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研究成果の概要（和文）：レジオネラ症予防の基盤となるレジオネラ属菌の検出にあたっては、通常の培養法で
は約２週間を要するため、より迅速に定量できる手法、特に現場（on-site）で実施可能な定量系が国内外で切
望されている。そこで、独自に研究を進めているマイクロ流路デバイスおよび細菌数測定用ポータブル・システ
ムを用いて、レジオネラ等の病原細菌をon-siteでモニタリングするための研究を進めた。
まず細菌数測定用の画像解析アルゴリズムを検討し、それをもとに自動計数ソフトを作成した結果、測定精度が
向上した。また、化学物質と免疫磁気ビーズを併用した濃縮法を検討した結果、回収率が高まり、検出感度を
100倍向上させることができた。

研究成果の概要（英文）：Since the detection of Legionella, which is the basis for prevention of 
Legionnaires' disease, requires approximately two weeks using the conventional culture method, a 
more rapid quantification method, especially an on-site quantification system, has been long awaited
 both in Japan and overseas. Therefore, we conducted a study for on-site monitoring of pathogenic 
bacteria such as Legionella using a microfluidic device and a portable system for bacterial counts, 
which we have been researching.
First, an image analysis algorithm for bacterial counting was studied, and then automatic counting 
software was created based on the algorithm, resulting in improved measurement accuracy. In 
addition, we investigated an original method using a combination of chemicals and immunomagnetic 
beads, which increased the recovery rate and improved the detection sensitivity by 100-fold.

研究分野： 衛生環境微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
レジオネラ症は新興感染症であり、日本国内では入浴施設等において集団感染やレジオネラ肺炎による死亡例が
散発している。海外では人の活発な移動に伴い、先進国・途上国を問わず、旅行者感染症として社会問題になっ
ていることから、その予防が重要となっている。
本研究の成果は、レジオネラをはじめとする危害微生物、特に培養が困難あるいは培養に長時間を要する微生物
の定量を現場（on-site；オンサイト）で実施可能にするものであり、迅速かつ簡便に危害微生物をモニタリン
グできることから、環境衛生分野のみならず、様々な属種の微生物の管理を必要とする医薬品・食品製造、医療
機関等の幅広い分野に応用可能である。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 レジオネラ症は、劇症型のレジオネラ肺炎と一過性のポンティアック熱に分類される呼吸器
感染症である。感染症法では四類感染症（全数把握対象）に定められており、中高年齢者の他、
慢性呼吸器疾患や糖尿病の患者、喫煙者や大量飲酒者において、レジオネラ肺炎の発症リスクが
高くなることが報告されている。患者報告数は世界的に増加傾向にあり、米国では年間 20,000
人がレジオネラ肺炎に罹患していると推測されている。国内では 2010 年度は 751 名であったの
に対し、2015 年度は 1,587 名と５年間で倍増している。なお、この報告数は届け出があったも
ののみであるため、実際の患者数はさらに多いものと推測されている。 
国内では浴槽水が主な感染源となっており、2002 年には宮崎県の入浴施設で 295 名の患者が

発生するとともに７名が死亡している。2017 年３月にも広島県の温泉で 58 名が感染し１名が死
亡している。海外では旅行者感染症として社会問題になっており、冷却塔等から発生するエアロ
ゾルの吸入が感染要因となっている。そのため、米国では疾病管理予防センター（CDC）、EU で
は欧州レジオネラ症サーベイランスネットワークが監視活動を続けている。 
レジオネラ症の主な原因菌は Legionella pneumophila であり、自然界での現存量は少ないに

もかかわらず、水を循環させる人工環境水の中では顕著に増加する。入浴設備や冷却塔、噴水等
から発生するエアロゾルに起因するレジオネラ症のアウトブレイクの予防は、人々の日常生活
や観光産業等の経済活動だけでなく、国際的な認知度が向上してきている日本の温泉文化の発
展にも密接に関係し、また介護施設における高齢者の集団感染が懸念されていることから、社会
的にも重要な課題となっている。 
 
