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Random Amplified　Polymorphic　DNA（RAPD）解析による

　　黄色ブドウ球菌ゲノムダイビング

　藤本下士，小島夫美子
（九州大学医療技術短期大学前衛生技術学科〉

Genotyping　of　Staphylococcus　aureus　Based　on

Random　Amplified　Polymorphic　DNA　Analysis

Shuji　Fujimoto　and　Fumiko　Kojima

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ABSTRACT

　　To　perform　the　genotyping　method　of　Stmp勿lococcus　aureus　based　on　random　amplified　polymorphic

DNA　analysis　（RAPD），　we　optimized　the　several　polymerase　chain　reaction　（PCR）　coRditions　such　as

Mg2’　concentration，　annealing　temperature　and　DNA　polymerase．　ln　order　to　assess　the　discriminatory

power　of　this　typing　method，　18　epidemiologically　unrelated　S．　aureus　strains　were　examined　and　the

results　were　compared　with　the　coagulase　gene　typing　method．　Among　the　five　primers，　RAPD　PCR　using

primer　7　yielding　15　different　types　was　the　most　discriminative　primer．　AII　the　strains　except　two　were

distinguished　each　others　by　the　combination　of　RAPD　profiles　acquired　using　the　three　primers．　These

data　suggest　that　the　discriminatory　power　of　the　RAPD　genotyping　method　is　great　enough　to　be　used

as　the　sole　method　to　type　S．　aurezts　and　this　method　is　useful　as　an　epidemiological　tooi．

Key　Words：　Genotyping，　Stmphyloceccus　aureus，　Random　amplified　polymorphic　DNA　analysis　（RAPD）

　　　　　　　　1．緒　　言

　黄色ブドウ球菌はグラム陽性の球菌で，コアグ

ラーゼ，溶血毒，腸管毒などの種々の毒素を産生

し，皮膚などの化膿性疾患や食中毒の起因菌とし

て医学上重要な病原菌である。本菌は，ヒトの皮

膚，鼻腔，咽頭などに定着し，内因性感染や交差

感染により病人や老人，未熟児・新生児に重篤な

感染症を惹起する，いわゆる日和見感染および院

内感染の主要な原因菌であるω。黄色ブドウ球菌

の院内感染の多くは，医療従事者を介した交差感

染に起因するといわれ，多くの医療施設において

黄色ブドウ球菌の院内感染防止マニュアルが作ら

れ，対策が施行されている。

　院内感染対策のためには，病院内部の常在菌の

分布や医療スタッフの付着菌ならびに患者分離菌

株の疫学調査が不可欠である。黄色ブドウ球菌に

おいては，従来から，ファージ型別やコアグラー

ゼ二二，抗生物質耐性などの生物学的特性に基づ

いた解析が行われている。近年，遺伝子工学の発

展により，分子疫学の進歩がめざましく，プラス

ミドによる遺伝子型別（2），リボダイビング（3），パル

スフィールド電気泳動（PFGE）によるゲノム

DNAの制限酵素切断多形（RFLP）パターン解

析（4）など遺伝子多型を利用した疫学マーカーが開

発され，感染疫学に盛んに応用されている。なか

でもPFGE－RFLP法は，最も菌株間の識別能力

の高い方法であるが，手技に熟練を要し，専用装

置を必要とするため，限られた施設でしか行われ

ていないのが現状である。

　Random　amplified　polymorphic　DNA
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（RAPD）法もしくはArbitraly　primed　polymer－

