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Sixty-four Staphylococcus aureus isolates from the hands of study participants, food-
stuff, prepared food, cooking utensils, and cooking equipment at food preparation facilities

were genotyped by Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) analysis, Biased Sinusoi-

dal Field Gel Electrophoresis (BSFGE) and Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE).
The results of the genotyping revealed that  diffusion of S. aureus had occurred. S.

aureus originating from the hands of a study participant was transmitted to a cooking

knife and to prepared food (salad). Furthermore, another transmission was found by an un-

known person between a frying pan and a faucet.
The strains were divided into  11 different genetic types by RAPD analysis based on

two primers, and 12 different genetic types by BSFGE. The PFGE types were completely con-

sistent with the BSFGE types. The types obtained by both techniques were similar for all

strains examined. However, in RAPD typing, 8 types  (73%) were consistent with the PFGE
types, but the other 3 types were not consistent. RAPD provided less discrimination than

PFGE.
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緒 言

黄 色 ブ ドウ球 菌(Staphylococcus aureus)を 原 因 とす

る食 中 毒 は,お に ぎ りな どの穀 類 お よ び そ の加 工 品,弁

当,惣 菜 な ど複 合 調 理 食 品,菓 子 類 な ど の種 々の 食 品 に

よ る こ とが 報 告 され て い る20).食 品従 事 者 の衛 生 管 理 や

施 設 設 備 の改 善(機 械 化,自 動 化)が 進 み,食 中 毒 発 生

件 数 は減 少 傾 向 に あ る10).し か し,依 然 と して お に ぎ り

や弁 当 に よ り多 数 の患 者 が 発生 す る事 件 も しば しば見 ら

れ る.仕 出 し屋 や 飲 食 店 で 製 造 され る弁 当類 は手 作 業 で

調 理 さ れ る場 合 が ほ とん どで あ り,手 指 や器 具 ・機 器 か

らのS.aureus汚 染 を 確 実 に 遮 断 す る こ とが 求め られ

る.よ って,調 理 施 設 にお け るS.aureusの 汚 染 実 態,伝

播 実 態 を把 握 して お くこ と は食 中毒 予 防対 策 上 極 あ て重

要 で あ る と考 え られ る.作 業 者 の 手 指,ま な板,水 道 蛇

口 カ ラ ン,食 品 な ど に よ り病 原 菌 が 伝 播 す る こ と もモ デ

ル 実 験 で 示 され て い る3,15,16,31)が,実 際 の 調 理 作 業 で

S.aureusが 伝 播 す る実 態 を 把 握 した研 究 は少 な い12).

これ までS.aureusの 汚 染 経 路 な どの 解 明 に は コア グ

ラ ー ゼ型,エ ンテ ロ トキ シ ン(SE)型 な どが 利 用 され て

きた が,最 近 細 菌 感 染 症 の疫 学 調 査 や 汚 染 原 因 菌調 査 に

分 子 生 物 学 的手 法,す な わ ちDNAの 多 様 性 によ り分 類

す る遺 伝 子 多型 解 析 法 が多 用 さ れ て お り,特 に院 内感 染

S.aureusと して 問 題 に な る メ チ シ リン耐 性 菌(MRSA)

の 疫 学 的 研 究 に つ い て は顕 著 で あ る1,2,11,22,23).

S.aureusの 遺 伝 子 多 型解 析 法 に は,Randomly Am-

plmed Polymorphic DNA analysis(RAPD)法(ま た は

AP-PCR法)1,5,23),パ ル ス フ ィ ー ル ドゲ ル 電 気 泳 動

(Pulsed-Field Gel Electrophoresis,以 下PFGE)

法9,22,23,26),Multilocus Sequence Typing (MLST)

法6,29),リ ボ タイ ピ ング法9,21,22),Insertion Sequence

(IS)タ イ ピ ング法4,30),Amplified Ribosomal DNA Re-

striction Analysis (ARDRA)法7)な ど が用 い られ て い

る.

