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研究成果の概要（和文）：豚心内膜炎病変部70検体のうち59検体から豚レンサ球菌が単独に分離された。このうち26検
体から有莢膜菌と無莢膜菌が分離され、両表現型の共存が示された。両者が分離された26検体から選んだ有莢膜菌と無
莢膜菌ペアのMLST解析では、同一検体由来菌は同じSTだった。全ゲノム配列比較では、同一検体由来ペアが最も類似し
、同一農場由来ペア同士も類似していた。一部の同一農場由来ペアでは、別なペアの有莢膜菌同士および無莢膜菌同士
の方が類似していた。これらの成績より、有莢膜菌から無莢膜菌への突然変異は農場ごとに別個に起こること、さらに
有莢膜菌と無莢膜菌のペアが農場に潜伏し、次の感染を起こす可能性が明らかになった。

研究成果の概要（英文）：Streptococcus suis was solely isolated from 59 out of 70 porcine endocarditis 
samples. Both of encapsulated and unencapsulated S. suis were found in the 26 samples, indicating 
coexistence of two phenotypes. Pairs of an encapsulated and an unencapsulated isolates were selected from 
each sample. The isolates in the same pair belonged to the same sequence type by MLST analysis. Whole 
genome sequencing showed that all the unencapsulated isolates had nonsynonymous mutations in the capsule 
polysaccharide synthesis (cps) genes. Genome-wide comparison of the isolates showed that the isolates in 
the same pair were the most closely resembled, and those originated from the same farm were more similar 
than those from different farms. In a few pairs, encapsulated isolates from the same farm were more 
similar than those of unencapsulated. These results suggest that the mutation in the cps genes occurred 
independently in different farms and some pairs occasionally persist to occur the next infection.
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１．研究開始当初の背景 
(1) 豚レンサ球菌（Streptococcus suis） は
豚やヒトに敗血症、髄膜炎、心内膜炎等を起
こす人獣共通感染症の原因菌である。本菌は
健康な豚にも保菌され、と畜場で臨床上健康
な豚が解体される際、心内膜炎を指摘される
ことも多い。しかし、本菌が扁桃や心内膜に
潜在的に定着するメカニズムや病原因子に
関する学術的知見は乏しく、本菌を健康豚か
ら排除する技術の開発を妨げている。本菌は
莢膜の抗原性で 30 以上の血清型に型別され
ているが、その莢膜は感染に際して宿主体内
での食菌作用に抵抗するための重要な病原
因子である。ところが近年、莢膜を失った株
は、宿主細胞への接着、バイオフィルム形成
能が亢進することが明らかとなった。 
(2) 研究代表者らは、豚の心内膜炎から分離
した S. suis には、莢膜を欠失した株が多い
ことを見出して解析したところ、そのほぼ全
てが莢膜多糖合成遺伝子(cps)領域の偶発的
な変異により莢膜を失うこと、cps 領域の変
異部位によっては致死的変異となる危険性
もあること、しかし、莢膜を失うことによっ
て心内膜炎発症に関与する血小板への接着、
バイオフィルム形成能、自家凝集性が亢進す
ること、有莢膜株は殆どバイオフィルムを形
成しないが、無莢膜株が形成したバイオフィ
ルムに有莢膜株が接着することを見出した。
そこで、これらの成績から、感染の初期には
血流中で宿主の防御反応に抵抗するために
莢膜が必要であるが、組織に接着しバイオフ
ィルムを形成するためには、莢膜を失うこと
が有利であり、有莢膜菌とそれから変異によ
って派生した無莢膜菌とが協調して病変を
形成するという仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
本研究課題では、有莢膜菌と無莢膜菌とが

協調して豚心内膜炎を発症させるとの仮説
を証明するために、有莢膜菌と無莢膜菌が同
一の病変部に共存することを明らかにする
とともに、有莢膜菌から無莢膜菌への遺伝子
変異がいつどこで起こったのかを推定する
ために、豚心内膜炎由来の有莢膜菌と無莢膜
菌ペアを多く収集し、それらの全ゲノム配列
を決定して、比較ゲノム解析を行うことを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 豚心内膜炎病変部からの無莢膜菌と有莢

