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A．緒言 

レジオネラ症の主な感染源として、レジオネ

ラ属菌による汚染・増殖が起こった入浴施設の

浴槽水が知られている[1-2]。一方で、多くの場

合は感染源が不明であり[3]、家庭内の水道や

シャワーといった身近な生活圏における感染

源の存在が示唆されている[4-5]。しかし、家庭

内の水利用環境のうち、洗濯機の汚染実態につ

いては十分に検討されていない。 

先の研究班において、洗濯機がレジオネラ症

の感染源となり得るか調査したところ、10 台

の家 庭 用洗 濯 機 すべ てか ら Liquid culture 

ethidium monoazide-quantitative PCR (LC 

EMA-qPCR)法によりレジオネラ属菌が検出

された[6]。そのうちの 1 台の洗濯機を対象に、

塩素系消毒剤の洗浄によるレジオネラ属菌の

汚染軽減が試みられたものの、洗浄後 1 か月で

洗浄前と同程度の汚染レベルに再増加し、除染

が十分でなかったことが確認された。このこと

から、本研究では洗濯機の洗浄、除染の方法に

レジオネラ症の感染源は不明であることが多く、身近な生活圏に感染源が存在する可能性が

ある。先の研究により、家庭用洗濯機が潜在的な感染源と示唆されたことから、洗濯機の塩素

洗浄を試みたが、除染は容易ではなかった。本研究では洗濯機の塩素洗浄を 2 回実施すること

で除染を試みた。洗浄前後で洗濯機から採水し、レジオネラ属菌の生菌の培養、quantitative 

PCR (qPCR)法及び Liquid culture ethidium monoazide-quantitative PCR (LC EMA-qPCR)法

によるレジオネラ属菌遺伝子の測定、従属栄養細菌数の測定、16S rRNA 遺伝子のアンプリコ

ンシーケンスによる菌叢解析を実施した。qPCR 法及び LC EMA-qPCR 法から換算したレジ

オネラ属菌数は、2 回の洗浄で検出限界未満まで減少した。この状態は洗浄後 4 か月まで維持

されたが、7 か月後には再増加した。レジオネラ属菌の生菌は分離培養されなかったが、菌叢

解析から Uncultured Legionella sp.と高い相同性を示す配列が検出された。菌叢の割合として、

バイオフィルム関連の細菌である Mycobacterium 属の相対存在率が低下しており、短期の 2

回の洗浄はバイオフィルムの除去に有用であったことが示唆された。以上の通り、洗濯機はレ

ジオネラ属菌による汚染・増殖が起こる環境であることを改めて確認し、洗濯機の適切な維持

管理の必要性を改めて喚起する結果であった。 
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ついて、さらなる検討を行った。 

本研究では洗濯機の洗浄を 1 回ではなく 2

回実施して、その効果から、洗浄、除染の方法

を改めて検討することとした。レジオネラ属菌

の測定は、平板培地による培養、quantitative 

PCR (qPCR)法及び LC EMA-qPCR 法による

遺伝子の検出とした。加えて、洗浄による菌叢

の変化を観察するため、16S rRNA 遺伝子のア

ンプリコンシーケンスも実施した。洗濯機にお

ける洗浄方法を検討することで、入浴施設を含

む人工水環境の衛生管理手法の改善に資する

知見を得ることを目的とした。 

 

