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研究成果の概要（和文）： メチシリン耐性Staphylococcus pseudintermedius (MRSP)の出現は、獣医療及び公
衆衛生上、重要である。本研究では、日本の犬から分離された43株のMRSPの遺伝子解析を行い、海外のMRSPと比
較した。
 欧州を初め、世界各地で分離されたSCCmec II-IIIのMRSPは、すべてST71に分類されると報告されていたが、日
本のSCCmec II-IIIのMRSPは、ST71に関連するST169および新たに認められたST354に分類された。2遺伝子の型が
異なるST71およびST169は、共通の祖先から派生し、さらにST354は、ST169から派生したと考えられた。

研究成果の概要（英文）：   The recent appearance of methicillin-resistant Staphylococcus 
pseudintermedius (MRSP) is a concern for both veterinary and human healthcare. The current study 
compared the molecular characteristics of 43 MRSP isolates from dogs in Japan with those of MRSP 
from previous reports using multilocus sequence typing, SCCmec typing, and detection of 
antimicrobial resistance genes.
   Three related clonal lineages, ST71, ST169, and the newly registered ST354, were observed amongst
 SCCmec II-III isolates from Japan, despite MRSP SCCmec II-III isolates being thought to belong to a
 single clonal lineage. The majority of SCCmec II-III isolates belonging to ST169 (9/11) and ST354 
(3/3), but not ST71 (0/11), harboured tetM. Since the allele sequences of two loci (ack and sar) 
differ between ST71 and ST169 isolates, ST71 and ST169 clones have been derived from a common 
ancestral clone. ST354 is likely a variant clone of ST169.

研究分野：獣医公衆衛生学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 
 抗菌剤を細菌性疾病の治療に使用するよ
うになり、細菌性疾病による死亡者が減少し
た。しかし同時に、薬剤耐性菌が出現し、再
び、細菌性感染症の治療が困難になる症例が
増加している。抗菌剤の使用以前から、「薬
剤耐性遺伝子」は、人や動物の常在細菌およ
び自然環境菌が保有しており、その耐性遺伝
子を病原性細菌が獲得し、医療・獣医療上の
問題となっている。 
 院内感染の原因となるメチシリン耐性黄
色ブドウ球菌(MRSA)と同じメチシリン耐性
遺伝子 mecA を持つ Staphylococcus 
intermediusが1999年に初めて、報告された。
これは現在の S. pseudintermedius と考えら
れ、これが、メチシリン耐性 S. 
pseudintermedius (MRSP)の初めての報告で
ある。S. pseudintermedius は、犬の膿皮症
の原因菌である。MRSP が増加し、抗菌剤によ
り症状が改善しない犬の膿皮症の症例の増
加や、MRSP の術後感染も報告されている。 
 通常、人は S. pseudintermedius を保菌
しないが、犬との接触者に感染することが
あり、人獣共通感染症の原因菌の 1つであ
る。犬と接触歴のある人の MRSP 感染症例が
報告されている。 
 mecA は、染色体上の Staphylococcal 
cassette chromosome (SCC)とよばれる可動
性遺伝子カセット上に保有されており、この
SCCmec の遺伝子座は、分子疫学マーカーとし
て利用されている。 
 現在では、世界各国で MRSP が分離され、
欧米を中心とした MRSP の分子疫学解析によ
り、欧州の MRSP は、2種類の SCCmec が組み
合った SCCmec II-III 型を持つ ST71 クロー
ンが主体であり、北米の MRSP は SCCmec V 型
の ST68 クローンが主体であることが報告さ
れている。 
 
２．研究の目的 
 
 日本の犬から分離した MRSP は、SCCmec 
II-III型 (29株)又はV型(12株)に分類でき
たが、SCCmec II-III 型の MRSP は、パルスフ
ィールドゲル電気泳動法(PFGE)により、2つ
のクラスターに大別され、その相同性は 50%
と低く、単一クローンではなく複数の起源が
あると推察された。日本の MRSP が欧州クロ
ーンのみに起源をもつとは考えにくいこと
から、日本の MRSP の起源を明らかにするた
め、欧州と日本の MRSP の遺伝子型をより詳
しく比較することとした。また、SCCmec の起
源はコアグラーゼ陰性ブドウ球菌(CNS)と考
えられており、犬由来メチシリン耐性コアグ
ラーゼ陰性ブドウ球菌(MRCNS)と MRSP の
SCCmec 構造を比較することにより、日本の
MRSPの起源とMRCNSの関与を明らかにするこ
とを目的とした。 
 

