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結核とM. avium 感染症の分子疫学の新たな展開

結核予防会結核研究所 抗酸菌レファレンスセンター 高橋光良

症としての結核対策確立のための研究」（主

任研究者 森 亨）平成１４年度分担研究報

告．２００３；４９―２１３．

１５）Behr MA, Warren SA, Salamon H, et al.

Transmission of Mycobacterium tubercu-

losis from patients smear ―negative for

acid―fast bacilli. Lancet１９９９；３５３：４４４―９.

１６）Verver S, Warren RM, Munch Z, et al .

Proportion of tuberculosis transmission

that takes place in households in a high―

incidence area. Lancet２００４；３６３：２１２―４.

１７）Borgdorff MW , Nagelkerke NJD , van

Soolingen D, et al. Analysis of tuberculo-

sis transmission between nationalities in

the Netherlands in the period １９９３―１９９５

using DNA fingerprinting . Am J Epide-

miol１９９８；１４７：１８７―９５.

１８）Borgdorff MW , Behr MA , Nagelkerke

NJD, et al . Transmission of tuberculosis

in San Fransisco and its association with

immigration and ethnicity. Int J Tuberc

Lung Dis２０００；４：２８７―９４.

１９）内村和広・高橋光良・大角晃弘ほか．沖縄

県RFLP分析をもとにした性・年齢階

級・居住地別Transmission Index の推定．

結核２００５；８０：２７８．

２０）高橋光良．結核菌DNAの RFLP 分析を用

いた結核分子疫学の研究と実践．結核

２００３；７８：６４１―５１．

２１）Dubroniewski FA, Gibson A, Ruddy M, et

al. Evaluation and Utilization as a Public

Health Tool of a National Molecular Epi-

demiological Tuberculosis Outbreak Data-

base within the United Kingdom from

１９９７to２００１. J Clin Microbiol２００３；４１：

１８６１―８.

２２）Yates MD, Dubroniewski FA, Wilson SM.

Evaluation of a rapid PCR―based epidemi-

ological typing method for routine studies

of Mycobacterium tuberculosis . J Clin

Microbiol２００２；４０：７１２―４.

２３）Barnes PF, Cave MD. Molecular epidemi-

ology of tuberculosis . N Engl J Med

２００３；３４９：１１４９―５６.

２４）Supply P, Lesjean S, Savine E, et al. Auto-

mated high ― throughput genotyping for

study of global epidemiology of Mycobac-

terium tuberculosis based on mycobacte-

rial interspersed repetitive units J Clin

Microbiol.２００１；３９：３５６３―７１.

１９９２年よりわが国でも結核感染の疫学に分

離結核菌のRFLP分析が導入されるようにな

り，感染源の特定がより確実に行えるように

なった１）。一般細菌と同様に結核菌の分子疫学

は遺伝子工学に基づいた幾つかの手法の結集で

ある。結核菌のRFLP分析では，トランスポ

ゾンである転位因子（Insertion sequence IS

６１１０）のタイピングが最も早くから普及し，

多く使用されている。その他にも多くの方法が

開発され，さまざまな使われ方をしている。そ
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してその結果の意味づけについてもかなりの進

