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研究要旨 

 入浴施設におけるレジオネラ属菌の汚染が問題となっているが、培養検査法は 7日間以上を要して、

汚染源が不明に終わることも少なくない。より迅速な検査と汚染源を追求する分子疫学的手法の確立

と普及を目的に、1. モバイル型装置を用いた迅速な検査法の開発、2. 患者および地域流行株の解析に

よるその特徴の解明、3. 患者および患者が利用した入浴施設から分離された菌株のゲノム SNP 解析

を行った。モバイル型 qPCR装置（PicoGene® PCR1100、日本板硝子）を使用した遺伝子検査法では、

これまでのプロトコルを改良した結果、LAMP 法と同等の感度・特異度を示した。本県でレジオネラ

症患者から高頻度で検出される遺伝子型（ST23、ST120、ST502、ST505）の菌株について全長ゲノム

解析を行い、分子疫学的手法の向上と汚染源の解析を進めた。平均ゲノムサイズに大きな差異はなか

ったが、外来 DNA によって生じる組換え領域内の SNPs が、ST23 と ST120 は、ST502 や ST505 と比

較して多いことが判明した。とりわけ ST120 は、検出された SNPs の 99%以上が組換え領域内であっ

た。通常の SNP 解析では組換え領域内の SNPs を除外しており、ST120 は 2 株間の SNPs が最多でも

40 に限られ、他の遺伝子型に比べて少ない傾向であった。また ST120 は、2 株間の SNPs が 5 以内の

組み合わせが 62通りも存在した。今回解析した菌株の多くは疫学的な関連性がないものであり、より

高解像度な株の異同の識別が望ましかった。ST23 や ST120 といった高頻度に検出される遺伝子型の

SNP 解析は、組み換え領域を除外しない解析や、実地疫学と分子疫学から総合判断する丁寧な感染源

調査が重要と考えられた。 
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A 研究目的 

2022年の国内におけるレジオネラ症患者報告数

は、2,129件（暫定値）であり、前年比 99.8%であ

った 1, 2)。レジオネラ症対策として、感染源のおよ

そ 4 割を占める入浴施設の衛生管理の向上は重要

である 3)。したがって、入浴施設におけるレジオネ

ラ属菌の汚染実態を把握し、新たな検査法を確立・

普及することを目的とし、1. モバイル型装置を用

いた迅速な検査法の開発、2. 患者および地域流行

株の解析によるその特徴の解明、3. 患者および患

者が利用した入浴施設から分離された菌株のゲノ

ム SNP解析を行った。 

浴槽水などを対象としたレジオネラ属菌検査は、

濃縮検体を用いた平板培養法が広く普及している。

しかしながら、レジオネラ属菌は発育が遅く、検

査結果が判明するまでに 7～10 日を要する。その

ため、培養法と相関する遺伝子検査法は、入浴水

の衛生状態を的確に、かつ早期に把握する点から

重要な方法である。また近年、モバイル型のリア

ルタイム PCR 装置が普及し始めており、採水現場

で直接レジオネラ属菌の遺伝子を検出でき、より

迅速な結果の還元が可能となる。したがって本研

究では、採水現場で測定可能なモバイル型装置を

使用した qPCR法（モバイル qPCR 法）について、

平板培養法や他の遺伝子検査である LAMP法と相

関が取れるよう、これまで構築してきたプロトコ

ルを改良し、比較検討した。 

レジオネラ属菌は、土壌、浴槽水など環境中に

広く生息しているが、レジオネラ症患者から検出

される遺伝子型（ST、Sequence-Based Typing）には

偏りがある 3)。そこで、本県でレジオネラ症患者か

ら高頻度で検出される遺伝子型の菌株について、

ゲノム解析からその特徴を明らかにし、患者に感

染・定着しやすいメカニズムの解明に資する知見

とする。また、これらの遺伝子型の菌株は複数の

環境検体から検出されるため、遺伝子型別結果に

よる感染源特定の判断に迷う場合がある。そこで、

患者および患者が利用した入浴施設から分離され

た菌株について、ゲノム配列の SNP数を明らかに

する。得られた結果は、感染源調査の際に患者由

来株と環境由来株のゲノム解析を実施した場合に、

その結果の解釈において参考となる知見となる。

本研究により、公衆浴場の衛生管理およびレジオ

ネラ症対策の向上が期待される。 

 

