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要　　　　　約

食中毒原因菌 Escherichia alber tiiの豚での保菌状況と分離株の特徴を明らかにするため，2017 年及び 2018 年に山
形県内のと畜場搬入豚の保菌調査を行った．525 検体の盲腸便を調査し，17 検体（3.2％）から 37 株を分離した．こ
のうち，20 分離株（54.1％）がテトラサイクリン等の何らかの抗菌薬に耐性を示した．また，パルスフィールド・ゲ
ル電気泳動（PFGE）法では，37 分離株は 6グループに分類された．各グループを代表する 6菌株は，ゲノムワイド
系統解析により既知の 5つの系統群の中の G1 群及び G3 群（2 亜系統群）に分類された．当該 3群は，いずれも人由
来株を含んだ．本研究により，山形県と近隣県の豚は多様な PFGE型を示す E. alber tiiを保菌することが判明し，豚
の生産物が本菌の人への感染源となり得ることが示唆された．
─キーワード：薬剤耐性，Escherichia alber tii，ゲノムワイド系統解析，パルスフィールド・ゲル電気泳動，豚．
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Escherichia alber tiiは，グラム陰性通性嫌気性桿菌
で，2003 年に Escherichia属の新菌種として提唱され
た新興下痢症原因菌である［1, 2］．人の E. alber tii感
染例は，1990 年のバングラデシュにおける小児下痢症
患者以降，ギニアビサウ，ドイツ，ブラジル，アメリカ，
ポーランド，ノルウェー，オーストラリア，日本におい
て報告されている［2］．わが国では，2019 年 4 月現在
10件以上の E. alber tii集団感染事例が報告されており，
少なくともうち 4 件は，有症者数 100 人を超える集団
食中毒事例である［2, 3］．このような状況下，わが国
での E. alber tii感染症に関するより詳細な研究が求め
られている．

E. alber tiiの保菌動物として，一部の鳥類及び哺乳類
が知られているが，豚における保菌状況は明らかでな

い．哺乳類では，猫，豚，コウモリ，海獣（seals）か
らの分離があるが［2, 4-6］，豚では Hinenoyaら［5］
により偶然に分離された 1株が唯一の報告である．豚肉
でも，Wangら［7］による中国での調査における 1株
の分離に留まっており，豚での E. alber tii保菌状況調
査は進んでいない．
上記の E. alber tii豚分離株の性状として，非運動性，
硫化水素非産生性，インドール陰性，β-グルクロニダー
ゼ非産生，乳糖非分解性，ソルビトール分解性が示され
ている［5］．豚由来株の性状に多様性があるか，人ある
いは他の動物由来株と同じ性状を示すか否かを確認する
ことは，E. alber tiiの多様性を把握するためにも必要で
ある．

E. alber tiiの病原関連因子として，Ⅲ型分泌装置や細
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胞膨化致死毒素が報告されている［2］．また，一部の E. 

alber tiiからは志賀毒素遺伝子（stx2fあるいは stx2a）
が検出されている［2, 8］．本菌の病原性を考えるうえ
で，E. alber tiiの代表的な病原関連因子［2］であるイ
ンチミン，志賀毒素，細胞膨化致死毒素の保有状況の把
握は必須であろう．

E. alber tiiの薬剤耐性について，豚由来株での報告は
ない．人からは，テトラサイクリン系，アミノグリコシ
ド系及びオールドキノロン系薬剤等に耐性を示す菌株が
分離されている［1, 9］．鶏肉からも，ストレプトマイ
シン等に耐性を示す株が分離された［10］．家畜におけ
る各種抗菌薬の使用量と当該家畜での耐性大腸菌の出現
率には相関があるとされる［11］．豚は，家畜の中では
抗菌薬使用量が最も多いとされるため［11］，本菌にお
いても豚由来株での薬剤耐性状況の把握が求められる．
一方，E. alber tiiの人・動物間での伝播を検討するた
めに菌株の系統解析が必要であるが，豚由来株に関する
系統情報は報告されていない．Ookaら［4］は，人，
鳥及び猫由来株の全ゲノム配列に基づいた系統解析によ
り，E. alber tiiを 5系統に分類した．豚由来株について
も同様の系統解析を進めることで，人を含む動物間での
E. alber tiiの感染環への豚の関係を考察することが可能
となる．
本研究では，国内の豚における E. alber tiiの保菌状
況の解明と豚由来株の生化学的・遺伝学的特徴の解明を
目的として，山形県内のと畜場に搬入された豚からの本
菌の検出と分離及び分離株の解析を行った．

