
結核地域分子疫学分野におけるさらなる進展を目指して

結核予防会結核研究所研究部 大角晃弘

近年結核対策における結核菌のDNA指紋法

（DNA Fingerprinting Technique of M . tu-

berculosis ）の重要性は，ますます高まってい

る。わが国の結核対策の中で，この技術がさら

に有効に活用されるためには，関係者間におけ

る情報の共有と協力体制とが必要である。その

ため本法にかかわる主な研究機関および検査機

関の担当者が集まり，本法を用いた結核の地域

分子疫学分野における意見交換を行った。

結核地域分子疫学研究会の開催目的

近年結核菌の遺伝子指紋型分析法を用いた分

子疫学的分析は，国内でも多くの施設で実施さ

れるようになり，接触者健診における結核菌伝

播の特定などに大きな力となっている。さらに

同法を個々の事例に適用することだけではな

く，ある地域における結核対策改善のために，

その人口集団における感染実態の解析を目指し

た事業として実施する施設も増えてきている。

そのような中，今後この技術を地域の結核対策

にさらに有益なものとするためには，本法を実

施している各検査機関の技術面での向上ととも

に，地域における結核菌のDNA指紋型の情報

を含めた関係者間の情報の共有がますます重要

となってくる。そのため本研究会は第１回目と

して，本法を実施している各検査機関関係者の

経験を共有し，問題点についての話し合いを行

い，今後のわが国における結核の地域分子疫学

分野におけるさらなる発展を目指すことを目的

として，地方衛生研究所協議会の協力の下に開

催された。

第１回結核地域分子疫学研究会の
開催概要

本研究会は２００４年７月２３日に，結核予防会

結核研究所にて開催された。参加者は合計４７

人で，３０カ所の研究機関または医療機関関係

者の参加であった。研究会は，加藤誠也結核研

究所対策支援部長によって進行され，第１部と

して基調講演の２題が発表された。まず森亨結

インフォメーション

第１回結核地域分子疫学研究会開催

２００４年７月２３日に結核予防会結核研究所（清瀬市）にて開催された本研究会の概略，

基調講演２題，一般演題１４題の中から２題を紹介する。
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核研究所長が，「結核菌分子疫学の結核対策へ

の応用」の題で講演を行い，結核菌分子疫学が

どのように結核対策へ応用されてきたのか，そ

して今後どのような分野で応用されていくこと

が期待されているのかについて説明した。続い

て「抗酸菌分子疫学の技術革新」の題で，高橋

光良結核研究所抗酸菌レファレンスセンター結

核菌情報科長が講演を行い，結核菌DNA指紋

法として標準化されている IS６１１０―RFLP 法

に加えて，近年開発された PCRをベースとし

た spoligotyping（スポリゴタイピング），Major

Polymorphic Tandem Repeats（MPTR）法，

Polymorphic G＋C Rich Sequence（PGRS）法，

Mixed―Linker PCR 法，Variable Number of

Tandem Repeat（VNTR）法，その他の方法

について，それぞれの長所と欠点とを標準法と

比較しつつ説明した。

本研究会第２部では，各関連機関における活

動状況を共有し，問題点や疑問点等について自

由に討論するために一般演題の時間がもたれ

た。合計１４題（表１）が発表されて活発な討

論がなされた。

第３部では総合討議として，今後のわが国に

おける地域分子疫学ネットワーク構築の可能

性，それを構築するために解決すべき問題点，

本研究会の運営方法等について話し合われた。

検査実施機関の間での情報の共有が，高い信頼

性を保ちつつより容易にできる体制作りが必要

であることは，参加者全員の一致する意見で

あった。「数ある結核菌DNA指紋法のうち，

どの方法をどのように使用することをわが国に

おける標準法とすべきか」との問いかけに関し

ては，MIRU（Mycobacterial Interspersed Re-

peat Units）―VNTR法と IS６１１０―RFLP 法 と

を組み合わせて用いる方向で大方の参加者の賛

同を得たが，より具体的な方法については今後

表１ 一般演題名および発表者一覧

番号 演 題 名 所 属 先 発表者氏名

１ 結核菌のRFLP 解析 札幌市衛生研究所 川合常明

２ 堺市新規登録患者由来株の分子疫学 大阪府立公衆衛生研究所 田丸亜貴

３ 神戸市内分離結核菌における分子疫学的解析 神戸市環境保健研究所 岩本朋忠

４ 埼玉県内で分離された結核菌のRFLP 分析の分析結果について 埼玉県衛生研究所 嶋田直美

５ 兵庫県内の患者から分離された結核菌のRFLP 分析 兵庫県立健康環境科学研究セ

ンター

辻 英高

６ 大阪市における結核の分子疫学的解析 大阪市立環境科学研究所 長谷 篤

７ 北海道北部における結核分子疫学 国立病院機構道北病院 藤内 智

８ 岡山県における結核の分子疫学的解析 岡山県環境保健センター 大畠律子

９ 結核菌型別検査におけるRFLP 法と AP―PCR法の比較検討 東京都健康安全研究センター 向川 純

１０ オランダの結核菌情報システムについて 結核研究所研究部 内村和広

１１ 沖縄県結核菌DNA分析を用いた地域結核管理改善事業 結核研究所国際協力部 大角晃弘

１２ 当院で得られた多剤耐性結核菌１４３株を用いた分子疫学解析法

（RFLP，スポリゴタイピング，VNTR）の比較検討―結核菌広

域データベース構築を目指して―

大阪府立呼吸器・アレルギー

医療センター

松本智成

１３ 大阪市で分離された結核菌を用いたMIRU―VNTRによる分子疫

学的解析

大阪市立環境科学研究所 和田崇之

１４ トリ結核菌のVNTR法 動物衛生研究所北海道支所 西森 敬
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第１回地域結核分子疫学研究会基調講演

地域分子疫学の結核対策への応用

結核予防会結核研究所 森 亨

詳しく検討することとなった。本研究会の今後

の運営方法に関しては、結核研究所対策支援部

が事務局となって運営することとし，早急に研

究会の規約草案を作成するとともに役員および

運営委員会を発足させることとなった。

今後，本研究会が定期的に開催されて，わが

国における地域分子疫学ネットワークが関係諸

機関の参加の下に構築され，この分野における

研究活動に大いに寄与し，わが国の結核対策活

動のさらなる改善を促進するものとなることが

期待される。

この１０年間にみられた結核対策の世界での

ブレイクスルーとして，筆者は次の四つのでき

ごと，潮流の発生・高揚を挙げたい。�

DOTSによる結核対策の強化，� HIV／TBの

衝撃（疫学・対策），�結核菌Genomics とそ

の菌検査への応用，�結核菌分子疫学の誕生

と成長，である。このうち�と�はGenom-

ics という共通項で結ばれるが，対策のうえで

は分けておいてよいと思う。今回ハイライトし

て採り上げるのはもちろん最後の分子疫学であ

る。

「分子疫学」とはなにか。Last JM１）の Diction-

ary of Epidemiology（第３版）は，以下 の よ

うに解説している。「疫学研究における分子生

物学技術の利用。DNAタイピングのような技

術が，正常ないし変異した，あるいは病気や環

境への曝露のために傷害された分子構造の違い

を見いだし確認し，あるいは計測するために用

いられる。……（中略）分子疫学の技術は，病

原微生物の遺伝子型を精密に同定し，それによ

り集団内で特定の株がたどった感染経路を追跡

するために用いられてきた。ウイルスのDNA

は宿主細胞またはそのゲノムの中にいるものを

観察することもある。分子的な技術はがんの疫

学において，発がんに伴う分子の変化（生体異

物によるDNA付加物，体細胞遺伝子突然変

異），代謝感受性に関連する遺伝性の遺伝子多

形，また「がん家族」遺伝子を発見し，特徴を

明らかにし，計測するために用いられる。「分

子疫学」という用語の使い方については議論が

ある―つまり，それは実体のある研究内容を

もった学問領域というよりは，観察方法の一つ

の水準にすぎないのではないか。とはいうもの

の，これは生物医学や臨床科学に対して多くの

貴重な貢献をしてきたし，今後にも大きな期待

がもてる。

結核の「分子疫学」の曙を開いたパイオニア

の一人である Small ら２）は，結核の分子疫学に

ついて「結核菌の特定株を追跡する分子技術を

従来の疫学手法と統合して集団内の結核の分布

を探求する科学」と定義している。そして１９９４

年の時点で既に確立された応用分野として，疫

学的に疑われる伝播の証明，疫学的には疑いを

もたれなかった集団内での伝播の証明，そして

検査室での汚染の証明，を挙げている。

その一方で，これからの応用分野として，�

集団観察によるサ－ベイランス，�結核発病

に対する新たな伝播と再燃の意義，�多剤薬
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剤耐性結核の起源，�再発と新しい感染の鑑

