
銀染色 を用いた一本鎖DNA高 次構造 多型解析 による

黄色ブ ドウ球菌gyrA遺 伝子 の点変異 の検出

徳 江 豊 ・菅 野 康 吉

国立がんセンター中央病院臨床検査部*

(平成5年9月28日 受付・平成5年12月20日 受理)

黄色 ブ ドウ球 菌 にお け るキ ノ ロ ン薬 耐 性 とgyrA遺 伝 子 の点 変 異 との関連 を明 らか に し,

gyrA遺 伝子 の点 変異 の簡便 な同定法 の開 発 お よびその有 用性 を確 か める 目的 で,36株 の臨床

分離 黄色 ブ ドウ球菌(キ ノ ロ ン耐 性菌29株 ・感受 性 菌7株)のgyrA遺 伝 子 をpolymerase

chain reaction(PCR)で 増幅 し,放 射性物 質(RI)を 使用 しない一本 鎖DNA高 次構 造 多型

Single Strand Conformation Polymorphism (Non-RISSCP)法 で変異 の有無 を検 討 した。

同時 にPCRで 増 幅 したDNA断 片 を直 接塩 基配列 決 定法 で解析 した。 その結 果,キ ノロン耐

性 と関 連 す る4種 類 の8yn4遺 伝 子 の 点変 異 が 認 め られ た。 す なわ ち(1) Ser-84→Leu;

(2) Ser-85→Pro;(3) Glr88→Gly;お よび(4) Glu-88→Lysで あ る。 この うちGlu-88

→Glyの 点 変 異 は今 まで に報 告 の な い変 異 で あ った 。 さ らに ア ミ ノ酸 コ ドン86のATT→

ATC変 異(ア ミノ酸 は変化 しない)が1株 のキ ノ ロン感受性 菌 に認 め られた が,こ れ も今 ま
"で に報告 のな い変 異 であ った

。2種 類 の新 しい タイプの二 重点変 異 を含 め た7種 類 の遺伝 子変

異株 はすべ て,遺 伝 子変 異 の ない野 性株 と1回 のNon-RI SSCP法 に よ る電 気 泳動 にて判別

可能で あっ た。 以上 よ り,こ のNon-RI SSCP法 はキ ノロ ン薬 耐性 と関連 す るgyrA遺 伝子 の

点変異 の有無 とと もに その変 異型 の推定 まで可能 な新 しい同定 法で あ り,迅 速,簡 便,か つ有

用性 の高い検査 法 と考 え られ た。
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ブ ドウ球菌,特 にmethicillin-resintant Staphylococcus

