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食水系感染症病原体の検査法－5

Ⅰ. 病原体

1. 病原体

Vibrio vulnificusは当初 CDCでヒト由来の Vibrio

parahaemolyticusとして収集されていたが、本菌の

乳糖発酵性からHollisら1）により lactose-fermenting

vibrioまたは L＋vibrioと記載され、1980年に Far-

mar 2）によってVibrio vulnificusと命名された（vulnus

はラテン語で「傷」を意味する）。Vibrio vulnificus

はインドール産生性などにより3つの生物型に分けら

れ、生物型 2型はウナギの病原菌でヒトへの感染症

は起こさないとされていたが、近年外国ではヒトへの

感染報告もされている 3）。また、生物型 3型は、イスラ

エルの集団発生で分離されたONPG陰性群である 4）。

本菌による感染症は、肝硬変などの基礎疾患を有す

るヒトが、本菌に汚染された魚介類の生の摂食や菌

の増殖した海水や海泥への接触により傷口から感染

する日和見感染症で、その病型は敗血症性ショック

と壊死性筋膜炎をきたし、急激な経過をたどる。

2. 疫学

Vibrio vulnificusのヒトへの感染症は、1970年に

Roland 5）によって最初に報告され、日本では 1978年

に河野ら 6）が報告している。本菌は Vibrio属のグラ

ム陰性小桿菌で一端に鞭毛を持ち活発な運動性を有

し、沿岸近くの海水や海泥、そこに生息する魚介類

に広く分布している。特に河口の河川水が流入する

閉鎖性海域や干拓地の調整池等の塩分濃度の低い汽

水域に多く分布している。Vibrio parahaemolyticusと

同じような海域に生息するが Vibrio parahaemolyticus

がほとんど生息できない低塩分（2.0‰以下）の海

域でも高率に生息が確認される。海水や海泥、魚介

類での消長は、海水温が 20℃を上回る日が継続し

はじめると急激に菌数が上昇し、Vibrio vulnificus感

染症多発海域では、7～ 9月のピーク時には 10 3～

10 6/100mlとなる。また、海泥（間隙水中）の菌数は、

海水の 100～ 1,000倍に達する。有明海、八代海、

における 500mlからの定性試験（2001～ 2004年）

では、11.5℃が検出最低水温であった 7, 8）。

古城ら9）、小野ら10）、大石ら11）の報告では全国の

発症例の 40%以上が有明海、八代海沿岸に集中して

おり、伊勢湾、瀬戸内海、東京湾などの閉鎖性の高

い海域がこれに続き、これらを合わせると全体の

80～ 90%を占める。有明海、八代海沿岸は、これ

らのなかでも最も閉鎖度指標が高く、極端に降雨量

が増すと塩分濃度は 10～ 20‰前後の状態が 2カ月

以上継続し Vibrio vulnificusの生息に適した環境と

なる 12）。感染時期は、6～ 10月がほとんどであり、

多発海域では、梅雨期の 7月がもっとも多く、発生

件数は、年間数例で 2001年には 9例を確認した。

感染経路は、主に魚介類の生食による経口感染（66

～ 74%）と創傷感染（8.6～ 21%）があり経口感染で

敗血症に至ると死亡率は 67.7～ 74%を示すと報告

されている。

3. 臨床症状

本菌に感染すると多くは数時間～ 1日の潜伏期間

ののち突発的に発症し、初期症状は、ほとんどが疼

痛と発熱であり、腹痛、嘔吐、下痢などの消化器症

状がある場合もある。また、多くの症例で皮膚症状

が認められ主に壊死性筋膜炎を呈し、短期間で急激

な敗血症を引き起こす予後不良な感染症である。ま

た、好発年齢が 60歳代で圧倒的に男性に感染者が

多い。死亡率は、経口感染で 7割、創傷感染で 3割
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といわれ、病型はわが国では経口感染が圧倒的に多

