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近年，海外渡航歴のないコレラ患者が報告されるよう

になった（厚生労働省ホームページ;全国食中毒統計）．

その原因の一つとして，コレラ菌に汚染された輸入食品

が考えられるが［1, 2］，過去において，検食等の食品か

らコレラ菌が分離された例はなく，原因は明らかにされ

ていない．埼玉県においても，平成20年3月にある飲

食店でコレラ菌による食中毒事例が発生し，そこを利用

した12グループ217名のうち5グループ8名からコレラ

菌が検出されたが，食品からは菌が検出されなかったた

め，原因の特定はできなかった［3］．

本菌による食中毒は，比較的低菌量の摂取でも発症す

ることが知られている．しかしながら，保存中，特に冷

凍保存により，食品中の菌は大幅に減少あるいは死滅す

るため［4h6］，検食（残品）からの菌分離が困難となる

ことが，原因が特定できない大きな要因であると考えら

れている．そこで，本研究では，冷凍保存された食品か

らコレラ菌を分離することを目的に検査法の検討を行っ

た．

材 料 及 び 方 法

供試菌株：下痢症状を示した患者の便から分離した

Vibrio cholerae El Tor Ogawa血清型O1（A株）を1

株，Vibrio cholerae El Tor Inaba血清型O1（B株）を

1株，及びVibrio cholerae血清型O139（C株）を1株，

計3株を用いた．

生理食塩水中のコレラ菌消長試験：供試菌株3株をア

ルカリ性ペプトン水（日水製薬譁，東京）にそれぞれ1

白金耳量接種し，37℃，18時間培養した．培養液は滅

菌生理食塩水で10 － 1，10 － 2，10 － 3希釈液を作製後，冷

蔵（5℃）及び冷凍（－20℃）状態で保管した．各試料

を1週間ごとに取り出し，滅菌生理食塩液で段階希釈後，

TSA（Tryptone Soya Agar, Oxoid, U.K.）培地にそれ

ぞれ0.1mlずつ接種し，菌数を測定した．

培地の検討：改良培地はTSA培地とクロモアガービ

ブリオ（CROMAgar Microbiology, France）培地を

2：1の比で混合し，サプリメントとしてピルビン酸ナ

トリウム（0.1％［v/v］）（和光純薬工業譁，大阪）とカ

タラーゼ（2,000U/plate）（和光純薬工業譁，大阪）を

添加し［7］たものとした．この改良培地の性能を確か

めるため，①TSA培地，②TSA培地に前述のサプリメ

ントを加えたもの，③クロモアガービブリオ培地，④ク

ロモアガービブリオ培地に前述のサプリメントを加えた

もの，⑤改良培地を用いて以下の試験を行った．前述の

消長試験に用いたA株菌液の10 － 2 希釈液（105cfu/ml

相当）を－20℃で24時間冷凍保存後，25℃のフラン器

内で解凍した．解凍した試料を①～⑤の培地の各2枚に
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要　　　　　約

冷凍保存した食品検体からのコレラ菌分離法について検討した．コレラ菌の数は，－20℃で1週間冷凍保存した生理

食塩水中で1/100から1/10,000に減少した．免疫磁気ビーズ法を用いることで，冷凍保存した食品検体から本菌の分

離が可能であったが，検出感度を高めるためには増菌培養を繰り返す必要があった．103cfu/m lのコレラ（血清型

O139）菌液を0.5ml接種し，－80℃で1年間冷凍保存したエビからは，増菌培養を3回繰り返すことで，接種菌の分

離が可能であった．さらに，1％量のピルビン酸ナトリウムとカタラーゼ（2,000U/plate）を添加した改良培地がコレ

ラ菌の分離に有効であった．本研究により，増菌培養（場合によっては数回繰り返す）後の試料に免疫磁気ビーズ法と

改良培地を用いることが，冷凍保存した食品検体からのコレラ菌分離に有効であることが示唆された．
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0.1mlずつ接種し，37℃，24時間培養後，平板上に発

