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研究要旨： 

 本研究では、食品の安全確保を推進するため、毒素産生性食中毒細菌のなかで、ブ

ドウ球菌、およびセレウス菌が産生する嘔吐毒素、ならびにウエルシュ菌下痢毒素と

それら毒素産生性細菌について、食品中から直接検出する試験法を開発することを目

的とする。また、各細菌の食品危害性に焦点をあてたリスクプロファイルを作製し、

食品衛生行政における食中毒発生予防施策作製に貢献することを目的とする。さらに

は、それぞれの食中毒の発生機構を分子レベルで解析し、学術的な貢献を行うことを

目的とする。 

 セレウス菌が産生する嘔吐毒素（セレウリド）を検出する方法として、比較的安価

で汎用性の高い理化学分析機器である高速液体クロマトグラフィー（HPLC）が適応

できるかどうか検討した。セレウリドは、今まで用いていた不純物の含まれた、菌培

養物からの精製標品ではなく、化学合成した高純度の、標準物として使用に耐える品

質のものを用いた。セレウリドについて、UV 検出器による HPLC の測定では、非常

に明瞭なピークを検出することができた。しかしながら、同ピークを質量分析器／液

体クロマトグラフィーシステムを用いると、セレウリドのピークと一致しなかった。

HEp-2 細胞を用いてのセレウリド検出を行い、陽性になった検体では同ピークが検出

され、非接種検体には同ピークは認められなかった。これらの知見は、ピークそのも

のではないが、セレウリド産生と同調して産生される物質について、安価な HPLC で

検出できることを示している。今後の検討によって、数千万円の費用が必要となる質

量分析器を利用せず、HPLC による、セレウリド検出法の可能性があることが考えら

れる。 

 食品中の細菌は、すべて病原性を持っているわけでなく、毒素が症状を誘発する細



菌の場合、食品から「毒素産生性」菌を検出して初めてその危害性が把握される。細

菌の場合、菌培養等、検出に時間を要する行程があり、勘案すべき点は多い。そこで、

セレウリド産生性セレウス菌を、無培養の、短時間検出法の開発を試みた。まずセレ

ウリド産生菌を特異的に検出するために、セレウリド合成酵素遺伝子を含む ces オペ

ロンのポリシストロニック mRNA を標的核酸とした。また、検出法の汎用性を高める

ため、専用機器や高額な機器を必要としない Nucleic Acid Sequence-based 

Amplification（NASBA）-核酸クロマト法を遺伝子検出法として採用した。NASBA

法及び核酸クロマト法に最適化させたプライマーやプローブについて、標的核酸の合

成 RNA（10 コピー）を僅か 10 分の増幅時間で検出する能力を持つものを開発した。

米飯やチャーハンを含む 5 種の食品への菌接種試験の結果、104cfu/g の感度でセレウ

リド産生セレウスを検出した。この感度は、セレウリド食中毒の発症菌量とされる

105cfu/g よりも 10 倍高かった。本検出法は市場投入され、平成 25 年 8 月 1 日より市

販された。 

 黄色ブドウ球菌のリスクプロファイル作成のため、以下の項目について検討した。 

国内外の疫学的情報（食中毒発生件数、原因食品、患者数 等）、新たに得られた分

子生物学的な情報（感染性、発症機序 等）、新たな診断法、予防法、治療法、リス

ク評価（用量反応 等）についてインターネットから黄色ブドウ球菌に関する情報を

収集した。黄色ブドウ球菌はグラム陽性、通性嫌気性球菌で人が保菌している。耐熱

性のエンテロトキシンが嘔吐、下痢を引き起こす。わが国において発生したブドウ球

菌食中毒の原因食品は、にぎりめし、寿司、肉・卵・乳などの調理加工品及び菓子類

など多岐にわたっているが、欧米においては、乳・乳製品やハム等畜産物が原因食品

として多くみられる。わが国での食中毒の原因施設としては、飲食店（約 35～45%）、

家庭（20%前後）、仕出屋、旅館などで多く発生している。2000 年の加工乳による集

団食中毒は突出した患者数を記録した。諸外国では、1991 年から 1992 年にヨーロッ

パで発生した食中毒のアウトブレイクのうち、黄色ブドウ球菌が関与したものは 3.5%

であった(1993 年から 1998 年では 4.1%)。また、1993 年から 1998 年にヨーロッパ諸

国で 960 のアウトブレイク(患者数 10,899 名)が確認されている。さらに、2009 年 EU

諸国において 293 のアウトブレイク(患者数 978 名、死者 2 名)が確認された。 

ウエルシュ菌は生体内毒素型食中毒を起こし、腸管内での毒素産生と細胞障害で中

毒発生機構が説明されているが、腸管内での菌と毒素の挙動は全く不明と言ってよい。

同菌の腸管内挙動を解析するモデルを作製し、検討をしてきた。本年度は、胆汁酸の

一種であるデオキシコール酸の芽胞形成および毒素産生への影響を検討した。その結

果、デオキシコール酸が芽胞形成のマスター・レギュレーターである Spo0A タンパク



に直接、あるいは間接的にその上流に作用した結果、芽胞形成とそれに続く毒素産生

を強く誘導していることを明らかした。また、糞便中に芽胞形成を抑制する因子があ

ることを見出し、今後、腸管内でのウエルシュ菌の挙動を解析する際の、重要な手が

かりを得た。 

 ウエルシュ菌食中毒は、エンテロトキシン産生性のウエルシュ菌によって発生する

ものと認知されてきた。1997 年に起こった事例では、ウエルシュ菌が原因菌の可能性

が非常に高いにもかかわらず、分離株はエンテロトキシン遺伝子を持たず、また、産

生もしなかった。同様の事例を検証した。現在まで合計４事例が発生しており、いず

れもエンテロトキシン遺伝子を持たず、同タンパク質の産生も認められなかった。こ

れらの事例は、現在のウエルシュ菌食中毒の疫学情報は不完全で、今後、検討する必

要がある。 

 事例株のウエルシュ菌 W5052 株は、エンテロトキシン遺伝子を持たず、別種の毒素

遺伝子を保有していた。それらは、ウエルシュ菌と属を同じくする、スピロフォルム

菌(Clostridium spiroforme)の毒素と相同性があった。病因遺伝子の種間移動と、その

変異機構を解析するため、事例分離菌株 W5052 株の部分的ゲノム解析を行った。

W5052 株は約 3 M bp の大きさの染色体と、少なくとも 2 種類のプラスミドを保有す

ることが明らかになった。ゲノム中にはエンテロトキシン遺伝子は存在しないことを

確認した。新種の下痢誘発性毒素遺伝子の種間伝播ならびに毒素遺伝子の変異など、

ゲノム解析を通じて明らかにできる可能性が示された。 

 

 

 



 本厚生労働科学研究は、毒素産生性食中

毒細菌に特化した研究を展開する。細菌性

の食中毒は三つのタイプに型別される。一

つは感染型の細菌性食中毒がこれにあた

る。ヒトに感染し症状を発現させるタイプ

で、食品とともに、生きたこれらの菌が取

り込まれ、胃を通過した後、腸管内に定

着・増殖する。組織内に侵入し、炎症反応

を惹起し、腹痛・下痢・発熱等の症状発現

に至らしめる。一方、症状を発現させる直

接の物質、すなわち毒素を産生する細菌が

あり、これらの細菌による食中毒を、毒素

型細菌性食中毒と称する。ボツリヌス菌、

ブドウ球菌、セレウス菌などがこれに属す

る。食品内で菌の増殖と毒素産生が起こる

場合、食品内毒素型細菌性食中毒という。

第三のタイプは、生菌として取り込まれて

人体内で感染を起こして菌が増殖する際、

症状発現に直結する毒素を人体内で産生

する細菌群で、ウエルシュ菌や腸管出血性

大腸菌がこのタイプに属する。生体内毒素

型食中毒というが、タイプ１と２の間にあ

るため、中間型の細菌性食中毒とも称され

る。本研究ではセレウス菌、ブドウ球菌、

およびウエルシュ菌とそれら細菌群が産

生するそれぞれの毒素を研究対象とし、食

品の安全性確保のための研究を展開する

ことを目的としている。 

 セレウス菌とブドウ球菌は食品内に毒

素を産生する。ブドウ球菌はエンテロトキ

シンをセレウス菌は嘔吐毒素を産生する。

したがって、各毒素は食品とともに取り込

まれる。これらの毒素が標的組織に達し、

症状を誘発するためには、加熱に代表され

る食品の加工・調理時の処置について抵抗

性でなければならない。また、胃における

非常に低い pH と、タンパク分解酵素の攻

撃に耐えなければならない。ブドウ球菌エ

ンテロトキシン、およびセレウス菌嘔吐毒

素は加熱、酸、タンパク分解酵素処理に耐

性である。 

ウエルシュ菌は、生体内毒素型食中毒細

菌として認知されている。上述したように、

食品内に生きたウエルシュ菌が混入して

おり、食品とともに取り込まれ、胃を通過

して腸管に達し、定着・増殖する。さらに

ウエルシュ菌は、芽胞を腸管内で形成し、

その際に毒素を産生する。この毒素は、腸

管内で産生され、腸管を攻撃し、下痢を誘

発することが明らかになっている。産生部

位と侵襲部位がともに腸管であるため、文

字通り、毒素は腸管を示す言葉を用いて、

“エンテロ”トキシン（enterotoxin）と称

される。ウエルシュ菌食中毒の発生には、

腸管における酸・分解酵素の殺菌作用を量

がするほどの大量の生きたウエルシュ菌

が食品中に存在することが必須となる。現

在までの知見から、ウエルシュ菌食中毒の

発生には、108 cfu の生菌が必要と考えら

れている。食品衛生における一般基準から、

人が 100グラムを喫食することを想定し、

中毒発生に必要な細菌数が推定されるた

め、同基準をウエルシュ菌に当てはめると、

106 cfu/g という数値が導き出せる。 

両細菌と食品と毒素の関係を詳しく記

載すると以下になる。両細菌は自然界に広

く分布する。ブドウ球菌はヒトの皮膚の正

常細菌叢を構成している細菌で、ヒトが生

活する空間にもひろく分布する。食品原材

料から、生鮮食品、食品加工場での汚染に



基づく加工食品がブドウ球菌の汚染を受

ける危険性がある。セレウス菌は耐熱性芽

胞を形成する土壌細菌の一種で、穀類を中

心に、広く農産物を汚染している。同菌は

ヒトの生活環境にも容易に持ち込まれて

いる。従って、両細菌が食品を汚染する機

会は多く、原材料あるいは加工の時点で、

汚染を除外することはできない。基本的に

あらゆる食品に両菌の汚染は避けられな

いと考えた方が良い。食材食品の保存状況

が不適切であれば、両細菌の食品内増殖の

可能性が出てくる。 

 ブドウ球菌では過去に乳製品を原因食

として大規模の食中毒事件が発生してい

る。殺菌前にブドウ球菌が汚染し、温度管

理の不適切のため菌増殖が起こり、それに

伴い毒素産生があり、その後加熱を受け殺

菌されたが、毒素は耐熱性のため毒性が保

持され、嘔吐を引き起こす。毒素はエンテ

ロトキシンと呼ばれる。エンテロトキシン

は、アミノ酸配列の違いに基づいたタンパ

ク質化学的性状の違いから、長く A から

E の 5 型に分類されてきた。分子生物学的

な研究から、非常に多くの亜型があること

が明らかになり、それらは新型エンテロト

キシンと呼ばれている。A から E のブド

ウ 球 菌 エ ン テ ロ ト キ シ ン は

Staphylococcal Enterotoxin、SE と略さ

れるのであるが、新型エンテロトキシンに

関して、その嘔吐毒性を、霊長類を用いて

の実験で検証されていない毒素は、SE 

like、すなわち SEl と略記される。合計

20 種類程ある新型 SE および SEL は、食

中毒を起す毒性、すなわち食中毒原性が証

明されていないものも多い。 

 我が国におけるセレウス菌食中毒の原

因食は、焼き飯、パスタ等であり、いずれ

も加熱加工食品である。セレウス菌は、嘔

吐を主症状とする食中毒を起こす。セレウ

ス菌の嘔吐毒素は耐熱性の低分子ペプチ

ドでセレウリドとも呼ばれる。セレウリド

は、アミノ酸とデプシ酸が合計 12 個環状

に連なり、閉環した構造を示す。セレウリ

ドはオートクレーブにも耐える高い耐熱

性を示す。 

 セレウス菌嘔吐毒素は非リボソーマル

タンパク質合成系と称される分子経路で

合成される。毒素遺伝子が存在するのでな

く、毒素合成酵素遺伝子が同定されている。

その酵素が非リボゾーマルタンパク質合

成系に関与する。合成酵素遺伝子はクラス

ターを形成しており、巨大プラスミド状に

存在する。毒素産生を調節するメカニズム

やそれに関与する遺伝子（群）など全く不

明である。 

ウエルシュ菌は、生体内で毒素を産生す

る。ウエルシュ菌の食中毒発生機構は複雑

で、現在までの知見から判断し、最も重要

なウエルシュ菌食中毒発症要因は、毒素産

生能のある生菌が、少なくとも 108 cfu 以

上食品とともに取り込まれることと認識

されている。摂食後、胃酸の攻撃を免かれ

たウエルシュ菌生菌は、腸管内に到達する。

菌が増殖後、芽胞形成し、同時にエンテロ

トキシン産生が起こる。エンテロトキシン

は、隣接している腸管上皮細胞を結合させ

る装置であるデスモゾームの構成タンパ

ク質であるクローディンを受容体として

結合する。最終的に粘膜上皮細胞膜に小孔

を開け、細胞内成分が流出、下痢を誘発す



るという作用様式が一般に認識されてい

る。以上の作用機序の中で、腸管内に到達

したウエルシュ菌生菌がどのように増殖

するのか、増殖する条件は何か、どれくら

いの時間で増殖するのか、など、腸管内菌

増殖機構、芽胞形成および毒素産生動態が

全く研究されていなかった。エンテロトキ

シンは、分子量がおよそ 30 KDa の易熱性

タンパク質である。エンテロトキシン分子

全長の立体構造は明らかになっていない。

本厚生労働科学研究では、ウエルシュ菌食

中毒発生機構の解析に関し、未検討の研究

課題を遂行している。 

 ウエルシュ菌食中毒の診断は以下のよ

うに行う。患者の腸管内で菌の増殖、芽胞

形成があるので、患者便をウエルシュ菌に

選択性のある培地で培養する。コロニーを

得、純培養とする。分離株を毒素産生培地

に接種し、培養後、エンテロトキシンの有

無を逆受け身ラテックス凝集反応で検査

する。同時に、患者便中のエンテロトキシ

ンを検出する。エンテロトキシンは均一な

抗原性を持ち、血清型に分類されるような

多型はない。免疫抗体を用いての逆受け身

ラテックス凝集反応法エンテロトキシン

検出法が確立されている。一方、推定原因

食からもウエルシュ菌の検出を試みる。菌

分離ができた場合、エンテロトキシン遺伝

子の有無を PCR 法で検査する。また、毒

素産生に適した培地に接種・培養し毒素産

生が起こるか検証する。 

 1997 年に門間らは、下痢を示した食中

毒事例に遭遇し、ウエルシュ菌を分離した。

同菌株の遺伝子検査を行ったところ、エン

テロトキシン遺伝子は持っていないこと

が示された。一方、同菌株を培養し、ウサ

ギ腸管ループ内に投与すると、液体貯留が

認められ、同菌株は下痢原性を示すことが

わかった。エンテロトキシンがないにもか

かわらず、下痢を誘発することから、同菌

株が新種の下痢毒素、すなわち新型エンテ

ロトキシンを産生するという仮説を立て

た。同様の事例の詳細を解析する。また、

事例株のゲノム解析を行い、新型のエンテ

ロトキシン遺伝子の伝播と変異メカニズ

ムを、遺伝子情報から解析する。 

 本研究の目的は、上記の 3 菌種および

それらが産生する毒素について、リスクプ

ロファイルを作成し、その危害性を明らか

にすることにある。本年度はブドウ球菌を

対象とした。また、食品中から、病原性を

持つ、すなわち、毒素産生性菌を直接検出

する方法を開発する。前年度までの、ウエ

ルシュ菌についての検討成果に基づき、本

年度は、セレウリド産生性セレウス菌の、

無培養、迅速検査法を開発する。また、安

価な化学分析機器である HPLC を用いて

のセレウリド検出法を検討する。 

以上の研究を通じ、毒素産生性細菌によ

る食中毒の理解を深め、学術的に貢献する

とともに、応用研究を通じて社会に有用な

技術を提供し、厚生労働行政の施策に貢献

する事を目的とする。 

 

 

第１章 セレウス菌と同菌嘔吐毒素に関

する研究 

 

本年度は以下の２項目について検討し

た。 



 

１．食品中嘔吐毒素（セレウリド）のHPLC

による検出法開発の検討 

セレウス菌の嘔吐毒であるセレウリド

検出には、HEp-2 細胞空胞変性試験が一

般的であるが、熟練した技術が必要であり、

結果を得るためには 4 日ほど要するため、

簡便かつ迅速な検出法が望まれている。近

年、高速液体クロマトグラフィー/質量分

析計 (LC/MS) や高速液体クロマトグラ

フィー/タンデム質量分析計 (LC/MS/MS) 

による高感度かつ定量性の高い検出法が

報告されているが、機器が極めて高価であ

る。そこでセレウリドの検出法として

HPLC の利用を検討した。HPLC の主な

利点は検出にかかる時間が通常数分～数

十分と短く、導入済みの検査機関が多く汎

用性の高い機器である。また LC-MS に比

べて比較的安価であり、メンテナンスの手

間も少ないことがあげられる。 

 本研究は迅速かつ簡便なセレウリド検

出法として HPLC の適用の可否について

再度検討することを目的とした。 

 セレウス菌培養液から精製したセレウ

リドでは、HPLC チャート上で、明瞭な

ピークが認められた。一方、化学合成した

セレウリドを HPLC 分析したところ、精

製セレウリドにみられるピークは検出さ

れなかった。合成セレウリドを質量分析器

で解析したところ、既定の分子量に相当す

る質量数が確認された。 

 セレウスを接種培養した米飯からの検

出を検討した。生菌数は 24 時間の時点で

は対数増殖途中だが、48 時間では定常期

に達しており、72 時間においても定常期

を維持していた。24 時間までの米飯サン

プルにおいては HPLC 法、空胞変性試験

共にセレウリドを検出できなかったが、

48 時間、72 時間培養サンプルからはセレ

ウリドの検出が見られた。また培養 48 時

間目から 72 時間までは経時的にセレウリ

ド量が増加した。これらのサンプルを

HPLC 分析したところ、上述の明瞭なピ

ークが認められた。 

 以上の結果を総合すると、セレウリドそ

のものの検出には HPLC は適応できない

ことを示している。物質同定という観点か

らは、やはり質量分析器の利用が重要とな

るが、分析方法を一般化するには、機器購

入等の障害がある。米飯へのセレウス菌接

種実験から、セレウリド産生と同調して、

HPLC で検出できる明瞭なピークが接種

米飯から検出されている。このピークの帰

属は明らかにされてはいないが、今後の検

討を通して、セレウリド産生と共役してい

る関係が確認できれば、安価な化学分析機

器である HPLC で、セレウリド産生を検

出できる可能性を考えることができる。 

 

