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1　はじめに

　結核は，主にMycobacterium tuberculosisを原因と
した感染症で，「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」では二類感染症に指定されており，
診断した医師は届出の義務がある。主な感染経路は空気
感染で，感染者が生涯で結核を発症するリスクは通常 5
～10％である 1）。現在，世界中に年間100万人以上の死
亡者がいるとされており 1） 2），その大半は低所得国およ
び中所得国が占める。
　わが国における結核の人口10万対罹患率（以下，罹
患率）は，戦後の定期健診やBCG接種の普及等が功を
奏し，激減した。近年も僅かながらも減少を続け，2017
年時点では，13.3 3） となった。しかし，低まん延国の指
標「罹患率10以下」は果たせておらず，未だ，結核は
わが国における最大の感染症の 1つである 4）。石川県（以
下，本県）においては，結核罹患率は，2013年の13.1か
ら減少が続き，2016年には10.9となったものの，2017
年では増加に転じ，12.0となった 3）。
　分子疫学的解析は，低まん延化に向けた有用なリスク

分析法として位置付けられており，その手法の 1つに
Variable Numbers of Tandem Repeat（VNTR）分析
法がある。
　当センターでは，2004年より，金沢市を除く県内で届
出のあった患者から分離され，患者の協力が得られた結
核菌株を県の事業として収集保管している。2016年 4
月からは，当センターで収集保管された結核菌株に加え，
金沢市保健所管内にて分離された結核菌株の一部を対象
に，調査研究事業としてVNTR解析を実施している。
　今回，本研究における，2016年 4 月から2018年 3 月
までの 2年間の解析結果をまとめたので報告する。

2　材料と方法

　2・1　材　料
　供試菌株は，2016年 4 月から2018年 3 月までの 2年
間に県内医療機関で分離され，当センターへ搬入された
結核菌株128株である。なお，患者年齢と性別に関する
情報は県保健所および金沢市保健所から収集した。
　2・2　方　法
　結核菌VNTRハンドブック（以下，ハンドブック）5） に
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則り，以下のとおり解析を実施した。
　（1）DNA抽出
　小川培地に発育した結核菌株をNuclease-Free Water
に懸濁し，95℃で10分間加熱した。その後，13,000rpm
で10分間遠心し，上清をDNA抽出液として回収した。
　（2）VNTR領域のPCR
　JATA（12）-VNTRに用いたプライマーは，ハンドブッ
クに記載されたものを用いた。PCR条件は，95℃で 5
分加熱後，95℃30秒，60℃30秒，72℃90秒のサイクル
を40回実施し，72℃で 7分加熱する方法とした。
　（3）ゲル電気泳動
　泳動用ゲルとして 2％アガロースゲル（0.5×TBE 
buff er），泳動用バッファーとして0.5×TBE buff er，泳
動槽としてMupid®-One（Mupid社製）を用いた。電気
泳動の条件は50V，80～120分間である。サイズマーカー
にはO’ RangeRuler 100bp+500bp DNA Ladder, ready 
to use （Thermo Fisher Scientifi c社製）を用いた。泳
動後，ゲルをエチジウムブロマイドで約10分間染色し，
十分に水洗した後，紫外線照射下で撮影した。
　（4）リピート数の算出
　各VNTR領域におけるリピート数は，サイズマーカー
を指標とし，得られたバンドの大きさにより算出した。
各領域のリピート数を列記した，12個の数字から成る
パターンを各菌株のVNTRプロファイルとした。
　2・3　解　析
　（1）VNTR解析
　VNTRプロファイルを基に，菌株の相同性について
検討した。検討には，宮城県保健環境センターより提供
されたプログラムを用いた 6）。
　（2）遺伝系統解析
　VNTR解析によって得られたVNTRプロファイルか
ら，山形県衛生研究所より提供されたプログラムを用い
て，最大事後確率推定法による解析を行い，各菌株を北
京祖先型（Ancient Bj型）/北京新興型（Modern Bj型）
/非北京型（nBj型）の 3遺伝系統に分類した 6） 7）。
　2・4　倫理的配慮
　本調査は平成27年度石川県保健環境センター医学倫
理審査委員会の承認を得て実施した。

3　結　　果

　3・1　患者の性別および年齢構成
　患者の男女別年齢分布を図 1に示す。男女別の人数
は，男性：75人，女性：53人であった。年齢の中央値は，
男性：81歳，女性：84歳で，患者は高い年齢層に集中
していた。男女での年齢分布の比較では目立った違いは
見られなかった。
　今回解析対象とした患者と本県における2016～2017

年度の結核届出患者（無症状病原体保有者および疑似症
患者を除く）を各年齢層（20～29歳，30～39歳，40～
49歳，50～ 59歳，60～ 69歳，70～ 79歳，80～ 89歳，
90～99歳）に分類し，年齢構成を図 2に比較した。80
～89歳の層が占める割合にやや違いがあったものの（前
者：37.4％，後者：48.4％），今回解析対象とした患者
の年齢構成は，本県における結核届出患者の年齢構成を
概ね反映していると思われた。

