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公衆浴場におけるレジオネラ症対策に資する検査・消毒方法等の衛生管理手法の開発のための研究  

 

研究代表者  前川純子 国立感染症研究所 細菌第一部 主任研究官 

研究要旨： 次亜塩素酸による消毒が困難な 2 施設の高 pH 温泉および１施設の有機物が含まれて

いる温泉でモノクロラミン消毒が有効であることが確認できた。モノクロラミン消毒下での増殖が

問題となっている Mycobacterium phlei に対する消毒剤の効果を試験管内で確認したところ、実際は

遊離塩素よりモノクロラミンの方が有効であることが示され、高頻度の配管洗浄、高濃度の配管消

毒等のバイオフィルム対策を徹底することの重要性が改めて示唆された。過炭酸ナトリウムに助剤

を併用することで、薬剤の使用量が従来の 3 割ですむ新規の配管洗浄方法を開発した。洗浄効果が

高く、洗浄後のすすぎの回数も減り、これまでより少ない労力で洗浄することができるようになっ

たので、洗浄頻度が増えることで、有効なバイオフィルム対策となることが期待される。毎日のろ

過器逆洗に電解オゾン水供給を組み合わせる方法は、浴槽水の消毒剤濃度を維持し易くし、継続し

て逆洗水のレジオネラ属菌を不検出とすることが可能であった。公衆浴場における適切な遊離塩素

消毒で、SARS-CoV-2 は短時間に不活化されることが明らかとなった。 

遊離塩素により浴槽水が十分に消毒された細菌の状態をフローサイトメトリーで検出することで

「清浄」か「細菌増殖」か、5 分で判定する迅速評価法を開発し、実証してきたが、モノクロラミ

ン消毒の評価も行えるようになった。本法の共同調査を 4 つの協力機関で実施して技術の標準化を

図った。同法により、オゾンを用いた逆洗方法の有効性を確認した。 

浴槽水、湯口水、シャワー水、カラン水、採暖槽水等について培養検査および迅速検査を行い、

レジオネラ属菌による汚染実態を明らかにした。これまで得られた知見から、入浴施設の環境水に

おけるレジオネラ迅速検査のガイドラインを作成した。レジオネラ属菌の検出率および病原性との

関連が示唆されている lag-1 遺伝子の検出率は、地域によって差が認められた。新しい培養検査法

であるレジオラート/QT 法は、検体の処理や結果の判定が容易で、平板培養法との結果一致率も高

いことから、日常の衛生管理に有用な検査法であることが示されたが、3 日以前に陽性となった場

合、偽陽性である可能性が高いことが分かった。また、検水を加熱処理することで、定性試験も可

能となった。モバイル型 qPCR 装置でのレジオネラ属菌の検出率は、プロトコルの改良で感度が

LAMP 法と同等になったが、今後現場で活用できるように濃縮法のプロトコルを工夫する必要があ

ると思われた。感染源を特定するためには、環境検体から患者由来株の大半を占める Legionella 

pneumophila 血清群 1 (Lp1) を分離することが重要となるため、 Lp1 で感作した免疫磁気ビーズ

（Lp1-IMB）による選択的濃縮法を検討した。平板培養法と併用することで Lp1 の検出頻度が上昇

した。 

次世代シークエンサーを用いて浴槽水とシャワー水の菌叢解析を行ったところ、検水の種類に

よって菌叢が異なっていた。菌叢の多様性が高い検水からレジオネラ属菌が分離されており、多様

な細菌が増殖しやすい条件下でレジオネラ属菌も増殖しやすい可能性がある。次世代シークエン

サーを用いて、集団感染事例に由来する Lp 株の SNPs 解析を行った。 MLVA 法は施設から検出さ

れる菌株の同一性（定着性）や新規性を継続的に調べることができ、施設への衛生指導に役立てる

ことができると考えられた。医療機関の給水・給湯系のレジオネラ汚染を調査した。 
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研究分担者・所属機関および職名 

泉山信司・国立感染症研究所主任研究官 
金谷潤一・富山県衛生研究所主任研究員 
黒木俊郎・岡山理科大学教授 

佐々木麻里・大分県衛生環境研究センター 
     主任研究員 
田栗利紹・長崎県環境保健研究センター部長 

長岡宏美・静岡県環境衛生科学研究所部長 
中西典子・神戸市環境保健研究所研究員 
森 康則・三重県保健環境研究所主査研究員 

森本 洋・北海道立衛生研究所主幹 

栁本恵太・山梨県衛生環境研究所研究員 

淀谷雄亮・川崎市健康安全研究所技術職員 

 

A. 研究目的 

 公衆浴場のレジオネラ症対策の向上のために

は適切な衛生管理が要求される。そのための消

毒法等の開発・評価およびレジオネラ検査法の

改善・普及等を行う。令和元年９月に「公衆浴

場における衛生等管理要領等」が改正され、ま

た、「公衆浴場における浴槽水等のレジオネラ 

 
属菌検査方法（以下、標準法）について」の通

知（薬生衛発 0919 第 1 号）が出されたのは、前

研究班（公衆浴場等施設の衛生管理におけるレ

ジオネラ症対策に関する研究班）を初めとする

これまでのレジオネラ研究班の成果によるもの

である。本研究班は改正された衛生等管理要領

をより実効あるものにするために研究を遂行す

る（図 1）。 
  
B. 研究方法 

 各研究項目は、１から数名の研究分担者およ

び研究協力者（表 1）が参加し、実施された。

レジオネラ属菌平板培養は原則として「公衆浴

場における浴槽水等のレジオネラ属菌検査方法

（薬生衛発 0919 第 1号）」に準じた各検査施

設の方法で実施した。各研究項目の研究方法を

いかに記す。 

1. 高 pH 温泉、有機物を含む温泉におけるモノ

クロラミン消毒 

 高 pH 温泉水を利用する 2 施設、有機物を含 
む温泉を利用する 1 施設の循環式浴槽につい 

 公衆浴場等の衛生管理を計画的、体系的に行うための体制つくりに資するための総合衛生管理プ

ログラムと、公衆浴場の浴槽並びに関連設備の具体的な衛生管理を記述した一般衛生管理の 2 つの

パートからなる「入浴施設における衛生管理の手引き」を作成した。「公衆浴場等入浴施設が原因

と疑われるレジオネラ症調査の手引き」を作成し、研究班のホームページ上に公開した。レジオネ

ラ外部精度管理サーベイの継続実施をサポートし、本研究班からは地方衛生研究所等 70〜73 機関

が参加した。「レジオネラ属菌検査の内部精度管理のための手引き」を作成し、検証した。 
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て、モノクロラミン消毒の実証試験を実施し 
た。モノクロラミン生成装置（クロラクター、

ケイ・アイ化成）を用いて、遊離塩素製剤（ケ

イミックス SP、ケイ・アイ化成）とアンモニウ

ム製剤（レジサイド、ケイ・アイ化成）により

用時調製されたモノクロラミン溶液を、循環ろ

過系統内に添加した。週 1 回、完全換水直前に

高濃度モノクロラミンで配管を消毒した。採水

時に pH および遊離塩素、全塩素、モノクロラ

ミン濃度を測定した。水試料の各種微生物試験

は、定法に従い実施した。有機物を含む温泉水

については、16S rRNA 遺伝子の定量、同遺伝子

の V3/V4 領域を対象としたアンプリコンシーケ

ンスによる菌叢解析を行った（生物技研）。 
2. モノクロラミンと遊離塩素による

Mycobacterium phlei の試験管内不活化試験 
 アルカリ泉あるいは PBS に浴用水由来の M. 
phlei を添加し、モノクロラミンあるいは遊離塩

素を低濃度（約 5 ppm）、中濃度（約 10 
ppm）、高濃度（約 20 ppm）の 3 段階になるよ

う各々添加した。消毒剤添加後 15 分、30 分、

60 分、90 分の菌数を測定した。 
3. 省力化洗浄方法の開発と営業施設における実

地試験 

  
 過炭酸ナトリウム、アスコルビン酸、酒石酸

を混合して量比による洗浄効果の違いを試験管

内で検討した。連続培養システム（アート科学

社製）中に 15mm×20mm（厚さ 1.5mm）のステ

ンレス製の試験片を設置し、某施設から採取し

た浴槽水を 40℃で 14 日間循環させてバイオ

フィルムを発生させた後、試験片を各種洗浄剤

5mL に浸漬し、バイオシェーカーで回転させて

洗浄した。蒸留水ですすいだ試験片をクリスタ

ルバイオレットで染色し、吸光度（波長 570 
nm）を測定して、残存バイオフィルム量を求

め、バイオフィルム除去率を求めた。 

 4 入浴施設の協力を得て、洗浄試験を実施し

た。新規の洗浄方法として、浴槽水 1m3あたり

過炭酸ナトリウム 1kg（終濃度 0.1%）にアスコ

ルビン酸 1kg と酒石酸 1kg を助剤として用い

た。浴槽水量を循環可能な最低限に減らし、上

記の 3 化合物を同時に浴槽水に添加し、浴槽水

を循環させた。60 分後に、1 m3 あたり炭酸ナト

リウム 0.5 kg 程を添加して排水可能な pH に調

整し、排水後、循環可能な水量まで給水し、1

循環後、すすぎ水に次亜塩素酸ナトリウムまた

はモノクロラミンを添加して、対照コントロー

ルの精製水と同じ塩素濃度を示すまで、排水、 
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すすぎを繰り返した。 

 従来の洗浄方法として、浴槽水 1 m3 あたり過

炭酸ナトリウム 6 kg およびクエン酸 4 kg からな

る市販の洗浄剤を用いた。新規の方法と同様

に、浴槽の水量を循環可能な最低限に減らした

後、先にクエン酸を浴槽水に添加して 30 分間循

環、次に過炭酸ナトリウムを添加して 90 分間循

環した。1 m3あたり亜硫酸ナトリウム 1.2 kg に

よって過炭酸ナトリウムを中和し、すすぎの工

程に移行した。 

 洗浄前後に、ヘアキャッチャー近傍の配管 2
か所（5cm×5cm）を拭き取り、ATP 検査および

細菌検査を行った。 

4. 酸性側モノクロラミン消毒の検討 
 営業 3 施設の協力を得て、人工炭酸泉の 4 浴

槽（pH はそれぞれ 5.6、5.1、5.0、5.2）で、モ

ノクロラミン生成・注入装置を設置し、モノク

ロラミン濃度を 3 mg/L 以上に維持する消毒試験

を行なった。週 1 回、モノクロラミン濃度 10 

mg/L で 2 時間循環させ、配管消毒を実施後、換

水した。消毒効果の確認用に浴槽水を換水日前

日の夜間に採取した。1 施設の 2 浴槽水につい

ては、フローサイトメトリーにより全菌数を測

定した。                                                          
5. オゾン消毒の検討 

 スーパー銭湯 1 施設の協力を得て、オゾン供

給装置を設置し、毎日のろ過器逆洗前にろ過槽

の有効容量分以上の電解オゾン水を自動注入し

た。週 1 回、オゾン供給前に浴槽水および逆洗

水を採水した。 
6. 携帯型フローサイトメーターによる環境水中

レジオネラリスクの現地評価技術の標準化 
 フローサイトメーターは、miniPOC（シス

メックスパルテック社）を使用した。PI 染色に

より検水 1 mL の全細菌数（Total Bacterial 
Counts, TBC）、および Legionella pneumophila
（Lp）抗体（FL lp SG1 (V6051, Virostat) と FL 

ARK_lp (ARK resource) を Alexa fluor 532 protein 
labelling kit (A10236, Thermo Fisher) で標識し、

等量を混合）染色により、0.2 µm 孔フィルター

でろ過濃縮した検水の Lp 数を測定した。消毒

効果の判定は、試料中の TBC が判定基準値

1000 counts/mL を越えた場合は「非清浄」と

し、続く Lp 定量検査で Lp が検出された場合は

生菌と判定した。TBC が 1000 counts/mL に満た

ない試料は「清浄」と判定し、Lp が検出され

た場合でも死菌と判定した。モノクロラミン消

毒時のフローサイトメトリーの散布図は次亜塩

素酸消毒時のものとは異なるため、独自の測定

領域を設定し、モノクロラミン消毒効果の判定

も行えるようにした。A 研究所において標準作

業書とワークシートを作製し、105、104、103 

cells/mL オーダーの Lp NIIB0058 株菌液および

市販品の IDEXX-QC Legionella pneumophila (98-
0009287-00, IDEXX) を用いたグルタルアルデヒ

ド固定模擬試料を作製した。B~D 研究所協力者

の技術研修を行った後に、A 研究所で動作確認

した機器、準備した模擬試料を配布した。添加

回収試験は、500 倍希釈した Lp 模擬試料を標準

作業書にしたがって処理し、Lp 数を測定した。 
 実検体の調査は、主に循環ろ過式浴槽水を対

象とし、一部かけ流し式浴槽水、貯湯タンク水

および水風呂が含まれた。A 研究所では遊離塩

素管理の 93 検体、モノクロラミン管理 28 検

体、B 研究所は遊離塩素管理 29 検体、C 研究所

は遊離塩素管理等（二酸化塩素管理含む）55 検

体、モノクロラミン管理 6 検体、D 研究所では

遊離塩素管理の 90 検体について、作業書に則っ

てフローサイトメーターで全菌数と Lp 数を測

定した。Lp 培養は各研究所の方法で行った。 

 循環ろ過式浴槽のろ過器にオゾンを用いた逆

洗消毒の有用性評価研究（上記、5. オゾン消毒

の検討）において逆洗水の全細菌数（TBC）と

Lp 数をフローサイトメーターで測定した。並行

して、レジオネラ遺伝子検査（CycleavePCR 
Legionella Detection Kit, CY240, Takara-bio）、レ

ジオラート/QT（IDEXX）検査、レジオネラ培

養検査を実施した。 
7. 新規酵素基質培地キットであるレジオラート

/QT 法の有効性の検討 
 基礎的検討として、BCYEα寒天培地に塗布

し増菌した L. pneumophila SGUT の菌株につい

て、滅菌水で 10 倍ごとの希釈系列を作成し、平

板培養法及びレジオラート/QT 法を行った。3
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施設において同一ロットの IDEXX-QC Legionella 
pneumophila を用いてレジオラート/QT 法及び平

板培養法を実施し、得られた検出菌数を製品情

報と比較するとともに検査室間の検出菌数を比

較した。 
 公衆浴場等の温泉水、浴槽水、プール採暖槽

水等計 599 検体を対象として、レジオラート

/QT 法を実施した。本法は飲料水用 10 mL プロ

トコールに従い実施し、most probable number 
(MPN) 値を求めた。頻回に観察して、ウェルの

液体培地が変色して陽性となった日を記録し

た。陽性ウェルの液体培地をレジオネラ属菌選

択分離培地に塗抹し、分離菌はシステイン要求

性又は免疫血清により同定を行った。同時に平

板培養法にて検体よりレジオネラ属菌を分離

し、LAMP 法又はリアルタイム PCR 法によりレ

ジオネラ属菌の遺伝子検出を実施した。レジオ

ラート/QT 法で陽性と判定されたものの、ウェ

ルの液体培地を塗布した GVPCα寒天培地上で

レジオネラ属菌が検出できなかった一部検体に

ついて、発育したコロニーから遺伝子を抽出

し、16S rDNA により菌種を同定した。また、同

定した菌についてレジオラート/QT 法で陽性を

示すか確認した。 
8. 大分県の浴場水を用いた標準的検査法の評

価、レジオラートを用いた定性試験法の検討、

比色系パルサー法の改良 
 令和元年 5 月から令和 3 年 11 月に搬入された

浴槽水および湯口水 75 施設分 144 検体を対象と

し、標準法に準じて濃縮、前処理を行い、大分

法と標準法で平板培養を実施した。 

 レジオラート定性試験法として、非濃縮の 58
検体（令和 3 年採水分）の各試料 10 mL を 50℃
水浴中で 20 分間加熱処理して、レジオラート液

（レジオラート 1 包（100 mL 用）を 80 mL の滅

菌蒸留水に溶かした溶液）40mL が入ったベン

トフィルター付きフラスコ（CELLSTAR フラス

コ Advanced TC、青 FT キャップ 250 mL 滅菌：

Greiner Bio-One）に加え、36℃で 7 日間培養

し、茶色化または濁りの一方か両方が見られた

ものを陽性とした。陽性のフラスコから採取し

た培養液を GVPC 寒天培地に画線塗抹し、レジ

オネラ属菌の分離同定を行った。 

 比色系パルサー法については、令和元年 8 月

に搬入された非濃縮検体 17 検体 100 mL あるい

は 200 mL を 2 種類の孔径のセルロース混合エ

ステルフィルター（Merck 社、0.22 µm および

0.45 µm）を用いてそれぞれろ過後、フィルター

を移したチューブに、希釈した変性液を加えて

直接 1000 倍濃縮溶菌液を調製し、レジオネラ属

菌迅速検査キット（ファスマック）を用いて添

付の取扱説明書に従って実施した。それらとは

別に採水した浴槽水および湯口水計 4 検体（各

100 mL）について、保健所で環境衛生監視員が

上述の方法（フィルター孔径は 0.45 µm）で比色

系パルサー法を実施した。 
9. レジオネラ症の感染源調査のための迅速・簡

便な検査法の開発 

 8 か所の地方衛生研究所（機関 A～H）におい

て、2016 年以降に公衆浴場などから採水した試

料を用いた。試料は、浴槽水、シャワー水、カ

ラン水、採暖槽水、プール水であった。平板培

養を実施し、分離された L. pneumophila 血清群 1 
（Lp1）株については、lag-1 遺伝子を検出する

PCR を施行した。迅速検査として、LAMP 法、

LC EMA-qPCR 法、PALSAR 法、モバイル qPCR
法を実施した。Lp で感作した免疫磁気ビーズ

（Lp-IMB）を用いた選択的濃縮法を実施した。 
 16S アンプリコン解析は、令和元年～2 年度に

採水した浴槽水 59 検体およびシャワー水 34 検

体について実施した。検水 1,200 mL をフィル

ターろ過し（ポリカーボネート、0.22 µm、47 
mm）、ビーズでフィルターを破砕後、Dneasy 

PowerBiofilm Kit（キアゲン）を用いて DNA を
抽出した。イルミナ社のプロトコルに従い、16S 
rRNA 遺伝子の V3-V4 領域を Tks Gflex DNA 

Polymerase（タカラバイオ）を用いて PCR 増幅

した後、Nextera XT Index Kit および MiSeq 
Reagent Kit v3 (600 Cycles)を用いて RUN を実施

し、QIIME2 で解析した。 
10. 入浴施設における衛生管理の手引きおよび

公衆浴場等入浴施設が原因と疑われるレジオネ

ラ症調査の手引きの作成 
 研究班の分担研究者及び研究協力者で構成す 
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る 2 つのワーキンググループを形成し、検討し

た。 
「入浴施設における衛生管理の手引き」の総合

衛生管理のパートは、平成 16～18 年度厚生労働

科学研究費補助金健康総合科学研究事業「循環

式浴槽における浴用水の浄化・消毒方法の最適

化に関する研究」の分担研究報告書「HACCP シ

ステムの導入を伴う循環式浴槽の管理につい

て」並びに米国 CDC が発行した”Toolkit: 
developing a water management program to reduce 

Legionella growth and spread in buildings”を参考に

した。一般的衛生管理のパートは、「公衆浴場

における衛生等管理要領」及び「循環式浴槽に

おけるレジオネラ症防止対策マニュアル」に基

づいて、衛生管理方法の検討を行い、その内容

を記載した。 

「公衆浴場等入浴施設が原因と疑われるレジオ

ネラ症調査の手引き」は、大分県においてレジ

オネラ症に関する調査に用いられている対応要

領を基に、腸管出血性大腸菌感染症等に対する

調査マニュアルの調査手法を取り入れて、「入

浴施設におけるレジオネラ症防止のための日常

的な維持管理指針」（平成 26 年 3 月第 2 版発

行；NPO 法人入浴施設衛生管理推進協議会、大

分県監修）、「レジオネラ症防止指針 第 4

版」（公益財団法人日本建築衛生管理教育セン

ター）等を参考に検討した。 
 両案を研究班の分担研究者及び研究協力者に

配付するとともに、所属する自治体の環境衛生

担当者や感染症担当者に提示し、項目・内容・

使い勝手等に対する意見を求めた。ワーキング

グループでは寄せられた意見に基づいてガイド

ライン案の内容を修正した。 
 令和 3 年度は、「入浴施設における衛生管理

の手引き（案）」については研究班の分担研究

者及び研究協力者並びに全国の衛生研究所を有

する自治体の環境衛生担当者に配付し、試験的

に使用した感想や意見を募った。集められた意

見を参考にしてワーキンググループで修正し

た。「公衆浴場等入浴施設が原因と疑われるレ

ジオネラ症調査の手引き（案）」については研

究班の分担研究者及び研究協力者から意見を募 

り、それらに基づいて修正した。 

11. MLVA タイピングの確立とゲノム分子疫学

との比較解析 
 MLVA の primer 評価は Lp1 菌株 439 株を対象

として、Sobral ら（AEM, 77:6899, 2011）によっ

て報告された MLVA の 12 領域のうち 7 領域に

ついてフラグメントが得られなかった菌株につ

いて、Pourcel ら（JCM, 45:1190, 2007）による

primer を 2nd primer として MLVA 解析を行っ

た。得られた MLVA 型による株間の類縁関係を

明らかにするために、BioNumerics Ver7.6 を用い

て、Minimum spanning tree（MST）を作成し

た。全ゲノム解析は、QIAseqFX(QIAGEN)を用

いて DNA ライブラリを調製し、Miseq regent Kit 
v.3 を用いてリードデータを取得した。A5-Miseq
でアッセンブリし、PROKKA でアノテーション

を行った。全ゲノム配列による系統解析には

kSNP3 を用いて解析した。完全長ゲノム配列

は、MinION（Nanopore 社）から得られたロン

グリードと Miseq のショートリードデータを

Unicycler により Hybrid assembly して決定した。 
12. レジオネラ属菌検査精度の安定に向けた取

り組み 
 2015 年から実施されている外部精度管理は、

実施母体を日水製薬株式会社とし、レジオネラ

属菌配付試料として、シスメックス・ビオメ

リュー社の BioBall（特注品）を使用する。令和

3 年度から供試菌株が L. pneumophila ACM 5197

から、L.  pneumophila NCTC 11986 に変更され

た。令和元年度 161 機関（延べ 164 試料配

付）、令和 2 年度 171 機関（延べ 180 試料配

付）、令和 3 年度 184 機関（延べ 191 試料配

付）に対し実施された。うち研究班への協力機

関として地方衛生研究所等が令和元年度 73 機

関、令和 2 年度 72 機関、令和 3 年度 70 機関が

参加した。配付試料を受け取った各機関は、50 
mL の滅菌生理食塩水に懸濁混和した「非濃縮

試料①」と、そこから試験用に 1 mL 分取した

残りにさらに 441 mL の滅菌生理食塩水を加

え、混和した「非濃縮試料②」、さらに各機関

が行なっているろ過濃縮、あるいは遠心濃縮を

実施して得られる「濃縮試料」について、それ
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ぞれレジオネラ分離培地 5 枚に 100 µL ずつ塗布

し、各試料中のレジオネラ菌数を算出した。目

標回収率は 20％以上 100％未満とした。 
 浴用水やシャワー水などの環境水試料を濃縮

し、レジオネラ属菌を検出する手順の内部精度

管理のための手引きを作成した。研究班の構成

メンバーに対し、手引きに従った内部精度管理

の試行を依頼したところ、令和 3 年度に計 10 機

関で内部精度管理が実施された。 
13. 新型コロナウイルスに対する塩素系消毒剤

の効果  
 令和 2 年度は、低濃度の次亜塩素酸ナトリウ

ムあるいはモノクロラミンの SARS-CoV-2 ウイ

ルスと FeCoV-2 に対する効果を評価した。ウイ

ルス液を PBS で 100 倍に希釈し、その 1 mL に

予め決定しておいた 0.1～0.2 mg/L となるのに必

要な量の次亜塩素酸ナトリウム液を加えて 25℃
あるいは 41℃で 1、5、10 及び 20 分間曝露し

た。モノクロラミンについては、結合塩素濃度

が 1、3、6 mg/L になるように PBS で希釈した

モノクロラミン液 1 mL に 10 µL のウイルス液を

加え、1、5 及び 10 分間曝露した。曝露後に直

ちに 0.1M チオ硫酸ナトリウムで中和し、1％
FCS 加 D-MEM 培地（SARS-CoV-2）または 5％
FCS 加 D-MEM 培地（FeCoV-2）で 10 倍段階希

釈し、感受性細胞（SARS-CoV-2 は VeroE6/ 
TMPRSS2 細胞；FeCoV-2 は fcwf-4 細胞）に接

種し、5%CO2下、37℃で 4 日間（SARS-CoV-

2）あるいは 2 日間（FeCoV-2）培養した。 
 令和 3 年度は、SARS-CoV-2 ウイルスを Vero 
E6/TMPRSS2 細胞を用いて fetal calf serum (FCS)

非添加 D-MEM 培地（高グルコース）（L-グル

タミン、フェノールレッド不含）（富士フイル

ム和光純薬）に L-グルタミンを添加した培地で

5 %CO2 下、37℃で CPE が 80％になるまで培養

し、培養上清を 3,000 rpm, 10 min 遠心し、PD-10
脱塩カラム（Sigma-Aldrich）でゲルろ過して生

理食塩水に置換したのちに-80℃に保存したもの

をウイルス液として用いた。関東、北陸、四国

及び九州地区の温泉水を実験に用いた。温泉水

の試料 9 mL に対してウイルス液 1 mL を加えた

実験液に次亜塩素酸ナトリウム液を加え、所定

の遊離残留塩素濃度（0.4 mg/L 及び 1.0 mg/L）

となるのに必要な次亜塩素酸ナトリウム液の量

を決めた。ウイルス液 100 µL に上記で決定した

所定量の次亜塩素酸ナトリウム液を加えた浴槽

水 900 µL を加えて、25℃で 5 分間曝露した後、

0.1M チオ硫酸ナトリウムを加えて塩素を中和

し、10 倍量の 1％FCS 加 D-MEM 培地で 107 ま

で 10 倍段階希釈し、各希釈段階の液 40 µL を

VeroE6/TMPRSS2 細胞を培養した 96 ウェルプ

レートの 4 ウェルずつに接種し、5%CO2下、

37℃で 4 日間培養した。 
 各ウェルの細胞変性を観察し、TCID50 
(Median Tissue culture Infectious Dose, 50%感染量)

を計算し、未処理群と比較し生存率を求め、

100-生存率（％）を不活化率として算出した。 
14. 入浴施設及び医療機関におけるレジオネラ

汚染実態調査および次世代シークエンサーを用

いたレジオネラ属菌の分子疫学的解析法の検討 
 緊急事態宣言により約 1 か月休業した神奈川

県内の入浴施設において、2020 年 5 月の営業再

開前日、再開後の 7 月、9 月、11 月に 2 つの浴

室の浴槽水、湯口水、カラン並びにシャワーの

温水及び地下タンクと高置タンクの温水を採

取、10 月にはカランから給水系のみを採取し

た。2019 年と 2021 年には 9 月と 10 月のそれぞ

れ 1 回採取を行った。神奈川県内の 1 医療機関

において、2019 年 9 月、2020 年 10 月、および

2021 年 7 月に、地下控室 1 か所、倉庫内 1 ヵ

所、病室洗面台 4 ヵ所の洗面台等の蛇口水を放

水直後及び 3L 流水後に採取し、その間に自動

排水装置を設置した 4 ヵ所については 2021 年 8

月および同 9 月にも採取した。採取した検水に

ついて、レジオネラ属菌分離培養・遺伝子検

査、遊離残留塩素濃度の測定を行った。分離さ

れたレジオネラ属菌は PCR 法およびレジオネラ

免疫血清により同定した。 
 レジオネラ属菌の汚染実態調査を実施した入

浴施設から分離された Lp（SG1: 8 株、SG6: 5
株）株および 2015 年に神奈川県の 1 入浴施設で

発生したレジオネラ症集団事例（患者 7 名）に

おいて、4 名の患者および 2 つの浴槽水から分

離された Lp（SG1: 8 株、SG13: 3 株）株を供試
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して、DNA を抽出し、SBT 解析、SNPs 解析を

行った。SNPs 解析については、QIAseq FX DNA 
Library Kit (QIAGEN)を用いてライブラリを調製

し、iSeq100 System (illumina)によりリードデー

タを得た。入浴施設から分離された株に対する

レファレンス配列は Philadelphia 1（アクセッ

ション番号: AE017354）とし、集団感染事例株

については、Corby（アクセッション番号: 
CP000675）をレファレンス配列として、マッピ

ングは Burrows-Wheeler Aligner (http://bio-

bwa.sourceforge.net)を用いて、SNPs の抽出は

Genome Analysis Toolkit 
(https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us)を用いた。

抽出した SNPs を CLC Genomics Work-bench 
(QIAGEN)を用いてアライメントし、比較した。 
（倫理面への配慮） 

本研究は、国立感染症研究所の病原体取扱管

理規定にしたがい、個人情報保護に充分に配慮

して行われた。利益相反委員会の指導・管理に

従って、研究協力関係にある企業等について、

研究班内で情報共有を行った。開示すべき企業

からの経済的利益は受けていない。 

 

C. 研究結果 

1. 高 pH 温泉、有機物を含む温泉におけるモノ

クロラミン消毒 
 いずれの施設とも、モノクロラミン濃度は安

定に推移し、レジオネラ、自由生活アメーバ、

大腸菌群は陰性であったが、従属栄養細菌数の

増加が確認された。有機物を含む温泉における

菌叢解析の結果は Methylomonas 属菌、

Cloacibacterium 属菌が優占菌種で、

Mycobacterium phlei はモノクロラミン消毒時に

減少傾向にあった。 

2. モノクロラミンと遊離塩素による

Mycobacterium phlei の試験管内不活化試験 
 PBS における M. phlei の 3-Log 不活化に必要

な CT 値は、モノクロラミンがおよそ 500 
mg/L・min であるのに対し、遊離塩素はおよそ

1,200 mg/L・min となった。アルカリ泉中では、

モノクロラミンの M. phlei の 3-Log 不活化の CT
値はおよそ 800 mg/L・min であったのに対し、

遊離塩素は 1-Log 不活化でも CT 値はおよそ

2,000 mg/L・min が必要であった 
3. 省力化洗浄方法の開発と営業施設における実

地試験 

 試験管内で洗浄条件を検討した結果、過炭酸

ナトリウムにアスコルビン酸と酒石酸をそれぞ

れ 0.1%となるよう等量で混合した場合、バイオ

フィルムの除去率は 80 ないし 90％程度と従来

法を上回ることができた。薬剤の重量が従来法

の 3 割となった。4 浴場施設で新規の洗浄方法

を実施したところ、配管内部およびろ過器内部

のふき取りにおいて、ATP 値、一般細菌数、従

属栄養細菌数の減少が見られ、高い洗浄効果を

示した。すすぎは 1-3 回で完了した。 
4. 酸性側モノクロラミン消毒の検討 
いずれの浴槽水も、全塩素濃度は試験期間を通

じて 3mg/L以上と安定して維持されており、レジオ
ネラ属菌、一般細菌数、従属栄養細菌数、大腸菌

群の検出はなかった。一部浴槽水についての消毒

効果を判定するフローサイトメトリーによる全菌数測

定結果は、1,000 counts/mL未満となり、「清浄」と判
定された。 

5. オゾン消毒の検討 
 オゾン利用前は、浴槽水で 10～60 CFU/100 
mL、逆洗水で 30～330 CFU/100 mLのレジオネラ

属菌が検出されていた。水質測定開始後 56日目の
オゾン供給開始当初は、電解オゾン水の供給量を

10 L/minで 10 min（100 L）としたが、63日目の逆洗

水からレジオネラ属菌が 240 CFU/100 mL検出され
たため、66日目の配管洗浄を挟んで、77日目より
電解オゾン水の供給量を 10 L/minで 20 min（200 

L）と倍に増やした。それ以降は、91日目に浴槽水
のレジオネラ属菌 10 CFU/100 mLが検出された以
外は、2か月以上継続して不検出であった。この検

出は、生物膜の塊を偶然に測定したと考えられた。

逆洗水のレジオネラ属菌は、オゾン利用中の約 3か
月間不検出であった。浴槽中の残留塩素濃度は増

加傾向となった。一般細菌は 104～106 CFU/mLか
ら、101～103 CFU/mL程度まで減少した。 
6. 携帯型フローサイトメーターによる環境水中

レジオネラリスクの現地評価技術の標準化 
 4 研究所で実施した添加回収実験の回収率は 
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概ね 80-130%と良好だった。培養法と比較した

実検体における消毒効果判定結果の感度と特異

度は研究所間でばらつきがあったが、全体で感

度 83.1%、特異度 79.6%（N=267）と一定の成果

が認められた。レジオネラ以外の細菌が多いと

推察される貯湯タンク水や水風呂等の検体では

偽陽性が多かった。一部の検体では計測阻害と

考えられる現象があり前処理（ビーズによる粉

砕と超音波処理）による改善が認められた。 
 モノクロラミン消毒下の 28 サンプルの浴槽水

について、「清浄」と判定された 19 浴槽からは

培養法においてもレジオネラ属菌は検出されな

かった。「細菌増殖」と判定された 9 浴槽から

も培養法でレジオネラ属菌は検出されず、レジ

オネラ属菌遺伝子と Lp 細胞数は「清浄」と判

定された検体と有意差はなかったが、BCYEα

培地表面に中程度～大量の細菌が確認され、

Mycobacterium phlei と同定された。 
循環式浴槽のろ過器の配管洗浄かつオゾン強

化の前後で TBC を比較したところ、処理前の平

均値（±標準偏差、試料数 N）は、446,163（ ± 
306,659、N=10） counts/mL に対して、処理後が

71,693 （± 137,891、N=16） counts/mL とな

り、有意差を認めた（t 検定, p=0.004）。 
7. 新規酵素基質培地キットであるレジオラート

/QT 法の有効性の検討 
 L. pneumophila SGUT の菌株について、10 倍

ごとの希釈系列を作成し、平板培養法及びレジ

オラート/QT 法を行ったところ、レジオラート

/QT 法における検出菌量は、平板培養法とほぼ

同等で、平板培養法と同様に概ね 10 倍ごと段階

的に減少していった。精度管理品を用いた 3 検

査施設間におけるレジオラート/QT 法の検査精

度の比較検討を実施したところ、全施設で許容

範囲内の値が得られ、本法の安定性が確認でき

た。実検体（N=599）におけるレジオラート/QT
法と平板培養法の結果一致率は 83.6 %と高かっ

た。両法で陽性であった 136 検体の検出菌量に

ついて相関を検討したところ、回帰直線の R2
は 0.748 となり、強い相関が認められた。頻回

に観察して陽性となった日を記録した 80 検体

（7 日間培養）のうち、20 検体は培養 3 日目で

ウェルの変色が確認され、培養 5 日目までには

70 検体の変色が確認された。2 日目で変色が見

られた 2 検体のレジオラート培養液からはレジ

オネラ属菌が検出されず、平板培養法不検出か

つ LAMP 法陰性であったため、偽陽性と考えら

れた。レジオラート/QT 法及び平板培養法で結

果が不一致であった 98 検体のうち 73 検体が、

検出菌量が 30 MPN 又は CFU/100 mL 未満で

あった。 
 レジオラート/QT 法のみ陽性であった 37 検体

中 17 検体でレジオラート培養液から L. 
pneumophila が検出された。L. pneumophila が検

出されなかった 4 検体において、培地上で発育

が見られたコロニーから遺伝子抽出し、16S 
rDNA の塩基配列により同定したところ、それ

ぞれ Brevundimonas naejangsanensis、
Pseudomonas otitidis、Pseudomonas sp.、
Aeromonas hydrophila であった。これら単離した

菌株をそれぞれ滅菌水に懸濁し、レジオラート

/QT 法を実施したところ、茶色の発色を示し、

陽性反応が見られた。 
8. 大分県の浴場水を用いた標準的検査法の評

価、レジオラートを用いた定性試験法の検討、

比色系パルサー法の改良 
 平板培養の結果は、大分法では 144 検体中 62

検体、標準法では 56 検体からレジオネラ属菌が

検出された。3 検体は非濃縮検体のみからレジ

オネラ属菌が検出された。レジオネラ属菌数

は、大分法と標準法でそれぞれ 5～44500、10～
31500（濃縮試料のみでは 10～16640）CFU 
/100mL であった。大分法と標準法の菌数の相関

は、R2=0.8541、濃縮試料のみの菌数の相関は

R2=0.8579 であった。検体を加熱処理後にレジ

オラート定性試験法を行ったところ、58 検体中

13 検体が陽性と判定された。うち、11 検体の培

養液から Lp が分離された。レジオラート定性

試験法と平板培養法の検出/不検出の一致率は大

分法で 87.9%（10 以上検出された検体に限ると

93.1%）、標準法で 91.4%と高かった。 
 比色系パルサー法については、使用したセル

ロース混合エステルフィルターの孔径が 0.45 µm
（14/17 検体が陽性）でも、0.22 µm（12/17 検体
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が陽性）と同等以上の結果となった。保健所で

実施した 4 検体は 2 検体が陽性となった。 
9. レジオネラ症の感染源調査のための迅速・簡

便な検査法の開発 

 318 検体中、78 検体（24.5%）から 10 
CFU/100 ml 以上のレジオネラ属菌が検出され

た。10～99 CFU/100 ml が 52 検体（16.4%）、

100～999 CFU/100 ml が 19 検体（6.0%）、1,000 
CFU/100 ml 以上が 7 検体（2.2%）であった。血

清群別の結果、Lp6 が 38 検体から分離され、最

も多かった。次に多かったのは、Lp1（28 検

体）であった。また、Lp 以外の菌種が 12 検体

から分離された。 

 PALSAR 法において、シャワー・カラン水を

対象とした場合、浴槽水などを対象とした場合

と比較し、感度が低かったが、MWY 液体培地

で一晩増菌する方法で、平板培養法に対する感

度が 100%となった。 
 モバイル型 qPCR 装置を使用した迅速検査法

は、これまでのプロトコルを改良した結果、平

板培養法に対する感度は LAMP 法と同等となっ

た。カットオフ値を 40 に設定すると偽陽性検体

を減らすことができた。LC EMA-qPCR 法は、

Lysis Buffer for Legionella Type2 を用いた場合、

平板培養法に対する感度（91.2%）、特異度

（78.3%）、陽性的中率（55.4%）、陰性的中率

（96.8%）、一致率（81.2%）の全てにおいて、

NucleoSpin Tissue および Lysis Buffer for 

Legionella を用いた方法と比較し、最も高かっ

た。平板培養法に加えて、Lp1 で感作した免疫

磁気ビーズ（Lp1-IMB）法を併用すると、検出

率が 7.8%（18/230 検体）から 11.3％（26/230 検

体）となった。 
 8 か所の地方衛生研究所において、2016～

2020 年に浴槽水から分離されたレジオネラ属菌

の検出状況を調査した結果、レジオネラ属菌の

陽性率は 11.5～75.0%と機関によって差があっ

た。Lp1 陽性率は 0～12.6%、Lp1 の病原性との

関連が示唆されている lag-1 遺伝子陽性率も 0.3
～4.4%と機関によって差があった。分離された

Lp1 菌株に占める lag-1 遺伝子の陽性率（lag-
1/Lp1）も、7.7%～50.0%と機関によって差が

あった。 

 16S アンプリコン解析の結果、各検体に占め

る菌種別リード割合の平均値は、浴槽水検体で

は Pseudomonas（14.5%）、シャワー水検体では

Phreatobacter（15.1%）が最も高かった。レジオ

ネラ属菌のリードの割合は、浴槽水検体では

0.8%、シャワー水検体では 0.1%であった。 

 また、これまで得られた知見から、入浴施設

の環境水におけるレジオネラ迅速検査のガイド

ラインを作成し、研究班のホームページに掲載

した（https://sites.google.com/view/legionella-
resgr/）。 
10. 入浴施設における衛生管理の手引きおよび

公衆浴場等入浴施設が原因と疑われるレジオネ

ラ症調査の手引きの作成 
 レジオネラ属菌による汚染を防ぐために衛生

管理を計画的に実施し、その効果を評価して向

上・改善する体制を確立するための総合衛生管

理プログラムと、浴槽並びに関連設備の具体的

な衛生管理を記述した一般衛生管理の 2 つの

パートからなる「入浴施設における衛生管理の

手引き」を作成した。一般衛生管理のパート

は、具体的な管理方法を記述し、図を多用し

た。 
 「公衆浴場等入浴施設が原因と疑われるレジ

オネラ症調査の手引き」は、本文に患者調査

票、施設調査票、施設調査必要物品チェックリ

ストを加えて構成した。また、レジオネラ症が

弧発事例であっても集団発生であっても第一報

からの調査方法に違いはなく、弧発事例であっ

ても詳細な施設調査を行う場合もあるため、当

初は、「公衆浴場等入浴施設を原因とするレジ

オネラ症集団発生時調査ガイドライン（案）」

としていたものを「公衆浴場等入浴施設が原因

と疑われるレジオネラ症調査の手引き」に名称

変更し、研究班のホームページで公開した

（https://sites.google.com/view/legionella-resgr/）。 

11. MLVA タイピングの確立とゲノム分子疫学

との比較解析 
 439 株の MLVA プロファイル中で、増幅され

なかった領域が、のべ 115 あったが、2nd primer
により、そのうち 79 領域が増幅され、MLVA
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型が確定できる株が増えた。 

 PFGE、MLVA、SBT で相違が見いだされた集

団事例に由来する株について、ゲノム系統解析

の結果と各分子疫学手法の解析結果との比較検

討を行った。その結果、コアゲノム SNPs 解析

に基づいた系統樹は、PFGE、SBT、MLVA の結

果と矛盾がなく、SNP 数 300 個程度までの菌株

が、各分子疫学手法で clonal complex として認

識されると考えられた。 
 昨年の緊急事態宣言後に営業再開した３施設

において 10,000 CFU/100 mL 以上の Lp が検出さ

れた。MLVA 型別を行い、平成 24 年からの継

続的なモニタリング検査で当該施設から分離さ

れている菌株の MLVA 型と比較した。2 施設の

菌株の MLVA 型は、過去にそれぞれの施設から

分離されていた株の MLVA 型の 1 つと一致し

た。1 施設で分離された 2 株のうち、1 株は過去

に分離されたものと同一 MLVA 型であったが、

もう 1 株は初めての MLVA 型であった。 

 ゲノムデータを利用した SBT の解析フローを

構築した。リードデータのマッピングによる解

析手法として SRST2（https://github.com/katholt/ 

srst2）を、アセンブリしたドラフトゲノム配列

から ST を決定する手法として Legsta（https:// 
github.com/tseemann/legsta）を、更に mompS が

正確に決定できなかった場合に利用するツール

（https://github.com/bioinfo-core-BGU/mompS）の

3 種類を提案した。それぞれの SBT データベー

スを最新のものに更新し、特に SRST2 について

は SBT を解析するための条件を最適化し、ツー

ルのインストール方法も含めた汎用的なマニュ

アルを作成して協力機関に提供した。 
12. レジオネラ属菌検査精度の安定に向けた取

り組み  

 外部精度管理に 7 年連続で参加した機関は 43
機関あった。菌数、回収率ともに良好範囲外を

報告している機関は、特定の機関に偏る傾向が

あった。令和元年度には外部精度管理において

不安定な結果を複数回報告していた 3 機関に対

し技術指導を行い、一定の成果が得られた。令

和 2-3 年度は、コロナ禍の影響により技術指導

が行えなかった。 

 令和 3 年度に 10 機関で内部精度管理が実施さ

れた。選択分離培地で測定した接種菌数は非選

択分離培地で測定した接種菌数のおよそ 7 割

で、培地の種類（メーカー）による大きな差は

認められなかった。非選択培地で求めた接種菌

数（A）に対する非選択分離培地における回収

率（B/A）は、10.8～151.6％、平均 64.8％、中

央値 71.0％であった。これに対し、選択分離培

地での回収率（B/A）は、1.3～78.0%、平均

35.7％、中央値 31.9％と、低くなった。いずれ

の分離培地でも添加菌数が多くなるにつれ、回

収率が高くなる傾向であった。 
13. 新型コロナウイルスに対する塩素系消毒剤

の効果 
 PBS 中での SARS-CoV-2 の次亜塩素酸ナトリ

ウムとモノクロラミンによる消毒の効果を調べ

たところ、25℃で、次亜塩素酸ナトリウムの遊

離塩素濃度が 0.1mg/L では 20 分後に検出限界未

満（99.99％以上）まで不活化され、0.13mg/L で

は 1 分で検出限界未満（99.99％以上）まで不活

化された。さらに、41℃では 0.10mg/L、
0.11mg/L で 5 分後に検出限界未満（99.99％以

上）まで不活化された。FeCoV-2 は、0.16mg/L
で 5 分後に検出限界未満（98.89％以上）まで不

活化された。 

 関東、北陸、四国及び九州地区の温泉水 5 検

体のうち、3 検体（北陸地区由来 2 検体、九州

地区由来１検体）は次亜塩素酸ナトリウムを用

いて遊離残留塩素濃度を所定の濃度（0.4 
mg/L、1.0 mg/L）に設定することができなかっ

たため、関東及び四国地区の入浴施設の浴槽水

を用いて次亜塩素酸ナトリウムによる残留塩素

の SARS-CoV-2 ウイルスに対する効果を調べ

た。遊離残留塩素濃度が 0.4 mg/L と 1.0 mg/L の

場合の不活化率は関東地区の入浴施設の浴槽水

では 96.8％（不活化度 10 -1.5）及び>99.9％（不

活化度＜10 -4.7；検出限界未満まで不活化）、四

国地区の入浴施設の浴槽水では 99.5％（不活化

度 10 -2.3）及び>99.9%(不活化度＜10 -4.0；検出限

界未満まで不活化）であった。入浴施設の浴槽

水の通常の遊離残留塩素濃度であれば、SARS-
CoV-2 は 4 分程度の時間でほとんど不活化され 
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ることが示された。 

14. 入浴施設及び医療機関におけるレジオネラ

汚染実態調査および次世代シークエンサーを用

いたレジオネラ属菌の分子疫学的解析法の検討 

 2015 年からレジオネラ属菌の汚染実態調査を

継続している神奈川県内の 1 入浴施設におい

て、2015～2018 年度には調査対象である 8 ヵ所

中 5 ヵ所から最大 3,000 CFU/ 100 mL のレジオ

ネラ属菌が検出されていた。この間に、不要配

管の切除や次亜塩素酸ナトリウム添加装置の設

置などの対策を実施した結果、2019 年度の調査

では、10～200 CFU/100 mL のレジオネラ属菌の

検出となった。さらに、2020 年度の新型コロナ

ウイルス感染症に伴う緊急事態宣言に基づく休

業期間における衛生管理を経て、2021 年度には

1 ヵ所から 20 CFU/100 mL の L. pneumophila SG 

6 が検出されるのみとなった。 
 1 医療機関を継続して調査しており、これま

で塩素添加装置の設置、不要配管の切除、毎朝

のフラッシング、一部蛇口においてはフラッシ

ングを定期的に行う自動排水装置の導入などの

対策を実施してきた。一部蛇口からレジオネラ

属菌が検出されたものの 20 CFU/100 mL と少な

い菌数であった。 
 次世代シークエンサーによる分子疫学的解析

法の検討として、入浴施設において分離された

レジオネラ属菌の SNPs 解析および 2015 年に発

生したレジオネラ症集団事例の SNPs 解析を実

施した。入浴施設分離株の SBT 解析では同じ

Sequence Type（ST）とされた複数の菌株におい

て、SNPs 解析でも同一もしくは数 SNPs の違い

であった。これらの菌株には、この施設におい

て、一年以上にわたり検出されているものや、

異なる浴室から検出されたものが含まれてい

た。集団事例の株を用いた SNPs 解析では、こ

の集団事例は遺伝的関連のある 2 タイプの L. 
pneumophila SG1 と 1 タイプの L. pneumophila 

SG13 によって引き起こされた可能性が明らかと

なった。 
 

D. 考察 

3 年間の研究実施機関のうち、後ろ 2 年間は

新型コロナウイルス感染症蔓延下での研究遂行

となり、現地調査、消毒実験、研修等の実施が

一部困難となったが、その一方で、入浴施設の

長期休業がレジオネラ汚染に与えた影響の調査

や、新型コロナウイルスへの消毒効果の確認

等、新たに設定された研究を行うことができ

た。班会議や関連会議は滞りなく web で行われ

た。 
本研究期間を通じた実証試験により、令和元

年に発出された「公衆浴場における浴槽水等の

レジオネラ属菌検査方法」が定期的な水質検査

に適した方法であることが確認できた。併せて

実施するよう明記された非濃縮検体の検査の重

要性も示された。 
次亜塩素酸による消毒が困難な高 pH 温泉で

有効であるモノクロラミン消毒実施例を積み重

ねることができた。有機物が含まれている温泉

においてもレジオネラの抑制が可能であった

が、いずれの温泉でも、従属栄養細菌への対策

は必要であると考えられた。従属栄養細菌対策

の基礎データ取得のため、M. phlei に対する消毒

剤の効果を緩衝液中で試験したところ、遊離塩

素よりモノクロラミンの方が有効であった。ア

ルカリ泉ではその優位性がさらに顕著であっ

た。実地のモノクロラミン消毒下で M. phlei が
増加する理由を推測すると、M. phlei はバイオ

フィルム中にあることで、モノクロラミン消毒

に対する抵抗性を発揮しているものと考えられ

た。モノクロラミン消毒で M. phlei を制御する

には、こまめな浴槽清掃はもとより、配管洗

浄、高頻度の高濃度消毒等のバイオフィルム対

策を徹底することの必要性が改めて示唆され

た。ろ過器や配管は、ブラシを使った物理的な

洗浄ができず、過酸化水素や過炭酸ナトリウム

を使用した化学的な洗浄が行われている。これ

らの物質は劇物や危険物としての管理を要し、

多量の薬剤を使った定期的かつ頻回の洗浄は容

易ではない。そこで、使用する薬剤量の低減を

目的として、過炭酸ナトリウムに助剤を併用す

る新規の洗浄方法を開発した。その結果、薬剤

の使用量が重量にして従来の 3 割と低減し、9
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割以上の微生物が除去される洗浄効果も確認さ

れた。洗浄後のすすぎの回数も多くなく、これ

までより少ない労力で洗浄することが可能と

なった。この方法により、洗浄頻度と衛生状態

の向上が期待される。 
人工炭酸温泉において、モノクロラミン消毒下で

レジオネラ属菌、一般細菌数、大腸菌群数のみなら

ず、従属栄養細菌の検出もみられなかった。これま

では酸性の浴槽水に対してモノクロラミン消毒

を積極的に応用することがなかったが、トリハ

ロメタン等の消毒副生成物が生じず、アンモニ

ア等の存在下でも濃度の制御がしやく、塩素臭

が抑えられるといった利点からも、アルカリに

限らず酸性側の浴槽水においても、モノクロラ

ミン消毒の利用が有用と考えられた。人工炭酸

泉に溶存している 1,000 mg/L を超える炭酸ガス

と消毒剤の相乗効果が細菌増殖を抑制した可能

性もあり、今後の検証が待たれる。 
高い酸化力を有するオゾンによる温浴施設循

環式ろ過器の消毒・洗浄試験を実施した。毎日

のろ過器逆洗前に、電解オゾン水を自動注入す

るシステムを構築したところ、オゾン漏洩のリ

スクがほとんど無く、ろ過器を清浄化させ、浴

槽水の消毒剤濃度を維持し易くし、継続して逆

洗水のレジオネラ属菌を不検出とすることが可

能であった。 
オゾンによる逆洗の効果は、レジオネラ汚染

の迅速検出法の一つとして開発したフローサイ

トメトリー法によっても確認することができ

た。モノクロラミン消毒下で増殖する従属栄養

細菌は本法で迅速に検知できることが明らかに

なった。本法を 4 機関で実施して技術の標準化

を図ることができた。今後は、検査の迅速性を

利用して、施設衛生管理者等との対話に活用す

るなど現地への適用方法を検討し、技術の普及

に努める。 
ヒトから検出されるレジオネラ属菌のほとん

どを占め公衆衛生上重要な菌種である Lp を選

択的に検出・定量できるレジオラート/QT 法

は、検体の濃縮工程や菌の確定試験が不要であ

るため、検体の処理や結果の判定が容易で、検

査者の手技による差異が生じにくいと考えられ

る。検査精度試薬の使用はその確認に有用で

あった。平板培養法との結果一致率が高かった

ことから、本法は、日常の衛生管理に非常に有

用な検査法と考えられた。本法は 7 日間培養し

て、液体培地の変色で陽性を確認するが、培養

3 日目以前にウェルの変色が確認される場合は

偽陽性である可能性が高いことが判明し、2 日

目までの検体の確認が偽陽性の低減に有効であ

ることがわかった。また、検体を 50℃で 20 分

間加熱し、培養温度を検討の結果、36℃とする

ことで、定量検査のためには必要な高価な専用

トレイとシーラーを使用しない定性検査法を確

立することができた。 

モバイル型 qPCR 装置を使用した迅速検査法

の検討では、プロトコルを改良した結果、

LAMP 法と同等の感度となった。採水現場で濃

縮・測定が実施できるように、より簡便な濃縮

方法などについて検討し、プロトコルを更に改

良することが望ましい。 

感染源を特定するためには、環境検体から患

者由来株の大半を占める Lp1 を分離することが

重要となるが、主な感染源である浴槽水から

は、複数の血清群のレジオネラ属菌が分離され

る場合がある。IMB により Lp1 を選択的に濃縮

分離する方法を平板培養法と併用することで

Lp1 の検出率を最も高くできた。感染源調査な

ど Lp1 の検出が求められる際には有用な方法で

あると考えられた。 

浴槽水におけるレジオネラ属菌の検出率およ

び病原性との関連が示唆されている lag-1 遺伝

子の検出率は、地域によって差が認められた。

浴槽水のレジオネラ属菌汚染実態の地域による

差異が、国内におけるレジオネラ症患者の罹患

率の地域差の要因となっている可能性につい

て、今後検証する必要がある。 
16S アンプリコン解析では、検水の種類に

よって菌叢が異なっていた。菌叢の多様性が高

い検水からレジオネラ属菌が分離されており、

多様な細菌が増殖しやすい条件下でレジオネラ

属菌も増殖しやすい可能性がある。 

研究班で作成した「入浴施設における衛生管

理の手引き」が入浴施設の効果的な衛生管理に
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活用され、また「公衆浴場等入浴施設が原因と

疑われるレジオネラ症調査の手引き」が入浴施

設関連レジオネラ症発生時の疫学・環境調査の

実施時に活用されて迅速・的確に原因を究明し

て適切な措置することでレジオネラ属菌の増

殖・定着を防ぐことができ、入浴施設関連レジ

オネラ症の減少につながることが期待される。 

MLVA 法は利便性の高い分子タイピング法だ

が、primer のミスマッチにより増幅されなかっ

た一部領域が、2nd primer の使用によりその多

くが増幅され、大幅に改善することが明らかと

なった。現状の MLVA プロトコルの改変も念頭

に入れ、2nd primer をさらに評価、検討する必

要がある。また、継続的にモニタリングしてい

る施設において、増加した菌がもともと施設に

定着している菌か、あるいは新規の株なのか、

MLVA を用いて簡便に判断することができた。

本法は、施設への衛生指導に役立てることがで

きると考えられた。全ゲノム系統解析から、

MLVA と SBT の結果は全ゲノム配列の傾向を 

十分に反映していると考えられた。Miseq リー

ドデータやコンティグ配列から ST を決める方

法を確立した。サンガー法で決定した配列でも

利用可能となっており、迅速で有用な解析ツー

ルと考えられた。解析フローを作成し、複数の

連携機関に提供し、実際の Web 研修で解析でき

るような環境を構築することができた。 
外部精度管理は、検査機関の良し悪しを判断

するためのものではなく、その結果を次に生か

すためのものである。良好な結果を報告した機

関は、安定した検査環境を継続すること、そう

でなかった機関は検査法の再確認を行うこと

等、それぞれの結果に応じた認識の共有と対応

が必要である。また、自施設で内部精度管理を

実施するための手引きを作成し、10 機関で手順

書に従った内部精度管理が実施された。その結

果からは、回収率の良好範囲を設定するのは困

難であった。自施設で安定した回収率が継続で

きるよう、本手引きを基に標準作業書を作成

し、内部精度管理を遂行することで、正しい検

査結果が得られ、それに基づく衛生指導も適確

になり、公衆浴場が適正に管理されるものと思

われる。 
SARS-CoV-2 は遊離塩素に感受性が高く、こ

れまでに報告があった SARS-CoV 同様、比較的

短時間で不活化されることが示された。関東と

四国の入浴施設の浴槽水において次亜塩素酸ナ

トリウムによる遊離残留塩素濃度を 0.4 mg/L 及

び 1.0 mg/L として SARS-CoV-2 ウイルスの不活

化を検討したところ、短時間に高い率で不活化

されることが明らかとなった。一方で、温泉を

利用する浴槽水では遊離塩素濃度を設定値に安

定させることが困難な場合があり、実際の入浴

施設の現場において遊離残留塩素濃度の維持が

新型コロナウイルス対策においても課題である

ことが推測された。 
神奈川県において 2015 年に発生したレジオネ

ラ症集団事例の株を用いた SNPs 解析により、

この集団事例は遺伝的関連のある 2 タイプの L. 
pneumophila SG1 と 1 タイプの L. pneumophila 

SG13 によって引き起こされた可能性が明らかと

なった。本事例を引き起こしたと推察されるこ

れら 3 タイプの株間内の SNPs の差は 21 SNPs

以内であった。このデータはレジオネラ症集団

事例の SNPs 解析を行政検査として実施する上

で、遺伝的関連性を判断する SNPs の値として

一つの目安になると考えられた。行政検査とし

てレジオネラ症集団事例への全ゲノム解析の利

用を検討するためには、本研究のような集団事

例株の全ゲノム解析を実施し、データを蓄積し

ていくことが必要である。 
神奈川県内の入浴施設において、新たに導入

された対策により、高い遊離残留塩素濃度が維

持されたことでレジオネラ属菌数が減少したも

ののレジオネラ属菌の完全な排除には至ってお

らず、衛生管理方法によっては、再び増加する

可能性がある。今後は配管の個別洗浄や消毒方

法の変更などの対策を追加するとともに、モニ

タリングを継続することが重要と考えられた。 
神奈川県内の協力医療機関では、毎日フラッ

シングを実施しており、2021 年度の調査でも遊

離残留塩素濃度が 0.67 mg/L 以上と高く維持さ

れていた。少ない菌数のレジオネラ属菌が断続
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的に異なる蛇口から検出されていることから、

蛇口付近で定着しているのではなく、配管の深

部に存在するレジオネラ属菌のバイオフィルム

の一部が剥がれ落ちるなどしたものが検出され

たと考えられた。 
 
E. 結論 

 公衆浴場のレジオネラ症対策に資する検査・

消毒方法等について、以下のような効果的な手

法の検討を行った。 

 毎日のろ過器逆洗に電解オゾン水供給を組み

合わせる洗浄・消毒方法を開発した。過炭酸ナ

トリウムに助剤を併用する新規の配管洗浄方法

を開発した。高 pH 温泉だけでなく、人工炭酸

泉や有機物が含まれている温泉でモノクロラミ

ン消毒が有効であることが確認できた。公衆浴

場における適切な遊離塩素消毒で、SARS-CoV-2
は短時間に不活化されることが明らかとなっ

た。 

浴槽水、湯口水、シャワー水、カラン水、採

暖槽水等について培養検査および迅速検査を行

い、レジオネラ属菌による汚染実態を明らかに

した。レジオネラ属菌の検出率および病原性と

の関連が示唆されている lag-1 遺伝子の検出率

は、地域によって差が認められた。レジオラー

ト/QT 法の平板培養法との比較、定性試験法の

開発、モバイル型 qPCR 装置のプロトコルの改

良を行った。レジオネラ迅速検査のガイドライ

ンを作成した。Lp1-qPCR スクリーニングを併用

した Lp1-IMB による Lp1 の選択的検出法を検証

した。レジオネラ汚染の迅速検出法の一つであ

るフローサイトメトリー法の共同調査を 4 つの

協力機関で実施して技術の標準化を図った。同

法により、オゾンを用いた逆洗方法の有効性を

確認した。次世代シークエンサーを用いて浴槽

水とシャワー水の菌叢解析を行った。次世代

シークエンサーを用いて、集団感染事例に由来

する菌株の SNPs 解析を行った。MLVA 法は施

設から検出される菌株の同一性（定着性）や新

規性を継続的に調べることができ、施設への衛

生指導に役立てることができると考えられた。

医療機関の給水・給湯系のレジオネラ汚染を調

査した。 
 「入浴施設における衛生管理の手引き」およ

び「公衆浴場等入浴施設が原因と疑われるレジ

オネラ症調査の手引き」を作成した。「レジオ

ネラ属菌検査の内部精度管理のための手引き」

を作成し、検証した。 

 レジオネラ外部精度管理サーベイを継続実施

した。 
   

F. 健康危険情報 

（１）健康危険情報 
新型コロナウイルス感染症対策で使用停止した

建物や施設の再開時にレジオネラ感染の危険性

がある。（令和 2 年 5 月 12 日報告済み） 

（２）情報源 
Hospital Water Hygiene 研究会のホームページ

（URL: https://fs.lck-cloud.jp/u13673/）中の研究

会からのお知らせ・最新情報（URL: 

https://fs.lck-cloud.jp/u13673/研究会からのお知ら

せ・最新情報/）にある「新型コロナウイルス感

染症対策で使用停止した建物や施設の再開時の

レジオネラ感染の危険性」（2020 年 5 月 11 日

（月） 10 時 00 分掲載） 
（３）情報に関する評価・コメント 

グレード A 情報：重要情報 
○本邦においてなんらかの健康への影響がある

可能性があり、緊急性が高く、国外の関係機関＊

が重大な健康問題として警告している場合。 
・情報源にリンクされている記事（ワシントン

発ロイター通信、2020 年 4 月 24 日）による

と、米国疾病対策予防センターが長時間閉鎖さ

れた建築物の給水システムを再開するためのガ

イダンスを出している（URL: 

https://www.cdc.gov/ coronavirus/2019-
ncov/php/building-water- system.html、2020 年 5 月

７日更新）。 

・本邦に即した対応とするために、情報源中に

「建物や施設の再開時の留意点（HWH 研究会

からの提言）」が述べられている（URL: 

https://fs.lck-cloud.jp/u13673/研究会からの提言・

推奨/）。閉鎖されている施設の再開にあたり、
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給水・給湯系、冷却塔系について、洗浄・消毒

による安全性の確保が必要である。本邦におけ

る特徴的な施設である、入浴施設の循環式浴槽

系やシャワー系についても注意が必要である。

諸施設の再開にあたっては本提言を参考にする

ことが望まれる。 
（４）その他 

ESGLI（ESCMID- Study Group for Legionella 
Infections: 欧州レジオネラ研究会、ESCMID は

Europe’s leading society in clinical microbiology and 

infectious diseases の略称）からも、「COVID−19
大流行下におけるレジオネラ感染制御のための

歯科、高齢者施設、建築物、病院の水系システ

ムのガイドライン」が出されている（URL: 
https://www.escmid.org/research_projects/ 
study_groups/legionella_infections/）。 
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3) 佐々木麻里：レジオネラ属菌検査につい

て、令和元年度環境監視員担当者会議、

2019 年 6 月、大分. 
4) 佐々木麻里 他：レジオネラ症総論と培養

法の注意点、レジオネラ web 研修会、2021
年 1 月、大分（web 開催）. 

5) 佐々木麻里 他：環境水等からのレジオネ

ラ属菌の検査法について、レジオネラ実技

研修会、2019 年 4 月、福岡. 
6) 倉 文明：レジオネラ症の最新の動向と

ATP 測定を活用した衛生管理、第 123 回ル

ミテスターセミナー（web セミナー）、

2020 年 6 月、東京都. 

7) 倉 文明：レジオネラについて（その正

体、いかに対処するか）、第 78 回ウォー

ター研究会セミナー、機能水研究振興財団

令和 2 年度第 1 回研修会、2020 年 6 月、

東京都. 
8) 前川純子：新通知法に基づくレジオネラ属

菌検査. 専門研修「検査技術」. 2020 年 10
月. 東京都. 

9) 森本 洋：レジオネラ属菌培養検査につい

て、令和 3 年度 短期研修 新興再興感染

症技術研修、2021 年 9 月、web 対応.  
10) 前川純子：レジオネラ属菌の検査と対策、

令和 3 年度 短期研修 環境衛生監視指導研

修、2021 年 11 月、web 対応. 
11) 前川純子：レジオネラ症とレジオネラ属菌

検査法、令和 3 年度 レジオネラ属菌検査

研修会、2021 年 12 月、静岡県. 
12) 前川純子：レジオネラ対策の基礎知識、第

7 回保健所環境衛生監視員講座、2021 年

11-12 月、e-ラーニング. 

13) 公衆浴場におけるレジオネラ症対策に資

する検査・消毒方法等の衛生管理手法の

開発のための研究班：公衆浴場における

レジオネラ症対策に資する検査・消毒方

法等の衛生管理手法の開発のための研

究、厚生労働省 令和 3 年度生活衛生関係

技術担当者研修会、2020 年 2 月、web 対

応. 
 
H. 知的財産権の出願・登録状況 

 1) モノハロゲノアミン製造用組成物、特許、

第 6875111 号、平成 28年 12 月 1日出願、令和

3年 4月 26 日登録、藤野敬介、泉山信司 
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�2�ZŗŕZ[&ª#�¾E¸¿œ�\G�ő%�Å¨MÄË-¸¿��ŔĆ

�Õ�;ĞčĐħŎĸıŁŋ®MÄĞåĕħ��ő �r�ÃğØªÅ¨j�ğó¯ğĖģğ¸¿Ć

¸¿�ÙÎĆ Ć !UĆ ÇDœ5Áe�®¸¿iĆ ÊÒÂ�ìŔĆ

 
Ǣ½ǀǋ£ı×Ãō 

ɖ pHƏſ�ŐŰƟAÂ6Əſ+��=eYJlhbmƈŷ 

 
ǀǋ£ıǫ� šŕ� ĥã ÿťƺǽƧƦÛǀǋĭ� ĜƧƟȯ 

ǀǋ£ıǫ� ſÿ� �»� ÏǍĨşưǀǋĭ� ôƧ¬Ɵȯ�

ǀǋ£ıǫ� Ŧ� � č¦ qȴƺ��ƦÛǀǋĭ� ǽƧǀǋȑ�

ǀǋ£ıǫ� ȸĀ� ìǧ� ɋĀƺƦÛǽƧǆéǀǋĭ� ĜƧƟȯ 

ǀǋ±©ǫ� ÿr� Ʉy ÿťƺǽƧƦÛǀǋĭ� ĜƧƟȯ 

ǀǋ±©ǫ� ŧś� ɔň ÿťƺǽƧƦÛǀǋĭ� ĜƧƟȯ 

ǀǋ±©ǫ� wƩ� ǧç ÿťƺǽƧƦÛǀǋĭ� ĜƧƟȯ 

ǀǋ±©ǫ� �  őŏ� ŉą ÿťƺǽƧƦÛǀǋĭ� ƧƄǆéȯ 

ǀǋ±©ǫ� �  áŦ� ɇȘ ÿťƺǽƧƦÛǀǋĭ� ƧƄǆéȯ 

ǀǋ±©ǫ� țÒ� ȴì qȴƺ��ƦÛǀǋĭ� ĜƧƟǀǋȑ 

ǀǋ±©ǫ� ź|� �ů qȴƺ��ƦÛǀǋĭ� ĜƧƟǀǋȑ 

ǀǋ±©ǫ� Ʃu� ĪȮ� � ţĐ�Ǆaja� PCÈũȯ 

ǀǋ±©ǫ� Ŗÿ� öŽ� � ţĐ�Ǆaja� ǀǋȹƲȯ�

ǀǋ±©ǫ� ǵÿ� ġw� KEnCE­ĬţĐ�Ǆ� ŰǬĤǹÄȯ�

ǀǋ±©ǫ� ĂŘ� ǅ{� KEnCE­ĬţĐ�Ǆ� ŰǬĤǹÄȯ�

ǀǋ±©ǫ� Şā}ąç� � ÒłƢǍǼļƀ�áȼ�čê×ÕƵǀǋĭ�

ǀǋ±©ǫ� ÿŕ� Å»� � ǲƣţĐ�Ǆ� ZFN`ojUǀǋĭ�

ǀǋ±©ǫ� Ǻ|� Ň� ţĐ�Ǆ_jN\goSDo 

ǀǋ±©ǫ� ĿǺ� ¤Ň� ţĐ�ǄfaT� ƏƇzũȯ 

ǀǋ±©ǫ� ûÓ� Ɔ»� ÏǍ��®ƱǆéɁ� ƧƄƦÛǀǋȯ 

ǀǋȄŅ 

ɖ pH-Əſ9ŐŰƟAß�Â6Əſ'.�ȧɉÚǙƈŷ-«ŝ-ƍđ9�ƙċ-�s

�ƽ;>&�=	�-:�*ſȚ'8�eYJlhbm.êîƴ+kMGXhAİ¥'�

=(œĕ�>&�=	!"��eYJlhbmƈŷ.ƇƨŹu-ėþŢɒǚǶĽAÜª�

�=�(�
<�5!ŐŰƟAß�Â6ƏſŹA¤ƨ�!�ǻƇØ'-ïǤ+x��	�

�'ŕǀǋ'.��-:�*ſȚ- 3ÈũŃȊ-±©AĘ&�eYJlhbmƈŷ-ïȌ

ȎɕAǼ$!	ɖ pH-ƏſŃȊ'.�×&-ƇƨŹ'kMGXh�Cdo[�áǮǶǨ

.ɂĤ'
$!��ėþŢɒǚǶĽ.Üª��Ȧ 1Ê�1ŊȺ-ɖƙċeYJlhbmA 
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A.(*&% 

kMGXhưƲƧȽŲ-!7�ű}ÚǙ

ȲVTiFcəȧɉÚǙɚ+:<�ǻƇØƇ

ƨŹ-ƈŷ�Ǽ@>&�=	ȧɉÚǙ.�C

meWCĩǌǙ�ȶ�amImAÂ6Əſ

9�ɖ pH-ſȚ-Ø½�«ŝ�ƍđ�=�

(�ƽ;>&�=	5!�×ŐŰ�ƛǙ

əTotal Organic Carbon��s TOC)�ɖ��

ŐŰƟ�ß�Əſ-Ø½�ȧɉÚǙƙċ�

�s�=	 

pł�ȧɉÚǙ(CmeWCĩǌǙ-¶

Ġ+:<ƧĬ�>=�ǝ½ÚǙ-eYJl

hbm.�Ŭ
*Əſ+��&�kMGXh

þǶ+ù�=Ő«Ĥ�ǂȐ�>&�= 1)	

Ȏɕǔ-u'.
=��ŐŰƟAÂ6Əſ

'
$&8�eYJlhbm.ƈșȵ�ü

*��(�ǂȐ�>&�< 2)�ƙċAǡĲ

�9��(œĕ�>=	 

!"��eYJlhbmƈŷs+��=

ėþŢɒǚǶĽ-Üª�×Ã�>&�< 3)�

5!ŐŰƟAÂ6ƏſA¤ƨ�!�ǻƇØ

'-ïȌȎɕ.ǜɕtȜ'
<�z�-Ƿ

Ǌ(ùǒ-Ũȉ�ȑɑ'
=	 

��'ŕǀǋ'.�ɖ pH�:0ŐŰƟA

Â6ƏſŃȊ-±©AĘ&�eYJlhb

mƈŷïȌȎɕAïŃ�!	ɖ pH-ƏſŃ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ȋ'.ėþŢɒǚǶĽ-Üª-�ƤĤ-ǂ

Ȑ(ùǒ-Ũȉ�ŐŰƟAÂ6ƏſŃȊ'

.ƈŷ«ŝ�ƙċ-êîĤ�Ƕ·-Ý­+%

�&ȒŠ�!	 

 

B. (*�� 

�/ 1 4 pH ���?#69��3�� 

(1) ùȖŃȊ 

qȴƺ�- pH9.5 -ƏſŹəǾ 1ɚA¤

ƨ�=ŃȊ+��&�Ƭå-Ƈŭ��> 

>ȥȣǔ'ķǠ�>&�=ěƦǗǟ�òȵ

ǘ 30m3 -ƇŭAǀǋùȖ(�!	¿ŃȊ

.ƿ?ȨłĐ'
<�ŶÈũń+ȢƂ¡ƥ

AǼ�((8+�Ȧ 1 Ê-�ɓń+ë×Ĺ

Ź�:0ƇŭƌĴAǼ$&�=	 

?ȨÉ-ȢƂƅ.�ŶÈũń-ÈũŊȺ

Þ+Ǽ$!	?ȨÉəòȵǘ 5 m3 ƷĔǘ 1.8 

m×ɖ�ǘ 2 m -�Ǒơ�ƶȆ+:=Ūøɚ

+ù�&�30 £ǈċƇƨŹA?Ȩ-ȢłÁ

+ȣŹ��ƂƅŹ.ĵŹ�!	ƇƨŹ-ƍü

£.�Ė�;Ł!*ƏſŹAȀǞ�!	 

(2) eYJlhbm-ƙċǔƥ 

eYJlhbmƧĬǿǦəJlhJOo�

KEnCE­ĬɚAƨ�&�ȧɉÚǙȁ¨

əKEbRJN SP�KEnCE­Ĭɚ(C

meWFcȁ ə̈kMLEU�KEnCE­

ƨ�!ȱǔ-ƈŷ'.İ¥��>*�$!	ɖ pH-Əſ'
$&8�eYJlhbm

ƈŷ.kMGXh-¥ę+Őƨ"��ėþŢɒǚǶĽ�Üª�=Çɑ��Ƥ�>�:<

Ē©*Ƃƅ9ùǒ�ğȄ(Ǫ�;>!	ŐŰƟAÂ6ƏſŃȊ'8�kMGXh.ɂĤ

(�eYJlhbm-ƈŷ«ŝ�Ę;>!��ėþŢɒǚǶĽ�ɖ�$!	Ƕ·ȇŜ-

ǝŝ�MethylomonasþǶ�CloacibacteriumþǶ��²Ƕǉ'�pȅ Mycobacterium phlei

.eYJlhbmƈŷŊ+ƍü�Á+
$!��ƈ�=�(.*�$!	ŐŰƟ�Â5

>&�=Əſ+��&8eYJlhbmƈŷ.Ő«'
$!��ǥ<Ȟ�ėþŢɒǚǶ

ĽÜª2-ùǒ�ğȄ(Ǫ�;>!	 
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Ĭɚ+:<ƨŊȒȁ�>!eYJlhbm

ƖƉA�ěƦ?ȨǗǟ�+Ƌª�!	Ɓ�ɐ

ċ.�ƇƨŹ-eYJlhbmƙċ��ĆŊ

�:� 3ɟ6 mg/L -ǕÍ'ĸǇ�=�(A

ħÎ�&Ȋî�!	eYJlhbmƙċ�

�-ǔƥƙċǕÍ+�;*�Ø½.�Į¬

Ļ�+:$&ȠƋª��ƙċAȒľ�!	Ń

Ȋ+:=ƙċƐî.�×ÚǙƙċAƐî�

!	 

Ȧ 1 Ê�ěƦȱǔ�-ɖƙċeYJlh

bmƈŷnƂƅ(ë×ĹŹAǼ$!	��ƴ

+.�eYJlhbmAȠª�&�ƙċA

10ɟ15 mg/L +rņ���ěƦ?Ȩµ0Ȣ

Ƃ¡ƥAǼ$!	ŶÈũń-ȢƂƅ(¿Ŭ

+�ƇƨŹA 30 £�%�?Ȩ-ɎłÁ��

:0ȢłÁ+ȣŹ��ȢłÁ-ƂƅŹ.ĵ

Ź�!	ƈŷĖ�ƇƨŹ.×&ĵŹ��Ƈŭ

AƂƅ�!	Èũȹæ§ń+Ł!*ƏſŹ

AȀǞ��Èũȹæ 3 ŊȺ°§+eYJl

hbmAƋª�ěƦ���ÈũȹæƷ§+.

eYJlhbmƙċ�ǔƥǕÍ�'
=�

(AǂȐ�!	 

(3) �)�� 

¼ǉĜƧƟȎɕ.�îƀ+ė�ïŃ�!	

�*@#ĜƧƟȎɕƨ-ŹȎŀ.�QGǁ

ȲVTiFcAƋª�!ƗǶòÉ+��ɓ

ń§ń-ÈũuəeYJlhbmƋª 3 Ŋ

Ⱥ�rǜȨĖɚ+ĶŹ�!	ǚǶÔɒƨ. 

Ǹ�Cdo[Ôɒƨ.ĆƏ+&ĺȡn�è�

!	kMGXhþǶ.�0.20 µm ]DjOo

'?Ȩƙǣ�! 100 �ƙǣƉ(�1�(<

Ũ�.īƘ�!´Ɖ-��> >Aƞ¡ƥ

5!.Ȳ¡ƥ��GVPC õâÔÒ' 36��

7 ńȺÔɒ�!	áǮǶǨ.ƇƨŹ 100 mL 

A EC ^jo100P�WRNE��pǱǚǶĽ

.ŮƕõâÔÒAƨ�& 36��24 ŊȺÔɒ

�!	ėþŢɒǚǶĽ.�R2A õâÔÒA

ƨ�!ƊȳÔɒ- 42��14 ńȺ'Ż7!	

