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研究成果の概要（和文）：15℃の温度で、Legionella pneumophila は Acanthamoeba castellanii
中で、生きてはいるが培養不能、VNC(Viable but not Culturable)状態に移行することが、培
養法、real-time PCR(RTPCR)、EMA real-time PCR(EMA RTPCR)の比較、および透過型電子顕微
鏡観察によって明らかになった。しかし Acanthamoeba polyphaga,Haltomannella vermiformis
では VNC への移行は示されなかった。一方水温の異なる季節で、東京都内の２つの一級河川を
対象に培養法、RTPCR 法、EMA RTPCR 法を用い Legionella の検出を行ったが、Legionella は季
節に関係なく培養検出できなかった。RTPCR 法、EMA RTPCR 法では少量ながらも生きた状態で
L.pneumophila の存在を認めたが、水温による影響は認められなかった。測定地点の河川水中
の amoeba について PCR による定性を行ったが、Acanthamoeba は検出されず、Haltomanella が
優位であった。この結果は、Legionella との相互関係が水温に影響を受ける amoeba の不在か、
河川は流れがあり、Legionella と amoeba の接触機会が少ないことが原因と考えられた。 
 
研究成果の概要（英文）：It was demonstrated that L.pneumophila shifted into a VNC (Viable 
but not Culturable) mode inside the Acanthamoeba castellanii cells at a temperature of 
15 degrees C by the combination of cultural method, real time PCR(RTPCR) and EMA treated 
real time PCR(EMA RTPCR), and by transmission electron microscope observation. On the 
other hand, the shift into VNC state was not observed in Acanthamoeba polyphaga and 
Haltomannella vermiformis. Culturable L.pneumophila cells were not detected in periodic 
survey of river water at fixed-sampling points targeting two major rivers in the Tokyo 
area. A few viable Legionella cells were detected by the combination of RTPCR and EMA 
RTPCR, however the numbers of viable cells were approximately-same without relation to 
season.The detection of free-living amoeba(FLA) by PCR showed that the genus Haltomanella 
was predominant in the sampling points and A.castellanii was not detected.The absence 
of FLA species that the interrelationship with L.pneumophila is affected by water 
temperature or few chances to encounter host amoeba by flow of the river might be cause 
of this result. 
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１．研究開始当初の背景 

AnandらL.pneumophilaは、本菌の代表的な
寄生宿主であるAcanthamoebaには20℃培養
条件で消化されることを報告し1)、また
Moffatらも同様の結果を報告している2)。私
は、L.pneumophila 2菌株を用い、各種温度
でA.castellaniiとの捕食寄生関係を調べた
ところ、20℃以下ではamoeba内で
L.pneumophilaのコロニー形成細胞が急減す
ることを見出し、彼らの報告と同様の結果を
得ている。さらに20℃以下では、
Acanthamoebaの活動は、35℃よりも活発で
L.pneumophilaの細胞内増殖関連遺伝子群の
調節遺伝子csrAの発現が低下していること
も明らかにした。さらに20℃以下では、
amoebaが悪環境で生き抜くためのcyst化を
促進することによりAcanthamoebaは
L.pneumophilaを積極的に排除している可能
性を示した3)。このように夏季を除き低い水
温の温帯域の自然水環境では、
L.pneumophilaとfree-living 
amoeba(FLA)との間には、ヒトへの感染すな
わち体温35℃-37℃の条件とは全く異なった
細胞間相互関係が存在することが推定され
た。このことから、自然水環境条件における
L.pneumophilaとFLAの細胞間相互作用を明
らかにすることは、環境からのヒトへの
L.pneumophila感染を制圧する新たな戦略を
生み出すための情報をもたらすだろう。この
ことが本研究の研究開始当初の背景である。 