PFGE法 に よ る型 別 は多 数報 告 され,そ の妥 当 性,安

定 性,再 現 性 が 高 く評 価 さ れ て お り14,23),本 法 は泳 動 原

理 別 にCHEF(Contour-clamped homogeneous elec-

tric field gel electrophoresis)法,バ イ ア ス正 弦 電 場 ゲ

ル電 気 泳 動(Biased sinusoidal field gel electrophore-

sis,以 下BSFGE)法13)な ど7つ に分類 され て い る.

本 研 究 の 目的 は,環 境 由 来 のS.aureusが 実 際 の調 理

作 業 中 に伝 播 す る実 態 を 把 握 し,そ の動 態 を明 らか にす

る こ と,そ して伝 播 実 態 調 査 に お け る遺 伝 子 多 型 解 析 法

の有 用 性 を評 価,検 証 す る こ とで あ る.

材料および方法

1. S.aureusの 分離

調理実習生8グ ループ26名 が使用 した実習室の各部

所および実習生についてS.aureusの 分離を行 った.調

理前および調理中の実習生の手指か らの試料採取 はグ

ローブジュース法28)により行 った.食 品原材料28種,

調理済み食品26検 体は常法17)により一定量を採取,水

道カラン,フ ライパ ンなどの実習設備および器具はふき

取 り法により,ま た,包 丁と菜箸については滅菌処理 し

たものを実習生に使用させ,こ れを滅菌バッグに入れ,

グローブジュース法と同様にサンプ リング液を加えて器

具表面を十分に洗い,こ れを試料液として用いた.

2. 分離培養

得 られた各試料液 は10倍 段階希釈 し,卵 黄加マ ン

ニット食塩培地(日 水製薬)に0 .1ml塗 抹後,35℃,48

時間培養を行 った.黄 色で光沢の白濁環を示す集落を釣

菌,純 培養を行 った.

3. S.aureusの 同 定

分 離 菌 株 を グ ラ ム 染 色(B&M山 中 変 法;Merck

Japan),コ ア グ ラー ゼ試 験(ウ サ ギ プ ラズ マ栄 研;栄 研

化 学)を 行 い,さ らに本 菌 同 定 キ ッ ト(APISTAPH; Bio-

merieux)を 用 いてS.aureusの 同定 を行 っ た.分 離 した

菌 株 は遺 伝 子 多 型 解析 を行 うま で 一80℃ 冷 凍 庫 で保 存

した.

4. RAPD法

(1) 使 用 プ ライ マ ー

10塩 基 の オ リゴ ヌ ク レオ チ ドプ ラ イ マ ーA-032):5'-

AGTCAGCCAC-3'とF-042):5'-GGTGATCAGG-3'

(RAPD 10 mer Kits; QIAGEN)を 使用 した.

(2) ゲ ノ ムDNAの 調 製

分 離 したS.aureusをTSB寒 天 培 地(日 水 製 薬)に 塗

抹 し,一 夜 培 養 後 形 成 した 集 落 か ら一 白 金 耳 量 を 採 取

し,「Genと る君TM(酵 母 用)」(TaKaRa)を 用 いて ゲ ノ

ムDNAを 分 離 し た.分 離 ゲ ノ ムDNAはTEバ ッ

フ ァー(10mM Tris-HCl,1mM EDTA;シ グ マ アル ド

リッチ ジ ャパ ン)に 溶 解 し-20℃ で 保 存 した.

(3) PCR反 応

AccuPower(R)PCR PreMix(TagDNA polymerase:1

U, dNTP:250μM,Tris-HCI(pH9.0):10mM, KCI:40

mM, MgCl2:1.5mM;Bioneer)に ゲ ノ ムDNA10μl,40

pmolの プ ライ マ ーA-03ま た は プ ライ マ ーF-04 1μl,5

mMMgCl2 1.2μlと 蒸 留 水 を加 え 総 量20μlと した.