２．核酸クロマト法によるセレウリド産生

セレウス検出法の開発 

セレウリドは抗原性を持たないため、抗

原抗体反応を利用した検出系は存在しな

い。セレウリドの検出法として、セレウリ

ドによる HEp-2 細胞（ヒト喉頭がん由来

の細胞）の空胞変性試験がある。この方法

ではセレウスの培養や HEp-2 細胞の培養

が必要であり、結果判定までに 3 日を要

する。また、顕微鏡観察による陽性判定と

は、「10 個以上の空胞がある細胞が１ウェ



ルあたり 30%以上ある場合」であり、技

術的な習熟を必要とする。LC/MS（Liquid 

Chromatography / Mass Spectrometry: 

液体クロマトグラフィー / 質量分析法）

を用いたセレウリド検出方法は、食品試料

からセレウリドを検出可能だが、食品試料

からセレウリドを精製しなければ LC/MS

にかけられず、その工程は煩雑で時間がか

かる。また、LC/MS という高額な特殊機

器も必要である。 

セレウリドを食材から簡便に検出する

方法がない現状では、セレウリド産生セレ

ウスの検出が、本菌による食中毒の予防に

有用な手段と考えられる。セレウリド産生

セレウスを検出する方法として、これまで

に PCR 法やイムノクロマト法が開発され

ているが、いずれも食材からの検出には前

培養が必要であり、結果判定は翌日まで待

つ必要がある。そこで、前培養を経ること

なく食品中のセレウリド産生セレウス菌

を迅速かつ簡便に検出する遺伝子検出法

を構築し、食中毒事件の原因調査のみなら

ずセレウス食中毒予防へ繋げることを目

標に研究を行った。 

本法は塩基配列依存性の遺伝子増幅法

と DNA-DNA ハイブリダイゼーションを

原理とする方法を利用し、核酸クロマト法

と称する。遺伝子増幅法として、セレウリ

ド合成酵素遺伝子を含む ces オペロンの

ポリシストロニック mRNAを標的核酸と

し、NASBA-核酸クロマト法を採用したこ

とで、専用機器や高額機器を必要とせずに、

セレウリド産生菌を特異的に検出するこ

とが可能となった。また、無培養で、かつ、

約１時間以内に食品試料からセレウリド

産生菌を 104 cfu/g の感度で直接検出が可

能となった。 

本核酸クロマト法が示す感度は、食中毒

の発症量とされる 105 cfu/g よりも 10 倍

高い。そのため、食中毒事件の原因調査の

みならず、大量調理施設等における調理前

食材検査への本法の適応できる。本法の利

用により、セレウス菌食中毒の防止に繋が

る事が期待される。 

 

 

第２章  ブドウ球菌とブドウ球菌エン

テロトキシン研究 

１．黄色ブドウ球菌のリスクプロファイル 

 黄色ブドウ球菌のリスクプロファイル

はこれまで、作成されていないので、国内

外の疫学的情報（食中毒発生件数、原因食

品、患者数 等）、新たに得られた分子生

物学的な情報（感染性、発症機序 等）、

新たな診断法、予防法、治療法、リスク評

価（用量反応 等）について調査した。

国際感染症情報（GIDEON）、感染症

発生動向調査週報 IDWR、PubMed、

FoodRisk、食品安全委員会等の公式資

料を参照し、以下にまとめた。 

 

菌の性状等 

黄色ブドウ球菌(S. aureus)は、グラム陽

性通性嫌気性の球菌である。ヒトをはじめ

家畜・家禽の皮膚や気道上部、腸管等の粘

膜に常在し、自然界に広く分布している。

現在、ブドウ球菌属には 70 以上の種・亜

種が含まれるが、黄色ブドウ球菌は最も病

原性が高く、ヒトや動物の化膿性疾患や食

中毒の原因となる。黄色ブドウ球菌はコア



グラーゼを産生する。5～47.8℃の温度域

で増殖（至適増殖温度：30～37℃）し、

ヒトの食中毒を引き起こすエンテロトキ

シン（SEs）が産生されるのは 10～46℃

の温度域と報告されている。また、食塩濃

度 16～18％でも増殖し、他の条件が適当

であれば食塩濃度 10％でもエンテロトキ

シンを産生する。エンテロトキシンは炭水

化物や脂質、核酸を含まない水溶性のタン

パク質で、分子量は約 27KDaから 29KDa

である。極めて耐熱性が高く、100℃で 30

分間加熱しても完全には失活せず、胃酸や

タンパク分解酵素にも抵抗性を示す。 

黄色ブドウ球菌食中毒は典型的な食品

内毒素型食中毒であり、黄色ブドウ球菌が

増殖する過程で産生されたエンテロトキ

シンに汚染された食品を摂食することに

より発症する。 

エンテロトキシンは神経毒の１種で、そ

の特異的な生物活性が嘔吐中枢を刺激し

て催吐作用をもたらす。その他、スーパー

抗原活性も合わせ持ち、非特異的 T 細胞

を活性化することで炎症性サイトカイン

の過剰放出を起こし、毒性ショックを引き

起こすこともある。 

エンテロトキシンは極めて多様性の高

い毒素群であり、嘔吐作用の証明されてい

ない「ブドウ球菌エンテロトキシン様毒素

（SEl）」も含めると、これまでに 23 種類

の存在が報告されている。 

 

感染源 

黄色ブドウ球菌はヒトを取り巻く環境

中に広く分布し､健常人の鼻腔、咽頭、腸

管等にも生息している。ヒトでの保菌率は

約 40％とされ、このうち 30～40％のヒト

保有菌株が SE または SEl を産生する。 

わが国において発生したブドウ球菌食中

毒の原因食品は、にぎりめし、寿司、肉・

卵・乳などの調理加工品及び菓子類など多

岐にわたっているが、欧米においては、

乳・乳製品やハム等畜産物が原因食品とし

て多くみられる。 

わが国での食中毒の原因施設としては、

飲食店（約 35～45%）、家庭（20%前後）、

仕出屋、旅館などで多く発生している。 

 

発症機序・用量反応 

食中毒における調査で判明した原因食

品中のエンテロトキシン量と当該食品の

摂取量から、ヒトの発症毒素量は数 100ng

～数 μg と推定されている。黄色ブドウ球

菌が食品中で増殖し 105～109／g 程度に

なると、その過程で産生されるエンテロト

キシンが発症毒素量に達すると考えられ

ている。ただし、2000 年にわが国で発生

した加工乳を原因とする大規模食中毒で

は、加工乳から 0.08～0.38ng/ml の SEA

が検出され、発症者の SEA 摂取量は 20

～100ng と推定されている。この毒素量

は従来の発症最小毒素量と比較するとき

わめて少ない値であった。 

 

症状 

潜伏期間と症状の重症度は、エンテロト

キシンの摂取量と個人の感受性によって

異なる。抑制不能の特徴的な嘔吐・吐き気

の初期症状は、汚染食物の摂取後 30 分〜

8 時間以内(平均 3 時間)に現れる。他の一

般的な症状は、腹痛、下痢、めまい、震え



や全身衰弱があり、中程度の発熱（37℃

程度）を起こす場合もある。なお、下痢は

約 70％に認め、水様性下痢が多い。ほと

んどのケースでは特別な治療をしなくて

も 24〜48 時間で回復するが、その間下痢

や全身衰弱が 24 時間以上続く。 

 

検出・診断方法 

ブドウ球菌食中毒の検査では、まず原因

食品、糞便、吐物、拭き取り等の検査材料

から黄色ブドウ球菌を分離する。疫学的に

ブドウ球菌食中毒を証明するためには、分

離菌株のエンテロトキシン産生性を調べ、

コアグラーゼ型別を実施する必要がある。

ブドウ球菌食中毒と判定するためには、分

離された菌株が健康保菌者由来でないこ

とを慎重に判断することが重要である。 

治療・予防 

ブドウ球菌性食中毒は伝播性がなく、健

常者が罹患した場合は特別な治療を行わ

なくても 24 時間程度で回復することが多

く、予後も一般的に良好で、抗菌剤による

治療の必要性はない。 

 

疫学 

日本 

ブドウ球菌食中毒は、食品衛生法に基づく

届出が義務づけられており、1984 年まで

は年間 200 事例以上の食中毒の発生が見

られたが、1985 年以降除々に減少し、

2000 年以降は年間 100 事例未満の発生状

況で事例数は減少している。 

2000 年の加工乳による集団食中毒は突出

した患者数を記録した。 

 

諸外国 

1991 年から 1992 年にヨーロッパで発生

した食中毒のアウトブレイクのうち、黄色

ブドウ球菌が関与したものは 3.5%であっ

た(1993年から 1998年では 4.1%)。また、

1993 年から 1998 年にヨーロッパ諸国で

960 のアウトブレイク(患者数 10,899 名)

が確認されている。さらに、2009 年 EU

諸国において 293 のアウトブレイク(患者

数 978 名、死者 2 名)が確認された。 

 

 

第３章 ウエルシュ菌およびウエルシュ

菌下痢毒素研究 

 ウエルシュ菌食中毒では、腸に達した同

菌の増殖、芽胞形成、ならびに芽胞形成に

連動するエンテロトキシン産生と、同毒素

による細胞障害が必須の事象になってい

る。現在、腸管内でのウエルシュ菌の共同

については不明なことが多く、検討を続け

てきた。 

ウエルシュ菌は従来から認識されてい

る下痢を起す毒素に加え、新しいエンテロ

トキシンの存在が示唆されている。これま

で、新型毒素の分離や同毒素の遺伝子の単

離を行ってきた。本年度は、エンテロトキ

シン非産生性のウエルシュ菌食中毒事例

を詳しく検証するとともに、当該事例菌株

の遺伝子情報について、解析を行った。 

 

 本年度は以下の２項目について検討し

た。 

 

２．ウエルシュ菌の腸管内増殖機構 

 ウエルシュ菌食中毒は生体内毒素型食



中毒に分類されている。本食中毒の発生機

序として、１）食品内での大量の生菌の存

在、２）食品を通じて取り込まれた生菌の

胃通過、３）生菌の腸管内での増殖、４）

芽胞とエンテロトキシンの産生、５）毒素

の腸管上皮細胞への攻撃、が認識されてお

り、最終的にエンテロトキシンによる下痢

誘発に至るものと理解されている。本厚生

労働科学研究では、特に上記（４）および

（５）の過程に着目して研究を展開してき

た。平成２４年度は in vitro 感染実験系を

使用して消化管環境に存在する様々な因

子の芽胞形成・毒素産生への影響を調べた。

その結果、デオキシコール酸で最も効果的

に（10 M の濃度で確認できた）みられ

ることを証明した。これらの結果は、ウエ

ルシュ菌が腸管内で芽胞形成・毒素産生し

て下痢を引き起こす際には、胆汁酸が一種

の誘導因子となっており、またこれを感知

するシステムを菌が持っていることを示

している。そこで本年度はこの、ウエルシ

ュ菌の胆汁酸感知システムを解明すべく、

胆汁酸の芽胞誘導メカニズムの解明を試

みた。 

 芽胞形成は、芽胞形成のマスター・レギ

ュレーターである Spo0A のリン酸化で始

まり、リン酸化 Spo0A が転写因子となっ

て下流のカスケードを活性化することが

知られる。デオキシコール酸存在下で強く

誘導される遺伝子を解析したところ、誘導

直後から Spo0A 下流の遺伝子群が総じて

高発現していることが確認された。この結

果は、デオキシコール酸の作用点は

Spo0A 上流であるか、あるいは Spo0A そ

のものであることを示唆しており、ウエル

シュ菌では初めて発見された現象だった。 

 一方、マウス糞便抽出液の芽胞形成への

影響を調べたところ、芽胞形成を阻害する

活性が確認できた。以上の結果は、芽胞形

成を刺激する生体成分と、その形成を阻害

する成分が、消化管内でともに作用し、ウ

エルシュ菌食中毒を発生、あるいは抑制す

る機構があることを示す。本研究によって、

ウエルシュ菌食中毒の発生機構と、その予

防法が明らかになる可能性がある。 

 

２．新型下痢毒素産生性ウエルシュ菌によ

る食中毒事例の解析と原因ウエルシュ菌

株のゲノム解析 

 ウエルシュ菌食中毒と診断する場合、患

者便および推定原因食品から、ウエルシュ

菌を分離し、菌株がエンテロトキシン遺伝

子を保有すること、所定の毒素産生培地に

接種し、エンテロトキシン産生性を確認す

ることが必須の検査項目になっている。 

1997 年に、東京都で発生したウエルシ

ュ菌食中毒がある。患者症状が下痢・腹痛、

原因施設が飲食店であること、原因食が弁

当であること、平均の潜伏時間が 15 時間

程度であったことは、典型的ウエルシュ菌

食中毒を推測させるものであった。患者便

から分離した菌株について、エンテロトキ

シン遺伝子の有無、および培養液中のエン

テロトキシンの有無を試験したところ、い

ずれも陰性を示した。一方、当該菌株を培

養し、その濾過滅菌液について、ウサギ腸

管ループ試験を行ったところ、陽性反応を

示した。濾過滅菌培養液は RPLA テスト陰

性で、菌株から抽出した DNA 検体について

の、エンテロトキシン遺伝子検査も陰性だ



った。培養ろ液は Vero 細胞および L-929

細胞に毒性を示した。以上の結果は、ウエ

ルシュ菌は、エンテロトキシンでなく、未

同定の、新型エンテロトキシンを産生し、

食中毒を発生させる可能性を示唆してい

る。 

本研究の目的は、上記のような、非エン

テロトキシン産生性のウエルシュ菌食中

毒事例を収集し、その実態を明らかにする

ことにある。さらに、事例菌のゲノム解析

を行い、毒素遺伝子伝播機構を明らかにす

ることを目的とする。 

詳細な調査を行った結果、1997 年から

2010 年までに、計４事例の、エンテロト

キシン非産生性による食中毒事例が発生

していた。エンテロトキシン非産生性を示

す以外は、典型的なウエルシュ菌食中毒の

範疇に属した。４事例から分離された菌株

すべては、イオタ毒素に相同性のある、２

成分毒素の存在を示した。新型のウエルシ

ュ菌下痢毒素は、スピロフォルム菌

(Clostridium spiroforme)が保有する、ウ

エルシュ菌イオタ毒素と相同性のあるタ

ンパク質だった。これらの事象は、ウエル

シュ菌には新型の下痢毒素を産生するも

のがあるだけでなく、同毒素遺伝子が、ウ

エルシュ菌、スピロフォルム菌、エンテロ

トキシン非産生性ウエルシュ菌と、伝播交

雑した可能性を示唆する。種間を越えた毒

性物質遺伝子の伝播と、伝播中に生じた毒

素遺伝子の変異機構を解析するため、事例

菌 W5052 株のゲノム解析を行った。現在解

析の途中であるが、同菌株には、染色体 1

種、プラスミドが 2種以上存在することが

明らかになった。新型の下痢毒素は、プラ

スミドの 1種にコードされていた。同プラ

スミドには、詳細が不明の遺伝子がコード

されており、塩基配列の分析により、毒素

遺伝子の伝播とその変異の関係が明らか

になるものと考える。 
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研究要旨：高速液体クロマトグラフィー（HPLC）は比較的安価で汎用

性が高く広く普及している理化学分析装置である。食品中でセレウス

が産生した嘔吐毒素セレウリドを、HPLCを用いて検出する可能性につ

いて検討した。研究協力者である大阪府立大学切畑教授が合成に成功

した合成セレウリドと市販の精製セレウリド、それぞれを標準品とし

て利用した。精製セレウリドも合成セレウリドも HPLCでシャープな

UV吸収を示す物質を含んでおり、当初はこれらをセレウリドと考えて

測定方法の確立を目指した。しかしながら、LC/MSを用いた確認の結

果、UV検出器と反応するこれらの物質はセレウリドではないことが判

明した。また、 HEp-2細胞の空胞変性試験によって両試料を測定する

と、精製セレウリドの力価は合成セレウリドの 1/400しかなかった。以

上の結果から、  HPLC-UV測定系でセレウリドを計測することは不可

能と判断した。しかしながら、市販無菌包装米飯や炒飯にセレウスを接

種して培養しセレウリドを産生させた試料をHPLCで測定したところ、

精製セレウリドや合成セレウリド試料に含まれた UV吸収する物質と

類似のピークが、セレウリドが検出されるのと同時期に出現すること

が判明した。セレウリド自体の定量ではないが、セレウリドの代替指標

として HPLC測定の対象とするべきか見極めるために今少し検討を継



続する価値があると考える。  
 

Ａ．研究目的 

 

