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©�¢��² şw²z©z±©�t��¡¢æw²w�tv©w±��æ�£�tzsvv







Ë Ì Í

Î;	? �| �T ���Ï�Ð	`�Ñ}

Î;	ff? �| �T ,-��¦�*��
!~Ò���*�����L�W§ÓÔ���1�h�

���Ï��Õ�¨>Ö�ÔW��§WKabc3�§WG�#$§W$�×Ø§@}

Î;	�?��|	�T Ù��%��Ú}

Î;	R? �| �T ,-��¦�*��
!~Ò���*�����L�W%osF���1�

hW�iW§Ï�
!>Ö�Ô~Ö�§�WKabc3�§~Kabc<F§@

~©Û}

Î;	�?��| �T ,-��¦�*��
!~Ò���*�����L�WÜª�$§~B�}

Î;��? �| �T ,-��¦�*��
!~Ò���*�����L�W.\�§�~Ý��W

!�~���W!�«Þ���~ß�><F$¨(!WH$I!WG�'(!W

Üª�$!@}

Î;�ff? �|�T ,-��¦�*��
!~Ò���*�����L�WÜª�$!%?���

�ÜªàE^D>� ×Ø'(àE^D@�á?ghW�iW !�Ïâ~©Û

><F!WKabc!W��!W¨(!W×ØV!!@}

Î;?��|��T ��%Bãä[åç>� èz�@<hé-`ê��ë}

Î;�? ff|��T [åç>� èz�@<hé-�Bãäì	}

#	y? �| �T ,-��¦�*��
!~Ò���*�����L�W<F!~����!�

Ïâ~©Û}

#	 �? �| �T ,-��¦�*��
!~Ò���*�����L�WÖ�§~í�§�Ïâ

~©Û}

#	��? �| �T #$��%A�,-�defX_àE^D~��}

#	��? �| �T �!'(���'(��)*+,�î*+��ï��ð���<��4C}

#	�? |�RT ,-�#$��%EFG$C�?W,-�#$��%��ABC�?~��}

#	�	? |	�T ,-�#$��%ñòs¬?FC�?~��}

#	��? �| �T ,-�#$��%ñòs¬?FC�?~Ý��WEFG$C�?�ó}

�; �? �| �T ����![×ØV!!~ó�W��ôõ!~��}

－ 1 －



ö ÷ ø ù ú û

ü ý þ ÿ � ff �
>�;	?�|�T@

� � � � � � 	
�a

� � b cd�E76D�e	f>
!�f@ê 	����¼�

9 I  � b � #�ê ���¼�ff

� � c�e#�ê 	�¼ff

Z � � �E76D�®�M7e#�ê ��¼ff�

� E � � � ��¼�

� � � z � � �ff¼ff

� z � F � � �	¼�

� � � o c � ê ��¼�

< � � c�e#�ê 	�¼��

 � 	����¼��

�¼ U/WÜ�W� I�W���FWO!��"�?�
#��ãä�?F�����[

�¼ "�«$����G�[

�¼ ��W�3��%&4��ôõ�'�����[

�¼ !()<?FX_�¯>WAB��*+�����[

	¼ ,-2s.°/��e��°/��$�������[

�¼ ×Ø©¨�U���0�12��$�������[

¼ ����$�34<���i���$�������[

�¼ Kabc��"<=H$I��$����4������[

�¼ Kabc�L�<±��������[

	¼ #$9I��$�������[

�¼ <=�����$�������[

�¼ 5�Ó6$7�����$�������[

	¼ def��G<8���������[

�¼ G�W9�IW:;W<=���$�������[

�¼ G�#$>�L�o�#$�����[

	¼ ?@��<�WªI¡��$�������[

�¼ ABWCDz��$�����[

í � §

Ï>E�@

��ôõ!

�Ï

Kabc!

��Ï>E��@

� � !

ffÏ

¨ ( !

ffÏ

%o

�Ï

Fo

�Ï

－ 2 －



G H I J
>�;	?�|�T@

K H I L M
>�;	?�|�T@

N O

% o

F o

í � §

��ôõ!

Kabc!

� � !

¨ ( !

 �

PQRS
TQUS

�

�

�>E@

�

�

% o
/��î

�

ff

VWX
VWX
YZ[

\ ]
^_[

W `
YZ[

W ` YZ[ W g h i
h j
W `

k

�

�

�>E@ �>E@ �>E@ �>E@ >E@

� � � � �

ff>E�@ � � ��>E�@

� � � � ff

� � 	 ff

� 	 � �	 � � � � � 	ff>E�@

lí�§�§oW²«mW«ÞW«/�×Ø'(àE^DÓZ/í����àE^D~E�

lKabc!�«Þ���wÏ�Wn�o$àE^DWZ/í����àE^D[�E�

lKabc!����pÏ�W'qdef��%r�301<

s t s t

% o
K
a
b
c
!

F o

í

�

§

�
�
ô
õ
!

u t

: v ; w

q ' v`b

w � n "

< � x b

y & z{b

& � | a

p / �

 � �

< h a}b

� a m b

� ~ ) b

d x � 3

f - � �

J � a �

p t u

\ 9 m n

_ ` 8ab

g h E b

b c d e

u t

Ï�� 5 �

� d � z

c d e f

ijk l b

opq r s

>%o/��î@

� & n b

� ff � �

� ! � b

< x m �

, p � 


� � � a

] { g b

< - nFb

! Ï ) b

- o ) ,

x y p z

� q ; �

>E@«Þ���

�

>'01@���

� � �

% /

! o

²«m���

q � � � �

�

« Þ � � �

�

% /

! o

²«m���

q � � � �

« Þ � � �

�

�

í�§o>E@

² « m>E@

« Þ>E@

« />E@

>E@%³«Þ

! o

²«m���

q � � � �

« Þ � � �

�

� � �

�

! o

« Þ � � �

�

�

�

�

�

!

K
a
b
c
!

¨

(

!

� í�§�×Ø'(àE^DYL�Z/í����àE^D~E�

Kabc!�«Þ���wÏ�n�o$àE^DWZ/í����àE^D[�E�

Kabc!����pÏ�W'qdef��%r�301<

－ 3 －



� � � ÿ � � �

�������������

���������� �

>´ µ@

>´ O@

g ¡ t

# $ � � % )

; � � � )

� � Õ k )

def� ¢£��)

¤¥¦

§¨a

© ª « ¬

 ®¯æ°
±²°

§¨a

³´µ¶

§¨a

·¸¹

§¨a

º»©ª

§¨a

ff�ff ff�ff%�¼½�

�	���R ����ff �R� ���	��%�¼½W¾9?FW;�#$�

���ff� ���ff�;�����#$�<�;¿

����� ������$��

 � ��ff�� ����ff �R� ���	R

���¢£��) ff��	 ff��	�$��

ÀÁg¡

§¨a

Â Ã Ä¥¦
¨a  ®

# $ ¶ � D ff�����	�� #$��%) ����ff���� ×Ø#$#$����	�ff��

' � Å O , �

Æ � ¼ � ¯ µ ������ ¢Ç��¼�¯µ

È µ ���	��	��

 � ������R��

Â Ã Ä¥¦
¨a  ®

U / ? F ) � 01�3)Ó¡����_É)

Æ � ? F ) �R���� ãä¾9?F)

� Ê ¢ £ �   ) �	�����R�R ,-°/��Ë¤�Ì

Ü Í # $ í � ) ���ff�R ·Þ���W¥¸YÞ�����VÎD

� � ) 	����� def�¦�$

× Ø V ! �   ) �����	�� JælKN×ØÏeIÐÑ7�¦�$

# $ � � % ) �	�	�	���� ;�#$Ó�����h�Ò§¾9?F

× Ø # $ í � ) �������	 ABÓCDz�#$

G � # $ 4 � ) ��	���	 G��&� #$

× Ø # $ 4 � ) ���	R ��#$

Ü ª � � �   ) 	���ffRR ¨zx¹��#$

ë Ó � í � ) 	R��ff� '(%&Ôº

 � ����������

－ 4 －



Õ Ö û × Ø
>©Ù��?Ó�¤B����»Úªq@

Û t Ü Ý Þßàá

�&âãäMM� ©� ¦t�§¡¢� ¦�«¡ ��¡¤¡«
nvw��åwåçèåè

s	¼	

«éDê�6DbD T+�6DbDë nvyìínxç s	¼	

�&âãäMM� T+a�D¬M7 ¶tn©îíçïwå s	¼	

�6DbD ©� ¦t�§¡¢� ¦�«¡ ��¡¤¡«
v̧©åíðíçíx

s	¼	

ñc7�C��A�¡ò���
��E�Ó¬7ó�Dë
wº¡® ��îíííx0ôôðí

s	¼	

õèö®=�÷øùúqûHü Q6EXc n³ýìè@åå§vþut s	¼�

¯ÿzoe�c¬N �b7ë s ¤ ¦ �« w ¾zzÁ�un·u s	¼�

ff±�9�b�1=� ��D]�?� ¯�́ @ì�íí@ u̧ s�¼��

6�b^aN�I�C=� 	�¨(ë v��¬t¬́ ývw ²@vèíí s�¼��

°9TUb
O<>��B
O=�@�a ëâ��E Ávw«�ª n��� «� s�¼ff

F¼s�D7aEqD ablmë ¡� Àçíí�c¬N s�¼ff

6�b^aNuns�c¬N Á�������¡�ì 6�b^aNuns�c¬N s�¼

6�b^aNuns�c¬N ©� ¦t�§¡¢� ¦�«¡ ��¡¤¡« Á�ì{ðb§{©vu s�¼	

c�B�D�EqD ©� ¦t�§¡¢� ¦�«¡ ��¡¤¡« èìíídv{åìí s�¼	

ef	ö®�c¬N zvæ²u̧ � s�¼�

�&âãäMM� Tq ¶tn@©îííåwç t	�¼	

6�b^aNuns�c¬N ©� ¦t�§¡¢� ¦�«¡ ��¡¤¡« t�R¼��

J½��7�C��A���E���c¬N ¯� ¦¢w®®¡�« 
 åbðì¬�¢�«�®�t� u̧ §v

t�R¼	

J½��7�C��A�^E«N��¡ò��=� ¯� ¦¢ u̧vný ¥�©Á{�t¡«¦� t�R¼	

�«éJb�6DbD T+�6DbD y§@nvy@ìå̧ ¯ t�R¼�

ñc7�C��A�¡ò���
��E�Ó¬7ó�Dë
wº¡® ��îôðí¶0ìðîîw

t��¼	

�aQEþ±aQE��aQE7�C��A� ©� ¦t�§¡¢� ¦�«¡ ��¡¤¡« t�ff¼�

��ñcøù; ©� ¦t�§¡¢� ¦�«¡ ��¡¤¡« t�¼�

âã²A6ñc7�C��A� ��o�%o t�¼�

－ 5 －



°9ö®¾¿=�>Ca7�ê�D�6D³D@ ��mff±ëo ²©u@bíç§ t��¼R

�M¬éM7�mAabD>TUb��=�@ ablmë ²¡¢ À�c¬N t��¼�

�q�$jffbûHü
Tq�a¬7ó�D1ë
²¡�¡¢«�¬ ©²èííí

t�	¼��

Xbc�éDbæff±�9=� KaQAMæ� nt́ §²¬¬ ¦ýw t�	¼R

��o#O�6�b^aNuns=�
^JAKaQë
qDCbqa7ADx¡« s ®©¡t ��¢� t ï

t�	¼R

¯ÀA�6DbD T+�6DbD nyv@ìín̄ t�	¼�

��®9�#O; wº¡® ��èôì@vn t�	¼�

�Hò�®®I� y��x¦�¬åííí t�	¼�

Û t Ü Ý Þßàá

－ 6 －



� � � ù ff � ú û

O P �  !

"#$%&'()*N+

,-./01234556789:;

�;�?I�#�í������<`W�A�ff�%�WX<�`=3ghW>÷ghi´�`µ�}6#?

�W���¼�@>A¶�O�~BC@[��W�?cdJG·`µ¸i}#$�DEP�W�ló�s.°

/fEPWW<�s.°/f�EPWFG�s.°/fEPWñA7�Dc3fWA�H°/f�E

P����EP`µ�}#$��FW��U>���b��EIfJG�UW�Dêb��MêIfJG�UW

�NbC�E�3f0ê�²QE�3fJG�UW�oK��bn�wLzMNM>uvnwx@OPfJG�

UWJb�NEXbl�ab�AEc��ADSw>nu©�@OPfJG�UWñA7�Dc3fJG�UW

,-2Q�R<³ÀofJG�ffUW,-2²S¹T	fJGU@��>U#$[��WVfJ���b

�A�E3f�UWê�²QE�3f>©Vfj@�UW�oK��bn�wLzMNM>uvnwx@OPf

>��dj@�UW,-2Q�R<³Àof�	U�P0��Ìghi}

WXY*N

�;�?I�#$Z:6÷#���W ���ff	<W3�	<���z�ff<����<`µ¸i}e��

°/~[�i´��W �����<>�Y°/	�<W\ba7�<W	]�	<WÐe°/^�Y°/�

<WÐe°/^�Y°/^\ba7�<@W�z	<>���6_lDf]^�<W�R�6_lDf]^�<W

Ðe°/�<@����<`µ¸i}3��e��°/~[�i´���<`µ¸i}e��#$�Z:F

8>«`@�W ���Ó3�`�¬g �W�z`�JºhiYL���°/�JG���¸i}

jklmnoWpqrstuMN�vwxyqrstuMN�

z{*|»#	�?�×Øã��[ghi!(�$"��L�k�}�;�?I�W�D0�����Ï<���

Ï�
F#}~6}�i}

~�*|»
F#}��FWI<Q�{l7���®6E�I�¼�tº0ºn¦ªq�±2~[�i0��ÏW

��>U#}�D0��RÏ��;�?I�>U#}��D[�¸i}>U#}�W#}C�WX<�`µ�

,-:(��<�W,-�q,-�7<�W,-�q<�<��	<�`�¼hW��Ï�6}�i}½%

`�WIÓ3��
GH%C�#$~�¸i}

��*|»a^aa^a<�¾Â0�Ï���H?F#}�k�ghW�½��I��3�#$~k�

�i}

��������������*N»�;�?I��CÃ��Ò§�¦#$�Wk�gh��¸i}

"MNOP+

,-./012�3�4556789:;*N�����OP

B$�Ccc76D�E�#$��D[�¸HG�EP��W¿À2�JGEP��ÁWË¤�WX�

Ä�f�[��}��`W¿À2�µ�EP�Â§�~Ë¤��£��i�WB$�Ccc76D�E�

#$�4�[�£�4�~Æ¸i�F#$>�
GH#Ç�i}¿À2�JGW<�s.°/f`µ��

NbC�E�3f[ê�²QE�3f~Ë¤��£��i��4�[�HW	@�æ�â�ê�²QE�

YL��NbC�E���C">~#Ç�i}

"� ¡¢W�£Q¤:�8+

,-�defX_àE^D`�Wdef�$9V�$k����¥¦ÃW&�§¨def�
GH� 

?A�&WX<���WCÄ§¨def�
GH��AÅÆ��CÄWX<��� o$àE^DYL�,

-�V!%r©_YL�|_[�H_Çghi«D^~>�Ó���i}

�AYL�&'�def�$9V�X_�W½_µ�G�©_��ªI[�H�Ô<�re©>÷��

[[´�W,-�defX_àE^DpDNLD`
«Ü��i}�iW�o$!!(§�Z:~61

HW,-�def²v~ñ��HW�A&<�Wo$àE^DÓV!%W�¬�W/?rdef����'

���¥�~ß®�i}

－ 7 －



m � ¯ 5 !

"#$%&'()*N+

¢W�æ°±²MN

³def���YL�def�P0����WX����>´µ��³def�$9V�$k���µ

�¥¦ÃW�A�WX<�Èo$àE^DÓV!%��Z:~61i#��
GHWKabcYL�6�M

N��#$~�¸i}Bj��mKabcdef>nzuvx{��@`�W���	��f�<�fff���Bj��

mKabc>�ws�{n�u{�@�#Oghi}�ws�{n�u{�±2��f��
GHWy��æ©°#$~k

��i[�ÉW����©°µ�W����©°��Wff���CÊ³`µ¸i}aE�baEbÓaE�b

aEbdEPÓ¶·;EP`�W�f�<�f���AaóKabc�#Oghi},-Ó,f`�W

f�<�f���¸bLcKabcffj�#Oghi}

�7<`�W	f�<�f���

�7<

6�MN��#Oghi}w¹-`�W�f�<�f���wj¹-Kabc�#Oghi}º�2»¼

-fff�WÀ2½¾2$¿�f�Wde267-�f�W$ÀJG�	f�WÁÀJG��f�W«E�

ZJG�f��#$~k��i�WKabc�#Ogh��¸i}

¢W�y#�ÂMN

ÃÄÅÆ»�A�×Ø<�T+,-Kabc� ���~§¨��i��Wde��$[d62�$~

k��i}

de��$»Ç�É�VW�$`�WÉ�±2�Ç�Ê>ff¼	@@È�ghi}����?I�×Ø<�T

+,-Kabc� ��ËÌY:*É`µ¸i[ËÌ�hi}Ç�É�VW��~³®^�T+,-Ka

bcÉ�VWX_µ[�H,-�defX_àE^D�pDNLD�ÊË�i}

d62�$»T+,- ����$>d62�$@[�HW�AÑ7���Ï�T+,-Kabc����

É�VW��~�$�i}���FWÉ�±20�·�&�[�Hff�¼�@`µ¸i}?º^£�Ì�[W

Í��́ �?º^`��	@ªq[JGÉ�VW?~[�i}�h���W�Í �́ `���¼�@W	�Í	�́

`���¼�@W��Í��́ `���¼�@W�Í�́ `��R¼�@Wff�́ ªq`���¼�@[ÀGVW?~[�?º^

�ÌÍ�i}³Í)Î��µ�<�É�±20��Ï>�¼�@@ÌÍ�i}

Ï7Ð»�A��6QKabc�9V~§¨��i��Wde��$[d62�$~k��i}

de��$»����?�|Í����?	|�W,-�A�poz�F¹��e|oz µz~=��WKa

bc�=~�¸i}���FW�6QKabc�#Ogh��¸i}

d62�$»����?�|Í��|�W �́ ��R	́ �`����Ï>�j�6QKabc����Ï@�3��


GHW�6QKabc����<;É�B~�C�i}�6QKabc j���H�]ªq�<;É

�B~VW��·�W�j`���¼�@W�j`���¼R@W	j`��R¼ff@`µ¸i}�iW j���

�ÑÒ#ÓÉ�B�W�j��¼�]W�j�ff�¼�]W	j�	¼�]`µ�W>8¾¿[�H�ÔÕ�É�

VW��`µ¸i}�h���F��W+��YGH�W&$j�6QKabc�ÎÖÈW�6Q ��

Ï³2�5�G[ËÌ�hi}

�:×¯Ø:Ù»aE�baEb� ����[���i��W��d62�$>����?�Í�|@~

k��i}

d62�$»aE�baEb �¤��Y1�,-�Ñ7��ffÏ�É�VW���
GHW�)Ð�aE�

baEbÉ=~�GH�Æi}3ÚÛ>Ü�>tv@É�B��]ªq�ÎB~[�É�VW?�W����0��

�D1EaE�baEbÏ7NE]�w0ÝÐ@Þß0�̄ v�	ff0����»t�y�½Ww0àá0�ff��0����

»t	y�½W¶0êD�M�0	��	0���	>-Tâó@YL�¶0ä7�6�0��0���R>¶us@��½»ä7�

6�âó@���H Ñ	�¼�@Wff¼�@W�¼	@W��¼�@`µ¸i}

ã°±ä*N

o$àE^D���Z:ÈÒÓ�µ¸i<�
GHW#$ª7�cC#$~�¸i}

"MNOP+

m�¯5måçèéê;ën

IÐ` �~ì�í�aE¬�KabcÈó�Kabc��7?âKabc~�D�Woz µz�K

－ 8 －



abc�$~k��i}����?�|������?	|�Ñ��$�YGHW�«óKabc�j���|�#

Oghi}aE¬�KabcWó�Kabc�#OghîW�?�ËÌ�H��H#OÒI�À�¸i�

[��W�A�Y1�de0�5��¸i´�[Ó�ghi}

m�¯5.ïðÆ�ñòæ°óô�õö÷

,-�A`�;�?�|���;	?	|�`��?Ñ��$ø�µ¸iWKabc2�de267-

�>8�$/��
GH�[�i}½%`61÷1ide267-�>8�$/��§ÔW�/���

Kabc�#Oghi}���/��=Ô[ÓCghiKabc�ó�Kabc°vv¼�̀ µ¸i}��/

���$���?@A`µ�W/�A�#OKabc�TUbßù�
ú�i�[��Wc
�de�`

µ�Ï³2�JG�[�¼�¸i}

±äûü¢W�ýþMN�±äûü¢W��ÿY�ff�ó}�

,-�A�VWX./0�Y1��fZ23[\45f]^Kabc>�§©�u@É�VW��YL�d

e��� k����
GH�$�i}VWX./0��Ï���§©�uÉ��#Ogh��¸i�[��W

�¸Ä`��A�VWX./0�Y1��§©�u��6c7�ÀG´�[ËÌ�hi}�U��¿����


GH³G
´��µ[³���[��Gµ~¼ÓiÕÖ·�W¶�	�@WCc7�@W«éc�D

b®bñKE�@W�D�b�@`µ�W�A9I<�`#/¸�k��HG�de��� `�W�§©�u

�de��6c7�µ�Ï³2�[	ghi}

Ü
�Y1�4��$�o~�$�i}a>ghi4�*b)���c�CJ`µ¸i}��c�

CJ��$²D7��|o×����|q×`µ¸i}Ü
�Y1���c�CJ�a>���Á��¸

¤�¹c�?[ËÌ�Hd�¸i�W²D7¸�a>�����R?L�5�ÁW���ff?W����?YL�����

?[c+I`µ¸i}

ef�êm�¯5¢W�����OP

,-�A`�$�iBj��mKabcdefP0�����GYL���#�~�GHW± Kab

cò[de<Ø������~��¸i}���FW�Í��́ ^[ËÌ�H��Íff�́ ^[ff́ ªq^�K

abcò��ÁWºf]�[ËÌ�HÀ2q± -W�-�P0`�Kabcò��G�[�¼�¸i}

g��W�f��#$�`�^aNA��¶·*+�f�2È�¶�12���[�[	ghi}�iW

'qdef��%[��c��`WKabc�óN���F�X_[¿(X_��,-�A`�Kabc

�de��~§¨��i���óNMM�ÏD7�~�	�i}�A`�W����?�Í|��1H�A

�W�]�de�:��r�HG��[�¼�¸i}��"W¥Ù#�>��ff#�@~�GHWøù���

Y1�Kabc�=�Ï�[6�b^aNuns̀ �n��[�s�~�ÆW�=±2?~���i}�iW

�=ghiKabc~&H6�b^aNunsYL��D7aEc�L¸H���WBj��mKabc[

�s�~�Æi�FW�0&HBj��mKabc��=ghi�W��W�ÿ¸bLcKabc��=

gh��F�¤�hi}

,-:([��c��`WBj��mKabcdefP0�3�#�<�Kabc<;É��Câ��

�~��¸i}<;É��Wº~����Æ�i��WBj��mKabc�cXa7^EX7¡~!�

�iUë� Kabc>�!Dæ^aêKabc@~�o�i}���Câ~�GHW�AWX<��Y

1�Bj��mKabcÉ�VW?��$�Â~��¸i}�iW�!Dæ^aêKabc~�GHWB

j��mKabc~<;`Ã�\ó7�DmbÉ�]*�<;�2~AB�i}

"#$êm�¯5�%��&6è:�'æ�²()*+OP

ó�Kabc�Jê�æTUb~Ú,�Õ-ÌKâ!�Kabc���â~�GHWJa�.7Y

L�qm/�-ÌKâ!�Kabc~degÓWKabcd0b>uvu@��o~��¸i}���FW

Ja�.7Èqm/~�Gi^EX7$�â�c¬N`�Wøù��`���â�c¬N�ËÆHW��]

ÙÁJGuvu~Õ¯���[�`Ãi}

"~���+

¢W��1Y3*N2!~���

³,-�<=��#$��?F�3µ�¥¦ÃWo$Ö4��«Û��!!>I?F³aE�baEbµ

�5��i}

－ 9 －



"6×76:5¤:�8ó}+

89�:9�;<p=6×76:5¤:�8

$ÀÓÁÀ#$���>�~W'qdef��%��½%~�8�W?@IAA�I"#$��%rß

B�i}�iW?@®�M7A�I"#$��%�Y1�$ÀÓÁÀ#$�k���~�[�W'qde

f��%r_Ç�i}

C D !

