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研究成果の概要（和文）：わが国における結核菌臨床分離株の遺伝的特異性に着目し、日本固有性が高い2系統（G3群
、G4群）の比較ゲノム解析と、系統的代表株（計12株）の全ゲノム配列決定を行った。G3/G4群の比較解析では、全国
各地から菌株を収集し、ゲノム全域にわたる固有変異の抽出に成功した。変異情報に基づく分子系統樹では両群ともに
分岐点が集中しており、いずれも短期間のうちに拡散し、その後国内固有群として広く定着した経緯が示唆された。ま
た、G4群における既存型別法の問題点が浮き彫りとなった。国内株の全ゲノム配列は標準株と高い相同性を示したが、
ゲノム内に点在する相同遺伝子間の比較を目的とした参照配列としての活用が期待される。

研究成果の概要（英文）：To uncover uniqueness of Mycobacterium tuberculosis clinical isolates in Japan, 
we focused on two research targets; genetic diversities of the two unique sublineages, G3 and G4 of the 
Beijing lineage and complete genome sequences of representative 12 strains isolated in Japan. Various 
mutations of G3/G4 isolates from geographically broad areas could be determined successfully. 
Phylogenetic analysis based on the results shows historical dissemination of the sublineages which might 
cause their endemic situation in Japan. The data also reveals unreliability of genotyping methods to 
discriminate clinical isolates for G4 sublineage. The complete genome sequences of clinical strains 
showed high similarity to referential strain, H37Rv, but they can provide appropriate references to 
approach genetic diversity among paralogous genes.
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１．研究開始当初の背景 
 結核は、慢性経過を辿ることや入院治療を
要することが多く，患者に著しい社会的負担
を及ぼす点で公衆衛生上重要な感染症であ
る．わが国の結核罹患率は年間人口 10 万に
対して約 20 となっており，世界的には中蔓
延国として位置付けられる．原因菌であるヒ
ト結核菌は遺伝的に同一性が高く，その病原
性や伝播力は一様であると考えられていた．
しかしながら近年，遺伝子型別分析やゲノム
比較が精力的に進められ，結核菌の臨床分離
株には遺伝的に様々な多様性があり，諸地域
での分布に違いがあることがわかってきた．
現在では，結核菌は各地域において蔓延と定
着を繰り返し，それぞれの地域特異性・宿主
（民族）特異性を獲得していると考えられる
ようになっている． 
 これまで，研究代表者は日本国内で分離さ
れた臨床分離株について遺伝多型を多数解
析し，その構成が近隣諸国と大きく異なって
いることを見出した．国内分離株は約 8割が
東アジア系統（北京型結核菌）によって構成
されているが，中でも「祖先型」に分類され
る菌株が全体の約 70%を占めている．北京型
結核菌は主に東アジア地域の優先系統とし
て知られていたが，ユーラシア大陸をはじめ
世界各地で伝播，拡散を繰り返しているのは
「新興型」であり，祖先型が優先して分離さ
れる地域は日本がほぼ唯一である．このよう
な傾向の理由は現時点では不明であるが，上
述したような地域特異性と宿主特異性が日
本国内において成立している可能性がある． 
 一方で，結核菌株の遺伝的多様性は結核患
者間の伝播経路を推定する手法として応用
できる．具体的には，患者由来の臨床分離株
から DNA を抽出し，その遺伝型を調べること
によって菌株間の異同判定を行い，患者間の
関連を探る．結核菌では反復配列多型 
(VNTR) が遺伝型判別に有用とされ，結核対
策の一環として全国的に普及が進みつつあ
るが，北京型結核菌は世界標準法による型別
分解能が低く，偶発的な型別一致株の出現が
誤った伝搬経路の推定を生み出すケースが
散見されている． 
 
２．研究の目的 
本課題では，祖先型北京株のうち，わが国

に特異的に定着している系統群（G3，G4 群）
に着目した．G3 群は高齢患者からの分離頻度
が有意に高い上，菌株間の遺伝的多様性が著
しく，我が国に長く定着してきたことが推定
される．対照的に，G4 群では遺伝的に近似し
た菌株が散見される．遺伝子型別による菌株
の異同判定が困難な事例が頻出するため，我
が国における結核分子疫学の重大な障壁と
なっている．また，いずれも日本固有性が高
く，近隣諸国の分離頻度も低い． 
G3/G4 群はそれぞれ系統的に分岐した後，

国内で伝搬・拡散したことが示唆される．各
株は分岐から現代に至るまで，さらなる細分

岐を繰り返しながら固有の変異を蓄積して
きたと考えられ，実際に代表株 (各 1株のみ) 
を選んで行ったゲノム比較では，それぞれ固
有の点変異や遺伝子欠損が確認されていた
(Wada et al., 2012)． 
本課題では、G3/G4 群に属する結核菌臨床

