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研究要旨： 標準的な検査法を提示する一助として、迅速培養法（斜光法を取り入れた培養法）

と従来法、遺伝子検査法（主に LAMP 法）について検討を行った。培養検査に斜光法を取り

入れることにより、より短い期間で正確な培養結果が得られた。また従来法との比較において

は同等の結果が得られたが、遺伝子検査法の比較においては、5 検体について培養（＋）

LAMP（－）の不一致が認められ、検査法として導入するにあたり、その原因を明らかにする必

要がある。 

精度管理事業の導入を目指し、標準的検査法の普及を図るための研修手法について検討を

行った。具体的には、九州地区の民間検査機関を対象に関東化学の協力のもと、民間企業

主導で実施することを想定したモデル的研修を実施した。 

精度管理手法に関する検討を行った。（森本ワーキンググループ） 

遺伝子検査法の実用化に向けた検討を行った。（烏谷ワーキンググループ） 

 
 

A．研究目的 
浴槽水のレジオネラ属菌の検査法として

広く用いられている培養法は結果を得るまで
に 7 日から 10 日の長い時間を要する。患者
発生時の原因施設特定などの緊急調査時
やレジオネラ属菌汚染施設の清掃・殺菌後
の安全確認調査など、浴槽水中のレジオネ
ラ属菌の存在あるいは菌数を速やかに把握
する必要がある場合は、監視現場からより迅
速で、かつ正確な検査が求められている。そ
こで、様々な泉質を有する温泉水等を対象
に、正確・簡便・迅速な培養結果を得る方法
としての斜光法（分離培地上の出現コロニー
に 2 方向から斜光をあて、実体顕微鏡下で
観察をするとレジオネラ属菌は特徴的なモザ
イク状の形態を示すことを利用した方法：参
考文献 1）をレジオネラ属菌検査の標準法に
導入することを目的に従来の培養法との比

較検討を行った。一方、迅速に結果が得ら
れることから LAMP 法の活用に期待が寄せ
られているが、様々な泉質を有する温泉水
等 を利 用 した公 衆 浴 場 においては、培 養
（＋）LAMP（－）の不一致の結果が得られる
ことが多々あり、その原因の解決が課題とな
っている。 

標準的検査法の普及を図り、精度管理事
業を導入し、検査機関間の格差を是正し、
統一的な検査結果が得られることが求めら
れている。そこで、研修手法についての検討
を行った。具体的には、九州地区の民間検
査機関を対象に関東化学株式会社の協力
のもと、民間企業主導で実施することを想定
したモデル的研修を実施した。 

併せて、精度管理手法に関する検討（森

本ワーキンググループ）、及び、遺伝子検査
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法の実用化に向けた検討を行った。（烏谷ワ

ーキンググループ） 
 

B．研究方法 
1. 材料および検査法 

平成 25 年 8 月、9 月、11 月に搬入された
浴槽水および湯口水、29 施設 54 検体を対
象とした。 

検査法は新版レジオネラ症防止指針に準
じて実施した。すなわち、検水 1200ml をメン
ブランフィルター（直 径 47mm、φ0.2μm、
ADVANTEC 社 POLYCABONATE）で吸引
ろ過し、ろ過後のフィルターを滅菌蒸留水 
12ml 入りの滅菌コニカルビーカー(100ml 容
量)に移し、ボルテックスミキサーにて 5 分間
洗い出しした。ろ過濃縮後、濃縮検体（未加
熱と表記）と 50℃ 20 分加熱後、急冷した濃
縮検体（加熱処理と表記）をそれぞれ濃縮
試料（100 倍濃縮）とした。 
2. 培養法 

レジオネラ属菌の分離培地として WYOα
寒天平板（栄研化学）、GVPC 寒天平板(日
研生物)、MWY 寒天平板（自家製；Oxoid）
を用い、非濃縮処理の検水および各濃縮試
料について、必要に応じて階段希釈し、その
200μL を各分離平板 1 枚にコンラージ棒で
塗布し、これらの培地を乾燥しないようにビニ
ール袋に入れ、輪ゴム止めをした後、36℃で
培 養 し た 。 本 法 に お け る 検 出 感 度 は
5cfu/100mL である。 

