
 

香川県環境保健研究センター所報 第 22 号(2023) 

- 51 - 

キャピラリー電気泳動シーケンサーを用いた結核菌VNTR解析法の検討 

 

Investigation of Mycobacterium tuberculosis VNTR analysis method using capillary 

electrophoresis sequencer. 
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要  旨 

当センターでは、平成31年4月1日より施行された香川県結核菌分子疫学的調査実施要領に基づき、患

者より分離された結核菌に対して反復配列多型(VNTR)解析を実施している。従来はJATA(12)-VNTRでPCR

を行い、アガロースゲル電気泳動法を用いてその増幅産物の反復数の算出を行っていたが、今回24領域

でキャピラリー電気泳動シーケンサーを用いた手法について検討を行った。キャピラリー電気泳動シー

ケンサーではPCR増幅産物のDNAサイズの測定値と理論値に差が生じるという報告があり、当センターで

も実測値と理論値に差が生じたため、既知株を用いてbinの値を補正した。補正後に別の既知株を用い

て確認を行ったところ、正しいbinに入ることを確認した。 

従来のアガロースゲル電気泳動法ではDNAサイズの判別が難しかった領域やスタッターピークが多く

出現する領域での判別能向上が期待できる。 

 

Abstract 
In Kagawa Prefecture, repeat sequence polymorphism (VNTR) analysis is being conducted on 

Mycobacterium tuberculosis isolated from patients in accordance with the Kagawa Prefecture 
Tuberculosis Molecular Epidemiological Surveillance Implementation Guidelines, which came into 
effect on April 1, 1991. In the past, PCR was performed using JATA(12)-VNTR, and the number of 
repeats of the amplified product was calculated using agarose gel electrophoresis. It has been reported 
that capillary electrophoresis sequencers show a difference between the measured and theoretical 
values of DNA size of PCR amplified products, and since there was a difference between the measured 
and theoretical values at our center, we corrected the Bin value using a known strain. After correction, 
another known strain was used for confirmation, and it was confirmed that the correct Bin was 
entered. 

The conventional agarose gel electrophoresis method is expected to improve discrimination in 
regions where it is difficult to discriminate DNA size, or where many stutter peaks appear. 

 

キーワード：結核菌 VNTR解析 キャピラリー電気泳動シーケンサー 

 

Ⅰ はじめに 

結 核 は 結 核 菌 群 (Mycobacterium tuberculosis 

complexただし Mycobacterium bovis BCGを除く)によ

る感染症であり、感染症法における届出対象疾患の二類

に分類され、診断後直ちに届出なければならない全数報

告の疾患である 1)。 

当センターでは、平成31年4月1日より施行された香

川県結核菌分子疫学的調査事業実施要領 2)に基づき、感

染源･感染経路等の究明と、結核の発生予防並びに感染拡

大防止対策の資料とすることを目的とし、結核患者から

分離された結核菌について反復配列多型(Variable 

Number of Tandem Repeat：VNTR)解析を実施している。

当センターの従来の解析方法では、DNAの鋳型を抽出し、

PCR で目的の領域を増幅した後、その増幅産物の大きさ

をアガロースゲル電気泳動で判別してリピート数の算出

を行っていた。しかし、アガロースゲル電気泳動では、

目視でDNA サイズを判別するため検査員の間で差が生じ

る可能性があるほか、24領域解析する場合に1検体につ

きPCRと泳動を24反応分行う必要があり、多くの操作手

順を必要とした。今回作業の効率化と判別能向上を目的
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表1 外部精度評価にて分与された株のVNTR型 

 

 

にキャピラリー電気泳動シーケンサーを用いた VNTR 解

析方法を検討した。 

 

