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研究成果の概要（和文）：本研究では、遺伝的に異なる２つの強毒株集団から選んだ S. 

suis 株のゲノム DNA に対して、弱毒株集団に属する株のゲノム DNA を用いて遺伝

子サブトラクション法（遺伝子の引き算）を行い、強毒株にのみ存在する 23 遺伝子

を選抜した。1 回相同組換えによる遺伝子破壊変異株を作製し、明らかにマウスに対

する病原性が低下した変異株 1 株を見つけたが、その 2 回相同組換え変異株の病原

性は親株と同じだった。  

 
研究成果の概要（英文）：Genomic DNAs of two S. suis virulent strains belonging two 

genetically different clones were subtracted by a genomic DNA of an avirulent strain. 

Twenty-three genes selected were found to exist in only virulent strains. These genes were 

knocked out via single-cross over, and one of the mutants showed remarkable loss of 

virulence. However, virulence of the knock out mutant via double-cross over was the same 

as its parent stain. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 豚レンサ球菌(Streptococcus suis)感染症
は若齢豚を中心に敗血症、髄膜炎、心内膜炎
等を起こす疾病である。本病は世界中の養豚
国で発生しており、また、人にも髄膜炎など
重篤な症状を起こすことが報告されている
が、従来は散発的な発生に留まっていた。し
かし、近年養豚が盛んなアジア諸国で人への
集団発生が続発し、人獣共通感染症としての
本病の重要性が世界的に注目されてきてい
る。すなわち、1998 年には中国江蘇省で豚
８万頭に及ぶ本病の発生があり、その際 25

名の患者が発生し、うち 14 名は死亡した。
また、2005 年には中国四川省で 215 名の患
者発生に対して 39 名が死亡し世界を震撼さ
せた。タイやベトナムなどのアジア諸国にお
いても豚あるいは豚肉等を原因とする人の
集団発生と死亡例が報告されている。日本で
も誌上に報告されていないものも含め少な
くとも９名の患者（うち２名は死亡）が確認
されているが、現在のところ人の集団発生は
日本以外のアジア諸国が中心である。しかし
問題は、これらの発生がいずれも世界的に共
通な系統の品種の豚に由来するもので、同じ
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保菌豚は我が国にも輸入されていることで
ある。実際、日本においても 40~60%の豚が
S. suis を扁桃に保菌している。豚レンサ球菌
は、保菌している豚あるいはその生肉や内臓
肉を介して人へ感染すると考えられ、本病の
予防策は農場および食肉検査所で強毒株を
摘発し清浄化を進めることである。従って、
本菌感染症による被害の軽減と食の安全を
確保するためには強毒株と常在する弱毒株
を簡便に見分ける技術の開発が不可欠であ
る。 

 

(2) S. suis には、病原関連マーカーとして
muramidase released protein (MRP), 

extracellular factor (EF)、溶血毒素スイリジ
ン(SLY)などが報告されている。しかしなが
ら、これらマーカー分子の遺伝子はヨーロッ
パで分離される強毒株では保有率が高い傾
向にあるが、北米で分離される強毒株の多く
はこれらの因子を保有していない。従って、
これら古典的な病原関連マーカー分子ある
いはその遺伝子は、強毒株識別のためのマー
カーとしては利用することができず、これま
でのところ強毒株を簡便に見分ける適切な
遺伝子マーカーは確立していない。このよう
な株間における遺伝的多様性は、S. suis が
様々な外来遺伝子を他の菌からゲノム上に
取り込んでいることが一因であると考えら
れている。中でも、ゲノム上の同じ部位に病
原性とは関係ない機能不明な、菌株ごとに異
なる８種類の外来遺伝子が存在する例は、株
間における遺伝的多様性の著しさを象徴し
ている。従って、由来の異なる２株だけの S. 
suis ゲノムを網羅的に比較し、両者の間の保
有遺伝子の差異を見出すことができても、多
くはこのような意味のない外来遺伝子であ
る可能性が高い。すなわち、強毒株と弱毒株
のゲノムを遺伝子サブトラクション法（２つ
の遺伝子群の引き算を行う方法）などによっ
て比較しても、病原性とは関係ない多くの機
能不明な外来遺伝子に埋もれてしまい、目的
の病原マーカー遺伝子を同定することは極
めて難しいと予想される。 

 

(3) 一 方 、 近 年 開 発 さ れ た Multilocus 

Sequence Typing (MLST)では、どの株にも
基本的に存在するhouse-keeping遺伝子の配
列比較によるため、そのような外来遺伝子の
影響は受けにくい。その結果、S. suis 株の集
団は主に３つの遺伝的にクローナルな集団
(ST1 complex, ST27 complex, ST87 

complex)から構成されていることが明らか
となってきた。このうち、特に ST1 complex

には人や豚に髄膜炎や敗血症など重篤な疾
病を引き起こした強毒株が多数含まれてお
り、強毒株の集団と考えられている。さらに
我々の最近の研究では、ST27 complex に属

する株も地域によっては死亡例を含む人の S. 
suis 感染症の主要な原因菌となっており、こ
の２つの遺伝集団を見分けることが公衆衛
生上特に重要と思われた(13)。しかし、MLST

