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要  旨 
熊本県内では，2001 年以降Vibrio vulnificus（以下，Vv）による感染症患者が毎年発

生し，2007 年までに 25 名の感染が確認されている。 
本県では，Vv感染者が多発した2001年からVvの調査研究を開始し，県内の魚介類，

海水，海泥，水鳥糞便等の環境調査や，Vv 感染症発生時の，患者分離株の細菌学的検

討と周辺環境調査を行ってきた。その結果，本県でのVv のO 血清群別は，臨床株に

O4A，O7 が多く，環境株にはO1，O6 が多いことなどが明らかとなった。 
Vv 感染症の感染源や感染経路を明らかにするためにパルスフィールドゲル電気泳

動法（以下，PFGE）をはじめとする分子疫学解析は重要であるが，Vv の臨床株と環

境株について分子疫学解析を行った報告は少ない。今回我々は，PFGE を用いてVv の
分子疫学解析を行い，PFGE がVv の疫学解析に有用であることを確認したが，臨床株

と環境株の泳動パターンに明確な差異を見つけることはできなかった。 
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はじめに 
 Vibrio vulnificus（以下，Vv）は海水などに生息する

Vibrio 属のグラム陰性桿菌で，特に汽水域に多く生息し

ていることが知られている。Vv による感染症は肝硬変

などの基礎疾患をもったヒトに多く発症し，その感染

症像には敗血症型，創傷感染型があり，ともに高い致

死率を示す。わが国での Vv 感染症は，誌上調査を行っ

た大石ら 1）の報告によれば，1978 年に松尾ら 2）によっ

て初めて報告されて以来，1975～2005 年までの間に 185

例の症例報告がなされている。熊本県では，Vv 感染症

は 2001 年に報告された 9 例 3）をはじめ，年間数例の発

生が見られる（表 1）。 

本県では 1981 年に道家ら 4）による環境中の Vv の分

離を最初に，Vv の臨床株の調査と環境調査を実施して

きた。特に患者が多発した 2001 年以降は毎年調査を続

けている。それにより，Vv の環境中における菌数の季

節消長や，臨床株と環境株の血清群，薬剤感受性等の

詳細なデータを得た 5～9）。Vv の病原因子については溶

血毒素（VVH），プロテアーゼ，鉄獲得機構の Siderophore，

夾膜等種々の報告がある 10）が，臨床株と環境株の差異

についての報告は少なく 11，12），それらに違いがあるか

どうかもわかっていないのが現状である。本県の調査

により，熊本県で分離された環境株と臨床株には血清

群に偏りがあることを報告したが，明確な違いではな

かった。そのため，今回はパルスフィールドゲル電気

泳動法（以下，PFGE）を用いた分子疫学解析により，

臨床株，環境株の差異について検証した。 

 

表１ 熊本県の Vv 感染症発生数 

年 患者数注） 

2001 9 

2002 1 

2003 3 

2004 2 

2005 3 

2006 5 

2007 2 

計 25 

注）患者数は菌株が分離され医療機関から熊本県保健

環境科学研究所に菌株が送付された件数 

 

対象と方法 

1 検査材料 

医療機関等から分与された臨床株 27 株と，当所で海

水や魚介類などから分離した環境株のうち臨床株に多

かった血清群 O4A，O7 と同じ血清群のもの 27 株
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（O4A：14 株，O7：13 株）を検査材料とした（表 2）。 

 

表２ 検査材料 

由来 血清群 株数 

O1 2 

O3 1 

O4A 14 

O6 1 

O7 9 

臨床株 

小計 27 

O4A 14 

O7 13 環境株 

小計 27 

合計 54 

 