別，�全地球的な伝播，�株特異表現型の解

明，� DNA多形と分子時計，などを一部予言

的に掲げた。これらについては，既にその時代

に研究が進行中であったものも含まれ，これま

でに多くの実績が上げられていることは周知の

とおりである。本稿では，これらの研究・応用

の成果を，特に結核対策に反映させる方向での

研究やその体制をについて，幾つかの業績を吟

味することにしたい。

１．接触者健診の強化と評価

結核菌DNA指紋分析（RFLP分析）は，病

原体サーベイランスの一要素として，重要性が

ますます世界的に認識されるようになりつつあ

る。従来のように単に疫学的な関連が疑われる

特定の患者（群）株の異同の証明にとどまらず，

地域で発生する患者すべてに分析を行い，より

積極的に地域の結核感染伝播をあぶり出そうと

いう方式が世界的に普及しつつある。この技術

のふるさととでもいうべきオランダを始めとし

て，スイス，ノルウェー，ドイツそれに米国の

多くの州や地域でこのプログラムが始まってい

る。

オランダでは９７年から２０００年の症例中

RFLP分析で得られたクラスター全例につい

て，疫学的な関連がRFLP分析をして初めて

判明した例は１１％（可能性例を含めると３１％）

になったとされる（表２）３）。オランダは接触者

への対応が熱心な伝統があるので，クラスター

分析後のメリットはこの程度にとどまっている

が，わが国では，また特に地域によっては，地

域RFLP分析からより大きな感染伝播把握へ

のメリットが期待される。

先進国の大都市では患者菌株の２８～７２％が

クラスターを形成している。このことから４０

％程度は最近の感染伝播による発病と理解され

ている。しかし疫学的関連が証明されるのは

１０％程度しかないということも多い。近年ア

ムステルダムの２．５年間の研究では４５９人中

４７％が５３個のクラスターを形成していた。１

個のクラスターが１人の初発例からつくられる

と仮定すると，この観察期間中に起こった感染

伝播は３５％と計算される。そのうち関連が確

認されたのは５．６％のみであったという（Deu-

tekom４））。このようなことから従来の疫学的関

連法は接触を確認するのに不十分なのではない

かと考えたくなる。しかし，同時にクラスター

形成が必ずしも最近の感染とは限らないという

ことも考える必要がある。

この観点からアムステルダムと周辺の患者

４８１人の分子情報と強力な足で集めた疫学情報

を結合し，さらにそのうちの１５５人（３２．２％）

のクラスター形成患者には再度強力な面接を行

い，通常の面接で関連ができる患者，できない

患者を検討し，そして接触者対応で発病前に被

感染者を見つける可能性について考察した５）。

その結果疫学的関連の証明を以下の５項目に分

けてその頻度を調べた。なおこの分析では，ク

ラスターは IS６１１０分析と PGRS分析で確認し

ている。

�明確な疫学的関連あり，RFLP証明あり

（例，初発例と親類，親友と確認）。：２４％

�同様に明確な関連あり，RFLPと再面接で

判明。接触者追跡で判明するはずだったが

実際には判明できなかった（例，初発例の

親友だが，そのように申告されなかったか，

保健所が接触者リストからもらしたか，あ

表２ RFLP結果還元前後の疫学的関連の確認状況
（van Weezenbeek,２００３）

RFLP 結果還元前の疫学的関連の確認

な し
（１，７４４人）

あ り
（４６２人）

総 数
（２，２０６人）

関 連 な し ６９％ ５％ ５５％

あり（確認） １１ ７７ ２５

可能性のみ ２０ １８ ２０
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るいは検査を拒否した）。：６％

�当初は疫学的関連不明，RFLPと再面接で

関連の見込みが浮上（例，初発例と同じア

パートに居住，または同じ線の市電に乗っ

た。あるいはホームレスで初発例が診断さ

れる前に同じシェルターを利用したことが

あり，その後行方不明になった）。：５５％

�疫学的関連は当所予想されなかったが

RFLPからはクラスター判明。綿密な再面

接からそのような患者は初発例が感染性で

あった時期に出会う機会はなかったと考え

られる（例，同一国からの２人の移民で１

人はオランダに１０年住んでから９８年に肺

外結核となり，もう１人は感染性結核だが

２０００年に入国したときに発見された。偶然

の一致）。：１４％

�チームが予想するのとは別のクラスターに

属する。：１％

この成績はクラスター形成患者の８６％まで

が最近の感染伝播関係で説明されることを示し

ており，安直にクラスターの疫学的意義を否定

することの危険性を物語っている。しかし同時

に，疫学的関連を証明する通常の技術で確認で

きるのは�の２４％のみであったことは，証

明の難しさを示唆する。これから計算して，ク

ラスター形成率は２４％，最近の感染の割合は

全患者の１７％になる。

����についてみると従来の面接法が通

じなかった�は全体の６４％を占める。これ

らは種々雑多な患者だが，リスク集団（薬物使

用，HIV感染者など）が多い。これらの結核

感染は偶発的に起きた（店や乗り物の中）と考

えられるものが多く，それゆえ対策は困難であ

り，また患者はリスク集団のため追跡が困難な

人々でもあり，早期の発見・対応には多くを期

待できない。

早期発見された��は，３５％（４７人）と比

較的少ない。そのうち�は初発患者，接触者

および役所の対応が不十分だった者である。�

は本来もっと多いはずである（接触者健診で多

く見つかる菌陰性患者がこの研究からは外され

ている。接触者健診で既感染とされたものには

化学予防が行われてしまうので発病しないな

ど）。

�は接触者健診で発見された菌陽性患者が，

疫学的に考えられた初発例とクラスターを形成

しない例である。サンフランシスコでは，このよ

うな例が３０％にもなるという６）。恐らく米国の

例では，ハイリスク集団が多いため偶然感染が

多いのであろう。オランダでは接触者の初期の

面接での取りこぼしの�は大して多くはない

ということは，先に引用した van Weezenbeek

の所見を裏付けている。よって現行の疫学調査

をさらに強化して，発見される患者�を増や

そうとするのは効率的ではないとしている。そ

してオランダの結核をこれ以上減らそうとする

ためには，途上国の援助を強めなければならな

いという。

２．クラスター形成の解釈に関する
基礎的検討

「クラスター形成＝最近の感染からの発病」

は，いちおうDNA指紋法としての分子疫学の

対策応用の大原則であるが，知見の累積から，

この原則にはかなりの留保が必要となってき

た。Braden らによるアーカンソーの地域結核

分子疫学の研究７）では，３３％の患者がクラス

ター形成していたが，疫学的関連が確認された

のはそのうちの４２％にすぎなかった。Bur-

man らは米国の幾つかの地域の患者について

分析し，４６％が IS６１１０でクラスター形成し

たが，このうち pTBN１２による二次分析をし

たところ同一パターンであったもののうち

４１％が異なるパターンであり，二次分析の有

用性を確認した８）。

以下にこの問題に関するその後の基礎的研究

を紹介する。
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１）ISパターンの安定性と変異に関する観察

