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P C R 法 に よ る β溶 血性 A g r o m o 乃 α∫ みッd r 坤 揖g α の

へ モ リ シ ン 遺伝子型別 に 関す る研究

金沢大学医学部医学科微生物学講座 (主 任 : 中村信
一 教授)

沖 津 忠 行

β溶 血性 A g r o 7 乃0 乃α∫ わd r o如才Jα ( A . 触 加 頑 血) 81 株を 用 い
, 本菌 の へ モ リ シ ン 遺伝子 保有形態 に よ る塾別 を試み

,

さ ら忙 遺伝 子型 と生物学 的諸性状と の 関連性を 検討 した . A . んッd r o 擁igα の へ モ リ シ ン 遺伝子 α九んJ , α肋3 お よび αgγA 各々

の 特異的塩基配列 に 対応する 3 観 の オ リ ゴ ヌ ク レオ チ ドプ ラ イ マ ー

を 用 い た P C R 法 に よ り
,

へ モ リ シ ン 遺伝子 を検 出 した .

本 P C R に よ る 最小検 出量ほ
,

a h h l
,

a h h 3
,

a e r A 各遺伝子各々 1 0
2

コ ロ ニ ー 形 成単 位 ( c ol o n y
-f o r m i n g u n it

,
C F U ) ,

1 0
4
C F U ,

1 0
2
C F U で あ り ,

D N A 量で ほ 500 p g ,
1 .5 n g ,

5 00 p g で あ っ た . 分離株 の a h h l
,

a h h 3
,

a e r A 各遺伝子 の 陽性率 ほ 各 々 8 8 % ,

4 4 % ,
5 7 % で あり , 遺 伝 子保 有形 態 (遺伝 子型) は α 肋J 型 (32 %) , [ α 肋J + α 肋 3] 型 (4 % ) i [ α肋 J + αg r A ] 型 (1 6 % ) ,

[ α 仙J + α 肋3 + α g r A ] 型(3 6 % ) , [ α肋3 + α g r A ] 型(5 % ) お よ び本 P C R 陰性(7 %) の 6 型 に 分け られ た . 分離株 の 由来 と の 関

連に お い て は
,

d 肋 J 型が 環境 由来株に
,

ま た [ α肋J + α 肋3 + α g r A ] 型 が臨床由来殊 に 最も多くみ られ , 環境 由来株44 株中20

株(45 % ) が α 兢J 型
,
臨床由来株37 株中18 株 (49 %) が [ α肋J + α肋3 + d g r A ] 塾 で あ っ た .

へ モ リ シ ン 遺伝 子の う ち α 肋 上 達

伝子は
,
生化学 的性状が 典型的な A . 九ッd r o 如才J α と

一

致す る全て の 株か ら検 出され た が
,

ア セ トイ ン 非産生ま た は リ シ ン 脱炭

酸酵素陰性の 非典型的性状を 示 す株か ら は検出 されず ,
α 肋上 達伝子 が β溶血 性 A . わ成功 痛混 典型株に 共通の へ モ リ シ ン 遺

伝子 で あ る こ とが 示 唆 された . 培養上 帝の 溶血 活性に 関 して は
t
低溶血 活性株 (≦ 4 溶血 単位/10 0 J上l) ほ α肋 J 型 で ある こ とが

多く ,
ま た高溶 血 活性株 (≧32 溶血 単位/10 0 J1̀) は [ α肋 J + α肋3 + α g r A ] 型で ある こ と が多か っ た (P < 0 .0 5) . 遺伝子型と 0 群

血清塾 と の 解析 に お い て も密接 な 関係 が 認め られ た . す な わ ち病 原株と 認 識 され る O11 型 お よ び 01 6 型 の 21 株中1 8 株

(86 % ) は
,

d 肋3 また は α 肌 4 遺伝子も しく ほ間遠伝子を保有す る遺伝子型で あり ,

一 方 , 非病原株 に多 い と され る 03 4 型の

20 株中16 株(8 0 % ) は α 肋J 型で あ っ た . これ らの 結果ほ
,

へ モ リ シ ン 遺伝子型と A . 九ッd r〔ゆ九右上α の 病原性 と の 関連を 示験する

も の で あり , さ らに P C R 法に よ る へ モ リ シ ン 遺伝子型別が A . 九ッd r 坤揖g d 感染症 の 疫学的研究 ,
ま た迅速診断法 と して も有

益 で ある こ とを 示 唆 して い る .

K e y w o rd s A e r o m o n a s h y d r o p hil a
,
h e m oly si n g e n e

,
t y p in g ,

P C R

A βr O 〝ユ0 乃α∫ は 河川 , 湖沼等 の 淡 水また は 汽水 域 に 常 在す る

水棲細菌で
, 魚類や 冷血 動物 の 病原菌と して 知 られ る

一 方 , 近

年 , 種 々 の 臨床 症状 を呈 す る患者か ら検出され る よ うに な り ,

ヒ ト の 病原菌 と し て も注 目 さ れ る よ う に な っ た
1 州

. A ♂r O 〝1 0-

乃α∫ に よ る ヒ トの 感染症 と して は
上 下痢を 主体 と した急性胃腸

炎や 易感染性宿主 に お ける敗血 症 ある い は 細菌性心 内膜炎等 の

腸管外感染症が 知 られ て い た
桐 )

が
,
1 98 0 年頃か ら の 本菌 の 下

痢原性に 関す る疫学的研究を契機 に
, 本菌に よ る 下痢症 に 対す

る関心 が 高ま っ た
7)

. 下痢症 の 起 困菌 と な り 得 る A g r o m o ′1 d ∫

は
,
本菌属の うち運動性を 有 し中温域 で良好な発育を 示 す菌種

で あり ,
A βr O 7 乃 0 乃α∫ わ′d r 坤 揖J d

8)

( A . カッd r o 舛fJ α) ほ そ の 代表

的なもの で ある .

A . わノd r 坤揖g α の 多く は へ モ リ シ ゾ ト 1 8)

,

エ ソ テ ロ ト キ シ

ン
購 ト ーg)

な ど種 々 の 外毒素を塵生す るが
, 本菌の 腸管起病性は へ

モ リ シ ン 産生性お よび そ の 性質 に 符合する こ とが 示 唆 され て い

平成 7 年1 2月2 5 日受付, 平成 8 年 2 月 2 日 受理

A b b r e v ia ti o n s : A . c a v i a e
,

A e r o m o n a s c a v i a e ;

る . 最近 , A . わ成 句血 舶 の へ モ リ シ ン 遺伝子 と して エ ロ リ シ

ン ( a e r oly si n) 遺 伝 子 ( a e r A 遺伝 子)
20)

,
A H H l 遺伝 子 お よ び

A H H 2 遺伝子
13)

,
A H H 3 遺伝子

14)
の 各塩基配列が 明 らか に された

(後3 老 に つ い て ほ上 記の 記載で 発表 さ れ た も の で あ るが
,
本

論文 で は 遺伝子の 記載法 に 準 じて各 々 α 肋J , α 肋 乙 α 肋3 遺伝

子 と記載す る) .
これ ら遺伝子 の A . わd r o 帥 混 分離株か らの 検

出は . すで に a h h l 遥伝 子 お よ び a h h 3 遺伝子 が D N A-D N A ノ､

イ ブ リ ダイ ゼ ー

シ ョ ソ 法に よ っ て 実施 され
l 鋤 4)

,
ま た α♂r A 遺伝

子 つ い て ほ P o u a r d ら
21)

が P C R 法 に よ り検出 した . しか しなが

ら, それ ら は い ずれ も各 々 個別の 遺伝 子に つ い て行わ れ たも の

で あり ,
A . わd r o 如才Jα に 存 在す る複数の へ モ リ シ ン 遺伝子の

本菌種 分離株 に おけ る保有形態は 明 らか で な い .

