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研究成果の概要（和文）： 

平成22～24年度に川崎病診断基準を満たして当院に入院した川崎病患児の内 58例か
ら、入院時に咽頭ぬぐい液を採取して、増菌培養し、DNA Mini Kit (QIAGEN)を用いて
全 DNA を抽出し、5 つの SAg(SPE-A, SPE-C, SPE-G, SPE-J, TSST-1)断片について PCR
で検討した。58 例中 7 例から SPE-G、6 例から SPE-J の遺伝子断片が検出された。1 例
からは SPE-G, SPE-J の 2 つの SAg 遺伝子断片が検出されており、58 例中 12 例(20.7%)
の咽頭ぬぐい液から GAS 由来のスーパー抗原遺伝子断片が検出された。この事実は再現
性のあるものであり、重要なデータである。しかも、これらのすべての症例においても、
咽頭培養からは GAS は検出されていない。従って、口腔・咽頭に存在するいかなる菌が
これらの SAg 遺伝子を保有するかは、非常に重要な点であり、本研究の主要テーマであっ
た。しかし、今回の研究において未だその菌種を同定するに至らなかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We collected the samples of throat swab from 58 patients who met the diagnostic criteria for 

Kawasaki disease and were admitted to our hospitals. Bacteria from throat swab were cultured in 

liquid culture solution (Brain-Heart-Infusion). We extracted total DNA from those bacteria using 

DNA Mini Kit (QIAGEN). Using total DNA extracted from bacteria as a template, polymerase 

chain reaction (PCR) was performed for 5 SAg genes– streptococcal pyrogenic exotoxin type 

A(SPE-A), SPE-C, SPE-G, SPE-J, and toxic shock syndrome toxin-1 (TSST-1). SPE-G gene and 

SPE-J gene were detected in 7 and 6 of 58 patients, respectively. Both SPE-G gene and SPE-J gene 

were detected in one of 58 patients. Thus, gene fragments of superantigens derived from group A 

streptococcus (GAS) were detected in the samples of throat swabs from 12 of 58 patients (20.7%). 

These results were reproducted and very important. However, GAS was not detected from any 

patients in whom SPE-G and SPE-J gene were detected. Thus, it is very important point and the 

theme in this study that any kind of bacteria have these superantigen genes. Unfortunately, we 

could not isolate the bacteria in this study. 
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１．研究開始当初の背景 

川崎病は疫学上、地域・時間集積性を認
め感染性因子の関与が疑われてきたが、病原
性を有する一定の感染性因子を分離できず、
今なお原因不明である。我々は、川崎病患児
の便中 DNA から S.pyogenes(GAS)が保有す
るスーパー抗原(SAg)遺伝子を有意に多く検
出することを明らかにした (J Pediatr 

2009;155:266-270)。 

 

２．研究の目的 

今回、この新たな知見に基づいて、口
腔・咽頭に存在し、病原性を想定されてこな
かった常在菌(主にレンサ球菌)に SAg 遺伝子
が tranfer されている可能性を想定し、その
SAg と細菌種を同定することが目的である。 

 

３．研究の方法 

1) 検体収集： 
対象となる小児の口腔・咽頭ぬぐい液を採取
する。 
2) 口腔・咽頭ぬぐい液の培養と得られた培
養液から細菌 DNA の抽出 

1) 得られた口腔・咽頭ぬぐい液を液体培
地(Brain-Heart Infusion Broth, 
Trypticase- Soy Broth 等)で嫌気・好気培
養で増菌を行う。＊予期される問題点に対す
る配慮、問題が生じた時の対応策：目的とす
る SAg 遺伝子はプロファージの形で細菌染
色体中に組み込まれている可能性が高いの
で、目的とする遺伝子をより確実に増幅する
目的で、増菌中(log phase)にマイトマイシ
ンを添加することも考慮している。 
3)  上記で得られた口腔・咽頭培養液から、
DNA Mini Kit (QIAGEN)を用いて全 DNA 
を抽出し、PCR 使用時まで-20℃で保存する。 
4) PCR による SAg 遺伝子の増幅 
3)から得られた細菌由来の DNA を用いて以
下の SAg 遺伝子について検討する。 
① 今回検討する予定の SAg は、申請者らが
すでに便中の SAg 遺伝子で検討した SPE-A, 
SPE-C, SPE-G, SPE-J である。それぞれの SAg
の特異プライマーを設定して、遺伝子増幅を
行う(J Pediatr 2009;155:266-270)。 
②陽性コントロールは、SPE-A, G, J は理化
研の JCM No.5674(St.pyogenes)、SPE-C は
ATCC No.700294(St.pyogenes)、TSST-1 は
ATCC No.51651(St.aureus)から DNA を採取し
て用いる。 
5) 細菌の菌種同定: 
① 4)で SAg 遺伝子が増幅された場合に、増
菌された液体培地中のその SAg遺伝子をもつ

細菌が含まれると予測される。これを分離同
定するために、各種寒天培地(選択培地も含
む)に液体培地の菌を散布し培養する。得ら
れたコロニーの 1つ１つの DNA を簡易法で抽
出し、4)で陽性となった SAg 遺伝子の有無を
PCR で確認する。 
② 上記で陽性となった細菌の菌種を同定す
るために、コロニーから得られた DNA を 
用いて 16S rRNA 遺伝子のシークエンス解析
を行って菌種を最終的に同定する。 
 
４．研究成果 

当院に入院した川崎病患児の内 58例から、
入院時に咽頭ぬぐい液を採取して、増菌培養
し、DNA Mini Kit (QIAGEN)を用いて全 DNA
を抽出し、5 つの SAg(SPE-A, SPE-C, SPE-G, 
SPE-J, TSST-1)断片について PCR で検討した。
58 例中 7 例から SPE-G、6 例から SPE-J の遺
伝子断片が検出された。1 例からは SPE-G, 
SPE-J の 2 つの SAg 遺伝子断片が検出されて
おり、58 例中 12 例(20.7%)の咽頭ぬぐい液か
ら GAS 由来のスーパー抗原遺伝子断片が検出
された。しかしながら、これらのスーパー抗
原遺伝子を保有する菌・菌種の同定に至らな
かった。 
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