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研究要旨 

 水道システムの細菌汚染問題、特にレジオネラ汚染とその指標性の検討として取り上げられ

た従属栄養細菌の測定に関する調査を行った。まず、浄水処理プロセスで、オゾン処理、活性炭

処理、急速ろ過処理を対象とし、各処理水での従属栄養細菌数を測定した結果、培養時間の延長

に伴う従属栄養細菌数の増加傾向は処理水ごとに異なることが示された。続いて、残留塩素消失

過程を模擬した微生物再増殖試験を実施した結果、試験期間中の遊離塩素濃度変化から計算さ

れた Ct 値が小さかった試料を中心に塩素処理後の試料からレジオネラ属菌が確認された。 後

にラボスケール試験により、残留塩素による生物膜の不活化、水流による生物膜の剥離、剥離し

たレジオネラの不活化といった過程を把握し、給水管内のレジオネラ存在量と残留塩素濃度か

ら水道水中のレジオネラ濃度を推定可能な数理モデルを構築した。 

 

A. 研究目的 

水道水の微生物学的安全性の持続的な確保を

目指すため、水道システムの微生物汚染問題、特

に細菌による汚染に着目し、関連する文献調査な

らびに実態調査を行った。なお、本研究では細菌

汚染として従属栄養細菌、そして再増殖可能な病

原細菌としてレジオネラ属菌に着目している。 

具体的には水質管理目標設定項目である従属

栄養細菌数(HPC)測定について、浄水処理プロセ

スでの培養時間の違いによるコロニー数の変化

について調査した。 

続いて、室内実験により浄水プロセス試料に対

して異なる条件で塩素処理を行った後、残留塩素

消失過程を模擬することで、レジオネラ属菌、

HPC、自由生活性アメーバ(FLA)の再増殖を経時

的に調べた。 

後に室内実験に基づき、給配水管内でのレジ

オネラの挙動を数理モデルで表現することを試

みた。 

 

B. 研究方法 

オゾン-活性炭処理を導入している高度浄水処

理施設での 3 つの処理水（オゾン処理水、活性炭

処理水、急速ろ過処理水）を対象として、HPC 測

定における培養時間（1 週間、2 週間）による影響

を評価した。 

続いて、高度浄水処理施設において採水した活

性炭処理水を被験水とし、室内実験による培養実

験を行った。まず、遮光した滅菌ガラス瓶に被験

水を分注し、GVPN 培地であらかじめ培養した

Legionella feeleii 血清群 1（過去に水道水から単離

した株）を初期濃度 8.5×103 CFU/L となるよう植

菌し、20 ˚C または 30 ˚C で 24 時間静置した。24

時間経過後に、次亜塩素酸ナトリウム溶液を添加

して塩素処理を実施した。塩素処理後の各試料を

20 ˚C または 30 ˚C に静置し、2〜3 日毎に採水し

て残留塩素濃度および微生物数の測定を行った。

レジオネラ属菌は 100〜250 mL の試料を孔径 0.20 
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µm の Isopore メンブレンフィルターを用いて捕集

