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研究成果の概要（和文）：本研究ではレジオネラ属細菌を対象として、THP-1細胞を用いた共培養試験系により感染能
変化を調べるとともに，貯水槽水道の滞留給水栓における汚染状況を調査した。L. pneumophilaはシステイン欠乏かつ
低栄養状態に曝されると、細胞内生存率が顕著に増大した。また、滞留給水栓の約30％でレジオネラが培養検出され、
不検出試料からも再増殖した結果は、VBNC状態のレジオネラが給水系に存在することを示唆する。

研究成果の概要（英文）：The change of infectivity of Legionella pneumophila was examined using a 
co-culture system with a THP-1 cell line. The survival of L. pneumophila in THP-1 was drastically 
increased by L-cystein depletion and by exposure to low organic carbon condition. Also, the contamination 
with Legionella spp. in water supply systems with cisterns was surveyed. The cultivable Legionella spp. 
was detected in approximately 30% faucets with stagnant water, and the regrowth was observed in even the 
samples which cultivable Legionella spp. was undetectable at each sampling. These results suggest that 
VBNC Legionella reside in water supply systems.

研究分野： 水質衛生　環境微生物
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１．研究開始当初の背景 
 レジオネラは水環境や土壌環境中に普遍
的に存在し，浄水処理過程でその一部は物理
的に除去されるものの一部は残存し，十分な
塩素消毒により不活化された状態で配水さ
れている。一方，水道利用者の不満や不安を
背景として，残留塩素濃度を最小化した水道
システム構築に関する検討が続けられてい
る。残留塩素濃度の低減は，配水システムに
おける微生物再増殖ならびにそれに起因す
る感染微生物リスクの増大を招く恐れがあ
る。中でも，レジオネラはその健康影響の大
きさからリスク管理上優先すべき水系感染
症微生物であり，水環境中でのライフサイク
ルや培養条件の特殊性のため，従属栄養細菌
や大腸菌を指標とした現行の微生物モニタ
リングでは直接的な評価は不可能である。 
 レジオネラは塩素消毒により比較的容易
に不活化され，培養法による検査では不検出
となる。しかし，一部は感染能を有したまま
VBNC (Viable but non-culturable)化した状態で
水道水中に存在し，宿主細胞共存下では再感
染して細胞内で増殖すると考えられている。
また，増殖能と感染能が必ずしも一致しない
ため，現在主流となっている培養検査法では
感染性レジオネラの存在量を過小評価して
いる可能性が高い。水道をはじめとした水利
用分野においても病原微生物感染リスクの
定量的評価が積極的に進められており，“感
染能を有するレジオネラ”存在量の把握が急
がれる。 
 
２．研究の目的 
 本研究ではヒト細胞に対する感染能を指
標とした水試料中のレジオネラ定量方法の
開発に取り組む。具体的には，1）貯水槽水
道における滞留給水栓を対象とした VBNC
化細胞を含むレジオネラ汚染状況の把握，2）
レジオネラ細胞の VBNC 化条件とその感染
能評価、3）レジオネラ感染能マーカーとし
て機能するビルレンス因子の探索と指標と
しての適用性評価を通して、水環境，特に水
道システムにおける感染性レジオネラの存
在状況を描出し，水を介したレジオネラ感染
リスク評価に資する情報を整備する。 
 
３．研究の方法 
(1) 貯水槽水道における滞留給水栓のレジオネ
ラ属細菌汚染調査 
 大学キャンパスの貯水槽水道を対象とし
て，使用頻度の低い給水栓から採水し，培養
法によるレジオネラ属細菌の検出を試みた。
開栓直後の試料 1 Lを 0.2 µmメンブレンフィ
ルターを使用して濃縮し，酸処理後に GVPN
培地を用いて 37 ˚C で 10 日間培養した。生育
したレジオネラ様コロニーは，レジオネラ属
に共通する 16S rRNA 配列を標的としたコロ
ニーPCR により判定した。 
 また，同一試料の残留塩素を中和した後に，
密栓して 20 ˚C のインキュベーター内で 1 週

間静置し，上記と同様の方法で濃縮と酸処理
を行った後に，再増殖したレジオネラ属細菌
の定量を行った。 
(2）レジオネラ細胞の VBNC 化および感染能変
化に環境条件が及ぼす影響 
①培地生育能の変化 
 モ デ ル 微 生 物 と し て L. pneumophila 
JCM7571 を使用し，低栄養条件が菌株の培地
生育能に与える影響を調べた。最終濃度 1×
105〜5×105 cells/mL となるよう滅菌水道水
および滅菌 PBS を用いて調製した L. 
pneumophila 懸濁液を 4, 20, 37 ˚C に設定した
インキュベーター内に設置し，L. pneumophila
のコロニー数（BCYE 寒天培地使用）の変化
を経時的に調べた。また，VBNC 状態への移
行を調べることを目的として，上記の方法で
調製した L. pneumophila 懸濁液 37 ˚C に静置
し，経時的に培養可能菌数(BCYE 寒天培地使
用)，生菌数（CFDA 染色後に蛍光顕微鏡にて
計数），全菌数（SYTO9 染色後に蛍光顕微鏡
にて計数）をそれぞれ測定した。 
②感染能の変化 
 ヒト白血病由来細胞 THP-1 を用いたレジ
オネラ共培養系を用いて，低栄養条件が L. 
pneumophila の感染能変化に与える影響を調
べた。初めに，アミノ酸欠乏条件の影響を明
らかにするため，L.pneumophila を L-システ
インおよび酵母エキス濃度を変化させた
BYE 液体培地を用いて前培養し，集菌・洗菌
後に THP-1 細胞への感染実験を行った。ま
た，同様に前培養，集菌・洗菌した L. 
pneumophila をリン酸緩衝液に再懸濁し，
10-15 日間放置した試料を用いて感染試験を
行った。感染能の評価は，感染直後の THP-1
細胞内細菌数に対する感染 48 時間後の細胞
内細菌数の比率（＝細胞内生存率）を指標と
して行った。 
(3) レジオネラ属細菌の感染能指標遺伝子選
定 
 レジオネラ属の感染能が変化する際に同
時に発現量が変化する遺伝子を選定するた
めに，2)の THP-1 細胞への感染試験と平行し
て，L. pneumophila 懸濁液からRNAを調製し，
文献調査から感染能に関与すると予想され
る mip, enhC, dotA, ankh, pilE の各標的遺伝子
を特異的に増幅可能なプライマー設計を行
った。これらのプライマー対を用いて，逆転
写リアルタイム PCR による各遺伝子の発現
量を定量した。 
 
