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本研究では，各種臨床検体における Panton-Valentine leucocidin（PVL）遺伝子を保有するmethicillin-
resistant Staphylococcus aureus の分離状況を調査し，PVL遺伝子保有MRSAについて，分子疫学解析を
行った。

2016年から 2018年に分離されたMRSA 947株の内，PVL遺伝子保有MRSAは 12株（1.3％）であった。
PVL遺伝子保有MRSAの分離率は，2016年の 0.3％，2017年の 0.9％から，2018年には 2.8％に増加した。
PVL遺伝子保有MRSAの主要な遺伝子型は，SCCmec IV型/ACME遺伝子陽性/ST8の USA300クローン
であり，POT型は 106-77-113であった。
本研究により当院における各種臨床検体の PVL遺伝子保有MRSAの分離頻度と主要な遺伝子型が明らか

になった。PVL遺伝子保有MRSAによる感染症の治療と感染制御を達成するためには，全国的なサーベイ
ランスと分離株の詳細な解析を行う必要があると考える。
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序 文
Methicillin-resistant Staphylococcus aureus は病院内感染
の原因菌として重要な病原微生物である１）。院内で発生する
MRSA感染症には，院内肺炎，術後創部感染症，尿路感染
症などが多い２）。院内でのMRSA感染症の発症は，患者の予
後に影響するとともに，医療安全上の問題に及ぶ場合がある。
これらの背景から積極的なMRSA感染症の感染管理が行わ
れ，MRSA分離率は減少傾向にある３）。Panton-Valentine leu-
kocidin（PVL）は，Staphylococcus aureus が産生する白血
球破壊毒素のひとつである４）。PVL遺伝子保有MRSAは，皮
膚・軟部組織感染，壊死性肺炎など重篤な感染症の原因菌と
なることが報告され５），本邦も含めて各国から PVL遺伝子
保有の市中感染型MRSAの報告が行われるようになった６）～８）。
PVL遺伝子保有MRSAの市中感染例は若年者の皮膚・軟部
組織感染に多いことから，本邦のこれまでのサーベイランス
では，皮膚・軟部組織感染症に由来する検査材料で調査され，
PVL遺伝子保有MRSAの分離率は地域により差が認められ
ている７）。しかしながら，皮膚・軟部組織の材料だけでなく
すべての検査材料を対象とした PVL遺伝子保有MRSAの
分離率を解析した報告はない。本研究では，近畿大学病院で
分離されたMRSAにおける PVL遺伝子の保有状況を調査
し，PVL遺伝子保有株について分子疫学的検討を行った。

材料と方法
1．供試菌株
2016年から 2018年の期間に近畿大学病院で新規に分離さ
れたMRSA 947株（2016年 300株，2017年 329株，2018
年 318株）を対象とした。MRSAが分離された検査材料の
内訳は，呼吸器系検体 569件（鼻腔内スクリーニング 224件
を含む），皮膚・軟部組織検体 189件，泌尿器系検体 38件，
血液検体 29件，およびその他の検体 122件であった。分離
されたMRSAの由来は，院内発生 381株，持ち込み 236株，
および外来 330株であった。なお，MRSAの分離区分の分
類は，院内発生は入院後 48時間後に行った検査，持ち込み
は入院後 48時間以内に行った検査，外来は外来で行った検
査からMRSAが検出された場合とした。
2．PCRによる PVL遺伝子，ならびに arginine catabolic
mobile element（ACME）遺伝子の検出

PCRのための DNA抽出は，シカジーニアス DNA抽出
キット Cica geneus DNA extraction reagent（Kanto Chemi-
cal Co，Tokyo，Japan）を用いて行った。PVL遺伝子（lukS/
F-PV），ならびに ACME遺伝子（arcA，および opp3AB）
の検出は，既報に従い行った９）１０）。
3．PCRによる Staphylococcal cassette chromosome
mec（SCCmec）型の確認

DNA抽出は前述の如く行い，SCCmec 型の確認は，Boye
らの方法に従い行った１１）。
4．Multilocus sequence typing（MLST）
MLSTは arcC 遺伝子，aroE 遺伝子，glpF 遺伝子，gmk
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Table　1.　Rates of pvl gene positive MRSA isolates collected during 2016 to 2018