Ⅱ 方法 

１ 試供検体 

結核菌遺伝子型別外部精度評価にて分与された検体の

うち、2022年度の6検体、2021年度のH37Rvを除く5検

体、2020年度の2検体の計13検体をVNTR既知株として

使用した(表1)。 

２ 検査方法 

DNA 鋳型の調整は結核菌遺伝子型別外部精度評価にて

配布された案内に従い、精製水を用いて1 ng/µLに調整

した。 

PCR 反応は結核予防会結核研究所のキャピラリー・シ

ーケンサーを用いた結核菌VNTR法の標準作業手順書3)に

準じて実施した。使用したプライマーと配列とSubsetの

組み合わせは表 2 の通りである。PCR 試薬は、2×GC 

BufferⅠ(タカラバイオ) 5 µL、Ex Taq Hot Start 

Version(タカラバイオ) 0.05 µL、dNTP Mixture 0.8 µL、

精製水 0.15 µLにプライマー 2.4 µL、サンプル 1.6 µL

を混合し計10 µLとした。サーマルサイクラーを用いて

94℃1分の後、94℃1分、60℃1分、72℃1分を30サイク

ルしたのち、72℃3分の条件でPCR反応を行った。 

PCR増幅産物のsubset＊-1、＊-2(＊にはそれぞれA～

Fが入る)を各1 µLずつ23 µLの精製水と混合して25倍

希釈混合液(A～F)を作成し、HiDi Formamide(Thermo 

Fisher Sientific) 8.6 µLとGene Scan 1200LIZ 0.4 

µLと希釈混合液1 µLを混合し、95℃2分間加熱処理後急

冷した。 

キャピラリー電気泳動シーケンサーは、SeqStudio 

Genetic Analyzer(Thermo Fisher Sientific)を用い、専

用カートリッジ(キャピラリアレイ長は28 cmで、ポリマ

ーはPOP-1)を使用した。泳動後結果の解析はGene Mapper 

6.0(Thermo Fisher Sientific)を使用した。 

 

表2 プライマー配列とSubsetの組み合わせ 

 

 

Ⅲ 結果 

１ 理論値との比較 

初めに結核菌遺伝子型別外部精度評価にて 2022 年度

に分与された6検体と2020年度に分与された2検体をキャ

ピラリー電気泳動シーケンサーを用いて分析した。結核予

防会結核研究所より配布された Bin セットを使用し Gene 

Mapper 6.0にて解析したが、設定されている binに入らな

い領域が複数あった。そこでリピート数を x 軸、測定した増

幅産物のサイズを y軸に散布図を作成し近似直線を求めた。

次に、求めた近似直線を検量線として各領域の DNA サイズ

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Mtub04 MIRU10 Mtub21 Mtub24 QUB11b V2372 MIRU26 QUB15 MIRU31 QUB3336 QUB26 QUB4156 QUB18 QUB11a ETR-A QUB3232 VNTR3820 VNTR4120 Mtub39 MIRU40 MIRU04 Mtub30 MIRU16 ETR-C

H37Rv 2 3 1 4 5 2 3 4 3 8 5 3 5 2 3 4 3 2 5 1 3’(353bp) 2 2 4
内部精度管理株A 4 5 3 3 2 4 10 4 5 10 8 5 10 9 4 9 5 8 3 3 2 2 4 2
内部精度管理株B 2 2 0 3 4 2 5 4 3 20 8 3 0 5 2 15 3 3 1 2 4 2 3 3
外部精度管理株1 3 3 3 4 7 3 8 5 5 8 2 5 9 8 4 10 12 10 3 3 2 4 4 4
外部精度管理株2 4 3 4 3 5 4 7 4 5 5 6 3 9 5 4 12 14 10 3 3 2 4 3 4
外部精度管理株3 1 4 8 3 7 1 2 4 4 7 7 2 10 11 4 1 9 4 2 2 5 2 3 4
内部精度管理株A 2 2 0 3 ND 2 5 4 3 8 7 3 3 ＞20 3 9 5 4 2 3 2 1 3 3
内部精度管理株B 1 4 9 3 9 1 2 4 4 7 7 2 8 9 4 1 11 4 2 2 5 2 3 4
外部精度管理株1 3 3 3 4 3 3 7 5 5 7 2 5 10 10 4 9 12 11 3 3 2 4 4 4
外部精度管理株2 2 3 1 3 4 2 5 4 4 14 2 3 5 2 3 5 5 2 7 1 2 2 3 4
外部精度管理株3 2 3 4 3 6 3 7 5 5 7 6 3 8 8 4 14 14 3 3 3 2 2 3 4
内部精度管理株A 1 3 2 3 5 3 5 4 5 7 9 3 7 5 4 14 14 10 3 1 2 3 3 4
内部精度管理株B 2 2 2 2 3 2 4 4 3 7 8 3 5 ＞20 3 15 3 4 2 3 2 2 3 4

