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緒　　　言

国内で発生する非結核性抗酸菌症の60%から70%は，非

結核性抗酸菌の中でもトリ型菌群，すなわちMycobacterium

avium complex（MAC）によるものである1）．このMACと

いう名称は，生化学的性状の類似性によりかつては鑑別同

定が困難であったMycobacterium avium（M.avium）と

M.intracellulareの２菌種の総称である．MACは土壌，水系

などの自然界に広く分布しており，公衆浴場水，一般家庭

浴槽水などからの分離例も報告されている2，3）．

MAC症はAIDS患者を除き，ほとんどが肺感染症である

が，M.aviumについては皮膚の感染例も報告されている4）．

本菌による皮膚感染症としては，1998年及び1999年に家庭

用の循環式浴槽水（いわゆる24時間風呂）の関与が考えら

れる家族内発生が相次いで報告され，注目を集めた5－8）．

同時期に行われた調査においても家庭用24時間風呂から高

率にM.aviumが検出され，さらにM.aviumはM.intracellulare

よりも加熱に対する抵抗性があることが報告された9）．

一方，近年細菌感染症の感染源や感染経路の推定に，分

子生物学的な疫学マーカーが用いられるようになり，

M.avium感染症についても，本菌に特異的な挿入配列

（Insertion sequence；IS）であるIS1245をプローブとした

Restriction fragment length polymorphism（RFLP）解析

法が試みられている10，11）．

そこで循環式浴槽水から抗酸菌の検出を試みると同時

に，塩素処理の効果を調べる目的で，浴槽水中の遊離残留

塩素濃度と，塩素処理がその汚染防止に有効であることが

明らかにされているレジオネラについても併せて検査を行

った．また，今回分離されたM.aviumおよびヒトの喀痰か

ら分離されたM.avium保存株について，IS1245をプローブ

としたRFLP解析を行い，本法の疫学マーカーとしての有

用性についても検討した．

材料と方法

１．試料水

2000年８月から10月の間に採取された循環式浴槽水39試

料を供試した．試料水の湯温及び遊離残留塩素濃度は，採

水現場において測定した．

２．試料水の濃縮

上水試験方法に記載されているレジオネラ試験法（フィ

ルター法）12）に従って，試料水１Lを孔径0.22μmの滅菌

メンブランフィルターでろ過し，フィルター上の捕捉物を

滅菌精製水５mLで洗い出し濃縮被検液とした．被検液を

二分してそれぞれ抗酸菌及びレジオネラ試験に供した．

３．抗酸菌の検出

濃縮した試料水を3,500 rpmで15分間遠心し，沈渣を１mL

の滅菌リン酸緩衝液（PBS，pH6.8）に浮遊させ，倍量の

２%NaOH－0.05 Mクエン酸ナトリウムを添加し，時々振

とう，攪拌しながら15分間処理した．その後，PBSで希釈

し，3,500 rpmで15分遠心した沈渣を１mLのPBSに浮遊さ

せた．その一部を塗抹標本とし，チール・ネルゼン染色を

行って鏡検した．残りの約0.2 mLを抗酸菌用分離培地であ

る２%小川変法培地（極東製薬工業）に接種し，37℃で最

長８週間培養した．集落の形成が観察されたものについて

はチール・ネルゼン染色で抗酸菌であることを確認し，さ

らにDDHマイコバクテリア‘極東’（極東製薬工業）を用

いてマイクロプレートハイブリダイゼーション法により同

定した．抗酸染色陽性菌株のうち，本法で同定不能であっ

た菌株についてはMycobacterium spp.とした．
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４．レジオネラの検出

