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食中毒疑い事例検査における新規病原菌 Escherichiaa/bertiiの検出

今野貴之 八相11 1間 高橋志保 熊谷優子 和田恵理子 千葉真知子 掛j藤志保子

2011 年 11 月に秋田県内の一保健所管内における食中毒疑い事例において，腸管病原性大腸菌

(EPEC)や多くの腸管出血性大腸菌の病原因子として知られるインチミンの遺伝子 (ωe) を持った

菌が患者から分離された。今回，我々は菌の生化学的な性状やリボソームの小サブ、ユニッ トを構成す

る 16SrRNA遺伝子の解析に加え，SIX， eae， uidA， lysP， mdh， cdtBの有無を EPECと比較した PCR

法により本菌を新規の下痢原性病原菌とされる Escherichiaalberliiと同定した。

1.はじめに

おcherichiaalbertiiは，ヒトに下痢原性を示す

可能性のある新規のエシェリキア属菌として

2003年に報告された 1.2) 0 E. alberliiは，当初，

腸管病原性大腸菌 (EPEC)や多くの腸管出血性

大腸菌の病原因子として知られるインチミンの

遺伝子である eaeを持った非典型的な Hafnia

alveiとされていたが，その後の研究でハフニア

属ではないことが示された1.3列 。 これらの H.

a/vei様の菌は， Huysら 2)による遺伝学的な系

統解析により 新規のエシェ リキ ア属菌 E.

albertiiとされた。

Sharmaらは，E. alberliiがアメリカ合衆国に

おける約 62，000，000事例の原因不明の食中毒及

び 3，200の死亡例の要因のうちの lっかもしれ

ないことを指摘している日)。 しかしながら，

日本における E.albertiiの分離報告はほとんど

なく ，その疫学や病原菌としての重要性につい

てはこれまでのところ分かっていない。

2011年 11月，秋田県において患者 22人の食

中毒疑い事例が発生した。我々はこの事例にお

いて eaeを保有する EPEC様の菌を分離し，菌

の生化学的な性状試験，細菌の系統解析に広く

用いられる 16SrRNA遺伝子の解析や stx，eae， 

uidA， lysP， mdh， cdlBに対する PCR法等の遺

伝学的な手法により木菌の同定を試みた。

2. 方法

2. 1菌分離

施設従業員便 16検体，患者便 19検体，施設

内拭き取り 10検体に関して食中毒原因菌及び

ノロウイノレスを調査した。食中毒原因菌として

は，病原大腸菌(腸管出血性大腸菌含む) ，赤

痢薗，サノレモネラ属菌， ピブリオ属菌，エノレシ

ニア，カンピロバクター，黄色ブドウ球菌，セ

レウス菌， ウェノレシュ菌を調査した。

病原大腸菌の検出は， PCR法により各病原大

腸菌の主要な病原因子，すなわち腸管出血性大

腸菌の Slx，EPECの eae. 腸管侵入性大腸菌の

invE.毒素原性大腸菌の esl及び elt. 腸管集合

性大腸菌 aggR及び aSlAの有無を確認すること

で行ったふ11)。

生化学的性状は.indole及びIysinedecarboxylase 

の産生性，lactose及び xyloseの発酵性， motility 

(運動性)について調査した。

2.2 16S rRNAの相同性解析

16S rRNAの遺伝子解析は Falskel2
) ら及び

Lanel3
)らの方法を基に行った。

遺伝子の相向性解析は， BLASTN.2.2.24によ

るオンラ イ ンの解析システムにより行った

( http://blast.ddbj.nig.ac.jp/top-j . htm 1)。

2.3 E a/bertiiとEPECの保有因子の比較

stx及び eaeに加えて. EPECの確認のため，

大腸菌に特異的な uidAの検出を行った。一方，

E. albertiiの確認は.Hymaら 14)が報告したか'sP

とmdhを標的にした E.albertii検出用の PCR法

により行った。また.E. albertiiの病原因子のー

っとして報告されている cdtBについても， T6th 

ら 15)の報告を基に検出を行った。また.cdlBの

型別をKimら 16)の報告を基に行った。
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表 1 E a/berti・j同定 PCRに使用したプライマー

