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薬剤感受性, d r u 塩基長および制限酵素断片分析の

M R S A 菌株識別精度に関する研究
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要 約

臨床材料由来メ チ シ リン耐性黄色ブドウ球菌 ( M R S A ) 20 株 ,
メ チ シ リ ン感受性 黄色 ブ ドウ

球菌 ( M S S A ) 1 株の計21 株を用い
,
16 剤の薬剤感受性試験を行 っ たと ころ

,
M S S A とは明らか

に異なり,
M R S A は全株とも12 割に耐性

,
また2 剤 ( S T 合剤

,

バイ コ マ イ ン ン) に感受性であ っ

た . しか し
.
ゲ ン タ マイ シ ンとミ ノ マ イシ ンに対する感受性は株に より異なり, こ の 2 剤の感受

性 パ タ ー ン に基づ い て 4 タイプに分類された . p oly m e r a s e c h ai n r e a cti o n ( P C R) により m e c A

およびd r u 遺伝子を増幅したと ころ ,
これらの遺伝子はM R S A 株にの み検出され .

M R S A の 同

定に有用で あることが確認できた . 特にd r u 遺伝子増幅産物の塩基長は株依存性変異を示し
.
404

b p と50 1b p の 2 タイ プに分類された.

パ ル ス フ ィ ー ル ド電気泳動法で検出された 染色体D N A の

r e s t ri cti o n f r a g m e n t l e n g t h p oly m o r p hi s m ( R F L P ) か らは13 タイプに分類された . また
,

薬剤感受性 タイ プのある群とd r u 塩基長タイプのある群には,
それぞれ7 つ の異な る R F L P タイ

プが分布した ことか ら, 薬剤感受性あるいはd r u 塩基長タイ ピングの菌株識別精度は
,
R F L P タ

イ ピン グの少なくとも1 / 7 で ある ことが示唆された. 菌株の由来病室を指標 に して みたと こ ろ
,

同 一 R F L P タイ プに属した菌株群の
一 部は特定病室から集中的に分離されており, そ こで の交差

感染の存在 を推定す るこ とができた .
これらの結果か ら, 感染源 ･ 伝播経路追求にR F L P 分析 は

極めて有効 な分子疫学的手法で あると考えられた.

キ ー ワ ー ド

M R S A ( メ チ シリ ン耐性黄色ブドウ球菌)
,
R F L P

,
d r u

,
院内感染

はじめに

院内感染 は ,
メ チ シ リ ン耐性黄色ブ ドウ球菌

( m et hi cilli n - r e si s t a n S t a p h yl o c o c c u s a u r e u s :

M R S A ) に よる院内感染の全国的 な広がりを契

機 に
,

一 段と注目を浴びるようにな っ た.

1 )
M R S A

は
,
メチ シリ ンに限らず

, 臨床的に頻用されてい

る多くの薬剤に対 しても耐性で あるため
, 基礎疾

患のある患者が 一 度
,
感染症を起 こすと, 治療が

閑難であり時には致命的となる.

1 )
従 っ て

,
M R S A

による院内感染の減少が, 医療現場 に限 らず社会

的にも強く求められてきてい る.
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M R S A の 分子疫学

そのためには感染源, 感染経路 を明らか に し,

的確な対処を行う ことが極めて重要であり, この

ような感染源 ,
感染経路の追及には,

同じ院内か

ら分離された 多く の M R S A 株に つ い て個 々 の菌

株を識別できる疫学的手法の導入が基本となる
2 )

.

その方法と して , 最初に利用されたのが,
抗菌薬

感受性 パ タ ー ン
,
フ ァ

ー

ジ型 あるい は コ アグラ ー

ゼ塑別に よる識別であ っ たが ,
今まで比較的良く

用い られてきた コ ア グラ ー ゼ型別におい て, Ⅱ型

がはとん どを占めるに至 っ た現在ではその有用性

が減じつ つ あり, 新たなタイピン グ法の開発が望

まれていた
3)

. そ こ に登場 したのが, プラス ミ ド

や染色体 D N A の塩基配列 の相違 に基づく 分子疫

学 ( 分子 レベ ル で同定された遺伝子及び環境因子

と, 家族 内, 地域 の疾病の発生, 分布 , 予防との

関連に研究する科学) 的手法で あり, 現在も目的

にか な っ た有用 な方法とされて い る
2

- 4 )

M R S A は
,
その染色体上にβ - ラ ク タ ム剤 耐性

化に本質的役割 を担 っ て い る m e c A オ ペ ロ ン を

獲得 してい る
5 )

.
m e c A オ ペ ロ ンは

,
メチ シ リ ン

感受 性黄色 ブ ドウ 球菌 ( m et bi cilli n - s e n siti v e

S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s : M S S A ) に は存在 し

ない 細胞壁合成酵素で ある ペ ニ シ リ ン結合蛋 白

2
′

( P B P - 2
′

) を コ ー ドして い る . ま た m e c A

の約2 .5 キ ロ 塩基 ( k b ) 下流 に は , トラ ン ス ポゾ

ンの転移酵素を コ ー ドしてい るIS 4 3 1 と呼 ばれ る

領域があり,
この部位 に遺伝子の挿入が起こ りや

すい とされて い る .
m e c A とIS 4 3 1 とに はさまれ

た約 2 k b の領域は株間で多塑性がみ られ h y p e r -

v a ri a bl e r e g i o n と呼 ばれ てお り,
d r u 遺伝子が

存在して い る
4)

. こ の m e c A とd r u 遺伝子が遺伝

子増幅反応 (p o l y m e r a s e c h ai n r e a cti o n : P C R)

の標的領域として, しばしば用 い られて いる .