育したコレラ菌数を測定した．この試験を5回繰り返

し，各平板上に発育したコレラ菌数の算術平均値を比較

することによって，培地の分離能力を検討した．

増菌培養法による冷凍食品検体からのコレラ菌分離試

験：コレラ菌A，B，C株をおのおのアルカリ性ペプト

ン水に1白金耳量接種し，37℃，18時間培養した．培

養した菌液を滅菌生理食塩水で希釈し，103cfu/mlの菌

液を作製した．この菌液を1mlの注射器（テルモ譁，東

京）を用いて市販のマグロ（切り身の表面に1片当たり

100μl接種しコンラージ棒で塗抹）及びエビ（胸部に

500μl注入）にそれぞれ接種後，－20 ℃（エビ）及

び－80℃（マグロ）で1年間冷凍保存した．この保存

検体25 gに225mlの増菌培養液（市販のアルカリ性ペ

プトン水に最終濃度が1％になるようにピルビン酸ナト

リウムを添加）を加え，37℃，18時間培養［一次増菌］

後，その30m lを新たな増菌培養液120m lに接種し，

37℃，6時間培養した［二次増菌］．さらに，二次増菌

培養液の0 .5m lを新たな増菌培養液10m lに接種し，

37℃，18時間培養した［三次増菌］．増菌培養液から以

下に示す免疫磁気ビーズ法でコレラ菌を回収し，この培

養法でコレラ菌が分離されるまで一次，二次，三次と最

大3回増菌培養を繰り返した．増菌培養液からのコレラ

菌回収は，市販の磁気ビーズ（Dynabeads M-280 Sheep

anti-Rabbit IgG，ライフテクノロジーズジャパン譁，

東京）を用いた免疫磁気ビーズ法にて行った［8, 9］．す

なわち，ビーズ浮遊液0.5mlに市販のコレラ菌免疫血清

（血清型O1及びO139，デンカ生研譁，東京）10μlを加

え，4℃，18時間ゆるやかに振とうさせ，抗体感作ビー

ズを作製した［10］．ビーズを用いた集菌操作は添付の

プロトコルに準じ，増菌培養液1m lと抗体感作ビーズ

30μlを混合し，攪拌しながら室温で30分間反応させた

後，専用の磁石によりコレラ菌を集菌した．コレラ菌の

分離には前述した改良培地を用い，集菌操作（ビーズ処

理）後の試料20μlを2枚の平板に画線塗抹後，37℃，

24時間培養してコレラ菌の分離を行った．

成　　　　　績

冷蔵・冷凍保存時における生理食塩水中のコレラ菌消

長試験：血清型O1（A株，B株）及びO139（C株）を

5℃で冷蔵保存した時の生理食塩水中における消長を図

1に示す．冷蔵保存4週間後の試料原液（◆）の菌数

（cfu/ml）は，A株で7.6×107 から2.8×106 に，B株

で3 .8 × 106 から 1 .8 × 106 に，C株で2 .4 × 106 から

1.2×106に減少した．試料原液の10 － 1希釈液（■）で

は，A株で7.6×106から1.0×105に，B株で3.8×105

から1 .0 ×105 に，C株で2 .4 ×105 から1 .4 ×104 に減

少した．試料原液の10 － 2 希釈液（ ）では，A株で

7.6×105 から1.0×102 に，B株で3.8×104 から0に，

C株で2.4×104から0に減少した．試料原液の10 － 3希

釈液（ ）では，A株で7 .6 × 10 4 から 0 に，B株で

3.8×103から0に，C株で2.4×103から0に減少した．

次に，－20℃で冷凍保存した時の生理食塩水中にお

ける消長を図2に示す．冷凍保存1週間後の試料原液

（◆）の菌数（cfu/m l）はA株で7 .6 ×107 から9 .6 ×

105に，B株で3.8×106から2.8×104に，C株で2.4×
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図1 冷蔵（5℃）保存時の生理食塩水中のコレラ菌の消長

A株：Vibrio cholerae El Tor Ogawa血清型O1
B株：Vibrio cholerae El Tor Inaba血清型O1
C株：Vibrio cholerae血清型O139
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106 から3.5×103 に減少した．試料原液の10 － 1 希釈液

