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平成 25 年度 分担研究報告書 
分担研究テーマ： 消毒技術に関する検討 

       （消毒による微生物再増殖の制御方法の検討） 
 

研究分担者： 大瀧雅寛（お茶の水女子大学） 
 

研究要旨 
本分担研究では，配水過程での生物膜形成といった再増殖が問題となる微生物を対象として，各種消毒処

理方法（塩素，紫外線照射など）において，不活化および再増殖を抑制させるための条件を，明らかにする

ことを目的している．まず多種の細菌の集合である従属栄養細菌（Pseudomonas 菌）の処理耐性等の評価を

一度に行う手法として昨年度まで検討してきた分子生物学的手法である T-RFLP 法の定量的応用手法につい

て，塩素消毒処理における不活化に適用できるか検討した．結果として配管中の残留塩素濃度レベルの処理

においては遺伝子レベルの損傷には至らないことから，遺伝子検出法である T-RFLP の適用は難しいことが

わかった．不活化処理前後の試料に培養工程を入れることによって，培養後濃度を定量的 T-RFLP によって

定量するなどの前処理を導入すれば適用は可能ではないかと考えられる． 
次にバイオフィルムを形成した従属栄養細菌（Pseudomonas 菌）に対し，異なる水流（3 段階を設定）によ

る剥離強度によってバイオフィルムを分類し，各フィルム層への消毒処理の影響を比較検討した．その結果，

バイオフィルムになることにより浮遊状態よりは不活化効果が低下することがわかった．さらに異なる水流

下で残存したバイオフィルムへの処理効果を比較したところ，0.1 m/s 以下の水流によってバイオフィルムの

90%程度が剥離されるが，残存するバイオフィルムの層厚は深部まで塩素が浸透しにくい状況であり，全体

としての塩素耐性が最も高かった．一方，0.4 m/s 以上の水流では，99～99.9%程度が剥離され，残存バイオ

フィルムは薄くなるが，その場合は深部まで塩素が浸透する状況であり塩素耐性が低くなっていた．以上の

ことから水流による剥離によってバイオフィルム状細菌への塩素処理の効果が変わることが確認できた．  
病原微生物に対しては，指標細菌である大腸菌 2 種類を用いて，紫外線消毒処理での 210～300 nm におけ

る照射波長毎の不活化効果および光回復効果の相違を検討した結果，254 nm より長波長光では，いずれの大

腸菌においても光回復が起こり，254 nm と同様の不活化機構が働いていると考えられたが，より短波長光に

おいて，一方の大腸菌において光回復が起こらない不活化機構が生じていることが示唆され，回復効果の少

ない紫外線消毒方法の可能性が示唆された． 
 

A．研究目的 
 本分担研究では，配水過程での生物膜形成といった再増殖が問題となる微生物を対象として，各種消毒処

理方法（塩素，紫外線照射など）によって，不活化および再増殖を抑制させるための条件を明らかにするこ

とを目的としている。本研究では昨年度まで配水管中で増殖が問題となる従属栄養細菌を対象とし，培養検

出が不可能な細菌を定量的に把握する方法として T-RFLP 法を応用する手法について，濃度既知のマーカー

生物として大腸菌を対象試料に投入し，その T-RFLP ピーク面積の比を求めることにより，対象微生物の濃

度推定を行う方法を検討した結果，Pseudomonas 菌に対して T-RFLP 法の定量的測定方法が可能であると示唆

された．そこで本年度は，この定量的測定方法が，配管中の残留塩素濃度レベルの塩素処理において，濃度

変化の検出に適用できるかを検討し，消毒処理評価への適用可能か検討した． 
またバイオフィルム形成従属栄養細菌のモデル細菌として Pseudomonas 菌を用いて，バイオフィルム状で

の塩素消毒による不活化効果を検討した．アニュラーリアクターを用いて管内水流を模擬し，その剪断力に

よる剥離によって生じる残存バイオフィルムにおける消毒処理耐性を検討した．  
紫外線処理として，最も一般的に用いられる紫外線波長は 253.7 nm の単一光であり，この波長については