一

方
,
制 限酵素断片解析 ( r e st ri cti o n f r a g m e n t

l e n g t h p oly m o r p hi e m : R F L P) は, 染色体D N A

を制限酵素で切断 しその パ ル ス フ ィ - ル ドゲル電

気泳動 ( p u l s e d -fi e ld g el el e c t r o p h o r e si s : P F

G E ) に よりパ タ - ン を比較する方法で あるが,

その多様性と分析精度か ら病院内な どの狭い範組

の感染経路 を追跡するには最も優れた方法の 一

つ

と言われて い る
2 ) 3 )

看護 は患者のみを対象と してい る訳 で はない .

特に感染症の分野では , その発生予防を働きかけ

るのも看護領域分野として重要で ある
6 )

. 現在多

くの医療施設におい て , 医師 ･ 看護職 ･ 薬剤師 ･

検査技師 ･ 事務系職員などか らなる感染予防委員

会が設置され , 感染予防 へ の積極的な取り組みの

気運が高ま っ てきている
7 )

.
これ らの構成メ ン バ ー

の中で , 患者 に接する機会が多く , 現場状況に最

も精通してい る看護職には , 感染予防に関する全

ての活動におい て中心的役割 を果たす ことが求め

られている
7)

.
こ のような観点か ら, 感染源 ･ 感

染経路の追及に有用 な方法を看護領域の視点か ら

追及する ことは意義あるものと考えられる.

本研究では
,
臨床分離M R S A 株を対象と して ,

まず薬剤感受性タイ ピ ン グを試み ,
次い で P C R

による m e c A 遺伝子検 出に加 え ,
h y p e r v a ri a bl e

r e gi o n の領域に含まれるd r u 遺伝子増幅産物の多

塑性を基 にした遺伝子タイ ピ ン グ法を検討 した.

更にR F L P に基づくタイ ピン グを行 っ たので , そ

れ らの成績 につ い て報告 した い .

研究方法

1
. 供試 M R S A およびM S S A 菌株とその培養

富山医科薬科大学附属病院検査部細菌検査室よ

り分与を受けた入院患者 の種 々 臨床材料由来 の

M R S A 20 株と M S S A l 株 , 計21 株を対象と した .

M R S A 20 株の分離年月 日は ,
19 97 年 2 月か ら 5

月の比較的短期間に限定 した . また , 由来病棟に

関 しては,
8 株は限定せずラ ン ダム に選択し ( 柄

棟非限定群) , 残り12 株 は特定病棟 に限定 した

( 病棟限定群) . 各菌株の由来材料. 分離年月 日,

病棟は表 1 に示した . 供試菌株は,
6 FJ g / m l オ

キサ ンリ ン
,
4 % N a Cl を含む M S O 寒天培地 ( 日

本製薬) を用い て ,
M R S A あるい はM S S A で あ

ることを再確認後,
ミ ュ

ー

ラ
-

･ ヒ ン トン ･ ブ ロ

ス ( M H B , D IF C O ) を液体培地として使用し37

℃で 一 晩培養し使用 した . 得 られた新鮮培養液の
一 部 は

,
その 1 m l に80 % グリ セ ロ - ル250 p l を加

え - 8 0 ℃で 凍結保存 した . ま た ,
M H B に寒 天

( A g a r N o b l e , D if c o ) 1 .5 % を加えた寒天培地

をコ ロ ニ ー 選択に用 いた .

2
. 薬剤感受性試験

最少発 育阻止濃 度 ( m i n i m u m i n hibit o r y
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c o n c e n t r a ti o n : M I C ) は日本化学療法学会標準

法
8 )
に準拠 し,

液体希釈法 により求めた. 新鮮培

養菌液 を適宜 培地 で 希釈 し, 菌 数が10
4

c ol o n y

f o r m i n g u nit s ( C F U ) / 5 0 〃1 と な るように 鋼

製 した . 調製菌液5 0 fJ l をあらか じめ9 6 穴 マ イ ク

ロ プ レ ー トで作製 した薬剤倍数希釈系列の各50 FJ l

に加 えよく混和後3 7 ℃で
一

晩培養 ,
翌日波長5 8 0

n m ( O D 5 80 n m ) を用い た比濁計 ( C o r o n a ) に

より菌増殖 によ る濁度を判定し
,
増殖抑制 ( O D

580 n m が0 .1 以下) を認めた最少濃度を M IC とし

た
. 感受性の程度は, 上記検査室で作成されたプ

ロ ト コ
-

ル ( 米 国 N a ti o n al C o m m it e e f o r

Cli ni c al L a b o r a t o r y S t a n d a r d s により提唱さ

れた方法 に準拠) に従 い
,
M I C 値 に より感受性

(S)
,
中間 (Ⅰ) および耐性 ( 氏) の 3 段階に分

けて表現 した. 供試薬剤 (16斉u) の名称および略

号は表 1 に示 した.