 Bacillus cereus（以下セレウス）は、

グラム陽性通性嫌気性の芽胞形成桿菌で、

べん毛を持ち運動性を有する。土壌や河

川などの自然環境 1)から、食品、飼料、家

畜の腸管内に至るまで広く分布し、健康

者の糞便からも検出されることがある。

農作物から頻繁に検出される腐敗菌とし

て古くから知られているが、健康被害を

引き起こすこともあり、食中毒や、気管支

炎、髄膜炎、敗血症などの起因菌となるこ

ともある。 

発育可能温度は 5℃から 50℃、至適温

度は、28℃から 35℃である。発育可能 pH

は 4.4 から 9.3 であり、栄養体は酸性条

件に弱い。耐熱性の芽胞は、100 ℃、30 分

の加熱でも完全に死滅しない。加熱中に

生き残った芽胞が、冷却後の食品内で発

芽増殖し食中毒を引き起こすことがある。

わが国では1983年から食中毒菌として統

計が取られている 2)。 

セレウス食中毒は下痢型と嘔吐型の 2 つ

のタイプがあり、前者はエンテロトキシ

ン、後者は cereulide（セレウリド）とい

う毒素により発症する 3-6)。下痢型食中毒

は、食品に付着したエンテロトキシン産

生性セレウスが腸管内で増殖し、エンテ

ロトキシンを産生することで発症する生

体内毒素型食中毒である。一方、嘔吐型の

食中毒は、催吐性セレウスが食品内で産

生したセレウリドを摂取することで発症

する食品内毒素型食中毒である。  

セレウリドは、セレウリド合成酵素

（CRS）と呼ばれる非リボソームペプチド

合 成 酵 素  (Nonribosomal peptide 

synthetase)  によって生合成される、 

分子量 1、165 の環状デプシペプチドであ

る。産生至適温度は25℃から30℃であり、 

126℃、90 分の加熱や pH2 または pH12 の

強酸・強塩基およびトリプシンなどのタ

ンパク分解酵素にも耐性を示す 7)。催吐性

セレウスによる食中毒の原因食は、焼き

飯、ピラフ、パスタ、麺類、豆腐、弁当な

どの作り置きのものが多く、とくに米飯

の関与が多い。潜伏期間は 30 分から 6時

間で、悪心、嘔吐で発症する。  

米飯を主食とするわが国のセレウス食

中毒は嘔吐型が圧倒的に多く、平成 20 年

大阪府において、離乳食を食べた幼児が

催吐性セレウス食中毒による国内初の死

亡例となったように、致命的にもなりう

る食中毒菌である 8)。しかしながら、自然

界では催吐性セレウスが検出されること

はほとんどなく、常在セレウスとの鑑別

測定が重要であり、迅速、簡便かつ正確性

に優れた催吐性セレウスおよびセレウリ

ドの検出方法が求められている。 

催吐性セレウスの検出法として、 PCR 

(Polymerase Chain Reaction) 法は迅速

鋭敏な手法として、近年微生物検査領域

で汎用されており、PCR 法を用いたセレウ

スの定性的な検出法も報告されている 9、 

10)。現在では、PCR 増幅産物をリアルタイ



ムでモニタリング、解析するリアルタイ

ム PCR 法によるセレウス検出法も報告さ

れている 11-14)。リアルタイム PCR 法は、

従来法のようなアガロースゲル電気泳動

が不要で迅速性と定量性にも優れている。

しかし、食品中のセレウリド産生菌の定

量には好適だが、嘔吐毒素であるセレウ

リド自体を検出することはできない。 

セレウリド検出には、HEp-2 細胞空胞変

性試験が一般的であるが、熟練した技術

が必要であり、結果を得るためには 4 日

ほど要するため、簡便かつ迅速な検出法

が望まれている。近年、高速液体クロマト

グラフィー/質量分析計 (LC/MS) や高速

液体クロマトグラフィー/タンデム質量

分析計 (LC/MS/MS) による高感度かつ定

量性の高い検出法が報告されているが 15-

17)、機器が極めて高価である。 

そこでセレウリドの検出法として HPLC

の利用を検討した。HPLC の主な利点は検

出にかかる時間が通常数分～数十分と短

く、導入済みの検査機関が多く汎用性の

高い機器である。また LC-MS に比べて比

較的安価であり、メンテナンスの手間も

少ないことがあげられる。HPLC を用いた

セレウリド検出は、Agata ら 18)、古瀬ら 19)

による報告があるが、その抽出方法や検

出条件の詳細な記述はなかった。 

本研究は迅速かつ簡便なセレウリド検

出法としてHPLCの適用の可否について再

度検討することを目的とした。 

 

 

Ｂ. 材料および方法 

１. 使用菌株 

リアルタイム定量 PCR 法確立のための

実験に、臨床分離した催吐性セレウス 03-

137-1、BC1(+)、06-81-16-1、335-11、以

上 4株と、セレウリド非産生セレウス 09-

112-7、BC1 (-)、08-151-3、08-151-4、

S0932F-1、09-59-1、09-80-9、09-75-22、

以上 8株、総計 12 株を供試した。 

米飯中における催吐性セレウスの菌数、

芽胞数、セレウリド量の経時的変化につ

いて調べるための実験に、催吐性セレウ

ス 03-137-1 株を供試した。 

セレウリド検出のための新規バイオア

ッセイ法の検討に、 セレウリド産生菌株

として催吐性セレウス BC1 (+) 株を用い

た。指標菌として、セレウリド非産生セレ

ウス 09-112-7、08-151-3、08-151-4、

S0932F-1、09-59-1、09-80-9、09-75-22、

以上 7株、 バリノマイシン感受性菌であ

る Enterococcus hirae、Enterobacter 

cloacae、Micorococcus luteus、Candida 

albicans、以上 4 株、セレウス類縁菌で

ある Geobacillus stearothermophilus、

Geobacillus thermoglucosidasius 、

Bacillus sporothermodurans、Bacillus 

coagulans、納豆菌標準株 MI、TA、NA、市

販納豆より分離した納豆菌 OK、NI、以上

9 株、バリノマイシン非感受性菌である

Escherichia coli DH5α、以上 1株、総

計 21 株を供試した。 

 

２. 培地・試薬類 

・BRAIN HEART INFUSION BROTH（BHI ブイ

ヨン）：BRAIN HEART INFUSION（OXOID）37 



g を１ l の蒸留水に溶解し、中試験管に

10 ml ずつ分注し、オートクレーブ滅菌

（121℃、15 分）した。 

 

・トリプトソーヤ寒天培地（TSA）：トリプ

トソーヤ寒天培地（日水製薬）40 g を 1 

l の蒸留水に溶解しオートクレーブ滅菌

した後、シャーレに 20 ml ずつ分注して

寒天平板とした。 

 

・BHI 培地（BHI）：BHI ブイヨンを三角フ

ラスコに 10 ml 分注し、オートクレーブ

滅菌した。 

 

・EMEM：イーグル MEM 培地③（日水製薬）

4。7 g を Milli Q 水 500 ml に溶解し、

Phenol red solution（SIGMA-ALDRICH Inc）

を 500 μl 加えてオートクレーブ滅菌し

た。これに、炭酸水素ナトリウム（和光純

薬工業）の 7.5%（w/v）水溶液 10 ml と、

L-グルタミン（ICN Biomedicals Inc）の

5 %（w/v）水溶液 3 ml を、各々フィルタ

ー滅菌した後に加えた。細胞培養用には

非働化（56℃、 30 分加温）した FETAL 

BOVINE SERUM；FBS（JRH BIOSCIENCES A 

CSL Company）50 ml を加え、10% FBS EMEM

とした。空胞化試験には FBS 濃度を 1%に

調整し、ゲンタマイシン硫酸塩（和光純薬

工業）を 50 μg/ml となるように添加し

た EMEM を使用した。 

 

・トリプシン：0.5%(w/v) トリプシン-5.3 

mmol/l EDTA・4Na 溶液（フェノールレッ

ド不含）（×10）（和光純薬工業）を PBS で

10 倍希釈した。 

 

・10%ギムザ染色液：ギムザ液（和光純薬

工業）を純水で 10 倍希釈した。 

 

・精製セレウリド溶液：精製セレウリド 

(バイオコントロール研究所、1 mg 当量

/ml) を 70%メタノールで 100、50、5 ppm

に調製しスタンダードとして用いた。 

 

・合成セレウリド：大阪府立大学の切畑教

授から提供された。70%メタノールを加え、

1 mg/ml に調製、さらに 100、50、5 ppm

に希釈してスタンダードとして用いた。 

 

・バリノマイシン溶液：バリノマイシン 

(和光純薬工業) 10 mg を 75%メタノール

10 ml に溶解した。 

 

・PBS：塩化ナトリウム（和光純薬工業）

40 g、リン酸水素二ナトリウム・12 水（和

光純薬工業）14.5 g、塩化カリウム（半井

化学薬品）1 g、リン酸二水素カリウム（和

光純薬工業）1 g を 500 ml の蒸留水に溶

解し、オートクレーブ滅菌したものを 10

×PBS とし、使用する際はこれを蒸留水で

10 倍希釈し、オートクレーブ滅菌して用

いた。 

 

・HPLC 用溶媒：・高速液体クロマトグラ

フ用アセトニトリル（和光純薬工業）、高

速液体クロマトグラフ用 メタノール

（和光純薬工業）、高速液体クロマトグラ

フ用蒸留水（和光純薬工業）、高速液体ク



ロマトグラフ用リン酸（和光純薬工業）を

用いた。 

 

・市販無菌包装米飯（米飯）：サトウのご

はん 宮城県産ひとめぼれ（佐藤食品工

業、愛媛、日本）を購入した。 

 

・炒飯（冷凍）：ローソンセレクトローソ

ンセレクト 炒飯（冷凍）（テーブルマー

ク）を購入し実験に供した。 

 

３. 実験機材 

・HPLC カラム：Inertsil® ODS-4 (4.6 x 

250 mm、 5 μm) （ジーエルサイエンス、

東京、日本）および InertSustain C18 

(4.6 x 150mm、 5 μm)（ジーエルサイエ

ンス）を使用した。 

 

・LC/MS カラム：Zorbax Eclipse XDB-

C18(2.1*50 mm、 3.5 μm)（アジレント・

テクノロジー）を使用した。 

 

・抽出カラム：Inertsep SI（ジーエルサ

イエンス）を 100%メタノール 300 μl、

50%メタノール300 μlで順次洗浄した後、

使用した。HLB 3 cc (Oasis)の場合は

100%メタノール 3 ml、50%メタノール 3 

ml で順次洗浄した後、使用した。 

 

・限外濾過膜：Centrifugal Filter Unit 

3 K および 10 K (Millipore、 Billerica、 

MA)を使用する移動層 500 μl で洗浄後、

使用した。 

 

・高速液体クロマトグラフィー (HPLC) 

システム：CO-810 Colum oven（東ソー、

大阪、日本）、PU-980/D-980-50 degasser

（ジャスコインタナショナル、東京、日

本）、SPD-M10AVP diode array detector 

(DAD)（島津製作所、京都、日本）を使用

した。合成セレウリド溶液の測定に使用

した HPLC の基本条件は表 1 に示した。 

 

・液体クロマトグラム質量分析計 (LC-

MS)：LC には Prominence 20AD equiped 

with Photo Diodo Array Detector（島津）

を、MS として micrOTOF-Q2 (Brucker)を

共同研究者の奈賀俊人博士の監督下で東

洋食品工業短期大学において使用させて

いただいた。  

 

４. 実験方法 

・抽出カラムの検討（HLB）： 

① 既知の量の精製セレウリドを洗浄済

みの固相抽出カラムに添加した。 

② 50%メタノール 3 ml、70%メタノール

3 ml で順次洗浄し、100%メタノール 3 ml

で抽出した。 

③  抽出したものをエバポレータで乾固

し、50%メタノール 1 ml に溶解させた。

このうち10 μlを HPLCサンプルとした。 

 

・抽出カラムの検討（Monospin SI）： 

①  既知量の精製セレウリド 100 μl を

洗浄済みの固相抽出カラムに添加した。 

② 50%メタノール300 μlを添加して遠

心分離（3,000 rpm、1 分）にて洗浄した。 

③  90%メタノール300 μlを添加して遠



心分離（3,000 rpm、1 分）にて抽出した。 

④  このうち 10 μl を HPLC サンプルと

した。 

 

抽出カラムの検討（Monospin C18） 

①  既知量の精製セレウリド100μlを洗

浄済みの固相抽出カラムに添加した。 

②  50%メタノール300 μlを添加して遠

心分離（10,000 rpm、5 分）にて洗浄し

た。 

③  90%メタノール300 μlを添加して遠

心分離（10,000 rpm、5 分）にて抽出し

た。 

④  このうち 10 μl を HPLC サンプルと

した。 

 

・Centrifugal Filter Unit3 K、10 K（限

外ろ過膜）：既知量の精製セレウリドを洗

浄済みの限外ろ過膜に添加し、遠心分離

（3,000 rpm、1 分）した。 

 

・HPLC 用サンプル調製： 

①  米飯に等量の水を加え、均一になる

ようブレンダーで攪拌した。 

②  撹拌後、0.4 g を 1.5 ml チューブに

量り取り、10 μlの精製セレウリドを添

加した。 

③  精製セレウリド添加サンプルにメタ

ノールを 0.8 ml 加え、ハンディタイプの

ホモジナイザーでよく攪拌した。 

④  遠心分離 (13,000 rpm、 5 分) 後、

上清を共栓付試験管に回収した。これを 2

回繰り返した。 

⑤  集めた上清をエバポレータで乾固さ

せ、メタノール 250 μlに溶解後、水 250 

μl を加えよく攪拌し、全量を 500 μlと

し、これを Monospin SI に添加して遠心

分離（3,000 rpm、1 分）した。 

⑥  50%メタノール300 μlを添加して遠

心分離（3,000 rpm、1 分）にて洗浄した。 

⑦  90%メタノール300 μlを添加して遠

心分離（3,000 rpm、1 分）にて抽出した。 

⑧  これを限外濾過膜に添加し、遠心分

離（3,000 rpm、1 分）した。 

⑨  これをエバポレータで乾固し、50%メ

タノール 500 ml に溶解させた。このうち

10 μl を HPLC サンプルとした。したがっ

て添加サンプルの最終セレウリド濃度は

20 ppm である。 

 

・市販無菌包装米飯および炒飯への催吐

性セレウスの接種、培養およびセレウリ

ド測定用サンプルの調整： 

①  セレウス03-137-1株を BHI液体培地

に接種し 30℃、12 時間培養した。 

②  前培養した菌液を 106 希釈したもの 

(1.9 cfu/g) を、米飯接種用菌液とした。 

③  安全キャビネット内にて米飯の包装

をはがし、接種用菌液 5 ml を米飯上に均

一に散布した。冷凍炒飯についても同様

に接種した。 

④  散布後、再びふたをシールし、30℃

で保存した。培養から 0、12、24、48、72

時間後にサンプリングし、実験に供した。 

⑤  セレウス接種米飯に当量の水を加え、

均一になるようブレンダーで撹拌した。 

⑥  これを 5 g 量り取り、1-2 倍量のメ

タノールを加え、ハンディタイプのホモ



ジナイザーでよく攪拌した。 

⑦  遠心分離 (13,000 rpm、 5 分) 後、

上清を共栓付試験管に回収した。 

⑧  これを 2回繰り返した。 

⑨  集めた上清をエバポレータで乾固さ

せ、メタノール 250 μlに溶解後、水 250 

μl を加えよく攪拌し、全量を 500 μlと

した。 

⑩  これを洗浄済みの固相抽出カラム 

(HLB)に添加し、50%メタノール 3 ml、70%

メタノール 3 ml で順次洗浄し、100%メタ

ノール 3 ml で抽出した。 

⑪  抽出したものをエバポレータで乾固

し、50%メタノール 1 ml に溶解させた。

このうち10 μlを HPLCサンプルとした。 

 

・細胞培養・継代：HEp-2 細胞を 10 % FBS 

EMEM または DMEM で 25 cm2 のフラスコに

フルシートになるまで培養した。フルシ

ート後は PBS で洗浄し、トリプシン処理

した後 3 倍に希釈して継代した。 

 

・HEp-2 細胞空胞変性試験：PBS を用いて、

セレウス培養上清の 2 倍段階希釈系列を

96 ウェルのタイタープレートに作った。

トリプシン処理したフルシートの HEp-2

細胞を空胞化試験用 EMEM 10 ml で懸濁

し、各ウェルに 100 μlずつ加え、CO2 イ

ンキュベータで 48 時間培養した。その後

上清を除き、細胞をメタノール固定後、

10 %ギムザ液で細胞を染色し、位相差顕

微鏡で空胞を観察した。 

 

・空胞変性試験によるセレウリド量の算

出：10 ppm の合成セレウリドは 210~11 希

釈された際に HEp-2 細胞に空胞変性を生

じさせた。この時のセレウリドの細胞培

養液中での濃度は 210 希釈で 9。8ng/ml、

211 希釈では 4.9 ng/ml となる。これらの

結果から、空胞変性の見られた最終希釈

倍率に5ng/mlを乗じたものを抽出サンプ

ルの濃度とした。この方法は他の文献[16]

でも採用されている。HPLC と空胞試験用

に調整したサンプルの濃縮率は 5 倍であ

るため、これで除して算出した。  

 

・菌数測定：スパイラルプレーター（IUL 

instrument）の D mode を用いて、スパイ

ラルプレーティング法により Colony 

forming unit（CFU）として菌数を測定し

た。 

 

 

C . 結果  

１.バイオコントロール社の精製セレウ

リドがHPLCで示すピークを指標としたセ

レウリド検出の試み 

 バイオコントロール社の精製セレウリ

ドを HPLC 分析した結果、Agata et al。 

の報告と同様の明確なピークを得ること

ができた（図 1）。よってこのピークをセ

レウリドと仮定し検討を継続した。 

 限外濾過膜の分子量では 10 K が、抽出

時のアセトニトリル濃度は 80-90%が最も

回収率が高い結果となった。なお限外濾

過膜 3K の抽出時アセトニトリル濃度 90%

においては先のピークが検出できなかっ

た（表 2）。限外濾過膜に着目すると、3K



では回収率が 71.4%、10K では 84.7%とな

り、10K の方が回収率は高かった。同様に

抽出時に使用したアセトニトリル濃度に

着目すると、アセトニトリル濃度 80%にお

ける回収率が 92.7%と最も高かった。この

結果に基づき、その後の実験においては

限外濾過膜 10K と抽出時のアセトニトリ

ル濃度を 80%とした。 

 限外濾過膜 10K と抽出時アセトニトリ

ル濃度 80%を使用し、米飯へのセレウリド

添加回収実験を行った。クロマトグラフ

は図 2 に示した。精製セレウリドのピー

クは米飯由来の妨害ピークと分離してい

た。この時の HPLC 条件を表 3 に示した。

米飯からの精製セレウリド回収率は

80.2％であった（表 4）。空胞変性試験に

おいては精製セレウリド (10 ppm) が 28

の希釈倍率で空胞化が観察された一方で、

添加サンプル (最終セレウリド濃度 20 

ppm) では 29 の希釈倍率で空胞化が観察

された。したがって、空胞変性試験では回

収率は 100%であった。 

 次に、セレウスを接種培養した米飯か

らの検出を検討した。生菌数は 24時間の

時点では対数増殖途中だが、48 時間では

定常期に達しており、72 時間においても

定常期を維持していた（表 5）。24時間ま

での米飯サンプルにおいては HPLC 法、空

胞変性試験共にセレウリドを検出できな

かったが、48時間、72時間培養サンプル

からはセレウリドの検出が見られた（表 

5）。また培養 48 時間目から 72 時間まで

は経時的にセレウリド量が増加した。こ

の時、セレウリドのピークは米飯や菌に

よる妨害ピークと分離していた（図 3）。 

 しかしながら、HPLC の検出値と空胞変

性試験から算出される値との結果に大き

な差が生じており、HPLC におけるセレウ

リド測定値（48 時間：29.5 μg/g、72 時

間：257 μg/g ）は空胞変性におけるセ

レウリド測定値（48 時間：0.39 μg/g、

72 時間：1.56 μg/g）より 100 倍程度大

きな値となった。  

 