"#$%&'()*N+

�E¢W�*N

o$àE^DW,-�V!%��Fµghi�G�ff]�
GHW�b¿(Y��">`µ�uy©s�

�~�GWde�~HI�i}

JE¢W�*N

���KÔ��	Ðdef�W��AW��2LMW7?O32:7�defW7N�cWXAN�c

`µ�}�;�?�W7?O32:7�def���<>�RÏ@�$�i}7?O32:7�de/��=

Ô��3�^�z����<>�Ï@Wz�ffff<>ffÏ@Wzº��	<>�Ï@Wz��	�<>�Ï@Wzº���

�<>�Ï@Wzºy��<>�Ï@`µ¸i}7?O32:7��L�>8deYL�?NAde��<`

µ¸i}�iW�=]�
GH²vuw�L�TUbj£��['qdef��%>XbcMM�@r�>

÷/�~�¸i}

6OÐPë�*N

o$àE^DW,-�V!%��FµghiQR��#����=øù~�¸i�FWR#����Q

MA����=ghi}

ST*N

�UCDz��#��	�*�;�~�¸i}�ÆH�#�`:7�^�2`µ¸i}�iWG��V¤


W�X��
×[�HW$G�YZ3Ð>[\�@�ff#��
GH7-ä®6Q�Cò#$~�¸i}

�ÆH�#��	�*�¥]�ú�HGi}$G�^_	#��
GH7A��'�^�#$~�¸i

�FW	#�[´�2`µ�W	�*�¥]�ú�HGi}

`ghig*N

$�×Ø�¨!YL�,-��Z:`¨zx¹z>RCÄW�Æ��R#�@�j�2:7�^��C~�¸

i}Gîh´z¡�ÔÕ�³wwµ�i�³wµAE7`³Üµ`µ¸i}��§Ô��#��
GHW7?

O32:7�z��#$~�¸i��ÆH�2`µ¸i}

kgMN

�A`C�ñ�ghHG�G¼l�³Ïzµ�
GH��(Y��$~�¸i}�$�R|W��|��

hmh���%>=z�	IÄ@����ff#�~�D[�i}�iW�$nZ�W
«��W:7�Wo±2

p��W.�	ù��[�i}�#���:7��W�#�`o±2p���#Oghi}

q�r*N

o$Ö4�!(s�Gdef§o¥³JbKLMNO27A��'��>nś @def��Ô�;�
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富山県の獣医療従事者における重症熱性血小板減少症候群の
感染リスクに関する研究

佐賀由美子　　嶌田　嵩久　　稲崎　倫子　　五十嵐笑子
板持　雅恵　　長谷川澄代　　谷　　英樹　　大石　和徳

Study on the Risk of Sever Fever with Thrombocytopenia Syndrome Virus Infection 
in Animal Care Workers in Toyama Prefecture

Yumiko SAGA, Takahisa SHIMADA, Noriko INASAKI, Emiko IGARASHI,
Masae ITAMOCHI, Sumiyo HASEGAWA, Hideki TANI, and Kazunori OISHI

　重症熱性血小板減少症候群（SFTS）は，2011
年に中国の研究者より報告されたブニヤウイル
ス科フレボウイルス属に属する SFTS ウイルス
（SFTSV）によるマダニ媒介性感染症である [1]．
国内では 2013 年に初めて患者が報告 [2] されて
以降，西日本を中心に年間 50 ～ 100 症例程度
の患者が報告されている [3]．富山県では，未だ
SFTS 症例の報告はないが，隣県の石川県では 2
名の SFTS 症例が報告されている [3]．SFTS の国
内における致命率は 27％と高く [4]，流行地域に
おいて公衆衛生上重要な問題となっている．
　近年，SFTSV に感染したネコやイヌ等の伴侶
動物の咬傷や体液を介してヒトに感染したと推定
される SFTS 症例が報告されている [4-6]．この
ため，ヒトにおける SFTSV 感染リスクを検討す
る際には，SFTS を発症したネコなどの伴侶動物
を介した感染も考慮する必要がある．
　そこで，本県の獣医療従事者（獣医師，動物看
護師等）の SFTSV 感染リスクを評価することを
目的として，県内動物病院に勤務する獣医療従事
者の SFTSV 抗体保有状況および感染症予防対策
実施状況の調査を実施した．

材料と方法

1．SFTSV抗体保有状況
　2020 年 3 月 1 日に開催した SFTS 講習会の参
加者のうち抗体検査に同意した 27 名の獣医療従
事者の血清を材料とした．SFTSV に対する IgG
抗体の検出は，国立感染症研究所獣医科学部のプ
ロトコルに準じた酵素免疫測定法（ELISA）によ
り実施した（図 1）．
2．感染症予防対策実施状況
　調査対象は，県内動物病院 44 施設に勤務する
獣医療従事者とした．2020 年 1 月に感染予防対
策実施状況および診療状況に関するアンケート調
査（図 2）を郵送にて実施した．2020 年 3 月ま
でに回答されたアンケートを集計し，解析した．

結果

1．SFTSV抗体保有状況
　伴侶動物の診療等に従事する獣医療従事者 27
名の血清について ELISA 法により SFTSVに対す
る IgG 抗体の検出を行ったところ，すべて陰性
であった．

要　旨　近年，SFTSV に感染した伴侶動物からのヒト感染事例が報告されている．このため、富山県の
獣医療従事者における重症熱性血小板減少症候群（SFTS）の獣医療従事者における感染リスクを検討す
るため，2020 年に抗体保有状況および感染対策実施状況の調査を実施した． 県内獣医療従事者 27名の
血清から SFTS ウイルス（SFTSV）に対する IgG 抗体は検出されなかった．この結果から，現時点での
県内の獣医療従事者における SFTSV 暴露リスクは低いものと考えられた．感染対策実施状況のアンケー
トの結果，個人防護具の着用について「いつもする」と「することが多い」を合わせた回答割合は，手袋
32％，マスク 52％，ディスポーザブルガウン 0％，ゴーグル 0％であった．イヌまたはネコの SFTS 疑い
症例の診療経験について，「ある」と回答した獣医師の割合は 5％（2/42）であった．診療中における人
獣共通感染症の感染歴について，「ある」の回答割合は 9％（8/87）であった．この結果から，県内動物
病院で平常時に実施している感染対策では，SFTSV感染を予防できない可能性が示唆された．
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図 1．SFTSVに対する IgG抗体検出 ELISA のプロトコル

2．感染対策実施状況
(1)　アンケート回答者の特性
　県内動物病院 44 施設に勤務する獣医療従事者
にアンケートを配布したところ，88 名から回答
を得た．表 1に，職種別，性別，年齢別の回答者
数を示した．回答者の職種の内訳は，獣医師42名，
動物看護師39名，その他5名，不明2名であった．
なお，「その他」の内訳はトリマー 2名，動物病
院スタッフ 1名，職種の記載なし 2名であった．

回答者の性別の内訳は，男性 25名，女性 62名，
不明1名で，男性の回答者は全員獣医師であった．
回答者の年齢は，獣医師は 40 歳以上が多く，動
物看護師は 40 歳未満が多かった．本調査を実施
した 2020 年 1 月 31 日時点における県内動物病
院の獣医療従事者数より算出したアンケート回収
率は，全体で 34.9％（88/252），獣医師 52.5％
（42/80），動物看護師 27.5%（39/142），その他
16.7％（5/30）であった．

•
•
•

•
•
•
•
•

図 2．感染症予防対策実施状況および診療状況に関するアンケートの設問

表 1．感染症予防対策実施状況および診療状況に関するアンケート調査の回答状況
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図 3．獣医療従事者の個人防護具着用状況
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(2)　個人防護具の着用
①手袋およびマスクの着用状況
　図 3の A～ Bに，手袋およびマスクの着用頻
度およびその選択理由を示した．「いつもする」
と「することが多い」を合わせた回答割合は，手
袋 32%，マスク 52%であった．手袋およびマス
クの着用頻度が高い人の回答理由は「感染対策上
必要」が多かった．手袋の着用理由として「その
他」を選択した人のうち，「衛生上必要」または「手
荒れを防止するため」と回答した人がそれぞれ 5
名ずついた．
　手袋とマスクの着用頻度について，「しないこ
とが多い」あるいは「全くしない」と答えた人の
割合はそれぞれ 68％と 48％であった．しかしな
がら，手袋を「しないことが多い」と答えた人の
うち9名は，「感染症が疑われる場合」あるいは「体
液に触れる場合」には手袋を着用すると回答して
いた．手袋およびマスクの着用頻度が低い人の多
くは，「必要性を感じない」として防護具を着用
しない選択をしていることが読みとれた．「飼い
主などが不快になる恐れがある」という理由で「手
袋」の着用頻度が低い人の割合は，全体の 18％
（16/87）にも及んだ．手袋を着用しない「その他」
の理由として，「触診等の医療行為がやりづらく
なる」と回答した人が 4名いた．
②ディスポーザブルガウンおよびゴーグルの着用
状況
　図 3の C～ Dに，ディスポーザブルガウンお
よびゴーグルの着用頻度およびその選択理由を示

した．「いつもする」あるいは「することが多い」
と回答した人はいなかった．「しないことが多い」
および「全くしない」と回答した人の割合は，ディ
スポーザブルガウンが 17%と 83％，ゴーグルが
6％と 94％であった．ディスポーザブルガウンを
「しないことが多い」と回答した人のうち，5名
は「必要な場合（手術を行う場合や感染症が疑わ
れる場合等）には着用する」と回答していた．ディ
スポーザブルガウンとゴーグルに関しては多くの
人が「必要性を感じない」という理由で診療中に
着用していないことが明らかとなった．
③個人防護具着用による苦情
　診療の際，個人防護具（手袋，マスク，ディス
ポーザブルガウン，ゴーグル）の着用について，
飼い主から苦情を受けたことがあるかを質問した
ところ，「ある」と回答した人の割合は 0％（0/84）
であった．
④個人防護具着用に関する研修経験
　過去に個人防護具の着脱について研修を受け
る機会があったかを質問したところ，「ある」の
回答割合は全体で 10.7%（9/84），動物看護師等
に指導すべき立場にある獣医師に限った場合も
15%（6/40）にとどまった．研修場所の内訳は，
大学等の教育機関 3名，研修会等 2名，就職先
1名，不明 3名であった．この結果から，伴侶動
物の臨床に携わる獣医療従事者は，個人防護具の
着脱に関する研修を受ける機会が少ないことが明
らかになった．

図 4．獣医療従事者のSFTS対策実施状況
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(3)　人獣共通感染症の診療状況等
①伴侶動物の SFTS 疑い症例の診療経験
　SFTS 疑い動物の診療経験について「ある」と
回答した割合は，全体では 3.4%（3/87），獣医
師では 4.8%（2/42）であった．「ある」の回答
者のうち 2名はネコの，1名はイヌの症例を診療
していた．なお，「ない」と回答した人の中にも
「SFTS であった可能性が考えられた犬を 10年く
らい前に診療」と回答した人が 1名いた．
② SFTS 対策の実施状況
　図 4に SFTS 対策の実施状況を示した．「既に
はじめた」または「必要があると考え，始めよう
としている」と回答した獣医師の割合は，合わせ
て 72％（29/40）に達した．「既にはじめた」と
の回答の実施内容では，マダニの駆虫薬を勧める
など，マダニ対策の実施が多かった．一方，「必
要があると考え，始めようとしている」および「そ
の他」を選択した獣医療従事者の中には，「具体
策は未だない」や「どんなことをすれば良いのか
分からない」という意見も見られた．
③診療中の人獣共通感染症の罹患歴
　診療中の人獣感染症の罹患歴が「ある」の回答
割合は 9.2％（8/87）であった．内訳は「パスツ
レラ症疑い」1名，「猫ひっかき病」1名，「猫疥癬」
1名，「皮膚糸状菌症」4名，「皮膚真菌症」1名
であった． 
④マダニ刺咬歴
　マダニ刺咬歴については，「ある」の回答割合
は 3.4％（3/87）であった．

考察

1．SFTSV抗体保有状況
　本調査では，27 名の獣医療従事者のうち
SFTSV 抗体陽性者は確認されなかった．この結
果から，現時点での県内の獣医療従事者における
SFTSV 暴露リスクは低いものと考えられた．し
かしながら，今回の調査対象者は 27 名と少数で
あり，リスク評価を行うには不十分であると考え
られた．また，今回の調査対象者が SFTSV に感
染しなかった原因については，SFTSV に感染し
ている伴侶動物を診療する機会がなかったためで
あるか，あるいは感染予防策が適切に講じられて
いたためであるかは，不明である．それゆえ，県
内の獣医療従事者の SFTSV 感染リスクを評価す
るためにはさらなる検討が必要であると考えられ
た．

　本県では未だ SFTS 症例は報告されていない．
しかしながら，2021 年には静岡県や千葉県で初
めて SFTS 症例が報告されており [7，8]，これま
で報告のない地域にも SFTS 症例が発生する可能
性がある．さらに，隣県の石川県では既に 2例の
SFTS 症例が報告されており [3]，イノシシ等の
野生動物の移動に伴って SFTSV が県内に浸淫し
ている可能性を考慮する必要がある．また，国立
感染症研究所の調査では，県内の猟犬が SFTSV
抗体を保有していたと報告されており [9]，県内
に SFTSVが存在する可能性も否定できない．
　なお，SFTS 流行地域である宮崎県における
SFTSV 抗体保有率は，獣医療従事者が 3.0％
（3/101）で，献血検体の 0％（0/1,000）と比較
して高かったと報告されている [10]．このこと
からも，獣医療従事者は SFTSV に感染するリス
クの高い職種であると推定される．したがって，
本県においても SFTS 発症動物と接触する可能性
の高い獣医療従事者の感染リスクについて継続し
て調査を行う必要があると考えられた．そこで，
今後は，県内動物病院を受診した伴侶動物を対象
に SFTSV 保有状況の調査を実施することを検討
している．
2．感染対策実施状況
　SFTSV の動物－ヒト感染事例では，咬傷また
は体液に直接接触したことにより感染したと推定
されている．しかしながら，獣医療に関する院内
感染対策のガイドライン等は，未だ整備されてい
ない．一方，ヒトの医療では SFTS の院内感染防
止ガイドラインが策定されており，SFTS 重症患
者を診療する際は，患者の体液との直接的な接触
を回避するための手袋やガウンの着用，目の粘膜
を保護するゴーグルの着用が重要とされている．
　今回のアンケート調査では，手袋，マスク，ディ
スポーザブルガウン，ゴーグルについて「しない
ことが多い」と「全くしない」を合わせた回答割
合は，それぞれ 68％， 48％， 100％，100％であっ
た．したがって，県内の大部分の動物病院で平常
時に実施している感染予防対策では，SFTS 発症
動物を診療する際，獣医療従事者が SFTSV に感
染するリスクがあることが示唆された． 
　また，県内での SFTS 患者の発生が未だ報告さ
れていないにも関わらず，本研究で SFTS 対策に
ついて「既にはじめた」および「必要があると考
え，始めようとしている」と回答した獣医師の割
合が合わせて 72％を占めていた．この結果から，
富山県の小動物臨床獣医師が SFTS に対して強い
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関心を持っていることが推察された．一方，「必
要があると考え，始めようとしている」および「そ
の他」を選択した獣医療従事者の中には，「具体
策は未だない」や「どんなことをすれば良いのか
分からない」という意見が散見された．したがっ
て，SFTS や感染予防対策に関する知識や技術に
関する研修会や資料の配布の必要があると考えら
れた．
　本研究では，SFTS 疑い症例の診療経験につい
て「ある」と回答した獣医師が 4.8％（2/42）いた．
また，診療中の感染が原因の人獣共通感染症の罹
患歴については 9名，マダニ刺咬歴については 3
名の獣医療従事者が「ある」と回答した．こうし
たことから，県内においても SFTSV 感染のリス
クがあることが推察された．
　こうした状況から，県内の獣医療においても伴
侶動物から感染するリスクを考慮し，SFTSV 感
染対策を実施する必要性が明らかとなった．しか
しながら，未だ県内で SFTS 患者の発生がない状
況の中，ゴーグル等の個人防護具を常に身に着け
ながら診療を行うのは現実的ではない．県内動物
病院における SFTSV 感染対策では，SFTS 様症
状を呈した動物を診療した際には SFTS を疑い，
適切な感染防御策を取るための準備を整えておく
ことが重要であると考えられる．そのためには，
動物における SFTS の症状や SFTS に対する感染
予防対策等に関する知識や技術について普及啓発
を行っていく必要があると考えられた．特に，感
染予防に重要な個人防護具の着用については，本
研究で「研修機会があった」と回答した者はわず
か 10.7%（9/84）にとどまり，伴侶動物の臨床
に携わる獣医療従事者に対して，感染予防に関す
る研修の機会を提供する必要があることが鮮明に
なった．
　個人防護具の準備という観点では，本研究で
ディスポーザブルガウンやゴーグルを「用意して
いない」という回答も見られたが，今回のアンケー
ト調査を実施した翌月の 2020 年 2月には，富山
県獣医師会でフェイスシールドを一括購入し，各
動物病院に若干量ずつ配布したとの情報を得てい
る．本研究の実施により，感染予防対策を見直す
一助になったものと考えられた．なお，今回のア
ンケート調査は，県内で新型コロナウイルス感染
症が流行する前に実施したものであり，現在は，

新型コロナウイルス感染予防対策の観点から，マ
スクや手袋の着用率は上昇しているものと期待さ
れる．
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富山県における浴槽水中 Legionella属菌の分離状況 (2020 年 )
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前西　絵美　　綿引　正則　　大石　和徳

Isolation of Legionella Species from 
Public Bath Water in Toyama Prefecture, 2020

Junko ISOBE, Jun-ichi KANATANI, Keiko KIMATA, Kaoru UCHIDA,
 Emi MAENISHI, Masanori WATAHIKI, and Kazunori OISHI

　Legionella属菌は土壌や淡水などの自然環境に
広く棲息するが，現代では冷却塔，加湿器，循環
式浴場など，人工的な水環境にも広く生息するこ
とが知られている．このような環境で発生するエ
アロゾルや粉塵と一緒に吸入された Legionella属
菌が肺胞マクロファージの中で増殖し，ヒトに経
気道感染（レジオネラ症）を起こす．日本では
温泉や循環式浴用施設を感染源とするレジオネ
ラ症集団感染事例が多く報告 [1-3] され，さらに
2009 年には公衆浴場のシャワー水を感染源とす
る事例 [4] も報告されるなど，レジオネラ症は浴
用施設と強く関連することが明らかである．
　レジオネラ症の届け出数は全国的に増加傾向を
示し，2018 年には 2,130 件と，ついに 2,000 件
を超える報告数となった［5］．富山県でも同様
に増加傾向を示していたが，2020 年の患者届け
出数は，これまででもっとも多かった 2019 年の

患者届出数（54件）のおよそ 7割（36件）と減
少した［6,7］．2020 年の罹患率（人口 10 万人
当たりの患者発生数）は 3.32（全国の罹患率 1.6）
で，岡山県の次に高かった［7］．
　富山県でのレジオネラ症の発生予防に資するこ
とを目的として，おもな感染源となっている浴用
施設における Legionella属菌による汚染実態調査
を継続している．ここでは 2020 年の結果を報告
する．

材料と方法

１．対象と材料
　2020 年 9 ～ 11 月に県内 12 施設から採取し
た浴槽水 41 検体，シャワー水 18 検体，カラン
水 17 検体，計 76 検体を試料とした．採水は厚
生センターの担当者に依頼した．検体は採取後直

要　旨　2020 年 9 ～ 11 月に県内 12 施設から採取した浴槽水 41 検体，シャワー水 18 検体，カラン水
17検体，計76検体について, Legionella属菌による汚染実態調査を実施した．得られた結果を次に示す．１．
遊離残留塩素濃度（以下残塩濃度）による管理状況は，浴槽水で適正とされる残塩濃度 0.4 ‒ ≦ 1.0 mg/
L の検体は，4/41（9.7%）で，カラン水 1/15 検体（6.7%），シャワー水 2/16（12.5%）であった．残
塩濃度の低い検体（0.0 - <0.4 mg/L）における Legionella属菌の検出割合は 7/34 検体（20.6%）で，残
塩濃度 0.4 mg/mL 以上の検体の検出率 3/38 検体 (7.9%) より高かった．Legionella属菌が検出された 12
検体についてみると 9/12 検体（75%）が残塩濃度の低い検体であった．2．培養法における Legionella
属菌の検出率は，浴槽水で 5/41(12.2%)，カラン水 4/17（23.5%），シャワー水 3/18（16.7%）で，カ
ラン水でもっとも高かった．LAMP法による検出率は，14/41(34.1%)，カラン水 8/17（47.0%），シャ
ワー水 5/18（27.8%）で，カラン水における検出率が高い傾向は培養法と同様であった．3. 分離された
Legionella属菌数は，処理法による偏りは認められなかった．4．今年度分離された Legionella属菌は L. 
pneumophilaと菌種が同定できなかった株（UT）であった．その内訳は Lp6 が浴槽水，カラン水，シャワー
水それぞれ 2検体から分離された．
　以上のことから，ミスト発生リスクの高いシャワー水，カラン水について，残塩濃度を上げるなど，衛
生管理の強化が必要であることが明らかとなった．今後も日常的に浴用施設の衛生管理の監視と汚染実態
の把握は強化・継続すべきである．