歩がみられている。本稿は IS６１１０を用いる方

法と並行して行われる方法として，最近特に重

要性を増しているスポリゴタイピング，および

その一つの応用分野であるM. bovis の同定に

ついて検討し，次いでM. avium のタイピング

に関する近年の知見をレビューするものであ

る。

１．スポリゴタイピング

１．１ IS６１１０の安定性

筆者は IS６１１０の変異と安定性について，結

核予防会複十字病院の９６人の結核患者から少

なくとも同じ患者から２回以上分離された１８８

株について，その前後のパターン変化の発生に

ついて検討した１）。その結果平均９０日間で２４

組（２５％）が１本以上の変異を示した。この

ことは患者同士の疫学調査上接触関係が判明す

れば，それらの患者から分離された菌株の間に

バンド１本程度の違いがあっても同一菌と考え

るのが妥当であることを意味している。米国の

臨床株でも９０日間で２９％の変異が確認され

ている２）。IS６１１０のバンドの指数残存分析を

用いたオランダの研究では，IS６１１０のバンド

変化の半減期は３．２年であることが示され

た３）。このことは半数の菌株が３～４年で一つの

バンドに変化がみられるということを示してい

る。この３～４年という時間は，疫学的に関係

のある菌株と異なる菌株を区別するのに十分で

あり，IS６１１０を用いたDNA指紋法の結核伝

播の疫学研究における有用性を支持するもので

ある。しかし，IS６１１０でコピー数が５個以下

のような株は非常に安定しており，同じパター

ンが持続することが知られており，株の鑑別に

は異なるmolecular―clock となる標識を用いた

二次分析が必要とされる。

IS６１１０による結核菌群のDNA指紋法は最

も広く行われている手法であるが，他のタイピ

ング法と比較して幾つかの不都合な点が存在す

る。例えば，RFLP解析を行うには２μgの

DNAが必要である。これだけの量のDNAは

臨床材料から増殖させた大量の菌からでなくて

は得られない。このことは数週間の培養による

遅れを意味し，また生菌を必要とする。また

RFLPを行うための高度な技術，コストも欠点

である。さらに IS６１１０―RFLP パターンの正

確な分析のためには高度の電算機システムが必

要である６６）。

１．２ スポリゴタイピングの技術

近年 PCRを利用したタイピング法が幾つも

開発されている４）～１９）。その方法の利点は，原則

としてより少ない菌量で済まされることであ

る。これらの PCR法は実施が簡単である。幾

つかの PCR法は，mixed―linker PCR法のよう

に１０）１６），鑑別能も再現性も IS６１１０を用いた

RFLPに十分匹敵する。しかしながら，簡単で

あるということから結核菌群の解析にはスポリ

ゴタイピングが最も多用されている２０）～２４）。スポ

リゴタイピングは IS６１１０のRFLPにおいて

コピー数が５以下の菌株に対する追加的検査に

も用いられる２０）２１）２４）。スポリゴタイピングの原

理は，結核菌群菌株のゲノムDR領域に複数存

在する３６bpからなる direct repeats（DR）に

挟まれたスペーサー配列を可視化するものであ

る５）。DR領域に含まれるDRの数は菌株間で

異なり，その間にあるスペーサー配列も菌株間

で異なる。M. tuberculosis の H３７Rv株およ

びM. bovis BCG P３株のDR領域の解析結果

に基づいて，４３の合成オリゴヌクレオチドが

DNAメンブレンの上に一列に配置される。未

知の結核菌株のDR領域におけるこれら４３の

スペーサーの存在を調べるためには，この菌株

のDR領域全体を PCRで増幅する。これは

DRに対し相補的で互いに逆方向に向いた二つ

のプライマーを使用して行う。このようなプラ

イマーを用いることにより，隣接するDRとの
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間のDNAおよびより遠隔のDNAを増幅す

