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略語表 

 

ABPC: アンピシリン 

CAZ: セフタジジム 

CEZ: セファゾリン 

CLSI: Clinical and Laboratory Standard Institute 

CP: クロラムフェニコール 

CPFX: シプロフロキサシン 

CTX: セフォタキシム 

ERFX: エンロフロキサシン 

GM: ゲンタマイシン 

KM: カナマイシン 

MLVA: Multi-locus variable number tandem repeats analysis 

MMC: マイトマイシン C 

NA: ナリジクス酸 

PCR: polymerase chain reaction 

PFGE: pulsed-field gel electrophoresis 

RDNC: reacted but did not conform with clear phage types 

SM: ストレプトマイシン 

SUL: サルファ剤 

SXT: スルファメトキサゾール/トリメトプリム 

TC: テトラサイクリン 

TMP: トリメトプリム 

UPGMA: unweighted pair group method arithmetic mean  
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緒言 

 

 Salmonella はグラム陰性桿菌であり、腸内細菌科の一属に分類される。本菌は

Salmonella enterica、S. bongoriの2菌種に分類され、さらにS. entericaは6亜種 (enterica、

salamae、arizonae、diarizonae、houtenae、indica) に分類される。ほ乳類や鳥類の病気

の原因となる菌の多くは、S. enterica subsp. enterica に属する。また、Salmonella は、

菌体抗原 O 抗原および鞭毛抗原 H 抗原により、2500 以上の血清型に分類され、血清

型ごとに病原性の程度や宿主域が異なる。特定の動物のみに全身性のチフス性疾患や

敗血症を起こす血清型としては、S. Typhi、S. Paratyphi A、S. Gallinarum、S. Pullorum、

S. Abortusequi があげられる。特定動物にチフス性疾患を起こすほか、人や他の動物に

急性胃腸炎または敗血症を起こす血清型として、S. Typhimurium、S. Enteritidis、S. 

Choleraesuis、S. Dublin などがある。さらに、上記以外の血清型で、特定の宿主域はな

いが人および動物に急性胃腸炎を起こすものがある。 

 Salmonella は腸管粘膜への付着および定着、上皮細胞侵入性、マクロファージ殺菌

抵抗性、補体抵抗性等に関与する、様々な病原因子を保有している [16]。マウスに対

する病原性には、少なくとも 60 の遺伝子が関与していると考えられている[16, 78]。

これらの病原因子に関連する遺伝子のほとんどは染色体上に存在し、多くは染色体上

の Salmonella pathogenicity island という領域に含まれる。これに加え、一部の血清型で

は病原性に関連した血清型特異的なプラスミドを保有する [60]。血清型特異的病原性

プラスミド上には、マクロファージ内での増殖に関与する Salmonella plasmid virulence 

(spv) 領域が共通に存在する [60]。S. Typhimurium は約 94 kb の血清型特異的病原性プ

ラスミドを保有しており、spv 領域以外に、線毛に関連する pef (plasmid-encoded 

fimbriae) オペロンや、補体抵抗性に関連する rck (resistance to complement killing) およ

び srgA、srgB、srgC (SdiA-regulated genes) 等の因子を含んでいる [60]。 

 牛サルモネラ症は種々の血清型のサルモネラに起因する伝染性疾病であり、発症牛
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は発熱、下痢、肺炎等の症状を示し、重症例では敗血症を呈して死亡する。本症は世

界各国で発生が認められ、我が国においては、S. Typhimurium、S. Dublin、S. Enteritidis

の 3 血清型が家畜伝染病予防法により届出伝染病に指定されており、北海道では、こ

れらの 3 血清型による牛サルモネラ症の発生が、年間 100~350 頭程度認められている 

[51]。近年では届出対象以外の血清型による発生が増加しているものの、 S. 

Typhimurium による発生が依然として最も多く、乳用牛においては約 8 割、肉用牛に

おいては約 6 割を占める [49, 50, 51]。牛サルモネラ症は、以前は肉用牛での発生がほ

とんどであったが、1992 年以降では、乳用牛での発生が増加し、現在では肉用牛にお

ける発生よりも圧倒的に多くなっている。さらに、発症牛の発育ステージにも変化が

見られており、1980 年代までは子牛での発生が主体であったが、1990 年代以降は成

牛における発生が急増した [51]。このような傾向は北海道だけでなく、ほぼ全国的に

認められた。また、欧米でも同様な傾向が認められている。フランスにおける成牛の

サルモネラ症発生件数は、1986～1987 年では 253 件であるのに対し、1988～1989 年

では 680 件となり、著しい増加が認められた [64]。同様に、イギリス、オランダにお

いても 1990 年代以降に成牛におけるサルモネラ症発生数の増加が認められている 

[64]。搾乳牛での発生は、死廃、乳量低下、生乳出荷停止等により、子牛での発生と

比較して多大な経済的損失を被ることになる。このような搾乳牛のサルモネラ症増加

の原因の一つとして、飼養環境の変化が指摘されている。すなわち、1990 年代に泌乳

量増加を目的としてルーメンバイパス蛋白等の高蛋白飼料の多給が開始されたが、こ

れにより、ルーメン機能が低下し、生理機能が失調したことで抗病性が低下し、サル

モネラ感受性が高まったとの説が提唱されている [46]。 

 一方で、牛サルモネラ症の原因菌にも変化が見られていたことが報告されている。

1991 年以降、それまで国内において牛から分離されていなかった S. Typhimurium 多

剤耐性ファージ型 DT104 が、高率に分離されていたことが明らかとなった [62]。

DT104 は、イギリスで 1984 年に人から、1988 年に牛から初めて分離され、その後世
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界各国で各種の動物から分離された。DT104 の多くはアンピシリン (ABPC)、クロラ

ムフェニコール (CP)、ストレプトマイシン (SM)、サルファ剤 (SUL)、テトラサイク

リン (TC) の 5 剤耐性であり、その耐性遺伝子は染色体上の Salmonella genomic island 

I に含まれるインテグロン構造中に存在する [7]。マウス個体や細胞を用いた実験で

は、DT104 が他のファージ型菌より高病原性であるという結果は得られていないが 

[4]、他のファージ型菌が感染した場合と比較して重症化しやすいことなどから、病原

性が強いものと考えられている [21]。近年、DT104 が共通に保持する遺伝子として百

日咳毒素遺伝子と相同性を示す artAおよび artB (artAB) が見出された [22, 61]。 artAB

は溶原ファージゲノム上に存在しており、その産物である ArtA/ArtB (ArtAB) は、

DT104 U1 株にマイトマイシン C (MMC) を添加して培養することにより、培養上清

中に産生される [61, 79]。ArtAB を含む DT104 U1 株培養上清は、百日咳毒素感受性

GTP 結合蛋白質 (G 蛋白質) を ADP-リボシル化し、百日咳毒素と同様に Chinese 

Hamster Ovary (CHO) 細胞集塊形成活性を示す [79]。一方、S. Typhi においても百日

咳毒素様蛋白をコードする遺伝子 pltA および pltB (pltAB) の存在が知られ、この遺伝

子は artAB と高い相同性を示す [70]。pltA の遺伝子産物である PltA は、宿主細胞の

蛋白質を ADP-リボシル化するが、標的となる蛋白質の詳細は明らかとなっていない 

[70]。S. Typhi は、宿主細胞のアポトーシスの誘導や、細胞周期の阻害に関連する

cytolethal distending toxin (CDT) を産生する [19]。PltA および PltB は、CDT の一つの

構成要素である CdtB と複合体を成し、CdtB を標的細胞内へ輸送する役割を果たすと

考えられている [70]。cdtB、pltA、pltB の 3 遺伝子は、染色体上の CdtB-islet と呼ばれ

る領域にあり、S. Typhi の他に、S. Montevideo、S. Javiana 等、複数の血清型において

当該領域の存在が報告され [45]、Salmonella 属菌の新たな病原性遺伝子として注目さ

れている。しかし、DT104 において cdtB 遺伝子は存在せず、ArtAB の毒性や病原性

に果たす役割については明らかとなっていない。いずれにしても、成牛型サルモネラ

症の増加の原因が、飼養環境の変化によるものなのか、原因菌の変化によるものなの
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か、あるいは両者が要因なのかは不明である。 

 国内で牛から分離された DT104 は、その分離時期および海外での分離状況から、海

外から導入された可能性が推測される。近年における牛や飼料の移動を含めた農産物

流通のグローバル化により、海外で流行している病原体の国内への侵入がより容易に

なっていると考えられる。このような状況の中、牛サルモネラ症の防疫対策の的確化

を図るために、原因菌の流行型の特定や感染源・感染経路を究明する疫学的調査が必

須である。そのためには、菌株間の関連性を科学的に解析するための手法が必要であ

る。 

 S. Typhimurium の分子疫学的解析方法として、ファージ型別、薬剤感受性プロファ

イル、プラスミドプロファイル、パルスフィールドゲル電気泳動 (PFGE) 、Multi-locus 

variable number tandem repeats analysis (MLVA) が知られている [20, 28, 43, 44, 48, 74, 

82]。これらの手法を用いることにより、異なる地域や年代における分離株間の関連性

を解析することが可能となる。PFGE は Salmonella の遺伝子型別手法のゴールドスタ

ンダードとして利用されている。また、近年ゲノム上の反復縦列配列を含む複数の遺

伝子座位の塩基配列を決定し、繰り返し数を解析することにより型別する MLVA も、

その型別能の高さから注目されている [43, 44, 82]。Multi-locus sequence typing は分子

疫学的解析手法の一つとして様々な細菌に用いられているが、Salmonella においては

PFGE、MLVA と比較して識別能力が低く、血清型間の違いを検出する方法として用

いることは可能であるが、限定された地域における同一血清型の分離菌株を詳細に型

別する方法としては適していない [1]。 

 本研究では、牛サルモネラ症の主な原因菌である S. Typhimurium 分離株の遺伝学的

性状とその変遷を明らかにすることを目的とし、北海道で 1977 年から 2009 年までの

33 年間に分離された牛由来 S. Typhimurium について、PFGE、MLVA および薬剤耐性

プロファイル等の分子疫学的手法を用いて解析し、さらに一発生事例の疫学的調査を

実施し、遺伝学的性状のデータベースの有用性について検証した。加えて、近年分離
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された主な流行型株が産生する毒素の性状や、薬剤耐性因子に関する解析を実施した。 

 第Ⅰ章では、上述の分子疫学的解析手法を用いて S. Typhimurium 545 株の遺伝子型

を決定し、その経年的な推移を解析し、近年分離される新しい遺伝子型菌を検出した。 

 第Ⅱ章では、2008 年に北海道内の一酪農場において発生した牛サルモネラ症に関

する分子疫学的解析を実施した。農場分離株について第Ⅰ章で得られた北海道内の分

離菌株の遺伝学的性状のデータベースと比較することにより、感染源・感染経路につ

いて考察した。 

 第Ⅲ章および第Ⅳ章では、第Ⅰ章の解析により検出された、新しい遺伝子型菌の特

徴を明らかにすることを目的とした。第Ⅲ章では、1992 年以降に分離数が増加した

PFGEⅠ型菌の特徴を解析した。Ⅰ型は DT104 およびその近縁株で構成されるため、

DT104 が共通して保有するとされる artAB の S. Typhimurium 545 株における保有状況、

およびその遺伝子産物 (ArtAB) の毒素活性等の生物学的性状を解析した。 

 第Ⅳ章では、2000 年以降に分離数が増加した PFGE Ⅶ型菌の特徴を明らかにする

ために、Ⅶ型菌が共通に保有する薬剤耐性病原性プラスミドの構造を解析した。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



6 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

第Ⅰ章  過去 33 年間に北海道内で分離された牛由来 Salmonella 

Typhimurium の分子疫学的解析 
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1. 序文 

 

 牛サルモネラ症は種々の血清型の Salmonellaにより引き起こされる伝染性の疾病で

ある。発熱、下痢を主症状として、肺炎、泌乳量減少などを示す症例も認められ、重

症例では敗血症を呈して死亡する。本症の原因となる血清型は年々多様化する傾向に

あるが、Salmonella Typhimurium によるものが最も多く、北海道内の牛サルモネラ症

の約 8 割を占める [50]。牛サルモネラ症は、以前は子牛に多く認められていたが、近

年では成牛、特に搾乳牛における発生が増加しており、その原因として、1990 年代以

降、泌乳量増加のために高蛋白飼料が多給されるようになったことなど、飼養環境が

大きく変化したことが考えられている [47]。しかし同時期に、世界各国で様々な動物

種で分離されていた S. Typhimurium ファージ型 DT104 が、日本国内の牛からも分離

されていたことが報告されており、サルモネラ症の原因となる菌側にも変化がみられ

たことが明らかにされている [62]。 

 本章では 1979 年から 2009 年までの 33 年間に北海道内で分離された牛由来 S. 

Typhimurium を分子疫学的に解析し、分離された S. Typhimurium の遺伝学的性状の変

遷を検討した。 
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2. 材料および方法 

 

(1) 使用菌株 

 1977 年から 2009 年に、北海道内において分離された牛由来 S. Typhimurium 545 株

を供試した。 

 

(2) 薬剤感受性試験 

 センシディスク (ベクトン・ディッキンソン、Franklin Lakes、USA)を用いて、Clinical 

and Laboratory Standard Institute (CLSI) に準拠した方法により試験した [52]。供試菌株

を滅菌生理食塩水にマクファーランド 0.5 になるように懸濁し、その 0.1 ml をミュラ

ーヒントン寒天培地へ接種し、センシディスクを配置した後、37℃で一晩培養した。

培養後、センシディスク周辺の阻止円の大きさを測定し、CLSI 判定基準に従い感受

性を決定した。アンピシリン (ABPC)、クロラムフェニコール (CP)、ストレプトマイ

シン (SM)、サルファ剤 (SUL)、トリメトプリム (TMP)、テトラサイクリン(TC)、カ

ナマイシン(KM)、スルファメトキサゾール/トリメトプリム (SXT)、セファゾリン 

(CEZ)、セフタジジム(CAZ) セフォタキシム (CTX)、ナリジクス酸 (NA)、ゲンタマイ

シン (GM)、シプロフロキサシン (CPFX) の 13 剤を使用した。 

 

(3) パルスフィールドゲル電気泳動 (PFGE) 

 供試菌株を Luria-Bertani (LB) 液体培地に接種し、37℃で 5 時間振とう培養した。

培養後、100℃10 分で加熱し、12,000 rpm で 3 分間遠沈し、沈渣を NT バッファー {10 

mM Tris-HCl (pH 7.5)、1 M NaCl} 100 μl に懸濁後、低融点アガロースと混合し、プラ

グモールドに注入して凝固させた。プラグモールドからプラグを取り出し、Lysis 溶液

{6 mM Tris-HCl (pH 7.5)、1 mM NaCl、100 mM エチレンジアミン四酢酸 (EDTA)、 0.5% 

ポリオキシエチレンセチルエーテル、0.2% デオキシコール酸ナトリウム、0.5% N-ラ
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ウロイルサルコシンナトリウム、 0.1% リゾチーム、 0.0004% RNase }およびプロテ

イナーゼ K 溶液 {0.5 M EDTA (pH 7.5)、 0.5%N-ラウロイルサルコシンナトリウム、

1 mM Proteinase K} 各 500 μl ずつ混合し、プラグを 54℃で 18 時間保温した。反応後、

1 mM フッ化フェニルメチルスルホニル (PMSF) を含む TE バッファー {10 mM Tris-

HCl  (pH 7.5)、0.1 mM EDTA}によりプラグを室温で 1 時間処理した後、PMSF を含

まない TE バッファーにより洗浄した。その後制限酵素用バッファー{100 mM Tris-

HCl (pH 7.5)、100 mM MgCl2、0.5 M NaCl、10mM ジチオスレイトール (DTT)}で 37℃ 

30 分平衡化させた後、Xba I により 37℃で 2 時間処理した。処理後のプラグを 1% 

Seakem Gold Agarose (Lonza、Rockland、USA) に埋め込み、CHEFFDR II (Bio-Rad、 

Hercules、USA) を用いて泳動した。泳動は、電圧 6 V/cm、パルスタイム 2.2-63.8 秒の

条件下で 22 時間電気泳動した。DNA サイズマーカーには Lambda Ladder PFG Marker 

(New England BioLabs、Ipswich、USA) および S. enterica serovar Braenderup H9812 の

Xba I 処理 DNA を使用した。PFGE 泳動像は BioNumerics software version 5.1 (Applied 

Maths、Sint-Martens-Latem、Belgium) を用いて解析した。類似度は Dice 法で計算し、

系統樹はトレランス1%の条件でunweighted pair group method arithmetic mean (UPGMA) 

法を用いて作成した。 

 

(4) Polymerase chain reaction (PCR) による遺伝子検出 

 薬剤耐性遺伝子{β-ラクタマーゼ遺伝子 (bla) TEM 型 (blaTEM-1)、CMY-2 型 (blaCMY-

2)、フロルフェニコール耐性遺伝子 (floR)}、インテグラーゼ遺伝子  (intI)、S. 

