
１ はじめに

岡山県では，感染源・感染経路を究明し，二次感染

の予防に役立てるため，平成１１年１２月から平成１６年３

月まで結核対策特別促進事業として，県内の新登録患

者から分離された結核菌株を集約し，DNAの RFLP

解析を実施してきた。平成１２年度は県内の結核蔓延状

況を分析し，平成１３年度は IS６１１０－RFLPパターンの

型別から結核菌の伝播状況を推測した。平成１４年度は

経年的な RFLPパターンの変化を調査した。平成１５年

度は，RFLP解析データを活用して感染源を究明した

事例をもとに，集積された RFLPデータベースの有用

性と今後のあり方について検討した。

２ 材料および方法

２．１ 使用菌株

県内の結核病床を有する１１病院と６検査機関で新登

録患者から分離され，平成１１年１２月から平成１６年３月

までに搬入された結核菌９２８株のうち，重複等を除い

た７５１株を RFLP解析した。

２．２ 安全対策

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。

２．３ 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。

２．４ RFLP 解析

高橋らの方法１），２）に従い，結核菌 DNAを制限酵素

PvuⅡで消化後，０．８％アガロースゲル電気泳動，ナ

イロンメンブレンへのトランスファー，UV固定を行

い，次いで６５℃３時間のプレハイブリダイゼーション

後，プローブを加えて６５℃１５時間以上のハイブリダイ

ゼーションを行った。プローブは，結核菌群特異的挿

入配列 IS６１１０由来２４５bpの PCR産物を Random primer

DNA labeling kit（宝酒造）でビオチン標識して用い

た。メンブレン上の DNAの検出は，アルカリホス

ファターゼ標識ストレプトアビジン液と室温で１５分間

反応させ，化学発光基質を加え，X線フィルムに感光

させて行った。RFLPパターンのクラスター解析は，

解析ソフト Finger Printing Plus（Bio Rad）を用い，

UPGMA法で行った。

２．５ RFLP データベースの作成

搬入された菌株について，保健所からの菌株情報と

RFLP解析結果を併せてデータベースを作成した（表

１）。

２．６ 地域の結核蔓延状況および流行株の解析

平成１５年度に搬入された１５９株のうち，重複を除き

疫学的背景が明らかな９５株の IS６１１０－RFLPパターン

をクラスター解析し，平成１２～１４年度の年度毎のパ

ターン３～５）と比較した。

２．７ 事例検討

保健所における疫学調査等から同一感染源が疑われ

た１６事例，BCG類似株が検出された１事例，および

医療機関での検査室内汚染が疑われた１事例の計１８事

例について，データベースを活用し，RFLPパターン

を比較検討した。
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３ 結 果

３．１ 地域の結核蔓延状況および流行株の解析

９５株の IS６１１０－RFLPパターンのクラスター解析の

結果，平成１２～１４年度と同様に３～５），類似性の高い流

行株と思われるグループⅠ～Ⅲが約４３％を占めたが，

平成１２～１４年度はグループⅠが最も優勢であったのに

対し，平成１５年度はグループⅡが優勢となっていた

（図１）。

３．２ 事例の検討結果

同一感染源が疑われた事例１～１６のうち，事例１，

２，４，９，１０，１１，１２，１３，１４および１６で RFLPパ

ターンの一致により，同一感染源が確定した（表

２）。RFLPパターンが一致しなかった事例は，いず

れも従来の疫学調査だけでは同一感染源と見なされる

可能性の高いケースであったが，感染源の違いが明ら

かになり，以後の疫学調査がより正確になった。

事例１４では，平成１３年６月から平成１４年８月までの

１年２ヶ月に及ぶ期間に，患者Ｂから患者Ａ，Ｃ，Ｄ

への感染が疑われた。RFLP解析により，患者Ｂから

Ｃへの感染は否定され，患者ＢからＡ，Ｄへの感染が

確定した。

事例１６では，県�保健所管内居住の患者Ａが結核と

して登録された１１ヶ月後にａ市居住の患者Ｂが登録さ

れ，ａ市保健所の疫学調査により，ｂ市内の医療機関

で患者Ａ，Ｂ間の接触が判明した。ａ市保健所からそ

の旨を通知された県�保健所およびｂ市保健所はａ市

保健所と連携し，RFLP解析事業を統括する県健康対

策課を通して RFLP解析実施機関の県環境保健セン

ターに RFLP解析を依頼した。県環境保健センターで

は，RFLPデータベース上の患者Ａからの分離株の

RFLPパターンと，新たに搬入された患者Ｂからの分

離株のパターンを比較した。パターンは一致し，患者

ＡからＢへの感染が確定された。

事例Ⅰでは，患者からの分離株と BCG Tokyo株で

RFLPパターンが一致し，膀胱癌免疫療法に用いられ

た BCG株由来株と判明した６）。

事例Ⅱは，臨床的に結核所見が見られない患者から

相次いで結核菌が分離されたとの情報を受けたため，

RFLP解析を行ったところパターンが一致した。パ

ターンは流行株パターン３，４）とは異なり，データベース

中で当該４株のみに見られたため，偶然の一致は否定

され，検査室内汚染が確定した。

図１ H１５年度の IS６１１０－RFLPパターンの相同性の比
較

表１ RFLPデータベースの構造

No.
受 付
年月日

医療機関 検体 No. 性 別 年 齢 保健所
発 病
年月日

検体採取
年 月 日

IS６１１０
コピー数

RFLP一致
の有無＊ 備 考

*X線フィルム上に検出された RFLPパターンは，コンピュータに登録し，解析ソフトで系統樹を作成して一致の有無や類似性を解析
する。
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表２ RFLP解析事例（平成１２～平成１５年度）