Cdo[.�ƇƨŹ´Ɖ�:0 1,000�g�5 

£Ⱥ' 50 �+ȪĞƙǣ�!ƇƨŹ�;�á

ǮǶÙăƝŢɒõâÔÒAƨ�&�42�'

14 ńȺÔɒ�!	 

pH ĠĲŋĹþ�] pH ŉŒĺŒœ9;Ŕćé

ü<Èě�<ÈĠ DPD �ĞĤħņĴļĽ�­

<ÈÝœHACHŔćŊłĳŏŋŇŐĠĭŐľńįł

Œō�ĞĤħņĴļĽŊłĳŏŋŇŐőīŐŊŀī

ÝœHACHŔĞĤĦ¢JēĖĈīŐŊŀīfÀÈ

Ġć�ÞņĴļĽŊłĳŏŋŇŐőīŐŊŀīÝć

ĊħċĠĭŐľńįłŒō�ĞĤĦ�ò 640 nm 

ğ 0 � [ œ É @ + Û � � � [ Ý ć

SHIMADZU UV-2450ŔĎĥ¢JēĖĈ 

 

�/ 25 2 3 ���8>4 pH ���?#6

9�� 

H1I
1�/ 

ÿťƺ�- pH10-ƔſŹəǾ 2ɚAŐ�

=�pń-�ƇǫĽ� 500ɟ1000 �ǈċ-

ŃȊ+��&�Ƭå-ƇƨŹ�¿pǗǟ-

15~20 m3-�ƑAùȖ(�!	Ȧ+ 3Ê�

ƇƨŹ-ë×ĹŹ(�ƌĴ�Ǽ@>!	?Ȩ

É-ȢƂƅ.�ŶÈũń-ÈũŊȺÞ+ 10

£ȺǈċǼ@>!	ïȌȎɕœȺ. 7 ȦȺ

(�!	 

H2IDBAFECG;��+" 

� ŃȊ 1 (¿Ŭ-łƀ'eYJlhbm-

ƙċǔƥAǼ$!	Ȧ 1 Ê�ë×ĹŹƷ§

+ƇƨŹ-eYJlhbmƙċA 15~20 

mg/L+Ȓľ��1ŊȺ5!.pŋuƈŷA

Ǽ$!əÎ 1ɚ	 

(3) �)�� 

¼ǉĜƧƟȎɕ(ÚǙƙċƐî.�ŃȊ 

1 ¿Ŭ+�îƀ+ė�ïŃ�!	ƇƨŹ-
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n�ĠćáĄyô²!Ğ 1 3ćyô�ĞȦ 1

Ê�ż>�ǷǊ�&�=(ģ@>=ŎǛĹ

Źń�;Ŏ8ńĽ-ǜȨ�!ń-Èũȹæ

§əeYJlhbmƋª 30£ȺǈċǜȨĖɚ

+�ïŃ�!əÎ 1ɚ	 

 

�/ 35 ���?�@:���?#69�� 

(1) 
1�/ 

ÿťƺ�- TOC� 9.2 mg/L�ǭŧȚ 0.2 

mg/L�CmeWCĩǌǙ 2.0 mg/L AÂ6�

pH7.9-ƏſŹəǾ 3ɚA�ƨ�=�ǘ 22 m3

-�ƑAùȖ(�!	�ƇǫĽ. 1 ń+

200~400Àǈċ'�ƇƨŹ-ěƦǗǟAŐ�

&�<�1ȦȺ+ 3ÊĹŹ�&�!	?ȨÉ

-ȢƂƅ.�ŶÈũń-ÈũŊȺÞ+ 7 £

ȺǼ@>!	eYJlhbmú�§Ė 4 Ȧ

Ⱥ-�Ȉ 8 ȦȺAȎɕœȺ(�!əÎ 2ɚ	 

(2) DBAFECG;��+" 

� ŃȊ 1 (¿Ŭ-łƀ'eYJlhbm

-ƙċǔƥAǼ$!	!"��ƨŊȒȁ�!

eYJlhbmƖƉ.�Ū, 3ɟ5 mg/L -

ǕÍ(*=:�+�×&-ěƦǗǟ�:0

ȗƑŭ+Ƌª�!	Ȧ 1 Ê�ë×ĹŹƷ§

+ƇƨŹ-eYJlhbmƙċA 20 mg/L

ǈċ+rņ���ǩŒ5'ǘ 9 ŊȺ-ěƦ

AǼ��ȱǔAƈŷ�!	ƈŷĖ�ƇƨŹ.

×&ĵŹ��ƇŭAƂƅ�!	 

(3) �)�� 

¼ǉĜƧƟȎɕ.�ŃȊ 1 (¿Ŭ+Ǽ$

!	!"��n�ĠȦ+ 1 Ê�ƇƨŹ+ż

>�ǷǊ�&�=(ģ@>=ŎǛĹŹń�

;Ŏ8ńĽ-ǜȨ�!ń-Èũȹæ§əe

YJlhbmƋª 2 ŊȺǈċǜȨĖɚ+�

ïŃ�!	ŊłĳŏŋŇŐ �N�!_ğ�Ñ

ÊÒpčĤġ`R�ĂÊÒpĪ�çēćt-�

JĚ%ø§ 5%{¤ĪxdVĊĦě JēĖ

œMicrosoft Excel 2016ŔĈ 

�«��ğ 16S rRNAë�DğJñć/ë

�DğV3/V4ā8ĪMãěēĖīŐŅŌĵŐķ

ŒĴŐĹĞĤħÒ)Ü�ĪÖėĖœª¥k¸ć

¼CUµ³�'WŔĈDNA áqĠć�«�

1LĪĩêēĖńĬōĺŒĎĥćÐ�æĪö(ĕ

ħ±°ĚćDNeasy PowerSoil Pro kitœQIAGENŔ

Ī«ċęl�ēĖĈŊłĳŏŋŇŐ �N�!

_ğ 16S rRNA ë�DğJñ�Ī�çēć!

èğ�çě/�Ğćt-�Jğ%ø§ 5%{¤Ī

xdVĊĦě JēĖĈ 

 

C. (*,�7=<-	 

ŃȊ 1 ɖ pH ƏſŹAƨ�!áòȵƇŭ 

ƇƨŹu-eYJlhbmƙċ.�34

êîƴ+ĸǇ�!əÎ 3ɚ	�Ƈð-Üª+

�$&ƏſŹ-Ȝ�ƑA�!Ø½+ǔƥƙ

ċǕÍ:<8ǳć��*=�Á�ȅ;>!

���-Ø½8³Č+Į¬Ļ�+:$&Ƞ

ƋªAǼ��(+:<�ƾŊȺ'ǔƥƙċ

ǕÍ+ÊĚ�!	 

6 ȦȺ-ïȌȎɕœȺAȣ�&�kMG

XhþǶ�pǱǚǶ�áǮǶǨ.��>8ɂ

Ĥ'
$!əǾ 4ɚ	eYJlhbmƈŷ.�

kMGXhþǶ�pǱǚǶ�áǮǶǨ-ƈŷ

+«ŝƴ'
$!	 

pł�ėþŢɒǚǶ+%�&.��>8

ɃĤ'
$!	ėþŢɒǚǶĽ.pǱǚǶ

Ľ:<ß��Ƈŭ-ż>A:<ɖĨċ+Ũ

¢'�=(Ǫ�;>!	ėþŢɒǚǶ-¥

ę-!7+�10ɟ15 mg/L -ɖƙċeYJ

lhbmƈŷAǼ$!���>'8ėþŢ

ɒǚǶĽ�rņ�!	ŕǀǋ'Ǽ$!ƈŷ

łƀ'.ėþŢɒǚǶ-¥ę5'+.ǰ;

��ż>-ųƭ(ĜƧƟ-ÜŴ�Ƨ�&�

5$!(Ǫ�;>!	 
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�/ 25 2 3 ���8>4 pH ���?#6

9�� 

5 ƇƨŹu-eYJlhbmƙċ.3(B

)-Ɛî+��& 3~6 mg/L -ǕÍ+
<�

êî�&ƙċAǡĲ�=�(�'�!əÎ

4ɚ	ȎɕœȺ§°.99��ƙċ+*=�

(8
$!��ȂĽÊ-ƋªŊȺ-ĜȒľ

+:<�Ė°. 3 mg/L AsÊ;*�$!	 

� ȧɉÚǙǔƥŊ�:0 7 ȦȺ-ïÒȎɕ

œȺAȣ�&�kMGXhþǶ�Cdo[�

áǮǶǨ.��>8Ũ¢sɀ�ŔƓ5!.

ɂĤ'
$!əǾ 5ɚ	eYJlhbmƈŷ

.�>;+ù�&«ŝ�œĕ'�=(Ǫ�

;>!	pł�ėþŢɒǚǶĽ.ŃȊ 1 ¿

Ŭ+Üª��ȧɉÚǙǔƥŊ:<ß�$!	

15~20mg/L�1ŊȺ-ɖƙċeYJlhbm

+:=ƈŷ'.ÜªAİ¥'�*�$!	

ƈŷŊȺApŋ+Ďȸ��ƷĖ-Ǐ 5 Ȧ'

. 1/100 ǈċ+ƍü�!8--�Ǐ 6 Ȧ�

ȿ.�0¿Ŭ-GoPo+5'Üª�!	

pċÜª�&�5$!ėþŢɒǚǶ-İ¥

.ÌɊ'
$!	 

ŃȊ 2 '.Èũȹæ§-ƇƨŹ+eYJ

lhbmAƋª��ǔƥƙċǕÍ'êî�

!ƷĖ+ĶŹAǼ$&�!	ƙċǔƥAǼ

@*�$!àȺ+ėþŢɒǚǶ�Üª��

�>+ù�=¯£*ƈŷŊȺ�Ę;>*�

$!¹ǬĤ�Ǫ�;>!	eYJlhbm

ƈŷAïŃ�&�=ƇƨŹ+��&8�ė

ř-ǽƧǔƥAƹƮ'�=8-'.*��

?ȨÉ9ȱǔ*)+ù�=Ƃƅ�ȴȄ'


=(Ǫ�;>!	 

�  

�/ 35 ���?�@:���?#69�� 

�Ƈð-Üª+:$&ƔſŹ�;ěƦǗ

ǟ2-ȀǞ�ß�*$!Ɇ+�ƇƨŹu-

×ÚǙƙċ.ƶŮ:<��*=�Á'
$

!��Ū,êîƴ+ĸǇ�&�!əÎ 5ɚ	

ƙċ�s�$&8Į¬Ļ�AǼ��ȠƋª

+:<�ƙċ.Ȥ9�+ÊĚ�!	ȎɕœȺ

Ė°+�ǹ¨tȜ�ƲƧ�!	�>+:< 2

ńȺ+@!$&×ÚǙ�ƈä�!���-

:�*Th^j�*�>/�ßȵ*ŐŰƟ

AÂ6Əſ+��&8�eYJlhbmƈ

ŷ+:=ǔƥ.¹Ǭ(Ǫ�;>!	 

eYJlhbmƈŷú�-§ĖAȣ�&�

kMGXhþǶ�Cdo[�áǮǶǨ.��

>8ɂĤ'
$!əǾ 6ɚ	eYJlhbm

ƈŷú�§-ŃȊ.�ȧɉÚǙƈŷ�Ħî

�>&�!��ƔſŹ+ßȵ-CmeWC

ĩǌǙ�Â5>�ħÎ��eYJlhbm

�Ƨ�&�=(Ǫ�;>!	ïɆ�3 mg/L§

Ė-×ÚǙƙċ�ǂȐ�>&�<�eYJ

lhbmƈŷAħÎ�&ú��=§�;�

eYJlhbm�v'
=(ģ@>=ǝ½

ÚǙƈŷ�Ǽ@>&�!	ė$&ȧɉÚǙ

ƈŷ(-Ÿȝ+.*;*���ŐŰƟAÂ

6Əſ+��&8�eYJlhbm.kM

GXhþǶ+ù�=êîƴ*ƈŷ«ŝ�


=(Ǫ�;>!	 

ƇƨŹu-pǱǚǶĽ�ėþŢɒǚǶĽ�

16S rRNAë�DğJñ�+%�&�ǝŝA

Î 6 +ǃ�	pǱǚǶĽ.eYJlhbm

ƈŷú�Ė8 300 CFU/mL §Ė'
<�ú

�§(Ÿȝ�îȵ�+á�*Ý­.ǂȐ�

>*�$!	pł�ėþŢɒǚǶĽ.ú�§

:<8Őħ+ƍü��16S rRNAë�Dğĵ

ŃŒpĠN�_xdĞ>"ēĖĈ�Ú¶´ē

ęċħďćeYJlhbmƈŷú�§Ė-

á�*ƸȩƜ(�&�ú�§.ɖƙċȧɉ

ÚǙ�ú�Ė.ɖƙċeYJlhbm+:
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=ȱǔƈŷAïŃ�!�(�ĳ�;>=	

ŊłĳŏŋŇŐN�
!ĠćîÅ �ğúĝĜ

Ğ�«�Ğ�	<ÈïĿĽŌĮňď²oĞ¡

"ĒĨħđěĚćDNA ğ�ÜďªĔęċĖ+

ÏbďÍČĥĨĖ 4)Ĉ 

Ƕ·ȇŜ-ǝŝ�eYJlhbmƈŷú

�§�ú�Ė(8+ Methylomonas þǶ(

Cloacibacterium normanense��²ǉ'
<�

×�- 80~90%A²7&�!əÎ 7ɚ	

Methylomonas þǶ.ÒsŹ 5)�;�C. 

normanense .sŹ 6)�;£ɉ�>!�(�


<�ŹƦÛu+ĉ�èÑ�=ǚǶ'
=

(Ǫ�;>=	ƈŷs+Ȼ@;�ǚǶ�ß

�èÑ�=�(.�[EG]Djc-Üá

(kMGXhƲƧ�īĢ�>=�(�;�

���!ǚǶ2-ùĠAŨȉ�=�(�ȴ

Ȅ+*=�8�>*�	 

eYJlhbmƈŷs-ÜŴ�Ư@>&

�! M. phlei +%�&.�eYJlhbm

ƈŷú�Ė�ǜŊƴ+ƍü�Á'
$!	�

-ǝŝ.�ėþŢɒǚǶĽ-ƍü(Ȼȥ�

&�=(Ǫ�;>=	5!�¿Ƕ.Ȏɕǔ�

-Ȏɕ+:<�20 mg/L-eYJlhbmƈ

ŷ-Ő«Ĥ�ǂȐ�>&�= 3)	�>;-

�(�;Ǫ÷�=(��Ê-ŃȊ'Ǽ$&

�! 20 mg/L�9ŊȺǈċ-ɖƙċeYJl

hbm+:=ȱǔƈŷ.�M. phlei+ù�&

Ő«*ƈŷłƀ'
=�(�ǃÆ�>!	

!"��ėþŢɒǚǶĽ.ß�$!�(�

;�ɖƙċeYJlhbmƈŷ�Þ+��;

*=?ȨÉ-Ƃƅǐ�ğȄ(Ǫ�;>!	 

 

�ÊïȌȎɕAǼ$! 3 ŃȊ'.��>

8ėþŢɒǚǶĽ-Üª�ǂȐ�>!��

îȵ�.ŃȊ 1�3 :<8ŃȊ 2 -ł� 10

�ǈċɖ�$!	�-ȄË(�&�?ȨÉ-

ȢƂƅ(ĶŹ§-ƇƨŹ-eYJlhbm

ƈŷŊȺ�Ǫ�;>=	ȢƂƅ-ŊȺ.�Ń

Ȋ 1 '.Ŷń 30 £Ⱥ+ù�&�ŃȊ 2�3 

'.�> >Ŷń 10£Ⱥ�7£Ⱥ'
$!	

5!�ĶŹ§-ƇƨŹ-eYJlhbmƈ

ŷŊȺ.�ŃȊ 1�ŃȊ 3'.ƙċêîĖ�

�> >ü*�(8 3 ŊȺ�r�1 ŊȺ�

rǜȨ�&�;ĶŹ�&�!-+ù��Ń

Ȋ 2 '.eYJlhbmƙċêîƷĖ+Ķ

Ź�&�!	�>;-ȢƂƅŊȺ9ƈŷŊ

Ⱥ-ȸƾ�ėþŢɒǚǶĽ+ēɌ�!¹Ǭ

Ĥ�
=	îȵ�-Ÿȝ+.ĶŹ§-ƈŷ

ŊȺ-ǟp�ğȄ(Ǫ�;>!	 

�+rȟ-ȢƂƅŊȺ(ĶŹ§ƈŷŊȺ

+ƁħAį$!(�&8�eYJlhbm

ƈŷs+ėþŢɒǚǶĽ�Üª�=�(.

ÊȬ��>&�*�	eYJlhbmƈŷ

-ȫƨ+Ȼ@;���*�Ƃƅ�ȴȄ'


=(Ǫ�;>!	 

 

D. ,0 

3 Ǔĭ-ƏſŃȊ-±©AĘ&�4ɟ7 Ȧ

Ⱥ+@!=eYJlhbmƈŷ-ïȌȎɕ

AǼ$!	ɖ pH9ŐŰƟAÂ6Əſ'
$

&8�eYJlhbmƈŷ.kMGXhþ

Ƕ-İ¥�¹Ǭ'
$!	ɖƙċeYJl

hbmAƨ�!ȱǔƈŷ+:<�pî-ė

þŢɒǚǶĽAƍü��=�(�'�!��

ȱǔǐ-:<Ē�Ƃƅ�ğȄ(Ǫ�;>!	 
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1. ŖÿöŽɞƦÛŹ�;-kMGXhnó
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:=ƈŷłƀ+%�&, ȽǶȽɘ, 47, 

(2019), 159~166 
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*� 
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Ǿ 1. ŃȊ 1-ƏſŹȚ 

ùĭıŐ mg/kg ÷ĭıŐ mg/kg ĀÜüh� mg/kg 

Na+ 92.5 F- 1.5 H2SiO3 52.2 
K+ 1.1 Cl- 16.1   

Ca2+ 0.5 SO4
2- 29.5   

  HPO4
2- 0.3   

  HCO3
- 112.9   

  CO3
2- 27.0   

  BO2
- 2.0   

-Ý 94.1 -Ý 189.3 -Ý 52.2 

  pH:9.5, ſƏ:24.6�, £Ŝń: 2010Ĉ 10ŏ 1ń 

 

 

 

 

 

 

 

 

Î 1.� ŃȊ 2+��=ȎɕœȺ§Ė-ĶŹnɖƙċeYJlhbmȱǔƈŷơž 

Ǿ 2. ŃȊ 2-ƏſŹȚ 

ɍƶ £Ŝ� ɍƶ £Ŝ� 

pH 10.2 ǁɗ < 0.1 mg/L 

ORP  -146 mV ǢȶEGm < 0.1 mg/L 

pǱǚǶĽ      100 CFU/mL CmeWCĩǌǙ < 0.1 mg/L 

Cl-      1.2 mg/L amImEGm < 0.1 mg/L 

Br- tŨ¢   

I- tŨ¢   

S2O3
2- tŨ¢   
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Ǿ 3.� ŃȊ 3-ƏſŹȚ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Î 2.� ŃȊ 3+��=ȎɕœȺ§Ė-ĶŹnɖƙċeYJlhbmȱǔƈŷơž 

 

ɍƶ £Ŝ� ɍƶ £Ŝ� 

pH  7.9 ǁɗ
ɛ

 <0.1 mg/L 

ORP +87 mV 
ǢȶEGm 

əȶ(�)EGmɚ 

0.7 mg/L 

(<0.1 mg/L) 

pǱǚǶĽ tŨ¢ CmeWCĩǌǙ 2.0 mg/L 

Cl
-
 412.3 mg/L amImEGm <0.1 mg/L 

Br
-
 0.9 mg/L TOC 9.2 mg/L 

I
-
 tŨ¢ ǭŧȚ 0.2 mg/L 

S
2
O

3

2-
 tŨ¢ ×ÚǙ <0.1 mg/L 
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���������
	
3 - 6 mg/L

6/10 6/20

Î 3. ŃȊ 1+��=ƇƨŹu-eYJlhbmƙċ-ĸǇ 
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5 4. #6=���	�,+)'�0& 

!�$ �
����4 �3/4" �241 ���� 
(PFU/mL) 

��(9/4" 
(CFU/mL) 

2019/5/27 
(17-) <�1 < < < + 

(3,900) 

2019/6/3 
(27-) < < < < + 

(>100,000) 

2019/6/10 
(37-) < < < + 

(2) 
+ 

(45,700) 

2019/6/17 
(47-) < < < < + 

(59,300) 

2019/6/24 
(57-) < < < < + 

(21,250) 

2019/7/1 
(67-) < < < + 

(0.5) 
+ 

(31,400) 

�1 <: 8�:�
���� 10 CFU/100mL%*���/4� 1 CFU/mL%*������ 0.5 PFU/mL%*; 

�2  ���"��4"������"
.�:CFU: Colony Forming Unit�PFU: Plaque Forming Unit; 
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� 4. � 2�����	�
�
������������������� 
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�
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�
�
�
!

m
g/

L"
�

�	�
�
�����������
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� 5. �� 2����

	��������� 

��
 0'%*/��� 
(CFU/100 mL) 

0'%*/�� 
2,$&.)(.1��" !#3 

���� 
( / 100 mL) 

$-1+� 
( / 50 mL) 

����� 
(CFU/mL) 

	������ 
(CFU/mL) 

������� <10 �
 �
 0 52        100 

�� 1��� <10 �
 �
 0  7         93 

�� 2��� <10 �
 �
 0 20 495,000 

�� 3��� <10 �
 �
 0  2 179,000 

�� 4��� <10 �
 �
 0 18 393,000 

�� 5��� <10 �
 �
 0  5   4,670 

�� 6��� <10 �
 �
 0 48 246,000 

�� 7��� <10 �
 �
 0  9 275,000 
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� 6.� �� 3�� ���
��
������ 

���� 0$!'/��
 
(CFU/100 mL) 

0$!'/�� 
4* ".&%.3������5 

 ,3)
 
( / 50 mL) 

���� 
( / 100 mL) pH ��
��� 

(mg/L) 
�
��� 

(mg/L) 
-(#1/+2 

(mg/L) 

�� 4��� <10 6 0 �	 8.1  0.1 2.9 6 

�� 3��� <10 �	 0 �	 8.1  0.2 2.1 6 

�� 2��� <10 �	 0 �	 8.2  0.3 3.2 3.5 

�� 1��� <10 �	 0 �	 8.1  0.3 3.2 6 

�� 1��� <10 �	 0 �	 8.2  0.1 3.3 3.8  

�� 2��� <10 �	 0 �	 8.2  0.1 2.9 3.1  

�� 3��� <10 �	 0 �	 8.2  0.1 3.4 3.6  

�� 4��� <10 �	 0 �	 8.3  0.2 3.2 3.1  

��	����

�

�
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研究要旨 

アルカリ性の温泉では遊離塩素消毒の効果が低下し、レジオネラ属菌の増殖が抑えきれず

問題となることから、代替の方法としてモノクロラミン消毒が提案され、レジオネラをよく

抑えられることが実地試験で確認されている。ところがモノクロラミンを連続的に使用して

いると、Mycobacterium phlei が検出されるようになり、バイオフィルムの生成が懸念される

場面があった。そこで本研究では、M. phlei のモノクロラミン消毒に必要な Ct 値（濃度×時
間、すなわち消毒の程度）を確認するとともに、対策のひとつとして新たな洗浄方法を検討

した。 
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A．研究目的 
従来の温泉利用施設における浴用水の消毒

方法には、その経済性や取扱の簡便さから、次

亜塩素酸ナトリウムの添加による遊離塩素消毒

が広く使用されてきた。しかし近年、アルカリ泉を

はじめとする、遊離塩素消毒が阻害される一部

の温泉では、必ずしも遊離塩素消毒が最適では

ない場合があると指摘されてきた 1)。代替のモノ

クロラミン消毒は、アルカリ泉の温泉浴用水にお

いて Legionella spp.の抑制に効果的であることが

明らかになっている 2)。 
Legionella spp.が抑制できた一方で、モノク

ロラミン消毒下の浴用水中に、Mycobacterium 
phlei （以下、M. phlei）をはじめとする従属栄

養細菌数の増加が複数の施設で報告された 3, 

4)。従属栄養細菌数が増加するということは、

ろ過器や配管にはバイオフィルム等の汚れが

生じており、洗浄の徹底が課題となる 7)。す

なわち、当然のことではあるが、浴槽水の消

毒だけではなく、定期的な配管洗浄が必要と

なる。 
上述の M. phlei は、非定型抗酸菌の一種と

して、その病原性は低いと考えられているが、

国内でも免疫機能の低下した患者における日

和見感染等の報告 5)があり、注意を要する。

加えて、Mycobacterium spp.は、芽胞を作らな

い細菌だが、消毒への抵抗性が高いことが問

題となる 6)。そこで本研究における一つ目の

課題として、モノクロラミン消毒下に蓄積す

る汚染の代表として、M. phlei に対するモノク

ロラミン消毒効果を検討した。 
 浴槽水の衛生状態を保つには、浴槽だけで

なく循環ろ過装置全体の洗浄の徹底が課題と

なるが、ろ過器や配管にブラシを使うといっ

た物理的な洗浄は不可能であり、洗浄剤を使

った化学的な洗浄方法に頼ることになる 8-11)。

現状の化学的な洗浄には、主に過酸化水素や

過炭酸ナトリウムが用いられているが、これ

らの物質は劇物や危険物であることから専門

業者への委託が主となり、浴場施設にとって

の金銭的な負担が大きい。前者の過酸化水素

では、薬剤の使用量も多く、原液 30～35%濃

度を終濃度 3～3.5%の 10倍希釈で使用する場

合、例えば 10 m3 の浴槽水に対して 1 m3 もの

M. phlei に対する消毒効果は、得られた不活化曲線から同じ CT 値で比較した場合、遊離塩

素よりモノクロラミンの方が高く、改めてアルカリ泉におけるモノクロラミン消毒の優位性

が支持された。試験管内試験ではモノクロラミン消毒の方が消毒効果が高いにも関わらず、

実地においてはモノクロラミンを連続使用している浴槽で M. phlei の増殖が観察されてき

た。その理由として、浴槽水の連続使用にはやはり問題が有り、汚染の蓄積、例えば M. phlei
がバイオフィルム中にあるといったことで、モノクロラミン消毒に対する抵抗性が生じるも

のと考えられた。消毒だけに依存せず、バイオフィルム除去を目的とした定期的な洗浄の必

要性が改めて指摘された。 
現状において、ろ過器や配管は、ブラシを使った物理的な洗浄ができず、過酸化水素や過

炭酸ナトリウムを使用した化学的な洗浄が行われている。しかし、これらの物質は劇物や危

険物としての管理を要し、多量の薬剤を使った定期的かつ頻回の洗浄は容易ではない。そこ

で、使用する薬剤量の低減を目的として、過炭酸ナトリウムに助剤を併用する新規の洗浄方

法に着目した。まず、ステンレス製試験片上に生成したバイオフィルムを効率よく除去でき

る洗浄条件を検討し、次に最適条件による実地試験を行った。その結果、薬剤の使用量が重

量にして従来の 3 割と低減したにも関わらず、9 割以上の微生物が除去される洗浄効果が確

認された。洗浄後のすすぎの回数も多くなく、これまでより少ない労力で洗浄することが可

能となった。この方法により、洗浄頻度と衛生の向上が期待される。 
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原液を使用する計算になる。実際の洗浄作業

には水位を可能な限り下げて、濃度をもっと

薄くするとしても、洗浄範囲と洗浄効果を保

つには減らすにも限度がある。後者の過炭酸

ナトリウムであっても、例えば 10 m3 の浴槽

水に対して 1%の 100 kg を使用し、固体であ

っても少なくない。つまりいずれの方法を使

うにしても、肉体的な作業負荷も大きく、さ

らに、洗浄後のすすぎにかかる労力も考慮す

ると、頻繁な洗浄には困難を要する。逆に、

薬剤量や作業負荷が少ない洗浄方法があれば、

頻回の洗浄が可能となる。 
そこで、本研究における二つ目の課題とし

て、薬剤量の低減を可能とする、新しい洗浄方

法を検討した 12)。水が循環する環境のバイオフ

ィルムには、鉄などの金属が蓄積している。この

バイオフィルム中の金属を触媒として利用するフ

ェントン反応により、薬剤が除去目標のバイオフ

ィルム中で特異的に働く。結果として、少ない薬

剤量でバイオフィルムを除去できることが、その

特長である。洗浄条件の検討および実地での

洗浄試験を行った。 
 
B．研究方法 
B1.  モノクロラミンと遊離塩素による M. phlei の

試験管内不活化試験 
消毒試験の検液として、アルカリ泉（表 1）と

PBS（表 2）を使用した。アルカリ泉は、先行研究
3)で使用した温泉水を、121℃15 分間のオートク

レーブ滅菌処理後に使用した。M. phlei は、浴

用水由来の単離株を、16S rDNA 配列により菌

種を確認したうえで、使用した 13)。モノクロラミン

消毒液は、次亜塩素酸ナトリウム溶液（ケイ・アイ

化成、ケイミックス SP）と硫酸アンモニウム溶液

（同社、レジサイド）を混合して用時調製した。 
滅菌カップに検液 150 mL を入れ、濁度により

菌数を調整した M. phlei の菌液を、終濃度 106

～107 CFU/mL となるように添加した。その滅菌

カップに、モノクロラミンあるいは遊離塩素を、低

濃度（5 mg/L）、中濃度（10 mg/L）、高濃度（20 
mg/L）の 3 段階の濃度となるよう添加した。消毒

開始後 15 分、30 分、60 分、90 分、120 分の時

点で、菌数測定用検液と消毒濃度測定用検液

を分取した。菌数測定用検液は適量のチオ硫酸

ナトリウム（関東化学）にて中和した後、適宜希釈

してから、R2A 寒天培地（栄研化学）に混釈し、7
日間 37℃で培養した。消毒濃度測定用検液は、

それぞれモノクロラミン濃度および遊離塩素濃度

を測定した。モノクロラミン濃度にはポケットモノク

ロ ラ ミ ン ・ 遊 離 ア ン モニ ア 計 （ HACH DR300 
Pocket Colorimeter）によるインドフェノール法、

遊 離 塩 素 濃 度 に は ポ ケ ット 残 留 計 （ HACH 
Pocket Colorimeter Ⅱ）による DPD 法を用いた。 

試験結果から、縦軸を菌数（対数表示）、横軸

を消毒濃度と接触時間の積である CT 値（線形

表示）の相関図である不活化曲線を得た。不活

化曲線の近似式は、消毒開始時の菌数を切片

とした。 
 

B2.  新規洗浄方法の試験管内試験と実地検

証 
循環水流の再現装置を用いて、バイオフィル

ムの形成と洗浄後の残存バイオフィルム量の測

定を行った 14-15)。連続培養システム（アート科学

社製）の中に 15 mm×20 mm（厚さ 1.5 mm）のス

テンレス製の試験片を設置し、（後述の施設Aか

ら D とは異なる）とある施設から採取した浴槽水

を 40℃で 14 日間循環させることで、試験片上に

バイオフィルムを発生させた。試験片を 6 ウェル

プレートに移し、新旧の洗浄剤 5 mL に浸漬し、

試験片を洗浄した。試験片から洗浄剤を除いて

蒸留水 3 mL で 2 回すすいだ後に、0.1%クリスタ

ルバイオレット 3 mL を加えて、30 分間バイオフ

ィルムを染色した。染色液を除いて蒸留水 5 mL
で 2 回すすいだ後に、1 mL のエタノールを加え

てバイオシェーカー（60rpm 回転）で 1 分間撹拌

し、バイオフィルムからクリスタルバイオレットを溶

出した。溶出液の吸光度（波長 570 nm）を測定

することで、クリスタルバイオレットの量、すなわち

試験片上に残存したバイオフィルム量を測定し

た。 
蒸留水による洗浄を基準として、他の洗浄条
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件によるバイオフィルムの除去率を評価した。洗

浄剤は、過炭酸ナトリウム、アスコルビン酸、酒石

酸を混合して用い、量比を検討した（表 3）。比較

対象として、従来から用いられてきた過炭酸ナト

リウムの単独 8-11)、および過炭酸ナトリウムとクエ

ン酸を有効成分とする市販品（本報告では現状

の販売に配慮して、具体的な製品名を表示しな

い）を用いた。 
試験管内試験で得られた最適な条件を用い、

4 箇所の入浴施設（施設 A～D、表 4）の協力を

得て、実地の洗浄試験を行った。施設 A～C に

おいては新規の洗浄方法を行い、施設 D にお

いては 2 浴槽を用いて新旧の洗浄を並行して行

った（新規方法 D1、従来方法 D2）。 
新規の洗浄方法として具体的には、浴槽水 1 

m3 あたり過炭酸ナトリウム 1 kg（終濃度 0.1%）に

アスコルビン酸 1 kg と酒石酸 1 kg を助剤として

使用し、過酸化水素による洗浄効果を発揮させ

た。浴槽水の量を循環可能な最低限に減らした

後、上記の 3 化合物を同時に浴槽水に添加し、

浴槽水を循環した。60 分後に、1 m3 あたり炭酸

ナトリウム 0.5 kg 程を用いて排水可能な pH に調

整し、すすぎの工程に移行した。 
従来の洗浄方法として、浴槽水 1 m3 あたり過

炭酸ナトリウム 6 kg およびクエン酸 4 kg からなる

市販の洗浄剤を用いた。新規の方法と同様に、

浴槽の水量を循環可能な最低限に減らした後、

先にクエン酸を浴槽水に添加して 30 分間循環、

次に過炭酸ナトリウムを添加して 90 分間循環し

た。1 m3 あたり亜硫酸ナトリウム 1.2 kg を用いて

過炭酸ナトリウムを中和し、すすぎの工程に移行

した。 
洗浄後の浴槽から洗浄剤を除去するため、す

すぎを行った。浴槽水を排水したら、循環可能な

水量まで給水し、一定時間循環後、排水する工

程を繰り返した。循環する時間は、系全体での 1
循環に要する時間を目安とし、すすぎ時点の浴

槽の水量（m3）をポンプ能力（m3/hr）で除して求

めた。すすぎは、次亜塩素酸ナトリウムまたはモ

ノクロラミンとの反応性が消失して、消毒剤の濃

度が維持できるまで繰り返した。具体的には、す

すぎ水 10 mL に 1,000 mg/L 程度に調整した次

亜塩素酸ナトリウムまたはモノクロラミンを 10 µL
添加し、DPD 法によって対照の精製水と同じ塩

素濃度を示すまで、すすぎを繰り返した。なお、

次亜塩素酸ナトリウムは、次亜塩素酸ナトリウム

溶液を精製水で 0.1%に希釈したもの、モノクロラ

ミンは 0.3%次亜塩素酸ナトリウム溶液と 0.4%塩

化アンモニウム溶液を 1:2 で混合したものをそれ

ぞれ用いた。 
洗浄前後にヘアキャッチャー近傍の配管 2 か

所（5 cm×5 cm）を拭き取り、ATP 検査および細菌

検査を行った。施設 A においては、ろ過器内部

からも拭き取り検査を実施した。ATP 検査には、

UltraSnap（Hygiena）を使用した。細菌検査には、

ふきふきチェックⅡ（栄研化学）を用い、Voltex ミ

キサーを用いて拭き取り内容を付属の 10 mL り

ん酸緩衝液に懸濁した。懸濁液から、定法により

一般細菌数、従属栄養細菌数、大腸菌、レジオ

ネラ属菌の検査を実施した。 
 
C．研究結果および考察 
C1.  モノクロラミンと遊離塩素による M. phlei の

試験管内不活化試験 
PBS における M. phlei の 3-Log 不活化に必要

な CT 値は、モノクロラミンがおよそ 500 mg/L・

min であるのに対し、遊離塩素はおよそ 1,200 
mg/L・min となり、およそ 2.5 倍となった（図 1）。

近縁の Mycobacterium spp.は、以前より消毒へ

の抵抗性が高いことが知られており 6)、本研究で

も同様に高い抵抗性を示した。 
アルカリ泉における M. phlei の 3-Log 不活化

は、モノクロラミンが CT 値およそ 800 mg/L・min
であるのに対し、遊離塩素は 1-Log 不活化でも

CT 値およそ 2,000 mg/L・minが必要であった（図

2）。アルカリ泉に次亜塩酸ナトリウムを添加した

場合、高い殺菌効果が期待される次亜塩素酸

（HClO）はほとんど生成されず、次亜塩素酸イオ

ン（ClO-）にイオン化し、消毒力が減弱することが

知られている 16)。 
以上のとおり、モノクロラミンと遊離塩素消毒の

効果には明瞭な違いが認められた。意外だった
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のは、M. phlei に対する遊離塩素消毒の効果が

低かったことであった。消毒効果は、同じ CT 値

で比較すると、遊離塩素消毒よりモノクロラミンの

方が高かった。さらに言い換えると、PBS とアル

カリ泉のいずれの消毒試験においても、モノクロ

ラミンの方がより効果的であった。このことは、別

施設で行った試験管内試験 13)が再現された内

容だった。一方で、これまでの実地試験 3)に目を

向けると、モノクロラミン消毒下の浴用水に M. 
phlei の増殖が観察されてきたことと、試験管内

でのモノクロラミン消毒の効果が高いことは、整

合的でないと思われた。 
このような現象が起こった理由としては、実地

試験と試験管内試験の M. phlei では、水中の存

在状態が異なる可能性 6)が考えられた。試験管

内試験の M. phlei は基本的に浮遊性と考えられ

るが、実施設の浴用水中の M. phlei は必ずしも

浮遊性であるとは限らないかもしれない。むしろ

浴槽や循環ろ過系統の配管、ろ過器といった支

持固体（担体）などに由来する、有機物や無機

物が付着した状態にあるものが多いと考えられる。 
一般に細菌は、いわゆるコンディショニングフィ

ルムに対する可逆的付着状態を経て、細胞外多

糖合成促進を伴う不可逆的付着状態に移行し、

初期付着を完了する 17)。その後、バイオフィルム

の成熟が進むと、その消毒耐性は浮遊菌の数倍

から数千倍に上昇する。 
なお、実地試験では 1 週間に 1 回、10～

20ppm 程度の高濃度モノクロラミン消毒を実施し

たが、それでも M. phlei の増殖を完全には制御

しきれていなかった 3)。いずれの理由やメカニズ

ムがあるとしても、バイオフィルムが生じて、従属

栄養細菌数が増加することは、衛生状態の低下

につながる。M. phlei を制御するためには、モノ

クロラミン消毒下においても、洗浄によるバイオ

フィルム対策の徹底が必要と考えられる。 
 

C2.  新規洗浄方法の試験管内試験と実地検

証 
過炭酸ナトリウム、アスコルビン酸、酒石酸の

量比を変えた場合（6 通り）に、過炭酸ナトリウム

単独の場合と、市販の洗浄剤を使った条件を加

えた計 8 通りでバイオフィルムの試験片を洗浄し

た（表 3）。その結果、従来の洗浄方法である過

炭酸ナトリウムの単独（洗浄条件 7）あるいは市販

品を使用した場合（洗浄条件 8）はいずれもバイ

オフィルムの除去率は 60%程度であった。市販

品は説明書にしたがって洗浄時間を 90 分間と

長くしたが、除去率の向上は見られなかった。 
過炭酸ナトリウムにアスコルビン酸と酒石酸を

混合した新規の洗浄方法では、それぞれ 0.1%
以上の等量で用いることで、除去率は 80 ないし

90%程度と従来法を上回ることができた（洗浄条

件 3～5）。すなわち、薬剤の重量が従来の 3 割

でも、従来以上の洗浄効果が得られたことになる

（洗浄条件 3）。洗浄条件 5 のように、薬剤量を増

やすことで除去率は向上したが、1 ないし 2 割の

範囲であるため、一時の薬剤量を増やすよりも、

少ない量で3回、5回と洗浄回数を増やす方が、

衛生状態の維持や改善に好ましいと考えられた。 
また、新規の洗浄方法に使用したアスコルビ

ン酸を減らすと、除去率が低下した（洗浄条件 1, 
2）。一方、助剤だけでは洗浄効果がなく、洗浄

には過炭酸ナトリウムが必要であることを確認し

た（洗浄方法 6）。すなわち、バイオフィルム中の

金属イオンがアスコルビン酸の還元剤の存在下

で触媒として働き、フェントン反応が生じて、過炭

酸ナトリウムによるバイオフィルムの除去・殺菌が

効率よく働いたと考えられた 12)。以上の結果を受

けて、洗浄条件 3 の条件を最善と判断し、この方

法で実地の洗浄試験を進めた。 
実地試験の浴場施設の概要を表 5 に示す。

施設 A の試験では、新規の洗浄方法の実施中

に、浴槽水が白濁する様子が見られたが、従来

の方法にあった激しい発泡は認められなかった。

配管内部およびろ過器内部のふき取りにおいて、

ATP 値、一般細菌数、従属栄養細菌数ともに減

少が確認され、高い洗浄効果を示した。施設 B
の試験では、新規方法による洗浄中に、バイオ

フィルム由来と思われる汚染が確認された。洗浄

後は、ATP 値の減少、一般細菌数、従属栄養細

菌数ともに減少が見られた。施設 C の試験では、
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新規方法による洗浄中に浴槽水の濃褐色への

変化が確認された。洗浄前の ATP 値が低値であ

り評価不能であったものの、一般細菌数、従属

栄養細菌数が検出下限未満まで減少した。 
施設 D の試験では、2 浴槽を用いて新規の洗

浄方法と従来法を並行して行った。新規方法に

よる洗浄では、浴槽水の褐色への変化が確認さ

れた。ATP 値の減少、一般細菌数、従属栄養細

菌数ともに減少が見られ、高い洗浄効果が確認

された。従来の洗浄法を実施した別の浴槽では、

激しい発泡と共に浴槽水の褐色への変化が確

認された。ATP と細菌数は洗浄前の測定値が低

く、洗浄効果については評価不能であった。す

すぎには 5 回を要し（表 5、表 6）、新規方法と比

べて繰り返し回数を要する結果となった。 
以上のとおり、新規の洗浄方法は、薬剤量を

低減しつつ、汚染の低減が可能であった。浴槽

水 1 m3 あたり 6 kg ないし 10 kg の過炭酸ナトリウ

ムが使われていた従来の方法 8-11)に比べて、新

規の洗浄方法では 1 kg と量が大きく減少した。

従来の方法では発泡して過炭酸ナトリウムが消

費されていくのに対して、新規の方法ではほとん

ど発泡せず、有効な過炭酸ナトリウムの残留が

長いこと、直接的にバイオフィルムに作用できる

ことが減量できた理由と考えられた。助剤を含め

て計算すると、10 kg から 3 kg へと 7 割の重量が

削減され、新規の洗浄剤は従来に比べて取扱

が相当に有利と考えられた。 
実地試験でいずれの施設においても、洗浄効

果が目視および細菌検査により確認された。一

部の配管の拭き取りから検出限界付近のレジオ

ネラの残存が見られたものの、このわずかな菌

数から浴槽水への汚染の可能性は極めて低い

ものと考えられたため、繰り返しの洗浄には至ら

なかった。実際に、いずれの施設においても洗

浄後の浴槽水はレジオネラ属菌が不検出であっ

た。 
例数は少ないが新旧の比較において、薬剤

量が減少することで、肉体的な作業負荷は明ら

かに低減した。すすぎ回数も 5 回から 2 回に削

減できた（表 6）。対象施設のすすぎ工程は 1 回

につき 60～90 分間を要し、3 回のすすぎ工程の

削減は、4 時間以上の短縮を実現した。洗浄時

間の短縮は、洗浄頻度の高頻度化にも資するも

のであった。 
 
D．結論 
モノクロラミン消毒の実地試験で増殖した

M. phlei の単離株に対して、モノクロラミンと遊離

塩素による試験管内消毒試験を行った。消毒効

果は、遊離塩素消毒よりモノクロラミンの方が高

かった。その傾向は、アルカリ泉で顕著であり、

アルカリ泉におけるモノクロラミン消毒の優位性

を改めて確認した。しかし実地では M. phlei の増

殖が見られており、消毒だけに依存せず、バイ

オフィルムを除去する定期的な洗浄の必要性が

改めて指摘された。 
洗浄の労力低下と頻度向上を狙って、過炭酸

ナトリウムに助剤を併用する新規の洗浄方法に

着目した。薬剤の使用量が重量にして従来の 3
割と低減し、作業負担が低減したたにも関わら

ず、9 割以上の微生物除去の洗浄効果が得られ

た。この方法の活用により、洗浄頻度の衛生の

向上が期待される。 
 
謝辞 

本研究に御協力頂きました浴場施設の関係

者の皆様、管轄保健所の皆様に深く感謝いたし

ます。 
 

E．参考文献 
1. 泉山信司, 長岡宏美 他：高 pH 浴槽水、

薬湯、並びに水泳プールへの、モノクロ

ラミン消毒の応用、厚生労働科学研究費

補助金（健康安全・危機管理対策総合研

究事業「公衆浴場等施設の衛生管理にお

けるレジオネラ症対策に関する研究」（研

究代表者 前川純子）より, 平成 28～30年
度総合研究報告書. 

2. 栁本恵太, 高村知成, 植松香星：山梨県内

のレジオネラ属菌の消毒が困難な浴用水

におけるモノクロラミンの消毒効果、山

42



梨衛環研年報, 2015, 59, 55-57. 
3. 森 康則, 永井佑樹, 赤地重宏, 杉山寛治, 

田中慶郎, 茶山忠久, 西 智広, 濱口真帆, 
吉村英基, 泉山信司：次亜塩素酸ナトリ

ウム消毒を阻害する高アルカリ温泉水に

対するモノクロラミン消毒の実地検証－

三重県津市の榊原温泉における検討－, 
2019, 温泉科学, 69, 90-102. 

4. 渡邉貴明, 松田宗大, 小倉 徹, 植園健一, 
松田尚子, 枝川亜希子, 泉山信司, 藤井 
明：循環式浴槽においてモノクロラミン

消毒下で増殖する従属栄養細菌の同定な

らびにその制御法について, 2018, 日本

防菌防黴学会第 45 回年次大会要旨集, 
p262. 

5. Tanaka S, Hoshino Y, Sakagami T, Fukano H, 
Matsui Y, Hiranuma O. Pathogenicity of 
Mycolicibacterium phlei, a non-pathogenic 
nontuberculous mycobacterium in an 
immunocompetent host carrying anti-
interferon gamma autoantibodies: a case 
report. BMC Infect Dis. 2019 May 22, 19(1), 
454. 

6. Oriani AS, Sierra F, Baldini MD. Effect of 
chlorine on Mycobacterium gordonae and 
Mycobacterium chubuense in planktonic and 
Biofilm State. Int J Mycobacteriol 2018 ,7, 
122-7. 

7. 泉山信司, 長岡宏美 他：モノクロラミン

消毒を導入した循環式浴槽を洗浄する必

要性、厚生労働科学研究費補助金（健康

安全・危機管理対策総合研究事業「公衆浴

場等施設の衛生管理におけるレジオネラ症

対策に関する研究（研究代表者 前川純

子）」より, 令和元年度分担研究報告書. 
8. 今関久和：過炭酸ナトリウムを用いた洗

浄と施設設備の衛生上の問題及びその解

決策, 厚生労働省生活衛生課平成 30年度

生活衛生関係技術担当者研修会より, 平
成 31 年 2 月

（ https://www.mhlw.go.jp/content/1090000

0/000483756.pdf、2022/3/30 現在）. 
9. 縣 邦雄, 配管洗浄の方法, 厚生労働省生

活衛生課 平成 28 年度 生活衛生関係技

術担当者研修会より, 平成 29 年 2 月

（ https://www.mhlw.go.jp/file/06-
Seisakujouhou-10900000-
Kenkoukyoku/0000194934.pdf, 2022/3/30
現在） 

10. 林 宏美, 源田 健, 吉田裕行：塩素管理の

改善に奏功した過炭酸ソーダによる配管

洗浄事例, 2017, 生活と環境, 62(1), 43-45. 
11. 藤井明, 河合自立, 松田和也, 杉山寛治, 

大畑克彦, 鈴木光彰, 加藤宏一：循環ろ過

式モデル浴槽系内におけるバイオフィル

ム形成とその洗浄・殺菌について, 2006, 
生活と環境 51(2), 67-73. 

12. 特開 2020-186228. 
13. 松田宗大, 枝川亜希子, 泉山信司, 小倉 

徹, 植園健一, 松田尚子, 藤井 明：循環

式浴槽から分離された Mycolicibacterium 
phlei に対するモノクロラミンの殺菌効

果, 2019, 日本防菌防黴学会第 46 回年次

大会要旨集, p232. 
14. Garny, K., Horn, H. & Neu, T.R. Interaction 

between biofilm development, structure and 
detachment in rotating annular reactors., 
2008, Bioprocess Biosyst Eng 31, 619–629. 

15. Wunder DB, Bosscher VA, Cok RC, Hozalski 
RM. Sorption of antibiotics to biofilm., 2011,  
Water Res. Mar; 45(6), 2270-80. 

16. 杉山寛治, 小坂浩司, 泉山信司, 縣 邦雄, 
遠藤卓郎：モノクロラミン消毒による浴

槽レジオネラ属菌の衛生対策, 2010, 保
健医療科学, 59, 109-115. 

17. 松村吉信：バイオフィルムの構造と形成

過程「バイオフィルムの発生メカニズム

と評価・対策」より, 2020, 株式会社 R&D
支援センター, 39-56. 

 
F．研究発表 
誌上発表 

43



1. Edagawa A, Matsuda N, Ogura T, Uezono K, 
Izumiyama S, Fujii A, Microbial 
Contamination of Rubber Ducks Floating in 
Bathtubs of Bathing Facilities, and an 
Evaluation of Their Washing Methods, 2021, 
Biocontrol Sci., 26, 187-192. 

2. 森 康則, 井上源喜, 日本の温泉の利用状

況と経年変化－行政科学的アプローチを

中心として, 地球化学, 2021, 55, 43-56. 
3. Mori Y, Yanagimoto K, Yamamoto T, Nagai 

Y, Yoshimura H, Akachi S, Yamagami T, 
Uematsu K, Hisada Y, Nishio M, Yagi J, 
Izumiyama S, Initial Trials of 
Monochloramine Disinfection of Circulating 
Bathtub Water at Public Hot Spring Facilities 
and Determining its Efficacy. Journal of Hot 
Spring Sciences, 2020, 70, 50-60. 

4. 森 康則，赤地重宏，永井佑樹，吉村英基，

泉山信司. 温泉付随ガス分離設備におけ

るレジオネラ属菌の実態調査と対策 , 
2020, 温泉科学, 69, 192-201. 

5. 大河内由美子, 泉山信司, 前川純子, 紙
上ミニシンポジウム I～水の衛生管理～3.
貯水槽水道で滞留した水道水からのレジ

オネラ属菌および関連微生物の検出状況, 
2020, 日本防菌防黴学会誌 , 48(8), 377-

382. 
 
口頭発表 
1. 藤井 明, 松田宗大, 小倉 徹, 小倉諒太, 

植園健一, 枝川亜希子, 泉山信司：モノク

ロラミン管理下の循環浴槽におけるろ材付

着バイオフィルムに対する各種消毒剤の効

果, 第 47 回建築物環境衛生管理全国大会、

2020 年 1 月, 東京都. 
2. 森 康則：温泉の利用状況と環境省「新・湯

治」プロジェクトへの期待, 第 58 回日本リハ

ビリテーション医学会学術集会, 2021年6月, 
京都府. 

3. 森 康則, 井上源喜：日本における単位面

積・人口あたりの源泉数の経年変化と地域

的特徴, 日本温泉科学会第 74 回大会, 
2021 年 11 月, 群馬県. 

 
知的所有権の取得状況 
特許申請 
特開 2021-188884 
実用新案登録、その他 
なし 
 
 
  

44



 

表 1. 試験管内不活化試験に用いたアルカリ泉の主要化学組成 

陽イオン mg/kg 陰イオン mg/kg 非解離成分 mg/kg 
Na+ 91.8 F- 1.2 H2SiO3 57.9 

K+ 1.0 Cl- 14.8   

NH4+ <0.1 Br- 0.1   

Mg2+ <0.1 NO3- 0.8   

Ca2+ 0.7 HPO42- 0.3   

  SO42- 32.4   

  BO2- 3.7   

※pH, 9.64; EC, 39.4 mS/m、オートクレーブ滅菌後 

 

表 2. 試験管内不活化試験に用いた PBS の主要化学組成 

陽イオン mg/kg 陰イオン mg/kg 非解離成分 mg/kg 
Na+ 3,879 F- <0.1 H2SiO3 <0.1 

K+ 164.4 Cl- 5,046 HBO2 0.6 

NH4+ <0.1 Br- <0.1   

Mg2+ <0.1 NO3- <0.1   

Ca2+ <0.1 HPO42- 965.2   

  SO42- <0.1   

※pH, 7.64; EC, 1.62 S/m、オートクレーブ滅菌後 
 
表 3. 試験管内試験による洗浄条件とバイオフィルム除去率 

洗浄条件番号 1 2 3 4 5 6 7 8 

組成 

(%) 

過炭酸ナトリウム 0.1 0.1 0.1 0.3 0.5 - 1 0.6 

アスコルビン酸 0.01 0.03 0.1 0.3 0.5 0.1 - クエン酸 

0.4 ※1 酒石酸 0.1 0.1 0.1 0.3 0.5 0.1 - 

pH 4.2 4.2 4.1 4.1 4.1 4.0 10.7 −※2 

洗浄時間（分） 60 90 

バイオフィルム除去率(%) 37.7 53.8 77.1 91.2 90.0 10.0 60.5 63.0 

※1 市販の洗浄剤を使用し、アスコルビン酸と酒石酸は 0% ※2 測定なし 

 

表 4. 対象施設の概要 
施設 A B C D 

泉質等 井水 アルカリ性単純温泉 Na・Ca-Cl 泉 Na-Cl 泉 

消毒方法 モノクロラミン モノクロラミン モノクロラミン 遊離塩素 

浴槽（循環系）の大きさ 約 7m3 約 20m3 約 5.2m3 
D1:約 8.3m3 

D2:約 4.7m3 

実施した洗浄方法 新規方法 新規方法 新規方法 
D1:新規方法 

D2:従来方法 
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表 5. 対象施設の洗浄試験結果 

施設 
採取 

場所 

洗浄 

工程 

ATP

値 

一般 

細菌数 

従属栄養 

細菌数 

L.spp. 

菌数 

大腸 

菌数 

すすぎ 

回数 

A 

配管部① 前 301 3.5×104 4.1×104 N.D. - 

2 

後 63 5.0×103 2.5×103 N.D. - 

配管部② 前 301 3.5×104 4.1×104 N.D. - 
後 63 5.0×103 2.5×103 N.D. - 

ろ過器内 前 1,723 1.3×105 7.1×104 N.D. - 
後 57 2.5×103 5.0×102 N.D. - 

B 
配管部① 前 9,237 2.7×106 1.9×106 N.D. N.D. 

3 後 362 N.D. N.D. N.D. N.D. 

配管部② 前 3,598 1.7×107 4.5×106 N.D. N.D. 
後 118 N.D. N.D. N.D. N.D. 

C 
配管部① 前 0 2.2×103 3.8×103 N.D. N.D. 

1 後 2 N.D. N.D. N.D. N.D. 

配管部② 前 19 4.0×102 3.4×104 N.D. N.D. 
後 3 N.D. N.D. N.D. N.D. 

D1 
配管部① 前 1,856 2.4×107 2.2×107 >2.0×104 - 

2 後 46 3.0×102 4.4×104 N.D. - 

配管部② 前 19 4.0×102 3.4×104 >2.0×104 - 
後 3 N.D. N.D. 140 - 

D2 
配管部① 前 2 N.D. N.D. N.D. - 

5 後 1 5.0×102 2.0×102 N.D. - 

配管部② 前 0 N.D. 2.0×102 N.D. - 
後 0 N.D. 3.0×102 N.D. - 

※ATP（RLU/25 cm2） 菌数 (CFU/25 cm2)  

※全ての施設で洗浄後の浴槽水のレジオネラ属菌が不検出であることを確認済 

 
表 6. 新規方法と従来法の洗浄後のすすぎ回数の比較 

すすぎ回数 1 2 3 4 5 

塩素残留率  

(%) 

新規方法 63.8※1 100 -※2 - - 

従来方法 0 12.5 71.3 91.3 100 

※1 塩素残留率は、100%になれば塩素消毒が消失せず、すすぎが完了したことを表し、0%は塩素消毒が 

全て消費されてしまい、すすぎが全く足りていないことを表す。 

※2 測定なし。新規方法では塩素濃度が 2 回のすすぎだけで維持できるようになったため、3 回目以降のすす

ぎは行っていない。 
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図 1. PBS を用いた M. phlei 試験管内不活化試験の結果 

 
図 2. アルカリ泉を用いた M. phlei 試験管内不活化試験の結果 
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研究要旨 

公衆浴場等における循環式ろ過器はレジオネラ属菌の汚染源の 1 つであり、週 1 回以上の

頻度で、高濃度塩素を用いた洗浄消毒が推奨されている。しかし、この方法は多量の薬液を必

要とし、後処理も含め、多くの労力・コスト負担が避けられない。アルカリ泉におけるモノクロラミン

消毒は、レジオネラに効果的でも、従属栄養細菌数が高くなることがあり、ろ過器を高濃度モノク

ロラミンで消毒してもこれを抑えきれず、バイオフィルムの蓄積が疑われる。浴槽水でレジオネラ

属菌が検出されなければよいということではなく、そもそもレジオネラの増殖を避けるよう、バイオ
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A. 研究目的 

入浴施設で衛生上の問題となっているレジ

オネラ属菌は、設備に付着する生物膜中で保

護され、洗浄や消毒が困難なことが知られて

いる 1）。つまり生物膜を除去し、その増殖を抑

制することは、重要な管理の 1 つとなっている。

特にろ過器を有する循環型浴槽はレジオネラ

属菌に汚染されやすく、「公衆浴場における衛

生等管理要領等について」では、「1 週間に 1

回以上、ろ過器を十分に逆洗浄して汚れを排

出するとともに、ろ過器及び循環配管につい

て、適切な方法で生物膜を除去、消毒」すると

されている 2）。これを受けて「循環式浴槽にお

けるレジオネラ症防止対策マニュアル」では、

循環配管に 2～3％の過酸化水素や 5～10 

mg/L の高濃度塩素を用いる方法が紹介され

ている 3）。「レジオネラ症防止指針」では、ろ過

器に対して、1 週間に 1 回以上の頻度で 5～

10 mg/L の高濃度塩素を使用した逆流洗浄

（以下、逆洗）が推奨されている 4）。加えて、気

泡装置等の汚染されやすい浴槽に対しては、

毎日 1 回以上の頻度とされている。 

しかし、これらのマニュアルや指針には、ろ

過器の適切な生物膜の除去、消毒についての

具体的方法や説明が不足しているかもしれな

い。例えば大容量のろ過器と配管に対応する

ための、多量の薬液と外付けタンク等を必要と

したり、中和排水等の後処理が必要だったりし

て、多くの労力やコスト負担が避けられない。

逆洗に用いる浴槽水がアルカリ性の場合には、

次亜塩素酸に比べて次亜塩素酸イオンの比

率が高くなるため酸化力が低下し 5）、消毒効

果が不足する。高 pH でレジオネラに効果的な

モノクロラミン消毒であっても、連用で雑菌が

検出されるようになり、バイオフィルムの蓄積が

疑われる 13)。 

過酸化水素や塩素以外の方法として、前述

のマニュアルや指針には、オゾン、紫外線、銀

イオン、光触媒等の利用が挙げられている 3）,4）。

そのうちオゾンは、先進的な管理要領が高知

県で制定されており、有力な候補と考えられる

6）。そこで、本研究では 1 つ目の方法としてオ

ゾンに着目した。オゾンは塩素消毒より高い酸

化力を有し、消毒効果への疑問はない 7）。一

方で気体のオゾンは高濃度になると人体に危

険であり、厳重な注意を要する。日本産業衛

生学会では、作業環境基準（1 日 8 時間労働）

としてのオゾン許容濃度（健康上の影響がな

いと判断される濃度）を 0.1 ppm（0.2 mg/m3）と

定めていた。なお、水溶液のオゾン水につい

ては、特段の基準値等はなかった。 

モノクロラミンは、pH の酸性条件下で臭気の

あるジクロラミンへ変化する可能性が心配され

たことから、これまでのところアルカリ性や中性

の泉質に適用され、酸性での適用事例がなか

った 8，9）。pH7.5～9.0程度が最適とされ、pH値

フィルムの蓄積や雑菌の増殖を抑えたい。本研究では、ろ過器をオゾンで強く消毒する方法、

消毒効果が高まると期待される酸性側 pH の浴槽水をモノクロラミンで消毒する方法の 2 つを検

討した。毎日のろ過器逆洗に電解オゾン水を供給した結果、逆洗水に含まれていた雑菌は減

少し、開始前に検出されていた逆洗水のレジオネラ属菌は、3 ヶ月以上継続して不検出となっ

た。弱酸性の人工炭酸泉をモノクロラミンで消毒した結果、数ヶ月以上継続して浴槽水中の雑

菌の濃度は低く抑えられ、レジオネラも不検出だった。いずれの方法を用いても、雑菌とレジオ

ネラを抑えることが可能であった。 
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5 未満でモノクロラミンからジクロラミンへの変

換が報告されている 10, 11）。一方の遊離塩素消

毒は pH5 程度の弱酸性、例えば人工炭酸泉

に用いられており、同じ塩素系の消毒方法で

あるモノクロラミンは、同程度の弱酸性の範囲

であれば適用できる可能性がある。そこで、本

研究では 2 つ目の方法として、弱酸性条件下

のモノクロラミン消毒に着目した。塩素消毒は

高 pH で消毒効果が低下するのが問題であっ

たが、反対に低 pH なら消毒効果が増すことに

なり、モノクロラミンの消毒効果が向上するかも

しれない。 

 

B. 方法 

B1.  スーパー銭湯のろ過器に電解オゾン 

とあるスーパー銭湯の協力を得て、毎日の

ろ過器逆洗前に、ろ過槽の有効容量分（直径

約 0.5 m×高さ約 1.0 m、図 1）以上の電解オゾ

ン水を自動注入した。試験装置概略、オゾン

供給装置およびオゾン供給装置設置状況をそ

れぞれ図 2、図 3、および図 4 に示した。オゾ

ン生成電極外観、オゾン発生時の状況および

オゾン生成電極仕様をそれぞれ図 5、図 6、お

よび表 1 に示した。オゾン供給装置は、開始ボ

タンを一度押すだけで所定流量にてオゾン供

給を開始し、タイマー制御により一定時間経過

後オゾン供給を停止とした。当該スーパー銭

湯では営業終了後にろ過器の自動逆洗を行

っており、対象ろ過器の逆洗ボタンを押す前

に、上記オゾン供給開始ボタンを押すよう施設

担当者へ依頼した。この操作を毎日継続する

ことにより、ろ過器内が徐々に清浄になることを

期待した。なお、電解オゾン水は注入後、その

ほとんどがろ過器内で消費されるか、わずかに

残留しても逆洗により施設外へ排水されるため、

作業空間中へのオゾン漏洩は無視できた。当

該施設では井水を循環利用しており、オゾン

電極のスケール対策として、1 回/月の頻度で、

100 g/L クエン酸溶液による漬け置き洗浄を行

った。 

週 1 回の頻度（毎週土曜日）で、営業終了

後のオゾン供給前に、各浴槽水および逆洗水

を採水した。なお、採水時に限り、逆洗前にろ

過器をブロアによりエアレーションし（約 200 

L/min、約 5 分間）12）、その後の逆洗水を採水

することで、蓄積されていた汚れを狙って試験

できるようにした。本試験における分析項目と

測定方法を表 2 に示した。レジオネラ属菌（検

出限界 10 CFU/100 ｍL）の不検出は、図の中

で 1 CFU/100 mL としてプロットした。 

 

B2.  弱酸性の人工炭酸泉にモノクロラミン 

 営業 3 施設の協力を得て、人工炭酸泉の 4

浴槽で、モノクロラミン濃度を 3 mg/L 以上に維

持する消毒試験を行なった。人工炭酸泉の原

水には、3 施設いずれも井水を循環利用して

いた。モノクロラミンの生成、注入装置と人工

炭酸泉製造装置の設置の概略を図 7 に示した。

各施設では週一回の配管消毒と換水として、

モノクロラミン濃度 10 mg/L、2 時間の循環を実

施した。消毒効果の確認用に、浴槽水を換水

日前日の夜間に採取した。本試験における分

析項目と測定方法を表 3 に示した。 

 

C. 結果および考察 

C1. スーパー銭湯のろ過器に電解オゾン 

当該スーパー銭湯は入館者数が多く、ろ過

器への負荷が高いことから、逆洗前に毎日電

解オゾン水を供給した（表 1）。2021 年 8 月 14

日より浴槽水および逆洗水の水質測定を開始

したが、コロナウイルス感染拡大による緊急事

態宣言下（2021 年 8 月 20 日～9 月 30 日）に
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も関わらず、当該施設全体で 1 日に約 1,200

人もの入館者数があった。オゾン利用前は、

浴槽水で 10～60 CFU/100 mL、逆洗水で 30

～330 CFU/100 mL の間でレジオネラ属菌が

検出された（図 8）。 

水質測定開始後 56 日目のオゾン供給開始

当初は、電解オゾン水の供給量を 10 L/min で

10 min（100 L）としたが、63 日目の逆洗水から

レジオネラ属菌が 240 CFU/100 mL 検出され

（図 8）、オゾンの不足が感じられた。試験対象

としているろ過器の有効容量は約 200 L（直径

約 0.5 m×高さ約 1.0 m）であることから、66 日

目の施設側による配管洗浄（過酸化水素＋塩

素化イソシアヌル酸塩）を挟んで、77 日目より

電解オゾン水の供給量を 10 L/min で 20 min

（200 L）と倍に増やした。 

その 77 日目以降は、91 日目に浴槽水のレ

ジオネラ属菌 10 CFU/100 mL が検出された以

外は、2 か月以上継続して不検出であった（図

8）。この検出は、逆洗水からレジオネラ属菌が

検出されていないこと、遊離残留塩素濃度が

0.09 mg/L と低かったこと、前後の測定は不検

出が続いていたことから、生物膜の塊を偶然

に測定したと考えられた。浴槽水の ATP は

40RLU14, 15）近辺を推移しており、比較として測

定した、オゾンを使用していない炭酸風呂、露

天風呂およびジェット風呂等に比べて概ね低

かった（図 9）。一般細菌は 104～106 CFU/mL

だったものが、101～103 CFU/mL 程度にまで、

概ね 3-Log 減少した（図 10）。 

連日の逆洗にオゾンを使用する方法は、ろ

過器の高濃度塩素処理を代替できると考えら

れた。多量の薬液、外付けタンク、中和の後処

理が不要であった。 

 

Ｃ2. 弱酸性の人工炭酸泉にモノクロラミン 

人工炭酸泉を使用した 3 施設、4 浴槽にお

いて、モノクロラミンの消毒効果を確認した（表

4）。 

A 施設の炭酸風呂浴槽水の pH 値は 5.6 と

弱酸性であった。浴槽水の全塩素濃度は、試

験期間を通じて 3mg/L 以上と安定して維持さ

れており、レジオネラ属菌、一般細菌数、従属

栄養細菌数、大腸菌群の検出はなかった。 

B 施設の炭酸風呂浴槽水の pH 値は 5.1 と

弱酸性で、全塩素濃度は 3 mg/L 以上に維持

され、レジオネラ属菌、一般細菌数、従属栄養

細菌数、大腸菌群の検出はなかった。 

C 施設の炭酸風呂 2 浴槽の浴槽水の pH 値

はそれぞれ 5.0 と 5.2 の弱酸性で、全塩素濃

度は 3 mg/L 以上に維持され、レジオネラ属菌、

一般細菌数、従属栄養細菌数、大腸菌群の

検出はなかった。この 2 浴槽については、フロ

ーサイトメトリー（FCM）により全菌数を測定し、

いずれの浴槽水とも、消毒効果を判断する閾

値（1,000）未満と、菌数は低かった。 

以上の通り、モノクロラミン消毒の長期利用

時に増加が問題となった従属栄養細菌数 13）

は、複数施設、複数浴槽において、検出され

なかった（表 4）。遊離塩素消毒は低 pH で消

毒効果が高いが、同様に低 pH のモノクロラミ

ン消毒も、アルカリ性や中性より消毒効果が高

い可能性が示唆された。モノクロラミン消毒

の利点の一つは、アルカリ条件下でもレジオネ

ラ属菌を消毒できることにあり、これまでは酸

性の浴槽水に対してモノクロラミン消毒を

積極的に応用することがなかった。トリハ

ロメタン等の消毒副生成物が生じないこと、

アンモニア等の存在下でも濃度の制御がし

やすいこと、塩素臭が抑えられること、とい

った利点も合わせて考えると、アルカリに

限らず酸性側の浴槽水においても、モノク
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ロラミン消毒の利用が有用と考えられた。 

なお、人工炭酸泉に溶存している 1,000 

mg/L を超える炭酸ガスとモノクロラミンとの相

乗効果がレジオネラ属菌を抑制した可能性も

あり、今後の丁寧な検証が待たれる。これらの

浴槽水で塩素臭等の苦情はなく、塩素濃度は

適切に維持され、ジクロラミンやトリクロラミンの

発生はなかったと考えられた。 

 

D. 結論 

毎日のろ過器逆洗に電解オゾン水供給を

組み合わせる方法は、継続して逆洗水のレジ

オネラ属菌を不検出とすることが可能であった。 

弱酸性(pH5 程度）の人工炭酸泉（3 施設 4

浴槽）に、モノクロラミン消毒は適用可能で、従

属栄養細菌数の上昇がなく、レジオネラ属菌

は不検出であった。 
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図 1 循環ろ過器（ろ過器のオゾン消毒） 

直径約 0.5 m×高さ約 1.0 m 

図 2 試験装置概略図（ろ過器のオゾン消毒） 

実線矢印および破線矢印は、それぞれ洗浄中の配管内オゾン水通水方向およびろ過器内

オゾン水通水方向を示している。 

図 3 オゾン供給装置 

（ろ過器のオゾン消毒） 

 

図 4 オゾン供給装置設置状況 

（ろ過器のオゾン消毒） 
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項目 単位 測定方法

レジオネラ属菌 CFU/100mL 平板培養法

残留塩素濃度 mg/L デジタル比色計DP-3F、笠原理化工業（株）

水中オゾン濃度 mg/L デジタル比色計O3-3F、笠原理化工業（株）

気相中オゾン濃度 ppm
オゾンチェッカーOC-300、（有）オゾンテクニカ

オゾンガスモニタOZG-EM-010K、（株）アプリクス

一般細菌数 CFU/mL 標準寒天培地法

ATP RLU（Relative Light Unit）
ルミテスター・ルシパックA3法14, 15)、

キッコーマンバイオケミファ（株）

図 5 オゾン生成電極 
（ろ過器のオゾン消毒） 

図 6 オゾン発生時 
（ろ過器のオゾン消毒） 

枚数 定格電力 使用数

枚 W 個

3 120
4 （AC100V）

オゾン生成陽極

陰極
2

寸法

cm

５Ｗ×10Ｌ×0.1ｔ

表 1 オゾン生成電極仕様（ろ過器のオゾン消毒） 

表 2 分析項目および測定方法（ろ過器のオゾン消毒） 
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項目 単位 測定方法

レジオネラ属菌 CFU/100mL 平板培養法

残留塩素濃度 mg/L DPD法、MD100残留塩素計（Lovibond社）

従属栄養細菌数 CFU/mL R2A寒天培地法

一般細菌数 CFU/mL 標準寒天培地法

大腸菌群 CFU/mL デゾキシコレート培地法

pH pH値 LAQUAtwin<pH-22B>（堀場アドバンスドテクノ）

全菌数 閾値（1,000粒子）以上/未満 フローサイトメトリー法

流量ｾﾝｻｰ
蛇口

送水弁

20% NH4Cl

残留塩素計

12% 次亜ソ

　　 　　ﾗｲﾝﾐｷｻｰ

　　　　　pH計　

　　　　　浴槽へ

P P

循
環
水
ﾗ
ｲ
ﾝ

濾
過
器

制御盤制御盤

水道水タンク
・ポンプ

薬剤タンク・ポンプ

送水弁

流量センサー ラインミキサー

pH
計

循
環
水
ラ
イ
ン

濾
過
器次亜塩素酸Na

浴槽へ

人工炭酸泉製造装置

液
化
炭
酸
ガ
ス
ボ
ン
ベ

硫酸アンモニウム

図 7 モノクロラミンの生成と人工炭酸泉製造装置の位置関係（弱酸性のモノクロラミン消毒） 

pH が中性の水道水または井水に、次亜塩素酸ナトリウム（NaClO）と硫酸アンモニウム（（NH4）

2SO4）を適正な比率で混合することで、モノクロラミンを生成した（2NaClO＋（NH4）2SO4 → 

2NH2Cl ＋ Na2SO4 ＋2H2O）。モノクロラミンが循環系統の途中で添加されて十分に希釈され

た後、液化炭酸ガスの注入により人工炭酸泉を製造した。 

表 3 分析項目および測定方法（弱酸性のモノクロラミン消毒） 
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図 8 レジオネラ属菌測定結果（ろ過器のオゾン消毒） 

56 日目からオゾンを開始したが、不足が感じられたので 66 日目の配管洗浄を挟んで、

77 日目よりオゾンの供給量を倍に増やしている。 

グラフ上、レジオネラ属菌 1 CFU/mL は不検出を意味する。 

図 9 ATP の経時変化 

（ろ過器のオゾン消毒） 

図 10 一般細菌数の経時変化 

（ろ過器のオゾン消毒） 
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表 4 弱酸性人工炭酸泉（3施設、計 4浴槽水）におけるモノクロラミン消毒の効果 

（弱酸性のモノクロラミン消毒） 

1週目 3週目 13週目 11ヵ月後 14ヵ月後

レジオネラ属菌数 (CFU/100mL) <10 <10 <10 レジオネラ属菌数 (CFU/100mL) <10 <10

一般細菌数（CFU/mL） <1 <1 <1 一般細菌数（CFU/mL） <1 <1

従属栄養細菌数（CFU/mL） <1 <1 <1 従属栄養細菌数（CFU/mL） <1 <1

大腸菌群（CFU/mL） <1 <1 <1 NT <1

全塩素濃度（ppm） 4.2 4.1 3.8 4.1 4.9

浴槽水のpH値： 5.6

C施設の男子炭酸風呂 C施設の女子炭酸風呂

15ヵ月後 19ヵ月後 15ヵ月後 19ヵ月後

レジオネラ属菌数 (CFU/100mL) <10 <10 レジオネラ属菌数 (CFU/100mL) <10 <10

一般細菌数（CFU/mL） <1 <1 一般細菌数（CFU/mL） <1 <1

従属栄養細菌数（CFU/mL） <1 <1 従属栄養細菌数（CFU/mL） <1 <1

大腸菌群（CFU/mL） NT <1 大腸菌群（CFU/mL） NT <1

FCM値（counts/mL） 333 NT 95 NT

全塩素濃度（ppm） 4.8 3.5 4.3 3.2

浴槽水のpH値： 5.0、 NT：検査せず 浴槽水のpH値： 5.2、 NT：検査せず

FCM値（counts/mL）

全塩素濃度（ppm）

A施設の炭酸風呂

検査項目

検査項目
モノクロラミン消毒期間

検査項目

B施設の炭酸風呂

検査項目

大腸菌群（CFU/mL）

モノクロラミン消毒期間

全塩素濃度（ppm）

 浴槽水のpH値： 5.1、 NT：検査せず

モノクロラミン消毒期間 モノクロラミン消毒期間
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携帯型フローサイトメーターによる環境水中レジオネラリスクの現地評価技術の標準化 

 
研究分担者： 田栗 利紹 長崎県環境保健研究センター 
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研究要旨 
循環浴槽水系内で再発を繰り返すレジオネラ汚染の迅速検出法 (フローサイトメトリー法: FCM 法) 

を開発し、技術標準化と普及のための共同調査研究を実施した。本技術の特徴は、塩素消毒の酸化作

用により発現すると思われる細菌数の変化を細胞単位で正確に計測できるフローサイトメトリーによ

り解析し、レジオネラ汚染率と強く関連づけられる一定の閾値により、検水の清浄度を簡便迅速に判

定することにある。その結果、「清浄」と判定された検水からレジオネラは培養法により検出されず、

「非清浄」と判定された検水中からは高い確率でレジオネラ生菌が検出される。地方衛生研究所 3 機

関と民間企業研究所の 1 機関が共同調査に参加し、当該技術の開発機関から他の参加機関に対して精

度管理を含めた技術研修を実施し、関連するプロトコル、Legionella pneumophila (LP) 標準株を用い

て自家調製した模擬試料、必要試薬および装置を配布した。模擬試料による添加回収実験では全ての

研究所で 80~130%と良好な成績を示し、市販レジオネラ材料で調製した模擬試料でも同等の成績が得

られることを確認した。施設調査においてレジオネラ培養検査結果に対する感度と特異度を比較した

ところ、全体で感度 83.1%、特異度 79.6%  (N=267) を示した。研究所ごとにみると、感度 91.7%、
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特異度 95.3% (N=55) から感度 55.6%、特異度 75.3% (N=90)とばらつきが認められた。原因として、

検体輸送の影響や装置の器差ならびに研修時間の不足が考えられた。レジオネラ定量値と生菌数との

相関を見たところ、培養法の定量下限近くで FCM 値が高い値を示す傾向があったものの、弱い相関が

認められた (y = 32.547x0.2577、R²= 0.2091) 。供試フローサイトメーターを用いた特異蛍光染色法の

検討では、当該装置により、LP SG1、LP non-SG1、腸管出血性大腸菌 O157 および浴槽水から分離

した Mycobacterium phlei 株を検出できることを確認し、実試料用の LP 検出混合試薬を作製した。

FCM 法をモノクロラミン (Mch) 消毒に適用したとき、実用濃度の約 5 倍の Mch を用いることで、遊

離塩素と同様な清浄エリアを設定できた。Mch 消毒施設の調査 (N=34) において、FCM 法により「清

浄」と決定された検体 (N=24) からは、レジオネラは培養法でもレジオラート法でも検出されず、リ

アルタイム PCR および FCM 法によって検出された LP は死菌と判定された。FCM 法により「非清

浄」と判定された検体 (N=10) からは、培養法で 1 検体からレジオネラが検出されたが、他の全ての

検体からは M. phlei が検出された。循環ろ過器の逆洗浄にオゾン曝気処理を適用した施設調査に FCM
法を適用したところ、FCM 法により得られた全細菌数が処理の前後で有意に減少する (p<0.01) こと

