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研究要旨：本研究では、過去の集団事例および散発事例を含む多様な菌株の型別を行っ

た。特に近年は国内で冷却塔水を感染源とする集団事例が相次いで発生していること

から、冷却塔由来株の特徴を明らかにするとともに、冷却塔への定着や経時的変化を

検討した。 

散発例の患者由来株において、SBT（sequence-based typing）型別に用いる flaA 遺伝

子の増幅が認められず、遺伝子型が決定できない事例があった。このため、全ゲノム

解析により、flaA primer領域のミスマッチの部位を同定したところ、同様の変異を有す

る株が冷却塔由来株にも存在することが明らかとなった。これに対応するため、ミス

マッチ部位を縮重化した新規 primerを用いた PCR系を構築した。 

2003年から 2025年にかけて冷却塔水から分離されたレジオネラ属菌 460株の特徴を

明らかにした結果、L. pneumophila が最も多く、血清群では SG1, SG13, SG7 が主要で

あった。L. pneumophila SG1は、ST1の C1グループと ST154 の C2 グループが全体の

95 %を占めた。これらの冷却塔由来レジオネラ属菌の分布状況および遺伝的特徴を把

握することは、患者発生時の感染源調査に有用であると考えられた。 

 

A．研究目的 

感染源の特定には、レジオネラ症患者か

らの分離株と推定感染源とされる環境分

離株の遺伝子型の一致を確認する。その際

に用いられる分子疫学解析手法のsequenc

e-based typing (SBT)法は一般的なMultilo

cus Sequence Typing (MLST)法よりも解

像度は高いものの、国外あるいは全国的に

検出頻度の高い遺伝子型においては信頼

性が低くなる場合がある。一方で、ゲノム

シーケンスを利用したSNPs（Single Nucle

otide Polymorphisms）解析はより高解像度

であるものの、レファレンス配列の選択や

解析に用いる検体の多様性、組換え領域の

除去などの理由により、検出されるSNPs

数にばらつきが出るなど解析の妥当性に

課題があり、株間の比較プロトコルの整理

が必要となっている。 

さらには、レジオネラ症の感染源の状況

は海外と日本では異なるため、日本の臨床

分離株のゲノム情報の蓄積は重要であり、

国内の主要な遺伝系統を中心にゲノム解

析を進めていく必要がある。 

そこで本研究では、これらの課題を解決
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するために、過去の集団事例や散発事例を

含む多様な菌株のゲノム情報を取得し、全

ゲノム配列を用いたSNPs解析手法の標準

化と基礎データの蓄積を目的とする。 

さらに、近年、国内で冷却塔水を感染源

とするレジオネラ集団感染事例が相次い

で報告されている1)-3)。そこで、冷却塔由

来株の遺伝的特徴を明らかにするととも

に、全ゲノム解析により冷却塔への定着性

や経時的変化を検討する。 

今年度は散発例の患者由来株において、

flaA遺伝子の増幅が認められず、遺伝子型

が決定できない事例に対応するため、全ゲ

ノム解析を行いSBT型別に用いるprimerの

改良を行った。また、2003年から2025年に

かけて冷却塔から分離されたレジオネラ

属菌について、菌種・血清型別・遺伝子型

別を進めた。 

 

B. 材料と方法 

①菌株 

散発例の患者から分離された L. 

pneumophila SG1 ST818 (KL2644)を用い

た。2003 年から 2025 年に冷却塔水 254

検体から分離されたレジオネラ属菌 460

株を用いた。 

②SBT型別 

European Working Group for Legionella 

Infections（EWGLI）の方法に基づき、L. 

pneumophila の7つの遺伝子 flaA, pilE, asd, 

mip, mompS, proA, neuAの一部領域の塩基

配列を解読し、遺伝子型（sequence type: 

