
 

本年も新型コロナウイルス感染症による生活様式や公衆

衛生への意識の変化が，他の感染症に大きな影響を与えた．

飛沫感染や接触感染を主とする感染症の報告数が減少する中，

一方では，今後，「RSウイルス感染症」のように免疫が獲得

できず，増加に転じる感染症が増えることが考えられる．引

き続き，関係する医療機関や保健所等の協力を得ながらデー

タの収集や解析を行い，感染症の発生動向に注意していくと

ともに，迅速かつ適切な情報提供を行っていきたい． 
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要 旨 
 

2021 年度に結核菌 DNA 解析調査事業で当センターに搬入された結核菌 48 株について反復配列数多型（variable 

numbers of tandem repeats, VNTR）分析法による解析を試みた．過去に実施した株も含めて系統解析を行った結果，

12 領域（JATA1～12）について，遺伝子配列の反復数が一致する 13 のグループが形成された．次に，この 12 領

域にさらに 6領域を追加し解析したところ，5グループ内において，18領域すべてが一致する株が見られた．保健

所による疫学調査結果を併せた分析の結果，1 グループは同一施設内における集団感染事例であった．その他 1 グ

ループは同じ美馬市での感染事例であったが，疫学上関連は見られなかった．その他のグループでも，疫学上関

連は見られず，散発的な事例と考えられた． 
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Ⅰ はじめに 

結核は，結核菌（Mycobacterium tuberculosis）によって引き

起こされる感染症で，「感染症の予防及び感染症の患者に対

する医療に関する法律」において二類感染症に指定されてい

る．厚生労働省の 2021年結核登録者情報調査年報集計結果 1) 

によると，日本における2021年の新登録結核患者数は12,739

人，結核による死亡数は 1,909 人であった．2021 年の結核罹

患率は 10.1 で，前年より 1.4 ポイント減少した．喀痰塗抹陽

性肺結核患者数は 4,615 人で，前年より 616 人減少し，喀痰

塗抹陽性肺結核罹患率（人口 10万対）は 3.7であった．徳島

県においては，2011 年から 2021 年にかけて，新登録結核患

者数は 184 人から 97 人へ，結核罹患率は 23.6 から 13.5 へ漸

減している（図 1）が，2021年の結核罹患率および喀痰塗抹 

陽性肺結核罹患率はいずれも全国平均を上回っている． 

 結核集団感染事例の感染経路などを解明するための遺伝子

型別法として，反復配列数多型分析法（以下「VNTR 法」と

いう）が多用されている．これは結核菌ゲノム上にある複数

の遺伝子領域における特定の塩基配列のリピート（反復）数

によって菌株の系統を推定する手法である．本県では，2013

年度に一部の結核患者を対象にVNTR法による分子疫学解析

を開始し，2014年度から県内全域の結核患者から分離された

結核菌について実施している．これにより従来の患者調査を

主体とした疫学調査に菌株からの情報を加えることによって，

感染源・感染経路の究明や結核の二次感染予防等の結核対策

に活用し，結核の感染拡大防止に役立っている． 

本報では，2021年4月から2022年3月までに搬入された結

核菌株について，VNTR法を実施したので報告する．
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図 1 徳島県における結核患者年次推移 

 

Ⅱ 材料と方法 

１ 材料 

2021 年 4月から 2022年 3月までに結核菌 DNA解析調査事

業により搬入された結核菌 48 株の検査を行った．さらに

2021年 3月以前に解析を行った結核菌株については系統解析

の対象とした． 

２ 方法 

（１）テンプレートDNAの抽出 

DNAの抽出は既報 2)と同様の方法で行った． 

（２）VNTR解析 

前田ら 10) および Muraseら 11) の方法に従い JATA1～12の 12

領域および JATA15 で用いられている 15 領域に超多変領域

（higher variable region, HV）である QUB3232，V3820，V4120

の 3 領域を加えた 18 領域について，ゲル電気泳動及び自動

電気泳動装置（MultiNA）により各遺伝子領域のサイズを確

認し，換算表から反復数を推定した．系統樹については，解

析ソフト「BioNumericus ver 7.1」（APPLIED MATHS）を用い

て Ward 法にて解析を行った．なお，2021 年 3 月以前に解析

した結核菌株について， 2021 年度に搬入された株とグルー

プを形成しない株は表記を割愛する． 

（３）結核菌の北京型，非北京型分類 

 Warrenら12) が確立したプライマーセットのうち，Set1とSet 

4 を用い，PCR 法により北京型及び非北京型の分類を行った． 

 

