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研究要旨 

本研究では、浴槽水等の実検体におけるレジオラート/QT 法の前処理の有用性を確認する

ため、酸処理の実施有無における検出率について平板培養法と比較検討した。浴槽水等 204

検体についてレジオラート/QT 法の前処理なし及び酸処理 5 分を行い、平板培養法と比較し

たところ、感度及び検出菌量は酸処理によって低下する傾向が確認された。一方で、レジオ

ラート/QT 法の酸処理において、平板培養法と比較した特異度は 98.6 %と未処理の 93.9 %

から向上し、一致しなかった 2 検体からはレジオラート培養液から L. pneumophila が検出さ

れた。レジオラート/QT 法の未処理検体で陽性で、酸処理検体では陰性となった 27 検体中

5 検体については、平板培養法不検出かつ遺伝子検査法も陰性であったことから、酸処理に

より偽陽性を防ぐことができたと考えられた。本検討からレジオラート/QT 法における酸処

理の有効性を示すことができた。 

 

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、専用の粉末培地であるレジオラ
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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。本研究班では平成 31 年度

からレジオラート/QT 法の感度・特異度及

び定量性を確認するため、従来法である平

板培養法と比較検討してきたが、非常に稀

ではあるものの一部検体において交雑菌に

よる偽陽性が確認されていた。昨年度に先

行研究として検体の前処理として酸処理 5

分と酸処理 10 分を比較したところ、酸処理

5 分で前処理が十分である可能性が示され

た。そこで、本研究では検体の培養前に酸処

理 5 分を加えた改良したプロトコールにお

ける有効性を確認するため、実検体を使用

し比較検討した。 

 

B. 研究方法 

6 つの各地方衛生研究所に搬入された公

衆浴場等の温泉水、浴槽水、プール採暖槽水

等計 204 検体を対象とした。 

レジオラート/QT 法（未処理）は添付され

た説明書の飲料水用 10 mL プロトコールに

従った。酸処理の工程として、検体 10 mL

に対し、あらかじめ滅菌水 10 mL で溶解し

た× 20 前処理剤（ IDEXX Pre-treatment 

reagent）を 0.5 mL 加え 5 分静置した後、

15 % KOH を 0.3 mL 加え、中和処理した。

レジオラートの粉末を 90 mL の滅菌水で溶

解し、検体全量を加えよく撹拌した後、検体

とした。それぞれ Quanti-Tray/legiolert に封

入し 37 ℃で 7 日間培養し、専用の最確数

表を用いて most probable number (MPN)値を

求め、定量した。 

同時に平板培養法にてレジオネラ属菌の

分離培養を実施した。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

検査施設の方法で実施した。ろ過濃縮法に

て濃縮した検体を用い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

清によりレジオネラ属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。遺伝子検出法は LAMP 法、リアルタイ

ム PCR 法及び PCR 法によりレジオネラ属

菌の遺伝子検出を行った。 

 レジオラートが陽性となったウェルの培

養液を GVPC寒天培地等に接種し、レジオ

ネラ属菌の分離を行い、分離されたレジオ

ネラ属菌を同定した。GVPC寒天培地等に

レジオネラ属菌のコロニーが確認できなか

った場合、優勢のコロニーを採取し、16S 

rDNA 遺伝子等により菌種を同定し、分離さ

れた菌種を懸濁したものを検体としてレジ

オラート/QT 法を実施し、偽陽性を引き起

こすか確認した。 

 

C. 結果 

 レジオラート/QT 法（未処理）と平板培養

法を比較したところ、ともに陽性であった

ものが 50 検体、ともに陰性であったものが

139 検体であった（表 1）。平板培養法と比

較したレジオラート/QT 法（未処理）の感度

は 84.7 %、特異度は 93.9 %であり、結果一

致率は 92.6 %であった。レジオラート/QT法

（酸処理）と平板培養法を比較すると、31

検体がともに陽性となり、平板培養法と比

較した特異度は 98.6 %であったが、感度は

55.4 %と低下した（表 2）。レジオラート/QT

法（酸処理）とレジオラート/QT 法（未処理）
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を比較すると、未処理と比較した感度は