多種の微生物に対する不活化効果および回復効果などは，詳しく調べられてきた．この波長光以外の検討事

例としては，多波長型光源である中圧紫外線ランプを用いたものがある．このランプは 200～500 nm で幅広

い照射波長域を持っており，この光源における不活化効果や回復効果は検討事例が多い．しかし多波長光を

同時に照射させた場合の複合効果を見ているだけであり，波長毎にこれらの効果に関して詳細に検討した例

は非常に少ない．そこで本研究では，紫外光を波長毎に照射できる分光照射器を用いることによって，大腸

菌の不活化効果と処理後の光回復効果を詳しく検討することとした．この検討結果によって回復効果の少な

い消毒方法の提案に結びつけると考えた．  
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秒に固定した．反応管出口より流出した

チオ硫酸ナトリウムを入れておいた採水管にて採取し，採取と同時に塩素反応を停止させる
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の定量的検出法にて測定した．
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異なる強度の遠心分離の適用を試みるものである．また付着強度毎に塩素処理による

効果を調べた．

 
1) 使用細菌株

 本研究では，
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形成片を取り出して，残存バイオフィルム中の

残存バイオフィルム量の推移を測定し

用いたアニュラーリアクターにおける各回転数において相当する流速と設定継続時間を表
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 アニュラーリアクターにバイオフィルム形成片を設置し，いずれの回転数においても回転継続時間
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バイオフィルム形成方法

配水管の枝管材料である

P. aeruginosa を接種し

滅菌した PVC 片（

バクテリアが付着した

バイオフィルムを形成させ

形成したバイオフィルム中の

に移動し 10,832 g×
液相に移した細菌を，

時間とした． 30~300 のコロニーが得られた希釈倍率の

CFU(colony forming unit)

