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研究要旨 

 本研究では、MDRP 等の薬剤耐性菌の感染伝播様式の解析のため、再現性が高く実施が比較的容易な

分子疫学解析法の開発及び評価を目的とした。菌株毎に保有状態の異なる open reading frame(ORF)の

臨床分離株における保有パターンに関する研究を行い、緑膿菌においては ORF の保有パターンが菌株毎

に異なることを発見し、ORF 保有パターンにもとづく菌株タイピング開発の可能性が示された。また、

次世代シークエンサーを利用したメチシリン耐性黄色ブドウ球菌（MRSA）の分子疫学解析の可能性を検

討した。一塩基多型（SNP）による系統樹解析によって、集団感染株を識別可能であることが示された。 

 

A. 研究目的 

 本研究では、施設内あるいは施設を超える院内

感染伝播や予後不良に関わる MDRPや MRSAの菌株

（danger strain）を遺伝学的に解析し、その簡

易同定法の開発を目指す。新たなタイピング法と

しての質量分析装置（MALDI-TOF MS）による MRSA

および緑膿菌の解析を試みた。また、緑膿菌の PCR

を用いたタイピング法（PCR-based ORF typing 

(POT)法）の MLST や PFGE 法との比較検討を行っ

た。MRSA に関しては、地域サーベイランスによる

小児流行 MRSA クローンの同定解析、さらには次

世代シークエンサーを用いた解析を行い、一塩基

多型（SNP）を利用した系統樹解析による分子疫

学解析の可能性を検討した。 

 

B. 研究方法 

1）MALDI-TOF（ブルカー社）を用いた MRSA およ

び緑膿菌の質量分析解析 

1.MRSA POT 法で同一パターンを示し、施設内伝播

が疑われる MRSA 臨床分離株を用いて、MALDI-TOF

による質量分析解析を行った。 

2.POT 法にて遺伝子型の判明している緑膿菌保存

株について同様に質量分析解析を行った。 

3.通常の同定に加えて、波形パターンの解析を専

用ソフトウェアである ClinPro Tools を用いて行

った。 

2）PCR-based ORF typing 法による緑膿菌の解析 

 1．1医療機関にて 7ヶ月間に連続して分離され

た緑膿菌 214 株を POT 法で解析し、緑膿菌の遺伝

子型の多様性を評価した。 

 2．臨床分離株および ATCC 標準株の合計 179 株

を MLST 解析し、POT 法による結果と比較した。 

 3．臨床分離株 183 株（集団感染 2事例を含む）

を PFGE 解析し、POT 法と比較した。 

3)小児由来 CA（市中感染）MRSA の解析 

 北陸地区の地域サーベイランスにより、小児

CA-MRSA に流行クローンの存在が示唆されたため、

10 才未満の小児由来 CA-MRSA 株 62 株について解

析をすすめた。 

4)全ゲノムシークエンスによるメチシリン耐性

黄色ブドウ球菌（MRSA）の解析 

 1. 使用菌株（表 3）使用した菌株はすべて Cica 

Geneus Staph POT kit (関東化学)を用いて遺伝

子型を決定し、全ゲノム解析株選別の参考とした。 

事例 1：NY/Japan クローンの臨床分離 MRSA 34

株を用いた。内訳としては集団感染由来株（14 株）

および散発事例から分離された菌株（20 株）。 

事例２：ST1、SCCmec type IV の臨床分離 MRSA 

15 株。内訳としては集団感染由来株（8株）およ

び POT 型から散発事例と判断された 7株。 

事例３：市中感染型 MRSA として ST121、SCCmec 

type V の株を 12 株および対照として ST121 のメ



チシリン感受性黄色ブドウ球菌（MSSA）10 株を用

いた。MSSA のうち POT 型 6-18-81 は 70-18-81 と

近縁関係が期待される株である。 

 2.MiSeq シークエンサーを用いて解析した。得

られたデータはAbyss (Genome Res. 19:1117-1123, 

2009)にて contig を作成し、MUMmer (Genome 

Biology, 5:R12, 2004) を 用 い て single 

nucleotide polymorphisms (SNPs)を抽出した。

Genomic islands および SNP 集積が見られた領域

を除いたコアゲノムから得られた SNP を用いて、

RAxML(Bioinfomatics, btu033, 2014)で系統樹解

析し、MEGA6 (Molecular Biology and Evolution 

28: 2731-2739, 2011)を用いて系統樹の描画を行

った。また得られた contig は CONTIGuator 

(Source Code for Biology and Medicine 6:11, 

2011)を用いてMu50株全ゲノムデータにマッピン

グを行った。また参考のため、POT 型 70-18-81 の

データは Mu50 にマッピング、整列した contig に

POT 型 6-18-81 を再マッピングし、比較した。 

 