Typhimurium 血清型特異的病原性プラスミド上の遺伝子 {プラスミド複製関連遺伝子 

(repFIIA)、 Salmonella plasmid virulence (spv) 遺伝子群 (spvA、spvB、spvC)、接合伝達

因子 (traT)、血清抵抗性因子 (rck)、線毛遺伝子 (pefA)}、Salmonella の染色体上に存

在する上皮細胞侵入性関連遺伝子 (invA)、DT104 特異的な 16S-23S rRNA 領域におけ

る配列 (162-bp amplicon) を、文献に記載されたプライマーを使用して PCR で検出し
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た [6, 17, 18, 42, 56, 59, 75]。供試菌株を LB 寒天培地で 37℃ 20 時間培養後、1 白金耳

量のコロニーを 400 μl の滅菌蒸留水懸濁し、100℃ 5 分間煮沸した後急冷し、5 分間

氷上で静置した。その後、4°C で 13,000 × g、5 分間遠心し、その上清を PCR のテン

プレートとした。 

 

(5) Multilocus-variable number tandem repeats analysis (MLVA) 

 反復縦列配列を含む 5 カ所の遺伝子座位を増幅するために、プライマー (STTR3-F、

STTR3-R、STTR5-F、STTR5-R、STTR6-F、STTR6-R、STTR9-F、STTR9-R、STTR10pl-

F、STTR10pl-R) [43, 44] を使用し、PCR を実施した。被検菌株の DNA 抽出は上述の

方法により実施した。反復縦列配列の繰り返し数 (RN) を解析するために、PCR 産物

を QIAquick PCR Purification Columns (キアゲン、Venlo、Netherlands) により精製し、

塩基配列をダイレクトシークエンス法により決定した。即ち、上記のプライマーを使

用し、ABI Prism BigDye Terminator、version 3.1、Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems、

Foster City、USA)と DNA sequencer (ABI 3130; Applied Biosystems) を使用して塩基配

列を決定した。得られた塩基配列から、それぞれの遺伝子座位の RN を Genetyx Version 

10.0 (ジェネティクス、東京) を用いて算出し、BioNumerics Software Version 5.1 (Applied 

Maths) により系統樹解析を行った。 

 

(6) プラスミドプロファイル 

 供試菌株からプラスミド DNA を Kado と Liu の方法 [34] に準じて抽出し、0.8% 

アガロースゲルを用いて電気泳動を行い、エチジウムブロマイドにより染色し、UV

光下で確認した。マーカーには、BAC-Tracker Supercoiled DNA Ladder (Epicentre 

Biotechnologies、Madison、USA) を使用した。 

 

(7) サザンハイブリダイゼーション 
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 プラスミド DNA 上の blaTEM-1、blaCMY-2、spvC をサザンハイブリダイゼーションに

より検出した。上記の 3 遺伝子の PCR 産物を QIAquick Gel Extraction Kit (キアゲン) 

により精製し、DIG High Prime Labeling Kit (ロシュダイアグノスティックス , 

Indianapolis, USA) を用いてジゴキシゲニン (DIG)-11-dUTP で標識し、サザンハイブ

リダイゼーション用プローブとした。プラスミド DNA を 0.8% アガロースゲルで泳

動し、キャピラリー法によりナイロンメンブレン、ポジティブチャージ(ロシュダイア

グノスティックス) に転写した。Easy Hyb Solution (ロシュダイアグノスティックス) 

により 40℃、30 分間前処理を実施した後、DIG標識プローブを含んだ Easy Hyb solution

を 40℃で 16 時間反応させた。室温で、メンブランを低ストリンジェント洗浄液 

{2×Saline Sodium Citrate (SSC) バッファー、0.1%ドデシル硫酸ナトリウム(SDS)}を用

いて洗浄した後、68℃の高ストリンジェント洗浄液 (0.1×SSC、0.1% SDS) により洗浄

し、洗浄液 (DIG Wash and Block Buffer set; ロシュダイアグノスティックス) ですすい

だ後、ブロッキング液 (DIG Wash and Block Buffer set; ロシュダイアグノスティック

ス) に 30 分間浸した。次いで、ブロッキング液で希釈したアルカリフォスファターゼ

標識抗 DIG 抗体 (Roche Diagnostics) で 30 分間反応させ、洗浄液で洗い、検出バッフ

ァーで 3 分間平衡化した後、Disodium 3-(4-methoxyspiro 1、2-dioxetane-3、2'-(5'-chloro) 

tricyclo [3.3.1.13、7]decan}-4-yl) phenyl phosphate (CSPD)、ready-to-use (ロシュダイアグ

ノスティックス) を 5 分間反応させた。その後、メンブレンを Hyper MP film (GE 

Healthcare) とともに X 線フィルムカセットに入れ、10 分間感光しアルカリフォスフ

ァターゼ反応を検出した。 

 

(8) 形質転換株の作出 

 供試菌株のプラスミドを、エレクトロポレーション法を用いて Escherichia coli 

DH5 Electro-Cells (タカラバイオ、滋賀) に導入した。蒸留水に溶解したプラスミド

DNA 溶液 5 μl と、DH5 Electro-Cells 50 μl を混合し、ギャップ幅 2 mm キュベット
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に入れ、1.25 kV、100 Ω、25 μF の条件でエレクトロポレーションを行った。エレクト

ロポレーション後の菌液に SOC 培地 (タカラバイオ) 500 μl を加え、37℃で 30 分間振

とう培養した。培養液を LB 寒天培地 (ベクトン・ディッキンソン) に ABPC (100 

μg/ml) または CEZ (50 μg/ml) を添加した培地に塗り広げて 37℃で一晩培養し、形質

転換株を選択した。得られた形質転換株は薬剤感受性試験に供した。 

 

(9) ファージ型別 

 供試菌株のファージ型別を国立感染症研究所に依頼し、英国の Public Health 

Laboratory Service の手法に基づき実施した [5]。
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3. 結果 

(1) 545 株の遺伝子型別と遺伝子型の経年変化 

 545 株の S. Typhimurium は、PFGE により 116 種のプロファイルに分類された (図

1) 。菌株間の関連性を解析するために UPGMA を用いて系統樹を作成した。類似度

が 74%以上となるプロファイルを１つのグループとして分類した結果、116 プロファ

イルは、9 つの PFGE 型 (Ⅰ～Ⅸ型) に分けられた (図 1)。1992 年以降に分離された

菌株の 88 % (411/469) が I 型またはⅦ型に分類された (表 1)。Ⅰ型は 21 の PFGE プロ

ファイルで構成され、248 株が含まれていた (図 1)。Ⅰ型は、1986 年に初めて分離さ

れ、1992 年以降から分離数が増加し、2004 年以降は減少していた (表 1)。Ⅶ型は 21

の PFGE プロファイルで構成され、165 株が含まれていた (図 1、表 1)。Ⅶ型は、2000

年に初めて分離され、2002 年以降増加した (表 1)。その他、Ⅱ、Ⅳ、Ⅵ型が主要な

PFGE 型であり、それぞれ 37 株、36 株、31 株が分類された (図 1、表 1)。Ⅳ型および

Ⅵ型の多くが、Ⅰ型が増加する前の 1985 年から 1992 年に分離されていた (表 1)。 

 

(2) MLVA 

 116 PFGE プロファイルの各プロファイルから代表株 1 株ずつを選出し、計 116 株

を MLVA に供した。その結果、116 株は 68 プロファイルを示した (図 2、表 2)。各円

は１つの MLVA プロファイルを表し、円の大きさは菌株数を反映する。異なる RN を

示した遺伝子座位が 1 カ所以内のプロファイルを太線で連結し、太線で連結されたプ

ロファイルを同一クラスターとして囲った。これによって 4 つの主要な MLVA クラ

スター (A~D) が形成された (図 2)。21 株の PFGEⅠ型代表株のうち、18 株が MLVA

クラスターA に、21 株の PFGEⅦ型代表株のうち、19 株が MLVA クラスターD に分

類された。 

 

(3) 薬剤感受性試験 
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70 80 90 100 プロファイル 菌株数 

図 1-1 S. Typhimurium 545 株の制限酵素 Xba I を用いた PFGE プロファイルの

系統樹解析結果 

類似度 74%以上となるプロファイルを同一 PFGE 型とした。 
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70 80 90 100 プロファイル 菌株数 

 

 

  

図 1-2 S. Typhimurium 545 株の制限酵素 Xba I を用いた PFGE プロファイルの

系統樹解析結果 
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表 1 1977 年から 2009 年に分離された S. Typhimurium における PFGE 型の変遷 

 PFGE 型  

年 I II III IV V VI VII VIII IX 計 

1977  1a)        1 

1980        2  2 

1981 

 
 1        1 

1982        4  4 

1983        1  1 

1984  1   1   2  4 

1985     1 6  3  10 

1986 1    1 7   1 10 

1987  3  5  1    9 

1988    6  1    7 

1989  2  5  2    9 

1990    4  1    5 

1991 1   10  2    13 

1992 4 1  5 1 6    17 

1993 27     3    30 

1994 38   1 1     40 

1995 22    2     24 

1996 12    1     13 

1997 21         21 

1998 19 1 2     1  23 

1999 28         28 

2000 9 2    1 1   13 

2001 13 1   1 1 1   17 

2002 13 3   1  10   27 

2003 18 5     12   35 

2004 6 3     19   28 

2005 3 1   2  42   48 

2006  5     32   37 

2007 10 3     44   57 

2008 1 2     3   6 

2009 2 2     1   5 

計 

Total 

248 37 2 36 12 31 165 13 1 545 

 

a) 菌株数  
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表 2 S. Typhimurium 代表株 116 株の PFGE、MLVA、薬剤耐性プロファイル 

      MLVA プロファイル   

菌株名 分離年 
PFGE プロ

ファイル 
STTR 3 STTR 5 STTR 6 STTR 9 STTR 10 

MLVA 薬剤耐性プロ 

クラスター 
ファイル a) 

IS18-33 2006 II-15 7b) 3 4 3 10 
NTc) 

NDd) 

IS19-6 2007 VII-21 10 17 6 3 6 
NT 

ND 

TST- 77 1991 VI- 16 10 17 7 4 0 
B 

ACSSuTK 

TST-156 1987 VI- 8 10 17 7 4 0 
B 

ACSSuTKN 

TST-163 1986 VI-15 10 17 7 4 0 
B 

ACSSuT 

TST-165 1986 VI- 4 10 17 7 4 0 
B 

ACSSuTN 

TST-171 1985 VI-1 10 17 7 4 0 
B 

ACSSuTK 

TST-172 1985 VI-7 10 17 7 4 0 
B 

ASu 

TST-174 1985 VI-11 10 17 7 4 0 
B 

ACSSuTKN 

TST-178 1985 VI-3 10 17 7 4 0 
B 

ACSSuTK 

TST-78 1992 VI-5 10 17 8 4 0 
B 

Su 

TST-82 1993 VI-6 10 17 8 4 0 
B ND 

KST-5 1990 VI-14 10 17 8 5 0 
B 

Su 

NET55 1993 VI-12 10 17 9 4 0 
B ND 

TST-162 1986 VI-10 10 18 7 4 0 
B 

AT 

N59 1989 VI-2 10 18 8 4 0 
B 

ASSuTK  

TST-175 1985 VI- 9 10 20 7 4 0 
B 

ACSSuTK 

TST-219 2006 II-6 11 11 13 6 8 
NT 

ASSuT  

TST- 24 2005 II-  8 11 12 6 3 13 
NT ND 

TST- 49 1998 III-1 11 12 8 4 0 
NT 

ASSuT  

TST- 50 1998 III-2 11 12 8 4 0 
NT 

SSuT 

NET25 1989 II-11 11 14 7 5 8 
NT 

SSuT 

07IS-20 2007 II-9 11 15 5 3 10 
NT ND 

SH 1-1 2006 II-12 11 16 0 4 0 
NT ND 

TST-164 1986 IX-1 11 18 9 5 8 
NT 

ACSSuTKCEZ  

TST-183 1984 II-4 11 18 9 5 8 
NT 

ACSSuTK 

TST-116 1994 V-8 11 19 9 6 10 
NT ND 

KST-156 2001 VI- 13 11 19 13 6 11 
NT 

Csu 

NET20 1981 II-17 12 7 9 3 5 
C 

Asu 
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TST-176 1985 V-1 12 8 0 3 5 
C 

SuN 

TST-173 1985 VIII-2 12 8 7 3 5 
C 

SSuTN 

TST-179 1985 VIII-6 12 8 7 3 5 
C 

Su 

KST-2 1982 VIII-4 12 8 9 3 0 
C 

Su 

TST-181 1984 VIII-1 12 8 9 3 5 
C 

ASTCEZN 

TST-182 1984 V-2 12 8 9 3 5 
C 

SuN 

TST-132 1995 V-11 12 8 9 3 9 
C ND 

TST-131 1995 V-9 12 8 11 3 9 
C ND 

TST-139 1996 V-10 12 9 7 3 8 
NT 

ACSu 

KST-1 1982 VIII- 3 12 9 9 3 5 
C 

Su 

AST-4 2002 II-13 12 9 10 3 6 
NT 

SuT 

AST-7 2002 II-14 12 9 10 3 6 
NT 

SuT 

NST-95 2003 VII-17 12 9 19 3 9 
NT ND 

09IB-1 2009 II-16 12 11 3 3 0 
NT ND 

KST-105 1998 II-10 12 12 12 3 9 
NT 

S 

TST-122 1995 I-6 12 13 0 4 18 
A 

ACSSuT 

TST-136 1996 I-7 12 13 0 4 23 
A 

ASSuT 

TST-154 1987 II-2 12 13 8 4 0 
B 

ASTK 

TST-155 1987 II-1 12 13 8 4 0 
B 

AST 

TST-159 1987 II-3 12 13 8 4 0 
B 

ST 

KST-75 1995 I-19 12 13 14 4 16 
A 

ACSSuT 

N36 1992 I-10 12 13 14 4 18 
A 

ACSSuT  

TST-84 1993 I-12 12 13 15 4 18 
A 

ACSSuT 

TST-125 1995 I-9 12 13 15 4 18 
A 

ACSSuT 

KST-22 1993 I-17 12 13 15 4 19 
A 

ACSSuT 

TST-129 1995 I-2 12 14 7 4 29 
A 

SSu 

AST-38 2005 V-5 12 14 9 4 0 
B ND 

KST-20 1993 I-1 12 14 12 4 26 
A 

ACSSuT 

NST-108 2005 I-3 12 14 13 4 24 
NT 

Ssu 

KST-49 1994 I-15 12 14 14 4 19 
A 

ACSSuT 

TST-103 1993 I-20 12 14 14 4 19 
A 

ACSSuTK 

KST-43 1994 I-5 12 14 14 4 25 
A 

ACSSuT 

KST- 19 1993 I-16 12 14 14 4 26 
A 

ACSSuT 



20 

 

KST-38 1994 I-13 12 14 14 4 28 
A 

ACSSuT 

KST-26 1994 I-11 12 14 15 4 19 
A 

ACSSuT 

N77 1992 V-7 12 15 8 4 0 
B 

S 

AST-3 2002 V-6 12 15 9 4 0 
B ND 

KST-150 2001 V-4 12 15 9 4 0 
B ND 

KST-31 1994 I-4 12 15 14 4 19 
A 

ACSSuT 

KST-59 1994 I-8 12 15 14 4 24 
A 

ACSSuT 

TST-107 1994 I-18 12 15 14 4 26 
A 

ACSSuT 

KST-133 1999 I-21 12 15 16 4 19 
A 

ACSSuT 

N54 1988 IV-18 12 16 6 4 0 
B 

ACSSuTK 

KST- 95 1997 I-14 12 16 15 4 26 
NT 

ACSSuT 

TST-79 1992 IV-13 12 17 6 4 0 
B 

ACSuT 

TST-151 1988 IV-16 12 17 6 4 0 
B 

CSuTK 

KST-9 1991 IV-12 12 18 6 4 0 
B 

ACSSuT 

KST-10 1991 IV-21 12 18 6 4 0 
B 

Su 

KST-12 1991 IV- 8 12 18 6 4 0 
B 

T 

KST-17 1992 IV-14 12 18 6 4 0 
B 

SuN 

KST- 18 1992 IV- 1 12 18 6 4 0 
B 

ACSSuTN 

N48 1987 IV-15 12 18 6 4 0 
B 

ACSSuTK 

NET30 1989 IV- 5 12 18 6 4 0 
B 

SuK  

NET40 1991 IV- 7 12 18 6 4 0 
B 

ACSSuT  

TST-75 1991 IV- 3 12 18 6 4 0 
B 

Su 

TST-149 1988 IV-20 12 18 6 4 0 
B 

SuTKN  

TST-150 1988 IV- 2 12 18 6 4 0 
B 

SuT  

TST-157 1987 IV-17 12 18 6 4 0 
B 

Su 

TST-160 1987 IV-19 12 18 6 4 0 
B 

Su 

TST-161 1986 V-3 12 18 6 4 0 
B 

ACSSuTK 

478 1977 II-5 12 18 8 4 0 
B 

SSuT 

KST-7 1991 IV-6 12 19 6 4 0 
B 

ACSSuT 

KST-8 1991 IV-9 12 19 6 4 0 
B 

ACSSuK 

KT 3 1991 IV-10 12 19 6 4 0 
B 

ACSuTK  

KT 6 1991 IV-4 12 19 6 4 0 
B 

ACSSuT  

TST-117 1994 IV-11 12 19 7 4 0 
B 

ACSSuT 
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a) : A, アンピシリン; C, クロラムフェニコール; S, ストレプトマイシン; Su, サルファ剤; T, テトラサイクリン; K, カナマイシ

ン; SXT, スルファメトキサゾール/トリメトプリム; CEZ, セファゾリン; CTX, セフォタキシム; N, ナリジクス酸;  G, ゲンタマ

イシン 

b) 繰り返し数 

c) NT: 型別されず 

d) ND: 検出されず 

07IS-1 1998 VIII-5 12 20 13 3 7 
NT ND 

KST-16 1992 II-7 12 28 13 3 8 
NT ND 

07S-9 2006 VII-4 13 16 12 3 11 
D 

ASSuTK  

KST-158 2002 VII-12 13 16 12 3 11 
D 

ASSuTK  

KST-161 2002 VII-13 13 16 12 3 11 
D 

ASSuTK  

KST-165 2002 VII-10 13 16 12 3 11 
D 

ASSuT 

NST-78 2003 VII-11 13 16 12 3 11 
D 

ASSuTK  

TST-31 2003 VII-19 13 16 12 3 11 
D 

ASSuTK  

R18-1 2006 VII-3 13 16 13 3 11 
D 

ASSuTK  

HID 2004 VII-18 13 17 11 3 11 
D 

ASSuTK  

TST-207 2006 VII-9 13 17 11 3 11 
D ACSSuTKCEZ

CTX  

07IB-1 2007 VII-16 13 17 12 3 11 D ASSuTK  

KST-271 2005 VII-20 13 17 12 3 11 D ACSSuTKCEZ  

KST-291 2007 VII-7 13 17 12 3 11 D ASSuTK  

TST-233 2007 VII-15 13 17 12 3 11 D ASSuTK  

KST-262 2005 VII-6 13 17 12 3 12 D ACSSuTKCEZ  

KST-302 2007 VII-8 13 17 12 3 12 D ACSSuTKCEZ  

NST-110 2005 VII-14 13 17 12 3 12 D ATK 

KST-261 2005 VII-2 13 17 13 3 11 D ASSuTK  

TST-205 2006 VII-1 13 17 13 3 11 D ASSuTK  

TST-228 2007 VII-5 13 17 13 3 11 D ASSuTK  
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 545 株中、41 株が全ての薬剤に対し感受性を示し、423 株が 5 剤以上の薬剤に耐性

を示した (表 3)。耐性率の高い順に、SUL (90%)、TC (84%)、SM (83%)、ABPC (81%)、

CP (55%)、KM (36%)、SXT (5.5%)、CEZ (5.3%)、NA (3.7%) となった。CIP に耐性を

示す株はなかった。43 種類の薬剤耐性プロファイルが検出され、PFGEⅠ型菌の 91%

が DT104 に特徴的な耐性パターンである ABPC、CP、SM、SUL、TC (ACSSuT) の 5

剤に耐性を示した (表 3)。Ⅶ型菌は、165 株中 162 株が ABPC 耐性、26 株が CEZ 耐

性を示し、24 株が ABPC、CP、SM、SUL、TC、KM、CEZ、SXT 耐性、125 株が ABPC、

SM、SUL、TC、KM 耐性であった (表 3)。Ⅶ型菌のうち 3 株は、全ての薬剤に感受性

であり、このうち 2 株は代表株として MLVA に供試したが、クラスターD に分類され

なかった (図 2、表 3)。2000 年以前の分離株では、CEZ 耐性株は 2 株のみであった

が、2000 年以降、耐性株の分離数が 24 株に増加した (表 3)。 

 

(4) DT104 特異的配列保有率 

 545 株について、DT104 と関連する 2 遺伝子 (intI、floR) および DT104 に特異的な

配列である 162-bp amplicon を PCR で検出した。Ⅰ型の 248 株のうち、243 株 (98 %) 

が 162-bp amplicon を保有していた (表 4)。他の PFGE 型で当該配列を保有する株は認

められなかった。floR は、Ⅰ型の 227 株 (92 %) およびⅦ型 165 株中 26 株 (16 %) か

ら検出されたが、その他の型では検出されなかった (表4)。 intIはⅠ型の244株 (98 %)、

Ⅳ型 36 株中 22 株 (61 %)、Ⅶ型 160 株 (97 %)から検出され、その他の型で検出され

たものは 5 株のみであった (表 4)。 

 

