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■■  
はじめに  供試株の染色体DNAの抽出は成書5）によった。   

ハイプリットの検出は，Boehringer Mannheim社  

製のDNA Labeling and Detection Kitを使用した。   

即ち，抽出後加熱処理したDNAをニトロセルロース  

フィルターにプロットし，800cで2時間ベーキング後，  

680c，2時間プレハイプリダイゼーションを，680C，10  

～12時間ハイプリタイゼーションを行った。次いでメン  

プランフィルターを2×SSC－0．1％SDSで室温，15分  

2回，さらに0．1×SSC－0．1％SDSで680c，2回振塗し  

ながら洗浄した。次に，アルカリフォスファターゼ標識  

抗ジゴキシゲニン抗体でメンプランフィルターを30分間  

インキュペー卜し，フィルターを洗浄後，nitroblue  

tetrazolium（NBT）と5，brom－4－Chloro－3Tindolyl  

phosphate（BCIP）で暗所で20分間反応を行い，青色  

を呈したものを陽性とした。   

4．CT産生性試験   

前報2）の他に下記の方法でも行った。すなわち，披検  

菌を1％NaCl加ペプトン水で378c，20時間培養したの  

ち，リンコマイシン加Casamino acid yeast extract  

（CAYE－L）培地に接種し．30Oc，20時間静置培養し  

た。その培養液を遠心分離した上清と，培養液をポリミ  

キシンB処理後遠心分離した上清について．逆受身ラテッ  

クス凝集反応（VET－RPLA；デンカ生研）により  

CTの検出を行った。   

Ⅴ∠むrgo cんoJerαe nOn－01とⅤ∠わ「わ mよm∠c乙↓SのCT  

様毒素産生試験も同様に実施した。  

Ⅲ 成練  

1．コレラ菌のCT速伝子の保有状況とCT産生性   

コL／ラ菌35株のCT遺伝子の保有状況とCT産生を  

近年，微生物の病原性因子をDNAレベルで診断する   

技術が急速に進歩し，Ⅴ∠占「£o cんogerαe Ol（以下コレ   

ラ菌）にはコレラ毒素（以下CT）遺伝子cはを保有する   

株と保有しない株が存在し，Cはを欠く株はCTを産生し   

ない1〉ことなどが明らかになってきた。  

今回，CT検出用のプロpプDNAを用いて千葉県内   

で分離されたコレラ菌のCT遺伝子の保有状況を調査し，   

前報2）で報告したCT産生性との関連を検討した。また，   

CT様毒素を産出する株があることが報告3）ヰ）されている   

V∠むrよo cんoJerαe nOn－01とⅤ∠むr∠o m∠mgcとJSについ   

てもCT様毒素産生性とCT遺伝子の保有状況を調査した   

ので，その結果と合わせて報告する。  

Ⅱ 材料と方法  
■■  

1．供試菌株  

コレラ菌は前報2）で用いたヒト由来27株，河川水由来   

2株の計29株と，それ以後県内で分離された海外旅行者   

由来の6株を供試した。V■∠む「よo cんogerαe nOn－01と   

Vよわ「£oJれよmよc乙JSは，1980年から1989年に千葉県内で   

分離された海外旅行者由来のそれぞれ22株と4株を用い   

た。  

2．CT検出用プロpプDNA  

CT検出用ブロープDNAは国立予防衛生研究所渡辺   

治雄博士から分与を受けた。  

3．染色体DNAの分離とCT遺伝子の検出  

千葉県衛生研究所  

（1990年12月20日受理）  

一21－   



千葉衛研報告 第14号 21－241990年  

Tablelに示した。ヒト由来33株のうち32株はCT遺伝  

子を保有し，CTを産生した。しかし，1981年にタイか  

ら帰国した旅行者から分離されたCT非産生のコレラ菌  

（CVC81－1株）は，CT遺伝子を保有していなかった。   

また，1979年に市川市真間川（CVC79－1株）およ  

び千葉市蔭川（CVC79－2株）から分離された河川水  

由来の2株も，CT産生，CT遺伝子とも陰性であった。  

Tablel CT gene reservation and   

2．Vgわr∠o cん0∠erαe nOn－01とⅤよむr∠o mよmよcレS  

のCT遺伝子の保有状況とCT様毒素産生性   

Table2に示すように海外旅行者由来Ⅴよわ「わcんoger一  

αe nOn－0122株とV£わrZo m∠mよc乙JS4株は，全株と  

もCT遺伝子を保有せず，また，CT様毒素も陰性であっ  

た。  

CT production in Vibrio cholerae 01 
Strainsis01atedin Chiba prefecture  

Strain  Source  Biotype  Serotype  CT gene CT production  

CVC78- 1 Human  Ei Tor 

CVC78，2  Human  El Tor 

CVC78－3  Human  El Tor 

CVC78－4  Human  El Tor 

CVC78－5  Human  El Tor 

CVC78－6  Human  El Tor 

CVC78－7  Human  El Tor 

CVC78－8  Human  El Tor 

CVC78－9  Human  El Tor 

CVC78－10  Human  El Tor 

CVC79－1  River Water  El Tor 

CVC79－2   River Water EITor  

CVC80－1  Human  El Tor 

CVC80－2  Human  Ei Tor 