著者は
,
菌株特異 的

1 3)

と され た α肋2 遺伝子を 除い た α肋J ,

α肋3 お よび αg r ノ4 の 各遺伝子に 特 異的 な3 組 の オ リ ゴ ヌ ク レ

オ チ ド プ ラ イ マ ー を 用 い
,

P C R 法 に よ り β 溶 血 性 A ･

A . んッd r 呼んfヱα
,

A g r o m o 乃α∫ んッd r o ♪んiヱα; A . ∫0 あrよα
,

A e r o m o n a s s o b ri a ; b p ,
qb a s e p ai r ; C F U

,
C Olo n y

rf o r m i n g u nit ; E ･ C O li
,
E s c h e ri c hi a c o li ; H U

,
h e m oly tic u nit ;

P B S
, P h o s p h a t e

- b uff e r e d s al in e ; P . s hi g ell oid e s
,

P l e si o m o n a s s hig ell o id e s ; S . j･
y O g e n e S

,
S t r e p t o c o c c u s

P y o g e n e s ; T S A
,
t r y p ti c s o y a g a r ; T S B

,
t ry p ti c s o y b r o t h



β溶血 性 A . わd r o 擁〟α の へ モ リ シ ン 遺伝 子型

加 如 郎 血 分離株か ら各遺伝子 の 検 出を実施 し
, そ の 結果に 基

づく遺伝子保有形態か ら
へ モ リ シ ン 遺伝子 型別を試 みた . ま た

分離株の 生化学的性状 , 溶血 活性お よび 0 群血 清型 を検索 し
,

へ キ リ シ ン 遺伝子型 と病原性 と の 関連に つ い て 検討 した .

材料 および方法

Ⅰ . 使用菌株 (表 1)

へ モ リシ ン 遺伝子の 検出対象菌株 と して
, 東京都 お よ び神奈

川県にお ける河川水お よび 井戸 水か ら分離 され た 環境 由来4 4

株 , 同地域 に おけ る散発下痢患者お よび 東南ア ジア 等か らの 帰

国者下痢患者ふ ん 便か ら分離 された 臨床由来37 株 , 計81 株の β

溶血性 A . 恒 正 郎 前 払 分離株を 用い た . 分離株 ほ P o p off
8)

の 分

類に 従い
, 乳糖 ･ 白糖 ･ 鉄(tri pl e s u g a r ir o n

,
T S I) 寒天培地 ,

硫化水素 ･ イ ン ド
ー ル ･

運動性(s ulf a t e in d ol e m o tility ,
SI M ) 寒

天培地 ,
リ シ ン 脱炭酸試験用培地 ,

V o g e s- P r o s k a u e r ( V P) 半流

動培地 (い ずれ も栄研 l 東京) ,
1 % サ リ シ ソ 加糖 分解確 認用

T a bl e l . S tr a in s u s e d

O r g a ni s m S o u r c e
a '

s

モ慧
S

R ef e r e n c e s tr ai n

A e r o m o 乃が わ′d r oP hih l A T C C 7 96 6 M ilk l

A e r o m o n a s わ′d r oi)hih l A H -1 F e c e s l

I s ol a te

A β和 肌 0 乃〃ざ 勿′め叫臓物

A βγ0 椚 0 乃αS ざ0∂γ由

A g γの 乃0 乃α∠cαびゎピ

ル 別 冊 別 紙 = 脚 Ⅵ 祓

A β和 ∽ 0 乃αぶ われ)由

A βアロ桝 0プ鰯 力乃ゐg∠

l 儲わ cゐ0/ g 7Ⅵ e O l

E n vi r o n m e n t al

F e c e s

F e c e s

F e c e s

F e c e s

F e c e s

F e c e s

F e c e s

V7 b ri o p a Y a h a e m o b}ti c u s F e c e s

E V e si o m o n a s sh などll oi d e s F e c e s

S tγ坤to c o c c w P y 聯 n e S T h r o a t

励 ch a ri chid c oli F e c e s

4

7

4

3

2

0

4

4

2

5

5

5

4

4

3

1

a)
M ilk

,
i s ol a t e d f r o m ti n o f mi 1k w i th a 丘s h y o d o r ;

f e c e s
,
i s ol a t e d f r o m f e c e s of p a ti e n ts w ith d i a r r h e a ; e n -

vi r o n m e n t al
,
i s ol a t e d f r o m ri v e r

-

W a t e r a n d w ell -

W a t e r ;

th r o a t
,
i s ol a t e d f r o m p a ti e n t s of i n f e c ti o u s d is e a s e s c a u s ed

b y 5 わ1坤わC O C C 狐 み 聯 犯gぶ.

2 3 1

(0 Ⅹid a ti o n f e r m e n t a ti o n
,
O F ) 培地 (Dif c o , D e tr oit , U S A) ,

パ イ

ル ･ エ ス ク リ ン (bil e e s c uli n) 寒天培地(Dif c o) お よび A P I 2 0 E

( 日 本 ビオ メ リ ュ
ー ･ バ イ テ ッ ク

一 束京) に よる生化学的性状 の

成績か ら A 九両 ね 擁 巌 と同定 した .

また P C R 法 の 特 異性を 確認 す る た め に
,
月 . んッd r o 擁 泡

A T C C 7 9 6 6 株 ( a h h l 遺伝子陽性株)
1 3)

, A . h yd r o p h il a A H -1 扶

(α 肋3 遭 伝 子 陽 性 株) 叫 の 標 準 株 2 株 と , β 溶 血 性 A .

九ッd r oj坤fJ α 以外の A g r o m o ′Z α∫ 5 菌種52 株お よ び1 〃如克 2 菌

種1 0 扶 ,
P J g ∫わ m o 乃d ∫ ∫んfg g〃of d 郎 (P . ∫九なg〟ofd β∫) 5 株 ,

E ∫C 加 rf c九i d C OJf (且 c oJf) 4 株並 び に 5 f 呼 加 O C C 祝∫ ♪ツO g 抑 e∫

(∫. ♪ツO g β乃g∫) 4 株 の 分離株75株
,
合計77 株を 用い た .

Ⅰ . P C R に よ る ヘ モ リシ ン遺伝子の 検出

1 . テ ン プ レ ー ト D N A の 調製

D N A 試料の 調製 は
, 煮沸 法お よび ク ロ ロ ホ ル ム ー フ ェ ノ ー

ル 抽 出法狗
の 2 通 り の 方法で行 っ た . 煮沸法 でほ

,
ト リ プチ ッ

ク ソイ 寒天(t ry pti c s o y a g a r , T S A )( D if c o) 平板培地で37 ℃
一

夜

培養 した コ ロ ニ ー の 裁量を エ
ッ

ベ ン ドル フ 形遠心 チ ュ

ー

ブ ( ア

シ ス ト
, 東京) に 分注 した滅菌精製水 1 0 恥1 に 浮遊 させ

, 沸騰水

中で10 分間加熱 した の ち水中で冷却 した 上 清を と り テ ン プ レ ー

ト D N A と した . また ク ロ ロ ホ ル ム ･ フ ェ ノ ー ル 抽出法で は
,

ト リ プチ ッ ク ソ イ ブイ ヨ ソ (tr y p ti c s o y b r o th
,
T S B ) (Dif c o) で

の37 ℃ 一 夜振洩培養液1 .5 m l を ェ
ッ

ベ ン ドル フ 形 の 遠心 チ ュ

ー

ブ に 移 し
,
2 5

,
0 0 0 x g l 分 間遠 心 分離 して得 た 沈査 を 5仙1 の

0 .1 5 M N a Cト0 .1 M E D T A に 懸濁 させ
,

こ の 菌 液 に 40 0 /上1 の

0 .1 M N a C ト0 .1 M T ri s
･ H C l (p H 8 .0) -1 % S D S を加 えて 溶菌後 ,

ク ロ ロ ホ ル ム ･ フ ェ ノ
ー ル 抽出

,
エ タ ノ ー ル 沈殿 を行 い テ ン プ

レ
ー ト D N A を調製 した .