Clinical samples
2016 2017 2018 2016-2018

positive
total

positive
total

positive
total

positive
total

no. (%) no. (%) no. (%) no. (%)
Respiratory 1 (0.5) 182 1 (0.5) 192 2 (1.0) 195  4 (0.7) 569
Skin and soft tissue 0a (0.0)  56 2b (2.9)  70 6 (9.5)  63  8 (4.2) 189
Blood 0 (0.0)   7 0 (0.0)  14 0 (0.0)   8  0 (0.0)  29
Urinary and genital organ 0 (0.0)  14 0 (0.0)  10 0 (0.0)  14  0 (0.0)  38
Other 0 (0.0)  41 0 (0.0)  43 0 (0.0)  38  0 (0.0) 122
Total 1a (0.3) 300 3b (0.9) 329 8 (2.8) 318 12 (1.3) 947

a, statistically significant difference (p＜0.05) between 2016 and 2018.
b, statistically significant difference (p＜0.05) between 2017 and 2018.

遺伝子，pta 遺伝子，tpi 遺伝子，および yqi 遺伝子の 7つ
のハウスキーピング遺伝子を PCRで増幅し，得られた PCR
産物をシークエンスすることで行った（http://saureus.mlst.
net/）。Sequence-type（ST）の決定は，MLST websiteを
用いて行った（http://saureus.mlst.net/）。
5．PCR based open reading frame typing（POT）
POT解析は，Cica Geneus Staph POT kit（Kanto Chemical

Co，Tokyo，Japan）を用いて行った。POT型は，添付文
書に従って算出し，POT1-POT2-POT3の 3つのスコアーで
決定した。
6．統計学的手法
統計学的処理は，カイ二乗検定を用いて評価した。統計学
的な有意水準は，p＜0.05とした。
7．倫理的配慮
本研究は，近畿大学医学部倫理委員会（承認番号：R03-045）
の承認を得て行った。

結 果
1．各種検査材料における PVL遺伝子保有MRSAの分離
頻度

PVL遺伝子保有MRSAの分離頻度を Table 1に示す。
2016年から 2018年の 3年間に各種検査材料から分離された
MRSA 947株の内，PVL遺伝子保有MRSAは，12株（1.3％）
であった。2018年の PVL遺伝子保有MRSAの割合（2.8％）
は，2016年（0.3％，p＜0.05），ならびに 2017年（0.9％，p
＜0.05）と比較して有意に増加していた。各種検査材料の分
離頻度は，皮膚・軟部組織検体 8件（4.2％），呼吸器系検体
4件（0.7％）であった。PVL遺伝子保有MRSAが分離され
た呼吸器系検体 4件の内，鼻腔内MRSAスクリーニング検
体が 1件含まれていた。血液検体，泌尿器系検体，その他の
検体から PVL遺伝子保有MRSAは検出されなかった。
2．PVL遺伝子保有MRSAが分離された症例の臨床背景
PVL遺伝子保有MRSAが分離された 12例の臨床背景を

Table 2に示す。PVL遺伝子保有MRSAが分離された患者
の分離区分は，8例が外来患者，4例が持ち込みであった。皮
膚・軟部組織検体から PVL遺伝子保有MRSAが分離され
た 8例の感染症は，癤，蜂窩織炎がそれぞれ 2例，多発膿瘍，
皮下腫瘤，癰，および骨髄炎がそれぞれ 1例であった。皮膚・
軟部組織検体から PVL遺伝子保有MRSAが分離された 8

例に実施された抗菌化学療法は，7例が βラクタム系抗菌薬，
1例がニューキノロン系抗菌薬で開始された。その内，骨髄
炎症例は，後日 βラクタム系抗菌薬から抗MRSA薬に変更
されたが，他の 7例は，抗MRSA薬を使用せずとも治療が
奏功した。呼吸器系検体から PVL遺伝子保有MRSAが分
離された 4例は，すべて colonizationと判断され，抗MRSA
薬による抗菌化学療法は実施されなかった。
3．PVL遺伝子保有MRSAの分子疫学解析（Table 2）
PVL遺伝子保有MRSA 12株の SCCmec typeは，全例

