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要　　　　　約

家畜における Escherichia alber tiiの保菌状況を明らかにするため，2017年 7～12月の期間に，沖縄県内のと畜場
に搬入された豚，牛及び山羊の腸内容物 450検体を検査した．また，分離株の分子疫学的解析等を行った．沖縄本島
各地からと畜場へ搬入された豚 250検体（41農場）中 17検体（8農場）から本菌が分離された．分離率は 6.8％，農
場陽性率は 19.5％であった．牛及び山羊はすべてスクリーニング陰性であった．豚由来株はいずれも同様の生化学的
性状を示し，すべての分離株から病原関連遺伝子 eae及び cdtが検出された．パルスフィールドゲル電気泳動による遺
伝子パターンの解析から，豚が保有する菌株は遺伝的多様性があることが明らかとなり，農場内で豚間あるいは環境を
介して本菌が伝播し，遺伝子変異を示しつつ比較的長期間維持されていることが示唆された．
─キーワード：新興下痢症原因菌，Escherichia alber tii，沖縄県，パルスフィールドゲル電気泳動，豚．
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Escherichia alber tii（E. alber tii）は，Escherichia 

coli（E. coli）に近縁な新種として 2003年に分類され
た［1］．人における腸管感染症起因菌の一つとされ，国
内では集団食中毒事例における本菌の分離が相次いでい
る［2-6］．沖縄県では 2016年に国内 6例目となる集団
食中毒事例が発生した［2］．

E. alber tii感染による人での症状として，下痢や腹痛
などの消化器症状［2-7］のほか，溶血性尿毒症症候群
（hemolytic uremic syndrome：HUS）を引き起こし重
症化した症例もある［8］．感染経路は特定されていない
事例も多いが，湧き水や井戸水，生野菜が原因と疑われ
る事例が複数発生している［9］．病原因子として，高い
割合で接着因子のインチミン及び細胞膨化致死毒素
（cytolethal distending toxin：CDT）を有し［2, 3, 6, 

10］，一部の株からはベロ毒素（Vero toxin：VT）が検
出されている ［8, 11, 12］．

E. alber tiiは国内外において家畜や家禽，野鳥等での
保菌が報告されている［13-15］が，自然宿主や食中毒
の感染源についてはほとんど解明されていない．また，

鶏肉等から本菌の分離が報告されている［16-18］こと
から，食鳥肉や食肉による感染リスクも懸念されてい
る．今回，家畜における E. alber tii保菌の実態を把握
することを目的とし，と畜場に搬入された豚，牛及び山
羊の保菌状況調査と分離株の生化学性状試験，病原関連
遺伝子の検索，パルスフィールドゲル電気泳動（pulsed-

field gel electrophoresis：PFGE）による遺伝子型別を
実施した．

材 料 及 び 方 法

材料：2017年 7～12月の期間に沖縄県中央食肉衛生
検査所管内と畜場に搬入された豚 250頭（41農場），牛
100頭（35農場）及び山羊 100頭（43農場）を対象と
した．豚は 1農場あたり 1～20頭を対象とし，盲腸を
無菌的に切開し，盲腸便を約 5mlずつ採取し検体とし
た．牛及び山羊は特定危険部位として廃棄される回腸遠
位部を無菌的に切開し，回腸便を約 5mlずつ採取し検
体とした．対象家畜についてはと畜検査にて消化管病変
の肉眼所見の有無を検索した．
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スクリーニング試験：検体 1mlを緩衝ペプトン水（以
下，BPW：日水製薬㈱，東京）9mlに懸濁し，42℃一
晩培養した．培養液 1mlを 1,000rpmで 1分間遠心分
離し，上清 0.1mlからアルカリ熱抽出法により DNAを
抽出した．すなわち，10,000rpmで 10分間遠心分離し，
沈査に 100mM NaOH 85μlを添加した．98℃ 10分間
加熱処理後，1 M Tris-HCl（pH7.0）15μlを加えた．
10,000rpmで 10分間遠心分離し，上清を回収して
DNAサンプルとした．これをテンプレートとし，E. 

alber tiiのハウスキーピング遺伝子である lysPの特異配
列を標的とした Hymaら［19］の PCRによりスクリー
ニングを行った．
分離培養：スクリーニング陽性となった検体（BPW

培養物ではなく採材便）約 10μlずつを XLD寒天培地
（日本製薬㈱，東京）2枚に塗抹し 37℃一晩培養した．E. 

