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研究要旨 

 入浴施設におけるレジオネラ属菌の問題には、アメーバや生物膜による消毒からの回避など制御

の難しさに加えて、施設の営業規模や泉質の違いなど、衛生状態が多様である等の課題がある。

従来は培養時間と専門性を要する平板培養法によるレジオネラ属菌検査がなされてきたが、多様

な施設や衛生状況をあまり考慮できていなかったかもしれない。本研究は、従来とは異なる視点

で培養検査法を補完できる、ATP 法、フローサイトメトリー (FCM) 法、レジオネラ属菌生菌遺

伝子および全遺伝子検査法などの非培養検査法に着目し、現場の状況を効率的に把握して衛生管

理に反映させることを目的に検証を行った。具体的には 4 ヶ所で現地調査を実施し、迅速検査法

の結果をもって、施設衛生管理者との対話を試みた。最初の 2 つの入浴施設調査では、高温の温

泉を利用する掛け流し式で、外冷気の影響を受けやすい冬季と保温しやすい夏季で調査を行った

結果、貯湯槽の高温保持、適切な洗浄と配管洗浄が重要であることが確認された。残りの 2 つの

施設は、省力化配管洗浄剤を適用した事例で、迅速検査法による洗浄汚濁物可視化により、施設

営業者は配管洗浄の重要性を認識できた。これらの事例では、洗浄時の検体から FCM 法により細

菌を確認し、顕微鏡により配管から剥離したと思われる生物膜様物質を観察した。 

 これらに加えて、令和 5 年度から取り組んできたモノクロラミン消毒装置の設置施設におい

て、消毒対象を拡大して、最終的に 4 系統の循環ろ過式浴槽を一括管理することにより全ての浴

槽でレジオネラ属菌が不検出の状態を長期にわたり維持することができた。 
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 保健所や民間事業者等と連携したこれらの実践は、多様な施設や衛生状態に関わらず、入浴施

設のレジオネラ問題を軽減できるものと期待された。 

A. 研究目的 

レジオネラ属菌は、レジオネラ症およびポ

ンティアック熱の原因となる細菌であり、公

衆衛生上懸念される水媒介病原体である。レ

ジオネラ属菌は、生活環境中では人工水中に

遍在しており、原生動物や微生物群により形

成される生物膜の中で消毒から保護されるこ

とが知られている 1)。消毒の難しさに加えて、

泉質による消毒効果の違いや、営業規模や設

備による管理の違いもあり、施設の衛生状態

は様々である。こうしたことが現場における

レジオネラ属菌の制御を複雑化させており、

入浴施設のレジオネラ属菌対策や衛生管理を

難しくしている。 

レジオネラ属菌の検査は培養法が標準検査

とされているが、7～10 日間を必要とする専

門性の高い検査であるために、現場の日常的

な指標として衛生管理に反映させるにはかな

りの努力を要する。我々は、これまでに現場へ

の迅速な適用を目指して、ATP 法、フローサ

イトメトリー（FCM）法および遺伝子検査法

の非培養検査法を用いて、浴槽水のレジオネ

ラ属菌汚染に関する衛生状態を迅速に評価す

る方法を検討してきた。それぞれの方法の有

用性は認められてきたものの、これら検査法

の現場への実装は簡単ではない。迅速な非培

養検査法の利点を生かしての、現場の衛生管

理への反映を実証する必要がある。 

ATP は、あらゆる生物がエネルギー源とし

て保持する物質で、細菌などの微生物をはじ

め、肉・野菜などの食べ物、ヒトの体液といっ

た、多くの物に含まれている。食品製造や医療

の現場では、ATP 量が微生物汚染の指標とし

て活用されている 2)。入浴施設でも衛生管理

に応用されて、いわゆる白湯において有効性

が高いことが知られている 3)。 

FCM 法は、さまざまな分野で各種細胞の性

状解析等に利用される方法で、浴槽水中の浮

遊細菌をフローサイトメーターで測定するこ

とで、レジオネラ属菌汚染リスク汚染の指標

となりうることが示されてきた 4)。予め核酸

染色した浴槽水試料をフローサイトメーター

にセットすると、サンプルが微細な流路に取

り込まれ、個々の細胞が一列となって照射レ

ーザーを通過する。このときに得られる散乱

光と蛍光がそれぞれ細菌の大きさと細菌由来

の核酸に対応しており、細菌数を迅速に計測

することができる。さらに、遊離塩素消毒下で

破壊された細菌は蛍光強度が変化して生細胞

と区別されるために、消毒状態を速やかに判

定することができ、その結果がレジオネラ汚

染の存否と密に関連するとされる。 

遺伝子検査法は、レジオネラ属菌の遺伝子

を特異的に検出することで、浴槽水中のレジ

オネラ属菌を定量することが可能である。膜

透過性を利用した生死鑑別法を組み合わせる

ことにより、生きたレジオネラ属菌による汚

染を評価できる 5)。 

本研究では、これら FCM 法等の非培養検査

法の結果を施設衛生管理者と共有し、対話に

より衛生状態の理解を促すことで、公衆浴場

の施設自身による衛生管理の向上を期待して

いる。 

本研究では迅速検査法を活用して入浴施設

現場施設の調査・予防・改善につなげる実施例

を蓄積する。ここでは施設 4 事例の適用事例

を紹介する。モノクロラミン消毒については

迅速検査法との関係の中で遊離塩素消毒と異

なる知見が得られたので報告する。 

 

