7)
  11 (10.7)

100 (97.1)
    3 (  2.9)

6

4 (  66.7)
2 (  33.3)

0
1 (  16.7)
0
0
1 (  16.7)
1 (  16.7)
3 (  50.0)
0

6 (100.0)
0

28

19 (67.9)
  9 (32.1)

  0
  0
  1 (  3.6)
  1 (  3.6)
  1 (  3.6)
  6 (21.4)
14 (50.0)
  5 (17.9)

23 (82.1)
  5 (17.9)

47

26 (55.3)
21 (44.7)

  2 (  4.3)
  5 (10.6)
  0
  0
  3 (  6.4)
  8 (17.0)
26 (55.3)
  3 (  6.4)

44 (93.6)
  3 (  6.4)

184

107 (58.2)
  77 (41.8)

    9 (  4.9)
  15 (  8.2)
    8 (  4.3)
    5 (  2.7)
    9 (  4.9)
  32 (17.4)
  87 (47.3)
  19 (10.3)

173 (94.0)
  11 (  6.0)
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　2009～2011年（3年間）の山形県における新登録菌陽

性肺結核患者のうち，保健所が医療機関に依頼して患者

由来菌株の譲渡を受けた全例を対象としてVNTR分析

を実施した。また，対象患者については必要に応じて

VNTR分析結果と保健所による実地疫学調査の結果を組

み合わせて感染源・感染経路の分析を行った。なお，こ

れらの調査・分析は法律に基づく行政権限として県の保

健所および衛生研究所が実施したものであり倫理上の問

題はないと判断されたが，研究目的の分析を含むため，

山形県衛生研究所倫理審査委員会の承認を得て実施した。

〔VNTR分析の方法〕

　結核菌 1白金耳を300μlの蒸留水に懸濁し，100℃10分

間加熱処理した結核菌粗抽出液を鋳型とした。PCR法に

よるVNTR領域の増幅は前田らの方法 4)に準拠した。得

られたPCR産物は0.5×TBE緩衝液を用いた 2% Nuesieve

3 :1 Agarose（Lonza社）でアガロース電気泳動を行い，

コピー数を算定した。遺伝子増幅産物の鎖長が長くコピ

ー数の判定が困難なPCR産物については，マイクロチッ

プ電気泳動（i -チップ ⁄コスモアイ，日立化成工業株式会
社）により鎖長を算出することでコピー数の判定を行っ

た。

　VNTR分析領域の設定は，識別能を高めるため，およ

び多発性大規模感染株（putative expanding cluster types，

pECTs）5)として提唱されている結核菌株の24領域VNTR

パターン（9種類）との比較を可能とするために，国内

の標準法として提唱されている JATA（12）4) 6)12領域に，

JATA（15）3領域 7)（QUB-11a，ETR A，QUB-18），超可

変 3領域 8)（QUB-3232，v3820，v4120），および国際比

較 6領域 9)（MIRU04，MIRU16，MIRU40，ETR C，Mtub

30，Mtub39）を加えた計24領域とした。

〔VNTR分析によるクラスタ形成と関連性評価〕

　VNTR分析で同一パターンを示す菌株群（クラスタ）

の定義を，「24領域のVNTRパターンのうち23領域以上

が一致した菌株」とした。本研究では，結核菌の偶発的

な遺伝子変異を考慮して，VNTRパターンが 1領域異な

る場合も同一クラスタと判定した。クラスタを形成した

菌株の由来患者について，保健所による実地疫学調査結

果と組み合わせて関連性を分析した。また，pECTs-VNTR

パターン 9種類のいずれかと24領域のVNTRパターン

が完全一致した菌株を認めた場合にも，当該患者の実地

疫学調査結果を参照し，感染経路などの分析を試みた。

　各クラスタ内の患者間の疫学的関連性の定義は，保健

所の実地疫学調査結果との組み合わせにより明らかな関

連性（明らかな接触歴など）が判明した事例を「関連あ

り（Related）」とした。これには，VNTR分析を実施する

前の実地疫学調査で既に患者間の関連性が示唆されてい

た事例のほか，VNTR分析によるクラスタ形成を根拠に

保健所が追加の実地疫学調査を実施して関連性が判明し

た事例も含めた。また，クラスタ内の患者間の明らかな

接触歴は確認できないものの実地疫学調査で関連する要

素（同じ時期に同じ施設の利用歴ありなど）を見出した

事例を「関連の可能性あり（Probably related）」，関連が

全く不明の事例を「関連なし（Unknown）」とした。

結　　　果

　2009～2011年（3年間）の山形県内の新登録菌陽性肺

結核患者数は266人であった。このうち，医療機関から

患者由来菌株の譲渡を受けてVNTR分析が可能であった



Table 2　 Profi les of variable number of tandem repeats (VNTRs) that formed clusters in 
Yamagata Prefecture, Japan between 2009 and 2011 

Cluster 
number

Strain 
number†

JATA (12) JATA (15) Hypervariable for international comparison‡
J01 J02 J03 J04 J05 J06 J07 J08 J09 J10 J11 J12 Q11a EA Q18 3232 3820 4120 M04 M16 M40 EC t30 t39