材 料 及 び 方 法

供試材料：2017 年 1～2 月及び 2017 年 11 月～2018
年 2 月に，山形県内のと畜場に搬入された豚 525 頭（肥
育豚 505 頭，繁殖豚 20 頭）の盲腸便を採材した．対象
農場は93農場（山形県内65農場，県外28農場）であり，
1 農場当たり 5～12 頭から採材した．採材回数は，75
農場では 1 回のみ，17 農場では 2 回，1 農場では 3 回
であり，1農場当たりの目標頭数（5検体）を担保する
とともに，9農場においては異なる時期に追加採材した．
採材方法：供試豚の盲腸を約 2cm切開し，無菌綿棒

（メンティップ，日本綿棒㈱，東京）の綿球周囲に盲腸
便を付着させたものを検体とした．
スクリーニング PCR：検体を緩衝ペプトン水（日水
製薬㈱，東京）10mlに懸濁し，42℃，一晩培養した増
菌液の一部を 100℃，10 分間加熱処理し PCR用鋳型と
した．本菌の同定法として PCR法が報告されている［2, 
12-14］が，これまでの研究では Hymaら［12］の
lysP，mdh，clpXの 3 遺伝子を標的としたプライマー
セットによる PCR法が汎用されている［2］．
本研究では，この 3プライマーのうち，本菌を特異的
に検出できるとされる［12, 14］lysP及び mdhのうち，
lysPを 1次スクリーニングに，また，検出精度を上げる
ために lysP及びmdhを2次スクリーニングに用いた（表
1）．検体は，同一採材日・同一農場ごとに，最大 5検体
の鋳型 DNAを等量混和したプール試料を 1次スクリー
ニング対象とし，PCR陽性となった場合，当該 2～5検
体の個別検体の鋳型を対象に，2次スクリーニングを実

表 1　Escherichia alber tii検出用及び病原遺伝子検出用のプライマー及び PCR反応条件

標的遺伝子 プライマー名 塩基配列（5'-3'） アニーリ
ング温度 サイズ（bp） 引用文献

lysP lysP_107F 5'‐ＧＧＧ ＣＧＣ ＴＧＣ ＴＴＴ ＣＡＴ ＡＴＡ ＴＴＣ ＴＴ‐3' 60℃ 252 ［12］
lysP_358R 5'‐ＴＣＣ ＡＧＡ ＴＣＣ ＡＡＣ ＣＧＧ ＧＡＧ ＴＡＴ ＣＡＧ ＧＡ‐3'

mdh mdh_50F 5'‐ＣＴＧ ＧＡＡ ＧＧＣ ＧＣＡ ＧＡＴ ＧＴＧ ＧＴＡ ＣＴＧ ＡＴＴ‐3' 60℃ 115 ［12］
mdh_164R 5'‐ＣＴＴ ＧＣＴ ＧＡＡ ＣＣＡ ＧＡＴ ＴＣＴ ＴＣＡ ＣＡＡ ＴＡＣ ＣＧ‐3'

clpX clpX_28 5'‐ＴＧＧ ＣＧＴ ＣＧＡ ＧＴＴ ＧＧＧ ＣＡ‐3' 60℃ 384 ［13］
clpX_411R 5'‐ＴＣＣ ＴＧＣ ＴＧＣ ＧＧＡ ＴＧＴ ＴＴＡ ＣＧ‐3' ［12］

E. alber tii
特異的配列

EA0134_283F 5'‐ＴＴＧ ＣＧＴ ＡＣＴ ＡＡＣ ＧＣＡ ＧＧＡ ＴＧ‐3' 58℃ 209 ［14］
EA0134_446R 5'‐ＴＧＴ ＧＡＣ ＴＧＴ ＴＧＧ ＧＣＴ ＡＴＴ ＧＧ‐3'

eae eaek1 5'‐ＧＣＴ ＴＡＧ ＴＧＣ ＴＧＧ ＴＴＴ ＡＧＧ ＡＴ‐3' 55℃ 591 ［15］
EA2 5'‐ＣＴＣ ＴＧＣ ＡＧＡ ＴＴＡ ＡＣＣ ＴＣＴ ＧＣ‐3'

