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1　はじめに
岡山県では，結核の感染源・感染経路の究明や二次感

染予防を目的に，RFLP解析法およびVNTR解析法を用

いて結核菌のDNA解析を行い，菌株情報と融合させた

データベースを構築して感染事例の疫学調査に活用して

いる 1）, 2）。RFLP解析法は，結核菌遺伝子に特異的に存

在し，出現する場所や個数が菌株毎に異なる塩基配列を

検出し，その電気泳動パターンの違いで型別する方法で

ある。VNTR解析法は，結核菌遺伝子に存在する数十

塩基のDNAの繰り返し配列の数を測定する方法である。

従来，解析能力の高いRFLP解析法が世界的標準法で

あったが，操作が煩雑で長時間を要し，解析結果が画像

で示されるため検査機関間でのデータの比較が難しいこ

とが欠点であった。そのため，操作が簡単で結果を数値

化できるVNTR解析法の標準化が検討され，RFLP解析

法と同等の解析能力を持つ標準法として，2008 年に

JATA（12）_VNTR解析法が確立された 3）。当県でも，

平成 20 年度からJATA（12）_VNTR解析法の導入を開

始し，平成 22 年度は，78 株を解析してRFLP解析結果

との比較によりその有用性を検討し，集団感染事例を含

む 4 つの感染事例の感染源究明に活用したので，その概

要を報告する。

2　材料および方法
（1） 平成 22 年度のDNA解析対象株

県内の医療機関または検査機関において分離された

結核菌のうち，以下の条件に該当した 78 株が搬入さ

れた。

ⅰ）  60 歳以下の塗抹陽性患者（結核予防法第 29 条

適用者）の菌株

ⅱ）  保健所から依頼のあった菌株

・ 社会福祉施設等（集団生活等）で発生した患者

（利用者，職員）の菌株

・ 接客業・看護師・保健師・保育士・教員・医師

等の菌株

・ その他保健所長が必要と判断した患者の菌株

これらのうち，十分なDNA量が得られた 67 株で

RFLP解析を行い，全株でVNTR解析を実施した。

（2） 安全対策

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（平成 10 年法律第 114 号）（以下「感染症法」と

略す）第 56 条の 25，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施行規則（平成 10 年厚生

省令第 99 号）（以下「感染症法施行規則」と略す）第 31

条の 36 及び特定病原体等の運搬に係る容器等に関す

る基準（平成 19 年厚生労働省告示第 209 号）に従って
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前田らの方法 3）に従い，結核菌ゲノムの 12 ヶ所の繰

り返し配列のコピー数を調べて結核菌の型別を行う

JATA（12）_VNTR解析法を用いた。

（6） 事例の感染源究明

2 つの集団感染事例（表 1　事例 1 と事例 2），院内

感染が疑われた 1 事例（表 1　事例 3）および施設内感

染が疑われた 1 事例（表 1　事例 4）の 4 事例について，

患者から分離された結核菌のDNA解析により感染源

を検討した。

3　結　果
（1） RFLP解析結果

67 株のRFLP解析の結果，平成 12 ～ 15 年度に見ら

れた類似性の高い流行株グループⅠ～Ⅲ 1）に属すると思

われる株は 18 株（26.9％）であった（図 1）。

67 株中，パターンが一致したのは⑤および事例 2 の 2

組 5 株であった。

データベースに登録されている過去の菌株との比較で

は，4 株が一致した（図 1　①，②，③，④）。

菌株を運搬した。

搬入された菌株の管理は，感染症法第 56 条の 24，

25 および感染症法施行規則第 31 条の 29，30 に適合

した施設で行った。

結核菌のDNA抽出は，バイオセーフティーレベル

3 の施設内でN95 微粒子用マスクを装着し，クラスⅡ

の安全キャビネットを使用して行った。

（3） 菌株からのDNA抽出

DNA抽出は，小川培地上の菌体からDNA抽出キッ

トISOPLANT（ニッポンジーン）を用いて行った。

（4） RFLP解析

67 株のRFLP解析は定法 4）, 5）に従って実施し，RFLP

パターンのクラスター解析は，解析ソフトBioNumerics 

ver6.5（APPLIED MATHS）を用いてUPGMA法で

行った。解析結果は，保健所からの菌株情報と併せて

データベースに登録した。平成 22 年度末現在，1126

株が登録されている。

（5） VNTR解析

全 78 株でVNTR解析を実施した。VNTR解析は，

表１　事例の概要
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図 1　H22年度に解析した結核菌 67株のRFLPパターンの系統樹およびVNTR型
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その他の 7 株はいずれも 7 年以上前に④の患者とは離れ

