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研究成果の概要： 
 本研究では，琵琶湖・淀川水系におけるエンドトキシン濃度分布を調査し，下水処理放流水

が水系内汚染源となりうること，またラン藻類の一種(Synechococcus 属)が水系内のエンドト
キシンの変動に寄与する可能性を示した。浄水プロセスにおける挙動を調べた結果，高度処理

された浄水中にも約 10 EU/mLのエンドトキシンが残存した。また，下水処理放流水相当の濃
度で細胞生存率が約 80%に低下した他，遺伝子/タンパク質レベルで IL-8の発現量が増大した。 
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総 計 15,300,000 4,590,000 19,890,000 

 
 
研究分野：複合新領域 
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１．研究開始当初の背景 
 塩素消毒は微生物の増殖能抑制に優れた
効果を発揮する一方で，副生成物による健康
影響問題が指摘されてきた。しかしながら，
原水中に混入する多種多様な微生物は、浄水
処理によりある程度除去されるものの，一部
は 増 殖 能 を 失 っ た 状 態 (Viable but 
nonculturable; VBNC 状態または損傷状態)で
水道水に残存している。本研究では，不活化
された微生物が有する高分子化合物，特にグ
ラム陰性細菌・シアノバクテリアの細胞外膜
構成物質に起因する生物活性（エンドトキシ
ン）に着目する。エンドトキシンは強い免疫

反応を惹起する化学物質として知られてお
り，医療現場（透析用水や製剤溶液）では個
別に対策が進められている。本来，生体は微
量のエンドトキシン曝露により自然免疫を
獲得するとされているが，年々アレルギー疾
患が増加している現代においては，攪乱され
た免疫システムが強いアレルギー症状を誘
発する危険をはらんでおり，日常生活におけ
るエンドトキシン曝露量についても強い関
心が集まっている。 
 従来，大気由来を曝露経路としたエンドト
キシン曝露評価が進められてきており，サン
プリング方法や抽出方法について知見が集
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積されつつある。これに対して、水中エンド
トキシンに関しては海外で一部調査測定例
があるのみであり，環境水中の微生物群を反
映したエンドトキシンの毒性評価は実施さ
れていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では，環境水あるいは水道水中のエ
ンドトキシンの活性量，ならびに消毒過程に
おける活性量・処理特性の変化を定量的に把
握し，水質管理におけるエンドトキシンの重
要性を明らかにする。さらに，免疫反応を指
標としたバイオアッセイ手法の確立を通し
てヒトへの健康リスクを同定するとともに，
現行の塩素消毒について再考を試みる。具体
的な検討項目を以下に示す。 
(1)各種水試料中の微生物存在量とエンドト 
 キシン活性量の定量解析 
(2)浄水処理過程における微生物/エンドト 
 キシン処理特性の把握 
(3)環境試料由来のエンドトキシン抽出・濃縮 
 方法の確立 
(4)エンドトキシン・消毒剤を中心とした水中  
 化学物質による健康リスクの同定 
 
３．研究の方法 
(1)各種水試料中の微生物存在量とエン
ドトキシン活性量の定量解析 
 Escherichia coli NBRC 3301, Microcystis 
aeruginosa NIES-44 ，  Synechococcus sp. 
NIES-946 と NIES-957 を選定し，それぞれの
細胞に由来するエンドトキシン量を求めた。
増殖期にある各微生物の培養液を適宜サン
プリングして培養液中の細胞数を培養法ま
たは顕微鏡観察により計数した。同時に，総
エンドトキシン・遊離エンドトキシンの定量
を行った。エンドトキシン活性はエンドポイ
ント比色法（生化学工業）により測定した。
総エンドトキシン活性は培養液全画分を使
用し，遊離エンドトキシン測定は培養液を
14,000 rpm で 10 分間遠心分離後の上清画分
を使用した。 
 また，琵琶湖淀川水系の各地点で採水を行
い，試料中のエンドトキシン濃度と微生物量
を測定した。採水は冬季に実施し，微生物（一
般細菌数，従属栄養細菌数，全菌数），総エ
ンドトキシン，遊離エンドトキシン，TOC，
紫外線吸光度，濁度，pH の各項目について
測定を行った。 
 (2)浄水処理過程における微生物/エン
ドトキシン処理特性の把握 
 調査対象施設として，琵琶湖・淀川水系か
ら取水している A 浄水場（中オゾン-急速ろ
過-後オゾン-活性炭処理）を選定した。採水
は 2006年 11月および 12月に計 3回行った。
採水後4時間以内に(1)に記した各項目につい
て測定を行った。 

