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研究要旨：公共用水域の水質汚濁を防止するため、近年、放流水の基準が大腸菌群

数から大腸菌数へと改正されている。本研究では、浴槽水における大腸菌検出法を検

討するため、いくつかの特定酵素基質寒天培地の特徴づけと菌数比較を行い、実際の

浴槽水における大腸菌の検出状況を定量・定性試験により調査した。特定酵素基質寒

天培地では、培地によってコロニーの識別のしやすさや生育するコロニー数に差があ

り、一部の培地では大腸菌が非定型色を示すことが分かった。実際の浴槽水 126 検体

のうち、定量法および定性法により 13 検体（10.3%）から大腸菌が、15検体（11.9%）

から大腸菌群が検出された。青色を呈するコロニーは大腸菌であり、赤色を呈するコ

ロニーはエンテロバクター属、シトロバクター属、セラチア属が多かった。また、大

腸菌の定性試験では、温泉水では偽陰性となる可能性があることが明らかとなった。 

 

A．研究目的 

 これまで、環境基本法に基づく水質汚濁

に係る環境基準の内、生活環境の保全に関

する環境基準（生活環境項目環境基準）に

おける糞便汚染の指標には、大腸菌群が用

いられてきた。大腸菌群には糞便由来の細

菌の他、水系や土壌に生息する自然由来の

細菌も含まれる。そのため、糞便汚染の指

標性は低いというのが今日の国際的な理

解となっている。一方で、大腸菌はヒトを

含む温血動物の糞便由来の細菌の中で最

も菌数が多く、糞便汚染の指標として信頼

性が高かったが、他の細菌と区別して大腸

菌のみを検出することができないという、

培養技術の制約があった1)。 

 しかしながら今日では、特定酵素基質培

地を用いることで大腸菌を簡便かつ迅速

に検出できるようになった2)。本培地は、

大腸菌が特異的に産生する酵素β-グルク

ロニダーゼが分解する発色または蛍光基

質を用いて、コロニーの色や培地の蛍光に

より大腸菌を検出できる。同時に、大腸菌



群が特異的に産生するβ-ガラクトシダー

ゼを利用した反応によって、大腸菌と大腸

菌群を区別することができる。このように、

簡便な大腸菌の検出技術が確立されたこ

とから、生活環境項目が大腸菌群数から大

腸菌数へと見直された3)。以上の状況を踏

まえ、公共用水域の水質汚濁を防止するた

め、下水放流水に関して、大腸菌群数から

大腸菌数へ基準項目の改正が行われてい

る4, 5)。 

公衆浴場の浴槽水の水質基準は、「公衆

浴場における水質基準等に関する指針」に

おいて、「大腸菌群は、1個/mL以下であ

ること」、大腸群菌の検査方法は「下水の

水質の検定方法によること」と定められて

いる6)。しかしながら、上述のように、下

水放流水の基準項目の改正に伴い、検定方

法も改訂され、令和7年4月1日より施行さ

れる7)。 

本研究では、浴槽水における水質基準が

大腸菌群から大腸菌へと改正されるのに

先立ち、浴槽水の大腸菌検査方法の比較検

討と実際の浴槽水における大腸菌の検出

状況を調査した。 

 

B． 研究方法 

1. 大腸菌と大腸菌群菌株を用いた特定酵

基質寒天培地の特徴付けと菌数比較 

特定酵素基質寒天培地は、ESコリマー

ク寒天培地（栄研化学）、アキュディア

TMXM-G寒天培地（島津ダイアグノスティ

クス）、クロモアガーTMECC寒天培地（関

東化学）、クロモカルトコリフォーム寒天

培地（Merck）、Pro・media アガートリコ

ロール（エルメックス）の 5 種類を用い

た（表 1）。以降は匿名化のため、培地 A、

培地 B、培地 C、培地 D、培地 Eとする。 

供試菌株は、Escherichia coli ATCC25922、

大腸菌群として Klebsiella pneumoniae 

ATCC BAA-1705 、 Serratia 属 菌 （ S. 

liquefaciens NCTC10442または環境由来 S. 

marcescens）とした。なお、定義としての

大腸菌群には大腸菌も含まれるが、以下、

「大腸菌群」は「大腸菌」以外の大腸菌

群とする。各菌種の菌液を 103 CFU/mL に

調整し、E. coli、K. pneumoniaeは 100 µL、

Serratia 属菌は 50 µL、3 菌種の混合菌液

は 100 µLを添加し、混釈培養した。各菌

種の生育コロニー数を同程度にするため、

3 菌種の混合菌液は、 E. coli : K. 

