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研究成果の概要（和文）：　生物活性炭(BAC)処理でのレジオネラの再増殖性についてLegionella pneumophila
を用いて評価し，高度浄水処理でのレジオネラ管理について考察を行った。L. pneumophilaは存在状態に関わら
ず活性炭表面ではなく細孔内部に付着・蓄積することが確認された。長期増殖試験の結果より，BAC層への流入
水中のレジオネラの生存状況がBAC層での再増殖に寄与することが示された。レジオネラはアメーバが生存する
バイオフィルム内で再増殖が可能であることから，レジオネラ再増殖の可能性を管理する上で従属栄養細菌など
によるモニタリングを行うことが重要であると指摘した。

研究成果の概要（英文）：The regrowth of Legionella pneumophila in biological activated carbon (BAC),
 which is effective for the removal of organic matters during water treatment, was investigated. L. 
pneumophila adhered and accumulated inside the pores of activated carbon. As results of the 
long-term test, viable cells of L. pneumophila were able to regrow in BAC and be released into the 
effluent water. In some cases, L. pneumophila in VBNC state was not able to regrow in BAC. The 
obtained results suggested that the presence of viable Legionella spp. in the inflow water of BAC 
treatment contributes to its regrowth in BAC. Legionella spp. can regrow in the biofilm with Ameba. 
A monitoring of heterotrophic bacteria is important to estimate the possibility of regrowth of 
Legionella spp. during advanced water treatment processes.

研究分野： 衛生工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
レジオネラに関する多くの研究は不活化効果に関する知見が主となるが，浄水処理工程内での存在状態と再増殖
性も含めた挙動については検証が十分ではない。本研究ではVBNC状態も含めBAC層での再増殖性について評価を
行い，存在状態の違いにより再増殖の傾向が異なることを指摘したことに学術的な意義があるといえる。さらに
社会的意義として、本研究の成果と文献情報を踏まえて，高度浄水処理においてレジオネラの挙動を管理する上
で処理プロセス前後での従属栄養細菌の変動を監視することが重要であることを指摘している。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
日本におけるレジオネラ症の報告数は年々増加傾向にあり，その制御・管理が求められている。

そしてレジオネラ感染の主たる経路は水系感染であり，その中でも温泉施設や入浴設備での感
染事例が多く確認されている。一方，レジオネラは生存環境状況次第では水道システム中で再増
殖する可能性がある。病院でのレジオネラ調査研究では複数の病院の蛇口を調査し，レジオネラ
が培養検出された報告がある 1)。レジオネラは土壌など様々な環境下で生存していることから，
給水栓でのレジオネラ属菌の検出が必ずしも浄水場から配水される水道水由来と直結するとは
限らないが，消毒設備のトラブル等で消毒処理が十分に機能しなかった場合には再増殖性も含
めレジオネラが検出する可能性も考慮する必要がある。 
給配水システムで実施するレジオネラ対策を考える上で，浄水処理システムでのレジオネラ

の挙動について把握することは重要な知見の一つとなりうる。浄水処理システムでは，レジオネ
ラを含む細菌類は効果的に除去・不活化が行われている。一方，高度処理の一つとなる生物活性
炭（BAC）は細菌類が増殖しやすい環境であり，レジオネラ自体が再増殖する可能性が考えられ
る。さらにレジオネラは消毒処理を含むストレス環境下では生存しているが培養できない
（Viable but non-culturable: VBNC）状態となることから，培養可能，VBNC，死滅の 3 つの状態
での BAC での再増殖性について知見を集めることが，BAC 処理を含む処理プロセスでのレジオ
ネラの挙動を評価する上では重要となる。 
現行の高度浄水処理プロセスではオゾン処理と活性炭処理が組み合わさっており，その中で

活性炭処理が BAC 処理としての効果を持ち，活性炭層内での微生物による有機物分解が期待さ
れている。しかしながら，上述したように活性炭層内で微生物が多く存在する状況において，レ
ジオネラが活性炭内で増殖し感染リスクを増大させる危険性も考えられる。そのため，高度浄水
処理システムでのレジオネラ挙動を把握するためには，前段のオゾン処理といった酸化処理で
のレジオネラの不活化効果と後段の BAC 処理でのレジオネラ再増殖性について評価する必要が
ある。 
 
２．研究の目的 
レジオネラに対するオゾン処理などの酸化処理による不活化効果については既に検証されて

いるが，BAC 処理での再増殖性については限定的であり，さらには VBNC 状態でのレジオネラ
の再増殖性については検討されていない。 
そこで，本研究では高度浄水処理システムでのレジオネラの重要管理点を示すべく，前段のオ

