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PCR法 に よ る臨 床 検 査 材 料 か らの 肺 炎 球 菌 の 短 時 間 検 出 に つ い て
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PCR法 を応用 して,検 査材料中に存在する肺炎球菌を直接的に検出する方法を検討 した。対象とした

検査材料は,小 児の急性気道感染症からの咽頭拭い液288検 体である。PCRに は,肺 炎球菌に特有の

自己融解酵素遺伝子(lyt A)の694bpか ら966bp領 域を増幅することのできるブイラマーを設計した。

本方法の検出感度は1.2×102CFU/ml,縞 果が得 られるまでの所要時間は検査材料の処理 も含めて約

2.5時 間であった。PCRの 実行と同時に菌の培養も行い,両 方法における検出率の比較を行った。培養

による肺炎球菌の検出率 は288例 中59例(20.5%)で あったのに対 し,PCRで は118例(41.0%)

が陽性 と判定された。これらのうち,10８CFU/ml以 上の肺炎球菌が検出された検体では,PCRで もす

べて陽性であった。培養で菌が証明できなかった検体でも,PCRで 明 らかなDNA断 片が認められたも

のもあった。これらのことか ら,肺 炎球菌の検出には,PCRに よって検体から直接菌の有無が確認でき

る本方法は臨床的に有用であろうと考えられた。
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近年本邦においてもペニシリン耐性肺炎球菌の分離頻度が

上昇1)し,臨 床的にも本菌による重篤な感染症が問題となっ

てきつつある2～4。しかしながら,臨 床検査材料からの肺炎

球菌の検出は検体採取後から処理までの時間,あ るいは検体

の保存状況,さ らにはCO,培 養施行の有無等によって左右

されることも多い。このため本邦では本菌の検出率は施設に

よって必ずしも一定しないという問題も生じている。

このようなことから,肺 炎球菌固有の遺伝子lytAを 利用

して,検 査材料中に存在する肺炎球菌の有無を,検 査材料を

直接用いたPCR法 によって検出し,同 時に同検体を培養し,

その培養成績と比較したので報告する。

I.材 料 と 方 法

1)検 査材料

実験に供した288検 体 の咽頭ぬ ぐい液は,1994年

10月 から1995年3月 の期間に,小 児科専門の診療所

に来院 した小児由来の ものである。検体は輸送培地付

きのシー ドスワブ(R)1号(栄 研化学(株))で採取 し,常 温

のままで当研究室あてに郵送されてきた。したがって,

菌の培養ならびにPCRは 検体採取 日の翌 日に行われた

ものである。

2)菌 の培養

被検体は2mlのMueller-Hinton broth(Difbo)中

に混釈 した。その混釈液の各10μlを(1)ト リソイ血液寒

天培地No.2(極 東製薬工業(株)),(2)チョコレー ト寒天

培地(極 東製薬工業(株)),(3)マンニ ット食塩培地(栄 研

化 学(株)),(4)ド リ ガ ル ス キ ー 改 良培 地(栄 研 化 学(株))の

そ れ ぞ れ に塗 布 し,(1)と(2)に つ い て はCO、 培 養,(3)と

(4)につ い て は好 気 培 養 を行 っ た 。 培 養 条 件 は35℃,24

時 間 培 養 と した が,血 液 寒 天 培 地 に つ い て は48時 間 後

に も肺 炎 球 菌 の 発 育 の 有 無 を確 か め た 。 な お,血 液 寒

天培 地 上 に発 育 して きた 肺 炎 球 菌 の 菌 数 は,培 地1枚 あ

た り100colony(1×104 CFU/mlと な る)以 上 の 発 育

が 認 め られ た 場 合 を(+++),10～99colony(1×103

～<1×10℃FU/ml)で あ る場 合 を(++),10colony

以 下(<1×103CFU/ml)で あ る場 合 を(+),肺 炎 球

菌様 の 発 育 が 認 め られ な い場 合 を(-)と 表現 した 。

3)プ ラ イマ ー

肺 炎 球 菌 検 出 の た め の プ ラ イ マ ー と して は,本 菌 に

特 有 の 遺 伝 子 で あ る 自 己 融 解 酵 素(autolysin)遺 伝 子

(lytA)の 塩 基 配 列 に も とづ き,Fig.1に 示 す 一 対 の プ

ラ イ マ ー を 設 計 し た5)。sense側 は694 bpか らの20

merの オ リ ゴ ヌ ク レオチ ド.antisense側 は945bpか

らの22merの オ リ ゴヌ ク レオ チ ドで あ り,こ の プ ラ イ

マ ー に よ って 増 幅 さ れ るDNA断 片 は273bpで あ る。

4) PCR

菌 培 養 を 実 施 した 残 りの 混 釈 液1,5mlを エ ッペ ン

ドル フチ ュー ブ に 移 し,4℃,7,000rpm,5分 間 遠 心

し集 菌 し た。 上 清 を ほ ぼ 完 全 に捨 て 去 っ た 後,10μ1の

滅 菌 蒸 留 水 を加 え て,ミ キ サ ー で よ く撹 拌 し,こ の 沈

渣 の2μlを20μlの 溶 菌 液 入 りPCR用 チ ュ ー ブ に加 え

*東 京都板 橋区加賀2-11-1
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Fig. 1. Sequences of oligonucleotide primers and their positions in the lytA