3
.
P C R 法に よる m e c A , d r u 遺伝子の増幅

寒天培地で 一 晩培養した菌か ら
,
1 コ ロ ニ ー を

選択し
,
滅菌楊枝の先端で 釣菌 し

,
0 . 2 皿B マ イ ク

ロ チ ュ ー ブに入 っ たP r o t ei n a s e K 溶液 (144 FL g /

m l) 10 〃1 に接種 し,
3 7 ℃3 0 分に て溶菌させた.

次い で
,
99 ℃ 5 分に て酵素を失活させた. 冷却後,

P C R 反応後 ( D N A IO FJ l , 10 × b u f . 3 FJ l , 25 m M

M g C1 2 1 .8 Fj l , d N T P 3 p l , 各p ri m e r 0 .5 p l ,

T a q 0 .3 p l , 蒸溜水 10 .9 FJ l) に てP C R を行 っ た .

P C R に用い たプライ マ ー は
,
既報に基づき設定

した
2)

. プライ マ ー の塩基配列は ,
m e c A で は

,

増幅産物の塩基長が53 1b p にな るように 5 ㌔ C T T

T G C T A G A G T A G C A C T C G - 3
'

( m e c A 1 , 1538 -

155 7) お よび 5
'

- G C T A G C C A T T C C T T T A T C T

T G - 3
′

( m e c A 2
,
20 4 9 - 2 06 9 ) と した . d r u で

は 5
′

- A C T A T T C C C T C A G G C G T C C 1 3
∫

( H V R

1
,
3 88 - 35 6 ) お よ び 5

′

- G G A G T T A A T C T A C

G T C T C A T C - 3
′

( H V R 2 ,
89 2 - 912) と した.

各プライ マ ー 後の括弧内の番号は塩基番号( シ ー

ク エ ン ス ナ ンバ ー -) を示すが
,
それ らはそれぞれ

E M B L D a t a L ib r a r y , A c c e s si o n N o . X 5 2 59 3

a n d X 52 594 に記載されたものに よる
2 )

.

P C R の条件は , 初回の み95 ℃ 1 分の熱変性を

行い , 続けて変性9 4
o

C l 分,
ア ニ ー リ ング55 ℃ 1

分, 伸長7 2 ℃ 2 分
,
40 サイク ルとした. サイク ル

終了後
,
反応液10 F Ll を1 .5 % ア ガ ロ -

ス ゲル に て

電気泳動 し, エ チジウム ブ ロ マ イ ド染色後 トラ ン

ス イル ミネ 一 夕 -

で増幅産物 の バ ン ドを確認し,

写真撮影 した. サ ン プル の塩基長 (b p ) は , 同

時に泳動 した マ ー カ ー ( D N A M ol e c u l a r W i gh t

M a r k e r Ⅶ : b o e h ri n g e r m a n n h ei m ) の易動度

に より判定 した .

4
.

パ ル ス フ ィ
ー ル ドゲル電気泳動法

物理的なD N A の切断を避けるため , 操作 は細

菌をアガ ロ - ス ゲル 内に包埋 して行 っ た . 約l o
g

C F U / m l に調整した菌液を1 .
2 % 低融点 アガ ロ -

スゲル内に固めた ブロ ッ クを用い ,
エ ッ ベ ン ドル

フチ ュ ー ブ内で溶菌操作及び制限酵素によるD N A

の切断を行 っ た . 溶菌のため, チ ュ
ー ブにアタ ロ

モ ペ プチ ダ ー ゼ ( 5 m g / m l) 40) F Jl とリゾス タフ ィ

ン ( T a k a r a ) 20 FL l を加え37 ℃ .

一 晩作用させ

た
. 翌日P r o t ei n a s e K 液80 0 〃1 の入 っ た新 しい

チ ュ
ー ブにブ ロ ッ クを移 しさらに5 0 ℃で 一 晩放置

した. 溶菌操作後 P h e n yl m e th y トs u lf o n ylfl u o rid

にて P r o t ei n a s e K を不 活化 し, さ らに ブ ロ ッ ク

をT ri s - E D T A ( T E ) b u ff e r で洗浄 した後 , 制限

酵素液 ( S m a I : b o e h ri n g e r m a n n h ei m ) 5 0 p l

を加え,
30 ℃ 一 晩反応させD N A の切断を行 っ た.

酵素処理が終わ っ た時点でゲル (0 .5 × T B E b u ff e r

130 mB に アガ ロ - ス1 .3 g を溶解) にブ ロ ッ クを埋

め込み , さらに隙間にあらか じめ溶か しておいた

0 .5 % 低融点アガ ロ - ス 溶液を少 量注 い だ.
4 ℃

で固化後 ,
パ ルス フ ィ

ー ル ド電気泳動装置に セ ッ

トし, パ ル ス タイ ム 5 秒
,
電圧1 7 0 V

,
電流10 0

m A
,
電力150 W にて2 4 時間泳動 した . 泳動終了

後は
,
エ チ ジウ ム ブ ロ マ イ ド溶液で染色後 , 蒸留

水で脱色し観察 ･ 撮影した .