が明らかとなり、本処理法の有効性証明に活用できた。 
FCM 法は遊離塩素消毒や Mch 消毒の違いに関わらず、浴槽水の清浄度を担保する一定の閾値を決定

でき、FCM 法の標準化に基づく研究所間の技術伝達は一定の成果が認められた。 

A. 研究目的  
公衆浴場等の循環系を含む建築物の配管設

備により供給される水環境では、レジオネラ・

ニュ ーモ フィ ラ  (Legionella pneumophila, 
LP) を含む日和見病原体が様々な水関連微生

物と共存しながら、生物膜内で消長を繰り返

している 1)。レジオネラ属菌は 25°C 以上の水

に生息するが、バイオフィルムやアメーバに

保護されて加熱や塩素の殺傷力から回避でき

ることが知られており 2)、一旦定着した配管

系のレジオネラは長く汚染源となりうること

が示されている 3)。従って、適切な衛生管理が

できていない循環ろ過式入浴施設では、浴槽

水においてレジオネラ属菌が繰り返し検出さ

れることは容易に予測できる。  

このような施設において塩素消毒を行う場

合、塩素の阻害物質として働くと思われる温

泉成分、入浴者の皮垢やバイオフィルムの存

在を念頭に置いて、浴槽水を安定的かつ効果

的に消毒する必要がある。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  
(FCM 法) を独自に開発してきた 4,5)。本方法

は、配管系統内で再発を繰り返すレジオネラ

リスクの迅速評価方法として開発され、遊離

塩素の消毒効果を迅速に判定することができ

る (約 5 分間)。ここで、我々は遊離塩素によ

り浴槽水が十分に消毒された細菌の状態がフ

ローサイトメトリーで作られる散布図内で一

様な像として検出されることに着目し、この

状態を満たすか満たさないかで「清浄」か「非

清浄」かを判定する技術を開発した 4)。驚くべ

きことに、遊離塩素消毒の場合、FCM 法の判

定結果はレジオネラ培養検査の定性結果と同

等であり、このことがモデル実験や施設調査

で実証された 4,5)。  
本研究の目的は、FCM 法の共同比較実験を

行って精度と信頼性を証明することにより、

レジオネラ汚染の迅速探知を目的とする同法

の普及と、公衆浴場におけるレジオネラ汚染

対策の向上に資することである。最初に、同法

について精度管理に基づく標準作業書を作成

するとともに 4 つの研究機関の協力者向け技

術研修を実施した。各機関あてに装置と精度

管理用の模擬試料を送付して、各機関で添加

回収試験の結果を比較した。最終的に各機関

において施設調査成績を比較して、FCM 法の

実用性を評価した。次に、いくつかのレジオネ

ラ属菌に対する抗体を委託や市販品購入によ
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り入手して FCM 法に適用できるかどうかを

調べた。最後に、FCM 法のモノクロラミン  
(Mch) 消毒への適用を目的として、適切な測

定条件を決定した後で施設調査を行った。循

環ろ過器の定期洗浄にオゾン曝気処理を施し

た施設の調査に FCM 法を適用して、その実用

性を検討した。  
 
B. 材料と方法  
1. 共同比較実験  
1.1. 参加機関 

共同研究には、地方衛生研究所 3 機関 (以
下 A~C 研究所という) と民間企業研究所の 1
機関 (以下 D 研究所という) が参加した。基

盤技術の開発機関である A 研究所において、

別紙 1~2 のとおり、標準作業書と模擬試料を

準備して、B~D 研究所協力者の技術研修を行

った。その後、A 研究所で動作確認した機器と

作製した模擬試料を B~D 研究所に配布した。

FCM法については標準作業書に則って行われ、

培養法は各研究所の方法に準じた。  
1.2. 標準作業書とワークシートの作成  

本 FCM 法は、本来、HIV/AIDS の臨床検査

用のフローサイトメーターを用いており、細

菌に適用するには適切な模擬試料の作製と添

加回収実験による技術の検証が必要である。

LP 標準菌株による模擬試料の作製方法、FCM
法による模擬試料の添加回収実験の方法およ

び FCM 法による実試料 (浴槽水) の検査方法

について、標準作業書と作業用ワークシート

を作成した (別紙 1、2) 。 
1.3. 模擬試料の作製方法  

-80°C 保存の LP NIIB0058 を BCYEα 培地

に復元後、増菌培地  (Legionella LC Medium 
Base, 9016, TAKARA)に小コロニー1～数個

を接種して、恒温水槽で 36 ± 1°C、18～24 時
間培養した後の懸濁液を PBS (pH7.2) で 107 
cells/mL オーダーとなるように希釈して原液

とした。原液とそれを希釈した 106 および 105 
cells/mL オーダーの懸濁液を 100 倍希釈して

それぞれ 105、104 および 103 cells/mL オー

ダーの模擬試料とした。各試料の生菌数を計

測した後、終濃度 0.05%グルタルアルデヒド

と 0.1%アジ化ナトリウムを加えて固定し、

36°C で 3 時間保温後に冷蔵保存した。固定後

の模擬試料は死菌であることを確認した。消

毒効果判定に用いる全細菌数 (Total bacterial 
counts) の測定には Escherichia coli の 105、

104 および 103 cells/mL オーダーの模擬試料

を調製した。増菌培地に TSB、平板培地に TSA
を用いて平板法培養時間を 48 時間に短縮す

る以外は上記と同様に調製した。  
1.4. 市販品を用いたレジオネラ検出用模擬試

料の作製方法  
IDEXX-QC Legionella pneumophila (98-

0009287-00, IDEXX) を取扱説明書どおりに

処理した。即ち、1 バイアルを-30°C の冷凍庫

から取出し、室温 15 分間静置後に、バイアル

内のカラーディスクを無菌的に 10 mL 滅菌

蒸留水に移し入れて、10～15 分間転倒混和し

て完全にディスクを溶解させた。調製菌液の

100 µL を 5 枚の BCYEα 培地に塗沫して、36 
± 1°C、72～96 時間培養して生菌数を計測

した。調製済み模擬試料の生菌数は FCM 実測

値  (4,573 ±  467 CFU/mL) の 1/10 量程度  
(390 ± 102 CFU/mL) であった。残りの菌懸

濁液に終濃度 0.05%グルタルアルデヒドと

0.1%アジ化ナトリウムを加えて固定し、36°C
で 3 時間培養後に冷蔵保存して試験に供した。 
1.5. フローサイトメトリー用染色試薬  

全細菌数(Total Bacterial Counts, TBC)の測

定に際しては、田栗らの方法 5)に準拠して、試

料 1mL と 0.1% myristyl trimethyl ammonium 
bromide (MTAB) を含む希釈液 1 mL を混合し、

0.1% propidium iodide (PI) を 10 µL 加えたの

ち、3 分間静置させ、フローサイトメーターに

より予め設定した特異領域中の細胞を計測し

た数値を TBC とした。LP 染色用には、レジ

オネラ特異性が異なる抗 LP 抗体 FL lp SG1 
(V6051, Virostat) と FL ARK_lp (ARK 
resource) を用いて、Alexa fluor 532 protein 
labelling kit (A10236, Thermo Fisher) で標識
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し、等量を混合して FL lp mix として使用した。

試薬は抗体量として約 1 mg/mL の抗 LP 抗体

を含む濃度となるように調製した。  
1.6. フローサイトメトリー  

フローサイトメーターは、田栗らの方法 5)

に準拠して miniPOC (シスメックスパルテッ

ク社) を使用した。本機はもともと HIV/AIDS
患者の血液細胞モニタリング用に市販されて

いるものであるが、本体重量が 6.5kg、測定時

間は約 5 分間と可搬性と利便性に優れている

ために本研究で採用した。その光学的特長は

励起/蛍光波長が 532 nm/570 nm, 610 nm の

半導体レーザーを搭載していることである。

標的細胞へのレーザー照射で得られる側方散

乱光と蛍光強度をフォトマルチプライヤー  
(光電子増幅管) により探知して、内蔵の解析

装置で細胞数として数値化される。本装置で

自動的に表記される細胞数 (cells/µL) は人白

血球用キットに最適化されているために、こ

こでは細菌用に換算する必要がある。測定に

際しては、試料を所定の染色液を注入して反

応させたのち、miniPOC にセットして計測し

た。この時、あらかじめ染色試薬用の測定最適

条件と試薬由来ノイズを検出しない散布図に

特定領域を設定して、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
つの指標として特定領域内の細胞を計数した。 
1.7. 添加回収試験  

レジオネラの菌数測定に際して、103、104 
および 105 cells/mL オーダーの LP 模擬試料

を使用した。各試料 1 mL に等量の 0.1%BSA 
加 PBS を加えたのちに FL Lp mix の 3 mL を
追加して、常温で 30 分間、旋回振とうさせ、

miniPOC で計測した数値に装置独自の補正

値 (換算比：2000/42) を掛け合せて添加菌量

とした。回収実験では、PBS を用いて 前述の

各 LP 模擬試料を 500 倍希釈しておよそ 100、

101 および 102 cells/mL オーダーの希釈液を

作製した。0.2 µm 孔フィルターでろ過濃縮し

たのち、フィルターを 55 mm シャーレに貼付

け、フィルター表面を 0.05%BSA 加 PBS で

洗い出すことにより回収した (約 500 倍濃縮)。
同じことを繰り返し、これら 2 回の回収液を

FL Lp mix で 染 色 し、 30 分 間 反応 後 に

miniPOC で測定した。この測定値に装置独自

の補正値と回収時に発生する誤差 (容量比：

1.1)を補正した後、回収菌量を計算した。添加

菌量と回収菌量により回収率を求めた。市販

品を用いたレジオネラ検出用模擬試料でも同

様に処理して回収率を比較した。  
1.8. 実試料の測定  
1.8.1. 採水 

試 料 は N,N-diethyl-p-phenylenediamine 
(DPD, Hach) により塩素濃度を測定したのち

に、終濃度 50 mg/L となるようにチオ硫酸ナ

トリウムを入れた 1 L の滅菌済み PP プラス

ティック容器に採水した。採水後の試料は冷

蔵保存して遅くとも 1 週間以内に試験に供し

た。 
1.8.2. 消毒効果判定  

最初に miniPOC を用いて非濃縮浴槽水中の

塩素消毒効果を判定した。即ち、検体 1 mL と
等量の 0.1% MTAB 希釈液 1 mL とを混合し、

0.1% PI 10 µL を加えた後、miniPOC にセッ

トして TBC を測定した。測定値に装置独自の

補正値を掛け合せて細菌数とした。この時、試

料中の TBC が判定基準値 1000 counts/mL を
越えた場合は「非清浄」と判定し、続く LP 定

量検査で LP が検出された場合は生菌と判定

した。TBC が 1000 counts/mL に満たない試

料は「清浄」と判定し、LP が検出された場合

でも死菌と判定した 5)。  
1.8.3. LP の特異的定量  

浴槽水の LP 定量用蛍光染色試薬は、FL lp 
mix を用いた。検水 500 mL を 0.2 µm 孔フィ

ルターで吸引ろ過した後、ろ過後のフィルタ

ーを 55 mm シャーレに貼付け、MF 表面を

0.05%BSA 加 PBS で洗い出した。次いで、前

述と同じ操作を繰り返し 2 回目の回収液とし

た。各回収液を染色試薬 FL Lp mix で、30 分

間染色したのち、miniPOC で測定した。この

時、装置独自の補正値 (換算比：2000/42) と

62



 

 

回収時に発生する誤差 (容量比：1.1) により

補正したのち、予め作成した検量線により濃

度換算して LP 数とした。D 研究所は 250 mL
の検水を用いて同様に処理した。  
1.8.4. 平板培養法  

レジオネラ属菌検査は各研究所の方法で実

施した。即ち、A~C 研究所では森本らの方法

6)でろ過濃縮法を行ったが、D 研究所は遠心沈

殿法を用いた。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 36°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。  
1.8.5. 現地調査 

主に循環ろ過式浴槽水を対象として調査し

たが、一部かけ流し式浴槽水、貯湯タンク水お

よび水風呂が含まれていた。A 研究所では遊

離塩素管理の 93 検体、モノクロラミン管理 28
検体、B 研究所は遊離塩素管理 29 検体、C 研

究所は遊離塩素管理等  (二酸化塩素管理施設

含む) 55 検体、モノクロラミン管理 6 検体、

D 研究所では遊離塩素管理の 90 検体を処理

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。検体には遊離塩

素とモノクロラミンや二酸化塩素による消毒

を行っている浴槽水が含まれており、遊離塩

素等とモノクロラミンに分けて解析した。  
A 施設で実施したモノクロラミン管理の 28

検体と C 研究所で実施したモノクロラミン管

理の 6 検体については第 3 項で記述する。  
2. レジオネラ属菌用染色試薬の作製  
2.1. 抗体の作製  

レ ジ オ ネ ラ 属 菌 と し て Legionella 
bozemanii、Legionella micdadei、LP SG1、LP 
non-SG1 および E. coli O6 を選定して、ホル

マリン懸濁液を調製し、ウサギ免疫ポリクロ

ーナル抗体を ARK-resource に製造委託した。

ELISA 法により高力価が確認された製造品を、

Alexa fluor 532 protein labelling kit（A10236, 
Thermo Fisher）で標識して試験に供した。市

販されている抗 Legionella 抗体  (Virostat, 

6051), 抗 Escherichia coli 抗 体  (Virostat, 
1001)、および抗 Mycobacterium tuberculosis

抗体(Virostat, 4601) を購入して、Alexa fluor 
532 で標識した。  

対象とする細菌株は約 105 CFU/mL に調製

し、FL lp mix で染色して miniPOC で計測し

た。抗 M. tuberculosis 抗体は結核菌を対象と

するのでなく後述するモノクロラミン消毒施

設から検出された Mycobacterium phlei を検

出するために準備した。  
3. モノクロラミン (Mch) 消毒施設の調査  
3.1. Mch 消毒を満たす FCM 特異領域の設定  

Mch により十分に消毒されたサンプルを識

別しうる FCM の特定条件設定のためのモデ

ル実験を実施した。最初に、田栗ら 5)に従っ

て、最終濃度 104 cells/mL となるように E. coli

懸濁液を 42℃、24L の温水に添加した後、次

亜塩素酸ナトリウムで 10 mg/L に維持し、PI
染色により大腸菌を染色して miniPOC で

TBC を測定した。次に、Mch については同様

の手技で実験を行い、実用濃度  (3.0〜 4.0 
mg/L) と高濃度条件  (15〜25 mg/L) で大腸

菌細胞の推移を観察した。PI 染色は 1mL 未濃

縮サンプルと 1mL 0.1％MTAB 溶液を混合し

た後、10 μL の 0.1％PI 溶液を添加し、サンプ

ル中の TBC を miniPOC で測定した。現地調

査では、温泉 (pH 5.5〜7.4) 中の Mch 処理水

の 34 サンプルを調査した (表 1) 。DPD によ

っ て 全 塩 素 濃 度  (Total Chlorine 
Concentration, TCC) を決定した後、チオ硫酸

ナトリウムによって中和されたサンプルは 1
週間以内に試験に供した。並行して、生死判別

を伴うレジオネラ遺伝子検査  (CycleavePCR 
Legionella Detection Kit, CY240, Takara-bio) 、
レジオラート検査、レジオネラ培養検査を実

施した。  
4. オゾン処理施設の調査  
2021 年 8 月から 2022 年 3 月にかけて循環

ろ過式浴槽のろ過器に曝気式オゾン消毒の有

用性評価研究  (本分担研究とは別途報告) の
サンプルを提供してもらい、FCM 法で評価し
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た。非濃縮排水の TBC を遊離塩素用の測定領

域により測定し、1000 倍濃縮水の抗レジオネ

ラ抗体染色による定量を行った。並行して、レ

ジオネラ遺伝子検査、レジオラート検査、レジ

オネラ培養検査を実施した。  
 
C. 結果および考察  
1. 共同比較実験  
1.1. 添加回収実験  

表 1 に今回自家調製した模擬試料と市販材

料を用いた回収率の比較を示した。回収率が

最も低値を示したのは B 研究所の 104 オーダ

ーの模擬試料で、最も高値を示したのが C 研

究所の 103 オーダーの模擬試料だった。平均

回収率は概ね 80%~130%であり、一般生菌数

について、Xbar 管理図における管理限界線の

指標とされる 30%~300%と比べると良好な成

績と考えられた 7)。今回供試した 3 段階のレ

ジオネラの模擬試料において、研究所間に差

は認められなかった。  
市販品を用いて作製した模擬試料による添

加回収実験の結果は A 研究所で 94.3%、D 研

究所で 96.5%であった。本模擬試料の調製作

業は比較的簡単であり、FCM の回収実験とし

て問題なく適用できると考えられた。  
1.2. 施設調査 

表 2 に共同調査研究における施設調査のま

とめを記載した。施設調査において、培養法と

比較した消毒効果判定結果の感度と特異度は

研究所間で大きく異なった。最も良好な成績

を示したのは C研究所であった (感度 91.7%、

特異度 95.3%) 。該研究所は２回目の共同調

査実施で成績は１回目参加時よりも改善して

おり、スキル向上が考えられた。A 研究所は開

発機関であることから高い感度を示したが、

特異度が低かった  (感度 96.9%、特異度

73.8%) 。これは偽陽性が多かったことを示す

が、検体の中にレジオネラ以外の細菌増殖が

多いと推察される貯湯タンク水や水風呂が多

く含まれていたことが要因と考えられた。一

部の偽陽性検体において、平板培養法で陰性

を示した検体 (偽陽性結果: FCM 法で汚染判

定) がレジオラートで陽性を示したことから

もこのことは支持される (データ省略)。B 研

究所と D 研究所において、偽陰性も偽陽性も

多く検出された。その理由として、第一に検体

の中和や輸送条件、並びに装置の感度が異な

っていたために、検体輸送の影響や装置の器

差による要因が考えられた。しかし、本技術が

一般的に普及していなかったことやこれらの

研究所が初めての参加であったこと、さらに

はコロナパンデミックによりヒトの往来が制

限されたことが要因として挙げられ、より丁

寧な技術研修の必要性があったとも考えられ

た。一部の検体では計測阻害と考えられる現

象があり前処理  (ビーズによる粉砕と超音波

処理) による改善が認められたが、時間と手

技の複雑さが障害となるために、携帯型であ

る当該装置にどこまでの精度と正確性を求め

るかが今後の課題となる。  
1.3. 施設調査におけるレジオネラの定量性  

今回実施した共同調査研究の施設調査のう

ち、FCM で非清浄と判定されたサンプルのレ

ジオネラ定量値  (カットオフ値 10 CEC/100 
mL) と生菌数  (カットオフ値 10 CFU/100 
mL) との相関を見たところ、培養法のカット

オフ値近くで FCM 値が高い値を示す傾向が

あったものの、弱い相関が認められた  (y = 
32.547x0.2577、R² = 0.2091) (図 1) 。最大の矛

盾が見られたのが、生菌数 10 CFU/100 mL に

対して、FCM が 2,712 CEC/100 mL を示した

例であった。本検体の遊離塩素濃度は 2.0 
mg/L 以上を示しており、高濃度塩素の存在に

もかかわらず、微量の生菌と死菌や VBNC 状

態のレジオネラが共存した状態と考えられた。

TBC は基準値を超えていたものの 1,548 
counts/mL と比較的低値であり、このような

ケースでは、配管やろ過器内に繁茂する生物

膜由来の細菌群の影響による塩素の不完全な

消毒状態が想像されたため、配管洗浄を必要

とするケースと考えられた。実際に、筆者らが

経験した塩素濃度が 2.0 mg/L 以上で最少のレ
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ジオネラが検出された事例では、浴槽水の

TBC は少なかったがろ過器排水から大量の細

菌が検出されて、配管洗浄により劇的に消毒

環境が改善し、レジオネラも検出されなくな

った (データ省略) 。  
2. レジオネラ属菌染色液の作製  

miniPOC により、抗 L. pneumophila SG1 染

色液、抗 L. pneumophila non-SG1 染色液、抗

E. coli 染色液、抗 M. tuberculosis 染色液およ

び抗 LP 混合染色試薬は、それぞれ LpSG1、
Lp non-SG1、EHEC O157、M. phlei および L. 

pneumophila を 検 出 で き た が 、 抗 L. 

bozemanae 抗体と抗 L. micdadei 抗体は対象

とする菌を検出できなかった。それぞれの抗

体の特異性は ELISA により確認されているた

めに考えられる理由の一つは白血球用に製造

された装置の解像度が低いために細菌を検出

できなかった可能性がある。しかし、準備する

菌の凝集、抗体と蛍光色素の結合度、蛍光色素

の種類など、様々な要因を完全に払しょくす

ることはできず、本装置の保持する単一波長

レーザー分析による実験系にも限界があるた

め、現段階ではっきりしたことは言えない。  
3.モノクロラミン消毒施設の調査  

Mch の実用濃度下で E. coli 細胞に有意な変

化は観察されなかったが、21.54 ± 7.19 mg/L 
の Mch を 3 日間維持すると、E. coli 細胞は

FCM のゲートから消失した (図 2) 。遊離塩

素消毒と同様に、良好な Mch 条件の水を FCM
で測定した場合には、細胞はノイズ粒子と重

ならない特定画像を示した (図 2) 。現地調査

では、非濃縮サンプルの消毒効果を識別した

後、濃縮サンプルをレジオネラ培養法と FCM
で検査した。Legiolert キットと生/死細胞識別

リアルタイム PCR を補助的に実行した。FCM
によって「清浄」と判定された 24 検体の TBC
は 239.4 ± 122.6 （ 平 均  ± 標 準 偏 差 ）

counts/mL だったが、「非清浄」と判定された

10 検体は 45,894.4 ± 75,700.6 counts/mL を

示し、両グループの間には有意差が認められ

た（マンホイットニー検定：p <0.0001、表 2）。

FCMによって清浄と判定された全ての検体か

ら、レジオネラは培養によってもレジオラー

トによっても検出されず、リアルタイム PCR
および FCM によって検出された LP は死菌と

判定された。FCM で非清浄と判定された 10
検体のうちレジオネラは 1 検体（LP SG6）か

らのみ検出された。しかし、他の 9 サンプル

からは同一の微小液滴様細菌が大量に検出さ

れた。この細菌は、バクテリア 16S rDNA PCR
キット（タカラバイオ）を用いた PCR により、

M. phlei と同定された。本菌はアンモニアを

栄養源とする硝化菌に分類される。  
Mch は、温泉でのレジオネラ菌のリスクを

管理する手段として有用な消毒剤であると考

えられる。 しかし、今回十分な Mch 条件下で

あっても、無視できない数の硝化菌が増殖し、

それらが FCM により迅速に検知されること

が明らかとなった。モノクロラミン消毒施設

における M. phlei の存在は既に報告されてお

り 8)、レジオネラ汚染との関連や病原学的な

意義については未だ不明であるが、硝化菌で

あることからアンモニアの安定性に影響する

可能性があると考えられた。  
4. オゾン逆洗の調査  
 詳細は別の報告書に譲り、本報告では FCM
法の結果に集中して記載する。オゾン逆洗か

ら回収した逆洗水に FCM 法を適用した（図

3）。ろ過器へのオゾン処理の開始直後は、TBC
等にほぼ変化がなかったが、配管洗浄  (ハイ

ライト SPA-FC3, 日産化学) を実施し、かつ

オゾン量を 2 倍にしたところ、TBC が激減し

た。その後しばらく TBC の変動が認められた

が、特に No.23 以降は低く抑えられていた。

レジオネラ生菌は培養法でもレジオラートで

も、逆洗水から継続して検出されなかった。配

管洗浄かつオゾン強化の前後で TBC を比較し

たところ、処理前の平均値 (±標準偏差、試料

N) は 、 446,163 ( ± 306,659 、 N=10)  
counts/mL に対して、処理後が 71,693 (± 
137,891、N=16) counts/mL となり、この間に

有意差を認めた (t 検定, p=0.004)。このこと
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は、ろ過器のオゾン逆洗の有効性を示すと考

えられた。なお、閾値 (1,000 counts/mL) は
浴槽水における判定基準であり、ろ過器逆洗

水の判定基準ではないので、閾値の超過はこ

こでは問題ではない。それでも、試験 16 週以

降、「清浄」判定された浴槽水が少しずつ認め

られる傾向にあり (図 3)、オゾン逆洗により

ろ過器は清浄化の方向にあると考えられた。  
 
D．結論 
 共同調査研究において、参加研究所におけ

る模擬試料を用いた FCM 法の添加回収実験

は 80~130%と良好な成績を示し、施設調査に

おける感度と特異度を比較したところ、研究

所ごとのばらつきが認められたものの、全体

で感度 83.1%、特異度 79.6%  (N=267) と一

定の成果が認められた。  
特異蛍光染色法の検討では、供試装置によ

り、Mch 消毒と関連が疑われる M. phlei を直

接検出できること、並びに FCM 法における

Mch 消毒やオゾン消毒管理施設の浴槽水の消

毒効果判定も可能であることが確認された。  
以上のことから、FCM 法の標準化に基づき

研究所間の技術伝達は一定の成果が認められ

た。また、遊離塩素消毒だけでなく Mch 消毒

やオゾン逆洗水の評価に有用であることも証

明された。  
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図2.　104 CFU/mLの⼤腸菌を⽤いたフローサイトメトリーの測定領域
N o1とN o2はそれぞれ遊離塩素消毒とモノクロラミン消毒により作製されたフローサイトメトリー法の散布図を示す。1aと2aは共に非清浄状態

を、1bと2bは共に清浄状態を示す。

遊離塩素濃度: 1a:0 m g /L, 1b; 10 m g /L、モノクロラミン濃度: 2a:0 m g /L, 2b: 15〜25 m g /L; C FU : C olony form ing units.
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表3.　モノクロラミン消毒を導入している施設のレジオネラ等検査結果の比較

平均値 標準偏差 平均値 標準偏差 平均値 標準偏差 平均値 標準偏差

≥ 3.0 M ch
※ 179.1 129.2 < 10 - 73.6 29.6 1,397.7 405.1

< 3.0 M ch - - - - - - - -

≥ 3.0 M ch 325.4 78.6 < 10 - 355.0 392.7 2,576.1 3,428.3

< 3.0 M ch - - - - - - - -

≥ 3.0 M ch 24,195.5 58,458.6 < 10 - 233.3 183.9 2,547.1 2,643.1

< 3.0 M ch - - - - - - - -

≥ 3.0 M ch

(N = 5)
311.1 95.6 < 10 - 63.9 41.9

< 3.0 M ch

(N = 1)
1,595.2 - 20 - 30 -

≥ 3.0 M ch 14,033.2 45,462.5 - - 192.4 167.8 2,261.5 2,292.8

< 3.0 M ch 1,595.2 - - -

※
M ch: m onochloram ine, C FU : colony form ing unit, C EC : cell-equivalent counts, C G C : cell-equivalent gene copies, M PN : m ost probable num ber,

R D M 法によるレジオネラ数

 (C EC
※
/100 m L)

死菌レジオネラ遺伝子コピー数

 (C G C
※
/100 m L)

炭酸水素塩泉

 (N = 2)

塩化物泉

 (N = 19)

地下水

 (N = 7)

全細菌数 (counts/m L)
レジオネラ属菌検査

 (C FU
※
/100 m L)

含鉄塩化物泉

 (N = 6)
N D

合計

 (N = 34)

平均値 標準偏差 平均値 標準偏差 平均値 標準偏差

清浄 (N = 24) 239.4 122.6 139.3 136.2 705.4 544.4

非清浄 (N = 10) 45,894.4 75,700.6 217.5 200.0 1,569.8 1,454.9
Legionella pneum ophila  SG 6 (1)

M ycolicibacterium  phlei (9)

※
C EC : cell-equivalent counts, C G C : cell-equivalent gene copies, N D : not detected

表 4.　FC M の消毒効果判定に基づく各種検査結果の比較 (モノクロラミン消毒)

全細菌数 (counts/m L)
FC M によるレジオネラ数

 (C EC
※
/100 m L)

死菌レジオネラ遺伝子コピー数

(C G C
※
/100 m L) 検出された細菌

(検体数)

N D  (24)
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別紙 1

検査実施標準作業書

SOP No. 1-1 作成者

作成年月日 令和元年 5月 8日
田栗

改訂年月日 令和 3年 12月 10日

1. 製品検査の項目：レジオネラニューモフィラ定量

2. 試験の種類：レジオネラニューモフィラ標準菌株による模擬試料の作製

3. 検体の採取および試料の調製：-80℃保存の Legionella pneumophila標準菌株を BCYEα培地に復元
後 (接種後 36±1℃で 24 時間培養して冷蔵保存、シャーレ周りをパラフィルム等でシールするこ
と)、増菌培地 (Legionella LC Medium Base (9016, TAKARA), BYE (自家調製) 等) 1 mL入り 1.5 mL
マイクロチューブに小コロニー1～数個程度を接種して、恒温水槽で 36±1℃、18～24時間培養し
た後の懸濁液の上清 0.5 mLを 4.5 mL PBS (pH7.2) に接種して原液とする。この時の原液は、これ
までの実績から約 1.0～2.0×107 cells/mLと推定される。予め 9 mL PBS (pH7.2)を入れた中試験管
を必要分調製して、4段階で 10倍段階希釈列を作製した後、102および 103 cells/mLと予測される
試料の 0.1 mLを各 2枚の BCYEα培地に接種してコンラージ棒で塗沫する。107（原液）、106およ

び 105 cells/mLオーダーの希釈液のそれぞれ 1 mLを予め 99 mL PBS (pH7.2)を入れた 100 mL滅菌
容器に接種して、105、104および 103 cells/mLオーダーの希釈液とし、各希釈液の菌数を測定する。
適切に希釈して希釈液の濃度が 102および 103 cells/mLと予測される試料の 0.1 mL（低菌数が予測
される場合は 0.5 mLまで増やしてよい；この時の希釈倍率に要注意）を各 2枚の BCYEα培地に
接種してコンラージ棒で塗沫する。36±1℃、72～96時間培養した後、1平板に 30～300の集落が
えられたものを生菌数として計測する。

4. 使用する機械器具の選択

· 高圧蒸気滅菌器

· 滅菌採取器具 (薬さじ、はさみ、ピンセット等)
· 滅菌採取ビン

· 滅菌シャーレ (直径9～10 cm、深さ2.0 cm)
· 中試験管

· 滅菌ピペット (1 mL、10 mL)
· マイクロピペット (1 mL)
· マイクロチップ (1 mL)
· ふ卵器 (36 ℃±1 ℃）
· 恒温水槽

· 電子天秤

· メスシリンダー

· 三角フラスコ

· ストマッカー

· ステリカップフィルターユニット
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別紙 1

5. 試薬・培地の調製

1） 試薬
① 滅菌リン酸緩衝水 (pH7.2)

Na2HPO4 (無水)             6.6 g
KH2PO4 (無水)              2.7 g

NaCl 8.5 g
精製水 1,000 mL

りん酸緩衝剤粉末 (1/15 mol/L pH 7.2) を RO水 (フローサイトメトリー用実験の場合は MilliQ
水を使用) に融解させ、NaClを加えた後 1 Lとして、φ0.2 mmボトルトップフィルターでフィル
ターろ過する。フローサイトメトリー用実験ではフィルターろ過は2回繰り返すことが望ましい。
リン酸緩衝剤は、市販の粉末培地を使用し、処方に従って調製してもよい。

② グルタルアルデヒド溶液

グルタルアルデヒドの 50%溶液、20%溶液、和光純薬製または同等品を用いる。市販品を適切
に希釈して 5%液を調製、0.2 mmボトルトップフィルターでフィルターろ過する。最終濃度が 0.05%
となるように試験液に注入する。

2） 培地
① BCYEα培地（市販の生培地; ビオメリューなど）
使用前に常温に戻して試験に供す。ふらん器での乾燥は行わない。
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6. 製品検査の方法

-80℃保存株を平板に移植後36±1℃、24時間培養
して冷蔵保存

増菌培地（LC medium等）1 mL に1白菌耳接種し
て36±1℃、18～24時間培養

菌数は約1.0～2.0×10 7 cells/mLと推定

 0.1 (～0.5) mL接種

2枚以上、力の入れすぎ注意

36±1.0 ℃、72±3時間

希釈液 BCYE培地

原液を希釈して105、104、103 (CFU/mL)
希釈液を調製

コンラージ棒で塗布

培養

菌株の復元

前培養

原液を102まで段階希釈、105、104、103について
は107、106、105を100倍希釈して調製、各調製液
を103～10 2まで希釈して菌数測定
各調製液は菌数測定後0.05%GA添加、固定して冷
蔵保管（GAを先に入れると菌が死ぬので注意）

生菌数の算定

原液

集落数を測定
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7. 製品検査にあたっての注意事項

1） 試料の滅菌シャーレへの分注から冷却凝固までの操作は、20分以内に完了する。
2） 対照として、検体の希釈に用いた滅菌生理食塩水 1 mLに、試料に用いた同一同量の培地を混
合し培養したものを用いて、生理食塩水および培地が無菌であったこと並びに操作が完全で

あったことを確認する。

8. 製品検査の結果の処理

1） 集落数の算定
① 1平板に 30～300個の集落数がある場合

a）1段階の希釈にのみ 30～300個の集落数が得られた場合：2枚の平板の集落数の算術平均を
求める。

b）連続した 2段階の希釈に 30～300個の集落数が得られた場合：希釈ごとに 2枚の平板の算
術平均を算定し、両者の比を求める。

· 両者の比が 2倍未満のときは、以下の計算式により連続する 2段階の希釈平板の集落数
から菌数を算定する。

N＝{（A+B）/ 2d1 + （C+D）/ 2d2 ｝/ 2
A, B：低希釈の集落数
C, D：高希釈の集落数
d1：希釈が低いほうの希釈倍率

d2：希釈が高いほうの希釈倍率

· 両者の比が 2倍を超えたときは希釈段階の低いほうの集落数の算術平均を求める。
② 全平板が 300個を超えた集落数である場合
最も希釈倍率の高いものについて、正確に 1 cm2の区画のある密集集落計算版を用いて計測す

る。

a）1 cm2の区画に 10個以下の集落数の場合：中心を通過し直行する 2直径を作り、その中心
より区分された 1 cm2区画の 6 箇所の集落数を数えて、1 cm2区画の平均集落数を求め、これ

に滅菌シャーレの面積を乗じて 1平板あたりの集落数を算出する。直径 9 cmの滅菌シャーレ
では、得られた 1 cm2の平均集落数に 65を乗じる。
b）1 cm2の区画に 10個以上の集落数の場合：前記と同様にして 4区画の集落数から 1 cm2区

画の平均集落数を求め、滅菌シャーレの面積を乗じて 1平板あたりの集落数を算出する。
③ 全平板が 30個未満の場合
最も低い希釈倍数に 30を乗じる。試料液は 10倍希釈であるので 300以下として記載する。

④ 拡散集落のある場合は、次の条件のものに限りそれ相当の部分を計測する

a） 他の集落がよく分散していて、拡散集落があっても計測に支障のないもの。
b） 拡散集落の部分が平板の 1/2以下の場合。

2） 菌数の記載
算定対象とした平板の集落数に希釈倍数を乗じ、さらに得られた数字の上位 3桁目を四捨五入

して、上位 2桁を有効数字として表示し、1 mL当たりの菌数とする。例えば、算定された菌数値
を 30500 /mLまたは 3.1×103 /mLと記載し、試料液は 10倍希釈されているので、算定された菌数
値を 10倍した値が 1 mL当たりの菌数となる。試料液はなお、最低希釈平板の集落発生数が 30未
満の場合も、必要があれば測定値をそのまま記載しておく。
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検査実施標準作業書

SOP No. 1-2 作成者

作成年月日 令和 3年 12月 10日
田栗

改訂年月日 令和 年 月 日

1. 製品検査の項目：レジオネラニューモフィラ検出

2. 試験の種類：市販品を用いたレジオネラ検出用模擬試料の作製

3. 検体の採取および試料の調製： IDEXX-QC Legionella pneumophila (98-0009287-00, IDEXX) の 1バ
イアルを取扱説明書どおりに調製する。即ち、バイアルを-30℃の冷凍庫から取出し、室温で 15分
間静置する。バイアル内のカラーディスクを無菌的に滅菌チューブに準備した 10 mL滅菌蒸留水
に移し入れて、10～15分間転倒混和して完全にディスクを溶解させる。調製した 10 mL菌液の 0.1
mLを 5枚の BCYEα培地に接種してコンラージ棒で塗沫する。残りの菌懸濁液には 100 mLの 5%
を接種して冷蔵保存し、模擬試料として使用する。平板は 36±1℃、72～96時間培養した後、1平
板に 30～300の集落がえられたものを生菌数として計測する。
これまでの実績から、この時の原液は生菌として約 500±100 CFU/mLであるが約 10倍の菌（約

5,000±1,000 Cell相当数/mL）が存在することを確認している。

4. 使用する機械器具の選択

· 高圧蒸気滅菌器

· 滅菌採取器具 (薬さじ、はさみ、ピンセット等)
· 滅菌採取ビン

· 滅菌シャーレ (直径9～10 cm、深さ2.0 cm)
· 中試験管

· 滅菌ピペット (1 mL、10 mL)
· マイクロピペット (1 mL)
· マイクロチップ (1 mL)
· ふ卵器 (36 ℃±1 ℃）
· 恒温水槽

· 電子天秤

· メスシリンダー

· 三角フラスコ

· ストマッカー

· ステリカップフィルターユニット
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5. 試薬・培地の調製

1） 試薬
① 滅菌リン酸緩衝水 (pH7.2)

Na2HPO4 (無水)             6.6 g
KH2PO4 (無水)              2.7 g

NaCl 8.5 g
精製水 1,000 mL

りん酸緩衝剤粉末 (1/15 mol/L pH 7.2) を RO水 (フローサイトメトリー用実験の場合は MilliQ
水を使用) に融解させ、NaClを加えた後 1 Lとして、φ0.2 mmボトルトップフィルターでフィル
ターろ過する。フローサイトメトリー用実験ではフィルターろ過は2回繰り返すことが望ましい。
リン酸緩衝剤は、市販の粉末培地を使用し、処方に従って調製してもよい。

② グルタルアルデヒド溶液

グルタルアルデヒドの 50%溶液、20%溶液、和光純薬製または同等品を用いる。市販品を適切
に希釈して 5%液を調製、0.2 mmボトルトップフィルターでフィルターろ過する。最終濃度が 0.05%
となるように試験液に注入する。

2） 培地
① BCYEα培地（市販の生培地; ビオメリューなど）
使用前に常温に戻して試験に供す。ふらん器での乾燥は行わない。
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6. 製品検査の方法

IDEXX-QCの1バイアルを-30℃の冷凍庫から取出
し、室温で15分間静置する。

 0.1 mL接種 5%グルタルアルデヒド溶液を試料の1/100量注入

36±1.0 ℃
72±3時間 4℃で保存

製品の名称　IDEXX-QC Legionella pneumophila (98-0009287-00, IDEXX)

これまでの実績から、この時の原液は生菌として約500±100
CFU/mLであるがFCMで約10倍量の菌（約5,000±1,000 Cell
相当数/mL）が存在することを確認している。

コンラージ棒で塗布

培養

集落数を測定

生菌数の算定

バイアル内のカラーディスクを無菌的に滅菌
チューブに準備した10 mL滅菌蒸留水に移し入れ
て、10～15分間転倒混和して完全にディスクを溶
解させる。

固定

模擬試料

製品の復元

懸濁

原液10mL

BCYE培地 グルタルアルデヒド
を接種
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7. 製品検査にあたっての注意事項

1） 試料の滅菌シャーレへの分注から冷却凝固までの操作は、20分以内に完了する。
2） 対照として、検体の希釈に用いた滅菌生理食塩水 1 mLに、試料に用いた同一同量の培地を混
合し培養したものを用いて、生理食塩水および培地が無菌であったこと並びに操作が完全で

あったことを確認する。

8. 製品検査の結果の処理

1） 集落数の算定
① 1平板に 30～300個の集落数がある場合

a）1段階の希釈にのみ 30～300個の集落数が得られた場合：2枚の平板の集落数の算術平均を
求める。

b）連続した 2段階の希釈に 30～300個の集落数が得られた場合：希釈ごとに 2枚の平板の算
術平均を算定し、両者の比を求める。

· 両者の比が 2倍未満のときは、以下の計算式により連続する 2段階の希釈平板の集落数
から菌数を算定する。

N＝{（A+B）/ 2d1 + （C+D）/ 2d2 ｝/ 2
A, B：低希釈の集落数
C, D：高希釈の集落数
d1：希釈が低いほうの希釈倍率

d2：希釈が高いほうの希釈倍率

· 両者の比が 2倍を超えたときは希釈段階の低いほうの集落数の算術平均を求める。
② 全平板が 300個を超えた集落数である場合
最も希釈倍率の高いものについて、正確に 1 cm2の区画のある密集集落計算版を用いて計測す

る。

a）1 cm2の区画に 10個以下の集落数の場合：中心を通過し直行する 2直径を作り、その中心
より区分された 1 cm2区画の 6 箇所の集落数を数えて、1 cm2区画の平均集落数を求め、これ

に滅菌シャーレの面積を乗じて 1平板あたりの集落数を算出する。直径 9 cmの滅菌シャーレ
では、得られた 1 cm2の平均集落数に 65を乗じる。
b）1 cm2の区画に 10個以上の集落数の場合：前記と同様にして 4区画の集落数から 1 cm2区

画の平均集落数を求め、滅菌シャーレの面積を乗じて 1平板あたりの集落数を算出する。
③ 全平板が 30個未満の場合
最も低い希釈倍数に 30を乗じる。試料液は 10倍希釈であるので 300以下として記載する。

④ 拡散集落のある場合は、次の条件のものに限りそれ相当の部分を計測する

a） 他の集落がよく分散していて、拡散集落があっても計測に支障のないもの。
b） 拡散集落の部分が平板の 1/2以下の場合。

2） 菌数の記載
算定対象とした平板の集落数に希釈倍数を乗じ、さらに得られた数字の上位 3桁目を四捨五入

して、上位 2桁を有効数字として表示し、1 mL当たりの菌数とする。例えば、算定された菌数値
を 30500 /mLまたは 3.1×103 /mLと記載し、試料液は 10倍希釈されているので、算定された菌数
値を 10倍した値が 1 mL当たりの菌数となる。試料液はなお、最低希釈平板の集落発生数が 30未
満の場合も、必要があれば測定値をそのまま記載しておく。
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検査実施標準作業書

SOP No. 2-1 作成者

作成年月日 令和元年 5月 8日
田栗

改訂年月日 令和 3年 4月 19日

1. 製品検査の項目：レジオネラニューモフィラ定量

2. 試験の種類：フローサイトメトリーによる模擬試料の添加回収実験

3. 検体の採取および試料の調製：予め 103、104および 105 cells/mLオーダーの生菌数測定済み模擬
試料を調製して冷蔵保存したものを常温に 15 分以上放置する。まず、各非濃縮模擬試料につい
てそれぞれの菌数を測定する。全菌数測定に際しては、検体 1 mLを 5 mLチューブに分取し、0.1% 
MTAB希釈液 1 mLと混合し、0.1%の蛍光色素 Propidium Iodide (PI) 10 mLを加えた後、5分間静
置し、フローサイトメーター (FCM) にセットして測定する。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と蛍光強度を 2つの指標としてエリア内の細
胞を計数する。レジオネラ菌数測定に際しては非濃縮液試料 1 mLを 5 mLチューブに分取し、等
量の 0.1%BSA入り PBSを加えたのちに FL Lp mix (FL lp SG1と FL non_Lp SG1を等量混合した抗
レジオネラニューモフィラ用染色試薬) の 3 mLを追加して、常温で 30分間、旋回振とうする。
染色後、FCM にセットして特定エリア内の粒子数を算出する。PI 染色で得られた数値とレジオ
ネラニューモフィラ (Lp) 特異染色で得られた数値 (/mL: 装置に表示される) に装置独自の補正
値 (2000/42) を掛け合せて、それぞれ細菌数および Lp数とする。103、104および 105 cells/mLオ
ーダーの非濃縮模擬試料の各 1 mLを 500 mL PBSに挿入して 100、101および 102 cells/mLオーダ
ーの模擬試料を作製する。0.2 mm Membrane Filterでろ過濃縮したのち、MFを 55 mmシャーレに
貼付け、0.6 mL PBSに等量の 0.1%BSA加 PBSを加えて、10回以上MF表面をピペッティングで
洗い出すことにより回収する。さらに 1 mL 0.1%BSA入りPBS1 mLを加えて同じ操作を繰り返し、
1 mLを回収する。回収液 1 mLに FL Lp mix 1.5 uLを加えて、30分間回転振盪したのち、ディス
ポシリンジで 0.8 mLを採取し、目盛を 1.1 mLに合わせて FCMに設置、測定する。Lp特異染色
で得られた数値 (/mL: 装置に表示される) に装置独自の補正値 (2000/42) を掛け合せて、回収後
の Lp数とする。予め求めた非濃縮液菌数の 2倍の値と回収した菌数により回収率を求める。

4. 使用する機械器具の選択

· 高圧蒸気滅菌器

· 滅菌採取器具 (薬さじ、はさみ、ピンセット等)
· 電子天秤

· りん酸緩衝剤粉末 (1/15 mol/L pH 7.2, Wako chemicals)
· ポリカーボネート製ポリ瓶 (1 L、12本、洗浄後からの状態で予め滅菌しておく)
· ステリカップフィルターユニット (1 L用)
· フローサイトメーター (miniPOC; Sysmex)
· 染色試薬 (0.1% propidium Iodide (PI)、2 mg/L LP血清群1用染色試薬 (FL lp SG1)、2 mg/L 

Lp非血清群1染色試薬 (FL non-lp SG1))
· 0.1% myristyl trimethyl ammonium bromide (MTAB) (核酸染色用緩衝液)
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· 0.1% BSA入りPBS (特異抗体染色用緩衝液)
· 小形滅菌シャーレ (直径60 mm、深さ10 mm)
· 中試験管またはディスポポリチューブ

· 滅菌ピペット (1 mL、10 mL)
· マイクロピペット (1 mL)
· マイクロチップ (1 mL用、10 mL用)
· マイクロチューブ (5 mL)
· オールプラスティックシリンジ (2 mL)
· ふ卵器 (36℃ ± 1℃)
· 恒温水槽

· メスシリンダー

· 三角フラスコ

· ストマッカー

5. 試薬・培地の調製

1） 試薬
① 滅菌リン酸緩衝水 (pH7.2)

Na2HPO4 (無水)          6.6 g
KH2PO4 (無水)           2.7 g
NaCl 8.5 g
精製水 1,000 mL

りん酸緩衝剤粉末 (1/15 mol/L pH 7.2)を RO水 (フローサイトメトリー用実験の場合はMilliQ
水を使用) に融解させ、NaClを加えた後 1Lとして、φ0.2 mmボトルトップフィルターでフィル
ターろ過する。フローサイトメトリー用実験であるのでフィルターろ過は 2回繰り返すことが望
ましい。リン酸緩衝剤は、市販の粉末培地を使用し、処方に従って調製してもよい。

② フローサイトメトリー用染色試薬

・0.1% propidium iodide（全菌数測定用）
・ Lp血清群 1用染色試薬 (FL Lp SG1) : Alexa fluor 532 protein labelling kit (A10236, Thermo 

Fisher) を用いて抗Lp抗体 (V6051, virostat社) の 2 mg/L×0.5 mLをキット取説に沿って標識
する。

・2 mg/L Lp非血清群 1染色試薬 (FL non_lp SG1) : Alexa fluor 532 protein labelling kit (A10236, 
Thermo Fisher) を用いて抗 Lp抗体 (アークリソース社) の 2 mg/L×0.5 mLをキット取説に沿
って標識する。

・FL Lp SG1と FL non_lp SG1を等量混合して FL Lp mixとし、40 mLずつ小分けして-30℃で冷
凍保管。使用時は最低 1時間常温に放置か 24時間冷蔵庫に放置して使用する。

・0.1% myristyl trimethyl ammonium bromide (MTAB)
・0.1% BSA入り PBS: ①で作製した PBS500 mL～100mLに 0.1% となるように 10%BSA (ミル
テニーバイオテク社) を加えて調製する。
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6. 製品検査の方法

回収率
非濃縮液菌数の2倍の値と回収した菌数により回収率を求
める。

模擬試料（非濃縮）の静置

原液の希釈 PI染色
Lp染色

(下記濃縮試料と同様)

約1000倍希釈液102、101、100の調製

FCM測定(下記濃縮試料と同様)　添加Lp細胞数

（10
5
、104、103 /mLに調製した固定液）

（10
5
、104、103の1 mLを500 mL PBSに分注、別にPBS 1

mLを添加した500 mLPBSを準備して陰性コントロールとす
る）

（0.2 mm Membrane Filterでろ過濃縮したのち、MFを55
mmシャーレに貼付け）

ろ過濃縮

1.0 mL PBSで回収 (1回目)
（0.6 mL PBSに等量の0.1%BSA加PBSを加えて、10回以上
MF表面をピペッティングで洗い出し）

FCM測定

（1回目と2回目の回収液それぞれ1 mLに混合染色試薬1.5
mLを加えて、30分間回転振盪）

（ディスポシリンジで0.8 mLを採取し、目盛を1.1 mLに合わ
せてFCMに設置、測定）

回収Lp細胞数
（1回目と2回目の数値 (/mL) を足して1.1倍して、装置独自
の補正値 (2000/42) を掛け合せてLp数とする）

Lp染色

1.0 mL PBSで回収 (2回目)
（MFに1.0 mL PBSを加えて、10回以上MF表面をピペッティ
ングで洗い出し）

検体1 mLを5 mLチューブに分取、0.1% MTAB希釈液

1 mLと混合、0.1% PI 10 mL添加して5分間静置。ディ

スポシリンジで0.8 mLを採取、目盛を1.1 mLに合わせ

てフローサイトメーター(FCM)にセット
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検査実施標準作業書

SOP No. 3-1 作成者

作成年月日 令和元年 11月 28 日
田栗

改訂年月日 令和元年 月 日

1. 製品検査の項目：レジオネラニューモフィラ定量

2. 試験の種類：フローサイトメトリーによる実試料の検査

3. 検体の採取および試料の調製：

(消毒効果判定) 試料は終濃度 500 mg/L (望ましくは 50 mg/L) となるようにチオ硫酸ナトリウム
を入れた 500 mLあるいは 1 Lの滅菌済み PPプラスティック容器に採水する。採水後の試料は冷
蔵保存して遅くとも 1 週間以内に試験に供する。最初にフローサイトメーター (FCM) を用いて
非濃縮浴槽水中の塩素消毒効果を判定する。即ち、検体 1 mLを 5 mLチューブに分取し、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 (PI) 10 mLを加えた後、FCMにセットして全細菌数 (TBC) を測定する。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と
する。この時、試料中の TBCが判定基準値 1000 counts/mL を越した場合は「消毒効果なし」と
判定して、続くレジオネラニューモフィラ (Lp) 特異検査で Lpが検出された場合は生菌と判断す
る。一方で、1000 counts/mL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
でも死菌と判定する。

(Lpの特異的定量) 施設調査における Lp定量は、Lp SG用染色試薬 (FL Lp mix) を用いる。検水
500 mLをφ0.2 mm Membrane Filter (MF) で吸引ろ過した後、MFを 55 mmシャーレに貼付け、
0.6 mL PBSに等量の 0.1%BSA加 PBSを加えて、10回以上MF表面をピペッティングで洗い出す
ことにより回収する。次いで、回収後のシャーレに 1 mL 0.1%BSA加 PBSを加えて前述と同じ操
作を繰り返し 2回目の回収液とする。各回収液 1 mLに染色試薬 FL Lp mix 1.5 mLを加えて、30
分間回転振盪させたのち、ディスポシリンジで全量を採取し、目盛を 1.1 mLに合わせて FCMに
設置して測定する。この時、Lp特異染色試薬由来の測定ノイズを除くように予め設定した特定エ
リア内の細菌数 (/mL: 装置に表示される) を計数し、装置由来の誤差 (2000/42) と回収時に発生
する誤差 (容量比：1.1) を補正したのち、予め作成した検量線により濃度換算して Lp数とする。

4. 使用する機械器具の選択

· 高圧蒸気滅菌器

· 滅菌採取器具 (薬さじ、ピンセット等)
· 電子天秤

· りん酸緩衝剤粉末 (1/15 mol/L pH 7.2, Wako chemicals)
· ポリカーボネート製ポリ瓶 (1 L、12本、洗浄後からの状態で予め滅菌しておく)
· ステリカップフィルターユニット (1 L用)
· フローサイトメーター (miniPOC; Sysmex)
· 染色試薬 (0.1% propidium Iodide (PI)、2 mg/L LP血清群1用染色試薬 (FL Lp SG1)、2 mg/L 
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Lp非血清群1染色試薬 (FL non_Lp SG1))
· 0.1% myristyl trimethyl ammonium bromide (MTAB) (核酸染色用緩衝液)
· 0.1% BSA入りPBS (特異抗体染色用緩衝液)
· 小形滅菌シャーレ (直径60 mm、深さ10 mm)
· 中試験管またはディスポポリチューブ

· 滅菌ピペット (1 mL、10 mL)
· マイクロピペット (1 mL)
· マイクロチップ (1 mL用、10 mL用)
· マイクロチューブ (5 mL)
· オールプラスティックシリンジ (2 mL)
· ふ卵器 (36℃ ± 1℃)
· 恒温水槽

· メスシリンダー

· 三角フラスコ

· ストマッカー

5. 試薬・培地の調製

1） 試薬
① 滅菌リン酸緩衝水（pH7.2）

Na2HPO4(無水)          6.6 g
KH2PO4(無水)           2.7 g
NaCl 8.5 g
精製水 1,000 mL

りん酸緩衝剤粉末 (1/15 mol/L pH 7.2) を RO水 (フローサイトメトリー用実験の場合はMilliQ
水を使用) に融解させ、NaClを加えた後 1Lとして、φ0.2 mmボトルトップフィルターでフィル
ターろ過する。フローサイトメトリー用実験であるのでフィルターろ過は 2回繰り返すことが望
ましい。リン酸緩衝剤は、市販の粉末培地を使用し、処方に従って調製してもよい。

② フローサイトメトリー用染色試薬

・0.1% propidium iodide (全菌数測定用)
・ Lp血清群 1用染色試薬 (FL Lp SG1) : Alexa fluor 532 protein labelling kit (A10236, Thermo 

Fisher) を用いて抗 Lp抗体 (V6051, virostat社) の 2 mg/L×0.5 mLをキット取説に沿って標
識する。

・2 mg/L Lp非血清群 1染色試薬 (FL non_lp SG1) : Alexa fluor 532 protein labelling kit (A10236, 
Thermo Fisher) を用いて抗 Lp抗体 (アークリソース社) の 2 mg/L×0.5 mLをキット取説に沿
って標識する。

・FL Lp SG1と FL non_lp SG1を等量混合して FL Lp mixとし、40 mLずつ小分けして-30℃で冷
凍保管。使用時は最低 1時間常温に放置か 24時間冷蔵庫に放置して使用する。

・0.1% myristyl trimethyl ammonium bromide (MTAB)
・0.1% BSA入り PBS：①で作製した PBS500 mL～100 mLに 0.1% となるように 10%BSA
（ミルテニーバイオテク社）を加えて調製する。
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6. 製品検査の方法

Lp細胞数
（1回目と2回目の数値 (/mL) を足して1.1倍して、装置独自
の補正値 (2000/42) を掛け合せてLp数とする）

Lp数

FCM (x) と培養法 (y) から得られた回帰曲線 (下図,

y=0.1477x1.093) に基づきLp数を求め、1/10量を100mL試料
当たりのレジオネラニューモフィラ数とする。

1 mLを全細菌数測定 PI染色

試料1 mLを5 mLチューブに分取、0.1% MTAB希釈液1 mL
と混合、0.1% PI 10 mL添加して5分間静置。ディスポシリン
ジで0.8 mLを採取、目盛を1.1 mLに合わせてフローサイト
メーター(FCM)にセット
測定値 (/mL) に装置独自の補正値 (2000/42) を掛け合せ
て全細菌数とする

1.0 mL PBSで回収 (2回目)
（MFに1.0 mL PBSを加えて、10回以上MF表面をピペッティ
ングで洗い出し）

Lp染色
（1回目と2回目の回収液それぞれ1 mLに混合染色試薬1.5
mLを加えて、30分間回転振盪）

FCM測定
（ディスポシリンジで0.8 mLを採取し、目盛を1.1 mLに合わ
せてFCMに設置、測定）

500 mLをろ過濃縮
（0.2 mm Membrane Filterでろ過濃縮したのち、MFを55
mmシャーレに貼付け）

1.0 mL PBSで回収 (1回目)
（0.6 mL PBSに等量の0.1%BSA加PBSを加えて、10回以上
MF表面をピペッティングで洗い出し）

浴槽水等試料（非濃縮）

消毒効果判定
 (全細菌数が=<1000を死菌、>1000を生菌と判定)
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検査実施標準作業書

SOP No. 3-2 作成者

作成年月日 令和 3年 12月 10 日
田栗

改訂年月日 令和 年 月 日

1. 製品検査の項目：レジオネラニューモフィラ定量

2. 試験の種類：フローサイトメトリーによる冷却塔水（実試料）の検査

3. 検体の採取および試料の調製：

(消毒効果判定) 試料は終濃度 500 mg/L (望ましくは 50 mg/L) となるようにチオ硫酸ナトリウム
を入れた 500 mLあるいは 1 Lの滅菌済み PPプラスティック容器に採水する。採水後の試料は冷
蔵保存して遅くとも 1 週間以内に試験に供する。最初にフローサイトメーター (FCM) を用いて
非濃縮浴槽水中の塩素消毒効果を判定する。即ち、検体 1 mLを 5 mLチューブに分取し、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 (PI) 10 mLを加えた後、FCMにセットして全細菌数 (TBC) を測定する。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と
する。この時、試料中の TBCが判定基準値 1000 counts/mL を越した場合は「消毒効果なし」と
判定して、続くレジオネラニューモフィラ (Lp) 特異検査で Lpが検出された場合は生菌と判断す
る。一方で、1000 counts/mL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
でも死菌と判定する。

(Lpの特異的定量) 施設調査における Lp定量は、Lp SG用染色試薬 (FL Lp mix) を用いる。検水
20 mLを 20 mLディスポシリンジに吸引して、φ3～5 mm Membrane Filter (MF) で粗ろ過後、ろ
液を新しいビーカー等に回収する。20 mLディスポシリンジに再度ろ液を吸引して、φ0.2 mm×
25 mm MF入りシリンジフィルターホルダー（スウィネクス 37: SX0002500, メルクミリポア）で
吸引ろ過した後、MFを取り出して 55 mmシャーレに貼付け、0.6 mL PBSに等量の 0.1%BSA加
PBSを加えて、10回以上MF表面をピペッティングで洗い出すことにより回収する。次いで、回
収後のシャーレに 1 mL 0.1%BSA加 PBSを加えて前述と同じ操作を繰り返し 2回目の回収液とす
る。各回収液 1 mLに染色試薬 FL Lp mix 1.5 mLを加えて、30分間回転振盪させたのち、ディス
ポシリンジで全量を採取し、目盛を 1.1 mLに合わせて FCMに設置して測定する。この時、Lp特
異染色試薬由来の測定ノイズを除くように予め設定した特定エリア内の細菌数 (/mL: 装置に表
示される) を計数し、装置由来の誤差 (2000/42) と回収時に発生する誤差 (容量比：1.1) を補正
したのち、予め作成した検量線により濃度換算して Lp数とする。

4. 使用する機械器具の選択

· 高圧蒸気滅菌器

· 滅菌採取器具 (薬さじ、ピンセット等)
· 電子天秤

· りん酸緩衝剤粉末 (1/15 mol/L pH 7.2, Wako chemicals)
· ポリカーボネート製ポリ瓶 (1 L、12本、洗浄後からの状態で予め滅菌しておく)
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· ステリカップフィルターユニット (1 L用)
· フローサイトメーター (miniPOC; Sysmex)
· 染色試薬 (0.1% propidium Iodide (PI)、2 mg/L LP血清群1用染色試薬 (FL Lp SG1)、2 mg/L 

Lp非血清群1染色試薬 (FL non_Lp SG1))
· 0.1% myristyl trimethyl ammonium bromide (MTAB) (核酸染色用緩衝液)
· 0.1% BSA入りPBS (特異抗体染色用緩衝液)
· 小形滅菌シャーレ (直径60 mm、深さ10 mm)
· 中試験管またはディスポポリチューブ

· 滅菌ピペット (1 mL、10 mL)
· マイクロピペット (1 mL)
· マイクロチップ (1 mL用、10 mL用)
· マイクロチューブ (5 mL)
· オールプラスティックシリンジ (2 mL)
· ディスポシリンジ (3 mm) 
· プラスティックシリンジ (20 mL)

· シリンジフィルターホルダー (25 mm)
· メンブレンフィルター (0.2 mm×25 mm)
· ふ卵器 (36℃ ± 1℃)
· 恒温水槽

· メスシリンダー

· 三角フラスコ

· ビーカー

· ストマッカー

5. 試薬・培地の調製

1） 試薬
① 滅菌リン酸緩衝水（pH7.2）

Na2HPO4(無水)          6.6 g
KH2PO4(無水)           2.7 g
NaCl 8.5 g
精製水 1,000 mL

りん酸緩衝剤粉末 (1/15 mol/L pH 7.2) を RO水 (フローサイトメトリー用実験の場合はMilliQ
水を使用) に融解させ、NaClを加えた後 1Lとして、φ0.2 mmボトルトップフィルターでフィル
ターろ過する。フローサイトメトリー用実験であるのでフィルターろ過は 2回繰り返すことが望
ましい。リン酸緩衝剤は、市販の粉末培地を使用し、処方に従って調製してもよい。

② フローサイトメトリー用染色試薬

· 0.1% propidium iodide (全菌数測定用)
· Lp血清群1用染色試薬 (FL Lp SG1) : Alexa fluor 532 protein labelling kit (A10236, Thermo 

Fisher) を用いて抗Lp抗体 (V6051, virostat社) の2 mg/L×0.5 mLをキット取説に沿って標識
する。

· 2 mg/L Lp非血清群1染色試薬 (FL non_lp SG1) : Alexa fluor 532 protein labelling kit (A102
36, Thermo Fisher) を用いて抗Lp抗体 (アークリソース社) の2 mg/L×0.5 mLをキット取説に
沿って標識する。
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· FL Lp SG1とFL non_lp SG1を等量混合してFL Lp mixとし、40 mLずつ小分けして-30℃で冷
凍保管。使用時は最低1時間常温に放置か24時間冷蔵庫に放置して使用する。

· 0.1% myristyl trimethyl ammonium bromide (MTAB)
· 0.1% BSA入りPBS：①で作製したPBS500 mL～100 mLに0.1% となるように10%BSA（ミル

テニーバイオテク社）を加えて調製する。

6. 製品検査の方法

Lp数

FCM (x) と培養法 (y) から得られた回帰曲線 (下図,

y=0.1477x1.093) に基づきLp数を求め、1/10量を100mL試料
当たりのレジオネラニューモフィラ数とする。

ろ液を再度ろ過濃縮
φ0.2 mm×25 mm MF入りシリンジフィルターホルダーで吸
引ろ過した後、フィルターを55 mmシャーレに貼付け

Lp染色
（1回目と2回目の回収液それぞれ1 mLに混合染色試薬1.5
mLを加えて、30分間回転振盪）

FCM測定
（ディスポシリンジで0.8 mLを採取し、目盛を1.1 mLに合わ
せてFCMに設置、測定）

Lp細胞数
（1回目と2回目の数値 (/mL) を足して1.1倍して、装置独自
の補正値 (2000/42) を掛け合せてLp数とする）

消毒効果判定
 (全細菌数が=<1000を死菌、>1000を生菌と判定)

20 mLを粗ろ過して夾雑物を除去 φ3～5 mm Membrane Filter  (MF) で粗ろ過

1.0 mL PBSで回収 (1回目)
（0.6 mL PBSに等量の0.1%BSA加PBSを加えて、10回以上
MF表面をピペッティングで洗い出し）

1.0 mL PBSで回収 (2回目)
（MFに1.0 mL PBSを加えて、10回以上MF表面をピペッティ
ングで洗い出し）

浴槽水等試料（非濃縮）

1 mLを全細菌数測定 PI染色

試料1 mLを5 mLチューブに分取、0.1% MTAB希釈液1 mL
と混合、0.1% PI 10 mL添加して5分間静置。ディスポシリン
ジで0.8 mLを採取、目盛を1.1 mLに合わせてフローサイト
メーター(FCM)にセット
測定値 (/mL) に装置独自の補正値 (2000/42) を掛け合せ
て全細菌数とする
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検査シート
機関名：長崎県環境保健研究センター

検査場所：細菌 実験室

試験日：   年   月   日～      年   月   日

担当者

2021.4.19作成
田栗

［検体数：       ］

1. 試験項目：レジオネラニューモフィラ数

2. 製品の種類：標準菌株を用いた模擬試料作製方法

3. 培地の作製

（1） 作製月日：  月  日

□滅菌リン酸緩衝水

(PBS (pH7.2) 1包/ L、NaCl 8.5g / L、 121℃，15分間高圧滅菌処理)

                 99 ml （     本）、9 ml（     本）作製

（2）処理月日：  月  日

□BCYEα培地【メーカー：         ，Lot：         】

                        購入日（      ）

4. 生菌数の試験

□菌株の復元 -80保存株（No.     ）を平板に移植培養（36±1℃、<18h）、冷蔵保存
     ↓

□前培養 増菌培地（LC medium等）1 mL に1白菌耳接種して恒温水槽36±1℃、18時間培養
     ↓

□原液作製 4.5 mL PBSに前培養液上清0.5 mLを滅菌スポイトで接種（1.0～2.0×107 cells/mL相当）
     ↓

□原液の希釈 原液を102まで段階希釈、103と102の0.1 mL分注（原液用2枚以上）
     ↓  

□段階試料液の調製 105、104、103については107、106、105の1 mLを99 mL PBSに分注して100倍希釈
     ↓

□段階試料液の希釈 105、104、103を、103～102まで希釈（菌数測定後に固定）

     ↓

□各希釈液の分注 滅菌シャーレに0.1 mL分注（各希釈段階で2枚以上）
     ↓

□培養 36±1 ℃、72±3時間
    ↓

□集落数の測定

     ↓

□グルタルアルデヒドで固定（終濃度0.05%）・冷蔵保管して、1か月以内に使用する。
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検体番号
各希釈段階における集落数

10（  ） 10（  ） 10（  ） 10（  ） 10（  ）

原液

105

104

103

       ↓

□生菌数の算定
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検査シート
機関名：長崎県環境保健研究センター

検査場所：細菌 実験室

試験日：   年   月   日～      年   月   日

担当者

2021.12.10作成
田栗

［検体数：       ］

1. 試験項目：レジオネラニューモフィラ検出

2. 製品の種類：市販品を用いたレジオネラ検出用模擬試料の作製

3. 培地の作製

（1） 作製月日：  月  日

□滅菌リン酸緩衝水

(PBS (pH7.2) 1包/ L、NaCl 8.5 g/L、 121℃，15分間高圧滅菌処理)

                 99 ml （     本）、9 ml（     本）作製

（2）処理月日：  月  日

□BCYEα培地【メーカー：         ，Lot：         】

                        購入日（      ）

（3）処理月日：  月  日

□IDEXX-QC Legionella pneumophila【メーカー：IDEXX， Lot：         】

製品分析証明書の定量値
(     ) MPN/100 mL with Quanti-Tray*/Legiolert* 

Verified by Quanti-Tray/Legiolert with n=25; Acceptable Range =(       -     )

4. 生菌数の試験

□菌株の復元 IDEXX-QCの1バイアルを-30℃の冷凍庫から取出し、室温で15分間静置
     ↓

□懸濁 バイアル内のカラーディスクを無菌的に滅菌チューブに準備した10 mL滅菌蒸留水に移し入
れて、10～15分間転倒混和して完全にディスクを溶解させる。
     ↓

□原液をグルタルアルデヒドで固定（終濃度0.05%）・冷蔵保管して、1か月以内に使用する。
（注意）これまでの実績から、この時の原液は生菌として約500±100 CFU/mLであるが約10倍の菌
（約5,000±1,000 Cell相当数/mL）が存在することを確認している。

□フローサイトメトリー Lp特異染色により菌数を計算（SOP 2-1 参照）
↓  以下はあくまで参考で必須でなくてよい

□生菌数測定 原液100 mL をBCYE培地5枚に接種（500 CFU/mL相当）
    ↓

□培養 BCYE培地を36±1 ℃、72±3時間
     ↓

□生菌数の算定
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検体番号
フローサイトメトリー測定値 (/mL)

1 2 3 4 5

原液
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検査シート
機関名：長崎県環境保健研究センター

検査場所：細菌 実験室

試験日：   年   月   日～      年   月   日

担当者

2021.04.19改版
田栗

［検体数：       ］

1. 試験項目：レジオネラニューモフィラ（Lp）定量

2. 製品の種類：フローサイトメトリーによる模擬試料の添加回収実験

3. 器具・試薬の作製

（1）処理月日：  月  日

□滅菌ろ過器 （115℃，15分間高圧滅菌処理）（      ）mL（     本）作製

0.2 mm Membrane Filter【メーカー：         ，Lot：         】

□滅菌PPポリ容器 （121℃，15分間高圧滅菌処理）

（      ）mL（     本）作製

（2）作製月日：  月  日

□滅菌リン酸緩衝水

（PBS(pH7.2)1包/ L、NaCl 8.5g / L、 0.2 mm steri-cup filter unit ろ過（ ）回）

                      （      ）mL（     本）作製

（3）フローサイトメーター関連試薬
□0.1% propidium Iodide (PI)【試薬作製日（   年 月 日）、保管状態（冷蔵、冷凍）】

□ LpSG1用染色試薬【試薬作製日（   年 月 日）、保管状態（冷蔵、冷凍）】

□ Lp non-SG1用染色試薬【試薬作製日（   年 月 日）、保管状態（冷蔵、冷凍）】

□ Lp mix用染色試薬【試薬作製日（   年 月 日）、保管状態（冷蔵、冷凍）】

□0.1% MTAB【試薬作製日（   年 月 日）、保管状態（冷蔵、冷凍）】

□0.1% BSA入りPBS【試薬作製日（   年 月 日）、保管状態（冷蔵、冷凍）】

4. フローサイトメトリー

□模擬試料の静置 103、104および105 cells/mLオーダーの固定Lp懸濁液を常温に静置1時間
     ↓

□非濃縮液の細菌数計測

検体1 mLを5 mLチューブに分取、0.1% MTAB希釈液1 mLと混合、0.1% PI 10 mL添加して5分間静
置。ディスポシリンジで約0.8 mLを採取、シリンジ目盛を1.1 mLに合わせてフローサイトメーター (F
CM) にセット
FCMからMethod Leg PI areaを呼び込み測定スイッチオン（連続して2回以上測定する）
     ↓

□非濃縮液のLp数計測
検体1 mLを5 mLチューブに分取、等量の0.1%BSAと混合、3 mL FL Lp mix添加
常温で30分間、回転振とう
ディスポシリンジで約0.8 mLを採取、シリンジ目盛を1.1 mLに合わせてFCMにセット
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FCMからMethod Leg area を呼び込み測定スイッチオン（連続して2回以上測定する）
     ↓

□希釈液作製 103、104および105 cells/mLオーダーの固定Lp懸濁液1 mLを予めろ過滅菌済み500 mL 
PBSに添加して約100、101および102 cells/mLオーダーの希釈試料とする。別に、PBS 1 mLを添加した
500 mL PBSを準備して陰性コントロールとする。
     ↓

□ろ過濃縮 0.2 mm MFで定法によりろ過濃縮したのち、MFを55 mmシャーレに貼付け
     ↓

□回収 0.6 mL PBSに0.6 mLの0.1%BSA加PBSをシャーレに貼り付けたMF表面に加えて、10回以上M
F表面をピペッティングで洗い出し、1 mLを1回目回収試料とする。
     ↓

□回収後、1.0 mLの0.1%BSA加PBSをシャーレに貼り付けたMF表面に加えて、10回以上MF表面をピペ
ッティングで洗い出し、1 mLを2回目回収試料とする。
     ↓

□上記1回目および2回目回収試料1 mLに1.5 mL FL Lp mix添加
常温で30分間、回転振とう
ディスポシリンジで0.8 mLを採取、シリンジ目盛を1.1 mLに合わせてFCMにセット

FCMからMethod Leg areaを呼び込み測定スイッチオン
     ↓

□装置に表示される数値 (/mL) を1.2倍して、装置独自の補正値 (2000/42) を掛け合せてLp数とする
注）洗い出しがうまくいっていれば上記2回目が1回目の1/5～1/10量程度となる。

検体番号

添加液 回収液

全菌数 Lp数 Lp数（1回目） Lp数（2回目） 備考

A-1

換算値

（×1.1×2000/42）

A-2

換算値

（×1.1×2000/42）

A-3

換算値

（×1.1×2000/42）

D

換算値

（×1.1×2000/42）
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検査シート
機関名：長崎県環境保健研究センター

検査場所：細菌 実験室

試験日：   年   月   日～      年   月   日

担当者

2021.4.19版
田栗

［検体数：       ］

1. 試験項目：レジオネラニューモフィラ（Lp）定量

2. 製品の種類：フローサイトメトリーによる実試料の検査

3. 器具・試薬の作製

（1）処理月日：  月  日

□滅菌ろ過器 （115℃，15分間高圧滅菌処理）（      ）mL（     本）作製

0.2 mm Membrane Filter (MF)【メーカー：         ，Lot：         】

□滅菌PPポリ容器 （121℃，15分間高圧滅菌処理）

（      ）mL（     本）作製

（2）作製月日：  月  日

□滅菌リン酸緩衝水

(PBS (pH7.2) 1包/ L、NaCl 8.5g / L、 0.2 mm steri-cup filter unit ろ過（ ）回)

                      （      ）mL（     本）作製

（3）フローサイトメーター (FCM) 関連試薬
□ 0.1%propidium Iodide (PI)【試薬作製日（   年 月 日）、保管状態（冷蔵、冷凍）】

□ LpSG1用染色試薬【試薬作製日（   年 月 日）、保管状態（冷蔵、冷凍）】

□ Lp non-SG1用染色試薬【試薬作製日（   年 月 日）、保管状態（冷蔵、冷凍）】

□ Lp mix染色試薬【試薬作製日（   年 月 日）、保管状態（冷蔵、冷凍）】

□ 0.1% MTAB【試薬作製日（   年 月 日）、保管状態（冷蔵、冷凍）】

□ 0.1% BSA入りPBS【試薬作製日（   年 月 日）、保管状態（冷蔵、冷凍）】

4. フローサイトメトリー

□非濃縮液の細菌数計測

検体1 mLを5 mLチューブに分取、0.1% MTAB希釈液1 mLと混合、0.1% PI 10 mL添加して5分間静
置。ディスポシリンジで約0.8 mLを分取、シリンジ目盛を1.1 mLに合わせてFCM にセット

FCMからMethod Leg areaを呼び込み測定スイッチオン (連続して2回以上測定する)
     ↓

□ろ過濃縮 0.2 mm MFで定法によりろ過濃縮したのち、MFを55 mmシャーレに貼付け
     ↓  

□回収 0.6 mL PBSに0.6 mLの0.1%BSA加PBSをシャーレに貼り付けたMF表面に加えて、10回以上M
F表面をピペッティングで洗い出し、1 mLを1回目測定試料とする。
     ↓

□回収後、1.0 mLの0.1%BSA加PBSをシャーレに貼り付けたMF表面に加えて、10回以上MF表面をピペ
ッティングで洗い出し、1 mLを2回目測定試料とする。
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     ↓

□上記1回目および2回目測定試料1 mLに1.5 mL FL Lp mix添加
常温で30分間、回転振とう
ディスポシリンジで約0.8 mLを採取、シリンジ目盛を1.1 mLに合わせてFCMにセット

FCMからMethod Leg areaを呼び込み測定スイッチオン
     ↓

□1回目および2回目測定で装置に表示される数値 (/mL) を足し合わせ、1.1倍した後に、装置独自の補
正値 (2000/42) を掛け合せる。値をy=0.1477x1.093 に代入して得られた数値をLp数とする

検体番号

消毒効果 レジオネラニューモフィラ (Lp) 数定量

全菌数 平均 判定
Lp数

(1回目)
Lp数

(2回目)
和

Lp数
(y=0.1477x1.093)

1

換算値

(×1.1×2000/42)

2

換算値

(×1.1×2000/42)

3

換算値

(×1.1×2000/42)

4

換算値

(×1.1×2000/42)

5

換算値

(×1.1×2000/42)

6

換算値

(×1.1×2000/42)
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厚生労働科学研究費補助金（健康安全・危機管理対策総合研究事業） 

 

公衆浴場におけるレジオネラ症対策に資する検査・消毒方法等の衛生管理手法の開発のた

めの研究 

 

新規酵素基質培地キットであるレジオラート/QT 法の有効性の検討 

 

研究代表者 前川純子   国立感染症研究所 細菌第一部 

研究分担者 淀谷雄亮   川崎市健康安全研究所 

研究分担者 佐々木麻里  大分県衛生環境研究センター 

研究分担者 田栗利紹   長崎県環境保健研究センター 

研究分担者 栁本恵太   山梨県衛生環境研究所 

研究協力者 緒方喜久代   公益社団法人大分県薬剤師会 検査センター 

研究協力者 武藤千恵子  東京都健康安全研究センター 

研究協力者 増輪文治   長崎県環境保健研究センター 

研究協力者 井原基    長崎県環境保健研究センター 

研究協力者 湯澤栄子   川崎市健康安全研究所 

研究協力者 田中奈緒美   アイデックスラボラトリーズ株式会社 

研究協力者 花田祐一   アイデックスラボラトリーズ株式会社 

 

研究要旨 

本研究では、レジオラート/QT 法の有用性を確認するため、検査室間における検査精度の比

較検討を実施するとともに、実検体を使用して平板培養法と比較検討した。既存菌株を用い

た検討においてレジオラート/QT 法は平板培養法と同等の性能であることが示された。検査

室間における検査精度の比較検討を実施したところ、各施設で lot の許容範囲内の値を得る

ことができ、レジオラート/QT 法の試験法の安定性が確認できた。実検体におけるレジオラ

ート/QT 法と平板培養法の結果一致率は 83.6 %と高い一致率を示し、検出菌量を比較した

結果、回帰直線の R2 は 0.748 となり、強い相関が認められた。不一致であった検体の 74.5 %

が 30 MPN 又は CFU/100mL 未満の検出限界に近い菌量での不一致であった。ウェルの液体

培地を培養したところ、レジオラート/QT 法で偽陽性を示す菌種が確認された。 

 

 

