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研究要旨  

ウエルシュ菌食中毒制御に資する知見を得るため、食品や河川におけるウエルシュ

菌の汚染実態調査、食品中での増殖挙動の解析、分離株の分子疫学的解析、迅速検査法

の作製を行った。汚染実態調査に関しては、カレーミックス・香辛料、海産食品、食肉、

根菜、貝から食中毒の直接の原因であるエンテトロキシン遺伝子（cpe）陽性芽胞の検

出を行ったところ、カレーミックス・香辛料、貝、乾燥水産食品、根菜、鶏肉で汚染が

認められた。特にカレーミックス・香辛料、貝、乾燥水産食品はウエルシュ菌陽性検体

数に占めるエンテロトキシン遺伝子(cpe)陽性検体の割合が高く、cpe 保有芽胞がこれ

らの食品に特に汚染している可能性が示唆された。一方、以前からウエルシュ菌の汚染

源と考えられていた牛肉、豚肉からは cpe保有芽胞は検出されなかった。 

河川および海産物における cpe 陽性ウエルシュ菌の汚染調査から、下水処理場の放

流水が cpe陽性ウエルシュ菌の汚染源である可能性、また cpe陽性ウエルシュ菌は河川

水を介して沿岸部を広く汚染している実態が明らかになった。 

本研究で得られた食品・環境由来の cpe 陽性ウエルシュ菌と過去の食中毒事例由来

株の分子疫学的解析を行ったところ、いくつかの食品や環境由来菌株は食中毒患者由来

株と遺伝的に比較的近縁であり、分子疫学的に関連がある可能性が考えられた。海産物

や農産物を含む広範な食品が、ウエルシュ菌食中毒の原因になりうることが示唆された。 

食品中での増殖挙動の解析では、食肉が添加されていない食品中では、ウエルシュ

菌の増殖は著しく抑制されることが明らかになった。これらの結果から、牛肉、豚肉は

汚染源としての重要性は低いが、ウエルシュ菌の増殖に大きな影響をおよぼすため、食

肉はウエルシュ菌食中毒を制御する上で重要な因子であることが示唆された。 

迅速検査法に関しては、免疫磁気ビーズを用いたウエルシュ菌の迅速検査法を作製

した。その結果、増菌培養を行うことなく、102 cfu/ml以上のウエルシュ菌を検出する

ことができた。 
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Ａ．研究目的  

ウエルシュ菌食中毒はグラム陽性桿菌

Clostridium perfringensによって引き起

こされる食中毒である。ウエルシュ菌は芽

胞を形成するため、調理時の加熱によって

発芽し、加熱によって嫌気状態になった食

品中で急速に増殖する。このため、調理後、

食品を急速に冷却することがウエルシュ

菌の増殖を抑制し、食中毒を予防するのに

重要である。こういったウエルシュ菌の特

性から、調理後の加熱が緩慢になりがちな

大規模調理施設でウエルシュ菌食中毒が

発生する傾向が認められる。我が国では

HACCP による管理が義務付けられている

が、本菌による食中毒は依然発生が続いて

おり、減少の傾向が認められない。この原

因として、エンテロトキシン産生性ウエル

シュ菌の主たる汚染食品が明らかになっ

ていないことがまず挙げられる。ウエルシ

ュ菌は多くの食品から検出されるが、その

ほとんどがエンテロトキシン非産生株で

あり、食中毒の原因となるエンテロトキシ

ン産生株はほとんど検出されない。これま

でにもウエルシュ菌の汚染調査が行われ

てきたが、エンテロトキシン産生株の主た

る汚染食品は明らかになっていない。また、

多くのウエルシュ菌食中毒事例では、食中

毒が発生しても原因食材を同定できない

事例が多く、飲食店等へ効果的な指導を行

うための基礎的なデータが不足するとい

う結果になっており、結果的にウエルシュ

菌食中毒の発生を防止できないことの一

因になっていると考えられる。本研究では

これらの問題に対応するために、大規模な

食品の汚染実態調査を実施し、エンテロト

キシン産生性ウエルシュ菌の主たる汚染

源を明らかにした。また、食中毒予防のた

めの基礎的なデータを収集するために、ウ

エルシュ菌食中毒が多発する煮物中の増

殖挙動を検討した。食肉への汚染を考察す

るために家畜の腸内容物からのウエルシ

ュ菌の検出を行うとともに、汚染実態調査

の結果から、河川を介したエンテロトキシ

ン陽性ウエルシュ菌の食品への汚染が示

唆されたため、河川や貝における汚染調査

を行った。さらに、本研究で得られた食品

や環境からの分離株の分子疫学的解析を

行い、これらの株の由来の推定を行った。

さらに、ウエルシュ菌の迅速検査法の検討
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を行った。 

 

