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研究要旨 

水道水の微生物学的な安全性は凝集沈殿ろ過と塩素消毒により担保されてきた。クリプト

スポリジウム等の耐塩素性病原微生物の混入による大規模な水系集団感染の経験を契機と

して、新たな見地からの微生物研究と対応が求められている。 

一般細菌に比べて高感度な従属栄養細菌数の測定が開始され、その指標の有効活用が求め

られている。耐震性貯水槽を調査したところ、水質の基準値を超過していないが、従属栄養

細菌数の増加によりわずかとはいえ滞留またはその恐れを複数の耐震性貯水槽において認

めた。配管の汚染状況を把握するため、従属栄養細菌数の測定を配管内面に応用し、滅菌綿

棒を使用して測定したところ、配管中に多数検出される場所を見出した。滞留、あるいは遅

い流速が問題となり、バイオフィルム等が生じたと考えられた。協力が得られた家庭、特定

建築物と病院の水道蛇口から、十分に捨て水をしていない開けた直後の初流水を検査し、レ



 

ジオネラ属菌が培養により検出された。分離された菌は Legionella pneumophila SG1 他で

あった。蛇口等の水環境がレジオネラ属菌により汚染されることを確認した。滞留させない

こと、遊離残留塩素濃度を維持すること、開栓直後の水を捨てること、といった対策が推奨

されると考えられた。 

凝集沈澱処理を実施している全国の浄水場の協力を得て、水道原水にウイルス（アデノウ

イルス、コクサッキーウイルス、A 型肝炎ウイルス、マウスノロウイルス、並びに河川水中

で最も高濃度なトウガラシ微斑ウイルス（PMMoV））を添加して人工原水とし、これを用

いて回分式凝集処理実験を行うことで、処理性（除去率）を評価した。従来から広く用いら

れる塩基度 50%の PACl を用いた凝集沈澱処理におけるアデノウイルス及びポリオウイル

スの除去率は、PFU 法にて評価した場合、それぞれ 0.1～1.4 log、0.5～2.4 log であり、急

速ろ過を模した孔径 0.45 μm の膜ろ過の追加で概ね計 3-Log 程度の除去が得られた。凝集

沈殿-砂ろ過処理の場合は、1～2-Log 程度の除去が得られた。PMMoV は各ウイルスと同様

の挙動を示した。国内の実浄水場において、凝集沈殿と急速ろ過等におけるウイルス濃度を

実測したところ、PMMoV が 4.3～5.2-Log 除去されていた。PMMoV は、ウイルス指標と

して有効と期待された。 

クリプトスポリジウム等の濃縮を目的とした粉体ろ過法では、クロスコンタミネーションを防ぐ目的

で吸引ろ過法を検討した。より簡便にろ過を行う目的で、ガラス製ファネルを用いること、低温の原

水の発泡を防ぐ脱気操作としての撹拌と加温を行うこと、ファネルをゴム板で封じて吸引圧で試料

水を導入することを新たに工夫した。この粉体ろ過法を、細菌にも応用したところ、粉体の使用でろ

過水量が倍増でき、粉体は培養を阻害せず、回収率の向上も見られることが示された。大腸菌のコ

リラート培地法と X-MG 培地の混釈培養法、嫌気性芽胞菌のハンドフォード改良寒天培地法に適

用が可能であった。クリプトスポリジウム検鏡の簡易化を目的に、観察フィルター上の計数に

MPN 法の応用を試みたところ、実施可能であった。多数を計数する際に、有用と考えられ

た。デジタル PCR は低濃度の遺伝子定量を可能とする近年の新しい技術で、これをクリプトスポリ

ジウムに適用した。その結果、1 オーシスト当たり 20 と予想されていた 18S rRNA 遺伝子のコピー

数に、デジタル PCR の測定である 28 コピーがほぼ対応した。rRNA から逆転写で得られた cDNA

は、21,900 コピーであった。このことはリアルタイム PCR の定量用に整備された検量線と対応し、

検量線の信頼性が支持された。水道原水試料中のクリプトスポリジウムにデジタルPCRを適

用することにより、標準試料を用いること無く、リアルタイム PCR 法と同様の定量値が得

られた。 

クリプトスポリジウム遺伝子検出法の適用実績はまだ少なく、さらなる知見の積み重ねと

応用が求められていることから、相模川河川水を試料として検鏡法と qRT-PCR 法を比較し

た。2 法の定性的な一致率は、クリプトスポリジウムが 78%、ジアルジアが 81％と概ね対

応が得られた。遺伝子増幅産物の塩基配列を決定したところ、ブタ由来の C. suis が多く検

出され、汚染源の推定に活用できると考えられた。 

国内で 2010 年にジアルジア症の集団感染が報告された。これは千葉県内の小規模貯水槽

水道における、蛇口を介した集団感染であった。ビル建築物の貯水槽の管理を徹底すること

が必要と考えられた。国外では、2010 年にスウェーデンで推定 27,000 人、2011 年に推定

20,000 人が発症する、水道を介した、あるいは水道の関連が疑われるクリプトスポリジウ

ムによる大規模集団感染が生じており、未だに注意を要することに変わりはなかった。2010



A．研究目的 

微生物分科会では水道の微生物汚染に係る

問題として、従属栄養細菌、腸管系ウイルス、そ

して耐塩素性病原微生物を検討し、水道の微生

物学的な安全性向上を目指している。 

水道水では、消毒の塩素が消失すると従属栄

養細菌が増殖するが、このことにあまり注意が払

われてこなかった。従属栄養細菌の多くは病原

性のない雑菌として扱われるが、一部には日和

見感染の病原体が存在し、免疫不全等の健康

弱者にとっては注意すべき対象となる。加えて、

雑菌を捕食増殖する自由生活性アメーバが存

在し、さらに、自由生活性アメーバに感染し増殖

するレジオネラ属菌（Legionella）は、ヒトに重篤

な肺炎やポンティアック熱を引き起こすことが知

られている。この問題は浄水場で水道水の十分

な消毒が行われても防げず、末端側で生じてし

まうことから、途中配管、貯水槽、末端給水栓等

の衛生的な管理が必要である。この問題に関連

して、平成 20 年度より水質管理目標設定項目

に従属栄養細菌が追加された。従属栄養細菌

は配水・給水系統における清浄度の指標として

活用されることが期待されている 1）。加えて、配

管や給水栓等の表面に付着したバイオフィルム

に関心が持たれる。固形表面を測定するには拭

き取り法やスタンプ法が食品分野等で用いられ

ており、これに準じて行うことが考えられる 2、3）。

当該研究では市販の拭き取り用器材を実際の

配管試料に応用した。 

地震等の災害時に飲料水や生活用水を確保

するための施設として耐震性貯水槽が広く利用

されてきている。これまでの調査によると、圧力

式耐震性貯水槽において夏季に貯水槽内の水

と、流入水で水温差があると、貯水槽内底部で

滞留が発生し、残留塩素が低下し、従属栄養細

菌数が高く検出されてしまうことがわかっている。

今回、4 水道事業体の協力を得て、12 か所の貯

水槽について従属栄養細菌数の検査を行い、

夏季において耐震性貯水槽内で水質劣化が生

じていないか実態調査を行った。 

適切に残留塩素が管理された配管内でも、わ

ずかとはいえ細菌が付着して存在し、バイオフィ

ルムの形成されるおそれのあることが、これまで

の調査で判明している 4）。また近年、地震等の

災害時の迂回経路や需要増大時の水圧水量の

均等化を目的に、配水区域のブロック化が行わ

れている 5）。すなわち、適当な広さの配水区域

に、複数の本管が接続されたり、隣接ブロックと

年に問題となった浄水場では前オゾン処理が導入されていたが、この集団感染の経験と国内

浄水場の計算から、オゾン処理には依存できないと考えられた。事故の後に紫外線消毒が導

入され、国内でも同様に対策することが推奨されると考えられた。 

クリプトスポリジウム等検査法の基準化を考えるに際して、煮沸勧告や給水停止の社会的な混乱

の回避が必須である。紫外線照射等の追加の対策を導入することで、水道利用者にとっての安全

性向上、水道事業と行政にとっての混乱解消、検査者の心理的負担の軽減と検査法にとっての正

しい陽性陰性判定が可能と考えられた。すなわち、クリプトスポリジウム検査は水安全計画における

最終製品産物の確認の方法として位置づけられることが妥当と考えられた。水道におけるクリプ

トスポリジウムのリスク管理には、種類ごとの感染確率、水道原水中の濃度と種類、浄水処

理による除去率といった数値が必要となるが、これらの情報は非常に限られている。そこで

過去の大規模集団感染における患者発生数に着目し、水道水中の病原体濃度が 1 桁減少す

れば、患者発生は 1 桁減少するという前提で、大規模集団感染の防止に必要なバリアの程

度を計算した。過去の集団感染では数千人から数十万人、すなわち 4-Log 弱から 6-Log 弱

が発生しており、これが 10 日間かけて蓄積したと想定した場合、患者数を 0 人に抑えるに

は 3-Log ないし 5-Log 程度のバリア導入が推奨との単純計算ができた。 



接続されているなど、その区域に 2、3 箇所から

水が流入出し、水圧の変動や非常時への備え

がなされている。ところがこうしたブロック内では

水が滞留し、残留塩素濃度が低下したり赤水が

発生するなど、実際の管理は容易ではないらし

い。滞留ではないが、流速が遅ければ配管内で

水道水中に含まれる夾雑物が沈降し、蓄積する

恐れがある。例えば 0.4 m/s（少なくとも 0.2 m/s）

の流速が1日1回あれば、配管はセルフクリーニ

ングされると考えられており、配管を衛生的に維

持するためにはそのような配慮が求められている
6 ,7）。配管の内壁に付着した従属栄養細菌数に

ついての研究はほとんどないが、海外において

100 cm2 あたり 1.1×10～5.75×106 CFU であっ

たとの報告がある 8）。配管とは全く条件が異なる

が、壁面が木の板である浴槽について、洗浄前

の浴槽壁面を拭き取った結果、従属栄養細菌数

は 100 cm2 あたり 3.9×105～2.4×106 CFU9）、

洗浄後は 6×100～1.9×102 CFU で、このような

施設では、レジオネラ属菌に悩まされている。 

レジオネラ症は、感染症法に基づく平成 27 年

度の患者届出数が年間 1,600 弱例と多く、対策

が求められている。主要な感染源は入浴施設、

冷却塔などがが知られているが、国内事例の半

数は原因不明とされる。そこで、身の回りの水環

境として、一般家庭、ビル建築物や病院等の、

蛇口におけるレジオネラ属菌の汚染調査を企図

した。 

ウイルスによる水系感染症を制御していくため

には、塩素消毒のみに依存すること無く、浄水工

程におけるウイルスの処理性（除去率）を的確に

把握しておくことも意味がある。しかしながら、現

在、国内の浄水場で広く行われている凝集沈澱

処理においては、ヒト水系感染症ウイルスの処理

性に関する知見は多くない 10, 11, 12, 13）。そこで本

研究では、凝集沈澱処理を実施している全国の

浄水場の協力を得て、送付いただいた原水を用

いた回分式凝集処理実験により、ウイルス処理

性の評価を目的とした。ウイルス指標の候補とし

て、環境中で最も濃度が高く検出されるトウガラ

シ微斑ウイルス（Pepper mild mottle virus、

PMMoV）を検討した 14）。国内の浄水場の協力

を得て、環境中で最も濃度が高く検出されるトウ

ガラシ微斑ウイルス（以下、PMMoV）と、その他

のウイルスの除去率を検討した。 

2010 年にスウェーデンで推定 27,000 人、

2011 年に推定 20,000 人が発症する、水道を

