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研究要旨 

富山県の入浴施設におけるレジオネラ汚染の実態把握調査により、検水の約 1 割からレジオネラ

症の主な原因菌である Legionella pneumophila 血清群 1 が検出されたことから、入浴施設における衛

生管理の一層の徹底が必要と考えられた。 

採水現場で測定可能なモバイル qPCR 法を 44 検体について実施したが、4 検体は詰まって全量

40mL の半量程度しかろ過濃縮できなかった。濃縮できた 40 検体の平板培養法の成績（浴槽水、シ

ャワー水・カラン水：陽性 13、陰性 27）を基準として、モバイル qPCR 法の感度は 84.6%、特異度

は 92.6%、陽性的中率は 84.6%、陰性的中率は 92.6%、一致率は 90.0%であった。濃縮できなかった

4 検体を除外した比較にはなるが、モバイル qPCR 法の感度は LAMP 法と同等、特異度と一致率は

LAMP 法や qPCR 法より高く、比較した中でモバイル qPCR 法が平板培養法の結果に最も近かった。

参考としてモバイル qPCR 法の再現性は、例数は少なく 16 倍に希釈した試料を用いたものの、5 機

関の実験室で冷凍 6 検体（4 陽性、2 陰性）の輸送試料を用いた結果がおよそ一致した。モバイル

qPCR の反応にはインターナルコントロールの反応も含まれており、その 5 機関におけるネガティ

ブコントロールの（インターナルコントロールの）Ct 値は、31.8 ± 1.0 と安定であった。モバイル

qPCR 法は、レジオネラ属菌の検査経験があれば問題なく実施可能かつ、現場測定により他の検査法

よりも迅速に平板培養法に近い結果が得られる有用な検査法と考えられた。 

ST23 や ST120 の全ゲノム配列による系統解析の結果から、患者由来株は、入浴施設由来株だけで

なく、水たまり由来株や土壌由来株など自然環境から分離された株とも近縁な系統関係を示した。

また、ST502、ST505 を含めた 4 STs において、患者由来株のみで偏ったクラスターなどを形成する

ことはなかった。10 事例の患者検体から 8 株ずつ分離して、同一検体内における SNPs 解析を実施

した結果、9 検体では 8 株内で SNPs は検出されなかった。一方、浴槽水 10 検体からも同様に 8 株

ずつ分離し、SNPs 解析を実施した結果、8 株内で SNPs が検出されなかったのは 2 検体のみであっ

た。全ゲノム配列を用いた系統解析による感染源調査の際は、環境検体からは複数の株を解析する

のが望ましいと考えられた。複数株の解析が難しい場合は、環境中のレジオネラ属菌の多様性を考

慮した上で、同一由来株であるかどうかを判断する必要があると考えられた。 
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A 研究目的 

2024（R6）年の国内におけるレジオネラ症患者報告

数は、2,419件（暫定値）であり、前年比106.5%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)。

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、平板培養

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。

したがって、入浴施設におけるレジオネラ属菌の汚染

実態を把握するため、平板培養法および遺伝子検査法

の一つであるLAMP法を用いて、公衆浴場におけるレ

ジオネラ属菌の検出状況を調査した。本研究では、

2012年以降の12年間の調査結果も合わせてまとめ、

陽性となった検体の特徴などについて報告する。ま

た、遺伝子検査は、平板培養法と結果が一致しなか

った場合を含め、その結果の解釈を監視員や施設管

理者にわかりやすく説明することが必要となるため、

説明文を作成し、検査成績書と合わせて送付した。 

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

検出による、迅速な結果の還元も可能な状況となりつ

つある。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法（qPCR法および

LAMP 法）との相関を検討した。モバイル qPCR 法を

より簡便に行えるよう、これまで構築してきたプロト

コルの改良も目指した。 

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 による型別）には

偏りがある 3)。富山県でレジオネラ症患者から高頻度

で検出されるST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、これらの遺伝子型の菌株に

ついて全ゲノム配列を用いた系統解析を実施し、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

ついて系統的な近縁度を明らかにする。また、同一検

体から複数の菌株を分離し、同一検体内におけるSNPs

の蓄積頻度を明らかにする。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 SNPs 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。また、新規検査法開発の基盤となる知見に

もなり得る。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（R4）年から2024（R6）年に公衆浴場などから

採水した浴槽水、シャワー水およびカラン水を用いた。

モバイル qPCR 法には濃縮前の検水を用いた。フィル

ター吸引ろ過により 100 倍濃縮液を用意して、培養試

験、LAMP法、qPCR法に使用した。2012年から2021

年に実施した検査結果も合わせて結果を解析した。 

 

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。分離菌の血

清型別は、病原体検出マニュアル（国立感染症研究所）

に従い加熱抗原を作製後、レジオネラ免疫血清（デン

カ）およびLegionella Latex Test（Thermo Fisher Scientific）

を用いて実施した。 

 

3 モバイルqPCR法 

微細流路チップ（ビリューチップ、ゴーフォトン）を

固定治具（ゴーフォトン）にセットし、検水40 mLを

シリンジでフィルターろ過した 4)。滅菌水で洗浄後、カ

ネカ簡易DNA抽出キットversion2（カネカ）を用いて

DNA を抽出した。A 液 20 µL をフィルターに添加後、

固定治具ごと60℃のヒートブロックで 2分間加熱した。

ここから回収した試料（約 15～20 µL）に、B 液 2 µL

と混合して、1反応あたり5 µLを鋳型DNAとしてPCR

に用いた。なお、44 検体を対象に実施したが、4 検体
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はフィルターが詰まってろ過できなかったので、40検

