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研究成果の概要（和文）：レジオネラ肺炎の主原因Legionella pneumophila SG1について疫学調査を実施した。その結
果、臨床株と環境株では疫学的特徴が相違し、特に本邦に特徴的な様相が、臨床分離株で最も優勢なSG1 Benidorm系su
bgroupが、冷却塔水分離株にはなく、温泉水分離株では優勢なことで、このことが本邦の主な市中レジオネラ感染が温
泉施設で生じる事実と関連すると結論づけた。また菌株特異的因子Lvh typeIVA SSおよび65kb pathogenic island(PI)
の保有率が環境分離株、特に冷却塔水分離株で顕著に高く、さらに65kbPIが塩素耐性に寄与することも明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study demonstrated that the characteristics of Legionella pneumophila 
serogroup1(SG1), the major causative agent of Legionnaires' disease, was distinctly different between 
clinical isolates and environmental isolates despite of the same serogroup, and the environmental 
isolates carried frequently the strain-specific elements(the Lvh typeIVA secretion system and the 65kb 
pathogenic island(PI)) not shared by a number of clinical isolates. Further we found that the 65kb PI had 
a role for chlorine tolerance. Finally, we concluded that the fact that the Benidorm type subgroups, most 
common in clinical isolates, were not found in cooling tower isolates but relatively predominant in hot 
spring isolates might relate to that legionella infection occurs mostly at spa facilities.

研究分野：微生物学
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１．研究開始当初の背景 
レジオネラ症（肺炎）の原因の ほとんどは

L.pneumophila血清群１（SG1）である。SG1
は LPS糖鎖構造に対するモノクロナール抗
体型別により subgroupに細分される 1)。ヨ
ーロッパレジオネラ症サーベイランスネッ
トワーク (ELDSNet)データによれば、臨床
分離 SG1株は、MAb3/1系 subgroup
（MAb3/1epitopeを有する subgropeの病原
性に関与すると考えられている 2））が多くを
占める
(http://ecdc.europa.eu/en/publications/Publ
ications/legionnares-disease-europe-2014.p
df)。しかし人がレジオネラに感染する場であ
る環境から分離される SG1株にはMAb3/1
に以外の subgroupも優勢に分布している。
レジオネラ症発生予防に重要な情報である
が、本邦ではまだこのような疫学調査はなさ
れてなかった。 
 
２．研究の目的 
（１）本邦においては、レジオネラ症発生の
背景となる環境は、循環ろ過式温泉であり、
景観水やシャワーヘッドなどからの感染が
多いヨーロッパと異なる。そのため疫学的特
徴もヨーロッパと相違すると推定される。本
研究は、臨床分離株、温泉水分離株、冷却塔
水 分 離 株 多 数 株 を 集 め 、 本 邦 で の
L.pneumophila SG1の特徴を明らかにする。 
 
（２）L.pneumophila 間ではゲノム配列の
95％は共通する。しかし菌株特異的な転移性、
獲得性の遺伝子が 5%存在する 3)。その中で
も Lvh IVA secretion system(SS)、65kb 
pathogenic island (PI)は、自然環境中での生
残に関係するとされる 4) 5)。集めた臨床分離
株および環境株の全てを対象に、これら遺伝
子の保有率を調べ、臨床分離株と環境株にお
ける SG1 の偏りの要因の一端を明らかにす
る。 
 
（３）レジオネラ属菌の自然界の主要寄生宿
主である acanthamoebaを用い、臨床分離株
と環境分離株の疫学的特徴を代表する菌株
を混合感染させ、アメーバ内でどのような挙
動を示すか検討し、臨床分離株、環境分離株
における SG1の偏りが起こる要因を探る。 
 
（４）最近 65kb PIには、塩素耐性を付与す
る機能があると報告された 6)。65kb PI組込
み株およびその isogenic 株を用い、塩素耐性
能を確認すると共に、臨床分離株、環境株の
各疫学的代表株で 65kb PI保有、非保有株の
塩素耐性能を調べる。そして現在本邦で義務
付けられている塩素消毒に対する耐性度が、
臨床分離株と環境株との間の SG1 subgroup
の偏りにどのように影響しているかを検討
する。 
 
 