結 果

1
. 供試菌の プ ロ フ ィ ー ル

供試菌株21 株の薬剤感受性プ ロ フ ィ ー ルを表 1

に示した .

対照と した M S S A の薬剤感受性 プ ロ フ ィ ー ル を

みると
,
確か にメ チ シリ ンに感受性を示しており,

他にも
, βラクタム剤で あるペ ニ シ リン

,
ア ン ピ

シリ ン
,
ピベ ラ シリン

,
セ フ ァ メ ジン

,
セ フ ォイ

アムとセ フテ ゾ - ルに加え
,
イミ ペ ネム ,

エ リス

- 15 3 -
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ロ マイ ン ン, タリン ダマ イシ ン ,
ミ ノ マ イ シ ン

,

バ ン コ マ イ シ ン
,
ホ ス ホ マ イ シ ン ,

S T 合剤の14

薬剤に対 しても感受性を示した. 但し, ゲンタマ

イシ ンおよびオ フ ロ サキン ンに は耐性であ っ た .

一

方 M R S A 2 0 株 は ,
全 て メ チ シ リ ン に対して

耐性であ っ た . また,
これらの株は, ペ ニ シリン,

セ フ ェ ム 系であるセ フ ァ メ ジ ン ,
セ フ ォ チ アム

,

セ フ テ ゾ
- ル の薬剤 に対 してす べ ての株が耐性を

示し, その他イミ ペネム ,
エ リス ロ マイ シ ン ,

タ

リ ン ダマ イ シ ン などの薬剤に対 しても耐性を示し

ており
, 多剤耐性菌で あることが明らかにされた .

逆に20 株すべ てが感受性で あ っ た薬剤と して ,
バ

ン コ マイ ン ンとS T 合剤の 2 剤の存在が認められ

た. しか し
,
16 剤のうちミ ノ マ イシ ンとゲンタマ

イシ ンの 2 割 に対する感受性は株間で異 なり,
ゲ

ン タ マイ シ ンで は 7 株の35 % が
,
またミ ノ マ イシ

ンで は10 株の50 % が感受性を示 した. その結果
,

両割に対す る感受性 に基づ き供試 M R S A 菌株2 0

株 は
,
ゲン タ マ イ シ ン感受性 ･ ミ ノ マイ シ ン感受

性 ( G s M s) グル ー プに 1 株 ( 菌抹香号 : 105 )
,

ゲ ンタ マイシ ン耐性 ･ ミノ マ イシ ン感受性 (G r M s)

グル ー プ9 株 ( 菌番号 : 2 ,
3

,
5

,
7

,
14

,
16

,

19
,
10 4

,
110)

,
ゲ ンタ マ イ シ ン感受性 ･ ミノ マ

イシ ン中間 ( G s M i) グル ー プに 6 株 ( 菌抹香号:

8
,
17

,
10 2

,
10 3

,
106

,
10 8) およびゲンタ マ イ

シ ン耐性 ･ ミ ノ マ イシ ン中間 ( G r M i) グル
ー プ

に 4 株 ( 菌株番号 : 6 ,
10 1

,
10 7

,
10 9 ) と 4 タ

イプに分類できた.

2
.
P C R による m e c A およびd r u 遺伝子の検出

M R S A 20 株と M S S A l 株に つ い て m e c A の増幅

反応を行 っ たと こ ろ, 予想された53 1 b p の バ ン ド

が全ての M R S A 株 で検 出され た .

一 方 , 尉照と

して用いた M S S A で はそれに相当す るバ ン ドは検

出されなか っ た ( 図1 および2 ) .

d r u の増幅反応 の結果も,
M R S A 株でのみ バ ン

ドが見られ
,
M S S A ではそれ に相当するバ ン ドは

検出されなか っ た ( 図 1 ) .
d r u の増幅産物は

,

m e c A 増幅産物 とは明らか に異なり, 株 に よ っ て

40 4 b p および50 1 b p と塩基長 に違 い が 認め られた

( 図 1 および 3 ) . その結果
, 菌株番号 2 ,

3
,

5
,
7

,
14

,
17

,
19

,
10 4

,
105

,
109

,
110 の11株

が属する404 b p グ ル ー プと
, 残 りの 菌抹香号 6 ,

8
,
16

,
10 1

,
102

,
103

,
106

,
10 7

,
10 8 の 9 株が

属する｡ 50 1b p グル
ー プの 2 タイプに分類 された

(表 1 および図5 ) .