(5) ファージ型別 

 35 株をファージ型別に供試した結果、12 株が DT104、4 株が DT193 に型別され、

DT120、U302、DT168A、DT40、DT12、DT9 に型別された株がそれぞれ 1 株ずつであ

った (表 5)。また、3 株がファージに感受性を示したが、既知の溶菌パターンに該当 
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表 3 S. Typhimurium 545 株の薬剤耐性プロファイルと PFGE 型 

  PFGE 型 

薬剤耐性プロファイル a) I II III IV V VI VII VIII IX 合計 

ABPC, CP, SM, SUL, TC, KM, CEZ, SXT        24b)   24 

ABPC, CP, SM, SUL, TC, KM, CEZ, CTX        1   1 

ABPC, CP, SM, SUL, TC, KM, CEZ          1 1 

ABPC, CP, SM SUL, TC, KM, NA      3    3 

ABPC, SM, SUL, TC, KM, CEZ, SXT        1   1 

ABPC, CP, ,SM, SUL, TC, KM, SXT 1         1 

ABPC, SM, SUL, TC, KM, CEZ         1  1 

ABPC, CP, SM, SUL, TC, KM 1 1  5 1 9 2   19 

ABPC, CP, SM, SUL, TC, NA 5   1  1    7 

ABPC, SM, SUL, TC, KM, GM       1   1 

ABPC, SM, SUL, TC, KM, SXT        4   4 

ABPC, CP, SUL, TC, NA    1      1 

ABPC, SM, TC, CEZ, NA        1  1 

ABPC, CP, SM, SUL, KM    1      1 

ABPC, CP, SM, SUL, TC   218   6  2    226 

ABPC, CP, SUL, TC, KM     3  1    4 

ABPC, SM, SUL, TC, KM       1 125   126 

ABPC, CP, SUL, TC, SXT    1      1 

ABPC, CP, SUL, TC 3   3      6 

ABPC, SM, SUL, TC 2 1 1    1   5 

ABPC, SM, TC, KM  1        1 

ABPC, SUL, TC, KM       1   1 

CP, SUL, TC, KM    1      1 

SM, SUL, TC, NA    1    2  3 

SUL, TC, KM, NA    1      1 

ABPC, CP, SUL     1     1 

ABPC, SM, TC  1        1 

ABPC, TC, KM       1   1 

SM, SUL, TC  5 1   1  1  8 

SM, TC, KM        1  1 

CP, SUL, TC    1      1 

ABPC, SUL 1 1    1 1   4 

ABPC, TC      1    1 

CP, SUL      1    1 

SM, SUL 13         13 

SM, TC  1      1  2 

SUL, KM    1      1 

SUL, NA    1 2     3 

SUL, TC  3  1      4 

NA        1  1 

SM  1   1     2 

SUL  4  5  5  3  17 

TC    1      1 

全薬剤感受性 4 18  2 7 5 3 2  41 

合計 

 

248 37 2 36 12 31 165 13 1 545 

           

a) ABPC, アンピシリン; CP, クロラムフェニコール; SM, ストレプトマイシン; SUL, サルファ剤; TC, テトラサ

イクリン; KM, カナマイシン, SXT, スルファメトキサゾール/トリメトプリム; CEZ, セファゾリン; CTX, セフ

ォタキシム; NA, ナリジクス酸;  GM, ゲンタマイシン 

b) 菌株数 
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表 4  DT104 関連遺伝子 (floR、intI、162-bp amplicon)、薬剤耐性遺伝子(blaTEM-1、blaCMY-2 )、病

原性プラスミド関連遺伝子 (spvC ) 保有状況 

  
標的遺伝子または配列  

PFGE  

型 invA floR spvC intI 
162-bp 

amplicon  blaTEM-1 blaCMY-2 

Ⅰ 248 (100 %)a) 227 (92 %) 247(99.6 %) 244 (98 %) 243 (98 %) NDb) ND 

Ⅱ 37 (100 %) 0 (0 %) 30 (81 %) 1 (3 %) 0 (0 %) ND ND 

Ⅲ 2 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)  0 (0 %) 0 (0 %) ND ND 

Ⅳ 36 (100 %) 0 (0 %) 0 (0 %)  22 (61 %) 0 (0 %) ND ND 

Ⅴ 12 (100 %) 0 (0 %)   6 (50 %)  0 (0 %) 0 (0 %) ND ND 

Ⅵ 31 (100 %) 0 (0 %) 2 (6.5 %)  3 (9 %) 0 (0 %) ND ND 

Ⅶ 165 (100 %) 26 (16 %) 155 (94 %) 160 (97 %) 0 (0 %) 162 (98%) 26 (16%) 

Ⅷ 13 (100 %) 0 (0 %) 11 (85 %)  0 (0 %) 0 (0 %) ND ND 

Ⅸ 1 (100 %) 0 (0 %)  1 (100 %)  1 (100 %) 0 (0 %) ND ND 

a)：菌株数 (%) 

b)：PCRによる検査を実施していない 
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表 5 S. Typhimurium 代表株のファージ型 

 

  
菌株名 PFGE プロファイル ファージ型 

KST-20 I-1 104 

KST-25 I-1 104 

KST-100 I-1 104 

KST-103 I-1 104 

KST-134 I-1 104 

KST-167 I-1 104 

KST-177 I-1 104 

KST-189 I-1 104 

TST-10 I-1 U302 

KST- 95 I-14 104 

KST-139 I-14 104 

KST- 19 I-16 104 

KST-70 I-18 104 

TST-219 II-6 193 

05R-7 II-7 168A 

TST- 24 II-8 RDNC 

NET25 II-11 193 

IS18-33 II-15 40 

KST-203 II-15 9 

TST- 49 III-1 120 

KST-150 V-4 RDNC 

AST-3 V-6 12 

TST-205 VII-1 UT 

KST-261 VII-2 UT 

KST-220 VII-6 UT 

TST-207 VII-9 UT 

KST-165 VII-10 UT 

NST-78 VII-11 UT 

KST-158 VII-12 UT 

KST-161 VII-13 UT 

NST-110 VII-14 UT 

NST-95 VII-17 RDNC 

TST-31 VII-19 UT 

07IS-1 VIII-5 193 

TST-164 IX-1 193 
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しないタイプ (RDNC: reacted but did not conform with clear phage types) となり、10 株

がファージに感受性を示さない、型別不能となった (表 5)。供試したⅠ型菌 13 株の

全株が DT104 あるいは DT104 と近縁とされる U302 に型別された。Ⅶ型菌 11 株中 10

株が型別不能となり、1 株 (NST-95) は RDNC となった (表 5)。 

 

(6) Ⅶ型菌の各種遺伝子保有状況 

 Ⅶ型菌のうち薬剤感受性株 3 株を除いた 162 株全てが blaTEM-1 遺伝子を保有し、26

株が blaCMY-2 を保有していた (表 4)。Ⅶ型菌のプラスミド保有状況を明らかにするた

めに、Ⅶ型菌が示した 21 種類の PFGE プロファイルから 1 株ずつ代表株を選出し、

計 21 株からプラスミドを抽出して電気泳動によりプラスミドプロファイルを解析し

た。さらに、薬剤耐性遺伝子の局在を明らかにするために、薬剤耐性遺伝子である

blaTEM-1、blaCMY-2、および血清型特異的な病原性プラスミド上の遺伝子である spvC の

プローブを使用し、サザンハイブリダイゼーションを行った。比較のために、他の

PFGE 型の代表株を 1 株ずつ選出し、同様に解析した。21 株のⅦ型代表株は、78 kb～

130 kb のプラスミドを保有していた (表 6、図 3)。Ⅶ型代表株 21 株のうち、ABPC 耐

性株 19 株は blaTEM-1 遺伝子を保有しており、このうち 16 株は、blaTEM-1 を 110 kb ま

たは 130 kb のプラスミド上に保有していた (表 6、図 3)。さらに、blaTEM-1 を保持する

プラスミドにおいては、spvC も同時に検出された (表 6、図 3)。NST110 株、TST233

株、07IB1 株では、それぞれ 97 kb、120 kb、95 kb の blaTEM-1 保有プラスミドが検出さ

れ、これらのプラスミド上にも、110 kb または 130 kb の blaTEM-1 保有プラスミドと同

様に、spvC が検出された (表 6、図 3)。PCR では、TST233 株および 07IB1 株からは

spvC は検出されなかったが、サザンハイブリダイゼーションによって検出された (表

6、図 3)。他の PFGE 型には、blaTEM-1 と spvC を同一プラスミド上に保有する株はな



 

  

表 6 Ⅶ型代表株およびその他の PFGE 型代表株の性状 

     標的遺伝子または配列 

       spvC  blaTEM-1  blaCMY-2 

菌株名 

e 

PFGE プロ MLVA  薬剤耐性プロファイル b) プラスミド floR 162-bp  PCR に Plasmid  PCR に Plasmid  PCR に Plasmid 

 ファイル クラスターa)  プロファイル 

(kb) 

 amplicon よる検出 c) size (kb)d)  よる 検出 c) size (kb)d)  よる 検出 c) size (kb)d) 

KT20 Ⅰ-1 A ABPC, CP, SUL, TC, 94 + + + 94  -   -  

IS18-33 Ⅱ-15 NT - 94 - - + 94  -    -  

TST49 Ⅲ-1 NT ABPC, SM, SUL, TC, NDe) - - -   + ND  -  

N48 Ⅳ-15 B ABPC, CP, SM, SUL, TC, 190, 145 - - -   -   -  

TST161 Ⅴ-3 B ABPC, CP, SM, SUL, TC, KM 130 - - -   -   -  

TST178 Ⅵ-3 B ABPC, CP, SM, SUL, TC, KM 190 - - -   + 190  -  

TST205 Ⅶ-1 D ABPC, SM, SUL, TC, KM 130 - - + 130  + 130  -  

KT261 Ⅶ-2 D ABPC, SM, SUL, TC, KM 130 - - + 130  + 130  -  

R18-1 Ⅶ-3 D ABPC, SM, SUL, TC, KM 130, 96 - - + 130  + 130  -  

07SY9 Ⅶ-4 D ABPC, SM, SUL, TC, KM 130 - - + 130  + 130  -  

TST228 Ⅶ-5 D ABPC, SM, SUL, TC, KM 130, 78 - - + 130  + 130  -  

KT262 Ⅶ-6 D ABPC, CP, SM, SUL, TC, KM CEZ, SXT 130 + - + 130  + 130  +  

KT291 Ⅶ-7 D ABPC, SM, SUL, TC, KM 130 - - + 130  + 130  -  

KT302 Ⅶ-8 D ABPC, CP, SM, SUL, TC, KM CEZ, CAZ 130 , 95 + - + 130  + 130  +  

TST207 Ⅶ-9 D ABPC, CP, SM, SUL, TC, KM, CEZ, CAZ, CTX, STX 120, 110 + - + 110  + 110  + 120 

KT165 Ⅶ-10 D ABPC, SM, SUL, TC, KM 110 - - + 110  + 110  -  

NST78 Ⅶ-11 D ABPC, SM, SUL, TC, KM 110 - - + 110  + 110  -  

KT158 Ⅶ-12 D ABPC, SM, SUL, TC, KM 110 - - + 110  + 110  -  

KT161 Ⅶ-13 D ABPC, SM, SUL, TC, KM 110 - - + 110  + 110  -  

NST110 Ⅶ-14 D ABPC, TC, KM 97 - - + 97  + 97  -  

TST233 Ⅶ-15 D ABPC, SM, SUL, TC, KM 120, 95 - - - 120  + 120  -  

07IB1 Ⅶ-16 D ABPC, SM, SUL, TC, KM 95 - - - 95  + 95  -  

NST95 Ⅶ-17 NT - 94 - - + 94  -   -  

HD Ⅶ-18 D ABPC, SM, SUL, TC, KM 130 - - + 130  + 130  -  

TST31 Ⅶ-19 D ABPC, SM, SUL, TC, KM 110 - - + 110  + 110  -  

               

2
7
 



 

  

               

               

               

KT271 Ⅶ-20 D ABPC, CP, SM, SUL, TC, KM, CEZ, SXT 130 + - + 130  + 130  +  

IS19-6 Ⅶ-21 NT - 94 - - + 94  -   -  

TST181 Ⅷ-1 C ABPC, SM, TC,CEZ, NA 94, 8.4 - - + 94  + 8.4  -  

TST164 Ⅸ-1 NT ABPC, CP, SM, SUL, TC, CEZ 94 - - + 94  +   -  

a) NT: MLVA クラスターA~D 以外 

b) ABPC, アンピシリン; CP, クロラムフェニコール; SM,ストレプトマイシン; SUL, サルファ剤; TC, テトラサイクリン; KM, カナマイシン;  

CEZ, セファゾリン; CAZ, セフタジジム ; CTX, セフォタキシム; SXT,スルファメソキサゾール/トリメトプリム; NA, ナリジクス酸; -. 全薬剤

感受性. 

c)＋：PCR 陽性, －：PCR 陰性 

d)サザンハイブリダイゼーションにより遺伝子の存在が認められたプラスミドのサイズ 

e)検出されず 

2
8
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spvC 

bla 
TEM-1 

M 1  2  3  4  5  6  7  8  9 10  11   M 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22    M 23 24  25 26 27 28  29 30 

CHR 

8 kb 

95 kb 
160 kb 

55 kb 
28 kb 

bla 
CMY-2 

A 

B 

図 3 Ⅶ型代表株およびその他の PFGE 型代表株のプラスミドプロファイル (A) とサザンハイブ

ダイゼーション (B) 

M: BAC-Tracker supercoiled DNA ladder, 1: KT20 (Ⅰ-1), 2: IS18-33 (Ⅱ-15), 3: TST49 (Ⅲ-1), 

4: N48 (Ⅳ-15), 5: TST161 (Ⅴ-3), 6: TST178 (Ⅵ-3), 7: TST205 (Ⅶ-1), 8: KT261 (Ⅶ-2), 9: R18-1 

(Ⅶ-3),10: 07SY9 (Ⅶ-4), 11: TST228 (Ⅶ-5), 12: KT262 (Ⅶ-6), 13: KT291 (Ⅶ-7), 14: KT302 (Ⅶ-

8), 15: TST207 (Ⅶ-9), 16: KT165 (Ⅶ-10), 17: NST78 (Ⅶ-11), 18: KT158 (Ⅶ-12), 19: KT161 (Ⅶ-

13), 20: NST110 (Ⅶ-14), 21: TST233 (Ⅶ-15), 22: 07IB1 (Ⅶ-16), 23: NST95 (Ⅶ-17), 24: HD (Ⅶ-

18), 25: TST31 (Ⅶ-19), 26: KT271 (Ⅶ-20), 27: ISI19-6 (Ⅶ-21), 28: TST181 (Ⅷ-1), 29: TST164 

(Ⅸ-1), 30: LT2. 

使用したマーカーのサイズおよびプローブを左に示した。   
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かった。Ⅶ型の 19 株が保有する blaTEM-1 の塩基配列を解析したところ、GenBank に登

録されている配列 (GenBank accession no. AM234722) と 100%一致した。 

 CTX 耐性株である TST207 株は、110 kb および 120 kb のプラスミドを保有してお

り、それぞれのプラスミド上に blaTEM-1 および blaCMY-2 が検出された(表 6、図 3 レー

ン 15)。spvC は、110 kb のプラスミド上にのみ存在していた (表 6、図 3 レーン 15)。

TST207 株およびその他の CEZ 耐性株 (KT262、KT302、KT271) が保有する blaCMY-2

は、塩基配列解析の結果、GenBank に登録されている配列 (GenBank accession no. 

Y16784) と 100 %一致した。 

 Ⅶ型代表株 19 株由来の blaTEM-1、spvC 陽性プラスミドを、エレクトロポレーション

により大腸菌 DH5α に導入し、形質転換株を作出して薬剤感受性試験を実施した。1

株を除いた全ての形質転換株で、ABPC、SM、SUL、TC、KM に耐性を示した (表 6)。

NST110 株由来 97 kb プラスミドの形質転換株は ABPC、TC、KM に耐性を示したが、

SUL、SM に感受性となった (表 7)。TST207 株が保有する 110 kb のプラスミドの形質

転換株も、他の形質転換株と同様に ABPC、SM、SUL、TC、KM に耐性を示した。一

方で、 120 kb の blaCMY-2 保有プラスミドの形質転換株は、ABPC、CP、SM、SUL、

TC、CEZ に耐性を示した (表 7)。 

 blaTEM-1 保有プラスミドの形質転換株を用いて、血清型特異的病原性プラスミド上

に存在する各種病原性関連遺伝子 (spvA、spvB、spvC、traT、rck、pefA) および複製関

連遺伝子 (repFIIA) の有無を、PCR により調べた。その結果、全株で、pefA 以外の全

ての遺伝子が陽性となった (表 7)。一方、120 kb の blaCMY-2 保有プラスミドは、全て

の遺伝子で陰性となった (表 7)。  
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表 7 形質転換株の薬剤耐性プロファイルおよび各種遺伝子保有状況  

 

a: ABPC, アンピシリン; CP,クロラムフェニコール; SM, ストレプトマイシン; SUL, サルファ剤; TC, テトラサイクリン; KM, 

カナマイシン; CEZ, セファゾリン 

    
プラスミド

のサイズ 

(kb) 