  1 Ca02
Ca31
Da17
Ea28

4
4
4
4

3
3
3
3

4
4
4
4

3
3
3
3

4
4
4
4

3
3
3
3

  7
  7
  7
  7

4
4
4
4

5
5
5
5

  7
  7
  7
  7

  8
  8
  8
  8

3
3
3
3

　  5
　  5
　  5
　  5

4
4
4
4

  8
  8
  8
  8

14
14
14
14

14
14
14
14

11
11
11
11

2
2
2
2

3
3
3
3

3
3
3
3

4
4
4
4

4
4
4
4

3
3
3
3

  2 Ca03
Ea04
Ea13
Ea17

4
4
4
4

3
3
3
3

4
4
4
4

2
2
2
2

5
5
5
5

3
3
3
3

  7
  7
  7
  7

4
4
4
4

5
5
5
5

  7
  7
  7
  7

  7
  7
  7  
  7

3
3
3
3

　  5
　  5
　  5
　  5

3
3
3
3

  8
  8
  8
  8

14
14
14
14

20
20
20
20

  8
  8
  8
  8

2
2
2
2

3
3
3
3

3
3
3
3

4
4
4
4

4
4
4
4

3
3
3
3

  3 Ca13
Ca15

4
4
3
3
3
3
2
2
7
7
3
3
  7
  7

4
4
5
5
  7
  7
10
10
5
5

　  5
　  5

4
4
10
10

15
15

12
13

  8
  8

2
2

3
3

3
3
4
4
4
4
3
3

  4 Ca14
Ca18
Ca21
Ca23
Ca25
Ca32
Da07
Da14
Ea03
Ea18
Ea31
Ea33

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5
5

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

  7
  7
  7
  7
  7
  7
  7
  7
  7
  7
  7
  7

2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4

14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14
14

  8
  8
  8
  8
  8
  8
  8
  8
  8
  8
  8
  8

4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4

　  8
　  8
　  8
　  8
　  8
　  8
　  8
　  8
　  8
　  8
　  8
　  8

4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4

10
10
10
10
10
10
  9
10
10
10
10
10

12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12

  9
  9
  9
  9
  9
  9
  9
  9
  9
  9
  9
  9

  7
  7
  7
  7
  8
  7
  7
  7
  7
  7
  7
  7

2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2
2

4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4

4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4
4

3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3

  5 Ca17
Ca30

3
3
3
3
3
3
4
4
6
6
3
3
  7
  7

5
5
5
5
  8
  8
  2
  2
5
5

　  8
　13

4
4
10
10

16
16

12
12

  8
  8

2
2

4
4

4
4
4
4
4
4
3
3

  6 Ca19
Ca34
Ea16

2
2
2

3
3
3

1
1
1

3
3
3

3
4
4

2
2
2

  5
  5
  5

4
4
4

4
4
4

12
12
12

  4
  4
  4

3
3
3

　  2
　  2
　  2

3
3
3

  5
  5
  5

  5
  5
  5

  5
  5
  5

  2
  2
  2

2
2
2

3
3
3

1
1
1

3
3
3

2
2
2

5
5
5

  7 Ca22
Da02

4
4
3
3
3
3
3
3
3
3
3
3
  7