る５）。増幅したスペーサー配列をメンブレン上

に固相化した４３の合成オリゴヌクレオチドの

列と逆方向になるように載せる。一方のDRプ

ライマーはあらかじめストレプトアビジン―ペ

ルオキシダーゼ複合体および基質を用いてビオ

チンラベルされているので，合成オリゴヌクレ

オチドとのハイブリダイゼーションは化学発光

で検出することができる。

１．３ スポリゴタイピングの特色

培養菌に対して用いるスポリゴタイピング

は，簡単で確実，再現性も高い手法である。さ

らにその結果を視覚的なイメージでなく数値的

に表現でき，さらにワープロ上でコード化でき

る。しかしながら，IS６１１０をRFLPの代用と

することが適切かどうかは疑わしい２３）２５）２６）。IS

６１１０のパターンで明らかに分離できるM. tu-

berculosis の菌株が，同一のスポリゴタイピン

グを示すことがある１６）１８）。同様にスポリゴタイ

ピングの鑑別能は，M. bovis の分離株について

も PGRSや DRによる RFLPよりも低い２７）～３３）。

しかしながらスポリゴタイピングはふるい分け

には有用であろう。スポリゴタイピングのパ

ターンが異なっている結核菌株は例外なく IS

６１１０のパターンも異なる２４）２６）。ligation―medi-

ated PCR１３）１４）を用いればさらに大規模にふるい

分けをスポリゴタイピングそのものよりも効果

的に行えると言われている３４）。

H３７Rvと BCG以外の株から見いだされた

スペーサー配列を加えて解析することにより，

スポリゴタイピングの鑑別能が向上するのでは

ないかと期待された５）。しかしながらそうはい

かなかった。４３のセットにさらに５１種のス

ペーサー配列を追加して検討した最近の研究で

は，それほど鑑別能は向上しなかった３５）。

スポリゴタイピングは IS６１１０等に比べてよ

り安定な遺伝子情報を解析しているので，結核

菌群の菌種やその亜種の分類に有効である。例

えばすべての「北京遺伝子型株」のM. tubercu-

losis はスポリゴタイピングの４３のスペーサー

中，最後の九つにのみ反応する３６）。さらに大部

分のM. bovis では，３９～４３番目のスペーサー

が欠落している５）２０）２７）２８）３７）。そして大部分のM.

bovis （すべてのM. bovis BCGを含む）では

そのほか３，９，１６番目のスペーサーが欠落し

ている５）２０）。M. microti もスポリゴタイピング

のパターンにより vole―type と lama―type に分

けられる。

スポリゴタイピングが IS６１１０―RFLPと比

べて明らかに有用な点は，原則として一度の

アッセイで結核菌群の検出とタイピングが同時

図１ M. bovis BCG菌株類似のRFLPパターン。
レーンMは分子量マーカー，レーン１，２
はBCG Tokyo 株の変異と思われる株（１は
BCG膀胱注入療法患者から得られたも
の，２は乳幼児BCG接種後の皮膚病変から
分離されたもの），３は結核患者の喀痰から
分離したM. tuberculosis，４は通常のBCG
Tokyo 株
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に行える点である３８）。さらにスポリゴタイピン

グは死菌でも実施可能で３９），チール・ネールゼ

ン染色に用いたスライドグラスやパラフィン包

埋材料を用いても実施できる４０）４１）。

スポリゴタイピングを行ううえでの問題点は

臨床材料を直接用いた場合，PCR反応を阻害

する物質が存在するために，一致したスポリゴ

のパターンを得ることが難しいことである。現

在スポリゴタイピングに対する臨床材料の前処

理法の改善が研究されている。

１．４ M. bovis BCGと結核菌の鑑別

これまで結核予防，膀胱がん免疫療法で使用

されるBCGワクチンのBCG Tokyo 株は，IS

６１１０によるRFLP分析で他のBCGワクチン

株である Pasteur，Glaxo，Tice あるいはウシ

型菌M. bovis 野生株と異なり，特徴のある２

本バンドを示す４２）。このためBCGと結核菌の

鑑別は IS６１１０のみで行われ，なんら不都合は

生じなかったが，近年 IS６１１０パターンに関し

てBCG Tokyo 株に酷似した結核菌株や，BCG

Tokyo 株の IS の変異株が確認されるように

なった。図１において，レーン１，２はBCG

変異株，レーン３は結核菌，レーン４は通常の

BCG株の IS６１１０パターンである。

このような問題に対処する方法の一つとして

MPTR法４３）がある。この方法により結核菌群の

MPTR領域内 PCR産物の長さや変異を示す

Sequevar の LONG，MED―G，MED―Cおよび

SHORTと呼ばれる四つのタイプに分別でき，

特に LONG（PCR産物３４３bp）は結核菌とM.

