
(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
  感染症疾患起因菌であるストレプトコッカス・ピオゲネス  ( ) 
菌が保有するＤＮＡを制限酵素 HindIIIで処理して得ることができる配列番号：３の塩基
配列を有するＤＮＡ断片を含み、かつストレプトコッカス・ピオゲネス菌が保有するＤＮ
Ａと特異的にハイブリッド形成することを特徴とする感染症診断用プローブ。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
  本発明は、感染症疾患の原因菌、特に、咽頭炎、リウマチ熱、腎炎、丹毒、猩紅熱、敗
血症などの起因菌であるストレプトコッカス・ピオゲネス ( )菌の
検出および同定に有用なプローブに関する。
【背景技術】
【０００２】
  病原微生物の感染によって起こる疾患を総称して感染症というが、病理学的に、感染と
は病原性の微生物（以下、「菌」と称する）が生体内に侵入し、増殖の足がかりを確立す
ることを指し、生体内での菌の増殖に起因する発症は、宿主の抵抗力と菌の毒力との相互
関係に依存するものである。
【０００３】
　連鎖球菌 (Streptococcus)は、連鎖状に配列する通性若しくは偏性嫌気性のグラム陽性
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球菌である。血液寒天培地上に発育したコロニーの周囲の溶血環の性状によりα・β・γ
の３型に分けられ、さらに菌体の保有するＣ多糖体の抗原性 (Lancefieldの分類 )によって
Ａ～Ｖまでの 20群 (ＩとＪを除く )に分類されている。
【０００４】
　ストレプトコッカス・ピオゲネス（ ）菌は、β型の溶血（完全
溶血）を示し、 Lancefieldの分類でＡ群に属する連鎖球菌の１種であり、ヒトの咽頭炎、
扁桃炎、猩紅熱、丹毒、産褥熱、敗血症などの起因菌として臨床上重要である。また、感
染後に poststreptococcal diseasesと呼ばれるアレルギー疾患であるリウマチ熱や腎炎な
どを続発することも知られている。さらに、近年はストレプトコッカス・ピオゲネス菌の
感染により、筋炎を伴い、重篤な敗血症性ショックを呈する症例（劇症型Ａ群連鎖球菌感
染症 )も報告されている。
【０００５】
　ストレプトコッカス・ピオゲネス菌による咽頭炎は、著明な咽頭発赤や頸部リンパ節腫
脹を伴う場合が多く、咽頭痛を訴える頻度も高いので、臨床症状から本疾患を疑うことは
可能である。しかしながら、必ずしも明瞭な臨床症状を呈しない場合もあること、合併症
の続発を防ぐためにも最適の化学療法を行う必要があると同時に、不必要な抗菌剤の投与
を避けることが望ましいことなどから、細菌学的な迅速診断が必要である。
【０００６】
　また、劇症型Ａ群連鎖球菌感染症は、 50％以上の症例で重症の壊死性筋膜炎を合併する
との報告もあり、急激に多臓器不全に進行し、死の転機を取ることも少なくない。
【０００７】
　一般に、ストレプトコッカス・ピオゲネス菌は、アンピシリンやセファクロルなどのβ
－ラクタム剤に高い感受性を示すことが知られているが、エリスロマイシンには高度耐性
株が約 30％存在し、オフロキサシンにも耐性株が出現しているとの報告もあることから、
マクロライド系やニューキノロン系薬剤使用時には注意が必要である。
【０００８】
　以上のように、ストレプトコッカス・ピオゲネス菌に由来する感染症においては、的確
な早期診断を実施し、最適の抗菌剤を選択することが重要である。
【０００９】
　通常の生物学的手法においては、（１）臨床症状の検討、（２）検体の培養、および（
３）培養物からのストレプトコッカス・ピオゲネス菌の分離・同定が必須であり、これら
の項目が確認されて初めて治療方針が決定される。
【００１０】
　ストレプトコッカス・ピオゲネス菌の同定には、通例、ヒツジやウマなどの脱線維血液
を５％添加した血液寒天平板培地に検体を直接塗抹培養し、培地上に発育したコロニー周
囲の溶血環の性状を観察する。
【００１１】
　しかしながら、実際には、起因菌の確定は困難を伴うのが通常である。すなわち、コロ
