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黄色ブ ドウ球菌の産生するコアグラーゼは,プ ロ トロンビンと結合し血漿を凝固させる作用を有する。

現在,コ アグラーゼ型は抗血清を用いて8種 類に分類される。我々はコアグラーゼ産生遺伝子の一部を

増幅するprimerを 設計(Primer-1,5'-TAGGCGCATTAGCAGTTG-3',Primer-2,3'-CTCTGGTTC-

TAAGTTGTT-5')し た。このPrimerを 用いて,PCR法 にて増幅したDNAを 制限酵素Dra Iで 切断

した電気泳動パターンより,コ アグラーゼ型別がで きることを見つけた。今回,こ の方法を用いて臨床

分離Staphylococcus aureus 200株 について検討を行った。その結果II,V,VII型 に泳動パターンの

異なる亜型が存在することがわかった。 しかし,こ れらの株も他のものとは泳動パターンが異なり,型

別が可能であった。 また,抗 血清法による型別不能株の14株 中12株 がH型 の亜型であった。これ ら

については今後詳細な検討が必要であるが,抗 血清法による型別不能株もこの方法を用いることにより

型別可能であった。
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黄色ブ ドウ球菌,特 にメチシリン耐性黄色ブ ドウ球菌

(methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA)

は院内感染の主要な菌種 として多 くの話題 となっている。こ

れらMRSAを は じめ黄色ブ ドウ球菌の疫学調査マーカーの

一つとして コアグラーゼ型別がある。コアグラーゼは,分 子

量約7万 の蛋 白で,血 漿中のプロ トロンビンと結合 してフ

ィブリノーゲ ンに作用 し,フ ィブリンを形成 し動物の血漿を

凝固させる作用がある1)。 コアグラーゼ型別は,菌 の培養上

清 とコアグラーゼ型特異抗血清 と正常 ウサギ血漿 を反応 さ

せ,凝 固の有無を判定する方法により分類 される。この抗原

抗体の中和反応 を用いた方法によ り現在は8種 類に分類 さ

れている2)。 しか し,こ の8種 類の抗血清を用いた方法では,

コアグラーゼ産生量が少な く判定困難な菌株や,2種 類以上

の型特異抗血清で凝 固せず判定不能な菌株 も認め られ るな

ど,い くつかの間題が指摘 される。そこで,我 々は既知の コ

アグラーゼI型3),II型4),III型5)の3つ のDNA塩 基配列

よりコアグラーゼ産生遺伝子の構造 を検討 し,そ の型特異的

な部分 をPCR法 を用いて増幅 し,そ のDNAを 制 限酵素

Dra Iで 切 断 し,電 気泳動 されたパ ター ン(以 下Dra I

切 断パ ター ンと略す)よ りコアグラーゼ型別ができることを

明 らかに した(投 稿中)。 今回,こ の方法を用いて,菌 株数

を増や し検 討 した。 また,抗 血清法 に よる型別不能株 と

Dハα1切 断パ ターンとの関係について検討をした。

1.材 料 と 方 法

(1)使 用 菌株

S.aureus BB3)を 含 むコア グラーゼI～VIII型 に 型別

され た株 お よ び型 別不 能 の 臨床 分 離S.aureus200株

(うちMRSA120株)を 用いた。

(2)抗 血清によるコアグラーゼ型別

被検菌株 をブレインハー トイ ンフユージョンブイヨ

ン(日 水)で37℃ で一夜培養 し,培 養上清を9本 の

試験管に0.1mlず つ分注し,I～VIII型 までの抗コアグ

ラーゼ血清(デ ンカ生研)と 対照 として正常 ウサギ血

清(デ ンカ生研)を それぞれの試験管に0.1ml加 える。

37℃ で1時 間反応後,各 試験管に希釈正常ウサギ血漿

(デンカ生研)を0.2m1加 え,37℃ で反応 させ,1～

48時 間まで適宜観察した。その結果,凝 固またはフィ

ブリン析出したものを陽性 とし,1～ 皿 型の8本 中1

本が陰性のものを,そ の菌のコアグラーゼ型 と判定 し

た。 また,こ の方法によ り複数の試験管で凝固または

フィブ リン析出しない ものに関 しては,被 検菌株を前

培養する段階で正常ウサギ血漿を10%添 加 し,37℃

で一夜培養後,固 まった培地 をピペ ットで崩 し,そ の

液体部分を採取 し上記方法で再度検査をした2)。

(3)DNAの 抽出

DNAの 抽出は被検菌株の懸濁液にリゾスタフィンを

加 え,溶 菌後フェノール,ク ロロホルムによる抽出を