標的遺伝子 

形質転換 

株名 

供与株の PFGE 

プロファイル 
薬剤耐性プロファイル a repFIIA spvA spvB spvC rck traT pefA 

TF:TST205 Ⅶ-1 ABPC, SM, SUL, TC, KM 130 + + + + + + - 

TF:KT261 Ⅶ-2 ABPC, SM, SUL, TC, KM 130 + + + + + + - 

TF:R18-1 Ⅶ-3 ABPC, SM, SUL, TC, KM 130 + + + + + + - 

TF:07SY9 Ⅶ-4 ABPC, SM, SUL, TC, KM 130 + + + + + + - 

TFTST228 Ⅶ-5 ABPC, SM, SUL, TC, KM 130 + + + + + + - 

TF:KT262 Ⅶ-6 ABPC, SM, SUL, TC, KM 130 + + + + + + - 

TF:KT291 Ⅶ-7 ABPC, SM, SUL, TC, KM 130 + + + + + + - 

TF:KT302 Ⅶ-8 ABPC, SM, SUL, TC, KM 130 + + + + + + - 

TF:TST207-1 Ⅶ-9 ABPC, CP, SM, SUL,TC, CEZ 120 - - - - - - - 

TF:TST207-4 Ⅶ-9 ABPC, SM, SUL, TC, KM 110 + + + + - + - 

TF:KT165 Ⅶ-10 ABPC, SM, SUL, TC, KM 110 + + + + + + - 

TF:NST78 Ⅶ-11 ABPC, SM, SUL, TC, KM 110 + + + + + + - 

TF:KT158 Ⅶ-12 ABPC, SM, SUL, TC, KM 110 + + + + + + - 

TF:KT161 Ⅶ-13 ABPC, SM, SUL, TC, KM 110 + + + + + + - 

TF:NST110 Ⅶ-14 ABPC, TC, KM 97 + + + + + + - 

TF:TST233 Ⅶ-15 ABPC, SM, SUL, TC, KM 120 + + + - + + - 

TF:07IB1 Ⅶ-16 ABPC, SM, SUL, TC, KM 95 + + + - + + - 

TF:HD Ⅶ-18 ABPC, SM, SUL, TC, KM 130 + + + + + + - 

TF:TST31 Ⅶ-19 ABPC, SM, SUL, TC, KM 110 + + + + + + - 

TF:KT271 Ⅶ-20 ABPC, SM, SUL, TC, KM 130 + + + + + + - 

3
1
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4．考察 

 本章では、過去 33 年間に北海道において分離された牛由来 S. Typhimurium 545 株

について、PFGE によりⅠ～Ⅸ型の 9 つの遺伝子型に型別した。多くの株がⅠ型また

はⅦ型に分類され、1992 年以降はⅠ型、2000 年以降はⅦ型が主な分離株であること

が明らかとなった。さらに、Ⅰ型およびⅦ型は、一部の例外的な株を除き、ほとんど

の株が MLVA によってもそれぞれ一つのクラスター (クラスターA および D) を形成

した。異なる型別方法によってもそれぞれがクラスターを形成することから、Ⅰ型お

よびⅦ型は、それぞれ遺伝学的に近縁な株で構成されていることが示唆された。I 型

菌の多くが ABPC、CP、SM、SUL、および TC の 5 剤に対して耐性となるプロファ

イル (ACSSuT) を示し、DT104 に特異的な配列 162-bp amplicon や intI、floR を保有し

ていたことから、I 型は DT104 に型別される株、あるいはそれと近縁な株で構成され

ることが示唆された。実際に I 型に分類された 12 株についてファージ型別を実施し

たところ、全株が DT104 と同定された。また、162-bp amplicon はⅠ型以外の菌株には

認められず、Ⅰ型以外の PFGE 型から 23 株を選びファージ型別を実施したところ、

全株が DT104 以外のファージ型か、あるいは型別不能となった。これらのことから、

DT104 は I 型菌に包括されることが示された。DT104 を含むⅠ型菌の分離が増加した

1992 年は、成牛のサルモネラ症が増加した時期と一致し、Ⅰ型菌と成牛のサルモネラ

症との関連が強く示唆される。Ⅰ型菌は、2004 年以降減少傾向にある。2002 年から

2005 年の調査では、国内の牛由来 S.Typhimurium における DT104 の割合が減少し 、

DT104 以外の多剤耐性菌が増加したことが報告されており [35]、本研究の結果と一致

している。 

 2000 年以降増加したⅦ型は、多くが ABPC、SM、SUL、TC、KM (ASSuTK) の 5 剤

耐性を示し、165 株中 162 株が ABPC、26 株が CEZ に耐性を示した。2000 年以前は

CEZ 耐性株が 2 株しか分離されていなかったが、2000 年以降急激に増加した。Ⅶ型

のうち 11 株についてファージ型別を実施したが、全て型別不能であった。Ⅶ型菌は
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様々なサイズのプラスミドを保有しており、それらのプラスミド上には β ラクタマー

ゼ遺伝子である blaTEM-1 とともに血清型特異的病原性プラスミド上の遺伝子 spvC が

検出された。さらにこれらのプラスミドを用いた大腸菌の形質転換株からは、pefA を

除いた全ての血清型特異的病原性プラスミド上の遺伝子 (repFIIA、spvA、spvB、spvC、

traT、rck) が検出された。以上のことから、Ⅶ型菌は S. Typhimurium の血清型特異的

病原性プラスミドに blaTEM-1 が付加された薬剤耐性病原性プラスミドを共通に保有す

ることが明らかとなった。このようなプラスミドは他の PFGE 型株には認められない

ことから、Ⅶ型に特有な性状であると考えられる。Ⅶ型菌のプラスミドの形質転換株

は、ABPC の他に SM、SUL、TC、KM に耐性を示し、これらの薬剤に対する耐性遺

伝子も、同一プラスミド上に存在していることが示唆された。TST233 株および 07IB1

株において、spvC がサザンハイブリダイゼーションによって検出されたが、PCR で

は検出されなかった。この理由として、これら 2 株において、spvC 検出用のプライマ

ー結合部位に変異があり、PCR では増幅できなかったことが考えられる。 

 Ⅶ型菌のうち、TST207 株は CTX に耐性を示した。TST207 株は、110 kb および 120 

kb のプラスミドを保有しており、110 kb のプラスミドは blaTEM-1 と spvC が共存して

いる薬剤耐性病原性プラスミドであった。一方で 120 kb のプラスミド上には blaCMY-2

が検出され、spvC は認められなかった。形質転換実験により、120 kb 上には CEZ 耐

性に関与する blaCMY-2以外に CP、SM、SUL、TC に対する耐性遺伝子も存在すること

が示唆された。 

 近年、北米で特定の PFGE プロファイル WA-TYP035 および WA-TYP187 (WA- 

TYP035/187) を示す多剤耐性 S. Typhimurium の分離数が増加していることが報告され

ている [2, 9]。WA-TYP035/187 はファージ型別不能であり、PFGE プロファイルⅦ-9

およびⅦ-10 は、WA-TYP035 と類似していた。さらに、Ⅶ型菌の 13 株が示す 3 つの

MLVA プロファイル (13-16-12-3-11、13-17-12-3-11、13-17-12-3-12) は、WA-TYP035/187

のものと一致した [2] (表 2)。これらのことから、WA-TYP035/187 と遺伝学的に極め
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て類似した菌株が、北海道内の牛群において拡散したことが示唆された。 

 WA-TYP035/187 において CAZ 耐性菌の急増が観察され、これらの株は blaCMY-2 を

含むプラスミドを保有することが明らかにされている [2, 9]。Ⅶ型においては、26 株

が CEZ に耐性を示すが、CAZ 耐性株は 4 株のみであり、さらに CTX に耐性を示した

のは blaCMY-2 をプラスミド上に保有する TST207 株 1 株のみであった。CEZ 耐性株 26

株は全て blaCMY-2 を保有しており、このうち PFGE プロファイルⅦ-6 を示す 22 株は、

全株が染色体上に blaCMY-2 を含む薬剤耐性領域 GI-Ⅶ-6 を保有することが明らかにさ

れている [67]。同様に、残りの CEZ 耐性株 3 株も、染色体上に blaCMY-2 を保有してい

ることが推測される。このようにⅦ型の PFGE および MLVA プロファイルは WA-

TYP035/187 と類似しているが、CAZ のような第三世代セファロスポリンに対する耐

性獲得状況が大きく異なっている。WA-TYP035/187 が分離されたワシントン州にお

ける調査では、第三世代セファロスポリンであるセフチオフルが牛の感染症の治療に

最も使用される抗生物質の一つとなっており [57]、薬剤耐性獲得状況違いは、治療に

使用される薬剤の違いを反映していると考えられる。日本においては、これまでに

extended-spectrum β-lactamase 産生 E. coli が牛から、S. Senftenberg および S. Infantis が

ブロイラーから分離されている [27, 30, 66, 68]。さらに、福島県で CTX 耐性 S. 

Typhimurium が牛から分離されたことが報告されている [72]。今後、日本においても

セフチオフル等のセファロスポリンの使用が第 3 世代セファロスポリン耐性菌の増

加を促進する可能性がある。 

 以上のように PFGE および MLVA は菌株間の遺伝学的性状の比較を可能にする。特

に MLVA は海外で報告されたプロファイルとの比較が容易であり、データの互換性と

いう観点から、PFGE と比較して汎用性が高いと考えられる。一方で、MLVA よりも

PFGE の識別能力が高くなる場合もあり [39] 、詳細な型別には両者を併用すること

が重要であると考える。 

 以上、DT104 を含む PFGEⅠ型の分離数が 1992 年に増加し、2004 年以降減少して
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おり、一方で 2002 年以降 PFGE Ⅶ型の分離数が増加したことを明らかにした。Ⅶ型

菌は北米で分離されている株と類似しており、多剤耐性を示し、一部の株は CEZ に

耐性を示す。このことから、Ⅰ型からⅦ型への分離菌株の変化は、北米から菌が導入

され、さらに牛の感染症治療にセファロスポリンが使用されたことが一因となってい

る可能性が考えられた。1996 年にセフチオフルが動物用医薬品として承認され、牛へ

の使用が可能となったことも関連している可能性がある。本研究により、PFGE およ

び MLVA は、異なる地域や年代で分離された菌株の比較を可能とし、これらの手法を

用いた長期的な疫学的調査とそのデータの蓄積は、新型菌の検出等の疫学的解析に極

めて有用なツールとなることが示された。 
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5. 小括 

 北海道内で 1977 年から 2009 年の間に分離されたサルモネラ症発症牛由来 S. 

Typhimurium 545 株は、PFGE により 116 種類のプロファイルを示し、9 つの遺伝子型 

(Ⅰ～Ⅸ型) に分類された。全株の内 248 株が PFGEⅠ型に、165 株が PFGEⅦ型に分

類され、2 つの優勢な遺伝子型が存在することが示された。さらに、MLVA により各

PFGE 型の代表株 116 株について解析した結果、4 つの MLVA クラスター (A~D) が

形成され、MLVA クラスターA は PFGEⅠ型、MLVA クラスターC は PFGEⅦ型で構成

された。PFGEⅠ型およびⅦ型は、異なる型別手法を用いてもそれぞれ同じグループ

に分類されることから、これらの PFGE 型菌はそれぞれ遺伝学的に近縁な株で構成さ

れていることが示唆された。Ⅰ型の多くは 1992 年から 2004 年の間に分離されてお

り、1990 年代に世界的に流行した多剤耐性ファージ型 DT104 が含まれていた。Ⅶ 型

は全て 2000 年以降分離されており、多くの株が多剤耐性を示し、薬剤耐性病原性プ

ラスミドを共通に保有していた。さらに、Ⅶ型のうち 1 株が第 3 世代セファロスポリ

ンである CTX に耐性を示し、薬剤耐性病原性プラスミドの他に、CMY-2 型 β ラクタ

マーゼ遺伝子である blaCMY-2 を含むプラスミドを保有していた。以上のことから、1992

年以降、DT104 を含むⅠ型菌が増加したが、2004 年以降減少し、それに代わり 2000

年以降、新型の多剤耐性Ⅶ型菌が出現し、これによるサルモネラ症が増加したことが

明らかとなった。  
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第Ⅱ章 北海道内の一酪農場において分離された Salmonella Typhimurium

の分子疫学的解析  
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1. 序文 

 第Ⅰ章では PFGEⅠ型が 1992 年、Ⅶ型が 2000 年以降出現し増加したことを明らか

にした。このようにⅠ章で実施した PFGE や MLVA を用いた分子疫学的な解析は、新

たに出現する流行株の検出を可能とする。さらに、遺伝子型や薬剤耐性プロファイル

等の細菌学的疫学マーカーのデータベースは、異なる年代や地域で分離された菌株間

の比較を可能にする。すなわち、分子疫学的な解析は、新型菌の検出だけでなく、感

染源および感染経路の特定に有用であると考えられる。 

 2008 年 2 月に、北海道石狩地方の一酪農場において牛サルモネラ症が発生した。当

該農場では外部からの導入牛がなかったことから、野生動物との接触等により感染し

た可能性が考えられる。本章では、サルモネラの農場内における浸潤状況を調査する

とともに、分離菌株について第Ⅰ章で用いた分子疫学的解析手法により解析し、感染

経路等の疫学的背景を考察し、細菌学的疫学マーカーのデータベースの有用性を検証

した。 
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2. 材料および方法 

(1) 分離農場の疫学的概要 

 本農場は北海道石狩地方に立地し、乳用成牛約 100 頭、育成牛および哺育牛約 50

頭の合計約 150 頭を飼養しており、外部からの牛の導入はなかった。それぞれのステ

ージの牛が、フリーストール牛舎、自動搾乳システム牛舎、育成牛舎、哺育牛舎等で

飼育されている。牛サルモネラ症は 2008 年 2 月にフリーストール牛舎内の分娩房で

発生し、2008 年 8 月の発生を最後に全頭菌分離陰性となった (表 8)。2008 年 8 月に

排菌が認められた牛に対しては、抗生剤を投与した後に安楽殺処分を実施し、その他

の排菌牛は抗生剤を投与せずに直ちに安楽殺処分を実施した。菌分離後は牛舎消毒を

した。 

 

(2) 採材および Salmonella 分離培養 

初発である 2008 年 2 月以降、2 週間に一度の採材を約一年間実施した。乳用牛全頭

から直腸便を採取し、糞便サンプルとした。また、フリーストール牛舎、ロボット牛

舎、乾乳舎、分娩房、試験畜舎の飼槽と水槽、ウェイティングサークル、飼料などを

滅菌綿棒で拭い、環境サンプルとした。培養材料は、約 1 g をハーナ・テトラチオン

酸塩培地 (栄研) 10 ml に接種し、37℃で 24 時間培養後、DHL 寒天培地 (日水製薬、

東京) に 1 白金耳量を接種し、37℃、 24 時間培養した。DHL 寒天培地上のサルモネ

ラ様コロニーを釣菌し、サルモネラ診断用免疫血清 (デンカ生研、東京) を用いて凝

集試験を行い、Kaufmann - White の抗原構造表に従って血清型を決定した [15]。 

 

(3) 供試菌株 

 薬剤感受性試験については、分離菌株全 16 株 (表 8) を用いた。ファージ型別、

PFGE、MLVA、プラスミドプロファイルについては、牛直腸便および環境材料から分

離された代表株 9 株 (RG08-1～RG08-9) と、2006 年 4 月に旭川で採取したスズメ由 
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表 8  牛糞便および環境からの Salmonella の分離状況 

検査時期 成牛 子牛 環境 合計 

2008/2/8 1a)    

2/12 0/90b) 0/67 6/42 6/199 

/27 1/89 1/66 0/41 2/196 

3/8 0/96 0/69 0/47 0/212 

18 0/89 0/70 0/46 0/205 

4/3 1/88 0/71 5/135 6/294 

17 0/83 0/66 0/51 0/200 

5/7 0/84 0/58 0/50 0/192 

21 0/117 0/33 0/50 0/200 

6/4 0/110 0/40 0/50 0/200 

18 0/108 0/39 0/50 0/197 

7/16 0/106 0/43 0/50 0/199 

8/11 1/90 0/54 0/50 1/194 

14 NTc) NT 0/23 0/23 

9/1 0/24 NT NT 0/24 

16 0/85 0/63 0/56 0/204 

10/22 0/89 0/57 0/56 0/202 

2009/2/13 0/89 0/58 0/50 0/197 

合計 4/1,437 1/854 11/847 16/3,138 

 

a) 初発例 

b) 陽性数/検体数 

c) 検査を実施せず  
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来株 3 株 (RG08-10~12)、参考株として第Ⅰ章で用いた S. Typhimurium IS18-33 を用い

た。 

 

(4) 薬剤感受性試験 

 ディスク法により薬剤感受性試験を第Ⅰ章と同様に実施した。第Ⅰ章で使用した薬

剤に加え、セフトリアキソン、コリスチン、ホスホマイシン、ノルフロキサシン、オ

フロキサシン、スルファモノメトキシン・オルメトプリム、スルフィソキサゾールを

使用した。 

 

(5) ファージ型別、プラスミドプロファイル、PFGE、MLVA 

 上述の代表株 12 株のファージ型別について、国立感染症研究所に依頼し、英国の

Public Health Laboratory Service の手法 [5] に基づき実施した。プラスミドプロファイ

ル、PFGE、MLVA は第Ⅰ章と同様に実施した。 

 

(6) 感染実験および LD50 の算出 

 分離菌株の代表株として初発例由来 RG08-1 株とスズメ由来 RG08-10 株、参考菌株

として U1 株 (DT104:Ⅰ型菌) および、KST220 (Ⅶ型菌) を 0.3 M NaCl 加 LB 培地で

37℃、20 時間培養した。培養液を 8,000 rpm で 5 分間遠心し、上清を捨て、沈渣を PBS

で懸濁し、再度遠心した。これを 2 回繰り返して菌を洗浄した。洗浄後 PBS で沈渣を

懸濁し、10 倍階段希釈し、接種菌液とした。LB 寒天培地に各希釈倍率の接種菌液を

25 μl ずつ滴下して 20 時間培養し、コロニー数を計測した。4 時間絶食させた Balb/c

メス 6 週齢 1 群 5 匹に各希釈倍率の菌液 200 μl を、経口投与針 (夏目製作所、東京 を

用いて胃内投与した。投与後マウスの生死を 3 週間観察し、Reed and Muench の方法 

[58] で LD50 を算出した。 
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3. 結果 

(1) Salmonella の分離状況 

 2008 年 2 月 8 日に北海道石狩地方の一酪農場の分娩房中で飼養されていた成牛 1 頭

が分娩後下痢症状を呈した。発生直後から翌年 2 月まで経時的にサルモネラ検索を行

った結果、成牛 3 頭、子牛 1 頭、環境材料 11 検体からサルモネラが分離された。発

生直後の検査では初発例の牛が飼養されていた分娩房の飼槽からサルモネラが分離

された。2 月 27 日の検索で成牛および子牛 1 頭ずつからサルモネラが分離された。3

月の検査では全頭陰性であったが、4 月の検査で成牛 1 頭が陽性となり、フリースト

ール牛舎の飼槽および通路、ミルキングパーラーのウェイティングサークルからも分

離された。7 月までの 6 回の検査では全検体陰性となったが、8 月の検査では成牛 1

頭が陽性となった。その後は翌年 2 月まで、菌は分離されなかった。分離菌株は合計

16 株となった (表 8)。血清型別の結果、分離株は全て S. Typhimurium であると同定さ

れた。 

 

(2) 薬剤感受性試験 

 17 薬剤を供試し、全分離菌株 16 株について試験した結果、全菌株が全薬剤に対し、

中間から感受性を示した。 

 

(3) プラスミドプロファイル 

 供試菌株 12 株のプラスミドを抽出し、泳動した結果、全株が 94 kb のプラスミドを

保有していた。その他のサイズのプラスミドは認められなかった。 

 

(4) PFGE 

 供試菌株 12 株のうち、8 月に放牧牛 556 から分離された RG08-5 を除く 11 株が、

同一のプロファイルを示した (図 4)。参考株として用いた S. Typhimurium IS18-33 は、
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図1　酪農学園大学附属農場で分離されたS.Typhimuriumおよびスズメ由来株のPFGEおよびMLVA解析

分離由来

初発例　
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ウェイティングサークル
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a) UT: 型別不能 
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a) a) 

第Ⅰ章の解析で PFGEⅡ-15 に分類された。UPGMA 法により系統樹を作成したとこ

ろ、R08-5 のプロファイルは他の株のプロファイルと比較し、68.3 %の類似度を示し

た(図 4)。 

 

(5) MLVA 

 MLVA の結果、供試菌株 12 株は 3 種の MLVA プロファイルを示した (図 4)。RG08-

1~3 および RG08-9 は MLVA プロファイル 7-3-4-3-10 を示し、タイプ 1 とした。RG08-

4、6、および 7 が示したプロファイル 7-3-4-3-11 をタイプ 2 とした。タイプ 2 はタイ

プ 1 と比較し、1 カ所の遺伝子座 (STTR10) における RN が異なっていた。RG08-5 の

プロファイルは 10-18-7-3-6 となり、タイプ 1 および 2 とは 4 カ所の遺伝子座におけ

る RN が異なっており、これをタイプ 3 とした。それぞれのタイプの代表株 RG08-1、 

RG08-5、RG08-10 を選出し、第Ⅰ章で解析した 116 株と共に MLVA プロファイルに

基づく系統樹を作成した (図 5) 。その結果、3 株は一章で述べた A～D のいずれのク

ラスターにも分類されなかった。タイプ 1 およびタイプ 2 代表株である RG08-1 およ

び RG08-10 は、MLVA クラスターD の近傍に位置し、タイプ 3 のプロファイル (10-

18-7-3-6) はⅦ型菌の薬剤感受性株 IS19-6 株のプロファイル (10-17-6-3-6) と比較し

て 2 箇所の遺伝子座における RN が異なっていた (図 5)。 

 

(6) ファージ型別 

 供試菌株 21 株のうち、RG08-5 を除く全株が、DT40 と同定された (図 4)。RG08-5

は型別不能 (UT) となった (図 4)。 

 

(7) 初発牛由来株およびスズメ由来株の病原性 

 マウスに対し、RG08-1 および RG08-10 を胃内投与したところ、LD50 値はともに



 

45 

 

図 5 MLVA プロファイルに基づく S. Typhimurium 116 株および一酪農場分離株の系統

樹 

第Ⅰ章で示した 116 株の Minimum Spanning Tree に、一酪農場由来株 (RG08-1、RG08-5、

RG08-10) が示した MLVA タイプ 1～3 を加え、系統樹を作成した。 
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103.6 cfu/匹となった。 U1 株 (DT104:I 型菌) および、KST220 (Ⅶ型菌)では、LD50 値 

はそれぞれ 101.9 cfu/匹および 104.3 cfu/匹以上となった。 
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3. 考察 

 一年間にわたる Salmonella 検索の結果、北海道石狩地方の一酪農場において、S. 

