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Ⅰ. レジオネラ属菌とは

レジオネラ属菌とは、レジオネラ科、レジオネラ

属に属する 55菌種の総称であり1）、自然水系や 20℃

以上の水が停滞しやすい人工環境水中に広く分布し

ている。レジオネラ属菌はグラム陰性の桿菌で、極

に 1本か 2本の鞭毛を有し運動性を示す。レジオネ

ラ属菌の検出には特殊な培地が用いられている。そ

の発育にはアミノ酸のシステインおよび鉄が必須成

分であり、増殖できる pHは 6.9± 0.1と極端に狭い

範囲である。また寒天培地で培養するためには、寒

天中の発育阻害因子を吸着するため活性炭の添加を

必要とする。コロニーの形成には 35℃で 5～ 7日

以上を要し、コロニーは、円形で、乳白色、大小不

同であり、特有の酸臭がするのが特徴である。

温泉立国であるわが国の温泉施設の約 70%が循環

濾過方式を導入している。湯量が多いにもかかわら

ず施設の大型化に対応するためであり、また湯量が

少ないことによる温泉資源保護のためである。循環

濾過装置では、濾過器のろ材がアメーバなどの原生

動物の繁殖の場となり、そのようなところにレジオ

ネラ属菌が入り込むとその宿主であるアメーバ内で

レジオネラ属菌が増殖し、循環湯と共に浴槽内に侵

入する。しかし、温泉へのレジオネラ属菌の汚染経

路については、十分に明らかになっていない 2）。厚

生労働省は、入浴施設でのレジオネラ症のアウトブ

レイクを受けて、レジオネラ症防止指針 1）を出し、

各自治体、入浴施設管理者に対し残留性のある次亜

塩素酸系消毒剤の使用を推奨している。しかし、温

泉施設でのレジオネラ属菌の調査結果によると、さ

まざまな泉質や pHを有する温泉水では、必ずしも

すべてにこの消毒方法が適応できるわけではないこ

とから、他の消毒方法として次亜塩素酸系消毒剤以

外の塩素系薬剤、銀イオン、銅イオン、オゾン、紫

外線、光触媒、高温水なども用いられている。

Ⅱ. 温泉でのレジオネラ属菌の消毒

1. 次亜塩素酸系消毒剤

温泉でのレジオネラ属菌の消毒方法として厚生労
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働省は残留性のある塩素消毒を推奨し、遊離残留塩

素濃度を 0.2～ 0.4ppmに終日保ち、尚かつ 1.0ppm

以上にならないように指示している 3）。一般に次亜

塩素酸系消毒剤の消毒効果はアルカリ性溶液では低

下することが指摘されている。それは溶液中に存在

する消毒力の強い次亜塩素酸（HClO）がアルカリ

性溶液中では消毒力がその 1/100程度に過ぎない次

亜塩素酸イオン（ClO－）に変化するためである 4, 5）。

実際に温泉を用いた pHと消毒効果の関係について

検討した報告はほとんど無いことから、われわれは

源泉の pHを 5.0, 7.5, 8.0に調整し、残留塩素濃度

0.4ppmで Legionella pneumophilaを加え、異なる pH

での時間の経過に伴う L. pneumophilaの消毒効果に

ついて検討を行った（図1）。pH5.0では添加した L.

pneumophilaは直ちに死滅したが、pH7.5では 1分以

上、pH8.0では 5分以上の生息が認められた。さらに

pH7.5および 9.1を示した 2つの源泉を用い、残留塩

素濃度を 0.4および 1.0ppmにそれぞれ調整した後、

L. pneumophilaを加え、異なる pHでの時間の経過

に伴う L. pneumophilaの消毒効果について検討を行

った（図2）。pH7.5、残留塩素濃度 0.4ppmでは、L.

pneumophila添加後 1分以上生息していた。また

1.0ppmでは、L. pneumophila添加後直ちに死滅し

た。一方、pH9.1、残留塩素濃度 0.4ppmでは L.