行い,得 られたDNAをtemplateと した。

(4)プ ライマーの設計

コアグラーゼI,II,III型 の産生遺伝子の塩基配列

は,す でに報告されている3～5)。これ らコアグラーゼ産

生遺伝子は,C末 端側は各型共通の27ア ミノ酸の5～

8回 の繰 り返 し構造を持ち6),N末 端側に各型共通のプ

ロトロンビンbinding sitel)を持つ。このC末 端側の
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Fig. 1. The locations and sequences of the oligonucleotide primers for the
Staphylococcus aureus coagulase gene.
The amino—acid sequences of coagulase from strains BB, 213 and 8325-4
showed homology in about 200 N-terminal sequences. TheC-terminua of the

protein is composed of five to eight homologous (but not identical) repeat
units of 27 amino acid residues. The sequences of BB and 213 had 61.6%
homology in specific region (from 250 to 750 nucleotides) of the coagulase

gene, and BB and 8325-4 had 61.8% homology throughout the coagulase
gene.

27ア ミノ酸 の繰 り返 し構造 とN末 端側 のプ ロ トロ ンビ

ンbindingsiteの 問 の部分は コア グラー ゼ1～m型 の

そ れ ぞれ の菌 株 間で塩 基 配列 に大 きな違 い が認 め られ

た。 そ こで この 部分 を各 コアグ ラーゼ 産生遺 伝子 の型

特 異 的部 分 と考 え,こ の領 域 を含 んだ 部分 を増幅 で き

る よ う,C末 端 のア ミノ酸 繰 り返 し構 造 の開始 部分 と

N末 端 のプ ロ トロ ンビ ンbindingsite内 の 各型共通 部

分 にprimerを 設 計 した(Fig.1)。

(5)PCR法

市 販 のPCR用 キ ッ ト(宝 酒 造)と,DNA Thermal

Cycler480(Perkin-ElmerCetuslnstrument>に て 反

応 を行 った。 熱変性94℃ で1分 間,ア ニー リ ング45

℃ で1分 間,伸 長 反応72℃ で2分 間 を1サ イクル と

して25サ イクル反応 を行 った。

(6)制 限酵素 に よるDNAの 切 断 と電気泳動

上 記primerを 用 い て,PCR法 に よ り増 幅 され た

DNAを 制 限酵素DraI(宝 酒 造)を 用 いて切 断 し,2

%ア ガ ロー スゲ ルに よ り電 気泳 動後,エ チ ジウム ブ ロ

マ イ ド染色 し,紫 外線下で観 察 した。

(7)ブ ドウ球 菌の同定

N-IDテ ス ト ・SP-18(日 水 製薬)を 用 いて,マ ニ ュ

アルに従い行 った。

(8)サ ザ ンプロ ッ トハ イブ リダイゼー シ ョン

プ ロ ッテ イ ングはVacuGeneXLVacuumBlotting

System(Pharmacia)を 用 いて,マ ニュ アル に従 い,

アルカリトランスファー法により行った。ブローブは8.

aureus BB株 のPCR増 幅DNAを 制阻酵素HjncHで

切断したDNAのN末 側約480bpを 用いた。ブローブ

のラベルおよび検出はDIGDNA標aお よび検幽キッ

ト(ベ ーリンガー ・マ ンハイム)を 用いマニュアルに

従って行った。ハイブリダイゼーションはPrebybridi-

zation Buffer(5xSSC,5×Denhardt'8溶 液、1%

SDS,50μg/mlサ ケ変性精子DNA)に ラベルしたプ

ローブを加え65℃ で12時 間行った。

11.結 果

(1)抗 血清法によるコアグラーゼ型別

臨床分離S.aureus200株 について抗血清法を用い

てコアグラーゼ型別を行 った。その結果,MRSA120

株中119株 、メチシリン感受性黄色ブ ドウ球菌(met-

hicillin-susceptible Staphylococcus aureus,MSSA)