B. 材料と方法 

1. 調査で用いた検査法 

1.1. 遊離塩素濃度の測定 

 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。モノクロラミン消毒の場合は全塩素測定
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用の DPD 法を用いた。この時、遊離残留塩素

濃度は遊離残留塩素用試薬（笠原理化工業社

製）、モノクロラミンは全残留塩素用試薬（笠

原理化工業社製）を残留塩素測定容器 中濃

度用（柴田科学社製）を用いて測定した。本検

査法の検出限界は遊離塩素濃度の場合 0.1 

mg/L モノクロラミン消毒に適用した全塩素

濃度の場合は 2.0 mg/L である。 

1.2. 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。 

1.3. FCM 法 

 フローサイトメーターとして、 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

各種浴用水を測定した。Gate 内の細菌数が暫

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。現地での測定を求められた場合

には、携帯型フローサイトメーターminiPOC 

（Sysmex-Partec 社製）を用いた。これは従

来用いていた装置で、蛍光試薬と測定原理は

同じであるが、RF-500 とレーザー光の波長お

よび解析方法が異なり、感度が異なるために、

検出限界値は 1300 cells/mL、消毒効果の基準

値は 1000 cells/mL である 8)。 

1.4. レジオネラ遺伝子検査法 

 レジオネラ遺伝子検査は磯部ら 5)の方法に

準 拠 し た 。 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、添付の取扱説明書 9)に従

い実施した。EMA-qPCR 法は、qPCR 法にお

ける  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

伝子コピー数を取扱説明書に従って CFU 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。 

1.5. レジオネラ属菌の培養方法 

平板培養法による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。消毒剤としてモノクロラ

ミン消毒を供した施設では平板培養法と同時

にレジオラート（アイデックス）を行った。同

法は淀谷らの報告 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。 

1.6. 従属栄養細菌検査法 

 FCM法で大量に細菌が検出されるなど浴槽

水の消毒に影響を与えそうな場合は、施設と

相談の上で、細菌の生死を確認するために従

属栄養細菌の検査を実施した。従属栄養細菌

数は R2A 寒天培地（塗抹法）を用いて 30ºC で

7 日間培養した。 

1.7. 共焦点レーザー顕微鏡法 

 研究の中で細菌の顕微鏡学的証明のために

用いた共焦点レーザー顕微鏡法は下記のとお

りである。  

 即ち、洗浄中、中和後の浴槽水を 3 mL ず

つ、それぞれ 15,000 rpm、10 分間遠心後、沈

査をスライドグラスに塗抹し蛍光試薬で染色

して共焦点レーザー顕微鏡（LSM880、ZEISS

社製）で観察した。蛍光試薬は核酸染色用に

SYTO9（Thermo Fisher Scientific 社製）、糖の

染 色 用 に Rhodamine Concanavalin A 

（VECTOR LABORATORIES 社製）を、カル

シウムとマグネシウムを含まない生理食塩水

（DPBS, Thermo Fisher Scientific 社製）にて

最終的にそれぞれ 1,000、250 倍に希釈され
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るように混合して用いた。顕微鏡観察時の光

路設定は付属のソフトウェア ZEN2 の Smart 

Setup により SYTOX Green、rhodamine を選

択して設定した。透過光観察像と重ね合わせ

て画像を取得した。 

 

2. 施設調査 

2.1.1. 施設調査の方法 

 施設調査は田栗らの報告 7)に倣って実施し

た。即ち、1 番目に、保健所や民間の衛生管理

事業者等と連携して入浴施設に研究協力を申

し入れる。2 番目に、施設の衛生管理者との対

話の中で、調査対象とする浴槽水、貯湯タンク

水、ろ過器排水、ろ過器逆洗浄水などの試料と

検査方法を決める。この時、非培養検査法を中

心に提案するが、管理者の意向によっては培

養検査法も加える。計画に基づいて検査を実

施する。3 番目に検査結果を施設の衛生管理

者と共有する。4 番目に、4-a：衛生状態が良

好な場合は、維持を伝える。4-b：衛生状態に

問題があった場合は、消毒の強化等の改善手

段を提案し、必要に応じて配管洗浄等を含め

て、これら対策を衛生管理者に実施してもら

う。5 番目に、培養法で浴槽水のレジオネラ属

菌陰性を確認する。6 番目の最終的に、以上か

ら導き出される重要管理点を、施設の衛生管

理マニュアルに反映、日常管理に役立てても

らう。 

2.1.2. 検水の採取方法 

検水を採取する場合には、最初に検水をそ

のまま用いて遊離塩素濃度と ATP 量を測定し、

その後検水に含まれる塩素を中和した後のサ

ンプルを用いて FCM 法、遺伝子検査法、培養

法に用いた。  

FCM 法用の試料は 100 mL 滅菌採水瓶（栄

研, TG2000）、培養法用の試料は 1 L 滅菌済み

ポリ容器に採水した。共に終濃度 50 mg/L チ

オ硫酸ナトリウムにて塩素を中和し、FCM 法

用試料はさらに終濃度 0.05%グルタルアルデ

ヒド（GA）で固定した。試料は冷蔵保存して

遅くとも 1 週間以内に試験に供した。遺伝子

検査法は平板培養法の濃縮サンプルを用いた。 

 

