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河川に広く分布する下痢症起因ウエルシュ菌の

拡散機構の解明と水質保全への提言



下水道と下水処理施設の役割

感染症の制御に大きな貢献

図の出典 日本下水道協会HP:https://www.jswa.jp/sewage/role/



都市下水システムの感染症に対する役割と課題

・感染症の制御に大きな貢献

・下水を利用した(メタ)ゲノム解析

→感染症の流行予測やモニタリング

・一部の病原体は生残

→健康被害の原因となる可能性が指摘

課 題役 割

図の出典 日本下水道協会HP:https://www.jswa.jp/sewage/role/

多くは
塩素消毒

大腸菌、芽胞菌、
ウイルスなどの
一部は生残して
周囲環境に放流

＜下水処理施設の仕組み＞

一次処理 二次処理

近年



横浜市の調査（令和2年度）

https://www.city.yokohama.lg.jp/kurashi/machizukuri-kankyo/kasen-gesuido/gesuido/shori/sokutei/chosa/report.files/0104_20210427.pdf
出典：横浜市HP 令和2年度環境創造局業務研究・改善事例発表会

菌数は減少するが
一部は生残



国土技術政策総合研究所 下水道研究部
下水処理研究室の調査（平成29年度）

http://www.nilim.go.jp/lab/bcg/siryou/tnn/tnn1056pdf/ks105609.pdf

国内外の多くの下水処理施設や学術論文で
大腸菌、芽胞菌、ウイルスは完全に除去されないことが確認・報告

出典：国土技術政策総合研究所HP

菌数は減少するが
一部は生残



ディフィシル菌(CD)に関するイギリスからの報告（2018年）

出典: http://www.nilim.go.jp/lab/bcg/siryou/tnn/tnn1056pdf/ks105609.pdf

全ゲノム解析によって一部のCD感染症患者は病院入院前から菌を保菌し、
これらの菌が下水処理場に由来する菌と関連することを提示した
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＜下水処理施設の仕組み＞

一次処理 二次処理

＊一方で、これらの詳細は不明なことが多い

近年

オゾン処理

膜濾過

→大阪府内の環境水の嫌気性芽胞菌について調査



大阪府の河川水を用いた芽胞菌の調査

＜サンプリング＞
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・嫌気性芽胞菌を分離・菌種同定

地図：地理院地図Vectorにより作製

サンプリング期間：2019年6月-2021年3月

大阪府内 20ヶ所のから河川、湖沼から採水

サンプル数：表流水 51サンプル

・嫌気性芽胞菌数を測定



1. 嫌気性芽胞菌数(A)を計測

2. 菌種同定

・MALDI-TOF/MS
・16S rRNA遺伝子の塩基配列

30集落/サンプル を最大数として菌種を同定

・上水試験方法の
ハンドフォード改良寒天培地法

・減圧濾過濃縮, サンプル 200mL

大阪府の河川水を用いた芽胞菌の試験法



淀川からの検出数が多い

大阪府の河川水中の嫌気性芽胞菌数
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地図：地理院地図Vectorにより作製

採水地 平均嫌気性芽胞菌数

A 140.3
B 178.7
C 128.7
D 9.2
E 18.0
F 12.0
G 2.0
H 11.0
I 1.0
J 21.0

採水地 平均嫌気性芽胞菌数

K 0.0
L 3.5
M 2.0
N 9.0
O 1.5
P 3.7
Q 0.0
R 2.3
S 7.3
T 0.5

検出された嫌気性芽胞菌 1597集落

菌種同定に供試した株 520株

ウエルシュ菌 498株 (95.8%)

検出された嫌気芽胞菌数の平均

菌種の同定

環境水から分離される嫌気性芽胞菌の
ほとんどはウエルシュ菌



・グラム陽性偏性嫌気性桿菌

栄
養
型

芽
胞

・分布場所

→ヒトや動物の腸管内の常在菌
環境 (下水、河川、海、土・・・) 、食品

・ 産生する外毒素 20種類以上

・芽胞形成 (熱や環境に抵抗性あり）
グラム染色 芽胞染色

ウエルシュ菌 （Clostridium perfringens）

→産生する毒素の組み合わせによって
多様な動物に多様な病態の病気を発生

腸炎・下痢（食中毒） ・C. perfringens enterotoxin (CPE)
・Binary enterotoxin of C. perfringens (BEC) 

激しい血管内溶血を伴う敗血症 近年国内からの報告が増加傾向
＊基礎疾患のある患者での報告が多いが健常者での報告もある

Masahide Sakaue et al. BMC Infect Dis. 2019 Aug 15;19(1):719.