 
２．研究の目的 
 レジオネラ感染予防に対しては塩素消毒
を基本とする感染防除指針が策定され実施
されてきた。しかし罹患率は一向に減少せず、
むしろ増大傾向にある。L.pneumophila の生
息場である自然水系は、温帯地域では夏季を
除き 20℃以下の温度にある。従って有効なレ
ジオネラ感染予防対策の確立には、
L.pneumophila の自然界での生態生理を詳細
に研究することも重要である。本研究の目的
は、夏季を除く季節で水温 20℃以下にある自
然水環境条件での L.pneumophilaの寄生宿主
である FLA との相互作用を明らかにし、増大
する市中レジオネラ肺炎罹患の危険率を減
少させ、レジオネラ感染を予防する安全シス
テムの構築に貢献することにある。 
 
３．研究の方法 
(1) A.castellanii と L.pneumophila との
15°C 共インキュベーション後の透過型電子
顕微鏡による amoeba 細胞内 Legionella の観
察 
A.castellanii ATCC30234および

L.pneumophila Lp01を対象に、既報告に従い
実験を行った3)。ただしamoebaへの感染菌量は
MOI (Multiplicity of Infection) x 10（106 
to 107）になるようにamoebaけんだく液中に
菌を添加した。また実験は滅菌したカバーグ
ラス（直径22mm、厚さ1mm）を12ウェル組織培
養用プレートのウェルに沈め、L.pneumophila
を添加したamoebaけんだく液1mLを加える条
件にて行った。 

15℃で3週間インキュベーションした後にカ
バーグラスを取り出し、2.5%グルタルアルデ
ヒド/2mM塩化カルシウム含有0.1Mカコジル酸
中に60分浸漬した。カコジル酸バッファーで
洗浄後、1%酸化オスミウムを含むカコジル酸
バッファー中で氷冷下30分間後固定を行った。
その後氷冷下2%酢酸ウラニウムで30分間染色
し、段階濃度によるエタノール脱水後、エポ
キシ樹脂で包埋した。切片を切り出し、酢酸
ウラニウムおよびクエン酸ウラニウムにて染
色し、透過型電子顕微鏡（JEOL JEM-1210）を
用いて観察した。 
(2) 15℃共インキュベーション後の培養法、
real-time PCR 法(RTPCR)、EMA real-time PCR
法(EMA RTPCR)による amoeba 細胞内
L.pneumophila の生残数測定 
従来PCR法による細菌の検出では生菌と死
菌の区別がつかなかった。しかしNogvaらは、
Ethidium bromide monoazide(EMA)が、膜に
ダメージを負った死菌のみに浸透してDNAに
結合し、そこから抽出したDNAをtemplateと
するPCRポリメラーゼ反応が阻害される性質
を利用したEMA PCR法を考案した4)。これによ
ってPCRによる生菌と死菌の区別が可能とな
った。本研究ではEMA RTPCR法を用いて、15°
Cインキュベーション下でのAcant
よびL.pneumophilaとの捕食寄生関係を研究
した。 
(1)と同様の方法でL.pneumophila Lp01 を
A.castellanii ATCC30234 に感染させ、15℃
でインキュベーションした。ただし感染は
MOI x 10(105 to 106) の感染菌量で実施し、
15℃での共インキュベーションは 24 ウェル
組織培養用プレートにて行った。開始時
（35℃で共インキュベーション 3時間）の
amoeba内に侵入した菌数を計測するため、一
部ウェルから、cell scraper でamoebaを回
収し、滅菌プラスティックチューブに添加し
た。L.pneumophilaには影響なく、amoebaの
みを破砕するあらかじめ予備検討で得られ
た条件にて超音波破砕を行った。Amoeba破砕
液を培養法、RTPCR法、EMA RTPCR法にてそれ
ぞれamoeba内L.pneumophilaコロニー形成能
細胞数、総ゲノムユニット数（総細胞数に相
当）、生菌としてのゲノム数（生きている細



胞数に相当）を計測した。以下方法を述べる。 
①培養法 
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BCYEα寒天
ルを 10μLずつ滴下し塗り広げた後、35 ℃