2.2. O 入浴施設の調査 

2.2.1. 施設の衛生管理状況 

最初に協力を得た O 施設は高温の温泉利用

の掛け流し式施設で、4 階建て構造の全客室

で温泉を直接利用している。105℃超の源泉を

冷却装置で 60℃程度にして受湯槽に貯留させ、

ポンプで屋上の貯湯槽に組み上げたお湯を各

室に配湯する仕組みとなっている（図 1-a）。

冷却装置は吐出時に析出するスケール除去に

も役立っている。 

今回の調査は、管轄保健所主催の営業施設

向け衛生講習会が縁で実施した。自主管理と

して実施している高圧洗浄による貯湯槽の洗

浄と高濃度次亜塩素酸ナトリウムによる配管

洗浄の有効性について、O 施設の経営者から

相談を受けたものである。なお、本施設では年

2 回の貯湯槽洗浄消毒と月 1 回の高濃度塩素

による配管洗浄を行っていた。  

2.2.2. 調査の概要 

外冷気の影響を受けやすい冬季と保温しや

すい夏季で比較するために、調査は令和 5 年

12 月と令和 6 年 8 月の 2 回行った。一次冷却

後の受湯槽、屋上の貯湯槽並びに客室浴槽に

ついて、湯温を現地で測定し、ATP 法、FCM

法、レジオネラ遺伝子検査法の検体を採水し

た（図 1-a）。配管汚染を探知するために貯湯

槽から最も遠い位置にある客室の浴槽水（直

前に貯めたもの）を採水したが、冬季の ATP

量が高く浴槽壁汚染の影響を排除できなかっ

たため、夏季には浴槽水から湯口水に変更し、

貯湯槽近辺と遠方の客室から採取して比較し

た。 

 

2.3. P 入浴施設の調査 

次に協力を得た施設は O 施設と同じ地域の

温泉で、同じく高温の温泉を利用している。施

設から離れた場所にグランピング（GP）施設

を設置して令和 5 年春から営業している。 

こちらも保健所主催の衛生講習会の際に、
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長距離配湯におけるリスク管理について質問

を受けたことから調査協力を得たものである。 

2.3.1. 施設の衛生管理の状況 

当温泉は間欠泉で、最初に源泉から吐出さ

れた熱湯を近くにある本館のコンクリート製

貯湯槽に貯留していた（図 2-a）。GP 施設へ

は、約 1 km の配管を通して本館貯湯槽から配

湯され、GP 施設の貯湯槽を介して 10 棟の入

浴設備に分配する構造となっていた。本施設

と GP 施設の貯湯槽は温度管理を徹底してお

り、年 1 回程度、全部排水後に高圧洗浄機を

用いてスケール除去していた。  

2.3.2. 調査の概要 

O 施設と同様に、調査は令和 5 年 12 月と令

和 6 年 8 月の 2 回行った。源泉、本館貯湯槽、

GP 施設貯湯槽および GP 施設湯口水につい

て、湯温を現地で測定し、ATP 量、FCM、レ

ジオネラ遺伝子検査の検体を採水した（図 2-

a）。  

 

 

2.4. Q 入浴施設の調査 

3 番目に協力を得た循環ろ過施設は、令和 5

年度に循環系外のレジオネラ汚染源を発見し

て改善に至った施設である 12)。流路の排水溝

上蓋のモニタリングを ATP 法にて定期的に実

施していたところ、104 オーダーの高値が出る

ようになったことで施設衛生管理者から相談

を受け、省力化配管洗浄剤の適用を試みた。 

2.4.1. 施設の衛生管理の状況 

利用者数は 1 日あたり約 700 人であった。

対象は 1 t 規模の壺形浴槽が野外に 3 つ併設

されている循環系統で、ほぼ同量の回収槽を

持つ構造となっていた。塩素消毒とともに週

1 回の高濃度塩素洗浄（20 mg/L×2 時間）と

年 3 回の配管洗浄を実施していた。  

2.4.2. 調査の概要 

 浴槽水と回収槽水（合計約 6 t）を省力化配

管洗浄剤 13)（花王株式会社、R3 年度厚労科研

の成果品）で処理した。作業マニュアルに沿っ

て洗浄作業を行った。A 剤、B 剤、C 剤の 3 つ

の薬剤を浴槽水 1 トンあたり各 2 kg の割合で

浴槽水に投入して 1 時間反応させたのち、1 

kg の中和剤で 15 分処理し、すすぎ操作を 2

回実施した。主な作業工程のうち濃縮作業が

不要な①洗浄前、②洗浄中、③中和後、④すす

ぎ 2 回後および⑤翌日の浴槽水を ATP 法と

FCM 法に供した。②洗浄中と③中和後のサン

プルは濃縮操作が困難であったため、レジオ

ネラ属菌培養検査法および遺伝子検査法用に

は①洗浄前、④すすぎ 2 回後および➄翌日の

浴槽水を検査に供した。 

 

 