pneumophila添加後 1時間以上生息していた。しか

し、その生存率は 30分で 0.1%、1時間では 0.001%

であった。また 1.0ppmでは、L. pneumophila添加

後 15分以内に死滅した。これらのことから温泉の

pHによっても L. pneumophilaに対する塩素消毒効

果に時間的な差が生じるようである。

レジオネラ属菌は原生動物のアメーバの食胞内に

取り込まれるが、殺菌されずにその中で増殖し、や

がて細胞を破壊してアメーバから放出し、他のアメ

ーバに貪食され増殖を繰り返す。またアメーバの食

胞内に取り込まれたレジオネラ属菌は消毒剤等から

保護されている。したがって、レジオネラ属菌の増

殖を抑制するためには、アメーバを完全に殺細胞す

ることが重要である。そこでアメーバに貪食された

L. pneumophilaに対する塩素消毒効果について検討

を行った（図3）。アメーバに貧食された L. pneumo-

philaは、残留塩素濃度 0.4ppmでは消毒効果が認め

られなかった。また残留塩素濃度が 10ppmでは消

毒効果は約 12%であったが、30ppmでは、99.999%

以上の L. pneumophilaが消毒された。このようにア

メーバに貧食された L. pneumophilaは、残留塩素濃

度が 0.2～ 0.4ppmでは消毒されないようである。ま

たシスト化 6）（環境の悪化によってそれに耐えられ

図1 残留塩素濃度0.4ppmでのL. pneumophilaへの 
塩素消毒に対するpHの影響 
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図2 温泉源泉でのL. pneumophilaへの塩素消毒に 
対するpHの影響 
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図3 A. castellaniiに貪食されたL. pneumophilaに 
対する塩素消毒効果 
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る体に変化した状態、ただし増殖できない）したア

メーバに貧食された L. pneumophilaは、残留塩素濃

度が 50ppmでは 50%が生存していたことから、L.