体の平板培養法の成績（浴槽水、シャワー水・カラン

水：陽性13、陰性27）と比較した。 

qPCR反応は、PicoGene® Legionella spp. Kit（ゴーフォ

トン）およびPicoGene® PCR1100（ゴーフォトン）を用

いて実施し、レジオネラ遺伝子およびインターナルコ

ントロールを検出した。なお、このモバイル qPCR 法

の成績は、他の検査と同様に試験室で行い、現場では

行ったものではない。 

 

4 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。 

 

5 qPCR法 

 使用する各種試薬の取扱説明書に従い実施した。100

倍濃縮検体1 mLからLysis Buffer for Legionella（タカラ

バイオ）を用いて DNA を抽出後、Cycleave PCR 

Legionella (16S rRNA) Detection Kit（タカラバイオ）を用

いてqPCR反応を実施した。 

 

6 複数機関でのモバイル qPCR法の評価 

 同一検体を5機関で評価した。3 mLの冷凍した検水

12本（6検体×2回分）を各機関に送付した。各機関で

は、解凍後に滅菌水45 mL を添加して16倍希釈後、通

常の検水とみなしてモバイルqPCR法を実施した。 

 

7 SNPs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 STs（ST23：14株、ST120：23株、ST502：

33株、ST505：31株）の菌株を用いて、SNPs解析を実

施した。菌株の由来は、患者および浴槽水の他に、シャ

ワー水、カラン水、水たまり、土壌である。また、同一

検体から分離された菌株の SNPs を比較するため、10

事例（散発）のレジオネラ症患者から8株ずつ分離し、

同一 ST であることを確認後、SNPs 解析に用いた。同

様に、浴槽水 10 検体からも 8 株ずつ分離し、同一 ST

であることを確認後、SNPs解析に用いた。 

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 5)。箱ひげ図

の作成は、Davidらの文献を参考にした 6)。レファレン

スには、L. pneumophila str. Pari 株（Accession no. 

NC_006368.1）のゲノム配列を用いた。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究は、患者情報の使用にあたっては、倫理委員

会で承諾のもと実施した。 

 

C 結果 

1 検水の平板培養法および LAMP 法によるレジオネ

ラ属菌検査結果 

 2012年以降に搬入された検体についてレジオネラ属

菌の検査を実施した結果を、表 1 から 7 に示した。ま

た、遺伝子検査法による結果の解釈を監視員や施設

管理者にわかりやすく説明するための文書を作成し

（別紙）、2022 年以降の検査成績書と合わせて送付

した。 

 

2 モバイルqPCR法、LAMP法およびqPCR法による

結果と比較 

 2024年に搬入された44検体についてモバイルqPCR

法、LAMP 法および qPCR 法を実施し、各検査法を比

較した。モバイルqPCR法では、4検体はフィルターが

詰まり、半量程度しかろ過できなかった。40 検体中、

13検体（32.5%）が陽性となった（表8A）。濃縮できな

かった4検体を除外した比較にはなるが、40検体の平

板培養法を基準として、モバイル qPCR 法の感度は

84.6%、特異度は92.6%、陽性的中率は 84.6%、陰性的

中率は 92.6%、一致率は 90.0%であった。LAMP 法で

は、22検体（50.0%）が陽性となった（表8B）。平板培

187



養法に対する感度は85.7%、特異度は 66.7%、陽性的中

率は54.5%、陰性的中率は90.9%、一致率は 72.7%であ

った。qPCR法では、30検体（68.2%）が陽性となった

（表8C）。平板培養法に対する感度は92.9%、特異度は

43.3%、陽性的中率は 43.3%、陰性的中率は92.9%、一

致率は59.1%であった。 

 

3 モバイルqPCR法およびqPCR法における、ろ過か

らDNA抽出までの抽出効率の比較 

 同一検体からモバイル qPCR 法および qPCR 法を目

的に抽出した 2 つの DNA を、2 つとも Cycleave PCR 

Legionella (16S rRNA) Detection Kitを用いてqPCR反応

を行い、DNA 抽出方法の違いを Ct 値で比較した。40

検体について検討した結果、モバイルqPCR法とqPCR

法の相関係数は 0.84であった。両方の方法で陽性とな

ったのが14検体、両方陰性が13検体、モバイル qPCR

法のみ陽性が 1 検体、qPCR法のみ陽性が 12 検体であ

った。qPCR法のみ陽性の12検体中の11検体は、Ct値

が36より高く、培養陰性であった（図1）。 

 