　3・2　VNTR解析
　128株のVNTR解析の結果，VNTRプロファイルが
一致したのは，18株 6 組であった。一致した株間にお
いて，患者年齢や性別，分離地域についての偏りや傾向
は認められなかった。
　3・3　遺伝系統解析
　（1）全体および男女別の遺伝系統
　128株の遺伝系統の内訳は，北京型（Bj型）：88株
（68.8％），nBj型：40株（31.2％）であった（図 3）。Bj
型 88株 の 内 訳 は，Ancient Bj 型：72株（81.8 ％），

図 1　患者の男女比とその年齢分布
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図 2　2016～2017年度における本県での結核届出患者
（無症状病原体保有者および疑似症患者を除く）
と解析対象患者の各年齢構成割合
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Modern Bj型：16株（18.2％）であった。Bj型，特に
Ancient Bj型が占める割合が他遺伝系統に比べて高い
傾向がみられた。また，VNTRプロファイルが一致し
た 6組の遺伝系統は，Ancient Bj型：5組，Modern Bj
型：1組であった。
　男女別では，男性ではAncient Bj型：44株（58.7％），
Modern Bj型：8株（10.7％），nBj型：23株（30.6％）で，
女性ではAncient Bj型：28株（52.8％），Modern Bj型：
8株（15.1％），nBj型：17株（32.1％）であった（図 3）。
Modern Bj型の割合が女性の方がやや高い傾向にあった。

　（2）年齢と遺伝系統
　各年齢層における各遺伝系統の菌株数並びに割合を図
4，5にそれぞれ示した。高い年齢層ではAncient Bj型
の割合が高い傾向が認められた。Modern Bj型について，
菌株数はどの年齢層においても概ね同程度であり，割合
は低い年齢層にて高い傾向があった。一方，nBj型の割
合は，30-39歳の層を除くと，どの年齢層においても概
ね30％を占める傾向がみられた。

4　考　　察

　今回の解析した128株のうち，18株 6 組について
VNTRプロファイルの一致が認められ，それぞれの組
について同一由来株による感染が示唆された。しかし，
今回は患者年齢や性別，分離地域以外の疫学的関連性に
ついては未検討であり，また，今回の解析に用いた
VNTR領域は12領域のみであることから，菌株の相同
性や未探知の疫学的関連性が存在する可能性については，
VNTR領域を更に拡大した，より詳細な解析が必要で
あると思われた。
　今回の結果において，Ancient Bj型が全128株のうち
過半数（56.3％）を占めていた。理由の 1つに，高齢者
からの分離株が多いことが挙げられた。また，70歳以
上の各年齢層において，Ancient Bj型の割合が過半数
を占め，標本数の観点から更なる検討が必要であるが，
70歳以上の年齢層に比べ，70歳未満の年齢層では
Modern Bj型の割合が比較的高い傾向がみられた。こ
れらのことから，概ね70歳を境界とし，遺伝系統の構
成割合に変化が生じている可能性が示唆された。現在か
ら70年前といえば，わが国で結核定期健診が義務化され，
更にBCG接種が普及し始めた頃と重なる。BCG接種と
Bj型の感染拡大の関連性については以前より報告され
ており 8）-10），標本数が少ないため言えることは限定的で
あるが，今回得られた結果からも，BCG接種がAncient 
Bj型或いはModern Bj型の生存に対して何らかの影響
を与えている可能性があると思われた。しかし，Bj型
の広まりはBCG接種開始より早期に始まったとする報
告もあり 10） 11），単純に現在と70年前とではまん延して
いる遺伝系統が異なるという可能性を否定できない。更
に，Modern Bj型は日本を除くアジア諸国に多い傾向
があり 9），今回若い年齢層で比較的高い割合で認められ
たModern Bj型は国外からの持ち込み例である可能性
も考えられることから，患者の国籍やBCG接種による
影響の有無も含めた，更なる疫学的および分子生物学的
検討が必要である。

図 3　全体および男女別における各遺伝系統の割合

図 4　各年齢層における菌株数

図 5　各年齢層における各遺伝系統の割合
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　また，非常に興味深いことに，Modern Bj型とAncient 
Bj型の割合が患者年齢ごとで変化していることが示唆
された一方，nBj型が，30-39歳の層を除く全ての年齢
層おいて30％程度を占めていた。男女間の比較におい
ても同様であった。Bj型が世界的な広がりをみせる中，
nBj型が一定の割合を占める理由は不明であり，このこ
とについても今後の検討が待たれる。
　今回得られた結果の再現性確認も含め，今後も検討を
続け，結核の予防および拡大防止のために結果を還元し
たいと考えている。

5　ま と め

（1）解析した結核菌128株のうち，約70％がBj型であり，
そのうちの約80％がAncient Bj型で残りはModern 
Bj型であった。

（2）VNTRプロファイルが一致したのは，128株中18
株 6 組で，全てBj型であった。

（3）患者の性別と遺伝系統との間に関連を示唆する傾向
は認められなかった。

（4）患者の年齢と遺伝系統との間に関連がある可能性が
示唆された。

　菌株の収集にご協力いただきました，県健康推進課，
県保健所および金沢市保健所の皆様，解析にあたり解析
プログラムを提供くださいました，宮城県保健環境セン
ターおよび山形県衛生研究所の皆様に心より感謝申し上
げます。
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