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近年、結核菌の分子疫学解析法として、縦列反復配列

数多型解析(Variable Numbers of Tandem Repeats,VNT

R)法が普及している。VNTR法は、結核菌のゲノム上に存

在するミニサテライトDNA中の繰り返し配列の反復数を

求めることで遺伝子型別を行う方法である。複数の領域

の反復数を数字のら列（プロファイル）とし、これを比

較することで菌株の異同識別が可能である。解析する領

域は、結核研究所の提唱する12領域(JATA 2)1)もしくは

15領域(JATA15)が一般的であるが、地域性や疫学情報等

を考慮して領域の追加解析が行われている。 

本県では、2017年度から結核菌の分子疫学サーベイラ

ンスを開始し、VNTRプロファイルのデータベース化を行

ってきた 2)。そこで今回、当所における2022年までのV

NTR検査の実施状況について報告する。 

 

対象と方法 

 

１ 供試菌株 

感染症法第 15 条により調査を実施した結核患者由来

の結核分離菌株のうち、2017 年から 2022 年に管轄保健

所がVNTR検査による調査を必要とした22株を対象とし

た。また、BCGワクチン株(Tokyo172株、日本BCG製造)

の異なる2ロットを対照として使用した。 

２ VNTR法 

結核菌VNTRハンドブック 3)に準じて実施した。 

（１）鋳型DNAの作成 

小川培地で培養した菌塊を一白金耳かき取り、滅菌蒸

留水200 μlに懸濁して95℃10分間加熱した。放冷後、

13000回転10分間遠心した上清をDNA粗抽出液とした。 

（２）VNTR法 

解析領域はJATA154)の15領域(J01～J15)に、標準化超

可変領域(HV)  3領域 5)、Supply156)のうち6領域を追加

した計24領域とした。 

PCR試薬はTaKaRa EX Taq HotStart Version(custom) 