ヒトの病気の代表例

関連毒素

大阪府内の症例:

Yonogi S et al. et al. Infect Immun. 2014 Jun 82(6):2390-9.



ウエルシュ菌による食中毒の発生(循環)様式

：栄養型

：芽胞
ウエルシュ菌 ウエルシュ菌以外の菌

出典： 余野木伸哉. 2019
感染制御と予防衛生 9月号を元に作成
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河川など環境中
に拡散



CPE遺伝子型と下痢症との関連

the cpe gene, but supported conserved amplification of products
corresponding to sequences immediately adjacent to, or down-
stream of, the cpe gene.

Sequencing had shown that CN5388 possesses a very different
cpe locus from that found in the other surveyed type C isolates
(Fig. 4) and also indicated that the CN5388 cpe locus sequence
shares some resemblance to the plasmid borne cpe locus of
pCPF5603 carried by type A isolate F5603 (Fig. 4). This finding
was consistent with results obtained using an overlapping PCR
assay based upon the CN5388 cpe locus sequence (Fig. 6A and B).
Therefore, given their cpe locus similarity, it was possible that the
CN5388 cpe locus might be present on a similar plasmid as
pCPF5603. However, an overlapping PCR assay for the conserved
region of pCPF5603 (and pCPF4969) amplified only the tra region
from CN5388 DNA (Fig. 6C and data not shown).

Sequencing of the cpe locus in type D isolate CN4003
Results from the Fig. 3 RFLP analyses demonstrated that all of

the surveyed type D isolates possess a cpe-carrying XbaI fragment
of the same ,5 kb size. Therefore, the ,5 kb XbaI fragment
carrying the cpe gene of type D isolate CN4003 was cloned into the
pPCR2.1H-TOPO vector and sequenced. Efforts to PCR link the
dcm gene to cpe in type D isolates were unsuccessful (data not
shown). Consequently, additional upstream sequence in the type D
cpe locus was obtained by cloning and sequencing an ,3 kb
EcoR1/KpnI fragment containing sequences upstream of the
XbaI site in the cpe locus of CN4003.

Together, these sequencing analyses revealed that CN4003
possesses a novel cpe locus organization different from that found in
any other characterized cpe-positive C. perfringens (Fig. 4). Specif-
ically, CN4003 was found to possess, upstream of its cpe gene, two

Figure 4. Organization of cpe loci in type A, C, D and E. A) Organization of plasmid cpe loci. B) Organization of the type A chromosome cpe
locus. Each box represents an ORF. * indicates a region with sequence similarity to sequences present downstream of cpe in F4969, except for the
absence of an IS1470-like gene. Sequences of cpe loci in F4969, F5603, NCIB10748, NCTC8239 and SM101 have been reported previously [11,21,38].
Sequences of CN2078, CN5388 and CN4003 are based upon results of this study. The arrows show predicted enzyme (EcoRI, XbaI and KpnI) cleavage
sites used in this study.
doi:10.1371/journal.pone.0010932.g004

Type C and D Isolates cpe Loci

PLoS ONE | www.plosone.org 7 June 2010 | Volume 5 | Issue 6 | e10932

Jihong Li et al., PLoS One 2010;5

cpe 遺伝子型 病気との関連

染色体型 食中毒（近年の報告 約70%)

プラス
ミド型

IS1470-like型 抗生物質関連性下痢症

散発性下痢症

集団下痢症（高齢者施設など）

(食中毒 ; 近年の報告 約30%)
IS1151型
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pCPF5603 carried by type A isolate F5603 (Fig. 4). This finding
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pCPF5603. However, an overlapping PCR assay for the conserved
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pPCR2.1H-TOPO vector and sequenced. Efforts to PCR link the
dcm gene to cpe in type D isolates were unsuccessful (data not
shown). Consequently, additional upstream sequence in the type D
cpe locus was obtained by cloning and sequencing an ,3 kb
EcoR1/KpnI fragment containing sequences upstream of the
XbaI site in the cpe locus of CN4003.