ニーの形状は培養条件により大きく異なり、特定が困難な場合が多い。また、菌の培養に
長時間を有する上に、薬剤感受性成績の結果を得るまでには、さらに３～４日の培養が必
要であり、迅速な診断が不可能である。加えて、感染症を疑われた時点で大量に抗生物質
を投与されている場合には、たとえ検体中に菌が含まれていても、増菌・増殖が抑えられ
ている場合があり、実際には、これらの検体からの菌を培養できる可能性は極めて低いも
のとなっている。
【００１２】
  さらに、サブルーチンとしての方法に、菌体成分や菌の代謝産物の機器分析法（非特許
文献１）、特異抗体を利用した方法（特許文献１ ) 、さらには、ＤＮＡの特異性を利用し
たハイブリダイゼーションによる方法（特許文献２ ) 等があるが、いずれも、菌の分離及
び増菌培養が必須とされている。
【００１３】
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  一方、感染症における食細胞の機能に着目したものとして、血液試料中の白血球成分が
集中しているバフィーコート（ Buffy coat）の塗抹染色標本を検鏡する方法がある。一般
にバフィーコート標本で菌が検出される頻度は、成人菌血症では耳朶血の頻度と同様に 30
％程度にとどまるが、新生児の場合、 10例中７例（ 70％）で菌を検出している報告もあり
、塗抹標本の検鏡により末梢血中菌の有無に関する情報は治療における大きな指針となっ
ている。
【特許文献１】特開昭 60－ 224068号公報
【特許文献２】特表昭 61－ 502376号公報
【非特許文献１】辨野義己、「ガスクロマトグラフィーによる細菌同定の迅速化」、臨床
検査、 vol.29, No.12, pp.1618-1623 、 1985年 11月、医学書院
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【００１４】
  上記従来技術においては、その前処理操作として、少なくとも検体からの菌の選択的分
離に１～２日、増菌に１日、固定操作に１日以上、合計で３～４日は十分かかり、現実に
はこの培養を菌が発育するまで続けることになるので、前処理操作に一週間以上要する場
合が多く、さらに、菌の培養時に疾患の原因菌以外の菌が混入しても区別できない場合も
ある。
【００１５】
  そして重要なことは、前述した事情から、培養すべき検体中の多くの菌は食細胞に取り
込まれ、抗生物質投与のため死んでいるか静止状態にあるため、培養条件下でも増殖でき
る菌の数は少なく、臨床検体を用いた培養による実際の菌の検出率は 10％前後と、非常に
低い。換言すれば、臨床的にストレプトコッカス・ピオゲネス感染症の可能性が疑われた
患者の血液をさらに一昼夜以上培養して検査しても結局、その 90％は菌の存在すら判明し
ないのが現状である。
【００１６】
  このような状況から、現在は起因菌の確定と、それに即した抗生物質の選択が要求され
ているにもかかわらず、臨床的にストレプトコッカス・ピオゲネス感染症の可能性が疑わ
れた段階で、検出結果が出るのを待たずに治療、すなわち、起因菌不明のまま、最も広範
囲な種類の菌に有効な抗生物質を投与し、１、２日間様子を見て、効果が現れないと別の
抗生物質に切換えるという試行錯誤的な方法に頼っているのである。
【００１７】
  そこで、最近、 1)ラテックス凝集法、 2)共同凝集法、 3)酵素免疫測定法、 4)金粒子測定
法、 5)リポソーム免疫測定法などの手法を用いて、ストレプトコッカス・ピオゲネス菌を
免疫学的に検出する迅速診断法が開発されている。これらはいずれもストレプトコッカス
・ピオゲネス菌体表層のＣ多糖体を亜硝酸若しくは酵素を用いて抽出し、これを抗原とし
て検出するものである。
【００１８】
　しかしながら、上記の免疫学的検査法は、測定結果が培養法による結果と一致しない、
すなわち、偽陽性や偽陰性を示す場合があることや、手技が煩雑であるなどの問題点があ
る。
【００１９】
　また、抗原抗体反応を利用する診断方法の特性上、ストレプトコッカス・ピオゲネス菌