濃縮した試料水に等量の0.2 M HCl-KCl溶液（pH2.2）を

加え室温で３分間酸処理した後，その処理液0.5 mlをレジ

オネラ選択培地であるWYOα寒天培地（栄研化学）に接

種し36℃で培養した．一週間後，青みを帯びた灰白色の潤

滑集落を計数した．レジオネラの同定は，ラテックス凝集

反応（Legionella Latex Test Kit，OXOID）及び診断用免

疫血清（デンカ生研）を用いた凝集反応によって行った．

５．RFLP法による解析

浴槽水から分離されたM.avium株，1998年１月から2000

年12月までに接触者検診などの目的で当所に搬入された人

の喀痰から分離されたM.avium 10株とM.intracellulare １株

（表１），及びM.avium標準株ATCC25291を供試した．

１）DNAの抽出 小川培地上の菌塊をTE bufferに均等浮

遊させ80℃20分間の加熱により死滅させた後，リゾチーム，

10% SDS/プロテナーゼK mix，CTAB/NaCl，クロロホル

ム/イソアミルアルコールによる処理を行ってDNAを抽出

した．

２）ビオチン化プローブの作成 プローブにはIS1245配列

内の427 bpからなるPCR産物を用いた10）．すなわちプライ

マーP1（5 ' -GCCGCCGAAACGATCTAC）とP2（5 ' -

AGGTGGCGTCGAGGAAGAC）で，94℃１分，65℃１分，

72℃１分を30サイクル，72℃10分を１サイクルPCR反応を

行い，その PCR産物をRandom primed DNA labeling

system（コスモバイオ社）を用いてビオチン標識し，プ

ローブとした．

３）サザンブロットハイブリダイゼーション 抽出した

M.aviumのDNAを制限酵素Pvu2で切断後，0.8%アガロー

スゲルで電気泳動を行い，ナイロンメンブレンHybond-

N+（アマシャムファルマシアバイオテク）に転写した．

そしてナイロンメンブレン上のDNAをUV固定し，ビオチ

ン化プローブと65℃で15時間以上ハイブリダイゼーション

させた．その後メンブレンは５%リキッドブロック（アマ

シャムファルマシアバイオテク）を用いて65℃でブロッキ

ングし，アルカリホスファターゼ標識ストレプトアビジン

と室温で15分反応させた．結果の判定はルミホス530（和

光純薬）を用いて化学発光により行った．

成　　　績

１．抗酸菌の検出

試験に供した浴槽水39試料の塗抹標本をチール・ネルゼ

ン染色後鏡検した結果，５試料（12.8%）から，小川変法

培地を用いた培養では，10試料（25.6%）から抗酸菌が検

出された（表２）．菌種別では，M.aviumが４試料（10.3%），

Mycobacterium spp. が７試料（17.9%）から検出された．

また，抗酸菌が検出された10試料の遊離残留塩素濃度

は≦0.3 mg/Lが４試料，0.4-2.0 mg/Lが4試料，>2.0 mg/L

が１試料，及び不明１試料であった（表３）．

２．レジオネラの検出

浴槽水39試料のうちレジオネラが検出されたのは，12試

料（30 .8％）であった（表２）．検出されたLegionella

pneumophila（L.pneumophila）血清群は１群が３株，３群

が１株，５群及び６群がそれぞれ３株であり， 群別でき

なかった株が２株あった．

残留塩素濃度の判明している試料では，レジオネラが検

出された10試料のうち９試料が残留塩素濃度0.3 mg/L以下

であった（表３）．

また，浴槽水39試料のうち６試料は抗酸菌，レジオネラ

ともに陽性，４試料は抗酸菌陽性レジオネラ陰性で，６試

料は抗酸菌陰性レジオネラ陽性であった．抗酸菌，レジオ

ネラともに陰性であったものは23試料であった（表４）．

３．M.aviumのRFLP解析

IS1245をプローブとしたRFLP法によるM.aviumの解析

の検出パターンを図１に，検出されたバンドの本数を表５

に示した．浴槽水より分離された４株では，検出されたバ

ンド数は１，３，６および14本と全て異なった．また人の

喀痰から分離された10株においては１本のものが３株認め

られ，その他３，６，11，12，13，18，及び19本のものが

各１株であった．M.intracellulareでは０本であり，鶏由来

標準株であるM.avium ATCC25291では３本であった．

考　　　察

MACによる肺感染症は，国内外において近年増加傾向

にある1，13）．特に末期のAIDS患者は高率にMAC，そのほ

とんどはM.avium，による日和見感染を起こし，全身播種

性の症状を示して重症化し，死に至ることも多い．そして

このことがAIDS患者の生存率の低下を引き起こすことで

も注目されている13）．更に1998，1999年にM.aviumによる

皮膚感染症の家族内事例などが発生し，感染源として家庭

用24時間風呂が注目されたため，循環式浴槽水の調査を試

みた．

循環式浴槽水からの抗酸菌の検出率は25.6%，M.avium

の検出率は10.3%であった．公衆浴場水におけるSaitoらの

報告2）では各々25.0%及び8.9%，温泉水と公衆浴場水にお

ける宮本らの報告3）では35.0%及び10.0%であり，検出率

はほぼ同率であった．

一方，今回の検査ではM.intracellulareは検出されなかっ

た．41℃の培養でM.aviumはよく発育したが，M.intracellulare

表１．供試した人喀痰由来MAC菌株

菌株NO. 菌種 分離年月 年齢 性別

H1 M.avium 1998年１月 82 男

H2 M.avium 1998年８月 56 男

H3 M.avium 1998年10月 77 男

H4 M.avium 1998年10月 49 女

H5 M.avium 1998年12月 47 女

H6 M.avium 1999年３月 80 男

H7 M.avium 1999年５月 73 男

H8 M.avium 1999年11月 64 男

H9 M.avium 2000年６月 75 男

H10 M.avium 2000年12月 66 女

H11 M.intracellulare 1999年11月 74 女
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は集落を形成しなかったという報告があり9），通常の浴槽