で 4 日間培養、生じたコロニー数を計測し、
amoeba 1x105 当 た り の amoeba 細 胞 内
L.pneumophila菌数を求めた。 
②RTPCR 法および EMA RTPCR 法 

EMA5 mgを 1mLの超純水にて溶解
濃度になるように、超音波破砕サンプル中

に添加、ボルテックスミキサーにて撹拌後暗
所、4 ℃の条件で 5 分間氷上に置いた。そ
の後、500 Wハロゲンランプを 15 cm離し、20 
分間、氷冷しながら照射した。処理後、15000
回転, 8 分遠心し、上清を除去した後、滅菌
水を 1mL添加撹拌し再度遠心した。これを 2
回行った。遠心沈渣を凍結融解し、その後核
酸抽出剤を使用してDNAを抽出し、TE Buffer
で溶解、DNA濃度を測定した。RTPCR法にはEMA
非処理のサンプルを用いた。定量は、
L.pneumophila Philadelphia-1 の 1細胞あた
りの既知ゲノム濃度 4.3 fg DNA/cellを基準
にし 5)6) 、連続 10 倍希釈にて 105 から
100(Genome Unit GU)に対応する標準曲線用
DNA希釈液を作製し行った。 
(3) L.pneumophila serogroup
る subgroup を対象とした A.castellanii 
ATCC30234との 15℃インキュベーションに
ける捕食寄生関係の検討 
レジオネラ肺炎の原因菌
おおよそ 90%は血清group1(SG1)である。

SG1はLPS構造中にSG1特異的な抗原決定基を
有し、さらにその多型によって 10のsubgroup
に分かれる7)。さらに臨床分離SG1 株と環
離SG1 株ではそれぞれ優勢なsubgroupが異な
る8)。そこでsubgroupが異なる臨床分離株
環境分離株またATCC株を用い、
A.castellanii ATCC30234 との 15℃でのイン
キュベーション実験を行い、菌株間で捕食寄
生関係に相違が見られるか否か検討した。ま
た使用した菌株はL.pneumophilaすべての菌
株が保持する病原性因子Icm/Dot遺伝子群以
外、環境での生残や病原性に関係のある遺伝
子（Icm/Dot遺伝子群と補完性のあるlvh遺伝
子群、自然環境での生残に関与するとされて
いる 65kb pathogenic island）を株特異的遺
伝子として保持する。実験は培養法のみで比
較した。 
(4) Acanthamoeba po
Hartomanella vermiformis と L.pneu
Lp01 との 15℃インキュベーション共培養 
 Legionella の自然界宿主として知られる
A castellanii 以外の FLA A.polyphaga 
ATCC30871 および H.vermif rmis ATCC 502
を対象に L.pneum phila との 15℃インキュ
ベーション共培養実験を行った。方法は培養
法だけで行った。 

(5) 季節の異なる河
測定  
一級河
を定点として、水温の異なる季節ごとにサ

ンプリングし、培養法、RTPCR 法、EMA RTPCR
法により L.pneumophilaの細胞数の水温によ
る影響の調査 を行った。 
①河川水の採水と処理 
多摩川（多摩川駅周辺
見川（綱島駅周辺）の 5か所に定点を決め、

実施した。サンプリングポイントの物性デー
タとして水温、pH、電導度、ORP を計測し、
河川水 2L を採水した。 

河川水は 200mL ずつに
ーでろ過した。ろ過後フィルターをはずし、

焼いたはさみで裁断し、50mL 滅菌チューブに
入れ、滅菌水 5mL を添加して激しく撹拌しフ
ィルター上にトラップされた微粒子を懸濁
した。けんだく液をチューブに移し、
10000rpm で 10 分遠心し、上清 4mL を除
1mL を試料とした。 
②培養法および Legi
確認 
調製
ffer(pH2.2)を加え、室温にて 10 分間静置

