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原 著

Polymerase Chain Reaction（PCR）法による
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus（MRSA）の

疫学的解析法の有用性

長岡中央綜合病院、院内感染対策委員会、病理部；臨床検査士１）、検査科；臨床検査士２）

呼吸器内科；内科医３）

は せ がわ ひで ひろ かね こ よう こ あ べ た み こ いわ しま あきら

長谷川秀浩１）、金子 陽子２）、阿部多実子２）、岩島 明３）

目的：メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（methicillin-
resistant Staphylococcus aureus : MRSA）は、
院内感染の原因菌として最も注意を払わなけれ
ばならない菌であり、アウトブレークが疑われ
た際には感染源の確認と感染拡大の防止策を緊
急に講じる必要性から分子生物学技術を用いた
疫学的解析法の導入が望まれる。

方法：２００６年６月から９月に当院において分離された
MRSA１１６株のゲノムタイピングを Polymerase
chain reaction（PCR）法を応用した ribosome
spacer PCR（RS-PCR）法とArbitrarily primer PCR
（AP-PCR）法を用いて行なった。

結果：検討を行なった１１６株のMRSAの遺伝子型は
RS-PCR 法により８種類に分類されAP-PCR 法
では１７種類に分類された。さらに双方の結果を
組み合わせる事により５１種類にゲノムタイピン
グされた。

結論：臨床材料から分離されたMRSAを迅速にタイ
ピングできるRS-PCR 法およびAP-PCR 法は、
リアルタイムな対応が求められる院内感染発生
時において、感染源の特定と感染拡大の防止に
貢献できるものと判断された。

キーワード：メチシリン耐性黄色ブドウ球菌、遺伝子
型別、ribosome spacer PCR（RS-PCR）法、Ar-
bitrarily primer PCR（AP-PCR）法

緒 言

メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（methicillin-resistant
Staphylococcus aureus : MRSA）は、ペニシリン耐性
黄色ブドウ球菌に有効な β‐ラクタム薬であるメチシ
リンに耐性を獲得した黄色ブドウ球菌である。MRSA
の病原性は、多種の抗生剤に耐性を示し、治療が著し
く困難になるという点を除けば皮膚の常在菌である黄
色ブドウ球菌と同等であり、健常者の皮膚や口腔など
に定着していても症状は比較的軽微なことが多い。し
かし、乳幼児、老人、免疫不全状態、術後患者等では
術創感染症や敗血症、MRSA腸炎などを引き起こし
ショック症状や多臓器不全を経て死亡に至る場合もあ
るなど、本菌の蔓延は特に医療現場において深刻に対
処すべき菌であることから院内感染において最も注意

を払わなければならない菌として重要視され、多くの
病院に感染対策委員会（ICC）やインフェクションコ
ントロールチーム（ICT）が設けられ動向の把握とと
もに様々な感染防止対策が施されている。特に本菌に
よるアウトブレーク（病院感染拡大）発生の際には、
その拡大防止のため感染源の究明と感染経路を早急に
遮断する事が重要である。そのためにはMRSAのタ
イピングは必要不可欠であり従来、コアグラーゼ型別
試験、エンテロトキシン血清型や Toxic shock sym-
drome toxin－１（TSST－１）の産生試験など生物学的
特性を利用した表現型のタイピングが行なわれてきた
が、分離されるMRSAの表現型が特定のタイプに集
中している事が明らかとなり、さらに詳細なタイピン
グの必要性に迫られてきた�。そこで１９９０年代にはパ
ルスフィールド電気泳動法（pulsed-field gel erectropho-
resis : PFGE）に代表されるような分子生物学的解析
法がMRSAの感染源や感染経路の特定に用いられる
ようになってきた�－�。また、近年では PCR法を応
用して、より迅速かつ簡便にゲノムタイピングを行な
う方法として１６S～２３Sの rRNAに挟まれた spacer 領
域をユニバーサルプライマーにより増幅させる Ribo-
some spacer PCR（RS-PCR）や９～１０ner 程度のラン
ダムな塩基配列をしたプライマーを使用し、不特定多
数の増幅産物を形成させるArbitrarily primer PCR（AP
-PCR）などが微生物の識別法として試みられてい
る�－�。今回我々はMRSAによるアウトブレークが
発生した際の対応策を構築するにあたりRS-PCR 法と
AP-PCR 法により迅速にMRSAのフィンガープリン
トをおこない感染源の特定と感染経路を遮断するシス
テムの構築を目的にMRSAのゲノムタイピングを行
なった。

