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研究要旨 

レジオネラ症対策として開発してきたレジオネラリスクの現地迅速評価法（RDM）とレジオネラニュ

ーモフィラ（LP）の特異検出法とを組み合わせて当該菌の生死スクリーニングを伴うオンサイト定量解

析法として改良し、その有効性を評価した。現地調査において浴槽水 76 試料を RDM 法と培養法で処理

し、本方法の培養法に対するスクリーニングとしての有効性を検証したところ、RDM 法の培養法に対

する感度は 93.3％、特異度は 95.1％を示した。供試試料の LP 数の定量性については、RDM 法は培養

法と比較的高い相関を示し（R2 = 0.65）、培養法の検出限界値（10 CFU/100mL）付近においてはやや

高めの値を示したものの定性的には妥当な成績を示した。RDM 法は、5 分間の消毒効果判定と約 1 時間

の LP 定量評価により、遊離塩素消毒下の入浴施設において現場でのレジオネラリスク監視の有用なツ

ールとして利用可能であるといえる。 

 

A. 研究目的 

レジオネラニューモフィラ（LP）はレジオネ

ラ症の主要な起因菌種であり、我国では特に入浴

施設において大きな社会的影響を及ぼしている。

LP を含むレジオネラ属菌によるアウトブレーク

が全国各地で発生して以降、浴槽水では塩素消毒

による水質管理が普及してきたが、循環ろ過器式

入浴施設に代表されるとおり、衛生管理に関わる

諸問題のためにレジオネラ属菌汚染が再発を繰

返して深刻な事態を引起している事例が少なく

ない。 

我々は、これまでに浴槽水中レジオネラリスク

の迅速評価法（RDM）を独自に開発してきた。

最初に、ヒト HIV 診断用の携帯型フローサイト

メーター（6.5 kg）を細菌測定に応用し、レジオ

ネラ汚染が生じる浴槽水と清浄な浴槽水の細菌

数を比較解析して両者を区別する一定の閾値を

見出すことにより、非濃縮水を用いたレジオネラ

リスクの現地評価方法を開発した 1,2)。さらに濃

縮水を用いて LP を特異染色することに成功し、

現地における LP の定量法を作成した 3)。    

今回、作成した LP 定量法により現地調査を実

施した結果を報告する。 

 

B. 研究方法 

1. 現地調査 

1) 高濃度塩素処理前後浴槽水の調査（第 1 回） 

RDM 法は、レジオネラ属菌検査法のスクリー

ニング法として位置づけられ、その有効性検証に

あたり、培養検査の検出限界（10 CFU/100mL）

程度の浴槽水を検査する必要がある。その成績を

満たす浴槽水を予測して採水することは困難な
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ので、比較的厳格な塩素消毒を行っている入浴施

