
� はじめに
PFGE法は，遺伝子型疫学マーカーの一種であり，現在最

も汎用されている識別法の一つである。ポピュラーなものと

しては，腸管出血性大腸菌があり，国立感染症研究所で泳動

パターンの解析，解析結果のデータベース化が行われ，食品

を介した difuse outbreakを迅速に探知する試みがなされて

いる。また，サルモネラ，カンピロバクター等，他の細菌に

ついても，各地方衛生研究所で検討がなされているところで

ある１）。今回，徳島県において，分離頻度の最も高かったカ

ンピロバクターについて，PFGE及び細菌学的疫学マーカー

である血清型別，薬剤感受性による型別を実施し，疫学関連

性を検討したので報告する。

� 材料および方法
１ 供試菌株

２００６年～２０１０年９月までの期間に，県内医療機関において

感染性胃腸炎患者（散発事例）から分離された Campylobacter

jejuni３１株，及び当センタ－において集団食中毒患者から分

離した Campylobacter jejuni２２株の計５３株を対象とした。

２ 検査方法

� パルスフィールド・ゲル電気泳動

地方衛生研究所・九州ブロックで作成された Campy-

lobacter PFGEマニュアル２）を参考にして，図１の手順で

実施した。すなわち，トリプトソーヤ寒天培地で培養し

た菌を PBSにMc５となるように調整し，１．０％ SeaKem

Gold Agaroseで包埋し Protenase Kで５０℃２時間菌体

処理後，Pefabloc SCで不活化した。その後，制限酵素

SmaⅠで３０℃２時間処理し，泳動用プラグとした。マー

カーには Salmonella Braenderup H９８１２を使用し，６．０V

/cm，パルスタイム６．８～３８．４秒で１９時間泳動を行った。

得られた画像は，画像解析ソフト Lane Multi Screener

ver．３（アトー株式会社）を用いデータベース化し解析

を行った。

� Pennerの血清型別（耐熱性抗原型）

純培養した菌株を感作血球調整試薬（デンカ生研）で

処理し，カンピロバクター免疫血清（デンカ生研）を使
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用し実施した。なお，いずれの免疫血清にも凝集しない

場合は型別不能（UT）とし，複数の血清に凝集する場

合は複合型と判定した。

� 薬剤感受性試験

アンピシリンナトリウム（ABPC），セファゾリンナ

トリウム（CEZ），硫酸カナマイシン（KM），硫酸ゲン

タマイシン（GM），塩酸テトラサイクリン（TC），塩

酸ドキシサイクリン（DOXY），エリスロマイシン

（EM），クロラムフェニコ－ル（CP），コリスチンメタ

ンスルホン酸ナトリウム（CL），ナリジクス酸（NA），

オフロキサシン（OFLX），ホスホマイシンナトリウム

（FOM）の１２剤を用い KBディスク�“栄研”による１

濃度ディスク法で実施した。

� 結果及び考察
PFGEを実施したところ，スメアが解消されない菌株が存

在し，バンドが確認できた４３株について画像のデータベース

化を行った。画像データベースからデンドログラムを作成し

たところ，図２に示すとおり２８パターンに分類された。

Pennerの血清型別では，表１に示すとおり菌株は１４群に

分類され，C群と F群の複合型が１株，型別不能（UT）の

株が１５株（２８．３％）に認められ，特に散発事例由来で UTを

示す菌株が多く認められた。

薬剤耐性パターンは，２７グループに分類された。

PFGE同一パターンを示した１０組及び食中毒関連菌株につ

いて，菌株の由来，血清型別及び薬剤耐性をまとめたのが表

３である。

菌株の培養： トリプトソーヤ寒天培地：１８～２４h微好気培養

菌液の調整： PBSに懸濁（Mc５）

ゲルブロック作成：菌液２００μl＋１．０％ SeaKem Gold Agarose２００μl
サンプルプラグキャスター（０．７mm）：氷上

溶菌処理： プロテナーゼ K処理（５０℃，２hr）
ゲルブロックのカット（４×４．５mm）
Pefabloc SC（５０℃，２０min，２回）
buffer置換；氷上（２０min，３回）

制限酵素処理： buffer置換
制限酵素：SmaⅠ（３０℃，２hr）

電気泳動： ０．５×TBE（１４℃，６．０V/cm，６．８～３８．４s，１９hr）

図－１ PFGEの手順

図－２ C. jejuni の制限酵素 SmaⅠによるデンドログラム（UPGMA法）

表－１ 胃腸炎患者由来菌株の血清型別（Penner）

血清群 散発由来菌株数（%）食中毒由来菌株数（%） Total（%）

F ２（６．５） ５（２２．７） ７（１３．２）

D ３（９．７） ２（９．１） ５（９．４）

B ４（１２．９） －（０．０） ４（７．５）

C １（３．２） ３（１３．６） ４（７．５）

L １（３．２） ２（９．１） ３（５．７）

O －（０．０） ３（１３．６） ３（５．７）

Y ２（６．５） １（４．５） ３（５．６）

A ２（６．５） －（０．０） ２（３．８）

R －（０．０） ２（９．１） ２（３．８）

E １（３．２） －（０．０） １（１．９）

K １（３．２） －（０．０） １（１．９）

P －（０．０） １（４．５） １（１．９）

Z６ １（３．２） －（０．０） １（１．９）

Other＊ １（３．２） －（０．０） １（１．９）

UT １２（３８．７） ３（１３．６） １５（２８．３）

Total ３１（１００） ２２（１００） ５３（１００）

＊C，F群複合型
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PFGEパターンと血清型別は必ずしも一致せず，また，集

