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研究成果の概要（和文）：新興病原体Escherichia albertiiについて、糞便や環境から直接検出可能なnested PCR検出
系を開発した。ヒトや各種動物（トリ、ブタ、ウシ）での保菌状況調査を実施し、ブタと地鶏で高い保菌率であること
を示した。動物由来株等計26株のドラフトゲノム配列を取得し、大腸菌を中心としたEscherichia属細菌との大規模ゲ
ノム比較を行い、E. albertiiの共通な遺伝子群の同定するとともに、本菌のゲノム進化、環境適応、病原機構の解明
へと繋がる情報を数多く得た。その中で、本菌特有の第2のIII型分泌系と鞭毛合成遺伝子群については発現を確認し、
現在機能解析を進めている。

研究成果の概要（英文）：Escherichia albertii is an emerging enteropathogen. We developed a nested PCR 
system to detect E. albertii effectively and directly from feces or environmental samples. To understand 
the host species distribution of E. albertii, we performed screening from human and animal feces with the 
system. The screening revealed that E. albertii detected in pig and free-range chicken with an high 
frequency but not in healthy individual. We also determined the draft genome sequences of 26 E. albertii 
strains isolated from animal and diarrheal patients and performed robust intra-species and intra-genus 
genomic comparisons. Our analysis identified the core genome of E. albertii, the accessory genome 
specific to E. albertii, and a possible core genome of the genus Escherichia. Several unique or notable 
genetic features of E. albertii have also been identified. These data provide insights into the genomic 
evolution, adaptation, and virulence mechanisms of E. albertii.

研究分野： 細菌学、ゲノム微生物学
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１．研究開始当初の背景 
E. albertii は、腸管出血性大腸菌(EHEC)

や腸管病原性大腸菌(EPEC)と同様に、LEE
と呼ばれるゲノム領域にコードされる III 型
分泌系(T3SS)を保有する Hafnia alvei とさ
れていたが、DNA-DNA ハイブリダイゼーシ
ョンや系統解析などにより、大腸菌の近縁に
位置する新菌種として分類された。しかし、
海外を含めても分離例(確定例)が少なく、E. 
albertii と大腸菌を識別できる確実な診断疫
学マーカーが確立されていないことから、保
菌宿主や常在性についても全く研究が進ん
でおらず、本菌のニッチや感染経路は不明で
あった。加えて、実験的データがないことか
ら、T3SS がどのように病原性に関与してい
るかを含め、本菌による病原機構は不明であ
った。 
申請者らは、先行研究として、国内外で下

痢患者等から LEE 保有大腸菌として分離さ
れた約 270 株の解析を行い、そのうちの約 
10%にあたる 26株がE. albertiiであること、
さらに志賀毒素産生性の菌株が存在するこ
とを世界で初めて報告し、本菌の食品衛生法
や感染症法における重要性を示唆した。 
さらに、同定した 26 株のうち 3 株の全ゲ

ノム配列を決定し、既知の大腸菌ゲノムとの
比較から、本菌に種特異的に保存され、病原
関連遺伝子群や診断疫学マーカーとして利
用しうる遺伝子(領域)を多数同定している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、先行研究により得られた E. 

albertii 3 株のゲノム配列情報を基に、以下
の項目について解析を進めE. albertiiの病原
菌種としての特性を解明することを目的と
した。 
（１）種特異的領域を標的とした高感度検出
系の開発と有効性の確認 
（２）ヒトおよび動物腸管での保菌状況調査
ならびに常在株の分離 
（３）分離株のドラフトゲノム解析 
（４）菌種内・菌種間での大規模ゲノム比較 
（５）病原因子等の個別解析 
 
３．研究の方法 
（１）E. albertii の高感度検出系の開発：先
行研究により同定したE. albertii種特異的遺
伝子領域を標的として、糞便や環境から高感
度に検出可能な nested PCR 検出系の開発を
行った。 
（２）E. albertii の保菌状況調査：項目（１）
で開発した検出系について、26 株の E. 
albertii 株での検出確認を行い、健常ヒト糞
便サンプルおよび各種動物の糞便サンプル
について、スクリーニングと菌株の分離を行
った。 
（３）Illumina MiSeq による分離株のドラ
フトゲノム配列取得：ペアエンド法により、
1 株あたり 500Mb (約 150 bp x 330 万 reads)
の配列を取得した。これは推定ゲノムサイズ

(約 5 Mb)に対して約 100 倍の重複度に相当
し、ドラフトゲノム配列を得るためには充分
な量の配列データである。 
（４）E. albertii のゲノム特性の解析：既知
の 大 腸 菌 お よ び そ の 近 縁 菌 種 ( 他 の
Escherichia属や cryptic clades I-Vと呼ばれ
る菌群)との大規模なゲノム比較を行い、本菌
の進化系統的位置づけを明らかにするとと
もに、本菌に種特異的に存在する遺伝子群な
らびに領域(病原関連遺伝子群を含む)を探索
した。 
（５）病原因子等の個別解析：ゲノム比較に
より同定した ETT2 領域にコードされた第 2
の T3SS および鞭毛合成系遺伝子群について、
発現条件の解析を行った。具体的には、2 種
類の培地（DMEM およびトリプトン水）を
用い、37˚Cで培養して、関連遺伝子の mRNA
の発現を RT-PCR により検出した。 
 