設において、塩化物泉および井水を利用している

3 種の循環ろ過式浴槽を繰り返し調査した。当該

施設の 1 日あたり利用者数は 700 人～1000 人で

毎日営業しており、一週間毎に高濃度塩素洗浄処

理（20 mg/L×1 時間）を行っている。この処理

前後の浴槽から 5 週にわたって合計 30 検体のサ

ンプルを採水した。 

2) オゾン処理前後の浴槽水の調査（第 2 回） 

異なる3施設5循環ろ過式浴槽から採水した浴

槽水に発泡式オゾン処理（ナノバブル発生装置お

よびオゾン発生装置はシモダアメニティ株式会

社製）を施し、処理前後および１回濯ぎ後（1 浴

槽のみ濯ぎ 2 回実施）の合計 16 検体の浴槽水を

供試した。これらの施設は社会福祉施設であり、

1 日あたり 50～100 名の利用者を有し、原水とし

て水道水を利用して塩素消毒を行い、7 日に 1 回

換水している。 

3) その他の入浴施設の調査（第 3 回） 

研究協力者が検査を委託された入浴施設にお

いて 30 種類の循環ろ過式浴槽水を冷蔵郵送によ

り長崎県環境保健研究センターに搬入し調査し

た。採水後の検体は冷蔵保存して遅くとも 1 週間

以内に試験に供した。本調査における浴槽水は循

環ろ過式で塩素消毒を行っていることを除いて

施設ごとの衛生管理状況のデータはない。 

2. RDM 法による浴槽水の処理方法 

1) 非濃縮浴槽水を用いた塩素消毒効果の判定 

供試した浴槽水は表 1 のとおり処理した。フロ

ーサイトメーターは miniPOC（シスメックスパ

ルテック社）を使用し、最初に供試浴槽水におけ

る塩素消毒の効果を判定した。即ち、検体 1 mL

を 5 mL チューブ（イナオプティカ）に分取し、

0.1% myristyl trimethyl ammonium bromide 

(MTAB)を含む希釈液 1 mL と混合し、0.1%の蛍

光色素 propidium Iodide (Wako chemicals) 10 L

を加えた後、miniPOC にセットして試験に供し

た。予め測定ノイズを除いた特定エリアを設定し、

細菌細胞から得られる側方散乱光強度(SSC)と

蛍光強度(FL)を2つの指標としてエリア内の細胞

を計数し、装置独自の補正値を掛け合せて細菌数

(Total Bacterial Counts)とした。この時、試料中

の細菌数が後述の基準値 1000 counts/mL を越し

た場合は「消毒効果なし」と判定して続く LP 特

異検査で LP が検出された場合は生菌と判断した。

一方で、同値に満たない試料は「消毒効果有り」

と判定し、LP が検出された場合でも死菌と判断

した。 

2) LP の特異的定量 

昨年度の方法 3)に準拠して、LP 血清群 1 用染

色試薬(FL lp SG1)と LP 非血清群 1 染色試薬(FL 

non_lp SG1)を作製した。これらの試薬は抗 LP

抗体として約 2 mg/mL を含む。検水 1 L を携帯

用ろ過器でろ過した後、フィルターを剪刀にて細

かく破断しながら 50 mL プラスティック遠心管

に入れた。これに 1 mL PBS を加え、1 分間ホモ

ジナイズして濃縮懸濁液とした。RDM 計測に際

して、各懸濁液を 2 本の 5 mL サンプル管（イナ

オプティカ）に 0.5 mL ずつ分注し、等量の 0.1% 

BSA（ミルテニーバイオテク社）入り PBS およ

び 0.75 L の FL lp SG1 又は FL non-lp SG1を加

えて常温で30分間染色したものをminiPOCにセ

ットして計測した。特定エリア内の粒子数に装置

独自の補正値を掛け合わせて RDM 値を算出し、

その測定値を作成した検量線 3)により濃度換算

して LP 数とした。 

3) 平板培養法によるレジオネラ属菌数の測定 

レジオネラ属菌検査は当研究班の標準試験法

に準拠した。即ち、培地は GVPCα培地（ビオメ

リュー）を使用し、100 倍ろ過濃縮した検水を塗

沫後 35°C で 3～7 日間培養し、システイン要求

性の湿潤集落をレジオネラ属菌として計数した。 

検出したレジオネラ属菌は定法により血清型別

試験を行った。 

 

C. 結果及び考察 

 1.現地調査の結果 

 1）表 2 に施設調査結果の概要を示した。RDM
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法は前述のとおり最初に非濃縮検体を用いて消

