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資 料

非酵素法で行うパルスフィールド・ゲル電気泳動の適用菌種の検討

野田万希子，古田紀子，門倉由紀子，白木 豊，小林香夫

要 旨

タンパク分解酵素の替わりに高濃度の尿素と界面活性剤を用いてDNAを抽出する非酵素法でのパルスフィール

ド・ゲル電気泳動（PFGE）解析について，その適用菌種の検討を行った．その結果，非酵素法は，今までに検討

されていなかったカンピロバクター属菌やレジオネラ属菌に加え，当所で検査する機会の多いO157以外の腸管出

血性大腸菌やS. Enteritidis以外のサルモネラでも適用可能であった．S. Saintpaulでは，酵素法と同様に，

バンドがスメア状になるが，泳動バッファーにチオ尿素を添加することでスメア化を防ぐことができた．非酵素

法がより多菌種・多血清型で適用可能であったことよって，PFGE解析をより簡便・経済的・安全に行うことがで

きることが示唆された．

キーワード：PFGE，カンピロバクター属菌，レジオネラ属菌，腸管出血性大腸菌，サルモネラ

１ はじめに

パルスフィールド・ゲル電気泳動（PFGE）解析は

その識別能力の高さから，多くの菌種において分子

疫学解析の標準法となっている．PFGEプロトコール

では，可能な限り物理的な断片化を防いで細菌の細

胞内に存在していた時の状態に近い状態で巨大分子

の染色体を回収することが必要なため，アガロース

ブロックに菌体を包埋した状態で後の処理を行う．

通常，このアガロースに包埋した状態の菌体から染

色体DNAを抽出する方法として，溶菌酵素（リゾチ

ーム）やタンパク分解酵素であるproteinase Kなど

の酵素類が用いられる（以下，「酵素法」と略す）．

国立感染症研究所が提示している酵素法プロトコー

ルはアメリカ疾病管理予防センター（Centers for

Disease Control and Prevention: CDC）の方法に準

じて改良され，現在は簡便化されてリゾチーム処理

を省略した方法１）になっているが， proteinase K

や，proteinase Kの活性を失活させるために使用す

るPefablocSCは高価な試薬であり，費用がかかるこ

とが問題である．また，タンパク阻害剤である

PefablocSCは人体に有害であり，取り扱いに注意を

要する．

近年，酵素を使わず高濃度の尿素や界面活性剤を

使って簡便かつ経済的にPFGE用のDNAを調製する方

法（以下，「非酵素法」と略す）が開発され，肺炎球

菌 （ Streptococcus pneumoniae ）， 緑 膿 菌

（Pseudomonas aeruginosa），コレラ菌（Vibrio

cholerae），Aeromonas属菌，腸管出血性大腸菌O157，

サルモネラ（Salmonlla Enteritidis），赤痢菌

（Shigella sonnei），腸炎ビブリオ（Vibrio

parahaemolyticus O3:K6）で適用できることが報告

されている２-５）．今回，西海らが報告した高濃度の

尿素と安価な界面活性剤であるTriton X-100を含む

EDTAバッファーを用いた非酵素法が５），他のグラム

陰性菌にも適用可能ではないかと考え，当所で検査

を行う機会が多いカンピロバクター属菌およびレジ

オネラ属菌について検討を行った．また，腸管出血

性大腸菌とサルモネラについては，報告されている

O157 や S. Enteritidis 以外の血清型でも適用可能

か検討した．さらに，腸管出血性大腸菌については

非酵素法でのDNA調製時の保温時間短縮の検討を行

うとともに，サルモネラの中でスメア化して解析不

能となることが知られているS. Saintapaulについ

ては，チオ尿素を添加した条件下での比較も行った．

２ 材料と方法

2.1 供試菌株

岐阜県下で分離されたカンピロバクター属菌，レ
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ジオネラ属菌，腸管出血性大腸菌，サルモネラの

合計84株を供試した（表１）．

表１ 供試菌株

菌 種 血 清 型 株数
Campylobacter jejuni 8
C. coli 2
Legionella pneumophila 血清群1 2

血清群5 1
L. micdadei 2
L. oakridgensis 1
Escherichia coli
(EHEC)

O157 49
O26 8
O111 1

Salmonella enterica Braenderup * 1
Enteritidis 1
Newport 1
Saintpaul 2
Schleissheim 1
Stanley 1
Typhimurium 1
O4:i:- 2

