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近年、わが国では全国的な野生鳥獣の生息地に拡大や個体数の増加に伴い、自

然生態系の破壊、希少植物の食害、農林業への甚大な被害等が報告されるようになった。

わが国における野生鳥獣による農作物被害金額は、2010 年度〜2012 年度は、200 億円以

上で推移していた（図 1）。その後、鳥獣害対策が進み、2013 年度以降、その被害額は減

少に転じており、2019 年度には 158 億円であった。鳥獣種別では、全ての年度で鹿による

被害が最も多く、2019 年度の被害額は 53 億円、次いで猪によるものが 46 億円であった。

鳥獣被害は、農作物に対する直接的なもののみならず、営農意欲の減退を引き起こすこと

から、農業従事者の減少、耕作放棄農地の増加の原因となる。耕作放棄地は野生鳥獣の

恰好の生息場所にもなり、それら放棄地が農家周辺域にまで及ぶと、さらなる鳥獣被害が発

生するといった悪循環に陥る。 

増えすぎた野生鳥獣に対して、わが国では 2007 年度に「鳥獣による農林水産業

等に係る被害の防止のための特別措置に関する法律（鳥獣被害防止特措法）」ならびに

「鳥獣の保護及び管理並びに狩猟の適正化に関する法律（鳥獣保護管理法）」を改正し、

積極的な駆除が推進されている。環境省の統計では、2018 年度には狩猟による捕獲と被

害防止等を目的とした許可に基づく捕獲を含め、約 60 万頭の野生鹿と、56 万頭の野生猪

が捕獲され、個体数の調整が図られている（図 2 および図 3）。 

「鳥獣保護管理法」の改正時の付帯決議として、「捕獲した野生鳥獣を可能な限り

食肉等として活用するため、国において、最新の知見に基づくガイドラインを作成するととも

に、各都道府県におけるマニュアル等の作成を支援するなど衛生管理の徹底等による安
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全性の確保に努めること」が記載された。これを受け、厚生労働省は、2014 年に、「野生鳥

獣肉の衛生管理に関するガイドライン」を作成し、野生鳥獣肉を衛生的に食用利用するた

め、捕獲から剥皮、解体処理といった一連の食肉処理工程における衛生上の注意点が取

りまとめられた。2017 年には「未来投資戦略 2017」が閣議決定され、“新たに講ずるべき具

体的施策として、「ジビエの利活用の促進等」が挙げられ、「ジビエの利活用の促進等・鳥

獣被害防止のため有害鳥獣の捕獲を強化するとともに、捕獲鳥獣の有効活用を通じた地

域の所得向上を図るため、家畜以外の動物の肉を食用にしたジビエの需要開拓を図りつ

つ、人材育成、流通ルールの導入など安全・安心なジビエの供給体制を整備する」ことが

国策として推進されることとなった。ジビエ（gibier）とは、狩猟で得た天然の野生鳥獣の肉

や料理を意味するフランス語で、ヨーロッパでは古くから発展してきた。これを受け、農林水

産省は、より安全なジビエの提供と消費者のジビエに対する安心の確保を図ることを目的

として 2018 年に「国産ジビエ認証制度」を制定し、野生鳥獣肉の消費拡大を推進してい

る。 

ジビエ処理施設で処理された野生鳥獣の頭・羽数は、統計をとりはじめた 2016 年

度以降、漸増している（図 4）。2019 年度における鹿および猪の捕獲頭数はそれぞれ

602,900 頭、640,100 頭であるのに対し、ジビエ処理施設で処理された鹿、および猪は、そ

れぞれ 81,869 頭、34,481 頭で、ジビエとしての利用率は、鹿で捕獲頭数全体の 13.6%、

猪で 5.4%と低率である。捕獲された野生鳥獣を有効に活用する方法として、地元のレスト

ラン等で鹿肉や猪肉を使った料理を提供したり、精肉店やインターネット等を介して販売す
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る新たな試みが各地で進められている。北海道では捕獲したエゾシカを、道が指定する食

肉処理施設に食肉用として搬入した場合に、その経費を支援する「エゾシカジビエ利用拡

大推進事業」を実施し、ジビエの食用活用を促進している。また、和歌山県や福井県など

では、学校給食にジビエを取り入れる試みが、さらに、防衛省では自衛隊員や防衛省職員

の食事にジビエを活用する試みが実施されている。このような政府や農林水産省、地方自

治体における様々な取り組みにより、2016 年度以降、ジビエの消費は増加し、2019 年度

には、鹿肉 973 t、猪肉 406 t が食用として流通し、その他の鳥獣肉を含めると 1,480 t が

消費されている（図 5）。 

野生鳥獣を食用利用する一連の工程を家畜のそれと比較すると、食用に供される

動物が①衛生管理、②飼養管理、③健康管理がされていない点が、大きく異なっている。

このため、野生鳥獣は家畜では見られないような病原体を保有している可能性があり、マダ

ニ等の外部寄生虫が寄生している可能性も高い。さらに、鹿や猪などの野生鳥獣は、と畜

場法の対象となっていないため、解体時におけると畜検査は義務づけられていない。また、

鹿や猪を捕獲した後に、狩猟者が素手でこれらの動物を解体し、生あるいは生に近い状

態で肉や肝臓等を喫食することが慣例的に行われている地域もある。野生鹿や猪が食用

に利用される機会が増加していることから、それらの食用利用におけるリスクを評価すること

は、公衆衛生上極めて重要である。 

 わが国では、これまでジビエの喫食等が原因となった人獣共通感染症が 15 例報

告されている（表 1）。病因物質としては、E 型肝炎ウイルス、旋毛虫（トリヒナ）、腸管出血
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性大腸菌やサルモネラなどが報告されている。2008 年、千葉県で発生した野兎の解体処

理を原因とする野兎病の発症事例を除く 14 例は、加熱しないか、あるいは加熱不十分の

ジビエを喫食したことにより発生している。 

本学位論文では、消費拡大傾向にあるジビエのリスク評価を目的として、第 1 章で

は、わが国の野生鹿および猪における志賀毒素産生大腸菌 O157（STEC O157）の保菌

状況と分離株の病原性解析を行った。第 2 章では、野生鹿および猪における

Campylobacter 属菌の保菌状況と分離株の病原性解析を行った。第 3 章では、新たな食

品媒介性感染症の原因菌として注目されている Arcobacter 属菌を対象とし、鹿および猪

の保菌状況を検討した。本研究により得られた各種分離株は、分子生物学的手法により

病原関連遺伝子の保有状況を解析することで、人に対する潜在的な病原性を評価した。 
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図 1 わが国の野生鳥獣による農作物被害金額の推移（2010〜2019 年度） 

各棒グラフの青は鹿、赤は猪、緑は猿、紫はその他の獣類、薄青はカラス、橙はその他

の鳥類によるそれぞれの農作物被害金額を示す。出典：農林水産省  捕獲鳥獣のジビエ

利用を巡る最近の状況（令和 3 年 8 月版）（https://www.maff.go.jp/） 
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図 2 わが国の鹿の捕獲頭数の推移（2009〜2019 年度） 

灰色棒グラフは、狩猟による捕獲頭数を、緑色棒グラフは、管理捕獲による捕獲頭数を

それぞれ示す。出典：農林水産省  捕獲鳥獣のジビエ利用を巡る最近の状況（令和 3 年 8

月版）（https://www.maff.go.jp/） 
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図 3 わが国の猪の捕獲頭数の推移（2009〜2019 年度） 

灰色棒グラフは、狩猟による捕獲頭数を、緑色棒グラフは、管理捕獲による捕獲頭数を

それぞれ示す。出典：農林水産省捕獲鳥獣のジビエ利用を巡る最近の状況（令和 3 年 8

月版）（https://www.maff.go.jp/） 
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図 4 野生鳥獣処理施設で処理された野生鳥獣数の推移（2016〜2019 年度） 

緑色棒グラフは鹿の処理頭数、灰色棒グラフは猪の処理頭数、黒色棒グラフはその他

の野生鳥獣の処理頭数をそれぞれ示す。出典：農林水産省   捕獲鳥獣のジビエ利用を

巡る最近の状況（令和 3 年 8 月版）（https://www.maff.go.jp/）
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図 5 ジビエの消費用途とその量の推移（2016〜2019 年度） 

右斜線棒グラフは自家消費、灰色の棒グラフは鹿肉、左斜線棒グラフは猪肉、黒色棒

グラフはその他の鳥獣肉のそれぞれ食用による消費量を示す。格子の棒グラフは、ペットフ

ードとして、白の棒グラフは、その他の用途での消費量をそれぞれ示す。なお、2016 年度

における食用利用の詳細な内訳は不明のため、纏めて表記した。出典：農林水産省捕獲

鳥獣のジビエ利用を巡る最近の状況（令和 3 年 8 月版）（https://www.maff.go.jp/） 

年度  
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 表 1. わが国のジビエの喫食等が原因で発生した人獣共通感染症 *） 

年  県  原因食品  感染症名  患者数  死者数  

1981 三重県  冷凍熊の刺身  旋毛虫（トリヒナ） 172 0 

1997 山形県  鹿肉の刺身  腸管出血性大腸菌  4 0 

2000 大分県  鹿肉の琉球  サルモネラ症  9 0 

2001 大分県  鹿肉の刺身  腸管出血性大腸菌  3 0 

2003 兵庫県  冷凍生鹿肉  E 型肝炎  4 0 

2003 鳥取県  猪の生肝臓  E 型肝炎  2 1 

2005 福岡県  猪肉  E 型肝炎  1 0 

2008 千葉県  野生兎  野兎病  1 0 

2009 茨城県  鹿の生肉  腸管出血性大腸菌  1 0 

2009 神奈川県  鹿肉（推定） 不明  5 0 

2016 茨城県  熊肉のロースト 旋毛虫（トリヒナ） 15 0 

2018 北海道  熊肉（推定） 旋毛虫（トリヒナ） 3 0 

2018 和歌山県  鹿肉の刺身  サルコシスティス 3 0 

2019 新潟県  鹿肉の刺身  サルコシスティス 30 0 

2019 北海道  

熊肉のロースト 

赤ワインソース 

（推定） 

旋毛虫（トリヒナ） 6 0 

*）：厚生労働省・食品安全委員会ジビエを介した人獣共通感染症

（https://www.fsc.go.jp/sonota/factsheets/140805-gibier.pdf）   
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第１章 

わが国の野生鹿および猪における志賀毒素産生大腸菌 O157 の保菌状況 

と分離株の病原性解析 
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1.1 はじめに 

志賀毒素産生大腸菌（Shiga toxin-producing Escherichia coli：STEC）は志賀毒素 1 型 

（Stx1）および志賀毒素 2 型（Stx2）を産生する大腸菌で、人に出血性大腸炎（hemorrhagic 

colitis：HC）、溶血性尿毒症症候群（hemolytic uremic syndrome：HUS）等を引き起こし、腸管出血

性大腸菌症の原因となる[61]。厚生労働省における 2020 年の統計では、腸管出血性大腸菌症

の患者から分離される血清型は O157:H7（STEC O157）が最も多く、全体の 47.2%を占めている

[67]。また、多くの国においても STEC O157 は激しい腹痛、水様性もしくは出血性の下痢、HC、

HUS、腎臓や神経障害、脳炎などの様々な症状を引き起こす最も一般的な腸管出血性大腸菌の

血清型であることが報告されている[96]。 

 わが国では山形県[88]、大分県[68]、茨城県[68]において鹿の生肉を原因とした STEC 

O157 による症例が報告されていることから、野生鳥獣肉が保有する本菌のリスク評価が急務の課

題となっている。鹿における STEC O157 保菌率は、米国で 0.3～2.4%[25, 100, 105]、スペインで

1.5%[104]と報告されている。猪における STEC O157 の保菌率は、スペインで 0〜3.4%[21, 85, 

104]、スウェーデンで 1.4%[118]と報告されている。わが国の鹿や猪における STEC 保菌状況に関

する研究は、Sasaki[106]や Tomino ら[115]が報告しているのみで対象地域や検体数も限られてい

る[106, 113]。 

 米国の特定の地域で捕獲された野生鹿から分離されたSTEC株は、当該地域内の牧場で

飼育する肥育牛から分離された STEC 株の遺伝子性状と類似していたことから、野生鹿と牛との間

で STEC が伝播している可能性が示唆されている[109]。また、Mora ら[80]は、スペインの野生鹿、
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猪および飼育牛から分離した株の pulsed-field gel electrophoresis（PFGE）解析を行い、野生鹿およ

び猪分離株と牛分離株の PFGE パターンが類似していたことから、三動物間で STEC が相互に伝

播している可能性を報告している。しかしながら、わが国の野生動物と家畜間での STEC 伝播の可

能性についてはほとんど検討されていない。 

 Manning ら[74]は、STEC O157 による腸管出血性大腸菌症の患者間で、HUS や HC、水

様性下痢といった症状に差がみられることに着目した。異なる症状を示した各患者由来の各 STEC 

O157株について、次世代シーケンサーを用いて全ゲノム（Whole-Genome Sequencing：WGS）解析

を行い、特定の遺伝子座における一塩基多型（Single Nucleotide Polymorphism：SNP） を解析す

ることにより、患者の症状と関連づけて、分離株を 9 つの Clade に分類する Clade 解析法を開発し

た。また、Yang ら[127]は、4 つの遺伝子および 2 つの遺伝子間領域をマーカーとした Lineage 

Specific Polymorphism Assey-6（LSPA-6）を用い、STEC O157株の病原性に基づいて 2つの系統、

すなわち、Lineage Ⅰ および Lineage Ⅱ に分類する Lineage 解析法を開発した。さらに Zhang ら

[131]は、Lineage 解析法による分類を、特定の領域（IS629 分布）に基づき、Lineage Ⅰ、Ⅰ/Ⅱ、Ⅱへ細

分化されることを報告した。Hirai ら[48]は、これまでの STEC O157 の進化モデルと Clade 解析法お

よび Lineage 解析法による解析結果を比較し、従来の Clade 解析法では、同一の Clade に属する

複数の株が、Lineage 解析法では異なる Lineage に分類されたことから、従来の Clade 解析を細分

化した新たな進化モデルを提案した。この新たな Clade 分類では、従来 Clade 4/5 に分類された株

のうち、Lineage 分類で、Lineage Ⅰ、Ⅰ/Ⅱ、およびⅡとなる株を、それぞれ Descendant clade 4/5、

Ancestral clade 4/5、および Putative clade 13 とした。さらに従来の Clade 7、8、9 であった株のうち、
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Lineage 分類で LineageⅠ/Ⅱであった株をそれぞれ Clade 7、8、9 とし、同 Lineage Ⅱであった株をそ

れぞれ Putative clade 10、11 および 12 とした。この進化モデルによる分類で Clade 1～9 に属する

株は比較的病原性が高く、出血性下痢を呈する患者から高率に分離されること、その中で Clade 8

に属する株は HUS の発症率が比較的に高いことから、重症例との関連性が報告されている。一方、

Putative clade 10 から Putative clade 13 の株は比較的病原性が低く、水様性下痢を呈する患者から

高率に分離されている[74]。しかし、これまでに検討された株は患者由来であり、野生動物由来

STEC O157 株については、これまで Clade 解析は実施されていない。 

 近年、新たな遺伝子解析の手法として、WGS 解析が普及している。米国で発生した食中

毒事例から分離された EDL933 株[95, 99]や、大阪府堺市の STEC O157 感染症事例から分離さ

れた Sakai 株[29]など、大規模な食中毒事例の原因となった STEC O157 株[44, 73, 92]の WGS 解

析では[44, 73, 92]、病原関連遺伝子の特定、非病原性大腸菌 K-12 株との比較解析および STEC 

O157 に特異的な塩基配列の特定、遺伝子の多様性が報告されている [29, 44, 73, 92, 95, 99]。そ

の一方で、鹿由来 STEC O157 株については、一部の株のドラフトゲノムが解析されているのみで

あり、鹿を含む野生動物が保菌する STEC O157 株の、病原関連遺伝子の保有状況は検討されて

いない[3, 11]。 

 本研究では、わが国の鹿および猪における STEC O157 の保菌状況を検討するとともに、

鹿、猪および牛由来 STEC O157 株の PFGE 解析を行い、野生動物と家畜間での O157 伝播の可

能性について検討した。また、STEC O157 株の系統解析ならびに WGS 解析を行い、網羅的な病

原関連遺伝子、薬剤耐性関連遺伝子性状を検討することにより、人への病原性を評価した。 
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1.2 材料および方法 

 

1.2.1 材料 

 2012 年 9 月から 2019 年 8 月にかけて、21 県（8 地域）で捕獲した鹿 474 頭、および 16 県 

（7 地域）で捕獲した猪 426 頭から直腸便をそれぞれ採取した。さらに、九州地域の U 県において

STEC O157 が分離された猪の捕獲地域周辺の農場で飼育されていた 1 頭の牛から分離された 1

株（17C15-2 株）についても、本研究に供試した。直腸便サンプルは 4℃以下で、日本大学生物資

源科学部獣医食品衛生学研究室に輸送した。全ての検体は、採取後 72 時間以内に実験に使用

した。 

 

1.2.2 STEC O157 分離培養 

 腸管出血性大腸菌検査・診断マニュアル[66]に基づき、STEC O157 を分離した。すなわち、

鹿および猪の直腸便 0.5g 量を 4.5mL のノボビオシン加 modified Escherichia coli 培地*1（ノボビオ

シン加 mEC 培地）（栄研化学株式会社、東京）に接種して 42℃で 18 時間増菌培養した。免疫磁

気ビーズ O157「生研」（デンカ生研株式会社、東京）を用いて増菌培養液中の STEC O157 を濃縮

した後、1 白金耳量を、クロモアガーO157 培地*2（CHROMagar 社、Paris、France）および Cefixime-

Tellurite 加ソルビトールマッコンキー培地*3 （CT-SMAC 培地）（栄研化学株式会社）に塗抹し、

37℃で 24 時間培養した。クロモアガーO157 培地上の紫色コロニーならびに CT-SMAC 培地上の

無色透明コロニーを、各培地毎に最大 5 コロニー釣菌し、普通寒天培地*4（栄研化学株式会社）で
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37℃、24 時間純培養した。 

 

1.2.3 分離株からの DNA 抽出 

純培養した各分離株の約 1/4 白金耳量を採取し、1ml の滅菌 Phosphate buffered saline 

（PBS）を加えた 1.5ml 尖底プラスチックチューブ内で混和した。ボルテックスミキサーで十分に撹拌

した後、14,400×g（12,600rpm）で 5 分間遠心洗浄した。上清を除去した後、InstaGene Matrix（Bio-

Rad 社、Hercules、USA）を 30μl 加え、再び混和した後、56℃で 30 分間加熱処理した。ボルテック

スミキサーで 10 秒間撹拌した後、100℃で 8 分間煮沸した。再度ボルテックスミキサーで 10 秒間撹

拌した後、14,400×g（12,600rpm）で 5 分間遠心分離し、その上清を DNA 抽出原液とした。DNA 抽

出原液は波長 260nm における吸光度（OD）から DNA 濃度、ならびに OD 260nm/280nm 比から

DNA 純度を算出し、OD 260nm/280nm 比が 1.8～2.0 の検体について、Nuclease-Free Water 

（Invitrogen 社、Waltham、USA） で DNA 濃度を 20ng/μl に調整した。 

 

1.2.4 PCR による分離株の菌体外抗原遺伝子（rfbEO157）の検出 

分離株の rfbEO157 の検出は、Wang ら[119]によって報告された Polymerase chain reaction 

（PCR）法により行った。rfbEO157特異的 PCR に使用したプライマーの塩基配列は表 1-1 に、試薬の

組成は表 1-2 に、PCR 反応条件は表 1-3 にそれぞれ示した。なお、陽性対照として STEC O157 群

EC2 株から抽出した DNA 溶液、陰性対照として Nuclease-Free Water（Invitrogen 社）をそれぞれ用

いた。PCR 産物は、アガロースゲル電気泳動で確認した。Mupid 電気泳動槽（株式会社 Mupid 社、
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東京）に TAE buffer を約 350ml 入れた後、2%アガロースゲル（Agarose S、ニッポン･ジーン社、東

京）を泳動槽に設置した。5μl の各 PCR 産物ならびに DNA サイズマーカーの 100bp DNA ladder

（アンテグラル社、東京）をゲルのウェル内に添加し、電圧 100V で約 30 分間電気泳動した後、ゲ

ルを 0.5μg/ml のエチジウムブロマイド溶液で 10 分間染色した。染色したゲルは再精製水に 15 分

間浸漬して脱色した後、紫外線ゲル撮影装置（アトー株式会社、東京）を用いてゲルの写真を撮影

した。約 327bp の位置に増幅バンドが認められた株を rfbEO157 保有株とした。 

 

1.2.5 STEC O157 株の血清型別 

rfbEO157 保有株について、E. coli O157-F「生研」（デンカ生研株式会社）を使用し、O157 ス

ライドラテックス凝集試験を行った。各分離株を普通寒天培地に接種し、37℃で 24 時間培養した。

培地上の菌体を添付の綿棒でマッチ棒の頭 3 倍程度掻き取り、サンプルカップに立て、2 滴の抽

出試薬 1 を滴下した。さらに 2 滴の抽出試薬 2 を加え、綿棒をサンプルカップの壁に押しつけるよ

うに回しながら撹拌し、5 分間静置した。さらに、2 滴の抽出試薬 3 を加え、撹拌した後に綿棒内部

の液をサンプルカップに絞り出すようにして集め、試料とした。スライド凝集反応板の 2 つのサーク

ルに試料を 25µl ずつ滴下した後、一方に感作ラテックスを、他方に対照ラテックスを 1 滴、それぞ

れに滴下した。スライド凝集反応板を 2 分間揺り動かして、反応させ、凝集した株を STEC O157 と

同定した。 
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1.2.6 STEC O157 株の系統解析 