２．研究の目的 
 レジオネラ感染の予防においては、生活環境中におけるレジオネラ属菌の動態を把握し、的確
に管理することが重要である。その基本となるのがレジオネラ属菌の検出・定量である。しかし
ながら、通常用いられている培養法では、結果を得るために約２週間を要することから、より迅
速に定量できる手法が国内外で切望されている。また、定量的 PCR 法等の遺伝子を標的とする方
法も利用されているが、核酸抽出等の煩雑な操作があることに加え、研究室外での実施が容易で
はない。したがって、レジオネラ感染のリスクを軽減させるために、より迅速に定量できる手法、
特に、入浴施設や介護施設等の現場・現地（on-site）で応用可能な定量系が必要とされている。 
 そこで本研究では、環境中の微生物の迅速検出に関するこれまでの研究成果を活用し、マイク
ロ流路デバイスを用いて、人工環境水中のレジオネラ数を on-site で数時間以内に測定できる
ようにし、感染リスクの低減に貢献することを目的とした。 
 マイクロ流路デバイスは幅･深さ数十マイクロメートルの微小な流路を刻んだ数 cm 四方の小
型デバイスであり、その特長として①結果を数時間以内に得ることができる、②測定に必要な試
料や試薬が微量（数十マイクロリットル）、③デバイスが自作可能で低価格、④データの再現性
が高いこと等が挙げられる。このような特長から、国内外を問わず、分析化学分野や生物科学分
野への応用が研究されている。さらに、⑤検出・定量システムを小型化し携行可能にできる、⑥
デバイスが閉鎖系かつ使用後すぐに滅菌できるためにバイオハザードのリスクを低減できる等
の特長も有することから、微生物検出のためのデバイスについても、世界の様々な研究機関がそ
の有用性に着目している。 
しかしながら、その設計にあたってはデザインや検出系に創意工夫が必要であり、衛生微生物

学分野への応用は世界的に萌芽状態にある。また、大腸菌等の標準菌株を用いた研究は盛んに進
められているものの、環境水や飲食品等の実試料に応用可能なデバイスが無く、研究・開発が望
まれている。このような現状の下、本研究はマイクロ流路デバイスを用いて病原細菌の on-site
モニタリングを可能にする点で独創的である。また、本方法の大きな特長として、微生物の存在
をその場で目視により確認できることが挙げられる。通常の微生物数測定法では結果は数値の
みで表されるのに対し、本方法では定量値に加えて、システムのノート PC のディスプレイ上に、
微生物が微小流路内を流れる映像が表示される。これにより、視覚的に微生物の存在を認識でき
るため、他の方法よりも微生物量の多寡を把握しやすい。また、携行可能であるため、ポータブ
ルバッテリーを利用することにより、電源が無い環境でも測定が可能である。したがって、先進
国のみならず、東南アジアをはじめとする諸地域の水環境・水資源の衛生微生物学的な安全性の
確保に大きく寄与する。さらに、検出対象に応じて適切な蛍光抗体や蛍光染色法を選択すること
により、環境衛生分野のみならず、様々な属種の微生物の管理を必要とする医薬品・食品製造、
医療機関等の幅広い分野での応用が期待できる。 
 
３．研究の方法 
 試料として、培養した菌体をリン酸緩衝液に懸濁し、固定液で処理した。蛍光顕微鏡による細
菌数の測定にあたっては、試料を蛍光染色後、孔径 0.2 マイクロメートルのフィルターでろ過
し、蛍光染色された細菌をフィルター上に捕集した。プレパラートを作製し、蛍光顕微鏡の青色
励起光下、倍率 1,000 倍で計 20 視野以上を観察し、その平均値をもとに細菌数を算出した。 



マイクロ流路デバイス（5 cm×2.5 cm）はシリコン樹脂（ポリジメチルシロキサン：PDMS）を
用いてソフトリソグラフィーにより作製した。具体的には、スピンコーターでシリコンウェハー
上に紫外線硬化樹脂（フォトレジスト）を均一に塗り拡げた後、65℃で２分、さらに 95℃で３
分加熱することにより、フォトレジストを固化した。次に、マスクアライナーを用いてフォトマ
スク（クロムマスク）上に描いたマイクロ流路のパターンをフォトレジストに転写した後、有機
溶剤により現像し、さらに超純水で数回洗浄することにより、不要なパターンを除去した。マイ
クロ流路のパターンが転写されたシリコンウェハー上に金属製の枠を置き、枠内に PDMS を注い
だ。その後、120℃で 40 分加熱し、PDMS を固化させた。固化した PDMS をシリコンウェハーから
剥がした後、プラズマエッチングによりカバーガラスを接着し、マイクロ流路デバイスを作製し
た。マイクロ流路の幅は 100～500 マイクロメートル、深さは 15 マイクロメートルとした。マイ
クロ流路を流れる細菌の検出・計数には、自作したポータブル・システム（54×36×23 cm；重
量 15 kg）を用いた。 
試料及び蛍光抗体をマイクロ流路 

