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メチシリン耐性黄色ブ ドウ球菌 (methicillin-resistantStaphylococcLISauFe将 MRSA)はそ

の発見 (1961年)以来院内感染の主要菌で,院内感染型 MRSA (hospital-acquiredMRSA

HA-MRSA)とも呼ばれてきた.-方,1997-1999年以降,市中で感染拡大する市中感染型

MRSA (Community-acquiredMRSA CA-MRSA)が出現,世界の注目を集めた.日本では

CA-MRSAは小児O-)L云某性膿痴疹 (木地'伸膿癌腫 bullousimpetigo)からも分離される.本研

究では伝染性膿痴癌から分離されたCA-MRSA (biCAIMRSA)の病原性状を解析 した.伝染

性膿痴癌は黄色ブ ドウ球蘭が産生する表皮剥脱毒素 (exfo豆iadvetoxin,ET)によって惹起され

る.しかし,biCA-MRSAの場合にはET陽性率は52.3%にすぎなかった -----A方,コラ-ゲン付

着因子 (co王1agenadhesin,CNA)陽性率は85.7%で,CNA陽性率がET陽性率より有意に高率

であった (p-0.043).CNA遺伝子構造を決定した結果,各 ドメイン領域は高度に保存されて
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史他 :伝染性腰痛疹由来メチシリン耐性黄色ブドウ球菌 (MRSA)がもつコラ-ゲン付着因子に関する
遺伝学的解析

いたが,B領域 (幹 ドメイン)の繰り返し数はbiCA-M況SAのST型によって異なり,分離頻

度が一番高 い ST89型で3回と最も多かった.biCA-MRSAの場合,CNA (特にB領域の繰り

返し数)が感染に強く関連していることが示唆された.

キーワ-ド:伝染性膿痴疹,市中感染型メチシリン耐性黄色ブドウ球菌 (CA-MRSA),衰皮剥

脱毒素 (ET),コラーゲン付着因子 (CNA),遺伝子構造

Abstarct

Methi｡illin-resistalltSlL7PI7J,Ioc()C(lJS(7urt,uS(MRSA)hasplayedaprineipalroleinhospital

infectionsinceitwasdeteeted豆n1961,Itistermedhospital-acquiredMRSA (HA-MRSA),On

払eotherhand,Community-acquiredMRSA (CA-MRSA)appeareda洗er1997to1999,andhas

beellinternationallyinvestigated.InJapan.CA-MRSAisalsoisolatedfronlChildIで【1withLIOnta-

giousilnPetigo(bullousimpetigo).Inthisstudy,weanalyzedCA-MRSA (biCA-MRSA)

strainsisolatedfromchildrenwithbullousimpetigo.OfttleSeStrains,52.3and85.7㌔wereposi-

一iveforexfoliativetoxin(ETlandLIOllagenadhesionfactor(CNA),respectively.showingasig-

niBcantdi蝕rence(p-0.043),耶Iendetermining払eCNAgenestructure,eachdomainregion

wasfavorablymaintained.However,thenumberofB-reg豆on(stem-domain)repetitions

dependedon血eSTtypeofb豆CA-MRSAhST89typestrains,whichweremostcom mon亀yisolated,

showedthelargestnumber(3times).Therest血ssuggestthatCNA (especiallythenumberof

B-regionrepe組tions)iscloselyinvolvedininfect豆onwithbieÅ-MRSA

拡eywords:Bullousimpetigo,Community-acquiredmethicillin-resistantStaphylococcusauFeuS

(CA-MRSA),exfoliativetoxin(ET),coぬgenadhesin(CNA),genestructure

緒 言

メチシリン耐性黄色ブ ドウ球菌 (methicillin-

resistantStaphylococcusauFeuS,MRSA)は 1961

年に英国で分離されて以来,世界中で院内感染の

主要菌として注目されてきた1)2).MRSAはペニ

シリン系やセフェム系等のβ-ラクタム系抗菌薬

に耐性を示すだけでなく,マクロライ ド系,テ ト

ラサイクリン系,さらにキノロン系抗菌薬等にも

耐性を示す多剤耐性菌である,日本や米国では

1970年代後半から1990年代初期にかけて深刻な

MRSA流行が発生 した 1)2),現在でも日本や米国

では黄色ブ ドウ球菌に占める割合が60%前後で,

MRSA高度汚染国である.感染者は主に50歳代

か ら鮒 歳代の入院患者 あるいは易感染者で,

MRSAは院内感染型 MRSA (hospital一aCquiTed

MRSA,HA-MRSA)とも呼ばれてきた1)3).托Å-

MRSAは一つのタロ-ンではなく,多様なクロー
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ンが世界に分布する2)4).日本に分布する主要な

HA-MRSAは,米国に も分布す る NewYork/

Japanelone(遺伝型 :ST5)である4)5)