  7

4
4
5
5
  7
  7
  8
  8
4
4

　  8
　  8

4
4
  7
  7

3/13
13

16
16

  6
  6

2
2

3
3

3
3
7
7
2
2
4
4

  8 Ca28
Dc05

2
2
3
3
1
1
3
3
3
3
2
2
  5
  5

4
4
3
3
12
12
  3
  3
3
3

　  2
　  2

3
3
  5
  5

  5
  5

  5
  5

  2
  2

2
2

3
3

1
1
3
3
2
2
8
8

  9 Ca38
Da04

4
4
3
3
3
3
2
2
7
7
3
3
  7
  7

4
4
5
5
  7
  7
10
10
5
5

＞20¶

＞20¶
2
2
10
10

15
15

12
12

  8
  8

2
2

3
3

3
3
4
4
4
4
3
3

10 Cd04
Da28

3
3
3
3
3
3
4
4
7
7
3
3
  7
  7

5
5
5
5
  7
  7
  2
  2
5
5

　13
　  8

4
4
10
10

  9
  9

12
12

11
11

2
2

4
4

3
3
4
4
4
4
3
3

11 Cd05
Cd12

4
4
3
3
3
3
3
3
3
3
4
4
  7
  7

3
3
3
3
  5
  5
  9
  9
4
4

　  8
　  8

4
4
13
13

10
10

13
13

12
12

2
2

3
3

3
3
4
4
2
2
3
3

12 Cd07
Ed15

4
4
1
1
3
3
2
2
6
6
4
4
  5
  5

4
4
5
5
  7
  7
  8
  8
5
5

　  9
　  9

4
4
10
10

25
22

14
14

12
12

2
2

3
3

3
3
4
4
4
4
4
4

13 Da03§

Dc08
4
4
3
3
3
3
3
3
7
7
3
3
  7
  7

4
4
5
4
  7
  7
  8
  8
5
5

　  8
　  8

4
4
10
10

14
14

12
12

  5
  5

2
2

3
3

3
3
4
4
4
4
3
3

14 Da03§

Da34
4
4
3
3
3
3
3
3
7
7
3
3
  7
  7

4
4
5
5
  7
  7
  8
  8
5
5

　  8
　  8

4
4
10
10

14
15

12
12

  5
  5

2
2

3
3

3
3
4
4
4
4
3
3

15 Da20
Da24

4
4
1
1
3
3
2
2
7
7
4
4
  8
12

4
4
4
4
  7
  7
  8
  8
5
5

　  9
　  9

4
4
  9
  9

13
13

14
14

  9
  9

2
2

3
3

3
3
4
4
4
4
3
3

16 Dd05
Ea21
Ed07

4
4
4

1
1
1

3
3
3

2
2
2

6
6
6

4
4
2

  7
  7
  7

4
4
4

5
5
5

  7
  7
  7

  8
  8
  8

5
5
5

　  9
　  9
　  9

4
4
4

10
10
10

16
16
16

14
14
14

12
12
12

2
2
2

3
3
3

3
3
3

4
4
4

4
4
4

3
3
3

17 Ea32
Ed02

3
3
3
3
3
3
4
4
7
7
3
3
  7
  7

5
5
5
5
  7
  7
  2
  2
5
5

　  8
　  8

4
4
10
10

10
10

12
12

  9
  9

2
2

4
4

3
3
4
4
4
4
3
3

†Capital letters indicate registration year (C : 2009, D : 2010, E : 2011), and small letters indicate area inhabited as shown in Table 1.
‡These six loci composed the international Supply s 15-MIRU-VNTR by combination with JATA (12)-VNTR.
§Da03 formed clusters with both Dc08 and Da34.
¶PCR products were so long that we could not decide the copy number, but agarose electrophoresis indicated the same product size.
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者は184人（69.2%）であり，その居住地域別の性別，年