pneumophilaもアメーバ内で Viable but non-cultura-

ble（VNC）状態で存在している可能性がある 7, 8）。

L. pneumophilaを貧食していないアメーバを用い

て，各残留塩素濃度でのアメーバの生存率について

検討を行った（図4）。残留塩素濃度 0.4ppmではア

メーバは約 82%生存していた。また 30ppmでは

26%が、50ppmでは 20%が生存していた。したがっ

て、次亜塩素酸ナトリウムでアメーバを殺細胞する

ためには 70ppm以上の残留塩素濃度が必要である

と同時に、本実験の暴露時間が 10分間であること

を考慮すると、接触時間を長くすることが重要であ

る。またシスト化したアメーバを完全に殺細胞する

ためには、さらに高濃度の次亜塩素酸ナトリウムが

必要である。

温泉での塩素消毒の問題点として、さまざまな泉

質を有する温泉の中で、特に硫化水素や鉄が多く含

まれる温泉では、塩素が還元され消毒効果が減少す

るために、塩素消毒をしているにもかかわらずレジ

オネラ属菌が検出される。また薬湯と称している温

泉では、加えた塩素と薬湯が反応しその効果が激減

したためにろ材からレジオネラが浴槽内に侵入し感

染した事例もある。さらに過剰の塩素薬剤の投入に

より発生する塩素臭は温泉本来の癒しの効果を著し

く減少させることから温泉施設によっては使用を敬

遠しているところもある。

2. 二酸化塩素

二酸化塩素（ClO2）は、次亜塩素酸のような臭い

が発生しない、トリハロメタン類を生成しない、ア

ンモニウムイオンと結合型塩素を形成しない、比較

的高い pHでも有効に作用するなどの特徴があるこ

とから、温泉の消毒剤として用いられている。一方

で、二酸化塩素は不安定なことから、温泉施設で亜

塩素酸ナトリウムと塩酸や次亜塩素酸を反応させて

製造しなければならないことや、また反応生成物と

して亜塩素酸イオンを生成するので、それの濃度管

理に注意を払う必要がある。

3. モノクロラミン

モノクロラミンは、アルカリ性条件下で次亜塩素

酸ナトリウムとアンモニアの反応によって生成され

る。杉山ら 9）は、モノクロラミンを温泉でのレジオ

ネラ属菌の消毒に用いるために検討を行っている。

それによると井戸水を用いたモデル循環式浴槽で、

入浴しながら 2週間にわたり浴槽水を使用し続け、

常時モノクロラミン濃度を 3mg/Lに保つことでレジ

オネラ属菌が検出されないことを確認している。浴

槽のモノクロラミン濃度の測定方法が問題とされて

いたが、N,N-ジエチル-p-フェニレンジアミン（DPD）

吸光度法で測定できることを明らかにした。しかし、

本法はアンモニアの不足や pHをアルカリ性に保た

ないと臭いの原因となるジクロラミンやトリクロラミ

ンを生成することから、酸性の温泉に用いる場合に

は pHおよび泉質に十分注意を払う必要がある。ま

た有機物との反応でも有機クロラミンを生成する。

4. 銀イオン

銀イオンには古くから消毒作用があることが知ら

れていた 10）。これまで温泉施設での応用はそれほど

多くはないが、残留性があり揮発することがないこ

とや臭いがないこと、また pHにほとんど影響され

ないことなど 11）、塩素薬剤の欠点を補う性質を有し

ている。図5に示したように pH9.1の B源泉に、L.

