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はじめに

レジオネラ属菌は土、河川、湖沼などの環境中に広く
生息し、アメーバなどの原生生物に寄生して増殖する通
性細胞内寄生性菌である 1）。ヒトでは、本菌に汚染され
たエアロゾルを吸入することで感染し、レジオネラ症を
引き起こす 2,3）。48 種のレジオネラ属菌中、ヒトに病原性
があるのは Legionella pneumophilaなど、20 種のレジオ
ネラ属菌とされている 2,3）。
レジオネラ症の発生は 1999 年から 2004 年までは毎年、

全国で 150 例前後であったが、2005 年から急増し、2009
年は 712 例であった（国立感染症情報センター http://

idsc.nih.go.jp/idwr/index.htmlからデータを改変引用）。
京都府でも 2006 年から 2009 年にかけて 64 例の患者発生
があり、中高年の男性がハイリスクグループとなってい
る 4）。患者発生の感染源解明には臨床検体からの菌分離
が必須だが、国内では血清群（SG）1をターゲットとし
たレジオネラ尿中抗原測定でレジオネラ症が確定するこ
ともあり、国内の患者株が詳細に検討された報告はあま
り多くない。
一方、温泉水など生活環境水からの報告例は多く、検
出率はいずれも 30%前後とレジオネラ属菌が環境常在菌
であることが示され、その多くを占める L. pneumophila

の血清群（SGs）などの性状解析も行われている 5-7）。
今回、2009 年、2010 年の患者発症事例 3例で実施した、
患者が発症前に入浴利用した京都府内 4施設への立ち入

り調査で、浴槽水などからのレジオネラ属菌の検出を行
なった。また、分離された L. pneumophilaについては、
血清群型別解析とパルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）
を用いた遺伝学的解析を併用して、その生息状況や生態
について検討を加えることとした。その結果、1つの浴
槽水からでも複数タイプの L. pneumophilaが分離される
ことが判明し、比較的まれに検出される SG 12 の検出例
もあり、若干の知見を得たので報告する。

材料と方法

1.材料
表 1に今回調査したレジオネラ肺炎患者発生と患者利
用施設の概要、試料の一覧を示した。それぞれの事例の
患者が発症直前に利用していた A市の社会福祉施設の浴
槽水、B市の旅館 a、bの内湯と露天風呂の浴槽水、B市
の民宿 cの浴槽水と源泉の地下水を試料とした。

2.レジオネラ属菌の分離同定と血清型別解析
レジオネラ症防止指針第 3版のレジオネラ検査法 8）に
従い行った。滅菌ガラスビンにチオ硫酸ナトリウムで中
和処理を行った試料を約 1L採水し、前処理開始まで冷蔵
保存し、採水後 1日以内に検査を開始した。
前処理は検水 1000 mLから直径 47mm、孔径 0.45µm

のフィルタでろ過濃縮－酸処理法で実施した。選択分離
培地は GVPCα（日本ビオメリュー）を用い、事例 3で
はWYOα（栄研化学）を併用した。36℃で最長 7 日間
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湿潤培養し、出現したレジオネラ属菌コロニー数を計数
して、試料 100mLあたりのレジオネラ属菌数（cfu/100mL）
とした。
レジオネラ属菌を検出した試料ではレジオネラ属菌の
特徴を持つコロニーの出現数が多かったため、培養日数
やコロニー個々の特徴を変えて、それぞれ代表的と考え
られるコロニーで釣菌を実施した。その後、BCYEαと
BCYα（日本ビオメリュー）を用いて L-システイン要求
性確認と純培養を行った。得られた菌株で、グラム染色、
ラテックス凝集反応（Legionella Latex Test Kit, OXOID）、
L. pneumophila免疫抗血清（デンカ生研）による凝集、
一部、LAMP法（Legionella Detection Kit-E, 栄研化学）
も実施し、レジオネラ属菌、あるいは、L. pneumophila

と同定し、SGsを決定した。

3. パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）による遺伝
子型別解析
分離した L. pneumophila 27 株を用いて、PFGEによる