2.5. R 入浴施設の調査 

4 番目に協力を得た施設は、入所者 150 人

程度の社会福祉施設であった。研究協力者で

ある民間事業者を通じて、消毒装置故障後の

営業再開について相談を受けたものである。

循環停止中の生物膜除去のために省力化配管

洗浄を試みた。 

2.5.1. 施設の衛生管理の状況 

当該施設の浴槽は男女 2 つの浴槽が単一の

200 L 規模のろ過器を用いた循環ろ過がなさ

れており、毎日 50 人程度が利用していた。自

動注入による遊離塩素消毒管理で、塩素濃度

は毎日計測されており、0.4～1.0 mg/L に保た

れていた。今回、消毒装置タンク底部に経年劣

化により穴が開き 1 週間ほど装置を止めてい

た。原水は井水だが、200 L 程度の温泉由来の

鉱石をろ材として使用していた。年 3 回、過

炭酸ナトリウムでの洗浄を行っていた。 

 

2.5.2. 調査の概要 

 女湯（2 t）と男湯（1 t）を省力化配管洗浄

剤で処理した。洗浄剤を投入して 1 時間反応

させたのち、中和剤で 15 分処理した後すすぎ

操作を 2 回程度実施した。①洗浄前、②洗浄

中、③中和後、④すすぎ 2 回後の浴槽水を ATP

法と FCM 法に供した。濃縮作業が必要なレジ

オネラ属菌の平板培養法とレジオネラ属菌遺

伝子検査法用には、女湯の④すすぎ２回目後
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と⑤翌日の塩素消毒後の浴槽水を採水した。 

 

3.1. モノクロラミン消毒の適用事例  

 既報の通り 12)、令和 5 年 9 月から 17 t 規模

の循環系統にモノクロラミン消毒装置を供用

して安定的なモノクロラミン濃度を保ち、実

施した全ての検査でレジオネラ属菌が検出さ

れなかった施設において、本年度はモノクロ

ラミン消毒装置の機能拡大を試みた。 

同じ井水を利用する他の循環系統でもモノ

クロラミン消毒を行うため、令和 6 年 7 月に、

既存の消毒装置に制御装置と分配配管を増設

した。設置済のジェット浴 18 t に加え、野外

にある歩行浴 25 t およびサウナと併設する冷

水浴 8 t を対象とし、３つの系統は同時制御と

した。消毒装置から分配された配管をこれら

の循環系統の消毒液注入口に連結して、タイ

マー制御により 20 分毎に自動的に分配先が

切り替わるように設定した。モノクロラミン

の生成条件等は既報のとおりである 12)。毎日

4～5 回 DPD 法によりモノクロラミン濃度を

測定し、高濃度の場合は停止させるなどして

概ね 4.0～4.5 mg/L を目標値として調整して

いた。既報 12)のとおり、本処理の実施期間に

おいて、施設から毎日の浴槽水の残留塩素濃

度のデータを入手し、各月のモノクロラミン

濃度としてその推移を比較した。 

さらに令和 6 年 10 月に追加工事を行い、同

じ井水を用いる 6 t 規模の薬湯系統もモノク

ロラミン消毒の対象とした。調整器の仕様に

より分配機能は 3 系統に限られたため、毎日

換水のジェット浴と薬湯を独立分配制御とし、

7 日間隔の換水でモノクロラミン濃度が安定

していた歩行浴と冷水浴は 1 本の分岐配管に

接続して手動切り換えとした（図 1）。 

以上のとおり、10 月の増設後は井水系統全

てをモノクロラミン消毒に切り替えた。水質

検査は、7 月以降 3 系統、10 月以降 4 系統の

浴槽水を月 1 回の間隔で採水し、ATP 法、FCM

法、従属栄養細菌数検査、レジオネラ属菌の培

養検査法およびレジオネラ属菌遺伝子検査法

を実施した。施設側の要望を受けて同菌の特

異的検出に有効なレジオラート法を平板培養

法と同時に供試した。 

 

C. 結果および考察 

1.1. O 入浴施設の調査 

図 1 (b) に O 施設の冬季と夏季の測定結果

をまとめた。冬季の受湯槽、貯湯槽および遠方

客室浴槽水の温度はそれぞれ 57.5℃、51.5℃

および 47℃、ATP 量はそれぞれ 41 RLU、28 

RLU、132 RLU、FCM による細菌数は 733 

cells/mL、1047 cells/mL および 807 cells/mL

であった。受湯槽、貯湯槽および遠方客室浴槽

水のレジオネラ属菌遺伝子検査法においてレ

ジオネラ属菌の全遺伝子は、それぞれ 12 

CFU-eU/100mL、12 CFU-eU /100mL および

32 CFU-eU /100mL であったが、生菌遺伝子

はすべて不検出 (<1 CFU-eU/100 mL) であり

全て死菌由来の遺伝子と判定された（図 1 O-

1）。冬季の結果から配管の汚染状況を精査す

るために、夏季の調査では客室検体を浴槽水

から湯口水に変更するとともに、貯湯槽に近

い客室を加えた。本研究の FCM 法では細菌の

生死判別ができないので FCM 法で検出され

た細菌の状態を確認するために従属栄養細菌

数を項目に追加した。夏季の受湯槽、貯湯槽、

近辺客室および遠方客室湯口水の温度はそれ

ぞれ 63℃、64℃、54℃および 55℃、ATP は

それぞれ 44 RLU、12 RLU、16 RLU および 44 

RLU であった。FCM による細菌数は<200 

cells/mL、13,827 cells/mL、<200 cells/mL お

よび 27,760 cells/mL であったが、従属栄養細

菌数は全て検出限界以下(<200 CFU/mL)であ

った。レジオネラ遺伝子量は検査した全ての

検体で生菌遺伝子および全遺伝子ともに検出

限界(<1 CFU-eU/100 mL) 以下を示した（図 2 

O-2）。  

O 施設で、受湯槽と貯湯槽温度が 60℃に達

しなかった冬季では受湯槽と遠方客室からレ

ジオネラ属菌遺伝子（死菌由来）が検出された

が、60℃を超えた夏季では不検出となった。
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夏季に貯湯槽や遠方客室で細菌増殖が確認さ

