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研究成果の概要（和文）：全ゲノム系統解析により、Salmonella Choleraesuis（SC、抗原構造; 7:c:1,5）およ
び7:c:-には、大きく５つのクレードが存在することが明らかとなった。クレード1と2は生物型Choleraesuis、
クレード3~5は生物型Kunzendorf（SCK）で構成され、国内株はクレード2、3、5に集約された。国内分離7:c:-は
全てクレード5に集約され、我が国に分布する7:c:-はSCKの単相変異株であることが示唆された。さらに、薬剤
感受性試験、培養細胞への侵入試験を通して、多剤耐性傾向が顕著であり、高い細胞侵入性を示すクレード2を
特定した。

研究成果の概要（英文）：Phylogenetic analysis based on whole genome sequence revealed that there 
were five distinctive clades in Salmonella Choleraesuis (SC, antigenic formula; 7:c:1,5) and 7:c:-. 
Biovar Choleraesuis and Kunzendorf (SCK) were summarized in clade1 and 2, and clade 3 to 5, 
respectively. All 7:c:- strains, which were isolated from Japan, belong to clade 5. Thus, it was 
indicated that the domestic 7:c:- was the monophasic variant of SCK. Through the antibiotic 
susceptibility testing and the invasion assay for INT407, we identified the high-risk clade that 
showed multidrug resistance and high invasiveness.

研究分野： 獣医細菌学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我が国においてサルモネラ血清型Choleraesuis（SC）は豚のサルモネラ症の主要な原因菌であるが、その遺伝学
的全体像および7:c:-との関連は不明であった。本研究は、SCにおける国内外の主要系統を明らかにし、国内に
分布する7:c:-がSCの単相変異株であること、薬剤耐性および病原性の観点から注視すべき系統（クレード2）を
特定した。本成果は、7:c:-がSCと本質的に同等であることを支持するデータであり、本菌の畜産行政上の取り
扱いを検討する際の重要な知見になり得る。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 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って、2,600 以上の血清
型が報告されている。特に、血清型 Typhimurium（ST、抗原構造；4:i:1,2）と血清型 Choleraesuis
（SC、抗原構造；7:c:1,5）が、豚のサルモネラ症の主要な原因血清型であり、これらの血清型に
よるサルモネラ症は家畜伝染病予防法によって届出伝染病に指定されている。一方で、野外では
4:i:-や 7:c:-という抗原構造のサルモネラ属菌がしばしば分離される。これらは ST や SC の単相
変異株と予想されるが、抗原構造が一致していないため、行政上は異なる菌として取り扱われて
きた。4:i:-については、国内における浸潤状況や ST との遺伝学的関係が明らかになったことを
受け、2018 年 4 月から行政上 ST と同等に扱うことが決定された。しかし、7:c:-は SC との遺
伝学的関係や病原性が不明であり、本菌によるサルモネラ症には届出義務がない。ST や SC を
代表とするサルモネラ属菌による被害を最小限に抑えるためには、適切で迅速な治療を行い、豚
群にサルモネラ汚染を拡大させないことが重要である。そのために、国内にどのような特徴（病
原性・薬剤耐性）を持つ遺伝学的系統が存在するのかを明らかにすることが望まれる。 
一方で、豚のサルモネラ症の主要血清型である SC に関して、我が国に分布する本血清型の遺

