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はじめに

結核菌感染症における分子疫学調査方法としては
Restriction Fragment Length Polymorphism（RFLP）法が
広く行われている 1）。しかし、この解析法は 1 µg以上の
精製された高分子 DNAを用いるため、大量の結核菌が必
要となる。生菌を扱うことによる検査担当者への感染危
険性は高く、増殖速度が遅い結核菌の大量培養には長期
間（通常 1か月以上）を要し、感染源の特定など緊急を
要する疫学調査に利用できない。また、電気泳動条件等
の差違が、検出バンドのパターン、膜への転写・固定お
よびハイブリダイゼーションへ与える影響は大きく、そ
の上、画像による診断のため、同時に検査を行わなかっ
た株間の比較は困難である。このような問題点から、京
都府では RFLP解析を必要に応じて結核検査専門機関で
ある（公財）結核予防会結核研究所へ依頼している。し
かし、依頼料は高価で、事例が発生してから結果を得る
までに 2、3 か月程度必要とすることから、RFLP法によ
る迅速な疫学調査を行うことは困難な状態となっている。

Supply ら 2） は Mycobacterial interspersed repetitive 

unitsと呼ばれる部位での配列の繰り返し数を測定するこ
とから結核菌の分類方法を開発した。PCRを用いる分子
疫学手法であり、少量の未精製 DNAを検体として用い、

死菌からの解析も可能であるため、安全面でも優れた方
法である。さらに結果を数値化できるため、データの保存・
蓄積、施設間での比較・検討にも有利である。この方法
は世界規模で収集された菌株の分類では優れた解析能力
を有するが、各地域内で分離される近縁株の型別分類に
は限界がある。「北京型ファミリー」と呼ばれる結核菌系
統群が 80%を占める日本の分離菌株を解析すると、大き
なクラスターが残り、さらに細分した分類をしないと疫
学手法としては使用できない 3）。
そこで、前田ら 4）は日本で分離される菌株に有用な分

類ができる遺伝子部位を検討し、Japan Anti-Tuberculosis 

Association (JATA) 12-VNTR（以下「VNTR」という。）法
を確立した。これは結核菌の JATA1～JATA12 と呼ばれる
12 か所の領域での配列の繰り返し数を測定することによ
る分類法である。平成 19 年から近畿各府県において
VNTR法の実用化が検討されてきた。VNTR法の解析結
果は検体の状態や使用する機器、試薬の種類に影響を受
けやすいため 5）、施設毎の詳細なプロトコルを作成する
必要がある。
そこで、VNTR法の実際的な検査法について検討を行
い、作成したプロトコルを用いて実サンプルの疫学的解
析を試みたので報告する。

材料と方法

1．検体
京都府で 2000 年 1 月から 2012 年 3 月に分離され小川

培地に保存された 35 株、および 2011 年 3 月から 2012 年
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3 月に分離されMIGIT培地に保存された 6株、の合計 41
株を用いて検討した。MISIT培地については、検体が保
健所から搬入された後、10 日以内に試験に供した。

2．実験方法

2-1．Template DNAの調製
小川培地の検体については以下の 2 方法を用いて

Template DNAを調製した。①培地試験管をオートクレー
ブMSS-325（TOMY製）で 121℃ 15 分あるいは 30 分加
熱処理した後、氷冷し、試験管内に残存する凝固水と菌
塊 を 回 収 し、11,000rpm で 1 分 間 遠 心 し た 上 清 を
Template DNAとした。② 1 µLプラスチックエーゼで小
川培地上の生菌コロニーを掻き取り、遺伝子用蒸留水 50 
µLに十分懸濁し、オートクレーブ 121℃ないしはヒート
ブロック DTU-2B（TAITEC製）98℃で、15 分ないしは
30 分加熱処理後、冷却し、11,000rpmで 1分間遠心した
上清を Template DNAとした。

MIGIT培地の検体については、① 50 µLを 1.5mLエッ
ペンドルフチューブに分注したもの、あるいは②これを
11,000rpmで 1分間遠心した沈渣を TE buf fer（日本ジー
ン製）50 µLで再浮遊し、再度、遠心・再浮遊を繰り返し
た（以下「洗浄処理」という。）ものをそれぞれヒートブ
ロックにより 98℃ 15 分加熱処理後、氷冷し、11,000rpm

で 1分間遠心した上清を Template DNAとした。

2-2．使用プライマー
感染微生物技術協議会から表 1に示した塩基配列のプ
ライマー（50 µM）の提供を受け、希釈せずに使用した。

2-3．PCR

反応試薬は前田ら 5）の方法を参考に以下の割合で調製
した。25.0 µLの 2× GC bufferⅠ（TAKARA製）、5.0 µL

の dNTPs（TAKARA 製 ）、0.25 µL の EX Taq HSver.

