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A. 研究目的  

 ウェルシュ菌は食中毒の原因菌の一つであり、

ヒトや動物の腸管内に常在し、生魚や食肉、特 

 

に鶏肉での汚染率が高いことが報告されてい

る。これまでウェルシュ菌食中毒の病原因子と

してCPE (Clostridium perfringens Enterotoxin)

ウェルシュ菌食中毒事例の原因追及の過程で、ウェルシュ菌は乾ししいたけなどの乾燥

食品や牛糞便中で芽胞として長期間残存し、原因食品の汚染源となる可能性が示唆され

た。そこで、今年度は乾ししいたけ 26 検体、市販コショウ 15 検体、牛直腸スワブ 40 検

体について、ウェルシュ菌芽胞の汚染実態調査を実施した。その結果、乾ししいたけでは

5 検体（19.2％）からウェルシュ菌が分離され、そのうち、1 検体（3.8％）から

CPE(Clostridium perfringens Enterotoxin)産生菌が分離された。市販コショウでは、4

検体（26.6％）からウェルシュ菌が分離されたが、CPE 産生菌は分離されなかった。コシ

ョウの増菌液から cpe 遺伝子をターゲットに PCR を行った結果では、1 検体（6.7％）が

陽性となったが、CPE 産生菌を分離することはできなかった。今回使用した増菌培養液の

PCR 法は、検出感度が高くスクリーニング法として有用であると考えられた。牛直腸スワ

ブでは 23 検体（57.5％）と高率にウェルシュ菌が検出されたが、CPE 産生菌および BEC

（Binary Enterotoxin of Clostridium perfringens）産生菌はともに分離されなかった。

従来、汚染率の高さから食肉が汚染源として疑われることが多かったが、今回の調査の結

果、和食や中華料理の食材として広く使用される乾物もウェルシュ菌芽胞の汚染源として

十分注意しなければならないことが明らかとなった。 



 

 

が不可欠とされていたが、平成23年に栃木県の

ホテルで発生したウェルシュ菌食中毒事例で

は、患者糞便および原因食品のローストビーフ

から、新型エンテロトキシンBEC （Binary 

Enterotoxin of Clostridium perfringens）1）を産

生するウェルシュ菌が分離された。また、平成

25年に大阪府の高齢者デイサービス施設で発生

したウェルシュ菌食中毒事例では、ざるそばが

原因食品と疑われ、調理済み残品の乾ししいた

けから、従来のエンテロトキシンCPEを産生する

ウェルシュ菌が分離された。このことから、ウ

ェルシュ菌は、乾ししいたけなどの乾燥食品や

牛糞便中で芽胞として長期間残存し、食中毒原

因食品の汚染源となる可能性が示唆された。そ

こで、今年度は、食中毒の原因となるBECあるい

はCPEを産生するウェルシュ菌といずれのエン

テロトキシンも産生しないウェルシュ菌の食

品汚染実態を調査する。また、PCRを用いて増菌

培養液から直接、ターゲット遺伝子を高感度に

検出する方法を検討する。さらに、サンプルか

ら分離した菌株は、研究代表者らが実施する

「ウェルシュ菌の疫学解析マーカーの検索・タ

イピング手法に関する研究」に使用し、従来の

PFGEの代替法となる新しいタイピング法の開発

を目指す。 

 

B. 研究方法 

1. 材料 

 平成25年12月から平成26年8月にかけて、

大阪府内7ヶ所の量販店で乾ししいたけ26

検体（原木栽培22検体、菌床栽培4検体）、

輸入コショウ15検体（白コショウ4検体、黒

コショウ9検体、白黒混合コショウ2検体）

を購入し、供試材料とした。 

 また、平成25年6月に大阪府内のと畜場に

おいて、解体後の牛直腸40検体から、スワブ

を無菌的に採取し、供試材料とした。牛直腸

スワブは5都道府県、9農家で飼育された牛

から採取した。 

2. 方法 

1） 食品からのウェルシュ菌分離法 

乾ししいたけ等の食品については、食品

10 gをストマッカー袋に無菌的に採取し、

液体チオグリコレート培地（栄研）90 ml

を加え、80℃、10分加熱処理後、42℃で

18±2時間、嫌気培養した。培養後、その

増菌液一白金耳をカナマイシン不含卵黄

加CW寒天培地（栄研）に塗抹し、42℃で

18±2時間、嫌気培養した。判定は、CW

寒天培地で卵黄反応陽性のコロニーが検

出された検体を推定ウェルシュ菌陽性と

した。推定ウェルシュ菌は、3）の記載ど

おり、α毒素遺伝子（plc）をターゲット

としたPCRでウェルシュ菌であることを

確認した。PCRでcpe遺伝子とbecAおよび

becB遺伝子の保有を確認し、cpe遺伝子陽

性の株についてCPE産生性をPET-RPLA(デ

ンカ)を用いて確認した。           



 