２．合成セレウリドが HPLC で示すピーク

を指標としたセレウリド検出の試み 

 バイオコントロール社の精製セレウリ

ドを標準としたときの測定値に矛盾が生

じたことから、合成セレウリドと精製セ

レウリドを同じHPLC条件で比較したとこ

ろ、精製セレウリドで見られたピークが

合成セレウリドでは検出できなかった

（図 4）。合成セレウリドが示すピークは

精製セレウリドのピークより保持時間が

短いことが判明した。したがってスタン

ダードと見なしていた精製セレウリドの

ピークはセレウリドとは別の物質である

可能性が示された。 

 精製セレウリドにおける誤認経験に基

づき、合成セレウリドが HPLC で示した鋭

いピークがセレウリドによるものかどう

かを検証するため、東洋食品工業短期大

学の LC-MS で測定を行った。測定に使用

した LC の条件は表 6に示した。なお測定

時のグラジエントプログラムは以下のと

おりである：0-2 min (20% B)、 10 min 

(80% B)、 15 min (95% B)、 18 min (95% 

B)、 18。01 min (20% B)、 22 min (20% 



B) （図 5）。米飯の測定に使用したのと

同じ条件で合成セレウリドを調べたのが

図 6 で、この時のセレウリドのリテンシ

ョンタイムは 15.58 分であった。分子量

とマススペクトル（図 7）からセレウリド

と同定されたピークにおいてはUV吸収が

ほとんどみられず、ベースラインのノイ

ズに隠れる大きさであった。  

 セレウリド本体を HPLC-UV 検出系で測

定できる濃度を推定するために、セレウ

リドと構造のよく似たバリノマイシンを

東洋食品工業短期大学の LC-MS で測定し

た。測定に使用したバリノマイシンは 380 

ppm であり、UV 検出器でピークを確認す

ることが出来た（図 8）。バリノマイシン

は検出波長 226 nm に比べ、214 nm の方が

吸収は大きく、ピーク形状も鋭角であっ

た（図 9）。このピークのマススペクトル

（図 10）はバリノマイシン特異的であっ

た。380 ppm のバリノマイシンは UV で検

出できたが、供試可能な濃度の合成セレ

ウリドではUV吸収によるピークの確認は

不可能であった。 

 上述のように合成セレウリド溶液には

セレウリドとは別の物質による巨大なピ

ークが確認されたが（図 4-6）、このピー

クはセレウス接種米飯サンプルでも僅か

ながら確認できた（図 11）。このピークが

どのような物質であるかマスクロマトグ

ラムによって確認したが、UV 吸収は見ら

れるもののトータルイオンクロマトグラ

ムにおいては検出できなかった（図 12）。

検出する分子量を 100 毎に区切って再検

出を行ったが、同様にマスクロマトグラ

ムによるピークは確認できなかった（図

13）。本ピークがセレウリドによるもので

はないことは明白だが、セレウリドの代

替指標として使用できないか検討した。 

 

３. セレウス接種米飯および炒飯からの

セレウリド検出の試み 

合成セレウリドが空胞変性を起こす希

釈倍率から算出した有効濃度は 5 ng/ml

であり、これをもとにバイオコントロー

ル社の精製セレウリド (1 mg/ml) を用

いて空胞変性試験を行ったところ、空胞

変性が観察できる最終希釈倍率が29であ

ったことから、同製品に含まれていたセ

レウリド量は 2.5 μg/ml と判断された。

すなわち、表示濃度に比べて実際の力価

は極めて低かった。同社が販売を中止し

たこともあり以後の実験は合成セレウリ

ドによった。 

セレウス接種米飯や炒飯中のセレウリ

ド量を空胞変性試験と LC-MS 法で比較し

たところ近似した値が得られた（表 7、 

8）。炒飯においても、米飯同様にセレウス

の対数増殖期の末期とみられる48時間目

からセレウリドが検出されている。しか

し炒飯では米飯に比べて菌数の増加量・

速度共に増しており、72 時間培養サンプ

ルにおけるセレウリド量は米飯より高か

った。HPLC 測定によるセレウリド指標ピ

ークはセレウリドが検出される接種後 48

時間目から検出されたが、そのピーク面

積から換算される値とセレウリド量に相

関はなかった。 

 



 

D．考察 

市販の精製セレウリドおよび合成セレ

ウリドを標準品として HPLC-UV 系での検

出測定を目指したが、結果的には果たせ

なかった。不成功に終わった理由は、これ

らの試薬それぞれが示した一つのピーク

をセレウリドと誤認したことにあるが、

その経緯を以下にまとめる。 

先ず精製セレウリドをスタンダードとし

て前処理カラムの選択とHPLC条件の決定

を行った。サンプルの前処理段階におけ

るセレウリドの流出は限外濾過膜 10 K と

抽出時アセトニトリル 80%の組み合わせ

が最も少なく、鋭いピークを示したので、

これを抽出処理条件にした。この方法は

溶液を添加して遠心分離するだけであり、

他の方法と比較しても簡易な操作でセレ

ウリドの検出ができると判断した。 

セレウリドは分子量 1152 であるため 15)、

当初は限外濾過膜 3 K、10 K 共に通過す

ると考えられた。しかし、限外濾過膜の分

子量による比較をすると 3 K に比べ 10 K

のほうが高い回収率であることがわかっ

た。この時点で対象としているピークが

セレウリドではない可能性に気付くべき

だったかもしれないが、これはセレウリ

ドの疎水性が強い 20)ために、セレウリド

同士、あるいは他の物質と結合すること

により、分子量が 3、000 を超えたためと

考えた。 

抽出時のアセトニトリル濃度は 80%と

90%が高く、100%で回収率が下がる結果と

なった。疎水性物質は有機溶媒の濃度が

増すほど溶出しやすくなるが、セレウリ

ドはアミノ酸とデプシ酸が繋がった環状

ペプチドであり、[-Val-D-O-Leu-D-Ala-

O-Val-]3 で表すことができる 18)。この環

状構造によりセレウリドは環の内側が親

水性となり、カリウムイオンをトラップ

するイオノフォアとして作用する 21、22)。

セレウリドが完全な疎水性物質ではない

ことが、80%、90%のアセトニトリル濃度で

最も効率的に抽出できた理由と推察した。 

無菌パックライスを用いた精製セレウ

リドの添加回収実験では、先の結果でセ

レウリドの回収率が最も高い分子量 10 K

の限外濾過膜と抽出時アセトニトリル濃

度 80%を選択して行った。カラムには逆相

カラムである ODS-4 を用いた。移動層の

アセトニトリル濃度は 30%とした。40%以

上であると米飯由来の妨害ピークと重な

り、アセトニトリル濃度が低いとピーク

の形状が崩れることを考慮し、この濃度

としていた。 

研究が進む過程で共同研究者の切畑ら

がセレウリドの合成に成功し、これを試

料とする機会を得た。しかしながら、合成

セレウリドと精製セレウリドのHPLCクロ

マトグラムを比較すると、精製セレウリ

ドをスタンダードとして設定したピーク

が合成セレウリドのクロマトグラムにお

いては検出されなかった。ここに至り精

製セレウリドを分析した際の最も高いピ

ークがセレウリドではない可能性が明ら

かになった。同時期に精製セレウリドの

販売が停止されたこともあり、合成セレ

ウリドを標準品として検討することにし



た。 

精製セレウリドでの失敗を元に、まず

合成セレウリドがHPLCのスタンダードと

して使用できるか調べた。セレウリド発

見者であるAgataらの論文でもUV検出器 

(210 nm) による検出を行っており 18)、古

瀬ら 19)もHPLCによる検出を報告していた

ので参考にしていたのだが、セレウリド

のUV吸収は構造の類似したバリノマイシ

ンと比べても低く、100ppm のセレウリド

のUV吸収ピークはベースラインのノイズ

範囲に収まっており、ピークとして検出

することはできなかった。同濃度のセレ

ウリドとバリノマイシンを LC-MS により

測定した場合、セレウリドのピーク面積

がバリノマイシンより 10.3%高くなると

いう報告があるが 17)、LC-MS における感

度はほぼ同程度と推察される。一方で同

濃度のセレウリドとバリノマイシンを

HPLCで測定した場合、ピーク面積比が0。

18 程度であるという報告がなされている
23)。すなわち、今回測定した 380 ppm のバ

リノマイシンのピークに比べ、同濃度の

セレウリドのピーク高は 1/5 弱程度の高

さになると考えられる。  

高濃度の合成セレウリド溶液をスタン

ダードにすることでUV吸収のピークが観

察できる可能性はあるが、スタンダード

に大量の合成セレウリドを用いるとこと

は現実的ではない。実際にセレウス食中

毒事件の起こった食品中セレウリド量は、

0.02～1.28 μg/g であったと報告されて

いる 24)。また、食品安全委員会の報告に

よると、セレウリドの最小発症量は 1 μ

g/ヒトとされている。食品 200g を摂取し

た場合を考えると、食品重量あたり 5 

ng/g で発症する可能性がある。したがっ

てHPLCの検出感度の低さはセレウリド検

出法として致命的である。UV 吸収により

これを検出しようとすれば抽出時の濃縮

率を上げる必要があるが、濃縮率を上げ

た場合セレウリドだけでなく食品由来の

他の物質も同じく濃縮されるため、妨害

ピークが大きくなる可能性がある。また、

濃縮するために必要なサンプル量も多く

なるため HPLC によるセレウリドの UV 検

出は困難と判断した。 

発想を変えて、セレウリド自体ではな

くセレウリド産生に同期して生じるUV吸

収性の代替物質をHPLCにより測定するこ

とでセレウリド汚染の指標とできないか

検討した。合成セレウリドや精製セレウ

リド試料に含まれていてセレウリド本体

と誤認してしまっていたUV吸収ピークは、

セレウスを接種して培養した米飯試料に

おいても観察できたことから、代替指標

となる可能性を期待した。すなわちセレ

ウリドには UV 吸収がみられないが、前駆

体あるいは類縁体に UV吸収能があり、検

出器にピークとして現れている可能性も

考えられる。 

合成セレウリド試料に含まれるUV検出

ピークがどのような物質であるかを調べ

るためにマスクロマトグラムを確認した

が、ポジティブ、ネガティブイオン共にピ

ークは検出できなかった。ゆえにこの物

質は非常にイオン化しにくい物質である

と考えられる。また、HPLC とは異なり、



通常 LC-MS の流速は 0.2 ml 程度と遅い。

同一条件で検討するためにHPLCにおける

検出条件と揃えたが、その影響で 1 ml の

流速ではイオン化が間に合わなかった可

能性がある。実際にイオンスプレーにお

いては噴霧しきれなかった移動層が漏れ

だしており、イオン化しにくい物質であ

ることと相まって、マスクロマトグラム

でピークが検出できなかった可能性もあ

る。 

米飯と炒飯を比較すると、炒飯の方が

セレウス菌の増殖速度、定常期の菌量、セ

レウリド産生量共に増加した。食品成分

によってセレウリドの産生量は変化する

ことが知られている。肉や卵に比べ米飯

の方がセレウリド産生量は増加する。一

種類の市販食品を用いたため単純に結論

を述べることはできないが、今回の結果

からは米飯だけでなく他の食材がある方

がセレウリド産生量は増加することが分

かった。特に炒飯は、酢やケチャップ等の

pH を低下させて菌の増殖を抑えるような

材料が入っていない事も増殖しやすい理

由であろう。セレウリドは、セレウスの対

数増殖期末期から生産が始まる事が知ら

れている 15)。本研究の結果においても定

常期であると考えられる48時間培養サン

プルから 72 時間培養サンプルにかけて

HPLC、空胞変性試験の両試験においてセ

レウリドの検出が確認できた。これは既

知の見解と一致しており、またセレウリ

ドは検出され始めた 48 時間から 72 時間

までに増加する事が判明した。 

空胞変性試験は 2 倍段階希釈によって

測定するため、1/2～2 倍の差は想定範囲

内であり、LC-MS による測定値と空胞変性

試験による値は近似していたと判断する。

空胞変性試験は細胞培養液中のセレウリ

ド濃度が 2 ng/ml あれば検出できる高感

度な検出法だが、定量性に乏しい。一方で

LC-MS は定量性に富むが、機器の購入や維

持が高額であるという欠点がある。今回

HPLC（UV 検出器）ではセレウリドを検出

できないことが明らかとなったが、検出

器をコロナ荷電化粒子検出器（CAD）にす

れば測定できるかもしれない。CAD はカラ

ムからの溶出液を噴霧し、微粒子になっ

た成分にコロナ放電によって電荷を持た

せ、電気的に検出する検出器である。UV 吸

収のない成分を検出することに優れてい

る。 MS よりも廉価でメンテナンスの容易

な検出器を検討してみる余地は今後もま

だ残っている。 

食品衛生法に定められた仕出し弁当の

一般生菌数規格は 1.0×105 cfu/g であり、

実際に起こった食中毒事例においても調

理後24時間以内で食中毒が起きている 25)

ことから、実際の食品におけるセレウス

菌量は今回接種した菌量 (1.6×102 

cfu/ml) より更に多いと考えられる。 
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表  １ 合成セレウリド試料を対象とした際の HPLC 条件  

カラム Inertsil® ODS-4 (4．6x250mm) 

移動相 40% アセトニトリル+0.1%りん酸 

カラム温度 55℃ 

流速 1.0 ml/min 

サンプル量 10 μl 

 
 
 
 
 
表 2 限外濾過膜と抽出アセトニトリル濃度の検討 

分子量 
アセトニトリル 

濃度(%) 
回収率 (%) 

3 K 

100 73.9 

90 - 

80 89.2 

70 66.4 

10 K 

100 74.9 

90 90.6 

80 96.3 

70 77.2 

 
 
 
 
表 3 精製セレウリド試料を対象とした際の HPLC 条件 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

カラム Inertsil® ODS-4 (4.6x250mm) 

移動相 30%アセトニトリル+ 0.1%りん酸 

カラム温度 55℃ 

流速 1.0 ml/min 

検出波長 214 nm 

サンプル量 10 μl 



 
 
表 4 米飯を用いた添加回収実験 

精製セレウリド 
添加濃度 (ppm) 

精製セレウリド 
回収濃度（ppm） 

回収率 (%) 

20 16.0 80.2 

 
 
 
表 5 セレウス接種培養米飯サンプルにおけるセレウリド測定値 

時間 生菌数(cfu/g) 
セレウリド量 (μg/g) 

HPLC 空胞変性 

0h 1.9 - - 

12h 2.29×105 - - 

24h 3.08×106 - - 

48h 4.45×107 29.5±3.7 0.39 

72h 7.78×107 257 ±33 1.56 

-：検出限界 (0.5 μg/g) 以下 
 



  
 
表 6 測定時の LC-MS 条件 

カラム Zorbax Eclipse XDB-C18(2.1*50 mm) 

移動相 
A：蒸留水＋0.1% ギ酸. 
B：100% メタノール＋0.1% ギ酸 

カラム温度 55℃ 

流速 1.0 ml/min 

サンプル量 10 μl 

 
MS 条件 

MS レンジ 50-3000 m/z 

測定モード ESI ポジティブモード 

キャピラリー電圧 -4500V 

N2ガス流速 10 L/min 

N2ガス温度 200℃ 

 



表  7 セレウス接種米飯における経時的変化  

時間 生菌数 
(cfu/ml) 

セレウリド量 (ng/g) Rt=7.8 

空胞変性 LC-MS HPLC 
0 h 1.9 -1 ND ND2 
12 h 2.3×105 - ND ND 
24 h 3.1×106 - ND ND 
48 h 4.5×107 1.6 ND 550 
72 h 7.8×107 6.4 20 1010 

1：検出せず  
2：検出限界以下 HPLC：＜0.5 μg/ml、LC-MS：＜5 ng/ml 
 
 
表  8 セレウス接種炒飯における経時的変化  

時間 
生菌数 
(cfu/ml) 

セレウリド量 (ng/g) Rt=7.8 

空胞変性 LC-MS HPLC 
0 h 0.1×10 -1 ND ND2 
12 h 1.6×106 - ND ND 
24 h 7.4×108 - ND ND 
48 h 1.8×109 1.6 ND 800 
72 h 1.8×109 25.6 27 1300 

1：検出せず  
2：検出限界以下 HPLC：＜0.5 μg/ml、LC-MS:＜5 ng/ml 
  



 

 
図 1 精製セレウリドのクロマトグラム 
精製セレウリド (100ppm) のクロマトグラム.移動層は 40%アセトニトリル+0.1%リン酸を使
用した。 
 
  

Abs 



 

 
図 2 米飯における精製セレウリド添加回収実験の HPLC クロマトグラフ 
 
A：精製セレウリド (100ppm)  、B：無添加米飯抽出サンプル、 C：精製セレウリド添加米
飯抽出サンプル 
 
1 はセレウリドのピーク、矢印は精製セレウリドのリテンションタイム (Rt=11.4) を示す。 
 
  



 
図  3 セレウス接種米飯のクロマトグラム  

 
A：セレウス接種後 48 時間培養サンプル、B：精製セレウリド添加米飯サンプル、C：無添
加米飯抽出サンプル。1 は精製セレウリドのピーク (Rt=11.4 min) を、矢印は精製セレウリ
ドのリテンションタイムを示す。 

 
  



 
図  4 合成セレウリドと精製セレウリドのクロマトグラム  
A：合成セレウリド (100 ppm)、B：精製セレウリド (100 ppm)、移動層は 40%アセトニト
リル+0.1％リン酸 

 
 
 
  



 

 
図  5 合成セレウリド (120 ppm) の LC-MS クロマトグラム  
A：トータルイオンクロマトグラム（TIC）、B：UV 吸収 (190-400 nm) クロマトグラム、
C：分子量 1150-1220 のクロマトグラム、2：セレウリドのピーク (Rt = 10.0) を示す。移
動層は 90%アセトニトリル (A 83.3%、 B 16.7%) +0.1%ギ酸 
 
 
 

 
図  6 合成セレウリドの UV クロマトグラム（上）と LC-MS の結果（下）  
リテンションタイムは 15.58 min であった。 
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図  7 合成セレウリドに含まれた UV 吸収ピークのマススペクトル  
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図  8 バリノマイシンのクロマトグラム 
青線はUVクロマトグラム、茶線はトータルイオンクロマトグラムを示す。移動層のグラジ
エント条件は以下のとおりである。バリノマイシンのリテンションタイムは56。74 分であ
った。 
[0-20 min (0%B)、 25 min (55%B)、 65 min (95%B)、 70 min (95%B)、 70.01 min 
(0%B)、 75 min (0%B)] 
 