（TAKARA製）および 0.5 µLの各プライマーを混合し、
遺伝子用蒸留水で 47.5 µLにメスアップしたものに
Template DNAを 2.5 µL加えた後、35 µLのミネラルオイ
ル（Sigma製）を重層した（以下「50 µLスケール」とい
う。）。また、ミネラルオイルを除く全ての試薬等を 2/5
倍量とし、ミネラルオイルを 26 µL重層したもの（以下「20 
µLスケール」という。）およびミネラルオイルを除く試
薬等を 1/5 倍量とし、ミネラルオイルを 19 µL 加えたも
の（以下「10 µLスケール」という。）の 3タイプを調製
した。それぞれを TAKARA PCR Thermal cycler 480
（TAKARA製）を用い、熱処理 94℃ 5 分の後、熱変性
94℃ 30 秒、アニーリング 63℃ 30 秒、伸長 72℃ 3 分の増
幅反応を 35 サイクル行い、最終伸長 72℃ 3 分の条件で
PCRを行った。
当所のサーマルサイクラーはミネラルオイル添加型の
50 µLチューブを使用する型式であり、ミネラルオイル無
添加型の 20 µLチューブを使用するサーマルサイクラー

に比較して反応開始までに要する時間が長いため、非特
異反応防止の点から 6）Taqポリメラーゼは Hot start 

versionを用いた。

2-4．電気泳動
増幅産物を 2.0 %アガロースゲル（Nusieve 3:1 Agarose-

1,Lonza製）で電気泳動（50V,120 分）し、エチジウムブ
ロマイド染色後、UV照射下でそれぞれの JATA領域にお
けるバンドの分子量を算出し、前田ら 5）の示した表を用
いて繰り返し数を算出した。JATA1～JATA12 までの全て
の領域で、バンドが確認されかつ前田らの示した表によ

表 1.VNTR解析に使用したプライマーの塩基配列
JATA1-F（JATA1 領域）
　　5’-CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT-3’ 
JATA1-R（JATA1 領域）
　　5’-GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC-3’ 
JATA2-F（JATA2 領域）
　　5’-GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC-3’ 
JATA2-R（JATA2 領域）
　　5’-GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT-3’ 
JATA3-F（JATA3 領域）
　　5’-AGACGTCAGATCCCAGTT-3’ 
JATA3-R（JATA3 領域）
　　5’-ACCCGACAACAAGCCCA-3’
JATA4-F（JATA4 領域）
　　5’-TGTGTCACCTGACGATTTCAAGG-3’ 
JATA4-R（JATA4 領域）
　　5’-TGGCCGGCAAATAATGGATGC-3’
JATA5-F（JATA5 領域）
　　5’-CCGATGTAGCCCGTGAAGA-3’ 
JATA5-R（JATA5 領域）
　　5’-AGGGTCTGATTGGCTACTCA-3’
JATA6-F（JATA6 領域）
　　5’-ACCTCCGTTCCGATAATCCG-3’ 
JATA6-R（JATA6 領域）
　　5’-CAGCTTTCAGCCTCCACAAT-3’
JATA7-F（JATA7 領域）
　　5’-TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC-3’ 
JATA7-R（JATA7 領域）
　　5’-CATAGGCGACCAGGCGAATAG-3’ 
JATA8-F（JATA8 領域）
　　5’-GCCAGCCGTAACCCGACCAG-3’ 
JATA8-R（JATA8 領域）
　　5’-GGGCCGGAAATTCGCAGTGG-3’
JATA9-F（JATA9 領域）
　　5’-ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA-3’ 
JATA9-R（JATA9 領域）
　　5’-GTGCCGACGTGGTCTTGAT-3’
JATA10-F（JATA10 領域）
　　5’-ATCCCCGCGGTACCCATC-3’ 
JATA10-R（JATA10 領域）
　　5’-GCCAGCGGTGTCGACTATCC-3’
JATA11-F（JATA11 領域）
　　5’-GTGCCGGCCAGGTCCTTCC-3’ 
JATA11-R（JATA11 領域）
　　5’-CACCGCGTGTTTGACCCGAAC-3’ 
JATA12-F（JATA12 領域）
　　5’-ACCGCAAGGCTGATGATCC-3’ 
JATA12-R（JATA12 領域）
　　5’-GTGCATCTCGTCGACTTCC-3’ 
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る算出ができた場合を「VNTR解析に成功した」と呼び、
それ以外を「VNTR解析に失敗した」と呼ぶ。「VNTR解
析に成功した」例を図 1に、「VNTR解析に失敗した」例
を図 2に示す。