PCR反 応 液 中 のMgイ オ ン濃 度 につ いて は1.5,2.0,3.0,

4.0mMの 各 濃 度 で 予 備 試 験 行 い,3.0mMお よ び4.0

mMで 良 好 な泳 動 像 が 得 られ る こ とを確 認 した の ち3.0

mMを 用 い た.PCR反 応 はEZcycler(EZC-96,旭 テ ク

ノ グ ラス)を 用 い,藤 本 らの方 法5)に準 じて行 った.PCR

増 幅 物 の 確 認 は,2.0%ア ガ ロ ー ス ゲ ル(AgaroseH14

「TAKARA」;TaKaRa)で 電 気 泳 動(分 子 量 マ ー カ ー:

PCR Markers(50-2,000bp);Novagen)し,エ チ ジウ ム

ブ ロマ イ ド(0.5μg/ml)で20分 間 染 色 し,精 製 水 で30

分 間 脱 色 後撮 影 に よ り行 った.
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5. BSFGE法

分 離 菌 株 をSCD寒 天 培 地(日 水 製 薬)に 塗 抹 後 一 夜

培 養 した.形 成 集 落 の 一 白金 耳 量 をTSB培 地(栄 研 器

材)に 接 種 し,5時 間 培 養 後,遠 心 分 離(8,000rpm ,10

分 間)を 行 い,沈 査 に0.5MEDTAを 加 え,次 いで リゾ

ス タ フ ィ ン(SIGMA)と アガ ロー ス(BMA)を 加 え て ,鋳

型 で ブ ロ ッ クに 固め た.こ の ブ ロ ック に溶 菌 液(リ ゾス

タ フ ィ ン+0.5MEDTA(和 光 純 薬 工 業))1mlを 加 え,

37℃ で 一 夜 保 存 して 溶 菌 させ た.次 に,タ ンパ ク質 分 解

液(プ ロテ イ ナ ー ゼK(Sigma)+1%N-ラ ウ ロイ ル サ ル

コ シ ンナ トリウ ム(Sigma)+0 .5MEDTA)に 置 換 し,

500Cで8時 間反 応 さ せ た後,TEバ ッ フ ァー に置 換 し

て,プ ロ テイ ナ ーゼKを 不 活 化 させ た .

ブ ロ ッ ク を 氷 上 で 制 限 酵 素 用 バ ッ フ ァ ー(SmaI

buffer;TOYOBO)で30分 間 振 と う した後,SmaI処 理

(30℃,16時 間)を 行 った.

次 に,こ の ブ ロ ッ クを1%電 気 泳動 用 ア ガ ロー ス ゲ ル

(SeaKemGTG;BMA)に セ ッ ト しTBEバ ッ フ ァ ー

(4.45mM Tris-borate,1mM EDTA;シ グ マ アル ド

リ ッチ ジ ャパ ン)中 で 泳動(GENOFIELD;ATTO)を

行 った.泳 動 はDC=42V,AC=250V,start=0.01Hz,

end=0.2Hzの 条 件 で20℃ ,24時 間行 った.な お,DNA

分 子 量 マ ー カ ー と し て λ-DNA(Lambda DNA Lad-

ders;CAMBREX)と λ-HindIII digest (TaKaRa)を 用

い た.

泳 動 後 ゲ ル は エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド(0.5μg/ml)で

30分 間 染 色後,精 製 水 で1.5時 間脱 色 し,撮 影 に よ り観

察 した.

6. PFGE法

PFGE(CHEF法 に よ る)法 は,Saureusか ら の

DNA抽 出 お よ び制 限 酵 素 処 理 に つ い て はBSFGE法 と

同 様 に行 い,得 られ た寒 天 ブ ロ ック を1%電 気 泳 動 用 ア

ガ ロ ー ス ゲ ル(Agarose;Invitrogen)に セ ッ ト しTBE

バ ッ フ ァ ー 中 で 泳 動(CHEF-DR(R)III;Bio -Rad)を 行 っ

た.DNA分 子 量 マ ー カ ー と して,緑 膿 菌 のSmaI切 断

DNA断 片 を用 い た.各 断 片 の サ イ ズ は λ ラ ダー の 泳 動

度 を比 較 し算 出 した.泳 動 はパ ル ス タイ ム1～50秒,電

圧6.0V/cm,内 角1200の 条 件 で,14℃,22時 間 行 った.

泳 動 後 ゲ ル は エ チ ジ ウ ム ブ ロマ イ ド(2μg/ml)で30分

間 染 色 後,精 製 水 で2時 間 脱 色 し,撮 影 に よ り観 察 し

た.