アニュラーリアクターでの水流による剥離

にて作成したバイオフィルム

し，回転数 10，50，100
形成片を取り出して，残存バイオフィルム中の

残存バイオフィルム量の推移を測定し

用いたアニュラーリアクターにおける各回転数において相当する流速と設定継続時間を表

表 B.1  

P. aeruginosa バイオフィルムに対する塩素処理による不活化実験

アニュラーリアクターにバイオフィルム形成片を設置し，いずれの回転数においても回転継続時間

固定し，水流による剥離を行わせた．バイオフィルムが残存する

入し塩素に接触させた．塩素溶液は，

となるよう次亜塩素酸ナトリウム溶液を投入し

クターから取り出した PVC
均一に塩素接触が起こる様にした

濃度を上述 2)
実験の流れを Fig. B.3

Fig. B.3  アニュラーリアクターによるバイオフィルムの剥離と塩素処理実験の流れ

形成方法および形成細菌量測定方法

配水管の枝管材料である PVC 片を

を接種し 30℃で

（20 mm×30
バクテリアが付着した PVC 片

を形成させた．

形成したバイオフィルム中の P. aeruginosa
×10 分間の遠心分離により

液相に移した細菌を，栄養寒天培地

のコロニーが得られた希釈倍率の

CFU(colony forming unit)/mL とした．

アニュラーリアクターでの水流による剥離

バイオフィルム

100 rpm にて回転させた．回転継続時間を

形成片を取り出して，残存バイオフィルム中の

残存バイオフィルム量の推移を測定し

用いたアニュラーリアクターにおける各回転数において相当する流速と設定継続時間を表

  アニュラーリアクターによるバイオフィルム剥離実験の実験条件

回転数 

 10
 50
100

バイオフィルムに対する塩素処理による不活化実験

アニュラーリアクターにバイオフィルム形成片を設置し，いずれの回転数においても回転継続時間

固定し，水流による剥離を行わせた．バイオフィルムが残存する

入し塩素に接触させた．塩素溶液は，

となるよう次亜塩素酸ナトリウム溶液を投入し

PVC 片を，上記の塩素溶液

接触が起こる様にした

2)の方法にて測定した．

3 に示す． 

アニュラーリアクターによるバイオフィルムの剥離と塩素処理実験の流れ

および形成細菌量測定方法

片をバイオフィルム

℃で 24 時間培養した．培養液を滅菌済みペトリ皿（

30 mm）必要枚数

片を別に用意した滅菌済み

た． 
P. aeruginosa 量は，バイオフィルム形成

分間の遠心分離により

栄養寒天培地 TSA
のコロニーが得られた希釈倍率の

とした． 

アニュラーリアクターでの水流による剥離 
バイオフィルム形成片をアニュラーリアクター（

にて回転させた．回転継続時間を

形成片を取り出して，残存バイオフィルム中の

残存バイオフィルム量の推移を測定した． 
用いたアニュラーリアクターにおける各回転数において相当する流速と設定継続時間を表

アニュラーリアクターによるバイオフィルム剥離実験の実験条件

 (rpm) 

10 
50 

100 

バイオフィルムに対する塩素処理による不活化実験

アニュラーリアクターにバイオフィルム形成片を設置し，いずれの回転数においても回転継続時間

固定し，水流による剥離を行わせた．バイオフィルムが残存する

入し塩素に接触させた．塩素溶液は，滅菌済みリン酸緩衝液

となるよう次亜塩素酸ナトリウム溶液を投入し用意した

上記の塩素溶液

接触が起こる様にした． 
の方法にて測定した． 

アニュラーリアクターによるバイオフィルムの剥離と塩素処理実験の流れ

－ 48 － 

および形成細菌量測定方法 
バイオフィルム形成材料とした。

時間培養した．培養液を滅菌済みペトリ皿（

必要枚数投入し，さらに

別に用意した滅菌済み

量は，バイオフィルム形成

分間の遠心分離により，PVC ディスク上の付着菌を全て剥離し

TSA を用いた希釈平板法にて

のコロニーが得られた希釈倍率のペトリ皿を採用し平均値を

 
アニュラーリアクター（

にて回転させた．回転継続時間を

形成片を取り出して，残存バイオフィルム中の P. aeruginosa

用いたアニュラーリアクターにおける各回転数において相当する流速と設定継続時間を表

アニュラーリアクターによるバイオフィルム剥離実験の実験条件

流速 (m/s)

0.089 
0.44 
0.89 

バイオフィルムに対する塩素処理による不活化実験

アニュラーリアクターにバイオフィルム形成片を設置し，いずれの回転数においても回転継続時間

固定し，水流による剥離を行わせた．バイオフィルムが残存する

滅菌済みリン酸緩衝液 200 mL 
用意した．塩素濃度は

上記の塩素溶液 10 mL に投入して

 塩素処理前後の

 

アニュラーリアクターによるバイオフィルムの剥離と塩素処理実験の流れ

 

形成材料とした。滅菌した栄養液体培地

時間培養した．培養液を滅菌済みペトリ皿（

し，さらに 25℃で

別に用意した滅菌済み TSB 入ペトリ皿

量は，バイオフィルム形成

ディスク上の付着菌を全て剥離し

を用いた希釈平板法にて

ペトリ皿を採用し平均値を

アニュラーリアクター（

にて回転させた．回転継続時間を 1，10，30
P. aeruginosa 量を上述の方法にて測定し

用いたアニュラーリアクターにおける各回転数において相当する流速と設定継続時間を表

アニュラーリアクターによるバイオフィルム剥離実験の実験条件

(m/s) 継続

0,  1,
0,  1,
0,  1,
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B.3 異なる紫外線波長光における不活化効果と回復能への影響の検討 
 大腸菌は NBRC13965 と NBRC3301 の 2 種とした．各株は，栄養寒天培地（Tryptic Soy Agar）にて 37℃下

