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___________________________________________________________________________ 

Abstract: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is a multidrug-resistant pathogen and 

causes nosocomial infections. Community-acquired MRSA (CA-MRSA) shows a higher virulence than 

hospital-acquired MRSA (HA-MRSA). The number of CA-MRSA isolated in clinical practice has 

increased recently. We isolated 83 and 63 MRSA strains in Tsuyama Chuo Hospital from October 2011 

to May 2012 and January 2015 to March 2016, respectively. MRSA strains were classified using Phage 

Open-reading Frames Typing (POT) and their biofilm formation was measured. There were some MRSA 

strains isolated in both periods. The biofilm formation of CA-MRSA was higher than that of HA-MRSA 

(p < 0.001). We concluded that higher biofilm formation helped to CA-MRSA to colonize and affected 

the increase of the isolation.  
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緒言 

メチシリン耐性黄色ブドウ球菌 (Methicillin-

resistant Staphylococcus aureus; MRSA)は院内感染

の代表的な原因菌であり，多くの抗菌薬に耐性を
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示す多剤耐性菌として知られている．厚生労働省

院内感染対策サーベイランス(Japan Nosocomial 

Infections Surveillance; JANIS)の 2014 年報による

と，MRSAは集計対象医療機関全てから検出され

ており，全黄色ブドウ球菌中に占める MRSA の

割合は近年減少傾向にあるものの 49.1%と高い

割合で検出されている 1)． 

MRSAに関する薬剤耐性機構や産生毒素、遺伝

子等の解析は数多く行われているが，臨床分離株

を用いた総合的解析は実施されていない 2)．その

背景として，標準株と異なり臨床分離株は様々な

遺伝的背景を有すること，分離される患者背景も

様々であり，解析結果を単純に比較することがで

きない，などが挙げられる．代表的な分子疫学的

解析法として Pulsed-Field Gel Electrophoresis 

(PFGE)，multilocus sequence typing (MLST)，spa 

typing， staphylococcal cassette chromosome mec 

typing (SCCmec 型)がある．MLST や PFGE 解析

は手技が煩雑であり，時間やコストがかかる，特

殊な機械が必要である，など様々な理由から臨床

現場で日常的に行うことは困難である 3),4),5)．ま

た， spa typing は日本での報告数は少ない．

SCCmec 型は現在までに I～VIII の 8 つの型が報

告されており 6)，日本では主として SCCmec I～V

型が分離される．また，SCCmec  I～III 型は院内

感染型 MRSA (HA-MRSA)から，SCCmec VI 型と

SCCmec V 型は市中感染型 MRSA (CA-MRSA)か

ら分離されることが知られている 7)．  

Phage Open-reading Frame Typing (POT)法は愛

知県衛生研究所の鈴木匡弘らが開発した手法で

あり，短時間かつ簡便に再現性良く解析を行うこ

とが可能である 8)．POT 法は菌株毎に保有状態の

異なる Open Reading Flame (ORF)の保有パターン

を multiprex PCR によって検出することで菌株の

遺伝子型を検出する方法である．解析結果を数値

化し，POT値として表現することで同一菌株であ

るかを確認することができる．近年，臨床現場に

おいても MRSA 感染症集団発生時に実施する分

子疫学的解析法として POT 法を用いる施設が増

加してきている 9), 10)．POT 法は SCCmec 関連遺

伝子を検出するため，SCCmec 型が推定できる． 

本研究では一病院における MRSA 感染対策を

行うことを目的としており，簡便に MRSA の型

の判定ができる POT 法を用い，SCCmec 型から

CA-MRSA と HA-MRSA に分けて解析を行った．

それぞれの分離率とそれに関わる因子としてバ

イオフィルム形成能を測定した結果を報告する． 

 