B 材料と方法 

1 検査材料 

2022年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、カラン水であっ

た。 

 

2 平板培養法 

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）」

に準じて実施し、10 CFU/100 mL 以上を陽性とし

た。 

 

3 LAMP 法 

 検水の 100倍濃縮液 2 mL を用いて、Loopampレ

ジオネラ検出試薬キット E（栄研化学）を使用して

取扱説明書に従い実施した。 

 

4 モバイル qPCR 法 

検水 500 mLをフィルターろ過後（ポリカーボネ

ート、0.2 µm、47 mm）、現在開発中の核酸抽出試

薬 200 µLを添加した手もみ式簡易破砕容器にフィ

ルターを入れ、室温で 30秒間手もみした。新規の

活性炭を含む吸収剤を 40 µL 添加し、核酸抽出試

薬と混和したものを核酸抽出液とした。qPCR 反応

は、PicoGene® Legionella spp. Kit（日本板硝子）お

よび PicoGene® PCR1100（日本板硝子）を用いて実

施した。 

 

5 次世代シークエンサー解析 

2005年以降に県内でレジオネラ症患者から高頻

度に検出された 4 つの遺伝子型（ST23、ST120、
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ST502、ST505）の菌株について、SNP 解析を実施

した。解析には、患者の他に、浴槽水、シャワー水、

カラン水、水たまり、土壌から分離されたものを

用いた。また、患者および利用した入浴施設から

分離された上記遺伝子型の菌株についても、同様

に解析した。 

菌株の DNAは、QIAamp DNA Mini Kit（キアゲ

ン）を用いて抽出した。イルミナ社のプロトコル

に従い、Nextera XT DNA Library Preparation Kit、

Nextera XT Index Kit および MiSeq Reagent Kit v3 

(600 Cycles)を用いてライブラリーを作製後、RUN

を実施した。遺伝子型ごとに BactSNP で

pseudogenome を作成後、Gubbins を用いて組換え

領域を除去し、SNPsを比較した 7)。各遺伝子型の

任意の 1 株のドラフトゲノム配列をレファレンス

配列とした。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究は、研究機関内外の倫理委員会等におけ

る承認手続きが必要となる研究には該当しない。 

 

C 結果 

1 LAMP 法およびモバイル qPCR 法の結果 

 各遺伝子検査法の平板培養法に対する感度は、

LAMP 法で 83.3%（5/6 検体）、モバイル qPCR 法

で 100%（6/6 検体）であった（表 1）。特異度は、

LAMP法で 66.7%（16/24検体）、モバイル qPCR 法

で 56.5%（13/23検体）であった。 

 

2 4遺伝子型（ST）における組換え領域と SNPs 

 解析の結果は表 2 に示した。各遺伝子型の平均

ゲノムサイズは 3,375,724～3,430,085 bpであった。

そのうち、平均組換え領域は 24,586～79,450 bpで

あり、ゲノム全体に占める割合は、最も低かった

ST502 で 0.7%、最も高かった ST23 で 2.3%であっ

た。検出された総 SNPs は 4,926～18,122 bp であ

り、そのうち組換え領域内のSNPsは4,264～17,983 

bp であった。ゲノム全体に占める組換え領域内の

SNPs の割合は、ST23が最も低く 86.6%であり、最

も高い ST120 で 99.2%であった。また、組換え領

域外の SNPs は 139～780 bp、総 SNPs に占める割

合は 0.8－13.4%であった。 

 各遺伝子型における 2 株間の最大の SNPs を見

ると、最も SNPs が少ない ST120 は 40 であった。

また、ST120では、2株間の SNPsが 5以内の組み

合わせは 62あった。一方、ST505 は、2 株間の最

大の SNPsが 194であり、2株間の SNPsが 5以内

の組み合わせは 3通りのみであった。 

 各遺伝子型の SNPs による系統樹と、レファレ

ンス配列に対する組換え領域を図 1 に示した。

ST23、ST120 においては、多くの株に組換え領域

が検出されたが、ST502、ST505 においては、特定

の系統に属する株にのみ検出された。 

 

