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結核菌の縦列反復配列多型（VNTR）解析に基づく
分子疫学とその展望

―大阪市の例─

和田　崇之　　長谷　　篤

要旨：わが国における結核菌の遺伝型別解析とそれに基づく分子疫学研究は，縦列反復配列多型

（VNTR）解析の手法が確立したことにより新しい局面を迎えつつある。同手法は菌株の異同を正確

かつ簡便に判定しうると同時に，自治体間でのデータ比較をも可能とする。このようなVNTR型別の

特性は集団感染事例での菌株解析を容易にするだけでなく，結核菌の広域的な伝播経路を推定するう

えでこれまで得られなかった知見を提供しうるものである。わが国では，現在 JATA（12）-VNTRが

標準法として確立しつつあり，その普及が期待されている。大阪市では，集団事例における原因株解

析と不特定多数の菌株を対象とした結核サーベイランスを進めている。JATA（12）-VNTRに基づいた

データ蓄積を行うと同時に，必要に応じてさらに12領域について追加解析することにより，様々な

行政・研究のニーズに対応している。結核菌のVNTR型別解析は，型別データが蓄積されるにつれて

より広範な菌株拡散を見出す足がかりとして機能しうる。今後，その用途・需要は飛躍的に拡大する

ことが見込まれる。
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1. はじめに

　分子疫学における主要な目的は，臨床分離株の遺伝子

レベルでの個性（遺伝型別）を分析し，その異同・近似

性を判別することによって病原体の伝播経路やそれ自身

の病原性，拡散性を究明することである。実地疫学から

見出された感染症の集団発生や濃厚接触事例では，原因

株の異同判定によってその伝播・拡散を裏付ける科学的

根拠を与えうる。遺伝型別解析は分子疫学的応用を通じ

て強力なツールとして活用され，公衆衛生的局面での需

要が日々増加している。結核菌（Mycobacterium tubercu- 

losis）では，結核集団感染事例での伝播ルートや特定菌

株の拡散規模を把握するうえで特に重要な手法として，

全国的な実用化と技術的普及が期待されている。

　結核菌の縦列反復配列多型（Variable number of tandem 

repeat, VNTR）は数10 bpを単位とする塩基配列が繰り返

すゲノム構造である1)。その反復数は一般的に高い多型

性を示し，当該領域のPCR増幅ならびにDNA電気泳動

によって容易に判定可能であることから，分子疫学的応

用を目的とした結核菌株の遺伝型別にきわめて有用であ

る2)。Fig. 1にVNTR型別解析の原理を示す。VNTR型別

はデジタル情報として管理されるため，施設間でのデー

タ比較や長期間に及ぶ継続的なデータ蓄積が容易である

という利点をもつ。このような特性は，画像データとし

ての精度や手技的な実験誤差による影響が著しい制限酵

素断片長多型（Restriction fragment length polymorphism, 

RFLP）に基づいた従来の型別解析とは異なり，結核患

者の移動に伴う広範的な伝播（空間的乖離）や，結核菌

の不顕性感染・休眠に起因する再燃現象（時間的乖離）

をも追跡できる高度なトレーサビリティを実現する。

VNTR型別は，集団感染事例における菌株の異同判定と

いった既存の目的のみならず，それにとどまらない新し

い結核研究を推進する駆動力としても魅力的な可能性を

秘めていると言える。
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Fig. 1　The principle of genotyping by variable number of tandem repeat(s) (VNTR). (a) A 
simplified procedure of genotyping of a VNTR locus by PCR. Numbers of repetitive unit(s) of a 
VNTR locus can be determined by agarose gel electrophoresis of amplified DNA fragments. (b) A 
genome of Mycobacterium tuberculosis possesses various VNTR loci. VNTR genotyping can 
provide sufficient resolution (discrimination) of strains for the purpose of molecular epidemiological 
study by combination of VNTR alleles (numbers of repetitive units).

(a)

(b)

1. PCR of VNTR loci 2. Electrophoresis of PCR products

Strain A

Strain B

Strain C

Strain A Strain B Strain C

VNTR PCR
primers

repetitive unit (s) Results : 3   2   1

Results :   3_1_1_4 3_4_2_2 2_5_3_3

L4 L1

L2
L3

(L1-L2-L3-L4)