stx＊ upstream 5'‐ＧＡＡ ＣＧＡ ＡＡＴ ＡＡＴ ＴＴＡ ＴＡＴ ＧＴ‐3' 50℃ 906 ［16］
downstream 5'‐ＴＴＴ ＧＡＴ ＴＧＴ ＴＡＣ ＡＧＴ ＣＡＴ‐3'

cdtB  
Ⅱ/Ⅲ/Ⅴ

CDT-s1 5'‐ＧＡＡ ＡＧＴ ＡＡＡ ＴＧＧ ＡＡＴ ＡＴＡ ＡＡＴ ＧＴＣ ＣＧ‐3' 55℃ 466 ［17］
CDT-as1 5'‐ＡＡＡ ＴＣＡ ＣＣＡ ＡＧＡ ＡＴＣ ＡＴＣ ＣＡＧ ＴＴＡ‐3'

cdtB Ⅰ/Ⅳ CDT-s2 5'‐ＧＡＡ ＡＡＴ ＡＡＡ ＴＧＧ ＡＡＣ ＡＣＡ ＣＡＴ ＧＴＣ ＣＧ‐3' 55℃ 466 ［17］
CDT-as2 5'‐ＡＡＡ ＴＣＴ ＣＣＴ ＧＣＡ ＡＴＣ ＡＴＣ ＣＡＧ ＴＴＡ‐3'

＊stx：stx1及び stx2
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施した．2次スクリーニングで両遺伝子が検出された検
体をスクリーニング陽性とした．

PCR反応は，PCR反応試薬（Go Taq Green Master 

Mix, Promega Corporation, U.S.A.）を使用し，PCR

装置（Takara PCR Thermal Cycler，タカラバイオ㈱，
滋賀）で測定した．増幅産物の確認は，2％アガロース
ゲルを用いた電気泳動により行った．
菌株分離：スクリーニング陽性となった検体の増菌
液を，0.85％滅菌生理食塩水で 10 倍または 100 倍に適
宜希釈後，DHL寒天培地（栄研化学㈱，東京）に塗抹
した．37℃，一晩培養後，乳糖・白糖非分解の白色コ
ロニーを釣菌し，DHL寒天培地に純培養した．純培養
菌を滅菌蒸留水 100μlに懸濁後，100℃，10 分間加熱処
理した PCR用鋳型 DNAについて，表 1に示すように，
上記の 3遺伝子（lysP，mdh，clpX）を用いたマルチプ
レックス PCRを実施した．3遺伝子配列すべてを検出
した検体について，本菌特異的配列検出用プライマー
（EA0134_283F，EA0134_446R）を用いた PCRを実施
し［14］，E. alber tii特異的配列の検出を試みた．4 種
類の配列がすべて検出され，グラム陰性桿菌，カタラー
ゼ陽性，オキシダーゼ陰性を示した分離株を E. alber tii

と同定した．
菌性状試験：β-ガラクトシダーゼ産生能試験

（ONPGディスク，日水製薬㈱，東京及び XM-G寒天
培地，日水製薬㈱，東京），SIM培地（栄研化学㈱，東
京），LIM培地（栄研化学㈱，東京），CLIG寒天生培地
（極東製薬工業㈱，東京）及び糖分解培地（OF基礎培地，
栄研化学㈱，東京）を用いた菌性状試験を実施した．糖
分解試験は，乳糖，白糖，キシロース，ラフィノース，
トレハロース（和光純薬工業㈱，大阪）を対象とした．
また，簡易同定キット（API20E, bioMérieux Ltd., 

France）による試験を実施した．
病原遺伝子の検出：分離菌の病原遺伝子保有状況を把
握するため，PCR法によりインチミン遺伝子（eae），
志賀毒素遺伝子（stx）及び細胞膨化致死毒素遺伝子
（cdt）の検出を試みた（表 1）．Ⅰ～Ⅴのサブタイプが
存在する cdtについては，cdtBの配列に基づいて，
PCRにより 2 グループ（cdtB Ⅱ/Ⅲ/Ⅴ，cdtB Ⅰ/Ⅳ）
に分類した（表 1）．
薬剤感受性試験：CLSIの方法に準拠し，Escherichia 

coli ATCC25922 を精度管理株とした一濃度ディスク法
による薬剤感受性試験を実施した．対象抗菌薬は，テト
ラサイクリン（TC），ストレプトマイシン（SM），カナ
マイシン（KM），セフィキシム，セフォタキシム，セ
フタジジム，セフポドキシム，セフォキシチン，メロペ
ネム，ナリジクス酸（NA），オフロキサシン及びコリス
チ ン の 12 薬 剤（Becton Dickinson and Company, 

