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１ 背景 

Staphylococcus aureus(以下、「SA」とい

う。)は、人や動物に化膿性炎症や毒素性食中

毒を引起こすグラム陽性球菌で、病畜だけで

なく、健康動物の粘膜や皮膚、腸管などから

も検出される。SA が産生するエンテロトキシ

ン（以下、「SE」という。）や SE 様毒素（以

下、「SEl」という。）は現在、SEA～SElX の存

在が報告１）され、疫学の指標となるコアグラ

ーゼ（以下、「Coa」という。）はⅠ～Ⅹ型に分

類される。近年では、ヒトの医療現場と性状

の異なる家畜由来メチシリン耐性黄色ブド

ウ球菌（以下、「MRSA」という。）が国内で分

離されている。２） 

今回、分離した SA の SE、Coa の遺伝子型

を調査するとともに MRSA 保菌状況を調査し

たので報告する。

２ 材料および方法 

（１）材料 

 平成 10 年から令和２年に健康動物及び病

性鑑定動物から分離された SA 特異的遺伝子

である femA 及び femB を保有する保存菌株

98 株を材料とした。 

その内訳は、乳牛由来 50 株、肉牛由来６

株、豚由来 16 株、鶏由来５株及びイルカ由

来 21 株である。 

（２） 方法 

ア PCR-based ORF Typing (以下、「POT」

という。)法 

市販の SA 用分子疫学解析 POT キット

（Cica）を用いて、PCR を行った。この

キットはプロファージを構成する遺伝

子や mecA、SCCmec 関連遺伝子の増幅パ

ターンを利用するもので、３つの数値の

組み合わせ「POT１－POT２－POT３」で表

される。また、メチシリン耐性に関与す

る mecA を保有する場合、１つ目の数値

（POT１）が 64 以上となり、MRSA と判断



される。 

 イ パルスフィールド電気泳動(以下、

「PFGE」という。）法 

PulseNet に記載された方法３）に従い、

全ゲノム DNAを制限酵素 SmaⅠで処理し、

泳動パターンを解析した。 

ウ Coa 型別 

InstaGene DNA 精製マトリックス

（Bio-Rad）で DNA を抽出後、Hirose ら

が作成したプライマー４ ）を用いて、

multiplex PCR を行い、保有する遺伝子

からⅠ～Ⅹ型に分類した。 

 PCR で型別が不能だった株については、

市販のウサギ血漿（栄研化学（株））を用

いた試験管法により確認試験を実施し

た。 

 エ SE 型別 

 狩野らが作成したプライマー５）を用

いて multiplex PCR を行い、その泳動パ

ターンにより sea～selq を検出した。ま

た、毒素性ショック症候群に関与する

tsst-1 遺伝子を検出した。 

 オ 薬剤感受性試験 

 薬剤感受性試験は動物用医薬品危機

管理対策事業の方法６）に従って、ペニシ

リン（PCG）、セファゾリン（CEZ）、セフ

ォタキシム（CTX）、セフォキシチン（CFX）、

ゲンタマイシン（GM）、カナマイシン（KM）、

ストレプトマイシン（SM）、テトラサイク

リン（TC）、エリスロマイシン（EM）、ア

ジスロマイシン（AZM）、シプロキサシン

（CPFX）、クロラムフェニコール（CP）に

ついて、ディスク拡散法により実施した。 

 加えて、耐性が報告されているバンコ

マイシン（VCM）とオキサシリン（MPIPC）

については、ドライプレート栄研（栄研

化学（株））を用いて微量液体希釈法によ

り実施し、CLSI のガイドライン７）に基づ

いて判定した。 

 

３ 結果 

（１）POT 法による型別 

 乳牛及び肉牛由来株の結果は表１に示す

とおり、19 パターンに分類された。POT１が

64 以上を示した株はなく、MRSA は確認され

なかった。また、牛由来 56 株中 33 株が No.