pneumoniae : Serratia属菌=2:2:1の割合で

混合した。培養時間・培養温度はマニュ

アルに従った。3 枚の菌数を平均し、現行

の大腸菌群試験に用いられるデソキシコ

レート寒天培地（Merck）に生育した菌数

を 1としたときの各培地の菌数について、

t 検定を用いて評価した。 

2. 実際の浴槽水における大腸菌・大腸菌

群検出状況 

入浴施設 126 施設の浴槽水を用いた。

浴槽水の泉質と採水時の遊離残留塩素濃

度または結合残留塩素濃度の内訳を表 2

に示した。特定酵素基質寒天培地は、培

地 A、培地 B、培地 Dを用いた。検体 1 mL

を混釈培養し、コロニーの色調に基づい

て菌数を計数し、2枚の平均値を算出した。

生育したコロニーの菌種同定には

MALDI-TOF MS (Bruker)を用いた。 



また、定性試験用の特定酵素基質培地

である EC ブルー100P「ニッスイ」（島津

ダイアグノスティクス）または Colilert

（IDEXX）1 包を検体 100 mL に添加し、

35~36℃で 24 時間培養後、青～青緑色/黄

色の呈色および蛍光の有無を判定した。 

3. 温泉水を用いた定性試験法の評価 

102-103 CFU/mL および 104 CFU/mL に

調整した E. coli ATCC25922 を 1 mLずつ

温泉水 99 mLに添加した。ポジティブコ

ントロール（PC）は、各濃度の菌液 1 mL

を滅菌水 99 mLに添加し、ネガティブコ

ントロール（NC）は菌液調整に用いた生

食 1 mLを滅菌水 99 mLに添加した。供試

試料 100 mLに ECブルー100P「ニッスイ」

1 包を添加し、35~36℃で 24 時間培養後、

青～青緑色の呈色および蛍光の有無を判

定した（表 1）。 

 

C．研究結果 

1．特定酵素基質寒天培地間の比較 

(1) 各培地における大腸菌・大腸菌群の増

殖形態 

各培地における菌株の増殖形態を図 1

に示した。いずれの培地でも大腸菌と大

腸菌群はコロニーの色で区別でき、最長

の培養時間において、明瞭に発色した。

大腸菌群がピンク色に発色した培地 B、

培地 C、培地 D、培地 E では、青～紫色

に発色した大腸菌と容易に区別が可能で

あった。ただし、培地 B と培地 E におい

ては、赤紫色を呈する E. coliコロニーが

あった（図 1 の矢印）。また、Serratia 属

菌のコロニー色は培地によって白色から

ピンク色に発色した。 

(2) コロニー数の培地間差 

各培地における大腸菌・大腸菌群のコ

ロニー数を比較した（図 2）。培地 Aおよ

び培地 D では、いずれの菌種においても

対照であるデソキシコレート寒天培地で

のコロニー数と同等であった。培地 B と

培地 E では、大腸菌数と 3 菌種混合時の

大腸菌数が、デソキシコレート寒天培地

と比較して 52.2~80.9%であった。一方で、

培地 C では大腸菌および大腸菌群数が有

意に低かった。 

 

2．実際の浴槽水における大腸菌・大腸菌

群検出状況 

(1) 検査法別の大腸菌・大腸菌群検出率 

特定酵素基質寒天培地を用いた定量試

験の大腸菌検出率は 6.3%（8/126 検体）、

大腸菌群検出率は 9.5%（12/126 検体）で

あった。一方で、定性試験による大腸菌

陽性率は 10.3%（13/126検体）、大腸菌群

陽性率は 11.1%（14/126検体）であった（表

3）。 

(2) 大腸菌・大腸菌群陽性の浴槽水 

表 4 には、定量試験または定性試験で

大腸菌・大腸菌群が検出された 17検体の

結果を示した。17検体中 14検体（82.4%）

が温泉水であり、9 検体（52.9%）の残留

塩素濃度は基準値以下であった。 

定量試験における大腸菌検出率は培地

B が 6.3%（8/126 検体）、培地 A が 4.0%

（5/126 検体）、培地 D が 1.9%（2/107 検

体）であった。また、大腸菌群検出率は、

培地 A で 7.1%（9/126 検体）、培地 B で



6.3%（8/126 検体）、培地 Dで 4.7%（5/107

検体）であり、現行法のデソキシコレー

ト寒天培地における大腸菌群検出率 7.1%

（9/126 検体）と同程度であった。 

(3) 浴槽水で検出された菌種 

 特定酵素基質寒天培地で検出されたコ

ロニーの色と菌種を表 5 に示した。青～

青紫色を呈したコロニーはすべて E. coli

であった。ピンク～紫色を呈したコロ

ニーはEnterobacter属菌、Citrobacter属菌、

Serratia 属菌等であった。1 検体において、

培地 B 上で、全体が赤色で中心が黒色を

呈したコロニーが E. coliであった。また、

白色を呈したコロニーは、Pseudomonas

属菌や Achromobacter 属菌、Acinetobacter

属菌等であったが、培地 Aや培地 Bに生

育したコロニーの一部は S. marcescens や

Cronobacter sp.であった。 

 

3．温泉水における定性試験法の検討結果 

 102-103 CFU/mLの大腸菌を添加した 33

検体中 19 検体（57.6%）が、定性試験法

で偽陰性となった。さらに、104 CFU/mL

の菌液を添加した場合、4検体は陽転した

ものの、15検体（45.5%）の偽陰性という

判定は変わらなかった（表 6）。 

 