介した、あるいは水道の関連が疑われるクリ

プトスポリジウムによる大規模集団感染が報

告されている 15, 16, 17）。27,000 人は欧州最大、

過去 2 番めに大きく、水道におけるクリプトスポリ

ジウム対策は未だに重要である。 

クリプトスポリジウム等の耐塩素性病原微生物

対策では、モニタリングシステムの拡充に向けた

試料水の濃縮方法としての粉体ろ過法と検出方

法の遺伝子検出法の開発検討を進めてきた。研

究班の成果を元に、試験法へのこれらの追加を

提案した結果、通知に追加されて試験に使用可

能となった（平成 19 年 3 月 30 日付け健水発

第 0330006 号厚生労働省健康局水道課長通

知、平成 24 年 3 月 2 日一部改正）。従って、今

後は普及と実用性をより高めるための改良が求

められる。 

クリプトスポリジウム濃縮法の一つである粉体

ろ過法の方式は、当初は加圧ろ過での利用を想

定していたが、装置による試料間の汚染を最小

限に抑えるべく吸引ろ過方式が必要となった。た

だし、いくつか改善すべき問題が見つかり、特に

低温試料で生じる気泡について検討した。

10 ℃以下の低温な試料水を粉体ろ過する場合、

ろ過中に試料水中の溶存気体が減圧とともに気

泡となって析出し、均一であるべきケーキ層を破

壊するといった問題が発生していた。このクリプト

スポリジウム濃縮法として開発された粉体ろ過法

を、細菌測定の濃縮法として応用を試みた。 

メンブレンフィルター上のクリプトスポリジウム

の計数を簡便化するため、MPN 法の適用を試

みた。顕微鏡観察試料を作成する際に格子入り

メンブランフィルターを用い、クリプトスポリジウム

様の粒子の陽性区画数を計測して、面積当たり

の濃縮物のろ過量(=原水相当量)と陽性区画数

から MPN 値を求めるものである。まず、最適な



ろ過方法により、前提となる検鏡用メンブランフィ

ルター上でのオーシスト等の適切な分散が得ら

れるようにする。そしてこの方法を用いて繰り返し

プレパラートを作成し、MPN 値と実計測値が同

等であることを実験的に確認し、利用可能となる

ことを目指した。 

遺伝子定量に広く採用されているリアルタイム

PCR 法は、一般に標準試料を用いた検量線が

不可欠だが 18, 19, 20）、標準試料の取り扱いは、

濃度調整が容易でなく、汚染（コンタミネーション）

も懸念される。そこで本研究では、絶対定量法と

して注目されているデジタル PCR 法に着目した。

この方法では標準試料の検量線を用いることな

く、目的試料中の遺伝子断片の定量が可能であ

る。反応液を数百の反応セルに分けてから反応

を行い、PCR の増幅が得られた区画数から、

MPN 法のように統計処理を行うことで、試料中

の絶対数を算出する方法である。クリプトスポリジ

ウム検査に、デジタル PCR 法の適用を試みた。 

クリプトスポリジウム遺伝子検出法の適用実績

はまだ少なく、さらなる知見の積み重ねと応用が

求められている。そこで原虫類の検出事例の多

い相模川河川水について、検鏡法と遺伝子検

出法の比較を行った。qRT-PCR 法陽性試料の

遺伝子増幅産物を用いて塩基配列を決定する

ことにより遺伝子型の同定を行い、調査流域の

汚染状況を調べた。 

平成 24 年の 2 月末から 3 月にかけて、浄水

においてジアルジアシストが検出され、煮沸勧告

が出された事例があった。給水地域では混乱が

生じ、10 万人単位で影響が及んだ模様であっ

が、幸い、感染報告はなかった。何故このような

ことが生じるのか、このような事態を回避する方

法はあるのか、水道利用者、水道事業体と行政、

そして耐塩素性病原微生物の検査にとっての最

善を探ることを目的として、現状の整理を試みた。

集団感染を防ぐのに必要な、浄水場における対

策の程度について考察した。 

 

B．研究方法 

B1-1 耐震性貯水槽における従属栄養細菌数 

4 都市で設置している圧力式耐震性貯水槽の

11 地点および大気開放式耐震性貯水槽の 1 地

点について、従属栄養細菌数、一般細菌、残留

塩素、pH 値、水温の調査を行った。従属栄養

細菌数は R2A 培地を用いて、20 ℃、7 日後と

14 日後のコロニー数を測定した 1)。サンプリング

に際しては、捨て水を最低 5 分、約 100 L、多い

地点では 1 時間、約 10,000 L 行った。また、入

れ替わり回数の算出は管路シミュレーションソフ

トなどを使用し、年間配水量の平均、または、7

月から 9 月までの間の配水量の平均から概算値

を求めた。 

 

B1-2 水道配管内の拭き取り従属栄養細菌数 

水道工事で得られた配管に対して従属栄養

細菌数の調査を行った。採取は工事の際に発

生した使用済み水道配管の内表面に、滅菌した

水道水をかけてバイオフィルム以外の細菌や土

を洗い流したのち、拭き取り検査キット（BD ラス

パーチェック）を使用して内壁 2～12 cm2 をふき

取ることで、キット付属のリン酸緩衝生理食塩水

10 ml に回収した。7 日後と 14 日後の従属栄養

細菌のコロニー数（colony forming unit、以下

cfu）を定法に従い R2A 培地を用いて混釈法で

測定した 1)。赤茶けた汚れに対して、フェロシア

ン化カリウム水溶液を用いた鉄の定性反応を行

った 21）。配管の使用年数は市の給水台帳等より

求めた。工事の都合上、配管内の水がサンプリ

ングできなかった際は、近隣の公園や神社の給

水栓の水温と残留塩素を測定し参考値とした。 

 

B1-3 蛇口等水環境のレジオネラ属菌の検出 

Legionella 属菌の培養検出は、「レジオネラ

検査の標準化及び消毒等に係る公衆浴場等に

おける衛生管理手法に関する研究（研究代表

者：倉文明）」と共同して行い、成果の一部を引

用した。研究方法の詳細は以下のとおりである。

協力が得られた家庭、ビル建築物、および医療

機関において、試料を採取した。試料は水試料

およびスワブ試料とし、水試料はチオ硫酸ナトリ

ウムを添加した滅菌容器に採水した。開栓直後



の、蛇口付近に滞留している水を採取した。他

に、温度、pH、遊離残留塩素濃度等を測定した。

スワブ試料は、滅菌綿棒で蛇口内を拭って採取

し、リン酸緩衝液（pH 7.0）の 50 倍希釈液（以下、

希釈緩衝液）1 ml が入った滅菌管に入れた。各

試料は冷蔵にて実験室に搬送・保存した。 

培養は定法にて行った 3）。すなわち、水試料

はメンブランフィルターでろ過濃縮し、希釈緩衝

液に再浮遊した。浮遊液は、熱処理、あるいは

酸処理した後に適宜希釈し、GVPCα 寒天平板

培地、WYOα 寒天平板培地等に塗抹し、36～

37 ℃で 7 日間培養した。Legionella 属菌を疑う

集落を BCYEα 寒天平板培地に転培し、性状に

より鑑別を行った。16S rRNA 遺伝子、Lmip 

（ L. pneumophila macrophage infectivity 

potentiator gene）の PCR 法、あるいは LAMP

法（Loopamp レジオネラ検出試薬キット E、栄研

化学）により、遺伝子検査を行った。必要により、

型 別 用 血 清 お よ び 自 発 蛍 光 の 有 無 、 16S 

rRNA 遺伝子の塩基配列により、種の鑑別を行

った。 

 アメーバによる Legionella 属菌の増菌培養で

は 、 加 熱 処 理 後 の 浮 遊 液 1.5 ml を 、

Acanthamoeba castellanii を浮遊させた希釈

緩衝液に接種し、25 ℃で 3～5 日間培養した。

培養後、培養液を pH 2.2 緩衝液で 4 分間酸処

理し、100 μl ずつを GVPCα 寒天平板培地およ

び WYOα 寒天平板培地に塗抹し、36 ℃で 7 日

間培養した。菌を疑う集落より、性状による鑑別

と、LAMP 法検出を行った。 

 

B1-4 粉体ろ過法の細菌濃縮への応用 

 粉体ろ過による細菌測定は、以下のとおり行っ

た。粉体として粒径 20 µm（アパミクロン AP-20C、

積水化成品工業（株））、粒径 30 µm（平均粒径

33µm、FSC 用アパタイト、アドバンテック東洋

（株））の球状ハイドロキシアパタイトを用いた。ろ

過装置および支持フィルターとして、プラスチッ

ク製減圧ろ過容器（500 mL ファンネル装備の

47 mm ポリサルホンホルダー、KP-47W、アドバ

ンテック東洋（株））を使用した。ろ過容器を吸引

ガラス瓶に取り付け、吸引ポンプに接続し、吸引

ろ過を行った。ホルダーベースに、粉体の支持

体としてセルロース混合エステルタイプメンブラ

ンフィルター(セルロース混合エステルフィルター、

孔径 1.0 µm、直径 47 mm、東京濾紙(株))、あ

るいはPTFEメンブランを親水化処理したオムニ

ポアメンブランフィルター(PTFE フィルター、孔

径 0.45 µm または 1.0 µm、直径 47 mm、メルク

(株))を敷いた。ろ過は、まず支持フィルターをセ

ットしたフィルターホルダー上に 100 mL 程度の

精製水を加えたのち、粉体を添加し、それから

試料のろ過を開始した。高濁度試料水は、農業

用の溜め池より採取した底泥を用いて調製した

（186 NTU）。高濁度試料水を 60 kPa で吸引ろ

過し、ろ液流出速度 70 滴/min 未満を終点とし

てろ過可能水量を測定した。 

 粉体の大腸菌の発育への影響を評価するため、

粉体を添加した培地（コリラート培地および

XM-G 寒天培地）および非添加のコントロール

で リ ン 酸 緩 衝 液 中 に 一 定 量 に 調 整 し た

Escherichia coli （ATCC 11775 株、NBRC 

102203）を添加して定量し、両者を比較した。大

腸菌濃縮の添加回収実験は、支持体として孔径

1.0 µm の PTFE フィルターを使用し、粒径 20 

µm の粉体 0.5 g を加え、一定量の大腸菌懸濁

液 1 mL を添加した。大腸菌を含む濃縮物の回

収は、界面活性剤（0.1% Tween 80）を用い、共

洗い法あるいはフィルターごと回収する方法で

行った。共洗い法は、フィルター上の粉体層およ

びろ過容器内をリン酸緩衝液で共洗いし、紛体

および洗浄液を回収した。フィルターごと回収す

る方法は、支持体のフィルターごと粉体層を滅

菌ピンセットで回収した。 

実環境試料での大腸菌および嫌気性芽胞菌

測定では、広島県庄原市の戸郷川および国兼

川で採水した河川水および、庄原市下水処理

場の流入水および放流水(塩素消毒前)を試料と

して用いた。採水した試料は、採水後直ちに実

験に供した。試料をろ過したのち、滅菌したピン

セットでフィルターごと粉体層を50 mL 遠沈管に

移した。リン酸緩衝液を用いて、十分にろ過容器



内を共洗いし、洗浄液も全て遠沈管に回収した。

また、界面活性剤添加系では、0.5% Tween 80

を添加したリン酸緩衝液を用いてろ過容器を洗

い流し、50 ml 遠心管に回収した。嫌気性芽胞

菌については、フィルターを中型ガラス試験管に

回収し、ウォーターバスで 75 ℃、20 分間加熱を

行ったのち、全量を 50 ml 遠心管に移した。フィ

ルター、粉体および濃縮物を含む試料はタッチ

ミキサーで十分に懸濁させ、大腸菌は XM-G 寒

天培地(混釈法)を用いて、嫌気性芽胞菌はハン

ドフォード改良寒天培地法で定量した。粉体ろ

過法と比較するため、従来のメンブランフィルタ

ー法および混釈培養法で定量を行った。 

 

