
千葉衛研報告第6号1－51982年  

コレラ菌が産生するHemogglufininとその分布について  
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ⅢstributionoftheHemagglutininsProducedbyVibriocholerae  

MasakoUCIⅡMURA，KenichiSANBE，Ke而iKOIWAlandYuusoNAMAMA  

Summary  

Investigation of the distribution of hemagglutinins（HA）produced by Vibrio cholerae revealed that all  

cllasicaland EITor vibrios examined produced cellassociated HA and the cellaccociatedHAs were  

classifiedintofive HApatterns．  

Vibriocholerae produced，SOlubleHAwhichagglutinatedwithhumanAerythrocytestransientrylnearly  

logphasegrowth，  
′  

Ⅱ 材料及び方法  

（1）菌株：試験に用いた菌株とその由来をTablelに示す。  

1978年以後に分離されたEITorコレラ菌のうち，CVC－11  

CVC－12a，CVC－12bの3株は河川由来であり，残りの  

5株はヒト由来である。   

Tablel． Vibrio choleraestrains，Characteristics  

andorig川S・  

Ⅰ はじめに  

EITorコレラ菌が，ヒト・ニワトリなど数種の動物の赤   

血球を凝集する性質があることは以前から知られており，   

Fi。kelst。inらは1）この性質を利用して簡単に。1assical  

とEITorコレラ菌が区別できることを報告している。  

一方，近年細菌の定着因子に関する研究が多数行なわ   

れており，毒素原性大腸菌が産生するHema紺1utinin（HA）   

は 菌の小腸粘膜への定着に関与することが，すでに報   

告されている！当。。。Sら‘量洪6年，。レラ菌はfmγざ£γ。で   
ウサギ小腸brushborderに付着し，その反応は，D－Mannose   

あるいはしFucoseにより阻害されることを報告した。又   

Jonesらはその報告の中で，コレラ菌がL－Fucoseにより阻   

害されるヒト赤血球凝集反応を示すことから，HAと小腸   

粘膜付着能との間に関連があることを示唆している。更  

■■，こFinkelstei。ら‘㌔）部分精製したコレラ菌s。1。bleHA  
（コレラIJeCtin）を用い，このHAが，in vitroTはウサ  

ギ肝臓へ，そして～れむよぴ0では幼君ウサギ腸管へのコレラ   

菌付着を阻止することを報告している。  

このように，古くからコレラ菌の生物型鑑別の一手段  

として用いられているコレラ菌HAは，コレラ発症の機構  

に含まれる種々の因子のうちの→つとして，その詳細な   

性状や機能の解明に興味が持たれている。そこで我々は，  

コレラ菌が生産する1HAの分布を明らかにすることを目的  

として，1978年以後にヒト及び河川から分離したEITor  

コレラ菌及び実験室保存コレラ菌について、HAの産生能  

を調べたので、その結果を報告する。  

Biotype Strain  Serotype Source  

Ogaヽヽ，a India1961  

0galVa India1957  

0ga＼Va India1940’s  

Classical VClOO  

VC154  

NIH41  

EITor  59729  Ogawa Philipine 1968 

（preserved）3661  0gawa Mecca1930  

NCTC6563 Inaba India1930  

Ubon13  0gaⅥ・a Ubon1959  

EITor  CVCl  

（fleshly CVC14   

isolated）CVC13  

79．514  

80－61  

CVCll  

CVC12a  

CVC12b  

Inaba ToKyo 1978 

Inaba Chiba 1980 

Inaba Chiba 1980 

0ga、、▼a Tok〉701979  

0galVa Tokyo1980  

Inaba Chiha 1979 

Inaba Chiba 1979 

Inaba Chiba 1979 

（2）培地及びBuffer‥コレラ菌の培養に用いた培地は、  

Trypticacesoybroth（BBL），Trypticasesoyag。r（BBL），  

Heartinfusion broth（栄研化学），Heartinfusion agar  

（栄研化学），CFAbroth及びCFAagarである。Buff。r  

はKR用いた。  

（3）培養方法：507花乙の培地を入れた三角フラスコ（5007几り  

に，約106コ／mいこなるようにコレラ菌を接種し，刃℃で  
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振とう培養した。培養液を経時的に採取し，1200g30分  

