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1．はじめに
家畜のサルモネラ症は、我が国の養豚、酪農、肉

牛生産における主要な損耗要因の一つであり、適切
な制御が求められている。サルモネラ属菌はグラ
ム陰性通性嫌気性桿菌であり、Salmonella enterica
と Salmonella bongori の 2 菌 種 か ら な る。 さ ら に
Salmonella enterica は 6 種の亜種から構成される。ま
た、サルモネラ属菌は菌体（O）抗原と鞭毛（H）抗
原の組み合わせにより血清型が決定され、これまで
に 2, 600 以上の血清型が報告されている15, 19）。中で
も、血清型 Typhimurium（S. Typhimurium、抗原構
造 4:i:1, 2）が我が国の家畜のサルモネラ症において高
頻度に分離される。さらに近年では、2 相 H 抗原を
発現できない非定型 S. Typhimurium（抗原構造 4:i:-）
によるサルモネラ症が増加している17, 18）。我が国での
非定型 S. Typhimurium の広がりに先立ち、ヨーロッ
パの豚におけるサルモネラ症、及び豚肉やその加工
品を原因とした食中毒事例が 2000 年代より顕在化し
てきた7, 8, 13, 25）。このような事例の多くは、multilocus 
sequence typing により sequence type 34（ST34）に
型別される特定のクローンによる発生であった。一方
で、我が国に分布する非定型 S. Typhimurium の遺伝
的背景、すなわち S. Typhimurium や海外株との遺伝
的関係性は不明であった。そこで著者らは、我が国
の幅広い地域、動物種より S. Typhimurium と非定型
S. Typhimurium を収集後、さらにヨーロッパ株を加
えて、菌の全ゲノム情報に基づく分子系統解析（全ゲ
ノム系統解析）により、S. Typhimurium と非定型 S. 
Typhimurium が 9 つの遺伝系統（クレード）に区分
されることを明らかにした2）。このうち、クレード 9

は ST34 のヨーロッパ株と日本株から構成され、多剤
耐性（ASSuT、アンピシリン、ストレプトマイシン、
サルファ剤、テトラサイクリン）を示した。これらの
特徴はヨーロッパで流行中のクローンに合致すること
から、当該クローンが我が国の家畜にも分布してい
ることが明らかとなった。本稿では、ST34 非定型 S. 
Typhimurium の世界的な分布状況と本クローンが特
異的に保有する遺伝因子の機能について紹介する。

2．ST34 非定型 S. Typhimurium の分布状況
（1）世界的な分布状況

S. Typhimurium と非定型 S. Typhimurium は抗原
構造が異なるため、抗原構造表に基づくと両者は別の
血清型として取り扱われる。しかし、菌の全ゲノム情
報を用いた分子系統解析により、これまでに分離さ
れてきた 4:i:- は、基本的に S. Typhimurium の単相変
異株（非定型株）と考えるのが妥当である。先行研
究によると、非定型 S. Typhimurium には世界的にい
くつかのクローンが報告されており、特に “Spanish 
clone” 21, 31）と “European clone” 27）が主要なクローンで
ある。Spanish clone は 1997 年に分離された後、ヨー
ロッパ諸国とアメリカ合衆国に広まった 21, 31）。本ク
ローンの特徴として、ST19、ファージ型 U302、多剤
耐性株であることが挙げられる。なお、本クローンの
薬剤耐性は、アンピシリン、クロラムフェニコール、
サルファ剤、ゲンタマイシン、ストレプトマイシン、
テトラサイクリン、トリメトプリムに対する各薬剤耐
性遺伝子を搭載した IncA/C プラスミドを保有するこ
とに由来する。

European clone は 1990 年代後半から分離され始
め、その後ヨーロッパ諸国へ広まった27）。本クロー
ンの特徴として、ST34 であることのほか、複数の薬
剤耐性遺伝子が搭載された複合トランスポゾンを保
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有することが挙げられる。複合トランスポゾンには、
薬剤耐性遺伝子として blaTEM-1B、strA、strB、sul2、
tet(B) が含まれており、ST34 非定型 S. Typhimurium
の多くは ASSuT の耐性パターンを示す。また、本
来 2 相 H 抗原遺伝子（fljB）が存在するはずの領域が
複合トランスポゾンに置き換わっており、本因子は
S. Typhimurium の非定型化（単相変異）に何らかの
影響を与えていると予想されている（図 1）14）。加え
て、銅及びヒ素抵抗性遺伝子が搭載された約 81 kb の
ゲノミックアイランドを染色体上に保有することも本
クローンを特徴づける重要な点である（図 2）。ヨー
ロッパでは、本クローンを原因とする豚のサルモネラ
症、及び豚肉やその加工品を原因とした食中毒事例
が 2000 年代初頭から相次いで報告されるようになっ 
た7, 8, 13, 25）。その後、北アメリカ12）、南アメリカ32）、ア

