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研究成果の概要（和文）： 

皮膚科外来患者由来 MRSA の性状および PVL の保有を検討し、市中感染型 MRSA に多い SCCmec
を保有する株が多く分離されることを明らかにした。得られた PVL 陽性株を分子疫学的に解析

した結果、米国、インド、台湾などの諸外国からの持ち込みと思われる PVL 陽性株と我が国特

有と思われるものの存在を明らかにした。インドおよび台湾由来と推定される PVL 陽性株は

group３に属する新規 PVL ファージを保有していることを明らかにした。小児及び成人血清中の

黄色ブドウ球菌及び PVL に対する抗体値を作成し、小児の場合、抗体価が低い場合が多いこと

を確認した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The majority of MRSA strains isolated from outpatients of dermatology carried types 
IV or V SCCmec elements, which are characteristic in community-acquired MRSA strains. 
PVL positive isolates were roughly classified into two, the international clones that 
might be imported from other countries, e.g., US, India, or Taiwan, and the domestic 
clones. 
Two novel PVL phages belonging to group 3 siphoviridae were identified in two 
international clones, ST59 and ST772. Titers of anti-PVL as well as 
anti-staphylococcus aureus  antibodies in the sera of children were lower than those 
of adults, suggesting that it might be a reason that life-threatening infection was 
occurred among children. 
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１．研究開始当初の背景 

MRSAは院内感染の代表的原因菌として知

られてきたが、近年では市中感染症から

も数多く分離される。2000年代にはいる

と、米国を始めとして、それまでにMRSA

分離率の低かったデンマーク、オランダ

などでも、市中感染型MRSA

（community-associated MRSA; CA-MRSA）

が顕著に増加してきた。米国やヨーロッ

パ諸国のCA-MRSAはPanton Valentine 

Leukocidine (PVL)と呼ぶ白血球溶解毒素

を産生することも、その特徴の一つであ

る。米国の代表的CA-MRSAはパルスフィー

ルドゲル電気泳動（PFGE）にてUSA300及

びUSA400と分類される泳動パターンを示

すPVL陽性MRSAである。特にUSA300クロー

ンは出現して間もなく全米へ急速に広ま

り、病院感染からも分離される事態とな

り、米国で大問題となった。CA-MRSAは皮

膚及び軟部組織感染症から数多く分離さ

れるが、まれに壊死性肺炎、壊死性筋膜

炎や敗血症性関節炎などを起こし、重症

化し、死亡することがありその病原性の

解明と対処法の確立が急がれている。 

 PVL遺伝子はバクテリオファージにコ

ードされている。世界のCA-MRSA株及び我

が国の1980年代分離株に於いては２種類

のPVLファージ、６角形の頭部を持つもの

（phage 108タイプ）と長円形の頭部を

持つもの（phage 2958タイプ）とが存在

することが知られていた。 
 
 
２．研究の目的 

現在の我が国でのPVL陽性MRSAの広まり

を調査し、PVLの病原性への関与を菌と宿

主との相互の視点から解析する。具体的

には以下のことを目的とした。 

（１）順天堂病院皮膚科外来MRSAの継続

的解析： 

（２）他施設で分離されたPVL陽性株を含

めたPVL陽性株を分子疫学的に解析し、

1980年代に日本に蔓延していたPVL陽性

株の子孫であるか、米国、台湾などの諸

外国の株の持ち込みであるかを明らかに

する。（３）PVL産生量を測定する。（４）

PVL陽性菌の産生する毒素の作用をCell 

sorterを用いて測定する。細胞としては

ヒト多形角白血球（Polymorphonuclear 

Leukocyte; PMN）および肺培養細胞検討

する（５）小児と成人のPVLに対する感受

性の比較するため、抗体価の測定を行う。 
 
３．研究の方法 

順天堂病院本院、浦安病院、静岡病院、

練馬病院の皮膚科外来患者由来株を入手

する。 

（１）PVL遺伝子の保有及びSCCmecタイプ

を決定する。PVL陽性株及び新規SCCmecを

保有する株についてコアグラーゼ型、spa 

type、MLSTを決定する。 

（２）DENKA生研の開発したラテックス凝

集反応を用いてPVL産生量を測定する 

（３）PVLファージの塩基配列 

（４）肺培養細胞を使用した細胞壊死測

定システムの開発 

（５）PVL抗体の測定を倫理委員会に申請

する。小児科医師、総合診療科医師の協

力の下に患者血清を収集し,酵素抗体法

にて抗体価を測定する。 

 
４．研究成果 
 
（１） 皮膚科外来患者由来株の解析 
 
[１] 順天堂病院皮膚科外来患者由来 93
株を本郷(2009-2010 年 13 株、2011 年 61
株)、練馬（３株）、静岡（9 株）、浦安（7
株）の各病院より御分与いただき、PVL
遺伝子の保持を検討した。PVL 陽性株は
93 株中１株であった。 
[２] そこで 2007-2008 年に順天堂病院
皮膚科外来患者より分離された 3 株を合
わせた計４株を PVL 陽性株として解析し
た。解析した結果、JCSC7483 株は ST8 で



