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序 文
多くの病原細菌において血清型は，病原性や宿主特

異性と関連していることから最も基本的な疫学マー
カーとなり得る１）．サルモネラの血清型はO及びH抗
原の組み合わせによって現在 2,500 以上の血清型に分
類されており，亜種 I（Salmonella enterica subsp. en-

terica）に限って固有名によって表されている．しか
しながら，まれに抗原構造に変異が生じ既知の
Kauffmann-White の抗原構造表に該当しない型別不
能の株が出現することがある２）．今回，単一集団下痢
症事例から Salmonella serovar Saintpaul（以下，S.
Saintpaul）と O4 群で非運動性の株が同時に分離され，
パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）解析と表層
抗原（O抗原やH抗原）に関与しない遺伝子を対象
にしたmultiplex PCR-based method による血清型推
測法によって，これらのO4群非運動性株が S.
Saintpaul の運動性欠損株であることを示唆する結果
を得たので，その概要を報告する．

材料と方法
1．事例の概要
岐阜県内の児童福祉施設（2～17 歳の児童 39 名，職

員数 25 名）で平成 18 年 9 月 11 日～10 月 6 日にかけ，
入所者 16 名（2歳児～高校 2年生），職員 2名の延べ
18 名が下痢・発熱などを発症した．当初は食中毒を
疑い調査を開始したが，発症状況が長期に渡っている
こと，施設で調理された給食検食，給食施設の拭き取
り，福祉施設で飼育されていたカメの表面及び直腸拭
き取り，飼育水からは既知食中毒菌は検出されなかっ
たことから，食品による単一暴露ではなくヒト→ヒト
感染によるものと考えられた．

2．患者菌株分離状況
保健所の検査により有症者 14 名の検便の増菌培養

のうち 1名からサルモネラを検出し純培養菌 2株が当
所に搬入された．また，病院を受診した 8名の検便中
6名からサルモネラが検出され，その純培養菌各 1株
が当所に搬入された．当所でサルモネラ免疫血清「生
研」（デンカ生研）により血清型別を実施した結果，保
健所から搬入された 1名由来 2株と病院から搬入され
た 6株のうち 4株は S. Saintpaul，残りの病院株 2株
は S. Saintpaul と同じO4群であったが運動性がなく，
H型別不能であった．そこで，分離された S. Saintpaul
5 名由来 5株（菌株No. 1-S～5-S）と Salmonella O4 群
非運動性株 2株（菌株No. 6-NM，7-NM；以下，非運
動性株と略す）の関連性を調べるため，以下の疫学解析
を行った．比較対照として岐阜県下で分離されたO4
群主要血清型 19 株を供試した．
3．PFGE解析
寺嶋ら３）の方法に準じDNAを抽出し，制限酵素

XbaI または BlnI で処理した後，パルスフィールドゲ
ル電気泳動装置DR-III（BIO-RAD）を用いて泳動し
た．泳動条件は電圧 6V�cm，パルスタイム 5～50 秒，
14℃で 22 時間行い，泳動後のゲルをエチジウムブロ
マイドで染色し紫外線下でDNAパターンを確認し
た．さらに，電気泳動中にDNAが分解されることを
防ぐため，制限酵素処理をしたDNA包埋ゲルブロッ
クを，チオ尿素を 200µMの濃度になるように添加し
た泳動バッファー（0.5×TBE）中で電気泳動する方
法（沼田ら４）の方法を一部改変）と並行して実施した．
4．multiplex PCR-based method による血清型推測
法

Kimら５）の方法に従い，Table 1に示す 11 組のプラ
イマーのうち，STM系 5組と STY系 5組をそれぞ
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Table 1 Primers used in this study (reference 5)

Amplicon size (bp)Primer sequence (5’→3’)PrimerAssay

187AACCGCTGCTTAATCCTGATGGSTM0716F1
TGGCCCTGAGCCAGCTTTTSTM0716R

171TCAAAATTACCGGGCGCASTM1350F2
TTTTAAGACTACATACGCGCATGAASTM1350R

137TCCAGTATGAAACAGGCAACGTGTSTM0839F3STM
GCGACGCATTGTTCGATTGATSTM0839R

114TGGCGGCAGAAGCGATGSTM4525F4
CTTCATTCAGCAACTGACGCTGAGSTM4525R

93TGGTCACCGCGCGTGATSTM4538F5
CGAACGCCAGGTTCATTTGTSTM4538R

301TGGTATGGTTAAGCGGAGAATGGSTY0311F1
GAGAGTCATAGCCCACACCAAAGSTY0312R

262GGCTGGAGCAGCCTTACAAAASTY0346F2
AAGAGTTGCCTGGCTGGTAAAASTY0347R

220AATCCCCCCCCCTCAAAAASTY2299F3STY
GGTACACGTTTACTGTTTGCTGGASTY2300R

181ATATCTCATCGTCTCCTTTTCGTGTSTM3845F4
GAAGGTCCGGATAGGCATTCTSTM3845R

124AATTACGGAGCAGCAGATCGAGGSTY2349F5
TGCGGCCAGCTGTTCAAAASTY2349R

101CATAACCCGCCTCGACCTCATSTM2150F
7STM

AGATGTCGTGAGAAGCGGTGGSTM2150R

れmultiplex PCRで，STM7を singleplex PCRで実
施した．Taqは Ex Taq Hot Start Version（タカラバ
イオ）を用いた．増幅産物はアガロースゲルで泳動後，
エチジウムブロマイドで染色して紫外線下で観察し
た．STM系と STY系は該当サイズのバンドが有る
場合にはその系の番号 1～5を，ない場合は 0とし，
STM7ではバンドの有無によって＋または－と表現
し（STM 1，2，3，4，5 STY 0 STM7＋）のように
スコアリングした．