pneumophilaを添加した実験では、銀イオン濃度

0.05mg/Lで消毒効果を示していた。また塩化物イ

オン、硫酸イオン濃度が高い A源泉で消毒効果が

やや低下する傾向がみられた。一般に多量の塩化物

イオン、硫化水素、硫酸イオンなどが存在すると銀

イオンの濃度が低下する。例えばNa-Cl泉（pH8.0、

塩化物イオン濃度 2,579mg/L）、Na・Ca-Cl泉（pH8.2、

塩化物イオン濃度 4,160mg/L）、Na-Cl・SO4泉（pH8.2、

塩化物イオン濃度 1,060mg/L）では、いずれも高濃

度の塩化物イオンのため、銀イオン濃度 0.05～図4 A. castellaniiに対する塩素消毒効果の検討 

0 10 20 30 40 50 60 70 80

残留塩素濃度（ppm） 

100

80

60

40

20

0

A
ca

nt
ha

m
oe

b
a

生
存
率（
%
） 



（ 15 ）

169

0.15mg/Lの範囲で消毒効果を示さなかった。

銀イオン消毒は即効性に欠けることから、ろ材等

濾過槽や配管を十分に洗浄しておかないと銀イオン

が十分に存在しているにもかかわらず、レジオネラ

属菌が検出される。したがって、適当な薬剤を用い

てろ材等濾過槽や配管を洗浄する必要がある。銀イ

オン消毒では、浴槽での銀イオン濃度管理が重要で

あることから、簡易的な銀イオン測定装置の開発が

望まれる。

アメーバによる L. pneumophilaの貪食実験では、

銀イオン濃度 5mg/Lで 3時間作用してもアメーバ

に貪食された L. pneumophilaは完全には消毒されな

い。またシスト化したアメーバの殺細胞効果は、銀

イオン濃度 5mg/Lでは全く効果が認められない。

5. 銅イオン

銅イオン消毒では pHの影響を強く受ける。例え

ば pH7では効果が認められているが、pH9では効

果を示さないことが実験室的に研究されている11）。

一般に抗菌薬殺菌力を測定する指標の一つとして最

小殺菌濃度を測定する。実際に温泉を用いた検討で

は、pHが 9以上でも 0.5mg/Lで消毒効果が認めら

れた温泉があった。逆に pHが 7であっても消毒効

果が認められない温泉もあり、この違いは、温泉の

泉質による。

アメーバによる L. pneumophilaの貪食実験では、

銅イオン濃度 10mg/Lで 3時間作用してもアメーバ

に貪食された L. pneumophilaは完全には消毒されな

い。またシスト化したアメーバの殺細胞効果は、銅

イオン濃度 10mg/Lでは全く効果が認められない。

6. 有機系消毒剤

第四級アンモニウム塩（塩化ベンザルコニウム）

と 2 -フェノキシエタノールの混合液を含むテレミス

ト®によるレジオネラ属菌の消毒では、0.03%で消毒

効果が認められた。またアメーバに対する細胞致死

率は、10分で 90%、60分で 100%であった。0.03%テ

レミスト®で濾過槽およびろ材の洗浄を行った結果、

濾過槽からアメーバは検出されなかった。同様に浴

槽内の清掃を行ったところ、レジオネラ属菌は検出

されなかった。テレミスト®は過酸化水素水や高濃

度塩素に比べ扱いやすい利点があるが、消毒後は十

分に洗浄し、薬剤が残らないように注意する必要が

ある。バイオフィルムの除去に関してのデータはほ

とんど無いようなので今後の検討に期待する。

7. 加温

高温消毒はろ材を消毒する上では最も効果的であ

ると考えられる。70～ 80℃の熱湯をろ材に通せば、

レジオネラ属菌は消毒され、アメーバは殺細胞され

る。問題点として火傷の危険性や、消費エネルギー

が大きいためにコストが掛かること、ろ材全体に熱

湯が行き渡らない可能性があることなどから、温泉

施設での普及は進んでいない。

なお、貯湯槽の湯温を 60℃以上に保つことが原

則となっているが、70℃以上に保つことを推奨する。

8. その他

紫外線、オゾン、光触媒による消毒に共通してい

えることは、残留性がないことである。したがって、

循環式浴槽に使用する場合には残留性のある消毒

剤、例えば塩素系薬剤との併用が必要である。

以上、温泉水中のレジオネラ属菌の消毒方法につ

いて紹介した。わが国の温泉資源は 27,800カ所に

及び、源泉の約 40%は単純温泉である。このような

温泉では循環ろ過を導入しているところが多いが、

単純温泉は比較的消毒剤が泉質の影響を受けないこ

とから、レジオネラ属菌を消毒しやすい温泉でもあ

る。一方で温泉はさまざまな泉質と pHを有するこ

とから、どのような消毒剤を選ぶかは、泉質と pH

を十分に考慮して、その温泉と相性の良い消毒剤を

選択することを勧める。そのためにも現地で採取し

た源泉にレジオネラ属菌を添加し、有効な消毒剤を

図5 泉質の異なる温泉水を用いたL. pneumophilaに 
対する銀イオン殺菌効果 

A : pH 7.5, Cl－ 120mg/L, SO4
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決定するなどの検討は必要である。また業者はその