Ⅲ 結果及び考察 

１ 県内で分離された結核菌株のVNTR法による解析 

得られた 18 領域の解析結果及び昨年度までに実施した結

果 2-9) を併せて系統解析を行った． 

 はじめに，JATA12 領域の系統解析結果を図 2 に示した．

今回新たに解析した 48菌株のうち 14株が他の株と完全一致

を示した．12領域の完全一致が見られたグループは 13（A～

M）であった． 

分離された年に特異的であるグループはなかった．また

グループCは美馬市在住の患者株から形成されていたが，こ

のほかのグループに明確な地域特異性は見られなかった． 

 この13グループの株について， JATA13～15およびHV3領

域の反復配列数を表1に示した．図2で示した12領域の結果

と併せ，18 領域全ての反復数が一致する株で構成されるグ

ループはC，Iであった．さらにグループB，G，Mにも，18

領域が一致する株が含まれていた． 

この 18 領域の解析結果と，保健所の疫学調査結果から，

①集団発生，②偶発的な複数の感染，③散発事例，または

VNTR 法あるいは疫学調査の限界，④散発事例の 4 つのパタ

ーンに分類し，それぞれのパターンについて分析を行った

（表 2）．①に該当したグループ I 内の 2 株（2020_179，

2021_33）は，VNTR の解析結果が完全に一致し，保健所の

疫学調査において同一施設を利用する患者由来株であった．

②に該当したグループはなかった．③に該当した グループB

内の 3株，グループ C内の 2株，グループ G内の 2株及びグ

ループ M 内の 2 株は，18 領域の反復数は一致したが，保健

所の疫学調査において明らかな関連性は確認できなかった．

これまでの調査からも，分離された年が 1年以上離れた株間

における疫学的関連性を見いだすことは困難であり，また由

来が異なる菌株であるが遺伝子型が同一であった可能性があ

り VNTR 法の限界と考えられた．④に該当したグループ（A，

B，D， E，F，G，H，J，K，L及びM）の株は，18領域にお

いて 1つ以上の領域が異なっており，疫学調査からも関連性

が見いだせないことから散発事例と推察された．このように

VNTR 法による解析結果と保健所の疫学調査を組み合わせた

分析は限界もあるが，感染源・感染経路の解明等，結核感染

症対策に有効と考える． 

２ 県内で分離された結核菌株の北京型，非北京型数 

解析を行った48株について，北京型，非北京型の分類を行

ったところ，北京型 38株（79%），非北京型 10株（21%）で

あった．北京型株は他の遺伝系統と比べ，感染伝播力が強く，

薬剤耐性と関連性が高いとの研究報告 13) もあり，県内分離株

とこれらの特性との関係については今後の検討課題である． 

 
図 2 JATA12 領域の VNTR 法による解析結果 
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表 1  JATA15（JATA12 領域を除く 3 領域）＋HV3 領域の 6 領域の反復数 

 
■2021 年度の株と 18 領域が完全一致した株 *集団感染事例 

グループ 受付No. J14 QUB3232 V3820 V4120 J13 J15

A 2018_146 2 5 5 2 4 2
2021_36 2 7 5 2 5 3

B 2013_127 9 10 13 3 5 5
2014_225 9 11 13 3 5 5
2013_112 9 10 13 3 5 5
2021_206 9 10 13 3 5 5

C 2019_64 8 12 14 4 8 4
2021_16 8 12 14 4 8 4

D 2013_240 5 12 14 10 8 3
2015_16 5 9 14 10 8 3
2016_88 8 15 7 10 8 N
2019_198 5 9 14 13 8 3
2021_38 5 18 14 11 8 4

E 2013_238 8 12 14 10 8 4
2019_193 8 12 14 10 8 4
2021_44 8 14 12 15 8 4

F 2014_96 8 14 13 10 8 4
2016_91 8 13 15 10 8 4
2018_80 8 14 15 11 8 4
2018_136 8 15 15 10 8 4
2020_14 5 14 14 9 8 4
2021_34 8 14 15 10 8 4

G 2016_83 8 13 12 5 10 4
2017_53 8 16 12 5 9 4
2017_70 8 16 13 5 10 4
2017_105 8 15 13 5 10 4
2017_117 8 16 13 5 10 4
2017_118 8 16 13 5 10 4
2017_120 8 16 13 5 10 4
2018_55 8 16 13 5 10 4
2018_77 8 15 12 5 10 4
2019_199 8 16 13 5 10 4
2021_39 8 13 12 5 10 4