温度である40℃前後において両菌種の発育能に差があるた

めと考えられる．

また，今回は調査しなかったが，家庭用24時間風呂にお

いても，特に濾材からは高率にM.aviumを中心とする抗酸

菌が検出されるという報告があり3，9），公衆浴場と家庭共

に循環式浴槽水中に高率にM.aviumが分布するものと考え

られる．

今回の調査では，抗酸菌とレジオネラの培養成績に一部

相関が認められた．しかし，培養成績と遊離残留塩素濃度

の関係を検討すると，レジオネラの陽性となった試料はい

ずれも塩素濃度の比較的低い試料であったが，M.aviumを

表２．浴槽水の抗酸菌およびレジオネラ検査成績

試料 残留塩素 湯温 抗酸菌： 抗酸菌：培養成績 レジオネラ：培養成績

NO. (mg/L) (℃) 塗抹成績＊ 菌量＊＊ 菌種 菌量＊＊ 血清群＊＊＊

W1 0.3 41.0 2+ 3 Mycobacterium.spp 24 1

W2 1.0 41.4 2+ － －

W3 0.5 40.0 3+ 約100 Mycobacterium.spp －

W4 0.5 40.2 3+ 約100 M.avium，Mycobacterium.spp －

W5 0.7 42.0 － － －

W6 0.1 42.0 － － 160 1

W7 3.0 40.8 － － －

W8 痕跡 42.4 － － －

W9 2.5 42.5 － 約20 Mycobacterium.spp 2 未同定

W10 1.0 38.5 － － －

W11 不明 42.6 － 1 M.avium 3200 5

W12 >5.0 41.2 － － －

W13 0.7 41.5 － － －

W14 0.3 41.2 － － 560 5

W15 不明 不明 － － 1200 5

W16 0 51.0 － － －

W17 0.2 42.0 － 1 Mycobacterium.spp 140 3

W18 0.1 42.0 － 1 M.avium 64 6

W19 0.1 41.5 － － 2 1

W20 1.5 39.0 － 1 M.avium －

W21 1.0 35.0 － － －

W22 1.0 41.2 － － －

W23 >5.0 42.0 － － －

W24 0.7 39.5 － 1 Mycobacterium.spp －

W25 痕跡 41.0 － － －

W26 0.1 41.0 ± 2 Mycobacterium.spp 2 未同定

W27 0 34.5 － － －

W28 0.1 40.5 － － 2 6

W29 2.0 38.0 － － －

W30 0.1 40.5 － － －

W31 0 42.5 － － 160 6

W32 1.5 39.0 － － －

W33 0.4 39.6 － － －

W34 >2.0 40.4 － － －

W35 >2.0 41.0 － － －

W36 0.7 41.5 － － －

W37 0.2 41.7 － － －

W38 不明 不明 － － －

W39 不明 不明 － － －

＊　1000倍で鏡検；－：0/300視野，±：1～2/300視野，1＋：1～9/300視野，2＋：≧10/100視野，3＋：≧10/1視野

＊＊　CFU/100ml

＊＊＊　L.pneumophilaの血清群



含む抗酸菌に塩素濃度との相関は認められなかった．この

ことから，低濃度の塩素処理ではM.aviumの増殖を防止で

きないものと推察された．

M.avium感染による皮膚炎の発症率は不明であるが，発

症した場合は有痛性かつ難治性であることから4），循環式

浴槽水に生息するM.aviumに対する汚染防止対策の必要性

とともに，レジオネラと同様あるいはそれ以上の監視強化

と注意喚起が必要である．

今回分離された抗酸菌の内，７株が同定不能な抗酸菌

（Mycobacterium spp.）であった．同定には，同定キットで

あるDDHマイコバクテリア‘極東’（極東製薬工業）を用

いたが，本同定キットで同定可能な菌種は，Mycobacterium

属のうち人に臨床症状を起こすとされるM.tuberculosis

complex，M.avium，M.intracellulareなどの18菌種であり，

それ以外の菌種は同定できない．更に，18菌種の中でも

M.scroflaceum , M.gordonae , M.nonchromogenicum，

M.fortuitum, M.chelonae，には，同キットでは同定できない

株があることが知られている14）．宮本らも，河川水等の自

然環境水から分離された抗酸菌23株中11株は同キットで同

定不能であったことを報告している3）．今後自然環境由来

の抗酸菌を同定する方法を検討する必要がある．

近年，MACの遺伝子型別には，パルスフィールド電気

泳動法15），PCR16）及び様々な挿入配列をプローブとした