gene of Streptococcus pneumoniae used in this study. The nucleotide
sequences are numbered on the basis of data reported by Garcia P et al,

Gene 43: 265-272, 1986.

た 。 溶 菌 液 の 組 成 は,100mM Tris-HCI (pH8.9),

1.5mM MgCl, 80mM KC1,500,μg bovine serum

AIWm1, 0.1% sodium cholate, 0.1% triton X-100, 200

μg proteinase K/ml, 0.45% tween 20, 0.45% nonidet

P-40で あ る6)。

PCR用 チ ュー ブ はthermal cycler( Gene Amp 9600

R: Perkin-Elmer Cetus)に セ ッ トし,60℃ で20分,

94℃ で10分 の 溶 菌 操 作 を行 っ た。 次 に,チ ュー ブ を取

り出 して,ブ ラ イ マ ー 混 合 液 を各5μlず つ 加 え た 後,

再 びthermal cyclerに セ ッ トし て,94℃ が30秒,

55℃ が30秒,72℃ が1分 の条 件 下 で30サ イ ク ル の

DNA増 幅 を 行 っ た 。

この よ う に して得 られ た サ ン プ ル は3%ア ガ ロ ー ス ゲ

ル に て 電 気 泳 動 を行 い,ethidium bromide染 色 に よ っ

てDNAの バ ン ドを観 察 し た 。 サ イ ズ マ ー カ ー と し て

は,pUC19をMsp Iで 切 断 した もの を用 いた 。

5) PCRの 感 度

PCRの 感 度測 定 に は化 膿 性 髄 膜 炎 か ら分 離 され た血

清 型19型 の 肺 炎 球 菌 を用 い た。10mlのTodd Hewitt

broth (TH broth: Difco)に 被検 菌 を接 種 し,co、 培 養

下 にて18時 間 前 培 養 した。 翌 日,こ の1 mlを 新 鮮 な

10mlのTH brothに 植 えつ ぎ,さ ら に2時 間培 養 し た

菌 液 を 原 液 と した。 菌 液 の希 釈 方 法 は,TH brothを 用

い て10倍 希釈 で2管 行 い,そ れ 以 降 は2倍 希 釈 を10

段 階行 っ た 。

増 幅 され たDNAの 表 記 につ い て は,マ ー カー サ イ ズ

と して用 い たpUC19のMsp I切 断 のDNAフ ラ グ メ ン

トの1番 目(501 bp)と2番 目(488 bp)の 断 片 の 濃

さ に 匹 敵 す る 濃 度 を(+++),3番 目(404 bp)と4

番 目(331bp)の 濃 さ に 匹敵 す る もの を(++),7番

目(147bp)と8番 目(111bp)の 濃 さ に 匹 敵す る も

の を(+)と した(Fig.2参 照)。

な お,こ こ に は 示 し て い な い が,ブ ド ウ 球 菌,

Streptococcus pyogenes, Streptococcus agalactiae,

Streptococcus mitis, Streptococcus sanguis,

Streptococcus salivarius, Escherichia coli, Klebsiella

pneumoniae, Paeudomonas aeruginosaな どか ら抽 出

したDNAを 用 い た ブ ラ イマ ー で の特 異性 に 関す る検 討

で は,い つ れ も非 特 異 的DNAフ ラ グ メ ン トは認 め られ

な か っ た 。

II.結 果

1)PCRに よ る検 出 感 度

今 回 のPCRに 使 用 した 溶 菌 方 法 と反 応 組 成 液 で の 肺

炎 球 菌 の検 出 感 度 をFig.2に 示 す 。

写 真 か ら も 明 らか な よ う に,カ ラ ム1～2の1×103

CFU/ml以 上 の もの で は(+++)の 明 瞭 なDNAフ ラ

グ メ ン トが 観 察 さ れ,カ ラ ム3～4の2.3x102～5.7×

102/mlの も の で は(++)と したDNAフ ラ グ メ ン ト

が 観 察 さ れ,カ ラ ム5～6の 接 種 菌 量1.4×102～1.2×

102/mlの もの で は,EB染 色 を忠 実 に行 え ばDNAフ ラ

Fig. 2. Sensitivity of PCR in detecting the lytA gene of

Streptococcus pneumoniae.
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グメントは(+)で 観察可能であった。

