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 [Ⅱ] 日本、中国、韓国および台湾で分離される結核菌の型別解析 
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研究要旨  
東アジアに位置する日本、中国、韓国、台湾では近年、ビジネスや観光で多くの人々がそれぞれの国を訪れ

ている。そのため、人の移動に伴い結核をはじめとした感染症も輸入・輸出されている可能性がある。これら
の地域では、台湾を除き北京型結核菌の割合が高いという共通の特徴を持っている。また、結核罹患率は先進
諸国に比べて高く、罹患率を低下させるためには今後も精力的な対策が必要である。このような対策のひとつ
として、各国の分子疫学担当者と会議を持ち、型別データを共有できる 10-locusの反復配列多型（VNTR）
システムを構築した。また、次世代シークエンサー（NGS）を用いた結核菌の全ゲノム解析から報告されてい
る一塩基多型（SNP）を利用して、結核菌を遺伝系統的にグループ分けできる新しいシステムの構築を行った。
共通な型別システムを用いて各国で分離された結核菌を分析することでデータを直接比較することが可能とな
る。その結果、各地域で広まっている結核菌の特徴を明らかにすることができる。本研究で樹立した SNP分
析システムは、リアルタイムPCRを利用して23箇所のSNPを検出するもので、分離された結核菌を網羅的
に解析することができる。今までの型別法では、北京型結核菌はNTF領域へのIS6110の挿入の有無で、ancient
型とmodern型の2グループにしか分けることができなかった。しかし、本SNP分析システムで日本と台湾
からの結核菌を分析すると、少なくともancient型は4グループ、modern型も5グループに分けることがで
きた。このような解析により、各国で広まっている結核菌の特徴を明らかにすることができるので、今後注目
する結核菌の由来国等の推定も可能となると考えられる。 
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A. 研究目的 
近年、日本から中国、韓国、台湾への渡航及びそ

れらの国からの来日者が増加している。これら人の
移動に伴い結核を含めた感染症がアジア地域内の
国々に広まる可能性も考えられる。また、台湾を除
きこれらの国々では、北京型結核菌がそれぞれの国
内で広まっているという共通の地域性があり、他の
地域とは異なる特徴を持っている。そこで、東アジ
ア諸国内で共通で利用できる結核菌型別システムの
構築を目的として共同研究を開始した。結核菌の型
別法として、比較が難しい IS6110制限酵素断片長
多型（RFLP）分析ではなく、迅速で容易に型別結
果を比較できる反復配列多型（VNTR）分析法を採
用した。VNTR分析では、分析ローカスの選択が分
解能を決定する上で最も重要である。将来のデータ
ベース化および型別データの比較には共通のローカ
スで結核菌の型別を行う必要があり、それぞれの研
究者間でコンセンサスを得る必要がある。また、次
世代シークエンサーによる結核菌の全ゲノム解析か
ら得られた一塩基多型（SNP）を用いた型別法を利
用した分析システムの構築を進めた。SNPは結核菌

の遺伝系統に応じて発生し、蓄積されていくことか
らVNTRのような亜種型別ではなく、もっと安定し
た遺伝系統（型別情報）を提供するものと期待され
る。各国で既に広まっている結核菌の系統情報を調
べることで、それぞれの地域の結核菌の特徴が判明
すると期待される。 
東アジア諸国で共通のSNP解析やVNTR分析シ

ステムを構築し、型別情報の蓄積と情報交換ができ
れば、例えば、各国で広がっている多剤耐性菌や病
原性の高い株の型別情報を共有することができる。 
 
B. 研究方法 
日中韓台分子疫学研究会議 
平成23年9月1日、平成24年12月10-11日、

平成26年1月14-15日と全体で3回、結核菌の分
子疫学担当者会議を開催した。VNTR分析は株ごと
に複数ローサイをPCRにかけ、得られたPCR産物
の分子量を測定し、コピー数に換算する必要がある。
しかし、SNP解析なら最初にプローブとプライマー
の設計さえ行えば、リアルタイム PCRの系で簡便
に分析・型別することができる。本研究所でまとめ 
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図１. SNPs を利用した結核菌の系統解析 
23 箇所の SNP で分析することで結核菌は 21 のグループに分けることができる 

 
 
 
た北京型と非北京型結核菌の双方を網羅的に型別で
きるSNP型別システムを各国参加者に提案した（図
1）。このシステムで各国の結核菌を分析して広まっ
ている結核菌の遺伝型を比較することにした。 
リアルタイムPCRを利用したSNP分析システムの
構築 
次世代シークエンサーを使った結核菌株の分析か