ver.1（タカラバイオ）を使用し、添付の2×GC BufferⅠ 

10.0 μl、2.5mM dNTPs mixture 1.6 μl、ExTaq HS version 

0.1 μl に、10μM プライマー各 0.8 μl、滅菌蒸留水

5.7 μl、DNA 粗抽出液 1.0 μl を加えて合計 20.0 μl

とした。 

PCRサイクルは初めに95℃3分、次に95℃30秒、60℃30

秒、72℃1分30秒を35サイクル行い、最後に72℃7分

を追加した。 

（３）電気泳動法 

 PCR増幅産物の確認は、Genetic Analyzer 3500（サー

モフィッシャー）によるキャピラリー電気泳動で行った。 

 PCR増幅産物は滅菌蒸留水で15～20倍に希釈し、その

1 μlにHi-Di Formamide(サーモフィッシャー) 12 μl、

GeneScan1200 LIZ(サーモフィッシャー) 0.5 μlを加え

て95℃5分加熱したものを試料とした。 

結果の解析には GeneMapper ソフトウェアを使用し、

反復数の換算はIwamoto ら 5)の方法に準じ、スタッター

ピークの数を計測して求めた。 

 VNTR各領域の多様度をHunter Gaston Diversity Index

（HGDI 値）7)で表記し、0.5 を超える場合を多様度が高

い、0.3を超え、0.5までを中程度、0.3以下を多様度が

低いと判定した。 

３ 結核菌遺伝系統の推定 

VNTR パターンから最大事後確率推定法により結核菌

遺伝系統を推定し 8)、北京株（祖先型、新興型）と非北

京株を判定した。 
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結果と考察 

１．VNTR検査結果 

 VNTR検査を実施した22株のうち24領域のパターン全

てが一致したのは2株であり、当該菌株が分離された患

者間には疫学的関連性が認められた。他の菌株間では最

小単位である JATA12 においてもパターンの一致は確認

されなかった。 

VNTR の結果から推定した結核菌遺伝系統と系統別の

患者平均年齢を表１に示した。北京株 15 件(祖先型 9

件、新興型 6件)、非北京株 7件であり、国内の検出状

況と同様、北京株が多かった。 

平均年齢は、北京株 64.2 歳（祖先型 75.1 歳、新興

型 47.8歳）、非北京株 55.3歳であり、北京株祖先型で

高く、新興型で低い傾向がみられた。 

世界的に蔓延している北京株は新興型が主流を占め

るのに対し、国内では祖先型が約8 割を占めるといわれ

ている。しかし、近年では若年層を中心に新興型が増加

してきており、結核患者の分布は，高齢者層で認められ

る祖先型によるピークと，比較的若年齢層の進行型によ

るピークの二峰性を示すといわれている 9)。山梨県でも

同様の傾向がみられたことから、新興型の動向について

今後も注視していくことが重要と思われる。 

２．VNTR各領域の多様度の比較 

解析した24領域における多様度を表２に示した。 

北京株では、JATA15のうち３領域の多様度が低く、１

領域が中程度であった。HV領域では多様度の低い領域は

みられなかったが、Supplyの追加６領域のうち５領域は

多様度が低かった。 

非北京株では JATA15 で多様度の低い領域はなく、HV

のうち1領域が中程度、Supplyの追加領域のうち1領域

が低かった。非北京株では、JATA15の型別分解能が比較

的高いことが示唆された。 

多様度の低い領域は、異なる株間でも反復数に差異が

生じにくいため、多様度の高い領域への変更や、解析領

域の追加といった対応が必要である。本県では北京株が

多かったことから、JATA15だけでは型別分解能が十分で

はない可能性があり、HV領域を追加解析することの必要

性が示唆された。 

３．結核菌とBCGとの比較 

結核菌とBCGとを鑑別することは、結核の届け出や患

者の治療決定において重要であり、RD1 領域の有無を検

出するPCR法が開発されている 10)。しかし、VNTRを目的

とした検査依頼の場合、別系統でPCRを実施することと

なり、操作が煩雑となる。そこで、VNTRプロファイルか

らBCGが推定できるかどうかを検討した。 

その結果、結核菌22株のうち、BCGワクチン株と同一

プロファイルのものはなく、特に６領域（J1,J3、J12、

J13,J18,J24）ではBCG株と同じ反復数を示す結核菌は確

認されなかった（表 3）。 

前田ら 11)は J1,J3,J6,J12,J15 領域では BCG 株と同一

の反復数を示す結核菌は少なく、この5領域を比較する

ことでBCGが推定できると報告している。今回の結果と

併せ、J1,J3,J12領域の反復数はBCG株に特徴的であり、

BCG株の推定に利用できると考えられた。 

 

まとめ 

１．2017から2022年に結核菌22株のVNTR検査を実施し

た結果、24領域のVNTRプロファイルが一致したのは、

n (%) 平均年齢（歳）

北京型 15 (68.2) 64.2

祖先型 9 (40.9) 75.1

新興型 6 (27.3) 47.8

非北京型 7 (31.8) 55.3

表1 結核菌遺伝系統と患者平均年齢 

多様度 HGDI 多様度 HGDI
JATA12 J01 v0424 低 0.154 高 0.762

J02 MIRU10 高 0.590 高 0.857
J03 v1955 高 0.641 高 0.762
J04 v2074 高 0.615 高 0.714
J05 v2163b 高 0.859 高 0.857
J06 v2372 中 0.410 高 0.810
J07 MIRU26 高 0.795 高 0.905
J08 v3155 低 0.282 高 0.524
J09 MIRU31 高 0.692 高 0.571
J10 v3336 高 0.904 高 0.810
J11 v4052 高 0.603 高 0.810
J12 v4156 高 0.705 高 0.762

JATA15 J13 v1982 高 0.846 高 0.952
J14 v2163a 高 0.692 高 0.905
J15 ETR-A 低 0.295 高 0.857