倫理面への配慮 臨床データを不可逆的に切

り離した菌株のみを扱う研究であり、倫理的な問

題は発生しない。 

 

C. 研究結果 

1）MALDI-TOF（ブルカー社）を用いた MRSA およ

び緑膿菌の質量分析解析 

 1. POT 型で分類される 6 グループ（それぞれ

のグループに 2〜10 株の同一 POT 型の MRSA 菌株

あり）の質量分析波形パターンを解析した。それ

ぞれのグループ間でのパターンはよく保存され

ており、同一遺伝子型の MRSA は同一質量分析パ

ターンを示す傾向がみられた。一方で、異なる POT

型の株においても多くの波形が類似しており、遺

伝子型毎の特徴的な波形を見いだすことは容易

ではなかった（図 1）。 

 2. 緑膿菌については、菌種同定については良

好な判定が可能であったが、同一の遺伝子型の菌

においても多様性が高く、質量分析による株レベ

ルでの判定は困難であった。 

 

2）PCR-based ORF typing 法による緑膿菌の解析 

1．7 ヶ月間に分離された緑膿菌は 132 の POT

型に分類された。同一 POT 型となった株数は POT

型 823-0 が 15 株と最も多く、次いで 646-48 の 9

株、28-16 および 634-0 の 6 株と続いた。他の 178

株は 128 の POT 型に分けられた。同一 POT 型株が

多く見られた 823-0と 646-0 については病院内の

水平伝播が強く疑われた。 

2．MLST 解析との比較から POT 型の最初の数値

（POT1値）とMLST解析によるclonal complex（CC）

型との相関が見られた。52 種類の POT1 値は CC 型

との間に１：１の関係が見られた（表 1）。一方

20 種類の POT1 値には複数の CC 型が含まれた（表

2）。 

3．PFGE 解析に用いた 183 株は POT 法では 76

遺伝子型に分けられた。POT 法による菌株識別能

力はPFGE法で homology 80%を同一とした場合（68

遺伝子型）と同等かやや上回っていた。集団感染

由来株はおのおのの事例内で同一POT型となった

（図 2）。一方 PFGE 解析では同一集団感染由来株

のホモロジーは 78.99%～93.97%となった。 

 

3) 小児由来 CA（市中感染）MRSA の解析 

 62 株の病原性因子解析では、PVL および ACME

保有株が各 1 株（1.6％）づつ、ETA 保有株が 24

株（38.7％）、ETB 保有株が 3株（4.8％）、TSST-1

保有株が 18 株（29.0％）となった。 

 POT 解析では、POT1=70（推定 CC121）が 30 株

（48.4％）と最も多く、次に POT1=106（推定 CC8）

が 24 株（38.7％）、POT1=65（推定 CC89）および

93（推定 CC5）がそれぞれ 2株（3.2％）ずつとな

った。 

 地域において集積がみられた POT 型、病原性因

子の組合せは、POT 型 70-18-81，ETA 陽性が 23 株

（37.1％）と最も多かった。次にPOT型106-9-80、

TSST-1 陽性が 7株（11.3％）となった。POT1=106, 

TSST-1 陽性株は全 13 株となった（表 4） 

 

4)全ゲノムシークエンスによるメチシリン耐性

黄色ブドウ球菌（MRSA）の解析 

事例１：SNP による系統樹解析の結果、集団感染

事例由来株はきわめて近縁な関係にあり、同一集

団事例内における SNP 数は 4-19 個であった。ま

た、すべての POT 型株において、POT 型が同一の

分離株は近縁関係にあり、クラスタを形成してい

た（図 4）。しかし、同一 POT 型株でも散発事例由

来株間の SNP 数は 21-67 個と多かった。さらに



Mu50 株に contig をマッピングした結果、Mu50 株

と今回解析した NY/Japan クローンとの主な差異

は溶原ファージと pathogenicity island であっ

た（図 5）。 

事例２： SNP による系統樹解析の結果、集団感染

事例由来株は近縁な関係にあり、同一集団事例内

における SNP 数は 14-50 個であった。ST1 のクロ

ーンではPOT型とデンドログラムの間に明確な相

関関係は見られなかった(図 6)。 

事例３： SNP による系統樹解析によって ST121 の

MRSA と MSSA は異なるクラスタに分かれたが(図

7)、6-18-81 の MSSA は MRSA と最も近い位置に来

た。また、MRSA 70-18-81 と 6-18-81 の MSSA 間の

主な違いは SCCmecの有無だけであった（図 8）。 

 