U.S.A.）とした．

パルスフィールド・ゲル電気泳動解析：Murakami

ら［18］の方法に準拠し，制限酵素 XbaⅠを用いたパ
ルスフィールド・ゲル電気泳動（PFGE）解析を実施し
た．PFGE像の解析には，画像解析ソフトウェア
（FPQuest Software, Bio-Rad Laboratories, U.S.A.）を
用いた．分離株の泳動パターンの類似度は Dice 係数
（トレランス 1％），系統樹作成は unweighted pair-

group method using average linkage法にて行った．
次世代シーケンサーを用いたゲノムワイド系統解析：

PFGE解析による分類結果を基に，各グループを代表す
る 1株をランダムに選択し，6菌株のドラフトゲノム配
列を取得した．各菌株について，DNA抽出キット
（Puregene Yeast/Bact. Kit B, Qiagen, Germany及び
Nuc leoSp in gDNA Clean -up , Macher ey -Nage l , 

Germany）を用いてゲノム DNAの精製を行った．
次世代シーケンサーライブラリー調整キット（NEB-

Next Ultra II DNA Librar y prep for Illumina, New 

England Biolab, U.S.A.）を用いてシーケンス用ライブ
ラリーを作成し，次世代シーケンス装置（HiSeq, Illu-

mina, U.S.A.）を用いて 150 bpのペアエンド（PE）配
列を取得した（YS-F1-1a株； DRA008688，YS-F1-2
株； DRA008689，YS-F12-1 株； DRA008686，YS-
F13-1a株； DRA008685，YS-F14-1c株； DRA008684，
YS-F5-1a株； DRA008687）．アセンブリには，アセン
ブルソフトウェア（Platanus version 1.1.4，フリーソ
フト，http://platanus.bio.titech.ac.jp/）［19］を用い
た．得られたドラフトゲノム配列を用い，先行研究に準
じてゲノムワイド系統解析を実施した［4］．
具体的には，Escherichia属内で高度に保存されてい
る 111 のシングルコピー遺伝子の塩基配列をドラフト
ゲノム配列から抽出・連結し，系統ネットワーク推定用
ソフトウェア（SplitsTree4，フリーソフト，http://

www.splitstree.org）［20］を用いて neighbor-joining

法により系統樹を作成した．系統樹の作成には，本研究
の 6 株以外に，98 菌株（人，鳥及び猫由来 E. alber tii 

34 株，E. coli 44 株，Escherichia fergusonii 5 菌株及
び他の Escherichia系統群に属する 15 菌株）のゲノム
配列を用いた．
本研究で得られた6株のドラフトゲノム配列は，DDBJ/ 

GenBank/EMBLデータベースに，以下の accession番
号で登録した．YS-F1-1a株：BJKU01000001-01000168，
YS-F1-2 株：BJKV01000001-01000128，YS-F12-1
株：BJKW01000001-01000178，YS-F13-1a 株：
BJKX01000001-01000141，YS-F14-1c 株：BJKY 

01000001-01000109，YS-F5-1a 株：BJKZ01000001-
01000115．
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成　　　　　績

スクリーニング PCR：検体別では，525 検体中 96 検
体（18.3％）がスクリーニング陽性となった．農場別で
は，93 農場中 45 農場（48.4％）がスクリーニング陽性
となり，45 農場のうち 35 農場は山形県内，10 農場は
県外に分布した．
菌株分離：検体別では，スクリーニング陽性となった
スクリーニング陽性検体から DHL寒天培地で単離され
た白色コロニーを 1検体から最大 16 コロニー釣菌し精
査したところ，17 検体（3.2％）から 37 の E. alber tii