－ 33 －



ちにハイポ入り滅菌採水瓶に入れ，当日中に当所
へ搬入された．
２．浴槽水の濃縮と培養
　検査は厚生労働科学研究［8］の方法に従った．
すなわち，検水 800 mL をポリカーボネート製
メンブランフィルター（直径 47 mm，0.22 μ m，
日本ミリポア）で吸引ろ過した．このフィルター
を 50 mL 滅菌コニカルチューブに入れ 8.0 mL
の滅菌蒸留水を加え，ボルテックスミキサーで 1
分間攪拌し，100倍濃縮試料（未処理試料）とした．
Legionella属菌以外の細菌（夾雑菌）の発育を抑
制するために，濃縮試料のうち 1.0 mL は pH2.2
の 0.2M KCl-HCl（レジオネラ検体用前処理液：
極東製薬工業）を等量加え 5分間静置し , 酸処理
試料とした．また，1.0 mL は 50℃ 20 分間ヒー
トブロックで加熱し，加熱処理試料とした．酸処
理試料は 200 μ L を，加熱処理試料と未処理試
料は 100 μ L を GVPC 寒天培地 ( 日水製薬 ) に
コンラージ棒で全面に広げ，試料が吸収されるま
で室温で静置した．菌数が多く，濃縮試料では菌
数が測定できない場合も想定されるため，検体の
原液（非濃縮検体）を用いて，濃縮試料と同様の
培養（未処理のみ）も行なった．培地は乾燥しな
いよう湿潤箱に入れ， 35℃ 7 日間培養した．培
養 3日目から実体顕微鏡を用いて Legionella属菌
に特異的に見られるモザイク模様，カットガラス
様の形態を斜光法［9］により平板上の発育菌を
観察した．
３．同定および菌数測定
　Legionella属菌様のコロニーを血液寒天培地（栄
研化学）および BCYE α寒天培地（日本ビオメ
リュー）に再分離し，2日後に BCYE α寒天培
地のみに発育したコロニーを Legionella属菌とし
た．菌数は処理法に関わらず，最も多く発育した
培地のコロニー数を浴槽水 100mL あたりに換算
し，検出限界値となる 10 cfu 以上を陽性とした．
しかし，コロニー数が極めて多く，すべてを同定
できない場合には，疑わしいコロニーを 10～ 20
個用いて同定試験を行い，その Legionella属菌の
割合をもって，全 Legionella属菌数を計算した．
あるいは，未濃縮検体の培養平板に発育したコロ
ニー数からその定量値を算出した．Legionella属
菌を認めない場合 10 cfu/100mL 未満とした．
４．血清凝集試験
　1検体あたり 1～ 10 個の BCYE α寒天に発育
した菌を用い，病原体検出マニュアル [10] に従
い，加熱抗原を作製した．反応はレジオネラ免

疫血清（デンカ（株））および Legionella  Latex 
Test Kit( オキソイド）を用いて行った．
５．DNA抽出法
　新鮮分離株を 5%キレックス懸濁液 ( 日本バイ
オラド ) に懸濁し，100℃ 10 分の加熱処理を行
い，遠心 (10,000 rpm，5分 ) して得られた上清
をDNA溶液とした．
６．LAMP法による遺伝子検査
　Loopamp レジオネラ検出試薬キット E（栄研
化学）を用い，濁度装置 Loopamp EXIA で判定
した．本法は定量性がないため，定性試験として
遺伝子の増幅が認められた場合，Legionella属菌
陽性とした．
７．ATP測定法
　ATP 量の測定は簡易測定キット ‘ ルシパック
ペン ’（キッコーマン）により行った．キットの
説明書に従って専用の測定器（ルミテスター PD-
20）にキット本体を差し込み，測定器に表示され
た発光計測値（RLU）をATP量とした．

結　　果

１．浴槽水の管理状況
　採水日の遊離残留塩素濃度（以下残塩濃度）別
検体数を図 1に示した．2019 年 9 月 19 日付け
「生衛発 0919 第 8 号　公衆浴場における衛生等
管理要領等の改正について」の中の「別添 2　公
衆浴場における衛生等管理要領」で推奨される
「浴槽水中の遊離残留塩素濃度を通常 0.4mg/L 程
度を保ち，かつ，遊離残留塩素濃度は最大１mg/
L を超えないよう努めること」と示されている．
今年度の浴槽水の残塩濃度による管理状況は，適
正とされる残塩濃度 0.4 ‒ ≦ 1.0mg/L の検体は，
4/41 検体（9.7%）のみで，およそ 8割（31/41
検体 75.6%）の浴槽水が 1㎎ /L を超えていた．
これに対し，カラン水 1/15 検体（6.7%），シャワー
水 2/16（12.5%）と，残塩濃度が低い検体が多かっ
た．これらの検体では，およそ半数で井戸水を利
用しているためと思われる（表 1）．全体として，
残塩濃度の低い検体（0.0 - <0.4mg/L）における
Legionella属菌の検出割合は 7/34 検体（20.6%）
で，残塩濃度 0.4mg/mL 以上の検体の検出率
3/38 検体 (7.9%) より高かった．Legionella属菌
が検出された 12 検体についてみると 9/12 検体
（75%）が残塩濃度の低い検体であった．一方，
換水頻度については，もっとも多かったのは週に
1回の換水とした検体が 25検体（9施設）であっ
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た．毎日換水が 5検体（4施設），月に 1回換水
が 3検体（2施設）と，施設毎ではなく，浴槽水
によって頻度が異なっている状況が認められた．
昨年同様，Legionella属菌の検出率と換水頻度に
関連性は認められなかった（データ未掲載）.

図 1． 給湯方式別残塩濃度の分布と Legionella
属菌検出率

２．Legionella属菌検出率
Legionella属菌検出率を表 1に示した．培養法
における Legionella属菌の検出率は，浴槽水で
5/41(12.2%)，カラン水 4/17（23.5%），シャワー
水 3/18（16.7%）で，カラン水でもっとも高かっ
た．とりわけ井戸水での検出率が高く，カラン水
の場合，3/7 検体（42.9%）の検出率であった．
LAMP 法による検出率は，14/41(34.1%)，カラ
ン水 8/17（47.0%），シャワー水 5/18（27.8%）で，
カラン水における検出率が高い傾向は培養法と同
様であった．全体的に LAMP 法による検出率は
培養法より高かったが，井戸水の検体では検出率
に大きな違いは認められなかった．
３． 夾雑菌抑制（処理）法別 Legionella属菌分
離菌数

　培養時に夾雑菌を抑制するために実施した処理
法別の Legionella属菌の検出状況（菌数）を表 2
に示した．分離された Legionella属菌数は，合計
では熱処理法で少なかった．しかし，熱処理法
でもっとも分離菌数が多い検体（No.8,12）も認
められ，処理法による分離菌数に偏りは認めら
れなかった．一方，ATP との関連性については，

ATP が高く，夾雑菌が多いと予想される検体
（No.1）であっても，未処理と熱や酸によって夾
雑菌処理された検体との間に差はなかった . この
ことはATP の値を指標として処理法を選択する
ことは難しいことを示している．

表 2．夾雑菌抑制法別の Legionella属分離菌数

４．Legionella属菌数と分離菌種
　培養法，LAMP 法いずれか一方，もしくは両
法で陽性となった 27 検体について，培養法によ
る定量値と分離された Legionella属菌の血清群
をまとめた（表 3）．培養法，LAMP 法いずれも
陽性となった検体は 12 検体で，残る 15 検体は
LAMP法のみ陽性であった．LAMP法のみ陽性
となった検体の中には，Tt 値（任意に設定した
濁度に到達するまでの所要時間）が 18:06（No.5）
や 19:48（No.2）と短く，遺伝子量が多いと推
測される検体も認められた．
　 今 年 度 分 離 さ れ た Legionella 属 菌 は L. 
pneumophilaと UT（型別不能）であった．その
内訳は Lp6 が浴槽水，カラン水，シャワー水そ
れぞれ 2検体からと多く，Lp1 が浴槽水の 2検
体，カラン水，シャワー水の 1検体から分離され，
Lp5 はカラン水，シャワー水の各 2検体から分
離された．

表 1．給湯方式・泉種別 Legionella属菌検出率（培養法）
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考　　察

　レジオネラ症の感染源は多様であるが，最近の
集団発生事例を見ると，2017 年に発生した老人
福祉施設でのポータブル加湿器を原因とする事例
［11］や，2019 年の入浴施設における事例［12］
の感染源・原因施設はこれまでにも多く報告され
てきたところと変わっていない．しかしながら，
近年毎年のように発生している大規模な台風や豪
雨による水害が発生した被災地の泥などからもレ
ジオネラ属菌が分離されている［13］ことから，
このような状況においてもレジオネラ症の発生に
注意が必要である．幸い富山県ではこのような大
きな水害は発生していないが，それでも人口あた
りのレジオネラ症患者報告数が多い．また，集団
事例も発生していない状況で，その原因は未だ
解明できていない . 聞き取り調査などから推定さ
れる感染源はおよそ 4割が浴用施設であるから，
このような施設の衛生管理を徹底することで 4
割の患者を減らすことができるものと考える．
　今回の調査では残塩濃度と Legionella属菌の検
出率には相関が認められたことから，基本的な管
理法でもある塩素による消毒を徹底することが重

要であろう．遺伝子検査で Legionella属菌が検出
され，培養検査では菌が分離されなかった検体で
は，衛生管理により Legionella属菌がコントロー
ルされていることを示している．ただし，遺伝子
検査法では，培養できない Legionella属菌を検出
している可能性も否定はできない点には注意が必
要である．一方，ミストを発生するリスクが高い
シャワー水やカラン水に利用されている井戸水
で，残塩濃度が推奨より低いか，全く認められな
かった点が非常に危惧される．No.18 のカラン
水では 2,690/100mL と分離菌数が多く，そのリ
スクはきわめて高い．前述の入浴施設における事
例［12］では，浴槽水から検出された Lp1 は 50 
cfu/100mL であった．この事例を参考にすると，
本調査結果から，富山県においてもいつ集団感染
が発生してもおかしくないことを示している．し
たがって，浴用施設における自主的な衛生管理が
もっとも重要となるが，その方法としてATP が
活用されており，富山県においても監視指導の目
安としている．しかしながら，カラン水やシャ
ワー水については，ATPの値と Legionella属菌に
よる汚染度合が相関しないことが報告されている
［14］．現在，シャワー水やカラン水の日常的な
衛生管理状況をどのように把握するか，解決され
ていない課題である． 

表 3．Legionella属菌が検出された検体における調査結果
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　今回の調査において，未処理，酸処理，加熱
処理で Legionella属菌の検出度合に差は認められ
なかったが，森本が報告［9］しているように，
同時に検出される夾雑菌の種類や菌数によって，
Legionella属菌の検出率が大きく変わること，あ
るいは Legionella属菌自体が，酸や熱に感受性を
示す場合があることから，検査は常に 3法を併
用することが望ましい．
　近年は，感染症の検査にも遺伝子検査法が多く
取り入れられている．レジオネラ検査においても
例外ではなく，「レジオネラ症防止指針第 4版」，
また，上述した「公衆浴場における浴槽水等のレ
ジオネラ属菌検査方法」の中でも遺伝子検査法が
記載され，検査の迅速性が高まることが期待さ
れている．富山県では，以前から浴槽水検査に
LAMP法を併用し，浴槽水中の Legionella属菌の
存在履歴を証明してきた．今回の調査に限らず，
培養法と LAMP法ですべての結果が一致するこ
とはほとんどない．とりわけ，Legionella属菌数
が少ない検体では，濃縮液の一部を検査に供する
方法であるため，確率の問題から結果にばらつき
が出る場合がある．あるいは，検体中の PCR 反
応阻害物質の存在，死菌DNAの存在により，結
果が不一致となることが考えられる［15］．一方，
近年，培養法では検出できない Legionella属菌の
存在が報告［16］され，遺伝子検査法のみ陽性
という結果は，死菌DNAを検出しているだけで
はないことに注意しなければならない．このこと
から，Legionella属菌の検査には遺伝子検査法の
併用が望まれる． 
　富山県では 2016 年 3月にはレジオネラ症患者
発生時における対応要領を制定するなど，行政指
導を強化している．しかしながら，感染源が特定
される患者は少なく，行動調査の中から利用した
浴用施設の衛生管理状況や Legionella属菌検査を
実施するにとどまっている．浴用施設以外の感染
源はなかなか解明されないが，浴用施設の衛生管
理を監視する体制の強化と汚染実態の把握は継続
すべきである．はじめに書いたように 2020 年の
全国におけるレジオネラ症患者の報告数は 2,031
件で，昨年 2,314 件のおよそ 9割であった．富
山県での報告数も同様で，昨年の 7割程度であっ
た．この報告数の減少は，新型コロナウイルス感
染症対策の一環として旅行を控えるなど，温泉施
設を利用する機会が減少したことが原因の一つで
ある可能性は高い．また，同様に医療機関におい
て喀痰等の検査を控える，受診を控えるなどの影

響もあるのかもしれない．今後も，レジオネラ症
の動向に注視していかねばならない．
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富山県における新生児マススクリーニングの成果について
（2020 年度）
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目的：先天性代謝異常マススクリーニング（新生
児マススクリーニング：以下「スクリーニング」
と表記）は，1977 年 4 月に厚生省母子保健事業
の一環として導入された . 実施主体は都道府県お
よび政令市で，代謝異常症等の早期発見，早期治
療により心身障害の発生を防止・軽減することを
目的としている．
　富山県では，1977 年 10 月より富山県先天性
代謝異常等検査事業実施要綱に基づき，検査料公
費負担で，フェニルケトン尿症等を対象に検査を
実施してきた．厚生労働省の通知 [1] を受けて，
本県では 2014 年 3月からタンデムマス法を導入
し，スクリーニングの対象疾患は 19 疾患となっ
た．さらに，2018 年 4 月から 1疾患追加 [2] さ
れて，現在は，20疾患（表 1）が検査の対象となっ
ている．
　本県では，タンデムマス法の導入に伴い , 新た
に，富山県先天性代謝異常等検査事業マニュアル
を作成した．また，富山県先天性代謝異常等検査
事業部会が設置され，検査やフォローアップ体制，
普及啓発，保健指導等について検討し，事業全体
の評価を行っている．
　本報では，2020 年度のスクリーニング結果に
ついて報告する．

実施方法：
1．対象疾患
　アミノ酸代謝異常症 5疾患，有機酸代謝異常
症 7疾患，脂肪酸代謝異常症 5疾患，ガラクトー
ス血症，先天性甲状腺機能低下症および先天性副
腎過形成症の計 20疾患（表 1）を対象とした．

2．対象者
　県内で出生した新生児（里帰り児含む）のうち，
保護者が ｢先天性代謝異常等検査申込書兼同意書
｣ を提出した者を対象とした．
　なお，｢先天性代謝異常等検査申込書兼同意書｣
には，検査終了後の血液ろ紙を検査法の改良等に
使用することに対しての同意の有無を記入する欄
を設けた．また，随時，同意の撤回もできるよう
な様式とした [3]．
3．検査期間
　2020 年 4 月から 2021 年 3 月までの 1年間の
検査実施状況をまとめた．
4．スクリーニング方法
（1）検査検体
　県内の各医療機関において採血されたろ紙血液
を用いた．
（2）検査方法
1）アミノ酸代謝異常症（5疾患），有機酸代謝異
常症（7疾患），脂肪酸代謝異常症（5疾患）
　タンデムマス法（質量分析装置：Sciex 社
製 TQ4500，LC 装 置：SHIMADZU 社 製
Prominence-20 シリーズ，試薬：シーメンス
ヘルスケア・ダイアグノスティクス社製キット
「MS2スクリーニングNeo Ⅱ」，非誘導体化法[4]）
により， ろ紙血液中のアミノ酸およびアシルカ
ルニチン（表 1）を測定した．データの解析は，
Sciex 社製 ChemoView を使用した．
2）ガラクトース血症
　マイクロプレート・酵素法（シーメンスヘルス
ケア・ダイアグノスティクス社製キット「エンザ
プレートGAL」使用）により，ろ紙血液中のガ

1．富山県厚生部健康対策室

－ 39 －



ラクトースを測定した．ガラクトースの抽出には，
トランスファープレートを使用する改良法 [5] を
用いた．
　また，全検体について，自家調製試薬 [6] に
よるボイトラー法で，Galactose-1-phosphate 
uridyl transferase（UT）活性の有無を検査した．
なお，判定用のろ紙は，短時間でも判定可能であ
るWhatman DE81[7] を使用した．
3）先天性甲状腺機能低下症
　ELISA（栄研化学社製キット「クレチン TSH 
ELISA Ⅱ ‘ 栄研 ’」使用）による TSH（Thyroid 
stimulating hormone）値の測定を行った．
4）先天性副腎過形成症
　ELISA（シーメンスヘルスケア・ダイアグノ
スティクス社製キット「エンザプレートNeo-17
α -OHP」使用）による 17-OHP（17-hydroxy 
progesterone）値の測定を行った．
（3） 検体のサンプリング
　バーコードを利用した自動サンプリング [8] を

行った．
（4）判定基準
　表 1に示した判定基準に従い，疑陽性と判定
した検体は再採血を依頼し，再検査を行った．再
検査でも疑陽性となった場合には，精密検査実施
医療機関を受診するよう主治医に報告した．緊急
に精密検査を要する場合は，初回検査でも，直ち
に主治医に連絡し，小児科受診を勧奨した．
　タンデムマス法での判定基準値については，定
期的に判定基準の見直しを行っているが，今年度
は変更がなかった．
（5）結果報告
　毎週金曜日に，その前週の月～金曜日に受付し
たすべての検体の結果個票を各医療機関に郵送し
た．保護者には，各医療機関から，結果個票の受
診者用の部分が手渡されることになっている [3]．
（6）デ－タ処理
　システムケイ社製『新生児マススクリーニング
システム』により，検査検体の受付事務処理，検

(�mol/L) (mg/dl) (�mol/L) (mg/dl)

(PKU) Phe 120 2.0 500 8.3

Leu Ile 315 4.1 600 7.9

& Val 250 2.9

(HCU) Met 67 1.0 340 5.0

1 (CTLN1)

(ASA)

(MMA) C3 3.9 8.0

(PA) & C3/C2 0.24 0.24

(IVA) C5 1.0 5.0

(MCCD)

(HMGA)

(MCD)

(GA1) C5-DC 0.35

C8 0.28 0.28

& C8/C10 1.2 1.2

C14: 0.3 0.3

& C14: /C2 0.013 0.013

C16-OH 0.100 0.100

& C18:1-OH 0.100 0.100

- (CPT-1) C0/ C16+C18) 75 75

(C16+C18:1)/C2 0.37 0.37

C14/C3 0.42 0.42

Gal

Gal-1-P
Gal-1-P

Uridyltransferase

 TSH

 OHP

CoA (VLCAD)

250

2.00

(MSUD)

Cit 100

/ CoA
(TFP/LCHAD)

- (CPT-2)

C5-OH 1.00 

CoA (MCAD)

 

3mg/dL

Gal 3mg/dL
15mg/dL

10ng/mL

10ng/mL

10ng/mL

  4ng/mL
ELISA)

30�U/mL8�U/mLELISA)

表 1．対象疾患および判定基準
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図 1．検査の流れおよび検査数の概要

査結果の判定，結果報告，月報集計，年度集計を
行った．

結果：
１．検査実施状況
（1）検査件数と検査結果の概要
　今年度の受付総数は，7,152 件で，県内 26 か
所の医療機関（おもに産婦人科）から送付されて
きたものである．
　図 1 に検査の流れと検査件数の概要を示し
た．今年度の出生数は 6,299 人 [9] であり，初回
検体数 6,763 件（人）から計算すると受検率は
107.4％となった．100％を超えているのは，県

外在住者がいわゆる『里帰り出産』のため県内で
出産するケースを含んでいるためと考えられる．
また，県内在住者が他県で受検するケースもある
ことから，正確な受検率は算定できないが，県内
で出生した新生児はほぼ全員この検査を受けてい
るものと推定される．
　初回検体のうち 6,485 件（人）（95.9%）は正
常と判定されたが，240 件（人）（3.5%）は疑陽
性のため，27 件（人）（0.4 %）は血液量の不足
等の検体不備の理由で，再採血を依頼した．また，
11 件（人）（0.2%）は初回検査で直ちに精密検
査が必要（直接要精検）と判定された．
　再採血検体として受付した 389 件のうちでは，
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30 件（人）（7.7%）が要精密検査と判定された．
今年度の要精密検査数は，直接要精検の11件（人）
と合わせて 41件（人）となった．
（2）疑陽性による再採血
　表 2に疾患別の疑陽性による再採血依頼数を
示した．タンデムマス法によるアミノ酸代謝異
常症，有機酸代謝異常症，脂肪酸代謝異常症の
計 17 疾患の再採血率は 0.43% であった．ガラ
クトース血症も合わせた代謝異常症の再採血率
は 1.09% となった．先天性甲状腺機能低下症は
1.41%，先天性副腎過形成症は 1.66% となり，
すべての対象疾患の合計は 4.17% であった．再
採血率の目安は，タンデムマス法 17疾患では 0.1
～ 0.6%[10]，先天性甲状腺機能低下症は 0.5 ～
1.0%，先天性副腎過形成症は 0.3 ～ 0.5%[11] と
されている．タンデムマス法の再採血率は適正で
あったが，先天性甲状腺機能低下症と先天性副腎
過形成症の再採血率は高くなった．
　先天性甲状腺機能低下症では，再採血依頼数
（101 件）のうち 53 件（52.5%）は TSH がカッ
トオフ値付近（8～ 9μ U/ml）の検体であった．
これらの中には，再採血時に高値となり精密検査
の結果，患者と診断された例もあり，カットオフ
値を設定する際にはこれらを考慮する必要がある
と考えられる．
　先天性副腎過形成症では，再採血依頼数の半