 
 
 

 
 
図8-1 バリノマイシンのピーク付近の拡大図 
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図  9 検出波長の違いによるバリノマイシン UV クロマトグラム  
青線が検出波長226 nm、黄線が214 nmを示す。 
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図  10 バリノマイシン試料に含まれた UV 吸収ピークのマススペクトル  
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図  1 合成セレウリドに見られるピークが培養サンプル中にも存在する  
A：合成セレウリド (100 ppm)、B：セレウス摂取米飯 48 時間培養サンプルのクロマトグラ
ム。合成セレウリドに見られる巨大なピークと同じリテンションタイムに小さなピークが確
認できる。 
  



 
 

図  2 合成セレウリドに見られるピークのクロマトグラム  
移動層は 40％アセトニトリル+0。1%ギ酸。トータルイオンクロマトグラム (TIC) による
ピークの検出は見られないが、UV クロマトグラムにおけるピーク (Rt=7.85) が確認でき
る。 
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図  3  Rt=7。8 のピークにおけるマスクロマトグラム  
分子量 400 から 100 刻みでマスクロマトグラムを確認したが、どの分子量においてもピー
クは確認できなかった。 
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研究要旨 

セレウス菌嘔吐型食中毒は、菌が産生する嘔吐毒（以下セレウリド）を含んだ食品を

喫食する事で発症する。セレウリドの検出法には HEp-2 細胞の空胞化変性試験や LC/MS

（Liquid Chromatography / Mass Spectrometry: 液体クロマトグラフィー / 質量分

析法）分析法があるが、技術の習熟や特殊機器を必要とし簡便ではない。一方、セレウ

リドを産生するセレウス菌を検出する方法としては、PCR 法やイムノクロマト法がある

が、いずれも食品からの検出には前培養が必要であり、食中毒予防への貢献度は低い。

そこで、前培養を経ることなく食品中のセレウリド産生セレウス菌を迅速かつ簡便に検

出する遺伝子検出法を構築し、食中毒事件の原因調査のみならずセレウス食中毒予防へ

繋げることを目標に研究を行った。 

具体的には、平成 24 年度に開発した CPE 産生ウエルシュ菌の直接検出法を参考に、

核酸抽出から検出まで約１時間で実施可能な方法を構築した。まずセレウリド産生菌を

特異的に検出するために、セレウリド合成酵素遺伝子を含む ces オペロンのポリシスト

ロニック mRNA を標的核酸とした。また、検出法の汎用性を高めるため、専用機器や高

額な機器を必要としない Nucleic Acid Sequence-based Amplification（NASBA）-核酸

クロマト法を遺伝子検出法として採用した。NASBA 法及び核酸クロマト法に最適化させ

たプライマーやプローブは、標的核酸の合成 RNA（10 コピー）を僅か 10 分の増幅時間

で検出する能力を示した。またセレウリド産生セレウスは 10cfu/t の感度で特異的に検

出された。セレウス食中毒の事例食品は入手困難だったため、食品試料からのセレウリ

ド産生セレウスの検出は、食品試料への菌接種試験で確認した。菌を接種する食品は、

厚生労働省の食中毒一覧（2008-2011 年）を参照し、米飯やチャーハンを含む 5種を用

いた。これら食品への菌接種試験の結果、本検出法は全 5 種食品に対して 104cfu/g の

感度でセレウリド産生セレウスを検出した。この感度は、セレウリド食中毒の発症菌量

とされる 105cfu/g よりも 10 倍高かった。 

上記研究成果を基に、スイフトジーン セレウリド産生セレウス「カイノス」という

製品名で平成 25年 8月 1 日より販売を開始した。 
 
 

 



Ａ．研究目的 

 

セレウス（Bacillus cereus）は、土壌

や河川などに広く分布しており食品の汚

染機会が多いため食材や食品の製造過程

から完全に取り除くことは難しい。セレ

ウスによる食中毒には嘔吐型と下痢型の

2種類があるが、日本における食中毒の大

部分は嘔吐型である。嘔吐型食中毒を引

き起こす嘔吐毒（セレウリド）は耐熱性を

有しているため、加熱調理で毒性を失う

事はなく、加熱殺菌による食中毒予防は

困難である。 

セレウリドは抗原性を持たないため、

抗原抗体反応を利用した検出系は存在し

ない。セレウリドの検出法として、セレウ

リドによる HEp-2 細胞（ヒト喉頭がん由

来の細胞）の空胞変性試験がある。この方

法ではセレウスの培養や HEp-2 細胞の培

養が必要であり、結果判定までに 3 日を

要する。また、顕微鏡観察による陽性判定

とは、「10個以上の空胞がある細胞が１ウ

ェルあたり 30%以上ある場合」であり、技

術的な習熟を必要とする。LC/MS（Liquid 

Chromatography / Mass Spectrometry: 

液体クロマトグラフィー / 質量分析法）

を用いたセレウリド検出方法は、食品試

料からセレウリドを検出可能だが、食品

試料からセレウリドを精製しなければ

LC/MS にかけられず、その工程は煩雑で時

間がかかる。また、LC/MS という高額な特

殊機器も必要である。 

セレウリドを食材から簡便に検出する

方法がない現状では、セレウリド産生セ

レウスの検出が、本菌による食中毒の予

防に有用な手段と考えられる。セレウリ

ド産生セレウスを検出する方法として、

これまでに PCR 法やイムノクロマト法が

開発されているが、いずれも食材からの

検出には前培養が必要であり、結果判定

は翌日まで待つ必要がある。そこで、前培

養を経ることなく食品中のセレウリド産

生セレウス菌を迅速かつ簡便に検出する

遺伝子検出法を構築し、食中毒事件の原

因調査のみならずセレウス食中毒予防へ

繋げることを目標に研究を行った。 

平成 25 年度内での製品化を最終目標

とし、本年度は食品試料から培養を経る

ことなくセレウリド産生セレウスを、食

中毒の発症菌量とされる105cfu/gの感度

で、且つ約１時間程度で特異的に検出す

る方法の構築を行った。 

 

 

Ｂ．実験方法 

1）菌株 

セレウリド産生セレウス株としては、

Type strain No.13 株を使用した。セレウ

リド非産生株としては、09-75-22 株（大

阪府立大の西川先生より供与）を使用し

た。 

 

2）培地の調製 

3.75g の Brain Heart Infusion（BHI, 



ベクトン・ディッキンソン社）培地に

100mL の水を加え、オートクレーブ（121℃、

20 分）したものを液体培地とした。 

 

3）液体培養 

BHI 培地にセレウスを接種し、37℃ウォ

ーターバスで培養した。ウエルシュ菌培

養液の濁度は、DU640（ベックマン・コー

ルター株式会社）を用い、OD600 の値を計

測した。本検討では、培養液濁度として

0.3-0.5 Abs のセレウスを用いた。 

 

4) Nucleic Acid Sequence-based 

Amplification（NASBA）法 1) 

核酸増幅法であるNASBA法の試薬には、

NASBA Amplification キット（株式会社カ

イノス）を使用した。NASBA 試薬に 55μL 

の NASBA 溶解液を加え vortex で混和し、

NASBA 反応溶液を調製した。NASBA 酵素試

薬に 30μL の NASBA 酵素溶解液を加え、

NASBA 酵素液を調製した。NASBA 反応溶液

にフォワードおよびリバースプライマー

を加え反応液を調製した。 

核酸増幅は以下の手順で実施した：

0.5mL チューブに反応液 5μL と抽出核酸

2.5μL を加え混和した後、41℃のヒート

ブロックで 5 分保温した。チューブ温度

の低下に注意し、ヒートブロック上で

NASBA 酵素液を 2.5μL 加え、素早く 5 回

ピペティングした後、41℃で 30 分保温し

た。 

 

5）鋳型核酸の調製 

 セレウリド合成酵素遺伝子は ces オペ

ロンを構成しており、このポリシストロ

ニック mRNA を標的核酸とした。性能評価

のため、このcesオペロンを基にin vitro

で RNA を合成した。合成 RNA のコピー数

は、260nm の吸光度より算出した。 

 

6) NASBA プライマー 

 標的核酸と特異性の高い配列を検索し、

NASBA 用のフォワードおよびリバースプ

ライマーを設定した。各プライマーは標

的核酸とアニール可能な約20塩基のオリ

ゴヌクレオチドであり、リバースプライ

マ ー の 5’ 末 端 側 に は 、 T7 RNA 

polymerase のプロモータ配列を付加した。 

 

6）核酸クロマトグラフィー（核酸クロマ

ト法）2) 

核酸クロマト法で使用する検出ストリ

ップには、NASBA 法で増幅したヌクレオチ

ド鎖と相補的な配列を有するオリゴヌク

レオチドプローブをメンブレンおよびラ

テックスパッド中の着色微粒子に結合さ

せている。検出ストリップ上を NASBA 増

幅産物が展開すると、これらオリゴヌク

レオチドプローブと配列特異的にサンド

イッチハイブリダイゼーション結合し、

検出ストリップ上に着色微粒子が集積し

ラインとして目視で識別される。 

この核酸クロマト法で NASBA 増幅産物

を検出する場合は、NASBA 増幅が終了した



チューブに 90μL の展開液を加え、検出

ストリップを挿入し、NASBA 産物を展開さ

せ、15 分後の着色ラインを目視で確認す

る。 

 

7） 菌接種試験 

ストマフィルターS タイプ（株式会社

GSI クレオス）に、25g の米飯および 225mL

の生理食塩水を加え 10％乳剤とした。こ

こに BHI 培地で培養したセレウスを米飯 

1ｇあたり104 cfuから106 cfuで接種し、

直 ち に Pulsifier （ Microgen 

Bioproducts Ltd）で１分間混和した。こ

の 10%乳剤から 1mL を 1.5mL チューブに

入れ、1890 G 以上で 1分間遠心し、セレ

ウスを沈澱させた。上清を除去した沈澱

に核酸抽出試薬を 200μL 加え、vortex で

10 秒間混和した後、90℃のヒートブロッ

クで 5 分間加熱した。加熱チューブは

1890 G 以上で 5秒間遠心し上清と沈殿部

に分け、上清部を抽出核酸液とした。抽出

核酸液は、NASBA 増幅の試料として使用し

た。NASBA 増幅産物の検出には、サンドイ

ッチハイブリダイゼーションを原理とす

る核酸クロマト法を用い、検出ラインの

有無を目視判定した。 

 

 

Ｃ．結果と考察 

1）NASBA 増幅性能 

 NASBA プライマーの増幅性能を確認す

るため、10 コピーの合成 RNA を鋳型に用

い、増幅時間を 5、10、15、20 および 30

分と変え NASBA 反応を行った。NASBA 産物

の検出は核酸クロマト法を用いた。その

結果、10 コピーの合成 RNA であれば、10

分の増幅時間で、クロマトストリップ上

にラインを検出した。しかし 10 分の増幅

時間では核酸クロマトのライン強度は低

く、十分なライン強度を得るためには、15

分以上の増幅が必要であった（図１）。 

 増幅時間を 15 分に設定し、合成 RNA10

コピーの増幅再現性を確かめた。5回連続

で評価した結果、全ての試験でラインが

検出された（図１）。以上の結果より、本

法は 15 分増幅で 10 コピーの合成 RNA を

増幅する性能を有していると判断された。 

 

2) 特異性試験 

 Ces オペロンのポリシストロニック

mRNAを標的核酸とするNASBA-核酸クロマ

ト検出系の特異性を確かめるため、セレ

ウリド産生株（Type strain No.13 株）と

セレウリド非産生株（09-75-22 株）から

抽出した核酸を用いて試験した。各菌株

からの抽出核酸は、核酸抽出試薬

（ExtragenⅡ）を用いて調製した。１μg

の抽出核酸を試料として NASBA 増幅した

結果、セレウリド産生株は検出されたが、

セレウリド陰性株は検出されなかった

（図２）。本法は、セレウリド産生菌を選

択的に検出し得る能力があると判断され

た。 

 



3) 最小検出感度 

 セレウリド産生株に対する本法の最小

検出感度を調べるため、セレウリド産生

株の抽出核酸の希釈系列（1 、10 、100 

および 1000 cfu/t）を調製した。これら

希釈核酸で NASBA 増幅した結果、10 cfu/t

以上で核酸クロマトのラインが検出され

た（図 3）。この結果から、本法の最小検

出感度は､10 cfu/t と判明した。 

 

4) 米飯への菌接種試験 

 昨年度、CPE 産生ウエルシュ菌をカレー

試料から直接検出する方法を開発した。

この核酸抽出試液および検出手順を応用

し、セレウリド産生セレウスを食品試料

から直接検出する方法の構築を試みた。

食品試料からのセレウリド産生菌検出試

験は、セレウス食中毒の事例食品の入手

が困難なため、食品試料への菌接種試験

で代用された。菌を接種する食品は、厚生

労働省の食中毒一覧（2008 年-2011 年掲

載情報）から選択し、最初は米飯で確認し

た。米飯への菌の接種量は、米飯 1g当た

り 103 、104 および 105 cfu とした。 

CEP 産生ウエルシュ菌をカレー試料か

ら検出するために開発した核酸検出試液

および検出手順は、セレウリド産生セレ

ウスを米飯から検出上でも有用であり、

104 cfu/g の菌を検出した（図 4）。この検

出感度は、食中毒の発症菌量とされる 105 

cfu/g よりも 10 倍高かった。また、核酸

抽出から検出までの所用時間は約１時間

であり、本法が迅速かつ高感度な方法で

あることが示された。 

 

5) 米飯以外の食品への菌接種試験 

セレウス食中毒の原因食品としては、

米飯以外にもチャーハンやスパゲティー

等の食品がある（厚生労働省 食中毒一

覧，2008－2011 年掲載情報）。そこで、米

飯以外の食品に対する本法の適応性を調

べるため、チャーハン、おから、おはぎ、

スパゲティーの 4 種に対し菌種試験を実

施した。米飯同様に各食品から 25g を採

取し、104 cfu/g のセレウリド産生セレウ

スを接種した。その結果、全ての食品で米

飯と同じ検出感度で菌を検出した（図 5）。 

 

 

Ｄ．結論 

セレウス菌は土壌菌であり、食品の汚

染機会も多い。しかし、セレウリドを食材

から簡便に検出する方法がない現状では、

セレウリド産生セレウス菌の検出が、本

菌による食中毒の予防に有用な手段と考

えられる。 

本法は、遺伝子検出法ながらセレウリ

ド合成酵素遺伝子を含む ces オペロンの

ポリシストロニックmRNAを標的核酸とし、

NASBA-核酸クロマト法を採用したことで、

専用機器や高額機器を必要とせずに、セ

レウリド産生菌を特異的に検出すること

が可能である。また、約１時間で食品試料

からセレウリド産生菌を 104 cfu/g の感



度で直接検出が可能である。この感度は

食中毒の発症量とされる 105 cfu/g より

も 10 倍高いため、食中毒事件の原因調査

のみならず、大量調理施設等における調

理前食材検査への本法の適応が、セレウ

ス菌食中毒の防止に繋がる事が期待され

る。 

本法は、これら本研究成果を基に、スイ

フトジーン セレウリド産生セレウス「カ

イノス」という製品名で平成 25 年 8 月 1

日より販売を開始した。 
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10 月. 東京. 

 

 

I. 学知的所有権の取得状況 

1）特許取得 

 なし 

 

2）実用新案取得 

なし 

 

3）その他 

 セレウリド産生セレウスの検出試薬の

製品化（平成 25年 8月 1 日上市） 

 

製品名：スイフトジーンセレウリド産生

セレウス「カイノス」 
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厚生労働科学研究費補助金 

 

食品の安全確保推進研究事業 

 

平成２５年度分担研究報告書 

 

「食品中の毒素産生食中毒細菌および毒素の直接試験法の研究」 

 

黄色ブドウ球菌のリスクプロファイル 

 

研究分担者 山本茂貴 国立医薬品食品衛生研究所 

 

研究要旨： 

黄色ブドウ球菌のリスクプロファイル作成のため、以下の項目について検討した。 

国内外の疫学的情報（食中毒発生件数、原因食品、患者数 等） 

新たに得られた分子生物学的な情報（感染性、発症機序 等） 

新たな診断法、予防法、治療法、リスク評価（用量反応 等）についてインター

ネットから黄色ブドウ球菌に関する情報を収集した。 

GIDEON による検索により、各国のアウトブレイク状況および汚染率等のサーベイ

ランス情報を得た。また、厚生労働省食中毒統計調査および感染症発生動向調査週

報 IDWR により、わが国におけるアウトブレイク状況等の情報を得た。 

FoodRisk、PubMed では、主に分子生物学的研究や診断・治療法に関する文献を抽

出した。また、食品安全委員会等の公表資料を参照した。 

黄色ブドウ球菌はグラム陽性、通性嫌気性球菌で人が保菌している。耐熱性のエン

テロトキシンが嘔吐、下痢を引き起こす。わが国において発生したブドウ球菌食中

毒の原因食品は、にぎりめし、寿司、肉・卵・乳などの調理加工品及び菓子類など

多岐にわたっているが、欧米においては、乳・乳製品やハム等畜産物が原因食品と

して多くみられる。 

わが国での食中毒の原因施設としては、飲食店（約 35～45%）、家庭（20%前後）、

仕出屋、旅館などで多く発生している。 

2000 年の加工乳による集団食中毒は突出した患者数を記録した。 

諸外国では、1991 年から 1992 年にヨーロッパで発生した食中毒のアウトブレイクの

うち、黄色ブドウ球菌が関与したものは 3.5%であった(1993 年から 1998 年では

4.1%)。また、1993 年から 1998 年にヨーロッパ諸国で 960 のアウトブレイク(患者数

10,899 名)が確認されている。さらに、2009 年 EU 諸国において 293 のアウトブレイ

ク(患者数 978 名、死者 2名)が確認された。 

研究協力者 

 長谷川 専 三菱総合研究所 

  

柿沼美智留 三菱総合研究所 



Ａ．研究目的 

黄色ブドウ球菌のリスクプロファイル

はこれまで、作成されていないので、今

回の研究班でまとめた。 

 

 

