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研究成果の概要（和文）：河川水中のレジオネラ属菌の調査を行なった結果、リン酸イオンが検

出されない地点では、レジオネラ属菌は測定されなかった。河川水中のレジオネラ属菌生育を

防ぐにはリン酸イオンの制御が効果的であることが考えられる。生存率（培養法/ RT－PCR 法

×100）は、0.1～0.5％であった。簡便で特異性が高い新しい分類法である DNA 解離波形解析

法(Genopattern 法)について検討を行った。Legionella pneumophila の既同定株１５株につい

て、DNA 解離波形パターンを測定しマスターデータを作成し、環境分離株の同定を試みた。 
  
研究成果の概要（英文）：  A survey of water samples in Yamanashi Prefecture, Japan, was 
conducted in order to determine the relationship between the growth of colony-forming 
Legionella and water quality parameters. Legionella was also analyzed by real time PCR 
(RT-PCR). Colony-forming Legionella was not detected in water samples in which 
phosphate ions were not measured.  To control phosphate ion may be effective to protect 
from Legionella growth.  RT-PCR Legionella was measured in all of the samples that were 
negative for colony-forming Legionella. The survival rates (colony-forming Legionella / 
RT-PCR Legionella × 100) were 0.1% to 0.5%. DNA pattern analysis of 15 species in the 
genus Legionella pneumophila was carried out by a novel DNA pattern analysis method 
(Genopattern method).  DNA pattern of 15 species exhibits a specific pattern, which is 
different from other’s.  The result suggests determination by Genopattern method may be 
applicable to distinguish species of Legionella. 
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１．研究開始当初の背景 
 レジオネラ属菌が生育しない河川水質の
条件を明らかにする レジオネラ属菌は、自
然界の土壌や水をはじめ、給湯設備、循環式
浴槽、修景用水などの人工環境中に広く存在
するため、免疫不全患者、高齢者や幼児など

の免疫力が低く感染しやすい人々がレジオ
ネラ症を発症する危険性が考えられる常在
菌で、現在、Legionella pneumophila（基準
菌種）をはじめに５8 菌種が同定されている
１）。 
レジオネラ感染は、レジオネラ属菌を含む
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水がエアロゾルとなって空中に浮遊し、それ
を人が吸い込むことによって生じる。エアロ
ゾルが発生する場所には空調用冷却塔水、温
泉浴槽水など以外にも河川や滝、公園などの
修景用水がある。温泉などの浴場は殺菌やか
け流しなど、また、公園などの修景用水は洗
浄や消毒などによる水質管理が徹底されつ
つあり、感染の危険性は少なくなってきてい
る。しかし、川や滝は殺菌などの手段を取る
ことができず、また、研究代表者らが行って
いる河川水や修景用水の調査においても、レ
ジオネラ属菌は約２０％の検出率となって
いる。現状では、河川や滝での感染報告は無
く、河川や滝を対象とした調査報告は少ない。
しかし、上述のとおり、河川水や滝において
レジオネラ属菌と接触する可能性は高いと
考えられる。したがって、河川水の水質とレ
ジオネラ属菌の生育の有無との関係を明ら
かにすることと、分類・同定により菌種の分
布を明らかにすることは、感染予防や、感染
経路を推定するための基礎的かつ重要な知
見となる。 
 操作が簡単で特異性の高いレジオネラ属
菌の新しい分類法を確立する レジオネラ
属菌は、一般の培地にはまったく生育せず、
酵素活性が微弱なため一般的な生化学試験
で種のレベルまで同定することが困難なた
め 、 レ ジ オ ネ ラ の 同 定 法 と し て は 、
DNA-DNA ハイブリダイゼーション法によ
るものと、抗血清によるものが市販されてい
る。しかし、DNA-DNA ハイブリダイゼーシ
ョン法では、種レベル２６菌種の同定に限ら
れ、レジオネラ免疫血清法では、レジオネラ
属４種と Legionella pneumophila 血清群
１〜６計１０種の同定に限られる。そこで、
種レベルから血清群レベルの同定に加えて、
株レベルの分類が可能な方法として、DNA
解離波形解析法(ジェノパターン法)に着目し
た２）。 
 この方法は、ゲノム上に複数出現する塩基
配列を認識し、この領域から一本鎖 DNA を
同時に合成する、多領域・同時性を特徴とす
るプライマーを用いる。原理的には、1 塩基
の違いでも生成される DNA 断片は異なった
ものとなるので、波形パターンの変化に反映
される。本法は、プライマーにより合成され
た多数の一本鎖 DNA の相互干渉産物に蛍光
物質を取り込ませ、加熱により解離変性させ
て得られる蛍光強度微分値（解離曲線）のパ
ターンから DNA 解離波形を解析し、分類を
行う全く新しい方法であり、DNA の性状を
広範囲に解析することが可能となる。また、
測定自体が簡便で迅速、かつ、特異性が高い
といった利点がある。DNA 抽出後、約 3 時
間で分類が可能である。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、河川水において、レジオ
ネラ属菌が生育しない水質条件を明らかに
すること、操作が簡単で特異性の高いレジオ
ネラ属菌の新しい分類法を確立することの 2
点である。河川水の水質とレジオネラ属菌の
生育の有無との関係を明らかにすることと、
分類・同定により菌種の分布を明らかにする
ことは、感染予防や、感染経路を推定するた
めの基礎的かつ重要な知見となる。 