齢階級および治療歴をTable 1に示した。

　譲渡を受けた結核菌184株の24領域VNTR分析の結果，

49株（26.6%）が17クラスタを形成した（Table 2）。ただ

し，24領域中23領域のVNTRパターンが一致した場合

もクラスタ形成と定義した影響で，1株（Table 2 : Da03）

は 2つのクラスタ（クラスタ番号13，14）に属する結果

となった。各クラスタ内の構成菌株数は，2株が最も多



Fig.　The clustering rate of 24 loci VNTR analysis by age-
group. A cluster was defi ned when the 24 loci VNTR pattern of 
each strain was identical or differed by 1 locus.

0  

10  

20  

30  

40  

50  

≦59 
(n＝37) 

60_79 
(n＝41) 

≧80 
(n＝106) 

Total 
(n＝184) 

Age-group  

26.6  

45.9  

29.3  

18.9  

％
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く12クラスタ，3株，4株がそれぞれ 2クラスタ，12株

が 1クラスタであった。Fig.に年齢群ごとのクラスタ形

成率を示した。患者の年齢層が若いほどクラスタ形成率

が高く，59歳以下では37株中17株（45.9%）であったの

に対して，80歳以上では106株中20株（18.9%）にとど

まった。

　各クラスタの患者情報および疫学的関連性をTable 3

に示した。患者間の関連性が判明した事例として，6ク

ラスタ内に院内感染 3事例（クラスタ番号 2，3，5），家

族内感染 3事例（同2，11，12），高齢者施設内感染 1事

例（同 7）を見出した。このうち，クラスタ番号 7，11，

12では，高齢者間でVNTRパターンが一致した。

　また，クラスタ番号 3，7はVNTR分析でクラスタ形成

が判明した後に保健所で実施した追加の実地疫学調査で

関連性が明らかとなった。クラスタ番号 3（院内感染）の

入院患者は，他疾患で入院治療後，いったん退院して数

カ月後に食欲不振などで同病院の別の病棟に再入院した

際に肺結核と診断された。一方，同病院の看護師（患者

の初回入院時の病棟に勤務）は，その後に実施された職

場の定期健康診断により肺結核が発見された。入院患者

の接触者調査が結核診断時の病棟に限定されていたこと

もあり，両者の関連性は気付かれていなかったが，VNTR

分析の結果を踏まえた再調査の結果，患者は最初の入院

時から肺結核を合併していた可能性が高く，その時の接

触歴から関連性ありと判断された。クラスタ番号 7（高

齢者施設内感染）の患者 2例のうち 1例は，施設入所の

ための健康診断書作成目的で受診した医療機関で肺結核

と診断，もう 1例はその半年後に急性膵炎の治療目的で

入院した病院において胸部陰影を指摘され肺結核が発見

された。VNTRパターン一致の結果を受けて保健所がこ

の 2例の生活歴を再調査した結果，両者は同じ高齢者施

設のデイサービスを利用し週 1回以上の接触歴があった

ことが判明した。

　クラスタ番号 4のVNTRパターンは，県内X保健所管

内において2007年の新登録患者を発端として発生した

結核集団感染事例（2008年12月末日までの新登録菌陽

性患者数17人，全員が発端患者との接触歴あり，結核菌

VNTR分析結果も一致）におけるVNTRパターンと同一

であった。このクラスタを構成する12人の患者は，2007

年の発端患者との直接の接触歴は確認できなかった。し

かし，発端患者からの二次感染により発病した患者（2008

年新登録）との明らかな接触歴のある例を認めたほか，

実地疫学調査により地域内の特定のパチンコ店（2007年

の発端患者も利用）の利用歴があるという共通性を探知

したことにより，「関連の可能性あり」と判断される例

がクラスタ内の半数を占めていた。

　このほかにも，実地疫学調査ではクラスタ内の患者間

の接触歴は確認できないものの，結核患者が通院してい

た病院の看護師がのちに結核を発症していたこと（クラ

スタ番号 1，2），および住所が近接しているという調査

結果（同1，6）から，「関連の可能性あり」と判断され

るクラスタが存在した。一方で，24領域VNTR分析でク

ラスタを形成した49株のうち21株（42.9%）については，

実地疫学調査を組み合わせて検討しても，クラスタ内で

の疫学的関連性を見出すことができなかった。

　山形県内の結核菌 184株と pECTs-VNTRパターン 9

種類との24領域VNTRパターン比較の結果，pECT 04，

pECT 07（M4株 10)）およびpECT 08と完全一致した菌株

がそれぞれ 1株ずつ，計 3株確認された（Table 4）。pECT

07，pECT 08の由来患者には，結核発病前に首都圏での

長期の職歴があったが，pECT 04の由来患者については

県外での感染を示唆する実地疫学情報はなかった。

考　　　察

　本研究は，都道府県レベルの地域全体で結核患者由来

菌株を広く収集し，そのVNTR分析の結果と保健所によ