Ｂ．研究方法 

[１]食品の汚染実態調査 

国内で市販されているカレーミックス・

香辛料、根菜、食肉（牛肉、豚肉、鶏肉）、

魚・エビ、貝、乾燥水産食品、乾燥海藻な

ど、計 901検体の調査を行った。食中毒の

直接の原因となるウエルシュ菌芽胞を対

象に調査を行った。一部の検体では、最確

数法によって汚染菌量の推定を行った。 

[２]煮物中での増殖挙動の解析 

煮物のモデル食品としてカレーを採用

した。カレーには、野菜と食肉（牛肉、豚

肉、鶏肉、もしくは食肉非添加のいずれか）

を加え、カレーミックスとしては、ブロッ

クタイプの固形のもの、もしくは香辛料を

破砕しただけのものを使用し、合わせてカ

レーミックス非使用の検体も作成した。こ

れらのカレーに、香辛料由来のウエルシュ

菌を接種し（約 101 cfu/800 mLカレー）、

42℃で培養し、1 時間毎に菌数を測定した。 

[３]家畜内容物からのウエルシュ菌の

検出 

食肉処理場から健康畜として搬入され

た牛と豚の大腸内容物と 3 か所の食鳥処

理場からブロイラーの盲腸内容物を毎月

採取した。供試した検体数は 587 であっ

た。腸内用物から芽胞および栄養体の検出

を行った。 

[４]河川における汚染調査 

河川水または下水処理水は必要に応じ

て 10 倍段階希釈を行い、非加熱と加熱処

理した各 100mlの原液および希釈液を 0.2

μm のポアサイズのフィルターで吸引ろ

過した。吸引後のフィルターをウエルシュ

菌 の 選 択 培 地 で あ る CHROMagar 

perfringens平板培地上に置き、さらに同

培地を重層して培地が固化した後、37℃、

24時間嫌気培養を行った。コロニーPCRに

よって、ウエルシュ菌およびエンテロトキ

シン遺伝子の検出を行った。 

[５]貝における汚染調査 

アサリ、ハマグリ、ヒオウギガイ、ホタ

テガイ、ホンビノスガイ、マガキ、ムラサ

キイガイを対象とした。活貝を開殻し、軟

体部全体を細断して検体とした。 

[６]分離株の分子疫学的解析 

本研究班において分離した cpe 陽性ウ

エルシュ菌および川崎市健康安全研究セ

ンターで過去に分離した患者由来株の計

75 株を供試した。ゲノム DNA 塩基配列を

微生物の遺伝子解析プラットフォーム

PubMLST を使用してデータベースと照合

し、各菌株の 1431 遺伝子座それぞれにお

いて alleleのタイプを番号化して割り当

てた Multilocus sequence typing (MLST)

を判定して、alleleプロファイルを得た。

これに基づき、CLC Genomics Workbench を

用いて、Minimum Spanning Tree を作製し、

菌株間の系統関係を推定した。 

[７]迅速検査法の検討 

ウエルシュ菌に対する免疫磁気ビーズ

の作製を試みた。磁気ビーズとしては
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Dynabeads™ Protein A for 