膜菌の同時分離 
豚心内膜炎病変部を寒天平板にスタンプ

して菌が発育したものまたは心内膜炎の豚
心臓試料を食肉衛生検査所から入手した。こ
れらの試料から、選択培地を用いて心内膜炎
1 検体より 24 株の S. suis を分離した。分
離菌について、S. suis のDNA を検出する。
LAMP 法としては、既報の血清型 2 型を検
出する方法(引用文献①)、研究代表者らが独
自に開発した S. suis と見なされる血清型全

部を検出する方法(引用文献②)を用いた。こ
のDNA 検査法によって陽性となった株につ
いて、血清共凝集反応、自家凝集性の有無に
より、それぞれ血清型別するとともに莢膜の
有無を検査した。 
 
(2) MLST 解析 
同一の心内膜炎病変部から有莢膜菌と無莢

膜菌の両者が分離できたものについて、各病
変部検体に対して、有莢膜菌と無莢膜菌をそ
れぞれ 1 株ずつ選び、それらについて MLST
解析を実施した（引用文献③）。 
 
(3) 莢膜合成遺伝子領域の全塩基配列決定 
同一の心内膜炎病変部から有莢膜菌と無莢

膜菌の両者が分離できたものについて、各病
変部検体からそれぞれ 1株ずつ選択した有莢
膜菌と無莢膜菌のうち、7 ペアの cps 領域の
全塩基配列を、3130x1 キャピラリーシーケ
ン サ ー に よ る サ ン ガ ー 法 で 、 BigDye 
Terminator v3.1 cycle sequencing kit を用
いて決定した。得られた配列は、Sequencher 
v4.8 及び Molecular Evolutionary Genetics 
Analysis (MEGA) v5 を用いて整列し、変異
部位を特定した。 
 
(4) 相補試験 
無莢膜菌のうちで、cps 領域（cps2E と

cps2H 遺伝子）に数塩基以下の変異が入って
いたものについては、野生型の遺伝子を PCR
で増幅し、発現ベクターpMX1 に連結し、そ
れぞれ pCps2E と pCps2H を作製した。この
組換えプラスミドで無莢膜菌を形質転換し、
莢膜産生が復活することを調べた。 
 
(5) 有莢膜菌および無莢膜菌ペアの全ゲノム
ドラフト配列決定 
同一の心内膜炎病変部から有莢膜菌と無莢

膜菌の両者が分離できたものについて、各病
変部検体からそれぞれ選択した有莢膜菌と
無莢膜菌の 26 ペアに対して、高速シーケン
サーIllumina MiSeq を用いて、300 bp × 2
の paired-end sequence により全ゲノムドラ
フト配列を決定した。 
 
(6) 全ゲノムドラフト配列の情報解析 
得られた配列情報に対して、A5-miseq を用

いて default のパラメーターで de novo 
assemble を実施した。これらに対して、
kSNP3 v3.0 を用いて k-mer length 19 にて
最大節約法により系統樹を作成した。最適
k-mer 値の推定には、kSNP3 に内蔵されて
いる Kchooser プログラムを利用した。系統
樹 の 画 像 化 に は 、 FigTree v1.4.2 
(http://tree.bio.ed.ac.uk/softwar/figtree) を
利用した。 
 
(7) ゲノム上の変異部位の検出 
前項においてA5-miseqによりassembleし

た contig は、Prokka v1.11 のパラメーター



を default に設定して annotation した。単一
コピーの共通遺伝子は、 Pan-genomes 
analysis pipeline (PGAP) v1.02 のパラメー
ターを default に設定して検出した。可動性
遺伝子(MGE)は、PHAST 及び Islandviewer 
3 のパラメーターを default に設定して検出
した。検出された遺伝子は、CLC Genomics 
Workbench を用いて、参考株ゲノム上にマッ
プした。参考株との比較で検出された被同義
変異は、R v3.2.2 内の基本機能を用いてゲノ
ムマップ上に棒グラフとして図示した。 
 