れたがほぼ殺菌されていた。このように、受湯

槽、貯湯槽および遠方客室の状態によりレジ

オネラ遺伝子が僅かに増加することがあって

も、細菌とレジオネラ属菌は全て殺菌されて

いると考えられ、受湯槽や貯湯槽の高温管理

はレジオネラ属菌制御に効果があるとともに

60℃という値が維持管理の目標値として適切

であることが改めて確認された。 

本施設は原水が 100℃を超す高温泉であり、

一旦冷却装置を通して一次冷却とスケール除

去したお湯を屋上の貯湯槽に送る構造をとっ

ていた（図 1(a)）。高温のために冷却装置の洗

浄管理はできないが温度によりリスクは低い

と考えられていた。今回の調査で冬場の受湯

槽と遠位客室の浴槽水からのみレジオネラ属

菌の遺伝子が検出される一方で夏季には同じ

調査個所からレジオネラ属菌遺伝子は検出さ

れなかった。これらのことから受湯槽の高温

管理の重要性が認識されるとともに施設が自

ら逸脱を探知する手段が必要と考えられた。

今回の調査で高温管理が難しい冬季には ATP

法がレジオネラ属菌遺伝子の出現を探知でき

ており有用なスクリーニング手段と考えられ

た。 

1.1.2. 調査に基づく対応 

O 施設では冬場の温度管理が重要管理点の一

つであることが明らかとなり、対策としてリ

スクの高い受湯槽、貯湯槽および遠方客室の

定期的な温度測定を提案して了承された。ま

た、これまで定期的に実施されてきた貯湯槽

の洗浄消毒と塩素剤による配管洗浄の有効性

が確認されたことと ATP 法が汚染指標として

優れていたことも伝えて、施設責任者により

今後の衛生管理に活用する旨の回答を得た。

1.2. P 入浴施設の調査 

 図 2 (b) に P 施設の測定結果を示した。冬

季の源泉、貯湯槽、GP 施設貯湯槽および GP

施設湯口水の温度はそれぞれ 90℃、79.1℃、

56.3℃および 57.5℃、ATP 量はそれぞれ 69 

RLU、19 RLU、35 RLU および 66 RLU、FCM

による細菌数は 240 cells/mL、227 cells/mL、

220 cells/mL および 233 cells/mL であった。

これらのレジオネラ遺伝子量は全ての検体で

生菌遺伝子および全遺伝子ともに検出限界

(<1 CFU-eU/100 mL) 以下を示した（図 2 P-

1）。夏季の調査では、O 施設と同様に細菌の

生死判別のために従属栄養細菌数を項目に追

加した。受湯槽、貯湯槽、GP 施設貯湯槽およ

び GP 施設湯口水の温度はそれぞれ 80.4℃、

81.8℃、63.5℃および 51.5℃、ATP 量はそれ

ぞれ 12 RLU、16 RLU、44 RLU および 13 RLU

であった。FCM による細菌数は 2460 cells/mL、

5480 cells/mL、 2360 cells/mL および 473 

cells/mL であったが、従属栄養細菌数は全て

検出限界以下(<200 CFU/mL)であった。レジ

オネラ遺伝子量は GP 施設の貯湯槽と湯口水

でわずかに検出された（それぞれ 27 CFU-eU 

/100mL と 17 CFU-eU /100mL）が、生菌遺伝

子はともに検出限界(<1 CFU-eU/100 mL)以下

を示した（図 2 P-2）。 

P 施設の貯湯槽は冬季でも 79.1 と高温を保

持できており、源泉や GP 湯口水から若干の

ATP は検出されたものの、細菌数やレジオネ

ラ遺伝子は低く保たれていた。当該温泉は間

欠泉で微量の土砂が含まれることを確認して

おり（データ不掲載）、ATP はこの土砂に由来

すると推測された。しかしこの ATP が貯湯槽

で低下していたことと、季節を問わず貯湯槽

では他の指標も低く抑制されていたことから、

これらの現象は貯湯槽での何らかの制菌作用

が疑われ、当該施設の貯湯槽がコンクリート

製であったことから、その保温性の高さによ

るものと考えられた。 

夏季の GP 施設貯湯槽では、冬季には見ら

れなかった ATP とレジオネラ遺伝子（死菌由

来）の集積が認められた。その量はどちらもわ

ずかで湯口水では減少しており、若干検出さ

れた細菌も全て死菌であった。この GP 施設

の貯湯槽もコンクリート製であったことから、

その保温性による微生物制御により湯口水の

リスクも低く保たれていると考えられた。 
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1.2.2. 調査に基づく対応 

P 施設では貯湯槽の優れた温度保持により

温度制御の難しい冬場でも温泉の清浄度が保

たれていると考えられた。施設には貯湯槽の

保温性が優れているため衛生状態が良好に保

たれていることと、既に実施されている貯湯

槽の温度管理の徹底と年 1 回の洗浄の継続を

伝えて調査を終了した。 

 