4 モバイルqPCR法の5機関での再現性評価 

 冷凍送付した6検体（6検体×2回分）を 5機関で評

価した結果を図 2 に示した。すべての機関で 4 検体陽

性、2 検体陰性、ネガティブコントロール（NC）陰性

となり、判定結果はおよそ一致した（図 2A）。ただし、

陽性と判定した 4 検体のうち、機関 B、D については

2検体が、2回のうち1回の実施でレジオネラ遺伝子お

よびインターナルコントロールが検出されず、希釈試

料を用いたにも関わらず、増幅阻害と判定された（図

2B、C）。また、陽性と判定した機関Dの1検体につい

ては、2 回のうち 1 回の実施でレジオネラが検出され

ず、偽陰性と判定された。この検体のインターナルコ

ントロールの Ct 値は 37.6 であった。5 機関における

NC のインターナルコントロールのCt値は、31.8 ± 1.0

の範囲内であった（図 2C）。 

 

5 冷蔵検体と冷凍検体を用いたモバイルqPCR法の比

較 

 上述の結果から一部の冷凍保存検体で反応阻害が確

認されたため、検水を冷凍保存することによる影響を

検討した。この検討には、16倍希釈ではなく、検水原

液の 4 検体を用いた。冷蔵および冷凍保存後の試料か

ら、核酸抽出～モバイル qPCR 法を行い比較した。そ

の結果、4検体すべてで、冷凍後はインターナルコント

ロールのCt値が高くなる、もしくは不検出となった（表

9）。レジオネラ遺伝子についても同様の傾向であった。 

 

6 4 STsの菌株における全ゲノム配列の系統解析 

 解析の結果は図 3～6 に示した。ST23 や ST120 の結

果から、患者由来株は、入浴施設由来株だけでなく、水

たまり由来株や土壌由来株など自然環境から分離され

た株とも近縁な系統関係を示した。また、ST502、ST505

を含めた4 STsにおいて、患者由来株のみで偏ったクラ

スターなどを形成することはなかった。今回解析に用

いた菌株には、７事例（散発）のレジオネラ症患者及び

当該患者が利用した入浴施設の浴槽水から分離した菌

株が含まれており、このうち 6 事例については、患者

由来分離株と浴槽水由来分離株が同一 ST の菌株内の

比較において近縁な系統であった。事例4については、

患者由来株と浴槽水由来株との間で 31 SNPs 検出され

た。その他の事例では、それぞれ0～15 SNPsであった。 

 

7 同一検体由来株におけるSNPs解析 

 10事例の患者検体から 8株ずつ分離して、同一検体

内におけるSNPs解析を実施した結果、9検体では8株

内でSNPsは検出されなかった（表10）。1検体（Patient 

08）については、1株のみ他の7株と比較し、1 SNP検

出された。一方、浴槽水10検体からも同様に8株ずつ

分離し、SNPs 解析を実施した（表 11、Facility 06 は 7

株のみ解析）。その結果、8 株内で SNPs が検出されな

かったのは2検体のみであった（Facility 02、Facility 09）。

4検体においては、SNPs解析によって7種類のvariants

が検出された（Facility 01、Facility 05、Facility 06、Facility 

10）。また、Facility 08の検体においては、最大で98 SNPs

検出された。得られた結果から、解析した菌株数と

SNPs 解析によって検出可能な variants について箱ひげ
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図を作成した（図 7）。患者由来株においては、1 また

は2株をSNPs解析することですべてのvariantsが検出

できる結果であったのに対し、浴槽水由来株について

は、すべてのvariantsを得るためには少なくとも 7株解

析する必要がある結果であった。 

 