３．研究の方法 
 
(1) Multilocus sequence typing (MLST); 
MLST は菌種ごとにデータベース化された複
数の遺伝子座の塩基配列を比較する手法で、
国際的に株間の遺伝子型の比較が可能であ
る。表 1に示す 7遺伝子座を比較する識別能
の高い S. pseudintermedius の MLST が、2013
年初めに確立され、ウェブ上に公開された
(https://pubmlst.org/spseudintermedius/
)。2018 年 5月には、解析する 7遺伝子座の
allele type について、それぞれ 20 から 85 
type が登録されている。この 7遺伝子座の配
列の組み合わせにより、sequence type (ST)
を決定した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) Spa typing; Spa typing は、Protein A
遺伝子(spa)の繰り返し配列による型別であ
る。黄色ブドウ球菌は、MLST により、3,112
型の ST が登録されているのに対し
(http://saureus.mlst.net/)、spa typing に
より、17,897 型に区別され、圧倒的に識別能
が高い(https://www.spaserver.ridom.de/)。
また、MLST は 7遺伝子座の配列を決定する必
要があるが、spa typing は 1 遺伝子座の配列
決定で型別ができ、効率的である。Moodley 
らにより開発された S. pseudintermedius の
spa typing も高い識別能が期待できるため、
本研究でも MRSP の型別として活用した。 
 
(3) 耐性遺伝子の比較; MRSP は、多剤耐性菌
であり、複数の耐性遺伝子を持つ。同系統の
薬剤に対する耐性でも、関与する耐性遺伝子
は多様である。そこで、日本の MRSP および
MRCNS がいずれの耐性遺伝子を保有するかを
確認するため、欧州や北米で分離された MRSP
が保有する薬剤耐性遺伝子を中心に、blaZ、
aac6’-Ie-aph2’-Ia、aph3’-III、
ant6’-Ia、sat4、ermA、ermB、ermC、dfrG、
lnuA、tetK、tetL、tetM、tetO、tetS、tetW
および catpC221を PCR で検出し、比較した。同
一耐性遺伝子でも、多様性が知られる場合に
は、塩基配列を決定し、比較した。 
 
(4) MRCNSの SCCmecの配列解析; SCCmecは、
表 2に示す通り、ccr gene complex の type

表 1 MLST の対象遺伝子座 

Locus 長さ(bp) Allele 

tuf 417 20 

cpn60 431 85 

pta 492 66 

purA 405 66 

fdh 259 24 

ack 564 38 

sar 376 32 

 



および mec gene complex の class により型
別できる。犬由来 MRCNS について、この型別
を行った後、ccr gene complex および mec 
gene complex を挟んだ領域の配列を決定し、
MRSP の SCCmec と比較した。 
 
表 2 SCCmec 型 
SCC 
mec 型 

ccr gene 
complex 

mec gene 
complex 

I 1 B 
II 2 A 
III 3 A 
IV 2 B 
V 5 C2 
 
(5) dru type の決定; SCCmec 上に存在し、
多様性のある mec-associated direct repeat 
unit (dru)reageon の繰り返し配列を決定し
た。その配列から、dru type のデータベース
に基づき、その type を決定した
(http://dru-typing.org/site/)。 
 
４．研究成果 
 
(1) Multilocus sequence typing 
 SCCmec II-IIIのMRSPは、MLSTによりST71, 
ST169 および ST354 に分類された。SCCmec V
の MRSP は ST121, ST276, ST323 および ST324
に分類された(表 3)。ST275, ST276, ST323, 
ST324, ST325 および ST354 は、本研究で新た
に確認され、新たな ST として、データベー
スに登録された。 
 S. pseudintermedius の MLST では、7遺伝
子座の配列を決定するが、ST71 および ST169
では、2遺伝子座に違いが認められたため、
ST71 および ST169 は共通の祖先からそれぞ
れ派生したか (図 1-a)、いずれか一方から、
別のクローンを経由し、他方のクローンが発
生したと考えられた(図 1-b)。ST71 および
ST169 の共通祖先に該当するクローンや、
ST71からST169またはその逆向きに派生する
過程に経由するクローンは本研究では認め
られなかった。 
 また、ST169 および ST354 には 1遺伝子座
に違いが認められ、ST354 は、ST169 から派
生したと考えられた(図 1-a, b)。 
  
