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1 は じ め に

Streptococcus suisは豚レンサ

球菌症の主要な原因菌の1つで，

豚に髄膜炎，敗血症，心内膜炎な

どを引き起こす［1］．本菌は養豚

産業に経済的被害を与えるだけで

なく，人にも感染して髄膜炎や敗

血症を引き起こすことがある［1,

2］．特に養豚業や食肉処理業など生きた豚や生の豚肉を

扱う職業に就く人は，その他の職業に就く人に比べ感染

リスクが高く，豚肉産業に関連した人獣共通感染症とし

ても認識されている［1, 2］．S. suisは血清学的にも遺

伝学的にも多様な株の集団から構成されているが，全て

の株が豚や人にレンサ球菌症を引き起こすわけではな

い．実際に病原性は株によって異なり，髄膜炎などの侵

襲性の高い疾病を引き起こす強毒株からほとんど無毒な

株まで様々な株が存在する．また，例え豚が強毒株を保

菌していたとしても発症しないことが多いのも S. suis

の特徴である．この様な健康豚に保菌されている強毒株

は他の豚や人への感染源にもなり得る．従って，効果的

なS. suis感染症対策を行うためには，多様な病原性を

示す S. suis株の中から疾病リスクの高い株を見分け，

それらがどのように分布し，伝播しているのかを把握す

る必要がある．しかし，S. suisの病原因子や豚レンサ球

菌症の発病機構に関しては不明な点が多く，疾病リスク

の高い株を識別する有効な方法は確立されていなかっ

た．

近年，S. suisにおいてもMultilocus Sequence Typ-

ing（MLST）法による遺伝子型別が盛んに行われるよ

うになり，遺伝的に近縁な特定の株集団が豚や人に疾病

を起こしやすいことが明らかになってきた［3h6］．中で

も，ST1 complex及び ST27 complexと呼ばれる株集

団は，家畜衛生・公衆衛生上特に注意を要する集団であ

り，これらの complexに属する株の分布や動態を調べ

ることが，S. suis感染症対策を考える上で重要である．

しかし，MLST法は時間と費用がかかるため，多検体を

解析する方法としては適さない．そこで本稿では，

MLSTによるS. suis型別法とそこから得られてきた情

報について概要を解説するとともに，各株が属する

complexをより迅速・簡便に推測する線毛関連遺伝子

プロファイリング法について紹介する．

2 MLSTによるS. suis型別法

MLSTとは，どの株にも基本的に存在するハウスキー

ピング遺伝子の塩基配列を調べ，それぞれの株の配列パ

ターンをSequence Type（ST）として番号付けするこ

とにより菌株の遺伝的類縁性を整理・比較する方法であ

る．具体的な手順としては，1）7種のハウスキーピング

遺伝子のPCRでの増幅，2）PCR増幅産物の塩基配列

の決定，3）コンピューター上での塩基配列データの整

理，4）MLSTデータベース上での結果の判定，の4ス

テップが必要となる．S. suisでは，ハウスキーピング遺

伝子として aroA，cpn60，dpr，gki，mutS，recA，

thrAの7遺伝子がMLSTに利用されている．各遺伝子

は1塩基でも差異があれば異なる配列として認識され，

allele番号を付けて整理されている．従って，7遺伝子

の塩基配列を決定することにより，各株は7つの allele

番号の並び（プロファイル）でパターン化されることに

なる．各プロファイルにはそれぞれ1つの ST番号が付

与されており，例えばある株のプロファイルが

1 ,1 ,1 ,1 ,1 ,1 ,1 なら ST1 と型別され，プロファイルが

2,30,5,34,31,3,25なら ST28と型別されることになる．

さらに型別された株のプロファイルを e B U R S T

（http://eburst.mlst.net）［7］で解析することにより，

各株を遺伝学的に近縁な株の集団（complex）にグルー

プ分けし，その結果を図示することができる．図1は

2010年 10月時点で S. suisの MLSTデータベース

（http://ssuis.mlst.net）に登録されていた全データを

用いて eBURSTによって作製した図である．図上では

各 STは1つの点として表され，点の大きさが大きくな
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るほど，そのSTに型別された株の数が多いことを示し