Typhimurium が分離された。感染は分娩牛、哺育牛、高泌乳牛、乾乳牛で確認され、

発育ステージによる偏りはみられなかった。初発例を除き陽性牛が臨床症状を示さな

かったことから、病原性の比較的低い、不顕性感染を起こす株であることが推測され

た。 

 2008 年 8 月に放牧牛から分離された RG08-5 を除いた供試菌株 12 株全てが、同一

の PFGE プロファイルを示した。RG08-5 は他の菌株と比較し、類似度が 68.3%と低い

値であった。第Ⅰ章と同様に類似度 74 % 以上のプロファイルを同一クラスターとし

て分類すると、RG08-5 は他の菌株とは異なる PFGE 型に分類される。MLVA による

解析では、タイプ 1~3 の 3 種類のプロファイルが検出され、RG08-5 を除く 12 株がタ

イプ 1 またはタイプ 2 を示した。タイプ 1 および 2 は STTR10 における RN のみが異

なり、タイプ 2 で 1 リピート多くなっていた。STTR10 は S. Typhimurium の血清型特

異的病原性プラスミド上に存在する領域であり、寒天平板培地およびマウスを用いた

継代による高頻度の可変性が報告されている [10]。従って、タイプ 1 および 2 を示す

株は同一のクローンから派生したものであり、STTR10 における 1 リピートの違いは、

農場内における伝搬の間に生じた可能性が考えられる。一方で RG08-5 が示したタイ

プ 3 は、タイプ 1 および 2 とは 4 カ所の遺伝子座における RN が異なっていた。以上

のように、PFGE および MLVA の結果から、RG08-5 を除く供試菌株 11 株は同一クロ

ーンから由来したものであり、RG08-5 はそれらの株とは由来が異なることが示唆さ

れた。RG08-5 が分離された乾乳牛 556 は放牧場で飼養されていた。そのために、放

牧時における野生動物との接触等により、新たな菌株が導入された可能性が考えられ

る。 

 RG08-5 を除く農場およびスズメ由来の 11 株は、参考株である IS18-33 と同一の

PFGE プロファイルを示した。IS18-33 はⅠ章での解析で PFGEⅡ-15 に分類されてい
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る。従って RG08-5 を除く農場およびスズメ由来の 11 株も、PFGEⅡ-15 に分類され

る。Ⅱ-15 に属する菌株は第Ⅰ章で解析した 545 株中 13 株存在し、Kurosawa ら [39] 

の報告によると、このうち 7 株がタイプ 1 または 2 と同一の MLVA プロファイルを

示す。これらの 7 株は全て 2006 年以降に分離されており、分離された地域は石狩地

方 (5 株)、胆振地方 (1 株)、後志地方 (1 株)であった。このことから、MLVA タイプ

1 および 2 のクローンによる牛サルモネラ症は、道央地域に限局して発生しているこ

とが考えられた。一方、RG08-5 の PFGE プロファイルはⅦ-21 に類似しており、Ⅶ-21

に分類される菌株 IS19-6 株および 07Ishikari-25 株と MLVA プロファイルの遺伝子座

における RN がそれぞれ 2 カ所および 1 カ所のみの違いであった [39]。Ⅶ-21 に属す

る菌株は全ての薬剤に対して感受性であり、他のⅦ型菌と異なり MLVA クラスターD

には分類されない。以上のことから RG08-5 を含む農場分離株は、近年増加した多剤

耐性のⅦ型菌とは異なるタイプの菌であると考えられる。 

 農場由来 9 株のうち、RG08-5 を除いた全株がスズメ由来株 RG08-10~12 と同一の

PFGE プロファイルを示し、同一、または類似した MLVA プロファイルを示した。ま

た、2008 年 2 月のサルモネラ症発生以前から、本農場では外部からの導入牛はなかっ

た。これらの遺伝学的性状および疫学的背景から、本農場で発生した牛サルモネラ症

はスズメにより農場内へ持ち込まれて拡散した可能性が考えられる。S. Typhimurium

は一般的にはカタラーゼ反応陽性、クエン酸利用陽性となる。しかし RG08-5 を除く

農場由来株は、カタラーゼ反応が弱く、クエン酸利用能は陰性と、非定型的な生化学

性状を示した。これらの性状は死亡した野鳥から分離される S. Typhimurium DT40 の

特徴と一致する [29, 80]。実際にファージ型別により、RG08-5 以外の全供試菌株が

DT40 と同定された。2005 年から 2006 年に北海道内各所でスズメの大量死が確認さ

れており、調査の結果、死亡したスズメから S. Typhimurium が分離され、分離菌株は

DT40 と同定された [80]。また、2008 年から 2009 年にも同様に北海道の旭川市周辺

でスズメの大量死が認められ、死亡したスズメからは DT40 を含むいくつかのファー
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ジ型の S. Typhimurium が分離されている [12]。スズメの死亡の原因としては融雪剤中

毒の可能性も挙げられているが [76]、2008 年から 2009 年の調査においては死亡鳥の

臓器における生化学検査により融雪剤中毒は否定されている [12]。イギリスでは

DT40、DT41、DT56 variant がスズメを含む野鳥から高頻度に分離されており、野鳥間

でこれらの菌株が維持されていると考えられている [29, 40, 53]。2005 年から 2006 年

および 2008 年から 2009 年の二度にわたる菌分離から、日本国内においてもスズメの

間で菌株が維持されている可能性が考えられる。DT40 はスズメに対しては高病原性

を示すと考えられるが、牛等の家畜からの分離頻度は低く [54]、牛における症例報告

は少ない。国内においては 2006 年に黒毛和種での発生が認められ、一頭が死亡した

ことが報告されている [31, 32]。本章において述べた発生例においても同様に、分娩

後の成牛が症状を示して死亡し、また同居牛への感染が認められた。このように、

DT40 は牛へ感染する頻度は低いものの、抵抗力の低下した牛には感染し死に至らし

める毒力を有することが示唆された。上述した MLVA プロファイルタイプ 1 および 2

を示す道央圏の牛由来株 7 株については、ファージ型別を実施していないが、遺伝学

的特徴から DT40 である可能性が示唆される。2006 年における調査では、スズメの死

亡数が最も多かったのが上川であり、次いで石狩、胆振、後志となっており [31]、道

央圏の牛由来株 7 株に関してもスズメが関与している可能性が考えられる。 

 本章ではマウスを用いた感染実験により、農場分離株、スズメ由来株、Ⅰ型菌であ

る DT104 およびⅦ型菌の病原性を比較した。その結果、初発例由来株 RG08-1、スズ

メ由来株 RG08-10 の LD50 はともに 103.6 cfu/匹となり、DT40 は鳥類だけでなくマウス

に対しても病原性を示すことが明らかとなった。これら 2 菌株のマウスに対する病原

性は DT104 U1 株と比較すると低いが、Ⅶ型菌 K220 株よりわずかに高かった。本研

究における解析ではⅦ型菌のマウスに対する病原性は他の菌に比較して低いもので

あった。しかしⅦ型菌の牛からの高率な分離頻度から、牛に対して宿主特異性の高い

ことが推察され、この菌が牛に対しては強い病原性発現を示す可能性も考えられる。 
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 以上、本章では第Ⅰ章で用いた分子疫学的解析手法により、一農場で分離された菌

株を解析した。その結果、2 種類のクローン由来の菌株により農場内が汚染されてお

り、その感染源がスズメである可能性があることを示した。また他の農場で分離され

た株と PFGE および MLVA プロファイルを比較したことで、道央圏の他の農場でもス

ズメ由来と考えられる株による牛サルモネラ症の発生があることが判明した。本章の

成績から、継続的な菌株の収集とそれらの細菌学的疫学マーカーに関するデータの蓄

積が、牛サルモネラ症の詳細な疫学的解析を可能とすることが検証された。  
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4. 小括 

 北海道内道央地域の一酪農場において発生した牛サルモネラ症の分子疫学調査を

実施した。2008 年 2 月から 2009 年 2 月まで当該農場の乳用牛の糞便および環境材料

を採取し、増菌培養によるサルモネラの検出、分離菌の PFGE、MLVA、ファージ型別

による解析を行った。各種材料から 25 株が分離され、そのうち代表的な 9 株を解析

した結果、最後に分離された 1 株 (RG08-5) を除き全株が同一の PFGE プロファイル

および類似した MLVA プロファイルを示し、2 種類のクローン由来株による流行が示

唆された。RG08-5 以外の株は道内のスズメ由来株と同一あるいは類似した PFGE お

よび MLVA プロファイルを示しており、ファージ型もスズメ由来株と同様の DT40 で

あった。以上のことから、当該農場で発生したサルモネラ症の原因菌のうち RG08-5

以外の株は、スズメ由来株と同一であると考えられ、放牧時におけるスズメとの接触

が感染経路である可能性が示された。また、これらの菌株と同一の MLVA プロファイ

ルを示す菌が、道央地域の他の農場においても分離されており、当該タイプの菌によ

る限局的な流行が示唆された。 
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第Ⅲ章 Salmonella Typhimurium DT104 が産生する百日咳毒素様蛋白

ArtAB の性状解析 
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1. 序文 

 第Ⅰ章では、成牛のサルモネラ症が増加した 1992 年に、北海道の牛において S. 

Typhimurium PFGEⅠ型菌の分離数が増加したことを明らかにし、成牛のサルモネラ症

の増加と PFGEⅠ型菌が関連する可能性を示唆した。さらに、Ⅰ型菌は MLVA によっ

ても１つのクラスターを形成することから、これらは近縁な株で構成されたグループ

であり、DT104 およびその近縁株を含むことを示した。 

 DT104 は S. Typhimurium のファージ型の１つであり、1980 年代にイギリスで初め

て人から分離された後、世界各国で様々な動物種から分離されるようになった [77]。

DT104 は牛からも分離されており、国内においては 1990 年代に分離数が増加したこ

とが報告されている [62]。DT104 は重症例が多いなどの疫学的な観点から病原性の強

い菌であることが推察されるが [21]、マウスを用いた感染実験や細胞への付着性等を

解析した実験では DT104 が他の S. Typhimurium と比較して病原性が強いとされる成

績は得られていない [4]。DT104 は溶原ファージ上に百日咳毒素と相同性を示す遺伝

子 artAB を保有し、それらはマイトマイシン C (MMC) により誘導的に発現し、遺伝

子産物である ArtAB は細胞のシグナル伝達分子の一つであるである百日咳毒素感受

性 GTP 結合蛋白質 (G 蛋白質) を ADP-リボシル化する [61, 79]。これまでにサルモ

ネラにおいてこのような毒素は報告されておらず、ArtAB の新たな病原因子としての

可能性が注目される。 

 本章では、DT104 が産生する ArtAB の病原因子としての役割を検討するため、牛由

来 ST における artA および artB 遺伝子保有状況を調査し、さらに ArtAB の精製方法

を確立し、その生物活性について解析した。
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2. 材料および方法 

 

(1) 使用菌株 

 artA および artB 遺伝子検出には、第Ⅰ章で用いた 545 株の牛由来 S. Typhimurium を

供試した。artAB の発現誘導および遺伝子産物である ArtAB の精製には、artAB 保有

牛由来 S. Typhimurium DT104 U1 株を供した。 

 

(2) PCR による遺伝子検出 

 第Ⅰ章と同様にして供試菌株から DNA を抽出し、artA および artB を PCR で検出

した。プライマーとして、ART-1 (5’-CTGGTTATGCAAGTGCTGTT-3’) /ART-2 (5’-

CTCCCCGTGCGTCATAAAAC-3’) 、 ARTB-1 (5’-GGCAACGTAGGTCCC ATACA-3’) 

/ARTB-2 (5’-TTGCGTCGTTATCCAGTGTT-3’) [61] を用いた。 

 

(3) ArtAB 産生誘導およびカラムクロマトグラフィーによる精製 

 MMC を添加した培地で U1 株を培養することにより artAB の発現を誘導した。す

なわち、Syncase broth [11] 10 ml で供試菌株を 37℃で 18 時間前培養し、これを 200 mL

の Syncase broth に加え、さらに 6 時間 37℃で振とう培養 (振とう速度 120 rpm、振幅

25 mm) した。MMC を最終濃度 0.5 μg/ml に加え、さらに 14 時間振とう培養を続け

た。培養後の菌液を 8,000 rpm 5 分間遠心し、上清を回収して孔径 0.22 μm のポリフッ

化ビニリデン (PVDF) メンブランフィルターを用いて濾過滅菌した。滅菌後の培養上

清を 1N のHClにより pH 6.0に調整し、アフィゲルブルー (バイオ・ラッド、Hercules、

USA) を培養上清の 1/50 量加えて 4℃で 18 時間撹拌した。撹拌を止めてゲルを沈め、

上清を捨てた後、ゲルを 100 ml の 0.25 M リン酸ナトリウムバッファー (pH 6.0) お

よび 100 ml の 50 mM Tris-HCl (pH 7.4 ) で洗浄した。洗浄はゲルをバッファーで懸濁

し、遠沈することで実施した。洗浄後のゲルをラボラトリー・ポリエチレンカラム 
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(MoBiTec、Goettingen、Germany) に充填し、ぺリスタ・バイオミニポンプ (アトー、

東京) により 1 mM MgCl2 を含む 50 mM Tris-HCl (pH 7.4) で ArtAB を溶出した。カラ

ムから流出したバッファーを 1 ml ずつ小試験管に採取し、30 本採取してフラクショ

ン 1~30 とした。採取した各小試験管のサンプルを SDS-PAGE により泳動し、クマシ

ーブリリアントブルー (CBB) により染色した。ArtA および ArtB の分子量はそれぞ

れ 12.5 kDa および 25 kDa であり[79]、それらの位置にバンドが存在する分画を回収

した。 

 回収したサンプルのバッファーを PD-10 カラム (GE ヘルスケア、Milwaukee、USA) 

により 10 mM リン酸ナトリウムバッファー (pH 6.0) に交換し、ハイドロキシアパタ

イトカラム (バイオ・ラッド) に添加して吸着させた。さらに、10 mM リン酸ナトリ

ウムバッファー (pH 6.0)、0.1M リン酸ナトリウムバッファー (pH 7.0) それぞれ 50 ml

を順にカラムに流し、0.5 M NaCl を含む 0.1 M リン酸ナトリウムバッファー (pH 7.0) 

により ArtAB を溶出した。バッファーのカラムへの送液およびサンプルの添加は、上

述のバイオミニポンプを使用した。カラムから流出したバッファーを 1 ml ずつ小試

験管に採取し、30 本回収した (フラクション 1~30)。各小試験管のサンプルを SDS-

PAGE により泳動し、CBB 染色後、12.5 kDa および 25 kDa のバンドを含む分画を回

収した。 

 回収したサンプルのバッファーを PD10 カラムにより 1.5 M 硫酸アンモニウムを含

む 0.05 M リン酸ナトリウムバッファー (pH 7.0) に交換し、ビバスピン (ザルトリウ

ス；膜材質 PES、分画分子量 10 K) を用いた限外濾過により 2 ml に濃縮した。次に、

AKTA FPLC クロマトグラフィーシステム (GE ヘルスケア) を用いて、1.5 M の硫酸ア

ンモニウムを含む 0.05 M リン酸ナトリウムバッファー (pH 7.0) で平衡化した疎水性

相互作用カラム (RESOUCE PHE カラム; GE ヘルスケア) にサンプルを添加し、1.5 

M から 0 M の濃度に硫酸アンモニウムを含む 0.05 M リン酸ナトリウムバッファー 

(pH 7.0) を用いたリニアグラジエント溶出法により、ArtAB を溶出した。カラムから
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の流出液を 1 ml ずつ小試験管に採取し、30 本回収した (フラクション 1~30)。各小試

験管のサンプルを SDS-PAGE により泳動し、CBB による染色後、12.5 kDa および 25 

kDa のバンドを含む分画を回収した。その後、PD10 カラムにより PBS にバッファー

交換して-80℃に保存した。 

 

(4) 抗血清の作成 

 ArtA の 14 残基 (Arg10–His23) のペプチドを外部委託 (シグマアルドリッチジャパ

ン、東京) し、ウサギを用いて抗体を作成した。DT104 U1 株培養上清から精製した

ArtAB に対する抗体は精製 ArtAB 40 μg をウサギの皮下にアジュバント Titer Max Gold 

(TiterMax、Norcross、USA) とともに 2 週間おきに 3 回接種することにより作成した。

さらに、マウスの尾根部に ArtAB 5 μg を Titer Max Gold とともに 2 週間おきに 3 回皮

内接種して免疫し、マウス抗 ArtAB 抗体を得た。 

 

(5) SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動法 (SDS-PAGE) およびウエスタンブロッ

ティング 

 SDS-PAGE 試料調整用バッファー (アトー) とサンプルを等量混合し、100℃で 10

分間加熱した。15 % SDS-PAGE ゲル (コンパクトゲル; アトー) にサンプルを添加し、

コンパクトスラブ電気泳動槽 (アトー) を用いて 30 分間泳動した。ゲルと同じ大きさ

のろ紙 4 枚および PVDF メンブレン (バイオ・ラッド) 1 枚をブロッティングバッフ

ァー (25 mM Tris-HCl、192 mM グリシン、20% v/v メタノール) に浸し、ゲルを挟み

込み Powered BLOT One (アトー) を用いて定電流 2 mA/cm2 で 30 分通電した後、メン

ブランをブロッキングバッファー (ロシュダイアグノスティックス) に浸して 1 時間

室温にて静置した。ブロッキング後、メンブレンを 10% ブロッキングバッファー加

一次抗体に浸して室温で 1 時間振とうした。一次抗体にはウサギ抗 ArtA 合成ペプチ

ド抗体を 1,000 倍希釈したものを用いた。TBS-T (Tris Buffered Saline、5% Tween20) で
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メンブレンを洗浄後、二次抗体に浸して室温で 30 分振とうした。二次抗体には、ホ

