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計54株が搬入され，VNTR解析を実施した。
　（１）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
　（２）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
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」と略す）
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。
2.4　VNTR解析

　全54株でJATA(12)-VNTR3)を実施し，JATA(12)-VNTR
型が54株中または723株のJATA(12)-VNTR型が登録され
ているデータベース中の株と一致した場合は，JATA(15)-

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法については，
JATA(12)-VNTR解析法（以下JATA(12)-VNTR）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）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）が報告されている4)，5)。本県で
も平成20年度にJATA(12)-VNTRを導入し，平成23年度に
は　JATA(15)-VNTRとHV-VNTRを導入して，JATA(12)-
VNTRでVNTR型が一致した場合，JATA(15)-VNTRと
HV-VNTRの両法を追加することにより精度の高い解析が
できることを確認した2)。
　今回，VNTR解析結果のデータベースを活用して，結核
の散発事例や，家族内感染疑い１事例および大学内の感染
疑い１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24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，大学内の感染疑い事例の２株および家族内感染
疑い事例の２株と，以下の条件に該当した散発事例50株の
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VNTR型が421となった。
　ⅰ～ⅵの中で，特にⅰとⅳは，大阪市などで報告されて
いる多発性大規模感染株のJATA(12)-VNTR型と一致した
4)。ⅰは発病当時県南部に居住していた54歳の患者から分
離された結核菌株であるが，いずれも県南部に居住してい
た平成17年発病の45歳患者分離株及び平成21年発病の46
歳患者分離株と一致した。ⅳは発病当時県南部居住の86歳
の患者分離株であるが，同じ市内に居住していた平成12年
発病の62歳患者分離株と一致した。ⅱは発病当時県北居住
の59歳の患者分離株であるが，平成17年発病の34歳患者分
離株及び平成20年発病当時県南部居住の55歳の患者分離
株と一致した。ⅲは発病当時県南部居住の54歳の患者分離
株であるが，平成16年発病当時県南部居住の73歳の患者分
離株と一致した。ⅴは発病当時県北部居住の82歳と83歳の
患者分離株であるが，平成17年発病当時県南居住の28歳
の患者分離株と一致した。ⅵは発病当時県南部居住の55歳
の患者分離株であるが，いずれも県南部に居住していた平
成15年発病の58歳，平成15年発病の50歳，平成15年発病の
年齢不詳，平成18年発病の56歳，平成19年発病の45歳およ
び平成23年発病の81歳患者分離株の計６株と一致した。こ
れらⅰ～ⅵの６組７株と一致したデータベース中の13株と
は，いずれも菌が分離された患者間の接点を見出すことが
できなかった。
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は家族内感染が疑われた事例で，患者a，ｂから
分離された結核菌DNAのVNTR型が一致したため，家族
内感染と推測された。事例２は，同じ大学で学年・学部
も同じ学生ｃ，ｄが同時期に結核を発病し，大学内での
感染が疑われたため，両者から分離された結核菌DNAの
VNTR解析を実施したところ，VNTR型が一致した。しか
し，疫学調査からは両者の接点を見出すことはできなかっ
た。

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 ver6.5（APPLIED MATHS）を用い
た。
2.5　事例の感染源究明

　表１に平成24年度に調査した事例の概要について示し
た。
　家族内感染疑い１事例（事例１）および大学内の感染疑
い１事例（事例２）の２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24年度に解析した結核菌54株のVNTR型を，図１に
示した。
　54株のVNTR解析の結果，JATA(12)-VNTRでは２～
５株を含む６組のクラスターが形成され，15株が含まれ
た（クラスター形成率27.8％）（図１　①～⑥）。これら
のクラスターを，JATA(15)-VNTR及びHV-VNTRで解析
したところ，JATA(15)-VNTRのみではクラスター②と⑤
で一部増幅されない部位があった他は全て一致したが，
HV-VNTRを加えると，クラスター③と⑤が異なった（ク
ラスター形成率20.4％）。なお，クラスター②（事例１）
に含まれるNo.1461は，JATA(12)-VNTRのprimer５領
域，JATA(15)-VNTRのprimerQUB 11aおよびETRA領域
が増幅されなかったが，HV-VNTRで一致し，No.1460と
No.1461が分離された患者は家族であるという疫学的背景
から，同一型株と判断した。
　54株のVNTR型をデータベース中の他株と比較したと
ころ，JATA(12)-VNTRでは54株中14組16株で一致する株
があったが，JATA(15)-VNTR及びHV-VNTRを加えて解
析すると，クラスター⑤と⑥を含む６組７株がデータベー
ス中の13株と一致した（図１　矢印ⅰ～ⅵ）。これらの解
析により，平成24年度末現在のデータベース登録株数は，
JATA(12)-VNTR型が777，JATA(15)-VNTR型及びHV-

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

1460 a 88 2011/2/15 2011/1/4

1461 b 62 2011/6/21 不明

1476 O c 22 2012/2/23 不明

1477 O d 23 2012/5/23 症状無し

2 一致

1 K 一致

患者cとdは同じ大学の学生で学年・学部が同じ
で，両者から分離された結核菌DNAのVNTR型
が一致したが，他に接点が見つからず，両者間
の感染と断定することはできなかった。

患者aとb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，両者間の感染
が判明した。

表１　事例の概要
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図１　平成24年度に解析した結核菌54株のVNTR型
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４　考　察
　54株のVNTR解析の結果，JATA(12)-VNTR単独ではク
ラスター形成率は27.8％であったが，JATA(15)-VNTRと
HV-VNTRを加えると20.4％になったことから，JATA(12)-
VNTRにJATA(15)-VNTRとHV-VNTRの両法を加える方
法の有用性が再確認された。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，事例１および２を除いたクラスター①と⑥では，患者
間の関連性が不明であった。これらの患者はクラスター①
の２名以外は80歳以上の高齢者であり，過去の再燃なども
考えられ，感染源は不明であった。
　54株のVNTR型とデータベース中の他株との比較につ
いて，ⅰ～ⅵの６組７株とデータベース中の13株とが一致
し，いずれも患者間の接点が見出せなかったが，ⅳで高齢
の患者同士であった以外は，20～50歳代の患者を含んでお
り，これらの患者は過去の再燃ではなく最近感染したと考
えられるため，何等かの接点が潜んでいる可能性が考えら
れた。しかし，空気感染という特殊な感染様式をとり，感
染から発病までの期間が長い結核では，このような潜在的
な接点を見出して感染源を究明することの困難さが改めて
認識され，疫学調査の大きな課題であると思われた。
　感染事例の感染源を究明した結果，事例１ではVNTR
型が一致して家族内感染が裏付けられたが，事例２では，
VNTR型一致により保健所の疫学調査で詳細な検討がなさ
れたにもかかわらず，患者間に同じ大学の学年・学部が同
じという以外の接点が見出せず，患者間の感染を確定でき
なかった。この事例についても，何等かの共通の感染源が
潜んでいる可能性が高いが，空気感染という感染様式が感
染源究明を困難にさせていると思われた。
　以上のことから，結核菌のDNA解析では，JATA(12)-
VNTRにJATA(15)-VNTRとHV-VNTRの両法を加える方
法の有用性が再確認されたが，この方法でVNTR型が一致
しても，患者間の関連性を見出すことはかなり難しいこと
が判った。この課題を克服するためには，結核の特殊な感
染様式を考慮に入れた実地疫学調査が重要であると思われ
た。
　今後も，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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