B2-1 凝集沈殿-PTFE フィルターろ過によるア

デノウイルス、ポリオウイルスの除去性 

 アデノウイルス 40 型 Dugan 株及びポリオウイ

ルス 1 型 LSc/2ab 株を実験に使用した．全国の

浄 水 場 の 協 力 を 得 て 、 水 道 原 水 13 （ pH: 

6.3−8.1，濁度: 1−27 NTU，DOC: 0.4−3.9 

mg/L，UV260: 0.01−0.08 cm-1）を取り寄せた。

角型ビーカーに用意した 300 mL にウイルスを

添加して人工原水とし、ジャーテストにて凝集沈

澱処理実験を行った。凝集剤として塩基度が

50％のポリ塩化アルミニウム（従来 PACl、 

Al2O3: 10.0%、 SO4: 2.7%、 比重: 1.21）を実

際の浄水処理場で使用された凝集剤添加濃度

になるように添加し、直ちに（予備試験の結果を

用いて）HCl あるいは NaOH にて pH を 7

に調整した。G 値 200 s-1 で急速撹拌を 1 分間、

G 値 20 s-1 で緩速撹拌を 10 分間行った後、静

置を 60 分間行った。静置後、上澄み水を採取し、

実験原水とともにウイルスの定量を行った。急速

ろ過を模した膜ろ過には、孔径 0.45μm の

PTFE フィルターを用いた。ウイルスの定量は、

PFU 法（plaque forming unit）にて行った。 

 

B2-2 トウガラシ微斑ウイルスの指標としての有

効性 

 水道事業体の協力を得て入手した水道原水を

用いて、回分式凝集沈澱−砂ろ過処理における、

アデノウイルス、コクサッキーウイルス、A 型肝炎

ウイルス、マウスノロウイルス、並びにトウガラシ微

斑ウイルスの処理性を評価した。精製したアデノ

ウイルス、コクサッキーウイルス、A 型肝炎ウイル

ス、マウスノロウイルスを 102-3 PFU/mL になるよ

う に 、 ま た 、 ト ウ ガ ラ シ 微 斑 ウ イ ル ス を 103 

lesions/mL になるように同時添加した。8 箇所

の水道原水（pH: 7.0−7.7、濁度: 0.4−4.6 NTU、

DOC: 0.6−3.7 mg/L、UV260: 0.01−0.09 cm-1）

を実験原水とし、角型ビーカーの 2 L にウイルス

を添加した。ここに、凝集剤として従来から広く

用いられているポリ塩化アルミニウムを各浄水処

理場における使用濃度になるように添加し、直ち

に（予備試験の結果を用いて）HCl あるいは

NaOHにてpHを7に調整した。これをG値200 

s-1 にて 1 分間急速攪拌、G 値 20 s-1 にて 10 分

間緩速攪拌した後、60 分間静置した。原水及び

静置後の上澄水を採取した。上澄水を 120 m/d

のろ速にて、珪砂（有効径: 0.6 mm、均等係数: 

1.3 以下）を充填した砂ろ過カラム（ろ層厚さ: 10 

or 20 cm）に 10 分間、あるいは 15 分間通水し、

凝集沈澱−砂ろ過処理後の試料を採取した。ウ

イルス濃度はリアルタイム PCR 法にて定量した。

トウガラシ微斑ウイルスについてはタバコ葉

（Nicotiana tabacum cv. Xanthi-nc）への感染

評価も実施した。 

 

B2-3 国内浄水場におけるウイルス除去の実測 

環境中で最も高濃度と言われるトウガラシ微

斑ウイルス、並びにアイチウイルス、ノロウイルス、

PMMoV、アデノウイルス、JC ポリオーマウイル

スを、PCR 法により測定した。2014 年の 5、 6、 

9、 11 月および 2015 年 1 月に、国内の 3 箇所

の浄水場 (浄水場 1、 浄水場 2、浄水場 3) の

協力を得て、合計 43 試料を採取した。それぞれ

多量の水試料を採取し、陰電荷膜を用いた酸洗

浄・アルカリ誘出法による濃縮と、UF 膜を用い

た二次濃縮を行った。QIAamp viral RNA 

mini kit（Qiagen）等により核酸を抽出した後、

PCR を行った 14）。必要により PCR 阻害を回避

する希釈等の操作を行い、最も高い測定結果を



真の濃度とみなした。 

 

B3-1  クリプトスポリジウムの吸引式粉体ろ過法 

フィルターホルダーは、焼結ガラス製を用いた。

10 Lポリタンクに溜めた大原浄水場浄水約10 L

をフィルター径 90 mm、粉体量 3 g、ろ過圧 27 

kPa の条件でろ過を開始した。装置は【ポリタン

ク】―【90 mm フィルターホルダー】―【マニホー

ルド】―【循環式アスピレーター】の順に組み立て、

試料水の入ったポリタンクはファンネルより 50 

cm ほど高い位置に設置した。ろ過後のケーキを

観察した。低水温試料水の前処理方法の検討

では、ろ過前の試料水中の溶存気体量の低減

化を目的に、「スターラーで激しく攪拌する方法」

と「水浴で加温後、室温まで冷却する方法」で検

討した。「スターラーで激しく攪拌する方法」は、

試料水をろ過前に2 Lごとに分けてスターラーで

10 min 激しく攪拌したのち、10 L ポリタンクに移

し変えた。「水浴で温めた後、室温になるまで冷

ます方法」は水道水約 10 L（水温 7.5 ℃）を

45 ℃の水浴で 30 min 温めたのち、一晩放置

して室温まで冷却した。粉体は浄水 200 ml に

懸濁させたのち脱気して使用した。吸引方式用

のフィルターホルダー用のふたは、特別注文の

ふたと、代替として汎用品として販売されている

安価なゴム板（厚さ 5 mm のゴム板（クロロプレン

ゴム）を接着剤にて張り合わせ厚さ 10 mm）を用

いた。ゴム板の中央部にはチューブが通るように

穴を貫通させた。チューブは 8×5 mm を用いた。

ろ過時にはホルダーの縁にシリコングリスを塗っ

た後、おもりをゴム板の上に乗せて安定させた。 

 

B3-2 格子入り観察フィルター上での MPN 法

を用いたクリプトスポリジウム定量 

ホ ル マ リ ン 固 定 し た Cryptosporidium 

parvum genotype 2のオーシスト1 mlに、蛍光

標識-抗クリプトスポリジウム抗体 100 µl(ARK 

Fluor Ab C/G, アークリソース)を加え、一昼夜

冷蔵庫内(4℃)で染色し、101 個/ml オーダーに

PBS で希釈した。PBS には分散性を高めるため

に、Tween 80 を 0.1％の濃度で添加した。メン

ブランフィルターは、3 mm 角の格子と直径 20 

mmの疎水円の付いた、孔径0.45 μm、直径25 

mm のセルロースニトレートメンブランフィルター

(13106-25-N、ザルトリウス)を用いた。フィルタ

ーホルダーの焼結ガラス製の吸引部およびファ

ンネルは、メンブランフィルターの疎水円（直径

20 mm）より大きい直径 22 mm に加工したもの

を用いた。メンブランフィルター上での等分散性

の確認されたろ過方法、すなわち 10 分間の静

置と、吸引圧力をほとんどかけずにゆっくりろ過

する方法に従ってろ過し、プレパラートを作成し

た。クリプトスポリジウムの計数には、落射蛍光顕

微鏡の B 励起 200 倍で行った。フィルター上の

オーシスト数と、オーシストの計数された区画数

(陽性区画数)を同時に数えた。区画は、3 mm

角の完全区画と、辺縁の不定形の区画を区別し

た。不完全区画は、すべてをまとめて 1 区画とす

る場合と、中央を境に左右の 2 区画とする場合

の 2 通りで MPN 値を算出した。MPN 値の計算

に は 、 USEPA の MPN プ ロ グ ラ ム (Most 

probable number calculator, US EPA)を用い

た。MPN 値と実計測値の比較には、t 検定を用

いた。 

 

B3-3 デジタル PCR 法を用いたクリプトスポリジ

ウムの定量 

標準試料として、感染マウスの糞便より精製し

た Cryptosporidium parvum オーシスト（H8

株）を用いた。なお、標準試料の精製は採取日

を変えて 2 回実施しており、株は同一だが、精製

と濃度測定が独立している。それぞれの試料を

Std.1、Std.2 とし、それらの誤差を含めた検討を

行った。オーシストの濃度測定には使い捨ての

血球計算盤を使用した。核酸抽出は遺伝子検

出法で標準的に行っている以下の方法で行った
20）。試料を－80 ℃のドライバスと 37 ℃のヒート

ブロックを用いて 5 回の凍結融解を行った。次に

Proteinase K 溶解液を添加し、60 ℃で 30 分

間溶解反応を行った。その後 2 分間の超音波処

理を行い、さらに 75 ℃で 10 分間の追加反応を

行った。この核酸抽出液を 95 ℃で 5 分間加熱



し、Proteinase K を失活させた後、氷中で急冷

した。18S rRNA から、逆転写反応（Takara、

PrimeScript RT Master Mix）によって cDNA

を合成した。 

PCR 法による 18S rDNA 遺伝子の定量では、

1 反応あたり 1 oocyst となるように、核酸抽出試

料の量を調整した。18S rRNA から逆転写で作

成した cDNA の定量には、1 反応あたり 0.025 

oocysts 相当となるようにした。冷凍保存してい

た 1.1×104 oocysts/50 µL、7.0×104 oocysts/50 

µL の高濃度の試料から抽出を行い、段階希釈

を経て最終的な濃度を調製した。デジタル PCR

には、BioMark Real-time System、12.765 

Digital Array（Fluidigm Corporation）を用い

た。すなわち、反応溶液が 765 の微小セルに自

動分注され、PCR 反応後にそれぞれのセルに

ついて陰性・陽性の判断をし、陽性反応数から

ポアソン分布に基づき計算することで、元の反応

液中の遺伝子数を定量した。一連の分注、PCR、

陽性区画の計数、定量値算出は、装置により自

動的に行われた。PCR の反応系に、既往文献

に記載された 18S rRNA 遺伝子を標的としたプ

ライマー・TaqMan プローブを用いた 18）。各試

料について 2 回の測定を行った。 

全国 10 箇所の浄水場の協力を得て、水道原

水 5 L を採取した。常法に従い、親水性 PTFE

メンブレンフィルター法によって濃縮を行った。

免疫磁気ビーズ法による精製を実施した後、核

酸抽出に供した。核酸抽出は遺伝子検出法で

標準的に行っている前述の方法で行った。逆転

写反応によって cDNA を合成し、デジタル PCR

法およびリアルタイム PCR 法により濃度を測定

し た 。 比 較 の リ ア ル タ イ ム PCR に は

LightCycler 480 System II （ Roche 

Diagnostics）を用いた。PCR の反応系は、デジ

タル PCR、リアルタイム PCR ともに、前述の反応

系を用い、各試料について 2 回の測定を行った。

コピー数（RNA 分子数）からオーシスト数への換

算には、後述のデジタルPCR法を用いて測定し

た換算係数（22,000 コピー/オーシスト）を用い

た。 

 