alber tiiと疑われる無色・透明コロニーについて，E. 

alber tii暫定的検出法である lysP，mdh，clpXを対象と
したmultiplex PCR［13, 19］により同定した．
培地の有効性確認試験：スクリーニング陽性かつ分離
陽性となった検体について，BPW培養物約 10μlを
XLD寒天培地に塗抹し，37℃一晩培養後，E. alber tii

の発育を観察した．
生化学性状試験：本調査で分離した株を，TSI寒天培
地（日水製薬㈱，東京），LIM培地（日水製薬㈱，東京）
及びシモンズクエン酸寒天培地（以下，SC培地：栄研
化学㈱，東京）に接種し，18～24時間培養後，生化学
的性状を確認した．また，オキシダーゼ試験（栄研化学
㈱，東京）及びカタラーゼ試験を行った．
病原関連遺伝子の検索：分離株の抽出 DNAを用い
て，表1に示す下痢原性大腸菌の病原遺伝子を検索した．
また，E. alber tiiが保有するとされる cdtBについては

既報［23］に従い PCRを行うとともに，cdtⅠ～Ⅴの
バリアントを検索しサブタイピングを実施した．

PFGEによる遺伝子型別試験：PulseNet Protocol

（https://www.cdc.gov/pulsenet/pathogens/pfge.

html），（参照 2019-10-22）に従い，Salmonella enterica 

serovar Braenderup H9812を標準株として PFGEを
実施した．本調査で分離した株及び参考株として，
2016年に沖縄県で発生した食中毒の患者由来 1株を血
液寒天培地（日水製薬㈱，東京）に塗抹し，37℃で 16

～18時間培養後，滅菌蒸留水 1mlに懸濁し，デンシマッ
ト（ビオメリュー・ジャパン㈱，東京）にてマクファー
ランド 6.0～6.2の菌液を調整した．アガロース（SeaK-

em Gold Agarose，Lonza，Switzerland）と混和し，
菌体包埋プラグを作製した．Proteinase K（Roche 

Diagnostics，Germany）により溶菌処理後，DNAを
制限酵素 XbaⅠ（Roche Diagnostics，Germany）で
切断した．PFGE電気泳動装置（CHEF DR-Ⅲ，Bio-

Rad Laboratories，U.S.A.）を用い，6.0V/cm，パルス
タイム 2.2～54.2秒で 18.4時間，緩衝液温度 14℃の条
件で泳動した．アガロースゲルをエチジウムブロミドで