材 料 と 方 法

１．材料
２００６年６月から９月に当院において臨床材料から
分離された Staphylococcus aureus より薬剤感受性試
験でOxacillin に対する最小発育阻止濃度４μg/ml 以
上であり、PCR法でmec A 遺伝子の増幅が認めら
れた１１６株について検討を行なった。
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２．DNA抽出
テンプレートDNAの抽出にはミュラーヒントン

培地にて純粋培養されたMRSAを１エーゼ（１mm
のエーゼにて１ loopful）を滅菌蒸留水に浮遊させ、
９５℃にて１０分間過熱した後、１０．０００rpmにて１０分間
遠心分離を行い上清を回収し、DNA濃度を５０ng/μ
�に調整した。

３．mec A の検出
Song 等が mec A 遺伝子の増幅に用いた sense 5'-
AGT TGT AGT TGT CGG GTT TG-3'と antisense 5'-
AGT GGA ACG AAG GTA TCA TC-3'のプライマー
を合成し２０pMに調整した。Taq polymerase には Am-
pli Taq Gold（Applied Bio Systems）を使用し PCR
反応液は２０μ�で調整した�。（d-DW：１４μ�, PCR
buffer with １５mM MgCl２：２μ�，２mM dNTP：２μ
�, Primer G１：０．５μ�, L１：０．５μ�, Taq polymerase
１U, DNAテンプレート：１μ�）PCR反応には Pro-
gram Temp Control System PC７０１（アステック）を
使用し９４℃３分の hot start を行なった後、denerture
９４℃１分、annealing５２℃１分、extension７２℃２分
を４０サイクル行った後、７２℃ １０分の last extension
を行なった。PCR反応産物は１０％ポリアクリルア
ミドゲルにて電気泳動を行い EtBr 染色を施した
後、UVイルミネーター下で６０４bp のバンドを確認
できた株を陽性とした（図１）。

４．MRSAのタイピング
RS-PCR法
プライマーには Jensen 等�が細菌のタイピングに
用いたG１：5'-GAA GTC GTA ACA AGC-3'と L 1：
5'-CAA GGC ATC CAC CGT-3'を合成し各２０pMに
調整した。PCR反応液は２０μ�で調整し（d-DW：
１４μ�, PCR buffer with １５mM MgCl２：２μ�，２mM
dNTP：２μ�, Primer G１：０．５μ�, L１：０．５μ�, Taq
polymerase １U, DNAテンプレート：１μ�）、PCR
サイクルコンディションは９４℃１０分のHot start を
行なった後、denature９４℃１分、annealing４１℃２分、
extension７２℃２分を４０サイクル行った後、７２℃１０分
の last extension を行なった。

AP-PCR法
Mahenthialingam E 等�がAP-PCR 法 に よ り P.
aeruginosa のタイピングを行なった際に用いたプラ
イマー２７２：５'-AGG GGG CCA A-3'を合成し２０pM
に調整した。RS-PCR 法と同様に PCR反応液は２０μ
�（d-DW：１４μ�, PCR buffer with １５mM MgCl２：
２μ�，２mM dNTP：２μ�, Primer２７２：１μ�, Taq
polymerase１U, DNAテンプレート：１μ�）で調整
した。尚、RS-PCR 法、AP-PCR 法ともに Taq polym-
erase は Ampli Taq Gold（Applied Bio Systems）を使
用した。PCRのサイクルコンディションは９４℃１０
分の hot start を行なった後、denerture９４℃１分、an-
nealing４１℃２分、extension７２℃２分 を４０サ イ ク ル
行った後、７２℃１０分の last extension を行なった。
反応終了後、RS-PCR およびAP-PCR の増幅産物は
１０％ポリアクリルアミドゲルにて電気泳動を行い
EtBr 染色を施した後、UVイルミネーター下で泳動
像を Printgraph（ATTO）で撮影し、その泳動パター
ンよりタイピングを行なった。

