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は じ め に 

結核集団感染疑い事例解明のための分子疫学的方法とし

て，結核菌特異的な挿入配列である IS6110 を用いた

Restriction Fragment Length Polymorphism (IS6110-RFLP) 法

（以下 RFLP 法と略す）が広く用いられているが，μg 単

位のゲノム DNA を必要とし，結果がでるまでに一ヵ月以

上を要することもあり，蔓延実態の迅速な解明が困難にな

っている．近年，PCR 法を用いた新しい迅速な結核菌型別

法として，Arbitrarily Primed PCR (AP-PCR) 法や，Variable 
Number Tandem Repeats (VNTR) 法が報告されている. 本

報告では，結核集団感染疑い事例における分子疫学的解析

法としての AP-PCR 法や VNTR 法の有用性について，東京

都内で発生した結核集団感染が疑われる事例より分離され

た菌株の，RFLP 法での解析結果と AP-PCR 法並びに VNTR
法との結果を比較し，それぞれの検査法の特性を検討した. 
 

実 験 方 法 

１．材料 

 平成 12 年度より 17 年度の 6 年間に，東京都内で発生し

た結核集団感染を疑われる 19 事例より分離された結核菌

69 株を用いた． 
 

２．DNA の抽出 
結核菌を小川培地より回収し，80℃で 20 分加熱殺菌後，

プロテナーゼ K・SDS・フェノール・クロロフォルム法で

DNA を抽出した． 
 

３．RFLP 分析 
RFLP 法は，高橋 1）らの方法に従い，1.5μg の DNA を制

限酵素PvuIIで切断後, 0.8％アガロースゲル電気泳動で分

離した．次いで, サザンブロット法でメンブレンに転写・

固定後，ビオチン化 IS6110 プローブとハイブリダイゼーシ

ョンを行い，アビジン化アルカリフォスファターゼとルミ

フォス 530 を反応させ，CCD カメラで映像を撮影し，バン

ドの検出を行った． 
 

４．Polymorphic GC-rich repetitive sequence(PGRS）

法 

Ross２）らの方法に従い， DNA の切断を SmaI で行い，

ビオチン化 PGRS プローブ（5`-ATC GGC AAC GGC GGC 
AAC GGC GGC AAC GGC-3`）でハイブリダイゼーション

を行った． 
  

５．AP-PCR 法 

松井３）らの方法に従って行った．20 ng の結核菌 DNA を

鋳型に用い，IS6110 中の塩基配列を元にしたプライマーセ

ットである 1903F (5`-CGC CAG AGA CCA GCC GCC-3`)

と，92R (5`-CCG CAC CGC CCG CTC ACG CA-3`) を用

い，denaturation 94℃ 1 分，annealing 58℃ 6 分，extension 72
℃ 6 分のサイクルを 40 回行った．サイクラーは Perkin 
Elmer Gene Amp PCR System 9600-R (ロッシェ・ダイアグノ

ステイック社)を用い，増幅した PCR 産物を， 3.5%ポリア

クリルアミドゲルで電気泳動し，エチジンブロマイドで染

色し観察した４）． 
  
６．VNTR 法 

松本５）らの方法に従って，MIRU６）12 領域，ETR７）4 領

域，計 16 領域を検査し，反復配列数（アリルプロファイル）

をもとめた．MIRU は，2，4，10，16，20，23，24，26，
27，31，39，40，ETR は A，B，C，F の各領域をそれぞれ

のプライマーで増幅し，PCR 産物の DNA サイズから，反

復配列数を測定した．
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結果及び考察 

 

１．RFLP 法と AP-PCR 法の結果の比較 

 

図 1 に RFLP 法の方法を示した．図のように，5 株中，

3，4，5 が同じパターンを示しており，同一感染源による

感染であることが推定された．このように RFLP 法は，株

間の差がわかりやすく，結果が明瞭であり，そのパター

ンの類似度から，クラスター分析をおこなうことができ

る 1）．しかしながら，結核菌の DNA をμg 単位で必要と

するため，結果を得るためには一月以上を要する場合も

あり，その感染事例の疫学的解析情報の提供が遅れるこ

とも多い． 

 

図 2 に, 前述の RFLP 法と同じ菌株を用いて AP-PCR
法で検査した結果を示した.  RFLP法と同様に，検体 3，
4，5 が同じパターンを示し，1，2 と異なるパターンであ

ることが判別できる．異なるバンドの位置は，図右の矢

印で示した．AP-PCR 法は，IS6110 中の塩基配列を元にし

たプライマーセットで PCR を行うが，その際，アニーリ

ングの温度を少し低く，時間を長くして，塩基配列の似

通った部位にも対合するようにし，多数の共通バンドを

出現させ，その中の数本の異なるバンドを検出するため，

判定には慎重を要するが，結核菌 DNA が 10 ng 以上あれ

ば検査でき，プライマーも一組で検査できるため，簡便

で迅速な結果が得られる長所がある． 
 

 

表 1 は，結核感染疑い 19 事例での RFLP 法と，AP-PCR
法の結果を比較したものである．RFLP 法による解析で同

一パターン 10 事例，異なるパターン 9 事例であることが

判明した．ほとんどの事例で両法による結果は一致したが，

RFLP 法で異なるパターンで，AP-PCR 法で同じパターン

になった 1 事例について，図 3 に示した． 

 