ase　chain　reaction（AP－PCR）法は，1990年に

報告された，DNAフィンガープリンティング法

の1種である（5・6）。本法は，ランダムに設定した短

い（10塩基同程度）プライマーを単独で用いて，

通常よりも緩やかな条件下でPCRを行い，増幅

された産物を菌株間で比較・解析する方法で，手

技の簡便さに加えて，所要時間も短く（迅速），細

菌感染症の疫学調査研究には大変優れた方法であ

る。これまで，Helicobacter　PylO　ri（7），

Camψylobacterブ6吻痂（8），病原大腸菌0157（9）など

多くの細菌の菌株比較解析に応用されて，有効性

が認められている。

　今回，黄色ブドウ球菌の，RAPD法に基づくゲ

ノムダイビングを試みた。本法は，PFGE－RFLP

の行えない一般病院・検査室において，感染疫学

調査の道具として非常に有用と考えられる。

RAPD法で最良の結果を得るための個々の条件

は，菌種により異なる。そこで，本研究では，

RAPD法に影響する悪条件（Mgイオン濃度，ア

ニーリング温度，DNAポリメラーゼ，プライ

マー）の検討を行い，さらに健康成人18名より分

離された黄色ブドウ球菌18菌株を用いて本法の有

用性を検討した。

　　　　　II．材料ならびに方法

A．使用菌株とゲノムDNAの調整

　健康成人（九州大学医療技術短期大学部衛生技

術学科学生）18名の鼻腔より分離した黄色ブドウ

球菌18株を使用した。一80℃に保存された菌株を普

通寒天培地（栄研）で37．C，24時間培養し，一白

金耳印をゲノムDNAの分離に用いた。ゲノム

DNAの分離は，ゲノムDNA分離キット「Genと

る君（酵母・グラム陽性菌用）」（宝酒造）を用い，

解説書に基づいて行った。分離したゲノムDNA

は，50μ¢のTEバッファー（10mM　Tris，1mM

EDTA，　pH　7．6）に溶解し，一20．Cに保存してPCR

に使用した。

B．　RAPD　PCR

　使用プライマーの塩基配列は，Barg254（7）5’一

CCGCAGCCAA－3’，　Barg257‘7’　5’一GTGGATGC一

GA－3’，　P7（iO）　5’一GTGGATGCGA－3’，　OPA－11（ii）

5’一CAATCGCCGT－3’，　NCHI－A　5’一ACGTAT－

CTGC－3’である。　PCR反応は，通常，10×反応液

（Mgイオン濃度30mM）1μ¢，2．5mM　dNTP　1

μe，1種類のプライマー　1μC（20pM），ゲノム

DNA　1μ2，　Taq　DNAポリメラーゼと滅菌水を

加えて全量10μ2で行った。反応には，Rapid

Cycler（ldaho　Technology）を使用し，熱変性

94．C　30秒，アニーリング37．C　7秒，伸長反応

72℃1分を2サイクル，引き続き94．C　O秒，ア

ニーリング37℃7秒，伸長反応72℃1分を33

サイクル行い，最後に72℃4分の伸長反応を1サ

イクル加えて標準サイクルとした。反応液のMg

イオン濃度，アニーリング温度ならびにDNAポ

リメラーゼは，各実験に応じて変化させた（結果

参照）。PCR増幅物の確認には，1．5％アガロース

LEゲル（ナカライテスク）で電気泳動し，エチジ

ウムプロミド（EtBr）で染色後，　UVライト照射

下に観察し，写真撮影した。分子量マーカーには，

100bp　ladder（GibcoBRL）を用いた。

C．コアグラーゼ遺伝子のPCRとゲノム型別

　コアグラーゼ遺伝子の増幅には，Gohら（12）の方

法のPCRプライマーCOAG2；5’一CGAGAC－

CAAGATTCAACAAG　一3’，　COAG3；5L

AAAGAAAACCACTCACATCA－3’を使用した。

PCR反応は，10×反応液（Mgイオン濃度30mM）

2．5μC，2．5mM　dNTP　2．5μC，混合プライマー

2．5μ2（20pM），鋳型DNA　2．5μ2，　Taq　DNA

ポリメラーゼ（Promega）と滅菌水を加えて全量

25μで行った。反応には，Rapid　Cycler（Idaho

Technology）を使用し，熱変性94QC　O秒，ア

ニーリング45．CO秒，伸長反応72℃15秒を30

サイクル行った。

　PCR増幅産物は，1．5％アガロース電気泳動に

て分子量を確認した。さらに，制限酵素Alza　1に

より一晩処理後，2％MS8アガロース（コスモ・

バイオ）で電気泳動して切断断片の分子量を確認

し，バンドパターンを解析した。
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　　　　　　　III．結　　果