ースラディッシュペルオキシダーゼ (HRP) 標識ヤギ抗ウサギ IgG 抗体 (バイオ・ラ

ッド) を 20,000 倍希釈して用いた。ペルオキシダーゼ反応は、ECL Prime Western 

Blotting Detection System (GE ヘルスケア) を用いて実施し、化学発光を化学発光用フ

ィルム (Hyperfilm ECL；GE ヘルスケア) への感光により検出した。 

 

(6) G 蛋白質の ADP-リボシル化 

 ADP-リボシル化の標的蛋白として牛の脳由来百日咳毒素感受性 G 蛋白質

(Calbiochem-Novabiochem、0.1 μg/μl) を用いた。50 μM ビオチン化 NAD、25 mM Tris-

HCl (pH 7.6)、1 mM ATP、20 mM DTT、5 mM ADP-リボース、1 mM EDTA の反応液

に、G 蛋白質 100 ng と ArtAB 100 ng を加え 37℃1 時間反応させた。これを 100℃で

10 分間加熱し、12.5%の SDS-PAGE ゲルを用いて 30 分間泳動し、上述の条件で PVDF

メンブレン (バイオ・ラッド) へ転写した。転写後のメンブレンをブロッキングバッ

ファー (Roche Diagnostics Co.) に 1 時間浸し、ブロッキングバッファーにより 10,000

倍に希釈した HRP 標識アビジン (VECTOR Laboratories、Burlingame、USA) に浸し

て 1 時間室温で振とうした。TBS-T で洗浄後、上述と同様に ECL Prime Western Blotting 

System と化学発光用フィルム (Hyperfilm ECL；GE ヘルスケア) を用いてペルオキシ

ダーゼ活性を検出することにより、ADP-リボシル化された G 蛋白質を検出した。 

 

(7) 抗 ArtAB IgG の精製 

 HiTrap ProteinG カラム (GE ヘルスケア) を滅菌蒸留水 5 ml で洗浄し、結合バッファ

ー (20 mM Na3PO4、pH 7.0) 5 ml で平衡化した。採取したウサギおよびマウスの抗

ArtAB 血清をカラムに添加し、結合バッファーを 10 ml 送液した。回収用の小試験管

に予め 50 μl の中和バッファー (1.0 M Tris-HCl、pH 9.0) を加えておき、カラムに溶出

バッファー (0.1 M グリシン-HCl、pH 2.7) を送液して IgG を溶出し、回収用小試験管
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に 0.5 ml ずつ回収した。回収したサンプルを 12.5%ゲルによる SDS-PAGE で泳動後、

CBB 染色によりバンドが認められる分画のみを回収し、抗 ArtAB IgG とした。 

 

(8) 蛋白質濃度の測定 

 精製 ArtAB および抗 ArtAB IgG 濃度は、Quick Start Bradford プロテインアッセイキ

ット (バイオ・ラッド) を用いて Bradford 法 [8] に準じて測定した。スタンダードと

して牛 γ グロブリンを用いた。 

 

(9) ELISA による ArtAB の定量 

 精製過程における ArtABの濃度を測定するため、サンドイッチ ELISA を実施した。

ウサギ抗 ArtAB IgG (2.9 mg/ml) を PBS で 100 倍に希釈し、96 穴マイクロタイタープ

レート (Maxisorp Immuno Module; Thermo Scientific、Hudson、USA) に 100 μl ずつ加

え、18 時間 4℃で静置して固相化した。その後、PBS でウェルを洗浄し、400 μl の 5% 

BSA バッファーをウェルに加えて室温で 18 時間静置してブロッキングした。ウェル

を洗浄後、各精製段階の DT104 培養上清をウェルに加えて 2 時間室温で静置し、さ

らに、PBS でウェルを洗浄し、マウス抗 ArtAB IgG (0.3 mg/ml) を 200 倍に希釈して、

各ウェルに 100 μl ずつ加え、2 時間室温で静置した。その後、PBS で洗浄し、ヤギ抗

マウス IgG+M (バイオ・ラッド) を 500 倍希釈して各ウェルに 100 μl ずつ加え、2 時

間室温で静置した。さらに、PBS で洗浄し、TMB 溶液 {ペルオキシダーゼ EIA Substrate 

Kit (バイオ・ラッド)} をウェルに 100 μl ずつ加えて室温で 20 分反応させた。1 N 硫

酸 100 μl を加えて反応を止めた後、マイクロプレートリーダーで 450 nm の吸光度を

測定した。スタンダードとして、Bladford法で蛋白濃度測定した精製ArtABを用いた。 

 

(10) イオン交換カラムクロマトグラフィーによる A ユニットおよび B ユニットの

分離 
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 精製後の ArtAB のバッファーを、PD10 カラムにより 30 mM Tris-HCl (pH 8.8) に交

換した。30 mM Tris-HCl (pH 8.8) で平衡化した monoQ5/50GL カラム (GE ヘルスケア) 

に、AKTA FPLC を用いてバッファー交換後の ArtAB を添加した。その後 0 M から 0.5 

M までの NaCl を含む 30 mM Tris-HCl (pH 8.8) を用いたリニアグラジエント溶出法に

より ArtAB の A ユニットおよび B ユニットを溶出し、それぞれの蛋白量を測定して

A ユニットおよび B ユニットのモル比を算出した。 

 

(11) マウスに対する致死活性 

 濾過滅菌した精製した ArtAB、2 μg、1 μg、0.5 μg、0.25 μg、0.125 μg および陰性コ

ントロールとして PBS を、4 週齢のメスの Balb/c マウス 1 群 8 匹に腹腔内投与した。

投与後マウスの生死を 2 週間観察し、Read and Muench の方法 [58] で LD50 を算出し

た。 

 マウス致死活性の抗 ArtAB 抗体を用いた中和試験を実施した。ArtAB 2 μg と、ウサ

ギ抗 ArtAB-IgG 100 μg または陰性コントロールとして非免疫ウサギ IgG 100 μg を混

合し、37℃で一晩振とうした。1 群 8 匹の上述のマウスに、1 匹あたり ArtAB 2 μg お

よび IgG 100 μg 混合液を腹腔内投与し、2 週間生死を観察した。さらに、ArtAB にお

けるマウス致死活性の易熱性について調べるため、2 μg の ArtAB を 100℃ 30 分間加

熱し、1 群 5 匹の上述のマウスに腹腔内投与して 2 週間生死を観察した。 

 

(12) CHO 細胞集塊形成活性 

 CHO 細胞を用いた細胞凝集活性は Hewlett ら [26] の方法に準じて実施した。すな

わち CHO 細胞をハム F-12 培地で 6×105 個/ml に調整し、150 μl をラブテックチャン

バースライドシステム (Thermo scientific) のウェルに加えて 2 時間培養後、100 ng の

ArtAB をウェルに加え、37℃、5% CO2 下で 24 時間培養した。陽性対照として 50 ng

の百日咳毒素をウェルに加えたものと、陰性対照として PBS を加えたものを同時に
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培養した。培養後、培養液を除去して PBS で洗浄後、メタノールをウェルに加えて 10

分固定した。メタノールを除去し、5% ギムザ染色液で 20 分間染色した。 

 

(13) 赤血球凝集活性 

 赤血球凝集活性は Sato らの方法 [63] に従って実施した。鶏翼静脈より採血した血

液を 2,000 rpm で 6 分間遠心後、PBS で洗浄し、最終濃度 0.7% (v/v)となるようにペレ

ットを PBS で浮遊させ、赤血球浮遊液とした。マイクロタイタープレート (三光純薬、

東京) を用いて、ArtAB をそれぞれ 16 μg/ウェルから PBS で 2 倍階段希釈し、各希釈

液 50 μl と赤血球浮遊液 50 μl を混合し、室温で 1 時間静置した。判定は、肉眼的に凝

集が確認される最大希釈倍数をその凝集価とした。 

 

(14) 末梢血白血球数および血中インスリン濃度の測定 

 Balb/c マウスのメス 4 週齢に、ArtAB を腹腔内投与し、3 日後に 50% グルコース

0.5 ml をマウスに腹腔内投与し、15 分後に採血した。採取した血液の一部を自動血球

計算機 (シメックス、兵庫) により総白血球数を測定した。残りの血液は 2,000 rpm で

30 分間遠心し、血漿を分離した。得られた血漿についてマウスインスリン測定キット 

(森永生化学研究所、神奈川) を用いてインスリン濃度を測定した。 
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3. 結果 

 

(1) PCR による artAB の検出 

 PCR により S.Typhimurium 545 株における artAB の保有状況を調べた結果、247 株

から artAB が検出された (表 8)。このうち 242 株が PFGEⅠ型に属する株であり、残

りの 5 株はⅡ型に分類された株であった。その他の PFGE 型には artAB は認められな

かった。 

 

(2) ArtAB の産生誘導および精製 

 artAB を有する DT104 U1 株を、MMC を添加して培養した培養上清を、アフゲルブ

ルーカラムを用いて溶出した結果、ウエスタンブロッティングによりフラクション

7~14 中に ArtA が検出された。これらをプールしてハイドロキシアパタイトカラムを

用いて溶出した結果、フラクション 4～8 に ArtA が検出された。これらを回収してプ

ールし、疎水性相互作用カラムクロマトグラフィーを実施し、フラクション 15、16 に

ArtA を検出した。この分画に SDS-PAGE により ArtA および ArtB の 2 種類のバンド

が確認された (図 6A、B)。MMC を添加して 18 時間培養し、濾過滅菌した後の培養

上清中の ArtAB 量を 100%とすると、2.0% の ArtAB が 3 種類のカラムクロマトグラ

フィー実施後に溶出され、菌液 800 ml から、57.8 μg の ArtAB が得られた (表 9)。精

製後の ArtAB は牛脳由来百日咳感受性 G 蛋白質を ADP-リボシル化し(図 7A)、CHO

細胞クラスター形成活性を示した(図 7B)。 

 

(3) ArtAB の構造解析 

 精製後の ArtAB について、イオン交換カラムクロマトグラフィーを実施した結果、

２つのピークが得られた (図 8A)。各ピークを回収し、SDS-PAGE で泳動した結果、 
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表 8 S. Typhimurium 545 株における artAB の保有状況 

  PFGE 型 陽性数/供試菌株数 (%) 

Ⅰ 242/248 (98%) 

Ⅱ 5/37 (14%) 

Ⅲ 0/2 (0%) 

Ⅳ 0/36 (0%) 

Ⅴ 0/12 (0%) 

Ⅵ 0/31 (0%) 

Ⅶ 0/165 (0%) 

Ⅷ 0/13 (0%) 

Ⅸ 0/1 (0%) 
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M   1    2    3   4   M 

B 

図 6 カラムクロマトグラフィー実施後の ArtAB SDS-PAGE 泳動像 (A) お

よび抗 ArtA 抗体を用いたウエスタンブロッティング (B) 

M: サイズマーカー, 1：DT104 培養上清, 2：ブルーゲルカラムクロマト

グラフィー実施後, 3：ハイドロキシアパタイトカラムクロマトグラフィー実

施後, 4：疎水性カラムクロマトグラフィー実施後 

1  2  3  4 

－25 

－12.5 
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表 9 各クロマトグラフィー実施後の ArtAB 量および回収率 

精製段階 容積

(ml) 

ArtAB 量 

(mg) 

ArtAB 

回収率 

MMC 刺激 DT104 培養上清 800 2.86 100% 

ブルーゲルカラムクロマトグラフィー 12 0.385 13.5% 

ハイドロキシアパタイトカラムクロマトグラフィー 4 0.176 6.20% 

疎水性カラムクロマトグラフィー 3 0.0580 2.00% 



 

 

 

A B

図 2　精製後の ArtAB による牛脳由来 G 蛋白質の ADP- リボシル化 (A) と CHO 細胞のクラスター形成（B)

図 A： 　 1: 百日咳毒素　2: ArtAB　

1     2

百日咳毒素 PBSArtAB

 

 

  

図 7 ビオチン化タンパク質の検出による牛脳由来 G 蛋白質の ADP-リボシル化の検出(A)と CHO 細胞のクラスター

形成 (B) 

図 A： 1: 百日咳毒素, 2: ArtAB  

6
5
 



 

 

 

図 8 イオン交換クロマトグラフィーによる ArtA および ArtB の分離 (A) と ArtA および ArtB の SDS-PAGE 泳動像 (B) 

A: 0 M から 0.5 M までの NaCl を含む 30 mM Tris-HCl (pH 8.8) を用いたリニアグラジエント溶出法により ArtAB の A ユニ

ットおよび B ユニットを溶出した。 

B: イオン交換クロマトグラフィーにより得られたピークを DTT 添加(還元)および非添加(非還元)で SDS-PAGE で泳動した。

バンドのサイズから想定されるユニット構造を右の括弧内に示した。 
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フラクション 14 に ArtA、フラクション 18 に ArtB が認められた (図 8B)。それぞれ 

のフラクションの蛋白量を測定した結果、フラクション 14 は 29.8 μg、フラクション 

18 は 75.1 μg となった。A ユニットの分子量が 25 kDa、B ユニットの分子量 12.5 kDa

であることから、A ユニットと B ユニットの分子数比は 1：5 と算出された。これら

のフラクションをジチオトレイトール (DTT) 非添加で SDS-PAGE で泳動すると、

ArtA では DTT 添加時と同じサイズのバンドが認められたが、ArtB では 5 個のサブ

ユニットで構成されるペンタマー (B5) に相当する大きなサイズのバンドが観察さ

れた。精製 ArtAB を DTT 非添加で泳動すると、ArtA 1 個と ArtB5 個が結合したヘキ

サマー (A1B5) に相当するバンドが検出された。このバンドは B5 に相当するバンド

よりさらに大きいサイズであった (図 8B)。 

 

(4) マウスに対する致死活性 

 精製 ArtAB のマウスに腹腔内投与実験の結果、ArtAB の LD50 値は 0.2 μg/匹となっ

た。ArtAB を接種したマウスの生存曲線を図 9 に示した。0.125 μg/匹接種群では死亡

するマウスは認められなかった。一方で、0.25 μg/ml－1.0 μg/ml 接種群では接種した

マウス全てが死亡し、ArtAB の濃度依存的に死亡するまでの日数が短縮された。2 

μg/ml 接種群では 1 日後に 1 匹が死亡し、2 日後に 6 匹が死亡したが、1 匹が観察終了

時まで生存した。ArtAB を抗 ArtAB 抗体で処理したサンプルを投与したマウスは全て

生存し、対照群として非免疫ウサギ IgG で処理したサンプルを投与したマウスは全て

死亡した。一方、ArtAB を 100 ℃、30 分間加熱したサンプルを投与したマウスは全

て生存し、非加熱サンプルを投与したマウスは全て死亡した。 

 

(5) ArtAB の赤血球凝集活性、インスリン分泌応答増強活性、白血球増多活性 

 精製した ArtAB は赤血球凝集能を示し、2 μg/ウェル以上の濃度で凝集を示した (図

10)。血中インスリン濃度は、ArtAB の濃度に依存して上昇が認められ、ArtAB 0.3 μg   
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図4　ArtAB接種群の生存曲線

精製したArtAB 2μg、1μg、0.5μg、0.25μg、0.125μgを、4週齢のメスのBalb/cマウス1群8匹に腹腔内投与した。
投与後マウスの生死を2週間観察し、生存率を図に示した。

(%)

生
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図 9 ArtAB 接種群の生存曲線 

精製した ArtAB 2 μg、1 μg、0.5 μg、0.25 μg、0.125 μg を、4 週齢のメスの Balb/c マ

ウス 1 群 8 匹に腹腔内投与した。投与後マウスの生死を 2 週間観察し、生存率を図

に示した。 
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16       8       4       2       1       0.5     0.25   
ArtAB (μg) 

図 10 ArtAB の赤血球凝集活性の測定 

ArtAB をそれぞれ 16 μg/ウェルから PBS で 2 倍階段希釈し、各希釈液 50 μl と

赤血球浮遊液 50 μl を混合し、室温で 1 時間静置した。 
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接種群で、PBS 接種群と比較して有意な上昇が認められた (p<0.05) (表 10)。総白血

球に関しては、全群で有意差は認められなかった (p>0.05) (表 10)。 
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      表 10 ArtAB 接種群の末梢血中の白血球数およびインスリン濃度 

毒素接種量 

(μg/匹) 

総白血球数 

(103/μl)±SD 

血中インスリン濃度 

(ng/ml) 

DT104-ArtAB   

0.3 4.91±4.53 1.46±0.3 * 

0.2 5.83±1.86 0.49±0.11 

0.1 8.42±4.03 0.65±0.18 

0.02 6.22±2.41 0.46±0.11 

   

PBS 6.74±3.66 0.33±0.05 

            *p<0.05
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4. 考察 

 第Ⅰ章で、1992 年以降成牛のサルモネラ症増加とともに牛からの分離数が増加し

た PFGEⅠ型が、DT104 に型別される株およびその近縁株で構成されることを明らか

にした。本章では、DT104 が産生することが報告されている ArtAB の性状を解析し

た。PFGEⅠ型において artAB は、98 % (242/248) の株が保有しており、Ⅱ型において

は 14 % (5/35)で、その他の型では検出されなかった。これらのことから、artAB は、

Ⅰ型菌に特徴的な遺伝子であることが示唆された。Ⅰ型に属する DT104 が特異的に

保持する 162-bp amplicon と artAB の保有状況と比較すると、162-bp amplicon 保有株

であっても artAB を保有しない株 (243 株中 6 株) が存在し、一方で、162-bp amplicon

非保有株であっても artAB を保有する株 (302 株中 10 株) が存在し、162-bp amplicon

と artAB の分布は完全には一致しなかった。また、Ⅱ型の一部の株でも artAB の保有

が認められることから、artAB 保有株のほとんどが DT104 であるが、DT104 以外の株

でも artAB を保有し得ることが示された。これらのことから、artAB は溶原ファージ

上にあることが報告されている [61] が、ファージを介した水平伝播によりⅡ型菌が

artAB を獲得した可能性が考えられる。しかし、一方では、1917 年にフランスにおい

て食中毒の原因菌として分離された NCTC73 株が当該遺伝子を保有することも報告

されている [61]。この株のPFGEプロファイルはPFGE Ⅰ型には分類されない。DT104

は前述のように 1986 年に初めて英国で分離された菌である。これらのことから、古

くから一定の割合で artAB を保有する S. Typhimurium が存在していたことが考えら

れ、DT104 は artAB をこの時期に水平伝播により新たに獲得して出現したものである

可能性も考えられる。これらのことは、DT104 の由来を推測する上で興味深い。 

 DT104 U1 株の MMC 処理で得られた培養上清についてブルーゲルカラムクロマト

グラフィー、ハイドロキシアパタイトカラムクロマトグラフィー、疎水性相互作用カ

ラムクロマトグラフィーを実施することにより ArtAB を精製することができた。精製

後の ArtAB は G 蛋白質の ADP-リボシル化能および CHO 細胞クラスター形成活性が
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認められ、MMC を添加した DT104 培養上清に認められる活性 [79] は、ArtAB によ