した後、上水試験方法に従い 10 分間の酸処理を

行い、GVPN または GVPC 培地を用いて 37 ˚C で

7 日間培養した。従属栄養細菌数は R2A 平板培地

を用いて 20 ̊ C、7 日間の培養後にコロニーを計数

して求めた。FLA 測定は 0, 8, 14 日目のみ実施し

た。500 mL の試料を孔径 3.0 µm のメンブレンフ

ィルターを用いて 1 mL に濃縮し、熱不活化した

大腸菌液を塗布した無栄養寒天培地を用いて 30 

˚C で培養し、位相差顕微鏡観察を実施するととも

に，形成されたプラーク数を計数した。 

後に実験室内でレジオネラを含む生物膜を

作り出し、残留塩素による生物膜の不活化、水流

による生物膜の剥離、剥離したレジオネラの不活

化といった過程を把握した。まず実験室でレジオ

ネラを含む生物膜を形成させた。給配水管内の水

理条件を再現可能なアニュラーリアクター

（Model 1320LS, Biosurface Technologies）3 台にエ

ポキシ樹脂粉体塗膜製の試験片を 20 枚ずつ装着

し、淀川流域の浄水場における原水（淀川表流水）

を流量 25〜50 mL/min で循環通水した（回転数：

12 rpm）。原水は毎週新しいものに取り替え、通

水期間は実験の目的に合わせて 12〜80 日間とし

た。次に生物膜やその内部のレジオネラの遊離塩

素による不活化効果の有無を把握するため、以下

の通りに作製した生物膜に対する消毒実験を行

った。まず生物膜形成後のアニュラーリアクター

に対して、遊離残留塩素濃度が約 1.5 mg/L となる

ように調整した京都大学実験室の水道水を連続

的に供給した（流量：40 mL/min）。なお、内部シ

リンダの回転数は生物膜形成時と同様に 12 rpm

とした。その後、時間的に試験片を取り出し、PBS

中でセルスクレーパーによる生物膜の剥離と超

音波による分散処理を施した後、得られた試験水

の従属栄養細菌を測定した。また、流入・流出水

の遊離塩素濃度も定期的に測定した。次に生物膜

を形成させた試験片を設置したアニュラーリア

クターに対して実験室の水道水（塩素中和済み）

を流量 80〜84 mL/min で連続的に流入させた。運

転中、リアクター内部のシリンダ回転数を約 230 

rpm と設定することで、内径 20 mm の給水管に水

道水を約 0.5 m/s の流速で流した場合に生じるせ

ん断力を再現した。試験片を時間的に取り出し、

PBS中で試験片の超音波処理を行って得られた試

験水を孔径 0.2 µm のポリカーボネート製メンブ

レンフィルターでろ過し、DNeasy® PowerWater 

Kit (QIAGEN)でろ紙上の DNA を抽出した。この

抽出液に対して、全細菌(16S rRNA 遺伝子)とレジ

オネラ属菌の遺伝子濃度を qPCR 法によって測定

した。なお、本実験は生物膜形成期間の異なる 2

セットの試験片（13 日間と 75 日間）を用いて 2

回行った。 後に、水流によって剥離されたレジ

オネラの不活化速度をより実際に近い形で把握

するため、生物膜の剥離物に対して消毒実験を行

った。具体的には、PBS で満たしたアニュラーリ

アクター内で生物膜形成させた試験片を高速回

転（230 rpm、4 時間×2 回）させて生物膜を剥離・

懸濁させ、得られた懸濁液に対してバッチ式で塩

素処理を行い、時間的に従属栄養細菌/レジオネラ

属菌の培養と残留塩素濃度の測定を行った。 

 

C. 結果及び D.考察 

1．従属栄養細菌測定における培養時間の影響 

表 1 にオゾン処理水、活性炭処理水、急速ろ過

処理水での HPC 測定結果（合計 3 回分）をまとめ

る。本調査で得られた結果より、オゾン処理、急

速ろ過処理と活性炭処理水で従属栄養細菌測定

に対する培養時間の影響が異なることが明らか

となった。活性炭処理水で検出された従属栄養細

菌の特徴として、2 週間後に検出されたコロニー

は非常に小さい形状であった。その点も踏まえる

と、今回の培養条件（R2A 平板培地，20℃）では

非常に増殖が遅い細菌が、2 週間の培養によりコ

ロニーとして出現したと考えられる。 

保坂ら（2001）は、下水処理水、タンク水、給

水栓水に対する従属栄養細菌試験における培地

並びに培養条件の検討を行っており、R2A 寒天培

地を用いた場合、試料水ごとに培養時間とコロニ

ー数の増加割合が異なる傾向が確認されている 1)。

本調査においても処理水ごとに傾向が異なるこ

とから、処理プロセス内での細菌の除去・不活化

効果を含め、従属栄養細菌の挙動を正確に把握す

るためには、培養時間、そして培養温度も含め検

討が必要であると考えられる。 
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2．残留塩素消失過程を模擬した微生物再増殖試