数以上が低体重児（出生体重 2,000 g 未満の児）
であった．低体重児は副腎機能が未熟でストレ
ス状態にあるために 17-OHP 値が高くなりやす
く，このような例が多かったことが，再採血率が
高かった要因のひとつと考えられた．再採血率を
低減するためには，出生体重別のカットオフ値の
設定やLC-MSMS法による副腎ホルモンプロファ
イルの確認等が必要と考えられた．
　また，2疾患以上が重複して疑陽性となった例
は 9 件（重複疑疾患数 12）あり，疑疾患の内訳
を表2の注記に示した．なお，これらについては，
表 2，表 4，表 5の疑陽性数欄のそれぞれの項目
に計上した．
　疑陽性のため再採血を依頼した検体数は 286
件（人）で，そのうち，令和 3 年 6月 30 日現在
282 件（人）の再採血検体を回収した．再採血
を依頼しても１か月以上検体が届かない場合は再
依頼しているが，回収率は 98.6%であった．
　回収できなかった 4件はすべて，再採血検体
を当所に送付せずに医療機関（小児科）において
検査が行われていた．検査の結果，正常と診断さ
れたのは 2件で，その他の 2件は小児科で管理
中である．
（3）疑陽性以外の理由による再採血
　表 3に疑陽性以外の理由による再採血依頼数
を示した．
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表 2．要精検数および疑陽性による再採血依頼数の内訳 〔 〕：患者数
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表 4．月別検査実施状況
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表 3．疑陽性以外の理由による再採血依頼数

　生後 3日以内の採血であった 1件は，日齢 3
で採血された検体であった．ろ紙の裏まで血液が
十分にしみ込んでいない等の血液量不足の検体は
3件であった．また，採血後当所に届くまで 7日
間以上経っている場合は，検体が ｢古い｣ という
ことで再採血を依頼しているが，このような検体
が 4件あり，そのうちの 3件は 11 日間も経過し
たものであった．ろ紙が汚染していた例は 1件
であり，ろ紙の血液部分に血餅が付着していたも
のであった．測定値に影響が出ると考えられるこ
とから，再採血を依頼した．採血医療機関に対し
ては，あらためて，採血方法，採血後のろ紙の取
り扱いについての注意喚起を行った．
　このような検体不備のために再採血を依頼した
検体は 28 件で，このうち再検査できたのは 27
件で，回収率は 96.4% であった．なお，回収で
きなかった 1件は，NICUからの検体であった．
　また，2,000 g 未満の低体重児については，①

生後１か月時②体重が 2,500 ｇに達した時期③
医療施設を退院する時期のうち，いずれか早い時
期に再採血を依頼している [12]．今年度の初回検
体6,763件（人）のうち，低体重児は124人（1.8%）
であった．このうち，41人は疑陽性として ,6 人
は哺乳不良として再採血を依頼した．したがって，
低体重児を理由として再採血を依頼したのは 77
人であった．
（4） 月および年度別推移並びに全国結果との比

較
　検査実施状況の月別比較，年度推移並びに全国
集計 [13] との比較をそれぞれ表 4，表 5および
表 6に示した．
　富山県における現在までの患者発見率につい
ては，ガラクトース血症を含めた代謝異常症の
患者数は 11 人（ヒスチジン血症除く）であり，
発見率は 1/41,100，先天性甲状腺機能低下症は
1/2,000，先天性副腎過形成症は 1/16,200 となっ
た（表 6）．先天性甲状腺機能低下症の患者発見
率は，全国と同様に高い．
２．要精密検査者の検査結果
　今年度の疑陽性数は，代謝異常症（アミノ酸代
謝異常症，有機酸代謝異常症，脂肪酸代謝異常症，
ガラクトース血症）が 78 件，先天性甲状腺機能
低下症が 101 件，先天性副腎過形成症が 119 件
であった．このうち，精密検査の必要が認められ
たのは，代謝異常症 10 人，先天性甲状腺機能低
下症 26人，先天性副腎過形成症 5 人であった（表
5）．
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　患者と診断されたのは，プロピオン酸血症1人，
極長鎖アシル CoA 脱水素酵素（VLCAD）欠損
症 1人，先天性甲状腺機能低下症 13人であった．
さらに，1人が検査対象疾患の関連疾患として軽
症高フェニルアラニン血症と診断された．
　表 7に要精密検査者の個別の検査状況と結果
をまとめた．
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表 5．先天性代謝異常等検査実施状況

   

 2020  1977 2020  2019  1977 2019  

 6,763  452,340  892,701  51,071,206  
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4) CoA VLCAD  3                    12) 1977 1992     21,119,892   
5) 2013 2014 3 2020  54,852        
6) 1980 2020     423,890                                   
7) 1989 2020     308,455  

 8) 1977 1993     197,180                                     

表 6．マススクリーニングによる富山県および全国の患者発見状況

　精密検査が必要となった場合には，富山県先天
性代謝異常等検査事業マニュアルに従い，採血医
療機関への精密検査依頼時に精密検査実施医療機
関（小児科）および主治医名を把握し，さらに主
治医からの精密検査結果報告書により，精密検査
結果，診断名等を把握した．
　精密検査結果報告書の回収率は，92.7％（38
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表 7．要精密検査者の検査状況と結果（1）

例 /41 例）であった．
　なお，今年度当所に届いたフォローアップ検体
[14] は，42 人延べ 52 件であった．また，今年
度要精密検査となった 41 人のうちでは，26 人

延べ 29 検体についてフォローアップ検査を行っ
た．
　表 7の診断名等の欄には，精密検査結果報告
書に記載されていた診断名を記した．
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表 7．要精密検査者の検査状況と結果（2）
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表 7．要精密検査者の検査状況と結果（3）
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　要精密検査者の主な症例について経過を報告す
る．
（1）代謝異常症
　アミノ酸代謝異常症の疑いで 2人，有機酸代
謝異常症の疑いで 1人，脂肪酸代謝異常症の疑
いで 3人，ガラクトース血症の疑いで 4人の計
10人が要精密検査となった．
　表 7に示したアミノ酸，有機酸，脂肪酸代謝
異常症欄の症例 2は，メチルマロン酸 /プロピオ
ン酸血症の疑いで要精密検査となった．遺伝子解
析の結果から，最軽症型プロピオン酸血症と診
断され，sick  day 対応でフォローするとのこと
であった．症例 5は，極長鎖アシル CoA脱水素
酵素（VLCAD）欠損症疑いで要精密検査となっ
た例である．遺伝子解析の結果から，骨格筋型
VLCAD欠損症と診断された．症例 6はフェニル
ケトン尿症疑いの例であり，Phe 値軽度上昇が
継続していたため要精密検査となった．精密検査
の結果，軽症高フェニルアラニン血症と診断され
た．
　ガラクトース血症疑いの症例 1はダウン症例
で，ガラクトース高値の他に甲状腺機能の低下
もあったが，異常なしと診断された．症例 3は，
Gal 高値，ボイトラー法（UT 活性）は正常で，
要精密検査となった．精密検査の結果，門脈体循
環シャントがあり，二次性ガラクトース血症疑い
として経過観察されている．
（2）先天性甲状腺機能低下症
　要精密検査となった 26 人のうち，患者と診断
されたのは症例 3，4，5，7，8，12，13，14，

16，17，20，24，25，の 13人であった．
　症例 5は，日齢 5の初回検体では，TSH値は
正常であったが，グルタル酸血症疑いで疑陽性と
なり要再採血となった．再採血検体ですべての項
目について再検査した結果，TSH値は要精検と
なるレベルまで高くなっており，患者と診断され
た．症例 12は，初回検体での検査の結果で TSH
値が異常高値であり，直ちに要精密検査となっ
た．母親が甲状腺機能低下で服薬中，児は甲状腺
自己抗体が陽性であった．精密検査の結果，患者
と診断された．症例24と症例25は同胞（双胎児）
であり，2 人とも初回検体の検査の結果，TSH
値がスケールオーバーであった．直ちに要精密検
査となり，2人とも患者と診断された．
　診断名の記載がない症例 19 については，主
治医からの精密検査結果報告書は届いていない
が，フォローアップ検体 [14] での検査結果では，
TSH値は正常範囲内であった．
（3）先天性副腎過形成症
　要精密検査となった 5人のうち 2人が出生時
体重が 2,000 g 未満の低体重児であった．今年度
は患者は発見されなかった．
（4）検査対象外疾患及び関連疾患
　要精密検査となった例の中には，診断の結果，
検査対象外疾患や関連疾患の患者が発見される場
合がある．今年度は，前述した軽症高フェニルア
ラニン血症が 1人発見されており，これまでに
発見された対象外及び関連疾患の患者は，高フェ
ニルアラニン血症 17 人，チロジン血症 2人，グ
ルコース -6- リン酸脱水素酵素（G6PD）異常症

表 7．要精密検査者の検査状況と結果（4）
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2 人，シトリン欠乏症 2人となった．
３．精度管理
　外部精度管理は，新生児マススクリーニング検
査の実施主体である各自治体がNPO法人タンデ
ムマススクリーニング普及協会に委託して全国的
に実施されている．
　2014 年度より，精度試験（Quality Control ：
QC）用検体と技能試験（Proficiency Test：PT）
用検体の 2種類による精度管理 [15] が行われて
おり，これらによる評価は，タンデムマス法の導
入に伴い制定された ｢タンデムマス・スクリー
ニングの検査施設基準および検査実施基準｣ [16]
に準拠しているかどうかを判断するための一手段
となる．
　今年度は，PT検体による精度管理が 3回（6月，
7月，1月），QC検体による精度管理が１回（10月）
行われた．今年度の外部精度管理の結果について
は，検査精度は適正であり，正常・異常の判定も
適切で，記入の誤りもなかったとの評価であった．
また，QC検体の測定精度にも問題はないと判定
された．

考察：今年度は，先天性甲状腺機能低下症の患者
と診断された例が多く，発見率は1/500となった．
全国の先天性甲状腺機能低下症の患者発見率は，
マススクリーニング開始当初は1/5,000～ 8,000
であったが，近年は 1/1.400 ～ 1,600 で推移し
ている [13]．これは，サブクリニカルと診断さ
れる先天性甲状腺機能低下症例の増加が一つの要
因となっているとされており，このような症例に
ついての対応を含めた改訂版のガイドライン[17]
が作成されている．
　また，要精密検査の結果，患者と診断された例
の中に，里帰り出産等のために県外の居住地に戻
る例があったが．本県のフォローアップ体制によ
り，転出先の治療医療機関を把握することができ
た．このような自治体間の枠を超えたフォロー
アップ体制の構築については，自治体の担当者や
中核医師等のスクリーニング関係者が参加する全
国ネットワーク会議においても検討が行われてい
る．
　さらに，対象疾患の拡大に向けて，2021 年 1
月にスクリーニング関連の学会が連名で重症免疫
不全症スクリーニングの実施に関しての要望書
[18] を厚生労働省に提出しており，すでに一部の
スクリーニング実施施設においては，有料で原発
性免疫不全症やライソゾーム病等の新たな疾患の

スクリーニング検査を開始している．均てん化の
ためにも早期に公的な新生児マススクリーニング
の対象疾患としての全国一斉の実施が望まれる．
　新生児マススクリーニングの目的は，異常を早
期に発見し，その後の治療・生活指導等につなげ
ることにより生涯にわたって障害などの発生を
予防すること [19] である．異常を早期に発見し，
早期診断，早期治療開始に繋げるためには，より
精度の高い二次検査を導入し，疾患特異的なデー
タの情報を得たうえで，早期に確実に異常と判定
することが必要である．これにより，不要な再採
血が減少し，適正な再採血率，精検率を確保こと
が可能となり，検査精度の向上にも繋がることに
なるため，当所では，再採血率や精検率が高い
対象疾患についての二次検査法の検討も進めてい
る．
　新生児マススクリーニングはこのような実施体
制の充実とともに，生涯にわたる障害などの発生
予防事業として，母子保健対策に貢献していくも
のと考える．
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羊水細胞の染色体分析結果（2020 年度）

高森　亮輔　　湊山　亜未　　笹島　　仁

Chromosome Analysis of Amniotic Fluid Cells（Apr. 2020-Mar. 2021）

Ryosuke TAKAMORI, Ami MINATOYAMA, and Hitoshi SASAJIMA

目的：当所では，富山県の総合母子保健対策の一
環として 1973 年度から血液の染色体検査を開始
し，1974 年度からは羊水の染色体検査を実施し
ている．出生前診断領域の一翼を担う羊水検査は，
染色体異常に起因する何らかの異常が存在するか
否かを，核型分析により検索し，医療機関に提供
することを目的として実施されてきた．これまで
の 46 年間で，2,854 件の検体を対象として検査
を実施してきたが，2020 年度に受付けた羊水検
体 26 件について，検査状況および結果の概略を
報告する．

材料と方法：羊水細胞の培養は，既報［1］およ
び当所の方法［2］に基づいておこなった．詳細
については，既報［3］に従った．
　染色体標本の作製方法については，培養に供し
た１検体あたり 2枚のシャーレそれぞれについ
て，標本を作製した．
　Gバンド視覚化のためのトリプシン処理および
ギムザ染色は，トリプシンによる標本消化効果を
高めるため，標本作製日の翌日以降に行った．
　核型分析には，Meta System 社の染色体核型
解析システム Ikaros（Ver. 5.0）を使用した．
　データ集計については，一般的に 35 歳以上で
の出産が想定される場合を高齢妊娠と定義する
［4］が，本報では検査依頼受け付け時点で 35歳
以上の場合を高齢妊娠とした．

　また，妊娠週数については，主治医による検査
依頼書への記載が，たとえば「16週 5日」であっ
ても「16 週」となっているケースが散見される
など「何日」部分が省略される場合が多いことか
ら，その記載がある場合でも「何日」部分につい
てはすべて切り捨ててデータを取りまとめた．

結果：2020 年度は，県内医療機関より計 26 件
の羊水検体についての染色体核型分析検査依頼を
受け付けた．
　依頼医療機関数は6施設であった．その内訳は，
総合病院 4施設，産科医院 2施設であった．
　妊娠週数別の依頼件数を表 1に示した．16 週
での依頼が 20件で最も多く，全体の 76.9％を占
めた．次いで 17週 5件， 18 週 1件であった．

表１．妊娠週数別検査依頼件数

　母体年齢別の検査依頼件数を表 2 に示した．
39歳での依頼が 5件で最も多く，最低年齢は 24
歳，最高年齢は 45 歳であった．本報で定義した
高齢妊娠である 35 歳以上での検査依頼件数は
17件で，全体の 65.4％であった．
　検査依頼理由別件数および異常核型判定結果を
表 3に示した．高齢妊娠および，これにその他

表 2．母体年齢別検査依頼件数および年齢区分別割合
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の依頼理由が付随したものは，表 2でも示した
とおり 17件で，全体の 65.4％であった．
　母体が 35 歳未満でも，超音波検査等で，胎児
に何らかの染色体異常や形態異常が疑われたこと
による依頼は 6件で，全体の 66.7％であった．
　染色体核型異常を認めたのは全検体 26 件中 3
件（11.5％）であった．高齢妊娠での検査依頼
17件のうち 2件（11.8 %）に異常を認めた．
　近年，胎児の染色体異常を疑うきっかけとして
大きな割合を占めているNuchal Translucency
（NT：後頸部低エコー域）肥厚の記載のある依頼
は 6件（35 歳以上 2件，35 歳未満 4件）あり，
1件（16.7 %）に異常を認めた．
　母体血液を用いたクアトロテスト（QT）の結
果から胎児異常の疑いがもたれた依頼が 2件（35
歳以上 0件，35 歳未満 2件）あり，異常は認め
られなかった．
　2020 年度に判定した異常核型 3件の内訳は，
常染色体の数的異常 2件（21 トリソミー症候群

1件，18トリソミー症候群 1件），構造異常 1件
であった．
　染色体標本作製までに要した培養日数別の件数
を，表 4に示した．１検体あたり 2回標本作製
を行っており，1回目の標本作製のピークは培養
11 日目であり，10 ～ 14 日目の 5日間の総数は
23件（88.5％）であった．2回目の標本作製のピー
クは培養 12日目であり，10～ 14 日目の 5日間
の総数は，22 件（84.6％）であった．平均培養
日数は，標本作製 1回目が 11.8±1.5 日，2回目
が 12.3±1.5 日であった．
　検体受入れから，培養，標本作製，顕微鏡下で
の観察，写真撮影，核型分析を経て検査成績報告
書を作成し，これを医療機関あてに送付するまで
の全作業工程所要日数別の件数を，表 5に示し
た．最短で 11日，最長で 17日，平均は 14.7±1.5
日であった．
考察：2020 年度の検査依頼件数は，26件であっ
た．県内の出生数は年々微減傾向にあり，妊娠数

表３．検査依頼理由別件数および異状核型判定結果

表５．検査全行程所要日数別件数

表４．培養日数別標本作製件数
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自体も微減傾向にあると推測される．
　出生前診断を目的とする羊水検査は，羊水採取
に際しての安全面，培養に必要な細胞数の確保，
母体への負荷や精神的なストレスの低減等の観点
から，妊娠 16 週前後での実施が最適であるとさ
れているが，当所で受け付けた検査依頼も，16
週のみで半数以上，その他は，17 週と 18 週の
みであった．
　母体年齢別の検査依頼件数については，高齢妊
娠での依頼が 6割を占めていた．
　受付検体26件のすべてについて検査を完了し， 
3 件に異常を見出したが，35歳以上 17件中の異
常核型判定件数は 2件（11.8%），35歳未満 9件
中の異常核型判定件数は 1件（11.1％）であった．
　35 歳以上での検査依頼 17 件のうち，高齢妊
娠のみを依頼理由としたのは 11 件であり，それ
以外の 6件ではNT肥厚や母体血液検査による胎
児染色体異常疑い等の依頼理由が加わっていた．
異常核型を認めたケースは， NT 肥厚，胎児皮下
浮腫ありでそれぞれ 1件ずつであった．一般的
に高齢妊娠において胎児の染色体異常の発生頻度
が高まるとされるが，検体は限られるが，高齢妊
娠に加えて，それ以外の依頼理由が付随すること
で異常核型検出の発生頻度が格段に高まると考え
られた．
　NTに関して，学会のガイドラインには，「NT
肥厚と胎児形態異常とには関連がある（NT肥厚
が確認された児では染色体異常や心形態異常頻度
が高い）」と明記されているが，正確な判定には，
測定された状況が重要であることも記されている
［5］．NT測定は妊娠 11 週 0日から 13 週 6日の
間に実施するよう推奨されているが，NT肥厚を
主訴とした 6検体のうち，2検体は測定週日の記
載がなく，記載のあった 4検体は，推奨された
期間内に測定が行われていた．依頼理由として
のNT肥厚と染色体異常との相関について考察す
るためには，より詳細なデータの収集とさらなる
データの蓄積が必要と思われる．
　異常核型 3件の内訳は，21 トリソミー症候群
1件，18 トリソミー症候群 1件，構造異常 1件
であった．
　検体受入れから染色体標本作製までに要した培
養日数のピークは，標本作製 1回目が 11 日，2
回目が 12 日であった．全検体の平均培養日数は
1 回目が 11.8 日，2 回目が 12.3 日で，平成 29
年度から令和元年度までの 3年分のデータ（1回
目：11.9 日，10.9 日，11.7 日，2回目：12.0 日，

11.2 日，12.5 日）と比較するとほぼ平均的な培
養日数であった．
　当所では，染色体核型分析の対象となっている
羊水，血液，流産胎児絨毛のいずれについても，
検体受入れ日から 3週間以内に検査結果を依頼
者のもとへ届けられるように，日程を調整しなが
ら作業を進めている．羊水検体 26 件の全工程所
要日数の平均は， 14.7±1.5 日であった．過去 3
年間については，平成 29 年度 15.6±2.1 日，平
成 30 年度 14.3±2.4 日，令和元年度 14.8±2.2
日となっていた．全工程の平均所要日数では過去
3年間の平均的な値に収めることができた．これ
は，担当者が作業に習熟したためではないかと推
察される．また，2015 年度より，染色体核型分
析システム Ikaros を用いたパソコン画面上での
核型分析による作業工程の簡略・省力化を実現し
たことも要因と考えられる．
　検体受領から 3週間以内の結果報告を実現で
きなかったケースは，皆無であった．
　標本作製までの平均培養日数を検体別に比較す
ると，血液は基本的に 3日，流産胎児絨毛では
およそ 10 日程度要する．2020 年度の羊水の培
養日数は，1回目 11.8 日，2回目が 12.3 日とな
り，流産胎児絨毛より 2日程度長かった．
　検体の種類に関わらず，検査結果の正確性こそ
が最重要であるが，血液や流産胎児組織とは大き
く異なり，羊水検査に関しては判定結果が妊娠の
継続の可否をも左右しかねないために，母体保護
ならびに倫理的な観点からも，その迅速性が求め
られる．そのため，検体受入れから培養，染色体
標本作製，そして結果報告までに要する日数を 1
日でも短縮することは，重要な課題である．
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流産胎児の染色体分析結果 (2020 年度 )

湊山　亜未　　高森　亮輔　　笹島　　仁

Chromosome Analysis of Abortus Cells （Apr. 2020 -Mar. 2021）

Ami MINATOYAMA, Ryosuke TAKAMORI, and Hitoshi SASAJIMA

目的 :一般に自然流産胎児の約半数に，あるいは
それ以上の頻度で染色体異常が認められるとされ
ているが，これまでの当所での経験からも同様の
結果を得ている [1]. 流産胎児の染色体異常の有
無を検索することは，当該流産のみならず，習慣
性流産，反復流産，不育症といった用語で括られ
る産科領域の疾患の治療および克服に，少なから
ず情報をもたらし，次回の妊娠およびその継続，
さらには出産に向けた指針となりうる . 富山県で
は，総合母子保健対策の一環として 1973 年度か
ら染色体検査事業に取り組んでおり，血液および
羊水に続いて，昭和 1975 年度からは，自然流産
胎児の染色体検査を実施している．2020 年度の
流産胎児の検査状況および結果を報告する .

材料と方法 :主に県内の医療機関から染色体検査
依頼のあった流産胎児検体として，胎盤・絨毛組
織を貼り付け法や酵素処理法により，10 日間程
度培養し，染色体標本を作製した . また，染色法
は通常のG分染法を使用した .核型分析は中期分
裂像を 5個以上，数の分析は 20 個以上について
行った.Fluorescent in situ hybridization（FISH）
法はモザイクおよび微細な異常が疑われた場合に
併用した . 詳細な方法等は既報 [2] に従った .