 
３．研究の方法 
（１）河川水を採水し、水質調査を行なった。
一般的な水質項目に加え、レジオネラ属菌の
生育に必要な第一鉄イオン濃度を測定し、水
質項目とレジオネラ属菌の生育との関係を
調べた。 
（２）培養法によるレジオネラ属菌測定とＲ
Ｔ－ＰＣＲ法によるレジオネラ属菌測定を
行い、生存率を算出した。 
（３）ジェノパターン法によるレジオネラ属
菌の分類を試みた。レジオネラ属菌の
16SrRNA 遺伝子をターゲットとし、複数回
表れる約１０程度の塩基配列に対するプラ
イマーを設計、作成した。プライマーの GC
含量と、 Hit 数（Hit；プライマー配列の中
で連続した 7mer 以上がゲノム上に存在する
数 vs. Legionella pneumophila subsp. 
pneumophila str. Philadelphia 1
（NC_002942） 3,397,754bp）を変えて、
プライマーを作成した。プライマーにより
DNA 試料から合成された多種類の一本鎖
DNA の相互干渉産物に蛍光物質を取り込ま
せ、加熱により解離変性させて得られる蛍光
強度微分値（解離曲線）のパターンから DNA
解離波形を解析し、DNA 解離波形パターン
を測定した。 
（４）レジオネラ属菌の既同定株を, 菌株保
存機関（ＡＴＣＣ）より入手し、DNA を抽
出し、血清群、株別の DNA 解離波形パター
ンを測定後、マスターデータとした。浴槽水
などから分離されたレジオネラ属菌株につ
いて本法による同定を試みた。 
 
４．研究成果 
（１） 河川水中のレジオネラ属菌の生育と
水質項目の関係  

山梨県内の河川で、2002～2009 年にわた
り、計 62 地点のべ 95 回採水を行った。レジ
オネラ属菌は全 62 調査地点中、14 地点で検
出された。検出率は、20％であった。検出さ
れた菌数は、4～112CFU/100ml で、過去に
おいて浴場などで報告されている菌数過去
において浴場などで報告されている菌数の
10～2×104CFU/100ｍL よりかなり低かった。 
レジオネラ属菌の検出状況と水質の関係を
図 1～3 に示した。 
  



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 レジオネラ属菌が検出された地点と 

検出されなかった地点の BOD 濃度 
  

図1より、レジオネラ属菌はBODが3mg/L
以下の比較的きれいな地点で検出されてい
る。レジオネラが検出された地点で最も低い
BOD 濃度は、0.36mg/L であった。レジオネ
ラ属菌は、通常細菌がエネルギー源として用
いることができる糖を用いることができず、
アミノ酸の L-アルギニン、L-システイン、L-
ロイシンなどを炭素源として利用できるこ
とが報告されている 3）。 今回の調査では、
BOD を炭素源としての指標と位置づけて検
討を行ったが、今後は、必須とされる L-シス
テインの測定を試み、より正確な水質とレジ
オネラ属菌検出との関係を明らかにする必
要がある。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 レジオネラ属菌が検出された地点と 
検出されなかった地点のリン酸イオン濃度 

