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１ はじめに 

 Escherichia albertiiは，グラム陰性通性嫌気性桿菌で，2003 年に大腸菌（Escherichia coli）の近縁菌種

として新たに命名された１）。ヒトに下痢等の消化器症状を惹起し，国内では，本菌による患者 100 名を超

える集団感染事例が報告されている２）。現在までヒト，ネコ，ブタ，家禽などからの分離が報告されている

が３），保菌状況は不明な点が多い。また，特徴的な生化学的性状を持たないため，他の菌種，特に大腸

菌と誤同定されやすく 4），標準的な分離同定方法の確立が求められている。 

 2005 年に Hyma ら 5）が E. albertii の同定方法としてマルチプレックス PCR を報告して以降，選択培地

を用いた分離培養と同 PCR の組み合わせにより，種々の動物からの分離が報告されてきた 4），6）。そこで

我々は昨年度，ウシ 20頭，ブタ 141頭，家禽 269羽からスクリーニングにマルチプレックス PCRを用いた

同定方法により，E. albertii の分離を試みたところ，ブタ 4 頭でスクリーニング陽性となったが，E. albertii

の分離には至らなかった。近年，マルチプレックス PCRは E. albertii以外の菌種で lysP及び mdh と同サ

イズのバンドを検出し得るため，必ずしも E. albertiiに特異的ではないとする報告 7）が挙げられており，昨

年度の調査はこの報告を支持する結果となった。 

そこで本調査では，主に分離が報告されているブタのみを対象とし，マルチプレックス PCR と XRM-

MacConkey8）による分離培養の組み合わせにより，E. albertiiの分離を試みるとともに，E. albertiiの検出

限界について検討したので，その概要を報告する。 

 

２ 材料及び方法 

（1）  と畜場搬入ブタからの E. albertiiの分離 

① 供試材料 

所管と畜場に搬入された 37農場 200頭のブタの盲腸便を検体とした。 

② 採材，増菌培養 

供試動物の盲腸を切開し，滅菌綿棒（日本綿棒株式会社）で盲腸便を採材した。10ｍL の緩衝ペ

プトン水（BPW，日本製薬株式会社）に懸濁し，37℃，好気条件下で一晩培養した。 

③ スクリーニング 

増菌液を同一採材日，同一農場ごとに 100µL ずつ等量混和（最大 5 検体）し，ボイル法（100℃，

10分加熱後，10,000×g，2分遠心）により DNA抽出したものを PCR用鋳型とした。clpX，lysP，mdh 

の 3遺伝子を標的としたマルチプレックス PCR5）を行い，3遺伝子が検出された検体をスクリーニング

陽性とした。 

④ 分離培養，PCR 

スクリーニング陽性となった増菌液を XRM-MacConkey8）に塗抹後，37℃の好気条件下で一晩培

養した。同培地上に発育した無色コロニーからボイル法によりDNAを抽出し，E. albertii特異的配列

検出用プライマー7)を用いて PCRを行った。 

（2） E. albertiiの検出限界の検討 

① 供試材料 

宮城県保健環境センターより分与された E. albertii 1株及びと畜場に搬入されたブタ 1頭の盲腸

便を試験に供した。採材した盲腸便はマルチプレックス PCR陰性であることを確認した。 

 



② 生菌数算定 

E. albertii菌株を BPWに接種後，37℃，18-24時間培養して E. albertii培養液を作製した。培養

液をリン酸緩衝液により 10-8まで段階希釈し，10-5～10-8の各希釈液 100µL を普通寒天培地 2枚に

それぞれ滴下した。コンラージ棒を用いて培地全面に広げ，37℃，18-24 時間好気培養後，発育し

たコロニー数を計測して生菌数を算定した。 

③ E. albertii と盲腸便の混合液の E. albertii検出限界 

E. albertii培養液の原液 100mL，10mL，1mL及び各希釈段階液 1mL をチューブに分注し，2000

×g，10 分間遠心後，上清を廃棄した。その後，ブタの盲腸便を滅菌綿棒により採取し，重量測定後，

集菌した E. albertii 及び BPW10mL をそれぞれ加え，表 2 のとおり混合液を作製，37℃，18-24 時

間培養した。各混合液 100µL をボイル法により DNA 抽出し，マルチプレックス PCR を行った。PCR

陽性となった混合液を XRM-MacConkeyに 1白金耳量塗抹し，37℃，18-24時間培養した。同培地

上に発育した無色コロニーを釣菌し，血液寒天培地に純培養した分離株について E. albertii 特異

的配列検出用プライマーを用いて PCRを行った。 

 

