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要 旨

２０１３年度から２０２１年度の９年間、 大分県内（ 大分市保健所管内を除く ） の公衆浴場や旅館の浴用水４４０検体

を対象に、 レジオネラ属菌の検出状況について調査した。 調査した４４０検体のう ち１９８検体（ ４５％） からレジ

オネラ属菌が検出された。 分離されたレジオネラ属菌の血清群（ SG） はLegionella pneumophila SG６、 SG３、

SG１、 SG５、 型別不能などであり 、 臨床検体からは多く 分離されるL. pneumophila SG１に特異的な遺伝子で、

病原性関連遺伝子マーカーと して有用と される lag-１ 遺伝子は２施設４検体からのみ検出された。

大分県における浴用水中のレジオネラ属菌の検出状況（ ２０１３ ‐ ２０２１ ）

はじめに

大分県は、 入浴施設管理者の自主管理体制の効果

を高め、衛生管理のより 一層の徹底を図るため、２００４

年から公衆浴場等のレジオネラ属菌行政検査を実施

し、 入浴施設の安全確保に努めてきた。 今回２０１３年

から２０２１年までの検出状況についてまと めたので報

告する。

また、 浴場水のレジオネラ属菌検査方法の平準化

を目的と して、２０１９年に厚生労働省から検査法が示

さ れた１ ）。 当該方法を行政検査に導入する目的で、

当所で従来から実施している方法と 比較した。

さ らに、 LAMP法については、 様々な泉質を有す

る温泉水等を利用した公衆浴場水等で、 培養法でレ

ジオネラ属菌が検出されるにも かかわらずLAMP法

で陰性と なる不一致の結果が得られるこ と が多々あ

り 、 その解決が課題と なっていた。 そこで、 培養法

と LAMP法の結果不一致検体について、 抽出法を検

討したので、 併せて報告する。

以下、 平板培養法でレジオネラ属菌が検出された

こ と 、 LAMP法で陽性と 判定さ れたこ と 、 lag-１ 遺

伝子が検出されたこ と を「 （ ＋） 」 と 表記し、 培養

法でレ ジオネラ 属菌が検出さ れなかったこ と 、

LAMP法で陰性であったこ と 、 lag-１ 遺伝子が検出

されなかったこ と を「 （ －） 」 と 表記する。

材料および方法

１ 材料

原則、 公衆浴場又は旅館業の営業許可を受けてい

る施設内にある入浴施設と し、２０１３年８月から２０２１

年１０月の間、 県保健所環境衛生監視員が採水し、 搬

入した浴槽水および湯口水４４０検体を調査対象と し

た（ 表１） 。 採水には、 高圧蒸気滅菌処理をし たポ

リ プロピレン製ボト ル（ ２Ｌ 容器） を用い、 約２，０００

mLを採取し た。 また、 採取時に残留塩素が認めら

れた検体についてはチオ硫酸ナト リ ウムによる処理

を直ちに施し、 採水当日あるいは翌日に当センター

へ搬入され、 検査に供するまでは冷蔵保存した。 な

お、 浴槽水からレジオネラ属菌が検出された場合の

汚染源の推定に役立てるため、 湯口水を浴槽水と 同

時に採水し、 検査に供した。

２ 試料調製法

検査法は、 新版レジオネラ 症防止指針２ ）に準じ て

実施した。２０１９年度からは厚生労働省通知による方

法（ 以下、標準法）１ ）も追加した。すなわち、検体１，２００

mLをメ ンブランフィ ルタ ー（ 直径４７mm、 孔径０．２

µm、 ADVANTEC社、 POLYCABONATE） で吸引ろ

過し、 ろ過後のフィ ルタ ーを滅菌蒸留水１２mL入り

の滅菌コニカルビーカー（ １００mL容量） に移し、 ボ

ルテッ ク スミ キサーにて１分間洗い出し をし た。 ろ

過濃縮後の濃縮試料（ １００倍濃縮） について、５０℃

で２０分加熱後急冷したもの（ 以下、 熱処理試料） 、

濃縮試料に等量の０．２M HCl·KCl液pH２．２±０．２（ 武

＊１ 大分県南部保健所、 ＊２ 大分県立病院、 ＊３ 大分県東部保

健所 ＊４ 大分県北部保健所豊後高田保健部 ＊５ 退職
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藤化学又は関東化学） を加え混和し 室温で５分間静

