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1. はじめに

下水道及び下水道システムは現代

の都市にとって必要不可欠な機能で

あり、日本下水道協会によるとその

役割として、(1)街を清潔にする、

(２)街を浸水から守る、（３）身近

な環境を守る、（４）エネルギー・

資源を創るという 4 つの役割が挙げ

られている（図 1.） 1)。このうち

(1)街を清潔にする役割は、これま

でそして現在も感染症の制御に重

要な貢献を果たしており、さらに近年には、下水はコロナウイルスなどの感染症のモニ

タリングに利用され、感染症の制御において活用や役割が拡がっている。

一方で、下水は処理の最終工程で主に塩素消毒されたのちに放流されるが、この放流水

には大腸菌、芽胞菌やウイルスが一部残存していることが知られている 2, 3)。近年に

は、このような下水処理場に由来する芽胞菌や耐性菌が地域での感染症の発生に関与す

ることが示されている 4)。しかしながら、国内の下水を介した芽胞菌などによる健康被

害に関する情報は乏しく、その詳細は不明である。 

ウエルシュ菌はグラム陽性の芽胞形成菌であり、ヒトや動物の常在腸内細菌であるほか

に、下水、河川水、海水や土壌、食品など広く環境中にも存在している。ウエルシュ菌

はこれまでに 20 種類以上の外毒素を産生することが報告されており、このうち CPE と

BEC がヒトの下痢症に関与して食中毒などの原因毒素となることが知られている 5)。CPE

遺伝子は染色体上に存在するもの（染色体型）とプラスミド上に存在するもの（プラス

ミド型）があり、プラスミド型の多くは CPE 遺伝子の近傍に存在する挿入配列の種類に

よって IS1151 型と IS1470-like 型の 2 種類の遺伝子型に分類される 6, 7)。欧米からの報

告では食中毒事件のうちおよそ 7 割が染色体型の菌が、およそ 3 割がプラスミド型の菌

が原因と報告されており、国内も同様の比率で発生していると考えられている 8)。プラ

スミド型の菌は食中毒の原因菌となるほかに抗生物質関連性の下痢症、散発性の下痢症

や高齢者施設などで集団下痢症を起こすことが知られているが、その発生と周辺環境と

の関連性は不明なことが多い 5)。

本研究では大阪府の環境水における嫌気性芽胞菌の汚染実態を調査した。さらに、これ

ら嫌気性芽胞菌のうちウエルシュ菌について健康被害との関連について調査した。 

2. 方法

2.1 環境水の採水

大阪府の 20 ヶ所(A〜t)の河川や湖沼（淀川を含む 7 流域の河川）から 51 サンプルの表

図 1. 下水道システムの役割 1)
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流水をそれぞれ 200mL 以上を採水した（図 2.:地理

院地図 Vector で作製）。採水は 2019 年 6 月から

2021 年 3 月の間に行った。 

2.2 嫌気性芽胞菌数の測定 

採取した環境水はそれぞれ 200mL を減圧濾過によ

って膜濃縮した。検体を濃縮した膜は上水試験方法

のハンドフォード改良寒天培地法に供試して、嫌気

性芽胞菌数を計測した。 

2.3 菌種の同定 

分離した嫌気性芽胞菌は１サンプルあたり 30 株を

上限として菌種を同定した。菌種の同定は MALDI-

TOF/MS のバイオタイパー（スメア法およびギ酸抽出

法）を用いて実施した。バイオタイパーでスコアが

2 未満の場合は、およそ 1,500bp の 16S rRNA 遺伝子

の塩基配列を解読して、この配列とデータベースに

登録された配列の相同性を確認して決定した。 

2.4 ウエルシュ菌数の計測 

各サンプル 200mL あたりのウエルシュ菌数は以下の計算式を用いて算出した。（ウエ

ルシュ菌数）＝（検出された芽胞菌数）×（ウエルシュ菌と同定された菌数）／（同定

作業を実施した菌数） 

2.5 CPE 遺伝子の検出と CPE 遺伝子型の決定 

CPE 遺伝子の検出と CPE 遺伝子型の決定はそれぞれ Yonogi S らの方法と Miyamoto K 

らの方法を用いて実施した 9, 10)。 

2.6 データと上流域での大規模下水処理施設の有無による採水場所の分類 

本調査の採水場所それぞれについて、採水場所から半径 1km 内の人口を政府統計の総

合窓口(e-Stat) 地図で見る統計(統計 GIS)を用いて集計した 11)。また、それぞれの採

水場所について、上流域での大規模下水処理施設（lsWWTPs:本研究では処理人口 1 万人

以上とした）の放流口の有無を確認した。 

2.7 CPE 遺伝子を保有する食中毒原因菌の CPE 遺伝子型 

2008 年から 2022 年の 15 年間に大阪健康安全基盤研究所旧森ノ宮センターで検査を実

施したウエルシュによる食中毒事件に由来する菌株について、CPE 遺伝子の存在を確認

し、その遺伝子型を決定した。方法は 2.5 と同じ方法を用いた。 

2.8 Multi locus sequencing typing (MLST)による分子疫学的解析 

本研究において環境水から分離した CPE 遺伝子陽性菌と大阪府の食中毒事例由来菌は

Deguchi A らの方法に従って MLST 解析に必要な配列を取得した 12, 13)。これらの配列は

公共のでデータベースから収集した主に国内分離株の MLST 配列データと比較した。

5,274bp の結合配列を MAFFT でアライメントして、RAxML による最尤推定法を使用して

系統樹を作成した。系統のクラスタリングは RhierBAPS ソフトウェアを使用した hierarchical 
Bayesian analysis of populations structure (hierBAPS)に基づいて実施し、RStudio 環境内で