結 果

RS-PCR 法では２００bp～７００bp の間で確認されるバン
ドの本数とその位置から図２のようにⅠ型～Ⅷ型の８
種類に分類された。タイピングの結果は表１に示すよ
うにⅠ型が全体の約４割を占め、次いでⅡ型が３割を
占めていた。また、AP-PCR 法では図３に示すように
２００bp～１０００bp の間に認められたバンドの位置を用い
てA型～Q型の１７種類に分類された。表２に示すよ
うにタイピングの結果からA型が優位を示してお
り、双方のタイピングの結果を組み合わせる事により
表３に示すように１１６株のMRSAは５１種類にゲノムタ
イピングされた。

考 察

MRSAによる院内感染の拡大を防ぐため感染源の
迅速なる把握および、それに対する適切な対策が要求
されており、そのためには感染源の特定と分離された
菌との同一性に関する科学的データを迅速に収集する
ことが必要不可欠である。一般に患者から分離された
菌の分子生物学的手技を利用したタイピング法は
PFGE 法がゴールドスタンダードであり、院内のアウ
トブレークの確認に利用されている。しかし、PFGE
法は分離、解析能に優れているものの特殊な電気泳動
装置が必要であり、解析のための全行程は煩雑なうえ
５日から一週間程度の日数が必要とされ迅速性や簡便
さに欠ける。PCR法を応用した新しいゲノムタイピ
ング法として RS-PCR 法を利用したWarren N 等�に
よる Clostridium のタイピングやD N kumari 等�によ
りMRSAのゲノムタイピングが行われており、それ
ぞれ PFGE 法と比較した結果 RS-PCR 法の解析能力は
PFGE 法にはやや劣るもののスクリーニングの解析に
は極めて有用であると報告している。一方、AP-PCR
の再現性は PFGE 法に比較すると不安定であると報告
されており、特に PCR反応液のMgイオンの濃度や
テンプレートDNA量が泳動パターンに大きく影響す
ることが知られている。Antonio O．等�によるAP-PCR
法の最適条件の検討では、分解能や再現性を向上させ
るにはテンプレートDNA量は５０ng/μ�に調整し、Mg
イオン濃度を高くすることによりプライマーのプライ
ミング効率を向上させたと報告しているが、我々は高
濃度のテンプレートDNA量は反対にプライマーのプ
ライミング効率低下の原因になる可能性があることか
ら PCR反応液の組成と反応条件を検討した。その結
果、テンプレートDNA量の最終濃度が２．５ng/μ�が適
正と判断し、Mgイオン濃度は１．５mMと通常の PCR
反応に供される程度の濃度とし、アニーリングの温度
を下げることによりプライミングの効率を向上させ充
分タイピングが可能な安定した結果を得る事ができ
た。AP-PCR 法を用いて細菌のゲノムタイプを行った
向川等	は結核菌の集団感染事例において、迅速に原
因菌株を型別できる方法であると報告しており、また
中村等
はセラチア菌の IMP－１型メトロ－βラクタ
マーゼ産生株の検出が可能であったと報告している。
さらに小林等�はMRSAの PFGE 法と AP-PCR 法によ
るタイピングの比較を行なった結果、PFGE 法では検
出できない薬物感受性などの内在的な特異部位での違
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いに対しAP-PCR 法を用いた解析で検出が可能であっ
たと報告しており、RS-PCR 法と AP-PCR 法の解析結
果を合わせてゲノムタイピングを行った場合、解析能
力の向上とともに薬剤感受性など生物学的特性をも網
羅できるゲノムタイピングが行える可能性が考えられ
る。また、予め各遺伝子型の検出頻度が明らかである
ならば院内感染が疑われた場合、本法を用いたゲノム
タイピングのみにより同一発生源か否かを検討すると
いうことだけではなく、それぞれの遺伝子型の検出頻
度から、その遺伝子型が偶然一致する確率や同一発生
源である可能性を数値化し、更に客観的な報告が可能
とされる。今回行ったMRSAのタイピングではⅠA
およびⅡA型が優位に検出されたが、これは本解析
に用いたプライマーを使用した場合に検出される
MRSAのスタンダードな型が反映されているもので
あると考えられ、さらに検討数を重ね当院における検
出傾向の把握を含めデータの蓄積が必要であるものと
考えられた。PFGE 法に比べ手技が簡易で特殊な機器
の必要がない本法は、実用面において充分な菌株識別
能力を有しており、病院検査室に導入しやすい解析法
である。また、リアルタイムでの結果報告が可能であ
る事から緊急な対策を講じなければならない必要のあ
る院内感染において、本法により得られた疫学的デー
タを解析することにより感染経路の詳細な解析が可能
となり感染拡大の防止に貢献できると判断された。
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英 文 抄 録