ら明らかになった SNP部位を遺伝系統毎に選択し
て、結核菌を遺伝系統的に型別する SNP分析シス
テムを作成した。SNP部位の塩基は、リアルタイム
PCRを利用した分析系で検出した。本システムを使
って各国で分離された結核菌（200株以上）の解析
を行った。 
 
C. 研究結果 
１．SNPタイピング用のプローブのデザイン 
タカラバイオ（株）のサイクリングプローブある

いはライフテクノロジーズ（株）のTaqMan MGB
プローブを利用したリアルタイムPCRでSNP分析
する系を 23箇所のローカスについて検討した。サ
イクリングプローブの委託合成料金は、TaqMan 
MGBプローブの半分程度なので、サイクリングプ
ローブを最初に選択し、プローブがデザインできな
い場合や確認実験でうまく検出できないローカスは、
MGBプローブに変更するなど再合成を行った。そ
して最終的に23箇所すべてのSNPサイトの変異を
検出できるSNP分析系を構築した。 
２．SNP解析のローサイ 
北京型結核菌と非北京型結核菌を区別する SNP

として今まで 3284855を使用していた。最近、中
島らによって新しい779615部位のSNPが報告された。

どちらの SNP部位が型別に適切か検討を行った。
スポリゴタイピングで北京型と判定された 318株
と非北京型と判定された318株について、3284855
と 779615の SNP分析を行い型別しスポリゴタイ
ピングの型別結果と比較した（表）。779615位を使
った型別では、北京型と非北京型ともすべての例で
スポリゴタイピング結果と一致した。一方、
3284855部位のSNP型別では、318株の非北京型
結核菌株の内、313株はスポリゴタイピング結果と
一致したが、5株は本部位のSNP分析で北京型と判
定され、1.6％が不一致となった。 
３．SNPローサイと解析法 
共通な10-locus VNTRについては、それぞれの

国で実際に分析に使っている共通のローカスを集め
たものなので、参加者の同意が得られた。しかし、
それらの VNTRとしての識別能は低いと考えられ
た。そこで、VNTR分析だけでなく SNP解析も行
い、各国で広まっている結核菌の遺伝子的背景等の
比較を進めた。 
既出の報告を検索し、適切に分類できると考えら

れる SNPローカスを抽出し、組み合わせて構成し
たSNP解析システムを原案として日本から提案し、
これを元に議論を進めた。結核菌を各グループに分
けるにあたり、複数の SNPサイトが報告されてい
る場合は、どちらかひとつに絞り分析ローカスを減
らした。 
結果として図 1 に示すような SNP解析システム

で解析を進めることになった。本システムでは、ま
ず2箇所のSNP分析、すなわち779615位で北京
型(C)と非北京型（G）を区別、1477596位で北京
型結核菌は、ancient（C）とmodern（T）に分けた。 
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表. 北京型結核菌と非北京型結核菌を分ける 3284855 部位と 
779615 部位の SNP 解析 

各部位における SNP 分析でスポリゴタイピング結果と一致した株数と一致率 

Spoligotyping 3284855 779615

Beijing
318 318 (100%) 318 (100%)

non-Beijing
318 313 (98.4%) 318 (100%)

SNP position

 
 
 

これら 2箇所の分析で結核菌は、非北京型、北
京型（ancient）、北京型（modern）の 3つの
グループに区別することができた。3つのグル
ープは、非北京型結核菌はさらに 7箇所の SNP
分析、北京型（ancient）はさらに 10箇所、北
京型（modern）はさらに 4箇所の SNP分析を
行うことで遺伝的背景に基づき、全体を 21の
サブグループに分類することができた。 
４．各国で分析する株について 

各国で 200株程度の結核菌を分析すること
とした。各国結核菌のサブグループの存在比等
の比較を行うためには、一定期間内に分離され
た population-baseの株を用いる必要がある
が、本システムが国際比較に活用可能であるか
等、有用性を早く検証することを優先して各国
の事情に応じて出来るだけバイアスがかからな
いように株を選択することとした。 
５．SNP法による分析 

日本（東京都内: 191株）と台湾（210株）
で分離された結核菌について本 SNPシステム
で分析した。779615位で北京型と非北京型、
北京型はさらに 1477596位の分析で ancient
と modern型のへ型別を行い、結核菌を 3グル
ープに分けた。各グループはさらに別の SNP
部位の分析を行った。北京型 ancientと北京型
modernについてサブタイプの存在比を比較し
た。 