B3-4 相模川水系における遺伝子検出法を用

いた原虫調査 

試料として相模川水系の河川表流水を用いた。

相模川本川は、支川合流前の座架依橋と、支川

合流後の寒川取水堰で採水した。相模川本川

に流入する支川のうち鳩川、中津川、小鮎川、

貫抜川、玉川、永池川で採水した。畜舎排水の

影響が大きい試料を得るため、中津川に流入す

る排水路（蟹淵排水路）の、畜産施設排水口の

下流約 1 km の地点で採水した。検鏡は定法に

従い、試料水を親水性 PTFE フィルター（孔径 5 

μm 直径 90 mm）でろ過濃縮した後、免疫磁性

体粒子法により原虫類を分離し、蛍光抗体染色

法で観察および計数を行った。一部の試料を除

き、免疫磁性体粒子法により分離した試料の半

量を検鏡法に供し、残りの半量を遺伝子検出法

に供した。 

免疫磁性体粒子法で分離した原虫類は、磁

性体粒子から塩酸解離後、中和処理と遠心洗

浄を行った。核酸抽出、逆転写、定量 PCR には、

Cycleave RT-PCR Cryptosporidium (18S 

rRNA) Detection Kit 及び Cycleave RT-PCR 

Giardia (18S rRNA) Detection Kit (タカラバ

イオ)を使用した。クリプトスポリジウム１個あたり

18,000 コピー 、ジアルジア１シストあたり 1,600

コピーとして個数を算出し、検水量相当に換算し

た。遺伝子増幅産物の塩基配列決定を行い、

Blast 検索により近縁の登録配列を調べた。 

 

B3-5 高度浄水処理（オゾン処理）におけるクリ

プトスポリジウム等の不活化率の推算 

上下迂流向流３段接触方式のオゾン接触槽

を有するＸ浄水場において、水温の低下から不

活化効果が低くなる冬季にオゾン注入率を 2.0 
mg/L まで増し、その前後で各オゾン接触槽及

び滞留槽の出口における溶存オゾン濃度をイン

ジゴカルミン法 22)で測定した。併せて、オゾン接

触槽１段目の流入水、オゾン接触槽３段目出口

及び生物活性炭処理水の臭素酸イオン濃度を

イオンクロマトグラフ法 23)で測定した。さらに、



2010 年４月に EPA（米国環境保護庁）が公表し

た" Long term 2 enhanced surface water 

treatment rule toolbox guidance manul " 24)

に示された以下の計算式を用い、溶存オゾン濃

度等の測定結果から不活化効果を表す対数減

少値（常用対数で表された残存率の正負の符号

を逆にした値）を計算した。 

 

-log(I/I0)＝log(1＋2.303×k10×C*×HDT) 

               …式 1 

ただし： 

-log(I/I0)：対数減少値 

k10：対数減少値の係数（L/mg･min） 

k10 k10＝0.0397×(1.09757)水温  

C*：特性 C 値濃度（mg/L） 

C* 接触槽では C*＝C 出口÷2 

C* 滞留槽では C*＝C 出口 
HDT：水理学的滞留時間（min） 

HDT HDT＝槽容量÷流入水量 

 
なお、EPA マニュアルでは、トレーサー実験を

行って 10％流出時間（T10）を計算していない場

合は、反応槽各段が完全混合槽であるとして

CSTR 法で対数減少値の計算を行うこととしてい

るため、これに従って対数減少値を計算した。ま

た、クリプトスポリジウムに関して最初の接触槽に

不活化率を設定しないこと、第２槽以降であって

も流入水に残留オゾンが検出されない槽には不

活化率を設定しないことを勧告しているため、こ

れに従っている。 
 

B3-6  国内外の発生動向、水道水におけるクリ

プトスポリジウム汚染の検出と対策、大規模集団

感染を防ぐのに必要なバリア 

 論文、書籍、厚生労働科学研究費補助金によ

る報告、インターネット公開の資料等を参照した。

いずれも出典を明記した上で引用し、必要により

抜粋等を行った。 

飲料水中の病原体の濃度が 1 桁減少すれば、

患者発生数は 1 桁減少するという前提で、大規

模集団感染を防ぐのに必要なバリアの程度を単

純計算した。過去の集団感染における患者発生

数は、報告資料から求めた 17, 25, 26）。 

 

C．研究結果および考察 

C1-1 耐震性貯水槽における従属栄養細菌数 

耐震性貯水槽の水質検査結果を表１に示す。

施設 N1、N2 とも、7 月から 9 月末の間、調査時

の捨て水のほかに毎週 1 回の頻度で、60㎥から

90㎥の放水を行っており、総量は1 シーズン(13

週）でおよそ800～1,200㎥であった。施設 N1、

N2 とも構造が他に比べ単純であり、入れ替わり

回数が 3 回/日以上あるにもかかわらず、低水温

の滞留水が大量に発生し、対策として毎年夏季

に捨水を行っている。それにもかかわらず、わず

かとはいえ従属栄養細菌数が他よりも高かった。

結果には含まれていないが、改修に成功した同

型の貯水槽の経験があったことから、滞留しや

すい構造上の問題と考えられた。 

施設 H3 は 1 日の入れ替わり回数が 2.4 回と

多くはないが、滞留は発生していなかった。施設

NA1 は地上設置大気開放式で、従属栄養細菌

数が多かったが、サンプリング管の汚れによるも

ので、滞留によるものではないと考えられた。施

設 NA2 は入れ替わり回数 25 回/日と大きく、良

好な結果であった。 

施設 NA3 では、並列に 3 槽設置されているこ

とから、1槽ごとの入れ替わり回数は0.63回/日と

少なく、従属栄養細菌数の増加および槽内がモ

ルタルライニングである影響による pH 値上昇が

認められ、滞留が懸念された。貯水槽の配管を、

並列から直列に変更することで水質改善の可能

性があると考えられた。 

施設 K1、K2、K3 では、入れ替わり回数が 3

回/日以上であり、滞留はなかった。 

施設 K4 では、入れ替わり回数が 1.4 回/日と

少なく、施設 NA3 と同様の理由で滞留が懸念さ

れる。 

以上の通り、滞留の恐れを見出し解消させる

ことで、従属栄養細菌数は有効活用されると期

待された。なお全体として、滞留が懸念されるい

ずれの耐震性貯水槽も、14 日間培養後の従属

栄養細菌数が大幅に増加する傾向が見られ、損



傷菌の存在が示唆された。現行の検査方法で

は 7 日に加えて 14 日も検査することが望ましい

とされるが、14 日は必須になると考えられた。 

 

C1-2 水道配管内の拭き取り従属栄養細菌数 

 表 2 に配管実試料の測定結果を示した。合

計16試料から従属栄養細菌が0～1,083 CFU 

/cm2検出された。この 103 CFU/cm2の数値は、

平成 25 年度に測定した浄水場ろ過池内壁

（100～102 CFU/cm2）より多く、海外で報告

されている数値（ 1.1× 10-1 ～ 5.75× 104 

CFU/cm2）8)の、中間より多い方と考えられ

た。 

最も多く検出された配管 15 は、配管 14、

配管 16 と同じ末端区域に位置した（図 1）。

また、配管 15 と配管 16 は距離も近く、どち

らも昭和 43 年敷設の比較的古い配管である

が、配管 15 のみ高い結果となった。その要

因として、配管 15 の敷設状況が影響してい

る可能性が考えられた。配管 15 はループ状

に形成された配水管への分岐点手前にあたり、

道路の形状に合わせてカーブしている場所で

あり、わずかとはいえ汚れの付着しやすい面

（カーブの内側の面）が生じえた。流速は 0.1

～0.5 m/s（日最大配水量発生時）と想定され

たが、セルフクリーニングに必要な 0.4 m/s

（あるいは 0.2 m/s）を下回る想定が範囲に含

まれていた 6, 7)。もし水需要が低ければ、汚

れが付着しやすい状態と考えられ、実際茶褐

色と黒褐色の沈着が見られた。なお配管 14

は、配管 15 同様に流速が遅いのに菌数が少

ないのは、使用年数が浅いことが理由かもし

れない。配管 14 から 16 の地区における末端

給水栓水の残留塩素濃度は年間平均 0.3 

mg/L であり、残留塩素濃度管理は適切に行

われている。一方、塩素濃度の管理が適切で

あっても配管内には付着した細菌が存在し、

流速の遅い場所などにバイオフィルムが形成

される恐れがあることを確認した。 

 次に、給配水管の末端で滞留している問題を

見出した。サンプリングを行った配管の一部写真

を図 2 に、従属栄養細菌数を表 3 に示す。培養

7 日後の結果での検出数は 2 CFU/cm2 未満で

あったが、培養 14 日後の結果では菌数が増加

し、塩素消毒による損傷菌の検出が想像された。

14 日後のサンプル No.2 において 2,000 

CFU/cm2 と検出数が高かった。No.2 は水の停

滞が発生している配水管の末端であった（図 3

工事箇所）。No.2 の配管は、周辺の 4 件の住宅

のための、50 mm の配水管の約 50 m であった。

検体を採取したのは配管の最末端の鉄キャップ

の部分である（図 2A、B）。最後の個人宅への給

水管の分岐は、鉄キャップ設置部位の 50 cm ほ

ど手前にあり、分岐以降の 50 cm の部分は水が

滞留する状態であった。この様な滞留をさせな

いための、何らかの工夫が必要と考えられた。 

一方、No.2 と異なり、配管内部に明らかに赤

茶けた色の汚れが付着していたが（図 1D、F）、

従属栄養細菌数は培養 14 日後であっても 3 

CFU/cm2 以下と意外に少なかった。汚れに対し

て、鉄の定性反応試験を行ったところ、陽性であ

ったことから、汚れは鉄さび由来の可能性が高

かった。水の滞留が発生していなければ、配管

内部に鉄由来の汚れが付着しても、従属栄養細

菌数の増加が許されないと考えられた。このこと

からも、配管を衛生的に維持するには、滞留さ

せないことが必要と考えられた。 

 赤水苦情に伴う布設替え工事があり、3 地点で

2 回ずつ培養を行う機会を得た（図 4，表 4）。特

に試料 3、4 において 104 ないし 105 CFU/cm2

と高い従属栄養細菌数であった。使用年数は 3

地点で最も浅く、年数に関連性が無かった。試

料 3、4 の地点は、障害物を回避するために配

管が上に立ち上がる場所で、内部からゴミも回

収された（図 5）。ゴミの成分は鉄とアルミニウム

が主だったことから、配水系由来の鉄錆と、浄水

処理から僅かに漏れた凝集剤が混ざったものと

考えられた。 

 シミュレーションにより各地点の流速を求めたと

ころ、年平均で最大 13 cm/s、最小 1 cm/s と遅

い様子であった。この配管は、ブロック化により 2

方向から水が供給されて水が押し合っており、



滞留しやすい場所であった。セルフクリーニング

に必要な 1 日瞬間最大 40 cm/s とは数字の意味

が異なるので比較はできないが、ゴミが蓄積して

いる以上は、セルフクリーニングができていない

と考えられた。流速を高める対策、例えば配管

径の縮小やブロック化の解消を行い、現状を把

握するために流速計を使用するなどが考えられ

た。定期的な捨て水も、当面の対策になるかもし

れない。もし赤錆等の苦情があれば、近辺の管

網の流速を確認し、洗管などを積極的に行うこと

が考えられた。塩素濃度は最低限維持されてい

るので、大腸菌、一般細菌で検出できる問題で

はないとして、残念ながら事前に付近の従属栄

養細菌数を測定していないので、どのような菌数

であったかは不明であった。従属栄養細菌数が

どこまで高まっていたのか、この様な事例の蓄積

と、問題解消が必要と考えられた。 

 