(3) 環境試料由来のエンドトキシン抽
出・濃縮方法の確立 
 (2)と同時期に同じ A 浄水場にて採水を行
った。洗浄後 250 ˚Cで乾燥させたガラス繊維
ろ紙を用いて各試料 5 Lをろ過して夾雑物を
除いた後，分画分子量 10,000（アドバンテッ
ク東洋）の限外ろ過膜を用いて高分子量画分
の濃縮を行った。 
(4)エンドトキシン・消毒剤を中心とした
水中化学物質による健康リスクの同定 
 毒性評価にはヒト表皮角化細胞（以下，培
養細胞）を使用した。段階希釈した E. coli由
来のエンドトキシン標準液，または(3)で調製
した濃縮試料を培養細胞に曝露し，Cell 
Counting Kit-8（同仁化学）により生細胞数を
測定した。続いて 1000 および 3000 ng/mLエ
ンドトキシン溶液を 8時間曝露後のヒト表皮
角化細胞から Total RNAを抽出・精製し，DNA
マイクロアレイ解析に供した。また，10 
mgCl2/Lの次亜塩素酸ナトリウム-PBS溶液を
15分間曝露した細胞，塩素曝露後さらに上記
条件でエンドトキシン曝露を行った細胞か
らも同様に Total RNAを調製した。DNAマイ
ク ロ ア レ イ は ， IntelliGene HS Human 
Expression CHIP(タカラバイオ)を使用した。  
 最後に，河川水，24時間塩素処理した後の
河川水，および水道水を(3)と同様の方法によ
り濃縮した試料を，ヒト表皮角化細胞に 48
時間曝露して生細胞数の変化を調べるとと
もに，培養液中に分泌されたインターロイキ
ン 8(IL-8)を ELISA法により定量した。 
 
４．研究成果 
(1)各種水試料中の微生物存在量とエン
ドトキシン活性量の定量解析 
 本研究で対象としたそれぞれの菌株につ
いて，細胞数と総エンドトキシン間に得られ
た関係を図-1に示す。いずれの菌株において
も，総エンドトキシンの対数値は細胞数の対
数値に比例して増大した。また，一細胞当た
りのエンドトキシン量は, M. aeruginosa＜
Synechococcus sp.＜E. coliの順に増大した。検
討した微生物種のうち Synechococcus sp.につ
いては，ピーク時には 105 cell/mLを超える密
度で検出されるなど，季節により細胞数の変
動が非常に大きいことから，環境水中のエン
ドトキシン変動に対して大きく寄与する可
能性がある。 
 一方，各地点から採取した水試料中のエン
ドトキシン測定結果を表-1に示す。琵琶湖お
よび河川表流水のエンドトキシン濃度は，
3.11×102~2.43×103 EU/mLの濃度範囲で分布
した。また，下水処理施設放流水のエンドト
キシン濃度は 1.08×104 EU/mL と一般水環境
中と比べて非常に高い値を示した。ここで，
表流水のうち 2000 EU/mL前後の高い値を示
した地点, E3, E7および E8はいずれも下水処 



 

 

図-1 微生物細胞数と総エンドトキシン量
の関係 

 
理放流水の影響を強く受けうる地点であっ
たことから，取水口が下水処理放流口近くに
存在する場合には，原水中のエンドトキシン
濃度が 1オーダー程度増大する可能性がある。 
ゆえに，水資源の循環利用を推進していく上
では,生菌数のみならずエンドトキシンなど
の微生物由来化学物質にも着目して微生物
管理を行うことが不可欠と考えられる。 
 
(2)浄水処理過程における微生物/エンド
トキシン処理特性の把握 
 浄水処理過程における微生物計数結果な
らびにエンドトキシン活性の変化と除去率
を表-2に示す。ここでは 3回調査を行った結
果の平均値を示し，着水井におけるこれらの
値を基準として単位処理プロセス毎の除去
率を算出した。 
 着水井における総エンドトキシンの平均
値は 75.1 EU/mL，遊離エンドトキシンは 38.7 
EU/mLであり，表-2の結果から微生物，総エ
ンドトキシン，遊離エンドトキシンともに凝
集・沈殿処理により良好に除去されることが
わかった。急速ろ過プロセスまでの平均累積 