し、WYOα寒天培地に 100μL 接種し、35 ℃
で 5 日間培養した。Legionella 属菌の確認
は定法に従った。 
Legionella属菌が
16s rRNAをターゲットとしたPCRを行った

9)。Legionella属菌と確認されたコロニーに
ついては、レジオネラ免疫血清にて血清群を
調べた。 
③ RTPCR およ
実施に対しては、河川水中
子を除去するため、QIAmp DNA Stool Mini 

Kit(QIAGEN)を使用し調製したサンプルから
DNA を抽出した。 
④河川水中の FLA の

Legionella属菌の自然界の寄生主要
あるFLAの存在をPCRにより検出した10)。 

 
４
(1) 15℃インキ
A.castellanii 内 L.pneumophila の survival 
－透過型電子顕微鏡による観察 
電顕TEM像ではAcanthamoeba細胞
週間インキュベーションでコロニー形成

胞数の消失を確認したにも関わらず（成績に
は示さない）、L.pneumophila細胞が多数消化
されずに存在していることが示された
(Fig.1)。Amoeba自体は 15℃で代謝系は活発
になっているはずが、なぜL.pneumophilaは
消化されてないのかこの時点では
る。一方自然界に見出されるAcanthamoeba内
に、培養不能な様々な細菌が共生細菌として
として存在することが明らかにされている11)。

 
 



さらにその中にLLO（Legionella-Like 
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上の in vitro の実験成績から、少なく
ともほとんどの L.pneumophila SG1 subgroup
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e

12)。 
本研究からL.pneumophilaが20℃以下
では Acanthamoeba 内にて共生細菌化する

過程を踏み出そうとしている可能性も考え
られ、コロニー形成能を消失した菌は、
amoeba 細胞内で溶菌されないまでも死ん
いるのか、生きているのかを知ることが重要
と考えた。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.
A.castellanii を 15℃で 2 week インキュベ
ートさせた状態での透視型電子顕微鏡の写
真（撮影：長崎大学医学部解剖学教室） 

(2
RTPCR 法 EMA RTPCR 法による amoeba 内
L.pneumophila の生残数測定 
結果を Fig.2 に示した。培養

、3 週目でコロニー形成細胞数は検
出限界以下となった。しかし RT PCR の成績
は、スタート時のゲノム数が 3週間目でも維
持されており、培養法で示されたコロニー形
成数の急減が Acanthamoeba 細胞内での溶菌
消化による結果ではないことを示した。さら
に EMA RTPCR の結果は、Acanthamoeba 内にて
L.pneumophila が生菌の状態で、スタート時
の菌数を維持していることを明らかにした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fi
real-time PCR 法を用いた、15℃インキュ
ーション下でのA.castellanii内Legionella
数の計測 

15℃イン
に L.pneumophilaの多数存在を認めた透視

型電子顕微鏡の結果と合わせて考えると、少

なくとも A.castellanii 内で 15℃の温度下、
L.pneumophila は「Viable but Not 
Culturable:VNC」と呼ばれる、生きた
分裂能が低下した生理状態に移行したと推
定される。 

L.pneumop
ては、Smithらは 20℃-22℃でTetrahymena

vorax中の貪食胞内で培養能を失いながらも
長期にわたり消化されず生きた状態で保持
されることを報告している13)。またHayらは
L.pneumophila SG1 をA.castellaniiに 35℃
で 48 時間感染させた後、L.pneumophila を
含むamoebaをシスト化させ、さらに再び栄養
体に戻すことを繰り返し、その結果、BCYEα
寒天培地でL.pneumophilaは培養されないが、
PCRによってL.pneumophilaが検出される状
態が、36 試験サンプル中 29 サンプル（89％）
に認めたと報告した。さらにA.polyphagaな
どのamoebaとの共培養でそのうちの 39
養能が復活したことを報告した14) 
 VNC 化 が 起 こ る と す れ ば 、 特 定 の
L.pneu
の amoeba との間でも見られるのかを確認す
ることは重要である。 
(3)L.pneumophila SG1 の異なる subgroup を
対象とした A.castellan
15℃インキュベーションにおける捕食寄生
関係の検討 
臨床分離、環境分離、また subgroup および
病原性因子の
L.pneumophila SG1 株において 35℃感染後の
15℃移行でコロニー形成細胞数の減少が示
された(Fig.3)。しかし subgroup Allenton
の臨床株ではコロニー形成細胞数減少が認
められなかった。 
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ション共培養 
 結果を Fig.4 に示した。L.pneumophila は
インキュベーション 1週目で A.polyphaga 細

