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第 1 章 序論 

 

1-1 水を取り巻く感染症の問題 

中世ヨーロッパにおいて人口の 3 分の 1 が死亡したと言われるペスト等、感染症は古く

から人類を脅かす大きな問題であった。公衆衛生上の安全性が確保されているように見え

る現代の先進国でも、2003 年に突如 SARS（重症急性呼吸器症候群：severe acute respiratory 

syndrome）を引き起こした新型コロナウイルス：SARS Cov-1、2005 年に猛威を振るった高

病原性鳥インフルエンザウイルス（H5N1 型）、東京オリンピックを目前に控えた現在なお

猛威を振るう新型コロナウイルス：SARS Cov-2 等の新興・再興感染症による脅威は後を絶

たず、医療や予防医学がどれほど発達しても人類は感染症と向き合い続けなければならな

い。種々ある感染症の中でも、生物にとって生活生存に必要不可欠な物質である水を介して

感染を広げる水系感染は、生命に対する本質的な脅威であり人類にとっての大きな問題で

ある。 

1893 年にドイツでは Reincke が、同年米国でも Mills が、砂ろ過された水道水の供給は、

その地域での水系感染症の減少のみならず一般死亡率の減少効果ももたらすことを明らか

にした。この歴史的出来事は現在でも Mills-Reincke の現象として近代水道の水質衛生学的

意義として、その推進・普及のための思想的背景となっている[1]。これらの思想を背景に、

現代社会では資源である水を安全に利用・循環し、環境に還元するシステム、すなわち水道

-下水道等の水利用システムを構築した。一方で、先進国のように水利用システムが整備さ

れている場合においても、特に安全な飲料水を造り供給するシステムである水道は、そのシ

ステムの瑕疵や不備によって、病原微生物を伝播させるシステムにもなりうる恐れがある

ため、水道の水質管理とその監視は公衆衛生上きわめて重要な問題である。 

水道原水、リクリエーション水、海水を含め、広く水環境中には水系感染症を引き起こす

病原微生物として様々な細菌、ウイルス、原虫が存在している[2]。中でもヒトの腸管に感染

し、感染症を引き起こす病原微生物（腸管系病原微生物）は感染者や感染動物に下痢をはじ

めとした症状を引き起こし、増殖した病原微生物が糞便とともに感染者の体外に高濃度で

排出される[3]。近代上下水道はこれらの腸管系病原微生物の糞便-水-経口の循環を断ち、流

行の阻止を主な目的として発達しており、特に塩素による消毒の徹底により、コレラや赤痢

のような病原細菌による水系感染症は大幅に減少した[1]。しかしながら、1976 年米国での

初報を皮切りに、細菌の制御には効果的であった塩素に耐性を有する耐塩素性病原微生物

(原虫)である Cryptosporidium による水道を介したアウトブレイクが欧米で散発し[4]、1996

年には本邦においても 9000 人を超える感染者が報告された[5]。こうした原虫類に加えて、

これまでに 150 種類以上のウイルスが水源環境を汚染する可能性のある下水流入水や放流

水中から分離されている[6]。これらのウイルスは一般に細菌と比較して塩素消毒に耐性が

あることが知られているため[1]、ノロウイルスを含む腸管系ウイルスの制御が水質衛生上
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の新たな課題とされている。このように、水系感染症の糞便-水-経口の循環をコントロール

するために構築された水利用システムの中で、新たな水系感染症の問題として、原虫である

Cryptosporidium や Giardia[7]、その他のウイルスなどの耐塩素性病原微生物の問題が顕在化

してきた。 

これらの原虫、ウイルスに加えて、細菌のうちウェルシュ菌(Clostridium perfringens)は芽

胞を形成するため、一般的な細菌と比較して塩素消毒に高い耐性を有する。本論文の中心的

な研究対象であるウェルシュ菌は、芽胞形成による環境中での高い生残性や塩素消毒への

耐性から、消毒耐性の高い原虫類の代替指標として、また水処理における物理的除去性の評

価等に古くから利用を検討する試みがなされてきた[8]。あるいは水道原水となる河川にお

けるヒト腸管系ウイルス指標として適しているとする先行研究も存在する[9]。また本菌は、

第 2 章で詳解するように、主要な食中毒の起因となる病原微生物であり、食品衛生上検討す

べき意義も極めて大きいものである。 

上記に示した通り、水利用システムが整備された先進国においても、水中には塩素に耐性

を持つ病原微生物が、原虫やウイルスに加え、細菌類も含め種々存在している。ヒトの健康

に危険をもたらす耐塩素性病原微生物の制御は公衆衛生の観点から極めて重要であり、そ

の制御方法として、これらの耐塩素性病原微生物の汚染源の特定や、水環境中での挙動の調

査、塩素を代替、補完する消毒剤の評価等が必要であると考えられる。 

 

1-2 様々な指標としてのウェルシュ菌 

 本論文では、水処理工程や水質汚染の指標細菌であり、かつ病原微生物であるウェルシュ

菌を中心的な対象として、その水質衛生学および食品衛生学上の意義や対策について論じ

る。 

ウェルシュ菌は水の糞便汚染指標を含めた様々な指標としておよび食中毒の起因となる

病原微生物としての 2 つの側面を有している。このうち糞便汚染指標に関する先行研究で

は、古くは温血動物腸管に常在し、糞便あるいは下水処理施設を介して水環境中に放出され

ることから、大腸菌[10] (Escherichia coli)が代表例として扱われてきた。ウェルシュ菌も大

腸菌同様腸管常在菌であるためヒト糞便での出現率は 100%であり、糞便とともに環境中に

排出される[11]。また芽胞形成菌であるため一部が芽胞として存在し、それらが高い環境生

残性と消毒耐性を示す点、環境での増殖の可能性は極めて少ないこと[12]などから、ウェル

シュ菌を水の糞便汚染指標細菌として利用する試みは古くからなされていた[9][13]。加えて

ウェルシュ菌は水処理施設におけるウイルスや原虫シスト、オーシストの除去及び不活化

指標として有効であるとの研究もあり[9]、我が国では水道水源の原虫汚染のおそれの判断

指標(厚生労働省 2007)として用いられてきた。このように、病原微生物であると同時に、腸

管の常在菌であり、糞便汚染や塩素等の消毒効果の指標細菌として、また水処理工程におけ

るウイルスや原虫の除去性能の指標として用いられてきたウェルシュ菌であるが、近年新

たな指標としての意義も提言されている。 
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近年の研究では、大腸菌や腸球菌などの従来型の糞便汚染指標細菌（FIBs: Fecal indicator 

bacteria）は水中の病原微生物濃度との相関が低い点[14]、FIBs の代表例である大腸菌につい

て、腸管から排出されたのちに土壌や砂等の環境中でも増殖しさらに増殖先環境に定着す

る[15]こと等が報告されており、ヒト糞便汚染の指標細菌としての評価を疑問視する報告

[16]や、従来型の FIBs では糞便由来の水環境汚染の検出に不十分であるとの指摘がある[17]。

こうした状況の中、ウェルシュ菌及びその芽胞に対し糞便汚染指標細菌としての活用に付

加して、新たな概念の指標としての有効性や機能性が指摘されている。すなわち、ウェルシ

ュ菌はヒトおよび非草食動物糞便中に遍在していること[13]、その生残性の高さから時間的、

空間的に広い範囲で汚染源の探索が可能となる点[18]などから、糞便汚染指標としてのみな

らず、微生物学的汚染源探索（MST：Microbial source tracking）指標としての有効性が検討

されている[13][19]。 

MST とは昨今提唱されている糞便汚染の起源を推定する手法の 1 つであり、微生物学的

手法、分子生物学的手法、化学的手法等さまざまな提案がなされている[20]。ヒトおよび動

物糞便はそれぞれに固有あるいは共通する種々の病原微生物を含んでいる[21]ことから、こ

うした病原微生物による水系感染の制御には、糞便汚染指標細菌を用いた単純な糞便汚染

状況の把握に加えて、MST 指標を用いて汚染源を把握し、その対策を講ずることが有効で

あることは論を待たない。ウェルシュ菌は人や多くの動物種の腸管に存在し、その糞便から

検出されることが明らかになっており[19]、2 章で詳述するように各種の毒素を産生し、そ

の毒素をコードする遺伝子を保有するものもある。このうち、食中毒とも関連する毒素であ

るエンテロトキシン（cpe: Clostridium perfringens enterotoxin）をコードする遺伝子を保有す

るウェルシュ菌、すなわちエンテロトキシン遺伝子保有ウェルシュ菌（cpe 遺伝子保有ウェ

ルシュ菌）は、家畜等の動物糞便由来の試料からは検出されず、ヒト由来の下水流入水や放

流水からのみ検出されると報告されており[19]、効果的なヒト MST 指標として活用できる

可能性についても指摘されている。この cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌は下水流入水及び放流

水中におよそ 30%という高率で検出されるとの報告もあり[19]、下水流入水や糞便汚染の影

響を受けた水環境中の堆積物が cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌のリザーバーとなっていると

の指摘もある[22]。実際ヒト下水処理施設放流水から cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が 1010 

cfu/m3/day のオーダで環境中に放出されている点を報告が報告されており、cpe 遺伝子保有

ウェルシュ菌がヒト糞便汚染の MST 指標として有望である点に加え、食中毒起因病原微生

物がヒト糞便を経由して大量に環境へと放出されている危険を指摘する研究も存在する

[23]。 

 

1.3 ウェルシュ菌食中毒の問題 

このように、ヒト由来の糞便と関係の強い下水流入水、放流水とその汚染を受ける環境か

ら高い頻度で検出される cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌であるが、一方、もう一つの側面とし

て、食中毒の被害者から単離されたウェルシュ菌における cpe 毒素検出率は 100%である[24]
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ことから、本毒素がウェルシュ菌食中毒の原因であり、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌はその

食中毒の起因菌であると考えられている。ウェルシュ菌食中毒原因食品はカレーやシチュ

ー、仕出し弁当等の大量調理かつ複合調理食品であることが多く[25]、どの食材が汚染され

ていたのか確定することが困難であった。これまでなされた調査では野菜や果物[26]、豆類

[27]、市販カレールー[28]、海水魚[29]等多岐にわたる食材から検出されており、特にウェル

シュ菌が動物腸管常在菌であり、検出率も高かったため食肉や肉製品が原因食材と目され

てきた経緯がある[30][31]。 

長らく食肉類が原因食品とする考えが支配的であったが、近年の遺伝子検査をベースに

した研究では、前述のヒト下水試料や家畜由来糞便試料の調査結果[19]と同様に市販食肉類

からウェルシュ菌は検出されるものの、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌は検出されず[32]、そ

の原因食材は未解明のままである。 

 

1.4 ウェルシュ菌の水-食の問題 

 ヒト由来の排水によって汚染された水環境と食品を結ぶルートやその可能性については、 

cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌がヒト下水放流水から河川を通じ海域に至り、アサリを汚染し

ているとの報告もなされている[33]。他には自然環境中、特に土壌からの検体の 7%に cpe 遺

伝子保有ウェルシュ菌が検出されたとの報告[34]など、一部その関与を示唆する様な報告が

なされているものの、確証的にヒト由来排水と食品の関係について評価した研究はまだな

されていない。 

ヒト糞便に偏在する cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が下水放流水中に多量に存在し、土壌か

らも検出され、海域まで至っている事実から考えるに、食中毒原因食材を汚染するルートの

可能性として下水放流水を汚染源とした一連の流れがあるのではないか、との推察が成立

するがこの点についてはより深く研究してゆく必要がある。 

上記で概説した通り、塩素耐性病原微生物であるウェルシュ菌、中でも食中毒原因菌とし

て知られる cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が下水処理施設放流水から大量に放出されており、

放流先河川を通じて土壌や海域を汚染し、農作物や海産物を汚染している可能性否定でき

ない状況がある。 

下水道の終末処理施設や浄化槽などの排水・し尿処理設備は、第一義的には糞便-経口感

染する感染症の汚染ルートを絶つという意義がある。この意義に基づいて、流域下水道や浄

化槽などの整備、設置がなされており、これらの普及は細菌性水系感染症の制御に一定の大

きな役割を果たした[3] 。これらのシステムで最終的に環境へ放流される水の安全性の評価

は、従来から用いられている大腸菌を主体とした微生物指標であり(金子 2003)、病原微生

物の数を制御し、環境汚染の負荷低減に大きな役割を果たしているものは次亜塩素酸ナト

リウムなどを用いた塩素消毒[3]である。 

一方で、本章で述べたウェルシュ菌などの塩素耐性を有する病原微生物は、ヒトの糞便か

ら下水放流水などを介して環境を汚染している。加えて、下水放流水が食中毒の原因食品の
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汚染源となっている可能性も否定できず、塩素消毒のみでは制御することのできない問題

である。さらには、塩素消毒は消毒用塩素の残留性が問題となり、下水処理水等の放流先で

ある河川や海洋環境に生息する藻類などの水生生物への影響[35]や塩素と環境中に豊富に

存在するフミン質など各種の有機物との反応によって生成されるトリハロメタン類をはじ

めとした消毒副生成物の問題[2]もある。このように塩素を主たる消毒剤とした現在の下水

消毒システムはウェルシュ菌のような耐塩素性病原微生物の制御の脆弱性に加えて、放流

先の環境への負荷の問題にも視点を置く必要がある。 

 塩素の持つこのような問題点への取り組みとして、イタリアをはじめとする諸外国では

下水消毒に対し塩素代替消毒剤を模索する動きがあり[36][37]、中でも医療、食品衛生分野

における知見の蓄積がある点[38]、環境への負荷が極めて軽微である点[39]、酸化剤として

機能を有する点に加え、代謝系の阻害やタンパク質分解酵素作用の阻害等、塩素とは異なる

不活化機序を有する点[40]などから過酢酸に関する研究が注目されている[37]。 

ここまで述べたように、従来から FIBs としての活用が検討されてきたウェルシュ菌に対

し、糞便汚染の有無のみでなく汚染源の特定やその対策までを可能にしうる MST 指標とし

ての検討は公衆衛生学上大きな意義があると考えられる。一方で食中毒起因菌である cpe 遺

伝子保有ウェルシュ菌がヒト下水処理施設から放流先河川を通じ、土壌や海域を汚染して

いる実態は由々しき事態と言える。さらに cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が土壌を介して農産

物を、海域を介して海産物を汚染している可能性も否定はできず、大規模食中毒を引き起こ

すウェルシュ菌の食材汚染ルートを解明する意義は極めて高い。同時に、cpe 遺伝子保有ウ

ェルシュ菌汚染源となりうるヒト下水処理施設には感染の連鎖を確実に断ち切る役割が求

められているが、芽胞形成により高い塩素耐性を獲得するウェルシュ菌の制御は、現行の塩

素を中心にした下水処理方式では容易ではない。cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌制御に向けこ

れまでなされてきた研究では、FIBs や MST 指標としての評価や環境への負荷、食中毒の実

態についての調査、塩素代替消毒剤の検討等 1 つ 1 つの論点に対する詳細な検討はなされ

ているものの、食品やその原材料の管理のみならず、水域やその汚染源となるヒト由来排水

など、本菌の循環を考慮した広範かつ統合的な考察は確立されていない。 

 

1-5 本研究の構成 

 1.1 節では、水利用システムが整備された先進国での新たな問題として、耐塩素病原性微

生物について触れた。近代上下水道は塩素消毒の徹底により、コレラや赤痢のような病原細

菌による水系感染症を大幅に減少させてきたが、近年では原虫やウイルス、一部の細菌等塩

素耐性病原微生物による感染等が報告され、塩素に依存した水処理への警鐘に向き合うこ

とが水質衛生学上の今後の重要課題の 1 つと言える。また、1.2 節ではウェルシュ菌につい

て、糞便汚染や原虫の処理工程、あるいは MST 指標としてなど、種々の指標性をもつ重要

性について触れた。1.3 節では耐塩素性病原微生物の中でも、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌

について食中毒原因菌として制御が重要であることに加え、その食品汚染ルートの解明の
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必要性について触れた。大規模食中毒を引き起こす cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の制御には

汚染食材の特定が効果的であるが、食中毒原因食品がカレーやシチュー等の大量かつ複合

調理食品であることが多く、構成食材も多岐にわたるため原因食材の特定が困難という実

態が存した。従来は原因食材として食肉が疑われてきたが、近年では遺伝子解析技術の発展

により、ウェルシュ菌の中でも食中毒を引き起こす cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌は市販食肉

