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MJp･cobacterium tubeT･CLLjosispossessesmultiplecopiesofaninsertionsequenceIS

61100nthechromosome.BasedonthedifferenceinthelocationandCopynumberof

IS6110,eachJlI.tubercILlosisstrainisolatedfrom patientsCanusuallybeidentifiedby

DNA hybridization. This technique has widely been employed for molecular

epidemiologyoft-uberculosiswhichremainsamajorpublichealthproblem inbothde-

velopinganddevelopedCountries.IncaseofAI.tuberculosiswhichpossessesnooronly

afewcopiesof'IS6110,OtherISsequencessuchasISIO81 havebeentargetedinthe

analysis.
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は じ め に の再構 築や遺伝子の発現調節に関与してきたと考えられ
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図1 結柁蘭 t寸37R＼･抹上に分布する IS6110と

tSIO81

ゲノム上の IS6110と ISIO81の矢印は挿入位

･隈と方向を示す.文献 2.4,26とパスツー一一ル研

究所のホームページから引欄.

のような可動性 DNAの一つで,転移 (transposi-

tion)で働 く酵素 (transposase)をコードする遺伝子

とその両端に位置する反復配列か らなる鷹 も簡単 な

DNA構造である.

結核菌 (Mycobacten'um tube'･czJlostLs)にも IS

が存在 していて2),極の細菌の場合と同様で,爽色体の

再構築などに関与してきたと考えられる.

結棺は開発途上国のみならず先進国の人々の命をも脅

かす深刻な感染症である.年間の死亡者故は300万人で.

単独の感染症としては東商の数値となっている.また.

我が国でも,熊田感染などが制御イ絹巨な状態で,昨年

(平成11年)7ljには厚生省が結柁緊急事態宣言を発表

している.

このような状況下,結柁菌の場合には,IS がハ イブ

リダイゼーションの標的として利桐され,結核の感染経

路を特定する為の分子疫学解析 (restrict.ion rI,ag一

mentlengthpolymorphisum.RFLP)に利桶され

てきが ).本給説では,分子疫学解析に利属されてもーる

結核菌の ISについて内外の知見をまとめ,我が国の結

核の分子疫学解析を考える.

染色体ゲノム上での ISの分布

結核菌のゲノムは約440万塩基対の環状構造で,その

上に28種類の ISが同定されている3)4).このうち,結
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図2 IS6110の構造

文献3とパスツ-ル研究所のホ-ムペ-ジから

引き札

棺の分子疫学解析に展もよく利用されてきたものは IS

6110で5),全ゲノムが解読された H37Rv株の場合に

は17個のコピーが確認された (図1).その中の一つは

欠掴配列であ-二)た.

IS6110の構造

IS6110は長さが 1355塩基対で,両端に長さ28塩基対

の逆向反復配列 (invertedrepeats,IR)が存在し,内

部にはトランスポゼ-ス (転移酵素)をコードすると考

えられる2つの openreadingframe(ORFlが存

在した (図 2上

分子疫学で利用 しているプローブ (長 さ245塩基

対)鋸は,トランスポゼ-ス遺伝子配列の-部で,INS-

1と INS-2の2つのプライマーを使った PCR で増

幅されている.染色体上に分布する IS6110のコピー数

を調べる為に,IS6110を1カ所だけ切断する制限酵素

(puuII)が用いられる.その切断箇所はプローブ配列の

左側で,トランスポゼ-ス遺伝子配列の 5'末端側に位

置している (図2).

IS6110を使った分子疫学解析

実際の実験では,分離培養した結柁菌から DNA を

抽出L.制限酵素 凸..uIIによって切断する.次に.切

断 DNA断片をアガロースゲル電気泳動 し,ナイロン

膜に転写して,ナイロン股上に DNA断片を固定する.

これに,ジコキシゲ二ンで標識した IS6110プローブを

加え,ハイブリダイゼーションを行う.最後に化学発光

物質を加えて,Ⅹ線フイルム上でバンドを検出して,分

析を行う3)6)

世界各地で報告された結核菌ゲノム当た りの IS6110

コピー数を図3にまとめた.ヨーロッパの場合には,義
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図3 世界各地で分粧される結柁菌がもつ IS6110のコピー数の分布

おむね6-15コピーソゲノムに集中していて7ト 射,デ

ンマークではこの範囲に92%が席していた10､.5コピー

/ゲノム以下の場合には,81%がアジア,アフリカの移

民によるもので,16コピー/ゲノム1上上では,3分の 2

がソマリア,パキスタンからの移民によるものであった.