2 実験方法 

 PFGE は当初，国立感染症研究所が示す腸管出血性大

腸菌のプロトコール 13）に準じて実施したが，泳動像が

スメアになる株や，小さなサイズのバンドが確認でき

ない株が多かったため，CDC の PulseNet で示している

Vibrio cholerae のプロトコール 14）を改変して実施した。

その方法は以下のとおりである。-80℃で 15%スキンミ

ルクに保存されていた供試菌を 1%NaCl 加 TSA（Difco）

で 18 時間培養した後，PBS（-）（日水）に McFarland 5

程度になるよう菌液を調整した。その菌液 400μℓに

20mg/mℓ Proteinase K（Invitrogen）を 20μℓ添加し，菌液

と等量の 1%Seakem Gold Agarose（Camblex）と混和し

てプラグを作製した。そのプラグを 2mℓの Cell Lysis 

Buffer （50mM Tris，50mM EDTA，pH8.0 + 1%Sarcocyl，

0.1mg/mℓ Proteinase K）に入れ，50℃で 18 時間反応さ

せた。精製水で 2 回，TE buffer で 4 回プラグを洗浄後，

制限酵素で 18 時間切断した。制限酵素は Sfi I，Not I（と

もに TaKaRa）の 2 種類を用い，酵素量は 30U とした。

泳動には 1%SeaKem Gold Agarose を用い，泳動用バッ

ファーは 0.5×TBE（TaKaRa）を用いた。また，泳動像

がスメアになるのを防ぐため，泳動用バッファーにチ

オ尿素（WAKO）を最終濃度 100μM になるよう添加し

た。電気泳動は電圧 6.0Ｖ/cm，チラー温度 12.0℃，パ

ルスタイム 4 to 8sec，10.5 時間，8 to 50sec，8.5 時間で

行った。得られた泳動パターンは Advanced Quantifier 

ver.2.1（Bioimage）でクラスター解析した。  

 

結 果 

Sfi I 処理の解析結果を図 1 に，Not I 処理の結果を図

2 に示す。28.8bp～1135bp の解析で Sfi I 処理群では 19

～27 本，Not I 処理群では 17～24 本のバンドが確認さ

れた。供試した全ての菌株で泳動パターンが判読でき，

スメアになる株はなかった。 

臨床株の 1組で同じパターンを示す株が存在した（Sfi 

I，Not I 処理ともに 100%一致）。これは Vv 感染症が多

発した 2001 年に分離された臨床株で，発生場所，発生

年月日も近い。この 2 事例は同じ由来をもつ Vv によっ

て感染した可能性が示唆された。 

その他，類似度が 90%を超えたものを表 3 に示す。 

環境株と臨床株で同じパターンを示す株は見つから

なかった。臨床株と同時期の発生場所に近い海域や魚

介類から分離した株との比較でも高い類似度を示さな

かった。 

一方，環境株同士で高い類似率を示す株があった。

鏡地方の環境から高い類似度を示す株が 3 組見つかっ

た。同時期に採取された海水と魚介類の組み合わせで

高い類似度があったことから，同時期には同じクロー

ンが海水や魚介類に多数分布している可能性が高いこ

とが示唆された。 

 

考 察 

当初実施した腸管出血性大腸菌のプロトコールで

PFGE がうまくいかなかったのは，菌株の状態や

Proteinase K の効果不足が原因と考えられた。そこで，

分離株の培養条件の変更や，CDC のプロトコールへの

変更を実施したところ，安定した結果を得ることがで

き，全ての株で判読可能になった。プロトコール改変

前の泳動像を図 3 に，改変後の泳動像を図 4 に示す。

同様の調査を行った大仲ら 15）は，解析率は Sfi Iで 97.9%，

Not I で 74.3%と報告している。今回我々が供試した菌

株は幸運なことに泳動像がスメアを示す株はなかった

が，株数を増やすことによりスメアとなる株が出てく

ることが予想された。このことから Vv の PFGE は菌株

差やプロトコールにより結果に影響が出ることが示唆

され，十分な検討をもとに PFGE を実施する必要があ

ると思われた。 

泳動パターンは Sfi I 処理群，Not I 処理群ともにバン

ド数が多く，同じ血清群でもかなり多様性を示したこ

とから，PFGE は Vv 感染症の感染源や感染経路等の疫

学調査のツールとして有効であると思われた。Wong ら

16）は PFGE を用いて Vv の環境株を地域別にクラスター

形成させることができるのは，Not I よりも Sfi I のほう

が優れていると報告している。今回我々の調査では，

菌株を分離した地域が八代海，有明海に限定されてい

るため，地域的なクラスターを形成することはなかっ

たが，白糖を分解する Vv2 株が，Sfi I 処理では他の菌

とは別のクラスターに分類された。しかし，Not I 処理 



表３ 90%以上の類似度を示した菌株の組み合わせ 

 