結 果

1. S.aureusの 分 離 と同定

実 習 お よ び実 習 中 の 実 習 生 手 指 各 々26名 か らの ふ き

取 り材 料26検 体,食 品 原 材 料28検 体,調 理 済 み 食 品

26検 体,実 習 用 調 理 器 具 お よ び設 備 の ふ き取 り材 料56

検 体,計162検 体 につ いてS.aureusを 検 査 した結 果,

15検 体 が 陽 性 を示 し,こ れ ら検 体 か らS .aureus64株

を分 離 した(Table1).こ れ らの うち水 道 カ ラ ンと フ ライ

パ ンか らは 増 菌 培 養 に よ り陽 性 で あ り
,9株 を 分 離 し

た.分 離 した64菌 株 は グ ラム染 色 陽 性,コ ア グ ラ ー ゼ

反 応 陽 性 で,同 定 キ ッ トに よ りす べ てS.aureusで あ っ

た.

2. RAPDパ タ ー ン と多 型 解 析

プ ラ イ マ ーA-03お よ び プ ラ イ マ ーF-04を 用 い て,

そ れ ぞ れRAPDを 行 っ た場 合 の パ ター ン と分 離 したS .

aureusをTable2お よ びTable3に 示 し た.プ ラ イ

マ ーA-03に よ り 増 幅 さ れ た バ ン ドは,200bpか ら

2,000bp付 近 に10～12本 の バ ン ドが,プ ラ イ マ ーF-

04で は同様 に9～10本 の バ ン ドが 出現 した.RAPDパ

タ ー ンはプ ライ マ ーA-03で は7つ の型 に,プ ライ マ ー

Table 1. Distribution of contamination by Staphylococcus aureus during cooking .

* Identified participants
.

** The number shown after the semicolon indicates the number of each source
.

Samples were taken from the hands of the 26 participants before and during food preparation activities , and from
28 types of foodstuffs, 26 prepared foods , 4 pieces of equipment, and 52 utensils. Out of the 162 specimens, 64
different strains of S. aureus were detected.
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Table 2. A-03 Primer RAPD patterns of 64 S. aureusa isolates

Table 3. F-04 Primer RAPD patterns of 64 S. aureusa isolates

F-04で は8つ の 型 に 分 け ら れ た.S.aureus64株 は,こ

れ ら2種 類 の プ ラ イ マ ー に よ るRAPDパ タ ー ンか ら11

型(r1～r11)に 別 れ た(Table4).

3. BSFGEパ タ ー ンと多 型 解 析

BSFGE法 に よ る 解 析 は,RAPD法 と 同 様 にS.

aureus64株 に つ い て行 っ た.染 色 体DNAは10～12

本 に切 断 され,こ れ らは い ず れ も50kbか ら600kb付

近 に バ ン ド形 成 を 示 した.後 述 のPFGEと 比 較 す る た

めS,aureus39株 のBSFGEパ ター ンをFig.1に 示 し

た.こ れ らのパ ター ンはb1～b12の12型 に分 け られ た

(Table4).

4. PFGEパ タ ー ンと 多型 解 析

無 作 為 に抽 出 したS.aureus39株 につ いてPFGE法

解 析 を 行 った結 果,染 色体DNAは12～13本 に 切 断 さ

れ,こ れ らは いず れ も30か ら700kb付 近 に バ ン ドを

形 成 した(Fig.2).こ れ らのPFGEパ ター ンはpl～pl2

の12型 に 分 け られ た.BSFGE法 で100kbか ら200

kb付 近 に 明 瞭 に形 成 さ れ た バ ン ドは,PFGE法 で は 十

分分 離 さ れ なか っ た.一 方,250kbか ら600kb付 近 に

形 成 され た4～5本 の バ ン ドはPFGE法 で は明 瞭 に分 離

され た.PFGE法 でp1～p12型 に 分 け られ た 菌 株 は,

BSFGE法 で もb1～b12型 に 分 け られ 各 菌 株 と完 全 に

一致 した(Table4) .
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Table 4. Origins and classified genotypes of 64 isolates of S.  aureus

Strains analyzed by PFGE were 39 strains out of 64: K3 , K5, K6, K7,  K10-12, K14, K19, K21-24, K26 , K29-31,  K35K37
, K38, K40, K42, K44, K46, K51, K53, K57-K59, K61, K63, K65 , K66, K71-73,  K75, K77, and  K80.