分離株を国内諸地域から収集してゲノム比
較を行い，以下の 3テーマを中心としてその
遺伝的特異性と多様性を精査することを目
的とした． 
 

(1) 各菌株の固有変異情報を，各系統群をさ
らに細分化するために活用する．変異遺伝子
の機能から，特定の菌株個性を推察すると同
時に，各群の内部的な多様性を把握すること
により，流行の時期，現代における拡散状況
などを推定する． 
 
(2) 結核菌株の高度多変領域におけるゲノ
ム挙動，分子進化を分析する．結核菌では，
特定の遺伝子ファミリーが重複を繰り返し，
抗原多様性などに寄与している可能性が示
唆されている．本課題では，このような遺伝
子を近接株間で比較することを目的として，
各系統の完全長ゲノム配列の獲得とそれを
対照配列とした比較研究を行う． 
 
(3) VNTR型別に伴う誤判定を補完しうる遺伝
多型データを集積し，結核公衆衛生にゲノム
科学を導入する糸口とする． 
 
３．研究の方法 
(1) 菌株の収集．国内各地（山形，東京，大
阪，神戸，福岡，沖縄）で分離された結核菌
臨床分離株から，G3/G4 群の遺伝系統マーカ
ーを確認して解析対象を決定した．先行研究
によるデータ（各群から 4株，計 8株）を合
わせ，計 59 株を解析対象とした．各株は主
に結核患者喀痰から小川培地上で分離培養
して得られたものを用い，ゲノム DNA を精製
して解析試料を得た． 
 
(2) マッピング解析による菌株固有変異検
出．Illumina 社の次世代シーケンサー（HiSeq, 
MiSeq など）により，各株からペアエンド配
列情報を取得した．各データは H37Rv ゲノム
(GenBank AL123456.2)を参照配列としてマッ
ピングを行い，変異箇所を抽出した．マッピ
ングには CLC genomics workbench を利用し
た．比較が難しい重複遺伝子や反復構造，大
規模欠損領域などを除いて変異箇所を抽出
し，他系統株の配列データと合わせて
Neighbor-Joining 分子系統樹の構築を行っ
た． 
 
(3)ゲノムデータに基づく G3/G4 内部系統マ
ーカーの抽出と VNTR 型別の異同判定評価．
比較ゲノム解析株を選択した各地域由来の
結核菌株について VNTR 型別を確認し，同時
に系統内の内部分岐を規定しうる遺伝マー



カーの分析を行った．遺伝マーカーは上述の
マッピング解析によって検出された点突然
変異から選び，TaqMan プローブを設計・合成
してリアルタイムPCRによる変異の有無を確
認できるようにした． 
 
(4) 完全長ゲノム配列の決定．マッピング解
析では相同性が高いゲノム構造を比較する
ことができないため，より近接の完全長ゲノ
ムを獲得することが求められる．国内分離株
の遺伝的多様性を網羅するために，計 12 株
（うち G3/G4 群は各 3株）を選択して PacBio 
RS によるロングリードデータを獲得し，完全
長ゲノムの決定を行った．遺伝子アノテーシ
ョンには MiGAP を用い，BLAST によって H37Rv
の遺伝子情報を対応させた． 
 
なお，本課題では NGS データの取得に当た

り，2013-14 年度において文科省科研費新学
術領域「ゲノム支援」による支援を受けた． 
 
４．研究成果 
(1) 複数地域由来の臨床分離株における変
異解析および系統解析から，G3/G4 群はとも
に分離地域に関係なく分岐点が集中してお
り，いずれも短期間のうちに拡散し，その後
国内固有群として広く定着した経緯が示唆
された．地域ごとに系統的な偏りは認められ
ず，国内の結核菌株は集団構造に均質である
ことが示された．こうした状況が形成された
経緯は不明だが，過去の分離株を分析対象に
加えてコアレセント解析を実施することに
より，拡散年代を推定できると期待される． 
 
(2) G3/G4 各系統は，それぞれ樹形上で 3群、
4群に内部分類可能であった．VNTR 型別に基
づく異同判定では，G4 群においてこうした内
部系統群の違いと一致しない結果が示され，
同群における VNTR 型別が菌株の異同を正し
く反映しにくい可能性が示唆された．一方，
G3 群ではそうした不一致は見いだされず，
VNTR 型別による異同判定の信頼性は高いと
考えられた． 
 
(3) 国内の系統上代表的な菌株の完全長ゲ
ノム配列について，解析対象とした全１２株
について約4.4Mbのコンティグが各１本得ら
れており，現在解析エラーのチェックおよび
詳細な配列解析を進めている．ゲノム構造上
は実験室標準株H37Rvときわめて相同であり，
組み換えによる大規模ゲノム変異は低頻度
であることが確認された．今後，これらの配
列情報を参照配列とした近接ゲノム解析を
実施し，相同性が高い遺伝子領域の精査を行
う予定である． 
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