以外のＡ群抗原保有菌（例えば、ストレプトコッカス・アンジノーサス (

）菌など）も検出してしまい、菌種の特異性に劣るという欠点がある。
【００２０】
　一方、劇症型Ａ群連鎖球菌感染症の臨床診断のために診断基準も提案されている（ JAMA
、第 269巻、 390～ 391頁、 1993年）が、これは早期診断には適していない。
【００２１】
　このように、ストレプトコッカス・ピオゲネス感染症は、迅速・確実な診断が求められ
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る疾患であるにもかかわらず、従来の診断方法では十分対応できていなかったのが実情で
ある。
【課題を解決するための手段】
【００２２】
  本発明は、上記当該技術分野が抱えている課題に鑑みて完成されたものであり、その要
旨とするところは、感染症原因菌、特に、ストレプトコッカス・ピオゲネス菌が保有する
ＤＮＡまたはＲＮＡと特異的な反応性を有するプローブ、および、当該プローブに含まれ
るストレプトコッカス・ピオゲネス菌が本質的に保有している遺伝子部分の塩基配列を解
明することにある。
【００２３】
  すなわち、本発明のプローブにより、例えば、食細胞に取り込まれて破壊されつつある
菌においてなお維持されている菌のＤＮＡを、ハイブリダイゼーション法を用いて、その
特異性に基づいて有為に検出でき、これにより、菌を培養・増殖せずに、感染症疾患の原
因菌が迅速かつ確実に検出できる。また、これらのプローブの塩基配列情報を参照してプ
ライマーをデザインすれば、ハイブリダイゼーションを行わなくとも、ＰＣＲ法によるＤ
ＮＡの増幅により、感染症原因菌を同定することができる。
【００２４】
  また、ハイブリダイゼーションに用いるプローブを非放射性のもの、例えば、ビオチン
化したプローブを用いれば、放射性同位元素使用施設のない一般検査室でも光学顕微鏡を
用いて検出でき、検出作業が迅速、簡便に行える。
【発明の効果】
【００２５】
  本発明のプローブを用いれば、例えば、食細胞に取り込まれた感染症原因菌を、ハイブ
リダイゼーション法を用いて、増殖することなく直接検出し、かつ菌を迅速にしかも正確
に同定できる。すなわち、本発明のプローブを用いた診断では、１回分の検体で菌の同定
まで行え、診断に要する時間も従来法の３～４日（検出される率は低い ) から、約１～２
日と飛躍的に短縮でき、しかもその検出率は格段と高い。
【００２６】
　それ故、ストレプトコッカス・ピオゲネス感染症の治療に対して画期的な指針を与える
ばかりでなく、感染症患者に早期の内に有効な治療が実施でき、ひいては死亡率の低減も
期待される。
【００２７】
  また、感染症疾患起因菌の中でも、特に、ストレプトコッカス・ピオゲネス菌が保有す
るＤＮＡに特異的に反応するプローブの塩基配列を明らかにしたことにより、これらプロ
ーブを人工的に調製することを可能とした。さらに、解析した塩基配列の情報の一部を利
用して作製したプライマーを用いて、臨床検体に含まれる感染症原因菌のＤＮＡを、ＰＣ
Ｒ法によって増幅して、原因菌の迅速な診断に役立てることができる。
【００２８】
  さらに、臨床検体に含まれる Genomic ＤＮＡの塩基配列と本発明によって解析された塩
基配列とを比較参照することにより、感染症起因菌種の迅速な同定が行える。
【発明を実施するための最良の形態】
【００２９】
  以下に、感染症疾患起因菌であるストレプトコッカス・ピオゲネス菌に由来するプロー
ブの実施例を示す。
【実施例１】
【００３０】

　
  臨床菌株ストレプトコッカス・ピオゲネス菌を BHI (Brain Heart Infusion)培地で一晩
培養し、培養菌体を集菌して、溶菌ステップで N-Acetylmuramidase SG を加えた、  Saito
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-Miura変法 ("Preparation of transforming deoxyribonucleicacid by phenol treatment
