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 資  料  

レジオネラ対策におけるATP測定法を用いた温泉水の衛生管理に関する検討 

門倉由紀子，越 勝男，野田万希子，林 佐代子，葛口 剛，亀山芳彦 

要  旨 

レジオネラ対策のための迅速検査法として，ATP測定法を温泉水の汚染指標として用いる方法を検討し

た．泉質の影響による ATP 反応の阻害を確認するため，県内の源泉及び温泉水 10 検体のろ過水に，ATP

標準液及びレジオネラ菌液を添加し，ATP値を測定した．その結果，レジオネラ菌液を添加した塩化物泉

において，滅菌水に対し89.6 %のATP値低下を認めた．また，アルカリ性単純温泉を源泉とする県内の温

泉施設1施設において，温泉水のATP値，従属栄養細菌数及びレジオネラ属菌数を経時的に測定した．そ

の結果，全体の ATP 値と従属栄養細菌数は相関したが，換水後に採水した検体において ATP 値がベース

ライン付近に局在し，レジオネラ属菌汚染を反映しなかった．温泉施設においてATP測定法をレジオネラ

属菌対策に活用する場合には，施設ごとに温泉成分の影響や検水のタイミングを考慮する必要があること

が示唆された． 
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１ はじめに 

レジオネラ属菌を起因菌とするレジオネラ症は，近

年患者報告数が増加しており，2018年には集計開始以

来最多となる全国で 2,142 例の報告があった 1）．レジ

オネラ属菌は人工水系中で増殖することが知られてお

り，感染源としては浴槽水や冷却塔が多く，循環ろ過

装置を利用した入浴施設におけるレジオネラ症集団感

染事例も度々報告されており，レジオネラ症の発生を

抑制するために入浴施設の衛生管理を徹底する必要が

ある． 

浴槽水のレジオネラ属菌検査は一般的に平板培養

法によって行われるが，判定まで一週間以上を要する

ため，迅速にレジオネラ属菌汚染を把握することは困

難である．また，レジオネラ属菌の迅速検査法として

PCR 法や LAMP 法などの遺伝子検査法が利用されて

いるが，専門の検査機関による検査が必要で，事業者

の自主的な衛生管理に用いることは難しい．レジオネ

ラ属菌は，水中に形成された生物膜中のアメーバ等を

宿主として増殖する．アメーバは細菌を捕食して増殖

するため，水環境の衛生指標となる従属栄養細菌数に

よりレジオネラ属菌汚染リスクを評価することができ

る 2）．しかし，従属栄養細菌数も実験室において 4 日

以上培養する必要があり，迅速にレジオネラ属菌汚染

を把握する項目として適していない． 

微生物汚染を評価するための迅速検査法の一つと

して，ATP 測定法が利用されている．ATP 測定法は，

あらゆる生物に必須のエネルギー物質であるATP（ア

デノシン三リン酸）の量を，ルシフェラーゼの酵素反

応により相対発光量（RLU：Relative Light Unit）とし

て検出する方法である．ハンディタイプの簡易測定器

と測定キットを用いれば，現場で数分の間に汚染具合

を数値化し評価できることから，食品製造現場や医療

現場で活用されている 3）．環境分野においても，ATP

値と従属栄養細菌数には関連がみられることから 4），

レジオネラ対策のための迅速検査として浴槽水のATP

測定が試みられている．ATP測定法を浴槽水の日常的

な衛生管理項目として利用できれば，浴槽水の汚染度

を監視し，迅速に清掃や消毒の対応につなげることが

できる．しかしながら，温泉水については温泉成分が

ATPの発光反応に影響を与える可能性があるため，泉

質の影響を考慮して用いる必要があるとされている 5）． 

今回，ATP測定法の導入にあたり泉質の影響がどの

程度あるのか把握するため，県内で採取した源泉及び

温泉水を用いて，泉質がATP値に及ぼす影響を調査し

た．また，アルカリ性単純温泉を源泉とする県内温泉

施設において，経時的にサンプリングを実施し，汚染

度のモニタリング項目として ATP 測定法の活用を検

討した． 

 

２ 材料と方法 

2.1 対象 

2.1.1 源泉及び温泉水のATP値に対する影響の検討 
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県内で採取した源泉及び温泉水 10 検体を用いた．

鉱泉分析法の療養泉により分類した泉質の内訳は，単

純温泉3検体（No. 1～No. 3），炭酸水素塩泉5検体（No. 