A
B

C

＋－

846 結核  第85巻  第12号  2010年12月

　本総説では，VNTR型別解析の導入において最も重要

なプロセスであるVNTRセットの構築について，これま

での経緯を説明する。次に，わが国における活用例とし

て大阪市における同型別法の利用を紹介し，さらに近年

におけるVNTRデータ蓄積によって見出されつつある結

核の多発性大規模感染について概説を行う。

2. VNTR解析法の経緯─国際標準化と国内最適化

　VNTR領域は結核菌ゲノム内に数多く点在しており，

VNTR解析ではそれらを複数組み合わせて型別を判定す

ることによって信頼度の高い遺伝型別情報を提供する。

したがって，VNTR解析の大きな利点である多施設間の

データ比較を実現するためには，VNTRセットの共有，

すなわち「どの領域を解析対象として組み合わせるか」

をあらかじめ決定しておくことが必須である。現在，国

際標準法として最も有望視されているものは，Supplyら

によって提案された15ないし24領域の組み合わせによ

るSupply’s 15（24）-mycobacterial interspersed repetitive unit

（MIRU）-VNTRである3)。全世界規模で集められた菌株を

用いて構築されたため汎用性が高く，国際標準として用

いられつつあった既存の12領域（classical MIRU-VNTR）4)

よりも分解能が飛躍的に向上している。同セットに準じ

たVNTRデータの蓄積は国際的な型別比較を可能とし5) 6)，

グローバルな結核菌の伝播推定や全世界的な結核菌遺伝

型データベースの構築に寄与するものと期待される。

　国際標準法としての用途を指向したVNTRセットでは，

世界規模で集められた菌株を基に解析領域の取捨選択が

行われる。そのため，各地域内で分離される近縁株を型

別分類することが重要な地域分子疫学での需要を必ずし

も満たすものではない。事実，日本国内でSupply’s MIRU- 

VNTRを地域的分子疫学解析に適用した場合，その型別

分解能には限界があることがわかってきた7) 8)。日本は東

アジアに位置し，「北京型ファミリー」と呼ばれる結核菌

系統群が分離菌株全体の約80%を占めるという地理生物

学的特徴がある7)～10)。このような特徴がVNTR型別の分

解能に少なからず影響を与えており，結果的には国際標

準法をそのまま国内法として導入できないという難しさ

につながっている。そこでわが国では，国際標準セット

とは異なるVNTR領域を積極的に活用することによって，

より有用な遺伝型別法として確立する試みが進められて

きた。現在はJapan Anti-Tuberculosis Association（JATA） 

（12）-VNTRが国内標準法として提唱されており11)12)，同

組み合わせに基づいた精度管理，ならびに各自治体の地

方衛生研究所への技術展開が進められている段階であ

る。各セットにおいて解析対象となっているVNTR領域

をTable 1にまとめたので参照されたい。

　このように，VNTR型別法の国際標準化と地域最適化

には異なる指向性があり，両者を同時に満たすVNTR

セットを限られた領域数で構築することは基本的に困難

である13)。VNTRの遺伝的安定性や多型性，すなわち型



Table 1　Variable number of tandem repeat loci of Mycobacterium tuberculosis and 
their combination repertoires for molecular epidemiology of TB in Japan
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別分解能への寄与は各領域によって大きく異なっている。

さらに，そのような多型個性は地域ごとに偏在している

種内系統群（菌株群）によっても違いが見られる14)。つ

まり，ある地域に蔓延している菌株群において高い多型

性を示すVNTR領域が他の菌株群では変異に乏しく，型

別分解能に寄与しないこともあり，各領域の利用価値は

地域別に相対的に変動する。その結果，型別解析に効果

的なVNTR領域の組み合わせは目的・地域・対象株によ 

って千差万別であり，同手法に基づいたデータ解析や直

感的理解を妨げ，複数の検査機関で利害が一致する

VNTRセットの構築を困難にする一因となっている。

3. 日本国内におけるVNTR型別の考え方

　JATA（12）-VNTRは各都道府県から集められた結核菌

株の遺伝的多様性に基づいて構築された国産VNTRセッ

トである11)12)。12領域から構成され，国際標準法である

Supply’s 15-MIRU-VNTRとは 8 領域を共有している

（Table 1）。国内分離株の傾向に基づいて高分解能を示す

VNTR領域が選ばれているため，日本国内での分子疫学

的用途に適しており，特に集団事例における菌株の異同

判定において信頼度の高い結果を得ることができる。

　VNTR型別ではいったん誤判定が生じるとその後補正

される機会が少ないため，解析の各段階で起こりやすい



Fig. 2　Examples of errors often found in genotyping of variable number of tandem repeat(s) 
(VNTR). (a) Intra-laboratory error. It often results from technical problems or careless procedures 
during such as electrophoresis or data entry as shown. Generally, these errors are hard to be 
recognized after data accumulation and cause incorrect identification/differentiation of isolates in a 
laboratory. (b) Inter-laboratory error. Even if calculation of repetitive unit(s) can be achieved in 
respective laboratories, the comparison of VNTR types among different laboratories fails to reach 
proper results without sharing common definitions of each VNTR locus.
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誤りについて十分配慮する必要がある（Fig. 2（a））。ま