3 疫学的関連のある事例の SNPs 

疫学的に関連があると推定された 6 事例につい

て、患者および患者が利用した入浴施設から分離

された菌株のゲノム SNPs を比較した（表 3）。事

例 4においては、SNPsが検出されなかった。一方、

事例 6 においては、SNPs が 41 検出された。これ

らの事例から分離された菌株は、いずれも ST502

であった。ST505が分離された事例 1～3は、検出

された SNPsが 13～16であった。 

 

D 考 察 

 モバイル型 qPCR 装置を使用した遺伝子検査法

の検討では、検体中に含まれる成分などの影響に

より遺伝子増幅反応が阻害される結果（遺伝子陰

性培養陽性）を避けるため、今年度はこれまでの

プロトコルを改良し、活性炭を含む吸収剤を添加

した。結果として、今年度の検討では遺伝子陰性

培養陽性検体は認められなかった。また、感度・特

異度は LAMP 法と同等であった。モバイル qPCR

法は、濃縮後の DNA 抽出操作において遠心機など

の機器が不要であること、反応時間が 30秒間と短

時間での処理が可能であることから、既存の方法
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と比較し採水現場での遺伝子検査に適した改良が

加えられている。今後は他機関でも検討し、同様

の結果が得られるか検討する必要がある。また、

採水現場での濃縮を想定した、より簡便なプロト

コルについても検討したい。 

 各遺伝子型のゲノム解析を実施した結果、ドラ

フトゲノム配列から算出した平均ゲノムサイズは、

ST23のみ他の 3遺伝子型（ST120、ST502、ST505）

より少し大きかったが、大きな差異は認められな

かった。検出された SNPs を比較すると、ST23 と

ST120は、組換え領域内の SNPsが ST502や ST505

と比較し多かった。とりわけ、ST120 は検出され

た SNPs の 99%以上が組換え領域内であった。し

たがって、ST23 と ST120は、外来遺伝子を獲得し

た特定の系統の株が広く伝播している可能性が考

えられた。ST502 や ST505 は、浴槽水から高頻度

に検出される遺伝子型である一方で、ST120 は水

たまりから高頻度に検出される 4)。これらの生息

環境の違いが変異の蓄積に与える影響についても、

今後解析していきたい。 

細菌は外来遺伝子を取り込んで相同組換えが生

じると、多数の SNPs を獲得してしまうかもしれ

ない。細菌の進化系統解析が目的の際は、変異の

蓄積が一定の頻度と速度で生じる分子時計を解析

対象にすべく、撹乱の要因になる組換え領域を除

いての、SNPsの比較が望ましいとされる 7)。これ

に準じて、感染源調査を目的とした SNP解析でも、

組み換え領域が除外されてきた 7)。 

過去の報告では、同一感染事例から分離された

菌株の SNPs は、その多くが 5 未満と少なかった

5)。今回解析した遺伝子型の中では、ST120は 2株

間の SNPsが 5以内の組み合わせは 62通りもあっ

た。今回解析した菌株の多くは疫学的に関連がな

いため、より高解像度な株の異同の識別が望まし

かった。ST23 や ST120といった高頻度に検出され

る遺伝子型の SNP 解析結果は、むしろ組み換え領

域内に多数の SNPs を認めており、組み換え領域

を除外しない解析を試みるべきかもしれない。当

面のこととして、低解像度な遺伝子型の SNP解析

については、分子疫学の結果だけで判断するので

はなく、実地疫学データと合わせて総合判断する

丁寧な感染源調査が重要であると考えられる。疫

学的に関連のある事例で SNPs が最も少なかった

事例 No. 4 は、患者および患者が利用した入浴施

設から分離された ST502 の菌株間の SNPs は 0 で

あった。疑い施設での感染を強く支持する結果で

あった。 

一方で、同じ ST502 が分離された事例 No. 6 で

は、患者および患者が利用した入浴施設から分離

された菌株間の SNPsは 41と多かった。この数字

は従来の 5 SNPs 未満の暫定的な閾値に比べてと

ても多く、この 41 SNPs の解釈については以下の

通りである。 

レジオネラ症患者からは、しばしば複数の遺伝

子型の菌株が検出され、重複感染が生じていると

考えられる 6)。つまり、同一患者から分離される同

一の遺伝子型からも、様々な SNPs が検出される

可能性がある。環境中についても同様で、同一遺

伝子型から様々な SNPs が検出されると考えられ

