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秋田県で分離された

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidisの

プラスミドプロファイルについて（第 1報）
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J はじめに

サルモネラは，腸炎ビプリオ，黄色プドウ球1的に次い

で食中出の代表的な原因菌であり，また，散発卜痢症の

原因菌としても玉要視されている．われわれは， 1975年

から，河川水， 卜氷処理場流入水，食肉どを対象として

開内におけるサルモネラ歯の伎淫動lh]を調杏すると共

に＇） 2)3)，感染疵サーベイランス検直定点医療機閃を中心

に卜痢症患者からの1咀薗の検出状況を謁査してきたとこ

ろ， 1989年に入り，それまでは分離頻度の極めて小さ

かった SalmonellaSer. Enteritidis (SE)が食中毒や散

発卜痢症から多数分離されるようになった,i.SE感染

茄のJ泉因を追求する際の疫学指椋として，わか日では

1990作 3月からファージ型別か導入されたり）．この SE

のファージ刑別は，国立予防衛牛研究所においてのみ尖

施しており、 1990年に発生した食L|打仕事例において，疫

学指標として有効性が確，忍されている”•

一方，プラスミトプロファイルの解析は， Salmonella

Ser. typhyrnurium'', Entcrobactcriaccac'1, Enter-

ohemorrhagic E.coli''などの細1泊について，疫学指椋と

して仕効であることが既に報侶されている．このプラス

ミトプロファイルの解析は， ファーシ邸別と異なり，手

技が比較的容易であることから，各地研においても実施

可能な方法であり， 実際に SEに対しても炭匁指標とし

ての化効性か示されている 9)1[1)・

このため，当所においても， 1987年以降，秋田原内に

おいて分離された SEのプラスミドプロファイルを解析

し， ファーシパリの知見と合わせてり；［内における SEの疫

学的佑報を得ることをH的として，本面査研究を聞始し

た．今年度は，プラスミドプロファイルの測定）灯去につ

いて検，，寸した．

II 材料と方法

A 材料

蘭株： 1987鉗から 1990鉗にかけて， 散発的 SE感染

者，鶏卵， SE集団食中毒患者などから分離され，当所に

保存されていた SE(Sa-230~Sa-420)から，任意に選

択した 52株を実験に供した．

プラスミド椋準株：プラスミド椋準株として，以下に

ぷす菌株を使用した．

Salmonella Ser. Enteritidis L-156 (L4Kb, 60Kb, 

200Kb) 

E.coli K-12 W-677 NR-111> (95Kb) 

E.coli V-517") (2.2Kb, 2.8Kb, 3.lKb, 4.0Kb, 5.2Kb, 

5.7Kb, 7.1Kb, 60Kb) 

E.coli K-12 J53 R-478'') NCTC 50038 (250Kb) 

なお， S.Ser. Enteritidis L-156, E.coli K-12 W-677, 

および E.coli V-517は， 東京匹科歯科大学微生物浮教

室，堀内三古先生から分与いただいた．

B 方法
SEからのプラスミドの抽出は， Kado and Liuのカ

法13)の変法叫こ準して，図 1の如く行った．すなわち，一

20℃で保存しておいた， SEのスキムミルク懸濁液の 1

白金耳見を， DHL寒天板培地（日水製薬，粉末培地）に

塗沫し， 30℃,18時間培捉した．生じた SEのコロニー

を， 5mfl,の LBBroth (Difeo, pH7.0に調幣）に接柿し，

30℃, 15~20時間静置培従した，培捉液1.5畔をエッペ

ンドルフ辿心チューフに入れ， 8,000r.p.m X 2分，辿心

凍粘保存SE株

i 
DHL'l'板に登抹、 30 °C、 18時間培毀

l 
生じたコロニー｀ LBBrothに接種、 30 °C、 15~20時間培孜

! 
培茂液 1. 5 ml 遠心、 (8000,.p.m X 2分）

g 
菌体を TAE O. I ml に懸沿、l.ys;ngSolut;on O. 2 ml 添/JII

l 
5 5 °C 6 0夕｝方［月だ

i 
フ．T.ノール／クロロホルム (1 : 1) 0. 6 ml で抽出｀遠心

(15000,.p.m X 15分）

3 

上ifi、 0. 6 %アガロースゲル中で屯気泳勁

同 1 SEからのアラスミドの抽：I；方注
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して集菌した．上澄みを除去した後，沈殿した菌体を