た，多施設間の型別比較では，各VNTR領域の反復数換

算における精度管理も重要な検討課題となる（Fig. 2（b））。

精度管理では，対照となる結核菌株（H37Rvや代表的な

臨床分離株）と各領域の反復数換算ルールを相互に一致

させればよく，換算のずれに起因する型別判定の誤りを

あらかじめ抑えることが可能である。日本国内における

JATA（12）-VNTRでは，技術的シェアと同時に，このよ

うな精度管理を含めた普及が進められている。一定の

ルールに基づいた型別情報の蓄積により，複数の自治体

にわたる集団感染調査のみならず，全国的結核分子疫学

への拡張をスムーズに行えるよう配慮されている。

　全国的普及が見込まれる JATA（12）-VNTRであるが，

疫学的関連性の低い菌株群が対象となるサーベイランス

（集団）解析への適用には議論を残すところである。結

核菌の分子疫学サーベイランスでは，遺伝型別のみを論

拠として互いに関連性が薄い臨床分離株の伝播経路や集

団発生を推定することになる。このような場合において，

JATA（12）-VNTRによって担保される型別分解能は，な

お十分でない可能性がある。そこで着目されるのが，よ

り厳密な異同判定を目的とした解析領域の追加である。

VNTR領域にはきわめて変異速度が速く，多型性に富ん

だ「超多変（hypervariable, HV）領域」と呼ばれる領域

があり，高い分解能を必要とする型別解析の際に用いら

れることがある7) 8) 15)（Table 1）。被検株の比較において

HV領域が一致する場合，それらの菌株は同一であるこ

とを強く示唆する。一方で，HV領域はクローン性（一

致性）がきわめて高い菌株間でさえ変異していることが

あるため，その解釈には細心の注意を必要とする。すな

わち，HV領域は単独で用いると誤判定の原因になりや

すいが，他の標準的なVNTRセットによる型別比較を前

提とすることによって詳細な異同判定を可能とする。そ

れ以外にも，HV領域に頼らずに高い分解能を実現する

追加領域が模索されている。中でも，比較的解析しやす

い 3領域を追加した JATA（15）-VNTR16)が有力である

（Table 1）。普及展開中の JATA（12）-VNTRを基本とした

VNTRセットであり，今後詳細な型別判断が必要な局面

において汎用的に利用される可能性が高い。

4. 大阪市における結核分子疫学に即した
VNTR領域の選択

　現在，大阪市立環境科学研究所（環科研）では，同市

内で起こった集団事例における分離菌株と，連携体制に

ある医療機関で分離培養された市民患者由来株について

VNTR型別解析を実施している。前者は疫学的状況に基

づく集団感染の科学的裏付けを，後者は同市内における



Fig. 3　A molecular epidemiological strategy for tuberculosis in a local government in Japan. 
Clinical isolates from putative outbreaks in the responsible area are collected by a health center 
to certify their identification using JATA-VNTR genotyping. For surveillance study, isolates 
obtained from hospitals or medical centers are collected systematically to analyze their genotypes. 
These data are utilized to suspect unknown transmissions and to monitor emergence of putative 
expanding cluster types (pECTs). Accumulation of genotypes of clinical isolates is also useful 
for comparison with those of different areas through the quality control of VNTR genotyping.
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結核菌伝播・拡散の監視を目的として，継続的なデータ

