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結核分子疫学研究における全ゲノム解析の役割

1, 2瀧井　猛将

1. はじめに

　結核は，多くは潜在性結核患者であり，5～15%が発

症する1)。致死率50%，適切な治療により95%が治癒す

るが，5%は再発・再燃する2)。結核の発症時期は数カ月

から数十年後まで様々であるため，感染時期や感染の場

所の特定が難しい3)。接触者健診で行うツベルクリン反

応や interferon-γγ release assays（IGRA）検査では感染の

有無の判別は可能であるが，同一の菌による感染の証明

は難しい。そのため，感染源の特定，感染経路の解明な

ど結核の伝播の実像を把握するためには，菌の型別情報

を活用することは有用である。

2. 結核の分子疫学研究に用いられている
　　　　 遺伝子型別法

　結核菌の遺伝子型別法では，図 1に示した遺伝子配列

を利用して株の異同を判別する4) 5)。手技の詳細につい

ては他の成書等を参考にされたい。

（ 1）トランスポゾン IS6110を利用したRestriction Frag-

ment Length Polymorphism（RFLP）法

　この方法は，菌のゲノム中の任意の位置に挿入されて

いるトランスポゾン IS6110を解析することで，菌株の異

同を判別する手法であり，長年遺伝子型別法として用い

られてきた。原理は IS6110遺伝子をプローブとしたサ

ザンブロッティング法であり，株ごとに IS6110を含む

DNA断片数や移動度が異なることから異同が判別でき

る。長所としては視認性が高く，クラスター分解能がス

ポリゴタイピング法（後述）より優れている。短所とし

ては，結果の取得に 1カ月程度を要すること，他の泳動

との比較やデータベース化が難しいことが挙げられる。

（ 2）反復配列を利用したVariable Number of Tandem 

Repeats（VNTR）法

　この手法は菌のゲノムのミニサテライト領域中の

VNTR領域の違いを利用して菌の異同を判別する手法で

ある（図 1）。VNTR法では12～24カ所の領域を対象に

して，株間で各領域での反復数の一致，不一致から菌株

の異同を判別する。手技としては，ポリメラーゼ連鎖反

応（polymerase chain reaction, PCR）法によるVNTR領域

の増幅とアガロースゲル電気泳動法等を用いた増幅

DNA断片長の測定からなる。1単位の反復配列長（既

知）を用いて測定長から反復数を算出する。長所として

は，DNAが少量で解析できることから 1週間程度で結

果が得られる。結果の数値化が可能であり，過去の検査

結果や他施設での結果と比較が容易なため遺伝子型別法

として多用されている。一方，クラスター解析の分解能

は検査領域数に依存するため，（例えば12領域など）検

査領域数が少ない場合には，疫学的な関係性がなくとも

遺伝子型別結果が一致することがある。また，他の

VNTR検査と比較する際には検査対象のVNTR領域を揃

える必要がある。
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図 1　結核菌のゲノム中の特徴のある遺伝子
IS6110: トランスポゾン，DR: Direct Repeat,  VNTR: Variable Numbers of Tandem Repeats
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遺伝子配列情報を参照配列である結核菌Mycobacterium 

tuberculosis H37Rv株 7)に当てはめることから始める。H37

Rv株の配列情報はNCBI（GenBank: AL123456.3）からダ

ウンロード可能であり，バイオインフォマティクスソフ

トで解析する。われわれはTGS-TB8) （https://gph.niid.go.