つ まり,本 法による肺炎球菌の検出感度は,1.2×102

CFU/ml前 後以上 となった。

2)培 養とPCRの 成績

Fig.3に 実際に送付 されてきた検体の14検 体につい

て実施されたPCR後 の成績を示す。図の下方に培餐成

績と増幅されたDNAフ ラグメントの判定を記した。

Fig. 4に このようにして観察 した288検 体について

のPCRの 成績 と,同 時に実施 した培養成績の関係 を示

す。縦軸 はPCR後 のDNA量 にもとつ く(-)～

(+++)の 区分で表 し,各 区分については培養で肺炎

球菌が検出された ものをpositive,培 養で肺炎球菌が認

められず陰性 と判定したものをnegativeと して表して

ある。PCR(+++)の ものは288例 中57例

(19.8%)に 認められたが,培 養でpo8itiveと 判定され

たものはそのうちの38例(66.7%)で あった。PCR

Fig. 3. Agarose gel electrophoresis of an amplified

273-bp DNA fragment of the lytA gene from throat

specimens by PCR.

(++)は23例(8.0%)に お い て 認 め られ た が.こ れ

らの 症 例 に お い て も培 養po日itiveと 判 定 さ れ た もの は

6例(26.1%)に 過 ぎ なか っ た 。PCR(+)で あ っ た

もの は38例(13.2%)で,培 養po8itiveの 例 は そ の う

ち の15例 で あ っ た 。PCR(-)例 で は培 養 で もす べ

てnegativeで あ った 。

こ れ ら を合 計 す る と,PCR隅 性 例 は288例 中118

例(41.0%)と な っ た の に対 し,培 養 で の 菌 陽 性 例 は

288例 中59例(20,5%)で あ っ た 。

3)菌 量 とPCRの 成績 との 関 係

PCRで 陽 性 と判 定 さ れ た118例 に つ い て.検 出 さ れ

た 肺 炎 球 菌 の 菌 量 とPCRに よ っ て得 られ た 成 績 との 関

係 をFig.5に 示 す 。 検 出 菌 量 が104CFU/ml以 上,す な

わ ち,10μlの 検 体 培 養 で培 地 上 に100 cololly以 上 の

コ ロニ ー の 発 育 が み られ,(+++)と し た13検 体 は,

PCRで も全 例(+++)と 判 定 さ れ て い た 。 次 い で培

地 上 に10 colony以 上 ～100 colony以 下 の 肺 炎 球 菌 が

検 出 され(1×103～1×104CFU/ml),培 養 で(++)

と した10検 体 で は,1例 がPCR(++)で あ っ たが,

Fig. 4. Correlation between the presence of the lytA gene

by PCR and the results of bacterial cultures.

Fig. 5. Correlation between the presence of the lytA gene by PCR and

bacterial cell counts.
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9例 はPCR(+++)と 判定された。つまり,菌 量が

103CFU/ml以 上含 まれている検体では培養 とPCRと

は高い相関を示 した。

一方,肺 炎球菌の培養成績が1colony～10colony程

度であった36例 においては,PCR後 の成績は(+)