1.3. Q 入浴施設の調査 

 Q 施設の調査結果を表１に示した。①洗浄

前、②洗浄中、③中和後、④すすぎ 2 回目後

および➄翌日の ATP 量は、それぞれ 457 RLU、

1066 RLU、1071 RLU、51 RLU および 2 RLU、

FCM による細菌数は 1292 cells/mL、44,337 

cells/mL、4029 cells/mL、60 cells/mL および

99 cells/mL であった。①洗浄前、④すすぎ 2

回目後および➄翌日のレジオネラ属菌数はそ

れぞれ<10 CFU/100mL、40 CFU/100mL およ

び<10 CFU/100mL で、レジオネラ遺伝子量は

そ れ ぞ れ <1 CFU-eU/100mL 、 13 CFU-eU 

/100mL および<1 CFU-eU /100mL であった。 

 処理前に培養検査や遺伝子検査で検出限界

以下であったにもかかわらず、2 回目のすす

ぎ後の検体からレジオネラ属菌およびレジオ

ネラ属菌遺伝子が検出されたが、翌日の検水

からは検出されなかった。一方で、ATP 量と

細菌数は洗浄中に急激に上昇し、すすぎによ

り減少していた。施設の意向で写真を掲載で

きなかったが、通常透明な浴槽水が洗浄中に

茶褐色に着色し、中和時には黒色に変化して

すすぎにより透明化した。衛生管理者による

とこの色の変化はこれまでの配管洗浄では認

められなかった。メーカーによるとこれらの

変化は生物膜に付着した鉄イオンが中和によ

り析出したもので、生物膜と思われる有機物

が剥離・洗浄されたと考えられた。これらのこ

とから、すすぎ水に含まれていたレジオネラ

属菌は剥離された生物膜が影響していたので

はないかと思われた。 

 今回の調査で、洗浄処理前の浴槽水からは

レジオネラ属菌もその遺伝子も検出されなか

った（表１）。洗浄処理後のすすぎ水から検出

されたものの、その量は僅かで洗浄剤による

生物膜除去後に認められた。排水口の上蓋は

汚染時の木製から鉄製に交換されており、定

期的な洗浄・消毒も実施されていた 12)。これ

らのことから、すすぎ 2 回目後のレジオネラ

属菌は上蓋汚染の再発と考えるよりは、ろ材

か配管内生物膜深層に定着したレジオネラ属

菌が洗浄剤により顕在化したと考える方が適

切かもしれない。 

1.3.2. 調査に基づく対応 

調査の結果を施設に伝えたのち、施設の衛

生管理の中で排水口上蓋表面の月 1 回程度の

定期的な監視と洗浄・消毒に加えて年 3 回の

配管洗浄を継続することとなった。 

今回の事例では特に衛生管理の強化に繋が

ることはなかったが、衛生管理者に対して、循

環系統の潜在リスクの存在と生物膜対策の必

要性認識を高めるには大いに役立った。昨年

度 12)よりも衛生状態が改善していたことは明

らかであったものの、定着したレジオネラ属

菌排除の難しさが感じられた事例であった。 

 

1.4. R 入浴施設の調査 

 R 施設の調査結果を表 2 に示した。①洗浄

前、②洗浄中、③中和後、④すすぎ 2 回目後

および➄翌日の ATP 量は、それぞれ 0 RLU、

1 RLU、10 RLU、23 RLU および 5 RLU、FCM

に よ る 細 菌 数 は 233 cells/mL 、 197,740 

cells/mL、2633 cells/mL、913 cells/mL および

433 cells/mL であった。④すすぎ 2 回目後お

よび➄翌日のレジオネラ属菌数はそれぞれ

<10 CFU/100mL および<10 CFU/100mL で、

レジオネラ遺伝子量はそれぞれ 14 CFU-

eU/100mL および<1 CFU-eU /100mL であっ

た。 

 各工程からは ATP はほとんど検出されなか

った（表 2）。色の変化は洗浄前無色、洗浄中

に褐色に変化して、中和で黒色化、2 回のすす

ぎで元に戻った。洗浄時には浴槽水の褐色化
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が進行し、中和時には多量の泥状物が出現し