D 考察 

1 入浴施設におけるレジオネラ属菌の汚染実態調査 

13年間にわたり富山県内における入浴施設のレジオ

ネラ属菌の汚染実態を調査した結果、検水の 1 割から

レジオネラ症の主な原因菌である L. pneumophila 血清

群1が検出されたことから 7、8)、入浴施設における衛生

管理の一層の徹底が必要と考えられた。 

最終換水日から 7 日以上経過した検体では、レジオ

ネラ属菌の陽性率が高い傾向であった（表3）。「公衆浴

場における衛生等管理要領等について」では、浴槽水

の換水頻度は「1 週間に 1 回以上完全に換水して浴槽

を清掃すること」となっている。そのため、浴槽水の換

水、洗浄、塩素系薬剤による消毒を適切に実施し、バイ

オフィルムの形成やレジオネラ属菌の増殖を抑制する

ことが重要である。一方で、換水日に採水した検体の約

2割からもレジオネラ属菌が検出されているため、配管

洗浄・消毒等により、配管内に付着したバイオフィル

ムを除去することも重要であると考えられた。 

「公衆浴場における衛生等管理要領等について」で

は、浴槽水の消毒に当たっては、塩素系薬剤を使用し、

浴槽水中の遊離残留塩素濃度を0.4 mg/L程度を保つこ

とが求められている。本調査においても、採水時の遊

離残留塩素濃度が0.4 mg/L以上であった検体の陽性率

は 15.1%であったのに対し、0.4 mg/L 未満の検体では

38.1%と高かったことから、遊離残留塩素濃度の維持が

レジオネラ属菌の抑制には重要であることが示された

（表4）。シャワー・カラン水についても、「入浴施設の

衛生管理の手引き（令和 4 年 5 月 13 日）」によると、

貯湯槽水の温度を60℃以上に保つことができない場合

や、調節箱を設置する場合は、遊離残留塩素濃度を0.4 

mg/L以上に保つ必要があることが記載されている。本

調査では、採水時の遊離残留塩素濃度が0.4 mg/L以上

であった検体の陽性率は 13.3%であったのに対し、0.4 

mg/L未満の検体では29.4%と高かったが（表4）、調節

箱の設置の有無や貯湯槽水の温度については調査して

いない。また、シャワー・カラン水におけるレジオネラ

属菌の増殖を抑制するためには、シャワーヘッドやホ

ースの洗浄・消毒も重要となってくるため、これらの

箇所を総合的に衛生管理する必要がある。 

LAMP 法による遺伝子検査の結果は、概ね平板培養

法と相関していた（表6、7）。培養陰性・LAMP陽性検

体の多くは、死菌DNA を検出したことによるものであ

ると考えられた。一方、培養陽性・LAMP 陰性検体の

多くは、検体中に含まれるレジオネラ菌量が少なかっ

たため、検出感度によるものであると考えられた。本

調査では、LAMP 法の平板培養法に対する陰性的中率

は94.4%であった。平板培養法では、検査結果が判定す

るまでに約 1 週間を要するため、LAMP 法は検体中の

レジオネラ属菌陰性を迅速（当日中）に判定する方法

として有用であることが明らかとなった。とりわけ、

検水の洗浄・消毒効果の判定や、それに伴う施設の営

業再開の判断など、早期の結果判定が望まれる際に

LAMP法の活用が有用であると考えられた。 

レジオネラ属菌の検査成績書を返した際、遺伝子

検査と培養検査との結果の不一致の解釈について、

監視員や施設管理者からしばしば質問を受ける。遺

伝子陽性・培養陰性の結果は、死菌の DNA を検出

している可能性が考えられる。また、平板培養法の

検出下限値である 10 CFU/100 mL 未満のレジオネラ

属菌が存在した可能性や、生きているが培養できな

い（viable but non-culturable）状態のレジオネラ属菌

を検出している可能性も考えられる。一方、遺伝子

陰性・培養陽性の結果は、以下の可能性が挙げられ

る。1. 検水に含まれる成分により、遺伝子増幅反応

が阻害され、陰性となった。2. 検査では、検水を培

養検査、遺伝子検査のためにそれぞれ取り分けるが、

その際、遺伝子検査のために取り分けた検水に、レ

ジオネラ属菌が含まれなかった。3. 遺伝子検査法の

感度が低く、陰性となった。4. 用いた遺伝子検査法

では検出できない種類のレジオネラ属菌が存在した。
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上記の結果の解釈を監視員や施設管理者にわかりや

すく説明することが必要となるため、「レジオネラ属

菌の培養検査・遺伝子検査(LAMP 法)の結果につい

て」と題した説明文（別紙）を作成し、検査成績書

と合わせて送付し、遺伝子検査結果の解釈の普及に

努めた。 

 