（■）では，A株で7 .6 ×106 から8 .2 ×104 に，B株で

3.8×105から5.6×103に，C株で2.4×105から8.3×

102に減少した．試料原液の10 － 2希釈液（ ）では，A

株で7.6×105から7.5×102に，B株で3.8×104から0

に，C株で2.4×104から4に減少した．試料原液の10 －

3 希釈液（ ）では，A株で7.6×104 から0に，B株で

3.8×103から0に，C株で2.4×103から0に減少した．

また，保存3週間後の試料原液（◆）の菌数（cfu/ml）

は，A株で7.6×107から5.9×102に，B株で3.8×106

から0に，C株で2.4×106から0に減少した．試料原液

の10 － 1 希釈液（■）では，A株で7.6×106 から2.3×

101に，B株で3.8×105から0に，C株で2.4×105から

0に減少した．試料原液の10 － 2希釈液（ ）では，A株

で7.6×105 から0に，B株で3.8×104 から0に，C株

で2.4×105から0に減少した．試料原液の10 － 3希釈液

（ ）では，A株で7.6×104から0に，B株で3.8×103

から1.0×105に，C株で2.4×103から0に減少した．

改良培地の検討：検討した5種類の培地上に発育した

コレラ菌数を比較した結果を表1に示す．TSA並びに

TSAにサプリメントを加えた培地の発育集落の平均値

は，おのおの26.2cfu/平板，41.2cfu/平板であった．一

方，クロモアガービブリオ並びにクロモアガービブリオ

にサプリメントを加えた培地の発育集落の平均値は，お

のおの1.2cfu/平板，4.6cfu/平板と，サプリメントを加

えた培地の方が発育したコレラ菌数が多かった．また，

改良培地上の発育集落の平均値は25.2cfu/平板でTSA

のそれとほぼ同様であったが，改良培地上のコレラ菌の

コロニーは，接種菌が青色に発色するため，他の菌との

区別が容易であった．

コレラ菌接種した冷凍食品検体からのコレラ菌分離試

験：冷凍保存した食品検体からコレラ菌の分離を行った

結果を表2に示す．A株，B株を接種したマグロ，エビ

及びC株を接種したマグロについては，増菌培養法の一

次増菌培養液で菌陽性と判定された．一方，C株を接種

したエビの一次，二次増菌培養液からは，接種菌は分離

できなかったが，本検体の三次増菌培養液からは菌が分

離された．

考　　　　　察

わが国では，コレラは毎年数十例報告されているが，

その多くは海外で感染した輸入事例であり，国内事例で
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図2 冷凍（－20℃）保存時の生理食塩水中のコレラ菌の消長

A株：Vibrio cholerae El Tor Ogawa血清型O1
B株：Vibrio cholerae El Tor Inaba血清型O1
C株：Vibrio cholerae血清型O139

表 1 　各培地上に発育したコレラ菌数の比較 

 1 12 27 0 0 18 
 2 17 31 0 3 20 
 3 20 33 1 5 24 
 4 37 34 1 5 31 
 5 45 81 4 10 33 

 算術平均 26.2 41.2 1.2 4.6 25.2

a）Tryptone Soya Agar 
b）サプリメント：ピルビン酸ナトリウム（0.1％［v/v］）
とカタラーゼ（2,000U/plate） 

c）クロモアガービブリオ 

試験回数 

培地の種類 

TSAa） 
TSAb） 

＋サプリ 
メント 

CV c） 
CV

＋サプリ 
メント 

改良 
培地 
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は原因食品との疫学的な関連がみられない散発事例がほ