スペインで行われた調査では.平均コピー数は9.5コ

ピー/ゲノムで,91%が5--･14コピー/ゲノムに分布して

いたい.また全体の38%が類似したクラスターに犠して

いて,相互に近縁な菌であった.スペインの結核は草延

状態ではないが,活動型の流行が続いている.

これに対して.オランダや7ランスの場合には,クラ

スターに属している菌の割合が少なく,由来が異なる多

■数の菌による感染が起きている.

アフリカでは,結核が蔓延していて,限られた型の結

核菌が数多く検出される.一般に,ヨーロッパに比べる

とコピー数が少ない傾向にある頼.チュニジアの場合に

は,95%が6コピー/ゲノム以上で.75%が6-10コピー

げ ノムに分布した13).また,クラスターを形成する類

縁菌の割合が特に高かった.

タンザニアでは,34%が 1-6コピ弓 ゲノムをもち,

全体の80/.が 1コピー/ゲ}ムであった1隼 チュニジア

に比べて,タンザニアでのコピー数が広範囲に分布する

のは,タンザニアの首都ダルエスサラーム (調査地域)

がアジアやアラブからの移民が多く∴東アフリカでの貿

易の中心地で,人の出入りが激しいことが考えられた.

アジアでは.コピー数の多少によって3つの群に分け

られる15).韓国,フィリピン,日本16)では,8-15コ

ピー/ゲノムに大部分が分布する.北京ファミリーの割

合が高い中乳 モンゴ)L.香港では大部分カq5-24コピー

/ゲノムに分布する.中国で89%,モンゴルで50%がそ

れに該当Lが 7).一方,ベ トナム,タイ,マ レ-シアで

は,多数が5コピー/ゲノム以下に分布していた.

オーストラリアで,ベ トナム人由来株とそれ以外の株

の間で比較解析が行われた181.ベ トナム由来株の平均は

8コピー/ゲノムで,それ以外の菌株の平均は12コピー/

ゲノムであった.オーストラリア株は.コピー数に幅広
い広がりを見せていた.

フランス領ポリネシアの場合,平均コピー数は11/ゲ
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ノムで,86%が複-ま3コピ-/ゲjムに分布 した19).ク

ラスターを形成する類似菌が数多く検出されていて予活

動性結核による感染が示唆された.

結核の感染が深刻なフランス領西インド諸島の場合に

は.大部分が1-5コピー/ゲノムと8-9コピー/ゲ

ノムの範閲に分布した20､.

7メ.)カの西海岸の場合には.59910が 6･-15コピー/

ゲノムに.25%が 1-5コピー/ゲノムに分布 してい

た211.0コピー/ゲノムも0.2%の割合で検出された.

また低コピー数のものにクラスターを形成する特持株の

割合が多かった.

lS6110が使えない場合の分子疫学解析

IS6110のコピー数が 0や 1/ゲノムの場合には IS

6110を使って分子疫学解析をすることができない.そ

の場合には,ISIO81(長さ1324塩基対で.両末端に15

塩基対の反復配列をもち,鼎 はⅠⅠで 1カ所のみ切断され

る)15118)や ISI5-1722)が使用された.ISIO81は結柁菌

と M.boutsBCG の鑑別にも用いられる.また,30コ

ピー/ゲノムも存在する繰 i)返 し配ylJ(direct-repeat

eleme姉 NdeH で切断される)2郎24)が米国などで分

子疫学解析に利用されている.

お わ り に

結柁筒の場合.南株毎 (患者毎)に IS6110のffI在様

式が異なる.IS6110を1偶もつ菌株 もあれば.10価,

あるいは20個山上もつ菌株もある.新潟株では15偶前後

ち-'ていたい.さ吊 二.DNA 十の挿入位置と挿入方向

も菌株勧 二異なる.結果として,患者株の DNA を分

離 して,lS6IIOを1カ所だけ切断する制限酵素で切断

し.IS6110をもった DNA 断片の散とサ イズを電気泳

動で解析すると,菌株毎に異なったパターンが得られる.

臨床分離株を 一つ ･つ特定することができることから.

この解析方法を DNA 指紋法とも呼んでいる.結桟の

分子疫学解析の世界的な標準解析法である.複数の結核

感巣が発生した場合には迅速に分子疫学解析 し,感染経

路の把極に努めなければならない.なお,非定型抗髄菌

であ る MAC は IS6110をもたないので,分子疫学解

析には IS1245が鞘いられる251.
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