-=-方,1997年か ら1999年にかけて米Blで新興

MRSAによる市中肺炎や敗血症による小児死亡例

が続発,世界の注目を集めた 1)5ト 7).このMRSA

は従来の MRSAとは異なり,市中で感染を拡大,

流行するために市中感染型 MRSA (Community-

aequiredMRSA,CA-MRSA) と呼 ばれている.

cA-MRSAにも多様なタロ-ンが存在する7).当

初 に報 告 され た CA-MRSA群 は PalltOI1-

Valelltineロイコシジン (帆 )と呼ばれる白血

球破壊毒素を産生するMRSAで,PVLが陰性の

従来の MRSAとは明白な差異が存在することか

ら, "免疫抵抗性の強毒性 MRSA"として特に注

目された 1)6)7).pvL陽性の CA-MRSAには,主

に米 国に分布するUSA400クローン (遺伝型 :

STl)5)7),usA300タロ-ン (遺伝型 :ST蕃)5)7),
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主にヨーロッパ に分布 す る STS0型 7),そ して日

本を含む世界に広 く分布す る Srr30型 l)7ト 10)那

含まれる.PVL陽性 CA-MRS射 ま,健康な小児

や若年運動選手等が皮膚の接触 によって感染する

ことが多く,痴 (せつ)や癖 (よう)を含む膿癌

と強く関連する 掴)7)

なお,PVL陰性 の CA-MRSAも存在する11)

日本ではST8型,ST88型,ST89型,ST91型など

が伝染性膿痴疾 く水癌型膿痴癒,いわゆる "とび

ひ'')から分離 される11).病型が不明なPVL陰性

CA-MRSAも分布する12)13)

伝染性膿痴疹 (水癌型膿痴疹)は,黄色ブ ドウ

球菌が産生する表皮剥脱毒素 (exfoliativetoxin,

ET)によって引き起こされる毒素性疾患である14)

ETはプロテアーゼで,デスモグレイン1(デスモ

ソ-ムに存在するカ ドヘ リン榛の細胞間付着国

チ)を切断することで,表皮照粒層を破壊,棟融

解を起 し水癌を生じる14ト 16).か児に多発する.

なお,5歳以下の乳幼児の場合には,ブドウ球菌

性熱傷様皮膚症候群 (staphylococcusscaldedskin

syndrome,SSSS) と関連する1机7).ETは抗原性

によってA,B,C,Dの 4型に区別 されている

が,ヒトの疾患と関連するのはETA,ETB,ETD

の 3型で,伝染性膿痴疹 (水癌型膿痴疹)と

ssssの場合にはFrAとETBが関連する14ト 16)

しかしながら,小児の伝染性膿痴嬢から分離され

たCA-MRSA (CA-MRSA血･ombullousimpetigo,

biCA-MRSA)の場合には ET陽性率が 56.30/alま)

あるいは61.5%ユ8)にすぎなかった. 一方で,コ

ラ-ゲン付着因子 (collagenadhesirhCNA)杏

コー ドす る遺伝子 (cnd)の陽性率は73.10/018)

と高 く,CA-MRSAの場合 には CNA と伝染性膿

痴癌の関連が示唆 された.

コラ-ゲン付着因子はブドウ球菌表面付着因子

(m豆erobialsuぬcecomponentsrecognizingadhe-

sivPJllこItrixnlOlectlles.MSCRAMMs)a) 一種であ

り,細胞外マ トリック封 こ存在するコラ-ゲンを

特異的に認識,結合する19)20).本研究ではbiCA-

MRSAがもつ CNAと伝染性膿痴蜂の関連を解明

するために,CNA遺伝子の構造解析を行った.

材料と方法

使用菌株

biCA-MRSAとして 21株を使用 した.このう

ち,NNl株 (PVL陽性 ST30型) と NN3か ら

NNllまでの 9株 (PVL陰性の ST8型,ST89型,

ST91型)は2003年に7ケ月から4歳までの小児

から11),NN14からNN17までの 4株 (pⅥノ陰性

の ST89型,ST別 型)は 2004年に 1歳から6歳

までの小児から ‖),そ して NN18からNN23ま

での 6株 とNN28株 (PVL陰性の ST8型,ST89

型,ST91型)は2005年に3歳から6歳までの小

児からそれぞれ分離 された.使用 したHA-MRSA

は235株であった.このうち,127殊は2003年か

ら2005年に新生児集中治療部 (NⅠCU)の新生児

(鼻粘膜拭取 り等の検体)から,107株は2005年

に入院成人患者 楓 液,唾液,尿液等の検体)から

分離された また,ゲjム配列が決定 されたMRSA

Mu50株 (Genbankaccessionno.BAOOOi7)21)杏

用いた.

