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レジオネラ属菌迅速検査法の検討と汚染実態調査

伊藤翔也 遠藤俊彦 吉田加寿子 大越憲幸

理化学課

要 旨

福島県内の浴槽水以外の人工環境水中のレジオネラ属菌の汚染状況について調査を実施し

た．足湯，修景水など 20 検体を採取し，培養法による検査の結果，6 検体から Legionella
pneumophilaを検出した．うち 1検体からは Legionella dumoffiiも同時に検出した．
並行して，検査に 7日間を要する培養法に代わる迅速検査法の検討のため，LAMP法による

検査も行った．LAMP法では，19検体で陽性を示し，培養法より検出率が高かった．
LAMP 法では培養法との検出率の乖離が著しく，その原因が死菌の DNA によるものである

と考えた．そこで死菌の DNA の増幅を抑制する働きのあるエチジウムモノアジドブロマイド
(EMA)を用いて旅館，公衆浴場等の浴槽水を対象とし，LAMP 法を行った．その結果，若干
の効果が見られたが，実用性の点では更に改善が必要と考えられた．
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はじめに

福島県では，毎年約 100件程，旅館や公衆
浴場における浴槽水中のレジオネラ属菌検査

を行い，衛生管理指導に役立てている．レジ

オネラ属菌は浴槽水以外の人工環境水中にも

生息することが知られているが，その生息状

況に関する知見はほとんど無い．そこで，浴

槽水以外の人工環境水中のレジオネラ属菌汚

染実態調査を行った．

同時に現在 7日間を要する培養法に代わる
迅速検査法として，栄研化学株式会社で開発

された遺伝子増幅法である LAMP 法による
検査法について検討を行った．

その中で，培養法では陰性であったが

LAMP法では陽性となった検体が多く，結果
の乖離が大きかった．その原因について，死

菌の DNA を増幅していることが原因である
と考え，それを抑制する方法としてエチジウ

ムモノアジドブロマイド(EMA)を用いた
EMA-LAMP 法について浴槽水を対象に実施
した．EMAは DNAにインターカレートし，
その状態で光を照射すると DNA と不可逆的
に結合する性質がある．EMA が結合した状
態では遺伝子増幅は起きない．これを利用し，

LAMP 法において生菌の DNA のみを増幅さ

せる方法について検討した．

材 料

１ 人工環境水中の生息状況調査

2010 年 10 月から 12 月にかけて福島県内
の屋外修景水施設，足湯施設などから採取し

た人工環境水 20検体を試料とした．

２ EMA-LAMP法の検討

平成 23 年度レジオネラ属菌検査事業対象
の浴槽水を試料とした．

また，死菌量による EMA-LAMP 法への影
響試験ではレジオネラ BCYEa 液体培地に，
レジオネラ属菌(Legionella pneumophila)のコ
ロニーを 1 白金耳浮遊させ，24 時間培養し
たものを使用した．

方 法

濃縮と培養法については，当所の SOP に
基づき実施した．LAMP法については，レジ
オネラ検出キット E（栄研化学株式会社）を
用いた．

１ 人工環境水中の生息状況調査

１）濃縮

試料水 100mL， 500mL をそれぞれ孔径
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0.4mm のメンブランフィルターでろ過濃縮し
た．そのフィルターを 5mL の滅菌水が入っ
た遠沈管に入れ，1 分間ミキシングし濃縮試
料とした．

２）培養法

原液，濃縮試料それぞれに HCl・KCl 緩衝
液(pH2.2)を等量加え酸処理した．処理液を
WYOa 寒天培地（栄研化学）に 0.1mL 塗布
し，36 ℃で 7 日間培養を行った．培養 4 日
目からコロニーの計測を行い，培養 7日目に
菌数を確定した．また，培養中に現れたレジ

オネラ属菌と思われるコロニーについて，グ

ラム染色，システイン要求性の確認を行った．

さらに遺伝子を抽出し，PCR 法を用いてレ
ジオネラ属菌及び Legionella pneumophila を
確定した．なお、Legionella pneumophilaにつ
いては、血清群の確認を行った。

３）LAMP法
500mL 濃縮試料 2mL を滅菌チューブに入

れ，4 ℃，12,000rpm で 10 分間遠心した後，
上澄みを除去して 40mL にした． Extract
Solution for Legionella 50mLを添加して混合
した後,95℃で 18分間加熱処理をした．氷上
で冷却後，1M Tris-HCL(pH7.0)8mLを加え混
合した．4 ℃，12,000rpm で 10 分間遠心した
ものを試料とした．あらかじめ調製した反応

液 20mLに試料 5mLを添加し，Loopampリア
ルタイム濁度測定装置 LA-320C で測定を行
った．

２ EMA-LAMP法の検討

濃縮，培養法については１の１）および２）

に同じ．

１）EMA-LAMP法による迅速測定
EMA は 5mg を 1mL の滅菌水に溶解して

用いた．EMA 処理を行う検体については，
500mL 濃縮試料 1.5mL を滅菌チューブに入
れた後，EMA 溶液 3uL を加え，暗所で 5 分
間静置した後，チューブを氷冷しながら，距

