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リアルタイムPCRによる黄色ブドウ球菌
　　　　　表皮剥脱毒素遺伝子の検出

小島夫美子，藤本　秀高

瀬州大学医療技術短期大学部

Staphylococcal　Exfoliative　Toxin　Genes　Detection

　　　　　Using　Real－time　PCR　Technique

Fumiko　Kojima　and　Shuji　Fujimoto

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Abstract

　Rapid　detection　of　virulence　factors　of　pathogens　is　important　in　diagnosis　and　treatment　of　infectious　diseases．

Certain　strains　of　Staphylococcus　a　ureus　express　either　or　both　of　two　related，　but　immunologically　distinct，　exfo－

liative　toxins　（ETA　and　ETB）．　These　toxins　cause　staphylococcal　scalded－skin　syndrome　（SSSS）．　We　describe

here　the　development　of　a　real－time　PCR　detection　method　for　the　genes　for　ETA　and　ETB．　We　believe　this

method　is　useful　for　rapid　and　reliable　identification　of　ET　producing　S．　aureus．

key　words：　real－time　PCR，　exfoliative　toxin　gene，　Staphylococcus　a　ureus

　　　　　　　　1　緒　言

　感染症をめぐる問題は重大かつ多彩である。感

染症の診断，治療や予防を含めた感染症対策にお

いて，起炎菌を迅速に検出し，その病原遺伝子保

有の有無を正確に調べることが必要である。現在，

感染症の迅速検査においては免疫学的な検出法と

遺伝子検査法が主として用いられている。なかで

も，遺伝子工学や分子生物学の発展により，PCR

を利用した遺伝子診断が普及し，感度や特異性が

高いという点からも検査の主流になりつつある。

実際に目的遺伝子のPCRによる検出は迅速検査の

みならず，遺伝子の解析を行う研究や臨床検査に

おいて広く利用されている。しかしながら，これ

までのPCRは，反応を行った後にゲル電気泳動で

遺伝子増幅産物を検出しなければならず，迅速性

および操作上の煩雑さという点で問題がある。ま

た通常のPCRで定量を行う場合には，増幅産物が

必ずしも元のDNA量を反映しておらず，正確に

測定することは理論上困難である。

　これに対して，リアルタイムPCRは，サーマル

サイクラーと蛍光検出器が一一体化されてコン

ピューターで制御できる装置を使用する。DNA

に結合する蛍光物質あるいは蛍光標識プローブを

用いることで，PCR反応中にPCR産物の増幅量を

リアルタイムにモニターすることが可能である。

そして増幅が指数関数的に起こる領域で，一定の

増幅産物になるサイクル数（threshold　cycle；Ct）

を求めることができる。よって電気泳動による増

幅産物の検出が不要であり，さらに得られた増幅

曲線から反応速度論に基づいた正確な定量解析が

可能である。また，PCR終了後に増幅産物の融解

曲線を分析してその融解温度（melting　tempera一
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ture；Tm）を決定することにより，増幅産物の特