 

この事例から検出された 6 株の解析結果は，図の左の

RFLP 法で 1，3，4 と，5，6 がそれぞれ同じパターンで，

2 がそれらと異なり，3 つのパターンに分かれた．図の右

の AP-PCR 法では，2 は他と異なることが判定できるが，
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1，3，4 と 5，6 は明瞭な分別ができなかった．この事例

のように，RFLP 法で数本の違いのある場合でも，AP-PCR
法では十分分別できない場合があることが判明した． 

 

 
図 4 は，図の左のように，RFLP 法で一本あるいは二本

バンドを示した株を AP-PCR 法で解析したものである．図

の真中のように，AP-PCR 法では一本バンド株 2 株は差が

なく，また一本と二本バンド株間も十分分別できなかった．

そこで， PGRS 法を用いると，図の右のように一本バンド

2 株も，また一本バンド 2 株と二本バンド株も，それぞれ

異なるパターンを示し，明瞭に分別することができた．こ

の結果から，AP-PCR 法は，RFLP 法で一本あるいは二本バ

ンドの株の解析には不十分で，PGRS 法やスポリゴタイピ

ング法８）での解析が必要であることが判明した． 
 

 
２．RFLP 法と VNTR 法の結果の比較 

図５にVNTR法の方法を示した．VNTR法はAP-PCR法と

同様にPCRを用いた方法であるが，標的遺伝子がIS-6110と
異なり，結核菌遺伝子中に複数箇所存在する9～110塩基対 

(bp) の直列に反復される塩基配列 (tandem repeats) の

存在する領域において，反復数が株によって異なることを

利用して型別する方法であり，各領域を増幅するプライマ

ーを用いて，PCR法によって遺伝子を増幅し，増幅産物の

サイズから反復数を求め，各領域の反復数（アリルプロフ

ァイル）を株間で比較する方法である． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 に RFLP 法と VNTR 法の結果を比較した．VNTR 法

の数値は各領域の反復数を示している．この事例では 3，4，
5 が RFLP 法で同じパターンであるが，VNTR 法でも各領

域が同じ反復数を示し，1，2 とは MIRU16 や 23 の反復数

が異なっていることがわかる． 
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表 2 は，結核感染疑い 19 事例での RFLP 法と，VNTR

法の結果を比較したものである．ほとんどの事例で RFLP
法と VNTR 法の結果は一致したが， RFLP 法で同一パタ

ーンにもかかわらず，VNTR 法で異なるアリルプロファイ

ルを示した事例が 3 事例あった．RFLP 法で異なるパター

ンを示した事例において，VNTR 法で同じアリルプロファ

イルになった事例はなかった． 
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図 7 に RFLP 法と VNTR 法で異なった結果となった事

例の一つを示した．RFLP 法で菌株 1，2，3 が同じパター

ンを示したが，VNTR 法では菌株 2 は MIRU31 が他の株

と異なっていた．他の事例では， ETR-F が 1 ヶ所異なっ

ていた事例，MIRU23 と 31 の 2 ヶ所が異なっていた事例

があった． 

 

ま と め 

 RFLP 法は，株間の DNA パターンの違いが明瞭で，識

別が容易であり，現在，結核菌型別検査の標準法となっ

ている．しかし，検査にμg 単位の DNA を必要とし，菌

の培養を含めると解析までに時間がかかる欠点がある．

一方，AP-PCR 法は ng 単位の DNA で解析可能であり，簡

便で迅速な型別検査が行える． RFLP 法で数本異なるバ

ンドがあった株の一部で，AP-PCR 法で同じパターンとな

り，分別の難しい場合や，RFLP 法で一本バンドや二本バ

ンドの株は，十分分別できない短所もある．また，AP-PCR

法は多数の共通バンドの中に異なる数本のバンドを検出

する必要があり，判定には慎重を要するが，RFLP 法と同

じ IS6110 を標的とするため、両法でほぼ同じ結果を得る

ことができた． 
VNTR 法は，結果がアリルプロファイルという形で数

値化でき，過去の株との比較，他の施設の株との比較が

簡単である一方，多数の領域を検査する必要があり，

IS6110 とは異なる遺伝子を解析するため，異なる結果に

なることがある．今回用いた MIRU12 領域，ETR4 領域の

他にも，QUB，Mtub といった領域が報告されており，集

団感染疑い事例の解明にはどの領域を何ヶ所検査するべ

きか, またどの領域が異なっていれば異なる株と判定す

るかなど今後検討すべき課題が多い. そこで, 現段階

においては AP-PCR 法でスクリーニングを行い, 異なる

パターンのものは, 散発事例と考え, 同一パターンの

ものは同一感染源による感染の可能性が高いので，さら

に RFLP 法で確認する方法により, 検査の効率化，迅速

化が図れると考えられる. 
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図７.   RFLP及びVNTR法による結核菌の型別検査
（RFLP法とVNTR法で異なった結果となった事例）

MIRU2 2 2 2
4 3 3 3
10 3 3 3
16 4 4 4
20 2 2 2
23 8 8 8
24 1 1 1
26 7 7 7
27 3 3 3
31 5 4 5
39 3 3 3
40 3 3 3

ETR-A 4 4 4
B 2 2 2
C 4 4 4
F 3 3 3

検体 1 2 3




