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３ 研究内容 

【研究目的】 

ヒトが地球上で安定した活動を行っていくためには、安定した水資源の確保

は最も重要な要素の一つである。途上国においては安定した水資源の確保は未

だ困難な状況にあり、その原因のひとつに微生物汚染が挙げられる。水系感染症

と呼ばれる水環境に生息する微生物に起因する感染症の代表にコレラがある。

起因菌である Vibrio cholera は毒素産生の有無によって二種類に大別される。毒

素産生型のみがコレラ菌とよばれ世界各地での大規模流行の原因となっている。 

毒素非産生型はナグビブリオと総称され、食中毒原因菌として知られる。 

細菌感染症のコントロールには細菌固有の生態を明らかにすることが必要不

可欠である。コレラによる年間死亡者数は 2.1 から 14 万人で増加傾向にあり、

極めて重要な下痢性感染症のひとつである。一方、我が国ではコレラは渡航や海

外産食品を原因とする輸入感染症に位置づけられる。データーが存在する 1999

年以降の年間報告数は 90件以下であり、さらに 2012年以降は 10件以下にとど

まっている。そのため日本における水圏環境中における V. cholera の動態に関す

る報告は極めて少なく、特に 2000年代の状況は不明である。応募者らの昨年度

の LaMer 共同研究の結果，松山市河川および沿岸域には 5 月から 11 月に毒素

非産生型 V. cholera が分離され、年間を通じて複数のサンプリングサイトから分

離される 4つの遺伝子型（ゲノタイプ）が存在することが明らかになった。 

本研究ではコレラ菌の環境中における現存数を調査するとともに、松山分離

株中の優占タイプを決定し、そのゲノム情報から松山株の遺伝的多様性を明ら

かにするとともにゲノムデータ利用可能な V. cholerae との比較を行い、松山優

占タイプの系統的特徴を明らかにすることを目的とした。 

 

【研究内容】 

実験には鈴木研究室にあるバイオハザード対策用クリーンベンチを利用した。 

１）サンプリング：松山市重信川河口（サイト 1、5、6および 9）で 8月、11

月にサンプリングを行った。10 倍濃度のアルカリペプトン水に現場で採取した

水を直ちに加え、実験室に持ち帰り 37℃、17-18時間培養した。 

２）コレラ菌の分離および定量：採取した水サンプルの 10倍希釈列を作成し

（1%アルカリペプトン水使用）37℃、17-18 時間培養することで Vibrio 属細菌

を選択増菌した後、それぞれの培養液からの V. cholera 特異的 toxR 遺伝子の検

出を行った（MPN-PCR 法）。各サンプル 3 連で行い、陽性率から菌数を求めた。

陽性を呈したサンプルについては、Vibrio 属細菌の選択培地である TCBS 寒天培

地を用いて V. cholerae を分離した。 

３）遺伝的多様性および薬剤耐性遺伝子プロファイル解析：昨年度松山市近郊



河川および沿岸域から分離した 49株のパルスフィールドゲル電気泳動解析結果

から、松山市沿岸で繰り返し分離されるゲノタイプ代表 7株を選び Hiseqを用い

た全ゲノム配列決定を行った。kSNP 3.0 (Gardner et al., 2015)を用いて既知の V. 

cholerae ゲノムを対象に系統解析を行った。得られた結果は iTOL (Letunic et 

al.,2016)により可視化した。さらに種々の病原性に関与する遺伝子、薬剤耐性遺

伝子および遺伝子伝達因子の有無からプロファイルを明らかにした。 

 