2 モバイル qPCR法の検討 

モバイル qPCR 法の検討では、令和 6 年度は採水現

場での測定を想定し、微細流路チップを用いたろ過濃

縮法と市販試薬の簡易 DNA 抽出法を組み合わせた新

たな方法を検討した。ほとんど（40/44検体）の検体に

ついては問題なく実施できた一方で、目視で茶褐色の

沈殿が認められた4検体（1施設）については、フィル

ターが詰まって半量程度しかろ過できなかった。した

がって、このような検体についてモバイル qPCR 法を

実施する場合には、ろ過できた範囲で試験することが

考えられる。ろ過水量の倍半分は、qPCRにとってはCt

値が1の違いでしかなく、NCのインターナルコントロ

ールの誤差程度（±1）の違いでしかない。レジオネラ

検査は多い水量を濃縮してから一部だけを検査してい

るが、その理由は想像するに、バイオフィルムなどの

分散していない試料であっても、精度良く定量できる

ようにするためであり、濃縮できない試料の検査を排

除することが目的ではない。もし半量が気になるので

あれば、2枚のフィルターで半量ずつ濃縮を実施し、同

じ抽出液を用いて順番に DNA を抽出して濃縮率を合

わせる方法もありえる。 

平板培養法を基準にしたモバイルqPCR法の相関は、

濃縮できなかった4検体を除いた40検体の場合、感度

は LAMP 法と同等、特異度と一致率は LAMP 法や

qPCR法より高く、検討した範囲で最も平板培養法に近

いものであった。仮に濃縮のできなかった 4 試料を不

検出相当とみなしたとしても（感度 78.6%、特異度

93.3%、陽性的中率84.6%、陰性的中率90.3%、一致率

88.6%）、平板培養法に近い結果であった。試験した範

囲では、モバイルqPCR法が、現場で最も早く、平板培

養法に近い結果が得られることとなった。 

モバイル qPCR 法が平板培養法に近い結果が得られ

た理由として、ろ過から DNA 抽出までの抽出効率が

qPCR法と比較して低いため、平板培養法陰性であって

もqPCR法では少ない遺伝子量（高いCt値）が検出さ

れた検体については、モバイル qPCR 法では検出され

なかった可能性が考えられた。しかし、同一検体から

モバイル qPCR 法および qPCR 法で抽出した DNA の

遺伝子量をqPCR法のCt値で比較した結果は両者の相

関を示しており、全体的にqPCR法で抽出したDNA の

方が遺伝子量が多かったとしても、モバイル qPCR 法

を目的とした DNA のろ過抽出方法には問題がないと

考えられた。モバイル qPCR 法が、丁度良く感度が低

いことについては、検査にとって都合が良いと言えた。

一方、qPCR 法でのみ陽性となった 12 検体中 11 検体

は、平板培養法で陰性であったことから、死菌を感度

良く検出した可能性が考えられた。 

冷凍保存した6検体（16倍希釈）を用いてモバイル

qPCR法を行って施設間の再現性を見たが、5機関の判

定結果は一致した。NCのインターナルコントロールの

Ct 値も安定しており、モバイル qPCR 法は通常レジオ

ネラ属菌の検査を実施している機関・実施者であれば、

問題なく実施可能な方法と考えられた。一部の検体に

ついては、希釈したにも関わらず遺伝子の増幅阻害が

認められたが（インターナルコントロールの Ct 値が

37.6と高い）、事後の検討により、冷凍保存した検体は

増幅阻害が生じることが判明した。冷凍保存した検体

ではフィルターろ過の際に詰まりやすい傾向にあった

ため、冷凍することにより目視では確認できない結晶

などが生じた、凍結融解でDNAの分解が促進したなど

により、遺伝子増幅を阻害する影響があった可能性が

考えられた。本研究では同一検体を複数機関で検討す

るため検水を冷凍輸送したが、実際の検査では検水を

冷凍することなくモバイル qPCR 法を実施するため、

この悪影響は問題にならない。現に冷凍前の、希釈を

していない、濃縮できた40検体では、この悪影響を受

けていない。仮に現場試験で増幅阻害がかかれば、イ

ンターナルコントロールの反応から問題が把握でき、

一旦は判定不能とする、あるいは鋳型量を減らして再
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試験する、試験室に持ち帰って通常の検査に切り替え

る、といった次善策での対応が考えられる。 

以上の通り、本研究で検討したモバイルqPCR法は、

平板培養法と相関した遺伝子検査法として有用である

と考えられた。 

 

3 全ゲノム配列を用いた系統解析およびSNPs解析 

4 STs の菌株における全ゲノム配列の系統解析の結

果、分離株の由来による系統の偏りは認められなかっ

たため、レジオネラ症は入浴施設だけでなく、水たま

りや土壌も感染源となる可能性があると考えられた。

また、6/7事例では、それぞれの事例で分離された患者

および浴槽水由来株は遺伝的に近縁であった。したが

って、疫学調査の結果と合わせて、これらの入浴施設

が感染源ではないかと疑われた。しかしながら、事例4

は患者および浴槽水由来株との間に31 SNPs検出され、

他の事例と比較し、やや遠縁であった。浴槽水は、温度

やアメーバなどの原生動物の存在によりレジオネラ属

菌が増殖しやすい環境であるため、レジオネラ属菌の

多様性が高いと考えられる。そのため、SNPsの蓄積し

た菌株を検査に供した可能性が考えられる。あるいは、

当該患者はもう 1 か所公衆浴場を利用していたため、

別の感染源が存在した可能性も考えられる。ただし、

その施設の検水からは、レジオネラ属菌は検出されな

かった。 

 同一検体内での SNPs の蓄積頻度を調査した結果、

患者から分離した株においては、SNPsはほとんど検出

されなかった。一方、浴槽水から分離した株において

は、多数のSNPsが検出された。上述の通り、浴槽水中

では SNPs が蓄積しやすいためではないかと考えられ

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。

したがって感染源調査の際は、環境検体からは複数の

株を解析するのが望ましいと考えられた。複数株の解

析が難しい場合は、環境中のレジオネラ属菌の多様性

を考慮した上で、同一由来株であるかどうかを判断す

る必要があると考えられた。 

 

E 結 論 

富山県の入浴施設におけるレジオネラ汚染の実態把

握調査により、検水の約 1 割からレジオネラ症の主な

原因菌であるLegionella pneumophila血清群1が検出さ

れたことから、入浴施設における衛生管理の一層の徹

底が必要と考えられた。モバイルqPCR法の検討では、

採水現場での測定を想定し、微細流路チップを用いた

ろ過濃縮・簡易DNA抽出法を組み合わせた新たな方法

を検討した。平板培養法を基準として、モバイルqPCR

法の感度はLAMP法と同等、特異度と一致率はLAMP

法や qPCR 法より高く、モバイル qPCR 法は平板培養

法に近い結果が得られる遺伝子検査法として有用と考

えられた。5 機関でモバイル qPCR 法を実施した結果、

判定結果は概ね一致した。全ゲノム配列を用いた系統

解析による感染源調査の際は、環境検体からは複数の

株を解析するのが望ましいと考えられた。複数株の解

析が難しい場合は、環境中のレジオネラ属菌の多様性

を考慮した上で、同一由来株であるかどうかを判断す

る必要があると考えられた。 
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表1．培養検査におけるレジオネラ属菌の陽性率

検体数 陽性数（%）

浴槽水 510 106 (20.8)
シャワー・カラン水 390 104 (26.7)

表2．検出されたレジオネラ属菌の菌数の分布
検体数（%）

CFU/100 mL 浴槽水 シャワー・カラン水

< 10 404 (79.2) 286 (73.3)
10–99 72 (14.1) 60 (15.0)
100–999 25 (4.9) 34 (8.7)
1000–9,999 7 (1.4) 9 (2.3)
≥ 10,000 2 (0.4) 1 (0.3)
計 510 (100) 390 (100)