* H9812 PFGEマーカー株

2.2 PFGE

2.2.1 アガロースブロック作製

カンピロバクター属菌，レジオネラ属菌ではそれ

ぞれ血液寒天培地（栄研化学），BCYEα寒天培地（栄

研化学）上で培養したコロニーを滅菌蒸留水150 µL

に懸濁した．腸管出血性大腸菌，サルモネラは

Tryptic Soy Broth（BD）で一晩増菌し，増菌液

150-200 µL を生理食塩水１ mL に添加して 13,000

rpm，10分間遠心した後，上清を捨てて150 µLの滅

菌蒸留水に再懸濁した．それぞれの懸濁液に，等量

（150 µL）の１% SeaKem Gold Agarose（Lonza）を

加え，0.7 mm 厚のプラグモールド（Bio-Rad）で固

化させた（図１）．

2.2.2 酵素法によるDNA抽出

国立感染症研究所の改良法１）に従って行った（図

１）．方法 2.2.1 で固化させたブロックを１ mg/mL

proteinase K（和光純薬）と１ %N-lauroylsarcosine

（和光純薬）を含む0.5 M EDTA(pH8.0)に入れ，50℃

で２時間から一晩保温した．レジオネラ属菌は，常

らの改良法６) に従い， proteinase K 濃度を 0.1

mg/mL に，50℃での保温時間を１時間で実施した．

proteinase K処理したブロックを４ mm角にカット

し，４ mM Pefabloc SC（Roche）を含むTEバッファ

ーに移し，50℃で20分間の保温を２回繰り返すこと

によりproteinase Kを失活させた．次にTE バッフ

ァーにブロックを移し氷上で20分間平衡化した．

2.2.3 非酵素法によるDNA抽出

西海らの方法５）に従って行った（図１）．具体的

には，方法2.2.1で固化させたブロックを５ M尿素

（Pharmacia Biotech），１%TritonX-100（和光純薬）

を含む 0.1 M EDTA（pH8.0）に入れ，50℃で一晩保

温した．保温後のブロックを４ mm 角にカットし，

TE バッファーで氷上 30 分間の洗浄を２回実施した

後，新しいTEバッファーに置換して氷上で20分間

平衡化した．

2.2.4 制限酵素処理及び電気泳動

方法2.2.2または2.2.3で処理を行ったブロック

を制限酵素バッファーに移し氷上で 30 分間平衡化

した後，カンピロバクター属菌は１ブロックにつき

30 U の SmaⅠ（Roche）で，レジオネラ属菌は 50 U

のSfiⅠ（Roche）で，腸管出血性大腸菌，サルモネ

生理食塩水１mL

TSB一夜培養液
150-200 μL

遠心13,000 rpm, 10分、沈査に150μL DDWを加える

150μl１% SeaKem
Gold Agarose in DDW

よく混ぜた後、plug moldへ流し込む（２枚）

１mg/mL proteinase K, １% N-
laurylsarcosine in 0.5 M EDTA １mL

50℃、2時間から一晩保温

ブロックを4mm角にカット

４mM Pefabloc SC in TE 0.5 mL
50℃、20分、２回洗浄

TE buffer 0.5 mL
氷上、20分、２回洗浄

1×制限酵素buffer 0.2 mL 氷上、30分、1回洗浄

30-50 units/sample の制限酵素
in１×制限酵素buffer 0.1 mL

２-４時間処理

５M Urea, １% Triton X-100 in
0.1 M EDTA(pH8.0) １mL

50℃、一晩保温

TE buffer 0.5 mL
氷上、30分、２回洗浄

TE buffer 0.5 mL
氷上、20分、１回洗浄

泳動

ブロック２枚
/ 1.5 mL tube

酵素法 非酵素法

4 mm角ブロック１枚
/ 0.5 mL tube

または、
150μL DDWに
平板上の
菌苔を懸濁

図１ PFGEプロトコール
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ラは30 UのXbaⅠ（Roche）で，各２-４時間処理し