RFLP法10，17）等新しい方法が報告されている．その中で

もIS1245をプローブとしたRFLP解析法は，M.aviumに限

定された方法であるが高い型別能力を有することから，標

準法の提案もなされている18）．国内でも同解析法による

M.aviumの遺伝子型別が報告され始めたことから11），我々

も今回分離されたM.avium株及び保存株について同解析を

試みた．15株についてRFLP法で検討したバンドの本数は

１本から19本で菌株による多様性が認められた．M.avium

感染症患者由来株は同方法で，13－23本11），３－27本10），

７本以上16）に分布したという報告もある．Guerreroらは，

１本バンドを示したヒト由来株は16S rRNAのシークエン

スではM.avium subsp. paratuberculosisに近いが，特異的な

挿入配列IS900を所有しない株であったと報告している10）．

10 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H., 52, 2001

表３．浴槽水中の遊離残留塩素濃度と抗酸菌およびレジオ

ネラの検出成績

塩素濃度 試料数 抗酸菌（M.avium） レジオネラ

(mg/L) 陽性 陽性

0 3 － 1

痕跡 2 － －

0.1 6 2 (１) 5

0.2 2 1 (－) 1

0.3 2 1 (－) 2

0.4 1 － －

0.5 2 2 (１) －

0.7 4 1 (－) －

1.0 4 － －

1.5 2 1 (１) －

2.0 1 － －

>2.0 6 1 (－) 1

不明 4 1 (１) 2

表４．浴槽水中の抗酸菌及びレジオネラ検出試料の相関性

抗酸菌 (M.avium)陽性 抗酸菌陰性 計

レジオネラ陽性 6 (２) 6 12

レジオネラ陰性 4 (２) 23 27

計 10 (４) 29 39

表５．M.aviumのIS1245をプローブとしたRFLP解析成績

菌株NO. 由来 菌種 検出バンド数（本）

H1 人喀痰 M.avium 1

H2 人喀痰 M.avium 18

H3 人喀痰 M.avium 1

H4 人喀痰 M.avium 11

H5 人喀痰 M.avium 19

H6 人喀痰 M.avium 6

H7 人喀痰 M.avium 3

H8 人喀痰 M.avium 13

H9 人喀痰 M.avium 1

H10 人喀痰 M.avium 12

W4 浴槽水 M.avium 1

W11 浴槽水 M.avium 14

W18 浴槽水 M.avium 3

W20 浴槽水 M.avium 6

ATCC25291 鶏 M.avium 3

H11 人喀痰 M.intracellulare 0

図１．IS1245をプローブとしたRFLP解析の検出パターン

M：DNA分子量マーカーλHind3

レーン1-10：M.avium；NO. H1-H10（表１）

レーン11-14：M.avium；NO. W4，W11，W18，W20より

分離された株（表２）

レーン15：M.avium；ATCC25291

レーン16：M.intracellulare；NO. H11（表１）
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今回我々の検討したヒト由来のM.avium株もまた，亜種が

異なるか，患者の接触者検診などの目的で搬入された検体

から分離された菌株であるため，M.avium感染症の患者由

来株とは異なるパターンを示した可能性もあり，更なる検

討が必要である．

近年のM.aviumを含むMAC感染症の増加傾向，エイズ

患者の増加傾向，及び24時間風呂におけるM.aviumの汚染

等により，M.aviumに対しても感染原因の疫学的解析を目

的とした分子生物学的な遺伝子型別が今後益々必要とな

る．今回検討したRFLP法は分離株から得られたバンドの

本数からみて，集団感染，院内感染等発生時の分子疫学解

析法として十分応用可能であることが示唆された．

ま　と　め

１．抗酸菌は浴槽水39試料のうち，４試料が培養法，塗抹

法両方陽性，６試料が培養法のみ陽性，１試料が塗抹法の

み陽性であった．M.aviumは１試料が培養法，塗抹法両方

陽性，３試料が培養法のみ陽性であった．

２．遊離残留塩素濃度と抗酸菌（M.avium含む）検出には

相関が認められなかった．

３．IS1245をプローブとしたRFLP解析法は，M.aviumの

遺伝子型別の方法として，集団感染，院内感染時の疫学マ

ーカーとして有用であることが示唆された．

４．循環式浴槽水の細菌汚染に関しては，レジオネラとと

もにM.aviumの検出も重要である．
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