3
.
P E G E によるR F L P の検出

各 M R S A 20 株の ゲノ ム を制限辞素S m a I で切

断 して得られたD N A 断片のP F G E 後の検出パタ ー

ンは
, 切断片の塩基長に依存 して菌株に固有の多

様なは しご状を呈 した . 撮影 した写真を基に 図 4

のように, 生 じた D N A 断片のう ち菌株 の識別 に

適する明瞭なバ ン ド6 本に着目して Ⅰ - Ⅵ グル ー

プと大別し
,
更に特定の グル ー プを設定 しタイ ピ

ングを行 っ た結果,
Ⅰ

,
Ⅱ

,
Ⅲ - 1

,
Ⅲ - 2

,
Ⅳ - 1

,

Ⅳ - 2
,
Ⅳ - 3

,
Ⅳ 1 4

,
V l l

,
V - 2

,
Ⅵ 1 1

,
Ⅵ - 2

,

Ⅶ - 3 の13 タイ プに分類された. それぞれ のタイ

プに属した菌株数は, 最多で 4 株 ( Ⅶ - 3 グル ー

プ) , 次いで 3 株 ( Ⅶ - 1 グル ー プ) と2 株 ( Ⅲ - 1
,

Ⅱ - 2 グル ー プ) であり
,
残りの 9 グ ル ー プには

各 1 株のみが分布した ( 表1 ) .

図1 . P C R に よるM R S A とM S S A にお ける

m e c A お よびd r u 遺伝子 の増幅検出

1 : M S S A 株 , 1 0 9 , 1 1 0 : M R S A 株 . b p マ
ー

カ
ー

図 2 . M R S A 株におけるm e c 遺伝 子増幅検出例

M : b p マ
ー

カ
ー

,
2
.
3
,
5
.
6
,
7
,
8
,
1 4

,
1 6

,
1 7

,
1 9 : M R S A 珠
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図 3 . M R S A 株 に おけるd r u 遺伝子増幅検出例
M : b p

マ - カ ー

.
2
,
3
,
5
,
6
,
7
.
8
,
1 4

,
1 6

,
1 7

.
1 9 : M R S A 珠

S # # i }
1 7 8 1 9 1 0 9 2 3 1 4 1 6 7 6 1 0 8 1 0 6 1 0 + 1 0 5 1 1 0 5 1 0 7 1 0 1 1 0 2 1 0 3

I H JtJ ･ 1 * lJl - 2
*

rV ･ 1 Ⅳ ･

2 Ⅳ ･

3 Ⅳ ･

4 V -

1 V ･ 2 vI ･ 1
●

vl ･ 2 Vt - 3 .

●暮 B 托分 布

図 4 . P F G E に よ るD N A 断片泳動パ タ ー ン に基 づく R F L P の タイ ピ ン グ

薬剤感受 性タ イ プ

G s / M s G r / M s G s / M i G r / M i

d r u

4 0 4 b p

1 1 株

≡-.(亘
-
;.

-
;

;
_
-
:
-
_

-
I

:､
① 回

図5 ･ 3 種 マ - カ - ( 薬剤感受性 ･

d r u
･

R F L P ) の 相互関係

四角の中の 数字は上段が菌株名
,
下段がR F L P タイ プを示す.

黒 四角は同
一

R F L P タイ プに属した菌株を示す.
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考 察

本研究は,
M R S A 20 株を対象に ,

薬剤感受性

試験および分子疫学的手法( P C R による m e c A と

d r 1ユ遺伝子領域 の増幅検出およ びR F L P タイピ ン

グ) を用 い ,
M R S A 菌株間 の識別精度 を比較検

討し, 分子疫学 的手法の有用性 を検証することを

目的として行 っ た .

M R S A に よる院内感染 の発生要因と して , ①

患者自身の保菌か ら感染が引き起 こされる内因感

染と
, ②他の患者か ら直接的 , あるいは医療従事

者か ら間接的に起 こ る交差感染,
そして③汚染さ

れた病院環境や医療機器な どか ら発症する外因感

染の 3 つ が主なものと して挙げられ て い る
1) 9 )

医療従事者および医療機器の関与する感染につ い

ては , 医療関係者の適切な対策によ っ て ある程度

の予防は可能であるが ,
患者間で起 こる直接的な

交差感染では, ときに集団発生を引き起こすとい っ

た危険性が高い
1)

. 交差感染や外因感染を防ぐた

めには
,
抗生物質

,
消毒薬の適切な使用は無論の

こと
,
さ らに感染源および感染経路 を知るための

有効 な疫学調査が必要となる.

M R S A に関する疫学 マ
ー

カ
ー と して

,
当初よ

りフ ァ ー ジ型 ,
コ ア グラ ー ゼ型あるいは薬剤感受

性型が採用され てきた. しか し薬剤感受性に つ い

ては, 新 しい分離株になるにつ れ耐性の程度も増

加傾向を示し, また , 抗生剤使用前後の感受性 パ

タ ー ンの変動も指摘されており,
マ

ー カ ー として

の信頼性は低い と考え られている
1 )

. フ ァ
ー ジ型

別や コ ア グラ - ゼ型別におい ても特定の型に集中

する傾向が あり, これ らの生物学的 マ ー カ ー の有

用性は減 りつ つ あるのが現状で ある
3)

.

本研究で も
,
16剤を用 いて薬剤感受性試験に基

づくタイ ピン グを試 みた が
,
供試 M R S A 菌株20

株のいずれも,
メチ シリ ンを含めた12 割に対 し,

多剤耐性 を示 した.
この ことか ら

,
耐性度におい

て確かに供試 M R S A 菌株である20株全てがM R S A

と しての性質を有す ることが確認された . しか し,

ゲンタ マ イ シ ンとミノ マイ シ ンの 2 剤に対す る感

受性 は株間で相違が認め られた.
こ の結果, 両割

に対する感受性 に基づ き供試 M R S A 菌株20 数は

か ろうじて 4 タイプに分頬でき ,
以下に記した分

子疫学的 マ ー カ ー と比較した ( 表 1 および図5 ) .