ゾン処理の不活化効果について文献調査により整理すると共に，後段の BAC 処理でのレジオネ
ラの再増殖について，ラボスケール実験に基づき評価することを目的とする。 
目的達成に向けて本研究では，レジオネラ属菌の中でヒトに感染する Legionella pneumophila

を対象として，まず培養可能なレジオネラ菌の BAC 処理での再増殖の可能性について検証を行
った。続いて， VBNC 状態レジオネラの BAC 層内再増殖の可能性について把握するために，
VBNC 状態のレジオネラ菌試料作製し，BAC を用いたレジオネラ再増殖試験を実施した。 
 
３．研究の方法 
BAC 中でのレジオネラ生菌の再増殖試験 
 本研究に向けて粒状活性炭カラムを 3 本用意した。まず 4 ヶ月間，粒状活性炭内に微生物を増
殖させるために脱塩素した水道水（2 週間に一回の頻度で交換）を粒状活性炭カラム内で循環さ
せた。事前準備したカラムに対してレジオネラ添加試料（Legionella pneumophila (JCM7571)）を
1 mL 添加した（最終レジオネラ濃度 ：1.3 x 1010 CFU/mL）。１時間接触後，カラム内水を排出し
つつ，完全に入れ替わるまで脱塩素した水道水を加えた。3 本の内１本はカラム内水を除去した
後，粒状活性炭を採取（表層，中層，下層）し，DNA 抽出に供した。残りの 2 本について，2 週
間に 1 回の頻度でカラム内水の入れ替えを行った。試験から約１ヶ月経過した試料（カラム内
水）より採水を実施し，採水試料はフィルターろ過（Milliporeエクスプレスプラス (孔径0.2 µm)）
した後，DNA 抽出に供した。最後にカラム解体後（実験期間：約 2 ヶ月半），粒状活性炭を採取
（表層，中層，下層）し，DNA 抽出に供した。また，ブランクとして使用した水道水について
もカラム内水と同様に 100 mL フィルターろ過し，DNA 抽出に供した。 
 StepOnePlus™リアルタイム PCR システム(Thermo Fisher Scientific)を用いて，各 DNA 抽出試料
について，カラム内水および水道水試料については SYBR Green 法，活性炭試料については
TaqMan プローブ法により，レジオネラ遺伝子の定量を行った。試験に用いたプライマー，プロ
ーブ情報について，SYBR Green 法では Miyamoto ら(1997)2)，TaqMan プローブ法について Nazarian
ら(2008)3)に従った。 
 
VBNC 状態のレジオネラ試料の作製 
 まず，培養した L. pneumophila（Legionella pneumophila Philadelphia1 株 ATCC33152） を適量
の PBS で懸濁し洗菌処理（8,000 × g で 10 分間遠心分離し，上澄を除去）の後，再び PBS に
懸濁し，濃度調製後の生細胞濃度を CFDA 蛍光染色法により把握し，105 cells/mL オーダーの培
養可能 L. pneumophila 試料を作製した。続いて培養可能 L. pneumophila 試料を厳重に密閉し，
20 ℃のインキュベーター内に静置した。完全に VBNC 化していると判断した 83 日間後の試料
を VBNC 状態 L. pneumophila 試料とした。なお，VBNC 化状態の判断として培養法で培養可能



菌が検出されない，かつ CFDA 蛍光染色法による生菌数の変動がない試料を選定した。 
 
BAC 中での VBNC 状態レジオネラの再増殖試験 
 実験で用いた全 9 本のカラム（三宝理化）はガラス製，内径 2.5 cm，筒部高さ 30 cm で， 250 ℃
で 2 時間の乾熱滅菌を行った後，121 ℃で 20 分間オートクレーブ滅菌を行った。本実験では，
活性炭は浄水場で BAC 処理に使用された粒状活性炭（GAC），カラム内水には浄水場において
各種浄水工程の後オゾン接触処理の行われた水（以下，オゾン処理水と表記）を用いた。 

BAC 層へのバイオフィルム形成期間として 70 日間の間，約 24 時間ごとに 1 回各カラム内水
を 4 ℃で冷蔵保存された新しいオゾン処理水（100～150 mL 程度，保存残量の都合により変動）
を上部から通水して入れ替えた。続いて，下記の通りカラムを設定した。 
i）VBNC 状態 L. pneumophila （No. 1，No. 2） 
ii）VBNC 状態 L. pneumophila，培養可能 Acanthamoeba castellanii 混合（No. 3，No. 4） 
iii）培養可能 L. pneumophila（No. 5，No. 6） 
iv）培養可能 L. pneumophila，培養可能 A. castellanii 混合（No. 7，No. 8） 
vi）滅菌処理 L. pneumophila，A. castellanii 混合（No. 9） 
各カラムに対して試料添加後の排出水中の L. pneumophila 遺伝子の定量を添加翌日（0 日目と