置したもの（ 以下、 酸処理試料） 、 熱や酸による前

処理を行わないもの（ 以下、 未処理試料） を調製し

た。

３ 平板培養法

レジオネラ 属菌の分離培地と し てWYOα寒天培

地（ 栄研化学）、 GVPC寒天培地（ 日研生物）、 MWY

寒天培地（ 関東化学又は自家製； Oxoid） の３種類

を用い、２０１８年度までは、 従来から当所で実施して

いた方法（ 以下、 大分法） のみ、２０１９年度から２０２１

年度までの３年間は大分法と 標準法と で実施し た。

大分法と して、 熱処理試料および未加熱試料につい

て、 それぞれ１０倍階段希釈を２段（ １０倍、１００倍） ま

で行い、 各希釈段階（ １倍～１００倍） の試料２００µLを

各分離平板１枚にコンラ ージ棒で塗布し た。 標準法

と して、 酸処理試料については２００µL、 熱処理試料

については１００µL、濃縮処理を行わない検体（ 以下、

非濃縮検体） については２００ µLを各分離平板１枚に

コンラージ棒で塗布した。 なお、 標準法と して通知

に記載さ れている非濃縮検体の塗抹量は１００µLであ

るので、 本研究方法ではその２倍量を塗抹し ている

こ と になる。 こ れら の培地を乾燥し ないよ う にビ

ニール袋に入れ、 輪ゴム止めをした後、３６℃で培養

した。 検出限界は大分法では５CFU/１００mL、 標準法

では１０CFU/１００mL（ 非濃縮検体では５００CFU/１００

mL） である（ 表２） 。

培養３日後と７日後に各分離培地を観察し、 レジオ

ネラ属菌が疑われたコロニーは、 BCYEα寒天培地

（ 自家製； Oxoid） およ び血液寒天培地（ ウマ血、

自家製） に接種し、 血液寒天培地での発育の有無を

確認すると 同時に、 EmviroAmp Legionella Kitのプ

ラ イ マー配列３ ）を用いたPCR法で同定検査を行っ

た。 分離した菌株は、 Legionella Latex Test Kit

（ Oxoid）およびレジオネラ免疫血清（ デンカ生研）

を用いたスライド 凝集反応により 血清群型別を行っ

た。 （ ２０１３年度は１１月採水の１７検体についてのみ型

別まで実施した。 ）

４ lag -1遺伝子の検出

血清群型別により L. pneumophila SG１と 判定され

た菌株については、 Kozakら ４ ）によるプライマー（ lag

-F :５ '-CTCACAACAAGTC AAGCAAC-３ ', lag-R :５ '-

AAACCATACCAAA GCAACAT-３ '） を用いて、 病

原性と の関連が指摘さ れている lag-１ 遺伝子の有無

を調査した。 PCRの反応条件は、 最初の熱変性９５℃

２ 分後、 熱変性９４℃３０秒、 アニーリ ング５５℃３０秒、

伸長７２℃６０秒を３０サイク ル繰り 返した。

５ LAMP法

濃縮検体４４０検体について、 Legionella Detection

Kit E（ 栄研化学） を用い、 リ アルタイム濁度測定

装置（ LA３２０-C又はLoopampEXIA） （ 栄研化学）

で１検体につき３回繰り 返し測定を行った。

２０１６‐ ２０１８年度の１３６検体中、 培養（ ＋） でLAMP

（ －） と なった１１検体については、 LAMP反応阻害

を確認するため、 当該抽出液に１ ／１０量の陽性コント

ロ ールを添加し たも のについて、 再度測定し 、 Tt

（ Threshold time） 値＊を比較した。

さ ら に、２０１８年度の検体で、 培養（ ＋） LAMP

（ －） と なった２検体、 菌数が多い（ １００CFU以上／

１００mL） にも 関わらずLAMP３回中２回（ －） であっ

た４検体を含めた２０検体について、 以下の抽出法

（ Chelex抽出法）で再度濃縮検体から抽出、測定し、

キッ ト の説明書どおり の抽出法（ 常法） と Tt値を比

較した。 抽出は同じ 濃縮検体から で、 測定は３回繰

り 返した。 また、２０１７年度に、 レジオネラ属菌数が

１，５００CFU/１００mLでLAMP（ －） であった１検体と 、

６，０００CFU/１００mLでLAMP３ 回中２回（ －） で あ っ

た１ 検体についても 、 Chelex抽出法を適用した。

Chelex抽出法： 予めChelex １００ Chelating Resin

（ BioRad） を１０％w/vになるよ う 滅菌蒸留水（ 遺伝

子工学用） に懸濁させ、 Chelex液を調製した。 濃縮

検体２mLをチューブに採取し１３，０００ gで１０分間遠心

し た後、５０µLを残し て上清を除去、１０％Chelex液

を５０µL添加し、 十分に混和し た。 沸騰水中で１０分

間加熱後、１３，０００ gで５分間遠心した上清をサンプル

と した。

＊Tt値： LAMP法で一定の濁度に達するまでの時間

（ 分） 。 菌数が多いほど値が小さい傾向にある。

結果

１ レジオネラ属菌の検出状況

培養結果の概要を表３に示し た。４４０検体中１９８検

体（ ４５％） からレジオネラ属菌が検出された。 この

う ち、 基準値違反は１６５検体（ ３８％） であった。 内

訳は「 循環式施設」 では浴槽水８２検体中２３検体

（ ２８％） 、 湯口水６７検体中３０検体（ ４５％） で、 掛け

流し式を含む「 非循環式施設」 では浴槽水１４８検体

中８８検体（ ５９％） 、 湯口水１４３検体中５７検体（ ４０％）
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であった。