分離株が得られた．農場別では，14 農場（15.1％）の
検体から本菌を分離した．そのうち，12 農場は山形県
庄内地域，2農場は山形県外の農場であった．農場ごと
の分離検体数は，11 農場は各 1検体のみであったが，3
農場では 2検体から E. alber tiiが分離された．
得られた 37 分離株には，検体採取地域 -農場番号 -
検体番号を付して菌株番号とした（例：山形県庄内の
F1 農場で分離された 1番目の菌株は YS-F1-1）．また，
同一検体で複数の菌株が分離された場合には，末尾にア
ルファベットを付して区別した（例：1a）．
以降これら 37 分離株について追加検査を行った．
菌性状試験：生化学性状では，硫化水素非産生，イン
ドール陽性，非運動性，リジン脱炭酸能陽性，β-グル
クロニダーゼ非産生，乳糖，白糖，キシロース，ラフィ
ノース非分解性，トレハロース分解性は全 37 株で共通
であった．一方，13 検体由来の 22 分離（59.5％）がβ-
ガラクトシダーゼ非産生であった（図 1）．
簡易同定キットによる同定検査は，17 検体由来の各
代表 1分離株について実施し，すべて Escherichia coli 

2 と判定された（API20E コード：5144102 または
4144102）．
病原遺伝子の検出：分離株 37 株は，すべて eae（イ

ンチミンをコードするⅢ型分泌装置のマーカー遺伝子）
と cdtが陽性であったが，stxは陰性であった．cdtBサ
ブタイプ別では，cdtB Ⅱ/Ⅲ/Ⅴが 37 分離株すべて陽性
となり，cdtB Ⅰ/Ⅳは 9検体由来の 15 分離株（40.5％）
が陽性であった（図 1）．
薬剤感受性試験：17 検体由来の 37 分離株中，検査し

た 12 薬剤のいずれかに耐性を示したのは 9検体由来 20
分離株（54.1％）であった．薬剤耐性状況は，SM単剤
耐性が 15 分離株，TC，KM単剤耐性が各 1 分離株，
TC/SM/NAの 3剤耐性が 3分離株であった（表 2，図
1）．薬剤別では，SM耐性が最も多く，次いで TC，
NA，KM耐性の順に検出された（表 2）．
また，3剤耐性を含む耐性・感受性パターンは，検体
ごとにすべて共通していた（図 1）．農場別では，YS-
F1 農場由来の 2検体から分離された株が異なる耐性パ

ターンを示したほかは，共通していた．
PFGE解析：分離株 37 株は，類似度 60％での型別に
より a～ fの 6グループに分類された．a，d，e，fグルー
プは 1農場由来株のみで構成された一方，b，cグルー
プはそれぞれ 4及び 7農場由来株で構成された（図 1）．
同一検体から複数株が分離された 8検体では，検体ごと
にすべての分離株が同一グループに分類された．
県外 2農場由来株は，複数の山形県庄内地域農場由来
株とともに b，cグループにそれぞれ含まれた．また，
同一農場由来株は，同一の PFGEグループを示す傾向
にあったが，F1 農場由来の YS-F1-1 株（2017 年 2 月
採材）と YS-F1-2 株（2017 年 11 月採材）が異なるグ
ループ（aと bグループ）に分類された．
今回の PFGE解析の結果では，同一グループに分類
される分離株は同一クローンの可能性が高いと判断可能
で，本調査において 14 農場 17 検体から得られた 37 分
離株は 6 菌株（strains）にて構成されていると考えら
れた．
生化学的性状及び病原遺伝子検出状況との比較の結
果：β-ガラクトシダーゼ非産生株は b，cグループ，
cdtB Ⅰ/Ⅳ陽性株は，cグループのみにそれぞれ偏在し
ていた．薬剤耐性は，cグループを除き PFGEグループ
ごとに同一の耐性状況を示した．cグループでは，全剤
感受性が 6 検体由来 12 分離株，TC，SM，KM単剤耐
性が各 1分離株であった．
ゲノムワイド系統解析：PFGE解析で eグループに分
類された 1菌株は，人及び鳥由来株が含まれる G1 系統
に分類された（図 2）．他の 5 菌株はいずれも人，鳥，
及び猫由来株が含まれるG3系統に分類された．ただし，
G3 系統は多様性に富んだ系統であるため，b，cグルー
プの 2菌株と a，d，fグループの 3菌株は異なる亜系統
に分類されたが，いずれの亜系統にも人由来株が含まれ
ていた．また，この解析から，b，cグループの株と a，d，
fグループの株は，それぞれ遺伝的に非常に近縁の菌株
であることが明らかとなった．

