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は じ め に 

広島市では平成 27 年度から，広島市結核菌分子

疫学調査実施要領に基づき，結核感染症の感染源，

感染経路の究明，接触者健診の範囲の設定等，結

核予防対策に資することを目的として感染症法第

15 条の規定に基づく調査として，結核菌

Mycobacterium tuberculosis(M.tuberculosis)遺

伝子型別手法の一つである Variable Number of 

Tandem Repeats 法(以下 VNTR 法)による結核菌株

の DNA 解析を実施している。 

本市の平成 27 年における新登録結核患者数は

116 人で罹患率(人口 10 万人対)は 9.71)であり，

低蔓延の数値である。分離された結核菌株の VNTR

型とその傾向を網羅的に把握し実地疫学調査等と

融合することで，本市の結核予防対策に寄与でき

ると考えられる。昨年度に引き続き，市内医療機

関で分離された結核菌株の VNTR パターンと系統

分類について調査したので報告する。 

方 法

1 供試菌株 

平成 27 年及び平成 28 年の間に本市在住で新規

登録された結核患者のうち，市内医療機関におい

て 28 名の患者(平成 27 年登録 1 名，平成 28 年登

録 27 名)から分離同定された M.tuberculosis 28

株(TB-76～TB-103)を対象とした。表 1 に年齢階級

別患者数の内訳を示す。 

2 VNTR 型別解析 

M.tuberculosis の発育した小川培地を 95℃10

分間加熱処理し，回収した粗抽出液を鋳型として，

前田らの方法 2)及び結核菌 VNTR ハンドブック(地

研協議会保健情報疫学部会マニュアル作成ワーキ

ンググループ編)に準拠した PCR 法により VNTR 領

域の増幅を行った。得られた PCR 産物は自動シー

クエンサーによるフラグメント解析又はアガロー

スゲル電気泳動による分析によって反復数を算定

し た 。 シ ー ク エ ン ス は 3500 Genetic 

Analyzer(ABI)で行い，得られたデータは Gene 

Mapper(ABI)を使用しアリルを算出した。アガロー

スゲル電気泳動は，0.5×TBE 緩衝液を用いた 2％

SeaKem Gold(Lonza)で行った。解析領域は，北京

型の識別に優れる領域を含む 24Beijing-VNTR
3)とし

た。 

3 系統分類解析及びクラスター解析 

各株の系統分類は，得られた VNTR パターンに基

づき瀬戸らの方法 4)により，非北京株，祖先型北

京株(ST11/26，STK，ST3，ST25/19)，新興型北京

株に分類した。Minimum Spanning Tree 法(以下 MST

法 )によるクラスター解析は， BioNumerics 

Ver.7.5(Applied Maths)を用いて行った。 

結 果

1 VNTR 反復数 

供試した菌株のうち，解析した 24 領域で反復数

表 1 年齢階級別患者内訳 

患者年齢 ～39 40～59 60～79 80～ 計 

株数内訳 3 2 6 17 28 

表 2 VNTR 反復数の一致した菌株とその数値 

菌株 MIRU4 MIRU10 MIRU16 MIRU26 MIRU31 MIRU40 ETR-A ETR-C Mtub04 Mtub21 Mtub30 Mtub39

TB-94 2 3 3 7 5 3 4 4 4 1 4 3 

TB-98 2 3 3 7 5 3 4 4 4 1 4 3 

QUB11b QUB26 QUB4156 Mtub24 QUB11a QUB15 QUB18 QUB3232 QUB3336 VNTR3820 VNTR4120 VNTR2372

TB-94 6 9 3 3 8 4 8 14 5 14 9 3 

TB-98 6 9 3 3 8 4 8 14 5 14 9 3 
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が完全に一致したものは，TB-94 と TB-98 の 2 株 1