Ｂ．研究方法 

黄色ブドウ球菌のリスクプロファイル

作成のため、国内外の疫学的情報（食中

毒発生件数、原因食品、患者数 等）、新

たに得られた分子生物学的な情報（感染

性、発症機序 等）、新たな診断法、予防

法、治療法、リスク評価（用量反応 等）

について、国際感染症情報（GIDEON1）：

国内外の疫学情報、食中毒統計調査2：国

内の疫学情報、感染症発生動向調査週報

IDWR3：菌の基本情報、PubMed4、FoodRisk5 

等：その他の情報を収集した。また、食

品安全委員会等の公表資料を参照した。 

 

Ｃ．研究結果 

詳細については、別添の委託報告書を

参照すること。 

菌の性状等 

黄色ブドウ球菌(S. aureus)は、グラム

陽性通性嫌気性の球菌である。ヒトをは

じめ家畜・家禽の皮膚や気道上部、腸管

等の粘膜に常在し、自然界に広く分布し

ている。現在、ブドウ球菌属には70以上

の種・亜種が含まれるが、黄色ブドウ球

菌は最も病原性が高く、ヒトや動物の化
                                                   
1 GIDEON http://www.gideononline.com/ 
2 厚生労働省 食中毒統計調査 
http://www.mhlw.go.jp/toukei/list/112-1.html 
3 IDWR 感染症の話 セレウス菌感染症 
http://idsc.nih.go.jp/idwr/kansen/k03/k03_05/k03
_05.html 
4 PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/ 
5 FoodRisk http://foodrisk.org/ 

膿性疾患や食中毒の原因となる。黄色ブ

ドウ球菌はコアグラーゼを産生する。5～

47.8℃の温度域で増殖（至適増殖温度：

30～37℃）し、ヒトの食中毒を引き起こ

すエンテロトキシン（SEs）が産生される

のは10～46℃の温度域と報告されている。

また、食塩濃度16～18％でも増殖し、他

の条件が適当であれば食塩濃度10％でも

エンテロトキシンを産生する。エンテロ

トキシンは炭水化物や脂質、核酸を含ま

ない水溶性のタンパク質で、分子量は約

27KDaから29KDaである。極めて耐熱性が

高く、100℃で30分間加熱しても完全には

失活せず、胃酸やタンパク分解酵素にも

抵抗性を示す。 

黄色ブドウ球菌食中毒は典型的な食品内

毒素型食中毒であり、黄色ブドウ球菌が

増殖する過程で産生されたエンテロトキ

シンに汚染された食品を摂食することに

より発症する。 

エンテロトキシンは神経毒のⅠ種で、

その特異的な生物活性が嘔吐中枢を刺激

して催吐作用をもたらす。その他、スー

パー抗原活性も合わせ持ち、非特異的 T

細胞を活性化することで炎症性サイトカ

インの過剰放出を起こし、毒性ショック

を引き起こすこともある。 

エンテロトキシンは極めて多様性の高

い毒素群であり、嘔吐作用の証明されて

いない「ブドウ球菌エンテロトキシン様

毒素（SEl）」も含めると、これまでに 23

種類の存在が報告されている。 

感染源 

黄色ブドウ球菌はヒトを取り巻く環境

中に広く分布し､健常人の鼻腔、咽頭、腸

管等にも生息している。ヒトでの保菌率



は約 40％とされ、このうち 30～40％のヒ

ト保有菌株が SE または SEl を産生する。 

わが国において発生したブドウ球菌食

中毒の原因食品は、にぎりめし、寿司、

肉・卵・乳などの調理加工品及び菓子類

など多岐にわたっているが、欧米におい

ては、乳・乳製品やハム等畜産物が原因

食品として多くみられる。 

わが国での食中毒の原因施設としては、

飲食店（約 35～45%）、家庭（20%前後）、

仕出屋、旅館などで多く発生している。 

発症機序・用量反応 

食中毒における調査で判明した原因食

品中のエンテロトキシン量と当該食品の

摂取量から、ヒトの発症毒素量は数 100ng

～数 μg と推定されている。黄色ブドウ

球菌が食品中で増殖し 105～109／g 程度

になると、その過程で産生されるエンテ

ロトキシンが発症毒素量に達すると考え

られている。ただし、2000 年にわが国で

発生した加工乳を原因とする大規模食中

毒では、加工乳から 0.08～0.38ng/ml の

SEA が検出され、発症者の SEA 摂取量は

20～100ng と推定されている。この毒素量

は従来の発症最小毒素量と比較するとき

わめて少ない値であった。 

症状 

潜伏期間と症状の重症度は、エンテロ

トキシンの摂取量と個人の感受性によっ

て異なる。抑制不能の特徴的な嘔吐・吐

き気の初期症状は、汚染食物の摂取後30

分〜8時間以内(平均3時間)に現れる。他

の一般的な症状は、腹痛、下痢、めまい、

震えや全身衰弱があり、中程度の発熱

（37℃程度）を起こす場合もある。なお、

下痢は約70％に認め、水様性下痢が多い。

ほとんどのケースでは特別な治療をしな

くても24〜48時間で回復するが、その間

下痢や全身衰弱が24時間以上続く。 

検出・診断方法 

ブドウ球菌食中毒の検査では、まず原

因食品、糞便、吐物、拭き取り等の検査

材料から黄色ブドウ球菌を分離する。疫

学的にブドウ球菌食中毒を証明するため

には、分離菌株のエンテロトキシン産生

性を調べ、コアグラーゼ型別を実施する

必要がある。ブドウ球菌食中毒と判定す

るためには、分離された菌株が健康保菌

者由来でないことを慎重に判断すること

が重要である。 

治療・予防 

ブドウ球菌性食中毒は伝播性がなく、

健常者が罹患した場合は特別な治療を行

わなくても24時間程度で回復することが

多く、予後も一般的に良好で、抗菌剤に

よる治療の必要性はない。 

疫学 

日本 

ブドウ球菌食中毒は、食品衛生法に基

づく届出が義務づけられており、1984 年

までは年間 200 事例以上の食中毒の発生

が見られたが、1985 年以降除々に減少し、

2000 年以降は年間 100 事例未満の発生状

況で事例数は減少している。 

2000 年の加工乳による集団食中毒は突

出した患者数を記録した。 

諸外国 

1991 年から 1992 年にヨーロッパで発

生した食中毒のアウトブレイクのうち、

黄色ブドウ球菌が関与したものは 3.5%で

あった(1993 年から 1998 年では 4.1%)。

また、1993 年から 1998 年にヨーロッパ諸



国で 960 のアウトブレイク(患者数

10,899 名)が確認されている。さらに、

2009年EU諸国において293のアウトブレ

イク(患者数 978 名、死者 2 名)が確認さ

れた。 

 

Ｄ．考 察 

 リスクプロファイルのため、考察は省

略する 

 

E．結 論 

 リスクプロファイルのため、結論は省

略する。 

 

Ｆ．健康危機情報 

特になし 

 

Ｇ．研究発表 

特になし 

 

Ｈ．知的財産権取得状況 

 特になし 
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厚生労働科学研究費補助金 

 

食品の安心・安全確保推進研究事業 

 

「食品中の毒素産生食中毒細菌及び毒素の直接試験法の研究」 

 

分担研究報告書 

 

ウエルシュ菌食中毒発現機構の解析 

 

分担研究者 三宅 眞実  大阪府立大学大学院 生命環境科学研究科 教授 

 

協力研究者 安木 真世 大阪府立大学大学院 生命環境科学研究科 助教 

 

研究要旨：ウエルシュ菌は大規模型の食中毒を起こす。検査法は確立されているが、食

中毒発生メカニズムには不明のことが多い。特に、腸管内での菌増殖、芽胞形成、毒素

産生機構はほとんど研究されていない。本厚生労働科学研究で、新領域であるウエルシ

ュ菌の腸管内増殖機構について、特にウエルシュ菌の芽胞形成に着目し研究を展開し

てきた。それは、芽胞形成は菌のエンテロトキシン産生と共制御されており、芽胞形成

を抑制すれば食中毒発症を抑制することに繋がるからである。本年度はまず、昨年度に

発見した胆汁酸（デオキシコール酸）による芽胞形成促進作用のメカニズム解析を行っ

た。その結果、デオキシコール酸が芽胞形成のマスター・レギュレーターである Spo0A

タンパクに直接、あるいは間接的にその上流に作用した結果、芽胞形成を強く誘導して

いることを明らかにできた。また、ウエルシュ菌食中毒において最も大きな役割を果た

すとされるエンテロトキシンの効果を、科学的に評価するための材料を作出した。さら

に、胆汁酸以外の芽胞形成調節因子を探索する過程で、マウス糞便中に芽胞形成を阻害

する活性のあることを見いだした。以上の結果は、消化管内には胆汁酸などウエルシュ

菌の芽胞形成を促進する圧力と、それを抑制する圧力の両者がバランスをとって存在

し、このバランスが促進方向へ傾くことでウエルシュ菌食中毒のリスクが上昇する可

能性を示唆するものである。今後さらにこれら成果を基に消化管内の環境因子が菌へ

与える影響と、菌が宿主へ与える影響を分子レベルで解析することで、新しいウエルシ

ュ菌食中毒発症リスク低減法を開発することが可能になることが期待される。 



 
 

Ａ．研究目的 

 

 ウエルシュ菌はガス壊疽など創傷感染

症を引き起こす他、経口感染して腸管内感

染症をも引き起こす。腸管内感染症として

はトリの壊死性腸炎やウシのエンテロト

キセミアが知られるが、ヒトでは本菌は食

品媒介性の下痢症を引き起こす。これはウ

エルシュ菌食中毒と呼ばれ、その原因菌は

特に A 型ウエルシュ菌に分類されるエン

テロトキシン産生性ウエルシュ菌に限ら

れる。ウエルシュ菌食中毒の原因食品は、

カレー、シチューなど加熱加工食品が中心

で、また大規模食品調理施設が関与する例

が多いため、厚生労働省に指定されている

食中毒原因細菌のうち、1件あたりの患者

数がもっとも多いことを特徴とする１）。従

って、ウエルシュ菌食中毒の制御には、大

きな意義がある。 

 ウエルシュ菌食中毒は生体内毒素型食

中毒に分類されている。本食中毒の発生機

序として、１）食品内での大量の生菌の存

在、２）食品を通じて取り込まれた生菌の

胃通過、３）生菌の腸管内での増殖、４）

芽胞とエンテロトキシンの産生、５）毒素

の腸管上皮細胞への攻撃、が認識されてお

り、最終的にエンテロトキシンによる下痢

誘発に至るものと理解されている 1)。ウエ

ルシュ菌エンテロトキシンの産生は、菌が

芽胞形成する過程と共制御されていて、つ

まり芽胞を形成する条件下でのみエンテ

ロトキシン産生が起こる。これは芽胞形成

に至るシグナル伝達系の下流にエンテロ

トキシン産生の制御系が置かれているこ

とが原因である。つまり芽胞形成を人為的

に制御することができれば食中毒の制御

が可能になる。ウエルシュ菌が芽胞形成す

る際には様々な環境因子がこれを制御し

ていることが、試験管内での研究によって

報告されてきた。しかしウエルシュ菌が実

際に消化管内環境においてどのような環

境因子により芽胞形成するのかについて

はほとんど報告が無かった。 

 本厚生労働科学研究では、特に上記（４）

および（５）の過程に着目して研究を展開

してきた。平成２３年度にはウエルシュ菌

標準株を用いて in vitro 感染実験系を構

築し、菌は消化管内では宿主細胞の代謝活

性や宿主因子を利用して自らが増殖しや

すい条件を作りだしていることを明らか

にした。また、食中毒由来株と非食中毒由

来株について腸上皮バリア破壊能を比較

検討すると、食中毒由来株は同じ条件下で

はバリア破壊能を示さないことを明らか

にした。さらに、バリア破壊能を示さない

食中毒由来株でも、環境（培地）条件を変

化させるとバリア破壊を引き起こすこと

を明らかにした。これはウエルシュ菌の病

原性が環境条件に厳密に制御されている

こと、またウエルシュ菌が下痢症を引きお

こすためには、腸管内にある環境因子が非

常に重要であることを示している。 

 平成２４年度は in vitro 感染実験系を

使用して消化管環境に存在する様々な因

子の芽胞形成・毒素産生への影響を調べた。

まず高濃度（5 mM 以上）のグルコースが芽

胞形成をほぼ完全に抑制することを確認

し、グルコースを溶性デンプン（soluble 



 
 

starch、SS）に置き換えるとある程度まで

芽胞形成・毒素産生性が回復することを確

認した。また、この条件下で各種胆汁酸を

添加すると芽胞形成・毒素産生が強く誘導

されること、誘導効果は胆汁酸の種類によ

り異なり、デオキシコール酸で最も効果的

に（10 M の濃度で確認できた）みられる

ことを証明した。これらの結果は、ウエル

シュ菌が腸管内で芽胞形成・毒素産生して

下痢を引き起こす際には、胆汁酸が一種の

誘導因子となっており、またこれを感知す

るシステムを菌が持っていることを示し

ている。 

 そこで本年度はこの、ウエルシュ菌の胆

汁酸感知システムを解明すべく、胆汁酸の

芽胞誘導メカニズムの解明を試みた。また、

胆汁酸以外にもウエルシュ菌の芽胞形成・

毒素産生に影響を与える因子が存在する

ことを疑い、マウス糞便中にその存在を求

めたところ、芽胞形成・毒素産生を抑制す

る物質が存在することを見いだした。 

 

 

Ｂ．実験方法 

 

1）ウエルシュ菌と菌数測定 

 菌株は食中毒由来の NCTC8239 株、SM101

株を用いた。菌は FTG 培地で培養後、PBS

で洗浄してから DMEM/SS（後述）に懸濁し

下記の種々の実験に用いた。培養後の栄養

型菌、芽胞の菌数算出には colony forming 

unit（CFU）法を用いた。栄養型菌の算出に

は培養液をそのまま 10 倍階段希釈し、そ

の 50 l を brain heart infusion 寒天培

地へ接種、嫌気的に 16〜24 時間培養し、

培地上のコロニー数を計測した。芽胞数の

検出には、培養液を 75℃(NCTC8239 株)ま

たは65℃(SM101株)で20分間加熱処理後、

栄養型と同様に 10 倍階段希釈を行って

CFU を算出した。総菌数は栄養型菌数と芽

胞数の和とした。 

2) In vitro ウエルシュ菌感染実験（共培

養系） 

 ヒト結腸由来細胞株 Caco-2 細胞は、10%

ウシ胎児血清（FCS）含有ダルベッコ

MEM(DMEM)を用いて培養した。24ウェル・

プレートに細胞を播種し、3-4 日間培養し

た。この細胞の培地をグルコース不含 DMEM

培地＋0.4％可溶性デンプン（DMEM/SS）に

換え、1 時間培養した。ここへ FTG 培地で

前培養したウエルシュ菌を接種し、様々な

時間で培養後のウエルシュ菌栄養型菌数、

芽胞数を上述の方法で測定した。また、経

時的に菌を採取し、抽出した RNA により菌

の遺伝子発現を解析した。 

3) マウス糞便抽出液の調製 

 4 週齢の dyd マウスの飼育ケージ内に散

乱する糞便を採取し、重量を測定後、MiliQ

水を 5倍量（w/v）となるように加え、5分

間 vortex で撹拌した。その後、4℃、9,000

×g 、20 分間遠心処理した遠心上清ろ液

を糞便抽出液とした。 

4)ウエルシュ菌のマイクロプレート培養

系 

 ウエルシュ菌の芽胞形成あるいはエン

テロトキシン産生に対する宿主由来因子

（糞便抽出液）の影響を調べるために、宿

主細胞の存在しない培養系としてマイク



 
 

ロプレート培養系を使用した。FTG 培地で

前培養した菌を PBS で洗浄し、50 M デオ

キシコール酸含有DMEM/SS （DMEM/SS/DCA）

培地に懸濁した。これを 100 l/well で 96

ウェル・マイクロプレートへ加え、試験液

を 100 l/well でさらに加えた後、37℃で

嫌気的に静置培養した。培養後の培養液を

スライドガラスへ採取し、位相差顕微鏡で

各検体について数視野を写真撮影した。写

真は画像解析ソフトウェア ImageJ で解析

し、視野中の栄養型菌数と芽胞数をその形

態で定量し、得られた値から芽胞形成率を

計算した。 

5) ウエルシュ菌エンテロトキシンの測定 

 培養液中のエンテロトキシン濃度を、ウ

サギ抗エンテロトキシン抗体を用いたウ

エスタンブロット法により免疫学的に検

出した。 

6) DNA マイクロアレイによる遺伝子発現

解析 

 FTG 培地にて前培養した NCTC8239 株を

共培養実験に供した。感染 0〜12 時間の培

養液から菌体total RNAを抽出し精製後マ

イクロアレイのサンプルとした。アレイチ

ップは公開されたゲノム情報を基にデザ

インした。チップ作成はアジレントテクノ

ロジー株式会社に委托し、マイクロアレイ

の実施と解析は大阪大学微生物病研究所

附属感染症 DNA チップ開発センターに委

托した。 

7) ウエルシュ菌の発現遺伝子量の解析 

上記と同様に抽出した菌体 total RNA を

DNase にて処理し、ランダムプライマーを

用いて逆転写を行った。合成された cDNA

を用い、芽胞形成に関与する遺伝子

(spo0A,spoIIAA,spoIIAB,sigF,sigE,cpe)

をターゲットとした qPCR を行った。 

d) エンテロトキシン遺伝子破壊株の調製 

 エンテロトキシン遺伝子破壊株の調製

には市販のキット（ TargeTron Gene 

Knockout System、Sigma-Aldrich）を使用

した。遺伝子破壊に必要となるプライマ-

の 設 計 に は TargeTron Design Site

（ http://www.sigma-

genosys.com/targetron/）を利用し、破壊

株作成はメーカーの指定する方法に従っ

た。 

 

 

Ｃ．結果 

 

１．DNA マイクロアレイによる遺伝子発現

解析 

  前年度までに、消化管内の環境をある

程度反映した in vitro 実験系を開発し、

その系を用いてデオキシコール酸が芽胞

形成・毒素産生を強く誘導することを見い

だした。そこでデオキシコール酸の作用機

序を解明するために、デオキシコール酸の

存在下で特異的に発現する遺伝子を調べ

た。菌を細胞へ感染させ、0、1、2、4、6、

12 時間後に培養液を回収し、菌体 RNA を

抽出して各種遺伝子発現状態を DNA マイ

クロアレイで調べた（図 1）。その結果芽胞

形成のマスター・レギュレーターとして知

られる転写因子 spo0A 遺伝子の下流に位

置する遺伝子群が、デオキシコール酸存在

下で強く発現誘導されていることが明ら



 
 