東京で分離された北京型 ancient株は、大き
く4グループに分けることが可能で最大グルー
プは BJ06-IIサブグループで 36.4％であった。
一方、台湾で分離された ancient株も 4グルー
プに分けることが可能で最大グループは東京都
同じく BJ06-IIで 30％であった。台湾で 20％
を占めている BJ06-Iと BJ07-IIIは日本では
2％しか存在していなかった。また、BJ04-Iグ
ループは台湾では存在せず、日本だけで存在（全
体の 19.2％）する型の結核菌であることがわか
った（図 2-a）。 

日本の Modern株の分析では、BJ09（72.1％）
と BJ11-III（23.3%）の 2グループで大部分を
占めていた。台湾のmodernはBJ09型が45.6％ 

 
 

で最も多く、他に4つのサブタイプが存在した。
また、BJ11-IV型は、台湾で 11.8％占める型
であるが、日本では検出されなかった（図 2-b）。
同じ北京型ancientあるいは北京型 modernの
グループの結核菌でも、分離された地域によっ
てサブタイプの種類やその割合が異なることが
明らかになった。 

今までの型別法では、北京型結核菌は NTF
領域への IS6110の挿入の有無で、ancient型
とmodern型の2グループにしか分けることが
できなかった。しかし、本 SNP分析システム
で日本と台湾からの結核菌を分析すると少なく
とも ancient型は 4グループ、modern型も 5
グループに分けることができた。 
６．会議での合意 

本研究所で樹立した SNP分析システムで、
それぞれの地域で分離された最低 200株の結
核菌を分析しデータを平成 26年 5月まで本研
究所に送るということで合意が得られた。その
分析のために必要なデザインしたプローブや試
薬を本研究所が準備して供給することにした。
試薬類は平成 26年 2月に送付済である。 
 
D. 考察 

北京型結核菌と非北京型結核菌を区別する
SNP部位に関して検討した結果、3284855位
の分析では一部の非北京型結核菌が北京型と判
定され、本部位の SNPは結核菌 Lineage-2の
分岐と関連していることが明らかになった。一
方、最近報告された 779615位の変異は、北京
型結核菌の定義であるスポリゴタイピングの結
果と一致していることが本研究から確認できた。
そのため、今まで使用していた 3284855位で
はなく、今後は北京型と非北京型を区別する
SNPとして 779615位の SNPを利用して分析
を進めることとした。また、3284855位は、今
後も非北京型結核菌の型別のための SNP部位
として利用することにした。 

完成した 23箇所の SNP分析システム（各ロ
ーカスは、野性型と変異型の2種類のプローブ、
PCRプライマー、変異型用コントロールからな 
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図 2. 樹立した SNP 分析システムを用いた結核菌の分析 
779615 部位と 1477596 部位の SNP を調べることで結核菌を非北京型、 
北京型 ancient (a)、北京型 modern (b)に分けて、それぞれのグループ 
毎に SNP 解析を行った。各グループ内で SNP 分析により型別できた 
サブグループの割合を示した。 
 

 
る）及び分析用試薬を既に各国の施設に送付した。
各施設では、地域内で分離された結核菌を分析し、
得られた型別データを平成 26年5月までに提供し
てもらうことで合意を得ている。このように共同研
究によって、共通な手法を利用してそれぞれの地域
の結核菌を解析することで、各国で広まっている結
核菌を直接比較することができる。その結果、各地
域で広まっている結核菌の遺伝的な特徴を明らかに
できる。実際に、東京と台湾で分離された結核菌を
SNP分析すると同じ北京型ancientや北京型 
modernでも分離された場所によってサブタイプの 

 
 
種類やその組成が異なることが明らかになった。特
定の地域で特異的にみられる遺伝型が判明すれば、
感染した地域の推定も可能となると考えられる。 
本システムが確立され、広く活用できるようにな

れば、より簡便に系統解析が可能になり、それぞれ
の国や地域における結核菌の伝搬状況や由来地域等
の推定に関する研究も飛躍的に進展すると期待され
る。今後、本会議参加国だけでなく他のアジアの国々
で広く活用できるようになれば、各地域における結
核菌の伝搬状況や由来地域等の推定に関する研究も
飛躍的に進展すると期待される。 
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E. 結論 
人の移動が活発になり、感染症が流入する可能性

が高まっている。アジアの国や地域で共通で利用で
きる型別法（VNTR や SNP など）が開発され、そ
れぞれの国で広まっている結核菌の特徴を明らかに
なれは、結核菌が由来した国（将来的には感染した
国や地域など）を推定することができると考えられ
る。また、近隣諸国で問題となっている病原性の高
い結核菌や多剤耐性結核菌などを特定して監視可能
な遺伝子型情報を共有することができれば、注意す
べき高病原性結核菌の流入を早期に把握するための
国際的な共通システムの確立が可能となる。 
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