浴槽水と 湯口水と もにレジオネラ属菌が検出され

た施設は６７施設であった。 浴槽水（ ＋）湯口水（ －）

と なった施設は３７施設、 浴槽水（ －） 湯口水（ ＋）

と なった施設は２０施設であった（ 表４） 。

検出さ れたレジオネラ 属菌数を表５に示す。 検水

１００mLあたり１，０００CFU以上検出さ れた検体が４０検

体あり 、 最も 菌数が多い検体は４４，５００CFU/１００mL

であった。

検出されたL. pneumophilaの血清群別の結果を表６

に示した。 型別不能を除き、 SG６、 SG３、 SG１、 SG

５の順に多く 型別さ れた。 同一施設の浴槽水と 湯口

水から検出されたレジオネラ属菌の血清群は、 おお

むね一致していた。

２ lag -１ 遺伝子の検出状況

L. pneumophila SG１株が３１施設の４２検体から検出

さ れ、 そのう ち２施設４検体から lag-１ 遺伝子を保有

する株が検出された（ 表７） 。

３ 平板培養法の比較

２０１９‐ ２０２１年度の１４４検体中、大分法では６２検体、

標準法では５８検体からレジオネラ属菌が検出された

（ 表８） 。 標準法のう ち１検体については、 濃縮試料

を塗抹した培地は夾雑菌が多く 発育したためにレジ

オネラ属菌検出不能であったが、 非濃縮検体からは

レジオネラ属菌が検出された。 この１検体を含む３検

体は非濃縮検体のみから レジオネラ 属菌が検出さ

れ、 標準法の濃縮試料からは検出されなかった。 レ

ジオネラ属菌数（ 以下「 菌数」 と いう 、 単位はCFU

/１００mL）は、大分法と 標準法でそれぞれ５～４４，５００、

１０～３１，５００（ 濃縮試料のみでは１０～１６，６４０） であっ

た。 大分法でのみ検出さ れた８検体の菌数は５が６検

体、２０と５０が各１検体で、 L. pneumophilaが検出され

た。 標準法でのみ検出さ れた検体は２検体で、 その

菌数はと もに１０であった。 大分法と 標準法の菌数の

相関は、 R２＝０．８５４１、 濃縮試料のみの菌数の相関は

R２＝０．８５７９であった（ 図１ ） 。

４ LAMP法と 培養法の比較

濃縮検体１検体につき３回繰り 返し 測定を行い、１

回でも陽性と なった場合は、 その結果を採用した。

常法によ る 結果は表９のと おり で、３５検体が培養

（ ＋） LAMP法（ －） の不一致の結果と なった。 こ

のう ち、２０１６‐ ２０１８年度に不一致の結果と なった１１

検体について、１１検体中１０検体（ グループＡ） の菌

数は５～５００（ う ち９検体は６０未満）で、 L. pneumophila

が分離さ れた。 残り １検体（ グループB） は、 菌数

が１，５００で、 L. pneumophilaと LAMP法適用外の菌種