80株 中39株 の計158株 が型別可能であった。しかし、

残 りのMRSA1株 を含む42株 は,48時 間経過 しても

対照 を含めたすべての試験管で凝 固が認め られず型別

不能であった。

続いて,こ れ ら抗血清法を用いて型別不能であった

42株 について,前 培養の段階で正常ウサギ血漿を添加

し,コ アグラーゼの産生 を誘導する方法を用いて検査

した。その結果,通 常の方法で型別不能であった42株

中MRSA1株 を含む28株 が型別可能であった(Table

1)。 しか し,残 りの14株 は前培養の段階で培地は凝固

Table 1. Coagulase typing of Staphylococcus aureus by the antisera method

*Coagulase typing of S . aureus by antisera method was determined under two conditions. Non-induced and induced

methods showed the cells incubated with and without rabbit plasma, respectively.

**NT is non-typable type
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し たが,抗 血 清 と反応 後 ,複 数の 試験管 で凝 固 が認 め

られ ないた め型 別不能で あった。 なお,こ れ らの14株

につ いてはS .aureusで あ る ことを確 認 した。

(2)抗 血清 法 によ るコア グラーゼ 型別不能株 のPCR

法 に よる検 討

前 培 養時 に 正常 ウサ ギ血 漿 を添加 し,コ ア グラー ゼ

の産生 を誘 導 した抗 血清 法 に よ り型別不能 であ った14

株 につ いて,Fig.1に 示 したprimerを 用 いて ,PCR

法 に よる コアグラーゼ型別 を行 った。そ の結 果14株 す

べ てで約1 .5kbのDNAが 増 幅 された。 このDNAを

制 限酵素Dra Iで 切 断 し,電 気泳動 パ ター ンを観察 し

た。 コア グラーゼ型 別不能であ った14株 の うち2株 は

コアグラーゼII型 の標 準 となる株 と同 一のDra I切

断 パ ター ンを示 し,コ ア グラーゼII型 と判定 した。 し

か し,残 りの12株 は すべ て同 一のDra I切 断 パ ター

ンを示 したが,こ れ らはコア グラー ゼI～VIII型 の それ

ぞれ の標 準 と なる株 のDra I切 断 パ ター ンとは異 な

り。新 たなDra I切 断 パ ター ンであ った。

(3)PCR法 に よる コアグラーゼ型別の検討

抗血 清 法 に よ りコア グ ラー ゼ型 別不 能 の株 の うちの

12株 が,標 準 となる株 とは異な る泳動パ ター ンを示 し

た ため,I～VIII型 の そ れ ぞれ の 増幅 され たDNAの

Dra I切 断 パ ター ンを再 度確認す る ため,抗 血清法 お

よび コ アグ ラーゼ 産生 の誘 導 をか け た抗 血 清法 で型 別

可能 であった186株 につ いてPCR法 に よるコア グラー

ゼ 型別 を検 討 した。 そ の結 果,抗 血清法 で 型別 可能 で

あ った186株 す べ てで約1.5kbのDNAの 増 幅 が認め

られた。 これ らの増幅 されたDNAを 制 限酵素Dra I

で 切 断 し,そ の電気 泳動 パ ター ンを,標 準 となる株 の

それ と比較 した。

その結 果,コ アグラーゼI型9株,II型51株,III

型21株,IV型36株,V型7株,VI型2株,VII型

36株,VIII型9株 で あ った 。 しか し,コ ア グ ラー ゼ

II型4株,V型5株,VII型6株 の 計15株 が,標 準 と

なる株のDra I切 断 パ ター ンとは異なる電気泳動 パ タ

ー ンを示 した。 しか し,こ れ ら株 の電気 泳動 パ ター ン

は コア グラーゼII,V,VII型 で それぞれ異 なってお り,

か つ他 の標 準株のDra I切 断 パ ター ンと重複す ること

はな く区別 され,型 別 を推測 す るこ とは 可能 であ った。

(Fig.2)。 こ れ らの株 をそれぞ れ コア グラーゼII,V,