4～No. 8），塩化物泉1検体（No. 9），硫黄泉1検体（No. 

10）であった（表1）． 

2.1.2 温泉施設における検証 

県内の温泉施設 1 か所の協力を得て調査を行った．

2017年10月から2018年3月までの期間に，1か月に

1～2回の頻度で，浴槽水換水前8検体，換水後（塩素

注入前）8検体の計16検体の温泉水を採取した．温泉

水は循環ろ過されており，原水はアルカリ性単純温泉

（表1，No. 3）を使用していた． 

2.2 方法 

2.2.1 ATP測定法の感度測定 

ATP標準液とレジオネラ菌液を用いて，ハンディタ

イプの簡易測定器と測定キットの感度を確認した．

ATP標準液は，ルシフェールATP標準試薬セット（キ

ッコーマンバイオケミファ株式会社）を使用し，

Distilled Water（Deionized, Sterile, autoclaved, DNase free, 

RNase free）（和光純薬工業株式会社）（以下，DDW）

により2 × 10-7～2 × 10-11 Mの希釈系列を作製した．レ

ジオネラ菌液は，L. pneumophila長崎株（80 - 045株）

を使用し調製した．30 °C で 4 日間培養したレジオネ

ラ属菌をDDWに懸濁し，1.1 × 108～1.1 × 104 CFU/mL

の希釈系列を作製した．測定はルミテスターPD - 30及

びルシパックA3 Water（いずれもキッコーマンバイオ

ケミファ株式会社）を用いた．ルシパック A3 Water

はATP に加えてAMP とADP も同時に測定する方法

であるが，本稿ではATP値とする．ATP標準液又はレ

ジオネラ菌液をマイクロピペットで150 μL採取し，採

水部に添加した後，すみやかに試薬と混合し測定した．

各系列3回繰り返し測定を行った． 

2.2.2 源泉及び温泉水のATP値に対する影響の検討 

源泉及び温泉水10検体について，実験室にてpH，

電気伝導率，色度，濁度，従属栄養細菌数及びATP値

を測定した．pH，色度及び濁度は「水質基準に関する

省令の規定に基づき厚生労働大臣が定める方法」（平成

15 年 7 月 22 日付け厚生労働省告示第 261 号）に準じ

て測定した．電気伝導率は日本工業規格「電気伝導率

測定法通則」により測定した．従属栄養細菌数は，R2A

寒天培地（日水製薬株式会社）を用いて混釈し，30 °C

で 4 日間混釈培養して菌数を計測した．ATP 値は，

表1 検体の種類及び測定結果 

No.  泉質 由来 pH 
電気伝導率 

（mS/m） 

色度 

（度） 

濁度 

（度） 

ATP値 

（RLU） 

従属栄養 
細菌数

（CFU/mL） 

1 単純温泉 浴槽水 8.2 41 0.6 0.41 111 3.7 × 105 

2 アルカリ性単純温泉 浴槽水 8.6 82 9.6 0.06 5 0 

3 アルカリ性単純温泉 源泉 9.4 56 0.1 0.09 15 5.8 × 103 

4 ナトリウム - 炭酸水素塩泉 源泉 7.6 110 2.5 0.31 33 4.7 × 102 

5 ナトリウム - 炭酸水素塩・塩化物泉 浴槽水 8.9 460 0.4 0.20 1 5 

6 ナトリウム - 炭酸水素塩・塩化物泉 源泉 7.9 130 6.9 1.6 10 4 

7 
含硫黄 - ナトリウム・カルシウム - 

炭酸水素塩・塩化物泉 
源泉 7.6 140 2.1 1.0 110 1 

8 
カルシウム・ナトリウム・マグネシウム - 

炭酸水素塩・硫酸塩泉 
源泉 7.7 160 24 28 7 5.3 × 102 

9 ナトリウム・カルシウム - 塩化物泉 浴槽水 7.9 710 16 6.7 30 3.1 × 105 

10 単純硫黄泉（硫化水素型） 源泉 7.4 16 0.3 0.04 9 8.2 × 103 
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「2.2.1 ATP 測定法の感度測定」と同様の方法で測定