表3．最終換水日からの経過日数と陽性率

経過日数 検体数 陽性数（%）
0 133 28 (21.1)
1 154 36 (23.4)
2–6 164 24 (14.6)
≥ 7 41 13 (31.7)
計 492 101 (20.5)

表4．採水日の遊離残留塩素濃度

検体数 陽性数（%）

浴槽水 ˂ 0.4 mg/L 118 45 (38.1)
≥ 0.4 mg/L 378 57 (15.1)

シャワー・カラン水 ˂ 0.4 mg/L 320 94 (29.4)
≥ 0.4 mg/L 45 6 (13.3)

表5．分離菌の菌種・血清群
陽性数（%）

浴槽水 シャワー・カラン水

菌種・血清群 （N = 106） （N = 104）
L. pneumophila  血清群1 51 (48.1) 18 (17.3)
L. pneumophila  血清群3 8 (7.5) 11 (10.6)
L. pneumophila  血清群5 16 (15.1) 29 (27.9)
L. pneumophila  血清群6 26 (24.5) 33 (31.7)
L. pneumophila  血清群9 16 (15.1) 5 (4.8)
その他の L. pneumophila 30 (28.3) 32 (30.8)
L. pneumophila 以外の菌種 11 (10.4) 21 (20.2)

表6．培養法と遺伝子検査法（LAMP法）との相関

浴槽水 シャワー・カラン水 全検体

培養法に対する（%）： （N = 277） （N = 231） （N = 508）

感度 85.4 81.8 83.5
特異度 62.4 80.7 70.4
陽性的中率 32.3 57.0 41.7
陰性的中率 95.3 93.4 94.4
一致率 66.4 81.0 73.0

表7．培養法と遺伝子検査法（LAMP法）との相関（2×2 表）

A）浴槽水

培養 (+) 培養 (-) 計

LAMP (+) 41 86 127
LAMP (-) 7 143 150
計 48 229 277

B）シャワー・カラン水

培養 (+) 培養 (-) 計

LAMP (+) 45 34 79
LAMP (-) 10 142 152
計 55 176 231

C）全検体

培養 (+) 培養 (-) 計

LAMP (+) 86 120 206
LAMP (-) 17 285 302
計 103 405 508
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図1．モバイルqPCR法およびqPCR法で抽出したDNAの遺伝子量（Ct値）の比較 

モバイルqPCR法におけるCt値42、qPCR法におけるCt値45は不検出を意味する。 
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表8．平板培養法と各種遺伝子検査法との相関
A)モバイルqPCR法*

平板培養

＋ － 計

モバイルqPCR ＋ 11 2 13
－ 2 25 27

13 27 40
*4検体は、フィルターが詰まりろ過できなかった

感度 84.6%
特異度 92.6%
陽性的中率 84.6%
陰性的中率 92.6%
一致率 90.0%

B) LAMP法

平板培養

＋ － 計

LAMP ＋ 12 10 22
－ 2 20 22

14 30 44

感度 85.7%
特異度 66.7%
陽性的中率 54.5%
陰性的中率 90.9%
一致率 72.7%

C) qPCR法

平板培養

＋ － 計

タカラqPCR ＋ 13 17 30
－ 1 13 14

14 30 44

感度 92.9%
特異度 43.3%
陽性的中率 43.3%
陰性的中率 92.9%
一致率 59.1%

y = 0.6031x + 15.85
R² = 0.7087

26

28
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34
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42

23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45
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図2．冷凍保存同一検体を用いた5機関でのモバイル qPCR法の評価結果 

Ct値42は不検出を意味する。 

黄色×印；機関A、青色×印；機関B、緑色－印；機関C、赤色－印；機関D、灰色－印；機関E。 

*青下線は、2回のうち1回の測定において増幅阻害が確認された検体 

*青点線は、2回のうち1回の測定において偽陰性となった検体 

A) 判定結果まとめ (N = 2) 

B) Ct値まとめ (レジオネラ特異的遺伝子) C) Ct値まとめ (インターナルコントロール) 

（Ct値） （Ct値） 

（→増幅せず） 
NC   1    2    3    4    5    6 NC   1    2    3    4    5    6 

サンプル番号 サンプル番号 

表9．冷蔵検体と冷凍検体を用いたモバイルqPCR法の比較 

Ct値
冷蔵検体を
4日間冷凍冷蔵

標的
遺伝子検体

不検出不検出Leg検体A
不検出31.2 IC
不検出34.8 Leg検体B
不検出32.1 IC
30.7 25.3 Leg検体C
31.5 30.7 IC
32.0 26.6 Leg検体D
31.2 30.8 IC

（→増幅せず） 

機関E機関D機関C機関B機関Aサンプル
番号

陰性陰性陰性陰性陰性NC
陽性陽性陽性陽性陽性1
陽性陽性陽性陽性陽性2
陰性陰性陰性陰性陰性3
陽性陽性陽性陽性陽性4
陰性陰性陰性陰性陰性5
陽性陽性陽性陽性陽性6
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図3．Lp1 ST23 の全ゲノム配列による系統解析（14 株） 

