
 

-38- 
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要旨： 2014 年 12 月，北部保健所管内 A ホテルにおいてウエルシュ菌による集団食中毒事例が発生した．12 月 2 日に

A ホテル内レストランにて提供された夕食を喫食した 270 名中 152 名が腹痛，下痢等の食中毒様症状を呈していた（平均

潜伏時間 11.6 時間）．当所において有症者便，食品，原材料及び厨房施設の拭き取り検体について食中毒病因物質の検査

を行ったところ，有症者便からウエルシュ菌エンテロトキシン（CPE）が検出され（5 名中 5 名），有症者便（28 名中 28

名）と牛肉オイスター炒め（11 検体中 1 検体）から CPE 陽性 A 型ウエルシュ菌（血清型 Hobbs 型 6）が分離された．パ

ルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）を行ったところ，有症者由来 14 株及び食品由来 1 株はすべて同一 PFGE パターン

を示したことから牛肉オイスター炒めを原因食品とする集団食中毒事例と推察された．保健所の調査により，大量調理後

本食品の不適切な温度管理が原因で食品内で本菌が発症に必要な菌量まで増殖したと推測されたため，再現試験を行い食

品中における本菌の増殖態度について調査を行った．調理後の保管庫での保管（70°C 保温区），常温保管（約 26°C 常温

放置区），喫食会場での湯煎（42°C 保温区）を想定して再現試験を行ったところ，42°C 保温区では，保温開始から菌数

の増加が経時的にみられ，保温 2 時間後以降で急速な増加がみられ，3 時間後には発症を起こすのに必要な菌量にまで達

していた．本事例で提供された牛肉オイスター炒めは，加熱調理後喫食開始までの時間が 3～4 時間であったため，本事

例においても調理後の保存条件が変化する過程で発育至適温度付近をゆっくり通過し，その時間帯で急速に菌が増殖した

と推察された．  
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Ⅰ はじめに 

 ウエルシュ菌（Clostridium perfringens）は，芽胞を形成

する嫌気性のグラム陽性大桿菌でヒトや動物の腸管や土

壌等の自然環境に広く生息する．ヒトに対する病原性の

主なものは下痢原性とガス壊疽起病性であり，下痢原性

因子であるエンテロトキシンを産生する A 型ウエルシュ

菌は食中毒を惹起し，主として 100°C で 1～6 時間の加熱

に耐える耐熱性芽胞を形成するため特有の感染機序を示

す．本菌は，本菌で汚染された食品の加熱調理後の冷却

とともに発芽し，食物中で急激に増殖する．本菌の発症

に必要な菌量（106～107/g）にまで増殖した食品を喫食す

ると，腸管に達した本菌が芽胞を形成した際に放出する

エンテロトキシンにより食中毒を引き起こす 1）． 

 2014 年 12 月に北部保健所管内 A ホテルにおいてウエ

ルシュ菌による集団食中毒が発生した．事例の概要，当

所での検査状況及び推定原因食品である牛肉オイスター

炒めを用いた再現試験を報告する． 

    

Ⅱ 材料及び方法 

１. 食中毒病因物質の検査 

患者糞便 28 検体，食品検体 11 検体，原因食品の原

材料 3 検体及び拭き取り検体 10 検体を供試した（表

1）．ウエルシュ菌の分離法は食品衛生検査指針微生物編

20042）及び食品由来感染症と食品微生物 3）を参照して行

った． 

（１）糞便中のウエルシュ菌エンテロトキシン（CPE）

の検出 

 有症者糞便 5 検体を生理食塩水に懸濁後，その遠心上

清を試料液として PET-RPLA「生研」（デンカ生研株式

会社）を用いてエンテロトキシンの検出を行った． 

（２）糞便中のウエルシュ菌の分離・同定 

糞便検体は生理食塩水に懸濁後，非加熱，100°C，10

分又は，75°C，10 分の加熱処理をし，直接培養はカナ

マイシン（KM）含有卵黄加 CW 寒天培地（日水製薬
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株式会社）に塗抹し，37°C で 18 時間嫌気培養した．増