bovis にみられ，MED―G（PCR産物３２８bp）

は結核菌とM. bovis の７６５番目の塩基がGで

あるのに対し，MED―C（PCR産物３２８bp）

ではM. bovis BCGのみで７６５番目がCに置

換している。また SHORT （PCR産物３１３bp）

は M. africanum で検出される。

結核菌とM. bovis BCGを鑑別するためのよ

り確実な方法は塩基配列決定により解析を行う

ことであろう。一方，スポリゴタイピングは

M. bovis と BCGのみが３９―４３のスペーサーを

欠落していることを確認する５）。BCGと結核

菌，ウシ型菌野生株などとの鑑別はこれらの併

用によって行うべきである。

１．５ その他のタイピング法

� RAPET法４４）４５）：RAPET法は英国で開発

された方法で，IS６１１０の逆繰り返し配列部分

内 の（５’―GAGTCTCCGGACTCACCGG―３’）

を PCR法により増幅し，０．８％アガロースゲ

ル電気泳動後のエチディウムブロマイド染色で

可視化して判定する。さらに詳細に検討する場

合は，PCR産物を Hae III で切断して判定す

る。英国では集団発生等のスクリーニングに，

この迅速診断法であるRAPETを利用してい

る。本法は再現性に優れており，集団発生時の

鑑別能は IS６１１０と同等であると報告されてい

る。

�MIRU―VNTR法４６）４７）：初めはVNTR４８）を含

む exact tandem repeat（ETR）―A，ETR―B，

ETR―C，ETR―D，ETR―Eの 各 遺 伝子座を

PCRにより増幅し，０．８％アガロースゲル電

気泳動後，５３bpの tandem copies の数を数値

化して鑑別する，しかし，IS６１１０と比較する

と鑑別能が低いことから疫学研究には向かな

かった。最近になり，ヒトミニサテライト様の

構造が結核菌ゲノム上に見いだされた４９）。

MIRUと命名された４０―１００bpからなる tan-

dem repeat は結核菌群中に１２の遺伝子座があ

ることが示された。この１２遺伝子座とETR―

A，ETR―B，ETR―C の１５遺伝子座の組み合

わせにより IS６１１０と同等の鑑別能があること

が示された。MIRU―VNTRの変異の比は，ス

ポリゴタイピングと IS６１１０の中間型である。

本法は迅速診断が可能であり，安定性があ

り５０），株間を比較するための数値化が容易であ

ることが報告されている。さらに，MAC用の

プライマーを使用することによりM. avium,
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M. intracellulare お よ びM. paratuberculosis

