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研究要旨 

オゾンは遊離塩素消毒より強い殺菌効果があるが、気相のオゾンは毒性があって管理が容易で

はないのでこれを避けて、気相にオゾンが漏れにくい、水の電気分解による電解オゾン水をろ過

器消毒に応用することを試みた。浴槽水からはレジオネラ属菌が検出されないが、ろ過器排水か

らは検出される潜在的な汚染のある循環式浴槽のろ過器に対して、逆洗浄時に電解オゾン水を注

入した。このろ過器は、薬湯を遊離塩素消毒する循環式浴槽に付随するもので、日常のろ過器の

逆洗浄や定期的な化学的洗浄が徹底されてはいたが、レジオネラ属菌問題が生じやすい状況にあ

った。当初はろ過器に電解オゾン水を注入しても、逆洗浄水から微量ながらレジオネラ属菌の消

長が繰り返された。ろ過器内水の排水後に電解オゾン水を注入しても、改善されなかった。消毒

の開始から 8 か月経過後にろ材交換したところ、廃ろ材からレジオネラ属菌とその遺伝子は何も

検出されず、電解オゾン水の効果があったと考えられた。しかしながら、電解オゾン水供給後も

微量のレジオネラ属菌が検出されていたため、精査したところ、その原因は越流水の排水溝上蓋

の高度のレジオネラ属菌汚染であった（詳細は令和５年度総括分担報告書に記載）。今回、汚染源

を排除した前後で各種指標を比較したところ、ATP 量、フローサイトメトリーによる細菌数およ

び従属栄養細菌数の平均値に差はなかったが、レジオネラ属菌の培養検査（平板培養法とレジオ

ラート）、レジオネラ属菌生菌遺伝子、レジオネラ属菌全遺伝子（以上 P<0.01）および残留塩素

濃度に差が認められた（P<0.05）。対処後の清浄な状態はその後に約１年間継続しており、雑菌の

汚染が若干あっても、レジオネラ属菌は抑制できていた。ろ材の清浄化とその維持は電解オゾン

水によるものと考えられた。 

A. 研究目的 

入浴施設の衛生上の問題の一つに、レジオ

ネラ属菌があり、これを保護して消毒等から

回避させる生物膜への対策が重要となる 1)。

生物膜の発生が強く懸念される循環式浴槽の

ろ過器では、汚れや生物膜の除去に、通常のろ

過とは逆方向に水を送る、逆洗浄作業が行わ

れる 2)。これまで逆洗浄時に、強い酸化力が期

待できる電解オゾン水を注入することで、生

物膜を剥離し強く消毒する方法の有効性を報
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告してきた 3)。本研究ではさらなる事例の追

加になる試験を実施した。 

適用した循環系統は、過去のフローサイト

メトリー法による調査で継続的に高い細菌数

が確認されており、薬湯系統の回収槽水や逆

洗水の消毒効果が十分でないと見られた 4)。

よって、当該系統には塩素より強い殺菌力が

期待できる電解オゾン水を適用して消毒を強

化することとした。 

今回はレジオネラ属菌対策に苦慮している

薬湯への、約 2 年間にわたる長期の試験を実

施したので報告する。調査に非培養の検査法

を活用し 4)、レジオネラ属菌の増減を追うだ

けでなく生物膜と密に関係すると思われる細

菌数や ATP といった汚染指標と並行して比較

検証することで電解オゾン水の抗レジオネラ

属菌作用をこれまでと異なる視点で考察した。 

 