異性を確認することができる1・2・3，。

　黄色ブドウ球菌はヒトの皮膚や鼻腔に常在する

グラム陽性球菌で，せつやようなど化膿性皮膚疾

患や骨髄炎，敗血症の原因となるO。また，各種

の毒素を産生し，それによって食中毒や種々の疾

患をひき起こすことがある。毒素には溶血毒，白

血球毒，腸管毒，毒素性ショック症候群毒素，表

皮剥脱毒素などがあり，毒素産生は菌株が毒素遺

伝子を持つか否かによる51。

　このうちブドウ球菌熱傷様子膚症候群
（staphyl㏄㏄cal　scalded　skin　syndrome：SSSS）の原

因毒素として表皮剥脱毒素Exfoliative　toxin（以下

ETと略す）が明らかにされている61。　ETはさら

に抗原性の違いによりETAおよびETBに分けら

れ，それぞれが遺伝子eta，　e亡わを持つ黄色ブドウ

球菌菌株によって産生される。SSSSは主に小児

に好発する疾患で，特に新生児に感染し，びまん

性の発赤，浮腫から浅在性の水庖を形成し表皮剥

脱を起こさせる感染症である。今回，ETAおよび

ETB産生黄色ブドウ球菌を対象に，　SYBR　Green

Iを用いたインターカレーター法により，リアル

タイムPCRによる遺伝子の検出および融解曲線分

析による遺伝子の識別さらにmultiplex　PCRを試

み，この方法の有用性について検討した。

　　　　　　　∬　材料と方法

1．菌染色体DNAの分離および抽出

　ETAおよびETB産生黄色ブドウ球菌の菌株（東

京都立衛生研究所より分与）を用いた。それぞれ

の菌株をToryptic　Soy　Agarに塗抹し，37℃で24～

48時間培養した。培養後，生えてきた菌のコロ

ニーを滅菌綿棒でぬぐい取り，TE　buffer（10mM

Tris－HC1，　lmM　EDTA，pH7．8）に溶解して，菌の

懸濁液を作製した。この懸濁液にライソゾームを

加えて24時間反応した後，GES法により染色体

DNAを分離した7）。抽出したDNAはTE　buffer（150

μ1）で，4℃にて一晩かけてゆっくりと溶解した

後，反応に用いるまで一20℃で保存した。

2．リアルタイムPC　RによるET遺伝子の検出

　リアルタイムPCRはSmart　Cycler（Cephied，

Sunnyvale，　CA，　USA）を用いて行った。プライ

マーは，etaの検出にはETAI；5’一CTAGTG－

CATTTGTTATTCAA－3’　（forward），　ETA2；　5’一

TGCATTGACACCATAGTACT－3’（reverse）を，

e亡わの検出にはETB1；5’一ACGGCTATATA－

CATTCAATT－3’　（forward），　ETB2；5’一TCCATC－

GATAATATACCTAA－3’（reverse）を用いた、，各

PCR増幅産物の予想サイズは，　etaで119bp，　e亡わで

200bpである。

　PCR反応は市販のPCRビーズReady－To－Go

（Amersham　Pharmacia　Biotech　lnc。）を用い，これ

にSYBR　Green　I　（Molecular　Probes，　Eugene，　OR，

USA）（最終濃度が20，000倍），プライマー，

25mM　MgCl、およびテンプレートDNAを混合し，

滅菌水を加えて全量が25　rdになるように調整し

た。

　PCRは95℃30秒の熱変性後，95℃3秒，51℃5秒，

72℃30秒を45サイクル行い，PCR終了後，増幅産

物の融解温度（Tm）を求めるために60℃～95℃間

を0．2℃／秒の速度で温度が上昇するように設定し

た。

　反応液組成中のMgイオン濃度を1．5mM，

2．5mM，3．5mMの各濃度で，またアニーリング温

度を48℃，51℃，54℃，57℃の各温度でe亡a，e亡わ

のそれぞれに対してPCR条件の最適化を行った。

3．　multiplex　PCR

　etaおよびe亡わを標的にした各プライマーセット

を1本の反応チューブに入れて同時にPCR反応を

行うmultiplex　PCRを行い，それぞれのPCR増幅産

物の識別を融解曲線分析により検討した。この時

のPCRはMgイオン濃度3．5mM，アニーリング温

度51℃の反応条件で，上記2で設定した反応プロ

グラムに準じて行った。

　　　　　　　　皿　結　果

1．Mgイオン濃度の検討

　反応野中のMgイオン濃度が1．5mM，2．5mM，

3．5mMの各条件でETA産生菌の染色体DNAとeta

プライマーもしくは，ETB産生菌の染色体DNA

とe亡わプライマーを用いてPCRを行い（それぞれ

e亡a－PCR，　e亡わ一PCRと略す），その最適化を検討し
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た。1．5mMではbta－PCR，　etb－PCRともに増幅産

