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研究要旨 

既存のウエルシュ菌の型別法にはそれぞれ課題があり、集団食中毒へ迅速に対応す

るためには改良法の開発が求められる。そこで本研究では、新たな遺伝子型別法を開発

する前段階として、日本国内にて分離された多様なウエルシュ菌がどのような遺伝子や

アミノ酸配列を有するのか、全ゲノムデータを基に解析した。その結果、食中毒を起こ

すために必須の cpe 遺伝子が染色体上に局在するウエルシュ菌は大きく分けて 2 種類

の系統に属した。うち片方（c-cpe group1）はウエルシュ菌の芽胞の耐熱性に重要な

Ssp4 のアミノ酸配列が耐熱性の構成を示すことが明らかとなった。また、この c-cpe 

group1 に特徴的なその他の遺伝子構成も明らかとなった。集団食中毒事例分離株に着

目して解析すると、ある程度事例ごとに特徴的な病原遺伝子/環境耐性因子パターンを

示した。今後は集団食中毒事例由来株をより増やして解析し、遺伝子型別法の標的遺伝

子を選定する。 
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Ａ．研究目的 

ウ エ ル シ ュ 菌 （ Clostridium 

perfringens）は保有する毒素の種類によ

って 7種類（A型、B型、C型、D型、E型、

F 型および G 型）の毒素型に大別される

（表１）。その中でもヒトに食中毒を引き

起こす菌株はα毒素および CPE を保有す

る F型菌である。ウエルシュ菌の検査の際

に注意すべきがヒト腸管内に健康保菌さ

れるウエルシュ菌の存在である。このウエ

ルシュ菌はα毒素のみ保有する A 型菌で

あることが多いが、特に高齢者では F型菌

も保菌していることがあり、集団食中毒の

検査の際には食中毒の原因菌株と常在菌

株とを区別することが重要である。この区

別する方法として、現在までに様々な型別

法が開発、利用されてきた（表２）。まず、

血清型別法として唯一市販されている商

品が Hobbs 型別法の血清である。しかし、

Hobbs 型の市販血清は型が限られており、

日本の集団食中毒事例分離株の多くがい

ずれの血清型とも凝集反応を示さない型

別不能に分類されることが大きな問題で

ある。また、東京都が実施している血清型

別の TW型は多様性に富む点で優れている

が、日本国内でのみ実施されるため国際的

な比較が難しいことが難点である。次に、

遺伝子を使用した方法として、パルスフィ

ールドゲル電気泳動（PFGE）法は解像度が

高く広く利用されているが、機器が終売の

ため、将来的には利用を継続することが難

しい。PFGE 法よりも簡便な方法として遺

伝子の塩基配列データを比較する

Multilocus Sequence Typing（MLST）法も

型別に有用だが、8 つの遺伝子を個別にシ

ーケンサーにて塩基配列を取得する必要

があるため煩雑であり、対象とする遺伝子

数が 8 つに限られているため解像度も

PFGE より劣る。また、近年主流になって

きた全ゲノムで共通性があるコアゲノム

を使用した方法や配列の多様性（SNP）を

活用したゲノム解析は、解像度に優れてい

るが、機器とライブラリー調整試薬が高価

である。機器がない機関では外注での運用

も可能だが、納期まで日にちを要するため、

迅速な検査が求められる集団食中毒事例

直後の利用には適さない。このようにウエ

ルシュ菌の現行の型別法はいずれも課題

があり、改良法の開発が必要である。 

そこで本研究では、自治体が集団食中毒

事例に対応する際に利用可能な簡便、迅速、

かつ安価なウエルシュ菌型別法の開発を

目指す。初年度は、型別法に利用する遺伝

子候補を検討した。 

 

Ｂ．研究方法 

[１]食中毒関連遺伝子の解析 

（１）文献調査 

過去の文献の中でも、ウエルシュ菌の多

様性と食中毒に関連する遺伝子について

詳細に解析した論文を検索した。系統ごと

に保有する遺伝子の特徴に着目し、解析対

象とする遺伝子およびアミノ酸を選定し

た。 



  