３．研究の方法 
（１）使用菌株 

L.pneumophila SG1 臨床分離 50菌株、温
泉施設浴槽水分離 29菌株、冷却塔水分離 34
菌株、トータル 113菌株を対象とした。 
 
（２）LPS合成遺伝子オペロンの変異多型に
基づいた PCRによる SG1 subgrouping 
Thṻrmerらは、モノクローナル抗体

subgroupingを genotypeによって行う PCR
法を開発した 7)。本研究は Thṻrmerら方法
に従い、遺伝子レベルでの SG1の確認、
MAb3/1陽性株の確認、SG1 subgroupingを
それぞれ実施した。 
 
（３）塩基配列によるタイピング(SBT) 

ELDSNetのプロトコールに従い、
Sequence type(ST)を決定した。各 STのクラ
スタリングは、eBURSTver.３のプログラム
を用い、単一の配列部位変異をクローナルコ
ンプレックス(CCs)の決定に使用した 8)。 
 
（４）Lvh type IV A SS、65kb PIの検出 
 Lvh type IVSSおよび 65kb PIの、各菌株
における保有の有無を PCR により検出した
4)5)。 
 
（５）Acanthamoeba castellanii 
ATCC30234に対する混合菌株感染実験 
 L.pneumophila SG1株間の環境での生残
優位性の有無を調べるため、各グループ分離
株の疫学的特徴を代表する菌株の混合菌液
によるA.castellanii ATCC30234に対する感
染実験を行った。使用した菌株リストを
Table1に示す。 
 
Table1 Isolates and the respective features 
used in a competitive infection experiment 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
BCYEα 培地にて発育したコロニーを数コ
ロニー滅菌綿棒にて取り、アカンソアメーバ
緩衝液(AC buffer)5mlに懸濁、マックファー
ランド 5にネフロメーターを用いて調整した。
それぞれの代表株の混合菌液を作成するた
め、Table1の組合わせに従い、各菌液 0.5ml
を滅菌済みチューブに添加し、最終的に AC 
bufferにて 5mlに調整した。また各単独菌株
の AC buffer10倍希釈液を、単独菌感染用と
して調整した。感染実験法は既報に従った 9）。 

Source Isolate No. Subgroup
Sequence

type

Clonal
complex

type
MAb3/1

Lvh Type
IVA SS

65-kb PI

TUM14226 Benidorm/France ST1494 CC59 + + -

TUM14237 Benidorm/France ST1497 CC59 + - -

TUM14256 Benidorm/France ST384 CC23 + + -

TUM14259 Benidorm/France ST120 CC23 + - -

JR32 NT NT + - -

JR32:ICE-Box-cam NT NT + - +

TUM13944 Benidorm ST1758 CC23 + + -

TUM13948 OLDA/Oxford ST1151 CC1137 - - +

TUM14296 Bellingham ST1151 CC1137 - + -

TUM14306 Benidorm/France ST59 CC59 + + +

TUM14301 Bellingham ST552 CC59 - + +

TUM13947 OLDA/Oxford ST1 CC1 - + +

TUM14274 OLDA/Oxford ST22 CC23 - - -

TUM14277 OLDA/Oxford ST1 CC1 - + -

Cooling
tower

isolates

Philaderphia 1

Clinical
isolates

Hot
spring

isolates

 



６）塩素耐性実験 
5ml滅菌済みチューブに滅菌水 4.95mlを
加え、次亜塩素酸ナトリウムを目的の濃度に
なるように 50μL添加した。BCYEα培地で
培養した数コロニーを滅菌綿棒でとり、滅菌
生理食塩水に懸濁してMacFarland 0.5に調
整、1 x 108 cfu/mlの接種用菌液を調整した。
接種用菌液の 5μlを、所定の遊離塩素濃度に
調整した塩素含有水中に滴下し、ストップウ
ォッチで所定の秒数をカウントし、25%チオ
硫酸ナトリウム液 10μlを滴下し反応を停止
した。Plate法により菌数を測定した（n=3）。 
 
４．研究成果 
（１）PCR による SG1 subgrouping 
結果を Fig2A,B,Cに示した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.2 PCR based MAb subgrouping for the 
SG1 isolates from each source area  

 
優勢な臨床分離株 subgroupは

Benidorm/France (14/50 isolates) 、
Benidorm (8/50 isolates)で全体の 44.0%を
占めた。全体の 80%はMab3/1陽性であった
(Fig.2A)。 
 温泉水分離株 29菌株においては
OLDA/Oxford 、Benidorm系(Benidorm、
Benidorm/France)がそれぞれ 9/29; 31.0%づ
つで優勢であった。全体の 62.1% (18/29 
isolates)はMAb3/1陰性であった(Fig.2B)。 
 冷却塔水分離株 34菌株については、
OLDA/Oxford が全体の 82.4%(28/34 
isolates)を占め、極めて優位であった。すべ
ての菌株はMAb3/1陰性であった(Fig.2C)。 
 