る実地疫学調査結果を組み合わせて分析した国内初の報

告である。対象とした山形県は，国内の代表的な結核低

蔓延地域であるため，結核低蔓延下での網羅的なVNTR

分析の有用性を明らかにした初めての報告とも言える。

　24領域VNTR分析の結果，184株中 49株（26.6%）で

17クラスタを見出した。各クラスタの構成菌株数は，比

較的規模の大きい集団感染事例のVNTRパターンと一致

した12株（Table 3：クラスタ番号4）を除けば最大でも

4株にとどまった。このことから，低蔓延地域における

網羅的なVNTR分析において，同一クラスタ内の菌株数

は，集団感染に関連する事例以外ではそれほど多くなら

ないものと推定された。一方で，VNTR分析の結果，7

割以上はクラスタを形成しないこと，すなわち散発事例

である可能性が示された。保健所の実地疫学調査で確実



Table 3　The epidemiological relationship among pulmonary tuberculosis patients that formed clusters 
by 24 loci VNTR analysis in Yamagata Prefecture, Japan between 2009 and 2011

Cluster 
number

Strain 
number

Registra-
tion 
year

Sex Age Address
Epidemiological relationship

Remarks
Related Probably 

related Unknown

  1 Ca02
Ca31
Da17

Ea28

2009
2009
2010

2011

M
M
F

F

72
81
83

50

A city
A city
B city

C city

●
●
●

●

His address was close to that of patients Ca31 and Da17.

She had a record at the hospital at which patient Ea28 
worked.
Nurse (possibility of hospital infection from patient Da17)

  2 Ca03

Ea04
Ea13
Ea17

2009

2011
2011
2011

F

F
M
F

84

45
42
49

D town

A city
A city
A city

●
●
●

● She had a record at the hospital at which patient Ea04 
worked.
Nurse (possibility of hospital infection from patient Ca03)
He had lived together with patient Ea04 (family infection).
Nurse (hospital infection from patient Ea04)

  3† Ca13
Ca15‡

2009
2009

M
F

84
41

C city
C city

●
●

Inpatient
Nurse (hospital infection from patient Ca13)

  4 Ca14
Ca18

Ca21

Ca23

Ca25‡

Ca32

Da07‡

Da14
Ea03
Ea18

Ea31
Ea33

2009
2009

2009

2009

2009

2009

2010

2010
2011
2011

2011
2011

M
M

F

M

M

M

F

M
F
M

M
F

72
29

88

43

35

31

26

24
72
27

36
30

E city
F town

F town

F town

E city

G city

E city

B city
D town
E city

E city
E city

●

●

●

●

●

●

●

●

●

●
●

●

He had attended the same pachinko parlor as the incipient 
patient.
She had contact with infectious TB patient who had 
attended the same pachinko parlor as the incipient patient.
He had attended the same pachinko parlor as the incipient 
patient.
He had contact with an outbreak patient that developed 
tuberculosis in 2008.
He had attended the same pachinko parlor as the incipient 
patient.
She had attended the same pachinko parlor as the incipient 
patient.

He had attended the same pachinko parlor as the incipient 
patient.
He had contact with patient Ea18.