2 . 標的遺伝子検出プ ラ イ マ ー の 作 製

A o ki ら
13)

お よび Hi r o n o ら
14)

に よ る へ モ リ シ ン 遺伝子 の 塩基

配列を も と に
,

d 肋 J 遺 伝子 を標 的 と す る セ ン ス ス ト ラ ン ド

a h h l
-

S と ア ン チ セ ン ス ス ト ラ ン ド a h h トa プ ライ マ ー

を , 同様

に a h h 3 遺伝子 を標 的とする ah h 3 -

S と a h h 3 -

a, プ ラ イ マ ー

を設

計 , 合成 した . また
t
P o11 a r d ら

21)
の 報告に基づ き αβr A 遺伝子

を標的と する a e r ol a お よび a e r o l b プ ライ マ ー

を 合成 した . こ

れ ら の プ ライ マ ー ペ ア で増幅 され る各標的遺伝子 の D N A 断片

の サ イ ズ は
,

α鋸‖ 遺伝子 ,
α 肋3 遺伝 子 お よ び αe r A 遺伝 子

各 々 28 5 塩基数 (b a s e p air , b p) , 2 1 7 b p ,
2 0 9 b p で ある (表2 ) .

3 . P C R

P C R は 被検株か ら調製 した 各 々 の D N A 試料 5 〟l( D N A 量的

200 n g) を テ ン プ レ ー ト D N A と し
,

エ
ッ

ベ ン ドル フ 形遠心

T a bl e 2 . B a s e s e q u e n c e s a n d l o c a ti o n s f o r A e r o m o n a s h yd r oP h ih l h e m ol y si n g e n e a h hl -

,
a h h 3 -

a n d

a e 7 A -S p e Ci丘c oli g o n u cl e o tid e p r l m e r S

T o xi n g e n e P ri m e r 望怒≡寮鐸 w 恕禁e
b )

a h h トs

a bム1 - a

a b上3 -

S

a一山3 - a

a e r ol a

a e r olb

A T C A A T A C G C G A C C G C A G A G

A C C C G T C T G C G C T T G T C G G T

C A C G C C G C A A T C C G C T T A T G A C

C A C G G A T T G G G A C A G A G A G G T

C C A A G G G G T C T G T G G C G A C A

T T T C A C C G G T A A C A G G A T T G

1 , 3 3 5
-

1 , 3 5 4

1
.
6 0 0 -1

,
6 1 9

1 , 1 2 卜1
, 1 4 2

1
,
3 1 7

-

1
,
3 3 7

6 4 5
-

6 64

8 3 4
- 8 53

a)
s e q u e n c e s d e ri v e d f r o m a h h L a h h 3 a n d a e r A g e n e s .

b )
I n n u cl e o tid e s .



2 3 2

チ ュ
ー ブ 内 5 毎1 の チ

ュ

ー

ブ反 応系 で 実施 した . 反 応液 ほ 1

チ ュ
ー ブ あた り r 呵 D N A ポ リ メ ラ

ー ゼ0 . 5 単位 ,
1 0 × 緩 衝液

(10 0 m M T ris- H C l 緩衝液 ,
5 0 0 m M K C l, 1 5 m M M g C l2) 5 .O pl .

デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド混合 液 4 . 仙1 ( い ずれ も宝酒 造 ,
滋賀) ,

2 ･5〃M セ ン ス お よ び ア ン チ セ ン ス ス ト ラ ン ド プ ラ イ マ ー 各

2 ･O FLl で
,

こ れ に テ ン プ レ ー ト D N A を 含めた 総量が 50 pl と な

る よう に 滅菌精製 水を 加え
,

ミ ネ ラ ル オイ ル を 重層後 , 自動温

度変換装置( Z Y M O R E A C T O R n
,

ア ト
ー

, 東京) で 反応 させ

た . 反応条件は9 4 ℃ ･

5 分の 前変性後 , 9 4 ℃
･

3 0 秒 , 55 ℃ ･ 3 0

秒 ,
7 2 ℃ ･ 3 0 秒を35 サ イ ク ル 繰 り返 し, 最後 に72 ℃

･

5 分の 再

伸長反応を 行 っ た .

4 . P C R 産物の 電気泳動

P C R 終了 後 , 各産物 の 5 〃l に つ い て 電 気泳 動装置 ( ミ ュ
ー

ピ ッ ト2
,

ア ドバ ン ス
, 東京) に よ り 10 0 V 定電圧下 で 2 % ア ガ

ロ ー

ス ゲ ル 電気泳動 を行 い
t 泳動後 ゲル を ェ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ

ド染色 した の ち
,

ト ラ ン ス イ ル ミ ネ
一 夕 ー (F T ト20 S

,
フ ナ コ

シ
, 東京) 上 の 紫外 線下で 増 幅遺伝子 断片を確認 , 撮 影記録 し

た . な お 分子量 マ
ー

カ
ー

と して は
,
〃r 乃fI 消化 ¢Ⅹ1 74 ( マ ー カ ー

9 ,
ニ

ッ ポ ン ジ
ー

ン
, 東京) を用 い た .

5 . P C R 産物 の 確認

検出目的 と した 各 P C R 産物の 塩基配列をも とに
, そ の 内側

の 遺伝子 断片 を標的 とす るセ ン ス ス ト ラ ン ドお よ び ア ン チ セ ン

ス ス ト ラ ン ド プ ラ イ マ ー (a h h l 遺 伝 子 ,
a h h l- n S お よ び

a h h トn a ; a h h 3 遺伝子 ,
a h h 3- n S お よ び ah h 3- n a ; a e r A 遺伝

子 ,
a e r Ol n a お よ び a e r o l n b) を 作 製 し

, 各 々 の 遺 伝 子 の

P C R 産物 を テ ン プ レ
ー ト D N A と した ネ ス テ ッ ド P C R を上 記

した P C R と 同様の 条件下で 行 い
, 各 P C R 産物が 目 的と した

D N A で ある こ と を 確認 した . こ れ らの プ ライ マ ー ペ ア で 増幅

され る各 P C R 産物 中の D N A 断片の サ イ ズ は
,

a h h l 遺伝子 ,

a h h 3 遺伝子 お よ び a e r A 遺伝子 各 々 12 8 b p , 1 2 5 b p , 1 4 8 b p で あ

る (表 3) .

Ⅲ . 溶血 活性の 試験

1 . 培養上 清の 調製

β溶血 性 A . わ′d r 坤んf′α 分離株各 々 を T S A 平板培地 で37 ℃

24 時間培 養 し
, 発 育 し た コ ロ ニ

ー

の 微量 を0 . 5 % 酵 母 エ キ ス

( D if c o) 加 T S B 5 m l に 接種 した の ち37 ℃ で 18 時 間振盤 培養 し

た ∴培養後 , 培養液を 4 ℃1 2
,0 0 0 Ⅹg で遠心 分離を 行 い 上 清を 採

り , そ れ を孔径 0 .2 2 〃 m の メ ソ ブ レ ン フ ィ ル タ ー ( マ イ レ ク ス

G V
,

日 本 ミ リ ポ ア
, 東京) で 濾過 した の ち 4 ℃ に 保存 し被検液

と した .

2 . 溶血 活性の 測定

1 ) 1 % ヒ ツ ジ洗浄赤 血球浮遊液 の 作製

ヒ ツ ジ脱繊 血 (日 本バ イ オ テ ス ト 研究 軌 東京) に お よ そ 5 倍

量の M /1 5 リ ン 酸緩衝生理 食塩水 (p H 7 .0) ( p h o s p h a t e- b uff e r ed

S ali n e
,
P B S ) を加 え

, 低速遠心 分離(1 ,
5 0 0 x g ,

1 0 分) に よ り 3 回

洗浄後 , 洗浄赤血 球を 1 % の 割合に P B S に 浮遊 させ た
.