Clade 解析は Yokoyama ら[130]の方法に従った。すなわち、7 つの SNP を含む遺伝子座 

（ECs2521、ECs3881、ECs4130、ECs3942、ECs0517、ECs2357、ECs0654）を Amplification 

refractory mutation system polymerase chain reaction（ARMS-PCR）法によりそれぞれ増幅した。ARMS-

PCR に使用したプライマーの塩基配列を表 1-4 に、試薬の組成を表 1-5 に示した。さらに、

ECs2521、ECs4130、ECs3942 領域を標的とした ARMS-PCR 法の反応条件を表 1-6 に、

ECs3881、ECs0517、ECs2357、ECs0654 領域を標的とした ARMS-PCR 法の反応条件を表 1-7 に

それぞれ示した。得られた PCR 産物は、1.2.4 で示した電気泳動を行い、表 2-4 に示す各領域の

増幅塩基長付近の増幅バンドの有無を確認し、SNP を決定した。決定した 7 領域の SNP のパタ

ーンから、8 つの Clade に分類した（表 1-8）。 

Lineage 解析は、Yokoyama ら[128]の方法に従った。Lineage Specific Polimorphism Assey-6

（LSPA-6）法に使用する 4 つの遺伝子（Z5935、yhcG、rbsB、rtcB）および 2 つの遺伝子間領域

（folD-sfmA、arp-iclR）を標的とした PCR に使用したプライマーの塩基配列を表 1-9 に、試薬の組

成を表 1-10 に PCR の反応条件を表 1-11 にそれぞれ示した。得られた PCR 産物は、1.2.4 で示し

た方法により電気泳動した後、目的とする増幅バンドをゲルから切り出し、EZ-10 Spin Column PCR 

Products Purification Kit（BIO BASIC 社、Toronto、Canada）用いて、添付のプロトコールに従い

DNA を抽出した。さらに、ダイレクトシーケンス法により、各 PCR 産物の塩基配列を決定し、増幅塩

基長を決定した。各領域の増幅塩基長から、領域毎に表 1-12 で示した方法に従って番号（1～5）

を付与した。各遺伝子領域（folD-sfmA、Z5935、yhcG、rbsB、rtcB、arp-iclR）の番号の組み合わせ
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が「1N111N」（N は任意）となった株を Lineage Ⅰ、「2N111N」となった株を Lineage Ⅰ/Ⅱ、それ以外の

遺伝子番号の組み合わせとなった株を Lineage Ⅱとした。 

Clade 4/5 から 9 の株については、Hirai ら[48]の命名法に従い、Clade 解析と Lineage 解

析を組み合わせて、新たに Descendant clade 4/5 から Putative clade 13 までの、計 13 の Clade に

分類した。すなわち、Clade 4/5 の株のうち、Lineage 解析で Lineage Ⅰに分類された株を Descendant 

Clade 4/5 に、Lineage Ⅰ/Ⅱに分類された株を Ancestral Clade 4/5 とした。同様に、Clade7、8、および

9 の株のうち、Lineage Ⅰ/Ⅱに分類された株を、それぞれ Clade 7、8 および 9 とし、Lineage Ⅱに分類

された株をそれぞれ、Putative Clade 10、Putative Clade 11 および、Putative Clade 12 とした。 

 

1.2.7 STEC O157 株の WGS 解析 

 ⅰ） DNA 抽出 

各 STEC O157 株を 4ml の LB ブロス*5 に接種し、37℃で 18 時間、振盪培養した。5,000 

×g（7,400rpm）で 10 分間遠心分離し、上清を廃棄した後、回収された菌から、NucleoBond Buffer 

Set Ⅲ（MACHEREY-NAGEL 社、Düren、Germany）、NucleoBond AXG 20（MACHEREY-NAGEL

社）を用いて、添付のプロトコールを一部改変して DNA 抽出を行った。すなわち、N5 Buffer 

（NucleoBond Buffer Set Ⅲ）で DNA を溶出した後、2-プロパノール（和光純薬工業株式会社、大

阪）を加え、4℃で 20,400×g（15,000rpm）で 25 分間遠心分離して、上清を取り除いた。さらに、

1,000μl の 70%エタノールを加え、20,400×g（15,000rpm）で 10 分間遠心分離して、上清を取り除い

た。さらに、1,000μl の 70%エタノールを加え、20,400×g（15,000rpm）で 5 分間遠心分離、DNA を
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沈殿させた。沈殿した DNA は 100μl の TE Buffer *6 で溶出し、ゲノム DNA とした。 

 

ⅱ） DNA の断片化および精製 

 NEBNext dsDNA Fragmentase（BioLabs 社、Hercules、USA）を用いて、添付のプロトコー

ルに従って、ゲノム DNA を断片化した。Wizard SV Gel and PCR Clean-Up system（Promega 社、

Madison、USA）を用いて、添付のプロトコールに従い、断片化した DNA を精製した。また、

AMPure XP（Beckman Coulter 社、Brea、USA）を用いて、添付のプロトコールに従って、断片化

DNA を精製した。さらに、Agilent D1000 ScreenTape & Reagents（Agilent Technologies 社、Santa 

Clara、USA）を用いて、Agilent 2200 TapeStation（Agilent Technologies 社）により、断片化した

DNA の塩基長が 200bp～300bp であることを確認し、これを断片化 DNA とした。 

 

ⅲ） ライブラリー調整 

断片化 DNA は NEBNext Ultra II DNA Library Prep Kit for Illumina（New England Biolabs

社、Ipswich、USA）、NEBNext Multiplex Oligos for Illumina（New England Biolabs 社）を用いて、

添付のプロトコールに従い、ライブラリー調整を行った。Agilent 2200 TapeStation により調整したラ

イブラリーの塩基長が 300〜450bp であることを確認した。さらに、NanoDrop を用いて OD260nm か

らDNA濃度、ならびにOD 260nm/280nm比からDNA純度を算出した。さらに、Qubit4 Fluorometer 

（ThermoFisher Scientific 社、Waltham、USA）を用いて Double-stranded DNA（dsDNA） 濃度を測

定した。 
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ⅳ） 次世代シーケンサーを用いた WGS 解析  

調整したライブラリーdsDNA を、MiSeq Reagent Nano Kit v2 500-cycles（illumina 社、San 

Diego、USA）に添加した後、次世代シーケンサーMiSeq（illumina 社）を用いて、WGS 解析を行っ

た。MiSeq から出力された Fastq 形式の各リードの塩基配列は、ゲノム解析統合ソフトウェア CLC 

Genomics Workbench Ver. 8.5.1（Qiagen 社、Venlo、Nederland）を用いて、ambiguous limit, 2; 

qurity limit, 0.05; discard reads below length, 60 の条件でトリミングした。続いて、トリミング済のリー

ドを Escherichia coli O157:H7 Sakai 株の全ゲノム配列（accession No. NC_002695.2）にマッピング

し、リードの Coverage 数が 50×以上となった領域の塩基配列をコンセンサス配列として採用した。

各配列は Fasta 形式でそれぞれ保存した。 

 

1.2.8 STEC O157 株の遺伝子解析 

 Fasta 形式のコンセンサス配列について、Center for Genomic Epidemiology（CGE） web

site（http://www.genomicepidemiology.org/）上で、VirulenceFinder 2.0（https://cge.cbs.dtu.dk/servic

es/VirulenceFinder/） による病原関連遺伝子の保有状況、ResFinder 4.1（https://cge.cbs.dtu.dk/ser

vices/ResFinder/） による薬剤耐性遺伝子を解析した。 

 

1.2.9 STEC O157 株の 23S rDNA 突然変異の検出 

 Fasta 形式のコンセンサス配列について、DDBJ Fast Annotation and Submission Tool 
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（DFAST）（https://dfast.ddbj.nig.ac.jp）上で、23S rDNA の遺伝子配列を同定した。続いて、遺伝情

報処理ソフトウェア GENETYX Ver. 15（株式会社 ゼネティックス、東京）を用いて Weisblum ら[12

2]および Xiong ら[125]の報告にある 23S rDNA 領域の 4 座位（2032、2057、2058、2059）におけ

る点突然変異 G2032A/C、G2057A、A2058G/C、および A2059G の有無を検討した。 

 

1.2.10 STEC O157 株の薬剤感受性試験 

 薬剤感受性試験は BD センシ・ディスク（Becton・Dickinson 社、Franklin Lakes、USA）を

用い、ディスク拡散法により行った。各分離株を普通寒天培地上に塗抹し、37℃、18～24 時間培

養を行った後、培地上の菌を回収し、滅菌生理食塩水を用いて McFarland 0.5 の濃度に調整し

た。調整した各菌液を、滅菌綿棒を用いてミューラーヒントン寒天培地（栄研化学株式会社）の全面

に塗抹し、3～5 分間静置して培地表面が完全に乾燥した後、15 分以内に薬剤ディスクを配置し

た。薬剤ディスクは、アンピシリン（ABPC）、セフォタキシム（CTX）、セファゾリン（CEZ）、ゲンタマイ

シン（GM）、カナマイシン（KM）、オキシテトラサイクリン（OTC）、ナリジクス酸（NA）、クロラムフェニ

コール（CP）、サルファ剤-トリメトプリム合剤（ST）、エリスロマイシン（EM）の計 10 種類の薬剤を用い

た。37℃、16～18 時間培養した後、阻止円を測定し、添付のプロトコールに従い、感性または耐性

を判定した。 

 

1.2.11 STEC O157 株の PFGE 解析 

  各分離株の PFGE 解析は PulseNet[15]の方法に従った。すなわち、普通寒天培地に
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STEC O157 株およびマーカーの Salmonella enterica serovar Braenderup H9812 株を接種し、37℃

で 24時間培養した。培地表面に発育した菌体を 2mlのCell Suspension Buffer（CSB）*7に懸濁後、

懸濁液の吸光度が OD610nm＝1.00 となるように CSB で調整した。1.5ml 尖底プラスチックチュー

ブに調整した菌液 0.4ml、20µl の Proteinase K*8、0.4ml のプラグ用 1% SeaKim Gold アガロース*9 

（SKG、Lonza社、Rockland、USA）を加え、混和した後 PFGEプラグキャスターに分注し、室温で固

めてアガロースプラグを作製した。5 ml の Cell Lysis/ProteinaseK Buffer*10 にアガロースプラグを浸

漬し、55 ℃、204×g（150rpm）で振盪しながら 2 時間処理した。その後、55℃の超純水で 15 分間の

振盪処理を 2 回、55℃の TE Buffer で 15 分間の振盪処理を 4 回、それぞれ行い、アガロースプラ

グを洗浄した。アガロースプラグを幅 2.0mm にカットし、200µl の 1x restriction buffer*11 に浸漬し、

室温で 15 分処理をしたのち、制限酵素ミックス*12に浸漬し 37℃で 2 時間制限酵素処理を行った。

アガロースプラグを 200µl の 0.5x TBE Buffer*13 に浸漬し、室温で 5 分間洗浄を行った。1% SKG

アガロース*14 を作製し、各 well にアガロースプラグを挿入した後、空気が入らないように 1% SKG

アガロースで封入した。十分に 1% SKG アガロースが固まった後、CHEF MAPPER（Bio-Rad 社） 

を用いて表 1-13 に示す条件で電気泳動した。泳動後、ゲルを 0.5μg/ml エチジウムブロマイド溶液

で染色し、UV 照射下で写真を撮影した。写真は、Bionumerics software Ver. 5.10（Applied Maths

社、Sint-Martem、Belgium）を用いてバンドパターンを解析した。 
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表 1-1．rfbEO157 特異的 PCR に用いたプライマーの塩基配列と増幅塩基長 
遺伝子領域 プライマー名 塩基配列 （5´-3´） 増幅塩基長 

rfbEO157 
rfbE-a CTACAGGTGAAGGTGGAATGG 

327bp 
rfbE-b ATTCCTCTCTTTCCTCTGCGG 

 

表 1-2．rfbEO157 特異的 PCR に用いた試薬と用量 

 Go Taq Master Mix （Promega 社） 10 µl 

DNA 溶液 2 µl 

10μM プライマー 各 1 µl 

Nuclease Free Water （Invitrogen 社） Up to 20 µl 
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表 1-3．rfbEO157 特異的 PCR の反応条件 
遺伝子領域 反応（サイクル数） 温度 （℃） 時間 （秒） 

rfbEO157 

初期熱変性 （×1） 95 480 

増幅（×30） 
熱変性 

アニーリング 
伸長反応 

95 
58 
72 

20 
30 
30 

最終伸長 （×1） 72 420 
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表 1-4．ARMS-PCR に用いたプライマーの塩基配列と増幅塩基長 

 

 

遺伝子領域 プライマー名 塩基配列 （5´-3´） 増幅塩基長 

ECs2521 
2521C-F CGCAACTACCAGAACAGTTACATC 

272bp 2521G-F CGCAACTACCAGAACAGTTACATG 
2521-R TTCCGCTTCTTCCTGGCTAT 

ECs3881 
3881C-F ACGACAAAGACGTGTGCATC 

206bp 3881T-F ACGACAAAGACGTGTGCATT 
3881-R TTCACGCGTACCAAAAATCA 

ECs4130 
4130C-F GTGGTACATGCCGCTGAC 

162bp 4130T-F GTGGTACATGCCGCTGAT 
4130-R AGTATGCGGCAGGCCTATAA 

ECs3942 
1011G-F TGAGACGGGCAAAACCCTG 

215bp 1011T-F TGAGACGGGCAAAACCCTT 
1011-R CTATGCGTAGTGCGCCAGTG 

ECs0517 
3942-F GGGCGCGTATGAATTAGGTGT 

156bp 3942A-R GTGAGATCCCAGCCAATGGAT 
3942C-R GTGAGATCCCAGCCAATGGAG 

ECs2357 
517-F TGGCACGAAAAACCAAACAA 

273bp 517A-R TCTCTCTTAATACTGAGAGTGGATCGTT 
517G-R TCTCTCTTAATACTGAGAGTGGATCGTC 

ECs0654 
2357-F CGCTCTAAAGAAGCGTTTGG 

409bp 2357C-R CGTTTTCCAGTGGCTCAG 
2357A-R CGTTTTCCAGTGGCTCAT 
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表 1-5．ARMS-PCR に用いた試薬と用量 

 
 
 

表 1-6．ECs2521、ECs4130、ECs3942 領域を標的とした ARMS-PCR の反応条件 
反応 （サイクル数） 温度 （℃） 時間 （秒） 

初期熱変性 （×1） 95 300 

増幅 （×5） 
熱変性 

アニーリング 
伸長反応 

95 
70 （‐1℃/cycle） 
72 

20 
30 
30 

増幅 （×35） 

熱変性 95 30 

アニーリング  65 30 

伸長反応  72 30 

最終伸長 （×1） 72 420 

Go Taq Master Mix （Promega 社） 10 µl 

DNA 溶液 2 µl 

10μM プライマー 各 1 µl 

Nuclease Free Water （Invitrogen 社） Up to 20 µl 
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表 1-7．ECs3881、ECs0517、ECs2357、ECs0654 領域を標的とした ARMS-PCR の反応条件 
反応 （サイクル数） 温度 （℃） 時間 （秒） 

初期熱変性 （×1） 95 300 

増幅 （×5） 
熱変性 

アニーリング 
伸長反応 

95 
68 （‐1℃/cycle） 
72 

20 
30 
30 

増幅 （×35） 

熱変性 95 30 

アニーリング  63 30 

伸長反応  72 30 

最終伸長 （×1） 72 420 
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表 1-8．Clade 解析で使用した各遺伝子座における塩基 

Clade 
各遺伝子座における塩基 

ECs2521 ECs3881 ECs4130 ECs3942 ECs0517 ECs2357 ECs0654 
1 C T T A A C T 
2 G T T A A C T 
3 G C T A A C T 

4/5 G C C A A C T 
6 G C C C A C T 
7 G C C A G C T 
8 G C C A G A T 
9 G C C A G C C 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

*：増幅した遺伝子間領域 
 

 
 
 
表 1-10．Lineage 解析の PCR に用いた試薬と用量 

Go Taq Master Mix （Promega 社） 10 µl 

DNA 溶液 2 µl 

10μM プライマー 各 1 µl 

Nuclease Free Water （Invitrogen 社） Up to 20 µl 

表 1-9．Lineage 解析の PCR に用いたプライマーの塩基配列 
遺伝子領域 プライマー名 塩基配列 （5´-3´） 

folD-sfmA* 
folD-sfmA-F TACGTAGGTCGAAGGG 
folD-sfmA-R CCAGATTTACAACGCC 

Z5935 
Z5935-F GTGTTCCCGGTATTTG 
Z5935-R CTCACTGGCGTAACCT 

yhcG 
yhcG-F CTCTGCAAAAAACTTACGCC 
yhcG-R CAGGTGGTTGATCAGCG 

rbsB 
rbsB-F AGTTTAATGTTCTTGCCAGCC 
rbsB-R ATTCACCGCTTTTTCGCC 

rtcB 
rtcB-F GCGCCAGATCGATAAAGTAAG 
rtcB-R GCCGTTGTAAACGTGATAAAG 

arp-ictR* 
arp-ictR-F GCTCAATCTCATAATGCAGCC 
arp-ictR-R CACGTATTACCGATGACCG 

* 増幅した遺伝子間領域 
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表 1-11．Lineage 解析の PCR 反応条件 
反応 （サイクル数） 温度 （℃） 時間 （秒） 

初期熱変性 （×1） 94 300 

増幅 （×30） 
熱変性  

アニーリング 
伸長反応 

92 
58 
72 

20 
30 
30 

最終伸長 （×1） 72 420 
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表 1-12．Lineage 解析で使用した各遺伝子の増幅塩基長 
遺伝子領域 増幅塩基長 遺伝子番号 

folD-sfmA* 
161bp 1 
170bp 2 

Z5935 

133bp 1 
142bp 2 
115bp 3 
151bp 4 
169bp 5 

yhcG 
394bp 1 
472bp 2 

rbsB 
218bp 1 
209bp 2 

rtcB 
270bp 1 
279bp 2 

arp-iclR* 

315bp 1 
333bp 2 
324bp 3 
342bp 4 

* 増幅した遺伝子間領域 
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表 1-13．PFGE の泳動条件 

Voltage 6 V 

Included Angle 120° 

Run time 19 時間 

Initial switch time 2.2 秒 

Final switch time 50.2 秒 
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1.3 成績 

 

1.3.1 野生鹿および猪における STEC O157 の保菌状況 

 鹿 474 頭の 9 頭（1.9%）、猪 426 頭の 3 頭（0.7%） から、それぞれ STEC O157 が分離さ

れた（表 1-14）。STEC O157 が分離された検体の詳細な情報を表 1-15 に示す。21 県のうち 2 県

（H 県、M 県）の鹿、16 県中 1 県（U 県）の猪のみから STEC O157 が分離された。 

 

1.3.2 鹿、猪および牛由来 STEC O157 株の系統解析 

 Clade 解析の結果、鹿由来 9 株は全て Clade 7 に分類された。猪由来の 17B15-1 株と

18B50-1 株は Clade 7、17B60-3 株は Clade 9 にそれぞれ分類された（表 1-16）。一方、牛由来

17C15-2 株は Clade 7 に分類された。 

Lineage 解析の結果、鹿由来 9 株のうち 15D8-1 株は Lineage Ⅰ/Ⅱに、他の 8 株は Lineage 

Ⅱにそれぞれ分類された（表 1-17）。猪由来 3 株のうち 17B15-1 株は Lineage Ⅰ/Ⅱに、他の 2 株は

Lineage Ⅱに分類された。また、牛由来 17C15-2 株は、Lineage Ⅱに分類された。 

Clade 解析および Lineage 解析の結果の組み合わせから、鹿由来 9 株のうち、15D8-1 株

は Clade 7、他の 8 株は Putative Clade 12 にそれぞれ分類された（表 1-18）。猪由来 3 株は Clade 

7、Putative Clade 10、Putative Clade 12 にそれぞれ分類された。牛由来 17C15-2 株は Putative 

Clade 12 に分類された。 
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1.3.3 鹿、猪および牛由来 STEC O157 株の WGS 解析 

 鹿由来 5 株（12D102-4 株、15D8-1 株、15D138-1 株、15D133-2 株および 15D98-2 株）、

猪由来 3 株（17B15-1 株、17B60-3 および 18B50-1 株）、牛由来 1 株（17C15-2 株） の計 9 株につ

いて、WGS 解析を行った結果、いずれも 5,290,931〜5,498,471bp の塩基配列が決定された（表 1-

19）。GC 含量は、50.5～50.6%であった。アノテーションにより、4,633〜5,150 個のタンパクコード配

列（Coding Sequence: CDS）、22 個の rRNA、および 98〜105 個の tRNA が検出された。一方、参

考配列とした Sakai 株は、ゲノムサイズが 5,498,578bp、GC 含量が 50.5%、CDS が 5,047 個、rRNA

は 22 個、tRNA は 103 個であった。 

 

1.3.4 鹿、猪および牛由来 STEC O157 株の病原関連遺伝子の検出 

 検討した 9 株の病原関連遺伝子を検出した結果、志賀毒素遺伝子（stx1a、stx2c）、接着

因子（eae、iha）、LEE 領域コードエフェクタータンパク質（espA、espB、espF、tir）、非 LEE 領域コー

ドエフェクタータンパク質（nleA、nleB、nleC）、III 型分泌システム関連タンパク質（espJ）、外膜タン

パク（chuA、ompT、traT）および、その他の病原性関連因子（astA、gad、iss、tccp、terC）の計 20

種、27 から 29 コピーの病原関連遺伝子が検出された（表 1-20）。このうち、5 株（15D98-2 株、

15D133-2 株、15D138-1 株、17B15-1 株、18B50-1 株）において 2 コピーの astA が検出されたの

に対し、他の 4 株（12D102-4 株、15D8-1 株、17B60-3 株、17C15-2 株）では 1 コピーが検出され

た。また、iss は 3 株（12D102-4 株、17B60-3 株、17C15-2 株）では 3 コピー、4 株（15D98-2 株、

15D133-2 株、15D138-1 株、17B15-1 株）では 2 コピー、他の 2 株（15D8-1 株、18B50-1 株）では



41 
 

1 コピーが検出された。さらに、traT は 5 株（15D8-1 株、15D133-2 株、17B15-1 株、17B60-3 株、

17C15-2 株）では 2 コピーが検出されたのに対し、他の 4 株（12D102-4 株、15D98-2 株、15D138-

1 株、18B50-1 株）では 1 コピーが検出された。stx サブタイプについては、鹿由来 4 株（15D8-1

株、15D98-2 株、15D133-2 株、15D138-1 株）が stx1a および stx2c を、1 株（12D102-4 株）が

stx2c のみをそれぞれ保有していた。また、猪由来 2 株（17B15-1 株、18B50-1 株）が stx1a および

stx2c、1 株（17B60-3 株）が stx2c のみをそれぞれ保有していた。牛由来株（17C15-2 株）は stx2c

のみを保有していた。参考株の Sakai 株から、20 種類、29 コピーの病原性関連遺伝子が検出さ

れ、astA、iss、traT はそれぞれ 2 コピーずつ保有しており stx1a および stx2a を保有していた。 

 