SCCmec type IV型であった。ACME遺伝子保有は 11例に
認められ，全例が arcA 遺伝子，および opp3AB 遺伝子の
両遺伝子を保有していた。MLSTによる Sequence typeは，
ST8が 10例，ST8の Single locus variantと ST59がそれぞ
れ 1例であった。POT型は POT 106-77-113が 9例，POT
104-28-116，POT 106-93-113，および POT 106-93-121がそれ
ぞれ 1例であった。

考 察
これまで近畿地区における PVL遺伝子保有MRSAの分

離頻度に関する報告はなく，その実態は明らかではなかった。
本研究において各種検査材料から分離されたMRSAを対象
に PVL遺伝子の検索を行ったところ，12株（1.3％）の PVL
遺伝子保有MRSAを確認した。PVL遺伝子保有MRSAの
分離頻度は，2016年の 0.3％，および 2017年の 0.9％から
2018年の 2.8％に有意に増加した。その増加の主な要因は，
皮膚・軟部組織検体からの検出の増加であり，既報と同様の
傾向を示した７）１２）。一方，呼吸器系検体においても低率では
あるが PVL遺伝子保有MRSAが検出されたことは特筆す
べきことであり，皮膚・軟部組織以外の部位の感染にも注意
する必要がある。本邦における PVL遺伝子保有MRSAの
分離頻度は諸外国と比較して低率ではあるが５）８），PVL遺伝
子保有MRSAによる院内感染や家族内感染が報告されてい
る１３）～１５）。また，今後インバウンドによる訪日外国人の増加に
より，諸外国から PVL遺伝子保有MRSAが本邦に持ち込
まれる可能性は高いと考えられることより，本邦における
PVL遺伝子保有MRSAの分離頻度を明らかにするための全
国規模の継続したサーベイランスを行うことが必要である。
皮膚・軟部組織検体から PVL遺伝子保有MRSAが分離
された 8例の内，7例は皮膚・軟部組織感染症，1例は深部
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Table　2.　Clinical information and molecular epidemiological analysis of pvl gene positive MRSA isolates

Isolates 
no.

Isolated 
year

Age 
(years)

Patient 
location

Speci-
mens Disease Chemotherapy SCCmec type

ACME gene
ST POT 

score outcome
opp3AB arcA

 1 2016 70 outpatient sputum chronic 
cough 

(colonization)

no treatment IV ＋ ＋ ST8 106-77-113 N/A

 2 2017 60 outpatient pus furuncle CTRX → 
CFPN

IV ＋ ＋ ST8 106-77-113 recovery

 3 2017 31 outpatient pus furuncle CFPN IV ＋ ＋ ST8 106-77-113 recovery
 4 2017 81 inpatient＊ nasal 

swab
nasal 

screening 
(colonization)

no treatment IV － － ST59 104-28-116 N/A

 5 2018 16 outpatient pus cellulitis TAZ/PIPC → 
LVFX

IV ＋ ＋ ST8 106-77-113 recovery

 6 2018 91 inpatient＊ sputum respiratory 
failure 

(colonization)

CTRX → 
transfer

IV ＋ ＋ ST8 
SLV

106-93-113 N/A

 7 2018 79 outpatient pus subcutaneous 
mass

CEZ IV ＋ ＋ ST8 106-77-113 recovery

 8 2018 49 outpatient pus carbuncle LVFX IV ＋ ＋ ST8 106-77-113 recovery
 9 2018 34 inpatient＊ sputum aspiration 

pneumonia 
(colonization)

