
 

 

（5）ブタにおける Escherichia albertii の PCR 検出限界の検討 
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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、国内でも本菌による患者 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 3)。また、特徴的な生化学的性状を持たないほか、大腸菌と誤同定されやすく 4)公衆衛生分野で標

準的な分離同定方法の確立が求められている。 

E. albertii の同定方法として、2005 年に Hyma らが clpX、lysP、mdh の 3 遺伝子を標的とした

multiplex PCR を報告 5)して以降、E. albertii 特異的配列検出用プライマーを用いた PCR6)（以下菌種特

異的 PCR）及び nested PCR 7)による PCR などの手法が開発されてきている。 

国内のと畜場搬入豚における E. albertii の浸潤状況調査では、検出率は 10％～20％であったと報告

されている 8）、9）。当所では、令和 3 年度から令和 4 年度に所管と畜場搬入豚における保菌状況調査を

行ったところ、multiplex PCR を用いたスクリーニング検査で 6.5％が陽性となったものの菌分離はされな

かった。multiplex PCR が必ずしも E. albertii に特異的でないとする報告 6）があることから、本調査では当

所における E. albertii 保菌状況調査方法を確立することを目的として、multiplex PCR の他、菌種特異的

PCR 及び nested PCR の 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）材料 

E. albertii 菌株は宮城県保健環境センターより分与された 1 株を用いた。 

試験液の調製にあたっては、と畜場に搬入されたブタ複数頭から採材した盲腸内容物を試験に供した。

滅菌盲腸内容物は、採材したブタの盲腸内容物をオートクレーブ（121℃、15 分）によって滅菌し、作製

した。 

 

（２）方法 

１．E. albertii 培養液の作製及び生菌数算定 

 E. albertii 菌株から一白金耳量を 10ｍL の緩衝ペプトン水（以下 BPW、日本製薬株式会社）に接種し

た後、好気条件下 37℃で一晩振とう培養し、E. albertii 培養液を作製した。 

E. albertii 培養液を BPW により 10 倍段階希釈し、10-3～10-8 の各希釈液 100µL を普通寒天培地 2 枚に

それぞれ接種した。コンラージ棒を用いて均一に塗布し、好気条件下 37℃で一晩培養後、発育したコロ

ニー数を計測して生菌数を算定した。算定した生菌数は各試験液における PCR の検出限界の評価のた

めの指標として用いた。 

 

２．試験液の調製 

 盲腸内容物からの増菌培養及び PCR による検出限界を確認するため、以下の 3 種類の試験液を準備

した。各希釈段階の試験液は調製後に好気条件下 37℃で一晩振とう培養を実施した。 

 ①培養液のみ 

  E. albertii 培養液から 10 倍段階希釈した各希釈段階液を試験液とした。 



 

 

 ②滅菌盲腸内容添加培養液 

E. albertii 培養液から 10 倍段階希釈した各希釈段階液９ｍL に対し滅菌盲腸内容物 1mL を添加し、

試験液とした。 

③盲腸内容添加培養液 

E. albertii 培養液から 10 倍段階希釈した各希釈段階液９ｍL に対し盲腸内容物約１ｇを添加し、試験

液とした。 

 

３．DNA の抽出 

 培養前後の各希釈段階の試験液は、いずれもボイル法を用いて DNA を抽出した。ただし、盲腸内容添

加培養液についてはボイル法に加え、簡易 DNA 抽出キット version2（以下抽出キット、kaneka）による抽

出を試みた。 

①ボイル法における DNA 抽出 

  各希釈段階の試験液の上清 100µL をヒートブロッカーによって 100℃で 10 分間加熱した後、氷上に 

5 分間静置、10,000×ｇで 10 分間遠心した上清をＤＮＡテンプレートとしてＰＣＲに用いた。 

②抽出キットにおけるＤＮＡ抽出 

  各希釈段階の試験液の上清 10µＬから付属の説明書に従いＤＮＡを抽出した。 

 

４．試験液からの検出限界の検討 

 培養前後の各試験液から抽出したDNAをテンプレートとして、multiplex PCR、菌種特異的PCR、nested 

PCR の各種 PCR 法による検出限界を確認した。 

 

３ 結果 

各試験液に用いた E. albertii 培養液の生菌数は表１の通りであった。 

培養前の試験液における各種 PCR 検出限界を表２に示した。①培養液のみでは、multiplex PCR、

nested PCR で 3.8×103CFU/mL、菌種特異的 PCR で 3.8×105 CFU/ｍL であった。②滅菌盲腸内容添

加培養液では、すべての PCR で 2.8×104CFU/ｍL であった。③盲腸内容添加培養液では、ボイル法に

より DNA 抽出を実施した場合、multiplex PCR、菌種特異的 PCR 及び nested PCR（first）においてすべ

ての濃度で陰性であった。nested PCR（second）では 2.7×104CFU/mL であった。抽出キットにより DNA

抽出を実施した場合は multiplex PCR、菌種特異的 PCR で 4.9×105CFU/mL、nested PCR で 4.9×

104CFU/mL であった。 

培養後の試験液における各種検出限界を表３に示した。①培養液のみでは、すべての PCR で

3.8CFU/mL であった。②滅菌盲腸内容添加培養液では、すべての PCR で 2.8CFU/ｍL であった。③盲

腸内容添加培養液では、ボイル法により DNA 抽出を実施した場合、multiplex PCR、菌種特異的 PCR 及

び nested PCR（first）においてすべての濃度で陰性であった。nested PCR（second）では 2.7CFU/mL で

あった。抽出キットにより DNA 抽出を実施した場合はすべての PCR で 4.9 CFU/mL であった。 

 