A．反応前盛のM9イオン濃度の検討

　RAPD法の結果を左右する要因の一つとして，

Mgイオン濃度がある。Mgイオン濃度は，低すぎ

ると増幅産物が確認できず，高すぎると非特異反

応が強すぎる結果，増幅パターンに差がでなくな

る。そこで，2種類の菌株のゲノムDNAと2種類

のプライマーを各々用いて，アニーリング温度

42．Cの条件で，　Mgイオン濃度を，1．OmM，2．O

mM，3．OmM，4．OmMに変化させて増幅産物を

比較した。その結果，いずれの菌株，いずれのプ

ライマーにおいても，1．OmMでは増幅産物は見

られず，2．OmMでも識別に十分な量が得られな

かった。一方，3．OmM，4．OmMでは十分な増

幅産物が得られ，両者の間ではバンド数，量とも

に優劣はなかった。また，各々のプライマーを用

いたPCRにおいて，異なる菌株では，異なるバン

ドパターンを示した。その為，以後の検索は，Mg

イオン濃度3．OmMで行うことにした。

B．アニーリング温度の検討

　アニーリングの温度もRAPD法に大きく影響

する。通常のPCRでは，55。C程度で行われるア

ニーリングの温度をRAPD法では30～40。Cくら

いの温度に設定する。アニーリング温度が低いほ

どプライマーの選択度が穏和になる反面，到達ま

でに時間がかかるようになり不利である。今回，

42℃，37。C，32。Cのアニーリング温度で，2種類

の菌株を用いて検討した。その結果，42℃では，

分子量lkb以上の産物の増幅が増強され，反対に

32℃では，1kb以下の産物が優勢であった。反応時

間を短縮させ，かつ，識別に十分なPCR産物を得

るために，今後の検討は37℃を選択した。

C．DNAポリメラーゼの種類の検討

　今回，各メーカーの6種類のDNAポリメラー

ゼ（Taq　DNAポリメラーゼ5種類：rTaq
DNA　polymerase（宝酒造），Taq　DNA　polymer－

ase　（Promega），　AmpliTaq　DNA　polymerase

（Parkin　Elmer），　TaqPlus　DNA　polymerase

（Stratagene），　KlenTaq　DNA　polymerase

（Sigma）とKOD　Dash（東洋紡）について検討

した。3種類の菌株について検討した結果，同一・

（bp）
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図1．DNAポリメラーゼの種類による
　　　RAPDパターンの違い
　　　1～5は，順に，rTaq，　Taq（Promega），

　　AmpliTaq，　TaqPlus，　KlenTaq．

菌株・同一プライマーでも，酵素の違いによって

異なるパターンを示した（図1）。今回検討した中

では，long　PCR用DNAポリメラーゼ：
KlenTaqが一分子から高分子まで均一に増幅し，

良好な結果であった。以後の検討には，KlenTaq

を使用した。

D．適正プライマーの検索とコアグラーゼ遺伝子

　　極手との比較

　RAPD法で使用するプライマーはランダムに

設定されるが，その配列によっては，全ての菌株

が非常に類似したRAPDパターンを示してしま

う。そのため，有効なプライマー，つまり，個々

の菌株特有の増幅パターンを提供するプライマー

の選択が最重要である。今回，18名の健康成人の

鼻腔より分離した黄色ブドウ球菌18菌株を使用し

て，5種類の10merプライマーを検討した。これ

らのプライマs一一は，すでにCamPylobactr　iojuni

やHelicobacter　Pyloriにおいて有効性が認めら

れているものである。図2に菌株SA98334D1にお

ける各プライマーのRAPDパターンを示す。い

ずれも比較解析に十分なバンド数が増幅されてい

る。この5種類のプライマーをそれぞれ用いて

RAPD－PCRを行い，18菌株のプロファイルを比

較検討した。図3にプライマー一一一　N　C　H1－Aによる
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図2．5種類〔のプライマーのRAPDパターン
　使用菌株は，SA98334D1。　Mは，分子量マーカー。