（２）国内分離株 74 株の解析 

１）菌株 

集団食中毒由来 27株、詳細不明のヒ

ト由来 7 株、動物由来 4 株、スパイス

由来 8株、海産物由来 14 株、乾物由来

2 株および環境由来 12 株の合計 74 株

を供試した。 

２）ゲノム配列の取得 

過去 3 年間の研究にて渡辺班にて取

得された生データを活用した。 

３）保有遺伝子の解析 

cpe 遺伝子の局在解析には以下のバ

イオインフォマティクスツールを用い

た。リードデータのトリミングは 

fastp（v0.24.3）を用い、-g および -

-detect_adapter_for_pe オプション

を指定して行った。ゲノムアッセンブ

ルは skesa（v2.5.1）を用い、デフォル

ト設定により各菌株のドラフトゲノム

を作成した。病原遺伝子の検出には 

abricate（v1.0.1）を使用し、Virulence 

Factor Database（VFDB）を参照データ

ベースとして、デフォルト設定（最小一

致率 80%、最小カバレッジ 80%）で検

索を行った。abricate により検出され

た cpe 遺伝子については、MOB-suite

（v3.1.9）を用いて解析し、染色体また

はプラスミド上の局在を判定した。さ

らに、染色体性 cpe およびプラスミド

性 cpe のいずれもその遺伝子の前後配

列を比較すると、挿入配列（insertion 

sequence：IS）の多様性などによって染

色体性とプラスミド性のいずれも 7 パ

ターン（合計 14 パターン）の局在パタ

ーンがあることが報告されているため

（Shrestha et al., 2024. Microbiol. 

Mol. Biol. Rev.）、挿入配列の検出に

は ISEScan（v1.7.3）を用い、デフォル

ト設定で解析した。さらに、既知の cpe

保有プラスミド配列との BLAST による

相同性解析を実施し、その結果に基づ

いてプラスミドタイプを判定した。 

その他の遺伝子またはアミノ酸の解

析では、CLC ゲノミックワークベンチ

（v25.0.3）のソフトウェアを利用して、

生データの Quality Check、Trimming

の後にドラフトゲノムを作成した。得

られたドラフトゲノムをオンラインの

D-FAST に Upload す る こ と で 、

Annotation を行った。解析対象とする

遺伝子が Annotation された場合には、

その遺伝子の有無を記録した。アミノ

酸配列を解析する場合には、アミノ酸

配列を D-FASTからダウンロードし、再

び CLC ゲノミックワークベンチに配列

を取り込み、配列多様性を比較した。一

方、D-FASTにて Annotation されなかっ

た解析対象遺伝子については、

National Center for Biotechnology 

Information（NCBI）などのデータベー

スから遺伝子配列情報を取得し、配列

対象遺伝子の有無をドラフトゲノム中

から検索する Local BLASTを実施した。

なお、解析対象とする遺伝子およびア



  

ミノ酸の結果を渡辺班にて取得した

Core Genome Multilocus Sequence 

Typing（cgMLST）の maximum-likelihood 

phylogenetic tree と並記することで、

系統ごとの特徴を解析した。 

[２]集団食中毒事例由来株の追加収集 

上記の 74 株では集団食中毒由来株が

全体に占める比率が低く、一部のヒト由来

株は詳細不明で食中毒と関連しているか

判定が困難であったため、国内の集団食中

毒事例由来株を追加収集した。過去にウエ

ルシュ菌食中毒事例が発生した自治体を

調査し、原因食品が判明している集団食中

毒事例を中心に菌株を収集した。 

 

