
Broth Direct-PCR法によるMRSA薬剤耐性遺伝子

mecAの迅速検出

片野秀樹 ・横山久美 ・武井 泰 ・築地真実 ・松木秀明

Broth Direct-PCR for Rapid Detection ofAntibioticResistanceGenes

in Methicillin-Resistant (MRSA)

HidekiKATANO ,KumiYOKOYAMA ,YasushiTAKEI ,

MamiTSUKIJI and HideakiMATSUKI

抄録>

ポリメラーゼ連鎖反応（Polymerase Chain Reaction:PCR）法によってメチシリン耐性黄色ブドウ球菌

（methicillin-resistantStaphylococcus aureus:MRSA）の遺伝子検出を迅速、簡便に行う新たな方法として、

DNA抽出操作なしに培養後のブロスから菌体を直接反応液に添加する Broth direct-PCR（BD-PCR）法を

検討した。操作方法は、添加する菌量を反応液50μl当たり10 ～10 に希釈した菌液3μlを使用すること

によって再現性の良い結果が得られることを見出した。具体的には、培養後のブロスを10 から10 まで

希釈した培養液各3μlを PCR反応液（Taqポリメラーゼおよび２種類のプライマー含有）に加え、94℃・5

分→ (94℃・30秒→ 55℃・30秒→ 72℃・60秒）を１サイクルとして30サイクルの条件で PCRを行った。

その結果、MRSA薬剤耐性遺伝子mecA が BD-PCR法によって迅速かつ簡便に再現性よく検出することを

見出した。
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Ⅰ．はじめに

メチシリン耐性黄色ブドウ球菌（methicillin-resis-

tant Staphylococcus aureus:MRSA）はペニシリン耐性

黄色ブドウ球菌に有効なβ-ラクタム剤であるメチシリ

ンに耐性を獲得した黄色ブドウ球菌のことである。

MRSAの病原性は常在菌である黄色ブドウ球菌と同等

であり、健常者に感染しても症状は比較的軽微なことが

多い（平松、1992）。しかし、乳幼児、高齢者、免疫不

全患者などにMRSAが感染するとMRSA腸炎や敗血

症などを引き起こして死に至る場合もある（清水、

1992：坂田、2001：那須、1992）。したがって、MRSA

が医療現場で蔓延すれば深刻な事態に陥ることから、院

内感染において最も注意を払わなければならない細菌の

一つである（加藤ほか、1996）。このため多くの医療現

場では、MRSAの伝播を予防することが最優先となっ

ており、予防手段の一つに迅速ポリメラーゼ連鎖反応
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（PolymeraseChainReaction:PCR）法によってMRSA