て ATP 法の結果と矛盾する現象が認められた

（図 3 A,B-a）が、すすぎ 2 回目後の浴槽水は

無色・透明（井水の色）にもどった。施設側の

強い要望により中和時に出現した泥状物の探

索を行った。洗浄中の浴槽水からは、FCM に

より大量の細菌が検出され（表 2, 図 3 A-b）、

共焦点レーザー顕微鏡でも多量の核酸と糖が

観察された（図 3 A-c）。これらのことから、

泥状物は配管系統から剥離された生物膜に由

来すると考えられた。 

ATP 法は細菌汚染を推察する有用な方法で

あるが、温泉への応用では時に反応阻害を生

じるとされている 3)。今回調査した浴槽水は

井水を利用していたが、ATP 量測定の明らか

な阻害が観察された。前項に示した Q 施設も

井水であったが ATP 法は細菌汚染の状況を反

映できており、R 施設とは全く異なる結果で

あった（表 1）。目視結果は FCM 法や顕微鏡

観察により証明されたため、施設の衛生管理

者とよく対話したところ、ろ材の中に温泉由

来の鉱石を含んでいることが明らかとなった。

ATP 法の阻害は本成分によるものと考えられ

たが、原石が入手できず確認できていない。し

かし、ATP 法の結果が目視の状況と矛盾して

いたことは明らかで、現地測定での活用を目

指す場合は、事前に反応阻害がないことを確

認する必要があると考えられた。 

1.4.2. 調査に基づく対応 

本施設では、もともと消毒装置の故障から

循環式衛生管理の停止を検討していたが、今

回の調査結果を伝えたところ、施設側が循環

式浴槽における生物膜対策の重要性とその難

しさを再認識し、衛生管理方法を再考するこ

とが了承された。また、調査終了後に自主検査

を実施してレジオネラ属菌が不検出であった

との報告を受けた。また、後日、施設側が自ら

毎日完全換水方式への切替を決断、切り替え

したと聞いている。 

 

2.1. モノクロラミン消毒の適用事例  

図 4-1 にモノクロラミン製造装置と本消毒

を適用した循環系統の概要図を示した。 

図 4-2 に 4 つの循環系統における浴槽水中

残留塩素濃度の推移を示した。各月のサンプ

ル数は概ね 120～135 であった。 

ジェット浴では設置直後の令和 5 年 10 月

と、追加系統増設後の令和 6 年 8 月に若干の

値のばらつきが認められたものの一貫して概

ね 3.5～4.5 mg/L を維持しており調査期間を

通して安定して推移していた（図 4-2）。歩行

浴と冷水浴はほとんど値のばらつきが認めら

れず推移した。薬湯は、容量が小さいことか

ら、他の浴槽と比べて値のばらつきが大きい

ようであった（図 4-2）。施設では薬剤費に関

して、コスト的に満足いく状況とのコメント

があった。  

表 3 にモノクロラミン消毒時の各種微生物

指標の値をまとめた。ジェット浴、歩行浴、冷

水浴及び薬湯の ATP 量は、それぞれ 548 ± 

407 RLU、140 ± 68 RLU、121 ± 103 RLU

および 177 ± 25 RLU であり、FCM による

細菌数は 137,483 ± 156,338 cells/mL、2,783 

± 2,599 cells/mL、2,115 ± 1,867 cells/mL およ

び 103,019 ± 59,173 cells/mL と、他に比べて

高い値であった。しかしながら、全ての浴槽水

でレジオネラ属菌は平板法とレジオラートと

もに不検出であった。田栗ら 14)は、次亜塩素

酸ナトリウム消毒下では FCM 法（報告では

RDM 法と記載）による細菌数がレジオネラの

平板培養法結果のスクリーニング法として有

用であると述べている。今回はモノクロラミ

ン消毒を行ったが、次亜塩素酸ナトリウム消

毒の場合と異なり、細菌数とレジオネラ属菌

の関連は認められなかった。またレジオネラ

属菌の遺伝子検査では、レジオネラ属菌全遺

伝子がジェット浴で 80 ± 103 CFU-eU/100mL

という値を示したものの歩行浴と冷水浴の値

は検出限界値（1 CFU-eU/100mL）程度に過ぎ

ず、これらは全てのレジオネラ属菌生菌遺伝

子は不検出であり全て死菌と判定された。従

属栄養細菌数は 3,177 ± 4,194 CFU/mL、230 
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± 296 CFU/mL、2,014 ± 2,563 CFU/mL およ

び 537 ± 611 CFU/mL を示したことから、ATP

と FCM の値は従属栄養細菌に由来すると考

えられた。従属栄養細菌対策として月に１回

程度 10 mg/L×3 時間程度の高濃度モノクロ

ラミン洗浄を行うようにした。  

 

D．まとめ 

レジオネラ汚染の制御を目的に、FCM 法な

どの非培養検査法を用いて、浴槽水の衛生状

態を迅速評価して、その結果を施設管理に反

映するための調査を実施した。今回調査した

施設のうち 2 施設は掛け流し式、残り 2 施設

とモノクロミン消毒の導入施設は循環ろ過式

入浴施設であった。 

・高温の温泉利用の O 施設は、温度と比較し

た非培養検査法の結果から、施設管理者は独

自の冷却装置と配管給湯の遠位客室の管理の

必要性を認識できた。冬季と夏季の成績比較

により、60℃という管理指標の有益性を施設

管理者は認識できた。保温の難しい冬季は特

に管理目標の遵守が重要である。 

・高温の温泉利用の P 施設も、温度と非培養

検査法の結果から、施設管理者は温泉の湧出

個所と GP 施設をつなぐ長い配管のリスク管

理の重要性を認識できた。施設管理者が貯湯

槽の材質がコンクリート製であったことで保

温性が高まり、レジオネラ属菌を含む微生物

制御に役立つことことを認識できた。 

・Q 施設は、配管洗浄により、衛生管理の強

化に繋がることはなかったが、培養法に非培

養検査法を加えることで、衛生管理者に対し

て循環系統の潜在リスクの存在と生物膜対策

の必要性認識を高めるには大いに役立った。

生物膜由来と思われるレジオネラ属菌が認め

られ、施設管理者は循環系統の潜在リスクと

生物膜対策の重要性を再認識できた。 

・R 施設では、非培養検査法と顕微鏡検査に

より、配管洗浄の泥状成分が細菌を含む生物

膜と確かめられた。施設管理者は循環式浴槽

の生物膜対策の重要性とその難しさを認識し、

衛生管理の見直しに繋がった。  

・モノクロラミン消毒の適用事例では、4 つの

循環系統に利用拡大した後でも、モノクロラ

ミン濃度は安定し、レジオネラ属菌の不検出

を長期間に維持できた。非培養検査法を用い

た評価により施設衛生管理者は従属栄養細菌

対策の重要性を認識し、定期的な高濃度モノ

クロラミン消毒の導入に繋がった。 
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（a） O 施設の構造と採水地点 

