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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
法の菌株識別能力を評価し、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。 

昨年度に確立した MLVA タイピング手法を用いて、117 種類の ST（sequence type）
を含む L. pneumophila 血清群 1 の菌株コレクション 315 株（臨床分離株 133 株、浴槽
水由来 55 株、冷却塔水由来 48 株、修景水・噴水由来 18 株、シャワー水由来 25 株、
土壌由来 36 株）の解析を行ったところ、168 種類の MLVA タイプに分類された。MLVA
の分解能は、SBT 法と比較して同等の値を示した。 

また、過去の集団事例において、臨床分離株 45 株、浴槽水由来 21 株、浴槽ふきと
り由来 22 株の MLVA を行い、PFGE および SBT のタイピング結果と比較したところ、
MLVA 型は、PFGE および SBT のタイピングと概ね相関した。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タイピング方法と
して期待できると考えられた。 

 

A．研究目的 

 感染源の特定には、レジオネラ症患者か

らの分離株と感染源と推定される環境分

離株の遺伝子型を比較し、遺伝子型の一致

を確認する必要がある。その際に用いられ

る方法として主流になっているのが、パル

スフィールドゲル電気泳動法（PFGE）や

世界的に普及しているSBT（Sequence 

based typing）法となっている。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。しかしながら、これら従来法は、

多検体処理の煩雑さ、時間、予算を要する
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ことが課題となっていた。そこで、他の細

菌の遺伝子型別解析にも利用されている

MLVAをL. pneumophilaにおいて導入する

ことで、それらの課題を克服できることが

期待される。昨年度はMLVAタイピング手

法を確立した。今年度はL. pneumophila 

SG1の菌株コレクションから解析サンプ

ル数を増やし、MLVA法の識別能の評価を

行う。また、過去の集団事例について、

MLVA法と従来法の比較を行うことを目

的とした。 

 

B．研究方法 

①菌株： 

（1）L. pneumophila SG1 の菌株コレク

ション 

117 種類の ST（sequence type）が決定して

いる臨床分離株 133 株（内 48 株は昨年度

解析済み）、浴槽水由来 55 株、冷却塔水

由来 48 株、修景水・噴水由来 18 株、シャ

ワー水由来（SH）25 株、土壌由来（SO）

36 株の計 315 株を用いた（表 1）。 

（2）過去の集団事例 

臨床分離株45株、3つの浴槽水由来（Bath1, 

Bath3, Bath5）21 株、浴槽ふきとり由来

（Bath1, Bath3, Bath5）22 株を用いた（表

2）。 

 

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。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。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。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 

Ver7.6 を用いて、Minimum spanning tree

（MST）を作成した。MLVA の分解能評

価 に は 、 HGDI （ Hunter-Gaston 

Discrimination Index）を算出した 2）。また、

各 MLVA 領域の多様性評価には、PIC

（polymorphic information content）を算出

した 3）4）。 

 
C．研究結果 

① L. pneumophila SG1 の菌株コレクショ

ンの MLVA 型 
117 種類の ST （sequence type）を含む
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計 315 株は、167 種類の MLVA 型に分類

された。315 株の MLVA 型の株間の類似

性を Minimum 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）。 

さらに、315株における SBT 法と MLVA

法の分解能を比較したところ、それぞれ

0.9351、0.9528 となり、ほぼ同等の値を示

した。また、各 MLVA 領域のおける PCI

値は、Sobral ら 1）の報告とほぼ同等の値

を示した（表 3）。 

 

②過去の集団事例 
8 種類の MLVA 型に分かれた。患者由

来株は 4 種類の MLVA 型（MLVA 型 No.1,  

MLVA 型 No.3,  MLVA 型 No.6,  MLVA

型 No.7）に分かれた（図 2（A））。MLVA

型 No.3,  No.6,  No.7 は No.1 と 1 ローカ

ス違いで存在し、clonal complex を形成し

た。MLVA 型 No.1 には、Bath1（B1）の

拭き取りS13の株が存在し、MLVA型No.3

には B1 と B1 の拭き取り S16 から分離さ

れた株が存在した。MLVA 型 No.6 は、B1

の株が存在した。B1 と B1 の拭き取り S16

と S21 からは、MLVA 型 No.5 の株も存在

していた。B3 と B5 の浴槽水と拭き取り

由来株は、患者由来の株とは異なるMLVA

型 No.4 と No.2 に存在していた。 

また、MLVA 型と SBT 型の関連性につ

いては、MLVA 型 No.1,  No.6,  No.7 の

患者株は ST2398 であった。MLVA 型 No.3

の患者株は ST2399 であった。MLVA 型

No.5 は ST601, MLVA 型 No.4 は ST1358,  

MLVA 型 No.2 は neuA 遺伝子が増幅でき

ず、ST 番号が付与されなかった。 

PFGE との関連性について、図 2（B）

に示した。MLVA 型 No.1, No.6, No.7 は

PFGE で同一パターンを示した。MLVA 型

No.3 の株は No.1, No.6, No.7 とは異なる

PFGE パターンを示したが、70%の相同性

があった。MLVA 型 No.2, No.4, No.5 は患

者由来株が含まれる MLVA 型 No.1, No.6, 

No.7とは異なるPFGEパターンを示した。 

 

D．考察 

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。さらに、過去の集団事例から、

MLVA 型は、PFGE および SBT のタイピ

ングと概ね相関した。 

 

E. 結論 

MLVA タイピングは従来法の SBT タイ

ピングや PFGE と相関があり、分解能は

SBT タイピングと同等の値を示したこと

から、感染源推定のための菌株の迅速な

タイピング方法として期待できると考え

られた。 
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表1. 315株のST（Sequence type）

Sequence type
 No. of 
isolates

Sequence type
 No. of 
isolates

ST1 75 ST89 2
ST23 15 ST122 2
ST48 14 ST127 2
ST739 9 ST132 2
ST120 8 ST142 2
ST22 7 ST211 2
ST42 7 ST256 2
ST138 7 ST278 2
ST505 6 ST352 2
ST507 6 ST445 2
ST59 5 ST502 2
ST129 4 ST550 2
ST353 4 ST593 2
ST566 4 ST599 2
ST609 4 ST604 2
ST876 4 ST644 2
ST384 3 ST679 2
ST448 3 ST763 2
ST642 3 ST905 2
ST687 3 ST977 2
ST954 3 ST1187 2
ST2 2 ST2061 2
ST52 2
ST86 2 other STs 71  
 

表2．過去の集団事例におけるサンプル

P患者(n=45)

B浴槽水(n=21) B1 (n=3) B3 (n=9) B5 (n=9)

Bath1 Bath3 Bath5
S13(n=3) S11(n=3) S19(n=3)
S16(n=4) S23(n=6)
S21(n=3)

Sふき取り(n=22)
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Sobral et al. (n=320) This study (n=315)

Lpms01 0.6501 0.6690

Lpms03 0.5054 0.4949

Lpms13 0.7790 0.8153

Lpms19 0.2936 0.2581

Lpms31 0.8563 0.8798

Lpms33 0.7020 0.6214

Lpms34 0.6649 0.6720

Lpms35 0.8815 0.8770

Lpms38 0.2710 0.3865

Lpms39 0.8301 0.7614

Lpms40 0.5054 0.5151

Lpms44 0.5391 0.4704

HGDI of MLVA-12 0.9534 0.9528

VNTR(s)
PCI

表3. MLVA-12のHGDIと各VNTR領域の pymorphic 
information content (PCI)
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