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　３　栃木県で分離された Salmonella Typhimurium 単相変異株 O4:i:- の解析
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はじめに
　家畜のサルモネラ症は、種々の血清型のサルモ
ネラに起因する感染症であり、牛や豚では、下痢
や敗血症、流産等を主徴とする。
　例年、分離数が最も多いのは Salmonella 
Typhimurium（ST、抗原構造 O4:i:1,2）である。
ST は、家畜伝染病予防法で届出伝染病に指定さ
れており、その発生動向、被害状況等が監視され
ている。
　一方、近年、ST の H 抗原の第 2 相が検出でき
ない、いわゆる単相変異株（O4:i:-）が増加傾向
にあり全国的に問題となっている（図 1）。　

　O4:i:- は、ST が H 抗原第 2 相の発現に関連す
る遺伝子が欠落すること等により生じる 1) とされ
ているが、本県においても、近年、顕著な増加が
認められ、2012 年の県内初分離以降、サルモネ
ラ分離例 11 例中 8 例（2016.6 現在）が O4:i:-
となっている（図 2)。
　しかし、O4:i:- は、現時点で ST とは別の血清
型とみなされ届出の対象となっていない。そのた
め、増加の原因のほか、発生動向や被害状況等も
ほとんど把握されていないのが現状である。
　そこで今回、県内における O4:i:- 急増の背景を

解明するため、本県で過去に分離された ST 及び
O4:i:- の疫学解析及び薬剤感受性試験を実施し、
既報と比較検討した。その結果、いくつかの新し
い知見が得られたので、その概要を報告する。

材料
　県内において 1999 年～ 2013 年に分離された
ST39株（牛由来26株、豚由来10株、その他3株）
及び 2012 年～ 2016 年に分離された O4:i:-8 株 
（牛由来 3 株、豚由来 4 株、その他 1 株）計 47
株を検査に供した。

方法
　【疫学解析】
1.　multi-locus variable number of tandem 
repeats analysis（MLVA）
　10 分間煮沸した菌液の遠沈上清あるいは精
製 DNA をテンプレートに用い、反復縦列配列
を含む 5 種類の遺伝子座位（STTR3、STTR5、
STTR6、STTR9、STTR10） 2) について PCRで増幅、
PCR 産物のシークエンス結果から、リピート数
を算出しプロファイルを決定した。次いでプロ
ファイルに基づき Bionumerics（Applied Maths）
による系統樹解析を行った。
2.　パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE） 
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　MLVAで同一クラスターに分類された菌株につ
いて PFGE パターンを比較した（同一農場分離株
は1株のみ選出）。なお、制限酵素はXbaⅠを用い、
泳動条件は、パルスネットのプロトコル 3) に従っ
た。判定は Tenover らの方法 4) により行い、バ
ンド 3 本以内の変異の場合、同一クローンの可
能性が高いと判断した。
　【薬剤感受性試験】
　1 濃度ディスク法（センシディスク：BD 社）
により、アンピシリン（ABPC）、セファゾリン
（CEZ）、セフォタキシム（CTX）、ストレプトマ
イシン（SM）、カナマイシン（KM）、ゲンタマイ
シン（GM）、オキシテトラサイクリン（OTC）、
クロラムフェニコール（CP）、ナリジクス酸 (NA）、
シプロフロキサシン（CPFX）、ST 合剤（ST）の
計 11 薬剤について実施した。

結果
　【疫学解析】
1．MLVA
　本県で分離された 47 株は 29 のプロファイル
に分類され、3つの大きなグループ（クラスター）
が確認された（図 3、4）。
　クラスター1は1999～2007年分離のST9株、
クラスター 2 は 2009 ～ 2013 年分離の ST12 株
から構成されており、それぞれ北海道において流
行が確認されているクラスター A、クラスター C
に相当していた。
　一方、クラスター 3 は 2012 ～ 2016 年分離
の O4:i:-7 株及び 2001 ～ 2003 年分離の ST4 株
から構成されていたが、既報に相当する株の流行
は認めなかった。