ジア22）、オセアニア6）、アフリカ1）といったように世
界各地の豚及びヒトから分離されるようになり、家畜
衛生と公衆衛生の両面から注視すべきクローンとなっ
ている。また、本クローンが系統特異的に保有する複
合トランスポゾン内の薬剤耐性遺伝子に加えて、拡張
型β-ラクタマーゼ遺伝子（blaCTX-M-55）、コリスチン耐
性遺伝子（mcr-3. 1）、プラスミド性キノロン耐性遺
伝子（qnrS1）などを搭載したプラスミドを獲得した
菌株が分離されるなど、本クローンは更なる進化を続
けている10）。

（2）日本での分布状況
こ の よ う な 中、 著 者 ら の 研 究 グ ル ー プ は S. 

Typhimurium と 非 定 型 S. Typhimurium に お け る
各クレード特異的な一塩基多型（SNP）を検出する

図 1�　S. Typhimuriumおよび ST34 非定型 S. Typhimuriumの 2相 H抗原遺伝子周辺の構造比較

図 2�　ICEmSTの遺伝子構造
　　　引用文献 4 の Fig 1 を改変。
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PCR 系を構築した2）。本法を過去 40 年間に我が国の
牛及び豚由来株に適用したところ、European clone
に相当する SNP9 型が 2012 年以降に最優勢の遺伝子
型となっていることが明らかとなった。ヨーロッパを
はじめ、ST34 非定型 S. Typhimurium は主に豚とヒ
トを中心に分離報告されているが、豚のみならず牛で
も優勢遺伝子型となっていることが我が国の特徴であ
る。また、菌の全ゲノム塩基配列情報を比較すると、
牛由来株と豚由来株でほぼ同一と判定される例もあ
り、異なる動物種間で伝播している可能性が考えられ
る。このため、地域内のサルモネラ症の発生防止に向
けて、動物種を超えた関係者間の情報共有が重要であ
ると考える。

全ゲノム情報に基づいて、我が国の家畜に分布す
る ST34/SNP9 型株の遺伝的多様性を調べると、本系
統には 2 つのサブクレードが存在することが明らかと
なった3）。サブクレード間の差異として、プロファー
ジの保有状況、2 相 H 抗原周辺の遺伝子構造が異なっ
ていることが挙げられる。これらの違いが菌の性状に
与える影響については不明であり、さらなる解析が必
要である。また、ST34/SNP9 型株は ASSuT の耐性
パターンを基本とするが、クロラムフェニコール、ト
リメトプリム耐性を加えた ASSuTCTm の耐性パター
ンを示す菌株が増加傾向にある。具体的には、国内分
離 ST34/SNP9 型 計 214 株において、ASSuTCTm を
示す菌株の割合は 2014 年以前では 2. 6% であったの
に対して、2015 年以降 26% となった。これらは、ク
ロラムフェニコール耐性遺伝子：floR、cmlA1、トリ
メトプリム耐性遺伝子：dfrA12 を搭載した IncFI あ
るいは IncHI 型プラスミドを獲得したことに由来す
る。加えて、家畜衛生及び公衆衛生の両面から重要視
されているプラスミド性コリスチン耐性遺伝子（mcr-
1、mcr-3、mcr-5）を保有する菌株が分離されるなど、
ST34/SNP9 型株の薬剤感受性の動向には今後も注視
する必要がある。

3．ST34 特異的遺伝因子の機能
（1）ICEmST の遺伝構造と伝達性

上述の通り、ST34 の多くは複合トランスポゾン
及びプラスミド上の複数の薬剤耐性遺伝子に由来す
る多剤耐性株であり、本遺伝子型の世界的流行の
一助になったと考えられる。一方で、しばしば S. 
Typhimurium において多剤耐性系統は発生するが、
世界的に拡散した例は限られている。著者らは、本

クローンの世界的拡散の背景に更なる要因がある可
能性を考え、ST34 特異的遺伝因子である ICEmST に
着目した。ICEmST は両端に 55 bp のダイレクトリ
ピートを持ち、内部に菌の接合・伝達、銅やヒ素と
いった重金属への抵抗性への関与が疑われる遺伝子群
が存在する（図 2）。本因子は、もともと Salmonella 
genomic island 3（SGI-3） と し て 報 告 さ れ た が27）、
先行研究で SGI-3 という名称が使用されていること
が後に分かり24）、著者らは非定型 S. Typhimurium

