
１ はじめに

岡山県では，結核の感染源・感染経路を究明し，二

次感染の予防に役立てるため，結核対策特別促進事業

として平成１１～１５年度に，県内の新登録患者から分離

された結核菌株を収集して DNAの RFLP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た。

それにより，結核蔓延状況や特定の RFLPパターンを

もつ優勢な株グループの存在が判明した１～４）。また，

結核感染事例の疫学調査においても，データベースは

有用な指標となった。

平成１６年度は，調査の効率化を図るため対象を絞っ

て RFLP解析を実施してデータベースを整備し，９事

例の検討に活用したのでその概要を報告する。

２ 材料および方法

� 調査対象

平成１１～１５年度までの解析結果から，結核対策にお

いては過去の再燃ではなく最近の感染により発病した

患者や潜在的な集団感染に繋がると考えられる患者か

らの分離株を調査対象とすることが重要と判断され

た。このため，岡山県下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，以下の条件に該当し

た８２株を解析した。

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）から発生した患

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

� 安全対策

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。

� 菌株からのDNA抽出とRFLP 解析

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。RFLP解析は，定法５），６）に従い，結核菌 DNAを制

限酵素 PvuⅡで消化後，０．８％アガロースゲル電気泳

動，ナイロンメンブレンへのトランスファー，UV固

定を行い，６５℃３時間のプレハイブリダイゼーション

後，プローブを加えて６５℃１５時間以上のハイブリダイ

ゼーションを行った。プローブは，結核菌群特異的挿

入配列 IS６１１０由来２４５bpの PCR産物をビオチン標識

して用いた。メンブレン上の DNAの検出は，アルカ

リホスファターゼ標識ストレプトアビジン液と室温で

１５分間反応させ，化学発光基質を加え，X線フィルム

に感光させて行った。RFLPパターンのクラスター解

析は，解析ソフト FingerprintingⅡ（Bio Rad）を用

い，UPGMA法で行った。RFLP解析結果は，保健所

からの菌株情報とを併せてデータベースに記載した。

� 事例検討

９事例において，院内感染，施設内感染，生活圏内
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感染，家族内感染および BCG株との関連について調

べるため，RFLPパターンを比較検討した（表１）。

３ 結 果

� ８２株のRFLP 解析結果

搬入された８２株は，約６０％が県南部に居住する患者

由来株であった。RFLPパターンのクラスター解析の

結果，平成１２～１５年度で見られた類似性の高い流行株

と思われるグループⅠ～Ⅲのうち，ⅠとⅢが約２７％を

占めたが，平成１５年度に２３．２％を占めたⅡは３．７％で

あった（図１）。

� 事例の検討結果

患者間の感染が疑われた事例１，２，３，５，７，

８，９では５，７，８が RFLPパターンの一致によ

り，同一感染源であることが支持された（表１）。RFLP

パターンが異なった事例では，感染源の違いが明らか

になり，以後の疫学調査がより正確になった。

事例４と７は，患者 Aからの分離株とデータベー

ス上で Aとの接触の可能性が考えられる患者分離株

とで RFLPパターンを比較した。事例４は一致する株

表１ RFLP解析事例の概要

事例 関連性 患者 年齢 発病 RFLP 事例概要

１
通勤のフェリー
で接触

Ａ ４４ ２００２／３／－
相違

患者Ｂは，毎日の通勤に患者Ａの運転するフェリーを利用して
おり，ＡからＢへの感染が疑われたが，分離株 DNAの RFLP
パターンが異なったため，別の感染源と判明した。Ｂ ４９ ２００４／２／２４

２
同じ施設の入所
者

Ａ ９１ ２００４／５／１７
相違

患者Ａ，Ｂは，それぞれＨ１２年とＨ１０年から施設Ｚに入所して
おり，同じ時期に結核を発病したため，同一感染源が疑われた
が，分離株 DNAの RFLPパターンが異なったため，別の感染
源と判明した。Ｂ ７５ ２００４／５／１２

３ 同じ病院の患者

Ａ ７１ ？

相違
患者Ａ～Ｄは，いずれもＹ病院の患者であり関連が疑われた
が，４名からの分離株 DNAの RFLPパターンがそれぞれ異
なったため，別々の感染源と判明した。

Ｂ ６８ ２００３／１２／５

Ｃ ８９ ２００３／５／１

Ｄ ８０ ２００４／２／２６

４ 院内感染疑い

Ａ ６０ ２００４／２／２３

相違

患者Ａは結核以外の疾患でＸ病院に入院中に結核を発病した。
Ｘ病院は結核病床を有し結核患者との接触が疑われたため，患
者Ａからの分離株と過去に当センターに搬入されたＸ病院の患
者由来１０４株の DNAの RFLPパターンを比較したが，一致す
る株は見られず，感染源は判明しなかった。