Together, these sequencing analyses revealed that CN4003
possesses a novel cpe locus organization different from that found in
any other characterized cpe-positive C. perfringens (Fig. 4). Specif-
ically, CN4003 was found to possess, upstream of its cpe gene, two

Figure 4. Organization of cpe loci in type A, C, D and E. A) Organization of plasmid cpe loci. B) Organization of the type A chromosome cpe
locus. Each box represents an ORF. * indicates a region with sequence similarity to sequences present downstream of cpe in F4969, except for the
absence of an IS1470-like gene. Sequences of cpe loci in F4969, F5603, NCIB10748, NCTC8239 and SM101 have been reported previously [11,21,38].
Sequences of CN2078, CN5388 and CN4003 are based upon results of this study. The arrows show predicted enzyme (EcoRI, XbaI and KpnI) cleavage
sites used in this study.
doi:10.1371/journal.pone.0010932.g004
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<CPE遺伝子周辺領域の構造>

CPE遺伝子型のほとんどは
染色体型と2つのプラスミド型に分類できる



ウエルシュ菌の接合伝達性プラスミド
plasmid
name (kb) species strain conjugative

ability
conjugation

locus
Transfer frequency
(transconjugants/donor cells) 

pCW3
(47)

Clostridium perfringens CW92 + Tcp locus 〜10-1

pCP13
(54)

Clostridium perfringens 13 - → +
(2019) Pcp locus 〜10-1

pIP404 Clostridium perfringens SM101,
BP6K-N5 - - -

pCS1-1 Paeniclostridium
(Clostridium) sordellii

ATCC9714 + cst locus 10−5〜10−7

pCLL Clostridium botulinum Eklund 17B + unnamed 10−5〜10−7

chromosomal SmRChlR mutant of this plasmid-free strain JIR13211 [or
JIR325(pCP13)−] was selected by passage on medium containing
streptomycin and potassium chlorate, as before (Rood, 1983). The re-
sultant mutant, JIR13647, was used as a recipient in subsequent mating
assays.

JIR13270 (JIR325pCP13cpb2ΩTTermB) was used as a donor in
conjugation assays with the recipient strain, JIR13467, selecting for
EmRSmRChlR transconjugants. The results showed that Em resistance
was readily transferable on solid media at a transfer frequency of
2.1× 10−1 transconjugants/donor (Fig. 5). As expected, no colonies
were observed with the donor or recipient strains alone on the selective
media. Transfer of pCP13cpb2ΩTTermB was confirmed by PFGE and
subsequent Southern hybridisation (Fig. S1). When these blots were
probed with ermB-specific (insertion specific) or pcpB6-specific (pCP13-
specific) probes a 54 kb band corresponding to pCP13 was observed in
the donor cells and transconjugants, but not the recipient cells. Larger
molecular weight bands present on the gel most likely corresponded to
the open circular or supercoiled forms of the plasmid as the plasmid
was not linearized before electrophoresis.

The transconjugants were able to act as donors in subsequent mat-
ings as shown by the transfer of Em resistance from the JIR13467-de-
rived pCP13cpb2ΩermB transconjugants to the CmR JIR13211 deriva-
tive, JIR13677 (Fig. S2). Subsequent experiments showed that pCP13
transfer was DNase I independent (Fig. S3) and required cell to cell
contact, as a 0.45 μm filter placed between donor and recipient abro-
gated transfer (data not shown). These results provided evidence that
plasmid transfer was mediated by conjugation. In addition, matings
conducted in BHI broth yielded no transconjugants, suggesting that
contact on a solid surface was required for conjugative pCP13 transfer,
as it is for transfer of pCW3 (Rood et al., 1978b) (Fig. S3).

3.3. Mutation of pcpB4 abrogates transfer

To examine whether the Pcp conjugation locus was responsible for
the transfer of pCP13, the virB4 homologue, pcpB4, was insertionally
inactivated with an Em resistance determinant, as before. The resultant
plasmid, pCP13pcpB4ΩermB, could no longer encode its own transfer
(6.9× 10−9 transconjugants/donor cell) into the JIR13467 recipient