３ 結果 

(1) と畜場搬入ブタからの E. albertiiの分離 

37 農場 200 頭のスクリーニングの結果，3 農場 18 検体が陽性となった。スクリーニング陽性となった検

体の増菌液を XRM-MacConkey により分離培養したところ，1 農場 4 検体から無色コロニーを分離した。

同分離株について PCRにより E. albertii特異的配列の検出を行ったところ，すべて陰性となった。 

(2)  E.albertiiの検出限界の検討 

 本試験に用いた E. albertii培養液の生菌数は 2.2×108CFU/mL であった（表 1）。また，E. albertii と盲

腸便の混合液についてマルチプレックス PCRを行ったところ，陽性バンドが確認できた E. albertiiの最小

添加量は 2.2×106CFU であった（表 2）。陽性となった各混合液 1 白金耳量を XRM-MacConkey により

分離培養したところ，すべての混合液から無色のコロニーが得られ，PCR 検出限界菌量（2.2×106CFU）

添加の混合液からは 3個の無色コロニーが得られた。XRM-MacConkeyに発育した無色コロニーのうち，

2.2×1010～107CFU 添加の混合液から各 10 分離株及び 2.2×106CFU 添加の混合液から得られた 3 分

離株について，PCR により E. albertii 特異的配列の検出を行った。その結果，2.2×1010～107CFU を添

加した混合液から得られた 40分離株はすべて陽性となったが，2.2×106CFUを添加した混合液から得ら

れた 3分離株のうち，1分離株が陽性，2分離株は陰性となった。 

 

表 1．E. albertii培養液の生菌数 

 

表 2．E. albertii と盲腸便の混合液の PCR検出状況及び E. albertii分離状況 

 

10-5 10-6 10-7 10-8 生菌数（CFU/mL）

1枚目 176 21 3 0

2枚目 217 22 2 0

E.albertii
コロニー数

2.2×108

有効コロニー数：10～100

E. albertii添加量
(CFU)

2.2×1010 2.2×109 2.2×108 2.2×107 2.2×106 2.2×105 2.2×104 2.2×103

盲腸便重量(g) 0.248 0.259 0.276 0.237 0.193 0.189 0.231 0.193

マルチプレックス
PCR

＋ ＋ ＋ ＋ ＋ － － －

分離率 10/10 10/10 10/10 10/10 1/3 － － －



４ 考察 

E. albertii は 2003 年に命名された新興細菌であり，未だ不明な点が多い。特徴的な生化学的性状を

示さない上，他の菌種，特に大腸菌と誤同定されやすい特徴を持つ。また，一部の菌株が Vero 毒素 2f

遺伝子を保有することが報告されており 4），食中毒の原因となり得るため，E. albertii の標準的な分離同

定方法の確立は急務となっている。 

本調査では，ブタから E. albertii の分離を試みた結果，3 農場 18 検体がスクリーニング陽性となった

が，E. albertii の分離には至らず，スクリーニングに用いるプライマーについて検討を要する結果となった。 

 E. albertii と盲腸便の混合液のマルチプレックス PCRでは，陽性バンドが確認できた E. albertiiの最小

添加量は 2.2×106CFU であった。したがって，増菌培地（BPW10mL＋盲腸便）に E. albertiiが 2.2×

106CFU 以上存在していれば，マルチプレックス PCRにより検出できる菌量まで増殖可能であることが明

らかとなった。分離培養では，マルチプレックス PCR陽性となったすべての混合液から無色のコロニーが

得られ，PCR検出限界菌量（2.2×106CFU）を添加した混合液からは 3分離株が得られた。得られた無

色のコロニーについて，2.2×1010～107CFU 添加の混合液から各 10分離株及び 2.2×106CFU 添加の

混合液から得られた 3分離株について，E. albertii特異的配列の検出を行ったところ，前者の 40分離株

はすべて陽性となり，後者の 3分離株のうち 1分離株が陽性，2分離株が陰性となった。このことから，増

菌培地内において，E. albertii菌量が少ない場合には，他の細菌との競合により E. albertiiの増殖効率

が低下することが考えられた。既報 9)では，増菌培養の過程で E. albertii以外の夾雑菌の増殖を抑制す

る選択的増菌培地が報告されており，今後は E. albertiiを効率的に増菌させる方法を検討するとともに，

E. albertii菌量が少ない場合でも検出可能な分離同定方法を模索していきたい。 
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