た．処理温度は SmaⅠでは 25℃，SfiⅠでは 50℃，

XbaⅠでは 37℃で実施した．処理後のブロックをコ

ームに載せた後，１% SeaKem Gold Agarose ととも

に固化させ泳動用ゲルを作製した．泳動マーカーは

S. Braenderup H9812をXbaⅠ処理したブロックを使

用した．電気泳動はCHEF DRⅢ（Bio-Rad）泳動槽に

て0.5×TBEバッファー，電圧６ V/cm，パルスタイ

ム2.2-54.2秒，泳動時間19時間で行った．チオ尿

素を添加する場合は，0.5×TBEバッファーに200 µM

の濃度になるように添加して泳動を実施した．泳動

後，エチジウムブロマイドにより染色し，切断パタ

ーンを観察した．

３ 結 果

3.1 カンピロバクター属菌

Campylobacter jejuni ８株，C. coli ２株を非酵

素法で解析したところ，約20-500 kbpの範囲に８-14

本の明瞭なバンドが認められた．その切断パターン

を酵素法と比較したところ，抽出方法によるパター

ンの差は認められなかった（図２）．

3.2 レジオネラ属菌

Legionella pneumophila ３株，L. oakridgensis

１株では，非酵素法で約20-1,100 kbpの範囲に

11-22本のバンドが認められた．その切断パターン

を酵素法と比較したところ，多少のバンドの濃淡の

違いはあるものの，酵素法と同じパターンが得られ

た（図３）．一方，L. micdadei では，２株中１株で

非酵素法のバンドが非常に薄く認識できなかった

（図３のレーン２）．

3.3 腸管出血性大腸菌

腸管出血性大腸菌O157（49株），O26（８株），O111

（１株）を非酵素法で解析したところ，すべての株

で約20-800 kbpの範囲に17-22本の明瞭なバンドが

認められた．そのうち，O157（２株）の切断パター

ンを酵素法と非酵素法で比較したところ，バンド位

置はすべて一致した（データ省略）． さらに，O157

（３株）について，非酵素法の50℃での保温時間を

２時間と一晩（約19時間）とで比較したところ，３

株ともに一晩の保温では明瞭なバンドが認められた

が，２時間の保温ではバンドが得られなかった（図

４）．

1 2 3 4 5
M 酵 非 酵 非 M 酵 非 酵 非 酵 非

図２ カンピロバクター属菌のPFGE解析像
レーン１,２,３：C. jejuni
レーン４,５：C. coli
酵：酵素法，非：非酵素法
M：S. Braenderupマーカー株

1135 

サイズ
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図３ レジオネラ属菌のPFGE解析像
レーン１,３,４：L. pneumophila
レーン２,５：L. micdadei
レーン６：L. oakridgensis
酵：酵素法、非：非酵素法
M：S. Braenderupマーカー株
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3.4 サルモネラ

サルモネラ10 株では，非酵素法で約20-1,100 kbp

の範囲に11-18本のバンドが認められ，そのうち７株

（S. Saintpaul ２株，S. Schleisseim １株，S.

Stanley １株，S. Typhimurium １株， S. spp. O4:

i:- ２株）のバンドパターンを酵素法と比較したと

ころ，その泳動位置は一致していた．また， S.

Saintpaul ２株，S. Schleisseim １株，S. Stanley

１株の合計４株について，泳動のTBE バッファーに

チオ尿素を無添加時と添加時とで比較したところ，

S. Schleisseim とS. Stanley では抽出方法の違い

やチオ尿素添加の有無によって差は認められなかっ

た．一方，S. Saintpaul では，チオ尿素無添加条件

では酵素法，非酵素法ともにスメア状となったが，

チオ尿素添加条件下では明瞭なバンドが認められた

（図５）．

表２にPFGEマーカー株であるS. Braenderupにつ

いて，ブロック作製日，XbaⅠ処理日および最終使用

日をまとめた．作製したブロックは尿素と

TritonX-100を含むEDTA溶液中での冷蔵保存で１年

以上，XbaⅠ処理後のブロックも制限酵素を含むバッ

ファーをTEバッファーに置換し冷蔵した状態で少な

くとも６カ月間は解析可能であった．

表２ S. Braenderupマーカー作製・使用年月日

ブロック作製
（※１）

XbaⅠ処理
（※２）

最終使用
（※３）

2010.6.11
2010.7.8 2010.10.27

2010.8.19 2011.2.3

2010.6.18 2010.8.19 2011.1.19

2010.7.1
2010.12.17 2011.2.16

2011.2.2 2011.8.11

2010.7.8
2011.6.20 2011.8.25

2011.8.25 2011.8.25

※１ 一晩保温処理後、冷蔵した日

※２ 処理後、制限酵素を含む溶液をTEに置換して冷蔵保存した日

※３ 泳動開始日

４ 考 察

今回，我々は非酵素法の検討が行われておらず，

かつ当所で検査する機会が多いカンピロバクター属

菌，レジオネラ属菌，腸管出血性大腸菌およびサル

モネラの７菌種84株で検討を行った．その結果，L.