デバイスに導入後、試料中の細菌を       定量部     染色部で試料と試薬を混合 
マイクロ流路の染色部において      
蛍光抗体により染色し（on-chip 染色）、 
マイクロ流路の定量部を流れる細菌を 
ポータブル・システムの CCD を用いて                    試料を導入 
撮像した。 
 細菌数測定用ソフトウェアの作成                      試薬を導入 
には、MATLAB R2019b を用いた。 
本ソフトウェアにより得られた自動 
計数値の精度の確認は、映像の目視 
計数により得られた値との比較により 
行った。 

on-chip 染色用マイクロ流路デバイス（5 cm×2.5 cm） 
 
４．研究成果 
 まず、独自に作製したポータブル・マイクロ流路システムを用いて水環境中の L. pneumophila
数を高精度に測定するために、細菌数測定用の画像解析アルゴリズムを検討した。すなわち、マ
イクロ流路を流れる細菌の確率的特徴モデルに基づき、目視では見逃されやすい断片的で微か
な細菌画像も確実に検出できるようアルゴリズムを設計し、これをもとに自動計数ソフトウェ
アを作成した。本ソフトウェアの定量精度を確認したところ、蛍光顕微鏡による直接計数法と同
等であった。すなわち、従来はポータブル・システムで検出が困難であった微弱な蛍光を発する
細菌も検出できるようになり、測定精度が向上した。 
次に、従来の試料調製法では現存量の少ない細菌を検出するために、遠心による濃縮を行って

いた。本方法は十分な回収率があるものの、遠心分離機が必要であり、on-site での実施に課題
があった。そこで、on-site で実施可能、かつ、試料中の標的とする細菌の回収率を上げること
が可能な方法の検討を行った。その結果、化学物質と免疫磁気ビーズを併用した濃縮法により回
収率が高まり、検出感度を 100 倍向上させることができた。 
 これらの成果をもとに、研究に協力をいただいている浴場施設でのサンプリングを計画した
が、国内での新型コロナウイルス感染症の流行により、サンプリングができなくなった。 
そこで、浴槽水中の L. pneumophila のモニタリングを行うために、モデル系を用いた研究を

進めた。本モデル系は循環式浴槽を模したものであり、水槽、循環ポンプ、ヒーター及びろ過器
モデル（礫層）から構成した。ただし、本モデル系では以前にレジオネラ症患者が発生した浴場
施設で使用していたろ過装置内から得た礫を使用しており、使用に伴うエアロゾルの発生によ
るレジオネラ属菌への曝露に注意が必要であった。 
 また、検討を進めている on-site モニタリング法を一般化するための検討を進めた。現状で
はポータブル・システムの光源として高出力の半導体レーザーを用いており、青色励起光しか用
いることができなかった。そこで、マルチカラー解析をふまえて緑色励起光を使用できるよう、
光源を検討した。さらに、現在のポータブル・システムはスーツケース・サイズであり、ケース
にキャスターが付いていることから携行が可能であるが、より携行しやすくするために、アタッ
シュケース・サイズに小型化するための考察を行った。特定の属種の細菌の特異的な検出にあた
っては、蛍光抗体を用いているが、蛍光抗体の調製が難しい細菌種をモニタリング対象とするた
めに、核酸を用いた特異的な標識法を検討した。これらの検討結果をふまえて、河川水中の全菌
数及び生菌数を on-site で測定するための方法を開発し、論文で発表した。また、野菜や食肉中
の腸管出血性大腸菌 O157 数やサルモネラ数をポータブル・システムを用いて測定するための方
法を作成し、論文で発表した。さらに、複数種の病原細菌をマイクロ流路デバイスを用いて同時
に定量するための方法を検討し、論文を投稿した。 
 本研究で検討したモニタリング法は濃縮法も含めて屋外で実施可能であり、結果を得るまで
に要する時間は約 90 分と迅速である。また、今回作成した画像解析ソフトウェアは、オリジナ
ル画像と画像処理後の細菌抽出画像を並べて表示していることから、自動計数の精度を視覚的
に把握しやすく、画像や映像による細菌数測定の経験が無くても、容易に利用可能である。 



今後、実試料における評価を続けることにより、ポータブル・マイクロ流路システムを用いた
危害微生物の on-site モニタリング法の実用性を実証できると考えられる。 
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