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研究要旨.  
結核菌株の遺伝子型別は、感染源の追跡調査や感染防止策を検討する上で重要で

ある。現在では、VNTR 法が広く利用されるようになった。結核菌の VNTR 型別判定
を正確に行なうには、正確に PCR 産物サイズを測定し、そのサイズから推定され
る。しかしながら PCR 産物サイズが大きくなるにつれ、分離能が低下し、正確な
サイズ測定が困難になるなど注意すべき点がある。今回、より簡便に結核菌の VNTR 
法による型判別を行なう目的で、キャピラリー電気泳動装置を使用して特定の
VNTR loci において、今まで検出できた全ての反復数における DNA 断片を 1つにプ
ールした VNTR ラダーマーカーを作成し検討を行った。本 VNTR ラダーマーカーを用
いた同定方法は熟練を要さずより正確な結核菌の型判別が行なえることを明らか
にした。 

 
 
 
A. 研究目的 
結核菌株の遺伝子型別は、感染源の追跡

調査や感染防止策を検討する上で重要であ
る。現在では、VNTR 法が広く利用されるよ
うになった。結核菌の VNTR 型別判定を正確
に行なうには、正確に PCR 産物サイズを測
定し、そのサイズから推定される VNTR 内
の反復数を算出する必要がある。通常、ア
ガロースゲル電気泳動が多く用いられてい
るが、PCR 産物のサイズ測定は、泳動ごと
に手作業にて分子量マーカーと比較しなけ
ればならないが、PCR 産物サイズが大きく
なるにつれ、分離能が低下し、正確なサイ
ズ測定が困難になるなど注意すべき点があ
る。今回、より簡便に結核菌の VNTR 法に
よる型判別を行なう目的で、キャピラリー
電気泳動装置を使用して特定の VNTR loci
において、今まで検出できた全ての反復数
における DNA 断片を 1つにプールした VNTR
ラダーマーカーを作成し検討を行った。 
 

B. 研究方法 
 Supply’s 15-MIRU において、反復数が
同定済みの結核菌ゲノム DNA は反復数を
再確認後、各反復数の PCR 産物を混合して
Supply’s 15-MIRU の領域ごとの VNTR ラダ
ーマーカーを作成し、QIAxcel Advanced 
System 付属の ScreenGel Software に登録
した。130 株の結核菌分離株 DNA の各領域
における PCR 産物を QIAxcel Advanced 
System で測定し、VNTR ラダーマーカーと直
接比較を行ない、各結核菌株の VNTR 反復数
を決定した。また、現在使用しているi-chip 
SV1210(日立化成株式会社)より検出された
遺伝子型別を QIAxcel Advanced System で
得られた遺伝子型別と比較した。 
倫理面への配慮 既に同意が得られてい

る患者から得られた結核菌 DNA を使用し名
前は匿名化されているので倫理面では問題
がない。 
 

C. 研究結果 
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QIAxcel Advanced System で同定された
各領域の反復数は、i-chip SV1210 で得ら
れたそれらと比較検討した結果、高い相関
を示した。また、QIAxcel Advanced System
を用いた VNTR の反復数の同定は、従来の分
子量マーカーを用いて PCR 産物の鎖長の推
定を行なう方法と同等またはそれ以上の精
度を持つことがわかった。 
 

D. 考察 
IS6110 RFLP解析と比較してVNTR解析は、

迅速で、再現性があり、デジタルデータな
ので他のデータと比較がしやすく広域デー
タベース構築に向いている。 
結核菌の VNTR 型別判定を正確に行なう

には、正確に PCR 産物サイズを測定し、そ
のサイズから推定される VNTR 内の反復数
を算出する必要がある。通常、アガロース
ゲル電気泳動が多く用いられているが、PCR
産物のサイズ測定は、泳動ごとに手作業に
て分子量マーカーと比較しなければならな
いが、PCR 産物サイズが大きくなるにつれ、
分離能が低下し、正確なサイズ測定が困難
になるなど注意すべき点があった。誰でも
正確に測定出来るという事は広域データベ
ース構築に重要である。 
本 VNTR ラダーマーカーを用いた同定方

法は熟練を要さずより正確な結核菌の型判
別が行なえることを明らかにした。 
 

E. 結論 
 判別マーカーとしての本 VNTR ラダーマ
ーカーを用いた同定方法は、熟練を要さず
より正確な結核菌の型判別が行なえる。簡
便かつ迅速な本同定法により、ヒューマン
エラーを最小限度に抑えることのみならず、
検査手法としての標準化も容易になる。 
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