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緒 言

現在わが国の水質検査の細菌学的検査項 目に

は大腸菌群測定が採用されている.し か し大腸

菌群 とは細菌分類学に基ず くものでな く応用細

菌学的概念での一群の細菌であり,人 畜糞便 と

はErwinia, Aeromonasな どの菌が混入す る

ため人畜糞便の汚染指標 として問題があること

が指摘 されている.わ れわれ もすでに公共用水

の大腸菌群測定の不合理 を指摘 し,そ れに代 わ

るもの として腸球菌測定 をとりあげその有用性

について報告 してきた1～7).本 研究では以前から

汚染指標性が高い とされている糞便性大腸菌 と

腸球菌 とを比較検討 し,あ わせてルチンとして

の簡便性な どについて も比較考察 を加 えてみた.

材 料および方法

人糞便水の調製:岡 山大学附属病院臨床検査

部に依頼 して得た健康 人30人 の糞便 を1エ ーゼ

ずつ滅菌生理的食塩水(滅 菌生食)に 混合懸濁

させ適 当に希釈 して使用 した.

腸球菌数お よび糞便性大腸菌数 の測定:人 糞

便水お よび河川水か らの腸球菌数 ・糞便性大腸

菌数の測定は最確数(MPN)を 求める方法によ

った.腸 球菌数 はBTBア ザ イ ドデキス トロー

ス培地(表3)を 自製 し,検 水の3段 階10倍 希

釈系列 ごと各5本 の接種 を行ない37℃48時 間後

に培地の黄変 と混濁が認め られた試験管数から

MPNを 最 確数表から求めた.糞 便性大腸菌数

の測定は市販のEC培 地(日 水製薬)を 用 い同

様に して検水を加え44.5±0.5℃ で24時 間 培養

後菌増殖 とガス産生の認め られた試験管数か ら

MPNを 求めた.

各種細菌の メンブランフィルター滬過滅菌河

川水および蒸留水での生残実験:マ ウス由来の

Streptococcus faecalis(St. faecalis)とStrepto

coccus faecium(St. faecium)(広 島大学生物生

産学部　橋本秀夫数授より分与),さ らにEscheri

chia coli(E. coli)(44.5℃ で生育), Salmonella

 typhi(Sal. typhi), Shigella sonnei(Sh. sonnei)

は教室保存の標準株を供試 した.培 養はブレイ

ンハー トインフュージョン培地 による37℃ 振盪

培養 を行ない,菌 数が約109個/mlの 菌 液と滅菌

生食で希釈 し, pore size 0.2μmの メンブ ラン

フィルターで滬過滅菌した河川水(乙 井手堰,図

4)に 菌数が102個/ml程 度 になるように添加 し

た.そ して25℃ に置 き経時 的に菌数測定 を行 な

った.菌 数計算は1検 体につ き3枚 のプレー ト

を用いてブレインハー トインフュー ジョン寒天

培地で混釈培養 を行ない, 37℃48時 間 後に出現

した集落数 の平均か ら計算 した.ま た蒸留水中

での生残には上記培養菌液 を集菌 し,滅 菌生食

で2回 洗浄後(4℃),滅 菌 蒸留水中に菌液が102

個/mlに な るように添加 し,同 様にして菌数計

算 を行なった.

野 外調査:河 川水か らの腸球菌数および糞便
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表1　 人糞便中の腸球菌数 と糞便性大腸菌数の比

検体A, B, Cは それぞれ30人 の糞便を滅菌生食に

混合懸濁して適当に希釈 し測定した.

図1　 人糞便水の腸球菌数 ・糞便性大腸菌数

の経時的変化

■-■ 腸球菌数

▲-▲ 糞便性大腸菌数

性大腸菌数測定のため図4の4地 点 を選び野外

調査 を行 なった.旭 川水系か ら乙井手堰 ・相生

橋 ・桜橋,そ して岡山市内を流れ る西川の西川

交差点下 を選んだ.