VII型 の 亜型 とした。 なお,こ れ らの15株 につ いては,

抗 血清法 に よるコア グラー ゼ型 につ いて 再度確 認 した。

また,こ れ らの標準 となる株 と異 なるDra I切 断 パ タ

ー ンを示す株 について
,S.aureus BB株 の コア グラー

ゼ 産生 遺伝子 の 一部 をプ ロー ブ とした,サ ザ ンハ イ ブ

リダイゼー ションによってDNAの 相 同性 を検 討 した。

そ の結 果,こ れ らの株 はそれ ぞれのDNA間 に 高い相同

性が認 め られた(Fig.3A,3B)。

さ きほ どの,抗 血清 法 に よ りコア グラーゼ型 別 不能

株 の うち,コ アグラーゼ1～VIII型 のDra I切 断 パ タ

ー ンと異な った12株 は
,す べて コアグ ラーゼII型 の

亜型のDra I切 断 パ ター ンと同一の ものであった。以

上の結 果 より,抗 血清法 で型別不 能であ った14株 の コ

アグラーゼ型はII型2株 とII型 の 亜型12株 と判定 し

た(Table 2)。

III.考 察

コァ グラーゼ型別 は1950年Rammelkampら7)が 抗

原抗体 の中和 反応 に よ り3種 類 に分類 したのが最初 で

Fig. 2. Agarose gel electrophoresis of Dra I-digested DNA of the coagulase

gene amplified by polymerase chain reaction in Staphylococcus aureus.
Lanes; 1, molecular size marker; 2, coagulase type I; 3, coagulase type II; 4,

coagulase type II variant; 5, coagulase type III; 6, coagulase types IV; 7, coagu-

lase type V; 8, coagulase type V variant; 9, coagulase type VI; 10, coagulase

type VII; 11, coagulase type VII variant; 12, coagulase type
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Table 2. Coa¢ulane typing of Staphylococcus aureus by PCR method

( ) indicate the different cutting patterns of each coagulant) type,

A

B

Fig. 3. Southern blot hybridization of the coagulase
DNA amplified by polymerase chain reaction method
in clinical isolate of Staphylococcus aureus.

Fig. 3 A shows agarose gel electrophoresis of
amplified DNA. Lanes; 1, molecular size  maker, 2,
coagulase type II ; 3, coagulase type II variant; 4,

coagulase type V; 5, coagulase type V variant; 6,
coagulase type VII; 7, coagulase type VII variant.
Fig. 3 B shows southern blot hybridization of

amplified DNA. After electrophoresis, amplified
DNA by PCR was southern blotted onto nylon filter

and hybridized for 12 hours at 65t with Dig-labeled
Hinc II digested DNA at N-terminal region of coagu-

lase gene in S. aureus BB strain. From lane 1 to 7
were corresponded to Fig. 3 A.