 

表1　E. albertii 培養液の生菌数

生菌数（CFU/ｍL）

③-2盲腸内容添加培養液（抽出キット） 4.9×108

①E. albertii培養液のみ 3.8×108

②滅菌盲腸内容添加培養液 2.8×108

③-1盲腸内容添加培養液（ボイル法） 2.7×108



 

 

 

 

４ 考察 

2003 年に承認された新興細菌である E. albertii は、国内において集団食中毒事例が報告されており、

公衆衛生分野で標準的な分離同定方法の確立が求められている。当所で実施した過去の E. albertii 保

菌状況調査においては multiplex PCR を用いたスクリーニング検査で 6.5％が陽性となったものの、菌分

離はされなかった。multiplex PCR が必ずしも E. albertii に特異的でないとする報告 6）もあり、当所におけ

る保菌状況調査で PCR の結果と菌分離が一致なかった要因として、検体とした所管と畜場搬入豚が E. 

albertii を保菌していない可能性、E. albertii を保菌していても盲腸内容中の他の菌に増殖が阻害され、

検出限界まで増菌できていない可能性、または盲腸内容中の夾雑物等によりＰＣＲが阻害されている可

能性、さらにこれらの複合的な要因が考えられた。 

本調査では、当所における保菌状況調査方法の確立を目的として、E. albertii 培養液、滅菌盲腸内容

添加培養液及び盲腸内容添加培養液における各種 PCR の検出限界を比較した。 

①培養液のみ、②滅菌盲腸内容添加培養液、③-2 盲腸内容添加培養液（抽出キット）における培養

前の検出限界は、いずれの PCR においても 103～105CFU/ｍL 程度であった。また、これらの条件にお

ける培養後の検出限界は、いずれの PCR においても 100CFU/mL 程度であった。このことから盲腸内容

物中の他の菌や夾雑物が存在していても E. albertii を保菌していれば、一晩培養後の検出限界はいず

れの PCR でも同程度であることが明らかとなった。 

 一方、③-1 盲腸内容添加培養液（ボイル法）においては、multiplex PCR、菌種特異的 PCR で培養前

後ともに陰性であった。③-2 抽出キットで DNA 抽出を行った場合では、培養液中の E. albertii は PCR

で陽性であり、十分検出が可能な菌量まで増殖していると推定できたことから、③-1 盲腸内容添加培養

液（ボイル法）においても、E. albertii は増菌できていたと考えられる。ボイル法による DNA 抽出では、抽

出キットより盲腸内容物中の夾雑物の影響を排除しきれずに PCR の反応が阻害された可能性が考えら

れた。③-1 盲腸内容添加培養液（ボイル法）においては nested PCR のみ陽性を確認した。nested 

PCR では、first PCR で目的の遺伝子領域が増幅された産物を second PCR のテンプレートとしているた

め、second PCR のみで陽性を確認できたと考えられる。また、②滅菌盲腸内容添加培養液と③-1 盲腸

内容添加培養液（ボイル法）は、ともにボイル法による DNA 抽出を行ったものの  ③-1 盲腸内容添加培

養液（ボイル法）のみすべての濃度において陰性であった。盲腸内容物中の夾雑物は PCR を阻害すると

推察されたが、滅菌盲腸内容物中の夾雑物はオートクレーブによって熱変性したため、未滅菌の盲腸内

容物に比べ PCR 反応を阻害せず、このような違いが見られたと考えられた。 

本研究の結果より、夾雑物による影響を排除するためには抽出キットによる DNA 抽出が有効であり、培

表2　培養前の試験液における各種PCR検出限界（CFU/ｍL）

※③-1のnested PCRにおけるfirst PCRではすべての濃度で陰性となった。

表3　培養後の試験液における各種PCR検出限界（CFU/ｍL）

※③-1のnested PCRにおけるfirst PCRではすべての濃度で陰性となった。

①E. albertii培養液のみ 3.8×103 3.8×105 3.8×103

multiplex PCR 菌種特異的PCR nested PCR

③-1盲腸内容添加培養液（ボイル法） - - 2.7×104※

②滅菌盲腸内容添加培養液 2.8×104 2.8×104 2.8×104

multiplex PCR 菌種特異的PCR nested PCR

③-2盲腸内容添加培養液（抽出キット） 4.9×105 4.9×105 4.9×104

①E. albertii 培養液のみ 3.8 3.8 3.8
②滅菌盲腸内容添加培養液 2.8 2.8 2.8

③-1盲腸内容添加培養液（ボイル法） - - 2.7※

③-2盲腸内容添加培養液（抽出キット） 4.9 4.9 4.9



 

 

養後の増殖した菌量では multiplex PCR、菌種特異的 PCR および nested PCR で同程度の感度を持つこ

とが分かった。multiplex PCR は E. albertii 以外の菌種も非特異的に検出してしまう可能性があることや、

nested PCR は検査のために 2 回のＰＣＲを必要とすることを踏まえ、今後の保菌状況調査においては培

養後、抽出キットで DNA 抽出を行い、菌種特異的 PCR による検出方法を試行する。併せて、調査後に

実施する E. albertii 菌株の分離同定をより確実なものとするため、E. albertii 以外の夾雑菌の増殖を抑制

する増菌培地を検討し、分離同定方法も確立していきたい。 
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