いが、アメリカでは創傷感染が約 5割を示す。肝機

能障害のあるヒトに Vibrio vulnificus感染症が多発

することについては、Kuppfer細胞のクリアランス

能低下、腸管からの endotoxin吸収の増加、トラン

スフェリンの生産低下による血清遊離鉄の上昇によ

る細菌の増殖などが考えられている 13）。また、菌側

の病原因子としては Vibrio vulnificusの貪食細胞へ

の抵抗性、溶血毒素やタンパク質分解酵素などの外

毒素による急激な組織壊死が考えられている。

Ⅱ. 検査法

1. 培養法

臨床由来の Vibrio vulnificus分離は、血液、血疱、

創部材料を検体として血液寒天培地による分離で十

分あるが、創部検体ではその他の海水由来菌の混入

に注意を要する。なお、本菌は死滅しやすいので迅

速な検査が必要で、輸送する場合は Cary-Blairの輸

送培地を使用する。また、症状の進行がきわめて速

いため、検体の直接塗抹鏡検（グラム染色、位相差

顕微鏡観察）による検査は、培養法と併せて行うこ

とが重要である。

環境中や魚介類からの分離では、増菌培養と分離

培地による培養が一般的であるが、競合するその他

の海洋細菌と比較してさまざまな抑制因子に対する

抵抗力が弱く、最適な増菌と分離法は確立していない。

以下、海水、魚介類の定量検査について、一般的

な培養法を述べる。

増菌培養は、菌数の減少を避けるため選択増菌は

行わずアルカリ性ペプトン水を使用する。選択分離

培地としては、従来からmCPC寒天培地や SPS寒

天培地が使用されているが、これらの培地は抑制が

強いため、菌数が少ない検体では現在のところクロ

モアガービブリオ寒天培地（関東化学）や TCBS寒

天培地が有利である。

増菌温度は 35℃で行うが、培養時間は 12～ 16

時間以内で止める。増菌培養時間をそれ以上長くす

ると増殖の旺盛な他の菌がかぶさり、分離できるコ

ロニーは確実に減少する。分離培養では、環境中に

最も多いタイプ（90%以上）は、クロモアガービブリ

オ寒天培地で緑色に近い青色のコロニー（TCBSで

は青緑色）を形成するが、白糖分解性の株は青色

（白色輪郭）のコロニー（TCBSでは黄色）を形成す

る。また、環境中には、クロモアガービブリオ寒天培

地で白色（TCBSでは青緑色）や白色中心部淡い青

色（TCBSでは黄色）の株も存在しているので、コ

ロニーの微妙な変化の観察には、肉眼観察に加え斜

光法による実体顕微鏡観察が有効である。菌の同定

は、複数の分離培地による確認（図 1）と平行して

生化学性状試験および遺伝子検査法などを行う必要

がある。なお、簡易同定キットでも環境中に最も多

いタイプの株の判定は可能であるが、白糖やマンニ

トール分解性、オルニチンデカルボキシラーゼの反応

は株によって異なるため判定できない例もある。

1）材料の処理法

魚類はえらや内臓、筋肉の細切、貝類はむき身の細

切、甲殻類は全体の細切、海水はそのまま試料とする。

海水以外の材料は、それぞれ 25gを秤量し、スト

マッカー用の袋に入れる。甲殻類はストマッカーに

かけると袋が破損するため手揉みによる。

なお、菌数定量のための検体の搬送は困難であり、

特に海水の搬送は採水時の温度に保ち数時間以内に

検査を開始する必要があり、低温（10℃以下）輸送

では Vibrio vulnificusの菌数は減少する。以下に検

査フローを示す。
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検査手順（魚介類の場合） 

検体 25ｇ
↓

PBS225mlを加え手揉みで攪拌（10倍希釈）
↓

10倍段階希釈（必要に応じて）各 1mlを
アルカリ性ペプトン水 10ml× 3本に接種

↓
35± 1℃、12～ 16時間増菌培養

↓
1白金耳をクロモアガービブリオ寒天培地および

TCBS寒天培地等に画線塗末
↓

35± 1℃、18時間培養
↓

Vibrio vulnificusと推定される集落の同定
↓

Vibrio vulnificusと同定した陽性管を最確数表に
あてはめて重量あたりのMPN値を求める 

※海水の場合は採水した容器をよく攪拌して、海水10mlを
10mlの倍濃度アルカリ性ペプトン水3本に接種、次に1ml
を10mlの規定濃度アルカリ性ペプトン水に接種、予想さ
れる菌数に応じて段階希釈する。 
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白糖分解株 2（二枚貝：ハマグリ由来）
［白色中心部に淡い青色］