 

           
 

 

 

ではそのような傾向はみられなかった。また，90%以上

の類似度を示す株の組み合わせは Sfi I 処理群に多く見

られた。 

臨床株間で同じ泳動パターンを示す株が見つかった

ことは非常に興味深い。この 2 株は発生時期，発生場

所ともに近く，同じクローンによる感染と推定される。

また，これらの感染が起きた同時期の環境調査で，こ

れらと同じ泳動パターンをもつ Vvは分離されていない

ことから，このクローンがこの時期に異常に増殖され

ていたとは考えにくい。このことから，この菌株が，

強毒株である可能性があり，他の環境株等と比較する

ことにより，Vv の病原因子の研究に有益となると考え

られる。 

今回の調査では環境株と臨床株で同じパターンを示

す株は見つからなかった。以前我々は，Vv 感染症の原

因と思われる食材から多数の Vv を分離し，その分離株

と臨床株を PFGE で比較した。その原因食材には様々

な血清群や PFGE パターンをもつ多種の Vv が存在した

が，臨床株と同一のパターンを示す株を見つけること

ができなかった。そのため，Vv 感染症は環境や食材中

に同じクローンが多数増殖したことにより発症するの

ではなく，海水や食材に存在する多種類の Vv のうちの

ひとつが敗血症を引き起こす可能性が高いと報告した

17）が，今回の調査もそれを裏付ける結果となった。 

臨床株，環境株のバンドパターンに特徴的な違いは

なく，PFGE での識別は難しいと思われた。現在，臨床

株，環境株の差異を示す報告が増えてきているが，確

実な方法は無いようである。今後も同様の調査を実施

類似度（%） 組 菌株名 血清群 由来 分離年月 検体由来地

Sfi I Not I 

C-4 O4A ヒト 2001/7 八代郡 1 

C-5 O4A ヒト 2001/7 八代市 

100 100 

C-B O7 ヒト 1993/8 不明 2 

C-D O7 ヒト 1997 不明 

93 90 

E-15 O4A アナジャコ 2001/7 熊本市 3 

E-199 O4A 海水 2002/7 熊本市 

92 77 

E-120 O4A コチ 2001/10 八代市 4 

E-241 O4A 海水 2002/8 八代市 

95 91 

E-241 O4A 海水 2002/8 八代市 5 

E-253 O4A クマエビ 2002/9 八代市 

100 79 

E-291 O7 ウミニナ 2003/6 八代市 6 

E-292 O7 カキ 2003/6 八代市 

96 95 

図３ 改変前の泳動像 図４ 改変後の泳動像 



し，臨床株のデータを積み上げる必要がある。 

 

ま と め 

近年，PFGE に限らず，SBT，MLVA，AFLP 等有用

な分子疫学解析方法が示されている。今回，我々は

PFGE を用い，Vv の分離株の分子疫学解析を実施した。

その結果，感染源等の調査に，PFGE は有効であること

が示されたが，臨床株と環境株の違いを見つけること

はできなかった。しかし，同じクローンによる感染と

思われる事例が存在したことは，強毒株が存在する可

能性を示唆している。今後も臨床株の PFGE を続けて

データを集積していくことにより，強毒株の存在を示

すことができる可能性があると思われた。 
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図１ Sfi I 処理群の系統樹解析 

由来 血清群 分離年月 菌株番号 



 

 
図２ Not I 処理群の系統樹解析 

 

由来 血清群 分離年月 菌株番号 