かになった。一方 spo0A 遺伝子の発現レベ

ルはデオキシコール酸の有無で同程度で

あった。感染 4時間後に回収した菌体 RNA

を 用 い た q-PCR に お い て spoIIAA, 

spoIIAB, sigF, sigE ならびに cpe 遺伝子

の発現はデオキシコール酸存在下で有意

に上昇した。一方 spo0A 遺伝子の発現量に

有意な差は認められなかった。これらの結

果はマイクロアレイの結果とよく一致し

た(図 2)。 

 

２．マウス糞便中の芽胞形成阻害因子の同

定 

  本研究により様々な環境因子とウエ

ルシュ菌の病原性発現の関係が明らかに

なれば、環境を人為的に操作することでウ

エルシュ菌食中毒発症を制御することが

可能になる。これを可能にするには in 

vitro で得られた成果を、動物モデルなど

を使用したin vivo実験系で確認する必要

がある。しかし現在までにウエルシュ菌食

中毒の動物モデルは報告されていない。こ

れまで動物モデルが確立されていない原

因として、マウスなど小動物の腸管内では

ウエルシュ菌食中毒菌株は十分に芽胞形

成しないことが理由の１つに挙げられて

いる２）。本研究担当者は小動物腸管内には

ウエルシュ菌の芽胞形成を阻害する物質

が存在するのではないかと考えた。実際、

過去の論文がモルモット小腸内にウエル

シュ菌芽胞形成を阻害する物質が存在す

る可能性について言及している３）。そこで、

マウスの糞便を材料として、そこに含有す

る物質がウエルシュ菌芽胞形成に対して

影響を与えるか調べた。 

 マウス糞便抽出液をウエルシュ菌培養

系に添加すると、通常 60〜80％の芽胞形成

率が見られる条件下で、芽胞形成は強くか

つ容量依存的に阻害された（図 3）。阻害活

性は 100,000×g、１時間の超遠心上清に残

存し、限外濾過膜を使用してその分子量を

推定すると、分子量 100,000 以上であると

見積もられた（図 4）。また、75℃、20 分

間以上の加熱でこの阻害活性は失活する

ことが明らかになった（図 5）。これら結果

は、マウス糞便中に芽胞形成を阻害する易

熱性の高分子物質（以下、阻害物質と称す

る）が存在することを示唆している。そこ

でこの阻害物質の作用機序を解析した。芽

胞形成が阻害物質添加により強く阻害さ

れる条件下でも、ウエルシュ菌の増殖その

ものはほとんど影響を受けていなかった。

Q-PCR 法により遺伝子発現解析を行うと、

阻害物質は rRNA の発現量には大きな影響

を与えず、しかし芽胞形成関与する遺伝子

sigEや、芽胞形成カスケード下流に存在す

るエンテロトキシンの遺伝子 cpe の発現

を有意に抑制していた（図 6）。この結果よ

り阻害物質は芽胞形成を転写レベルで制

御していることが明らかになった。 

 

３．エンテロトキシン遺伝子破壊株の解析 

  昨年度に作成したエンテロトキシン

遺伝子破壊株（cpe(-)株）の Caco-2 細胞

への細胞傷害性について調べた。まず

cpe(-)株に cpe 遺伝子を相補した相補株

（cpe(+)株）を作成した（図 7）。作製した

cpe(-)株、cpe(+)株を Duncan-strong 培地



 
 

にて繰り返し継代して、高率に芽胞を形成

するスターター株をそれぞれについて調

製した。次に共培養に用いる各菌株の感染

価を揃えるため、CFU 法ならびに培養液の

濁度を用いて各株における前培養時の増

殖曲線を作成した。そして感染価を揃えた

野生株、cpe(-)株、cpe(+)株を用いてCaco-

2 細 胞 と の 共 培 養 実 験 を 行 っ た 。

DMEM/SS/DCA 培地で感染 24 時間後に野生

株ならびに cpe(+)株では広範囲において

細胞の円形化ならびに detachment が認め

られた（図 8）。一方 cpe(-)株では同条件

下では感染前と同様の細胞形態を示した

（図 6）。この時の栄養型菌数ならびに芽胞

数は 3菌株とも同程度であった。また産生

エンテロトキシンは野生株ならびに相補

株でのみ確認された（図 9）。 

 

 

Ｄ. 考察 

 昨年度までに胆汁酸がウエルシュ菌芽

胞形成・毒素産生を強く誘導すること明ら

かにした。そこで今年度はまずその誘導メ

カニズムを解析した。芽胞形成は、芽胞形

成のマスター・レギュレーターである

Spo0A のリン酸化で始まり、リン酸化

Spo0A が転写因子となって下流のカスケ

ードを活性化することが知られる。デオキ

シコール酸存在下で強く誘導される遺伝

子を解析したところ、誘導直後（4 時間）

から Spo0A 下流の遺伝子群が総じて高発

現していることが確認できた。結果は、デ

オキシコール酸の作用点は Spo0A 上流で

あるか、あるいは Spo0A そのものである

ことを示唆している。細菌が芽胞を形成す

る際の Spo0A 上流のカスケードについて

は、Bacillus 属細菌で詳細に解析されてい

る。しかしウエルシュ菌など Clostridium

属細菌には Bacillus 属で同定されたシグ

ナル分子がそもそもゲノム上に存在せず、

Spo0A 上流のカスケードの詳細は不明で

ある。本研究を継続することでウエルシュ

菌の Spo0A 上流のカスケードに新たな情

報が得られれば、多くの病原細菌を含む

Clostridium 属細菌の芽胞形成に至る未知

のカスケード同定が期待される。また、こ

れまでまったく明らかにされてこなかっ

た胆汁酸が芽胞形成を促進するメカニズ

ムが分子レベルで明らかになることが期

待できる。本研究の成果は、ウエルシュ菌

が宿主体内環境の認識シグナルとして胆

汁酸を利用していることを示しているが、

菌側がどのようなメカニズムで胆汁酸を

感知しているかを明らかにできれば、広く

Clostridium 属細菌と宿主との共進化の過

程まで明らかになることが期待される。さ

らに、芽胞形成に至る最初の引き金を分子

レベルで理解することに繋がり、それを利

用したウエルシュ菌食中毒の新しい制御

法開発への大きなヒントが得られると考

えている。 

 マウス糞便抽出液の芽胞形成への影響

を調べたところ、芽胞形成を阻害する活性

が確認できた。性状解析の結果、その阻害

物質は易熱性の高分子であると推察され

た。現在この物質の本態は不明であるが、

これまでマウスなど小動物でウエルシュ

菌食中毒の動物モデルが作出されていな



 
 

いことには、この阻害物質が関与している

可能性が疑われる。今後は糞便ではなく、

マウスの消化管内容物を用いると共に、ヒ

ト消化管内容物についてもその効果を検

討し、この仮説の正当性を検証することが

重要である。またこの阻害物質を同定すれ

ば、得られた結果を基に、マウス消化管内

でも十分量の芽胞形成を誘導することが

できるようになるかもしれない。それらの

過程を経た先には、将来、マウスを用いた

ウエルシュ菌食中毒の動物モデルを開発

することが期待できる。これは同食中毒の

メカニズム解析の有力ツールとなるだけ

でなく、本食中毒の制御法を開発するため

有用なモデルになると期待できる。 

 既に昨年度までに、ウエルシュ菌下痢症

のモデルとなるバリア破壊実験系につい

て報告した。この実験系では培地に含まれ

るグルコースを枯渇させることで、ウエル

シュ菌が消化管上皮のバリア機能破壊を

引き起こすことを観察している。バリア破

壊は一般に下痢症のモデルになると解釈

されていて、本結果はウエルシュ菌下痢症

の 1 つのモデルとして利用可能と考えて

いる。しかし昨年度まではこの腸上皮バリ

ア破壊現象に、菌側のどんな因子が関与す

るのか明確に示すことはできていなかっ

た。そこで昨年度作成した cpe(-)株と、本

年度新たに作成した相補株 cpe(+)株を用

いて、バリア破壊に関与する因子がウエル

シュ菌エンテロトキシンであるのか検討

した。現時点で得られている結果は、同条

件下で観察される細胞障害性にはエンテ

ロトキシンが強く関与していることを示

している。今後はエンテロトキシンが細胞

障害活性だけでなくバリア破壊現象にも

関与することを確認することが必要であ

る。 

 本研究で得られた cpe(-)株、cpe(+)株を

用いることで、ウエルシュ菌が引き起こす

生物現象のうち、エンテロトキシンが関与

する現象そうでない現象を区別すること

が可能となる。エンテロトキシンは下痢発

症に大きな役割を演じていると理解され

ているが、これが単独で下痢発症に関与す

ると断言することはできていない。今後、

食中毒発症を再現する動物モデルを開発

し（上述）、ウエルシュ菌食中毒を実験的に

再現することが可能となれば、cpe(-)株、

cpe(+)株を利用して、エンテロトキシンの

関与についてより科学的（物質的）に論じ

ることが可能となろう。ウエルシュ菌食中

毒株はエンテロトキシン以外にもα毒素

を産生することが知られるが、食中毒症状

におけるα毒素の役割についてはまった

くわかっていない。本研究の延長線上には

このように、これまで明らかになっていな

い因子のウエルシュ菌下痢症に対する役

割を明確化することがあり、さらにエンテ

ロトキシンの未知の機能を明確にするこ

とも含まれている。 
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 特許申請 
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 Stage 0〜V は芽胞形成の各ステージで関与する芽胞形成関連遺伝子、Spore coat、

Sigma factor も芽胞形成に関与する coat 蛋白、シグマ因子を示す。各遺伝子について

16S リボゾーム RNA 遺伝子の発現量で標準化した後、デオキシコール酸の有無での発現

量比を算出したものが(+)/(-)に示されている。(+)/(-)が高いほど（赤）デオキシコー

ル酸存在下で高く誘導されていることを意味する。 



 
 

 

 DNA マイクロアレイで、デオキシコール酸存在で発現量の高かったいくつかの遺伝子

についてリアルタイム PCR でその発現量を確認した。結果は 16S リボゾーム RNA の発現

量で標準化して示している。 

* p<0.05、** p<0.01 

 

  



 
 

 

 

 

 マウス糞便抽出液を 2倍段階希釈した後、芽胞形成への影響を評価した。None は何も

加えないときの芽胞形成率（陽性対照）、Glucose は 20 mM グルコースを加えたときの芽

胞形成率（陰性対照）。 

  



 
 

 

 

 糞便抽出液を限外ろ過膜でろ過後、フィルターを通過した画分（濾液）とフィルター

上に濃縮された画分（濃縮画分）のそれぞれについて、芽胞形成に対する効果を評価し

た。Control は何も加えない条件での芽胞形成率（陽性対照）、Glucose は 20 mM グルコ

ースを加えたときの芽胞形成率（陰性対照）。3K〜100K はそれぞれ使用したフィルター

の分画分子量（分子量 3,000〜100,000）を示す。 

 

 

 

 

 

 



 
 

 
 

 糞便抽出液を 100,000×g、90 分間超遠心した上清をさらに分画分子量 100,000 の限

外濾過膜でろ過したものについて、室温（r.t.）、50℃、70℃、95℃で 20 分間処理後、

芽胞形成に対する抑制効果を評価した。Control は何も加えない条件での芽胞形成率

（陽性対照）、Glucose は 20 mM グルコースを加えたときの芽胞形成率（陰性対照）。 

 

 

 

 

 

 

  



 
 

 

 (A) ◇は何も加えないときの栄養型ウエルシュ菌の菌数（CFU）、□は阻害物質を加え

たときの栄養型ウエルシュ菌の菌数、◆は何も加えないときのウエルシュ菌の芽胞数

（CFU）、■阻害物質を加えたときのウエルシュ菌の芽胞数（CFU）。(B)〜(D)16S リボゾ

ーム RNA の発現量に対する各種芽胞形成関連遺伝子の発現量。8時間および 14 時間後の

発現量を、それぞれ何も加えないとき、阻害物質を加えたときで比較した。(B)spo0A、

(C)sigE、(D)cpe。 

 

 

  



 
 

 
 

 

 「野生株」は野生型 SM101 株、「破壊株」は cpe(-)株、「相補株」は cpe(+)株。それ

ぞれの菌株のライゼートをテンプレートとして Primer A、Primer B を用いて PCR を行

った。 

 



 
 

 

感染後 24時間後の細胞を位相差顕微鏡下で写真撮影した。「野生株」は野生型 SM101 株、

「破壊株」は cpe(-)株、「相補株」は cpe(+)株。 

 

 

 

  



 
 

 
 

 感染 0、12、18、24、36 時間後の培養上清ろ液を調製し、抗 CPE 抗体でウェスタンブ

ロットを行った。「野生株」は野生型 SM101 株、「破壊株」は cpe(-)株、「相補株」は

cpe(+)株。 
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研究要旨：ウエルシュ菌食中毒は、エンテロトキシン産生性のウエルシュ菌によって発

生するものと認知されてきた。1997 年に起こった事例では、ウエルシュ菌が原因菌の

可能性が非常に高いにもかかわらず、分離株はエンテロトキシン遺伝子を持たず、ま

た、産生もしなかった。同様の事例を検証した。現在まで計４事例発生しており、いず

れもエンテロトキシン遺伝子を持たず、同タンパク質の産生も認められなかった。分離

菌が、新種の下痢誘発性毒素を産生していることにも確証が得られた。これらの事例

は、エンテロトキシン産生性ウエルシュ菌のみを対象とする試験法には不備があるこ

と、したがって、現在のウエルシュ菌食中毒の疫学情報は不完全で、この度の事例も含

んだ解析が必要となる。事例分離菌株 W5052 株の部分的ゲノム解析を行った。W5052 株

は約 3 M bp の大きさの染色体と、少なくとも 2種類のプラスミドを保有することが明

らかになった。ゲノム中にはエンテロトキシン遺伝子は存在しなかった。新種の下痢誘

発性毒素遺伝子の種間伝播ならびに毒素遺伝子の変異など、ゲノム解析を通じて明ら

かにできる可能性が示された。 



Ａ．研究目的 

 

 ウエルシュ菌食中毒は、我が国では、年

間約 30 件程度発生している。発生件数は

多くはないものの、一事件あたりの患者

数が多い。過去には 1,000 名を越す患者

数を示した事例もある１）。原因食は、カレ

ーやシチュー、煮込み料理、惣菜、仕出し

弁当などである。これらの原因食には2つ

の共通点がある。原因施設は、仕出し製造

工場や、学校・刑務所などの給食施設の整

った施設になっている。原因食品と原因

施設の種類は、ウエルシュ菌食中毒発生

機構を反映してのものとなる。ウエルシ

ュ菌は芽胞の形態で土壌に広く分布する。

そのため、農産品、食品工場、仕出し施設

をウエルシュ菌は汚染する。芽胞の食品

への付着、施設の持ち込みは、避けること

ができない。食材を加工する際、加熱する

が、ウエルシュ菌芽胞は、調理時の加熱で

は殺菌できない。周辺の共存菌が殺菌さ

れる中、ウエルシュ菌芽胞は、加熱によっ

て発芽が促進される。仕出し工場や給食

施設では、大量の調理を一度に行う。大型

の調理機器は、高さがあり、機器の底辺部

分は嫌気度が増す。ウエルシュ菌は、発育

指摘温度が 40 数℃で、一般の細菌より高

い。「深鍋で加熱され、大量の食材の量で、

また、粘性の高い所品で、加熱料理後ゆっ

くりと冷却されるような食品とその条件

が、ウエルシュ菌食中毒発生を生み出す。 

 ウエルシュ菌食中毒の研究は長く、そ

の原因物質は1960年代に明らかにされて

いる。すわなち、分子量が 30 K Da 程度

の、タンパク質毒素で、毒素そのものは易

熱性で、80℃10 分の加熱で失活する。毒

素は事例菌株の培養液中に分泌される。

そのため、培養液を、ウサギ腸管ループテ

ストに供すると、強い陽性反応、すなわち

下痢原生を示す。この毒素はエンテロト

キシンと呼ばれる。エンテロトキシンに

ついても、精力的に研究が行われ、受容体

を保持するVero細胞では細胞致死毒性を

示し、受容体を持たない L929 細胞では、

高濃度のエンテロトキシンによっても細

胞毒性が見られないことがわかっている
２）。 

ウエルシュ菌食中毒と診断する場合、

患者便および推定原因食品から、ウエル

シュ菌を分離し、菌株がエンテロトキシ

ン遺伝子を保有すること、所定の毒素産

生培地に接種し、エンテロトキシン産生

性を確認することが必須の検査項目にな

っている。遺伝子検査には PCR 法が、エ

ンテロトキシン産生性については、抗体

を利用しての逆受け身ラテックス凝集テ

スト(RPLA テスト)が実施される。 

 1997 年に、東京都で発生したウエルシ

ュ菌食中毒がある。患者症状が下痢・腹痛、

原因施設が飲食店であること、原因食が

弁当であること、平均の潜伏時間が 15 時

間程度であったことは、典型的ウエルシ

ュ菌食中毒を推測させるものであった。

患者便から分離した菌株について、エン

テロトキシン遺伝子の有無、および培養

液中のエンテロトキシンの有無を試験し

たところ、いずれも陰性を示した。一方、

当該菌株を培養し、その濾過滅菌液につ



いて、ウサギ腸管ループ試験を行ったと

ころ、陽性反応を示した。濾過滅菌培養液

は RPLA テスト陰性で、菌株から抽出した

DNA 検体についての、エンテロトキシン遺

伝子検査も陰性だった。培養ろ液は Vero

細胞および L-929 細胞に毒性を示した。

以上の結果は、ウエルシュ菌は、エンテロ

トキシンでなく、未同定の、新型エンテロ

トキシンを産生し、食中毒を発生させる

可能性を示唆している。 

 以上の見地から、本厚生労働科学研究

では、事例菌株の部分的ゲノム解析、部分

精製毒素標品のタンパク質の網羅的検索

を通じて、新型毒素を同定した。新型毒素

は 2 種類の成分から構成される、2コンポ

ーネント毒素であることが示されている
３）。 

 本研究の目的は、上記のような、非エン

テロトキシン産生性のウエルシュ菌食中

毒事例を収集し、その実態を明らかにす

ることにある。さらに、事例菌のゲノム解

析を行い、毒素遺伝子伝播機構を明らか

にすることを目的とする。 

 

 

Ｂ．実験方法 

1．東京都における食中毒事例で、ウエル

シュ菌が分離された事例 

 東京都健康安全研究センター食中毒得

研究室では、都内で発生した食中毒の、患

者材料および推定原因食品からの菌分離

を行っている。患者の呈した症状、潜伏期、

原因食、患者規模から、ウエルシュ菌食中

毒と推定され、上記材料からウエルシュ

菌が分離された例について、その分離株

について、エンテロトキシン遺伝子検査

および、毒素産生培地中での、エンテロト

キシン産生を調べた。その結果、エンテロ

トキシン遺伝子陰性、エンテロトキシン

産生性陰性の事例をまとめた。 

 