SBT/ABPC IV ＋ ＋ ST8 106-77-113 N/A

10 2018 57 inpatient＊ pus osteomyelitis TAZ/PIPC → 
VCM → DAP

IV ＋ ＋ ST8 106-77-113 recovery

11 2018 43 outpatient pus cellulitis CEZ → CEX IV ＋ ＋ ST8 106-77-113 recovery
12 2018 27 outpatient pus multiple 

abscess
CEX → 
recurring 
after 3 
months, 
MINO

IV ＋ ＋ ST8 106-93-121 recovery

＊, PVL-positive MRSA isolate was detected at the time of admission.
SCCmec, Staphylococcal cassette chromosome mec.
ACME, arginine catabolic mobile element.
ST, sequence type.
SLV, single-locus variants.
POT, PCR based open-reading frame typing.
CTRX, ceftriaxone. CFPN, cefcapene pivoxil. TAZ/PIPC, tazobactam/piperacillin. LVFX, levofloxacin. CEZ, cefazolin. SBT/ABPC, sul-
bactam/ampicillin. VCM, vancomycin. DAP, daptomycin. CEX, cefalexin. MINO, minocycline.
N/A, not applicable.

感染症（骨髄炎）と診断され，抗菌化学療法が行われた。7
例中 6例は，βラクタム系抗菌薬かニューキノロン系抗菌薬
（分離菌の levofloxacinのMICは 4 μg/mLで耐性）による
治療で完治した。MRSA感染症の治療ガイドライン改訂版
2019においては，Community-acquired MRSAは βラクタ
ム系抗菌薬に対して感性を示す場合があるが，βラクタム系
抗菌薬で安易に高度耐性化するので βラクタム系抗菌薬は
使用しないことが謳われている１６）。これらの症例では βラク
タム系抗菌薬やニューキノロン系抗菌薬が投与されていたが，
切開・排膿などの外科的処置が行われたことで局所の感染コ
ントロールが良好であったことが完治した要因の一つと考え
られた。一方，残りの 1例（Table 2，Case 12）は経口セファ
ロスポリン薬（cefalexin）で一時的に臨床効果が認められた
が，3ヶ月後に再燃した。本症例のように CA-MRSAによ
る難治性の皮膚・軟部組織感染症の場合においては，βラク
タム系抗菌薬のMICが低くても βラクタム系抗菌薬単独療
法では再燃するリスクがあり，原則として薬剤感受性試験に
基づいた抗MRSA薬を含めた抗菌化学療法に外科的処置が

必要であると考えられた１６）１７）。呼吸器系検体から PVL遺伝
子保有MRSAが分離された 4例は，すべてコロナイゼーショ
ンと判断され抗菌化学療法は行われなかったが，PVL遺伝
子保有MRSAは健常人においても感染症を生じる場合があ
る５）。また，PVL遺伝子保有MRSAの感染症患者を担当し
た医療スタッフが同菌による重度の感染症を発症した事例が
報告されている１３）。強毒株である PVL遺伝子保有MRSAの
コロナイゼーションが認められる宿主は，病院感染対策上注
意が必要であり，PVL遺伝子保有MRSAの保菌者が増加し
た場合には，厳重な接触感染対策が必要であると考えられる。
本研究で主に分離された SCCmec IV型/ACME遺伝子陽
性/ST8の PVL遺伝子保有MRSAは，USA300クローンに
相当する。この USA300クローンは，本邦のみならず諸外
国において皮膚・軟部組織感染症から分離される PVL遺伝
子保有MRSAの流行クローンの一つである５）。一方，SCCme-
c IV型/ACME遺伝子陰性/ST59の PVL遺伝子保有MRSA
は，台湾の流行クローンであることが報告されている１８）１９）。本
研究で SCCmec IV型/ACME遺伝子陰性/ST59の PVL遺
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伝子保有MRSAが分離された患者は，台湾を含む海外渡航
歴は確認できなかった。当該患者は，狭心症，慢性腎不全，
肺結核などの既往歴を有し，当院以外にも他の医療機関で通
院治療やデイケアサービスを受けていた。すなわち，SCCme-
c IV型/ACME遺伝子陰性/ST59の PVL遺伝子保有MRSA
は，すでに市中や当院の近隣の医療関連施設においても定着
している可能性が考えられた。今後の研究においては，PVL
遺伝子保有MRSAのパンデミッククローンの USA300ク
ローンのみならず，台湾流行クローンの SCCmec IV型/
ACME遺伝子陰性/ST59の PVL遺伝子保有MRSAの動向
にも注目しなければならないと考えられた。