後のレジオネラ属菌の検査を定期的に実施すること

をお願いする。最後に循環式浴槽のレジオネラ属菌

の消毒方法について紹介したが、温泉の掛け流し浴

槽でも清掃を十分に行なわなければレジオネラ属菌

が検出されることを付け加えておく。

Ⅲ. 温泉水中レジオネラ属菌の検出法

1. 培養法

一般的に行われている検出法である。方法の詳細

はレジオネラ症防止指針 1）に述べれられているので

割愛するが、簡潔に述べると、滅菌した容器にて採

水した後、塩素消毒がなされている検水に対しては

残留塩素をチオ硫酸ナトリウムにて中和する。その

後検水を遠心法か、あるいは濾過法により濃縮し、

等量の 0.2MHCl/KCl（pH2.2）bufferを添加、室温

で 4分間置く酸処理あるいは 50℃、20分間の熱処

理を加え、WYO α培地などのレジオネラ属菌用選

択培地に塗布する。湿潤下 5～ 7日間培養し、特有

の酸臭を有する灰白色湿潤集落をレジオネラ属菌と

して推定する。その後 L -システイン要求性を確認後、

特異抗血清により血清群を確定する。集落 1個は検

水 100mLあたり10 CFU（Colony Forming Unit）に

相当し、これが検出限界となる。

培養法の長所は、生きたレジオネラ属菌を検出で

きることであり、温泉浴槽水中での危険性を直接知

ることができることにある。ただし検出限界につい

ては注意する必要がある。すなわち酸処理あるいは

熱処理による負荷、さらにはWYO α培地等の選択

培地に含まれる選択成分などがレジオネラ属菌にも

影響し、検出感度は低下する。われわれの検討では

回収率が 10～ 30%程度となる。たとえば検水 100mL

中 10 CFUの検査結果でも実際はその 10倍存在する

と考えるべきである（未発表データ）。

一方培養法の欠点は、採水してから検査会社に送

付し、採水から前処理を含め結果が得られるまでに

1週間以上要すること、また検査費用が 1サンプル

につき数千円かかり、サンプル数によっては検査費

用が高額となることがあげられる。現行のレジオネ

ラ症防止指針では年一回以上の検査を求めている

が、以上の欠点は各施設の検査頻度に影響を及ぼす

ことも否めない。このような培養法に生じる問題は

レジオネラ属菌感染症に対する施設安全管理の運用

面で問題が残る。

2. 遺伝子検出法

培養法に対し遺伝子検査法は、検査にかかる時間

は非常に短く条件によっては採水日の内に結果が得

られる。また検査特異度も高い。しかし、検出感度

については培養法に比べ劣るとは言われるが、方法

によっては培養法に匹敵するものもありさまざまで

ある。採水の方法は培養法に準じ、濃縮した検水を

検査対象とする。現在行われている方法は研究段

階のものも含めいくつかある。PCR（Polymerase

Chain Reaction）法が一般的に行われる。すなわち

レジオネラ属菌に共通して特有な遺伝子（通常 16 s

RNAをコードする遺伝子領域）12）あるいは、臨床から

分離されるレジオネラ属菌の大部分を占めるL. pneu-

mophilaに特異的な遺伝子（mip gene : macrophage

infectivity potentiator geneなど）13）をターゲットに

し、それぞれのプライマーを設計してターゲット

遺伝子を例えば 95℃ denaturing, 55℃ annealing,

72℃ elongationのそれぞれ一定時間を 1サイクルと

するサイクルの繰り返しで増幅し、増幅産物をアガ

ロースゲル電気泳動にかけ、エチジウムブロマイド

で染色、UV照射によりサイズマーカーバンドを参

照に目的の遺伝子領域が増幅されてるか否かを確認

する。検出感度は通常培養法に比べやや劣るとされ

る。また通常の PCR法は半定量的であるがこれに

対し、検出特異度を向上させ、さらに定量性を持た

せた PCR法として PCR増幅量をリアルタイムでモ

ニターし解析する real - timePCR法がある。これは

初発のDNA量を縦軸にプロットし、一定の指数関数

的増幅量になる PCRサイクル数（threshold cycle ;

Ct値）を横軸にプロットする。既知量のDNA濃度

の希釈段階を用いてスタンダードを作成し、未知濃

度サンプルの DNA濃度をスタンダードから求め

る。real - timePCR法にはいくつかの方法がある。

一つは PCR反応によって合成された二本鎖DNA増

幅産物に結合する蛍光試薬を用い、結合した蛍光試

薬の励起光を検出するインターカレーター法（蛍光

試薬として SYBER GREENを用いる。特異性は遺

伝子増幅産物の融解温度を測定することで確保）で

ある。次は TaqMan probe法で、これは 5’末端を蛍
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光物質（FAMなど）で、3’末端をクエンチャー物質