最も多用されている IS６１１０のRFLPパ

ターンによるタイピングの基礎となる条件は，

その変異の安定性と同時に適当な変異性であ

る。オランダのグループの研究９）では，５４４人

の結核患者からさまざまな間隔をおいて２回以

上分離された菌株間の IS６１１０―RFLP バンド

パターンの変異（バンドの付加，欠失）を分析

した。２５人（４．６％）に変異がみられたが（大

部分は３カ月以内），それらの株の分析から，１

本のバンドの変異を起こすまでの平均的期間を

「半減期」で示すと，これは３．２年（９５％信

頼区間２．１～５．０年）と推定され（図１），筆者

らはこの程度の分子時計であれば IS６１１０の

RFLPパターンの一致を「最近の感染」の妥当

な根拠としうるであろうと判断した。

またこの研究では変異が起こりやすいのは肺

外結核をもった患者の株，またクラスターを形

成していない患者からの株で，前者は恐らく全

身播種，後者は内因性再燃発病にそれぞれ関連

しているのではないかと思われる。このように

菌株によって変異しやすいものとそうでないも

のがある可能性もあり，これと感染力，発病機

序，耐性獲得などとの関連に関して今後の解明

が待たれる。

２）疫学モデルからみたDNAパターンの

クラスター形成率の予測

英国のVynnycky ら１０）はオランダのデータを

モデルに組み込んで，高まん延状態と低まん延

状態とで分子疫学の考え方をどのように変える

べきかについて分析を行った。つまり，低まん

延国では IS６１１０によるクラスターは，３年間

にみられた発生患者間で３０～４０％と比較的低

いが，これは高齢患者の大半は古い感染であり

（若年者＞高齢者），また１）に述べられてい

るようにDNAパターンの半減期が比較的短い

ためである。結核の年間感染危険率（ARI）が

あまり変化しない高まん延国では，最近の感染

による発病例が多いから年齢差はあまりないの

ではないか，などとも考えられる。そこで

ARI の水準や傾向の影響を考慮することは高

まん延国でのクラスターの解釈に重要である。

Vynnycky らのモデル分析は以下の手順で行わ

れた。

モデル：これは人口を未感染，既感染（Re-

cent：感染後５年未満，Distant：感染後５年

以上），再感染，初感染発病，内因性発病，再

感染発病等に分け，それらの間の移行を微分方

程式で記述する。

ARI の水準と傾向：これについては以下のよ

うなシナリオを想定する。�オランダのよう

に時間とともに低下（４０年の２％から７９年の

０．０５％まで），�低い水準（０．１％）で一定，

図１ 連続的に分離された結核菌のRFLPパターン変異の生存曲線（de Boer ら）
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�１％で一定，�３％で一定。

クラスター形成：これについては以下のよう

に模擬する。DNA―RFLP の半減期は２～５

年９），潜在感染期間中の IS６１１０分子時計もこ

れと同じと考え，ある集団の最近のクラスター

形成率を推定するために，新たなDNA指紋法

が（５０年頃）導入され，拡散していく状況を

模擬する。結核患者は既感染者の中から一定の

割合で発生し，それらの患者の一定割合で

DNA指紋はその人が感染したときの菌の指紋

と異なるものとする。この割合は感染からの期

間に依存し，新しい個々の指紋には異なる識別

番号を与える。各感染性患者はさまざまな数の

人と接触する。その分布はこの時点で感染（再

感染を含む）を受ける人の数を与える。これら

から時間 tで感染し，その後の期間Tに発病

する人の数が求められる。発病する患者の指紋

はそれぞれ tに患者と接触した人の数の度数分

布を用いて決められる。結果として以下のよう

な知見が得られた。

ARI がクラスター形成率に及ぼす影響：まず

�～�のシナリオに対して最近の感染と内因

性再感染で起こる病気の割合を９３～９７年まで

について求めた。初感染・再感染に続く最近の

感染による発病は，その多くが感染後２～３年

以内に起こっていた。９３～９７年の異なる時点

で発病する患者の性・年齢別クラスター形成率

をシナリオごとに計算した。図２のように，オ

ランダのような状況では最近の感染からの発病

の割合は年齢によって非常に違うが，ARI が

図２ オランダおよび感染危険率が０．１％，１．０％，３％の一定の状況下で，１９９３～９７年における初感染・
再感染に起因する発病の割合（モデル予測，Vynnycky ら）
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0.1％ ARI 一定下での予測： 
オランダ並みに低下： 

実測（オランダ） 
１％ ３％ 

一定の場合にはその水準が違っても，最近の感

染からの発病割合における年齢別の違いはあま

りない。図３Aにみるように，全体的クラス

ター形成率（全年齢での率）は観察期間中上昇

する。１年間でのクラスター形成率はオランダ

では９３年の１５％から徐々に２５％まで，ARI

が一定のとき，傾向はARI 水準にかかわらず

互いに似ていて６０～７０％から８５％へと上昇

する。図３Bでは３年分の観察でみられたクラ

スター形成率の年齢傾向を示す。

図４で，ARI が一定のときは水準が高くても

低くてもクラスター形成率が似ているという所

見は一見奇異であるが，これは図３でみたよう

に最近の初感染による発病の割合の低下が，最

近の再感染による発病が年齢とともに上昇する

ことによって相殺されるということによる。そ

の結果，全年齢，および年齢別の最近の感染か

らの発病の割合は似てくるのである。以上よ

り，このような状況でのクラスター形成率は相

似する。

最近の感染伝播の指標としてのクラスター形

成率の信頼性：図４にみるようにARI が

０．１％で一定のときには９０％は最近の初・再

感染発病であるが，クラスター形成率は若い年

齢で８５％，その後は年齢とともに下がって高

齢では７０％になる。オランダでは若い年齢で

は初感染発病がクラスターを上回るが，４３歳

ころから後は逆になる。非クラスター患者を考

えると，５年以前に感染したと推定される患者

の割合は，オランダでは若年者では低く（５％

以下），年齢とともに上昇し５５歳以上では１００

％に近い（図５）。よって５５歳以上の非クラス

ター例は，５年以前の感染からの内因性再燃と

考えてよい。他の状況での非クラスター成人患

者については，５年以上前の感染割合は２０～

４５％（ARI が３～０．１％に対応して）にすぎ

ない。

この分析からクラスター形成率は，オランダ

のようにARI が長期にわたり変化した集団で

は大きく変化し，ARI の変化がないような状

図３ １９９３～９７年の時期別にみた全年齢のクラスター形成率（Ａ），および９３～９５年の年齢別クラスター形
成率（Ｂ），オランダおよびARI が０．１％，１％，３％で一定としたときの予測，またオランダでの実
測値（外国生まれ患者を除く）
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況とでは所見は大きく異なる。後者のような集

団では予想されるクラスター形成率（２年間に

ついて）は６０％と高く，年齢差はなく，なお

かつそれは最近の感染による発病を過小評価し

ている可能性がある。

このモデル分析の結論は幾つか単純化に基づ

いている。その最たるものがRFLPパターン

変化の半減期は活動性結核でも潜在感染でも同

じとしたことである。代謝活性の低い後者では

半減期がもっと長いと考えるのは自然であろう

が，そうだとすればこの分析はクラスター形成

率を過小評価している可能性がある。

この分析はクラスターの陽性・陰性的中率を

初めて推定し，これらクラスター統計量の性質

と解釈はARI の水準と傾向に依存することを

具体的に示した。Vynnycky ら１１）は同様の分析

でオランダの状況についてさらに詳しく検討し

ている。このようにRFLPパターンの変異速

度を考慮することによって，Braden ら７）が提起

した疫学的関連のないクラスターが定量的に説

明される。

３）クラスター形成に代わる感染伝播指標

としての遺伝子距離

米国の Small 門下の Salamon ら１２）はクラス

ター形成に代わるより精密な感染伝播の指標と

して「遺伝子距離」（genetic distance）を用い

ることを検討した。最近の菌の伝播を測定する

感染伝播の尺度として，クラスター形成は２）

で述べたようにさまざまな問題にかく乱され

図４ オランダおよびARI がさまざまなレベルで一定の条件下における年齢階級別にみたクラスター率と最
近の初・再感染による患者割合の比較
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る。遺伝的なRFLPの近縁性と伝統的疫学の

関連をみることによって，遺伝的な同一性の二

分法的な表現よりもより有用な表現を開発でき

るのではないかという発想から，既に集団遺伝

学で用いられている�遺伝子距離，�最短遺

伝子距離（nearest genetic distance）の概念を

RFLPに応用することを考えた。

RFLPに即して二つの遺伝子型間の遺伝子距

離を定義すると，「両者の共通の先祖型からそ

れぞれの型に変異するまでの時間の合計」とな

る。 先祖型が n個のコピーをもっていたとし，

個々のコピーが変異するまでの平均的な時間を

１／λ（逆に言えば，単位時間の１個のコピーが

変異する確率がλ）とすると，この先祖型に少

なくとも１本が付加したり，欠失するまでの平

均時間は１／nλである。このような考えから，

対象となるm個の菌株の間のRFLPパターン

を比較することである特定の１個の株と他の

（m－１）個の型の間の遺伝子距離が計算され

る。n個のバンドの株とm個のバンドの株の

間で k個が一致していた場合，遺伝子距離は

以下の式で計算される（n＞mとする）。

n本のバンドをもつRFLPパターンが一致

（クラスター形成）する場合は，考え方として

距離はゼロではなく，共通先祖から分離してき

たが変異がまだ起こっていない状態として，１／

０．５nλを与える。

λ値はサンフランシスコの患者の継続分離株

について１）と同様に観察した結果から０．０００３２

を用いた。定義から明らかなように，クラス

ター形成していてもバンド数が少ない場合より

も多くなるほど距離は小さくなり，疫学的な意

味は大きくなる。

さらに Salamon らは疫学的関連を強く疑う

ためのケースとして，その株が最も小さい遺伝

子距離を共有する相手株と２４カ月以内の間隔

で分離されたケースを挙げている（２４カ月至

近遺伝子距離）。サンフランシスコの観察では

この値が３０以下であれば，疫学的関連はかな

り確実という。

図５ モデル予測の要約

Ａ：クラスター形成の陽性的中率（クラスター内の患者中発病前５年以内に初感染・再感染した人の割合）

Ｂ：クラスター形成の陰性的中率（非クラスター患者中５年以上前の感染・初感染で発病した人の割合）
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この場合にもバンド数が１，２本の場合には