CVC81－1  Human  El Tor 

CVC81－2  Human  El Tor 

CVC81－3  Human  El Tor 

CVC83－1  Human  El Tor 

CVC84－1  Human  El Tor 

CVC84－2  Human  El Tor 

CVC84－3  Human  El Tor 

CVC85－1  Human  El Tor 

CVC85－2  Human  El Tor 

CVC85－3  Human  El Tor 

CVC85－4  Human  El Tor 

CVC85L5  Human  El Tor 

CVC86－1  Human  El Tor 

CVC87－1  Human  El Tor 

CVC87－2  Human  El Tor 

CVC89－1  Human  El Tor 

CVC89－2  Human  Ei Tor 

CVC89－3  Human  El Tor 

CVC90－1  Human  El Tor 

CVC90－2  Human  El Tor 

CVC90－3  Human  El Tor 

＋   

＋   

＋   

＋   

＋   

＋   

＋   

＋   

＋   

＋  

Inaba  ＋  

Inaba  十  

Inaba  ＋  

Inaba  ＋  

Inaba  ＋  

Inaba  ＋  

Inaba  ＋  

Inaba  ＋  

Inaba  ＋  

Inaba  ＋  

Inaba  

一ヽ   

Inaba  

Inaba  

Inaba  

Ogawa  

Ogawa  

Ogawa  

Ogawa  

Inaba  

Inaba  

Ogawa  

Ogawa  

Ogawa  

Ogawa  

Ogawa  

Inaba  

Ogawa  

Ogawa  

Ogawa  

Inaba  

Ogawa  

Ogawa  

Ogawa  

Ogawa  

Inaba  
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千葉県で分離されたⅤほ「ごo cんoJerαe Ol，Ⅴよゐ～r∠o cんoJerαe nOn－01および  
Ⅴ∠あr∠o m∫m～c乙上ぶのコレラ毒素遺伝子の検出  

Table2 Detection of CT gene and CTlike enterotoxin production  
in Vibrio cholerae non－01and Vibrio mimicus strains  

isolated in Chiba prefecture 

No．of  
Organism  Source  CT gene 

examined   

CT like 

enterotoxin  

Vibrio cholerae non－01  0versea  

traveller   

Vibrio mimicLLS  Oversea  

trave11er  

等により異なる検査法よりも，CT遺伝子の存在を直接  

確認する方法がより確実で望ましいものと思われる。た  

だ，今回行なった遺伝子検出法は，菌分離の翌日でなけ  

れば検査結果が得られず，迅速性に難点があるといえる。  

小林ら9）が報告しているPCR法の導入やより簡便なキッ  

トの開発が必要である。  
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Ⅳ 考察  

供試したコレラ菌のうち，ヒト由来1株はCT遺伝子  

■■を保有しない株であった。また，河川水由来2株もCT  
産生，CT遺伝子とも陰性であった。しかし，ヒト由来  

株は海外旅行者から分離され，10回前後の水様下痢があっ  

たことが記録されている。また，河川水由来の2株の腸  

管起病性も既に報告6）した。これらのことからこの3株  

にはCT以外の何らかの病原因子が存在するものと思わ  

れる。コレラ菌がVZ占r∠o cんogerαe nOn－01の産生する  

ST毒素と同様の毒素遺伝子を持つことも報告丁）されて  

おり，今後これら3株のCT以外の病原因子について明  

らかにしていきたいと考えている。  

Ⅴ；むr∠o cんoJerαe nOn＿01およびV∠む「わ m∠m∠cus  

はCTと同一の毒素を産生する株があることが報告3）ヰ）さ  

れている。今回海外旅行者由来26殊についてCT遺伝子，  

CT様毒素産生性を調査したが全株とも陰性であった。  

1988年の厚生省通達8）により，コレラ菌はCT産生の  

有無によって防疫対策が大きく変わることとなった。ま  

′－た，コレラの国内初発患者または保菌者としての確認も，  

従来の国立予防衛生研究所に代わり，地方衛生研究所の  

検査によって行われることになったため，地方衛生研究  

所の検査結果が行政上非常に重要となった。  

現在，被験菌のCT産生性の検査は，その培養上清に  

ついて，逆受身ラテックス凝集反応あるいはど－ズエリ  

サ法等の免疫学的な方法で行われているのが一般的であ  

る。しかし，CT産生用培地，培養温度あるいは培養方  

法によりその結果が異なることが指摘されており，著者  

らも報告2）した。今回実施したコレラ菌35株では，CT  

遺伝子の存在と免疫学的方法によるCT産生の結果は全  

株が一致した。しかしながら，前述の様にコレラ菌が分  

離された場合の防疫上の取り扱いが，CT産生の有無に  

よって異なることから，衛生研究所で行われる検査は，  

CT遺伝子の形質発現としてのCT産生の結果が培養条件  
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