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Summary  

The presenceofthepathogenic factorsofsevenstrainsofBacillus anthracis，Which were maintainedinsomelatヵratories．   

wereinvestigated by PCR．The presence of the pathogenic factors of two strains derived from the Pasteur Ⅱ strain，   

one out of two strainsderived from Stern strain and one out of three strains derived from Davis strain were accord   

With the presence of the pathogenic factorsof the PasteurⅡ strain，Stern strain and Davis strain，reSpeCtively．However，   

One Out Of two strains derived from the Stern strain had no pathogenic factors as wellas Ba813，Which was specific   

for B．anthraci5．Moreover，the presence of the pathogenic factors of two out of three strains derived from the Davis strain  

′－v。reaC。。rdwithth。preS。n。e。fthepath。geni。fa。t。rS。fPasteurⅡstrai。．Itwassugg。Stedthatth。r。pla。。m。nt   

among the strains of B，anthracis would t光OCCurred during the maintenance of the strains．   

Ⅰ はじめに  

βαCJ仙∫d〃J加αCf∫によって引き起こされる人畜共通伝染病であ   

る炭症は，世界的に発生が認められ1），我が国でも2000年7月に   

宮崎県で発生が確認された。且β〃JゐrdCf∫の芽胞は環境からの物理   

学的感作に対して非常に抵抗性が強く，いったん且d〃J加αCf∫の芽   

胞で汚染された環嵐 特に土壌中では長期間生存することが知ら   

れている。そのため炭症発生時には，家畜伝染病予防法に基づき   

家畜の移動制限が行われβ．β〃血αCJ∫による環境汚染の拡大防止が   

はかられるが，家畜の移動制限は経済的に重大な影響を与えるた   

め，炭症の発生が疑われる場合には，迅速，かつ，確実な診断が   

必要となる。  

且β〝J毎αC∫∫は且cgre〟∫と非常に類似しており2），その鑑別には，  

′『来，パールテスト，γファージテスト，アスコリー反応が行わ   

れていたが，アスコリー反応は交叉反応が起こりやすいことが知   

られており3），γファージテストが最終診断として推奨されてい   

る。しかしながら，γファージテストは結果が出るまでに数日間   

を必要とし4）．迅速な診断が行えない。また，環境中には病原因   

子を欠落した且α〝J加βCJ∫が存在し‖5），γファージテストでは病原   

因子の有無に関わらず且d〃血βC∫ぶであれば陽性となることから，   

炭症発生時に環境中に存在する病原因子を欠落した且ロ〃血dC′∫を   

混同する恐れがあり，炭症の診断のためには病原因子の確認が必   

要である。炭痘の病原因子としては，夫膜，防御抗原，浮腫因子，   

致死因子の4つが報告されており，それぞれの病原因子の遺伝子   

が特定され3川）7）8） ，PCRによって迅速に病原因子保有状況を検出   

出来ることが報告されている9）。そこで，炭症の迅速診断のため   

のPCR導入を目的として，当所および関係機関に炭痘鑑別のた   

めに実施するテストの対照とするために保存されていたβ．d〃／力rdC′∫  

菌株を使用して，病原因子の保有状況を調査した。  

Ⅱ 材料および方法  

1 使用菌株   

当所および各関係機関に保存されていた7株の且α〃伽βC′∫を使  

用した（表1）。  

表1 使用菌株  

菌株名  由来  保存機関  

CBA99001  PastuerI］苗株  A  

CBA99002  Sternワクチン株  A   

CBA99003  Davis株  B  

CBA99004  PastuerI］苗株  C  

CBA99005  Sternワクチン株  C  

CBA99006  Davis株  C   

CBA99007  Davis株  D   

2  P C R   

普通寒天平板（日水）に披験薗株を接種し，37℃で一夜培養  

後，Gene Trapping by Liquid Extraction kit（TaKaRa）を  

使用してDNAを抽出した。抽出したDNAは，Gene Quant Pro  

（Pharmacia）を使用してDNA濃度を測定し，20ngをPCR反応  

液（表2）に加えた。  

表2 PCR反応液の組成  

試薬  添加量★  最終濃度  

10×conc．PCRreactionbuffer＊＊  10J11  

10mMPCRNucleotideMix★★  2111  200pM  

20〟Mprimer＃1  2．5〃1  0．5〃M  

20〟Mprimer＃2  2．5〟1  0．5〃M  

5U／pITaqDNAPolymerase★★  0．5pl  千葉県衛生研究所  

（2000年11月10日受理）  ★反応績100〃1当たり  
★★BoehringerMannheim  
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使用したprimerは，Ramisseら9）が報告したもののうち，防御  

