
191 日獣会誌　73　191～194（2020）

短 報

飼育犬から分離された Escherichia alber tii の性状

Karn Duangtathip1）　　Nguyen Thi Thu Huong2）　　井口　純 3）　　 

三澤尚明 4）　　谷口喬子 4）†

1）Veterinar y Teaching Hospital in Huahin, Kasetsar t University (9 Phet Kasem 

Rd. Huahin district, Prachuap khiri Khan, Thailand, 77110)
2）宮崎大学大学院農学工学総合研究科（〒 889-2192　宮崎市学園木花台西 1-1）
3）宮崎大学農学部（〒 889-2192　宮崎市学園木花台西 1-1）
4）宮崎大学産業動物防疫リサーチセンター（〒 889-2192　宮崎市学園木花台西 1-1）

（2019 年 9 月 3 日受付・2019 年 10 月 17 日受理）

要　　　　　約

Escherichia alber tiiは新しく認定された腸管病原性細菌で，わが国でも集団食中毒事例が報告されている．本菌は
特徴的な生化学性状に乏しく，腸管病原性大腸菌（EPEC）や腸管出血性大腸菌（EHEC）との鑑別が難しい．われわ
れは，健康な飼育犬の糞便から，E. alber tiiを分離・同定した．本分離株は，病原性関連遺伝子（eae）及び細胞膨張
化致死毒素（cdt）を保有していたが，志賀毒素遺伝子（stx2f）は保有していなかった．また，既報と同様，ペニシリン，
アンピシリン及びエリスロマイシンに耐性を示した．飼育犬から E. alber tiiが分離されたことより，犬が人への感染
源となり得る可能性が示唆された．─キーワード：犬，Escherichia alber tii．
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Escherichia alber tiiは，2003 年に新種として認定さ
れたグラム陰性，通性嫌気性桿菌の腸内細菌で，人にお
いて下痢，腹痛，発熱症状を引き起こす新興感染症であ
る［1-3］．国内では集団食中毒事例としての報告も散
見されており［3, 4］，公衆衛生上重要視されている．
本菌は，生化学的性状が比較的乏しい上，腸管病原性
大腸菌（EPEC）の病原性関連因子であるインチミン遺
伝子（eae）と細胞膨張化致死毒素遺伝子（cdt）を高い
割合で保有し，さらに，志賀毒素をコードする遺伝子の
うち，stx2f遺伝子を保有する株も報告されている．そ
のため，EPECや EHECと誤同定されることがある［2, 
4-6］．現在では，従来の生化学的性状検査ではなく，
マルチプレックス PCR 法や Multilocus sequence 

typing（MLST）法に用いるハウスキーピング遺伝子の
塩基配列に基づく系統樹解析により鑑別・同定する手法
が広く用いられている［2, 4, 7］．
本菌に関する疫学調査によると，主に鳥類の消化管内
に分布しているほか，猫，豚，鶏肉などからも分離され
ているが［2, 8-10］，感染源や感染経路については依然

として不明な点が残されている．今回われわれは，犬の
糞便からカンピロバクターを分離する検査において，通
常はカンピロバクター血液無添加選択寒天基礎培地
（Campylobacter b lood- free select ive agar base : 

Oxoid, U.K.）に抗菌剤である CCDA選択剤（CCDA 

Selective Supplement, Oxoid, U.K.）を添加したmCCDA

培地（modified charcoal cefoperazone deoxycholate 

agar）を用いるところ，誤って基礎培地のみを用いた．
その結果，犬の糞便より，E. alber tiiが分離されたため，
その分離株の性状について調べた．

材 料 及 び 方 法

検体：36頭の健康な犬の糞便（動物介在活動犬11頭，
宮崎大学動物病院飼育犬 5頭，宮崎動物愛護センター譲
渡犬 20 頭）を検査材料とした．すべての検体は医療用
捲綿子（シードスワブγ3 号，栄研化学㈱，東京）で採
取し，検査まで 4℃で保存した．
細菌学的検査：基礎培地にスワブで採取した糞便検
体を直接塗抹し，37℃で 48 時間，微好気培養（80％
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N2，10％ CO2，5％ H2，5％ O2）した．分離された単一
集落は微生物分類同定分析装置（MALDI-TOFMSバイ
オタイパー，Bruker Daltonics，U.S.A.）を用いて同
定した．E. alber tiiが疑われた菌株については，DHL

寒天培地（日水製薬㈱，東京）及び mCCDA培地に塗
布し，37℃で 24 時間，好気培養した．

E. albertii特異的遺伝子の検出：アルカリボイル法
［11］によって DNAを抽出し，これを鋳型として E. 

alber tiiの lysP，mdh及び clpX遺伝子に特異的なプラ
イマーを用いた PCRを実施した［7, 8］．
系統樹の作成：大腸菌のMLST解析に用いられる 7