４．研究成果 
（１）高感度検出系の開発：先行研究で同定
した E. albertii 特異的配列から、さらに、新
たにデータベースに登録された大腸菌を含
む Escherichia 属細菌株のゲノム配列に対し
て相同検索を行い、本菌と他の Escherichia
属細菌とを識別できる遺伝子領域の絞り込
みを行った。糞便や環境検体から特異的・効
果的に検出できる nested PCR 検出系を構築
した。分離株を用いた検証を行い、本菌だけ
を検出可能なプライマーであることを確認
するとともに、PCR 条件の至適化を行った。 
（２）各種動物での保菌状況調査：作成した
nested PCR 検出系を用い、健常なヒト 100
検体、牛 105 検体(21 農場)、豚 100 検体(10
農場)、鶏 280 検体(ブロイラー200 検体[20
農場], 地鶏 80 検体[4 農場])、野鳥 70 検体の
便について保菌状況を調べた。その結果、牛
1/105 検体(1%)、豚 12/100 検体(5 農場)(12%)
が陽性、鶏ではブロイラー1/200 検体(0.5%)、
地鶏 26/80 検体(4 農場)(32.5%)が陽性であり、
豚と地鶏での保菌率が高いことが明らかと
なった。ヒト 100 検体、野鳥 70 検体からは
検出されなかった。また、陽性検体について
本菌の分離を試み、7 つの陽性検体からの分
離に成功し、これらの株が E. albertii に共通
な病原因子とされる LEE にコードされた
T3SS や細胞膨化致死毒素をコードする cdt
遺伝子を保有することも明らかにした。豚に
おける汚染源は検討の余地があるが、鶏での
解析から、屋外飼育による汚染の可能性が示
唆された。また、本解析での分離株全てが本
菌の主要病原因子を保有していたことから、
家畜からのヒトへの感染の可能性も示唆さ
れた。今後、野鳥・野生動物・環境など解析
対象を拡げて、自然宿主や感染源の解明を進
める。 
（３）分離株のドラフトゲノム解析：動物由
来株を含む 26 株について、Illumina MiSeq
を用い、ドラフトゲノム配列を取得した。ゲ
ノムサイズは 4.5 -5.0 Mb であり、大腸菌の



ゲノムと比較して小さいこと、いずれの株も
LEE にコードされる T3SS により分泌され
るエフェクターを多数保有することなどが
明らかとなった。 
（４）菌種内・菌種間での大規模ゲノム比較： 

E. albertii のコアゲノムが 3,250 遺伝子か
らなること、Escherichia 属細菌(4 菌種)を規
定するコアゲノムが 1,345 遺伝子からなるこ
とが明らかになった。また、全ゲノムレベル
での進化系統解析の結果、E. albertii が
Escherichia 属細菌の中で、明らかに異なる
系統を構成し、E. albertii の中にも 5 系統
(G1-G5)存在することが明らかとなった(図
１参照)。 

図１. 全ゲノムレベルでの系統解析.  
E. albertii (29 株 ), E. coli (44 株 ), E. 
fergusonii (5 株), cryptic clade I-V (11 株)
に保存された 127 遺伝子の配列情報を基に
近隣結合法を用いた系統樹作成をおこなっ
た。 

 
E. albertii のゲノムに共通な興味深い特徴

として、①LEE 領域にコードされた T3SS が
EPEC や EHEC との比較により病原機構の
進化を知る鍵となる可能性、②ETT2 領域に
コードされた第 2 の T3SS が 29 株中 17 株で
保存されており、新規病原機構に関与してい
る可能性、③菌体表層 O 抗原合成遺伝子群が
多様であり、大腸菌の O 抗原合成遺伝子群と
は異なるため、検査系に応用できる可能性、
④走化性に関連する遺伝子は全て欠失して
いるにもかかわらず、鞭毛合成関連遺伝子群
が 29 株中 23 株で保存されていることから、
鞭毛に運動性以外の機能（もしくは新たな走
化性機構）に関わる可能性などが示唆された。 
（５）病原因子等の個別解析：ETT2 領域に
コードされた第 2 の T3SS および鞭毛(様)構

造の発現条件を検討した結果、トリプトン水
と DMEM 両方で鞭毛合成遺伝子に高い発現
が見られた。ETT2 にも発現は見られたもの
の、鞭毛と比べて明らかに低いことが分かっ
た。現在、関連タンパク質に対して作製した
ペプチド抗体および遺伝子破壊株を用いて
機能解析を進めている。 
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