２．ウサギ腸管ループ試験 

 分離ウエルシュ菌株を変法 DS培地４）で

培養し、フィルターろ過滅菌（ポアーサイ

ズ 0.45 μm）し、検体とした。ウサギ（日

本在来種、オス、体重 1.5～2.0 Kg）をペ

ントバルビータル麻酔下で回復し、空腸

を体外に取り出した。5～10 cm 程度の間

隔で、腸管を結紮し、ループを作製した。

各ループに、検体 1.0 ml を接種した。検

体は、上記の変法 DS培地の培養液で、陰

性対象に、Phosphate buffered saline 

(PBS)を、陽性対象にコレラ毒素(Sigma)

を使用した。各検体をループ内に接種後、

腸管を腹腔内に戻し、閉腹した。約 18時

間後、ペントバルビタール麻酔液の大量

静脈内投与でウサギを安楽死させた。接

種した腸管ループを取り出し、腸管ルー

プの腫脹や内部の液体貯留の状況を写真

にて記録した。 

 

３．ウエルシュ菌エンテロトキシン遺伝

子検出 

 分離したウエルシュ菌を、Brain Heart 

Infusion 培地（BHI、BD）に接種し、好気

状態で 24時間培養した。1.5 ml の培養液

を、10,000xg、10 分間、遠心分離を行っ

た。上清を捨て、回収した菌体を 100 μ



l の Milli-Q 水で懸濁し、95℃、10 分間

加熱した。10,000xg、10 分間遠心分離を

行い、上清を回収し、ウエルシュ菌 DNA テ

ンプレートとした。 

 エンテロトキシン遺伝子の検出には、

ウエルシュ菌エンテロトキシン遺伝子検

出キット（タカラバイオ）を用いた。テン

プレートの量、および PCR の条件は、キ

ットの取り扱い説明書に準じた。毒素遺

伝子の検出にはアガロースゲル電気泳動

法を用いた。 

 

４．分離菌株のエンテロトキシン産生試

験 

 分離菌は、Cocked Meat Medium に接種

して保存した。保存菌液を BHI 培地に接

種し、37℃24 時間、好気的条件で培養し

た。変法 DS 培地に、BHI 培地での培養液

を、１／１０量接種し、37℃24 時間培養

した。培養液を 10,000xg、10 分間遠心分

離し、上清を回収、毒素検査材料とした。 

 培養液中のエンテロトキシンタンパク

質は、RPLA 反応を利用したキット（デン

カ生研）を用いた。培養液の希釈には 96 

ウェル（尖底）プレートを用いた。ウェル

に培養液を 25 μl を加え、さらに、キッ

ト添付の希釈液を 25 μl 加えて、検体の

2倍希釈を作製した。同様の操作を繰り返

し、段階希釈を 2 列作製した。各ウェル

に、キット添付の抗エンテロトキシン抗

体結合ラテックスおよび、陰性コントロ

ールとして、未感作（抗体が結合していな

い）ラテックスを、おのおの 25 μl 添加

し、混合後、室温にて 24 時間静置した。

希釈液に加えたラテックス粒子を入れた

ウェルを凝集反応陰性指標に、また、キッ

ト中に含まれるエンテロトキシン溶液で

の反応を凝集反応陽性指標にして、分離

菌培養液中のエンテロトキシン産生性を

検証した。 

 

5．細胞致死試験 

 研究室保有中の Vero 細胞および L929

細胞を用いた。Dulbecco 変法 MEM 培地

(DMEM 培地、Sigma)に、10％ Fetal Bovine 

Serum (FBS、Difco)を加え培地を、両細胞

の培養に用いた。通常法方法で継代中の

それぞれの細胞を、1 x 105 cell/ml に培

地で希釈し、96 ウェルプレートに 100 μ

l/ well の割合で播種した。５％CO2 イン

キュベータ内で１晩培養後、ウェルあた

り 10 μl の割合で、上記変法 DS 培地で

培養した検液を添加した。さらに 24 時間

培養を継続し、その後、両細胞への、ウエ

ルシュ菌培養上清の効果を判定した。培

地添加時に、陽性対象として、ウエルシュ

菌エンテロトキシン(Sigma)を用いた。 

 

６．ゲノム解析 

 1997 年に発生した事例より分離した株

W5052 株の部分的ゲノム解析を行った。同

菌株を BHI 培地で 37℃24 時間培養した。

培養液について 10,000 rpm10 分の遠心分

離を行い、上清を捨て、菌体を回収した。

DNA 抽 出 キ ッ ト と し て 、 DNeasy 

Blood&Tissue Kit(Qiagen)を用い、菌体

からゲノム DNA を回収した。 

 解析として、Shotgun 法と Mate-pair 法



を用いた。上記のゲノム DNA について、

Mata-pair 用のライブラリーを作製し

（Rhche 社に依頼）、解析の対象とした。 

 Rhche 社の GS Junior を用い、W5052 株

のゲノムを解析した。シークエンス解析

には機器付属のソフトウェア―(GS 

Junior Software 2.7)の一部を利用した。

ウエルシュ菌ゲノムの比較を行った。比

較対象は、すでにシークエンスデータが

公表されているウエルシュ菌 St.13 株と

した５）。 

 

 

Ｃ．結果 

1. エンテロトキシン非産生性のウエル

シュ菌による食中毒事例 

 1997 年以降、2003、2009、2010 年に事

例が発生した。表１にその概要を整理し

た。 

 事例は、その患者菅 11 名と小規模のも

のから、84 名と 100 名に近い大規模型食

中毒の様式を示した。原因施設は飲食店

であることも、ウエルシュ菌食中毒の共

通の性状を示した。原因食品はロースト

ビープおよび煮物と、これらもウエルシ

ュ菌食中毒の代表的原因食品になってい

た。 

 ４事例ともに患者は下痢および腹痛を

示し、平均の潜伏時間が約 10 時間から 15

時間と、これらも通常のウエルシュ菌食

中毒患者が示すものの特徴を示した。 

 

２．４事例株における変法 DS 培地培養液

の腸管毒性 

 ４事例から分離した、各１株について、

変法 DS 培地における培養液について、腸

管ループ試験を実施した。コレラ毒素を

接種したループと同様、各事例分離株の

培養液は、ループを腫張させた。また、ル

ープ内部に液体を貯留させた。 

 

３．４事例からの分離株のエンテロトキ

シン遺伝子保有とエンテロトキシン産生

性 

４事例からは、患者材料から、5～10 株

程度の菌株を分離した。おのおのの菌株

について、加熱抽出法によってテンプレ

ート DNA を調製し、PCR を実施した。いず

れの菌株も、キットが指示するサイズの

DNA の増幅を確認できなかった。 

分離菌株の変法DS培地培養液中のエン

テロトキシンの存在を、抗体を用いた

RPLA 法で検討したところ、いずれの菌株

の培養液においても、RPLA 法 陰性を示し、

エンテロトキシンの産生は確認できなか

った。 

 

４．４事例株における変法 DS 培地培養液

の細胞毒性 

 ４事例から分離した、各１菌株につい

て、変法 DS 培地で培養し、その培養液の

Vero 細胞および L929 細胞への毒性を検

証した。市販のウエルシュ菌は Vero 細胞

へ毒性を示した。一方、L929 細胞には変

化を与えなかった。この現象はすでに確

認されており２）、L929 細胞にはエンテロ

トキシン受容体が存在しないことで、

L929 細胞への致死毒性が発現しないと説



明されている。 一方、この度の 4 事例

からの分離菌株を、変法 DS 培地で培養し

て得た培養液ろ液を、Vero 細胞および

L929 細胞の培地中に添加したところ、両

細胞への致死作用が観察された。 

 

５．事例株のゲノム解析 

 Shutgun シークエンシング法で、

W5052 株のゲノム情報を得た。平均のリー

ド数（一回あたりに読み取れた塩基配列

の数）は 472 bp だった。全読み取り塩基

数は 68 Mbp を示した。それらの配列を、

付属のソフト GS de novo Assembler で

処理をしたところ、17 種類の Scarffold

を得た。Scaffold は、信頼性のある塩基

配列の固まりを示している。17 種のサイ

ズは、2 Kbp から 3.2 Mbp の間に分布し

た。Scaffold の塩基サイズが大きいもの

は染色体を、小さいものはプラスミドを

示唆する。 

 同様の解析をMate-pair法で実施した。

平均リード数は 451 bp、読み取った全塩

基数は 90 Mbp を示した。Mate-pair 法と

Shotgun 法の双方で得た配列を合わせて、

de novo Assemble で解析したところ、

scaffold は 3 種にまで減少した。具体的

には約 310 万 bp、約 5万 4千 bp、および

約 1 万 2千 bp の Scaffold を示した。 

 これら 3 種の Scaffold に対し、GS 

Reference Mapper を用いて、ウエルシュ

菌St.13株ゲノムとのマッピングを行い、

塩基配列の相同性を比較した。それぞれ

を図に示す（図１、２、３）。最も塩基数

の多い Scaffold は、SM101 株との比較か

ら、染色体であることが推察された。他の

2 種の scaffold は、塩基サイズから、プ

ラスミドと推察された。 

 

 

Ｄ. 考察 

 ウエルシュ菌は各種の毒素を産生する。

それら毒素のうち、食中毒を誘発する直

接の毒素がエンテロトキシンで、腸管粘

膜上皮細胞に障害を与え、下痢を誘発す

ることがわかっている。ウエルシュ菌食

中毒は、エンテロトキシン産生性のウエ

ルシュ菌生菌が、食品とともに人体に取

り込まれ、腸管内で増殖し、エンテロトキ

シンを産生することによって発症する。

一方、ウエルシュ菌は環境中や糞便中に

も存在する。それらの、食中毒とは無関係

のウエルシュ菌では、エンテロトキシン

遺伝子は保持せず、毒素産生を誘発しや

すい培地に接種してもエンテロトキシン

産生は認められない。したがって、ウエル

シュ菌食中毒を起こす菌株は、必ずエン

テロトキシン遺伝子を保有し、かつ、毒素

産生培地でのエンテロトキシン産生が確

認できる。 

 ウエルシュ菌食中毒は、腸管内での増

殖と毒素産生のために、ブドウ球菌やセ

レウス菌毒素性食中毒より長時間の潜伏

期を示すのが通常である。前者は早いと

喫食後 30 分程度で症状の発現をみるが、

ウエルシュ菌では平均的に 10 時間程度

の潜伏時間を要するとされている。症状

は、水様性下痢、渋り腹呼ばれる腹痛を主

とする。予後はよい。 



ウエルシュ菌食中毒は、原因食品に特

徴を持つ。ウエルシュ菌は耐熱性の芽胞

を産生する。食材に同菌芽胞が含まれて、

加工調理される際、加熱により共存菌の

死滅、芽胞の加熱による活性化と一斉増

殖が起こる。そのため、原因食には肉、野

菜等の煮込み料理や、ローストビーフな

どの加熱加工食品がある。 

ウエルシュ菌食中毒は、原因施設にも

特徴がある。家庭での発生は通常みられ

ない。上述のように、加工加熱する食品が

ウエルシュ菌の原因食となるのであるが、

嫌気性菌のウエルシュ菌の食品内増殖を

許す条件があり、食品内嫌気度を上昇さ

せる大量調理施設が該当する。同施設で

は、容量の大きな調理器具を使用する。同

器具は高さがあり、大気の器具底部への

浸透が弱い。加熱によって排出された酸

素が、再び食品内に浸透する際に、深さの

ある調理器具は食品内嫌気度を高く保つ

危険性がある。さらに、カレー、シチュー、

煮物のように、粘性の高い食品は、大気の

浸透を妨げる。飲食店、給食施設、仕出し

弁当をつくる調理施設が、ウエルシュ菌

食中毒の原因施設になりやすい条件は、

ウエルシュ菌固有の性状が原因になって

いる。飲食店や給食施設で調理された「同

一の食品」は多くの人に提供され、大規模

な人数の食中毒に発展することもウエル

シュ菌食中毒の大きな特徴となっている。 

以上のウエルシュ菌とウエルシュ菌食

中毒の特徴は、同食中毒を診断する際に

有効に作用する。原因施設、原因食、患者

数、潜伏期間、症状、から推測し、原因食

および患者糞便から、ウエルシュ菌を培

養する。同菌が耐熱性の芽胞を産生する

こと、嫌気性菌であることを利用し、菌分

離を行う。また、患者下痢便中にはエンテ

ロトキシンが検出されることも多い。 

 患者材料や推定原因食からウエルシュ

菌が分離された場合、菌体 DNA をテンプ

レートして PCR を行い、エンテロトキシ

ン遺遺伝子があること、また、毒素産生培

地に接種し、エンテロトキシンタンパク

質が産生されていることを確認し、ウエ

ルシュ菌食中毒と診断する。 

1997 年、ウエルシュ菌食中毒が疑われ、

患者材料からウエルシュ菌が分離された

事例が発生した。ウエルシュ菌食中毒と

診断するため、常法に従い、エンテロトキ

シン遺伝子と同タンパク質の有無を検査

したところ、いずれも陰性だった。同事例

から、複数の菌株について検査しても同

様だった。以降、2010 年に至るまで、4例

の同様な事例の発生があった。 

4 事例から分離された菌株について、そ

の腸管病原性を検証した。ウサギ腸管ル

ープ試験は、対象物が直接に腸組織に接

触し、下痢原性を実証する。液体の貯留、

すなわち下痢誘発性と、貯留した液体に

よる腸管ループの腫脹が認められた場合、

検査対象に下痢誘発性、腸管病原性があ

り、食中毒を惹起する能力を証明する。４

事例のそれぞれから分離された菌株の、

培養液ろ液は、腸管ループテスト陽性を

示した。 

ウエルシュ菌エンテロトキシンは、細

胞膜上の受容体に結合し、細胞膜に小孔



を開け、細胞内容物の流出と、細胞死を誘

導することがわかっている。これまでの

受容体研究から、ミドリザル腎臓由来

Vero 細胞は同受容体を持ち、したがって

エンテロトキシン感受性を示すことが明

らかになっている。一方、マウス繊維芽細

胞 L929 細胞は、エンテロトキシン受容体

を保有せず、したがってエンテロトキシ

ン非感受性細胞になる。両細胞に対し、事

例分離株の培養ろ液は、細胞毒性を示し

た。これらの事実は、4事例を発生させた

ウエルシュ菌は、エンテロトキシンでは

なく、新種の下痢誘発毒素があること、複

数の事例が観察され、現状の検査法と、検

査者のウエルシュ菌食中毒に対する知識

では、同菌食中毒の正確な疫学情報を得

ているとは言い難いことを示している。 

昨年度までの、本厚生労働科学研究の

成果から、上記の新種の腸管毒性物質が、

事例菌が産生するタンパク質性の毒素で

あることが明らかになっている 4）。本年度

は、事例由来の菌株の性状を蓄積して、新

型毒素産生ウエルシュ菌の存在が、普遍

的である可能性を示すとともに、事例分

離菌の、ゲノム情報を解析した。 

ウエルシュ菌のゲノムは、数株につい

てはすでに公開されている、それらのう

ちの一つ SM101 株株は、エンテロトキシ

ン産生性の菌株として分析され、事実、染

色体上にエンテロトキシン遺伝子が存在

している５）。事例由来株の一つ、W5052 株

についいて、次世代シークエンシング解

析を行った。同法では、Mate-pair 法によ

る解析が有効だった。次世代シークエン

シングでは、信頼性ある塩基配列の固ま

り(scadffold)が大きくなり、その数が少

なくなり、一定数の scaffold で収束した

場合、ゲノム構成成分が規定される。細菌

の場合、数 M bp のレベルの染色体と、菌

が保有するプラスミドがゲノム構成成分

となる。W5052 株の Mate-pair 解析では、

3 種の scaffold に収束し、そのうちの一

つが 3 Mbp と大きく、染色体であること

を示す。一方、50,000 bp 程度および 12000 

bb 程度の小さな scaffold も存在し、これ

らはプラスミドであることを示唆する。 

 昨年度までの解析では、当該腸管毒性

物質は、イオタ毒素に相同性のあるタン

パク質であることが示されている。イオ

タ毒素は、ウエルシュ菌で発見されたも

のであるが６）、イオタ毒素に類似の毒素

がスピロフォルム菌でも発見され、イオ

タ毒素様毒素として、ウサギの下痢症に

関わることが明らかになっている６）。新

種の腸管毒素は、ウエルシュ菌のイオタ

毒素よりも、スピロフォルム菌のイオタ

毒素様毒素に相同性が高かった４）。以上

のことは、イオタ毒素が、ウエルシュ菌か

らスピロフォルム菌に伝播し、変異を受

け、さらに、エンテロトキシン遺伝子を持

たないウエルシュ菌に伝播して、さらに

変異をしたことを想像させる。本年度の

新型下痢毒素産生性ウエルシュ菌のゲノ

ム解析研究は、ウエルシュ菌食中毒の疫

学情報を正確に刷新できるだけでなく、

病原性遺伝子の伝播と、同遺伝子を保有

する生物種の関係を明らかにできる可能

性がある。 
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表１ ウエルシュ菌が分離されたが、従来と性状の異なる食中毒事例 

 

 事例１ 事例２ 事例３ 事例４ 

発生年月 1997.1 2003.6 2009.8 2010.1 

発生地 東京 東京 大阪 栃木 

患者数（人） 39 11 84 79 

原因施設 飲食店 飲食店 飲食店 飲食店 

原因食品 
シラタキと牛肉

の煮物 
子羊煮物 ローストビーフ ローストビーフ 

主要症状 下痢・腹痛 下痢・腹痛 下痢・腹痛 下痢・腹痛 

平均潜伏時間

（時間） 
15.4 10 12.2 9.7 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ エンテロトキシン非産生性ウエルシュ菌 W5052 株のゲノムマップ 

   W5052 株のゲノムシークエンスを、公開されているウエルシュ菌 SM101 と比較し

た。 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   図２ エンテロトキシン非産生性ウエルシュ菌 W5052 株のゲノムマップ 

   W5052 株のゲノムシークエンスを、公開されているウエルシュ菌 SM101 と比較し

た。 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ エンテロトキシン非産生性ウエルシュ菌 W5052 株のゲノムマップ 

   W5052 株のゲノムシークエンスを、公開されているウエルシュ菌 SM101 と比較し

た。 
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