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1 は じ め に

豚の重要な呼吸器病の原因菌で

ある豚胸膜肺炎菌（Actinobacil-

lus pleuropneumoniae : App）は，

主に菌体表層の莢膜の抗原性に基

づき 15 の血清型に型別される．

流行している血清型は国，地域及

び農場によって異なり，日本で分

離される血清型はほとんど血清型1，2または5であり，

分離株の88％以上を占める．病原性の強弱は血清型間

で異なり，またワクチン効果に血清型特異性が認められ

ることから，本菌の血清型別は重要な検査項目であり，

多くの検査機関で実施されている．しかし，型別用抗血

清は市販されていないため，血清型別を実施できる検査

室は少ない．さらにいくつかの血清型間で交差反応がし

ばしば認められ，正確かつ迅速な型別をできないことが

ある．

近年，App血清型1，2，3，5，6，7，8及び12の莢

膜合成遺伝子の塩基配列が決定され，その塩基配列を参

考にして莢膜血清型特異的なPCRが開発された［1h3］．

しかし，日本で流行しているApp血清型1，2及び5を1

本のチューブで型別可能なマルチプレックスPCRはま
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図1 豚胸膜肺炎菌血清型1，2及び5の型別用マルチプレ

ックスPCRの反応液の組成
図2 豚胸膜肺炎菌血清型1，2及び5の型別用マルチプレ

ックスPCRの反応液の組成
下線で示したプライマーの配列を除き，図1と同一

の組成である．血清型1，2及び5以外の血清型参考株

でも，非特異バンドが出現する（図5参照）．

PCR反応液組成（反応液50μl中）

1×PCRゴールドバッファー（Applied Biosystems）
AmpliTaq Gold DNA合成酵素
（2.5ユニット，Applied Biosystems）

MgCl2（1.5mM）
dNTPs（各0.2mM）
精製DNA（10ng）
血清型特異プライマー（各0.5μM）
5'hＧＧＧＣＡＡＧＣＣＴＣＴＧＣＴＣＧＴＡＡh3'
（血清型1用 forward 1［1］）
5'hＧＡＡＡＧＡＡＣＣＡＡＧＣＴＣＣＴＧＣＡＡＴh3'
（血清型1用 reverse 1［1］）
5'hＡＣＴＡＴＧＧＣＡＡＴＣＡＧＴＣＧＡＴＴＣＡＴh3'
（血清型2用 forward［2］）
5'hＣＣＴＡＡＴＣＧＧＡＡＡＣＧＣＣＡＴＴＣＴＧh3'
（血清型2用 reverse［2］）
5'hＴＴＴＡＴＣＡＣＴＡＴＣＡＣＣＧＴＣＣＡＣＡＣＣＴh3'
（血清型5用 forward［2］）
5'hＣＡＴＴＣＧＧＧＴＣＴＴＧＴＧＧＣＴＡＣＴＡＡh3'
（血清型5用 reverse［2］）

PCR反応液組成（反応液50μl中）

1×PCRゴールドバッファー（Applied Biosystems）
AmpliTaq Gold DNA合成酵素
（2.5ユニット，Applied Biosystems）

MgCl2（1.5mM）
dNTPs（各0.2mM）
精製DNA（10ng）
血清型特異プライマー（各0.5μM）
5'hＧＧＧＣＡＡＧＣＣＴＣＴＧＣＴＣＧＴＡＡh3'
（血清型1用 forward 2［3］）
5'hＧＡＡＡＧＡＡＣＣＡＡＧＣＴＣＣＴＧＣＡＡＴh3'
（血清型1用 reverse 2［3］）
5'hＡＣＴＡＴＧＧＣＡＡＴＣＡＧＴＣＧＡＴＴＣＡＴh3'
（血清型2用 forward［2］）
5'hＣＣＴＡＡＴＣＧＧＡＡＡＣＧＣＣＡＴＴＣＴＧh3'
（血清型2用 reverse［2］）
5'hＴＴＴＡＴＣＡＣＴＡＴＣＡＣＣＧＴＣＣＡＣＡＣＣＴh3'
（血清型5用 forward［2］）
5'hＣＡＴＴＣＧＧＧＴＣＴＴＧＴＧＧＣＴＡＣＴＡＡh3'
（血清型5用 reverse［2］）
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だ開発されていない．そこで，日本での主要な流行血清

