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研究要旨   本研究は、わが国をはじめアジア各国で発生する細菌性下痢症に対応する

ため、主として食水系由来腸管感染症を対象に O 血清型別ならびに病原因子の探索を行い、

その発生と流行の傾向についての調査を主眼としている。本年度は中国 CDC（CCDC） の細

菌部門とコンタクトを持ち、V. cholerae non-O1/nonm-O139 及び V. fluvialisの血清型別

に関する共同作業を行った。 

 

 

A. 研究目的 

 コレラ流行地においては、コレラ菌 V. 

cholerae O1, O139 以 外 に V. cholerae 

non-O1/non-O139(以下、ナグビブリオ)による

下痢症も発生しており、また、その選択分離

培地である TCBS寒天培地に V. choleraeと同

様の黄色集落を形成する V. fluvialisも検出

される。コレラ流行地以外においても、ナグ

ビブリオによるコレラ様の下痢症の報告もあ

り、O 血清型別による発生の疫学解析が大い

に有効であることが示されている。本研究は

ナグビブリオ及び V. fluvialisの血清型分布

とその病原因子保有状況について、中国にお

ける状況調査を主たる目的とする。 

 

B. 研究方法 

 中国においてヒト及び環境水から分離され

たナグビブリオ及び V. fluvialisを中国側カ

ウンターパートの Dr. Biao Kan よりそれぞれ

30 株、10 株分与してもらい、生化学性状試験

と簡易同定キット EB20 による菌種の同定、菌

種特異的検出 PCR により各菌株の確認試験を

行った。V. cholerae の病原因子の探索のた

め、ctx、nag-st、hly、T3SS、MARTX につい

てそれぞれの遺伝子検出 PCR を行った。 

 

C. 研究結果および考察 

 菌株リストは表 1 の通り。ナグビブリオは

患者下痢便由来が 10 株、環境水由来が 20 株

の計 30 株、V. fluvialis は患者下痢便由来

が 9 株、魚由来株が 1 株であった。分離年は

ナグビブリオが 2007〜2010 年、V. fluvialis

が 1963〜2010 年であった。 

 まず常法に従い、ビブリオ属菌の選択分離



培地である TCBS 寒天培地に接種したところ、

約 1/4 が全く発育しないか、発育不良であっ

た。特に V. fluvialis は 6 株(60%)が発育不

良であった。それらの株は、非選択培地の TSA

培地に接種しなおし、全てが発育することを

確認し、そこで発育したものを再度 TCBS 寒天

培地に接種したが、やはり同様に発育不良で

あった。 

 それぞれの菌株を、TCBS 寒天培地で発育し

たものはそこから発育の良い黄色集落を、そ

れ以外は TSA から任意の集落を 1 つ選択し、

TSI 培地、LIM 培地、NaCl 濃度 0、0.1、3、8 %

の Nutrient broth に接種し、また日水製薬の

簡易同定キット EB20 にも接種し一夜培養し

た。 

 生化学的性状から得られた成績を表 1 に示

した。その結果、ナグビブリオとして送付さ

れた VUN7 は V. parahaemolyticus、VUN21、

22 は Aeromonas sobria、MJ-34、35 は A. 

hydrophilaとして同定された。V. fluvialis

は 1株を除き、V. fluvialisとして同定され

た(後述)。 

 V. parahaemolyticus は極めて稀に白糖分

解菌が分離される例があるが、VUN7 は白糖非

分解菌であった。また、Aeromonas は白糖分

解菌ではあるが、通常 TCBS 寒天培地には発育

しない。実際 VUN21、22、 MJ-34、35 は、我々

の試験では TCBS 寒天培地には発育しなかっ

た。培地メーカによっては抑制力が弱く、

Aeromonas 等が発育する場合もあるという。

中国におけるこれらの培地や生化学的性状試

験のやり方については、今後連絡を取り合っ

て同定の精度管理として進めていくべきであ

ると考えられた。 

 コレラの流行地においては、ナグビブリオ

による下痢症も多発しており、また、それと

同時に V. fluvialisによる下痢症の発生も見

られる。患者便からのコレラ菌の選択分離に

は通常 TCBS 寒天培地をもちいるため、白糖分

解菌である両者を区別することは出来ない。

そこで、迅速簡便に両者を区別する PCR をす

でに開発してあったので、今夏にの分離株に

ついてもこれを行ったところ、表 1 に示すよ

うにナグビブリオのみ ompW 陽性で、V. 

fluvialisのみ VftoxR陽性の成績が得られた。

この PCR の系についても今後中国側に検討を

依頼する予定である。 

 ナグビブリオに関しては、ヒトに対する病

原因子の有無が下痢症との関連から重要な点

である。表 2に示すように、VUN3 は ctx 陽性

で、コレラ毒素産生性であることが考えられ

る。また、ZJ201-1 は環境水からの分離菌で

あるが、nag-st 陽性であった。その他は、III

型分泌機構が VUN1 を除くすべての患者株で

陽性であり、同様に MARTX も VUN1 を除くすべ

ての患者株で陽性であった。環境水からの分

離菌で III 型分泌機構や MARTX 陽性の株はヒ

トに対する病原株である可能性が高いことが

推測される。 

 生化学的性状がオキシダーゼを除き V. 

fluvialis に一致する 1 株(JS2)と TCBS 寒天

培地に発育しなかった株(VF12)をハウスキー

ピング遺伝子である gyrB の塩基配列につい

て、参照株やデータベース上の他の菌種との

比較を行った。図 1 に示すように、

JS2(93gyrB) 、 VF12(92gyrB) は 参 照 株 の



VflugyrB とほとんど同一の配列であり、オキ

シ ダ ー ゼ 陰 性 の Vibrio で あ る V. 

metschnikovii とは異なることが明らかにな

り 、 JS2(93gyrB) 、 VF12(92gyrB) は V. 

fluvialisと同定された。 

 

D. 結論 

 今回中国との共同研究において、中国での

分離株を日本側に分与してもらうことが出来、

共同研究の基本となる材料の共有ができたこ

とは、今後の共同研究を行う上でも非常に重

要な点である。 

 菌種の同定に関して一部問題が見られるが、

情報の共有を行うことや技術の支援を行うこ

とでこれからさらに発展が見込まれるものと

期待される。 

 中国側からは V. fluvialisの血清型につい

て、非常に興味を持って取り組みたいと申し

入れがあり、今後さらに発展させていくこと

が両国ラボラトリーの共通認識である。 

 

E.健康危機情報 

 特になし 

 

F.研究発表 

 特になし 
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