験  

塩素処理条件ならびに 24 時間後の実測塩素濃度，

試験期間中の遊離塩素濃度変化から計算された

Ct 値、ならびにレジオネラ検出結果を表 2 にまと

めて示す。 

 塩素処理なしの試料では、すべての試料でレジ

オネラ属菌の増殖が確認され、植菌操作後 6 日目

には増殖が定常期に達した。定常期における平均

レジオネラ属菌数は 20 ˚C 培養試料では 3.2×106 

CFU/L（1 回目）、2.3×106 CFU/L（2 回目）、30 ̊ C

培養試料では 4.4×106 CFU/L（1 回目）、7.3×106 

CFU/L（1 回目）となり、30 ̊ C 培養の方が増殖量

が大きかった。 

 一方、塩素処理を行った試料では、表 2 に示す

ようにCt値が 小であった設定塩素濃度0.1 mg/L、

30 ˚C 培養試料において 6 回のサンプリング中 3

回と、 も高頻度でレジオネラ属菌が検出された。

この試料の残留塩素濃度、レジオネラ属菌数、従

属栄養細菌数の経時変化を図 1 に示す。塩素処理

後にいったん不検出となった後、再度検出された

レジオネラ属菌数は 200〜760 CFU/L であり、植

菌量よりも明らかに減少していた。 

 また、今回の実験では、レジオネラ属菌の宿主

となる FLA は設定塩素濃度 0.3 mg/L、30 ˚C 培養

試料の 8 日目、塩素処理なしの 20 ̊ C/30 ̊ C 培養試

料の 14 日目の 500 mL サンプリング試料からのみ

検出された。従属栄養細菌数は塩素処理により不

活化されて 0.5 CFU/mL 以下に減少したが、遊離

塩素濃度が 0.1 mg/L を下回ると急激に増殖し始

め、 大濃度は105 CFU/mLオーダーに到達した。 

  Kuiper らは、水道水試料を用いた回分試験に

より、塩化ポリビニルチューブ上の微生物再増殖

は L. pneumophila を植種後、始めに ATP および

HPC の増加が起こり、その 2〜3 日後に L. 

pneumophila が増殖したと報告している 2)。そこで、

塩素処理を行った試料を対象として、各微生物が

増殖を始める時間差を考慮に入れて、各採水試料

のレジオネラ属菌数とレジオネラ測定日より 2〜

3 日前時点における各試料の HPC 濃度を比較し

た。結果を図 2 に示す。浴槽水のレジオネラ水質

基準(10 CFU/100 mL)を参考として、レジオネラ属

菌数が 100 CFU/L 以上で検出された試料に着目す

ると、2〜3 日前の時点で HPC が 1.9×103 CFU/mL

以上に再増殖していた。 

 

3．給配水管内におけるレジオネラ属菌に関する

挙動モデルの構築 

図 3 に消毒実験におけるリアクター流入/流出

水中の残留塩素濃度と試験片上の従属栄養細菌

数の変化を示す。リアクター内部の残留塩素濃度

が約 1.5 mg/L に安定するのに 5 時間程度要したも

のの、試験期間を通じて試験片上の従属栄養細菌

数は初期の 4.4 log CFU/cm2 から顕著な減少は見

られなかった。生物膜は内部の細菌を消毒剤から

保護することが知られており 3)、本実験でもその

様子が確認された。今回はレジオネラの培養は行

っていないが、生物膜内部に存在するレジオネラ

は同様に塩素による不活化を免れると考えられ

る。したがって、モデル式の構築時には、給水管

内面のレジオネラは残留塩素によって不活化し

ないものと想定した。 

続いて、図 4 に剥離実験における全細菌(16Sr 

DNA)とレジオネラ属菌の定量結果を示す。初期

の全細菌やレジオネラ遺伝子密度は 4.6〜5.5 log10 

copies/cm2(1 回目)、6.3〜6.9 log10 copies/cm2(2 回目)

であったが、いずれの回でも 3 時間程度で全細菌

とレジオネラ密度は急激に減少し、その後減少速

度は緩やかとなった。特に 3 時間経過後のレジオ

ネラの減少幅は 2 回目の方が 1 回目よりも 1.9 

log10 程度大きかった。これは実験に供した生物膜

の形成期間が異なり（1 回目：13 日間、2 回目 75

日間）、水流によるせん断力に対する生物膜の剥

離特性が異なったためと考えられる。これら実験

2 回分の開始後 0〜3 時間の結果に対する線形近

似によって、以下の式(1)で表される 1 次の剥離速

度定数𝑘 を 0.023, 0.047 min-1 と推定できた。 

 