による株の型別には時間と費用がかかり、さ
らに高価な機器が必要なため、現場での S. 
suis 強毒株識別手法としては適切でなく、こ
れらの遺伝集団に属する強毒株を簡便に検
出できる有用なマーカー遺伝子の確立が求
められている。 

 

２．研究の目的 

本研究課題では、S. suis には強毒株の多い２
つの主要な遺伝集団の代表株と弱毒株との
ゲノムの網羅的比較をゲノムサブトラクシ
ョン法によりそれぞれ行い、それら２通りの
成績を組み合わせて両方の強毒株に共通な
遺伝子を探索し、その遺伝子と病原性との関
連を解析する。 

 

３．研究の方法 

(1)遺伝的に異なる２つの強毒株集団 ST1 

complex および ST27 complex に属する強毒
株として、英国 Sanger Institute および米国
TIGR においてゲノム配列決定が進行中だっ
た P1/7 株 (ST1 complex)および 89-1591 株
(ST27 complex)の２株と、これらと対比する
健康豚由来の弱毒株（使用する株については、
マウスに対する病原性を検証してから選定
した）のゲノム DNA を用いて、市販の遺伝
子サブトラクションキットを利用して、２株
の強毒株に特有の遺伝子を集めたサブトラ
クトライブラリーを作製した。次に、サブト
ラクトライブラリーを構築したベクタープ
ラスミドに対するユニバーサルプライマー
２つを用いて、ライブラリーのショットガン
シークエンスを行った。 
 
(2)これまで収集した由来の異なる様々な S. 
suis 菌株約 100 株のゲノム DNA を抽出し、
メンブランへブロットした後、上記の共通ク
ローンの遺伝子断片をプローブとして、ドッ
トハイブリダイゼーションにより、ST1 

complex および ST27 complex の株に共通し
て存在する遺伝子を特定し、サンガー法によ
るダイレクトシークエンスで遺伝子の全長
配列を決定した。決定した配列は、データベ
ースと照合してアノテーションを行い、その
機能を推定した。 
 
(3)選択した新規病原マーカー遺伝子を
double cross-over 法（または single cross 

over 法）により欠失させた変異株を作製した。
変異株の作製には、当該遺伝子の上流および
下流領域の適当な長さの断片を増幅し、PCR

を利用して両者を結合させた断片を作製す
る。これを、温度感受性ノックアウトベクタ



 

 

ーに連結し、S. suis に導入してから薬剤存在
下の高温培養と薬剤なしでの低温培養を組
み合わせることによりベクター上の断片と
ゲノム上の遺伝子が入れ代わった変異株を
作製し、培養細胞への接着、侵入、あるいは
マウスを用いた病原性試験を実施した。 
 
４．研究成果 
(1)強毒株集団の代表として、欧州で分離さ
れた P1/7 株およびカナダで分離された
89/1591 株を強毒株として、また、弱毒株と
しては我々が日本の健康豚から分離した株
の中から弱毒と思われるものを数株選び、実
際にマウス接種試験によって弱毒性を確認
し、適切な株を選択した。これらを用いて、
それぞれサブトラクションを行い、クローン
を収集した。計画では、同じクローンの重複
を想定して各 1000 クローンを収集する予定
であったが、作業の効率を考えて、クローン
が取れ次第順次塩基配列を決定し、重複する
ものは排除していったので、それぞれ 200 以
上の重複しないクローンが得られたところ
で収集を終了した。次に、P1/7 株および
89/1591 株が実際にこれらクローンに含まれ
る遺伝子配列を保有し、弱毒株にはないこと
を確認するため、これら 200 以上のクローン
の遺伝子断片をそれぞれプローブとして、3
株に対してドットブロットハイブリダイゼ
ーションを行った。その結果、弱毒株には存
在せず、２つの強毒株に共通に存在する異な
る遺伝子クローンを 29 クローン確認した。 
 
(2)その塩基配列を決定してアノテーション
を行った。連続した共通の遺伝子の上流・下
流が別々なクローンとして取れていたり、莢
膜抗原（2 つの強毒株が共通の莢膜抗原を有
する）、偽遺伝子、トランスポゾンの遺伝子
であったりした結果、それらを除いた 16 遺
伝子と、さらに１つの強毒株にのみ存在する
7 遺伝子を加えた 23 遺伝子を選抜した。そこ
で、これらについて、を作製した。選抜した
遺伝子数が多いため、single cross-over によ
って遺伝子ノックアウト変異株を 23 遺伝子
すべてについて作製し、それらの変異株につ
いて、マウスを用いた感染試験により病原性
を検定した。その結果、明らかに病原性が低
下したと思われる変異株を 1 株見出した。こ
の変異株での標的遺伝子は、ROK family の
調節遺伝子とアノテーションされたが、既報
の遺伝子とは相同性が低く、この family の遺
伝子と病原性との関連についての報告もな
く、新規の病原遺伝子と期待された。しかし、
この遺伝子の double cross-over 変異株を作
製し、マウスによる病原性検定を行ったとこ
ろ、親株との差は見いだせなかった。これら
の成果のうち、病原性に関連すると思われた
遺伝子とその産物の性状について解析した

結果は、それぞれ学術論文及び学会にて公表
した。 
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