B. 材料と方法 

1. 施設の衛生管理の状況と調査の推移 

1 日の入浴者数が千人規模の営業施設の協

力を得て試験を実施した。施設では、温泉（塩

化物泉）と井水を利用しており、次亜塩素酸ナ

トリウムにより消毒されていた。温泉には除

鉄・除マンガン処理もなされていた。それぞれ

の循環系統に回収槽があり、週 1 回の清掃・

消毒が行われていた。生物膜対策として、週 1

回の頻度で 20 mg/L×1 時間の高濃度塩素に

よる洗浄と、年 3 回の配管の化学的洗浄が行

われていた。なお、当該浴槽水は毎日換水され

ている。 

今回、電解オゾン水発生装置を設置したの

は薬湯で、井水に入浴剤や生薬などを入れて

いた。そのろ過器は単独の循環系統でその大

きさは約 100 L、浴槽水の水量は約 3 m3 であ

った。試験前の消毒は、次亜塩素酸ナトリウム

により残留塩素濃度 1.0～2.0 mg/L と高めに

管理されていたが、回収槽の存在や薬湯の影

響により、ろ過器内の強い汚染が懸念された。  

また、電解オゾン水は反応性が高い分だけ

不安定で水温の高い浴槽水では長時間には維

持されないこと、浴槽水中の電解オゾン水濃

度を維持するには水の電気分解では不足で空

気中の放電が必要になること、気相のオゾン

ガスは毒性が高く安全の確保が困難であるこ

と、気相のオゾンガスを水に溶解させる効率

が低く廃オゾン処理が必要になり複雑さが相

当に増すこと、電解オゾン水と塩素消毒は打

ち消し合って共存できないこと、等があり、本

研究ではろ過器の消毒に限って電解オゾン水

を使用した。  

ろ過器を電解オゾン水で逆洗浄する処理の

概要は、以下の通りである。まず、電気分解に

よりオゾンを発生させる装置を使用した 3)。

簡単に記載すると、毎日のろ過器逆洗前に、ろ

過槽の有効容量分（ろ材充填量）以上の電解オ

ゾン水を自動注入する単純なシステムである。

オゾン生成電極外観、電気分解時の状況およ

びオゾン生成電極は既報のとおりである 4)。 

本報告では、機器を設置する 1 ヶ月前の

2022 年 9 月 24 日から、2024 年 9 月 29 日の

2 年間に実施した結果を記載する。10 月に装

置を施設に設置し、11 月 8 日から電解オゾン

水注入（流量 10 L/min、電解オゾン水約 1.2～

1.8 ppm、注入時間 20 分（200 L））を開始し

た。月～土曜日の営業終了後、ろ過器の逆洗浄

時に、毎日電解オゾン水注入を実施し、毎週日

曜日に高濃度塩素洗浄を行い、電解オゾン水

処理をしないため、採水は、土曜日夜の逆洗浄

時に行った。浴槽水は逆洗浄後に毎日換水さ

れており、採水時は営業終了後の有機物等が

最も蓄積した状態と推定されるため電解オゾ

ン水の効果が最も期待される。  

電解オゾン水処理の開始後 3 ヶ月経過する

と、排水からレジオネラ属菌が検出されて効

果が認められにくくなった。そこで電解オゾ

ン水の消毒効果がより強く発揮されることを

期待して、ろ過槽内水を一旦排水した後から

電解オゾン水を注入する方式に変更した （以

降排水オゾン処理という）。排水オゾン処理は

2023 年 2 月 17 日以降、日曜日以外毎日行う

ようにした。なお、電解オゾン水注入開始から
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オゾン効果が十分に期待できる排水オゾン処