2 ) 測定法

被検 液 の 2 倍段 階希 釈系 列 を P B S で 作 成 し
,

そ れ ら の

10 0 FLl を9 6 穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト (F l o w
,
M c L e a n

,
U S A ) の 各ウ ニ

ル に 注入 した ･ 次 い で
,

こ れ らに 等量の 1 % ヒ ツ ジ洗浄赤血 球

浮遊 液を加 え , 3 7 ℃ に て 1 時間 ,
さ らに 4 ℃ に て 2 時間静置後

溶血 を判定 した . 完全溶血 を 示 した 最大希釈倍数 の 逆数を溶血

単位 (h e m olyti c u nit
,
H U )/1 0 0 pl と した ,

3 . 統計学的処理

被検株 の 溶血 活性 の 力価が 均
一

に 分布する もの と仮定 し
,

そ

の 理 論分布 と実際 に 得 られ た溶血 活性分布と の 適 合度検定(th e

g o o d n e s s of fit) を x
2

検 定に よ り 行 っ た . 有意性 は 危 険率5 %

( P < 0 .0 5) で 判定 した .

Ⅳ . 0 群血ラ音型別

0 群血清塑別 ほ
,

S a k a z a k i ら
23)

の 方法 に 従 っ た . す なわ ち
,

被検株の T S A 平板培地
一

夜培養菌に つ い て
, 抗 0 家兎免疫血

清 (国立 予防衛 生研 究所細菌部 , 島田俊雄博士 よ り 分与) を用

い
,

ス ラ イ ド凝集反 応法 に よ り行 っ た .

成 績

Ⅰ .
P C R 法 に よ る へ モ リ シ ン 遺伝子の 検出

1 .
P C R 産物の 解析

テ ン プ レ
ー ト D N A の 量を 約 200 n g と し

, 各 プ ラ イ マ ー に よ

り増幅 され る P C R 産物 を解析 した . α肋J 遺伝 子 を 保有す る

A . h y d r o p h il a A T C C 7 9 6 6 株 ,
a h h 3 遺 伝 子 を 保 有す る A .

h yd r o p h il a A H-1 株 お よ び分離株 3 株 (A . h yd r op h il a K H 3 4
,

A , h yd r o p hil a K H 9 9
,

A . h y d r o p hil a K A E 1 8 9) に 対 す る

P C R の 結果を 図 1 に 示 した . a h h トs お よび ah h トa プ ライ マ
ー

に よ る α 肋J 遺伝 子 の 増幅 で は 285 b p 付近 ( レ ー ン 2 , 3 )

に
,

a h h 3- S お よ び ah h 3- a プ ラ イ マ ー

に よ る a h h 3 遺伝子 の増

幅 で は 21 7 b p 付 近 ( レ
ー

ン 4
,

5 ) に
, ま た a e r o l a お よ び

a e r o l b プ ラ イ マ ー に よ る a e r A 遺伝子 の 増 幅で は 209 b p 付近

( レ ー ン 6 ) に バ ン ドが 見 られ
,

い ずれ も 想定 さ れ る サ イ ズ の

D N A 断片 で あ っ た .

さ らに 上記 した A g r o 〝 ヱ0 乃α∫ 5 菌株の 各 P C R 産物を テ ン プ

T ab l e 3 . B a s e s e q u e n c e s a n d l o c a ti o n s of o li g o n u cl e o tid c p ri m e r s f o r n e s t e d- P C R

T o xi n g e n e
a)

p ri m e r 望怒呈謡晋声)
w i 恕袈 亡

)

a h hl a h hl ･

n S

a h h l - n a

( [/z/13 a h h 3 - n S

a h h 3 -

n a

a e 7A a e r ol n a

a e r ol n b

C T G G G C A T G G C T A C G A C G T G

A G T C G A T C T T G A A C T C G G T G C T

G C C A C C A A C T G G T C A A A G A C C A

C A G G A C T G G T T G G C A G
､

C A A T C T

C G A G A A G A A G C C C A A A G C G T T

G A T A A C A C C A G G T A T T G G A C G C

1
,
38 2

-

1
,
40 2

1
,
48 9 - 1

,
5 10

1
,
1 64

-

1
,
1 8 5

1
,
2 6 7 - 1

,
2 8 8

6 8 2
-

7 0 2

8 08 - 8 2 9

a)
p C R p r o d u c t

h)
S e q u e n c e s d e rj v e d f r o m a h h l

,
a h h 3 a n d a e 7 A g e n e s .

e)
I n n u cl e o tid e s .



β溶血 性 A . わd r o 鍾fgα の ヘ モ リ シ ン 遺伝子 型

レ
ー

ト D N A と した ネ ス テ ッ ド P C R の 結果を 図 2 に 示 した .

a h h l- n S お よ び ah h l- n a プ ライ マ ー に よ る a h h l 遺伝 子 P C R

産物の 増幅 で は 1 28 b p 付近( レ
ー

ン 2
,

3 ) に
.

a h h 3- n S およ び

ah h 3- n a プ ラ イ マ ー に よ る a h h 3 遺伝子 P C R 産物 の 増幅 で は

125 b p 付 近 ( レ ー ン 4
,

5 ) に
, ま た a e r ol n a お よ び

a e r ol n b プ ラ イ マ ー に よ る a e r A 遺伝子 P C R 産物 の 増幅で ほ

14 8 b p 付近 ( レ ー

ン 6 ) に バ ン ドが 見 られ
,

い ずれ も想定 さ れ

るサ イ ズ と
一 致 して い た .

2 . 特異性お よ び感度

上 述の 3 甑 の プ ラ イ マ ー

を 用 い
,

月 . んッd r 坤 崩 d 8 1 株 ,

瑠2 3 4 5 6 ア

3 1 1
､

2 4 9 -

ー 2 4 9
､

2 0 0

F ig . 1 . P C R a n aly sis of h e m oly si n g e n e s . L a n e s l a n d 7
,

H i nf トd ig e s t e d d, X 1 74 a s a m ol e c ul a r si z e m a r k e r ; 1a n e 2
,

A . h yd r o p h il a A T C C 7 9 6 6 a m plifi e d w ith a h h lA S a n d

ah h lr a p ri m e r s ; l a n e 3
.

A . h y d r op h il a K H 34 a m plifi e d

w it h a h h l- S a n d a h h ト a p ri m e r s ; I a n e 4 , A . h yd r op h il a

A H l a m plifi ed w ith a h h 3- S a n d a h h 3- a P ri m e r s ; l a n e 5
,
A .

h yd r o p hil a K H 9 9 a m plifi e d w it h a h h 3- S a n d a h h 3- a

p ri m e r s ; 1 a n e 6
,
A . h yd r o p h il a K A E 1 8 9 a m plifi e d w ith

a e r o l a a n d a e r o l b p rl m e r S .

瑠 2 3 4 5 6 7

1 5 1
~

1 4 0

F ig ･ 2 ･ N e s t e d- P C R a n aly si s of h e m oly si n g e n e s . L a n e s l

a n d 7
, H i nf l-d ig e st e d ¢x 1 7 4 a s a m ol e c ul a r si z e m a r k e r ;

1 a n e 2
, A . h y d r o p h il a A T C C 7 9 6 6 P C R p r o d u c t w ith

a h h l- S a n d a h h lL a P ri m e r s a m plifi e d wi t h a h h l- n S a n d

a h h l- n a P ri m e r s ; 1 a n e 3 ,
A . h yd r o p hil a K H 3 4 P C R

P r O d u c t w ith a h h l- S a n d a h hl- a p ri m e r s a m plifi e d wi th

a h h l- n S a n d a h h l- n a p ri m e r s ; 1a n e 4
,
A . h yd r o p h il a A H I

P C R p r o d u c t wi th a h h 3- S a n d a h h 3
-

a P ri m e r s a m plifi e d

W ith a h h 3 -

n S a n d a･h h 3- n a p ri m e r s ; 1 a n e 5
,
A . h yd r o p h tl a

K H 99 P C R pr o d u c t w ith a h h 3- S a n d a h h 3 -

a p ri m e r s

a m pIifi ed w ith a h h 3- n S a n d a h h 3- n a p rl m e r S ; 1 a n e 6
,
A .

h y d r o p h il a K A E 1 8 9 P C R p r o d u c t w ith a e r ol a a n d a e r ol b

p ri m e r s a m plifi e d w ith a
_
e r Ol n a a n d a e r ol n b p ri m e r s .