培養

MRSA株 は LB液体培地 (DiscoiJaboratories,

Deもroit,MI)を用いて,37℃で対数増殖期まで培

養 した,固体培地には普通寒天培地 (栄研化学)

を用いた,

遺伝型別

MRSA株について,multi昔ocussequencetyping

(ST型別),proteinA genetyping(spa型別),

accessory gene regulato㌻(aw)typing(agT型

別),staphylococcalcassettechromosomemec

(SCCmec)typing(SCCmec型別),そしてコア

グラ-ゼ型別を行った22)23)

病原性遺伝子の検出

MRSA株がもつ病原性遺伝子はPCR法で検出

した22)23).標的とした毒素遺伝子は,PVL遺伝子

(1u毎vSF),白血球毒素遺伝子 (1ukE一才ukD),3

種類のET遺伝子 (eta,eta,eta),10種類のエン

テロ トキシン (Sはphy昔ococcalenterotox転 SE)
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遺伝子 (tst,sea,secなど),5種類の溶血毒素

(α-へそリジン遺伝子 [hla],針 へモ リジン遺伝

子 [h蕗],γ-へモ リジン遺伝子 [hlg]など)の

計 21遺伝子であった.付着因子遺伝子は,バイオ

フィルム形成関連因子遺伝子 (icaA,1'caD),コラ

ーゲン付着因子 (CNA)遺伝子 (ma),ラミニン

付着因子遺伝子 (eL20),フィブロネクチン付着因

子遺伝子 (血bA,血bB),エラスチン付着国子遺伝

チ (ebpS),ブイブ リノ-ゲン付着因子遺伝 子

行姐,CHB,Bb,sdrC,sdFD,sdf･E),そしで浄シアロ

プロテイン付着因子 (BBP)遺伝子 (bbp)の 14

遺伝子であった.用いた PCRプライマ-は索 l

に示 した.

薬剤感受性試験

MRSA株の薬剤感受性は,米国 CIJSIの薬剤感

受性試験実施標準法に基づ き,Mueller-Hinton

培地を剛 ､て寒天平板希釈法で測定 した 35)

CNA遺伝子構造解析

MRSA252株(GenBankaccessionno.BX571856)

のゲノム配列 を基にして,全 CNA遺伝子配列 を

増幅するためのプライマ- (フォワ- ドプライマ

ー [cNAS-Fl].リ バ-スプラ イマ- [cNAS一

毘1])を設計 した (表 l).pCRによって増幅 した

DNAを精製後,塩基配列を決定 した.遺伝子構造

解析の為に,黄色ブ ドウ球菌 FDA574株,MW2

秩,MSSA476株,MRSA252株の CNA遺伝子配

刺 (GenBankaccess豆onmos.:M81736,BAOOOO33,

BX571857,BX571856)を参照配列とした

遺伝子系統樹解析

ソフ トウェアClustaⅨ 及びTreeView (Version

L6.6)を開 いて CNA遺 伝子の系統 的 多様性

(phylogeneticd豆veTSi吋)を分析 した.

統計学的解析

比較群の有意差検定にはFisher検定法 を用い

た,P<0.05を統計学的に有意差があると判定 し

た.
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結 果

CNA遺伝子の検出とbiCA-MRSAとの関連性

MRSAがもつ CNA遺伝子は PCR法で検出 し

た.図 1に解析例を示 した.biCAIMRSAである

NN6株はCNA遺伝子をもつが,日本の病院に広

く分布するHA-MRSA (NewYork/JapanClone,

Mu50株)は CNA遺伝子をもたないことが分か

る,

b豆CA-MRSA21株 とHA-MRSA234株 につい

て,Pu 遺伝子,ET遺伝子,CNA遺伝子 をPCR

法 で朋 在 した結 果 を表 2に まとめ た.biCA-

MRSAには 4つの ST型 MRSAが含 まれていた.

STS型は 14.3% (3/21),S730型は4.8% (紀21),

ST89型 は 66,70/0 日4/21),ST91型 は 14.3%(3/21)で,ST89型が b豆CA-MRSAの主要な ST

型であった.

この うち,ST30型 biCA-MRSA (NNl株)の

みが PVL陽性で,他の biCAIMRSAはPVL陰性

であった,報A-MRSAもすべて PVL陰性であっ

た.

ETに関 しては,biCA-MRSAでは 21株 や 11

株 (52.3%)が陽性で,陽性株はすべて ETB陽

性株であった.ST型でみ ると,多くの ST89型

(57.1% [8/14])とST91型が ETB陽性で,STB

型 と ST30型 は ET陰性 で あった.IiA-MRSA

(n- 23弟 では,成 人入院患者 か らの MRSA

(n-107)はすべて ET陰性であったが,NICU

からの MRSA (n-127)の場合には 1株が ETB

陽性であった.全HA-MRSAでは0.4% [1/234]

が ETB陽性であった.成績をまとめると,予想通

り,biCA-MRSAの ET保有率 (52.30/a)はHA-

MRSAの ET保有率 (0.4%)より高かった (P

<0.00001).