結 果

人糞便 中の腸球菌数 と糞便性大腸菌数の比:

人糞便 中の細菌叢には個人差があるので30人 の

混合糞便水 を調製 し,腸 球菌数および糞便性大

腸菌数 を測定 し,両 者の比 を求め た.表1に 示

す ように腸球菌は糞便性大腸菌 よ りも

4.0, 9.9, 16.5倍(平 均10倍)存 在 し

ていた.人 糞便中には腸球菌の方が糞

便性大腸菌よ りも多いことが判明 した.

人糞便水の腸球菌数 ・糞便性大腸菌

数の経時的変化:図1に 人糞便水の腸

球菌数 と糞便性大腸菌数の10℃, 25℃ に

おける経時的変化を示している. 10℃ で

は両者 とも2日 および4日 後で,も との菌数 と

大 きな変化 を示 さなかった. 25℃ で は腸球菌

は少し減少するのに対 して糞便性大腸菌は増

殖 して菌数が2日 で6倍, 4日 で12倍 に なっ

た.こ のように糞便性大腸菌は25℃ の条件で

希薄な糞便水中で増殖す ることが示 され た.

各種細菌のメンブランフィルター滬過滅菌

河川水および蒸留水中での生残: St. faecalis,

 St. faecium, E. coli, Sal. typhi, Sh. sonnei

の メンブランフィルター滬過滅菌河川水中15

℃ での生残を図2に 示す.消 化器系病原菌の

Sal. typhi, Sh. sonneiは す みやかに死滅 し,

 4日 でほ とん ど生残菌はな くなる傾向を示 し

た.腸 球 菌ではSt. faecalisは 上記の病原菌よ

りやや長 く生残し, 7日 で1/10と な りその後

急速に死滅した.こ れに比べSt. faeciumは

やや長 く生残 した.し か しE. coliは 増殖傾向

を示 し7日 後には10倍 に達 した.

図3は 培養 した菌を集菌 ・洗浄 し,栄 養源

を全 く含 まない蒸留水に投入してその生残を

検討 したものである.図2と は逆にE. coliは

腸 球菌よりも早 く死滅した.こ のように腸球

菌は栄養源の全 くない条件でも良好な生残傾

向を示 したのに対 して, E. coliは 栄 養 条件

に よ り)異なる生残 を示 した.

腸球菌数 と糞便性大腸菌数の河川水か らの検

出状況:種 々異なった状況にある地点として図

4に 示す4地 点を選び河川水中の腸球菌数 ・糞

便性大腸菌数の測定を行なった.旭 川水系の乙

井手堰(類 型A)は 上 流には大きな市街はな く

岡山市街に入る直前の地点であり,そ の下流の

相生橋(類 型B)・ 桜 橋(類 型B)は 岡山市街

の影響を受けている.ま た桜橋は満潮時には海

水が入る汽水域でもある.西 川は岡山市の中心

部にあり生活排水の影響を強く受けている.表
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図2　 各種細菌のメンブランフィルター滬過

滅菌河川水中での生残(15℃)
•› -•› Streptococcus faecalis

•œ -•œ Streptococcus faecium

•¢ -•¢ Escherichia coli

•¡-•¡ Shigella sonnei

• -•  Salmonella tvbhi

2は 野外調査50例 をまとめた ものである.腸 球

菌数 と糞便性大腸菌数 との比は約0.5～20の 範

囲で検 出され,乙 井手堰は平均で3.02,相 生 橋

で3.49,桜 橋 で3.09,西 川では1.64で あ った.

全 体の平均 では腸球菌は糞便性大腸菌の約2.3

倍 程度の数 で河川水中から検出され ることがわ

か った.ま た調査50例 の腸球菌数 と糞便性大腸

菌数の対数 による相関係数 を求めてみるとr=

0.71で 相 関性があることが判明 した.

考 察

わが国の公共用水の水質検査に用いられてい

る大腸菌群 に代わる糞便汚染指標菌 としては現

在の ところ腸球菌 と糞便性大腸菌が考えられる.