さ らに
,

バ ン コ マ イ ン ンおよ びS T 合剤 の 2 割 に

対しては全ての菌株が感受性を示 し, これらの薬

剤は少なくとも供試菌株由来医療施 設に おいて ,

M R S A 感染症の治療に はなお有効 で ある こ とが

示された . その有効性の維持のた めにも , 今後も

適切 な使用が 要望されると こ ろで ある.

一 方
,
再現性および精度の点で優れた方法とし

て ゲノ ム の解析を行うP C R 法や R F L P で 代表 さ

れる分子疫学的手法が最近用い られてきた. これ

らの手法は全て微生物に存在する遺伝子を解析す

るもので あり,
原理的に M R S A の みならず他菌

種
,
其菌あるいはウイル ス など多く の微生物に適

応できる利点がある
1 )

.
p c R 法 は

,
2 0 b p 程度の

特異的プライ マ ー を用い, 目的とする遺伝子領域

を短時間で数十万倍に増幅す る方法である. 本研

究で は, M R S A に特異的に存在する m e c A および

d r u 遺伝子 に焦点を当て ,
増幅検出を試みた. そ

の結果, 供試 M R S A 菌株全て に ,
予想された53 1

b p を有す る m e c A 遺伝子相当バ ン ドが増幅検 出さ

れた .

一 方,
d r u 遺伝子の増幅産物 は菌株依存性

に
,
404 b p (11 抹) あるいは5 0 1 b p ( 9 株) の位

置に検出された. 今回の成績は,
d r u 遺伝子領域

の塩基長は
,
菌株により異なる ことを示した西ら

の報告
4 )
に

一

致するもので あ っ た . m e c A 遺伝子

もd r u 遺伝子に相当するバ ン ドも ,
M S S A に は検

出されなか っ た . こ の ことか ら
,
供試 M R S A 菌

株全てが, 薬剤感受性試験に加え遺伝学的にも確

か にM R S A であることが確認された.

上記の ように
,
供試 M R S A 菌20 株は薬剤感受

性か ら4 タイプ,
d r u タイ ピン グか ら 2 タイ プに

分頬された . しか し
, 両 マ ー カ ー を組み合わせ て

も 6 タイプに分類されるに過 ぎなか っ た. 薬剤感

受性タイ ピングに用いられた2 剤のうち
,
ゲンタ

マイ シ ンよりもミノ マイ シ ンの感受性 パタ ー ンが

d r u のタイ ピン グに 一 致する傾向を認めた . こ の

ことか ら
, もし両者をマ ー カ ー に して疫学調査す

るならば, 薬剤 としてはゲンタ マ イ シ ン の方が有

用で あるものと考えられた. また 同 一 R F L P グル ー

プに属した株は
,
必ず同 一 d r u グ ル ー プに 分布し

たが
, 薬剤感受性では異 なるグル ー プに解離して

分布する傾向が強か っ た .
こ の理由として

,
細菌
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が染色体 D N A と染色体外D N A ( プラス ミ ド) の

二 つ を持 ち
,

パ ル ス フ ィ ー ル ド電気泳動法により

分離されたのは比較的長い D N A 断片を有 して い

る前者で, またゲンタ マ イ シ ンやミ ノサイクリ ン

系薬剤耐性遺伝子は プラス ミ ドに保有されてお

り
10 )

, そのため ,
R F L P グ ル ー プと薬剤感受性 タ

イ ピン グで は
, 多く の株が

一

致せ ず, 解離 したも

のと考え られた .

次 に , 識別精度が 高い こ とが報告されて い る

R F L P によるタイ ピングをパ ルス フ ィ ー

ル ド電気

泳動法 によるパ タ ー ン分析により検討した. R F L P

検討の前提に なるD N A の切断には, M R S A D N A

の G C % か らして最適とされる制限酵素S m a I を

用 いた
1) 9) l l) 1 2) パ ル ス フ ィ

ー ル ド電気泳動法は
,

異 なる2 方向の電場を交互に負荷 ( パ ルス) して

D N A を方向転換させるた め
,
巨大なD N A で も分

離が可能となる
2 ) 1 3)

. 今回 ,
R F L P 分析の結果 ,

供試 M R S A 菌2 0 株 は13 タイ プに分類され,
こ の

うち複数株 ( 2 - 4 株) が分布した のは4 タイプ

であ っ た.

一 山ら
12 ) は11 1株の M R S A を3 1 通りの

パタ ー ンに分類 してい る. 用 いた菌株数を考慮す

ると
, 今回のR F L P の解析度は,

はぼ 一

山らの報

告に匹敵するものと考えられた .
これ らの結果を

総合 して
,
3 種 マ ー

カ ー の中で R F L P が個 々 の菌

株の識別精度が最も高い ことが示された.