伝学的な全体像は不明である。野外では、SC の感染によって重症化する個体と不顕性で耐過す
る個体が存在する。これは宿主側の要因もあるが、菌の病原性の違いも要因の 1 つと考えられ
る。また、ST は主に腸炎を原因とする消化器症状を引き起こすが、SC によるサルモネラ症は
消化器症状を示すとは限らず、肝炎、肺炎、敗血症といった多様な病態を呈する。サルモネラの
病原性に関する先行研究では主に ST がモデルとして使用され、その成果が他の血清型に外挿さ
れてきた。しかし、SC は ST とは異なる病態を引き起こし、ST がほぼ分離されることのない呼
吸器からも分離されるなど、病態発生に寄与する遺伝子群が異なることが予想される。サルモネ
ラ感染豚に対しては、主として抗菌薬による治療が行われるが、SC の最新の薬剤耐性状況に関
する情報は非常に乏しい。 
 以上のように、SC は豚のサルモネラ症の主要な原因血清型でありながら、①我が国に分布す
る SC の遺伝学的な全容および 7:c:-との関係が明らかでない、②最新の薬剤耐性状況が把握で
きていない、③SC 独自の病原性に関する解析が不十分であるなど、SC による被害低減に向け
て解決しなければならない課題が多く残されている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、SC による被害の低減に向けて次の 3 課題を解決することを目的とした。 
課題 1 我が国に分布している SC および 7:c:-の遺伝学的全体像の解明 
課題 2 豚由来 SC における最新の薬剤耐性状況の把握と耐性獲得機構の 
課題 3 SC の病原性へ寄与する因子の同定 
 
３．研究の方法 
（1）我が国に分布している SC および 7:c:-の遺伝学的全体像の解明 
 26 道県の合計 265 株（豚：259、イノシシ：6、SC：241、7:c:-：24）について、Illumina 社
HiSeq X Ten あるいは NovaSeq6000 による全ゲノムシーケンスを行った。海外データベース由
来 208 株の全ゲノム塩基配列データを収集した。全 473 株のコアゲノム内一塩基多型を
BactSNP（1）により抽出した。なお、参照株である SC-B67 株（アクセッション番号：AE017220.1）
のプロファージ領域を PHASTER（2）により推定し、当該領域をマスクし、BactSNP を実行
した。続いて、Gubbins（3）により組み換え領域を除去し、系統解析に使用する SNPs とした。
時系列系統解析には BEAST2（4）を使用した。なお、本ツールの実行に先立ち、jModeltest2
（5）で Site Model、BEAUTi および PathSampler で Clock Model と Priors について、最適
なパラメーターの組み合わせを検討した。rhierBAPS（6）により、階層型クラスター解析を実
施した。 
 また、SPAdes（7）によるアセンブルを行い、全株のドラフトゲノムを作製した。ドラフトゲ
ノムを用いて、fljB（2 相鞭毛抗原遺伝子）、phsA（チオ硫酸還元酵素遺伝子）の保有状況を調
べた。 
 
（2）豚由来 SC における最新の薬剤耐性状況の把握と耐性獲得機構の解明 
 全 473 株のドラフトゲノムを用いて、ResFinder（8）、PointFinder（9）、PlasmidFinder（10）
よって、それぞれ薬剤耐性遺伝子、キノロン耐性決定領域の点変異、レプリコンタイプを検出し
た。国内分離株について、22 薬剤に対する薬剤感受性試験をディスク拡散法あるいは寒天平板
希釈法により実施した。なお、使用した薬剤は以下の通り：アンピシリン（AMP）、アンピシリ
ン/スルバクタム（SAM）、イミペネム、アモキシシリン/クラブラン酸（AMC）、カナマイシン
（KAN）、クロラムフェニコール（CHL）、ゲンタマイシン（GEN）、シプロフロキサシン、ス
トレプトマイシン（STR）、セファゾリン（CFZ）、セフェピム、セフォキシチン、セフォタキシ
ム、テトラサイクリン（TET）、ナリジクス酸（NAL）、ホスホマイシン、メロペネム、レボフロ
キサシン、ST 合剤（SXT）、スルファメトキサゾール（SUL）、コリスチン（CST）、アジスロマ



イシン（AZM）。 
多剤耐性化の進行した代表株について、Oxford Nanopore Technologies 社 MinION によるロ

ングリードシーケンシングを行った。ロングリード、ショートリードを用いて、Unicycler（11）
によるアセンブル、Pilon（12）によるエラー修正を実行し、完全長ゲノムを決定した。 
 