抗原の遺伝子（pag）の検出にはprimer67および68，浮腫因子  

の遺伝子（cya）の検出にはprimer25および26，致死因子の遺伝  

子（ld）の検出にはprimer3および4，英膜の遺伝子（cq，（C））  

の検出にはprimer57および58，B．anthracisのchromosomeに特  

異的な塩基配列であるBa8136）の検出にはprimerRlおよびR2を  

使用した（表3）。   

PCRはGeneAmp PCR system9700（Applied Biosystems）  

を使用して行い，反応条件は，940c5分間でDNA変性を行い，  

その後948c30秒，588c30秒，720c30秒のサイクルを30回行い，  

常法川jにより増幅バンドを検出した。   

3 生化学性状試験   

CBA99002については，γファージテストりおよびAPI50CHB  

（BioMerieux）により生化学性状を調査した。  

表3 使用primer  

遺伝子  Primer  シークエンス（5′→3′）  

67  c a g a a t c a a g t t c c c a g g g g  

68  t c g g a t a a g c t g c c a c a a g g  

25  g g t t t a g t a c c a g a a c a t g c  

26  c g c c t t c a a g a c c c c  

lグ   

c 

gaa 

∴ ：こ   、  

、， ‥丁‥  Jヽ  

Ba813   
Rl  t t a a t t c a c t t g c a a c t g a t ggg  

R2  a a c g a t a g c t c c t a c a t t t g g a g  

Ⅲ 結 果  

PCRの結果，被検7株のうちCBA99001およびCBA99004，  

は，タロg，り凋，〆げ c呼（C）の4つの病原因子とBa813を保有して  

いた（図1）。また，CBA99005は，クβg，り埠吻Ⅵ3つの病原  

因子とBa813を保有しており（図2），CBA99007は，CqP（C）の  

一つの病原因子とBa813を保有していた（図3）。一方，CBA99  

002は，ク昭，サ〟，／所 c甲（C）の4つの病原因子を全く保有して  

おらず，Ba813も保有していなかった（図4）。また，CBA990  

03およびCBA99006は，CBA99001およびCBA99004と同様に  

ク曙 qⅥ，／彿 c呼（C）の4つの病原因子とBa813を保有していた  

（図5，6）。  

M★ pdg ピタ〃 ノβ′ C叩（C）88813  

t747 bpp 
◆－546bp  
e386 bpppp 

■●－152bp  100bp －●・  

★1001adder marker  

図2 Sternワクチン抹由来菌株のPCR像（CBA99005）  

一ヽ   

M－ 叩g C′α ノ8′ e叩（C）Bag13  
M★ p■g ぐプ〃 ノe′ C叩（C）もー舞13  

←747bp   

←646bp  
■－386bp  
■●－264bp   

←152bp  

◆－ 264bp  

←162 bp  100bp 一◆  
100bp 一◆  

貴1001adder marker   

図3 Davis株由来菌株のPCR像（CBA99007）  

★1001adder marker   

図1 PasteurⅡ苗株由来菌株のPCR像（CBA99001）  
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保存β。C肋∫d〝才力rαCね菌株の病原因子保有状況  