表-1 琵琶湖・淀川水系におけるエンドトキシン
調査結果 

 
除去率は総エンドトキシンで 86.2%，遊離エ
ンドトキシンでは 79.5%であった。その後の
オゾン処理により総エンドトキシンの累積
除去率は 91.2%に達したものの，遊離エンド
トキシンは 80.5%とあまり変化が見られなか
った。さらに，後段に設置された活性炭処理
水では総エンドトキシン，遊離エンドトキシ
ンともに増大したことから，オゾン処理によ
る有機物質変換により増大した AOC を炭素
源として活性炭処理表面で微生物が再増殖
し, 流出水中のエンドトキシンが増大したと
考えられる。最後に，塩素混和では総エンド
トキシンはほとんど低減されず，遊離エンド
トキシンはむしろ増大する傾向が確認され，
高度浄水処理後の水道水においても 10 
EU/mL 程度の濃度で残存することがわかっ
た。このように，オゾン処理および塩素消毒
により増殖可能細菌が検出されなくなる状
況においてもエンドトキシン活性は残存し
ており, 不活化された微生物も含めた微生物
管理の必要性が示唆された。 
 水中およびそのエアロゾル中に混入した
エンドトキシンが主原因と疑われる健康被
害報告例と比較すると，本研究で得られた浄
水中エンドトキシン濃度は極めて低く，安全
濃度範囲にあると判断される。しかしながら，
こうした重篤な健康被害以外にもアレルギ

地点No. 水系 採水地点 総エンドトキシン
(EU/mL)

遊離エンドトキシン
（EU/mL)

E-1 琵琶湖南湖 大津港 4.28×10 2 2.20×10 2
E-2 琵琶湖南湖 なぎさ公園 3.31×10 2 2.30×10 2
E-3 琵琶湖南湖 矢橋 2.43×10 3 3.30×10 2
E-4 瀬田川 瀬田唐橋 3.11×10 2 2.25×10 2
E-5 宇治川 宇治橋 3.11×10 2 1.92×10 2
E-6 木津川 三川合流地点 6.21×10 2 1.77×10 3
E-7 宇治川 三川合流地点 2.03×10 3 8.26×10 2
E-8 桂川 三川合流地点 1.80×10 3 4.80×10 2
E-9 淀川 枚方大橋 1.51×10 3 2.87×10 2
E-10 淀川 豊里大橋 3.40×10 2 2.50×10 2
S-1 琵琶湖第一疏水 洛東高校前 6.27×10 2 1.18×10 3
S-2 琵琶湖疏水 蹴上 1.55×10 2 1.82×10 2
S-3 疏水分線 若王子橋 1.46×10 2 1.77×10 2
S-4 疏水分線 一乗寺西橋 1.16×10 2 2.95×10 2
S-5 琵琶湖疏水 冷泉橋 2.57×10 2 1.94×10 2
A-1 下水処理場放流水 1.08×10 4 1.26×10 3

測定値(cfu/mL) 除去率(%) 測定値(EU/mL) 除去率(%) 測定値(EU/mL) 除去率(%)
取水（河川水） 22572 56.22 35.63 0.63
着水井 17534 0.0 75.11 0.0 38.73 0.0 0.52
凝集剤添加前 22972 -31.0 78.16 -4.1 38.41 0.8 0.49
凝集沈殿後 1502 122.4 11.63 88.6 5.67 84.5 0.49
急速ろ過後 590 5.2 10.26 1.8 7.30 -4.2 0.71
オゾン処理後 0 3.4 6.645 4.8 7.04 0.7 1.06
活性炭吸着後 238 -1.4 10.98 -5.8 8.44 -3.6 0.77
塩素混和後 0 1.4 9.66 1.8 11.82 -8.7 1.22

遊離エンドト
キシン比率採水地点

従属栄養細菌数(HPC) 総エンドトキシン 遊離エンドトキシン

表-2 浄水処理過程における微生物およびエンドトキシンの除去特性 



 

 