D．考察 

浴槽水の大腸菌群検査が大腸菌検査へ

と移行されるのに先立ち、本研究では、

浴槽水における大腸菌検査方法の検討と

実態把握調査を行った。 

菌株を用いた特定酵素基質寒天培地の

検証により、培地間での菌数や識別能に

差が認められた。培地 C では他の培地に

比べて、菌数が低値であったのは、ピル

ビン酸ナトリウムが含まれていないなど

の培地組成の違いによるものと考えられ

た。また、一部の培地において、赤紫色

を呈する E. coli コロニーがあったことか

ら、正確な判別がされにくいことによる

実験精度の低下を招来する可能性がある。

実際の検体においても、全体が赤色で中

心が黒色の非定型の色を呈した E. coliが

検出されている。特定酵素基質寒天培地

を用いての大腸菌検査を行うにあたって

は、菌数・形状・識別能など複数の観点

から適した培地を選択し、それらの特性

を把握したうえで実施する必要があると

考えられる。 

今回調査した浴槽水の 6.3%~10.3%が大

腸菌陽性となった。既報の浴槽水の大腸

菌検出率 1.0%（1/102 検体）8)と比較する

と高値であった。この要因として、調査

した浴槽水の 56.3%（71/126 検体）が温

泉水であり、14.1%（10/71 検体）が大腸

菌陽性であったことが影響していると考

えられる。また、かけ流し式温泉におけ

る大腸菌検出率に関しては 22.2%（88/396

検体）と比較的高いことが報告されてい

るが 9)、今回の調査においても大腸菌数が

9 CFU/mL以上検出された 1検体は、かけ

流し式温泉で消毒剤を使用していなかっ

た。 

大腸菌・大腸菌群の検出率を検査方法

ごとにみた場合、定量試験よりも定性試

験の方が高く、定性試験のみで大腸菌陽

性となった検体が 5検体あった。これは、



定性試験では供される試料の量が定量試

験に比べて 100 倍多いために検出感度が

100倍高くなるためと考えられた。定量試

験における培地間での大腸菌検出率・検

出菌数は、培地 Aと培地 Bで大きな差は

みられず、現行のデソキシコレート寒天

培地による大腸菌群数と比較しても同程

度であった。一方で、培地 D では大腸菌

検出率が低かった。培地 D で大腸菌が検

出されなかった検体において、他の培地

での菌数は 0.5~2 CFU/mL と少数であっ

たことから、培地間の差の他に、確率的

な要因も考えられた。 

温泉水においては、大腸菌を添加した

EC ブルー100P での定性試験により偽陰

性となる検体が、50%以上存在することが

明らかとなった。硬水では白濁すること

があるが判定には支障がないという添付

文書の記載があったが、温泉水において

も検査試薬添加直後から白濁の現象がみ

られた。しかし、結果判定時には沈殿し

ており、陽性・陰性の判定に支障はなかっ

た。偽陰性となった検体の泉質としては、

ナトリウム塩化物・炭酸水素塩温泉、カ

ルシウム-硫酸塩温泉、含鉄ナトリウム塩

化物強塩高温泉であった。大腸菌の添加

量を増やすと陽転した検体がみられたこ

とから、これらの泉質の何らかの成分と

検査試薬の組成成分とが反応することで、

大腸菌の特定酵素反応が抑制された可能

性が考えられた。また、コリラートにお

いては原水が海水の場合には適さず、コ

リラート 18 においては 10 倍希釈した上

で使用することと記されている。従って、

温泉水や原水に海水を含むものを 100 mL

用いる場合には、大腸菌検出法として定

性試験は適していないと考えられた。 

 

E. 結論 

特定酵素基質寒天培地を用いた定量試

験は、大腸菌を簡便に識別可能であり、

水源・泉源の多様な浴槽水に適用可能で

あることが示された。本試験は、浴場施

設の衛生管理効果を把握するための大腸

菌検査法として、適用可能な試験法であ

ると考えられた。 
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表 1 大腸菌および大腸菌群の定量・定性試験培地 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



図 1 大腸菌および大腸菌群の培養時間によるコロニーの大きさと色調の変化 

矢印は E. coli の非定型コロニーを示す。 

 

 



図 2 5種類の酵素基質寒天培地におけるコロニー数の比較 

各酵素基質寒天培地の相対コロニー数は、デソキシコレート寒天培地に生育したコロ

ニー数を 1として算出した。3菌種混合時のデソキシコレート寒天培地上の大腸菌のコ

ロニー数は、大腸菌単独接種時のコロニー数から算出した。* p <0.05は t検定に基づく。 

 

表 2 浴槽水の種類と残留塩素濃度 

 

表 3 定量・定性試験における大腸菌および大腸菌群の検出率 

 

 

 

 



表 4 大腸菌・大腸菌群陽性となった検体のリスト 

 

 

表 5 各培地で検出されたコロニーの色調と菌種 

 

表 6 温泉水における ECブルー100P「ニッスイ」による大腸菌偽陰性率 


