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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，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）。結核菌の遺伝子型別は，国内

標準法として提唱されている JATA（12）-VNTR 解析法

（以下「JATA（12）-VNTR」という。）を用い 3），さらに，

その型別能力を補うために，JATA（15）-VNTR 解析法

（ 以 下「JATA（15）-VNTR」と い う。）及 び 超 多 変

（hypervariable，HV）領域の VNTR 解析法（以下「HV-

VNTR」という。）も追加して解析を実施している 4），5）。

今回は，試験室内汚染疑い１事例，家族内感染疑い１事

例，施設内感染疑い１事例及び BCG との鑑別１事例の

計４つの事例と，その他の散発事例について，DNA 解

析を行いデータベースを活用して感染源を調査した。

ここで、結核菌の遺伝子型においては，世界の分離株

の約３割が属し６），我が国でも分離株の７割以上が属す

る北京型株（Beijing genotype strain）が，感染伝播力の

強さや薬剤耐性との関連性から結核対策上重要視されて

いる７），８）。さらに，北京型株は新興型（modern type）

と祖先型（ancient type）に区分され，新興型株は感染伝

播力が強く発病し易いと言われている９）。我が国では，

過去の再燃ではなく現在の感染を反映している若年者層

の結核患者で新興型株が分離される割合が高いため 10），

新興型株の動向に注目する必要がある。これらのことか

ら，平成 26 年度も昨年度に引き続き，北京型株の検出

及び新興型と祖先型の区分も実施し，データベースに追

加した。

2　材料及び方法　
2.1　平成 26 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，試験室内汚染疑い事例の２株，家族内感染

疑い事例の２株，施設内感染疑い事例の４株及び BCG

との鑑別の１株と，以下の条件に該当した散発事例 61

株の計 70 株が搬入され，重複する 1 株を除く 69 株で

VNTR 解析を実施した。

⑴　60 歳以下の塗抹陽性患者の菌株

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

【調査研究】

結核疫学調査における結核菌 DNA 解析データベースの活用 （7）
Application to epidemiological investigation with 
DNA database of Mycobacterium tuberculosis （7）

大畠律子，河合央博，檀上博子，中嶋　洋（細菌科）
Ritsuko Ohata，Hisahiro Kawai，Hiroko Danjou，Hiroshi Nakajima

（Bacteriology Section）

要　　旨
岡山県では，感染経路の究明や二次感染の予防等，結核対策に資するため，県内の結核新登録患者から分離された結

核菌の DNA 解析を実施し，その結果を菌株情報と融合させてデータベース化している。平成 26 年度は，Variable 

number of tandem repeats （VNTR）解析法により，散発事例や試験室内汚染，家族内感染，施設内感染及び BCG との

鑑別の４つの事例で感染源究明のための解析を行った。また，感染伝播力の強さや薬剤耐性との関連から注目されてい

る北京遺伝子型株の分離状況についても調査した。

［キーワード：結核菌，データベース，VNTR 解析，北京型］

［Key words：M.tuberculosis， database， VNTR analysis， Beijing type］

岡山県環境保健センター年報　39，  113−118，  2015

岡山県環境保健センター年報 113



等の菌株

　　 ･ その他保健所長が必要と判断した患者の菌株

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 及び第 56 条の 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，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　第一版 2012 年）の「菌懸濁液の加熱死菌上清の作