Fig. 1. BSFGE patterns (b1-b12) of selected 39/64 S . aureus strains.
Refer to Table 4 for the origins of isolates of each classified pattern .
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Fig. 2.  PFGE  patterns  (p1 p12) of selected  39/61 S.  aureus strains.

Refer to Table 4 for the origins of isolates  of each classified pattern.

Fig. 3. Proposed transmission patterns of S. aureus during cooking.

考 察

Bingenら1)は コ ア グ ラ ー ゼ陰 性 の ブ ドウ球 菌(CNS)

を8名 の 小 児 患 者 か ら12株 分 離 し,2種 の プ ラ イ マ ー

に よ るRAPD法 で 病 棟 の 同 区 画 内 の4名 は相 互 に交 差

感 染 が あ り,他 区 画 の4名 の患 者 に は交 差 感 染 が 見 られ

な か った と 考 察 して い る.本 研 究 に お い て も,RAPD

法,BSFGE法 お よ びPFGE法 で 同一 型 の菌 株 が 分 離 さ

れ た こ とか ら,調 理 施 設 内 でS.aureusの 拡 散 が あ った

と考 え られ る.

Fig.3に 示 した よ う に,フ ライパ ンか らの 分 離 菌4株

(S,aureus;K53～56)と カ ラ ンか らの分 離 菌 の4株(同;

K57,59～61)は 同一 型 を示 した こ とか ら,特 定 の 実 習

生 の手 指 か ら汚 染 が あ った と考 え られ る.ま た,実 習 生

8Bの 手 指 か らの 分 離 菌15株(同;K31,33～46),包 丁

か らの 分離 菌2株(同;K29,30)お よ び サ ラ ダか らの分

離 菌2株(同;K71,72)は いず れ の 型 別 法 で も同一 型 を

示 した こ とか ら,実 習生8Bが 使 用 した包 丁と,調 理 し

た サ ラ ダに汚 染 を した と考 え られ る.な お,ア トピー性

皮 膚 炎症 状 を有 す 者 はS.aureusを 多数 保 菌 して い る こ

とが 示 さ れ て お り8,19,27),実 習 生8Bは 手 指 に ア トピー

性 皮 膚 炎 を 呈 して お り,伝 播 に大 き く関 与 して い た と考

え られ る.

ブ ドウ球 菌 食 中 毒 で は,汚 染 源 や汚 染 経 路 の 解 析 に コ
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ア グ ラ ー ゼ型 や エ ンテ ロ トキ シ ン(SE)型 別 な どが 広 く

用 い られ て い る.し か し,森 田16)に よ る と食 品環 境 か ら

分 離 したS.aureusのSE産 生 率 は37.5%と 低 く,ま た

これ らの多 くはSE型 別 不 明 で あ る こ とが 報 告 され て い

る.ま た,PFGE法 で は同一 コア グ ラー ゼ型 別 菌 株 で も

さ らに細 か く型 別 で き24),コ ア グ ラー ゼ型 やSE型 な ど

が 同 一 で もPFGE型 別 で は異 な る型 に 判 定 さ れ る25)こ

と も認 め られ て い る.そ れ ゆ え,本 菌 の 汚 染 経 路 な どの

疫 学 調 査 に は,PFGE法 な ど の遺 伝 子 多 型 解 析 法 が有 用

で あ る と考 え られ る.