 表 3 日本の犬由来 MRSP の遺伝子型 
SCCmec MLST 株数 
II-III ST71 11 
 ST169 11 
 ST354 3 
III ST275 3 
IV ST325 1 
V ST121 1 
 ST276 9 
 ST323 2 
 ST324 1 
型別不明 ST275 1 

(2) Spa typing 
 MRSP の spa type は、t02, t06, t58, t60
および t62 に分類されたが、43 株中、27 株
は spa 遺伝子が増幅できず、型別ができなか
った。特に、SCCmec II-III 型の ST169 およ
び ST354, SCCmec III 型の ST275, SCCmec IV
型の ST325 ならびに SCCmec V 型の ST276 の
spa type は決定できない株が多かった。 
 
(3) 耐性遺伝子 
 欧州で分離された ST71 の MRSP や、日本の 
ST71 の MRSP の 11 株がテトラサイクリン耐
性遺伝子 tetM を保有しなかったのに対し、
ST169の 9株およびST354の 3株はtetMを保
有した。tetM は、その配列の相同性からいく
つかのグループに分けられることから、塩基
配列を決定し、系統樹解析を行った。その結
果、図 2に示すように、MRSP が保有する tetM
もいくつかのグループに分類できたが、
ST169 の 9株および ST354 の 3株が保有する
tetM の塩基配列は完全に一致した。 
 これらの解析から、ST169 は、tetM を保有
した後、日本の犬の間で伝播したと考えられ
た(図 1)。 
 
a) 共通祖先からの派生 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 MRSP クローンの派生  
 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 MRSP の保有する tetM 遺伝子の系統樹解
析 
*日本の犬由来 MRSP (赤枠内) 
(Sequence type-SCCmec type) 
 
(4) MRCNS の SCCmec の配列解析 
 日本の犬から分離された MRCNS 24 株のう
ち、MRSPのSCCmec II-IIIと同様にtype 3 ccr 
gene complex および class A mec gene 
complexを保有する4株のSCCmec構造を解析
した。 
 その結果、S. sciuri 2 株で 30.8 kbp およ
び 32.7 kbp、S. cohnii subsp. urealyticum
で 31.2 kbp、S. capitis subsp. ureoluticus
で 30.1 kbp の SCCmec の塩基配列が決定でき
た。S. capitis subsp. ureolyticus の SCCmec
は、MRSP の SCCmec II-III にプラスミド
pUB110 (6 kbp) が挿入された構造であった。
また、S. sciuri および S. cohnii subsp. 
urealyticum の 2 株の SCCmec は、MRSP の
SCCmec II-III にカドミウム耐性オペロン 
(6.4 kbp) が挿入された構造であった。 
 MRSP および MRCNS に同一の構造の SCCmec
は認められなかったが、構造は類似していた。 
 
(5) dru type の決定 
 日本の犬から分離された SCCmec II-III 型
MRSPの多くのdru typeはdt9aに分類された。
また、MRSP と最も類似した SCCmec を保有し
ていた MRCNS は dt9a から繰り返し配列が一
つ欠損した dt8b に分類された。dru typing
は短い配列の決定で型別出来るため、SCCmec
の比較に有用な型別法と考えられた。 
 
(6)まとめ 
 以上の結果から、日本の SCCmec II-III 型
MRSP は、欧州を中心に分布する ST71 と同じ
MRSP クローンのほかに、関連する ST169 およ
び ST354 に分けられた。これまで、SCCmec 
II-III 型をもつ MRSP は、単一クローンと考
えられていたが、ST71 と ST169 には 7遺伝子
座のうち 2遺伝子座の配列に違いがあり、い

ずれか一方から他方が直接、派生したとは考
えられなかった。 
 欧州や日本の ST71 の MRSP は、テトラサイ
クリン耐性遺伝子 tetM を保有しないが、
ST169 の 9株および ST354 の 3株は配列が同
一の tetM を保有し、ST169 は、tetM を保有
した後、日本の犬の間で伝播したと考えられ
た。 
 犬由来 MRCNS のもつ SCCmec は、MRSP とは
完全には一致しなかったものの、類似性が高
く、MRSP の出現に関与したと考えられた。 
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