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研究要旨： カンピロバクターによる感染症の発生動向の探知に資するため、6 レファ

レンスセンターの協力を得て、１）散発事例由来株を主な対象として、薬剤耐性プロ

ファイル及び Penner 血清型別を調査した。２）また、Penner-PCR 法による型別試

験を行い、Penner 血清型別との整合性を検討した。１）については、C. jejuni 計 122
株について薬剤感受性試験を実施し、シプロフロキサシンが 57％（N=69）、テトラサ

イクリンが 30％（N=37）、エリスロマイシンが 4％（N=5）の耐性頻度であることを

確認した。Penner 血清型別試験では、型別判定された 142 株の内訳を調査し、D 群

が 30 株（21％）、O 群が 22 株（15％）と多い状況にあった。2）については、前年度

認められた Penner 血清型別法による低い型別率の向上に資するため、Penner 血清型

が判明した 142 株を対象に Penner-PCR 法により同等性を評価したところ、136 株

（95.8％）で一致性が確認された。今後 Penner-PCR 法における陽性対照を確保し同

法の普及を進めた上で、国際動向を踏まえた型別法の平準化を検討することも必要と

思われる。 
 
Ａ. 研究目的 
 主として食品が媒介する細菌性感染症のう

ち、カンピロバクター・ジェジュニ/コリによ

るものは最も高頻度に発生している。本分担研

究では、6 レファレンスセンターの協力の下、

主として感染症病原体監視並びに健康危機対

応の観点から、カンピロバクター感染症の発生

動向、並びに原因物質の危害性とその検査法に

関する問題点と改善措置について検討を行う

こと目的として、検討を行ったので報告する。 

 
Ｂ. 研究方法 
１．活動体制 
本分担研究では、国立医薬品食品衛生研究所、

国立感染症研究所を含む、全国 6 地方衛生研究

所により構成されるカンピロバクター・レファ

レンスセンターの活動成績をまとめ、報告する

こととした。 
 
2. 薬剤感受性試験及び Penner 血清型別 
1）薬剤感受性試験 
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 カンピロバクター・ジェジュニ散発事例由来

株を対象として、平成 30 年度には、EU-CAST
法に準拠したディスク拡散法を用いて統一的

な試験方法とした。その概要は以下のとおりで

ある。 
試薬及び器具・器材等 
①薬剤感受性用寒天平板：5％馬脱繊血及び 20
㎎/mLβ-NAD 加 MH-F 寒天培地 
②菌液調整用：滅菌生理食塩水 
③薬剤ディスク：BD センシディスク 
エリスロマイシン（EM），テトラサイクリン