からはほぼ検出されないとする報告も複数なされている。一方で cpe 遺伝子保有ウェルシュ

菌のヒト糞便偏在と、ヒト排水由来のルートを通じた土壌や海域の汚染が指摘されている。

ここにおいて、新たな原因食材の調査がウェルシュ菌食中毒防止に向けた大きな課題とな

る。 

さらに、1.4 節に cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の指標としての重要性、特にヒト糞便汚染

探索指標としての重要性と環境汚濁の問題について触れ、下水処理水放流前の効果的な消

毒法の必要性について概説した。cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌がヒト下水放流水中に多量の

存在するため、放流先河川を通じて土壌や海域を汚染している可能性も否めず、感染症制御

の観点からその挙動の把握は公衆衛生学上取り組むべき重要課題である。一方で cpe 遺伝子

保有ウェルシュ菌がヒト糞便に偏在している特徴を奇貨として、ヒト MST 指標として有効

活用できればヒト糞便中病原微生物による河川や海域汚染の予防手段として大いなる意義

がある。加えて本菌を含めた塩素耐性病原微生物の存在が指摘されている昨今、消毒用塩素

による生じる放流先環境への負荷や消毒副生成物の存在も踏まえ、塩素代替あるいは補完

する新たな消毒剤の検討が必要と考えられる。 

これらの点を統合して、本論文では第 2 章にて cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌に関するこれ

までの知見と課題を述べた。続いて食中毒原因ウェルシュ菌の新たな原因食材を推定する

べく、第 3 章においてヒト下水放流水から河川を通じて土壌に至る経路を推定し、土壌が付

着する可能性が非常に高い根菜類、特に入手が容易なじゃがいもを調査対象して、cpe 遺伝

子保有ウェルシュ菌の汚染状況調査を行った。また cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌汚染源とし

ての下水放流水の意義や汚染状況の調査、同時に本菌のヒト MST 指標としての有効性を評

価するべく、第 4 章において実稼働下水処理施設放流水及び下水道未接続の人口密集河川

において cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の挙動についてケーススタディを行った。そして塩素

耐性を持つ cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の放流先環境への放出を制御するべく、第５章にお

いて塩素を代替、補完する消毒剤として過酢酸による本菌の不活化を評価した。 

 

以上より本論文では、ヒト由来排水に偏在する cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が食品まで伝

播する経路を推定すると同時に、環境汚染源と目される下水処理施設放流水の放流後の実

態を調査し、また汚染を未然に防ぐべく塩素に代替する消毒剤の検討を行った。すなわち

cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌による感染リスクの低減を目的とし、本菌の水系から食系への

循環と把握し、その制御に関する研究を行うこととした。 
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図 1-1 エンテロトキシン遺伝子保有ウェルシュ菌の循環イメージと本論文の構成 
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↑

↑
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↑ 先行研究により報告されたルート

× 先行研究により否定的とされるルート

↑ 現時点不明なルート

cpe毒素による食中毒

本論文の構成

河川

ヒト下水

cpe毒素による食中毒
1章 背景

2章 既存の研究

4章 環境汚濁の実態調査

5章 消毒による汚濁防止

3章 食材汚染の実態調査
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第 2 章 cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌に関するこれまでの知見と課題 

 

2-1 ウェシュル菌の産生毒素とこれまで研究動向の概説 

 本論文では Firmicutes 門 Clostridium 属の偏性嫌気性・芽胞形成菌である Clostridium 

perfringens：ウェルシュ菌を研究の対象としている。ウェルシュ菌は産生する主要毒素（α、

β、ε、ι）により大きくＡ型からＥ型まで分類される[41]。近年では新たに、α 毒素と腸管毒

素である Clostridium perfringens enterotoxin（cpe）を産生するものをＦ型、また α 毒素と NetB

毒素を有するものを G 型と分類する動きもある[42]。α 毒素は A 型菌の主要毒素としてガス

壊疽を、β 毒素は C 型菌による壊疽性腸炎を、ε 毒素は動物に対する神経毒性、cpe 毒素は

いわゆる腸管毒素としての病原性を持つ[41]。 

これらのウェルシュ菌が感染し、その産生する毒素によって発生する様々な疾患や障害

のうち、最も事例報告が多いものはエンテロトキシン（cpe）産生株による大規模食中毒で

ある[43]。cpe 産生菌による食中毒については、発生源ごとの遺伝子多様性に関する疫学調

査[24]、毒素の検出及び定量方法の評価[44]、ウェルシュ菌型ごとの cpe 遺伝子座に関する

調査[43]等多くの研究がなされ、食品衛生上制御すべき重要性は古くから示されている。 

一方で、近年遺伝子解析技術の発展によって、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の河川や土壌

を含めた自然環境中での分布、家畜や市販食肉における汚染状況等様々な観点からの調査

研究がなされている。すなわち、ウェルシュ菌がヒトおよび動物腸管常在菌である[45]ため、

本菌を水質の糞便汚染指標細菌としての利用を検討する研究[46]、ウェルシュ菌の中でも

cpe 遺伝子保有株が動物糞便には極めてまれにしか存在しない一方でヒト糞便に偏在して

いる[47]ことから、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌をヒト糞便汚染の指標細菌、もしくはヒト

糞便汚染の汚染源探索（MST: Microbial source tracking）指標として利用を検討する研究[19]、

あるいは下水放流水が毒素産生能を持つ cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の環境汚染源の一端

であるとして、放流先河川を通じた水系環境の汚染源となりうるとの警鐘を鳴らす報告[23]

がある。 

 cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌は食中毒あるいは高齢者福祉施設等において、ベッドの柵や

トイレ床等を介し食品を媒介しない下痢症を引き起こす[42]。また、ウェルシュ菌毒素検出

に関する広範囲な調査報告では、食中毒被害者から単離されたウェルシュ菌の cpe 遺伝子検

出率は 100%であり[24]、本毒素がウェルシュ菌食中毒の原因である可能性は極めて高いと

考えられている。 

 ウェルシュ菌による食中毒は多量の生菌（108 cfu/100g）を喫食することで起こり、下痢症

発症の原因は cpe 毒素であるが、食物中であらかじめ産出された毒素によるものではなく、

本菌栄養型細胞の摂取が前提になることから、本症は感染型食中毒に分類される[45]。食品

又は糞便から単離されたウェルシュ菌のうち、cpe を産生するものは約 5%との報告[44]があ

り、腸管内で cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が増殖し芽胞を形成する際に産生される cpe の作
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用により下痢症等を発症する[25]。また cpe を産生するウェルシュ菌は多くが A 型に分類さ

れるが、C 型や D 型も一般的である[43]。A 型ウェルシュ菌由来の cpe 遺伝子の全塩基配列

はすでに報告されており（Genbank accession no.M98037）、ヒトの食中毒に関与する cpe 遺伝

子の大部分は染色体上またはプラスミド上に存在する[48]とされる。 

このように、ウェルシュ菌は各種の毒素産生能を有し、特に cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌

は我が国及び諸外国において古くから食中毒の原因菌として認識されており、加えて遺伝

子技術の発展に伴い、その分布や動態についても調査が進みつつある。 

 

2-2 ウェルシュ菌食中毒の実態とその汚染源 

前項で述べたように、ウェルシュ菌は産生する種々の毒素によりさまざまな疾病を引き

起こし、また多種の毒素や酵素を菌体外に産生し、これらの毒素により病害作用を引き起こ

す[49]公衆衛生上の制御すべき問題を有している。このうち、cpe 遺伝子を有し、cpe を産生

するウェルシュ菌は食中毒の起因菌として健康被害が顕著であるためその詳細な調査研究

は重要であり、本論文では、この cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の環境中での挙動から食品汚

染経路の推定までを試みた。 

ウェルシュ菌食中毒は我が国でも定常的に発生し、毎年年間 20-30 例ほど報告されてい

る。表 2-1 及び図 2-1 に厚生労働省統計に基づく日本における過去 5 年間（2016-2020 年）

の細菌性食中毒事件数を示す。我が国ではウイルス性、寄生虫、化学物質等も含め年間およ

そ 1000 件の食中毒事件が発生し、細菌性食中毒のうち最も事件数が多いカンピロバクター

が占める割合は 2020 年を除き 70%以上に達している。ウェルシュ菌食中毒は 22-31 件で、

占める割合は 5.7%から 8.4%に過ぎず、件数の順位はカンピロバクター、黄色ブドウ球菌に

次ぐ 2-3 位で推移している。次に表 2-2 および図 2-2 に日本における過去 5 年間の食中毒患

者数を示す。細菌性食中毒のうち、最も患者数が多いのはカンピロバクターで、占める割合

は最大で 43.7%（2016 年）に達する一方、ウェルシュ菌は最大で 40%（2018 年）に達する。

患者数では常に 1-2 位に位置し、細菌性食中毒患者数における本菌の影響の大きさが明らか

となっている。また表 2-3 および図 2-3 に細菌性食中毒 1 件当たり患者数を示す。細菌性食

中毒による 1 件当たりの患者数は過去 5 年間の算術平均値では 18.4 人/件、カンピロバクタ

ーでは 7.0 人/件であるところ、ウェルシュ菌の場合は 54.4 人/件と非常に多いことが示さ

れている。米国でも主要な食中毒原因菌として知られ、CDC の疫学統計によると 2009-2015

年においてウェルシュ菌食中毒の発生件数は 198 件、患者数は 7834 人で、細菌性食中毒被

害患者数ではサルモネラ菌に次ぐ第 2 位に位置している[50]。このようにウェルシュ菌によ

る食中毒は発生件数に対する患者数が多く、大規模な集団事例が多いとされている[25]。 

上記に示したように cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が患者数の多い比較的大規模な集団食

中毒を引き起こす背景として、大量に調理される複合食品を原因食として発生することが

指摘されている。すなわち、本菌は広範囲の温度域（12-50 ℃、至適温度 43-45 ℃）で増殖

する[51]ため、食品中にウェルシュ菌芽胞が残存した場合は短時間での再加熱では死滅せず、
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逆に発芽が促進される場合がある。また嫌気性菌であるため真空パック内で増殖しやすく

[52]、セントラルキッチンにおける食材の大量一括調理-真空パック-クックチル方式（加熱

調理後 90 分以内に中心温度 3℃以下まで急速冷却をして、0〜3 ℃で衛生的に保管しておき、

食事を提供するタイミングで再加熱する調理法）が多用される病院や高齢者施設での給食

サービスでの報告もなされている[53][53]。加えて、加熱調理により食品中心部が微嫌気状

態となることから、大量調理のカレーやシチュー類がウェルシュ菌食中毒の原因食品とな

りやすい点が指摘されている[49]。他には大型の寸胴鍋（内径 60 ㎝、深さ 55 ㎝）で調理後

再加熱したパスタクリームによる患者数 412 名という大型食中毒の報告[54]もある。 

さらにこの大量調理による複合的な食品が原因となることは、ウェルシュ菌食中毒の大

きな特徴の１つとして、原因食品の特定の困難さにつながっている。ウェルシュ菌は芽胞を

形成して土壌などの自然環境に常在するため、農産物・畜水産物など食材に広く分布してお

り[25]、肉や野菜、調味料等多種類の食材から構成される複合調理食品ではどの食材が汚染

されていたのか究明するのは容易ではない。たとえば市販のカレールー自体からもウェル

シュ菌が検出されているが、カレールーが多くのスパイスや肉エキス、果汁、ペースト状調

味料等から生成されていることから汚染食材の確定はなされていない[28]。 

ウェルシュ菌は動物腸管に常在することから、主要な原因食材としての食肉類の意義が

古くから指摘されてきた[55]が、近年の遺伝子解析の結果では、市販食肉からウェルシュ菌

は検出されるものの、食中毒原因毒素をコードする遺伝子である cpe を保有する菌株はほぼ

検出されていないとする調査[32]もあり、原因食材としての可能性は確定的ではない。食肉

の他に本菌が検出されている食材は香辛料や青果物[26]、豆類や野菜類[27]、水産物[33]等多

岐にわたり、その汚染源の特定や重要管理食材については明確化されずにいる。このように、

細菌性食中毒の患者数上位 2 位内である本菌についての実態調査は食品衛生上の極めて大

きな課題である。 

近年、ヒトの排水を中心とした水環境において、ウェルシュ菌の分布とその毒素遺伝子の

保有状況に関する調査が行われている[19][47]。これらの調査において、食中毒に関連する

可能性のある cpe 遺伝子を有するウェルシュ菌の環境中での動態の一端が示されるように

なってきた。ヒト由来の下水流入水および放流水中ウェルシュ菌の陽性率は 100%であり、

さらに cpe 遺伝子保有率も 30%程度と高いことが報告[19]されており、ヒト下水放流水が重

要な汚染源である可能性がうかがえる。加えて、ヒト下水放流水から cpe 遺伝子保有ウェル

シュ菌が 1010 cfu/m3/day と少なくない量が環境中へ放出されているとの報告とともに、下水

から河川を経由し、土壌を汚染している可能性について考察がなされている[23]。あるいは

近年の研究では cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が環境中、特に土壌試料検体の 7%から検出さ

れているとの報告もある[34]。こうした報告から、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌がヒト糞便-

下水放流水を通じて河川へ放出され、河川水を利用した灌漑用水や土壌への堆積により、農

作物を汚染している可能性は否定できない。すなわち、cpe 遺伝子を保有し、食中毒の原因

となりうるウェルシュ菌の大きなリザーバーとして、ヒトはとても重要な存在となりうる
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ことが示唆されている。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

表2-1 過去5年間の日本における原因細菌別食中毒発生事件数

2016 2017 2018 2019 2020

その他細菌 110 102 116 77 68

ウェルシュ菌 31 27 32 22 23

カンピロバクター 339 320 319 286 182

件数順位 3 3 2 3 3

表2-2　過去5年間の日本における食中毒患者数

2016 2017 2018 2019 2020

その他細菌 2800 3086 2319 1636 7443

ウェルシュ菌 1411 1220 2319 1166 1288

カンピロバクター 3272 2315 1995 1937 901

患者数順位 2 2 1 2 2

表2-3　細菌性食中毒1件当たり患者数

2016 2017 2018 2019 2020

細菌 15.59 14.75 14.20 12.31 35.28

ウェルシュ菌 45.52 45.19 72.47 53.00 56.00

カンピロバクタ― 9.65 7.23 6.25 6.77 4.95
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2-3 指標としてのウェルシュ菌 

2.3.1 糞便汚染指標細菌としてのウェルシュ菌 

ウェルシュ菌はヒトおよび動物腸管常在菌であるため[45]、健康なヒトおよび動物糞便か

らも検出される[56]。加えて、ウェルシュ菌の細菌学的特徴として芽胞形成能がある。この

耐久性の高い特殊な細胞構造によって自然界に分布するウェルシュ菌は環境中に長期間生

残することができる[57]との報告がある。 

ヒト下水流入・放流水および牛、豚等の家畜や野鳥等野生動物糞便中のウェルシュ菌検出

率は 100%との報告がある[19]。また下水処理施設の放流前消毒剤としても広く導入されて

いる塩素剤に対して強い耐性を持つことから、下水放流水中には依然としてウェルシュ菌

が多数生残しており、調査した 3 処理施設いずれにおいても塩素処理された放流水中にい

ずれも生残しており、その濃度は 101 cfu/mL との報告がある[19]。 

芽胞形成による環境生残性の高さに加え、ヒトや動物の腸管常在細菌である点から、以前

よりウェルシュ菌を大腸菌や腸球菌のような従来型の糞便汚染指標細菌（FIBs：fecal 

indicator bacteria）に代わる指標として評価する研究がある[18][46]。 

 

2.3.2 水源のクリプトスポリジウム汚染の恐れの判断指標 

 ウェルシュ菌は環境生残性および消毒剤耐性の高さの類似性から、同様の特性を持つ病

原原虫である Cryptosporidium や Giardia の指標細菌として検討されてきた[58]。また

Cryptosporidium や Giardia による汚染との相関の高さから、飲料水処理工程での急速砂ろ過

法における Cryptosporidium や Giardia の除去指標として[9]、あるいは下水処理施設で用い

られる活性汚泥法での両原虫の除去指標として[19]、ウェルシュ菌が検討されてきた。さら

にはウェルシュ菌が飲料水処理工程における原虫類およびヒト腸管系ウイルスの除去指標

となるとの研究もなされている[9]。 

 