培養 3 日目に、2 方向から光を照射し、実
体顕微鏡下で各分離培地を観察した。レジ
オネラ属菌が疑われたコロニーは、BCYEα
寒天培地(自家製)及び血液寒天培地 (ウマ
血，自家製)に接種し、血液寒天培地での発
育の有無を確認すると同時に、PCR 法での
同定検査を行った。斜光法観察後の分離培
地は 36℃で 10 日間培養を継続し、分離平
板上に出現した灰白色のレジオネラ様コロニ
ーについて、同様の同定検査を行った。最
終的に同定されたコロニー数をもって検水
100ml あたりのレジオネラ属菌数に換算した。
分 離 し た 菌 株 は 、 Legionella Latex Test 
Kit(OXOID)及びレジオネラ免疫血清 (デン
カ生研)を用いたスライド凝集反応により血清

群型別を行った。 
3. LAMP 法 

濃縮検体について、Legionella Detection 
Kit E（栄研化学）を用い、Loopamp リアルタ
イム濁度測定装置 LA320-C で 1 検体につき
3 回繰り返し測定を行った。 

加えて、培養（＋）LAMP（－）の濃縮検体
について、阻害回避試薬を用いた検討およ
び DNA 抽出法の検討を行った。 
4. 研修に関する検討 

研修のあり方について、民間企業主導で
実施する場合と行政主導で実施する場合、
それぞれについてモデル的研修を行い、検
討をした。（別紙 1 参照） 

研修に必要な機材は、大分県衛生環境
研究センターと関東化学の事前打ち合わせ
を密に行い、両者による持ち寄りとなり、機材
の搬送は関東化学が行った。おな、斜光法
に用いた研修サンプル（平板）は、北海道立
衛生研究所の森本先生が調整後、直接、久
留米大学に輸送されたものを使用した。 
5. 精度管理手法に関する検討 
  森本研究分担者の報告参照。 
6. 遺伝子検査法の実用化に向けた検討 
  烏谷研究分担者の報告参照。 
   
C. 研究結果 
1. 培養法 

培養結果の概要を Table 1 に示した。54
検体中 30 検体（56％）からレジオネラ属菌が
検出された。内訳は「掛け流し施設」では浴
槽水 19 検体中 14 検体（74％）、湯口水 17
検体中 7 検体（41％）で、「循環式施設」では
浴槽水 10 検体中 4 検体（40％）、湯口水 8
検体中 5 検体（62％）であった。 

浴槽水と湯口水ともにレジオネラ属菌が
検出された施設は 8 施設であった。浴槽水
（＋）湯口水（－）となった施設は 5 施設、浴
槽水（－）湯口水（＋）となった施設は 3 施設
であった（Table 2）。 

レジオネラ属菌が検出された 30 検体につ
いて分離培地の検出感度を比較した結果を
Table 3 に示した。濃縮未加熱検体では、使
用した 3 種類の分離培地全てから分離され
たものが 16 検体、WYOα＋GVPC からの分



 159

離が 3 検体、WYOα のみからの分離、GVPC
のみからの分離が各々1 検体、MWY のみか
ら分離が 3 検体であった。濃縮加熱検体で
は、3 種類の分離培地全てから分離されたも
のが 21 検体、WYOα＋MWY からの分離、
GVPC＋MWY からの分離が各々1 検体、
WYOα のみからの分離、GVPC のみからの
分離が各々2 検体、MWY のみから分離が 1
検体であった。 
 斜光法は培養 3 日目を判定日とし、特徴あ
るモザイク状のコロニーについて確認検査を
行った。その結果、斜光法で確認後、培養
を継続することにより、検出菌数が増加する
という現象が確認されたものの、斜光法での
レジオネラ属菌の見逃しはなかった。 
2. LAMP 法 