間遠心分離後，上宿については，SOlubleHAの測定を  

行ない，菌体については，600mで吸光度0．2になるよ  

うにKRTで調整した後，CellassociatedHAを測定した。  

寒天培地では，37℃16時間培養後，菌を少量のKRTに浮遊  

させ遠心分離し，菌休を600nmで吸光度0．2に訝整した。  

（4）赤血球液：クエン酸ナトリウム存在下で採取した血  

液を3回洗浄後，PaCked ce11を1％濃度に希釈し用いた。  

responder ニワトリ赤血球は，5羽のニワトリのうち最も  

高いSOluble HA価を示したものを用いた。ヒトA型赤  

血球は，VOlunteerより採血し，実験はすべて同一個休か  

ら得た血球液で行なった。  
4 

（5）HA宿性の測定：RA活性は，J。。。Sらの方法こ従い測  

定した。600nmで吸光度0．2に掴整したコレラ菌液あ  

るいは培養上宿を，マイクロタイタープレート（Nunk社  

製）中で25〃ゼの定量ダイルーターを用い系列希釈した。  

次に1％赤血球を25／上ゼ加え撹拝した後，室温に30分か  

ら1時間放置し判定した。糖による血球凝集阻害実験は，  

同様に検体を系列希釈した後．17ng／7nL濃度のL－Fucose  

VC1544 

あるいLま10m9／mL濃度のD・Mannoseを25pe加えた後に  

1％血球液を加えた。希釈液はすべてKRTを用いた。   

Ⅲ 結 果  

（1）HA産生用培地の検討：コレラ菌は，菌体に付着し  

ているHA（CellassociatedHA）と菌体外に放出す  

るHA（solubleHA）を産生する。CellassociatedHA  

は，ニワトリ，ヒトA塾，ヒト0型などの赤血球を凝集  

する。一方soluble HAはヒトの血球はわずかしか凝集  

せず，一部のニワトリ（respouder）赤血球をよく凝集す  

る性質がある。   

我々は，Classicalコレラ菌VC154株及びEITor  

コレラ菌CVC－11株を用い，培地によるHA産生状況の  

比較を行った。SOIubleHAは，Heartinfusionbroth，  

Trypticasesoybrothでよく産生されたが，CFAbrot 
ヽ  

では高いHA価は得られなかった。eellassociatedH人  

は，どの培地を用いた場合でも，菌休当りの活性ほほぼ  

同程度であった。（Figl）一方，寒天培地を用いた場合，  

VC154株はほとんどcellassoぐiatedHAの産生を認めな  

かった。  
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これらの結果に基づいて，以後の実験にはTrypticase  

SOybrothを用いた。  

（2）HAの分布：classicalコレラ菌3株，実験室保存  

EITorコレラ菌4株及び新鮮分離EITorコレラ菌8株  

のHA産生状況を調べた。菌は，Trypticase soybroth  

中，300cで11時間振とう培養し，経時的にcellassoci－  

atedHA価及びsolubleHA価を測定した。（Table2）   

Table 2．  
Distribution of cell associated and soluble HA 
producedbylHbriocholerae  

（3）L：Fucose，D－MannoseよるHAの阻止：今までに知  

られているコレラ菌cellassociatedHAには，L－Fuc  

OSeによって阻害されるFSHA，D－Mannoseによって阻害  

されるMSHA及びこれらの糖の影響を受けないHAの三種類  

があるニー今臥実験に供した15株のうち．FS仏産生株は  
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Fig．2HAproductionofV・eholeraestrain  