Immunoprecipitation （ Thermo Fisher 

Scientific, #DB10001）、ウエルシュ菌に

対する抗体として C. perfringens Rabbit 

IgG polyclonal antibody (Thermo Fisher 

Scientific, #PA1-85310)を使用した。菌

液1ｍLにウエルシュ菌抗体10μgを加え、

チューブを 1時間回転させた。その後、あ

らかじめ PBS で洗浄しておいた磁気ビー

ズを 10μL加え、1時間回転させた。その

後、チューブをマグネチックスタンドに置

き、PBSで磁気ビーズを洗浄した。最終的

に磁気ビーズは CHROMagar に塗抹、もしく

は磁気ビーズからアルカリ熱抽出法を用

いて DNAを抽出し、汚染実態調査で用いた

マルチプレックス PCR 法を用いて、cpa、

cpeの検出を行った。 

[８]ウエルシュ菌の検出方法 

本研究では、食中毒の直接の原因となる

ウエルシュ菌芽胞を対象に調査を行った。

本研究をとおして使用した検出方法は以

下のとおりである。 

検体 25ｇをストマッカーバックに無菌

的に採取し、チオグリコレート培地 225ｍ

Lを加えた。１分間、ストマッカー処理を

行った。芽胞を検出する場合は、次にスト

マッカーバックを 70℃、20分間加熱した。

その後、42℃、24 時間の増菌培養を行っ

た。増菌培養液からアルカリ熱抽出法で抽

出した DNA をテンプレートとして利用し、

マルチプレックス PCRを行った。マルチプ

レックス PCRでは、ウエルシュ菌のマーカ

ーとしてアルファ毒素遺伝子（cpa）を検

出するとともに cpe を検出した。さらに、

増菌培養液を CHROMagar C. perfringens

（CHROMagar）に塗抹し、ウエルシュ菌が

疑われるコロニーの cpa、cpe 保有状況を

コロニーPCRで確認した。 

増菌培養後の PCR もしくは分離培養後

のコロニーPCRのいずれかで cpaもしくは

cpeが陽性になった場合、その検体はそれ

ぞれの遺伝子について陽性であると判定

した。 

 

