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Methicillin Resistant Staphylococcus aureus (MRSA)の

Polymerase Chain Reaction (PCR)による同定、

および Pulsed-fieldGel Electrophoresis (PFG E)による型別

八柳 潤 鈴木陽子 木内 雄 佐藤宏康

mecA遺伝子を標的とし、 MRSA (Methicillin Resistant Staphylococcus aureus) の同定を目的とした PCR

(Polymerase Chain Reaction)、および MRSAの疫学解析を目的とした PFGE(Pulsed-field Gel Electrophoresis) 

の導入を試みた。 Methicillin、Cefazolin、Ceftizoxime、Oxacillinに対する薬剤感受性試験を Kirby-Bauer法 (KB

法）により測定した結果、 MRSAと判定された50株中49株が mecA追伝子を保有していた。これに対して、前記4薬

剤に感受性であることから MSSA(Methicillin Sensitive Staphylococcus aureus)と判定された18株は、すべて mecA

遺伝子を保有していなかった。表現形から MRSAと判定されながら mecA辿伝子を保有していなかった株が 1株認め

られたが、 mecA迫伝子を標的とした PCRはMRSA同定の迅速、簡便な同定法と考えられた。一方、制限酵索に

Smalを使用した PFGEにより MRSAから生じたパンドの数は15本以下であり、 DNAパターンの肉眼的観察に基づ

いて比較的容易に MRSAを分類することが可能であった。本 PFGEにより前記MRSA50株の型別を試みたところ、 l

3タイプに型別されることが明らかとなり、本 PFGE法が MRSAの疫学解析法として有用であることが確認された。

キーワード： MethicillinResistant Staphylococcus aureus、PolymeraseChain Reaction、mecA迪伝子、 Pulsed-

field Gel Electrophoresis 

I はじめに

MRSA (Methicillin Resistant Staphylococcus aure-

us)は1980年以降、各地で分離頻度の増加が指摘されて

おり、院内感染の原因菌として問題となっている心

MRSAの院内感染対策を構じる際には、いかに詳細に

感染源や感染ルートを解明できるかということが重要で

ある。 MRSAの感染源や感染ルートの解明を試みる場

合、従来は疫学マーカーとしてコアグラーゼ型、エンテ

ロトキシン型、ファージ型等が利用されてきた。しかし、

これらのマーカーを利用した解析では解析力が不十分で

あるなどの理由から詳細な解析は困難であった 2)0

Pulsed -field Gel Electrophoresis (PFG E)は1000ペー

スから数メガペースの DNAを効率良く分離する電気泳

動技術であり 3)、1990年以降 MRSAの分子疫学的解析

手法としての応用が試みられている。 PFGEによれば

MRSAの詳細な分子疫学的解析が可能となり、院内感

染や母児間感染事例などにおいてその有用性が報告され

ている°。

今年度はこの PFGEによる MRSAの分子疫学的解

析手法の導入を試みた。また、 MRSAの迅速同定を可

能とする目的で mecA迫伝子を標的とした PCRについ

て検討した。

Il 材料と方法

1.菌株

MRSAとMSSA(Methicillin Sensitire Staphyloco-

ccusaureus)の臨床分離株それぞれ50株および18株を秋

田組合総合病院、検査科伊藤優子先生から分与を受け、

供試した。

2. PFGE法

(1) 菌体包埋ァガロースプロックの調製と染色体 DNA

の制限酵素消化

ジーンパスR試薬キット l（パイオラッド）を使用し、

取り扱い説明書に従い実施した。

(2) PFGE装置と泳動条件

泳動装置には CHEF-DRIIRシステム（バイオラッド）

を使用した。泳動用バッファーには0.5xTBEを、ゲル

には 1%PFCアガロース（パイオラッド）を使用した。

泳動のパラメーターは満田たちの報告2)に従い以下のと

おりとした：バッファー温度14℃、パルスタイム 5-80 

秒（LinierLamp)、電圧0.6V/cm、泳動時間22時間。

泳動が終了したゲルは常法によりエチヂウムプロマイド

染色後、写真撮影により泳動像を記録した。

3. PCR 

テンプレートは、 S.aureusの DNAseの影響を避け

るためにproteinaseK処理を併用する、横山の方法 5)

に準拠して調製した。 mecA迫伝子検出用プライマーに
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表 1 患者の所属病棟と分離株のPFGEパターン

病棟名 供試株数 PFGEパターン（株数） 病棟名 供試株数 PFGEパターン（株数）

l 内 3 D" (1) I...・・耳外．．．．．．．．．．．．．．．．．．.l...........................:O................C.l.).............

F (1) 寿 1 I (1) 
G (1) 小外 1 C (1) 

2 2 A (2) 西2 6 A (6) 
・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・1...................................................................................................... 

