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1. 緒言 

レジオネラ症はレジオネラ属菌による感染

症で、レジオネラ菌を含むエアロゾルや粉塵を

吸入することにより感染し発症する。国内では

年々増加傾向にあり、その発生件数は2017年

には1,700件に達している。レジオネラ属菌は

自然界の水系や土壌に広く存在する菌であり、

感染源は循環式浴槽が最も多く、全体の7割を

占めている。配管内に発生するバイオフィルム

の中でアメーバに寄生して増殖するため、消毒

が不十分であると浴槽中に浮遊してくる。バイ

オフィルムは、微生物が固体表面に作る多糖類

やタンパク質から成る構造体で、物理的ストレ

スに抵抗性を示す。従って、配管の維持管理に

は、週に1回以上の高濃度塩素あるいは過酸化

水素による洗浄消毒に加え、年に1回以上のバ

イオフィルムの除去が必要とされており、2～

3 % の過酸化水素が推奨されている1) 2) 。過酸

化水素は取扱いに危険が伴うこと、ハンドリン

グ性が悪く高価であることから、過炭酸ナトリ

ウム（SP）が代用されるようになっている。 

SPは粉末の酸素系漂白剤であり、配管洗浄

剤3) 、洗濯槽クリーナー、食器の漂白剤等に使

用されている。水溶液中では炭酸ナトリウムと

過酸化水素を生成し、水と酸素に分解するため、

塩素系漂白剤と比べると環境負荷が低いとい

うメリットがある。また、塩素系漂白剤と比べ

反応が穏やかであるため材質を傷めにくい。一

方、SPの漂白効果は温度依存性が高く、高温で

は高いが、低温になるほど低くなるため4)、漂

白活性化剤と併用されることが多い。 

過酸化水素は、銅との相互作用により、ヒド

ロキシラジカルやヒドロペルオキシラジカル

などの活性酸素種（Reactive Oxygen Species：

ROS）を生成する。ROSは非常に反応性が高く、

微生物のタンパクやDNAなどを非選択的に酸

化し、科学的損傷を引き起こす5)。銅と過酸化

水素によるROSの生成は、キレート剤によっ

て制御できる。エチレンジアミン四酢酸

（EDTA）による銅錯体は、ヒドロキシラジカ

ルの生成を抑制するが、過酸化水素の存在下で

ヒドロペルオキシラジカルを増加させる6)。メ

チルグリシン二酢酸（MGDA）はEDTAよりも

高い生分解性を持つキレート剤であり7) 8)、

pH2～13.5の広範囲で多価イオンと水溶性複

合体を形成し、金属イオンとモル比1：1で錯体

を形成する9)。 

我々はSPの除菌効果を高めるために、

MGDAの銅錯体（MGDA-Cu）およびクエン酸

の銅錯体（クエン酸-Cu）を選定し、MGDA-Cu

についてより詳細な検討を行った。SPに

MGDA-Cuを添加した場合の除菌効果につい

て、黄色ブドウ球菌、大腸菌、枯草菌を用いて

評価した。更に、バイオフィルムの構成成分で

あるアルギン酸ナトリウムを用いて、SPによ

る減粘作用を測定した。アルギン酸塩はバイオ

フィルムの重要な構成成分で、緑膿菌10)や

Azotobacter vinelandii 11)によって生成される。

また、循環水配管の実験モデル系にて付着させ

たバイオフィルムを用い、銅錯体の添加が細菌

叢の構成に与える影響について評価を行った。 

 

2. 実験方法および測定方法 

2-1. 銅錯体による過酸化水素の分解速度 

 硬度40 ppmの水道水1,000 mLを53 ℃に加

温しておき、スリーワンモータにて1,000 rpm

で撹拌した水中に、35 %過酸化水素（三菱ガス

化学㈱）を有効酸素濃度2,700 ppmになるよう

添加した。ここに25 µM MGDA-Cuおよび25 

µMクエン酸-Cuをそれぞれ添加し、経時で有

効酸素濃度を測定した。有効酸素濃度は、過マ

ンガン酸カリウムによる滴定により算出した。 

 