RAPD法 はPFGE法 に対 し再 現 性 お よ び型 別 能 は十

分 で な い と言 われ て い る6,11).そ こで,TaqDNAポ リメ

ラー ゼ の選 択 や適 正 な プ ライ マ ーの 検索 を行 い,さ らに

複 数 の プ ライ マ ー を用 いて 型 別 の精 度 を 向上 させ る こ と

が試 み られ て い る23).藤 本 ら5)はTaqDNAポ リメ ラー ゼ

5種 類 の 中 でKlen TaqDNA polymerase(Sigma)に よ

り良 好 な結 果 が 得 られ た こ とを報 告 して い る.今 回 筆 者

らが 用 い たAccuPower○!R PCR PreMix は,KlenTaq

DNA polymeraseと 同等 の泳 動 像 が 得 られ た.ま た,使

用 した2つ の プ ライ マ ー はBlancら2)の12種 類 の プ ラ

イ マ ー の 中 で10本 前 後 の バ ン ドを形 成 す る プ ライ マ ー

を選 択 した.な お,各 菌株 に つ い て は2～4回 の 実 験 を

行 いRAPDパ タ ー ンの 再 現 性 を確 認 した.

RAPD法 でr9型 とr10型 のパ ター ンを示 した菌 株 は

各 々2種 類 のPFGE型 に分 け られ た.ま た,r11型 とr9

型 に分 け られ た 菌 株 がPFGE法 に よ る型 別 で は 同 一 パ

タ ー ンを 示 した.RAPD法 に よ る菌 株 の型 別 はPFGE

法 に よ る型 別 と8型(r1～r8型)は 一 致 した が残 りの型

は一 致 しな か った.

SmaI処 理 に よ る遺 伝 子 多 型 性 は,泳 動 原 理 の異 な る

BSFGE法 とPFGE法 に よ り解 析 した.BSFGE法 は分

画 分 子 量 の範 囲 が500bp～3Mbで あ り,RFLP(re-

striction fragment length polymorphism)解 析,酵 母

染 色 体 の 泳 動 な ど に 活 用 で き る特 徴 を 有 して お り14)ま

た,汎 用 性 が あ り安 価 に用 い る利 点 が あ る.こ れ まで

BSFGE法 に よ るS.aureusの 型 別 報 告 はな い が,Fig.1

に示 す よ う に100か ら200kb付 近 の分 離 能 が 高 く,検

出 バ ン ドも明 瞭 で あ り,CHEF法 に よ るPFGE法 と同

等 また はそ れ以 上 の泳 動 像 が得 られ た.し か し,250kb

か ら600kb付 近 の 分 離 能 はPFGE法 に対 し,や や 劣 る

傾 向 が 見 られ た,今 後 泳 動 条 件 な どの 検 討 が 必 要 で あ

る.

PFGE法 は 結 果 が 出 る ま で 数 日 間 を 要 す.一 方,

RAPD法 は識 別 能 にや や 劣 る もの の,迅 速 性 に優 れ,ま

た簡 便 に使 用 で き る.食 品 を取 扱 う環境 か ら多 数 の菌 株

が分 離 さ れ,こ れ らを短 時 間 に型 別 な どを行 い,汚 染 源

を調 べ る必 要 が あ る場 合,RAPD法 は有 効 で あ る と考 え

られ る.な お,わ れ わ れ は大 量 調 理 施 設 よ り採 取 したS.

aureusの 遺 伝 子 多 型 解 析 を 行 い,RAPD法 が 汚 染 源 調

査 の1次 ス ク リー ニ ン グ に有 用 で あ る こ とを 確 認 して

いる(投 稿準備中).

要 約

学生の調理実習において,実 習生および調理器具,施

設か ら分離 したS.aureus64株 についてRAPD法,

BSFGE法 およびPFGE法(CHEF法)に よる遺伝子多

型解析を行い,施 設内での本菌の伝播実態を調べた.型

別 の結 果か ら特 定実習生 の手 指 に保有 して いたS.

aureusが 使用包丁,調 理 したサラダに拡散 しているこ

とが推定された.ま た,カ ランとフライパンにも伝播が

認められた.

RAPD法 による型別では2つ のプライマーを組み合

わせにより11型 に,BSFGE法 およびPFGE法 では12

型に区別することができた.ま た,BSFGE法 とPFGE

法型別では両者は完全に一致 したが,RAPD法 とPFGE

法による型別で8型(73%)は 一致 したが残 りの型 は不
一致であった.

RAPD法 はPFGE法 に比べ識別能では劣 るが,迅 速

性および簡便性の特徴を有 しており,S.aureusの 汚染

源調査などに十分に活用できると考え られる.
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