外 国の例では,水 浴場の水質基準の項 目として

図3　 各種細菌の蒸留水中での生残(25℃)
•› -•› Streptococcus faecalis

•œ -•œ Streptococcus faecium

•¢ -•¢ Escherichia coli

図4　 調査地点
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表2　 腸球菌数 と糞便性大腸菌数の河川水からの検出状況:
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腸 球 菌 がEC諸 国 に お い て,ま た 糞 便 性 大 腸 菌

がEC諸 国 お よ び 米 国 で と りあ げ られ て い る8,9).

そ の 他, EC諸 国 で は サ ル モ ネ ラ 菌,腸 内 ウ イ

ル ス も項 目 と し て 挙 げ ら れ て い る .

腸 球 菌 群 に 入 る菌 の 種 類 につ い て はHartman

ら10)の 見 解 を も とに 橋 本21)が ま と め て い る.そ

れ に よ る とEnterococcus groupに 入 るの はSt.

 faecalis, St. faecalis subsp. liquefaciens, St. fae

calls subsp. zymogenes, St. faecium, St. faecium

 subsp. durans, St. aviumで あ る.糞 便 中 に は こ

れ 以 外 にViridans groupに 属 す る も の と し て

St. bovis, St. equinus, St. mitis, St. salivarius

な どが あ り,前 者 と と もにfecal Streptococci

と呼 ん で い る.し か しViridans groupの もの は

外 界 で 速 や か に 死 滅 す るこ とが 知 られ て お り12,13),

汚 染 指 標 と し て の 意 味 は 薄 い.

糞 便 性 大 腸 菌 は, Eijkmanら がFecali coli

 Typeと して 提 唱 し た も の で 比 較 的 高 温(46℃)

で 発 育 す る と 報 告 した もの を基 礎 に し て お り,

現 在 で はEC培 地 やFC培 地 を 用 い て44.5℃ で

培 養 を 行 な い 検 出 出 来 る も の で あ る. EC培 地

44.5℃ で 検 出 さ れ る 菌 と し て は, 1956年 の 応 用

細 菌 学 会 大 腸 菌 群 小 委 員会 が 提 示 した 大 腸 菌群 に

分 類 さ れ る もの で はE. coli I, E. coli IIの 一 部

(ECテ ス トの 分 類 で はE. cali IV), Kl. aero

genes I(学 名Kl. pneumoniae)の 一 部(ECテ

ス トの 分 類 で はKl. aerogenes IV)な どが あ り,

そ の 他 に も培 養 時 間 を長 くす る と生 育 して く る

もの が あ る14,15).

と こ ろ で 公 共 用 水 の 糞 便 汚 染 指 標 菌 と し て の

条 件 に は 次 の よ う な 条 件,〔1)糞 便 中 に 大 量 に

存 在 す る 菌 で あ り,糞 便 中 以 外 に は 存 在 し な い

菌 で あ る. 2)水 中 で の 生 残 は消 化 器 系 病 原 菌 よ

り も長 く生 残 す るが や が て 死 滅 す る.不 当 に長 く

生 残 し た り,増 殖 す る もの は 適 さ な い. 3)操 作 が

簡 便 で 検 出 しや す い.〕が 挙 げ られ るが これ らにつ い

て 腸球 菌 と糞 便1生大 腸 菌 を実 験 結 果 か ら考 察 した.

1)に 関 して ま ず 糞 便 中 に 大 量 に 存 在 す る と い

う こ と で あ る が,人 糞 便 中 の 腸 球 菌 数 は 糞 便 性

大 腸 菌 数 の10倍 程 度 多 く存 在 して い た.絶 対 量

で は 腸 球 菌 ・大 腸 菌 は105～108個/g程 度 存 在 す

る と い わ れ る16).糞 便 中 以 外 に は 存 在 し な い 菌

で あ る こ と に 関 し て は,腸 球 菌 は 糞 便 で 汚 染 さ

表3 BTBア ザ イドデキストロース培地の組成

れた水や土壌か らのみ検出され,人 の生活 と無

関係な場所からは検出されない といわれてお り

17,18)
,わ れ われ もそれを確認している6).しか し,

 Geldreichら12)は 腸球菌には昆虫や植物由来の

ものがあるというが,彼 らの調査 ではその混入

率 が10%以 下 の ものが 多くさほ ど大量ではない.