濃縮検体 1 検体につき 3 回繰り返し測定
を行い、1 回でも陽性となった場合は、その
結果を採用した（Table 4）。6 検体が培養（＋）
LAMP（－）の不一致の結果となった。6 検体
のうち 4 検体は、培養菌数が 5cfu/100mL で
10cfu/100mL 未満であった。残り 2 検体から
は 500cfu/100mL、50cfu/100mL のレジオネ
ラ属菌が検出され、検出菌種は、いずれも
L.pneumophilla であった。不一致検体につ
いて、阻害回避処理試薬を用い、再度測定
を行ったが、得られた結果は同じであった。 

一方、烏谷班（遺伝子検査法の実用化に
向 け た 検 討 ） に お い て 、 Cycleave PCR  
Legionella(16S rRNA)Detection 
Kit (TaKaRa)を用い検討した結果、インター
ナルコントロールが正常に検出されたことか
ら、PCR 反応阻害はないことが確認できた。 
3. 研修に関する検討（資料偏参照） 

民間企業主導の研修については、関東
化学株式会社の協力を得て、平成 25 年 8
月 23 日（金） 久留米大学医学部実習室に
て、九州地区の民間検査機関を対象に実
施した。参加機関は 15 施設、参加人数は
22 名であった。関東化学による事前アンケ
ートでは、レジオネラ検査経験年数は十数
年から数ヶ月と幅が大きく、比較的経験年数
が少ない傾向があった。研修終了後のアン
ケート結果では、研修日程、開催場所、内
容についての評価は高かった。しかし、斜光

法に用いる実体顕微鏡が 1 台しか用意でき
なかったため、観察時間に制約が生じ、やや
消化不足であったというような感想も寄せら
れた。 

行政主導の研修については、富山県衛
生研究所が実施主体となり、平成 25 年 9 月
27 日（金） 富山県衛生研究所において実
施した。 
  
D. 考察 

浴槽水（＋）湯口水（－）となった 5 施設は、
浴槽や床の清掃不足や入浴客の不適切な
利用方法などが原因と考えられ、当該保健
所の環境衛生監視員による施設管理状況
の把握、清掃・消毒の管理指導の徹底が図
られた。 

斜光法は高価かつ特殊な機器を必要と
せず、簡便で迅速な結果が得られる培養法
として、非常に有用な方法である。培養 7 日
以降で発育を認める検体もあったため、培
養 3 日目で培養検査を打ち切ることはできな
いものの、培養にかかる日数の短縮、検査
精度向上の観点からも導入に向けた研修を
行うことは意義がある。今後は、LAMP 法で
得られた結果と斜光法の培養結果を合わせ
て迅速な行政対応を行い、10 日間引き続き
培養を継続し、最終結果として判断すること
が可能と考える。3 日目観察・同定後、最終
判定日の 10 日目まで作業を中断することが
できることから、負担軽減にも功を奏し、また、
検査を集中することにより検出確率が上昇
する利点も考えられた。 

レジオネラ属菌が検出された 30 検体につ
いて、使用した分離培地 WYOα、GVPC、
MWY の個々で分離状況をみると、各分離
培地でのレジオネラ属菌の分離は 20 検体か
ら 24 検体であり、レジオネラ属菌を感度よく
分離するためには、レジオネラ属菌の発育
特性に配慮し、選択性の異なる培地を併用
することが望ましい。また、未加熱の濃縮検
体では 24 検体から、加熱処理では 28 検体
からレジオネラ属菌が分離され、処理工程を
併用することにより、効率よくレジオネラ属菌
が検出された。各種分離培地の併用や雑菌
処理工程の併用など培養チャンスを多くする
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ことが検出率アップにつながり、レジオネラ感
染症の危険性を回避することに貢献できると
考える。 

LAMP 法において、レジオネラ属菌数が
少ない検体の場合等は、検査結果にバラツ
キが生じやすく、培養法（＋）LAMP 法（－）
の不一致の一因として考えられた。さらに、
温泉検体では、「菌数」だけではなく、検出さ
れる「菌種」や泉質などの様々な要因により、
LAMP 法で安定した結果が得られない場合
が考えられ、早期に、課題解決に向けた取り
組みが望まれる。 