A. 研究目的 

 レジオネラ属菌の検査においては平板培

養法が広く用いられているが、検体の濃縮、

分離培地の選択、加えてコロニーの鑑別な

どに熟練を要する等、検査機関内外での検

査手技の安定性が課題となっている。近年、

欧米等の諸外国で水質管理に使用されてい

るレジオラート/QT 法は、専用の粉末培地
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であるレジオラートを溶かした検体を専用

トレイ Quanti-Tray/legiolert で培養すること

により Legionella  pneumophila を選択的に

検出・定量できる検査法であり、濃縮手順が

なく、確定試験が不要である等、操作が非常

に簡易なキットである。レジオラートには

L. pneumophila が特異的にもつ酵素によっ

て分解できる基質が含まれており、これが

分解されることにより茶色の発色が起こり、

選択的に菌を検出することができる。本研

究ではレジオラート/QT 法の有用性を確認

するため、基礎的な検討とともに実検体を

用いて従来法である平板培養法と比較検討

した。 

 

B. 研究方法 

1. 基礎的検討 

基礎的検討として、循環ろ過式入浴施設

から入手したろ材より分離された L. 

pneumophila 血清群別不能の菌株を BCYEα

寒天培地に塗布し増菌した後、希釈系列を

作成し、平板培養法及びレジオラート/QT

法を行い、各々の検出菌数を比較した。 

方法としては、L. pneumophila の菌株を

BCYEα 寒天培地で 2～4 日間培養し、発育

したコロニーを滅菌水に懸濁し、希釈系列

を 10倍ごと 4段階作成したものを用いて比

較実験を実施した。BCYEα寒天培地に各希

釈段階の菌懸濁液 0.1 mL を添加し湿潤環境

で 36 ℃で 7 日間培養した。並行して、レジ

オラートを溶解した滅菌水 100 mL に各希

釈段階の菌懸濁液 0.1 mL を添加し混和した

後、Quanti-Tray/legiolert にシーラーPLUS を

用いて封入し、湿潤環境で 36 ℃で 7 日間培

養した。本培養温度はレジオネラ症防止指

針第 4 版に準拠している。培養後、茶色ま

たは濁りの生じたウェル数を陽性とし、専

用の最確数表を用いて most probable number 

(MPN)値を求め、定量した。上記の実験を 3

回繰り返した。 

 

2. 検査室間の比較 

3 機関においてそれぞれ同一ロットの

IDEXX-QC LEGIONELLA PNEUMOPHILA

を用いてレジオラート/QT 法及び平板培養

法を実施し、検出菌数を製品情報と比較す

るとともに検査室間の検出菌数を比較した。 

同一ロットの IDEXX-QC LEGIONELLA 

PNEUMOPHILA 3 本を滅菌水 40 mL に溶解

させ、対象検体とした。検体を 10 mL 及び

2 mL 分取し滅菌水で 100 mL にメスアップ

したものをそれぞれ 2 つ調製し、レジオラ

ート/QT 法に従って 7 日間培養した後、菌

数を測定した。また、検体を BCYEα寒天培

地 5 枚に 200 µL ずつ塗布し 7 日間培養し、

菌数を測定し平均値を算出した。また、検体

をろ過濃縮法にて濃縮した後、BCYEα寒天

培地 5 枚に 200 µL ずつ塗布し 7 日間培養

し、菌数を測定し平均値を算出した。使用し

た lot について製品情報から菌量及び

Acceptable Range を使用した濃度に換算し

て算出し、結果を比較した。 

 

3. 実検体を使用したレジオラート/QT 法と

平板培養法の比較検討  

各施設に搬入された公衆浴場等の温泉水、

浴槽水、プール採暖槽水等計 599 検体を対

象とした。レジオラート/QT 法は添付され

た説明書の飲料水用 10 mL プロトコールに

従い実施し、専用の最確数表を用いて most 

probable number (MPN)値を求め、定量した。

また、培地の観察を頻回に実施し、ウェルの
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液体培地の変色を確認した培養経過日数を

測定した。 

陽性となったウェルの液体培地を

GVPCα 寒天培地等レジオネラ属菌選択分

離培地に塗抹し、レジオネラ属菌の分離を

行い、システイン要求性又は免疫血清によ

り検出菌の同定を行った。 

レジオラート/QT 法で陽性と判定された

ものの、ウェルの液体培地からレジオネラ

属菌が検出できなかった一部検体について、

GVPCα 寒天培地で発育したコロニーから

遺伝子を抽出し、16S rDNA により菌種を同

定した。また、同定した菌についてレジオラ

ート/QT 法で陽性を示すか確認するため、

単離菌を滅菌水 100 mL に加え、レジオラー

トを混和した後、専用のQuanti-Tray/legiolert

にシーラーPLUS を用いて封入し、湿潤環境

で 39 ℃で 7 日間培養し、茶色または濁りが

生じるか確認した。 

同時に平板培養法にてレジオネラ属菌の

分離と遺伝子検出法にてレジオネラ属菌の

遺伝子検出を実施した。平板培養法は「公衆

浴場における浴槽水等のレジオネラ属菌検

査方法（薬生衛発 0919 第 1 号）」に準じた

各検査機関の方法で実施し、ろ過濃縮法に

てレジオネラ属菌の分離を行い、システイ

ン要求性又は免疫血清により検出菌の同定

及び検出菌量を算出し、10 CFU/100mL 以上

を陽性とした。なお、大分県衛生環境研究セ

ンターの検出菌量は、標準法（非濃縮検体を

除く）で実施したものである。遺伝子検出法

は LAMP 法又はリアルタイム PCR 法によ

りレジオネラ属菌の遺伝子検出を行った。 

レジオラート/QT 法及び平板培養法にお

ける検出率を比較するとともに、レジオラ

ート/QT 法で求められた MPN 値と平板培

養法で求められた CFU 値を比較した。 

 

4. 偽陽性菌株におけるレジオラート/QT 法

の反応性 

本検討で検出されたAeromonas hydrophila

菌株 A 及び環境から分離された A. 

hydrophila 菌株 B の 2 菌株を用いてレジオ

ラート/QT 法が陽性になる菌量を検討した。

各菌株を 105～101 CFU/mL に希釈し、各 10 

mL ずつレジオラートに添加し、39℃で 7 日

間培養した後、陽性となったセル数をカウ

ントした。 

 

C. 結果 

1. 基礎的検討 

 レジオラート/QT 法における検出菌量は

希釈系列ごとに概ね 10 倍ごと段階的に減

少していき、希釈ごとに表のとおりの検出

菌量を示した（表 1）。また、同時に実施し

た平板培養法においてもレジオラート/QT

法とある程度同等の検出菌量を示した。  

 

2. 検査室間の比較 

 3 機関で実施した結果、3 機関ともに使用

lotのAcceptable Rangeの範囲内となった（表

2）。特に 2 mL で実施したレジオラート/QT

法については 23140-34450 MPN/100mLの範

囲となった。同時に実施した平板培養法で

は非濃縮で 23800-36800 CFU/100mL であり、

濃縮法では 2333-5470 CFU/100mL であった。 

 

3. 実検体を使用したレジオラート/QT 法

と平板培養法の比較検討 

 各検査機関で計 599 検体についてレジオ

ラート/QT 法及び平板培養法を実施したと

ころ、両方法で陽性となったものが 136 検
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体、両方法で陰性となったものは 365 検体

であった（表 3）。平板培養法と比較したレ

ジオラート/QT 法の感度は 69.0 %、特異度

は 90.8 %であり、結果一致率は 83.6 %であ

った。 

 レジオラート/QT法で陽性であった 80検

体におけるウェルの変色を確認した培養経

過日数を確認したところ、培養 3 日目から

20 検体で変色が確認され、培養 5 日目で 70

検体の変色が確認された（図 1）。2 日目で

変色が見られた 2 検体のレジオラート培養

液からはレジオネラ属菌が検出されず、平

板培養法不検出かつ LAMP 法陰性の検体で

あった。 

 レジオラート/QT 法及び平板培養法とも

に陽性であった 136 検体の検出菌量につい

て相関を検討したところ、回帰直線の R2 は

0.748 となり、強い相関が認められた（図 2）。 

 レジオラート/QT 法と平板培養法が不一

致であった検体の検出菌量は 98 検体中 73

検体で 10-29 CFU 若しくは MPN/100mL で

あった（図 3）。検出菌量が 10-29 CFU 若し

くは MPN/100mL で遺伝子検査法を実施し

た 35検体中 7検体で遺伝子検査が陰性であ

った。 

 レジオラート/QT 法のみ陽性であった 37

検体中17検体でレジオラート培養液からL. 

pneumophilaが検出された。L. pneumophilaが

検出されなかった 4 検体において、レジオ

ラート培養液を培養した培地上で発育が見

られたコロニーから遺伝子抽出し、16S 

rDNA の塩基配列により同定したところ、そ

れぞれ Brevundimonas naejangsanensis、

Pseudomonas otitidis 、 Pseudomonas sp. 、

Aeromonas hydrophila であった。これら単離

した菌株をそれぞれ滅菌水に懸濁し、レジ

オラート/QT 法を実施したところ、茶色の

発色を示し、陽性反応が見られた。 

 

4. 偽陽性菌株におけるレジオラート/QT 法

の反応性 

レジオラート/QT 法で陽性反応を示した

菌株のうち A. hydorophila について、偽陽性

となる菌量を検討するため、希釈系列を用

いた検討を行った。浴槽水由来株 A は 101

から陽性となったが、環境由来株 B は 103

から陽性と菌株によって大きい差がみられ

たが、少量の菌量でも陽性反応を示した（表

4）。また、レジオネラ属菌が陽性となる検体

ではおおよそ 5 日目ごろから陽性となるの

に対し、本菌株による陽性反応は 2 日目か

ら 3 日目と比較的早期に見られた。 

 

D. 考察 

 レジオラート/QT 法の有効性を確認する

ため、既存菌株を用いた希釈系列を作成し

検討したところ、希釈系列ごとに検出菌量

が減少した。また、平板培養法と比較しても

ほぼ同等の検出菌量であったことから、既

存菌株を用いた検討においてレジオラート

/QT 法は平板培養法と同等の性能であるこ

とが示された。 

同一 lot 試薬を用いて検査室間の検出状

況の比較を行ったところ、各施設で lot の許

容範囲内の値を得ることができ、レジオラ

ート/QT 法の試験法の安定性が確認できた。

同時に実施した平板培養法での検出菌量は

レジオラート/QT 法の検出菌量と比較し高

い値となった。この原因として、レジオラー

ト/QT 法の液体培養液には抗生物質が含ま

れているため、培養が抑制されたことが考

えられる。濃縮工程を実施した結果、非濃縮
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の検体と比較し 85.1 %から 90.7 %減少し、

検査室間のばらつきが大きくなった。この

原因として、菌体がろ過工程により喪失ま

たは損傷を受けたことが考えられる。本検

討は 3 施設のみの検討であり実施数が不十

分ではあるが、レジオラート/QT 法は平板

培養法と比較し操作工程が少ないことから

操作者の手技による結果の差が出にくく、

検査精度の担保がしやすい検査であると考

えられる。 

 実検体におけるレジオラート/QT 法の有

効性を検討したところ、平板培養法の結果

一致率は 83.6 %と高い一致率を示した。特

に特異度は 90.8 %と高い値であった。レジ

オラート/QT 法におけるウェルの変色が認

められる培養経過日数は培養 2 日目から確

認され、培養 5 日目までで 90 %の検体で変

色が認められた。このうち培養 2 日目で変

色が認められた 2 検体は平板培養法で不検

出であり、また、遺伝子検査法である LAMP

法においても陰性であったことから偽陽性

であると考えられた。本検討からレジオラ

ート/QT 法ではレジオネラ陽性の検体は培

養 3 日目以降にウェルの変色が確認される

ことが示唆された。培養 3 日目以前にウェ

ルの変色が確認される検体は偽陽性である

可能性が示唆され、レジオラート/QT 法に

おける一部の偽陽性検体を除外することが

可能になると考えられる。 

 本検討においてはレジオラート/QT 法及

び平板培養法の検出菌量に強い相関が確認

され、レジオネラ属菌を定量的に検出でき

ることが確認された。レジオラート/QT 法

及び平板培養法の不一致が確認されたもの

の、不一致であった検体の 74.5 %が 30 MPN

又は CFU/100mL 未満の検出限界に近い菌

量での不一致であった。また、レジオラート

/QT 法の陽性であった 17 検体についてはレ

ジオラート培養液からレジオネラ属菌が検

出されたことから同検体は平板培養法より

感度よくレジオネラ属菌が検出できた。検

出菌量が 30 CFU/100mL 未満の不一致検体

31 検体中 6 検体が遺伝子検査法陰性であり、

菌量の少ない検体におけるレジオネラ属菌

の検出はレジオラート/QT 法及び平板培養

法いずれの方法においても不一致が生じた。

レジオネラ属菌の分離培養には通常 3-6 日

必要であること、夾雑菌に影響されレジオ

ネラ属菌の発育が阻害され分離が困難とな

ることが多いため不一致になったと示唆さ

れる。より高い精度での検出を実施するに

は複数の検査法を組み合わせる必要がある

ことが示唆された。 

 本検討においてレジオラート/QT 法で偽

陽性を示す菌種が複数確認された。今回確

認された菌種は水環境や土壌などの環境中

で分離が報告されている菌種である。また、

これら偽陽性を示す菌種が確認された 4 検

体は残留塩素がそれぞれ 0, 0, 0.1, 0.4 mg/L

と「公衆浴場における衛生等管理要領等に

ついて（生衛発第 1811 号）」に規定される

浴槽水中の遊離残留塩素濃度を通常 0.4 

mg/L と比較し、4 検体中 3 検体が残留塩素

の低い検体であった。残留塩素により多く

の細菌は消毒されるが残留塩素が含まれな

い場合に多数の菌種が生存できることにな

り、このうち本検討で明らかとなったレジ

オラートに反応する一部菌種によりレジオ

ラート/QT 法で偽陽性を示すことがあるも

のと考えられる。 

 

E. 総括 
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 レジオラート/QT 法は L. pneumophila を

選択的に検出できる検査法であり、平板培

養法と同等の検査法である。手技も平板培

養法と比較し非常に簡易であり有用な検査

法である。 

 

F. 健康危険情報 

なし 

 

G. 学会発表 

淀谷雄亮、佐々木麻里、増輪文治、井原基、

田栗利紹、緒方喜久代、武藤千恵子、田中奈

緒美、湯澤栄子、小嶋由香、前川純子、岡部

信彦：新規酵素基質培地キットであるレジ

オラート/QT 法の有効性の検討．日本防菌

防黴学会第 48 回年次大会．2021 年 9 月． 

 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

なし 
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表 1 レジオラート/QT 法の基礎的検討結果 

 
表 1 検査室間での検出状況の⽐較 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表 2 検査室間での検出状況の比較 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
※ 使用 lot の換算値は 15900 MPN/100mL であり、Acceptable Range は 1590-40312 

MPN/100mL であった。 

 
表 3 実検体におけるレジオラート/QT 法と平板培養法の比較 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

103



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 レジオラート/QT 法における変色を確認した培養経過日数 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 平板培養法とレジオラート/QT 法の検出菌量の比較(n=136) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 不一致であった検体の検出菌量 
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表 4 A. hydrophila におけるレジオラート/QT 法の結果 

表 4-1 浴槽水から分離された A. hydrophila の結果 

 

 

 

 

 

 

表 4-2 環境から分離された A. hydrophila の結果 
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厚生労働科学研究費補助金（健康安全・危機管理対策総合研究事業） 
「公衆浴場におけるレジオネラ症対策に資する検査・消毒方法等の 

衛生管理手法の開発のための研究」 
 

総合研究報告書 
 

大分県の浴場水を用いた標準的検査法とレジオラート/QT 法の評価、 
レジオラートを用いた定性試験法の検討、比色系パルサー法の改良 

 
研究分担者 佐々木 麻里 大分県衛生環境研究センター 
研究協力者 髙野 真実、溝腰 朗人、神田 由子、成松 浩志 

  大分県衛生環境研究センター 
研究協力者 江川 英明  大分県南部保健所 
研究協力者 緒方 喜久代 公益社団法人大分県薬剤師会検査センター 

（所属は研究協力当時） 
 

研究要旨：浴場水のレジオネラ属菌検査方法の平準化を目的として厚生労働省から示され

た方法について、多様な泉質を有する大分県の実検体を用いて評価した。当所で従来から

実施している方法と比較して、培地枚数が少ないにも関わらず同等の結果が得られた。特

定酵素基質培地と専用トレイを組み合わせたレジオラート/QT 法は、公衆衛生上重要な菌

種である Legionella pneumophila を簡便に検査でき、検出された菌量は平板培養法とお

おむね同等で相関が見られた。また、専用トレイとシーラーを使用せずに特定酵素基質培

地のみを用いた定性的な試験法については、加熱処理した検体を QT 法より低い温度で培

養することにより、可能となった。比色系パルサー法は、特殊な機器を必要としないため

保健所等監視指導機関等での活用が期待できる。溶菌液調製に用いるセルロース製フィル

ターの孔径を 0.45µm に大きくすることでろ過の時間が短縮され、なおかつ孔径 0.22µm
と同等の結果が得られた。 
 

A．研究目的 
公衆浴場において問題となるレジオネラ属

菌への対応として、厚生労働省の指針 1）によ

り定期的に水質検査を行うこととされており、

そのレジオネラ属菌検査方法の平準化を目的

として検査法 2）（ここでは、標準法と称する。）

が通知された。この標準法について、多様な

泉質を有する大分県の実検体を用いて評価

した。また、Legionella pneumophila（以

下、Lp）を特異的に検出する特定酵素基質

培地と最確数（MPN）法で定量する専用ト

レイを組み合わせたレジオラート /QT 法

（以下、QT 法）についても実検体を用いた

評価を行った。併せて専用トレイとシーラ

ーを必要としない定性的な試験法について

検討した。時間を要する培養法等に加えて、

迅速検査法として比色系パルサー法につい

て検討を行った。比色系パルサー法は、レジ

オネラ属菌特異的 16S rRNA に自己集合体

を結合させることで、標的遺伝子を増幅さ

せずに目視で検知する検査法である。測定

に特殊な機器を必要としないことから、試

験検査機関のみならず監視指導機関等での

活用が期待される。平成 30 年度に、保健所

においてパルサー法によるレジオネラ属菌

検査を実施したところ、平板培養法ではレ

ジオネラ属菌が検出されたが、パルサー法

では陰性の結果となった 3)。そこで濃縮工

程を見直し、フィルター孔径を大きくする

ことで検体濃縮時間の短縮を図った。 

 
B．研究方法 
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1. 試料および調製法 
令和元年 5 月から令和 3 年 11 月に搬入さ

れた浴槽水および湯口水 75 施設分 144 検体

を対象とした。 
濃縮と前処理の方法は標準法に準じて実

施した。すなわち、検体 1200mL をメンブラ

ンフィルター（直径 47mm、孔径 0.2µm、

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 1
分間洗い出しをした。ろ過濃縮後の濃縮試

料（100 倍濃縮）について、50℃で 20 分加

熱後急冷したもの（以下、熱処理試料）、濃

縮試料に等量の 0.2M HCl・KCl 液 pH2.2±
0.2（武藤化学又は関東化学）を加え混和し

室温で 5 分間静置したもの（以下、酸処理

試料）、熱や酸による前処理を行わないもの

（以下、未処理試料）を調製した。 
2. 平板培養法 

レジオネラ属菌の分離培地として WYO
α寒天培地（栄研化学）、GVPC 寒天培地（日

研生物）および MWY 寒天培地（関東化学

又は自家製；Oxoid）を用い、従来から当所

で実施していた方法（以下、大分法）と標準

法とで実施した。大分法として、熱処理試料

および未加熱試料について、それぞれ 10 倍

階段希釈を 2 段（10 倍、100 倍）まで行い、

各希釈段階（1 倍～100 倍）の試料 200µL を

各分離平板 1枚にコンラージ棒で塗布した。

標準法として、酸処理試料については

200µL、熱処理試料については 100µL、濃縮

処理を行わない検体（以下、非濃縮検体）に

ついては 200µL を各分離平板 1 枚にコンラ

ージ棒で塗布した。なお、標準法として通知

に記載されている非濃縮検体の塗抹量は

100µL であるので、本研究方法ではその 2 倍

量を塗抹していることになる。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。検出

限界は大分法では 5cfu/100mL、標準法では

10cfu/100mL（非濃縮検体では 500cfu/100mL）
である（表 1）。 

標準法に採用され、大分法においても従

前より実施していた斜光法 4）にて、培養 3

日後に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；Oxoid）および血液寒天培地（ウ

マ血、自家製）に接種し、血液寒天培地での

発育の有無を確認した。BCYEα寒天で発育

し、血液寒天では発育しなかったコロニー

について、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 7 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体 100mL あたりのレジ

オネラ属菌数に換算した。 
3. レジオラート/QT 法 

非濃縮検体 144 検体について、特定酵素

基質培地レジオラートと専用トレイの

Quanti-Tray/Legiolert（いずれも IDEXX）を

用い、添付の取扱説明書に示された飲料水

用 10mL プロトコールに従って測定した。

QT 法は、大小 2 種類のウエルについて、茶

色化または濁りの一方か両方が生じたら陽

性とし、陽性ウエル数の組み合わせから、Lp
菌数を最確数法で定量する方法である。測

定に使用した検体量は 10mL で、滅菌蒸留

水 90mL を加えて 100mL とし、39℃で培養

した。本法の検出限界は 10MPN/100mL であ

る。また、陽性ウエルから採取した培養液を

GVPC 寒天培地に画線塗抹し、レジオネラ

属菌の分離同定を行った（令和元年に採水

された検体を除く）。 
4. レジオラート定性試験法 
4-1. 保存菌株による検討 
浴槽水から分離された Lp 菌株 2 種類（血清

群 1 と血清群 2）を用いてそれぞれ希釈系列を

調製し、QT 法及び下記のフラスコを用いた定

性試験法を実施し、比較した。具体的には、Lp
菌株を BCYEα寒天培地で 2 日間培養し、発

育した菌を PBS(-)に懸濁、10 倍階段希釈し、

各希釈段階の菌液 0.1mL を、予めレジオラー

トを溶解させた 100mLの滅菌蒸留水に混和し

た後、上記 3.及び下記 4-2.の方法で培養した

（培養温度は 36℃）。平行して、各希釈段階の

菌液 0.1mL を BCYEα寒天培地に塗布し、

36℃で 7 日間培養して菌数を測定した。 
4-2. 実検体による検討 
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令和 2年に採水された 41 検体のうち上記 3.
で 10MPN/100mL 以上検出された 12 検体に

ついて、それぞれ 10mL を、予めレジオラート

を溶解させた 90mL の滅菌蒸留水に加え、ベ

ントフィルター付きのフラスコ（CELLSTAR
フラスコ SC、白 FT キャップ 650mL 滅菌：

Greiner Bio-One）に入れて 39℃で 7 日間培養

し、茶色化または濁りの一方か両方が見られ

たものを陽性とした。 
4-3. 実検体による熱処理後 36℃培養の検討 
非濃縮の 58 検体（令和 3 年採水分）につい

て、50℃水浴中 20 分間加熱して試料（加熱）

とした。なお、58 検体中 19 検体については、

その一部を加熱しないまま試料（未加熱）とし

て比較検討した。各試料 10mL を、ベントフィ

ルター付きのフラスコ（CELLSTAR フラスコ

Advanced TC、青 FT キャップ 250mL 滅菌：

Greiner Bio-One）に入れたレジオラート液（レ

ジオラート 1 包（100mL 用）を 80mL の滅菌

蒸留水に溶かした溶液）40mL に加え、36℃で

7日間培養し、茶色化または濁りの一方か両方

が見られたものを陽性とした。陽性のフラスコ

から採取した培養液を GVPC 寒天培地に画線

塗抹し、レジオネラ属菌の分離同定を行っ

た。 
5. 比色系パルサー法 

非濃縮検体 17 検体（令和元年 8 月採水分）

について、レジオネラ属菌迅速検査キット

（ファスマック）を用いた。検体をろ過した

フィルターに直接変性液を加える溶菌法

（下記記載の方法①または方法②）で、1 検

体につき孔径の異なる 2 種類のフィルター

（0.22µm、0.45µm）でそれぞれろ過後に溶

菌液を調製し、添付の取扱説明書に従って

測定した。即日測定できなかった溶菌液に

ついては、測定するまで 1～4 日間、－30℃
で冷凍保存した。 

上記 1 に示した検体とは別に採水した浴

槽水および湯口水 4 検体について、保健所

で環境衛生監視員が測定した。保健所では

孔径 0.45µm のフィルターを用いた方法①

で溶菌液を調製後すぐに－30℃で冷凍保存

し、測定は 5 日後に実施した。平板培養法

によるレジオネラ属菌数の測定は、当所で

大分法にて実施した。 

方法①：検水 100mL を注射筒に入れて直径

13mm のメンブランフィルター（孔径

0.22µm または 0.45µm、Merck 社、セルロー

ス混合エステル）に押出または吸引してろ

過し、ろ過後のフィルターを 2mL チューブ

に移し、100/30 倍に希釈した変性液 100µL
を加えてボルテックスミキサーで 1 分間混

合後、フィルターを下にした状態で 37℃15
分間静置し、その後 10µL の中和液を加えて

溶菌液を調製した。測定にはこの溶菌液の

全量 110µL を用いた。 
方法②：検水 200mL を注射筒に入れて直径

25mm のメンブランフィルター（孔径

0.22µm または 0.45µm、Merck 社、セルロー

ス混合エステル）に押出または吸引してろ

過し、ろ過後のフィルターを滅菌したピン

セットで折り畳んで 2mL チューブに移し、

100/30 倍に希釈した変性液をろ紙が漬かる

量の 200µL 加えてボルテックスミキサーで

1 分間混合後、フィルターを下にした状態で

37℃15 分間静置し、その後 20µL の中和液

を加えて溶菌液を調製した。測定には、検水

100mL 分に相当する半量 110µL の溶菌液を

用いた。 
 

C. 研究結果 
以下、平板培養法でレジオネラ属菌が検出さ

れたこと、QT 法で陽性と判定したウエルがあ

ったこと、レジオラート定性試験法（以下、定

性法）で陽性であったことを「（＋）」と表記し、

培養法でレジオネラ属菌が検出されなかった

こと、QT 法で陽性と判定したウエルがなかっ

たこと、定性法で陰性であったことを「（－）」

と表記する。 
1. 平板培養法 

144 検体中、大分法では 62 検体、標準法

では 56検体からレジオネラ属菌が検出され

た（表 2）。標準法のうち 1 検体については、

濃縮試料を塗抹した培地は夾雑菌が多く発

育したためにレジオネラ属菌検出不能であ

ったが、非濃縮検体からはレジオネラ属菌

が検出された。この 1 検体を含む 3 検体は

非濃縮検体のみからレジオネラ属菌が検出

され、標準法の濃縮試料からは検出されな

かった。レジオネラ属菌数（以下「菌数」と
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いう、単位は CFU /100mL）は、大分法と標

準法でそれぞれ 5～44500、10～31500（濃縮

試料のみでは 10～16640）であった。大分法

でのみ検出された 8 検体の菌数は 5 が 6 検

体、20 と 50 が各 1 検体で、Lp が検出され

た。標準法でのみ検出された検体は 2 検体

で、その菌数はともに 10 であった。大分法

と標準法の菌数の相関は、R2=0.8541、濃縮

試料のみの菌数の相関は R2=0.8579 であっ

た（図 1）。 
2. レジオラート/QT 法 

144 検体中 44 検体から Lp が検出され、

そ の う ち 1 検 体 か ら 測 定 上 限 値

22726MPN/100mL を超える Lp が検出され

た。平板培養法（＋）QT 法（－）の結果と

なったのは、大分法で 22 検体（菌数が 10 以

上検出された検体に限ると 11 検体）、標準

法で 17 検体、平板培養法（－）QT 法（＋）

の結果となった検体は、大分法では 4 検体

（MPN/100mL は 11,23,58,>22726）、標準法

では 5 検体（4 検体は大分法と同一検体、も

う 1 検体の MPN/100mL は 10）であった。

（表 3a、3b）。平板培養法の結果と比較した

ところ、検出 /不検出の一致率は大分法で

81.9％、標準法で 84.7%、菌数の相関は、QT
法で測定上限を超えた 1 検体を除くと、大

分法で R2=0.7577、標準法で R2=0.7425（濃

縮試料のみ（検出不能 1 検体除く）で

R2=0.7626）であった（図 2）。QT 法陽性 44
検体のうち 27検体の陽性ウエルから採取し

た培養液からレジオネラ属菌の分離同定を

行ったところ、21 検体の培養液からは Lp が

分離されたが、平板培養法（－）QT 法（＋）

の 4 検体と 39MPN/100mL、1342MPN/100mL
の 2 検体からはレジオネラ属菌は分離され

なかった。測定上限を超えた 1 検体につい

ては、GVPC 寒天培地上に発育した菌は無

かった。 
3. レジオラート定性試験法 

3-1. 保存菌株による検討 
QT 法及び BCYEα寒天培地で測定した菌

量は希釈系列ごとに段階的に減少していき、

検出限界未満になった希釈段階において、

レジオラート定性試験法でも陰性となった

（表 4）。 

3-2. 実検体による検討 
結果を表 5 に示す。12 検体中 6 検体が定

性法陽性と判定された。平板培養法及び QT
法でレジオネラ属菌数の多い検体が陽性と

なる傾向が見られたが、上記 2.で QT 法培

養液からレジオネラ属菌が検出されなかっ

た 1 検体（検体№10：1342MPN/100mL）に

ついては、菌数が多いにも関わらず定性法

は陰性であった。 
3-3. 実検体による熱処理後 36℃培養の検討 
未加熱の非濃縮検体 19 検体中 7 検体が陽

性と判定された。その 7 検体中 1 検体の培

養液からは Lp が分離されたが、6 検体の培

養液からはレジオネラ属菌は分離されず、

それ以外の菌のみが GVPC 寒天培地上に発

育した。一方、同 19 検体を加熱したものに

ついては、8 検体が陽性と判定され、そのう

ち 7 検体の培養液から Lp が分離された。 
以上の成績から加熱処理が有効と判断し、

令和 3 年採水 58 検体全て（上記 19 検体含

む）について、加熱処理後にレジオネラ定性

試験法（以下、定性法）を試み、13 検体が

陽性と判定された。陽性検体中 2 検体の培

養液からレジオネラ属菌は分離されなかっ

たが、11 検体の培養液から Lp が分離され

た。 
平板培養法との関係を表 6a、6b 及び図 3a、

3b にまとめた。平板培養法（＋）定性法（－）

の結果となったのは、大分法で 6 検体（菌

数は、10 以上検出された検体に限ると 3 検

体で、15 及び 50 が 2 検体）、標準法で 4 検

体（菌数は 3 検体が 10、1 検体が 20）、平板

培養法（－）定性法（＋）の結果となった検

体は、大分法と標準法のどちらも同じ検体

で 1 検体（培養液からレジオネラ属菌は分

離されず）であった。この 1 検体は QT 法で

も陽性（23MPN/100mL）であったが、定性

法でも培養液からレジオネラ属菌は分離さ

れなかった。 
4. 比色系パルサー法 

17 検体の結果を表 7a、7b、7c に示す。ろ

過フィルターの孔径を 0.45µm にしても

0.22µm と同等以上の結果となった。平板培

養法（＋）パルサー法（－）の不一致の結果

となったのは 2 検体で、L p が分離され、菌
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数は 5 と 50 であった。なお、この 2 検体は

標準法ではレジオネラ属菌が検出されなか

った。 
保健所で実施した 4 検体のうち、平板培

養法（＋）パルサー法（＋）となった 1 検体

の菌数は 45、平板培養法（＋）でパルサー

法（－）となった 1 検体の菌数は 25 で、と

もに Lp が検出された（表 8）。なお、これら

2 検体は、過去の検討で共に菌数 85 のレジ

オネラ属菌が検出されたがパルサー法（－）

であった 2 検体 3)と同一施設の検体であっ

た。 
 
D. 考察 

平板培養法について、使用する培地枚数

は 1 種類につき標準法で 3 枚、大分法で 6
枚である。単純に培地枚数の多い方が検出

確率は上がるが、枚数の少ない標準法で大

分法と同等の結果が得られた。大分法また

は標準法の一法のみでレジオネラ属菌が検

出された検体もあったが、5cfu/100mL の検

体を含むいずれも菌数の少ない検体であっ

たため、ばらつきが生じたと考えられる。指

針 1) による基準ではレジオネラ属菌は

10CFU/100mL 未満とされており、標準法は

指針に基づく定期的な水質検査には適した

方法だと言える。ただし、標準法において濃

縮試料では検出できない検体があったこと

から、濃縮試料のみでなく非濃縮検体につ

いても併せて検査を実施することが重要と

考える。また、今回非濃縮検体の塗抹量を

100µL でなく 200µL としたが、夾雑菌の増

加による平板観察の困難さは感じなかった。

さらに、非濃縮検体のみ（＋）となった 3 検

体から分離されたレジオネラ属菌は、いず

れも平板上に 1 コロニー（500CFU/100mL に

相当）であったことからも、検出率を上げる

ためには、非濃縮検体の塗抹量は 100µL よ

りも 200µL の方が望ましいと考える。 
QT 法について 144 検体を検査したとこ

ろ、平板培養法で検出された菌量とおおむ

ね同等であり、強い相関が見られた。一方で、

平板培養法（－）でも QT 法（＋）と判定さ

れた 4 検体は、QT 法培養液からも Lp が分

離されず、検水濃縮試料の遺伝子検査法

（LAMP 法）も（－）であった（データ非掲

載）ことから、偽陽性と考えられた。これは

レジオネラ属菌以外の夾雑菌によるものと

考える。QT 法培養液を塗抹した GVPC 寒天

培地に菌が発育しなかった検体についても、

同一施設の別検体では発色しなかったので、

温泉成分等水質による影響ではないと推察

される。QT 法は、検体の濃縮工程や菌の確

定試験が不要であるため、検体の処理や結

果の判定が容易で、検査者の手技による差

異が生じにくい。偽陽性はあるものの、平板

培養法との結果一致率は高いことから、ヒ

トから検出されるレジオネラ属菌のほとん

どを占め公衆衛生上重要な菌種である Lp 5）

の検査が簡便に行える QT 法は、日常の衛

生管理には非常に有用な検査法と考える。

また、メーカーからは新たに夾雑菌低減用

に前処理剤の販売が開始されており、その

有効性を期待したい。 
QT 法は簡便で有用な検査法であるが、専

用トレイとシーラーを必要とする。そこで、

それら高価な機器を使用しない定性的な試

験法について検討した。予試験において、空

気の量が少ないと検出できないことが示唆

された（データ非掲載）ため、培養容器とし

てベントフィルターが付いた大きめのフラ

スコ（容量 650mL）を用いたところ、保存

菌株による検討ではフラスコ内に入った Lp
菌数が数個であっても検出可能という結果

が得られた一方、実検体を用いた場合には

一桁多い菌数が必要であった。保存菌株を

用いた場合、実検体と同じ 39℃培養では QT
法で発育抑制が見られたため 36℃培養とし

たが、その温度差が検出可能菌量の差とな

った可能性が考えられた。また、大きめのフ

ラスコは孵卵器内で幅をとり、扱いづらか

った。そこで、検体量は減らさずにレジオラ

ートを含む全体の液量を半分にし、ベント

フィルター付きフラスコ容量を小さく（容

量 250mL）した上で、実検体においても 36℃
培養としたが、夾雑菌の発育が抑制できず、

陽性培養液の多くからレジオネラ属菌が分

離されなかった。平板培養法の前処理の１

つである熱処理（50℃で 20 分間加熱）を実

施した検水を使用したところ、陽性培養液
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の多くからレジオネラ属菌が純培養状に分

離された。培養温度を下げても、夾雑菌を抑

制するための前処理を加えることで Lp を

検出することが可能となった。定性法を平

板培養法と比較すると、大分法の菌数で 10
～50、標準法の菌数で 10～20 の検体で結果

にバラツキが生じた。標準法で菌数 30 以上

の検体では定性法は全て陽性となった。一

方で QT 法と同様、偽陽性と考えられる検

体もあった。平板培養法でも発育した夾雑

菌が多かったため、熱処理で十分に抑制で

きなかったと考えられる。定性法は、平板培

養法と比べて検出可能下限の菌数が若干劣

るものの、検出/不検出の一致率は大分法で

87.9%（10 以上検出された検体に限ると

93.1%）、標準法で 91.4%と高く、簡便な検査

法の１つとして使用できると考える。 
比色系パルサー法については、過去に保

健所で実施した結果 3）から、改善のために

濃縮工程の時間短縮を図った。フィルター

の孔径を 0.45µm に大きくしたところ、ろ過

の時間が 1 検体当たり約 20 分から約 5 分に

短縮され、なおかつ孔径 0.22µm フィルター

と同等の結果が得られた。第 4 版レジオネ

ラ症防止指針（公益財団法人日本建築衛生

管理教育センター発行）によるとレジオネ

ラ属菌の菌体サイズは 0.3～0.9×2～20µm
である。培養法のろ過濃縮工程においては、

洗い出し操作で菌がフィルターから剥がれ

やすいように均一な表示径の円筒状孔を持

つポリカーボネート製メンブランフィルタ

ーを用いるので、レジオネラ属菌が 0.45µm
の孔を通過してしまう可能性がある。しか

し、パルサー法に用いたセルロース製フィ

ルターは網目構造のため、膜の内部に菌が

入り込んで残りやすく、フィルターごと溶

菌処理することでロスが少なかったと考え

られる。保健所で実施したパルサー法につ

いて、過去に孔径 0.22µm のフィルターを用

いて（－）であった施設の検体が、今回孔径

0.45µm のフィルターを用いて（＋）となっ

た。今回はレジオネラ菌数が少ないにも関

わらず（＋）となったことからもパルサー法

に使用するフィルターの孔径は 0.45µm が

よいと言える。 
 

E. 結論 
浴場水のレジオネラ属菌検査方法の平準

化を目的として厚生労働省から示された標

準法は、定期的な水質検査に適した方法で

ある。検査においては、濃縮試料だけでなく、

非濃縮検体の検査実施も望まれる。 
特定酵素基質培地と専用トレイを組み合

わせたレジオラート/QT 法は、簡便な手技

で L.pneumophila の検査ができ、平板培養法

と同等の結果を得られた。日常の衛生管理

に有用な検査法である。 
一方、機器の揃った検査機関以外でもレ

ジオネラ属菌の検査が可能になることは公

衆浴場等の衛生管理の一助となる。専用ト

レイとシーラーを使用せずに特定酵素基質

培地のみを用いた定性的な試験法について

は、加熱処理した検体を QT 法より低い温

度で培養することにより、可能となった。ま

た、迅速検査法として、検体をろ過した孔径

0.45µm のセルロース製フィルターに直接変

性液を加える溶菌法を用いたパルサー法が

活用できる可能性がある。 
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図1.　標準法と大分法の相関
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表 1. 平板培養法       
  前処理 希釈段階 平板塗抹量 検出限界 使用培地枚数 

大分法 濃縮試料 
熱処理 1 倍、10 倍、100 倍 各 200µL 5cfu/100mL 

6 枚 
未処理 1 倍、10 倍、100 倍 各 200µL 5cfu/100mL 

標準法 
濃縮試料 

熱処理 1 倍 100µL 10cfu/100mL 
3 枚 酸処理 1 倍 200µL 10cfu/100mL 

非濃縮検体 1 倍 200µL* 500cfu/100mL 

*通知に記載されている塗抹量は「100µL」 

 
表 2.  標準法と大分法の比較 （n=144） 

 
標準法 

≧10cfu/100mL  計 

＋ － 

大分法 

≧5cfu/100mL 

＋ 54 8  62 

－ 4 78  82 

計  58 86  144 
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表 4. 保存菌株を用いたレジオラート定性試験法の結果  

菌株 希釈系列 
レジオラート レジオラート/QT法 菌数（BCYEα） 
定性試験法 MPN/菌液 0.1mL CFU/菌液 0.1mL 

菌株 1 
Lp 血清群

1 

3 ＋（茶色&濁り） >2272.6 試験せず 
4 ＋（茶色&濁り） >2272.6 >300 
5 ＋（茶色&濁り） 230.7 290 
6 ＋（茶色&濁り） 22.3 30 
7 ＋（茶色&濁り） 2.3 2 
8 － <1.0 0 
9 － <1.0 試験せず 

菌株 2 
Lp 血清群

2 

3 ＋（濁りのみ） >2272.6 試験せず 
4 ＋（濁りのみ） 2272.6 >300 
5 ＋（濁りのみ） 134.2 225 
6 ＋（濁りのみ） 10.6 28 
7 ＋（濁りのみ） 1.1 4 
8 － <1.0 0 
9 － 1.1 試験せず 

注)＋：陽性  －：陰性  Lp：L.pneumophila 
 

図2.　レジオラート/QT法と平板培養法の相関（測定上限を超えた1検体除く）
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*検出不能となったデータ除く

表 3a. レジオラート/QT 法と大分法の比較（n=144） 

 
レジオラート 

≧10cfu/100mL  計 

＋ － 

大分法 

≧5cfu/100mL 

＋ 40 22  62 

－ 4 78  82 

計  44 100  144 

 

表 3b. レジオラート/QT と標準法の比較（n=144） 

 
レジオラート 

≧10cfu/100mL  計 

＋ － 

標準法 

≧10cfu/100mL 

＋ 39 17  56 

－ 5 83  88 

計  44 100  144 
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表 5. 実検体を用いたレジオラート定性試験法の結果   

検体 
レジオラート定性試験法 レジオラート/QT法 平板培養法（標準法濃縮試料） 

(検水量 10mL） MPN/100mL CFU/100mL 検出菌種 
1 ＋（濁りのみ） 223 430 Lp 及びそれ以外 
2 ＋（濁りのみ） 474 230 Lp 及びそれ以外 
3 － 23 40 Lp 及びそれ以外 
4 － 90 120 Lp 
5 － 23 50 Lp 及びそれ以外 
6 ＋（茶色のみ） 11 10 Lp 
7 ＋（濁りのみ） 223 120 Lp 及びそれ以外 
8 ＋（濁りのみ） 361 120 Lp 及びそれ以外 
9 － 11 70 Lp 及びそれ以外 
10 － 1342 170 Lp 
11 － 23 10 Lp 及びそれ以外 
12 ＋（濁りのみ） 22 90 Lp 

陰性対照 － ＜10 試験せず 
注)＋：陽性  －：陰性  Lp：L.pneumophila 
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n=45 n=13

図3a.　レジオラート定性試験法（加熱）と大分法菌数
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図3b.　レジオラート定性試験法（加熱）と標準法（濃縮試料）菌数
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表 6b.  レジオラート定性試験法（加熱）と 
標準法の比較 （n=58） 

 
定性試験法 

≧10cfu/100mL  計 

＋ － 

標準法 

≧10cfu/100mL 

＋ 12 4  16 

－ 1 41  42 

計  13 45  58 

 

表 6a.  レジオラート定性試験法（加熱）と 
大分法の比較 （n=58） 

 
定性試験法 

≧10cfu/100mL  計 

＋ － 

大分法 

≧5cfu/100mL 

＋ 12 6  18 

－ 1 39  40 

計  13 45  58 
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表 7a.  パルサー法（孔径 0.22µm）と 
平板培養法の比較（n=17） 

 
パルサー 

0.22µm  計 

＋ － 

平板培養

法＊ 

＋ 10 2  12 

－ 2 3  5 

計  12 5  17 

＊平板培養法は大分法 

表 7b.  パルサー法（孔径 0.45µm）と 
平板培養法の比較（n=17） 

 
パルサー 

0.45µm  計 

＋ － 

平板培養

法＊ 

＋ 10 2  12 

－ 4 1  5 

計  14 3  17 

＊平板培養法は大分法 

表 7c. パルサー法フィルター孔径の比較（n=17） 

 0.45µm 
 計 

＋ － 

0.22µm 
＋ 12 0  12 

－ 2 3  5 

計  14 3  17 

 

表 8.  保健所実施パルサー法結果 
          培養結果 パルサー法 
№ 採水年月 種類 泉質 菌数(/100mL) 結果 

1 2020 年 2月 循環式 浴槽水 井水 5cfu未満 （－） 

2 2020 年 2月 循環式 湯口水 井水 5cfu未満 （＋） 

3 2020 年 2月 循環式 浴槽水 水道水 25cfu （－） 

4 2020 年 2月 循環式 湯口水 水道水 45cfu （＋） 
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�=��0:�-÷ʈƨ.Ŵ@=ɖɘƏƈƨ.Ė

�)�ǟȳŔė0$7.pCqUEj.ȎƅAŗ

��=�+�êƐµɯ0ŬŹAũ7=�+-,0

Ǎǒ.:<�ȨŜvƐβÓŤ�;0ȱŸ�
<�ĸ

ȱĺ1ʊ��ǌñ�Ɯȣǒƀ DNA0 PCRÿħA

ɴĐ�= Ethidium monoazideʎEMAʏ+ư×÷ò.

:=¼÷ʈAȍ6Ý@ $�ǏȣɖɘƏƈƨʎLC 

EMA-qPCRƨʏ��ɯǜ�> 3)�ȾȤ�Ĥɋ�>)

�=��żǩǸ*1HojA�Ǒ�$ȄūŐ·ƨ

.:=LC EMA-qPCRƨ.(�)Əȸ�$�5$�

rPG^oĜȣǇǗǞ 16S rRNA AƕǞ+��d

rwZy0 DNA dswc.ȎÝ� )Ə·�=

PALSAR ƨ.(�)1�OmtwvHouƣAĖ

ɉ+�$Əƈ.��)ŁĭAy�=$7�dsZ

MqAśȡ��Əȸ�$�ɗĩ�l_Eqô qPCR

ȬȔ�Ĥɋ�>)�<�ŕƣǌú*ɢ�ćƏƈ�

čť*�=ǈƧ+-')�=��$�')�l_

EqôȬȔA�Ǒ�$ qPCR ƨʎl_Eq qPCR

ƨʏ.(�)�ĨƂ÷ʈƨ9�0ɖɘƏƈ*
=

LAMP ƨ+ǣɱ�Ö>=:�dsZMqAƒȃ��

ơɔƏȸ�$� 

ð´.��=ļβǒƀƊ0 87%1 Legionella 

pneumophilaȦƴȗ 1ʎLp1ʏ*
=$7 4)�ŁƇƺ

ǇČ0$7.ĸȱ+-=ŁƇƺǘ�0ǎþƏ×�

;�ļβǒƀƊ+ßx0ȣǶvȦƴȗ0ȣƊAÃ

ǋ:�Ə·�=�+�Ƥ7;>=��$�')�

rPG^ov]nwlbDo*Ł��$®ǙǯƢ

`wRʎLp-IMBʏAǑ�$ɡŎǞǁȓƨ.(�)

Əȸ��"0ŷǑĺAȽ��$�5$�rPG^

ov]nwlbDoȦƴȗ 1ʎLp1ʏ0~*8pg

āȈ£ʇ0$70O-CSVqZouQbFowT

AMw[�)�= lag-1 ɢ�ć1�ļβǒƀƊ0

75ʍ�;Ə·�>�ǚÎĺ+0ɱə8Ǳç�>)

�=$7 5, 6ʏ�ȯŞ0ƏƈƘɱ.��)ƭƔƣǒƀ

Ɗ0 lag-1ɢ�ć¢ŷǋAɅƈ�$� 

ɗĩ�±ȧƭú0OmtwƣAÎí+�$rP

G^oǛŁƇ���ùã�>)�= 7)�"�*�ƭ

Ɣƣ%�*-�OmtwvHouƣ8Ėɉ+��

÷ʈƏƈ06-;��16S CudpMuȶƃ.:

=Ȏƅ8ɒ5�)±ȧƭú0ƣȉ0ȑÝǞ-ƥƇ

čłAŪ;�.��¯ƭťȺ0ȪǏȁǍ.Ɏ�=

øǠ+-=ǧȲ+�=� 

 

B� ŽŠ+Ťƨ 

1� ƏƈŽŠ 

8�Ň0òŤȪǏǩǸŇʎƘɱAʔHʏ.��)�

2016ĩ�ɵ.±ȧƭú-,�;ŕƣ�$ȾŠAǑ

�$�ȾŠ1��.ƭƔƣ�Omtwƣ�Houƣ�

ŕŰƔƣ*
'$��xɣdwqƣ-,8Ǒ�$�

ɢ�ćƏƈ.1Ƙɱ AvBvDvF�Lp1-IMB Əƈ

.1Ƙɱ AvEvF�16S CudpMuȶƃ.1Ƙ

ɱ F0ȾŠAǑ�$� 

 

2� ĨƂ÷ʈƨ 

ĨƂ÷ʈƨ1��±ȧƭú.��=ƭƔƣǽ0r

PG^oĜȣƏƈŤƨʎȤǏȪǜ 0919Ǽ 1Ûʏ�

.ƻ�)ÜƘɱ0Ťƨ*čť��10 CFU/100 ml�

yAƏ·+�$� 

 

3� LAMPƨ 

� Əƣ0 100¤ǁȓư 2 mlAǑ�)�Loopampr

PG^oƏ·ȾȤIWZ EʎƉǩÅĉʏA�Ǒ�)
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ÖŉɃŪų.Ĵ�čť�$� 

 

4� LC EMA-qPCRƨ 

� LC EMA-qPCRƨ1��Ǒ�=ÜǶȾȤ0ÖŉɃ

Ūų.Ĵ�čť�$�1Ə×.(��3Ƕʆ0Ťƨ

* DNAAŐ·�$�Lysis Buffer for LegionellaʎU

Ho_EGʏ�NucleoSpin TissueʎUHo_EGʏ�

Lysis Buffer for Legionella Type2ʎHojŐ·�UH

o_EGʏAǑ�)">#> DNA AŐ·ĳ�

Cycleave PCR Legionella (16S rRNA) Detection Kit

ʎUHo_EGʏAǑ�) qPCRÔĹAčť�$�

ÔĹĳ�Ƴ�0ÖŉɃŪų.ȹɕ�>$Ťƨ*�

16S rRNA ɢ�ć0MawŞA CFU ǣİ¦.ŘȀ

��Čɪ¦ 1 CFUǣİ/100 ml�yAɹĺ+ºČ�

$�5$�ĨƂ÷ʈƨ0ȣŞ+0ŝĥïA�Ņ�

$�$%��ĨƂ÷ʈƨ.��= 10 CFU/100 mlŻ

ƹ�qPCR.��= CFUǣİ¦ 1Żƹ1">#>

log¦ 0.dsWZ�$� 

 

5� PALSARƨ 

OmtwvHouƣ.(�)06Əȸ�$�

PALSARƨ1�100¤ǁȓƏ× 4 mlAɟķĳ�y

ƴAɷÏ��ƫĺǂAɷ�$MWYư×÷ò 1 ml

.ńǀ�$�36�* 18Ŭɰ÷ʈĳ�Ƴ�0ÖŉɃ

Ūų.Ĵ�čť�$�-��Ƽȣſ�1 70�5 ¸

+�$�ǡȳ0ǜȢǮɂ.:< 16S rRNA �Ə·

�>$úÝAɹĺ+ºČ�$�İŧ~.ƷČ�-

�úÝ1�ÿȣưA 4�*¢Ĉ�$� 

 

6� l_Eq qPCRƨ 

1)qPCRÔĹȉ0Ǯɂ 

1Ə×.(��2Ƕʆ0Ťƨ*DNAAŐ·�$�

Əƣ0 100¤ǁȓư 1 ml�:2 2 ml.(�)�"

>#> Lysis Buffer for LegionellaʎUHo_EGʏ

�:2 LoopamprPG^oƏ·ȾȤIWZ EʎƉ

ǩÅĉʏ.�Ĝ0CqHpǄŐ·ȾȤAǑ�)�

ÖŉɃŪų.Ĵ� DNAAŐ·�$�ßŬ.�Əƣ

0 100 ¤ǁȓư 1 ml A 15,000 rpm * 5 ¸ɰɟķ

ĳ�yƴAɷÏ��ƽȣƣ 50 µl.ńǀ�$808

ɬô+�$�rPG^oĜȣ.ǇǗǞ- 16S rRNA

ɢ�ćɥ¹AƕǞ+�)�doEhw�dswc

�:2´ɣMuZswqǑdoQi[A�Ȯ��

Taq+². qPCRÔĹAčť�$�qPCRÔĹ.1�

l_Eq qPCRȬȔ Picogene PCR1100ʎŧżƂǬ

ćʏAǑ�$� 

ơɔ+�)�Lysis Buffer for Legionella*Ő·�

$ DNA.(�)1 qPCRȬȔʎTP900ʏ�CqHp

ǄŐ·ȾȤ*Ő·�$ DNA .(�)1 LAMP Ȭ

ȔʎLA-320CʏAǑ�)�">#>ÔĹAčť�$� 

5$�TP900 AǑ�$ qPCR ƨ�:2 Picogene 

PCR1100 AǑ�$l_Eq qPCR ƨ.��= 16S 

rRNAɢ�ć0MawŞ�;ŝĥïA�Ņ�$�$

%��MawŞ 1Żƹ1 log¦ 0.dsWZ�$� 

2)čƏ×*0Əȸ 

Əƣ 500 mlAbDqUw?ɜĳʎgpHwf^

wZ�0.2 µm�47 mmʏ�ƋɦŐ·ȾȤ 500 µlAƳ

À�$ň86įȄūǫǪĒë.¯>�Ďƶ* 1 ¸

ɰň86�$�ƋɦŐ·ư 5 µlAɬô+�)�h

QUwiWJQ 17 µl+Ʋ!�qPCRÔĹAčť�

$� 

 

7� Lp-IMBƨ 

� 1) Lp-IMB�ȮŤƨ 

ĖɉA Lp1�2�30 3Ȧƴȗ+��IMB1Ȟđ

ɅȮ IMB+ DǲɅȮ IMB0 2ǶʆAǑ�$�Ȟ

đɅȮ IMB 1�Ĥɋ�>)�=`wRȅć

ʎDynabeadsTM M-280 Sheep anti-Rabbit IgGʏAr

PG^o®ǙȦƴ*Ł��$�Ťƨ1ðǺŁƇǛ

ǩǸŇ0ǚÎ×Ə·h]nCq0~0�ȝȁ·Ȧ

ĺĂȝȣƏƈƏ·ȻŢh]nCq�.ƻœ�$ 8)�

DǲɅȮ IMB1�ǡǞ�Ā0Ȧƴȗ.Ė�=�ģ

ÔĹAâÕĳ�ǭĊ¸Ǔ.)ȆȇȮ��ȟɠŁ�

ǁĭʎ`wR.ȎÝ�9��ō×0ǁĭʏ+�$

ō×AǯƢ`wR.Ł���®ǙǯƢ`wR+�

$� 

2)� Lp-IMB.:=ìÕǋ0ơɔ 
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� ƳÀìÕ.1İŇ*¶Ȏ¢ȁ�)�= Lp1�Lp2�

Lp3A BCYE Ĕă÷òʎ`Gkpnʑʏ.ǓȒû

ŏ��30�* 3 ŧɰ÷ʈ�$�"0÷ʈȣA

McFarland 2.0 +-=:� PBS .ńǀ��10 ¤ƞ

ɺĦɧ�)ŵȌǞ.ȣǁĭ 1�101-4 CFU/ml0ȣư

A�Ȯ�$��0ȣńǀư 1 ml. Lp-IMBA 25 µl

ŖǶ��10 ¸Ɵ.ɓ¥Ʋä�-�; 30 ¸ɰ`w

R.âǦ� $�PBS * 2 ìƪƬ�$0&�PBS

.) 1005$1 200 µl.ńǀ�)`wRǁȓư+

�$��>; 100 µlA BCYEĔă÷ò.Muow

Pƍ*ûĥ��ƸƾȂ.¯>)�35�* 7 ŧɰ÷

ʈ��3ŧǡ�ɵ1š­ƨ*ȵĕ�$�rPG^o

Aǘ�Ms]w1ȦưĔă+ BCYEĔă÷ò.µ

¸ɿ��BCYE Ĕă÷ò06.ǜȚ�$ȣArP

G^oĜȣ+��"0ŞAƷČ�$� 

3) qPCRƨ:= Lp1QJpw]uKʎLp1-qPCRʏ 

LAMP ƨ0ɻ.Ő·�$ DNA Aɬô+�)Ǒ

�$�Ŧù.Ĵ��Lp1ǇǗǞ- qPCRÔĹAčť

�$ 9)� 

4) Lp10ɡŎǞǁȓ¸ɿ 

IMB.:=ɡŎǞǁȓƨ.1�Əƣ0 100¤ǁ

ȓư5$1 5 ¤ĦɧưA�Ⱦ�$�ȾŠ 1 ml .

Lp1-IMB 25 µlAŖǶ��10¸Ɵ.ɓ¥Ʋä�-�

; 30¸ɰâǦ� �̀ wRAǯǨ*ɽ7�PBS*

ƪƬ�$��0ƪƬŚ�A 2 ìčť�$ĳ�ŵȌ

Ǟ. PBS 100 µl.ńǀ�fqXWJQ*:�Ʋä

ĳ�GVPCĔă÷òʎŧƣȮȤʏʓƄ.MuowP

ƍ*ûĥ��35�* 7ŧɰ÷ʈ�$� 

 

8� lag-1ɢ�ć0Ə· 

� ƭƔƣ�;¸ɿ�>$ Lp1 ȣƊ�; DNA AŐ

·��Kozak;0Ťƨ 5) .Ĵ') PCR.:< lag-

1ɢ�ćAƏ·�$� 

 

9� 16SCudpMuȶƃ 

�ä¬ĩʔ2ĩĭ.ŕƣ�$ƭƔƣ 59Ə×�:

2Omtwƣ 34Ə×.(�)�Əƣ 1,200 mlAb

DqUw?ɜ�ʎgpHwf^wZ�0.22 µm�47 

mmʏ�`wR*bDqUwAǫǪĳ�Dneasy Pow-

erBiofilm KitʎICLuʏAǑ�) DNA AŐ·�

$�Eqi\ǲ0dsZMq.Ĵ��16S rRNAɢ

�ć0 V3-V4 ʃöA Tks Gflex DNA Polymerase 

ʎUHo_EGʏAǑ�) PCR ÿħ�$ĳ�

Nextera XT Index Kit �:2 MiSeq Reagent Kit v3 

(600 Cycles)AǑ�) RUNAčť��QIIME2*ȶ

ƃ�$� 

 

ʎ§Ǎʀ30ɥŃʏ 

żǩǸ1�ǩǸƘɱ´Ā0§ǍĆæ�ǽ.��

=ŊɂňȐ��ĸȱ+-=ǩǸ.1ȿİ�-�� 

 

C� Ȏƅ 

1� ĨƂ÷ʈƨ.:=Ȏƅ 

� 318 Ə×~�78 Ə×ʎ24.5%ʏ�; 10 CFU/100 

ml�y0rPG^oĜȣ�Ə·�>$ʎȫ 1ʏ�ȣ

Ş».Ȳ=+�10ʔ99 CFU/100 ml � 52 Ə×

ʎ16.4%ʏ�100ʔ999 CFU/100 ml�19Ə×ʎ6.0%ʏ�

1,000 CFU/100 ml�y� 7Ə×ʎ2.2%ʏ*
'$�

¸ɿȣ0Ȧƴȗ»0Ȏƅ�Lp6� 38Ə×�;¸ɿ

�>�ŵ8ā�'$ʎȫ 2ʏ�ƙ.ā�'$01�

Lp1ʎ28Ə×ʏ*
'$�5$�Lp�Ā0ȣǶ�

12Ə×�;¸ɿ�>$� 

 

2� LC EMA-qPCRƨ.:=Ȏƅ 

� ÜŐ·ƨ.��=�ĨƂ÷ʈƨ.Ė�=ǣɱ1

ȫ 3.Ǳ�$�Lysis Buffer for Legionella Type2A

Ǒ�$úÝ�ĨƂ÷ʈƨ.Ė�=Łĭʎ91.2%ʏv

ǇǗĭʎ78.3%ʏvɹĺǞ~ǋʎ55.4%ʏvɸĺǞ~

ǋʎ96.8%ʏvxȠǋʎ81.2%ʏ°).��)��0

2(0Ťƨ+ơɔ�ŵ8ʊ�'$�+<@��Łĭ

�:2ɸĺǞ~ǋ1�NucleoSpin Tissue AǑ�$

úÝ:<8ŷĿ.ʊ�'$ʎP < 0.05�fubFs

w]ȭƚ.:=HE��ƏČʏ�Lysis Buffer for Le-

gionella+ Lysis Buffer for Legionella Type2AǑ�

$úÝ*1�Łĭ-,.ŷĿ-ģ1-�'$� 

ÜŐ·ƨAǑ�$ LC EMA-qPCR ƨ0Čɪ¦
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ʎCFUǣİ¦ʏ+ĨƂ÷ʈƨ0ȣŞ+0ǣɱ1�

">#> r = 0.4172ʎLysis Buffer for Legionellaʏ�r 

= 0.522ʎLysis Buffer for Legionella Type2ʏ�r = 0.1931

ʎNucleoSpin Tissueʏ*
'$ʎï 1ʏ� 

 

3� PALSARƨ.:=Ȏƅ 

� 35Ə×0OmtwvHouƣ.(�)Əȸ�$

Ȏƅ�ĨƂ÷ʈƨ.Ė�=Łĭ1 100%�ǇǗĭ1

60.7%�ɹĺǞ~ǋ1 38.9%�ɸĺǞ~ǋ1 100%�

xȠǋ1 68.6%*
'$ʎȫ 4ʏ� 

 

4� l_Eq qPCRƨ.��= qPCRÔĹȉ0Ǯɂ 

� 24Ə×.(�)Əȸ�$ʎȫ 5ʏ�Lysis Buffer for 

Legionella �:2CqHpǄŐ·ưAǑ�) DNA

AŐ·�$úÝ�l_Eq qPCR ƨ.��=ĨƂ

÷ʈƨ.Ė�=Łĭ-,1�ŦĈ0ƘëA�Ǒ�

$ LAMPƨʎLA-320Cʏ�:2 qPCRƨʎTP900ʏ

+ßǽ*
'$�xŤ*�¯ƭƣ0ǁȓưAɬô

+�)"055 qPCR ÔĹAčť�$úÝ1�Ĩ

Ƃ÷ʈƨ.Ė�=Łĭ1 33.3%+�Lysis Buffer for 

Legionella �:2CqHpǄŐ·ưAǑ�$úÝ

:<8ŷĿ.��'$ʎP < 0.05�fubFsw]

ȭƚ.:=bDWOmw0ƚǮǮǋƏČʏ�l_E

q qPCR ƨ.��=ÜŐ·ƨ0MawŞA qPCR

ƨʎTP900ʏ0MawŞ+ơɔ�$Ȏƅ.��)8�

ǁȓưAɬô+�)Ǒ�$úÝ1�°×Ǟ.Čɪ

¦���'$ʎï 2ʏ� 

1Ə×.(�)1�CqHpǄŐ·�$ DNAA

Ǒ�$l_Eq qPCR ƨ*ÔĹɴĐ�Ǯɂ�>�

ɸĺ+-'$��0 DNA AǑ�$ LAMP ƨ*1

ɹĺ*
'$�5$�ßxƏ×�; Lysis Buffer for 

Legionella*Ő·�$ DNAAǑ�$ qPCRƨ�:

2l_Eq qPCRƨ8ɹĺ*
'$� 

 

5� čƏ×AǑ�$l_Eq qPCRƨ0Ȏƅ 

LAMP ƨ0ĨƂ÷ʈƨ.Ė�=Łĭ1 75.0%

ʎ3/4Ə×ʏ*
'$ʎȫ 6Aʏ�l_Eq qPCRƨ

.(�)1�Ct¦0HWZGb¦A 40�45�50.

ȺČ��ĨƂ÷ʈƨ+0ǣɱAǱ�$ʎȫ 6BʔDʏ�

l_Eq qPCR ƨ0ĨƂ÷ʈƨ.Ė�=Łĭ1�

��>0HWZGb¦.��)8 75.0%ʎ3/4Ə×ʏ

*
'$�5$�HWZGb¦A 40.ȺČ�$ú

Ý�©ɹĺƏ×ʎĨƂ÷ʈ1ɸĺ*
=�ɖɘƏ

ƈƨ�ɹĺ+-'$Ə×ʏA 33�; 85*Ƶ;�

�+�*��LAMPƨ0 16:<8��'$� 

 

6� Lp-IMB0ìÕǋ0ơɔ 

Lp1 0ìÕǋ0ȎƅAȫ 7 .Ǳ�$�ȞđɅȮ

IMB.:= Lp10ìÕǋ1 0.0ʔ1.5%�Ĩó 0.33%

*
'$��>.Ė��DǲɅȮ IMBAǑ�$ú

Ý0ìÕǋ1 50.6ʔ113.3ʍ�Ĩó 80.6%+�Ȟđ

ɅȮ IMB.ơ4ʊ�'$�$%��DǲɅȮ IMB

.:=ƳÀìÕčʉ*1�103 CFU/mL�yAƳÀ

�$úÝ�ìÕ�>$ȣ�ā��ȷƷ{ț+�)

Ĩó¦.1À�-�'$� 

Lp2�30 2ȦƴȗAĖɉ+�$ƳÀìÕ0Ȏƅ

Aȫ 8 .Ǳ�$�Lp1 +ßƓ.ǜȚȣ�ā��ȣ

ŞƷČ�*�-�'$úÝ�"0ìÕǋ1ȶƃ�

;Ā�$�ȞđɅȮ IMB .:=ìÕǋ1 0.0ʔ

0.4ʍ�Ĩó 0.1%*
'$��>.Ė��DǲɅȮ

IMB.:=ìÕǋ1 8.3ʔ100.0ʍ�Ĩó 48.2%+�

Lp10úÝ+ßƓ�DǲɅȮ IMB*ʊ�'$� 

 

7� čƏ×AǑ�$ Lp1-qPCR ƨ�:2 Lp1-IMB

ƨ0Ȏƅ 

� Lp1-qPCRƨAčť�$Ȏƅ�23.1%ʎ40/352Ə

×ʏ�ɹĺ+-<�ĨƂ÷ʈƨʎ14.7%�20/352Ə

×ʏ�:2 Lp1-IMBƨʎ6.2%�14/230Ə×ʏ0ɹ

ĺǋ:<8ʊ�'$ʎȫ 9Aʏ����-�;�Ĩ

Ƃ÷ʈƨ�:2Lp1-IMBƨ*ɹĺ+-'$Ə×0

�&�7�:2 6Ə×1 Lp1-qPCRƨ�ɸĺ*
'

$�ĨƂ÷ʈƨ+ Lp1-IMB ƨ0ǣɱAȲ=+�6

Ə×1,&;0Ťƨ*8ɹĺ+-'$��20Ə×

1��>�0Ťƨ*06ɹĺ+-'$ʎȫ 9Bʏ�

ĨƂ÷ʈƨ.À�)Lp1-IMBƨA�Ǒ�=�+.

:')�Lp10Ə·ǋ� 7.8%ʎ18/230Ə×ʏ�;
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11.3ʍʎ26/230Ə×ʏ+-'$� 

 

8� ƭƔƣ.��=rPG^oĜȣ0 lag-1 ɢ�

ć0Ə· 

8 �Ň0òŤȪǏǩǸŇ.��)�2016ʔ2020

ĩ.ƭƔƣ�;¸ɿ�>$rPG^oĜȣ0Ə·

ȎƅAǱ�$ʎȫ 10ʏ�rPG^oĜȣ0ɹĺǋ1�

11.5ʔ75.0%+Ƙɱ.:')ģ�ɂ7;>$�ßƓ

.�Lp1ɹĺǋ1 0ʔ12.6%�lag-1ɢ�ćɹĺǋ1

0.3ʔ4.4%+��>;0¦8Ƙɱ.:')ģ�ɂ7

;>$�À�)�̧ ɿ�>$ Lp1ȣƊ.Ë7= lag-

1 ɢ�ćɹĺǋʎlag-1/Lp1ʏ8�ŵ8��Ƙɱ1

7.7%*
'$0.Ė��ŵ8ʊ�Ƙɱ1 50.0%*


'$� 

 

9� 16SCudpMuȶƃ 

� 16S CudpMuȶƃ*Öĵ�$pw[Ş1�

ƭƔƣƏ×*~Ą¦ 85,333ʎ14,125ʔ201,261ʏ�O

mtwƣ*~Ą¦ 87,243ʎ20,774ʔ187,709ʏ*


'$� 

� ÜƏ×.Ë7=ȣǶ»pw[¾Ý0Ĩó¦1�

y� 10 ȣǶAȲ=+�ƭƔƣƏ×*1

Pseudomonasʎ14.5%ʏ�OmtwƣƏ×*1 Phre-

atobacterʎ15.1%ʏ�ŵ8ʊ�'$ʎȫ 11ʏ�3ȣǶ

ʎ Methylobacterium-Methylorubrum �

Obscuribacteraceae�Mycobacteriumʏ1�}Ť0Ə

×�;Ə·�>$�Legionella 1�ƭƔƣƏ×0

0.8%�OmtwƣƏ×0 0.1%*
'$� 

� ƭƔƣƏ×+OmtwƣƏ×*1�Ƕ0āƓĺ

AǱ� āƓĺʎFaith0ȉȏǞāƓĺʏ.��)

ģ�ɂ7;>-�'$��Ƕ0ǣɞĭAǱ��ā

ƓĺʎWeighted Unifracɑɿʏ1Ǘ-=ªà*
'

$ʎï 3ʏ�Omtwƣ0ƣƺ».Ȳ=+��ņƣ

0Ť�ƣɝƣ:< āƓĺ�ʊ���āƓĺ8Ǘ

-=ªà*
'$� 

� ÜƏ×0ȣ×AȲ=+�ƣɝƣA�Ǒ�)�=

OmtwƣƏ×*1 Alphaproteobacteria 0¾Ý�

ʊ�'$ʎï 4ʏ�xŤ��ņƣA�Ǒ�)�=Ə

×.��)1ȣ×�āƓ*
<�">;0Ə×0

ā��;rPG^oĜȣ�¸ɿ�>$� 

 

D� α� ĕ 

� LC EMA-qPCRƨ.��= DNAŐ·*1�Lysis 

Buffer for LegionellaA�Ǒ�)�=��żȾȤ1�

ǔʀƫĺ½+PCRɴĐǆɐAâǦ�=ƗȜ�;-

<�ɟķŚ�ĳ.âǦƗȜ0y.Lqĝ�ıŅ�

>�yƴAìÕ�=dsZMq+-')�=��

��-�;�Ēɪ� 50 µl+ę-��aeWZŚ�

0iQ.:<Lq9ƗȜAìÕ�)�5�+�"

0ĳ0 qPCR ÔĹ.ÔĹɴĐ-,0ĲʁA|�=

Ùțĺ�
=�żǩǸ*1��0ÙțĺAɳ�$

7�LqAá5�Hoj*ƗȜAɷÏ�=Ő·ƨ

.:=ţ$-ȾȤʎLysis Buffer for Legionella Type2ʏ

AƏȸ�$�ĨƂ÷ʈƨ+0ơɔ*1�Ĵƀ0

Lysis Buffer for LegionellaA�Ǒ�$úÝ+ßǽ0

Ȏƅ*
<�èʄ-��Ǒ*�=�+AǮɂ*�

$�xŤ*�NucleoSpin TissueA�Ǒ�$úÝ1�

ĨƂ÷ʈƨ.Ė�=Łĭʎ61.8%ʏ�:2ɸĺǞ~

ǋʎ87.1%ʏ1�Lysis Buffer for Legionella Type2A

�Ǒ�$úÝ:<8ŷĿ.��'$�NucleoSpin 

Tissue 1HojA�Ǒ�$ DNA Ő·ƨ*
=$

7�Ȋĭ0ʊ� DNAAĵ=�+�*�=��$�

')�ÔĹɴĐǆɐ0Ĉñ��ľ�>=Ə×.�

�)1ŷǑ+-=úÝ8
=����-�;�Ő

·Ģǵ�ā�$7�DNA0Õɪ��z��Łĭ9

ɸĺǞ~ǋ��z�=+α�;>$�LC EMA-

qPCRƨ.��= DNAŐ·.1�Ŧ.dsZMq

.ȹɕ�>)�= Lysis Buffer for Legionella�5$

1ţ$-ȾȤ*
= Lysis Buffer for Legionella 

Type2A�Ǒ�=0�Ÿ5��� 

� PALSAR ƨ.��=�>5*0Əȸ*1�Om

twvHouƣAĖɉ+�$úÝ�ƭƔƣ-,A

Ėɉ+�$úÝ+ơɔ��Łĭ���'$ 10)��

��-�;�MWY ư×÷ò*xŮÿȣ�=Ťƨ

*1�ĨƂ÷ʈƨ.Ė�=Łĭ1 100%*
'$$

7��>;0Ə×*1ÿȣ÷ʈAčť�=�+�
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Ÿ5��� 

� l_Eqô qPCR ȬȔA�Ǒ�$Əȸ*1�

Lysis Buffer for Legionella5$1CqHpŐ·ư*

Ő·�$ DNAAǑ�$úÝ�ĨƂ÷ʈƨ+0ǣɱ

1ŦĈ0ƘëA�Ǒ�$ LAMPƨʎLA-320Cʏ�

:2 qPCR ƨʎTP900ʏ+ßǽ0Ȏƅ*
'$�

qPCRƨ+0Čɪ¦0ơɔ.��)8�Ƒ/ǣɱ�

)�$�$%��1Ə×.(�)1�CqHpǄŐ

·�$ DNA AǑ�$l_Eq qPCR ƨ*06Ô

ĹɴĐ�Ǯɂ�>�ɸĺ+-'$�ɢ�ćƏƈƨ

.��)1�ÔĹɴĐ-,.:<©ɸĺ+-=�

+Aɳ�$7�´ɣMuZswq.:<ÔĹɴĐ

AǮɂ�=�+1ɩȱ*
=�DNA AŐ· ��

ǁȓưA"055 qPCRÔĹ.�Ǒ�$Əȸ*1�

ĨƂ÷ʈƨ.Ė�=Łĭʎ33.3%ʏ1�Lysis Buffer 

for Legionella 5$1CqHpŐ·ư*Ő·�$

DNAAǑ�$úÝ:<8�ŷĿ.��'$�ŕƣ

ǌú*ƷČ�=�+AľČ�$úÝ�ƏƈƘë�

Ģǵ1*�=ɶ<ȄǖÅ�=�+�Ƥ7;>=$

7�ǁȓưAǢŖɬô+�=�+AƏȸ�$��

Łĭ1��'$� 

� "�*�ţ$-ƋɦŐ·ȾȤAƏȸ�$Ȏƅ�

čƏ×AǑ�$Əȸ.��) LAMPƨ+ßǽ0Ł

ĭ+-'$�Ų.�HWZGb¦A 40.ȺČ�=

�+*�ĨƂ÷ʈɸvɖɘƏƈƨɹĺ0Ə×A

LAMP ƨ:<ę-�*��ĨƂ÷ʈƨ+ǣɱ�=

Ťƨ*
'$�$%���ĩĭ0Ə×*1ĨƂ÷

ʈɹĺ� 4Ə×+ę-�'$$7�l_Eq qPCR

ƨ0ŁĭAǮɂ�=$7.1�:<ā�0ĨƂ÷

ʈɹĺƏ×AǑ�$Əȸ�ĸȱ*
=�5$�ż

dsZMq*1�gCNER 0.2 µm0gpHwf

^wZbDqUw*ƏƣA 500 mlǁȓ�=ĸȱ�


=�ŕƣǌú*0ǁȓvƷČAčť�=úÝ�:

<Ȅ -ǁȓŤƨ-,.(�)Əȸ��dsZM

qAŲ.śȡ�=�+�Ÿ5��� 

� ŁƇƺAǇČ�=$7.1�ǎþƏ×�;ļβ

ǒƀƊ0ĂÉAË7= Lp1A¸ɿ�=�+�ɩȱ

+-=���-ŁƇƺ*
=ƭƔƣ�;1�ȯŞ

0Ȧƴȗ0rPG^oĜȣ�¸ɿ�>=úÝ�


= 11ʏ�ǌñ�rPG^oĜȣAȦƴȗ�
=�1

ȣǶ.:<ɮ»�=÷ò-,1-�$7�IMB .