M★ 叩g ぐタαJe′ ¢叩（C）B且813  
Ⅳ 考 察  

且α輔毎肌諭には二つの病原プラスミドが存在し，病原因子のう  

ちpX01にはグロg，叩材が，pXO2には叩が存在することが報  

告されている11）。現在，餌〃伽βCね保存菌株として知られている  

のには，PastuerⅡ苗株，Sternワクチン株およびDavis株がある。  

pastuerⅡ苗抹はPastuerがワクチン用に開発した弱毒株で日本  

で保存されている株は4つの病原因子の全てを保有することが知  

られている11）。Sternワクチン株は，pX02が脱落した無夷膜変  

異株であり，pX01に存在するク喝，ヴβ，材の3つの病原因子を  

保有する。γファージテストに使用するγファージを増殖させる  

菌株であるDavis抹は，pXOlが脱落した非病原性株であり，  

pxo2に存在するc呼を保有する。   

今回，当所および関係機関に保存されていた且α〃／力rロCJ∫菌株に  

ついてPCRで病原因子の保有状況について調査したところ，  

PastuerⅡ苗株由来のCBA99001およびCBA99004は，Pag，qya，  

／威 c‘甲（C）の4つの病原因子およびBa813を保有しており，この  

2株がPastuerII苗株由来であることと一致していた（図1）。  

また，Sternワクチン抹由来のCBA99005は，CqP（C）以外のpag，  

qya，lqfm3つの病原因子を保有しておりSternワクチン株由来で  

あることと一致していた（図2）。さらに，Davis株由来のCBA  

99007はcap（C）およびBa813を保有しておりDavis株由来である  

ことと一致しており（図3），PCRが炭症の迅速診断に使用可  

能であることが確認された。しかし実際の炭症発生時には，  

β．α〃／かαCゎによる汚染拡大防止のために末梢血や臓器の一部から  

且α〃J加βC′∫を証明出来ることが望ましいが，PCR反応は血液成分  

等の爽雑物により反応が阻害されることが知られており」2－，患畜  

の末梢血や臓器から直接DNAを抽出してPCRによって診断が可  

能であるかどうかについては今後の検討課題である。   

Sternワクチン株由来のCBA99002は病原因子を全く保有して  

いないばかりでなくBa813も保有してなかった（図4）。このこ  

とは，CBA99002がcq）（C）以外の病原因子が存在するpX01を脱  

落したことも考えられるが，B，an（hracisのchromosomeに特異的  

な塩基配列であるBa8136）を保有していなかったことから，CBA  

99002は且α〃／力r（7C～∫ではないことが考えられる。さらに．CBA  

99002は，γファージテストで感受性陰性であったこと（図7），  

羊血液寒天培地上でβ溶血を示すこと（データ非掲載），API50  

CHBにより且cere〟∫と同定されたことから，且馴血Ⅶ裏ではなく  

B．cereusであると思われる。また，CBA99003およびCBA99006  

はク喝，叩〟，／げ c甲（C）の4つの病原因子およびBa813を保有し  

ており，PastuerⅡ苗株由来であると思われる。今回，当所およ  

び関係機関に保存されていた且α〃メカrdCf∫の病原因子保有状況をPC  

Rによって調査した結果，菌株の由来どおりの病原因子を保有し  

ていた株は7株中4株であり，残り3株はなんらかの理由により  

菌株が入れ替わっていることが考えられた。これらの菌株は分与  

や保存の記録が不明瞭であり，どの時点で入れ替わったかを明ら  

かとすることは現在では不可能であるが，今後，さらに混乱を引   

き起こさないように，保存記録が必要であると思われる。  

★1001adder marker   

図4 CBA99002のPCR像  

M■ p8g 亡∫d Jβ′ ぐ8p（C）Ba813  

／－   

100bp －・ト  

★100laddeI・markel・   

図5 CBA99003のPCR像  

M★ pdg c∫〃 ノe′ C叩（C）Ba813  

100bp－●・  

★1001adde】・marker  

図6 CBA99006のPCR像   

′－病原因子を全く保有していなかったCBA99002について，γ   

ファージテストを行ったが，陽性対照としたDavis株由来のCBA   

99007では10－5まで溶菌が確認されたのに対し，CBA99002で   

は全く溶菌せず，感受性がなかった（図7）。  

また，API50CHBではB．cereusと同定された（％id＝98．5，T＝   

0．78）。  

Davis株（陽性対照）  CBA99007   

図7 CBA99002に対するγファージテスト  
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