型である血清型1，2及び5を遺伝学的に簡便かつ正確

に型別できる莢膜合成遺伝子を標的にしたマルチプレッ

クスPCRの開発を行った［4］．

2 マルチプレックスPCRによる豚胸膜肺炎菌血清

型1，2及び5の型別法

PCR反応液の組成及びPCRの反応条件をそれぞれ図

1及び2に示した．血清型1用プライマーは，異なる2

通りの組み合わせで実施した．PCR終了後は，反応液

10μlをアガロース電気泳動（ゲル濃度1.5％使用）に

供試し，特異的DNA増幅の有無とそのサイズを確認し

た．なお今回使用したDNA合成酵素は，95℃，10分間

の予熱を行わなければ酵素が活性化しないホットスター

トPCR用の酵素である．したがって，AmpliTaq Gold

以外の酵素を使用する場合には，予熱を省略する必要が

ある．

3 App血清型参考株での成績（その1）

App血清型1～15の参考株を図1で示した反応条件

のマルチプレックスPCRに供試すると，血清型1，2及

び5の参考株からはそれぞれ約0.75kb，0.5kb，1.1kb

の特異DNAが増幅されるが，他の血清型参考株からは，

DNAは増幅されなかった（図4）．

4 App血清型参考株での成績（その2）

App血清型1～15の参考株を図2で示した反応条件

のマルチプレックスPCRに供試すると，血清型1，2及

び5の参考株からはそれぞれ約1.6kb，0.5kb，1.1kbの

特異DNAが増幅された．しかし，血清型8参考株から

は約0.7kbのDNAが増幅された．他の血清型参考株で

も，1.0kbよりも少し小さなサイズのDNAが増幅され

る株があった（図5）．このように，血清型1，2及び5

用のマルチプレックスPCR開発には，使用するプライ

マーの組み合わせが重要であると考えられた．

5 App野外株での成績

3及び4の成績から，図1に示した反応条件で野外株

での反応性の検討を行った．その結果，App血清型1

（n＝15），2（n＝53），5（n＝15），7（n＝11），8

（n＝3），10（n＝2），12（n＝3）及び型別不能（n＝

4）の野外分離株を上記マルチプレックスPCRに供試す

ると，血清型1，2及び5の野外分離株からはそれぞれ

約0 .75kb，0 .5kb，1 .1kbの特異DNAが増幅された．

一方，血清型7，8，10，12及び型別不能の野外分離株

からは，DNAは増幅されなかった．このように，図1

に示したプライマーの組みあわせで実施したマルチプレ

ックスPCRは，野外でも利用可能であると考えられた．

6 結　　　　　論

莢膜合成遺伝子を標的にしたマルチプレックスPCRに

より，日本での主要な流行血清型である豚胸膜肺炎菌の

血清型1，2及び5を簡便かつ正確に遺伝学的に型別を

実施できる．本法は型別用抗血清が不要であり，特異性

も高い事から，簡便かつ正確に分離株の血清型を推定で

きる．型別用抗血清を保有しない検査機関では，分離株

が日本での主要な血清型である血清型1，2，5であるか

どうかを遺伝学的に型別するための簡易検査法として使

用できる．一方，型別用抗血清を保有する検査機関では，

従来の抗血清を用いた血清型別の際に，交差反応が認め

られた場合には，有用な補助検査法として本法を使用で

きる．以上の成績は既報の論文に掲載されている［4］．

図3 豚胸膜肺炎菌血清型1，2及び5の型別用マルチプレ

ックスPCRの反応条件
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図4 豚胸膜肺炎菌血清型1，2及び5の型別用マルチプレ

ックスPCR
各レーンの上の数字は血清型を示す．

M：サイズマーカー（1kb plus DNA ladder）．

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 M

1.6 kb
1.0 kb
0.5 kb

図5 豚胸膜肺炎菌血清型1，2及び5の型別用マルチプレ

ックスPCR
各レーンの上の数字は血清型を示す．

M：サイズマーカー（1kb DNA ladder）．
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