離 20cm で光を照射した．その後 4 ℃，
12,000rpm で 10 分間遠心した後，上澄みを
除去して 40mLにした．Extract Solution for
Legionella 50mLを添加して混合した後,95℃
で 18 分間加熱処理をした．氷上で冷却後，
1M Tris-HCL(pH7.0)8mLを加え混合し，4℃，

12,000rpm で 10 分間遠心したものを試料と
した．あらかじめ調製した反応液 20mL に試
料 5mL を添加し，Loopamp リアルタイム濁
度測定装置 LA-320Cで測定を行った．
なお，対照として EMA 処理を行わない検

体も同時に測定を行った．試料 1.5mL を滅
菌チューブに入れた後に EMA を加えずに 4
℃，12,000rpm で 10 分間遠心を行った．そ
の後上澄みを除去して 40mL にした．その後
は上記と同様に操作した．

２）死菌量による EMA-LAMP 法への影響試
験

一昼夜培養した培養液を 10 倍ずつ段階希
釈して希釈系列を作成し，菌数を測定した．

同時にそれらを 100 ℃，5 分で熱処理し死菌
液を作成した．その死菌液及び EMA 処理し
たものについて LAMP法試験を行った．

結 果

１ 人工環境水中の生息状況調査

結果を表 1 に示した．培養法では 20 検体
中 6検体で Legionella pneumophilaが検出さ
れた（陽性率 30%）．内訳は足湯が 4 件，修
景水が 2 件だった．うち 1 検体では
Legionella dumoffii も同時に検出された．な
お，レジオネラ属菌が検出された試料では，

いずれでも残留塩素は検出されなかった．

一方、LAMP 法では，19 検体で陽性を示
した（陽性率 95%）．陽性の 19 検体中 13 検
体は，培養法では陰性であった．

２ EMA-LAMP法の検討

表 2 に培養法陰性検体のうち LAMP 法陽
性を示した検体について EMA-LAMP 法を行
った結果を，表 3には培養法で陽性であった
検体の EMA 処理及び EMA 未処理の LAMP
法の結果を示す．表 2，3ともに（＋）は LAMP
法で陽性，（－）は LAMP 法で陰性を示す．
表 2 に示すように，培養法陰性及び EMA

未処理 LAMP 法陽性の 10検体の内 4検体に
おいて EMA-LAMP法で陰性となった．
また，表 3 に示すように，培養法陽性の 8

検体では，菌数 20～ 4.4× 103CFU/100mLの
7検体において EMA未処理，EMA処理の両
者の LAMP 法 で陽性を示し，菌数が
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10CFU/100mLの 1検体において EMA未処理
の LAMP 法で陽性，EMA-LAMP 法で陰性を
示した．

次に液体培地を段階希釈し，それを熱処理

した死菌液による試験の結果を表 4に示す．
EMA 未処理の LAMP 法では 102CFU/100mL
未満の濃度では陰性であったが， 3.0 ×
103CFU/100mL 以上の濃度では陽性となっ
た．EMA-LAMP 法では 3.1 × 104CFU/100mL
以上の濃度では陽性となった． 3.1 ×
103CFU/100mLでは陰性であった．

考 察

１ 人工環境水中の生息状況について

培養法の結果から，浴槽水以外の人工環境

水中にもレジオネラ属菌が生息していること

が明らかになった．さらに今回レジオネラ属

菌が検出された施設は，いずれも残留塩素が

含まれていなかった．この結果から浴槽水と

同様，残留塩素の管理がレジオネラ属菌対策

に重要であることが示唆された．検出率では、

足湯よりも清掃の機会が少ないと考えられる

修景水での検出率が，足湯での検出率の半分

になっている．この原因は採水を 10 月から
と比較的寒い時期に行っており，レジオネラ

表１　レジオネラ属菌測定結果

試料No 試料の種類 残留塩素 培養法 L.pneumophila
血清群

LAMP法 備考

1 足湯 N.D <10 陽性 硫黄泉

2 足湯 N.D <10 陽性 硫黄泉

3 足湯 N.D <10 陽性 硫黄泉

4 足湯 N.D <10 陽性 硫黄泉

5 足湯 N.D 30 1群 6群 陽性 硫黄泉

6 足湯 N.D 10 3群 陽性 硫黄泉

7 足湯 N.D 10 3群 陽性 硫黄泉

8 足湯 N.D <10 陽性 単純泉

9 足湯 N.D 1.0×10
2

6群 陽性 単純泉/L.dumoffii検出

10 温泉水 N.D <10 陽性 単純泉

11 給湯水 N.D <10 陽性

12 修景水 N.D <10 陽性

13 修景水 N.D <10 陽性

14 修景水 0.24 <10 陽性

15 修景水 0.42 <10 陽性

16 修景水 N.D <10 陰性

17 修景水 N.D 1.8×10
2

5群 6群 陽性

18 修景水 N.D <10 陽性

19 修景水 N.D <10 陽性

20 修景水 N.D 3.0×10
2

5群 陽性
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表２ 培養法陰性検体のLAMP法結果

検体 培養法 EMA EMA処理 EMAの

番号 CFU/100 未処理 LAMP法 効果(*)