H 2018_167 8 13 15 16 5 4
2021_241 8 14 16 20< 5 4

I 2020_179* 8 20< 16 13 10 4
2021_33* 8 20< 16 13 10 4

J 2014_144 9 15 16 4 10 4
2021_212 9 15 15 5 10 4

K 2019_54 9 15 12 14 10 4
2019_55 9 15 12 14 10 4
2019_16 9 16 14 12 10 4
2019_194 7 14 15 12 10 4
2020_119 9 16 14 9 10 4
2020_137 7 16 14 13 8 4
2021_203 9 16 14 15 10 4

L 2017_49 9 15 14 11 10 4
2021_157 12 13 13 10 10 4

M 2012_285 8 10 12 12 10 4
2014_147 8 13 12 10 10 4
2014_157 8 13 12 11 10 1
2014_185 8 10 12 11 9 4
2014_192 8 13 12 9 7 4
2015_19 8 10 12 11 10 4
2015_68 8 13 12 11 10 1
2015_92 8 9 12 7 10 4
2015_137 8 10 13 11 10 4
2016_146 7 13 12 11 10 4
2016_137 8 10 9 7 9 4
2016_59 8 9 12 10 10 4
2017_80 8 12 12 15 10 4
2019_148 8 13 12 11 10 4
2021_42 8 10 12 12 10 4
2021_211 8 12 12 14 10 4

表 2 VNTR 法による解析結果と保健所の疫学調査結果による分類 

  V N T R 法の 

解析結果 

保健所の 

疫学調査結果 
分析結果 

該当する結核菌株 

及びグループ  

① 一致 患者間の関連性 有 集団発生 
 
I ( 2 0 2 0 _ 1 7 9 , 2 0 2 1 _ 3 3 )  

②  不一致  患者間の関連性 有  偶発的な複数感染            －  

③ 一致 患者間の関連性 無 

偶 然 の 一 致 （ 散 発 事

例 ） ま た は V N T R
法・疫学調査の限界 

B ( 2 0 1 3 _ 1 2 7 , 2 0 1 3 _ 1 1 2 , 2 0 2 1 _ 2 0
6 ) , C ( 2 0 1 9 _ 6 4 , 2 0 2 1 _ 1 6 ) , G ( 2 0 1 6
_ 8 3 , 2 0 2 1 _ 3 9 ) , M ( 2 0 1 2 _ 2 8 5 , 2 0 2
1 _ 4 2 )  

④ 不一致 患者間の関連性 無 散発事例 

A , B ( 2 0 1 4 _ 2 2 5 ) , D , E , F , G ( 2 0 1 7 _
5 3 , 2 0 1 7 _ 7 0 , 2 0 1 7 _ 1 0 5 , 2 0 1 7 _ 1 1
7 , 2 0 1 7 _ 1 1 8 , 2 0 1 7 _ 1 2 0 , 2 0 1 8 _ 5 5 ,
2 0 1 8 _ 7 7 , 2 0 1 9 _ 1 9 9 ) , H , J , K , L , M (
2 0 1 4 _ 1 4 7 , 2 0 1 4 _ 1 5 7 , 2 0 1 4 _ 1 8 5 ,
2 0 1 4 _ 1 9 2 , 2 0 1 5 _ 1 9 , 2 0 1 5 _ 6 8 , 2 0
1 5 _ 9 2 , 2 0 1 5 _ 1 3 7 , 2 0 1 6 _ 1 4 6 , 2 0 1
6 _ 1 3 7 , 2 0 1 6 _ 5 9 , 2 0 1 7 _ 8 0 , 2 0 1 9 _
1 4 8 , 2 0 2 1 _ 2 1 1 )  

Ⅳ まとめ 
2021 年度に結核菌 DNA 解析調査事業で搬入された結核菌

48株についてVNTR法を実施し，系統解析を試みた． 

2030 年までに結核を終結させるモスクワ宣言が採択され，

世界が一丸となって結核流行の終息に向けた対策を強化して

いくことが求められている．  

今後も VNTR法による解析を継続して実施し，県内の結核

罹患率減少を図るため，疫学調査に菌株からの分子疫学的情

報を加え伝播経路を分析するツールとして活用し，将来の結

核終息の対策に貢献したい． 
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表 1  JATA15（JATA12 領域を除く 3 領域）＋HV3 領域の 6 領域の反復数 