C1-3 蛇口等水環境のレジオネラ属菌の検出 

複数家庭の協力を得て、開栓直後の滞留して

いた蛇口水を採取し、レジオネラ属菌の分離な

らびに遺伝子の検出を試みた（表 5）。培養によ

り水試料 68 検体中 2 検体（3%）から生菌が分離

された。重篤な肺炎の集団感染で知られる

Legionella pneumophila SG1 が、一般家庭の

浴槽の給湯水から検出され、注意する必要があ

ると考えられた。LAMP 法により遺伝子が検出さ

れたのは、12 検体（18%）であった。 

新築の特定建築物では、配管は複雑で、滞

留が懸念された（図 6）。入居前における、蛇口

を開いた直後の初流水では、大腸菌は 12 か所

全てで検出されなかったものの、一般細菌数は

およそ 100,000 CFU/mL、従属栄養細菌数は

210,000 CFU/mL と高かった（ちなみに直接の

比較はできないが、十分放流した後に測定され

る一般細菌数は 100 CFU/ml、従属栄養細菌

数は 2,000 CFU/ml が基準である）。調査対象

の特定建築物は、建物完成後から入居前までの

2～3 ヶ月ほどの間（10 月竣工、調査は入居前

日の 1 月 7 日）に、水の滞留による微生物汚染

が生じてしまったと考えられた。結果には示さな

いが、入居後は菌数が漸減し、夏季に一時的に

増加（水温上昇によると考えられた）したものの、

減少傾向にあった。入居後の水道使用に伴って、

水の停滞が解消されたことが理由と考えられた。 

レジオネラ属菌は、入居前から汚染が認めら

れた。当初は少なかったものの、夏に向かって

漸増し、その後も高いまま維持された（表 6）。漸

増は水温の上昇とバイオフィルム中のレジオネラ

属菌の割合の増加、秋から冬にかけての高止ま

りは給湯系の混合使用やバイオフィルムが除去

されないことが理由と考えられた。一般細菌数及

び従属栄養細菌数のような経時的な減少はみら

れず、サンプリングタイミングの影響か若干の上

下変動はあるものの、一旦汚染が定着すれば、

除去されること無く汚染が継続したと考えられた。

レジオネラ属菌の菌種は、Legionella anisa、L. 

sp.及び L. nautarum であった。 

以上の結果から、入居前後のバイオフィルム

の定着を防ぐための、水抜きあるいは滞留させ

ない定期的な放水、バイオフィルムの定着後は

洗浄したり定期的に放水したり、滞留しても塩素

濃度を高く維持できるように受水槽や貯水槽の

時点で追加塩素したり水位を下げて滞留時間を

減らしたり、といった対策の必要が考えられた。 

 3 医療機関の蛇口より、高頻度にレジオネラ属

菌が培養で検出された（表 7）。医療機関 D では

L. pneumophila SG1 及び SG5、L. feeleii、

Legionella sp.が、各種蛇口から採取した水試

料15検体中の10検体（67%）から培養で検出さ

れた（表 7）。遊離残留塩素濃度は平均 0.05 

mg/L、範囲は 0.01～0.11 mg/L、従属栄養細

菌数は幾何平均 170 CFU/ml、範囲は 1.0～

9,250 CFU/ml であった。 

 医療機関 E では L. pneumophila SG1 及び

L. feeleii が水試料 16 検体中の 6 検体（38%）

から培養で検出された（表 7）。遊離残留塩素濃

度は平均 0.09 mg/L、範囲は 0.01～0.54 mg/L、

従属栄養細菌数は幾何平均 1,095 CFU/ml、

範囲は 6.0～49,500 CFU/ml であった。 

 医療機関 F では Legionella sp.が水試料 15

検体中の 4 検体（27%）から培養で検出された



（表 7）。残留塩素濃度は平均 0.23 mg/L、範囲

は 0.14～0.56 mg/L、従属栄養細菌数は幾何

平均 64.7 CFU/ml、範囲は検出限界以下～

3,005 CFU/ml であった。 

 医療機関により差はあるが、蛇口の初流水が

高率にレジオネラ属菌、特に L. pneumophila

に汚染されている実態が明らかとなった。その中

でかろうじて医療機関 F が、他の 2 医療機関と

比較して汚染率が低かった。この医療機関の遊

離残留塩素濃度の範囲は 0.14～0.56 mg/L で

あったが、レジオネラ属菌が検出されたのは 0.2 

mg/L 未満の水試料であった。これに対して他の

2 医療機関の遊離残留塩素濃度は平均 0.09 

mg/L（0.01～0.54 mg/L）及び 0.05 mg/L（0.01

～0.11 mg/L）と低かった。医療機関D では高置

水槽において追加の塩素消毒が行われており、

医療機関 E と F では行われていなかった。この

結果から、給水系における遊離残留塩素濃度が、

レジオネラ属菌の汚染と関連していることが示唆

された。いずれの病院にも大きな受水槽、高置

水槽があり、2、3 日分の水が貯水されており、他

の病院と同様に、災害への備えがなされていた
27）。つまり常時、水が滞留している環境にあり、

塩素消毒が消失しても仕方のない状況にあった。

水道の給配水は、3 日間もの滞留は考慮されて

いないのではないか。この様な施設の蛇口の衛

生状態を維持するには、浄水場側で 3 日間の滞

留を考慮した塩素消毒にするか、施設側で受水

槽あるいは高置水槽に塩素を添加するか、いず

れにしても蛇口初流水の遊離残留塩素濃度を

0.2 mg/L 以上となるように努めることが必要と考

えられた。 

以上の通り、従属栄養細菌数とレジオネラ属

菌の結果から、滞留させないこと、遊離残留塩

素濃度を維持すること、開栓直後の水を捨て

ること、といった対策が推奨と考えられた。 

 

C1-4 粉体ろ過法の細菌濃縮への応用 

 高濁度モデル水を用いて、粉体ろ過法のろ過

可能水量を測定した（図 7）。最初に粉体を使用

していないコントロールのろ過可能水量は、フィ

ルター孔径 1.0 µm では 624 mL、孔径 0.45 

µm では 344 mL で、当然のこととして目の細か

い方が詰まりやすく、ろ過水量に差が生じた。一

方、粒径 20 µm の粉体を添加した条件では、

1,082 mL あるいは 1,058 mL と、粉体の使用に

よりろ過可能な水量が倍増した。粉体ろ過では、

支持フィルターの孔径による差はなかった。結果

には示さないが、粒径 30 µm の 1.0 g と 1.5 g

の粉体使用量も検討したが、粒径 20 µm の 0.5 

g と同様の結果であった。また、粉体は、大腸菌

の発育に影響しなかった（XM-G 寒天培地（1 シ

ャーレ 20 mL）とコリラート培地（1 試験管 1 mL）

にそれぞれ 0.05 g 添加の場合）。回収方法も、

共洗いと、フィルターごとの回収の、いずれも可

能であった。界面活性剤を使用したとしても、定

法の膜ろ過より、粉体ろ過法の回収率が良かっ

た。最終的に、孔径 1.0 µm の PTFE フィルター

に粒径 20 µm の 0.5 g を添加する条件を、最適

な粉体ろ過条件として提案した。 

河川水を対象として、粉体ろ過による濃縮後

にコリラート MPN 法により定量を行った大腸菌

数と、公定法であるコリラート MPN 法により定量

を行った大腸菌数の関係を図 8 に示した。両者

の相関係数は R2＝0.94 と高い相関が認められ、

粉体ろ過法と公定法で同等の大腸菌数が得ら

れた。 

X-MG 培地において、粉体ろ過-混釈法とメン

ブランフィルター法で河川水、下水流入水およ

び放流水の大腸菌数を比較した（図 9）。回収用

のリン酸緩衝溶液に Tween 80 を 0.5%添加する

方法が適しており、粉体ろ過法は従来法と同等

かそれ以上の回収が認められた。 

 嫌気性芽胞菌についても河川水、下水流入水

および放流水の試料を、粉体ろ過法と従来法で

比較した（図 10）。嫌気性芽胞菌は、どの濃度域

においても従来法と同等かそれ以上の菌数とな

り、幅広い濃度範囲で適用が可能であった。特

に、嫌気性芽胞菌の試験では、試料の加熱操

作(75 ℃、20 分)が必要であるが、大容量の液

体試料のままでは加熱処理が困難である。本法

では、濃縮後の粉体とフィルターを試験管に回



収し、リン酸緩衝液で浸してから加熱する方法と

し、有効に機能した。 

 以上の通り、クリプトスポリジウムを目的とした粉

体ろ過法は、細菌への応用も可能であった。大

容量の細菌検査が従来より容易になった。 

 

C2-1 凝集沈殿-PTFE フィルターろ過によるア

デノウイルス、ポリオウイルスの除去性 

凝集沈澱処理（静置後）におけるアデノウイル

ス及びポリオウイルスの除去率を図 11 に示す．

PFU法にて評価したアデノウイルス及びポリオウ

イルスの除去率は、それぞれ 0.1～1.4 Log、0.5

～2.4 Log となった．なお、いずれの水道原水を

用いた場合であっても、濁度の除去率は 76～

99%であったのに対し、アデノウイルスの除去率

については、0.1 Log 程度に留まる水道原水も

見られた．従って、凝集沈澱のみでは、ウイルス

の除去は期待できなかった。 

 凝集沈澱後に急速ろ過を模した膜ろ過処理を

追加したアデノウイルス及びポリオウイルスの除

去率を図 12 に示す．いずれの水道原水を用い

た場合においても、凝集沈殿静置後に比べて除

去率が大きく向上し、PFU 法にて評価したアデ

ノウイルス及びポリオウイルスの除去率は、それ

ぞれ 1.9～3.7 Log、2.4～3.9 Log となった．ア

デノウイルス及びポリオウイルスの粒径は、本研

究で使用したメンブレンフィルターの膜孔径より

も小さいため、これらのウイルスが水中において

凝集塊を形成せずに単分散している場合は、

0.45 μm のメンブレンフィルターでは除去するこ

とができない．凝集沈澱処理によってアデノウイ

ルス及びポリオウイルスを含むマイクロフロックが、

後段の膜ろ過処理によって効果的に抑止された

ために凝集沈澱処理に比べて除去率が向上し

たと推察された．なお、Hijnen らは、1975 年か

ら 2003 年までの凝集沈澱−粒状層ろ過処理（砂

ろ過処理含む）におけるウイルスの処理性評価

に関する研究を Review しており、3.0±1.4 Log

の除去率が期待できることを報告している 13)．

0.45 μm のメンブレンフィルターと砂を含む粒状

層では分離機構が異なるかもしれないが、本研

究で得られた凝集沈澱−膜ろ過処理におけるウ

イルスの除去率は、既往の研究と同程度となっ

た． 

 