2-5．菌の死滅確認
加熱検体の一白金耳を小川培地（日水製薬製）および

Middlebrook7H9 培地（Becton Dickinson製）に接種し、
小川培地は 37℃ 8 週間培養しコロニー生成を確認した。
Middlebrook7H9 培地は 37℃ 8 週間培養した後、小川培
地へ一白金耳接種し、さらに、37℃で 8 週間培養し、コ
ロニー生成を確認した。いずれの方法においても、小川
培地上にコロニー生成を確認できなかった場合に加熱処
理された検体の菌は死滅していたと判定した。

結果と考察

1．培地、抽出条件および PCR条件に関する検討
小川培地株については培地上にコロニー隆起が確認で
きる分離株を 5 本選定し、加熱検体の種類、加熱方法、
加熱時間および PCR反応スケールの解析への影響につい
て検討した。

MIGIT培地株については 6株を用い、菌株の TE buffer

による洗浄効果の有無を検討した。試験 No.と検討条件
および結果を表 2に示す。結果は「VNTR解析に成功し
た検体数 /試験に供した検体数」で示す。

1-1．小川培地の検体を用いた検討
1-1-1．DNA抽出における熱処理方法の検討
結核菌は特定4種病原体に指定されている＊1。試験管の

状態でオートクレーブ処理した検体の解析が可能であれ
ば、検査担当者の感染危険性は格段に低下し、その上、
検査機関、病院あるいは保健所での検体の保管、輸送等
の取り扱いが容易となり、検体収集の点からも有利であ
る。前田ら 5）の方法でも試験管を直接オートクレーブ処
理している。
小川培地分離株について、培地試験管を直接オートク
レーブ処理した試験 No.1 および試験 No.2 では、加熱時
間にかかわらず VNTR解析に失敗した検体があった。30
分オートクレーブ処理した試験 No.2 では 5本全ての検体
でVNTR解析に失敗した。本試験には安全実験室内のオー
トクレーブを使用した。当該オートクレーブは冷却速度
が遅く、検体は加熱終了後、長時間高温状態であったため、
抽出された DNAが損傷したと推測される。試験管を直接
オートクレーブで加熱処理する方法は、オートクレーブ
の温度や試験管内に加わる熱等の詳細な条件検討が必要
であると考察し、以下コロニーを遺伝子用蒸留水中で浮
遊させたコロニー浮遊液から DNA熱抽出した。
結核菌は細胞壁に多量の脂質、ろう質を保持する 7）た

め腸管出血性大腸菌などと比較すると、熱に対する抵抗
性が強く 100℃ 10 分程度の熱処理で完全に殺菌される保
証はなく、安全面からも DNA抽出にはオートクレーブの
使用がすすめられている。また、結核菌は安全実験室内

＊ 1　法律第 114 号　平成 10 年 10 月 2 日
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図 1　VNTR解析に成功した例の電気泳動パターン
(M:Marker)
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図 2　VNTR解析に失敗した例の電気泳動パターン
(M:Marker)