B．研究方法 

1. サンプリング 

 調査対象は、単身者の住宅で使用している洗

濯機 1 台とした。調査期間中の洗濯の頻度は週

5 回程度で、他の清掃はせず、乾燥モードは使

用しなかった。市販の塩素系洗浄剤（以下、洗

浄剤）による洗浄前後でサンプリングした。す

なわち、洗浄前、洗浄 1 回目直後、洗浄 2 回目

直後、洗浄後 2 か月、４か月及び 7 か月経過後

の合計 6 回のサンプリングを実施した。洗浄 2

回目は、洗浄 1 回目直後のサンプリング後に続

けて実施した。洗濯槽の洗浄方法は、洗浄剤に

記載された方法を参考に、約 100 mg/L の遊離

塩素濃度で洗濯槽を満たし、約 10 時間のつけ

置きとした。採水方法は、洗濯槽を最小水量（約

10 L）の水道水で満たし、十分量の 25％チオ

硫酸ナトリウム溶液を添加後、10 分間洗浄モ

ードで装置を動かしてから 500 mL を採取し

た。 

また別に、洗濯槽に注がれる前の水道水を調

査するため、蛇口から直接水道水を採水した。

こ の 検 体 は レ ジ オ ネ ラ 属 菌 の 培 養 並 び に

qPCR 法及び LC EMA-qPCR 法による遺伝子

検出のみに供試した。 

これらの水試料を直径 47 mm、孔径 0.2 µm

のポリカーボネートメンブランフィルターで

ろ過し、1/50 希釈した PBS の 5 mL に再浮遊

した(以下、濃縮液）。また別に、16S rRNA 遺

伝子のアンプリコンシーケンスを外注先で実

施するため、洗濯機水から採取した水試料を面

積 49 cm2、孔径 0.2 µm の PES フィルターで

ろ過し、そのフィルターを送付まで冷凍保管し

た。 

 

2. qPCR 法によるレジオネラ属菌数の測定 

 以前の報告[6]に従い実施した。すなわち、

DNA 抽出は、濃縮液の 1 mL から Lysis Buffer 

for Legionella Ver.2 (タカラバイオ) を用いて

行った (最終溶出液量 50 µL )。溶出液 5 µL を

鋳型に CycleavePCR Legionella (16S rRNA) 

Detection Kit (タカラバイオ)を用いて qPCR

を実施した。キットのマニュアルに従い、洗濯

機水 100 mL あたりの、死菌を含む、レジオネ

ラ属菌数（CFU 換算値）を算出した。 

 

3. LC EMA-qPCR 法によるレジオネラ属菌数

の測定 

 以前の報告[6]に従い実施した。すなわち、

濃縮液を遠心分離でさらに 10 倍濃縮してから

等量の pH 2.2 緩衝液で酸処理をした。そこに

Legionella LC medium (タカラバイオ) 0.9 mL

を添加し、37℃で 18 時間培養した。培養後の

100 µL を分取し、Viable Legionella Selection 

Kit for LC EMA-qPCR (タカラバイオ)を用い

て EMA 処理をした。さらに、Lysis Buffer for 

Legionella Ver.2 を用いて DNA を抽出した(最

終溶出液量 50 µL)。溶出液 5 µL を鋳型に

CycleavePCR Legionella (16S rRNA) 

Detection Kit (タカラバイオ)を用いて qPCR
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を実施した。キットのマニュアルに従い、洗濯

機水 100 mL あたりの生菌に相当する菌数

（CFU 換算値）を算出した。 

 

4. レジオネラ属菌の分離培養 

 平板培地による培養の前処理は以前の報告

[6]を参考に熱・酸処理を行った。すなわち、

50℃の恒温水槽中で 20 分間静置した後、等量

の pH 2.2 緩衝液を加えて 5 分間静置した。別

に、Inoue ら[7]の報告を参考に、エタンブトー

ルを 10 mg/L に調製した pH 2.2 緩衝液と、濃

縮液を等量混合して 5 分間静置する処理も行

った（以下、EB 加酸処理）。これら 2 通りの処

理液を、1/50 希釈した PBS でさらに 5 倍希釈

（濃縮液を 10 倍希釈した計算）し、その 0.1 

mL を GVPC 寒天培地(関東化学)及び MWY

寒天培地(関東化学)に 10 枚ずつ塗抹した。試

料を培地に塗抹した後は、36±1℃で少なくと

も 7 日間培養した。 

 