組であった(表 2)。なお，この 2 株は昨年度 VNTR

検査を実施した菌株TB-73とも24領域で反復数が

完全に一致した。一方，多発性大規模感染株

(putative expanding cluster types，pECTs)5)と

VNTR 反復数が一致した菌株は無かった。なお，

TB-90 はどの領域も増幅しなかった。 

2 系統分類 

VNTRパターンによる系統推定の結果を図1に示

す。祖先型北京株が 21 株(77.8％)，非北京株が 2

株(7.4％)，新興型北京株が 4 株(14.8％)であった。

また祖先型北京株の内訳は，ST3 が 8 株，STK が 6

株，ST25/19 が 5 株，ST11/26 が 2 株であった。年

齢階級別系統分布をみると，80 歳以上は祖先型北

京株への感染率が 94.1％と高く，また新興型北京

株への感染が認められなかった。一方，ほかの年

齢層では特定の系統への大きな偏りは認められな

かったが，79 歳以下の年齢階級では，感染伝播性

及び発病性の高い新興型北京株への感染が確認さ

れた(図 2)。 

3 クラスター解析 

解析した 24 領域について，MST 法によりクラス

ター解析を実施した。昨年度 VNTR 検査を実施した

菌株 75 株(平成 26 年～平成 27 年新規登録患者)

を含めた計 102 株(TB-90 を除く TB-1～TB-103)を

解析に供した(図 3)。検査年度をまたいで VNTR パ

ターンが完全に一致し，同一クラスターを形成し

たものは TB-73，TB-94，TB-98 の 3 株 1 組のみで

あった。 

 

考 察 

解析した 28 株のうち，VNTR 反復数が完全に一

致したものは TB-94 と TB-98 の 2 株のみであり，

その他の株は同一の反復数となるものはなかった。

また，この 2 株は昨年度 VNTR 検査を実施した菌株

(TB-73)とも VNTR 反復数が完全に一致した。患者

に関する詳細な疫学情報は得られていないため，

VNTR反復数が完全に一致した3人の患者らに疫学

的関連性があるかは不明であった。 

得られた VNTR パターンに基づいた系統分類で

は，感染伝播性及び発病性の高い新興型北京株に

ついて，80 歳以上の年齢層での感染は認められな

かったが，79 歳以下の年齢層では感染が見られた。

昨年度解析を実施した菌株においても，79 歳以下

での感染率が高い傾向が伺え，引き続き本系統の

各年齢層における分離割合の増加等の動向に注視

する必要がある。 

VNTR 反復数が一致し，MST 法により同一クラス

ターを形成した TB-73，TB-94，TB-98 の 3 株は，

系統分類により新興型北京株であることが判明し

た。また，3 人の患者らは約 8 ヶ月の間に新規登

録されていることから，この患者らの疫学的関連

性の有無を踏まえた追加疫学調査が実施可能であ

れば，適切な蔓延防止対策や伝播経路の解明に繋

がる可能性がある。この様に同一クラスター形成

の有無は，追加疫学調査の必要性を検討する一助

となり，結核感染症対策に活用できると考える。 

今回解析した供試菌株数は 28 株と限定的では

あるが，過去の菌株との VNTR パターンの一致や，

系統分類における各年齢層での特徴的な系統分布

が明らかになる等，VNTR 法による分子疫学解析の

行政上の有用性が示唆された。収集する株に関す

る疫学情報と併せて検討すれば，集団感染の解析

や流行株の探知等に役立つものと考えられる。引

き続き幅広い年齢層を対象とした積極的な菌株の

収集を行い解析に供することで，比較可能なデー

タの蓄積が期待される。これらの得られた解析デ

ータを結核行政対応の科学的疫学情報の一つとし

て使用することにより，感染源や感染経路の解明，

接触者健康診断や追加疫学調査の実施等，結核感

染症対策に活用することができると考える。 

図 1 分離菌株の系統推定(平成 28 年度)

図 2 年齢階級別系統分布
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図 3 MST 法による結核患者由来 M.tuberculosis の VNTR 反復数に基づくクラスター解析
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