2 3 3

A e r o 7乃0 乃α ∫ ∫0 みr∫α ( A ･ ∫0占rf α) 3 2 株 ,
A g r o 〝t O 乃α∫ C α Uf α e (月 .

" ㍑ 壷㍑) 1 0 株 ,
月g r o 〝‡0 刀 d ∫ U g r O 乃ig ( A . り打 倒壷) 4 株 ,

A e r o 〝10 乃α = o r o£α (月 ･ わ 畑 α) 4 株 ,
月e r o m o 乃d ∫ わ 乃d α e g ( A .

カ肋 血扇) 2 株 ,
P ･ ∫揖g ♂g 最d g ∫ 5 株 ,

V 蕗r わ 如 r αんαg ∽ OJッ£∫-

C 祝∫ ( V ･ 如 r αんαg m O 如よc ㍑ ∫ノ 5 株 ,
V か わ ぐんog g r αg ( V .

C んog g r α♂) 0 1 5 株 ,
5 ･ ♪ツO g g 乃g ∫ 4 株 , 且. " 潰 4 株 の D N A

量的 200 n g に 対 し P C R を行 っ た . そ の 結果
, 供試菌11 菌種

156 株中, 本 P C R の い ずれ か に 対 し陽性 反応 を示 した 菌種は

A ･ わ `か 0如才Jα の み で あ り (詳 細 は 後 述) . 本 P C R は A .

んッd r o如iJ α に 特異的で あ っ た .

煮沸法 お よび ク ロ ロ ホ ル ム ･

フ ェ ノ ー ル 抽出法の 2 通 りで 調

製 した テ ン プ レ ー ト D N A を 用 い た 本 P C R の 検出限界 ほ
,

各 々 α 肋 J ,
α βr A 両 遺伝子が 10

2
コ ロ ニ ー 形成 単位 ( c ol o n y-

f o r mi n g u nit
,
C F U ) お よ び D N A 量 50 0 p g ,

a h h 3 遺伝 子 が

10
4

C F U お よ び 1 .5 n g で あ っ た .

3 . A . カッd 呵 )んfJ d の へ モ リ シ ン 遺伝子 型

β溶血性 A . んッd r 坤 届 α 分離株別 棟に つ い て 本 P C R を行 っ

た と こ ろ , 飢 菌株 中75 菌株(93 %) が い ずれ か の プ ラ イ マ ー に よ

る P C R で 陽性反応を示 し
, 6 株ほ い ずれ の プ ライ マ ー に よ る

P C R で も陽性 を 示 さ な か っ た (表 4 ) . す な わ ち81 菌株 中

α九んJ
,

d 肋3 , α 肌 4 各遺伝子 が 各 々71 株 (88 % ) ,
3 6 株 (4 4 % ) ,

4 6 株(5 7 % ) の 割合に 検出さ れ た . 被検株 の 各 へ モ リ シ ン 遺伝子

保有形態は
,

α 肋J
,

α 肋3 お よ び αe r A 各遺伝子 の 全て を 保有す

る塾 ( [ α 柚ノ+ α九ん3 + α 肌 4] 型) が 最も多 く2 9 株 (36 %) を 占

め
,
次 い で d 九んノ 遺伝子単独保 有型 (α肋ノ 型) ,

α肋ノ お よび

αeγA 両遺伝子 を保有する型 ( [ α肋J + αe r A ] 型) が 多く各 々

26 株 (32 % ) ,
1 3 株(1 6 % ) を 占め , 3 老で 全 体の84 % を 占め た .

他 に α 肋j お よ び d 肋3 両 遺伝 子 を 保 有す る 型 ( [ α肋J +

α肋3] 型) ,
d 肋3 およ び α e r A 両 遺伝 子 を 保有 する 型( [ α 肋3

+ α ♂r ノ4 ] 型) が認め られ たが
,

そ れ らの 菌株数ほ 少な く各 ぺ 全

体の 5 % 以下に す ぎな っ か っ た . ま た
,

α 抽3 遺伝 子 お よ び

α e r A 遺伝 子 の 単独保有株は 認め られ な か っ た . 以上 の P C R の

所見か ら得 られ た型別 を へ モ リ シ ン 遺伝子 型と した .

〕 .
ヘ モ リシ ン遺伝子型 と生化学的性状

へ モ リ シ ン 遺伝 子型と 生 化学 的性状 と の 関連 性を 検討 した

T a b l e 4 . H e m o ly si n g e n e ty p e s of 8 1 s tr ai n s of β
･h e-

m o ly ti c A e r o m ( ) n a S h
,
yd r of)h

H e m o ly sl n g e n e ty p e
lL)

N u m b e r ( % ) o f st r ai n s

.･∠////ノ

( ////Jノ+ `//J 九
●

ナ

(/ん/J7 + 仇
､

/二
▲1

( 7ん/ J/ + (J/J/J J + ( ル ソ二
｣1

(//Jノブ3 + 仏 ソ二1

(/ん九プ

･̀･7り･.1

N e g a ti v e

2 6 ( 32)

3 ( 4)

1 3 (1 6)

2 9 (3 6)

4 ( 5)

0

0

6( 7)

&)
a h h l

･
a h h l g e n e

-

al o n e p o siti v e ;
.

a h h l + a h h 3 , a h h l

g e n e- a n d a h h 3 g e n e
-

p O Siti v e ; a h h l + a e r A
,

a h h l g e n e
二

a n d a e r A g e n e
-

P O Siti v e ; a h h l + a h h 3 + a e r A
,

a h h l

g e n e
-

, a h h 3 g e n e
-

a n d a e r A g e n e
-

P O Siti v e ; a h h 3 + a e r A
,

a h h 3 g e n e- a n d a e r A g e n e- P O Siti v e ; a h h 3
,

a h h 3

g e n e
-

al o n e p o siti v e ; a e r A ,
a e r A g e n e- al o n e p o siti v e ;

n e g a tiv e
,
a h h l g e n e- ,

a h h 3 g e n e
-

a n d a e r A g e n e
-

n e g a ti v e .
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(衰 5) . 被検株81 株 は
▲
P o p of f の 分撰に よ る A . んッd r o 擁fJ d と

して典型的性状 を示 す グル ー

プ と
,

リ シ ン 脱炭酸酵素陰性 また

は ア セ トイ ン 非塵生 の 非典型的性状を 示 す グル ー プ に 区分で き

た . 両 グル ー プ 間の 比較に お い て
, 典型的性状株71 株 の す べ て

が α肋J 遺伝子を 保有 して い た の に 対 し
, 非典型 的性状珠10 扶

は い ずれ も α肋J 遺伝子を 保有 して い なか っ た .

Ⅲ . 曹操由来 と ヘ モ リ シ ン遺伝子型

臨 床 由 来殊 で は [ α 肋J + α肋3 + α g r A ] 型 が 37 珠 中1 8 株

(49 %) で最も 多く l 次 い で [ α肋J + α g r A ] 型 が1 0 株 (27 %) ,

α 肋J 型が 6 株(1 6 % ) の 順 で あ っ た . ま た
,
P C R 陰性株 は 1 株

(3 % ) に す ぎなか っ た (表 6) . 環境由来株 で は d 肋 J 塾が44 珠中

2 0株 (45 % ) で 最も多く , 次い で [ d 肋J + d 肋3 + αg r A ] 型 が11

株 (25 % ) と多か っ た . な お P C R 陰性株が 5 株(11 %) と高頻度

で 認め られ た .