（２）SBT clonal complex(CC）  
結果を Fig.3 ABCに示した。 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig3 PCR-based SG1 subgrouping and 

clonal complex group by SBT in the 
SG1 solates from each source area  

 
臨床分離株において、CC23が 32％と最も
多く、これらには Benidorm系、Allentown、
Allentown/Philaderphia、Knoxville、およ
び OLDA/Oxfordが含まれた。CC23に続い
て、CC59 が 20%、CC1が 14%、CC337が
10%であった。温泉水分離株では CC59が最
も多く 31%を占め、Bellingham、
OLDA/Oxford、Hysham、Benidorm系が含
まれた。冷却塔水分離株においては、CC1が
25菌株で全体の 73.5%を占めた。 
 
（３）Lvh type IVA SS、65kb PIの保有率 
結果を Fig.4に示した。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4 Prevalence of strain-specific Lvh 

type IV SS and 65kb PI in SG1 
isolates from each sources  

 
Lvh typeIV SS、65kb PI保有率は、環境
分離株で高く、特に冷却塔水分離株では両者
共に高率であった。Fig.5に SG1 subgroup
ごとの Lvh typeIVA SS、65kb PI保有率を示
した。 

Lvh typeIVA SS、65kb PI の両者とも、
OLDA/Oxford における保有率が高く、それ
ぞれ半数以上を占めた。また全体として
MAb3/1 陰性株が、両者ともほとんどを占め
た。また 65kb PIについては、OLDA/Oxford
でも、冷却塔水分離株でより高い保有率が認
められた。 

 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 5 Prevalence of Lvh typeIVA SS and 
65kb PI in SG1 subgroups  

 
Fig.6にSG1 CCタイプごとのLvh typeIVA 

SS、65kb PIの遺伝子保有頻度を示した。Lvh 
typeIVA SS、65kb PI共に、保有株の多くは
CC1に分布した。CC59、CC23がそれに続
いた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 6 Prevalence of Lvh typeIVA SS 
and65kb PI in clonal complex type by SBT  
 
（４）Acanthamoeba castellanii 
ATCC30234に対する拮抗感染 
結果を Fig.7に示した。 
臨床分離株では CC23/Lvh type IVA SS陽
性/65kb PI陰性の TUM14256株がアメーバ
内で優勢に増殖し、24時間において特に優勢
となった。温泉水分離株において
CC59/Bellingham  / Lvh type IVA SS陽性
/65kb PI陽性 TUM14306が 24時間で著し
く優勢となった。冷却塔水分離株では 3時間
で、OLDA/Oxford/CC1/Lvh type IVA SS陽
性/65kb PI陰性の TUM14277が優勢傾向に
あったが、24時間では OLDA/Oxford 

/CC1/Lvh type IVA SS陽性/65kb PI陽性の
TUM13947が優勢となった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.7 Competitive infection experiment of 
each source in A.castellanii ATCC30234  
 
臨床分離株、温泉水分離株、冷却塔水分離株
中、最も優勢あるいは優勢傾向を示した
TUM 14256株、TUM14306株、TUM13947
株による混合拮抗感染の結果を Fig 8.に示し
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.8 Competitive infection experiment 
among superior isolates from each source 
in A.castellanii ATCC30234 
 
0timeの感染後 3時間では臨床分離 TUM 

14256が優勢に増殖する傾向にあったが、24
時間では退行し、環境分離株、特に冷却塔水
分離 TUM13947 の増殖が優勢傾向を示した。 
 
（５）塩素耐性実験 
環境分離株に 65kb PI保有率が高い結果と、

65kb PIに塩素耐性能があるとの最近の報告
6)との関連を検討した。あらかじめ 65kb PI
非保有(L.pneumophila JR32）、保有 isogenic 
株(L.pneumophila JR32 ICE-Box)を用いた
予備実験から得られた遊離塩素濃度
0.03125mg/L/ 90秒暴露の条件を用い、アメ
ーバ拮抗実験に使用した菌株を対象に、塩素
耐性実験を行った。    