表 1　検索した病原関連遺伝子のプライマー配列

標的遺伝子 プライマー 塩基配列（5'-3'） 引用文献

stx1
EVT1 ＣＡＡ ＣＡＣ ＴＧＧ ＡＴＧ ＡＴＣ ＴＣＡ Ｇ ［20］
EVT2 ＣＣＣ ＣＣＴ ＣＡＡ ＣＴＧ ＣＴＡ ＡＴＡ

stx2 
（stx2fを含む）

EVS ＡＴＣ ＡＧＴ ＣＧＴ ＣＡＣ ＴＣＡ ＣＴＧ ＧＴ ［20］
EVC2 ＣＴＧ ＣＴＧ ＴＣＡ ＣＡＧ ＴＧＡ ＣＡＡ Ａ

elt
LT-2 ＧＴＧ ＣＴＣ ＡＧＡ ＴＴＣ ＴＧＧ ＧＴＣ ＴＣ ［21］
LT-11 ＣＣＣ ＡＣＣ ＧＧＡ ＴＣＡ ＣＣＡ

estA1
ST1a_s ＧＣＡ ＡＴＴ ＴＴＴ ＡＴＴ ＴＣＴ ＧＴＡ ＴＴＡ ＴＣＴ ＴＴ ［21］
ST1a_as ＧＧＡ ＴＴＡ ＣＡＡ ＣＡＡ ＡＧＴ ＴＣＡ ＣＡＧ

astA
EAST0S1 ＧＣＣ ＡＴＣ ＡＡＣ ＡＣＡ ＧＴＡ ＴＡＴ ＣＣＧ ［21］
EAST0AS2 ＣＧＣ ＧＡＧ ＴＧＡ ＣＧＧ ＣＴＴ ＴＧＴ ＡＧ

ipaH
ipaⅢ ＧＴＴ ＣＣＴ ＴＧＡ ＣＣＧ ＣＣＴ ＴＴＣ ＣＧＡ ＴＡＣ ＣＧＴ Ｃ ［22］
ipaⅣ ＧＣＣ ＧＧＴ ＣＡＧ ＣＣＡ ＣＣＣ ＴＣＴ ＧＡＧ ＡＧＴ ＡＣ

eae
SK1 ＣＣＣ ＧＡＡ ＴＴＣ ＧＧＣ ＡＣＡ ＡＧＣ ＡＴＡ ＡＧＣ ［22］
SK2 ＣＣＣ ＧＧＡ ＴＣＣ ＧＴＣ ＴＣＧ ＣＣＡ ＧＴＡ ＴＴＣ Ｇ

表 2　家畜における Escherichia alber tiiスクリーニング
及び分離結果

検体数 スクリーニング 
陽性数（陽性率）

分離数 
（分離率）

豚 250 
［41農場］ 40（16.0％） 17（6.8％） 

［8農場］

牛 100 
［35農場］ 0 NT＊

山羊 100 
［43農場］ 0 NT＊

＊：NT（Not tested）
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染色後，画像撮影装置（Gel Doc XR Plus，Bio-Rad 

Laboratories，U.S.A.）により泳動像をデジタル化し，
遺伝子切断パターンの系統樹解析はソフトウェア（BioN-

umerics，Applied Maths，Belgium）を用いて実施した．
解析は Dice係数を使用し，optimization値 0.50％，
tolerance 値 0.50％，unweighted pair group method 

with arithmetic mean法を用いて系統樹を作成した．

成　　　　　績

スクリーニング試験：豚 250検体中 40検体がスク
リーニング陽性となった．牛及び山羊はすべてスクリー
ニング陰性であった．
分離培養：スクリーニング陽性となった豚 40検体中

17検体から E. alber tiiが分離された（表 2）．分離率は
6.8％（17/250検体），農場陽性率は 19.5％（8/41農場）
であった．E. alber tiiが分離された豚 17頭は 8農場（農
場 A～H）由来で，農場は沖縄本島北部から南部の各地
に点在していた（表 3）．農場別分離率は 10.0％（農場
B：1/10検体）～37.5％（農場 G：3/8検体）であった．
また，と畜検査にて腹膜炎，大腸炎，小腸炎のいずれ
かの消化管病変を認めたものは，E. alber tii分離陽性と
なった豚で 2頭，分離陰性となった豚で 65頭であった
（表 4）．
培地の有効性確認試験：BPW培養物を XLD寒天培

地に塗抹し培養したものは，便の直接塗抹培養に比べ，
E. alber tiiと疑わしいコロニーは少ないかまたは観察さ
れなかった．
生化学性状試験：豚由来 17株は TSI培地上で乳糖及
び白糖非分解，ブドウ糖分解，硫化水素非産生，LIM

培地上でリジン脱炭酸酵素陽性，インドール産生，非運
動性，SC培地上でクエン酸利用陰性，オキシダーゼ陰
性，カタラーゼ陽性であった（表 5）．
病原関連遺伝子の検出：豚由来株すべてから eae及び

cdtが検出された．その他の病原関連遺伝子はすべて検
出されなかった．cdtのサブタイピングにより，豚由来
株はⅡⅢⅤ（13株），ⅠⅡⅢⅤ（3株），ⅡⅤ（1株）の
3つに分類された（図）．

PFGEによる遺伝子型別試験：系統樹解析にて一致
率が 80％以上となった菌株を同一クラスターとすると，
豚由来株は 3つのクラスター（c1，c2，g）を含む 9つ
の PFGEパターンに分類された（図）．農場 Gの豚から
分離された 3株は一致率が 100％となり，クラスター
gを形成した．農場 Aの豚から同日に採材し分離された
2株（菌株 No. 1，2）は，異なる PFGEパターンを示
した．同様に，農場 Cの No. 8と 9及び農場 Dの No. 