:< Lp1AɡŎǞ.ǁȓ¸ɿ�=ŤƨAƏȸ�)

�=�Lp1-qPCR ƨ1�ĨƂ÷ʈƨ9 Lp1-IMB ƨ

+ơɔ�ɹĺǋ�ʊ�$7�Lp1 0QJpw]u

Kƨ+�)ŷǑ*
=�$%��Ə·zɶ¦�ɗ

0Ə×-,.��)1�ĨƂ÷ʈƨ9 Lp1-IMBƨ

* Lp1 �¸ɿ�>)8�Lp1-qPCR ƨ�ɸĺ+-

=úÝ�
=�+.ǕĿ�=ĸȱ�
=�ĨƂ÷

ʈƨ+ Lp1-IMB ƨAơɔ�=+�ĨƂ÷ʈƨ*

Lp1A¸ɿ*�-�Ə×0xɣ�; Lp1-IMBƨ*

Lp1A¸ɿ*�$xŤ�Lp1-IMBƨ* Lp1A¸ɿ

*�-�'$Ə×0xɣ�;ĨƂ÷ʈƨ* Lp1A

¸ɿ*�$�ąɾȣ9 Lp1�Ā0rPG^oĜȣ

�ā�Ə×-,.��)1�IMB 0Ãƅ��z�

=+α�;>=$7�ĨƂ÷ʈƨ+ Lp1-IMBƨA

�Ǒ�=�+* Lp10Ə·ǋAŵ8ʊ�*�=�

ŁƇƺɅƈ-, Lp10Ə·�Ƥ7;>=ɻ.1ŷ

Ǒ-Ťƨ*
=+α�;>$� 

ƭƔƣ.��=rPG^oĜȣ0Ə·ǋ1�ò

ö.:')ģ�ɂ7;>$�+<@�ǚÎĺ+0

ɱə�Ǳç�>)�= lag-1ɢ�ć0Ə·ǋ1�ŵ

8ʊ�ƏƈƘɱ*1ÉŞ0 Lp1�;Ə·�>$�

ð´.��=rPG^oǛļβ0ȕļǋ1ɤɝĬ

ǥ.:')Ǘ-=$7 12)�òö.��=ƭƔƣ0

rPG^oĜȣƥƇčł0ģǗ�"0ȱí+-'

)�=Ùțĺ.(�)��ĳƏȼ�=ĸȱ�
=� 

� 16SCudpMuȶƃ*1�Ə×ǶʎƭƔƣ+O

mtwƣʏ9Omtwƣ0ƣƺʎ�ņƣ+ƣɝƣʏ

.:')ȣ×�Ǘ-')�$�Ə×�+.Ȳ=+�

Omtwƣ.(�)1�ȣ×0āƓĺ�ʊ�Ə×

0ā��;ĨƂ÷ʈƨ*rPG^oĜȣ�¸ɿ�

>)�<�āƓ-ȋȣ�ÿƝ�9��Ɉē-Ɖʈ

ſ�*rPG^oĜȣ8ÿƝ�$Ùțĺ�
=�

5$�Ckw_-,0Ĉñ.:')²÷ʈ�>$

Ùțĺ8α�;>$$7�18S CudpMuȶƃ

-,8Ǒ�)Əƣ0ȣ×+rPG^oĜȣ0Ə·
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ǈƧ.(�):<ɀȋ.ȶƃ�=ĸȱ�
=� 

 

E� Ȏ� Ɇ 

LC EMA-qPCRƨ�PALSARƨ�l_Eq qPCR

ƨʎPicogene PCR1100 �Ǒʏ*1��>5*0d

sZMqAśȡ�$Ȏƅ�:<ĨƂ÷ʈƨ+ǣɱ

�=Ťƨ+-'$�ĨƂ÷ʈƨ.À�)®ǙǯƢ

`wRʎLp-IMBʏƨA�Ǒ�=�+.:')�Ǉ

Č0Ȧƴȗ0ȣƏ·ǋ�ày�$$7�ŁƇƺɅ

ƈ-,0ɻ1ŷǑ-Ťƨ*
=+α�;>$�r

PG^oĜȣ0ɹĺǋ�Lp1ɹĺǋ�lag-1ɢ�ć

ɹĺǋ�¸ɿ�>$ Lp1 ȣƊ.Ë7= lag-1 ɢ�

ć0ɹĺǋʎlag-1/Lp1ʏ1�òö.:')ģ�ɂ7

;>$�16SCudpMuȶƃ0Ȏƅ�Omtwƣ

.(�)1�ȣ×0āƓĺ�ʊ�Ə×0ā��;

ĨƂ÷ʈƨ*rPG^oĜȣ�¸ɿ�>)�<�

āƓ-ȋȣ�ÿƝ�9��Ɉē-Ɖʈſ�*rP

G^oĜȣ8ÿƝ�$Ùțĺ�
=� 

�  
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ȫ 1ʒĨƂ÷ʈƨ0Ȏƅ 
��
CFU/100 ml� ��� 
%�
10�� 240 (75.5)
10-99 52 (16.4)
100-999 19 (6.0)
1,000�� 7 (2.2)
	 318 (100)

ȫ 2ʒ¸ɿȣ0Ȧƴȗ 

y = 0.5887x + 0.3095
R! = 0.4172
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Lysis Buffer for Legionella

y = 0.6333x + 0.2302
R! = 0.522
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Lysis Buffer for Legionella Type2

y = 0.3196x + 0.2483
R! = 0.1931
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NucleoSpin Tissue

ï 1� LC EMA-qPCRƨ+ĨƂ÷ʈƨ+0Čɪ¦0ǣɱ 

�������'%()
DNA��� �	 ��	 �
��� �
��� ���

Lysis Buffer for Legionella 85.3% 73.9% 49.2% 94.4% 76.5%
Lysis Buffer for Legionella  Type2 91.2%* 78.3% 55.4% 96.8%* 81.2%
NucleoSpin Tissue 61.8%* 76.5% 43.8% 87.1%* 73.2%
*P  < 0.05�#%"�$&!����� ���
�

ȫ 3ʒLC EMA-qPCRƨ.��=ĨƂ÷ʈƨ+0ǣɱʎ149Ə×�ĨƂ÷ʈɹĺ 34Ə×ʏ 

����	

�10 �10 �

PALSAR 	 �� 7 11 18
�� 0 17 17

� 7 28 35
��100%�
��60.7%���
��38.9%�
��
��100%����68.6%

ȫ 4ʒOmtwvHouƣ.��= PALSARƨ0Ȏƅ 

�� ���

L. pneumophila
SG 1 28
SG 2 1
SG 3 10
SG 4 5
SG 5 15
SG 6 38
SG 8 7
SG 9 5
SG 12 1
SG 13 1
SG 14 1
UT 9

Legionella spp. 12
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�$�,�*1E%FG
� ���E&'%
��F �	 ��	 #
��� "
��� ���

>;5AqPCR (Lysis Buffer for Legionella ) 93.3%A 66.7% 82.4% 85.7% 83.3%
>;5AqPCR (3A7@�
�) 86.7%A 66.7% 81.3% 75.0% 79.2%
>;5AqPCR (�
�(���2!�) 33.3%B 77.8% 71.4% 41.2% 50.0%

qPCR (Lysis Buffer for Legionella ) 93.3% 66.7% 82.4% 85.7% 83.3%
LAMP (3A7@�
�) 100.0% 66.7% 83.3% 100.0% 87.5%
A+B.���)0EP  < 0.05F(=C<6BD:��,/1<498?D-������

ȫ 5ʒɖɘƏƈƨ+ĨƂ÷ʈƨ+0ǣɱʎ24Ə×�ĨƂ÷ʈɹĺ 15Ə×ʏ 

ï 2� qPCRƨ+l_Eq qPCRƨ+0Čɪ¦0ǣɱ 

y = 1.1395x + 1.0146
R² = 0.394
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����qPCR����
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y = 0.7564x + 0.1635
R² = 0.6911
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����qPCR�Lysis Buffer for Legionella
(copies/tube)

y = 0.5701x + 0.2969
R² = 0.556
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ie
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)

����qPCR������
	
(copies/tube)

ȫ 6ʒčƏ×AǑ�$l_Eq qPCRƨ0Ȏƅ 

A)
��

+ - �

LAMP + 3 16 19
- 1 60 61

4 76 80

B)
��

+ - �

����qPCR + 3 33 36
Ct � � 50 - 1 32 33

4 65 69

C)
��

+ - �

����qPCR + 3 33 36
Ct � � 45 - 1 32 33

4 65 69

D)
��

+ - �

����qPCR + 3 8 11
Ct � � 40 - 1 57 58

4 65 69
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ȫ 7ʒLp1-IMB.:=ƳÀìÕ0Ȏƅ 

ȫ 8ʒLp2�Lp3-IMB.:=ƳÀìÕ0Ȏƅ 

��� ��	�%� ��� ��	�%�
30,000 119 0.40 >1,000 ����

3,000 5 0.17 >1,000 ����

300 0 0.00 237 79.0
30 0 0.00 34 113.3
53,000 146 0.28 >1,000 ����

5,300 12 0.23 >1,000 ����

530 0 0.00 374 70.6
53 0 0.00 42 79.2
67,000 282 0.42 >1,000 ����

6,700 33 0.49 >1,000 ����

670 3 0.45 339 50.6
67 1 1.5 61 91.0

�� 0.33 80.6

1

2

3


��

CFU/1,000 ml
���
IMB D��
IMB

��� ��	�%� ��� ��	�%�
14000 2 0.0 >1,000 ����

1400 1 0.1 >1,000 ����

140 0 0.0 126 90.0
14 0 0.0 14 100.0
27000 44 0.2 >1,000 ����

2700 12 0.4 >1,000 ����

270 1 0.4 162 60.0
27 0 0.0 13 48.1
24000 11 0.05 >1,000 ����

2400 1 0.04 497 20.7
240 0 0.0 24 10.0
24 0 0.0 2 8.3

�� 0.1 48.2

Lp2

Lp3


��

CFU/1,000 ml
���
MB D��
IMB

ȫ 9ʒ2018ʔ2021ĩ.ŕƣ�>$Əƣ.��= Lp10Ə·Ȏƅ 
A)
Lp1
�
 	�� 
�� % ��

Lp1-qPCR 352 40 23.1
���� 352 20 14.7 7	��Lp1-qPCR��
Lp1-IMB 230 14 6.2 6	��Lp1-qPCR��

B)
Lp1-IMB
� � �

���� � 6 12 18
� 8 204 212
� 14 216 230
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���
���

L. spp 	� Lp1 	� lag-1  	� lag-1 /Lp1
�� N N (%) N (%) N (%) (%)
A 623 159 (25.5) 26 (4.2) 2 (0.3) 7.7
B 604 88 (14.6) 35 (5.8) 5 (0.8) 14.3
C 590 185 (31.4) 67 (11.4) 26 (4.4) 38.8
D 287 33 (11.5) 7 (2.4) NT NT
E 222 103 (46.4) 28 (12.6) 4 (1.8) 14.3
F 205 38 (18.5) 18 (8.8) 9 (4.4) 50.0
G 78 19 (24.4) 7 (9.0) NT NT
H 4 3 (75.0) 0 (0) NT NT

ȫ 10ʒ2016ʔ2020ĩ.ŕƣ�>$ƭƔƣ0rPG^oĜȣƏ·Ȏƅ 

ȫ 11ʒ16SCudpMuȶƃ*Ə·�>$�-ȣǶʎGenus levelʏ 

Source Bath water Shower water
No. of samples 59 34
Amplicon Sequence
Variants

1568 1043

Top10 % %
1 Pseudomonas 14.5 Phreatobacter 15.1
2 Unknown 7.6 Sphingomonas 9.4
3 Staphylococcus 7.2 DSSF69 8.3
4 Candidatus_Obscuribacter 6.1 Novosphingobium 6.8
5 Uncultured 4.6 Mycobacterium 3.4
6 Methylobacterium-Methylorubrum 2.5 Obscuribacteraceae 3.4
7 Obscuribacteraceae 2.4 Blastomonas 3.1
8 Unknown 2.3 SM2D12 3
9 Cutibacterium 2.3 Bradyrhizobium 2.9
10 Mycobacterium 2.2 Methylobacterium-Methylorubrum 2.9

Legionella 0.8 Legionella 0.1
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P < 0.05 
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厚⽣労働科学研究費補助⾦（健康安全・危機管理対策総合研究事業） 
「公衆浴場等施設の衛⽣管理におけるレジオネラ症対策に関する研究」 

令和元〜３年度分担研究報告書 
 

「⼊浴施設の衛⽣管理及び集団発⽣疫学調査ガイドライン作成」 
 

  研究代表者  前川純⼦   国⽴感染症研究所 
〇 研究分担者  ⿊⽊俊郎   岡⼭理科⼤学 
〇 研究分担者  佐々⽊⿇⾥  ⼤分県衛⽣環境研究センター 
  研究分担者  森本 洋   北海道⽴衛⽣研究所 
  研究分担者  ⾦⾕潤⼀   富⼭県衛⽣研究所 
  研究分担者  中⻄典⼦   神⼾市環境保健研究所 

研究分担者  ⽥栗利紹   ⻑崎県環境保健研究センター 
研究協⼒者  ⼤森恵梨⼦  仙台市衛⽣研究所 
研究協⼒者  武藤千恵⼦  東京都健康安全研究センター 
研究協⼒者  ⼤屋⽇登美  神奈川県衛⽣研究所 
研究協⼒者  陳内理⽣   神奈川県衛⽣研究所 
研究協⼒者  中嶋直樹   神奈川県衛⽣研究所 
研究協⼒者  磯部順⼦   富⼭県衛⽣研究所 
研究協⼒者  枝川亜希⼦  ⼤阪健康安全基盤研究所 
研究協⼒者  平塚貴⼤   広島県衛⽣研究所 
研究協⼒者  藤江⾹予   愛媛県今治保健所 
研究協⼒者  浅野由紀⼦  愛媛県⽴衛⽣環境研究所 
研究協⼒者  緒⽅喜久代  ⼤分県薬剤師会検査センター 

  研究協⼒者  倉 ⽂明   国⽴感染症研究所 
  研究協⼒者  中⾂昌広   ⼀般財団法⼈⽇本環境衛⽣センター 
  研究協⼒者  ⻫藤利明   株式会社ヤマト 
  研究協⼒者  藤井 明   株式会社ヘルスビューティー 
  研究協⼒者  縣 邦雄   アクアス株式会社 
  研究協⼒者  ⽯森啓益   柴⽥科学株式会社 

 
 公衆浴場や旅館等の⼊浴施設の衛⽣管理に関する指導は「公衆浴場における衛⽣等
管理要領」、「循環式浴槽におけるレジオネラ症防⽌対策マニュアル」並びに「レジオ
ネラ症を予防するために必要な措置に関する技術上の指針」を参考にして⾏われ、⼊
浴施設においては指導に基づいて施設の衛⽣管理を実施している。これらの管理要領
等には⽇常の衛⽣管理の具体的な記載が少ないため、具体的で実践的な管理⽅法を⽰
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してほしいとの要望があった。⼀⽅で⼊浴施設が関連するレジオネラ症の集団感染事
例は毎年のように発⽣している。感染事例の原因の解明には患者調査と環境調査が不
可⽋であり、調査を進める際に参照できるガイドラインは的確な調査の実施をサポー 
トすることが期待された。そこで、令和元年度に検討のためのワーキンググループを
⽴ち上げて⼊浴施設における衛⽣管理ガイドライン及び公衆浴場等⼊浴施設を原因
とするレジオネラ症集団発⽣時調査ガイドラインの内容を検討して作成した。令和 2
年度には研究班の分担研究者及び研究協⼒者から意⾒を求めるとともに、所属する⾃
治体の環境衛⽣担当者や感染症担当者に提⽰して意⾒を求めた。令和３年度には浴施
設における衛⽣管理ガイドラインを⼊浴施設における衛⽣管理の⼿引きに名称を変
更し、衛⽣研究所を有する全国の⾃治体の環境衛⽣担当部⾨に配付して内容に対する
意⾒を求め、寄せられた意⾒を参考にして加筆・修正した。公衆浴場等⼊浴施設を原
因とするレジオネラ症集団発⽣時調査ガイドラインは名称を疫学調査の⼿引きに変
更し、ワーキンググループ内でさらに内容の検討を⾏った。 

 
A．はじめに 
 わが国で発⽣するレジオネラ症が関連す
る疫学的要因として、⼊浴が重要視されて
いる。その背景には⼊浴施設におけるレジ
オネラ属菌の増殖と定着がある。⼊浴施設
の衛⽣管理を適切に⾏うことにより増殖・
定着を防ぐことが求められ、「公衆浴場にお
ける衛⽣等管理要領」、「循環式浴槽におけ
るレジオネラ症防⽌対策マニュアル」並び
に「レジオネラ症を予防するために必要な
措置に関する技術上の指針」が厚⽣労働省
から発出されている。これらの管理要領、マ
ニュアルあるいは指針には衛⽣管理に関す
る具体的な記述が少ない。⾃治体の指導の
現場では、⼊浴施設の設備の概要や洗浄・消
毒といった管理⼿法が具体的で実践的な内
容が記載されたガイドラインやマニュアル
が求められていた。 
 レジオネラ症が発⽣した際には関連施設
として⼊浴施設の疫学・環境調査が⾼い頻
度で⾏われる。その調査を迅速・的確に⾏う
ことで感染症発⽣の原因を究明し、感染の

拡⼤を⾷い⽌めることが可能となる。しか
し、こうした調査にはレジオネラ症に関す
る知識や情報とともに、調査に適した⼿法
が求められる。 
 本研究では、これまでの本研究班の成果
の蓄積を活かして、⼊浴施設の衛⽣管理⽅
法やレジオネラ症発⽣時の疫学・環境調査
の⼿法を提案するために、⼿引きを作成す
ることとした。 
 
B．⽅法 
 本研究では、「⼊浴施設における衛⽣管理
ガイドライン（案）」（以下、衛⽣管理ガイド
ライン案）及び「公衆浴場等⼊浴施設を原因
とするレジオネラ症集団発⽣時調査ガイド
ライン（案）」（以下、疫学調査ガイドライン
案）を作成するために、研究班の分担研究者
及び研究協⼒者で構成する 2 つのワーキン
ググループを形成した。各ガイドラインの
内容はそれぞれのワーキンググループで検
討した。令和元年度では、衛⽣管理ガイドラ
イン案のうち総合衛⽣管理のパートは、平
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成 16〜18 年度厚⽣労働科学研究費補助⾦
健康総合科学研究事業「循環式浴槽におけ
る浴⽤⽔の浄化・消毒⽅法の最適化に関す
る研究」の分担研究報告書「HACCP システ
ムの導⼊を伴う循環式浴槽の管理について」
並 び に ⽶ 国 CDC が 発⾏ し た ” Toolkit: 
developing a water management program to 
reduce Legionella growth and spread in 
buildings”を参考にした。⼀般的衛⽣管理の
パートでは、「公衆浴場における衛⽣等管理
要領」及び「循環式浴槽におけるレジオネラ
症防⽌対策マニュアル」に基づいて、⼊浴施
設の各設備の衛⽣管理⽅法の検討を⾏い、
その内容を記載した。 

疫学調査ガイドライン案は、⼤分県にお
いてレジオネラ症に関する調査に⽤いられ
ている対応要領等（下記 1，2）を基に、腸
管出⾎性⼤腸菌感染症等に対する調査マニ
ュアル（下記 3）の調査⼿法を取り⼊れて作
成した。⼊浴施設の調査項⽬については、下
記 4 および 5 の資料を参考にした。 

1)「⼊浴施設に関連するレジオネラ症発
⽣時の対応要領」（平成 29 年 4 ⽉ 1
⽇改正） 

2)「レジオネラ症疫学調査票について」
（平成 30 年 3 ⽉ 12 ⽇付け健康第
4007 号⼤分県健康づくり⽀援課⻑
通知） 

3)「⼤分県健康危機管理チームマニュア
ル（感染症編）」（平成 22 年 3 ⽉発
⾏） 

4)「⼊浴施設におけるレジオネラ症防⽌
のための⽇常的な維持管理指針」
（平成 26 年 3 ⽉第 2 版発⾏；NPO
法⼈⼊浴施設衛⽣管理推進協議会、
⼤分県監修） 

5)「レジオネラ症防⽌指針 第 4 版」（公
益財団法⼈⽇本建築衛⽣管理教育
センター） 

 令和 2 年度では、衛⽣管理ガイドライン
案と疫学調査ガイドライン案については研
究班の分担研究者及び研究協⼒者に配付す
るとともに、所属する⾃治体の環境衛⽣担
当者や感染症担当者に提⽰し、項⽬・内容・
使い勝⼿等に対する意⾒を求めた。ワーキ
ンググループでは寄せられた意⾒に基づい
てガイドライン案の内容を修正し、さらに
修正案をワーキンググループに諮り、修正
を加えた。 
 令和 3 年度では、衛⽣管理ガイドライン
案については研究班の分担研究者及び研究
協⼒者並びに全国の衛⽣研究所を有する⾃
治体の環境衛⽣担当者に配付し、試験的に
使⽤した感想や意⾒を募った。集められた
意⾒を参考にしてワーキンググループで修
正した。疫学調査ガイドライン案について
は研究班の分担研究者及び研究協⼒者から
意⾒を募り、それらに基づいて修正した。 
 
C．結果および考察 
 令和元年度では、ガイドラインを検討す
るためのワーキンググループを研究班内に
⽴ち上げ、総合衛⽣管理と⼀般的衛⽣管理
の 2 つのパートで構成される衛⽣管理ガイ
ドライン案並びにガイドライン本⽂とレジ
オネラ患者調査票、施設調査票及び施設調
査必要物品チェックリストから構成される
疫学調査ガイドラインを作成した。レジオ
ネラ症の集団発⽣であっても第⼀報は散発
例と区別できないことが多いため、疫学調
査ガイドライン案は感染症法に基づく届出
の受理から開始し、患者の調査⽅法につい
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ても記述することにした。 
 令和 2 年度では、衛⽣管理ガイドライン
案については総合衛⽣管理プログラムのパ
ートでは、レジオネラ属菌による汚染を防
ぐために衛⽣管理を計画的に実施し、その
効果を評価して向上・改善する体制を確⽴
する試みとして、衛⽣管理プログラムを提
案した。⼀般衛⽣管理のパートは、「衛⽣等
管理要領」並びに「対策マニュアル」を基に
して、より具体的な管理⽅法を記述するこ
とに注⼒するとともに、図を多⽤してわか
りやすいガイドラインの作成を⾏った。疫
学調査ガイドライン案については、寄せら
れた意⾒を参考にして疫学調査ガイドライ
ン案の本⽂、患者調査票、施設調査票及び施
設調査必要物品チェックリストを修正した。
施設調査票については、調査項⽬を列挙す
るのではなく、⽂章で記載するという⽅式
に改めた。この⽅式を採⽤していた富⼭県
の調査票を基にして作成した。また、調査項
⽬の説明を調査票の印刷範囲外に記載し、
調査の⼀助となるよう⼯夫した。（図 1） 
また、レジオネラ症が弧発事例であっても
集団発⽣であっても第⼀報からの調査⽅法
に違いはなく、弧発事例であっても詳細な
施設調査を⾏う場合もあるため、「公衆浴場
等⼊浴施設を原因とするレジオネラ症集団
発⽣時調査ガイドライン（案）」の名称を「公
衆浴場等⼊浴施設が原因と疑われるレジオ
ネラ症調査ガイドライン（案）」に変更した。 

令和 3 年度では、衛⽣管理ガイドライン
案に対して研究班の構成メンバー及び 17
⾃治体から 160 余りの意⾒が寄せられ、こ
れらを参考にして修正した。疫学調査ガイ
ドライン案についても寄せられた意⾒を参
考にして修正を⾏った。また、衛⽣管理ガイ

ドラインは「⼊浴施設の衛⽣管理の⼿引き」
（衛⽣管理の⼿引き）に、疫学調査ガイドラ
インは「公衆浴場等⼊浴施設が原因と疑わ
れるレジオネラ症調査の⼿引き」に名称を
変更した。疫学調査の⼿引きは当研究班の
ホームページで公開した。（別添 資料１、
資料２） 
 衛⽣管理の⼿引きが⼊浴施設の効果的な
衛⽣管理に活⽤され、また疫学調査の⼿引
きが⼊浴施設関連レジオネラ症発⽣時の疫
学・環境調査の実施時に活⽤されて迅速・的
確に原因を究明して適切な措置することで
レジオネラ属菌の増殖・定着を防ぐことが
でき、⼊浴施設関連レジオネラ症の減少に
つながることが期待される。 
 
D．まとめ 
 ⼊浴施設における衛⽣管理の指導あるい
は⼊浴施設での衛⽣管理実施に寄与するた
めに、具体的な衛⽣管理⽅法を提案するた
めの⼿引き、並びに⼊浴施設が関連するレ
ジオネラ症の疫学・環境調査実施の⽀援を
するための⼿引きを作成することを⽬的と
して研究班内にワーキンググループを⽴ち
上げ、3 年間の研究期間内に「⼊浴施設の衛
⽣管理の⼿引き」及び「公衆浴場等⼊浴施設
が原因と疑われるレジオネラ症調査の⼿引
き」を作成した。 
 
E．研究発表 
 該当なし 
 
F．知的財産権の出願・登録状況 
 該当なし 
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入浴施設の衛生管理の手引き

厚生労働科学研究費補助金（健康安全・危機管理対策総合研究事業）
公衆浴場におけるレジオネラ症対策に資する検査・消毒方法等の衛生管理手法の開発のための研究

厚生労働科学研究費補助金（健康安全・危機管理対策総合研究事業）
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入浴施設の衛生管理の手引き 

 

はじめに 

 入浴施設の衛生管理は、現行の「公衆浴場における水質基準等に関する指針」、「公衆浴場に

おける衛生等管理要領」、「循環式浴槽におけるレジオネラ症防止対策マニュアル」並びに「レ

ジオネラ症を予防するために必要な措置に関する技術上の指針」といった技術的助言を参考

にして行われています。これらを基にした具体的な管理をわかりやすく解説するとともに実

践的方法を紹介することを目的として本手引きを作成しました。自治体が行う衛生管理指導

や入浴施設での日常の衛生管理において参照できる資料となることを目指しています。本手

引きは厚生労働科学研究費補助金（健康安全・危機管理対策総合研究事業）「公衆浴場におけ

るレジオネラ症対策に資する検査・消毒方法等の衛生管理手法のための研究」の研究活動の一

環として作成しています。記載している具体的な管理方法は提案であり、規定するものではあ

りません。 

 この手引きは、入浴施設でのレジオネラ属菌の増殖を抑え、それにより患者の発生を防ぐこ

とを目的とした衛生管理に主体を置いており、総合衛生管理プログラムと一般衛生管理の 2 部

構成になっています。総合衛生管理プログラムでは、入浴施設においてレジオネラ属菌の増

殖・定着を防ぎ、これによりレジオネラ症患者の発生を予防するための衛生管理体制を構築す

るのに参考となる事項を示しています。一般衛生管理は、入浴施設の設備等の衛生管理の実際

の内容を具体的に示しています。 
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用 語 

この手引きで使用する用語は、現行の公衆浴場における衛生等管理要領に準じています。本

要領で定義を示されていない用語も併せて本手引きで使用する用語を以下で説明します。 

 

「原湯」とは、浴槽の湯を再利用せずに浴槽に直接注入される温水を指します。 

 

「原水」とは、原湯の原料に用いる水及び浴槽の水の温度を調整する目的で、浴槽の水を再利

用せずに浴槽に直接注入される水を指します。 

 

「上がり用湯」とは、洗い場及びシャワーに備え付けた湯栓から供給される温水を指します。 

 

「上がり用水」とは、洗い場及びシャワーに備え付けた水栓から供給される水を指します。 

 

「浴槽水」とは、浴槽内の湯水を指します。 

 

「貯湯槽」とは、原湯及び上がり用湯を貯留する槽（タンク）を指します。 

 

「源泉槽」とは、貯湯槽のうち温泉水を貯留する槽（タンク）を指します。 

 

「ろ過器」とは、浴槽水を再利用するため浴槽水中の微細な粒子や繊維、ごみ等を除去する装

置を指します。 

 

「集毛器」とは、浴槽水を再利用するため、浴槽水に混入した毛髪や比較的大きな異物を捕集

する網状のかご（ストレーナー）が設置された装置を指します。 

 

「調節箱」とは、原湯と原水を混ぜて洗い場の湯栓（カラン）やシャワーに送る湯の温度を調

節するための槽（タンク）を指します。 

 

「循環配管」とは、湯水を浴槽とろ過器等との間で循環させるための配管を指します。 

 

「循環式浴槽」とは、温泉水や水道水の使用量を少なくする等の目的で、浴槽の湯をろ過器等

を通して循環させる構造の浴槽を指します。 

 

「補給配管」とは、原湯や原水等を浴槽に補給するための配管を指します。 
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「湯口」とは、原水または原湯が浴槽に入る口を指します。公衆浴場における衛生等管理要領

及びレジオネラ症を予防するために必要な措置に関する技術上の指針では注入口と

しています。 

 

「水位計」とは、浴槽水の水位を計測する装置を指します。 

 

「消毒装置」とは、消毒剤を注入するための装置を指し、貯湯槽、源泉槽、循環配管、オーバ

ーフロー回収槽等の設備に接続します。 

 

「熱交換器」とは、ボイラー等温水器からの温水または浴槽の排水（廃熱）を熱源として補給

水や循環水と熱交換する装置を指します。 

 

「オーバーフロー回収槽」とは、浴槽からのオーバーフロー水を回収し、再利用するための槽

（タンク）を指します。 

 

「気泡発生装置等」とは、浴槽で気泡や水流を発生させるための装置を指します。 

 

「連通管」とは、浴槽の水位調節のために浴槽間をつなぐ配管を指します。 

 

「生物膜」とは固相の表面に形成される微生物の集合体を指します。 

 

「エアロゾル」とは空中を浮遊する微細な液体の粒子を指します。 
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レジオネラ属菌とレジオネラ感染症 

 

レジオネラ属菌は湖や河川などの淡水や土壌の自然環境に生息しています。川で溺れて水

を吸い込み、あるいは腐葉土の粉じんを吸引することで感染した例があります。人工の水環境

（噴水等の水景施設、ビル屋上に立つ冷却塔、浴槽、ジャグジー、加湿器など）にもレジオネ

ラ属菌は生息して盛んに増殖し、エアロゾルに含まれて漂っている菌を吸い込むことによっ

て肺炎などの健康上の問題を起こします。 

レジオネラ属菌の増殖に適した温度は 20～45℃とされており、生物膜中に生息するアメー

バの体内で大量に増殖します。そのため、生物膜が形成される湿潤環境あるいは水中環境には

レジオネラ属菌が生息している可能性があります。さらに、レジオネラ属菌は生物膜により消

毒剤から保護されています。レジオネラ属菌の増殖や定着を防ぐには生物膜を除去すること

と増殖に適さない温度に保つことが重要です。 

レジオネラ属菌により起きるレジオネラ症にはレジオネラ肺炎とポンティアック熱があり

ます。レジオネラ肺炎は重症化して死に至ることがあります。ポンティアック熱は発熱、悪寒、

筋肉痛といった風邪様症状が一過性に顕れて自然に治ります。 

レジオネラ属菌による感染症が起きないようにするためには、レジオネラ属菌の生息・増殖

を防ぐことと、たとえレジオネラ属菌に汚染されてもエアロゾルの発生を抑制することで感

染が起きる危険性を低くすることが必要です。 

レジオネラ属菌は生物膜に包まれて生息するため消毒剤から保護されており、浴槽の清掃

と浴槽水の消毒だけでは十分ではありません。レジオネラ属菌の発生を抑えるには生物膜の

形成をできるだけ抑え、形成された生物膜を除去することが重要です。 
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Ⅰ．総合衛生管理プログラム 

 

Ⅰ-１．総合衛生管理プログラムとは 

入浴施設における衛生管理を組織的・計画的に行うためには、そのための体制を作ることが

必要です。ここで説明している総合衛生管理プログラムとは、衛生管理の体制を確立するため

に実施すべき事柄をリスト化し、これを順番に実施していく業務計画です。 

 総合衛生管理プログラムは計画(Plan)、実行(Do)、評価(Check)、改善(Action)の４つの段

階を回して進めていきます（次頁の図を参照）。ここで紹介する総合衛生管理プログラムは参

考資料１）を参考にしています。 

 入浴施設において衛生管理を行う中で、① 衛生管理の進め方に計画性がない、② 問題発生

時の対応が決まっていない、③ 問題発生時の責任の所在があいまいになる（役割分担や担当

者がわからない）、④ 衛生管理の効果を評価しない（衛生管理が適切に行われているかどうか

がわからない）、⑤ 課題があっても改善されない、⑥ 衛生管理に関する情報が共有されてい

ない、といったことの全てあるいはいずれかが起きている可能性があります。これにより突然

問題（例えばレジオネラ属菌の増殖、健康被害）が発生・顕在化し、慌てることになりかねま

せん。 

 総合衛生管理プログラムを導入する利点として以下の事項が挙げられます。 

① チームを編成することにより衛生管理に関する情報を共有し、体制を構築することで責

任の所在を明らかにすることができる。 

② チームにおいて管理方法を様々な観点から検討して決めることで入浴施設全体で衛生管

理に取り組む体制が構築され、衛生管理のスムーズな運用が期待される。  

 ③ 衛生管理を計画的に進めることができる。 

④ 重点的に管理・監視する場所を設定することで効率的な管理を行うことができる。 

 ⑤ モニタリング（目視点検や検査、測定等）による監視を行うことで異常を迅速に探知し、

対応することができる。 

 ⑥ プログラムの評価と改善を行うことで管理状態を維持・向上することができる。 
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総合衛生管理プログラムの流れ

まず始めに計画（ ）として総合衛生管理プログラムを構築して運用計画を作成し、次に

実行（ ）として運用を始め、評価 、改善 と進めていきます。計画（ ）

に戻って運用計画を修正・改善して新たな計画の下に進めていきます。
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Ⅰ-２．計画(Plan)：総合衛生管理プログラムの作成 

 入浴施設でのレジオネラ対策は、担当者が衛生管理に関する個々の業務を決められたとお

りに行っている一般衛生管理だけでは十分とは言えません。安全で安心して利用できる入浴

施設を運営するためには、総合衛生管理プログラムを作成して衛生管理の体制を構築し、施設

の運営に携わる多くの関係者が協力・連携して業務にあたることがとても重要です。 

 

１）チームの編成 

 入浴施設の総合衛生管理プログラムはチームを編成して行うことが非常に効果的です。チ

ームというのは部門を横断して管理者や担当者を招集して構成されるグループを指していま

す。チームの役割は、次のとおりです。 

  ① 衛生管理の進め方や計画を作成し、決める。 

  ② 衛生管理の状況を把握し、情報を共有する。 

  ③ 衛生管理上の問題発生を迅速に把握し、改善する。 

  ④ 決められた衛生管理の評価を行い、必要に応じて修正・変更する。 

 

 チームのメンバーは役割分担をします。メンバー全員が衛生管理手法やレジオネラ属菌に

関する専門知識を持っている必要はありません。 

 チーム編成の 1 例 

 チーム責任者（施設管理責任者等 ）：総括、取りまとめ 

 清掃担当責任者         ：施設の清掃などに関する事項 

 施設維持管理担当責任者     ：施設の衛生管理、修繕補修などに関する事項 

 人事・総務担当責任者      ：人材確保、人員配置、機器材調達などに関する事項 

 経理担当責任者         ：衛生管理に関する経費の管理などに関する事項 

 接客担当責任者         ：施設の評判、客からの意見の収集などに関する事項 

企画・営業担当責任者      ：施設の方針決定、宣伝、顧客情報などに関する事項 

 レジオネラ属菌対策・施設管理講習会等の受講者（レジオネラ属菌の知識を持った者） 

 

施設長、衛生管理責任者など、総合衛生管理プログラムを管理・運用できる人をチームリー

ダーとします。メンバー構成は規模の大きな施設では関連する担当・部門の長や責任者あるい

は豊富な経験を有する人などとします。規模が小さい施設では、各部署の代表者をメンバーと

するのがよいでしょう。注１,２） 

入浴設備の衛生管理や設備の管理、各種記録の管理を行っているスタッフあるいは清掃・消

毒を担当するスタッフだけではなく、接客を担当するスタッフや人事・総務のスタッフなど幅
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広い担当・部門のスタッフがチームに参加するようにすることが推奨されます。人事・総務ス

タッフはヒューマンエラーを防ぐ人員体制や人材の確保に関する経験、接客スタッフは入浴

客数や客からの情報、企画スタッフは施設の改修やイベント等の開催情報を持っており、こう

したスタッフが参加することで様々な知識や経験をチームの活動に活かすことができ、実効

性の高い総合衛生管理プログラムを作成・運用することができます。レジオネラ属菌に関する

勉強会や衛生管理に関する講習会等に参加して知識を持っているスタッフがいれば、そのス

タッフも加えます。清掃や維持管理を業者に委託している場合は委託業者がチームに加わる

ことも検討します。 

チームにおいては共通の目的（レジオネラ属菌の汚染がない安全で安心して利用できる入

浴を提供するなど）とその必要性の認識を確認し、施設での衛生管理に関するデータや情報を

共有・確認し、連帯して衛生管理の責任を果たすことが求められます。ここで、データとは日々

の記録、水質検査結果などであり、情報とはレジオネラ属菌やそれによる疾病、衛生管理に関

する技術・手技に関すること、規定値等の逸脱とその後の対応などです。注３） 

 チームのメンバーが決まったら、各メンバーの役割を明確に決め、あるいは再確認を行い、

記録しておきます。 

 

注１：チーム編成の目的は、チームのメンバー全員で考え、話し合って合意のもとに衛生管理

の方針や方法を決定し、管理に関するデータや情報を共有して管理の状況や生物膜の

形成及びレジオネラ属菌の有無等を把握し、さらに評価を行って必要に応じて改善す

ることです。こうすることで衛生管理を担当者だけの責任とせず、例えば、浴槽水から

レジオネラ属菌が検出されたときに、チームの連帯責任として衛生管理の方針や方法

等を評価し、改善することになります。 

注２：規模が小さく少人数で運営・管理する施設ではチーム編成にこだわる必要はありません。

チームを編成する目的は、できるだけ幅広い担当・部門の関係者が衛生管理の進め方

に関わることです。したがって、スタッフが 10 人以下ほどの小規模施設ではチームを

作るのではなく、全員で役割分担して衛生管理について考え、話し合い、決定し、評価

することが重要です。 

注３：チームのメンバーは日ごろから衛生管理に関する課題や問題を意識し、各担当・部門の

担当者と話し合い、その内容をチームが行う衛生管理の進み具合の確認や改善の協議

に活かすことが重要です。例えば、各担当・部門で行う業務連絡会や業務報告会におい

て衛生管理について話し合いや報告を行い、その内容をチームでの検討に活かし、総

合衛生管理プログラムの改善を行います。こうすることで総合衛生管理プログラムが

トップダウンだけではなく、現場の意見を取り上げてボトムアップにより進めること

になります。 
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１）チームの編成

・広い範囲の担当・部門からメンバーを選びます。

・研修の受講などによりレジオネラ属菌の知識を持っている人もメンバーに加えます。

・ 人以下程度などの小規模施設では全員がチームに参加します。

・入浴者に安全で安心して利用できる入浴を提供するなどの目標をメンバーで共有します。

・各メンバーが持っている知識や経験を活用します。
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１）チームの編成

入浴施設におけるチームと担当・部門との関係

① チームは、総合衛生管理プログラムの作成、運用、評価及び改善、並びに総合衛生管理プ

ログラムの下での衛生管理に関する業務計画の作成、承認、改善を行います。

② さらにチームは総合衛生管理プログラムや関連する業務計画が適切に進められているこ

との検証・評価を行います。

③ 各担当・部門ごとに日常的に衛生管理に関する課題についての話し合いや報告を行い、そ

の内容をチームメンバーがチームの検討会に持ち寄り、総合衛生管理プログラムの運用や

改善に活かします。

④ チームは各担当・部門から上がってくる衛生管理に関する報告、要望、意見をもとにして

総合衛生管理プログラムの評価や改善を行います。

⑤ 総合衛生管理プログラムに直接関係する担当・部門は、チームが決定した衛生管理に関す

る業務計画等に従って業務を進めます。



７ 

 

２）施設・設備の確認 

 施設における源泉、水源を含む原水・原湯から浴槽、排水までの設備の状況を配管図等の図

面を参照しながら、チームで現場確認を行います。注１,２） 

 図面や現場での確認は、設備の構造を確認するために重要な工程になります。これにより、

３）レジオネラ属菌が増殖、拡散しうる設備・箇所の特定で衛生管理の方法を決めることや、

レジオネラ属菌が増えやすい場所を特定することができます。 

施設の配管図は複雑で設備の設置状況を容易に判断することが難しい場合があります。そ

こで、理解しやすくするために設備と配管を簡単な図（流れ図など）に書き換えることが推奨

されます。次頁に例を示します。流れ図には設備と配管の状況が把握しやすい、レジオネラ属

菌の増殖・定着場所を特定しやすい、重点管理場所やモニタリング場所を設定しやすいといっ

た利点があり、施設や設備の状況を確認する作業を効率的に行うことができます。 

 

注１：貯湯槽、調節箱、シャワー、カラン、集毛器、ろ過器、消毒装置、気泡発生装置などの

付帯設備や配管の状況等もすべて確認します。レジオネラ属菌の生息に関連する施設周辺

の状況（泉源、冷却塔、水景施設、植栽など）及び設備の衛生管理状況も合わせて確認す

ることが推奨されます。また、温泉であれば泉質と湯量、原水との混合状況なども確認し

ます。合わせて、利用客の利用状況（入浴者数の日・季節変動など）を確認します。入浴

施設の概要図はこの手引きの一般衛生管理編を参照してください。 

注２：図面とは異なる構造や設備が明らかになったり、使用されていない配管等が見つかった

場合は、レジオネラ属菌が増殖する可能性を勘案して改修するなどの措置を検討します。 
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２）施設・設備の確認

配管図等の図面を参照しながらチームで現場確認を行った後に作成する簡略図（流れ図）の

例を示します。簡略図を作成すると施設の状況が把握しやすくなり、３）レジオネラ属菌が増

殖、拡散しうる設備・箇所の特定以降で使用することもできます。この図は循環式浴槽の例を

示しています。ここで示す図は書き方の例ですので、それぞれの入浴施設の設備の設置状況に

合わせて図を作成してください。



９

この図ではかけ流し式浴槽の簡略図（流れ図）の例を示しています。加熱装置を除く、消毒

装置を書き加えるなど、施設の状況により図を作成します。

これは循環式浴槽の概要図の 例ですが、流れ図に代えてこのような図を用いることもで

きます。
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３）レジオネラ属菌が増殖、拡散しうる設備・箇所の特定 

 現場確認をしたのちに、レジオネラ属菌が増えやすい場所や入りやすい場所、レジオネラ属

菌が増えた場合に感染の危険性が高い場所や設備を確認します。注１,２） 

 レジオネラ属菌が増えやすい場所の確認ができたら、その場所のリストと確認内容の記録

を作成しておきます。レジオネラ属菌は生物膜の形成を抑えれば増えないため、生物膜ができ

る場所・設備を挙げ、形成の有無の確認方法も決めておきます。 

各設備の衛生管理の方法を決め、手順書・作業書及び自主管理点検表等を作成します。衛生

管理の方法は公衆浴場における衛生等管理要領や本手引きのⅡ．一般衛生管理などを参考に

します。既に手順書・作業書が作成されている場合はその内容を確認し、必要に応じて修正し

ます。 

 

注１：レジオネラ属菌が増えやすい場所としては、貯湯槽、源泉槽、浴槽、ろ過器、配管、湯

口、シャワーヘッド、気泡発生装置（ジェットバス、ジャグジー、バイブラバス）、集

毛器、連通管、調節箱、熱交換器、オーバーフロー回収側溝、オーバーフロー管、オー

バーフロー回収槽、水位計などがあります。湯が滞留する場所や設備ではレジオネラ

属菌が増殖しますので、そのような場所の確認も行います。設置されているバルブや

弁の構造内に生物膜が形成されやすい材質が使用され、あるいは塩素剤が届きにくい

構造があるために生物膜の形成やレジオネラ属菌の増殖が起きることもあります。 

レジオネラ属菌が増えやすく、洗浄・消毒が難しい材質として木や岩があり、洗浄・

消毒が難しい場所・設備として、タイルの目地の破損部分、気泡発生装置、シャワー、

カランがあります。 

注２：感染の危険性がある設備は、入浴者がエアロゾルを吸い込みやすい場所として浴槽、エ

アロゾルを発生させる設備としてシャワー、カラン、気泡発生装置（ジェットバス、ジ

ャグジー、バイブラバス）、打たせ湯が挙げられます。エアロゾルは微細な粒子のこと

で、レジオネラ属菌を含むエアロゾルを吸い込むことで感染します。 
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３）レジオネラ属菌が増殖、拡散しうる設備・箇所の特定

：レジオネラ属菌の増殖 ：エアロゾルの発生

２）施設・設備の確認で作成した配管の簡略図を利用して、レジオネラ属菌が増殖する可能

性がある設備やエアロゾルが発生しやすい箇所を特定します。循環式浴槽の例を示していま

す。この図は１例ですので、設備の状況等に応じて適宜リスクのある場所を特定してください。
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この図はかけ流し式浴槽の例を示しています。
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４）重点的に衛生管理を実施する場所とモニタリング法の決定・確認 

 生物膜が形成されやすくレジオネラ属菌が増殖しやすい場所を特定しましたので、次に重

点的に衛生管理を実施する場所を決定し、あるいは既に実施している場所を確認します。消毒

剤の投入場所と方法、消毒剤の設定濃度（塩素消毒を行っている場合は塩素濃度）や設定水温

を決定あるいは確認します。注１,２） 

 レジオネラ属菌は施設の様々な場所で増殖する可能性があるため、高温による温度管理と

塩素系消毒剤の濃度管理を行う場所を重点的に管理する場所として、温度あるいは塩素濃度

を常時モニタリングします。それ以外のレジオネラ属菌が増殖する可能性がある設備や場所

は後述の一般衛生管理により生物膜の形成を防ぎ、あるいは生物膜を除去します。 

レジオネラ属菌の増殖と生物膜の形成を抑えるには、浴槽水や配管水の塩素系消毒剤での

消毒と貯湯槽等の高温の維持だけではなく、生物膜除去のための設備の洗浄と消毒が重要で

す。重点的に衛生管理を実施する場所を決定あるいは確認する際には、一般衛生管理業務につ

いて作業書等の内容を確認することも必要です。 

 消毒剤の設定濃度や貯湯槽の設定温度が維持されているかを確認するための測定方法と頻

度ならびに記録方法を決定し、あるいは既に実施している場合は手順書・作業書と記録簿等を

確認します。生物膜の形成状況を調べることもレジオネラ属菌の増殖を抑えるのに役立ちま

すので、生物膜形成のモニタリングの実施方法と頻度を決めます。注３） 

 通常の測定結果は測定担当者が担当責任者に毎日報告し、定期的にチームに報告すること

など、モニタリング結果の報告に仕方も決めておきます。 

 

注１：レジオネラ属菌を増やさない管理をするためには、塩素系消毒剤の濃度あるいは 60℃

以上（最大使用時でも 55℃以上）の温度（貯湯槽水の温度）が重点的に管理する項目と

なります。（泉質によってはpH5.0 未満の低pH もレジオネラ属菌の増殖を抑えますが、

pH3.0～5.0 では完全に死滅するわけではありません） 

注２：温度の測定はどこでどのように行うか、消毒剤の濃度はどこでどのように測定するかを

決め、あるいは既に実施している内容をその現場と手順書・作業書から確認します。 

注３：生物膜ができた状況の確認方法、設備の洗浄・消毒方法を決めて、手順書・作業書を作

成し、あるいは手順書・作業書があれば内容を確認します。生物膜を調べる方法の１つ

として、簡易測定装置を使った ATP 値の測定があります。生物膜の形成を調べる場所

として適しているのは、３）レジオネラ属菌が増殖、拡散しうる設備・箇所の特定の注

１にある貯湯槽、浴槽、配管内面、湯口、気泡発生装置、集毛器、連通管、調節箱、オ

ーバーフロー回収側溝、オーバーフロー管、オーバーフロー回収槽、水位計が挙げられ

ます。ATP 測定用キットの綿棒を用い、浴槽や貯湯槽の壁面や床などの広く平らな面で
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は 10 x 10 cm 程度を拭い、それ以外の場所では綿棒全体で可能な範囲の表面を拭い取

り、ATP 値を計測します。洗浄・消毒後に 1,000 RLU 以下となることが推奨されてい

ます。Ⅱ-５．浴槽 管理（37 ページ）を参照してください。 
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４）重点的に衛生管理を実施する場所とモニタリング法の決

定・確認

：塩素濃度測定 ：温度測定 ：目視観察（綿棒採取を含む）

各施設の状況に置合わせて重点的に管理する設備や箇所を決め、モニタリング方法を設定

します。モニタリング方法として測定方法と管理に必要な濃度や温度を設定します。循環式浴

槽でのモニタリングの例を示します。この図は１例ですので、設備の設置状況等に応じて適宜

設定してください。
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この図はかけ流し式浴槽のモニタリングの１例を示しています。
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５）設定値等を外れた際の対策の決定 

 ４）重点的に衛生管理を実施する場所とモニタリング法の決定・確認で決めた設定濃度や温

度から外れたとき、あるいは異常を発見したとき等に正常範囲に戻すための措置を可能な範

囲で決めておきます。さらに決まった内容は表形式に整理しておくと逸脱の発生時にすぐに

参照することができ、迅速に対応できます。重要なことは、決められた温度や濃度からの逸脱

の状態を記録するとともに、逸脱した原因を明らかにすることです。 

 施設においてレジオネラ属菌が検出された場合及びレジオネラ症の患者が発生した場合を

想定した対応と対策をここで決めておきます。さらに、レジオネラ症の患者が発生した場合を

想定した対応と対策もここで決めておきます。 

 

具体例１：循環式浴槽で浴槽水の遊離残留塩素濃度が 0.4 mg/L を下回っていた。 

  対応：原因究明を直ちに行い、対応措置を取ります。 

     ① 濃度が下回っていることを直ちに担当責任者に報告する。 

     ② 測定記録簿から、いつから濃度が不十分であるかを担当責任者と確認する。 

     ③ 測定方法や測定時の状況を担当責任者と確認する。 

④ 消毒装置を点検する。必要に応じて修理する。 

     ⑤ 必要に応じて高濃度塩素消毒を実施する。 

     ⑥ 必要に応じてレジオネラ属菌の検査を実施する。 

     ⑦ 対応内容を記録する。 

 

具体例２：貯湯槽水の温度が 45℃まで低下していた。 

  対応：原因究明を直ちに行い、貯湯槽水の温度を設定温度の 60℃に保ちます。 

     ① 温度が低下していたことを直ちに担当責任者に報告する。 

     ② 記録簿から、いつから温度が低下していたかを担当責任者と確認する。 

     ③ 温度計の故障の有無を担当責任者と確認する。 

     ④ 原因調査として加温装置を点検し、必要に応じて修理する。 

     ⑤ 2 日以上設定温度よりも低下していれば、高濃度塩素消毒を実施する。 

     ⑥ 浴槽水の遊離残留塩素濃度が 0.4 mg/L 以上であることを確認する。 

     ⑦ 対応の内容を記録する。 

 

具体例３：綿棒での採取によりシャワーヘッドの内部に生物膜の形成が観察された。 

  対応：シャワーヘッドとホースの高濃度塩素消毒を行い、通常の洗浄・消毒方法や頻度を

検討します。 
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     ① 生物膜が形成されていたことを直ちに担当責任者に報告する。 

     ② 必要に応じてレジオネラ属菌の増殖の有無を検査する。 

     ③ 高濃度塩素消毒・洗浄を直ちに実施する。 

     ④ 記録簿から、前回の観察までに生物膜が形成されていたか、及び洗浄・消毒の

実施状況を確認する。 

     ⑤ 通常の洗浄・消毒の方法と頻度を検討し、改善する。 

     ⑥ 対応の内容を記録する。 

 

具体例４：浴槽水の定期検査でレジオネラ属菌が検出された。 

  対応：直ちに健康被害の確認と保健所等への連絡を行い、対応措置を取って原因究明を行

います 。 

① レジオネラ属菌が検出されたことを直ちに担当責任者及びチームリーダーに

報告する。 

② 保健所に連絡し、その指示に従う。 

③ 上流へのさかのぼり検査により問題点を明確になる可能性があるため、補給湯

（浴槽への注ぎ湯など）や水（加水している場合）等の検査を実施していない

水の検査を必要に応じて専門業者を交えて行う。 

④ 採水後、直ちに高濃度塩素等により消毒する。 

⑤ 消毒後、再度検査を行い、レジオネラ属菌が検出されないことを確認する。 

  レジオネラ属菌が再検出される場合は専門業者に依頼するなどして不検出と

ならない原因を調査することを検討する。 

⑥ 洗浄・消毒方法の見直し、浴槽水等の設定塩素濃度の確認、浴槽壁等の損傷の

有無の確認、露天風呂等でのレジオネラ属菌混入の可能性の確認、付帯設備の

確認、記録簿による塩素濃度の確認、消毒装置の点検などにより原因の究明を

行い、衛生管理の問題点を明らかにして、改善する。 

⑦ 営業の自粛や結果の公表を検討し、実施する。 

⑧ 対応の内容を記録する。 

 

具体例５：施設利用者からレジオネラ症患者が発生した。 

  対応：施設利用者にレジオネラ症患者あるいはその疑いがある患者が発生した場合、次の

点に注意して対応します。 

     ① 利用者からの連絡により患者発生を探知した場合は施設責任者に伝えるとと

もに、直ちに保健所に連絡する。 

     ② 保健所から患者発生の連絡を受けた場合は、直ちに施設責任者に報告するとと
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もに保健所の指示に従う。 

     ③ 施設内で協議し、あるいは保健所の指示に従って施設の利用を直ちに中止する。 

     ④ 消毒や洗浄は行わず、施設の現状を保持する。 

     ⑤ 施設が原因であることが確定した場合は、事実を公表する。 

     ⑥ 記録簿等から衛生管理状況を確認する。 

     ⑦ レジオネラ属菌の増殖の原因を探り、衛生管理の問題点を見出す。 

     ⑧ 衛生管理の方法を改善する。 

     ⑨ 対応の内容を記録する。 
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５）設定値等を外れた際の対策の決定

貯湯槽水の温度や浴槽水の遊離残留塩素濃度などの予め設定した温度や濃度（基準値）から

逸脱した場合、あるいは生物膜が形成された、レジオネラ属菌の増殖が明らかになった場合等

の逸脱が発生した場合の措置を決めておきます。対応の流れの概要の例を図に示します。
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６）総合衛生管理プログラムの運用状況と効果の確認方法の決定 

 総合衛生管理プログラムの運用状況とその効果をチームにより評価・確認する必要があり

ます。そのための検討会の開催方法、内容、時期や開催頻度などを決めておきます。 

決められたとおりに日常の衛生管理を行い、レジオネラ属菌が増殖していないことを確認

することで管理が適切に行われているかどうかを評価することが重要です。その評価のため

に、一般衛生管理が手順書・作業書で決められたとおりに行われているか、消毒剤の濃度や貯

湯槽等のモニタリングが正しく行われているか、異常等の発生の報告が漏れていないかとい

ったことを確認する方法と頻度を決めておきます。注１） 必要に応じてモニタリングの現場で

の実施状況や記録の確認も行いますので、その方法と頻度も決めます。 

衛生管理の進め方が妥当であるかどうかを検証するために、レジオネラ属菌の検査を行い

ます。注２） 実施する場所と頻度、検査の依頼先等を決め、さらに検査結果をどのように評価

するかということも決めておきます。 

生物膜の形成状態を確認することも、衛生管理が適切に行われているかどうかの評価に役

立ちます。注３） 生物膜形成のモニタリング記録の確認方法を決めておきます。 

 各チームメンバーは、各担当・部門で行われた衛生管理に関する話し合いあるいは報告の内

容を一般衛生管理や総合衛生管理プログラムの評価や改善に活用します。（Ⅰ-２．計画(Plan)：

総合衛生管理プログラムの作成 １）チームの編成の項の注４を参照） 

 入浴者からの意見や苦情の有無、その内容等も総合衛生管理プログラムの効果を確認・検証

するための重要な情報となります。こうした情報はチームメンバーから得られます。 

 

注１：モニタリングの対象である遊離残留塩素濃度の測定に使用するキットや温度計等の測

定器の信頼性を検証するための方法を定めておきます。必要に応じてメーカーなどに相

談することもあるため、手順書・作業書に連絡先等を記載しておきます。 

注２：レジオネラ属菌の検査は、毎日完全換水している入浴施設では 1 年に 1 回以上、連日

使用している入浴施設では 1 年に 2 回以上（浴槽水の消毒が塩素消毒でない場合、1 年

に 4 回以上）実施することが公衆浴場における衛生等管理要領で定められています。一

般衛生管理のⅡ-５．浴槽 ２）浴槽水 （１）水質検査を参照してください。 

注３：通常の衛生管理で生物膜の形成状態を ATP 値で調べることで、その数値から評価する

ことができます。４）重点的に衛生管理を実施する場所とモニタリング法の決定・確認

の項の注３を参照してください。 
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６）総合衛生管理プログラムの運用状況と効果の確認方法の

決定

・レジオネラ属菌の検体採取場所、検査頻度、検査依頼先等の決定

・レジオネラ属菌の増殖の有無の確認の方法

・チームによる検討会の開催方法、頻度等を決定

・一般衛生管理が手順書・作業書どおりに行われているかの確認の方法

・モニタリングの適切な実施の確認の方法

・各担当・部門からの意見、要望、報告の持ち寄りかたの確認

・入浴者からの意見や苦情の有無の確認の方法

・検討結果や評価の還元の仕方の決定

チームは検討会を開いて、総合衛生管理プログラムの運用状況を確認するとともに、総合衛

生管理プログラムの効果を判定・評価します。６）総合衛生管理プログラムの運用状況と効果

の確認方法の決定では、総合衛生管理プログラムの効果判定のためのレジオネラ属菌検査の

方法と頻度を決めるとともに、検討会の開催方法と開催頻度や上に示すような検討会での検

討内容を決めておきます。
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７）総合衛生管理プログラムの運用計画の作成 

 ６）総合衛生管理プログラムの運用状況と効果の確認方法の決定まで検討することで総合

衛生管理プログラムの進め方が決まります。そこで、総合衛生管理プログラムを運用するため

の計画を作成します。 

 計画には総合衛生管理プログラムを導入する理由などに基づいて設定した目標を盛り込み

ます。既に目標が設定されていれば、それを確認します。 

 以下の内容を文書化して総合衛生管理プログラムの運用計画を作成します。 

  ・総合衛生管理プログラムの目標 

・チームメンバー（氏名、部署、連絡先、チームでの担当等） 

・チームによる会合や検討会の開催頻度、開催方法 

・施設の概要（施設が複数ある場合の場所、築年数、施設・設備の劣化状況、補修状況、

入浴者数等） 

・入浴設備関連の概要（配管図、流れ図、浴槽数等） 

・レジオネラ属菌が増殖・拡散しうる設備・箇所、エアロゾルが発生しやすい設備等 

・重点的に衛生管理を実施する箇所 

・モニタリング方法と基準（設定値） 

・設定値等を外れた際の対策 

・総合衛生管理プログラムの運用状況の確認手順 

・レジオネラ属菌検査を含む水質検査実施のスケジュール、実施方法、実施検査機関等 

・総合衛生管理プログラムの判定・評価の手順と評価に基づく総合衛生管理プログラム等

の修正・改善 

・スタッフの衛生教育の必要性と衛生教育の実施計画 

・総合衛生管理プログラムの計画の見直し 
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Ⅰ-３．実行(Do)：総合衛生管理プログラムの実施 

 実行(Do)の段階として、一般衛生管理業務及び４）重点的に衛生管理を実施する場所とモ

ニタリング法の決定・確認で決めたモニタリングを手順書・作業書に従って行い、施設の衛生

管理を実施します。さらに６）総合衛生管理プログラムの運用状況と効果の確認方法の決定で

決めた方法と頻度でレジオネラ属菌増殖の有無の検査を実施します。 

 

 

Ⅰ-４．評価(Check)：総合衛生管理プログラムの判定・評価 

 評価(Check)の段階として、総合衛生管理プログラムの導入後に、決められた頻度でチーム

メンバーによるプログラムの運用状況の確認や情報交換のための会合を例えば月に１～２回

開催したり、プログラムの判定・評価の検討会を年１～２回開催するなど、それぞれの施設の

状況に合わせて開催し、その中で総合衛生管理プログラムの効果の判定や評価を行います。 

総合衛生管理プログラムを評価するために、レジオネラ属菌検査の結果や生物膜形成モニ

タリング、消毒剤の濃度や貯湯槽の温度のモニタリング結果の確認を行います。レジオネラ属

菌が検出された場合や生物膜の形成が観察された場合は原因の究明を徹底的に行い、明らか

になった原因の確認とその対処の妥当性の検討、一般衛生管理の内容や重点管理箇所あるい

はモニタリング方法の見直しと変更・改善の検討と決定を行います。 

 レジオネラ属菌が検出されず生物膜形成も観察されず、設定値の逸脱もない場合は、既定の

管理を継続することを確認します。ただし、新しい消毒法や貯湯技術、洗浄技術などの新しい

情報を常に収集し、必要に応じてプログラムの改善や一般衛生管理の手法の刷新を行うこと

も重要です。 

 モニタリングの対象としている消毒剤の濃度や貯湯槽等の温度が規定値から逸脱した例が

ある場合は逸脱の原因を確認し、実施された対策や解決方法の妥当性を話し合い、必要に応じ

て逸脱した際の対策を変更します。 

 総合衛生管理プログラムの評価の際には、一般衛生管理やモニタリングが手順書・作業書ど

おりに行われているかを現場の作業や日誌等の記録から確認することも重要です。手順書・作

業書に不備がある場合や手順書・作業書に従った作業が行われていない場合はその原因を明

らかにし、手順書・作業書の修正、あるいは作業の見直しと修正を行います。 

 会合や検討会で確認、検討・決定した具体的な内容（開催日時・場所、出席者、議題、協議・

決定内容など）はすべて記録して残します。 
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Ⅰ-５．改善(Action)：判定・評価に基づく総合衛生管理プログラムの修正・改

善 

評価(Check)の段階において行った判定・評価に基づく検討や決定を受けて、改善(Action)

の段階として手順書・作業書の修正も含め、総合衛生管理プログラムの必要な修正並びに必要

に応じて一般衛生管理の実施内容の修正を行います。 

 チームによる会合や検討会では、施設・設備の変更（改修・改築、入れ替え、修理・修繕な

ど）があれば内容を確認し、それに伴って重点的に衛生管理を実施する場所の見直しや変更、

モニタリング方法の変更を検討し、決定します。 

 施設によってはチームメンバーが異動することなどによる変更がありますので、メンバー

の交代などの確認を行います。 

 チームには幅広い部署からのメンバーが参加しますので、入浴客からのクレームや評判、衛

生管理に関連する経費、安心安全な入浴施設を提供することの営業上のメリット、洗浄や消毒

実施時の工夫など、それぞれの部署からの情報の交換を行い、様々な観点から衛生管理を考察

し、総合衛生管理プログラムと一般衛生管理を進めることが重要です。チームメンバーが持ち

寄った各担当・部門で話し合われたあるいは報告された内容を検討し、プログラムの運用やモ

ニタリングの実施、一般衛生管理業務の修正・改善に活かします。話し合った内容や修正・改

善した内容を記録に残します。注）  

 チームの活動内容はその都度記録として残し、その後のプログラムの運用に活用します。 

 

注：各担当・部門において衛生管理に関する話し合いや報告を行うとともに、定期的にチーム

による検討会を開催することで、各スタッフの役割の確認や衛生管理の状況に関する情報の

共有を行い、衛生管理が適切に行われていることを確認することができます。チームに参加し

て衛生管理に関する業務の改善や効率化を提案し、それが実践され、レジオネラ属菌が検出さ

れない安全な状態を維持することを評価されることがモチベーションの維持にも役立ちます。 

 

 

 

Ⅰ-６．総合衛生管理プログラムの運用計画の修正 

 改善(Action)の段階で総合衛生管理プログラムや一般衛生管理等の内容を修正・改善しまし

たので、計画(Plan)の段階に戻って総合衛生管理プログラムの運用計画を見直して修正します。

引き続いて新しい計画に従ってプログラムを運用します。評価(Check)の段階においてプログ

ラムの効果の判定・評価を行った結果、修正・改善の必要がない場合はこれまでの総合衛生管

理プログラムの運用を続けます。 
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定期的に総合衛生管理プログラムの効果の判定・評価を行い、その結果に基づいて総合衛生

管理プログラムを修正・改善し、衛生管理の状態を維持・向上することにより、安心・安全な

入浴施設を提供することが重要です。 

 

 

参考資料 
 

１）Centers for disease control and prevention: Developing a water management program to 

reduce Legionella growth & spread in buildings. A practical guide to implementing industry 

standards. pp31, 2017.  https://www.cdc.gov/legionella/wmp/toolkit/index.html 

 

２）平成 18 年度厚生労働科学研究費補助金健康総合科学研究事業 HACCP システムの導入

を伴う循環式浴槽の管理について 循環式浴槽における浴用水の浄化・消毒方法の最適化に

関する研究 総合研究報告書  
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Ⅱ．一般衛生管理

一般衛生管理のパートでは公衆浴場の衛生等管理要領、循環式浴槽におけるレジオネラ症

防止対策マニュアル及びレジオネラ症を予防するために必要な措置に関する技術上の指針の

内容を補足・解説するとともに、具体的な管理方法等を紹介しています。

入浴施設の状況は規模、設置設備、原湯・原水の種類などにより様々です。そのため、ここ

で示している具体的な管理方法がすべての入浴施設に適用できるわけではなりません。入浴

施設におけるレジオネラ対策のための衛生管理の参考にしてください。

Ⅱ １．全般

施設の各設備の洗浄方法並びに消毒方法等の具体的な手順、頻度、ポイントを定め、作業書・

手順書を作成し、これに従って作業を行います。

浴槽の設備の概要の例を以下に示します。

この図は水道水または井水を原水とする循環式浴槽施設の概要の例です。

：仕切弁 ：ポンプ：仕切弁 ：ポンプ
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この図は温泉を原水とする循環式浴槽施設の概要の例です。点線は設置している場合とな

い場合があることを示しています。

この図はかけ流し温泉施設の概要の例です。
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Ⅱ ２．貯湯槽

構造

現行の公衆浴場における衛生等管理要領では貯湯槽は通常の使用状態において、湯の補給

口、底部等に至るまで 60℃以上に保ち、かつ、最大使用時においても 55℃以上に保つ能力を

有する加温装置を設置すること。それにより難い場合には、レジオネラ属菌が繁殖しないよう

に貯湯槽水の消毒設備が備えられていること。貯湯槽は完全に排水できる構造とすることと

しています。

貯湯槽には密閉式と開放式があります。密閉式貯湯槽は容器が密閉されて常に湯で満たさ

れています。開放式貯湯槽は槽の上部に開口部があり槽内に空気が出入りする構造になって

います。
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貯湯槽（源泉槽を含む）は浴槽までの配管が短くなるよう、できるだけ浴槽に近接して設置

することが推奨されます。また、水抜管を槽底の最低部に取り付けるなどにより、完全に排水

できる構造とします。これにより内部の洗浄を確実に行うことができます。 

いずれのタイプの貯湯槽でも貯留する原湯はいつも 60℃以上に保ち、最大使用時であって

も末端給水栓で 55℃以上に保つことができるように加温装置を設置します。シャワー・湯栓

（カラン）にも湯を供給する給湯系では補給配管から返湯管を設け、生物膜の形成を防ぐため

に系全体が 60℃以上に保たれることが推奨されます。 

貯湯槽水を 60℃以上に保つことができず、レジオネラ属菌が増殖する危険性がある場合は、

必要に応じて消毒装置を設置して遊離残留塩素濃度を 0.4 mg/L 以上に保って貯湯槽水を消毒

し、レジオネラ属菌が増えないようにします。消毒装置を設置しない場合は、一定時間ごとに

所要量の塩素注入を行って遊離残留塩素濃度を保ちます。 

設置例は少ないが、水道水や井水を原水とする開放式貯湯槽では水は給水用配管から供給

され、加熱用配管から加熱器（ボイラー）を循環して加熱した温水が戻り、貯湯水を 60℃以

上に保ちます。循環ポンプを設置する、湯が滞留しないように給水用・加熱用・返湯用配管を

設置するといった構造にして、貯湯水の温度を均一にすることが推奨されます。 

水道水や井水を 60℃以上に加熱して保つ密閉式貯湯槽では、温度の上昇により水は膨張し

て内部の圧が上がるので、圧力の上昇を防ぐために逃し管（または膨張管）あるいは逃し弁や

密閉式膨張水槽を設置します。 

 

管理 

 一般的管理として、外観での異常の確認（損傷、錆、腐食、漏れ等の有無）と温度計や圧力

計の性能の確認などを定期的に行います。 

貯湯槽の清掃方法は、現行の建築物環境衛生維持管理要領に準じて実施します。洗浄はブラ

ッシングにより生物膜を取り除き、次亜塩素酸ナトリウム溶液等を用いて消毒します。高圧洗

浄では生物膜が残ることがあるので、洗浄後に徹底した消毒により生物膜を取り除きます。作

業時にエアロゾルを吸い込まないための適したマスクの着用、換気の徹底、複数人による作業

などに留意します。洗浄・消毒は上記の密閉式貯湯槽と同様にブラッシングで生物膜を取り除

き、次亜塩素酸ナトリウム等で消毒します。 

 

１）密閉式貯湯槽 

 密閉式貯湯槽の管理方法として、60℃以上を保つことで生物膜形成やレジオネラ属菌の増

殖を防ぎます。1 年に 1 回以上完全に排水し、マンホールを開けて内部の付着物を取り除きま

す。 

 貯湯槽の底部は低温になりやすいので、温度が下がらないように管理する必要があります。
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逃し管は長さが長いうえに末端が開放されているので、温度が下がりレジオネラ属菌が増え

るリスクがあります。逃し弁は温度が下がりやすいために弁の内部に生物膜が形成されてレ

ジオネラ属菌が増殖することがあります。貯湯槽内を 60℃以上に常時保つとともに、定期点

検時に生物膜が形成されていないかを確認し、洗浄・消毒することが推奨されます。

２）源泉槽や開放式貯湯槽

貯湯槽の湯の補給口から底に至るまでを 60℃以上に保つようにします。 ℃以上に加温せ

ず、 ℃前後の水温で保つ場合は消毒剤を注入して生物膜が形成されないようにします。いず

れの場合でも、水面と空気の境界あたりに生物膜が形成されやすいため、注意が必要です。槽

内側の壁面等に生物膜ができていないかを目視、布や脱脂綿等によるふき取り、手触りやぬめ

りの有無などで観察し、少なくとも年 回は貯湯槽水を完全に排水して、内部の洗浄と消毒

を行います。

定期的に設備の破損等の確認や温度計の性能確認を行います。また、通気管やオーバーフロ

ー管の防虫網が破損するなどしていないか、マンホールの蓋がきちんと閉まっているかなど

を月に 回など定期的に確認します。

貯湯槽の底部は湯が停滞しやすく、上部よりも低温になったり、ごみが蓄積しやすいので、

ドレインから底部の湯を排水したり、撹拌により槽内で湯を均等にすることが推奨されます。

（前項：構造を参照してください）

管理方法の事例紹介

消毒剤の注入方法によっては消毒剤が不均一に分布することがあります。次の２図では消

毒剤の分布が不均一になりやすい例と、貯湯槽に消毒剤を投入する場合の改善例を示します。

滴下注入するだけでは消毒剤が均等に分布せず、滞留により濃度が低下することがあります

が、撹拌することにより均等にすることができます。
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万遍なく消毒剤を分布させる注入方法の 例を示します。

自動塩素濃度計を設置することで管理が容易になります。

Ⅱ ３．補給配管

構造

浴槽に補給する原湯や原水は浴槽水面よりも上から注ぎ込むようにし、給湯配管あるいは

給水配管を循環配管に接続するのは適切ではありません。循環配管ではレジオネラ属菌やそ

の他の菌が増殖する可能性があり、そうした細菌が逆流して給湯・給水配管に入ることを防ぐ

ためです。

60℃以上の湯を貯めた貯湯槽から各施設への配湯管は、高温でも劣化せず、かつ配管内の湯

の温度が下がりにくい材質のもの（耐熱性硬質ポリ塩化ビニル管など）を使用することが推奨

されます。

管理

生物膜を除去するため、貯湯槽の清掃に併せて定期的に配管洗浄を行うことが望まれます。

管理方法の事例紹介

通常、温泉水の補給配管は往きのみであるため、返泉管を設けて洗浄時に洗浄液を循環させ

て管内を洗浄する例を示します。返泉管は使用しないときは中を空にしておきます。
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貯湯槽に薬剤を投入し、ポンプによる循環洗浄を行います。

バルブ①は常時：開、洗浄時：閉→開 バルブ②は常時：閉、洗浄時：開

Ⅱ ４．湯口

構造

現行の公衆浴場における衛生等管理要領では、浴槽における原水又は原湯の注入口は、循環

配管に接続せず、浴槽水面上部から浴槽に落とし込む構造とすること。さらに循環してろ過さ

れた湯水は浴槽の底部に近い部分から補給される構造とし、当該湯水の誤飲及びエアロゾル

の発生を防止することとしています。

湯口を水面よりも上に設置することで浴槽水が湯口から逆流することを防ぎます。また、循

環水はレジオネラ属菌に汚染される危険性があるため、循環水が湯口から出ることがないよ

うにすることでレジオネラ症患者の発生を防ぎます 注）。

注：循環水を湯口から注入している浴槽では、ろ過器と循環配管の徹底した管理が必要です。

例えば、ろ過器を毎日逆洗浄し、その都度ろ過器と循環配管を消毒します。また、エアロ

ゾルが発生しにくい構造とし、誤飲を防ぐ表示をします。

管理方法の事例紹介

原湯を水等で希釈して浴槽に供給する場合はできるだけ湯口の

直近で混合し、レジオネラ属菌が増殖しやすい温度領域を短くす

るようにします。

温泉水に水道水等を混合して湯口から浴槽に注ぐ場合は、水道

水に温泉水が混入しないようにするために配管は繋がず、右図の
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ように湯口内に別々の配管とし、水道水を上流側にします。内部は上蓋を外して洗浄・消毒し

ます。

管理

湯口はレジオネラ属菌が増殖可能な温度となる場合が多いため、定期的にブラシを使って

洗浄して塩素系消毒剤で消毒することが生物膜やレジオネラ属菌を除くのに有効です。上蓋

を開ける構造であれば内部を容易に洗浄・消毒することができます。

管理方法の事例紹介

湯口の内部に湯水が溜まる構造になっているとレジオネラ属菌が増殖しやすくなるため、

参考となる湯口の改善例を示します。①の構造が望ましいですが、②のように排水共栓を設け

る場合は共栓部分の配管を頻繁に塩素等で消毒します。
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Ⅱ ５．浴槽

構造

現行の公衆浴場における衛生等管理要領では、循環してろ過された湯水は浴槽の底部に近

い部分から補給される構造とし、当該湯水の誤飲及びエアロゾルの発生を防止すること。さら

に、内湯と露天風呂の間は、配管等を通じて、露天風呂の湯が内湯に混じることのない構造で

あることとしています。

循環式浴槽では、循環水の吐出口を浴槽の底部に近い部分に設置することで循環水からの

エアロゾルの発生を防ぎます。また、露天風呂は土ぼこりが入りやすく、レジオネラ属菌の増

殖の危険性が高いので、内湯と露天風呂を配管で接続しないことで配管を通じて露天風呂の

湯が内湯に混じることを防ぎます。

浴槽内に開口している吸水口、吐出口、排水口、水位計配管等を把握し、使用していない開

口穴は物理的に塞ぐことが重要です。廃止した気泡発生装置等がそのまま放置され、そこに蓄

積した生物膜が原因となったレジオネラ検出例が多くみられます。

浴槽の表面はタイルの他に岩、生木等の様々な材料で作られています。岩や生木等の表面が

凸凹した素材や構造は洗浄・消毒が難しく、生物膜の形成やレジオネラ属菌の増殖が起きやす

いため、表面が滑らかな素材を使用すれば管理が容易になります。

循環式浴槽の基本的な構造を示します。

設置に関する事例紹介

新たに浴槽を設置する場合には、循環水が浴槽内で部分的に滞留して消毒剤の濃度が低下

することがないように浴槽水の流れを考慮して吐出口と吸水口を配置することがレジオネラ

対策になります。浴槽の吸水口と吐出口の配置の例（平面図）を以下に示します。この例では
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吸水口と吐出口を浴槽の床面に設置しています。吐出口から補給された循環水が浴槽内で滞

留しないように吐出口と吸水口を配置します。設置数は浴槽の容量、ろ過器の能力、入浴客に

よる吸水の妨害の有無などにより増減します。

管理

１）浴槽

現行の公衆浴場の衛生等管理要領では、浴槽の湯を適温に保ち常に満水状態とし、溢水によ

り浮遊物の除去に努めます。また、露天風呂では周囲に植栽がある場合に浴槽に土が入らない

ように注意する必要があります。さらに、毎日完全に換水して浴槽を清掃する。毎日換水する

ことができない場合は、週に 回以上、完全に排水して清掃するとしています。
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洗浄するだけでは生物膜を取りきれませんので、必ず消毒も行います。循環式浴槽では浴槽

とろ過器及び循環配管を同時に洗浄・消毒しますので、消毒方法の例をⅡ-６．循環配管の項

で示します。 

気泡発生装置、ジェット噴射装置等を使用している浴槽や、塩素系薬剤が使用できない場合

は、毎日完全に換水して浴槽や配管等を十分に洗浄・消毒を行い、生物膜の形成を防止する必

要があります。塩素系薬剤が使用できない場合としては、低 pH の泉質で有毒ガスが発生する

場合、有機質を多く含む泉質で消毒効果が得られない場合、かけ流しで浴槽容量に比べて原湯

の流量が多く遊離残留塩素濃度の維持が困難な場合などが挙げられます。 

日常の洗浄で浴槽壁等に発生した生物膜を取り除くには、調査した範囲では洗浄剤を用い

てブラシ洗浄（ブラッシング：ブラシやたわしによる洗浄）するのが最も効果的であったとの

研究報告がありますが、ブラシ洗浄や高圧洗浄の方法ややり方によっては生物膜を十分に除

去できない場合があります。ぬめりの有無や ATP 簡易測定により生物膜の除去を確認するこ

とが推奨されます。さらに、洗浄後に塩素系消毒剤等を用いて消毒することが推奨されていま

す。消毒剤の濃度はⅡ-６．循環配管の項の注を参照してください。 

 現行の循環式浴槽におけるレジオネラ症防止対策マニュアルでは、浴槽の清掃・消毒の効果

を確認する方法として ATP 拭き取り検査を紹介していますので、ここに引用します。 

 Q：浴槽の清掃・消毒の効果を確認する方法はありますか。 

 Ａ：ATP 拭き取り検査を行うことにより、浴槽壁等の生物膜の残存量を現場で迅速に確認

できます。厚生労働科学研究により、浴槽壁等の 10cm 四方を専用綿棒で拭き取った時

の清浄度基準値（1,000 RLU） が提案されており、この値以上であれば拭き取り試料中

のレジオネラの検出率が有意に増加します。この方法を利用すると、汚染場所が特定で

き、洗浄効果が確認できるため、洗浄方法の最適化が可能となります。ちなみに、高圧

洗浄に頼るよりもブラシ主体の洗浄が効果的で、さらにブラシ後の高濃度塩素消毒が有

効であり、目地は洗浄しにくいというデータが得られています。 

 

注１：ブラシ洗浄や高圧洗浄によりエアロゾルが発生するため、作業者はマスクやゴーグル等

を装着するなどの対策が必要です。 

注２：ヒノキ風呂等の生木を用いた浴槽は消毒剤により変色等が起きるので注意が必要です。

また、洗浄にブラシを使うと表面が粗くなりやすいため、スポンジや布を使って洗浄す

る施設もあります。ヒノキ風呂等は、洗浄・消毒後の乾燥が菌の抑制に有効です。 

 