表 2.検査条件の解析への影響

試験No 培地 加熱検体 加熱方法 加熱時間 冷却方法 反応スケール 結果
（VNTR解析に成功した検体数
／試験に供した検体数）

1 小川培地 試験管 オートクレーブ 15 氷冷 50 µＬ 2/5
2 小川培地 試験管 オートクレーブ 30 氷冷 50 µＬ 0/5
3 小川培地 コロニー浮遊液 オートクレーブ 15 氷冷 50 µＬ 5/5
4 小川培地 コロニー浮遊液 オートクレーブ 30 氷冷 50 µＬ 2/5
5 小川培地 コロニー浮遊液 ブロックヒーター 15 氷冷 50 µＬ 5/5
6 小川培地 コロニー浮遊液 ブロックヒーター 30 氷冷 50 µＬ 5/5
7 小川培地 コロニー浮遊液 ブロックヒーター 15 氷冷 20 µＬ 5/5
8 小川培地 コロニー浮遊液 ブロックヒーター 15 氷冷 10 µＬ 0/5
9 MIGIT 無処理 ブロックヒーター 15 氷冷 20 µＬ 0/6
10 MIGIT TE buffer で洗浄処理 ブロックヒーター 15 氷冷 20 µＬ 2/6
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で調整するため、常設のオートクレーブの使用が可能で
あればより実用的である。一方、DNAは熱分解しやすく、
細菌の DNA熱抽出では 100℃以下 10 分程度の加熱によ
る処理が一般的である。
オートクレーブで 15 分加熱処理した試験 No.3 では全
ての検体で VNTR解析に成功したが、30 分加熱した試験
No.4 では失敗した検体があった。オートクレーブは熱処
理終了後、圧力を下げ、突沸等が起こらない温度まで冷
却する必要があり、機器の種類による冷却等の程度が様々
であるので、現段階ではプロトコルとしてオートクレー
ブの使用は適切でないと判断した。
ヒートブロックを用いた試験 No.5 および試験 No.6 の
場合では、加熱時間にかかわらず 5検体全てで VNTR解
析に成功した。ヒートブロック 98℃ 15 分処理において
はいずれの加熱検体も菌は死滅しており取扱時の危険性
はないと判断した。一方、30 分処理においてはエクスト
ラバンドが確認され DNA熱分解が疑われたため、15 分
の加熱処理を適切な DNA抽出条件とした。

1-1-2．PCR反応スケールの検討
反応スケールが小さければ少量の Template DNAでの
解析が可能となり、低コストで実施できる利点が大きく、
さらに菌培養期間もより短縮される。そこで反応スケー
ルを 20 µLおよび 10 µLとして 15 分のヒートブロック加
熱処理を行った。試験 No.7 の 20 µLスケールでは 5検体
全て VNTR解析に成功したが、試験 No.8 の 10 µLスケー
ルでは 5検体とも失敗した。2、3 の領域ではバンド検出
の見られる検体はあったが、JATA1～JATA12 の全ての領
域でバンドが検出された検体はなかった。
以上の結果から、小川培地上のコロニーを遺伝子用蒸
留水で浮遊させた加熱検体を用い、ヒートブロックで
98℃ 15 分間熱処理を行った後、氷冷し、20 µLスケール
で PCRする方法が最も良好であると判断し、以下、小川
培地分離株を用いる試験にはこの方法を用いた。

1-2．MISIT培地の検体を用いた検討
近年、喀痰等の培養にMIGIT培地を使用する医療機関

が多い。液体培地であるため培養期間が十数日程度と短
く、小川培地より高い精度での患者診断が可能とされる 9）。
VNTRは小川培地上のコロニーを対象としているため、
解析には 4）MIGIT培地から小川培地へ菌接種、分離培養
しなければならない。必要な菌量を得るためには、最低
2週間、通常 1か月以上の培養期間を要する。
そこで、MIGIT培地を直接熱処理し、DNAを抽出した

ものについて検討を加えた。MISIT培地の結核菌量は少

ないため、50 µLスケールで試験を行った（試験 No.9）。
6検体とも JATA1～JATA12 の全ての領域においてバンド
は検出されなかった。MIGIT培地は抗酸菌を迅速に検出
する培地で蛍光色素等が添加されている 8）。さらに前処
理時で使用するタンパク質分解酵素セミアルカリプロテ
アーゼ、NALK、などが混入、喀痰などの組織成分も残留
しており、これらが PCR反応に影響を及ぼしているおそ
れがある。そこで、MIGIT培地から採取した検体を TE 

bufferで洗浄処理したものを再度試験した（試験 No.10）。
2 検体については VNTR解析に成功し、残り 4検体につ
いてもそれぞれ 3本、3本、4本、5本のバンドが検出さ
れた。PCR反応は改善されたが、影響のある成分を完全
に除去することは困難と推測した。一方、MIGIT培地に
比べ、PCR反応への影響が少ないと予想されるMiddle 