（monophasic variant of Salmonella Typhimurium）が保
有する integrative and conjugative element（ICE）とし
て、ICEmST という呼称を提唱した3）。

ICE はプラスミドなどのように遺伝子の水平伝播に
寄与する可動性遺伝因子の一つである20）。本因子はホ
スト細菌の染色体上に存在し、時に染色体より切り出
され、中間環状体を形成する。続いて、自身にコード
されるリラクターゼにより 2 本鎖がほどかれつつ、IV
型分泌装置を介した接合伝達によってレシピエント細
菌へ送り込まれる。その後、相補鎖が合成され 2 本鎖
環状 DNA が形成されたのち、レシピエント染色体に
挿入される。これまでに ICE は、大腸菌、Vibrio 属菌、
Bacillus 属菌、Streptococcus 属菌といったグラム陰性、
陽性細菌それぞれから数多く報告されている11）。ICE
の内部に搭載される遺伝子は “積み荷” と呼ばれ、積
み荷遺伝子として薬剤耐性遺伝子のほか、バイオフィ
ルム形成能、土壌汚染物質であるクロロカテコールと
いった難分解性化学物質の分解を規定する遺伝子など
が報告されている9, 16, 29）。

著者らは ST34 特異的遺伝因子が ICE 様の遺伝
子構造であることに着目し、その伝達性をフィル
ター法により検討した4）。その結果、ホスト染色体
からの切り出し、中間環状体の形成、レシピエント
細菌染色体への挿入が確認でき、著者らは本因子を
ICE であると結論付けた（図 3）。また、本因子は S. 
Typhimurium と非定型 S. Typhimurium のみならず、
血清型 Thompson、Hadar、Newport などにも伝播
することが確認された。親株のヒ酸水素二ナトリウ
ムに対する最小発育阻止濃度（MIC）が 0. 25 未満〜 
0. 5 μg/mL であるのに対して、ICEmST 伝達株の
MIC は 64 μg/mL 以上まで上昇した。また、嫌気条
件下における硫酸銅に対して、伝達株では親株と比較
して、6 倍程度の MIC の上昇が観察された。このこ
とから、ICEmST はホスト細菌の銅及びヒ素抵抗性
を増強させることが明らかとなった。
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さらに、ICEmST には cus 遺伝子群、pco 遺伝子群
という 2 つの銅抵抗性への関与が疑われる遺伝子群が
存在する。Cus遺伝子群は6つの遺伝子（cusCFBA-RS）
で構成されており、菌体内及びペリプラズムに存在す
る銅イオンの外界への排出に寄与する28）。Pco 遺伝子
群は 9 つの遺伝子（pcoABCDE1E2G-RS）からなり、
ペリプラズムにおける銅イオンの毒性を減弱させる機
能を有する30）。特に Cus システムは、嫌気条件にお
ける銅抵抗性への関与が大腸菌で報告されている26）。
著者らは、遺伝子組換え技術により ICEmST 保有株
から cus 遺伝子群、pco 遺伝子群を人為的に欠失させ
た菌株を作出し、親株との硫酸銅に対する感受性を比
較した。その結果、cus 遺伝子群欠失株でのみ、嫌気
条件における顕著な感受性の増加、すなわち抵抗性の
減弱が認められた。このため、ICEmST が与える銅抵
抗性はcus遺伝子群に由来することが明らかとなった。

（2）養豚における銅の使用状況
家畜の飼料中には、主に成長促進と抗菌作用を目的

として銅や亜鉛などの微量重金属が含まれている。薬
剤耐性菌制御におけるワンヘルスアプローチの観点か
ら、家畜生産の現場での抗菌薬の使用低減が求められ
ている。このような背景の中、銅は特に離乳期豚での
下痢予防における抗菌薬の代替物として期待されてい
る。一方で、重金属の多給は中毒や、糞便及び堆肥な
ど周辺の土壌環境の汚染につながることなどから、上
限濃度が設定されている場合がある。日本では、関係

団体の自主規制値として、豚の発育ステージごとに銅
濃度の上限値が設定されており、離乳期豚で 125 ppm
と最も高い。欧州連合（EU）では同じく離乳期の豚飼
料中の硫酸銅濃度の上限を 150 ppm と定めている33）。
また、飼料中の銅は豚糞便中では濃縮される可能性が
指摘されており、結果として細菌に選択圧を与えるこ
とになると考えられている23）。

（3）サルモネラの腸管定着性に与える影響
著 者 ら は、ICEmST を 保 有 す る ST34 非 定 型 S. 