  5 Ca17
Ca30‡

2009
2009

M
F

78
25

C city
C city

●
●

Inpatient
Nurse (hospital infection from patient Ca17)

  6 Ca19‡
Ca34
Ea16

2009
2009
2011

M
M
M

79
82
83

G city
H city
C city

●
●

●

His address was close to that of patient Ca34.
  7† Ca22

Da02
2009
2010

F
F

82
76

I town
I town

●
● She had used the same nursing home as patient Ca22.

  8 Ca28
Dc05

2009
2010

M
F

63
93

B city
J town

●
●

  9 Ca38
Da04

2009
2010

M
M

50
80

K city
C city

●
●

10 Cd04
Da28‡

2009
2010

F
F

81
93

L town
I town

●
●

11 Cd05
Cd12

2009
2009

F
M

82
86

M city
M city

●
● He had lived together with patient Cd05 (family infection).

12 Cd07
Ed15‡

2009
2011

M
F

83
85

L town
L town

●
● She had lived together with  patient Cd07 (family 

infection).
13 Da03

Dc08‡
2010
2010

M
M

77
77

C city
N town

●
●

14 Da03
Da34‡

2010
2010

M
M

77
85

C city
C city

●
●

15 Da20
Da24‡

2010
2010

F
F

78
61

A city
C city

●
●

16 Dd05
Ea21
Ed07‡

2010
2011
2011

M
M
M

79
85
86

O city
H city
L town

●
●
●

17 Ea32
Ed02

2011
2011

F
F

86
32

B city
M city

●
●

†The relationship between tuberculosis patients was identifi ed after additional epidemiological investigation at the Public Health Center.
‡The 24 loci VNTR pattern differed by 1 locus from other strains in the same cluster.
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Table 4　The epidemiological information for pulmonary tuberculosis patients for whom the 24 loci VNTR 
pattern of the isolated strain was identical to the putative expanding cluster type (pECT)-VNTR patterns in 
Yamagata Prefecture, Japan between 2009 and 2011

Strain 
number pECT type Registration

year Sex Age Address Remarks

Dd04

Dd10

Da28

pECT 07†

pECT 08

pECT 04

2010

2010

2010

M

M

F

76

32

93

O city

P town

I town

Streptomycin resistant. He had worked at a construction company  in 
Tokyo until 2007.
He had worked at a construction company in the Tokyo Metropolitan 
area between 1999 and 2004.
She was born in Ibaraki Prefecture, and moved to Yamagata Prefecture 
in her thirties.

†pECT 07 is identical to M4 strain10).
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に散発事例であることを証明するのは困難であるが，