考　　　　　察

本研究では，国内の一地域ではあるが，比較的大規模
な豚の E. alber tii保菌調査を実施し，3.2％（17/525
検体）の豚盲腸便から E. alber tiiを分離した．本研究
で分離された菌株の生化学性状は従来報告されていた本
菌の性状と同様であった［2, 17］．さらに病原遺伝子に
関しては，すべての分離株から eaeと cdtが検出され，
加えてゲノムワイド系統解析では，今回分離された豚由
来分離株を代表する 6菌株は人由来株を含む系統あるい
は亜系統に分類された．これら結果は，豚が保有する E. 

alber tiiが人由来株と近縁であることを示唆し，人への
媒介動物として豚が無視できないことを示している．
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図 1　豚由来 Escherichia alber tii 37 株のパルスフィールド・ゲル電気泳動（PFGE）解析結果及び PFGEグループで分類され
た各種性状結果．また，人由来株の文献値を参考として示す．文献値は同様の調査内容であるものは合算して 1行に示して
いる．

菌　株＊1 農場
No. PFGE＊4

β-ガラ
クトシ
ダーゼ

病原遺伝子 耐性薬剤

cdtB 
Ⅱ/Ⅲ/Ⅴ

cdtB 
Ⅰ/Ⅳ

TC，SM，KM，CFIX，CTX，
CAZ，CPDX，CFX，
MEPM，NA，OFLX，CL＊5

YS-F13-1a■ 13

c

－ ＋ ＋
YS-F13-1b 13 － ＋ ＋
YS-F4-1 4 － ＋ ＋
YS-F4-2b 4 － ＋ ＋
YS-F4-2c 4 － ＋ ＋
YS-F4-2a 4 － ＋ ＋
YS-F9-1c＊2 9 － ＋ ＋
YS-F11-1 11 － ＋ ＋ TC

YS-F9-1a＊2 9 － ＋ ＋
YS-F9-1b＊2 9 － ＋ ＋
YS-F6-1a 6 － ＋ ＋
YS-F6-1b 6 － ＋ ＋
YS-F6-2 6 － ＋ ＋ KM

YS-F7-1 7 － ＋ ＋
YS-F8-1＊3 8 － ＋ ＋ SM

YS-F2-1＊2 2

b

－ ＋ － SM

YS-F1-2 ■ 1 － ＋ － SM

YS-F10-1 10 － ＋ － SM

YS-F3-1a 3 － ＋ － SM

YS-F3-1b 3 － ＋ － SM

YS-F3-1c 3 － ＋ － SM

YS-F3-1d 3 － ＋ － SM

YS-F1-1a■ 1
a
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YS-F1-1b 1 ＋ ＋ － TC SM NA

YS-F1-1c 1 ＋ ＋ － TC SM NA

YS-F5-1a■ 5

d

＋ ＋ －
YS-F5-1b 5 ＋ ＋ －
YS-F5-1c 5 ＋ ＋ －
YS-F5-1d 5 ＋ ＋ －
YS-F14-1b 14

f

＋ ＋ － SM

YS-F14-1e 14 ＋ ＋ － SM

YS-F14-1c■ 14 ＋ ＋ － SM

YS-F14-1d 14 ＋ ＋ － SM

YS-F14-1a 14 ＋ ＋ － SM

YS-F14-1f 14 ＋ ＋ － SM

YS-F14-1g 14 ＋ ＋ － SM

YS-F12-1 ■ 12 e ＋ ＋ －
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人由来株（参考）

株 数
β-ガラク
トシダー
ゼ

病原遺伝子 耐性薬剤

参考文献cdtB 
Ⅱ/Ⅲ/Ⅴ

cdtB 
Ⅰ/Ⅳ

TC，SM，KM，CFIX，CTX，
CAZ，CPDX，CFX，
MEPM，NA，OFLX，CL

5 NT （NT）＊7 TC（100％），KM（0％）＊8 ［1］

21 100％ （NT） TC（100％），SM（76％）， 
KM（0％），CFIX（0％）＊9 ［9］

1 100％ 100％ 0％ NT ［21］
45 NT 100％ 8.9％ NT ［8, 22］
14 88.5％＊6 100％ 7.1％ NT ［17］
60 96.7％ （86.7％） NT ［23, 24］
6 100％ （NT） NT ［25, 26］
15 NT （100％） NT ［3, 27, 28］