方法 

菌株 

2011 年 5 月から 2012 年 11 月（第 1 期）およ

び 2015年 1 月から 2016年 1 月（第 2期）に津山

中央病院で分離された MRSA を用いた．バイオ

フィルム形成能の測定は標準株として MRSA  

N315 株を用いた． 

染色体 DNAの抽出 

DNA 抽出は、シカジーニアス DNA 抽出試薬

（関東化学株式会社）を用い，標準プロトコール

に従って行った． 

POT 法 

シカジーニアス分子疫学解析 POT キット（黄

色ブドウ球菌用）（関東化学株式会社）を用い，

取扱い説明書に記載されているプロトコールに

従って行った． 

POT 型の判定 

POT 法により検出される増幅産物は表 1 の通

り POT1，POT2，POT3に分類されており，目的

サイズのバンドの有無から POT 係数の合計を算

出し POT型を判定した．POT 型は POT1値-POT2

値-POT3 値で表現する． POT1 の値が MRSA の

型別に用いる SCCmec 関連の ORF を検出するた

め，SCCmec 型の推定が可能である．POT1 の値

が 64，70 は V 型，73，77，93 は II 型，98 は I

型，104，106，108，110 が IV 型となる．なお，

POT1 の値により SCCmec II 型と判定されたもの

を HA-MRSA，IV 型もしくは V 型と判定された

ものを CA-MRSAとした 11)． 
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表 1  検出 ORF の種類と PCR増幅産物サイズ 

 POT 

No. 

増幅 

サイズ 

(bp) 

 

ターゲット領域 
POT

係数 

R
ea

ct
io

n
 m

ix
tu

re
 1

 

femA 601 S. aureusの確認  

POT1-1 530 mecA 64 

POT1-2 449 class B *1 32 

POT1-3 355 Type II a *2 16 

POT2-1 304 Tn554 128 

POT2-2 271 プロファージ 64 

POT2-3 228 プロファージ 32 

POT2-4 197 プロファージ 16 

POT2-5 161 プロファージ 8 

POT2-6 131 プロファージ 4 

POT2-7 104 プロファージ 2 

POT2-8 81 Genomic island 1 

R
ea

ct
io

n
 m

ix
tu

re
 2

 

femA 601 S. aureusの確認  

POT1-4 477 ccrA2 *3 8 

POT1-5 388 genomic islet 4 

POT1-6 320 genomic islet 2 

POT1-7 273 class A *4 1 

POT3-1 243 プロファージ 64 

POT3-2 197 プロファージ 32 

POT3-3 171 プロファージ 16 

POT3-4 140 プロファージ 8 

POT3-5 115 プロファージ 4 

POT3-6 95 プロファージ 2 

POT3-7 78 プロファージ 1 

*1 mec gene complex class B, *2 SCCmec type IIa specific, *3 
cassette chromosome recombinase A2, *4 mec gene complex class 

A 

シカジーニアス®分子疫学解析 POT キット（黄

色ブドウ球菌用）取扱説明書（関東化学株式会社）

より抜粋 

 

 

MRSAの起因率の比較 

カルテ情報より①抗 MRSA 薬を用いた，もし

くは②カルテに起因菌として治療の旨を記載し

ていた，のいずれかに該当する場合に起因菌と判

断し，起因率を算出した．なお，HA-MRSAと CA-

MRSAの起因率をそれぞれで算出した． 

バイオフィルム形成能の測定 

N 培地で一晩振とう培養した MRSA を BHI 培

地で 100 分の 1 に希釈して O.D.=0.7 まで 37℃で

振とう培養した．この菌液をグルコース添加した

BHI 培地に 200 : l（グルコースの最終濃度：1%）

の割合で加え，96 穴平底プレートに移し 37℃で

48 時間静置培養した．形成されたバイオフィル

ムを 0.1%クリスタルバイオレット溶液で染色し

た後 DMSO で溶解させ，溶解液を 3 倍希釈して

O.D.570 を測定した．バイオフィルム形成能は

MRSA N315 株を 100%として算出した． 

統計解析 

 統計学的解析は JSTAT を用いて行った．F検定

により有意水準 5%で母分散が等しい場合

Student's t-testにより，母分散が等しいとみなせな

い場合 Whelch's t-test で検定した．p 値は両側検

定によって算出し，有意水準は p < 0.05 とした． 

倫理的配慮 

 本研究は，津山中央病院および就実大学の倫理

委員会の承認を得て実施した．患者情報は個人を

特定できないよう匿名化した． 

 

