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研究成果の概要（和文）：1960～1970年代の肺結核患者の感染組織から結核菌DNAを抽出し、遺伝系統分析を行った。
現代日本において遺伝多型解析による分離が困難なB2群は、ゲノム比較上において数100年以内の発生・流行を示して
おり、実際にそれらの古病理標本からB2特異的変異を持つ結核菌が高頻度に検出されたことで、同菌株群が当時既に国
内に広く蔓延していたことが推察された。こうした標本由来DNAからの結核菌群検出技術を臨床現場に応用することで
、飼育動物の抗酸菌症や肺外結核症において正確な診断根拠を提供することができるようになった。

研究成果の概要（英文）：Clinical samples such as paraffin blocks for histopathological diagnosis of 
tuberculosis about several decades ago (1960s to 1970s) were challenged to purify DNA of the etiological 
agent, Mycobacterium tuberculosis. Phylogenetic classification of these samples reveals that unique 
population genetic structure of M. tuberculosis in Japan has been already seen. A genetic group B2, which 
was considered to have spread for several hundred years from genomic comparative analysis, was also found 
frequently in the old samples. The DNA analysis techniques to target on mycobacterial DNA are applicable 
to clinical diagnosis for mycobacterial infection such as extra pulmonary tuberculosis and veterinary 
cases.

研究分野： 分子疫学
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１．研究開始当初の背景 
結 核 は ， 結 核 菌  (Mycobacterium 

tuberculosis) の感染によって発症する感染
症である．肺結核は感染者からの咳やくしゃ
みなどを介して飛沫核感染によって伝播す
るとされているが，感染後潜伏し，数十年に
及ぶ無症状期を経て発症するケースが多い．
また，発症後完治しても潜伏した結核菌を完
全に排除することは難しく，長い時間が経過
した後に再発することも珍しくない．一般的
には保菌者の免疫力が低下した時に活性
化・再発すると考えられており，HIV 感染に
よる免疫不全や糖尿病などの慢性疾患，高齢
化に伴って発症リスクが高まる． 
現代における日本の結核罹患率は，人口 10

万人あたり約 15で漸減している状況にある．
これは，他の先進諸国では 5 前後であるのに
対して突出して高く，今もなお結核中蔓延国
として位置付けられている．日本の罹患率が
高い理由には，20 世紀初頭から中盤にかけて，
世界的にも例のない大流行を経験している
ことが挙げられる．流行期に感染し，やがて
高齢化して再発する長期的サイクルにより，
過去の流行株を現代で再発している高齢患
者が多数存在すると考えられる．1960 年代
の結核罹患率が現代の数十倍であったこと，
当時学童期であった世代人口が現代の日本
において突出していることは，現代の再発患
者の増加傾向に合致する．たしかに，我が国
の結核患者は高齢者が多く，65 歳以上の結核
患者罹患率は 65 歳未満に比べて 5 倍以上に
なっている（H26 年結核登録者情報調査年報
集計結果：65 歳未満罹患率 7.2，65 歳以上
38.9）． 
研究開始当初，研究代表者は，現代株の遺

伝多型解析から，①「北京型」と呼ばれる系
統に属する結核菌株が国内に定着している
こと，② それらが 5 つの亜群に細分類され
ること，③ そのような多様性が地域に関わ
らず全国的に一様に認められることを見出
していた．さらに，次世代シーケンサー 
(Next Generation Sequencer, NGS) を用い
て一部の菌株をゲノムレベルで比較し，いく
つかの系統群で分岐年代が集中しているこ
とが推定されていた．これは，その系統株が
過去の一時期において集中的に拡散（流行）
したことを意味しており，現代日本に見られ
るユニークな結核菌系統群構成が短期間に
形成された可能性を示唆している． 
現代の結核対策として重要なのは，菌株の

遺伝子比較によって感染者間の経路を見出
し，新たな結核伝播を断ち切ることである．
過去の流行株の再発を集団事例として判定
してしまうことは本来の目的を不鮮明にし，
ひいてはその価値を過小評価することに繋
がると考えられる．つまり，日本特有の結核
史は，結核菌の伝播経路を患者由来菌株の遺
伝子情報から推定する「結核分子疫学解析」
の精度を大きく損ねている可能性がある．し
たがって，結核の伝播を正確に発見し，公衆

衛生に結びつけるためには，過去における結
核菌の素性を遺伝子レベルで理解し，現代の
状況と比較することが重要であると言える． 
 
２．研究の目的 
本課題では，過去の流行と現代の再発とい

う時間の隔たりをもつ感染現象について，こ
れまで平面的であった病原体伝搬経路の追
跡範囲を，過去の蔓延／拡散状況にまで広げ
て立体的に捉え，我が国の結核の履歴と経過
を高精度に追跡することを目指す．以下，具
体的な目的を挙げる． 
 
(1) 過去の結核患者由来の標本から結核菌
の遺伝子を抽出し，当時の菌株 DNA を取得
する．その遺伝情報から，現代の主要系統群
が形成された時期をさかのぼって調査する．
また，日本各地から集めた現代由来株のゲノ
ムデータを用いて，それらの来歴を分子系統
樹に照らし合わせて検証する． 
 