する）から 56 日目まで 7 日間ごと，および 66 日目にオゾン処理水の入れ替えと同時に排出水
を 100 mL 採水し，孔径 0.2 µm ポリカーボネートメンブレンフィルター上に濃縮したものを DNA
抽出に供した。また添加前の BAC と添加後 61 日目のカラム内 BAC（表層部）について採取し
た活性炭をそれぞれ PBS20 mL 内で 1 分間ボルテッ クスにより混合し，静置した後の上澄液を
直径 25 mm，孔径 0.2 µm ポリカーボネート製メンブレンフィルターに濃縮し，フィルターを
DNA 抽出に供した。 

DNA 試料分析は Applied Biosystems StepOnePlus リアルタイム PCR システム（Thermo Fisher 
Scientific）を用いて qPCR 法（SYBR Green 法）3)により L. pneumophila 遺伝子の定量を行った。 
 
４．研究成果 
BAC 中でのレジオネラ生菌の再増殖性 
 2 ヶ月半の再増殖試験を行ったカラム 2，3 でのカラム内水中レジオネラ遺伝子は，105-106 
copies/L のレベルで確認された。カラム内水に利用する脱塩後の水道水からはレジオネラ遺伝子
がほぼ検出されなかったことから，カラム水内のレジオネラ遺伝子は活性炭より移動したレジ
オネラ菌由来のものであると判断できる。 

続いて活性炭内の L. pneumophila 遺伝子数の結果を表 1 にまとめる。カラム 1 の活性炭につい
て，表面について L. pneumophila 遺伝子はほとんど検出されなかったが，超音波処理を行った場
合に中層，下層ともに遺伝子が検出された。高濃度で 1 時間程度接触させたが，レジオネラ自体
は表面に付着せず，細孔内部に侵入・付着すると考えられる。一方で，2 ヶ月半再増殖試験をし
たカラム 2，3 について，カラム 1 と同様で活性炭表面にはレジオネラが検出されなかったが，
表層内部は L. pneumophila 遺伝子数が
高いことが確認された。つまり，長期試
験期間中にレジオネラが表層部分で再
増殖したといえる。今回使用した L. 
pneumophila (JCM7571)は生菌であるこ
とから，微生物が存在する粒状活性炭
内にレジオネラの生菌が取り込まれた
場合に再増殖することが示唆された。 
一方，表層部分とは変わり，中層，下

層 部 分 で は 長 期 試 験 後 に も L. 
pneumophila 遺伝子がほとんど検出さ
れない結果となった。この可能性とし
て，活性炭層内ごとに存在する微生物
相の違いが考えられる。本研究では，
事前準備で下向流方式により水を循環
させたため，表層部に多くの微生物が
存在すると可能性がある。レジオネラ
はアメーバなどの特定の微生物細胞内
で再増殖が可能であることから，本試
験では表層部のみにアメーバが存在
し，レジオネラが再増殖しやすい環境
が整えられていた可能性が考えられ
る。 
 
BAC 中での VBNC 状態レジオネラの再増殖性 
活性炭内での L. pneumophila 遺伝子検出結果より，No.5 と添加前 BAC を除いて対象遺伝子の

レジオネラ遺伝子濃度
(copies/g-wet)

あり N.D.
なし N.D.

あり 1.3 x 103

なし N.D.

あり 6.4 x 102

なし N.D.

あり 9.0 x 106

なし N.D.
あり N.D.
なし N.D.
あり N.D.
なし N.D.

あり 6.9 x 105

なし N.D.

あり 1.8 x 102

なし N.D.

あり 4.0 x 101

なし N.D.

カラム2

表層

中層

下層

カラム3

表層

中層

下層

超音波処理

カラム1

表層

中層

下層

表 1 活性炭内のレジオネラ遺伝子数測定結果 



検 出 が 確 認 さ れ た 。 L. 
pneumophila 遺伝子濃度は
103-106 copies/g-wet とばらつ
き が 確 認 さ れ た が ， L. 
pneumophila 添加試料の特
徴ごとに濃度が変化する傾
向は確認されなかった。一
方，試料添加前 BAC からは
L. pneumophila 遺伝子が検
出されなかったことを踏ま
えると，BAC 層内には L. 
pneumophila が存在状態に関
わらず定着できたと判断で
きる。つまり，死菌の状態で
あっても BAC 層内にはレジ
オネラが蓄積していく可能
性が考えられ，BAC 層中の
細菌叢解析でレジオネラ遺
伝子が確認されたことが必
ずしも BAC 層中でレジオネ
ラが生存・再増殖しているこ
とを示すとは限らないとい
える。 
排出水中の L. pneumophila