micdadei １株では非酵素法のバンドが非常に薄く

認識できなかったものの，それ以外の83株では明瞭

なバンドが得られ，酵素法と比較したすべての株に

おいてバンドパターンが一致した．このことから，

非酵素法は，これらの菌種・血清型で酵素法の代替

法として解析可能であることが示唆された．

通常，PFGE解析においてバンドが得られない現象

図４ 腸管出血性大腸菌O157（３株）

保温時間による違い（非酵素法）
２h：保温時間２時間
ON：保温時間一晩（約19時間）
M：S. Braenderupマーカー株

2h ON 2h ON 2h ON M
1 2 3

チオ尿素なし

M 酵 非 酵 非 酵 非 酵 非 M
1 2 3 4

チオ尿素あり

M 酵 非 酵 非 酵 非 酵 非 M
1 2 3 4

図５ チオ尿素有無の検討
レーン１,２：S. Saintpaul，レーン３：S.
Schleissheim，レーン４：S. Stanley
酵：酵素法，非：非酵素法
M：S. Braenderupマーカー株
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は，今回検討を行ったS. Saintpaulのように血清型

固有の性質であると考えられているもの７)以外に，

菌株によって内在性DNA分解酵素の作用でDNAが分

解されることが報告されているもの８，９)などが考え

られる．今回， S. Saintpaul では非酵素法におい

ても酵素法での報告10)と同様に，泳動バッファーに

チオ尿素を添加することでスメア化を防ぐことが可

能であった．一方，バンドが非常に薄く解析不能で

あったL. micdadei １株については，原因が菌種や

株の性質によるものなのかを明らかにするために，

今後再現性を確かめるとともに，より多くの菌株に

ついて解析を行う必要がある．

酵素法のプロトコールでは，proteinase K処理を

50℃で２時間から一晩実施する１）のに対し，西海ら

が行った非酵素法では，保温時間は一晩で行ってい

る５）．McEllistrem らは，酵素を使わず EDTA と

N-lauroylsarcosine を含むバッファー中で

Streptococcus pneumoniaeからDNA抽出を行う非酵

素法の検討で，保温時間は少なくとも６時間以上必

要であったと述べている２）．今回の検討でも，腸管

出血性大腸菌O157（３株）で保温時間を２時間にし

て実施したところ，バンドが得られずDNA抽出が不

十分であることが判明した．また，今回の検討では

ブロック作製時の菌液の濃さは酵素法と非酵素法で

同じにしたが，全体的に酵素法より非酵素法の方が

バンドが薄い傾向にあった．これらのことより，非

酵素法は酵素法よりもDNA抽出効率が低い可能性が

考えられた．しかしながら，高価な試薬類を使わな

い非酵素法は１サンプル当たりのDNA抽出工程の試

薬コストを1/20程度に縮減することができる上に，

操作が簡便になることや，毒性のある薬品との接触

機会が減ることなど，優れた点が多い．今後はこれ

らのメリットを保ちつつ，より効率的な抽出試薬組

成の検討も必要かもしれない．

S. Braenderup H9812はCDCのPFGEプロトコール

において標準マーカー株として使用され，国立感染

症研究所をはじめ全国の地方衛生研究所で使用され

ている．今回，この株においても非酵素法が適用可

能であり，また，作製したブロックおよび XbaⅠ処

理後のブロックの長期保存が可能であったことは，

マーカーの備えにかかる費用削減や作業の効率化に

非常に効果があると考えられる．

今回，供試株数は少ないが，非酵素法がより多菌

種・多血清型の菌において適用可能であることが判

明した．今後さらに改良およびデータの蓄積を行い，

安定した成績が得られることが確認されれば，PFGE

解析をより簡便・経済的・安全に行うことが可能に

なると考えられる．
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