jp/tgs-tb/）を用いているが，他にもweb上で利用可能なソ

フトや9)，より詳細に設定ができる有償のソフトもある。

いずれのソフトにおいてもゲノム中の一塩基多型（single 

nucleotide polymorphisms, SNPs），挿入・欠失（Short Inser-

tion/Deletion, InDel）を利用して解析を行う。WGS解析は，

結核菌の系統解析，薬剤耐性遺伝子変異の検出，SNPs変

異箇所の比較による関連性の解析の他，in silicoでのスポ

リゴタイピング，IS6110の検出，一部のVNTRの検出も

行える8)。WGS解析では，VNTR法で同一のクラスター

である株間でも数十から数百のSNPsの違いを検出でき

ることから10)，クラスターをさらに細分化できる11)。ま

た，SNPsの違いから菌の関連性を詳細に解析できること

から，南アフリカで行われた治験の再発事例では，再

燃，再感染，複合感染の解析に用いられている12)。一方，

WGSによる薬剤感受性の予測については，薬剤感受性

試験の結果と比較して感度が低い薬剤もあり9)，開発の

余地が残されている。今後，まだ見つかっていない遺伝

子変異による耐性化の情報が蓄積されることで，包括的

で精度の高い方法としての利用が期待できる。

　WGS法での短所としては，他の手法に較べて解析にか

かる費用が高額であることが挙げられるが，NGS器機や

試薬の価格も廉価になってきたことから，今後，全ゲノ

ム情報を用いた分子疫学研究が主流になる。実際，2019

年に報告によると2016年時点で，26のヨーロッパ諸国

のうち20カ国が遺伝子型別法を導入しており，10カ国

のヨーロッパ諸国が遺伝子型別法にWGSを取り入れて

（ 3）Direct Repeat （DR）配列の有無を利用したスポリ

ゴタイピング法

　この手法では43カ所のDR配列のスペーサー領域を標

的としたドットブロット法でDR領域有無を検出する

（図 1）。長所としては，菌数がきわめて少量でも検査可

能であり，検査対象領域が国際的に共通であるため互換

性も高く，菌の分離地域とスポリゴタイピングの情報を

収載したデータベース（SITVIT WEB, http://www.pasteur-

guadeloupe.fr:8081/SITVIT_ONLINE/）がネット環境上で

利用可能である。スポリゴタイピング法は結核菌の地理

的分布や系統分類に優れた解析能力を示すが，同系統の

菌を対象としたクラスター解析では一致例が多く，RFLP

法，VNTR法と比較して劣る。

（ 4）次世代シークエンシング（next generation sequenc-

ing, NGS）を利用した全ゲノム（whole genome sequenc-

ing, WGS）法

　WGS法は，結核菌株の系統解析，クラスター解析，株

間の関連性解析に加えて薬剤耐性予測等も同時に行え

る。解析は，検体からのNGSによる結核菌全ゲノム遺伝

子配列の取得とバイオインフォマティックスソフトを用

いたデータ解析の 2つのステップで構成されている（図

2）。

　例として，われわれは Illumina社の short-read型のNGS

器機であるMiSeqを用いている。MiSeq ver. 3の試薬を使

用した場合，1リード（取得した遺伝子配列）長が300 bp

×2で約4400万リードを取得できる。計算上では約70

株の結核菌を平均100カバレッジ（遺伝子当たりのリー

ドの数）で情報を取得できるが，約700株の結核菌を解

析した研究では，1回のNGSに24株を用いて平均カバ

レッジ85であった6)。取得したゲノム配列は fastqファイ

ルとして共用が可能である。続のステップでは取得した



図 2　WGS解析のフロー（Illumina MiSeqの使用例）6)
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いる13)。

　表 1に結核菌の遺伝子型別法の手法の長所と短所をま

とめた。分子疫学研究で解析の目的とする情報とそれを

得るためにかかる費用・時間等とを勘案して手法を選択

する必要がある。

3. 遺伝子型別の結果の解釈

　結果の解釈の際に，疫学的な関連性の有無と菌株間の

遺伝子型別の異同について 4つ場合が想定される（表

2）。疫学的な関連性と遺伝子型別の結果が合致してい

る場合には同じ初発患者由来の感染，不一致の場合には

別の菌株の感染の同時期の発症であると考えられる。一

方，疫学的な関連性と遺伝子型別の結果に齟齬がある場

合には次のことが考えられる。

ケース 1：疫学的な関連性があるが，遺伝子型別の結果

が異なる場合

　遺伝子型別のわずかな違いは，増殖中に生じた変異に

よる可能性がある。菌が増殖している間にも自然変異が

1年あたり0.5 SNPs程度生じる14)ため，WGS法では同一

の菌株でも分離時期が異なるとSNPsが見られる。一方，

VNTR法で数領域が異なる場合やRFLP法でバンドの位

置・数に大きな違いが見られる場合は別の菌による感染

である。

ケース 2：遺伝子型別の結果は同一であるが，疫学的な

関連性がない場合

　クラスター分解能が低い方法で解析している場合では

過去に地域で流行を起こした株の影響（結果）が反映さ

れていることがある。例えば，日本ではM株 15)，カナダ

ではQuebec株 16)が報告されている。一方，クラスター

分解能が高い方法で解析している場合には，laboratory 

cross-contaminationが起きた可能性 17)や casual contactで

予期しない感染伝播が起きた18)ことが考えられる。

　WGS法はRFLP法やVNTR法に較べて高いクラスター

分解能をもつが，SNPsの相違が何個までを同一株とす

るかは定まっていない。集団感染事例に対してWGSを

用いた研究論文のメタ解析 19)では，5 SNPs以内を同一株

としている例 20)，12 SNPs以内でも関連性があるとの報

告もある21)。これは，SNPsは自然変異で起こる場合があ

り14)，完全一致でなくても同一菌株であることが否定で

きないためである。さらにメタ解析の研究では，WGS

法で関連性が疑われ，新たな感染経路の解明に有効であ

った例 20)と無効であった例 21)を並記している19)。同一株

とするSNPsの許容範囲の設定は難しい課題であり，事

例の蓄積や疫学情報との関連性を個々に検討する必要が



表 1　分子疫学に使用されている手法の比較

表 2　疫学調査と遺伝子型別の結果の解釈

疫学的関連性

あり なし

遺伝子型別
一致　 同一の初発患者由来の感染 齟齬のあるケース2

不一致 齟齬のあるケース1 別の由来による同時期発症

　　　　方　法 長　所 短　所

IS6110-RFLP

VNTR

スポリゴタイピング

WGS

高いクラスター分解能
再現性と安定性

操作が少ない
再現性と安定性
少量のDNAで解析可能
領 域ごとに反復数（コピー数）をデジタル表記
できる
費用対効果が良い
結核対策への情報の還元が早い

簡便で安価
少量のDNAで解析可能
多検体に対応
結果をデジタル表記できる
On-lineサイトで他の施設での結果を比較できる
　(SITVIT WEB)
IS6110が低コピー数の菌株でも解析できる