10と 11もそれぞれ同日採材で異なる PFGEパターンを
示した．農場 Cと Dの菌株は，混合した 2種類のクラ
スター（c1，c2）を形成した．農場 Cでは 2017年 8月
21日と同年 10月 30日に採材・分離された 2株（No. 5，
8）及び 2017年 8月 14日～10月 30日の期間に分離さ
れた 4株（No. 4，6，7，9）がそれぞれ同一クラスター
であった．農場 B，E，F，G，Hの菌株は，それぞれ農

表 3　Escherichia alber tii分離農場の所在地及び農場別分離状況

農場 農場所在地
採材日別分離状況（分離検体数／検体数を示す）

分離率
（％）2017年 

7月24日
7月 

31日
8月 

14日
8月 

21日
8月 

28日
9月 
4日

9月 
12日

9月 
26日

10月 
30日 計

A V村（北部） 2/8 0/4 0/6 2/18 11.1
B V村（北部） 1/10 1/10 10.0
C W村（北部） 1/4 1/3 0/3 2/3 2/5 6/18 33.3
D W村（北部） 0/10 2/3 2/13 15.4
E X村（中部） 0/5 1/2 1/7 14.3
F Y市（中部） 1/5 0/3 1/8 12.5
G Z市（南部） 0/1 0/2 1/2 2/3 3/8 37.5
H Z市（南部） 1/7 1/7 14.3

表 4　豚における Escherichia alber tii分離と消化管病変

消化管病変
オッズ

あ り な し

分離陽性 2 15 0.13
分離陰性 65 168 0.39

表 5　Escherichia alber tii分離株の生化学的性状

培　地 生化学的性状 豚由来 17株

TSI
乳糖・白糖分解 －
ブドウ糖分解 ＋
H2S産生 －

LIM
リジン脱炭酸 ＋
インドール産生 ＋
運動性 －

SC＊ クエン酸利用能 －

オキシダーゼ －

カタラーゼ ＋

＊SC：シモンズクエン酸寒天培地
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場ごとに異なる PFGEパターンを示した．

考　　　　　察

新興腸管感染症の原因菌であり疫学情報の少ない E. 

alber tiiについて家畜での分布を明らかにするため，豚，
牛及び山羊の保菌状況調査を行った．豚由来検体の
6.8％から本菌を分離し，牛及び山羊はすべてスクリー
ニング陰性となった．
今回，と畜場の解体処理工程を考慮して，豚は盲腸か
ら，牛及び山羊は回腸遠位部からの採材とした．動物種
により保菌に差があるかどうかを明らかにするために
は，採材部位については再考の余地がある．
豚ではスクリーニング陽性検体数（n＝40）に比べ，
分離検体数（n＝17）が半減した．その理由として，第
一にスクリーニング PCRの非特異反応が考えられた．
lysPのプライマーについて，Maedaら［24］は，野菜
から本プライマーにて検出された増幅産物の配列が E. 

alber tiiよりも Klebsiella属菌の配列に類似していたこ
とを報告しており，本調査のスクリーニング PCRにお
いても他菌の lysP領域が検出されていた可能性が考え
られた．第二に，今回実施した分離培養法では，豚にお
ける E. alber tiiは他の夾雑菌に比べ増殖・分離効率が
悪いという可能性が考えられた．E. alber tiiは特徴的な
性状に乏しく［11, 14, 25］，特異的に増殖する選択培地

が開発されていない．本調査で使用した BPWによる培
養は多検体処理などのスクリーニングには有効である
が，豚糞便における E. alber tiiの増菌培養には適さな
いと考えられた．XLD寒天培地は本菌の鑑別に有効で
あるが，夾雑菌も多く観察されたため，E. alber tiiの発
育が阻害された可能性がある．
豚由来株の TSI寒天，LIM，SC培地を用いた生化学
的性状は，報告されている人及び鳥由来株の性状［3, 4, 

8, 13, 14］と同様の傾向がみられた．E. coliや他の類
似菌と異なり多くの E. alber tiiに共通してみられる性
状として，乳糖から酸を産生せず，リジン脱炭酸作用及
びインドール産生能を持つ．E. alber tiiの疫学調査を進
めるためには，これらの性質を利用した最適な分離培養
法の確立が待たれる．

E. alber tiiは当初より eaeの保有を基準に分離されて
きた［3, 4, 10, 14］．一方，cdtは E. alber tiiにおいて
高い割合で遺伝子が検出されており［3, 6, 11-19］，さ
らに，細胞に対する毒素の活性も示されている［12］．
今回，豚由来株からも eae及び cdtが検出されたことか
ら，病原性を持つ可能性が示唆された．Alber tら［7］
は，下痢症患者から分離した E. alber tiiを特殊な手法
にてウサギ腸管に接種したところ，腸管病原性大腸菌に
よる感染症に類似した腸粘膜病変が形成され，下痢を引
き起こすことを示した．本調査では，豚の消化管病変の