2.3.3 MST 指標 

ヒト糞便には多くの病原微生物が含まれており[21]、水道原水やリクリエーション水が汚

染されている実態がある[21][59]。このため水質衛生の観点から、従来から FIBs を用いて水

の糞便汚染の推定が行われてきた。しかし代表的な FIBs である大腸菌は土壌中で再増殖す

る点[10]、レクリエーション水の調査において腸球菌は腸管系病原微生物との相関が低かっ

た点[60]、海域において大腸菌や腸球菌は気温や降雨の影響によって腸管系ウイルスとの相

関が失われる点[61]等有効性に疑義を唱える指摘がなされ[17]、近年は従来型 FIBs では水の

病原微生物汚染を十分に検出できていないのではないかとの疑問も呈されている。 

 さらに、従来型 FIBs は汚染源から場所的・時間的に近い「今・ここ」における糞便汚染

を推定できる可能性はあるが、上記に触れた再増殖の問題や気候変動により汚染発生から

距離的・時間的に隔たりがある場合は充分に機能しない可能性が考えられる。一方で公衆衛

生上より重要かつ効果的なのは、汚染源を的確に検出し、事案ごとに有効な対策を取ること
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であろう。この考え方に従って、近年では微生物を用いた MST と呼ばれる手法が注目され

ている[62]。中でもウェルシュ菌は芽胞形成による生残性の高さから、汚染源から時間的・

距離的な隔たりがあっても有効な指標性を示す利点を持ち[18]、ヒト腸管系ウイルスや原虫

シスト、オーシストとの相関も高い[9]点などから MST 手法に活用できる指標（MST 指標）

として有望視されており、さらに cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌はそのヒト糞便偏在性からヒ

トの MST 指標として適しているとの指摘もある[19][22]。 

さらに cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌は家畜試料からは 438 検体中 1 件しか検出されなか

った一方、ヒト糞便由来試料では 309 検体中 109 件と高い陽性率で検出されている[19]。こ

の結果はヒトが cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の重要なリザーバーであるとする先行研究[47]

とも一致している。また近年ヒト下水処理施設放流水中の cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が河

川を通じて海域へ至り、環境及び海産物を汚染し食中毒の原因となっているとの報告もな

されている[33]。cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌による感染症の制御には、重要な汚染源の 1

つと目される下水放流水を注視する必要が考えられるが、ウェルシュ菌に関する先行研究

はなされているものの、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌に着目した研究はまだ多くはなされて

いない。 

 

2.3.4 水処理、消毒の効果の指標 

ウェルシュ菌の大きな特徴の 1 つとして、芽胞形成による消毒剤耐性が知られている。例

として、下水消毒剤として最も広く導入されている塩素剤に対し、大腸菌群及び腸球菌は 1  

mg/L で 15 分間接触させれば 3 log 以上の不活化が達成できる一方、ウェルシュ菌芽胞は 700 

㎎/L で 15 分接触させても全く影響を受けないか 0.1 log 程度の不活化しか達成できなかっ

たとする報告がある[46]。下水放流水中にウェルシュ菌が 105  cfu/ml と高濃度に存在するこ

とは報告されており[23]、いまだ充分な対策がなされているとは言えない状況である。とは

いえ、放流水中残留塩素が河川に生息する水生生物に悪影響を及ぼすことは古くから指摘

されており[35]、また消毒用に添加された塩素が水中の有機物と合成しトリハロメタン類

（THMs）をはじめとした消毒副生成物を生成する点も指摘されており[63]、消毒効果を上

昇させる目的で現状よりも塩素濃度を高く設定するのは得策ではないと考えられる。 

近年放流先環境に生息する生態系への影響を考慮し、また消毒副生成物を生じない等の

長所から、欧米にて過酢酸を下水処理場の消毒剤として活用する動きがある[64] [65]。現在

の塩素に強く依存した下水消毒法に対して、環境負荷のより少ない持続可能的な、また耐塩

素性病原微生物対策として、塩素代替あるいは塩素の短所を補う補完的な消毒剤の検討が

重要である。 

 

2.4 ウェルシュ菌に関するこれからの課題 

このように近年明らかになってきている cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の環境での動態や

分布[19]、古くから本菌の食中毒の原因と推定されている食肉に関するその原因として否定
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的な研究[32]に加えて、現状でも多数の食中毒事例が発生し続け、その原因食材の不明瞭さ

を鑑みると、本菌食中毒は、従来から考えられてきた家畜腸管-食肉というシンプルな汚染

源では説明できないと考えられる。一方で食中毒原因菌としての側面に加えて、水環境中に

おける糞便汚染指標として、あるいは原虫類の指標として、またヒト糞便汚染探索指標とし

ての有用性も検討すべき重要な側面である。 

このため本論文では、この食中毒に起因するウェルシュ菌の動態を広く探り、ヒト―水系

などの環境－食を含む未解明なウェルシュ菌の循環について検討を行う。第３章ではウェ

ルシュ菌食中毒原因として想定される食材のうち、土壌との親和性が高いことから根菜類、

特に入手が容易であるじゃがいもに着目し、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の市販じゃがいも

からの検出状況について調査を行った。第 4 章では下水放流水中 cpe 遺伝子保有ウェルシュ

菌の環境汚染の実態調査を行うと同時に、ウェルシュ菌が生成する芽胞の環境生残性の高

さと cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌のヒト糞便偏在性を活用したヒト糞便汚染探索指標（MST

指標）としての有効性について議論を行った。第 5 章では下水放流水中 cpe 遺伝子保有ウェ

ルシュ菌に対し、塩素を代替あるいは補完する目的で、過酢酸による不活化評価を行った。

また PMMoV（Pepper Mild mottle virus）は下水処理システムで様々な腸管ウイルス系ウイル

スより高い生残性を示したとの報告[66][67]があることから、下水放流水中に存在するウイ

ルスに対する過酢酸の不活化効果とその評価手法について検討を行った。  
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第 3 章 ウェルシュ菌食中毒原因食材としてのじゃがいもの重要性 

 

3.1 緒言 

ウェルシュ菌は産生する 4 つの主要毒素（α、β、ι、ε）に応じて A から E 型菌に分類され

る[41]。またこれらの毒素とは別に、食中毒は cpe(Clostridium perfringens enterotoxin)遺伝子

を有する株から産生される腸管毒素によって引き起こされる。cpe 毒素は抗原的に均一なも

ので、化学的には分子量約 35,000、アミノ酸残基 300 余りの単純タンパク質であり、pH4.0

以下では不安定、60 ℃10 分間で破壊される[68]。本毒素は pH4.0 以下では短時間で破壊さ

れるため胃内を通過できないと考えられるため、ウェルシュ菌食中毒は、食品中で増殖した

cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌を喫食することで引き起こされる。 

国内におけるウェルシュ菌食中毒の発生件数は過去 5 年（2016-2020 年）で年間 20-30 件

程度と決して多くはないが、事案の特徴の 1 つに、1 件当たりの患者数が多いことが挙げら

る[69]。日本での 1 件当たり患者数は同期間で 45-72 人と同じ細菌性食中毒のカンピロバク

ターの患者数 6-10 人と比較しても相当に多く、この傾向は米国でも同様である[70]。 

ひとたびアウトブレイクが発生すると大型化する食中毒原因菌であるため、その制御は

食品衛生上重要な課題である。対策としては何よりも cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌に汚染さ

れた食材を調理に用いないことが肝要であるが、ウェルシュ菌が持つ特徴である偏性嫌気

性・芽胞形成性[56]により原因食材の特定が困難なケースが多い。たとえば加熱調理により

食品中心部が微嫌気状態になることから、大量調理のカレーやシチュー類がウェルシュ菌

食中毒の原因食となりやすい点が指摘されている[49]。また芽胞形成により加温に対する強

い抵抗性を獲得し 100 ℃前後の加熱では生残する[71]ため、大量調理後に再加熱する際は注

意が必要である。また嫌気状態を好むため真空パック内で増殖しやすく[52]、セントラルキ

ッチンにおいて大量調理後、各調理地点で盛り付けるような弁当類も事例として多く挙げ

られている[25]。上記のカレーやシチュー、仕出し弁当といった食品に共通するのは、いず

れも複合調理食品として多種多様な食材が混在されている点であり、このことが原因食材

の特定を困難にしている。 

ウェルシュ菌はヒトおよび動物の腸管常在菌であるため、本菌による食中毒の原因食材

として古くは食肉が推定されてきた[30]。しかし近年の遺伝子解析技術の発達により、牛、

豚、鶏肉等市販食肉からはウェルシュ菌は高頻度に検出されるものの、cpe 遺伝子保有ウェ

ルシュ菌はほぼ検出されないとの報告がなされており[32][72]、食肉由来とする経路を疑問

視する向きもある。加えて cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌は食中毒患者からはもちろんのこ

と、健常なヒト糞便中からも検出され、調理従事者 80 人にのち 5 人(6%)が陽性であったと

の報告もある[47]ため、健康な食品従事者の手指を介して汚染が持ち込まれる可能性も否定

できない。他にも cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌がヒト糞便に偏在し、家畜や野生動物糞便か

らはほぼ検出されないとの報告[19]、芽胞による耐塩素性から不活化に至らず、下水処理施
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設放流水から 1010 cfu/m3/day と少なくない量が環境中に放出されているとする調査報告[23]、

また下水処理施設放流水中の cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が放流先河川を通じて海域に至

り、アサリを汚染しているとの報告[33]もなされている。あるいはその経路は不明なものの

cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が土壌中から検出されている[34][34]。その他にも下水流入の

影響が強い河口にて底生性カニ類から cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が検出され、下水放流口

に近いエリア程その濃度が高かったとの報告もある[73]。 

このように cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が食中毒を引き起こしており、現時点確定的な原因

食材は提案されていない一方、ヒト糞便および下水処理施設放流水に多量に存在し、放流先

河川を経由して海域を汚染している実態がある。またヒト糞便に偏在する cpe 遺伝子保有ウ

ェルシュ菌が土壌中から検出されるという事実がある。ここから推察するに、ヒト下水放流

水が汚染源となり、汚染経路の一端として河川を経由した後土壌へと至り根菜類を汚染す

る、あるいは灌漑用水として農業利用された結果農作物を汚染している可能性も否定でき

ない。一方、下水から検出される cpe 遺伝子と、ウェルシュ菌食中毒事例から検出された cpe

遺伝子の相同性を解析した報告はまだ十分になされておらず、今後は下水から河川、土壌、

農作物、食中毒由来株へと一貫した調査も重要になると思われる。 

そこで本章では cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の新たな食材汚染ルートの一端として、汚染

された土壌から食材に至る可能性を考慮し、土壌との親和性が高い根菜類に着目した。中で

も入手が容易であり、原因食品として多く例示されるカレーやシチュー等の複合調理職人

の食材として用いられる頻度が高いじゃがいもを対象として調査を行った。また市販じゃ

がいもの cpe 毒素の有無に加えて、検出時の遺伝子相同性解析を行うことで、ウェルシュ菌

食中毒との関連の有無を調査検討した。 

 

 

 

 

  



20 

3.2 材料と方法  
3.2.1 試料 

 2019 年 3 月から 2020 年 7 月にかけて北海道から九州にて採取された市販じゃがいも計

30 試料を用いた。それぞれの試料の産地は、北海道 5 試料、青森 3 試料、茨城 2 試料、埼

玉 1 試料、千葉 4 試料、静岡 1 試料、広島 4 試料、佐賀 1 試料、長崎 4 試料、宮崎１試料、

熊本 3 試料、鹿児島 1 試料であり、主要な産地である北海道および九州地方の試料および

広島県産の試料を中心に用いた。 

 

3.2.2 ウェルシュ菌の分離・培養 

3.2.2.1 付着土壌の分離 

 土が付着した状態のじゃがいも 1 個を試料とし、初めにその乾燥重量を測定した後、試

料と界面活性剤 Polyoxyethylene Sorbitan Monooleate (Tween80) 0.1%含リン酸緩衝液 100 

mL を UV で滅菌済みのチャック付きポリ袋に入れ、手もみで洗浄した。洗浄後、じゃが

いもを袋から取り出し、この洗浄液を 50 mL 遠沈管 2 本に分注した。その後 1 度再び 50 

mL の界面活性剤（Tween80）0.1%含リン酸緩衝液 50 mL をポリ袋に加え、袋内の付着液

を共洗いしてその洗液も 50 mL 遠沈管に分注した。洗浄後の試料(ジャガイモ 1 個)の乾燥

重量を測定し、洗浄前の重量との差を求め、外表に付着していた土壌の質量を求めた。 

 

3.2.2.2 加熱処理・吸引ろ過 

  回収した洗液の入った遠沈管を恒温水槽に浸し、75 ℃ 20 分間加熱処理した後、氷水中

に浸して急冷した。加熱後の洗液を複数枚の直径 47 ㎜、孔径 0.45 µm のセルロース混合

エステルタイプメンブレンフィルター（東洋濾紙株式会社）に吸引ろ過を行った。 

 

3.2.2.3 培養 

シャーレにハンドフォード改良寒天培地（関東化学株式会社）を約 5 mL 注ぎ固化し、

固化後の培地表面に洗液をろ過したメンブレンフィルターを乗せた。メンブレンフィル

ターの上にハンドフォード改良寒天培地を約 10 mL 注ぎ 2 層目を形成させ、固化した 2

層目の上に約 5 mL のハンドフォード改良寒天培地を注いで三重層を形成した。この 3 層

の培地を嫌気ジャーにアネロパック・ケンキ（三菱ガス化学株式会社）とともに倒置して

入れ、45 ℃24±2 時間嫌気培養した。培養後、培地上に形成された黒色コロニーを嫌気性

芽胞菌(推定ウェルシュ菌)として計数し定量した。 

 

3.2.3 菌株の分離と増菌培養 

ハンドフォード改良寒天培地に形成された黒色コロニーを 1 試料あたり 10 株以上を無作

為に、10 株以下のものについては全株を選び、白金耳で無菌的に釣菌してコロンビア 5%ヒ

ツジ血液寒天培地（日本ベクトン・ディッキンソン株式会社）に植種した。植種後、嫌気ジ
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ャーに入れ、36℃24±２時間嫌気培養して増菌した。培養後、得られたコロニーを一白金耳

程度釣菌し、TE(Tris/Tris-HCl 10 mM EDTA 1mM)緩衝液（ナカライテスク株式会社）1 mL の

入ったスクリューキャップに分取し、遺伝子検査まで-30 ℃で凍結保存した。 

 

3.2.4 マルチプレックス PCR・アガロースゲル電気泳動 

 TE 緩衝液 1mL 中で冷凍保存した試料を Template とし、この Template 溶液 2.5 μl を 50 μl 

PCR チューブに分取したのち、10％ Triton X 0.5 μl および超純水 20 μl を加え 95 ℃ 5 分間

サーマルサイクラーで加熱溶菌した。溶菌後、ウェルシュ菌の保有する６つの毒素遺伝子

（cpa, cpb, cpb2, etx, iap, cpe）を標的としたプライマーを加え、表 3.2.1 および表 3.2.2 に示

した組成と条件でマルチプレックス PCR を行った。マルチプレックス PCR を行った。使用

したプライマーの塩基配列を示す[74]。 

 PCR ののち、増幅産物を電気泳動を行い、各株の 6 つの毒素遺伝子の保有について評価

した。また、同様に一部の株(cpe 遺伝子の保有が確認された株)については、表 3.2.3 および

3.2.4 に示した条件で 16S rRNA の V3、V4 領域の PCR も行い、増幅産物を得た。 

 

表 3.2.1 マルチプレックス PCR 反応条件 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2×Quick Taq HS DyeMix 12.5µL

β2 primer (F,R)

other preimer（5種×F, R）

DDW 0.5µL

10％ Triton X 0.5µL

Template DNA 2.5µL

DDW 20.µL

Total 25µL

95℃ 15分

94℃ 30秒

53℃ 1分30秒 40サイクル

72℃ 1分30秒

72℃ 10分

各1.0µL（計2.0µL）

各0.5µL（計5.0µL）
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表 3.2.2 プライマー塩基配列 

 

 

表 3.2.3 PCR の反応条件 

 

 

表 3.2.4 プライマー塩基配列 

 