を分別することができる５１）。

�Mixed―linker PCR法９）１６）：PCRを基にした

タイピング法の間ではVNTRタイピング，

mixed―linker PCRおよびスポリゴタイピング

法において高い再現性がみられた。IS６１１０

RFLPタイピングとmixed―linker PCR法が最

も良い亜分類法であった。Mixed―linker PCR

法はDNA指紋型パターンの自動検出が最適化

された有望な方法である。Mixed―linker PCR

は最近タイピングが微量の菌でも６．５時間内で

行える fast ligation―mediated PCR（FliP）に

発展した。FliP 法５２）は mixed―linker PCRと同

じ鑑別能力と再現性を示した。

� PGRS法５３）：結核菌の PGRSはスポリゴ

タイピングと同様に二次的マーカーとして最も

一般的である。重要な制限となるのはRFLP

分析を行ううえで培養が必要であるということ

であり，それに費す時間の遅れゆえに対策上の

有用性は小さくなる。そこで新たに増幅を基礎

としたタイピング手法が望まれ，徐々に普及し

つつある。スポリゴタイピング，Mixed―linker

PCR およびVNTR法等々である。

２．M. avium の型別

M. avium complex（MAC）に はM. avium

と M. intracellulare が含まれ，元来M. avium

はトリに，M. intracellulare はヒトに肺結核類

似症を引き起こすとされていたが，その後これ

ら両菌種のいずれかを古典的な方法では区別で

きない菌株が自然環境からも分離され，MAC

あるいは M . avium ― intracellulare complex

（MAIC）と総括的に呼ばれることが多い５４）５５）。

ただM. avium はエイズ患者に，そしてM. in-

tracellulare は正常免疫の者に比較的多いとさ

れる。

ところで，非結核性抗酸菌の亜型分類のため

に従来からの血清型別法に加えて，パルス

フィールドゲル電気泳動法 pulse field gel elec-

trophoresis（PFGE），IS 型別による菌の亜型

分類法などが行われている。M. avium につい

ては IS９００ファミリーのRFLP研究が盛んに

行われたが，その後 IS２５６ファミリーに属す

る１４１４bpの長さをもつ IS１２４５が発見さ

れ５６），この IS は M. avium の分子疫学に広く

用いられている。ここではこれによる型別，IS

１２４５の転位頻度（安定性），その他最近得られ

た知見について述べる。

２．１ M. avium の培養とDNAの抽出４２）５７）

Middlebrook７H９液体培地にM. avium を接

種して２～３週間３７℃で培養する。または送

付された小川培地上のコロニーを集菌して用い

てもよい。死菌であってもコロニーが１エーゼ

集菌できれば分析可能である。また，小川培地

上で劣性発育をする菌は，液体培地で増菌して

から分析すると効率的である。菌からのDNA

の抽出は，Isoplant，和光純薬：Code No.３１４―

０２７３１５８）を用いて，菌の約０．０３gを小川培地か

ら 集 菌 す る。電 気 泳 動 は１xTris―Acetate

（TAE）電気泳動溶液（５０xTAE電気泳動溶

液：Tris base ２４２g,Glacial acetic acid ５７．１

ml，０．５M EDTA，pH８．０１００ml，DWで 全

量を１０００ml にして１２１℃で１５分間オートク

レーブする）にて１ウエル当たり５mA，１００

Vで３．５時間電気泳動し，Bromophenol blue

が１０．５cmになるまで行う。終了後，サザン

ブロッティングをしてハイブリダイゼーション

する。化学発光による検出法５９）にてバンドを検

出する。終わった後に内部マーカーの検出のた

めのリプロービング（蒸留水で２分間洗浄→０．２

M NaOH―０．１％ SDS で５分間２回洗浄→２

xSSCで５分間洗浄）し，メンブレンを乾燥す

る。内部マーカーのプローブは Lambda Hind

III Fragment と Phix １７４ RF DNA HaeIII

Fragment の各２５ng／μlを標識してハイブリ

ダイゼーションに用いる。検体のマッチングは
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肉眼あるいはコンピュータで行う。