とんどである．コレラ菌は，赤痢菌・チフス菌・パラチ

フスA菌などとともに代表的な輸入経口感染症の起因菌

であるが，2007年の感染症法改正により入院勧告を必

要としない3類感染症となった．また，検疫法の改正に

より検疫の対象疾病から外されたため，検疫所では食品

のコレラ菌の検査は行われていないのが現状である．こ

のためコレラ菌に汚染された輸入食品が市場に出回る可

能性も完全には否定できない．

埼玉県におけるコレラの事例では，発症3カ月前まで

に海外渡航歴を有していた患者はなく，飲食店で提供さ

れた食品には，冷凍や冷蔵の生鮮魚介類や野菜など，コ

レラ菌に汚染された可能性のある食材が含まれていた

［11h13］．しかし，寿司，刺身として喫食された残品の

イカ及び参考品として収去したマグロ，ホタテ，カンパ

チ等の魚介類からコレラ菌は検出されず，原因食品を特

定するには至らなかった．

生理食塩水中における消長試験から，5℃の冷蔵保存

では保存期間が長くなるに従って菌数が減少したが，

105cfu/ml以上の検体では，4週間後でも1オーダー程

度の減少で大きな変化はみられなかった．一方，冷凍保

存では1回の凍結・解凍により菌数は2～4オーダー減

少し，初期菌量が106cfu/ml以上の検体においても，冷

凍保存3週間後（凍結・解凍を3回繰り返した場合）に

5～6オーダー減少した．

本研究では，冷凍保存された食品からコレラ菌の分離

を可能にするため，クロモアガービブリオ培地を改良

し，凍結・解凍により損傷を受けた菌の分離に適した培

地の検討を行った．市販のクロモアガービブリオ培地上

のコレラ菌は酵素基質により青色に発色し，他の夾雑菌

と区別することが可能であるが，コレラ菌の発育を抑制

する成分も含まれているため，凍結・解凍により損傷を

受けた菌を分離する際に支障をきたすことが予測され

た．損傷菌は各種選択剤に対して感受性になることが指

摘されていることから［14］，菌の発育を抑制する物質

が含まれないTSA培地とクロモアガービブリオ培地を

1：1，2：1，3：1の比で混合し，さらにサプリメン

ト（ピルビン酸ナトリウムとカタラーゼ）を加えた3種

類の培地を作製し，検討した．その結果，クロモアガー

ビブリオ培地の割合が増えるほど，コレラ菌の発育は強

く抑制され，平板上の菌数は減少する傾向にあった．一

方，TSA培地とクロモアガービブリオ培地の比が3：1

の場合，コレラ菌の発色が弱く，他菌との区別が困難で

あったが，混合比が2：1では判別が可能であった（デ

ータ示さず）．コレラ菌の検出感度を上げるためには

TSA培地の割合を上げた方がよいが，食品の増菌培養

液からのコレラ菌の分離を目的とした本研究では，莢雑

菌とコレラ菌を区別するため，TSA培地とクロモアガー

培地の比を2：1とした改良培地を使用した.

ピルビン酸ナトリウムとカタラーゼは，強力なH2O2

除去剤として作用し，損傷細胞におけるカタラーゼ活性

の低下を補い，代謝経路に損傷を受けた細菌の回復に有

効であることが報告されている［15h18］．本研究におい

ても，凍結・解凍により損傷を受けたコレラ菌を分離す

る際に，ピルビン酸ナトリウムとカタラーゼの添加が有

効であることが示された．

今回，食品の増菌培養液を改良培地に直接塗抹しても，

接種菌の分離はできなかったが，免疫磁気ビーズ法を用

いることでコレラ菌O1（A株，B株）を接種したマグ

ロとエビの一次増菌培養液から菌の分離が可能であっ

た．また，コレラ菌O139（C株）を接種したエビの一

次，二次増菌培養液からは免疫磁気ビーズ法と改良培地

を併用しても接種菌は分離されなかった．しかしなが

ら，この検体の増菌培養を3回繰り返すことにより，接

種菌の分離が可能となった．食品への接種菌量はマグロ

で100cfu/切り身（約10g），エビで500cfu/匹（約

25g）であったことから，マグロで約10cfu/g，エビで

約20cfu/g以上の汚染がみられた場合には本法でコレラ

菌の分離が可能であることが示された．

本研究では，①増菌培養を繰り返し行うこと，②増菌

培養液から免疫磁気ビーズ法によりコレラ菌を集菌する

こと，③分離平板にはピルビン酸ナトリウムとカタラー

ゼを添加した改良培地（TSA培地とクロモアガー培地の

比は2：1）を用いることにより，103cfu/mlのコレラ

菌を接種したマグロとエビから，冷凍保存から1年後で

も菌分離が可能であった．以上のことから，食中毒事件

等発生時の冷凍保存された食品検体からのコレラ菌検査

法として本法が有効であることが示唆された．
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in Frozen Food Samples
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SUMMARY

The aim of this study is to develop for the high sensitive isolation methods for Vibrio cholerae from frozen
food samples.  After being frozen at －20℃ for one week, the bacterial numbers of V. cholerae in physiological
saline were reduced by a factor of 1/100h1/10,000.  However, this bacterium was able to be isolated from the
frozen food samples by using the immunomagnetic beads technique.  In order to achieve a higher level of detec-
tion, enrichment procedures were repeated several times.  A shrimp sample stored at －80℃ for one year after
inoculation with 0.5ml (103 cfu/ml) of V. cholerae serotype O139 required the enrichment procedures to be
repeated three times for isolation.  In addition, an original selective agar plate supplemented with 0.1 % volume
of sodium pyruvic acid and 2,000 U/plate of catalase was useful for the isolation of V. cholerae.  In this study,
the application of the immunomagnetic beads separation technique and use of the improved selective agar plate
after the enrichment procedure of the samples (occasionally, repeated several times) should facilitate a com-
prehensive approach to the detection of small numbers of V. cholerae in frozen foods.
― Key words : enrichment procedure, frozen food sample, immunomagnetic beads separation technique, improvement of
selective agar plate, Vibrio cholerae.
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