結果 :流産胎児検体として，胎盤・絨毛組織，臍
帯等を受け入れ，染色体核型分析検査に供してい
る.検体受け入れ件数は，近年60件前後で推移し，
2020 年度は 63件であった .63 検体中 62検体の
分析を完了した . 
　受け入れた検体はすべて絨毛のみが 60 件，臍
帯のみが 1件，絨毛 +血液が 1件，絨毛 +臍帯
+右胸水+左胸水と心臓内液+腹水が1件であっ
た . 流産確認時の在胎週数が記載されていた 62
件について，流産確認時の在胎週数を表 1に示
した . 依頼された流産胎児の週数は 6週から 26
週の範囲で，もっとも件数の多かったのは 8週

の 19 件（全体の 30.6%），次いで 7 週の 16 件
（25.8%）であった .10 週未満と 10 週以降で分
けると，10週未満が 50件（80.6%），10 週以降
が 12 件（19.4%）であった .10 週未満の 50 件
の週数の平均は 7.6±1.3 週，62 件全体の週数の
平均は 9.0±3.6 週であった .
　検査依頼理由別の依頼件数と流産回数内訳，異
常件数および染色体異常の核型を表 2に示した .
　検査完了した検体 62 件中 44 件（71.0%）に
染色体異常が認められた . 参考までに，当所での
流産胎児染色体検査受付件数は，1975 年以来 46
年間で 982 件を数えるが，分析を完了できた検
体 931 件のうち，異常を確認したのは 563 件で
あり，検査完了件数に占める異常検体の確認率は
60.5%となっている .
　染色体異常 44 件の内訳は，数的異常 34 件，
モザイク2 件（45,X/46,XX　 47,XXX/46,XX），
ター ナ ー 症 候 群 1 件（45,X）， 構 造 異 常 2
件，3 倍 体 3 件， 構 造 異常 + 数 的 異常 1件
（47,XX,1qh+,+16），構造異常+数的異常+モザ
イク1件（46,XY,der(14;14)(q10;q10),+14/46,XY）
であった .
　染色体異常の有無と，依頼時の流産を含む総流
産回数，検査依頼時の母体年齢，流産確認時まで
の在胎週数について表 3に示した . 総流産回数は
染色体核型に異常ありの群で 2.2±1.1 回，異常
なしが 2.3±1.1 回であった . 母体年齢は異常あり
が 35.5±5.0 歳，異常なしが 32.1±4.6 歳であり，
在胎週数は異常ありが 8.2±1.9 週で異常なしが
10.0±4.7 週であった .

－ 54 －



考察:検体のおよそ7割に染色体異常を認めたが，
この割合は，多くの報告 [3,4] の記述と合致して
いた .
　2020 年度は，培養不可による核型分析できな
かった検体が 1件あった . 同時期に培養開始した
他の検体では問題なく分析を行えたことから，培
養能力に欠ける検体であったと判断した .
　従来は染色体標本作製過程において，処理する
シャーレは 1つとしていたが，2016 年度より，
シャーレ 2つを 1組とし，処理する方法に変更
している . これにより培養能力に乏しい検体で，
十分な培養に達していなくても分析が可能にな
り，分析不可能な検体を減らし，標本作製にかか
る日数を短縮することが可能になった .
　流産胎児由来細胞では血液リンパ球や羊水細胞
の場合と比較して，染色体標本作製が困難な場合

表 1．検査依頼を受けた流産胎児の在胎週数

表 2．検査依頼理由，流産回数と検査結果

表 3．染色体異常と流産回数・母体年齢・在胎週数

が多い . 培養技術，標本作成技術を改良し，さら
なる核型分析の効率化と検査システム全体の迅速
化の実現が望まれる .
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富山県における 2020 年度のウイルスおよびリケッチア検出状況

板持　雅恵　　稲崎　倫子　　嶌田　嵩久　　佐賀由美子
五十嵐笑子　　長谷川澄代　　谷　　英樹

Viruses and Rickettsiae Detected from Specimens of Patients 
in Toyama Prefecture in the Fiscal Year 2020

Masae ITAMOCHI, Noriko INASAKI, Takahisa SHIMADA,Yumiko SAGA,
Emiko IGARASHI, Sumiyo HASEGAWA, and Hideki TANI

目的 :富山県衛生研究所ウイルス部では，感染症
発生動向調査や行政依頼検査など，種々の目的に
よって検査を行っている . ここでは，2020 年度
に検出されたウイルスおよびリケッチアの検査の
概要を報告する .

方法 :検査は，検体の種類や状態に応じて，常法
に従い実施した .
　2020 年 4 月から 2021 年 3 月までに受け付け
た被検者は延べ 11,467 例，検体別では糞便（直
腸拭い液を含む）45，鼻咽頭または鼻腔拭い液
7,751，喀痰または気管吸引液 24，唾液 3,929，
髄液 14，尿 14，血液（全血，血漿，血清，末梢
血単核球，バフィーコートなど）26，痂皮 1の
計 11,804 件であった .

結果および考察 :被検者 11,467 例中 820 例から
ウイルスあるいはリケッチアが検出された . 以
上の成績を臨床診断名別，患者別に表 1に示し，
若干の解説を加えた .
　新型コロナウイルス感染症（COVID-19）：
2020 年 4 月～ 2021 年 3 月に計 11,347 例（咽
頭または鼻腔拭い液 7,674，唾液 3,900，喀痰
24）の検査を行ったところ，756 症例から新型
コロナウイルスが検出された .
　新型コロナウイルス変異検査：2021 年 1 ～ 3
月に県内医療機関や当所における新型コロナウ
イルス検査により陽性となった症例のうち，57
症例（鼻咽頭拭い液または鼻腔拭い液 40，唾液
17）についてN501Y 変異検査を行った . その結
果，3 月の 10 症例に N501Y 変異がみられた．
N501Y 変異のみられた症例のうち 9症例につい
て国立感染症研究所に検体 RNAを送付し，ゲノ
ム解析を依頼したところ，9症例すべて B.1.1.7

（アルファ株）と判定された .
　インフルエンザおよびインフルエンザ様疾患・
呼吸器疾患 :県内の医療機関を受診した患者 4症
例（鼻咽頭または鼻腔拭い液 4，血清 1，髄液 1，
糞便 2，尿 2）について検査を行ったが，インフ
ルエンザウイルスは検出されなかった . インフル
エンザウイルス以外では，10 月に 1症例からラ
イノウイルスが検出された .
　脳炎・脳症 :計 5症例（髄液 4，血清 3，糞便 3，
鼻咽頭または鼻腔拭い液 5，尿 3）の検査を行っ
たところ，1症例の血清からヒトヘルペスウイル
ス 6型が検出された . 
　無菌性髄膜炎：6 症例（髄液 6，血清 4，糞便 3，
鼻咽頭または鼻腔拭い液 5，尿 3）の検査を行っ
たが，ウイルスは検出されなかった .
　急性弛緩性麻痺：1 症例（髄液 1，血清 1，糞便 1，
咽頭拭い液 1）の検査を行ったが，ポリオウイル
スを含むエンテロウイルスは検出されなかった .
　感染性胃腸炎 :集団発生事例では，食中毒およ
び有症苦情事例を含む 5事例（29 名，糞便 29）
について検査を行ったところ，9月に 1事例 2名
からノロウイルスGII が検出された . 集団発生事
例は，月別では，6月に 1 事例，9月に 3 事例，
3月に 1事例それぞれ発生した .
　散発例では，小児科医療機関に受診された計 2
症例（糞便 2）について検査を行ったが，ウイル
スは検出されなかった .
　麻疹 :麻疹疑い例として検査依頼を受けた 3症
例（咽頭拭い液 3，血漿 3，末梢血単核球 3，尿 3）
の検査を行ったが，麻疹ウイルスおよび風疹ウイ
ルスは検出されなかった .
　風疹 :先天性風疹症候群を疑われた 1症例（咽
頭拭い液 1，血漿または血漿 1，尿 1）の検査を行っ
たが，風疹ウイルスは検出されなかった .
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表 1．2020年度 疾患別，月別ウイルスおよびリケッチア検出状況

　つつが虫病［重症熱性血小板減少症候群
（SFTS），日本紅斑熱疑い含む］:計 3症例（全
血 1，血漿または血清 3，バフィーコート 1，痂
皮 1）の検査を行ったところ，1症例の血液およ
び痂皮からつつが虫病リケッチアKawasaki 型が
検出された .
　A型肝炎 : 5 月，6月，7月，11月に計 4症例（糞
便 4）の検査を行ったところ，5~6 月の 2症例か
らA型肝炎ウイルスが検出された . また，これら
の症例に関連して 7~11 月に井戸水または水道水
4件の検査を行ったが，A型肝炎ウイルスは検出
されなかった .
　デング熱 : 2 月に 1症例（血漿 1，末梢血単核
球 1，尿 1）の検査を行ったが，ウイルスは検出

されなかった .
　その他 : 7 月および 9月にパレコウイルス感染
症疑い計 2症例（糞便 2，咽頭拭い液 2，血清 2，
尿 1）の検査を行ったが，ウイルスは検出されな
かった . また，9月および 2月にライム病疑い計
2症例（髄液 2）の検査を行ったが，ライム病ボ
レリアは検出されなかった .

　謝辞 :ウイルス検査は結果が判明するまでに時
間がかかるが，今後の感染症の発生動向を知るう
えで貴重な資料となる . ご多忙の中でご理解，ご
協力をいただいた多くの医療機関および防疫機関
の関係各位に深くお礼申し上げます .
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ポリオ流行予測調査（2020 年度）
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　急性灰白髄炎（ポリオ）は，ポリオウイルスが
中枢神経へ侵入することにより弛緩性麻痺を呈す
る感染症である．ヒトの腸管で増殖したポリオ
ウイルスは糞便中に排泄され，経口感染によっ
てヒトの間を伝播する．1988 年に世界保健機関
（WHO）によりポリオ根絶計画が提唱されて以
来，ポリオウイルス野生株によるポリオ症例数
は，当初 125 か国で 35万例と推計されていたが，
2020 年には 2か国（アフガニスタン，パキスタ
ン）からの 140 例の報告となり，99％以下まで
減少した [1]．一方，ワクチン株が変異し，地域
伝播することにより複数の患者に麻痺を発症させ
る伝播型ワクチン由来ポリオウイルス（cVDPV）
による症例は 2020 年には 26 か国（アンゴラ，
ベニン，ブルキナファソ，カメルーン，中央アフ
リカ共和国，チャド，コンゴ共和国，コートジボ
アール，コンゴ民主共和国，エチオピア，ガーナ，
ギニア，マリ，ニジェール，ナイジェリア，シエ
ラレオネ，南スーダン，トゴ，アフガニスタン，
パキスタン，ソマリア，スーダン，イエメン，タ
ジキスタン，マレーシア，フィリピン）で報告さ
れている [1]．このような流行地からの野生株や
cVDPVの侵入を阻止するためには，ポリオウイ
ルスに対する高い集団免疫と，高感度のサーベイ
ランスを維持していくことが重要であると考えら

れる．一方，国内では生ワクチン関連麻痺を防ぐ
ために，2012 年 9 月からポリオワクチンは不活
化ワクチンに変更された．不活化ワクチンへの移
行により集団免疫保有状況がどのように変化した
かを評価することは重要である．
　富山県におけるポリオ流行予測調査は，国内の
ポリオウイルスの動向を監視するために，厚生労
働省感染症流行予測事業の一つとして毎年実施さ
れている．2020 年度の調査内容は，下水流入水
についてポリオウイルスの検索を行う「感染源調
査」と，県民のポリオウイルスに対する中和抗体
保有状況を調べる「感受性調査」であった．本稿
では両調査結果を合わせて報告する． 
　なお，検体を採取するにあたり，本調査の主旨
およびプライバシーの保護に対する適切な予防措
置が行われることなどについて説明し，承諾の得
られた場合にのみ検査を行った．

感染源調査

材料と方法：2020 年 7月から 2021 年 3月まで，
富山県内の 1下水処理場（分流式）において，月
1回下水流入水を約 2 L 採取した．下水流入水は
4 ℃で 3,000 rpm，30 分間遠心し上清を回収後，
「フィルター吸着溶出法」 [2, 3] により濃縮した．

1．新川厚生センター，2．中部厚生センター，3．高岡厚生センター，4．砺波厚生センター，
5．富山市保健所，6．富山県厚生部健康対策室
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表 2．ポリオウイルス（セービン株）に対する各中和抗体価の年齢区分別保有状況

表 1. 下水流入水からのウイルス分離株数
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すなわち，下水流入水遠心上清 1 L に，最終濃度
0.05 Mとなるように塩化マグネシウムを添加し，
0.5 N の塩酸を用いて pH 3.5 に調整した．この
液を陰電荷膜に加圧濾過して吸着させた後，陰
電荷膜を細切し，1.0×10-3 N NaOH (pH 10.5) 
10 mL を添加してボルテックスミキサーにより
ウイルスを溶出した．溶出液を回収し，100×TE 
Buffer (pH 8.0) 100 μ L と 0.1 N 硫酸 50 μ L
を加えた後，4 ℃で 10,000 rpm，30 分間遠心
した．遠心上清を回収し，ポアサイズ 0.45 μ m
のフィルターに濾過して得られた濾液を 100 倍
濃縮下水検体とした（1番溶出液）．同様の溶出
操作を繰り返し，2番溶出液を得た．24穴プレー
トに培養した細胞（Vero，MA104，RD，HEp-
2，L20B）に，１番溶出液は各細胞当り 5穴，2
番溶出液は3穴の計8穴（総計40穴）接種し（180 
μ L/ 穴），細胞変性効果を指標にウイルスを分離
した．分離株は，エンテロウイルス抗血清（国立
感染症研究所より分与，またはデンカ生研）を用
いた中和試験により同定した．

結果および考察：下水流入水からは，ポリオウイ
ルスは分離されなかった（表 1）．その他のウイ
ルスでは，アデノウイルス 2型が分離された．
　富山県内では，感染症発生動向調査における急
性弛緩性麻痺患者が 1名報告されたが，ウイル
ス検査の結果，ポリオウイルスは検出されなかっ
た．これらのことから，県内におけるポリオウイ
ルスや cVDPVの伝播の可能性は低いと推察され
た．
　県内では，不活化ワクチンが導入された 2012
年 9 月以降，ポリオウイルスの検出例はないが，
他県では国外で生ワクチンを接種した人や下水
流入水からポリオウイルスが検出された例があ
る [4 － 6]．検出されたウイルスはすべてワクチ
ン株であり，生ワクチン使用国からの持ち込み
によると考えられている．世界で野生株，及び
cVDPVの検出例や，生ワクチンの使用がある限
り，本調査等によるポリオウイルス伝播の監視を
継続する必要があると考えられる．

感受性調査

材料と方法：2020 年 7 月から 10 月にかけて，
県内住民 0～ 83 歳の合計 229 名（ポリオウイル
ス 2型については 227 名）について，採血と予
防接種歴の調査を行った．

　中和抗体価の測定は，「感染症流行予測調査事
業検査術式」[7] に準じて行った．なお，2017
年度からWHOによるポリオウイルス病原体バ
イオリスク管理の基本方針に基づいた調査実施要
領 [8] により，2型ポリオウイルスに対する中和
抗体価は国立感染症研究所において測定されるこ
ととなっている．1型および 3型のポリオウイル
スに対する中和抗体価はこれまでと同様，当所に
おいて測定した．すなわち，被験血清を Eagle-
MEM培養液で 4倍希釈し，56℃ 30 分間非働化
した後，その 25 μ L を 96 穴マイクロプレート
上で 2段階希釈した．希釈血清それぞれに，100 
TCID50 /25 μ L となるように調製した 1，3型の
ポリオウイルス（弱毒セービンウイルス）25 μ
L を加えてよく混和し，35 ℃，3 時間の中和反
応を行った．中和後，Vero 細胞浮遊液 (1 ～ 2×
105 細胞 /mL) を 100 μ L ずつ加え，35 ℃，5％
CO2 の条件下で培養した．細胞変性効果を 1週
間観察し，ウイルス増殖を抑制した最大血清希釈
倍数を中和抗体価とした．各検体は同時に 2穴
ずつ測定した．ポリオウイルスは，国立感染症研
究所から分与され，当研究所においてVeroE6 細
胞で 1代継代後，さらにVero 細胞で 1代継代し
たものを使用した．

結果および考察：表 2にポリオウイルスに対す
る各中和抗体価の年齢区分別保有状況を示した．
4倍以上を陽性とした抗体保有率は，全体では 2
型が 97.8％（222/227）で最も高く，次いで 1
型が 91.7％（210/229），3型が 78.6％（180/229）
であり，ポリオウイルスに対する集団免疫は 1，
2 型については高く維持されていると考えられ
た．年齢区分別の抗体保有率は，1型では 40 ～
49 歳が 68.0％，50 ～ 59 歳が 81.8％，60 歳以
上が 82.6％，0～ 1 歳が 88.9％であったが，そ
れ以外の年齢区分は 95％以上の抗体保有率で
あった．2 型では 0 ～ 1 歳が 88.9％，60 歳以
上が 91.3％であったが，それ以外の年齢区分は
95％以上の抗体保有率であった．一方，3型は
15～ 19 歳が 40.0％，10 ～ 14 歳が 68.2％，40
～ 49 歳が 68.0％と低く，それ以外の年齢区分が
70％以上であった．ポリオウイルス生ワクチン
接種者において，1型，2型に比し 3型の抗体保
有率が低いのは，これまでの全国の調査でも同様
である [5]．
　一方，抗体保有者の幾何平均抗体価は，全体で
は1型75.0倍，2型61.1倍，3型35.1倍であった．
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年齢区分別では，1型では 50 ～ 59 歳の 19.4 倍
から 0 ～ 1 歳の 206.1 倍までを示した．2 型で
は 25 ～ 29 歳の 26.1 倍から 2 ～ 3 歳の 362.0
倍までを示した．3 型では 15 ～ 19 歳の 9.0 倍
から 2～ 3歳の 241.6 倍までを示した．
　表 3にワクチン接種回数別にみた抗体保有状
況を示した．4回以上の不活化ワクチン接種では，
1，2，3型のいずれも 100％と高い抗体保有率を
示した．一方，2回の生ワクチン接種では，1型
で 97.9％，2型で 97.9％と高い抗体保有率を示
したが，3型は 60.4％と 1，2型に比し低値を示
した． 
　表 4に 1，2，3 型ポリオウイルスに対する中
和抗体の年齢区分別保有状況を示した．すべての
型に対する抗体を保有している人の割合は，全体
では 72.2％（164/227）であった．年齢区分別
では，2～ 3歳および 4～ 9歳が 100％と高かっ

た．15 ～ 19 歳が 40.0％と比較的低い値を示し
たが，同年齢層の 3型に対する比較的低い中和
抗体保有率（40.0％）を反映しているものと考
えられた（表 2）．
　日本では，ポリオワクチンは 1961 年に乳幼
児を対象に一斉に生ワクチンの接種が開始され，
1963 年からは 2回接種が定期的に行われてきた
[9]．その後，2012 年 9月からは不活化ワクチン
の個別接種に切り替えられた [5]．不活化ワクチ
ンの接種スケジュールは，生後 3か月以上 90 か
月未満の間に計 4回接種する．初回接種として
20 ～ 56 日間隔で（標準として 12 か月までに）
3回接種し，その後追加免疫として初回免疫終了
後 12 ～ 18 か月の間を標準として 1回接種する
[10]．
　生ワクチンから不活化ワクチンへの移行が集団
免疫へ及ぼした影響をみるために，移行前後の年

表 3．ワクチン接種歴別 抗体保有状況
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（2011 ～ 2020 年）における乳幼児（0～ 8 歳）
の抗体保有状況[11－19]を比較した．検体数は，
表 5に示す計 670 件であり，このうち，生ワク
チン 2回以上接種者は 227 名（33.9%），不活化
ワクチン4回以上接種者は181名（27.0%）であっ
た．図 1A，1B に 2011 年から 2020 年までの乳
幼児（0～ 8歳）におけるポリオワクチン接種歴，
および抗体保有率のそれぞれの推移を示した．不
活化ワクチン移行前の 2011 ～ 2012 年では，0
～ 8 歳の接種歴のある人すべてが生ワクチンを
接種していた．不活化ワクチン移行後は，低年齢
層から不活化ワクチンの接種にかわり，2020 年
では 0～ 8 歳のすべてが不活化ワクチンを接種
していた．生ワクチンから不活化ワクチンへの
切り替えにより，特に 3型の抗体保有率がほぼ
100％と高くなり改善した．
　図 2に，生ワクチン 2回以上接種者と不活化
ワクチン 4回以上接種者における中和抗体価を，

最終接種日からの経過期間別に示した．生ワクチ
ン 2回以上接種者，不活化ワクチン 4回以上接
種者ともに接種後の経過月数が経るごとに中和抗
体価が低くなる傾向がみられた．
　生ワクチンは 3種類のウイルスを同時に接種
するため，ウイルスの干渉作用により，2型に比
べ 1型，さらに 3型のポリオウイルスに対する
免疫が得られにくいことが報告されている [20，
21]．不活化ワクチンの臨床試験では，4回の接
種で生ワクチン接種と同等の免疫原性を有した結
果が報告されている [22 － 25]．本調査でも不活
化ワクチン接種者は今のところ 3型も含めて高
い抗体保有率を示しているが，不活化ワクチンへ
の移行が接種後の持続免疫や集団免疫保有状況に
どのような影響を及ぼすかは，今後も推移を見て
いく必要がある．
　2020 年もアフガニスタンやパキスタンでは 1
型野生株による麻痺症例が報告されている．2型

表 4．1・2・3型ポリオウイルスに対する中和抗体の年齢区分別保有状況

表 5．乳幼児の血清検体数（2011～ 2020年）
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野生株は 1999 年以降，3型野生株は 2012 年 11
月以降報告されていない．世界ポリオ根絶認定委
員会は，2015 年 9 月，2型野生株の根絶を宣言
した [5]．また，世界全体の生ワクチン使用国で
発生している cVDPVによる症例の多くが 2型ウ
イルスによることから，2016 年 5 月には世界的
に 2型の生ワクチンが停止され，3価から 2価（1
型＋ 3型）の生ワクチンに替えられた．生ワク
チン使用国においては，少なくとも１回の不活化
ワクチン接種が追加されている [5]．
　本調査結果は，県内においてポリオウイルス
に対する高い抗体保有率が維持されていること
を示している．したがって，県内への野生株，
cVDPVの侵入及び伝播の可能性は，現時点では
低いものと考えられた．しかしながら，世界で野
生株の伝播が止まり，生ワクチンが使用されなく
なるまでは，ウイルスの侵入や地域伝播を防ぐた
めに，今後もすべての型に対する高い集団免疫を
保ち，適切な調査体制を維持していくことが重要
である．

まとめ

感染源調査：2020 年 7 月～ 2021 年 3 月に毎月
1回，下水流入水についてポリオウイルスの検査
を実施した．その結果，ポリオウイルスは検出さ
れなかった．
感受性調査：2020 年 7 月から 10 月に採取され
た 0歳から 83 歳までの 229 名（2型ポリオウイ
ルスは 227 名）の血清について，ポリオウイル
ス ( 弱毒セービンウイルス ) に対する中和抗体価
を測定した．抗体価 4倍以上の抗体保有率は 1
型 91.7％，2 型 97.8％，3 型 78.6％であった．
また，抗体保有者の幾何平均抗体価は 1型 75.0
倍，2型 61.1 倍，3型 35.1 倍を示した．
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図 1．乳幼児におけるポリオワクチン接種歴と抗体保有状況（2011～ 2020年）.
A：ワクチン接種歴，B：抗体保有率 .
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図 2．生ワクチン 2回以上接種者と不活化ワクチン 4回以上接種者における中和抗体価 .
各検体のポリオワクチン最終接種日からの経過月数と中和抗体価を点で示した．* 抗体価 512 倍以上を
512とし，4倍未満を 1とした．
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目的：過去 5年間の国内における日本脳炎患者発
生数は 0～ 11 人の間で推移している．また，過
去の全国での日本脳炎流行予測調査の結果から，
ウイルスは環境中に存在しているといえる [1 －
5]．近年においても県内でウイルスの存在が確認
されており [6 － 9]，日本脳炎の脅威は続いてい
る．そこで，2020 年度も本研究を継続し，日本
脳炎ウイルスを媒介するコガタアカイエカ Culex 
tritaeniorhynchusの発生状況とウイルスの浸淫状
況を調査したので報告する．