 
■2021 年度の株と 18 領域が完全一致した株 *集団感染事例 

グループ 受付No. J14 QUB3232 V3820 V4120 J13 J15

A 2018_146 2 5 5 2 4 2
2021_36 2 7 5 2 5 3

B 2013_127 9 10 13 3 5 5
2014_225 9 11 13 3 5 5
2013_112 9 10 13 3 5 5
2021_206 9 10 13 3 5 5

C 2019_64 8 12 14 4 8 4
2021_16 8 12 14 4 8 4

D 2013_240 5 12 14 10 8 3
2015_16 5 9 14 10 8 3
2016_88 8 15 7 10 8 N
2019_198 5 9 14 13 8 3
2021_38 5 18 14 11 8 4

E 2013_238 8 12 14 10 8 4
2019_193 8 12 14 10 8 4
2021_44 8 14 12 15 8 4

F 2014_96 8 14 13 10 8 4
2016_91 8 13 15 10 8 4
2018_80 8 14 15 11 8 4
2018_136 8 15 15 10 8 4
2020_14 5 14 14 9 8 4
2021_34 8 14 15 10 8 4

G 2016_83 8 13 12 5 10 4
2017_53 8 16 12 5 9 4
2017_70 8 16 13 5 10 4
2017_105 8 15 13 5 10 4
2017_117 8 16 13 5 10 4
2017_118 8 16 13 5 10 4
2017_120 8 16 13 5 10 4
2018_55 8 16 13 5 10 4
2018_77 8 15 12 5 10 4
2019_199 8 16 13 5 10 4
2021_39 8 13 12 5 10 4

H 2018_167 8 13 15 16 5 4
2021_241 8 14 16 20< 5 4

I 2020_179* 8 20< 16 13 10 4
2021_33* 8 20< 16 13 10 4

J 2014_144 9 15 16 4 10 4
2021_212 9 15 15 5 10 4

K 2019_54 9 15 12 14 10 4
2019_55 9 15 12 14 10 4
2019_16 9 16 14 12 10 4
2019_194 7 14 15 12 10 4
2020_119 9 16 14 9 10 4
2020_137 7 16 14 13 8 4
2021_203 9 16 14 15 10 4

L 2017_49 9 15 14 11 10 4
2021_157 12 13 13 10 10 4

M 2012_285 8 10 12 12 10 4
2014_147 8 13 12 10 10 4
2014_157 8 13 12 11 10 1
2014_185 8 10 12 11 9 4
2014_192 8 13 12 9 7 4
2015_19 8 10 12 11 10 4
2015_68 8 13 12 11 10 1
2015_92 8 9 12 7 10 4
2015_137 8 10 13 11 10 4
2016_146 7 13 12 11 10 4
2016_137 8 10 9 7 9 4
2016_59 8 9 12 10 10 4
2017_80 8 12 12 15 10 4
2019_148 8 13 12 11 10 4
2021_42 8 10 12 12 10 4
2021_211 8 12 12 14 10 4

表 2 VNTR 法による解析結果と保健所の疫学調査結果による分類 

  V N T R 法の 

解析結果 

保健所の 

疫学調査結果 
分析結果 

該当する結核菌株 

及びグループ  

① 一致 患者間の関連性 有 集団発生 
 
I ( 2 0 2 0 _ 1 7 9 , 2 0 2 1 _ 3 3 )  

②  不一致  患者間の関連性 有  偶発的な複数感染            －  

③ 一致 患者間の関連性 無 

偶 然 の 一 致 （ 散 発 事

例 ） ま た は V N T R
法・疫学調査の限界 

B ( 2 0 1 3 _ 1 2 7 , 2 0 1 3 _ 1 1 2 , 2 0 2 1 _ 2 0
6 ) , C ( 2 0 1 9 _ 6 4 , 2 0 2 1 _ 1 6 ) , G ( 2 0 1 6
_ 8 3 , 2 0 2 1 _ 3 9 ) , M ( 2 0 1 2 _ 2 8 5 , 2 0 2
1 _ 4 2 )  

