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Ⅰ　はじめに
　Legionella属菌は湿った土壌や淡水の湖、沼，河川や温

泉水のほかに，人工的水利用施設である空調システムの

冷却塔，加湿器，循環式浴槽及び噴水などの修景用水に

も生息する細菌で，15～43℃で繁殖する1)-4)．また，循環

式浴槽水，空調施設の冷却塔水，給湯器の水などに生息

する原虫類（アメーバ）の細胞内で大量に増殖する．本

属によって起こるLegionella症は劇症型の肺炎と軽い熱性

疾患（ポンティアック熱）の病型をとり，環境水に生息

するL. pneumophilaを代表とするLegionella属菌を含むエア

ロゾルの吸入や汚染水の吸引による経気道感染によって

感染し，高齢者，新生児及び免疫力の低下をきたす疾患

を有する者が本症のハイリスクグループである．日本国

内における本症の主な感染源は，温泉や循環式浴槽水で

あるが，諸外国においては噴水などの修景用水が感染源

として報告5)-7)されている．

　著者らはこれまでに沖縄県における特定建築物の冷却

塔水の調査8），9），循環式浴槽水の調査10)～12)を実施しそ

の分布状況を報告した．亜熱帯気候に位置し観光立県で

ある沖縄県は観光地やホテル等の公共施設には噴水・滝

などの修景用水設備が設置されているが，その管理状況

やLegionella汚染状況については不明な点も多い．今回は

公共施設やホテルなどに設置されている修景用水を対象

に実施したLegionella汚染状況について報告する．

Ⅱ　材料及び方法
１．調査施設及び採水

　2004年10月，沖縄本島及び八重山保健所管内28施設の

公園，ホテル，観光施設，商業施設及び公共施設の噴水と人

口滝を対象に調査を行った（表１）．採水は各保健所の環境

監視員が行い，採水容器には25％チオ硫酸ナトリウム1mlを

加えた500mlの滅菌プラスチック容器を用いて500ml採取

した．採水の際には水温及び残留塩素濃度の測定を行うと

ともに管理（清掃）状況について聞き取りを行った．採取さ

れた検体は冷蔵にて輸送，保存し，検査は採水後72時間以

内に実施した．

２．Legionella属菌の検出

　「新版　レジオネラ症防止指針」3）に基づいて行い，

未処理の検体と冷却遠心分離法にて200倍濃縮した後，

酸処理及び熱処理したものをそれぞれWYOα寒天培地

（栄研化学）に塗布して，37℃で4～7日間培養した．こ

の間に増殖してきたLegionella菌と疑われるコロニー数を
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計測した後，代表的なコロニー数個を純培養及びL-シス