HV Supply

2022年度

2020年度

2021年度

Subset名 領域 蛍光色素 プライマー名 配列

3232 FAM FAM_3232_F CCCCAGCCTTACGACTGA*

(QUB3232) 3232_R GTCGGGCTTGGTGAAGG

4156 PET PET_4156_F CGTCCGAGCGACATCAC*

(QUB4156) 4156_R AGGATCGAGCGGTCCAG

0424 Mtub04_F CTTGGCCGGCATCAAGCGCATTATT

(Mtub04) VIC VIC_Mtub04_R GGCAGCAGAGCCCGGGATTCTTC*

1955 NED NED_1955_F AGACGTCAGATCCCAGTT*

(Mtub21) 1955_R ACCCGACAACAAGCCCA

3820 VIC VIC_3820_F ACCTTCATCCTTGGCGAC*

(VNTR3820) 3820_R TGCGCGGTGAATGAGACG

2074 PET PET_2074_F TGTGTCACCTGACGATTTCAAGG*

(Mtub24) 2074_R TGGCCGGCAAATAATGGATGC

2372 NED NED_2372_F AGGTGAGGATCGGGTTGG*

(VNTR2372) 2372_R ACCACGCTTCAAGAACCAG

3155 FAM FAM_3155_F GCCAGCCGTAACCCGACCAG*

(QUB11b) 3155_R GGGCCGGAAATTCGCAGTGG

3336 FAM FAM_3336_F CCACCGCGATCCAGGAAT*

(QUB3336) 3336_R CGGGATTCACCACGATCTC

0960 MIRU10_F GTTCTTGACCAACTGCAGTCGTCC

(MIRU10) NED NED_MIRU10_R GCCACCTTGGTGATCAGCTACCT*

2996 MIRU26_F TAGGTCTACCGTCGAAATCTGTGAC

(MIRU26) PET PET_MIRU26_R CATAGGCGACCAGGCGAATAG*

3192 MIRU31_F ACTGATTGGCTTCATACGGCTTTA

(MIRU31) VIC VIC_MIRU31_R GTGCCGACGTGGTCTTGAT*

2163a FAM FAM_11a_F CGTGATGTTGATCGGGATGT*

(QUB11a) 11a_R ACCCTGGAGTCTGGCATC

4120 NED NED_4120_F GTTCACCGGAGCCAACC*

(VNTR4120) 4120_R GAGGTGGTTTCGTGGTCG

2163b VIC VIC_11b_F CCGATGTAGCCCGTGAAGA*

(QUB11b) 11b_R AGGGTCTGATTGGCTACTCA

4052 PET PET_4052_F GAGGTATCAACGGGCTTGT*

(QUB26) 4052_R GAGCCAAATCAGGTCCGG

1982 VIC VIC_Q18_F ATCGTCAGCTGCGGAATAGT*

(QUB18) Q18_R AATACCGGGGATATCGGTTC

0580 FAM FAM_MIRU04_F GCGCGAGAGCCCGAACTGC*

(MIRU04) MIRU04_R GCGCAGCAGAAACGTCAGC

0802 NED NED_MIRU40_F GGGTTGCTGGATGACAACGTGT*

(MIRU40) MIRU40_R GGGTGATCTCGGCGAAATCAGATA

1644 MIRU16_F TCGGTGATCGGGTCCAGTCCAAGTA

(MIRU16) PET PET_MIRU16_R CCCGTCGTGCAGCCCTGGTAC*

0577 NED NED_ETR C_F GTGAGTCGCTGCAGAACCTGCAG*

(ETR C) ETR C_R GGCGTCTTGACCTCCACGAGTG

2165 FAM FAM_ETR A_F AAATCGGTCCCATCACCTTCTTAT*

(ETR A) ETR A_R CGAAGCCTGGGGTGCCCGCGATTT

2401 VIC VIC_Mtub30_F CTTGAAGCCCCGGTCTCATCTGT*

(Mtub30) Mtub30_R ACTTGAACCCCCACGCCCATTAGTA

3690 PET PET_Mtub39_F CGGTGGAGGCGATGAACGTCTTC*

(Mtub39) Mtub39_R TAGAGCGGCACGGGGGAAAGCTTAG

C-2

A-1

A-2

B-1

B-2

C-1

E-2

F-1

F-2

E-1

D-1

D-2
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を計算し、bin の値を補正した。なお、理論値の DNA サイズ

と検量線より求めた実測値のサイズは表 3 の通りである。

1200 bpを超えるサイズについてはマーカーの範囲外のた

め bin の設定は不可能であった。近似直線の作成に用い

ていない2021年度に外部精度評価にて分与された、H37Rv

を除く 5 検体を解析したところ、内部精度管理株 A の

QUB11aを除くすべての領域で既知のリピート数と一致し

た。また、内部精度管理株AのQUB11bの領域は設定した

bin中 に大きなピークが見られないことを確認した(図 1)。 

QUB11a領域については、リピート数 >20となっているが、キ

ャピラリー電気泳動シーケンサーによる解析では明らかな

ピークが確認できなかった。 

 

２ アガロースゲル電気泳動との比較 

アガロースゲル電気泳動による解析では、1 検体の場

合PCRに約2時間、泳動時間は45分～1.5時間、染色と

脱色に約1時間であった。キャピラリー電気泳動シーケ

ンサーを用いた解析では、1検体の場合PCRに約2時間、

泳動に約4時間であった。 

アガロースゲル電気泳動でスタッターピークが確認さ

れる領域が複数あったが、キャピラリー電気泳動シーケ

ンサーでの解析においても複数領域でスタッターピーク

が確認された(図2)。 

 