遺伝子型別解析を行った、PFGE法は、国立感染症研究
所の病原体検出マニュアル（http://www.nih.go.jp/niid/

reference/pathogen-manual-60.pdf）を元にした久高らの
変法 9）に従い、B. Chang らの方法 10）を参考に proteinase 

K（和光純薬）の処理時間を 2時間で実施した。DNAの
制限酵素処理は Sfi I（Roche）で 1ゲルブロックあたり
20units、50℃一晩で実施した。電気泳動は、スイッチタ
イム 5-50 秒，6.0V/cm，泳動時間 18 時間，泳動バッファー
44.5mMトリス -ホウ酸 -1mM EDTAバッファー（x0.5TBE、

和光純薬）、温度 13.5℃の条件で、CHEFF-DRII（Bio-Rad）
で行った。PFGEの分子量マーカーには Xba I（Roche）
処理の Salmonella Braenderup H9812 を用いた。泳動像か
らバンドの有無を目視で判定して、画像解析ソフト Lane 

& Spot Analyzer ver.6.0 と Lane Analyzer ver.3.0（アトー）
を使用し、各バンドの分子量を求めた。
菌株ごとに制限酵素切断によって得られたバンド数、
各バンドを約 100kbごとにグループ化した分子量、総分
子量などを変数として正規化し、ユークリッド距離を計
算してデンドログラムを作成した。但し、分子量データ
でバンドが出現していない場合はその菌株の分子量デー
タは 0とし、100kb内に 2バンドある場合は適宜グルー
プを分割した。クラスター分析の計算には Black-Box

（http://aoki2.si.gunma-u.ac.jp/BlackBox/BlackBox.html）
を使用した。

結果

1.レジオネラ属菌の分離と血清型別解析について
表 1にそれぞれの試料から得られたレジオネラ属菌の
検出結果、レジオネラ属菌の菌数と分離株 L. pneumophila

の血清型別結果を示した。事例 1、A市の社会福祉施設の
浴槽水（試料 1）、事例 2、B市の旅館 aの浴槽水（試料 2、
3）、事例 3、B市の民宿 cの浴槽水（試料 6）の 4試料か
らL. pneumophilaが検出され、旅館 aの露天風呂浴槽水（試
料 3）以外は、いずれも 10cfu/100mLの公衆浴場のレジ

表 1． レジオネラ肺炎患者発生の概要と患者が利用した入浴施設からのレジオネラ属菌数と
血清型別 Legionella pneumophilaの分離状況

事例 1
A 市

事例 2
B 市 

事例 3
B 市 

事例概要　
性別 男性 男性

59歳
男性

年齢 78歳 71歳
病型 肺炎型 肺炎型 肺炎型
診断法 尿中抗原 尿中抗原 尿中抗原

施設利用日 定期的に利用 2009/12/11 2009/12/12 2010/1/28-29
発症日 2009/2/9 2009/12/15 2010/2/4
診断日 2009/2/10 2009/12/22 2010/2/9

利用施設 社会福祉施設 旅館 a 旅館ｂ 民宿ｃ

試料番号 1 2 3 4 5 6 7
採水日 2009/2/11 2009/12/25 2009/12/25 2010/2/9
採取場所 循環式給湯風呂 温泉浴場 温泉浴場 温泉 源泉

内風呂 露天風呂 内風呂 露天風呂 内風呂
試料 浴槽水 浴槽水 浴槽水 浴槽水 浴槽水 浴槽水 地下水

Legionella属菌の検出 検出 検出 検出 検出せず 検出せず 検出 検出せず
菌数 (cfu/100 mL) 2,400 79 <10 <10 <10 68 <10

釣菌した L. pneumophilaの
血清型別検出数

血清型 1 15
血清型 3 1 8
血清型 5 1 11
血清型 6 1
血清型 7 9
血清型 12 8

尿中抗原の測定はいずれもイムノクロマト法
cfu/100 mL; number of colony-forming units present in 100 mL of water.
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オネラ属菌の基準値を超過していた。これら基準値を超
過していた施設では入浴設備の洗浄と点検を実施し、自
社実施による再検査でレジオネラ属菌が基準値以下であ
ることを確認後、入浴施設使用が再開されている。
分離した 54 株の血清型は、事例 1 では 8 株すべてが