バンドの変異はバンドが多数ある場合の

１，２本よりもさらに起きにくいと思われる

ので，λを普遍的な値として用いることは単純

化しすぎの感もあるなど問題もあるが，「クラ

スター形成＝最近の感染」の克服への一つの合

理的なアプローチとして意味が大きい。

これを応用した研究としてKulaga ら１３）はモ

ントリオール市内のハイチ生まれ患者の結核菌

RFLP分析を行い，彼らとカナダ人患者との遺

伝子距離は他の国からの患者のそれと同程度で

あって，彼らの結核の中にもち込み例は少ない

とした。

３．結核対策の評価への応用

地域人口集団の結核分子疫学の治験から，地

域における結核対策の評価や新たな対策への洞

察を得るという方向での研究成果も発表されて

いる。その例を幾つか掲げる。

１）結核の多発するスラムを含む地域の

結核菌の分析

９６年から２０００年までに大阪市内在住患者よ

り分離された結核菌７１２株について IS６１１０に

よるRFLP分析を行い，わが国では初めてこ

のような地域における結核発病や感染伝播に関

する分子疫学的な所見が得られた１４）。分析され

た菌株は９６～９７年分離の１０７株，９９年の３１２

株，２０００年の２９３株である。IS６１１０コピー数

は１～１７で，１０～１３コピーの菌株 が４６２株

（６４．９％）あった。５コピー以下の株を除いた

６９２株において５６個のクラスター（１７１株，ク

ラスター形成率２４．７％）がみられた。クラス

ターの大きさ（構成員数）は２～１３で構成員２

～３人のクラスターが５９．１％を占めていた。

構成員４人のクラスターは６個，６人が１個，

７人が２個，そして構成員１３人のクラスター

が２個あった。クラスター形成率は性別にみる

と男性２３．９％で女性７．４％に比べて高かっ

た。年齢別には７０歳以上９．１％，６０歳代９．２

％，５０歳 代１８．６％，５０歳 未 満１３．１％で あ

り，５０歳代あるいはそれ以下で高かった。居

住地別では最も罹患率の高い西成区でも

１８．８％であり，他地域とほとんど変わらな

かった。高まん延地域（罹患率２００以上，西成

区および浪速区）１８．６％，中まん延地域（罹

患率７０～２００，１４区）１６．４％，そして低まん

延地域（罹患率７０未満，８区）２０．４％であり，

高まん延地域では高くなかった。西成区内の行

旅（ホームレス）患者におけるクラスター形成

率は２１．８％であり，同区内の一般患者（５．９

％）と比べると高いが，西成区以外の２３区

（１９．５％）とは明らかな差はなかった。

このようなことから研究担当者らは，市内で

のクラスター形成率と地域の罹患率水準の間に

は相関がなく，高罹患率は最近の感染伝播によ

るものではなく，古い感染の内因性再燃発病に

よる可能性が高いと考えた。一方，市内でみら

れた全クラスターのうち２６個のクラスター

（４６．４％）に西成区分離株が含まれることか

ら，西成区内のホームレス患者が他地区で感染

を広めている可能性も否定できないとした。こ

の知見はいまだ確定的とは言えないが，わが国

の大都市におけるホームレスの多い地域の結核

多発の対策と関連患者からの感染防止に示唆を

与えるものである。

２）患者病状別にみた感染力の検討

塗抹陽性患者とは別に塗抹陰性患者が感染源

となったケースが新たな感染の１７％あった。

Behr ら１５）はサンフランシスコの地域分子疫

学研究において，クラスター形成によって二次

感染と仮定された患者に対する感染源がどの程

度の割合で塗抹陽性か培養のみ陽性かを検討し

た。集めた１，３５９人の患者の株から７１個のク

ラスター（二次感染者数１８３人）が得られ，う

ち２８個のクラスターにおいて最初に発見され
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た患者（同クラスターの他の構成員に対する感

染源と仮定）が塗抹陰性培養陽性，またこれら

のクラスターの属する二次感染者は最低３２人

と推定された。これから，すべての感染のうち

最低１７％（３２／１８３）（９５％信頼区間１２～２４％）

が，培養のみ陽性例からの感染であると推定さ

れた。また培養のみ陽性の患者の感染性は，塗

抹陽性例のそれを１とすると０．２２（９５％信頼

区間０．１６～０．３２）と推定された。

この研究で「塗抹陰性患者によって感染した

とするクラスター内の二次患者数」を最も手堅

く推定（可能な最小人数として求める）するた

めには，以下のような原則を適用する。�塗

抹陽性患者が見つかってから確認されたクラス

ター内の患者は非該当，�クラスター内の全

員が塗抹陰性であれば，二次患者は全員塗抹陰

性患者から感染したとする，�混合クラス

ターでは塗抹陽性患者に先行されない二次患者

だけを該当とする〔例：１（－）→２（－）→３

（＋）→４（＋）という順で患者がでた場合，１

が感染源，２，３が最少二次感染例とする〕。

従来，接触者健診では，感染源患者として便

宜的に「喀痰塗抹陽性患者」を重点的に考えて

きたが，それがあくまでも便宜的なものではな

いことが示されたことになる。

３）高まん延地域における家族内感染の

相対的重要性

結核罹患率が１０万対３２０にも達するケープ

タウンの近くの地域で，７年間に発生した１，０９４

人の菌陽性患者中７６５人について菌株のRFLP

分析結果が得られた。全地域内でクラスター形

成をし，初発例以外の二次発生患者とされるも

のは４３３人あり，２人以上の患者が発生した

１２９世帯内の患者で同様に二次発生とされたも

のは８１人で１９％（８１／４３３）であった。RFLP

分析が得られなかった症例に対する補正を外挿

によって行うと，この割合は最大推定で３３％，

最小推定１２％，中位推定２３％となった１６）。こ

のことは，逆に低まん延下では家族内感染がよ

り大きな意味をもっていることを示唆してい

る。

４）感染の起こりやすい要因に関する洞察

Borgdorff らは，RFLP分析の所見に基づき，

結核感染の起こり方を，１人の患者からつくり

だされる二次患者の数として評価する方法を開

発した１７）。伝播指数（Transmission index）と

呼ばれるこの指標は，感染症の理論疫学で用い

る実効再生産指数Re の応用で，結核の疫学に

併せてこれを感染後間もない発病（初感染発病）

ReFAST とその後の発病（再燃発病）ReDISTANT とに

分け，前者をRFLPのクラスター形成によっ

て推定しようとするものである。患者のある属

性（例えば国籍）に着目し，その属性をもつ患

者の伝播指数は次のように定義する。

TI＝二次患者数（属性を問わず）÷（属性を

もつ感染源患者数＋同非クラスター患者数）

またTI は二次患者が生みだす三次患者，そこ

からでる四次患者……と合計したものと考えら

れるので，TI＝Σ（ReFAST）n となり，ReFAST＜１あ

れば，TI＝ReFAST／（１－ReFAST）となる。一方，ク

ラスター形成患者はだれか１人が感染源，他が

二次患者であるが，これを確実に特定すること

はできないので，クラスター構成員の個々につ

いて，感染源，二次患者になる確率（Pおよび

１－P）を推定する。その考え方は，Pはある属

性をもつ患者の罹患率とその患者が二次患者を

つくる確率とに比例するという仮定に基づく。

その数学的な手続きは煩雑であるが，TI と Re

に関する上記の関係などに基づいて逐次計算を

行う。

この方法によって，Borgdorff らはオランダ

の患者について出身国別に伝播指数を比較した

ところ，指数は国により大きく変動し，スリナ

ム人で１．３，モロッコ人で０．８であった。全体

では指数は０．３６，Re は０．２６と計算された１７）。

さらに彼らは米国サンフランシスコの患者に
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ついても同様の分析を行い１８），伝播指数は米国