結果 

POT 型の判定 

図 1 に代表的な臨床分離株の POT 法の電気泳

動パターンを示した．臨床分離株 1～5 の POT 型

はそれぞれ 1: 10-191-112，2: 106-137-114，3: 106-

213-112 ，4: 106-9-2 ，5: 93-235-61 となった．し

たがって，臨床分離株 2，3，4 は SCCmec IV 型

で CA-MRSA，臨床分離株 5 は SCCmec II 型で

HA-MRSAと判定された．  

同様に，全ての臨床分離された MRSA につい

て POT型を判定した．第 1期に分離されたMRSA 

83 株のうち，HA-MRSA は 52 株，CA-MRSA は

31 株あり，CA-MRSA の占める割合は 37%であ

った．一方，第 2 期に分離された MRSA のうち

HA-MRSA は 21 株，CA-MRSA は 42 株であり，

CA-MRSAの割合は 67%であった．第 2期の CA-  
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図 1 POT 法の電気泳動パターン 

上段：Reaction mixture 1，下段：Reaction mixture 2，  

P.C.: positive control 

 

 

MRSA の割合は第 1 期よりも大幅に増加してい

た（表 2）． 

 

HA-MRSA と CA-MRSAの起因率の比較 

第 1 期は HA-MRSA の起因率が 25%，CA-

MRSA では 29%であり，両者の起因率に差はな

かった．第 2 期は HA-MRSA の起因率が 38%，

CA-MRSAでは 33%であり，第 2期においても両

者の起因率に差はなかった（表 2）． 

 

表 2 MRSAの分離数と起因率 

 第 1期 第 2期 

 分離数 

(%) 

起因菌数 

起因率(%) * 

分離数 

(%) 

起因菌数 

起因率(%) * 

HA- 

MRSA 

52 

(63) 

13 

(25) 

21 

(33) 

8 

(38) 

CA- 

MRSA 

31 

(37) 

9 

(29) 

42 

(67) 

14 

(33) 

全数 83 22 

(27) 

63 22 

(35) 

* HA-MRSAおよび CA-MRSA別の起因率を算出 

 

MRSA分離患者の年齢の比較 

各期間で MRSA が分離された患者の年齢を表

3 に示す．第 1期の HA-MRSAは 75.1 ± 15.1歳，

CA-MRSAは 61.6 ± 29.6歳であり CA-MRSAの方

が有意に年齢の低い患者から検出されていた（P 

< 0.05）．第 2 期においても HA-MRSA は 78.0 ± 

11.4 歳，CA-MRSAは 59.2 ± 31.2 歳であり，第 2

期においても有意に年齢の低い患者から検出さ

れていた（P < 0.05）． 

 

表 3 患者年齢 

 第 1期 

（歳） 

第 2期 

（歳） 
p 値 

HA-MRSA 75.1 ± 15.1 78.0 ± 11.4 < 0.05 

CA-MRSA 61.6 ± 29.6 59.2 ± 31.2 < 0.05 

Welch’s t-test; 平均値±標準偏差で示した 

 

長期間継続して分離される MRSA 

第 1 期と第 2 期で共通して分離された株の有

無を POT 型で検討した．結果を表 4 および表 5

に示す．HA-MRSAについては 4種の菌株が第 1

期と第 2 期で共通して分離された．一方，CA-

MRSAは，2 種の菌株が共通して分離された． 
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表 4 各期間で共通して分離された HA-MRSA 

POT 型 第 1期 

（分離数） 

第 2期 

（分離数） 

93-155-111 11 3 

93-191-103 10 4 

93-235-61 1 2 

93-255-61 3 1 

 

 

表 5 各期間で共通して分離された CA-MRSA 

POT 型 第 1期 

（分離数） 

第 2期 

（分離数） 

106-9-2 10 5 

106-9-80 3 3 

 

 

表 6 各期間のバイオフィルム形成能の比較 

 第 1期 

(%) 