菌培養は TGC 培地（日水製薬株式会社）を用いて行い，

直接培養と同様に分離を行った．平板培地上でレシチナ

ーゼ反応陽性及び乳糖分解性を呈したコロニーについて，

ウエルシュ菌ホスホリパーゼ C（plc）とウエルシュ菌エ

ンテロトキシン（cpe）特異的マルチプレックス PCR を

行った 4, 5, 6）．plc 遺伝子及び cpe 遺伝子陽性となったコロ

ニーについて，耐熱性 A 型ウエルシュ菌免疫血清「生研」

（デンカ生研株式会社）を用いて血清型別試験を行った． 

（３）各種細菌及びウイルス検査 

 患者が受診した医療機関では食中毒病因物質が分離・

同定されていなかったため，当所に一番最初に搬入され

た糞便 5 検体についてはウエルシュ菌検査の他に各種細

菌検査（下痢原性大腸菌，赤痢菌，サルモネラ属菌，カ

ンピロバクター属菌，腸炎ビブリオ，コレラ菌，ナグビ

ブリオ，エロモナス属菌，プレジオモナス・シゲロイデ

ス，エルシニア・エンテロコリチカ，黄色ブドウ球菌，

セレウス菌）及びウイルス検査（ノロウイルスイムノク

ロマト法）を行った． 

（４）食品中のウエルシュ菌の分離・同定 

 食品検体は 1%ペプトン加生理食塩水で 10 倍乳剤を作

製した．ウエルシュ菌の分離は糞便中の分離と同様の方

法で行った．  

（５）拭き取り検体のウエルシュ菌の分離・同定 

 ふきふきチェック II（栄研化学株式会社）で拭き取っ

た拭き取り検体について糞便中の分離と同様の方法で行

った．  

（６）パルスフィールドゲル電気泳動法（PFGE） 

 食品由来株 1検体，有症者由来株 14検体についてPFGE

を行った．菌株を変法 GAM ブイヨン（日水製薬株式会

社）で 37°C で一晩嫌気培養後，1 ml を 12,000 rpm で 5

分間遠心し，上清除去後，滅菌 PBS で 2 回洗浄し，200 µl

の超純水に懸濁した．等量の 1% Sea Kem Gold agarose（ロ

ンザジャパン株式会社）を加え，プラグを作成した．10 

mg/ml Lysozyme 添加 0.5 M EDTA 溶液で 37°C ，4 時間処

理した．Lysozyme 添加 0.5 M EDTA 溶液を除き，1 mg/ml 

Proteinase K，1% N-lauroylsarcosine 添加 0.5 M EDTA 溶液

で 50°C，一晩処理した．4 mM Pefabloc SC 溶液で

Proteinase K を不活化し，制限酵素 SmaI で 25°C，一晩処

理した．PFGE は CHEF DR-III を用いて電圧 6 V/cm，Initial 

Switch time 0.5 s，Final Switch time 40 s，Included Angle 

120°，19.4 時間の条件で泳動した． 

３. ウエルシュ菌増殖態度試験 

 本事例にて有症者から分離されたウエルシュ菌を

供試菌株とした．変法 DS 培地に接種し，37°C で 24

時間培養した．培養液を試験開始直前に 75°C で 20 分間

加熱したものを菌芽胞液として供試した．菌添加区では，

調理前の牛肉に菌芽胞液を菌数が約 104/g となるように

添加し，牛肉オイスター炒めを調理した（牛肉 600 g，筍

200 g，オイスターソース）．菌無添加区では，菌未接種

の変法 DS 培地を同様に添加し，調理した．保温庫での

保管（70°C 保温区），調理場での常温保管（約 26°C 室温

保温区），喫食会場での湯煎（42°C 保温区）を想定し，

経時的な菌数推移を測定した．調理後の食品はスチール

製の容器に入れラップをかけ，菌添加区では 70°C，42°C

及び室温（約 26°C）で，菌無添加区では 42°C でそれぞ

れ 5 時間保温した．容器の底部にはあらかじめ温度デー

タロガー（KN ラボラトリーズ）を入れておき，保温中の

容器内温度を自動計測した．調理直後及び保温 1，2，3，

4，5 時間後の各試験区の食品を 25 g ずつ採取し，1%ペ

プトン加生理食塩水を用いて 10 倍乳剤を作製し，それを

生理食塩水で 108倍まで 10 倍希釈系列を作製した．次に

各希釈水を 3 本の TGC 培地に接種し，37°C で 24 時間嫌

気培養後，培地上のウエルシュ菌と推定されるコロニー

を PCR 法等で同定し，確定試験陽性試験管数を最確数法

（Most Probable Number : MPN）表に当てはめて，食品中

のウエルシュ菌の菌数（最確数法）を算定した．また，

種類 検体内訳 検体数

患者糞便 宿泊客 26

従業員　 2

食品 パイン 1

チキンのトマトソース 1

春雨サラダ 1

ポタージュスープ 1

ご飯 1

魚フライ 1

グラタン 1

グリーンサラダ 1

牛肉オイスター炒め 1

キーマカレー 1

ペペロンチーノ 1

原材料 別ロットの牛肉 1

別ロットのたけのこ缶詰 1

同ロットのオイスターソース 1

拭き取り検体 野菜用まな板 1

魚用まな板 1

調理台 1

魚用包丁 1

仕込用冷蔵庫右内部 1

仕込用冷蔵庫左内部 1

トマトソース調理鍋 1

キーマソース調理鍋 1

調理従事者手指 1

中央シンクガラン 1

表1. 被検材料
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牛肉に添加した菌芽胞数の菌数も同様に算定した． 

 