C2-2 トウガラシ微斑ウイルスの指標としての有

効性 

 凝集沈澱処理（静置後）並びに砂ろ過処理後

における、アデノウイルス、コクサッキーウイルス、

A 型肝炎ウイルス、マウスノロウイルスと、トウガラ

シ微斑ウイルスの除去率の相関を図 13 に示す。

凝集沈殿処理後のアデノウイルス、コクサッキー

ウイルス、A 型肝炎ウイルス、マウスノロウイルス

の除去率は、それぞれ 0.4−1.2 log、0.8−1.7 

log、0.6−1.2 log、0.5−1.1 log となった。凝集沈

澱−砂ろ過処理後は、静置後に比べて除去率が

向上し、アデノウイルス、コクサッキーウイルス、A

型肝炎ウイルス、マウスノロウイルスの除去率は、

それぞれ 1.4−2.4 log、0.9−2.7 log、0.8−2.4 

log、0.8−2.0 log となった。この時のトウガラシ微

斑ウイルスの除去率は、アデノウイルス、コクサッ

キーウイルス、A 型肝炎ウイルス、マウスノロウイ

ルスのいずれのウイルスの間にも相関関係が認

められた。トウガラシ微斑ウイルスの除去率は、

水系感染症ウイルスの除去率と同程度であった。

なお、先の 0.45 μm のメンブレンフィルターでの

ろ過の結果に比べて若干除去率が低いが、メン

ブレンフィルターと砂ろ過のろ過性能の差、

PFU 法では無く PCR による評価であること、が

理由と考えられた。 

 なお、既往の研究において、凝集沈澱処理に

おける大腸菌ファージ MS2 の除去率は、感染

性の PFU 法と遺伝子コピー数の PCR 法の評価

に差が見られ、その原因が PACl の不活化効果

によると報告されている。本研究での Nicotiana 

tabacum cv. Xanthi-nc を用いた感染性評価

手法（図 14、15）と PCR 法を比較した結果は、

同程度の除去率が得られた。すなわち、トウガラ

シ微斑ウイルスは、MS2 とは異なり、PACl により

不活化されなかった。 

 以上の結果から、トウガラシ微斑ウイルスは、水

系感染症ウイルスの凝集沈澱−砂ろ過処理性を



評価する上で有効な代替指標と成り得る可能性

が示唆された。 

 

C2-3 国内浄水場におけるウイルス除去の実測 

 各浄水場の処理フローおよび試料採取地点を

図 16 に示す。これらの浄水場では、「水道にお

けるクリプトスポリジウム等対策指針」に基づき、

ろ過処理工程後の濁度を 0.1 度以下に抑えられ

るよう濁度監視による運転管理が実施されてい

る。浄水場 1 は 2 つの処理系統 (A、 B) を有し、

処理系統 A は緩速砂ろ過、処理系統 B では

PAC による凝集・沈殿および急速砂ろ過が行わ

れている。浄水場 2（処理系統 C）では凝集剤を

添加せずに上向流式の急速砂ろ過処理を行い、

その後緩速砂ろ過処理を行っている。浄水場 3

（処理系統 D）では鉄系凝集剤および PAC によ

る凝集・沈殿および急速砂ろ過が行われてい

る。 

 原水中のウイルス濃度および各種試料におけ

る陽性率を表8に示す。原水試料中の濃度範囲

は、先行研究同様 28, 29, 30)、本調査においても

PMMoV が 104.52 ± 0.49 copies/L と桁違いに高濃

度で存在することが示された。処理過程や最終

浄水を含む各種試料中の陽性率も、PMMoV

が最も高い 83％であった。他の低濃度なウイル

スに比べて有利であり、今後の活用が期待され

た。 

 原水中および各処理工程後におけるトウガラ

シ微斑ウイルスの定量結果を図 17 に示す。 除

去効率の算出には処理工程前試料および処理

工程後試料の両者から濃度が定量された場合

のデータのみを用いた（図 18）。凝集・沈殿およ

び急速砂ろ過による処理（処理工程BおよびD）

のトウガラシ微斑ウイルス除去率は高く、4.3～

5.2-Log であった。凝集剤添加なしの急速砂ろ

過（処理工程 C）は 0.73-Log （平均値）と高くな

く、凝集・沈殿工程が急速ろ過の除去効率向上

に貢献していると示唆された。緩速ろ過（処理工

程 A）によるウイルス除去効率も高くなかった。 

 以上の通り、トウガラシ微斑ウイルスは、浄水処

理におけるウイルス指標として使用可能であっ

た。 

 

C3-1  クリプトスポリジウムの吸引式粉体ろ過法 

 試料間のクロスコンタミネーションを回避するた

め、出来る限り接触面を低減することが可能な吸

引式の粉体ろ過法を検討した（図 19A、B）。フィ

ルターホルダーは、ステンレススクリーンのろ過

ケーキの場合は外周部付近のステンレススクリー

ンの穴が空いていない部分で粉体の堆積が浅く

なったり、フィルターが露出している部分があっ

たことから、中央部から外周まで平坦なろ過ケー

キが形成される焼結ガラス製を使用した。 

 一般に水に溶存する気体の量は、水温が低い

ほど増加する。実際に、水温がおよそ 10 ℃以

下の水に対して陰圧で粉体ろ過法を行った場合、

試料水に溶存していた空気が気泡となって析出

し粉体層に穿孔が発生するといった現象が発生

していた（図 19C、D）。試料水をスターラーで激

しく攪拌してからろ過を開始した場合、細かな気

泡が発生したものの気泡の析出状況に改善が

見られ、ろ過ケーキも均一な厚みの良好なもの

が得られた（図 19E、F）。試料水を加温して脱

気処理を行った場合も、ろ過中に気泡は見られ

なかった。いずれの方法にしても、発泡に対策

することが重要と考えられた。 

粉体ろ過の吸引ろ過に用いるフィルターホルダ

ーのふたは、高価な特注品に加えて、汎用の安

価なゴム板でも実施可能であった（図 19B）。以

上の通り、クリプトスポリジウムの濃縮方法に、吸

引式粉体ろ過法の提案が可能となった。 

 

C3-2 格子入り観察フィルター上での MPN 法

を用いたクリプトスポリジウム定量 

 少数オーシスト(101 個/ml オーダー)を含む試

料 1 ml を、格子入りフィルター上に分散した状

態になるようにろ過し、100 枚のプレパラートを作

成した（図 20、21）。それぞれのプレパラートを

顕微鏡観察し、現行の方法で 1 つ 1 つオーシス

ト数を計測した値と、陽性区画数から MPN 値を

求めた場合のオーシスト数を比較した（表 9）。 

オーシスト数を 1 つ 1 つ計数した実測値は、



平均 5.43±2.76 個/ml (1~15 個/ml)であったの

に対して、陽性区画数から求めた MPN 値では、

6.08±3.74 個/ml(1.01～22.6 個/ml、不完全区

画の分割をしない場合)、あるいは 5.95±3.83 個

/ml(1.01～20.8 個/ml、不完全区画を 2 区画に

分割して計算した場合)であった。いずれの場合

においても MPN 値は実計測値よりも若干大き

い値となるものの、実計測値と MPN 値に有意差

はなく(p<0.01、t 検定)、値は同等であった。 

以上の通り、格子入り観察フィルター上でのク

リプトスポリジウムの計数法として、MPN 法の実

用性を確認した。これを応用すれば、数十個と

いった多数のクリプトスポリジウムが観察フィルタ

ー上にある場合に、二重に数えたり数え漏らした

りという問題から逃れることが可能になる。そのよ

うに多数のクリプトスポリジウムがある場合、1 つ 1

つを確認したり、正確さに注意して時間を使うよ

り、複数の試料を繰り返し検査し、クリプトスポリ

ジウムの増減の変動を追跡することに時間を使う

ほうが有意義と考えられる。 

 

C3-3 デジタル PCR 法を用いたクリプトスポリジ

ウムの定量 

 クリプトスポリジウムオーシストに含まれる 18S 

rDNA 遺伝子は、4 回の測定の平均で 1 オーシ

ストあたり、28±4 コピーであった（表 10）。一般に

血球計算盤による濃度測定は誤差が大きい恐

れが懸念されるが、Std.1 と 2 の精製と濃度測定

が異なる試料でも、ほぼ同様の結果が得られた。

クリプトスポリジウムの 18S rRNA をコードする遺

伝子の場合、理論上 1 オーシストあたり 20 コピ

ー（＝ゲノム上 5 コピー×オーシスト内 4 スポロゾ

イト）有していると報告されており 19）、理論上の

値 に 近 い 定 量 値 が 得 ら れ た 。加 え て 、 18S 

rDNA 遺伝子を標的としたプライマー・TaqMan

プローブを用いた本 PCR は、デジタル PCR で

も利用可能であった。この反応系を利用して、次

に rRNA の定量を試みた。 

 rRNA から逆転写反応後の cDNA は、4 回の

測定の平均で 1 オーシストあたり 21,900±7,080

コピーという値が得られた（表 10）。リアルタイム

PCR 法を用いて定量された実測値（18,000～

26,000 コピー）20）と対応が得られた。 

デジタル PCR 法によって水道原水試料中の

オーシストの定量を試みた結果、標準試料の場

合と比べ、PCR 反応の阻害の影響か蛍光曲線

の立ち上がりが遅い傾向にあった。このため、

PCR のサイクル数を 50 サイクルと通常より長く

設定し、影響を緩和して定量を実施した。その結

果、デジタル PCR 法とリアルタイム PCR 法は同

様の定量値が得られた（図 22）。サンプル毎の

誤差も小さかった。 

以上の通り、デジタル PCR とリアルタイム

PCR は同じ濃度（コピー数）が得られ、リアルタイ

ム PCR の信頼性が支持された。いずれの方法

によってもクリプトスポリジウムの定量が可能であ

った。 

 

C3-4 相模川水系における遺伝子検出法を用

いた原虫調査 

 検鏡法および遺伝子検出法の結果を表 11 に

示した。クリプトスポリジウムの結果が両法が一致

したのは全体の 78%（両方陰性 47%、両方陽性

31%）であった。一致しなかったのは 22%であり、

全て遺伝子検出法のみ陽性であった。一致しな

かった理由として、試料中のオーシスト濃度が約

3 個相当以下と低かったことが原因の 1 つとして

考えられた。後述の塩基配列決定からはクリプト

スポリジウムの配列が得られており、遺伝子検出

法のみ陽性でも問題なかった。陽性となった試

料の定量において、定量結果におよそ乖離はな

かった。蟹淵排水路において例外的に大きく乖

離し、特に 2014.12.17 の試料では、検鏡法で

188 個検出されたのに対して、遺伝子検出法で

は 3.6 個相当しか検出されなかった。この試料に

おける内部標準遺伝子の増幅曲線の Ct 値は、

陰性対象試料とほぼ同等の値を示し、PCR 阻

害がはなかった。しかし過去の調査においても、

畜舎施設の夾雑物の多い試料では遺伝子検出

法の検出数が減少することが報告されていた 31)。

そのような試料では、さらなる核酸の精製、環境

中あるいは排水処理過程における核酸の分解



の可能性を検討する必要が考えられた。以上の

結果から、遺伝子検出法は検鏡法と比較しても

同等かもしくはそれ以上の感度を有すると考えら

れた。 

ジアルジアの試験で両法の定性結果が一致

したのは 81％であったが、これらは両法とも陰性

であった（表 11）。両法の定性結果が一致しなか

ったのは 19%であり、全て検鏡法のみ陽性であ

った。今回、陽性となったのは 7 試料と少なく、

蟹淵排水路の試料を除くと、検出個数は１～４個

であった。両法の定性結果の不一致は、試料中

のシストが少なかったのが原因の１つと考えられ

た。蟹淵排水路の結果は、クリプトスポリジウムで

も乖離が見られたので、クリプトスポリジウムと同

様の注意が必要と考えられた。 

 遺伝子検出法で得られた遺伝子増幅産物の

塩基配列の解読の結果、全ての試料からクリプト

スポリジウムの配列が得られ、遺伝子検出法の

特異性に問題はなかった（表 12）。今回の調査

では遺伝子検出法で 19 試料が陽性となり、ブタ

由来の C. suis（AF115377）、ウシ由来の C. 