理までの期間を試運転期間とした。 

その後も微量のレジオネラ属菌が検出され

る傾向は変わらなかったために、電解オゾン

水処理開始後 8 か月後（2023 年 6 月 22 日）

にろ材を交換した。それでもレジオネラ属菌

が検出され、レジオネラ属菌汚染源を究明し

て改善に至った経緯は既に報告したとおりで

ある 5)。即ち、電解オゾン水開始から約 10 ヶ

月後（2023 年 8 月 5 日）にレジオネラ汚染源

が循環排水溝上蓋にあることを発見し、当該

部の消毒洗浄処理を開始し、2024 年 9 月 29

日まで続けた。 

逆洗浄水の採水は、調査全般にわたって月 1

～2 回の頻度で実施したが、浴槽水の安全性

を確認するために、2023 年 11 月～2024 年 5

月の間は逆洗浄水と同時に浴槽水を調査した。 

詳細な採水の操作は、次のとおり実施した。

即ち、逆洗浄前に予め検水の遊離塩素濃度を

測定し、ろ過器内水を排水した。電解オゾン水

発生装置を稼働させたら、半自動的に逆洗浄

を開始して、逆洗浄中の電解オゾン水濃度を

測定した。20 分間の電解オゾン水処理後に、

逆洗浄水を採水した。浴槽水を詳細に検査す

る場合、当日 19:00 の遊離塩素濃度測定と同

時に検水を採取した。採水した検水は冷蔵で

実験室に運び入れ、非培養検査（ATP 法、FCM

法と生菌遺伝子検査）と培養検査（平板培養法

とレジオラート）を実施した。これらの検査は

48 時間以内に行ったが、レジオネラ全遺伝子

の検査については検水の 100 倍濃縮物を冷凍

保管しておき、概ね 1 か月以内に纏めて実施

した。調査の途上で交換したろ材を用いてレ

ジオネラ属菌の検査を実施した。300 g のろ材

に 300 mL の滅菌蒸留水を加えてよく混釈し

た上清を 100 倍濃縮して各種検査に供試した。 

  

2. 調査で用いた検査法 

2.1.遊離塩素濃度と電解オゾン水濃度の測定 

 検水の遊離塩素濃度は DPD（N,N-diethyl-p-

phenylenediamine, Hach）法を用いて測定し

た。オゾン濃度はデジタル比色計（O3-3F, 笠

原理化工業）により計測した。  

2.2. ATP 法 

 ルミテスターPD-30（キッコーマンバイオ

ケミファ）と ATP ふき取り検査システム（ル

シパック A3 Water（液体測定用）, キッコー

マンバイオケミファ）を用いて、添付の取扱説

明書 6)に従って処理した。 

2.3. FCM 法 

 フローサイトメーター（RF-500 、Sysmex

社製）を使用し、田栗らの方法 7) に準拠して

設定した測定領域（Gate）を用いて、各種浴

用水に含まれる雑菌の量を測定した。Gate 内

の菌数が暫定的な基準値（200 cells/mL, 以降

基準値という）未満であった場合は「消毒効果

有り」と判定し、基準値以上の場合は「消毒効

果不十分」と判定した。 

2.4. レジオネラ属菌遺伝子検査法  

 レジオネラ属菌遺伝子検査は磯部ら 8)の方

法に準拠した。逆洗浄水を対象とし、浴槽水か

らの濃縮および DNA 抽出法と同様に処理し

た。レジオネラ属菌全遺伝子を定量する qPCR

法は、Lysis Buffer for Legionella （タカラバ

イオ）および Cycleave PCR Legionella（16S 

rRNA）Detection Kit（タカラバイオ）を用い

た 9)。レジオネラ属菌生菌遺伝子を検出する

EMA-qPCR 法は、DNA 抽出の前に、Viable 

Legionella Selection Kit for PCR Ver. 2.0（タ

カラバイオ） および LED Crosslinker 12（タ

カラバイオ）を用いて、EMA 処理を実施した。

得られた遺伝子コピー数を CFU 相当に換算

した。EMA-qPCR と qPCR の CFU 換算値を

それぞれ生菌遺伝子量（CFU-equivalent unit: 

CFU-eU/100mL ） と 全 遺 伝 子 量 （ CFU-eU 

/100mL）とした。本検査法の検出限界は 1 

CFU-eU/100mL である。 

 

2.5. レジオネラ属菌の培養法 

レジオネラ属菌の培養検査は森本らの方法

10)でろ過濃縮法により行った。培地は GVPC

培地 （ビオメリュー）を使用し、100 倍濃縮
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した検水を、酸処理か熱処理の後、塗抹して

36ºC で 3 ~ 7 日間培養した。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。レジオラート（アイデックス）は淀谷らの