ggtree を用いて視覚化した 15)。 

2.9 全ゲノムによる分子疫学的解析とプラスミド配列の決定 

環境水から分離した CPE 遺伝子陽性菌と大阪府の食中毒事例由来菌のいくつかの株を

選抜してゲノム DNA を抽出した。DNA は MiSeq platform (Illumina)または MinION (Oxford 
Nanopore Technologies)を用いて塩基配列を解読した。得られた配列情報をアセンブルして菌
株の全ゲノム配列及び完全プラスミド配列を決定した。 

 

3. 結果と考察 

3.1 採水場所の平均嫌気性芽胞菌数と菌種の同定 

図 2. 採水場所 
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各採水場所の平均嫌気性芽胞菌数は表 1.のように 0-178.7 CFU/200mL であった。淀川

を除く 17 の採水場所(D-t)では平均検出数の最大値は 21.0 CFU/200mL であった。淀川 3

箇所(A-C)の検出数はいずれも 100 CFU/200mL を超えており、その他の採水場所に比べて

検出数が著しく多かった。 

嫌気性芽胞菌は 51 サンプルから合計 1597 の集落が計測された。このうち 520 株につい

て菌種を同定し、これらのほとんど（498 株、95.8%）はウエルシュ菌であることが分か

った。 

3.2 CPE 遺伝子保有株数とその遺伝子型 

各採水場所についてウエルシュ菌と同定された菌数とその CPE 遺伝子の保有数を集計し

た（表 1.）。ウエルシュ菌と同定された 498 株のうち 68 株（13.7%）が CPE 遺伝子を保

有しており、河川水には高い割合で CPE 遺伝子保有ウエルシュ菌が存在することが分か

った。これら CPE 遺伝子保有ウエルシュ菌の CPE 遺伝子型は 94.1％（64 株）が IS1151
型であり、染色体型の菌は全く検出されなかった。IS1470-like 型の菌や 3 つの遺伝子

型では分類できない菌がそれぞれ 2 株（各 3.1%）分離されたが、その割合は小さかっ

た。IS1151 型の菌が環境水における CPE 遺伝子陽性菌のなかで優勢な菌であることが明

らかになった。 
3.3 採水場所の分類 

採水場所の半径 1km 内の人口と上流域での大規模下水処理施設の有無によって、採水

地を表 2.のように 3 つの地域に分類した。地域ごとに大阪府の環境水に関する調査の結

果を集計・整理すると、CPE 遺伝子陽性菌は全て都市・郊外地域から分離されているこ

とが明らかになった（図 3.）。また、CPE 遺伝子陽性菌のうち大阪府の環境水に最も優

勢に分布していた IS1151 型の菌は農村・山間地域に比べて都市・郊外地域で有意に多

く分離され、ウエルシュ菌に占める割合も有意に多いことが確認された。今回の調査に

採水地
平均芽胞数

/200mL
ウエル

シュ菌数
CPE陽性

菌数
IS1151型の菌数
(それ以外)

A 140.3 88 10 10

B 178.7 90 12 11 (IS1470-like)
C 128.7 90 13 11 (3つ以外の型)

D 9.2 43 5 4 (3つ以外の型)
E 18.0 17 1 1

F 12.0 8 2 2
G 2.0 1 0 -

H 11.0 9 0 -
I 1.0 0 0 -

J 21.0 39 14 13 (IS1470-like)
K 0.0 0 0 -

L 3.5 7 2 2
M 2.0 2 0 -

N 9.0 15 0 -

O 1.5 1 0 -

P 3.7 10 3 3

Q 0.0 0 0 -

R 2.3 5 0 -
S 7.3 72 6 6

T 0.5 1 0 -
合計 498 68 (13.7%) 64 (94.1%)

染色体型の菌は

分離されなかった

表 2. 採水場所の分類 

表 1. 大阪府の環境水に関する調査の結果 

図 3. CPE 陽性菌が検出された採水場所 
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おいて上流域に lsWWTPs が存在する

