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Salmonella Weltevredenのcytolethaldistending toxin遺伝子保有状況
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Summary 

Cytolethal distending toxin (CDT) is a newly identified virulence factor produced by several pathogenic bacteria. The 

prevalence of cdtB gene among Salmonella enterica serovar Weltevreden isolated from domestic animals and feed in 

Okinawa， ] apan was investigated by means of polymerase chain reaction (PCR). Among 27 strains of Salmonella 

Weltevreden examined， cdtB gene was found in 19 strains isolated from chicken， pig， ca仕leand horse. 
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サルモネラは、食品を介する人獣共通感染症の病原体

として重要なもののひとつである。 Salmonellaenterica 

の病原因子として、蛋自転写調節、付着、線毛の生成、

代謝調節、毒素産生、宿主細胞内への進入と生残などが

あり、それらの現象には60以上の遺伝子が関与してい

ることが知られている 3)。

Cytolethal distending toxin (CDT) は、ある種の

Canψ'Jlobacter spp. 8)、Escherichiacoli 7)、ShigellaめIsente-

riaeω、Haemoρhilusducreyi 1ペActinobacillusactino-

mycetemcomitans 22)、Helicobacterhepαticus 24) および

Salmonella enterica serovar Typhi 4)が保有していること

が知られている。更に、 CDTは、 Campylobαcterjejuni6
)、

Haemoρhilus ducreyi 24)、Helicobacterhepαticus 26)、
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ShigellaめIsenteriae川の病原性に関与していることが明

らかにされている。

サルモネラ属菌は、 2種 6亜種に分類され、菌体抗原

(0抗原)と鞭毛抗原 (H抗原)の組み合わせによって

約2500種の血清型が存在することが報告されている。

そのうち、 SalmonellaWeltevredenは東南アジアを中心

に、人の下痢使、家畜・家禽の糞便、と畜場で採取した

家畜・家禽の体表スワブ、枝肉のスワブ、市販されてい

る肉類(牛、豚、鶏、カモ)、魚介類、生野菜等から高

頻度に分離されるが 1，2，15，此お)、米国内に輸入される魚介

類からも高頻度に分離され 5，川、我が国では沖縄県での

分離報告がある肌 11，山。サルモネラの病原性における

CDTの役割についてはよく分かっていないが、 S.Typhi 

を始めとする数種類の血清型がcdtB遺伝子を保有して

おり 4，20)、S.Weltevredenの病原性の違いを考える基礎

データを得るために、沖縄県において家畜および飼料か

ら分離した S.WeltevredenのcdtB遺伝子保有状況を

polymerase chain reaction (PCR)で調べたので報告す

る。
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鶏由来株16株(健康鶏のクロアカ、鶏舎の塵;挨等、

分離年 1996-2005)、豚由来株 5株(健康豚、分離年

1992-2001)、牛由来株4株(健康牛、分離年1994-2003)、

馬出来株 1株(敗血症例、分離年 1999)および飼料由

来株 1株(分離年2002)、計27株を供試した O なお、

1978年に分離したSαlmonellaSchwarzengrundをcdtBの

陽性対照として供試した。供試株は生化学的性状を検査 12000 bp→ 

した後、サルモネラ血清型別用免疫血清(デンカ生研、

東京)を用いて血清型別を行った。

cdtB遺{伝云子を検出するための PCRのフプ。ライマ一は、

cd白l虻ts.句主句

cdtB-R (5'-CAAγITGCGTGGGτTCTGTAGGTGCGAGT-3') 

をf使史用した2~サルモネラの侵襲性遺{伝云子でで、ある i仇n削仰t幻ωvA

は、殆どすベて の サ ル モ ネ ラ が 保 有 してお

り19ヘ)

ら加熱t括抽H由!出したDNAをテンプレ一トとし、電気泳動に

より 268bpの増幅産物が確認された場合をcdtB遺伝子陽

性と判定した。 PCRの反応系は20μlとし、その1=1:1に下

記のものが含まれるよう調製した九 PCR反応系:1X 

PCR buffer、0.2mMdNTP mixture (Applied Biosystems， 

Foster City， CA， U.S.A.)、 forwardとreverseプライマー

各0.1μM、2mM羽gC12、0.5UAmpli Taq Gold DNAボ1)