供試 M R S A 菌株の選択 に際し
,
疫学調査の シ ュ

ミ レ ー シ ョ ン を想定し, 分離年月 日を比較的短期

間に限定 し
,
8 株の病棟非限定群と12 株の病棟限

定群 に分けた . 薬剤感受性タイ ピングでは, G r M s

タイ プが 一 部で ク ラス タ ー を形成 して分布する傾

向を認めたもの の . 特定病棟 へ の集中傾向は認め

られ なか っ た . 同様 にd r u タイ ピン グにおいても
,

病棟限定あるい は非限定群 へ と分散 し
, 集中して

分布する傾向は認められ なか っ た. しか しR F L P

タイ ピン グをみると , 病棟限定群で は
,
12 株中7

秩 (5 8 % ) が特定の 2 タイ プ ( 4 株がⅦ - 1
,
3 株

が Ⅶ - 3 ) に ク ラス タ ー を形成 し分布 して い た .

しか も,
こ のうち少 なくとも 1 つ の ク ラス タ ー は

薬剤感受性では異なるタイ プに属してい たが , 追

跡調査 により同 一 病室由来で あるこ とが確認され

た .

一

方, 病棟非限定群に は多様なR F L P タイ プ

が存在 し
,
8 株中2 株 (25 % ) のみがR F L P の同

一

夕イ ブ ( Ⅲ - 2 ) に分布 した .
こ の 2 株も

,
追

跡調査に より少なくとも同 一 診療科由来であるこ

とが確認された.
こ のことか らも,

R F L P で 同 一

タイプに属した菌は近接 した場所か ら分離された

ものであり, 交差感染の存在 が強く示唆された .

今回の シ ュ ミ レ ー

シ ョ ンとして
,
由来菌株の関連

情報 ( 患者の移動
,
抗生物質使用状況

,
担当医療

従事者の保菌状況等) をあえて入手しなか っ たが
,

この結果は
,
R F L P の導入に より感染源ある い は

感染経路の追及が い か に精度高く行えるか を強く

示 しているものと考えられた .

最後に
,
感染看護分野 へ の分子疫学的手法の導

入 ･ 定着化を視野に入れ 今回の経験か ら得た技

術的問題に触れてみた い.
D N A 抽 出や酵素処理

あるいは電気泳動は, マ ニ ュ アル化 した操作手順

に従えば何 ら問題なく出来た . 要 した日数は
,
P

C R 法で 2 日間 , また はR F L P 分析も ー 連 の操作

を連続的に行うと 1 週間で終了できた. この よう

なことか ら
,
日数の短縮化等 の改善が加われば

,

看護分野 へ の木方法の定着化には, 必ず しも多く

の困難は伴わない ものと考え られた . 今後 , 精度

の高い疫学情報が得 られる - 従 っ て
,
より適格な

予防対策が講じられる
一 分子疫学的手法が感染看

護の分野に積極的に導入され ていくことに期待 し

たい
.

結 論

臨床材料 由来 M R S A 2 0 株に つ い て
,
薬剤感受

性タイ ピン グと分子疫学的手法 ( P C R 法,
P F G E

法) による遺伝子タイ ピングを行い 以下の結果を

得た.

1 ) 供試 M R S A 20 株は, 対照 M S S A 株と は著 し

く異なり, メチ シリ ンを含め多剤 耐性 を示した .

しか し, バ ン コ マ イ ン ン とS T 合割に対 しては全

ての株で感受性 を示 し, これ らの薬剤は少なくと

も供試菌由来医療施設において ,
なお有用なM R S A

感染症の治療薬として位置づ け られた .

2 ) ゲン タ マ イシ ンとミ ノ マ イシ ンの 2 剤に対す

る感受性パ タ ー ン は菌株 により異なりその結果供

試 M R S A 20 株は 4 タイ プに分類された .

3 ) P C R による m e c A 遺伝子の検出で は
,
53 1 b p

の バ ン ドがすべ て の M R S A 株で 検出されたが
,
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M S S A 株で は検 出され なか っ た . こ の ことか ら

M R S A の同定に m e c A の遺伝子診断を用いる こと

は有用で あると考えた .

4 ) d r tl 遺伝子の増幅検出においてもM R S A 株で

のみバ ン ドが認められ M S S A では検出されなか っ

た
. また ,

d r u の増幅産物 は株に よ っ て4 04 b p お

よび50 1 b p と塩基長 に違い が 認め られた . その結

果, 供試 M R S A 20 株 は2 タイ プに分類された .

5 ) 供試 M R S A 20 株の全遺伝子 を制 限酵素S m a

I で切断し, P F G E 法を用い て R F L P タ イ ピン グ

を行 っ た結果
,
13 の タイ プに分類された .

こ のう

ち, 4 タイプに複数株 ( 2 - 4 株) が分布した.