物は見られなかった。Ctは，　eta－PCRにおいては

2．5mMで25．83，3．5mMで23．73，　etb－PCRにおい

ては2．5mMで28．50，3．5mMで23．58であった。

Mgイオン濃度が低いところでは産物が検出され

ず，濃度のより高い方がCtが短いことが示された。

また，各Mgイオン濃度におけるPCR産物のTmは，

eta－PCRにおいては1．5mMで82．05℃，2．5mMで

80．93℃，3．5mMで81．24℃，　etb－PCRにおいては

1．5rnMで79．61℃，2．5mMで77．13℃，3．5mMで

77．42℃であった（表1）。アガロースゲル電気泳

動で，eta－PCR，　e亡わ一PCRともに1．5mMにおいて

バンドは検出されず，2．5mM，3．5mMでは，　e亡a－

PCR，　etb－PCRそれぞれに増幅物が認められ，目

的遺伝子の増幅産物であることを確認した（デー

タ示さず）。

2．アニーリング温度の検討

　Mg濃度3．51nM，48℃，51℃，54℃，57℃の各

アニーリング温度でeta－PCRもしくはetb－PCRを行

い，その最適化を検討した。

　eta－PCRにおいて48℃で23．50，51℃で25．83，

54℃で25．90，57℃で25．30，またetb－PCRにおいて

表1．Mgイオン濃度変化によるPCR増幅効率への影響

αα一PCR θ’ゐ一PCR
Mgイオン濃度

@　（mM） Ct Tm（℃） Ct Tm（℃）

1．5 ＊宰＊ 82．05 ＊＊＊ 79．61

2．5 25．83 80．93 28．50 77．13

3．5 23．73 81．24 23．58 77．42

リアルタイムPCRを行って得られたCtとTmの値より各Mgイオン濃

度におけるPCR増幅効率を比較した。
t’t ﾍ値が得られなかった。

表2．アニーリング温度変化によるPCR増幅効率への
　　　影響

θ’α一PCR ε∫わ一PCR
アニーリング温

@　度（℃） Ct Tm（℃） Ct Tm（℃）

48 23．50 81．57 18．78 77．86

51 25．83 81．16 20．16 77．45

54 25．90 81．47 21．62 77．59

57 25．30 81．74 ＊＊＊ 77．88

は48℃で18．78，51℃で20．16，54℃で21．62のCtが

それぞれ得られたが，57℃ではCtは得られなかっ

た。48℃，51℃，54℃，57℃の各アニーリング温

度によるθta－PCR産物のTmは81．57℃，81．16℃，

81．47℃，81．74℃であった。またetb－PCR産物に

おいてはそれぞれ77．86℃，77．45℃，77．59℃，

77．88℃であった（表2）。電気泳動で確認したと

ころ，アニーリング温度57℃のe亡わ一PCRでは増幅

産物のバンドが検出されず，その他はeta－PCRで

はおよそ119bpに，　e亡ゲPCRで200bpの位置にすべ

て一致して検出された（データ示さず）。今回の

PCR反応における至適なアニーリング温度は54℃

以下であることが確認された。

3．multiplex　PCRの融解曲線分析による識別

　eta，　e亡わの検出プライマーを1本のPCRチューブ

に入れて同時に両遺伝子を検出するmultiplex　PCR

を試み，Tmによる増幅産物の識別を検討した。

テンプレートとして，ETA産生菌株のDNAのみ

入れたもの，ETB産生菌株のD：NAのみ入れたも

の，ETA，　ETBのDNA両方を入れたものの3種類

について検討した。Mgイオン濃度3．5mM，ア

ニーリング温度51℃のPCR条件において，いずれ

も増幅産物が認められた。融解曲線を分析した結

果，PCR産物のTmは，テンプレートがETA菌

DNAのみの場合は80．82℃に，　ETB菌DNAのみの

場合は77．02℃にそれぞれピークが出現した。こ

れに対してテンプレートにETA，　ETB菌のDNA

を両方入れて行ったものは77．00℃と81．2Q℃の2

点においてピークが見られ遺伝子産物の識別が可

図1．リアルタイムmultiplex　PCR産物の融解曲線分析
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リアルタイムPCRを行って得られたCtとTmの値より各アニーリング

温度におけるPCR増幅効率を比較した。
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　　　　　一一一ETA産生菌のみ
　　　　　一一一一一・一一一ETB産生菌のみ

　　　　　一ETAおよびETB産生菌

60～95℃まで0．2℃／秒で変化させ（横軸），PCR産物の蛍光強度

の変化を温度変化で除したもの（一dF／dT）で計測した（縦軸）。

PCR産物のTmは一dF／dTが最大となる温度で示される。
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図2．リアルタイムmultiplex　PCR産物の電気泳動