Original article
The Epidemological analysis of the epidemiology of me-
thicillin-resistant staphylococcus aureus（MRSA）by po-
lymerase chain reaction（PCR）

Nagaoka central general hospital, Infection control team
of Nagaoka Central General Hospital, Department of Pa-
thology ; Medical tecnologist １），Department of Cclinical
laboratory ; Medical tecnologist ２），Department of Respi-
ratory diseases ; Physician３）

Hidehiro Hasegawa１），Yohko Kaneko２），Tamiko
Abe２），Akira Iwashima３）

Objective : methicillin-resistant staphylococcus aureus
（MRSA）has been one of major causative agents
of nosocomal infections. When was prevalent ,the
rapid MRSA-genotyping guaranteed the confirma-
tion of both its of infectious source and transmis-
sion route to prevent its expansion.

Study design : 116 specimens of MRSA separated from
our hospital were genotypically studied by ribo-
some spacer polymerase chain reaction（RS-PCR）
and Arbitrarily primed polymerase chain reaction
（AP-PCR）．

Results : RS-PCR showed 8 different genotypes. AP-PCR
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表 1 RS-PCR法によるMRSAのタイピング結果と検出頻度

型 Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ Ⅵ Ⅶ Ⅸ

株数 ４５ ３５ ４ ６ １７ ３ ３ ３

検出頻度（％） ３８．７％ ３０．２％ ３．５％ ５．２％ １４．６％ ２．６％ ２．６％ ２．６％

型 A B C D E F G H I

株数 ３８ １３ ４ ３ ５ ５ ８ １１ ３

検出頻度（％） ３２．８％ １１．２％ ３．５％ ２．５％ ４．３％ ４．３％ ６．９％ ９．５％ ２．５％

表 2 AP-PCR法によるMRSAのタイピング結果と検出頻度

型 J K L M N O P Q ｎ

株数 １ １１ ２ ２ １ １ １ ７ １１４

検出頻度（％） ０．９％ ９．５％ １．７％ １．７％ ０．９％ ０．９％ ０．９％ ６．０％ １００．０％

表 3 RS-PCR法と AP-PCR法によるMRSAのタイピング結果

Ⅰ型 Ⅱ型 Ⅲ型 Ⅳ型 Ⅴ型 Ⅵ型 Ⅶ型 Ⅷ型

型数 型数 型数 型数 型数 型数 型数 型数 型数 型数 型数

A １９ I １ A １１ H １ B １ A １ A ３ N １ C １ A ２ A ２

B ４ J １ B ４ I １ C １ B ２ B １ G １ B １ I １

D ２ K １ C １ K ３ E １ F １ C １ O １

E １ L １ D １ L １ F １ G １ E １

F ２ M １ E ２ M １ K １ G ３

G ２ Q １ F １ P １ H １

H ９ G １ Q ６ K ６

小計４５ 小計３５ 小計４ 小計６ 小計１７ 小計３ 小計３ 小計３

defined 17 different DNA banding pattern. The
combination of RS-PCR and AP-PCR patterns de-
fine 51 clusters.

Conclusion : Genotypes of MRSA strains were deter-
mined by RS-PCR and AP-PCR to analyze the in-

fection source and transmission route of infection.
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図１ PCR法によるmec A 遺伝子の検出

図２ RS-PCR法によりタイピングされたMRSAの泳動パターン

図３ AP-PCR法によりタイピングされたMRSAの泳動パターン