２．２ M. avium の分子疫学に用いられる亜

型分類法

従来M. avium の疫学的な分類は血清型別に

より決定していた６０）６１）。しかし近年になって，

遺伝子を用いた型別法が開発され，血清型と遺

伝子型が必ずしも一致しないことから，従来の

血清型別は菌の型別法としては不適当であるこ

とが明らかにされた。遺伝子を用いる亜型分類

法は以下の方法が知られている。

�パルスフィールドゲル電気泳動法

（PFGE）：M. avium のゲノムDNAを制限酵

素で消化し，パルスにより電流の方向性を変化

させて高分子のDNA断片をアガロース内で分

子ふるいして，その電気泳動パターンからタイ

ピングする方法である６２）。しかし，数種類の制

限酵素を使うこと，数μg単位の全DNAを使

用することに加え，高度のテクニックを必要と

する。

� IS１１１０６３）：M. avium のゲノム内に存在

する１４６８bpの IS９００ファミリーの ISであ

り，０～１５本が検出される。この ISは逆繰り

返し配列を欠落しており，M. avium 以外の抗

酸菌には存在しないが，一般的には転位頻度が

高いことから亜型分類や疫学的なマーカーとし

ては使用されない。

� IS９０１と IS９０２６４）：M. avium の ゲ ノ ム

から分離された IS で１４７２bpの長さを保有す

る。両 IS は DNAレベルでの相同性が９８％と

高いことから，通常は IS９０１が型別に用いら

れる。検出される IS コピー数は２～８本ある

が，型の種類は非常に限られている。

� Oligonucleotide GTGGTGGTGGTGGTG；

（GTG）５６５）：初め結核菌で使用された。結核菌

の８０座に存在する主多型縦列反復MPTRは

RFLP分析としては適切な方法ではなかった。

その後，PGRSや直接反復配列DR構造は IS

６１１０の低コピー数株の二次的分別に有効であ

ることが分かった。同様に結核菌群のゲノムド

メインの繰り返し構造を認識する（GTG）５配

列もまた PGRSと同程度の亜分類が可能であ

り，疫学的なマーカーとして有効であることが

示 さ れ て い る。一 方，（GTG）５配 列 はM.

avium や M. intracellulare お よ び Runyon�

群，�群，�群，�群に属する他の菌種とも相

同性があることが分かり，主要な抗酸菌の疫学

マーカーとして利用できる。

� ribotyping（リボタイピング）法６６）：リボタ

イピング法とは，細菌DNAを制限酵素で切断

後に電気泳動を行い，分離された断片の中から

リボゾームRNAをコードする遺伝子を含む断

片を検出してそのパターン（リボタイプ）を分

析する方法で，分子疫学に利用されている。

M. avium と M. intracellulare を分別する方法

としては抽出DNAを Sac I，と Cla I で消化

後，１６S rRNA遺伝子をプローブとして分析

する。

� IS９００６７）：M. avium subsp. paratubercu-

losis のゲノム内に発見された１４５１bpの長さ

の挿入断片であり，IS９０１／IS９０２，IS１１１０

および Streptomyces clavuligerusの IS１１６と

高い相同性をもち，M. avium subsp. paratu-

berculosis は１５～２０本のコピー数が検出され

る。しかし，M. avium と M. intracellulare の

タイピングにはパターンが限定されており，亜

型分類には向かない６８）。

� IS１３１１６９）：この IS は M. avium と M.

avium subsp. paratuberculosis の両者に存在

しており１２５９bpの長さの IS で，ゲノム内に

７～１０コピー数が検出される。また，IS１３１１

と IS１２４５は８５％の高い相同性を保有してい

る。最近，IS１３１１に反応し IS１２４５には反応

しない特異的プライマーを使用して，M.

avium subsp. paratuberculosis の亜型分類が

可能になった７０）。

� IS１２４５５６）７１）：M. avium のゲノム内に最近

発見された新しい挿入断片で，ヒトや動物から
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の分離株に１～２７の高いコピー数を示す。この