した．また，検体を孔径0.2 μmのポリカーボネートフ

ィルター（ADVANTEC）でろ過し，検体中の細菌を

除いたろ液（以下，ろ過水）を調製した．ATP標準液

及びレジオネラ菌液を「2.2.1 ATP測定法の感度測定」

と同様に調製し，ろ過水に添加した後，同様にATP値

を同様に測定した．ATP標準液及びレジオネラ菌液の

添加は，2.0 × 10-8 MのATP標準液100 μL又は1.1 × 108 

CFU/mLのレジオネラ菌液100 μLを各々ろ過水900 μL

と混合し行った．対照として，DDW 900 μLに同量の

ATP標準液とレジオネラ菌液を添加し測定した． 

2.2.3 温泉施設における検証 

採取した 16 検体について残留塩素濃度，ATP 値，

従属栄養細菌数，レジオネラ属菌数を測定した．残留

塩素濃度は現地で測定した．ATP値は採水翌日にルミ

テスターPD - 20及びルシパックA3 Waterにより取扱

説明書に従い測定した．従属栄養細菌数はR2A寒天培

地（日水製薬株式会社）を用いて混釈し，35 °C で 4

～7 日間混釈培養して菌数を計測した．レジオネラ属

菌の分離は，「第４版レジオネラ症防止指針」6）に従っ

てフィルター濃縮法により実施した． 

 

３ 結  果 

3.1 ATP測定法の感度測定 

ATP標準液とレジオネラ菌液に対するATP値は，ど

ちらも良好な直線関係が認められ，決定係数は0.99以

上であった（図1）．各希釈系列について変動係数を算

出したところ，ATP濃度2 × 10-7～2 × 10-10 Mのとき

0.2～1.6 %であったのに対し，2 × 10-11 M のとき

10.4 %となった．レジオネラ菌液については，1.1 × 108

～1.1 × 106 CFU/mLのとき0.4～1.9 %であったのに対

し，1.1 × 105 CFU/mLのとき4.5 %，1.1 × 104 CFU/mL

のとき70.7 %となり，ともに10 RLU付近の低濃度域

でばらつきが大きくなる傾向がみられた． 

3.2 源泉及び温泉水のATP値に対する影響の検討 

源泉及び温泉水10検体について，pH，電気伝導率，

色度，濁度，ATP値及び従属栄養細菌数を測定した結

果を表1に示す．pHは，アルカリ性単純温泉のNo. 3

が9.4と最も高く，単純硫黄泉のNo. 10が7.4と最も

低かった．10 検体の pH の平均は 8.1 で，アルカリ性

の検体が多かった．電気伝導率は，単純温泉及び単純

硫黄泉で低く（16～82 mS/m），炭酸水素塩泉と塩化物

泉で高い傾向を示した（110～710 mS/m）．5度以上の

色度を示した検体が4検体（No. 2, No. 6, No. 8及びNo. 

9），2度以上の濁度を示した検体が2検体（No. 8及び

No. 9）認められた． 

ATP値は1～111 RLU（0.00～2.05 log RLU）の範囲

で，平均±標準偏差は1.18 ± 0.62 log RLUであった．

従属栄養細菌数は0～3.7 × 105 CFU/mL（0.00～5.57 log 

CFU/mL）の範囲で，平均±標準偏差は2.83 ± 2.01 log 

CFU/mLであった．ATP値と従属栄養細菌数の相関を

調べたところ，相関係数は0.39で両者の相関はみられ

なかった． 

ろ過水と，ATP標準液及びレジオネラ菌液を添加し

た検体のATP 値を図 2 に示す．ろ過水のATP 値（ブ

ランク）は0～51 RLU（0.48～1.71 log RLU）の範囲で，

No. 3が最も低く，No. 9が最も高かった．ろ過前のATP

値（表1）よりも減少した検体が6検体（No. 1, No. 3, No. 