ている．また，祖先型と思われる STを起点にして，7

つの遺伝子配列のうち6つの配列が完全に一致する ST

同士が線で繋がれており，その結果，線で繋がった複数

のSTの集団（complex）が形成される．各 complexは

祖先型の ST番号によって，ST1 complex，ST27 com-

plexなどと呼ばれることとなる．

現在，S. suisのMLSTデータベースには600株以上

の型別結果が登録されているが，これらを eBURSTに

よって解析すると，図1に示す様にいくつかの complex

の存在が明らかになってくる．中でも，図の中央に位置

するST1 complexには，豚に髄膜炎や敗血症などの侵

襲性の高い疾病を引き起こした株が多く含まれ，さら

に，人由来株の大半が含まれていることから，最も強毒

な株集団だと考えられている［3h6］．また，グループ分

けの条件を緩やかにし，7遺伝子中5遺伝子の配列が一

致する STの集団と定義すると，ST27 を祖先型とした

complexが形成される．この ST27 complexにも病豚

由来株に加え，北米やタイの人由来株の多くが含まれる

ことから，家畜衛生・公衆衛生上重要な株集団であるこ

とが示唆されている［3h6］．病豚由来株は，これら2つ

の complex以外にも型別されることがあるが，人由来

株に関しては，ST106の1株を除く全ての株がST1また

はST27 complexに型別されている．そのため，これら
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図1 MLST型別結果に基づくS. suis株の類縁関係
本図ではST1 complexは7つの遺伝子配列のうち6つの配列が一致するSTの集団，ST27 complexは 7つのうち5つの配
列が一致するSTの集団と定義している．
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線毛関連遺伝子 

：シグナルペプチダーゼ相同体遺伝子 
：線毛サブユニット遺伝子 
：線毛の組立てに関与する酵素の遺伝子 

：線毛関連遺伝子プロファイリング法の
標的遺伝子 

図2 S. suisの線毛関連遺伝子群の構成
srtBCD及び srtFクラスターの遺伝子構成はS. suis P1/7株の配列を基に，srtE及び srtGクラスターの遺伝子構成はそれ

ぞれS. suis NCTC 10237株及び89/1591株の配列を基に作製した．P1/7株とNCTC 10237株では，線毛関連遺伝子プロフ
ァイリング法の標的とする遺伝子のうちそれぞれ sbp2と sep1に変異が確認されているため，図中では sbp2 ’及び sep1 ’という
表記にしている．
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2つの株集団をモニタリングすることが，S. suis感染症

