
（報文）  千葉衛研報告 第17号14－171993年   

VibrioMimicusの耐熱性溶血毒素（Vm－rTDH）産生性と  

病原性との関連について  
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Relatiomship Between Thermostable Direct Hemolysln－Like  

Toxin（Vm－rTDH）Production and Pathogenicity oflイbT・io mimicus  

Masako UCHIMURA，KeujiKOIWAI，and Yoshihisa TSURUOKA  

Summary   

A totalof17isolates of VibT・io mimicus from patients，29from environment and 2 from food was examined  

for toxigenicity．Sixteen strains（94％）of clinicalisolates andlstrain（50％）from f00d produced Vm－rTDH，  

wheresa any of the environmentalisolates did not．These VmLrTDH produced strains possessed Vm－rTDH gene．  

A food from which V．mimicLLS With Vm－rTDH production wasisolated，WaS the one causing food poisoning．  

Only one environmentalstrain produced CT－1ike toxin，and ST－1ike toxin was not detected from any strains used・   ■■  

来3株，タイ国の散発患者由来2株である。食品由来株の内訳は，  

V．m∠micusによる食中毒の原因食品由来株1株および市販ゆで  

ガニ由来株1株である。環境由来29株の内訳は，国内の河川水由  

来2株，タイ国海水由来13株，国内の生鮮魚介類由来5株および  

タイ国の生鮮魚介類由来9株である。毒素検出用の検体は．菌を  

0．5％NaCl加BHIBroth12）（Difco社）中で37℃20時間振盟培養  

し，3000回転で30分間遠心後上清を濾過（ポアーサイズ0．22m／り  

して調整した。  

Tablel Bacterial strains 

はじめに  

Ⅴ～ら「よo m∠mよc乙JSは，1981年にDavisら1）によって新たに発見  

された菌で，広く海水，河口付近の環境及び魚介類に分布してい  

る2・3）。本菌はヒト下痢症の原因菌で，その症状は嘔吐や腹痛を伴  

い，血便を呈する例も見られる1・4）。1′．mよmよcusによる下痢症は，  

魚介類の喫食と関連が深い1・4）。   

これまでに本菌の一部株は，コレラ毒素と類似の易熱性腸管毒  

素（CT－1ike toxin）5）及び大腸菌耐熱性毒素に類似した耐熱性  

毒素（Vm－ST）6）を産生することが知られている。これらの腸  

管毒素産生性は，菌の小腸上皮細胞への粘着性7・8）と共に，V．mi－  

m∠cαSによる下痢症発現に関連すると考えられる。しかし，CT－  

1ike toxinやVm－ST産生株の検出頻度が，臨床分離株及び環  

境由来株共に10％以下であること1・9）から，これらの毒素産生性と  

は別の病原因子の存在が推定されている。   

最近，V．mよmic‡JSが腸炎ビブリオ耐熱性溶血毒（TDH）と  

類似した性状の溶血毒（Vm－rTDH）を産生し10），VmLrTDH産  

生に関与する遺伝子は，腸炎ビブリオTDH遺伝子と共通性を持  

つこと‖）が明らかにされた。著者らは，V．m乙m∠c比ぶの病原性に  

関与する因子を明らかにするために，下痢患者，食品 生鮮魚介  

類および海水由来株の腸管毒素産生能を調べると共に，PCR法  

を用いて毒素遺伝子の有無について臨床と環境由来株の比較を行っ  

たので報告する。  

3．材料と方法  

3．1 菌株及び培地   

使用したV．m∠mよc乙JS48株の内訳をTablelに示す。下痢患  

者由来17株の内訳は，国内で発生した集団食中毒事例のうち4事  

例由来4株，海外旅行者下痢症患者由来8株，国内の散発患者由  

Strain origin N0．teSted Origin（No．0f strains）  

Environment  

Water  

〓
 
 

15   Chiba  

Thailand  

Marine fish  14  Toyama  

Thailand  
J■  

Purchasedsea food  2  Causative f00d of food  
poisoning  （1）  

Crab  （1）   

Human diarrhea  17  Food poisoning case（4）  

Imported case   （8）  

Sporadic case  （5）   

3．2 毒素活性測定   

ST－1ike toxinの測定は，3－5日齢のマウスを用いた乳飲  

マウス胃内接種法】3）で行った。CT－1ike toxinの測定は，抗  

CT－IgGを感作したポリスチレンビーズを用いたELISA  

法14）（BTテスト「ニッスイ」CT），日水製薬株式会社）で行っ  

た。Vm－rTDHの測定は，抗TDH－IgGを感作したポリスチ  

レンビーズを用いたELISA法15）（BTテスト「ニッスイ」  

TDH），日水製薬株式会社），および抗TDH－IgGを感作した  

ラテックス粒子を用いた逆受身ラテックス凝集法（KAP－  

RPLA「生研」，デンカ生研株式会社）でおこなった。VmL  

rTDHの耐熱試験性は，培養濾液を100℃15分加熱後行った。  

千葉県衛生研究所  

（1993年11月20日受理）  
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を示した株が分離された魚介食品は，V．m∠micusによる集団食  

