
報 告



秋田県衛生科学研究所報、 41、27~30、(1997)

秋田県内で分離された Legionellapneumophila 

SGlのPFGEによる解析

木内 雄 鈴木陽子 八柳 潤 斉藤志保子 佐藤宏康

秋田県内の冷却塔水から分離された Legionellapneumophila血清群1(LP SGl) 4株、および24時間風呂等浴用

水から分離された Legionellamicdadei (L.micdadei) 3株について、 ArbitrarilyprimedPCR法 (AP-PCR) と

パルスフィールドゲル電気泳動法 (PFGE)を用いて比較した。 AP-PCRでは LPSGl 4株に相違は認められ

なかったが、 PFGEでは異なるパターンの LPSGlが一株確認された。このことから、 PFGEは AP-PCR

より詳細な分類が可能であることが示唆された。また、 PFGEを用いて同一施設の冷却塔水中の LPSGlの月別パ

ターンを比較したところ各月のパターンは同一であり、同一起源の LPSGlが定着していることが示唆された。また、

温泉保養施設の冷却塔水、浴槽水から分離された LPSGlのパターンを比較したところ、異なるパターンの LPSGl 

が確認されたことから、起源の異なる LPSGlがそれぞれ存在していることが推定された。秋田市中心部から半径0.5

km以内の場所に位置する 2施設の冷却塔水から分離された LPSGlと、秋田市から約40km程離れた温泉保養施設の冷

却塔水から分離された LPSGlのパターンを比較したところ、市内の冷却塔水から分離された LPSGlは同一であっ

たが、秋田市郊外の LPSGlは市内のそれとは異なっていた。

キーワード： Legionellapneumophila血消群 l、冷却塔水、浴槽水、 PFGE

I はじめに

平成7年度は、秋田県内の特定建築物等の冷却塔水及

び給湯水、温泉保養施設の源泉水及び浴槽水から分離さ

れた LPSGlについて、 AP-PCRによる解析を行

ぃ、 LPSGlは幾種類かのパターンに分類が可能であり、

その疫学的解析の有用性について報告した心

平成8年度は、 PFGEを用いて、 AP-PCRとの

比較検討を実施した。

また、 PFGEを用いて、同一施設内の冷却塔水にお

ける LPSGlの月毎の変化、冷却塔水、浴槽水から分

離された LPSGlの起源の相同性、 LPSGlの地域別パ

ターンの相違を検討したので報告する。

II 材料と方法

1.材料

表 lに示した、秋田県内の温泉保養施設や特定建築物

等4施設の冷却塔水、給湯水、浴槽水から分離された

LP S01 23株を対象とし、採水は1995年6月から1997年

2月までに実施した。

AP-PCRとPFGEの比較検討には1995年7月か

ら8月にかけて、秋田県内の温泉保設施設や特定建築物

等の冷却塔水から分離された LPS01 4株、また、

L.micdadei 3株は1997年2月に一般依頓検査として行っ

た秋田県内の24時間風呂等浴用水由来株を供試した。

ATCC33153はLPSGl株の、 ATCC33218はL.micda-

表 1 調査対象施設概要

施設名 場所 施設の機能 種類 採水年月 株数

A施設 秋田市内 公立図書館 冷却塔水 1995. 7~12、1996. 9 8 

給 湯 水 1996. 9 1 

B施設 秋田市内 宿泊施設 冷却塔水 1995, 7 1 8 1 10、1996. 9 4 

浴 槽 水 1997. 2 1 

c施設 秋田市内 雑居ビル 冷却塔水 1995. 10~1996. 8 2 

D施設 秋田市外 温泉保蓑施設 冷却塔水 1995. 7~10 4 

浴 槽 水 1995. 9, 10, 12 3 

計 23
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dei株の標準菌株として供試した。

2. 方法

AP-PCR は Alexvan Belkumらの方法2)、”に

準じて前報と同様に実施した。

PFGEはBIORAD社製の CHEF-DRIIを用い、

図1に示す泳動条件で、 Sf i I消化DNAの泳動パター

ンにより比較した。

結果

1. AP-PCRとPFGEとの比較

図2に示すように対象とした LPSGlはAP-PC

Rでは4株とも同様のパターンを示したが、 PFGEで

は、 LPSGl,2が異なるパターンを示した。

また、 L.micdadeiは、 AP-PCRでは ATCC33218

; L.micdadei株を含め明らかなパターンの巡いは確認

されなかったが、
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PFGEでは ATCC33218; L.micda-

<AP-PCR> 

』

ep
p
u
,

q()Ql
 

T
U
l
S
 

cl1 

C
1
l
8
S
 

cl1 

“
,
l
8
S
 

d1 

＿＇＿器

S

g-
c
§
l
V
 

"
'
-
0
p
mp
o-a'-

N
'
-
0p
ep
o-巨
J

-
'
-
0p
CIIPo-
曰
J

8
li
£
§
l
Y
 

』

e
p
p
a
,

q
O
Ql
 

600bp-

300bp-
20Dbp-

100bp-

図 1 LP SG 1のPFGEにおける

使用制限酵素および泳動条件

使用制限酵索； Sf i I 

泳動条件；

block 1 : 6 V /cm: 11 h : Initial 4 sec→Final 8 sec 

block 2 : 6 V /cm: 9h : Initial 8 sec→Final 50 sec 

dei株は明らかな相違が認められ、また L.micdadei2

株は436.5Kb以上のDNA断片で他の 2株と異なって

いた。

このことから、 PFGEはAP-PCRと比較して泳

動パターンが明瞭であり、より詳細な分類が可能である

ことが明らかとなり、 PFGEはLPSGlや L.micda-

deiの疫学解析手法として有用と考えられた。
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図2 AP-PCRとPFGEとの泳動像の比較