ST）を決定した 4)。 

③ゲノム解析 

QIAseqFX(QIAGEN)を用いてDNAライ

ブラリを調製し、Miseq regent Kit v.3 を用

いてリードデータを取得した。Skesa でア

センブリし、PROKKAでアノテーション

を行った。 

④菌種同定 

MALDI-TOF MS（Bruker）を用いた。

また、レジオネラ属菌の特異的遺伝子で

あ る mip (macrophage infectivity 

potentiator)遺伝子によるシークエンスに

より決定した 4)。 

 

（倫理面への配慮） 

 本研究は、臨床分離株の使用にあたっ

ては、各々研究機関において倫理委員会

で承諾のもと実施された。 

 

C．研究結果 

(1) SBT 型別に用いる flaA 遺伝子 primer

領域のミスマッチ部位  

 患者由来株である L. pneumophila SG1 

ST818 (KL2674) は、SBT型別に用いる 7

つの遺伝子の一つである flaA 遺伝子が増

幅されなかった（図 1）。全ゲノム解析に

より flaA 遺伝子周辺配列を比較したとこ

ろ、従来の primer において、Forward 側に

2 塩基、Reverse 側に 4 塩基のミスマッチ

が存在していた（図 2）。特に、従来の

Reverse primerを KL2674 の配列に変更し

た primer でのみ増幅が認められたことか

ら、Reverse primer の 4塩基のミスマッチ

が flaA の増幅に大きく影響していた。 

(2) flaA 遺伝子 primer の改良 

 ミスマッチ部位を縮重化にした primer
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を新たに作製した（表 1）。従来 primer で

増幅した株と増幅しなかった株も問題な

く増幅することを確認した。 

(3)冷却塔由来株を用いた検討 

 L. pneumophila SG1 ST818 は C2 グルー

プ（cooling tower group）に属し 5)、flaA:11

を示す株のグループであった。冷却塔由

来株の中に、従来 flaA primer では flaAの

増幅が認められなかった 4 株について、

新規 flaA primerを用いて PCRを実施した

ところ、増幅が認められた（図 3）。4 株

中 2株は flaA:11 であり、1 株は flaA:11 と

1 塩基違いであった。 

(4)冷却塔水由来株のレジオネラ属菌種 

レジオネラ属菌 460 株について、菌種

及び血清群を同定した結果を表に示した

（表 2 と表 3）。L. pneumophila が最も多

く、血清群では SG1, SG13, SG7 が主要で

あった。 

(5)冷却塔水由来 L. pneumophila SG1株の

遺伝子型 

ST1 が最も多く、次いで ST154 の順で

あった（表 4）。ST1 以外に C1 グループ

（cooling tower group）に属する ST は

ST1008, ST1019, ST1657であり、SG1全体

の 80.1%を占めた。また、ST154 を含む

C2グループは、全体の 14.9%であった。 

 

 D．考察 

本研究により、SBT 型別に用いる flaA

遺伝子 primer 領域にミスマッチが存在し、

遺伝子型が決定できない株が生じること

が明らかとなった。これに対応するため、

primer ミスマッチの部位を縮重化した新

規 primer を設計し、PCR 系を構築した。

冷却塔水由来のC2グループ 5)や SG1以外

においても、flaA:11 を示す株では、同様

のミスマッチにより flaA が増幅しない場

合があることが判明した。今回作製した

新規 flaA primer は、従来 primer で増幅可

能であった株においても問題なく増幅さ

れたことから、今後は本 primer を用いた

運用へ変更し、病原体検出マニュアルの

改訂が必要と考えられた。 

本研究により、冷却塔由来のレジオネ

ラ属や L. pneumophila の遺伝的特徴を明

らかにした。L. pneumophila が最も多く検

出され、血清群としては SG1, SG13, SG7

が主要であり、過去の報告 6)と同様の傾向

を示した。また、東京都の冷却塔水の調

査結果とも一致しており 7)、冷却塔由来株

に大きな地域差はないと考えられた。一

方、浴槽水では SG1、SG6、SG5 が主要な

血清群であり 8)、冷却塔水とは異なる分布

を示したことから、由来環境ごとに L. 