5. 従属栄養細菌数 

濃縮前の洗濯機水を PBS で 10 倍段階希釈

し、それらの 1 mL を混釈法により R2A 寒天培

地(BD)に接種した。20℃で 7 日間培養し、集落

数を計数した。 

 

6. 16S rRNA 遺伝子のアンプリコンシーケンス 

 16S rRNA 遺伝子の V3-V4 領域（配列⾧お

よそ 427 bp）を対象としたアンプリコンシー

ケンスを生物技研（神奈川）に外注した。水試

料をろ過したフィルターを送付し、MPure 

Bacterial DNA Extraction Kit(MP Bio)で DNA

を抽出後、illumina NextSeq 1000 でシーケン

スした。取得したリードデータは QIIME2（ver. 

2024.10 ） を 用 い て 解 析 し た 。 Amplicon 

Sequence Variant (ASV)推定には DADA2 プ

ラグインを使用し、Greengenes データベース

（ver. 13_8）を用いて分類した。個々に識別分

類された配列は、ASV_数字として名前（ID）

をつけて、記載した。ASV 分類情報のうち 

Genus（属）レベルまで分類された ASV を対

象に集計し、検体から取得した ASV 数に対す

る属確定 ASV 数の割合を属同定率として算出

した。次に、各検体における属確定 ASV 数に

対する各属の ASV 数の割合を相対存在率とし

て算出した。別に、Legionella 科あるいは属に

分 類 さ れた ASV を 対象 に 、 BLAST 検 索

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) に よ

り、データベース上の配列との一致率を確認し

た。 

 

C．結果及び考察 

 洗濯機の洗浄前後における qPCR 法及び

LC EMA-qPCR 法に基づき算出したレジオネ

ラ属菌数並びに従属栄養細菌数を、図示した

（図 1）。洗浄前のレジオネラ属菌数は qPCR

法で 1.7×104 CFU/100 mL、LC EMA-qPCR

法で 1.5×102 CFU/100 mL だった。洗浄を 1

回実施したことで、レジオネラ属菌数は

qPCR 法で 1.5×101 CFU/100 mL、LC EMA-

qPCR 法で検出限界未満（1 CFU/100 mL 未

満）と大きく減少し、さらに洗浄（2 回目）

を実施したことで qPCR 法でも検出限界未満

となった。 

洗浄実施から 4 か月経過後も qPCR 法では

わずかにレジオネラ属菌は検出されたが、LC 

EMA-qPCR 法では検出限界未満で維持され

た。しかし、7 か月経過後には qPCR 法で

7.3×103 CFU/100 mL、LC EMA-qPCR 法で

7.8×102 CFU/100 mL であり、洗浄前よりも

同等あるいはそれ以上の菌数が検出された。 
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従属栄養細菌数もまた、洗浄前は 7.0×104 