このことに関してはわが国での状況 をよ り詳し

く検討 ・追試す る必要があろう.

2)に 関 して,糞 便水中25℃ で糞便性大腸菌が

糞便中に残存する栄養源や嫌気性菌の死滅によ

る栄養源 を利用 して増殖 を示 しているが,鈴 木19)

も人工海水中に投入した人糞便中の大腸菌の増

殖を認めている.し か し,腸 球菌は増殖 を示 さ

なか った.さ らにメンブランフィルター滬過滅

菌水中15℃ で, E. coliが 河 川水中の栄養源 と混

入した微小の培地成分 を利用して増殖 をす るこ

とが示 された.こ のことに関 して,島 崎13)も滅

菌井戸水,滅 菌大便加井戸水お よび海水などで

E. coliの 増殖 を認めてお り,堀 江20)は,滅 菌下

水や微小濃度の有機栄養物質を含有した滅菌井

戸水中で もE. coliの 増殖 と長い生残を報告 して

いる.一 方,腸 球 菌の生残性に関 しては消化器

系病原菌であるSal. typhi, Sh. sonneiよ りもやや

遅 く死滅す る良好な傾向を示 した.し か し逆に

Geldreichら12)は 腸球菌,糞 便性大腸 菌, Sal.

 typhimuriumな どの生残 を検討 し,腸 球菌の死

滅が糞便性大腸菌, Sal. typhimuriumよ りも遅

いことを問題点 としている.彼 らの糞便性大腸

菌の生残性 は図3の 蒸留水中におけ る生残性 に

近い ものである.わ れわれれの結果か ら言 える

ことは,糞 便性大腸菌は糞便 中や微小濃度の栄

養源の混入 した水中で増殖することが示され,

逆 に全 く栄養源のない状態ではすみやかに死滅

する相反する性質がある.そ れに比 して腸球菌
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はいかに富栄養化 した河川水中で もその栄養要

求性か ら増殖することはまずない と考えられ,

しか も消化器系病原菌よ りやや遅い良好な生残

性 を示 した.

3)に 関 して菌数測定に用いるMPN法 は 簡便

である.そ の他の方法 としてメンブランフィル

ター法があるが,こ れはやや簡便さに劣る7).

腸球 菌 と糞便性大腸菌のMPN法 に よる測定に

ついて比較 してみると次の ようなこ とが挙げ ら

れ る. (a)器具 としては腸球菌測定では ダー ラム

発酵管が不 用であ り簡便である.培 地につ いて

は, BTBア ザ イ ドデキス トロー ス培地21,22,23)

は 簡単に作製され(表3),ま た混合粉末培地 と

して製品化す ることも可能 である,し か もBTB

ア ザ イ ドデキス トロー ス培地は橋本22)が述 べて

いるよ うにNaN3の す ぐれ た制菌 作用に よ り

100℃, 30分, 1回 の常圧滅菌で充分であ り,わ

れわれ もそれを確認し実用 している. (b)糞便性

大腸菌の検出には鈴木が推奨する直接法15)(EC

培 地44.5±0.5℃ 24時 間培養)を 用いたが,腸

球菌の37℃48時 間培養 に比べて短時間に結果が

得 られるという利点をもっているが,培 養温度

の44.5℃ は特に厳密 さを要することが知 られて

いる14,15).精 度 の高い恒温器,蓋 付の恒温槽を

用い,培 養管はなるべ く深 く没入させ,蓋 の開

閉 も極力 さけて,一 時的な培養管の温度低下 も

さけなければいけないなど細心の注意が必要で

ある.こ れに反 して,腸 球菌は35～37℃ であれ

ば少々の誤差はかまわず,普 通の孵卵器で事 足

りる. (c)検体 中に菌数 が多 く存在す るこ とは検

出 しや す い とい う点か ら重要 なこ とであ る.