（TC）， シプロフロキサシン（CPFX）  
④白金線，白金耳 
⑤滅菌済綿棒 
⑥滅菌済ピンセット 
⑦ふ卵器：通常のふ卵器の場合は、市販の微好

気用ガスパック等を利用する。微好気環境を維

持できるふ卵器も使用可能とする。 
操作上の注意について 
①菌株：前日に供試菌株を非選択分離培地に分

離培養し，1 種類の菌であることを確認した上

で使用する。 
②試薬は室温に戻してから使用すること。 
③MH-F平板は、接種菌の滑走を抑制するため、

十分に乾燥させてから使用すること。20-25℃
で一夜自然乾燥、または 35℃で蓋を開けた状

態で 15 分乾燥を目安とする。 
試薬等の調整方法 
① β-NAD：滅菌蒸留水を用いて終濃度

20mg/mL に調整し、0.2µm 径フィルターを用

いて濾過滅菌したものをストック溶液とする。

長期保存は、-20℃で凍結するが、再凍結を繰

り返さないこと。 
②MH-F 平板：MH 寒天培地を指示書に従い、

計量後、蒸留水に溶解し、オートクレーブ滅菌

する。約 42～45℃に冷却後、培地 1L に対し

50mLの馬脱繊血と1mLのβ-NADストック溶

液（上述）を加え、速やかに混和させる。シャ

ーレに厚さ 4±0.5 ㎜となるよう（90 ㎜径の場

合には約 25mL）、混合培地溶液を平らな場所

で無菌的に注ぎ入れ、静置して固化させる。保

存する場合には、冷蔵保存して差し支えない。

なお、保存期間は各所が定める規則に準じるこ

と。 
測定（操作）方法 
①接種菌液の調整：MH 寒天平板に分離した菌

株（37±1℃・24～48 時間または 42℃・24 時

間培養）を滅菌生理食塩水または MH ブロス

に懸濁し，McFarland 0.5 に調整する。 
① 接種・培養 
調整菌液に滅菌綿棒を浸し，余液を試験管壁で

取り除く。ただし，本菌は乾燥に弱いため，固

く絞り過ぎないこと。 
③MH-F 平板に塗抹する。平板を約 60°ずつ回

転させた位置から，3 回塗抹する。綿棒に菌液

をつけるのは最初に行った 1 回でよい。 
④滅菌ピンセットを用いてディスクを置く。寒

天培地に密着させるため、ピンセットでディス

クを適度に押さえる。42℃（24 時間）で微好

気培養する。 
注意：①から③の操作は，出来るだけ迅速に行

う。特に、菌を塗抹した寒天平板培地を長時間

大気中に置かないようにする。 
判定 
培養後，シャーレの蓋を取り，約 30 ㎝離れた

位置から目視観察し，ディスク周囲に形成され

た阻止円直径を測定・記録する。耐性・感受性

の判定基準は以下のとおりである。 
 

薬剤 
EUCAST 

耐性（R） 
（く mm） 

感受性（S） 
（≧mm） 

EM C. jejuni 20, C. coli 24 
CPFX 26 

TC 30  
 
２）Penner 血清型別 
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 上記の分離株を対象として、カンピロバクタ

ーLA「生研」及びカンピロバクター免疫血清

を指示書に従って用い、Penner 血清型別を行

った。 
 
３．Penner-PCR 法 

Poly らの報告（PLoS One. 2015; 10(12): 
e0144349.）に従い、多糖莢膜（CPS）遺伝子

領域を標的とするマルチプレックス PCR 法に

より、血清型別が決定された計 142 株を対象

として PCR 型別法の成績を創出し、血清型別

成績との一致性を評価することとした。なお、

同法の陽性対照DNAについては全てを調整可

能な状況にはないため、限定的な配布とした。 
 
 
Ｃ．結果 
１．C. jejuni 株の薬剤感受性に関する動向 
平成 30 年度に検出された C. jejuni 計 122

株を対象に薬剤感受性試験を実施した結果、シ

プロフロキサシン耐性は 69 株（56.6%）、テト

ラサイクリン耐性は 37 株（30.3%）と高い頻

度で認められた（表 1）。エリスロマイシン耐

性は 5 株（4.1％）であった（表１）。 
なお、C. coli 株については 10 株のみが確保

され、エリスロマイシン耐性が 4 株（40％）、

テトラサイクリン耐性またはシプロフロキサ

シン耐性がそれぞれ 5 株（50％）認められた。

3剤に対して感受性を示す株は3株認められた

（表 1）。 
 
2. Penner 血清型別 
 平成 30 年度に収集され、Penner 血清型が

同定された C. jejuni 計 142 株の内訳を図１に

示した。群別の構成としては、D 群が 30 株

（21.1％）と最も多く、O 群が 22 株（15.5%）

とこれに続いた。B 群・C 群・F 群はそれぞれ

13 株、14 株、12 株であった（図 1）。 

  
3. Penner-PCR 法による遺伝子型別 
 Penner血清型別が可能であった計142株を

対象に同遺伝子型別法を実施し、結果の整合性

を評価したところ、136 株が同一の型別結果を

示し、一致率は 95.8%であった（表 2）。二法

間で不一致となった菌株の血清型は、A 群、D
群、F 群、I 群であった（表 2）。 
 
 
Ｄ. 考察 
 C. jejuni の薬剤感受性については、これま

での動向とほぼ同様にフルオロキノロン系薬

剤であるシプロフロキサシンの耐性率が高い

ほか、近年ではテトラサイクリン耐性率が増加

傾向にあることが確認された。国際的に AMR
対策が求められる状況の中、本病原体の薬剤耐

性に係る情報収集を継続的に実施するできる

本研究班の活動は貴重な体制であり、引き続き

これを継続的に実施することが必要であると

思われる。また、C. coli の薬剤感受性につい

ては、菌株数が相対的に少なく、調査対象とす

るためには菌株の確保体制を確立した上で検

討の在り方を議論すべきと考えられる。 
 薬剤感受性試験法の統一化は、国際的な

AMR 情報の集約化を行う上で必要不可欠な課

題である。本年度の分担研究では、ディスク拡

散法の判定基準として阻止円直径が明示され

る EU-CAST 法を試行的に採用し、その評価と

課題等についてレファレンスセンターに意見

を求めた。また、このうち２機関では CLSI 法
を平行して実施し、結果の評価を行ったところ、

阻止円直径には有意差が認められず、同等性が

高いものと考えられた。EU-CAST 法の利点は

判定基準が明確であることが複数のセンター

から挙げられたが、β-NAD の添加が労力・費

用面から欠点として挙げられた。 
 血清型別の動向としては、型別不能株がおよ
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そ 7 割を占め、現行の体制を大きく変えないと