る。したがって、上述の 41 SNPs については、残

念ながら菌株の取得が不足して、近縁を捉えるこ

とはできたが、完全一致するものを拾えなかった

と解釈される。SNPsが完全一致した株を取得する

のは容易ではなく、何株を釣菌すれば一致するか

は、その環境におけるレジオネラの多様性や割合

に左右されそうである。当面の感染源調査は、許

される範囲で同一検体から複数の株を解析し、レ

ジオネラの多様性を考慮するのが望ましいと考え

られた。このような高解像な結果が得られるのは

好ましいことであるが、解析の規模については検

討を要する。今後は、同一検体から分離した複数

の菌株について SNP解析を実施し、同一検体内に

おける SNPsの多寡について検討する必要がある。 

 

E 結 論 

 モバイル型 qPCR 装置を使用した遺伝子検査法
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は、LAMP 法と同等の感度・特異度を示した。全

長ゲノム解析を行い、各遺伝子型で組換え領域の

割合や SNP数に差異を認めた。疫学的に関連のあ

る事例を解析した結果、患者および患者が利用し

た入浴施設から分離された菌株間のSNPsは0～41

であった。 
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組換え領域外 2株間の 2株間のSNPsが5以内の

ST のSNPs % 最大SNPs 組み合わせ

ST23 287 2.5 99 8

ST120 139 0.8 40 62

ST502 662 13.4 191 6

ST505 780 9.8 194 3

事例 年 月 菌株No. 由来 菌種・血清群 シークエンスタイプ 2株間のSNPs

事例1 2005 8 LG3 患者 Lp1 ST505 16

LG7 入浴施設（施設A） Lp1 ST505

事例2 2008 9 LG613 患者 Lp1 ST505 13

LG626 入浴施設（施設B） Lp1 ST505

事例3 2014 6 LG2338 患者 Lp1 ST505 13

LG2340 入浴施設（施設C） Lp1 ST505

事例4 2015 9 LG2564 患者 Lp1 ST502 0

LG2566 入浴施設（施設D） Lp1 ST502

事例5 2016 8 LG2684 患者 Lp1 ST502 12

LG2681 入浴施設（施設A） Lp1 ST502

事例6 2021 3 LG3087 患者 Lp1 ST502 41

LG3088 入浴施設（施設A） Lp1 ST502

A)

平板培養（CFU/100 mL）

≥10 <10 計

LAMP ＋ 5 8 13

－ 1 16 17

6 24 30

平均ゲノムサイズ 平均組換え 組換え領域内

ST 株数 分離年 （bp） 領域（bp） % 総SNPs のSNPs %

ST23 14 2010－2021 3,430,085 79,450 2.3 11,270 10,983 97.5

ST120 21 2006－2021 3,379,816 61,726 1.8 18,122 17,983 99.2

ST502 32 2005－2021 3,375,724 24,586 0.7 4,926 4,264 86.6

ST505 30 2005－2021 3,380,811 59,507 1.8 7,948 7,168 90.2

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

表 1．遺伝子検査法と平板培養法との相関 

表 2．4遺伝子型（ST）における組換え領域と SNPs 

表 3．疫学的に関連のある事例の SNPs 

B)

平板培養（CFU/100 mL）

≥10 <10 計

モバイルqPCR ＋ 6 10 16

－ 0 13 13

6 23 29
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図1．4 STsにおける分子系統樹と組換え領域 

B) ST120 

A) ST23 

10置換 

10置換 
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D) ST505 

C) ST502 

*各遺伝子型の図において、左側は菌株の系統樹を示した。上部は、レファレンス配列のORF領域を示した。右下は組換え領域を示しており、赤色は複数

の株で検出された領域、青色は1株のみに検出された領域である。 

10置換 

10置換 
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