生まれの患者（０．５９）で外国生まれの患者（０．２１）

よりも高く，黒人で最高，特に３５歳以下で高

かった。黒人患者の高い指数の原因は塗抹陽性

率，HIV，病気の進展のしやすさなどでは説明

できなかったが，この集団への対策が感染防止

上重要であることが考えられた。

わが国では最近，沖縄県の知見に基づいて，

内村ら１９）が同様の分析を行った。伝播指数は性

別にみると男性０．４２，女性０．３２で男性が比で

１．３と高かった。年齢階級別では３０歳未満か

ら１０歳階級で８０歳以上までとしそれぞれ

０．４７，０．２３，０．４０，０．３９，０．６１，０．３２，０．２９

で，３０歳未満の若年層と６０歳代にピークがみ

られた。

このように結核菌の分子疫学はツ反応やＸ線

所見などと並んで結核疫学の基本的な指標を提

供する道具となりつつあると言えよう。

４．全国的分子疫学サーベイランスに
向けて

病原体サーベイランスの中で結核菌分子疫学

情報が用いられるようになれば，その分析方法

の標準化も重要である。結核研究所抗酸菌レ

ファレンスセンターでは多くの欧米の例と同様

に，まず IS６１１０による分析を一次的に行い，

バンド数が少ないものについてスポリゴタイピ

ングでさらに分別するという方式をとってい

る２０）。

これに対して英国 Public Health Laboratory

Service（PHLS）では，まず PCRによる rapid

PCR―based epidemiological typing （RAPET）

法という迅速法を行っておき，続いて正規の方

法としての IS６１１０による最終判定を行い，こ

の成績をデータベースに保存するという方式を

とっているという２１）。

RAPETは，抽出したDNAを IS６１１０のあ

る逆位反復配列を標的として PCRを行い，制

限酵素 Hae III で消化してアガロースゲル上で

電気泳動にかける。小さくても培養コロニーが

あれば所要時間は１～２日で，RFLPの場合の

５～６日よりも迅速化が可能であるという。結

果は IS６１１０によるRFLPとよく一致する。

ただしゲル・パターンは目視による比較はでき

るが，データベース化には向かない（PHLSで

は IS６１１０に先だって行っている。結果は IS

６１１０とよく一致するという２２））。

英国の方式は，RFLPの欠点である時間・手

間・データ処理上の問題を克服するためのもの

であるが，世界的には一次分析としてMIRU―

VNTR法を行い，続いて IS６１１０法を行うと

いう方式が有力になりつつある２３）。結核菌

DNAは多くのMIRUをもっている。MIRUに

よるタイピングは１２個の独立したMIRUにあ

る反復配列の個数と長さに基づく。現状ではそ

の鑑別能は IS６１１０と同等ないしやや劣る程度

とされる。しかし手技も容易で，DNA精製も

不要，臨床検体からの分析も可能，自動化可能

で多数株の分析に使いやすく，結果表示も本来

的にデジタルなので容易にカタログできるとい

うこの方法は，将来的には特に分析する部位を

追加して鑑別能が向上すれば，IS６１１０に代わ

る方法となると期待されている２４）。世界規模の

MIRUデータベースの確立，そして全世界的結

核菌サーベイランスへの道を開くべく，フラン

ス・パスツール研究所が中心になってWebsite

www.ibl.fr／mirus／mirus.html も開設された（図

図６ MIRU―VNTRのWebsite のトップページ
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６）。

米国におけるこの技術の応用の展望について

は，本誌のEmerging Infectious Diseases 特集

号抄録である「米国における全国結核菌DNA

指紋型情報サーベイランスネットワーク―組

織・実績と展望―」に掲載されているとおりで

ある。
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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，

63資料と展望 No.51 2004.10



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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オランダの結核菌情報システムについて

結核予防会結核研究所研究部 内村和広

はじめに

１９９０年にオランダ国立公衆衛生環境研究所

（RIVM）のHermans ら１）が，結核菌由来 IS

６１１０をプローブとした制限酵素断片長多型分

析（RFLP分析）が結核菌の疫学や診断のため

の手段に利用できることを報告して以来，オラ

ンダは米国と並ぶ結核菌分子疫学の先進国とし

て，研究分野のみならず結核対策への応用とし

ても世界の先端を進み続けている。これを可能

としているのは，オランダ結核予防財団

（KNCV），RIVMそして各地方自治体の保健

センターを中心として組織された分子疫学ネッ

トワークとその背後を支える結核菌情報システ

ムである。

本稿では筆者が２００４年の１月から３カ月間

オランダKNCVに共同研究として滞在したお

りに収集した情報を基に，オランダの結核菌情

報システムと結核菌分子疫学の結核対策への応

用を概説し，オランダでの分子疫学研究のト

ピックの一つを紹介する。

オランダの結核疫学状況

オランダの国土面積は約４万平方キロでわが

国の九州とほぼ同じであり，人口は約１，６００万

人である。人口構成は約８０％がゲルマン系オ

ランダ人で，その他にはインドネシア，トル

コ，スリナム，モロッコなどからの移民が多

い。

結核罹患率は８７年までは順調な減少を遂げ，

人口１０万人対率で８．２まで減少したが，８８年

以降は他の先進国と同じく外国生まれの患者の

増加が主な原因となり増加に転じ９４年には罹

患率１１．４に達した。その後移民入国者への結

核特別プログラムの実施を始めとする対策を講

じ再び減少傾向を取り戻したが，近年は罹患率

９程度で推移している（図１）。最新の２００２年

結核統計による新登録患者数は１，４０１人で，罹

患率は８．７，そのうち外国生まれの患者は

６２％を占めている２）。

結核菌情報システムの中心的役割を
果たす三つの組織

１．各地方自治体の保健センター（GGD）

実際の結核患者の診断・治療・管理は，オラ

ンダ国内の４０自治体にそれぞれあるGGDが

その役を担う。結核対策活動は結核医，結核保

健師そして技師によるTB Unit と呼ばれる

チームで行われる。オランダ国内で結核医は

３０人，結核保健師は６０人配置されている。結

核の診断・治療はもとより患者治療支援，ハイ

リスクグループへの健診，接触者健診を行って

いる。また，各地方自治体の検査施設におい

図１ オランダにおける結核新登録患者数の推移
（１９７２～２００２年）
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て，患者検体の塗抹培養検査を行っている。

２．オランダ結核予防財団（KNCV）

国内結核対策のみならず，途上国への協力支

援活動，各国と共同した研究活動も活発に行っ

ており，世界の結核対策のイニシアチブをとっ

ている。

国内結核対策の面では，国家結核対策プログ

ラムの技術アドバイザーとして政府に対し結核

対策の意見答申や勧告を行っており，国家結核

対策の中心的役割を担っている。さらに大きな

任務として，オランダの結核サーベイランスを

行っている。結核サーベイランスは，新発生患

者の登録およびその後の治療成績を含めた発生

動向サーベイランス，薬剤耐性結核サーベイラ

ンス，そして結核菌DNA指紋法サーベイラン

スが行われている。また発生動向サーベイラン

スのデータは全国結核患者登録National Tu-

berculosis Register（NTR）と し てKNCVに

て運用管理されている。

３．オランダ国立公衆衛生環境研究所（RIVM）

公衆衛生および環境に関する研究・検査を行

う国立の施設である。活動内容は基礎部門から

疫学部門など多岐にわたり，またオランダ国内

のみならず西ヨーロッパでの関連分野での中心

的役割を成しており，総職員数も２，０００人を超

える巨大機関である。

ここRIVM内に van Soolingen 博士を長とす

る抗酸菌レファレンスラボがあり，オランダ国

内で発生した結核患者で培養陽性者のすべての

培養検体が送られ，結核菌同定検査，薬剤耐性

検査そしてRFLP分析を始めとする結核菌タ

イピングが行われている。またヨーロッパ各国

の抗酸菌ラボとの共同によるヨーロッパ結核菌

分子疫学ネットワークを組織しており，主に多

剤耐性結核菌に焦点を当てた広域結核菌データ

ベースの構築を進めている。

結核菌情報システム

結核菌情報システムの流れは大きく三つの部

分に分かれ，それらが相互にリンクされ一つの

結核菌情報システムを成している（図２）。

図２ オランダにおける結核菌情報システムの流れ
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１．結核患者登録情報