 タイルや岩等あるいはヒノキ等の生木で作られた浴槽は施工時にあるいは経年劣化により

タイルや岩等の裏側に鬆（す：空間）が生じたり、隙間ができることがあります。そこには浴

槽水が死に水となって滞留し、消毒剤が届きにくいために生物膜が形成され、レジオネラ属菌
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が増殖しやすくなります。そこで、鬆の有無を確認し、発見された場合には施工のやり直しな

どの措置が必要となります。タイルの浮きや割れ、目地の落ちや割れ、木部の腐れなどを毎日

目視等で確認し、打診棒による確認は施工終了時及び年に１回程度行います。 

 

 

   浴槽の断面                 鬆の確認方法 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

２）浴槽水 

浴槽水の消毒は、浴槽水中の遊離残留塩素濃度を 0.4 mg/L 程度を維持し、1 mg/L を超え

ないようにし、モノクロラミンで行う場合は、結合残留塩素濃度 3 mg/L 程度を維持するとさ

れています（公衆浴場の衛生等管理要領）。 

遊離残留塩素濃度の測定方法には、比色法（DPD 法）や吸光光度法、電流法などがありま

す。一般には、比色法や DPD 法を用いた携帯型の簡易測定器が用いられています。モノクロ

ラミンを使用している場合は結合残留塩素濃度を測定します。 

浴槽水の塩素濃度の測定頻度は、浴槽水の循環の頻度、溢水や加水の状況、入浴者数等を勘

案して決める必要があります。消毒剤の濃度は、個々の施設で決めた頻度で測定・記録し、測

定結果は検査の日から３年間保管します。 

 

（１）水質検査 

ろ過器を使用していない浴槽水や毎日換水している浴槽水は 1 年に 1 回以上、ろ過器と循

環設備を使用している浴槽水は 1 年に 2 回以上、浴槽水の消毒が塩素消毒でない場合は１年

に４回以上、水質検査を行うことが公衆浴場の衛生等管理要領に記載されています。衛生管理

が適切に行われていることを評価するためには、1 例として 2 か月に 1 回実施するなど、水質

検査の頻度を増やすことを検討することが重要です。また、循環式浴槽や循環配管を新設・更

新した際には水質検査の実施頻度を増やし（1 例として 1 か月以内に 3 回）、管理状態の確認

鬆があると死水エリアになり、レ
ジオネラ属菌が増殖しやすい 

打診棒でタイルをたたき、鬆の有
無を確認する 
鬆が確認されたら、施工し直す 
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を行うことが推奨されます。水質検査の結果は検査の日から 年間保管しておかなければな

りません。なお、水質検査は、精度管理を行っている検査機関に依頼することが望まれます。

水質基準

・濁度は 度以下であること。

・有機物（全有機炭素 の量）は 以下、又は、過マンガン酸カリウム消費量は

以下であること。注）

・大腸菌群は 個 以下であること。

・レジオネラ属菌は検出されないこと（ 未満）。

注：消毒剤として塩素化イソシアヌル酸またはその塩を使用している場合、有機物は全有機炭

素（ ）量ではなく、過マンガン酸カリウム消費量を測定します。全有機炭素（ ）

は、塩素化イソシアヌル酸またはその塩由来の炭素も合わせて有機物量として測定するた

め、測定値が有機物汚れの有機物量よりも高くなることがわかっています。

（２）遊離残留塩素濃度の測定

水質基準のための水質検査とは別に、浴槽水の遊離残留塩素濃度を頻繁に（ 時間毎、ある

いは 時間毎など）測定する必要があります。塩素系消毒剤の注入、遊離残留塩素の消失、溢

水や加水、入浴者数などの要因により濃度が容易に変化します。基準値を下回ると生物膜が形

成され、レジオネラ属菌が増殖する可能性がありますので、頻繁に濃度を測定して低ければ上

げるようにする必要があります。濃度が低い状態が頻繁に発生すると徐々に生物膜が形成さ

れ、その除去に余計な作業や経費が発生する可能性があります。測定方法や採水場所、採水方

法、測定頻度などを細かく定めた作業書・手順書を作成し、それを守ることが非常に重要です。

遊離残留塩素濃度の測定法の つである 法では、遊離塩素と結合塩素のどちらでも

発色しますが、遊離塩素では早く発色し、結合塩素は遅れて発色します。特に塩素と浴槽水等

に含まれるアンモニア態窒素の反応に

より生成される結合塩素の濃度が高い

場合は、右図のように試薬添加後の時

間経過とともに色調が変化し、見かけ

の測定値が上昇します。そのため、遊離

残留塩素濃度を正しく測定するには取

扱説明書を熟読し、 試薬を試料に

添加してから測定までの時間を厳守す

る必要があります。下図では添加 秒

以内の測定値が正しい濃度になります。
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 DPD 法の発色を利用した目視による測定は、明確に比色ができる測定に適した明るい場所

で行うことも重要です。また、吸光光度計で測定する場合は DPD 試薬を添加する前に検水の

ゼロ調整を必ず行います。 

 温泉水の泉質（成分、濁質、色など）によっては、いずれの測定法であっても正しく測定で

きない場合があるので、注意が必要です。取扱説明書に従って使用し、必要に応じてメーカー

等に問い合わせてください。 

 

 

Ⅱ-６．循環配管 

構造 

現行の公衆浴場の衛生等管理要領では循環してろ過された湯水は浴槽の底部に近い部分か

ら補給されるようにし、また配管内の浴槽水が完全に排水できるような構造とすること、さら

に図面等により、配管の状況を正確に把握し、不要な配管を除去することとしています。 

補給配管の項で説明しているように、逆流並びに汚染防止のために、循環配管に給湯配管あ

るいは給水配管を直接接続しないこととされています。循環配管及びそれに接続されている

ろ過器は、レジオネラ属菌が増殖する可能性が他の設備よりも高いため、汚染菌が給湯配管や

給水配管に逆流して汚染しないようにします。 

 

管理方法の事例紹介 

配管内部の面積は非常に大きく、生物膜が形成されてレジオネラ属菌が増殖する可能性が

とても大きいとされています。そのため、配管の状況を正確に把握して、不要な配管があれば

取り除くようにします。また、配管内部を確実に消毒できるようにするために、配管内の浴槽

水が完全に排水できるように配管し、滞留箇所（次頁の図の U 字型の配管など）には排水弁

を設けて滞留水を排水できるようにすることが推奨されます。ただし、浴槽からのろ過戻り管

は浴槽水の汚れが溜まりやすいため、滞留箇所を作ることは推奨できません。次図の A に透

明塩ビ管を設置し、抜管を可能にしておくと生物膜やスケールの拭き取り検査が可能になり

ます。 

 

管理 

現行の公衆浴場の衛生等管理要領では１週間に１回以上、ろ過器を十分に逆洗浄して汚れ

を排出するとともに、ろ過器及び循環配管について、適切な方法で生物膜を除去、消毒するこ

ととしています。そこで、1 週間に 1 回以上（毎日が推奨されます）、決められた配管洗浄・

消毒を行って配管内部の生物膜を取り除きます。配管洗浄・消毒は循環配管と浴槽の材質、腐 
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水を循環可能な水位まで減らし、循環配管などの材質の腐食を考慮して５～ の遊離

残留塩素濃度 注）で数時間循環させた後、必要に応じてチオ硫酸ナトリウムで遊離残留塩素濃

度を下げて排水します。この操作を換水の都度行うことで、循環配管への生物膜の蓄積を防止

することができます。循環配管洗浄の際は、水位計配管や連通管も同時に行うようにしてくだ

さい。詳細はⅡ １２．水位計及び水位計配管及びⅡ １３．連通管の項を参照ください。

注：現行の循環式浴槽におけるレジオネラ症防止対策マニュアルでは高濃度塩素消毒を ～

で行うことを推奨していますが、汚染の状況によってあるいは循環時間を短くし

たい場合は ～ 、場合によっては での消毒が行われることがありま

す。この場合は、金属の腐食に十分留意して実施する必要があります。特にステンレス

製の熱交換器には塩素濃度と時間を配慮する必要があります。

高濃度のモノクロラミンで消毒する場合は濃度を 以上として、 時間以上

循環した後に中和して排水することが報告されています。（厚生労働研究費補助金健康

安全危機管理対策総合研究事業 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 平成 ～ 年度総合研究報告書 種々の温泉

水におけるモノクロラミン消毒効果と高濃度洗浄の検証）

管理方法の事例紹介

ろ過器と循環配管の日常の高濃度塩素消毒の操作の 例を紹介します。これは日常の残留

塩素濃度の常時維持と週に 回以上の高濃度塩素洗浄を行って生物膜の形成を防ぐことを基

本にしています。日常的な高濃度塩素による洗浄を行わずに１年に数回の生物膜を除去する

ための大がかりな洗浄を行うやり方では、生物膜が形成されてレジオネラ属菌が増殖する危
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険性があります。これを防ぐために日ごろから生物膜を生成させない維持管理が求められま

す。これを行うことで 1 年に数回行う大がかりな生物膜を除去するための洗浄の回数を減ら

すことが可能です。ただし、温泉水などで無機質のスラッジやスケールが生成する場合は、そ

れらを除去するための洗浄を行います。 

浴槽水の全換水の時に行うのが一般的ですが、汚れ具合や生物膜の形成状況により回数を

増やし、集毛器に生物膜が出るようであれば毎日実施することを検討します。 

① 浴槽の水位を下げるとともに（同時にろ過器の逆洗）、薬品(塩素剤、中和剤)を準備しま

す。 

② 循環しつつ浴槽に塩素剤の計算量（有効塩素 20g 相当分×水量（ｍ３））を投入します。 

  ここでは遊離塩素濃度 20mg/L での実施として計算しています。塩素剤には次亜塩素

酸ナトリウムやジクロロイソシアヌル酸ナトリウムなどを使用します。 

③ 浴槽配管系（ろ過器を含む）を１時間程度循環させます。 

 普段、流れの悪い箇所(出来れば水位計配管、連通管)も循環します。遊離塩素濃度を測定

し(この場合は試験紙でよい)、濃度が低下していれば塩素剤を追加投入します。 

 発泡が少なければ汚れが少なく、多ければ汚れが溜まり、生物膜が形成されていることを

推測することができます。 

④ 中和を必要に応じて実施します。下水放流の場合は中和しないやり方もあります。 

⑤ 排水します。（同時にろ過器の逆洗） 

⑥ 浴槽内の物理的清掃を行います。 

 

1 年に 1 回以上、循環配管内の生物膜の状況を点検するとともに、あらかじめ消毒方法を決

めておき、徹底的な洗浄・消毒により生物膜を除去します。具体的には、循環配管等の内壁に

繁殖した生物膜の剥離効果が高い、過酸化水素水ならびに過炭酸ナトリウムなどの発泡系洗

浄剤や二酸化塩素等を用いた洗浄が考えられますが、これらの処理には危険が伴い、適用でき

る泉質や洗浄廃液の処理などに知識が必要なため、専門業者に相談のうえ消毒方法を選択す

るとよいでしょう。また、洗浄後の循環水の濁りを確認し、汚れが酷ければ実施の頻度を増や

す、汚れが少なければ頻度を減らす等の対策が望まれます。日常的に週に複数回の高濃度塩素

消毒を行うことにより生物膜形成が抑えられれば、専門的知識を要する徹底的な洗浄・消毒の

頻度を減らすことができます。 

温泉等でスケール成分が付着しやすい水質の場合は、スケールを溶解除去する洗浄も適切

な頻度で実施することが望まれます。配管へのスケール付着により配管内面の平滑性が失わ

れると、生物膜が付着しやすくなり除去も難しくなります。一般にスケールの溶解除去には酸

性の薬品が用いられます。 

ろ過器は設置されておらず、浴槽水を加温したり温度を均一にするためにポンプで循環し
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ている循環配管も生物膜を除去するための管理が必要です。 

浴槽水を循環することで浴槽水の有機物が蓄積し、有機物量（過マンガン酸カリウム消費量、

TOC）が増加します。循環水とオーバーフロー水を適宜排水し、新しい水を補給する必要が

あります。 

 

管理方法の事例紹介 

 泉質の影響を配慮した浴槽水と循環水の消毒方法の例を紹介します。 

 

 

Ⅱ-７．ろ過器 

構造 

現行の公衆浴場の衛生等管理要領では、ろ過器は浴槽ごとに設置することが望ましく、１時

間当たり浴槽の容量以上（配管やろ過器等の容量も考慮）のろ過能力を有し、かつ、逆洗浄等

の適切な方法でろ過器内のごみ、汚泥等を排出することができる構造であることとしていま

泉質 発生する現象 対応 
・水道水を使用する 
・中性で温泉の含有成

分（鉄、マンガン、ア
ンモニウムイオン、
過マンガン酸カリウ
ム消費量）が少ない 

 ・次亜塩素酸ナトリウム等の塩素系消毒剤
を使用する 

・遊離塩素濃度を 0.4～1.0mg/L として管理
する 

・弱アルカリ性～アル
カ リ 性  (pH ９ 以
上） 

・遊離塩素の効果が低下する ・高めの遊離塩素濃度で管理する 
・モノクロラミン、臭素剤、二酸化塩素を使

用する 

・硬度成分が多い ・次亜塩素酸ナトリウムでは
注入弁がスケールで詰まり
やすい 

・次亜塩素酸ナトリウムを使用する場合は
消毒剤注入弁を定期的に洗浄する、あるい
はスケール対策をした注入弁を使用する 

・次亜塩素酸ナトリウムに替えて塩素化イ
ソシアヌル酸消毒剤などを使用する 

・鉄、マンガンイオン
が多い 

・遊離塩素が消費される 
・湯や浴槽壁面の着色 
・沈殿物（スラッジ）ができ

る 

・マンガン対策としてはモノクロラミンを
使用することで緩和されることがある 

・硫化水素、硫黄成分
が多い 

・過マンガン酸カリウ
ム消費量成分（例え
ば腐植質）が多い 

・残留塩素が消費される ・過マンガン酸カリウム消費量成分による
残留塩素の消費の場合、モノクロラミン使
用で消費量が緩和されることがある 

・非塩素系消毒剤（カチオン系など）を使用
する 

・かけ流し式浴槽として、源泉から浴槽の清
掃を徹底する 

・アンモニウムイオン
が存在する 

・遊離塩素が消費される 
・結合塩素生成により刺激臭

が発生する 

・モノクロラミンや二酸化塩素を使用する 
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す。 

浴槽ごとにろ過器を設置するのは、浴槽の入浴者数や使用状態で有機物等の汚濁負荷や消

毒剤の消費量が異なるため、複数の浴槽で消毒剤の濃度や清浄度を均一に保つのが困難なた

めです。 

ろ過方式等は現行の循環式浴槽におけるレジオネラ症防止対策マニュアルを参照してくだ

さい。 

 

管理 

現行の公衆浴場の衛生等管理要領では１週間に１回以上、ろ過器を十分に逆洗浄して汚れ

を排出するとともに、ろ過器及び循環配管について、適切な方法で生物膜を除去、消毒として

います。 

循環ろ過システムにおける表面積のほとんどは、ろ過器内で占められています。従って、ろ

過器内の適切な管理を怠ると、生物膜が成長し、レジオネラ属菌が増殖するリスクが増大しま

す。 

循環を停止することにより配管やろ過器内の湯が滞留して残留塩素濃度が低下し、生物膜

が形成されやすくなります。そこで、浴槽に湯が張られている状態では、消毒剤の濃度維持と

生物膜の蓄積防止のため、営業時間外であっても、ろ過器と消毒装置を常に作動させる必要が

あります。 

1 週間に 1 回以上（毎日が推奨されます）、逆洗浄を十分に行って汚れを排出するとともに、

適切な消毒方法で生物膜を取り除きます。消毒方法は循環装置や浴槽の材質、腐食状況、生物

膜の状況等を考慮して適切な方法を選択します。消毒・洗浄は、通常、前記の循環配管と同時

に行います。 

年に 1 度はろ過器の上蓋を開けて内部の様子を確認し、特に砂式ろ過器では 3～5 年に 1 度

はろ材を交換することが推奨されます。スケール成分が多い水質では、ろ材同士の固着により

水路(みずみち)が形成されると、ろ過器としての機能を喪失します。 

 

管理方法の事例紹介 

泉質が酸性である入浴施設ではろ過器と循環配管の内部を洗浄・消毒するために塩素剤を

高濃度で投入すると pH 等の条件によっては塩素ガスが発生する危険性があります。このよ

うな危険性がある場合はろ過器と循環配管内の湯水を水道水に置き換えて高濃度塩素消毒を

実施する方法があります。ｐH 6 未満の酸性泉ではレジオネラ属菌をはじめとする微生物汚染

の程度が少ないという報告文献）がありますので、汚染程度を勘案のうえ高濃度塩素消毒の頻度

を設定します。 

文献：烏谷竜哉、ほか：厚生労働科学研究費補助金、地域健康危機管理研究事業、掛け流し
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式温泉における適切な衛生管理手法の開発等に関する研究「掛け流し式温泉における

病原微生物汚染の実態調査、微生物汚染に影響を及ぼすリスク要因」、平成 年度総

括・分担研究報告書、

管理方法の事例紹介

アルカリ性温泉水の場合には、日常の消毒を遊離塩素で行っているのであれば、水道水で置

き換えずに高濃度塩素による消毒を実施することができます。モノクロラミンで消毒してい

るのであれば、高濃度のモノクロラミンで消毒します。また、過酸化水素水による配管洗浄も

行うことができ、アルカリ性温泉水では発泡が強く起こります。

管理方法の事例紹介

逆洗浄の効果を上げる方法としてエアレーションを組み合わせた方法が報告されています

ので、 例として示します。

操作手順

① ろ過ポンプを停止します。

② バルブ１と２を閉めます。

③ 集毛器に次亜塩素酸ナトリウムをろ過器内の塩素濃度が になるように投入

します。

④ ろ過器の五方弁を逆洗浄ポジションにします。

⑤ バルブ１と２を開きます。

⑥ ろ過ポンプを 秒程度稼働して次亜塩素酸ナトリウムをろ過器底部からろ過器内に

移します。

⑦ バルブ２を閉じます。

⑧ ブロアポンプをバルブ３の接続口に接続します。

⑨ ブロアポンプを稼働させ、バルブ３を調整しながらろ過器内にエアーをろ過器底部か

ら吹き込み、 分程度撹拌した後にブロアポンプを停止します。撹拌することでろ材

から生物膜が剥離して生物膜の除去とろ材の洗浄の効果が上がり、さらに生物膜中に

例として示します。
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潜むレジオネラ属菌と塩素の接触を促進します。 

⑩ バルブ２を開けて通常の逆洗・洗浄を行います。 

 

 

Ⅱ-８．集毛器 

構造 

現行の公衆浴場の衛生等管理要領ではろ過器に毛髪等が混入しないようろ過器の前に集毛

器を設けることとしています。 

集毛器はろ過器の前に設置しなければなりません。毎日洗浄・消毒する必要があるので、内

部の汚れが確認できるよう透明な蓋を使用し、手で容易に開閉できる構造が推奨されます。 

 

管理 

現行の公衆浴場の衛生等管理要領では集毛器の清掃洗浄・消毒は毎日行うとしています。 

ストレーナーのスペアを準備して毎日交換して使用すると効率的です。取り出したストレ

ーナーは洗浄後、消毒剤に 10 分程度浸けて消毒（濃度はⅡ-６．循環配管の管理の注（41 ペ

ージ）を参照）してから乾燥させます。ストレーナーを取り出した際、配管内部の生物膜の蓄

積状態を確認し、配管洗浄を行う目安にします。集毛器の内部も洗浄し、消毒剤で消毒します。 

 

 

Ⅱ-９．熱交換器 

 熱交換器は、ボイラー等温水器からの温水と循環水・補給水を熱交換する装置と浴槽の排水

（廃熱）と補給水を熱交換する装置の 2 種類があります。Ⅱ-１．全般の概要図では温水と循

環水・補給水を熱交換する装置を示しています。 

 

構造 

補給配管や循環配管に設置して配管内の水の熱交換を行います。排水と補給水を熱交換す

る場合は、給水管は常に正圧（排水管等よりも圧力が高い状態）にします。これにより、腐食

等で管にピンホールができても排水が給水系に入ることを防ぎます。 

 

管理 

給水管にピンホールができていないかを施設で決めた頻度で定期的に検査します。熱交換

器内部にも生物膜やスケール成分が付着するので、適切な頻度でこれらの除去が必要となり

ます。熱交換器の 2 次水（熱交換器で温められて出ていく水）が 42℃前後の場合はレジオネ
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ラ属菌が増殖する危険性がありますので、生物膜やスケールの除去を確実に行うことが推奨

されます。スケールやスライムは熱伝導率が小さく、熱交換器の効率を低下させることによる

昇温能力の低下をきたし、燃料費の増大にも繋がります。 

 

 

Ⅱ-10．消毒装置 

構造 

現行の公衆浴場における衛生等管理要領ではろ過器内は生物膜が形成されやすくレジオネ

ラ属菌が増殖する可能性が高いため、浴槽水の消毒に用いる塩素系薬剤の注入口または投入

口は、浴槽水がろ過器に入る直前に設置することとしています。 

 

管理 

入浴者数、泉質、浴槽や配管の形態・仕様などにより塩素系消毒剤の消費量は異なるため、

塩素系消毒剤の場合は残留塩素濃度の変化を測定しながら添加量を調整します。装置の故障

による異常な濃度の発生、浴槽の形状などによる残留塩素濃度の不均一な分布などがあるた

め、残留塩素濃度測定機能がある消毒装置であっても、個別に浴槽水の遊離残留塩素濃度を測

定することが推奨されます。測定方法はⅡ-５．浴槽 管理 ２）浴槽水を参照してください。 

浴槽に湯が張られている状態では、ろ過器と消毒装置を常に作動させる必要があります。薬

液タンクの薬剤の量を常に確認し、補給を怠らないようにします。長期保管されていた次亜塩

素酸ナトリウムは、有効塩素濃度が大きく低下している可能性があるので使用を避けます。注

入弁のノズルが詰まっていたり、空気をかんでいたりして送液が止まっていないかなど、定量

注入ポンプが正常に作動して薬液が注入されていることを毎日確認します。注入弁は定期的

に洗浄し、目詰まりを防ぎます。カルシウム濃度の高い水質の場合、注入弁のノズル先端がカ

ルシウムスケール固着により詰まりやすくなるので、特に注意が必要です。 

 

 

Ⅱ-11．気泡発生装置等 

構造 

現行の公衆浴場の衛生等管理要領では気泡発生装置等を設置する場合には、連日使用して

いる浴槽水を用いる構造でないこと。また、点検、清掃及び排水が容易に行うことができ、空

気取入口から土ぼこりや浴槽水等が入らないような構造であることとしています。 

気泡発生装置等を使用する場合、浴槽水は毎日換水しなければなりません。空気取入口から

土ぼこりや浴槽水等が入らない設置位置と構造とし、砂塵侵入防止に目の細かい防虫網を設
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置します。また、気泡発生装置は気泡板を取り外し可能とし、内部に排水口を設けるなど、点

検、洗浄・消毒や排水が容易にできる構造にすることが推奨されます。

管理

エアロゾルを発生させる装置であるため、現行の循環式浴槽におけるレジオネラ症防止対

策マニュアルでは管理責任者を決めて責任の所在を明確にしたうえで、洗浄作業の結果を記

録に残すなどして管理を強化することを推奨しています。

装置の内部に生物膜が形成されないように施設で決めた方法で洗浄と消毒を行います。気

泡発生装置やジェット噴射装置は高濃度塩素あるいは過酸化水素水での洗浄・消毒時に装置

を稼働させることで内部を洗浄することができます。気泡発生装置は浴槽水換水の都度、気泡

板を取り外し、内部を洗浄後、完全に排水します。ジェット噴射装置は浴槽水換水の都度、ジ

ェット配管内部の高濃度塩素洗浄を行います。

管理方法の事例紹介

気泡発生装置のエアー吸い込み配管の洗浄方法の例を示します。循環配管の高濃度塩素消

毒や過酸化水素水での消毒時に写真の仮設配管を取り付け、空気吸込管の洗浄・消毒を行いま

す。写真に示す空気吸込口は浴槽水を吸い込みやすく、生物膜が形成されやすいので確実な洗

浄・消毒が必要です。
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Ⅱ ．水位計及び水位計配管

構造

現行の公衆浴場の衛生等管理要領では水位計の設置は、配管内を洗浄・消毒できる構造、あ

るいは配管等を要しないセンサー方式であることとしています。

配管がある水位計は、浴槽水が滞留することで生物膜が定着しやすいうえ、洗浄が難しいこ

とから、レジオネラ属菌が増殖しやすい場所の一つです。このため、配管等が不要な圧力セン

サー方式を使用することはレジオネラ属菌の発生の危険性を低くすることになります。

やむを得ず水位計配管を設ける場合は、水位計をできるだけ浴槽に近付けて配管を短くし、

浴槽側に下り勾配を設けて、浴槽換水時に完全に排水できるようにし、内部を洗浄・消毒でき

る構造にします。配管に立ち上がりの部分がある場合は滞留しやすいため、水抜きを設けて排

水と洗浄・消毒がしやすい構造とします。

水位計をバックヤードに設けるなど配管が長い場合は、循環系と水位計配管を一時的に繋

ぐバイパス配管を設けて循環系の洗浄・消毒時に水位計配管内を定期的に洗浄できる構造と

し、さらに配管内の浴槽水が完全に排水できるように排水弁を設置することで、配管内部での

生物膜の形成を防ぐことができます。

管理

現行の公衆浴場の衛生等管理要領では少なくとも週に１回、適切な消毒方法で生物膜を除

去することとしています。

水位計及び配管は、循環系統の換水洗浄に合わせて少なくとも週１回以上高濃度塩素や過

酸化水素水等で洗浄・消毒するなど、施設毎に週当たりの洗浄・消毒の回数と方法を決め、そ

れに従って内部の生物膜を取り除きます。必要に応じて分解・洗浄します。
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管理方法の事例紹介

仮設水中ポンプで強制的に消毒剤を流すことで生物膜を除去しやすくなります。また、喫水

部と電極部をよく洗浄します。終了後はきれいな水で内部を洗います。

Ⅱ ．連通管

構造

１台のろ過器で複数からの浴槽の浴槽水を処理する場合、浴槽水位を調整するため、複数の

浴槽を繋ぐ配管を設けることがあります。生物膜が蓄積しやすく、レジオネラ属菌が増殖しや

すい場所の一つです。そのため、ろ過器を浴槽ごとに設置することが推奨される理由の つ

になっています。

管理

連通管は、通常の循環配管とは別経路であるため、浴槽水を換水する際に、別途、洗浄・消

毒を行います。ブラシ等で物理的に洗浄することが望ましく、物理洗浄が困難な場合は、高濃

度塩素等で高圧洗浄を行います。循環配管の通常の化学洗浄では、連通管内部に洗浄剤が入り

にくく、生物膜除去効果が発揮されません。仮設水中ポンプを用いて強制的に洗浄剤の入った

水を流すことにより、生物膜が除去しやすくなります。なお、連通管の長さが短い場合は、ブ

ラシ等による物理洗浄や高圧洗浄が有効です。
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管理方法の事例紹介

洗浄方法の 例を下図に示します。片方の浴槽から仮設ポンプで連通管内に浴槽水を流し

込みます。薬剤による化学洗浄だけではなく、流速 ｍ 秒で流せる水中ポンプを使って物理

的洗浄も併用します。

Ⅱ ．オーバーフロー回収槽

オーバーフロー回収槽はレジオネラ属菌の増殖が起きやすいことから、現行の公衆浴場の

衛生等管理要領ではオーバーフロー水及びオーバーフロー回収槽（以下「回収槽」という。）

内の水を浴用に供する構造になっていないこと。ただし、これにより難い場合には、オーバー

フロー還水管を直接循環配管に接続せず、回収槽は、地下埋設を避け、内部の清掃が容易に行

える位置又は構造になっているとともに、レジオネラ属菌が繁殖しないように、回収槽内の水

が消毒できる設備が設けられていることとしています。

構造

オーバーフロー水及びオーバーフロー回収槽内の水を浴用に供する構造にならないように

します。やむを得ずオーバーフロー水を再利用する場合は、浴槽からのオーバーフロー水だけ

を回収し、浴場床排水が混入しないようにします。また、オーバーフロー還水管は直接循環配

管に接続せず、消毒設備を備えた回収槽で消毒後に循環配管に戻し、集毛器とろ過器を通過し

たのち、浴槽に入る構造とします。回収槽は地下埋設しないようにして、内部の洗浄が容易に

行える位置に設置します。管理するには回収槽内の水が完全に排水できる構造が推奨されま
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す。また、回収槽内の水が消毒できる設備とします。

この図はオーバーフロー回収槽を設置している循環式浴槽施設の概要の例です。

管理

現行の循環式浴槽におけるレジオネラ症防止対策マニュアルではオーバーフロー回収槽内

部は常に清浄な状態を保つために回収槽の壁面の清掃及び消毒を頻繁に行い、レジオネラ属

菌が繁殖しないように、別途、回収槽の水を塩素系薬剤等で消毒する等の衛生管理を適切に行

う必要があります。（ 常時遊離残留塩素濃度を ～ に維持するとともに、 週間

に 回以上完全に排水して回収槽の壁面の清掃及び消毒を行い、 か月ごとにレジオネラ属

菌検査を行って不検出を確認することが望ましい。）としています。

レジオネラ属菌が増殖しないように別途回収槽の水を塩素系薬剤等で消毒します。遊離残

留塩素濃度を ～ に維持します。

週間に 回以上完全に排水して、回収槽の壁面をブラッシングで洗浄し、消毒します。回

収槽の水面付近に生物膜がつきやすく、そこを中心に内部の壁面全体のブラッシングと消毒

が生物膜の除去に効果があります。回収槽の消毒と同時に浴槽から回収槽までの配管の消毒

を行い、高圧洗浄で生物膜を除去します。オーバーフロー回収槽は か月ごとにレジオネラ

属菌検査を行って、不検出を確認することが望ましいとされています。

オーバーフロー水を回収・再利用することで浴槽水の有機物量が増加します。適宜排水して、

新しい水を補給する必要があります。
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管理方法の事例紹介

下図にオーバーフロー回収槽の構造と洗浄の 例を示します。オーバーフロー還水管内は

高圧洗浄で生物膜の除去を行うことが推奨されます。オーバーフロー還水管の曲部には大曲

エルボ（配管の屈曲部で用いる緩やかに曲がる継手管）を使用すると高圧洗浄ノズルが通りや

すいというメリットがあります。

Ⅱ ．調節箱

構造

現行の公衆浴場の衛生等管理要領では調節箱を設置する場合は清掃しやすい構造とし、レ

ジオネラ属菌が増殖しないように、薬剤注入口を設けるなど塩素消毒等が行えるようにする

こととしています。

沸かし湯と水を混ぜて洗い場の湯栓（カラン）やシャワーに送る湯の温度を調節し、貯留す

る槽です。 例としては、幅 、奥行き 、高さ ほどの鋼鉄製あるいはステンレ

ス製の箱型の調節箱の中で、約 0℃ほどの沸かし湯と貯水槽からの水とを混ぜて ～50℃の

湯をつくり貯留し、ポンプで送ります。箱の中で、湯栓用の湯とシャワー用の湯と間に仕切り

板が設けられているものもあります。内部の湯水面は空気と接触し、レジオネラ属菌の増殖に

適した温度になります。そこで、清掃しやすい構造とし、薬剤注入口を設けて塩素消毒等が行

えるようにします。
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管理

現行の公衆浴場の衛生等管理要領では生物膜の状況を監視し、必要に応じて清掃及び消毒

することとされています。

水道水を原水とする場合は沸かし湯と混ぜるために遊離塩素濃度が足りず、地下水の場合

は遊離塩素が含まれていません。カランやシャワーでの遊離残留塩素濃度が ～ に

保たれるように調節箱に塩素剤を注入できる装置を設置する必要があります。さらに定期的

に（毎日が推奨されます）洗浄して常に生物膜がない状態を保ちます。

管理方法の事例紹介

ひと月に 回程度、調節箱を空にして内部をブラッシング等により洗浄し、内部を消毒す

るとともに高濃度塩素消毒剤で湯栓（カラン）とシャワーの末端までを満たして消毒する方法

があります。消毒方法はⅡ １６．シャワー、打たせ湯を参照してください。

Ⅱ ．シャワー、打たせ湯

構造

シャワーや打たせ湯はエアロゾルを発生させ、レジオネラ感染を引き起こす原因となりや

すいため、レジオネラ属菌を含む危険性がある循環水やオーバーフロー水を用いない構造に

します。

シャワーヘッド及びシャワーホースに湯が滞留することで、レジオネラ属菌が増殖しやす

くなります。

管理

現行の公衆浴場における衛生等管理要領では、できるだけシャワー内部に水が滞留しない
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ように少なくとも週に 1 回、内部の水が置き換わるように通水するとともに、シャワーヘッ

ドとホースは 6 か月に 1 回以上点検し、内部の汚れとスケールを 1 年に 1 回以上洗浄、消

毒するなどの対策を行うこととしています。 

シャワーは定期的な点検、洗浄、消毒、交換が必要です。シャワーは、１日の使用の最後に

内部の水が置き換わるように水道水等の塩素（水道水に含まれる程度の濃度）を含む水で 20

～30 秒程度通水することが推奨されます。これによりシャワーヘッドやホース内の温度を下

げることと塩素で菌の増殖を抑えます。シャワーや湯栓（カラン）の給水・給湯に井水等の塩

素消毒していない水を用いる場合は、補給配管の経路に消毒装置を設置することが望ましい

です。 

シャワーヘッドとホースは公衆浴場における衛生等管理要領では 1 年に 1 回以上点検する

としていますが、下記の消毒の際に点検することが推奨されます。破損の有無の確認と、目視

や布、綿棒でこすることで内部の汚れとスケールの確認を行います。 

さらに、定期的にレジオネラ属菌検査を行い、不検出であることを確認します。注） 

 

管理方法の事例紹介 

 シャワーヘッドとホースの消毒方法の例を紹介します。 

① 月に 1～2 回、シャワーヘッドとホースを外し、可能であれば内部をブラシ類を用いて

洗浄してから、遊離残留塩素濃度が 10～50 mg/L の液に 1～3 時間漬け置いて消毒しま

す。濃度と時間は生物膜の形成状況やシャワーヘッドとホースの材質、腐食の可能性な

どにより調整します。洗浄と消毒の効果は洗浄前あるいは漬け置きの前と後に内部を拭

き取り、簡易測定装置を用いた ATP 値の測定値で判断することができます。漬け置き

後の ATP 値が０に近い値であれば効果ありとなります。また、洗浄または漬け置き前

の ATP 値が 0 に近ければ、洗浄・消毒実施の間隔を長くすることも可能です。 

② 月に 1～2 回、60℃以上の高温水を 30 分間通水します。 

 

管理方法の事例紹介 

レジオネラ属菌が検出された場合の高濃度塩素による消毒の例を紹介します 注）。台所用塩

素系漂白剤（界面活性剤の効果が期待できる）の 100 倍希釈液（塩素濃度 500 mg/L 程度）、

12%次亜塩素酸ナトリウムの 200 倍希釈液（塩素濃度 600 mg/L 程度）またはジクロロイソ

シアヌル酸ナトリウム（有効塩素 60%）で作成した塩素濃度 600 mg/L 溶液（水 1 L に顆粒 1 

g を溶解）に 30 分間漬け置きします。その後水道水等ですすぎます。 

 打たせ湯は湯口と同様にレジオネラ属菌が増殖可能な温度となる場合が多いため、定期的

な点検・洗浄・消毒を行うことが重要です。打たせ湯の管理は湯口の管理に準じて行います。 

注：シャワー水からレジオネラ属菌が検出されても、シャワーヘッドやホースの内部でレジオ
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ネラ属菌が増殖しているとは限りません。給水・給湯配管や貯湯槽、調節箱等の上流の設

備の調査も必要です。 

 

 

Ⅱ-17．原水、原湯の管理 

原湯や原水は、水質基準に適合するように管理しなければなりません。水質等は現行の「公

衆浴場における水質基準等に関する指針」を参照してください。適切に管理されていることを

確認するため、１年に１回以上水質検査を行い、結果は３年間保存します。なお、水質検査は、

精度管理を行っている検査機関に依頼することが望まれます。温泉の泉質等の理由から水質

基準の適用が除外されることがあります。 

 

水質基準 

・色度は 5 度以下であること。 

・濁度は 2 度以下であること。 

・pH 値は 5.8 以上 8.6 以下であること。 

・有機物（全有機炭素(TOC)の量）は 3 mg/L 以下、又は、過マンガン酸カリウム消費

量は 10 mg/L 以下であること。注１） 

・大腸菌は検出されないこと。注２） 

・レジオネラ属菌は検出されないこと（10 cfu/100 mL 未満）。 

 

注１：消毒剤として塩素化イソシアヌル酸またはその塩を使用している場合の有機物の測定

はⅡ-５．浴槽 管理 ２）浴槽水 （１）水質検査の項の注を参照してください。 

注２：大腸菌の検査方法である特定酵素基質培地法は、海水を含む試料では海洋細菌により偽

陽性になることがあります。海水を含む試料で陽性になった場合は、ダーラム管が入っ

たＥＣブイヨン 10 mL に陽性検体 100 µL を接種し、44.5 ℃で 24 時間培養してガス産

生が認められた場合は陽性、ガス産生が認められない場合は陰性と判定します。 

 

 

Ⅱ-18．上がり用湯、上がり用水の管理 

上がり用湯、上がり用水も水質基準に合うように管理します。1 年に 1 回以上、水質検査を

行い、その結果は検査の日から 3 年間保管します。水質基準は原水、原湯と同じです。 
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Ⅱ-19．排水 

公衆浴場の衛生等管理要領では浴室内の排水口を適宜清掃、汚水を適切に排水すること、排

水設備（排水溝、排水管、汚水ます、温水器（排湯熱交換器）等）は適宜清掃し、防臭に努め、

常に流通を良好に保ち、１か月に１回以上消毒することとしています。 

河川及び湖沼に排水する場合には、環境保全のために必要な処理を行います。例えば、高濃

度塩素洗浄の実施後に公共用水域に排水する場合は残留塩素の中和処理を行うなど、環境保

全のために必要な処理を行います。 
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公衆浴場におけるレジオネラ症対策に資する検査・消毒方法等の衛生管理手法の開発のための研究



公衆浴場等入浴施設が原因と疑われるレジオネラ症調査の手引き 
 
1．手引き作成の趣旨 
 レジオネラ症は、環境からヒトに直接感染して発生するため、感染拡大を防止するには、

患者発生の原因となる環境要因を迅速に特定し、対策をとることが大切である。この手引き

は、レジオネラ症患者が発生した場合の行政の対応について、特に公衆浴場等入浴施設を原

因とする集団発生時の調査方法について参考となるよう作成した。なお、集団発生も第一報

は散発例と区別できないため、初発患者からの調査を想定して作成した。 
レジオネラ症の調査には、患者調査を行う感染症担当部門と公衆浴場等入浴施設調査を

行う衛生担当部門との協力が不可欠である。本手引きでは役割を分けずに記載しているた

め、各自治体の組織・職務分掌に合わせて役割分担していただきたい。 
 
2．届出の受理 

レジオネラ症は「感染症の予防及び感染症の患者に対する医療に関する法律」（感染症法）

で四類感染症に分類されており、保健所は診断した医師から届出を受理する。保健所は、届

出に基づき、当該医療機関に対し、次の対応をとる。 
・喀痰等患者由来検体の確保・保存を依頼する。 
・患者からレジオネラ属菌分離ができている場合は、患者株の保存・提供を依頼する。 
・患者の症状や臨床経過（患者からの聞き取りが行えるか）、治療や投薬の有無を聴取する。 
・患者やその家族への聞き取り調査が行えるよう協力を依頼する。 
・他にレジオネラ症を疑う患者発生があるかどうかを確認する（患者発生が散発的か集団的

か判断の参考にするため）。 
【ポイント】 
1）医療機関ではレジオネラ症と判断しても喀痰等を採取せずに治療を開始することが多いため、レジオネラ症患者発生

の連絡が来たら速やかに喀痰等の確保を依頼する。（患者の感染源が入浴施設である場合において施設に強い指導

をするためには、患者の菌株と入浴施設の菌株の関連性を示す必要があるため。） 

2) 診断結果を医師から患者等に伝えてあるかを確認しておくと、スムーズに患者等の聞き取りが開始できる。 

 
3．患者の調査 
▽目的 
 患者本人の行動履歴や周辺環境を聞き取ることにより、感染経路や原因となりうる場所・

施設・設備を絞り込む。 
▽方法 
 患者調査票（別添 1）を基に患者（患者が対応できない場合は、家族等）や医療機関から

聞き取り調査を実施する。 
①発症前 10 日以内に、感染源となりうる水利用設備（入浴施設、冷却塔、加湿器、噴水、
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スプリンクラー、自動車洗車機等）や土壌（ガーデニングの腐葉土、工事現場の粉塵等）か

らのエアロゾルに暴露された可能性の有無 
②発症前 10 日以内に、国内・国外旅行の有無 
③家族、患者周辺住民、同一職場における発症者の有無  等 
【ポイント】 
1）疫学調査は、調査票等を用い、項目に沿って聞き取りを行う。 

2）潜伏期間（2～10 日程度）にあわせて、行動調査をするため、空白の暦（カレンダー）を持参すると、本人の記憶やイ

ベント状況等が確認しやすい。 

患者等への調査の結果、公衆浴場等入浴施設を原因とする集団発生が疑われる場合は、「4．
患者由来株の収集」以下の流れで調査を実施する。また、集団発生でなくても、患者の行動

履歴の中に感染の原因となりうる公衆浴場等入浴施設がある場合は「5．施設の調査」を参

考に施設の調査を行い、必要に応じて「6．施設のレジオネラ属菌検査」等を行う。当該施

設が管外の自治体にある場合は、情報提供や施設調査の依頼を行う。 
 
4．患者由来株の収集 
▽目的 
 レジオネラ属菌は自然環境中に広く生息しているため、環境からレジオネラ属菌が分離

されたというだけでは感染源の特定には至らない。患者から分離された菌株と環境から分

離された菌株の異同を調べる必要がある。菌株の血清学的、分子疫学的解析（後述）を実施

するため、医療機関等から菌株を分与してもらったり臨床検体から分離したりして、患者由

来株を確保する。 
▽方法 
4-1. 医療機関等で菌分離がされている場合 
 ・医療機関（主治医）に菌株の入手についての承諾を得る。 
 ・医療機関外で分離された場合、医療機関が発注した検査機関等へ連絡し、菌株の確保を

依頼する。 
 ・菌株を検査機関等から送付してもらう、又は受取にいく。送付してもらう場合、送り賃

が必要となることがあるので、その支払い方法については発送元検査機関等と受取保健

所等とで協議しておく。 
 ・地方衛生研究所等に搬入し、検査に供する。 
4-2. 医療機関等で菌分離がされていない場合 
 ・医療機関に患者由来検体（喀痰等）の確保と提供について依頼する。 
 ・検体採取ができたら、医療機関に受取に行き、適切に保存（0～4℃に保冷：「病原体検

出マニュアル『レジオネラ症』」を参照 ）して地方衛生研究所等に搬入する。 
 ・地方衛生研究所等で菌の分離を行う。 

検査法については「病原体検出マニュアル『レジオネラ症』」を参照する。 
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【ポイント】 
1）喀痰等はできる限り速やかに検査に供する。 

2）抗生物質投与前の検体が望ましいが、投与後でも菌が検出できる場合がある。 

3)必ずしも菌が分離できるわけではないが、様々な培地や前処理方法を使って地方衛生研究所等で菌を分離できる

可能性があるので、菌株が入手できない場合には患者検体を確保することが望ましい。 

4)患者由来株の収集については、届出のあった全患者に対して行うことが望ましい（集団発生の第一報の可能

性があるため）。 

 
5．施設の調査 
レジオネラ属菌の発生源となりうる場所・設備の現地調査にあたっては、調査者はマスク

や手袋を着用する、消毒用アルコールを携帯するなど感染防止対策をとる。 
▽目的 
 当該施設が患者の感染源である蓋然性を判断するため、当該施設においてレジオネラ属

菌の発生源となりうる（レジオネラ属菌が増殖しやすい、エアロゾルが発生する）場所・設

備の有無を調査する。 
▽方法 
施設調査票（別添 2-1、別添 2-2）を基に施設から聞き取り調査を行い、現地を確認する。

可能な場合は、現地調査時に ATP 簡易測定キット等を用いて汚れの程度を見る（下記 注）

ATP 簡易測定について を参照）。記録類の確認では、届出患者の施設利用日を念頭に置い

て確認する。 
入浴施設において調査する内容は以下の通り。 

①浴槽 
・使用水の種類（温泉の場合は泉質） 
・温度、pH、加水の有無（加水の種類） 
・浴槽水等の水質検査記録の確認と実施頻度 
・浴槽水の消毒の有無と方法、消毒剤の種類及び濃度（遊離残留塩素濃度の測定を行う。） 
・遊離残留塩素濃度の測定頻度（測定記録を確認する。） 
・浴槽の清掃方法（ブラッシング、ジェット水流、雑巾がけなど） 
・清掃に使用する洗浄剤や消毒剤の種類及び濃度 
・換水・清掃・消毒の頻度（実施記録を確認する。） 

 ・浴槽の形状（滞留しやすいかなど）や材質（タイル、木、石など）、状態（ひび割れな

ど）の確認、吐出口及び浴槽・浴室内の生物膜の発生状況の有無 
・気泡発生装置、打たせ湯等のエアロゾル発生源の有無（有れば使用水の種類、間欠運転

の有無） 
・連通管の有無、循環配管や付帯設備（気泡発生装置、水位計等）の配管開口部の確認 

②循環ろ過装置 
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 ・循環ろ過の有無 
 ・ろ過装置の性能（ろ過能力 m3/時間）、ろ過能力と浴槽容量の比較 
 ・ろ過材の種類 
 ・洗浄、消毒の頻度と方法（逆洗浄の実施頻度、連通管を経由した排水による消毒 等） 
 ・ろ過材の交換の有無 
③消毒装置 
 ・消毒剤の種類 
 ・消毒剤注入口の位置 
・装置の管理（薬液タンクの補充頻度、薬液注入ポンプの目詰まりの確認） 

④循環配管 
・状態の確認（腐食等による破損の有無、複雑・不要な配管による滞留水発生の有無 等） 
・清掃する場所、配管消毒が行き届かない箇所の有無 
・清掃、消毒の頻度と方法（消毒剤の濃度、消毒時間）、直近の実施日 
・使用する消毒剤の種類及び濃度 
・過酸化水素等による配管の定期洗浄を行っている場合は、頻度と方法、使用する消毒剤、

直近の実施日、業者利用の有無、業者名、連絡先 
⑤貯湯槽（源泉槽を含む） 
 ・貯湯槽の有無 
 ・貯湯槽水の温度（変動も含めて） 
 ・貯湯槽水の消毒の有無と消毒剤の種類及び濃度 
 ・貯湯槽の清掃、消毒の頻度と方法 
 ・分湯桝がある場合には、生物膜の付着状況、清掃消毒の頻度と方法及び雨水等が流入し

にくい構造かの確認 
⑥ヘアキャッチャー（集毛器） 
 ・ヘアキャッチャー内部の状態の確認（毛髪等のゴミ、ぬめりの付着状況） 
・清掃、消毒の頻度と方法 
・使用する消毒剤の種類及び濃度 

⑦シャワー、打たせ湯 
 ・シャワーヘッドまたは吐出口の汚れの有無 
・使用水の種類 
・調節箱の有無と清掃消毒状況（シャワーの場合） 
・清掃、消毒の頻度と方法 
・使用する消毒剤の種類及び濃度 

⑧オーバーフロー回収槽またはオーバーフロー環水管 
・オーバーフロー水の再利用の有無 
・浴室排水が混入しにくい構造かの確認 
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・湯水の滞留の有無 
・オーバーフロー回収槽内の湯水の消毒の有無、消毒している場合は遊離残留塩素濃度の

測定記録の確認 
・回収槽の清掃、消毒の頻度と方法 
・使用する消毒剤の種類及び濃度 

⑨その他 
（水位計、連通管、昇温循環装置、気泡発生装置、ジェット噴射装置、岩盤浴など） 
 近年、入浴施設には様々な入浴設備や装置が付随している。こうした施設、装置における

生物膜が形成されそうな箇所を推測して、配管等を含めたこれらの装置における衛生管理

方法を確認する。 
 また、ミストサウナがある場合は、使用水の種類や給水系統、衛生管理方法等を確認する。 
【ポイント】 
1）調査について施設に電話でアポイントメントを取る際に、施設側に次のような事前準備を依頼しておくとよい。 

・平面図、配管系統図等の図面 

・管理記録、浴槽水（必要に応じて原湯や上がり用湯）の水質検査記録、清掃消毒等の各種記録 

・過去 2 週間の施設利用者数、他の利用客からの体調不良等の相談の有無、従業員の健康状態等の把握 

2）調査に必要な物品を準備しておくとよい。調査に出向く際には「必要物品チェックリスト（別添 3）」を用いて、漏れの無

いようにする。 

3）可能ならば、以下「5．施設のレジオネラ属菌検査」の直前は洗浄、消毒をひかえるように施設に伝える。 

注）ATP 簡易測定について 
 表面の拭き取りは 10cm 四方を拭き取る（これに依らない場合は、10cm 四方に換算してから

下記の目安数値を参考にする）。ルシパック（キッコーマンバイオケミファ）を用いた清浄度の

目安は表の通り。但し、測定値は環境や状況により変動する（水質によっては汚染がなくても高

い数値を示す場合や、逆に阻害されて低い数値を示す場合がある）ので、数値は参考値とする。 
場所 ルシパック Pen ルシパック A3 
浴槽壁 10cm 四方拭き取り 1,000RLU 1,600RLU 
浴槽水 25RLU 40RLU 

（参考）ビルメンテナンス・施設清掃 ルミテスター活用ハンドブック（キッコーマン） 
https://biochemifa.kikkoman.co.jp/files/page/atp_portal/docu/building_maintenance_katu.pdf 
なお、ATP 量はレジオネラ属菌増殖と必ずしも相関せず、ATP 量が少なくてもレジオネラ属菌が検出

されることがある。 
 
6．施設のレジオネラ属菌検査 
レジオネラ属菌の発生源となりうる箇所の採水等にあたっては、マスクや手袋を着用す

る、消毒用アルコールを携帯するなど感染防止対策をとる。 
▽目的 
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施設調査結果を基に当該施設におけるレジオネラ属菌の分布状況を推測する。また、発生

源の疑いがある箇所を採水・採取し、患者から分離された菌株と環境から分離された菌株の

異同を調べる。 
▽方法 
 公衆浴場等入浴施設を対象にした方法を示す。 
6-1. 検体採取方法 

浴槽水などの水は、滅菌採水容器に採水する（500mL 以上採水することが望ましい）。塩

素を含む検水には 25%チオ硫酸ナトリウムを 1/500 量加えて中和する。採水に際しては、

柄杓等を利用して採水容器に直接検水が触れないようにし、種類、採水部位、日時、設備の

型式、水温、pH 値、残留塩素濃度などを記録する（「病原体検出マニュアル『レジオネラ

症』」を参照）。 
シャワーヘッドなどの拭き取り試料は、滅菌スワブでよく拭ったものを滅菌生理食塩水等の入っ

た滅菌管に採取する。市販の拭き取りキットを用いると便利である。 
6-2. 採水箇所及び拭き取り試料の採取箇所 
①浴槽 
患者が利用した浴槽で重点的に採取する。浴槽水は１浴槽から１試料採取すればよいが、

浴槽の形が複雑な場合や滞留が推測される場合は複数の試料を採取する。気泡発生装置や

ジェット噴射装置がある場合は、これらを作動させて配管内の滞留水と混和した状態を採

水するのがよい。 
浴槽壁の拭き取り試料を採取する。浴槽の壁の状態を丁寧に観察し（材質はタイルか、木

製か、硬化樹脂製か、岩かなど。タイルや岩の目地にひびや欠けたところはないかなど）、

木質部、ひびや欠けた箇所があれば、そこから重点的に採取する。 
②吐出口 
浴槽に設備（気泡発生装置、連通管、打たせ湯など）がある場合、採取が可能なら吐出口

から出る湯を採取する。 
吐出口の内側及び湯が流れている部位の拭き取り試料を採取する。 

③原水、原湯 
 施設が利用している原水や原湯を採取する。貯湯槽がある場合は、貯湯槽水を採取する。 
④シャワー 
可能な範囲で複数のシャワーから水試料を採取する。例えば、第一に患者が使用したシャ

ワー、第二に調節箱（湯栓やシャワーへ送る湯の温度を調節する箱）から最も遠いシャワー

を優先的に採取するのがよい。シャワーヘッドやホースの中に湯が残っていれば、それを採

取する。調節箱からも採取する。 
シャワーヘッドやホース、調節箱の内側の拭き取り試料を採取する。 

⑤給湯栓 
 給湯栓を開いてすぐに必要量の湯を採取する。 
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 給湯栓の内側の拭き取り試料を採取する。 
⑥ヘアキャッチャー 
 ヘアキャッチャー内にたまっている湯を採取する。 
 ヘアキャッチャーの内面及びカゴ・ネットの拭き取り試料を採取する。 
 ヘアキャッチャーにたまっているゴミを試料とすることもできる。 
⑦気泡発生装置など 
浴槽に気泡発生装置やジェット噴射装置、連通管または水位計配管があれば、それらの口

の部位や内側の拭き取り試料を採取する。 
⑧ろ過装置及び配管 
可能であれば、ろ過装置内の湯を採取する。 
可能であれば、ろ過装置やつながる配管の内側の拭き取り試料を採取する。 

⑨その他の設備 
生物膜の形成が推測される設備から湯を採取、あるいは拭き取り試料を採取する。 
打たせ湯が使用されていれば、湯を採取する。また、打たせ湯の設備の拭き取り試料を採

取する。 
水位計、加熱器、オーバーフロー回収槽などの入浴設備に付随する設備や装置での生物膜

の形成を推測し、その場所の水や拭き取り試料を採取する。 
6-3. 検査 
6-3-1 レジオネラ属菌の分離培養及び迅速検査 
 菌種確認や血清群別、分子疫学解析を実施するためには菌を分離することが望まれる。レ

ジオネラ属菌の有無を迅速に知りたい場合は、検体中のレジオネラ属菌由来の核酸（DNA、

RNA）を直接検出する方法（リアルタイム PCR（qPCR）法、LAMP（Loop-mediated 
isothermal amplification）法等）が利用できる。検査法については「病原体検出マニュア

ル『レジオネラ症』」を参照する。 
6-3-2 分子疫学解析 

患者及び施設から同一種・血清群のレジオネラ属菌が分離された場合に行う。当該施設が

感染源であると判断するためには、分子疫学解析を実施することが望ましい。パルスフィー

ルド・ゲル電気泳動（PFGE）法、Sequence Based Typing（SBT）法、MLVA（multiple-
locus variable-number tandem-repeat analysis）法などがある。検査法については「病原

体検出マニュアル『レジオネラ症』」を参照する。 
【ポイント】 
1）保健所と地方衛生研究所等は、検体の採取から検査まで速やかに対応できるよう連絡体制や検査体制を確認してお

く。検体の種類と量を予め検査担当に連絡しておくと、スムーズに検査が開始できる。 

2) 将来様々な目的で実施する可能性がある解析のために、分離株は地方衛生研究所等において保存することが望ま

しい。保存法は「病原体検出マニュアル『レジオネラ症』」を参照する。 
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7．検査結果の解釈 
7-1. 患者からも施設からも菌が分離された場合 
 患者及び施設から同一種・血清群のレジオネラ属菌が分離された場合は、当該施設が感染

源の可能性があるので、患者調査及び施設調査の結果（潜伏時間と施設利用の関係等）から

総合的に判断する。 
その際、分子疫学解析の結果を補完的に用いることができる。PFGE 法、SBT 法、MLVA

法など複数種の解析方法を組み合わせることが望ましい。 

患者由来株と施設由来株の菌種や血清群が異なる場合の解釈は、次項 7-2.と同様。 
7-2. 施設からのみ菌が分離された場合 
 当該施設が感染源とは特定できないが、レジオネラ属菌は検出されているため、施設の消

毒等の対策を施す必要がある。 
施設からの菌の分離状況により、当該施設の衛生管理の状況を推測することができる。施

設の聞き取りや記録との齟齬や施設内の欠陥、衛生管理上の問題点等を指摘し、レジオネラ

属菌の増殖・蔓延への対応策を検討する。 
7-3. 患者からのみ菌が分離された場合 
 施設からレジオネラ属菌が検出されていないため、当該施設が感染源とは特定できない。

しかし、検査時点の検体は、患者利用時とは異なる状態であるため、レジオネラ属菌が検出

されなくても、感染源ではないと完全否定もできない。患者の行動等の疫学調査の結果や施

設調査で得た衛生管理状況を基に、感染源の推定や対策の必要性を判断する。 
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レジオネラ症患者調査票 
調査日：   年   月   日（   ） 調査担当（所属）：                    調査者：  
届出受理日    年   月   日（   ）   時 病型 肺炎型 ・ ポンティアック熱型 

患 者 

氏名                  （男・女） 生年月日 年   月   日（  歳） 
住所 TEL   
職業         （業務内容：      ） 職場等  

基礎疾患 □無 □有（              ） 入院 □無 □有（  /  ～  /   入院） 
発症日 月  日 月  日 月  日 月  日 月  日 月  日 月  日 月  日 月  日 月  日 

発熱 ℃           
咳嗽           
呼吸困難           
腹痛           
下痢           
意識障害           
肺炎           
多臓器不全           
その他           

治療状況 抗菌薬

の投与 
□無  □有（薬名：                                ） 
        （投与期間   年   月   日～   年   月   日 ） 

行動調査 

発症前 10 日以内

の旅行歴 

□無  □有  国内（             ）・海外（              ） 
旅行期間（  年  月  日～  年  月  日） 
□個人  □グループ  □団体ツアー（                ）  同行者（    名） 

発症前 10 日以内

の温泉等利用歴 
(旅館、公衆浴場、プール等含む)  

□無  □有 （利用日：  月  日（  ）  利用頻度：      回／ 週 ・ 月 
利用施設名：           
利用場所：                                                     ） 

同行者：□無  □有 
 

 
月日 曜日 発症 10 日前～発症日までの行動 

外出（旅行、旅館・温泉、公衆浴場、地域の行事、ゴルフ場・文化スポーツ施設のプール・シャワー利用等）、歯科治療、除草・ガーデニング作業、洗車等 
発症日 月 日   
１日前 月 日   
２日前 月 日   
３日前 月 日   
４日前 月 日   
５日前 月 日   
６日前 月 日   
７日前 月 日   
８日前 月 日   
9 日前 月 日   
10 日前 月 日   
    
    
    
    

＊レジオネラ肺炎型の潜伏期間：２～１０日 
＊ポンティアック熱型の潜伏期間：約１～２日 
 
 

（別添 1） 



家族等構成（家族以外の同一行動者を含む） 

氏名 続柄 年齢 性別 職業 症状 検査日 結果 
   男・女  無・有（           ） ／  
   男・女  無・有（           ） ／  
   男・女  無・有（           ） ／  
   男・女  無・有（           ） ／  
   男・女  無・有（           ） ／  

環境調査 
住居形態 □独立家屋  □共同住宅（マンション、アパート、団地、寮）  □その他（               ） 

介護保険施設

利用の有無 □無  □有（□ショート □デイサービス □入所）※入所の場合、以下は施設の内容を調査 

飲料水 
使用水の種類 □公共水道（名称：        ）  □井戸水  □ボーリング水  □湧水 

□その他（                            ） 
貯水槽の有無 □有 □無 

風呂 

□患者専用  □家族と共同  □他の世帯と共同 
□入替式（一般型）  

浴槽の湯の交換頻度（   回/  日）   
□シャワーのみ  
□循環式（□毎日  □週２-３回  □週１  □無）  

浴槽の湯の交換頻度（   回/  日）   
浴槽水塩素濃度（        ppm）  

□その他（            ） 
蛇口付属品 

（浄水器）の有無 
□無  □有 

加湿器使用の有無 

□加湿器 （□超音波式 □気化式 □加熱式 □集中管理型 □その他（           ）） 
水交換頻度（   回/  日）  
水注ぎ足し（□有  □無） 
清掃頻度（   回/  日）  
タンク内塩素濃度（        ppm）  

吸入器使用の有無 □無  □有 
空気清浄機 
使用の有無 □無  □有 （加湿機能 □無  □有  *有の場合、加湿器使用項目欄に記載すること。） 

エアコン使用の有無 □無  □有（冷却塔：□無  □有、  加湿機能 □無  □有）） 

エアロゾル発生環境 □無  □有（                                              ） 
※噴水、自宅周囲の水たまり、池、室内の植木鉢、ミスト発生装置、クーリングタワー等 

エアロゾル発生作業 □無  □有（                                              ） 
※エアコン室外機の掃除や溝掃除、水槽掃除、歯科治療、洗車等 

粉じん発生作業 □無  □有 （ □ 農作業（草刈り）  □ 園芸・畑仕事など土いじり □ 庭の水まき  
□ その他（                                   ） ） 

車使用の有無 □無  □有（カーエアコン使用：□無  □有） 

その他 自由記載欄（経過等必要に応じ記入） 

 
 
 
 
 

 



別添2

所 在 地

電話番号

対応者

休業日 その他

平日　平均 人/日

患者の利用日 人

 □ なし 　□ あり 体調不良者等 人 内容

温泉井戸　本数 本 用途

泉質

井戸　　　　本数 本 用途

水道水  □ あり　□ なし 用途

槽

槽

槽

槽

槽

　□ なし　□ あり 循環系統数 系統 ろ材の種類

№ 判定 備考
浴槽の湯は、定期的にレジオネラ属菌の検査を実施しているか？ 適・不適

実施年月日 浴槽名 検査結果 検査機関

実施頻度： （年1回以上・年2回以上・年4回以上）
2 浴槽の湯は常に満ちているか？ 適・不適
3 浴槽は、毎日（または毎週1回以上）完全に換水して清掃しているか？ 適・不適
4 浴槽の湯の遊離残留塩素濃度は、0.4mg/L程度を保っているか？ 適・不適

浴槽の湯の遊離残留塩素濃度は、頻繁に測定しているか？ 適・不適
実施頻度：

浴槽にひび割れ等の破損箇所はないか？ 適・不適
木風呂にカビや穴はないか？
岩風呂に青コやヌメリは付いていないか？

7 原湯の浴槽への供給は、浴槽への落し込み式であるか？ 適・不適・非該当

8 循環湯の吐出口は浴槽の水面下に設けてあるか？ 適・不適・非該当

9 連通管がある場合、連通管の湯水を排出する構造になっているか？ 適・不適・非該当

10 適・不適・非該当

原湯や上がり湯の貯湯槽の湯の温度は60℃以上に保たれているか？ 適・不適・非該当

60℃を保つことができない場合、貯湯槽水を消毒しているか？残留塩素濃度： 適・不適・非該当

貯水槽及び貯湯槽内の清掃及び消毒をしているか？ 適・不適・非該当

（　　　　　）基 用途 水温（℃） 清掃状況 消毒状況

タンクに破損箇所はないか？ 適・不適・非該当

タンク内に雨水や土埃が入り込む構造になっていないか？ 適・不適・非該当

タンクの蓋は開けたままになっていないか？ 適・不適・非該当

分湯枡がある場合、その清掃及び消毒を実施しているか？ 適・不適・非該当

雨水が入り込み易い構造になっていないか？ 適・不適・非該当

施設名称

 循環ろ過装置

浴槽の種類

 □常時給湯しオーバーフローを行う、いわゆる掛け流し式

 □いわゆる掛け流し式でないもの

 □浴槽水を毎日換水

 □浴槽水を塩素系薬剤を使用して消毒し、連日使用

営業の種類

管理体制

営業状況

 公衆浴場・旅館・その他：　　　　　　

自主管理　・　委託管理（管理会社名：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　）

施設調査票

土・日・祝日　平均 人/日

年　　　　月　　　　日

 Ａ　～　

営業者氏名

管理責任者氏名

保健所名： 調査担当者：調査日時：　　　年　　　月　　　日　　　時

貯
湯
槽

入浴者数

 □浴槽水を塩素系薬剤を使用しない方法で消毒し、連日使用

2

3

4

他の健康被害情報

使用水の種類

□非循環式浴槽

□循環式浴槽

1

管理状況

1

5

6

気泡発生装置等（エアロゾル発生源）を設置している場合は、当該浴槽の浴槽水及
び当該設備に必要な湯水には、連日使用浴槽水を使用していないか？

浴
槽



№ 判定
1 ろ過装置は1時間当たり浴槽の容量以上のろ過能力を有しているか？ 適・不適・非該当

ろ過器は、毎週1回以上洗浄しているか？ 適・不適・非該当

実施日： 洗浄方法：
3 ろ過器は、毎週1回以上消毒実施しているか？ 適・不適・非該当

実施日： 消毒方法：
4 ろ材は、目視で汚れやかたまり具合を定期的に確認し、交換を行っているか？ 適・不適・非該当

交換日： 交換理由：
5 営業時間外に消毒措置を講じないままろ過装置を停止していないか？ 適・不適・非該当

1 浴槽水の消毒に用いる塩素系薬剤は、ろ過器の直前に投入しているか。 適・不適・非該当

2 消毒装置の維持管理は、適切か？ 適・不適・非該当

3 塩素供給装置は正常に作動しているか？ 適・不適・非該当

4 塩素濃度測定器は、正常に作動しているか？ 適・不適・非該当

1 配管が腐食などで破損していないか？ 適・不適・非該当

2 長い配管や複雑な配管構造により、滞留水が発生していないか？ 適・不適・非該当

3 改修等により不要な配管が残ったままになっていないか？ 適・不適・非該当

循環配管は、毎週1回以上消毒しているか？ 適・不適・非該当

実施日： 消毒方法：
1 集毛器は、毎日清掃しているか？ 適・不適・非該当

集毛器は、毎週1回以上消毒実施しているか？ 適・不適・非該当

実施日： 消毒方法：
1 オーバーフロー環水管を循環配管に直接接続していないか？ 適・不適・非該当

オーバーフロー水を回収して浴用に供していないか？ 適・不適・非該当

供する場合は、回収槽の湯水を消毒しているか？ 適・不適・非該当

消毒方法： 残留塩素濃度：
浴場床排水の混入はないか？ 適・不適・非該当

回収槽の清掃及び消毒を毎週1回以上（原則毎日）行っているか？ 適・不適・非該当

実施日： 消毒方法：
シャワーホース及びシャワーヘッドの維持管理は、適切か？ 適・不適・非該当

清掃状況 消毒状況 直近の交換日
シャワーホース
シャワーヘッド

2 調節箱がある場合、定期的に清掃しているか? 適・不適・非該当

3 適・不適・非該当

1 シャワー、ミストサウナ、打たせ湯には浴槽水を使用していないか？ 適・不適・非該当

2 気泡発生装置等の空気取入口は、土ほこりが入らないようになっているか？ 適・不適・非該当

3 内湯と露天風呂の湯は、配管等を通じて混じらないようになっているか？ 適・不適・非該当

水質検査結果は3年間保管されているか？ 適・不適
残留塩素濃度の測定結果は記録し、3年間保管されているか？ 適・不適
その他管理状況について記録し、3年間保管されているか？ 適・不適

※　設備状況調査票は別紙

管理状況

備　　考（その他付帯設備、浴用剤、修景設備　等）

シャワーは毎営業終了後（又は週1回以上）内部の水が置き換わるように通水しているか？

集
毛
器

シ
ャ
ワ
ー

ろ
過
装
置

2

4

1

2

3

そ
の
他

オ
ー

バ
ー
フ
ロ
ー

回
収
槽

2

消
毒
装
置

循
環
配
管 4



（設備状況）

№ 系統名 ろ過器 ろ過方式
ろ過器の
逆洗浄

集毛器 回収槽 区分
循環水
の供給

浴槽水
消毒

塩素剤投入 その他消毒

1有
2無

1砂
2セラミック
3カートリッジ
4中空糸
5その他
（　　　）

1有
2無
※有の
場合、洗
浄頻度

1有
2無

1有
（材質・
容量）
2無

1白湯
2薬湯
3露天
4その他
（　　　）

1水道水
2井戸水
3温泉
4混合
（　 + 　）

浴槽
の

温度
・

pH

<頻度>
1毎日
2（　）日
に1回
3その他

患者利用
日前後の
換水日
1前　　/
2後　　/

<頻度>
1毎日
2（　）日
に1回
3その他

<方法>
1ﾌﾞﾗｯｼﾝｸﾞ
2ｼﾞｪｯﾄ水
流
3雑巾がけ
4その他

洗浄
剤・消
毒剤
の種
類及び
濃度
※

1落し込み
2浴槽底
部
3その他
（　　　）

1有
2無

1ジェット噴
射
2気泡発生
装置
3その他

1実施
2未実施

1有
2無

<注入点>
1ろ過器前
2ろ過器後

薬剤名
1集毛器
2浴槽直接

1オゾン
2紫外線
3その他
（　　　）

1 □

2 □

3 □

4 □

5 □

6 □

7 □

8 □

9 □

10 □

□

□

□

□

□

□

□

洗浄剤 ① 種類 濃度 ② 種類 濃度 ③ 種類 濃度

消毒剤 ④ 種類 濃度 ⑤ 種類 濃度 ⑥ 種類 濃度

使用水 換水状況 浴槽清掃状況 エアロゾル発生装置 塩素剤連続注入装置

備考

調査時
残留塩
素濃度
(mg/L）
□遊離
□全

患者利
用日残
留塩素
濃度
(mg/L)
□遊離
□全

調査時
ATP値
(RLU)

備考
（凡例）

浴槽名
（患者使用 ）

※



（別添 3） 

施設調査必要物品チェックリスト 

 

①調査、指導 

□施設調査票 

□患者調査抜粋（個人情報を抜いたもの、施設の利用日時、利用箇所等） 

□用箋ばさみ 

□筆記用具、油性ペン（検体容器へ記入） 

□名刺、身分証明書 

□指導票 

□ATP 簡易測定キット 

□デジカメ 

□懐中電灯 

□残留塩素測定器 

□ｐH 測定器 

 

②検体採取 

□採水容器とラベル 

□採水用具（柄杓、ひも付きバケツ等） 

□拭き取り検査キットと拭き取り検査場所記入用紙 

□水温計（ガラス製は割れると危険。デジタル表示のものが望ましい。） 

□残留塩素測定器 

（□残留塩素測定器を持って行けない場合は、残留塩素測定用の採水容器とラベル） 

□塩素中和剤 

□手指・容器等消毒剤（消毒用エタノールなど） 

（器具消毒用にアルコール綿もあると便利） 

□ゴム手袋 

□マスク 

□チャック付ビニール袋 

□保冷ボックス 

□保冷・蓄冷剤 

□ペーパータオル 

□ゴミ袋 





図1　施設調査票中調査項目の説明



厚生労働科学研究費補助金（健康安全・危機管理対策総合研究事業） 

 

公衆浴場におけるレジオネラ症対策に資する検査・消毒方法等の 

衛生管理手法の開発のための研究 

令和元年度～3 年度分担研究報告書 

 

MLVA タイピングの確立とゲノム分子疫学との比較解析 

 

研究代表者 前川純子    国立感染症研究所   細菌第一部 

研究分担者 中西典子    神戸市健康科学研究所 感染症部 

研究協力者 野本竜平  神戸市健康科学研究所 感染症部 

研究協力者 小松頌子    神戸市健康科学研究所 感染症部 

研究協力者 水本嗣郎    静岡県環境衛生科学研究所 

研究協力者 高橋直人  静岡市環境保健研究所 

研究協力者 平塚貴大  広島県立総合技術研究所保健環境センター 

研究協力者 陳内理生  神奈川県衛生研究所 

研究協力者 森本 洋  北海道立衛生研究所 

研究協力者 小川恵子  北海道立衛生研究所 

研究協力者 蔡 国喜  長崎県環境保健研究センター 

 
研究要旨：MLVA 法は、その特性として、安定性・迅速性・比較の容易性から、利便

性の高い分子タイピング法となっている。そこで、本研究では、これまでの研究から

見出された問題点を解決するために、全ゲノム配列を用いた系統解析を取り入れるこ

とで、SBT と MLVA のタイピングの妥当性評価を行い、より最適な MLVA 領域の検討

を行い、遺伝子型別方法としての MLVA タイピングを確立し、汎用性を高めることを

目的とする。 
Miseq および MinION を用いて、12 株の完全長配列を決定し、計算上推測されるフ

ラグメントの大きさから外れる MLVA 領域やフラグメントが検出されない MLVA 領域

について詳細に解析した。リピート領域は存在しているが、primer のミスマッチによ

り増幅されない MLVA 領域の存在が明らかになり、新たに primer を検討したところ、

特に Lpms01, Lpms13, Lpms31 の MLVA 領域で大きく改善され、より正確な MLVA 型別

が可能となった。一方で、Intermediate-size として扱っていた MLVA 領域は、リピート

領域が始まる上流の長さが短くなっていること、最後のリピートの長さも短くなって

いることが明らかとなった。 
各分子疫学解析手法の比較では、ST が一致で MLVA 型が異なる例、MLVA 型が一致

で ST 型が異なる例について計 28 株のゲノム配列を決定し、ゲノム系統解析の結果と

各分子疫学解析手法の解析結果との比較検討を行った。その結果、それぞれの例にお

いて、分子疫学的手法としての MLVA と SBT は全ゲノム系統解析の傾向を十分に反映

していると考えられた。ただし、それぞれの手法だけでは、菌株識別できない場合も
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存在するので、双方の手法を併用するのが望ましいと考えられた。さらに、PFGE、
MLVA、SBT の相違点が見いだされた集団事例についても同様の検討を行った結果、

PFGE、SBT、MLVA のタイピングでは、すべての株が相同性の高い株として認識され

るが、コアゲノム SNPs 解析ではそれぞれの手法の結果を反映した系統樹となった。 
MLVA を活用に関しては、複数の自治体にプロトコルを提供し、集団事例での検討

や施設の衛生指導にも活用した。 
Miseq リードデータやコンティグ配列から ST を決める方法を確立し、解析フローを

作成した。 
 

A．研究目的 

 感染源の特定には、レジオネラ症患者か

らの分離株と感染源と推定される環境分

離株の遺伝子型を比較し、遺伝子型の一致

を確認する必要がある。その際に用いられ

る方法として主流になっているのが、パル

スフィールドゲル電気泳動法（PFGE）や

世界的に普及しているSBT（Sequence 

based typing）法である。SBT法は、7つの

遺伝子（flaA,  pliE,  asd,  mip,  mompS,  

proA,  neuA）のシークエンスを行い、そ

の塩基配列により型別を行う手法である。

しかしながら、これら従来法は、多検体処

理の煩雑さ、時間、予算を要することが課

題となっていた。近年、細菌の遺伝子型別

解析としてMLVA法がよく用いられてい

る。MLVA法は、その特性として、安定性・

迅速性・比較の容易性から、利便性の高い

分子タイピング法となっている。そこで、

他の細菌の遺伝子型別解析にも利用され

ているMLVA法をL. pneumophilaにおいて

導入することで、それら従来法の課題を克

服できることが期待される。その一方で、

遺伝子型別の手法間の相違点も見出され

た。また、他自治体間との比較の際にも、

フラグメントの大きさがずれる点や

MLVA領域によってリピート数換算の際

に判断に迷う点等いくつかの課題が見出

され、汎用性の高いタイピングとしての

MLVAを確立するためには、プロトコル整

備の必要性が示唆された。 

そこで、本研究では、これまでの研究か

ら見出された問題点を解決するために、全

ゲノム配列を用いた系統解析を取り入れ

ることで、SBTとMLVAのタイピングの妥

当性評価を行い、より最適なMLVA領域の

検討を行うことで、遺伝子型別方法として

のMLVAタイピングを確立し、汎用性を高

めることを目的とした。 

 

B． 研究方法 

➀菌株： 

(1) 完全長配列決定の菌株は、リピート数

が 0 になる株や Intermediate-size の株 12

株を用いた（表 1）。 

(2) ST が一致で MLVA 型が異なる例とし

て ST507 の 9 株を用いた（表 2） 

(3) MLVA 型が一致で ST 型が異なる例と

して 20 株を用いた（表 3）。 

(3) 集団事例 A で用いた菌株は、表 4 の

通りである。 

(4) MLVA の primer 評 価 に は L. 

pneumophila SG1 の菌株 439 株を対象とし

た 1）。 
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(5) 施設の衛生管理における MLVA の活

用では、神戸市の３施設において平成 24

年から令和 2 年度に分離された L. 

pneumophila を解析対象とした。 

 

②MLVA： Sobral ら 2）によって報告され

た 12 領域（Lpms01,  Lpms03,  Lpms13,  

Lpms19,  Lpms31, Lpms33,  Lpms34, 

Lpms35,  Lpms38, Lpms39,  Lpms40,  

Lpms44）を用いた。蛍光標識したプライ

マーを用いて、4 領域を 1 セットとした 3

種類の multiplex PCR-A（Lpms01, Lpms31, 

Lpms33, Lpms35 ） , PCR-B （ Lpms03, 

Lpms13, Lpms19, Lpms34 ） , PCR-C

（Lpms38, Lpms39, Lpms40, Lpms44）とし

た。PCR 反応は、QIAGEN Multiplex を用

いた。PCR 条件は、95℃15 分後に 95℃30 

秒、60℃1分、72℃70 秒を 35サイクル行っ

た。50 倍希釈した PCR 産物 1µl をサイズ

マーカー0.25µl（GeneScan 1200 LIZ Size 

Standard （PCR-A と PCR-B）, GeneScan 

600 LIZ Size Standard （PCR-C）と Hi-Di 

Formamide（ABI） 10µl に混合し、95℃で

3 分加熱後、氷中条件で 2 分間急冷した。

その後、AB3500 Genetic Analyzer にてフ

ラグメント解析を行った。得られたデー

タ は GeneMapper Ver. 4 （ Applied 

Biosystems）を用いて、フラグメントサイ

ズおよびリピート数を測定した。 

また、新たな primer として、Pourcel ら

によって報告された primer3 ） 4)を 2nd 

primer として用いて、上記の方法でフラ

グメント解析を行った（表 5）。 

得られた MLVA 型による株間の類縁関

係を明らかにするために、BioNumerics 

Ver7.6 を用いて、Minimum spanning tree

（MST）を作成した。 

 