Fig. 1. Comparative analysis of pCP13. A BRIG analysis of pCP13, pCS1–1 and pCLL. The sequences of pCP13 (blue), pCLL from C. botulinum (red), pCS1-1 from P.
sordellii (green) and pCW3 from C. perfringens (Pink) were analysed using BRIG (Alikhan et al., 2011). Solid colour reflects 100% nt identity, fainter colours indicate
between 50% and 80% nt identity and grey features indicate< 50% identity. The absence of a solid colour reflects a region lower than the similarity threshold of
25%. Conserved genes of interest including rep, parA, parB and putative conjugation homologues (pcpB4, pcpB6, pcpD4, pcpB1, pcpD2 and cnaB) are marked on the
outside of the rings in black. B Genetic organisation of the putative pCP13 conjugation locus and pCW3 Tcp conjugation locus is shown. Coloured arrows indicate
genes with potential roles in conjugation. Orange arrows indicate putative ATPase encoding genes (virB4 and virD4 homologues), red denotes cna, a potential
collagen adhesion encoding gene, blue denotes peptidoglycan hydrolase homologues, purple indicates relaxase genes, green denotes virB6 homologues and yellow
indicates a putative topA topoisomerase gene. Genes shown in grey are hypothetical. Numbers in parentheses indicate the % aa identity between the pCP13 and
pCW3 homologues. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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Thomas D. et al., Plasmid 2019;102 

接合伝達性 同様なプラスミドが
CPE遺伝子をコード

同様なプラスミドが
BEC遺伝子をコード



CPE遺伝子をコードするプラスミド

IS1151型-cpe

9

Kiu et al., Microbial Genomics 2019;5

Fig. 5. Investigations of predicted plasmids carried by CH and FP isolates. (a) Comparison of reference plasmids pCPF4969 and pCPF5603 
with annotated features. CDS, Coding sequence. (b) Genomic comparison of pCPF5603 reference plasmid and predicted cpe plasmids 
from three CH isolates. (c) Plasmid comparison between pCPF4969 plasmid and FP isolate predicted cpe plasmids. (d) cpe regions 
(Tn5565) extracted computationally from FP lineage I representative isolate genomes. (e) A computationally extracted 11 kbp region of 
NCTC 8239 that encodes Tn5565 (including cpe and flanking IS1470 elements) compared to the predicted cpe region from PH004.

Kiu et al., Microbial Genomics 2019;5 

IS1470-like型-cpe

plasmid
name 
(kb)

species strain conjugative
ability

conjugation
locus

Transfer frequency
(transconjugants/
donor cells) 

pCW3
(47)

C. perfringens CW92 + Tcp locus 〜10-1

pCP13
(54)

C. perfringens 13 - → +
(2019) Pcp locus 〜10-1

プラスミド型のCPE遺伝子はいずれも
pCW3-like plasmidにコードされている

Tcp locus

Tcp locus



1. 嫌気性芽胞菌数(A)を計測

2. 菌種同定とウエルシュ菌数(B)の計測

3. CPE遺伝子の検出とCPE遺伝子型の決定

・MALDI-TOF/MS
・16S rRNA遺伝子の塩基配列

以下のマルチプレックスPCR法で実施

30集落/サンプル を最大数として菌種を同定

・ハンドフォード改良寒天培地法

4. 分子疫学的解析 Multi locus sequencing typing (MLST)

B = A x 同定ウエルシュ菌数

同定作業を実施した集落数

・CPE遺伝子の検出

・CPE遺伝子型の決定

Yonogi S et al. J Microbiol Methods. 2016;127
Miyamoto K et al. J Clin Microbiol. 2004;42(4)

Deguchi A et al. PLoS One. 2009 ;19;4(5):e5598. 
Xiao Y et al. Appl Environ Microbiol. 2012 ;78(19):7060-8

＊上水試験方法のハンドフオード

改良寒天培地法・減圧濾過濃縮, サンプル 200mL

大阪府の河川水を用いた芽胞菌の試験法

5. 分子疫学的解析全ゲノム解析

食中毒原因菌やその他
の国内分離株との比較

プラスミドの同定と世界の分離株との比較



大阪府の河川水中のCPE陽性菌とその分布

地図：地理院地図Vectorにより作成
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を
流

れ
る

そ
の

他
の

3水
系

武庫川水系
猪名川水系

淀川

CPE陽性菌数とその遺伝子型

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%)

☆

☆
☆

☆

☆

☆

☆

☆

高い割合でCPE遺伝子陽性菌が検出され
そのほとんどはIS1151 型の菌

染色体型の菌は

分離されなかった

CPE遺伝子陽性菌
を検出した場所



採水場所の分類

地図：地理院地図Vectorにより作成

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
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h
g