54.2 % 特異度は 99.3 %であった（表 3）。レ

ジオラート/QT 法（未処理）で陰性であった

が、レジオラート/QT 法（酸処理）で陽性と

なった 1 検体についてはレジオラート培養

液から L. pneumophila SG6 が検出された。

当該検体は平板培養法においても不検出で、

遺伝子検査法は陽性であった。 

 レジオラート/QT 法の未処理、酸処理で

ともに検出された検体 32 検体のうち、

>22726 MPN/100mL となり MPN 値が確定

しなかった 1検体を除いた 31検体について

検出菌量を比較したところ、酸処理により

23 検体で検出菌量が減少し、平均で 79.1 %

中央値 61.5 %の検出菌量となった（表 4）。 

 レジオラート/QT 法の未処理が陽性で酸

処理が陰性であった 27 検体のうち、レジオ

ラート培養液からレジオネラ属菌が分離で

きたものは 12 検体であった（表 5）。レジオ

ネラ属菌が分離されなかった 14検体中 8検

体は平板培養法においてもレジオネラ属菌

が検出されず、8 検体中 5 検体で遺伝子検

査法は陰性であった。 

レジオラートが陽性となったウェルの培

養液を培養したところ、25 検体から L. 

pneumophila が検出され、1 検体から L. 

dumoffii が検出された（表 4 及び表 5）。19

検体から平板培養法と同一の血清群が検出

されたが、6 検体で平板培養法では検出され

なかった菌種または血清群が検出された。 

 レジオラート培養液からレジオネラ属菌

が検出されなかった 9 検体について、優勢

のコロニーについて同定したところ、

Stenotrophomonas sp. 、 Stenotrophomonas 

maltophilia、Aeromonas sp.、Pseudomonas sp.、

Serratia marcescens、Klebsiella aerogenes が検

出された（表 5）。単離した菌種のうち

Aeromonas sp.の１菌種、Pseudomonas sp.の 2

菌種及び Klebsiella aerogenes の 1 菌種につ

いて単離した菌を用いてレジオラート/QT

法を実施したところ、陽性を示した。 

 

D. 考察 

 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 92.6 %と高い一致率を示した。こ

れまで実施した本研究班での検討と同程度

であり、改めてレジオラート/QT 法の有用

性が示された。レジオラート/QT 法は酸処

理により、未処理と比較して感度の低下が

確認され、検出菌量の比較においても、検出

菌量の低下が確認された。一方で、レジオラ

ート/QT 法の未処理で陽性で、酸処理では

陰性となった 27 検体中 5 検体については、

平板培養法不検出かつ遺伝子検査法も陰性

であったことから、酸処理により偽陽性を

防ぐことができたと考えられた。レジオラ

ート培養液から分離されたレジオネラ属菌

以外の菌種のうち、Aeromonas sp.の１菌種、

Pseudomonas sp. の 2 菌 種 、 Klebsiella 

aerogenes の 1 菌種についてはレジオラート

/QT 法で偽陽性を示すことが確認された。

これらの検体については酸処理によりレジ

オラート/QT 法で陰性が確認されたことか

ら、酸処理を実施することにより該当の夾

雑菌の影響は除外できるものと考えられる。 

レジオラート培養液からレジオネラ属菌

の分離を実施したところ、おおむね平板培

養法と同一の血清群の L. pneumophila が検

出された。一部検体から平板培養法では検

出されなかった血清群が確認され、特に 3

検体でSG1が検出された。レジオラート/QT
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法は液体培養であるため、平板培養法と併

用することにより、目的の血清群を分離す

ることに役立つものと考えられる。 

本検討結果から酸処理を実施することに

より偽陽性を起こす可能性を低減すること

ができることが示唆された。しかしながら、

酸処理により感度が大きく低下したことか

ら、酸処理を実施する検体の選択は慎重に

する必要があると考えられる。一方で、平板

培養法が不検出でレジオラート/QT 法のみ

でレジオネラが検出され、培養液から菌が

分離された検体も確認されたことから、必

ずしも平板培養法に劣る検査法ではない。

より正確な検査を実施するためには遺伝子

検査法を併用するなど複数の検査法を組み

合わせることが重要であると考えられる。 

 

E. 総括 

レジオラート/QT 法における浴槽水に対

する前処理法と酸処理は有用である。 

 

F. 健康危険情報 

なし 

G. 学会発表 

なし 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

なし 

 

表 1 レジオラート/QT 法（未処理）と 

平板培養法のレジオネラ属菌検出検体数 

 
 

表 2 レジオラート/QT 法（酸処理）と 

平板培養法のレジオネラ属菌検出検体数 

 

 

表 3 レジオラート/QT 法（未処理）と 

と酸処理のレジオネラ属菌検出検体数 
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表 4 レジオラート/QT 法未処理及び酸処理でともに陽性であった検体の結果一覧

（n=32） 
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表 5 レジオラート/QT 法未処理が陽性かつ酸処理が陰性であった検体の結果一覧（n=27） 

*分離した菌種によりレジオラート/QT 法が偽陽性を示したことを確認したことを示す。 
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