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Abstract

Dr.01ga馳okhlova血･omKrasnoyarsk(Russia)tookpartintheyoungdo軸)どprogram,

anewJapan-Russiaexchangeprogram startedin2008,andstudiedmethici及王ill-resistant

Staph頭)coccLISauFeuS(MRSA),incollaborationwithyoungscie鵬ists&om Nationa及Taiwan
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Univers妙 andNiigataUrliversity.TheHungarianMRSAclone(andrelatedclones)isamajor

pandemicclonespreadingworldwideindudingEurope,SouthAmerica,Africa,Asia,andRussia.

Inthisstudy,WedevelopedthemultiplexPCRtarge血gthecombinationoftheavegenes(nuc,

f27eCA,sea,see,cna),whichwerepresentonlyintheHungariane呈one,andunambiguouslydistin-

耶ishedtheHungarianclone&omotherpandemicMRSAclones,suchastheNewYork/Japan

clone.

は じ め に

新潟大学医学部とロシアの医科大学の間で

1993年以来日露医学生交流が引き継がれてきた.

Youngdoctorprogramは 15年の節 目となった

2008年に始まった新しい交流プログラムで,日露

の若い医師 ･研究者が臨床や研究現場で感じてい

る問題点をもちより,交流をとおして解決を図る

こと,若い医師 ･研究者のモチベーションを高め

ること,そして日露交流のレベルアップを図るこ

と を 目的 と して い る.初 年 度 は Dr.01ga

Khokhlovaがクラスノヤルスク医科大学の推薦を

受けて参加,分子レベルでの感染症研究にチャレ

ンジした (図 1).なお,Dr.Olga馳 okhiovaは
2009年にもクラスノヤルスク医科大学から派遣

されて技術研修 ･共同研究で研縛をつみ,クラス

ノヤルスク医科大学での極点形成に取り組んでい

る.なお,この研究プロジェクトには台湾大学か

らの留学生Wei-ChumHung大学院生の献身的な

協力があった.

米国では黄色ブドウ球菌に占めるメチシリン耐

性黄色ブ ドウ球菌 (MRSA)の割合が65.6%で,

MRSA高汚染国である.その米国ではMRSA深

部感染症が深刻で,2005年の感染者数は 9万

4360人,そのうち死亡音数 1万8650人と,死亡

率が 19,7%に達した l).わが国もMRSAの割合

が約60%で,米国と並ぶMRSA高汚染国である.

MRSAは黄 色 ブ ドウ球 菌 (MSSA) に

SCCmec遺伝構造が挿入されて出現する.その

MRSAが世界中に流行 したのが現在院内で目に

す る MRSAで ある.主 な世 界流行型 MRSA

(pandemicMRSA) は 7タ ロ - ンで ,New

York/Japan(ST5/SCCmecIl),Pediatric(ST5/

SCCmecⅣ),Berlin(ST45/SCCmecⅣ),Iberian

(ST247/SCCmecIA),Hu咽arian(ST239/SCCmec

描),EMRSA115(ST22/SCCmecⅣ),EMRSA-

16(S736/SCCmecⅢ)である2).このうちNew

York/Japancloneは主にわが国と米国で流行して

いるMRSAで,HungaFiancloneは主にアジア,

ロシア3),南米等で流行しているクローンである.

本研究では,台湾 とロシアで流行 してい る

Hungariancloneの multiplexPCR法を用いた迅

速 DNA診断法を確立した.

材料と方法

台湾 とロシアの入院患者 か ら分離 された

Hungariancloneを鮎 1た.対照として,台湾とわ

が国の入院患者から分離されたNewYork/Japan

cloneを用いた.その他に,H.dekncastre博 上

から分与されたpandemicMRSA標準株を用いた.

PCR解析には2%アガロ-スを用いた.薬剤 耐 性

遺伝子,病原性遺伝子などのPCR解析は既報の

方法で行った4).MliltiplexPCRプライマ弓 ま市

中感染型MRSA (NNl株)のDNA情報に基づい

て設計した.設計したプライマ-名は,黄色ブド

ウ球菌 (nuc遺伝子 5))を検出するためのプライ

マ-nucl/nuc2,メチシリン耐性 (mecA遺伝子)

を検出するためのプライマーmecA-QF2/mecA-

Q配,ス-パー抗原毒素 SEA (sea遺伝子)を検

出するためのプライマーsea-Fl/sea-Rl,スー

パー抗原毒素SEQ (seq遺伝子)を検出するため

のプライマ-seq-F2/se匂-R2,コラーゲン粘着

因子 CNA (cna遺伝子)を検出するためのプラ

イマ-ena-QFl/cna-QRlであった.PCR条件

は初期変性が94℃3分で,その後,変性94℃90

秤,アニーリング55℃60秒,伸長72℃60秒を

30サイクル繰り返し,最終伸長72℃10分とした.
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図1 細菌学教室での研修
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結 果

PandemicMRSA標準株について各種 PCR反応

で検討 した結果,Hungariancloneのみが nuc,

mecA,sea,seq,cnaの5つの遺伝子が陽性であ

った.例 えばわが国と米国の主要 MRSA (New

York/Japanclone)はnucとmecA遺伝子のみが

陽性で,sea,seq,cna遺伝子は陰性であった.こ

の結果に基づいてnuc,mecA,sea,seq,cnaの5

つの遺伝子を同時に検出するための multiplex

PCRプライマ-を設計 した.この m混tiplexPCR

プライマ-セットを用いた実験結果を図 2に示

す,Hungarianclone値 湾とロシアの分離株)は

予想したサイズの 5本のバンドを与えた∴ 一 方,

NewYork/Japanclone(台湾と日本の分離株)は

nucとmecA遺伝子のみが陽性となった,

三 二 二二tL:I㌔
1 2 3 4 5

図2 HungariancloneとNewYork/Japancloneの multiplex

PCRによる鑑別
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考 察

従来から単にMRSAと呼ばれてきたいわゆる

院内感染型MRSAには,異なった病原性遺伝子セ

･ソトをもった多様な流行タロ-ンが存在する.従

って,病院で分離されるMRSAについてはタロ-

ン型別が重要である.Hungariancloneの特徴は,

①アジア ･ロシア地域での強い伝達性,②多剤耐

性,③ sea,see,cnaの 3つの病原性遺伝子を持

つ点である.seaはMRSA腸炎や浸襲性に関連す

る強毒性マ-か-で 6),cnaは損傷 した粘膜 (露

出したコラ-ゲン)への定着で機能 し,肺炎等に

関連する7).MRSA感染患者の病型を把握するた

めにMRSAを構成 している病原性遺伝子を把握

することが必要である.本研究ではこの様な病原

性遺伝子の組み合わせに基づきHungarianclone

のみを簡便に検出するmu損p音exPCR検出系を開

発した.
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