でコロニーを形成させ，適量を釣菌し，PBS 溶液に懸濁させて，対象試料とした．この時各大腸菌株の濃度

は 106～107 CFU/mL となった． 
 各試料を 1 cm×1 cm の石英セルに 2 mL 投入し，小型分光器（島津製作所製，SPG-120UV）から出射する

各波長光を照射した．石英セル内の試料は小型のマグネチック撹拌子を用いて実験中は絶えず撹拌した．照

射した波長光は 210，230，254，270，290 nm とした． 
 各照射波長光の照射量は，化学線量計（KI/KI O3 溶液）を用いて測定したが，照射量算定に用いた各波長

の量子収率は既報 1)を参考にした．  
 各照射波長光によって 99~99.9％程度不活化させた大腸菌試料に対し，蛍光灯（東芝製，6W）による可視

光照射を石英セルの両透過面から行った．石英セルと蛍光灯の距離は 6 mm とした．可視光照射時は絶えず

送風機による空冷にて定温を維持した．照射時間毎に試料から 0.1 mL ずつ採取し濃度測定を行った．  
 
C．研究結果 
 T-RFLP 法による定量的検出方法の検討についての結果については C.1 に，生物膜の付着強度の違いによる

分類とその不活化効果の検討については C.2 に，異なる照射波長光による不活化効果の違いについては C.3
に示す． 
 
C.1  T-RFLP 法の定量的検出方法の不活化評価への適用について 
各 3 回ずつ合計 6 回の実験結果について表 C.1 にまとめた．各 CT 値は，反応管出口にて実測した塩素濃度

と接触時間 15 秒（= 0.25 min.）として算出した．生残率は各処理後の濃度を処理前の濃度で除して求め，対

数値にて表記した． 
 

表 C.1 各混合溶液の各蛍光ピーク値とピーク比 

サンプル 
CT 値 

(mg･min./L) 
P.aeruginosa 濃度 

(CFU mL-1)（培養測定） 
P.aeruginosa 

log（生残率） 

T-RFLP 定量用に投

入した E.coli 濃度 
(CFU/mL) 

実験 1 回目 
処理前     (A-blank) 
処理後-1   (A-1) 
処理後-2   (A-2) 
処理後-3   (A-3) 

 
 

0.21 
0.29 
0.30 

 
5.3×106 

1.6×105  
2.4×104 

1.7×104 

 
 

-1.52 
-2.34 
-2.49 

4.4×105 

実験 2 回目 
処理前     (B-blank) 
処理後-1   (B-1) 
処理後-2   (B-2) 
処理後-3   (B-3) 

 
 

0.13 
0.20 
0.28  

 
3.3×106 

1.8×106  
1.1×106 

3.7×105  

 
 

-0.26 
-0.48 
-0.95 

3.6×105 

 
 また処理前および処理後の試料について，培養測定法にて測定した結果と T-RFLP の定量的適用法にて求

めた濃度の結果を Fig. C.1 に示した． 
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 本研究では，

件にて剥離させ，残存したバイオフィルムに対する塩素処理の効果を検討した．
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存バイオフィルム中の

て 1 分後には，いずれの運転条件において

 

2) 残存 P. aeruginosa
 各流速下にて残存したバイオフィルムに対する塩素処理を行った結果を
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Fig. D.2   塩素投入後の浮遊状態の P. aeruginosa の濃度変化（pH 7） 

（平成 21 年度厚労科研分担研究報告書より） 
 
 0.089 m/s の流速下では，Fig.C.2 の結果から PVC 上に残存している菌は剥離前の状態の 10%程度であり，

0.44 m/s の流速下で残存する菌が 1%程度であるのに対し，10 倍ほど多いことがわかる．この条件での残存バ

イオフィルムでの不活化効果が最も低いことが示されているが，これは，このバイオフィルム状態において

は塩素が深部にまで浸透せず，塩素の効果が抑制されることになったバイオフィルム層の残存率が高く，か

つバイオフィルム全体に占める割合いも高いことから，全体の不活化効果が低くなったと考えられた． 
さらに 0.44 m/s，0.89 m/s と相対的に大きな流速下では，せん弾力が高くなり剥離効果が高いため，残存菌