報告 11)に準拠して、10 mL の検水に適量の前

処理剤（アイデックス）を加えて 10 分間反応、

水酸化カリウムにより反応停止後に、37ºC で

7 日間培養した。 

2.6. 従属栄養細菌数 

2023 年 2 月以降、従属栄養細菌数の検査を

追加した。これは電解オゾン水による消毒が

認められるようになってから細菌汚染とレジ

オネラ汚染の相関が認められなくなったため、

細菌汚染検証の必要が生じた。方法は R2A 寒

天培地（塗抹法）を用いて 30ºC で 7 日間培養

した。 

2.7. 統計処理 

 ろ過器外のレジオネラ属菌の汚染源の発見

前後で集計した 2 つのグループを比較するた

めに、スチューデントの  t 検定を使用した。

差は、有意水準 0.05 および 0.01 の両側検定

で確保した。値は、汚染源発見前が 31 回、発

見後が 16 回の独立した調査の平均 ± SD で

示した。各検査法において不検出の場合は値

を 0 として統計処理に供した。 

 

C. 結果および考察 

電気分解式の電解オゾン水生成装置（ヤマ

ト）を、入浴施設の薬湯に適用した。装置設置

前を含む、約 2 年間、薬湯の逆洗浄水を採水

して、各種試験を実施した。  

逆洗浄水への電解オゾン水注入後 1 ヶ月間

のレジオネラ属菌は、処理前と比べて抑制さ

れる傾向を示したが、2 ヶ月ほどたつと効き

づらくなった（図 1）。  

2023 年 2 月 17 日以降排水オゾン処理によ

り電解オゾン水処理を強化したところ、一定

の抑制は認められたが、低濃度とは言え散発

的にレジオネラ属菌の生菌が検出され、一過

性に高い濃度のレジオネラ属菌遺伝子が検出

された。その後も、微量とはいえ逆洗浄水か

ら、レジオネラ属菌の検出が続いた。ろ過器の

ろ材は長期に使用して交換されていなかった

ことから、2023 年 6 月にろ材を交換し、廃ろ

材を検体としてレジオネラ属菌を検査したと

ころ、廃ろ材からはレジオネラ属菌の生菌も

遺伝子も全く検出されなかったため、ろ材が

レジオネラ属菌の汚染源であるとは考えにく

かった。これら循環ろ過系統以外のレジオネ

ラ属菌汚染源の発見と対応の詳細については

既報のとおり、レジオネラ属菌汚染源が循環

排水溝上蓋にあることを発見し、当該部の消

毒洗浄処理を開始してからはレジオネラ属菌

は検出されなくなった 5)。 

レジオネラ汚染源発見前の 5 か月間と発見

後の 1 年 2 ヶ月間について、各種測定値の平

均値を比較した（表 1）。このとき、レジオネ

ラ属菌の培養検査で不検出の値は欠損値とせ

ずに 0 として計算した。ATP 法、FCM 法によ

る細菌数はあまり変化が認められなかった。

細菌数が高かったために検査を追加した従属

栄養細菌数でも倍半分以上の差にはならなか

った。 

レジオネラ属菌の平板培養法では、電解オ

ゾン水供給前の 7.50 ± 10.35 CFU/100mL か

ら、電解オゾン水供給後に 10.50 ± 12.12  

CFU/100mL と少し上昇し、排水オゾン処理を

始めると 5.00 ± 5.77 CFU/100mL と減少した

が、レジオネラ属菌汚染源の改善後は不検出

となった。レジオラートも類似の傾向を示し

た。レジオネラ属菌遺伝子検査の生菌遺伝子

も、汚染源を発見後に減少した。レジオネラ属

菌全遺伝子も類似の傾向を示して、汚染の発

見後に減少した。 

なお、採水時の遊離塩素濃度と、電解オゾン

水濃度は、レジオネラ属菌汚染源の発見前後

で大きな変動はなかった。強いて、遊離塩素濃

度は減少しているが、レジオネラ属菌の汚染

が解消して強い消毒の必要がなくなったこと

が理由と考えられた。 

なお、2023 年 11 月～2024 年 5 月の間に検

査した浴槽水からは、レジオネラ属菌の培養
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検査（平板培養法とレジオラート）と遺伝子検