種類のハウスキーピング遺伝子［4］のうち，fumCを
除く 6種類の遺伝子（adk-536 bp，gyrB-460 bp，icd-
518 bp，mdh-452 bp，purA-478 bp，recA-510 bp）
の塩基配列（2,954 bp）を常法に従ってキャピラリー
シークエンサー（3130 DNAシークエンサー，Applied 

Biosystems，東京）を用いて決定した．分離株との近
縁関係を調べるため，E. alber tii及び病原大腸菌など
26 株の塩基配列をデータベース（GenBank/EMBL/

DDBJ database）から取得し，系統解析を行った．系
統樹は，フリーソフト（MEGA6.06 ソフトウェア，
The Pennsylvania State University, U.S.A.）を用いて
Neighbor-joining法により作成した．
病原性遺伝子及び病原性関連遺伝子の検出：分離株か
ら抽出した DNAを用いて，既報に準じた PCR法によ
りインチミン遺伝子（eae），細胞膨張化致死毒素遺伝子
（cdt）及び志賀毒素 2f遺伝子（stx2f）を検出した［5, 
12］．
薬剤感受性試験：日本化学療法学会によって制定され
た微量液体希釈法（MIC測定法改訂委員会報告，Chemo-

therapy，29，76-79（1981））に基づいて行った．供試薬
剤はペニシリン（PCG：メルク㈱，東京），アンピシリ
ン（ABPC：メルク㈱，東京），エンロフロキサシン
（ERFX：メルク㈱，東京），ゲンタマイシン（GM：ナ
カライテスク㈱，京都），クロラムフェニコール（CP：
ナカライテスク㈱，京都），ノルフロキサシン（NFLX：
メルク㈱，東京），エリスロマイシン（EM：メルク㈱，
東京），ST合剤（ST：メルク㈱，東京）の 8剤を用いた．
基準株として Escherichia coli ATCC25922 株を使用し
た．完全に菌の発育が阻止された薬剤の最小濃度を
MIC値と判定した．薬剤耐性の判定は，Clinical and 

Laborator y Standards Institute（CLSI）の基準に従っ
た．

成　　　　　績

細菌学的及び分子生物学的検査：基礎培地で増殖した
白い円形の平滑なコロニーをMALDI-TOFMSによって
同定したところ，1頭の動物介在活動犬から分離培養さ

れた単一集落が，E. coliまたはE. alber tiiであることを
示す高いインデックスを示した．この分離株（DF18-
4）を DHL寒天培地で好気培養したところ，乳糖・白
糖非分解を示す無色透明コロニーを形成したが，
mCCDA培地では生育しなかった．次に，これらの分
離株から DNAを抽出し，E. alber tiiに特異的な遺伝子
に対するプライマーを用いた PCRを行ったところ，
lysP，mdh及び clpX遺伝子が検出された．
系統樹解析：今回分離された DF18-4 株は，データ
ベースに登録されている人由来 E. alber tii 9194 株［7］
と同じクラスターに属し，病原大腸菌など 26 株とは異
なるクラスターを形成した（図）．以上の結果から，分
離株を E. alber tiiと同定した．
病原性遺伝子及び病原性関連遺伝子の検出：分離され

EAHEC O104（TY-2482）
EAEC（55989）

EHEC O103（12009）
commensal（SE11）
EHEC O26（11368）
EHEC O111（11128）
EHEC O165（071324）

ETEC（E24377A）
EHEC O121（071942）
commensal（IAI1）

commensal（HS）
laboratory（MG1655）

EHEC O145（092372）
EHEC O157（Sakai）

ExPEC（UMN026）
EAEC（042）

EPEC O127（E2348/69）
commensal（SE15）
EIEC（LF82）
UPEC（536）
UPEC（CFT073）
APEC（APEC O1）
UPEC（UTI89）
ExPEC（IHE3034）
ExPEC（S88）

environment（SMS-3-5）
E. albertii（07-3866）
DF18-4

0.0050

図　6種類のハウスキーピング遺伝子の塩基配列を基にし
た E. alber tii及び病原大腸菌の系統樹解析

大腸菌の病原型と血清型，カッコ内は菌株名を示す．
EPEC： 腸管病原性大腸菌（entero-pathogenic E. coli）
EHEC：  腸管出血性大腸菌（entero-hemorrhagic E. coli）
ETEC：腸管毒素原性大腸菌（entero-toxigenic E. coli）
EAEC：  腸管凝集付着性大腸菌（entero-aggregative E. coli）
EIEC：腸管侵入性大腸菌（entero-invasive E. coli）
EAHEC（entero-aggregative-hemorrhagic E. coli）
ExPEC（extra-intestinal E. coli）
UPEC：尿路病原性大腸菌（uropathogenic E. coli）
APEC：鶏病原性大腸菌（avian pathogenic E. coli）
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た DF18-4 株から，eae及び cdt遺伝子が PCRで検出
されたが，stx2f遺伝子は増幅されなかった．
薬剤耐性試験：分離された DF18-4 株は，ペニシリ