aureus(MRSA)に よる感染症 は有効 な薬剤が少 ない こ

とから臨床上重要な問題 となっている1)。オフロキサ シン

やシプロフロキサシンをはじめ とするニ ューキノロン薬 は

MRSA感 染症にも有効 とされていたが2),近 年ニ ューキノ

ロン薬に耐性を示す菌株の増加傾向が認め られ,特 にブ ド

ウ球菌 において著 しいと報告 されている3・4)。これ までに,

キノロン薬の耐性機序 として3種 類のメカニズムが報告さ

れている。第1の 機序は,norA遺 伝子に支配 されている,

細胞質膜上 に存在する膜蛋白による,キ ノロン薬 の菌体外

排出機構(active efflux)で ある5)。第2番 目は,そ の作

用機作は不明であるがcfx-ofxと 命名 され た遺伝子領域 に

よるものである6)。第3の メカニズムはキ ノロン薬の標的

酵素と考 えられている,細 菌細胞内にお いてDNAの 複製

に関わるDNAジ ャイ レー ス7)の構造 変化であ る8～11)。大

腸菌ではDNAジ ャイ レー スは2個 のAサ ブユー ッ トと

2個 のBサ ブユニ ッ トで構成 された四量体構 造 をしてお

り,そ れぞれ8yz4お よびgyrB遺 伝子に支配 されている。

高 度 キ ノロ ン薬 耐性 と関 係 して い る の は主 に8y〃1遺 伝 子

の 点変 異 で あ る とされ,ブ ドウ球 菌 にお い て もい くつ か 報

告 され て い る胴1)。 今 まで に,シ プ ロキ サ シン耐 性 の ブ ド

ウ球 菌 か ら同 定 され た点 変 異 は,Ser-84→Leu;Ser-84→

Ala; Ser-85→Pro; Glu-88→Lysの4種 類 であ る。

一方 ,点 変異 の同 定法 として は種 々の 方法 が報告 され て い

る。 点 変異 の塩 基配 列 に特 異的 な オ リゴヌ クレ オチ ドを プ

ロー ブ とし て行 うハ イ ブ リダ イゼ ー シ ョ ン法9),直 接塩 基

配列 決定 法8),制 限 酵素 の認 識 部位 のDNA多 型 を検 出す る

restriction fragment length polymorphism (RFLP)10,11)

な どで あ る。 これ らの方 法 は有 用 で あ る けれ ど も,一 般 の

臨 床 検 査 で使 用 す る 方 法 と して は それ ぞれ 問題 点 が あ っ

た。一 本 鎖高 次 構造 多 型single strand conformation poly-

morphism(SSCP)解 析 法 は12,13),一 本 鎖DNAが 塩 基 配

列 に も とつ いて形 成 す る高次 構 造 の違 い を電気 泳 動 の 移動

度 の差 と して検 出 す る もの で あ り,点 変 異 の簡 便 な同 定法

で あ る。 しか し検 出 にRIを 使 用 して い た こ とか ら,オ ー

トラ ジ オ グ ラ フ ィー に 数 日 を 要 す る と い う欠 点 が あ った 。
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最近,RIを 使用せず銀染色に より判 定する ことでその問

題 を解決 した新 しい検出法(Non-RI SSCP)が 開発 され

た14)。今回,我 々 はこのNon-RI SSCP法 をキノロン興耐

性 と関係の深 いジャイ レースA蛋 白のコ ドン84～88に お

ける点変異 の判定 に応用 し,あ わせてそれぞれの点変異の

塩基配列を決定し,そ の有用性 を確かめたので報告す る。

I.材 料 と 方 法

1.使 用 菌株

国立が んセ ンター中央病 院 と東北大 学加 齢医学 研究

所 内科 におい て,臨 床検 査材 料 か ら分離 され た36株

のS.aurensを 実験 に用 いた。

2.抗 菌力測 定

セ プター テス トパ ネル(日 本 ベ ク トンデ イ ッキン ソ

ン株 式 会 社)に よ る微 量 液 体 培 地 希 釈 法 を用 い て

MICを 測 定 した。 シ プ ロフ ロキ サ シ ン耐 性 とオ フ ロ

キサ シ ン耐性 は,そ れぞれMICが4μg/ml,8μg/ml

以上 として判 定 した。

3.DNAの 抽 出

使 用菌株 か らの染色体DNAの 抽出 は,す で に報 告

した方法 に従 った15)。

4.オ リゴヌク レオ チ ドの合成

プ ライ マー として使 用 したオ リゴヌ ク レオチ ドは,

S.aureus gyrA遺 伝子 の塩基配 列16)にもとづ き設計

し,イ ンター テ ック株式 会社 に合 成依 頼 し購 入 した。

それ らの塩 基配 列 はFig.1に 示 した。 ニ ュー キ ノロ

ン薬耐 性 はgyrA遺 伝 子 ア ミノ酸 コ ドン84か ら88の

Fig. 1. Primers for polymerase chain reaction
and direct DNA sequencing. A pair of primers

(GA 1 and GA 2) yield a product of 124-bp

gyrA fragment after PCR amplification. The
presence of a Hin fI site (wild type)generates
a pair of Hin fI DNA fragments 97 and 37 by
in size, whereas its absence because of
mutation yields a 124-bp fragment. Under-
lining denotes a Hin fI site (GANTC), and

numbers identify the positions of the deduced
amino acid residues. Primer GA 3 was used as
a sequencing primer.