Ｃ．研究結果 

[１]食品の汚染実態調査 

汚染実態調査では、カレーミックス・香

辛料、貝、根菜、鶏肉から cpeが検出され

た。特にカーレーミックス・香辛料は、cpa、

cpe ともに陽性率が高かった。また、cap

陽性検体中に占める cpe 陽性検体の割合

も高く、カレーミックス・香辛料には cpe

陽性ウエルシュ菌芽胞が特に汚染してい

ることが示唆された。一方、これまでウエ

ルシュ菌食中毒の原因食品として重要視

されていた牛肉、豚肉からは、cpeは検出

されなかった。特に牛肉ではすべての検体

で cpa が検出されず、豚肉は 1 検体だけ

から cpaが検出された。 

貝や乾燥水産食品（煮干し、素干しエビ

など）において cpa、cpe が高率に検出さ

れた。また、cap 陽性検体中に占める cpe

陽性検体の割合も高く、cpe陽性ウエルシ

ュ菌が高率に汚染している可能性が示唆
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された。 

[２]煮物中での増殖挙動の解析 

食肉非添加のカレー中では、ウエルシュ

菌の増殖は認められなかった。しかし、食

肉を添加すると、6 時間後には 103〜107 

cfu/mL まで増殖した。添加した食肉の種

類によって増殖性に違いは認められなか

った。カレーミックスの種類では、固形ル

ーを用いたカレー中での増殖が最も良か

った。カレーミックスを添加していないも

の（野菜と水だけ）でも、食肉を添加する

と増殖が認められたが、食肉非添加では増

殖は認められなかった。 

[３]家畜内容物からのウエルシュ菌の

検出 

牛、豚、鶏の腸内容物からは、年

間を通じてウエルシュ菌の栄養体

および芽胞が検出された。しかし、

cpe 保有株は検出されなかった。  

[４]河川における汚染調査 

調査した 2つの水系から採取した 33 検

体の河川水および下水処理水からウエル

シュ菌の分離を試みたところ、ウエルシュ

菌の検出率は、上流が低く、下流で高くな

る傾向が認められた。cpa陽性菌数に占め

る cpe陽性菌の割合も、下流に行くに従っ

て高くなる傾向を示した。cpe陽性ウエル

シュ菌の検出が最も高かったのは放流水

で、下水処理場の放流水すべてから cpe陽

性菌が分離された。河口の川砂とカキから

cpe陽性菌が分離された。 

[５]貝における汚染調査 

貝は 62 検体を調査した。調査の結果、

貝前 62 検体のうち 36 検体(58.1%)からウ

エルシュ菌が検出され、4 検体(6 %)から

cpe陽性株が検出された。 

[６]分離株の分子疫学的解析 

本研究班でこれまでに分離した環境、食

品由来、および過去に分離された患者由来

の cpe陽性ウエルシュ菌 75菌株の cgMLST

プロファイルを指標として Minimum 

Spanning Treeを作製した。その結果、同

一の集団食中毒事例内での菌株間と同程

度に、食中毒患者由来株と類似した

allele のタイプを持つ海産物または乾物

由来株が複数存在した。しかし、特定の食

品が患者由来株と特に近縁であるという

ような傾向は認められなかった。 

[７]迅速検査法の検討 

 チオグリコレート培地に既知の菌数の

ウエルシュ菌を浮遊させたものを検体と

して使用し、今回作製した磁気ビーズの感

度を検討した。その結果、磁気ビーズを塗

沫した場合、磁気ビーズから DNAを抽出し

PCRで検出した場合のいずれでも、検体中

に 102 cfu/mL以上のウエルシュ菌が存在

していれば、検出することができた。次に、

カレーの 10倍乳剤を作製し、同様の実験

を行ったが感度は変わらず、菌濃度が 102 

cfu/mL 以上の場合、検出することができ

た。 

 

Ｄ．考察 

汚染実態調査の結果から、カレーミック
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ス・香辛料、貝、乾燥水産食品などが cpe

保有芽胞に汚染されている状態が明らか

になった。カレーミックス・香辛料は、ウ

エルシュ菌食中毒が頻発しているカレー

の原料である。貝はウエルシュ菌食中毒の

原因食品という観点からは重要度は低い

かもしれないが、わが国の沿岸部の一部が

cpe 陽性のウエルシュ菌によって汚染さ

れていることを示唆する結果であると思

われる。また、干しエビ、イリコ、海藻な

ども cpe保有芽胞に汚染されていた。干し

エビやイリコ、昆布などの乾燥水産食品は、

和食をはじめとした多くの料理で使用さ

れている。煮物やめんつゆなどでウエルシ

ュ菌食中毒が発生しているが、乾燥水産食

品を“だし”として使用し、そこから汚染

が発生している可能性が示唆された。米国

では、ヒトがエンテロトキシン産生性ウエ

ルシュ菌を保菌しており、下水をとおして

河川や沿岸部がエンテロトキシン産生性

ウエルシュ菌に汚染されているという報

告がなされている。今回の調査では、河川、

特に下水処理施設の放流水で強く汚染が

認められ、また、海産物においても汚染が

強く認められたことから、わが国でも同様

に、河川や沿岸部がエンテロトキシン産生

性ウエルシュ菌の重要な感染源であり、水

産食品への汚染が発生しているという可

能性が示唆された。また、香辛料の栽培に

河川や溜池の水が使用されている場合が

ある。また、香辛料の種類によっては、収

穫した果実の洗浄や発酵させて果肉を除

去する際にも水を使用するため、原産国の

河川の衛生状況によっては、土壌だけでな

く、水を介したウエルシュ菌汚染が発生し

ている可能性も考えられた。一方、これま

でウエルシュ菌汚染で重要視されてきた

食肉であるが、cpe保有の有無にかかわら

ず、ウエルシュ菌の汚染はほとんど認めら

れなかった。また、家畜の腸内容物から、

cpe 保有株を検出することができなかっ

た。これらの結果から、牛肉や豚肉でのウ

エルシュ菌汚染は非常に限られたもので

ある可能性が示唆された。鶏肉ではウエル

シュ菌の汚染が認められていることから、

牛肉、豚肉の食肉処理工程の衛生管理が進

み、ウエルシュ菌汚染が低減されたのでは

ないかと考えられた。 

これらの結果は、分子疫学的解析によっ

ても確認された。分子疫学的解析では、患

者由来株と非常に近縁な関係にある株が、

海産物や乾物から分離されているという

結果が得られた。その一方で、患者由来株

と近縁の cpe 陽性ウエルシュ菌が特定の

食品から特に分離されたというような結

果は、分子疫学的解析から確認できなかっ

た。これらの結果は、従来、食中毒の主な

原因であると考えられてきた食肉以外の

広い範囲の食品でも、ウエルシュ菌食中毒

の原因となりうる可能性を示唆している

ものと考えられた 

カレーにおけるウエルシュ菌の増殖挙

動を解析したところ、カレーミックスに汚

染している少量のウエルシュ菌でも、牛肉、
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豚肉、鶏肉のいずれかが添加されている場