Target Prop釘ty Sequence (5'-3ヲ

.stx Shiga toxin GAGCGAAAIAλITTATATGTG 
TGAIGAJGGCAAITCAG工AT

eae 泊自nine CAGGATCGCCTTTTTTATACG 
CTCTGCAG必ITAACCTCTGC

uidA beta-D- TCAGCGCGAAGTCTTTAIACC 
glucwonidase CGTCGGTAAICACCAITCCC 

l:y.sP lys泊e-sp配 ific GGGCGCTGCTTTCATATATTCTT 
permease TCCAGATCCAACCGGGAGTATCAGGA 

mdh ma1ate CTGGAAGGCGCAG.必TGTGGTACTGAIT
dehydrog伺蹴 CTTGCTGAACCAGA口CTTCACAATACCG

cdrB 句tole也a1 GAAAGTAAAIGGAん日.IAAATGTCCG
distending toxinAAAICACCAAGAAICATCCAGTTA 

3. 結果と考察

2011年 11月に秋岡県内で発生した食中毒疑

い事例の検査では，患者便より EPEC0抗原型

別不能が 1名から，ノロウイノレスが 2名から検

出された。また，ノロウイノレスが検出されたう

ちの 1名から，病原大腸菌の検査に関連して

EPEC様の菌株 (ECI5062)が検出された。

ECI5062は病原大腸菌の検査で eaeのみ(+) 

で stxを含むその他の病原大腸菌の主要な病原

因子は(一)であった(図 1)。そのため，当初，

ECI5062は EPECであると予想された。 しかし

ながら，生化学的な性状試験の結果，indole( +)， 

Iysine (+)であるが，motility (一)， lactose (一)， 

xylose (一)であり ，大腸菌としては極めて非定

型的性状である ことが確認された(表 2)。

次に，ECI5062の 16SrRNA遺伝子の一部 823

ntに関 して，相間性解析を実施 したところ，

EC15062の配列は E.albertii strain KWB09司 600

(accession no. HM 194877)の配列 と 100%一致

したものの，多くの大腸菌の配列 とも高い相向

性を示 した。一般に，非定型的な性状を示す菌

の同定には，16S rRNA遺伝子の相同性解析が有

用で、あることが知られているが，E. albertiiと大

腸菌は非常に近縁であり， ECI5062の同定にお

いては l6SrRNA造伝子の相向性解析では不十

分と恩われた。

そこで， EC15062が EPECか E.αIbertiiかを鑑

別するため，EPEC E2348/69株を対照に して，

PCR法により slx，eαe， uidA， lysP， mdh及び cdlB

の検出を行った(図 2)。その結果， ECI5062は，

EPEC E2348/69株 と閉じくstx(一)， eae (+) 

である一方，EPEC E2348/69株とは対照的に，

大腸菌に特徴的な uidAが(一)，E. alberlii特異

a揖 aa.虎 invE
-:~. est 

stx a削 d

(bp) M 1 2 1 2 1 2M  
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図 1 病原大腸菌の主要病原因子の検出

stx (289 bp)， eae (479 bp)， aggR (254 bp)， aslバ

(106 bp)， elt (186 bp)， est (130 bp)， invE (382 bp). 

Lanes: M， 100 bp size ladder (Bio-Rad); 1，陽性

コントロールゴ，ECl5062. 

的に設計された かsP及び mdhが(+)であった。

これらの結果から，EC15062は E.albertiiと同定

された。

また， ECl5062は E.albertiiの病原因子のーっ

として報告されている cdtβ に関 しても(+)で

あった。大腸菌では， CDTはその遺伝子配列か

ら5つの型に分けられる。図 3に示 したように，

ECl5062の cdlは typelllとtypeVに陽性を示し

た。これらの結果は，Hymaら 14)の E.alberliiの

cdtの DNA配列の解析結果と一致 した。

E. alberliiは，大腸菌の典型的な性状と異なる

ため，通常の病原大腸菌の検査では見過ごされ

たり ，誤同定を招きかねない。今回，病原大腸
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菌の病原因子の探索に加えて，uidAや !ysP及び

といった菌種特異的もしくは菌種により多

型性を持つ遺伝子の PCRを併用することで E.

albertiiの同定が可能であった。ただし，本事例

において E.albertiiが検出された患者からはノ

ロウイノレスも検出されており，病原性や臨床症

状に対する本菌の関与は不明であった。

ιalbertiiの病原性や疫学， 臨床症状との関連

については知見が不足しており ，その解明のた

めには今後もさらなる事例の集積が必要 と考え

られる。
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