a 内

i . polyphaga ATCC30871 および H. 
ermiformis ATCC 50237 と L.pneumophila 

回調査
し

pp.

認め

胞内で約 62 倍の増殖を認め、また
H.vermiformis細胞内では17倍の増殖を認め
た。その後は両 amoeba 共に、細胞内の
L.pneumophila のコロニー形成細胞数は暫減
した。この結果は、15℃における amoeb
での L.pneumophila の VNC 化は本研究で調
べた限り、A.castellanii との間でだけで
見られる相互作用であることが明らかとな
った。そのメカニズムについては現段階で
は不明である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 F g.4 A
v
Lp01 との 15℃インキュベーション共培養 
 (5)水温の異なる季節での多摩川および鶴
見川における定点サンプリング調査 

サンプリング時の各サンプリング河川水
の水温、水質をTable 2 に示した。今

た東京を代表する 1級河川の多摩川および
鶴見川において、3月 25 日の水温はすべて
15℃以下であり、8月 24 日では 30℃を越え
ている。表には示さないが、培養法では鶴見
川で 3月 25 日にL.pneumophilaが 101 
CFU/100mL検出された以外は、すべてのサン
プルでL.pneumophilaを含むLegionella s
は培養非検出であった。一方、RTPCR、EMA- 
RTPCRの成績は、季節水温に関係なくすべて
のサンプルでL.pneumophilaが 101 - 
102GU/100mL存在することを認めた。しかし
RTPCRとEMA RTPCR間でGU数に有意な差を
なかった。 
 

3/25 8/15 8/24 3/03 9/24 10/17 3/03 9/24 10/17 3/03 9/24 10/17 3/25 8/15 8/24

Temperature(Degree C) 14 31.6 30.7 12.4 28.8 22.4 12.3 32.2 23.6 11.6 34.1 24.1 15.1 32.1 33.8

pH 8.91 8.17 7.53 8.36 9.24 8.4 8.3 9.18 8.9 8.52 9.25 9.19 7.63 7.34 7.48

ORP*(mV) 242 242 30 182 56 155 205 101 102 216 60 121 179 244 84

Conductivity (mS/m) 26.4 NT** 29.3 29.8 16 14.9 31.3 33.3 14.4 35.2 30.7 32.7 36.7 NT** 39.6

*ORP:Oxidation-Reduction Potential
** NT:Not Test

ントの水質

Quality Tama river　A Tama river B Tama river C Tama river D Tsurumi river

Table2  サンプリングポイ
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Fliemansらの調査によれば、すべてで 1Lあた

り 15)の

、

。

いが、蛍

果を合

la は

103-107（幾何級数平均で 9.1 x 103）
L.pneumophilaを検出している。山本らは、
蛍光抗体法、培養法、PCR法を用い水温が
27-28°Cの時期に河川調査を実施し、蛍光抗
体法でL.pneumophilaを 1.2 -3.5 x 104検出
またPCRでも陽性を確認したが、培養法では
非検出と報告した16)。Fliemansらは培養法で
の検出は実施していないが、318 サンプルを
モルモットに接種し 47 株を培養で分離、約
15%のサンプル中でL.pneumophilaが生きて
いたことを示した。しかし生きている状態が
必ずしも培養能を保持していたかは不明で
ある。なぜならば培養能を失い生きている
VNC状態であれば、モルモット中で培養能が
復帰することが報告されているからである14)