（3）SC の病原性へ寄与する因子の同定 
 国内の主要系統であるクレード 2 と 5 の代表株について、Gentamicin protection assay によ
り INT 407 細胞（ヒト小腸上皮細胞）への細胞侵入性を比較した。さらに両クレードについて、
Raw264.7 細胞（マウスマクロファージ様細胞）に対する細胞傷害性を LDH アッセイにより評
価した。また、対数増殖期の菌体よりトータル RNA を回収後、RNA-seq を実施し、クレード 2
と 5 における遺伝子発現状況を比較した。クレード 2 において顕著に高い発現状況にあった遺
伝子 A について、リアルタイム PCR によって発現状況を評価した。さらに、遺伝子 A の下流
に存在する遺伝子 B の欠失変異株を作出し、マクロファージ傷害性を親株と比較した。 
 
４．研究成果 
（1）我が国に分布している SC および 7:c:-の遺伝学的全体像の解明 
 全 473 株のコアゲノム内から 9,523 か所の SNPs が検出された。hierBAPS に結果、473 株
は 5 つのクレードに区分され、国内株はクレード 2、3、5 に集約された（図 1）。硫化水素（H2S）
非産生性の生物型 Choleraesuis（SCC）と H2S 産生性の生物型 Kunzendorf（SCK）は、約 1000
年前に共通祖先から分岐した異なる遺伝系統であることが明らかとなった。国内で分離された
7:c:-はクレード 5 に集約されたことから、SCK から派生した単相変異株であることが明らかに
なった。さらに SC と 7:c:-の fljB とその周辺領域を比較したところ、7:c:-では fljB に IS4 family 
transposase が挿入され、偽遺伝子化していることが分かった。 
 

図 1. 国内外で分離された SC 473 株の全ゲノムより作成した系統樹 
 
（2）豚由来 SC における最新の薬剤耐性状況の把握と耐性獲得機構の解明 
 国内に分布するクレード 2、3、5 に共通してアミノグリコシド、テトラサイクリン、サルファ
剤耐性を規定する遺伝子の保有率が高く、特にクレード 2 は１株当たりの平均薬剤耐性遺伝子
数が最も多かった（6.4 遺伝子）（図 2）。また、最多で 11 個の薬剤耐性遺伝子が搭載されたプラ
スミドがクレード 2 から検出された。 
 薬剤感受性試験の結果、クレード 2、3、5 に共通してストレプトマイシン、サルファ剤に 80％
を超える高い耐性率を示した。クレード 2 では、8 薬剤以上に耐性を示した菌株の 88％を占め
るなど多剤耐性化が顕著であった（図 3）。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2. クレード別の薬剤耐性遺伝子数 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3. クレード別各薬剤に対する耐性率（A）と 1 株当たりの耐性薬剤数（B） 
 
（3）SC の病原性へ寄与する因子の同定 
 クレード 5 と比較して、クレード 2 は INT 407 細胞に対する高い侵入性およびマクロファー
ジ傷害性を示すことが明らかになった。RNA-seq によって、クレード 2 で顕著に高い発現状況
にある一連の遺伝子群を見出した。当該遺伝子群のレギュレーターと考えられる遺伝子 A の発
現状況をリアルタイム PCR で評価したところ、クレード 5 と比較して、クレード 2 では高い発
現状態にあることが明らかになった。遺伝子 B の欠失変異株では、親株と比較してマクロファ
ージ傷害性が著しく低下しており、RNA-seq で見出した遺伝子群がクレード 2 のマクロファー
ジ高傷害性に寄与することが示唆された。 
 
まとめ 
 以上の検討により、①SC および 7:c:-には大きく 5 つの系統があり、生物型ごとに遺伝系統が
分かれること、②国内で分離される 7:c:-は SCK の単相変異株であること、③国内の豚群には多
剤耐性化が顕著なクレード 2 が存在し、薬剤耐性の獲得にはプラスミドが関与していること、
④主要系統であるクレード 2 と 5 の比較において、クレード 2 は高い細胞侵入性とマクロファ
ージ傷害性を示すことが明らかになった。これらの成果は、SC による豚のサルモネラ症を制御
する上で、適切な抗菌薬の選択や主要系統の監視技術の開発に資することが期待される。 
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