4, No. 6, No. 7, No. 10）認められた．また，平均±標準

偏差は1.05 ± 0.39 log RLUとなり，ろ過前の平均より

減少した． 

ATP 標準液を添加したときの ATP 値は 626～897 

RLU（2.80～2.95 log RLU）の範囲で，平均±標準偏

差は2.89 ± 0.05 log RLUであり，検体間の差は認めら

れなかった．DDW に ATP 標準液を添加したときの

ATP値は907 RLU（2.96 log RLU）であった．DDW

のATP値を100 %とすると，すべての検体でATP値

図1 ATP測定法の感度測定 
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は100 %以下となり，No. 9の94.6 %が最もATP値が

低かった． 

レジオネラ菌液を添加したときの ATP 値は 678～

1523 RLU（2.83～3.18 log RLU）の範囲で，平均±標

準偏差は3.09 ± 0.10 log RLUであり，No. 9のATP値

2.83 log RLUが他検体より低かった（＜平均 – 2 SD）．

DDW にレジオネラ菌液を添加したときの ATP 値は

1447 RLU（3.16 log RLU）であった．DDWのATP値

を100 %とすると，No. 4とNo. 10がそれぞれ100.6 %，

100.7 %と100 %を越え，No. 9のATP値は89.6 %であ

った． 

3.3 温泉施設における検証 

調査した16検体のうち，5検体からレジオネラ属菌

が検出された．菌数の内訳は10 CFU/100 mLが3検体，

30 CFU/100 mLが2検体であった．5検体のうち3検

体は換水後の検体であった．レジオネラ属菌が検出さ

れた検体のうち，最も低いATP値は13 RLU，最も少

ない従属栄養細菌数は86 CFU/mLであった． 

ATP値と従属栄養細菌数及び残留塩素濃度の関係を

図3に示した．ATP値と従属栄養細菌数には相関がみ

られ，相関係数は 0.92 であった（図 3（a））．16 検体

のATP値の平均±標準偏差は1.46 ± 0.69 log RLU，中

央値は1.19 log RLUであった．残留塩素が検出されな

かった検体が9検体あり，このうち8検体は換水後（塩

素注入前）の検体であった（図3（b））．換水後のATP

値は12～16 RLU（1.08～1.20 log RLU）の範囲に局在

しており，従属栄養細菌数と相関しなかった．残りの

1検体（図3，A）のATP値は575 RLU（2.76 log RLU），

従属栄養細菌数は1.0 × 106 CFU/mL（6.00 log CFU/mL）

と高値であった．残留塩素濃度1.0 mg/L及び1.5 mg/L

の検体で，ATP値がそれぞれ3 RLU，4 RLUと低い検

体が認められた（図3，B及びC）．また，残留塩素濃

度1.0 mg/Lの検体でレジオネラ属菌が検出された（図

3，D）． 

 

４ 考  察 

ATP測定法を使用し，泉質がATP値に及ぼす影響と，

温泉施設において ATP 測定法を温泉水の汚染度の指

標として活用するための方法を検討した． 

測定にあたり，ATP測定法の検量線を作成したとこ

ろ，ATP標準液とレジオネラ菌液は，それぞれATP値

に対して良好な直線性を示した（図1）．また，10 RLU

以下で変動係数が大きくなる傾向がみられ，ATP測定

法によるレジオネラ属菌の検出下限は 1.0 × 104 

CFU/mL 程度と推察された．レジオネラ属菌の平板培

養法の検出下限値は，通常10 CFU/100 mLであること

から，ATP値が低くても培養法でレジオネラ属菌が検

出されることは十分ありうることが示された． 

図2 源泉及び温泉水のATP値に対する影響 

図3 アルカリ性単純温泉を原水とする温泉施設

における検証結果 

（a）ATP値と従属栄養細菌数の関係 

（b）ATP値と残留塩素濃度の関係 
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検水中には，微生物とともに微生物以外のATP（遊