 
各種検査法の検出限界は ATP 法: 1 RLU, FCM 法による細菌数: 200 cells/mL (検出限界以下は非表

記), 従属栄養細菌数 200 CFU/mL(検出限界以下は非表記), 遺伝子検査法: 1 CFU-eU/100mL. 

（b） 冬季と夏季の各種指標の比較 
 

図１．O 施設の調査結果 
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（a） P 施設の構造と採水地点 

 
 

各種検査法の検出限界は ATP 法: 1RLU, FCM 法による細菌数: 200 cells/mL, 従属栄養細菌数 200 

CFU/mL (検出限界以下は非表記), 遺伝子検査法: 1 CFU-eU/100mL. 

（b） 冬季と夏季の各種指標の比較 
 

図２．P 施設の調査結果 
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図３ 省力化配管洗浄剤の洗浄工程の写真（R 施設） 

a: 目視写真、b: フローサイトメトリーのスキャッタグラム（赤は細菌） 

c: 共焦点レーザー顕微鏡写真（赤は糖、緑は核酸、黄は両者の重なり部分） 

表1　省力化配管洗浄剤による洗浄工程ごとの各種指標の推移（Q施設）

番号 作業工程
ATP

(RLU
1)
)

Flow cytometry
(cells/mL)

レジオネラ属菌

（CFU
2)
/100 ｍL）

レジオネラ遺伝子

(CFU-eU
3)
/100 mL)

① 洗浄前 457 1,292 <10 <1

② 洗浄中 1,066 44,337 NT NT4)

③ 中和後 1,071 4,029 NT NT

④ すすぎ2回目 51 <200 40 13

➄ 翌日 2 <200 <10 <1

1)Relative Lights Unit, 2) Colony Forming Unit, 3)  CFU-equivalent Unit, 4) Not Tested, 各種検査法の検出限界は、ATP

法:1 RLU, FCM法による細菌数: 200 cells/mL, レジオネラ属菌検査: 10 CFU/100mL, 遺伝子検査法: 1 CFU-eU/100mL.

表2　省力化配管洗浄剤による洗浄工程ごとの各種指標の推移（R施設）

番号 作業工程
ATP

(RLU
1)
)

Flow cytometry
(cells/mL)

レジオネラ属菌

（CFU
2)
/100 ｍL）

レジオネラ遺伝子

(CFU-eU
3)
/100 mL)

従属栄養細菌
(CFU/mL)

① 洗浄前 <1 233 NT NT
4) NT

② 洗浄中 1 197,740 NT NT NT

③ 中和後 10 2,633 NT NT NT

④ すすぎ2回目 23 913 <10 14 230

➄ 翌日 5 433 <10 <1 <200

1)Relative Lights Unit, 2) Colony Forming Unit, 3)  CFU-equivalent Unit, 4) Not Tested, 各種検査法の検出限界は、ATP法:1 RLU, FCM法による

細菌数: 200 cells/mL, レジオネラ属菌検査: 10 CFU/100mL, 遺伝子検査法: 1 CFU-eU/100mL, 従属栄養細菌検査: 200 CFU/mL.
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 図４－１ モノクロラミン製造装置と循環系の模式図（Q 施設） 

 
 

図４－２ モノクロラミン適用前後の浴槽水中の残留塩素濃度の推移（Q 施設） 
モノクロラミン濃度は毎日 4～5 回測定した値を各月で集計し比較した。各月のサンプル数は 120～135。 

 

 

表3　モノクロラミン消毒下の各種指標の比較（平均±標準偏差）（Q施設）

平板培養法

（CFU
2)
/100 ｍL）

レジオラート

（MPN
3)
/100 ｍL）

生菌

(CFU-eU
4)
/100 mL)

全遺伝子
(CFU-eU/100 mL)

ジェット浴 11 548±407 137,483±156,338 <10 <10 <1 80±103 3,177±4,194

歩行浴 7 140±68 2,783±2,599 <10 <10 <1 11±8 230±296

冷水浴 7 121±103 2,115±1,867 <10 <10 <1 13±9 2,014±2,563

薬湯 3 177±25 103,019±59,173 <10 <10 NT
5) NT 537±611

1) Relative Lights Unit, 2) Colony Forming Unit, 3) Most Provable Number, 4) CFU-equivalent Unit, 5) Not Tested

従属栄養細菌
(CFU/mL)

レジオネラ遺伝子

各種検査法の検出限界はATP法: 1 RLU, FCM法による細菌数: 200 cells/mL, 平板培養法: 10 CFU/100mL, レジオラート: 10 MPN/100mL, 従属栄養細菌数 200 CFU/mL, 遺伝子検査法: 1 CFU-
eU/100mL.

循環系統 N数
ATP量

(RLU
1)
)

Flow cytometry
(cells/mL)

レジオネラ属菌
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