が 10 分の 1，100 分の 1 と少なくなるに従って，フィルム層が薄くなり深部にまで塩素が浸透しやすく，全

体の不活化効果が高まったと考えられた． 
Fig. D.3 に各バイオフィルム層に対する塩素処理の効果を模式的に表した図を示す． 
 

 

Fig. D.3  各バイオフィルム層の塩素処理耐性からみた特徴 
 

D.3 異なる塩素濃度における塩素処理の及ぼす損傷レベルの相違の検討 
Fig.C.4 に示したように不活化効果に対しては，大腸菌の NBRC13965 株では 270 nm が最も高い効果となっ

ており，230 nm が低くなっている．一方大腸菌の NBRC3301 株では 254 nm が最も高い効果であり，210 nm
において効果が低くなっている．同じ大腸菌でも株により波長毎の感受性の相対比が異なっていることがわ

かった．不活化効果が核酸（DNA）の吸収スペクトルの相対比と似た傾向であるのは 13965 株である．従っ

て 3301 株においては核酸の吸収だけでは説明できない不活化機構が働いている可能性も考えられる． 
Fig. C.5 と C.6 を比較すると，大腸菌の NBRC3301 株はいずれにおいても光回復効果が高い株であることが

わかる．波長光毎に見てみると，254 nm 以上の波長光（254，270，290 nm）においては，3301 株でも 13965
株においても光回復効果が見られた．従って 270 nm と 290 nm による不活化メカニズムは，これまで解明さ

れてきた 254 nm 光による不活化機構と同じであると推定された． 
一方，短い波長光における傾向は株によって異なっていた．すなわち 210 nm および 230 nm の波長光にお
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いては NBRC3301 株では光回復現象が明確に見られたが，NBRC13965 株では見られなかった．従って

NBRC3301 株では，いずれの波長光照射でも 254 nm 照射光と同様に核酸塩基の二量体形成による不活化機構

が働いているが，NBRC13965 株では，210 および 230 nm の波長光によって二量体形成以外の不活化機構が

働いていた可能性が考えられた． 
しかしこの仮説は Fig.C.4 に示した波長毎の不活化効果の傾向から推考される仮説と合致しないため，この

点矛盾しない説明が今後の検討課題となる． 
13965 株に関しては，どの波長光においても，光回復効果が相対的に低くなってしまい，正確な議論がし

づらくなっている．従って，この株においては，不活化率を高めに設定した上で光回復実験を行う必要があ

ると考えられる． 
 

E.結論 
定量的 T-RFLP 法について，消毒処理における不活化に適用できるか検討したところ，配管中の残留塩素

濃度レベルの処理においては，対象細菌の遺伝子レベルの損傷には至っていないことや、対象細菌の細胞膜

損傷による DNA 抽出工程への影響から，本方法の適用は難しいことがわかった． 
バイオフィルムを形成した従属栄養細菌（Pseudomonas 菌）においては、 0.1 m/s 以下の流速下においてバ

イオフィルムの 90%程度が剥離される．そこで残存するバイオフィルムの層厚は深部まで塩素が浸透しにく

く不活化効果が低くなることがわかった．一方，0.4 m/s 以上の水流によって，99～99.9%程度が剥離され，

その時に残存バイオフィルムの層厚は低くなっているため，深部まで塩素が浸透し不活化しやすい状況であ

ると考えられた．  
病原微生物に対しては，指標細菌である大腸菌 2 種類を用いて，紫外線消毒処理での 210～300 nm におけ

る照射波長毎の不活化効果および光回復効果の相違を検討した結果，254 nm より長波長光では，いずれの大

腸菌においても光回復が起こり，254 nm と同様の不活化機構が働いていると考えられたが，より短波長光に

おいて，一方の大腸菌において光回復が起こらない不活化機構が生じていることが示唆され，回復効果の少

ない紫外線消毒方法の可能性が示唆された． 
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