高いクラスター分解能
詳細な遺伝子情報が取得可能
（近縁性解析，系統解析，薬剤耐性予測等）

5コピー数以下ではクラスター分解能が低下
2～ 3μμg程度のDNAが必要
操作が煩雑
画像データを収載する大容量メモリーが必要

系統によって領域のクラスター分解能が異なる
ク ラスター分解能を上げるためには多くの領域
の解析が必要

IS6110-RFLPより低いクラスター分解能
北京型ではパターンが同じ

使用機器，解析費用が高額
データの標準化が難しい
公共利用できるデータベースが未整備
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ある。

4. WGSを活用した今後の研究

　今まで述べてきたように全ゲノム情報には多くの情報

が含まれているが，未だ十分に活用されていない。今回

はNGS器機の手法の違いによる研究の詳細は述べられ

なかったが，short-read型のNGS器機ではMycobacterium 

tuberculosis H37Rv （lineage 4）を参照株としているため，

例えば，アジアで流行している lineage 2/Beijing系統の結

核菌の全ての遺伝子の解析はできない。そのため，系統

特異的な形質が見逃されている可能性がある。また，PE/

PPEファミリー〔N末にPro-Glu（PE）やPro-Pro-Glu （PPE）

の繰り返し構造をもつ〕遺伝子については，参照配列に

照合しにくいことからあらかじめ除外しているため，病

原性等に関係する重要な遺伝子等を見逃している可能性

もある。このようなshort-read型の欠点を補うNGS器機と

してde novo genome assemblyを用いた器機があり22)，PE/

PPEファミリー遺伝子内の病原性関連遺伝子の研究に活

用されている23) 24)。

　ゲノム情報の取得時間を短縮して，一晩で結核菌の全

ゲノムの解析ができるNGS器機（iSeq 100, Illumina）25)

や手のひらサイズの小型のNGS器機で取得している報告

もある 26) 27)。これらの研究では器機（MinION sequencer, 

Oxford Nanopore Technology）で取得した遺伝子情報

（fastqファイル）をクラウドに挙げて，解析は別の施設

で集約して行っている。このような手法の導入により結

核の疫学研究の新しい展開が期待できる。また，痰から

直接WGS解析が可能であり28)，今後，短期間で網羅的な

感受性試験成績の入手が可能になることが期待できるな

ど，診断，治療分野への活用が試みられている（表 3）。

5. まとめ

　WGS解析法の導入により従前の遺伝子型別法で個別

に得ていた菌の系統や相互の関連性の情報を 1つの手法

で得ることができるようになった。さらにWGS法では

感染伝播の順番，再発，再燃，複合感染，薬剤耐性遺伝

子変異の検出など多くの情報を詳細に得られることか

ら，疫学研究だけでなく診断や治療への応用も期待でき

る。

　一方，WGS法の限界としては排菌している患者が対



表 3　WGS法を用いた結核の分子疫学研究の展開例

展開例 参考文献

1）検体からの効率のよい試料調製試薬，解析ソフトの開発による試料の質の向上による
　　　　痰から直接WGS解析
2）測定器機・解析ソフトやシステム関係のイノベーションによる研究の発展による
　　　　PE/PPEファミリー遺伝子の解析
　　　　de novoゲノムアセンブリーを用いた器機での全ゲノム解析
　　　　NGS器機の小型化，省力化
　　　　ゲノム情報のクラウドでの管理と解析専門施設での解析の集約化

28)

23) 24)
22)
26) 27)
26) 27)

Role of Whole Genome Analysis in Molecular Epidemiology of TB/T.Taki 551

象であり，潜在性結核患者の解析はできないため疫学研

究上のすべての疑問に対して回答できない。また，従前

の手法と較べて情報が格段に多いために解析に時間を要

することから，目的の情報を選び出して解析する専用の

解析ソフトの開発も必要である。

　結核は世界的な感染症であり，地域流行や世界流行株

の把握などのためには，ゲノム情報とメタデータのデー

タベース化と情報の共有が重要である。また，蓄積され

たゲノム情報は結核の感染性，病原性の解明や新たな診

断，治療薬の開発に有用である。
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Abstract　The epidemiologists of tuberculosis are able to 
obtain huge amount of genotypic information at one time due 
to the innovation of new sequencing technology. The new 
technology, whole genome sequencing (WGS), possesses 
higher ability of analyzing the cluster and linkage associa-
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spoligotyping. Furthermore, the WGS analysis is also able 
to predict drug susceptibility of the isolate against anti-TB 
drugs. I here review the role of the WGS analysis in epi-
demiological investigations of tuberculosis.
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