か ら(+++)ま でかなりのバラつ きがみられた。

また,培 養で肺炎球菌が検出されなかったが,PCR

で陽性 と判定された59例 ではPCRで(+),(++),

(+++)と 判定されたものがほぼ同数ずつみられた。

III. 考 察

血液7～9),喀痰10),耳 漏11)等の検査材料を用いて直接

PCRを 行い,肺 炎球菌の有無を検索 した成績はすでに

いくつか見 られている。 これ らはいずれ も肺炎球菌に

特徴的な自己融解酵素を支配する遺伝子(lytA)5)の 一

部 を増幅するように設計 されている。 しか しなが ら

DNAを 抽出する方法や,結 果が得 られるまでの所要時

間,あ るいはその検出感度にかな りの相違が見られる。
一方

,本 菌が髄液や血液あるいは胸水 といった,本

来無菌であるべ き検査材料から検出される際には,起

炎菌 としての判断は容易であるが,咽 頭や喀痰から検

出された際には,そ の判断は必ず しも容易ではな く,

検出された肺炎球菌の菌量,あ るいは患者の臨床症状

やその他の検査結果から判断するのが常道である。そ

ういった意味か らは,検 出される肺炎球菌の菌量が極

めて大切な意味をもっている。つ まり,本 法において,

PCRに よる肺炎球菌の検出感度をどの程度に設定すれ

ばよいか ということが,こ とに小児の咽頭粘液の場合

には大変重要なこととなる。

本論文は,そ のような観点か らの検討結果であるが,

ここで用いた手法は基本的には我々が開発 した黄色ブ

ドウ球菌のmecA遺 伝子の検出法 と変わらない。すな

わち,黄 色ブ ドウ球菌の際 と同 じ菌溶解液を用いてい

るのである6)。しかし,肺 炎球菌について見 られた特徴

はブ ドウ球菌 と異なって,同 じDNAの 増幅回数であ

るにもかかわらず,そ の検出感度はブ ドウ球菌のそれ

より10倍 優れていたことであった。この理由には,肺

炎球菌は用いた溶菌液によって比較的容易に溶菌され

ることにあると考えられる。つ まり,遠 心することに

より理論的に菌数は100倍 に濃縮 されたと仮定する

と,当 初の検査材料の混釈液1ml当 たり10～20CFU

の生菌か死菌である肺炎球菌が存在すれば,PCRで 陽

性 と判定されることになる。

加えて,検 査材料の混釈に用いたMHbrothはPCR

を阻害することなく,集 菌する遠心操作が1回 のみで

PCRを 行 うことがで きることも特記すべ きことであ

る。

小児の急性気道感染症,こ とに上気道感染症では咽

頭ぬ ぐい液中に肺炎球菌が存在するか否かを判定する

ことが きわめて大切である。 しかし,咽 頭粘液中には

常 に多数の口腔内常在 レンサ球菌が混在す ることに加

え,健 康小児にあっても肺炎球菌が検出される場合も多

い。 また,咽 頭ぬぐい液を採取するのは綿棒であ り,輸

送培地付きの綿棒を用いたとしても培養に至るまでの時

間の経過によっては死滅することもある。このことは細

菌検査室での肺炎球菌の検出率のぱらつきの原因となる

のみならず,起 炎菌としての病原性 を判定するうえでき

わめて難しい問題を提起 している。

たとえば,今 回の検討においても,培 養における肺炎

球菌の検出率が288例 中59例(20.5%)で あったのに

対 し,PCRで 肺炎球菌陽性 と判定された例は41.0%と

約2倍 であった。 しかしなが ら,培 養で肺炎球 菌が検

出されたものはすべてPCRで も陽性であり,PCR陰 性

で培養で肺炎球菌が検出された症例が1例 も見い出 さ

れなかったことは,本 論文中でもっとも重要なことであ

る。 しか も,PCRで(++)あ るいは(+)と 判定 さ

れた例は,培 養での肺炎球菌の菌量はすべて(++)以

下 と平行 していたことも注目される。

このようなことか ら,PCRで(+++)あ るいは

(++)と 判定 されながら,培 養では肺炎球菌が検出さ

れなかった例は,検 査材料中にかなりの菌量の肺炎球菌

が存在 していたにもかかわらず,輸 送の段階あるいはす

でに使用 されていた抗菌薬の影響により死菌と化 してい

た と解釈すべ きであろう。

その ようなことを考えると,こ こで述べた方法は採取

した検体を比較的短時間のうちに処理することさえ配慮

すれば,肺 炎球菌の培養結果 と相関するもの と考えられ,

PCRで(+++)で あるにもかかわ らず培養で肺炎球

菌が検出されない際には,す でに使用 していた抗菌薬が

効を奏 しつつあるものと判断できることもあり得る。

もとより髄膜炎や敗血症においては,た とえ1CFU

の菌であっても検出することが必要で,こ とに敗血症で

は不可欠である。そのためには,本 法 よりさらに鋭敏な

方法を考えなければならない。しか しながら,小 児の急

性気道感染症においては,本 方法程度の測定感度の方が

かえって有用性が高いものと考える。将来的には,ペ ニ

シリン耐性肺炎球菌であるか否かの判定も同時に行える

方法を確立したいと考えている。
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Direct and rapid detection of Streptococcus pneumoniae in clinical

specimens by PCR
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We assessed the direct detection of Streptococcus pneumoniae in clinical samples using the

polymerase chain reaction (PCR) method. A total of 288 throat swab specimens were collected

from children with acute respiratory infection. A set of primers for the PCR was designed to

amplify the region between position 694-bp and 966-bp in the autolysin gene (lytA), which is

specific for S. pneumoniae. The sentitivity of detection was 1.2 •~ 102 CFU/ml. The PCR procedure,

including pretreatment of the sample, took about 2.5 hours. Bacterial cultures were performed

from the same specimen in parallel with the PCR to compare the individual detection efficiencies.

Cultivation revealed S. pneumoniae in only 59 (20.5%) of the 288 specimens, whereas the PCR

revealed 188 (41.1%) to be positive. PCR was also positive in all samples containing at least 103

CFU/ml of bacteria. An obvious DNA fragment was detected by PCR in some culture-negative

samples. These results suggest that PCR is clinically useful for detecting S. pneumoniae directly.