Ⅳ . 溶血 活性 と へ モ リ シ ン遺伝子型

培養上 清の 溶血 活性が 4 H U/1 0 恥1 以下と低 い 億 を示 した33

株中17 株 (52 %) が α九んノ 型 で あり
,

d 肋 J 塾26 株の 65 % を占め

た . 逆 に 32 H U/ 1 0 恥1 以上 の 高 い 値 を 示 した 2 9 株 中2 0 株

(69 % ) が [ α肋J + α 肋3 + αg r A ] 型 で あ り , [ α肋J + α九ん3 +

α g r A ] 型2 9 株 の 6 9 % を 占 め た (表 7 ) . ま た α肋 J 塑26 株 中

32 H U/ 1 0 0 〟l 以上 の 株 お よ び [ α肋 J + α肋3 + α g r A ] 型 で 4 H U/

1 0 0〃l 以下 の 珠 の 割合は
, 各 々 2 6 株 中 2 株 (8 % ) ,

2 9 株 中 6 株

(21 % ) に す ぎな か っ た . 統計学上 ,
α 肋 J 型 の 株は 4 H U/1 0 0〟1

以下 が 多く 32 H U/ 1 0 恥1 以上 が 少 な い こ と t 逆 に [ d 肋J +

a h h 3 + a e r A ] 塑 の 株 は 4 H U/1 0 0 jLl 以下が 少なく 32 H U/ 1 0 0 FLl

以上 が 多い こ と が有意 ( P < 0 .0 5) で あ っ た .

Ⅴ .
ヘ モ リ シ ン遺伝子型 と 0 群血 清型

被検株は27 種頸 の 0 群血 清型 に 塑別 され , そ の 内訳 ほ 034

T a bl e 5 . Bi o c h e mi c al p r o p e rti e s a n d h e m ol y si n g e n e t y p e of βh e m ol yti c A e r o m o m s hy d r oP hild s tr ai n s

N u m b e r ( % ) of s tr ai n s sh oi n g h e m oly si n g e n e t y p e :

S t r ai n s

N u m b e r

of

St r ain s

te s t ed
α/JJ!J

α九ゐヱ α肋J

十 +

d九九ヲ βg γA

β/JんJ

+

αゐ血ヲ

+

αgγA

αカ九ヲ
+

αgγA

N u m b e r

( % ) of

a h h 3 a e r A P C R -

n e g a ti v e

St r a l n S

T y pi c al
A ) 7 1 2 6(3 7) 3 (4) 1 3( 18) 2 9 ( 4 1) 0 0 0 0

L D C
b)

_

n e g a ti v e

A c e t oi n
C)

･

n e g a ti v e

7 0 0 0 0 4 (5 7 ) 0 0 3 ( 4 3)

3 0 0 0 0 0 0 0 3 ( 10 0)

a )
s t r ai n s c o n si sti n g wi th th e o ri gi n al d e s c ri pti o n o f A

.
h y d n P h ihl b y P o p o ff

8
t

t,)
P r o d u c ti o n o f l y si n e d e c a r b o x yl a s e .

C )
P r o d u c ti o n o f a c e t oi n e x a m i n e d b y V o g e s

- P r o sk a u e r r e a c ti o n .

T a bl e 6 . S o u r c e of p h e m ol yti c A e r o m o n a s h yd r oi,h ih l S tr ai n s a n d h e m ol y s in g e n e t y p e

N u m b e r ( % ) of s t r ai n s s h o wi n g h e m ol少si n g e n e t y p e :

S o u r c e
a )

N u m b e r

o f
s tr ai n s

t e st e d

αん/JJ 〝/J/ iJ

αゐゐJ 十 +

αゐ九タ αg 7 14

αゐゐJ

+

αカ友ヲ

+

αeγA

αゐ/z3

+ αゐ九ヲ αeγA

βピタ
′

A

N u m b e r

( % ) of

P C R -

n e g a ti v e

S t r ai n s

C li n i c a1 37 6 ( 16 ) 1 ( 3) 10 ( 27 ) 18 ( 4 9) 1 ( 3) 0 0 1 ( 3)

E n v ir o n m e n t a1 4 4 2 0 ( 45) 2( 5) 3 ( 7 ) 1 1( 2 5) 3 ( 7) 0 0 5 ( 11)

a )
Cli ni c al

,
i s ol a t e d f r o m f e c e s of p a ti e n t s w ith di a r rh e a ; e n V i r o n m e n t al

,
i s o l a t e d f r o m ri v e r

-

an d w ell -

W a t e r .

T a bl e 7 . H e m o ly ti c a c ti v ity a n d h e m ol y si n g e n e t y p e of β
･h e m ol yti c A e r o m o n a s h y d r o P hi h2 S tr ai n s

N u m b e r ( % ) of st r ai n s s h o w i n g h e m ol y si n g e n e ty p e :

H e r n ol yti c

a c ti vit y

(H U /1 0 0 〃l)

N u m b e r

O f

s tr ai n s
αゐゐJ

α/‡/7 J

+

αカ舶

+

αg 〃1

揖

+

掴

α

α

N u m b e r

( % ) 0

モ
P C R -

n e g a tl V e

st r ai n

9

4

9

4

5

2

1

2

4

3

7

2

0

1 2

0

1

n
U

O

A
-

0

5

4

0

5

1

3

6

4

1

1

0

2

1

0

3

0

1

1

1
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塾が8 1 株 中2 0 株 (25 %) で 最も 多く , 次 い で 01 6 型 が1 4 株

(17 %),
0 1 1 型が 7 株 (9 %) の 順 で あ っ た (表 8 ) . すなわ ち , 被

検株81 株中41 株(51 %) が こ れ ら の 主 要な 0 群血清型 に 型別され

た . 臨床材料か ら の 分離頻度が高く , 本菌の 病原株血 清型と し

て 認識されて し: る 01 6 型 お よび 011 型 に 該当した21 株 で ほ
,

0 1 6 型の14 株中1 2 株 (86 % ) と 0 1 1 型の 7 株 中 6 株 (86 % ) が

α肋3 遺伝子お よび α 肌4 遺伝子 の い ずれ か また ほ 両者を 保 有

して い た . さ らに これ ら18 株中16 株 ほ d 肋 J 遺伝子を保有 して

い た . これ に 対 して
, 自然環境 に 広く分布す る本菌の 一 般的な

血清型と して 知 ら れ る 0 34 型 に 該当 した20 株 中1 6 株 (80 % )

ほ
, そ の へ モ リ シ ン 遺伝子型が α肋 J 型 で あ っ た .

考 察

臨床
, 環境の 各種材料か ら分離 され る A . わd γ0 彿Jα の 多く

は
, 血液寒天培地上 で の 発育集 落 の 周 酎 こ明瞭 な 溶血 を起 こ

し
,

かか る溶血 性が 本菌 の 腸管病原 性ある い ほ敗血 症▲ 創傷感

染な どの 重篤な 腸管外感染症の 惹起 に 関連する こ とが確認 され

て い る
12)2 4 ) ～ 2 9)

. そ の 中で B u rk e ら
25)

は
,
乳飲み マ ウ ス の 腸管 内液

体貯留を 指標 と した 実験 で
,
A . たッd r o 錘′α の 溶血 臥 すな わ

ち へ モ リ シ ン 塵生株の 97 % に エ ソ テ ロ トキ シ ソ 活性を 認め
,

へ

2 3 5

モ リ シ ン が 本菌種の 主要な下痢原因子で ある こ とを 強く示 唆 し

た . ま た S t el m a ら
2 4)

は
l
ウ サ ギ 腸管結染 ル ー

プに よ る同様の 試

験 で
,

へ キ リ シ ン と ェ ソ テ ロ ト キ シ ソ と の 産生性に 93 % の 相関

を 認め た ･ さ らに V a di v el u ら
1 5}

は
,
A . h y d r o p hil a 臨床分離株

の 大半に へ モ リ シ ン と サ イ ト トキ シ ソ の 産生を 認め
,

サ イ ト ト

キ シ ソ 活性が 腸管外感染症の 増悪や , 急性胃腸炎患者の 血 性下

痢 を 助長 して い るも の と推測 した . 以上 の 裏付 け と し て
,

R o s e ら
30)

が本菌種 の 産生す る へ モ リ シ ン の ひ と つ と し て エ ロ

リ シ ン ( a e r oly si n) を 分離 , 精製 し
,

エ ロ リ シ ン は溶血 活性 の ほ

か に エ ソ テ ロ ト キ シ ソ 悟性と サ イ ト トキ シ ソ 活性をあわせ 持 っ

て い る こ と を実験的に 証明 した . しか し
, そ の 一 方では , 溶血

が不 完全な α 溶血 株と溶血 活性 を欠く非溶血 株の 中に も下痢原

性株 が散見され て お り
紬

,
こ の よ うな現象が へ モ リ シ ン の 病原

的意義を 不 明瞭に して きた . Si n g h ら
19)2 T )

ほ ,
こ れ らの 現象の

一

国を実験的に 模索 してきた が
, 近年 , 生体外 と生体 内の 異な っ

た条件下 で は溶血 活性も異な る こ と
, すな わ ち !

