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研究要旨：MLVA 法の特性として、安定性・迅速性・比較の容易性から、利便性の高

い分子タイピング法となっている。L.pneumophila においても MLVA 法を適用し、従

来の遺伝子型別法である SBT（Sequence based typing）法との比較を行うことで、

MLVA 法の菌株の識別能力の評価し、感染源の特定のための迅速な遺伝子型別法とし

ての有用性を検討することを目的とした。Sobral ら 1）によって報告された 12 の MLVA

領域に関して、PCR 手法を改変し、利便性の高い MLVA タイピング手法を確立した。

さらに、32 種類の ST(sequence type)の臨床分離株 47 株を用いて MLVA 法を行った

結果、36 の MLVA タイプに分類され、MLVA 法は SBT 法と同等の識別能力があること

が示唆された。また、MLVA 法によるタイピングは、SBT 法による ST と相関した樹形

を描くことを見出した。以上の結果から、簡便な MLVA タイピングは、感染源の推定

のための遺伝子型別の迅速なスクリーニングに期待できると考えられた。 

 

Ａ．研究目的 

 菌の遺伝子型別は感染源の解明に欠か

すことはできない。従来、L.pneumophila

の遺伝子型別は、SBT（Sequence based  

typing）法が用いられてきた。SBT法は、7

つの遺伝子（flaA, pliE, asd, mip,  

mompS, proA, neuA）のシークエンスを行

い、その塩基配列により型別を行う手法で

ある。7遺伝子の中には、病原性遺伝子が

含まれているため、他の細菌でのMLSTに比

べ、菌株の識別能力は高い。しかしながら、

SBT法は、時間・予算を要することが課題

となっていた。そこで、SBT法よりも簡便

で、かつSBT法と同等、あるいはそれ以上

の識別能力をもつと期待されるMLVA法を

導入することで、網羅的にL.pneumophila 
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の遺伝学的特徴を明らかにすることを目

的とした。 

 

Ｂ．研究方法 

①菌株：リファレンスセンターで収集さ

れた既に ST(sequence type)が決定して

いる臨床分離株を 47 株を用いた。32 種

類の ST で分類されており、内訳は ST23:7

株、ST42:4 株、ST120:3 株、ST507:3 株、

ST1:2 株、ST1187:2 株、その他 26 種類 ST：

1 株である。 

 

②MLVA： Sobral ら 1）によって報告され

た 12 領域 (Lpms01, Lpms03, Lpms13, 

Lpms19, Lpms31,Lpms33, Lpms34,Lpms35, 

Lpms38,Lpms39, Lpms40, Lpms44)を用い

た。表1のように蛍光標識したプライマー

を用いて、4 領域を 1セットとした 3種類

の multiplex PCR- A 

(Lpms01,Lpms31,Lpms33,Lpms35), PCR-B 

(Lpms03, Lpms13,Lpms19,Lpms34), PCR-C 

(Lpms38, Lpms39,Lpms40,Lpms44)とした

(表 1)。PCR 反応は、QIAGEN Multiplex

を用いた。PCR条件は、95℃15 分後に95℃

30 秒、60℃1 分、72℃70 秒を 35 サイク

ル行った。50 倍希釈した PCR 産物 1μl

をサイズマーカー0.25μl（GeneScan 1200 

LIZ Size Standard (PCR-A と PCR-B), 

GeneScan 600 LIZ Size Standard 

(PCR-C)）と Hi-Di Formamide(ABI)10μl

に混合し、95℃で 3 分加熱後、氷中条件

で 2 分間急冷した。その後、AB3500 

Genetic Analyzer にてフラグメント解析

を行った。得られたデータは GeneMapper 

Ver. 4  (Applied Biosystems)を用いて、

フラグメントサイズおよびリピート数を

測定した。また、フラグメント解析にお

けるリピート数のコントロールとして、

ゲノム解読済みの L. pneumophila subsp. 

pneumophila Philadelphia 1 の DNA を用

いた。得られた MLVA 型による株間の類縁

関係を明らかにするために、BioNumerics 

Ver4.2 を用いて、Minimum spanning tree

（MST）を作成した。 

 

Ｃ．研究結果 

① MLVA 法の最適化 

Sobral ら 1）によって報告された 12

領域に関して、4 領域を 1 セットとし

た3種類の multiplex PCR に改変した。

さらに、primer 濃度を最適化すること

で、4 領域がきれいに増幅される条件

を決定した（表 1）。 

臨床分離株を用いた解析から、

Lpms01 (repeat unit size:45bp),  

Lpms3 (repeat unit size:45bp), 

Lpms33 (repeat unit size:125bp)領域

は 、 リ ピ ー ト 数 に お い て

intermediate-size の株が存在した。 

 

② MLVA における臨床分離株の遺伝学的

特徴 

臨床分離株47株は36のMLVA型に分

類された。47 株中 16 株（34%）が、同

一のMLVA型No.1からNo.5に属してい

た（表 2）。MVA 型 No.1 から No.4 は、

異なる ST が同一 MLVA 型を示した。47

株のMLVA型の株間の類似性をMinimum 
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spanning tree（図 1）で示した。MLVA

タイピングにおける樹形は、SBT 法に

よる ST とある程度相関した樹形と

なった（図 1）。 

MLVA型No.1とMLVA型No.3は2ロー

カス違いで存在していた（図 1）。これ

ら MLVA 型に属する ST120, ST1187, 

ST1847, ST507 は、mip 遺伝子の 1遺伝

子座違いの菌株集団であった。さらに、

MLVA 型 No.2 と MLVA 型 No.4 は 1 ロー

カス違いで存在していた（図 1）。MLVA

型 No.2 に属する ST23 と ST507 は、asd

遺伝子の 1 遺伝子座違いであった。し

かし、MLVA 型 No.4 に属する ST555 と

ST1924 は、neuA 遺伝子のみしか一致し

ておらず、6遺伝子座が異なっていた。 

ST23 は 4種類の MLVA 型、ST507 は 3

種類の MLVA 型に分かれた。ST1 は、１

ローカス違いの2種類のMLVA型が存在

した。ST42 は、2 ローカス違いの 3 種

類の MLVA 型に分かれた。 

 

D．考察 

32種類のSTの臨床分離株47株が36

種類の MLVA 型に分類されたことから、

MLVA法はSBT法と同等の識別能力があ

ることが示唆された。類似性の高い ST

の菌株は、MLVA 型における MST 解析で

も近隣に存在していることから、ST と

MLVA 型がある程度相関していると考

えられる。SBT では、分離場所により

遺伝子型の分布や頻度が異なることが

見出されているが、MLVA タイピングに

おいても同様の傾向が見られると考え

られるが、今後サンプルを増やし検討

する必要である。また、同一 ST におい

ても、MLVA 型は細分化される可能性を

示唆した。しかしながら、MLVA 型 No.4

に関しては、6遺伝子座が異なる ST が

同一 MLVA 型を示しており、遺伝子型別

の手法間の相違点についても、検討し

ていく必要があると考えられた。 

 

E. 結論 

MLVA 領域の特性明らかにし、利便性

の高い MLVA タイピング手法を確立し

た。MLVA タイピングは従来法の SBT タ

イピングとある程度相関があり、感染

源の推定の菌株の迅速なスクリーニン

グに期待できると考えられた。 
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