レジオネラ属菌の検査を実施している民
間検査機関は、従来、環境検査を主とした
中に、レジオネラ属菌の検査を取り入れたと
ころも多く、食品や臨床検体の検査を主とす
る機関とは取り組む経緯や成り立ちが異なる
場合も多い。そのような場合、食品や臨床検
体の検査を主とする機関とは異なり、微生物
検査の技術を習得し、熟練した検査員が存
在しない場合もある。民間検査機関への精
度管理・研修の導入にあたっては、まず、レ
ジオネラ属菌の検査実施機関の実態把握を
行い、特徴・特性を熟知することが大切であ
る。その上で、民間検査機関を含めたレジオ
ネラ属菌検査にかかわる全ての検査機関の
質の良い検査精度確保のため、精度管理
事業の導入は重要な課題である。その実現
のため、早期に標準的検査法：モニタリング
に最適な検査法（採水時から検査結果まで）
を提示し、適切な研修の場を提供し、精度
管理用サンプルの安定提供および評価機
関の確保を図る必要がある。 

 
E. まとめ 

入浴施設における浴槽等の清掃・消毒効

果を確認するための衛生管理手法として、
迅速に結果が得られる LAMP 法を導入する
ことは効果的ではあるが、菌量が少ない場合、
多種多様な泉質を有する温泉水の場合は、
見逃しの危険性がある。また、「100ml あたり
10cfu 以下であること」という基準がある限り、
培養法の併用は必須である。そこで、培養
法における正確・迅速化を図るため、斜光法
を取り入れた方法を併用することにより、迅
速な行政対応が可能になるものと考える。今
後、斜光法を含めた標準的検査法を提示し、
精度高いレジオネラ属菌検査を普及するた
めの研修システムを確立し、民間検査機関
への精度管理導入に向け、今後の検討を図
っていきたい。 

 
参考文献 
1 森本 洋：分離集落の特徴を利用したレ

ジオネラ属菌分別法の有用性．環境感
染誌，2010．25（1）：8-14 
 

 
F．研究発表等 
1.  平成 25 年度環境監視員担当者会議に
て研修会を開催した。 

①平成 25 年 4 月 「レジオネラ検査の取り
組みについて」 

②平成 26 年 2 月 「レジオネラ症防止対
策に係る最近の知見について」 
2.  平成 25 年 8 月、菌株確保を目的に大
分県臨床検査技師会研修会の場を利用し、
講演を行った。 
 
G. 知的財産権の出願・登録状況 
  なし
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Table 1 培養法の結果 
採水箇所 検体数 検出数 a 検出率 

掛け流し式 
浴槽水 19 14  74% 

湯口水 17 7 41% 

循環式 
浴槽水 10 4 40% 

湯口水 8 5 62% 

計 54 30 56% 

 
 
Table2 浴槽水と湯口水の検出状況  (n=23) 
    浴槽水 

計 
    ＋ － 

湯口水 
＋ 8 3 11 

－ 5 7 12 

  計 13 10 23 

 
 
Table 3 雑菌処理と分離培地の検出感度 （n=54） 
      未加熱 加熱 

WYO GVPC MWY 16 21 

WYO GVPC   3 0 

WYO   MWY 0 1 

  GVPC MWY 0 1 

WYO     1 2 

  GVPC   1 2 

    MWY 3 1 

計 24 28 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

10cfu/100m によらない（定性） 

Table 4  LAMP 法と培養法の比較 （n=54） 

 

LAMP 
 計 

＋ － 

培養法 
＋ 24 6  30 

－ 11 13  24 

計 
 

35 19  54 

 

Table 3-1 雑菌処理と分離培地の検出感度 （n=54） 

              未加熱 加熱 

WYOα(市販品） 20 24 

GVPC(市販品） 20 24 

MWY(自家製） 19 23 

 

10cfu/100m によらない（定性） 

a 10cfu/100m によらない（定性） 

10cfu/100m によらない（定性） 

10cfu/100m によらない（定性） 
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