IS は IS２５６に属し PFGEと同程度の分別が可

能である。また，IS１３１１とDNAレベルで

８５％の相同性を保有している。IS１２４５の安

定性は，９０日以内で１～２本が転位する程度で

あることが認められている。

２．３ IS１２４５の安定性と標準化分析法

ゲノム内に存在する ISをターゲットにする

分子疫学的研究において，最も重要な点は IS

の安定性である。IS遺伝子はトランスポゾン

であるため少なからず転位活性を保有する。こ

のため転位頻度の低い ISを利用することが望

まれる。結核菌の IS６１１０は約４００代 in vitro

で継代しても転位活性は認められなかったのに

対して，M. avium の IS１２４５は１年間の培地

継代で１～２本の転位が確認されている７２）。IS

１２４５は IS１０８１の transposase（トランスポ

ゼース）をコードしている塩基配列と６４％相

同性があり，これは IS１０８１も同一程度の転移

活性を保有していることを示唆している５６）。実

際，IS１０８１は同一患者からの分離菌では９０

日で１本の転位が存在したのに対して，IS

１２４５は６９日と８８日で１および２本の転位が

認められている。Pestel―Caron と Arbeit７３）も

IS の安定性について同一患者からの分離菌で

は８例（２５％）で１～２本の転位が，５例（１６％）

で３本以上の転位が認められたが，in vitro の

継代では安定していたと報告している。これら

のことからM. avium の IS１２４５は結核菌の

IS６１１０より安定性においては劣るが，感染源

追跡のためのマーカーとしては有用であること

を示しており，これを用いた標準分析法として

はオランダの van Soolingen ら７４）の提唱した方

法が用いられている。

２．４ ISタイピングのこれまでの成績

Bauer と Andersen７５）ら（デンマーク）はエ

イズ患者由来分離株（９０株），HIVに未感染患

者（９１株）およびヒト以外の由来株（２２株）

のM. avium の IS１２４５を用いて，感染伝播の

追跡調査を２年間にわたって行っている。その

結果，ヒト由来株では IS１２４５では多コピー数

であったのに対して，非ヒト由来株では多コ

ピーと低コピーの両グループが存在した。同一

パターンを示した株は，エイズ患者由来株，

HIV未感染患者分離株ともに地理学的に広範

囲な分布を示し，土壌や家畜由来株の遺伝子型

に属するM. avium 株がヒトからも検出され

た，などの知見を得ている。Bono７６）らはヒト由

来株と動物由来株を分析した結果，トリ由来株

の ISコピー数はヒトおよびブタ由来株に比べ

て低く，PFGEと IS１２４５両者の多形性の程度

も低かったと報告している。Komijin ら７７）の８

養豚場２，８９９グループ，総計１５８，７６３頭を対象

にした検討によれば，１５４グループ８５６頭

（０．５％）が感染し，そのうち１４１グループ

（９１．５％）の各５頭において下顎リンパ腺と

腸管膜リンパ腺に病巣がみられた。そして，こ

れらの材料から分離された９１株のM. avium

を IS１２４５タイピングしたところ株間に５９％

の類似性が，また，９６年に分離したヒト分離

１９１株のM. avium のタイピングの類似性は

６１％であったが，ヒトとブタの解析では７５％

の類似性がみられたという。これはヒトとブタ

が土壌との接触で，M. avium に対して容易に

曝露されることを意味しているのかもしれな

い。Pestel―Caron と Arbeit ら７３）（米国）は，４０

人のHIV患者からの１４１臨床分離株と同じ水

源から分離した１８環境分離株の計１５９株を分

析している。これによれば臨床分離株では１４１

株中４０株が型別され，これらの株のコピー数

は１０本以上２５株（６３％），４～９本６株（１５％），

１～３本９株（２３％）で，ISの安定性について

は４０株中８株（２５％）に１～２本，５株（１６％）

に３本以上の転位が確認されたが，in vitro の

継代では安定であったという。

わが国では斎藤らが「２４時間風呂」の浴水，
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スポンジフィルター，濾材より分離したM.

avium７８）２６株，２４時間風呂が感染源と考えら

れたヒトの皮膚病巣から分離された９株とそれ

らの患者使用の２４時間風呂から分離された５

株の血清型と IS１２４５の遺伝子型分析を行って

いる７９）。２４時間風呂由来株はヒトの肺M.