京都市

神戸市

和歌山市

奈良市

大阪市

k

3地域に分類

地域分類
周辺人口

(半径1km内)
lsWWTPs
の有無

地図での
表示

サンプル
合計数

都市・郊外地域

Urban with 
lsWWTPs 9,000人以上 + 3ヶ所

(淀川) 9

Urban w/o 
lsWWTPs 9,000人以上 - 7ヶ所

(地図赤色) 24

農村・山間地域
Rural (w/o 
lsWWTPs) 2,000人以下 - 10ヶ所

(地図黄色) 18

大和川-石川水系

泉
州

を
流

れ
る

そ
の

他
の

3水
系

武庫川水系
猪名川水系

淀川

ls-WWTP
の放流水

＊

* 採水地Eは上流に小規模な下水処理施設あり (計画処理人口3160人)

大規模下水処理施設 (ls-WWTP):

＊

1. 周辺人口

2. 上流域での大規模下水処理施設放流口の有無
処理人口1万人以上とし
て分類

採水場所の分類

☆
☆

☆

☆

CPE遺伝子陽性菌は都市・郊外地域に偏在
（都市内で保持・循環）

<採水地Dの集計>

CPE遺伝子陽性菌
を検出した場所

統計学的にも有意であることを確認



No. 発生年月 Hobbs型別 ET ET遺伝子の所在

1 2008年6月 NT CPE plasmid (IS1151型-cpe)
2 2008年6月 NT CPE plasmid (IS1151型-cpe)
3 2008年10月 NT CPE plasmid (IS1151型-cpe)
4 2009年8月 UT BEC pCP13-like plasmid
5 2010年1月 UT BEC pCP13-like plasmid
6 2010年6月 UT CPE chromosome
7 2010年12月 UT CPE chromosome
8 2012年12月 UT CPE chromosome
9 2013年7月 UT CPE plasmid (IS1151型-cpe)
10 2014年5月 12 CPE chromosome
11 2014年5月 3, 13 CPE chromosome
12 2016年6月 4 CPE chromosome
13 2016年10月 UT CPE plasmid (IS1151型-cpe)
14 2017年5月 UT CPE plasmid (IS1151型-cpe)
15 2017年5月 3 CPE chromosome
16 2018年5月 UT CPE chromosome
17 2019年8月 UT CPE chromosome
18 2020年1月 UT CPE chromosome
19 2021年5月 UT CPE chromosome
20 2021年5月 UT CPE chromosome
21 2021年10月 UT CPE plasmid (IS1151型-cpe)
22 2022年4月 NT CPE chromosome

過去15年間に遭遇した食中毒事例

プラスミド型のCPEによる事例は全てIS1151型-cpeをコードしていた

過去１0年間では
28.6% (4/14)
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Clade CPE遺伝子型

IS1151型

IS1470-like型/
3つの型以外の型

IS1151型 /
IS1470-like型

染色体型

Population clustering by Bayesian Analysis of 
Population Structure (BAPS) 解析

IS1470-like型

最
も大

きな
グ

ル
ー

プ

最も大きなグループに含まれた株

•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)

188株 (大阪府の水由来66株と食中毒由来37株を含む) 
このうち177株は日本で分離された株

MLST (8 locus 5,274 bp)

Yanagimoto et al., Pathogens 2020;9 

Matsuda A et al. Toxins. 2019;11

Meiji Soe Aung et al. Anaerobe. 2021

Deguchi A et al. PLoS One. 2009;19

出
典

環境水中のIS1151型の菌は食中毒の原因となり、同様の菌は日本の広い地域に存在

富山県など

北海道

山梨県、愛知県など

北海道



まとめと今後の課題

・その他の病原体（薬剤耐性菌、ウエルシュ菌以外の嫌気性芽胞

菌、ウイルスなど）が同様に都市における偏在や保持・循環する

可能性

・日本の都市河川水に広く分布するIS1151型のウエルシュ菌が
食中毒や敗血症の原因となる（可能性）

→食中毒について、染色体型の菌とIS1151型の菌の食中毒事件発生数
と環境での分布数とのパラドックスあり

→都市における循環・保持機構

菌側の要因: 日本では接合伝達性プラスミド(pCPF5603)が関与

環境要因: 下水処理施設←この他の都市要因が存在