中毒事例の原因食品であった。環境由来株では，水由来株，魚由  

来株のどちらにもVmrrTDH産生株は認められなかった。CT－  

1ike toxin産生株は，魚由来の1株のみに認められた。STLlike  

toxinの産生は，試験を行ったどの株にも認められなかった。  

Vm－rTDHは，100℃15分の加熱でも失活しなかった。   

4．2 PCR法による毒素産生遺伝子の確認   

ヒト下痢症由来V．mimic～JSの多くがVm－rTDHを産生する  

ことが明らかになったので，次に腸炎ビブリオのTDH産生に関  

与する遺伝子を認識するプライマーを用いて，PCR法でV．m∠－  

micus株でのVm－rTDH産生遺伝子の有無を検討した。Fig、1  

にPCR産物のアガロース電気泳動像を示す。Vm－rTDH産生  

が認められた散発患者由来株（Lane d），海外旅行者由来株  

（Lane e），食中毒患者由来株（Lane f），及び食中毒原因魚  

介食品由来株（Lane g）は，いずれもヒト下痢症由来TDH産  

生性腸炎ビブリオ株（Lane b）と同じ251bpのDNAバンドが  

認められたが，VmrTDH非産生性魚由来株（Lane h）では，  

3．4 PCR反応   

培養液の3／ノゼを100℃で5分間加熱し，試料とした。プライ  

マーは，腸炎ビブリオTDH遺伝子検出用プライマー16）を用いた。  

PCR反応条件は，変性94℃，1分，アニーリング55℃，1分，  

伸長72℃，1分を1サイクルとし，35回増幅した。PCR産物を  

1．5％アガロースゲル電気泳動後，エチジウムブロミド染色によ  

り観察した。CT遺伝子検出は，市販プライマー（和光純薬株式  

会社）を用い常法に従って行った。  

4．結  果  

4．1 V．m∠mic乙J5の毒素産生性   

ヒト下痢症，魚介食品及び環境から分離したV．mよmよcus48  

株の培養上清を用いて，CT－1ike toxin，STrlike toxin  

Vm－rTDH産生性を調べた。結果をTable2に示す。Vm－  

rTDH産生は，ヒト下痢症由来17株中16株（94．1％）に，また魚  

介食品由来2株中1株（50％）に認められた。Vm－rTDH産生  

Table 2 Toxln prOductlOn Of vaLrious V．mimicus strains  

No．（％）of strains found positive：  

Strain origin No. tested 1ike  vm－rTDH ：  1ike 
（）  

Human diarrhea  17  16（94．1）  

Sea food  2  1（50）  

EnvlrOnmental  

Water  15  0  

Marine fish  14  0  

0  14（82．3）  

0  1（50）  

0  12（80）  

12（85．7）  

0  

0  

0  

1（7．1）  

TDH非産生性腸炎ビブl）オ（Lane c）と同様DNAバンドは  

認められなかった。試験を行った48株についてのVm－rTDH遺  

伝子の有無をTable3にまとめた。VmrrTDH産生性を示した  

17株で251b pのDNAバンドが認められ，反対にVm－rTDH  

非産生株のすべての株でDNAバンドは増幅されなかった。   

同様にCTqllke toxin産生株では，CT遺伝子が認められた  

が，CT－1ike toxin非産生株ではCT遺伝子は認められなかっ  

た。   

4．3 V．m∠m∠c比Sの血清型とVm－rTDH産生性   

Table4に，V．m乙micLLS26株の0血清型を株の由来別に示  

す。ヒト下痢症由来でVm－rTDHを産生する16株のうち，14株  

（87．5％）が041に型別された。020および034に型別された株はい  

ずれも海外旅行者由来株である。ヒト由来でVm－rTDH非産生  

の1株は，海外旅行者由来株で041に型別された。食品由来株の  

うち，Vm－rTDHを産生し041に型別された株は，同じ血清型  

のVmrTDH産生V．miTnicusによる集団食中毒事件の原因食  

品由来である。環境由来株8株はいずれもVm－rTDH陰性株で  

あり，041を含む5種類の血清型に型別された。0116に型別され  

た株は，CT山1ike toxinを産生した。   

4．4 Vm－rTDHの測定法の比較   

VmrTDH産生性の有無は，ELISA法を用いて測定した  

が，より簡便な測定法であるRPLA法で測定を試みたとき，  

Vm－rTDH遺伝子を保有しない2株が1、8倍の凝集価を示し  

た。そこで，ELISA法とRPLA法による毒素産生量測定結  

a b c d e f g h  

Fig・1 Electrophoretic analysIS Of PCR ampllfied  

DNA from V．mimicLLS Strains．  

Lane a，123rbpladder（Bethesda Research Lar  

boratorleS，Ins．，Gaithersburg，Md．）；lane b，  

TDH positive V．parahaemolyt乙CLLS；1ane c，TDH  

negative V．parahaemolytLC乙JS；1anes d，e．f  

and g，Vm－rTDH positlVe V，m乙m乙CLLSisolated  

from a patient of sporadlC CaSe，an OVerSeaS  
traveler，a Patlent Of food poISOning and a food  
CauSing food poisoning，reSPeCtively；lane g，  