ある。その後,潮 田らは8種 類になることを織告 し2),

各コアグラーゼに対応 した抗血清 を作 った。 この8種

類の抗 コアグラーゼ血清は,本 邦で食中毒や院内感染

の疫学調査の際に応用されている。 しか し,MRSAに

関 してコアグラーゼ型 を疫学調査に刑いる場合,同 一

地域のコアグラーゼ型に偽 りがある8)た め,コ アグラー

ゼ型のみを疫学マ ーカー として用いることは難 しい。

しかし,MRSAに よる院内感染を除けばコアグラーゼ

型別はその型毎に薬剤耐性型が大 きく異なることや8),

ファージ型別や薬剤耐性型等とは異な りファー ジの溶

原化やプラス ミドの伝達等による影響 は受けないこと

か ら,重 要な疫学マーカーのひとつ と考え られる。と

ころが,現 在用いられている抗血清を用いた方法はそ

の手技が繁雑で,コ アグラーゼ産生量が少 ない株では

型別が困難であることか ら,日 常の検査に繁用されて

いるわけではない。

本実験では,臨 床分離S.aureus 200株 について

PCR法 によりコアグラーゼ産生遺伝子の増幅後,制 限

酵素Dra 1切 断 し,そ の電気泳動パター ンよりコアグ

ラーゼ型別を行 った。その結果,す べての株でコアグ

ラーゼ型別が推測可能であった。 したがってこの方法

を用いることにより,抗 血清の入手困難な地域,特 に

外国において もコアグラーゼ型別が可能であ り,疫 学

マー カー として有用である と考えられた。 さらに,産

生量が少ない株に対 してもPCR法 によるコアグラーゼ

型別が可能であることか ら,コ アグラーゼの産生量に

左右 されない利点があげられる。 また,今 回示 したコ

アグラーゼ産生遺伝子個有のprimerは 黄色ブ ドウ球菌

に特異的であることもすでに検討 してあ り,菌 種の同

定も可能であると考えられた。

一方,Dra I切 断パ ター ンが標準 となる菌株とは異

なる菌株が,抗 血清法により型別で きた菌株および型

別できなかった菌株のなかにそれぞれ認め られた。 し

か し抗血清法 によりコアグラーゼ型別で きなかった菌

株は,コ アグラーゼ型別できた菌株と同一のDra I切

断パターンを示したことから,や はりPCR法 によって

コァグラーゼ型別の推測は可能であった。 これ らDra

I切 断パ ターンの異なる亜型の菌株 はコアグラーゼII

型16株(MRSA4株 を含む),V型5株(す べて

MSSA),W型6株(MRSA2株 を含む)の27株 に認

め られた。デー タには示 さないが,こ れらの亜型株は

標準株 と異 なる制限酵素切 断地図 を示 したことか ら,

これらのコアグラーゼ産生遺伝子はたがいにDNAレ ベ
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ルでも異なるもの と考えられた。

また,抗 血清法でエアグラーゼ型別できなかった14

株中12株 がII型 の亜型パター ンを示す株であった。
これ らの株はそれぞれ北海道内の異なる施設で分離 さ

れたMSSAで あることか ら,同 一な株の蔓延と考える

より・元々ある程度の割合でコアグラーゼII型 の亜型

パ ター ンを示す株 が存在 しているこ とが考え られる
。

いずれに して も,抗 血清法 によるコアグラーゼ型別不

能株の中に高頻度で亜型パ ターンを示す株が認められ

たことは,亜 型パ ターンを示す株 と抗血清法 によるコ

アグラーゼ型別不能株 との間に高い関連性があること

が考え られた。 しかし,こ れ らの亜型パ ターンを示す

菌株の中には抗血清法でコアグラーゼ型別可能な株 も

あることか ら,そ れ ら亜型パ ター ンを示す菌株の産生

す るコアグラーゼは同一の血清型 を示す もの と免疫学

的に交差反応 を示すが,制 限酵素による切断部位が異

なるため,塩 基配列のシフ トによって一部のア ミノ酸

が異なった変異種か,あ るいは抗血清法によってまっ

た く型別できない株 もあることか ら,コ アグラーゼの

活性 その ものが低 い変異種 であるこ とも考えられる。

この点については,今 後詳細な免疫学的な検討が必要

であろう。現在,こ れらの菌株のコアグラーゼDNAの

解析を行 ってお り,そ の結果か ら以上の点は判明する

ものと考えられる。
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Coagulase typing of Staphylococcus aureus by the polymerase chain reaction
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Staphylocoagulase, an extracellular protein produced by staphylococci, specifically forms a complex
with prothrombin. The staphylocoagulases are classified into eight serotypes based on the ability
of antisera to cross-neutralize plasma clotting activity. We have developed a test based on the

polymerase chain reaction (PCR) to detect the Staphylococcus aureus coagulase (coa) gene. The
sequences of the oligonucleotide primers used in this assay were 5'-TAGGCGCATTAGCAGTTG-3'

and 3'-CTCTGGTTCTAAGTTGTT-5'. We describe the coagulase typing of S. aureus based on the
amplification and subsequent Dra I digestion of the PCR products of the coagulase gene. We
ditermin'ed the coagulase types of 200 clinical isolates of S. aureus by antisera and PCR methods.
The results suggest that the PCR method of coagulase typing was useful for the untypable strains
by antisera methods. We also found variants of coagulase types II, V and VII. The variants were
isolated at high frequency among 12 of 14 untypable strains by antisera methods.