Ｃ．研究結果 

[１]食中毒関連遺伝子の解析 

（１）文献調査 

Jaakkolaらの報告（Jaakkola et al., 

2021. Frontier）がウエルシュ菌の系統ご

とに保有する遺伝子について詳細に解析

していた。食中毒に必須の遺伝子 cpe につ

いては、プラスミド上に cpe が局在する菌

株（p-cpe）、と染色体上に cpe が局在する

菌株の 2種類に大別されており、染色体上

の株はさらに系統樹上で別系統の 2 グル

ープ（c-cpe group1およびc-cpe group2）

に大別された。また、ウエルシュ菌の主要

な病原遺伝子に加え、環境中や食品中での

生存や生体内での生存に重要な環境耐性

因子等を併せて解析していた。 

（２）国内分離株 74 株の解析 

１ )cpe の局在解析 

cgMLST の系統樹に株の cpe の局在情

報を併せると、p-cpe、c-cpe group1お

よび c-cpe group2がおおよそ系統ごと

に分かれており、cpe非保有株は p-cpe

および c-cpe group2と同じ系統に属し

ていた（図１）。特に c-cpe group1 は

他の 2 種類と明らかに別の系統に属し

ていた。この c-cpe group1 に属する菌

株は集団食中毒由来 11 株、海産物（ア

サリ、シジミ、乾燥小エビおよび干しエ

ビ）由来 4 株およびスパイス由来 1 株

であり、本研究に使用した集団食中毒

由来株 26株中 42%が c-cpe group1 に

属していた。 

cpe遺伝子の前後配列を比較解析した

結果、p-cpe の 33株のうち、25株が cpe

遺伝子の上流に IS1469(IS200S)、下流

に IS1151が配置される F5603に型別さ

れた（図２）。また、6株が cpe 遺伝子

の上流に IS1469(IS200S)、下流に

IS1470が配置される F4969、1株は cpe

遺伝子の上流に ibp および iap が配置

される pCPPB-1 に型別され、1 株は再

解析が必要な株であった。一方、染色体

上に cpe がコードされる 21 株は、いず

れもcpe遺伝子を含む contigの長さが

不足したため、型別されなかった。 

２ )各種遺伝子解析 

渡辺班にて作成した cgMLST の系統樹

（図１）と日本国内のウエルシュ菌分

離株の主要な病原遺伝子および環境耐



  