6 3 A (3) 西3 6 A (2) 
•••·······••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

E4 6 A (2) I A'(1)  

G'(1)  I B (1) 

G" (1) I E (1) 

I-I'(1)  1............................................................. H................. (J.)............. 
J (1) 西4 5 A (1) 

E 5 5 A (2) I A'(1)  

B Cl) I B'(1)  

L (1) I B" (1) 

M (1) I K (1) • • • • •・・・・・・・・...・・・・・・・・・・・....・・・・・・・・・・・・・・・························································•······································································································
外2 3 A (3) 不明 9 A (9) 

は、横山が報告した mecA迫伝子のうちの316bpを増

幅する mecA1 : 5'-GAA-GAT-GGC-TAT-CGT-GTC 

-AC-3'と mecA2 : 5'-CTG-GAA-CTT-GTT-GAG-

CAG-AG-3'を0.5μMの浪度で使用した。また、 Toxic

Shock Syndrome Toxin (TSST-1)迫伝子検出用プライ

マーには市販品（タカラ）を0.25μMの浪度で使用した。

反応液の組成は既報6)のとおりとし、ヒートサイクルは

94℃ 30秒、 68℃ 30秒、 72℃ 30秒25回とした。増幅断

片の検出には3％アガロースゲルを使用した。

4.薬剤感受性試験

供試株の Methicillin（センシディスク、 BBL)、Cef

azolin、Ceftizoxime、Oxacillin(KBディスク、栄研

化学）に対する感受性をKB法により検討した。

m 結果および考察

1. PFGEによる MRSA臨床分離株の解析

秋田組合総合病院から分与された MRSA供試株50株

のsmalPFGEパターンは、 AからMまでの13に分類さ

れた。 smaIPFGEパターンは、レーンに存在するバン

ドの数が15本以下であったことから、分類作業は肉眼的

な比較検討により比較的容易に実施することが可能であっ

た。これらのパターンのうちA、B、D、G、Hのパター

ンを示す株には、バンドの違いが1本のみで、サプタイ

プと見なし得るパターンを示す株が存在し、それらには＇

を付してA'、B'などと標記した。また、パターン B、

D、Gにはバンドの違いが1本のみのパターンを示す株

が複数種存在し、それらをB'、B"などと標記した。

供試した50株のうちパターンAを示した株が30株あり、

最も多かった。また、パターンA'およびBを示した株

がそれぞれ2株あり、残りのパターンを示した株はいず

れも 1株づつであった。表 lにMRSAが分離された患

者の所属する病棟と分離されたMRSAのPFGEパターン

の関連を示した。 2病棟、 6病棟、外2病棟、西2病棟

では患者から分離された株のパターンがすべてAであっ

たが、 E4病棟、 E5病棟、西3病棟、西4病棟では分

離株のパターンが多岐にわたっていた。このように、分

離される MRSAの PFGEパターンには病棟毎に特徴

が認められる傾向があった。

今回、 1病院で患者から分離された MRSA50株を供

試して PFGEの導入を試みた。実際に DNA包埋プラ

グの作製、制限酵索消化、電気泳動、得られたパターン

の比較検討を行った結果、市販の試薬キットを使用する

ことにより、比較的容易に MRSAの PFGEが実施可

能であることが確認された。また、得られたパターンの

比較、解析は肉眼によっても比較的容易に実施可能であっ

たが、供試株数が多い場合や菌株の近縁度を定鼠的に示

したり系統樹を作成する場合には、市販のコンビューター

解析ソフトの併用が望ましいと考えられた。本 PFGE

解析技術の導入により、県の医療行政が県内の医療機関

のニーズに応じて院内感染対策をサポートするための基

礎的技術基盤が確立したと考えられる。

2. PCRによる MRSAの同定

供試した MRSA50株、および MSSA18株の Methic

illin、 Cefazolin、Ceftizoxime、Oxacillinに対する感

受性、 mecA迪伝子保有状況を表2に示した。供試した

MRSA 50株はすぺて4薬剤に耐性を示し、その表現型

から MRSAであることが確認された。これら50株の

MRSAのうち49株が mecA追伝子を保有していたが、
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表2 供試 MRSA、および MSSA株の薬剤感受性、 mecA遺伝子、 TSST-1遺伝子保有状況

感受性 遺伝子保有

供試株 Methicillin Ceftizoxime Cefazolin Oxacillin mecA TSST-1 菌株数

MRSA 50株

MSSA 18株
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R : Re sis tan t 
S : Sensitive 

1株は4薬剤に耐性であるにもかかわらず mecA迪伝

子を保有していなかった。一方、供試した MSSA18株

はすべて mecA遺伝子を保有せず、 4楽剤に感受性を

示した。

医療機関から MRSAとして分与された50株は表現型

からすべて MRSAと判定されたが、その50株中 1株か

らmecA遺伝子由来の増幅断片が得られなかった。こ

の理由として、当該株が mecA遺伝子を保有せず、

mecA追伝子が関与する機構以外の機構で耐性を獲得し

ていること、あるいは当該株の mecA遺伝子のプライ

マーアニーリング部位に変異があり、 PCRが進行しな

かったことが考えられるが詳細は不明である。この事に

関して、 mecA遺伝子を保有しない MRSAや mecA迫

伝子を保有しながら methicillinに感受性を示す株が存

在する ”8)との報告もあり、 methicillin感受性の表現

型と mecA辿伝子の有無が完全には一致しないと考え

られる。しかしながら、薬剤感受性の表現型から

MRSAかどうかの判定をする場合、 MRSAの耐性機構

の本質が誘導耐性であることなどの理由により、判定に

困難を来す場合があることが指摘されている”。このた

め、 MRSAの同定手段として mecA追伝子の有無を検

出する PCR法は、その迅速性も併せて、有用であると

いえよう。

今回、疫学マーカーの一つとしての TSST-1迪伝子

の意義を検討する目的で供試株の TSST-1追伝子保有

状況について検討したところ、 MRSA50株はすべて

TSST-1迫伝子を保有していたが、 MSSA18株はすべて

TSST-1遺伝子陰性であることが明らかとなった。この

ことは、 MRSAとTSSの関連を示唆することとして興

味が持たれる。
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