LAMP法

1 <10 (+) (+) ×

2 <10 (+) (-) ○

3 <10 (+) (-) ○

4 <10 (+) (-) ○

5 <10 (+) (+) ×

6 <10 (+) (-) ○

7 <10 (+) (+) ×

8 <10 (+) (+) ×

9 <10 (+) (+) ×

10 <10 (+) (+) ×

○…対照が培養法陰性，LAMP 法陽性だった検体が

EMA-LAMP法で陰性に転じた場合

×…対照が培養法陰性，LAMP 法陽性だった検体で

EMA-LAMP法でも陽性だった場合

表３ 培養法陽性検体のLAMP法結果

検体 培養法 LAMP法 LAMP法

番号 (CFU/100mL) (EMA無）（EMA有）

1 5.2×10
2

(+) (+)

2 1.2×10
2

(+) (+)

3 5.1×10
2

(+) (+)

4 1.2×103 (+) (+)

5 5.9×10
2

(+) (+)

6 10 (+) (-)

7 4.4×10
3

(+) (+)

8 20 (+) (+)

表４ 熱処理前の菌量測定済み液体培地の段

階希釈によるEMA有効濃度限界検討結

果

菌数(熱処理前)LAMP法 LAMP法

(CFU/100mL) (EMA無) (EMA有)

(～10
6
) (+) (+)

3.2×105 (+) (+)

3.1×10
4

(+) (+)

3.0×10
3

(+) (-)

(～10
2
) (-) (-)

属菌の増殖が抑えられていたためと考えられ

た．

今回調査を行った施設では，公衆浴場と異

なり管理方法などを規定した法律・条例はな

いが，足湯の清掃従事者が発症した事例もあ

るなど，ヒトがエアロゾルを吸引する可能性

があるという点では変わりはない．このため

施設管理者等に対して適正な管理方法の周知

が必要であると考えられる．

２ LAMP法について

今回 LAMP 法では 19 検体で陽性となり，
培養法よりも検出率が高い結果となった．こ

の原因として培養法では検出できない死菌又

は VBNC 菌（生きてはいるが培養はできな
い状態の菌）が LAMP 法で検出された可能
性が考えられた．

今回の調査の結果，培養法の結果の乖離が

著しいため，LAMP法を培養法の代替として
の検査法として用いるには、さらに検討の必

要があると思われた．

しかしそれ以外の用途，例えばレジオネラ

属菌が検出された浴槽での清掃後に浴槽使用

を再開する際の可否の判断としては培養法よ

りも迅速に結果が出る LAMP 法は適してい
ると判断された．

３ EMA-LAMP法について

培養法，EMA 処理しない LAMP 法ともに
陽性の検体 8 件中，7 件については EMA 処
理しても生菌には影響を大きく及ぼさないこ

とが確認できた．しかし 1件（表 3検体番号
6）については EMA-LAMP 法が陰性に転じ
た．これは元々の菌濃度が薄かったことから，

陰性に転じたものと考えられた．

培養法陰性，EMA 未処理 LAMP 法陽性だ
った 10 検体において，EMA 処理 LAMP 法
で陰性になったのは 4検体であった．

10 検体中 4 検体のみで陰性となった原因
として，検体中の死菌量が多すぎて EMA で
処理しきれなくなったことが考えられた．そ

こで，表 4の菌量を含む液体培地について熱
処理をほどこし，段階希釈して EMA 処理の
効果を調べたところ，一定以上( 3.1 ×
104cfu/100mL)の死菌量では EMA を加えても
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陽性になってしまうことが確認できた．

以上のことから，EMA-LAMP 法陰性の場
合は培養法を省略できるスクリーニング法と

しての用途が考えられる．また死菌の量が少

ないと思われる比較的清浄な検体については

LAMP 法単体で行うよりも EMA-LAMP 法を
使用する方がより優れた結果が得られると考

えられ，さらに保健所、浴場営業者等に速や

かに情報を提供できることから今後も実用化

に向かってさらに改良を加えていきたい．

まとめ

今回の調査では，浴槽水以外の人工環境水

にもレジオネラ属菌が生息していることが分

かった．レジオネラ菌の感染経路は主にエア

ロゾルの吸入であるため，浴槽水に比べれば

足湯，修景水による感染の確率は低いものの，

一定の管理が必要であると判断された．

LAMP法の実用化については、今後も改良
を加えていきたい．
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