メラーゼ (AppliedBiosystems)およびテンプレート

DNA 1μl。増幅にはiCyc1erサーマルサイクラー(Bio-

Rad Laboratories， Hercules， CA， U.S.A.) をf吏汗jし、増11屈

の条件は:プレ熱変性95
0

C、 9分、[熱変性94
0

C、30

秒、アニーリング 55
0

C、30秒、伸長反応 72
0

C、 1 

分]x 32サイクル、最終伸長72
0

C、 3分で実施した。

1.5%ア7ゲロース (AgaroseL03 iTAKARAJ、タカラバ

イオ、大津)で、電気泳動後エチジウムブロマイドで染色

し、紫外線Tで観察した O 分子量マーカーとして、

DNA混合搭液(lkbPlus DNA Ladder， 100-12000bp， 

Invitrogen， Carlsbad， CA， U.S.AJ を使用した。

供試した27株のS.Weltevredenのうち、 19;f朱がcdtB

遺伝子を保有していた(留し鶏由来株13/16、JJ家出来

株2/5、-'1二由来株3/4、馬由来株1/1、飼料由来株0/1)。

カイ 2釆検定の結果、供試株の由来の違いによる cdtB

遺伝子保有状況の違いは認められなかった。

Skybergら抑は、 PCRにより、 S.Tyhpi以外のサルモ

ネラのうち、鶏由来の SalmonellaBrandenburg、

Sαlmonella Bredeny、S.SchwarzengrundがcdtB遺伝子

を保有していることを明らかにしている。今闘の結果か

ら、 S.WeltevredenもcdtB遺伝子を保有していることが

明らかとなった。

CDTは、マウスの Campylobαcterjejuni感染において

胃腸病変形成に関与していることへ Haemoρhilus

12000 bp→ 
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分子議

マーカー

invA 

521 bp 

cdtB 

268 bp 

1 2 34  567  8 9101112131415161718192021222324 

サンプル番号

1:1磁性対照
4牛 1994
7綜 1995
10・館料 2002
13:篤 1999
16:星島 1999
19:星島 2000
22鶏2001

2:豚 1992
5:牛 1994
8鶏 1997
11鶏 2002
14:認 1999
17・星島 2000
20:鶏 2000
23:鶏 2001

3・牛 1994
6豚 1994

9豚2∞2
12:鶏 1998
15:鶏 1999
18:芸員 2000
21: ~高 2000
24: ffま2001

思11.PCRによる cdtB遺伝子の検出

ducreyiは、軟性下痢のモデルとして、ウサギの皮聞にT

細胞とマクロファージの集積による慢性炎症を起こす

が、それに大腸菌由来のCDTを組み合わせると法壌を

形成すること 2"ll、CDTはHelicobacterhepαticusによるマ

ウスの消化管病変を増強すること 26)、ShigellαめIsenteri命

αeのCDTは乳飲みマウスに下痢を起こすこと wが明ら

かにされている。サルモネラ症における CDTの役割は

よく分かっていないが、 HaghjooとGalan.j)は、 S.Typhi 

のCDTは培養上澄中には発現されず、宿主細胞内での

み発現されることを報告しており、 cdtB遺伝子を保有す

るS.Weltevredenがどのような条件下でCDTを発現す

るかについて検討する必要がある O また、今回の実験で、

cdtB遺伝子を保有する株としない株が存在したことか

ら、 cdtBの有無と動物にMーする S.Weltevredenの病原性

との関連性、あるいはcdtBの有無とパルスフィー jレド

ゲワレ電気泳動 (PFGE) プロファイルとの関連性につい

て誠べる必要がある O

CDTは細胞レベルで作用して*1Il!J包を死に至らしめる

ことから 4，i. 8， 22， 2ヘ人と動物に共通の病原性を持ってい

ると考えられるが、その病態は動物種により多少異なっ

ており、発病のメカニズムは不明な部分が多い。 CDT

は易熱性で、 DNA分解酵素としての作用を有する新し

いタイプの蛋白毒素でありベ種々の菌の病原因子とし

ての役割が解明されつつある。今後、他の血清型のサル
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モネラに関しでも cdtB遺伝子の分布を調べ、病原性に

おける役割を解明する必要がある。

S. Weltevredenは、我が固においては沖縄県以外では

希な血清型であるが、米国内に輸入される魚介類から高

頻度に分離されること 5.J7)から、世界的に食品の流通が

盛んになってきている現在、注目すべき血清型と思われ

る。また、マレイシアにおいて、人、牛肉、野菜から分

離したS.WeltevredenのPFGEプロファイルが類似して

いるために野菜と牛肉の汚染から人が感染した可能性が

示唆される事例 23)があり、輸入食品の流通過程にも注

意を払う必要があると思われる。
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