", Biochem. Biophys. Acta vol. , pp.619-629 (1963))に準じて、 Genomic ＤＮＡを
抽出した。
【００３１】
　抽出したＤＮＡを、制限酵素 IIIで完全消化し、ベクター pGEM-3Zにランダムクロー
ニングし、得られたクローンからストレプトコッカス・ピオゲネス菌特有の、すなわち、
天然のストレプトコッカス・ピオゲネス菌が保有するＤＮＡとの特異反応性を示したＤＮ
Ａ断片を含む６種のプローブを選抜した。
【００３２】
　そして選抜された各プローブを、プローブ SP-6-28、プローブ SP-7-44、プローブ SP-14-
1、プローブ SP-26-36、プローブ SP-26-46、およびプローブ SP-55-3と命名した。
【００３３】
  
  各プローブと各種感染症原因菌株のＤＮＡとの反応性を、以下の方法により検討した。
【００３４】
  まず、検討対象菌株として、下記表１に列挙した臨床単離株および寄託菌株を準備した
。なお、表１中の、ヒト・ゲノミックＤＮＡおよび対照試料の入手源として、４名の健康
な成人男子から採取した白血球、ならびにプラスミド  pGEM-3Zを含んだ  
 K-12, JM109形質転換体をそれぞれ準備した。

【００３５】
【表１】
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
  そして、各臨床菌株を実施例１ (1) に記載の方法に従って、各菌株が保有するＤＮＡを
抽出し、この抽出したＤＮＡの一定量（例えば、 10～ 100 ng）をナイロンフィルターにス
ポットし、アルカリ変性したものをドット・ブロット・ハイブリダイゼーションの試料と
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した。なお、ヒト・ゲノミックＤＮＡ試料は、前出の Saito-Miura変法に、先に入手した
白血球を適用することで調製した。一方、対照試料は、後述する実施例２ (1) に記載のプ
ラスミドＤＮＡの調製方法に、先に入手したプラスミド  pGEM-3Zを含んだ
 K-12, JM109 形質転換体を適用することで調製した。次いで、 Digoxigenin-11-dUTP (

BRL社製 ) でラベルしたストレプトコッカス・ピオゲネス菌由来のＤＮＡプローブで、マ
ニアティスのマニュアル（ T. Maniatis,et al., "Molecular Cloning (A Laboratory Man
ual Second Edition)", Cold Spring Harbour Laboratory (1989))に従い、 45％ホルムア
ミド、５× SSC、 42℃の条件下で、終夜ハイブリダイゼーションを実施した。
【００３６】
  終夜ハイブリダイゼーションを終えた試料を、マニュアルに従い、 55℃にて  0.1× SSC 
、 0.1%SDSによる 20分間の洗浄を２回行った後に、  Anti-Dig-ALP conjugates(BRL社製 ) 
で検出・発色させ、ハイブリダイゼーションの状況を確認した。得られた結果は、図１に
示すとおりである。図１ (a)は、ドット・ブロット・ハイブリダイゼーションを行った各
フィルターにスポットしておいたＤＮＡの菌株の配置を示し、図１ (b)は上記のそれぞれ
のプローブ SP-6-28、 SP-7-44、 SP-14-1、 SP-26-36、 SP-26-46および SP-55-3を用いてハイ
ブリダイゼーションを行ない発色させた後の結果を示す。
【００３７】
  各プローブと各臨床菌株のＤＮＡとの反応性に関する実験結果を、下記表２に示した。
【００３８】
【表２】
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  上記図１および表２から明らかなように、いずれのプローブもストレプトコッカス・ピ
オゲネス菌に由来するＤＮＡに対してのみ反応性を示し、ストレプトコッカス属以外の菌
種由来のＤＮＡはもちろん、ストレプトコッカス属の他の菌種由来のＤＮＡに対しても反
応性（ハイブリッドの形成）が認められず、その種特異性が確認された。