Toxin gene Primer Sequence (5'-3') product

cpa  (α-toxin) CPAIphaF GCTAATGTTACTGCCGTTGA 324bp

CPAIphaR CCTCTGATACTTCGTGTAAG

cpb  (β-toxin) CPBeteF3 GCGAATATGCTGAATCATCTA 195bp

CPBetaR3 GCAGGAACATTAGTATATCTTC

cpb2  (β2-toxin) CPBeta2totalF2 AAATATGATCCTAACCAAM
a
AA 548bp

CPBeta2totalFR CCAAATACTY
b
TAATYGATGC

etx  (ε-toxin) CPEpsilonF TGGGAACTTCGATACAAGCA 376bp

CPEpsilonR2 AACTGCACTATAATTTCCTTTTCC

iap  (ι-toxin) CPlotaF2 AATGGGTCCTTTAAATAATC 272bp

CPlotaR TTAGCAAATGCACTCATATT

cpe  (enterotoxin) CPEnteroF TTCAGTTGGATTTACTTCTG 485bp

CPEnteroR TGCCAGTAGCTGTAATTGT

10% TritonX 0.5µL

Template DNA 2.5µL

DDW 2.0µL

Ex-Taq 1.0µL

primerF, R

dNTPS 5.0µL

10×buffer 5.0µL

DDW 29µL

Total 50µL

16S rRNA cpe

94℃ 2分 95℃ 2分

94℃ 30秒 94℃ 30秒

55℃ 30秒  40サイクル 53℃ 1分30秒  40サイクル

72℃ 30秒 72℃ 1分30秒

72℃ 5分 72℃ 10分

各2.5µL（計5.0µL）

Primer Sequence(5'-3')

cpe  (enterotoxin) CPEnteroF TTCAGTTGGATTTACTTCTG

CPEnteroR TGCCAGTAGCTGTAATTGT

16S rRNA 341F CCTACGGGAGGCAGCAG

806R GGACTACHVGGGTWTCTAAT
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3.2.5 16S rRNA 遺伝子解析 

 PCR にて cpe 遺伝子の保有が認められた株については、その増幅産物のシーケンス解析

を行った。シーケンスはタカラバイオ(株)に委託し、得られた各株の cpe および 16S rRNAV3、

V4 領域の塩基配列データを得た。 

 塩基配列データは遺伝子解析アプリケーションソフトウェアである MEGA-X (Molecule 

Evolutionary Genetics Analysis: https://www.megasoftware.net/home)を用いて NCBI(National 

Center for Biotechnology Information: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)のデータベース上にある各

種のウェルシュ菌の遺伝子情報と併せてマルチプルアライメントを行い、分子系統樹を作

成した。 

 

 

 

  

https://www.megasoftware.net/home
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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3.3 結果 

3.3.1 市販じゃがいものウェルシュ菌検出状況 

北海道から九州までの全 12 道府県（北海道 5、青森 3、茨城 2、埼玉、千葉 4、静岡、広

島 4、佐賀、長崎 4、宮崎、熊本 3、鹿児島）産の市販じゃがいもを 2019 年 3 月-2020 年 7

月の期間収集し、それぞれの試料から分離されたウェルシュ菌株の cpe を含む 6 つの毒素遺

伝子（cpa, cpb, cpb2, etx, iap, cpe）の保有状況を調査した。 

じゃがいも 30 試料から得られた計 4136 株の嫌気性芽胞菌(推定ウェルシュ菌)からランダ

ムに選んだ 613 株について保有毒素遺伝子の確認を行った。ウェルシュ菌はすべての菌型

で α 毒素（cpa）を産生するため、cpa 遺伝子保有嫌気性芽胞菌をウェルシュ菌と判定した

(櫻井ら 2002)。各試料からのウェルシュ菌分離率及び毒素遺伝子保有率を表 3.3.1に示した。 

 マルチプレックス PCR の結果、分離した 613株のうち 288株から cpa遺伝子が検出され、

じゃがいもから分離されたハンドフォード改良寒天培地上で黒色コロニーを形成する嫌気

性芽胞菌のうち 47%がウェルシュ菌と同定された。またウェルシュ菌と同定された 288 株

のうち、64 株(22%)から、ウェルシュ菌食中毒の原因であるウェルシュ菌エンテロトキシン

をコードする遺伝子である cpe 遺伝子が検出され、これらは cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌と

同定された。cpa、cpe 以外の毒素遺伝子の保有状況は、cpb は 288 株中 17 株(5.9%)、cpb2 は

288 株中 14 株(4.9%)、iap は 288 株中 1 株(0.3%)から検出され、etx 遺伝子保有株は検出され

なかった。ジャガイモからのウェルシュ菌および cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の検出状況に

ついて、図 3.3.1 に整理した。調査した 30 試料のうち、93％に当たる 28 試料から嫌気性芽

胞菌(推定ウェルシュ菌)が、86％の 26 試料からウェルシュ菌が検出され、市販の多くのジ

ャガイモがウェルシュ菌による汚染と糞便との接触の可能性が示唆された。加えて、33%、

10 試料からは cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が検出され、食中毒との関係性が示唆された。

この 10 試料から分離されたウェルシュ菌のうち、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の割合は 8-

100%と幅広く、試料によってはじゃがいも付着土壌から分離されたウェルシュ菌のうちす

べての株が cpe 遺伝子を保有していた。 
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表 3.3.1 各試料からのウェルシュ菌分離率および毒素遺伝子保有率 

 

 

 

  

日付 産地
総嫌気性
芽胞菌数

20190313 鹿児島 95 100% 40/40 45% 18/40 35% 14/30

20190709 広島 72 75% 30/40 20% 6/30 10% 3/30

長崎 25 - - - -

熊本 44 35% 7/20 - -

20190819 北海道 0 - - - -

青森 7 100% 7/7 - -

茨城 1 100% 1/1 - -

20190828 北海道 359 54% 30/56 40% 12/30

千葉 35 32% 8/25 13% 1/8 13% 1/8

静岡 1 100% 1/1 - -

20190912 北海道 4 75% 3/4 - -

青森 2 50% 1/2 100% 1/1

長崎 1 100% 1/1 -

20190929 北海道 121 23% 9/40 33% 3/9

千葉 14 63% 5/8 80% 4/5

埼玉 1109 26% 13/50 8% 1/13

20200622 宮崎 108 80% 24/30 - - 4% 1/24

熊本 8 13% 1/8 - - 100% 1/1

長崎 1 - - - -

20200629 北海道 8 25% 2/8 - -

広島 766 49% 44/90 39% 17/44 20% 9/44

熊本 19 11% 2/19 100% 2/2

長崎 3 33% 1/3 - -

20200714 千葉 1 - - - -

広島 22 5% 1/22 - -

佐賀 253 13% 9/67 - - 11% 1/9

20200727 青森 16 21% 3/14 - -

茨城 1022 87% 34/39 - -

千葉 19 73% 11/15 - - 9% 1/11

広島 0 - - - -

4136 47% 288/613 22% 64/288 5.9% 17/288 4.9% 14/288

cpa分離率 cpe保有率

合計30ヶ所

cpb保有率 cpb2保有率
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嫌気性芽胞菌 

(推定ウェルシュ菌） 

28/30 試料（93%） 

 

確定ウェルシュ菌 

（cpa 保有） 

26/30 試料（86%） 

cpe 遺伝子 

保有ウェルシュ菌 

10/30 試料（33%） 

図 3.3.1 市販じゃがいもにおけるウェルシュ菌検出割合 
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3.3.2 既報食中毒原因株との相同性解析 

 cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌と同定された 64 株に対して 16S rRNA の V3、V4 領域と cpe

遺伝子を対象にシーケンス解析を実施した結果正確な塩基配列が得られた株は16S rRNAは

56 株（400 bp 前後）、cpe 遺伝子は 49 株（430 bp 前後）であった。cpe 遺伝子の正確な塩基

配列が得られた 49 株と cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の標準株である NCTN 8239

（GenBank:U11257.1）の塩基配列を比較したところ、じゃがいもから分離された cpe 遺伝子

の塩基配列と標準株には大きな変異が認められず、多くが一塩基多型であった。また正確な

塩基配列が得られた 16S rRNA のＶ３、Ｖ４領域と食中毒由来株（GenBank:DQ196139.1）の

マルチプルアライメントの結果、じゃがいも由来のcpe遺伝子保有ウェルシュ菌の16S rRNA

のＶ３、Ｖ４領域の塩基配列には大きな変異が認められた。 

 図 3.3.4 にマルチプルアライメントの結果を基に作成した cpe 遺伝子系統樹を示す。正確

な塩基配列が得られた 49 株中 47 株（95.9%）には大きな差異は認められず、NCBI データ

ベースに登録されたヒト糞便分離株の cpe 遺伝子と塩基配列と大まかに一致した。またじゃ

がいもから検出された cpe と cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌標準株である NCTC8239 の持つ

cpe 遺伝子の相同性は高かった。図 3.3.5 に 16S rRNA のマルチプルアライメントの結果を基

にした系統樹を示す。解析の結果じゃがいもから分離された cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の

16S rRNA の V3、V4 領域の塩基配列（56 株）は 3 つのグループに大別出来た。3 グループ

の産地一覧について表 3.3.2 に示した。 

 

3.3.3 付着土壌量とウェルシュ菌および cpe遺伝子保有ウェルシュ菌量の関係 

 じゃがいも 30 試料について、付着土壌量とウェルシュ菌及び cpe 遺伝子保有ウェルシュ

菌数の関連について調査を行った。各じゃがいもから検出されたウェルシュ菌及び cpe 遺伝

子保有ウェルシュ菌の総数を付着土壌重量で除し、付着土壌の量[g]単位当たりの濃度を算

出した。じゃがいも 1 試料ごとの付着土壌量は 0.028-0.925 g であり、算術平均は 0.124 g で

あった。ウェルシュ菌及び cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌数はどちらも付着土壌量との相関は

低く、土壌の量が増えればウェルシュ菌あるいは cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の量も増え

る、という関係は成立しなかった。また各試料からの土壌 1 g あたりのウェルシュ菌および

cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の菌数は、前者が 11-6649 cfu/g、後者が 8-1425 cfu/g となり、

試料によって濃度のばらつきが観察された。 
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図 3.3.4 じゃがいもから分離された cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の cpe 遺伝子系統樹 

 

G104 cpe

G103 cpe

G106 cpe

G107 cpe

G108 cpe

G109 cpe

G110 cpe

G111 cpe

G113 cpe

G114 cpe

G115 cpe

G116 cpe

86 G117 cpe

G118 cpe

G119 cpe

G124 cpe

G125 cpe

G126 cpe

G127 cpe

G129 cpe

G132 cpe

G133 cpe

G134 cpe

G135 cpe

G142 cpe

G144 cpe

G148 cpe

NCTC8239

G102 cpe

G152 cpe

61 G151 cpe

G150 cpe

G149 cpe

G147 cpe

G143 cpe

G141 cpe

G140 cpe

G138 cpe

G137 cpe

G136 cpe

G131 cpe

G130 cpe

G128 cpe

G121 cpe

G120 cpe

G112 cpe

G105 cpe

0.010

G122 cpe

G145 cpe

G139 cpe
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図 3.3.5 じゃがいもから分離された cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の 16S rRNA 系統樹 

 

G009 16SF

G006 16SF

G011 16SF

G012 16SF

G013 16SF

G014 16SF

G015 16SF

G016 16SF

G018 16SF

G023 16SF

G028 16SF

G031 16SF

G036 16SF

G038 16SF

G040 16SF

G042 16SF

75 G048 16SF

G053 16SF

G057 16SF

G041 16SF

99 G032 16SF

G019 16SF

G002 16SF

60

26 38

G030 16SF

G029 16SF

G025 16SF

G008 16SF

68 G056 16SF

G004 16SF

66 G045 16SF

G001 16SF

98 G050 16SF

G054 16SF

G052 16SF

G058 16SF

G060 16SF

G059 16SF

64

61

G055 16SF

G049 16SF

G044 16SF

G043 16SF

65 G051 16SF

G047 16SF

G035 16SF

G026 16SF

0.020

G010 16SF

G007 16SF

G039 16SF

G046 16SF

Food poisoning(stew)

G033 16SF

G005 16SF

G037 16SF

G017 16SF

G024 16SF

G020 16SF

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ



30 

表 3.3.2 16S rRNA 塩基配列で分類したじゃがいもの産地一覧 

 

 

 

 

G024 19.10.29 北海道 G001 20.6.29 広島 G026 19.8.28 北海道

G028 G004 G035

G029 G045 鹿児島 G007 広島

G030 G050 G010

G031 G052 G043 19.3.13 鹿児島

G032 G054 G044

G033 G056 G047

G036 G051

G025 19.9.12 青森 G055

G020 19.10.29 千葉 G058

G023 G059

G002 広島 G060

G002 G049

G006

G008

G009

G011

G012

G013

G014

G015

G016

G017

G037 19.7.9

G038

G039

G040

G041

G042

G018 20.6.29 熊本

G019

G046 鹿児島

G048

G053

G057

Ⅰ Ⅱ Ⅲ
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3.4 考察 

 調査したじゃがいも 30 試料のうち 86%にあたる 26 試料からウェルシュ菌が検出され、

またじゃがいもから検出された嫌気性芽胞菌のうち 47%（288/613 株）がウェルシュ菌であ

り、そのうち 22%（64/288 株）が食中毒起因となる cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌であった。

cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が土壌から検出されるとする報告[34]、cpe 遺伝子保有ウェル

シュ菌は野生動物や家畜糞便からは検出されず、ヒト糞便中に偏在するとする報告[19]、ヒ

ト下水放流水中に多量に存在するとする報告[23]から、本章で供試したじゃがいもあるいは

土壌がヒト糞便汚染の影響を受けた可能性が高いと考えられた。今回の研究では評価を行

っていないが、もしじゃがいもあるいは土壌が糞便汚染を受けている場合は、ウェルシュ菌

のほかにも腸管系病原微生物による汚染を受けている可能性も考えられる。 

 ウェルシュ菌は動物腸管常在菌であるため、古くは食中毒原因食材として食肉類が疑わ

れてきた[30]。しかし、遺伝子検査技術の発展とともにウェルシュ菌の中でも cpe 遺伝子保

有ウェルシュ菌を対象とした詳細な調査が行われるようになると、市販食肉からウェルシ

ュ菌は多く検出されるものの、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌はほぼ検出されない状況が判明

してきた[32]。そもそも cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌は食材から検出されるウェルシュ菌の

0-5%程であるとの報告[76]もあり、cpe 遺伝子保有率は決して高くはない。市販鶏肉の詳細

な調査でも、200 検体中 154 検体（77%）からウェルシュ菌が検出されたものの、cpe 遺伝

子保有ウェルシュ菌はわずかに 1 検体に過ぎなかったとの報告[77]がある。こうした先行報

告と比べ本研究で得られたじゃがいもからの cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の検出率（22%）

は高く、じゃがいもがウェルシュ菌食中毒原因食材となりうる点が示唆された。本研究はじ

ゃがいもから cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が検出された初の事例であり、今後は洗浄方法や

調理方法との関連を踏まえつつ、許容される汚染量の検討が課題となると考えられる。 

またマルチプルアライメントの結果を基に作成した系統樹によるとじゃがいもから検出

された cpe 毒素遺伝子は過去に報告された食中毒由来株との相同性が示され、この点からも

じゃがいもがウェルシュ菌食中毒原因食材となる蓋然性が高いことが示唆された。 

ウェルシュ菌食中毒原因食材として例示されるカレーやシチュー類にじゃがいもはしば

しば使用されるため、複合調理食品におけるウェルシュ菌食中毒原因食材として従来より

も重点的に管理する必要も考えられる。すなわち、調理施設における調理工程では、大腸菌

や一般細菌汚染の伝播を防ぐため、食肉を扱ったまな板を生で食べる野菜類にそのまま扱

うのは禁忌であり、スポンジを用いて洗浄してもなお菌数は増える可能性があることから、

同じまな板は使い回してはならないとされる[78]。また病原性大腸菌 o-157 対策を念頭に置

いた食肉処理業向け HACCP では、畜種ごと、肉の種類ごとまな板、ナイフ、手袋等使用し

た器具は交換するものとされている[79]。これまでウェルシュ菌食中毒の原因食材は食肉類

だと目されており、じゃがいも等根菜類を注視すべきとした研究はまだなされていなかっ

た。特にじゃがいもは野菜類の一部として扱われ、サラダ等に用いる生食用野菜と同じ調理

器具を用いて管理されてきた可能性が高い。すなわちじゃがいもは食肉類の管理ほどは重
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要視されておらず、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌対策を念頭に置いた衛生管理もなされてこ

なかったため、ウェルシュ菌食中毒の原因食材として十分な対策がなされないまま調理に

用いられ、場合によっては調理器具等を介して他の食材を汚染していた可能性も否定でき

ない。古くから食肉類は病原性大腸菌対策として重点的な管理がなされてきた[80]が、同じ

く複合調理食品に用いられる食材の一環として、今後はじゃがいもも現状以上の衛生管理

が求められる必要があるのではないだろうか。そしてそもそも cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌

によるじゃがいもの汚染を防ぐべきと考えられる。 

ウェルシュ菌食中毒原因食品はカレーやシチューと言った複合調理食品のため、用いら

れる食材も多岐にわたり原因食材の特定は容易ではない。一方で第 4 章で述べるように、

cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌はヒト由来排水に偏在しており、浄化槽放流水や下水処理施設

放流水から充分な処理がなされないまま高負荷に河川へと放流されている実態がある。 

 cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌がどのような経路を通じて食品を汚染しているのか確定的

な報告はなく、また現時点ヒト下水放流水が河川から土壌を通じて直接根菜類を汚染して

いるとする結果は得られていないものの、少なくともじゃがいもがウェルシュ菌食中毒の

原因食材の一つであり、食品衛生上取り扱いに注意を要する点は間違いない。 

 じゃがいもから分離された cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の 16S rRNA の V3、V4 領域の塩

基配列は、大きく 3 つのグループに大別された。このうちⅠ型のグループは既報の食中毒由

来株と相同性が高かった。Ⅰ型にはすべての産地のじゃがいも分離株が含まれていること

から、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌によるじゃがいもの汚染に地域性はないものと示唆され

た。また本調査では正確な収穫時期まではデータを得られていないが、南北に長い我が国に

おいて、一般にじゃがいもは地域ごとに作付けから収穫のタイミングが異なるため、汚染に

は季節による影響も少ないのではないかと推察される。 

 これまでも海産物[33]や香辛料や野菜、果物[26]をウェルシュ菌食中毒原因食材と推定す

る報告はなされているものの、じゃがいもを cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の汚染源と特定し

た観点での調査はなされていない。cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌は土壌からも検出されてい

る[34]が、じゃがいもは原因食材として注視されてこなかった盲点から付着土壌の洗浄や調

理加工時の加熱工程などにウェルシュ菌を念頭に置いた処理はなされていなかった可能性

が高い。 

 cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌がヒト下水放流水から河川を通じて海域に至るまでの経路

を論じた研究[33]もあり、河川を通じて土壌に至る経路、あるいは灌漑用水を通じて農作物

を汚染する経路等も考えられる。また下水による汚染影響の強い河口において、生息するカ

ニおよび底泥から cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が検出されており、下水放流口に近いエリア

ほど高頻度に検出されたとする報告もある[73]。そこで次章ではヒト下水放流水から水環境

を経由して農作物汚染にいたる可能性について考証を試みたい。 
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3.5 結論 

 本章では食中毒原因食材の１つとしてのじゃがいもの意義について論じた。市販じゃが

いもは多くがウェルシュ菌に汚染されており、また 3 割以上が食中毒原因菌である cpe 遺伝

子保有ウェルシュ菌であった。また cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の 16S rRNA の V3、V4 領

域を調査したところ、先行研究により報告されている食中毒原因株との相同性が確認され

た。 

 土壌を介してじゃがいもが汚染されている実態の報告はこれまでになく、従来は食肉が

疑われていたウェルシュ菌食中毒において、原因食材としてのじゃがいもがもつ重要性が

あきらかとなった。一方土壌がいかに汚染されているかのルート解明が充分になされてい

ない。cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌のヒト下水放流水の汚染状況を踏まえ、今後の課題とし

てウェルシュ菌が下水から食材へいたるルートの解明とその環境中での循環および制御に

関する研究が重要と考えられる。  
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第 4章 cpe遺伝子保有ウェルシュ菌汚染源としての下水放流水とその環境負荷 

 

4.1 緒言 

cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌はヒト糞便中に存在する点、芽胞を形成するため下水処理施

設で行われる塩素消毒に対し高い耐性を示す点[58]、ヒト由来の下水放流水から環境に放流

されていること[23]から、下水処理施設の放流水が cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の放流先の

河川をはじめとした水環境の汚染源として機能している蓋然性が高いと考えられる。加え

て、下水放流水を介して環境中に放出された結果、海域へ至る過程において水産物や耕作土

壌等を通じて農作物を汚染している可能性も高い。そこで本章では、はじめに cpe 遺伝子保

有ウェルシュ菌の水域での分布および下水放流水の汚染源としての意義の検討を行った。 

cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が引き起こす食中毒は世界各国で発生しており、米国ではサ

ルモネラに次ぐ細菌性食中毒であり年間推定患者数は 100 万人[81]、EU 圏では本菌に関連

した食中毒患者数は約 500 万人と推定されている[82]。cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌による

食中毒は本邦でも発生件数に対する患者数が多い食中毒細菌として認識されており、直近 3

年間（2016-2018 年）でも年間患者数（1220-2319 人）及び 1 件当たり患者数（45-72 人）は

常に 1-2 番目に位置している[69]。当該食中毒の原因食品としてはカレー、シチュー等粘度

が高く嫌気状態が形成されやすい煮込み料理およびパーティー・旅館での複合調理食品に

よるものが多く、特に食肉、魚介類及び野菜類を使用した煮物や大量調理食品で多く見られ

るものの、原因となる食材やその汚染ルートはいまだ解明されていない[32]。ウェルシュ菌

食中毒の原因食材の特定が困難であることに加え、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌がどこから

由来し、どのタイミングで原因食材を汚染しているのかについても不明な点が多い[26][53]。

一方で、第 3 章に論じたとおり、本論文では cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌がじゃがいもを汚

染している実態を明らかにした。また先行する研究では cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌がヒト

下水放流水から河川を通じて海域に至り、アサリを汚染しているとの報告[33]がなされてい

る。加えてウェルシュ菌はヒトを含めた温血動物の腸管の常在菌であるため糞便中から多

数検出されるものの、食中毒の原因となる cpe をコードする cpe 遺伝子を保有するウェルシ

ュ菌はヒト糞便に偏在し、食肉となる家畜である牛豚、家禽由来の糞便試料からは検出され

ないとする報告がある[19]。 

これらの背景をもとに、下水放流水や浄化槽などのヒトに起因する糞便汚染あるいは養

豚場排水が流入する動物に由来する糞便汚染が明らかな 3 つの河川において、その流入前

後の cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の分布、負荷量を評価して、その汚染源としての意義につ

いて考察した。 

さらには、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌のヒト由来糞便汚染における遍在性[19]を根拠と

した、水域におけるヒト由来糞便汚染を評価するための指標：MST（Microbial source tracking）

指標としての本菌の有効性についても評価を行った。 
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糞便汚染指標は、公衆衛生学上解決すべき種々の細菌、ウイルス、原虫類の水系の汚染を

適正に評価し、発展途上国に住む子供たちを含め、毎年三百万人を超える人々が命を落とし

ている[83]水系感染症の制御のための重要なツールである。 

これらの水系感染症の病原微生物の多くは、糞便-経口感染することから[21]、水の糞便汚

染を適切に評価する事はそのリスク回避には極めて有効性が高いものである。そのため水

質の衛生管理を行うにあたり糞便汚染の検出は重要課題であり、古くから大腸菌や腸球菌

のような腸内常在細菌が糞便汚染指標（FIBs：Fecal indicator bacteria）として用いられてき

た[84]。 

しかしながら、近年の研究では、現在最も広く用いられている糞便汚染指標である大腸菌

は、動物の腸管から放出された先の環境中でも長期間生残し、環境中で再増殖する点[10]や

ウイルスや原虫とは環境中の消長や挙動が異なる点などが指摘[17]されており、糞便汚染の

正確な検出という目的には充分に対応できていないという問題がある。また FIBs では網羅

的な糞便汚染の推定は可能としても、これらの細菌は多くの異なる動物の消化管に存在す

るため、汚染源まで識別するのは困難であると考えられる[85]。一方で公共用水域における

衛生的な水の確保のためには、汚染源やそれに起因する病原微生物に対して適切な対策を

構築するのが何よりも重要と考えられる。 

 近年糞便汚染の起源を微生物学的、遺伝子学的、化学的手法を用いて追跡する方法が提案

されており、中でも指標微生物を用いた特定方法：MST が様々に提案されている[20][86]。

たとえば細菌を用いた手法として糞便性大腸菌/糞便性連鎖球菌レシオが提案されたが、本

手法は糞便性連鎖球菌の生存率の変動や検出方法によるばらつきが指摘されている[87]。

Enterococcus faecalis と E.faecium はヒト糞便に多く検出されるため、腸球菌はヒト糞便汚染

指標細菌として広く用いられているが、環境中でかなりの量が再増殖してしまうとの指摘

がなされている[88]。あるいは Bifidobacterium spp.はヒト糞便中に多量に存在する一方、動

物腸管からはほぼ検出されないため[89]、MST 指標として期待がなされたが、環境中で短期

間に大幅に減少してしまう点が指摘されている[90]。近年では宿主特異的な遺伝子から汚染

源を特定する手法も提案されており、中でも Bacteroides の 16S rRNA 遺伝子断片 HF183 の

使用が有望視されている[91][92]。しかし、本マーカーの定量は降雨や日射量、水質に影響

を受ける点[93]や、ノンポイント汚染が濃厚な場面で有意な数値上昇が見られなかった点な

どが指摘されている[94]。 

 このような状況の元、ウェルシュ菌を用いた MST 手法が提案されてきている。その根拠

としてまず、比較的簡単な方法で精度よく定量できる点に加え、ヒトおよび動物糞便から検

出されるため、水環境中における糞便汚染の検出に適しているとされる点がある[95]。また、

非草食性野生動物およびヒト糞便汚染と本菌の相関が示唆されている点がある[13]。さらに、

ヒト腸管系ウイルスや原虫との相関がみられる点[9]、生残性の高さから、汚染源が離れて

いる場合でも糞便汚染の検出に適した指標と目されている点も挙げられる[18]。また先行す

る研究では、ウシ・ブタ・トリなどの家畜糞便中にウェルシュ菌は広く存在するものの、食
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中毒を引き起こす cpe 遺伝子保有株はほぼ検出されない一方、ヒト糞便由来の下水流入水・

処理水では高い検出率（約 30％）であることが明らかになっている[19]。このように、ヒト

下水流入水や都市河川流域中の淡水浮遊物が cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌のリザーバーで

ある点[22]、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌とヒト糞便との高い関連性やソースにおけるヒト

糞便汚染指標としての有効性[19]については指摘されているものの、河川等の実環境におけ

る cpe遺伝子保有ウェルシュ菌のMST指標としての実証性や有効性を評価した研究はない。 

これらの背景を踏まえ、cpe 保有ウェルシュ菌の MST 指標としての有効性を、実際にヒ

トおよび家畜由来の糞便汚染が流入する河川での調査によって検討した。 
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4.2 材料と方法 

4.2.1 採水地点 

4.2.1.1 西城川水系の採水地点と流域特性 

ヒト糞便点源汚染のモデル河川として広島県庄原市西城川水系にて調査を行った（図

4.2.1）。調査エリアは全長およそ 500m の範囲で、採水は西城川の下水放流水流入前（SP1）、

下水放流水（SP2）、市街地を流下し浄化槽によるヒト由来の糞便排水の流入がある戸郷川

（SP3）、下水放流水及び戸郷川の流入後の地点（SP4）の 4 地点とし、全地点で糞便汚染

指標細菌濃度および cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の分布調査を行った。当エリアの下水処

理場は処理人口約 8700 人、オキシデーションディッチ（OD）法で処理したのち、消毒用

塩素を添加して西城川へと放流している。戸郷川では各家庭に設置された浄化槽を用い

て、合計およそ 300 人のし尿と生活雑排水が活性汚泥処理を施されたのち、消毒用塩素を

添加され河川へ放流されている。 

 

4.2.1.2 相模川水系の採水地点と流域特性 

ヒト糞便面源汚染および動物糞便点源汚染のモデル河川として神奈川県相模川水系に

て調査を行った（図 4.2.2）。相模川は神奈川県相模湾で海域と接続する流域面積 1680 ㎞

2、幹川流路延長 113m の河川である。下流部に接続する永池川流域は市街化され人口が

集中しており、家畜糞便の流入は確認されていない。自治体が公表する統計要覧を用い流

域の非水洗化率から算出した下水道非接続人口は 1705 人である[96]。流域住民は浄化槽

による処理ののち家庭雑排水を河川に放流しているため、この河川流域をヒト糞便汚染

の面源汚染モデルとし採水を行った（SP5-6）。上流に位置する小鮎川は非水洗化人口は最

大 17 人と少ない一方、流域に養豚場を有するため、ブタ由来糞便排水による点源汚染の

ある河川として調査を行った（SP7-8）。流域人口は自治体ホームページを、ブタ飼育頭数

や排水量は神奈川県の特定事業者名簿を参照した[96]。 

 

図 4.2.1 西城川水系 

 

図 4.2.2 相模川水系  
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4.2.2 糞便汚染指標の計測 

4.2.2.1 試料の採取と保存 

西城川水系では 2016 年 11 月から 2018 年 4 月にかけて計 10 回、相模川水系では 2016

年 5 月〜2018 年 7 月にかけて計 6 回、河川水は各地点の表層水を採取し、洗浄済みのポ

リエチレン容器に保存した。採取した試料は速やかに実験室へ持ち帰り、24 時間以内に

細菌数を検査した。 

 

4.2.2.2 大腸菌、大腸菌群、腸球菌 

大腸菌の計数は特定酵素基質法である Colilert-24 (IDEXX, USA) を用いた。試料水

100ml に試薬を加えて混合した後、QT トレイ (Quanti-Tray/2000, IDEXX) に入れて密封

し、36 ℃で 24 時間培養した。培養後、大腸菌群は QT トレイで陽性反応を示したウェル

を計数し、大腸菌数は付属取扱説明書に従い、黄色を呈し、かつ UV365 nm の照射時に青

白く発光したウェルを大腸菌陽性と判定した。陽性と判定されたウェル数から大腸菌数

を最確法（MPN 100 ml-1）にて算出した。腸球菌数は試薬に Enterolert (IDEXX, USA)を用

い、QT トレイに密閉した後 41 ℃で 24 時間培養した。培養後暗所で UV365 nm 照射時に

蛍光を示したウェルを計数し、MPN を算出した。 

 

4.2.2.3 嫌気性芽胞菌（ウェルシュ菌） 

嫌気性芽胞菌はハンドフォード培地（栄研化学株式会社）を用いた三重層法にてコロニ

ー数を計数した。 

 

4.2.2.4 ウェルシュ菌毒素遺伝子の検査 

各試料から検出された嫌気性芽胞菌のうち cpe をコードする遺伝子保有ウェルシュ菌

芽胞を同定するため遺伝子検査を行った。遺伝子検索には 6 種類のウェルシュ菌毒素遺

伝子（ cpa, cpb, cpb2, etx, iap, cpe ）を対象とし、マルチプレックス PCR を行った後、ア

ガロースゲル電気泳動により増幅産物の確認を行った。マルチプレックス PCR に用いた

6 種類のウェルシュ菌毒素遺伝子をコードするプライマーの塩基配列を表 4.2.1[74]に示

す。 
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表 4.2.1 嫌気性芽胞菌のマルチプレックス PCR に用いたプライマーの塩基配列 

Toxin gene Primers Sequence ( 5’ – 3’ ) Product 

（α-toxin） CPAlphaF GCTAATGTTACTGCCGTTGA 324 bp 

 CPAlphaR CCTCTGATACATCGTGTAAG  

cpb (β-toxin) CPBetaF3 GCGAATATGCTGAATCATCTA 195 bp 

 CPBetaR3 GCAGGAACATTAGTATATCTTC  

cpb2 (β2-toxin) CPBeta2totalF AAATATGATCCTAACCAAMaAA 548 bp 

 CPBeta2totalR CCAAATACTYbTAATYGATGC  

etx (ε-toxin) CPEpsilonF TGGGAACTTCGATACAAGCA 376 bp 

 CPEpsilonR AACTGCACTATAATTTCCTTTTCC  

iap (ι-toxin) CPIotaF AATGGTCCTTTAAATAATCC 272 bp 

 CPIotaR TTAGCAAATGCACTCATATT  

(entrotoxin) CPEnteroF TTCAGTTGGATTTACTTCTG 485 bp 

 CPEnteroR TGTCCAGTAGCTGTAATTGT  

 