第 2期 

(%) 
p 値 

HA-MRSA 28.0 ± 14.9 28.4 ± 16.6 < 0.001 

CA-MRSA 90.0 ± 31.6 68.6 ± 21.2 < 0.001 

MRSA N315株のバイオフィルム形成能を 100%としたときの

比(Student’s t-test): 平均値±標準偏差で示した 

 

 

 

図 2 第 2期の MRSAのバイオフィルム形成能 

 

 

分離株のバイオフィルム形成能 

MRSA の定着にかかわる因子としてバイオフ

ィルム形成能がある．そこで，各菌株のバイオフ

ィルム形成能を比較検討した．各期間でバイオフ

ィルム形成能を比較した結果，第 1 期の HA-

MRSA のバイオフィルム形成能は平均 28.0 ± 

14.9%，CA-MRSA は平均 90.0 ± 31.6%と CA-

MRSA の方が有意にバイオフィルム形成能が高

かった（P < 0.001）．また，第 2 期の HA-MRSA

のバイオフィルム形成能は平均28.4 ± 16.6%，CA-

MRSAは平均 68.6 ± 21.2%と，第 2 期においても

CA-MRSA の方が有意にバイオフィルム形成能

が高かった（P < 0.001）．第 2期のバイオフィル 

ム形成能を図 2 に示す． 

 

考察 

臨床分離されるMRSAの解析に POT法を用い

ることで比較的簡便に分子疫学的解析を実施す

ることができた．POT法は近年開発された新しい

方法であり，特に改良版が市販されて以降，研究

だけでなく臨床で徐々に利用されてきている．し

かし，従来の PFGE 法と比較すると臨床分離株を

用いた解析実施例が少なく，精度の検証やデータ

の蓄積が必要である．今回，2つの期間に臨床分

離されたMRSAについて POT法を用いて比較検

討した． 
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院内感染を引き起こす MRSA はこれまで HA-

MRSAが主流とされてきたが，CA-MRSAの検出

率が増加してきているという報告がある 12),13)．今

回，第 1 期は HA-MRSA の分離率の方が高かっ

たが，第 2 期は CA-MRSA の分離率の方が高く，

院内の主流な MRSA が HA-MRSA から CA-

MRSAに置き換わっていた． 

CA-MRSA は HA-MRSA と比較し各種抗菌薬

への感受性は高いものの，病原性が高いことが知

られており，比較的健康な若年の患者にも重篤な

感染症を引き起こすことがある 14),15),16)．今回の

結果で，CA-MRSAが比較的若年の患者から検出

されているが，起因率は HA-MRSAと差はなかっ

た．実際，CA-MRSAの中に米国で報告されてい

るような強毒株は，今回調べた中には存在してい

なかった．  

HA-MRSA と CA-MRSA のバイオフィルム形

成能を比較した結果，CA-MRSAのバイオフィル

ム形成能は極めて高かった． 

CA-MRSA の分離率の高さの理由の一つとし

てバイオフィルム形成能の高さが挙げられる． 

MRSA を含む黄色ブドウ球菌の感染経路の一つ

としてベッド柵やドアノブなどを介した接触感

染が挙げられる．特に入院患者は易感染状態にあ

る．カテーテルやペースメーカー，人工関節など

の医療デバイスの入った患者がバイオフィルム

形成能の高い CA-MRSA に感染すると治療が難

渋化し，患者への身体的負担が増加するのに加え，

入院期間の延長など医療費の増大にもつながる． 

さらに，今回調べた 2つの期間に同一菌株が継

続して分離されていた．バイオフィルム形成能が

高い CA-MRSA が増加すれば同一菌株による集

団感染が起こる危険性が高まる． 

津山中央病院における MRSA の分離率は減少

している．今回の結果から，院内感染対策の効果

により HA-MRSA が減少していることがわかっ

た．一方で，従来の院内感染対策ではバイオフィ

ルム形成能の高い CA-MRSA が排除されにくく，

分離率が相対的に増加したものと考えられる． 

今後は CA-MRSA の特性に合わせた院内感染

対策が必要になってくる．院内に定着する MRSA

を精査し，その性質を明らかにすることで効果的

な感染対策を考えていきたい． 
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