④ 不一致 患者間の関連性 無 散発事例 

A , B ( 2 0 1 4 _ 2 2 5 ) , D , E , F , G ( 2 0 1 7 _
5 3 , 2 0 1 7 _ 7 0 , 2 0 1 7 _ 1 0 5 , 2 0 1 7 _ 1 1
7 , 2 0 1 7 _ 1 1 8 , 2 0 1 7 _ 1 2 0 , 2 0 1 8 _ 5 5 ,
2 0 1 8 _ 7 7 , 2 0 1 9 _ 1 9 9 ) , H , J , K , L , M (
2 0 1 4 _ 1 4 7 , 2 0 1 4 _ 1 5 7 , 2 0 1 4 _ 1 8 5 ,
2 0 1 4 _ 1 9 2 , 2 0 1 5 _ 1 9 , 2 0 1 5 _ 6 8 , 2 0
1 5 _ 9 2 , 2 0 1 5 _ 1 3 7 , 2 0 1 6 _ 1 4 6 , 2 0 1
6 _ 1 3 7 , 2 0 1 6 _ 5 9 , 2 0 1 7 _ 8 0 , 2 0 1 9 _
1 4 8 , 2 0 2 1 _ 2 1 1 )  

Ⅳ まとめ 
2021 年度に結核菌 DNA 解析調査事業で搬入された結核菌

48株についてVNTR法を実施し，系統解析を試みた． 

2030 年までに結核を終結させるモスクワ宣言が採択され，

世界が一丸となって結核流行の終息に向けた対策を強化して

いくことが求められている．  

今後も VNTR法による解析を継続して実施し，県内の結核

罹患率減少を図るため，疫学調査に菌株からの分子疫学的情

報を加え伝播経路を分析するツールとして活用し，将来の結

核終息の対策に貢献したい． 
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要 旨 
 

高速液体クロマトグラフタンデム型質量分析装置（以下「LC-MS/MS」という．）を用いた残留農薬検査について，検

査対象項目を追加することとなった．これに伴い，令和 3 年度に農産物中の残留農薬一斉試験法の妥当性評価を実施した

ため，結果を報告する．品目はかんしょ，キャベツ，ほうれんそう，すだちの 4 種とした． 

 

Key words：残留農薬 pesticide residue，妥当性評価 validation，液体クロマトグラフタンデム型質量分析装置 LC-MS/MS 

 

 

ⅠⅠ  ははじじめめにに  

当センターでは，徳島県食品衛生監視指導計画に基づき，

徳島県産の農産物（野菜，果実）及び輸入農産物加工品を中

心に残留農薬検査を実施している．測定には，ガスクロマト

グラフタンデム型質量分析装置（以下「GC-MS/MS」という．）

及びLC-MS/MS を用いており，LC-MS/MS については，これ

まで 32 項目の農薬（分析対象 35 化合物）1) を検査対象項目

として設定していた．近年は，当県においても基準値超過事

例 2) が散見しており，残留農薬検査の必要性はますます高く

なっている．よって，LC-MS/MS の検査対象項目を新たに追

加することとなった．  

食品中の残留農薬検査をはじめ，食品衛生法に定められて

いる規格基準への適合性について判断を行う試験は，「食品

中に残留する農薬等に関する試験法の妥当性評価ガイドライ

ンの一部改正について（平成22年12月24日付け食安発1224

第 1 号）」（以下「ガイドライン」という．）により，妥当

性を確認することとされている． 

当センターではこれまで 4 種の農産物で妥当性評価を実施

しており，今回の検査対象項目の追加に際して再評価が必要

となったため，その実施結果を報告する． 
＊現 東部保健福祉局 徳島保健所 

ⅡⅡ  方方法法  

１ 試料 

かんしょ，キャベツ，ほうれんそうについては，令和 2 年

度から令和 3 年度にかけて徳島県内で買上され，行政検査に

使用されたもの，すだちについては，職員が家庭栽培したも

のを使用した． 

２ 対象農薬 

表 1 に示す 108 項目（測定機器が LC-MS/MS の 72 項目，

GC-MS/MS 及び LC-MS/MS 共通の 36 項目）を妥当性評価の

対象農薬とした．このうち，当センターにおけるLC-MS/MS

測定の新規対象農薬として追加したものは下線部で示す 76

項目である． 

３ 試薬 

（１）標準品 

過去に当センターで実施した妥当性評価では， GC-MS/MS

及び LC-MS/MS ともに同一の前処理操作を経て同時に分析

している．互いの測定化合物による影響を考慮し，本検討に

おいても，添加用標準液には測定機器が GC-MS/MS の 84 項

目を加えた（表 2）． 

① 農薬混合標準液 

（LC-MS/MS）54，58，78（関東化学（株）製） 
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