菌株 
No. 農場 採材 

年月日
病原関連 
遺伝子

cdtサブ
タイプ

PFGE 
クラス
ター

14 G 2017.8.21 eae，cdt ⅠⅡⅢⅤ
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10 D 2017.9.26 eae，cdt ⅡⅢⅤ

5 C 2017.8.21 eae，cdt ⅡⅢⅤ c2

8 C 2017.10.30 eae，cdt ⅡⅢⅤ

2 A 2017.7.24 eae，cdt ⅡⅤ

4 C 2017.8.14 eae，cdt ⅡⅢⅤ

7 C 2017.9.26 eae，cdt ⅡⅢⅤ

9 C 2017.10.30 eae，cdt ⅡⅢⅤ c1

6 C 2017.9.26 eae，cdt ⅡⅢⅤ

11 D 2017.9.26 eae，cdt ⅡⅢⅤ

17 H 2017.9.26 eae，cdt ⅡⅢⅤ
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13 F 2017.9.12 eae，cdt ⅡⅢⅤ
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食中毒由来株

80
0.

00
60

0.
00

50
0.

00
40

0.
00

30
0.

00
25

0.
00

20
0.

00
15

0.
00

10
0.

00

40
.0

0
20

.0
0

10
0

806040
一致率

図　Escherichia alber tii豚及び食中毒由来株のパルスフィールドゲル電気泳動解析結果（XbaⅠ切断），分離の概要及び病原関
連遺伝子
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有無と E. alber tiiの分離は関連しなかった（オッズ比
0.34）．動物由来株が人へ感染し，疾病を引き起こす危
険性を明らかにするため，今後，動物由来株の病原性に
ついて解析を進めることが重要と思われた．
豚由来株の cdtは，サブタイピングにより 3つに分類
された．E. alber tiiは，ほとんどの株でサブタイプⅡⅢ
Ⅴに属するバリアントを保有し，まれにⅠⅣのバリアン
トまたは両方を有する株が存在するとされており［12-
14］，今回の結果も同様であった．

PFGEによる解析では，豚由来株は遺伝的多様性を示
し，同一株や近縁株もみられた．3農場ではそれぞれ同
時に 2種類の遺伝子型の菌株が存在しており，遺伝的多
様性は農場単位でも確認された．農場 Gでは 2日間で 3

頭の豚から同一菌株が分離されたことから，豚間あるい
は農場内の環境を介した菌の伝播が示唆された．農場 C

では 2カ月半にわたり PFGEパターンの類似した遺伝
的に近縁と考えられる菌株が分離されたことから，農場
内に特定の株がまん延し遺伝子変異を示しながら維持さ
れていたことが示唆された．また，同じクラスターの株
が分離された農場 C及び Dは地理的に近い場所にある．
同一の起源を有する菌株が複数の農場に伝播した可能
性を明らかにするためには，農場の疫学的関連を調べる
必要がある．
本研究は，遺伝的に多様な E. alber tii菌株が複数の
農場の複数の豚で保菌されていること，また，農場内で
は菌株が豚間で伝播し，比較的長期間維持されているこ
とを明らかとした．本菌が豚肉から人へと感染するか否
かは現段階で明らかではないが，少なくとも豚は E. 

alber tiiの保菌動物であり，公衆衛生上，今後さらなる
検討が必要である．と畜場の食肉衛生管理においては，
豚の腸管内にサルモネラなどの既知の病原細菌に加え新
たに E. alber tiiが存在することを広く周知することに
より，食肉の微生物汚染防止策を徹底し，食中毒予防に
努めなければならない．
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Prevalence and Molecular Epidemiological Analysis of Escherichia alber tii  
from Livestock in Okinawa, Japan
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SUMMARY

A total of 450 intestinal content specimens from the livestock were examined to sur vey the prevalence of 
Escherichia alber tii among swine, cattle, and goat on Okinawa Island from July to December 2017.  The results 
showed that 17 E. alber tii isolates were obtained from 6.8% of the swine samples (17/250) from eight farms.  
All isolates harbored pathogenic associated genes (eae and cdt) with identical biochemical proper ties, such as 
no acid production from lactose or sucrose.  Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) showed several patterns 
of the isolates, suggesting genetic diversity among the swine isolates.  Interestingly, four of six isolates 
obtained from a farm over a three-month period showed similar PFGE patterns.  These results indicated that 
multiple genotypes of E. alber tii may spread among swine directly or via the farm environment in Okinawa 
Island.  ─ Key words : emerging enteropathogen, Escherichia alber tii, Okinawa Prefecture, pulsed-field gel electrophore-
sis, swine.
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