6 ) 上記結果 より, 3 マ
- カ ー

の中で ,
R F L P タ

イ ピングが個 々 の菌株の識別精度が高く,
その分

より詳細 な疫学的情報が得 られるという ことが確

認できた . さ らに
,
疫学調査の シ ュ ミ レ ー シ ョ ン

か らも
,
感染源 ･ 感染経路の追及に R F L P タイ ピ

ングの導入は有用で ある こ とが示唆された.
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C o m p a r a ti v e s t u d i e s o n t h e s t r a i n - d i s ti n g ui s hi n g e ffi c i e n c y

a m o n g d r u g s e n s itibit y t e s t s , d r u g e n e s p r o d u c t s a n d

r e s t ri c t i o n fl a g 血 e n t l e n g t h p o ly m o r p hi s 皿 ( R F L P ) - t y p i n g

o f m e t h cilli n - r e si s t a n t S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s ( M R S A )

M ih o U m a t a k e
l

,
H i r o s hi O c h i a i

2

,
Ik u k o Y o s h id a

3
a n d K e nj i T a z a w a

2

1

G r a d u a t e S c h o ol o f N u r s l n g , T o y a m a M e di c al a n d P h a r m a c e u ti c a l U n i v e r sit y

2

s c h o ol o f N u r s ln g , T o y a m a M e di c a l a n d P h a r m a c e u ti c a l U ni v e r sit y

3

D i vi si o n o f C li ni c al L a b o r a t o r y , T o y a m a M e di c a l a n d P h a r m a c e u ti c al

U ni v e r sit y
-

a ffli a t e d H o s p it al

A b st r a c t

T o s e a c h t h e m o st i n di c a ti v e e pid e m i ol o g l C al m a r k e r o f m et h cilli n
- r e si st a n t S t a p h y

-

l o c o c c u s a u r e u s ( M R S A ) ,
w e c o m p a r e d t h e st r ai n

- di sti n g ui s hi n g effi si e n c y a m o n g

s e v e r a l t y p l n g m et h o d s s u c h a s d r u g
- s e n siti vit y t e st , a n a ly s ュs O f p o ly m e r a s e c h a i n r e

-

a cti o n ( P C R ) - a m p lifi e d p r o d u c t s o f m e c A a n d d r u g e n e s , a n d r e st ri c ti o n fl a g m e n t

l e n g t h p ol y m o r p hi s m ( R F L P ) - t y pi n g a ft e r dig e sti o n o f c h r o m o s o m al D N A w it h r e
-

s t ri cti o n e n z
.
y m e o f S m a I ･

u si n g 20 M R S A st r ai n s i s ol a t e d f r o m t h e h o s pit a li z ed

p a ti e n t s i n v a ri o u s w a r d s ･ D r u g s e n siti v it y t e st s a g a l n St 16 d r u g s s h o w e d t h a t a ll

M R S A st r a i n s w e r e e q u a ll y r e si st a n t o r s e n siti v e t o 12 d r u g s o r t w o d r u g s ( v a n c o -

m y ci n a n d s u lf a m et h o x a z o l e / t ri m et h o p ri m ) ,
r e s p e cti v ely , b u t t h e s e st r a i n s c o u ld

b e di vid e d i n t o 4 t y p e s d e p e n di n g o n t h e diff e r e n t s e n sitivit y p r o fil e s i n o n l y t h e r e
-

m a i ni n g t w o d r u g s ( g e n t a m y ci n a n d m i n o m y ci n ) .
P C R a s s a y c o n fi r m e d t h a t all

M R S A s t r a i n s p o s s e s s b o t h m e c A a n d d r u g e n e s , w h e r e a s a c o n t r ol st r ai n o f m et h
-

cilli n -

s e n siti v e S t a p h y l o c o c c u s a u r e u s d o e s n o t ･ Alt h o u g h m e c A g e n e w a s a m plifi e d

i n t o si n gl e p r o d u c t w it h 5 31 b a s e p ai r ( b p ) i n all s t r ai n s , a m plifi e d p r o d u ct o f d r u

g e n e d r e w a di vidi n g p r o d u ct i n t o t w o b a n d s eit h e r w it h 40 4 o r 5 0 1 bp d e p e n di n g

o n t h e s t r a i n s ･
I n a s h a r p c o n t r a st t o a f e w e r t y p e s i n d r u g

-

s e n siti vit y a n d d r u t y p
-

i n g s ･ R F L P
- t y pi n g c o uld cl a s sifi e d t h e s e st r ai n s i n t o a s m u ch a s 13 t y p e s , s u g g e sti n g

t h a t R F L P -t y p l n g C O uld p r o vid e t h e m o s t i n di c a ti v e e pid e m i ol o g l C al i n f o r m a ti o n a m o n g

t h e t y p l n g S e x a m i n e d i n t h i s st u d y ･
I n a m i mi c e pid e m i ol o g l C al st u d y , a n o c c u r r e n c e

o f c r o s s -i n f e c ti o n w a s e sti m a t e d i n o n e p a ti e n t r o o m a t w hi c h a cl u s t e r o f s t r ai n s

w it h t h e s a m e m a r k e r i n R F L P w a s i s o l a t e d w it hi n a r el a ti v el y s h o rt p e ri o d . T h e s e

fi n di n g s i n di c a t e t h a t R F L P i s a p o w e rf u l t o ol f o r s e a r c h t h e s o u r c e o f i n f e c ti o n s

a n d d e s s e m i n a ti n g r o u t e s t o p r e v e n t n o s o c o m i al i n f e cti o n s w it h M R S A .

K e y w o r d s

M R S A ( m et h cilli n - r e si s t a n t S t a p h yl o c o c c u s a u r e u s)

R F L P
,
d r u

,
n o s o c o m i al i n f e cti o n s
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