部位 と関連 が あ るこ とが知 られて い るため9こ の部位

を増 幅 す るよ うに プ ライマー を設計 した。 プ ライマー

GA1とGA2に よ り124bpのPCR産 物 が得 られる。

GA3は 塩基 配列 決定 用の プ ライマ ー と して用 いた。

5.PCR

反応 は,DNA thermal cycler (Perkin Elmer

Cetus)を 用 い.反 応 条 件 はdenature 94℃, 30秒,

annealing 60℃ 。30秒,extention 72℃,1分 を1サ

イ クル として30サ イ クル増 幅 した。

6.RFLP

PCR産 物 を制 限酵 素Hin flに て37℃1時 問消化 し

た 後,12%ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 内 電 気 泳 動 し,

ethidium bromide染 色 し紫 外線 ランプ下 で観察 した。

7. SSCP

PCR産 物1μlに 対 して10μlの95%ホ ル ムア ミド

を含 むloading溶 液 を加 え,80℃5分 間denatureし

た後,12%ア ク リル ア ミ ドゲ ル(30:1ア ク リルア ミ

ド:ビ ス ア ク リル ア ミ ド)に10μlをapplyし925

mMト リス,192mMグ リシ ン を含 むbudfferを 用い

て200V2時 間 電気 泳動 した。 冷 却循環 恒温槽 を利用

しゲ ルの温 度が17℃ で一 定 にな る よ う電気泳動 した。

泳動 終 了後 ただ ちにゲ ル を トレイに移 し,銀 染色試薬

(第一化 学)を 用 いてバ ン ドを検 出 した。

8.塩 基配 列 の決定

PCRで 増 幅 したDNA断 片 の直接塩 基配 列決定は,

T4ポ リヌ クレオ チ ドキナ ー ゼ と 【γ-33P] ATP17)お

よびプ ラ イマーGA3を 用 い てサ イ クル シー クエンス

法18)で行 った。 サ ンプ ル は7M尿 素 を含 む6%ア ク

リル ア ミ ドゲ ル にて,1,800V2時 間泳 動 し乾燥後 オ

ー トラジオ グラ フィー を行 った。

II.結 果

今 回 の 実 験 に使 用 したSaureus 36株 の うち,29

株 が オ フロキサ シ ン とシプ ロ フロキサ シ ンともに耐性

で あっ た。 キノ ロ ン剤 耐性 と関 係 す るgyzA遺 伝子の

ア ミ ノ酸 の 変 化 は,ア ミノ酸 番 号84番 目の セ リン

(Ser-84)か ら88番 目の グ ル タ ミ ン酸(Glu-88)ま

で の領 域 と報告 され て いるので,そ の領 域が増幅され

る ように プ ライマー を設 定 した(Fig.1)。PCRに よ

りす べ て の菌 か ら予想 され た124bpのDNA断 片が

得 られ た。84番 目の ア ミノ酸 をコー ドす るgyrA遺 伝

子 の点 変 異 の有無 は,PCR産 物 を制 限酵素Hinflで

処 理 す る こ と によ り判 定 した。 す なわ ちFig。1の 下

線 で示 したHinfI切 断 部 位 が 存 在 す る と,97bpと

37bpの 大 き さの2つ のDNA断 片 が得 られるが,点

変 異 に よ りHinfI切 断 部 位 が 変 化 す る と124bpの

DNA断 片 の ま ま とな る。 検 討 した36株 の うち,14
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株 はHin fl処 理 で2つ のDNA断 片 が 得 ら れ た