両報告からは、河川中には少なくとも 100mL
あたり103以上のL.pneumophilaが存在してい
る。本研究では水温に関係なく
L.pneumophilaの菌数はRTPCR法による検出
で 100mLあたり多くて 102であり、上記報告よ
り菌数は著しく低い。しかし通常蛍光抗体法
では偽陽性が排除できないこと、一方で
TaqMan RTPCRは極めて高い特異性があること
から本研究における数値が実際の
L.pneumophilaの河川中濃度を示しているの
かもしれない。培養法は行っていな
光抗体法にてL.pneumophila多数を認めた
318 サンプルのうち 15%しかモルモットに感
染しなかったFliemansらの成績、および本研
究での生菌だけを検出するEMA RTPCRの成績
から、河川中のL.pneumophilaはVNC状態か、
あるいは生きてはいるが、刺激によっても培
養能が復活しないActive but 
non-culturable状態にあると推定される。い
ずれにしろ既報告および本研究の結
わせ、河川中からはL.pneumophilaが培養困
難であることは明確な事実である。 
 しかし一方で、本研究からは、少なくとも
水 温 が 高 け れ ば L.pneumophi
A.castellanii 中で増殖し、20℃以下であれ
ば VNC 化することを示した。従って 30℃を越
える夏場では L.pneumophilaの河川中の数値
は上昇し、水温が 20℃以下になる秋以降春ま
では数値が減少することを予想した。しかし
調べた限り 1級河川である多摩川、鶴見川サ
ンプリングポイントにおける L.pneumophila
の河川中の菌数は,水温に関係なく少ない状
態であった。Legionella が高頻度に検出され
るのは、水温が高くまた細菌を捕食する
amoeba が集積し、増殖しやすい多孔質ろ材が
充填された循環式ろ過装置を設置した人工
環境水である。流れを持つ一級河川などの自
然水環境は水質にもよるが、細菌が住むに適
し、さらに amoeba が入り込める粒子径を持
つ小孔を有す粒子の分布密度が低く、従って
水温に関係なく、L.pneumophila と amoeba の
接触機会が低い、すなわち L.pneumophila が
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g.5 サンプリング河川水中の PCR による
ba の検出 1 : 鶴見川, lane 2 : 多摩川
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生残するには厳しい環境なのかも知れない。 
 一方Fig.5 は、河川中のFLAを確認するPCR
の成績である。成績から見る限り
Haltomanellaはすべてのサンプルで検出で
きたが、Acanthamoebaは検出され
少なくとも、調べた限り多摩川、鶴見川では
Haltomanella 優位でAcanthamoebaの数は少
ないようである。 Buseらは、L.pneumophila
のamoeba内増殖は菌株と、宿主となるamoeba
の種類、さらには温度に依存すると報告して
いる17)。L.pneumophilaの増殖の場としては
HaltomanellaはAcanthamoebaに比し、相対的
に適していない可能性も考えられた。従って、
河川中ではL.pneumophilaはamoeba中に生息
するよりも、むしろ菌単体で自由に、あるい
はバイオフィルム中に存在し、貧栄養状態下
でVNC化しているのかも知れない。あるいは
一度侵入し、amoeba小胞内で増殖した後小胞
ごと吐き出され、小胞中でVNC化し長期存在
していることもまた考えられる18)。 
 
 
 
 
 
 
Fi
amoe
（下流）, lane 3 : 多摩川（上流）, lane 4 : 
玉川, lane 5 : 中池 lane 6 : Positive 
control (H.vermiformis), lane 7 : Positive 
control (A.polyphaga), lane 8 : Positive 
control (A.castellanii), M1 : 1 kilo base 
pair marker, M2 : 100 base pair marker 
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