【研究成果】 

2017年 8月および 11月に松山市沿岸および河川 4地点（図 1）で採水を行い

V. choleraeの定量・検出を試みた結果、平均水温が 27.9℃以上であった 8月は 4

地点全てから V. choleraeが検出され、その数は 1.5×102－1.1×104 MPN/ literであ

った。一方、11月は平均水温が 18.6℃であり、その数は 0－1.5×102 MPN/ literで

あった（図 2）。高水温記である 8月は 11 月に比べ 1リットル中の V. cholerae数

は約 100 倍多く、夏季に本菌の分離頻度が高い理由であると考えられる。なお

これらの結果はフランス沿岸を調査した文献値と類似していた。 

一方、昨年度の結果から、本調査地域から分離された V. choleraeは全て毒素非

産生型で食中毒原因菌となるナグビブリオ（non-O1/ non-O139タイプ）であるこ

と、および異なる分離時期および地点から繰り返し分離される 4 つのゲノタイ

プが存在することが明らかになった。本研究ではこの 4 つのゲノタイプに着目

し、ゲノタイプ 1-4 を示す 7株の全ゲノム配列をデーターベースに登録されてい

る V. choleraeとの系統解析を行った。その結果、4つのゲノタイプは 2つの系統

から形成されており、1つ目の系統はゲノタイプ 1のみを含み、南米、バングラ

デシュ、オーストラリアと様々な地域由来の 7 株と共通クラスターを形成する

ことが明らかになった。本ゲノタイプは 4 つのタイプの中でももっとも頻繁に

また、分離頻度の低下する低水温記にも分離される優占タイプであることが示

唆されており、多様な地域由来の株が含まれることを併せて考えると環境適応

能力の高いクラスターである可能性が考えられた。一方、他方の系統はゲノタイ

プ 2, 3, 4 を含み、バングラデシュ由来 1 株のみと共通クラスターを形成したこ

とから、アジア地域で進化した系統である可能性が考えられた。 

病原性関連遺伝子の有無について解析した結果、7株全てが rtxA, hap, hylA, お

よび zot 遺伝子を有していることが明らかになった。rtxA, hap, hylA は環境分離

株にも広く分布することが報告されている。一方、06-10株において ctx islandの

構成因子である rstA および zot 遺伝子に挟まれた未知遺伝子配列の挿入が見出

された。本領域は El Tor 型病原株では毒素遺伝子が組み込まれている領域であ

ることから（rtxA---rstA-rstR-ctxB/A-zot）、本株では別のファージ等の挿入が生じ

たことが推察されるが、blast による類似遺伝子の探索では高い相同性を有する



ものがなかった。新規ファージ挿入の可能性が示唆される。 

コレラの病原性に関わる gene island として知られる VPI、VSP はいずれの株

からも見いだされず（表 1）、毒素産生遺伝子も有さないことと併せて考えると

松山市沿岸部に分布する V. cholerae の病原性は比較的低いことが示唆された。

さらに微生物間の相互作用に関与する secretion system に関しては 3 型および 6

型 secretion system を構成する一部の遺伝子が検出された。現在完全なコンポー

ネントを形成するのに必要な全ての遺伝子群を有するか否かについて解析を進

めている。薬剤耐性遺伝子に関してはゲノタイプ 1，2，4はクロラムフェニコー

ル耐性遺伝子 catB9 を、一方ゲノタイプ 3 はそれぞれキノロン、サルファ剤耐性

遺伝子であるQnrVC4および sul2を保有していることが明らかになった（表 1）。

一方、prf 遺伝子内に特異的に挿入され薬剤耐性遺伝子の伝達に関与していると

されている可動性因子 integrative conjugative elements はいずれの株においても見

られなかった。 

 

【今後の課題】 

 今回の結果から、これまでの報告同様松山市沿岸部でも水温の高い時期には V. 

cholerae数が上昇していることが明らかになった。また繰り返し分離されるゲノ

タイプは 2 つの系統に分けられ、特に紺頻度で分離され優占タイプと考えられ

るゲノタイプ 1 は南米、アジアおよびオーストラリア由来株と共通クラスター

を形成し、高い環境適応能力を持つことが示唆される。今後の課題は、本年度に

分離された株についてゲノタイプ 1-4の検出状況を調べ、これらのタイプが一年

以上環境に存在することを確認するとともに、代表 7株について type 6 secretion 

system のフルコンポーネントを有することを確認するなど、さらなる解析を進

める。また、優先しない群のゲノムと比較解析することにより、長期間広範囲に

生息することに寄与している遺伝子（群）を明らかにし、コレラ発生のコントロ

ールを行う上での基礎的知見を得る。 

図 2 松山市沿岸部 5地点の V. cholerae菌数 



 

 

 

図 3 kSNP による全ゲノムを

用いた系統解析 

表 1 代表 7株の病原性関連遺伝子および薬剤耐性遺伝子プロファイル 

4

Genes 08-06 09-06 06-10 08-04 07-03 08-10 09-08

ctxA ー ー ー ー ー ー ー

ctxB ー ー ー ー ー ー ー

tcpA ー ー ー ー ー ー ー

tcpI ー ー ー ー ー ー ー

tcpH ー ー ー ー ー ー ー

rtxA + + + + + + +

ace ー ー ー ー ー ー ー

zot + + + + + + +

nanH ー ー ー ー ー ー +

hap + + + + + + +

hlyAet + + + + + + +

stn nd nd nd nd nd nd nd

vasH + + + + + + +

vasA + + + + + + +

vscN + + + + + + +

vspD ー ー ー ー ー ー +

vscC ー ー ー ー ー ー ー

catB9 + + + + ー ー +

QnrVC4 ー ー ー ー + + ー

sul2 ー ー ー ー + + ー
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