andersoni（AF093496）もしくはネズミ由来の C. 

muris（AB089284）、ヘビ（ヤマカガシ）由来の

C. sp.（AB222185）、カモ（カナダガン）由来の

C. sp.（AY324639）、上海の下水由来の C. sp.

（FJ205700）の塩基配列が得られた。その中で

も C. suis の遺伝子型は 14 試料と最も多く確認

された。今回検出された C. andersoni、C. 

muris および C. suis はヒトからの検出事例は稀

である 32)。 

 今回の調査では支川合流前の座架依橋からク

リプトスポリジウムは検出されなかったが、各支川

からは多く検出され、支川合流後の寒川取水堰

からも検出された。さらに検出頻度の高い小鮎

川と中津川からは C. suis が多く検出されており、

寒川取水堰でも C. suis が確認された。過去の

調査においても、小鮎川、中津川からはブタ型

の C. parvum が検出された報告があり 33)、これ

らの支川、さらにはその支川に排水している畜

舎が相模川の大きな汚染源の１つではないかと

推察された。 

 

C3-5 高度浄水処理（オゾン処理）におけるクリ

プトスポリジウム等の不活化率の推算 

EPA マニュアルに従い浄水場オゾン接触槽

及び滞留槽における通常運転時の対数減少値

を計算した 24）。滞留槽出口の溶存オゾン濃度目

標値を 0.09 mg/L で制御した通常時は、オゾン

によるクリプトスポリジウムの対数減少値は

0.07-Log（15％）、ジアルジアの対数減少値は

1.0-Log（90％）と計算された（表 13）。オゾン注

入率の目標値を 2 mg/L で制御したオゾン注入

強化時は、オゾンによるクリプトスポリジウムの対

数減少値は 0.56-Log（73％）、ジアルジアの対

数減少値は 3.7-Log（99.98％）と計算された（表

14）。過去にＸ浄水場の原水水質が悪化したた

めオゾン注入率を 0.7 mg/L に強化した際のクリ

プトスポリジウムの対数減少値は 0.15-Log

（29％）、ジアルジアの対数減少値は 1.6-Log
（98％）と計算された（表 15）。これらの結果から、

オゾン接触槽及び滞留槽ではクリプトスポリジウ

ムに対してあまり不活化効果がないと考えられた。

ジアルジアに対しては、冬季でもオゾン注入を強

化すれば、ある程度の不活化効果が期待できる

結果であった。 
X 浄水場と同様に上下迂流向流３段接触方

式のオゾン接触槽を有し、さらに前段ろ過池も有

する Y 浄水場のオゾン接触槽及び滞留槽にお

ける対数減少値を計算した（表 16、17）。この際

のクリプトスポリジウムの対数減少値は 0.03～

0.13-Log（6.7～26％）、ジアルジアの対数減少

値は 0.54～1.3-Log（71～95％）と計算され、X

浄水場と同程度であった。いずれの浄水場にお

いても臭素酸は基準内であったが、その兼ね合

いからオゾン濃度の大幅な増は考えられていな

い。 

以上の結果から、水温が高い夏季であっても、

クリプトスポリジウムに対するオゾンの不活化効

果はあまり大きくはないと推算された。2010 年に

問題となったスウェーデンの浄水場では、前

オゾン処理が導入されていたが、この集団感

染の経験と国内浄水場の計算から、オゾン処

理には依存できないと考えられた。従来は、



オゾン処理はクリプトスポリジウムに対して

効果があると考えられていたが、臭素酸のこ

とからオゾンを多く使うことができず、現実

には効果がないと認識を改めなければならな

かった。 
 

C3-6  国内外の発生動向、水道水におけるクリ

プトスポリジウム汚染の検出と対策、大規模集団

感染を防ぐのに必要なバリア 

国内では 2010 年に千葉県内の小規模貯水

槽水道における、蛇口を介した水系集団感染が

報告されていた 34)。概要は以下のとおりであっ

た。有症状者は聞き取り調査した 43 名中の 39

名（91％）であった。蛇口水から残留塩素が検出

されず、地下受水槽、蛇口水からジアルジアとク

リプトスポリジウムが検出された。便検査した 9 名

中の 4 名からジアルジアが検出され、ジアルジア

集団感染と確認された。地下受水槽に給水して

いる市水道水からは不検出であった。この集団

感染は、1994 年の平塚市におけるクリプトスポリ

ジウム集団感染とよく似たもので、ビル建築物の

貯水槽の管理を徹底する必要が指摘される 35）。 

 海外では、2010 年にスウェーデンで推定

27,000 人が発症する水道を介した大規模なクリ

プトスポリジウムの集団感染が生じており、米国

Milwaukee に次ぐ世界第二位、欧州最大規模

と、未だに注意を要することに変わりはなかった
17）。問題の浄水場では前オゾン処理、凝集沈

殿・急速ろ過、結合塩素消毒と、国内と同様の浄

水処理がなされており、処理の不足が懸念され

た。この事故の後に紫外線消毒が導入されてお

り、国内で大規模集団感染を未然に防ぐために、

同様に対策の導入を推奨すべきと考えられた。

スウェーデンでは、翌 2011 年にも水道の関連が

疑われる 20,000 人のクリプトスポリジウム集団感

染が報告されており、分かっていても防ぎきれな

い現実を、目の当たりにさせられる。 

 クリプトスポリジウム等の耐塩素性病原微生物

による水系感染は、世界的には常に集団感染が

報告され続けてきた（表 18）36）。これには前述の

2010 年のスウェーデンの事例が 1 万人規模とし

て記載されている。また、表には列挙しなかった

が、水道水以外では、水泳プール、修景水（噴

水等）ではさらに多数の集団感染事例が報告さ

れている 36）。すなわち、クリプトスポリジウム等に

対しては、塩素に依存した対策では防ぎきれな

い実態が露見している。 

 河川水等の水道原水は、家畜等の糞便汚染

がしばしば問題とされていた。しかし、畜産排水

は既に対策済みとされていた。農林水産省まと

めの、家畜排せつ物法の施行状況によると、国

内の畜産農家は 10 万戸あり、規模が大きいなど、

法律の管理対象とされる農家は半数の 5 万戸あ

り、その 99.98％は既に管理基準に適合とのこと

であった（図 23）。一方、当研究班が全国 30 箇

所の原水を取り寄せてクリプトスポリジウムとジア

ルジアを検査した結果、半数以上より検出されて

おり、家畜由来かどうかはともかくとして、汚染は

明らかであった（表 19）20, 31）。であれば、浄水場

において対策をせざるを得ない。（もちろん、浄

水場にかかる負担を減らすために、流域管理を

行うことも重要である。） 

 国内で浄水等からクリプトスポリジウム等が検

出された事例が、平成8年度から24年度の間に

26 件があった（表 20）（厚生労働省水道課調べ、

http://www.env.go.jp/council/09water/ 

y090-34/ref02.pdf より）。内 2 例は、越生町のク

リプトスポリジウムと雑居ビルのジアルジア集団

感染事例で、患者が発生してから水道が疑われ

て、原因調査の結果として検出された事例であ

った。残りの 24 件は、患者の発生とは関係なく

検査が行われ、偶然に浄水から検出されたと見

られる。幸い患者発生の報告はなかったが、煮

沸勧告や給水停止等の対応がなされて、利用

者に負担が生じた。 

 水道法第四条には以下の通り定められてい

る。 

 

水道により供給される水は、次の各号に掲げる

要件を備えるものでなければならない。  

一   病原生物に汚染され、又は病原生物に汚

染されたことを疑わせるような生物若しくは物質



を含むものでないこと。 

二 （以下略） 

 