2. (1)同一施設内における冷却塔水中の LPSGlの

月毎の変化と給湯水中の LPSGlとのDNAパター

ンの比較

図3に示すようにA施設の冷却塔水中から1995年7月

から 12月までに分離された~p SGl 6株と、 1996年9月

に分離されたコロニー形状が異なる LPSGl 2株、及

び1996年9月に給湯水から分離された LPSGl 1株の

合計9株についてのPFGEによるDNAパターンは全

て同一であった。

このことから、 A施設では各年、各季節に関係無く同

一菌種が冷却塔水中に定着していること、さらに給湯水

についても冷却塔水と同一起源の菌に汚染されているこ

とが推定された。
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(2)同一施設内における冷却塔水と浴槽水から分離さ

れた LPSGlのDNAパターンの比較

図4に示すようにD施設の冷却塔水は1995年7月から

10月、浴槽水は1995年9、10、12月に採水した。冷却塔

水から分離された LPSGlのPFGEパターンは同一

であったが、浴槽水から分離された LPSGlのPFG

Eパターンは冷却塔水からの分離株のパターンと異なっ

ていた。また、浴槽水から分離された LPSGlは1995

年10月、 12月と同じパターンであったが、 9月の分離株

とは異なるパターンを示した。これより、浴槽水は月に

よって LPSGlの菌種に変動のあることが確認された。

(3) LP SGl分離株の地域別DNAパターンの比較

秋田市から約40km離れた郊外に位置する温泉保養施設

D施設の冷却塔水から分離された LPSGlと、秋田市

中心部から半径0.5km以内の比較的近い場所に位lttする

B施設と C施設の冷却塔水から分離された LPSGlの

泳動パターンを比較すると、比較的近い距離のB施設と

c施設の冷却塔水から分離された LPSGlの泳動パター
ンは全て同一であったが、 D施設の冷却塔水から分離さ

れた LPSGlは異なっていた。（図4、5)

このことから、常在している LPSGlは地域によっ

て異なるDNAパターンを示すことが確認された。

図4
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考察

LP SGl 4株とL.micdadei3株を用いてAP-PC

RとPFGEによる泳動パターンを比較した。 AP-P

CRでは同一の泳動パターンを示した 4株中 l株は、 P

FGEの泳動パターンでは異なるバターンを示した。一

方、 L.micdadeiについても同様の結果が得られたこと

から、 PFGEはレジオネラ属菌感染症の感染経路の解

明に有用であることが確認された。

冷却塔水から分離されたレジオネラ属菌は LPSGl 

が多く、その菌数は季節変動が認められるが、同一施設

から分離される菌型は同一であることを報告した＇：。冷

却塔水はPFGEを用いた解析によっても季節に関係な

く同ーなDNAパターンを示す菌が定着していることが

確認された。また、給湯水も同ーなDNAパターンを示

す菌に汚染されていた。このことから、給湯水の温度を

一時的に上昇させるなど汚染防止の対策が必要と考えら

れた。一方、浴槽水については同一施設であっても採水

月によって異なる泳動パターンを示す LPSGlが分離

された。これは浴槽水が清掃回数や、入浴する人数等外

部環境の影響を直接受けるためと推定された。

温泉保養施設の冷却塔水から分離された LPSGlに

対する PFGEの解析結果から、秋田市内の比較的近い

場所の冷却塔水から分離された株のPFGEパターンは

同ーであった。秋田市郊外の温泉保養施設の冷却塔水か

IV 

図5 B施設、
※CT；冷却塔

C施設から分離された
LP SG 1のSfiI PFGEパターン

ら分離された株は、前者とは異なるDNAパターンを示

した。このことは、これらの冷却塔が開放型であり、冷

却水が外気と接触しているため、冷却塔水中の菌種は設

置場所の土壌中に常在しているレジオネラ属菌の菌種に

起因するためと考えられた。従って設置地域の土壌中の

レジオネラ属菌を調査することにより、冷却塔への汚染

経路の解明が可能と考えられた。

以上のように、 PFGEはレジオネラ属菌の生態解明

や疫学解析の手段として有用であることが実証された。

まとめ

1. PFGEはAP-PCRと比較して高い再現性があ

り、また泳動パターンが明瞭であり、詳細な分類が

可能であった。

2. 同じ冷却塔水中から分離された LPSGlは月毎の

泳動パターンの変化は認められなかった。このことか

ら、施設内の冷却塔水中には同一起源の LPSGlが

定着していることが示唆された。

3. 同じ施設内から分離された LPSGlは、冷却塔水

と給湯水の泳動パターンは一致していたが、冷却塔水

と浴槽水の泳動パターンは異なっていた。このことか

V 
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ら同一施設内でも冷却塔水中と浴槽水中の LPSGl 

は起源が異なり、特に浴槽水中の LPSGlは月によっ

て菌種が変動している傾向が認められた。

4. 秋田市内の比較的近い場所に位置する施設の LP

SGlと秋田市から40km程離れた施設の冷却塔水から

分離された LPSGlの泳動パターンは全く異なって

いたことから、地域毎に特異的な LPSGlの存在が

示唆された。
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