NT：検査未実施．

＊1 分離菌株名：検体採取地域 -農場番号 -検体番号の順に示す． 
末尾のアルファベットは，同一豚検体での菌株通し番号を示す．

＊2 県外農場，他 33 株は山形県庄内地域農場由来豚を示す．
＊3 繁殖豚由来株，他 36 株は肥育豚由来株を示す．
＊4 PFGE型別（a～ fグループ）．■：PFGEグループの代表株（6株）．
＊5 使用薬剤　TC：テトラサイクリン，SM：ストレプトマイシン，

KM：カナマイシン，CFIX：セフィキシム，CTX：セフォタキシ
ム，CAZ：セフタジジム，CPDX：セフポドキシム，CFX：セフォ
キシチン，MEPM：メロペネム，NA：ナリジクス酸，OFLX：オ
フロキサシン，CL：コリスチン．

＊6 人・鳥・猫由来株で構成される 26 株の検査値．
＊7 （　）内は，cdt遺伝子の検出状況（cdtB Ⅱ/Ⅲ/Ⅴ及びⅠ/Ⅳは未

実施）．
＊8 SM，CFIX，CTX，CAZ，CPDX，CFX，MEPM，NA，OFLX，

CLは検査未実施．
＊9 CTX，CAZ，CPDX，CFX，MEPM，NA，OFLX，CLは検査未

実施．

Dice（Tol 1.0％ -1.0％）（H＞0.0％ S＞0.0％）［0.0％ -100.0％］

Yamagata Yamagata 
Kbp
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表 2　豚由来 Escherichia alber tiiの薬剤耐性菌株数割合（％）

由 来 株 数 
（n）

テトラサイ
クリン系

アミノグリ
コシド系 セフェム系 カルバペ

ネム系 キノロン系 ポリペプ
チド系 参考 

文献
TC＊ SM KM CFIX，CTX，CAZ，

CPDX，CFX MEPM NA OFLX CL

本研究
豚 37 10.8 48.6 2.7 0 0 8.1 0 0 －

参　考
鶏肉（肝臓） 2 0 50.0 0 0 － 0 － － ［10］
人 4 100 － 0 － － － － － ［1］
人 21 100 76.0 0 0 0 － 0 － ［9］

＊TC：テトラサイクリン，SM：ストレプトマイシン，KM：カナマイシン，CFIX：セフィキシム，CTX：セフォタキシム，
CAZ：セフタジジム，CPDX：セフポドキシム，CFX：セフォキシチン，MEPM：メロペネム，NA：ナリジクス酸，OFLX：
オフロキサシン，CL：コリスチン．－：データなし
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図 2　次世代シークエンサーを用いた Escherichia属ゲノムワイド系統解析結果．本研究で取得した豚由来 6株及び 98 株の参照
ゲノム配列について，111 のシングルコピー遺伝子の系統関係を neighbor-joining法により解析した．枠内は，Escherichia
属の関係性を示し，枠外は Escherichia alber tii系統の拡大図を示す．
●：人由来株，○：鳥由来株，◆：猫由来株，［　］：PFGEグループの代表株（a～ f）．
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本研究では，PCRを用いたスクリーニング陽性率
（18.3％）と菌分離率（3.2％）が乖離した．この点に関
して，検出に用いたプライマーが E. alber tii以外も検
出することがあるとの報告を踏まえると［14］，スク
リーニング陽性率が過大評価されている可能性がある．
スクリーニングにおけるプライマーの選択について検討
が必要である．一方で，現状では E. alber tiiの標準的
な分離培養手法が未確立であるため，本研究における菌
分離率が過小評価されている可能性もある．より正確な
E. alber tiiの保菌状況把握のためには，精度の高い
PCR検出法や，分離培養手法の確立と選択性の高い培
地の開発が望まれる．
生化学性状では，すべての分離株でソルビトール非分
解性，59.5％（22/37 分離株）はβ-ガラクトシダーゼ
非産生株を示した．β-ガラクトシダーゼ非産生株が既
報［2, 18, 23］と比較して多かった点は，今後さらなる
検討が必要であるが，これらの 22 分離株は c，bの
PFGEグループに分類された（図 1）．さらに，c，bグ
ループの代表株は G3 系統の中の同じ亜系統に属し，き
わめて近縁の菌株であることから（図 2），今回の分離
株セットには，β-ガラクトシダーゼ非産生性の近縁株
が多く含まれていたことが原因である可能性が高い．
また，簡易同定キット（API20E）において，本分離
株は E. coli 2 と判定された．Hinenoyaら［5］も同様
の報告をしている．本菌への簡易同定キット使用時には
注意が必要である．現段階で，E. alber tiiは API20Eで
判定可能な菌種に含まれていないため（アピ 20 添付文章，
2015 年 3 月改訂（第 4版）），今後本菌が当該簡易同定キッ
トのデータベースに追加されることが望まれる．
本研究の分離株は，54.1％が TC，SM，KM，NAの
いずれかの抗菌薬に耐性を示した（表 2，図 1）．豚で使
用量が多いテトラサイクリン系及びアミノグリコシド系
薬剤［11］に対しては，本研究においても耐性株が確
認された．特に，SM耐性は 6 農場由来の 18 分離株
（48.6％）に認められた．