LG3100/2021/Jul/West/PA

LG2981/2019/Mar/West/PA

LG1732/2011/May/East/PU

LG1662/2011/Jan/West/PA

LG2106/2012/Dec/West/PA

LG2102/2012/Dec/West/PA

LG1555/2010/Nov/East/PU

LG1743/2011/May/East/PU

LG2837/2017/Oct/East/PA

LG2128/2013/May/East/PA

LG2663/2016/Jul/West/PA

LG3013/2019/Aug/East/PA

LG2464/2015/Feb/West/PA

LG2541/2015/Jun/East/PA

63

84

100

0.050

赤：患者由来株
青：水たまり由来株

図4．Lp1 ST120 の全ゲノム配列による系統解析（23 株） 

0.050

LG2911/2018/Apr/East/PA
LG1746/2011/May/East/PU

LG2937/2018/Sep/East/PA
LG3086/2021/Feb/East/PA

LG2302/2014/Jun/West/PA
LG232/2006/Nov/East/PA

LG2009/2012/Jun/East/PU
LG2219/2013/Jul/East/PA

LG3023/2019/Sep/East/PA
LG2448/2014/Nov/West/SO

LG1736/2011/May/East/PU
LG3007/2019/Aug/West/PA

LG2993/2019/Jun/East/PA
LG3102/2021/Aug/West/PA

LG1674/2011/Mar/West/PU
LG1772/2011/Jun/West/PU
LG1771/2011/Jun/West/PU
LG1747/2011/May/East/PU

LG3062/2020/Jul/West/PA
LG1550/2010/Nov/West/PU

LG3033/2019/Oct/East/FC
LG3132/2022/May/West/SH（事例 1）
LG3130/2022/May/West/PA（事例 1）100

96

65

9

100
8144

赤：患者由来株
紫：入浴施設由来株
青：水たまり由来株
緑：土壌由来株
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図5．Lp1 ST502 の全ゲノム配列による系統解析（33 株） 

図6．Lp1 ST505 の全ゲノム配列による系統解析（31 株） 

LG2564/2015/Sep/East/PA（事例 2）
LG2566/2015/Sep/East/PB（事例 2）

LG2681/2016/Aug/West/PB（事例 3）

LG3088/2021/Mar/West/PB（事例4）
LG2684/2016/Aug/West/PA（事例 3）

LG3087/2021/Mar/West/PA（事例 4）

LG2921/2018/Aug/West/PA
LG3090/2021/Jun/West/PA

LG2952/2018/Nov/West/PB
LG2559/2015/Aug/East/PB

LG2/2005/May/West/PA
LG1425/2010/Oct/East/PB

LG833/2008/Nov/East/PB

LG2967/2019/Feb/East/PB
LG2762/2017/Jan/East/PB

LG2823/2017/Aug/West/PB
LG2416/2014/Oct/West/PA

LG2760/2017/Jan/West/PA
LG3101/2021/Aug/West/PA

LG2930/2018/Sep/West/PB
LG3014/2019/Sep/West/PB

LG2380/2014/Sep/West/PB
LG2450/2014/Dec/West/PA

LG2978/2019/Mar/West/PA

LG2351/2014/Jul/West/PB
LG2557/2015/Aug/West/PB
LG2635/2015/Jun/West/PA

LG2928/2018/Aug/West/SH
LG3063/2020/Sep/West/PB

LG3113/2021/Oct/West/PA
LG2714/2016/Nov/West/PB

LG3057/2020/Apr/West/PA
LG3059/2020/Jun/West/PA

100

97
100

70
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63
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赤：患者由来株
紫：入浴施設由来株

LG613/2008/Sep/West/PA（事例 5）
LG626/2008/Sep/West/PB（事例 5）

LG2338/2014/Jun/West/PA（事例 6）
LG2340/2014/Jun/West/PB（事例 6）

LG3/2005/Aug/West/PA（事例 7）

LG7/2005/Aug/West/PB（事例 7）

LG3058/2020/Apr/West/PA
LG3089/2021/Jun/West/PA

LG3049/2019/Nov/West/PA
LG3084/2020/Nov/East/PA

LG2735/2016/Nov/West/PB
LG2634/2015/Dec/West/PA

LG2702/2016/Oct/West/PB
LG215/2006/Oct/West/PA

LG2263/2013/Nov/West/SH
LG30/2005/Nov/West/PB

LG2759/2017/Jan/West/PA
LG1440/2010/Oct/West/PB

LG2977/2019/Feb/West/PB
LG2881/2017/Dec/West/PB

LG3022/2019/Sep/West/PA
LG254/2006/Nov/West/PB

LG2877/2017/Nov/West/PB
LG2621/2015/Nov/West/PB

LG2613/2015/Oct/West/PB
LG585/2008/May/West/PA

LG3134/2022/May/West/PA

LG1116/2009/Nov/West/PB

LG2456/2015/Jan/East/PB

LG526/2007/Oct/West/PB
LG3021/2019/Sep/East/PB
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100

100

99
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99

100

100
92

97

93
84

100

0.050

赤：患者由来株
紫：入浴施設由来株
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表10．同一患者由来の各 8株におけるSNPs解析 