CNAに関 しては,biCA-MRSAでは SrI3O型

(1株),ST89型 (全 14株),ST9且型 (全 3株)

が陽性であった.ST8型の 3株はすべて陰性であ

った.ま とめ る と,biCA-MRSAで は 85.70/a

(且8nl)がCNA陽性であった.一方,托A-MRSA

では,成人入院患者からの MRSAはすべて CNA

陰性であったが,NICUからの MRSAの場合には
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表 1 ListofPCRprimersusedil一thisstudy

gene N汁rne Squ亡nCr
(HPrlTTl亡rSrいrPrRassAy
LLlukLK.iLlin

/ILL,_SFI

luiF:LILLAL)

EヽroliativeいIin

e細

がb

FIb

SLllPh)･】tTHILYuIlenlerLltO.till
tst

.†でll

See

Seg

sei

gel

JrTlI

Jで77

JL-()

叫

r

,S

･

;

:

i･

･

∵

ー

:･

･.

-･･

.:

i
･

･:

小

:.

‥

:i.

川

･[

H

A

PVL･I

NPVL･=

LURED-FI

LLrKED-R5

孤 -3

m -4

ETB-3

ETB｣

N亡Ld-I

Netdlヱ

TST-3

TST-也

SEA-3

SEA-4
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SEトl

SEl-ニ

S亡l･F

scトR

rnpSEM-J

mFLSEM一三

5.-ATCAlTArlGTAAAATGT(T(iLl)A(､AT(1ATTrA

さ■-GCATrAASTGTAlTGĜ T̂ Cl(l̂^̂ ĜC

5I-CAGATGTGAAGGGTAGTGGA

5--TĈ lTATCAGATGITGLTGTTG

5'-rt̂(irGL､Alllti~111･tLlr ∴̂(îrG

5'-T(〕Ĉ TTGACA(てATAGTAm l̂T(1

5■-̂CGGCT̂ T̂T̂ CAlTĈ l̂TĈ T̂(1

5㌔Â AGITATT(l̂m Â TG(1人(T(1T(｢て

5'{'̂ Âr'T̂TrATGT̂Tr̂ AGĜ TCJL1

5㌧CrA('T̂Am (てTGACTCAG

5I一人̂ G(_tl(m GTTGm GCG

5--人T(-Ĝ A(llTGG(一cĉ TAm

5㌧(lrm GGAÂ CGCllTAÂ ぐ̂G

SLTCTGAACm CCCATCAAAAAC

5'-(TĈ ĜÂ (TACrACAT̂ ^̂ AG(TAGC1

5㌧TCAAAATCGGAm ACATTATCC

5㌧AATTATGTGAATGCTCAACCCGATC

5--Â Am -ATATGĜ ACAAAAGGTA(TAG,TTr

5㌧(TCÂ (;GTGATAITlコGTGTAGG

5㌧AÂ ^̂ m̂ AĈ GGĈ GTCrAT(TC

5㌧ATぐAAT(j(-1CAA(JCATCAAACAG

5■-TCIGAAGAr(lGTATL､(TGTG

5㌧LTAlTAATL111､し;GGYrrTAATGGAGAA(1

さIITTCACJ'TITrCIA(1AGl｢1TGITGTCAT

mpSEN 11 5r-ATGAL;AlTL1･11t'1､AL'ATAGLl､Gt:AAT

ITIPSEN-二 5l･AAL｢TrG('1-Lt'CALTL;̂ ぐ̂

mpSEO-1 5'一九cm GTGTAAtiAA(;TぐAA(1JTGTAGA

nlPSt=-0-コ 5I･AT(llTAAAITCA('･CA(1ATA'rTtTCAltTrAA(∫
PSF_I) 5l･TAAAATAAATGt'l(T(1'AAAAIT(-TATGG

PSFb 5l-ATぐCG(TGAAAAATAGぐAlltiAT

HLA-1 5㌧(TGAITACTAlでCAAGAAATTCGATTG

HLA-三 5--Lm CCAGCLyrA(1111TTATCAGT

npHL(i･1 5'-(jTCAYAGAGTC(lATAATGCAl111AA

rnpHLLi･ヱ さ◆･CA(rAAAT(汀ATAGr(TAAA(jT(;

npHLG=･1 5-IGACATAGA(T(TATAAT(;LlATrY(汁

mplti･G=-三 5■･ATAGlでATTTGGATrALl'Gl11TACAAAG
HL【)-1 5㌧AAGAAITllTAT(Y｢TAAl~rAA(;GAA(jGAGTG