合、6時間で食中毒を引き起こせるだけの

菌濃度に到達できることが明らかになっ

た。しかしながら、食肉を添加しないカレ

ーでは、ウエルシュ菌は増殖することがで

きなかった。15L の寸胴鍋でカレーを調理

後、室温放置した場合、ウエルシュ菌の増

殖可能温度帯に約 9 時間滞留したとの報

告があることから、調理後の冷却が適切に

行われなかった場合、カレーミックスに汚

染している少量のウエルシュ菌でも食中

毒を惹起できる可能性が示唆された。 

食肉を添加しないカレー中ではウエル

シュ菌の増殖が著しく抑制されることが

明らかになった。このことから、ウエルシ

ュ菌食中毒の予防法として、次の方法が有

効ではないかと考えられた。１）カレーを

作る際にはまず食肉を炒める。２）一旦、

鍋から食肉を取りだす。３）残りの材料で

カレーを作る。４）配膳直前の再加熱の際

に、先に調理した食肉を合わせ、提供する。 

この方法で、カレーの中でのウエルシュ菌

の増殖を大きく阻害できると考えられる。 

食肉添加によるウエルシュ菌の増殖は、

カレーミックスの種類に依存しないこと

が明らかになった。ただし、固形ルーを用

いた場合は、粉末カレーミックスもしくは

カレーミックス非添加の場合と比べて、ウ

エルシュ菌の増殖が良好であった。これは、

固形ルーには香辛料以外に、肉エキス、野

菜エキス、酵母エキス、粉乳、澱粉等の栄

養となりうる成分が含まれているためと

考えられた。 

カレーミックス非添加でも、食肉添加に

伴うウエルシュ菌の増殖が認められた。こ

のことから、カレー以外の食品においても

食肉の添加がウエルシュ菌の増殖に影響

を及ぼすことが示唆された。カレー以外で

ウエルシュ菌食中毒が多く発生している

食品として、シチュー、肉じゃが、芋のそ

ぼろ煮などがあるが、これらの食品におい

ても、前述のように食肉を後から添加する

方法によってウエルシュ菌の増殖を制御

できる可能性が示唆された。 

今回作製した免疫磁気ビーズ法は 102 

cfu/mL 以上の菌濃度でウエルシュ菌を検

出することが出来た。多くのウエルシュ菌

食中毒事例では、食品中の菌濃度が 104 

cfu/mL 以上になると考えられているため、

食中毒の原因究明に使用する場合、十分な

検出感度を有していると考えられた。ビー

ズから DNA を抽出し PCR を行なった場合

は当日中に、ビーズを選択培地に塗抹した

場合は翌日にウエルシュ菌の存在を確認

することができる。いずれにせよ、増菌培

養を行わなくても済むため、増菌培養にか

かる 1 日を短縮することができる。今後

は、検出感度をさらに向上させ、食中毒の

原因究明だけでなく、汚染調査にも使用で

きるようにしたい。 

 

Ｅ．結論  

 今回の結果から、カレーで頻発し

ているウエルシュ菌食中毒は主に
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カレーミックスや香辛料からの汚

染によるものであることが示唆さ

れた。今後、ウエルシュ菌食中毒の

予防を考えていくうえで、カレーミ

ックス・香辛料にさらに着目してい

く必要があると思われる。同様に今

回の結果から、干しエビやイリコな

どを汚染食品とする食中毒発生の

可能性も示唆された。今後、食中毒

が発生した際には、これらの食品に

も注意を払う必要があると考えら

れる。  

 食肉は cpe 保有ウエルシュ菌の

汚染源としての重要性は高くはな

いが、ウエルシュ菌の増殖を促進す

るため、食品中のウエルシュ菌を制

御するためには、重要な因子である

ことが明らかになった。  

 

Ｆ．健康危険情報  

なし  
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