！8菌株のRAPDパターンを示す。また，各プライ

マーを使用した18菌株の全RAPDプロファイル

とコアグラーゼ遺伝子型別を表1にまとめた。今回

調べた18菌株は，12のコアグラーゼ遺伝子型（A

～L）に分かれた。一方，RAPD法では，最も識

別能の高かったプライマー，P7により，18菌株中

15パターンが得られた。同一パターンを示した株

は，それぞれ同一コアダラー一一　tf遺伝子型別（D型：

SA98308D1，　SA98312D1とG型：SA98318C1，

SA98321C1）であり，これらの菌株では，他のプ

ライマーでも同一パターンを示す傾向にあった

（表1参照）。一方，最も識別能の低かったプライ

マーでは，6パターンしか得られず，菌株の多く

が1型を示した。識別能の高かった上位3種類の

プライマー（P7，　NCHレA，　OPA－11）によるパ

ターンの組み合わせにより，今回調べた菌株は2

株を除いて全てが識別可能であった。識別できな

M　123456789　le　11　12　13　14　15　16　17　18

2000　一一

1500　＝

1000　一

500　一

図3．黄色ブドウ球菌18菌株のRAPDパターン（P7プライマー）
　　1～18は，SA98303Dl，　SA98308Dl，　SA98309D1，　SA98312D1，　SA98316DI，
　　SA98322Dl，　SA［8323Dl，　SA98334Dl，　SA98302Al，　SA98331Al，　SA98301Bl，

　　SA98305Bl，　SA98335Bl，　SA98336Bl，　SA98318Cl，　SA9．83LICI，　SA｛8326Dl，

　　SA98328D1，　Mは分子量マーカー（100bp　ladder）
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かった2株SA98318C1，　SA98321C1は他の2種