表11．同一浴槽水由来の各8株におけるSNPs解析 

SBT SNPs between pairs
Patient ST Allele no. range mean median No. of SNP variant
Patient 01 ST89 (4, 10, 11, 15, 29, 1, 6) 0 SNPs between all 1
Patient 02 ST2856 (6, 10, 15, 15, 17, 14, 6) 0 SNPs between all 1
Patient 03 ST609 (3, 13, 1, 1, 14, 9, 1) 0 SNPs between all 1
Patient 04 ST2930 (3, 13, 1, 3, 12, 9, 6) 0 SNPs between all 1
Patient 05 ST502 (6, 10, 19, 3, 19, 4, 6) 0 SNPs between all 1
Patient 06 ST502 (6, 10, 19, 3, 19, 4, 6) 0 SNPs between all 1
Patient 07 ST23 (2, 3, 9, 10, 2, 1, 6) 0 SNPs between all 1
Patient 08 ST1798 (7, 10, 17, 10, 13, 4, 11) 0-1 0.25 0 2
Patient 09 ST1273 (7, 6, 17, 10, 13, 11, 6) 0 SNPs between all 1
Patient 10 ST89 (4, 10, 11, 15, 29, 1, 6) 0 SNPs between all 1

SBT SNPs between pairs
Facility ST Allele no. range mean median No. of SNP variant
Facility 01 ST1151 (7, 43, 31, 3, 48, 15, 40) 0-4 1.929 2 7
Facility 02 ST1095 (6, 10, 15, 28, 21, 14, 11) 0 SNPs between all 0 0 1
Facility 03 ST644 (6, 10, 20, 10, 9, 14, 11) 0-4 2.393 2 6
Facility 04 ST1 (1, 4, 3, 1, 1, 1, 1) 0-4 1.821 2 6
Facility 05 ST502 (6, 10, 19, 3, 19, 4, 6) 0-7 4.607 5 7
Facility 06 (N = 7) ST141 (2, 12, 3, 6, 8, 14, 9) 1-17 6.238 3 7
Facility 07 ST1101 (6, 6, 15, 3, 9, 14, 11) 0-10 2.75 1 4
Facility 08 ST763 (6, 10, 19, 28, 19, 4, 11) 0-98 50.89 56 5
Facility 09 ST1528 (6, 10, 17, 28, 17, 14, 9) 0 SNPs between all 0 0 1
Facility 10 ST1 (1, 4, 3, 1, 1, 1, 1) 0-8 3.786 3.5 7

図7．SNPs解析による同一検体内における解析株数と検出可能な variantsの箱ひげ図 
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別紙 

 

レジオネラ属菌の培養検査・遺伝子検査(LAMP 法)の結果について 

 
 
培養検査は、生きたレジオネラ属菌そのものを検出する検査法です。一方、遺

伝子検査法（LAMP 法）は、レジオネラ属菌の遺伝子を検出する方法です。そ

れぞれの結果についての解釈は、下記のとおりです。 

 
 

１ 結果における解釈 

 
１） 培養検査陰性・遺伝子検査陰性 
    検査した水に、レジオネラ属菌は存在していないと考えられます。 

 
２） 培養検査陽性・遺伝子検査陽性 
    検査した水には、生きたレジオネラ属菌が存在しています。 

 
３） 培養検査陽性・遺伝子検査陰性 
    検査した水には、生きたレジオネラ属菌が存在しています。遺伝子検査

で陰性になった理由として、以下の可能性が考えられます。 

 
３－１） 水に含まれる成分により、遺伝子増幅反応が阻害され、陰性となっ

た。 

  
３－２） 検査では、水を培養検査、遺伝子検査のためにそれぞれ取り分ける。

その際、遺伝子検査のために取り分けた水に、レジオネラ属菌が含ま

れなかった。 

 
３－３） 遺伝子検査法の感度が低く、陰性となった。または、用いた遺伝子

検査法では検出できない種類のレジオネラ属菌が存在した。  
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４） 培養検査陰性・遺伝子検査陽性 

検査した水には、レジオネラ属菌の遺伝子が含まれています。培養検査

で陰性となった理由として、以下の可能性が考えられます。 

 
４－１） 既に死んでいるレジオネラ属菌の遺伝子を検出している。 

塩素などの消毒効果により、人に感染し病気を起こす可能性のあ 

るレジオネラ属菌は存在していないと考えられます。消毒剤により遺

伝子も消滅あるいは変異するので、遺伝子検査は陰性になります。遺

伝子が陽性になるという結果は、その水には検査の少し前まで生きた

レジオネラ属菌が存在していたという事実を示しています。 

 
４－２） 培養検査では検出できないが、生きているレジオネラ属菌の遺伝子

を検出している。 
培養検査は、すべてのレジオネラ属菌を検出できるわけではありませ

ん。ただし、このようなレジオネラ属菌でも遺伝子検査は陽性となりま

すので、遺伝子検査の結果は水の中にレジオネラ属菌が生存していると

いう事実を示していることが考えられます。 

 
 

２ 衛生管理の必要性 

 
１） 結果１の場合は、これまで通り、衛生管理を継続してください。 

 
２） 結果２、３、４の場合は、衛生管理上の注意が必要です。汚染が疑われる

場所の消毒・清掃が必要です。また、レジオネラ属菌が増えないよう、常時、

塩素などの消毒により管理する必要があります。 
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