2-2. 除菌効果 

MGDA-Cu添加によるSPの除菌効果を評価

した。菌株は、NITE生物資源センターから購

入した黄色ブドウ球菌（ Staphylococcus 

aureus NBRC 12732）、大腸菌（Escherichia  

coli NBRC 3972）、および枯草菌（Bacillus 

subtilis NBRC 3134）を用いた。Soybean 

Casein Digest Agar with Lecithin 

Polysorbate 80（SCDLP寒天培地（日本製薬㈱）

で前培養したコロニーを滅菌生理食塩水（0.85 

wt % NaCl）に懸濁し、菌数が107〜108 CFU / 

−日本大学生産工学部第53回学術講演会講演概要（2020-12-12）−

ISSN 2186-5647

― 415 ―

6-2



mLになるよう調製し菌液とした。検体は、0.5 

wt % SP、0.5 wt % SP ＋12 µM MGDA-Cu、

12 µM MGDA-Cuについて実施した。所定温度

に調温した検体9 mLに、菌液0.1 mLと3 wt % 

ウシ血清アルブミン（BSA）1 mLとを混合し

所定時間接触させた後、その試験液1 mLを5 %

亜硫酸ナトリウム9 mLに加えて中和した。こ

れを段階希釈し、SCDLP寒天培地で35 ℃にて

48時間培養し、生育したコロニー数カウント

した。これら3種の菌株はSPに対して異なる耐

性を示したため、試験液との接触時間および温

度は菌株に合わせて調整した。 

 

2-3. アルギン酸ナトリウムに対する減粘効果 

アルギン酸ナトリウム（キミカアルギンIL-

6、㈱キミカ）を用いて1.5 wt %水溶液を調製

し、40 ℃に調温した。ここに1 wt % SP、1 wt % 

SP+25 µM MGDA-Cuになるように添加し、3

分おきに水溶液の粘度を測定した。粘度は、JIS 

8803に規定された回転粘度計（ローターNo. 2、

ローター回転数60 rpm）を用いて測定した。 

 

2-4. 循環水パイプの実験モデルにおけるバイ

オフィルムの菌叢解析 

 長さ2 m、幅10 cmの横型U字型プラスチッ

クパイプで構成される循環水パイプの実験モ

デル上に、流速0.2 m / s、流量0.4 L / sのポン

プ（Fig. 1）を用いて、200 mg / mLのスキム

ミルク水溶液70 Lを16 ℃で10日間循環させ、

バイオフィルムを形成させた。これを洗浄前サ

ンプルとして湿重量5 g採取した。1 wt % SP水

溶液 70 Lで1時間洗浄し、洗浄水を排出後にス

キムミルク溶液を上記と同じ方法で10日間循

環させ、形成されたバイオフィルムを採取した

（SP処理サンプル）。続いて、12 μM MGDA-

Cuを含む1 wt % SP水溶液でも同様の操作を

行い、サンプルを採取した（SP+MGDA-Cu処

理サンプル）。 

これらのバイオフィルムサンプルについて、

ISOIL（㈱ニッポンジーン）を使用し、メーカ

ーの手順に従い、バイオフィルムからDNAを

抽出した。515F / 806Rプライマーを使用し、

16S rRNAのV4領域を増幅させた。増幅産物は、

Bioengineering Lab株式会社にて、MiSeq装置

とMiSeq試薬キット v2（ 300サイクル）

（Illumina）を使用してシーケンス解析を行っ

た。 

 

3. 実験結果および考察 

3-1. 銅錯体による過酸化水素の分解速度 

 銅錯体が未添加の場合、30分後に過酸化水

素がほとんど分解されず残存していたのに対

し、MGDA-Cuでは約3 / 5、クエン酸-Cuでは

約1 / 5にまで分解された(Fig. 2)。過酸化水素

の分解によって生じるヒドロキシラジカルが

最も反応性が高いことから、適度な速度での分

解が除菌力の点から好ましいと考えられる。有

機物汚れの多い配管洗浄においては、過酸化水

素の分解が更に加速すると予想されるため、

MGDA-Cuを選定した。 

 

3-2. 除菌効果 

S. aureusに対する除菌活性値は、35 ℃・10

分間のSP処理では1.5であったのに対し、SP＋

MGDA-Cu処理では5.0以上であった。一方、

BSA存在下ではSPの殺菌効果は低下し、20分

間のSP＋MGDA-Cu処理でも1.7にとどまっ

た。40分間の処理では効果に差が見られ、SP 

処理では3.6に対し、SP＋MGDA-Cu処理では

5.0以上であった(Fig. 3)。これらの結果は、

MGDA-Cuの添加がS. aureusに対するSPの殺

菌効果を高めることを示唆している。 

 