Fig.9に結果を示した。 
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65kb PI 

 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.9 Chroline tolerance ability of each 
representative isolate used in the 
competitive experiment for acanthamoeba  
 
さらに JR32および JR32 ICE-Boxの結果
を基に、treatment値の対数値を control値
の対数値で除した値から、それが 0.5を越え
た場合を塩素に耐性あるいは耐性傾向にあ
ると判定し、その結果を Fig.10に示した。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.10 Chroline tolerance ability 
(Treatment(log) / Control(log)) 
 
結果から環境分離株で塩素耐性あるいは耐
性傾向を示した株はすべて 65kb PI保有株で
あった。しかし塩素耐性を示した臨床分離株
は 65kb PI陰性であった。 
 
ヨーロッパにおいては臨床分離株で最も
優勢なSG subgroupはAllentown/Franceで
あるが(ELDSNet データベース)、本邦では
Benidorm 系が最も優勢でヨーロッパとは異
なる様相を示した。一方環境分離株は臨床分
離株とは異なり、OLDA/Oxford がヨーロッ
パと同様優勢で、特に冷却塔水分離株では顕
著であった。しかし温泉由来株では subgroup
は比較的多彩で、臨床分離株で最も優勢な
Benidorm 系も、優勢なグループとして分布
していた。冷却塔水分離株では、Benidorm
系は存在しなかった。 

SBT分類からは、ヨーロッパと本邦に共通
して臨床で優勢な CC は CC23 と CC1 であ
った。しかし本邦では、CC23 とヨーロッパ
で劣勢な CC59と合わせて半数を越えた。し
かも CC23と CC59の半数以上が Benidorm
系であることから、SBT分類においてもヨー
ロッパと異なる本邦の特徴が浮かび上がっ
た。一方最も優勢な環境分離株はヨーロッパ

で CC1 であり、本邦でも冷却塔水分離株で
は 73.5%が CC1 と突出し、ヨーロッパと類
似した。しかし温泉水分離株では異なり、最
も優勢な CCは 59であった。 
冷却塔水分離株には検出されず、温泉水分
離株で比較的優勢であった CC59/Benidorm
系が、また本邦臨床分離株でも優勢な
CC/subgroupであるとの調査結果は、本邦に
おけるレジオネラ感染の主な場が温泉であ
ることとの関連を強く示唆した。ヨーロッパ
でのレジオネラ感染は景観水などの人工水
環境であり、本邦の冷却塔水環境と同様、河
川水など淡水を水源とする。それに比べ本邦
温泉水は火山性由来が多く水質も多彩であ
る。CC23 や CC59、特にその半数以上を占
める Benidorm系 subgroupは、そのような
環境に生残しやすいのか、あるいは LPS 病
原性エピトープ 2)とされるMAb3/1を有する
ことも合わせ、本邦におけるレジオネラ感染
が温泉施設に集中する要因となっていると
考えられる。 
 今回 65kb PI 非保有、保有の isogenic 
strainsを用い、65kb PIに塩素耐性能が存在
することを確認した上で 65kb PI保有株に塩
素耐性能が見られるか検討し、65kb PI保有
株に塩素耐性あるいは塩素耐性傾向を認め
た。本研究おいて、65kb PI保有株は、臨床
分離株で非常に低く(12.0%)、環境分離株で高
い結果だった。しかし環境分離株でも、温泉
水分離株に比べ、保有率は冷却塔水分離株で
顕著であった。一般的に水道水が使用される
冷却塔水では塩素消毒効果は十分保たれる。
しかし本邦温泉では、鉄分の多い泉質や硫化
物の多い泉質が少なからず存在し、これらに
おいては塩素消毒効果は大きく低下する。温
泉水分離株に 65kb PI保有株が比較的少なか
ったことは、塩素消毒していても、これら泉
質で 65kb PIによる塩素選択生残性が機能し
にくいことが理由かもしれない。一方臨床分
離株で 65kb PIは陰性であったが、塩素耐性
を示した 2株の Benidorm系の存在は、65kb 
PI以外に unknownな塩素耐性因子が存在し、
Benidorm 系が優勢な要因となっていること
をまた示唆する。 
 アカンソアメーバ拮抗感染実験では、少な
くとも菌株特異的な Lvh typeIVA SS、65kb 
PIの存在が、塩素消毒能とも絡めて、アメー
バ内での増殖において重要な役割を果たし
ていることが、本研究から示唆された。 
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