ー反応への関与を示唆する結果も存在する
ため，浄水中のエンドトキシン変動に影響を
及ぼす因子，すなわち原水中の微生物や配水
過程における変動などの情報蓄積を進める
とともに，水道水使用を想定した曝露量を把
握することが必要と考えられる。 
 一方，遊離エンドトキシン比率はオゾン処
理後の試料で 0.59~1.48，さらに塩素消毒後
の試料では 0.86~2.36と非常に高い値を示し
たことから，水道水中ではその大部分が遊離
エンドトキシンとして残存しており，遊離エ
ンドトキシン比率は微生物不活化効果を表
す良い指標となることが示された。 
(3)環境試料由来のエンドトキシン抽
出・濃縮方法の確立 
 分画分子量 10,000の限外ろ過膜を使用す
ることにより，浄水処理プロセスで採取した
水試料中のエンドトキシン活性を損失なく
濃縮でき，回収率は 106~231 %であった。急
速ろ過後の試料やオゾン処理水では大幅に
回収率が 100 %を超過したが，濃縮中に微生
物が再増殖したためと考えられる。濃縮試料
をオートクレーブ滅菌して，曝露試料として
供した。オートクレーブ滅菌によるエンドト
キシン活性の顕著な変化は，確認されなかっ
た。 
(4)エンドトキシン・消毒剤を中心とした
水中化学物質による健康リスクの同定 
 E.coli 由来エンドトキシン，および着水・
急速ろ過水・活性炭処理水の濃縮水をヒト表
皮角化細胞に曝露し，細胞毒性試験を行った
結果を図-2 に示す。約 10000 EU/mL のエン
ドトキシン濃度（表-1中の下水処理放流水が
この濃度に相当）において，E. coli由来エン
ドトキシン曝露では約 80 %の細胞生存率を
示した一方，実処理プラント濃縮試料を曝露
した場合の細胞生存率は，着水の場合で約
60 %，急速ろ過水が約 65 %，活性炭処理水で 

図-2 エンドトキシン曝露による細胞生存
率の変化 

は約 78 ％となった。この結果は，実試料の
高分子量画分にはエンドトキシン以外にも
細胞毒性を示す物質群が共存している可能
性，あるいは環境微生物群に由来するエンド
トキシンがより強い毒性を示す可能性を示
している。 
 続いて，E. coli由来エンドトキシンを曝露
した細胞から Total RNAを調製し，マイクロ
アレイ解析によりエンドトキシン曝露によ
り発現量が変動する遺伝子群を調べた。その
結果，炎症反応に関わる遺伝子群のうち IL-8
の発現量が曝露試料で約 1.3倍に増大してい
ることがわかった。IL-8はケモカインの一種
であり，炎症反応における主要なメディエー
ターであることが知られている。一方，10 
mgCl2/Lの次亜塩素酸曝露後のマイクロアレ
イ解析の結果からは，IL-8遺伝子の発現量増
大は確認されず，代わりに IL-15の発現量が
1.5倍に増大した。さらに，次亜塩素酸＋エ
ンドトキシンの複合曝露では，IL-15および
IL-24の産生量が約 1.5倍に増加していたが，
やはり IL-8の発現量増大は認められなかっ
た。 
 河川水，塩素処理後の河川水，水道水の濃
縮試料をそれぞれ 48時間曝露した後の培養
液中 IL-8濃度を図-3に比較した。ここで，
河川水 100倍濃縮試料のエンドトキシン濃度
は 1.06×106 EU/mLであったのに対して，24
時間塩素処理後の河川水 100倍濃縮試料のエ
ンドトキシン濃度は 1.10×105 EU/mLとなり，
塩素処理によりエンドトキシン濃度は約 1/10
まで低下した。曝露濃度を濃縮前の河川水相
当，河川水の 1/10倍相当，あるいは塩素処理
後の河川水相当に設定した場合には，それぞ
れ細胞生存率が顕著に低下した。また，48時
間曝露後の細胞当たりの IL-8分泌量を比較 
したところ，曝露試料中のエンドトキシン濃
度が高いほど，特に 1000 EU/mL以上の濃度
範囲で IL-8分泌量が増大することが確認 

図-3 河川水／水道水濃縮試料を曝露した
場合における IL-8 分泌量の変化 



 

 

され，エンドトキシンを含む高分子量画分の
曝露により炎症反応誘発が増強される可能
性が示された。 
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