た地域に住む高齢者から分離された株であった。これら

のことから，②，③および④では一致した株間の関連性

は低いと考えられた。

67 株中，パターンが一致した⑤は，同じ病院の患者

からの分離株であり院内感染または検査室内汚染が疑わ

れたが，保健所の疫学調査の結果，患者一人は寝たきり

で病院内での両者の接点がないことと，検査センターで

の菌検査では検体搬入日が 1 日異なり安全キャビネット

は使用後消毒してUV照射していることから院内感染お

よび検査室内汚染の両方とも否定された。⑤のRFLPパ

ターンは，流行株とは異なり特徴的で，RFLPデータベー

ス中の他株との一致も見られなかったため，共通の感染

源の可能性が否定できず，患者の年齢（80 歳と 84 歳）と

居住地から，過去に同じ感染源から感染し年月を経て同

一時期に発病したことが推測された。また，⑤と RFLP

パターンが 65％以上の類似性を示し，VNTR型が一致

したNo.1282 は，⑤と同一起源の菌が遺伝子変異した後

にNo.1282 に感染した可能性が考えられた。

78 株のVNTR解析の結果，VNTR型が一致した 5 組

15 株では，集団感染事例（表 1　事例 2）を除く 4 組 12

株の患者の関連性は見いだせなかった。RFLP解析がで

きた 67 株との比較では，RFLPパターンとVNTR型は

概ね相関していたが，RFLPパターンが一致した株間で

はVNTR型も一致したのに反して，VNTR型が一致し

た株間でRFLPパターンが異なった株が見られたことか

ら（図 1　A，B，C），RFLP解析法がVNTR解析法より

も僅かに解析能が高い可能性が示唆された。しかし，

VNTR解析法は少量のDNAしか得られなかった菌株で

も解析可能で迅速な結果還元に繋がり，疫学調査上非常

に有効な手段であるため，今後，両法の比較株数を増や

してVNTR解析法の解析能について詳細な検討を行う

予定である。

事例の感染源究明では，今回の 4 事例において遺伝子

解析は非常に有用であった。特に，事例 1 は初発患者お

よび接触者の感染・発病から 8 年を経過して「集団感染」

に該当したが，遺伝子解析を実施しなければ感染源の究

明には至らなかったと思われる。遺伝子解析の普及によ

り今後このような事例が増えることが予想されるが，こ

のような事例と多くの患者が 2 年以内に発病する通常の

「集団感染」とでは疫学調査や患者への対応等も異なる

（2） VNTR解析結果

78 株のVNTR解析の結果，集団感染事例（表 1　事例

2）を含む 5 組 15 株が一致した。78 株のうち，RFLP解

析ができた 67 株では，RFLPパターンが一致した⑤お

よび事例 2 ではVNTR型も一致したが，VNTR型が一

致した株間でRFLPパターンが異なった株も 3 組 8 株認

められた（図 1　A，B，C）

（3） 事例の検討結果

事例 1 は，患者cからの分離株の遺伝子型が 8 年前の

接触者bの分離株と一致し，感染源はbと推測された。

この事例では 8 年前のbの接触者健診で患者aを含む 2

名の発病と 2 名の感染が確認されており，患者cの発病

により，8 年を経過して集団感染となった。事例 2 は，

同一施設の入所者 3 名からの分離株の遺伝子型が一致

し，施設内感染と考えられた。この施設では他に初発患

者 1 名と感染者 3 名が確認されており，集団感染となっ

た。事例 3 は，同じ病院から転院した患者 4 名がそれぞ

れ結核を発病したため院内感染が疑われたが，4 名から

の分離株の遺伝子型が異なり，それぞれ別の感染源と判

明した。事例 4 は，同じ病院あるいはその関連施設で接

触のあった 3 名からの分離株の遺伝子型が一致したた

め，3 名の患者は同一感染源から院内感染または施設内

感染したものと考えられた。（表 1）

4　考　察
67 株のRFLP解析結果から，依然として流行株グルー

プⅠ～Ⅲに属する株が 18 株（26.9％）存在し，主要な感

染源となっていることが推測された。

67 株中，データベースに登録されている過去の菌株

とRFLPパターンが一致した①，②，③および④につい

て，一致株との関連性を検討した。①は 2 組 4 株の家族

内感染を含む 8 株と一致したが，県内で多く見られる流

行株のパターンに含まれるため偶然一致の可能性もあ

り，関連性は不明であった。②と一致した株は，②の患

者とは離れた地域に居住する高齢者から 10 年前に分離

された株であり，③と一致した株も③の患者とは離れた

地域に居住する高齢者から 8 年前に分離された株であっ

た。④は，日本人に多く見られRFLP解析では解析能が

低い 1 本バンドのパターンで，RFLPデータベース中の

過去に解析した 18 株と一致したが，これらのうち，

VNTR型が判明している 11 株とは型が異なった。また，
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ため，結核の「集団感染」の定義を改めて検討する必要

があると思われた。
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