SG 12、事例 2の内湯では SG 7 が 9 株、SG 3 が 1 株、露
天風呂では SG 3 が 8 株、SG 5 が 1 株、事例 3 の浴槽水
からは SG 1 が 15 株、SG 5 が 11 株、SG 6 が 1 株であった。
事例 3 の浴槽水（試料 6）の一部で、コロニー性状と

SGsの関係を検証した。培養 2～ 3 日目に出現し始めた
コロニーは 7株中 6株が SG 1 で、1株が SG 5、培養 4～
6日目に出現し始めたコロニーでは 9株中 3株が SG 1 で、
6株が SG 5 であることを確認した。また、SG 1 は灰白色
湿潤コロニー、SG 5 は青みがかった灰白色湿潤コロニー
で、わずかに色調が異なった。

2. パルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）による遺伝
子型別解析について
分離した L. pneumophila  54 株中 27 株で、PFGEによ

る DNA遺伝子多型解析を実施し、目視で 10 種類のパター
ン（Ⅰ ~Ⅹ）に便宜上の分別をした。27 株に菌株番号を
付し、SGsの結果とともに表 2に示し、得られた PFGE

像を図 1に示した。
SGsが異なる株では、PFGEパターンも互いに異なって
いた。同一の SGsでは、事例 1の SG12 の 6 株（1-1 ～ 8）
では明らかに異なる 2種類のパターン（Ⅰ、Ⅱ）が検出
された。事例 2の SG 3 の 6 株（2-5、3-7,8,11,17,18）では、
内湯から分離された 1株（2-5、Ⅳ）は、露天風呂から分

離された 5株（3-7,8,11,17,18、Ⅴ）と異なっており、内
湯のSG7の5株（2-1,2,6,12,14）はすべて同じ（Ⅲ）であった。

図 1． 分離された L. pneumophilaのパルスフィールドゲル電気泳動（PFGE）像
レーン下段の番号は表 2.の菌株番号に対応する。菌株番号の上段に分離菌の由来と血清型（SGs）を示す。
レーン Mは 分子量マーカー、XbaⅠ処理した Salmonella Braenderup strain H9812

表 2． 分離された Legionella pneumophilaの血清型別と
目視によるパルスフィールドゲル電気泳動像のパ
ターン分け結果　

事例番号 試料
番号

菌株
番号 血清型 PFGE ＊

型別
1 1 - 1 12 Ⅰ

1 - 2 12 Ⅰ
1 - 3 12 Ⅱ
1 - 4 12 Ⅱ
1 - 5 12 Ⅱ
1 - 6 12 Ⅱ
1 - 7 12 Ⅱ
1 - 8 12 Ⅱ

2 2 - 1 7 Ⅲ
2 - 2 7 Ⅲ
2 - 5 3 Ⅳ
2 - 6 7 Ⅲ
2 - 12 7 Ⅲ
2 - 14 7 Ⅲ
3 - 7 3 Ⅴ
3 - 8 3 Ⅴ
3 - 11 3 Ⅴ
3 - 17 3 Ⅴ
3 - 18 3 Ⅴ
3 - 19 5 Ⅵ

3 6 - 17 1 Ⅶ
6 - 18 1 Ⅷ
6 - 19 1 Ⅸ
6 - 20 1 Ⅹ
6 - 21 1 Ⅷ
6 - 22 5 Ⅵ
6 - 23 5 Ⅵ

事例番号と試料番号は表１. に示した。
＊: 目視による PFGE 型別で同じパターンごとに便宜的に番
号分けした。
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事例 3の SG 1 では 5株（6-17 ～ 21）は 4種類（Ⅵ、Ⅶ、Ⅷ、
Ⅸ、Ⅹ）に分類できたが、分子量濃度が濃い主要なバン
ドパターンは 5株とも互いによく似ていた。また、SG 5
の 2 株（6-22,6-23）は同じで、事例 2の SG 5（3-19）と
も同一（Ⅵ）であった。