V．mimicus negatlVe for Vm－rTDH．  
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Table 3 Detection of toxin genes by PCR 

No．0f strains found positive：  
Toxin production N0．teSted  

TDH－gene  CT－gene  

Vm－rTDH  

17  17  

31  0  

CT－1ike toxin  

十  1  1  

47  0  

Table4 0 antlgen typlngand TDH productionin V，mimicus  

Strチinorlglnand  No．ofstrainswithOantlgentype：  

toxlnprOduction   34   36   38   41    116  UT   

Human diarrhea 

TDH（＋）  16  14  

（－）  

Purchasedseafood  

TDH（＋）  

（－■）  

Environment  

TDH（一）  8   

Total   27   18   

■■  

明らかにした。この結果は，V．m汗最c乙⊥Sにも腸炎ビブリオと同  

様病原株と非病原株があり，Vm．rDTHはV．mimicLLSの重  

要な病原因子であることを示すものである。Vm－rTDH産生菌  

の血清型は，041が大部分を占めた。しかし今回調査を行った  

限り，環境由来株では041に型別された株でもVm－rTDH非産  

生性を示すことから，分離菌の病原性を知るためには毒素産生性  

等の病原因子検索が必須である。   

Vm－rTDHは．腸炎ビブリオTDHと同様の赤血球溶血活性  

を示し，免疫学的性状が腸炎ビブリオTDHと類似している10）。  

また，Vm－TDHをコードする遺伝子はTDHをコードする遺  

伝子と部分的に一致する11）。今回．TDH遺伝子を検出する目的  

で開発されたPCR法用のDNAプライマーは，Vm－rTDH遺  

伝子の検出にも有用であることが，多くの株で示された。また，  

VmLrTDHの検査法には，現在TDH検出用に市販されている  

KAP－RPLA「生研」（デンカ生研株式会社）及びBTテス  

ト「ニッスイ」TDH（日水製薬株式会社）を用いることができ  

る。この2法にはそれぞれ特徴がある。つまり，RPLA法は手  

軽に行えるが検出感度が1～2ng／〟で，今回測定を行った  

Vm－rTDH陰性株のうち2株（7％）で非特異的反応がみられ  

た。一方ELISA法は，操作が複雑で反応時間が5時間以上必  

要であるが検出感度が100pg／磁と高く，著者らが測定した限り  

では非特異反応は認められなかった。l′．mgmよc乙↓Sは食中毒原因  

菌であることから，食品衛生監視のためあるいは食中毒事件に関  

連して，環境や食品からの本菌の分離調査が行われている。分離  

菌株の病原性検査は，これらの測定法の特徴を考慮に入れて行う  

必要がある。  
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果の比較を行った。Table5にこの2株を含むV．m∠m∠cレS5  

株と腸炎ビブリオの測定値を示す。RPLA法では，ヒト由来株  

（Vml，Vm130，Vm139）のVmLrTDH産生量は，それぞれ  

20倍，20倍，80倍で，100℃30分加熱後では，10倍以下，10倍，  

80倍であった。環境由来株（Vm5，Vm6）では，それぞれ1  

倍，8倍であった。一方，ELISA法では，ヒト由来株の450  

nmにおける吸収度が約2．00を示し，環境由来株は0．01以下であった。  

Table5 Comparison of Vm，rTDH activlty Of  

V．mJm∠cus  

Strain No. 
RPLAtiter（＊）  

（1：）  岩 TDHgene  
■■  Vm1  20－40（＜10）1．998（1．868）  

Vm130  20（ 10）2．019（ND）  

Vm139  80（ 80）1．817（ND）  

Vm5  1（ND）0．003（ND）  

Vm6  8（ND）0．008（ND）  

Vp 78－2   160（ 80）3．289（2．851）  

＋
 
＋
 
＋
 
 

（＊）：heatig atlOO℃forlO min  

5．考  察  

陽炎ビブリオには下痢起因菌と非病原菌があり，下痢起因菌は  

TDH産生によって引き起こされる，いわゆる神奈川現象で特徴  

づけられる17・1㌔ ，V．m∠m～c比Sの下痢原因子については，これま  

でCT－1ike toxin，ST－1ike toxin産生について検討されてい  

たが，ヒト由来粗環境由来株のいずれにおいてもこれらの毒素  

を産生する株は10％以下であることから，他にもより重要な病原  

因子が関与しているであろうと考えられていたりg）。本報で著者  

らは，ヒト下痢症由来V．mimicLLSの多くはVm－rTDHを産生  

するが，環境由来株ではVm－rTDH産生株がみられないことを  

ー16－  
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