rlLD-ニ 5■Jn､ALlll､LiAA1lrrじlーI､しAt.'1t1.1､LiTCGA

CNA-1 5'-GTCAAGCAGTTATrAACACCAGAC

CNA-2 5'-AATCAGlAA17位CACm GTCCAm G

ic&U 5--TGGCTGTArrAAGCGAAGTC

iL_a-l. 5--1TC(lAAAll.4C(ーt~('CCAAITTT

ICADF 5LAAACGTAAGAGAGGTGG

ICAl)R 5-1GGCAArATGATCAAGATAC

EN0-1 5㌧ACGTGCAGCAGn､GACr

EN0-2 5㌧eAACAGCATYCTTCAGTACCTrC

* 5.-Cメ汀AAAp｢rG岱GAGCAGCATCA

■ 5'･/urA(1tlA(1ClrIAATTCC(tAl'1■

｢N11臥= 5●･CAA(1′n､(I(;/ulA(1GA(jTA(▼llAlrl-rJ-tl

* 5㌧ÅGAArGClm GCAATGGg王-
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LとIne M 1 2

柑00bp

500bp

400bp

l.Il川-1l

lt)IlhL3

1OObp

ma(423bpき

図l PCRassayfortheCNAgene(cna).lame

M,loo -bpDNAladdpl･.IJane1.biCA-

MRSAstrainNN6(STS9);玉ane2,fiA-

MRSA strainMu50(ST5;New York/

JapaneloneLPCRproductswereelec-

trophoresedin2.0%agarose.

1株 が CNA陽性であった.仝 m -MRSAでは

CNA保有率は0,4%で,bieÅ-MRSAの CNA保

有率 (85.7%)より低かった (P<0.00001).

biCA-MRSAについて,ET保有率 (52.3%)

とCNA保有率 (85.7%)を比較すると,CNA保

有率の方がET保有率より有意に高かった (p-

0.043).なお,NICUで分離 された MRSA 持株)

は ETB陽性でかつ CNA陽性であった.この林の

ST型は NewYork/Japanクローンの ST5型では

なく,ST91型で,MRSA感染患者 (新生児)は

SSSSを発症 していた.したがって,ST91biCA-

MRSAが母親 あるいは医療 ス タッフを介 して

NICUに運ばれ,新生児に感染した可能性が高い.

eNA遺伝子をもつbiCA-MRSAの遺伝学的性状

CNA遺伝子 が陽性 であった 連珠 の biCA-

MRSA (ST30型 1株,ST89型 1株,ST91型 2株)

について遺伝学的特性を泰 3にまとめた.biCA-

31

MRSAはCA-MRSAの特徴に---致 して,SCCmec

型はⅣ型で,オキサシリンの感受性値 (MIC,4

または 32fig/ml) とイ ミペ ネムの感受性値

(MIC,0.06または0.125jlg/ml)は低 く,非β-ラ

クタム系抗菌薬耐性はアミノグリコシド系 (ゲン

タミシンとカナマイシン)とマクロライド系 (エ

リスロマイシ ン)に限 られていた｡ちなみ に

HA-MRSA 佃ewYork/Japanタロ-ン)の場合

は,SCCmec型はⅡ型で,オキサシリンとイミペ

ネムの感受性値は高く(MIC,それぞれ2256pg/

mlと32/1g/ml),非 β-ラクタム系抗菌薬耐性は

ニューキノロン系 (レポプロキサシン)やホスホ

マイシンへの耐性を含めた多剤耐性であった.

毒 素 に関 して は,ETB陽 性 biCA-MRSA

(STB9型 とST91型)は HA-MRSAや PVL陽性

biCA-MRSA (ST30型)に比べて毒素パターン

が狭い傾向があった.例 えば,sEの場合,HA-

MRSAでは SaPIml/nl(tst,see,gel),egc(sea,

gel,sam,Ben,sea),seaなどをもち,ST30biCA-

MRSAでは egcなどをもつが,ETB陽性 biCA-

MRSA (ST89型 とST91型)では sem と seoの

みが陽性であった.

biCA-MRSAは,Iu -MRSAと同様に多くの

共通 MSCRAMMs(clOag,羨 3)をもつが,HA-

MRSAと異なって さらに CNAをもっていた.

ST30型の場合には,共通 MSCRAMMsに加 えて

CNAとBBPの組み合わせをもっていた.

CNA遺伝子 (ctZLL)の構造解析

ST30型biCA-MRSA(NNl株),ST89型 biCA-

MRSA (NN6株),bvrt)1型 biCA-MRSA (NNll

秩,NN28株)の CNA遺伝子をPCR法で増幅 し,

その金塩基配列を決定 した.