1.3.5 鹿、猪および牛由来 STEC O157 株の薬剤耐性遺伝子の検出 

 9 株の薬剤耐性遺伝子の保有状況を解析した結果、全ての株からマクロライドの系抗生物

質に対する薬剤耐性遺伝子である、mdfA が検出された（表 1-21）。他の 6 種の薬剤耐性遺伝子は

検出されなかった。 

 

1.3.6 鹿、猪および牛由来 STEC O157 株の 23Sr DNA の点突然変異の検出 

 23S rDNA 領域の 4 部位における点突然変異の検出を行った結果、6 株（12D102-4 株、

15D8-1 株、15D98-2 株、15D133-2 株、15D138-1 株、17B15-1 株）において G2032A および

G2057A の点然変異が検出された（表 1-22）。 

 



42 
 

 

1.3.7 鹿、猪および牛由来 STEC O157 株の薬剤感受性評価 

9 株の薬剤感受性試験を実施した結果、全ての株がマクロライド系の薬剤である EM に耐

性を示したのに対し、他の 9 種類の供試薬剤に対しては、感性を示した。 

 

1.3.8 鹿、猪および牛由来 STEC O157 株の PFGE 解析 

 PFGE 解析の泳動パターンが相同性値 90%以上を示した株を同一株とした場合、検討し

た鹿由来 9 株は 5 つの PFGE パターンに分類された（図 1-1）。 

M 県で 2015 年の 6 月から 7 月に分離された鹿由来 6 株中 5 株（15D98-2 株、15D124-1

株、15D128-2 株、15D129-1 株、15D131-1 株）が同一の PFGE パターンを示し、他の 1 株

（15D133-2 株）は異なる PFGE パターンを示した。 

H 県で 2012 年 10 月と 2015 年の 8 月に分離された鹿由来 2 株（12D104-1 株、15D138-1

株）は、90%カットオフ値では同一株ではないものの、PFGE パターンの相同値に基づく系統樹解

析において、類似したパターンを示した。また、H 県で 2015 年 8 月に分離された鹿由来 1 株

（15D8-1 株）は、同じ H 県の鹿由来 2 株（12D104-1 株、15D138-1 株）とは異なる PFGE パターン

を示し、独立したクラスターを形成した。 

猪由来 3 株（17B15-1 株、17B60-3 株、18B15-1 株）は、いずれも鹿分離株とは異なるパタ

ーンを示し、3 つの異なる独立したクラスターに分類された。また、牛由来 17C15-2 株は、このうち

の猪由来 1 株（18B50-1 株）と同じパターンを示し、同一のクラスターに分類された。
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図 1-1．鹿、猪および牛由来 STEC O157 株の PFGE 解析 

鹿由来 9 株（12D102-4 株、15D8-1 株、15D98-2 株、15D124-1 株、15D128-2 株、15D129-1 株、15D131-1 株、15D133-2 株、15D138-1

株）、猪由来 3 株（17B15-1 株、17B60-3 株、18B50-1 株）、牛由来 1 株（17C15-2 株）の計 13 株のゲノム DNA を、制限酵素 XbaI を用いて処

理した後、PFGE によりバンドパターンを解析した。点線は 90%の相同性値を示す。すなわち、点線の右で同じクラスターに分類された株は、

同一ゲノムを有する株を判定した。なお、右横の表には、研究に使用した分離株の由来動物、株名、分離年月、および由来動物の捕獲され

た県を示す。 

90% 

 

由来 株名 分離年月 県
鹿 15D133-2 2015.7 M

猪 17B60-3 2017.11 U

鹿 15D128-2 2015.7 M

鹿 15D129-1 2015.7 M

鹿 15D98-2 2015.6 M

鹿 15D131-1 2015.7 M

鹿 15D124-1 2015.6 M

猪 17B15-1 2017.3 U

鹿 12D102-4 2012.10 H

鹿 15D138-1 2015.8 H

猪 18B50-1 2018.6 U

牛 17C15-2 2017.12 U

鹿 15D8-1 2015.2 H
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表 1-14．わが国の野生鹿および猪における STEC O157 の保菌状況 

地域 県 

鹿  猪 

検体数 陽性検体数 （%） 
 

検体数 陽性検体数（%） 

北海道 A 13 0  NT 

北関東/
甲信 

B 1 0  4 0 
C 33 0  NT 

F 9 0  NT 

南関東 
D 22 0  22 0 
E 20 0  4 0 

北陸 
F NT  9 0 
G NT  3 0 

東海 

H 53 3（5.7）  8 0 
I 6 0  2 0 
J 4 0  2 0 
K 18 0  NT 

近畿 
L 30 0  NT 

M 39 6（15.4）  NT 

N 2 0  NT 

中国 
O 22 0  8 0 
P 9 0  2 0 
Q NT  2 0 

四国 
R 87 0  92 0 
S NT  6 0 

九州 

T 51 0  NT 

U 31 0  243 3（1.2） 
V 7 0  17 0 
W 9 0  NT 

X 8 0  2 0 
計 474 9（1.9）  426 3（0.7） 

NT ：未検討
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表 1-15．本研究で分離された鹿、猪および牛由来 STEC O157 株の由来動物種、株名、分離年月

および採材地（県） 

由来 
動物種 

株名 分離年月 採材地（県） 

鹿 

12D102-4 2012.10. H 
15D8-1 2015.2. H 
15D98-2 2015.6. M 
15D124-1 2015.6. M 
15D128-2 2015.7. M 
15D129-1 2015.7. M 
15D131-1 2015.7. M 
15D133-2 2015.7. M 
15D138-1 2015.8 H 

猪 
17B15-1 2017.3. U 
17B60-3 2017.11. U 
18B50-1 2018.6. U 

牛 17C15-2 2017.12. U 
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表 1-16．鹿、猪および牛由来 STEC O157 株の Clade 分類 

由来 
動物種 

株名 
各遺伝子座における塩基 

Clade 
ECs2521 ECs3881 ECs4130 ECs3942 ECs0517 ECs2357 ECs0654 

鹿 

12D102-4 G C C A G C T Clade 7 

15D8-1 G C C A G C T Clade 7 

15D98-2 G C C A G C T Clade 7 

15D124-1 G C C A G C T Clade 7 

15D128-2 G C C A G C T Clade 7 

15D129-1 G C C A G C T Clade 7 

15D131-1 G C C A G C T Clade 7 

15D133-2 G C C A G C T Clade 7 

15D138-1 G C C A G C T Clade 7 

猪 

17B15-1 G C C A G C T Clade 7 

17B60-3 G C C A G C C Clade 9 

18B50-1 G C C A G C T Clade 7 

牛 17C15-2 G C C A G C T Clade 7 
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表 1-17．鹿、猪および牛由来 STEC O157 株の Lineage 分類 

由来 
動物種 

株名 
遺伝子および遺伝子間領域 

Lineage 
folD-sfmA Z5935 yhcG rbsB rtcB arp-iclR 

鹿 

12D102-4 2 2 2 1 2 2 Lineage Ⅱ 

15D8-1 2 1 1 1 1 1 Lineage Ⅰ/Ⅱ 

15D98-2 2 2 1 1 2 2 Lineage Ⅱ 

15D124-1 2 2 1 1 2 2 Lineage Ⅱ 

15D128-2 2 2 1 1 2 2 Lineage Ⅱ 

15D129-1 2 2 1 1 2 2 Lineage Ⅱ 

15D131-1 2 2 1 1 2 2 Lineage Ⅱ 

15D133-2 2 2 1 1 2 2 Lineage Ⅱ 

15D138-1 2 2 2 1 2 2 Lineage Ⅱ 

猪 

17B15-1 2 1 1 1 1 1 Lineage Ⅰ/Ⅱ 

17B60-3 2 2 2 1 1 1 Lineage Ⅱ 

18B50-1 2 2 2 1 2 3 Lineage Ⅱ 

牛 17C15-2 2 2 2 1 2 1 Lineage Ⅱ 
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表 1-18．Hirai らの方法に基づいた鹿、猪および牛由来 STEC O157 株の Clade 分類 
由来 
動物種 

株名 
Clade 

（Yokoyama et al., 2012） 
Lineage 

Clade 
（Hirai et al., 2013） 

鹿 

12D102-4 Clade 7 Lineage Ⅱ Putative Clade 12 

15D8-1 Clade 7 Lineage Ⅰ/Ⅱ Clade 7 

15D98-2 Clade 7 Lineage Ⅱ Putative Clade 12 

15D124-1 Clade 7 Lineage Ⅱ Putative Clade 12 

15D128-2 Clade 7 Lineage Ⅱ Putative Clade 12 

15D129-1 Clade 7 Lineage Ⅱ Putative Clade 12 

15D131-1 Clade 7 Lineage Ⅱ Putative Clade 12 

15D133-2 Clade 7 Lineage Ⅱ Putative Clade 12 

15D138-1 Clade 7 Lineage Ⅱ Putative Clade 12 

猪 

17B15-1 Clade 7 Lineage Ⅰ/Ⅱ Clade 7 

17B60-3 Clade 9 Lineage Ⅱ Putative Clade 10 

18B50-1 Clade 7 Lineage Ⅱ Putative Clade 12 

牛 17C15-2 Clade 7 Lineage Ⅱ Putative Clade 12 
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表 1-19．鹿、猪および牛由来 STEC O157 株の WGS 解析の結果 

 

由来 

動物種 
株名 全塩基数 

GC 

含量（%） 
CDS 数 rRNA 数 tRNA 数 

DRA or Accession 
numbers 

人  

（参考） 
Sakai 5,498,578 50.5 5,047 22 103 NC_002695.2 

鹿 

12D102-4 5,364,531 50.6 4,994 22 102 DRA012110 

15D8-1 5,367,102 50.5 4,904 22 104 DRA012107 

15D98-2 5,498,470 50.5 5,150 22 105 DRA012109 

15D133-2 5,498,471 50.5 5,146 22 105 DRA012074 

15D138-1 5,330,816 50.6 4,666 22 98 DRA012108 

猪 

17B15-1 5,290,931 50.6 4,677 22 102 DRA012073 

17B60-3 5,356,686 50.6 5,033 22 101 DRA012072 

18B50-1 5,360,487 50.6 4,679 22 101 DRA012071 

牛 17C15-2 5,351,671 50.6 4,633 22 102 DRA012106 



50 
 

表 1-20．鹿、猪および牛由来 STEC O157 株の病原関連遺伝子の保有コピー数 

遺伝子 タンパクの機能 Sakai 
12D102 

-4 
15D8 

-1 
15D98 

-2 
15D133 

-2 
15D138 

-1 
17B15 

-1 
17B60 

-3 
18B50 

-1 
17C15 

-2 

espA 
Type III secretion 

system 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

espB Secreted protein B 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

espF 
Type III secretion 

system 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

espJ 
Prophage-encoded 

type III secretion system 
effector 

1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

nleA 
Non-LEE encoded 

effector A 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

nleB 
Non-LEE encoded 

effector B 
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

nleC 
Non-LEE encoded 

effector C 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

tccP 
Tir-cytoskeleton 
coupling protein 

3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 

terC Tellurium ion resistance 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 

tir 
Translocated intimin 

receptor protein 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

chuA 
Outer membrane hemin 

receptor 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 
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ompT 
Outer membrane 

protease 
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

traT 
Outer membrane protein 
complement resistance 

2 1 2 1 2 1 2 2 1 2 

eae Intimin 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

gad 
Glutamate 

decarboxylase 
2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 

iha Adherence protein 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

iss 
Increased serum 

survival 
2 3 1 2 2 2 2 3 1 3 

astA 
EAST-1 heat-stable 

toxin 
2 1 1 2 2 2 2 1 2 1 

stx1a Shiga toxin 1a 1 - 1 1 1 1 1 - 1 - 
stx2a Shiga toxin 2a 1 - - - - - - - - - 
stx2c Shiga toxin 2b - 1 1 1 1 1 1 1 1 1 

種類 20 19 20 20 20 20 20 19 20 19 
コピー数 29 27 27 28 29 28 29 28 27 28 
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表 1-21．鹿、猪および牛由来 STEC O157 株から検出された薬剤耐性遺伝子 

抗生物質 Sakai 12D102-4 15D8-1 15D138-1 17B15-1 17B60-3 18B50-1 17C15-2 

サルファ・トリメトプリム － － － － － － － － 

フルオロキノロン － － － － － － － － 

β-ラクタム － － － － － － － － 

アミノグリコシド － － － － － － － － 

マクロライド mdfA mdfA mdfA mdfA mdfA mdfA mdfA mdfA 

テトラサイクリン － － － － － － － － 

クロラムフェニコール － － － － － － － － 
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表 1-22．鹿、猪および牛由来 STEC O157 株から検出された 23S rDNA の点突然変異 
由来 
動物種 

株名 
23S rDNA 変異  

G2032A/C G2057A A2058G/C A2059G 

鹿 

12D102-4 A A A A 

15D8-1 A A A A 

15D98-2 A A A A 

15D133-2 A A A A 

15D138-1 A A A A 

猪 

17B15-1 A A A A 

17B60-3 G G A A 

18B50-1 G G A A 

牛 17C15-2 G G A A 

 



54 
 

1.4 考察 

  

 本研究では、わが国の野生鹿の 1.9%（9/474）と猪の 0.7%（3/426）が STEC O157 を保菌し

ていることが判明した。これまでに、鹿の STEC O157 保菌率は、米国で 0.3～2.4%[25, 105]、スペ

インで 1.5%[104]と報告されている。また、猪の STEC O157 保菌率は、スペインで 0～3.4%[21, 85, 

103]、スウェーデンで 1.5%[118]と報告されている。わが国においても、Sasaki ら[106]は、128 頭の

鹿のうち 3 頭（2.3%）から STEC O157 が分離されたのに対し 121 頭の猪からは STEC O157 は全く

分離されなかったことを報告している。本研究においても、わが国の野生鹿および猪は、諸外国と

同様に STEC O157 を低率ながら保菌していることが明らかとなった。 

 多くの STEC O157 は β-グルクロニダーゼ陰性を示すが、Nagano ら[83]は、北海道の鹿か

ら、β-グルクロニダーゼ陽性の非定型 STEC O157 が分離されたことを報告している。本研究で鹿お

よび猪から分離された STEC O157 株は全て β-グルクロニダーゼ陰性であった。わが国の鹿および

猪では β-グルクロニダーゼ陽性を示す非定型 STEC O157 の分布は限局的である可能性が考えら

れた。 

 WGS 解析により検出された病原性関連遺伝子のうち、eae にコードされるインチミンは、菌

体表面に存在する外膜タンパクであり、III 型分泌システム（Type 3 secretion system: T3SS）によって

宿主細胞に移行される Tir を受容体として、STEC O157 が宿主細胞に接着するために機能するこ

とが知られている[54, 84]。本研究で分離された全ての株は、STEC O157 の pathogenicity island で

ある locus of enterocyte effacement（LEE）にコードされている T3SS 関連タンパク（espA、espB など）
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やエフェクタータンパク（espF、espJ、tir など）を保有していた。また、LEE 領域外（non-LEE）にコー

ドされているエフェクタータンパクとして、nleA、nleB、および nleC が検出された[30, 38]。人由来

STEC O157 は、ほぼ全ての株が eae、nleA、nleB、および nleC を保有していることが報告されてい

る[23, 35]。さらに、non-LEE エフェクタータンパクは腸粘膜の Attaching and effacing lesion（A/E 障

害）病変の形成に重要な役割を果たすことが明らかとなっている [16]。以上の成績から、今回検討

した鹿および猪分離株が、人由来株と同様の病原遺伝子を保有していたことから、いずれも人に病

原性を示す可能性があると考えられた。 

 今回検討した各株間において、astA、iss、traT のコピー数に違いが認められた。astA は

EAST-1 熱安定性毒素をコードする遺伝子であるが、その機能はまだ充分解明されていない。astA

は腸管凝集性大腸菌（Enteroaggregative Escherichia coli：EAEC）が保有する毒素をコードする遺

伝子であることから、人の下痢の原因となる要因の一つである可能性が考えられる[45]。iss は、宿

主補体に対する細菌の抵抗性に関与する血清耐性因子をコードしており、病原性大腸菌に感染し

た鶏で高い有病率で検出されている[55, 100]。traT はプラスミド R6-5 にコードされており、宿主補

体への抵抗性に寄与する細菌外膜タンパクをコードしており、結果としてマクロファージの食作用

に対する耐性にも関与すると考えられている[1]。今後、STEC O157 における astA、iss、traT の機

能ならびにコピー数の違いが株の病原性にどのように影響しているかについて今後、解明する必

要がある。 

 stx サブタイプについては、鹿由来株のうち、4 株（15D8-1 株、15D98-2 株、15D133-2 株、

15D138-1 株）が stx1a および stx2c を、1 株（12D102-4 株）が stx2c のみを保有していた。また、猪
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由来株では 2 株（17B15-1 株、18B50-1 株）が stx1a および stx2c、他の 1 株（17B60-3 株）が stx2c

のみを保有していた。Friderich ら[28]は、人の HUS 患者から分離された株からは、stx2a または

stx2c が多く検出され、両遺伝子保有株は人に対して臨床症状を引き起こす可能性が高いことを報

告している。また、stx2a 保有株は stx2c 保有株と比べると HC との関連性が高いことから、stx2a 保

有株は高い病原性を有すると考えられている[62]。今回分離された全ての株は、stx2a を保有して

いなかったことから、人に HUS や HC などのような重篤な症状を引き起こす可能性は低いものと考

えられた。 

近年、STEC O157 株の遺伝的特性の評価に WGS 解析が広く使用されている[29, 44, 73, 

92, 95, 99]。さまざまな動物種や環境から分離された STEC O157 株の WGS データは、これらの株

の生態を解明するために必要であるが、野生動物から分離された STEC O157 株に関するデータ

は少ない[3, 11]。本研究で得られた、わが国の野生鹿および猪由来 STEC O157 株の WGS 解析

データは、自然界に分布する STEC O157 の生態学の理解と疫学の解明に貢献することが期待さ

れる。 

 系統解析では、Clade 1～Descendant clade 4/5 に属する株は、HC などの重篤な症状のあ

る患者から、Clade 6～Putative clade 13 の株は、水様性下痢などの比較的軽度の症状のある患者

から、それぞれ分離される傾向があることが報告されている[128]。本研究では、鹿由来 7 株、猪由

来 1 株および牛由来 1 株が Putative Clade 12 に分類された。鹿および猪由来の各 1 株は Clade 7

に、他の猪由来 1 株は Putative Clade 10 に分類された。以上の成績から、今回、野生鹿および猪

から分離された STEC O157 株は、人に対して HUS や HC など、重篤な症状を示す可能性は低い
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ものと思われた。 

 薬剤耐性遺伝子の保有状況を解析した結果、今回検討した全ての株が主要なマクロライ

ド系薬剤の耐性遺伝子である mdfA を保有していることが明らかとなった。ディスク法による薬剤感

受性試験においても、全ての株がマクロライド系薬剤（EM）に耐性を示し、耐性遺伝子の保有状況

と一致した。Sasaki ら[106]も同様に、わが国の野生鹿由来 STEC O157 株は、ABPC、GM、OTC、

CP、および NA に感受性がある一方で、EM に耐性を示したことを報告している。EM 耐性 STEC 

O157 株は、患者分離株や各種家畜分離株でも報告されている[5, 19]。STEC O157 株の EM 耐性

は、mdfA の保有に加え、23S rDNA の点突然変異によっても獲得することが報告されている[122, 

125]。実際に、今回検討した 9 株の分離株のうち、12D102-4 株、15D8-1 株、15D98-2 株、15D133-

2 株、15D138-1 株、17B15-1 株の 6 株において、G2032A と G2057A といった EM 耐性に関わる 2

種類の 23S rDNA の点突然変異が検出された。Asai ら[2]は、山岳地帯（mountain area）、都市部

（urban area）ならびに農場付近（farm environments）でそれぞれ捕獲された鹿、猪、ネズミ等の小型

哺乳類などの野生動物における大腸菌の薬剤耐性菌の保菌状況を検討したところ、都市部

（Urban area）餌付けやゴミ捨てを禁止している地域で捕獲された鹿は、それ以外の地域で捕獲さ

れた鹿よりも薬剤耐性株の保菌率が低く、さらに、農場付近で捕獲された小型哺乳類から分離され

た株は、高率（28.3%）に多剤耐性を示したのに対し、都市部で捕獲された小型哺乳類の株では、

多剤耐性菌の割合がわずか 3.9%であったことを報告している。以上の成績から、農場付近に生息

する野生哺乳類は、家畜に由来する薬剤耐性菌に暴露されやすい一方で、都市部に生息する小

型哺乳類でも特に人との接触を制限するように管理された状態では、抗菌薬の暴露を受ける機会
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が少ないと考えられるため、薬剤耐性菌を獲得しにくいと考えられている。従って、自然環境で生