（TAMRAなど）で修飾したオリゴヌクレオチド

（TaqManプローブ）を PCR反応系に加える方法で

ある。TaqMan probeはターゲット DNAの特異配

列にハイブリダイゼーションするが、通常 probeに

結合したクエンチャーにより蛍光励起が抑制されて

いる。しかし、同時にスタートする PCR反応に伴

うポリメラーゼの 5’→ 3’エキソヌクレアーゼ活性に

より、ハイブリダイズした TaqMan probeが分解さ

れていく。その probeの分解に伴い蛍光色素がプロ

ーブから外れる。それにより外れた蛍光色素は

probe末端に結合するクエンチャーからの抑制から

解除され、蛍光が励起されて検出される。本方法

はターゲット遺伝子特異的なDNA probeを用いる

ので特異性はインターカレーター法よりも高い。次

にサイクリングプローブ法がある。これは PCR反

応DNA増幅産物に対し、RNAを probe配列中央に

含むキメラ probeが結合する。結合後 RNaseHによ

りキメラ probe中央の RNAが分解される。これに

よって TaqMan probe法と同様に probeに結合した

クエンチャーによる抑制が外れ、同様に probeに

結合した蛍光物質が励起される。サイクリングプロ

ーブ法は、RNA付近にミスマッチが存在すると、

RNaseHによる切断は起こらないので、一塩基の違

いを認識することができるため、非常に特異性の高

い検出法となる。

一方、栄研化学（株）により開発された LAMP法

（Loop-mediated Isothermal Amplification）は、レジ

オネラ属菌に共通した 16s RNAをコードした遺伝

子の 6つの領域に対する 4種類のプライマーを用

い、PCR法とは異なり鎖置換反応を利用して 65℃

の一定温度で反応させることを特徴とする。本方法

は定量性に優れるとともに、増幅効率が非常に高く

遺伝子産物を目視によっても検出できることが大き

な特徴とされる。現在保険適用されている唯一の遺

伝子診断法である。われわれもまた LAMP法を用

いてアスファルト道路上に溜まった雨水からレジオ

ネラ属菌を検出している14）。しかしながら以上の方

法は、温泉水中に存在するレジオネラ属菌、あるい

は L. pneumophilaのターゲットDNAを検出するた

め、生菌とともに死菌をも検出してしまう難点があ

る。多くの施設では、レジオネラ属菌の検出をレジ

オネラ感染予防対策として、施設管理の面から行う

ので、日常的には塩素消毒を中心とするレジオネラ

消毒が適切に効果をもたらしているかを確認するこ

とに大きな関心がある。この観点からすると、迅速

性や特異性に優れた遺伝子検出法も、死菌を検出し

てしまうことで、生菌を検出する培養法に対しては

大きなビハインドを抱える。そこで生菌の検出がで

きる遺伝子検出法が開発されている。その一つがエ

チジウムモノアザイド（Ethidium monoazide : EMA）

を用いる EMA PCR法 15）、あるいは EMA real time

PCR法 16）である。以下、本法について簡単に紹介

する。本法の原理は EMAが生菌の膜を通過するこ

とができず、死菌のみ細胞内に浸透することを利用

する。たとえば L. pneumophilaを含むと疑われる環

境水を常法により濃縮し、一定濃度の EMAを添加

する。暗所にて一定時間インキュベーションし、そ

の後ハロゲンランプを照射し、レジオネラ細胞外の

EMAを分解する。さらに遠心し洗浄してレジオネ

ラ細胞を集める。適当なDNA抽出キットを用いて

DNAを抽出し、PCR、あるいは real time PCRを行

う。もしレジオネラ属菌が含まれ生菌であれば

EMAは細胞内に浸透せず、DNA二重結合にインタ

ーカレントしないのでDNAは無傷であり PCR反応

が開始され、DNA増幅が起こる。もし死菌であれ

ば、細胞内に浸透した EMAが DNA二重結合にイ

ンターカレートするため、DNAポリメラーゼ反応

が阻害される。結果として、PCR反応は開始され

ずDNA増幅は起こらない（図6）。

以上、温泉水中のレジオネラ属菌の主な検出法に

ついて紹介した。特に前処理に濾過濃縮法を用いる

場合には、温泉水中に含まれる沈殿物が遺伝子検出

法では影響することがあるので注意する。

図6 EMA PCRによる生菌/死菌の区別の原理 
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