遺伝子濃度の変動（図 1）で
は，全てのカラムで試験開始
21 日間は減少の傾向がみら
れた。この期間は BAC に吸
着した L. pneumophila が脱着
して排出水に流出したもの
を検出したと考えられる。21
日目以降の遺伝子数を各カ
ラムで比較すると，培養可能
L. pneumophila 試料を添加したカラム（No.5-8）は，21 日目に 101 copies/mL オーダーで確認され
ており，28 日目には遺伝子数の増加が確認され，それ以降は多少の増減を繰り返しながらも排
出水から安定した遺伝子濃度が確認されている。全てのカラムの BAC 層内から対象遺伝子が検
出されたことを考慮すると，No.5-8 の濃度変動は脱着のみでは説明ができず，L. pneumophila の
再増殖が BAC 層内で生じていると判断できる。 

VBNC 状態 L. pneumophila 試料を添加したカラムでは，No.1 と No.3 が滅菌処理試料を添加し
たカラム（No.9）と似た濃度変動を示している。これらは再増殖による影響ではなく，BAC 層
内に付着した L. pneumophila が脱着して検出したものであると考えられる。一方，No.2，4 は 42
日目以降に安定した遺伝子濃度が排出水から確認されている。特に No.2 については，No.5-8 と
同程度の遺伝子濃度が確認されていることから，BAC 層内で再増殖が生じていると推察される。
つまり，VBNC 状態 L. pneumophila でも BAC 層内での生存環境が上手く適合した場合は再増殖
する可能性があると考えられる。 
 
レジオネラの再増殖性からみた高度浄水処理の重要管理点 
 本実験での研究結果より，レジオネラは生菌状態であれば BAC 層で再増殖が生じ，VBNC 状
態であれば環境が上手く適合した場合にのみ再増殖する可能性が指摘された。浄水場に設置さ
れている BAC 層中の細菌類は水温が低い冬期は活性が低い傾向が確認されている。レジオネラ
が増殖する温度が 20－45 ℃と言われており，本試験では室温（25℃前後）で実験を行っている
ため再増殖ができたと考えられる。 
 BAC 処理の前段処理においてオゾン処理が導入されている。また将来的には，促進酸化処理
の導入が検討されている。BAC 処理でのレジオネラ再増殖においては，前段の処理までにレジ
オネラ自体を不活化あるいは少なくとも VBNC 状態まで変化させる必要がある。レジオネラ自
体は大腸菌よりも消毒耐性があることが確認されているが，オゾン 4)や促進酸化処理で組み合わ
される紫外線 5)やヒドロキシラジカル自体 6)の不活化効果は高く，BAC 処理の前段処理としてオ
ゾン処理や促進酸化処理が導入された場合は BAC 層への流入水はレジオネラが十分に不活化さ

  

 

図 1 カラム排出水中の L. pneumophila 

遺伝子数の変動（LOQ: 10 copies/ mL） 



れた状態であると考えられ，BAC 層ではレジオネラの再増殖は生じない可能性が高いと推察さ
れる。 
一方で，中国の実処理プロセスでのレジオネラ属菌調査では，遺伝子数による評価ではあるが

凝集沈殿で減少傾向，砂ろ過では若干の増加，オゾン処理では季節により異なる傾向がみられた
（冬：増加，夏：減少）。そして，BAC 処理で増加し，直後の塩素処理で遺伝子数でもほとんど
検出されない結果となっている 7)。また，オゾン処理の反応槽においてデッドスペースでオゾン
による不活化が進まず細菌が再増殖し，その中にはレジオネラ属菌も確認されている 8)。このよ
うに，オゾン処理や促進酸化処理の反応槽中にデッドスペースが存在し、細菌類に対する処理効
果が十分に機能せず培養可能状態でレジオネラがデッドスペースで再増殖した場合，BAC 層で
もさらにレジオネラが再増殖する可能性が高いといえる。レジオネラ属菌の再増殖が生じる環
境条件としては少なくともアメーバが生存しやすいバイオフィルムの形成が重要であることか
ら，BAC 処理とその前段処理前後での従属栄養細菌といった増殖可能な細菌類のモニタリング
がレジオネラ属菌の管理を行う上で最低限必要であると考えられる。そして，BAC 処理後段に
塩素処理等の消毒処理を徹底することで浄水場からの生存したレジオネラ属菌の流出を制御す
ることが可能といえる。 
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