のスクリーニングが実施されている（北川ほか、1992）。

従来から行われているPCR法では、MRSA のコロ

ニーから鋳型DNAを抽出・精製して用いていた。しか

し、この方法ではDNA調整に時間と手間が費やされて

いた。このため、DNAの検出を迅速、簡便に行う方法

としてDNA抽出操作を省略し、滅菌爪楊枝を用いてコ

ロニーを直接反応液に添加するコロニーダイレクト

PCR（CD-PCR）法が考案された（片井ほか、2004）。

この方法は一般的に E.coliなどのグラム陰性菌におい

て用いられているが、黄色ブドウ球菌などのグラム陽性

菌では再現性が低いため、これまで不向きと報告されて

いた（土崎ほか、2000）。その後、Taqポリメラーゼの

代わりに高性能のDNAポリメラーゼ（KOD-Plus-

DNA Polymerase）を用いたコロニーダイレクトPCR

法によって、グラム陽性菌でも高い再現性が得られたと

土崎らは報告している（土崎ほか、2000：Tsuchizaki

et al.2001、片井ほか、2004）。しかし、高性能のDNA

ポリメラーゼは従来のTaqポリメラーゼと比較すると

高額で、操作方法も簡便ではない。

そこで、われわれは従来から用いている安価で簡便な

Taqポリメラーゼを使用して、再現性の高いMRSA薬

剤耐性遺伝子mecAの新しい迅速検出法を検討した。

Ⅱ．材料及び方法

［供試菌］

当研究室で継代培養され、薬剤感受性試験によってオ

キサシリンに対して耐性で、PCR法によってMRSA

耐性遺伝子mecAの増幅が認められた臨床分離株

MRSAを用いて検討した。

［mecAの検出］

供試菌であるMRSAをハートインフュージョン寒天

平板培地（HI：日水製薬）で分離培養、生育したコロ

ニーを白金線で釣菌し、ハートインフュージョン液体培

地（HIブ ロ ス：Difco社）100mlに 植 菌、37℃、

15～18時間好気的に培養後、このHIブロス（O.D.値＝

0.907～0.977, A ）を 用いて MRSA耐 性遺伝子

mecAの確認を行った。以下にmecA確認方法の詳細を

示す（図１）。mecAの増幅に用いたプライマーは、5’-

GGTGGTTACAACGTTACAAG-3’と 5’-GCATT-

GTAGCTAGCCATTCC-3’である（TaKaRa）。Taq
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図１ ブロスダイレクト法
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図２ 異なった菌体量における BD-PCR法によるmecAの検出

C:1Kb DNAladder,bp:basepair
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polymeraseにはTaKaRaTaq （TaKaRa）を使用し、