VNTR分析によって散発事例であることに科学的裏付け

を与えられることは，保健所で実施している結核対策に

とっても大きな強みである。

　年齢群ごとのクラスタ形成率の検討（Fig.）の結果，年

齢層が若いほどクラスタ形成率が高く，患者間の関連性

が明らかになる可能性が高いことが示された。一方で，

高齢結核患者（特に80歳以上）でクラスタ形成率が低か

ったが，その理由として 2つの要因が考えられる。一つ

は，一般的に高齢者の社会的活動性が若い年齢層に比べ

て低いために，結核菌を他の者に伝播させる機会が少な

く他者から感染を受ける機会も少ないという考察であ

る。次に，高齢患者の感染発病論を踏まえた考察も可能

である。つまり，最近のわが国の高齢結核患者では，過

去（多くは青春期）に感染歴を有する者からの内因性再

燃による発病が多いといわれている。したがって，高齢

患者の喀痰などから分離された結核菌は，最近になって

国内に浸淫している菌ではなく，過去の流行株であった

可能性が高いために，クラスタを形成しにくいという考

察である。

　保健所の実地疫学調査によりVNTR分析の実施前から

患者間の関連性が疑われていた事例（Table 3：クラスタ

番号 2，4，5，11，12のRelated該当例）については，24

領域VNTR分析の結果，すべてでクラスタ形成が確認さ

れ，実地疫学調査の結果をよく反映していることが示さ

れた。これに対して，クラスタ番号 3，7の事例につい

ては，24領域VNTR分析によるクラスタ形成が判明した

ことを契機として保健所が追加の実地疫学調査を実施し

た結果，患者間の関連性が明らかとなった。これは，実

地疫学調査のみでは探知が困難だった未知の感染伝播を

見出すことができ，接触者健康診断の対象拡大などの対

策の見直しにつながったという意味で，VNTR分析の有

用性の一端を示した結果といえる。また，クラスタ番号

7，11，12（高齢者施設内感染 1事例および家族内感染

2事例）では，それぞれVNTRパターンが一致するとと

もに，クラスタ内患者間の疫学的関連性を認めたことか

ら，高齢者間での最近の感染を強く示唆する結果が得ら

れた。このような事例を複数認めたことは，結核既感染

率が高いとされる高齢者集団11)において多いと考えられ

ている内因性再燃による発病以外にも，最近の結核感染

（多くは外来性再感染）による発病患者が珍しくないこ

とを示しており，VNTR分析を網羅的に実施したからこ

そ得られた知見である。

　クラスタ番号 4の12株は，2007年の新登録患者を発

端とする結核集団感染事例との関連性が示唆された

（Table 3）。本研究では2009～2011年の新登録患者由来

の結核菌株を分析したが，発端患者の診断から 2年以上

経過すると，発端患者との接触歴などの疫学的関連性を

追えない事例が目立った。しかし，クラスタ内の患者は

全員，県内X保健所管内の居住者であり，その半数は同

一パチンコ店（発端患者も利用）の利用歴があった。これ

までの調査では，当該パチンコ店を感染経路として特定

するに至っていないが，この地域内に感染リスクの高い

施設環境が存在する可能性を示す結果となった。結核低

蔓延下においては，網羅的なVNTR分析によって，それ

まで未知であった感染リスクの高い集団や施設環境を探

知し，その集団などを対象に潜在性結核感染症（LTBI）

の早期発見を目的とした検査（QFT検査など）を実施す

るという方策も有効と考える。これによりLTBI治療が

促進され，結核罹患率の低下速度を加速させることも期

待できる。

　クラスタ内患者間の明らかな関連性は確認できなかっ

たものの，「関連の可能性あり」と判断したクラスタに

ついては，通院患者と看護師，患者の居住地が近接とい

う調査結果から疫学的関連性を推察した。現実問題とし

て，実地疫学調査によりすべての事例の関連性を明らか

にすることはきわめて困難であるが，網羅的に収集した

結核菌株のVNTR分析により得られたクラスタ形成結果

を蓄積し，由来患者の実地疫学情報を継続的に突き合わ

せていくことは，感染源・感染経路を追究していくうえ

で重要な作業であると考えられた。

　本研究の24領域VNTR分析においてクラスタを形成し
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た菌株の約 4割は，実地疫学調査結果と組み合わせて分