４及び No.12 の POT 型に分類された。 

 

表１ POT 法による分類 

 

  

豚、鶏、イルカの結果は表２に示すとお

り、20 パターンに分類された。No.３や

No.11 の POT 型のように、由来動物種の異な

る株が同一の POT 型に分類されるものもあ

った。POT１が 64 以上を示した株はなく、

MRSA は確認されなかった。 



表２ POT 法による分類 

 

 

（２）PFGE 型と POT 型 

PFGE 型と POT 型により菌株間を比較し、

図１に示した。調査した全ての動物種におい

て、PFGE 像が類似している場合は同一の POT

型に分類され、PFGE 像が異なる場合は POT 型

も異なる結果となった。 

 

図１ PFGE 像と POT 型 

（３）Coa 型別 

 Coa 型は表３に示すとおり、保有する遺伝

子からⅡ～Ⅷ型に分類された。乳牛由来株は

Ⅵ型、豚由来株はⅣa 型、鶏及びイルカ由来

株はⅤa 型が多くみられた。 

なお、肉牛由来の６株全てが PCR で型別で

きず、全動物種合わせると 43 株が型別不能

であった。このうち乳牛由来株、豚由来株、

イルカ由来株各１株は試験管法で陰性を示

した。 

 

表３ Coa 型別結果 

 

 

（４）SE 遺伝子保有状況 

乳牛由来株の SE 遺伝子保有状況は表４に示

すとおり、sea は 20 株、seb は１株、sec は

９株保有していた。その他、SEl 遺伝子を含

めるとその組み合わせは 14 パターンであっ

た。sec を保有する９株中８株が tsst-1 を

保有していた。また、16 株は SE 遺伝子を保

有していなかった。 



表４ SE 遺伝子保有状況 

 

A:sea B:seb C:sec G:seg I:sei L:sell 

M:selm N:seln O:selo P:selp  

 その他の動物種については、表５に示す

とおり、30 株が sea～sed を保有しており、

SE 様毒素遺伝子を含めるとその組み合わせ

は 20 パターンであった。 

 

表５ SE 遺伝子保有状況 

 

A:sea B:seb C:sec D:sed G:seg H:seh 

I:sei K:selk L:sell M:selm N:seln 

O:selo P:selp Q:selq  

 

（５）薬剤感受性 

ディスク拡散法による薬剤感受性試験の

結果は表６のとおり、乳牛由来株では PCG や

SM 耐性の株がみられ、２剤以上耐性株が確認

されたが、肉牛由来株の耐性薬剤は確認され

なかった。豚由来 16 株中６株、鶏由来５株

中４株が PCG 耐性を示した。イルカ由来 21

株中 13 株が PCG 耐性であり、多剤耐性株を

７株確認した。 

微量液体希釈法を行った VCM及び MPIPCに

ついては全ての菌株が MIC 値≦２μg/ｍL で

あった。 

 

表６ 薬剤感受性 

  

 

 

４ まとめ及び考察 

 県内で分離された 98株の SAの性状につい

て調査したところ、全ての株がメチシリン耐

性に関与する mecA 陰性であり、MRSA は確認

されなかった。 

 ヒトの SA 感染症分子疫学調査で使用され

る POT キットを用いて調査したところ、POT

型は多様であり、PFGE 型が類似している場合

は同一の POT型であった。このことから、PFGE

よりも短時間で簡便に解析できる POT法は家

畜の感染症における疫学調査にも有用であ

ると考える。 



 Coa 型は保有する遺伝子からⅡ～Ⅷ型に分

類された。牛乳房炎由来株はⅥ型が多く検出

されるといわれている。８）今回調査した乳牛

由来株は全て乳房炎由来株であり、既報と同

様の結果となった。 

98 株中 40 株は PCR による型別が不能であ

ったことから、この 40 株はⅠ～Ⅹ型以外の

型であることが示唆された。また、このうち

の３株は SA 特有の遺伝子である femA 及び

femB を保有するにも関わらず、試験管法で

Coa 陰性を示した。このことから、①ウサギ

血漿が不適合、②Coa 微弱産生株、もしくは

③Coa 産生能のない SA だった可能性が考え

られた。 

 SE について調査したところ、98 株中 60 株

が sea～seeを保有し SEl遺伝子を含めると、

その保有遺伝子の組み合わせは多彩であっ

た。乳牛では sec と tsst-1 が乳房炎と関連

あるとの報告９）があるが、今回の調査では乳

房炎由来の株から sea を多く検出し、他の SE

も検出されたことから既報とは異なる結果

となった。 

 薬剤感受性試験では、98 株中 34 株で薬剤

耐性が認められた。これらの株は病性鑑定動

物由来であり、投薬治療の影響による結果だ

と考えられた。また、豚及び鶏由来株は乳牛

由来株と比較して、多剤耐性の傾向があった。 

 今回の調査では、動物種や分離由来による

菌株類似性は認められたものの、多彩な遺伝

子の保有を確認した。MRSA は検出されなかっ

たものの、多剤耐性菌が分離されていること

から、抗菌剤の慎重使用を呼びかけながら今

後も菌株を収集し、MRSA に着目して調査を継

続していきたい。 
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