Ⅳ 考察 

結核菌の VNTR 解析における PCR 産物のサイズ測定の

方法は、アガロースゲル電気泳動、キャピラリー電気泳

動シーケンサー、マイクロチップ電気泳動装置などがあ

る。キャピラリー電気泳動シーケンサーは高い分析精度

と再現性から、結核菌遺伝子型別外部精度評価に参加し

た施設において 2022 年度の調査ではシーケンサーを使

用する施設がアガロースゲル電気泳動よりも多い結果と

なる 4)等、多くの施設で導入が進められている。当セン

ターでも試薬等を準備し解析を行ったが、氏家ら 5)や前

田ら 6)の報告にあるように、既知株の実測値と理論値で

は、差がみられる領域が多かった。特に超可変領域であ

るQUB3232、VNTR3820、VNTR4120 においては繰り返し単

位の塩基数が理論値に比べて差が大きく、最も差が大き

かったQUB3232領域では約14 bpの差となった。binは

理論値のサイズ±10 bp で設定されており、理論値にお

けるBin セットを使用するとリピート数が多くなるほど

理論値から大きく外れていき、正しいbin に入らなくな

ることが予想された。また、キャピラリー電気泳動シー

ケンサーによる泳動では測定に使用する機器の種類やポ

リマー、バッファー、キャピラリーの劣化状況などによ

りPCR産物の測定結果が変動することがわかっている3)。

そのため、今回のような導入時のみでなく、カートリッ

ジやバッファーの交換時にはポジティブコントロールと

して既知株を用いて確認をする必要があるほか、bin の

設定値とずれが生じる場合、その都度既知株を用いてbin

の設定値を補正する必要があると考えられた。 

アガロースゲル電気泳動では、スタッターピークの多

く出現するQUB18 領域において、以前最も濃いバンドを

目視で判定するのに苦慮したことがあった。キャピラリ

ー電気泳動シーケンサーでは、Heightとして数値で判別

できるため、スタッターピークと真のピークの判別がよ

り正確に可能となった。また、1000 bpを超えるサイズに

おいても数値化して判定できるため、アガロースゲル電

気泳動よりも精度の高い分析結果を得られた。しかし、

今回確認に用いた 2021 年内部精度管理株 A のようにあ

る領域で欠損している場合や1200 bpを超える可能性が

考えられる場合は、キャピラリー電気泳動シーケンサー

だけでは判別ができないため、アガロースゲル電気泳動

を併用することが必要であると考えられた。 

SeqStudioは4ウェル毎に泳動を行うため、1検体に必

要な6反応、つまり6ウェルでは泳動に4時間必要であ

った。泳動時間のみで比べると、アガロースゲル電気泳

動より時間がかかる結果となった。しかし、PCR反応や泳

動に伴う操作においては、キャピラリー電気泳動シーケ

ンサーでは PCR 反応が 12 反応分かつ泳動も 6 反応分で

済み、それぞれ24反応分必要なアガロースゲル電気泳動

に比べ非常に簡便になった。アガロースゲル電気泳動で

は一つの領域ごとに目視でサイズを測り、リピート数を

決定していたため、リピート数の判定に時間もかかるう

え検査員によって差が生じる可能性があった。現在検査

員間で判定したリピート数が違った場合は、より長時間

泳動し再検を行っているが、キャピラリー電気泳動シー