0.1叫の TAE (40mM Tris-Acetate, 2mM EDT A pH 

7.4)に懸濁し， 0.2叫の Lysingsolution (SDS 3%, Tris 

0.05M, NaOH 0.128M)を加え，混和した．混液を 55℃,

60分加熱した後， フェノール／クロロホルム 1: 1混液

0.6叫を加えて転倒混和した． 15,000r.p.m x 15分遠心し

て，得られた上清を電気泳動用試料とした．電気泳動に

は0,6％アガロースゲル（宝酒造L0-3)を使用し， TBE

バッファー中， lOV/cmで2時間泳動を行った．その

後，ゲルをエチジウムプロマイドで染色し，紫外線を照

射してプラスミドを検出した．

III 結果及び考察

図2に今回われわれが得た， SEのプラスミドプロ

ファイルの 1例を示した．ここに示した Sa-232~Sa-

246は全てファージ型34のSEであるが，大半の株は約

60Kbと約 200Kbのプラスミトを保有していた．しか

し，約 200Kbのプラスミドのみを保有するもの，ここに

は示していないか，約60Kbのプラスミドのみを保有す

るもの，約60Kb,約90Kb,約 200Kbの3種類のプラス

ミドを保有しているものも認められた．

表 lに， 今回調査した SEのプラスミド保有状況を示

した．ファージ型34のSEは，プラスミドプロファイ

ルの違いから，、更に 4種類に分類可能であった．また同

様にファージ型4のSEも， 2種類に分類可能であっ

た．

以上の結果は，同一ファージ型の SEの中に，起源の

異なるものがあることを示しており，従って，ファージ

型とプラスミドプロファイルの解析を組み合わせること

により，一段と詳細な疫学的解析が可能であると考えら

れた．このように，プラスミドプロファイルの解析は，

SEの疫学指標として有効であったか， SEのプラスミド

表 1 Salmonella enteritidisのプラスミド保有状況

ファージ型 保有プラスミド 株数

3 4 200 Kb, s 60 Kb 3 9 
a 200 Kb,, 95Kb,, 60 Kb 
a 200 Kb 
60 Kb 

4
 

与200Kb, s 60 Kb 2 
60 Kb 6 

9 a s 60 Kb 

S. cnlc,・i Lid is L-156 

E. coli K-12 11-677 Nil-I 

E. col i K-12 .153 Iし一4711NCTC 500311 

E. coli V-517 

S. cnlc,・ilidi:. Sa-232 

S. cnlcrili<ii>< Sa-234 

S. cnted t idis Sa-235 

S. cntcrilidis Sa-236 

S. cnlcriliuis Sa-237 

S. cnlcrilidis Sa-238 

S. cntcritidis Sa-239 

s. "'ヽlc,・iLidisSa-211 

s. cnlcri l id is Sa-243 

S. cnlcri lid is Sa-2/4/4 

S. cnlcritidis Sa-2/45 

S. cntcritidis Sa-246 

図2 SEのプラスミドプロファイルの例。ここに示したS.enteritidis Sa-232~Sa-

246は1989年6月から 7月に散発患者から分離されたファージ型34の株である。
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は極めて不安定であり，例えば，われわれは同一菌株の

プロファイルが実験条件の違いにより，①約60Kb, 約

200Kbとなる場合，②約60Kb,約54Kbとなる場合，③

約60Kb,250Kb以上となる場合があることを経験し

た．実際， 現在までに報告されている SEのプラスミド

プロファイルについても，プロファイルは研究者により

全て異なっており，楠らはファージ型34のSEに60

Kb, 250Kb以上のプラスミドを保有しているものがあ

ることを叫樋口らは 32Md, 36Md, （約54Kb, 約 60

Kb),および32Md,36Md, 65Md,（約54Kb,約60Kb,

約95Kb)のプラスミドをそれぞれ保有する SEについ

て＂しまた堀内らは 54Kb,94Kb, 150Kbなどのプラス

ミドを保有する SEについて14)それぞれ報告している．

われわれは今[nJ,LB Brothで培養した際に約60Kb,約

200Kbのプラスミドプロファイルを示した SEが，ハー

トインフュージュン寒天平板培地，ハートインフュー

ジョンプロス， ミューラーヒントン寒大平板培池など

の， LB Broth以外の培地を使用して培養した場合に，

約60Kb,約54Kbのプラスミドプロファイルを示すよ

うになることを見いだした（未発表データ）．このこと

は， SEのプラスミトプロファイルを測定する場合， 得

られる結果が培養条件により大きく左右されることを示

すものと考えられた．このため，我々はLBBrothの

pHをリン酸ハッファーを加えることにより安定化さ

せ，培養時間，方法を一定にするなどの方法を試みたと

ころ，結果の内現性か改善される傾向か認められた．以

上述べてきたように，プラスミドプロファイルは， SE

の疫学指標として有効であるーカ， 1出現性のある成績を

得るためには，実験条件，特に被検SEの培養条件を再

に検討，改良する必要性のあるごとが示された．
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