の被害を低減化する上で特に重要であると考えられてい

る．

3 線毛関連遺伝子プロファイリング法によるST1及

びST27 complexに属する株の推定

上記の様にMLSTによる型別法は，疾病リスクの高

いS. suis株の識別に有効な方法である．また，解析し

たデータとデータベースに登録されている世界中の株の

データをコンピューター上で比較できるという利点もあ

る．しかし，MLST法では1株につき7種類の遺伝子の

塩基配列を決定する必要があるため，多検体を型別する

方法としては適していない．そこで我々は，MLST法よ

り迅速・簡便に疾病リスクの高い株を識別する方法の開

発を目的として，S. suisの線毛関連遺伝子に着目した．

細菌の線毛は菌体表層に存在する糸状の構造物で，多く

の菌では宿主への付着因子として機能していることが知

られている．我々のグループは，S. suisにおいても線毛

形成に関与すると思われる遺伝子群が少なくとも4種類

（srtBCD，srtE，srtF，srtGクラスター）存在し（図

2），株によって保有する遺伝子群の種類が異なることを

見いだした［8］．さらに，健康豚，病豚及び人由来株に

おける各線毛関連遺伝子の分布とこれらの株のMLST

型別結果を比較したところ，いくつかの線毛関連遺伝子

の有無を調べることで，ST1またはST27 complexに属

する株の大半を識別できることも明らかにした［8］．こ

の成績を基に開発したのが，線毛関連遺伝子プロファイ

リング法である．この方法は，個々の S. suis株につい

て3種の線毛関連遺伝子（sbp2，sep1，sgp1）の有無を

P C Rで確認するだけで，その株が S T1 または S T27

complexに属する可能性が高いか否かを推測できる方

法である．プライマーの配列及び具体的なPCRの条件

は表1～3に示す．PCRの結果，sbp2/sep1/sgp1のプ

ロファイルが＋/－/－ならST1 complexに，－/－/＋

ならST27 complexに属する可能性が高く，それ以外の

プロファイルであればこれら2つの complexには属し

ていない可能性が高いという判定になる（表4）．野外分

離株を用いた試験では，いくつかの例外的な株は存在し

たものの，非常に高い確率でST1及びST27 complexに

属する株を識別することができており，本法が疾病リス

クの高いS. suis株を識別する方法として有用であるこ

とが確認されている．

4 注意点と今後の課題

線毛関連遺伝子プロファイリング法は，各株が属する

ST complexを推測する方法であり，各株の ST自体が

決定できるわけではない．また，ST1またはST27 com-

plexに属する可能性が高いと判定された場合，その株

は“疾病リスクが高い株”であると考えることができる

sbp2
 sbp2hF 5'hＧＧＴＧＣＡＡＣＡＴＴＣＡＣＴＣＴＡＧＣh3' 

462 bp
 

  sbp2hR 5'hＣＣＡＣＧＴＡＣＡＧＴＴＴＧＴＧＴＣＡＡh3' 

sep1
 sep1hF 5'hＧＡＡＡＧＴＴＧＴＣＧＧＡＧＡＴＧＣＡＧh3' 

739 bp
 

  sep1hR 5'hＧＴＡＡＣＣＡＣＴＴＧＧＡＧＴＧＧＴＡＧh3' 

sgp1
 sgp1hF 5'hＡＣＴＧＣＡＡＣＣＴＡＴＡＧＡＧＣＧＡＣh3' 

477 bp
 

  sgp1hR 5'hＧＣＣＡＴＴＧＣＣＡＡＣＴＴＴＡＡＣＴＧh3'

表 1 　線毛関連遺伝子のプロファイリングに用いるPCRプライマー 

標的遺伝子 プライマー 塩基配列 増幅産物の大きさ 

 10×PCRバッファー 5μl 
 25mM MgCl2 3μl 
 dNTP（2.5mM each） 4μl 
 プライマーF（20μM） 1.25μl 
 プライマーR（20μM） 1.25μl 
 Ex Taq DNAポリメラーゼ（Takara）＊＊ 0.5μl 
 サンプルDNA 適量 
 蒸留水で全量が 50μlになるように調整する 

表 2 　PCR反応液の調整（50μl＊） 

試　薬 容　量 

＊反応液は 20μlまで減量可能 
＊＊他の酵素でも応用可能 

 前熱変性 95 ℃ 2 分 1 サイクル 

 熱変性 95 ℃ 20 秒 
 アニーリング 58 ℃ 10 秒 30 サイクル 
 伸長反応 72 ℃ 30 秒 

 後伸長反応 72 ℃ 1 分 1 サイクル 

表 3 　PCR条件 

反応サイクル 反応時間 反応温度 反応ステップ 

表 4 　線毛関連遺伝子プロファイルから予想されるMLST
型別結果 

 ＋ － － ST1 complex 
 － － ＋ ST27 complex

線毛関連遺伝子プロファイル プロファイルから予想＊ 
されるMLST型別結果 sbp2 sep1 sgp1

＊少数の例外的な株も存在する． 

 その他のプロファイル ST1 及び ST27 complex以外 
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が，感染実験のデータ無しでは，その株が“強毒株”で
あるとは断言できない．しかしながら，本法を用いれ
ば，PCRのみで多くの検体を型別できるため，疾病リ
スクの高いS. suis株が野外でどのように分布し，どの
ように伝播しているかを知る上では有効な解析手段にな
る．今後は，本法によって得られたデータをどのように
S. suis感染症対策に繋げるかが課題であり，豚肉産業
の現場との連携を図りながら最適な方法を模索していく
必要がある．
最後に，株の収集及び解析にご協力いただいた，家畜保健衛
生所，食肉衛生検査所，大学及び動物衛生研究所の諸先生に深
謝する．
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