事例 依 頼
年月日

報 告
年月日 保健所 患者 年齢 発病 登録年月日 関連性 RFLP

１
２００００５２２ ２００００５２３ ａ市 Ａ ５９ １９９９／７／― １９９９／１１／１８ 同じ病室の患者 一致

ａ市 Ｂ ７２ ２０００／１／１８ ２０００／２／３

２
２００００７０６ ２００００７１１ ａ市 Ａ １８ ？ ２０００／５／２９ 高校の同級生 一致

ａ市 Ｂ １８ ２０００／４／５ ２０００／５／２

３

２００００９０１ ２００００９０８ ａ市 Ａ ６８ ２０００／１／― ２０００／３／１０ 同じ病室の患者 相違

ａ市 Ｂ ５８ ２０００／５／― ２０００／５／３１

ａ市 Ｃ ７１ ２０００／６／― ２０００／７／１２

４
２００１０１２４ ２００１０１２９ ａ市 Ａ ５１ １９９９／１０／― ２０００／４／１７ 親子 一致

ａ市 Ｂ ７６ ２０００／６／― ２０００／１０／１０

５
２００１０３０１ ２００１０３０７ ａ市 Ａ ８６ ２０００／１０／― ２０００／１１／１３ 同じ趣味のサーク

ル
相違

ａ市 Ｂ ７３ ２０００／１１／― ２０００／１２／２８

６

２００１０４２５ ２００１０５０８ ？ Ａ ３２ ２０００／―／― ？ 同じ病院の職員 相違

ａ市 Ｂ ３６ ２０００／１２／― ２００１／２／２１

ａ市 Ｃ ２１ ２０００／１０／― ２０００／１２／１３

７
２００１０８１５ ２００１０８２２ ａ市 Ａ ４７ １９９８／７／１７ １９９８／７／２７ 共通の飲食店の利

用者
相違

ａ市 Ｂ ５９ ？ ２００１／３／２８

８

２００２０５３０ ２００２０６１７ ａ市 Ａ ６０ ２００１／９／― ２００１／１２／１２ 同じ病院の患者
（Ａ，Ｄ，Ｅ）と職員
（Ｂ，Ｃ）

相違

ａ市 Ｂ ４８ ２００１／８／― ２００１／９／２５

ａ市 Ｃ ２５ ？ ２００１／３／２８

ａ市 Ｄ ９６ ２０００／６／２４ ２０００／７／４

ａ市 Ｅ ５１ １９９９／５／― ２０００／３／９

９
２００２０５３０ ２００２０６１７ ａ市 Ａ ５７ ２００１／１１／７ １９７３／１／２２ 同僚 一致

ａ市 Ｂ ６０ ？ ２００２／１／１６

１０
２００２０５３０ ２００２０６１７ ａ市 Ａ ４４ ２００１／１１／２０ ２００１／１２／１２ 同僚 一致

県� Ｂ ５１ ？ １９９３／１１／８

１１

２００２０６１１ ２００２０６１９ ａ市 Ａ ２３ ２０００／８／― ２０００／８／― 同僚（Ａ，Ｂ）とＢの
近隣居住者（Ｃ）

一致

ａ市 Ｂ ５２ ？ ２００１／３／―

ａ市 Ｃ ２１ ？ ２００１／４／―

１２
２００２０６２５ ２００２０７０３ ａ市 Ａ ７５ ？ ２００２／１／２９ 同じ病室の患者 一致

県� Ｂ ５０ ２００１／１１／― ２００１／１１／２９

１３

２００２０６２５ ２００２０７０３ ａ市 Ａ ８９ ２０００／１０／― ２０００／１１／８ 同じ病院の患者 一致

ａ市 Ｂ ８３ ？ ２００１／１１／２８

２００２０５３０ ２００２０６１７ ａ市 Ｃ ８２ １９９９／４／― １９９９／８／６

県� Ｄ ６４ ？ ？

１４

２００１１１２２ ２００１００２９ ａ市 Ａ ２３ ２００１／７／― ２００１／１０／１ 同じ病院の患者
（Ａ）と患者（Ｂ，Ｃ）

一致

２００１０６０５ ２００１０６１２
ａ市 Ｂ ４９ ２０００／３／２３ ２０００／５／３０

ａ市 Ｃ ５１ ２０００／１２／― ２００１／１／５ 相違