(Fig.2A)。 これ らの株 の うち7株 はキ ノロ ン耐性 で

あ り,88番 目の ア ミノ酸 を コー ドす るgyrA遺 伝子 の

部位 に点変 異 を有 す る変 異株 であ った(Table1)。

それ ぞれ の分 離 菌 をNon-RISSCP法 で分 析 し た

ところ,そ の泳 動度 の差 によ り8種 類 に分類 され た

(Fig.2B)。 本実験 の条 件下 で は,一 部再 結合 した二

本鎖DNA(124bpの サイズのバ ン ド)とisoconformer

(同じ塩 基配列 で泳 動度 がわ ずか異 なっ た近 いバ ン ド)

が認 め られ た。 それぞれ の泳動 パ ター ンで各2株(た

だしコ ドン86の 変異株 は1株)の 計15株 を,直 接 塩

基配列決定法 に よ り検討 した ところ,こ れ らの泳動 パ

ター ンの変 化 はす べ てgyrA遺 伝子 の点 変異 と関係 し

てお り,同 じ泳動 パ ター ンの株 で は点 変異 も同一 で あ

った(Fig.3)。Table1に 示 した よ う に,耐 性 株 に

お けるgyrA遺 伝 子 の 点変 異 は84,85,88番 目 の ア

ミノ酸 コ ドンに存 在 して お り,二 重 点変異 も加 え る と

6種 類 の変異 パ ター ンが検 出 され た。 コ ドン84の 変

異はC→Ttransisionで22株 に見 られ た。 コ ドン85

の変異 は2株 に見 られT→Ctransisionで あ った。一

方 コ ドン88に 見 られ た 変 異 はGAA→GGAま た は

GAA→AAAのtransisionで あ っ た。 キ ノロ ン耐 性

29株 の うち23株 は1か 所 のみ の変 異 であ り,他 の6

株は2か 所 に点変異 が認 め られた。 コ ドン84と85の

二重点変異 が2株 で コ ドン84と88の 二重 点変異 が4

株で検 出 された。 キ ノロ ン感 受性 株 の1例 に コ ドン

86のATT→ATC変 異 が認 め られた が,同 じア ミノ

酸をコー ドしてい るsilent mutationで あっ た。6株

は遺伝子 に変 異の ない野性型 で キノ ロン感 受性 であ っ

た。

III.考 察

キ ノロン薬 の作用機作 および耐性 機構 は,は じめ大

腸菌の研究 で解明 されて きた。 その結果 か ら推定 され

S.aureUSのgyrA遺 伝 子 も クロ ー ン化 され,そ の塩

基配列 も明 らか に された16)。今 回我 々 は,36株 のS.

aureusをNon-RISSCP法 で解 析 した結 果,キ ノ ロ

ン薬耐性 と関連す る6種 類 の変異 を明 らかに した。 こ

の中,(1)コ ドン84のTCA→TTA;(2)コ ドン

85のTCT→CCT;(3)コ ドン88のGAA→AAAは

すでに報告 されて い るタイ プ と同様 で あった8)。それ

らに加 えて(4)コ ドン88のGAA→GGA;(5)コ

ドン84のTCA→TTAと コ ドン88のGAA→AAA

の二 重点変異;(6)コ ドン84のTCA→TTAと コ ド

ン88のGAA→GGA'の 二 重点 変異 は今 まで に報告 の

ない ものであった。 さ らに,キ ノロ ン薬感 受性 の1株

において コ ドン86のATT→ATCと い う新 しい点 変

Fig. 2. A, Polyacrylamide gel analysis of PCR-

amplified DNA digested with Hin fI. PCR 

products were digested with Hin fl at 37•Ž 

for 1 h and subjected to electrophoresis thro-

ugh 12% polyacrylamide gel at 20 mA for 40 

min and subsequent ethidium bromide stain-

ing. B, Detection of gyrA mutation by Non-

RI SSCP analysis. Eight types of bands with 

different mobilities were separated. In all 

lanes, renatured ds DNAs appeared at posi-

tions of 124 by in size. Lanes: M, molecular 

weight standards of 123 by ladder plasmid

DNA (GIBCO BRL); lane 1, mutant with Ser 

•¨,Leu (TCA•¨TTA) at codon 84 and Ser•¨ 

Pro (TCT•¨CCT) at codon 85; lane 2, mutant 

with Ser•¨Leu (TCA-.TTA) at codon 84; 