毒効果を判定し、検体を濃縮した後に LP 数を判

定する 2 段階判定を行い、消毒効果を基に LP の

生死を判別する。第 1 回目の調査で得られた培養

陽性サンプルの最低 TBC 値（1260 counts/mL）

に基づき、1000 counts/mL を消毒効果の暫定的

な判定閾値として設定した（図 1）。この調査で

RDM 法により LP SG1 が 21 回検出され（カット

オフ: < 10 cells/100 mL）、その平均値は 10～146 

cells/100 mL であった。このうち 5 回の細菌数は

基準値以上を示したが、16 回は消毒効果が認め

られたために死菌と判定され、培養法も全て不検

出であった（図 1）。LP 生菌と判定された 5 回の

うち 3 回は、培養検査で 10 CFU/100 mL の LP 

SG1 が検出され、残る 2 回の細菌数は全て基準

値以上を示したために、生菌と判定されたが、培

養検査では不検出であった（表 2）。 

 このように本調査における 30 検体中 2 検体は

偽陽性であったが、他の培養陽性検体のコロニー

数が検出限界ぎりぎりの検体であったことから

確率的な問題と思われる。少なくとも RDM 法に

おいて、培養検査で 10 CFU/100 mL を示した 3

浴槽水は全て生 LP 菌として定量できたために、

感度のよい検査といえる。 

 2）第 2 回目の調査においては、培養検査でレ

ジオネラ属菌を認めたのは 1 検体のみで、その菌

数は 10 CFU/100 mL で LP SG5 と同定された。

この時の RDM 値は非 SG1 の生 LP 菌として 112

細胞/100 mL を示した。他に RDM により 7 回 LP 

非 SG1 が検出されたが、これらの塩素消毒は有

効であったために全て死菌と判定され、培養法に

おいても LP は不検出であった（表 2, 図 1）。 

 3）第 3 回目の調査においては、培養検査では

30 検体中 11 検体がレジオネラ属菌陽性を示し、

その菌数は 10～23,000 CFU/100 mL であった。

菌種は全て LP で、血清群は SG3、SG5、SG6、

および SG untypableであった。このときのRDM

値は生きた非 SG1 の LP として 15～34,310 

cells/100 mL と計測された。また、同時に RDM

により LP SG1 が 2 回検出されたが（図 1: 65 回

と 66 回）、そのときの培養検査では SG1 は検出

されず、SG5 が多数検出されていた（ともに

10,000 CFU/100 mL 以上）ために FL lp SG1 の

交差反応とも考えられるが、培養検査で分離でき

なかった可能性も否定できない。RDM により LP 

非 SG1 が検出された 51 回、59 回、73 回および

74 回の 4 検体（図 1）は消毒効果が認められ全

て死菌と判定されたが、培養検査でも LP は検出

されておらず判定を支持する結果であった（表

2, 図 1）。RDM により死菌と判定されたが培養

法でレジオネラが検出された 69 回（図 1）につ

いては次項で考察する。第 3 回目の調査施設にお

ける衛生管理状態が不明なために比較すること

は困難であるが、当回の LP 死菌の検出率が他 2

回と比べて明らかに少なかったことは興味深い

（表 2）。 

2. RDM 法のスクリーニング法としての妥当性 

 今回供試した 76 検体について、レジオネラ属

菌の平板培養法に対するRDM法のスクリーニン

グとしての妥当性を評価したところ（表 3）、そ

の感度は 93.3%、特異度は 95.1%であった。培

養法で陽性であった 15 例のうち 14 例は陽性と

正しく判定され、1 例（図 1, 69 回）は偽陰性を

示した。これは細菌数が 127 counts/mL と基準値

より明らかに低くて消毒効果ありと判定された

にもかかわらずレジオネラが検出された例であ

る。この時の RDM 法は非 SG1 の LP として 79

細胞 /100 mL を示していたが、培養法が 10 

CFU/100 mL で検出限界ぎりぎりであったこと

から確率的な問題と思われる。平板培養法で陰性

であった 61 例のうち 58 例は陰性と正しく判定

された。偽陽性であった 3 例の RDM による LP

数は非 SG1 として 54～246 cells/100mL であり

死菌を検出した可能性もあるが、TBC が 103～

104 counts/mL と高値を示したことを考慮すると

培養法に原因があった可能性が示唆された。なお、

これらの他に TBC が基準値を超えた 2 例が認め

られていたが、培養法でレジオネラが不検出であ
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り、RDM による LP 数は SG1 も非 SG1 も不検

出（< 10 cells /100 mL）であったため陰性と評価

した。 

3. RDM 法測定値の定量性 

図 2 に培養法で検出されたレジオネラ属菌数

と RDM 法による LP 数の相関を示した。全体的

にRDM法が培養法よりも高い値を示す傾向にあ

ったものの、RDM 法は培養法と菌数において比

較的高い相関を示した（R2 = 0.65）。RDM 値に

よる LP 数がレジオネラ属菌数よりも高い値を示

す傾向が認められたが、その理由のひとつに、

RDM 法が死菌を含む菌数であったことが考えら

れた。 

 

E．結論 

 LP 特異試薬を用いた RDM 法は培養法と比較

的高い相関を示し（R2 = 0.65）、培養法の検出限

界値（10 CFU/100mL）付近においても定性的に

妥当な成績を示すことが施設調査において確認

された。即ち、RDM 法は、遊離塩素消毒下にお

いて、レジオネラ属菌の生死スクリーニングに応

用することができるとともに、SG1 型別判定を

含めた LP の現場での定量ができるために、入浴

施設現場におけるレジオネラリスク監視の有用

なツールとして利用可能であるといえる。 
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表1　RDM法の作業工程

工程 ステップ 対象物 操作方法 目的
操作時間

（分）

1 細菌計数 非濃縮水試料
等量の希釈液とサンプルとを混合して核酸染色液を
加えてシリンジに吸引後、装置にセットして計測

消毒効果判定 5

2 濃縮 非濃縮水試料 携帯型ろ過器を用いて1000 mLを1 mLに濃縮 水試料の1000倍濃縮 ～30

3 菌の懸濁 濃縮試料 フィルターを剪刀で破砕して混釈
フィルターからの菌

分離と混釈
2

4 染色 濃縮試料
懸濁液を2本の5mLサンプル管に0.5 mLずつ分注し
て、等量のBSA入りPBSを加えて、FL lp SG1 又はFL
non-lp SG1により染色

特異染色 30

5 レジオネラ計数 濃縮試料 シリンジに吸引後、装置にセットして計測 レジオネラ菌計数 5

 

 

 

 

 

 

表２　施設調査結果の概要

FL lp SG1 FL non-lp SG1

第1回 30/3 3 0 27 10
(SG1)

21 (5) 0 9 10～146 -

第2回 16/5 0 1 15 10
(SG5)

0 8 (1) 8 - 10～112

第3回 30/30 0 11 19 10～23,000
(SG3, SG5, SG6, SGUT)

2 16 (12) 14 380～570 15～34,310

定量値の範囲（cells/100mL）

RDM法

SG1陽性
検体数
(生菌)

非SG1陽
性検体数

(生菌)

陰性検体数
（<10

cells/100mL)

培養法

調査 検体数/
浴槽数 SG1陽性

検体数
非SG1陽
性検体数

陰性検体数
（<10

CFU/100mL)

定量値の範囲
（CFU/100mL）

（検出された血清群）
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≧10 ＜10

≧10 14※ 3 17

＜10 1 58※※ 59

15 61 76

感度 93.3% 特異度 95.1%
※うち3検体はSG1，※※うち27検体はLP死菌と判定

 表３　レジオネラ属菌培養法とRDM法との定性結果の比較（n =76）

平板培養法(CFU/100ml)

Rapid Detection
Method

(cells/100mL)
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