息する鹿や猪などの野生動物は、家畜に比べて、抗生物質による暴露の程度は低く、薬剤耐性菌

を保菌する可能性は低いと考えられる。しかしながら、近年では、山岳地帯で捕獲される鹿におい

ても、薬剤耐性株を保菌する個体数が増加していることから、野生動物が人や家畜と接触する機会

が増え、両者の間で薬剤耐性菌が伝播している可能性がある[2]。実際、本研究では、U 県の

STEC O157を保菌していた猪の一部は、農場の近くで捕獲されたものであった。今後、わが国の野

生鹿や猪が、どのような経路で耐性菌を保有するに至ったか、またどのような機序で EM 耐性を獲

得したかを明らかにするとともに、野生動物と、家畜や人とが接触する機会を減らすことによって、

薬剤耐性菌が、家畜や人、野生動物の間で伝播することを防ぐ必要があると思われた。 

 PFGE 解析では M 県で 2015 年の 6 月から 7 月に捕獲された 6 頭の鹿から分離された

STEC O157 の 6 株中 5 株（15D98-2 株、15D124-1 株、15D128-2 株、15D129-1 株、15D131-1 株）

が同一の PFGE パターンを示し、他の 1 株（15D133-2 株）は異なる PFGE パターンを示したことか

ら、M 県では様々な遺伝子性状の株が分布していることが明らかとなった。また、同じ遺伝子性状

を示す株も分布していることから、同じ鹿の群の個体間で STEC O157 が相互に伝播している可能

性が示唆された。また、H 県で 2012 年 10 月と 2015 年 8 月と異なる時期に分離された鹿由来 2 株

（12D102-4 株、15D138-1 株）の PFGE パターンが類似していたことから、H 県の鹿では長期間にわ

たり遺伝子性状の近縁な株が、鹿間で維持されていることが明らかとなった。U 県の猪由来 3 株

（17B60-3 株、17B15-1 株、18B50-1 株）は、互いに異なる PFGE パターンを示したことから、U 県の

猪には多様な遺伝子性状の株が分布していることが明らかとなった。今回の成績から、野生の鹿や
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猪には、多様な遺伝子性状の STEC O157 株が分布している一方で、特定の地域では、遺伝子性

状の同一な株や近縁な株が分布していることが明らかとなった。 

 U 県の猪由来 1 株（18B50-1 株）の PFGE パターンは、牛分離株（17C15-2 株）のパター

ンと一致した。この STEC O157 を保菌していた猪の捕獲地と牛が飼育されていた農場は、直線距

離にして約 2km であった。Mora ら[80]も同様に、スペインの野生鹿、猪および飼育牛由来 STEC

株の PFGE 解析を行った結果、野生鹿、猪および飼育牛の PFGE パターンが類似していたことか

ら、野生動物と牛との間で STEC が伝播した可能性を報告している。猪の行動圏は 60.3〜112.5 ha

であることから[53]、U 県で捕獲された当該猪は牛の農場内に侵入し、猪と牛の間で STEC O157

が伝播した可能性が示唆された。今後、STEC O157 の主要な保菌動物である牛と、野生鹿、猪が

侵入あるいは接触しないよう農場に電気柵を設置する等の措置が本菌の拡大防止上重要であると

思われた。 
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1.5 小括 

 

 鹿肉を原因とする STEC O157 の食中毒事例が国内外で報告されていることから、野生鳥

獣の肉を消費する上で本菌の汚染は重要なリスク因子の一つである。本章では、わが国に生息す

る鹿、猪における STEC O157 の保菌状況を検討し、分離株については、WGS 解析による病原性

評価を行うとともに、周辺で飼育されている牛と野生猪間における本菌の伝播の可能性を検討した。 

 2012 年から 2019 年の間に、21 県で捕獲された鹿 474 頭および 16 県で捕獲された猪 426

頭の直腸便を用いて STEC O157 の分離を行った。分離株は ARMS-PCR ならびに、LSPA-6 によ

る系統解析を行った。9 株の分離株について、次世代シーケンサーを用いた WGS 解析を行い、解

析ソフト Virulence Finder 2.0、ResFinder 4.1 により、病原関連遺伝子と薬剤耐性遺伝子の保有状

況を検討した。さらに、STEC O157 を保菌していた猪の捕獲地点からおよそ 2km 離れた農場で飼

育されている牛由来 STEC O157 株を加えて PFGE 解析により、分離株の由来を検討した。 

 鹿の 1.9%（9/474）、猪の 0.7%（3/426） から STEC O157 が分離され、わが国の鹿および猪

は低率ながら STEC O157 を保菌していることが明らかとなった。系統解析では、鹿由来１株、猪由

来 1 株が、Clade7 に、鹿由来 8 株、猪由来 1 株、牛由来 1 株は Putative Clade12 に、猪由来 1 株

は Putative Clade10 にそれぞれ分類された。Clade 1～Descendant clade 4/5 に属する株は、HC な

どの重篤な症状のある患者から分離される傾向があり、Clade 6～Putative clade 13 の株は、水様性

下痢などの比較的軽度の症状のある患者から分離される傾向がある。従って、鹿および猪由来株

は、いずれも水様性下痢を呈する人分離株が含まれる Clade に分類されたことから、重篤度は低い
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と考えられた。 

 WGS 解析では、5,290,931～5,498,471bp の塩基配列が決定された。また、全ての分離株

から、19〜20 種類、27～28 個の病原関連遺伝子と、マクロライド系薬剤に対する耐性遺伝子 mdfA

が検出された。従って、わが国の鹿および猪の保菌する STEC O157 は人に対して病原性を示すと

ともに、マクロライド系薬剤耐性を示すものと考えられた。 

 PFGE 解析では、鹿分離株は 5 パターンに分かれた。M 県で近い時期に分離された鹿由

来 6 株中 5 株が同一 PFGE パターンを示した。H 県で異なる時期に分離した鹿由来 2 株は、類似

したパターンを示した。猪分離株は全て異なるパターンに分類され、そのうち 1 株は、牛分離株と

同一パターンであったことから、様々なゲノム性状の STEC O157 株が鹿および猪に分布している

こと、M 県では同一株が分布していること、H 県では長期間にわたり近縁株が鹿間で維持されてい

ることが明らかとなった。さらに、猪と牛の間で STEC O157 が伝播した可能性が示唆された。 
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1.6 第 1 章で使用した試薬類の組成 

 

*1．ノボビオシン加 mEC 培地の組成 

ノボビオシン加 mEC 培地 （栄研化学株式会社） 36.6 g 

再精製水 1,000 ml 

ノボビオシン加 mEC 培地と再精製水を混和し、加温溶解した後に 121℃で 15 分間、オートクレーブで

滅菌した。 

 

*2．クロモアガーO157 培地の組成 

CHROM agar O157 Base （CHROMagar 社） 29.2 g 

再精製水 1,000 ml 

CHROM agar O157 Base と再精製水を混和し、加温溶解した後に、シャーレに約 20ml ずつ分注

し、室温で固めた。 

 

*3．CT-SMAC 培地の組成 

ソルビットマッコンキー （SMC） 寒天培地 （栄研化学株式会社） 25 g 

再精製水 500 ml 

CT-Supplement （Merck 社、Darmstadt、Germany） 1 vial 

滅菌再精製水 1 ml 

ソルビットマッコンキー（SMC）寒天培地と再精製水を混和し、加温溶解した後に 121℃で 15 分間、

オートクレーブで滅菌した。滅菌後、50℃まで冷却し、滅菌再精製水で溶解した CT-supplement を

加え、十分混和し、これをシャーレに約 20ml ずつ分注し、室温で固めた。 
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*4．普通寒天培地の組成 

普通寒天培地 （栄研化学株式会社） 35 g 

再精製水 1,000 ml 

普通寒天培地と再精製水を混和し、加温溶解した後に 121℃で 15 分間、オートクレーブで滅菌し

た。滅菌後、シャーレに約 20ml ずつ分注し、室温で固めた。 

 

*5．LB ブロスの組成 

LB Broth Base （Thermo Fisher Scientific 社、Waltham、USA） 10 g 

再精製水 500 ml 

LB Broth Base と再精製水を混和し、121℃で 15 分間、オートクレーブで滅菌した。 

 

*6．TE Buffer の組成 

1M Tris-HCl （pH 8.0）1） 10 ml 

0.5M EDTA （pH 8.0）2） 2 ml 

再精製水 988 ml 

1M Tris-HCl、0.5M EDTA および再精製水を混和し、121℃で 15 分間、オートクレーブで滅菌した。 
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1） 1M Tris-HCl （pH 8.0） の組成 

Tris （ヒドロキシメチル） アミノメタン （和光純薬工業株式会社） 121.1 g 

再精製水 1,000 ml 

Tris （ヒドロキシメチル） アミノメタンと再精製水を混和、溶解した後に、1N の塩酸で pH 8.0 に調

整し、121℃で 15 分間、オートクレーブで滅菌した。 

 

2） 0.5M EDTA （pH 8.0） の組成の組成 

EDTA・2Na （株式会社同仁科学研究所、熊本） 186.1 g 

水酸化ナトリウム （和光純薬工業株式会社） 20 g 

再精製水 1,000 ml 

EDTA・2Na、水酸化ナトリウムおよび再精製水を混和、溶解した後に、1N の塩酸で pH 8.0 に調整

し、121℃で 15 分間、オートクレーブで滅菌した。 

 

*7．Cell Suspension Buffer （CSB）の組成 

1M Tris-HCl （pH 8.0） 10 ml 

0.5M EDTA （pH 8.0）    20 ml 

再精製水 70 ml 

1M Tris-HCl、0.5M EDTA および再精製水を混和し、121℃で 15 分間、オートクレーブで滅菌した。 
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*8．Proteinase K の組成 

ProteinaseK from Tritirachium album （Sigma-Aldrich社、Darmstadt、Germany） 20 mg 

滅菌再精製水 1 ml 

ProteinaseK from Tritirachium album と滅菌再精製水を混和、溶解させた。 

 

*9．プラグ用 1% SeaKim Gold （SKG） アガロースの組成 

SeaKim Gold Agarose （Lonza 社） 0.25 g 

TE Buffer  25.ml 

SeaKim Gold Agarose と TE Buffer を混和し、電子レンジを使用して加熱溶解した後、55℃まで冷

ました。 

 

*10．Cell Lysis/ProteinaseK Buffer の組成 

Cell Lysis Buffer 3）  5 ml 

ProteinaseK 25 µl 

Cell Lysis Buffer と ProteinaseK をよく混和した。 
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3） Cell Lysis Buffer の組成 

1M Tris-HCl （pH 8.0） 25 ml 

0.5M EDTA （pH 8.0） 50 ml 

N-Lauroylsarcosine sodium salt （Sigma-Aldrich 社） 5 g 

再精製水 420 ml 

1M Tris-HCl、0.5M EDTA、N-Lauroylsarcosine sodium salt および再精製水を混和、溶解した後

に、121℃で 15 分間、オートクレーブで滅菌した。 

 

*11．1x restriction buffer の組成 

SuRE/Cut Buffer H （Roche 社、Basel、Swiss） 20 µl 

Nuclease Free Water （Invitrogen 社） 180 µl 

SuRE/Cut Buffer H と Nuclease Free Water をよく混和した。 

 

*12．制限酵素ミックスの組成 

Restriction endonuclease XbaⅠ（Roche 社） 5 µl 

SuRE/Cut Buffer H （Roche 社） 20 µl 

Bovine Serum Albumin （10mg/ml） （Biolabs 社） 2 µl 

Nuclease Free Water （Invitrogen 社） 173 µl 

Restriction endonuclease XbaⅠ、SuRE/Cut Buffer H、Bovine Serum Albumin および Nuclease Free 

Water をよく混和した。 
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*13．0.5x TBE Buffer の組成 

TBE Buffer, 10x, Molecular Biology Grade （Promega 社） 100 ml 

再精製水 1,900 ml 

TBE Buffer, 10x, Molecular Biology Grade と再精製水をよく混和した。 

 

*14．1% SKG アガロースの組成 

SeaKem Gold Agarose （Lonza 社） 1 g 

0.5x TBE Buffer 100 ml 

SeaKem Gold Agarose と 0.5x TBE Buffer を混和し、電子レンジを使用して加熱溶解した後、55℃

まで冷ました。 
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第 2 章 

わが国の野生鹿および猪における Campylobacter 属菌の保菌状況 

と分離株の病原性解析  
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2.1 はじめに 

 

Campylobacter は、グラム陰性のらせん状桿菌で、運動性を有し、家畜から野生動物、人

に至るまで多様な動物に分布している[57]。わが国では、1982 年に食中毒菌として指定された

Campylobacter jejuni および C. coli は人の下痢症の原因菌として広く知られており、世界でも主要

な食中毒原因細菌として位置づけられている[57]。 

  鹿の Campylobacter 保菌率は、スペイン[21]とカナダ[114]では 0%、ノルウェーでは 0.3% 

[71]で、いずれも C. jejuni が低率に分布していることが報告されている。猪の Campylobacter 保菌

率は、スペインでは 1.6%から C. jejuni が、6.3%から C. coli がそれぞれ分離されている[14]。諸外

国と同様に、わが国の鹿および猪の 0〜0.8%から、C. jejuni および C. coli が分離されている[106, 

113]。このように低率ではあるが国内外の鹿や猪から C. jejuni や C. coli が分離されている。一方

で、オーストラリアでは慢性下痢症を呈する鹿の 96% [47]、ニュージーランドでは 17.5%の鹿

[123]、フィンランドとノルウェーでは 0.04〜6.0%の鹿[43, 63]から、C. hyointestinalis subsp. 

hyointestinalis（C. hyointestinalis）が分離されている。わが国でも、5.6%の鹿と 10.1〜17.4%の猪か

ら C. hyointestinalis が分離されている[106, 113]。  

野生鹿や猪における Campylobacter 属菌の保菌状況を検討した従来の研究では、高温

カンピロバクターである C. jejuni および C. coli を対象としていたため、その至適培養温度である

42℃での増菌と分離培養を行っている[106, 113]。しかしながら、C. hyointestinalis の至適培養温

度は 37℃である[75]ことから、従来の研究では、試料中の C. hyointestinalis が増殖に最適な温度
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環境下におかれておらず、鹿や猪におけるその保菌率は過小に評価されていた可能性がある。 

 C. hyointestinalis は、1983 年に、増殖性腸炎の豚から初めて分離同定された菌種である

[31]。豚における C. hyointestinalis の保菌率は 0.6%～66.6%と、広範にわたることが報告されてい

る[31,  36, 41, 89, 93, 107]。近年、豚のみならず、様々な家畜にも本菌が広く分布していることが

報告されている。本菌の牛における保菌率は 0.05%～85.7%[10, 13, 22, 32, 37, 42, 51, 101]、羊で

は 0%～3.2%[89, 110, 112]、山羊では 4.0%[97]とそれぞれ報告されている。他の動物でも、犬の

1.8%～7.9%[33, 82]、ネズミの 1.2%[76]が C. hyointestinalis を保菌していたとそれぞれ報告されて

いる。以上のように、様々な哺乳類に C. hyointestinalis が広く分布していることが明らかになってい

る。また、下痢を呈した多くの患者からも本菌が検出されている[12, 27, 79, 102, 117]。2002 年に

は、オーストリアで 1 カ月以上慢性的な下痢症状を示していた 88 歳の女性から C. hyointestinalis

が分離された[36]。この患者が経営していた農場の豚からも分離された株の pulsed-field gel 

electrophoresis（PFGE）解析を行ったところ、同じ遺伝子型であったことから、豚と人の間で C. 

hyointestinalis が伝播した可能性が指摘されている。これらの事例から、C. hyointestinalis は新興

人獣共通感染症の起因菌の一つとして考えられている[123]。 

 Campylobacter の主要な病原因子として、細胞膨化致死毒素（Cytolethal Distending 

Toxin：CDT）が報告されている[18]。CDT は CdtA、CdtB 及び CdtC の 3 つのサブユニットからな

るホロ毒素であり、それぞれ cdtA、cdtB および cdtC と 3 つの連続した遺伝子にコードされる。C. 

jejuni、C. coli、および C. fetus などの Campylobacter 属菌は CDT を産生することが明らかとなって

いる[4, 56, 126]。C. hyointestinalis のゲノムには本菌種に特有の Cdt をコードする 2 種類の chcdt 
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（chcdt-Ⅰ、chcdt-Ⅱ）が存在し、下痢症患者由来株や一部の豚分離株は chcdt-Ⅰ（A/B/C）、chcdt-Ⅱ

（A/B/C）の両方を保有している。一部の豚分離株は chcdt-Ⅱ（A/B/C）のみを保有していたことから、

C. hyointestinalis の保有する chcdt は、宿主の動物種によって異なることが報告されている[60]。 

 次世代シーケンサーを用いた全ゲノム（Whole-Genome Sequencing：WGS）解析は近年、

Campylobacter 属菌の包括的な遺伝子解析にも使用されている[17, 91]。C. jejuni および C. coli

の完全長ゲノム配列が決定されて以後、本菌種の運動性、化学走性、細胞接着性、細胞侵入性、

細胞毒素、莢膜形成、糖鎖付加、鉄利用、薬剤耐性、ストレス応答に関連するおよそ 80 種類の病

原関連遺伝子が報告されている[8, 17, 91]。しかしながら、C. hyointestinalis については、人分離

株の完全長ゲノム配列が 2016 年に決定されているものの[78]、病原関連遺伝子の保有状況につ

いては、ほとんど明らかにされていない。 

 C. jejuni および C. coli では、人の腸管上皮細胞などの様々な細胞を用いた接着・侵入実

験が行われており、その in vitro での病原性が検討されている[124, 132]。しかしながら、C. 

hyointestinalis では人由来細胞を用いた in vitro の感染実験は行われておらず、その病原性につ

いてはほとんど解明されていない。 

 本研究では、各種 Campylobacter 属菌に対する至適培養条件を用い、わが国の鹿および

猪における Campylobacter 属菌の保菌状況を検討するとともに、鹿および猪から分離された

Campylobacter 株の cdt の保有状況を検討した。一部の分離株については WGS 解析を行い、病

原関連遺伝子の保有状況を網羅的に検討した。また、得られた分離株を用いて、人腸管上皮細胞

（Caco-2）に対する接着、侵入試験を行い、人への病原性を評価した。 
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2.2 材料および方法 

 

2.2.1 材料 

 2017 年 9 月から 2020 年 8 月にかけて、14 県（8 地域）で捕獲した鹿 253 頭および、16 県

（8地域）で捕獲した猪321頭から直腸便をそれぞれ採取した。直腸便は無菌的に採取した後、4℃

以下で直ちに、日本大学生物資源科学部獣医食品衛生学研究室に輸送した。全ての検体は、採

取後 72 時間以内に実験に使用した。 

 

2.2.2 Campylobacter の分離培養 

 直腸便の 1g 量を、9mL のプレストン増菌培地*1 に接種して、C. jejuni および C. coli と C. 

hyointestinalis のそれぞれの至適発育温度である 42℃および 37℃で、それぞれ 48 時間、微好気

条件で増菌培養を行った。培養した、増菌培地の 1 白金耳量を Modified Charcoal cefoperazone 

deoxicholate Agar（mCCDA）*2（Merck 社、Darmstadt、Germany）、スキロー血液寒天培地*3（栄研

化学株式会社、東京）に塗抹し、42℃と 37℃を併用して、それぞれ 48 時間、微好気条件で分離培

養を行った。各分離培地上に発育した Campylobacter を疑う透明で微小なコロニーを 1 検体あたり

最大 5 コロニー釣菌し、5%馬血液加ミューラーヒントン寒天培地*4（栄研化学株式会社）で 37℃と

42℃で、それぞれ 48 時間、微好気条件で純培養した。 
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2.2.3 分離株からの DNA 抽出 

純培養した各分離株の約 1/4 白金耳量を採取し、1ml の滅菌 PBS を加えた 1.5ml 尖底プ

ラスチックチューブ内で混和した。ボルテックスミキサーで十分に撹拌した後、14,400×g（12,600 

rpm）で 5 分間遠心洗浄した。上清を除去した後、InstaGene Matrix（Bio-Rad 社、Hercules、USA）

を 30μl 加え、再び混和した後、56℃で 30 分間加熱処理した。ボルテックスミキサーで 10 秒間撹拌

した後、100℃で 8 分間煮沸した。再度ボルテックスミキサーで 10 秒間撹拌した後、14,400×g 

（12,600rpm）で 5 分間遠心分離し、その上清を DNA 抽出原液とした。DNA 抽出原液は波長

260nm における吸光度（OD）から DNA 濃度、ならびに OD 260nm/280nm 比から DNA 純度を算

出し、OD 260nm/280nm 比が 1.8～2.0 の検体について、Nuclease-Free Water（Invitrogen 社、

Waltham、USA）で DNA 濃度を 20ng/μl に調整した。 

 

2.2.4 PCR およびシーケンス解析による Campylobacter の同定法 

各コロニーから抽出した DNA について、C. jejuni および C. coli を検出する Mulitiplex 

PCR[120]ならびに C. hyointestinalis 特異的 PCR[52]によりそれぞれ C. jejuni、C. coli、および C. 

hyointestinalis を同定した。各 PCR に使用した試薬の組成を表 1-2 に示す。Campylobacter 属特

異的 PCR および C. jejuni、C. coli 特異的 PCR に用いたプライマーの塩基配列を表 2-1 に、C. 

hyointestinalis 特異的 PCR に用いたプライマーの塩基配列は表 2-2 に、反応条件はそれぞれ表

2-3 および表 2-4 に示した。なお、陽性対照として C. jejuni ATCC33650T 株、C. hyointestinalis 

NCTC11650T株から抽出した DNA 溶液、陰性対照として Nuclease-Free Water（Invitrogen 社）をそ
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れぞれ用いた。 