POT解析は，MRSA毎に保有状況が異なる Phage open-
reading frameをマルチプレックス PCRで検出することで
菌株識別を行うことができる新たな遺伝子学的解析手法の一
つである２０）。これまで主にMRSAによる院内感染の伝播経
路の探索に用いられ，その有用性が報告されてきたが２１），本
研究では，市中感染による PVL遺伝子保有MRSAに対し
て POT解析による評価を行った。USA300クローンの
SCCmec IV型/ACME遺伝子陽性/ST8の PVL遺伝子保有
MRSAの主要な POT型は POT106-77-113であったが，POT
106-77-113とは異なる POT型も認められた。このような
POT型の多様化は，市中において PVL遺伝子保有MRSA
が定着し，宿主内で遺伝子の挿入や脱落が起こった結果と考
えられる。一方で POT解析は，本邦におけるMRSAの病
院内感染の主流であった SCCmec II型の New York/Japan
クローンの菌株識別に主眼を置いた設計になっているため２０），
PVL遺伝子保有MRSAのような CA-MRSAに対する菌株
識別能は十分に検証されていない。今後の研究として，POT
解析の CA-MRSAに対する菌株識別能の評価が必要である
と考えられる。
本研究では，いくつかの限界点と今後の課題があげられる。
過去の報告では，PVL遺伝子保有MRSAの分離状況は地域
により異なることが報告されているが７），本研究は 1医療機
関で収集したMRSAを対象としているため，本邦の分離状
況を正しく反映していない可能性がある。また，分子疫学的
評価法として，本研究ではMLSTや POT解析などの DNA
配列解析を用いたが，菌株識別のゴールドスタンダードとさ
れるパルスフィールドゲル電気泳動解析を行うことで，より
詳細な分子疫学解析が可能になると考えられる。
本研究において，PVL遺伝子保有MRSAの分離率は増加
し，主要なクローンは SCCmec IV型/ACME遺伝子陽性/ST
8の USA300クローンであることが明らかとなった。今後も
PVL遺伝子保有MRSAは増加することが予想され，PVL
遺伝子保有MRSAによる感染症の治療や感染制御を達成す
るために，全国的なサーベイランスに加えて，詳細な菌株の
解析を行う必要があると考えられる。
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Prevalence and molecular epidemiological characterization of Panton-Valentin luekocidin-carrying
methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains isolated from diverse specimen sources

at a university hospital, Japan
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We investigated the prevalence of Panton-Valentin leucocidin (PVL) genes among methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA) isolates originating from a variety of specimen sources and determined molecular epidemiologic characteris-
tics of PVL-positive MRSA strains. From 2016 through 2018, a total of 947 strains of MRSA isolated from 569 respiratory
samples, 189 skin and soft tissue samples, 38 urinary and genital organ samples, 29 blood samples, and 122 other samples,
were collected at Kindai University Hospital. All MRSA isolates were screened by polymerase chain reaction (PCR) for the
presence of PVL genes. Isolates that carried the PVL genes were subsequently tested for the presence of the arginine cata-
bolic mobile element (ACME) genes and were further characterized via Staphylococal cassette chromosome mec (SCCmec )
typing, multilocus sequence typing (MLST), and PCR based open-reading frame typing (POT). 12 of 947 (1.3%) clinical isolates
obtained from 2016 to 2018 harbored the PVL genes. Prevalence of PVL-positive MRSA has increased over time from 0.3% in
2016, to 0.9% in 2017 and to 2.8% in 2018. The majority of PVL-positive strains represented ST8 harboring SCCmec type IV,
also known as USA300. They all were positive for ACME genes and exhibited the same POT type (POT scores, 106-77-113).
In summary, the present study revealed a gradually increasing prevalence of PVL-positive MRSA, and also clarified that
ACME-positive ST8-SCCmec type IV strain is the most prevalent clone in MRSA isolates collected at our hospital. Nation-
wide surveillance is needed to assess the trends in the molecular epidemiology of MRSA to control PVL-positive MRSA caus-
ing diverse infections.