　　　におけるバンドパターン

200bpレ顔　　菊
100bp》　　　　　　ミ轍　　　麹殊．

1　　2 3

Lanel：テンプレートはETA産生菌染色体DNA

Lane2：テンプレートはETB産生菌染色体DNA

Lane3：テンプレートはETA産生菌とETB産生菌の

　　染色体DNA

能であった（図1）。アガロースゲル電気泳動で，

ETA菌DNAあるいはETB菌D：NAのみをテンプ

レートとしたものは，それぞれにバンドが1本

（ETA菌では119bpに，　ETB菌では200bpに），また

ETA菌，　ETB菌両方のDNAをテンプレートとし

て入れたものにはバンドが2本（119bp，200bp）検

出され，PCR産物が識別されたことを確認した

（図2）。

　　　　　　　　】v　考　察

　感染症の診断・治療において起炎菌の病原因子

保有の有無は重要でありかつ，その検出には迅速

性が要求される。ブドウ球菌熱傷様皮膚症候群

（SSSS）は，1878年Ritterが生後1ヵ月以内の新生

児に見られた剥脱性皮膚炎を新生児剥脱性皮膚炎

として発表し（リッター病Ritter’s　disease），1898

年Winternitzがブドウ球菌感染が原因であると確

認したものと同一疾患であり，toxic　epidermal

necrolysis（TEN）と呼ばれたこともある8）。本症

は，皮膚および体内に感染した黄色ブドウ球菌か

ら産生される菌体外毒素：表皮剥脱毒素exfolia－

tive　toxinの全身的中毒反応として，表皮ときに粘

膜に水庖形成および表皮剥離，びまん性紅斑など

の皮膚変化を生じる疾患である。これまで，

SSSSの原因毒素であるETAならびにETBを検出

する方法として免疫拡散法，ゲル内沈降反応，

ELISA（酵素結合免疫吸着体検定法），ラジオイ

ムノアッセイ法などの方法が用いられてきた91。

しかしこれらの方法は煩雑で時間がかかるため，

最近では免疫学的な簡易検出法が使用されている

101 Bしかし，この方法でも，菌を培養してその上

清に含まれる毒素を検査するため，迅速とは言い

難い。そこで最近は，毒素そのものではなく，毒

素をコードする遺伝子を検査する方法の検討が行

われている1㌔

　今回，我々は，リアルタイムPCRによる毒素遺

伝子eta，　etbの検出を試み，その有用性を確認し

た。DNAを単に増幅することが目的であったこ

れまでのPCR法は，感度の点では非常に優れてい

るが，増幅産物の検出あるいは定量のためにさら

にゲル電気泳動を必要とし，迅速性という点で

劣っている。その上，測定工程上のコンタミネー

ションも起こりうる可能性が高い。また，プラ

トー効果により，定量に制限がかかるため，単純

に増幅産物から鋳型量を推定すると，誤った結果

を得ることになり，正確な定量が行えない。一方，

今回用いたリアルタイムPCRは増幅産物の解析に

ゲル電気泳動を必要とせず，その増幅量をサイク

ル毎に反応を中断することなくモニターすること

ができる。このため従来のPCRに比べ，迅速性と

定量性に優れている。通常，リアルタイムPCRで

は，そのモニターは蛍光試薬を用いて行う。蛍光

モニター法には幾つかの方法（イン李下カレ一

毛ー法，Taq　Manプローブ法，　Molecular　Beacon法，

dual　hybridization　plobe法など）が考案されており，

今回の実験はインタ一頃レ一宇ー法で行った12）。

インタ一階レーター法は，反応の過程で増加して

くる2本鎖DNAに特異的な蛍光性のインタ一毛

レーター（SYBR　Green　I）が取り込まれ，　PCR産

物量に応じた蛍光シグナルが観察される。この蛍

光強度を検出することで増幅産物の生成量をモニ

ターでき，Ctが算出され，検体中の遺伝子量の推

定が可能である。そしてPCR終了後に増幅DNAの

融解温度を測定することによって産物の特異性の

確認を行うことも可能である。今回の検討で，図

1に示すようにe亡a，e亡わのそれぞれのPCR産物は特

有のTmを示した。

　このTmの違いを利用して，　eta，　etbの両毒素遺

伝子をターゲットにしたリアルタイムmultiplex
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PCRを試みた。　rriultiplex　PCRは，複数の遺伝子を