4.2.3 汚濁負荷量の算出とウェルシュ菌汚濁に関する原単位 

培養により得られたウェルシュ菌は PCR にかけ、cpe 陽性率を定量した。cpe 陽性ウェルシュ

菌濃度に日毎河川流量を乗じ、以下の式（1）で各河川の汚濁負荷量（cfu/m3/day）を算出した。

流量の算出に当たり、西城川は河川管理事務所より提供を受けた河川水位および流量を用い、下

水放流水は市役所下水道課に確認し、戸郷川は流速と流入面積を実測した。 

細菌汚濁負荷量 [cfu/day] = 細菌濃度 [cfu/m3] × 流量 [m3/day] …（1） 

大腸菌、腸球菌についても同様に算出した。またウェルシュ菌は汚濁負荷量を流域人口若しくは

処理人口で除し、cpe 陽性ウェルシュ菌の排出原単位（cfu/人/day）を以下の式（2）で求めた。 

細菌汚濁に関する原単位 [cfu/人/day] = 

細菌汚濁負荷量 [
cfu

day
]

処理人口または河川流域の非水洗化人口 [人]
 …（2） 

本値を算出するにあたり、下水道処理施設の処理人口および河川流域の非水洗化人口の調査を

行った。各人口データは行政府が発表している統計データを用いた。 
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4.3 結果 

4.3.1 ヒトおよび家畜の点源汚染からの流入が FIB 濃度に及ぼす影響 

 ヒト由来糞便が流入する点源汚染が存在する河川である西城川において、採水地点 SP1〜

SP4（図 4.2.1）と対応する各採水地点での細菌濃度を表 4.3.1 に示す。この採水エリアは下

水処理施設（OD 法）（SP2）からの放流と戸郷川流域（SP3）の浄化槽放流水によるヒト糞

便点源汚染を受けている。ヒト糞便汚染の影響受ける前の地点（SP1）における腸球菌、大

腸菌の濃度は低く、それぞれ 0.65 MPN/mL、0.52 MPN/mL であった。ウェルシュ菌及び cpe

遺伝子保有ウェルシュ菌濃度はそれぞれ 0.27 cfu/mL、0.0037 cfu/mL であった。SP2 と SP3

の流入を受けた後、SP4 における FIBs 及びウェルシュ菌濃度は上昇した：腸球菌 0.81 

MPN/mL、大腸菌 1.37 MPN/mL、ウェルシュ菌 0.54 cfu/mL、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌 0.1 

cfu/mL であった。SP1 と SP4 を比較すると t 検定における p 値はウェルシュ菌、大腸菌、腸

球菌でそれぞれ 0.08、0.03、0.78 であった。すなわち大腸菌濃度は有意に上昇し、ウェルシ

ュ菌濃度も上昇傾向が見られたものの有意な上昇は観察されなかった。 

 SP4 における FIBs とウェルシュ菌の汚濁負荷量理論値と SP2 と SP3 の汚濁負荷量実測値

合計はほぼ一致した。腸球菌実測値 5.7×1011 MPN/m3/day に対し理論値は 5.1×1011 

MPN/m3/day、大腸菌実測値 7.5×1011 MPN/m3/day に対し理論値は 5.5×1011 MPN/m3/day、ウェ

ルシュ菌実測値 3.2×1011 cfu/m3/day に対し理論値は 3.3×1011 cfu/m3/day であった。 

 相模川水系小鮎川の SP7 と SP8 は山間部に位置し住民人口は少ない一方大規模養豚場か

らの排水の影響を受けている。このため養豚排水流入により大腸菌濃度は 1.39 から 2.03 

MPN/mL へ、ウェルシュ菌濃度は 0.1 から 1.45 cfu/mL へと上昇した。 

 

4.3.2 ヒト面源汚染からの流入が FIB 濃度に及ぼす影響 

 相模川での採水地点 SP5〜SP9（図 4.2.2）と対応する各採水地点における細菌濃度を表

4.3.2 に示す。国土交通省が公表する河川関連総合情報によると(unpublished data)、本河川流

域の土地利用は、山地等が約 73%、水田や畑地等の農地が約７%、河川・湖畔が約 3%宅地

等の市街地が約 12％となっており、下流部の厚木市等の市街化された地域に人口が集中し

ている。相模川での各採水地点では、西城川上流（SP1）と比べいずれの細菌濃度も高い傾

向にあった。これは山間部を流れる清澄な西城川と、市街地を流れ流域人口が多い相模川と

の流域特性の違いによるものと推察された。小鮎川では養豚排水の流入前地点 SP7 と流入

後地点 SP8 では大腸菌、ウェルシュ菌に濃度上昇が観察された（表 4.3.1）。浄化槽排水が多

く流入し、ヒト糞便汚染の面源汚染源と目される永池川では、SP5、SP６おいて、腸球菌

（MPN/m3/day）は 12.23と 6.85、大腸菌（MPN/m3/day）は 7.24と 12.2、嫌気性芽胞菌（cfu/m3/day）

は 1.87 と 1.99 であり、いずれもヒト糞便点源汚染の影響を受けた西城川下流（SP4）より

も高く、ヒト糞便により高度に汚染されていると推察された。 
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4.3.3 点源汚染および面源汚染のあるエリアにおける cpe遺伝子保有ウェルシュ菌の分布 

 cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌は上流地点 SP1 と比べヒト糞便点源汚染流入後の地点 SP4

では濃度で 1 オーダー、汚濁負荷量では約 2 倍高かった（表 4.3.1）。数値の上昇は FIBｓ

の上昇と同様の理由が考えられた。なお cpe 遺伝子保有率は SP2 では 30.2%、SP3 では

20.4%と、ヒト糞便汚染のある箇所では cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌陽性率が高く、陽性株

がヒト糞便に偏在するとする先行研究[19][19]と合致した。また cpe 遺伝子保有ウェルシュ

菌の汚濁負荷量（cfu/m3/day）は SP1 では 2.3×1010であったのに対し SP4 では 4.3×1010へと

上昇していた。さらに SP1、SP2、SP3 の合計値を理論値として SP4 と比較する 5.0×1010に

対して実測値は 4.3×1010であり、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌も糞便汚染指標細菌同様収

支が一致した。この結果より、ヒト下水放流水の流入があると本菌の濃度及び汚濁負荷量

が上昇することが示された。庄原市下水処理施設（SP2）における計算上の汚濁原単位は

ウェルシュ菌で 1.1×107 cfu/人/day、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌で 2.5×106 cfu/人/day であ

った。 

 ヒト糞便汚染の面源汚染源として疑われる永池川 SP5 および SP6 では、ウェルシュ菌濃

度は西城川上流（SP1）と比べ 1 オーダー高く、cpe 遺伝子保有率はそれぞれ 27.6%、

26.4%であり、下水放流水（SP2）の 30.2%と同等の高い値を示した。これは FIBｓの濃度

上昇の理由と同様、ヒト糞便汚染の流入による結果と示唆された。永池川における cpe 遺

伝子保有ウェルシュ菌の汚濁負荷量は 1.4-1.5×1011 cfu/mL であり、ヒト点源汚染ソースで

ある庄原市の SP2 の値 2.5×1010 cfu/mL よりも 1 オーダー高い結果だった。永池川における

計算上の汚濁原単位はウェルシュ菌で 3.4 × 108 cfu/人/day、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌で

8.2 × 107 cfu/人/day であった。永池川流域に設置されている浄化槽はオンサイト型の簡易処

理設備であり、下水処理施設とは処理能力が異なる。このため、流入後河川の汚濁負荷量

が庄原市の SP２を上回ってしまった可能性が高い。 

 小鮎川では養豚排水の流入による大腸菌とウェルシュ菌の濃度上昇は観察されたが、cpe

遺伝子保有ウェルシュ菌濃度は SP7-8 で 0.003〜0.06 cfu/ml であり（表 4.3.2）、永池川と比

較して 1-2 オーダー低かった。この理由として、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌がヒト糞便中

に偏在している点、永池川は流域人口が 61912 人に対し下水未接続人口が 1705 人であるの

に対し、小鮎川は 712 人に対し最大 17 人である（図 4.2.2）から、小鮎川がヒト糞便による

汚染を受けていないためと考えられた。 
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4.4 考察 

4.4.1 食中毒原因菌としての cpe遺伝子保有ウェルシュ菌 

ウェルシュ菌を原因とする食中毒事件は欧米、本邦とも非常に多く、被害者数においては

常に細菌性食中毒の上位に位置している[81][82]。原因食品としては一般に肉類が推定され

ているが、確証的な報告はいまだなされていない。ここにおいて、本研究で示した通り、食

中毒原因菌となる cpe 遺伝子を有するウェルシュ菌は活性汚泥などの処理と塩素消毒を行

った放流水から 2.3×1010 cfu/m3/day、浄化槽による処理を行った後の家庭排水が流入する永

池川では 1.4×1011 cfu/m3/day と高負荷な濃度で検出され、環境中に放出されている。食中毒

を引き起こす cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌感染ルートはいまだ非解明ではあるが、本章で述

べた調査結果よりヒト下水処理施設放流水が放流先河川を汚染していることは確実であろ

う。また先行する研究では cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌がヒト下水処理施設放流水から河川

を通じて海域に至りアサリを汚染している実態が検証[33]されており、他にも市街地や郊外

の土壌いずれからも検出されるとの報告[34]もある。加えて 3 章では土壌との親和性が高い

根菜類であるじゃがいもを調査したところ従来食品汚染源として指摘されてきた食肉類を

大きく上回る汚染率で cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が検出された。これらの点を統合すると

下水処理施設や浄化槽から排出されるヒト下水排水が放流先河川に対する cpe 遺伝子保有

ウェルシュ菌の汚染源として機能し、結果河川を通じて地下土壌や耕作土壌の汚染、あるい

は河川水が灌漑用水として用いられた結果農作物を汚染する経路が容易に想定しうる。cpe

遺伝子保有ウェルシュ菌はこのように海産物や農作物の汚染を通じてヒト食中毒を引き起

こし、ヒト腸管内で増殖し、いずれまたヒト下水処理施設へ至るという一連の循環も否定は

できない。この仮定に立った場合、食中毒発生予防のため、また病原性細菌である cpe 遺伝

子保有ウェルシュ菌の環境中での循環を絶つためには、ヒト糞便排水処理施設における現

状よりも強化された確実な制御が必要となるであろう。 

 

4.4.2 MST 指標としての cpe遺伝子保有ウェルシュ菌 

公共用水域における衛生的な水の確保のためには、種々のソースから発した糞便汚染を

検出する従来型の FIBs による評価からより踏み込み、MST などを評価できる指標の必要性

が生じている[20][86][99]。様々な微生物が MST 指標として提案されており、ウイルスでは

ヒトアデノウイルスやヒトポリオーマウイルスは絶対的な種特異性を示すためヒト MST 指

標として有望視されている[100]。またトウガラシ紫斑病ウイルス（PMMoV：Pepper mild 

mottle virus）はその濃度がヒト糞便汚染との相関が高く、有望な指標であると示されている

[101]。しかし、ウイルスを MST 指標として導入するにあたり、低濃度に存在するウイルス

の濃縮方法、遺伝子検出を行うための高感度な検出機器、RT-qPCR での検量線の作成が必

要等技術的な課題はまだ多い[101][102][103][104][101]。一方細菌であれば培養法によって生

きた細菌の数が確認でき、定量作業がウイルスと比べ比較的容易であるメリットがある。こ

うした背景のもと、培養が容易な点、環境中での生残性が高い点、原虫・ウイルスの指標に
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もなりうる点[9][18]から、本研究では cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌を点源汚染、面源汚染の

ある実河川における MST 指標として提案し、その実証を行った。 

本研究では cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌は点源汚染での評価で MST 指標として定量的に

ヒト糞便汚染をとらえられることが確認された。これは、従来の FIBs が単に糞便汚染の流

入の前後で増加しただけなのに対して、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌はヒト糞便の流入によ

って陽性率が増加するばかりか、その収支も一致していたことから推察できる。また cpe 遺

伝子保有ウェルシュ菌はヒト排水流入地点では濃度及び汚濁負荷量ともに上昇が観察され

たが、養豚排水の流入ではまったく増加しなかった点から、ヒト特異的な MST 指標として

有用である。 

ヒト糞便の面源による高度な汚染が推察される河川でも、従来の FIBs は上昇し、また cpe

遺伝子保有ウェルシュ菌の陽性率は点源汚染ソースのモデルである下水処理場放流水と同

等であった。これはヒト糞便中に cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が偏在するとする先行研究と

も一致しており[19]、面源からのヒト糞便汚染を受けた場合も本菌がヒト MST ツールとし

て有効である点が示唆された。 

 先行する研究において挙げられたヒト糞便に偏在する点[19]、他の糞便汚染指標細菌より

生残性が高く腸管系ウイルスとの高い相関がみられる点[22]、に加え、上記に示すようにヒ

ト糞便汚染を定量的に検出しかつヒト糞便に対する種特異性持つ点などから cpe 遺伝子保

有ウェルシュ菌はヒト MST 指標として有効である。今後のデータ蓄積により、本菌サンプ

リング濃度と流量からヒト糞便汚染の強度を半定量的に確認したり、汚染の強度から関与

する人の数が推定できる可能性がある。 

 また MST 指標導入への追い風として、ウェルシュ菌は培養が容易であり、cpe 陽性率は

基本的な PCR 操作で評価できるためウイルスを指標とする場合よりも参入障壁が低い。ま

た芽胞を形成するため環境中での保存性が高く、長期間での糞便汚染を評価する指標とも

なりうる。あるいは塩素消毒耐性を有するため本邦では水道におけるクリプトスポリジウ

ム等原虫対策の指標として用いられている点などから、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌はヒト

MST のみならず、様々な機能を持った指標として活躍が期待される。 

問題点としては、庄原市下水放流水と永池川の cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌汚濁原単位を

比較すると、前者では 2.5×106 cfu/人/day、後者では 8.2 × 107 cfu/人/day であり、原単位に 1 

log の開きが生じてしまっている。この理由として下水処理と浄化槽という処理形態の違い

が原因と考えられる。すなわち定量的な評価法にするためには、流域状況や流入する汚染の

処理形態等を考慮する必要があると考えられる。またウェルシュ菌培養後の cpe 遺伝子検出

は煩雑な作業を伴うため、作業者の手技に依存せず、ワンステップで済むようなリアルタイ

ム PCR を用いた半定量的な検出法の確立も今後の課題となろう。 

塩素による下水放流水の消毒は世界的に広く採用されており、殺菌スペクトルの広さや

抜群の費用対効果からこれからも消毒技術として優先的な地位を占めると思われる。一方

近年処理水中の残留塩素やトリハロメタン等の副生成物による放流先水生生物への影響
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[105]や塩素臭等様々な問題も提起されている。加えて本研究で示されたように cpe 遺伝子

保有ウェルシュ菌が放流先環境へ放出されている実態がある。今般たとえば芽胞への一定

の効果も確認され、塩素とは異なる作用機序が期待できる過酢酸のような塩素代替あるい

は補完的消毒剤の検討が必要な時期に来ているのではないだろうか。 
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4.5 結論 

本章では cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌のヒト下水処理施設から環境への放出と MST 指標

としての重要性について論じた。cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌はヒト下水処理施設放流水か

らは 2.5×1010 cfu/m3/day が放流され、浄化槽からの流入を受ける面源汚染存在河川でも 1010 

cfu/m3/day の汚濁負荷量が検出されており、ヒト下水由来排水が環境中の cpe 遺伝子保有ウ

ェルシュ菌の汚濁源として重要な位置を占めている点が判明した。また放流先河川から海

域へ至る経路に加えて、土壌や灌漑用水を通じて農作物を汚染しうる蓋然性も否定できず、

ヒト下水放流水が食中毒原因菌である cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の循環に大きな位置を

占めている点が示唆された。 

 水系からの糞便汚染検出は飲料水やレクリエーション水を介した水系感染症の予防にお

いて最重要課題である。検出されたウェルシュ菌における cpe 遺伝子保有率はヒト糞便点源

汚染の流入により 13.3%から 21.5%へと上昇し、ヒト糞便面源汚染源のある河川では 26.4-

27.6%と高い数値を示した。一方で養豚排水からの流入を受ける小鮎川では FIBs 及びウェ

ルシュ菌の濃度上昇は観察されたが、cpe遺伝子保有ウェルシュ菌の陽性率は3.6%から3.9%

への推移に過ぎず変動は生じなかった。この結果から cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌はヒト

MST 指標として有効であると考えられた。 
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第 5 章 下水放流水中ウェルシュ菌芽胞制御を目的とした塩素代替消毒剤：過

酢酸の効果 

 

5.1 緒言 

 幅広い抗菌スペクトルや蓄積された知見、使いやすさや比較的コストが低いなどの利点

から、現在下水放流水の消毒剤として塩素および塩素系消毒剤が最も一般的である[106]。

しかしながら放流水中の残留塩素が河川に生息する水生生物に悪影響を及ぼすことは古く

から指摘されており[35]、特に付着藻類の生育を阻害し藻類バイオマスを低下させることが

報告されている [107]。また、消毒用に添加された塩素が、水中の有機物と合成し

Trihalomethanes(THMs)を始めとした消毒副生成物 Disinfection by-products(DBPs)を生成する

点が指摘されている[63]。こうした DBPs は遺伝毒性やエピジェネティック効果[108]、発が

ん性[109]、突然変異原性、遺伝変性等のデメリットが多数報告されている[110][111][112] 

[113]。塩素系消毒剤による下水放流水中に存在する病原微生物の除去は最優先課題ではあ

るものの、上水と比べ有機物を豊富に含む放流水において[110]、放流後の水環境への負荷

や放流水の再利用を検討する際、DBPs の問題は看過できない。 

 飲料水中に含まれる病原微生物によって引き起こされる下痢症はしばしば先進国及び発

展途上国にてアウトブレイクを引き起こし、経済的に恵まれない地域では多くの死者をも

たらしている[114]。また下水処理施設において塩素処理された放流水にもなお多くの病原

微生物が存在し、これらの塩素耐性の病原微生物が下痢症を引き起こすことが知られてい

る[115]。これらの塩素耐性病原微生物のうち、クリプトスポリジウム(Cryptosporidium spp.)