いう前提の下では同法の改善が急務の課題で

あった。本分担研究では、Penner 血清型別の

代替法としての遺伝子検査法の有用性が示さ

れ、将来的には同法の選択肢の一つとして普及

できる可能性が示唆された。喫緊の課題として

は陽性対照株の確保が挙げられ、次年度以降こ

れに関する体制整備が求められる状況にある

といえる。 
 Penner 血清型及び同 PCR 法における標的

分子（遺伝子）は菌体表層のギランバレー症候

群やミラーフィッシャー症候群の誘発分子と

目される多糖構造体であり、同分子の型別法は

別途開発評価されている。後者の手法（LOS
型別法）との整合性についても今後の検討課題

といえよう。一方でこれらを確立した上では、

国際整合性を踏まえた型別法の在り方を検討

することが求められる。すなわち、カンピロバ

クター菌株の分類には詳細な型別化が有効と

され、そもそも血清型別は C. jejuni/C.coli の
同一性判定やモニタリング・サーベイランスに

は適さないとする国際的認識も踏まえる必要

があると思われる。 
 このほか、C. coli については、Penner-PCR
法による型別は直ぐに応用できる状況にはな

いため、他の型別手法を用いた評価検討を進め

ることも必要と思われる。 
  
 
Ｅ. 結論 

C. jejuni はシプロフロキサシン、テトラサ

イクリンに対する耐性頻度が高く、これらの動

向を引き続きモニタリングする必要性がある。

分離菌株の型別・分類法として、以前より国内

で汎用される Penner 血清型別法を補完する

手法として Penner-PCR 法の有用性を示すこ

とができた。一方で分離株の型別・分類法につ

いては国際動向を踏まえた形で徐々に検討を

進め、使用目的に応じた体制整備を進めること

が情報共有の観点から重要と思われる。 
 
 
 
Ｆ. 研究発表 
１．論文発表 
なし 

２．学会発表 
 なし 
 
 
Ｇ. 知的財産権の出願・登録状況 
 なし 
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表 1. 平成 30 年度の C. jejuni, C. coli 分離株における薬剤耐性状況 

 
 
 
図 1. 平成 30 年度の C. jejuni 分離株における Penner 血清型別

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

耐性株数 耐性率％ 耐性株数 耐性率％

シプロフロキサシン 69 56.6 4 40.0
テトラサイクリン 37 30.3 5 50.0
エリスロマイシン 5 4.1 5 50.0

感受性 48 39.3 3 30.0
供試株数 122 - 10 -

薬剤
C. jejuni C. coli
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表 2. Penner-PCR 法の Penner 血清型別との一致性に関する評価結果 

 
 

一致株数 不一致株数 一致率（％）

Ａ群 7 6 1 85.7
Ｂ群 13 13 0 100
Ｃ群 14 14 0 100
Ｄ群 30 28 2 93.3
Ｅ群 1 1 0 100
Ｆ群 12 11 1 91.7
Ｇ群 5 5 0 100
Ｉ群 4 2 2 50
Ｊ群 2 2 0 100
Ｋ群 6 6 0 100
Ｌ群 4 4 0 100
Ｎ群 4 4 0 100
Ｏ群 22 22 0 100
Ｐ群 2 2 0 100
Ｒ群 6 6 0 100
Ｓ群 0 0 0 -
Ｕ群 1 1 0 100
Ｖ群 0 0 0 -
Ｙ群 7 7 0 100
Ｚ群 0 0 0 -
Ｚ２群 0 0 0 -
Ｚ４群 0 0 0 -
Ｚ５群 0 0 0 -
Ｚ６群 2 2 0 100
Ｚ７群 0 0 0 -
計 142 136 6 95.8

P en n er - P CR法
血清型 菌株数