CNA遺伝子は,S欄域 (シグナルペプチ ド領

域 ),A領域 (コラーゲ ン結合領域 ),B領域

("stalk"領域 あるいは繰 り返 し領域),W 領域

(細胞壁スパ ン領域),M領域 (細胞膜スパン領域)

そして C領域 (細胞質側末端領域)から構成 さ

れる.報告されている黄色ブ ドウ球菌 FDA574株,

STl型 CA-MRSA (USA400タロ-ン)MW2株,

MSSA476株,MRS彪52株の各領域 と,本研究で



32 新潟医学会雑誌 第 125巻 第 1号 平成 23年 (2011)1月

羨 望 D立stributionofthePⅥJ,ET,andCNAgenesinbiCAIMRSAincomparisionwithHA-MRSA
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決定 したbiCA-MRSA株の各領域を比較 し,舵

果 を図 2に まとめて示 した.比較の基準 は

FDA574株遺伝子とし,その他の遺伝子について

は相同性 (%)を示 した,また,FDA574株遺伝

予にはB領域が3回繰り返すが,最も5'側のB領

域を基準とし,その他のB領域については相同性

(%)を示した.

図 2に示した通り,比較した8菌株で,CNA遺
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図2 StructureandsequenceoftheCNAgeneofb毒CA-MRSA,ComparedwiththoseofreportedCNA

genesofS.aureusorMRSATheCNAgeneinformationofstrairlFDA574油 e酢neproductis

l183aminoacidslong日S&omRef,36.TheCNAgenesequencesofstyainsMW2,MSS舶76,and

MRSA252are&omGenBaI洩 accessionr10S,BAOOOO33,BX571857,andBX571856,respectively.

TheCNAgenesequencesofstrainsNNll,NN28,NNl,andNN6weredeterminedinthisstudy:

GenBankaccessionmos.AB266877,AB266875,AB266874,andAB266876,respectively.RegionsS,

Å (NltoN3,includingloopandtinkerregions),B,W,M,andCweredrawnbasedonthestrain

FDA574data.NtldeotidesequencecomparisonwasmadetothecorrespondingregionofFDA574

CNAgenesequence,andhomology(%)wasdetermirled.And,ineachease,onlyaminoacids

thatdifferedh･om血oseofFDA574areshown(intheFDA574sequence,thecorrespondingamino

acidsareshown).軌 ellregionB(187aminoacidslong)wascompared,allcomparisonwas

madetothe怠rstregionBsequence(attheC-terminusside)ofFDA574.

転子の塩基配列とアミノ酸配列 (そして各領域)

が高度に保存されていた.3'末端側に位置し,細

胞膜側に局在するC領域とM領域は100%同一で

あった,W領域では約 95%のこともあるが,B領
域とA領域は97%以上の相同性を示 した.変異

はすべて単塩基置換で,アミノ酸数を変化させる

変異はなかった.また.Svr911t-I.J.biCA-MRSAの2

秩 (NNll株,NN28株)は同山塩基配列を示 し

た.しかし､B領域の繰り返 し数はbiCA-MRSA

の ST型によって異なっていた.繰 り返 し数は,

ST91型菌では1回,Srr30型菌では2回,ST89型

菌では3回であった.
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表4 CompaTisonofthemotifLPXTGinvariousadhesinsinS.auFeuSandMRSA*
Adhesin LPXTG GenBankaccessionno.
C()Ll;lgCnbinding･ldhesin

CNA LPKl､G

ProteinA

S払 LPEllG

Fibronectinbindingadhesin

FnbA LPETG

Q53654,NP_647429,YP_♪44692,YP｣的2川,AB266874や,

AB266876卓.AB266877尊.AB266875的

CAJ28189.CAJコ8195.NPI64489().
NP370635,NP_373348,YP｣)39578ゥYpJ糾999

CAF32747,NP_373027,YP¶501262,
YPJ895075,YP_041928,YPJ87306

FnbB 1.PErG YP_044500,YP_5OLユ61.YP_495074,YP_18730･l

FibrlnOgenbindingadhesin

ClrA LPDTG

ClrB LPETG

Q53653,BAE94442,BAE94443,YP｣泌2878,NP1371335,
NP373997,YP⊥499368,YP_493472,YP_040268,YPJ85729

086476,NP_647368,NPI373154,
NP375749,YP_495199,YPJ87440

SdrC LPETG CAAO6650,YP_493249,YPJ85493

SdrD LPETG CAAO6651,YP_493250,YP_185494

SdrE LPETG CAAOb65コ.YP_493コ51､YP_L85495

BonesialoproteinbindiTlgadhesin

Bbp LPETG CAB75732,BAE97662,BAE97663,YP｣)功淵は

*LPXTGsequencesweretakenfromGenBankdatatGenBankaccessionno.)foreachstrain.

†CNAgenesequenceforstrainNNl(rごig.ユ).

手cNAgenesequenceforstrainNNb(Fig.ユ ).