オランダでは，感染症法に基づいて結核患者

を診断した医師は，２４時間以内に各地方自治

体のGGDに患者の届け出をしなければならな

い。各GGDは中央の保健省へ定期的に患者報

告を行うが，感染症法の規定ではこれはごく基

本的な６項目のみに限られており結核対策への

フィードバックに耐えるものではない。そこ

で，これまでのオランダ国内での結核対策にお

ける歴史的背景もありKNCVが主体となって

結核患者発生動向サーベイランスを行い，各

GGDは結核患者登録票を記入した後KNCVに

定期的に送付を行う。したがってこれはGGD

と KNCV間のボランタリィベースの登録シス

テムであるが，報告状況は極めて良く感染症法

による保健省への報告数とKNCVへの報告数

との差は年間で数件以内に収まっている。登録

票は診断時報告票と登録から約１年後に送付す

る治療成績を含めた患者追跡票から成ってい

る。各GGDから送付された登録票は，電子

ファイル化された後KNCVの研究部門にある

結核サーベイランス担当によりNTRとして管

理される。NTRは集計分析が行われた後，毎

年「Tuberculosis Index」として報告書が作成

されGGDを始めとする結核対策・研究関連機

関に送付される。

２．結核菌データベース

オランダ国内で抗酸菌検査を行っている検査

施設の正確な数は不明であるが，報告による

と３）４４～４６の施設で年間平均１，７００検体（１００

未満から１０，０００検体の施設まで）の検査を行っ

ている。各検査施設で培養陽性となった検体の

すべてはRIVMの抗酸菌レファレンスラボに

送られ同定・感受性試験が行われる。

９３年よりRIVM抗酸菌レファレンスラボに

おいて，オランダ国内培養陽性結核患者の全分

離株に対する IS６１１０をプローブとしたRFLP

分析の実施とRFLPパターンのデータベース

化が開始された。また９７年からはRFLP分析

の結果，バンド数が５本未満の分離株に対して

は PGRSを行っている。RIVMの結核菌デー

タベースに登録されているのは，菌情報と元の

送付施設等簡単な背景情報のみであり患者個人

情報は含まれていない。RIVMスタッフへのイ

ンタビューによると，菌到着から同定・感受性

試験そしてRFLP分析結果のデータベース化

まで約１カ月とのことであった。結核菌データ

ベースはRIVMのサーバ上でApplied Math 社

の BioNumerics（同社 GelCompar の上位版）

によって構築されており，オランダ国内のみな

らずヨーロッパ結核菌分子疫学ネットワークの

中央データベースとなっている。

３．結核菌DNA指紋法

サーベイランスプロジェクト

RFLP 分析による同一結核菌株による感染患

者群の同定結果（クラスター分析）の結核対策

現場へのフィードバック（クラスターフィード

バック）と評価を目的として，９５年国家結核

菌DNA指紋法サーベイランスプロジェクトが

開始された。これはクラスターが判明した患者

に対し，疫学的関連の有無を調査分析するもの

である。プロジェクトには専任のプロジェクト

ナース（PN）が任命され（KNCV国内部門の

Ms. Sebek），PN は KNCV の NTR と RIVM

の結核菌データベースとの照合を行う。個人情

報保護のためこの照合を行うのは PNに限られ

ており保健センター等からの照合はできない。

照合の結果クラスター判明患者については，他

の同クラスター患者の情報とともに患者登録地

区の保健センター所属の結核保健師に情報を伝

達する。情報を受けた保健師は各患者について

再調査を行う。再調査の方法は標準化されてお

り，その結果からクラスター内の患者間につい

て疫学的関連の有無を「確認」，「推定」，「未確

認」の３段階で判定する。調査結果は再び PN

に戻され分析・報告が行われる。国内約６０人

73資料と展望 No.51 2004.10



図３ 結核菌流行状況四半期報

Tuberculose: surveillance van actieve transmissie in Nederland１９９６―２００３
DNA fingerprint clusters met groei in３e kwartaal２００３en totale clustergrootte ＞－５

Bron: DNA surveillance project
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の結核保健師は PNを中心として密なネット

ワークを形成しており，四半期に一度プロジェ

クトミーティングが行われている。

以上を要約すると，KNCVの患者データと

RIVMの結核菌データをDNA指紋法サーベイ

ランスプロジェクトにより相互連結して一つの

システムを構成しているということになる。

結核菌情報システムと分子疫学の
成果と応用

結核患者登録から菌検体検査とRFLP分析

を始めとする結核菌遺伝子タイピングとデータ

ベース化という一連のシステムの成果として

は，前述の結核菌DNA指紋法サーベイランス

プロジェクトによるクラスターフィードバック

がまず挙げられる。従来の接触者健診では見落

とされていた疫学的関連が新たにRFLP分析

結果により判明し，そこからさらなる接触者対

策が行われる。実際にどれくらいの「隠れた疫

図４ Concerted Action on the Molecular Epide-
miology of Tuberculosis （CAonTB）の
ウェブサイト

図５ ウェブ上での結核菌データベースの照合

図６ 年齢階級別 Transmission index の推定結果

図７ 年齢階級感染源別二次患者数
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学的関連」が判明したかについては，Lam-

bregts―van Weezenbeek ら４）によるとクラス

ターフィードバック前に疫学的関連未判明者

１，７４４人 中「確 認」が１９３人，「推 定」が３４７

人と併せて３１％に対して新たな疫学的関連が

判明している。一方，接触者健診などで判明し

た関連のうちRFLP分析では５％に関連なし

の結果となった。

また患者情報とRFLP分析が相互連結され

ることでクラスターを形成する患者の背景要因

分析が可能となった。KNCVと RIVMは共同

で結核菌DNA指紋法サーベイランスプロジェ

クトを組織し，結核菌の「流行状況」をモニタ

リングしている。図３はプロジェクトが発表す

る結核菌流行状況四半期報で，右から順に累積

のクラスター患者数，期別患者数，クラスター

番号，RFLPパターン画像，そしてクラスター

患者の主な背景となっている。患者背景は主に

オランダ生まれか外国生まれ，同一居住地域，

家族／親しい知人，亡命希望者か，などが記入

されている。図中の一番上にあるクラスターが

オランダ国内で最大のもので累積患者数が１２０

人を超えるクラスターであり，オランダ生まれ

と外国生まれの両者が含まれるが主に違法薬物

使用患者が多数を占める。

RIVMではオランダ国内のみではなくヨー

ロッパ広域にわたる結核菌データベースの構築

と分子疫学ネットワークの組織作りを進めてい

る。これは「Concerted Action on the Molecu-

lar Epidemiology of Tuberculosis（CAonTB）」

として進められており（図４），例えばデータ

ベース構築に関しては，ヨーロッパ参加国の各

抗酸菌ラボ間をインターネットにより結んだ分

散型データベース構築とヨーロッパ共通のクラ

スター番号の設定を行っている。またインター

ネットを使って結核菌データベースへの照合を

ウェブベースで行うシステムも作製中である

（図５）。

分子疫学の研究的応用も広く行われている

が，その一つであるKNCVの研究部門長

Borgdorff 教授の研究を紹介する５）。教授は

RFLP分析の結果からクラスターを形成した患

者に対しクラスター内の感染源患者の推定を数

学モデルを用いて行い，どのような背景をもつ

患者がより他の患者へと感染を引き起こしてい

るかを特に年齢階級別や出生国別に調べた。図

６は年齢階級別の引き起こしやすさ（Transmis-

sion Index）を推定した結果で，若年層で高く

高齢になるにつれ低くなっていく傾向をみるこ

とができる。また図７は感染源の年齢階級とそ

こから引き起こされた被感染者の年齢階級別数

である。４４歳までの階級では同じ年齢階級間

で，４５～５４歳では若年層への感染が起こって

いることが示されている。

まとめ

オランダの結核菌情報システムは，その質，

規模ともに世界の先端を進むものである。３カ

月間のオランダ滞在で実感したことは，それら

を支えているのは研究成果に裏打ちされた技術

的バックボーンとともに，効率的に役割分担さ

れた組織作りであり，それら組織を有機的につ

なげ運用していく有能なコーディネーターの存

在，さらにコーディネーターを中心として現場

を結ぶ人的ネットワークであるということであ

る。

技術的な面においてもさらに改良前進してい

る。オランダ結核患者発生動向サーベイランス

は数年後にウェブ上から登録を行う新システム

に移行予定である。またCAonTBは RFLPに

続く新たな結核菌遺伝子タイピングの方法の開

発と標準化に向けて着々と進めている。

わが国の状況を考えると，新発生結核患者数

にしてもオランダの状況との差は大きく，すぐ

にオランダのようなシステムの構築を行うこと

は難しい点が多くあると考えられるが，良き手

本としてKNCVや RIVMとの共同研究を通
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結核菌DNA指紋法を用いた結核対策改善事業成績

（１９９６年４月～２００４年５月の概略）

結核予防会結核研究所 大角晃弘・高橋光良・内村和広・森 亨
沖縄県福祉保健部健康増進課 新垣さと子・仲宗根正

じ，日本式の結核菌情報システムの構築は可能

であると考えている。

文 献

１）Hermans PWM, van Soolingen, D Dale, et

al. Insertion element IS９８６ from Myco-

bacterium tuberculosis ：a useful tool for

diagnosis and epidemiology of tuberculo-

sis. J Clin Microbiol１９９０；２８：２０５１―８.