Ｘ病院の患者由来株

５ 親子

Ａ ５７
１９７３／０１／２２登録
２００１／１１／７再発

酷似

患者Ａ，Ｂは親子であるが，Ｂが幼い頃別居し，Ａの再発以降
は接触がなく両者からの分離株の薬剤感受性も異なっていた。
関連性を調べるため実施した RFLP解析の結果，両者からの分
離株 DNAのパターンは酷似し，Ｂの発病は幼少時にＡから感
染した結核菌に起因すると考えられた。また，Ａから分離され
た菌株は，Ｂへの感染の後，薬剤感受性が変化し，また，遺伝
子的にも僅かに変異したと推測された。

Ｂ ３０ ２００４／５／１７

６
BCG株との鑑
別

Ａ ７７ ？
相違

患者Ａは，Ｗ病院入院中に BCG免疫療法を行っていた患者と
同室であり，因果関係を確認するため分離株 DNAと BCG株
の RFLPパターンを比較したところ，パターンが異なり関係は
ないことが証明された。Mycobacterium bovis BCG Tokyo

７ 親子

Ａ ８９ ２００３／１２／００
一致

患者Ａ，Ｂは親子であり，先に発病したＢ（子）は大量排菌患
者であった。Ａには明瞭な結核病巣が認められず，Ａの入院先
のＶ病院での検査室内汚染も疑われたため，Ａ・Ｂからの分離
株および過去に当センターに搬入されたＶ病院由来株と DNA
の RFLPパターンを比較したところ，Ａ・Ｂのみで一致し，Ｂ
からＡへの感染と考えられた。

Ｂ

Ｖ病院の患者由来株

８ 夫婦
Ａ ７９ ？（２００４）

一致

患者Ａ，Ｂは夫婦であり，ほぼ同時期に発病した。両者とも高
齢でＢ（夫）には陳旧性陰影が認められたため，同一感染源か
否かを確認するため，分離株 DNAの RFLP解析を行ったとこ
ろ，パターンが一致し，夫婦間感染と判明した。Ｂ ９３ ？（２００４）

９ 法事で同席
Ａ ６５ ２００４／１０／－

相違
患者Ａ，Ｂは寺で行われた法事で同席しており，関連性を調べ
るため分離株 DNAの RFLP解析を行ったところ，パターンは
異なり，別の感染源と判明した。Ｂ ８４ ？

８２ 岡山県環境保健センター年報



図１ ８２株の RFLPパターンによる相同性の比較
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が見つからず，感染源は究明できなかった。事例７で

は，患者 Aの感染が患者 Bからの家族内感染か或い

は V病院における院内感染かに焦点を置いて解析し

た結果，A・B間で分離株のパターンが一致し，家族

内感染と判断された。

４ 考 察

８２株の RFLP解析の結果，RFLPパターンの分布

は，結核新登録患者分離株の全株を対象とした平成１２

～１５年度に比較してグループⅠ～Ⅲの占める割合が１０

～２０％程度低くなっており，最近の感染はグループⅠ

～Ⅲの他に多くの感染源により起こっていることが示

唆された。

事例の検討では，９事例中同一感染源であることが

支持されたのは３事例のみであったが，平成１６年度は

それ以前よりも検討事例数が増加し，疫学調査におけ

る RFLP解析の意義が保健所担当者に浸透し，積極的

に活用されるようになってきたことが示された（表

２）。また，事例４と７のように，ある患者の感染源

を究明するためにデータベース上でその患者と接触の

可能性が考えられる全ての患者分離株について RFLP

パターンを比較する方法も用いられ，データベースが

今まで以上に有効に活用された。今回の２事例では感

染源究明には至らなかったが，この様な活用方法によ

り，今後患者間の隠れたリンクが検出されることが期

待される。

今年度は，調査対象を絞って RFLP解析を実施した

最初の年であり，対象外の菌株が搬入されるなど若干

の混乱はあったが，全体としてはスムーズに RFLP解

析が進められた。今後も RFLPデータベースの整備を

継続し，結核の感染源究明に役立てたいと考えてい

る。
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表２ RFLP解析事例数

集団感染 院内感染 施設内感染 職場内感染
生活圏内
感 染

家族内感染
BCGとの
鑑別

検査室内
汚 染

計

Ｈ１２ １（１） ２（１） １ １（１） ５（３）

Ｈ１３
１
１（１）

１ １（１）
３（１）
１（１）

Ｈ１４ ４（２） ２（２） １（１） １（１） ８（６）
Ｈ１５ １（１） １（１）
Ｈ１６ ２ １ ２ ３（３） １ ９（３）

計 １（１） １１� １ ２（２） ５（１） ４（４） ２（１） １（１） ２７（１５）

（ ）は，RFLPパターンが一致した事例数
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