【実施例２】
【００３９】

  実施例１にて種特異性が確認されたＤＮＡプローブ（計６本）の塩基配列を下記の方法
に従って決定した。
【００４０】
　
  サブクローン化された（塩基配列を決定すべき）挿入断片を  pGEM-3Z（ Promega)に含ん
だ Escherichia coli K-12, JM109形質転換体を、５ mlの  Luria-Bactani
Medium (bacto-tryptone, 10g/1L; bacto-yeast extract, 5g/1L; NaCl, 10g/1L; ５Ｎ  N
aOH で pH 7.0に調整）に植菌し、一晩培養した。
【００４１】
  培養液を遠心分離 (5,000rpm,５ min.）して集菌した。沈澱物に 2.5mg/mlの濃度でリゾチ
ーム (Sigma) を含む  50mM グルコース /50mM Tris-HCl(pH8.0)/10mM
 EDTA 溶液を  100μ l 加え、室温で５分間放置した。得られた懸濁液に１％の濃度でドデ
シル硫酸ナトリウム (Sigma）を含む  0.2Ｍ水酸化ナトリウム水溶液を加えて混合した。５
Ｍ酢酸カリウム水溶液 (pH4.8）  150μ l をさらに加えて混合し、 15分間氷冷した。
【００４２】
  そして、遠心分離（ 15,000rpm, 15min.)して得た上清を、フェノール /CHCl３ 処理し、
上清に２倍量のエタノールを加え、さらに遠心分離 (12,000rpm, ５ min.）して沈澱を得た
。この沈澱物を、 10mM Tris-HCl (pH7.5)/0.1mM EDTA溶液  100μ l に溶解し、 10mg/ml RN
aseA（ Sigma)溶液を加え、室温で 15分間放置した。
【００４３】
  この調製物に  0.1M 酢酸ナトリウム水溶液 (pH4.8) を  300μ l 加え、フェノール /CHCl

３ 処理し、上清にエタノールを加えて沈澱を得た。この沈澱物を乾燥し、 10μ l の蒸留水
に溶解したものをＤＮＡ試料とした。
【００４４】
　
  塩基配列決定の前処理を  AutoRead(登録商標 ) Sequencing Kit (Pharmacia)を用いて行
った。
【００４５】
  すなわち、鋳型となるＤＮＡが 32μ l 溶液中に５～ 10μ g の濃度になるように調整した
。 1.5mlのミニチューブ（エッペンドルフ）に、鋳型 DNA 32μ l を移し、２Ｍ水酸化ナト
リウム水溶液を８μ l 加えて穏やかに混合した。そして、軽く遠心した後、室温で 10分間
放置した。
【００４６】
  ３Ｍ酢酸ナトリウム (pH4.8) ７μ l と蒸留水４μ l を加え、さらにエタノールを  120μ
l 加えて混合し、エタノール・ドライアイス上で 15分間放置した。そして、 15分間遠心分
離して沈澱したＤＮＡを集め、注意しながら上清を除去した。得られた沈澱物を 70％エタ
ノールで洗浄し、 10分間遠心分離した。そして、注意しながら再度上清を除去し、減圧条
件下で沈澱物を乾燥した。
【００４７】
  沈澱物を蒸留水 10μ l に溶解し、螢光性のプライマー〔 Fluorescent Primer, Universa
l Primer; 5'-Fluorescein-d[CGACGTTGTAAAACGACGGCCAGT（配列番号：７） ]-3'(1.6pmol/
μ l; 0.42 A２ ６ ０  unit/ml); Reverse Primer, 5'-Fluorescein-d[CAGGAAACAGCTATGAC（
配列番号：８） ]-3'(2.1pmol/μ l; 0.42 A２ ６ ０  unit/ml) 〕２μ l (0.42 A２ ６ ０  unit
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/ml, ４～６ pmol）とアニーリング用緩衝液２μ l を加え穏やかに混合した。
【００４８】
  そして、軽く遠心した後、 65℃で５分間熱処理を行い、素早く 37℃条件下に置き、そこ
