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　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102株が搬入された。
　⑴　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
　⑵　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，搬入時に菌の増殖が認められなかった１
株を除く101株でVNTR解析を実施した。

2.2　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」という。）
に基づき通知されている「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
従って菌株を運搬した。
　また，搬入された菌株の管理は，感染症法第56条の24，
25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。

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。

１　はじめに
　本県では，結核の感染源・感染経路の究明や二次感染予
防を目的に，Restriction fragment length polymorphism
（以下「RFLP」という。）解析法及びVariable number of 
tandem repeats（以下「VNTR」という。）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）。従来，RFLP解析法が世界的標準法であったが，操
作が簡単で結果を数値化できるVNTR解析法であるJATA
（12）-VNTR解析法（以下「JATA（12）-VNTR」とい
う。）が平成20年に確立され3），現在の国内標準法として
提唱されている。さらに，JATA（12）-VNTRの型別能力
を補う方法として，JATA（12）-VNTRに３領域を加えた
JATA（15）-VNTR解析法（以下「JATA(15)-VNTR」と
いう。）や３つの多型性に富んだ領域を解析する超多変
（hypervariable，HV）領域のVNTR解析法（以下「HV-
VNTR」という。）が報告されている3），4）。本県でも，平
成20年度にJATA（12）-VNTRを試験的に実施し，平成
21年度と22年度はRFLP解析結果との比較によりその有用
性を確認し，平成23年度はJATA（15）-VNTR及びHV-
VNTRを導入して，RFLP解析法からVNTR解析法に完全
移行した。
　今回，VNTR解析結果のデータベースを活用して，集団
感染事例を含む６つの感染事例について感染源の究明を
行ったので，その概要を報告する。

２　材料及び方法
2.1　平成23年度のDNA解析対象株
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染の１事例（事例３），家族内感染の１事例（事例４），
院内感染が疑われた１事例（事例５）及び施設内感染が疑
われた１事例（事例６）の計６事例について，患者から分
離された結核菌のVNTR解析により感染源を究明した。

３　結　果
3.1　VNTR解析結果

　平成23年度に解析した結核菌101株のVNTR型を図１に
示した。
　101株のVNTR解析の結果，JATA（12）-VNTRでは２
～４株を含む９組のクラスターが形成され，23株が含まれ

2.4　VNTR解析

　全101株でJATA（12）-VNTR5）を実施し，さらに詳細な
型別が必要な場合は，JATA（15）-VNTR及びHV-VNTR
を追加し，解析結果をデータベースに登録した。平成23
年度末現在，540株のJATA（12）-VNTR型が登録され
た。VNTR解析及びデータベース作成には，解析ソフト
BioNumerics ver6.5（APPLIED MATHS）を用いた。

2.5　事例の感染源究明

　平成23年度に調査した事例の概要を表１に示した。
　集団感染の２事例（事例１と事例２），同居人同士の感

表１　事例の概要
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事例１

事例４

事例３

事例２

事例５

事例６

* 200：>20，220：>22，912：9 と12

＊*Ｍ 男性，Ｆ 女性

相違領域

図１　Ｈ23年度に解析した結核菌101株のVNTR型
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の両法を追加することにより，精度の高い解析ができるこ
とが確認できた。ここで，JATA(15)-VNTRとHV-VNTR
の両法を加えてもVNTR型が一致した株のうち，クラス
ター③と⑥の全株，①の１株（№1366）及び⑨の２株（№
1387と1396）を含む７株（6.9％）は，クラスター内の患者
間で関連性が発見できなかった。これらの患者はいずれも
67～90歳と高齢であり，過去の再燃などで感染源が不明な
ためと考えられた。このように，VNTR解析においては，
JATA（12）-VNTRにJATA（15）-VNTRとHV-VNTRの
両法を加えた結果が一致しても，患者間の関連性が見い
だせない場合があることを念頭に置く必要があると思われ
た。
　感染事例の感染源を究明した結果，事例１から４及び６
でVNTR型が一致し，保健所の実地疫学調査結果を裏付
ける科学的根拠となった。また，事例５は患者ｍとｎの接
触が濃厚ではなく実地疫学調査だけでは感染の判断が難し
かったが，VNTR型が異なったことでｍからｎへの感染で
はないことが判明した。これらのことから，VNTR解析は
感染事例の感染源究明において非常に有用な疫学指標と考
えられた。
　今後は，VNTR解析を結核対策に役立てるため，県内
の結核菌分離株について，JATA（12）-VNTRにJATA
（15）-VNTRとHV-VNTRの両法を加えた方法で解析を行
い，データベースの充実を図る予定である。
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た（クラスター形成率22.8％）（①～⑨）。これらのクラス
ターを，JATA(15)-VNTR及びHV-VNTRでさらに解析し
たところ，JATA(15)-VNTRのみではクラスター④と⑧の
４株が異なり19株が一致し（クラスター形成率18.8％），
JATA(15)-VNTRとHV-VNTRの両法を加えると，クラス
ター④，⑤，⑧の全株と⑨の１株を含む８株が異なり，
それぞれ事例２，４，６を含むクラスター①，②，⑦とク
ラスター③，⑥の全株及び⑨の２株（No.1387と1396）を
含む15株が一致した（クラスター形成率14.9％）。なお，
クラスター①に含まれるNo.1366は，JATA(12)-VNTRの
primer８領域が増幅されなかったが，JATA(15)-VNTRと
HV-VNTRの両法で結果がクラスター①の他の３株と一致
したため，同一型株と解釈した。

3.2　事例の検討結果

　結果は，表１に示すとおりであった。
　事例１は平成22年度に集団感染が判明していた事例で，
患者ｄは接触者健診対象者であった。ｄ分離株のVNTR型
は患者ａ，ｂ，ｃ分離株と一致したため，ｄは集団感染の
患者と判った。事例２は院内感染の事例であり，初発患者
ｅの濃厚接触者を対象とした血液検査により高い感染率が
認められ，対象者を拡大した接触者健診の結果，厚生労働
省の集団感染の定義を上回る人数の感染者が確認され，
集団感染と判断された事例であった。判断後に実施され
たVNTR解析の結果，患者ｅ，ｆ，ｇ分離株のVNTR型は
一致し，集団感染を支持する結果となった。事例３は同居
人hとｉの間で感染が疑われた事例であり，両者分離株の
VNTR型が一致したため，ｈ・ｉ間の感染と考えられた。
事例４は家族内感染が疑われた事例で，患者ｊ，ｋ，ｌ分
離株のVNTR型が一致した。ｋが初発患者でｊはkから感
染し，ｌはｋとｊのいずれかから感染したと推測された。
事例５は通院患者間の院内感染が疑われた事例であった
が，患者ｍとｎ分離株のVNTR型が異なり，それぞれ別の
感染源と判明した。事例６は施設内感染が疑われた事例で
あり，患者ｏとｐからの分離株のVNTR型が一致した。施
設で患者ｐと同室であった患者ｏは，結核届出時には喀痰
塗抹陽性で排菌状態にあったと考えられ，ｏからｐへ感染
したと推測された。

４　考　察
　101株のVNTR解析の結果，JATA(12)-VNTR単独ではク
ラスター形成率は22.8％であったが，JATA(15)-VNTRを加
えると18.8％に低下し，さらにHV-VNTRを加えると14.9％
になった。従って，最初にJATA(12)-VNTRを実施し，
VNTR型が一致した場合，JATA(15)-VNTRとHV-VNTR