４．研究成果 
(1) 貯水槽水道における滞留給水栓のレジオネ
ラ属細菌汚染調査 
 年間を通した採水調査の結果，採水直後試
料では延べ 57 給水栓試料のうち 17 試料（陽
性率：29.8%）からレジオネラ属細菌が検出
された。その濃度範囲は 100〜61900 CFU/L
であった。レジオネラ属が検出された同一給
水栓を対象に繰り返し採水を行った結果，水
温の高い夏季の方が高濃度でレジオネラ属



が検出されること，またいったんレジオネラ
属陰性となった給水栓においても，その後再
び陽性に転じる現象も確認された。滞留水の
排出により残留塩素濃度が回復してレジオ
ネラが一時的に不活化されたとしても，水質
条件が再度悪化すれば給水栓内で容易に再
増殖が起こると推測される。 
 一方，再増殖操作後の試料からは 57 給水
栓試料中 15 試料（陽性率：26.3％）からレジ
オネラ属細菌が検出された。採水直後と比較
すると，多くの試料ではレジオネラ濃度は低
下したが，採水時には不検出だった試料の一
部から顕著なレジオネラ再増殖が確認され
た。この事実から，給水栓水中では塩素消毒
により培養法による検査では検出されない
状態に移行しているが，死滅しているわけで
はなく，再増殖操作により VBNC 状態から回
復したと推測される。 

図−1 滞留給水栓試料のレジオネラ濃度 
 
2）レジオネラ細胞の VBNC 化および感染能変
化に環境条件が及ぼす影響 
①培地生育能の変化 
 低栄養条件下におかれた L. pneumophila の
培地生育能の経時変化を図-2 に示す。いずれ
の温度でも最初の 2 日間で 1 log10以上のコロ
ニー数減少が見られた。37 ˚C で静置した場
合に最も短時間で培地生育能が失われ，23 日
後には不検出となった。一方，4 ˚C, 20 ˚C で
は不検出となるのに 100 日以上を要した。 

図−2 低栄養条件下における L. pneumophila
の培地生育コロニー数の経時変化 

 また，滅菌水道水，滅菌 PBS に懸濁して低
栄養条件に曝した L. pneumophila 懸濁試料に
おける全菌数，生菌数，および培地生育コロ
ニー数の経時変化を図−3 に示す。PBS，水道
水いずれにおいても全菌数には大きな変化
が見られなかった一方で， PBS 中の生菌数・
培地生育コロニー数は顕著に減少した。14 日
後には生菌数が 6×103 cells/mL であったにも
関わらず，BCYE 寒天培地では不検出となっ
たことから，低栄養条件に長期間曝されるこ
とで L. pneumophila が VBNC 化する可能性を
指摘できる。滅菌水道水中では生菌数は不変，
培地生育コロニー数はわずかに減少してお
り，水道水中に残存するアミノ酸に代表され
る同化可能有機炭素が 14 日間で枯渇した結
果，培地生育コロニー数が減少に転じたと考
えられる。 

図−3 低栄養条件下(37˚C)における 
L. pneumophila の状態変化 

(A) 滅菌 PBS 中/(B) 滅菌水道水中 
 
②感染能の変化 
 マクロファージに分化させた THP-1 細胞
を用いたレジオネラ共培養系を利用して感
染能の変化を評価した結果，前培養に用いる
BYE 液体培地中の L-システイン塩酸塩濃度
を通常の 400 mg/L から順に低減させた場合，
特に 100 mg/L 以下の濃度領域で感染（＝
THP-1 細胞内侵入）後 48 時間の細胞内生存
率が顕著に増大することがわかった。 
 続いて，リン酸緩衝液に懸濁した L. 
pneumophila を用いて感染能の経時変化を調
べた結果，5 日経過後までは感染能の変化は

(B) 

(A) 



見られなかったが，7 日経過以降で細胞内生
存率が顕著に増大した。 
 以上の結果を踏まえて，a) L-システイン低
含有培地を用いた L. pneumophila の前培養，
b)集菌した L. pneumophila の低栄養状態への
曝露を組合わせて感染能の変化を評価した
結果，前培養培地の L-システイン濃度を 25 
mg/L に低減し，集菌後に 8 日間低栄養条件に
曝した場合に細胞内生存率が約 700%にまで
上昇することがわかった。 
 

 
図−4 システイン欠乏および低栄養状態が 

L. pneumophila 感染能に与える影響 
 
3) レジオネラ属細菌の感染能指標遺伝子選定 
 2)で細胞内生存率の大幅上昇が確認された
条件下で培養した L. pneumophila を対象とし
て，逆転写リアルタイム PCR により 5 種類の
標的配列の定量を試みたところ，dotA遺伝子
のみ発現が確認された。ただし，dotA遺伝子
の発現量と感染能増強との明確な相関は確
認できず，指標遺伝子としての適用は困難で
あることがわかった。 
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