𝑙𝑛
𝐶
𝐶 ,

𝑘 ∙ 𝑡  1  

𝐶 : 生物膜中のレジオネラ密度 (log copies/cm2)、

𝐶 ,  : 生物膜中の初期レジオネラ密度  (log 

copies/cm2)、𝑡: 経過時間(min) 

 

図 5 に生物膜から剥離した従属栄養細菌を対象

とした消毒実験 2 回分の結果を示す。20〜30 mg・

min/L 程度の CT 値で 2〜3 log10程度の急激な不活
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化が確認され、その後不活化のカーブは緩やかと

なった。レジオネラは元の生物膜における存在量

が小さかったため、消毒後の検体からは培養法で

検出できなかった。そこで、剥離後のレジオネラ

の不活化速度は上述の従属栄養細菌の結果で代

替することとした。レジオネラの不活化は式(2） 

𝑙𝑛
𝐶
𝐶 ,

𝑘 ∙ 𝐶 ∙  𝑡  2  

で表される Chick-Watson 式に従うと仮定した

（図 5）。𝐶 : 水中の生レジオネラ数(cells/L)、𝐶 , : 

初期の生レジオネラ数(cells/L)、𝑘  : 不活化速度

定数(L・min-1mg-1)、𝑡: 経過時間(min) 

 

後に、上記の実験結果を踏まえて給配水管内

でのレジオネラの挙動を定式化した。仮想的な給

水管(内径 20 mm、長さ 1 m)における押し出し流

れを想定し、まず管内の任意の場所において生物

膜から剥離したレジオネラの濃度𝐶 を以下の式

(3)に従って表現した。なお、この濃度𝐶 は生死を

区別しない全レジオネラ濃度を意味する。 

𝜕𝐶
𝜕𝑡

𝑢 ∙  
∂𝐶
𝜕𝑥

𝑆𝐴 ∙ 𝑘 ∙ 𝐶 , ∙ exp 𝑘 ∙ 𝑡 ∙ 𝐶𝐹 3  

𝐶 ：時刻𝑡、位置𝑥におけるレジオネラ濃度（死

菌含む） (cells/L) 、𝑢 :管内流速 (m/s)、𝑆𝐴 : 給水

管単位体積辺りの内面積 (200 m-1)、𝐶 , ：流速増

加開始時の給水管内面のレジオネラ密度 

(cells/cm2) ( 生菌状態 ( 感染能を有する ), 0.1 

cells/cm2 と設定)、𝐶𝐹: 単位換算用の定数(1/6)， 𝑢：

シャワー利用時の流量(0.5 m/s と設定) 

 

上述のように、生物膜の塩素による不活化は確

認されなかったため、モデル上でも剥離前の生物

膜中レジオネラは不活化されないものとした。𝑘

として 0.023, 0.047 min-1の値を用いて計算したと

ころ、図 6 (a)のように剥離したレジオネラの管出

口での濃度変化を推定できた。続いて、流速増加

して時間𝑡後に排出された水道水は時間𝑡だけ塩素

消毒されたものと仮定し、剥離したレジオネラ濃

度𝐶 のうちの生菌状態のレジオネラ濃度𝐶 を以

下の式(4)に従って推定した。𝑘 には消毒実験で

得られた 0.21、0.25 L・min-1mg-1 を用い、残留塩

素濃度𝐶 は 0.5 mg/L（一定）とした。 

 

𝐶 𝐶 ∙ exp 𝑘 ∙ 𝐶 ∙ 𝑡         4  

 

𝑘 、𝑘 の全てのパラメータセットを用いて蛇

口での生菌状態のレジオネラ濃度変化を推定し

た結果、給水管内のレジオネラ存在量(𝐶 , )が 0.1 

cells/cm2 の場合、管出口におけるレジオネラ生菌

数は 大で 0.01〜0.03 cells/L 程度となり、その後

水道水の使用に伴って下がっていった(図 6(b))。 

 