YS-F1 農場由来の 1検体からは，3分離株の NA耐性
株が分離されたが，これらは TCと SMにも耐性であっ
た．また，オールドキノロンである NAに対する耐性株
はいわゆるニューキノロン耐性を獲得する可能性も高い
ため［29］，今後ニューキノロン系薬剤への耐性化によ
るさらなる高度耐性化に注意が必要である．今後，農場
における薬剤の使用状況とあわせて動向を注視していく
必要がある．
分離株が農場ごとに特定の PFGEグループに分類さ
れたことは，農場に固有の菌株が存在している可能性を
示す．一方で，同一農場であっても時期的に異なる豚群
から異なるグループの菌株が分離され，山形県外を含め
経営母体の異なる複数の農場由来の菌株が，PFGE解析

で同一グループに分類された（b，cグループに，4及び
7農場由来の菌株が分類されていた）（図1）．この知見は，
農場間の豚，人，物資の移動とともに，E. alber tiiも移
動している可能性が示唆された．今後，本菌の農場間で
の伝播や農場固有菌株の有無に関して，さらなる調査が
必要である．
ゲノムワイド系統解析においては，Ookaら［4］の
解析で G3 系統とされていたものが，本研究で得られた
6株を追加することで 3つの亜系統に分かれた．今後，
種々の動物由来株等のゲノム情報を追加していくことで
E. alber tiiの系統が細分化され，系統群の見直しが必要
になる可能性がある．
本研究の限界として，少なくとも 1点があげられる．
本研究は定性的な豚の E. alber tii保菌調査に留まって
おり，定量的な検討は実施していない．豚が E. alber tii

の大量保菌動物であるのか，あるいは一過性に少量保菌
しているだけなのかについては，定量法が確立された後
に検討を進めていく必要がある．
結論として，本研究により，山形県及びその隣県の豚
は一部の抗菌薬に耐性をもち，多様なPFGE型を示すE. 

alber tiiを保菌しており，豚の生産物が人への感染源と
なり得ることが明らかとなった．
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Sur vey of Escherichia alber tii in Swine Feces Sampled at a Slaughterhouse  
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SUMMARY

Swine fecal samples collected from a slaughterhouse in Yamagata Prefecture, Japan in 2017 and 2018, were 
examined for the presence of Escherichia alber tii to determine whether swine carr y this emerging zoonotic 
pathogen.  In total, 37 E. alber tii isolates were obtained from 17/525 (3.2%) cecal feces samples.  Of the 37 iso-
lates, 54.1% were resistant to one or more antibiotics, including tetracycline.  The isolates were classified into 6 
groups by pulsed-field gel electrophoresis.  Using genome-wide phylogenetic analysis, 6 representative isolates 
(one from each of the 6 groups) were classified into phylogroup G1 and 2 sublineages of phylogroup G3, each 
of which includes human-derived strains.  Therefore, our results showed that swine from Yamagata and nearby 
prefectures in Japan harbor E. alber tii exhibiting diverse PFGE types, which suggested that swine-derived food 
products could be vehicles for the transmission of this pathogen to humans. ─ Key words : Antimicrobial resis-
tance, Escherichia alber tii, genome-wide phylogenetic analysis, pulsed-field gel electrophoresis, swine.
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