２）Index Tuberculosis２００１―２００２. The Neth-

erlands. KNCV Tuberculosis Foundation,

２００４.

３）Review of the Netherlands Tuberculosis

Contorol Programme,２００３. KNCV Tuber-

culosis Foundation,２００３.

４）CSB Lambregts ― van Weezenbeek ,

MMGG Sebek, et al. Tuberculosis contact

investigation and DNA fingerprint sur-

veillance in The Netherlands：６ years’

experience with nation―wide cluster feed-

back and cluster monitoring. Int J Tuber

Lung Dis２００３；７（１２）：４６３―７０.

５）MW Borgdorff , NJD Nagelkerke , et al .

Transmission of Mycobacterium tubercu-

losis Depending on the Age and Sex of

Source Cases. Am J Epidemiology２００１；

１５４（１０）：９３４―４３.

本稿は，２００４年７月２３日に結核予防会結核

研究所で開催された第１回結核地域分子疫学研

究会において，筆者が一般演題の一つとして発

表した内容をまとめたものである。

本事業は，沖縄県の結核患者管理で実施され

ている接触者疫学調査や，結核発生動向調査事

業（サーベイランス）の質的向上のために，標

準的結核菌DNA指紋法（IS６１１０―RFLP 法）

を応用することの有用性について検討すること

を目的として，９６年から実施されている。こ

こでは，本事業開始後２００４年５月までに得ら

れた主な知見について概説する（本事業の運営

状況，９６年４月から９７年９月までに得られた

知見等については，文献１）参照）。

沖縄県では結核予防会結核研究所と協力し

て，９６年４月以降，沖縄県内で新たに登録さ

れた結核患者から分離培養された結核菌に標準

法に基づく IS６１１０―RFLP分析２）を実施してい

る。２人以上の患者から得られた結核菌DNA

指紋型が一致していることが判明した場合，そ

れらの患者が登録されている保健所で，通常実

施されている接触者疫学調査内容とその一環と

して実施した再調査内容について検討し，患者

間の疫学的な関連の有無・程度に関して分析・

検討を行った（検体の送付患者情報等の受け渡

しなどについては図１参照）。

沖縄県で結核患者を診断している主な病院

と，県保健所検査室で分離培養された結核菌

を，結核研究所に送付して IS６１１０―RFLP 分
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析を実施した。沖縄県と保健所は，この分析の

結果に基づいて疫学調査を実施した。本事業の

成績に関しては，沖縄県結核サーベイランス検

討委員会によって総合的に検討された。期間中

に菌陽性患者として登録された患者のうち，約

７割の患者から得られた結核菌株が結核研究所

に送付された。

９６年４月以降２００４年５月までに行われた沖

縄県における結核菌DNAの IS６１１０―RFLP 分

析の結果は，次のとおりであった。この間に登

録された結核菌陽性結核患者は１，６４５人（９７

年以前のこの数には非結核性抗酸菌陽性例を含

む）であり，そのうち７０％の１，１５２人（１，１５２

／１，６４５）について IS６１１０―RFLP分析を実施

した。なおこの数は，２００４年５月現在の検査

済み者の実人数であり，登録対象外（県外登録

者や新登録者以外の例など）が少数含まれてい

るが，同一人物が複数回検査された分は除外さ

れている。同様に結核研究所に菌が送付されて

いても非結核性抗酸菌であると確認されたもの

なども除外されている。延べ検査件数は１，３０５

件に達した。保健所，年次，性，年齢階級別に

みた分析件数は表１，表２のとおりである。

IS６１１０―RFLP法によるバンド型が全く一致

した２株以上の菌株の群（クラスター：IS６１１０

―RFLP 法によるバンドのコピー数が５本以下

の場合には，スポリゴタイピング３）による分析

を行った）は，合計７８個であった。IS６１１０―

RFLP で分析された１，１５２人中，延べ４１９人

（３６％）がなんらかのクラスターに属していた。

仮に各クラスターの１人がそのクラスター内の

他の構成員に対する直接あるいは間接の感染源

になったと仮定すると，３０％〔（４１９－７８）／１，１５２〕

が最近の感染によって発病したことになる。た

だし以前から知られている幾つかの大きなクラ

スターのように，構成員患者間の菌の伝播が疫

学的に説明できないようなクラスターもあるこ

と，また検査室内交差汚染を始めクラスターそ

のもの，あるいはクラスターの一部の患者には

疫学的な関連がないようなケースが有りうるこ

図１ 沖縄県の結核菌DNA指紋法を用いた地域結核患者管理向上事業の仕組み

注：患者識別情報とは氏名，性，生年月日，居住地等，患者発生届け出に用いる情報に限定
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と，逆に同一菌株から発生した患者からの菌

が，菌の変異のためクラスターを形成しないこ

ともありうることなどに留意する必要がある。

このことは後でみるように，クラスター形成率

が年齢とはっきりと相関していないことにも現

れている。

表２は，性・年齢階級別のクラスター形成の

頻度を示している。０～１９歳，２０～２９歳でクラ

スター形成率はそれぞれ５５％，４４％で全体の

それ（３６％）より高いが，統計学的有意に達し

ない。また性別によるクラスター形成率には，

明らかな差はなかった。

表３は，他の幾つかの要因についてクラス

ター形成の頻度をみたものである。結核治療の

既往の有無別には，有意の差はみられない。

「既往あり」中３３％でクラスター形成がみら

れるということは，外来性再感染発病の存在を

ほのめかすものとも考えられるが，クラスター

表１ 保健所・年次別にみた被検査者数

北 部 石 川 コ ザ 中 央 南 部 宮 古 八重山 他・不明 総 計

１９９６年 ８ ２７ ４６ ３３ ３０ ６ １４ ０ １６４

９７ ６ ２６ ２２ ２０ ３０ １１ １５ ０ １３０

９８ １３ ２２ ３０ ３５ ２６ ６ ７ ６ １４５

９９ １５ ２０ ３６ ４１ ３２ ６ ８ ４ １６２

２０００ １９ ２５ ２４ ４２ １３ １３ ５ １ １４２

０１ １０ １７ ３９ ３８ ２６ １０ ８ ２ １５０

０２ ９ ０ ３４ ３６ ２４ ６ ４ ０ １１３

０３ ８ ０ ２６ ４０ ２１ ５ ９ １ １１０

０４ ４ ０ ９ １３ ８ ０ ０ ２ ３６

総 数 ９２ １３７ ２６６ ２９８ ２１０ ６３ ７０ １６ １，１５２

表２ 性・年齢階級別にみた分析件数（実人数）・クラスター形成件数再掲

実 人 数 クラスター形成件数＊１
クラスター

形 成 率＊２
男 女 総 計 男 女 総 数

０～１９歳 ４ ７ １１ ２ ４ ６ ５５％

２０～２９ ３７ ３５ ７２ １５ １７ ３２ ４４

３０～３９ ６３ ３２ ９５ １６ １２ ２８ ３０

４０～４９ １３１ ３６ １６７ ５５ １３ ６８ ４１

５０～５９ １２３ ４１ １６４ ５１ １３ ６４ ３９

６０～６９ １６９ ５２ ２２１ ６１ ２１ ８２ ３７

７０～７９ １４９ ６８ ２１７ ５７ ２８ ８５ ３９

８０～ １２２ ８３ ２０５ ２７ ２７ ５４ ２６

総 数 ７９８ ３５４ １，１５２ ２８４ １３５ ４１９ ３６

クラスター形成率＊２ ―― ―― ―― ０．３６ ０．３８ ―― ――

＊１ 同一人物が複数回検査し，別のクラスターを形成する場合（１件）を含む
＊２ 感染源も含む
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形成が必ずしも最近の感染を意味しないという