I．コガタアカイエカ雌成虫の発生調査

調査地と調査方法：蚊の捕集定点は 2019 年 [10]
と同様の場所から「4．射水」の 1定点を選んで
実施した（図 1）．

　調査期間および調査方法も 2019 年とほぼ同様
であった．すなわち，6月 10 日（第 2週）から
10 月 28 日（第 4週）まで，毎週水曜日のみト
ラップを一晩点灯し，捕集を行なった（週1捕集）．
なお，電源タイマー（PT50DW　デジタルプロ
グラムタイマーⅡ，REVEX）によりライトトラッ
プが毎週水曜日 18時から翌朝 6時まで点灯する
よう設定し，毎週木曜日に筆者らが捕集籠を回収・
交換した．このようにして得られた捕集籠内の蚊
類を，検査室にて分類・計数した．

結果：射水定点におけるコガタアカイエカ雌成虫
捕集数について，2020 年の成績を表 1に，年次
推移を図 2に示した．コガタアカイエカは，調
査を開始した 6月第 2週から捕集され，7月下旬
から 9月中旬にかけて捕集数が多くなった．捕

1．富山県厚生部健康対策室

図 1．コガタアカイエカの捕集定点（畜舎）

表 1．射水定点におけるコガタアカイエカ雌成虫の捕集数
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集数は 9月下旬から顕著に減少した．2020 年の
年間捕集数は，過去 4年間で最も多かった（図 2）．
　表 2に，近年に複数年にわたり調査実績のあ
る 6定点の 2011 年以降のコガタアカイエカ雌成
虫の定点別捕集数を示した．定点毎に捕集数のバ
ラツキはあるものの，年次推移の傾向は概ね一致
している．2020 年は，1定点のみで調査を実施
したが，この定点で調査実績のある過去 4年間
で最も捕集数が多かった（図 2，表 2）．したがっ
て，2020 年の県内におけるコガタアカイエカの

発生数は多かったと推定される．

II．豚血清の日本脳炎HI 抗体保有調査

調査対象と検査方法：7 月 13 日から 9月 28 日
までの約 3ヶ月間，富山食肉総合センターに搬
入された生後 6か月の県内産（小矢部市，南砺市，
立山町，黒部市）の豚を対象として，月 2～ 3
回，各 10 頭ずつから血液を採取し，合計 80 頭
の日本脳炎ウイルスに対する抗体保有状況を調査

図 2．射水定点におけるライトトラップによるコガタアカイエカ雌成虫の捕集数（2017～ 2020年）

表 2．近年調査実績のある 6定点におけるライトトラップによるコガタアカイエカ雌成虫の年間捕集数
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した．抗体価の測定は例年と同様に感染症流行
予測調査事業検査術式 [11] に従った．すなわち，
アセトン処理を 2回行うことにより，被検血清
から非特異的赤血球凝集抑制物質を除去した後，
日本脳炎 CF，HI 試薬「生研」JaGAr01 株（デ
ンカ生研）を抗原として，赤血球凝集抑制（HI）
反応により抗体価を測定した．血球はガチョウの
赤血球を用い，マイクロタイター法で行った．抗
体価 10 倍以上を抗体陽性とした．さらに，抗体
価 40 倍以上を示した血清について 37℃で 1時
間 2- メルカプトエタノール（2-ME）処理を行い，
抗体価が 8倍以上下がれば 2-ME感受性陽性（＝
IgM抗体陽性）とし，新鮮感染とみなした．

結果：2020 年の HI 抗体価の測定結果を表 3に
示した．2020 年は，抗体陽性の豚が 7月下旬か
ら 8月上旬にかけて 20～ 30％確認された．8月
上旬には，新鮮感染を示す豚が 2頭確認された．
その他の期間には抗体陽性の豚は確認されなかっ
た．全体として，80 頭中 5頭から抗体が検出さ
れた．

考　　察

　2020 年の調査では，コガタアカイエカの捕集
数は，2017 ～ 2019 年と比較して多かった．抗

体陽性の豚は 5頭確認された． 
　これまでの調査結果 [6 － 10,13 － 14] よ
り，蚊および豚における日本脳炎ウイルスの流
行は小規模な年と大規模な年があると考えられ
る．2015 ～ 2019 年の調査における採血週あた
りの豚のHI 抗体保有率は，各々 0～ 5％，0～
10％，0 ～ 55％，0 ～ 25％，0％，0 ～ 10％で
あった [6 － 10]．また，過去 5年間の調査では， 
2015， 2016，2017 年に蚊または豚血清から日
本脳炎ウイルスが分離され，2018，2019 年はウ
イルスが分離されていない [6 － 10]．以上のこ
とから，過去 5年間と比較して，2020 年の豚に
おける日本脳炎ウイルスの流行は，2016 年に次
いで，比較的大規模であったと推測された．また，
2020 年に抗体を保有する豚が確認されたのは 7
月下旬から 8月上旬であったが，この時期はコ
ガタアカイエカの発生数も多かった．したがって， 
2020 年における日本脳炎ウイルスが蚊からヒト
へ感染する機会は，比較的多かったと推測された．
　県内では，1997 年を最後に日本脳炎患者は発
生していない．しかしながら，2020 年には隣
県の石川県で１症例の日本脳炎患者が発生した
[15]．また，2020 年の感受性調査においても，
ワクチン接種歴がないにもかかわらず日本脳炎ウ
イルス抗体を保有しているヒトが確認されてお
り，不顕性感染していたものと考えられた [16]．

表 3．豚血清における日本脳炎ウイルスのHI 抗体保有状況（2020年）
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したがって，引き続き調査を実施し，県内の日本
脳炎ウイルスの浸淫状況を把握する必要があると
考えられた．
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目的：本調査は，富山県住民の日本脳炎ウイルス
に対する中和抗体保有状況を調べ，今後の流行の
可能性を推定し，感染予防に役立てることを目的
として実施した．

調査および検査方法：2020 年 7月から 10 月に，
県内住民合計 229 名について採血と予防接種歴，
罹患歴の調査を行った．
　日本脳炎ウイルスに対する中和抗体価の測定
は，peroxidase-anti-peroxidase（PAP） 法 を
応用したフォーカス計数法にて行った．血清を
56℃，30 分間非働化した後，10 倍から 2 倍階
段希釈し，100 focus forming units (FFU)/25 μ
Lに調整したウイルス液（日本脳炎 Beijing-1 株）
と等量で混合した．37℃，1時間の中和反応の後，
Vero Osaka 細胞に接種した．37℃で 1時間ウイ
ルスを吸着させた後，培養液を追加し，37℃で
46 時間培養した．細胞を洗浄・固定後，抗日本
脳炎ウイルスウサギ血清を用いた PAP 法によっ
てウイルスフォーカスを染色した．被検血清を加
えていないコントロールに比較して，フォーカス
数が 50%以上減少した最大希釈倍数を中和抗体
価とした．抗体価 10倍以上を抗体陽性とした．

結果および考察：229 名のうち，日本脳炎ウイル

スに対する抗体陽性者は 142 名（62.0％）であっ
た．図 1に年齢群別の抗体保有率を示した．年
齢群別に見ると，5～ 29 歳では 93.3%以上と高
い抗体保有率を示した．これに対し，0～ 4歳で
は 29.4%，30 ～ 39 歳では 70.4%， 40 ～ 49 歳
では 44.0%，50 ～ 59 歳では 18.2%，60 歳以上
では 21.7% と低い保有率を示す年齢群が存在し
た．この 0～ 4歳の年齢群と 40歳以上の年齢群
で抗体保有率が低くなる傾向は近年の富山県の結
果 [1 － 5]（図 2）や全国の結果 [6] とほぼ同様
であった．
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図 1．年齢群別の中和抗体保有率（2020年度）

1．新川厚生センター，2．中部厚生センター，3．高岡厚生センター，4．砺波厚生センター，
5．富山市保健所，6．富山県厚生部健康対策室
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図 2．年齢群別の中和抗体保有率
（2015～ 2019年度）

　0～ 4歳の乳幼児における抗体保有率が低い原
因は，0～ 4歳の年齢群においてワクチン未接種
者の割合が多いことが原因としてあげられる．日
本脳炎ワクチンの標準的な接種年齢は 3歳で 2
回（第 1期），4歳で 1回（第 1期追加），9歳で
1回追加（第 2期）の計 4回である [7]．図 3に
年齢群別のワクチン接種歴を，表 1に年齢群別
およびワクチン接種歴別の抗体保有率を示す．今
回調査の 0～ 4 歳の年齢群におけるワクチン未
接種者の割合は 61.8％（21/34）であった（図
3，表１）．また，0～ 4歳の年齢群では，「ワク
チン接種歴なし」の抗体保有率は 4.8％（1/21）
であり，「ワクチン接種歴あり」の抗体保有率は
100％（9/9）であった（表１）． このことから，
0～ 4歳の年齢群においては，ワクチン未接種者
がこの年齢群の抗体保有率を引き下げているとい
える．
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図 3．年齢群別のワクチン接種歴（2020年度）

　40歳以上の年齢群で抗体保有率が低い理由は，
加齢に伴いワクチン効果が減弱したためと考え
られる． なお，60 歳以上の年齢群で 40 ～ 59
歳の年代群より抗体保有率がやや増加するのは，
60 歳以上の年齢群では日本脳炎ウイルスに自然
感染する機会が多かったためと考えられる． 
　年齢群別およびワクチン接種歴別の抗体保有率
（表 1）を見ると，「接種歴なし」の中に抗体陽性
者が 2名（7.7%）存在した．これら抗体陽性者
2名に関しては日本脳炎ウイルスに自然感染した
可能性が考えられた．これら 2名の日本脳炎罹
患歴は，「なし」が 1名，「不明」が 1名であり，
罹患歴が「なし」の 1名については不顕性感染
であったと推定された．なお，このうち 1名に
関しては，0歳 4ヶ月齢であり，母親からの移行
抗体が残存したために抗体陽性となった可能性も
考えられた． 
　富山県では 1997 年を最後に日本脳炎患者は発
生していないが [8]，全国においては，日本脳炎

表 1．年齢群別およびワクチン接種歴別の中和抗体保有率
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ワクチン未接種の小児や高齢者からの患者発生が
報告されている [6，7]．特に，2020 年には隣県
の石川県においても患者が発生している [9]．ま
た，豚の抗体保有調査やウイルス分離調査におい
て，近年も県内に日本脳炎ウイルスが存在してい
ることが確認されている [8，10 － 13]．これら
のことから，県内においても日本脳炎ウイルスに
感染するリスクがあると推定されるため，日本脳
炎の感染予防対策は継続して実施していかなけれ
ばならない．したがって，引き続き感受性調査を
実施し，日本脳炎ウイルスに対する抗体を保有し
ていない者がどのくらい存在するのか把握する必
要がある．
　今回の調査では，例年と同様，県内においても
0～ 4歳の小児や高齢者における抗体保有率が低
いことが示された．したがって，これらの集団は
日本脳炎ウイルスに感染するリスクが高いため，
注意喚起が必要である．

まとめ：今回の調査では，県民の抗体保有率は
62.0% であった．また，例年と同様，乳幼児お
よび高齢者の抗体保有率が低いことが確認され
た．また，不顕性な自然感染をしている人がいる
ことも推定された．富山県では 1997 年を最後に
日本脳炎患者は発生していないものの [8]，近年
においても県内に日本脳炎ウイルスが存在してい
ることが確認されている [8，10 － 13]．
　したがって，日本脳炎ウイルスに感染するリス
クの高い抗体保有率の低い年代に対して，注意喚
起が必要である．

謝　　辞

　本調査の実施にあたり，検体採取等にご協力い
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インフルエンザ流行予測調査（2020 年度）
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in Toyama Prefecture in the Fiscal Year 2020

Emiko IGARASHI, Takahisa SHIMADA, Noriko INASAKI, Yumiko SAGA,
Sumiyo HASEGAWA, Masae ITAMOCHI, Kenzi SEKIGUCHI, Maiko HIRA,

Mayu Nojiri, Rieko SEKI, Naoto Hashimoto, Suguru TAKAGI,
and Hideki TANI 

　インフルエンザの流行開始前，かつワクチン接
種前のインフルエンザウイルスに対する県民の抗
体保有状況を把握し，今後の流行予測および注意
喚起を促すことを目的として，調査を行った．そ
の調査結果を報告する．
　なお本調査は予防接種法に基づき，厚生労働省
結核感染症課が主体となり，全国の地方衛生研究
所，保健所，医療機関等が協力して実施した．

対象および方法

　2020年7～9月に調査を行った．2020年度は，
県内住民 226 名について調査を行った．年齢群
別調査数は 0 ～ 4 歳：31 名，5 ～ 9 歳：11 名，
10 ～ 14 歳：22 名，15 ～ 19 歳：15 名，20 ～
29 歳：50名，30～ 39 歳：27名，40～ 49 歳：
25 名，50 ～ 59 歳：22 名，60 歳以上：23 名で
あった． 
　検査方法は，調査対象者から採血し，血清中
のインフルエンザウイルス赤血球凝集抑制（HI）
抗体価を測定した．抗体価の測定は，「感染症流
行予測調査事業検査術式（平成 14 年発行）」に
準じて行い，血清希釈 10 倍を最低希釈倍数とし
た．
　抗原は，次の 4種類を使用した (2020/21 シー
ズンワクチン株 ).

1．A/ 広東－茂南 /SWL1536 /2019(H1N1)
2．A/ 香港 /2671/2019(H3N2)
3．B/ プーケット /3073/2013 ( 山形系統 )
4． B/ ビクトリア /705/2018（BVR － 11)( ビク
トリア系統）

　抗原はデンカ生研製を使用した．血球は 1，3，
4 の抗原に対して 0.5％ニワトリ血球浮遊液を，
2の抗原に対しては 0.75％モルモット血球浮遊
液を使用した． 
　調査の協力が得られた 226 名を対象に，
2020/21 シーズンの予防接種歴とインフルエン
ザ罹患歴について，年度末にアンケート調査を
行った．調査項目は，ワクチン接種回数と接種年
月日，インフルエンザの発症年月日と検出された
型とした．

結　　果

１．年齢群別抗体保有状況
　HI 抗体価 10倍未満～ 2560 倍の抗体保有状況
およびHI 抗体価 40 倍以上の抗体保有率を年齢
群別に示した（表１）．なお，本稿においては，
抗体保有率の高低について 60％以上を「高い」，
40 ～ 59％を「比較的高い」，25 ～ 39％を「中
程度」，10 ～ 24％を「比較的低い」，5～ 9％を
「低い」，5％未満を「極めて低い」として以下の

1．新川厚生センター，2．中部厚生センター，3．高岡厚生センター，4．砺波厚生センター，
5．富山市保健所，6．富山県厚生部健康対策室
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表１．年齢群別インフルエンザHI 抗体保有状況 226 件
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表現に用いた．
（1）A/ 広東－茂南 /SWL1536 /2019(H1N1) に
対する抗体保有率
　本株に対するHI 抗体価 40 倍以上の抗体保有
率は平均 31.9％であった．年齢群別では， 15 ～
19 歳 53.3％，5～ 9歳及び 10 ～ 14 歳 45.5％，
20 ～ 29 歳 40.0％と比較的高く，30 ～ 39 歳
の群では 37.0％と中程度であった．60 歳以上
21.7％，40 ～ 49 歳 20.0%，50 ～ 59 歳 18.2%，
0～ 4歳 16.1％と比較的低かった． 
（2）A/ 香港 /2671/2019(H3N2) に対する抗体保
有率
　本株に対するHI 抗体価 40 倍以上の抗体保有
率は平均 65.0％であった．年齢群別では，15 ～
19 歳 100.0％，10 ～ 14 歳 95.5％，20 ～ 29 歳

表 3．年齢別ワクチン接種者（率）および罹患者（率）

表２．予防接種歴別HI 抗体保有率（抗体価 40倍以上）

92.0 ％，5 ～ 9 歳 72.7 ％，30 ～ 39 歳 70.4 ％
と高かった．40 ～ 49 歳，60 歳以上の群では，
48.0％，43.5％と比較的高く，50 ～ 59 歳，0
～ 4歳では 36.4%，25.8％と中程度であった． 
（3）B/ プーケット /3073/2013 ( 山形系統 ) に対
する抗体保有率
　本株に対するHI 抗体価 40 倍以上の抗体保有
率は平均 59.3％であった．年齢群別では，30 ～
39 歳，20 ～ 29 歳，15 ～ 19 歳の群では，それ
ぞれ 88.9％，88.0％，80.0％と高かった．10～
14 歳 59.1％，40 ～ 49 歳 56.0％，50 ～ 59 歳
50.0％，5 ～ 9 歳 45.5％と比較的高かった．5
～ 9歳の群では 28.0%と中程度であった．60歳
以上では 30.4％と中程度であった。0～ 4 歳の
群では 12.9％と比較的低かった．  

－ 75 －



（4）B/ ビクトリア /705/2018（BVR － 11)( ビ
クトリア系統）に対する抗体保有率
　本株に対するHI 抗体価 40 倍以上の抗体保有
率は平均 42.0％であった．年齢群別では，50 ～
59 歳 68.2％，40 ～ 49 歳 68.2％，15 ～ 19 歳
66.7％と高かった．30 ～ 39 歳 48.1％，5 ～ 9
歳 45.5％，10 ～ 14 歳 40.9％と比較的高かっ
た．20 ～ 29 歳， 60 歳以上の群では，それぞれ
38.0％，26.1％と中程度であった．一方，0～ 4
歳の群では 3.2％と極めて低かった．
２．予防接種歴別抗体保有状況
　調査対象者 226 名中，予防接種歴不明の 32名
を除く 194 名におけるインフルエンザワクチン
接種率（採血時に 2019/20 シーズンのワクチン
接種歴有りと回答した者）は51.0％（99名）であっ
た．年齢群別の接種率は 27.3（40 ～ 49 歳）～
70.0（5 ～ 9 歳）％で，各年齢群間で最大 42.7
ポイントの差がみられた．
　予防接種歴別抗体保有率を表2に示す．全年齢
群における平均抗体保有率を予防接種歴別に見る
と， A/ 広東－茂南 /SWL1536 /2019(H1N1) で
20.6％：12.9％（接種歴有群：接種歴無群，以
下同）， A/ 香港 /2671/2019(H3N2) で 39.2％：
26.3％，B/ プーケット /3073/2013 ( 山形系統 )
で 39.7 ％：18.6%， B/ ビクトリア /705/2018
（BVR － 11)( ビ ク トリア系統）で 27.3 ％：
14.4％と，接種歴有群は無群と比較して高い傾
向がみられた．
３．ワクチン接種歴および罹患状況
　回答が得られたのは，226 名中 159 名で回
答率は，70.4％であった．ワクチン接種率は，
61.6％であった．年齢群別では 5～ 9歳の群が，
100.0% と最も高く，30 ～ 39 歳の群が 38.1%
と最も低かった．全年齢群における罹患率をワク
チン接種の有無で見ると，接種歴有群 0％，接種

歴無群 0％であった（表 3）．

考　　察

　年齢群別抗体保有率では，ワクチン株が 3種
類変更したにもかかわらず，昨年度の調査結果 [1]
と比較して高い傾向がみられた．また，従来から
の調査と同様に， 0 ～ 4 歳の年齢群においては，
他の年齢群よりも抗体保有率が低いことから，イ
ンフルエンザに対する注意が必要であると考えら
れた．
　予防接種歴別抗体保有率では，2020/21 シー
ズンのワクチン株の変更にかかわらず，いずれの
株においても接種歴有群が接種歴無群よりも高い
傾向がみられた．このことは，予防接種が抗体価
の維持にも一定の効果があることを示唆してい
る．
　年度末のアンケート調査では，15 ～ 19 歳， 
30 ～ 39 歳，40 ～ 49 歳および 50 ～ 59 歳の群
の接種率は 50％以下であった．特に 30 ～ 39 歳
の群は 38.1％であったことから，接種率が低い
年齢群に対して，ワクチン接種を呼びかける必要
があると考えられる．
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　本調査の実施にあたり、検体採取等にご協力い
ただいた多数の関係各位に深謝いたします．

文　　献

１． 小渕正次, 五十嵐笑子，嶌田嵩久,他.（2020）．
富山県衛生研究所年報，43，91 － 94

－ 76 －
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　感染症法に基づく感染症発生動向調査にしたが
い，インフルエンザの発生状況の正確な把握と分
析を行い，その結果を県民や医療機関へ迅速に提
供・公開することにより，インフルエンザのまん
延を防止することを目的として調査を実施した．
2020/21 シーズンの患者発生状況およびウイル
スの検出状況について報告する．

材料と方法

　指定提出機関として，黒部市民病院（黒部市），
しむら小児科クリニック（高岡市）の協力を得て，
合計 2件（2020 年 10 月 19 日および 2021 年 1
月 7日採取）の検体について検査を行った． 
　検査方法は，患者から採取した鼻腔拭い液か
ら RNAを抽出し，リアルタイム RT-PCR による
ウイルス遺伝子の検出によって型・亜型の同定を
行った [1]．インフルエンザウイルス陰性の検体
については，ライノウイルス，RS ウイルス，ヒ
トメタニューモウイルス，パラインフルエンザウ
イルス 1～ 4 型，コロナウイルス，アデノウイ
ルス，エンテロウイルス，ヒトボカウイルスを対
象としたリアルタイムRT-PCR を行った [2]．

結果および考察

１．インフルエンザ患者発生状況
　2020/21 シーズンにおけるインフルエンザ患
者の最初の報告は 2020 年第 48 週（11/23 ～
11/29）であった．今シーズンの定点医療機関当
たり 0.02 ～ 0.04 人を推移しており、非常に少
なかった．過去5シーズンで最も報告数が少なく，
定点医療機関での累積患者報告数は 10 人であっ
た（図 1）．
　「集団かぜ」による学級閉鎖等の措置は， 0 施
設で，前シーズンの 150 施設と比べて学級閉鎖
等の措置数が大幅に減少した（図 2）．

２．インフルエンザウイルスの検出状況
　2検体について，インフルエンザウイルスの遺
伝子検出を試みたが，インフルエンザウイルスは
検出されなかった．成績を表 1に示す．