テイン要求性確認のため5%羊血液寒天培地及びBCYEα

寒天培地に接種して37℃で2日間培養した．培養の結果

BCYEα寒天培地に発育し5%羊血液寒天培地に発育しな

い，特有の酸臭を発するグラム陰性桿菌をLegionella菌と

推定し，確認試験を実施した．確認試験は市販のレジオ

ネラ免疫血清（デンカ生研）及びL. pneumophila血清7~9群

の免疫血清を用いて型別試験を実施し血清群を確認した．

さらに，山本13)が報告したLegionella属遺伝子（genus 

Legionella 16S rRNA gene）を特異的に検出するLEGプラ

イマーとMahbubaniら14)の報告によるL. pneumophilaの遺

伝子（L.pneumophila macrophage infectivity potentiator）

を特異的に検出するLmipプライマーを用いたPCR法によ

り，Legionella sp. 及びL. pneumophilaの同定を行った．この

結果に従って必要があればコロニー数の集計に反映させ

た．また，LEGプライマーによる遺伝子検査陽性の株に

ついては，ダイレクトシーケンス法（ABI PRISM Genetic 

表1　保健所別調査対象施設数

施設別 一般
公園

観光
施設

ホテル・
ﾚｼﾞｬｰ施設

商業・
公共施設

合
計

管
轄
保
健
所

北部 1   2    3    0    5   

中部 4   0    0    3    7   

南部 1   1    0    1    3   

中央 8   1    0    1    10   

八重山 0   0    3    0    3   

施設別合計 14   4  5 5 28 

Analyzer 310: Applied Biosystems）により塩基配列を決

定し，DDBJのClustal Wソフトを用いて解析後，Njplotで

遺伝子系統樹を作成した．

３．アメーバの検出

　八木田ら15)の方法を参考に，試料水1検体につき1mlを

大腸菌塗布寒天平板に均一に塗り広げ，これらをマザー

プレートとしアメーバの分離を行った．培養は30℃で2

～7日間行い，その間出現したアメーバの集落（プラー

ク）の数を計測するとともに，アメーバ形態観察のため

単離を行った．アメーバの単離は，プラークの最外郭部

を含む部分を3-5mm角の大きさで寒天ごと切り出し，増

殖面を下にして新たなアメーバ分離培地に移植した後，

更に30℃，3～5日間培養した．クローニングされたア

メーバのプラークを実体顕微鏡及び位相差顕微鏡を用い

て観察し，アメーバの形態的特長から属の同定を行った．

４．有意差検定

　異なる２群の差の検定にはマン・ホイットニ検定を用

い，危険率10％未満を有意とした．

Ⅲ　結果
　地域（保健所管轄区）別修景用水のLegionella汚染状況

を表２に示した．調査した28施設のうち8施設（29%）

からLegionellaが検出された．Legionellaが検出された8施設

のうち，6施設が中央保健所管内であり，同保健所管轄区

内10施設のうち6施設（60%）とLegionellaの検出率が高

かった

　施設別修景水のLegionella検出状況を表３に示した．
Legionellaが検出された8施設のうち7施設が主に一般県民

の利用が多い公園（一般公園）での検出であり，調査し

た14施設の一般公園のうち半数からLegionellaが検出さ

れた．その他の施設については，4観光施設のうち1施設

から検出されたが，ホテル・レジャー施設5ヶ所，商業・

公共施設5ヶ所からは検出されなかった．

　修景用水のLegionella汚染菌量の分布を表４に示した．

今回の試験の検出感度は検水100mlあたり10 cfu（cfu

はcolony forming unitの略で分離平板中にコロニーを形

成した数）であり，検出感度以下であったのは20施設

（71％），10１台（100mlあたり10～90）cfuが7施設

（25％），102台（100mlあたり100～990）cfuが1施設

（4%）であった．

表2　地域(保健所管轄区)別修景用水のLegionella検出状況

保健所名 北部 中部 南部 中央 八重山 合計

施設数 5   7   3   10   3   28   

陽性数 1   1   0   6   0   8   

陽性率% 20   14   0   60   0   29   

表3　施設別修景用水からのLegionella検出状況

施設別 一般公園 観光施設 ホテル・
ﾚｼﾞｬｰ施設

商業・
公共施設

合
計

施設数 14  4  5 5 28

陽性数 7  1  0 0 8

陽性率％ 50  25  0 0 29
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　遊離塩素濃度別L eg ione l l aの検出状況は，塩素濃度

0mg/lで6施設（43％），0.01~0.1mg/lで1検体（20％），

0.11~0.5mg/lで1施設（33％）からLegionellaが検出され

た．塩素濃度0.51mg/l以上の施設からはLegionellaは検

出されなかった（表５）．遊離塩素濃度0.5mg/l以下と

0.51mg/l以上の施設におけるLegionella陽性数は，危険率

10％（p<0.1）で有意差が認められた．

１年あたりの清掃回数別Legionellaの検出状況は，0回で2

施設（33％），1~5回で6施設（43％）からLegionellaが

検出された．6回（2ヶ月に１回の清掃）以上の施設から

はLegionellaは検出されなかった（表６）．清掃回数5回

以下と6回以上の施設におけるLegionella陽性数は，危険率

10％（p<0.1）で有意差が認められた．

　修景用水から検出された L e g i o n e l l aの種類とL . 
pneumophila血清群を表７に示した．検出された8株の

Legionella属のうちL. pneumophilaが7株で，血清群の内訳

は，1群が5株（H-2, TO-1, TO-2, TO-7, TO-9），５群及

び7群がそれぞれ1株（T-3, TO-6）ずつであった．TO-4

株は，市販のLegionella免疫血清およびL. pneumophila血清

7～9群に凝集を示さず，核酸検査ではLEGプライマー陽

性，Lmipプライマー陰性であり，LEGプライマー遺伝子

増幅産物の部分塩基配列（423bp）は，L. birminghamiensis

（Z49717）と99％のホモロジーであった．Legionella 

sp.の16S rRNA geneの部分塩基配列（423bp）に基づ

く分子系統樹において，分離されたH-2，T-3，TO-6株

は，L. pneumophila（M36023）と同じクラスターを形成

した．図には示さなかったがTO-1，TO-2，TO-7，TO-9

株（L. pneumophila SG1）も同様であった．TO-4株はL. 
birminghamensis（Z49717）の近縁に分類された（図１）．

図１　Legionella 16S rRNAの部分塩基配列(423bp)に基づ

く分子系統樹

表4　修景用水のLegionella汚染菌量の分布

菌数cfu/100ml 施設数 (％)

<10 20 (71)

101  台 7 (25)

102　台 1 (4)

103　台 0 (0)

104　台 0 (0)

表5　遊離塩素濃度別Legionella検出状況 

遊離塩素濃度

mg/l
施設数

Legionella

　陽性数　　　    (%)

0 14  6 (43)   

0.01 ～ 0.1 5  1 (20)   

0.11 ～ 0.5 3  1 (33)   

0.51 ～ 1.0 1  0 (0)   

>1.0 5  0 (0)

表6　清掃回数別Legionella検出状況 

清掃回数

（回／年）
施設数 Legionella陽性数 （％）

0 6 2 (33)

1~5 14 6 (43)

6~11 2 0 ( 0)

>12 6 0 ( 0)

表7  修景用水から検出されたLegionel laの種類とL. 

pneumophila血清群

種  名（株名） 血清群 検出数 （％）

L. pneumophila 7 (88)

(H-2,TO-1,TO-2,TO-

7,TO-9）
1群 5

(T-3) 5群 1

(TO-6) 7群 1

L. 