類を加えた5種類の検討でも同じプロファイルで

あり識別できなかった。

　　　　　　　N．考　　察

　これまで黄色ブドウ球菌の疫学調査は，ファー

ジ型別およびコアダラー熱型別分類によって実施

され，年次別の流行株の把握や薬剤耐性との関連

についてその成果をあげてきた。しかし，特定の

薬剤耐性株の全国的な蔓延などから，その有用性

が低下してきつつある。一方，近年の遺伝子工学

技術の進歩に伴って，病原菌の同一性を遺伝子レ

ベルで調べ，疫学に応用する試みがなされてきた。

このような遺伝子多型を利用した疫学マーカーと

してプラスミドDNA（2），コアグラ一読遺伝子型別

法（12），制限酵素で切断したゲノムのパルスフィー

ルド電気泳動によるDNA断片パターンの解析

（PFGE－RFLP）（4）などがあり，中でもPFGEによ

るゲノムダイビングは，制限酵素Sma　1によるゲ

ノムDNAの切断パターンにより，多様なDNA

パターンを解析することが可能で，従来法に比べ

格段に感度が高く，黄色ブドウ球菌の疫学マー

カーとして有効であることが示されてきた（13）。し

かしながら，この方法は多量のDNAを必要とし，

細胞壁の特に強固な黄色ブドウ球菌ではりゾチー

ムならびにリゾスタフィン処理を必要とするため

コストと時間がかかる。さらに，操作が煩雑で，

特殊な装置を必要とするため，一般の検査室など

で施行することは難しい。

　一方，RAPD法は，ランダムなプライマーを用

いてゲノム全体を調べる方法であり，プライマー

やPCRプログラムを目的菌種に応じて決定し直

さなければならないものの，いったん条件が決ま

れば，簡便なPCR技術で可能であり，鋳型となる

ゲノムDNAも微量ですむ。また，今回，キットを

用いて抽出した黄色ブドウ球菌ゲノムDNAでも

解析可能であったことから，一般検査室でも十分

施行可能である。また，多検体を一度目処理可能

であることや，同じサンプルで他の遺伝子型別（コ

ァグラーゼ遺伝子型別など）が併用出来るなど利

点も多い。

　今回の検討で，RAPD　PCRに使用するDNA

ポリメラーゼの種類により，同じ菌株，同じプラ

イマーでも増幅パターンに違いが見られた。

PCRの普及に伴い，現在，各社で，様々な用途別

にDNAポリメラーゼが開発され，販売されてい

る。PCR法で使用されるポリメラーゼとしては，

Taq　DNA　polymeraseが一般的であるが，他にも

今回使用したKODなど由来の異なる酵素もあ

る。また，Taq　DNA　polymeraseにも，正確性

fiderityと増幅鎖長に特徴を持たせた製品が他種

類開発されている。long　PCR用の酵素は，増幅鎖

長が従来品よりも長く，10kb以上の産物の増幅に

適したものである。今回，RAPD－PCRにおいて，

長鎖，短鎖の増幅物が他の酵素に比べて均等に増

幅されたことから，本来の用途とは異なるが

RAPD法の改良に大きく貢献すると考えられる。

　今回決定したPCR条件を用いて行ったRAPD

－PCRでは，最も識別能の高いプライマー単独に

より，18菌株中14株が識別できた。識別できなかっ

た4株は他のプライマーでも同一も画くは類似の

パターンを示し，このうち2株は，5種類のプラ

イマーの組み合わせでも識別不能であった。由来

の同じ菌株どうしは，異なる由来の菌株に比べ，

遺伝子構造の類似性が高い。故に，非常に似た

RAPDパターンを示す菌株どうしは，遺伝学的に

近縁である可能性が高い。たとえ同じ生化学的性

状や血清型をもつ菌であっても，染色体遺伝子の

配列が異なる場合には異なる増幅パターンとして

観察される。

　黄色ブドウ球菌の有用な遺伝子疫学マーカーと

して，コアグラーゼ遺伝子型別法（12）がある。この

方法は，本菌の病原因子の一つであるコアグラー

ゼ遺伝子をPCRで増幅し，産物の分子量とその

制限酵素切断パターンで型出するもので，ゲノム

の一部分の多様性に基づいている。今回の検討で，

RAPD－PCRとコアグラーゼ遺伝子型別との相関

をみると，前述の菌株は同一コアブラーゼ遺伝子

型別であり，その他の同一コアブラーゼ遺伝子型

別の菌株も互いに類似したRAPDパターンを示

す傾向にあった。今回識別能の高かった上位3種

類のプライマー一のRAPDパターンの組み合わせ
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で，2株を除いて全ての菌株が識別できた。コア

グラーゼ遺伝子型別D型の4菌株もそれぞれ識別

され，近縁菌株の比較にも有効であることが伺え

た。同じゲノムタイプの黄色ブドウ球菌が同じ外

毒素産生能を持つことが報告されており（4），

RAPD－PCRやコアグラーゼ遺伝子型別などによ

るゲノタイプの解析は，病原性を示す菌株を特定

し，感染防止に役立つことが期待される。

　　　　　　　　　　　　V．結　　語

　RAPD－PCR法は，微量のゲノムDNAで迅速

かつ簡便に行え，厚い細胞壁を持ち，ゲノムDNA

の大量分離が難しくコストのかかる黄色ブドウ球

菌には適した方法である。黄色ブドウ球菌におい

ても高い識別能を示し，かつ，多検体処理も可能

なことから，検査室などでの分離菌株の異同の判

定や院内感染の実態調査の疫学に有用である。コ

アグラーゼ遺伝子型別法などとの併用も容易で，

院内感染防止対策を立てる上でもおおいに役立つ

ものと考えられる。

　本研究は，中村奨励金（財団法人中村治四郎育

英会）により行われた。
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