で 10分間保温した。保温後 10分以上室温で放置し、軽く遠心した。
そして、延長用緩衝液１μ l とジメチルスルホキシド３μ l を加えたものを試料とした。
【００４９】
  ４本のミニチューブにＡ、Ｃ、ＧおよびＴと記入し、それぞれのチューブにＡ Mix (ddA
TPを dATP、 dCTP、 c７ dGTPおよび dTTPと共に溶解したもの ) 、Ｃ  Mix (ddCTP を dATP、 dCT
P、 c７ dGTPおよび dTTPと共に溶解したもの ) 、Ｇ  Mix (ddGTP を dATP、 dCTP、 c７ dGTPお
よび dTTPと共に溶解したもの ) およびＴ  Mix(ddTTPを dATP、 dCTP、 c７ dGTPおよび dTTPと
共に溶解したもの ) を  2.5μ l ずつ分注した。なお、それぞれの溶液は使用時までは氷中
で保存し、使用時には 37℃で１分間以上保温してから使用した。
【００５０】
  希釈した T7DNA ポリメラーゼ（ Pharmacia;６～８ units/２μ l)２μ l をＤＮＡ試料に加
え、ピペッティングもしくは穏やかな混合により、完全に混合した。
混合後すぐに、この混合液を  4.5μ l ずつ保温しておいた４種の溶液に分注した。なお、
分注に際しては新しいチップを用いた。
【００５１】
  37℃で５分間保温し、停止溶液を５μ l ずつそれぞれの反応液に加えた。
この分注においても、新しいチップを用いた。 90℃で２～３分間保温し、すぐに氷中で冷
却した。電気泳動には１レーンあたり４～６μ l を泳動した。
【００５２】
　
  実施例１および２に開示した、ストレプトコッカス・ピオゲネス菌が保有するＤＮＡに
対して特異性を有するプローブそれぞれの塩基配列の決定を、泳動温度 45℃、泳動時間６
時間として、 A.L.F.DNA Sequencer システム (Pharmacia) を用いて行った。各上流と下流
から明らかになった配列から順次プライマーをデザインし、上記の操作を繰り返した。
【００５３】
　その結果、プローブ SP-6-28（配列番号：１）、プロープ SP-7-44（配列番号：２）、プ
ローブ SP-14-1（配列番号：３）、プローブ SP-26-36（配列番号：４）、プローブ SP-26-4
6（配列番号：５）、およびプローブ SP-55-3（配列番号：６）それぞれの塩基配列の全容
が明らかになった。
【産業上の利用可能性】
【００５４】
  上記したように、本発明は、所期の目的であった感染症診断用プローブを提供するのみ
ならず、ＰＣＲ用プライマー作製の指針として、また臨床検体に含まれる Genomic ＤＮＡ
との比較参照用に適した標準配列として優れた有用性が期待され、さらには感染症疾患起
因菌が保有するＤＮＡに特異的に反応するプローブの今後の探究・開発における貴重な手
がかりをもたらすなどの優れた効果を奏するものである。
【００５５】
  また、本願出願にて開示した塩基配列は、臨床分離株の Genomic ＤＮＡをランダムにク
ローニングして得られたものであり、それ故、本発明の塩基配列の有用性はその相補鎖に
まで及ぶものである。
【００５６】
  さらに、野性株が保有するＤＮＡに変異部分が存在することは当然考えられるが、上記
実施例の開示から明らかなように、当該ＤＮＡ変異部分が、感染症診断のためのハイブリ
ダイゼーションへ利用する際の本発明プローブの特異性、あるいは本願出願にて開示した
塩基配列情報を感染症の迅速診断を目的としたＰＣＲ法のプライマーをデザインするため
に利用できる等の、本発明が奏する有用性には何ら影響を与えるものではない。
【図面の簡単な説明】
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【００５７】
【図１】 (a)は、ドット・ブロット・ハイブリダイゼーションの各フィルターにおけるＤ
ＮＡの菌株の配置を示し、 (b)は各プローブを用いてハイブリダイゼーションを行ない発
色させた後の結果を示す。

【 図 １ 】
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