析しても，クラスタ内での関連性が不明であった。この

要因としては大きく 2点が考えられる。1つは，実地疫

学調査の限界として，患者間に最近の接触があったにも

かかわらず関連性を見出すことができなかった可能性，

あるいは特に高齢者間で形成されたクラスタについて，

過去の流行株でのVNTRパターンの一致を捉えたため関

連性を把握できなかった可能性である。2点目は，VNTR

分析の限界として，本来異なる菌株を同一と判定した可

能性である。特に，本研究では24領域VNTRパターンの

うち 1領域違いであっても同一クラスタとしたため，実

際は由来の異なる菌株を同一と判定した可能性は充分考

えられる。しかし，1領域違いであっても明らかな関連

性を認めたクラスタも存在しており（Table 3：クラスタ

番号 3，4，5，12のRelated該当例），本研究では 1領域

違いを許容したクラスタ形成結果を保健所に還元し，保

健所の追加の実地疫学調査によって関連性の有無を最終

判定することで，関連性のある事例の見逃しを防ぐこと

を第一に考えた。

　pECTs-VNTRパターンとの 24領域VNTRパターンの

比較の結果，3株がそれぞれpECT 04，pECT 07，pECT 08

と完全一致した（Table 4）。このうちpECT 07，pECT 08

の由来患者は結核発病前に首都圏での職歴があったこ

と，および県内のいずれの24領域VNTRパターンとも

一致しなかったことから山形県外での感染と考えられ

た。VNTR分析にはデジタル化されたデータの比較が容

易という特徴があり，今後，pECTs-VNTRパターンのよ

うな複数都道府県にまたがる流行株のVNTRパターンが

さらに明らかになれば，感染経路などの特定により有益

な情報が得られるものと考えられた。

　本研究の限界として，菌株収集率が約 7割にとどまっ

たことが挙げられる。理由として，2009～2011年の 3年

間の研究のうち，特に開始当初の2009年は山形県内で

唯一結核病床を有している 1病院からの菌株譲渡に限定

されたことが影響した。2010年以降は，結核菌検査を外

部委託している医療機関で診断された患者由来の菌株な

どについても収集する体制をとっているが，培養菌株を

入手できない例（核酸増幅法検査で菌陽性肺結核と診断

されたが培養検査では陰性だった例，譲渡依頼をした時

点で既に培養菌株が廃棄されていた例など）も少なくな

い。今回，菌株を収集できなかった結核患者間の関連性

については不明であり，われわれが把握できていない未

知の伝播が存在する可能性がある。

　本研究により，結核低蔓延地域での網羅的な結核菌

VNTR分析が実地疫学調査で浮かび上がった患者間の関

連性あるいは散発事例の可能性に科学的裏付けを与える

ことのほか，実地疫学調査だけでは困難な未知の感染伝

播の発見，新たな感染リスク集団の探知，および結核集

団感染事例の追跡に寄与することが示された。さらに，

pECTs-VNTRパターンとの比較において山形県外での結

核感染を捉えたことから，VNTRデータ広域比較の今後

の発展性が示唆された。VNTR分析の実施体制は，各自

治体の地方衛生研究所を中心に整備が進んでおり，将来

的に全国レベルでのVNTRデータ広域比較が実現する可

能性がある。本研究および今後われわれが継続して実施

する網羅的な結核菌VNTR分析の成果が，将来的に全国

の結核対策にも活用されることを期待したい。
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Abstract　[Purpose] To ascertain the effectiveness of vari-
able number of tandem repeat (VNTR) analysis in areas with 
a low incidence of tuberculosis (TB), we examined the combi-
nation of comprehensive VNTR analyses and fi eld epidemi-
ological investigation results in Yamagata Prefecture, Japan, 
where estimated incidence of new TB cases per 100,000 
population was 11.3 in 2011.
　[Methods] We collected Mycobacterium tuberculosis iso-
lates from 184 (69.2％) of 266 pulmonary TB patients across 
the whole of Yamagata Prefecture between 2009 and 2011. 
Next, 24 loci [JATA (12), QUB-11a, ETR A, QUB-18, QUB-
3232, v3820, v4120, MIRU04, MIRU16, MIRU40, ETR C, 
Mtub30, Mtub39] in VNTR genotypes were determined. The 
relationships among TB patients derived from the respective 
clusters were surveyed using fi eld epidemiological investiga-
tion results provided by the Public Health Center.
　[Results] Seventeen clusters were formed by 49 (26.6％) of 
the 184 isolates. We found 3 hospital infection cases, 3 family 
infection cases, and 1 nursing home infection case forming 6 
clusters. Among these cases, two relationships among patients 
were revealed after additional epidemiological investigation at 
the Public Health Center. The VNTR pattern of the largest 

cluster, which was formed by 12 isolates, was identical with 
that of an incipient patient of a TB mass infection that occurred 
in 2007. 
　[Discussion] In areas with a low incidence of TB, a com-
bination of comprehensive VNTR analysis and fi eld epidemi-
ological investigation is useful to fi nd unknown transmission 
routes, identify for new risk groups, and trace mass infections.

Key words : Low tuberculosis incidence, Mycobacterium 

tuberculosis, VNTR analysis, Molecular epidemiology, Field 
epidemiology
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