性因子を併せて解析した（図３）。その

結果、毒素に着目して解析すると、ι毒

素をコードする iap/ibp 遺伝子がスパ

イス（チリパウダー）由来 1 株から検

出され、この株は E 型菌（表１）であ

ることが示唆された。また、β毒素をコ

ードする cpb2 遺伝子が環境（河川水）、

スパイス（カレーパウダー）、海産物（サ

クラエビ）由来の合計 3 株から検出さ

れ、この株は C 型菌（表１）であるこ

とが示唆された。 

次に系統関係に着目して解析すると、

c-cpe group1 の株でのみ共通して、

Ssp4（Small Acid Soluble Protein-4）

というウエルシュ菌の芽胞の耐熱性に

関与する因子のアミノ酸配列が、耐熱

性の配列を示していた。その他、c-cpe 

group1以外の菌株は概ね共通して保有

している NanI、NanJ、NagI、NagJ、NagK、

NagL が c-cpe group1 では欠損してい

た（図３）。本研究にて解析した日本由

来株の各種 遺 伝 子 解 析 の 結 果 を

Jaakkolaらの報告と比較すると、ほと

んどの遺伝子の有無は両者で共通であ

った。一方、いくつかの遺伝子は両者で

異なっており、日本由来株の特徴が見

られた。まず、PfoA は、c-cpe におい

て日本由来株では陽性だが、Jaakkola

では陰性であった。NagH は、c-cpe 

group2 において日本由来株で概ね陽性

で（ Jaakkola は概ね陰性）、c-cpe 

group1 において日本由来株において半

数程度が陽性であった（Jaakkolaは全

て陰性）。NanI、NagI および NagK は、

日本由来株のc-cpe group2で全てが陽

性であったが、Jaakkolaでは陰性であ

った。Arcおよび FaoAB は Jaakkolaで

は c-cpe group2 を中心に陰性だった

が、日本由来株は c-cpe group2 で陽性

で group1 の一部が陰性な点が異なっ

た。また、SplBおよび SigVは Jaakkola

ではc-cpe group2および c-cpe group1

の一部が陰性だったが、日本由来株は

SplB はほぼ全株で陽性、SigVは c-cpe 

group2 で陽性出会った。 

さらに、本研究にて使用した遺伝子を

用いて集団食中毒事例由来株の型別が

可能か検討するために、食中毒事例由

来株 27株のみを抜き出し、病原遺伝子

および環境耐性因子の保有状況を比較

した（図４）。その結果、合計 12 の多

様性パターンに分けられた。同一の集

団食中毒事例由来株から複数株試験し

た場合（事例５、７、10 および 11）、

事例 5 および７では株間でパターンが

一致していたが、事例 10はパターン 7

と 10 の 2 種類、事例 11 はパターン 8

と 12 の 2種類が検出された。事例ごと

のパターンを比較すると、事例３と事

例４の２株、事例５と事例６の６株お

よび事例 10と事例 13の 2 株がそれぞ

れ同一パターンを示していた。 

[２]集団食中毒事例由来株の追加収集 

10自治体から合計30事例由来の118株



  

を分与いただいた。分与株については、渡

辺班と共同で、外注によって全ゲノム配列

を取得した。 

 

Ｄ．考察  

本研究で国内分離ウエルシュ菌株の系

統ごとの病原遺伝子および環境耐性因子

の分布が明らかとなった。特に Ssp4 は食

中毒に密接に関連しており、cpe陽性の食

中毒由来株と cpe 陽性の食中毒以外由来

株では、どちらも同量の芽胞と CPEを産生

するが、食中毒由来株の芽胞の方がより低

温や高温に耐性があることが示されてい

る（Collie et al., 1998. Anaerobe; 

Smedley et al., 2004. Rev. Physiol. 

Biochem. Pharmacol）。この環境耐性の由

来として考えられる要因が Ssp4 である。

Ssp4 は、芽胞形成細菌が広く保有する芽

胞の主要な構成要因であり、DNA結合能を

持ち、外的ストレスから DNAを保護する。

特定のアミノ酸がアスパラギン酸の株は

環境耐性が高いが、同アミノ酸がグリシン

の株は環境耐性が低いという報告があり、

本研究では、供試した 74 株のうち、c-cpe 

group1に属する16株のみが特定のアミノ

酸がアスパラギン酸であり、その他の全て

の菌株はグリシンであった。そのため、c-

cpe group1 に属する菌株は、特に芽胞の

耐熱性が高いことが想定された。そのため、

ウエルシュ菌食中毒の発生機序として従

来から言及されるようなカレーライスな

どの煮込み料理を調理後に生き残る芽胞

というのは、この c-cpe group1 に属する

菌株の可能性が示唆された。本研究にて原

因食品が判明したカレーによる食中事例

株4株もこのc-cpe group1に属していた。

しかし、2株ずつ系統が分かれていたため

（ W24016_s と W24008_s、 W24010_s と

W24018_s）、2 種類の異なるウエルシュ菌

が原因の食中毒である可能性が示唆され

た。さらに、海産物由来株とスパイス由来

株の一部もこの c-cpe group1 に属してい

たため、カレーに限らず、これら食材を使

用した調理時にも、従来通り、煮込み料理

などで加熱した後の温度管理によって菌

数の増加を防ぐことが重要であることが

示唆された。 

一方、集団食中毒事例由来株 27株中 16

株は c-cpe group1 以外に属しており、4

株はcpe非保有、12株はp-cpeであった。

そのため、cpe陰性株については、食中毒

の原因菌株ではなく常在ウエルシュ菌で

あった可能性や、プラスミド性の cpe が脱

落した可能性が考えられた。一方、p-cpe

は、常在ウエルシュ菌の可能性も考えられ

るが、複数人から同じ p-cpe が分離されて

いる場合には食中毒の原因である可能性

が高い。その場合は、上述のカレーなどの

高温に長時間さらされる煮込み料理が原

因ではない可能性もある。本研究にて供試

した 27株の集団食中毒事例由来株では、

原因食品を含む食中毒事例の詳細が多く

の株で不明であった。そこで、今年度新た

に原因食品が確定または推定された集団



  