(2) 次に，その年代に菌株が拡散した理由と
その規模を推定し，現代への影響度を分析す
る．結核の「潜伏の再発」と「直近の伝播」
を区別する手がかりを突き止め，感染源調査
に組み込むべき新たな概念を提唱する． 
 
(3) 古い病理標本からの DNA 抽出・検出に
は，痕跡量であっても試料として利用する必
要がある．また，化学的損傷が激しくなるた
め，既存の方法よりも短い遺伝子領域を検出
できる手法の開発が望ましい．本課題の付加
的な要素として，高感度な検出技術の確立が
不可欠であり，そうした需要に合わせた結核
菌群検出技術の確立とその応用を目指す． 

 
３．研究の方法 
(1) 病理標本の選択．本課題では，先行的に
進めていた関西地域での調査に加え，関東で
の調査を実施した．1960～1970 年代に肺切除
術が行われ，組織標本（パラフィンブロック）
として残存していた検体を確保した．同じく
資料として保管されていた病理カルテにお
いて結核感染症と診断されていた症例を抽
出し，分析対象とした． 
 
(2) DNA の抽出および結核菌遺伝系統解析．
(1)において選択されたパラフィンブロック
（111 検体）を対象として，市販の DNA 精製
キットを用いて DNA 抽出を行った．北京型の
判定および系統群推定には，各系統の共通変
異となる SNP（一塩基多型）を選択し，TaqMan
プローブをデザイン後，リアルタイム PCR に
基づく変異検出を行った． 
 
(3) 現代株ゲノム比較．国内に定着している
北京型系統群の時系列変動を推定するため
に，先行研究により集積していた現代の患者
由来の菌株ゲノムデータ（Illumina ショート
リード）を利用した．マッピング解析によっ



て抽出された変異を繋いだ配列を作成し，分
子系統樹を構築した． 
 
(4) 微量 DNA からの結核菌配列検出．微量の
結核菌群 DNA を検出するため，トランスポゾ
ン IS6110 領域の約 100 bp を増幅する PCR 用
プライマーを設計し，増幅産物の有無によっ
て結核菌の混在を確かめた．  
 
４．研究成果 
(1) 1960～1970年代の肺結核患者由来組織か
らの結核菌検出．新規調査先（関東）におけ
る標本から DNA を精製し（111 検体），先行研
究によって集積・分析していたデータ（関西
地域，同年代の組織標本：101 検体）と合わ
せることにより，当時の結核状況を知る上で
信頼度の高い標本群を構築した．これらを用
いて IS6110 の検出を試みたところ，49 検体
（44.1%）が陽性となった．このうちリアル
タイムPCRによって遺伝系統群鑑別が可能で
あったのは 27 検体であり，20 検体（74.1%）
が北京型結核菌であることがわかった．本状
況は関西での先行データおよび現代の傾向
とほぼ一致していた． 
 
(2) 現代株ゲノム比較からの樹形分析．日本
に定着している 5群の北京型亜系統群は，時
系列的には段階的に派生して国内で定着し
てきたと考えられる．そのうち STK, ST3 の 2
群は日本固有性が特に高く，その分岐年代と
定着時期は非常に古い（1000～2000 年前）と
示唆された．一方で，ST25/19 の内部系統で
ある B2 群は，現在遺伝多型解析として用い
られている VNTR 型別法においても多型性が
低く，比較的近年の分岐（数 100 年以内）で
あると考えられた．このことから，B2 群に特
異的な点変異検出を標的としたリアルタイ
ム PCR 解析法を樹立し，(1)で示した標本に
ついて分析したところ，ST25/19 に属した 10
標本由来の結核菌 DNAのうち 7標本で変異が
認められ，約 50 年前には既に定着が進んで
いたことが確かめられた． 
 B2 群株は現代日本において国内各地で数
多く分離されることから，20 世紀初頭の結核
大流行と関連していた可能性がある．しかし，
現代分離株のうち，固有性の高い結核系統は
上述の STK，ST3 が主流であり，B2 群株が全
国的に定着したことは菌株構成上の影響と
して限局的であったと考える．歴史的に想定
されている結核患者の都市部から農村部へ
の流れが，結核患者全体の中でどの程度の規
模であったのかについては，今後考察を展開
する余地がある． 
 
(3) 微量 DNA 検出系の薬剤耐性鑑別，臨床診
断への応用．組織標本から抽出された DNA が
抗酸菌症の診断根拠として利用される事例
は少ないが，BCG 接種後の皮膚炎症（コッホ
現象）や肺外結核，飼育動物における臨死解
剖などの病理診断で抗酸菌陽性であったと

きに有用である．こうした医療，獣医領域で
の臨床診断の需要を満たすために，古標本か
らの DNA抽出や抗酸菌 DNAの検出手法を実際
に応用し，歯肉結核炎，小児 BCG 症例におけ
る菌種鑑別に寄与し，症例報告および論文で
の公開に至っている． 
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