PCR 産物の確認のため、アガロースゲル電気泳動を行った。Mupid 電気泳動槽（株式会

社 Mupid 社、東京）に TAE buffer を約 350ml 入れた後、2%アガロースゲル（Agarose S、ニッポン･

ジーン社、東京）を泳動槽に設置した。各 PCR 産物の 5μl ならびに DNA サイズマーカーとして

100bp DNA ladder の 5μl をゲルのウェル内に添加し、電圧 100V 下で約 30 分間電気泳動した後、

ゲルを 0.5μg/ml のエチジウムブロマイド溶液で 10 分間染色した。染色したゲルは再精製水に 15

分間浸漬して脱色した後、紫外線ゲル撮影装置（アトー株式会社、東京）を用いてゲルの写真を撮

影した。それぞれ650bp、323bp、126bp、611bp付近に増幅バンドが認められた株をCampylobacter

属菌、C. jejuni、C. coli、C. hyointestinalis と判定した。 

 PCR 産物を Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System（Promega 社、Madison、USA）を用

いて精製した。すなわち、PCR 産物 15μl に Membrane Binding Solution を 15μl 添加して充分混和

した後、Wizard SV Mini columns（Promega 社）に滴下し、1 分間室温で静置した。その後、カラムを

15,800×g（13,200rpm）、1 分間遠心分離して濾液を除去した後、Membrane Wash Solution の 700μl

を滴下し、再度 15,800×g（13,200rpm） で 1 分間遠心分離した。濾液を除去した後、Membrane 

Wash Solutionの500μlを再度滴下し、15,800×g（13,200rpm）で5分間遠心分離した。遠心分離後、

Wizard SV Mini columns を 1.5ml 尖底プラスチックチューブに装着し、カラム濾紙の中央に

Nuclease-Free Water（Invitrogen 社）を 30μl 滴下して室温で 1 分間静置した。さらに、15,800×g

（13,200rpm）で 2 分間遠心分離し、溶出液を精製 DNA 溶液とした。 

 滅菌した 0.2ml PCR 用マイクロチューブに 20ng/μl の濃度に調整した精製 DNA 溶液を
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1μl、1.6μM の DNA シーケンス用プライマー（表 2-1、表 2-2）を 1μl、Nuclease-Free Water 

（Invitrogen 社）を 5.5μl、BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit（Applied Biosystems、

Waltham、USA）を 1μl、Sequence buffer（Applied Biosystems 社）を 1.5μl 加え、充分混和した。サイ

クルシーケンス反応は、96ºC で 30 秒間の熱変性、50℃で 15 秒間のアニーリング、および 60℃で

4 分間の伸長反応を 1 サイクルとして、25 サイクル行った。反応終了後、エタノール沈殿溶液 40μl

を反応液に添加し、ボルテックスミキサーで 10 秒間撹拌した後、室温で 15 分間静置した。

15,800×g（13,200rpm）で 20 分間遠心分離した後、上清を除去し、70%エタノールを 250μl 加え、さ

らに 15,800×g（13,200rpm）で 5 分間遠心分離した。再び、上清を除去して、50℃で 10 分間静置し

た後、Hi-Di Formamide（Applied Biosystems 社）を 15μl 加え、100℃のヒートブロック上で 2 分間処

理した後、チューブを 5 分間氷冷し、全量を DNA シーケンス用 96 穴プレートに移した。各 PCR 産

物の塩基配列は Applied Biosystems model 3130 Genetic Analyzer（Applied Biosystem 社）を用い

て決定した。得られたシーケンス断片は、ATGC ソフトウェア（株式会社ゼネティックス、東京）を用

いて結合した。各遺伝子領域の塩基配列を用いて BLAST 検索を行い、菌種を同定した。 

 

2.2.5 C. hyointestinalis 株の chcdt の保有状況の検討 

C. hyointestinalis 分離株については 2.2.3 に示した方法により DNA を抽出した後、Kamei

ら[60]の方法に従って chcdt-Ⅰ/Ⅱ（A/B/C）の保有状況を検討した。各 PCR に使用した試薬の組成は

表 1-2 と同じものとした。また、プライマーの配列を表 2-5 に、反応条件を表 2-6、表 2-7 にそれぞれ

示す。 
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2.2.6 C. hyointestinalis 株の WGS 解析 

ⅰ） DNA 抽出 

純培養した各 C. hyointestinalis の株を、滅菌 PBS 1,000μl を加えた 1.5ml 尖底プラスチッ

クチューブの中で混和し、OD600=1 の濁度に調整した。ボルテックスミキサーで十分に撹拌した後、

14,400×g（12,600rpm）で 5 分間遠心洗浄し、上清を除去した後、DNeasy Blood and tissue kit

（Qiagen社）のBuffer ATLを 180 μl添加した。充分混和した後に、Proteinase K（Sigma-Aldrich社、

Darmstadt, Germany） 20 μl を添加し、56 ℃、30 分間加熱処理した。ボルテックスミキサーで 15 秒

間撹拌した後、200 μl の Buffer AL をサンプルに添加して 10 秒間撹拌した後、200 μl の 99.5%

エタノールを添加して 10 秒間撹拌した。混合液を、新しい 2 ml コレクションチューブ中の DNeasy 

Mini Spin Column に移し、6,000×g（8,100rpm）で 1 分間遠心操作した後にろ液およびコレクション

チューブを除去した。DNeasy Mini Spin Column を新たな 2 ml コレクションチューブに移し、500 

μl の Buffer AW1 を添加して 6,000×g（8,100rpm）で 1 分間遠心分離した。DNeasy Mini Spin 

Column を新たな 2 ml コレクションチューブに移し、500 μl の Buffer AW2 を添加した後に

6,000×g（8,100rpm）で 3 分間遠心して DNeasy メンブレンを乾燥させた。DNeasy Mini Spin 

Column を新たな 1.5 ml 尖底チューブに移し、200 μl の Buffer AE を DNeasy メンブレン上に直

接ピペットで添加して室温で 1 分間インキュベートした後、6,000×g（8,100rpm）で 1 分間遠心分離

し、溶出した。 

DNA 抽出原液は Nanodrop（Thermo Fisher Scientific 社、Waltham、USA）を用いて波長
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260 nm における吸光度（OD）から DNA 濃度、ならびに OD 260nm/280nm 比から DNA 純度を算

出した。さらに、Qubit4 Fluorometer（ThermoFisher Scientific 社、Waltham、USA）を用いて Double-

stranded DNA（dsDNA） 濃度を測定した。得られた DNA は 1.2.8 に示した方法により断片化、精

製およびライブラリー調整を行った。 

 

ⅱ） 次世代シーケンサーを用いた WGS 解析  

調整したライブラリーdsDNA について、MiSeq Reagent Nano Kit v2 500-cycles（illumina

社、San Diego、USA）を用いて、次世代シーケンサーMiSeq（illumina 社）で全ゲノムの解析を行っ

た。解析した全ゲノムデータは CLC Genomics Workbench Ver. 8.5.1（Qiagen 社、Venlo、

Nederland）を用いて、de novo assembly により塩基配列の決定を行った。トリミングする際のパラメ

ーターは ambiguous limit, 2; quality limit, 0.05; number of 5 = terminal nucleotides, 20; number of 

3 = terminal nucleotides, 5 に設定した。de novo assembly を行う際のパラメーターは mapping 

mode, create simple contig sequences（fast）; bubble size, 50; word size, 21; minimum contig length, 

1,000 bp; perform scaffolding, no; autodetect paired distances, yes に設定した。得られたドラフトゲノ

ム配列を Fasta 形式で保存した。 

 

ⅲ） アノテーション 

ドラフトゲノム配列については、DDBJ Fast Annotation Submission Tools（DFAST） website 

（https://dfast.nig.ac.jp/）上でアノテーションを行い、CDS や tRNA を同定した。rRNA については
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RNAmmer-1.2（https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?RNAmmer-1.29）で同定した[69]。 

2.2.7 C. hyointestinalis 株の病原関連遺伝子の検出 

 アノテーションした CDS について、Bolton ら[8]が報告しているおよそ 80 種の病原関連遺

伝子の有無を網羅的に探索した。さらに、C. jejuni 81-176 株（accession No. NC _008787.1）、C. 

coli 15-537360 株（accession No. NC _022660.2）および C. hyointestinalis LMG9260 株（accession 

No. NZ_CP015575.1）を参照株として加えて比較検討した。 

 

2.2.8 PCR による cadF、flaA、flaB の検出 

 分離株の cadF、flaA および flaB の検出は、それぞれの遺伝子に特異的なプライマーを

用いた PCR により行った。cadF 特異的 PCR に用いたプライマーの塩基配列は表 2-8 に、反応条

件は表 2-9 に、また flaA および flaB 特異的 PCR に用いたプライマーの塩基配列は表 2-10 に、

反応条件は、表 2-11 にそれぞれ示した[70]。 

 

2.2.9 C. hyointestinalis 株の運動性試験の検討 

 滅菌 PBS 20 μl をスライドガラスに滴下した後、純培養した各被検菌株の 1/2 コロニーをエ

ーゼで採取し、滴下した PBS に懸濁した。空気が入らないようにカバーガラスを静かに載せ、暗視

野顕微鏡下で運動性の有無を観察した。 
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2.2.10 C. hyointestinalis 株の Caco-2 細胞への感染実験 

ⅰ） 細胞の調整 

 Caco-2 細胞は、5%牛胎子血清（FBS）（ Sigma-Aldrich 社、Waltham、USA）、1%非必須

アミノ酸（NEAA）（Gibco 社）、100µ/ml ペニシリン・ストレプトマイシン（Pen Strep）（Gibco 社）加 E-

MEM （5%FBS 加 E-MEM（+））で 2.0×105 個/ml に調整し、24 well プレート（TPP 社、

Trasadingen、Switzerland）の各 well に 1ml 接種した後、37℃、5 日間、5% O2 条件下で培養した。

試験を行う前日にペニシリン・ストレプトマイシンを除いた培養液（5% FBS 加 E-MEM（－））に交換

した。 

 

ⅱ） 接着・侵入試験 

鹿および猪由来 C. hyointestinalis 株（18D42-2 株、19D10-1 株、18B171-2 株、18B189-1

株、18B213-2 株）、C. jejuni ATCC33650T株、C. hyointestinalis NCTC11650T株は、ミューラーヒン

トン寒天培地で 37℃、48 時間、微好気条件で培養した。被検株は 3ml 量の 5%FBS 加 E-MEM

（－）に懸濁し、100×g（1,100rpm）で 5 分間、遠心分離して上清を取り除き洗浄した。被検株の懸

濁液の吸光度 600nm（OD600）を計測し、5%FBS 加 E-MEM（－）で MOI=10 の濃度となるように

調整した。Caco-2 細胞を培養した 24well プレートの各 well に、調整した菌液を 1ml ずつ接種し、

37℃、5%CO2 条件下で接着試験は 3 時間、侵入試験は 6 時間培養を行った。接着試験では、培

養上清を回収し、各 well を PBS で 3 回洗浄後、200µl の 1% Triton-X（Gibco 社）を各 well に加
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え、15 分間処理した。1%Triton-X 処理後、細胞を剥離し、1.5ml 尖底プラスチックチューブに回収

し滅菌 PBS を用いて 10 倍階段希釈を作製した。各希釈液 100µl 量をミューラーヒントン寒天培地

に塗抹し、37℃、48 時間培養後、コロニー数をカウントすることで、Caco-2 細胞に接着した菌数を

算出した。侵入試験では、ゲンタマイシン処理によって、細胞表面に接着した C. hyointestinalis を

殺菌することで、Caco-2 細胞内に侵入した菌数を算出した。すなわち、細胞表面を滅菌 PBS で 3

回洗浄後、ゲンタマイシン 100μl/ml（Gibco 社）を各 well に 500μl ずつ接種して、1 時間作用さ

せ、各 well 内の細胞を PBS で 3 回洗浄した。続いて、200µl の 1.0 % Triton-X（Gibco 社）を各

Well に加え、15 分間処理し、接着試験と同様に希釈液を作製して、Caco-2 細胞内に侵入した菌

数を算出した。接着・侵入試験は、各被検株につき 3 回行い、それぞれの試験における被験株の

菌数の平均値を測定し、以下の式で接着、侵入率を算出した。 

 

接着（侵入）率＝接着（侵入）した菌数（CFU/ml） / 接種した菌数（＝2.0×106）（CFU/ml）（%） 

 

2.2.11 統計学的解析 

野生鹿および猪における Campylobacter 属菌の保菌率の差については、Minitab 統計ソ

フトウェア（Minitab 社、Coventry、UK）を用いて、χ2 検定を実施し有意差（p<0.05）を求めた。 
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表 2-1. Campylobacter 属菌、C. jejuni および C. coli 特異的 PCR と DNA シーケンスに用いたプライマーの塩基配列と増幅塩基長 

菌種 遺伝子領域 プライマー名 塩基配列 （5’-3’） 増幅塩基長 

Campylobacter 属 23Sr RNA 
23SF TATACCGGGTAAGGAGTGCTGGAG  

650bp 
23SR ATCAATTAACCTTCGAGCACCG  

C. jejuni hipO 
CJF ACTTCTTTATTGCTTGCTGC 

323bp 
CJR  GCCACAACAAGTAAAGAAGC 

C. coli glyA 
CCF  GTAAAACCAAAGCTTATCGTG 

126bp 
CCR TCCAGCAATGTGTGCAATG 

 
 
 
表 2-2. C. hyointestinalis 特異的 PCR と DNA シーケンスに用いたプライマーの塩基配列と増幅塩基長 

菌種 遺伝子領域 プライマー名 塩基配列（5’-3’） 増幅塩基長 

C. hyointestinalis 23Sr RNA 
HYO1F TATACCGGGTAAGGAGTGCTGGAG 

611bp 
HYOFET 23SR ATCAATTAACCTTCGAGCACCG  
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表 2-3. Campylobacter 属菌、C. jejuni および C. coli 特異的 PCR の反応条件 

反応 （サイクル数） 温度 （℃） 時間 （秒） 

初期熱変性（×1） 95 540 

増幅 （×30） 

熱変性 

アニーリング 

伸長反応 

95 

59 

72 

30 

30 

30 

最終伸長 （×1） 72 420 

 
 
 
表 2-4. C. hyointestinalis 特異的 PCR の反応条件 

反応 （サイクル数） 温度 （℃） 時間 （秒） 

初期熱変性 （×1） 95 900 

増幅 （×25） 

熱変性 

アニーリング 

伸長反応 

94 

54 

72 

30 

90 

60 

最終伸長 （×1） 72 600 
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表 2-5. chcdt-Ⅰ（A/B/C）、chcdt-Ⅱ（A/B/C）特異的 PCR に使用したプライマーの塩基配列と増幅塩基

長 

遺伝子領域 プライマー 塩基配列 （5’-3’） 増幅塩基長 

chcdt-ⅠA 
F 
R 

GTTGCTCTAGCAAAGCC 
AACACTCTTTGGAAGCG 

582 

chcdt-ⅠB 
F 
R 

ACTTGGAATTTGCAAGC 
TCTAAAATTTACHGGAAAATG 

720 

chcdt-ⅠC 
F 
R 

GAAGATGACAATGTTATGCC 
GATGTTTGACTTCTCGTCC 

417 

chcdt-ⅡA 
F 
R 

ACTAGGGATAACCTAGGG 
AATTTGGCTCTAGCGTGC 

418 

chcdt-ⅡB 
F 
R 

ACTTGGAATATGCAAGGA 
CCAAATGTTATAGGAAAGTG 

737 

chcdt-ⅡC 
F 
R 

ATGAGAGTTTGGGATTTGC 
TGTGCTTATACATTCGCC 

494 
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表 2-6. chcdt-Ⅰ（A/C）、chcdt-Ⅱ（A/B/C）特異的 PCR に用いた反応条件 

反応 （サイクル数） 温度 （℃） 時間 （秒） 

初期熱変性 （×1） 95 900 

増幅 （×25） 

熱変性 

アニーリング 

伸長反応 

94 

55 

72 

30 

30 

60 

最終伸長 （×1） 72 600 

 
 
 
 
表 2-7. chcdt-Ⅰ（B） 特異的 PCR に用いた反応条件 

反応 （サイクル数） 温度 （℃） 時間 （秒） 

初期熱変性 （×1） 95 900 

増幅 （×25） 

熱変性 

アニーリング 

伸長反応 

94 

50 

72 

30 

30 

60 

最終伸長 （×1） 72 600 
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表 2-8. cadF 特異的 PCR に用いたプライマーの塩基配列と増幅塩基長 

遺伝子領域 プライマー名 塩基配列 （5’-3’） 増幅塩基長 

cadF 
cadF-F GGTACTCCAAAAGGCGTTGT 

304bp 
cadF-R CGCCAAATCCCTCTGTAGTG  

 
 
 
表 2-9. cadF 特異的 PCR に用いた反応条件 

反応 （サイクル数） 温度 （℃） 時間 （秒） 

初期熱変性 （×1） 94 180 

増幅 （×35） 

熱変性 

アニーリング 

伸長反応 

94 

55 

72 

30 

60 

30 

最終伸長 （×1） 72 300 

 
 
 
表 2-10. flaA および flaB 特異的 PCR に用いたプライマーの塩基配列と増幅塩基長 

遺伝子領域 プライマー名 塩基配列 （5’-3’） 増幅塩基長 

flaA 
flaA-F AATAAAAATGCTGATAAAACAGGTG 

855bp 
flaA-R TACCGTTCCAATGTCTGCTCTGATT 

flaB 
flaB-F AAGGATTTAAAATGGGTTTTAGAATGGACACC 

260bp 
flaB-R GCTCATCCATAGCTTTATCTGC 
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表 2-11. flaA および flaB 特異的 PCR に用いた反応条件 

反応 （サイクル数） 温度 （℃） 時間 （秒） 

初期熱変性 （×1） 94 240 

増幅 （×30） 

熱変性 

アニーリング 

伸長反応 

94 

53 

72 

60 

60 

60 

最終伸長 （×1） 72 300 
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2.3 成績 

  

2.3.1 わが国の野生鹿および猪における C. jejuni、C. coli、C. hyointestinalis の保菌状況 

 鹿 253 頭中 7 頭（2.8%）、猪 321 頭中 71 頭（22.1%）から C. hyointestinalis が分離された

（表 2-12）。野生猪における保菌率は鹿と比べて有意（p<0.05）に高値を示した。C. hyointestinalis

が分離された鹿の捕獲地は 19 県のうち 6 県（A 県、D 県、K 県、M 県、Q 県、R 県）で、2.9～11.1%

の保菌率であった。一方、同猪では 8 県（D 県、E 県、J 県、M 県、N 県、P 県、Q 県、R 県）で、10

～50%の保菌率であった。C. jejuni および C. coli は、検討した全ての検体から分離されなかった。 

 

2.3.2 鹿および猪由来 C. hyointestinalis 株の chcdt 保有状況 

 本研究で得られた C. hyointestinalis23 株のうち、全ての鹿由来株および 141 株（72.7%）

の猪由来株は、chcdt-Ⅰ（A/B/C）と chcdt-Ⅱ（A/B/C）の全てを保有していた。他の猪由来 53 株

（27.3%）は chcdt-Ⅱ（A/B/C）のみを保有していた（表 2-13）。 

 

2.3.3 鹿および猪由来 C. hyointestinalis 株の WGS 解析 

 鹿由来 2 株（18D42-2 株および 19D10-1 株）、猪由来 3 株（18B171-2 株、18B189-1 株、

18B213-2 株）の計 5 株について、WGS 解析を行った（表 2-14）。各被検株のドラフトゲノム配列は

29、24、32、18、および 28 本の Contig 配列で構成され、1,716,126〜1,773,046bp の塩基配列がそ

れぞれ決定された（表 2-15）。各ドラフトゲノム配列の GC 含量は 34.0〜34.3%であった。アノテーシ
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ョンにより、1,724〜1,817 のコード配列（CDS）、3 個の rRNA、および 33〜42 個の tRNA が検出さ

れた。一方、参考配列とした LMG9260 株では、ゲノムサイズが 1,753,385bp、GC 含量が 34.0%、

CDS が 1,771 個、rRNA は 9 個、tRNA は 45 個であった。 

 

2.3.4 鹿および猪由来 C. hyointestinalis 株における病原関連遺伝子の保有状況 

 WGS 分析により、検討した 5 株からは、運動性関連遺伝子（flaB、fliA、fliF、fliK、fliM、

fliY、flgE、flgH、flgI、および rpoN）、化学走性関連遺伝子（cheA、cheB、cheR、cheV、cheW、CheY、

および luxS）、細胞接着関連遺伝子（cadF および pldA）、細胞毒素遺伝子（cdt）、細胞侵入関連遺

伝子 （flhA、flhB、fliP、fliQ、fliR、flaC、ciaB、および htrA）、糖鎖付加関連遺伝子（pgl）、鉄利用

関連遺伝子（cfrA および fur）、薬剤耐性コード遺伝子（cmeA、cmeB、および cmeC）、およびストレ

ス応答遺伝子（spoT、katA、ahpC、tpx、sod、および dnaJ）の計 40 種類の病原異関連遺伝子を保

有していることが明らかとなった（表 2-16）。 

運動性に関与する flaB は、鹿由来 2 株（18D42-2 株および 19D10-1 株）で、細胞接着に関連

する cadF は、猪由来 1 株（18B189-1 株）、鉄利用に関連する cfrA は鹿由来 1 株（18D42-2 株）で、

それぞれ検出されなかった。 

対照とした下痢症患者分離株（C. jejuni 81-176 株および C. coli 15-537360 株）は、C. 

hyointestinalis 株で同定された 40 個の遺伝子すべてを保有していた。 

 

2.3.5 PCR による鹿および猪由来 C. hyointestinalis 株の cadF、flaA、flaB の保有状況 
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 検討した全ての分離株において flaA は検出されなかった（図 2-1）。一方、18B213-2 株を

除く各分離株で flaB が検出された（図 2-2）。また、cadF は全ての分離株において検出された（図

2-3）。 

 