CFU/mL だったのが、洗浄したことで 5.4～

7.7×103 CFU/mL に減少し、洗浄後 2 か月後

以降には 4.8～6.3×105 CFU/mL となり、洗

浄前よりも増加した。 

これらのことから、2 回の洗浄は、1 回よ

りもレジオネラ属菌を洗浄、除染する効果が

高く、その状態は 4 か月程度維持できてい

た。 

なお、蛇口から直接水道水を採水した検体

からは、qPCR 法及び LC EMA-qPCR 法でレ

ジオネラ属菌は検出されなかった。 

 調査対象とした洗濯機において、レジオネ

ラ属菌の分離培養の結果は全ての検体（蛇口

から直接水道水を採水した検体を含む）で不

検出（レジオネラ属菌を疑うコロニーの発育

を認めず）だった。培養前の熱・酸処理及び

EB 加酸処理で培地上の雑菌は抑制され、レジ

オネラ属菌が発育可能な条件は整っていたと

考えられるが、LC EMA-qPCR 法でレジオネ

ラ属菌が検出された検体（洗浄前及び洗浄後

7 か月経過）においても不検出だった 

16S rRNA 遺伝子のアンプリコンシーケン

スで取得した菌叢解析の結果から、Legionella

科あるいは属に分類された ASV を精査した。

洗浄前検体の ASV_710 並びに洗浄後 7 か月

経過検体の ASV_114 及び ASV_393 がレジオ

ネラ属菌の配列に該当し、ASV_710 が

0.10％、ASV_114 と ASV_393 は、それぞれ

0.41％、0.02％存在していた（表 1）。それぞ

れの ASV 配列の BLAST 検索の結果は、いず

れも上位が Uncultured Legionella sp.で占め

られ、その最上位配列との一致率は ASV_710

及び ASV_393 で 100.00％、ASV_114 で

99.53％だった。培養及び 16S rRNA 遺伝子の

アンプリコンシーケンスの結果から、洗濯機

中に存在したレジオネラ属菌は、VBNC 状態

や人工培地では増殖しにくい菌種と考えられ

た。 

 以上の通り、洗濯機はレジオネラ属菌によ

る汚染・増殖が起こる環境であり、潜在的な

感染源になり得ると推測された。洗浄によっ

てレジオネラ属菌を完全に除去することは困

難であり、定期的な洗浄でレジオネラ属菌を

抑制し続ける必要があった。 

 次に 16S rRNA 遺伝子のアンプリコンシー

ケンスに基づき、各検体の上位 15 属を抽出

し、それらを統合した計 38 属の菌叢推移を

図示した（図 2）。結果として、塩素洗浄によ

り菌叢は一時的に単純化し、特定の属が優占

化したが、その後の時間経過と共に再び洗浄

前に近い構成へと戻る傾向であった。一方、

バイオフィルム形成に関与するとされる

Mycobacterium 属[8]は、１回の洗浄では相対

存在率に大きな変化はなかったが、2 回目の

洗浄後には相対的に低下した。複数回の洗浄

は、バイオフィルム除去を、より促進できる

可能性が示唆された。バイオフィルムの存在

はレジオネラ属菌の増殖基盤となり、塩素耐

性を高めることが知られており[9]、バイオフ

ィルムを除去することは汚染軽減に重要であ

る。入浴施設は、洗濯機と同様、高濃度塩素

消毒を頻回に実施する衛生管理が有用と推測

される。 

 

D. 結論 

洗濯機には、レジオネラ属菌が定着・増殖で

きる環境が存在することを改めて確認した。洗

浄を複数回実施することで、より効果的にレジ

オネラ属菌及びバイオフィルムの除去が促進

される可能性が示唆された。 
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図 1 家庭用洗濯機（N=1）における洗浄前後の菌数の推移 

白抜きマーカーは検出限界未満(1 CFU/100 mL 未満)を示す。 

 

 

 

表 1 レジオネラ属関連 ASV の検出結果 

 

 
 

 

 

 

 

16S rRNA遺伝子アンプリコンシーケンス結果 BLAST検索結果

属レベルまで同定されたリードに基づく相対存在率(%)

洗浄前 洗浄

1回目

洗浄

2回目

洗浄後

2か月

洗浄後

4か月

洗浄後

7か月

ASV_710 0.10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 Uncultured

Legionella
sp.

AB858029.1 100.00 427

ASV_114 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.41 Uncultured

Legionella
sp.

AY924021.1 99.53 427

ASV_393 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.02 Uncultured

Legionella
sp.

LC278637.1 100.00 427

ASV: Amplicon Sequence Variant

ASV ID Accession

番号

一致率

(%)

配列⾧

(bp)

最上位

該当菌種

106



 
図 2 家庭用洗濯機 (N = 1)における洗浄前後の菌叢 

各検体における上位 15 属を抽出し、それらを統合した 38 属を図中に示した。各検体で 17～32

属を表示し、その他の属は Others に集約した。 
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