 

 さらに、増菌培養液から直接、plc, cpe, 

またはbecAB遺伝子の検出を試みるため、

増菌培養液1 mlを1.5 ml遠心チューブに

移し、15,000 rpm, 5分間遠心し、上清を

除去した。次に、既報のアルカリ熱抽出

法で芽胞あるいは栄養体のDNA抽出を行

った 2）。 

2） 牛直腸スワブからのウェルシュ菌分離法                  

 採取したスワブを液体チオグリコレー

ト培地（栄研）10 mlに接種し、80℃、10

分加熱処理後、42℃で18±2時間、嫌気培

養した。その後は1）と同様の方法を行っ

た。 

3） PCR法 

DNA抽出：分離平板上のコロニーを白金線

で極少量採取し、0.1 mlのTEに懸濁後、

100℃, 10分間加熱し、DNAを抽出した。

増菌培養液からのDNA抽出はアルカリ熱

抽出法で実施した 2）。 

PCR：PCR反応液は、Ex Taq DNA 

polymerase(TaKaRa)と各 0.8 µMのプライマ

ー（表1）を用いて、24 µl容量で調整し、

DNA抽出液を 1 µl加え、最終容量を 25 µl

とした。反応条件は、94℃,1分 →（98℃,10

秒→55℃,30秒→72℃,1分）×30 cycle →

72℃,10分とした。 

 

C. 研究結果 

1. 乾燥食品のウェルシュ菌汚染結果 

 汚染調査の結果を表2に示した。乾ししい

たけ26検体を調べたところ、5検体（19.2％）

からウェルシュ菌が検出され、そのうち、1

検体（3.8％）からCPE産生菌が検出された。

増菌液1 mlから直接DNAを抽出し、PCRを実

施した結果も、26検体中5検体がplc遺伝子

陽性、1検体がcpe遺伝子陽性で、分離培養

の結果と一致した。becAB遺伝子は増菌液の

PCR、分離培養とも、すべて検出されなかった。

市販コショウ15検体については、4検体

（26.6％）からウェルシュ菌が検出されたが、

CPE産生菌は検出されなかった。増菌液から

PCRを実施した結果、4検体（26.6％）がplc

遺伝子陽性で、1検体（6.7％）がcpe遺伝子

陽性であった。cpe遺伝子陽性であった検体

について、CW寒天培地から100コロニーを釣

菌したが、CPE産生菌を分離することはでき

なかった。また、becAB遺伝子は増菌液のPCR、

分離菌とも、すべて陰性であった。 

2. 牛直腸スワブのウェルシュ菌汚染結果 

 牛直腸スワブ40検体を調べたところ、23

検体（57.5％）からウェルシュ菌が検出され

た。分離されたウェルシュ菌はすべてcpe, 

becAB遺伝子とも陰性であった。 

 

D. 考察 

 平成20年から26年までに全国で発生した

ウェルシュ菌食中毒の原因食品としては、野

菜の煮物、カレー、シチュー、八宝菜、ロー



 

 