査（レジオネラ属菌生菌遺伝子および全遺伝

子）において、逆洗浄水と同様に培養検査では

何も検出されず、遺伝子検査でもほとんど検

出されなかった（生菌遺伝子 : 1.51 ± 1.08 

CFU-eU/100mL, 全遺伝子: 3.19 ± 2.85 CFU-

eU/100mL, N=16）。 

以上のように、電解オゾン水供給の有無や

排水オゾン処理による若干の変動は認められ

たものの、すべての指標で大きな差は認めら

れなかった。レジオネラ属菌汚染源の改善前

と改善後の平均値を比較すると、ATP 量、細

菌数および従属栄養細菌数では差が認められ

なかったが、レジオネラ属菌の培養検査（平板

培養法とレジオラート）、レジオネラ属菌の生

菌遺伝子、同全遺伝子および残留塩素濃度で

差が認められた（両側 t 検定、SPSS ver.25.0）。 

レジオネラ属菌汚染源の問題が解消後は、

レジオネラ属菌の検出がほとんどなく、この

状況は約１年間継続することができた。細菌

汚染は持続しているにもかかわらず、レジオ

ネラ属菌を抑制できていることになり、これ

はろ過器を対策できていることが背景にある

と考えられた（図 1）。排水オゾン処理中には

ろ材を交換したが、その時に検査した使用済

ろ材からはレジオネラ生菌および遺伝子は検

出されなかった。電解オゾン水のろ過器逆洗

浄による清浄化作用はこれまでの報告 3)でも

認められており、電解オゾン水の消毒効果は

期待通りに得られていたと考えられた。一方

で、電解オゾン水供給後も微量のレジオネラ

属菌汚染が続いたのは、ろ過器とは別の汚染

源が理由であり、ろ過器の外にあった汚染源

に電解オゾン水が通用しなかったのは当然で

あった。 

過去の電解オゾン水逆洗浄処理では、ATP

量、一般細菌数および FCM による細菌数が減

少していた 3,4)。しかしながら、今回はほとん

ど変化が認められなかった（表 1）。施設衛生

管理者によると、レジオネラ属菌汚染源であ

った排水溝上蓋の ATP 量は、改善後の 8 月 5

日以降もゼロになることはなく、時に 103~104 

RLU を示したとのこと（データ不掲載）。すな

わち、逆洗浄水から検出された細菌は、排除し

きれない生物膜由来と考えられた。浴場にと

って生物膜の生成は避けられず、常時の消毒

と定期的な洗浄が重要であることはまちがい

ない。今回の調査により、衛生管理者には設備

の監視と洗浄消毒を継続して行うことの必要

性を理解してもらうことができた。 

このような細菌数の高さから生物膜再発が

懸念されたが、ろ過器の逆洗浄水からレジオ

ネラ属菌は検出されず、電解オゾン水消毒は

機能していたと考えられた（図 1）。なお、レ

ジオネラ属菌汚染源改善前の、2023 年 11 月

～2024 年 5 月の浴槽水からもレジオネラ属菌

の生菌は検出されず、遊離塩素消毒の効果も

あったと考えられた。 

 

D．まとめ 

薬湯の循環ろ過器にオゾン逆洗浄を行った。

当初、レジオネラ属菌の検出がわずかに続い

たが、それはろ過器の問題ではなく、排水溝に

レジオネラ属菌の汚染源によるものだった。

汚染源の対策により、その後はレジオネラ不

検出の状態を長期に維持できた。ろ過器内部

のろ材が清浄化されて、オゾン逆洗浄の消毒

効果が確認できた。一方で、回収経路の見落と

しで少量とはいえ長期にレジオネラ検出が続

き、回収経路の管理は容易ではないと考えら

れた。回収経路を含め、浴槽全体の生物膜管理

の重要性を改めて認識した。  
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