ことについて注意深い検討を要する。

検体採取年次とクラスター形成率について

は，年次ごとに多少の変動が認められるが明ら

かな傾向は認めない。保健所別では北部保健所

が最も低く（２８％），石川保健所（３６％），南部

保健所（４０％），八重山保健所（４４％）が比較

的高い傾向がある。

図２は，クラスターの大きさ（構成員数）の

分布をみたものである。構成員２人のクラス

ターが最も多く（２５個），クラスター構成員数

が大きくなるとともに頻度は徐々に減ってい

る。最大は構成員２７人のクラスター０１１で，

続いて２１人のクラスター００６，１８人のクラス

ター００５で，いずれも一見疫学的にはすべての

感染伝播関連を説明できないクラスターであ

る。クラスター番号００６や同０１１は，以前から

大きかったものに，さらに新たに構成員が加

わってますます大きくなった。これらの患者は

地域別にみても，多くの保健所にまたがってお

り，疫学的な関連は明らかではなかった（表

４）。

いずれかのクラスターを形成した４１９例のう

ち，初回疫学調査および結核菌DNA指紋法の

結果に基づいて実施された再疫学調査によって

疫学的関連が明らかとなった例は２５人で，ク

ラスター内の疫学的関連判明率は６％（２５／４１９）

であった。クラスター内で疫学的関連が明らか

となった例の主な内訳を以下に示す。

１．初回疫学調査で強く疑われていた結核菌伝

播経路がRFLP分析結果によって明らかと

された例としては，夫婦間の感染が明らかと

された事例，親子間の感染が明らかとされた

事例，１本鎖が異なるが，姉と弟とで同一の

結核菌株であることが考えられた事例等が

あった。

２．クラスター００３では，通常行われる初回疫

学調査では判明していなかった結核菌の伝播

経路が，RFLP分析結果に基づく再疫学調査

表３ 幾つかの要因とクラスター形成

総 数＊
クラスター

形 成 件 数

クラスター

形 成 率

総 数 １，１５３ ４１９ ３６％

性別

男 ７９９ ２８４ ３６

女 ３５４ １３５ ３８

年齢階級

０～１９歳 １１ ６ ５５

２０～２９ ７２ ３２ ４４

３０～３９ ９５ ２８ ３０

４０～４９ １６７ ６８ ４１

５０～５９ １６４ ６４ ３９

６０～６９ ２２２ ８２ ３７

７０～７９ ２１７ ８５ ３９

８０～ ２０５ ５４ ２６

結核の既往（既往歴不明２６件を除く）

既往なし １，０３６ ３７４ ３７

既往あり ９１ ３０ ３３

検体採取年次

１９９６年 １６４ ６８ ４２

９７ １３０ ４８ ３７

９８ １４６ ５９ ４０

９９ １６２ ６４ ４０

２０００ １４２ ４７ ３３

０１ １５０ ５６ ３７

０２ １１３ ２０ １８

０３ １１０ ４５ ４１

０４ ３６ １２ ３３

登録保健所

北 部 ９２ ２６ ２８

石 川 １３７ ４９ ３６

コ ザ ２６６ ９２ ３５

中 央 ２９８ １０５ ３５

南 部 ２１１ ８５ ４０

宮 古 ６３ ２２ ３５

八重山 ７０ ３１ ４４

不 明 １６ ９ ５７

＊ 同一人物が複数回検査し，別のクラスターを形成する場
合（１件）を含む
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表４ クラスター番号および構成員数

クラスター番号 構 成 員 数 クラスター番号 構 成 員 数 クラスター番号 構 成 員 数

００１ ８ ０２１b ７ ０７０ ４

００２ ９ ０２２ ８ ０７１ ２

００３ １３ ０２３ ３ ０７４ ４

００４ １３ ０２４ １２ ０７６ ３

００５ １８ ０２５ ２ ０７８ ４

００６ ２１ ０２６ １０ ０７９ ４

００７ ８ ０２８ ２ ０８０ ４

００８ ５ ０２９ ３ ０８１ ２

００８a ２ ０３４ ３ ０８８ ２

００９ ３ ０３６ ５ ０８９ ５

０１１ ２７ ０３６a ４ ０９３ ２

０１１a ５ ０３７ １１ ０９８ ２

０１２ ３ ０３８ ２ ０９９ ４

０１３ ２ ０３９ ４ ０９９a ３

０１５ ５ ０４０ ５ １００ ３

０１６ １０ ０４５ ２ １０３ ２

０１８ ７ ０４６ ８ １０４ ３

０１８？ １４ ０４７ ４ １０５ ２

０１８？ad ２ ０４８ ２ １０８ ２

０１８A ６ ０４９ ８ １０９ ３

０１８B ２ ０５０ ２ １１０ ２

０１９ １５ ０５６ ４ １１１ ２

０２０ １０ ０５８ ２ １１３ ２

０２０d ２ ０５９ ３ １１４ ２

０２１ ４ ０６７ ３ 合 計 ４１９

０２１a ３ ０６８ ２

図２ クラスターの大きさ分布
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接触者健診の胸部X線写真で 
異常陰影あり 

 

＊44 歳，喀痰塗抹陽性 

22 歳，喀痰塗抹および培養陰性 

＊44 歳，喀痰塗抹陽性 

＊22 歳，喀痰塗抹陰性培養陽性 

＊23 歳，喀痰塗抹陽性 感染源と考えられた男性，40歳，喀痰塗抹陽性 
1 歳半，喀痰塗抹陰性培養陽性  

901988 92

：喀痰塗抹陽性，男性 
：喀痰塗抹陰性，男性 

：喀痰塗抹陽性，女性 
：喀痰塗抹陰性，女性 

94 96 97 98 99 2000 01 年 

＊36 歳，喀痰塗抹陽性 
＊感染源と考えられた男性，33歳，喀痰塗抹陽性 

1996 98 99 01 年 97 2000

1 回目，2回目 
接触者健診異常なし 

3 回目接触者健診 
にて喀痰塗抹陽性 

40 歳，喀痰塗抹陽性（DNA指紋法は未施行） 

2 歳，予防投薬 
0 歳，予防投薬 

＊59 歳，喀痰塗抹陽性 

：喀痰塗抹陽性，男性 ：喀痰塗抹陽性，女性 

 

によって，感染源からの伝播経路が推定され

た事例を含んでいた（図３で＊が付いている

患者が，RFLP分析の結果同じクラスターに

所属していることが判明したもの）。

３．クラスター００５は，八重山における地域内

流行型結核菌の存在が強く疑われるRFLP

型である。このクラスターに所属するすべて

の患者は，石垣市在住か過去に八重山に滞在

していたことがある人であった。患者間にお

いて接触歴の判明している場合もあるが（図

４で＊がついている患者が，RFLP分析の結

果同じクラスターに所属していることが判明

したもの），多くの場合は疫学的な関連は不

明であった。このクラスターの年齢分布

は，７０歳で過去結核既往歴のある老人から

１０歳の小児まで広い範囲に及んでいた。

４．接触者疫学調査等によってある患者間の感

染が疑われたが，RFLP分析の結果クラス

ターが別であったために，患者間での感染は

否定的と考えられた事例があった。同時期に

図３ クラスター００３において推定された結核菌伝播経路

図４ クラスター００５で推定された結核菌伝播経路
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同じ職場から複数の結核患者が登録されたた

めに職場における接触による感染が疑われた

が，RFLP分析結果によって否定された事例

や，あるクラスターを形成している複数の結

核患者と同じ病院に入院中であった患者が，

RFLP分析結果によって他のクラスターに属

していることが判明したために，接触者疫学

調査によって疑われていた結核菌伝播経路が

否定された事例が認められた。

５．院内感染に関連する例としては，精神科病

棟内における院内感染事例や，気管支鏡の操

作または管理に関連する感染が，RFLP分析

結果によって強く疑われた事例が認められ

た。

沖縄県における本事業により期待される結果

としては，次のようなことが考えられる。

１）結核菌DNA分析結果を地域の結核対策

活動に用いることが，保健所保健師による疫学

調査内容や接触者健診対象者範囲の設定を評価

し改善されること，２）地域における結核患者

管理改善のための基本的な情報として，地域や

病院等の施設内における結核菌伝播状況や共通

感染源の存在を明らかにすること，３）沖縄県

における結核疫学状況が記述されて，結核対策

活動改善のための基礎資料となること（例えば，

患者がクラスターに含まれるための危険因子，

八重山にみられるような地域内流行型結核菌の

分布状況等）などである。
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