PCR反応液は50μlで調整した（PCRBuffer5μl、dNTP

Mixture 4μl、２種類のプライマー各1μl（50pmol）、

Taq 0.25μl、滅菌milliQ38.75μl）。PCR反応には、

培養後のHIブロス（1ml）を滅菌HIブロス（9ml）

を用いて10 ～10 まで10倍階段希釈し、各々の希釈

液1μl、2μl、3μlを反応液に直接添加し、PCR用サー

マルサイクラー（GeneAmp PCR System 2400：PER-

KIN ELMER, USA）を用いて実施した。PCRの条件

は、94℃、30秒（変性）、55℃、30秒（プライマー結

合）、72℃、1分（伸展）を１サイクルとして30サイク

ル行った。PCR反応産物試料5μlに loading buffer1μl

を加え、染色液ゲルスター（TaKaRa）含有電気泳動

用アガロースゲルのウェルに試料5μlを添加して20分間

泳動後、UVトランスイルミネターを用いて写真撮影を

行って623bpのMRSA耐性遺伝子mecAを確認した

（森脇、2003：武井、2006）。

Ⅲ．結 果

１．異なった菌体量における BD-PCR法によるmecA

の検出

PCR反応液へ添加する原液および各希釈液の菌体量

を1μl、2μl、3μlとしてPCRで実施した結果を各々図

２A、図２B、図２Cに示した。その結果、添加菌体量

1μl（図２A）における増幅バンドは、原液および各希

釈液で認められたが、増幅バンド検出の再現性は不安定

であった。添加菌体量2μl（図２B）における増幅バン

ドは、原液では認められず、希釈液10 、10 、10 で

確認されたが、添加菌体量1μlと同様に増幅バンド検出

の再現性は不安定であった。添加菌体量3μl（図２C）

における増幅バンドは、原液では確認されず、希釈液

10 ･10 ･10 で検出され、いずれの希釈液でも再現性

が安定していた。

２．異なった菌体量におけるMRSA耐性遺伝子mecA

の再現率

PCR反応液へ添加する原液および各希釈液の菌体量

を1μl、2μl、3μlとしてPCRで実施した後における

MRSA耐性遺伝子mecAの再現率を表１に示した。そ

の結果、添加菌体量1μlにおける原液および各希釈液の

再現率は0～82%であった。添加菌体量2μlにおける原

液および各希釈液の再現率は10 希釈液で100%であ

ったが、原液および他の希釈液では18～82%であった。

添加菌体量3μlにおける原液および各希釈液の再現率は

希釈液10 、10 、10 で100%であったが、原液お

よび希釈液10 では８%であった。

Ⅳ．考 察

本研究ではMRSAを対象に薬剤耐性遺伝子mecAの

PCRによる検出の簡便化と迅速化を目的として、DNA

抽出操作なしに培養後のブロスから菌体を直接反応液に

添加するBD-PCR法を検討した。その結果、10 、

10 、10 の希釈液3μlを反応液に添加するとTaqポ

リメラーゼを用いても再現性良く遺伝子の有無を迅速に

検出することが、明らかになった。

菌体中には、PCRに阻害的な成分が含まれているた

め直接反応液に菌体を添加する方法では、PCRスター

ト時点の加熱により鋳型として必要量のDNAが溶出

し、菌体成分がPCRを阻害することが報告されている

（土崎ほか、2000）。従って、菌体成分を阻害しない程度

の添加菌量が必要であると考えられる。

本実験では、添加量が1μl、2μlと微量な場合には測

定手技による誤差が発生しやすく、再現性が不安定であ

った。

一方、添加量3μlの場合には、測定手技による添加量

の誤差も少なくなり、高い再現性が得られた。この事か

ら、添加量が微量な場合には、測定手技の誤差が発生し

やすいことが考えられる。

また、原液や低濃度（10 ）の培養液3μlを反応液へ

添加した場合におけるmecAの再現率は、増幅バンド

の出現が不安定であった。つまり、原液では、阻害的成

分を持つ菌体量が多く存在したためPCRの反応に再現

性が得られなかったと推測された。一方、低濃度では、

PCRの反応に必要な菌体量が不足したためであると考

表１ 異なった菌体量におけるMRSA耐性遺伝子mecAの再現率 (％)

添加量 10 10 10 10 10

1μl 73 82 55 64 0

2μl 27 82 100 73 18

3μl 8 100 100 100 8

n＝11
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えられた。この我々の成績は、土崎らの報告を裏付ける

結果となった。

グラム陰性桿菌で常用されているCD-PCR法におい

ては、MRSA薬剤耐性遺伝子mecAの検出時に滅菌爪

楊枝を用いてコロニーを直接採取する際に熟練を要する

ことが報告されている（土崎ほか、2000）。

しかし、我々が用いた一定菌量（3μl）を添加する

BD-PCR法では、トレーニングを必要とせず、一定の

菌量を安定的に添加することができることから、誰でも

がより確実に再現性が得られる手軽で確実なPCR法で

あることが今回の結果から明らかになった。

また、一般的にPCR法では、DNAポリメラーゼと

して、Taqポリメラーゼが用いられているが、CD-

PCR法によってMRSAの耐性遺伝子であるmecAを

検出するにはTaqポリメラーゼは不適当であると報告

されている（土崎ほか、2000）。

しかしながら、我々の確立した、BD-PCR法では、

Taqポリメラーゼを用いても、安定的に標的遺伝子で

あるmecAを得ることができた。従って、高価で高性

能なDNAポリメラーゼを使うことなく安価で一般的な

Taqポリメラーゼでも確実にMRSA耐性遺伝子である

mecAを検出することができることが明らかになっ

た。

以上のことから、我々の考案した迅速・簡便なBD-

PCR法を活用することによって、医療現場で蔓延して

いるMRSAのスクリーニングに役立つことが期待でき

る。

さらにより迅速で簡便なスクリーニング用のBD-

PCR法の確立を現在検討中である。
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Abstract

WeexaminedBROTH-DIRECT PCR thatdoesnotusethepreparedtemplateDNAbutintactcells

as the template DNA source for the rapid,simple and reproducible detection ofantibiotic resistance

genes in strains ofmethicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA).

In practice,it was performed PCR in a condition of30cycles for1cycle(94℃,30sec.→ 55℃,30

sec.→ 72℃,60sec.)following thefirstheating (94℃,5min.)aswellasaPCRreaction(Taqpolymerase

andtwotypesofprimercomponents)withforeach3μlculturemediumwhichdilutedbrothafterculture

from10 to10 .Thismethodwassimpleandeasy,addthattheresultwasingoodamplificationofthe

targetmecA whichwas anMRSA drug tolerancegene.

In addition,thismethodwas enough for reproducibility.

Keywords:BROTH-DIRECT PCR, BD-PCR, METHICILLIN-RESISTANT STAPHYLOCOCCUS

AUREUS (MRSA)
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