D. 考察 

 MALDI-TOF による質量分析解析結果から、MRSA

については専用ソフトを用いる事により、疫学的

な解析が可能となる可能性が示された。一方で、

本研究課題の目的である danger strain の判定に

ついては、さらなる菌株解析が必要であると考え

られた。緑膿菌については、解析時の菌株の調整

方法など、波形データの安定性を高める処理が必

要であると考えられた。 

緑膿菌 POT 法の菌株識別能力はおおむね PFGE

パターンのデンドログラム解析による homology 

80％程度に相当した。これは MLST 解析の識別能

力とほぼ一致する菌株識別能力と考えられるが、

CC 型との相関を想定して設計した POT1 値が主な

菌株識別能を担っていることから妥当な結果と

考えられる。臨床分離される株の POT 型の多様性

は非常に高いことも確認され、院内感染疑い時の

分子疫学解析法として十分な菌株識別能力があ

ると考えられた。 

全ゲノムデータを元にしたSNPによる系統樹解

析によって、高精度の分子疫学解析が可能であっ

た。その一方、クローンによって SNP の入り方に

差があることが示唆され、集団感染事例を解析す

る際、同一集団と判定するための SNP 数の閾値を

特定の値に設定することは困難であると考えら

れた。クローン間で SNP 数に差が出た原因として

は、コアゲノムの選択による変動が含まれた可能

性がある。 

全ゲノム解析による分子疫学解析は未だ報告

事例が少ないため、データを蓄積し、集団感染と

判断するための判断基準を作成する必要がある

と考えられた。 

ST121 の市中感染型 MRSA は元々日本に存在し

た MSSA に SCCmecが挿入されて、成立したクロー

ンと考えられる。現在では小児から分離される、

伝染性膿痂疹関連 MRSA としては主要なクローン

となっており、メチシリン耐性獲得が同クローン

の拡散に貢献した可能性が示唆された。 

 

E. 結論 

質量分析により、MRSA の菌株識別の可能性が示

唆された。緑膿菌 POT 法の菌株識別能力はおおむ

ね MLST 解析程度と考えられた。臨床分離株の多

様性が非常に高いことから、集団感染の判定に必

要な十分な菌株識別能力が備わっていると結論

された。全ゲノム配列を利用した SNP による系統

樹解析によって、高精度に分子疫学解析できる可

能性が示された。 
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表１ 

 

POT1

14 

44 

45 

46 

56 

70 

74 

92 

105 

108 

118 

123 
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表２ 一つの POT1 値に複数の ST 型（CC 型）が見られた組み合わせ 

 

POT1 POT2 ST 株数 POT1 POT2 ST 株数 

28 
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 PFGE パターンのデンドログラム解析

集団感染事例は同一

おおむね PFGE パターンのホモロジー

パターンのデンドログラム解析

集団感染事例は同一 POT 型となった（

パターンのホモロジー

パターンのデンドログラム解析

型となった（2008N625

パターンのホモロジー80%

パターンのデンドログラム解析(抜粋) 

2008N625 株は集団事例由来株ではない）。

80%程度の菌株識別能力であった。
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表３ 全ゲノム解析に用いた菌株 

 POT 型 株数 備考 

事例１ 93-190-127 8 集団感染事例 

 93-190-127 6 集団感染事例 

 93-223-117 6 散発事例 

 93-201-103 6 散発事例 

 93-136-103 1 散発事例 

 93-254-99 1 散発事例 

 93-138-98 1 散発事例 

 93-136-2 1 散発事例 

 93-191-103 1 散発事例 

 93-209-25 1 散発事例 

 93-201-35 1 散発事例 

 93-145-56 1 散発事例 

事例２ 106-183-32 5 集団感染事例 

 106-183-33 3 集団感染事例 

 106-183-32 2 散発事例 

 106-183-37 2 散発事例 

 106-183-41 2 散発事例 

 106-183-45 1 散発事例 

事例３ 70-18-81 7 MRSA、ETA 産生株、散発 

 70-18-1 5 MRSA、ETA 非産生株、散発 

 6-18-81 1 MSSA、ETA 産生株、散発 

 多様 4 MSSA、ETA 産生株、散発 

 多様 5 MSSA、ETA 非産生株、散発 

 

表４ 北陸地区サーベイランスによって集積がみられた POT 型を示す CA-MASA 

POT 型 70-18-81 23 株        POT 型 106-9-80 7 株 

ETA: exfoliative toxin A, TSST-1: toxic shock syndrome toxin-1 

Hospital Age POT ETA  Hospital（各 1株） Age POT TSST-1 

A（n=1） 0 

70-18-81 + 

 B,F,H 0〜2 106-9-2 
+ 

B（n=1） 0  A,B,E,F,I,K,L 0〜4 106-9-80 

C（n=4） 2〜5  B 0 106-9-80  

D（n=2） 4〜5  C,C,M 0〜5 106-11-64 + 

E（n=2） 2〜8  C 4 106-11-72  

F（n=2） 2〜5  

G（n=1） 4  

H（n=7） 0〜9  

I（n=2） 3〜5  

J（n=1） 9  
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