Ⅲ 結果及び考察 

１. 事例の概要 

 2014 年 12 月に沖縄県内北部保健所管内の A ホテル

から「宿泊客約 30 名が腹痛を訴えている」旨の連絡

が北部保健所にあり，同日 B 病院及び C 病院より「腹

痛，下痢等食中毒様の症状を訴えている患者を診察し

た」との届出があった．北部保健所が調査したところ，

12 月 2 日に A ホテル内レストランにて提供された夕

食を喫食した 270 名中 152 名が腹痛，下痢等食中毒様

症状を呈していた（表 2）．有症者の中には同様の夕

食を喫食した当該レストランの従業員も含まれてい

た．2 日の夕食後から 4 日の夕方にかけて発症し，平

均潜伏時間は 11.6 時間であった．当所において有症

者便のウエルシュ菌エンテロトキシン検出，糞便中の

ウエルシュ菌の分離，各種細菌及びウイルス検査，食

品中のウエルシュ菌の分離，拭き取り検体中のウエル

シュ菌の分離を行ったところ，有症者便からウエルシ

ュ菌エンテロトキシンが検出され，糞便及び食品から

同一血清型の CPE 陽性 A 型ウエルシュ菌（血清型

Hobbs 型 6）が分離された（表 3）．当該施設は「有

症者 4 名の糞便から同一血清型のウエルシュ菌が検

出されたこと」，「有症者の共通食が当該施設で提供

した食品のみであること」，「検食より有症者と同一

血清型のウエルシュ菌が検出されたこと」，「医師か

ら食中毒患者届出表の提出があったこと」を理由に 4

日間の営業停止処分となった． 

２. 食中毒病因物質の検査 

 有症者便 5 検体中全てからウエルシュ菌エンテロトキ

シンが検出された．有症者便 28 検体中 27 検体，食品（検

食）11 検体中 1 検体（牛肉オイスター炒め）から CPE 陽

性 A 型ウエルシュ菌（血清型 Hobbs 型 6）が分離された．

陰性となった有症者便 1 検体について再検査を行ったと

ころ，同様に CPE 陽性 A 型ウエルシュ菌（血清型 Hobbs

型 6）が分離され，有症者便 28 検体中 28 検体から分離

された．原材料（オイスターソースは同一ロット，牛肉

及び筍は別ロット）及び拭き取り検体からは分離されな

かった（表 3）．糞便 5 検体から各種細菌検査及びウイ

ルス検査を行ったところ，1 検体からエンテロトキシン A

産生黄色ブドウ球菌が分離された．その他細菌，ノロウ

イルスは陰性であった．残り 23 名の糞便について黄色ブ

ドウ球菌の分離を行ったところ，1 名からエンテロトキ

シン B 産生黄色ブドウ球菌が分離された．同種の黄色ブ

ドウ球菌が複数の有症者から分離されなかったことから，

これらの黄色ブドウ球菌は，本食中毒に関与していな

いと考えられた． 

分離菌株 15 検体（食品 1 検体，有症者 14 検体）に

症状 有症者数（名） 無症者数（名） 発顕率（%）

腹痛 142 10 93

下痢 137 15 90

頭痛 25 127 16

吐き気 17 135 11

悪寒 12 140 8

脱力感 12 140 8

あい気 11 141 7

倦怠感 11 141 7

発熱 5 147 3

嘔吐 4 148 3

表2. 症状及び有症者数（n = 152）

検体名
有症者検便中のウエルシュ菌

エンテロトキシン検出
ウエルシュ菌の分離 分離株の血清型

有症者便 ホールスタッフ2名 陽性 陽性 Hobbs型6

有症者便 宿泊客3名 陽性 陽性 Hobbs型6

有症者便 宿泊客23名 － 陽性 Hobbs型6

食品（検食） 2日の夕食10検体 － 陰性 －

食品（検食） 牛肉オイスター炒め － 陽性 Hobbs型6

その他 原材料3検体 － 陰性 －

その他 拭き取り検体10検体 － 陰性 －

表3. 検査結果（−：検査無し）
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ついて PFGE（SmaI 処理）を実施したところ全て同一

PFGE パターンを示したことから（図 1），牛肉オイ