lane 3, mutant with Ser•¨Leu (TCA •¨TTA) 

at codon 84 and Glu•¨Gly (GAA•¨GGA) at 

codon 88; lane 4, mutant with Ser•¨Leu (TCA-0 

TTA) at codon 84 and Glu-*Lys (GAA•¨

AAA) at codon 88; lane 5, wild type; lane 6, 

mutant with Glu•¨Gly (GAA•¨GGA) at codon 

88; lane 7, mutant with Glu•¨Lys (GAA-* 

AAA) at codon 88; lane 8, mutant with ATT 

•¨ATC at codon 86 (silent) Lanes 1 through 

4, 6 and 7 were quinolone resistant strains.
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Table 1, Mutations of the gyrA gene in Staphylococcus aureus detected by Non-RI SSCP

* novel mutation

1) +, Hinf I site present

- , Hinf I site absent
2) number of occurrences
3) resistant to ciprofloxacin and ofloxacin

susceptible to ciprofloxacin and ofloxacin

Fig. 3. Mutations in the gyrA gene from clinical isolates 

identified on DNA sequencing gels . PCR-amplified DNA was 
sequenced by the cycle sequencing method . The numbers at 
the top of the gels correspond to those of lanes shown in Fig

. 2 A 
and 2 B. No.5 shows a sequence of wild type

, whereas 
the others have either one or two base substitutions at' 

codons 84 through 88 .
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異を認 めた。 この変 異 はコー ドす るア ミノ酸 には変化