るものであることが証明された。本章で実施したカラムクロマトグラフィーは、百日

咳毒素の精製方法で報告されている方法とほぼ同様のものであり [65, 69, 83]、ArtAB

も百日咳毒素と同様に、アフィゲルブルーおよびハイドロキシアパタイトに吸着する

性質を持つことが示された。しかし、本章で実施した精製方法では培養上清からの回

収率がわずかに 2%であったことから、今後、より効率的な精製方法を検討する必要

がある。 

 イオン交換カラムクロマトグラフィーにより、ArtA および ArtB を分離することが

可能となった。溶出した ArtA および ArtB のモル比が 1:5 となったことから、ArtAB

は ArtA 1 分子対 ArtB 5 分子で構成されるヘキサマーであることが明らかになった。

このことは、DTT による処理を行わない非還元処理条件で調整した精製 ArtAB の

SDS-PAGE を実施した結果によっても確認された。すなわち、ArtB 分画の泳動では、

ArtB 5 分子に相当するバンドが見られ、分画前の精製 ArtAB では ArtA 1 分子と ArtB 

5 分子が結合した蛋白に相当するバンドが認された。細胞の中に入って作用を発揮す

る細菌毒素には AB 毒素と呼ばれるものが多く、毒素活性を示す A ユニットと細胞の

レセプターに結合する B ユニットで構成される [38]。百日咳毒素は A ユニットに相

当する ADP-リボシル化毒素 (S1) と 5 分子 {S2,、S3、S4 (2 分子)、S5} の B ユニッ

トからなるヘキサマーで構成される [71]。コレラ毒素や大腸菌の易熱性毒素の場合、

A ユニットと一種類の B ユニット 5 個が結合したヘキサマーであり、これらの毒素は

A1B5 型毒素ファミリーと呼ばれている [38]。本章における実験結果から、ArtAB も

A1B5 型毒素であることが明らかとなった。百日咳毒素には A ユニットに相当する S1

に 1 つ、B ユニットを構成する S4 および S5 に 2 個、S2 および S3 に 3 個のジスルフ

ィド結合が含まれている [71]。一方、ArtAB においては ArtA に 2 個、ArtB に 5 個の

システインが存在しており、百日咳毒素と同様にジスルフィド結合を形成し、毒素複

合体を構成している可能性が考えられる。 
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 精製後の毒素をマウスに接種した結果、致死活性を示し、LD50 は 0.21 μg/匹となっ

た。致死活性は、特異抗体による中和および 100℃、30 分間の加熱で失活したことか

ら、この活性は ArtAB による作用であることが確認された。4 週齢の Balb/c マウスの

体重を約 15 g とすると、百日咳毒素のマウスに対する LD50 値は、腹腔内投与で

0.23~0.32 μg/匹であることが報告されており [13]、ArtAB はこれとほぼ同等の致死活

性を示しているものと考えられる。百日咳毒素は、インスリン分泌応答増強活性、赤

血球凝集活性、白血球増多活性等の生物活性を有していることが知られており [36, 

83]、本章では ArtAB におけるこれらの活性について解析した。その結果、ArtAB は

インスリン分泌応答増強活性を示した。ラットを用いた実験では、百日咳毒素接種後

に血中インスリン濃度が約 3.8 倍に上昇することが報告されており [84]、ArtAB にお

ける結果とほぼ一致した。また、Bordetella pertussis 全菌体ワクチンを接種したマウス

でも、同様の結果が報告されている [25]。赤血球凝集活性は 2 μg /ウェル以上の濃度

で ArtAB においても認められたが、百日咳毒素の場合 (125 ng/ウェル以上 [55]) と比

較すると低活性であった。また、百日咳毒素と異なり ArtAB には白血球増多活性が認

められなかった。以上のことから、ArtAB は百日咳毒素と類似した活性を有するが、

活性の強さは異なっており、また、百日咳毒素と比較して、ArtAB においては欠如し

ている活性もあることが明らかとなった。CHO 細胞においては、百日咳毒素は Gαi-2

およびGαi-3 をADP-リボシル化の基質とし、Gαi-2をより強く ADP-リボシル化する。

一方で ArtAB を含む培養上清では、Gαi-3 をより強く ADP-リボシル化することが明

らかにされている [79]。このような標的となる G 蛋白質の違いが、百日咳毒素と

ArtAB の生物活性の違いを反映している可能性が考えられる。また、赤血球凝集活性

は、百日咳毒素の B ユニットに起因した活性であると考えられており [63]、ArtAB に

おいても同様であることが推測される。ArtAB の B ユニットと、百日咳毒素の B オ

リゴマーを形成する分子のアミノ酸配列の相同性は低く、このことが赤血球凝集活性

の強さに影響している可能性が考えられる。 
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 以上、本章では、Ⅰ型菌のほとんどが artAB を保有していることを明らかにし、そ

の遺伝子産物である ArtAB の精製方法を確立した。ArtAB が精製されたことにより、

その構造および活性を解析することが可能となり、ArtAB が他の多くの ADP-リボシ

ル化毒素と同様に A1B5 の構造を成していること、および ArtAB のマウスに対する致

死活性等いくつかの生物活性を明らかにした。百日咳毒素の生物活性についてはよく

知られているが、百日咳症における百日咳毒素の病原性因子としての役割については

必ずしも明らかにされていない。マウスに百日咳毒素欠損変異株を感染させると、感

染成立後、変異株は野生株よりもすみやかに肺から消失する [14]。このことから、百

日咳毒素は百日咳菌の感染後期において、感染維持に関与する因子であることが推測

されている [14]。成牛型サルモネラ症から高頻度で分離される多くの PFGEⅠ型菌に

おいて、artAB が検出されることから、ArtAB が本菌の病原因子となっている可能性

が考えられる。しかし ArtAB の病原因子としての役割を解明するためには、artAB 欠

損株の作成等、更なる遺伝学的解析が必要である。本章の調査で、Ⅰ型菌のみならず、

Ⅱ型菌においても artAB の保有が認められた。他の PFGE 型や他の血清型にもこの遺

伝子が伝達する可能性も懸念され、今後、分離菌における artAB の保有状況をモニタ

リングする必要がある。  
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5. 小括 

 牛由来 545 株について artAB 遺伝子保有状況を解析した結果、DT104 に型別される

株を含むⅠ型菌の 98%（242/248）と、Ⅱ型に属する 14%の分離株 (5/37) が当該遺伝

子を保有しており、他の PFGE 型菌においては検出されなかった。遺伝子産物である

ArtAB はカラムクロマトグラフィーを実施することにより精製することができた。精

製 ArtAB を用いて解析した結果、ArtAB は百日咳毒素と同様に A ユニット 1 つと B

ユニット 5 つで構成されることを明らかにした。精製 ArtAB をマウスに腹腔内接種

すると致死活性が認められ、その LD50 は 0.21 μg/匹であった。また、ArtAB は百日咳

毒素と同様に、赤血球凝集活性およびインスリン分泌亢進活性を示したが、白血球増

多活性が欠如している点が異なっていた。以上の結果から、ArtAB は百日咳毒素に類

似した毒素であり、DT104 における病原因子の一つである可能性が示唆された。  
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第Ⅳ章 多剤耐性 Salmonella Typhimurium PFGE Ⅶ型菌が保有する薬剤耐性病原性プ

ラスミドの性状解析  
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1. 序文 

 第Ⅰ章で、北海道内の牛由来 S. Typhimurium の PFGE 型の経年変化を解析し、1992

年以降にⅠ型菌、2000 年以降にⅦ型菌の分離数が増加したことを明らかにした。Ⅶ型

は現在最も多く分離される遺伝子型であり、DT104 に型別されず、artAB を保有しな

い。多くの株が多剤耐性であり、それらの株は複数の薬剤耐性遺伝子を含んだ 95-

130kb の血清型特異的病原性プラスミド (薬剤耐性病原性プラスミド) を共通に保有

している。このうち 1 株は、第 3 世代セファロスポリンである CTX に耐性を示し、

薬剤耐性病原性プラスミドの他に、blaCMY-2 を含むプラスミドを保有する。2000 年以

降、北米においてもⅦ型と類似した PFGE、MLVA および薬剤耐性プロファイルを示

す株が牛および人から分離されている [9]。それらの株の多くは第 3 世代セファロス

ポリンである CAZ に耐性を示しており、blaCMY-2 を含むプラスミドを保有することが

報告されている [2]。このことから、我が国でも北米での分離株と同様に、第 3 世代

セファロスポリン耐性株の増加が危惧される。 

 本章では、2000 年以降の流行株であるⅦ型菌が共通に保有する薬剤耐性病原性プ

ラスミドおよび CTX 耐性株が保有する blaCMY-2 プラスミドの構造を解析し、Ⅶ型菌の

遺伝学的性状を明らかにするとともに、Ⅶ型菌の薬剤耐性獲得のメカニズムを検討し

た。 
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2. 材料および方法 

 

(1) 使用菌株 

 薬剤耐性病原性プラスミド保有Ⅶ型菌である S. Typhimurium KST161、KST262、お

よび TST207 (CTX 耐性)を用いた。 

 

(2) プラスミドの抽出と全塩基配列決定 

 第Ⅰ章で得られた薬剤耐性プラスミドで形質転換された大腸菌 TF-KST161、TF-

KST262、TF-TST207-1、TF-TST207-4 からアルカリ-SDS 法によりプラスミド DNA を

分離し、それらのドラフトシークエンスを外部委託 (北海道システムサイエンス)し、

作成した。シークエンスは Roche FLX System (ロシュダイアグノスティックス) によ

り実施した。塩基配列のアッセンブリには GS De Novo Assembler (Roche Applied 

Science) を用いた。コンティグ間のギャップは Takara LA Taq polymerase (タカラバイ

オ) を用いて PCR で増幅した。塩基配列データに対するアノテーションは DDBJ 

Microbial Genome Annotation Pipelinever.1.06 (https://migap.lifesciencedb.jp/m gap/jsp/index.jsp) 

を 用 い て 実 施 し た 。 ゲ ノ ム 配 列 の 比 較 に Artemis Comparison Tool (ACT) 

(http://www.sanger.ac.uk/resources/software/act/) を用いた。 

 

(3) プラスミド接合伝達試験 

 供与株として KST161、KST262、および TST207 を用いた。受容株として E. coli C600 

NA 耐性 (Nalr) を用いて実施した。供与株および受容株を LB 液体培地により 37℃

でそれぞれ一晩静置培養した後、供与株培養液 0.5 ml と受容株培養液 4.5 ml を混合し

た菌液を 37℃で 8 時間静置培養し、薬剤含有 (NA 30 µg/ml と ABPC 10 µg/ml、また

は NA 30 µg/ml と CEZ 30 µg/ml) Deoxycholate-hydrogen sulfide-lactose (DHL) 培地 (栄

研、東京) に接種し、37℃24 時間培養後、接合伝達株を選択した。  

https://migap.lifescienced/
http://www.sanger.ac.uk/resources/softwa​re/act/
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3. 結果 

 

(1) 薬剤耐性病原性プラスミドの解析 

 KST161 および KST262 の保有する薬剤耐性病原性プラスミドをそれぞれ pYT1 お

よび pYT2 とし、全塩基配列を決定した (pYT1: GenBank accession no. AB576781、pYT2: 

GenBank accession no. AB605179)。シークエンスの結果、pYT1 の大きさは 112,670 bp

で pYT2 は 132,842 bp であった。pYT1 および pYT2 の形質転換株は ABPC、SM、SUL、

TC、KM に耐性を示した。pYT1 および pYT2 は、S. Typhimurium LT2 株の血清型特異

的病原性プラスミド pSLT (GenBank accession no. AE006471) と高い相同性を示す領域

と薬剤耐性遺伝子を含む挿入領域 (pYT1: 32,495 bp、pYT2: 52,666 bp) で構成されて

おり、挿入領域の両端には IS1294 が存在していた (図 9)。挿入領域は、pYT1 および

pYT2 ともに補体抵抗性に関与する外膜蛋白遺伝子 srgB の 3’末端と、プラスミドの維

持に関連する遺伝子 (toxin-antitoxin system) ccdA の上流に存在するノンコーディング

領域の間に存在していた (図 9)。srgB から ccdA 上流ノンコーディング領域の間に存

在していた srgB の一部、srgB とともに補体抵抗性に関連するジスルフィド酸化還元

酵素遺伝子 srgA、線毛形成に関連する pef オペロン (pefIDCAB)、プラスミド複製関連

遺伝子 IncFIB/repA2 を含む 14 kb の領域が欠失し、挿入領域に置き換わっていた。

pYT1 および pYT2 はほぼ同一の薬剤耐性領域 (Right region) を有しており、当該領域

は pYT1 では 32,495 bp (position 3,129–35,623)、pYT2 では 31,651 bp (position 24,140–

55,790) であった (図 9)。pYT2 ではさらにその上流に、Left region (21,015 bp; position 

3,125–24,139) が存在していた (図 9) 。 

 pYT1 および pYT2 の Right region は、S. Dublin 由来薬剤耐性プラスミド pSD88 

(GenBank accession no. JF267652) の一部と高い相同性を示すが、pSD88 においては、

aadA1、qacEΔ1、sul1 は存在しない (図 10)。pYT1 および pYT2 において、右端の IS1294

の下流に 648-bp の配列が存在し、S. Typhimurium pU302L (GenBank accession 



 

 

 

図 11 pYT1 および pYT2 の挿入領域のマップ 

薬剤耐性遺伝子を赤、IS1294 トランスポザーゼを水色, その他のトランスポザーゼを紺色, プラスミド複製遺伝子を黄色, インテ

グラーゼを緑色で示した。黒い矢印はモバイルエレメントを表し、マップの下部の緑色および橙色の矢印はそれぞれ Left region

および Right region を示す。破線矢印は pSLT 由来と考えられる領域を示し、挿入領域との境界をマップに垂直な破線で示した。 
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図 12  pYT1 および pYT2 と関連するプラスミド (pSal6919a, pSal8934b, pSD88, pU302-L) に

おける相同性領域の比較 

blastn による比較を ACT により作図した。薬剤耐性遺伝子を赤, IS1294 トランスポザーゼを

水色, その他のトランスポザーゼを紺色, プラスミド複製遺伝子を黄色, インテグラーゼを

緑色で示した。各プラスミドのマップの直上の黒い矢印はモバイルエレメントを示し、さら

に上部の緑色と橙色の矢印はそれぞれ Left region および Right region を示す。破線矢印は

pSLT 由来と考えられる領域を示し、挿入領域との境界をマップに垂直な破線で示した。そ

れぞれのマップの間の赤色のバーは塩基配列の一致を示し、青色のバーは逆方向に一致して

いることを示す。 
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no. NC 006816) および pSD88 が保有する IS1294 の下流に存在する配列とそれぞれ

100 %および 99 % (1 塩基不一致) の相同性を示した。 

 Left region は pYT2 にのみ存在し、pU302L、pSD88 の一部の配列と高い相同性を示

した。Left region にはプラスミドのメンテナンスに関わる遺伝子 (vagC、vagD)、IncFIB

レプリコン、IS1 に挟まれた鉄取り込み能関連遺伝子 (iutA) が存在していた。挿入領

域内の IncFIB レプリコンは allele B1 (GenBank accession no. AJ851089) と 100 %一致

し、pSLT が保有する IncFIB/repA2 (allele B17; GenBank accession no. AE006471) [81] と

は異なっていた。 

 

(2) blaCMY-2 プラスミドの解析 

 TST207 は blaCMY-2 プラスミド (pYT3) と薬剤耐性病原性プラスミド (pYT4) を保

有していた。pYT4 の大きさはは約 110 kb であり、pYT1 とほぼ同一の薬剤耐性領域

を保有していた  (GenBank accession no. AB723628)。pYT3 (GenBank accession no. 

AB591424) は 121,723 bp であり、blaCMY-2 の他に 5 つの薬剤耐性遺伝子を floR 領域お

よび blaCMY-2 領域の 2 カ所の薬剤耐性領域上に保有していた (図 11)。floR 領域には、

フロルフェニコール耐性遺伝子 (floR)、tetA(A)、STR 耐性遺伝子 (strA、strB)、SUL 耐

性遺伝子 (sul2) が含まれていた  (図 11)。blaCMY-2 は、トランスポサーゼ遺伝子 

(ISEcp1)- blaCMY-2-外膜リポプロテイン遺伝子 (blc1)-薬剤排出システム関連遺伝子 

(sugE1) で構成されるトランスポゾン様構造に含まれていた (図 11)。 

 pYT3 の大部分は大腸菌由来 blaCMY-2 保有 IncA/C プラスミド pAR060302 (166,530 

bp)、S. Newport 由来 blaCMY-2 保有 IncA/C プラスミド pSN254 (176,473 bp)、および

Shahada ら [67] により報告された、Ⅶ型菌の染色体上の薬剤耐性領域 genomic island 

GI-Ⅶ-6 (125,122 bp) と高い相同性を示した。 GI-Ⅶ-6 はⅦ型菌の CEZ 耐性株 26 株の

うち 22 株が保有することが報告されており、pAR060302 と高い相同性を示す [67]。

pYT3 の 77.2% の領域が pAR060302 の一部と 99% の相同性 (7 bp の不一致) を示し 
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図3. pYT3のマップ
内側の円はコーディング領域を示す。薬剤耐性遺伝子を赤, IS1294トランスポザーゼを水色, プラスミド
複製遺伝子を黄色で示した。外側の円はpAR060302, GI-VII-6, およびpYT2と相同な領域を示す。

  

図 13  pYT3 のマップ 

内側の円はコーディング領域を示す。薬剤耐性遺伝子を赤、IS1294 トランスポザー

ゼを水色、プラスミド複製遺伝子を黄色で示した。外側の円は pAR060302、GI-VII-

6、および pYT2 と相同な領域を示す。 
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た (図 11)。pAR060302 と相同性を示さない領域 (24,207 bp; position: 92,306 bp - 116,512 

bp) は、IncFIB レプリコン (allele B1) を含み、両端に IS1294 を保有していた。この

領域は pYT2 の Left region と高い相同性を示した。pYT3 は上述の様に IncA/C プラス

ミドと高い相同性を示すが、IncFIB 以外の複製関連遺伝子は認められなかった。 

 

(3) 接合伝達試験 

 pYT1 および pYT2 の接合伝達性は認められなかった。pSLT は接合伝達性を有して

いることが報告されており [3]、pYT1 および pYT2 も pSLT と同一の接合伝達関連遺

伝子の保有が認められるが、接合伝達関連遺伝子のうちの一つである traD の一部が

欠失していた (データ示さず)。 

 pYT3 は接合伝達に必要とされる tra 遺伝子群の多くを保有していたが、他の blaCMY-

2 保有 IncA/C プラスミド上に認められる trhF、traW、traU を欠失しており、E. coli 

C600 への接合伝達性は認められなかった (図 11)。  
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4. 考察 

 PFGE Ⅶ型菌のほとんどが多剤耐性を示し、薬剤耐性病原性プラスミドを共通に保

有している。Ⅶ型菌の薬剤耐性病原性プラスミドの多くが、110 kb または 130 kb であ

るため、本章では、これらの 110 kb および 130 kb のプラスミドの全塩基配列を決定

し、構造を明らかにした。110 kb のプラスミド pYT1 および 130 kb のプラスミド pYT2

は、大部分が S. Typhimurium 血清型特異的病原性プラスミド pSLT と高い相同性を示

した。しかし、pYT1 および pYT2 では、pSLT に存在する IncFIB/repA2 を含む約 14 kb

の領域が欠損しており、外来の遺伝子領域に置き換わっていた。同様の構造を成すプ

ラスミドがいくつか報告されており、pUO-StVR2 [23]、pSTMDT12 [33]、pSLT-BT [37] 