卓cNAgenesequclleeforstrainNNIJ(FigL2)･

''cNAgenesequenceforstrainNN2B(Fig･2-1

他の MSCRAMMsと比較すると,SDRfamily

(フィブリノーゲン付着因子とフィブロネクチン

廿肴囚T)にあるm FTDYVDモチーフはCNA

(A領域)には存在しなかった.また,Ⅰ_PXTGモ

チ ー フにつ いて は,SDRfamilyの場 合 に は

LPETGもしくはLPDTGであったが,CNAの場

合にはLPKrGであった (図2,表4).

CNA遺伝子 ((･nll)の系統樹解析

図 2に示 したCNA遺†云召二ついてソフ トウェ

アTreeView を用いて系統的多様性分析を行った

(図3).cNA遺伝子は,ST型 (もしくはCC型)

に関連して分岐 していた.

考 察

黄色ブドウ球菌による伝染性膿癌疹 (水癌刊膿

痴疹)は夏季,小児に多発する膿皮症で,病変部

には黄色ブドウ球薗が存在し,他部位の皮膚に容

易に "とび火"す射軌 小児間で感染拡大する14)

原因毒素は黄色ブドウ球菌がつくるErで,デス

モダレイン1(デスモソ-ムに存在するカ ドヘリ

ン様の細胞間付着因子)を切断することで,表皮

幣粒層を破風 麟融解を起 し水癌を生じる14ト 16)

主に ETAあるいはETBが関与するが 14ト 16),

ETDも検糾される26)

伝染性膿痴疹 (水癌型膿痴疹) からはMRSA

(cA-MRSA)も分離される頼37).分離頻度は黄
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CC30

図3 Phylogene由cdiversityof血eCNAgenes.

TheCNAgenesofstrainsNNll,NN28,

NNl,andNN6areshowninFig.2.取ose

ofstrainsFDA574,MW2,MSSA476,and

MRSA252are&om GenBankaccession

nos.M81736,BAO00033,BX57且857,and

BX571856,respectively.Thegraphwas

constnlCtedbyusmgTreeⅥewVersion

l.6嵐Thepos豆tionsofeightCNAgenesfor

whichgenesequencesareavailableare

shown.1もescalebar(0.01)represents

O.01nucieotideSubstitutionspersite.

色ブ ドウ球菌の 10-20%である.この MRSA-=n'･:

(biCA-MRSA)の感染での役割 については十分

に理解 されていない.例 えば,伝染性膿痴疾 く水

癌型膿痴疹)か ら分離 される黄色ブ ドウ球菌 とは

違 って,ET陽性率が低い 11).本研究でもbiCA-

MRSAの ET陽性率は 52.3%であった.

院 内にあって抗菌薬 で強 く選択 され る HA-

MRSAとは異なり,薬剤による選択圧力が少ない

市中で感染拡大す るCA-MRSAには幾つかの特

徴 が あ る.MRSAは黄 色 ブ ドウ球 菌 (meth巨

35

cillin-susceptibleS.aufTeLfS,MSSA)にメチ シ リ

ン耐 性 遺 伝 子 を含 む可 動 性 DNA (staphy-

iococcalcassetteChromosomemec,SCCmec)が

挿入 されて出現するが38),cA-MRSAの SCCmec

型 はⅣ型やV型が多い (HA-MRSAの場合 には

Ⅰ型,Ⅲ型,Ⅲ型が多い )28).また,そのメチシリ

ン耐性 レベル とオキサシ リン耐性 レベルは低 い

(HA-MRSAでは高 い)39). さらに薬剤耐性 が,

CA-MRSAでは極少数に限 られていて,β-ラク

タム系薬耐性 だけの場合や β-ラクタム系薬 とそ

の他 数 種 類 の薬 剤 に耐 性 を示 す 場 合 が 多 い

出A-MRSAは典型的な多剤耐性 を示す)1).今回

解析 した b豆CA-MRSAもこの観 点 で典型 的 な

CAIMRSAであった.このような CA-MRSAは.

市中で感染拡大す るために,HA-MRSAに比べ

てより強い定着能力をもつ可能性が高い 1)

本研究では,biCA-MRSAが,HA-MRSAとは

異 なって,CNAを高率 に もつ ことを明確 に示 し

た上で,各 ST型 biCA-MRSAの CNA遺伝子の

堂塩基配列 を決定 した.CNA遺伝子産物 は前駆

体で,5'末端側に S領域 (シグナルペプチ ド)が

存在するが,細胞質膜通過過程で切断 される.切

断後の A領域 (コラーゲ ン結合 ドメイン),B領

域 ("stalk‥幹 ドメイン).W 領域 (細胞壁円通 ド

メイン),M領域 (細胞膜貫通 ドメイン),C領域

(細胞質側末端)が CNAを構成す る 20)36).CNA

は 細胞質膜貫通 タンパク質で,M領域で細胞膜に

固定 されていて,W領域で細胞壁 を貫通 し,B領

域 が薗体表面か ら外部 に伸長す る幹の役割 を担

い,その先 にコラーゲ ン結合 ドメイン (A領域)