ストビーフなどが報告されている。これらの

食中毒発生事例では、通常、原材料が保存さ

れていることは稀で、実際どの原材料が汚染

源であったかを調査することは非常に困難で

ある。今回、我々が経験した食中毒事例では、

疫学調査から「ざるそば」が原因食品である

可能性が高く、また調理人の聞き取り調査か

ら、「そばつゆ」を提供前夜に調理し、鍋に蓋

をして常温で保存していたことが判明した。

しかし、ざるそばおよびそばつゆの残品はな

く、そばつゆに浸されていた「調理済みの乾

ししいたけ」と「調理済みの昆布」が佃煮に

調理するため冷凍保存されていた。そばつゆ

の材料は乾ししいたけ・昆布・花かつお・醤

油・みりん・酒であった。調理済みの乾しし

いたけと昆布、保管されていた乾物の乾しし

いたけ・昆布・花かつおを調べたところ、「調

理済みの乾ししいたけ」からCPE産生性のウ

ェルシュ菌が、原材料の「乾ししいたけ」か

らCPE非産生性のウェルシュ菌が検出された。

その他の食品からはウェルシュ菌は検出され

なかった。これらのことから、乾ししいたけ

が汚染源であることが強く疑われたため、

我々は、乾燥食品、特に乾ししいたけの汚染

実態調査を開始することとした。 

 乾ししいたけには、原木栽培と菌床栽培が

あるが、今回の調査でウェルシュ菌芽胞が検

出された検体はすべて原木栽培であった。菌

床栽培は殺菌処理したおがくずが使用されて

おり、土壌に直接接触する原木栽培より、ウ

ェルシュ菌に汚染される機会は少ないと考え

られた。 

 同じく乾燥食品である香辛料も、芽胞菌の

汚染率が高いことが報告されている 3, 4)。今回、

黒コショウ、白コショウをターゲットにした

汚染調査でも予想どおり、ウェルシュ菌の汚

染率は高かった。また、1999年の福岡市で発

生した食中毒事例でも、市販かつおだしが汚

染源であったことが報告されている 5）。 

 このように、今までは汚染率の高さから食

肉が汚染源として疑われることが多かったが、

今回の調査から乾燥食品も汚染源として十分

注意しなければならないことが明らかとなっ

た。乾燥食品の製造時に行う乾燥行程で、多

くの細菌の栄養体は死滅するが、芽胞は残存

すると考えられる。乾ししいたけなどの乾物

は古くから和食や中華料理の食材として広く

使用されている。食中毒予防のために、これ

らの食材がウェルシュ菌芽胞によって汚染さ

れている可能性を調理従事者に説明し、急速

冷蔵や再加熱の徹底を心がけることが大切で

ある。 

 一方、牛直腸スワブでは、57.5％という高

率でウェルシュ菌が検出されたが、CPE産生

菌もBEC産生菌も分離されなかった。乾燥食

品からはCPE産生菌が低率で検出され、食中

毒の原因となるこれらエンテロトキシン産生

菌について自然界での分布をさらに調査する



 

 

必要がある。 

 今回、食品の汚染調査で使用した増菌培養

液のPCR法は、分離培養法と同等以上の検出

感度と考えられた。実際、コショウの1検体

からcpe遺伝子陽性が確認されたが、菌を分

離することはできなかった。食品中の腸管出

血性大腸菌O157の検査においても同様のこ

とが報告されている 6）。今後、増菌培養液中

のエンテロトキシン産生菌の有無を調べる場

合には、スクリーニングとしてPCR法を使用

することがたいへん有効であると考えられた。 

 

E. 結論 

 ウェルシュ菌食中毒の原因食品の汚染源と

して、乾ししいたけ、市販コショウ、牛直腸

スワブを調査した結果、乾ししいたけの

19.2％から、市販コショウの26.6％からウェ

ルシュ菌が検出され、CPE 産生菌も低率で分

離された。今回使用した増菌培養液のPCR法

は、検出感度が高くスクリーニング法として

有用であると考えられた。牛直腸スワブでは

57.5％と高率にウェルシュ菌が検出されたが、

CPE産生菌もBEC産生菌も分離されなかった。

従来、汚染率の高さから食肉が原因食品の汚

染源として疑われることが多かったが、今回

の調査の結果、和食や中華料理の食材として

広く使用されている乾物もウェルシュ菌芽胞

の汚染源として十分注意しなければならない

ことが明らかとなった。 
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表１.  使用したプライマー 

 

プライマー

名 

配列 PCR産物のサイズ 引用文献 

CPA F gctaatgttactgccgttga 324 bp 7）, 8） 

    R cctctgatacatcgtgtaag 

CPE F ggagatggttggatattagg 233 bp 7）,   8),   1) 

    R ggaccagcagttgtagata 

becA F caatggggcgaagaaaatta 499 bp 1) 

     R aaccatgatcaattaaaacctca 

becB F tgcaaatgacccttacactga 416 bp 1) 

     R agattggagcagagccagaa 

 

 

表2.  乾燥食品のウェルシュ菌汚染実態調査結果 

 

食品名 
  

検体数 
DNAテンプレー
トの由来 

ターゲット遺伝子 

plc cpe becAB 

乾ししいたけ 26 
増菌液 5 1 0 

分離菌 5 1 0 

コショウ 12 
増菌液 3 1 0 

分離菌 3 0＊ 0 
＊釣菌した100コロニーはすべてcpe遺伝子陰性であった 

 

 