birminghamiensis?(TO-4)
1 (13)

合   計 8 (100)



沖縄県衛生環境研究所報　第40号 (2006)

- 74 -

　最後に修景用水から検出されたアメーバと汚染菌量

を表８に示した．調査した28施設のうち22施設は検出

感度（1cfu/ml）以下であったが， 6施設（21％）から

アメーバが検出された．検出された種類は，４施設から

Vexillifera 属，2施設からVannella属がそれぞれ検出された．

Ⅳ　考察
　今回の調査で29％(8/28)の修景用水施設からLegionella

が検出された．噴水，滝，池などの修景用水施設は多く

の場合屋外に設置されており，これまでエアロゾルの発

生も特に問題視されていなかった．しかし近年は屋内型

の施設が増加しつつあり，国外では修景用水を感染源と

する報告事例もあることから，修景用水も循環式浴槽水

や冷却塔水等と同様に適正な水質管理が必要であると思

われる．

　施設種類別で最も多くLegionellaが検出された施設は地

域住民の利用頻度が高い都市部の一般公園であった．地

域（保健所管轄区）別に中央保健所管内のLeginella検出率

がたかい理由の一つとして、調査施設の8割が一般公園で

あったことが考えられる。後述する汚染菌量は比較的少

量ではあったが，小児や高齢者も利用する施設であるこ

とから，結果を踏まえ，今後公園管理者に対する施設の

管理方法等の指導が必要になると思われる．一方，多く

の観光客や県民が訪れる観光施設1施設からの検出は，前

者に比べ集団発生につながる危険性が高いことが考え

られ早急な改善が望まれる．汚染菌量は，10１台が7施

設，10２台が1施設であった．これは，これまでに報告さ

れている集団発生事例等で検出される菌量16)に比べると

少ない菌量ではあるが，10１台であっても，Legionellaの増

殖に適した環境であれば，急速に増殖する可能性もある

ので注意が必要である．残留塩素については，検出され

なかった施設が14施設あり，そのうち6施設(43％)から

Legionellaが検出された．残留塩素については，修景用水

における明確な基準は定められていないが，適切な消毒

設備を設置し，水道法施行規則に定める基準値(0.1ng/l)

以上の残留塩素濃度を確保する必要があると思われる．

また，年清掃回数5回以下と6回以上でLegionella陽性数に，

有意差が認められた（p<0.1）ことから，最低限2ヶ月に

1回以上の清掃が必要である．基準以上の残留塩素濃度を

保っている場合でも清掃を怠ると、ぬめり・水垢・生物

膜（バイオフィルム）などの形成により殺菌効果が失わ

れるので注意を要する．

　検出された菌種は L .  p n e u m o p h i l aが7株，L . 
birminghamiensisと推定された株が１株であった．Legionella

属には41菌種あり，L. pneumophilaは最初に発見命名され

た菌種3)で，1～15の血清群（SG）に分類されている．我

が国では患者，環境からSG1が最も多く検出されており16) 

，今回検出されたL. pneumophilaも７株のうち5株がSG1で

同様な傾向であった．また，PCRおよび遺伝子解析により

L. birminghamiensisに近縁であると推定された１株はDNA-

DNAハイブリダイゼーションを実施できなかったため同

定には至らなかった．

　今回の調査で21%（6/28）の修景用水からアメーバが

検出され，これまでの全国的な報告17）18)と同様な成績で

あった．検出されたアメーバのうち，特に今回Vannella属

が検出された3施設のうち2施設ではLegionella属も同時に

検出された．Vannella属はレジオネラの主要な宿主となる

ことが確認されている．水環境でアメーバーは，バイオ

フィルムの中に多く存在し，その中にいる細菌を捕食し

て増殖している．一方レジオネラはアメーバに捕食され

るが食胞内に寄生・増殖し，やがてアメーバを破壊して

外界へ放出されるサイクルで生存している．アメーバの

シスト内に寄生しているレジオネラや，バイオフィルム

中の細菌は，次亜塩素酸ナトリウムなどの殺菌剤に対し

て抵抗性を示すため，レジオネラを効率的にコントロー

ルするためには，単に薬剤を投与するだけでなく，バイ

オフィルムを物理的に除去することが重要であるといわ

れている．

これまで沖縄県で実施された冷却塔水や循環式浴槽水の

レジオネラ汚染率は17％～67％で，今回の調査結果もこ

の範囲内であった．今回の調査では観光施設１施設を除

いて緊急的な対応を要する施設はないと思われるが，現

在全てのLegionella属菌は，肺炎の原因になる可能性があ

ると言われている3)ことから，十分な注意が必要であり，

定期的な水質検査と施設管理は重要である．また，施設

管理者に対する衛生管理の指導と伴に一般県民に対する

啓発も重要であると思われる．
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表8　修景用水から検出されたアメーバと汚染量

アメーバ属 検出数 （％） 汚染量cfu/ml

Vexillifera 4 （14.3） 1～4

Vannella 2 （7.1） 1

合計 6 （21.4） 1～4
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