A . わ′か ゅ 研一

d の α 溶血 株と非溶血株を ウ サ ギ腸管酷熱 ル ー プ内で連続 的に

継代 した 結果t
こ れ らの 株の 大半が 明瞭なβ溶血 を示 すよう に

な り
, 同時に エ ソ テ ロ ト キ シ ソ 活性も発現す る こ と を確認 し

,

本菌の へ モ リ シ ン 産生は環境に応 じて 制御され る こ と を示唆 し

た . こ の こ とか ら , おそ ら く A . 九ッd r 坤九i′α の 病原性に 関する

解釈 の 相違は
▲ 異 な っ た条件下で の 溶血 括性発現の 相違 がもた

らすもの で
,

へ モ リ シ ソ 産生性の 変化 がそ の 病原的意義の 理 解

を 混乱させ て きた もの と 思わ れ る .

こ れ ま で A . わd r 坤んigα の 溶血 活性 お よび へ モ リ シ ン の 同定

ほ
, 生物学的あ るい は免疫学 的手法 を 主 体 と して 行 われ て き

た . しか し最近 , 感染症 の 迅 速か つ 特異的診 断 の 重 要性 か ら

種 々 の 分子生物学的手法が 開発 され
, なか でも P C R に よる 遺

伝子検出ほ , 画期的な遺伝学的手法と して病原国子の 追求等 に

著 しい 普及 をみ て い る . すで に 本菌種の へ モ リ シ ン 遺伝子 の 検

出を 目的と した P C R に ほ
,
P o11 a rd ら

21)
に よ る a e r A 遺伝子 の

検 出例が ある が
,

一

連伝子の 検 出で ある た め に 病原株 の 識別を

考 察す る の に 十 分と は 思わ れ な い . 本研究 で ほ
, 近 年 ,

A .

わd r o 如才g α に 複数種の へ モ リ シ ン 遺伝子 の 存在 が 明 らか に さ

れ た こ と か ら , そ れ らの 保有形態 を解析する こ とに よ っ て 本菌

の 病原株の 識別が 期待でき る点に 着 目 し
, すで に ク ロ ー

ン 化さ

れ そ の 塩基配列が 決定され た α肋 J 遺伝子 ,
α肋3 遺伝子 お よ

び a e r A 遺伝子 を対象と した P C R の 手技 の 確立
,

そ の P C R

を 用い たβ溶血性 A . わ成句 痛混 分離株の 遺伝 子保有形態匿 よ

る へ モ リ シ ン 遺伝子 型別の 試み , それ らの 遺伝 子型と 生化学的

性状, 溶血 活性,
0 群血清型と の 比較 を行い

, 本菌種の 新た な

塾別法と して の へ モ リ シ ン 遺伝子 型の 有用性を 検討 した .

へ モ

リ シ ン の 生物学的手法に よ る同定で は
, β溶血反応と い うひ と

つ の 表現塾が 観察で き るに す ぎず , た と えそ の 反応を支配する

因子と して の 遺伝 子が異な っ て い て も同様の 所 見で しか判定で

きな い . これ に 対 して P C R に よ る へ モ リ シ ン 遺伝子型別は
,

迅速性は もと よ り同様な 表現塾 の 発現に 関与する複数の 因子を

識別で きる優れ た 手法 と言え る .

α肋J 遺伝子 お よ び α肋3 遺伝子 を標的と した P C R は
, すで

に決定さ れた構造遺伝子の 塩基配列
1 馴

を もと に
, 独 自に 設計

した プ ラ イ マ ー ペ ア を用い て 行 っ た . また αe r A 遺伝子の 検出

に 関す る P C R ほ
,

P oll a r d ら
21)

の 報告に 従 っ た . こ れ ら の

P C R は ,
A ･ ∫0占r∫α や A ･ C α Uf α g な ど の 他 の A g r o 〝1 0 "

?
∫ 菌

種 , また 他の へ モ リシ ン 産生菌や 菌体外毒素産生菌と の 交差反
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応 は認め られず , そ の 結果は A . わ戒 叩扉混α に 特異的で あり ,

且 つ 各遺伝子共 に 敏量の テ ン プ レ ー ト D N A か らの 検出が可 能

で十 分な 感度を 保持 して い た . 本 P C R シ ス テ ム に よ りβ溶血

性 A . 九ッd r 坤 旭 α 分離株81 株 を試験 した結果 ,
へ モ リシ ン 遺伝

子保 有形態 は本 P C R 陰性を 含め て 6 型 に 区分 きれ
, 保有形態

に よる遺伝子 型別 が可 能で ある こ と が分か っ た . 郎 〟1 遺伝子

の 検出率 ほ 57 % で あり ,
P o Il a 工d ら

紺
の 結果 78 % と比較 して 低

率で あっ た . こ の こ と は単に 互 い の 被検株の 相違 に 起因 したも

の と思わ れ る が
, 彼 らの 提案 した P C R だ けで は β溶血 性 A ･

わd r o 擁ig α の へ モ リ シ ン 遺伝子検出が十 分 に な され な い こ と

は
,
木蘭種 に αβr A 以外の へ モ リ シ ン 遺伝子が存在す る こ と か

らも 明らか で ある . 今回 得 られ た 6 種類 の へ モ リ シ ン 遺伝子型

を み る と
,

α 肌 4 遺伝 子を 保有 しな い α 肋J 型が 32 %
, [ α 肋 J

+ α肋3] 型も 4 % 見 られ , 本 P C R が 本菌種β溶血株 の へ モ リ

シ ン 遺伝子検 出に お い て優れた方法 で ある こ とが 示 唆され た ■

さ らに αg r A 遺 伝 子保 有 株 の 遺 伝 子型 の 内訳 は
, [ d 肋J 十

α g r A ] 型 が 16 %
, [ d 肋β+ αg r A ] 塑が 5 % , [ d 肋J + α 肋3 +

α g r A ] 型が 36 % で あ り,
d g r A 達伝子の 単独保有株ほ認 め られ

な か っ た .
d βr A 遺伝子 の 支配 に よ っ て発現する へ モ リ シ ン を

R o s e ら
80}

は エ ロ リ シ ン と L て 同定 し
,
その エ ソ テ ロ ト キ シ ソ 活

性を 明ら かに した . しか しなが ら , 本研究で の 遺伝子型の 中に

d g r ノ4 遺伝子単独型が認め られ なか っ た こ とは
t 彼 らの 言う エ

ロ リシ ン が αg r A 遺伝子の み な らず他の へ モ リ シ ン 遺伝子も関

与 して発 現 した こ とも考え られ
,

さらに こ の こ と は αg r A 遺伝

子が 本菌種の 主 た る へ モ リ シ ン 遺伝子で はな い こ と を意味 し
,

へ モ リシ ン遺伝 子の 進化を 考え る上 で 興味 ある知見で ある . こ

の ように 本遺伝子型別 は , 本菌種 β溶血株 の へ モ リ シ ン を指標

と した病 原株 の 同定 に 曝し
, 新た な有用な遺伝学的手法で ある

こ とを 示 映 して い る .