とジアルジア(Giardia spp.)等の原虫は、下水処理施設からの放流水中などに存在しており

[115]、化学的消毒剤に対する耐性が知られ[116]、特に塩素に著しい耐性を有することから

[117]、放流先の表流水を汚染し、それを原水とした水道を介してしばしば大規模な感染を

引き起こし[118]、また、細菌ではウェルシュ菌は芽胞を形成することで高い耐塩素性を獲

得することで知られている[119]。本菌は温血動物の腸管に偏在するが、特に食中毒原因菌

として知られる cpe 遺伝子保有株はヒト糞便から高頻度に検出されるとの報告がある[19]。

cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌による食中毒は世界中で多発しており、米国では年間 100 万人

が罹患し、サルモネラ菌による食中毒と同等の患者数となっており[81]その対策は重要であ

る。 

同様に下痢症を引き起こす腸管系ウイルスはヒト糞便中に大量に存在し、低用量で感染

が成立し、環境中に長く生残し、水処理プロセスに対し耐性を持つ[120][121][122]ため、そ

の対策は必須である。なかでもノロウイルスは世界中で引き起こされている急性非細菌性

胃腸炎の主な原因であり[123]、感染者の糞便中に排泄される結果下水中に含まれている

[124]。ノロウイルスを含め、ウイルスは塩素消毒による影響を受けにくく、排水処理後も生
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残するため、下水処理施設における除去/不活化は放流先環境への微生物学的安全上急務と

なっている[125]。 

 

このように塩素の放流先への影響の問題と塩素耐性の病原微生物の制御の観点から、い

くつかの地域で下水消毒に対し塩素に代替する消毒剤を模索する動きがある[36][126]。これ

らのうち、化学的な代替消毒剤として代表的なものとして二酸化塩素やオゾンがあるが、こ

れらの酸化作用の強い物質は塩素と同様に DBPs の生成が報告されている[63]。また、物理

的処理として代表的であり、我が国でも下水や浄水の消毒法として用いられている紫外線

による消毒法は、導入へのコスト面の問題がある[127]と同時に、微生物によっては紫外線

照射後に可視光が照射されることによって、紫外線によって生じた遺伝子の欠損が一連の

光回復酵素群によって修正される光回復能を有するという問題もある[128]。さらには、限

外ろ過膜や精密ろ過膜を用いた膜ろ過を下水処理に導入する試みもあるが、導入コストや

設備上導入の困難さ[129]が依然大きい。このように、下水放流水の微生物学的な安全性を

確保し、導入の容易な塩素消毒の代替あるいは補完消毒法はとしてはまだ検討の段階のも

のが多い。 

近年下水放流水中の THMs濃度に対する環境基準値を厳しく設定しているイタリアでは、

塩素に代替する新たな消毒剤に関するいくつかの研究が報告されている[126][130][131]。中

でも過酢酸は医療、食品衛生分野における消毒剤として実績がある点[38]、分解性が極めて

高く、分解生成物は水、酸素、過酸化水素であるため運用上毒性の高い物質は生成されない

点[39]、芽胞やウイルスにも効果があるとの報告があり[38][132]、微生物に対したんぱく質

変性を引き起こす[40]、あるいは代謝系酵素の働きを阻害する効果があるため[133]塩素とは

異なる不活化機序を持つ点、従来型の次亜塩素酸添加設備を流用でき導入が容易な点[134]

等から、下水放流水に対する代替的/補完的消毒剤として期待されている。 

本章では、環境負荷を抑え、塩素耐性病原微生物に対しても効果が期待できる消毒剤とし

て、芽胞の消毒効果、食品へも適用される安全性などの観点から過酢酸に着目し、検討を行

った。消毒の供試微生物として、塩素消毒に耐性を有し[119]、第４章で述べた通り、塩素消

毒後の下水放流水中に 105 cfu/mL オーダーで存在して、放流後河川等の水環境に 1010-1011 

cfu/m3/day での汚濁を起こしているウェルシュ菌[23]を対象とした。ウェルシュ菌はヒト由

来の排水に多量に存在し[19]、下水放流水が水環境の汚染源となっており[23]、なかでも食

中毒を引き起こす cpe遺伝子保有ウェルシュ菌がヒト下水中に大量に存在しており[19][23]、

下水放流水を通じて海域へ至り、二枚貝を汚染している可能性があること[33]が報告されて

いる。cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌による食中毒ルートの一端として、すでに明らかにされ

たように下水放流先河川から海域へと至り海産物を汚染している実態[33]に加え、灌漑用水

や土壌を経て農作物を汚染している可能性は排除できない[33]。このため放流先環境への汚

濁負荷低減を目的とし、下水処理施設において、塩素代替、あるいは補完する消毒剤として、

ウェルシュ菌に対する過酢酸の有用性を評価した。 
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加えて、塩素耐性を有するウイルスの過酢酸による不活化について検討するために、トウ

ガラシ紫斑病ウイルス(PMMoV: Pepper mild mottle virus)をモデルとして評価を行った。

PMMoV は Virgaviridae 科 Tobamovirus 属に属する桿状、ノンエンベロープの 1 本鎖プラス

鎖 RNA ウイルス[135]で、喫食に由来してヒト糞便中に排出されるため生活排水から高頻度

に検出される[136]ウイルスである。本ウイルスゲノムは極めて安定性が高く、全世界的に

消費される食材である pepper 類およびそれを喫食したヒトの糞便に遍在する[137][137]こと

から、ヒト糞便指標としても用いられている。また、PMMoV は下水処理システムで様々な

腸管系ウイルスより高い生残性を示した報告[66][67]があることから、下水放流水中に存在

する PMMoV を供試ウイルスとし、過酢酸による不活化について検討した。 
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5.2 材料と方法 

5.2.1 供試試料水 

下水放流水は庄原市浄化センター（OD 法、avg. of daily effluent flow: 3.2×103 m3/day）の最

終沈殿池放流水（塩素添加前）を 10 L 採取し供した。 

 

5.2.2 供試過酢酸、塩素剤およびその濃度測定法 

塩素剤として次亜塩素酸ナトリウム溶液（富士フィルム和光特級）を、過酢酸は

Perasan🄬MP2-J（関東化学株式会社）を適宜希釈した。濃度測定は残留塩素測定は DPD 法を

用いた吸光光度計 MP-100（Lovibond 社）を、過酢酸は電流滴定法を用いた PA-300（平沼産

業）を用いた。 

 

5.2.3 供試細菌の定量方法 

ウェルシュ菌、大腸菌は下水放流水中に存在する野生株を用い、また不活化曲線の検討用

に大腸菌標準株（NBRC3301）を用いた。栄養型の不活化をするため,試料水はウォーターバ

ス 75℃20 分間加温し、その後直ちに氷冷した。ウェルシュ菌芽胞はハンドフォード培地三

重層にて定量した(Eiken Chemical Co.,ltd., Tokyo, Japan). 大腸菌は xm-g 培地にて平板培養法

で定量した。 

 

5.2.4 供試ウイルスの定量方法 

下水放流水中に存在する PMMoV の定量にはリアルタイム PCR を用いつつ感染性の有無

を評価できるよう、propidiumu monoazide(PMA)処理を用いて PMA-qPCR を行った。 

 

5.2.4.1 intact PMMoV 識別のための PMA 処理 

分取した試料の一部を PMA dye Product Information（コスモバイオ）と参照し、以下の

手順で PMA 処理を行った。1.5 mL マイクロチューブに試料を 140 µL 入れ、終濃度 50 µM

となるように 20 mM PMA dye（コスモバイオ）を適当量添加した。中のサンプルが漏れ

ないように 1.5 mL チューブにパラフィルムを巻き付け、サンプルをアルミホイルで覆っ

たトレイに置き、新党培養器上で室温 5 分間インキュベートした。その後、氷上にアルミ

ホイルを敷いてサンプルを置き、ハロゲンライト（CHP500、キャスターライティングジ

ャパン、100V、415W ハロゲン球）を用いて約 20 ㎝真上から 15 分間サンプルに光を照射

した。光照射後、全量を用いて RNA 抽出を行った。 

 

5.2.4.2 RNA 抽出 

QIAmp Viral RNA Mini Kit(QIAGEN)を用いて試料水 140 µL から RNA を抽出した。手順

は QIAamp Viral RNA Mini プロトコルを参照した。得られた抽出 RNA は直ちに逆転写反

応に用いた。 
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5.2.4.3 逆転写反応 

ReverTra Ace qPCR RT Master Mix (TOYOBO)を用いて、付属プロトコルに従い逆転写反

応を行った。 

 

5.2.4.4 qPCR 

表 5.2.1 に従い 10×Primer probe solution を調製した。プライマーおよびプローブは、原

本ら[138]が設計したものを使用した（表 5.2.2）。qPCR 溶液を 1.5 ｍL チューブ内で調製

し 96 ウェルシートの各ウェルに 18 µL ずつ分注した。続いて、あらかじめ１×105 copies/2 

µL に調製しておいた検量線用プラスミドを 100~105 copies/反応の各段階に希釈調整した。

調製後、検量線用プラスミドまたは逆転写済みのサンプルを qPCR 反応溶液 18 µL が入っ

ているウェルに 2 µL ずつ添加した（検量線：n = 3, サンプル：n = 3）。ウェル内に全溶液

を入れた後、ウェルにシートを張り、遠心を行い気泡を除去した。その後、PIKO REAL 96 

Real-Time PCR System ( Thermo SCIENTIFIC)を用いて反応を行い、終了後 PikoReal Software 

2.2 を用いて結果を解析した。 

 

5.2.5 CT 値と生残率の算出 

CT 値については時間と濃度が互いに変化するため、式（1）にて求めた。 

CT = T(C0 + C)/2 … (1) 

CT:CT 値（mg・min/L）、C0：理論濃度、Ｃ：反応後濃度(mg/L)、Ｔ：接触時間（min） 

qPCR で得られた反応前後のコピー数を用いて生残率を式（2）にて求め、不活化効果を検討

した。 

I = - log10
𝑁

𝑁0
 … (2) 

I:不活化 log 数、Ｎ：不活化後のコピー数（/mL）、Ｎ０：不活化前のコピー数（/mL） 

 

表 5.2.1 10×Primer probe 溶液組成 

 

 

濃度 終濃度 µL 

PMMoV-FP1 100µM 4µM 4 

PMMOoV-RP1 100µM 4µM 4 

PMMoV-Probe1 10.5µM 2µM 19 

DDW - - 79 

total 

  

100 
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表 5.2.2 qPCR に用いたプライマーおよびプローブ 

Primer 塩基配列（5’~３’） 

  

PMMoV-FP1 GAG TGG TTT GAC CTT AAC GTT GA 

PMMoV-RP1 TTG TCG GTT  GCA ATG CAA GT 

Taq Man Probe 塩基配列（5’~３’） 

  

PMMoV-Probe 1 FAM-CTT ACC GAA GCA AAT G-MGB 

 

5.2.6 過酢酸および塩素剤の試料水との接触 

下水放流水は 3 L 三角フラスコへ分取し、遊離残留塩素、過酢酸とも理論値 10 ppm とな

るよう添加した。室温にて緩やかにスターラー撹拌し、最大接触時間 120 min にいたるまで

適時サンプリング及び濃度測定を行った。分取したサンプルはチオ硫酸ナトリウムを添加

し反応を停止させた。 

精製水系は大腸菌標準株を 107~108 cfu/mL まで増菌した懸濁液を調製し、これを精製水

100 ml を注入したビーカーへ添加した。酸化剤接触濃度は遊離残留塩素は理論値 1.0 ppm、

過酢酸は理論値 2.5-5.0 ppm とし、最大 10 min 接触に至るまで、適時サンプリング及び濃度

測定を行った。分取したサンプルはチオ硫酸ナトリウムを添加し反応を停止させた。 
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5.3 結果 

5.3.1 過酢酸および遊離残留塩素による精製水中の大腸菌の不活化 

精製水中に懸濁させた大腸菌(NBRC3301)の過酢酸および遊離塩素による log 不活化率を

図 5.3.1 に示した。過酢酸による不活化実験は実験開始時の濃度を 1.0 mg/L(run 1)、2.5 

mg/L(run 2-1,3,4)および 5 mg/L(run 4)として実験を行い、各接触時間ごとに残留過酢酸濃度

を測定して CT 値を求めた。精製水中の大腸菌の過酢酸による不活化は、いずれの初期過酢

酸濃度においても同様に進行し、CT 値 10 mg・min/L まで不活化の進行しない遅滞期が生

じ、CT 値 10 mg･min/L を超えると急速に不活化が進行し、CT 値 13.44 mg・min/L で-4.83 

log、20.48 で-8 log 不活化率が得られた。一方、コントロールとして計測した遊離塩素によ

る不活化は初期濃度 0.1 mg/L で接触開始直後に-4 log の不活化が得られた。過酢酸は遊離塩

素と比較して大腸菌の不活化がゆっくりと進行し、遊離塩素と同等の不活化には十分な接

触時間を必要とすることが示された。 

 

図 5.3.1 塩素および過酢酸による精製水中大腸菌の不活化 
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図 5.3.2 塩素および過酢酸による下水放流水中大腸菌の不活化 

 

図 5.3.3 塩素による下水放流水中ウェルシュ菌の不活化 

 

図 5.3.4 過酢酸による下水放流水中ウェルシュ菌の不活化 
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図 5.3.5 塩素および過酢酸の濃度経時変化 

 

下水放流水中に過酢酸または塩素を添加したときの大腸菌およびウェルシュ菌(どちらも

下水放流水中に存在する野生株)の不活化について、大腸菌を図 5.3.2 に、ウェルシュ菌を図

5.3.3 および図 5.3.4 に、その時の過酢酸および遊離塩素の残留濃度の変化を図 5.3.5 に示し

た（n = 5、下水試料は都度性状が異なるため標準偏差は求めていない）。 

 下水放流水中(COD 17.23 mg/L, n=4, SD.1.79)に過酢酸および遊離塩素を初期注入量 10 

mg/L となるように添加したときの濃度変化(図 5.3.5)では、過酢酸は添加直後に最大で 20％

程度の減少がみとめられるものの、120 分経過後でもほぼ添加量の 80-90％の過酢酸が残留

し、共存する有機物等による消費が起きていないことが示された。一方、一般に下水放流水

の消毒に用いられる塩素は、10 mg/L の濃度で添加しても直後に消費され、遊離残留塩素は

120 分後に 0.09-0.3 mg/L までに消費された。 

 このときの大腸菌の不活化(図 5.3.2)は、大腸菌は CT 値 3.4 mg・min/L で 3log に不活化率

が得られた同一の試料で過酢酸は 2 log 不活化の CT 値は 16.64 mg・min/L(run1)、同様に

2.5log 不活化に遊離塩素では CT 値 11.2 mg・min/L が必要であったのに対して過酢酸では

18.92 mg・min/L であり、精製水中での不活化実験の結果と異なり、下水放流水中では、遊

離塩素の大腸菌の不活化効率が著しく低下しているのに対して、過酢酸では遊離塩素と比

較してその不活化効果の小さかった。過酢酸は有機物共存下でもその濃度を維持すること

ができ、大腸菌の不活化効果の減衰も小さいことが示された。 

また、過酢酸と遊離塩素の下水放流水中のウェルシュ菌芽胞の不活化について評価した

(図 5.3.3、図 5.3.4)。3 回の実験を行い、遊離塩素によるウェルシュ菌の不活化はリニアに進
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行し、CT 値 800 付近で最大で 4 log の不活化率が観察された。 