スター炒めは本食中毒事例の原因食品であることが

示唆された．東京都内で 1963～2006 年に発生したウエ 

ルシュ菌食中毒 85 事例の原因食品詳細によると，食肉が

関与した原因食品が多いという特徴が認められたとの報

告がある 3）． 

３. ウエルシュ菌増殖態度試験 

 ウエルシュ菌による食中毒は，大量に加熱調理された

後，そのまま数時間ないし一夜室温に放置されているこ  

とが多いという特徴が認められたとの報告がある 3）．ま

た，保健所の調査によると大量調理後不適切な温度管

理が行われたことが推測されたため再現試験を行っ

た．菌添加区の菌数推移を図 2 に示す．70°C 保温区では

5 時間後まで菌数の増加はみられなかった．室温放置区

では，2 時間後の菌数が調理直後に比べて 10 倍まで増加

していたが，その後は横ばいに推移した．42°C 保温区で    

は，保温開始から菌数の増加が経時的にみられたが，保

温 2，3，4 及び 5 時間後の菌数は 7.5×104 MPN/g，2.4×

107 MPN/g，2.1×108 MPN/g 及び≧2.4×109 MPN/g と，特

に保温 2 時間以降で急速な増加がみられた．一方，菌無

添加区では， 調理直後から保温 5 時間後の全検体にお

いて TGC 培地での菌発育はみられなかった．本試験にお

いて，70°C 保温区は調理直後から保温 5 時間後まで常時

60°C以上に維持されていたことから菌が増殖しなかった

と思われた．室温放置区では，保温 2 時間後まで菌数が

増加していたものの，その後は横ばいに推移した．一方，

42°C 保温区では，保温 2 時間後までは室温放置区と同様

に緩やかな増加がみられたが，それ以降では急激な増加

がみられ，3 時間後ではすでに発症を起こすのに必要な

菌量にまで達していた．北部保健所での調査では，食中

毒事例で提供された牛肉オイスター炒めは加熱調理後喫

食開始までの時間が 3〜4 時間で，調理後にトレイに小分

けされ，常温放置→保温庫→湯煎という順で保存されて

いたが，保温庫で確実に保温されていたかは不明とのこ

とであった．本試験の結果から，3〜4 時間で本菌が発症

に必要な菌量まで増殖するには，食品の温度が発育至適

温度付近で長時間維持されていたと推測される．本事例

においても，調理後の保存条件が変化する過程で発育至

適温度付近をゆっくり通過し，その時間帯で急速に菌が

増殖したと推測された．ウエルシュ菌による食中毒の原

因食品としてはカレーやシチュー等の煮物料理が多い． 

MM 1 2 3 4 5M 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16M M M

図 1．ウエルシュ菌分離株の PFGE泳動像（SmaI処理） 

M：DNA ladder marker（Lamda ladder marker） 

  レーン 1：牛肉オイスター炒め由来株   レーン 2, 3：従業員由来株 

  レーン 4～15：宿泊客由来株         レーン 16：別事例株 
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しかし，ウエルシュ菌は偏性嫌気性菌の中では比較的低

い酸素濃度でも増殖できることや 20～50°C という広範

囲の温度域で増殖できるため 3），今回の様な炒め料理で

あっても食中毒を起こすことを示している．また，再現

試験の結果から大量調理でなくても増殖できることを示

している．調理後は速やかに提供するか，40～50°C で保

持しないように温蔵する．あるいは速やかに 10°C 以下ま

で冷却することが本菌の増殖を防ぐことが最も重要であ

る． 
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図2．菌添加区の菌数推移
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