団食中毒５事例中３事例（食中毒③，⑥，⑦）において，複

数のパターンを示す菌株の存在が認められた。このことは，

依田らの報告３）と同様であった。依田らは，単独酵素による

PFGEよりも，Double‐digestion法を用いた PFGEの方が

血清型別，疫学調査結果とよく相関したと報告している。

一方，食中毒事例ごとの分離菌株の血清型別では，表２に

示すとおり，同一事例において複数の血清群を認める事例が

あった。横山らの記述４）によれば，同一事例において複数の

血清型の菌が分離されることは，カンピロバクター食中毒の

特徴の一つであり，要因として原因食材がすでに複数の血清

型の菌に汚染されていることを考察している。今回の集団食

中毒事例も推定原因食品として，ササミのたたき等，加熱不

十分な鶏肉が挙げられているものが多くあり同様のことが推

察された。

散発事例から分離した菌株については，表３に示すとおり

同一の PFGEパターンを示す株が７グループ（Ⅰ，Ⅱ，Ⅲ，

Ⅴ，Ⅵ，Ⅶ，Ⅹ）認められ，そのうち血清型別が一致し，分

離時期，薬剤耐性パターンのよく似ている Vの２株につい

表－２ 食中毒由来菌株の血清型別（Penner）

事例 血清群（Penner） 備考

① U T（１） C.coli（２）

② D群（１），Y群（１），U T（１）

③ F群（５）

④ C群（３）

⑤ O群（３）

⑥ L群（２），P群（１） C.coli（１）

⑦ R群（２），D群（１），U T（１）

（ ）内は菌株数
同一検体から分離された同一血清型の複数の菌株は１と計上

表－３ PFGEで同一パターンを示した菌株の比較

PFGEパターン 菌株の由来 血清型別 薬剤耐性パターン

Ⅰ

２００６年１０月 食中毒② UT ABPC，CEZ，TC， NA，OFLX， CL

２００６年１０月 食中毒② Y群 CEZ，TC，DOXY，NA，OFLX， CL

２００６年１０月 食中毒② D群 CEZ，TC， NA，OFLX， CL

２００７年１１月 散発 E群 ABPC，CEZ，TC， NA，OFLX，LVFX，CL

Ⅱ
２００７年１１月 散発 Y群 ABPC，CEZ， CL

２００７年１２月 散発 D群 ABPC，CEZ， CL

Ⅲ
２００８年６月 散発 D群 CEZ，TC

２００９年９月 散発 K群 ABPC，CEZ，TC， CL

Ⅳ
２００９年１０月 食中毒⑥ L群 ABPC，CEZ

２００９年１０月 食中毒⑥ L群 ABPC，CEZ

Ⅴ

２００７年５月 散発 B群 ABPC，CEZ，TC， NA，OFLX，LVFX

２００７年６月 散発 B群 ABPC，CEZ，TC， NA，OFLX，LVFX，CL

２００７年１２月 散発 B群 ABPC，CEZ， NA，OFLX，LVFX，CL

Ⅵ

２００７年４月 散発 Z６群 ABPC，CEZ，TC，DOXY

２００７年５月 散発 UT ABPC，CEZ，TC，DOXY， CL，KM

２００８年１月 散発 UT ABPC，CEZ，TC， CL，KM

２００８年５月 散発 UT ABPC，CEZ，TC， CL，KM

Ⅶ
２００７年１０月 散発 A群 ABPC，CEZ，TC，DOXY，NA，OFLX，LVFX，CL，KM，CP

２０１０年５月 食中毒⑦ C群 ABPC，CEZ，TC， KM，FOM

Ⅷ
２００７年８月 食中毒④ C群 CEZ，

２００７年８月 食中毒④ C群 ABPC，CEZ， NA，OFLX，LVFX， CP

Ⅷ’ ２００７年８月 食中毒④ C群 CEZ

Ⅸ
２０１０年５月 食中毒⑦ R群 ABPC，CEZ

２０１０年５月 食中毒⑦ R群 ABPC，CEZ， NA，OFLX，LVFX

Ⅹ
２００６年４月 散発 複合型 ABPC，CEZ， NA，OFLX

２００８年１０月 散発 UT ABPC，CEZ，TC， NA，OFLX，LVFX，CL

備考

� ２００７年５月 食中毒③ F群 ABPC，CEZ， NA，OFLX，LVFX，CL

� ２００７年５月 食中毒③ F群 ABPC，CEZ，TC

ⅩⅢ ２００９年１０月 食中毒⑥ P群 ABPC，CEZ，TC

―１３―



ては，疫学関連性がある可能性が考えられた。また，血清型

別で UTを示す株の中には，本来の血清型を示していない株

があることが報告されており３），Ⅵの２株についても疫学関

連性の可能性が考えられた。

散発事例も含め，鶏肉等が推定原因食品の主体を占める現

在のカンピロバクター胃腸炎において，疫学関連性を判断す

るには，詳細な聞き取り調査の分析と複数の疫学マーカーを

用いた菌株の識別結果を総合的に判断することが重要である

と考えられた。

� まとめ
� 胃腸炎患者由来 Campylobacter jejuni４３株について，制限

酵素 Sma Iを用いて PFGEを実施したところ２８パターン

に分類された。

� 集団食中毒事例由来菌株は，同一事例にもかかわらず複

数のパターンを示すものが認められた。この理由として，

原因食品が既に複数のパターンの菌株で汚染されているこ

とが推察された。

� 散発事例由来菌株では，分離時期，血清型別，薬剤耐性

パターンの類似している株が認められたが，疫学関連性を

判断するには至らなかった。

� 以上のことから，胃腸炎患者由来 Campylobacter jejuni に

ついて，疫学解析を実施するには，詳細な聞き取り調査析

と複数の疫学マーカーを用いた菌株の識別結果を総合的に

判断することが重要であると考えられた。
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