食中毒事例を中心に菌株を収集し、全ゲノ

ムデータを取得した。次年度はこれらの追

加菌株データを引き続き解析することで、

Ssp4 のアミノ酸配列と原因食品とを関連

して解析する。また、いくつかの事例間で

保有遺伝子パターンが同一であったため、

解析する遺伝子をさらに追加し、事例ごと

に異なるパターンを示す遺伝子候補の選

定を進める。さらに、染色体性 cpeおよび

プラスミド性 cpe がどのような遺伝子構

成パターンでコードされているか解析し

たところ、食中毒の原因となる F型菌は従

来の報告通り F4969 または F5603 の 2 種

類から構成されていた。一方、染色体性の

cpe は今回 Illumina のショートリードシ

ーケンスにて配列を取得したため、contig

長が本解析には不足し、判定されなかった。

そこで、次年度以降ロングリードシーケン

スにて配列を追加取得した後に解析すれ

ば、染色体性 cpe が c-cpe group1および

c-cpe group２の 2種類よりもさらに細か

に分類される可能性が示唆された。 

 

E．結論  

日本で分離された多様な由来のウエル

シュ菌株のゲノム解析を実施した。病原遺

伝子および環境耐性因子を解析した結果、

cgMLST 解析の系統樹の各種系統に対応す

るように複数の特徴的な遺伝子が見られ

た。また、集団食中毒事例由来株の一部（c-

cpe group1）が耐熱性芽胞形成に重要な

Ssp4 のアミノ酸配列を有していた。今後、

原因食品が判明した集団食中毒事例由来

株を中心に解析することで、有用な遺伝子

候補を確定し、ウエルシュ菌の遺伝子型別

法開発へと繋げたい。 

 

Ｆ．健康危険情報  

なし 

 

Ｇ．研究発表  

１．論文発表  

なし 

 

２．学会発表  

なし  

  

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況  

なし



 

 

図 1. ウエルシュ菌の cgMLST による系統樹（maximum-likelihood phylogenetic 

tree）と cpe 遺伝子局在の解析 
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図２. ウエルシュ菌の cgMLST による系統樹と cpe 遺伝子局在の詳細な型別 
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図 3. 国内分離ウエルシュ菌 74 株の cgMLST 系統図と病原遺伝子および環境耐性因

子 
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図 4. 集団食中毒事例由来ウエルシュ菌 26 株の病原遺伝子および環境耐性因子 
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表 1. ウエルシュ菌の毒素型 

 
  

疾病NetBCPEi毒素ε毒素β毒素α毒素毒素型

悪性⽔腫（ウシ），壊死性腸
炎

+A

壊死性腸炎（ヒツジ，ヤギ）+++B

壊死性腸炎（ウシ）+/-++C

壊死性腸炎（ヒツジ，ヤギ）+/-++D

壊死性腸炎（⼦⽜）+/-++E

⾷中毒（ヒト）++F

壊死性腸炎（ニワトリ）++/-+G



  

表 2. ウエルシュ菌の現行の型別法 

 

  

課題概要型別法

TW型：東京都でのみ実施（持ち込み）
Hobbs型：半数程度は型別不能

TW型
Hobbs型血清型別

煩雑、機器が終売パルスフィールドゲル電気泳動PFGE

煩雑、解像度がPFGEに劣る8種の遺伝子の
塩基配列データを使用MLST

装置も試薬も高価
外注では時間がかかる

全ゲノムで共通性があるコアゲノム
を使用した方法や配列の多様性
（SNP）を活用した方法

ゲノム
解析



  

 