③ ゲノム解析：QIAseqFX(QIAGEN)を用 

いて DNA ライブラリを調製し、Miseq 

regent Kit v.3 を用いてリードデータを取

得した。A5-Miseq でアッセンブリし、

PROKKA でアノテーションを行った。全

ゲノム配列による系統解析には kSNP3 を

用いて解析した 5,6）。完全長ゲノム配列は、

MinION（Nanopore 社）から得られたロン

グリードと Miseq のショートリードデー

タを Unicycler により Hybrid assembly し

て決定した。 

 

④ゲノムデータを利用した SBT の解析フ

ロー：リードデータのマッピングによる

解析手法として SRST2（https://github.com

/katholt/srst2）を、アセンブリしたドラフ

トゲノム配列から ST を決定する手法と

して Legsta（https://github.com/tseemann/le

gsta）を、更に mompS が正確に決定でき

なかった場合に利用するツール（https://gi

thub.com/bioinfo-core-BGU/mompS）の 3

種類を提案した。それぞれの SBT データ

ベースを最新のものに更新し、特に SRS

T2についてはSBTを解析するための条件

を最適化し、ツールのインストール方法

も含めた汎用的なマニュアルを作成して

協力機関に提供した。 

 

C．研究結果 

(1) MLVA 領域の検討 
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計算上推測されるフラグメントの大き

さから外れる MLVA 型を示した菌株の完

全長ゲノム配列を取得し、MLVA 領域周

辺 構 造 を 解 析 し た 。 そ の 結 果 、

Intermediate-size として扱っていた MLVA

領域（Lmps31）は、リピート領域が始ま

る上流の長さがPhiladelphia株と比較して

短くなっていた。さらに、最後のリピー

トの長さも短くなっていた。 

フラグメントが検出されない菌株の中

には、リピート領域は存在しているが、

primer のミスマッチにより増幅されない

MLVA 領域（Lpms31 、Lmps01、Lmps13, 

Lpms39）の存在が明らかになった。そこ

で、以前解析した L. pneumophila SG1 

439 株の MLVA プロファイル中で、MLVA

領域ごとに増幅されなかった株（”null”

株）の存在を調べた（表 6）。Lpms13 と

Lpms01 はそれぞれ 39 株（8.9％）、31 株

（7.1％）で増幅されていないことがわ

かった。 

Pourcel ら 3）4)によって報告された MLVA

領域は Sobral 2）らと同じ MLVA 領域を用

いているが、primer が異なることから、

Pourcel らによって報告された primer (2nd 

primer とする)を用いて増幅されなかった

株について検討した。その結果、Lpms01, 

Lpms13, Lpms31 の MLVA 領域において

大きく改善された（表 6）。 

また、増幅しない株が多かった ST23, 

ST384,  ST550 に着目すると、増幅され

かった領域が 2nd primer により増幅され、

同一 MLVA 型となる株が増えた。従って、

同一 ST 内において、より正確な MLVA

型別が可能となった。 

 

（2)ゲノム分子疫学における MLVA, SBT

の遺伝子型別の比較 

SBT と MLVA における相違の要因を 

NGS を利用した L.pneumophila の全ゲノ

ム配列を用いた系統解析から明らかにす

るために、ST が一致で MLVA 型が異なる

例、MLVA 型が一致で ST 型が異なる例、

さらに、ある集団事例についてゲノム解

析を行い、ゲノム系統解析の結果と各分

子疫学解析手法の解析結果との比較検討

を行った。 

① ST が一致で MLVA 型が異なる例 

ST507 の 9 株の MLVA 型は 5 種類に分

類された。そのうち、1 株だけが、Clonal 

Complex (CC)から外れた MLVA 型を示し

た（表 2 と図 1(A)）。9 株のコアゲノム

SNPs の系統解析を行った。その結果、CC

から外れた菌株は、コアゲノム系統樹で

も、他の菌株とは系統的に離れた位置に

カテゴライズされており、MLVA の MST

の近縁関係を反映していた (図 1(B))。 

② MLVA 型が一致で ST 型が異なる例 

 同一 MLVA 型を示した 20 株の ST は、

11 種類含まれており（表 3）、ST に基づ

く菌株間の関連性を図 2（A）に示した。

ST2311 と ST622 は CC から外れた。これ

らの株のコアゲノム SNPs の系統解析を

行った結果、コアゲノム SNPs の系統樹が

ST の MST の近縁関係を反映していた（図

2（B））。 

③集団事例におけるゲノム分子疫学を用

いた PFGE、MLVA, SBT の遺伝子型別の
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比較 

PFGE、MLVA、SBT の相違点が見いだ

された集団事例について、ゲノム系統解

析を用いて各分子疫学解析手法の解析結

果との比較検討を行った。 

PFGE において、患者由来株と F20-1（図

3A、⑥レーン）と F25 （同⑦レーン）株

以外の浴槽水由来株および拭き取り由来

株の PFGE パターンは完全に一致した。

拭き取り由来株である F20-1 と F25 は他

の菌株と３バンド違いで、UPGMA によ

る近似性は 86.9％となった。 

PFGE を実施した SG1 の 13 菌株の ST

は、ST59 と ST2592 の 2 種類に分かれ、

それらは neuA の 1 遺伝子違いであった。

ST59 を示した 2 株は同じ浴槽の浴槽水

と拭き取り由来であった。MLVA 型は、

ST59 の１株が１領域違いであったが、他

の 12 株の MLVA 型は一致した。 

F9-2、F20-2 の ST、MLVA 型は他の菌

株とは異なっていた（表 4）。 

これら 15 株のコアゲノム SNPs の系統

解析を行った（図 3B）。F9-2、F20-2 は、

他の菌株と比較して SNP 数が 10000 個以

上となり、他の菌株とは系統的に離れた

位置にカテゴライズされた。患者由来株

は系統的に近しい位置に集約された。患

者由来株とSNP数20個以内の株が拭き取

り由来 F9-1 と F10 であった。患者由来株

と同一 ST だが、PFGE で３バンド違い

だった F20-1 と F25 株は、患者由来株と

の SNP 数約 300 個であり、PFGE の結果

を反映していた。また、ST59 の 2 株も患

者由来株との SNP 数は約 300 個であり、

SBT の結果を反映した系統樹となった。 

 

(3) MLVA 法の活用 

➀施設の衛生管理における活用 

昨年の緊急事態宣言後に営業再開した

３施設において 10,000 CFU/100 mL 以上

の 菌数が検出された。その施設における

菌数増加について、MLVA を用いた菌の

定着性を調べた。平成 24 年から継続的な

モニタリング検査で分離された菌株の

MLVA 型と緊急事態宣言後（令和 2 年度）

に分離された MLVA 型を比較した。その

結果、B,C 施設では、R2 年度に分離され

た株と同じ遺伝子型の株が、過去にも分

離されていた。D 施設で分離された 2 株

のうち、一方は宣言前の期間に分離され

たものと同一遺伝子型であったが、もう

一方は R2 年度に初めて分離された（図 4）。 

 

③ 複数の協力機関との連携 

今年度は複数の自治体の集団事例にお

いて、MLVA を実施してもらった結果、

PFGE、SBT、MLVA は概ね相関した結果

となった。 

 

(4) ゲ ノ ム デ ー タ を 利 用 し た L. 

pneumophila の SBT 解析フロー 

L. pneumophila の ST は、EWGLI（The 

European Worrking Group for Legionella 

Infections）により運用されている website

に 7 遺伝子の必要な部分の配列情報を照

合することで決定するが、ドラフトゲノ

ムのコンティグ配列から当該遺伝子配列

部分のみを正確に抽出するのは効率的で
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はないため、リードデータをそのまま当

該遺伝子配列にマッピングすることで直

接 ST が決定できるパイプラインの構築

し、解析フローを作成した（図 5）。複数

の研究機関に Web での研修を複数回行い、

解析に必要なソフト等の環境を整えても

らった。実際に、7 株のリードデータ及び

ドラフトゲノムデータ提供し、実際に解

析フローを基に ST を決定してもらった

ところ、当所の結果と一致した良好な結

果を得ることができた。したがって、他

の研究機関にも提供できる解析ツールを

提示できることが可能となった。 

また、一時的に SBT の web サイトが使

用できない状態になっている場合にも有

用な解析ツールとなっている。 

 

D．考察 

MLVA 周辺構造の解析から、フラグメ

ントが増幅されない菌株の中には、リ

ピート領域は存在しているが、primer の

ミスマッチにより MLVA 領域が増幅され

ていないことが明らかとなった。このよ

うな MLVA 領域は、Pourcel らが報告した

primer を用いることで、大幅に改善する

ことが明らかとなった。MLVA 領域自体

は Sobral らと同じ領域を解析しているこ

とになるので、型別には問題ないと考え

られる。“null”の株をより正確に型別した

い場合は、2nd primer を用いることが望

ましいと考える。さらに、 “null”の株が

比較的多数存在しているSTは、2nd primer

を用いることでより正確な MLVA 型を決

定することができた。今後は primer を変

えることで大きく改善した  Lpms01, 

Lpms13, Lpms31 については、最初から

2nd primer に変更し、現状の MLVA のプ

ロトコルを改変することも検討する必要

がある。そのためには、 2nd primer

で”null“になる株があるかの評価を行う

必要がある。一方で、MLVA 領域の中に

は、Intermediate-size として扱っていた

MLVA 領域があったが、リピート領域前

の flanking region の長さが異なっている

ことや最後のリピートの長さが中途半端

な長さであった。このような株は、計算

通りのリピート数をとる菌株とは区別す

る必要があると考えられた。 

全ゲノム系統解析から、SBT, MLVA

の手法間の相違点ついて比較した。ST が

一致で MLVA 型が異なる例では MLVA 型

の MST が、MLVA 型が一致で ST が異な

る例においては ST の MST が、それぞれ

全ゲノム系統解析の傾向を反映していた。

従って、MLVA と SBTはレジオネラの全ゲノ

ム系統解析の傾向を十分に反映していると

考えられる。しかし、大まかな系統的位置は

一致するものの、片方の手法で細分化され

ているクラスターが、もう片方の手法では遺

伝子型が一致するというケースが存在するこ

とも明らかとなった。 

集団事例におけるコアゲノム SNPs 解

析では、SBT、PFGE それぞれの手法の結

果を反映した系統樹となっていたが、全

ゲノム系統解析から、患者由来株と近縁

な 2 株（SNP 数が 20 個以内）は同一の浴

槽の拭き取りから分離されており、その

浴槽が直接の感染源となっていた可能性
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が考えられた。また、PFGE、SBT、MLVA

のタイピングでは SNP 数 300 個程度の菌

株間を clonal complex として認識されて

いると考えられた。このように、集団発生事

例等個々の菌株の同一性を詳細に確定さ

せたい場合は、可能であればゲノム解析を

実施することが望ましいが、コスト等の面で

難しい場合はMLVA と SBTを併用して分子

疫学解析を実施することが必要であるかもし

れない。今後も引き続き、レジオネラ症事

例におけるゲノム解析を行い、検討を重

ねる必要がある。 

継続的にモニタリングしている施設に

おいて、増加した菌がもともと施設に定

着している菌か、あるいは新規の株なの

か、簡便な MLVA を用いることで判断す

ることができた。このように、菌株の同

一性（定着性）を継続的に調べる解析ツー

ルとして MLVA は有用であり、施設への

衛生指導に役立てることができると考え

られた。また、今回、複数の自治体でMLVA

を導入することができ、集団事例への検

証を進めることができた。 

また、Miseq リードデータやコンティグ

配列から ST を決める方法を確立した。サ

ンガー法で決定した配列でも利用可能と

なっており、迅速で有用な解析ツールと

考えられた。解析フローを作成し、複数

の連携機関に提供し、実際の Web 研修で

解析できるような環境を構築することが

できた。今後も定期的に ST プロファイル

を更新する予定である。 

 

E. 結論 

primer のミスマッチにより増幅されな

い MLVA 領域は primer を変えることで、

大幅に改善され、より正確な MLVA 型別

が可能となった。 

分子疫学的手法としての MLVA と SBT

は全ゲノム系統解析の傾向を十分に反映

していると考えられた。MLVA を菌株の

スクリーニング（SBT の代替）に用いる

ことは、有用である。ただし、それぞれ

の手法だけでは、菌株識別できない場合

も存在するので、双方の手法を併用する

のが望ましい。集団発生事例等個々の菌

株の同一性を詳細に確定させたい場合は、

可能であればゲノム解析を実施することが

望ましいが、集団事例でのゲノム解析事例

を増やし検討を重ねていく必要がある。 

施設の衛生管理における汚染源調査に

おいて、簡便な MLVA を用いることで、

菌株の同一性（定着性）や新規性を継続

的に調べることができ、施設への衛生指

導に役立てることができると考えられた。 

さらに、Miseq リードデータやコンティ

グ配列から ST を決める方法を確立し解

析フローを提示した。 
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表5.　解析したMLVA領域と2nd prim er配列

MLVA  locus primer Sequence (5'→3’）(Labeling)

Lpms01-2nd Lpms01F_2nd (NED)-ACGRGCATATGACAAAGCCTTG

Lpms01R_2nd CGGATCATCAGGTATTAATCGC

Lpms03-2nd Lpms03F_2nd (VIC)-CAACCAATGAAGCAAAAGCA

Lpms03R_2nd RGGGSTTGATGGTCTCAATG

Lpms13-2nd Lpms13F_2nd (NED)-CAATWGCATCGGACTGAGYA

Lpms13R_2nd TGCCTGTGTATCTGGRAARGC

Lpms19-2nd Lpms19F_2nd (PET)-GAACTATCAGAAGGAGGCGAT

Lpms19R_2nd GGAGTTTGACTYGGCTCAGG

Lpms31-2nd Lpms31F_2nd (FAM)-GCAATCCGGCCTCGCAAGCC

Lpms31R_2nd CAGGCACACCTTGGCCGTCA

Lpms34 -2nd Lpms34F_2nd (FAM)-GAAAAGGAATAAGGCGCAGCAC

Lpms34R_2nd AAACCTCGTTGGCCCCTCGCTT

Lpms35-2nd Lpms35F_2nd (PET)-CTGAAACAGTTGAGGATGYGA

Lpms35R_2nd TTATCAACCTCATCATCCCTG

表6.　L. pnuem ophila  SG1 439 株における各MLVA領域の増幅

M LVA locus "null"の株数
2nd prim erで

増幅した株数

Lpm s01 31 (7.1% ) → 22

Lpm s03 3 (0.6% ) → 3

Lpm s13 39 (8.9% ) → 37

Lpm s19 10 (2.3% ) → 4

Lpm s31 13 (3.0% ) → 11

Lpm s34 13 (3.0% ) → 1

Lpm s35 6 (1.4% ) → 1
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5: L.pnuemophila SBT  
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公衆浴場におけるレジオネラ症対策に資する検査・消毒方法等の 

衛生管理手法の開発のための研究 

令和元-3 年度総括・分担等研究報告書 

 

レジオネラ属菌検査精度の安定に向けた取り組み                
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研究要旨 

1）外部精度管理、2）2018 年度外部精度管理に係るアンケート調査及び検査法技術指導（2019

年度）、3）検査研修システムについて（2019年度）について地方衛生研究所のレジオネラレファレン

スセンター担当者を中心に検討を行った。 

令和元年 9 月に「公衆浴場における衛生等管理要領等」が改正され、「公衆浴場における浴槽

水等のレジオネラ属菌検査方法について」の通知（薬生衛発 0919 第 1 号）が出されたが、この通知

の中では、精度管理が必須と記載されている。研究班で進める外部精度管理は国内唯一のレジオ

ネラ属菌検査サーベイであり、その重要性は極めて高い。本外部精度管理は研究班サポートのも

と、2015 年度以降、実施母体を日水製薬株式会社とし 7 年連続で行われてきた。検査法について

は、配付試料がより安定した性能を維持できる範囲内で、検査工程のどの部分に重きを置くかの定

義付けを行い、一部指定した。研究班への協力機関として参加した地方衛生研究所等について

は、独自に集計・解析を実施し結果の比較を行った。2021 年度は、配付試料製造元からこれまで

の菌株を変更する旨の連絡があり、新たな供試菌によるスタートとなった。また研究班から参加した

機関には、サーベイ指定法に加え、日常業務で行う検査条件による結果も求めた。解析の結果、特
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定のいくつかの機関に検査手技の再確認が必要と判定される傾向が認められた。これら特定の機

関は毎年又は高頻度に良好範囲から外れる傾向にあり、検査工程を見直す必要がある。供試菌株

変更に伴い、熱や酸による前処理や選択分離培地による供試菌への影響を調査したが、これまで

の供試菌株同様これら夾雑菌を抑制するための検査条件は、供試菌株の発育を大きく抑制し、

サーベイ指定法以外の結果からは、外部精度管理の目的を達成することは出来なかった。本外部

精度管理は、サーベイ指定法により、濃縮操作や培地接種操作などの基本操作の精度確認に主

眼を置いている。ここから導き出された各機関の結果における全国での位置付けも、実施母体から

の報告書内で確認することが出来る。なお、配付試料の確認実験において問題は認められなかっ

たが、より安定した配付試料となるべく引き続き検証すべきと考える。今後さらに調査システムの検

討を重ね、継続的かつ安定した外部精度管理調査ができるよう、今後も実施主体となる民間会社と

の連携が必要である。 

アンケート調査からは、各検査機関の現状把握ができた一方で、検査が不安定な施設への対応

が求められた。技術指導を行った施設においては、結果改善が認められ、引き続き直接技術指導

を行う予定であったがコロナ禍で中断となっている。検査研修システムについては、民間企業と連

携し規模を調整することで一定の基盤が整いつつあったがコロナ禍の影響で中断となっている。今

後は状況を見極め、検査技術の安定に向け対応したいと考える。 

 

A．研究目的 

レジオネラ属菌検査精度の安定に向けた取

り組みとして、１）外部精度管理、２）2018 年度

外部精度管理に係るアンケート調査及び検査

法技術指導（2019 年度）、３）研修システムに

ついて（2019 年度）、検討を行った。 

 

 

B．研究方法 

１）外部精度管理 

外部精度管理の実施 

<実施概要> 

2015 年度以降、実施母体を日水製薬株式

会社（以下、日水製薬）とし、公的、民間を問

わず全国の検査機関に案内を発信し外部精

度管理が実施された。 

まず日水製薬より「参加募集案内文、参加

要件、指定法」（別紙（2021 年度実施分）参照）

が示され参加募集が行われた。その後、試料、

試料送付案内、試料取扱遵守事項、試験概

要、結果記入メモ及び試料受領書兼承諾書

（別紙参照）が参加者に向け発送された。解析

結果は毎年度末に、検査実施者が専用ホー

ムページから個別のIDとパスワード（以下PW）

によりログインすることで閲覧可能となることが

案内で示された。 

<参加機関> 

2019 年度 161 機関（延べ 164 試料配付）、

2020 年度 171 機関（延べ 180 試料配付）、

2021 年度 184 機関（延べ 191 試料配付）に対

し実施された。うち研究班への協力機関として

地方衛生研究所等が 2019年度 73機関、2020

年度 72 機関、2021 年度 70 機関が参加した。 

<配付試料> 

 信頼性においてメーカーにより品質と多施設

への発送が保証されることから、例年通りビオ

メリュー社の BioBall（特注品）を使用した。なお、

2021 年度はビオメリュー社より、これまでの菌
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株を変更する旨の連絡があり、2020 年度まで

使用されていた製造メーカーが保有する

Legionella pneumophila ACM 5197 から、新た

な供試菌株 Legionella pneumophila NCTC 

11986 により配付試料が製造された。 

<検査法> 

配付試料がより安定した性能を維持できる

範囲内で、検査工程のどの部分に重きを置く

かの定義付けを行い、一部指定した（別紙

サーベイ指定法（2021 年度実施分）参照）。ま

た、2021 年度は、菌株変更を受け、研究班か

ら参加した機関には、サーベイ指定法に加え、

日常業務で行う検査条件による結果も求めた。

なお、日常業務で行う検査条件とは、検査対

象となる実検体においては様々な夾雑菌が混

入している場合もあり、それら夾雑菌の培地上

での発育を抑制するために、各種選択分離培

地の使用に加え熱処理、酸処理、熱処理後酸

処理等の前処理を併せて実施する検査工程

を指す。 

<結果集計と解析> 

全参加機関に対する集計・解析は日水製薬

が実施した。研究班への協力機関として参加

した地方衛生研究所等については、独自に集

計・解析を実施し、過去の結果とも比較した。

なお報告値については 2013 年度から実施し

ている研究報告と同じ換算値として集計するこ

ととした１）。また、各機関の最終菌数は、コロ

ニー数の平均値に換算のための定数（非濃縮

検体①は×100、非濃縮検体②は×1000、濃

縮検体は×10）を乗じたのち、小数第一位を

四捨五入した数値を表示した。 

本調査での非濃縮検体の目標良好範囲は、

以下のように設定した。メーカー保証による

95%予測区間の数値に対し、レジオネラ属菌検

査で使用される、検体 100 mL 中の cfu（colony 

forming unit）に換算し、下限値、上限値を計

算した。次に、実検体の非濃縮検体において

は、分離平板上の１集落を 1000 cfu/100 mL と

換算することから、結果は 1000 cfu の整数倍と

なる。このことを勘案し、前述計算した下限値

については 100 の位を切り捨て、上限値につ

いては切り上げ補正した。さらにこの範囲に対

し、国内における食品衛生外部精度管理で実

績のある一般財団法人食品薬品安全センター

秦野研究所が統計処理で行っている「Xbar 管

理図における管理線を理化学調査では添加

量の 70％および 120％、微生物学調査では全

体の平均値の 30％および 300％」という考え方

を参考に、本外部精度管理では、「メーカー保

証されている菌数をベースに補正した範囲に

対し、その下限値の 30％および上限値の

300％」という考え方を導入し、目標良好範囲

を設定することとした。 

濃縮検体については、回収率により判定を

行った。目標とした回収率は、配付試料である

BioBall の性能と参加機関の結果を鑑み 20％

を下限とし、上限を 100％未満とした。 

日水製薬で行った全国の結果集計・解析は、

毎年度末に検査実施者が専用ホームページ

から個別の ID と PW によりログインし、解析結

果をダウンロードするシステムとなっている。 

２）2018年度外部精度管理に係るアンケート調

査及び検査法技術指導（2019 年度） 

検査精度が安定しない検査機関に対する

原因究明と安定化に向けた検討を行うため、

現状の把握として地方衛生研究所レジオネラ

レファレンスセンターを通じ、「2018 年度 レジ

オネラ属菌検査精度管理サーベイ」に参加し

た施設に対し、アンケート調査を実施した。 

これまでの外部精度管理において不安定な

結果を複数回報告していた機関のうち、3 機関
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に対し研究班員が訪問し検査工程の確認を

行い、その場で検討会を行った。 

３）検査研修システムについて（2019 年度） 

2013 年 8 月、2019 年 4 月に、民間機関とし

てレジオネラ属菌検査研修実績のある関東化

学株式会社と継続的な研修会実施に係る協

議を行った。 

 

 

C．研究結果及び考察 

１）外部精度管理 

表 1 に 2021 年度参加機関における、2015

～21 年度の結果判定一覧を示した。ここでは、

過去 7 年間の比較をしやすくするために、

2016 年度までの報告菌数から見た判定による

結果も記載した。7 年連続で参加した機関は

43 機関あった。回収率による判定では、今年

度目標良好範囲外を報告したのは 15 機関

あった。このうち回収率判定を実施している

2017 年度から 5 年連続で良好範囲外を報告

していた機関が 1 機関（機関№5）、3 年連続が

4 機関（機関№4、10、11、28）、2 年連続が 1機

関（機関№63）あった。一方、濃縮検体につい

ても 2016 年度までの報告菌数から見た判定を

当てはめた場合、目標良好範囲外の結果を報

告したのは 11 機関あった。このうち本サーベイ

開始以来7 年連続で良好範囲外を報告してい

た機関が 1 機関（機関№58）、6 年連続が 1 機

関（機関№5）、4 年連続が1 機関（機関№30）、

3 年連続が 3 機関（機関№2、23、28）あった。

この中には、回収率は良好結果を報告してい

たが、過去の参加において高頻度に少ない菌

数を報告している機関もあった（機関№23）。ま

た、今年度は良好菌数を報告していたがこれ

までに高頻度に少ない菌数を報告している機

関、菌数は良好範囲内であったが、回収率で

は良好範囲外を報告した機関もあった。このよ

うに潜在的に不安定な状況である可能性がう

かがえる機関も複数あると思われ、注意が必

要である。これまでにも報告してきたが、菌数、

回収率ともに良好範囲外を報告している機関

は、特定の機関に偏る傾向があり、該当機関

は十分に検査工程の見直しが必要である。特

に、非濃縮①で唯一良好範囲外の菌数を報

告した機関№5 は、回収率では 5 年連続、菌

数では濃縮検体で 6 年連続良好範囲外を報

告している。また、非濃縮②で唯一供試菌の

発育が認められなかった機関№58 は、本サー

ベイ開始以来7年連続で菌数に対し良好範囲

外を報告している。これら両機関を含め、本

サーベイで気になる結果が認められた機関は、

改めて自機関の検査工程、検査体制を見直し、

例え担当者が変わっても安定した基本操作が

できるよう研鑽が必要である。 

以上、回収率、報告菌数を総合的に見ると、

検査結果が安定する方向に向かっている機関

もあるが、いくつかの機関については、特に検

査手技の再確認が必要と思われた。外部精度

管理の結果は、検査機関の良し悪しを判断す

るためのものではなく、その結果を次に生かす

ためのものである。目標良好範囲を報告した

機関は、安定した検査環境を継続すること、目

標良好範囲外の結果を報告した機関は検査

法の再確認を行うこと等、それぞれの結果に

応じた認識の共有と対応が必要である。特に

複数年連続して目標良好範囲外の結果を報

告している機関は、改めて検査手技を再確認

する必要があると思われた。その際、必ず複数

人で検証することが肝要である。なお、安定し

ている、または安定傾向にある機関として、表

5 にある全項目に対し 7 年連続良好な結果を

報告している機関が 6 機関、6 年連続が 3 機
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関、5 年連続が 2 機関、4 年連続が 4 機関、3

年連続が 4 機関、2 年連続が 6 機関あった。 

これまでにも報告してきたが、レジオネラ属

菌検査においては、コンラージ棒による塗抹

や濃縮時のいくつかの検査工程等が結果へ

影響し、菌数減少の原因となるので丁寧な検

査対応手技が必要である。また複数年連続で

良好範囲外の結果を報告していた機関は、試

料の混ぜ方、培地の状態、培地への接種量が

安定していたか、塗抹の力加減、濃縮操作等、

改めて検査工程を見直し検証する必要がある

と思われる。不安定となる要因は、各検査機関

で異なると考えられ、内部精度管理により自機

関の実態把握に努めることが肝要である。 

2021 年度は菌株変更を受け、研究班から

参加した機関には、サーベイ指定法に加え、

日常業務で行う検査条件による結果も求めた。

改めて記載するが、日常検査で行う条件とは、

検査対象となる実検体においては様々な夾雑

菌が混入している場合もあり、それら夾雑菌の

培地上での発育を抑制するために、各種選択

分離培地の使用に加え熱処理、酸処理、熱処

理後酸処理等の前処理を併せて実施する検

査工程を指す。本サーベイでは、配付試料は

レジオネラ属菌のみで夾雑菌は含まれていな

いこと、過去の検証で昨年度まで使用してい

た供試菌株に対する選択分離培地の使用さら

に前処理との併用は、供試菌株の発育を大き

く抑制することが分かっており１，２）、外部精度

管理の目的を達成することが出来ないため

サーベイ指定法として位置づけていなかった

経緯がある。 

本年度の新たな供試菌株に対する異なる条

件下での検査結果の比較を、表 2、表 3 に示

した。先ず、表 2 に非濃縮検体②に対する結

果を示した。ここでは 1 平板当たり数コロニー

のレジオネラ属菌を発育させ、かつそこから求

められる菌数が目標良好範囲内に入る技術を

持ち合わせることが必要となる。サーベイ指定

法では非常に良い結果となり、適切な評価を

行うことが出来た。一方、選択分離培地の使用

は、例え前処理を行わなかった（未処理）とし

ても確認される菌数がほぼ半減し、良好回答

数の減少、不検出回答数の増加が認められた。

さらに各前処理を併用した場合には、例え非

選択分離培地である BCYEαの使用であって

も確認される菌数が大幅に減少し、良好回答

数の大幅な減少、不検出回答数の大幅な増

加が認められた。選択分離培地と各前処理の

併用ではさらに影響が大きく、ほとんどの条件

下で供試菌の発育が認められず、不検出回答

数がほぼ 100％であった。 

表 3 に濃縮検体に対する結果を示した。本

結果は、報告菌数から見た判定を当てはめ、

供試菌の発育状況から比較を行った。全体的

に表 2 同様の結果であった。サーベイ指定法

では過去のサーベイ同様に適切な評価を行う

ことができる回答が得られていた一方、選択分

離培地の使用、各前処理の実施、それらの併

用は、供試菌の発育を大きく抑制し、良好な回

答がほぼ得られなかった。これらの結果、本年

度から採用された供試菌株においても、昨年

度まで使用していた供試菌株同様に選択分

離培地の使用さらに前処理との併用は、その

発育を大きく抑制することが確認された。 

これらのことから、現状の BioBall を配付試

料とした外部精度管理においてサーベイ指定

法以外の方法で検査をした場合には、適切な

検査技術を持つ機関が、選択分離培地と前処

理の影響で良好外機関と判定されることに繋

がることが懸念された。そもそも供試菌の発育

が大幅に抑制され、条件によってはほぼ発育
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が認められない検査方法による外部精度管理

は成り立たない。これまでにも報告してきたが、

外部精度管理を実施する際には、配付試料の

性能を熟知し、その性能が十分に担保される

展開で、検査法のどの部分に重点を置いたも

のにするかを検討し対応すべきと思われた。も

しサーベイ指定法と比べ選択分離培地の使用

や前処理によって供試菌の発育が 10％程度

しか抑制されなかったとしても、その結果は

サーベイ指定法より評価を難しくすることに他

ならない。今後、新たに外部精度管理の幅を

広げるべくその方法を模索する場合は、十分

な予備実験を踏まえ、実施母体である民間企

業がスムーズに対応出来るよう検討が必要で

ある。 

なお、現在実施している外部精度管理は、

様々な検証のもと、研究班のワーキンググルー

プ内で協議され実現したことを申し添える。 

 

２）2018年度外部精度管理に係るアンケート調

査及び検査法技術指導（2019 年度） 

アンケート調査で収集したコメントを表 4 に

示した。良好範囲外の結果から改善したという

機関のコメントを集約すると、 

①濃縮をろ過濃縮法へ変更。 

②ろ過フィルターをポリカーボネート製（ポアサ

イズ 0.2 µL）へ変更。 

③ファネルの洗い出し工程を追加。 

④培地への塗布方法を改善し、コンラージ棒

によるソフトタッチな塗抹を意識した。 

⑤培地の検討（種類、乾燥度合い） 

⑥濃縮工程全体を見直し、ミスを改善。 

⑦報告値の記載ミスがあったため、検査チェッ

クシートを改善。 

⑧レジオネラ属菌検査セミナー（日水製薬主

催）に派遣して、改めて検査工程を確認。 

一方、上手く改善が進んでいない機関のコメン

トを集約すると、 

①明確な改善ポイントが見つからず苦慮して

いる。 

②検査機会が少ない、検査担当者の入れ替

わりが激しいなどで、技術の継承、維持に苦慮

している。 

という内容になると思われた。改善点が明確で

上手く対応できた機関がある反面、明確な改

善点が見つからず苦慮している機関もあった。

後者は、今回直接技術指導を行った 3 機関の

うち 2 機関も同様の状況であった。現地で機材

確認や検査担当者からも状況説明を受けたが、

明確な問題点は見つからなかった。研究班か

らは、培地の取扱い、ろ過フィルターの洗い出

し、培地塗布時のコンラージ棒によるソフトタッ

チな塗抹等を中心に、これまでの研究報告同

様の説明をし、改めて検査全体を丁寧に実施

することを心がけるよう求めた。これら 2 機関で

は、技術指導直後の外部精度管理において

良好な結果報告がなされていた。このことから、

研究班の確認により、機材や検査工程で問題

がなければ、明確な改善ポイントが不明だった

場合において、検査工程全体に対し改めて注

意を払い、一つ一つの作業を丁寧に対応する

ことが、改善に繋がる要素の一つと考えられた。

一方、残る 1 機関は年間を通じて検査機会が

少ない状況にあった。技術指導直後の外部精

度管理においても良好な結果が得られなかっ

たが、過去 3 年間の検査工程等に問題があっ

たことが明確となり、改善に向け対応した結果、

あと少しの検査工程の見直しにより、良好範囲

に入る可能性の高い回収率 10％以上 20％未

満の範囲での報告値となっていた。今後ポイ

ントを押さえればより改善に向かうと思われた。 

今回、直接技術指導を行った機関では、いず
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れも改善方向に進んでいると思われた。直接

現場で検討会を行うことで、改善に向かう機関

は他にもあると思われる。各検査機関で使用

機材が異なること、検査の考え方や検査頻度

等に違いもあるため、簡単ではない部分もある

が、今後も直接現場に出向き確認作業を行い

たいと考える。2020、21 年度は、コロナ禍の影

響により技術指導は中断となっているが、状況

を見極め対応したいと考える。 

 

３）検査研修システムについて（2019 年度） 

これまで継続的な研修という意味合いでは、

2014、16、18 年度（21 年度も開催された）に、

国立保健医療科学院主催、国立感染症研究

所村山庁舎で実施された「短期研修 新興再

興感染症技術研修」内で、研究班推奨法に

沿った実習を伴ったレジオネラ検査研修会が

ある。内容的には、充実したものであったが、

その反面、規模が大きく、準備、調整には大き

な労力と時間を要すること、今後継続できるか

は不明であること、行政機関のみを対象にした

研修会であったこと等が問題点として挙げられ

ていた。一方、座学による研修会として、日水

製薬主催で開催されたレジオネラ属菌検査セ

ミナーが毎年開催されている。しかしながら、

座学のみであることから、毎年実習を伴った研

修会についての要望を耳にしている。これまで

にも、公的、民間等対象となる検査機関を区

別することなく、実習を伴った研修会を開催す

るための検討が研究班内でなされているが、

主催者、場所、条件、予算、講師の養成等達

成すべき課題が多く、難航していた。そこで

2013 年 8 月、2019 年 4 月に、民間機関として

実習を伴ったレジオネラ属菌検査研修実績の

ある関東化学株式会社に打診し、研究班との

間で継続的な研修会実施に係る協議を行った。

その結果、規模を調整することで一定の基盤

が整いつつあり、2020 年度試行的に開催でき

るよう準備を進めていたところである。しかしな

がら、2020、21 年度はコロナ禍の影響で中断

となっている。直接の技術指導同様、状況を

見極め対応したいと考える。 

 

 

D.結論 

本外部精度管理事業は、検査手技の安定

性を確認し、不安定な機関へ検査手技の検証

を促すことができる方法であることはこれまで

にも報告しているところである。回収率、報告

菌数を総合的に見ると、検査結果が安定して

いる、もしくは安定する方向に向かっている機

関もあるが、いくつかの特定の機関について

は不安定、もしくは高頻度に良好範囲外となる

報告をしている。これら注意を要する機関は、

特に検査手技の再確認が必要である。外部精

度管理の結果は、検査機関の良し悪しを判断

するためのものではなく、その結果を次に生か

すためのものである。目標良好範囲を報告し

た機関は、安定した検査環境を継続すること、

目標良好範囲外の結果を報告した機関は検

査法の再確認を行うこと等、それぞれの結果

に応じた認識の共有と対応が必要である。良

好範囲報告機関割合を上げるためには、各機

関においてレジオネラ属菌の性質を理解し、

それに適した検査手技について適切に理解

すること、検査担当者間差を無くすこと、検査

担当者の異動等に伴う変更に適切に対応する

こと、などが挙げられる。現在研究班で進める

外部精度管理は国内唯一のレジオネラ属菌

検査サーベイであり、その重要性は極めて高

い。今後さらに調査システムの検討を重ね、継

続的かつ安定した外部精度管理調査ができる
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よう、引き続き実施主体となる民間会社との連

携が必要と考える。また、特に検査結果が不

安定な機関や高頻度に良好範囲外を報告す

る機関に対し、適切なフォローアップができる

よう、コロナ禍で中断している検査技術研修会

の構築や研究班が直接検査工程を確認する

機会を作る必要があると考える。 

 

 

E．参考文献 

１) 森本 洋 他：レジオネラ属菌検査法の安

定化に向けた取り組み：厚生労働科学研究費

補助金（健康安全・危機管理対策総合研究事

業）「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」平成 25 年度総括・分担研究報告書 

pp.105-132. 

２）森本 洋 他：レジオネラ属菌検査法の安定

化に向けた取り組み：厚生労働科学研究費補

助金（健康安全・危機管理対策総合研究事業）

「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」平成 26 年度総括・分担研究報告書 

pp.77-101. 

 

 

F．研究発表 

１) 森本 洋、小川恵子、三津橋和也：レジオ

ネラ症患者の喀痰からいかにしてレジオネラ

属菌を検出するか、第 68 回日本感染症学会

東日本地方会学術集会、2019 年 10 月、仙台 

 

研修会 

２) 森本 洋：公衆浴場における浴槽水等のレ

ジオネラ属菌検査方法について、厚生労働省 

令和元年度生活衛生関係技術担当者研修会、

2020 年 2 月、東京都 

３) 森本 洋：レジオネラ属菌培養検査につい

て、令和 3 年度 短期研修 新興再興感染症

技術研修、2021 年 9 月、Web 対応 

 

 

G．知的財産権の出願・登録状況 

 なし 
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年 月吉⽇

レジオネラ属菌検査実施施設様 各位

年度レジオネラ属菌検査精度管理サーベイのご案内

⽇頃は弊社製品のご愛顧を賜り厚く御礼申しあげます。
さて、この度レジオネラ属菌検査を実施されている施設様を対象に、下記の要領で「 年度 レジオネラ属菌
検査精度管理サーベイ」を実施致します。
⽇常の検査精度の確認のため、ご参加いただきますようお願い申しあげます。

■参加要件
別紙 「参加要件」を満たし、かつ、別紙 「 年度レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ指定法」（参考 「公

衆浴場における浴槽水等のレジオネラ属菌検査方法」（薬生衛発 第 号 令和元年 月 ⽇厚生労働省医薬・生活衛生局生活

衛生課長通知）による検査対応が可能なご施設様

■実施概要
検査試料 レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ試料（凍結乾燥品、 〜 ℃保存）

同封書類：①試料送付のご案内、②試料の使用方法・操作⼿順、③結果記⼊用メモ、④試料受領書兼承諾書

実施方法について 「 年度レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ指定法」に従って実施お願いします（参照：別紙 ）。

年度レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ指定法は、「公衆浴場における浴槽水等のレジオネラ属菌検査方

法」（薬生衛発 第 号 令和元年 月 ⽇厚生労働省医薬・生活衛生局生活衛生課長通知）を参考に、本精度

管理サーベイ用に変法したものです。

参加費 セット 円（消費税込）

参加募集数 セット（募集数に達し次第、締め切らせていただきますのでご了承ください。）

■実施スケジュール（予定）
月 ⽇ 金 参加募集開始

弊社コスモ会ホームページ の 年度レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ申込フォームから申込⼿順に従い

お申込ください。

 施設複数名のお申込みも可能です。検査試料はそれぞれの試験実施者様へお送りさせていただきます。

月 ⽇ 金 参加募集締切

〆切⽇前でも募集数に達し次第、参加申込を締め切らせていただきます。

月 ⽇ 月 試料発送

検査試料到着後は直ちに 〜 ℃で保管願います。

月 ⽇ 火 〜 検査実施
弊社コスモ会ホームページ にて とパスワードでログイン後、結果を⼊⼒していただきます。

成績⼊⼒方法は検査試料に同封の資料を参照してください。

月 ⽇ 火 請求書送付

請求書はお申込み者様へ一括でお送りさせていただきます。

１月 ⽇ 金 時 回答締切

１月 ⽇ 金） 参加費お支払い期限

振込用紙をご利用いただくか、弊社指定の⼝座にお振り込みいただきます。なお、振込⼿数料は貴施設ご負担でお願い致します。

銀行振り込みの控えをもって領収書とさせていただきます。

月下旬 解析結果返却

弊社コスモ会ホームページ にて 番号とパスワードでログイン後、結果を表示・ダウンロードができます。

■問い合わせ先

⽇水製薬株式会社 レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ事務局

〒 東京都台東区上野 丁目 番 号

：
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別紙1.                             

参加要件 

                          2021年9月吉日 

日水製薬株式会社 

レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ事務局 

 

下記の 1. 使用要件、2. 使用承諾、および3. 注意事項について了承頂けるご施設様に参加をお願い

いたします。 

1. 使用要件 

1）病原体のバイオセーフティ―レベル（以下BSL）規定について 

「感染症の予防及び感染症の患者に対する医療に関する法律」では、病原体を病原性の最も高い

ものを一種病原体として、四種病原体まで規定しています。 

また、病原体の規定とは別に、病原体の取扱者に対しての感染被害などの健康影響に基づき、

BSLが規定されています。このBSLにも基づき、最も低リスクの病原体を扱うリスク群をBSL1

として、BSL4までのリスク群を規定しています。 

本菌種はBSL2に分類されます。BSL2の微生物に対して設備・技術に対する要件を以下に記載

いたします。 

 

2）施設要件 

1. 実験室内に、適切に管理された微生物試験を行う管理区域を有すること。管理区域の出入口に

はバイオハザードマークを標示すること。 

2. 管理区域の出入口及び病原体保管庫は施錠が出来る構造であること。保管設備にはバイオハザ

ードマークを標示すること。 

3. 消毒用の薬剤が常備されており、壁・床等の消毒が可能であること。 

4. 管理区域内もしくは実験施設内に、高圧蒸気滅菌装置、もしくはそれに準ずる滅菌設備を有す

ること。 
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5. 本サーベイでは、検査工程上エアロゾル発生の危険があることから、生物学用安全キャビネッ

トが必要です。 

 

3）作業従事者要件 

作業従事者に求められる基本的な要件について以下に記載します。 

1. 1年に1回以上、病原体に関するセキュリティ及びセーフティに関して教育を受けているこ

と。 

2. 1の要件を満たさない場合には、微生物試験に習熟しており十分な知識・技能を有すること。

あるいは微生物試験に習熟した人の指導のもとで試験を行うこと。 

 

2. 精度管理サーベイ試料の使用承諾 

1. 試料は、精度管理サーベイの目的以外には使用しません。 

2. 試料は、使用要件及び検査実施上の注意事項を厳守し使用します。 

3. 試料及び使用後の容器類は、検査終了後、直ちに滅菌してから廃棄し、他への分与・放置・保

存はしません。 

4. 直接または間接的に発生する全ての出費・行動・環境汚染・健康被害・その他損失について

は、日水製薬株式会社の責に基づく過失により発生した場合を除き、いかなる場合においても

日水製薬株式会社は責任を負いません。 

5. 使用者は、菌種の所持・使用に関する日本国内で適用される全ての法令・条例及び規則を順守

する責任を負うことに同意します。 

 

3. 注意事項 

予告なく実施スケジュールが変更となることがあります。変更後のスケジュールは、メール等にてご

連絡をいたします。     

          

以上 
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別紙２

500mL以上の容器に入れた滅菌生理食塩水50ｍLに、精度管理サーベイ試料1バイアルを加えよく混和

非濃縮検体 1
49ｍL

非濃縮検体 2 濃縮検体用原液 490mL
100μL x 5回分取

濃縮検体用原液の菌数確認に使用した残試料液 489.5mL

冷却遠心濃縮法 ろ過濃縮法

どちらか一法を選択して実施

日常の操作方法に従って遠心分離 試料液全量をメンブランフィルターろ過
（試料液量は任意）

4.9ｍL滅菌生理食塩水
100倍濃縮する にメンブランフィルターを浸す

 希釈液は滅菌生理食塩水を使用 100倍濃縮

よく混和

残液を100μLずつ    ※1.
レジオネラ選択分離培地

 （GVPC寒天培地など）
2枚以上に同時に塗布

※1.　 日常の試験にレジオネラ選択分離培地を使用している施設におきましては、参考値として、同培地における集落数も計測してくだ
さい。なお、レジオネラ研究事業において、レジオネラ選択分離培地における集落数は、組成中の選択剤による影響等により、レジオネ
ラ非選択分離培地における集落数に比べ減少することが報告されています。

2021 年度レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ指定法

1ｍL分取

■ 202１年度レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ指定法は、「公衆浴場における浴槽水等のレジオネラ属菌検査方法」（薬生衛発
0919第1号　令和元年9月19日厚生労働省医薬・生活衛生局生活衛生課長通知）を参考に、本精度管理サーベイ用に変法したもので
す。

■ 2021年度サーベイにおいては、濃縮操作や培地接種操作などの手技の精度確認に主眼を置いています。レジオネラ属菌以外の夾雑
菌は入っていないため、日常検査において濃縮加熱処理もしくは酸処理を実施している施設におかれましても、上記指定法に従って行っ
た検査法での結果の報告をお願いします。

■ 指定法に記載されていない手技、使用器材（例：冷却遠心濃縮液量、メンブランフィルター材質、培地メーカー、レジオネラ選択分離培
地の種類、など）は、各施設の操作方法で行ってください。

滅菌生理食塩水441mLを加え、よく混和

■ 各法におけるレジオネラ属菌数は、レジオネラ非選択分離培地BCYEα寒天培地から得られた集落数から算出し、報告してください。

参考：「公衆浴場における浴槽水等のレジオネラ属菌検査方法」（薬生衛発0919第1号　令和元年9月19日厚生労働省医薬・生活衛生局生活衛生課長通知）

36±1℃ 7日 間好気培養。発育状況に合わせ適宜観察し、レジオネラ属菌と推定される集落数を計測

* 本サーベイでは純培養菌を使用しているためここで終了

100μLずつ

レジオネラ非選択分離培地

BCYEα寒天培地

5枚に塗布

100μLずつ

レジオネラ非選択分離培地

BCYEα寒天培地

5枚に塗布

100μLずつ

レジオネラ非選択分離培地

BCYEα寒天培地

5枚に塗布

100μLずつ

レジオネラ非選択分離培地

BCYEα寒天培地

5枚に塗布
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 2021年12月吉日 

日水製薬株式会社 

2021年度レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ 

試料送付のご案内 

 

謹啓 日頃は弊社製品をご愛顧賜り厚く御礼申しあげます。 

この度は、2021年度レジオネラ属菌細菌検査精度管理サーベイにお申し込み頂きまして    

ありがとうございます。精度管理サーベイ試料を送付させて頂きますのでご査収のほど、よろしく

お願い申しあげます。 

謹白 

記 

1. 送付内容一覧 

・試料送付のご案内（本案内状） 

・試験概要・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・6枚 

・結果記入用メモ（Web入力する際にご活用ください）・・・・・・・・・・・・・・・・ 5枚 

・試料受諾書兼承諾書・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 1枚 

・精度管理サーベイ試料A（瓶ラベルに「A」と記載）・・・・・・・・・・・・・・・・・1本 

＊到着後直ちにマイナス18℃～マイナス33℃で適切に保管してください。 

＊到着後直ちに内容を確認し、書類の不備や精度管理サーベイ試料Ａの破損等を認めた

場合、レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ事務局にご連絡ください。 

 

2. 結果入力手順 

1）結果の記入は、コスモ会HP（https://cosmokai.com/）より「レジオネラ属菌検査精度管理サ

ーベイ」専用HPをクリックし、IDとPW（別送ハガキ参照）を入力してログインしてくださ

い。 

2）登録画面が表示されますので、ご登録内容をご確認ください。ご確認後は、ページの下にありま

す【変更なし データ入力画面へ進む】をクリックしてください。 

3）データ入力画面に進み結果の入力が完了したら、ページの下にあります【入力内容を確認】をク

リックし入力内容を確認してください。入力に間違いがなければ、ページの下にあります  

【送信】をクリックしてください。 

注意：同じ PC で複数の方が入力・確認を行う際には、ユーザー毎に作業完了後、一度   

ブラウザを全て閉じ、再度結果入力画面にアクセスし、ログインしてください。 

     表示されている内容が試験担当者ご本人のものであるかご確認ください。 

 

3. スケジュール 

期 日 内  容 

2022年1月21日(金) 

17時 

■ 回答締切 

検査を実施し、上記結果入力手順にそって結果の入力をお願いいたします。 

回答期限を1/21（金）17時とさせていただきます。 

2022年3月下旬 

■ 解析結果開示 

解析結果はコスモ会HP（https://cosmokai.com/）より「レジオネラ属菌検

査精度管理サーベイ」専用HPをクリックし、IDとPWを入力後、試験実施者

様の画面にて解析結果の閲覧・印刷ができます。 

 

4. お問い合わせ先 

日水製薬株式会社  レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ事務局 

TEL：03-5846-5534  FAX：03-5846-5629    E-mail : legi-srvy@nissui-pharm.jp   

以上  
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2021年12月吉日 

日水製薬株式会社 

 

2021年度レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ 

試験概要 

 

1.  レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ試験項目 

 

精度管理サーベイ試料は、菌をボール状に凍結乾燥処理しバイアル瓶に封入したもので、レジオネラ

属菌検査精度管理サーベイ用に菌数を特別に調整しています。瓶ラベルには「Ａ」と記載されています。 

 精度管理サーベイ試料Ａの使用方法・操作手順および結果入力をご確認のうえ、試験を実施してくだ

さい。 

 

2.  精度管理サーベイ試料Ａの使用方法・操作手順 

 

非濃縮検体 1 非濃縮検体 2 
ろ過濃縮法 冷却遠心濃縮法 

濃縮検体 

非選択分離培地 

（5 枚） 

選択分離培地 

（2 枚以上） 

非選択分離培地 

（5 枚） 

非選択分離培地 

（5 枚） 

実施 実施（参考値） 実施 
ろ過濃縮法、冷却遠心濃縮法 

どちらか一方を実施 

 

精度管理サーベイ試料Ａ は、「レジオネラ属菌」の【非濃縮検体】および【濃縮検体】の菌数試験に

使用します。濃縮検体については、【ろ過濃縮法】または、【冷却遠心濃縮法】のどちらか一方を実施し

てください。 

 以下の操作手順をよく読み、記載された方法に従って使用してください。 

注 1：本操作手順（2021 年度レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ指定法）は、本制度管理サーベイ用のみの検査

方法であり、実検体の検査方法と異なる部分があります。 

 

■ 試料液の調製 

① 検査を開始する 30 分前に保管庫より取り出して室温に戻し、以下の操作を始めてください。 

注 2：精度管理サーベイ試料 A は、到着後から試験開始日までマイナス 18℃～マイナス 33℃で保管してください。 

注 3：室温に戻っていない瓶を開封した場合、瓶内壁の結露水により凍結乾燥処理したボールが瓶から取り出しにく

い場合があります。 

注 4：精度管理サーベイ試料は 1 個のみですので、取扱いに十分注意のうえ試験を実施してください。 

 

試料名 試験項目 

精度管理サーベイ試料Ａ（1本） レジオネラ属菌 
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②  500mL 以上の滅菌容器に滅菌生理食塩水 50mL を用意し、精度管理サーベイ試料を加えよく混和 

します。これを試料原液とします。 

注 5：精度管理サーベイ試料の特性上、本サーベイにおいては、すべての溶解液、希釈液は、滅菌生理食塩水を使用

してください。 

注 6：完全に溶解したことを確認してください。この時、加温はしないでください。 

注 7：溶解後の保存は測定誤差をもたらす原因となりますので、溶解後は直ちに試験を開始し、操作の流れを止める

ことなく試験を終了させてください。 

 

③  試料原液から 1mL を正確に分取してください。【非濃縮検体 1】の試験に使用します。 

 

④  残りの試料原液 49mL に、滅菌生理食塩水 441mL を加えよく混和します。これを【非濃縮検体 2】、

【濃縮検体 ろ過濃縮法】または【濃縮検体 冷却遠心濃縮法】の試験に使用します。 

注 8：試料が均一になるよう十分に混和してください。 

注 9：混和後フタを開ける場合には、エアロゾルが発生しているため安全キャビネット内で操作を行ってください。

特に、転倒混和等を行った場合には、フタの開閉時における試料の飛散には十分注意してください。 

 

――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――― 

□非濃縮検体1 

※非選択分離培地と選択分離培地に塗布します。 

 

■非選択分離培地 

(1) 試料液の調整③で分取した 1mL の検体より、レジオネラ非選択分離培地 5 枚に、100μL ずつ塗

布します。 

 

(2) 36±1℃ 7 日間 好気培養後、レジオネラ非選択分離培地上に発育したレジオネラ属菌と推定され

る集落数を計測します。複数の培地から得た集落数の平均値を算出します。 

注 10：「厚生労働科学研究費補助金（健康安全・危機管理対策総合研究事業）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 平成 26 年度分担研究報告書 レジオネラ属菌検査法の

安定化に向けた取り組み」（以下、平成 26 年度レジオネラ属菌検査法研究）において、GVPC 寒天培地等のレ

ジオネラ選択分離培地へ接種した場合、レジオネラ非選択分離培地へ接種した場合に比べ集落数の減少が認め

られたため、レジオネラ非選択分離培地（BCYEα寒天培地）を使用してください。  

 

■参考情報 ISO11731：2017  Water quality – Enumeration of Legionella 

・雑菌が少ない場合の検体では、BCYEα寒天培地の使用が必須となっています。 

 

■参考情報 「厚生労働科学研究費補助金（健康安全・危機管理対策総合研究事業）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 平成 25 年度分担研究報告書 レジオネラ属菌検査法の

安定化に向けた取り組み」（以下、平成 25 年度レジオネラ属菌検査法研究）表 14 より抜粋 

・検体の塗布方法は、コンラージ棒の力加減においてソフトタッチを意識すること。 

・コンラージ棒の力加減が発育集落数に影響する可能性が示唆されたため（平成 24 年度厚労科研費「公衆浴場におけ

るレジオネラ属菌対策を含めた総合的衛生管理手法に関する研究データより」）。 
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 (3) 試料原液 100mL あたりの菌数を算出します。 

本サーベイ用計算式 ： 100mL あたりの菌数 ＝ 平均値 × 1000  

 

■選択分離培地(参考値)  

※日常の試験にレジオネラ選択分離培地を使用している施設におきましては、参考値として、同培地に 

おける集落数も計測してください。 

(1) 【非濃縮検体 1 非選択分離培地】(1)の残液を、レジオネラ選択分離培地 2 枚以上に、100μL   

ずつ塗布します。 

 

(2) 36±1℃ 7 日間 好気培養後、レジオネラ選択分離培地上に発育したレジオネラ属菌と推定される 

集落数を計測します。培地から得た集落数の平均値を算出します。 

 

(3) 試料原液 100mL あたりの菌数を算出します。 

本サーベイ用計算式 ： 100mL あたりの菌数 ＝ 平均値 × 1000 

 

――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――― 

■非濃縮検体2 

(1) 試料液の調整④の検体 490mL より、500μL を分取して、非選択分離培地に 100μL ずつ 5 枚に 

塗布します。 

 

(2) 試料原液 100mL あたりの菌数を算出します。 

本サーベイ用計算式 ： 100mL あたりの菌数 ＝ 平均値 × 10000 

 

――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――― 

□濃縮検体 

※【ろ過濃縮法】または【冷却遠心濃縮法】どちらか一方を実施してください。 

 

■ろ過濃縮法 

(1)  試料液の調整④で作製した検体 490mL より、【非濃縮検体 2】で非濃縮検体用に 500μL 分取し

た残液 489.5mL を、メンブランフィルターにてろ過を行います。 

注 11：本サーベイにおいては、日常検査において異なる検水量をろ過している施設におかれましても 489.5mL の検

水にて、ろ過を行ってください。 

 

■参考情報 平成 25 年度レジオネラ属菌検査法研究 表 11 より抜粋 

・ポリカーボネートタイプフィルターは、ろ過後の水の検査ではなく、フィルターに捕集されたレジオネラ属菌を回収  

することを目的としている。ポリカーボネートタイプフィルターは、均一な表示径の円筒状孔を持ち、その孔径分布が

一定のため、サイズによる正確な分離が可能となる。他の材質のフィルターでは、膜の内部に菌が入り込んで回収され

にくくなる場合がある。 

・包装製品ラベル側を補集面にする。（光沢度が高い側）。ポリカーボネートタイプフィルターは、その構造上表裏対象面

251



 

4 

 

となっているが、製法として電子銃で打ち抜き後片面をアルカリ処理することで作製されている。そのためアルカリ処

理面の平滑性が若干低下している可能性がある。 

・新版レジオネラ症防止指針には、レジオネラ属菌体サイズを 0.3～0.9×2～20μm と記載されている。レジオネラ属菌

がフィルターを縦に通過しようとした場合、状況によっては 0.40 や 0.45μm のポアサイズであればトラップされず、

そのまま通過してしまう可能性がある。 

ISO11731：1998 を基礎として対比検討された JIS K 0350-50-10 では孔径 0.2μm と規定されている。 

■参考情報 公衆浴場における浴槽水等のレジオネラ属菌検査方法(薬生衛発 0919 第 1 号 令和元年 9 月 19 日 厚生労

働省医薬・生活衛生局生活衛生課長通知)より抜粋 

・メンブランフィルター：ポリカーボネート製で、ポアサイズ 0.20μm 又は 0.22μm と記載されている 

 

■参考情報 ISO11731：2017  Water quality – Enumeration of Legionella 

・フィルターの種類は、ポリカーボネートもしくは、ポリエーテルスルホンを、ポアサイズは 0.2μm を使用する旨が  

記載されている。 

 

(2)  50mL の遠沈管等に 4.9mL の滅菌生理食塩水を用意します。 

 

(3) 吸引後のメンブランフィルターを剥がし、(2)で用意した遠沈管中の滅菌生理食塩水にメンブラン

フィルターを入れます。 

 

(4) 各施設の方法で洗浄・混和し、100 倍濃縮液とします。 

注 12：精度管理サーベイ試料は、平成 26 年度のレジオネラ研究事業において、加熱処理または酸処理によるダメー

ジにより菌数が極端に減少することが報告されているため、本サーベイにおいては、加熱処理および酸処理を

行わないでください。 

 

(5) 得られた検体を、レジオネラ非選択分離培地 5 枚に、100μL ずつ塗布します。 

 

(6) 36±1℃ 7 日間 好気培養後、レジオネラ非選択分離培地上に発育したレジオネラ属菌と推定され 

る集落数を計測します。複数の培地から得た集落数の平均値を算出します。 

 

(5) 試料原液の 100mL あたりの菌数を算出します。 

本サーベイ用計算式 ： 100mL あたりの菌数 ＝ 平均値 × 100 

■冷却遠心濃縮法 

(1) 試料液の調整④で作製した検体 490mL より、日常の検査工程に従って、冷却遠心分離を行いま 

す。試料液量は任意で実施してください。  

 

 

 

■参考情報 公衆浴場における浴槽水等のレジオネラ属菌検査方法(薬生衛発 0919 第 1 号 令和元年 9 月 19 日 厚

生労働省医薬・生活衛生局生活衛生課長通知)より抜粋 

・遠心加速度 6,000g で 10 分又は 3,000g で 30 分、15～25℃で遠心する。遠心はブレーキ設定せず、自然に停止する

のを待つ。 

・使用機器で遠心加速度設定ができない場合は、以下の式で計算する。 

遠心加速度(g)＝1,118×回転半径(cm)×回転速度 2(rpm)×10-8 
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(2) 【冷却遠心濃縮法】(1)で得られた検体を、希釈液に滅菌生理食塩水を用いて 100 倍濃縮します。 

注 13：精度管理サーベイ試料の特性上、本サーベイにおいては、すべての溶解液、希釈液は、滅菌生理食塩水を使用

してください。 

注 14：精度管理サーベイ試料は、平成 26 年度のレジオネラ研究事業において、加熱処理または酸処理によるダメー

ジにより菌数が極端に減少することが報告されているため、本サーベイにおいては、加熱処理および酸処理を

行わないでください。 

 

 

(3) 得られた検体を、レジオネラ非選択分離培地 5 枚に、100μL ずつ塗布します。 

 

(4) 36±1℃ 7 日間 好気培養後、レジオネラ非選択分離培地上に発育したレジオネラ属菌と推定され

る集落数を計測します。複数の培地から得た集落数の平均値を算出します。 

 

(5) 試料原液 100mL あたりの菌数を算出します。 

本サーベイ用計算式 ： 100mL あたりの菌数 ＝ 平均値 × 100 

 

 

――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――――― 

3.  結果入力方法 

 

(1) 結果の記入は、コスモ会HP（https://cosmokai.com/）より「レジオネラ属菌検査精度管理サーベ 

イ」専用HPをクリックし、IDとPW（別送ハガキ参照）を入力してログインしてください。 

(2) 登録画面が表示されますので、ご登録内容をご確認ください。ご確認後は、ページの下にあります

【変更なし データ入力画面へ進む】をクリックしてください。 

(3) データ入力画面に進み結果の入力が完了したら、ページの下にあります【入力内容を確認】をクリ

ックし入力内容を確認してください。入力に間違いがなければ、ページの下にあります【送信】を

クリックしてください。 

注 15：同じ PC で複数の方が入力・確認を行う際には、ユーザー

毎に作業完了後、一度ブラウザを全て閉じ、再度結果入力

画面にアクセスし、ログインしてください。表示されてい

る内容が試験担当者ご本人のものであるかご確認くださ

い。 

 

■参考情報 平成 25 年度レジオネラ属菌検査法研究 表 12 より抜粋 

・沈殿物を巻き上げないように注意して上清を滅菌ピペットで慎重に除去し、沈殿物を含めて残りの体積を 2mL に 

する。 

・沈渣は大変浮遊しやすく、上清のデカンテーションによる除去や全量除去では、実験ロスにより回収率に大きく  

影響する場合が考えられる。（森本 洋ほか：濃縮法の違いによる温泉水中のレジオネラ属菌検出結果の比較. 北海

道衛研所報, 59, 73-74, 2009（厚労科研費「迅速・簡便な検査によるレジオネラ対策に係る公衆浴場等の衛生管理手

法に関する研究」データより））。これらの実験ロスによる影響を防止するために、その手順は、ISO 11731: 1998 を

基礎として対比検討された JIS K 0350-50-10 に従う。 
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500mL以上の容器に入れた滅菌生理食塩水50ｍLに、精度管理サーベイ試料1バイアルを加えよく混和

非濃縮検体 1

49ｍL

非濃縮検体 2 濃縮検体用原液 490mL

100μ L x 5回分取

濃縮検体用原液の菌数確認に使用した残試料液 489.5mL

冷却遠心濃縮法 ろ過濃縮法

どちらか一法を選択して実施

日常の操作方法に従って遠心分離 試料液全量をメンブランフィルターろ過
（試料液量は任意）

4.9ｍL滅菌生理食塩水

100倍濃縮する にメンブランフィルターを浸す
 希釈液は滅菌生理食塩水を使用 100倍濃縮

よく混和

残液を100μ Lずつ    ※1.
レジオネラ選択分離培地

 （GVPC寒天培地など）
2枚以上に同時に塗布

※1.　 日常の試験にレジオネラ選択分離培地を使用している施設におきましては、参考値として、同培地における集落数も計測してください。な
お、レジオネラ研究事業において、レジオネラ選択分離培地における集落数は、組成中の選択剤による影響等により、レジオネラ非選択分離培
地における集落数に比べ減少することが報告されています。

2021 年度レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ指定法

1ｍL分取

■ 202１年度レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ指定法は、「公衆浴場における浴槽水等のレジオネラ属菌検査方法」（薬生衛発0919第1
号　令和元年9月19日厚生労働省医薬・生活衛生局生活衛生課長通知）を参考に、本精度管理サーベイ用に変法したものです。

■ 2021年度サーベイにおいては、濃縮操作や培地接種操作などの手技の精度確認に主眼を置いています。レジオネラ属菌以外の夾雑菌は
入っていないため、日常検査において濃縮加熱処理もしくは酸処理を実施している施設におかれましても、上記指定法に従って行った検査法で
の結果の報告をお願いします。

■ 指定法に記載されていない手技、使用器材（例：冷却遠心濃縮液量、メンブランフィルター材質、培地メーカー、レジオネラ選択分離培地の種
類、など）は、各施設の操作方法で行ってください。

滅菌生理食塩水441mLを加え、よく混和

■ 各法におけるレジオネラ属菌数は、レジオネラ非選択分離培地BCYEα 寒天培地から得られた集落数から算出し、報告してください。

参考：「公衆浴場における浴槽水等のレジオネラ属菌検査方法」（薬生衛発0919第1号　令和元年9月19日厚生労働省医薬・生活衛生局生活衛生課長通知）

36±1℃ 7日 間好気培養。発育状況に合わせ適宜観察し、レジオネラ属菌と推定される集落数を計測

* 本サーベイでは純培養菌を使用しているためここで終了

100μLずつ
レジオネラ非選択分離培地

BCYEα寒天培地

5枚に塗布

100μLずつ
レジオネラ非選択分離培地

BCYEα寒天培地

5枚に塗布

100μLずつ
レジオネラ非選択分離培地

BCYEα寒天培地

5枚に塗布

100μLずつ
レジオネラ非選択分離培地

BCYEα寒天培地

5枚に塗布
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1 

 

2021 年度レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ 

結果記入用メモ（Web 入力する際にご活用ください） 

貴施設名 所属部署 

氏 名 I D 

 

■共通設問 

貴施設で行っている日常の検査方法に関してご回答ください。あてはまるものはすべて選択してください。 

※半角英数（整数）で入力してください。指数表記および数式での入力は認識出来ません。 

 

（1）参考としている基準は何ですか。 

□公衆浴場における浴槽水等のレジオネラ属菌検査方法(薬生衛発 0919 第 1 号 令和元年 9月 19 日 厚生

労働省医薬・生活衛生局生活衛生課長通知)) 

□ISO11731：2017   □ISO11731：1998  □新版レジオネラ症防止指針 1999 

□第 4版レジオネラ症防止指針          □上水試験法 2011     □衛生試験法注解 2015 

□病原体検出マニュアル 2011（国立感染症研究所） □厚労科研レジオネラ研究班 WG 推奨法 

□病原体検出マニュアル 2020（国立感染症研究所）□その他                     

 

（2）日常の検査法は何を採用していますか。 

□非濃縮     □ろ過濃縮法   □冷却遠心濃縮法     

□その他                                            

 

（3）日常検査の前処理は何を採用していますか。 

□処理なし   □酸処理   □熱処理  □酸処理と熱処理  □その他                   

 

  

2 

 

■2021 年度レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ結果回答 

※試験を実際されていない場合は、空欄でお願いいたします。 

※半角英数（整数）で入力してください。指数表記および数式での入力は認識出来ません。 

 

□非濃縮検体 1 

※非選択分離培地と選択分離培地に塗布します。 

 

■非選択分離培地 

 

（1）100mL あたりの菌数をご記入ください。 

 

CFU／100mL （本サーベイ用計算式＝ 平均値 × 1000 ） 

 

（2）培地 1枚あたりの菌数をご記入ください。 

培地 1 枚目 2 枚目 3 枚目 4 枚目 5 枚目 平均 

菌数 

（CFU/培地） 

      

 

（3）使用した培地は何ですか。 

□BCYEα 寒天培地   □その他                   

 

（4）培地メーカーはどちらですか。 

□日水製薬   □栄研化学   □関東化学（OXOID） □日本 BD  □日研生物医学  

□ビオメリュー・ジャパン  □極東製薬工業    □メルク  □その他                      

 

■選択分離培地（参考値） 

 

（1）100mL あたりの菌数をご記入ください。 

 

CFU／100mL （本サーベイ用計算式 = 平均値 × 1000 ） 

 

（2）培地 1枚あたりの菌数をご記入ください。 

培地 1 枚目 2 枚目 3 枚目 4 枚目 5 枚目 平均 

菌数 

（CFU/培地） 

      

 

（3）使用した培地は何ですか。 

□GVPC 寒天培地  □WYOα 寒天培地 □MWY 寒天培地 □CCVC 寒天培地 □PAC（BMPAα）寒天培地 

□PAV 寒天培地  □その他                   

 

（4）培地メーカーはどちらですか。 

□日水製薬   □栄研化学   □関東化学（OXOID） □日本 BD  □日研生物医学  

□ビオメリュー・ジャパン  □極東製薬工業    □メルク  □その他                      

  

  

                 

 

                  

255



3 

 

■非濃縮検体 2 

 

（1）100mL あたりの菌数をご記入ください。 

 

CFU／100mL （本サーベイ用計算式 = 平均値 × 10000 ） 

 

（2）培地 1枚あたりの菌数をご記入ください。 

培地 1 枚目 2 枚目 3 枚目 4 枚目 5 枚目 平均 

菌数 

（CFU/培地） 

      

 

（3）使用した培地は何ですか。      □BCYEα 寒天培地   □その他                   

 

（4）培地メーカーはどちらですか。 

□日水製薬   □栄研化学   □関東化学（OXOID） □日本 BD  □日研生物医学  

□ビオメリュー・ジャパン  □極東製薬工業    □メルク  □その他                      

 

 

 

 

  

 

                  

4 

 

□濃縮検体 

【ろ過濃縮法】もしくは【冷却遠心濃縮法】どちらか一方を実施してください。 

 

■ろ過濃縮法 

 

（1）100mL あたりの菌数をご記入ください。 

 

CFU／100mL （本サーベイ用計算式 = 平均値 × 100 ） 

 

（2）培地 1枚あたりの菌数をご記入ください。 

培地 1 枚目 2 枚目 3 枚目 4 枚目 5 枚目 平均 

菌数 

（CFU/培地） 

      

 

（3）使用した培地は何ですか。 

□BCYEα 寒天培地   □その他                   

 

（4）培地メーカーはどちらですか。 

□日水製薬   □栄研化学   □関東化学（OXOID 製品） □日本 BD  □日研生物医学  

□ビオメリュー・ジャパン  □極東製薬工業  □メルク  □その他             

 

（5）フィルターの材質は何ですか。       

□ポリカーボネート        □その他           

 

（6）フィルターのポアサイズは何μmですか。               μm 

 

（7）混和方法は何をされましたか。      

□手で混和  □ボルテックスミキサー等の攪拌機器（機器名                ） 

 

(8)混和時間は何分行いましたか。                     分 
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5 

 

■冷却遠心濃縮法 

（1）100mL あたりの菌数をご記入ください。 

 

CFU／100mL （本サーベイ用計算式 = 平均値 × 100 ） 

（2）培地 1枚あたりの菌数をご記入ください。 

培地 1 枚目 2 枚目 3 枚目 4 枚目 5 枚目 平均 

菌数 

（CFU/培地） 

      

 

（3）使用した培地は何ですか。   □BCYEα 寒天培地   □その他                   

 

（4）培地メーカーはどちらですか。 

□日水製薬   □栄研化学   □関東化学（OXOID 製品） □日本 BD  □日研生物医学  

□ビオメリュー・ジャパン  □極東製薬工業 □メルク □その他             

 

（5）遠心加速度は何 gですか。                        g 

 

（6）遠心時間は何分間ですか。                       分 

 

（7）設定温度は何℃ですか。                          ℃ 

以上 
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2021年 12月吉日 

日水製薬株式会社 

2021 年度レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ 

試料受領書兼承諾書 

今回使用する菌株は、バイオセーフティ―レベル 2 に該当する菌種ですので、レジオネラ属菌精度管理サー

ベイ試料受領書兼承諾書を以て、サーベイ試料受領と菌株取扱いに関する承諾の確認とさせていただいており

ます。 

精度管理サーベイ試料の内容をご確認いただき、下記サーベイ試料受領書兼承諾書に必要事項をご記入の

うえ、1月 21日（金）までに、レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ事務局宛に FAX してください。 

FAX：０３－５８４６－５６29 
日水製薬株式会社  レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ事務局 宛 

レジオネラ属菌検査精度管理サーベイ試料受領書兼承諾書 

受領日：   年  月 日 

貴 施 設 名 

ご所属部署 

ご担当者名 ○印

ID 番号 注 

注：弊社より、別途送付したはがきに記載した ID 番号をご記入ください。 

本サーベイ試料の取扱いについては、バイオハザード防止のために以下のことを確認、承諾いたします。 

1. 試料は、精度管理サーベイの目的以外には使用しません。

2. 試料は、使用要件及び検査実施上の注意事項を厳守し使用します。

3. 試料及び使用後の容器類は、検査終了後、直ちに滅菌してから廃棄し、他への分与・放置・保存はしません。

4. 直接または間接的に発生する全ての出費・行動・環境汚染・健康被害・その他損失については、日水製薬株式

会社の責に基づく過失により発生した場合を除き、いかなる場合においても日水製薬株式会社は責任を

負いません。

5. 使用者は、菌種の所持・使用に関する日本国内で適用される全ての法令・条例及び規則を順守する責任を

負うことに同意します。

以 上 
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№ 非濃縮① 非濃縮② ろ過濃縮 遠心濃縮 № 非濃縮① 非濃縮② ろ過濃縮 遠心濃縮

1 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／○／○／○／○／○／○ 36 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ＊／＊／○／○／○／＊／○

2 －／－／○／○／○／○／○ －／－／＊／○／○／○／○ －／－／＊／○／＊／＊／＊ 37 －／－／－／－／－／－／○ －／－／－／－／－／－／○ －／－／－／－／－／－／○

3 －／－／－／－／－／－／○ －／－／－／－／－／－／○ －／－／－／－／－／－／○ 38 ○／○／○／○／○／○／○ －／＊／○／○／○／○／○ ○／＊／○／○／○／○／○

4 －／－／－／○／○／○／○ －／－／－／○／○／○／○ －／－／－／○／＊／＊／○ 39 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／○／＊／＊／＊／○／○

5 －／○／○／○／○／○／＊ －／○／○／○／○／○／○ －／－／＊／＊／＊／＊／＊ －／＊／－／－／－ 40 ＊／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ＊／○／＊／○／＊／○／○

6 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／○／＊／＊／○／＊／○ 41 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ＊／○／○／○／○／○／○

7 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／○／○／＊／＊／＊／○ 42 －／－／○／－／－／－／○ －／－／○／－／－／－／○ －／－／○／－／－／－／＊

8 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／○／○／○／○／○／○ 43 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／○／○／＊／＊／○／○

9 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／○／○／＊／＊／○／○ 44 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／＊／○／○ ○／○／○／○／＊／○／○

10 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ －／－／－／－／－／－／○ ＊／○／＊／＊／＊／＊ 45 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ＊／○／＊／＊／○／○／○

11 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／－／－／－／－ ○／○／○／○／＊／＊／○ 46 ○／－／○／○／○／○／○ －／－／○／○／○／○／○ ○／－／○／○／○／○／＊

12 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／○／○／＊／○／○／○ 47 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ －／－／○／＊／○／○／○ ＊／＊／－／－／－

13 ○／＊／－／○／○／○／○ －／＊／－／○／○／○／○ ＊／＊／－／○／＊／＊／○ －／○／－／－／－ 48 ○／○／○／○／－／－／○ －／○／○／○／－／－／○ ○／○／○／○／－／－／○

14 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ＊／○／○／＊／○／○／○ 49 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ＊／○／○／○／○／○／○

15 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／○／＊／○／○／＊／○ 50 －／－／○／○／○／○／○ －／－／○／○／○／○／○ －／－／－／－／－／○／○ －／－／○／○／○

16 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ －／－／○／－／－／－／○ ＊／○／－／○／＊／＊ 51 ＊／＊／○／○／－／－／○ －／○／○／○／－／－／○ ＊／＊／＊／○／－／－／○

17 －／－／－／○／○／－／○ －／－／－／○／○／－／○ －／－／－／＊／＊／－／○ 52 －／－／－／－／○／○／○ －／－／－／－／○／○／○ －／－／－／－／＊／＊／○

18 ○／○／○／○／○／－／○ －／○／○／○／○／－／○ ＊／○／○／○／○／－／○ 53 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／＊／○／○／＊／○／○

19 ○／○／○／○／○／－／○ －／○／○／○／○／－／○ ○／○／○／○／○／－／○ 54 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／○／○／○／○／○／○

20 －／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／＊／○／○ －／○／○／○／○／＊／○ 55 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／○／○／○／○／＊／○

21 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／○／＊／○／○／○／○ 56 ○／○／○／○／○／－／○ －／○／○／○／○／－／○ ○／○／○／○／○／－／＊

22 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／○／○／○／○／○／○ 57 ○／○／－／○／○／○／○ －／○／－／○／○／○／○ ○／○／－／＊／○／○／○

23 ＊／○／○／○／○／○／○ －／＊／○／○／○／＊／○ ＊／＊／＊／○／＊／＊／＊ 58 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／＊／○／○／○／＊ ＊／＊／＊／＊／＊／＊／＊

24 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／○／○／○／○／○／○ 59 ○／○／○／－／－／－／○ －／○／○／－／－／－／○ －／○／○／－／－／－／○ ＊／－／－

25 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／○／○／○／○／○／○ 60 －／○／○／○／○／○／○ －／○／＊／○／＊／○／○ －／＊／○／○／○／○／＊

26 ○／○／－／－／－／－／○ －／○／－／－／－／－／○ －／－／－／－／－／－／○ ○／○ 61 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ＊／○／＊／＊／＊／＊／○

27 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ＊／＊／＊／＊／＊／＊／○ 62 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ＊／○／○／○／○／○／○

28 －／－／○／○／＊／○／○ －／－／○／○／＊／○／○ －／－／○／○／＊／＊／＊ 63 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ＊／○／○／＊／＊／○／＊

29 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／○／○／○／○／○／○ 64 ○／－／○／○／○／○／○ －／－／○／○／○／○／○ －／－／○／○／○／○／○

30 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／○／○／＊／＊／＊／＊ 65 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ －／＊／○／○／○／○／○ ＊／－／－／－／－

31 ○／○／○／○／○／＊／○ －／○／○／○／○／＊／○ ＊／＊／○／○／＊／＊／○ 66 ○／○／○／＊／○／－／○ －／○／○／＊／○／－／○ ○／＊／○／＊／○／－／○

32 －／－／－／－／－／－／○ －／－／－／－／－／－／○ －／－／－／－／－／－／○ 67 ○／○／○／○／○／－／○ －／○／○／○／○／－／○ －／○／○／＊／○／－／○ ＊／－／－／－／－

33 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／○／○／○／○／○／○ 68 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○

