
別紙 
厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興研究事業研究事業） 

平成 24-26 年度 分担研究総合報告書 

 

新たな薬剤耐性菌の耐性機構の解明及び薬剤耐性菌のサーベイランスに関
する研究 

抗酸菌の omnilog に関する研究 
 

 
研究分担者 松本 智成（大阪府結核予防会大阪病院・診断検査部・部長） 

研究協力者 飯沼 由嗣（金沢医科大学・臨床感染症学講座・教授） 

研究協力者 鈴木 匡弘（愛知県衛生研究所・生物学部細菌研究室・主任研究員） 

研究協力者 星野 仁彦（国立感染症研究所・ハンセン氏病研究センター・感染制御部・室長） 

      
 

研究要旨  
この研究では、最終的には結核菌遺伝子上の遺伝子群パターンの有無で菌の性質を類推

するタイピング法の開発を目的とした。 
はじめに、より簡便に既存の型別法を簡便に行なうことを目標として結核菌の VNTR 法の
簡便化を図った。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。この方法は MRSA-POT 法や後述する結核菌
SGIP 法にも理論的に応用可能である。 
次に、実際に MRSA-POT 法の型別は MRSA の性質を反映しているかを検討する目的で、既存
の遺伝子タイピング法であり機能遺伝子の有無でタイピングする MRSA-POT 法の結果と細
菌の機能で分類する omnilog 法での結果を比較した。市中感染型の代表として USA300 を 1
株、POT 法で POT1 値が 106 である菌株を 4株、院内感染型の代表として POT1 値が 93 であ
る 4株をそれぞれ omnilog にて解析した。その結果市中感染株は、院内感染株に対して亜
硝酸ナトリウム、ならびに安息香酸ナトリウムに対して抵抗性があることが明らかにした。
このことにより Small Genomic Island (SGI)の有無で判定する POT 表現法が細菌の表現系
と相関している可能性をしめした。 
これらを結核菌に応用する目的で結核菌の遺伝子上の機能を有すると推測される結核菌
遺伝子群のパターン(small genomic island pattern)による新規解析法(TB-SGIP 法；つま
り結核菌版の POT 法)を開発した。今後 TB-SGIP 法の結果と omnilog 法の比較検討を行う
予定である。 

 
A. 研究目的 
 
 結核菌の型別は、形態、生化学性状、遺伝
子の差異によって分類される。現在は、遺伝
子による型別が主流でありIS6110 RFLP、ス
ポリゴタイピング、VNTR解析 、SNP解析、
whole genome解析が用いられるがこれらの解
析にて得られた結果からは結核菌の性状を
推測する事は理論上不可能である。結核菌に
は北京株など感染力が強いと言われている
株が存在し、株による特徴が推測出来る分子
疫学解析法が求められる。既存の遺伝子型別
法において機能を反映すると推測される方

法としてSmall Genomic Island (SGI)の有無
で型別する方法が候補にあがりMRSAにおけ
るPOT法が含まれる。しかしながらPOTパター
ンにより機能が類推できるかは知られてい
ない。我々は、まずはPOT法がよく使用され
るMRSA株において市中感染型の代表として
USA300株 1株、POT法でPOT1値が106である4
株、院内感染型の代表としてPOT1値が93であ
る4株をそれぞれomnilogにて解析しPOT法に
より性質の差を反映できるのかを比較した。 

次に、遺伝子型別法は、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が型
別判定を正確に行なう必要性がある。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VNTRラダーマーカー測定の有効性の検討を
行った。 
最後に、MRSA-POT法に相当する結核菌遺伝子
上のSGIパターンの有無による新規結核菌分
子疫学解析法 Small genomic island pattern 
(SGIP)による解析法開発を目的とした。 

 
B. 研究方法 
 
DNA ラダーマーカーを用いた同定方法の開発 
 
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。 
 
MRSA-POT と omnilog 法の比較 
 
市中感染型の代表として USA300 株 1 株、POT
法で POT1 値が 106 である 4 株、院内感染型の
代表として POT1 値が 93である 4株をそれぞれ
omnilog にて解析した。 
 
新規結核菌遺伝子型別解析；TB-SGIP の開発 
 
結核菌遺伝子配列から代表的な結核菌菌株で
遺 伝 子 群 の 保 有 の 有 無 の 差 が あ る
small  genomic  island (SGI)を選び出しその
SGI 有無を PCR にて解析し VNTR 、スポリゴタ
イピング、IS6110 RFLP と比較した。 
 
倫理面への配慮  

検体の扱いには個人情報が漏れないように
配慮した。 

 
C. 研究結果 

  
DNA ラダーマーカーを用いた同定方法の開発 
 
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。 
 
MRSA-POT と omnilog 法の比較 
 
市中感染型の代表として USA300 株 1 株、POT
法で POT1 値が 106 である 4 株、院内感染型の
代表として POT1 値が 93である 4株をそれぞれ
omnilog にて解析した結果、市中感染株は、院
内感染株に対して亜硝酸ナトリウム、ならびに
安息香酸ナトリウムに対して抵抗性があるこ
とが明らかとなった。 
また、上記を検証するために培地に亜硝酸ナト
リウムおよび安息香酸ナトリウムを加え市中
感染型と院内感染型の MRSA の各薬剤への抵抗
生を検証したが同様の結果が得られた。 
 
新規結核菌遺伝子型別解析；TB-SGIP の開発 
 
結核菌 43株を用いた SGIP による解析はスポリ
ゴタイピングとほぼ同程度の解像度が得られ、
特に北京株と T3-Osaka 株の検出に有用であっ
た。また、VNTR からえら得た minimum spanning 
tree と SGIP を比較した結果、ほぼ同等の結果
が得られ SGIP による解析は結核菌の進化様式
を表す可能性があることが明らかになった。 

 
D. 考察 
  
我々の研究にて化粧品等の防腐剤として使用
される亜硝酸ナトリウム、ならびに安息香酸ナ
トリウムに抵抗性があることより外用剤に使
用される亜硝酸ナトリウム、ならびに安息香酸
ナトリウムの使用が市中感染型 MRSA のリスク
と関連する可能性が明らかとなった。さらに今
回の研究により Small Genomic Island の有無
で判定するPOT表現法が細菌の機能と相関して
いる可能性が示唆され、今後 small genomic 
island 上の遺伝子の性質が判明すれば
MRSA-POT 表記と表現系の関係が明らかになる
可能性がある。 
結核菌は北京株など感染力が強いと言われて



いる株が存在し、株による特徴が推測出来る解
析法が求められる。Small genomic island には
機能を有するであろう遺伝子が含まれ、
pattern の有無を調べることで、それらに含ま
れる遺伝子の有無がわかる。将来的にはその有
無で結核菌の株間の機能の差異が推測出来る
可能性がある。今後、今回開発した TB-SGIP 法
と omnilog法を比較していき仮説を検証する予
定である。 

また我々は、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が、この方
法は結核菌に対する SGIP 法や MRSA に対する
POT 法に対して応用可能である。 
 
E. 結論 

 
今回の我々の研究から遺伝子上の small 
genomic island pattern による解析法の一つで
ある MRSA-POT 法が菌の性質を示すことより、
今後 small genomic island 上の遺伝子の性質
が判明すれば MRSA-POT 表記と表現系の関係が
明らかになる可能性がある。また同時に、我々
は MRSA-POT の結核菌版である結核菌の small 
genomic island pattern による新しい分子型別
法 TB-SGIP を開発した。 
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