のないsilent mutatponで あ った。 これ らの7種 類 の

変異株 はFig. 2Bに 示 す よ うに,Nom-RI SSCP法

では1回 の泳動で判 別 され,そ の変異 型 まで推定 可能

で あ っ た。 今 回 の検 討 で は,既 知 の コ ドン84の

TCA (Ser)→GCA (Ala)の 点変 異 を持 つmutantが 認

め られ なか っ た ので,site-directed mutagenesisの

方法19)を用いて そのmutamtを 作 製 し,同 様 な条 件下

でNon-RI SSCP法 を施 行 した と こ ろ,他 の8種 類

と明瞭に区別 で きた(デ ー タ は示 さず)。 今 回 の実験

で は種々 の実験 条件,例 えばゲル の濃度,バ ッフ ァー

の組成,電 圧,温 度等 を変 えて泳動 を行 っ た結 果,そ

れぞれのパ ター ンの差 が もっ とも明 らか に区別 可能 と

なるように条件 を設定 した。SSCP法 で は理 論 的 に は

2本 のバ ン ドとして検 出 され るはずで あ るが,本 条件

下 では再結 合 した二 本鎖DNAとisoconformerが 認

められた。 しか し,目 的以外 のDNAの 混 入 の可能性

は,同 じサ ンプル を よ り高 温で泳 動す るとisoconfor-

merが 消失 して2本 のバ ン ドと して検 出 可能 にな る

こと(た だ しそれ ぞれのパ ター ンの差 が少 な くな って

しまう),Fig. 2A, Fig.3で も目的以 外 のバ ン ドが

ないことに より否定 され る と考 え られ る。

米国にお ける報告 と同様 に,日 本 におい て もキノ ロ

ン薬耐性株 の約 半数 は,コ ドン84のTCA→TTAの

点変異 を有 す る変異株 で あ った。 この変 異 はキ ノロ ン

薬耐性において もっ とも一般 的 でか つ重要 な変化 と言

えよう。今 回の研 究 は,キ ノロ ン薬 耐性 とgyrA遺 伝

子の コドン84～88の 部位 の点変 異 とが 深 く関連 して

いるとい う理論 に もとつ い てお り,実 際,検 討 した

29株 の耐性 株 すべ て は この領域 に少 な く とも1か 所

の点変異 を保有 してい た。 た だ し,我 々 は遺伝 子 の一

部の領域のみ塩基配列 を決 定 したので,他 の領 域 に変

異の存在す る可能性 は否定 で きない。 しか し今回 の検

討で,gurA遺 伝子 の コ ドン84～88の 部 位 の点変異 と

キノロン薬耐性 との関連が 密接 であ る ことが よ り明確

となった。

一方
,疫 学的観 点 か らみ て もS. aureusに お ける こ

の特異的な点変異 を知 るこ とは有 用で あ ろ う。す なわ

ちMRSAの 院 内感染 の感 染 源,感 染経 路 を特 定 す る

ための疫学的指標 として,フ ァー ジ型,コ アグ ラーゼ
ト型

,薬 剤耐性パ ター ン,プ ラス ミ ドDNAプ ロ フ ィー

ル,リ ボタイプ,パ ルス フ ィー ル ド電 気泳動 等が報 告

されて きた20～23)。その うちで も分子 生 物学 的手 法 を

用いたDNA解 析 は菌株 間 の異 同 をみ るの に優 れ てい

ると考え られてい るが,Nom-RI SSCP法 に よる解 析

は迅速 で簡便 な うえ,一 度 に多数 の検 体 を分 析 で き

る。1か 所の検討のみで8種 類に分類可能であったこ

とから,い くつかの変異の分類を組み合わせることに

よりさらに分離株の異同の判定が可能となろう。

Non-RI SSCP法 によるゲノタイプの分類は,MRSA

をはじめとする院内感染の発生源,伝 達経路,伝 播の

解析において有力な方法と期待される。電気泳動のパ

ターンはそれぞれの点変異に特徴的なため,既 知の変

異についてはDNAの 移動度の比較のみでその変異型

まで推定可能である。しかも未知の変異においても,

比較的簡便に直接塩基配列決定できるため変異株のス

クリーニングとしても利用可能である。以上述べてき

たように,Non-RI SSCP法 はキノロン薬耐性の点変

異同定法としてのみならず,疫 学的研究の一手段 とし

ても有用な,検 査室においても利用可能な新しい検査

方法と言えよう。
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Detection of gyrA mutations in Staphylococcus aureus by nonradioisotopic

single-strand conformation polymorphism analysis

Yutaka Tokue and Kokichi Sugano

Division of Clinical Laboratory, National Cancer Center Hospital,

1-1, Tsukiji 5-chome, Chuo-ku, Tokyo 104, Japan

Thirty-six clinical isolates of Staphylococcus aureus (twenty-nine fluoroquinolone-resistant

strains and seven susceptible strains) were studied for the presence of point mutations of the

gyrA gene by non-radioisotopic single-strand conformation polymorphism (Non-RI SSCP)

analysis using silver stain. Direct DNA sequencing analysis of polymerase chain reaction (PCR)

-amplified DNA fragments confirmed the results obtained by Non-RI SSCP analysis and revealed

that fluoroquinolone resistance is closely associated with six types of mutations in the gyrA

gene, three of which were newly identified (one point mutation and two double point mutations):

Ser-84•¨oLeu and Glu-88•¨Gly; Ser-84-4Leu and Glu-88•¨Lys; and Glu-88•¨Gly. Furthermore, a

novel ATT•¨ATC mutation at codon 86 (silent mutation) was seen in only one fluoroquinolone-

susceptible strain. All of these seven mutational types were separated from the wild type in a

single electrophoretic run within 3 h after PCR amplification. Thus we conclude that this new

technique is a rapid, simple and useful screening method for the genotyping of gyrA mutations

associated with fluoroquinolone resistance.