離ATP）が存在しており，ATP測定法は，微生物のATP

と遊離ATPの総和を測定している．源泉及び温泉水の

ATP 値に対する影響（図 2）においてフィルターろ過

水から検出された ATP 値は，微生物以外の遊離 ATP

と考えられた．最もブランクの高かった No. 9 の 51 

RLU は，図 1 の検量線を参照するとレジオネラ属菌

5.0 × 105 CFU/mLに相当する．浴槽水のATP測定は，

ATP値の低い領域で評価しており，遊離ATPの量が多

くなると微生物量との相関に影響し，微生物汚染を的

確に把握できない可能性がある．遊離ATPは，入浴者

や浴槽の構造物，死菌から放出されたATPなどに由来

すると考えられる．これらのATP値は採取場所や時間

により異なると推察されるため，採取条件を可能な限

り一定にし，ブランクを継続的に測定した上でATPの

基準値を設定する方法が適していると考えられた． 

また，ろ過水にATP標準液とレジオネラ菌液を添加

しATP値を測定した結果，No. 9の塩化物泉において

ATP値の低下を認めた（図2）．No. 9はDDWに対し， 

ATP標準液を添加した場合は94.6 %，レジオネラ菌液

を添加した場合は89.6 %のATP値に低下した．No. 9

の温泉分析書によると，塩化物イオンは3092 mg/kgで

あった．ATP反応は0.2 %（w/v）の塩化ナトリウムで

78 %発光率が低下するが 7），それほど大きなATP値の

低下はみられなかった．一方，pH 10以上でATP値が

増加するとの報告もあるが 8），最もpHの高かったpH 

9.4のNo. 3についてATP値の増加は認められなかった．

よって，今回検討した源泉及び温泉水において，塩化

物泉では ATP 値が低下するが，その他の泉質は ATP

測定に影響を与えないことが示唆された．ただし，ATP

測定は溶液そのものの色や濁りの影響をうける場合が

あるため，ろ過前の検水を用いて温泉成分の影響を精

査する必要がある． 

また，温泉施設において汚染度のモニタリング項目

として ATP 測定法の活用を検討した．遊離 ATP の変

動を最小限にするため，採水のタイミングを浴槽水の

換水前又は換水後に限定し測定を行った．その結果，

全体のATP値と従属栄養細菌数は相関し，ATP値は温

泉水の微生物汚染を把握できていると考えられた．し

かし，換水後の検体に限ってみると，ATP値は12～16 

RLU（1.08～1.20 log RLU）の範囲に局在し，従属栄養

細菌数と相関しなかった．レジオネラ属菌汚染の指標

としてATP値を適用できるのは浴槽水に限られ，湯口

水には適さないとされている 2）．塩素を注入した浴槽

水で検証する必要があるが，換水後の検体は入浴前で

あり，湯口水と同様にレジオネラ属菌汚染の指標には

適さない可能性がある．一方，温泉水のベースライン

は，源泉のATP値が15 RLU（1.18 log RLU）であった

ことから（表1，No. 3），中央値（1.19 log RLU，約16 

RLU）付近であると考えられた（図 3（a））．しかし，

ベースラインよりも低い13 RLU（1.11 log RLU）の検

体でレジオネラ属菌が検出されており，1.19 log RLU

を基準値として衛生管理を行うことは，レジオネラ対

策として不十分であると考えられた．また，2 検体の

みであるが残留塩素濃度が高い検体において ATP 値

の低い検体がみられ（図3，B及びC），残留塩素濃度

によりベースラインが低下する可能性があった．これ

らのことから，今回の施設においてATP測定法を微生

物汚染のモニタリング項目として用いる場合には，残

留塩素濃度を一定にした条件で，換水前のタイミング

に測定する方法が適していると推察された．なお，残

留塩素濃度1.0 mg/Lであってもレジオネラ属菌が検出

された検体が認められ，ATP値も高値であった（図3，

D）．アルカリ性単純温泉はレジオネラ属菌が生息しや

すく，塩素が効きにくいというリスクがある 9）．この

ような場合には，残留塩素濃度の管理に加え，生物指

標としてATP測定法を追加することが有用である．今

回は1施設における検証であったが，泉質や衛生管理

状況は施設によって異なるため，今後さらに多くの施

設におけるATP測定法の検証が望まれる． 

今回の検討から，温泉施設においてATP測定法をレ

ジオネラ属菌対策に活用する場合には，施設ごとに温

泉成分の影響や検水のタイミングを考慮する必要があ

ることが示唆された．ATP測定法は微生物そのものを

測定する方法ではないが，ATP値は生物に由来する汚

染の指標であり，汚れの蓄積は細菌類の増殖につなが

るため，ATP値を低く保つよう衛生管理を行うことは

有用である．さらに，その場で結果が得られることの

実用性は高く，迅速な汚染度の評価がレジオネラ汚染

事故防止につながると考える． 
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