採水場所は淀川の 3 地点のみであっ

たが、ウエルシュ菌に占める

IS1151 型の菌の割合は上流域での

lsWWTPs の有無によって有意な差は

確認されなかった。一方で、上流域

での lsWWTPs の存在によって平均芽

胞菌数、ウエルシュ菌数は著しく増

加し、IS1151 型の総菌数も増加す

ることが考えられた。 

以上のことから、IS1151 型の菌は

都市・郊外地域に偏在していること

が明らかになった。lsWWTPs は

IS1151 型の菌の環境水における分

布に関わる重要な要因であるが、都

市・郊外地域に lsWWTPs 以外の要

因が存在することが示された。 

3.4 食中毒原因菌の CPE 遺伝子型 

当所で検査した過去 15 年間の食中

毒事例について原因エンテロトキ

シンと CPE 遺伝子型を整理した

（表 3.）。22 事例のうち 7 事例（31.8%）では IS1151 型の菌が原因であり、染色体型

の菌との比率は欧米の報告とほぼ一致していた。IS1470-like 型の菌が原因となった事

例はなかった。 

3.5 MLST 解析による国内分離株の分子疫学的解析 

66 株の環境水由来株と 37 株の食中毒事例由来の MLST 配列は公共のデータベースに登

録されている 188 株の CPE 遺伝子陽性菌の MLST 配列と比較した。188 株のデータベース

の配列のうち 177 株は国内分離株の配列であり、主に国内分離株と比較した 12, 15-17)。 
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•食中毒事例株
大阪府 (2016, 21), 富山県 (2001)

• ヒト糞便由来
北海道 (2017, 20), 山梨県 (2014-19) 

• 環境水 大阪府の4流域 (2019-20)
• 下水流入出水 山梨県 (2016-19)

• アサリ（食品） 愛知県, 熊本県 (2019)

図 4. MLST による国内分離株の系統解析 

No. 発生年月 ET ET遺伝子の所在

1 2008年6月 CPE プラスミド (IS1151型-cpe)
2 2008年6月 CPE プラスミド (IS1151型-cpe)
3 2008年10月 CPE プラスミド (IS1151型-cpe)
4 2009年8月 BEC pCP13-like プラスミド

5 2010年1月 BEC pCP13-like プラスミド

6 2010年6月 CPE 染色体

7 2010年12月 CPE 染色体

8 2012年12月 CPE 染色体

9 2013年7月 CPE プラスミド (IS1151型-cpe)
10 2014年5月 CPE 染色体

11 2014年5月 CPE 染色体

12 2016年6月 CPE 染色体

13 2016年10月 CPE プラスミド (IS1151型-cpe)
14 2017年5月 CPE プラスミド (IS1151型-cpe)
15 2017年5月 CPE 染色体

16 2018年5月 CPE 染色体

17 2019年8月 CPE 染色体

18 2020年1月 CPE 染色体

19 2021年5月 CPE 染色体

20 2021年5月 CPE 染色体

21 2021年10月 CPE プラスミド (IS1151型-cpe)
22 2022年4月 CPE 染色体

表 3. 過去 15 年間の食中毒事例の概要 
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BAPS に基づいた系統分けによって、これらの菌株は主に 6 つのクレイドに分類された

（図 4.）。IS1151 型、IS1470-like 型、染色体型の菌はそれぞれクレイド[1,2,3]、

[2,3,4,6]、[5]に分類された。クレイド 2 と 3 には IS1151 型と IS1470-like 型の菌が

共に分類されたが、これらの菌はクレイド内で異なるグループを形成していた。クレイ

ド 1 に形成された最も大きなグループには大阪府と富山県で発生した食中毒由来株、北

海道と山梨県のヒト糞便由来株、本研究において分離した大阪府の４流域の河川に由来

する株、山梨県の下水流入水と下水流出水に由来する株、愛知県と熊本県で採取された

アサリから分離された株が分類された。このことから同系統の IS1151 型の菌は日本国

内に広く分布して、食中毒の原因になることが示された。 

3.6 全ゲノム解析によるプラスミドの特定 

15 株を超える IS1151 型の菌について保有しているプラスミドの全長配列を全ゲノム解

析によって決定した。pCPF5603 は挿入配列 IS1151 を近傍に持つ CPE 遺伝子をコードす

る代表的なプラスミドとして知られており、全長配列を決定した多くのプラスミドは

pCPF5603 とほとんど同様なプラスミドであることが分かった。以上の結果から

pCPF5603 が IS1151 型の菌の国内での拡散に関与していることが示された。 

 

4. まとめと今後の展望 

 本研究によって大阪府の環境水に IS1151 型の菌が広く分布しており、この菌は大阪府

だけでなく日本国内に広く分布していることが明らかになった。これら国内に広く分布

する IS1151 型の菌は、本研究の結果から一定の人口密度を有する都市・郊外地域に広く

分布することが示された。都市・郊外地域を汚染する環境要因として下水処理施設の放

流水は重要であるが、都市・郊外地域に下水処理施設の他の要因が存在することが示さ

れた。菌が持つ要因としては pCPF5603 の影響が考えられた。 

今後はこれらの結果に影響する環境要因や菌の要因をより具体的に特定するとともに、

ウエルシュ菌以外の嫌気性芽胞菌や薬剤耐性菌について国内の状況を調査する予定であ

る。 
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