図1　Vibrio vulnificus（生物型 1）分離培地上の比較（35℃24時間培養）

［黄色］

白糖分解株 1（ヒト由来）
［青色で不透明白色の輪郭］

［黄色］48時間後には、両培地ともに
辺縁は波状コロニーとなる。

白糖非分解 2（二枚貝：シオフキ由来）
［白色］

［青緑色］

白糖非分解株 1　最も環境に多いタイプ
（ヒト由来）［緑色に近い青色で輪郭は半透明］

［青緑色］

【クロモアガービブリオ寒天培地】 【TCBS寒天培地】 
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2）生化学性状試験（生物型 1）

Vibrio vulnificusが疑われるコロニーで、オキシ

ダーゼ（＋）、1%NaCl加 TSIで斜面（±）、高層（＋）、

H2S（－）、1%NaCl加 LIMでリジン（＋）、インドー

ル（＋）、運動性（＋）、1%NaCl加 VP（－）、0、3、

8、10%NaCl加ブイヨン（発育試験）で 3%のみ（＋）、

ONPG（＋）、サリシン（＋）、セロビオース（＋）を

Vibrio vulnificusとし、必要に応じて株により性状

が異なるオルニチンデカルボキシラーゼ、白糖、マ

ンニトール等を確認する。

2. 遺伝子検査法

近年、積極的に遺伝子検査法が導入され、菌の

検出、同定に遺伝子検査法が広く用いられている。

Vibrio vulnificusの検査においても菌の同定には

hemolysin14）あるいは toxR遺伝子 15）を用いた PCR法

がよく用いられている。以下に著者らが検査に通常

使用している方法を紹介する。

1）DNA抽出

①増菌培養液からのDNA抽出

培養液 1mlを遠心チューブにとり、10,000rpmで

2分間遠心分離後、上清を捨てる。沈さに滅菌精製

水 100μlを加え、混和後 95℃ 5分加熱、12,000rpm

で 30秒遠心分離後、上清を検体として使用する。

②コロニーからのDNA抽出

100μlの、滅菌精製水にコロニーを白金耳で少量

懸濁し、95℃ 5分加熱、12,000rpmで 30秒遠心分

離後、上清を検体として使用する。

2）PCR

Hillら14）が報告している Primerを用い、PCRを

実施する。なお、試薬や検査時間を考慮して、反応

液組成、反応時間等は変更し実施している。

① Primer

VVp1： 5’-CCGGCGGTACAGGTTGGCGC-3’

VVp2： 5’-CGCCACCCACTTTCGGGCC-3’

②反応液

試薬は TaKaRa Ex Taq HS（TaKaRa）を用い、反

応液組成は次のとおり。

③ PCR条件

3）電気泳動

2%アガロースで電気泳動し、519bpの増幅産物

を確認する。

検体から直接遺伝子を検出する方法も多く報告さ

れている。特に臨床検体からの遺伝子検出は、本病

態からみても有用である。最近、PCRの他に LAMP

法を用いた臨床検体からの Vibrio vulnificusの検出

も報告されている16）。環境検体からは toxR遺伝子を

標的とした real-time PCRで定量する報告 15）もある。

また、環境検体からの定量には工藤ら 17）の報告し

たMPN-PCR法も有用である。
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10× PCR buffer
dNTP Mixture
VVp1
VVp2
Ex Taq HS
DW
Template DNA

計 

1μl
0.8μl
0.1μl
0.1μl

0.05μl
5.95μl

2μl

10μl

PreDenature
Denature
Annealing
Extension
Final Extension

94℃
94℃
69℃
72℃
72℃

2min
8sec
10sec
20sec
5min

30cycles
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