pneumophila の生態が異なることが示唆

された。 

冷却塔由来 L. pneumophila SG1 の遺伝

的特徴としては、ST1の C1 グループおよ

び ST154の C2 グループが主要であり、こ

れまでの報告 6)と一致していた。一方で、

2020 年以降は C2 グループに属する遺伝

系統は分離されていなかった。また、2023

年に発生した大阪府の集団事例 3)では、L. 

pneumophila SG1 の新規遺伝子型 (flaA:2 

or flaA:1, pilE:10, asd:18, mip:15, mompS:25, 

proA:5, neuA:6)が報告されている。さらに、

東京都の集団事例 2)では、L. pneumophila 
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SG1 ST1646 が検出されており、いずれ

も従来の主要グループに属さない遺伝子

型であった。これらのことから、近年、

冷却塔水由来の L. pneumophila SG1 の遺

伝系統に変化が生じている可能性が示唆

された。今後も継続的な調査が必要であ

る。 

また、1994 年に東京都渋谷区で発生し

た冷却塔水に起因する集団感染事例では

L. pneumophila SG7 が原因菌と推定され

ている。今後も冷却塔から高頻度で検出

される菌種については、感染原因として

特に注意すべきであると考えられた。 

さらに、国内における患者発生ピーク

と冷却塔の稼働時期が一致することから

感染源不明症例の中には冷却塔が原因に

なっているものが含まれている可能性が

ある。冷却塔水中のレジオネラ属菌の分

布状況とレジオネラ症の発生状況の発生

動向について、より詳細な調査が求めら

れる。 

 

E. 結論 

SBT型別に用いる flaA 遺伝子の primer

に存在するミスマッチにより増幅されな

い株への対応として、ミスマッチ部位を

縮重化した新規 primerを用いた PCR系を

構築した。 

冷却塔由来の L. pneumophilaでは、SG1, 

SG13, SG7 が主要な血清群であり、SG1

においては、ST1グループと ST154グルー

プが全体の 95 %を占めた。これらの分布

状況や遺伝的特徴を把握しておくことは、

患者発生時の感染源調査に有用であると

考えられた。 
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菌種 血清群

L. pneumophila 339 (73.7) SG1 216 (63.7)

L. erythra 29 (6.3) SG13 46 (13.6)

L. rubrilucens 24 (5.3) SG7 31 (9.1)

L. anisa 17 (3.7) SG5 14 (4.1)

L. quinlivanii 9 (2.0) SGg4/10 11 (3.2)

L. busanensis 7 (1.5) SG6 5 (1.5)

L. feeleii 6 (1.3) SG3 4 (1.2)

L. londiniensis 5 (1.1) SG14 4 (1.2)

L. gresilensis 4 (0.9) SG4 2 (0.6)

L. taurinensis 3 (0.7) SG10 2 (0.6)

L. gormanii 2 (0.4) SG8 2 (0.6)

L. cincinnatiensis 1 (0.2) SG2 1 (0.3)

L. geestiana 1 (0.2) SG9 1 (0.3)

L. hackeliae 1 (0.2) 計 339 (100)

L. israelensis 1 (0.2)

L. jamestowniensis 1 (0.2)

L. lansingensis 1 (0.2)

Legionella spp. 9 (2.0)

計 460 (100)

表2. 冷却塔水から分離された

       レジオネラ属菌種（2003-2025)

表3. 冷却塔水から分離された

       L. pneumophila の血清群

株数（%) 株数（%)
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ST 株数
Amemura-Maekawa

et al .’s group

1 154

1008 4

1019 2

1657 1

154 24

598 2

607 2

986 1

1065 1

novel ST
#1 1

40 2

2 1

45 1

48 1

59 1

461 1

novel ST
#2 2

#1:flaA :3, pilE :14, asd :16, mip :10, mompS :15, proA :13, neuA :11

#2:flaA :16, pilE :21, asd :33, mip :1, mompS :31, proA :1, neuA :1

表4. 冷却塔水由来L. pneumophila SG1 201株

       の遺伝子型（ST）(2003-2025)

C1

C2
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