ａ市 Ａ ２３ ２００１／７／― ２００１／１０／１ 同じ病院の職員
（Ａ，Ｄ）と患者（Ｂ）

一致

２００２０８０６ ２００２８１３ ａ市 Ｂ ４９ ２０００／３／２３ ２０００／５／３０

ａ市 Ｄ ２３ ２００２／３／２９ ２００２／４／１６

１５

２００３０１０９ ２００３０１１７ ａ市 Ａ ７０ ２００２／２／１４ ２００２／６／２６ 同じ病院の患者 相違

ａ市 Ｂ ６４ １９９９／１１／１７ １９９９／１１／１９

ｂ市 Ｃ ？ １９９８／４／― １９９８／９／―

ａ市 Ｄ ５２ １９９８／２／２３ １９９８／３／１８

１６
２００３０４１７ ２００３０４２１ 県� Ａ ８３ ２００２／１／７ ２００２／１／９ 同じ病院の患者

（Ａ）と職員（Ｂ）
一致

ａ市 Ｂ ２４ ２００２／１０／― ２００２／１２／２４

Ⅰ
２００１０９２０ 県� Ａ ８０ ２００１／３／― ２００１／４／１９ 一致

Mycobacterium bovis BCG Tokyo

Ⅱ

２００２０５２１ 県� Ａ 同一病院：クロス
コンタミネーショ
ン（検査室内汚染）

一致

Ｂ

Ｃ

Ｄ
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４ 考 察

RFLP解析の活用により，従来の疫学調査では確定

できなかった感染の有無について，科学的根拠に基づ

いたより正確な調査が可能となった。

また，事例１４や事例１６のように，発病時期に大きな

差がある患者間では，疫学調査で接触が判明した時点

では，もはや菌株が保存されておらず，比較不可能な

場合が多かったが，RFLP解析結果のデータベース化

により，比較が可能となった。

一方で，事例１６は県および２市の３保健所に関連し

たケースであり，各保健所，県庁および環境保健セン

ターの関係５機関が連携して感染源が究明できた貴重

な事例であったが，この様な場合は特に，科学的根拠

となる RFLP解析結果が重要になると思われた。

事例Ⅰでは，結核菌との鑑別用に BCG Tokyo株の

RFLPパターンをデータベースに保持していたことが

役立った。

事例Ⅱでは，RFLPデータベースで解析された地域

の流行株や他の RFLPパターンとの比較により，偶然

の一致と検査室内汚染が明確に区別できた。この結果

を受けて当該検査室では，汚染の原因究明が行われ，

検査マニュアルが改訂された。

以上のことから，RFLP解析結果のデータベース化

により，①感染源・感染経路の究明において，疫学調

査に科学的根拠を与えることができる，②地域の結核

蔓延状況や流行株等を把握した疫学調査ができる，と

いうことが判り，結核対策に非常に有用であると思わ

れた。

しかしながら，結核対策特別促進事業は平成１５年度

で終了したため，今後は RFLP解析の対象を絞る必要

がある。これまでに解析した事例１～１６のうち，RFLP

パターンが一致して感染源が確定できたのは，主に６０

歳以下の患者が関連した事例であった。従って，６０歳

以下の患者分離株を対象とする方法が効率的と思われ

た。ただし，事例１，４および１３のように，高齢者で

は起こりにくいとされている外来性再感染が疑われ

た７）事例もあり，高齢者施設等で同時期に複数の患者

が結核を発病した場合などは，菌株の保存を徹底し，

早急に RFLP解析を実施する必要があると思われる。
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