ン系薬剤（PCG，ABPC）及びマクロライド系薬剤
（EM）に耐性を示したが，その他の供試薬剤に対して
感受性を示した（表）．

考　　　　　察

われわれは飼育犬の糞便からカンピロバクターの検
査を定期的に行っている．今回，誤って抗菌剤を加えて
いない基礎培地を用いて分離培養を行った．この培地に
は，デソキシコレート酸ナトリウムは添加されている
が，選択抗菌剤であるセフォペラゾン及びアンフォテリ
シン Bが添加されていないため，E. alber tiiが発育し
たと考えられた．しかしながら，結果には示していない
が，基礎培地には E. coliが生育することを確認した．
したがって，両菌種をコロニー形態だけで区別すること
は困難であり，E. alber tiiの選択培地としての有用性は
低いと考えられた．実際，mCCDA 培地では，E. 

alber tiiは生育しなかった．
今回は，MALDI-TOFMSを用いた検査にて，E. coli

と共に E. alber tiiが候補として挙がったため，検査を
進め，E. alber tiiと同定することができた．このことは，
MALDI-TOFMSでも E. alber tiiと大腸菌との鑑別は
困難であることを示すもので，候補菌種として E. 

alber tiiが示された場合には，本菌である可能性を考慮
し，検査を進める必要がある［13］．よって，3つのハ
ウスキーピング遺伝子に特異的なプライマーを用いた
PCR及びMLSTに用いる遺伝子の塩基配列に基づく系
統樹解析により E. alber tiiと同定した．しかしながら，
E. alber tiiのMLST解析に用いられる 7種類の遺伝子
のうち，今回は増幅効率が悪い fumC遺伝子を除く 6種
類の遺伝子塩基配列を用いて解析を行ったが，菌の同定

には影響しなかった．
今回分離された犬由来株の病原性の有無は明らかでな
いが，eae遺伝子と cdt遺伝子を保有していた．eae遺
伝子は，腸粘膜への接着因子であるインチミンをコード
する病原性関連遺伝子で，E. alber tiiの多くがこの遺伝
子を保有している［2, 6, 8］．また cdt遺伝子は，細胞
膨張化致死毒素をコードする遺伝子で，細胞の増殖停
止，細胞膨化及び細胞死を引き起こし，人の胃腸炎に関
連している［14］．一方，Shiga毒素をコードする stx2f

遺伝子を保有する株もいくつか報告されているが［2, 4, 
6］，本分離株はこれを保有していなかった．
分離株は，薬剤感受性試験において，ペニシリン系薬
剤（PCG，ABPC）及びマクロライド系薬剤（EM）に
耐性を示した（表）．PCG及び EM耐性の株はいくつか
報告されているが，ABPC耐性株の報告は少ない［15, 
16］．一方で，ERFX，GM，CP，NFLX，STに対して
感受性であることは，これまでの報告と一致していた
［1, 9, 15, 16］．
今回，健康な飼育犬から E. alber tiiが分離されたこ

とで，新たな保菌動物としての可能性が示唆されたが，
本菌が犬の腸管に定着したものであるのか，通過菌であ
るのかは不明であり，今後さらなる疫学調査が必要であ
る．
本論文は，日本獣医師会の助成による平成 30 年度アジア地
域臨床獣医師等総合研修事業に参加した研修生の研究成果であ
る．
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SUMMARY

Escherichia alber tii is recognized as an emerging gastrointestinal pathogen in humans and several foodborne 
outbreaks have been repor ted in Japan.  However, it is dif ficult to dif ferentiate this organism from entero-patho-
genic Escherichia coli (EPEC) and entero-hemorrhagic E. coli (EHEC) due to its poorly defined biochemical 
characteristics.  We have isolated and identified an isolate as E. alber tii from the feces of a healthy domestic 
dog.  The isolate harbored the intimin gene (eae) and cytolethal distending toxin gene (cdt), but lacked the 
Shiga toxin gene (stx2f ).  Moreover, the isolate was resistant to penicillin, ampicillin, and er ythromycin, as 
repor ted elsewhere.  The current study suggests that domestic dogs may act as a reser voir for this organism, 
transmitting it to humans. ─ Key words : dog, Escherichia alber tii.
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