PFGEから得られたバンドの分子量データを 24 グルー
プに細分し、クラスター分析を実施した。データ変数を
バンドの分子量データのみと、バンド出現数や総分子量、
血清型などのデータ変数を加えた場合について検討した
が、クラスター融合に大きな差異はみられなかった。そ
こで、得られた 24 バンドの分子量を変数としてウォード
法と最近隣法でデンドログラムを作成し、図 2に示した。
両方法とも PFGEパターンを目視で判断した分類（表 2）
で同一としたものは互いに非常に近いクラスターとなっ
た。また、SG 1 の 4 種類にあまり大きな差異はなく、SG 

3 の 2 種類は互いの差異が大きい結果であった。SG 5 の
3株は他のSGsに比べ、一番遠いクラスターに分類された。
一方、ウォード法と最近隣法では融合クラスターの判
別順位に差異が生じた場合もあった。SG 3 の菌株 2-5 は
ウォード法では SG 1 の 5 株に近いが、最近隣法では SG 

12 のパターンⅡにより近く、次に SG 1 に近い結果を示
した。また、SG 12 の 8 株ⅠとⅡの差異はウォード法で
近く、最近隣法で遠い判断となった。

考察

レジオネラ属菌の分離と L. pneumophilaの血清型別解
析および PFGEによる遺伝子型別解析の結果から以下の
考察を行なった。

1.入浴施設からのレジオネラ属菌の検出について
それぞれ患者発生事例との関連調査ではあるが、今回
4 施設中 3 施設、特に浴槽水では 6 試料中 4 試料と L. 

pneumophila が 高 頻 度 で 検 出 さ れ、 事 例 1 で は
2,400cfu/100mLと菌数も非常に多い結果となった。鈴木
ら 5）は、レジオネラ属菌の汚染率は公衆浴場や旅館など
の 30%程度に比べ、個人住宅、社員寮・社会福祉施設で
は 50 ～ 70%と高いとしている。また、古畑ら 6）は温泉水
中のレジオネラ属菌数は 100cfu/100mL未満が 48%で、
内湯や循環式給湯ではその菌数が高くなる傾向があると
している。烏谷ら 7）は、かけ流し温泉では 100cfu/ 

100mL未満が 63%で、循環式浴槽の調査 6,11）と比較する
と低濃度側に分布していたとしている。事例 1はこれら
報告での汚染リスクを高める要因をもつ事例に該当する
ことから、事例 2、3の検出例に比べても非常に多い菌数
であったのではないかと考えた。また、緒方ら 12）は塩素
濃度を 0.2mg/L以上で管理された循環式浴槽水試料から
のレジオネラ属菌数の検出率は低く、その菌数も少なかっ
たと報告している。塩素消毒によるレジオネラ属菌の管
理手法には問題点も指摘されているが 13）、事例 1で採水
時の塩素濃度が 0.05mg/L未満であったことも高い菌数
が検出された要因ではないかと考えた。今回の試料では
試料 3露天風呂のレジオネラ属菌数が最も少なかったこ
とも以前の報告 6,7）と類似する結果と考えられた。

2.入浴施設での Legionella pneumophilaの生息状況
旅館 aの SG 3 を示した 6株は、露天風呂で検出された

1 株（2-5）と内湯で検出された 5 株（3-7,8,11,17,18）で
は PFGEパターンが大きく異なり、クラスター分析によ
る相同性も互いに低かったことから由来そのものが異な
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図 2． 分離株の PFGE解析結果から作成したデンドログラム
（1）Ward 法（2）最近隣法．