 
図 2 に、レジオネラ属菌が出された地点と

検出されなかった地点におけるリン酸イオ
ン濃度を示した。図 2 より、リン酸イオン濃
度が 0.02～0.27mg/L と、比較的濃度が低い
地点でレジオネラ属菌が検出されている。し
かし、リン酸イオン濃度が 0 mg/L であった
22 地点からは、レジオネラ属菌は検出されな
かった。レジオネラ属菌が検出されなかった
22 地点中、18 地点では大腸菌群が検出され
ており、BOD は 0.16～3.86mg/L であった。
リン酸イオン濃度が 0 mg/L であっても、大
腸菌群が検出され、BOD が測定されている
ことは、ともに微生物活性があることを示し

ている。低濃度のリン酸イオンに対して競合
する、つまり、リン酸イオンが制限因子とな
るような環境では、レジオネラは生育しない
可能性が考えられることから、河川水中のレ
ジオネラ属菌生育を防ぐにはリン酸イオン
の制御が効果的であることが考えられる。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 レジオネラ属菌が検出された地点と検
出されなかった地点の第一鉄イオン濃度 

 
図 3 に、レジオネラ属菌が検出された地点

と検出されなかった地点における第一鉄イ
オン濃度を示した。 
第一鉄イオンはレジオネラの生育には不

可欠な物質であるが、図 3 からは明確な関係
性を見つけることはできない。レジオネラ属
菌が検出された地点の第一鉄イオン濃度は、
0.01～0.31mg/L であった。検出されなかっ
た地点における第一鉄イオン濃度は、0.02～
0.75mg/L の範囲であった。また、第一鉄イ
オン濃度が 0mg/L の地点はなかった。第一鉄
イオンはレジオネラ属菌の生育に不可欠な
物質とされるが、今回、レジオネラ属菌が検
出された地点の中で最も第一鉄イオン濃度
が低かった地点の値は 0.01mg/であった。し
たがって、第一鉄イオンは、どの地点におい
ても微生物の生育に必要な量は足りており、
他の条件が満たされれば、環境水中にレジオ
ネラ属菌が生育してくる可能性が考えられ
る。 
 
（２）培養法によるレジオネラ属菌数とＲＴ
－ＰＣＲ法によるレジオネラ属菌数の比較 
 
 図 4 に、2009 年に調査した 20 地点におけ
る、培養法でのレジオネラ属菌と RT－PCR
法で測定したレジオネラ属菌数を示した。培
養法でレジオネラ属菌が検出された地点で
は、4～8CFU/100mL であったのに対し、
RT－PCR 法で測定した値は 7.6×102～
3.1×103 CFU/100mL と、培養法での菌数よ
り高く、生存率（培養法での CFU/ RT－PCR
法での CFU×100）は、0.1～0.5％であった。
レジオネラ属菌が検出されなかった地点で
も、RT－PCR 法では 4.4×102～2.7×103  
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図 4 培養法と RT－PCR 法による 
レジオネラ属菌の測定値の比較 

 
CFU/100mL のレジオネラ属菌が検出された。
RT－PCR 法では、測定された菌の生死は判
別できないため、培地上で生育できないレジ
オネラ属菌が含まれている可能性も考えら
れる。 
一方、生菌数の測定には、最低でも１週間を
要するが、RT－PCR 法では１日で測定結果
が得られるものの、生菌が検出された試料で
の生存率は 0.1～0.5％であり、RT－PCR 法
での測定結果のみを用いると、過大評価にな
る恐れがあるものと考えられる。 
 
（３）DNA 解離波形解析法(Genopattern 法)
によるレジオネラ属菌の同定 
 表 １に実験に用いたレジオネラ属菌を
示した。表２に実験に用いたプライマーを示
した。 
 