蓄積を図っている（Fig. 3）。双方ともに基本的にはJATA

（12）-VNTRによる型別解析を実施しており，必要に応じ

て追加領域を解析している（後述）。

　集団事例では，VNTR型別に基づいた菌株の異同判定

を，実地疫学情報（患者間の接触度など）から検討する

ことが重要である。通常，VNTR型別では解析に用いた

領域のうち 1カ所でも反復数が異なれば菌株不一致とみ

なすのが原則である。しかし，そのような変異は同一株

でも偶発的に起こるため，濃厚接触が疑われる事例では

追加領域の解析を行って再検討することが望ましい。環

科研では，疫学的背景からVNTR型別に偶発的な変異が

生じた可能性が懸念される事例（具体的には，濃厚接触

にもかかわらず 1カ所のみ反復数が異なる JATA（12）- 

VNTRタイプを認めた場合）について，さらに追加12領

域を解析して精度の高い型別判定を行っている（Table 

1）。これらの追加領域は国際的な標準となるSupply’s 15- 

MIRU-VNTR，国内追加領域として将来性が高い JATA

（15）-VNTRのための3領域，および国内でとりわけ高い

多型性を示すHV3領域をすべて含んでおり，現在日本

国内外でVNTR型別情報として要求されるほぼすべての

領域をカバーしている。国際標準領域からなる低多型性

領域の変異は菌株の相違を裏付ける一方，HV領域の一

致は同一菌株であることを強く示唆する。このような型

別情報に基づいて菌株の異同を再検証することによって

精度の高い異同判定を実現し，より正確な科学的根拠を

結核疫学調査に提供することが可能である。

5. 分子疫学から浮かび上がる多発性
大規模感染の存在

　近年，複数の研究施設・医療機関において結核菌VNTR

データが蓄積されつつあり，いくつかのVNTRタイプが

分離地域や分離年度にかかわらず散見されることが明ら

かとなってきた。このようなタイプの菌株が実際に同一

株か否かは現時点でははっきりしない。しかし，結核菌

は休眠と再燃を繰り返しながら広範に拡散すると考えら

れ，これまで把握しきれなかった伝播背景をもつ結核菌

株がVNTR型別解析を通して浮かび上がってきた可能性

が高い。また，通常の菌株よりも伝播力が高い菌株の存

在を捉えている可能性もあり，公衆衛生的にも継続的な

監視が必要である。このような伝播様式はこれまでの結

核疫学では十分議論されてこなかったことから，新たに

「多発性大規模感染」として定義することが提案されて

いる17)～19)。

　環科研ではこれまでに蓄積されてきたVNTRデータを

参照し，そこから多発性大規模感染株の候補型（putative 

expanding cluster types : pECTs）を規定して監視体制を構

築している17) 20)（Table 2）。現在は近畿地区の既報デー
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タ10) 15)に基づいて 9タイプを抽出している。JATA（12）- 

VNTRによって当該タイプを呈した株を対象として上述

の追加12領域について解析を加え，厳密な異同判定を

行うことによってその出現頻度の把握や実地疫学的情報

の蓄積を図っている段階である。

　今後，結核分子疫学の全国的展開や各地域での継続的

なデータ蓄積が進展するに伴って，pECTsとして定義さ

れるVNTRタイプは増減・変化するものと思われる。ま

た，諸地域に限局して頻出するタイプなども存在するこ

とが想定され，地域的な結核菌株の分離傾向が具体的に

明らかになると期待される。このような分子疫学的情報

は結核菌の市中伝播・広域拡散を裏付けると同時に，

pECTsの再定義をはじめとしたVNTR型別の実践的解釈

へとフィードバックされることによって，より実効性の

高い技術として確立していくだろう。

6. おわりに

　VNTR型別は，地域的需要に即した最適化と包括的な

精度管理を行うことにより，強力な結核分子疫学ツール

として活用できる。今後，同型別法の技術シェアが進 

み，普及率が向上することによって，より綿密な伝播経

路の把握，集団事例における厳密な規模推定が可能とな

る。わが国における結核分子疫学は，既存の実地疫学や

急速な発展が見込まれるゲノム解析，国際的な菌株比較

研究と合わせ，まったく新しい研究展開と結核対策の礎

となることが期待される。
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MOLECULAR  EPIDEMIOLOGY  OF  MYCOBACTERIUM  TUBERCULOSIS  
AND  ITS  PROSPECT  BASED  ON  VARIABLE  NUMBER  OF  

TANDEM  REPEAT  (VNTR)  GENOTYPING
─ A Strategy in Osaka City, Japan ─

Takayuki WADA and Atsushi HASE

Abstract　The methodological establishment of variable 
number of tandem repeat(s) (VNTR) genotyping of Myco- 

bacterium tuberculosis has opened a new era of molecular 
epidemiology against tuberculosis (TB). The method can 
provide simple, rapid and accurate identification of clinical 
isolates from TB patients that makes it possible to compare the 
isolates among different laboratories. Such advantages of 
VNTR not only help us certify the identification of isolates in 
putative outbreaks easily but also promote the reasonable 
estimation of unidentified transmissions in surveillance studies. 
Recently, the Japan Anti-Tuberculosis Association (JATA) 
(12)-VNTR has become a standard genotyping method of M. 

tuberculosis, and its spread has been expected in Japan. In 
Osaka City, located in the western part of the country, JATA 
(12)-VNTR has been applied to molecular epidemiological 
study of TB. Moreover, the additional 12 VNTR loci have been 
analyzed for various purposes, such as to enhance the discrim- 
inatory power (public health needs) or to further analyze the 
population genetic structure (research needs). As the nationwide 

findings of VNTR genotyping of M.tuberculosis are accumu- 
lated, this technology will be increasingly useful for detecting 
transmission of any specific strain in large geographic areas 
that could not be recognized by conventional  epidemiological 
methods. The needs for the VNTR genotyping of M.tuberculosis 

and its practical uses are  expected to expand drastically in the 
future.
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