超可変領域 v3232 高 0.769 高 0.952
（HV) v3820 高 0.833 高 1.000

v4120 高 0.885 中 0.476
Supply v3690 低 0.000 高 0.810

MIRU40 低 0.295 高 0.762
MIRU4 低 0.154 高 0.667
v2401 中 0.385 高 0.667

MIRU16 低 0.154 高 0.762
ETR-C 低 0.000 低 0.000

北京株 非北京株

表2 VNTR領域別の多様度の比較 
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患者間で疫学的関連性が明らかな2株のみであった。 

２．VNTR解析領域として、北京株ではJATA15にHVを加

えた18領域以上の解析が必要と考えられた。 

３．J01、J03、J12 領域の反復数は BCG 株に特徴的であ

り、VNTR プロファイルからBCG 株が推定できると考

えられた。 
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表3 VNTR領域別の反復数分布 

VNTR領域別に結核菌株の各反復数の割合(%)を示した（グレーの塗りつぶしはBCG株の反復数） 

 
J01 J02 J03 J04 J05 J06 J07 J08 J09 J10 J11 J12 J13 J14 J15

反復数 v0424 MIRU10 v1955 v2074 v2163b v2372 MIRU26 v3155 MIRU31 v3336 v4052 v4156 v1982 v2163a ETR-A v3232 v3820 v4120 v3690 MIRU40 MIRU4 v2401 MIRU16 ETR-C

0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

1 13.6 13.6 0.0 9.1 9.1 9.1 4.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 4.5 0.0 9.1 0.0 4.5 4.5 13.6 4.5 4.5 9.1 0.0

2 13.6 18.2 22.7 18.2 0.0 9.1 9.1 4.5 9.1 0.0 0.0 13.6 4.5 0.0 13.6 4.5 0.0 0.0 13.6 9.1 81.8 36.4 18.2 0.0

3 0.0 45.5 50.0 59.1 18.2 63.6 0.0 9.1 27.3 0.0 0.0 31.8 0.0 0.0 9.1 0.0 0.0 9.1 77.3 72.7 4.5 0.0 72.7 0.0

4 72.7 13.6 18.2 13.6 9.1 18.2 9.1 81.8 22.7 9.1 0.0 27.3 0.0 0.0 63.6 0.0 4.5 22.7 4.5 4.5 0.0 59.1 0.0 100.0

5 0.0 4.5 0.0 0.0 13.6 0.0 13.6 4.5 40.9 9.1 9.1 27.3 9.1 0.0 4.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 9.1 0.0 0.0 0.0

6 0.0 0.0 0.0 0.0 22.7 0.0 18.2 0.0 0.0 13.6 9.1 0.0 0.0 9.1 0.0 4.5 13.6 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

7 0.0 0.0 0.0 0.0 4.5 0.0 27.3 0.0 0.0 36.4 27.3 0.0 18.2 13.6 0.0 4.5 4.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

8 0.0 4.5 0.0 0.0 9.1 0.0 13.6 0.0 0.0 0.0 54.5 0.0 18.2 31.8 0.0 0.0 4.5 9.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

9 0.0 0.0 9.1 0.0 4.5 0.0 4.5 0.0 0.0 13.6 0.0 0.0 22.7 18.2 0.0 0.0 4.5 9.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

10 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 13.6 0.0 0.0 22.7 0.0 0.0 4.5 13.6 18.2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

11 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 4.5 9.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

12 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 4.5 0.0 9.1 9.1 9.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

13 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 4.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 4.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

14 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 4.5 0.0 0.0 31.8 27.3 4.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

15 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 4.5 0.0 4.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

16 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 13.6 9.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

17 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 9.1 4.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

算定不能 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 9.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

不検出 0.0 0.0 0.0 0.0 9.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 9.1 9.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

超可変領域
(HV)

Supplyn=22
JATA 12 JATA 15