 この法律を厳密に適用しようとすると、クリプトス

ポリジウムの混入は一切許されず、検出されれ

ば給水を停止しなければならない。この原則は、

過去の水系感染への反省を踏まえたもので、今

日においても守るべきもので、事故を起こさせな

いという法律の強い意志が現れている。安全性

の高い水道は日本の財産であり、それを低下さ

せるような判断はされない。一方、現実問題とし

て、クリプトスポリジウム等の混入をどのようにして

対処するのかを考えなければならない。 

 幸い、日本の水道は、世界的に最高水準にあ

ると国内外に信じられている。今後ともこの評価

を裏切らない対応が求められる。日本では、誤

接続、盗水、陰圧が生じることは極めてまれと思

われる。すなわち、浄水場の水質≒末端の水質

なので、高品質を目指すことが可能である。水道

水は、飲料水だけでなく、消防、衛生（風呂、トイ

レ、下水処理）、医療、農工業等々とあらゆる方

面で用いられている。すなわち、現代社会にお

いて水道は、もはや止めることの出来ないシステ

ムになっている。したがって、耐塩素性病原微生

物の対策を目的とした処理の追加は、過剰な設

備投資ではなく、保険、あるいは投資と考えるべ

きであると考える。仮に、横浜市の小雀浄水場に

おいてクリプトスポリジウムによる汚染が生じて断

水した場合、1 日の被害は 32 億円、復旧までに

要する時間を 1 週間と仮定した場合は 7 倍の

224 億円が被害額と試算されている 37）。この間

の都市生活はマヒ状態となる。 

 水道の歴史において、近代水道が開始される

以前の水道は病気を運ぶことを理由に嫌われて

いた時代があったようである。水道の発展の経緯

は成書に詳しいので抜粋して列挙する（図 24）38, 

39, 40）。かつて、ろ過なし、消毒なしの水道が原

因で、コレラが流行する時代があった。1848 年

に始まったロンドンのコレラの大流行においては、

3 万人が罹患して 1 万人以上が死亡した。John 

Snow が疫学調査で水道が原因であることを突

き止め、1854 年の再流行では水道を止めること

で流行を収束させた。1892 年、ドイツのハンブ

ルグとアルトナの隣接する両市は、エルベ川から

取水していた。ろ過をしていなかったハンブルグ

でコレラが流行し、緩速ろ過をしていたアルトナ

では流行がなかったことから、ろ過が病原体の

除去に有効であることが示された。その後、一時

期ろ過が過信されたが、徐々に消毒の必要性が

認識されていった。Jersey City は公衆衛生の

観点からの強い要請に基づいて Boonton から

の水道水を塩素処理する権利を有する、という

判決が裁判所で 1910 年に出され、その後に塩

素消毒が米国に急速に広まっていった。 

 クリプトスポリジウムは、サイズが 5 μm と小さい

ことから凝集沈殿ろ過による除去は完全ではなく、

塩素耐性があり、水道を介して伝播する恐れが

ある。水道を介した集団感染が、1980 年代から

工業先進国を中心に報告されるようになってい

る。もっともよく知られているのが 1993 年に米国

Milwaukee で発生した大規模事例で 26）、40 万

人が罹患したとされる。その 3 年後の 1996 年、

日本においても越生町で水道を介した大規模集

団感染が発生し 25）、水道における耐塩素性病

原微生物の対策が急務となった。現在の水道は、

耐塩素性病原微生物をどのように対策をするの

かが問われている、と云ってよい。対策の具体的

な方法としては、紫外線照射と膜処理が「水道に

おけるクリプトスポリジウム等対策指針」に既に記

載されている。導入例として例えば、膜処理とし

て国内最大規模の横浜市川井浄水場、通知前

から率先導入された八戸圏域水道企業団蟹沢

浄水場における紫外線処理装置がある。 

 クリプトスポリジウム等による汚染対策は、平常

時と異常時は切り分けて考えるべきと思われる。

例 え ば 、 凝 集 剤 の 変 更 で 問 題 が 生 じ た

Milwaukee の事例がある 26）。沈殿池中に設置

された傾斜板をメンテナンスするために外したと

ころ、集団感染に至った North Battleford の事

例がある 41）。越生町の場合は、下水排水が取水

口の上流にあったこと、渇水で汚染が希釈され

ていなかったこと、取水口の工事を行ったこと、



降雨があったこと、気温上昇により飲水量が増加

したであろうこと、凝集沈殿処理なし塩素消毒の

みの処理であったこと、下水、浄水、利用者の間

でクリプトスポリジウムの汚染が循環したこと、が

あった 42、43）。水道水を介した事故は、原水に病

原微生物が存在する状況にあって、浄水処理に

瑕疵が生じた際に発生するものであることを再確

認しておく 43）。このような状況は、平時のリスク管

理とは明らかに異なる、想定外の事態である。こ

のような想定外の状況に陥ったとしても、水道の

安全性を何とか維持したいとすれば、マルチプ

ルバリアの導入が効果的と考えられる。万が一、

一段目の処理に失敗しても、二段目の処理が問

題を緩和してくれる。上述の集団感染の3事例と

も、実は前兆現象として僅かな患者が発生し続

けていた。そこに上述の問題が発生し、大規模

な集団感染へと発展した。もしマルチプルバリア

のコンセプトが反映されていれば、これらの感染

者と事故が防げたのではなかろうか。 

 このマルチプルバリアにどの程度の性能が必

要であるか、難解なリスク論を避けて、単純計算

を試みた。国内の越生町の事例 25）、欧州最大

の事例 17）、過去最大の米国の事例 26）、におけ

る発症者数を 0 人にするのに必要な病原体除去

の性能を単純に計算した（表 21）。次に患者は 1

日に発生したのではなく、数日間続いて発生し

ているので、仮に 10 日間の患者発生が蓄積し

た結果と想定し、単純に患者数を 10 で割った

（対数表記から 1 引いた）除去性能を求めた。結

果として 3.0 ないし 4.6 となり、患者発生を 1 人

未満に抑えるには、3 ないし 5-Log 程度の、クリ

プトスポリジウムの除去が必要だったと考えられ

た。つまりそのまま、国内の浄水場におけるクリ

プトスポリジウム対策として、3 ないし 5-Log 程度

の除去性能が推奨と考えられた。現在国内では、

凝集沈殿ろ過の濁度管理の徹底と河川の流域

管理等を含め、3-Log が達成され、患者が発生

しない程度に抑えが効いていると想像される。 

 現在、HACCP の考え方を取り入れた WSPs

（水安全計画）に基づき、高度な品質管理を行う

ことが進められている。つまり、対策前の施設で

は、危害を検知し、対策を行う。対策済みの施設

では、大腸菌検査と同様、安全性をアピールす

るための基礎データになる。つまり、まず対策が

あって、対策を講じた上で、品質管理のための

試験を行う、というのが水道における検査のあり

方ではないだろうか。換言すると、クリプトスポリ

ジウム等の耐塩素性病原微生物は、施設基準

によって凝集沈殿ろ過の濁度の徹底や処理の

追加を行い、未然に汚染と感染事故を防ぐこと

が先にある。対策前の浄水での病原体検出は、

給水停止、あるいは煮沸勧告をする事態に陥る。

検査者にとってはたいへんに重い検査で、その

ような負担を生じさせるのも変な話である。大体、

検査は時々にしか行われないので、現在の汚染

状況はよくわかならない。繰り返しになるが、まず

は必要な対策を導入することが先で、その後に

検査による正しい陽性陰性判定が可能となると

考えられた。 

 

D．結論 

D1-1 耐震性貯水槽における従属栄養細菌数 

従属栄養細菌数の増加により、水質の基準値

を超過していないが、わずかとはいえ滞留また

はその恐れを複数の耐震性貯水槽において認

めた。従属栄養細菌数の利用は有効であった。 

 

D1-2 水道配管内の拭き取り従属栄養細菌数 

 水の滞留部分、赤錆の苦情があった配管にお

いて、配管内面から高い従属栄養細菌数が検

出された。配管の末端であったり、ブロック化に

より流速が遅くゴミが蓄積することが問題と考えら

れた。滞留が発生しない、配管を健全に維持す

るための設計や工事方法の工夫が必要と考えら

れた。 

 

D1-3 蛇口等水環境のレジオネラ属菌の検出 

これまで注意が払われていなかった、身の回

りの水環境、蛇口の初流水を狙ってレジオネラを

検査した。家庭蛇口等にレジオネラ汚染があっ

た。新築の特定建築物において、入居前の時点

で既に水道水の滞留によると考えられる微生物



汚染が発生していた。入居後は一般細菌数等

の減少がみられたものの、レジオネラ属菌は継

続して検出され、除去困難なバイオフィルムの定

着が想像された。医療機関の蛇口からもレジオ

ネラ属菌が検出された。検出率は機関により若

干異なり、遊離残留塩素濃度との関連が示唆さ

れた。病院等の慢性的な大容量貯水の滞留に

は追加塩素を行うこと、施設にかかわらず遊離

残留塩素 0.2 mg/L 以上が検出されるまで捨て

水する等の、注意喚起が必要と考えられた。 

 

D1-4 粉体ろ過法の細菌濃縮への応用 

クリプトスポリジウムのろ過濃縮を目的とした粉

体ろ過法は、実環境水における大腸菌、嫌気性

芽胞菌への応用が可能であった。大容量からの

細菌試験に活用が期待される。 

 

D2-1 凝集沈殿-PTFE フィルターろ過によるア

デノウイルス、ポリオウイルスの除去性 

従来から広く用いられる塩基度 50%の PACl

（PACl-50s）を用いた凝集沈澱処理におけるア

デノウイルス及びポリオウイルスの除去率は、

PFU 法にて評価した場合、それぞれ 0.1～1.4 

Log、0.5～2.4 Log であった。凝集沈澱後に急

速ろ過を模した膜ろ過処理を追加したアデノウイ

ルス及びポリオウイルスの除去率は、それぞれ

1.9～3.7 Log、2.4～3.9 Log となった。  

 

D2-2 トウガラシ微斑ウイルスの指標としての有

効性 

 同じく PACl を用いた凝集沈澱−砂ろ過処理に

おけるアデノウイルス、コクサッキーウイルス、A

型肝炎ウイルス、マウスノロウイルスの除去率は、

PCR 法にて評価した場合、それぞれ 1.4−2.4 

log、0.9−2.7 log、0.8−2.4 log、0.8−2.0 log で

あった。トウガラシ微斑ウイルスの除去率と各ウイ

ルスの除去率の間には高い相関関係が認めら

れたことより、トウガラシ微斑ウイルスが、水系感

染症ウイルスの凝集沈澱−砂ろ過処理性を評価

する上で有効な指標となる可能性が示唆され

た。 

 

D2-3 国内浄水場におけるウイルス除去の実測 

水環境中に高濃度で存在するトウガラシ微斑

ウイルスを測定対象とすることにより、実浄水場

のウイルスの除去効率を実測することができた。

凝集・沈殿、急速砂ろ過では 4.3～5.2-Log の除

去率が得られた。トウガラシ微斑ウイルスは、ウ

イルス指標として有効と期待された。 

 

D3-1  クリプトスポリジウムの吸引式粉体ろ過法 

 試料間のコンタミネーションを抑えるための、吸

引ろ過の粉体ろ過法によるクリプトスポリジウムの

濃縮が可能となった。低温の原水ではろ過の最

中に粉体濾過層に気泡が生じて正常な濃縮が

行えない恐れがあり、脱気操作としての撹拌と加

温が対策となった。吸引方式用のフィルターホ

ルダー用のふたは、特注品に加えて、汎用品で

も使用可能で、より低コストな実施も可能であっ

た。 

 

D3-2 格子入り観察フィルター上での MPN 法

を用いたクリプトスポリジウム定量 

格子入り観察フィルター上でクリプトスポリジウ

ムを均一に分散させ、クリプトスポリジウムの

MPN 法による計数が可能となった。多数のクリ

プトスポリジウムが検出される場合に有用と考え

られた。 

 

D3-3 デジタル PCR 法を用いたクリプトスポリジ

ウムの定量 

  デジタル PCR 法を用いて、検量線を作ること

無く、クリプトスポリジウムの DNA、RNA を定量

可能であった。1 オーシスト当たりの 18S rRNA

のコピー数は 20 と予想されていたが、デジタル

PCR の測定で 28 コピーとほぼ対応した。18S 

rRNA は 21,900 コピーであった。これまでクリプ

トスポリジウム遺伝子検出法の定量用に整備さ

れた検量線とほぼ対応しており、検量線の信頼

性が支持された。デジタル PCR 法を用いて、標

準試料を用いること無く、水道原水試料中のクリ

プトスポリジウムオーシストを定量することも可能



であった。既存のリアルタイム PCR 法と同様の

定量値が得られ、いずれの方法でも定量が可能

と考えられた。 

 

D3-4 相模川水系における遺伝子検出法を用

いた原虫調査 

 検鏡法と遺伝子検出法の定性的な一致率は、

クリプトスポリジウムは 78%、ジアルジアは 81%と

概ね良好であった。遺伝子増幅産物の塩基配

列は、相模川ではブタ由来の C. suis が多く検

出された。C. suis は小鮎川、中津川において高

頻度で検出されたことから、相模川の原虫汚染

はこれらの支川の影響が大きいと推察された。

遺伝子増幅産物の塩基配列の解読によるクリプ

トスポリジウムの種の同定は、調査流域の汚染原

因の推定に有用と考えられた。 

 

D3-5 高度浄水処理（オゾン処理）におけるクリ

プトスポリジウム等の不活化率の推算 

EPA マニュアルに従い計算した対数減少値

から、国内浄水場の通常のオゾン注入ではオゾ

ン接触槽及び滞留槽でのクリプトスポリジウムの

不活化効果は低いと計算された。2010 年にスウ

ェーデンで水道を介したクリプトスポリジウムによ

る大規模集団感染では、前オゾン処理が導入さ

れていたが、この集団感染の経験と上記計算か

ら、オゾン処理には依存できないと考えられた。 

 

D3-6  国内外の発生動向、水道水におけるクリ

プトスポリジウム汚染の検出と対策、大規模集団

感染を防ぐのに必要なバリア 

小規模貯水槽水道における、蛇口を介したジ

アルジアの水系集団感染が報告され、ビル建築

物の貯水槽の管理を徹底することが必要と考え

られた。2010 年と 2011 年に欧州最大規模の、

スウェーデンで水道を介したクリプトスポリジウム

による集団感染が生じており、未だに注意を要

することに変わりはなかった。この事故の後に紫

外線消毒が導入され、国内でも同様の対策導入

を推奨すべきと考えられた。水道の微生物汚染

対策の歴史的な経緯を鑑みて、現在行われて

いる凝集沈殿ろ過と塩素消毒に加えて、紫外線

照射、あるいは膜ろ過といった処理を追加するこ

とにより耐塩素性病原微生物を対策することが、

今後の方向と考えられた。過去の集団感染では

数千人から数十万人、すなわち 4-Log 弱から

6-Log 弱が発生しており、10 日間かけて蓄積し

たと想定した場合、この患者数を 0 人に抑えるに

は、合計で 3-Log ないし 5-Log 程度となるマル

チプルバリアの導入が推奨との単純計算ができ

た。対策することにより、水道利用者にとっての

安全性向上、水道事業と行政にとっての混乱解

消、検査法にとっての正しい陽性陰性判定が可

能と考えられた。 
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