結果及び考察
PFGE解析の結果，S. Saintpaul 10株と S. Schleis-

sheim ではDNAパターンが得られなかったのに対
し，それ以外のO4群血清型 13 株はDNAパターン
が得られた．Baggesen ら６）も S. Saintpaul の PFGE解
析では泳動中にDNA断片が分解されバンドを観察で
きなかったと報告しており，この特徴は S. Saintpaul
独特の特徴であると考えられた．また，非運動性株は
S. Saintpaul と同様にDNAパターンが得られなかっ
た（Table 2）．そこで，バッファーにチオ尿素を加え
て再度電気泳動を行ったところ，S. Schleissheim 以
外の血清型ではバンドが得られ，そのパターンは制限
酵素 XbaI，BlnI 処理ともに S. Saintpaul と非運動性
株は 1つのクラスターを形成したが，他のO4群血清
型の株とは大きく異なっていた（Fig. 1）．
multiplex PCR-based method を実施した結果，S.

Saintpaul 分離株 10 株のうち 9株はKimら５）が示した
S. Saintpaul のバンドパターン（STM 1，2，3，4，5

STY 0 STM7＋）を示し，非運動性株も同様のパター
ンとなった（Fig. 2，Table 2）．また，他のO4群血
清型の株もKimら５）が示した各血清型のバンドパター
ンと一致した．このmultiplex PCR-based method は，
全ゲノムのマイクロアレイ解析などで表層抗原（O抗
原やH抗原）に関与しない遺伝子を対象として，サ
ルモネラの主要な血清型を迅速かつ簡便に推測する方
法として報告されたものであり，本菌株のように抗原
性の失われた株の血清型を推測する際にも有用である
ことが示された．
以上の結果により，2株の非運動性株は S. Saintpaul

の変異株である可能性が高く，本事例は集団下痢症事
例から既知の血清型の株とその非運動性変異株が同時
に分離された極めて稀な事例であった．海外では，ス
ペインで 1997 年に流行した多剤耐性非定型サルモネ
ラ血清型 4，5，12 : i : -が S. Typhimurium（4，5，12 :
i : 1，2）の H2 相抗原欠損株であったとの報告があ
る７）．このように，既知の血清型に該当しない株は久
高ら２）の報告以外にも存在していると考えられ，今後
も病原性及び発生動向について詳細に調査する必要が
ある．
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Fig. 1 Dendrogram of strains by XbaI-digested 
PFGE analysis
Dendrogram generated by Fingerprinting I I soft-
ware showing the relationship of 24 serogroup O4 
isolates. The scale indicates percentage of 
similarity.

Fig. 2 Agarose gel analysis of STM assay results
Lane: 1, strain No. 3-S; Lane: 2, strain No. 6-NM; Lane: 3, 
strain No. 7-NM; Lane: 4, strain No. 06-19; Lane: 5, strain 
No. FP-21; Lane: 6, strain No. FP-85; Lane: 7, strain No. 06-
194; Lane: 8, negative control; Lane M1, 100-bp DNA lad-
der; Lane M2, 20-bp DNA ladder.

Table 2 Characterization of serogroup O4 Salmonella strains isolated in Gifu

Notes

Bands of XbaI-digested 
PFGE analysisMultiplex PCR-based method

SerovarStrain
No. with

thiourea
without
thioureaSTM7STYSTM

Outbreak, 2006

+ － a)+01,2,3,4,5Saintpaul1-S
+－+01,2,3,4,5Saintpaul2-S
+－+01,2,3,4,5Saintpaul3-S
+－+01,2,3,4,5Saintpaul4-S
+－+01,2,3,4,5Saintpaul5-S
+－+01,2,3,4,5serogroup O4, HNM6-NM
+－+01,2,3,4,5serogroup O4, HNM7-NM

Healthy carrier, 2006+－+21,2,3,4,5Saintpaul06-19
Sporadic, 2003+－+01,2,3,4,5SaintpaulEF-60
Sporadic, 2003+－+01,2,3,4,5SaintpaulEK-9
Sporadic, 2002+－+01,2,3,4,5SaintpaulFP-77
Sporadic, 2000+－+01,2,3,4,5SaintpaulDE-29

Food poisoning, 2006++NTb)01,2,4,5Paratyphi B06-31
Chicken, 2004－－NTNT1,5SchleissheimBS-228
Pork, 2004++NTNT1,2,5SchwarzengrundAS-247
Healthy carrier, 2006+++21,2,5Stanley06-173
Sporadic, 2000++NT01,2ChesterFP-21
Sporadic, 2001++NT1,21,2ChesterFP-31
Horseflesh, 2004++NTNT1,5AbortusequiBS-225
Pork, 2005++NT51,2,3,5DerbyBS-300
Sporadic, 2003++NT52,3AgonaFP-85
Sporadic, 2001++NTNT2,3AgonaFG-10
Food poisoning, 2006+++41,2,3,4,5Typhimurium06-194
Sporadic, 2003++NT41,2,3,4,5TyphimuriumFP-81
Sporadic, 2004++NT21,2BrandenburgBC-22
Sporadic, 2004++NT21,2,4,5HeidelbergFP-88

a) Only a DNA smear was observed in the gel and no DNA fragment pattern was generated.
b) NT: not tested.
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