Typhimurium が抗菌薬のみならず、銅によっても選
択されてきたと仮説を立て、図 4 で示す試験を実施し
た5）。本試験では、EU での銅濃度上限値を参考にして、
硫酸銅濃度 150 ppm に調製した飼料を離乳期（導入
時 3 週齢）の SPF ランドレースに 3 週間給餌した。2
週間の馴致期間の後、非感染群には PBS（-）、感染群
として ICEmST 非保有株：L-3569、ICEmST 伝達株：
L-3569TC を 109 CFU/ 頭で経口投与して 7 日間経過
観察した。試験中、糞便中での排菌数と銅濃度、血清
中炎症マーカーの推移を調べた。まず、サルモネラ投
与 2 日後から 40℃を超える発熱、軟便、下痢が観察
され、本試験においてサルモネラ症が発症したものと
考えられた。また、下痢スコア（通常：0、軟便：1、
下痢：2、水様性下痢：3）の推移を調べると、L-3569
株投与群では感染 5 日後には全頭で症状が終息した
が、L-3569TC 株投与群では試験終了まで軟便を呈す
る個体が存在した。

図 3�　ICEmSTの伝達機構
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続いて糞便中の銅濃度について、導入時には約 300 
ppm であったが硫酸銅調製飼料の給餌後には、700 
ppm を超える濃度となった（図 5A）。また、各腸管
内容物の銅濃度を調べると、回腸：24. 5±27. 4 ppm（平
均値±標準誤差）、盲腸：276. 0 ± 74. 3 ppm、近位結腸：
568. 1 ± 64. 8 ppm、遠位結腸：609. 3 ± 76. 9 ppm で
あり、小腸から大腸にかけて銅が濃縮されていること
が明らかとなった（図 5B）。L-3569 株と L-3569TC 株
の硫酸銅に対する MIC は、それぞれ 250 ppm、1, 500 
ppm であるため、硫酸銅により L-3569TC が選択さ
れている可能性が考えられた。実際に糞便中での排
菌を比較すると、感染 2 日後、L-3569TC 株感染群で

図 5�　糞便（A）および消化管内容物中（B）での銅濃度
　　�　引用文献 5 の Fig 2 および Fig S3 を改変。Tukey-Kramer test（A）および Dunn-Bonferroni test（B）により、

各水準を比較した。B の各箱ひげ図は全 12 頭分の水準を示す。

図 6�　サルモネラ感染群における糞便への排菌量の推移
　　�　引用文献 5 の Fig 2 を改変。Student’s t-test によ

り各群間の平均値を比較した。

図 4�　銅給餌豚へのサルモネラ感染実験の概要とスケジュール
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統計学的に有意に排菌数が多く、以降も有意差はな
かったものの試験終了まで排菌数が多い傾向にあった 

（図 6）。また、炎症性マーカーである TNF-α（図
7A）とハプトグロビン（図 7B）の血清中濃度につい
て、感染群は非感染群と比較して高い傾向にあり、特
に菌投与 4 日後には両マーカーともに L-3569TC 群と
非感染群間において統計学的に有意な差が確認され
た。以上の成績から、ICEmST を持つ L-3569TC 株は
L-3569 株より急性期での病態の悪化や持続感染に向
けた能力が高いこと、すなわち ICEmST が銅存在下
の豚の腸管においてサルモネラの定着性と生残性に寄
与することが示唆された。

4．おわりに
本 稿 で は 我 が 国 の 豚 群 に 分 布 す る 非 定 型 S. 

Typhimurium 流 行 系 統 に つ い て、 国 内 外 で の 分
布 状 況 と そ の 特 徴 を 概 説 し た。ST34 非 定 型 S. 
Typhimurium は、引き続き国内外の家畜に維持・拡
散されているだけでなく、新たに薬剤耐性遺伝子を獲
得するなどして進化を続けている。また、本クローン
の特徴である重金属抵抗性に着目すると、病原細菌の
選択に与える影響について、抗菌薬のみならず抗菌作
用のあるその他の化学物質へ目を向けることの重要性
が見えてきた。銅や亜鉛といった重金属は養豚におい
て汎用されており、サルモネラ属菌に限らず、これら
の化合物に対する病原細菌の抵抗性に注意する必要が
ある。

利益相反
著者は開示すべき利益相反はない。
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