は、pSLT 由来と思われる領域とそれぞれ由来の異なる遺伝子領域で構成されている。

pUO-StVR2 保有株はスペインで 1993 年に同定され、その後イギリスでも分離されて

いる [24]。pUO-StVR2 は vagCD 領域および薬剤耐性領域を含む 46,066 bp の配列を

保有する [23]。pUO-StVR2 における外来遺伝子領域の挿入部位は pefI と ccdA の間で

あり、pYT1 および pYT2 とほぼ同位置である。pUO-StVR2 において pefI-ccdA 間の配

列は失われており、この領域に存在するプラスミド複製に関わる遺伝子 IncFIB/repA2

も脱落している [23]。pYT1 および pYT2 もこれと同様に IncFIB/repA2 を欠失してい

るが、pYT2 は IncFIB レプリコンを Left region に新たに獲得している。pSLT には本

来 2 つの複製関連遺伝子が存在し [60]、pYT1 ではもう一方の IncFIIA/repA が存在す

るために、プラスミドの複製が可能となっていると考えられる。pUO-StVR2、

pSTMDT12、pSLT-BT では、それぞれ異なる薬剤耐性遺伝子を含む領域が IS26 を介し

て挿入されている [23, 33, 37]。pYT1 および pYT2 においては外来遺伝子領域の両端

に IS1294 が認められたことから、IS1294 を介した遺伝子領域の獲得が起こったこと

が推測される。pYT2 の Left region は pSD88 および pU302-L に存在する配列と高い

相同性を示し、さらにRight regionはpSD88の薬剤耐性領域と類似していることから、

pYT1 および pYT2 の挿入領域が pSD88 および pU302-L に由来することが考えられ
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る。また、pSD88 および pU302-L は IS1294 を保有しており、その下流の塩基配列も

pYT1 および pYT2 の塩基配列と相同性を示したことから、IS1294 を介した遺伝子領

域の挿入とともに、逆位や組み換えが生じたことが考えられた。pSLT は接合伝達能

を有するが [3]、 pYT1 および pYT2 では認められなかった。接合伝達能の認められ

ない病原性プラスミドとしては、S. Typhimurium SL1344 株が保有するプラスミド

pSLT_SL1344 (GenBank accession no. HE654724) が報告されている [3]。pSLT_SL1344

においては、traD の一部に欠失が認められるが、それ以外の全塩基配列が pSLT と

100%一致しており、traD の一部の欠失が接合伝達能の欠如の原因であることが推測

される。pYT1 および pYT2 が保有する traD の配列は、pSLT_SL1344 の当該配列と

100%一致していたことから、pYT1 および pYT2 においても traD の一部の配列の欠

失により、接合伝達能が欠落したものと考えられた。pYT2 では、薬剤耐性遺伝子群

に加え、鉄取り込みに関連した病原性遺伝子 iutA が含まれていた。pSLT は遺伝子交

換のプラットフォームとしての機能を持ち、環境中の他の菌からの遺伝子獲得を促進

すると考えられている [60]。薬剤耐性と病原因子が同一のプラスミド上に存在するこ

とで共選択され、より病原性の強い薬剤耐性菌が選択されたために、Ⅶ型菌が流行し

た可能性も考えられる。 

 BLAST 解析により、pYT1 は pSal6919a (GenBank accession no. JF274991)と 99%の相

同性を示し  (3 bp の不一致)、pYT2 は一部の配列に逆位が生じているものの、

pSal8934b (GenBank accession no. JF274992) と 99%の相同性を示した (218 bp の不一

致 ) (図 10)。pSal6919a および pSal8934b は海外の研究者により登録された S. 

Typhimurium 由来のプラスミドであり、pYT1 および pYT2 と類似した薬剤耐性病原性

プラスミドが海外でも分離されていることが判明した。120 kb のプラスミド pYT3 は、

pYT1 とほぼ同じ構造を持つと考えられる薬剤耐性病原性プラスミド pYT4 とともに

共存していた。pYT3 の大部分が IncA/C プラスミドである pAR060302 と高い相同性

を示していたが、pYT3 においては IncA/C レプリコンは認められなかった。pYT3 に
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は pYT2 の Left region と高い相同性を示す領域が存在し、IncFIB レプリコンを含んで

いた。このことから、pYT3 は IncA/C プラスミドの複製関連遺伝子を含む領域が欠失

し、pYT2 様プラスミド由来の IncFIB レプリコンを含んだ領域が挿入されて生じたも

のと推測された。一方で、pYT3 は染色体上の薬剤耐性領域 GI-Ⅶ-6 とも高い相同性を

示す。GI-Ⅶ-6 保有株は CTX を含む培養条件下で CTX 耐性を獲得し、CTX 耐性を獲

得した株においては、GI-Ⅶ-6 全体または blaCMY-2 を含む部分的な配列の増幅が認めら

れる [41]。このような増幅は染色体上のみならず、プラスミド上にも認められる [41]。

これらのことから、pYT3 が染色体上の GI-Ⅶ-6 に由来している可能性も考えられた。 

 以上、本章ではⅦ型菌に特徴的な薬剤耐性病原性プラスミドの構造を明らかにし、

Ⅶ型菌の薬剤耐性獲得のメカニズムの一端が解明された。近年、福島県で牛から第 3

世代セファロスポリン耐性 S. Typhimuriumが分離され、blaCMY-2を含む伝達性の IncA/C

プラスミドの保有が認められた [72, 73]。このプラスミドは非伝達性の pYT3 とは明

らかに異なるものであるが、pYT3 と同様に blaCMY-2 を含むことから、blaCMY-2 プラス

ミド保有 S. Typhimurium の全国的な拡散が懸念される。 

  



 

89 

 

5. 小括 

 PFGEⅦ型菌が保有するプラスミドの構造を解析した。Ⅶ型菌が共通に保有する薬

剤耐性病原性プラスミド pYT1 および pYT2 の全塩基配列を決定した結果、これらは

S. Typhimurium 血清型特異的病原性プラスミドに、ABPC、SM、SUL、TC、KM 耐性

遺伝子を含む領域が挿入されて構成されていた。pYT2 では薬剤耐性遺伝子領域に加

え、プラスミドの複製や維持に関わる遺伝子を含む領域が挿入されていた。これらの

外来遺伝子領域は、S. Dublin 由来のプラスミド pSD88 と高い相同性を示した。CTX

耐性株が保有する blaCMY-2 プラスミド pYT3 は、大部分が大腸菌由来プラスミド

pAR060302 と高い相同性を示し、一部は pYT2 と高い相同性を示した。いずれのプラ

スミドも伝達性は認められなかった。以上のことから、Ⅶ型菌の特徴および薬剤獲得

機構の一端が明らかとなった。
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総括 

 S. Typhimurium による牛サルモネラ症は世界各国で発生がみられ、北海道内でも毎

年数百頭の発生がある。本症は、これまで子牛を中心に発生が認められていたが、近

年では成牛における発生数が増加し経済的損失が甚大となっている。成牛のサルモネ

ラ症増加の一因として飼養環境の変化が挙げられているが、一方では分離される菌株

の性状に変化があったことも報告されている。本研究では、北海道で分離された牛由

来 S. Typhimurium の遺伝学的性状とその変遷を明らかにすることを目的とし、過去 33

年間に分離された S. Typhimurium について分子疫学的手法を用いて解析した。さらに、

一発生事例の疫学調査に本研究で得られた遺伝子型等の細菌学的疫学マーカーを集

積したデータベースを利用し、その有用性についての検証を試みた。また、北海道内

の牛由来株の分子疫学的解析により検出された、近年分離される主な流行型株の性状

を検討した。 

第Ⅰ章では北海道内で 1977 年から 2009 年の間に分離された牛由来 S. Typhimurium 

545 株を PFGE および MLVA により解析した。PFGE により、545 株は 116 種類のプ

ロファイルを示し、9 つの遺伝子型 (Ⅰ～Ⅸ型) に分類された。多くの株がⅠ型およ

びⅦ型に分類され、2 つの優勢な遺伝子型が存在することが示唆された。さらに MLVA

により代表株を解析した結果、4 つの MLVA クラスター (A~D) が形成され、MLVA

クラスターA は PFGEⅠ型、MLVA クラスターC は PFGEⅦ型で構成された。PFGEⅠ

型およびⅦ型は、異なる型別手法を用いてもそれぞれ同じグループに分類されること

から、それぞれ遺伝学的に近縁な株で構成されていることが示唆された。Ⅰ型菌の多

くが 1992 年から 2004 年の間に分離されており、1990 年代に世界的に流行した DT104

が含まれていた。Ⅶ型菌は全て 2000 年以降に分離されており、薬剤耐性病原性プラ

スミドを保有することを特徴としていた。以上のことから、1992 年以降、DT104 を含

むⅠ型菌が増加したが、2004 年以降減少し、それに代わり 2000 年以降、新型の多剤

耐性Ⅶ型菌が出現し、これによるサルモネラ症が増加したことが明らかとなった。 
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 第Ⅱ章では、北海道内の一酪農場において発生した牛サルモネラ症の分子疫学調査

を実施した。2008 年 2 月から 2009 年 2 月まで当該農場の乳用牛の糞便および環境材

料を採取し、増菌培養によるサルモネラの検出、分離菌の PFGE、MLVA、ファージ型

別による解析を行った。各種材料から 25 株が分離され、そのうち代表的な 9 株を解

析した結果、最後に分離された 1 株 (RG08-5) を除き全株が同一の PFGE プロファイ

ルおよび類似した MLVA プロファイルを示し、2 種類のクローン由来株による流行が

示唆された。RG08-5 以外の株は道内のスズメ由来株と同一あるいは類似した PFGE

および MLVA プロファイルを示しており、ファージ型もスズメ由来株と同様の DT40

であった。以上のことから、当該農場で発生したサルモネラ症の原因菌のうち RG08-

5 以外の株は、スズメ由来株と同一であると考えられ、放牧時におけるスズメとの接

触が感染経路である可能性が示された。また、これらの菌株と同一の MLVA プロファ

イルを示す菌が、道央地域の他の農場においても分離されており、当該タイプの菌に

よる限局的な流行が示唆された。 

 DT104 U1 株は百日咳毒素様蛋白 ArtA/ArtB (ArtAB) を産生することが明らかにさ

れている。第Ⅲ章では、DT104 を含む PFGEⅠ型と、他の PFGE 型における artAB 遺

伝子保有状況を解析し、遺伝子産物の性状を明らかにした。Ⅰ型菌の 98%（242/248）

と、Ⅱ型に属する 14%の分離株 (5/37) において、当該遺伝子が検出され、その他の

PFGE 型からは検出されなかった。遺伝子産物である ArtAB は、複数のカラムクロマ

トグラフィーを実施することにより精製し、百日咳毒素と同様に A ユニット 1 つと B

ユニット 5 つで構成されることが明らかとなった。精製した ArtAB をマウスに腹腔

内接種すると致死活性が認められ、LD50 は 0.21 μg/匹 となった。ArtAB は百日咳毒素

と同様に、CHO 細胞集塊形成活性、赤血球凝集活性およびインスリン分泌亢進活性を

示したが、白血球増多活性が欠如している点が異なっていた。以上のことから、ArtAB

がⅠ型菌における病原性因子の一つである可能性が示されたが、牛サルモネラ症発症

における役割を解明するためには、さらなる解析が必要であると考えられた。 
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 第Ⅳ章では、PFGE Ⅶ型菌が保有するプラスミドの特徴を明らかにした。Ⅶ型菌が

共通に保有する薬剤耐性病原性プラスミド pYT1 および pYT2 は、S. Typhimurium 血

清型特異的病原性プラスミドに、ABPC、SM、SUL、TC、KM に対する耐性遺伝子を

含む領域が IS1294 を介して挿入されて構成されていた。さらに、pYT2 においてはプ

ラスミド複製や維持に関連する遺伝子を含む領域も挿入されていた。これらの挿入さ

れた遺伝子領域は、S. Dublin 由来のプラスミド pSD88 と高い相同性を示した。また、

CTX 耐性株が保有する blaCMY-2 を含む薬剤耐性プラスミド pYT3 は、大部分が大腸菌

由来のプラスミド pAR060302 と高い相同性を示し、一部は pYT2 と高い相同性を示

した。これらの解析により、Ⅶ型菌の薬剤耐性獲得機構の一端が解明された。  

 以上、本研究により、北海道の牛サルモネラ症から分離された株について遺伝子型

における経年的変遷が確認され、さらに分子疫学的解析手法を用いることにより異な

る農場で分離された菌株間の比較や牛由来株と野生動物由来株との関連性を科学的

に解析することが可能となることが検証された。また、近年分離される牛由来 S. 

Tyhimurium の病原性関連因子や薬剤耐性因子に関する特徴が明らかとなった。これら

の成果は、今後、牛サルモネラ症の防疫対策に活用することが可能となるばかりでな

く、牛サルモネラ症における発病機構の解明に役立つものと思われる。  
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付図説明 

 

図 1-1、1-2 S. Typhimurium 545 株の制限酵素 Xba I を用いた PFGE プロファイルの系

統樹解析結果 

類似度 74%以上となるプロファイルを同一 PFGE 型とした。 

 

図 2 PFGE 代表株 116 株の MLVA プロファイルに基づく系統樹 

Minimum Spanning Tree による系統樹。円の大きさは同じプロファイルを示した

菌株数を反映する。円の中は、PFGE 型で色分けした。MLVA プロファイルの違

いが 1 遺伝子座位以内のプロファイルを太線で連結し、2 遺伝子座位異なるプロ

ファイルを細線で、3 遺伝子座位以上異なるプロファイルを点線で連結した。太

線で連結されたプロファイルを囲い、４つのクラスターとした (A:緑、B:ピンク、

C:紫、D:黄色) 

 

図 3 Ⅶ型代表株およびその他の PFGE 型代表株のプラスミドプロファイル (A) とサ

ザンハイブダイゼーション (B) 

M: BAC-Tracker supercoiled DNA ladder, 1: KT20 (I-1), 2: IS18-33 (II-15), 3: TST49 

(III-1), 4: N48 (IV-15), 5: TST161 (V-3), 6: TST178 (VI-3), 7: TST205 (VII-1), 8: KT261 

(VII-2), 9: R18-1 (VII-3),10: 07SY9 (VII-4), 11: TST228 (VII-5), 12: KT262 (VII-6), 13: 

KT291 (VII-7), 14: KT302 (VII-8), 15: TST207 (VII-9), 16: KT165 (VII-10), 17: NST78 

(VII-11), 18: KT158 (VII-12), 19: KT161 (VII-13), 20: NST110 (VII-14), 21: TST233 

(VII-15), 22: 07IB1 (VII-16), 23: NST95 (VII-17), 24: HD (VII-18), 25: TST31 (VII-19), 

26: KT271 (VII-20), 27: ISI19-6 (VII-21), 28: TST181 (VIII-1), 29: TST164 (IX-1), 30: 

LT2. 

使用したマーカーのサイズおよびプローブを左に示した。   
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図 4 北海道内の一酪農場で分離された S. Typhimurium および旭川で採取したスズメ

由来株の PFGE および MLVA 解析 

a) UT: 型別不能 

 

図 5  MLVA プロファイルに基づく S. Typhimurium 116 株および一酪農場分離株の系

統樹 

第一章で示した 116 株の Minimum Spanning Tree に、一酪農場由来株 (RG08-1、

RG08-5、RG08-10) が示した MLVA タイプ 1～3 を加え、系統樹を作成した。 

 

図 6 カラムクロマトグラフィー実施後の ArtAB SDS-PAGE 泳動像 (A) およびウエ

スタンブロッティング (B) 

M: サイズマーカー, 1：DT104 培養上清, 2：ブルーゲルカラムクロマトグ

ラフィー実施後, 3：ハイドロキシアパタイトカラムクロマトグラフィー実施

後, 4：疎水性カラムクロマトグラフィー実施後 

 

図 7 精製後の ArtAB による牛脳由来 G 蛋白質の ADP-リボシル化 (A) と CHO 細胞

のクラスター形成 (B) 

図 A： 1: 百日咳毒素, 2: ArtAB  

 

図 8 イオン交換クロマトグラフィーによる ArtA および ArtB の分離 (A) と ArtA お

よび ArtB の SDS-PAGE 泳動像 (B) 

A: 0 M から 0.5 M までの NaCl を含む 30mM Tris-HCl (pH8.8) を用いたリニア

グラジエント溶出法により ArtAB の A ユニットおよび B ユニットを溶出した。 

B: イオン交換クロマトグラフィーにより得られたピークを DTT 添加(還元)お

よび非添加(非還元)で SDS-PAGE で泳動した。バンドのサイズから想定されるユ
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ニット構造を右に示した。 

 

図 9 ArtAB 接種群の生存曲線 

精製した ArtAB 2 μg、1 μg、0.5 μg、0.25 μg、0.125 μg を、4 週齢のメスの Balb/c

マウス 1 群 8 匹に腹腔内投与した。投与後マウスの生死を 2 週間観察し、生存

率を図に示した。 

 

図 10 ArtAB の赤血球凝集活性の測定 

ArtAB をそれぞれ 16 μg /ウェルから PBS で 2 倍階段希釈し、各希釈液 50 μl と

赤血球浮遊液 50 μl を混合し、室温で 1 時間静置した 

 

図 11 pYT1 および pYT2 の挿入領域のマップ 

薬剤耐性遺伝子を赤、IS1294 トランスポザーゼを水色, その他のトランスポザー

ゼを紺色, プラスミド複製遺伝子を黄色, インテグラーゼを緑色で示した。黒い

矢印はモバイルエレメントを表し、マップの下部の緑色および橙色の矢印はそ

れぞれ Left region および Right region を示す。破線矢印は pSLT 由来と考えられ

る領域を示し、挿入領域との境界をマップに垂直な破線で示した。 

 

図 12  pYT1 および pYT2 と関連するプラスミド  (pSal6919a, pSal8934b, pSD88, 

pU302-L) における相同性領域の比較 

blastn による比較を ACT により作図した。薬剤耐性遺伝子を赤, IS1294 トラン

スポザーゼを水色, その他のトランスポザーゼを紺色, プラスミド複製遺伝子

を黄色, インテグラーゼを緑色で示した。各プラスミドのマップの直上の黒い

矢印はモバイルエレメントを示し、さらに上部の緑色と橙色の矢印はそれぞれ

Left region および Right region を示す。破線矢印は pSLT 由来と考えられる領域
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を示し、挿入領域との境界をマップに垂直な破線で示した。それぞれのマップ

の間の赤色のバーは塩基配列の一致を示し、青色のバーは逆方向に一致してい

ることを示す。 

 

図 13  pYT3 のマップ 

内側の円はコーディング領域を示す。薬剤耐性遺伝子を赤、IS1294 トランス

ポザーゼを水色、プラスミド複製遺伝子を黄色で示した。外側の円は

pAR060302、GI-VII-6、および pYT2 と相同な領域を示す。 

 

 

 

 

 

 