 Litskyら24)はConnecticut川 の調査を行ない,腸

球 菌数 と大腸菌数の相関係数は+0.84で 腸球菌

が大腸菌の平均7.6倍 存 在していたと報告 してい

る.わ れわれが行 なった野外調査例 を表2に 示

した.一 般河川か ら検 出される腸球菌数 と糞便

性大腸菌数は相関係数+0.71で 糞便汚染指標菌

として両者に相関があ り,菌 数において腸球菌

は糞便性大腸菌 よりも平均2.3倍 多 く存在してい

た.

以上1)～3)に つ いての考察から,腸 球菌 は公

共用水の糞便 汚染指標菌 として完全ではないけ

れ ども,糞 便性大腸菌 よりはす ぐれている と結

論された.

腸 球菌が汚染指標菌 として考え られたのは古

く,す でに1928年Mallmannに よ りプールの汚

染指標菌 として有用である との報告がなされて

いる.そ の後多 くの有用性 を支持す る報告およ

びよ りよい選択培地の考案,改 良もなされ今 日

に至っている.わ が国で も水や食品の汚染指標菌

として腸球菌を取 り上げることを提案 した報告

はあるが実現されていない.わ れわれはぜひ と

も公共用水の汚染指標菌 として腸球 菌の導入を

提言したい.今 後はさらに海域における調査 も

行ない,ま た水質確保のための基準設定への検

討6)も さらに詳 しく行ないたいと考えている.

要 約

腸球菌および糞便性大腸菌の水質汚染指標性

の検討を行ない次の ようなこ とが判明 した.

○人糞便 中に腸球菌は糞便性大腸菌の約10倍 多

く存在していた.

○糞便水 を25℃ にお くと糞便性大腸菌は増殖 し

たが,腸 球菌は増殖 しなかった.

○ メンブランフィルター滬過滅菌河川水中でE.

 coliは 微 小濃度の栄養源を利用 しているもの

と考えられる増殖 を示 した.一 方,消 化器系

 病 原菌(Sal. typhi, Sh. sonnei)は4日 程度で

すみやかに死滅するが,腸 球菌はそれよりやや

遅 く死滅す る良好な生残性 を示 した.

○野外調査を行ない河川水か ら腸球菌 ・糞便性

大腸菌の検出 を行なった結果, 50例 に よる両

者の相関係数は+0.71で 糞便汚染指標菌 として

相関性があることが示 され,量 的には腸球菌

が糞便性大腸菌の2.3倍 多 く検 出された.

○検査における手技の簡便性 を考察すると糞便

性大腸菌の検出は培養温度(44.5℃)の 管理

がわず らわしく,ル チ ンとしては不向 きであ

ると考えられた.

以上のこ とか ら腸球菌は糞便性大腸菌 よりも

公共用水の汚染指標 として有用であると結論 さ

れた.
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The applicability of using enterococci and coli-form groups as indicators of water 

pollution was assessed. In human feces, enterococci were 10times more numerous than 

coli-forms. Suspension of feces in sterile 0.85% NaCl solution at 25•Ž did not result in 

enterococci growth. Coli-form groups, however, grew remarkably well. Enterococci 

were incapable of growth and died in filtration-sterilized river water. On the contrary, 

coli-form groups demonstrated significant growth. Tre pathogeneic enterobacteria (Sal. 

typhi, Sh. sonnei) died within four days, faster than enterococci. A 50-case field sample 

presented a correlation coefficient of +0.71 between the number of enterococci and coli-

form groups. This indicated that enterococci and coli-form groups both serve as indicators 

of fecal water pollution. Enterococci numbered 2.3times more than coli-forms. Coli-form 

group detection was not suitable for routine work, as it requires incubation at 45.5•Ž. 

These results indicate that enterococci are applicable for the indication of water pollution 

and more available than coli-form groups.