Brook液体培地 9）は数日間の培養で必要な DNA量を確
保できることから、搬入された MIGIT 培地から
Middlebrook培地へ菌接種・培養し VNTR検査に供する
方法は実用的であると期待される。平成 24 年度調査・研
究課題として、液体培地やキアゲン等の菌抽出キットを
用いた簡易・迅速 DNA抽出方法について検討する。

2．  保存された小川培地上のコロニー形状および培地状態
による解析への影響
過去に採取された菌株についても疫学解析上、重要な
情報を保有している可能性がある。増殖速度の遅い結核
菌感染事例では感染拡大が長期に及び、また多くの無症
状保菌者の存在や再燃の可能性等 10）の問題もあるため、
解析結果は感染症対策として重要と考えられる。　　　

VNTR法は死菌についても対応可能であるが、小川培
地に長期間保存された菌株には、培地の腐敗やコロニー
の培地への埋没等が見られるものもあり、これが解析へ
影響を及ぼすおそれがある。そこで、保存状態が解析に
及ぼす影響について検討した。コロニー形状と培地状態
に応じて①コロニーが完全に確認でき培地も良好②コロ
ニーの隆起は十分に確認できず扁平であるが培地は良好
③コロニーは確認できないが培地は良好④コロニーは確
認できず培地は腐敗の 4つに区分し、条件に適合する死
菌検体を 10 本ずつ選択した。試験 No.、コロニー形状、
培地状態および結果を表 3に示す。結果は「VNTR解析
に成功した検体数 /試験に供した検体数」で示す。
コロニーが確認された試験 No.11 および試験 No.12 は
コロニーの隆起の有無にかかわらず全ての検体で VNTR

解析に成功した。コロニーは確認できないが培地は良好
の試験 No.13 でも 3 検体で成功したが、偶然に菌を釣菌
した可能性があり手法としては好ましくないとした。培

表 3.コロニー形状および培地状態の解析への影響
試験No コロニー形状 培地状態 結果（VNTR解析に成功した検体数／試験に供した検体数）
11 完全に確認できる 良好 10/10
12 隆起せず扁平 良好 10/10
13 確認できない 良好 3/10
14 確認できない 腐敗 0/10
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地が腐敗した試験 No.14 については 10 検体とも VNTR

解析に失敗し、全ての検体においてバンドはまったく見
られなかった。
以上の結果から、コロニーが確認され培地の腐敗が見
られない長期保存株では VNTR解析は可能であると判断
した。

3．  京都府で分離された結核菌株の JATA (12) -VNTRによ
る解析
京都府内で分離された 6株 2 事例について、解析した
結果をそれぞれの事例ごとに表 4に示す。それぞれの領
域の繰り返し数を JATA1 から順番に「，」で区切り列記
して菌株の解析結果（VNTRパターン）とした。
事例 1では aと b の VNTRパターンが一致した。二人
は同一施設内で勤務しており、同時期での発症であった
ため、施設内のアウトブレークが疑われた。さらに aと
bは同居家族であることがわかったため、施設調査に加
えて家族調査を行ったところ、同一施設内に他の感染者
はおらず、aの長男と bの母親に感染が確認され、家族
内感染と判断された。
事例 2については d、e、fは同じ病院で勤務する職員
であった。それぞれ発生年が異なり長期的な院内感染の
拡大が懸念されたが d、e、fのパターンは互いに一致せ
ず散発例であることが判明した。しかし、接触者検診で
無症状保菌者とされた cの VNTRパターンが患者 eと一
致したことから、現在、管轄保健所で詳細な追跡調査を
行っている。
今後、より簡便なプロトコルの作成を検討し、迅速な

結核予防対策につながる事例検証を行い、近畿他府県で
の解析結果と比較・検討していきたい。
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表4．京都府で分離された結核菌株の事例ごとの VNTR解析
事例No 検体No 分離年 解析結果 (VNTRパターン）
1 a 2011 3,3,4,3,5,3,6,4,5,10,8,3

b 2011 3,3,4,3,5,3,6,4,5,10,8,3
2 c 2005 3,3,3,3,5,3,5,2,5,11,8,4

d 2006 4,3,3,4,2,3,12,4,5,7,8,4
e 2009 3,3,3,3,5,3,5,2,5,11,8,4
f 2010 4,5,5,3,9,3,7,4,5,7,8,3