USA300 と判断され、JCSC9076 は ST8 であ
るが USA300 とは異なると判断され、
JCSC7481株は ST772でベンガルクローン
と判断され、JCSC7472 は ST30 で我が国
に従来より蔓延していたと判断された。 
[３] 93 株の MRSA 株はすべて mecA 遺伝
子を保持していた。このうち SCCmec のタ
イプの解析が終了した42株では、type I, 
II, IV, V の SCCmec が検出され多様な
SCCmec を持つ事が確認された。もっとも
多いのは type II 株は 20 株（48％）で、
次いで、Type IV 株、13 株（31％）、Type 
V、5 株(12％)であった。typeIVSCCmec の
中には新規サブタイプのものも存在した
ため、これらのうちの３株を選んで
typeIVSCCmec の全塩基配列を決定した。
同時に表皮剥奪性毒素遺伝子（eta 及び 
etb）と毒素性ショック症候群遺伝子
（tst）の検出を試み、表皮剥奪性毒素遺
伝子は特定の染色体タイプの株のみ保持
していることが確認された。また typeIV 
SCCmec をもつ ST8株で tst遺伝子を持つ
数株が確認された。これは tst をもつｹﾞ
ﾉﾑアイランドが転移したことを示唆して
おり、今後の更なる解析が必要と思われ
る。 
 
2。ラテックス凝集反応による PVL 産生量
の測定。 
 
当教室の保存株より、PVL 遺伝子保有株
54 株(MRSA46 株、MSSA8 株)を使用し，デ
ンカ生研にて開発されたラテックス凝集
反応にてその産生量を測定した。BHI ブ
イヨンで培養した場合 PVL 陽性株はすべ
てその産生がラテックス凝集反応にて陽
性となったが、PVL 産生量は菌株により
異なっていた。54 株中 49 株(90%)は凝集
素価で 8-32 の範囲であり、5 株が>256 以
上の価を示した。米国の代表的市中感染
型 MRSA 株や近年の順天堂病院分離株の
PVL 産生量は前者に属し、後者の>256 以
上の多量にPVLを産生した株は1980年代
の分離株であった。 
 
3。PVL ファージの塩基配列の決定 
  
日本及び台湾で分離されたPVL陽性 ST59
株のもつ PVL ファージの塩基配列を決定
し、これまでに報告された PVL ファージ
とは異なる第３のグループに属すること
を見いだし、報告した。加えて、アフリ
カのチュニジアで分離された ST80 株の
もつ PVL ファージが米国で蔓延する市中
感染型 MRSAUSA400 の持つファージと殆
ど同じであること、我が国で分離された
USA300とは異なるST８株のもつPVLファ

ージも米国で蔓延するPVL陽性 ST８MRSA 
(USA300)と同じであることを明らかにし
た。これまでの研究は近年出現した市中
感染型 MRSA はそれぞれの地域で別個に
PVL ファージを持つ菌が出現したことを
示唆する。 
 
 
５。肺培養細胞の実験系の確立 
 
ヒト肺胞上皮細胞 II 型、正常ヒト気管支
上皮細胞を用いて検討したが、これらの
細胞に対して PVL の作用は見られなかっ
た。今後他の培養細胞を用いた系を引き
続き検討する予定である。 
 
 
６。血清中の抗体価の測定 
 

「ヒト血清中の Panton-Valentine 型ブ

ドウ球菌白血球溶解毒素に反応する抗体

量の検討」の課題で病院倫理委員会の承

諾を得、順天堂病院小児科、順天堂病院

総合診療科の医師の協力で小児、成人の

血清を御分与いただいた。小児血清 26
検体、成人血清 30 検体を用いて PVL タ

ンパクおよび黄色ブドウ球菌菌体に結合

する IgG の量を ELISA にて測定した。

結果は図 1 に示す。成人の場合、PVL お

よび黄色ブドウ球菌菌体に反応する IgG
の量は比較的均一であり、100 倍希釈し

た場合でも ELISA にて強い反応を示す

血清が殆どであった。これに対して、小

児の場合、PVL および黄色ブドウ球菌菌

体に反応する IgG の量は、成人の場合よ

りも多いと判定されるものもある一方、

非常に少ないものもあった点が注目に値

した。特に PVL に対する抗体価も黄色ブ

ドウ球菌に対する抗体価も低い３名の小

児がいた。このことは、このような小児

に PVL 産生黄色ブドウ球菌が感染した

場合に、非常に重篤になる可能性を示唆

している。 
図１ 精製 PVL を用いた ELISA 結果 



横軸は検体番号を縦軸は 15 分後の

OD405nm の吸光度を示す。 
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