同時に1本の反応チューブ内で増幅するために

個々の毒素遺伝子について別個にPCRを行うより

も，時間と経費を短縮できる。これまでに，黄色

ブドウ球菌の産生する種々の毒素遺伝子に対する

multiplex　PCRに関して，幾つかの研究がすでに報

告されている13・14・15）。しかし，これらの方法は，ど

の遺伝子が増幅されたのかをゲル電気泳動におけ

るPCR産物のサイズの違いで識別するものであ

り，今回のようにリアルタイムPCRを用いてmul－

tiplex　PCRを行い，そのPCR産物のTmによって識

別を行った研究は今まで報告されていない。

　PCR反応を行う上で反応条件を最適化しておく

ことは重要である。特に，multiplex　PCRを行う場

合，標的遺伝子が複数なので複数のプライマーを

同時に反応させる。そのため，プライマー間の相

互作用が起こりやすい。各プライマーが競合せず，

効率よく増幅されるために，プライマーの設計お

よび組み合わせにおいては，できるだけ相同な塩

基配列を避ける必要があるのに加えて，リアルタ

イムPCRで増幅産物の特異性を決定するTmもそ

れぞれが有意に識別できる温度になるようにする

など，条件の厳密な設定が必要不可欠である。ま

た，PCRの増幅効率に影響する要因のひとつに

Mgイオン濃度がある。　Mgイオン濃度はPCR反応

の際に，酵素活性，プライマーのアニーリング，

合成されたDNAの忠実性，プライマーダイマー

の形成などに関与していると言われている。一般

にMgイオン濃度が高くなるとDNA合成の忠実性

に影響を及ぼすだけでなく，2本門DNAの変性を

起こしにくくしたり，Taqポリメラーゼも阻害を

受ける。また，低すぎると産物が得られない。通

常，PCR反応では1．5～2．5mMのMgイオン濃度が

必要とされる。今回の結果で，eta，　eめともに

1．5mMでは増幅産物は検出されず，2．5mMよりも

3．5mMの濃度において，より早い遺伝子の増幅が

行われたことが示された。これより，このPCR反

応においてMgイオン濃度は3．5mMが至適濃度で

あると考えられた。また，eta－PCRはおよそ81℃

にetb－PCRはおよそ77℃にそれぞれの特異的産物

（目的遺伝子の増幅産物）のTmが出現し，1．5mM

に得られた非特異的産物のTmとの間に明らかな

違いが見られた。これは電気泳動による確認の結

果とも一致した。このことから，Tmを使って目

的遺伝子とそうでない非特異的産物の識別が可能

であると考えられ，融解曲線分析の有効性が示さ

れた。さらに，プライマーのアニーリング温度も

またPCR反応を左右する要因となる。　Ctの結果よ

り，eta－PCR，　e亡かPCRの両方においてアニーリン

グ温度の一番低い45℃が最も早く増幅が行われる

ことがわかった。eta－PCRは48～54℃間では増幅

効率にそれほど大きな違いは見られず，比較的安

定していた。etb’一PCRはアニーリング温度が上が

るに連れて増幅効率が悪くなる傾向があり，57℃

では増幅されなかった。アニーリングの温度はプ

ライマーの配列によって異なるので，その違いが

結果として現れたのかもしれない。結果より至適

アニーリング温度は48～51時置あると考えられる

が，特異性の高い反応を行うためにはできるだけ

アニーリング温度は高い方がよいので，51℃が最

も至適であると思われた。これらの最適条件下で

行われたりアルタイムmultiplex　PCRは，　ETA，

ETB遺伝子を単独でも混合でも，その増幅産物の

Tmの違いによって特異的に識別可能であること

が示された。

　　　　　　　　V　結語

　今回リアルタイムPCRを用いてのmultiplex　PCR

による遺伝子識別の可能性が示唆された。黄色ブ

ドウ球菌は多種類の毒素を産生し，感染症をひき

起こす。故に，この疾患を診断する場合，菌体を

分離するだけでなく，その毒素産生の有無を調べ

ることが不可欠であると考えられる。今後は黄色

ブドウ球菌が産生するその他の毒素，腸管毒

（Staphylococcal　enterotoxin；SE）あるいは毒素性

ショック症候群毒素（TSST－1）などについても

検討を重ね，さらに臨床検体を対象に試みたうえ

で，実際に臨床検査室でも使用可能なリアルタイ

ムPCRによる迅速検査の確立を目指し研究してい

きたいと考えている。
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