avium 症由来株に比べてコロニーの粘稠性が

高く，DNA抽出時の酵素処理に抵抗性を示し

たことからDNAの回収率が極端に悪かった。

IS１２４５をプローブとしたRFLP分析パターン

は２４時間風呂由来のコピー数は３～２８本で，

低コピー数（１０本以下のバンド）の株は２６株

中２１株（８０．８％）も存在し，数本の共通バン

ドを有した。

一方，ヒト皮膚感染病巣分離の８株，肺結核

類似症例患者の喀痰から分離した１株およびそ

の患者の自宅浴水から分離した５株の計１４株

は１０～２８のバンドを有し，また肺結核類似症

例患者とその患者自宅の浴水からの分離株８０）で

はバンド数は各１２本と１１本で相互に８０％の

類似性があった。この知見は，ヒトやブタに感

染する菌株は高いコピー数を保有すると述べた

Bauer と Andersen７５）や Bono７６）の知見と一致し

ており，また IS１２４５の安定性を考慮する

と，３９と４０は同一株と考えるのが妥当であろ

う。クラスター解析では４群に分かれ１群は血

清型１（１０／１３；７６．９％）と４（３／１３；２３％），２

群は血清型１（９／１４；６４．３％），８（２／１４；１４．３

％）および９（１／１４；７％），３群は血清型１の

み（３株），４群は血清型４のみ（１０株）に分

類された。

上述したようにオランダでのヒト由来株とブ

タ由来株のクラスター解析では７５％と高い類

似性を示した７７）が，わが国の２４時間風呂由来

分離株とヒト皮膚感染病巣分離株間の類似性指

数は４０％前後と低かった。上記の in vitro の

継代では IS１２４５の転位は検出されていないこ

と７５）を考えると，環境中由来菌には複数の型の

菌が存在していることも考えられ，単一コロ

ニーについて分析検討することが必要なのかも

しれない。一方，感染したヒトや動物の体内で

転位頻度が高くなる可能性もある。

７０年代初めにAccuProbe MACで陽性を示

したM. avium 菌株全２８は血清型（肺MAC

症には２８種類の血清型があることが報告され

ている。それぞれの血清型で病態が異なる可能

性があり，血清型を迅速に測定できる）で３群

に分けられ，１群は毒力型（播種性），２群は中

間毒力型（接種部位の病巣，軟組織損傷），３

群は弱毒型であったことが記載されている８１）。

トリに毒力が認められた１群は血清型１～３で

PCRタイプ IS９０１＋，IS１３１１＋，IS１２４５＋であ

り，M. avium のプローブと反応するが，M.

intracellulare のプローブとは反応しない。こ

の特徴をもつMAC株はトリ，ブタ，環境中お

よびヒトから高頻度に分離される。トリに局所

病変型を示す２群は血清型４～６，８～１１および

２１で PCR タイプ IS９０１－，IS１３１１＋，IS１２４５＋

であり，M. avium のプローブと反応するが，

M. intracellulare のプローブとは反応しない。

これらの特徴を示す株はヒト，ブタおよび環境

中から高頻度に分類される。弱毒の３群は血清

型７，１２～２０，２２～２８で MAC と M. intracel-

lulare のプローブに反応するが，M. aivum の

プローブに反応しない PCRタイプ IS９０１－，

IS１３１１－，IS１２４５－の 遺 伝 子 型 を も つM.

avium に分類される。これらの特徴をもつ株

の多くは環境中から分離される。

血清型全２８種類に属するMACを３種類の

IS で RFLP分析した結果も上述の血清型分類

の結果と同一であった８１）。IS９０１は１群のゲノ

ム内にランダムに４コピー以上検出され，IS

１２４５はトリ型RFLP型を意味する不変な３コ

ピーのみが検出され，IS１３１１は IS１２４５と高

い相同性を示すが，１群では単一コピーとして

検出された。また２群のRFLP分析ではゲノ

ム内にランダムに３コピー以上の IS１２４５と

IS１３１１が検出されていることを記載している
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が，同様に抗酸菌種のみに反応する dnaJ８２）と

IS９０１，IS１３１１，IS１２４５の PCR型で分析し

たDvorska８１）らの報告によると，HIV陰性患者

６人の分離培養で各１人から６個のコロニーを

分別し，計３６株について試験した結果では，

血清型，RFLP型および薬剤感受性の間の相関

はなく，むしろポリクローナル感染の存在を推

測している。この知見は斎藤７８）らの２４時間風

呂由来分離株とヒト皮膚感染病巣分離株間の類

似性指数は４０％前後と低かったことと相関が

あるのかもしれない。分子時計の異なる新たな

挿入配列が発見されれば，変異の時間的相関が

明確になるであろう。

IS１２４５をプローブとしたRFLP分析は，疫

学的に優れたマーカーであり，MAC症の感染

の追跡，予防など臨床的にも公衆衛生上も寄与

しうる有用な手段となるであろう。
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