一方、過酢酸についても同一試料を用いて 3 回の実験を行ったが、不活化効果は実験ごとに

異なり、CT 値 1000 以上で 1〜3 log と結果に差が生じた。 

大腸菌と比較して、ウェルシュ菌は遊離塩素、過酢酸どちらに対しても耐性を有し、十分な

不活化には高い接触時間を要することが示された。 

 

5.3.2 過酢酸および遊離塩素による下水放流水中の PMMoV の不活化 

過酢酸および遊離塩素の下水放流水中のウイルスの不活化効果とその評価法について検

討するため、PMMoV(下水放流水中の野生株)の不活化効果を評価した(図 5.3.6、図 5.3.7)。 

 初期濃度 10 ｍg/L となるように下水放流水中に遊離塩素または過酢酸を添加し、経時的

に採取し PMMoV の遺伝子コピー数を逆転写-ｑPCR で計測して評価したところ、遊離塩素、

過酢酸ともに CT 値 600 および 800 mg・min/L 以上ので接触させた場合でも検出された遺伝

子コピー数に大きな変化は見られなかった。 

 PMMoV はエンベロープを持たない 1 本鎖 RNA ウイルスであり、qPCR では逆転写反応

の後形成された DNA を定量しているが、遊離塩素および過酢酸ではカプシドに内包された

RNA は逆転写-qPCR で検出できるレベルでは残存していることが示された。 

 このため、逆転写反応の前に PMA 処理を行い、カプシドへの損傷を評価したところ、遊

離塩素に接触させた系では、CT 値の増加に伴って検出される遺伝子コピー数の減少が認め

られ、CT 値 500 mg・min/L で 3 log 程度の不活化が確認された。一方、過酢酸に接触させた

場合は、PMA 処理を行っても今回の過酢酸濃度および接触時間では検出された遺伝子コピ

ー数に減少は認められず、過酢酸が PMA のカプシドの浸透性を変化させるような損傷を与

えてはいない事が明らかになった。 

 

 

図 5.3.6 塩素および過酢酸による下水放流水中 PMMoV の不活化(PMA 処理なし) 
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図 5.3.7 塩素および過酢酸による下水放流水中 PMMoV の不活化(PMA 処理あり) 
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5.4 考察 

本章では、下水放流水等に存在する大腸菌、ウェルシュ菌芽胞および PMMoV の過酢酸

による不活化について評価した。 

 過酢酸による大腸菌およびウェルシュ菌芽胞の消毒において、過酢酸は一般に使用され

ている塩素と比較して、ゆっくりと不活化が進行し、精製水中の大腸菌の不活化では低い

CT 値で遅滞期が生じるマルチヒット型の不活化で表現されるとともに、有機物が共存する

下水放流水中で不活化効率が著しく低下した遊離塩素と異なり、長時間その濃度を維持し、

不活化が進むことが示された。一方で、今回実験を行った 10 ｍg/L、最大 120 分の接触の

条件では、大腸菌、ウェルシュ菌芽胞ともに同 CT 値での過酢酸の不活化効率は遊離塩素よ

りも低くなった。 

この特性は、塩素の高い酸化力による不活化と比較して、過酢酸による微生物の不活化は

過酢酸から発生する塩素より酸化力の低い過酸化水素による酸化作用と、過酢酸による細

胞内の代謝阻害等[133]によるものと考えられ、この特性を考慮した上で大腸菌やウェルシ

ュ菌芽胞の十分な不活化を担保した過酢酸による下水放流水の消毒を考える場合には、十

分な CT 値を確保するために接触時間を確保する、あるいは注入量を高めるなどの工夫が必

要であると考えられた。 

このうち十分な接触時間の確保については、本章で示したように過酢酸はこれらを有機

物共存下でもその濃度が減衰しないことが大きなアドバンテージになると考えられ、一般

的な下水処理工程のうち、生物処理等が終了した段階の最終沈殿処理などプロセスの早い

段階から注入の手法によって接触時間を増やす事ができると考えられる。 

過酢酸は塩素と比較して放流先の水環境への影響や消毒副生成物の問題が少ないという

利点があるため、下水放流水の消毒剤としての使用例[64][134]もあるが、一方で、過酢酸は

分解過程で有機酸である酢酸を発生させることから、注入量の増加については、有機汚濁源

としての影響については考慮する必要がある。この有機汚濁源としての過酢酸については、

下水処理水に過酢酸を 5 ｍg/L 注入した場合、13 ｍg/L の酢酸が生成され、COD の増分は

14 ｍg/L となることが報告されている[139]。今回の実験に用いた過酢酸の注入量は 10 ｍ

g/L であるが、一例としてわが国では環境省が定める一般排水基準における COD の排出基

準は 160 mg/L（日間平均 120 mg/L）であり、放流水中に 10 ｍg/L の濃度での過酢酸の注入

による COD の増加は 18％程度であることから、環境への COD 負荷は小さいものである。

加えて、今回実験を行った 10 ｍg/L を超える過酢酸注入量での消毒についてもマージンは

あるものと考えられ、CT 値確保のために過酢酸の注入量を高め、反応時の濃度を高めるこ

とも可能であると考えられる。 

このように、過酢酸は十分な CT 値を確保する事で、下水処理水等の放流先への影響の小

さい消毒剤として有効に利用できるものと考える。 

 加えて本章では、下水放流水が環境の大きな汚染源の一つとなり[23]、芽胞を形成して塩

素消毒に耐性を有する[119]ウェルシュ菌芽胞の不活化について評価した。 
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過酢酸の下水や下水放流水中の細菌の不活化については、古くから様々な検討がなされ

[139]、大腸菌群(Total and Fecal coliform)、大腸菌(E .coli)、腸球菌(Enterococci)、糞便連鎖球

菌(Fecal Streptococci)などについて、有機物共存下でも総じて CT 値 400 ｍg/L 以上で 3 log

以上の不活化率が報告されており[139]、本研究の大腸菌の不活化率はこれらの報告とほぼ

同等であった。一方で、過酢酸による芽胞の不活化については、古くにはその効果が低いこ

とが指摘されていたが[139]、近年下水を試料水としたパイロットスケールでの評価では過

酢酸がウェルシュ菌不活化において塩素に劣らない効果を発揮したとの報告[140]もある。

いずれにしてもウェルシュ菌に対する過酢酸不活化効果に関する知見は少なく、いまだ充

分に蓄積されているとは言えない。 

過酢酸による下水放流水中のウェルシュ菌の不活化は遊離塩素と比較して不活化効果は

低く、ばらつきも見られたものの、CT 値 1000 mg・min/L 以上で 1〜3 log の不活化が可能で

あった。ウェルシュ菌を含む芽胞については、塩素を含む消毒剤に耐性を有し、ウェルシュ

菌芽胞については、その食中毒起因株の下水放流水を起源とする河川等の水環境や二枚貝

の汚染が報告されており[33]、一般に用いられている塩素での消毒では十分にコントロール

できていないのが現状である。加えて、有機物共存下での効果の減衰や放流先の環境への影

響を考えた場合に、より高い注入量での使用などには限界がある。接触時間を十分に確保し

た過酢酸での消毒を塩素消毒と併用する等の手法は、ウェルシュ菌芽胞のコントロールを

視野に入れた下水放流水の消毒法として有用であると考えられた。 

過酢酸のウイルスの不活化については、下水放流水中で DNA あるいは RNA ファージに

対して高い不活化効果があること[139]、同 CT 値で total coliform を 3 log 不活化に対し、MS2

ファージを 1-1.5 log 達成したとの知見がある[141][142]。一方で、ポリオウイルスのように

高い耐性が報告されているものもある[139]。また過酢酸を 100 ppm × 2 min で MS2 ファー

ジは 1.8 log、poliovirus は 1.2 log、φｘ-174 は 2.2 log の不活化効果があり、これらの結果は

過酢酸の効果がウイルス種に特異性であり、またウイルスの物理的性状に左右されている

との指摘がある[143]。 

 過酢酸のウイルス不活化機序に関する先行研究では、同じ Reoviridae 科に属する二本鎖

RNA、ノンエンベロープウイルスである Tulane virus（TV）と Rotavirus（RV）を供試したと

ころ、過酢酸による RV 不活化は宿主受容体への結合よりもゲノム損傷によって引き起こさ

れる。一方で TV に対する過酢酸の不活化はゲノム損傷ではなく主に結合の喪失の結果とし

て引き起こされた[144]。過酢酸を効果的に導入するには不活化機序の解明は不可欠である

が、評価の困難さから、いまだ確定的な報告はなされていない。 

 本章では、下水中に多数存在し、糞便汚染指標ともなる PMMoV の過酢酸による不活化

効果を PMA-RT-qPCR で評価する試みを行った。PMA 処理は塩素での PMMoV の不活化に

ついては評価できる可能性が示された。一方で、過酢酸のマイルドな作用は PMMoV のカ

プシドの浸透性を変化させるような損傷を与えていないことが予想され、ウイルスの過酢

酸による不活化効果は PMA-RT-qPCR を用いても評価することは難しく、ウイルスの感染性
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等についての評価は、培養系による評価が必要であることが示された。 

 本論文第 3 章では、市販じゃがいもからは食中毒原因菌である cpe 遺伝子保有ウェルシュ

菌が多数検出されており、土壌との親和性が高い根菜類がウェルシュ菌食中毒の原因食材

として注視されるべき点を述べた。また第 4 章ではヒト下水放流水が cpe 遺伝子保有ウェル

シュ菌の水環境への汚染源となり、放流先河川を通じて海産物を汚染している実態や、土壌

や灌漑用水を通じて農作物を汚染している可能性について言及した。 

cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌はヒト糞便に偏在するため、各家庭に設置された浄化槽や下

水道を通じて下水処理施設に集積される。この際ヒト下水処理施設は本菌の環境への流出

を制御する最後の砦ともいえる設備となるが、現状添加されている塩素剤だけでは十分な

不活化処理がなされているとは言えない。このため本章では塩素に代替あるいは補完する

消毒剤として過酢酸を評価し、cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の環境循環や下水放流水を起因

とする食中毒ルートの制御が可能となるか検討を行った。本章で示した結果ではまだ十分

な不活化効果を得られたとは言い難いが、過酢酸は塩素と異なる不活化機序を有すると目

され、また塩素に比べ放流先環境への負荷が少ないことから、今後は CT 値を増加させられ

る余地があると期待される。 
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5.5 結論 

今回過酢酸による大腸菌、ウェルシュ菌、PMMoV の不活化を試みた。 

過酢酸は、下水放流水中の大腸菌は効果的に不活化できるものの、ウェルシュ菌、PMMoV

では大腸菌と比較して不活化効果が低かった。この中でも芽胞を形成するウェルシュ菌は、

塩素のみでは十分な不活化がなされず、放流水中でも 101 cfu/mL[23]など高濃度で検出され、

ヒト下水の放流水が環境の汚染源として問題とされている[73]。 

今回の実験では過酢酸は塩素と比較して十分な残存性が確保でき、下水放流水などの消

毒に適しているものと推察された。また同じ注入量による CT 値 1000 mg・min/L 程度の条

件においては、ウェルシュ菌芽胞の不活化効率は塩素より劣ったものの、最大で 1-3 log の

不活化が確認できた。 

以上より過酢酸は下水放流水消毒剤として期待でき、今後は塩素代替/塩素補完に向けた

さらなる研究が重要となるであろう。 

  



63 

第 6 章 総括 

 

 本論文では、エンテロトキシン（cpe）遺伝子保有ウェルシュ菌の水系から食系における

循環の実態や食品の汚染とその経路について調査、考察を試みた。また本菌による水環境の

汚染源の一つである下水処理施設において、不活化・制御を目的として塩素代替消毒剤であ

る過酢酸について評価を行った。以下本研究にて得られた知見をまとめ、展望を記し、総括

とする。 

 

6.1 ウェルシュ菌食中毒原因食材としてのじゃがいもの意義 

 第 3 章ではウェルシュ菌食中毒原因菌である cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の市販じゃが

いも汚染状況調査を行った。ウェルシュ菌食中毒の原因食品がカレーやシチューのような

大量調理かつ多様な食材を必要とする食品であることから、現在に至るまで原因食材の確

定的な特定はなされてこなかった。一方ウェルシュ菌がヒトおよび動物腸管常在菌である

ため、古くから慣習的に食肉が原因食材として疑われてきた。近年遺伝子解析技術の発達に

より食中毒原因物質はウェルシュ菌が産生する cpe 毒素であり、本毒素をコードする遺伝子

を持ったウェルシュ菌は市販食肉からはほぼ検出されていなかった。 

 先行する研究ではヒト下水放流水に多量に存在する cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌が、ヒト

下水処理施設放流水から河川を通じ、海域に至り、貝を汚染しているとの報告があった。ま

た市街地土壌からも cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌は検出されていたため、第 3 章では cpe 遺

伝子保有ウェルシュ菌の食品汚染経路の一つとして、ヒト下水放流水から土壌、土壌から根

菜類という道筋を想定し、市販じゃがいもの調査を行った。結果日本各地で収穫されたじゃ

がいも 30 試料からは市販食肉から検出されるよりも多く、かつ高頻度（22%）に cpe 遺伝

子保有ウェルシュ菌が検出された。じゃがいもは多くの食品に用いられる一般的な食材で

あり、ウェルシュ菌食中毒の原因食品であるカレーやシチュー類にもしばしば使用される。

このためウェルシュ菌食中毒原因食材として従来指摘されていなかった根菜類の衛生管理

に対する食品衛生上の意義について新たな知見を得ることができた。 

 

6.2 cpe遺伝子保有ウェルシュ菌の汚染源としてのヒト下水放流水とその環境負荷 

 第 4 章では、第 3 章で得られた根菜類をはじめとする農作物のウェルシュ菌汚染ルート

の 1 つになる可能性がある下水放流水の cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌の分布とその河川等

の水環境での負荷について検討した。また同時にヒト糞便に偏在する cpe 遺伝子保有ウェル

シュ菌の環境中での挙動を追跡することで、ヒト由来糞便汚染の探索指標（MST:microbial 

source tracking）としての意義について 2 カ所の実河川において評価した。下水放流水中に

は cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌は常に 105 cfu/mL のオーダーで存在し、放流先河川におい

て長期間生残および長距離にわたって生残していること、ヒト由来の排水はウェルシュ菌
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の点あるいは面汚染源となることが明らかとなった。また cpe 遺伝子保有ウェルシュ菌がヒ

ト糞便汚染を評価する際の MST 指標として有効であること、その定量によりヒト糞便汚染

の強度が推定可能であることなどを実環境において明らかにし、ヒト腸管由来病原微生物

の汚染状況の把握と食水系感染症の制御に資する情報を得ることができた。 

 

6.3 下水放流水中ウェルシュ菌芽胞制御のための塩素代替消毒剤としての過酢酸の評価 

 第 5 章では、水環境の大きな汚染源となっている下水処理施設放流水中のウェルシュ菌

の制御を目的として、従来型消毒剤である塩素を補完する新たな消毒剤としての過酢酸に

ついて評価を行った。ウェルシュ菌は芽胞を形成することから、下水放流水に主たる消毒剤

として用いられている塩素に対し強い耐性を持つことが知られており、第 4 章で述べた通

り、下水放流水から多負荷量のウェルシュ菌が環境中に放出されている。5 章では近年イタ

リアをはじめとする諸外国でも環境への負荷の小さい消毒剤として下水放流水の消毒への

導入が検討されている過酢酸のウェルシュ菌の不活化効果について調査を行った。過酢酸

は有機物の共存する下水放流水中でも有機物による消費を受けずに濃度を維持することが

可能であり下水放流水中に存在する野生株のウェルシュ菌の不活化実験において、濃度時

間積 1200 mg・min/L での接触で最大 3.5 log 不活化が達成された。このことから、水環境や

灌漑用水を通じた農作物のウェルシュ菌汚染源となる可能性がある下水放流水中のウェル

シュ菌の消毒法の 1 つとして、過酢酸による消毒の効果と意義を見出すことができた。 

 

以上より本論文の研究成果は、細菌性食中毒の上位を占めているものの、感染ルートがい

まだ未解明であるウェルシュ菌食中毒に対し、ヒトから水系に至り、食品を汚染するという

環境中での汚染ルートの可能性を明らかに、その循環の推定と制御に関する新しい知見を

有し、食品衛生および環境衛生分野における微生物学的な安全性の向上に貢献できるもの

と思われる。 
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