が位置す る.CNAは薗体表面か ら外部に向かっ

て放射状 に伸び る構造物 である.CNA先端の A

領域 は Nl,N2,N3の 3つの ドメインを含む.こ

の うち.Nlドメインと N2ドメ インは Nl-N2

1豆nkerを適 して繋がっていて,コラーゲンを挟み

込むように して押 さえつ ける (結合す る).まず

N2領域がコラーゲンを特異的に認識 し,その後

に Nl-N2号inkerを介 して Nl領域 が結合,サ ン

ドイッチ状の結合構造 を形成す る.N3ドメイン

は,N2ドメインを斡 ドメイン 摘 領域)に繋げ

ている20)
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図4 TheimageofbiCA-MRSAinfectionthroughthehumanSkin(A)andthebindingof

CNA (withdifferentBregionrepeats)tocolla酢n(B).n eima酢 inBwaseomstructed

basedontheCNAproteininformation2()).neN2domainlinkedtoもWoorthreeB-region

repeats(longerBstem)couldrecognizeandbindtocollagenmoreeffectivelythanthe

N2domainlinkedtooneortwoB-regionrepeats(shorterBstem).

ST30型 biCA-MRSA,ST89型 biCA-MRSA,

ST91型 biCA-MRSAの CNA遺伝子構造 を比較

すると,各領域が高度に保存 されていたが,B領

域の繰 り返 し数は異なっていて,ST89型が 3回

で -一番多く,次が SrmO型の 2igil,ST91型の 1回

であった.B領域の繰 り返 し数が多い程,薗体表

面から外部に伸びる "秤"が長くなり,より遠 く

の コ ラー ゲ ン と も結 合 が で きるよ うに な る

(MRSAの付着 ･感染が起 こりやす くなる)と考

えられる (図4).

B領域 の 3回繰 り返 しを認 めた ST89型 は,

biCA-MRSAで分離頻度 が最 も高 い, しか も,

態豆CA-MRSAの CNA陽性率 は 85.7%で,ET陽

性 率 52.3% よ り有 意 に高 か った.また HA-

MRSAの場合 には,多 くが CNA陰性 (かつ Fr

陰性)であった.以上の事実か ら,biCA-MRSA

の場合には,CNAが重要な病原性因子であると

結論 した.皮膚を掻 くことによって露出したコラ

-ゲンに biCA-MRSAが結合,皮膚への感染が

成立すると考えられた.この後,ET陽性株の場合

には伝染性膿痴疹 (水癌型膿麻疹)の発症につな

がる.ET陰性株の場合には,新規の毒素を産生す

る,あるいは新規の発症 メカニズムをもつ等の考

え方が必要になる.

なお,CNAの病原性 については,PVLとCNA

が連携 して小児肺炎に関連する 40)他,CNAが骨

髄炎,関節炎,心内膜炎等 と関連する 41)42) こと

が報告 されている.

-上方,ST8型 biCA-MRSAでは CNAとETが

ともに陰性であった.ST8型biCA-MRSAは,3

つの毒素遺伝子 (毒素性ショック症候群毒素

TSST-1をコ- ドする毒素遺伝子 [tst],SECを

コー ドする毒素遺伝子 [sec],SELをコー ドする

遺伝子 [sel])をもつSaPIml/nl病原性遺伝子
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島 (pathogenicityisland)2銅 3)が陽性であった.3

つの毒素遺伝子はスーパー抗原毒素遺伝子であ

る.伝染性膿痴疹との関連性を検討する必要があ

る.

最後に,CNA遺伝子をソフ トウェアTreeView

(Version1.6.6)を用いて系統的多様性分析 した結

栄,CNA遺伝子とST型 (もしくはCC型)に強

い関連を認めた.ファージ上の PVL遺伝子 44),フ

ァ-ジ上の WA遺伝子 45),プラス ミド上の ETB

遺伝 子 46)等とは異なり,CNA遺伝子は水平伝達

しないのかもしれない.

結 語

小児の伝染性膿痴疹 (水癌塑膿痴疹)から分離

された CA-MRSA (biCA-MRSA)の場合,ET

陽性率は52.3%,CNA陽性率は 85.7%で,CNA

陽性率が ET陽性率より有意に高率であった (p

-0.043).CNA遺伝子の各領域は調べたbiCA-

MRSA (ST型)で高度に保存 されていたが,B領

域 (幹 ドメイン)の繰 り返 し数はST型によって

異なり,分離頻度が一番高い ST89型で 3回と最

も多かった.biCA-MRSAの場合,CNA (特に B

領域の繰 り返 し数)が感染に強 く関連 しているこ

とが示唆された.
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