2.3.6 鹿および猪由来 C. hyointestinalis 株の運動性試験 

 検討した全ての分離株で C. hyointestinalis ATCC32517T株、C. jejuni NCTC11351T株と同

様に活発な運動性が確認された。 

 

2.3.7 鹿および猪由来 C. hyointestinalis 株における Caco-2 細胞への感染実験 

ⅰ） 接着試験 

接着率は、各鹿および猪由来 C. hyointestinalis 株で 3.4〜5.2%、ATCC32517T株で 3.8%

であり、C. jejuni NCTC11351T 株 の 2.3%に比べ有意（p<0.05）に高値を示した。また、18D42-2 株

の接着率は、ATCC32517T株、18B189-1 株および 18B213-2 株に比べ有意（p<0.05）に高値を示し

た（図 2-4）。 

 

ⅱ） 侵入試験 

侵入率は、各鹿および猪由来 C. hyointestinalis 株で 0.04〜0.05%、ATCC32517T 株およ

び C. jejuni NCTC11351T 株の侵入率はいずれも 0.04%で、有意差は認められなかった。また、

18B213-2 株は ATCC32517T株と 18B189-1 株に比べ有意（p<0.05）に高値を示した（図 2-5）。 
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表 2-12. わが国の野生鹿および猪における Campylobacter の保菌状況 

地方 県 

鹿  猪 

検体数 陽性検体数 （%） 
 

検体数 陽性検体数（%） 

東北 A 9 1（11.1）  NT 
北関東/
甲信 

B 3 0  4 0 
C 17 0  NT 

南関東 
D 34 1（2.9）  26 6（23.1） 
E 23 0  2 1（50） 

北陸 
F NT  9 0 
G NT  2 0 

東海 
H 20 0  1 0 
I 3 0  NT 

近畿 J 4 0  2 1（50） 

中国 
K 16 1（6.3）  4 0 
L NT  2 0 
M 33 1（3.0）  8 2（25） 

四国 
N 45 0  52 14（26.9） 
O NT  12 0 

九州 

P NT  7 1（14.3） 
Q 14 1（7.1）  154 43（27.9） 
R 30 2（3.3）  30 3（10） 
S 2 0  6 0 

計 253 7（2.8）  321 71（22.1） 

NT ：未検討 
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表 2-13. 鹿および猪由来 C. hyointestinalis 株の chcdt 保有状況 

由来動物種 株数（%） 
chcdt-I  chcdt-II 

A B C  A B C 

鹿 23 （100） +  + +  + + + 

猪 
141 （72.7） + + +  + + + 

53 （27.3） － － －  + + + 

 
 
 
表 2-14. WGS 解析に使用した鹿および猪由来 C. hyointestinalis 株の由来動物種、捕獲地（県）、

および chcdt 保有状況 

 

 

 

株名 由来動物種 県 chcdt-I（A/B/C） chcdt-Ⅱ（A/B/C） 
18D42-2 鹿 D + + 
19D10-1 鹿 Q + + 
18B171-2 猪 Q －   + 
18B189-1 猪 D + + 
18B231-2 猪 Q + + 
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表 2-15. 鹿および猪由来 C. hyointestinalis 株の WGS 解析結果 

  

由来 
動物種 

株名 全塩基数  Contig 数 GC 含量（%）  CDS 数 rRNA 数 tRNA 数 
DRA or Accession 

numbers 

人 
（参考） 

LMG9260 1,753,385 1 34.0 1,771 9 45 NC _008787.1 

鹿 
18D42-2 1,745,589 29 34.2 1,795 3 42 DRA012536 

19D10-1 1,759,837 24 34.2 1,792 3 33 DRA012537 

猪 

18B171-2 1,773,046 32 34.3 1,815 3 41 DRA012533 

18B189-1 1,756,055 18 34.0 1,817 3 42 DRA012534 

18B213-2 1,716,126 28 34.2 1,724 3 42 DRA012535 
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表 2-16. 鹿および猪由来 C. hyointestinalis 株の病原関連遺伝子の保有状況 

機能 遺伝子 
C. jejunik 株  C. coli 株  C. hyointestinalis 株 

81-176  15-537360  LMG 9260 18D42-2 19D10-1 18B171-2 18B189 -1 18B213-2 

運動性 

flaB +   +  + -  - + + + 

fliA +  +  + + + + + + 

fliF +  +  + + + + + + 

fliK +  +  + + + + + + 

fliM +  +  + + + + + + 

fliY +  +  + + + + + + 

flgE +  +  + + + + + + 

flgH +  +  + + + + + + 

flgI +  +  + + + + + + 

rpoN +  +  + + + + + + 

化学走性 

cheA +  +  + + + + + + 

cheB +  +  + + + + + + 

cheR +  +  + + + + + + 

cheV +  +  + + + + + + 

cheW +  +  + + + + + + 

cheY +  +  + + + + + + 

luxS +  +  + + + + + + 

接着 
cadF +  +  - + + + - + 

pldA +  +  + + + + + + 
毒素 cdt +  +  + + + + + + 
侵入 flhA +  +  + + + + + + 
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flhB +  +  + + + + + + 

fliP +  +  + + + + + + 

fliQ +  +  + + + + + + 

fliR +  +  + + + + + + 

flaC +  +  + + + + + + 

ciaB +  +  + + + + + + 

htrA +  +  + + + + + + 
糖鎖付加 pgl +  +  + + + + + + 

鉄利用 
cfrA +  +  + - + + + + 

fur +  +  + + + + + + 

薬剤耐性 

cmeA +  +  + + + + + + 

cmeB +  +  + + + + + + 

cmeC +  +  + + + + + + 

ストレス応答 

spoT +  +  + + + + + + 

katA +  +  + + + + + + 

ahpC +  +  + + + + + + 

tpx +  +  + + + + + + 

sod +  +  + + + + + + 

dnaJ +  +  + + + + + + 
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図 2-1. わが国の野生鹿および猪由来 C. hyointestinalis 株 からの flaA の検出状況 

各株から DNA を抽出し、PCR により、flaA（855bp）を検出した。 

N は陰性コントロール、M は 100bpDNA マーカー、Cj 標準株は C. jejuni NCTC11351T 株、Ch

標準株は C. hyointestinalis ATCC32517T 株、分離株（18D42-2 株、19D10-1 株、18B171-2 株、

18B189-1 株、18B213-2 株）をそれぞれ示す。 
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図 2-2. わが国の野生鹿および猪由来 C. hyointestinalis からの flaB の検出状況 

各株から DNA を抽出し、PCR により、flaB（260bp）を検出した。 

N は陰性コントロール、M は 100bpDNA マーカー、Cj 標準株は C. jejuni NCTC11351T 株、Ch

標準株は C. hyointestinalis ATCC32517T 株、分離株（18D42-2 株、19D10-1 株、18B171-2 株、

18B189-1 株、18B213-2 株）をそれぞれ示す。 
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図 2-3. わが国の野生鹿および猪由来 C. hyointestinalis 株からの cadF の検出状況 

各株から DNA を抽出し、PCR により、cadF（304bp）を検出した。 

N は陰性コントロール、M は 100bpDNA マーカー、Cj 標準株は C. jejuni NCTC11351T 株、Ch

標準株は C. hyointestinalis ATCC32517T 株、分離株（18D42-2 株、19D10-1 株、18B171-2 株、

18B189-1 株、18B213-2 株）をそれぞれ示す。 
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図 2-4. わが国の野生鹿および猪由来 C. hyointestinalis 株の Caco-2 細胞への接着率 

各株を MOI=10 で Caco-2 細胞へ感染させ、3 時間培養した。培養後、Caco-2 細胞を洗浄し、同

細胞に接着した各菌数を測定した。試験は、各被検株につき 3 回行い、被験株の菌数の平均値を

計測し、接着率＝接着した菌数（CFU/ml） / 接種した菌数（＝2.0×106）（CFU/ml）により接着率（%）

を算出した。Cj 標準株は C. jejuni NCTC11351T 株、Ch 標準株は C. hyointestinalis ATCC32517T

株、分離株（18D42-2株、19D10-1株、18B171-2株、18B189-1株、18B213-2株）をそれぞれ示す。
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図 2-5. わが国の野生鹿および猪由来 C. hyointestinalis 株の Caco-2 細胞への侵入率 

各株を MOI=10 で Caco-2 細胞へ感染させ、6 時間培養した。培養後、Caco-2 細胞を洗浄し、ゲ

ンタマイシン処理を行った後、再び、Caco-2 細胞を洗浄し、同細胞に侵入した各菌数を測定した。

試験は、各被検株につき 3 回行い、被験株の菌数の平均値を計測し、侵入率＝侵入した菌数

（CFU/ml） / 接種した菌数（＝2.0×106）（CFU/ml）により侵入率（%）を算出した。Cj 標準株は C. 

jejuni NCTC11351T 株、Ch 標準株は C. hyointestinalis ATCC32517T 株、分離株（18D42-2 株、

19D10-1 株、18B171-2 株、18B189-1 株、18B213-2 株）をそれぞれ示す。 
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2.4 考察 

 

 本研究により、わが国の野生鹿 2.8%（7/253）および猪の 22.1%（71/321） がそれぞれ C. 

hyointestinalis を保菌していることが明らかとなった。これまでに、野生鹿の C. hyointestinalis 保菌

率は、カナダでは 0%、ノルウェーでは 0.04%、フィンランドでは 6.0%、猪では、スペインでは 17.4%

と報告されている[21, 43, 63, 114]。本研究で得られたわが国の野生猪における C. hyointestinalis 保

菌率は、過去の海外の保菌率に比べ、高率であった。過去の C. hyointestinalis の検出は、C. jejuni

および C. coli の至適培養温度である 42℃で増菌し、分離培養を行っている。本研究の増菌ならび

に分離培養時には、42℃に加え C. hyointestinalis の至適培養温度である 37℃を併用した。実際

に、本研究で得られた分離株のうち、37℃での培養により分離された株数は 217 株と、42℃で分離

された株数 63 株より多く、42℃で分離された 63 株の全てが 37℃でも分離された。このため、C. 

hyointestinalis をより効率的に分離することが可能となり、正確な保菌率が反映されたものと考えら

れた。従って、C. jejuni、C. coli ならびに C. hyointestinalis を対象とした保菌調査を行う際には、

37℃と 42℃を併用するべきであると考えられた。 

 海外の野生鹿および猪における C. jejuni と C. coli の保菌率は 0〜6.3%と低率であること

が報告されている[14, 21]。また、わが国でも、野生鹿で 0〜4.5%、野生猪で 0.8〜6.5%と、海外の

報告と同様に、低率な保菌率であることが報告されている[106, 113]。本研究では、検討した野生

鹿および猪から C. jejuni と C. coli は分離されなかったことから、わが国の野生鹿、猪における C. 

jejuni および C. coli の保菌状況は極めて低いと思われる。 
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 本研究では、野生猪の C. hyointestinalis 保菌率（22.1%）は、野生鹿（2.8%）に比べ、有意

に高値であることが明らかとなった。その理由として、雑食性の猪は、草食性の鹿よりも C. 

hyointestinalis に汚染された感染源に暴露される機会が多いためであると考えられる。さらに、野生

猪は、体表に付着しているダニなどの外部寄生虫を落とすため、湖沼付近にぬた場を形成し、泥を

浴びる習性がある[9]。ぬた場を介した泥浴びの習性により、鹿に比べて猪は、C. hyointestinalis を

保菌した他の猪の糞便に暴露される機会が多かった可能性が考えられた。さらに、スペインでは人

工の水場の周辺で捕獲された猪は、別の場所で捕獲された猪よりも Campylobacter の保菌率が高

いことも報告[14]されていることから、ぬた場や水場を介して同菌が伝播した可能性は極めて高いと

考えられる。  

 本研究で得られたすべての C. hyointestinalis 株は chcdt-Ⅱを保有していた。Kamei ら[60]

は、さまざまな動物から分離した株の遺伝子を解析したところ、全ての C. hyointestinalis 株が

chcdt-Ⅱを保有していたことから検討した株では chcdt-Ⅱが特異的な cdt であることを報告した。その

一方で、下痢症患者に由来する C. hyointestinalis Ch022 株は、chcdt-I と chcdt-II の両方を保有し

ていたことから、両遺伝子を保有する株は人に病原性を示す可能性がある [60]。本研究で得られ

た、全ての野生鹿由来 23 株と猪由来 141 株（72.7%）は、chcdt-I および chcdt-Ⅱの双方を保有して

いたことから、人に対して病原性を示す可能性がある。chcdt-I と chcdt-II の両方を保有する菌株

は、豚、牛、猿、象などのさまざまな動物からも分離されている[60]ことから、今後、C. hyointestinalis

の chcdt の機能解析を行うとともに、人への病原性発現における役割を検討することが、本菌の病

態を解明する上で重要であると思われる。 
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 WGS 解析により、検討した全ての C. hyointestinalis 株から、C. jejuni および C. coli でも

確認された 84 個の病原関連遺伝子のうち 40 個が検出された[8]。下痢症患者由来 C. jejuni 81-

176 株および C. coli 15-537360 株は、今回、鹿および猪由来 C. hyointestinalis 株から検出された

40 個の遺伝子すべてを保有していた。40 個の遺伝子のうち、38 個の病原体関連遺伝子は、全て

の株に共通であったが、鹿由来 2 株（18D42-2 株および 19D10-1 株）では flaB が、18B189-1 株で

は cadF が、18D42 -2 株では cfrA がそれぞれ検出されなかった。 

 WGS 解析で検出されなかった flaA、flaB、および cadF の各株における保有状況を PCR

にて再検討したところ、flaA は全ての株で検出されず、WGS 解析と PCR の成績は一致した。ま

た、cadF は全ての株から検出されたのに対し、flaB は 18D42-2 株および 19D10-1 株からは検出さ

れたものの、18B213-2 株からは検出されなかった。以上の成績から、18B213-2 株の flaB は、本研

究で使用した PCR のプライマーが増幅する領域において、塩基配列に突然変異が生じるなどして

検出されなかった可能性が考えられた。今後、flaB を検出する別のプライマーを設計し、改めて

18B213-2 株の flaB 保有状況を検討する必要性があると思われた。 

WGS 解析で得られたデータを基に、de novo assembly によってドラフトゲノム配列を決定し

た際、各株の総塩基数は 1,716,126〜1,773,046bp と参考株である LMG9260 株の 1,753,385bp と

類似した値であったが、各株で決定されたドラフトゲノム配列は、18〜32 本と多くの Contig に分か

れた。各株のドラフトゲノム配列の Contig 間には、未決定のゲノム配列領域が存在することから、

今回、各株から検出されなかった各種病原関連遺伝子は、未決定のゲノム配列領域にコードされ

ている可能性がある。今後、ロングリードシーケンス法を用いて、完全長ゲノム配列を決定し、鹿や
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猪が保有する C. hyointestinalis の暴言関連遺伝子を明らかにすることで人に対する病原性を正し

く評価する必要がある。 

 Caco-2 細胞への接着・侵入試験により、鹿および猪由来 C. hyointestinalis 株が Caco-2

細胞に接着・侵入することが明らかとなった。また、C. hyointestinalis 株の細胞接着率は C. jejuni 

NCTC11351T株と比べ、有意（p<0.05）に高い値を示した一方で、侵入率は同程度であった。接着

試験で検討した全ての C. hyointestinalis 株は、cadF を保有していたものの、C. jejuni 

NCTC11351T株の cadF の塩基配列の相同性値が 54%（569/1,026bp）と低値であった（結果は示

さず）。これにより、C. jejuni と C. hyointestinalis の CadF の機能は異なっている可能性がある。ま

た、接着率、侵入率ともに、有意差を示す株があることも明らかとなった。検討した全ての鹿および

猪由来 C. hyointestinalis 株は、接着に関わる cadF および侵入に関わる ciaB を保有していたこと

から、各株間で、接着、侵入に関連するこれらの遺伝子の塩基配列に違いがや機能に差があり、ま

た、両遺伝子のプロモーターの違いによって、それらのタンパクの発現量に違いがある可能性など

が考えられる。  

Campylobacter の鞭毛は、2 つの相同性の高いメジャーフラジェリン（FlaA）とマイナーフラ

ジェリン（FlaB）で構成されている[8]。Guerry ら[40]は、flaA の変異した C. jejuni 株は鞭毛が短縮

し、運動性が大幅に低下したことから、FlaA が C. jejuni の運動性の発現に重要であることを明ら

かにした。また、同株を鶏に感染させたところ、鶏腸管内における C. jejuni のコロニー形成率が低

下したことから、C. jejuni 感染が成立するためには、C. jejuni の運動性が重要であることを明らか

にした。さらに、この変異株を in vitro で腸管上皮細胞に感染させたところ、親株に比べると侵入
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率が低下したことから、腸管上皮細胞への侵入には、運動性が必要であることが明らかとなってい

る[39]。一方、flaB の変異した C. jejuni 株は、運動性が保存されていたことから、C. jejuni では

FlaB が運動性に不可欠ではないことが報告されている[121]。興味深いことに、全ての鹿および猪

由来 C. hyointestinalis 株からは flaA が検出されなかったにもかかわらず活発な運動性を示すこと

が判明した。以上の成績から、C. jejuni と異なり C. hyointestinalis の運動性の発現に FlaA は必

須の要素ではないと考えられる。今後、flaB をノックアウトした株を作製し、運動性や Caco-2 細胞

への接着・侵入試験を行い、C. hyointestinalis における flaB の機能を解析するとともに病原性発

現との関係性を評価する必要がある。 

 cfrA は、鉄をキレートする外膜タンパク質である CfrA をコードする。CfrA は、鉄イオンが

不足している宿主環境において、様々な細菌が鉄イオンを取り込みやすくする機能を持つことが報

告されている[40]。また、cfrA を変異した C. jejuni 株は親株と比べて、ニワトリの腸管へのコロニー

形成率が有意に低くなることが報告されている[8, 90]。本研究では、18D42-2 株は cfrA が欠損して

いたことから、同株は他の株と比較して、鉄利用の働きや腸管への定着性に違いがある可能性が

ある。今後、18D42-2 株を用いて、人の腸管上皮細胞や実験動物への感染実験を行い、C. 

hyointestinalis における CfrA の機能を明らかにしていきたい。 
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2.5 小括 

 

 国内外の猪からは C. hyointestinalis が高率に分離されることが報告されている。近年、C. 

hyointestinalis は、下痢症患者からも分離が報告されていることから、本菌は新たな人獣共通感染

症起因細菌として注目されている。本章では、わが国に生息する鹿、猪における Campylobacter

属菌の保菌状況を検討するとともに、分離株の WGS 解析、ならびに Caco-2 細胞を用いた感染試

験により、C. hyointestinalis の人に対する潜在的な病原性を検討した。 

 2017 年から 2020 年の間に、14 県で捕獲された鹿 253 頭および 16 県で捕獲された猪 321

頭の直腸便用いて C. jejuni、C. coli および C. hyointestinalis の分離を行った。分離株は chcdt の

保有状況を検討した。一部の株は WGS 解析を行い、病原関連遺伝子の有無を網羅的に解析し

た。また、接着関連遺伝子 cadF、鞭毛関連遺伝子 flaA、flaB の保有状況を PCR により解析すると

ともに、Caco-2 細胞への接着、侵入試験および暗視野顕微鏡下で運動性の観察を行った。 

 鹿 7 頭（2.8%）から 23 株、猪 71 頭（22.1%）から 194 株の C. hyointestinalis が分離された。

猪は鹿と比べて高率に保菌していることが明らかとなった。 

 chcdt の保有状況の検討では、鹿由来 23 株の全て、猪由来 141 株（72.7%）が下痢症患

者分離株と同様に chcdt-I と chcdt-II の両者を保有していた。また、WGS 解析では、1,716,126〜

1,773,046bp の塩基配列が決定され、C. jejuni や C. coli と同様の病原関連遺伝子が 38～40 種検

出された。よって鹿および猪の分離株の一部は人に対し病原性を示す可能性が示唆された。 
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PCR の結果、全ゲノム解析の結果と同様に鞭毛遺伝子である flaA は検討した全ての分

離株から検出されなかった。その一方で、全ての分離株が C. jejuni と同様に活発な運動性を有し

ていることが明らかとなった。これにより、C. hyointestinalis は flaA 以外の機能を用いて活発な運動

性を示していると考えられた。また、C. hyointestinalis は C. jejuni と比較して Caco-2 細胞に対し接

着しやすく、同程度の侵入能を有していることが明らかとなった。 
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2.6 第 2 章で使用した試薬類の組成 

 

*2-1. プレストン増菌培地 

Nutrient broth （BBL 社、Franklin Lakes、USA） 12.5 g 

馬脱繊維血液 25 ml 

再精製水 475 ml 

Modified Preston Campylobacter Selective Supplement （Oxoid 社、Waltham、USA） 1 bial 

滅菌再精製水 1 ml 

Nutrient broth と再精製水を混和し、加温溶解した後に、121℃で 15 分間、オートクレーブで滅菌し

た。滅菌後、50℃まで冷却し、馬脱繊維血液と滅菌再精製水で溶解したプレストン選択サプリメント

を加え、十分混和し、9ml ずつ滅菌小試験管に分注した。 

 

*2-2. mCCDA 培地 

mCCDA 寒天培地 （Merck 社） 45.5 g 

再精製水 500 ml 

mCCDA Selective Supplement （Merck 社） 1 bial 

滅菌再精製水 1 ml 

mCCDA 寒天培地と再精製水を混和し、加温溶解した後に、121℃で 15 分間、オートクレーブで滅

菌した。滅菌後、50℃まで冷却し、滅菌再精製水で溶解した mCCDA Selective Supplement を加え、

十分混和し、シャーレに約 20ml ずつ分注し、室温で固めた。 
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*2-3. スキロー血液寒天培地 