2．PFGE
　クラスター 1（1 株除く）、クラスター 2 に属
する株及びクラスター 3に属する O4:i:- は、それ
ぞれ同一の PFGE パターンを示し、同一クローン
の可能性が高いと判断した。
　一方、クラスター 3 に属する ST は、O4:i:- と
PFGE パターンが一致せず、異なる由来と判断し
た（図 5）。
　【薬剤感受性試験】
　各クラスターの株は、いずれも ABPC、SM、
OTC を中心とした 3 ～ 7 剤の多剤耐性株を示し
た。また、クラスター 3、 O4:i:- の 1 株を含む計
2 株で、第 3 世代セフェムである CTX にも耐性
を示した（表 1）。

まとめ及び考察
【疫学解析】
　MLVA と PFGE の結果、本県における流行株の
変遷と、県内の近年の O4:i:- の急増における新し
いクローン（クラスター 3、O4:i:-）の関与が明
らかとなった。
　国内の流行株の変遷については、玉村ら 5) が、
北海道の乳牛由来株について疫学解析を実施し、
2000 ～ 2002 年頃を境に流行株がクラスター A
株からクラスター C 株へと置き換わっているこ
とを報告している。
　本県においても同様の傾向にあり、流行株が
2007 ～ 2009 年を境にクラスター 1（クラスター
Aに相当）からクラスター 2（クラスター C に相
当）へ置き換わっていた。
　さらに、本県では、2012 ～ 2013 年を境に、
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クラスター 2 から、これまでに報告されていな
いクラスター 3、O4:i:- に流行株がシフトしてい
ることが判明した。
　国内の家畜衛生分野において、従来 O4:i:- は多
様な由来の株に起因すると考えられており、これ
まで特定のクローンの流行は報告されていない。
本研究により、初めて国内における O4:i:- の特定
のクローンの存在が明らかとなった。
　また、従来、疫学解析に用いられてきた PFGE
は、作業が煩雑であること、再現性が必ずしも高
くなく研究室間での成績の比較が困難であるこ
となどから、これまで国内の家畜衛生分野におい
て ST 及び O4:i:- の全国規模の疫学調査はなされ
ていない。しかし、今回実施したMLVA は、迅
速性、識別能に優れ、研究室間の成績の比較が容
易とされており 6)、本研究においても、PFGE に

匹敵する高い識別能を認め、既報との比較を可能
とした。一方、MLVA で同一クラスターに分類さ
れるが PFGE パターンの異なる株も確認されてお
り（クラスター 3、ST 等）、PFGE の必要性も改
めて確認できた。
　今回確認されたクラスター 3、O4:i:- が、本県
における地域的な流行株にすぎないのか、全国的
な O4:i:- の増加に関与しているのかは、現時点で
不明である。今回用いたMLVA を主とし、PFGE
で補完する疫学解析手法が普及することで、全国
的な ST、O4:i:- の疫学背景の解明が進み、今後、
クラスター 3、O4:i:- の全国的な位置づけが判明
することを期待したい。

【薬剤感受性試験】
　全ての流行株において、3～ 7 剤の多剤耐性が
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確認され、クラスター 2の ST1 株（2013年分離）、
クラスター 3 の O4:i:-1 株（2015 年分離）の計
2株は第 3 世代セフェムに耐性を示した。
　第 3 世代セフェムは、その効果の高さや、代
替薬の乏しさから、フルオロキノロンや 15 員環
マクロライドとともに、極めて高度に重要な薬剤
と位置付けられており、耐性菌出現防止の各種取
組がなされている 7)。
　しかし、懸命な取組にも関わらず、近年、国内
外において耐性株が多数報告されている。玉村
ら 6,8) は、その耐性遺伝子がプラスミド上に存在
する ST を、貞弘ら 9) は、染色体上に耐性遺伝子
が存在する O4:i:- を報告しており、様々な機序で
第 3 世代セフェム耐性の獲得が起こりうること
が徐々に明らかになってきている。
　本県においても、比較的近年の分離株において
耐性が認められていることから、耐性獲得機序を
検討していくとともに、薬剤の慎重使用・適正使
用を指導していきたい。
　O4:i:- の全国的な増加は深刻な状況にあり、国
をあげて取り組まねばならない喫緊の課題であ
る。しかし、現時点では全国的な被害の実態さえ
把握できておらず不明な点が多い。先ずは早急に
全国的な被害状況・実態を明らかにし、法的対応
の検討も視野に入れ、対策に取り組む必要があ
る。
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