E. 結論 

 本研究では、水道システムの細菌汚染問題、特

にレジオネラ汚染とその指標性の検討として取

り上げられた従属栄養細菌の測定に関する調査

を行った。 

・オゾン処理、活性炭処理、急速ろ過処理を対象

とし、各処理水での従属栄養細菌数を測定した結

果、培養時間の延長（1 週間から２週間）に伴う

従属栄養細菌数増加の傾向は処理水ごとに異な

ることが示された。 

・残留塩素消失過程を模擬した微生物再増殖試験

を実施した結果、試験期間中の遊離塩素濃度変化

から計算された Ct 値が小さかった試料を中心に

塩素処理後の試料からレジオネラ属菌が検出さ

れた。しかし，FLA 内でのレジオネラ属菌の再増

殖は再現できなかった可能性があり、FLA 存在下

における HPC およびレジオネラ属菌の再増殖評

価が必要である。 

・ラボスケール試験により残留塩素による生物膜

の不活化、水流による生物膜の剥離、剥離したレ

ジオネラの不活化といった過程を把握し、給水管

内のレジオネラ存在量と残留塩素濃度から水道

水中のレジオネラ濃度を推定可能な数理モデル

を構築できた。 

 

F. 健康危険情報 

該当なし 

 

G. 研究発表 
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1） 大河内由美子，泉山信司，前川純子：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，日本防菌防

黴学会誌，48(8), pp. 377-382, 2020.  
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２．学会発表  

該当なし 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 (予定も含む。) 

１．特許取得 

該当なし 

２．実用新案登録 

該当なし 

３．その他 

該当なし 
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1week 2week 増加率 1week 2week 増加率 1week 2week 増加率
CFU/mL CFU/mL (％) CFU/mL CFU/mL (％) CFU/mL CFU/mL (％)

オゾン処理⽔ 6.7 7.7 15.0 0.7 0.7 0.0 0.7 1.0 50.0
活性炭処理⽔ 37.7 436.3 1058.4 0.3 10.3 3000.0 10.3 88.3 754.8
急速ろ過処理⽔ 3.0 12.0 300.0 0.9 1.0 10.8 0.3 0.3 6.3

サンプル名
1回⽬ 2回⽬ 3回⽬

表 1 従属栄養細菌数測定に対する培養時間の影響 

表 2 塩素処理・培養条件とレジオネラ検出結果 

全塩素 遊離塩素

20 ー ー ー 6/6 3.2×106

30 ー ー ー 6/6 4.4×106

20 0.40 0.27 1548 1/6 80

30 0.24 0.11 814 2/6 80〜160

20 0.87 0.74 7668 0/6 <40

30 0.70 0.58 3334 2/6 40〜80

20 ー ー ー 6/6 2.3×106

30 ー ー ー 6/6 7.3×106

20 0.14 0.06 284 2/6 40〜120

30 0.07 0.02 169 3/6 200〜760

20 0.25 0.12 562 1/6 40

30 0.13 0.03 234 2/6 120
    塩素処理試料のレジオネラ検出下限値︓40 CFU/L

検出された
レジオネラ属菌数

(CFU/L)

レジオネラの
検出回数

2回⽬採⽔試料
(2021年3⽉）

0

0.1

0.2

0

0.3

0.8

24時間後の実測塩素濃度(mg/L) 算出されたCt値
(mg・min/L)

20〜24時間後の
設定塩素濃度 (mg/L)

被験⽔
培養温度

(˚C)

1回⽬採⽔試料
(2021年1⽉）
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図 2 各試料におけるレジオネラ属菌数と 
レジオネラ測定日より 2〜3 日前の時点の 
従属栄養細菌数の関係 

図 1 残留塩素消失過程における従属栄養 
細菌数およびレジオネラ属菌数の経時変化 
（設定塩素濃度 0.1 mg/L・培養温度 30 ˚C） 
図中の↓は定量下限値（40 CFU/L）未満を表す。 
 

図 3 生物膜の消毒実験結果 
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図 6 各速度定数によって推定されたシャワー水中のレジオネラ濃度変化 
（（a）：全レジオネラ濃度、(b)：生菌状態のレジオネラ濃度） 
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図 5 生物膜の剥離物に対する消毒実験
結果 (図中右上は消毒初期における直
線近似) 

図 4 生物膜の剥離実験結果（図中右上
は運転初期のレジオネラ除去 log10数） 
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