　インフルエンザウイルスが陰性だった 2検体
のうち，1検体（10 月採取）からライノウイル
スが検出された．これは，インフルエンザ様疾患
の検体であった．しかしながら，検体数が 1件
しかないことや，検体搬入が一部の医療機関に限
られていることなどから，これらウイルスの地域

1．新川厚生センター，2．中部厚生センター，3．高岡厚生センター，4．砺波厚生センター，
5．富山市保健所，6．富山県厚生部健康対策室
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図１．過去５シーズンの患者報告数の推移（富山県）

図２．インフルエンザ様疾患の集団発生　（2020/21 シーズン）

表１．施設別インフルエンザウイルス検出数
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流行については不明である．
　今シーズンのインフルエンザ患者報告数は非常
に少なかった．新型コロナウイルスの感染拡大に
より，これまでにない感染症予防対策が講じられ
ているためにインフルエンザの感染も封じ込めら
れていると考えられる．今後のインフルエンザの
流行については，新型コロナウイルス感染症の流
行状況と合わせて注視していく必要があると思わ
れる．

謝　　辞

　検査材料の採取と臨床症状の調査にご協力いた
だいた黒部市民病院，しむら小児科クリニックに

深謝いたします．また，ご協力いただいた多数の
関係各位に深謝いたします．

文　　献

１． インフルエンザ診断マニュアル第 4版 ( 平成
30 年 12 月　国立感染症研究所監修 )

２． Obuchi M, Yagi S, Oguri A, et al. (2015). 
Jpn J Infect Dis., 68, 259-261

３． 小渕正次，五十嵐笑子，嶌田嵩久,他 .（2020）．
富山県衛生研究所年報，43，99 － 101

－ 79 －



感染症媒介蚊の生息状況調査（2020 年）

佐賀由美子　　嶌田　嵩久　　稲崎　倫子　　板持　雅恵
五十嵐笑子　　長谷川澄代　　谷　　英樹

Distribution of Mosquitoes in Toyama Prefecture, 2020

Yumiko SAGA, Takahisa SHIMADA, Noriko INASAKI, Masae ITAMOCHI,
Emiko IGARASHI, Sumiyo HASEGAWA, and Hideki TANI

　蚊媒介ウイルス感染症には，デング熱，チクン
グニア熱，ジカウイルス感染症，日本脳炎，ウエ
ストナイル熱などがある．国内では，毎年少数で
はあるが日本脳炎の国内発生が報告されている
他，デング熱やチクングニア熱などの輸入症例が
継続的に報告されており，特にデング熱の輸入症
例は近年増加傾向にある [1]． 2014 年には，デ
ング熱の国内感染症例が 69 年ぶりに発生し，最
終的に 162 例が報告された [2]．2019 年にもデ
ング熱の国内感染 4症例が発生した [3]．国内に
も広く分布するヒトスジシマカ Aedes albopictus
によって媒介されるデング熱，チクングニア熱，
ジカウイルス感染症は，ヒト→蚊→ヒトの感染環
を持つため，散発例に止まらず地域流行する恐れ
があり，重点的に対策を行う必要がある．2020
年は，新型コロナウイルス感染症の世界的流行に
より海外との往来が減少した結果，デング熱の輸
入症例の報告数は顕著に減少した [1]．しかしな
がら，ワクチン接種の実施などにより新型コロナ
ウイルス感染症の流行が散発的なものになった後
は，再びデング熱などの輸入症例の報告数が増加
すると予測されるため，引き続き対策を行う必要
がある．
　今回，デング熱などの蚊媒介感染症対策の基礎
資料とすることを目的に，蚊の発生消長を調査し

た．なお，これまでの調査結果などから県内の観
光地において蚊媒介感染症の地域流行が起こるリ
スクは低いと考えられたため，今年度は観光地に
おける蚊の生息状況の調査は実施しなかった．

材料と方法：2020年5～10月に2週に1～2回，
太閤山ランド（富山県民福祉公園，富山県射水市）
で調査を行った（図 1）．蚊の捕集は，CDCライ
トトラップ 512 型（John W. Hock 社製）の豆
電球を外して吸引トラップとして用い，誘引源の
ドライアイス約 1 kg と共に地上約 1～ 1.5 mの
高さに設置し，一晩作動させて行った．蚊の発生
が少ない 10月第 3週以降は 8分間人囮法も併用
した．このようにして得られた蚊類を，検査室に
て分類・計数した．

図 1．蚊の生息状況調査地点
表 1．太閤山ランドにおける蚊の種別捕集数
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表 2．太閤山ランドにおけるヒトスジシマカ雌成虫の調査日別採集数
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図 2．太閤山ランドにおけるヒトスジシマカ雌成虫の調査日別採集数
　2016年は地点1で人囮法、地点2で人囮法とCDCトラップを，2017年は地点１、2ともに人囮法とCDCトラッ
プを，2018 ～ 2020 年は地点 1，2ともにCDCトラップを用いて調査した．グラフ中の水平線（- - -）は捕集
数が多いと判断する目安（10匹）を示した．

結果：太閤山ランドにおける種別捕集数を表 1
に示した． 4 属 7種 252 個体の蚊が捕集された．
優占して捕集された種はヒトスジシマカ（捕集割
合 61.9％）であった．他に捕集された種も過去
の調査と同様で，特筆すべき種は捕集されなかっ
た．
　太閤山ランドにおける 2020 年のヒトスジシマ
カの発生は 5月下旬から 10月下旬にかけて観察
された．ヒトスジシマカが多数捕集された期間は，
9月下旬から 10月上旬であった（表 2，図 2）．
　太閤山ランドにおける 2016 ～ 2020 年のヒト
スジシマカ雌成虫の捕集数の推移を比較すると，

2020 年のピーク時の捕集数は 2018 年より少な
く，2016 年，2017 年および 2019 年と同程度で，
捕集数が多くなる時期は 9月下旬から 10 月上旬
と過去 4年に比較して遅かった（図 2）．

考　　察

　県内におけるヒトスジシマカの 2020 の発生
は，5月下旬から 10 月下旬にかけて確認され，
この期間にヒトへの吸血リスクがあることが示さ
れた．ヒトスジシマカの発生ピークの時期は地点
や年次によって変動がみられるが，これまでの調
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査結果 [4 － 8] を総合すると，ヒトスジシマカの
発生が多くなるのは，7月から 10 月上旬の期間
であった．この期間は，蚊媒介性感染症対策を講
じる上で最も注意すべき期間である．
　ヒトスジシマカの幼虫の発育速度は発生源の水
温に依存するため [9]，気温が高くなると成虫に
羽化するまでの期間が短縮される．現在のところ，
県内でヒトスジシマカの成虫が確認され始める時
期は 5月中旬から 5月下旬であるが，今後，温
暖化が進行した場合，時期が早まる可能性がある．
また，ヒトスジシマカの発生源は竹の切り株など
の小さな水溜まりであることから，発生数の増減
には気温に加えて降雨の影響を受ける．そのため，
ヒトスジシマカの発生状況は地域変動や年次変動
が大きく，生息状況の調査は地域ごとに単年では
なく複数年にわたって行うことが望ましい．デン
グ熱などの蚊媒介感染症対策を講じる際の基礎資
料とするために，今後も継続してヒトスジシマカ
の発生状況を調査する必要がある．
　観光地においては，海外からの観光客によっ
て蚊媒介ウイルスが持ち込まれる可能性がある．
2014 年には，観光客の多い東京都の代々木公園
を中心にデング熱の国内流行が発生し，最終的に
162 例の国内感染例が報告された [2]．2014 年
に代々木公園などにおいて感染が拡大した要因と
しては，ヒトスジシマカの生息密度の高さに加え，
長期間滞在する人や日常的に散歩を行う人などが
多数存在したことが挙げられる．すなわち，ウイ
ルス血症になったヒトを蚊が刺咬し，多くのウイ
ルス保有蚊が発生したと考えられた．一方，県内
観光地においては，これまでの調査の結果，ヒト
スジシマカの生息密度が高く，かつ多くの人が日
常的に訪問する地点はなかった．したがって，県
内の観光地において蚊媒介感染症の地域流行が起

こるリスクは低いと考えられた．そのため，今年
度は県内観光地における蚊の生息状況の調査は行
わなかった．しかしながら，ヒトスジシマカの生
息密度は風通しなどわずかな環境条件の違いによ
り狭い場所であっても大きく異なるとの報告[10]
があることから，今後の環境条件の変化によって
はその生息密度が高くなる可能性がある．した
がって，観光地における蚊の生息状況についても
定期的に調査する必要がある．
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目的：ウイルス性の感染性胃腸炎や食中毒の集団
発生は，主に冬季に多発し，ノロウイルス（NoV），
ロタウイルス，サポウイルス，アデノウイルスな
どが原因ウイルスとなる．この中でも発生が多
いのはNoV で，厚生労働省の食中毒統計 [1] で
は，患者数が最も多い．一方，小児の散発例では，
NoVとともにA群ロタウイルスの占める割合が
多い [2]．
　NoV は，冬季に散発および集団発生する感染
性胃腸炎の主たる原因ウイルスであり，乳幼児か
ら高齢者までの全年齢層に経口感染する [3]．ヒ
トに感染するNoVは主にGenogroup I（GI）と
Genogroup II（GII）に分けられる．さらに , そ
れぞれが複数の遺伝子型に分類される [4-7]．
　NoV はヒトの小腸で増殖し，吐物や糞便中に
排泄される．吐物には 1 g あたり 103 ～ 106 個，
糞便には 109 個もの NoV が含まれている [8]．
NoV は，感染者から 2週間以上にわたり排泄さ
れ [9,10]，環境中でも長期間感染性を維持すると
される．100 個以下で感染・発病させるといわれ
ている [11] ため，調理従事者が感染すると，そ
の手指を介して食品がNoVで汚染され，集団食
中毒を引き起こすことがある．また，ヒトから排
泄されたNoVは，海に入り，カキなどの二枚貝
の中腸腺に蓄積されるため [12]，二枚貝を生あ
るいは不十分な加熱で喫食することによって食中
毒を起こすことがある．一方，NoV は食中毒の
みならず，ヒトからヒトへ手指等を介して感染し，
散発例，集団発生なども引き起こしている．
　近年，本県ではウイルス性胃腸炎の集団発生
のほとんどがNoVによるものであるため [2,13-

25]，主にNoVを対象としたウイルス性胃腸炎の
集団発生事例および散発例の調査を実施した． 

材料と方法：
1．集団発生事例
　2020 年 4 月～ 2021 年 3 月までに当所および
富山市保健所で受け付けた集団発生事例を対象と
した．検体採取と疫学調査は各事例の管轄厚生セ
ンター，富山市保健所で実施した．
2．散発例
　2020 年 4 月～ 2021 年 3 月までに当所で受け
付けた小児散発例の検体を対象とした．検体採取
は感染症発生動向調査定点医療機関，管轄厚生セ
ンターおよび調査に協力の得られたしんたにこど
もクリニック（富山市）が実施した．
3．ウイルスの検出
　厚生労働省通知 [26] に準じ，糞便からの RNA
抽出，DNase 処理，逆転写反応を行い，リアル
タイム PCR 法および PCR 法によりNoVの検出
を行った．PCR 産物から，ダイレクトシークエ
ンスにより G2-SKF/G2-SKR 領域の塩基配列を
決定した．
　遺伝子型および亜型の判定は，Norovirus 
Genotyping Tool Version 2.0（https://www.
rivm.nl/mpf/typingtool/norovirus/）により行っ
た．遺伝子型番号は，NoroNet の遺伝子型分類
法 [27] に基づき表記した．また，カプシドN/S
領域の塩基配列について，近隣結合法による系統
樹解析を行った．

ウイルス性胃腸炎の集団発生事例及び散発例について
（2020 年度）

稲崎　倫子　　頼成　明奈 1　　五十嵐笑子　　嶌田　嵩久
佐賀由美子　　板持　雅恵　　　長谷川澄代　　谷　　英樹

Outbreaks and Sporadic Cases of Viral Gastroenteritis
 in Toyama Prefecture in the Fiscal Year 2020

Noriko INASAKI, Akina RAIJOU, Emiko IGARASHI, Takahisa SHIMADA, 
Yumiko SAGA, Masae ITAMOCHI, Sumiyo HASEGAWA, and Hideki TANI

1．富山市保健所
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結果および考察：
1．集団発生事例の概要
　2020 年度に当所で受け付けた感染性胃腸炎の
集団発生 5事例のうち，1事例からウイルスが
検出された（表 1）．この 1事例の検出ウイルス
は NoV GII であった．この NoV の遺伝子型は
GII.4 であった．本事例は家庭内発生事例であり，
感染経路は不明であった．
2．月別発生事例数（図1）
　NoV 陽性事例 1 件の発生時期は 9月であり，
例年ウイルス性胃腸炎集団事例の発生数が増加す
る 12 ～ 3月には発生が確認されなかった．１年
間の発生数は，過去5年間の発生数（年9～16件）
と比較すると大幅に少なかった． この要因とし
て，2020 年 3月以降のCOVID-19 県内流行に伴
う県民の感染症対策への意識の向上や，集団胃腸
炎発生事例の主な発生施設の 1つである飲食店
の利用機会の減少などが考えられた．
3．散発例からの遺伝子型別
　2020 年度に受け付けた感染性胃腸炎の小児散

発例 5 例（2020 年 3 月採取 3 例，10 月 1 例，
12 月 1 例）のうち，2020 年 3 月採取の 1 例よ
りNoV GII が，1 例よりアストロウイルスが検
出された．2020 年度に採取された 2例からはウ
イルスは検出されなかった．検出されたNoVの
遺伝子型はGII.2 であった． 
4．NoVの遺伝子解析（図2）
　集団事例 1件においては患者 2名からNoVが
検出されており，2名のウイルスの塩基配列は
100%一致していたことから，患者 2名は同じ感
染源から感染したと考えられた． 
　2020 年 3 月に採取された GII.2 株の配列
は，2016/17 年冬季に国内外で流行した GII.2
変 異 株（ 参 考 株：Hu/GII.P16-GII.2/330022/
Tokyo/2016/JPN，accession no. LC279234）
[29] と近縁であった． 2019 年度は 4 月から
2020 年 1 月まで県内でこの変異株に近縁な
GII.2 株が確認されており [25]，2019 年度の
GII.2 変異株の流行が 2020 年 3 月まで継続して
いたと考えられた．

図 1．年度ごとの月別事例発生数

表 1．2020年度に受け付けたウイルス性胃腸炎集団発生事例
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図 2．2020年度に得られたノロウイルスGII のカプシドN/S領域 (282 塩基 ) における系統樹

　分岐上の数値は，ブートストラップ値（1000 回試行）の 70%以上の値を示す．太字のうち●は 2020
年度受付検体を，その他は 2019 年度受付検体を示す．集団発生事例の検体は「事例番号 ( ヒト検体数ま
たは検体の種類 ) 発生月 /年」，散発例の検体は「検体番号 /発生月 /年」で示す．参考株については「遺
伝子型 accession no. 株名」で示す．GII.4 亜型の参考株については「亜型名 accession no. 株名」で示す． 
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　2020 年 9 月に検出された GII.4 株は Sydney 
2012 亜型（標準株：Sydney/NSW0514/2012/
AU，accession no. JX459908 に近縁の株）[30]
に分類された．2020 年度は 2013 ～ 2019 年度
[18-25] に引き続きこの亜型がGII.4 の流行の中
心であったと推測された．
　遺伝子解析により，各遺伝子型や亜型の流行状
況が明らかとなった．集団発生事例では，複数の
検体で遺伝子配列が一致すれば，単一暴露と推測
できると考えられる．このように，遺伝子解析は，
流行状況の把握，集団発生事例の原因究明などに
有効であると考えられた．
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表２．精度管理調査結果

2020 年度富山県病原体等検査の精度管理調査
－チフス菌，パラチフスA菌の同定－

木全　恵子　　磯部　順子　　前西　絵美　　内田　薫
金谷　潤一　　綿引　正則　　大石　和徳

Quality Control of the Bacterial Testing of Pathogen in Toyama Prefecture (2020)
�����
����
������Salmonella Typhi and Salmonella Paratyphi A –

Keiko KIMATA, Junko ISOBE, Emi MAENISHI, Kaoru UCHIDA, 
Jun-ichi KANATANI, Masanori WATAHIKI, and Kazunori OISHI

目的：本県では，富山県病原体等検査業務管理要
綱に基づき，県内の病原体等検査施設に対する検
査水準の維持，向上を目的とした精度管理調査を
平成 28 年度より実施している．令和 2年度の調
査は，三類感染症であるチフス，パラチフスの起
因菌であるチフス菌，パラチフス A菌の同定を
検査項目とした．
　検査試料は，衛生研究所で培地に菌を接種し，
各検査施設に配布した．結果は，各々の報告書か
ら集計・解析した．

材料と方法：県内 5機関を対象とし，令和 3年 2
月 16 日～ 3月 19 日に実施した．
　検査項目はチフス菌・パラチフス A菌を疑う
菌を同定することした．市販のカジトン培地（栄
研化学）に表 1の菌を接種して配布した．

表１．配付資料と接種菌名

　検査法は各機関の検査実施標準作業書（SOP）
に準拠して行い，検査終了後は，検体は SOP に
従い，滅菌廃棄した．

結果：各機関の成績は表 2に示した．全ての機
関が，試料 A，B，Cについて正しく回答した．
以下に，提出された記録から結果の詳細を解析し
た ( 表 3－ 5）．
（1）平板上の集落の観察：調査試料として配布
した菌株（以下供試菌）が純培養菌であるか確認
する．この確認作業では非選択培地と選択培地の
両方に培養して発育菌を観察することが重要とな
る．非選択培地上では，発育した集落が単一性状
（湿潤，辺縁，厚みなど）であるか確認する．選
択分離培地では発育した集落がチフス菌，あるい
はパラチフス A菌の特徴を示し，すべての集落
が単一性状であるか確認する．これらの平板での
観察から供試菌が純培養菌か否かを判定する．純
培養菌であることが確認された場合，平板上の集
落 5個以上を一次鑑別培地（TSI，LIM）等に接
種し，生化学性状を確認する．
　選択分離培地は，記載のない１機関を除き，
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SS 寒天培地，DHL寒天培地，クロモアガーサル
モネラを複数種類併用していた．これらの選択分
離培地はサルモネラ属菌の硫化水素の産生性やサ
ルモネラ属菌に特有な酵素基質を利用した選択分
離培地である．上記のサルモネラ属菌の選択性の
原理が異なる培地を複数組み合わせることによ
り，より精度の高いサルモネラ属菌の分離が可能
となる．チフス菌はわずかに硫化水素を産生し，
パラチフスＡ菌は全く硫化水素を代謝しない特徴
がある．このため，チフス菌，パラチフスＡ菌は
SS 寒天培地，DHL寒天培地では無色透明な集落
を形成する（チフス菌はDHL寒天培地上で中心
部のみ黒色の半透明な集落を呈することがある）．
一方，クロモアガーサルモネラ培地では，一般的
なサルモネラ属菌と同様，チフス菌，パラチフス
A菌も藤色となる．これらの集落の特徴を観察し，
チフス菌，パラチフスＡ菌疑い株を分離する．し
かし，近年，硫化水素の産生性が低いサルモネラ
属菌もあり，これらの選択分離培地でチフス菌が
疑われる場合があるため，注意を要する．
（2）O群血清凝集試験：チフス菌，パラチフス
A菌同定にはそれぞれVi 血清・O9群血清・H-d
血清による血清凝集試験，O2群血清・H-a 血清
による血清凝集試験が必要である．
　O群血清凝集試験は供試する菌量と抗血清の
量の変動により，しばしば偽陰性となることがあ
る．このため，検査担当者は日常の検査で，血清
凝集試験に最適な供試菌量と抗血清の量の最適比
を確認しておくことが重要である． 
　チフス菌は莢膜抗原の Vi 抗原を保有する V
型菌と，Vi 抗原が脱落したW型菌が存在する．
Vi 抗原は，チフス菌，パラチフス C菌と一部の
Salmonella Dublin のみが保有するとされ，とり
わけチフス菌については，人からの新鮮分離株で
検出される．しかし，人工培地で継代された菌で
はVi ファージの脱落によりその凝集性は失われ
ることが多い．このため，生菌を用いた血清凝集
試験では，V型菌は Vi 血清に凝集し，O9 群血
清には弱く凝集するかもしくは凝集しない．一
方，W型菌の血清凝集試験では Vi 血清に凝集
せず，O9群血清のみ凝集する．このため，生菌
でVi 血清凝集が観察された場合は，加熱処理に
よりVi 抗原を菌体から遊離させた抗原液に用い
てO9群血清の血清凝集試験を行わなければなら
ない．今回の精度管理ではいずれの機関も検体 B
（チフス菌）について，Vi 血清およびO9群血清
凝集試験を行い，Vi，O9 群血清に双方に凝集す

ることを確認していた（なお 1機関は Vi 凝集試
験結果を生菌の場合と加熱菌を用いた場合で取り
違えて記録していた）．一方，検体 C（パラチフ
ス A菌）ではすべての機関がO2 群血清凝集試
験でO2群血清に凝集することを確認していた．
検体 A（Salmonella　Plymouth）の抗原構造は
O9,46:d:z6 であり，O9群血清およびO9,46 群
血清に凝集する．生化学性状試験の結果を考慮す
るとチフス菌である可能性は低いが，市販されて
いる他の血清との凝集性を確認することが望まし
い．
（3）H血清凝集試験： H 血清凝集試験において
は，他のサルモネラに比べて運動性が弱いチフス
菌，パラチフス A菌の場合，H免疫血清との凝
集性の判定には注意が必要である．抗原である鞭
毛が血清凝集試験に十分な量発現していない場合
があるため，チフス菌，パラチフス A菌が強く
疑われる菌でH-d や H-a 血清に凝集しない場合，
運動性を高める培養（25℃培養，クレイギー管
の使用等）を行うことが望ましい．また，凝集が
認められない場合や上述の運動性を高める培養を
行った場合などは，抗原液の調製（菌液の培養温
度等）や血清凝集試験の温度条件等を確認する必
要があるので，記録を残すべきである．前年度の
チフス菌精度管理においては，これらの記録を記
載していない機関が多かったが，今年度の精度管
理では 4機関で記載されていた．検体 B（チフス
菌）ではクレイギー管入り 0.3%寒天加半流動培
地を用いて 25℃で 1回培養または 36℃で 2回継
代培養による運動性強化を 2機関が行っていた．
5機関すべてが検体 B（チフス菌）ではH-d 血清
に，検体 C（パラチフス A菌）ではH-a 血清に
凝集することを確認していた．検体A（Salmonella　
Plymouth，抗原構造 O9,46:d:z6）では I 相が
H-d 血清に，II 相が市販のH-z6 血清またはH-1
血清に凝集する．このように抗原の一部がチフス
菌と同じ血清に凝集するサルモネラ属菌も存在す
ることから，H-d や H-a 以外の市販されている
他の血清との凝集性を確認することが望ましい．
（4）生化学性状試験：チフス菌，パラチフス A
菌の主要な生化学性状は，硫化水素産生性，ガス
産生性，リジンデカルボキシラーゼ産生性，運
動性であり，TSI と LIM培地でほぼ判別できる．
一般的なサルモネラ属菌は硫化水素が強産生性で
あり TSI 高層で黒色を呈する．しかし，チフス
菌，パラチフス A菌の硫化水素の産生性はない
もしくは極めて弱く，TSI 高層での硫化水素産生
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による黒変はごく微小か観察されないことが多
い．また，生化学性状の確認試験として 1機関
が SIMによる運動性と硫化水素産生を確認して
いた．SIMは LIM にくらべ，運動性を確認しや
すく，運動性が弱い菌の確認試験には有効は培地
である．
　今回 1機関においてアラビノース代謝試験の
結果が陰性であり，他の機関の結果と異なってい
た（表 2，表 4　機関 5）．当該機関に確認した
ところ，使用したアラビノースはD体であった．
細菌学的試験では L―アラビノースを使用し，通
常光学異性体であるD―アラビノースは使用しな
い．当該機関での L―アラビノースによる再試験
を行ったところ，アラビノース代謝試験の結果は
陽性であった．代謝試験に用いる糖について試薬
購入時または使用時にいずれの光学異性型の糖を
試験に用いるのか確認が必要である．
（5）陽性コントロール：今回，3 機関が培地
の性能確認のために陽性コントロール菌株を用
いて選択培地の精度，生化学性状のための培地
や試薬の性能を確認していた．用いた陽性コン
トロール菌株は Salmonella　Enteritidis が 2 機
関，Salmonella　Infantis が 1 機 関 で あ っ た．