成方法」に準じて行った。

2.4　VNTR解析

全 69 株で JATA（12）-VNTR3）を実施し，JATA（12）
-VNTR 型が 69 株中またはデータベース中の株と一致

した場合は，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。VNTR 解

析及びデータベース作成には，解析ソフト BioNumerics 

ver 7.1 （APPLIED MATHS）を用いた。 

2.5　事例の感染源究明

試験室内汚染疑い１事例（事例１），家族内感染疑い１

事例（事例２），施設内感染疑い１事例（事例３）及び

BCG との鑑別１事例（事例４）の４つの事例について，

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（表１）。

2.6　北京型と他の遺伝子型の区別

北京型と他の遺伝子型の区別は，Warren らの方法 11）

に従って実施した。

2.7　北京型株における新興型と祖先型の区分

新興型と祖先型の区分は，Mokrousov らの方法 12）に

従って実施した。

3　結果
3.1　VNTR解析結果

平成 25 年度に解析した結核菌 69 株の VNTR 型を，

図 1 に示した。

69 株 に つ い て，JATA（12）-VNTR と JATA（15）
-VNTR 及び HV-VNTR を組み合わせて解析したとこ

ろ，２～３株を含む４組のクラスターが形成された（図

１　事例１，２，３及び①）。

69 株の VNTR 型をデータベース中の他株と比較した

ところ，クラスター①を含む 13 組 14 株が JATA（12）
-VNTR，JATA（15）-VNTR 及び HV-VNTR 全てで一

致したが，過半数が 70 ～ 80 歳代の患者分離株で，発病

時期に数年以上の開きがあり，患者間の関連性は認めら

れなかった。

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及び２は，それぞれ試験室内汚染及び家族内感

染と判断された。事例３では，介護老人保健施設で発生

した集団感染に関連した４名の患者のうち，発病時期が

他の３名と異なった患者ｅが別の感染源と判明した。事

例４では患者分離株の VNTR 型が BCG 株とは異なった

ため（図２），免疫療法で用いられた BCG 株が起因菌で

はないことが判った。

3.3　北京型と他の遺伝子型の区別及び北京型株におけ

る新興型と祖先型の区分

結果は，表 2 に示すとおりであった。

試験室内汚染の１株を除いた 68 株中 46 株が北京型を

示し（67.6％），うち，新興型が 11 株（23.9％）で祖先型が

34 株（73.9％）であった。北京型株の分離状況を患者の年

齢別で見ると，60 歳より若い患者では新興型が 38.5％

であったが，60 歳以上では 18.8％であり（図３），若年

者層の患者において，祖先型よりも新興型の割合が高い

傾向が見られた。

4　考察
JATA（12）-VNTR，JATA（15）-VNTR 及 び HV-

VNTR 全てでデータベース中の他株と一致した 13 組 14

株のうち，同じ市内に居住していた 20 歳代の患者２名

の分離株から成るクラスター①は，データベース中の同

市内に居住していた 30 ～ 40 歳代の２名の患者分離株と

一致した。４名の年齢が若いことから，最近の感染で何

らかの接点が存在すると思われるが，関連性は見つけら

れなかった。このような潜在的な接点を検出するために

は，疫学調査において，空気感染という結核の特殊な感
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染様式を考慮に入れ，利用する施設やバス・電車等の交

通機関，イベント等への参加状況などより詳細な情報を

入手する必要があると思われた。

４つの感染事例の検討では，VNTR 解析により感染

源についての科学的な根拠を示すことが出来，接触者健

診等の対応に役立てられた。

北京型の分離状況では，67.9％が北京型に属し，全国

的 な 調 査 結 果（73.8 ％）お よ び 昨 年 度 の 県 内 の 結 果

（77.8%）と大きな違いは無かった２），７），13）。北京型株の

うち，新興型は，昨年度と同様に若年者層の患者で多く

分離されたので，引き続きその動向を調査する必要があ

ると思われた。

今後も，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，併せて北京型株の分離状況を調

査することでデータベースの充実を図り，結核対策に役

立てる予定である。

表１　事例の概要

事例 No.
所　管
保健所

患者
届出時
年齢

届出 発　病 VNTR型 事例概要

1569 a 未届 結核症状無

1570 b 88 2014/3/31 2014/3/27

1608 c 84 2014/4/14 ？

1609 d 80 2014/8/18 2014/7/7

1610 e 86 2013/4/11 ？ 相違

1611 f 51 2014/8/14 ？

1612 g 70 2014/8/27 2014/2/-

1631 h 74 2014/9/10 2014/8/24

4 1630 Z i 88 2014/11/20

BCG
Tokyo株
及び
BCG
Glaxo株
とは一致
せず

　患者ｉは2014年４月に膀胱がんと診
断され，その免疫療法としてBCG膀胱
注入療法を同年9月までに４～５回受
けていた。その後，11月20日に胸部Ｘ
線とＣＴ画像で浸潤影が認められ，喀
痰検査でＧ５を示し，PCR陽性となって
肺結核と診断された。
　この肺結核の起因菌が結核菌か膀
胱がんの免疫療法に使用されたBCG
株かを判断するためVNTR分析を実施
し，BCG株と比較したところ，VNTR型
が異なったので（図２），結核菌による
発病と判断された。

表１　事例の概要

1

2

3

W

X

Y

一致

一致

一致

　患者ａは，臨床上結核症状を示して
いなかったが結核菌が分離され，その
検体は結核患者ｂの検体と同時に検
査されていたため，試験室内汚染が疑
われた。
　患者ａ・ｂ分離株のVNTR分析の結
果，遺伝子型が一致し，ａの検体は検
査時にｂの検体に汚染されたと考えら
れた。

　患者ｃとｄは家族で，両者から分離さ
れた結核菌DNAのVNTR型が一致した
ので，ｃからｄへの感染と考えられた。

　患者ｅ～ｈは，介護老人保健施設で
職員・入所者合わせて８人が結核に感
染し，うち５人が発病した集団感染事
例の入所者（ｅ，ｇ，ｈ）と職員（ｆ）であっ
た。ｅ～ｈの分離株のVNTR分析の結
果，ｆ，ｇ，ｈ分離株の遺伝子型は一致
したが，ｅ分離株は異なっていた。
　ｅは発病時期が他の３名より早く，
VNTR型も異なっていたため，集団感
染とは別の感染源による発病と考えら
れた。
　ｇは平成25年に入所した時点で肺に
陰影があり，かなり以前から咳をして
いたとのことから，この集団感染の初
発患者と推測された。
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*M 男性， F 女性

＊*B 北京型， O 他の型

事例 1

①

図１ 平成26年度に解析した結核菌69株のVNTR型
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1113： 11と13

事例 ２

事例 3

事例 ４

35： 3と5

456： 4と5と6

467： 4と6と7

図１　平成 26 年度に解析した結核菌 69 株の VNTR 型
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図２ BCG株との鑑別
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菌株No. 年齢 性別* 居住地 遺伝子型＊＊

*M 男性 ＊*B 北京型

10-19 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 90- total %

新興型 2 1 2 1 1 4 11 (23.9%)

祖先型 1 3 2 2 3 10 13 34 (73.9%)

不明 1 1 (2.2%)

小 計 1 5 3 4 4 11 18 46 (100%) 67.6

3 2 4 3 9 1 22 32.4

1 3 7 3 4 8 14 27 1 68＊ 100.0

＊
解析した69株中，事例１の１株（No.1569）は試験室内汚染のため除外

表2　北京型株の分離状況

患者の年齢

他     の     型

合     　計

北京型 

図３ 患者の年齢別北京型株分離状況
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61.5%

＜60歳

新興型
18.8%

祖先型
81.3%

60歳≦

図２　BCG 株との鑑別

表 2　北京型株の分離状況

図３　患者の年齢別北京型株分離状況
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