ケンサーによる泳動ではリピート数の判定において検査

員間で誤差が生じることがなく、判定にかかる時間が大

幅に削減されることが期待される。 

今後の課題として、今回は精度管理株のみでしか検討

できていないため、臨床株を用いた検討を行う必要があ

る。 
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Ⅴ まとめ 

今回キャピラリー電気泳動シーケンサーによる VNTR

解析方法を検討した。既知株を用いてbin の値を補正す

ることにより、ピークが正しいbin に入ることが確認さ

れ、分解能も向上した。しかし、遺伝子領域の欠損や1200 

bpを超えるサイズの遺伝子が考えられる場合はアガロー

スゲル電気泳動を併用する必要があると考えられた。実

用に向けて今後は臨床株を用いて検討を行っていきたい。 
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表3 理論値および実測値のサイズ 

番号 領域名 理論値 実測値 

J01 Mtub04 537+51n 531.47+50.12n 

J02 MIRU10 484+53n 478.32+51.018n 

J03 Mtub21 210+57n 207.45+54.564n 

J04 Mtub24 14+56n 25.822+52.701n 

J05 QUB11b 202+69n 201.23+68.133n 

J06 V2372 246+57n 251.79+46.35n 

J07 MIRU26 285+51n 281.41+50.611n 

J08 QUB15 71+54n 76.186+53.043n 

J09 MIRU31 492+53n 488.1+51.079n 

J10 QUB3336 194+59n 196.16+53.55n 

J11 QUB26 324+111n 312.23+108.69n 

J12 QUB4156 190+59n 185.91+57.418n 

J13 QUB18 231+78n 226.41+78.884n 

J14 QUB11a 171+69n 165.86+68.56n 

J15 ETR-A 195+75n 191.13+75.6n 

J16 QUB3232 182+56n 184.1+42.193n 

J17 VNTR3820 273+57n 265.25+44.919n 

J18 VNTR4120 333+57n 330.23+48.042n 

J19 Mtub39 272+58n 270.88+46.372n 

J20 MIRU40 354+54n 348.43+51.857n 

J21 MIRU04 175+77n 172.17+74.972n 

J22 Mtub30 247+58n 245.46+57.646n 

J23 MIRU16 565+53n 558.69+51.311n 

J24 ETR-C 44+58n 40.512+54.789n 

 

 

 

 

図1 2021年内部精度管理株AのQUB11b領域  
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図2 スタッターピークが見られるQUB18領域 

 