CVCl  

a．Human typeAerythrocytes．  

b．Chicken er＼▼throc＼▼teS．  

すべての株はcellassociatedHAを産生し，ヒト   

及びニワトリ赤血球に対しほぼ同程度のHA価を示   

した。このHAは，logphaseの初期から検出され，11時   

間にわたる培養の間，菌体当りの凝集価はほぼ同程度で   

あった。一方solubleHAは，Classicalコレラ菌1株，   

保存EITorコレラ菌2株，新鮮分離菌1株で検出されな   

かった。これらのsolubleHAが検出されなかった4株  

′㌧うち，保存EIT。r菌1株は培地中で十分発育していた   

が，他の3株は発育が悪く，11時間振とう培養後，培養   

液の吸光度（600nm）はそれぞれ0．8，0．5，0．3であ   

った。Classicalコレラ菌3株及び保存EITor菌4株で   

は，SOlubleHAは，log phase初期から検出された。新   

鮮分離EITbr菌では，logphase初期からHA産生が見ら   

れたのは4株のみで，3株は，logphase中期以後にHA   

が検出された。これらのresponderニワトリ赤血球での   

み検出できるsolubleHAに加えて，我々は，ヒトA型   

赤血球を用いて培養上清のHA活性を調べた○その結果，   

15株中12株に，ヒトA型赤血球を凝集するsolubleHA   

を検出した。reSPOnderニワトリ赤血球に対するHA価   

は，菌の発育と共に増加するのに比べ，ヒト赤血球に対   

するHAは，培養の初期に一時的に検出され，その価は   

1倍から8倍と低く，菌株により差があった。（Fig2）  

l：トー  

2株，MS・抽軽生株は5株であった。FSHA産生株は2株共  

保存EITor菌であったが，MSHAは，Classicalコレラ  

菌1株，保存EITor菌1株，新鮮分離EITor菌3株で産  

生が見られた。我々は更に，L－Fbcose，D－MannoseのHA  

に対する影響について，ヒトA型及びニワトリ赤血球を  

用いて調べた。その結果，MSHA及びFSf現の中に，ニワ  

トリ赤血球での反応のみが阻害されるHAと，ヒト．ニ  

ワトリ両赤血球に対する反応が阻止されるHAがあるこ  

とがわかっ。すなわち，ヒト及びニワトリ赤血球に対す  

る凝集反応が，D－MannoseあるいはL－F。C。Seによって阻  

害されるかどうかを検討することによって，コレラ菌が  

産生するcellassociatedHAを5つの型に分類するこ  

とができた。（Table3）   
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することを報告した。我々が明らかにしたSOlubleHA－2  

は，コレラLectinに先行して，あるいは同時に産生され  

ることから，菌の小腸上皮細胞への付着に関与するかど  

うかを含めて，このHAがどのような性状を示すのか興  

味が持たれる。   
） 

H。。。eは，Cl。SSicalコレラ菌4株中2株が，培養初  

期に一時的にFSHAを産生し，EITorコレラ菌はMSHA  

を産生することを報告している。今回，我々の実験では，  

試験を行なったすべての株がCe11associatedHAを恒  

常的に産生し，それらのHAは，ヒトA型あるいはニワ  

トリ赤血球凝集反応の，D－MannoseあるいはL－Fucose  

による阻止パターンにより，5種類に分類することがで   
9 

きた。Eva。Sらま，病原性大腸菌のHAパターンを5種  

類に分け，そのⅠ型あるいはⅡ型が，それぞれCFA／1，  

CFA／nを産生する毒素原性大腸菌が示すHAパターン  

に担当することを報告している。  

コレラ菌においては，ここに示したHAパターンと   

COlonizationfactorとの関連は，今後検討されるべき問  

題である。EITor菌が産生するCellassociatedHAが  

5種類に分類されたことは，むしろ，このHAパターン  

がコレラ流行時の疫学調査の一手段として有効であるこ  

とを示唆するものである。．  

＼■ まとめ  

（1）コレラ菌のcellassociatedHA及びsolubleHA   

産生用培地として，Trypticasesoybroth及び Heart   

infusionbrothが優れていた。   

（2）コレラ菌15株は，すべて cellassociatedHA．を産  

生し，このHAは，D－Mannose・L－Fucoseによると卜A型  

及びニワトリ赤血球凝集反応阻止パターンにより，5種  

類に分類された。   

（3）ヒトA型赤血球を凝集する新しいsolubleHA（solu  

t）le HA－2）を検出した。このHAは15株中12株で検  

出され，培養の初期に一時的に産生された。  
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