菌株番号は表 2.に示した。菌株番号の右側に分離菌の PFGEパターン分類番号と血清型（SGs）を示す。
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ると考えられた。通性細胞内寄生性菌である本種 1）は宿
主の原生生物の生息状況も含め、生息環境により様々な
タイプのレジオネラ属菌が生息すると予測される。内湯
で菌数多い傾向がある 6）とされているが、菌数の多寡は、
環境によって生存できるレジオネラ属菌が異なるためと
も考えられた。加えて、本事例では同じ施設内であって
も SGs のみの判断で由来が同一とは判断できないことを
示し、今回は患者由来株の調査を実施していないが、菌
株由来の疫学調査には複数の検査手法を併用し、判断を
行う必要性が改めて確認できた。
水系や水質により L. pneumophilaの血清型や遺伝子
型などに違いがあることは従来から広くいわれてい
る 6-7,9,12-13）。前述の旅館 aの SG 3 の例も含め、今回の調査
結果では SG 5 の 3 株以外は、試料や採水場所が異なると
互いに血清型も遺伝子型も大きく異なる株が分離され、
それぞれの環境に適した L. pneumophilaが生息していた
と考えられた。
しかし、今回、環境が同じと考えられる同一の試料内で、
少なくとも 2タイプ以上の L. pneumophilaが同時に生息
していたことを確認し、L. pneumophilaの多様な生息状
況が明らかとなった。また、事例 3の試料 6では血清型
や遺伝子型が異なると、コロニー生成時間やその形状・
色調などの特徴に違いがあることが観察され、本属の検
査にはより緻密な手技が要求されることも確認できた。
2007 年 8 月から 2008 年 6 月の 43 事例 44 株の臨床分
離株では 42 株が L. pneumophilaで、うち、35 株が SG 1
であったと報告され 14）、SG 1 は冷却塔・循環式浴槽から
の検出頻度が高い 5,9,12,15）とされている。久高ら 10）は冷却
塔と循環式浴槽では SG1 は遺伝学的に異なる傾向を示す
と述べている。一方、Ragull et al.15）は、冷却塔の SG 1
では遺伝子型は多様だが、地理的に近い地域や試料採取
期間が短期間であると比較的似たタイプの遺伝子型に分
類されると述べている。今回、試料 6で検出された SG 1
の 5 株は、PFGEパターンはそれぞれ小さな違いがある
ものの互いに近似したパターンを示し、クラスター分析
もその結果を裏付けるものであった。1回のみの調査で
あるため、SG 1 の遺伝子変異の時間的経過を検討するこ
とはできないが、SG 1 はその生息環境により小さな遺伝
子的変異を常に起こすことで環境に適応する性状を獲得
していくタイプといえるかもしれない。血清型別での細
菌の分類と制限酵素による細菌の DNA分類では異なる観
点から細菌を分別している可能性があり、SG 1 が網羅し
ている strain幅の問題である可能性も考えられる。しか
し、SG 1 の検出頻度が高いとされている冷却塔や循環式
浴槽、あるいはヒトの体内といった環境は、L. pneumophila

にとって非常に劇変しやすい環境と考えられ、多様な環
境にもより素早く適応できるタイプである SG 1 が生存し
ているともいえるのではないだろうか。同様に、試料 1
から分離された SG 12 が明らかに異なる遺伝的 2型を示
したことも SG 12 が SG 1 同様に環境適応能力に優れたタ
イプであることを示しているのかもしれない。

一方、B市から異なった時期に分離されたSG5の3株は、
血清型も遺伝子型も互いに同じで、他の分離株とは遺伝
的にも遠い分類結果となった。Ragull et al.15）が SG 1 に
ついて述べているように、環境に常在するレジオネラ属
菌の場合、同一地域では同じ起源をもつ菌が生息し、今
回の調査であれば、それぞれ浴槽水という生存に適した
環境で生息していたという可能性があるかもしれない。
あるいは、SG 5 は SG1 などとは異なり、PFGEから判別
できる遺伝的な変異がなくとも浴槽水という環境に適応
できるタイプであるのかもしれない。
いずれにしても L. pneumophilaは、その宿主生物とな
る原生生物の環境適応性や生息環境での多様度という要
因が加わるので、その生息状況はより複雑で結果として
非常に多様性に富むと予想され、今回の性状解析は多く
の示唆を含む結果となったと考えられた。
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