ミューラーヒントン S 寒天培地 （栄研化学株式会社） 12.5 g 

馬脱繊維血液 25 ml 

再精製水 475 ml 

Campylobacter Selective Supplement （Skirrow） （Oxoid 社） 1 bial 

滅菌再精製水 1 ml 

ミューラーヒントン S 寒天培地と再精製水を混和し、加温溶解した後に、121℃で 15 分間、オートク

レーブで滅菌した。滅菌後、50℃まで冷却し、馬脱繊維血液と滅菌再精製水で溶解した

Campylobacter Selective Supplement（Skirrow）を加え、十分混和し、シャーレに約 20ml ずつ分注

し、室温で固めた。 

 

*2-4. 5%馬血液加ミューラーヒントン培地 

ミューラーヒントン S 寒天培地 （栄研化学株式会社） 12.5 g 

馬脱繊維血液 25 ml 

再精製水 475 ml 

ミューラーヒントン S 寒天培地と再精製水を混和し、加温溶解した後に、121℃で 15 分間、オートク

レーブで滅菌した。滅菌後、50℃まで冷却し、馬脱繊維血液を加え、十分混和し、シャーレに約

20ml ずつ分注し、室温で固めた。 
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第 3 章 

わが国の野生鹿および猪における Arcobacter 属菌の保菌状況 

と分離株の病原性解析  
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3.1 はじめに 

 

Arcobacter 属菌は 1977 年、牛流産胎子から初めて分離された細菌である[26]。本菌はグ

ラム陰性で、S 字状またはカンマ状の形態を示し、好気条件や 15℃の低温でも発育可能であるこ

とから Campylobacter-like bacteria または Aerotolerant-Campylobacter と呼ばれてきた。Vandamme

ら[116]は、ドットブロットハイブリダイゼーション解析等の結果から、本菌を Arcobacter と命名し、現

在までに、21 菌種が認められている。これらのうち、A. butzleri、A. cryaerophilus、A. skirrowii の 3

菌種は人に病原性を有する主要な菌種である[94]。 

  食品や飲料水を原因とする A. butzleri による食中毒事例は、欧米で報告されている[65, 

98, 111]。1983 年、下痢は認められなかったものの、腹痛を訴えたイタリアの小学校の教師と生徒

の糞便から A. butzleri が分離されている[115]。さらにわが国においても、2005 年に胆管切除・胆

管空腸吻合術を受けた後、2 週間にわたり発熱を呈した 61 歳の女性の血液から A. butzleri が分

離されている[129]。一方、アメリカでは、健常者の糞便の 6.2 %から Arcobacter 属菌が分離されて

いる[116]。このように、A. butzleri は食中毒事例のみならず、健常者や下痢症状を示さない患者か

らも分離されていることから、日和見感染症の起因菌としても認識されはじめている。 

2002 年に、国際食品微生物規格委員会（International Commission on Microbiological 

Specifications for Foods: ICMSF）は、Arcobacter 属菌を「人の健康に重大な危険をもたらす病原

体」として分類した[50]。近年では、食中毒事例や下痢症患者から A. butzleri、A. skirrowii および

A. cryaerophilus が散発的に分離される事例が報告されていることから、Miller ら[77]は、これら３菌
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種は食中毒を引き起こす「新興病原体」として提唱している。さらに、ドイツ連邦リスク評価研究所

（Bundesinstitut fur Risikobewertung: BfR）は、2007 年に「生肉中の Arcobacter 属菌は食中毒を引

き起こす原因となる可能性がある」とする意見書を公表した[7]。わが国では、2016 年に農林水産省

食品・安全局により、「有害微生物の優先リストの見直し案及び実態調査の中期計画案（平成

29~33 年度）に対するアンケート調査」が行われ、「有害微生物の優先リストの見直しを行う対象」の

一つとして Arcobacter 属菌が挙げられた[86]。その後、同局による平成 28 年度リスク管理検討会

において、「新たに優先的にリスク管理の対象とすることを検討中の危害要因のリスクプロファイル

案等」において、A. butzleri の病原性に関する情報や汚染の可能性がある食品の種類及び汚染報

告例が取りまとめられている[87]。このように、わが国をはじめ、世界各国において Arcobacter は新

たな有害微生物として注目されるようになった。 

家畜の Arcobacter 属菌の保菌状況は、イギリスの鶏で 65.9% [108]、オーストラリアの牛で

21.8% [72]、オーストラリアの羊で 15.3% [49]と報告されている。一方、わが国でも鶏の 14.5〜

62.5% [59, 81]、豚の 10〜23.8%[59, 81]、牛の 3.6〜4.0%[59, 81]から Arcobacter 属菌が分離され

ている。以上の成績から、Arcobacter 属菌は、家畜の中でも特に鶏から最も高率に分離されること

が判明している。一方、野生鹿や猪における Arcobacter 属菌の保菌状況については、イランの鹿

で 11.1%、ブラジルの猪で 14.2%という報告がある[20, 64]。しかしながら、わが国の野生鹿および

猪における Arcobacter 属菌の保菌状況については全く検討されていない。 

Arcobacter 属菌は新興病原細菌であるが、その研究報告は少なく、特に病原関連遺伝子

に関する研究は限られている。Miller ら[77]は、下痢症患者由来 A. butzleri RM4018 株の全ゲノム
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（Whole-Genome Sequencing： WGS）解析を行い、Campylobacter、Salmonella、E. coli、

Mycobacterium、Vibrio cholerae ならびに腸内細菌科の細菌が保有する９つの病原関連遺伝子を

検出している（表 3-1）。それらのうち、cadF（Campylobacter adhesion to Fibronectin）、cj1349 

（Campylobacter adhesion to Fibronectin）、ciaB（Campylobacter Invasion antigen B）および pldA 

（Outer membrane phospholipase A）は、Campylobacter から検出された人腸管上皮細胞への接着

および侵入に必要な遺伝子である。mviN（Integral membrane protein MviN）は、Salmonella 

enterica serovar Typhimurium や E. coli が保有し、細胞膜合成に関与する遺伝子である。tlyA 

（Hemolysin A）は、Campylobacter や Mycobacterium などから検出され、赤血球の溶血に関与す

る遺伝子である。hecA（Hemolysin/hemagglutinin-like protein A）および hecB

（Hemolysin/hemagglutinin-like protein B）は、Campylobacter や大腸菌などの多くの腸内細菌科が

保有し、赤血球の凝集に関与する遺伝子である。irgA（Iron-regulated outer membrane protein A） 

は、Vibrio cholerae や大腸菌などの腸内細菌から検出され、菌体内への鉄の取り込みの調節に関

与する遺伝子である。以上のように、Arcobacter 属菌も他の食中毒細菌と同様の病原関連遺伝子

を保有していることから、人に対しても病原性を有している可能性が示唆されている[77]。 

Douidah ら[24]は、下痢症患者由来 A. butzleri LMG10828T株、A. butzleri LMG11632 株

など様々な由来の Arcobacter 属菌の病原関連遺伝子を解析した結果、下痢症患者から分離され

た株は Miller ら[77]によって報告された 9 つの病原関連遺伝子を全て保有する株、もしくは hecA

を除く 8 つの病原関連遺伝子を保有する株であったことを報告している。以上の成績から、これら

の病原関連遺伝子を保有する株は、人に対して下痢原性を示す可能性があると推測されている。 
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Douidah ら[24]は過去に様々な国から分離された牛由来の A. butzleri 29 株、A. cryaerophilus 9

株、および A. skirrowii 23 株の病原関連遺伝子の保有状況を検討したところ、全ての A. butzleri

株は、cadF、cj1349、ciaB、mviN、tlyA、pldA を保有しており、hecB は 86.2%の株から検出されたの

に対し、hecA および irgA は、48.2〜58.6%の株からのみ検出されることを報告している。また、A. 

cryaerophilus 株の ciaB、mviN の保有率は 77.7～88.8%と高率で、pldA、tlyA、cadF、cj1349 の保

有率は 33.3～55.5%、hecA、irgA、hecB の保有率は 0～11.1%と低率であったこと、全ての A. 

skirrowii 株は ciaB を保有していたのに対し、他の 8 つの病原関連遺伝子は、0〜34.8%といずれ

も低率であったと報告している。しかしながら、各種 Arcobacter 属菌の病原性発現に、9 つの病原

関連遺伝子がどのように関与しているか、未だ解明されていない。 

 本研究では、わが国の鹿および猪における Arcobacter 属菌の保菌状況を検討するととも

に、分離株の病原関連遺伝子の保有状況を検討することにより、人に対する Arcobacter 属菌の潜

在的な病原性を評価した。
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表 3-1. Arcobacter 属菌の病原関連遺伝子の名称と機能 
遺伝子 名称 機能 
cadF Campylobacter adhesion to fibronectin 

接着 
cj1349 Fibronectin-binding protein 
ciaB Campylobacter invasion antigen B 侵入 
mviN Integral membrane protein MviN 細胞膜合成 
tlyA Hemolysin A 

血球溶血 
凝集 

hecA Hemolysin/hemagglutinin-like protein A 
hecB Hemolysin/hemagglutinin-like protein B 
irgA Iron-regulated outer membrane protein A 鉄調節外膜 
pldA Outer membrane phospholipase A 外膜タンパク 
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3.2 材料および方法 

 

3.2.1 材料 

 2017 年 9 月から 2020 年 8 月にかけて、14 県（8 地域）で捕獲した鹿 253 頭および、16 県

（8 地域）で捕獲した猪 321 頭からの直腸便を採取した。直腸便は無菌的に採取した後、4℃以下

で直ちに、日本大学生物資源科学部獣医食品衛生学研究室に輸送した。全ての検体は、検体採

取後 72 時間以内に、実験に使用した。 

 

3.2.2 Arcobacter の分離培養 

 直腸便の 1g 量を、9mL の Arcobacter Selective broth （ASB）*1（BD 社、Franklin lakes、

USA）に接種して、25℃で 72 時間、微好気条件で増菌培養した。培養した増菌培地の 1 白金耳量

を Arcobacter Selective Medium （ASM）*2（BD 社）とスキロー血液寒天培地（栄研化学株式会社、

東京）に塗抹し、25℃で 72 時間、微好気条件で分離培養を行った。各分離培地上に発育した

Arcobacter を疑う透明で微小なコロニーを、1 検体あたり最大 5 コロニー釣菌し、ブルセラ寒天培地

*3 で 25℃、72 時間、微好気条件で純培養を行った。DNA 抽出は 2.2.3 の方法に従って行った。 

 

3.2.3 PCR およびシーケンス解析による Arcobacter の同定法 

各分離株から抽出した DNA について、Arcobacter 属特異的 PCR[6]により Arcobacter 属

であることの確認を行った。Arcobacter 属であることが確認された株については、A. butzleri、A. 
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cryaerophilus 1A、A. cryaerophilus 1B および A. skirrowii を特異的に検出する One-Step PCR 法に

より、それぞれの菌種を同定した[58]。属特異的 PCR に使用した試薬の組成は表 1-2 で示すもの

を用いた。Arcobacter 属特異的 PCR に用いたプライマーの塩基配列は表 3-2 に、PCR の反応条

件を表 3-3 にそれぞれ示した。また、One-Step PCR 法に用いたプライマーの塩基配列は表 3-4 に、

試薬の組成を表 3-5 に、One-Step PCR の反応条件は表 3-6 にそれぞれ示した。なお、陽性対照は

A. butzleri ATCC49616T株、A. cryaerophilus1A ATCC43158 T株、A. cryaerophilus1B ATCC49615T

株、A. skirrowii ATCC51132 T 株からそれぞれ抽出した DNA 溶液、陰性対照は Nuclease-Free 

Water（Invitrogen 社）をそれぞれ用いた。PCR 産物は、1.2.4 で示した方法により電気泳動を行い、

それぞれ 331bp、 692bp、728bp、152bp、448bp 付近に PCR 産物が認められた株を、それぞれ

Arcobacter 属菌、A. butzleri、A. cryaerophilus 1A、A. cryaerophilus 1B および A. skirrowii と判定し

た。得られた PCR 産物は、2.2.4 に示した方法により精製後、塩基配列を決定し、BLAST 検索を行

い、菌種を同定した。 

 

3.2.4 Arcobacter 株の 9 種類の病原関連遺伝子の保有状況の検討 

Arcobacter 株については、2.2.3 に示した方法で DNA を抽出した後、Douidah ら[24]の方

法に従って 9 種類の病原関連遺伝子の保有状況を検討した。各 PCR に使用した試薬の組成は表

1-2 の方法に準拠した。各病原関連遺伝子特異的プライマーの塩基配列を表 3-7 に、cadF、tlyA、

hecB、pldA 特異的 PCR に用いた反応条件を表 3-8 に、cj1349、ciaB、mviN、hecA、irgA 各特異的

PCR に用いた反応条件を表 3-9 にそれぞれ示した。 
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3.2.5 統計学的解析 

野生鹿および猪における Arcobacter の保菌率と各病原関連遺伝子の保有率の差につい

ては、Minitab 統計ソフトウェア（Minitab 社、Coventry、UK）を用いて、χ2 検定を実施し有意差

（p<0.05）を求めた。
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表 3-2．Arcobacter 属特異的 PCR に用いたプライマーの塩基配列と増幅塩基長 

遺伝子領域 プライマー名 塩基配列 （5’-3’） 増幅塩基長 

23Sr RNA 
Arco1 GTCGTGCCAAGAAAAGCCA 

331 
Arco2 TTCGCTTGCGCTGACAT 

 

 

 

表 3-3. Arcobacter 属特異的 PCR の反応条件 

反応 （サイクル数） 温度 （℃） 時間 （秒） 

初期熱変性 （×1） 94 180 

増幅 （×27） 

熱変性 

アニーリング 

伸長反応 

94 

61 

72 

60 

60 

60 

最終伸長 （×1） 72 600 
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表 3-4. Arcobacter 種特異的 One- Step PCR に用いたプライマーの塩基配列と増幅塩基長 

菌種 プライマー名 
フォワードプライマー （F） 
リバースプライマー （R） 

塩基配列 （5’-3’） 増幅塩基長 

A. butzleri N.butz F AGCGTTCTATTCAGCGTAGAAGATGT  692bp 

A. cryaerophilus1A N.c.1A F ACCGAAGCTTTAGATTCGAATTTATTCG 728bp 

A. cryaerophilus1B N.c.1B F GGACTTGCTCCAAAAAGCTGAAG 152bp 

A. skirrowii N.ski F CGAGGTCACGGATGGAAGTG 448bp 

Arcobacter 属菌 ARCO-U R TTCGCTTGCGCTGACATCAT － 
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表 3-5. Arcobacter 種特異的 One- Step PCR に用いた試薬の組成 
Go Taq Master Mix （promega 社）    10 μl 
DNA 溶液    1 μl 
0.5µM プライマー （N.c.1A および ARCO-U） 
0.05µM プライマー （N.butz、N.c.1B および N.ski）                 

各 l μl 
各 l μl 

Nuclease Free Water （Invitrogen 社）   Up to 20 µl 
 
 
 
表 3-6. Arcobacter 種特異的 One- Step PCR の反応条件 

反応 （サイクル数） 温度 （℃） 時間 （秒） 

初期熱変性 （×1） 95 240 

増幅 （×30） 

熱変性 

アニーリング 

伸長反応 

95 

52 

72 

30 

60 

30 

最終伸長 （×1） 72 300 
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表 3-7. 9 種類の病原関連遺伝子特異的 PCR に用いたプライマーの塩基配列と増幅塩基長  
遺伝子領域 プライマー 塩基配列 （5’-3’） 増幅塩基長 

cadF 
cadF-F TTACTCCTACACCGTAGT 

283bp 
cadF-R AAACTATGCTAACGCTGGTT 

cj1349 
cj1349-F CCAGAAATCACTGGCTTTTGAG 

659bp 
cj1349-R GGGCATAAGTTAGATGAGGTTCC 

ciaB 
ciaB-F TGGGCAGATGTGGATAGAGCTTGGA 

284bp 
ciaB-R TAGTGCTGGTCGTCCCACATAAAG 

mviN 
mviN-F TGCACTTGTTGCAAAACGGTG 

294bp 
mviN-R TGCTGATGGAGCTTTTACGCAAGC 

tlyA 
tlyA-F CAAAGTCGAAACAAAGCGACTG 

230bp 
tlyA-R TCCACCAGTGCTACTTCCTATA 

hecA 
hecA-F GTGGAAGTACAACGATAGCAGGCTC 

537bp 
hecA-R GTCTGTTTTAGTTGCTCTGCACTC 

hecB 
hecB-F CTAAACTCTACAAATCGTGC 

528bp 
hecB-R CTTTTGAGTGTTGACCTC 

irgA 
irgA-F TGCAGAGGATACTTGGAGCGTAACT 

437bp 
irgA-R GTATAACCCCATTGATGAGGAGCA 

pldA 
pldA-F TTGACGAGACAATAAGTGCAGC 

293bp 
pldA-R TCCACCAGTGCTACTTCCTATA 

 
 
 
表 3-8. cadF、tlyA、hecB、pldA 特異的 PCR に用いた反応条件 

反応 （サイクル数） 温度 （℃） 時間 （秒） 

初期熱変性 （×1） 94 180 

増幅 （×32） 

熱変性 

アニーリング 

伸長反応 

94 

55 

72 

45 

45 

45 

最終伸長 （×1） 72 180 
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表 3-9. cj1349、ciaB、mviN、hecA、irgA 特異的 PCR に用いた反応条件 

反応 （サイクル数） 温度 （℃） 時間 （秒） 

初期熱変性 （×1） 94 180 

増幅 （×32） 

熱変性 

アニーリング 

伸長反応 

94 

56 

72 

45 

45 

45 

最終伸長 （×1） 72 180 
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3.3 成績 

 

3.3.1. わが国の野生鹿および猪における Arcobacter の保菌状況 

 鹿 253 頭中 17 頭（6.7%）から 32 株、猪 321 頭中 63 頭（19.6%）から 153 株の A. butzleri

が、猪 4 頭（1.2%）から 6 株の A. cryaerophilus がそれぞれ分離された（表 3-10）。Arcobacter 属菌

は 19 県のうち 7 県（A 県、D 県、H 県、K 県、M 県、N 県、R 県）で捕獲された鹿から分離され、そ

の保菌率は 2.9～22.2%の保菌率であった。 

猪では、9 県（D 県、F 県、M 県、N 県、O 県、P 県、Q 県、R 県、S 県）で捕獲された個体か

ら Arcobacter 属菌が分離され、その保菌率は 7.7～30%であった。野生猪における保菌率は鹿の

保菌率と比べて有意（p<0.05）に高値であった。 

 

3.3.2. 鹿、猪由来 A. butzleri 株および A. cryaerophilus 株の病原関連遺伝子の保有状況 

 鹿由来 A. butzleri 32 株における各病原関連遺伝子の保有率は、cadF は 100%（32/32）、

cj1349 は 93.8%（30/32）、ciaB は 100%、mviN は 90.6%（29/32）、tlyA は 93.8%（30/32）、hecA は

6.3%（2/32）、hecB は 53.1%（17/32）、irgA は 18.8%（6/32）、pldA は 93.8%（30/32）であった（表 3-

11）。  

猪由来 A. butzleri の 153 株における各病原関連遺伝子の保有率は、cadF が 100%

（153/153）、cj1349 が 94.8%（145/153）、ciaB が 100%（153/153）、mviN が 88.2%（135/153）、tlyA

が 96.7%（148/153）、hecA が 19.0%（29/153）、hecB が 64.7%（99/153）、irgA が 79.3%（122/153）、
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pldA が 93.5%（143/153）であった。また、猪由来 A. cryaerophilus の 6 株の病原関連遺伝子に保

菌率は、cadF が 83.3%（5/6）、ciaB が 100%（6/6）、mviN が 33.3%（2/6）、tlyA が 66.7%（4/6）、pldA

が 66.7% （4/6）で、cj1349、hecA、hecB、irgA は全ての株から検出されなかった。  

鹿由来 A. butzleri 株は 3〜8 種類、猪由来 A. butzleri 株は 3〜9 種類、猪由来 A. 

cryaerophilus 株は 2〜4 種類の病原関連遺伝子を保有しており、それぞれ 11、19、および 3 種の

保有パターンに分類された（表 3-12、3-13）。猪由来の 14 株（9.2%）は、9 種類全ての病原関連遺

伝子 （パターン 1）、26 株（17.0%）は hecA を除く 8 遺伝子を保有していた（パターン 2）。一方、鹿

由来 A. butzleri の 23 株および猪由来 A. cryaerophilus の 6 株からは、パターン 1 および 2 の株は

分離されなかった。 
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表 3-10. わが国の野生鹿および猪における Arcobacter 保菌状況 

NT ：未検討 

 

地方 県 

鹿  猪 

検体数 陽性検体数 （%） 
 

検体数 
陽性検体数

（%） 

東北 A 9 2（22.2）  NT 
北関東/
甲信 

B 3 0  4 0 
C 17 0  NT 

南関東 
D 34 1（2.9）  26 2（7.7） 
E 23 0  2 0 

北陸 
F NT  9 1（11.1） 
G NT  2 0 

東海 
H 20 1（5）  1 0 
I 3 0  NT 

近畿 J 4 0  2 0 

中国 
K 16 3（18.8）  4 0 
L NT  2 0 
M 33 2（6.1）  8 1（12.5） 

四国 
N 45 4（8.9）  52 10（19.2） 
O NT  12 2（16.6） 

九州 

P NT  7 1（14.2） 
Q 14 0  154 40（25.9） 
R 30 4（13.3）  30 9（30） 
S 2 0  6 1（16.6） 

計 253 17 （6.7）  321 67 （20.8） 
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表 3-11. 鹿および猪由来 Arcobacter 株の病原関連遺伝子の保有状況 