４．研究成果 
(1) 有莢膜菌および無莢膜菌の同時分離 
豚心内膜炎病変部 70 検体中 59 検体から S. 

suis のみが分離され、血清型は全て 2 型だっ
た。59 検体中 31 検体からは有莢膜菌のみが
分離され、２検体からは無莢膜菌のみが分離
されたが、残る 26 検体からは有莢膜菌と無
莢膜菌の両方が分離された。 
 
(2) MLST 解析 
同一の豚心内膜炎病変部からそれぞれ 1 株

ずつ選択した有莢膜菌と無莢膜菌 26 ペアで
は、同一検体由来のペアは同じ ST であり、
ST1 が 6 ペア、ST28 が 20 ペアだった。 
 
(3) 有莢膜菌と無莢膜菌の系統関係 
豚心内膜炎病変部由来 26 ペア 52 株の系統

樹では、ST1 と ST28 に大きく分かれた。次
に、ST1 および ST28 とで個々に見ると、同
一心内膜炎病変由来のペアが最も類似して
おり、次に同一農場由来のペア同士が類似し
ていた。しかし、少数のペアの中には、同一
農場由来の有莢膜菌同士および無莢膜菌同
士で最も類似しているものもあった。 
 
(4) cps 遺伝子領域の変異と相補試験 
豚心内膜炎病変部 7 検体由来の 7 ペアの有

莢膜菌と無莢膜菌の cps 遺伝子領域のサンガ
ー法による塩基配列決定の結果、4 ペアの無
莢膜菌では 1～4 塩基の置換・挿入・欠失が
起こっており、3 ペアでは 100～10,000 塩基
ほどの連続した挿入・欠失があった。前者 4
ペアについては、変異が起こっていた cps2E
または cps2H 遺伝子を相補するため、それぞ
れ pCps2E 及び pCps2H を導入したところ、
いずれの形質転換体においても莢膜の発現
を示す血清共凝集反応が陽性となった。 
 
(5) 単一コピーの共通遺伝子、cps 遺伝子領域、

及び MGE 内の変異 
豚心内膜炎病変部由来 26 ペア 52 株におけ

る非同義変異について、それぞれが属する
ST1 及び ST28 の参考株との比較を行ったと
ころ、莢膜合成遺伝子領域の発現調節に関わ
るccpA遺伝子への変異は見つからなかった。
S T ごとに変異部位を調べると、ST1 では全
体に変異は少なかったが、ST28 では比較的
多くの非同義変異があり、その変異部位は各

ペアで異なっていた。しかし、殆どの変異は
cps 遺伝子領域か、ST28 に見られた特定の
MGE 内に見つかった。遺伝子当たりの最大
非同義変異数は、ST1 と ST28 でそれぞれ 3
と 15 だったが、ST28 においては、その殆ど
が特定の MGE 内であることから、この部位
の変異を除いてゲノム全体の変異頻度を計
算すると、ST1 で 2.95x10-7、ST28 で
3.25x10-6 とほぼ同等であった。 
 
(6) まとめ 
系統樹分岐の順は ST→由来農場→ペアと

なっており、菌株はペアごとに最終的に分岐
していた。すなわち有莢膜菌と無莢膜菌とい
う異なる表現型の菌同士であっても、同一病
変部から分離された菌は最も近い関係性で
あった。この成績は、表現型の変化がそれぞ
れのペアおよび農場で別個に起こっている
ことを示している。また、一部の農場由来の
菌で有莢膜同士および無莢膜同士が類似し
た例があったことは、農場に侵入した菌がそ
こに潜在し、次の感染源となっていることも
示唆している。さらに、ペア同士の有莢膜菌
と無莢膜菌を比較し、変異検出を行ったとこ
ろ、全ての無莢膜菌は莢膜多糖合成遺伝子
（cps）群に非同義置換を伴う変異があり、
それらの変異だけが本菌の無莢膜化に関わ
ることが明らかとなった。 
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