表１ 実験に用いたレジオネラ属菌の種類 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表２に実験に用いたプライマー 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

DNA 解離波形パターンの例として、図５
に、プライマーPF00129 を用いて検出された
レジオネラ属菌の DNA の波形と菌株名
（ATCC number，血清群）を以下に示す。 

 

 

 

 
33152（血清群１）   33153（血清群 1）      

 

 

 

43106（血清群 1）     43107（血清群１） 

 

 

 

43109（血清群 1）     33154（血清群 2） 

 

 

 

33155（血清群 3）     33156（血清群 4）    

 

 

 

33216（血清群 5）      33215（血清群 6） 

 

 

 

 33823（血清群 7）     35096（血清群 8） 

 

 

 

35289（血清群 9）     43283（血清群 10） 

   

 

 

35251（血清群 15） 

図５ プライマーPF00129 を用いて検

出されたレジオネラ属菌の DNA の波形 
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ATCC No. 菌株 血清群

33152 Legionella pneumophila subsp.pneumophila 1

33153 Legionella pneumophila subsp.pneumophila 1

43107 Legionella pneumophila Brenner et al 1

43106 Legionella pneumophila Brenner et al 1

43109 Legionella pneumophila Brenner et al 1
33154 Legionella pneumophila subsp.pneumophila 2

33155 Legionella pneumophila subsp.pneumophila 3

33156 Legionella pneumophila subsp.fraseri Brenner et  al 4

33216 Legionella pneumophila subsp.fraseri Brenner et  al 5

33215 Legionella pneumophila subsp.pneumophila 6
33823 Legionella pneumophila Brenner et al 7

35096 Legionella pneumophila subsp.pneumophila 8

35289 Legionella pneumophila subsp.pneumophila 9

43283 Legionella pneumophila subsp.pneumophila 10

35251 Legionella pneumophila subsp.fraseri Brenner et  al 15

プライマー名
GC含量
（％）

Hit数

PF00089 46.15 980
PF00099 61.54 1370
PF00102 38.46 875
PF00129 84.62 451
PF00143 46.15 1324
PY01344 84.62 768
PY01427 83.33 346
PY01436 83.33 630
PY02336 84.62 573



 

 

表３は、図５に示した、各 DNA 解離波形
に基づいて、ピーク数、ピーク高さなどに重
み付けを行いそれぞれの一致率を算出した
結果をまとめたものである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 解離波形パターンは、それぞれの菌株で異
なっており、解離波形パターンを目視で比較
す る と と も に 、 解 析 ソ フ ト ウ ェ ア
GenoMaster を用いて一致率を算出し、既同
定株と 80％以上の一致率が認められれば、分
類可能であると考えられる。 
 山梨県内の温泉から検出された未分類の
レジオネラ属菌について、実際にジェノパタ
ーン法を用いて分類を行った。あらかじめ、
市販の DNA-DNA ハイブリダイゼーション
法キットを用いて、Legionella pneumophila
であることを確認した後、ジェノパターン方
による分類を試みた。プライマーPF00102
により検出された波形と一致率、差の二乗の
いずれからみても種類が一致したことから、
Y4 株、Y5 株は 33155（血清群 3）である可
能性が高いことが分かった。 

 以下に、プライマーPF00102 により検出さ
れた Y4 株、Y5 株の波形パターンと一致率の
例を示した。水色の波形がサンプル、黒色の
波形がマスターデータである。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６ Y4 株と 33155（血清群 3）一致率 84％ 

 
 

 
 
 
 
 
 

図７ Y5 株と 33155（血清群 3）一致率 85％ 
 
  
 今後の改善点としては、プライマーの改良
を試みるとともに、複数のプライマーを用い
てクロスチェックを行なうことによりさら
に信頼性の高い結果が得られるものと考え
られる。 

一方、プライマーの GC 含量と Hit 数にお
いて、分類できるレジオネラ属菌の種類との
関係性は良く分からなかったが Hit 数が高い
ことが、多くの株に対して異なるパターンを
示すわけではなかった。また、生成された
DNA 断片の塩基配列と波形の関係性を解明
する必要がある。 
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