由来 
動物種 

菌種 
（株数） 

病原関連遺伝子  
保有株数（%）  

cadF cj1349 ciaB mviN tlyA hecA hecB irgA pldA 

鹿 
A. butzleri 
（32 株） 

100% 
93.8% 
（30/32） 

100% 
90.6% 
（29/32） 

93.8% 
（30/32） 

6.3% 
（2/32） 

53.1% 
（17/32） 

18.8% 
（6/32） 

93.8% 
（30/32） 

猪 

A. butzleri 
（153 株） 

100% 
94.8% 

（145/153） 
100% 

88.2% 
（135/153） 

96.7% 
（148/153） 

19.0% 
（29/153） 

64.7% 
（99/153） 

79.3% 
（122/153） 

93.5% 
（143/153） 

A. cryaerophilus 
（6 株） 

83.3% 
（5/6） 

0 100% 
33.3% 
（2/6） 

66.7% 
（4/6） 

0 0 0 
66.7% 
（4/6） 
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表 3-12. 鹿および猪由来 A. butzleri 株の病原関連遺伝子の保有状況 

保有 

パターン 

病原関連遺伝子 
保有 

遺伝子数 

株数 

cadF cj1349 ciaB mviN tlyA hecA hecB irgA pldA 
鹿分

離株 

（%） 

猪分

離株 

（%） 

1 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ 9 0 
14 

（9.2） 

2 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ 8 0 
26 

（17.0） 

3 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ 8 0 
6 

（3.9） 

4 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ 8 
2 

（6.3） 
4 

（2.6） 

5 ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ ＋ 8 0 
2 

（1.3） 

6 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ 7 
2 

（6.3） 
3 

（2.0） 

7 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ 7 
6 

（18.8） 
21 

（13.7） 

8 ＋ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ 7 
2 

（6.3） 
8 

（5.2） 

9 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ 7 
1 

（3.1） 
4 

（2.6） 

10 ＋ ＋ ＋ － ＋ ＋ ＋ － ＋ 7 0 
2 

（1.3） 

11 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － 7 0 
1 

（0.7） 

12 ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ ＋ ＋ 7 
2 

（6.3） 
3 

（2.0） 

13 ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － － ＋ 6 
10 

（31.3） 
32 
（21） 

14 ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ － ＋ 6 
2 

（6.3） 
12 

（7.8） 

15 ＋ － ＋ ＋ ＋ － ＋ － ＋ 6 
2 

（6.3） 
2 

（1.3） 

16 ＋ ＋ ＋ － ＋ － － － ＋ 5 
1 

（3.1） 
4 

（2.6） 
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17 ＋ － ＋ － ＋ － － ＋ － 4 0 
2 

（1.3） 

18 ＋ ＋ ＋ － － － － － － 3 
2 

（6.3） 
3 

（2.0） 

19 ＋ － ＋ － ＋ － － － － 3 0 
4 

（2.6） 

 
 
 
表 3-13. 鹿および猪由来 A. cryaerophilus 株の病原関連遺伝子の保有状況 

保有 

パターン 

病原関連遺伝子 
保有 

遺伝子数 

株数 

cadF cj1349 ciaB mviN tlyA hecA hecB irgA pldA 

猪由 
来株 
（%） 

1 ＋ － ＋ － ＋ － － － ＋ 4 
4 

（66.7） 

2 ＋ － ＋ ＋ － － － － － 3 
1 

（16.7） 

3 － － ＋ ＋ － － － － － 2 
1 

（16.7） 
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3.4 考察 

 

 本研究では、わが国の野生鹿の 6.7% （17/253）、猪の 19.6% （63/321）が A. butzleri を、

また、猪の 1.2% （4/321）が A. cryaerophilus を保菌していることを初めて明らかにした。これまでに、

中東のイランや南米のブラジルでは、野生鹿および猪から Arcobacter 属菌が分離されている[20, 

64]。わが国においても、野生鹿や猪が、Arcobacter 属菌の重要なキャリアーである可能性が示唆

された。 

 今回、猪が鹿に比べ高率に Arcobacter 属菌を保菌していることが明らかとなった。第 2 章

でも考察したように、猪の食性や泥浴びの習性が猪における Arcobacter 属菌の保菌率の高さに深

く関与している可能性が考えられる。特に、Arcobacter は水中で 16 日間と長期間にわたり生残す

ることが報告[98]されていることから、湿潤な環境が Arcobacter 属菌の生育と伝播に重要な役割を

担っている可能性が考えられる。今後、野生動物の水飲み場やぬた場などにおいて Arcobacter 属

菌の分布状況を検討するとともに、それらが野生鹿や猪など野生動物への伝播に関与している可

能性について検討する必要がある。  

 本研究で分離された Arcobacter 株の病原関連遺伝子の保有状況は、一部の遺伝子を除

いて鹿および猪分離株で類似していた。すなわち、鹿および猪分離株に共通して cadF、cj1349、

ciaB、mviN、tlyA、pld は 85~100%と高率に保有されており、hecB の保有率は 50～65%、hecA の保

有率は 10～30%であった。一方、irgA は鹿由来 A. butzleri 株の 18.8%が保有していたのに対し、

猪由来 A. butzleri 株は 79.3%と有意（p<0.05）に高い値で保有していた。Vibrio cholerae の保有す
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る irgA は、低鉄環境下において、コレラ毒素、ノイラミニダーゼや溶血素といった細胞外分泌タン

パクの産生を促進することが報告されている[34]。また、腸内細菌の保有する irgA は菌体内に鉄を

取り込むことにより、宿主腸管内における生残性を高めていることが報告されている[77]。これにより、

Arcobacter 属菌の保有する irgA も細胞外へのタンパク分泌の調整や鉄の取り込みに関与するとと

もに、鹿および猪における宿主特異性に影響を及ぼしている可能性が考えられた。 

 下痢症患者由来 Arcobacter 株は、本研究で検討した病原関連遺伝子の 9 種類全てを、

もしくは hecA を除く 8 種類を保有していたことから、これらの病原関連遺伝子を保有する株は、人

に対して病原性を示す可能性が示されている[24]。本研究では猪由来 A. butzleri の 14 株（9.2%）

および、26 株（17.0%）は、人分離株と同様のパターンの病原関連遺伝子を保有していたことから、

人に対して病原性を示す可能性が示唆された。 

一方、鹿および猪由来 A. cryaerophilus 株は、A. butzleri 株と同様に、Campylobacter 属菌

の主要な接着、侵入関連遺伝子である cadF および ciaB を保有していたことから、人の腸管上皮

に感染する可能性が考えられる。しかしながら、今回検討した 9 種類の病原関連遺伝子をほとんど

保有していないことが明らかとなった。Douidah ら[24]も A. cryaerophilus 株は A. butzleri 株に比べ

ると、保有する病原関連遺伝子が少ない傾向にあることを報告している。A. butzleri 株および A. 

cryaerophilus 株は、未だ、病原関連遺伝子の網羅的な解析ははとんど行われていない。今後、野

生鹿および猪の由来 A. butzleri 株および A. cryaerophilus 株の WGS 解析を行い、両菌種におけ

る病原関連遺伝子保有状況を詳細に検討し、腸管定着性と病原性発現の関連性についても検討

したい。 
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 hecA は Campylobacter 属菌や Bordetella pertussis などが保有している遺伝子で、赤血球

を凝集する機能の他に、Ⅲ型分泌機構を構成し、細胞への接着や侵入に関与することから、人へ

の下痢原性に関与する可能性が示唆されている[77]。A. butzleri の hecA も同様の機能を有してい

る可能性が考えられているが、未だその機能は解明されていない[77]。今後、hecA をノックアウトし

た株を作製し、感染実験を行い、hecA の機能と病原性との関係性を明らかにしていきたい。 

 これまでに、わが国では、A. butzleriによる食中毒事例は報告されていない。Arcobacter属

菌は微好気または好気条件で 25℃の低温下で 3 から 5 日間、培養する必要があり、培地上に発

育したコロニーは透明で微小であることから、通常の食中毒発生時の検査では分離することが極め

て難しいく、見逃されている可能性が高い[64]。今後、食中毒事例において人 Arcobacte 属菌を対

象とした培養も実施し、食中毒原因菌としての可能性を明らかにするとともに、わが国の野生鹿、猪

ならびに、各種家畜における分布状況と分離株の詳細な病原関連遺伝子の情報を明らかにするこ

とで Arcobacteｒ属菌による食中毒の疫学を解明していきたい。 
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3.5 小括 

 

Arcobacter 属菌は、近年、新興食中毒起因菌として注目されている。様々な家畜や家禽

から Arcobacter 属菌が分離されているものの、野生鳥獣については未だ検討されていない。また、

Arcobacter 属菌は、9 種類の病原関連遺伝子（cadF、cj1349、ciaB、mviN、tlyA、hecA、hecB、

irgA、pldA）を保有し、これらの遺伝子が病原性に関与していると考えられている。本章では、わが

国に生息する鹿、猪における Arcobacter 属菌の保菌状況と、分離株の病原関連遺伝子の保有状

況を解析し、人に対する潜在的な病原性を評価した。 

2017 年から 2020 年の間に、14 県で捕獲された鹿 253 頭ならびに 16 県で捕獲された猪

321 頭の直腸便を用いて Arcobacter 属菌の分離を行った。分離株は 9 種類の病原関連遺伝子の

保有状況を検討し、同遺伝子保有パターンから、人に対する病原性の可能性を解析した。 

鹿 17 頭（6.7%）から 32 株、猪 63 頭（19.6%）から 153 株の A. butzleri が、猪 4 頭（1.2%）

から 6 株の A. cryaerophilus がそれぞれ分離された。わが国の野生鹿および猪は Arcobacter 属菌

を保菌し、また、猪は鹿と比べて高率に保菌していることが初めて明らかとなった。 

鹿由来 A. butzleri 株は、3〜8 種類、猪由来 A. butzleri 株は 3〜9 種類、猪由来 A. 

cryaerophilus 株は 2〜4 種類の病原関連遺伝子を保有しており、それぞれ 11、19、および 3 種の

保有パターンに分類された。猪由来 A. butzleri 14 株（9.2%）および 26 株（17.0%）は下痢症患者由

来 A. butzleri 株と同じく 9 つの病原関連遺伝子全てを保有するパターン 1 または hecA を除く 8 つ

の遺伝子を保有するパターン 2 であることから、人に病原性を示す可能性が示唆された。 
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3.6 第 3 章で使用した試薬類の組成 

 

*1. Arcobacter Selective broth （ASB） 

Brucella broth （BD 社） 14 g 

馬脱繊維血液 25 ml 

再精製水 475 ml 

Piperacillin （Sigma-Aldrich 社） 37.5 mg 

Cefoperazone （Sigma-Aldrich 社） 6 mg 

Trimethoprim （Sigma-Aldrich 社） 10 mg 

Cycloheximide （Sigma-Aldrich 社） 50 mg 

95%エタノール 5 ml 

滅菌再精製水 5 ml 

Brucella broth と再精製水を混和し、加温溶解した後に、121℃で 15 分間、オートクレーブで滅菌し

た。滅菌後、50℃まで冷却し、馬脱繊維血液とエタノールで溶解した Trimethoprim、ならびに滅菌

再精製水で溶解した Piperacillin、Cefoperazone、Cycloheximide を加えた後、十分混和し、9ml ず

つ滅菌小試験管に分注した。 
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*2. Arcobacter Selective medium（ASM） 

ミューラーヒントン寒天培地 （BD 社） 19 g 

馬脱繊維血液 25 ml 

再精製水 465ml 

Piperacillin （Sigma-Aldrich 社） 37.5 mg 

Cefoperazone （Sigma-Aldrich 社） 6 mg 

Trimethoprim （Sigma-Aldrich 社） 10 mg 

Cycloheximide （Sigma-Aldrich 社） 50 mg 

95%エタノール 5 ml 

滅菌再精製水 5 ml 

ミューラーヒントン寒天培地と再精製水を混和し、加温溶解した後に、121℃で 15 分間、オートクレ

ーブで滅菌した。滅菌後、50℃まで冷却し、馬脱繊維血液と 95%エタノールで溶解した

Trimethoprim、ならびに滅菌再精製水で溶解した Piperacillin、Cefoperazone、Cycloheximide を加

えた後、十分混和し、シャーレに約 20ml ずつ分注し、室温で固めた。 

 

*3. ブルセラ寒天培地 

Brucella Agar （BD 社） 19 g 

再精製水 500 ml 

Brucella Agar と再精製水を混和し、加温溶解した後に、121℃で 15 分間、オートクレーブで滅菌し

た。滅菌後、50℃まで冷却し、シャーレに約 20ml ずつ分注し、室温で固めた。 
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本学位論文では、野生鳥獣の食用利用機会の増加を受け、それらのリスク評価の一環とし

て、わが国の鹿、猪における細菌性食中毒起因菌の分布状況を検討した。対象とした細菌性食中

毒起因菌は、近年、新興食中毒起因菌として注目されている志賀毒素産生大腸菌（STEC） 

O157、Campylobacter 属菌ならびに Arcobacter 属菌とした。さらに、得られた各種分離株につい

て、全ゲノム（Whole-Genome Sequencing： WGS）解析および PCR 法により病原関連遺伝子等を

網羅的に解析し、人に対する潜在的な病原性を評価した。その結果、① STEC O157 は鹿だけで

なく、猪からも低率に分離されること、② 同分離株は比較的病原性は高くない可能性があること、

③ 猪は、鹿に比べて高率に Campylobacter hyointestinalis を保菌していること、④ 同分離株は

C. jejuni、C. coli を含む各種病原細菌が保有する病原関連遺伝子を保有し、人に病原性を示す

可能性があること、⑤ 猪は、鹿に比べて高率に Arcobacter butzleri や A. cryaerophilis を保菌して

いること、⑥同 A. butzleri 株の病原関連遺伝子保有パターンから、人に病原性を示す可能性があ

ることを明らかにした。以下、対象とした各細菌性食中毒起因菌に本研究で得られた概要を記す。 

 

1. わが国の野生鹿および猪における志賀毒素産生大腸菌 O157 の保菌状況と分離株の病原性

解析 

鹿肉を原因とする STEC O157 の食中毒事例が国内外で報告されていることから、ジビエ

消費において本菌の汚染は重要なリスク因子の一つである。本章では、わが国に生息する野生

鹿、猪における STEC O157 の保菌状況を検討し、分離株の WGS 解析による病原性評価した。さ
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らに、STEC O157 を保菌していることが確認された猪の捕獲地近辺に農場があり、家畜との間で伝

播した可能性が考えられたことから、当該農場で飼育されている牛からも STEC O157 を分離し、猪

分離株と分子生物学的性状を比較検討することにより、猪と牛の間における本菌の伝播の可能性

を検討した。 

鹿 474 頭中 9 頭（1.9%）、猪 426 頭中 3 頭（0.7%）から STEC O157 が分離された。系統

解析では、鹿由来１株、猪由来 1 株が、Clade7 に、鹿由来 8 株、猪由来 1 株、牛由来 1 株は

Clade12 に、猪由来 1 株は Clade10 にそれぞれ分類された。計 9 株の WGS 解析では、5,290,931

～5,498,471bpの塩基配列が決定され、GC含量は 50.5〜50.6%、4,633〜5,150のCoding sequence

（CDS）、rRNA が 22 個, tRNA が 98〜105 個であった。また、Sakai 株と同様に 20 種類、27～29 個

の病原関連遺伝子と、マクロライド系薬剤に対する耐性遺伝子 mdfA が検出された。分離株の

PFGE 解析では、鹿分離株は 5 パターンに分かれた。M 県で近い時期に分離された鹿由来 6 株

中 5 株が同一 PFGE パターンを示した。H 県で異なる時期に分離した鹿由来 2 株は、類似したパ

ターンを示した。猪分離株は全て異なるパターンに分類され、そのうち 1 株は、牛分離株と同一パ

ターンであった。 

以上の成績から、わが国の鹿および猪は、低率ながら STEC O157 を保菌していることを

明らかにした。鹿、猪分離株はいずれも水様性下痢を呈する患者分離株が含まれる Clade7、10、

12 に分類され、Sakai 株と類似した病原関連遺伝子を保有していたことから、人に病原性を示す可

能性が示唆された。PFGE 解析により、様々なゲノム性状の STEC O157 株が鹿および猪に分布し
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ていること、M 県では同一株が分布していること、H 県では長期間にわたり近縁株が鹿間で維持さ

れていることが明らかとなった。さらに、猪と牛の間で STEC O157 が伝播した可能性が示唆された。 

 

2. わが国の野生鹿および猪における Campylobacter 属菌の保菌状況と分離株の病原性解析 

国内外の猪からは Campylobacter hyointestinalis subsp. hyointestinalis（C. 

hyointestinalis）が高率に分離されることが報告されている。近年、C. hyointestinalis は、下痢症患

者からも分離されていることから、本菌は新たな人獣共通感染症起因菌として注目されている。本

章では、わが国に生息する鹿、猪における Campylobacter 属菌の保菌状況を検討するとともに、分

離株の WGS 解析、ならびに人腸管上皮細胞株（Caco-2）を用いた感染試験により、C. 

hyointestinalis 株の人に対する潜在的な病原性を検討した。 

鹿 253 頭中 7 頭（2.8%）から 23 株、猪 321 頭中 71 頭（22.1%）から 194 株の C. 

hyointestinalis が分離された。全ての検体から C. jejuni や C. coli は分離されなかった。鹿由来 23

株の全て、猪由来 141 株（72.7%）が chcdt-I と chcdt-II の両者を保有していた。WGS 解析では、

1,716,126〜1,773,046bp の塩基配列が決定され、GC 含量は 34.0〜34.3%、1,724〜1,815 の

CDS、rRNA が 3 個, tRNA が 33〜42 個であった。また、全ての C. hyointestinalis 株から、C. 

jejuuni や C. coli の運動性、化学走性、接着、侵入、毒素、糖鎖付加、鉄利用、薬剤耐性、ストレス

応答に関与する遺伝子と相同な遺伝子が 38〜40 種類検出された。このうち、cadF と flaB の保有

状況は株間で異なっており、cadF は 18B189-1 株のみで、flaB は 18D42-2 株、19D10-1 株で欠損
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していた。PCR 法の結果、全ゲノム解析の結果と同様に flaA は検討した全ての C. hyointestinalis

株から検出されなかった。一方、18D42-2 株および 19D10-1 株では flaB が、18B189-1 株では

cadF がそれぞれ検出された。flaA の欠損に関わらず、ATCC35217T株を含む全ての C. 

hyointestinalis 株で運動性が確認された。各株の Caco-2 細胞接着率は 3.4〜5.2%で、

ATCC35217T株の接着率（3.8%）は、C. jejuni NCTC11351 T株（2.3%）に比べ有意（p<0.05）に高

値を示した。一方、鹿、猪由来 C. hyointestinalis 株の Caco-2 細胞侵入率は 0.04〜0.05%、

ATCC35217T株および NCTC11351 T株の同侵入率はいずれも 0.04%で、有意差は認められなか

った。なお、接着率、侵入率ともに、一部の鹿、猪由来 C. hyointestinalis 株間で有意差（p<0.05）が

認められた。 

以上の成績から、わが国の鹿および猪には C. hyointestinalis が広く分布しており、特に

猪で有意に高い保菌率であることが判明した。鹿、猪由来 C. hyointestinalis 株は C. jejuni および

C. coli と同様の病原性および生存性に関与する遺伝子を少なくとも 38 種保有しており、運動性や

人腸管上皮細胞へ接着、侵入能も有していたことから、鹿や猪が保菌する C. hyointestinalis は人

に対し病原性を示す可能性が示唆された。 

 

3. わが国の野生鹿および猪における Arcobacter 属菌の保菌状況と分離株の病原性解析 

Arcobacter 属菌は、近年、新興食中毒起因菌として注目されている。わが国の家畜や家

禽から本菌は分離されているものの、野生鳥獣については未だ検討されていない。Arcobacter 属



140 
 
 

菌の 9 種類の病原関連遺伝子（cadF、cj1349、ciaB、mviN、tlyA、hecA、hecB、irgA、pldA）のうち、

下痢患者由来 A. butzleri 株は 9 遺伝子全て（パターン 1）、または hecA を除く 8 遺伝子（パターン

2）を保有していることが報告されている。本章では、わが国に生息する鹿、猪における Arcobacter

属菌の保菌状況を検討するとともに、分離株の病原関連遺伝子の保有状況を解析することで、人

に対する潜在的な病原性を評価した。 

鹿 253 頭中 17 頭（6.7%）から 32 株、猪 321 頭中 63 頭（19.6%）から 153 株の A. butzleri

が、猪 4 頭（1.2%）から 6 株の A. cryaerophilus がそれぞれ分離された。鹿由来 A. butzleri 株は、3

〜8 種類、猪由来 A. butzleri 株は 3〜9 種類、猪由来 A. cryaerophilus 株は 2〜4 種類の病原関連

遺伝子を保有しており、それぞれ 11、19、および 3 種の保有パターンに分類された。猪由来 A. 

butzleri 14 株（9.2%）はパターン 1、猪由来 A. butzleri26 株（17.0%）はパターン 2 であった。 

以上の成績から、わが国の鹿および猪が Arcobacter 属菌を保菌しており、猪の保菌率は

鹿に比べ有意に高いことを初めて明らかにした。分離株のうち一部の猪分離株は、下痢症患者分

離株と同様の病原関連遺伝子の保有パターンであったことから、人に病原性を示す可能性が示さ

れた。 

 以上 4 章からなる本研究により、鹿および猪は糞便中に各種新興食中毒起因菌を保菌

していることが明らかとなった。厚生労働省は、野生鳥獣肉による食中毒の発生を防止するため、

「野生鳥獣肉の衛生管理に関する指針（ガイドライン）」を作成し、衛生的な野生鳥獣の解体処理

法を示している。野生鳥獣の解体作業者は、糞便や消化管内容物から枝肉への二次汚染を可能
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な限り減らすため、上記ガイドラインで示された衛生的な解体処理技術を習得することが重要であ

る。また、枝肉から食肉加工する際には、食肉からまな板やナイフ等の器具を介した二次汚染防止

対策を講ずる必要がある。さらに、消費者には、確実な衛生対策と加熱調理を行うことが求められ

る。本研究の結果は、野生鳥獣肉の加工、流通に至る一連の工程に携わる人や消費者へ、野生

鳥獣肉の食中毒リスクを啓発し、予防対策を講ずるための有益な情報となることが期待される。
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