であるL. londiniensisが分離さ れ、 その泉質はマグ

ネシウム・ ナト リ ウ ム‐ 炭酸水素塩・ 硫酸塩泉で

あった。

こ れら１１検体中、 グループAの２検体（ それぞれ

菌数は５、５５） を除く８検体と グループBの１ 検体に

ついて、 陽性コント ロールを添加した抽出液と 陽性

コント ロールを添加した陰性対照と でTt値を比較し

たと こ ろ、グループAの８検体では差が見られなかっ

たが、 グループBの１検体では３回測定中３回と も 抽

出液のTt値の方が１～２分遅い値と なった。 （ 陰性対

照平均Tt値２７．７分、 抽出液平均Tt値２９．１分） 。

Chelex抽出法による２０検体の結果については表１０

のと おり であった。 常法と Chelex抽出法について、

陰性のTt値を６０分と し てt検定を実施し たと こ ろ、

全検体間では有意差が見られなかった。 しかし 、 培

養で検出さ れた菌数が５０以上の９検体間では、 Tt値

の平均値と 標準偏差は、常法で４５．８±９．９分、Chelex

抽出法で３６．０±１０．７分であり 、 Chelex抽出法のTt値

が有意に低下し た（ p＝０．０１２＜０．０５） 。 t検定は対

応のある２ 標本間の片側検定で実施した。

また、 グループBの１検体と 、 菌数６，０００でLAMP

３回中２回陰性であった１検体については、 Chelex抽

出法でLAMP３ 回中３回と も （ ＋） であった。

考察

本調査の結果、 レジオネラ属菌の検出率（ １０CFU

/１００mL以上） は３８％で、 他の調査結果５‐７ ）と 比較す

ると 高めの検出率と なった。 循環式と 掛け流し式を

含む非循環式の検出状況を比較すると 、 湯口水は同

程度の検出率であるのに対して、 浴槽水では非循環

式の検出率が循環式の検出率の倍以上高かった。 掛

け流し式浴槽では消毒剤を入れてもお湯と と もに流

れ出してしまう 等、 塩素消毒による管理の難しさが

表れた結果だと 考えられる。 「 おんせん県」 である

大分県は掛け流し式施設が多く 、 小まめな清掃など

塩素消毒だけに頼らない衛生管理が重要である。

lag-１ 遺伝子は、 L. pneumophila SG１に特異的な遺

伝子である。 L. pneumophila SG１臨床分離株の９０％

がlag-１ 遺伝子を保有している ８ ）と さ れるのに対し、

環境分離株における 保有率は６～５９．７％９ ）と 高く な

い。 本調査でのlag-１ 保有率は９．５％（ ４ ／４２）であり 、
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臨床分離株の保有状況と 比較して非常に低かった。