本研究 で 得 られ た へ モ リ シ ン 遺伝 子型 と
, β溶 血 性 A ･

九ッd r o♪崩 d の 生化学的性状 , 培養 上帝の 溶血活性 お よび 0 群血

清塾と の 関連 を解析 した結果 ,
P o p off

8)
の 分 掛 こ基ずく 本菌 の

典型的性 状を 示 す分離株71 株は
,

そ の す べ て が α 肋J 遺伝子を

保有 して い た . こ れに 対 して リ シ ン 脱炭酸酵素陰性 また はア セ

トイ ン 非塵生の 非定型 分離株1 0株 は
▲

い ずれ も α肋J 遺伝子を

保有 して い な か っ た . こ の こ とか ら α 肋J 遺伝子ほ 典型 的性状

を示 す本菌種 β溶血株 に 共通の へ モ リ シ ン 遺伝子 で あ り∴逆に

本菌種の 生化学的性状が非定型な 株に ほ α肋 J 遺伝 子 が 存在 し

な い 可能性が 示 され た . また
,
分離株 の 培養上 清の 溶血 活性 と

遺伝子 型 との 関連は , 溶血 活性が ≦4 H U/1 0 恥1 と低 か っ た33

株 の 52 % が α肋J 型で あ っ た の に 対 し
,

≧32 H U/1 0 0 〟1 以上 の

高い 活性 を示 した29 株に本遺伝子型は 7 % の 割 に 認め られ た に

すぎず ∴逝に 高 い 活性 を示 した 29 株 の 69 % が [ α肋 J + α肋3

+ αβr A ] 型で あ り両者の 差は有意で あ っ た . 今 回 の 成績 の み で

溶血活性 と遺伝 子型 と の 関係を 明確 に する こ と ほ
, 遺伝子の 保

有と溶血 活性 とが必ず しも 一 致 して い な い 点も見 られ る こ とか

ら難 しい が
,

α肋 J 遺伝子ほβ溶血 性 A . 九ッd r 叫んfg α 株が 本来

的に保有す る遺伝子で ある こ と が示 映 された こ と を併せ て考え

る と t α肋 J 型株 の 病原的意義 は α肋3 また は αe r A 遺伝子も し

く は両者を 保有す る遺伝子型株 と 比較 して 低 い よ う に 思わ れ

る . こ の こ とほ また 遺伝子型 と 0 群血 清型と の 関連 に お い ても

見られた . すなわ ち
,
病原株と認識 さ れ る 0 群血 清 型 で あ る

01 6 型 お よび 011 型 に該当す る株 の ほ とん どが
,

α肋3 ま たほ

αβr A 遺伝 子も しく は両者を保有す る遺伝子型 で あ っ た . 以上

の こ と は
, β溶血 性 A . んッd r 坤 旭 d の 病原株 は ,

α 肋3 およ び

郎 〃1 遺伝子の 保有 と高い 関連 を持 つ こ とを 強く示 唆 した もの

と思わ れ る . な お
, 本 P C R に お い て へ モ リ シ ン 遺伝子が 検出

されな か っ た 未検 出型株 は
,

い ずれもβ溶血 を示 す こと か ら,

今回 標的と した 遺伝子 以外 の へ モ リ シ ン 遺伝 子を保有するもの

と考 え られ
, 今後 ,

こ れ らの 遺伝子 を 明 らか に する こ とに よ っ

て
,

さ ら に 精度の 高い へ モ リ シ ン 遺伝子型別が 可能 に な ると思

われ る .

へ モ リ シ ン 遺伝子 型別ほ
t

A g r o m o 乃α∫ 感染 症 の 疫 学的研究

の 手法 と して
,

また 迅速診断法と して有益 であ り , 医学 および

公衆 衛生学領域 で の 本感染症の 解明に関す る研究 に 寄与できる

もの と考 え る .

結 論

A . 九ッd r o 舛〟α の 溶血 活性 に 関与す る複数の へ モ リ シ ン 遺伝

子 ( α肋 J
,

α 肋3
,

α g r A ) に 着 目 し
, β溶血性 A 亀頭 呵 姉 厄 分

離株81 株に つ い て P C R 法に よ り へ モ リ シ ン 遺伝子の 保有形態

を求め
,

そ の 所見か ら へ モ リ シ ン 遺伝子型別を 試み た . また本

道伝子 塑 と本菌株の 生化学 的性状 ∴溶血 活性 ,
0 群 血清塑とを

比較す る こ と に よ っ て へ モ リ シ ン 遺伝子 型別の 有用 性を 検討し

た結果以下 の 結論を 得た ,

1 . a h h l
,

a h h 3
,

a e r A 各 遺伝 子を 標 的 D N A と した P C R

は
,
A . 九ッd r oメ)んfJα 菌種 に 特異的で , 検出限界 ほ各 々 10

2
C F U

,

1 0
4
C F U , 1 0

2

c F U お よ び D N A 量 50 0 p g ,
1 .5 n g ,

5 0 0 p g であ っ

た .

2 . β溶血 性 A 九如ね 帥 巌 分離株 の α 肋ノ
,

α肋ユ α βr A 各

遺伝子の 検 出率は 各々 88 % ,
4 4 % ,

5 7 % で
, 複数 の 遺伝子を保

有す る株 が 認め られ
,

遺伝子保有形態(遺伝子型) ほ α肋J 軋

[ α肋 J + α 肋3] 型 き [ α肋J + α e r A ] 型/ [ α 肋J + α肋3 + α g r ノ4 ]

型
, [ α 肋3 + d g r A ] 型お よ び本 P C R 陰性 の 6 塑 であ っ た . 本成

績か ら β溶血 性 A . わd r o♪んfg α は少な くと も 6 種類 の 遺伝子型

に 型別で き る こ とが 示 され た .

3 ＼ α肋3 遺伝 子 お よ び α g r A 遺伝子 を 単独 に 保有す る株は

認め られ ず
,
被検株の 5 % が [ α 肋3 + αg r A ] 型 で あ っ た 以外,

両道伝子 の 一 方か 両方を 保有する株 は い ずれ も α肋J 遺伝子も

保有 して い た . こ の こ と か ら
,

α九んJ 遺 伝子 ほ β 溶血 性 A ･

わ成句 痛 混 が広く保有す る本来的な へ モ リ シ ン 遺伝子 で ある

こ とが 示唆さ れ た .

4 . α九んJ 遺伝子は 典型的な生 化学的性状を 示 すβ溶血 性 A ･

わd r o 彿g d に 共通 の へ モ リ シ ン 遺伝 子で あり ∴逆に 本菌種の 生

化学的性状が 非定 型的な株 に ほ α肋 J 遺伝子 が 存在 しな い 可能

性 が示 され た .

5 . 臨床由来株で は [ α 肋J + α 肋3 + αg r ノ4 ] 型 が 多数 (49 % )

で α 肋J 型が 少数(1 6 %) で あ っ た の に 対 して
, 環境由来株でほ

[ α 肋J + α肋 3 + αg r ノ4 ] 型 が 少 数 (25 % ) で α 肋J 型 が 多数

(45 % ) で あ り , 由来間で の 遺伝子型の 分布は 異な っ て い た ･

6 . 培養 上 清 の 溶 血 活性 が ≦4H U/1 0 恥1 と低 か っ た 株の

52 % が 仇 肋J 型 で あ っ たの に 対 し , ≧32 H U/ 1 0 恥1 以上の 高い

活性を 示 した株 に 本遺伝 子塑 は 7 % の 割 に 認 め られた にすぎ

ず ∴逆に高い 活性 を示 した 株 の69 % が [ α 肋J + α肋3 + αβr A ]

塾 で あり両者の 差 は有 意で あっ た .

7 . 病 原株 と認識 され る 0 群血 清 塾 で あ る 01 6 型 およ び

011 型に該 当 した株 の ほ とん ど (86 %) が ,
α 肋3 また は d g 初

速伝子も しくは 両者を 保有 する 遺伝子型で あ っ た .

一 九 自然



β溶血性 A . んッd r o♪揖Zα の へ モ リ シ∵ / 遺伝子型

環境に 広く分布する
一

般的な 血 清型と され る 0 34 塾 に 該当 し

た株の 多く (80 %) は α肋J 型 で あ っ た ･

以上 の 結果は へ モ リ シ ン 遺伝子型と 病原性 と の 関連を 示 酸す

るもの で あり
,
本 P C R 法に よ る へ モ リ シ ン 遺伝 子型別 が A ･

加 如 直 読 感染症 の 疫学的研究 ,
ま た 迅速診断法 と して 有益 な

手法とな り得 る こ と を 示 唆 して い る ･
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