○：未添加, △：MGDA-Cu, □：クエン酸-Cu 

Fig. 2 銅錯体による有効酸素濃度の変化 
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Fig. 1 循環パイプの実験モデル 
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E. coliは、S. aureusよりもSPに対する感受

性が高く、SP+MGDA-Cuでは1分間の処理で

除菌活性値5.0以上であった。BSA存在下では、

いずれもE. coliに対する耐性が高まり、10分間

の処理で5.0以上となった(Fig 4)。E. coliは、

SPに対して不安定であったため、今回の試験

条件ではMGDA-Cuの添加効果は比較できな

かった。 

B. subtilisは、BSA存在下で35 ℃・30分間、

SP処理した後も生存し、MGDA-CuはSPの除

菌活性にほとんど影響を与えなかった。そこで、

MGDA-Cuの効果を評価するために接触温度

を60 ℃に上げたが、MGDA-Cuの添加はSPの

殺菌活性にほんの僅かしか影響を示さなかっ

た(Fig. 5)。 

B. subtilisやS. aureusなどのグラム陽性菌

は細胞壁が厚いため、E. coliなどのグラム陰性

菌と比べて、ROSに対する耐性が高い12)。従っ

て、SPに対するMGDA-Cuの添加効果は、細菌

のROSや環境に対する耐性に依存している可

能性がある。 

 

 

3-3. アルギン酸ナトリウムに対する減粘効果 

SPのみの処理と比較し、SP+MGDA-Cu処理

では更に大幅な減粘効果が確認された（Fig. 6）。

この結果は、MGDA-CuがSPの解重合効果を

高め、SPの殺菌効果を向上させることを示唆

している。 

 

3-4. バイオフィルム中の細菌叢への影響 

バイオフィルムから得られたシーケンス配

列は、洗浄前で36,834、SP処理後で33,576、

SP+MGDA-Cu処理後で43,741読み取ること

ができた。これらの得られた配列は、8つの細

菌門に割り当てられ、ほとんどがプロテオバク

テリア門とバクテロイデス門であった。SP処

理と比較して、SP+MGDA-Cu処理ではこの2

つの門を構成する細菌の組成に大きな変化が

見られた(Fig. 7)。殺菌剤は微生物の組成を変

化させることから13）、MGDA-Cuの添加は、SP

の除菌活性を増加させ、バイオフィルムの細菌

叢に大きな変化を与えていると考えられる。 

 

 

 

 

▲：SP, ○：SP＋MGDA, ■：MGDA-Cu 

Fig. 6 アルギン酸ナトリウムの粘度変化 
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▲：SP (+BSA), ●：SP＋MGDA-Cu (+BSA), 

△：SP, ○：SP＋MGDA-Cu 

Fig. 3 S. aureusに対する除菌効果 (35℃) 
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▲：SP (+BSA), ●：SP＋MGDA-Cu (+BSA), 

△：SP, ○：SP＋MGDA-Cu 

Fig. 4 E. coliに対する除菌効果 (35℃) 
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▲：SP (+BSA), ●：SP＋MGDA-Cu (+BSA), 

△：SP, ○：SP＋MGDA-Cu 

Fig. 5 B. subtilisに対する除菌効果 (60℃) 
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4. まとめ 

MGDA-Cuおよびクエン酸-Cuは、過酸化水

素の分解を適度に促進させた。SPへのMGDA-

Cuの添加は、S. aureusおよびE. coliに対する

除菌効果を高めたが、B. subtilisに対してはほ

とんど効果を示さなかった。その増強効果は、

細菌の種類によって異なると考えられる。一方、

MGDA-Cuの添加はSPのアルギン酸ナトリウ

ムの解重合を促進させた。バイオフィルムの除

去には、これらの構成分子と菌体の両方に作用

することが重要であり、MGDA-Cuはその効果

を高められる可能性を示唆している。 

循環水パイプの実験モデルでは、MGDA-Cu

を添加したSPでの洗浄により、バイオフィル

ムを構成する細菌の構成が大きく変化したこ

とが確認できた。今後は実際の循環浴槽施設で

の銅錯体の添加効果を検証していく。 
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Fig. 7 洗浄によるバイオフィルムの菌叢変化 
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