34 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／○／○／○ ○／○／＊／＊／○／○／○ 69 ○／○／○／○／○／○／○ －／○／○／○／＊／○／○ ○／＊／○／＊／＊／○／○

35 ○／○／○／○／○／○／○ －／＊／○／○／○／○／○ ＊／＊／○／＊／＊／＊／○ 70 －／○／－／－／－／○／○ －／○／－／－／－／○／○ －／○／－／－／－／＊／○

表１　 2015～2021年度結果概略（2015/16/17/18/19/20/21、良好範囲（菌数○、回収率（分母非濃縮② 2017～）黒字）、範囲外（菌数＊、回収率（2017～）赤字、検査項目外又は不参加－）
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BCYEα 選択分離培地 BCYEα 選択分離培地 BCYEα 選択分離培地 BCYEα 選択分離培地

平　　均　　値 4320 2158 125 38 429 0 0 0

最　　大　　値 11000 5000 1000 500 1000 0 0 0

最　　小　　値 0 0 0 0 0 0 0 0

中　　央　　値 4100 2000 0 0 0 0 0 0

最　　頻　　値 4800 1000 0 0 0 0 0 0

回答機関数 70 31 8 10 7 9 3 2

総 回 答 数 70 38 8 13 7 13 3 3

良好回答数 69（98.6%） 33（86.8%） 1（12.5%） 0（  　0%） 3（42.9%） 0（   0%） 0（   0%） 0（   0%）

不検出回答数 1（ 1.4%） 5（13.2%） 7（87.5%） 12（92.3%） 4（57.1%） 13（100%） 3（100%） 3（100%）

BCYEα ：非選択分離培地

：サーベイ指定法

表２　非濃縮検体２における異なる条件下での検査結果の比較   （値：cfu/100 mL）

未処理 熱処理 酸処理 熱処理後酸処理
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BCYEα 選択分離培地 BCYEα 選択分離培地 BCYEα 選択分離培地 BCYEα 選択分離培地

平　　均　　値 1741 940 29 22 254 172 20 4

最　　大　　値 4736 2480 160 110 780 1240 50 10

最　　小　　値 20 0 0 0 5 0 0 0

中　　央　　値 1676 797 15 10 215 115 15 0

最　　頻　　値 1646 530 0 0 10 0 0 0

回答機関数 70 25 12 36 13 44 4 4

総 回 答 数 70 32 12 46 13 57 4 5

良好回答数 59（84.3%） 20（62.5%） 0（    0%） 0（    0%） 2（15.4%） 2（3.5%） 0（    0%） 0（    0%）

不検出回答数 0（    0%） 1（ 3.1%） 5（41.7%） 13（28.3%） 0（    0%） 4（7.0%） 2（50.0%） 3（60.0%）

BCYEα ：非選択分離培地

：サーベイ指定法

表３　濃縮検体における異なる条件下での検査結果の比較   （値：cfu/100 mL）

未処理 熱処理 酸処理 熱処理後酸処理
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＊　本調査は、日水製薬が主催した「2018年度　レジオネラ属菌精度管理サーベイ」に参加した施設を対象にしております。

設問

 1： 機関名

 2： 担当者名

 3： メールアドレス

選択番号 詳細コメント

 4： 昨年度（2018年度）の自施設の外部精度管理の結果について

　　　　　　　　　1．良好範囲　　　　2．良好範囲外　　（1．の場合は8へ） 1：52、2：17

＊ 4：で 2と回答した施設にお尋ねします。（5,6）

 5： 良好範囲外だったのは以下のどの結果でしたか？

　　　　　　　　　1．菌数　　　　　　　　　　2．回収率　　　　　　　　　　3．両方 1：0、2：15、3：2 A：濃縮検体について下限良好範囲外

 6： 良好範囲外の結果を受け、何か改善を試みましたか？

　 1．試みた（その内容を記載下さい）　　2．試みなかった（理由等記載下さい） 1：13、2：4

　

1

A：原因を推測し、改善措置および再発防止策として、以下の2点を行った。・ボルテックス操作の改善　・検査担当者をレジオネラ属菌検査セミナーに派遣。

B：ろ過濃縮の手順を確認した。

C：検査法を冷却遠心法からろ過濃縮法に変更した。

D：保存菌株を用いて同様に試験を実施したが、菌数・回収率ともに問題はなかったため、原因がわからず苦慮している。

E：フィルターホルダーの洗い方を変えた。

F：ろ過濃縮の工程で、ろ過した後にホルダーをよく洗うこととした。

G：ボルテックスをかける時間を長くした。他自治体から情報収集を行っている。

H：塗抹法の改善（濃縮検体の回収率が低かった。濃縮検体についてソフトタッチの塗抹を実施、培地辺縁に菌集落ができたが、単独コロニーでないため菌数算定から除外したことが原因と考えられた）

I：内部精度管理を実施し、全検査工程を確認した。その際に、フィルターや培地等の検討も行った。

J：非濃縮検体の菌数は、良好範囲内なので、ろ過濃縮時に問題があると思われる。そのため、ろ過の工程を確認したが、不明な点等が多く苦慮している。

K：全行程の振り返り検証を行ったが、改善箇所は判明しなかった。

L：全検査工程の確認（試薬、フィルター等の器具機材、ワークシート）の確認を実施した。

M：培地塗布数日後に生えたコロニーについて、遺伝子検査の結果、レジオネラ属菌陰性と判定した。さらに数日後に生えたコロニーについても同様の形態で陰性と見做したため、下限良好範囲外となった可能

性があった。別日に生えたコロニーについても遺伝子検査するようにした。

2
＊ 6：で 1と回答した施設にお尋ねします。（7）

 7： 改善を試みた結果　　　

1, 改善箇所が判明した（具体的な改善策を記載下さい）　　　2．改善箇所が判明しなかった（理由等記載下さい） 1：4、2：9

　

1 B：ろ過濃縮に使用した

フィルターホルダーの使用方法を誤っていたことが分かった。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　      C：

ろ過濃縮法に変更し，回収率が改善した。

H：塗抹法の改善（菌液がある程度、培地に浸透するまで、ソフトタッチで塗布を行うこととした）

I：BCYEα培地の培地メーカーによる回収率に差があった。回収率がよく、コロニー形態も見やすい関東化学社のBCYEα培地を用いることとした。また、ろ過濃縮後に壁面を200ｍＬで洗い出したことで、回

収率が良くなった。

2

A：検証方法がないため。

F：業務としては、喀痰検査は実施しているが、浴槽水検査を実施していないため。

G：検査工程を確認してみたが、改善箇所を見つけることができていない。

J：ろ過工程のどこの段階で菌数が減少しているか、見つけることができていない。

L：工程に特に大きな改善点は見当たらなかった。今後添加回収試験を実施し、詳細な検討したい。
 8：過去のサーベイの結果について

　　　　1．良好範囲外があった　　　　2．良好範囲外は無かった　　　　3．参加していない　
1：28、2：36、3：4、
その他：不明 1

　
1    A：H29不
参加、H28濃縮検体下限良好範囲外。
M：2017及び2015年度は良好範囲外は無かった。2016年度は濃縮検体ろ過濃縮法が「下限良好範囲外」であった。      R：
2015,2016年度のろ過濃縮法のみ下限良好範囲外。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　     　    その他
N：不明。

表４　アンケート調査コメント一覧

全国集計
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＊　本調査は、日水製薬が主催した「2018年度　レジオネラ属菌精度管理サーベイ」に参加した施設を対象にしております。

設問

表４　アンケート調査コメント一覧

＊ 8：で 1と回答した施設にお尋ねします。（9）

 9： 良好範囲外の結果を受け、何か改善を試みましたか？

1．試みた（その内容を記載下さい）　　2．試みなかった（理由を記載下さい） 1：20、2：8

1                                                                                                                                                                                                                                                                                                   A：原因工程および操作

について推測・検討し、自家調整検体を用いて内部精度管理を実施することとした（実施できず）。                                                                                                                                       B：初回のサーベイで

は、濃縮方法を見直した。２回目のサーベイでは、培養手順を確認した。                                                                                                                                                                         D：保存菌株を用いて同様に

試験を実施したが、菌数・回収率ともに問題はなかったため、原因がわからず苦慮している。

E：培地への塗布の際、力を入れずやさしくそっとコーンラージするようにした。                                                                                                                                                                                             H：培地

メーカー毎の比較、塗布方法の検討。                                                                                                                                                                                                                                    K：全行程の振り返り検証

を行ったが、改善箇所は判明しなかった。                                                                                                                                                                                                          S：操作上の問題ではなく検体希釈倍率

の計算上の誤りがあったため、記録シートを改良し計算式を記録することとした。                                                                                                                                        T：全検査工程を確認してみたが、どこ

が適切なでないのか苦慮している。

U：濾過濃縮後、フィルターからボルテックスにて菌を回収する方法の検討を実施した。具体的には、容器の種類、フィルターの捕集面の向き、ボルテックス以外の回収方法（超音波処理）などの検討を実施した。

V：2015年に冷却遠心法で良好範囲外の結果だったため、ろ過法へ切り替えた。翌年、ろ過法で良好範囲外となった。そのときは全工程を再度確認したが、不明な点も多く苦慮した。

W：再度、精度管理の検体を購入し検査した。

X：フィルターをボルテックスにかける時間を延長する等の変更を加えたが、それが適切なのかは不明で、苦慮している。

Y：日水製薬株式会社主催のレジオネラ属菌検査セミナーに参加し、手技を確認。コンラージにて塗りのばす際のソフトタッチの徹底、フィルターを50mL遠沈管に入れる際の注意の周知をした。

Z：濃縮検体だけでなく非濃縮検体も菌数が少ない傾向があったため、検体塗布以降の検査工程に改善可能な点がないか検討した。

a：濃縮工程を冷却遠心濃縮法からろ過濃縮法に変更した。

b：濃縮後の結果が範囲外であったため､ろ過後に容器内をPBSで洗浄する､フィルターを乾燥状態にしない､ボルテックス中はフィルターがPBSに触れていることを確認する等､菌が弱らないよう注意を払うようにした｡

c：レジオネラ属菌検査セミナーへの参加。

d：冷却遠心濃縮法からろ過濃縮法（ポリカーボネート製フィルター使用）へ変更した。

e：濃縮水からの回収率に問題があったので，当時使用していたフィルターでの回収率を確認し，フィルターに問題があることが判明した。

2          　　　　　　　　　　                                                                                                                                                                                                                                                                                  C：精

度管理サーベイの方法と通常の検査の方法は異なるため。

＊ 9：で 1と回答した施設にお尋ねします。（10）

 10： 改善を試みた結果　　　

1, 改善箇所が判明した（具体的な改善策を記載下さい）　　　2．改善箇所が判明しなかった　 1：11、2：9

1                                                                                                                                                                                                                                                                                                   B：初回のサーベイ結果

を受け、濃縮法を冷却遠心濃縮法からろ過濃縮法に変更した。２年目のサーベイ結果を受け、培養時はシャーレのふたを上にするようにした。                                                                               E：非濃縮検体の

菌数について、改善が見られた。（培地への塗布の際、力を入れずやさしくそっとコーンラージする）                                                                                                                                             S：操作上の問題

ではなく検体希釈倍率の計算上の誤りがあったため、記録シートを改良し計算式を記録することとした。

U：フィルターの捕集面の向きを容器の底面に対して上向きから下向きに変更した。また，回収方法をボルテックス1分間から超音波処理24秒に変更した（精度管理では指定通りボルテックスにて実施）。

V：冷却遠心法からろ過法への切り替えを行った。ろ過法でも良好範囲外の結果報告があり､ろ過時の吸引が強すぎるのかと考え､吸引を弱めに行うように心がけたところ2017年からは良好範囲内である。

Y：その後上記を徹底し実施したところ、良好範囲外と出た翌年より良好範囲となった。

Z：培地塗布時におけるコンラージ棒の力加減が発育集落数に影響する可能性を検証し、ターンテーブルを導入のうえソフトタッチを意識して塗布するようにした。

a：濃縮工程を冷却遠心濃縮法からろ過濃縮法に変更すると良好範囲内になった。                                                                                                                                                                                       d：検査法の

変更により、回収率が高まった。

e：濃縮に使用するフィルターをセルロース混合エステル素材，ポアサイズ0.45μｍのフィルター（37ｍｍモニターユニットシステム）からポリカーボネート素材，ポアサイズ0.2μｍのフィルターに変更した。

j：2015年度レジオネラ属菌検査精度管理サーベイにおいて､ろ過濃縮法で、良好範囲外があったが､回収率は低くなかった｡よって､濃縮工程以外の試料の混ぜ方、培地への接種量、コンラージの力加減などを中

心に改善を試みた。

2                                                                                                                                                                                                                                                                                                                        A：検証方

法がないため。

T：当所では、冷却遠心濃縮法で実施している。良好範囲内および良好範囲外でも、結果は下限値に近く改善箇所が判明しない。
―＊その他 ＊―　　自由に記載下さい。

A：外部精度管理以外に改善措置について検証の手段・機会がなく、精度管理に苦慮している。また、業務経験の浅い職員が入れ替わって参加していることも、連続して良好範囲外の結果が出ている要因の一つとして考えられ
る。B：当センターでは、本サーベイ以外でレジオネラ属菌を扱う機会が非常に少なく、技術の維持に苦慮している。
E：検査工程の改善箇所を見つけるべく、2018年度レジオネラ属菌検査セミナーを受講する等したが、改善箇所が見つからず苦慮している。研究班から直接アドバイスを頂きたい。
G：当所では、回収率が低い原因が見つからず苦慮している。                                                                                                                                                                                                                 L：当所で
は、検査員の入れ替わりが激しく、また、レジオネラの検査も年に数件しかないため、技術の維持が課題である。レジオネラの実技研修会があれば参加したい。また、このような精度管理で良好範囲外の場合の適切な対処法や
適切な添加回収試験の方法があれば知りたい。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 M：
2019年度に入って、レジオネラ症患者発生に伴う検査が例年より多いが、全国的にも多いのでしょうか。何か要因はあるのでしょうか。
O：研究班から直接アドバイスを頂くことは可能でしょうか。
V：本アンケートの主旨とは異なるとは思いますが、研究班でレジオネラの外部精度に参加した自治体間の結果をフィードバックしていただけるとありがたいです。                                                                                     Z：
サーベイ結果入力時のアンケート集計で、サーベイ成績と有意に連動する項目があるようなら、ぜひ情報還元をお願いしたい。
l：2018年度は冷却遠心法での精度管理の参加でしたが、今年度からろ過濃縮法へ切り替えました。今年度の精度管理にも参加予定ですが、その際に良好範囲外になれば他所にアドバイスをもらうことになると思います。
k：検査者の技量等の確認の意味でも地衛研として精度管理の継続をお願いしたい。                                                                                                                                                                                    m：当セ
ンターは良好範囲内ではありますが、回収率が高いわけではありません。ワーキンググループの方法をしっかり見ながら行っているつもりですが本当に出来ているのか分かりません。

ご協力ありがとうございました。
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令和２-３年度厚⽣労働科学研究費補助⾦（健康安全・危機管理対策総合研究事業） 
公衆浴場におけるレジオネラ症対策に資する検査・消毒⽅法等の 

衛⽣管理⼿法の開発のための研究 
分担研究報告書 

 
「新型コロナウイルスに対する塩素系消毒剤の効果」 

 
研究代表者 前川純⼦  国⽴感染症研究所細菌第⼀部 
研究分担者 ⿊⽊俊郎  岡⼭理科⼤学獣医学部 
研究協⼒者 森川 茂  岡⼭理科⼤学獣医学部 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A．はじめに 
 新型コロナウイルス感染症が令和元年に
発⽣し、世界的に感染が広がっている。わが
国では令和 2 年に最初の感染者が報告され、
その後多数の患者が発⽣している。当該ウ
イルスに感染すると⾼い割合で無症候性感
染者が存在することが知られている。また、
感染者が発症する前に感染性を有すること
が報告されている。そのため、無症候性感染

者が⼊浴施設を利⽤した場合にウイルスが
浴槽⽔に浮遊することが想定される。公衆
浴場を塩素で消毒する場合は遊離残留塩素
を 0.4〜1.0mg/L、モノクロラミンでは
3.0mg/L を保つことが求められており、実
際の浴槽⽔においてこの濃度での新型コロ
ナウイルス(SARS-CoV-2)に対する有効性
に関するデータがない。本研究は、公衆浴場
の浴槽⽔に浮遊する新型コロナウイルスに

 新型コロナウイルス感染症は令和元年に中国で初めて発⾒され、わが国を含め
世界中に感染が拡⼤した。新型コロナウイルス感染者が公衆浴場を利⽤する可能
性があるため、令和２年度は次亜塩素酸ナトリウムあるいはモノクロラミンによ
る消毒を想定し、低濃度における塩素系消毒剤の新型コロナウイルスに対する効
果を TCID50 (Median Tissue culture Infectious Dose, 50%感染量)より評価した。
令和３年度は⼊浴施設の浴槽⽔における次亜塩素酸ナトリウムの効果を感染価の
低下の程度により実験室レベルで評価したところ、新型コロナウイルスの次亜塩
素酸ナトリウムに対する⾼い感受性が⽰された。これらの結果から、新型コロナウ
イルスは次亜塩素酸ナトリウムに⾼い感受性を⽰し、⼊浴施設の浴槽⽔の消毒に
使⽤される 0.4〜1.0 mg/L の濃度により短時間で不活化されることが明らかとな
った。モノクロラミンはウイルスに対して次亜塩素酸ナトリウムよりも効果が低
いことが知られており、新型コロナウイルスに対しても同様の結果が得られた。⼀
⽅、温泉を利⽤する浴槽⽔では遊離塩素濃度を設定値に安定させることが困難な
場合があり、実際の⼊浴施設の現場において遊離残留塩素濃度の維持が新型コロ
ナウイルス対策において課題であることが推測された。 
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対する塩素系消毒剤の効果を評価した。 
 
B．材料と⽅法 
１．ウイルス株 
 評価には、SARS-CoV-2 ウイルス（AI/I-
004/202 株；国⽴感染症研究所より分与）
と FeCoV（M91-26 株；国⽴感染症研究所・
前⽥健部⻑より分与）を⽤いた。ウイルスの
培養には SARS-CoV-2 ウイルスは Vero E6
細胞を⽤いて、令和 2 年度は 1％ fetal calf 
serum (FCS)加 D-MEM 培地（D-MEM（⾼
グルコース）（L-グルタミン、フェノールレ
ッド不含）富⼠フイルム和光純薬）にて、令
和 3 年度は fetal calf serum (FCS)⾮添加 D-
MEM 培地（D-MEM（⾼グルコース）（L-
グルタミン、フェノールレッド不含）富⼠フ
イルム和光純薬）に L-グルタミンを添加し
た培地にて、令和 2 年度のみ⽤いた FeCoV-
2 ウイルスは fcwf-4 細胞を⽤いて 5％FCS
加 D-MEM 培地で 5 %CO2 下、37℃で CPE
が 80％になるまで培養した。ウイルス液は
令和 2 年度は培養上清を 3,000 rpm, 10min
遠⼼して-80℃に保存した。令和 3 年度は培
養上清を 3,000 rpm, 10min 遠⼼し、PD-10
脱塩カラム（Sigma-Aldrich）を⽤いたゲル
ろ過により培地に含まれるアミノ酸などの
低分⼦量の成分を取り除いて⽣理⾷塩⽔に
置換したのちに-80℃に保存した。 
 
２．塩素液の調製 
 次亜塩素酸ナトリウム溶液（ナカライテ
スク）を PBS（pH 7.5）で 100 倍に希釈し
た液を作製し、これを次亜塩素酸ナトリウ
ム液とした。 
 PBS 50ml に 0.5M 塩化アンモニウム液
243μL と 5％相当の次亜塩素酸ナトリウム

溶液 65μL を混合し、これをモノクロラミ
ン液とした。 
 
３．⼊浴施設の浴槽⽔ 
 令和 3 年度に関東、北陸、四国及び九州
地区の温泉⽔を原⽔として⽤いている⼊浴
施設の浴槽⽔を実験に⽤いた。各試料は浴
槽から採取後に冷凍あるいは冷蔵で実験室
に搬送し、実験に⽤いるまで冷凍で保管し
た。実験時には室温で解凍し、室温にしてか
ら pH を測定した。 
 
４．実験液の調製 
 令和 2 年度は 1％FCS 加 D-MEM 培地及
び 5％FCS 加 D-MEM 培地を PBS で 100
倍に希釈し、これらの希釈液の遊離残留塩
素濃度を 0.1〜0.2 mg/L に調整するのに必
要な次亜塩素酸ナトリウム液の量を決める
こととした。 
 上記の必要量を決めるために、1％FCS 加
D-MEM 培地あるいは 5％FCS 加 D-MEM
培地の 100 倍希釈液 10ml に次亜塩素酸ナ
トリウム液あるいはモノクロラミン液を加
えた直後に、遊離残留塩素濃度は DPD 法
によりアクアブ AQ-201（柴⽥科学）を⽤い
て、モノクロラミン液を加えた場合の結合
塩素濃度はヨード法によりアクアブ AQ-
202（柴⽥科学）を⽤いて測定した。 
 令和 3 年度は浴槽⽔の試料 9ml に対して
ウイルス調製液 1ml を加えた実験液に次亜
塩素酸ナトリウム液を加え、所定の遊離残
留塩素濃度（0.4 mg/L 及び 1.0 mg/L）にす
るのに必要な次亜塩素酸ナトリウム液の量
を決めた。ウイルス調製液とは、ウイルス培
養に⽤いた培地を PD-10 脱塩カラムにより
培地に含まれるアミノ酸などの低分⼦量の

265



成分を取り除いて⽣理⾷塩⽔に置換した液
である。遊離残留塩素濃度は DPD 法によ
りアクアブ AQ-201（柴⽥科学）を⽤いて測
定した。 
 
５．TCID50 (Median Tissue Culture 
Infectious Dose, 50%感染量)の測定 
 令和 2 年度は上記１で調製したウイルス
液を PBS で 100 倍に希釈し、その 1ml に
上記４で決定した所定量の次亜塩素酸ナト
リウム液を加えて実験時の遊離残留塩素濃
度とし、25℃あるいは 41℃で 1、5、10 及
び 20 分間曝露した。モノクロラミンにおけ
る TCID50 を測定する場合は、結合塩素濃度
が 1、3、6mg/L になるように PBS で希釈
したモノクロラミン液 1mL に 10µL のウイ
ルス液を加え、1、5 及び 10 分間曝露した。
曝露後に直ちに 0.1M チオ硫酸ナトリウム
を加えて塩素を中和した。中和後、10 倍量
の 1％FCS 加 D-MEM 培地（SARS-CoV-2）
または 5％FCS 加 D-MEM 培地（FeCoV-
2）で 107 まで 10 倍段階希釈し、各希釈段
階の液の 40µL を感受性細胞（SARS-CoV-
2 は VeroE6/TMPRSS2 細胞；FeCoV-2 は
fcwf-4 細胞）を培養した 96 ウェルプレート
の 6 ウェルずつ接種し、5%CO2 下、37℃で
4 ⽇間（SARS-CoV-2）あるいは 2 ⽇間
（FeCoV-2）培養した。各ウェルの細胞変性
を観察し、Reed-Muench 法 １ ）を⽤いて
TCID50 を計算した。さらに、未処理群と⽐
較した処理群の TCID50 に基づいてウイル
スの⽣存率を求め、100-⽣存率（％）を不活
化率として算出した。 
 令和 3 年度は上記１で調製したウイルス
液 100µL に、上記 4 で決定した所定量の次
亜 塩 素 酸 ナ ト リ ウ ム液 を 加 え た 浴 槽⽔

900µL を加えて実験時の遊離残留塩素濃度
とし、25℃で 5 分間曝露した。曝露後に直
ちに 0.1M チオ硫酸ナトリウムを加えて塩
素を中和した。中和後、10 倍量の 1％FCS
加 D-MEM 培地（SARS-CoV-2）で 107 ま
で 10 倍段階希釈し、各希釈段階の液の
40µL を VeroE6/TMPRSS2 細胞を培養した
96 ウェルプレートの 4 ウェルずつ接種し、
5%CO2 下、37℃で 4 ⽇間培養した。各ウェ
ルの細胞変性効果を観察してウイルス増殖
を確認し、Reed-Muench 法 １ ）を⽤いて
TCID50 (Median Tissue culture Infectious 
Dose, 50%感染量)を計算した。さらに、次
亜塩素酸ナトリウム未処理群と⽐較した処
理群の TCID50 に基づいてウイルスの⽣存
率を求め、100―⽣存率（％）を不活化率と
して算出した。 
 
C．結果及び考察 

令和 2 年度に SARS-CoV-2 の次亜塩素酸
ナトリウムとモノクロラミンによる消毒の
効果を調べたところ、次亜塩素酸ナトリウ
ムの遊離塩素濃度が 0.1mg/L では 20 分後
に検出限界未満（99.99％以上）まで不活化
され、0.13mg/L では 1 分で検出限界未満
（99.99％以上）まで不活化された（表１）。
さらに、41℃では 0.10mg/L、0.11mg/L で
5 分で検出限界未満（99.99％以上）まで不
活 化 さ れ た （ 表 ２ ）。 FeCoV-2 で は 、
0.16mg/L で 5 分 後 で 検 出 限 界 未 満
（98.89％以上）まで不活化された（表３）。
FeCoV-2 の⽅が消毒前の感染⼒価が低かっ
たため、検出限界未満での不活化率が⾒か
け上、低く計算される。 

SARS-CoV-2 と FeCoV-2 は遊離塩素に
感受性が⾼く、低濃度であっても⽐較的短
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時間で不活化されることが⽰された。この
結果は、SARS-CoV-2 に近縁の SARS-CoV
が汚⽔において 0.4mg/L の遊離残留塩素に
10 分で 100％不活化されたという報告と同
様の結果となった２）。これは同報告におい
て⽐較した⼤腸菌よりも感受性が⾼かった。 

モノクロラミンの SARS-CoV-2 に対する
効果は、25℃において 1mg/L では 10 分後
では 75.9％、6mg/L では 10 分後に不活化
率は 97.9％であり、次亜塩素酸ナトリウム
に⽐べて不活化率が低かった（表４）。ウイ
ルスはモノクロラミンに対して⽐較的抵抗
性を⽰すとされており、pH7 の条件下での
3logCt 値はマウスノロウイルスは 26、コク
サッキーウイルスは 390-710、アデノウイ
ルスは 190-1,000 と報告されている３）。 

令和 3 年度に関東、北陸、四国及び九州
地区の温泉⽔を原⽔として⽤いている⼊浴
施設の浴槽⽔ 5 検体を実験に⽤いた。5 検
体のうち、3 検体（北陸地区由来 2 検体、九
州地区由来１検体）は次亜塩素酸ナトリウ
ムを⽤いて遊離残留塩素濃度を所定の濃度
（0.4 mg/L、1.0 mg/L）に設定することが
できなかった。そのため、実験を⾏うことが
できなかった。 

関東及び四国地区の⼊浴施設の浴槽⽔を
⽤いて次亜塩素酸ナトリウムによる残留塩
素の SARS-CoV-2 ウイルスに対する効果を
調べたところ、遊離残留塩素濃度が 0.4 
mg/L と 1.0 mg/L の場合の不活化率は関東
地区の⼊浴施設の浴槽⽔では 96.8％（不活
化度 10 -1.5）及び>99.9％(不活化度＜10 -4.7；
検出限界未満まで不活化）、四国地区の⼊浴
施設の浴槽⽔では 99.5％（不活化度 10 -2.3）
及び>99.9%(不活化度＜10 -4.0；検出限界未
満まで不活化）であった（表５）。 

 以上の結果から、公衆浴場の浴槽で維持
することとされている遊離残留塩素濃度
（0.4〜1.0mg/L）であれば、SARS-CoV-2 は
短時間に不活化されることが明らかとなっ
た。モノクロラミンは⼀般的にウイルスに
対する効果は遊離塩素よりも低く、SARS-
CoV-2 に対しても同様であるとの結果が得
られた。 
 温泉⽔の泉質によっては遊離残留塩素濃
度を所定の濃度に維持することが難しい場
合がある。このような場合は浴槽⽔におけ
る遊離残留塩素濃度を所定の濃度に維持す
る管理ではなく、範囲で管理している。新型
コロナウイルスに対しては、浴槽⽔の遊離
残留塩素濃度を 0.4〜1.0 mg/L の範囲内で
維持されていれば、短時間でウイルスを不
活化することができることが今回の解析で
明らかとなっている。レジオネラ対策のみ
ならず、新型コロナウイルス対策として遊
離残留塩素濃度を適切に維持することが重
要である。 
 
D．まとめ 
 次亜塩素酸ナトリウムとモノクロラミン
の実験条件下での新型コロナウイルスに対
する消毒効果を調べたところ、0.11mg/L、
41℃では 5 分後の不活化率が 99.99％以上
と、低濃度の遊離塩素濃度であっても新型
コロナウイルスが⾼率に不活化された。 
 
E．参考⽂献 
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G. 知的財産権の出願・登録状況 
 該当なし 
 
 
 

 
 
 
  表１ 次亜塩素酸ナトリウム曝露時の SARS-CoV-2 の不活化率（％）（25℃） 

 曝露時間（分） 

濃度(mg/L) 0 1 5 10 20 

0.09 0 99.84 99.94 99.96 99.84 

0.10 0 99.98 99.95 99.94 > 99.99 

0.13 0 > 99.99 > 99.99 > 99.99 > 99.99 

    ND: 実施せず 
 
 
 
 
  表２ 次亜塩素酸ナトリウム曝露時の SARS-CoV-2 の不活化率（％）（41℃） 

     ND: 実施せず 
   
 

 曝露時間（分）  

濃度(mg/L) 0 1 5 10 20 

0.10 0 > 99.99 > 99.99 > 99.99 ND 

0.11 0 99.98 > 99.99 > 99.99 ND 

0.18 0 > 99.99 > 99.99 > 99.99 ND 
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  表３ 次亜塩素酸ナトリウム曝露時の FeCoV-2 の不活化率（％）（25℃） 
 曝露時間（分） 

濃度(mg/L) 0 1 5 10 20 

0.11 0 99.81 99.87 99.87 > 99.89 

0.13 0 > 99.89 > 99.87 > 99.87 > 99.89 

0.16 0 > 99.87 > 99.89 > 99.89 > 99.89 
 
 
 
   表４ モノクロラミン曝露時の SARS-CoV-2 の不活化率（％）（25℃） 

 曝露時間（分）  

濃度(mg/L) 0 1 5 10 20 
1 0 82.68 85.21 75.94 ND 
3 0 63.95 85.21 79.73 ND 

6 0 91.26 90.26 97.85 ND 
      ND: 実施せず 
 
 
 
表５ ⼊浴施設の浴槽⽔における次亜塩素酸ナトリウムの SARS-Cov-2 への効果 

試料 採取地域 pH 
遊離残留塩素濃度 

(mg/L) 
不活化率 (%) 

1 関東 7.4 0.4 96.8 
1 ＞99.9 

2 四国 7.0 0.4 99.5 
1 >99.9 

3 北陸 7.4 0.4 ND 
1 ND 

4 北陸 6.5 0.4 ND 
1 ND 

5 九州 8.7 0.4 ND 
1 ND 

  ND：実施せず 
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ǷɇŀƖB.C.C�h^s�Ưì@OQ§Ɲ-S ŞƾņəAĆ�=?R+=&
 R�I5�ɓ×Ï@$!;B�h^s�Ưì@OR§Ɲ&ȳP%=?8;';$
Q šɃ?¶ƻ=?8;!R�3+< Ȫāá<BǷɇŀƖ$OD�ɓ×Ï@$!;
�h^s�ƯìA§ƝŐƶǍĪVŐŀ.;'5� 

2015Ǻ%P�h^s�ƯìA§ƝŐƶǍĪVöư.;!RƂǴƚĂǵA 1Ƿɇŀ
Ɩ@$!; 2015�2018ǺǢ@BǍĪƵŵ< R 8�ūǉ 5�ū%PĬƺ 3,000 

CFU/ 100 mLA�h^s�Ưì&þţ-S;!5�+AÎ@ ȓɃǿËAƔŮNŊ�
¦Ƣĺqo�\�Ǚ°ƨǅAƖǅ?>AƵĵVŐŀ.5ú³ 2019ǺǢAǍĪ<
B 10�200 CFU/100 mLA�h^s�Ưì&þţ-S5�-P@ 2020ǺǢAƀñ
e�q\[�iÈƝų@ȅ"ëàņƶƙĉ@Ô:(ÝèÖÎ@$)R¡ƏËɋVõ
; 2021ǺǢ@B 1�ū%P 20 CFU/100 mLA Legionella pneumophila SG 6&þţ-
SRAJ=?85�+AǷɇŀƖ@$!; �h^s�ƯìBćů.5=ě#PSR
MAA ÆƠ?ǾŮ@Bł8;$P1 ǿËAƜźȨAȢę?>-P?RƵĵ&ȏɃ
=ě#PS5� 

�ɓ×Ï@$)R§ƝŐƶǍĪ<B 1 �ɓ×ÏVöư.;ǍĪ.;$Q +SI<
¦ƢǙ°ƨǅAƖǅ ȓɃǿËAƔŮ ȬǌAy�mg�c?>AƵĵVŐŀ.;'
5��Șœĕ@$!; y�mg�cVǕÖǗ@Ĝ"ŌǭǾƆƨǅ&ǯǷ-S5MA 
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A. āáȷǗ 

��ǷɇŀƖ@$)R�h^s�ƯìA§
ƝŐƶǍĪ 

ǶȪ<B�h^s�ƯìAÈƝĈA�
9=.;ǷɇŀƖ&ǂPS;$Q .C.
CŞƾȃƏV�'Ú+0 1�2 3��wo-wo
ÈƝB$+P?!+=%P 4� ÈƝĈ=?

RÊæ@$)R�h^s�ƯìAƉĎ&š
Ƀ=?R�Ȫāá<B ǷɇŀƖ@$)R�
h^s�ƯìA§ƝȾȩƵĵA5LAÔơ
ǗŹȥVǱR+=VȷǗ=.; §ƝŐƶ
ǍĪVŐŀ.5� 

ǍĪƵŵ=.5ǷɇŀƖ<B 2015ǺǢ
%Pöư.; _��Ng��
Ǩ 8 �ū

A �h^s�Ưì&þţ-S5�.%. 20 CFU/100 mL=ů?!ìƇ< Q Ț
ƇºAǍĪ@$!;ƿưǗ@þţ-S5+=%P �h^s�ƯìAƪżBɆƉ-
S;!RMAA ÆƠ@ǾŮ-S'S1ƁȘǿËAv[^yZ��%Pãâ-S;
!RMA=ě#PS5� 

ŊƈƸg
b]�f
@ORȜĿ£ÃǗ¹ƒȨAþǪ=.; ǷɇŀƖ@$!;
ȜɌ-S5�h^s�ƯìA SNPs¹ƒ$ODƂǴƚĂ@$!; 2015Ǻ@ȃƏ.5
�h^s�ƯìAŞƾņəA SNPs¹ƒVŐŀ.5�íǺ ŊƈƸg
b]�f

&ȖÞ. ƠģA¡Əāáū<Mļɂ-S;!R�.%. ĜƌþĪ<AɊɂB 
IQƄW<$P1 �h^s�ƯìAŞƾȃƏņəNǷɇŀƖAËɋEA¨ɂ?
> 3AɊɂȨ@BþǪAȿǃ& R�3+<¸	B +SI< 2015Ǻ%PǍĪ
Vöư.;'5ƂǴƚĂǵAǷɇŀƖ<þţ-S5�h^s�ƯìVɂ!; f�
`
Ȩ@OR Sequence-Based Typing
SBT�¹ƒ $ODŊƈƸg
b]�f
@
OR Single Nucleotide Polymorphisms 
SNPs�¹ƒVŐŀ.5�SBT¹ƒ<BǮ/
Sequence Type
ST�=-S5ȚƇAìÄ@$!; SNPs¹ƒ<MǮ�M.(BƇ
SNPsA�!< 85+=%PǮ�Ab�
�VÚĈ=0RìÄ&öư.;þţ-
S;!R±ǽƊ&ŋĨ-S5�+SPAìÄ@B +AŀƖ@$!; �Ǻ�Ŷ@
U5Qþţ-S;!RMAN �?RɇŎ%Pþţ-S5MA&ÐIS;!5�+
A5L +AǷɇŀƖǵ@�h^s�ƯìAãâĈ& RMA=ƅĶ-S5�Şƾ
ņəAÄVɂ!5 SNPs¹ƒ<B +AŞƾņəB�ǜǗÏɜA R 2k[{A L. 

pneumophila SG1= 1k[{A L. pneumophila SG13@O8;�'Ú+-S5±ǽƊ
&ȳP%=?85�-P@ SNPs¹ƒ<B L. pneumophila ST2114A 7ÄV3S4S
&�ǜǗ@ÏɜA R 2ŗɗAb�ik
@ïȡ0R+=&<'5�ST2114VO
QĮ%(ñȡ<' ğ!¹ƒƐǢVŋ.5+=%P Ȫņə@$!; SNPs¹ƒV
Ɋɂ0R+=BȻɂ=ě#P#5�ȪņəV�'Ú+.5=ƅĶ-SR+SP 3k
[{A L. pneumophilaB !1SMÄÎA SNPsAĩB 21 SNPs�ǵ< 85�+
An
kBŞƾņəA SNPs¹ƒVĜƌþĪ=.;Őŀ0RŶ< �ǜǗÏɜƊV
Ȇƿ0R SNPsAǁ=.;�9Aȷ�@?RMA=ě#PS5� 
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AĭŕVŐŀ.;'5�2017 ǺǢI<@ 
ȬǶAy�mg�cAǯǷ _��=g�
�
AďÉ ǿËAğǼǢ¦ƢŲǳVŐŀ
.5�ğǼǢ¦ƢŲǳVŐŀ.5ǎčAǍ
Ī<B �h^s�ƯìA DNABþţ-S
5MAA Ơ;Aþƴ@$!;�h^s�
ƯìAȁɅBȓþţ=?85�.%. 3A
čAǍĪ@$!; Ĭƺ 3,000 CFU/100 mL

A�h^s�Ưì&þţ-S5�+A5L 
Ŋ�¦Ƣĺqo�\�Ǚ°ƨǅVƖǅ.5�
.%. 3AčA 2018ǺǢA 2ºAǍĪ@
$!; ø 5 %ū%P 10�400� CFU/100 

mL A�h^s�Ưì&þţ-S5�I5 
+SPAƵĵ@°#; ŐŀŉÖBȓȳ<
B RMAA ȓɃ?ǿËAƔŮM$+?
8;!5� 

+AǷɇŀƖ<B 2018ǺǢ�ĝ@Mƀ
5@ƵĵVǑ°.5+=@°#; 2020Ǻ
Ǣ@B 4 ü�5 ü@%); ƀñe�q\
[�iÈƝųAÀƺ@ȅ"ëàņƶƙĉ

�¬ ëàņƶƙĉ�@OQÝè. 3A
ÖÎ@ǿËǵAȽɌĻɏ¦ƢǼǢVğ(�
ň.;!5�+SPAƵĵAȑ®VȷǗ=
.; 2019�2021ǺǢ@$!;MǍĪVö
ư.5� 

 

���ɓ×Ï@$)R�h^s�ƯìA§
ƝŐƶǍĪ 

�ɓ×Ï<A�h^s�ƯìA§ƝB 
�h^s�ÈƝųA�ǵÈƝAĆ�=?Q
"R+=%P Ȓ�ǵAÊæËɋAšɃ?
¶ƻ=?8;!R 5��+A5L �h^s�
Ưì§ƝAƵĵA�Ê=.; �ɓ×Ï@
$)R�h^s�ƯìA§ƝŐƶǍĪVö
ư.;'5� 

ǍĪƵŵ< R 1 �ɓ×Ï<B+SI<

¦ƢǙ°ƨǅAƖǅ ȓɃǿËAƔŮ Ȭǌ
Ay�mg�c?>AƵĵVŐŀ.;'5�
+A�ɓ×Ï<B ȪāáAǡǉ·ǖ@$
!; �Șœĕ@ƖǕŉÎ,=@Ōǭ<y
�mg�cVĜ"ŌǭǾƆƨǅVǯǷ.;
$Q 3Aȑ®MÐL;§ƝŐƶǍĪVĜ
85� 

 

��ŊƈƸg
b]�f
@OR�h^s
�ƯìAȜĿ£ÃǗ¹ƒȨAþǪ 

íǺ@?8;àƮ@ŊƈƸg
b]�f

&ȖÞ. ƠģA¡Əāáū<Mļɂ-
S;!R�.%. �h^s�Ưì@$!;
Ɋɂ-S;!RəBů?( ŞƾȃƏņə
NǷɇŀƖAËɋEA¨ɂ?> 3AɊɂ
ȧȨBþǪAȿǃ& R� 

3+<Ȫāá<BǷɇŀƖ<A�h^s
�ƯìAǭƶ¹ƒ$ODŞƾȃƏņə@$
)R�h^s�Ưì@$)RƠdt�¹ƒ
AȻɂƊAþǪVȷǗ=.; ŶÙAǷɇ
ŀƖA§ƝŐƶǍĪ@$!;ȜɌ-S5Ä
$ODƂǴƚĂ@$!; 2015 Ǻ@ȃƏ.
5�h^s�ųŞƾņə 2 3�@$!;ȜɌ
-S5ìÄVɂ!; f�`
Ȩ@OR
Sequence-Based Typing
SBT�¹ƒ$ODŊ
ƈ Ƹ g 
 b ] � f 
 @ O R Single 

Nucleotide Polymorphisms 
SNPs�¹ƒVŐ
ŀ. ȊÂ.5� 

 

B. āáȧȨ 

1�ǷɇŀƖ$OD�ɓ×Ï@$)R�h^
s�Ưì§ƝŐƶǍĪ 

1�1�ǍĪƵŵ$ODƬǕĞȷ 


1�ǷɇŀƖ 

ƂǴƚĂǵA 1 ǷɇŀƖ@$!; 2019

ǺǢB 9ü@ 1º 2020ǺǢBëàņƶƙ
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ĉ@ORÝè%PA�èī¼ƞǶ
5 ü� 
ī¼čȹ 1�üčA 7ü ȹ�_üčA�
ü ȹ�_üč=.; 10ü 11üAø 5º
ĭŕ.5�2021 ǺǢB 10 ü@ 1 ºĭŕ.
5�+SPAǍĪ@$!; 2 9AɇŎA3
S4SAɇƦƆ ǦĕƆ _��ȠD@g�
�
Ɔ ǃ¬k�b$ODğǅk�bA«
ƆAø 14 ńɒVĭŕ.5�56. 2020Ǻ
ǢA 10üAĭŕ@9!;B ŶÙAĭŕµ
ūA"7 29AɇŎA_��ø 4�ū@$
!;âƆôAJVĭŕ.5� 

g��
N_��%PAƆBȦƆǎč@
ĭŕ0R==M@�ȘA_��@9!;B
ȦƆ 3Ȝč@Mĭŕ.5� 

ĭŕ.5ńɒVɂ!; �h^s�Ưì
AȜɌȁɅ��ǜĿþĪ «ǢƬǕ pHƬ
Ǖ$ODȽɌĻɏ¦ƢǼǢAƬǕVŐŀ.
5�ńɒBĭŕǧǶ@þĪV¼ľ.5� 

 


2��ɓ×Ï 

� �ɓ×ÏAâƆ�âǦôVƵŵ=.5Ǎ
ĪB �­ÃțŏǨAþţŻçVǫI#5Ɔ
ǰƆŏËɋA5LAƧġāá
āáƸȐŒ�
ű�¯Ȏ��=äǮ<Őŀ.5�ƂǴƚĂǵ
A 1 �ɓ×ÏVƵŵ=. ƜȵƹǨAœĕ
ƆB ȦƆǎčÞD 3LɎƆč@9!; -
P@BâƆô$ODâǦôVȜ)PSRŷ
ġ@BȜ);ĭŕ.5�6�ū
ǃ¬ĘŎ 1

%ū ƤČǵ 1�ū ȒŎƜȵƹ 4�ū�
%P ø 12ńɒV 2019Ǻ 9ü 2020Ǻ
10ü $OD 2021Ǻ 7ü@ĭŕ.5�-P
@ ĭŕ.5 6 �ūA"7ŌǭǾƆƨǅV
Ɩǅ.5ȒŎƜȵƹ 4�ū@9!; 2021Ǻ
8ü$ODǮ 9ü@Mĭŕ.5� 

ĭŕ.5ńɒVɂ!; �h^s�Ưì
AȜɌȁɅ��ǜĿþĪ ŠƯ ɅĮìƇA

ƬǕ «ǢƬǕ pHƬǕÞDȽɌĻɏ¦Ƣ
ǼǢAƬǕVŐŀ.5�ńɒBĭŕǧǶ@
þĪV¼ľ.5� 

 

1-2�ńɒAĭŕ «ǢƬǕ pHƬǕ$OD
ȽɌĻɏ¦ƢǼǢAƬǕ 

ƆńɒB 25 �l^ɐĺqo�\� 1.0 

mLVǙ°.5 500 mLAȴìɀÓ@ĭŕ.
5�«ǢB ńɒĭŕŉ@nhk�«ǢøV
ɂ!;ƬǕ.5�pH$ODȽɌĻɏ¦ƢǼ
ǢƬǕɂńɒB 50 mL¥ǏË@ĭŕ.5�
ŐĄŎȇǷŉ@ pHB`�iǞéȨVɂ!
; ȽɌĻɏ¦ƢǼǢB DPDȨ@ORßĐ
ĐǢȨ=.; u�nZƆŏø“YbY
z”AQ-101 ñ
őǝ²Ã�Vɂ!;ƬǕ.
5� 

 

1-3��h^s�ƯìAȜɌ 

ńɒ 500 mLV ǎó 47 mm Ėó 0.2 µm

A~�_
}s
o��z��yZ�k

<T·. 5 mLA 50ȀÕŔ PBS<īȗȽ
.5
�¬ ǼŢńɒ=0R��ǼŢńɒ 0.5 

mL @9!; 50� 20 ȜA°ǹũɋVĜ
85�ȡA 0.5 mL@ǮɔA pH2.2ÌŴ¢V
°# 4ȜÎĺũɋ.5�ȰũɋÞDũɋč
AǼŢńɒV 50 ȀÕŔ PBS < 10 ȀÕŔ
. Ć¢= 10ȀÞD 100ȀÕŔ¢A¿ 100 

µL V MWY ÅǘȟȈȁǃ
Oxoid�ÞD
GVPCÅǘȟȈȁǃ
ǶƆƑȺ�@ǟȭ. 
36�< 7 ǶÎȁɅ.5��h^s�ƯìV
Û"ŞɉV BCYEα ÅǘȟȈȁǃ
ǶāƏ
ț�@ǚȁ. ƊŻ@OQÍȡVĜ85� 

 

1-4�Loop-Mediated Isothermal Amplification


LAMP�Ȩ@OR�h^s�Ưì�ǜĿ
Aþţ 
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LAMP Ȩ@OR�h^s�Ưì�ǜĿA
þţB Loopamp �h^s�þţńȺam
o E
 ā­Ã�@OQĜ85�1-3�AǼ
Ţńɒ 1.5 mLVɂ!; amoǙȔAƗȳ
Ŭ@Š8;Őŀ.5� 

 

1-5��h^s�ƯìAǮǕ 

� ńɒ%PȜɌ-S5�h^s�ƯìB 
LEG (genus Legionella 16S rRNA gene)ÞD
Lmip (L. pneumophila macrophage infectivity 

potentiator gene)A{�[�
Vɂ!5 PCR6�

7�@OQ�h^s�Ưì=L. pneumophila<
 R+=VùǕ.5�-P@ ñȡɂûƎ

n�_Əā�ÞDŌȃ÷ĐAȻȱ@OQ
ŗAÍȡVĜ85� 

 

1-6�ŠƯ ɅĮìƇ 

ńɒV PBS < 10 Ȁǀ½ÕŔ. Ć¢Þ
D¿ǀ½A 1 mLV R2AÅǘȁǃ
BD�@
ƕŗ. ħŔȁɅȨ@OQ 20 �< 7 ǶÎ
ȁɅ.5�ȁɅč ŞɉƇVøƇ.5� 

 

2�ŊƈƸg
b]�f
@OR�h^s�
ƯìAȜĿ£ÃǗ¹ƒȨAþǪ 

 

2-1�ļɂìÄ 

(1)ǷɇŀƖ 

� Ȫāá@$!;�h^s�Ưì§ƝŐƶ
ǍĪVŐŀ.;!RǷɇŀƖ@$!; 
2018Ǻ 1ü%P 2020Ǻ 10üI<@þţ-
S5 Legionella pneumophila (SG1: 8Ä, SG6: 

5Ä SG9: 5Ä)@9!;ãń.5
Ȑ 1
1��� 
(2)Şƾņə 

2015Ǻ@ƂǴƚĂA 1ǷɇŀƖ<ȃƏ.
5�h^s�ųŞƾņə(ÇŒ 7 Ȳ)@$!
; 4 ȲAÇŒ(1~4)$OD 2 9AɇƦƆ(1, 

2)%PȜɌ-S5 Legionella pneumophila 

(SG1: 8Ä, SG13: 3Ä)Vãń.5
Ȑ 1
2��� 
 

2-2�SBT¹ƒ 

ìÄ%PA DNA ǊţBY�_�ǹǊţ
@OQŐŀ.5�Ǌţ.5 DNAVɂ!; 
http://www.ewgli.org/AȧȨ@Š! �9A
�ǜĿ
flaA, pliE, asd, mip, mompS, proA, 

neuA�V PCR@OQƪș. f�`
Ȩ@
OQ 3A¦ÔǿɛVùǕ.5�ùǕ.5¦
ÔǿɛVn
k|
i=ȊÂ. ¿�ǜĿ
AY��ȉĠ= STñVùǕ.5� 

 

2-3�SNPs¹ƒ 

ìÄ%PADNAǊţBQIAmp DNA Mini 

Kit (QIAGEN)Vɂ!;Ǌţ.5�Ǌţ.5
DNA Vɂ!; Collibri™ PCR-free ES DNA 

Library Prep Kit 
Thermo Fisher Scientific�
I 5 B QIAseq FX DNA Library Kit 


QIAGEN�@OQ�[z��VǍƍ. 
iSeq100 System (illumina)@OQ �
pn

kVǱ5� 

Ȫāá@$)R§ƝŐƶǍĪAƵŵ< 
RǷɇŀƖ%PȜɌ-S5ìÄA�
pn

kA�mx�c@ɂ!R�yX��iǿ
ɛB L. pneumophila subsp. pneumophila str. 

Philadelphia
Ybjmg��ȉĠ�
AE017354�=.5�ŞƾȃƏņəAȜɌÄ
A�
pn
kA�mx�c@ɂ!R�y
X��iǿɛB Genbank @ complete 

genome&đ¼-S;!RƸȐǗ? 6ÄAL. 

pneumophila SG1 0?U7 Alcoy Corby 
Lens Paris Philadelphia $OD 130b (¿Y
bjmg��ȉĠ :� CP001828, CP000675, 

NC006369, NC006368, AE017354, FR687201)

A"7 ãńìÄ= kmer@Ô:(dt�A
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ɗŇƊ&ĬMğ!ÄAǿɛ=.5�kmerB
ãńìÄA�
pn
kV KmerID 

(https://github.com/phe-bioinformatics/kmerid)

@OQȊÂ0R+=@OQǱ5� 

�mx�cB Burrows-Wheeler Aligner 

(http://bio-bwa.sourceforge.net)Vɂ! SNPs

A Ǌ ţ B Genome Analysis Toolkit 

(https://gatk.broadinstitute.org/hc/en-us)Vɂ!
5�Ǌţ.5 SNPsV CLC Genomics Work-

bench (QIAGEN)Vɂ!;Y�[��o. 
ȊÂ.5� 

 

C. ú³ÞDěĶ 

��ǷɇŀƖ@$)R�h^s�§ƝŐƶ
ǍĪ 

ǍĪƵŵ=.5 1 ǷɇŀƖ<B ǃ¬k
�b@ĆǦV�'ĥJ ɡJŶ*~�{@
OQğǅk�bE=Ʃ85A7 ğǅk�
b%P_�� g��
ÞDɇƦƆ?>ŀ
ƖƠƴ@ĆǦVãâ0RĚƫ=?8;!R�
I5 Ŋ�¦Ƣĺqo�\�Ǚ°ƨǅBǃ
¬k�b=ğǅk�bAÎ@Ɩǅ-S;!
R� 

2019Ǻ 9üAǍĪ<B�h^s�ƯìB
ɇŎ A A 2 9A_��ȠD@ɇŎ B A_
��%Pþţ-S5�ɇŎ A A 1 9A_�
�%P L. pneumophila SG9& 10 CFU/100 mL

þţ-S5
Ȑ 2��M"�ȧA_��<B 
L. pneumophila SG1 6ÞD Legionella sp.&
200 CFU/100 mLþţ-S5�pHB 8.0�8.4

< Q ǃ¬k�bAȽɌĻɏ¦ƢǼǢB
0.01 mg/L< 85�3S�¾AȽɌĻɏ¦
ƢǼǢB ɇŎ AAɇƦƆ< 3.45 mg/L ɇ
Ŏ B AɇƦƆ< 3.35 mg/L =ğ!MAA 
3AƳB 0.15�0.37mg/L=ƠƴǗ@Ǔ( 
�h^s�ƯìAƪż&şȜɆ#PS;!

?!MA=ě#PS5�I5 «ǢBǃ¬k
�b$ODğǅk�b<3S4S 56.9�$
OD 55. 3�= 55��ŶVŋ.;$Q 3A
ƳB 33.0�41.5�< 85� 

2020 ǺǢ@$!;Ȟ'ŕQV.5ú³ 
ëàņƶƙĉ@Ô:(ÝèÖÎǉB �¬
A 4ǛAƵĵVŐŀ.;!5�1�3Ƕ@�
ºǖǢ ɡJŶ*~�{V´Ǭ-25"#
< Ŋ�¦Ƣĺqo�\�Ǚ°ƨǅV´Ǭ
. _��Ay�mg�cV 30ȜǖǢŐŀ
.5�2�4�5Ƕ@ 1º_�� g��
Þ
DɇƦƆAȽɌĻɏ¦ƢǼǢVȊŽȨ

DPD Ȩ�@OQƬǕ. 0.8�2.0 mg/mL

@�ň-S;!R+=VÁǸ.5�3�°#
; ɇƦƆ@ȡǡŊ�¦Ƣĺqo�\�V
Ǒ°0R=M@ ǃ¬k�b@MǙ°.5�
4�T·ƨǅAÜƜźVŝ 1�2ºŐŀ.5� 
ëàņƶƙĉ@ORÝè%PAī¼ƞč
B šǛǗ@Őŀ0R¡ƏËɋ=.;�¬
A 7 ǛVĜ8;!5�1��èǶ@ȊŽȨ

DPDȨ�@OQȽɌĻɏ¦ƢǼǢVƬǕ
. _�� g��
$ODɇƦƆ< 0.8

�2.0 mg/L V�ň.5�ɇƦ@9!;B 
ƬǕŉ@ǼǢȓƭAŷġ Ŋ�¦Ƣĺqo
�\�VǎƕǙ°.5�2��èśɑŉ@ɇ
ƦAǦVȄ' Ǝƥ 3AǶA"7@ǦVȯ
5.5�3�T·ÓAÜɎƜźVŝ 1�2 º
Őŀ.5�4��èǶAǌ �è¼ľƞ@_
��=g��
Ay�mg�cVŐŀ.5�
5�ǕÝǶƞǶA�èśɑčB Ŋ�¦Ƣĺ
qo�\�VɇƦ@Ǒ°
ǼǢƬǕȱ�. 
T·ÓVɇƦAÎ< 30 ȜÎŦÊ.5A7 
ǔŁ.5�6�ǕÝǶ@BƎƥèŒ@ORƎ
ƥVŐŀ.5�7�Ǻ 1�2 ºAğǼǢ¦Ƣ
ƜźVŐŀ.5� 

2020ǺǢAǍĪ@$)R�üA�èī¼
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ƞǶ@B 1�ū%P 80 CFU/100 mLA L. 

pneumophila SG 6ÞD Legionella sp.& ȹ�
_üčA 7 ü@BǮ/ĭŕµū%P 10 

CFU/100 mLA L. pneumophila SG 6&þţ
-SRAJ=?85�.%. �èī¼č%
Pȹ 3%üčA 9üAǍĪ<B 3�ū%P
10�20 CFU/100 mLA L. pneumophila SG 6 
9ÞD Legionella sp.&þţ-S ȹ 5%üč
A 11üAǍĪ<B 2�ū%P 3S4S 60 

CFU/100 mLA L. pneumophila SG 6ÞD 9&
þţ-S5
Ȑ 2��ȪǍĪ@OQĭŕ.5
_�� g��
ÞDǦĕ%PAĭŕńɒ
B pH 8.0�8.2< 85�ȽɌĻɏ¦ƢǼ
ǢB �èī¼ƞǶAǍĪ<B 1.3�1.9 

mg/L< 7üB 0.1�0.9 mg/L 9üB 0.5�
1.7 mg/L 11 üB 0.4�0.7 mg/L < 85�
5 üA�èī¼ƞǶAǍĪ<Bǃ¬k�b
& 50.0� ğǅk�b& 45.4�< 3AƳ
B 29.2�42.2�< 85�+SB ǃ¬k�
b$ODğǅk�b=M@ÝèÖÎǉAĆ
ǦA�'ĥJɔAǓ¬@ȅ! «Ǣ&Ǔ¬
.5MA=ě#P#5�7ü 9ü 11üA
ǍĪ<B ǃ¬k�bB 54.9��Ŷ ğǅ
k�bB 55.3��Ŷ< 3AƳB 30.9�
50.2�< 85� 

2020ǺǢAǍĪú³VǫI#; ŶÙ 1�
�7�AƵĵ@°#; �¬AƵĵVǑ°.
5�8�ǕÝǶǉAȽɌĻɏ¦ƢǼǢVğ(
�ň0R+=VȷǗ=.; ǕÝǶƞǶA
�èśɑč ǃ¬k�b@Ŋ�¦Ƣĺqo
�\�VǙ°.5�9�ǿËǵA«ƛƆAǔ
ƷVȩŁ0R+=VȷǗ=.; «ƛƆA
ɡJŶ*~�{VȸÎMöư.; ´Ǭ-
2 ɇŎA¿ôǩ@9'�9AœĕV¼)
5�8� 9�AƵĵVŐŀ.;�ĝ ŀƖË
ɋŒAǛþ@$!; ǕÝǶȳ)< 8;

M_��ǨAȮƽ<ȽɌĻɏ¦ƢǼǢ 1.0

�2.0 mg/LV�ň.;!5� 

� 2021ǺǢǍĪ@$!;ȜɌńĄ<B ɇ
Ŏ AA_�� 2%P L. pneumophila SG 6&
20 CFU/100 mLþţ-S5AJ< 85
Ȑ
2��I5 pHB 8.0�8.3< 85�ȽɌĻ
ɏ¦ƢǼǢ@9!;B ǃ¬k�b< 0.01 

mg/L ɇŎ AɇƦƆ< 0.1 mg /L ɇŎ AA
Ǧĕ< 0.4 mg/L< 85AVŮ' 0.6�1.3 

mg/L< 85�Ɔ«Bǃ¬k�b& 57.3 � 
ğǅk�b& 55.3� 3AƳB 32.7�47.2�
< 85� 

ǺǢVõR@Š! �h^s�Ưì&þ
ţ-S5_��AƇ$ODìƇ&ćů.5
+=%P +AŀƖ@$!;�h^s�Ư
ì&ćů.5±ǽƊ& R=ě#PS5�
+SB 2020ǺAÝèÖÎǉA¡ƏËɋ@
OQ ƺș@�h^s�Ưì&ćů. 3A
č ǿËǵA«ƛƆAǔƷȩŁ=!85Ƚ
ɌĻɏ¦ƢVȣ95L@Őŀ.5Ƶĵ&ē
³Vŋ.5+=@ORMA=ě#PS5� 

¿ɇŎAɇƦƆ$ODğǅk�b@9!
;B 2015ǺAǍĪ¼ľ�Ɉ �h^s�Ư
ìAȜɌȁɅ LAMP =M@�Ɗ< Q 
ĦºA!1SAǍĪ<MǮɁ< 85�ǃ
¬k�b@9!;B 2019 ǺǢI<BȜɌ
ȁɅÞD LAMPA!1S<M�Ɗ< 85�
.%. 2020ǺǢAǍĪ@�'ư' 2021

ǺǢMȜɌȁɅB�Ɗ< RMA LAMP

BɄƊ< 85�+SB 2020ǺǢAÝè
ÖÎǉ@ǃ¬k�b@ſǷ�Ǖǈ.5�h
^s�Ưì&ǾŮ-S;!?!MA=ě#
PS5�.%. ǃ¬k�b=ğǅk�bA
Î@¦ƢǙ°ƨǅ&Ɩǅ-S;!R+= 
2020ǺǢA�èī¼čAǍĪ< ǃ¬ÞD
ğǅk�bA«Ǣ& 54.9��Ŷ=?8;$
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Q 2021ǺǢAǍĪ<M 55.7 ��Ŷ=ğ«
&ȣ5S;!R+= $ODğǅk�b%
PB�h^s�Ưì&þţ-S;!?!+
=%P ǃ¬k�b@Ǖǈ.5�h^s�
Ưì&ğǅk�b�ĝAǿËǵ<Ǖǈ.;
!R±ǽƊBǓ!MA=ě#PS5��  

+AǷɇŀƖ<B�h^s�ƯìAÆƠ
?ǾŮ@Bł8;$P1 ¡ƏËɋȧȨ@
O8;B īDƪ°0R±ǽƊ& R�Ħč
BǿËAċȡƜźNŲǳȧȨAȢę?>-
P?RƵĵVǑ°0R==M@ §ƝŐƶ
ǍĪ@OR�rk��cVöư0R+=&
šɃ=ě#PS5��

 

���ɓ×Ï<A�h^s�ƯìA§ƝŐ
ƶǍĪ 

� ǍĪƵŵA 1�ɓ×Ï@$)R 2019ǺA
ǍĪŉ@B ȒŎA 2 �ū%Pĭŕ.5 4

ńɒ%P L. pneumophila SG1&þţ-S 
ìƇB10�20 CFU/100mL< 85
Ȑ3��
L. pneumophila SG1 &þţ-S5ńɒAȽ
ɌĻɏ¦ƢǼǢB 0.8�1.2 mg/L < 85�
�ȧ< ŠƯ ɅĮìƇAğ%85 ƤČâ
ƆôŪɎƆ$OD 3L ɎƆč?PD@ A Ȓ
ǥȒŎ 2 ŪɎƆB ȽɌĻɏ¦ƢǼǢ&þ
ţĊ»Ȕí< Q G=W>¦Ƣ&Ų･.
;!5& �h^s�ƯìBȜɌ-S?%
85��  

2020 ǺAǍĪ<B 1 �ū%Pĭŕ.5
2 ńɒ%P L. pneumophila SG1 &þţ-S
5�2021Ǻ 7üAńĄ<B ǍĪ.5 12ń
ɒƠ;@$!; LAMP$ODȜɌȁɅA!
1S@$!;M�h^s�ƯìB�Ɗ< 
85�+A"7 ƤČ@9!;B 2019Ǻ
11ü@ ĻQ 3�ū@9!;B 2021Ǻ 3ü
@ŌǭǾƆƨǅ&Ɩǅ-S;!5�1�üč

A 8 üAńĄ<B ŌǭǾƆƨǅ&Ɩǅ-
S5 4�ūǉ 1ȒŎ 1ńɒ%P 20 CFU/100 

mLA L. pneumophila SG1
LAMP�Ɗ�&
þţ-S5�+Aú³VŘ); ŌǭǾƆƨ
ǅV3SI<B 3ŉÎ@ 1ȜÎ´Ǭ. y
�mg�c.;!5AV 1ŉÎ@ 1ȜÎ´
Ǭ0RO"@Ȣę.5�+AȢęč 12Ƕȷ
@ 3ºȷ=?R 9üAńĄVŐŀ.5�3
Aú³ 2 ȒŎ 2 ńɒ%P 20 CFU/100 mL

A L. pneumophila SG1
=M@LAMPɄƊ�
&þţ-S5� 

ŠƯ ɅĮìB 7üAńĄ<B 6�ū 12

ńɒ0F;< 1.0�6.8�103 CFU/mL Aȃ
�VǸL5�8ü 9üAńĄ@$!;MǍ
Ī.5 4�ū 8ńɒ0F;@$!; 2.0�
8.9�10 CFU/mLAȃ�VǸL5�ȽɌĻɏ
¦ƢǼǢBĦǺǢAǍĪ@ļɂ.50F;
Ańɒ< 0.67 mg/L�ŶVŋ. pHB 7.3

�7.8 Ɔ«B 20.6�24.8�< 85� 

ŠƯ ɅĮìBĘŎAńɒ@$!; Ĭ
ƺVŋ. 6.8�103 CFU/mLI<ȃ�.;!
RMAA +Aŷū%PB�h^s�Ưì
Bþţ-S?%85�ƤČ@$!;B Ōǭ
ǾƆƨǅƖǅƞA 2019ǺǢAǍĪ<B 1.8

�104$OD 1.5�103� CFU/mL < 85A
& ƖǅčB 2.0�6.9�10 CFU/mL =ćů
.5�.%. 3AƳAŌǭǾƆƨǅVƖǅ
.5ŷū<B Ɩǅƞ%PŠƯ ɅĮìƇ
& 0�6.7�10 CFU/mL=Ǔ(Ɇ#PS;$
Q Ȣ­BǸLPS?%85� 

2021ǺǢAǍĪ<MȽɌĻɏ¦ƢǼǢ&
0.67 mg/L�Ŷ=ğ(�ň-S;$Q ȬǶ
Őŀ.;!5y�mg�cAē³=ě#P
S5�°#; �h^s�ƯìB ŌǭǾƆ
ƨǅƖǅč �Ǣȓþţ=?Q 3Ač 20 

CFU/100 mL =ů?!ìƇ&ƿưǗ@�?
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Rœĕ%Pþţ-S;!R+=%P œĕ
Ȕí<Ǖǈ.;!RA<B?( ǿËAƁ
Ș@Ʊı0R�h^s�ƯìAv[^yZ
��A�Ș&Ȃ&Sɉ7R?>.5MA&
þţ-S5=ě#PS5� 

 

3�ŊƈƸg
b]�f
@OR�h^s�
ƯìAȜĿ£ÃǗ¹ƒȨAþǪ 

3-1�ǷɇŀƖ@$)RŊƈƸg
b]�f

Vɂ!5�h^s�ƯìAǭƶ¹ƒ 

Ȫāá@$!; �h^s�ƯìA§Ɲ
ŐƶǍĪVŐŀ.5ǷɇŀƖ%PȜɌ-S
5ìÄA SBT ¹ƒ@$!; SG�B
KL2064AJ& Sequence Type 
ST�1< 
Q 3AƳB0F; ST552 < 85�SG6

B 5Ä0F;& ST191< 85�SG9B0
F; ST2693< 85�
Ȑ 4�� 

SNPs ¹ ƒ B L. pneumophila subsp. 

pneumophila str. PhiladelphiaV�yX��i
ǿɛ=.; ûƎñ,=@Őŀ.5�SG1<
B 11,489A SNPs&ǱPS5�Ơ 8Äǉ 
KL2064VŮ(7ÄASNPsBƠ;�ǆ.5�
KL2064A SNPsB 7,176A SNPs&ƳAÄ
=�?8;!5
Ȑ 5
1���SG6<B 36,119

A SNPsVǱPS5�SG6< 85ÄB SBT

¹ƒ<B0F;Ǯ/ ST < 85MAA 
SNPs ¹ƒ<B 1�4 9A SNPs &�?R 3

9A�ǜĿñ@Ȝ)PS5
Ȑ 5
2���SG9

<B 87,741A SNPsVǱ5�SG9< 85
ÄB SBT¹ƒ<B0F;Ǯ/ ST< 85
MAA SNPs ¹ƒ<B 1�2 9A SNPs &
�?R 3 9A�ǜĿñ@Ȝ)PS5
Ȑ 5


3��� 

SBT¹ƒ@$!;Ǯ/ S< 85ìÄB 
SG1<B SNPs¹ƒ<MƠ;�ǆ.;$Q 
SG6$OD SG9<BƇ¦Ô�?RAJ< 

85
Ȑ 5
1� 
2� 
3���SNPs¹ƒB SBT

¹ƒOQMȜ¹ǽ&ğ!=-S;!R+=
@°# 8� RaphaelPBr�
�
bŚ@$
)RY\oz�[bVÚ+.5 SG�A¹
ƒ@$!; ǲǕAY\oz�[b@Ïɜ
.5ȜɌÄB eY SNPs A�!& 5 9�
¬< 85+=VȥĢ.;!R 9��+SP
A+=%P Ȫāá@$!; SBT¹ƒ@O
Q ST &�ǆ.5ìÄ@9!;BǮ/b�

�VÚĈ=.;!R±ǽƊ&ğ!=ě#
PS5�2018Ǻ 1ü@þţ-S5 SG1< 
RKL1997=Ǯ/�ǜĿñ< 85ìÄB 
2018Ǻ 10ü$OD 2019Ǻ 9ü@$!;M
þţ-S5(Ȑ 1 5
1�)�°#; +A�
ǜĿñA SG1 B ɇŎ A A_��%P
KL1997VÐK 6Ä& ɇŎ B%P KL2104

&þţ-S;!R+=%P
Ȑ 1 5
1�� 
+A�ǜĿñA SG1BǿËAȮƽ<�ň-
S;!RMA<B?( +SPɇŎAäǒ
ȘȜ@ãâĈ& R=ě#PS5�2020Ǻ
5ü�ĝ SG1Bþţ-S;!?!5L
Ȑ
2� +A�ǜĿñAǾŮ@ƋĒ.5±ǽƊ
& R& �'ư'ǋŃ0RȏɃ& R=
ě#PS5� 

2020ǺǢ@Őŀ.5 5ºA§ƝŐƶǍĪ
"7 4 ºȷI<@þţ-S5 SG6 ÞD 9

A0F;VŊƈƸg
b]�i¹ƒ@ãń
.5�3Aú³ 2020ǺǢ@þţ-S5ì
ÄB 2019 ǺǢ�ƞ%Pþţ-S;!5ì
Ä=Ǯ/�ǜĿñM.(Bí¤Ä< Q 
ÝèÖÎǉ@ƀ5@ SG6$OD 9&ſǷ.
5±ǽƊBǓ!=ě#PS5�+A+=%
P+AǷɇŀƖǵA>+%@+SP�h^
s�ƯìAãâĈ& Q ǾŮ<';!?
!MA=ě#PS5� 

Ȫāá@$!;B SBTOQMğ!Ȝ¹ǽ
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Vň9=-SR SNPs¹ƒ@OQ Ǯ�Ab
�
�ȼɈ=ě#PSR�h^s�Ưì&
öư.;+AǷɇŀƖ%Pþţ-S;!R
+=&ȳP%=?85�Ħº¹ƒ.5ìÄ
B+SI<+AǷɇŀƖ%Pþţ-S5ì
ÄA,(�Ș< Q Ħč-P@ãńìÄ
VƪN0+=< +SI<@Őŀ.5�h
^s�ƯìAƵĵAƞč<>AO"@ìƣ
&Ȣ­0RA%V¹ƒ0R+=&±ǽ=ě
#PS5� 

 

3-2��h^s�ƯìAŞƾņə@$)RƠ
dt�¹ƒAþǪ 

SBT¹ƒAú³ L. pneumophila SG�B 7

Ä& ST2114 1Ä& ST2121685(Ȑ 6)�
ST2114= ST2121B neuA�ǜĿAAlleleA
J&�?Q 3A¦ÔǿɛAĩB 1 ¦ÔA
J685�L. pneumophila SG13B 3Ä0F
;& ST2113685�+SPAú³B Kuroki

PA¹ƒú³=�ǆ.;!5 2 3)� 

� SNPs ¹ƒ@$!; ãń.5 11 Ä=
kmer@Ô:(dt�AɗŇƊ&ĬMğ%8
5ÄB0F; Corby Ä (kmer similarity 

89.9%~91.2%)< Q +SV�yX��i
ǿɛ=.;�mx�c.5� 

SNPs¹ƒ@OQ L. pneumophila SG1A
8ÄBb�ik
A (KLH24, KLH31, KLH33, 

KL1528)=b�ik
B (KLH22, KLH32, 

KL1523, KL1524)@Ȝ)PS5(Ȑ 7(1))�b
�ik
A @$)RÄÎA SNPs AĩB
8~21 SNPs< Q ST2114A 4Ä<ĚƋ-
S5�b�ik
B@$)RÄÎA SNPsA
ĩB 3~6 SNPs< Q ST2114A 3Ä$O
D ST2121A 1Ä<ĚƋ-S5�b�ik

A$ODBAÄÎASNPsAĩBĬƺ< 744 

SNPs685�L. pneumophila SG13A 3Ä@

9!;B ÄÎA SNPsAĩB 16~21 SNPs

685(Ȑ 7(2))� 

ReuterP 10�B �h^s�ųŞƾņəA
ȜɌÄA SNPs ¹ƒ@$!; 5 Ä(ÇŒȼ
Ɉ 2Ä$ODÊæȼɈ 3Ä)&�ǜǗ@Ïɜ
A Rb�ik
VòƋ. 3A SNPsAĩ
B 15 SNPs �ǵ685=ȥĢ.;!R�I
5 Graham P 11�B �h^s�ųÇŒȼ
Ɉ 3Ä=ÈƝĈ=Û"Ȓ�AâǦȼɈ 1Ä
A SNPs¹ƒ@$!; �ǜǗÏɜA Rb
�ik
VòƋ. Ĭƺ 20 SNPs AĩVǸ
L5=ȥĢ.;!R�Ȫāá@$!;M L. 

pneumophila SG1Ab�ik
ABÄÎAĩ
& 8~21 SNPs b�ik
B BÄÎAĩ&
3~6 SNPs< Q ƞŤAȥĢA SNPs=G
HǮ/< R+=%P b�ik
ǵAÄ
B�ǜǗ@Ïɜ.;!R=ě#PS5�L. 

pneumophila SG13 @$!;MǮɁ@ ÄÎ
Aĩ& 16~21 SNPs< Q �ǜǗ@Ïɜ&
ŋĨ-S5�?$ L. pneumophila SG1= L. 

pneumophila SG13AÄÎB 1833~2562 SNPs

AĩVǸL5(Ȑ 7@Ùį?.)� 

Ȫāá<¹ƒ.5Şƾņə@$!; �
h^s�Ưì&ȜɌ-S5ɇƦƆB ɇƦ
Ɔ 1, 2AJ< 85�b�ik
A @Ư0
RɇƦƆ 2 ȼɈÄ(KL1528)$ODb�ik

B @Ư0RɇƦƆ 1 ȼɈÄ (KL1523, 

KL1524)B 3S4SȜɌ-S5ɇƦƆAJ
%PȜɌ-S5�¹ƒ.5ÄƇ&ů?!5
LƿǕB<'?!& b�ik
A @Ư0
RÄBɇƦƆ 2 VÈƝĈ=0RÄ< Q 
b�ik
B @Ư0RÄBɇƦƆ 1 VÈƝ
Ĉ=0RÄ< R=ƅĶ-S5� L. 

pneumophila SG13 @9!;MǮɁ@ ɇƦ
Ɔ 1$ODɇƦƆ 2&ÈƝĈ=ƅĶ-S5� 

L. pneumophila AȜĿ£Ã¹ƒ@$)R
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Ȝ¹ǽB SNPs¹ƒ cgMLST¹ƒ SBT¹
ƒAŨ@ğ!=-S;!R 8��Kuroki P&
Őŀ.5 cgMLST¹ƒ<B ST2114V 29
A cgMLST {�yX[�@Ȝ)R+=&<
'5& 3AĩBU1% 1¦Ô< 85 3��
�ȧ ȪāáA SNPs¹ƒ<BǮ/ ST2114

A 7 ÄV3S4S&�ǜǗ@ÏɜA R 2

ŗɗAb�ik
A, B@ïȡ0R+=&<
'5�ST2114VOQĮ%(ñȡ<' ğ!
¹ƒƐǢVŋ.5+=%P Ȫņə@$!
; SNPs ¹ƒVɊɂ0R+=BȻɂ=ě#
P#5� 

Ȫņə<ȜɌ-S5 L. pneumophila SG1

B ¿�ǜĿ(Allele)A¦Ôǿɛ&ȌŸ@í
! 2ŗɗA ST (ST2114= ST2121B 1¦Ô
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M 5 IP5E��NQ���!��� F-� SNPs &C 
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(3) Legionella pneumophila SG9 
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(1) Legionella pneumophila SG1 
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吉村英基，泉山信

司 

次亜塩素酸ナトリウム

消毒を阻害する高アル

カリ温泉水に対するモ

ノクロラミン消毒の実

地検証－三重県津市の

榊原温泉における検討

－ 

温泉科学 69 90-102 2019 

杉山寛治 「講座、環境水からの

レジオネラ・宿主アメ

ーバ検出とその制御 8 
浴槽のレジオネラ対策

1 浴槽のどこで、どの

ように増えるのか」 

日本防菌防黴

学会誌 
47 83-89 2019 

杉山寛治 「講座、環境水からの

レジオネラ・宿主アメ

ーバ検出とその制御 9 
浴槽のレジオネラ対策

2 浴槽水の各種消毒

方法の効果」 

日本防菌防黴

学会誌 
47 117-123 2019 
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杉山寛治 「講座、環境水からの

レジオネラ・宿主アメ

ーバ検出とその制御10 
浴槽のレジオネラ対策

3 モノクロラミンに

よる消毒方法につい

て」 

日本防菌防黴

学会誌 
47 159-166 2019 

倉 文明 給湯・給水系に潜むレ

ジオネラ感染症 
感染症 287 10-17 2019 

磯部順子, 金谷潤

一, 木全恵子, 内
田 薫, 加藤智子, 
綿引正則 

富山県における浴用水

中 Legionella 属菌の分

離状況 

富山県衛生研

究所年報 
42 39-43 2019 

中植竜大, 前川純

子, 村井美代 
グラム陰性菌のリポ多

糖の構造と合成経路の

多様性－Legionella 
pneumophila の遺伝子

検査による血清群別に

向けて－ 

保健医療福祉

科学 
8 40-47 2019 

 

292

292