大分県内では、２０１８年に加湿器が原因と 考えられた

集団感染事例が発生している １０ ）が、 こ のと きに加湿

器の水から分離されたL. pneumophila SG１はlag-１ 遺

伝子を保有し ていた。 lag-１ 遺伝子の有無はレジオ

ネラ症発生リ スクの目安になるものと 考える。

平板培養法について、 使用する培地枚数は１種類

につき標準法で３枚、 大分法で６枚である。 単純に培

地枚数の多い方が検出確率は上がるが、 枚数の少な

い標準法で大分法と 同等の結果が得られた。 大分法

又は標準法の一法のみでレジオネラ属菌が検出され

た検体もあったが、５CFU/１００mLの検体を含むいず

れも菌数の少ない検体であったため、 ばらつきが生

じたと 考えら れる。 指針１１ ）による基準ではレジオネ

ラ 属菌は１０CFU/１００mL未満と さ れており 、 標準法

は指針に基づく 定期的な水質検査には適した方法だ

と 言える。 ただし、 標準法において濃縮試料では検

出できない検体があったこ と から 、 濃縮試料のみで

なく 非濃縮検体についても併せて検査を実施するこ

と が重要と 考える。 また、 今回非濃縮検体の塗抹量

を１００µLでなく ２００ µLと し たが、 夾雑菌の増加によ

る平板観察の困難さは感じなかった。 さ らに、 非濃

縮検体のみ（ ＋） と なった３検体から 分離さ れたレ

ジオネラ属菌は、 いずれも平板上に１コロニー（ ５００

CFU/１００mLに相当） であったこ と から も 、 検出率

を上げるためには、 非濃縮検体の塗抹量は１００µLよ

り も２００µLの方が望ましいと 考える。

LAMP法については、 レジオネラ 属菌数が少ない

検体の場合は、 検査結果にばらつきが生じやすく 、

５０CFU/１００mL以上のレジオネラ 属菌数が検出さ れ

た検体については、 Chelex抽出法を用いるこ と でＴ

ｔ 値が有意に低下した。 こ れは、 LAMP（ ＋） と な

る回数が増えたこ と を反映している。 常法と Chelex

抽出法による抽出物について、レジオネラ１６S rRNA

遺伝子コピー数を測定したと こ ろ、 Chelex抽出物の

コピー数の方が少なかった（ データ未掲載） 。 この

こ と から 、 Chelex抽出法により 抽出された遺伝子コ

ピー数が増えたからではなく 、 何らかの反応阻害を

低減できたためにLAMP（ ＋） の回数が増え、 Tt値

が低下し たと 考えら れる。 レ ジオネラ 属菌数が５

CFU/１００mLの３検体については全く 改善さ れなかっ

たが、 LAMPキッ ト 添付の説明書では６０CFU/testが

検出限界と されており 、 また、 菌数が非常に多いに

もかかわらずLAMP（ －） であった検体についても

Chelex抽出法では（ ＋） と なったこ と から も 、 Che-

lex抽出法は偽陰性を減ら すのに有効な抽出法であ

ると 考える。

おわり に

培地枚数の少ない標準法で大分法と 同等の結果が

得られたこ と から 、２０２２年度以降のレジオネラ属菌

行政検査方法を標準法に変更した。

LAMP法については、 抽出法を変更するこ と によ

り 、 多様な泉質を有する大分県の浴場水検査におい

て培養（ ＋） でLAMP（ －） の不一致が解消さ れる

こ と が示唆されたため、 こちら も２０２２年度からは、

Chelex抽出法を導入した。
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