Salmonella　Enteritidis は O9 群血清に凝集陽性
であるため，血清の精度なども確認できる．また，
これらの陽性コントロールを置くことで，上述の
アラビノース代謝試験においても培地確認が容易
になると考えられた．

考察：チフス，パラチフスは本県では 3~5 年に
１例程度の報告があるのみの希少感染症である
が，国内では年間 20~30 例の推移で患者が発
生しており，時に国内では集団感染事例（IASR 
Vol. 36 p. 162-163: 2015 年 8 月号）が報告さ
れている．また，チフスとパラチフスは三類感染
症であり，診断の根拠となる起因菌の同定は迅速
かつ正確でなければならない．このため，これら
の検査体制の維持は重要である．チフス，パラチ
フスの同定は生化学性状検査および血清学的検査
の両方の結果から判定する．今年度の精度管理で
は同定の最終結果は全ての機関で正解であった
が，一部の機関に培地調整の誤りや結果の誤記載
が認められた．今後，各検査機関においては，結
果報告の確認体制および培地調整に関するOJT
等を今後再確認する必要があると考える．
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表１．富山県腸管出血性大腸菌感染症発生状況（2020）

2020 年 1 月から 12 月までに富山県において
発生した腸管出血性大腸菌（EHEC）感染事例は
24件，感染者は28名であった．これらの内訳は，
EHEC O157 感染事例が 12 件，15 名，EHEC 
O26 感染事例が 6件，6名，EHEC Og91 感染事
例が 3 件，4 名，O103，Og100，OgN1 感染事
例がそれぞれ 1件，1名であった（表 1）．なお
遺伝子型別により決定したO血清群およびH血
清型をそれぞれOg，Hg と表記した．以下にこ
れらの感染事例についてその概要，疫学的解析結
果を報告する．

2020 年における EHEC感染症発生状況：2020
年の富山県における EHEC 感染症の事例数，感
染者数はそれぞれ前年（25件，31名）比0.96，0.90
で，事例数，感染者数ともにやや減少していた．
発生形態は，集団感染（家族内感染を含む）4件，
散発 20件で，前年（集団感染 4件，散発 21件）
とほぼ同様であった（表 1）． 
　EHEC 感染症の事例数及び感染者数の月別動
向を図 1に示した．春季・秋季に EHEC 感染症
が多発した前年と異なり，2020 年は 6 月から
10月の夏季から秋季にかけて事例数の 79%（19
件／ 24 件）， 感染者の 75％（21 名／ 28 名）と
EHEC感染症が多く発生した．
　有症者の割合は 64％（18名／ 28名）であった．
年代ごとの感染者数は 20 歳 代が 32%（9 名／
28 名）と全体の約 3割を占めていた（図 2）．ま
た，男女比は男性 32％，女性 68％で，約 7割が
女性であった．

図1．富山県における腸管出血性大腸菌感染症月別発生動向（2020）

富山県内の腸管出血性大腸菌感染症発生状況 (2020 年 )

木全　恵子　　内田　　薫　　金谷　潤一　　前西　絵美
綿引　正則　　磯部　順子　　百石祐一朗 1　大石　和徳

Enterohemorrhagic Escherichia coli Infectious Diseases Detected
in Toyama Prefecture, 2020

Keiko KIMATA, Kaoru UCHIDA, Jun-ichi KANATANI, Emi MAENISHI,
Masanori WATAHIKI, Junko ISOBE, Yuichiro HYAKKOKU, and Kazunori OISHI

1．富山市保健所
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表 2．MLVAにおける各標的遺伝子座の反復配列数

図 2．年齢別腸管出血性大腸菌感染症発生状況

分離株の薬剤感受性：菌株を入手できなかった事
例No.24 を除く表 1 の各事例の代表株 23 株に
ついて，薬剤感受性試験を行った．対象とした薬
剤は 13薬剤（ノルフロキサシン，ナリジクス酸，
カナマイシン，ゲンタマイシン，ホスホマイシ
ン，アンピシリン，SXT合剤，テトラサイクリン，
ストレプトマイシン，セファゾリン，クロラムフェ
ニコール，セフタジジム，セフォタキシム）で，
CLSI のプロトコールに準拠し，Kirby-Bauer 法
に基づいたディスク法（センシ・ディスク，日本
ベクトン・ディッキンソン）を用いた．
　供試菌株のうち，上記 13 薬剤のいずれかに耐
性を示したのは事例No.3 分離株（アンピシリン・
SXT合剤耐性），事例No.11 分離株（ストレプト
マイシン・テトラサイクリン耐性），事例No.17
分離株（ストレプトマイシン耐性），事例No.22
分離株（アンピシリン・ストレプトマイシン・テ
トラサイクリン耐性），事例No.23 分離株（スト
レプトマイシン耐性）の 5株（22％）であった．

分離株の病原因子：各事例の分離株について（表
1，事例 No.24 を除く），接着因子遺伝子 eae，
ベロ毒素遺伝子 stx1，stx2，凝集付着性大腸菌耐
熱性毒素遺伝子 astAのPCRによる検出を行った．
　ベロ毒素遺伝子型は表 1のとおりであり，stx1
stx2保有型が 8株，stx2保有型が 7株，stx1保有

型が 9株であった．事例No.3，5，11，22，23
における分離株は eaeを保有していなかった．ま
た，astAは事例No.4 の分離株から検出された．

O157，O26 の MLVA に よ る 遺 伝 子 型 別：
2018 年から当所において O157，O26，O111
の multiple-locus variable-number tandem-
repeat analysis (MLVA) による遺伝子型別を実
施している．MLVAはゲノム上の 17 の標的遺伝
子座における繰り返し配列数（以降，反復配列
数）の違いにより遺伝子型別を行う方法である
[1]．この解析では， 1 遺伝子座の反復配列数のみ
異なるMLVA型は遺伝子関連性があると判定し，
これらの 1遺伝子座のみ異なる複数のMLVA型
をひとつの関連性のある一群，「コンプレックス」
として標記している．また，互いに３つ以上の遺
伝子座の反復配列数が異なるMLVA型は遺伝的
関連性がないと考えられる [2]．
　表 2 に 2020 年に県内で分離された O157，
O26 の各事例分離株（事例No.24 を除く）につ
いて，当所で取得したMLVAの各標的遺伝子座
の反復配列数と，国立感染症研究所により付与さ
れたMLVA の遺伝子型（表 2，MLVA type）お
よびコンプレックス型（表 2，MLVA comp）を
示した．
　事例No.9 について標的遺伝子座 EHC-5 で 2
種類の反復配列数が検出されたため，表 2に「/」
をつけて該当する配列数を併記した．これは，標
的遺伝子座が複数コピーあること等が原因とな
り，2種類の反復配列数が検出されたためである
と考えられた．
　複数の感染事例で同一のMLVA 型もしくは
MLVA コンプレックスが検出された事例は，事
例No.12，15，16（表 2，MLVA型 20m0173），
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事 例 No.20，21（ 表 2，MLVA 型 19m0513，
MLVA コンプレックス 20c030）であった．事
例No.12，15，16 は 2020 年 8 月～ 9月，事例
No.20，No.21 は 2020 年 9 月～ 10 月に発生し
た感染事例であった．以上からこの時期に県内で
同一MLVA型の EHEC が流行したと考えられた
が，感染源は明らかになっていない．
 
全国における EHEC感染症発生状況との比較：
2020 年の全国における EHEC感染者数は 3,088
名で，昨年の 0.82 倍で，過去 5年における年間
感染者数は最も少なかった［3］．
　国立感染症研究所では全国で発生した EHEC
感染事例について菌株の収集・解析を行い，
EHEC O157，O26，O111，O103，O121，
O145，O165，O91 についてMLVAによる分子
疫学サーベイランスを行っている．このサーベ
イランスの結果，2020 年に全国 5機関以上の地
衛研等から検出された広域流行株のMLVA遺伝
子型またはMLVAコンプレックス 26種類であっ
た［4］．このうち，本県で検出された広域流行
株の事例，MLVA 遺伝子型またはMLVA コンプ
レックス，検出された都道府県数は，事例No.7
（MLVA 遺伝子型 20m0060，1 都 4 県），事例
No.10（MLVA コンプレックス 20c010，1 都 6
県），事例 No.20，21（MLVA コンプレックス 
20c030，1 都 14 県）であった．2020 年に本県
で検出されたMLVA 遺伝子型は，O157 が 9 タ
イプ，O26 が 5 タイプであり，他のMLVA遺伝
子型と関連性があると認められたMLVAコンプ
レックスが，O157 で 2 種類検出された（表 2）．
事例 No.7，事例 No.10，20，21 では他県の同
じMLVA遺伝子型またはMLVAコンプレックス
が検出された感染事例との関連性は不明であっ
た．

特記すべき事例の報告：2020 年の感染事例のう
ち，上述の広域流行株以外の事例について以下に
詳細を報告する．
　県内で発生したEHEC Og91感染事例：2020
年は Og91：Hg14 による感染事例が 3 件発生
した（表１）．その内訳は 4 月に 1 件（表 1 事
例No.5，感染者 2名），10月に 2件（表 1 事例
No.22，No.23，感染者それぞれ 1 名）であっ
た．上記 3事例の分離株は市販の大腸菌O血清
群抗血清に凝集せず，OUTと報告された．当所
で PCR によるO血清群遺伝子型別［5］を実施

したところ，これらの分離株の血清型はすべて
Og91 であることが判明した．これらの分離株の
抗原が市販のO91 血清群抗血清に凝集しなかっ
た原因として，O91 血清群の抗原が発現してい
ない可能性や，抗原液の加熱処理による莢膜除去
が不十分であった可能性などが考えられたが，原
因は不明である．また，各事例分離株の毒素型
は，事例No.5 が stx1 stx2保有型，事例No.22，
No.23 が stx1保有型であった．
　国立感染症研究所では 2017 年から O91 の
MLVA 解析を開始している．上記 3件の EHEC 
Og91 の MLVA 型は，事例 No.5 は 20m8003，
事 例 No.22 は 17m8031， 事 例 No.23 は
17m8030 であった．これらの事例ではMLVA型
も異なることから関連性はないと考えられた．

　県内で発生した EHEC Og100 および EHEC 
OgN1感染事例：2020 年は上述の EHEC Og91
感染事例 3件のほかに，市販の大腸菌O血清群
抗血清に凝集せず，OUTと報告された感染事例
が 2 件報告された（表１事例 No.3，No.11）．
事例No.3 の分離株について，当所で PCR によ
るO血清群遺伝子型別［5］を実施したところ，
Og100 であることが判明した．2020 年に血清群
O100 の EHEC 分離は本件を含め，全国で 2件
報告されている［3］．
　事例No.11 の分離株は当所で行っている大腸
菌の遺伝子型別法［5］では型別不明（OgUT）
であった．このため，菌株を国立感染症研究所
に送付し，国立感染症研究所で他の新規O血清
群遺伝子の型別を行った［6］．その結果，事例
No.11 の分離株はOgN1 であることが判明した．
本血清群遺伝子型は 2016 年に新しいO血清群
遺伝子型として EHEC から検出，報告されてい
る［7］． 

考察：2020 年は遺伝子型別によるO血清群の決
定を要した感染事例が 5件発生した．遺伝子型
別によるO血清群の決定は，市販の大腸菌O血
清群抗血清による型別ができない EHEC 感染事
例間の遺伝的関連性を確認することができる有効
な手段である．その一方で，ゲノム解析から今後
も新規の大腸菌のO血清群遺伝子型が増加する
ことが予測される．このため，今後は地方衛生研
究所など検査機関において，これらの新規のO
血清群遺伝子型別への対応が必要であると考えら
れる．
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目的：本県では，富山県食品衛生検査業務管理要
綱に基づき，平成 11 年から県内の食品衛生検査
機関に対して検査水準の維持，向上を目的として
精度管理調査を実施している [1]．本年の微生物
学的検査の精度管理調査では，牛乳中に添加した
生菌数測定および模擬食品（加熱食肉製品　加熱
殺菌後包装）中のサルモネラ属菌検査（成分規格　
陰性）を実施した．検査用試料は，衛生研究所で
調製後，各検査機関に配布し，各々の検査結果の
報告を集計・解析した．

材料と方法：新川厚生センター，中部厚生セン
ター，高岡厚生センター，砺波厚生センター，食
肉検査所および衛生研究所の 6機関を対象とし，
令和 3年 2月 16 日～令和 3年 2月 26 日に実施
した．
　生菌数測定用の検体（牛乳 10 ml）は，2検体
の菌数がそれぞれ 1.3×104 CFU/ml（牛乳A），1.3
×103 CFU/ml（牛乳 B）となるよう枯草菌（栄
研化学）を調製し，市販品牛乳（常温保存可）に
添加し作製した．なお，牛乳原液の生菌数は 0 
CFU/ml であった．菌数測定は各機関の検査実施
標準作業書（SOP）に準拠して行うこととした．
各機関で測定した値を用いて，標準偏差（SD），
変動係数，標準測度（Zスコア）を算出した．Z
スコアは，「Z ＝（測定値－測定値平均）／測定
値標準偏差」の計算式で求められ，その絶対値に
よって各機関の測定した値を評価できる．判断
基準は，｜ Z｜≦ 2 のとき ｢良好｣，2 < ｜ Z｜
< 3 のとき ｢改善が必要かどうかの検討必要｣，3 
≦｜ Z｜のとき ｢改善措置を要する｣ となって
いる．

　サルモネラ属菌検査用の模擬食品は，市販のコ
ンビーフにサルモネラ属菌の培養液を表 1の通
り接種して作製した．なお，コンビーフからサル
モネラ属菌は検出されなかった．検査法は，各機
関の検査実施標準作業書（SOP）に準拠して行う
こととした．

結果：牛乳中の生菌数は表 2に示した．牛乳 A
については，報告された測定値（各機関の実測
値 2回を平均した値）の平均は 1.27×104 CFU/
ml，最大値 1.39×104 CFU/ml，最小値 1.17×
104 CFU/ml であった． SDは 797.5 となり，す
べて平均値 ±2SD（1.11×104 ～ 1.43×104）の範
囲内であった．Zスコアの絶対値もすべて 2以下
で，ばらつき度合いは良好と判断された．各機関
の実測値（1検体あたり 2回）を見ると， SD は
784.5 となり，すべて平均値 ±2SD（1.11×104

～ 1.42×104）の範囲内であった．実測値の Zス
コアにおいても，絶対値はすべて 2以下で，ば
らつき度合いは良好と判断された．
　牛乳 Bについては，報告された測定値の平均
は 1.25×103 CFU/ml， 最大値 1.40×103 CFU/
ml，最小値 1.09×103 CFU/ml であった．SDは
111.2 となり，すべて平均値 ±2SD（1.03×103

～ 1.47×103）の範囲内であった．Zスコアの絶
対値もすべて 2以下で，ばらつき度合いは良好
と判断された．各機関の実測値を見ると，SDは
108.2 となり，すべて平均値 ±2SD（1.03×103

～ 1.47×103）の範囲内であった．実測値の Zス
コアにおいても，すべて絶対値は 2以下で，ば
らつき度合いは良好と判断された．
　平成 28 年度～令和 2年度において，生菌数の

2020 年度富山県食品衛生検査の精度管理調査
－微生物学的検査－
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C  2 ml  0 CFU/g 

D  3.3×102 CFU/g 

表 1．模擬食品における添加細菌と菌数

A A

Z Z
13100 450.0 0.57
12800 150.0 0.19
13800 1150.0 1.47
14000 1350.0 1.72
12500 -150.0 -0.19
11900 -750.0 -0.96
11700 -950.0 -1.21
11600 -1050.0 -1.34
13200 550.0 0.70
12800 150.0 0.19
12400 -250.0 -0.32
12000 -650.0 -0.83

X) 1.27×104 12650.0 12650.0
SD) 797.5 784.5

X+2SD 14245.0 14219.0
X-2SD 11055.0 11081.0

B B

Z Z
1230 -20.8 -0.19
1230 -20.8 -0.19
1400 149.2 1.38
1390 139.2 1.29
1120 -130.8 -1.21
1060 -190.8 -1.76
1340 89.2 0.82
1250 -0.8 -0.01
1320 69.2 0.64
1330 79.2 0.73
1190 -60.8 -0.56
1150 -100.8 -0.93

X) 1.25×103 1251.7 1250.8
SD) 111.2 108.2

X+2SD 1474.1 1467.3
X-2SD 1029.3 1034.3

-81.7 -0.73

143.3 1.29

1090 -161.7 -1.45

43.3 0.39

1230 -21.7 -0.19

78.3 0.70

13000

12200

350.0

-450.0

0.38

1.57

-0.56

-1.25

0.44

-0.56

12950

13900

12200

11650

300.0

1250.0

-450.0

-1000.0

No. 5

No. 6

No. 1

No. 1

No. 2

No. 3

No. 4

No. 6

No. 2

No. 3

No. 4

No. 5

1395

1330

1295

1170

1.23×103

1.40×103

1.09×103

1.30×103

1.33×103

1.17×103

1.30×104

1.39×104

1.22×104

1.17×104

1.30×104

1.22×104

表 2．牛乳中の生菌数
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図１．測定値のZスコア（H28～ R02）
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図２．実測値のZスコア（H28～ R02）

測定値および実測値の Zスコアを機関ごとに示
した（図 1，2）．測定値については，機関No. 2
の 1 回の値が 2 < ｜ Z ｜ < 3 であった．実測値
については，機関No. 2 の 1 回の値，機関No. 
6 の 1回の値が 2 < ｜ Z｜ < 3 であった．
　サルモネラ属菌検査については，すべての機関
が食品Dからサルモネラ属菌（O7群）が検出さ
れた（表 3）．一方，食品 Cからはすべての機関
でサルモネラ属菌は検出されず，検査精度に問題
はなかった．

C D
No. 1
No. 2
No. 3
No. 4
No. 5
No. 6

表 3．模擬食品からのサルモネラ属菌検出

考察：令和 2年度において，生菌数の測定値お
よび実測値の Zスコアをみると，いずれの機関
も「良好」とされる範囲内であり問題はなかった．
ただし，平成 28 年度～令和 2年度においては，
測定値をみると，1つの機関（計 1回）で Zス

コアが 2 < ｜ Z｜ < 3 の範囲であった．また，実
測値では，2つの機関（計 2回）で Zスコアが 2 
< ｜ Z｜ < 3 の範囲であった．Zスコアの絶対値
が 2を越えた場合，機関内でその原因を精査し，
ばらつきが小さくなるよう改善する必要がある．
しかし，この精度管理調査の参加機関は多くない
ため，全体的な測定値のばらつきが小さい場合，
少しの変動が Zスコアに大きく影響する場合が
あるので，本調査における Zスコアだけでその
測定方法等を否定できない．これらの機関につい
ては，民間機関が実施する外部精度管理にも参加
し，適正な範囲に入る結果を得られるか検討する
ことが望ましい．
　サルモネラ属菌による食中毒は，近年は卵を原
因とする集団食中毒事件が減少していることか
ら，行政的に検査する機会も減少傾向にある．し
かしながら，厚生労働省の食中毒統計資料による
と，令和 2年には全国で 33 件（患者数 861 名）
のサルモネラ属菌による食中毒が発生している．
鶏肉からのサルモネラ属菌の検出率は高く，最も
注意しなければならない食中毒原因菌のひとつで
あることに変わりはない．また，加熱食肉製品（加
熱殺菌後包装）や食鳥卵（殺菌液卵）からはサル
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モネラ属菌を検出してはいけないこととなってい
るため，この検査の必要性は高い．
　今回，食品Dに接種したサルモネラ属菌は硫
化水素を産生しない非定型菌であったため，硫
化水素産生性を指標とする培地（MLCB 培地，
DHL 培地など）ではサルモネラ属菌を鑑別でき
ない．一方，特定酵素基質培地上ではサルモネラ
属菌とサイトロバクター属菌の典型的な集落が
異なるため，容易に鑑別が可能である．ただし，
TSI 培地での生化学的性状は硫化水素非産生とな
ることに注意する必要がある．5機関では，LIM
培地による生化学的性状，O血清群別に加え，そ
の他の生化学的性状試験（オキシダーゼ試験，ク
エン酸利用能試験，VP試験，ONPG 試験，マロ

ン酸利用能試験）を実施し，サルモネラ属菌を確
認していたが，1機関は，その他の生化学的性状
試験を実施せずに判定していた．非定型的サルモ
ネラ属菌が疑われた際は，その他の生化学的性状
試験を実施し，サルモネラ属菌を確認することが
望ましい．また，収去検査でサルモネラ属菌を検
出する機会は少ないことから，定期的に精度管理
を実施し，使用する培地での陽性コントロールの
発育を確認することも望ましい．

文　　献

1． 富山県厚生部長通知，薬食 1,229 号，平成
10年 12 月 16 日
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富山県におけるカルバペネム耐性腸内細菌目細菌感染症の患者発生動向と
患者由来株のβ - ラクタマーゼ遺伝子保有状況（2020 年）

綿引　正則　　内田　　薫　　磯部　順子　　木全　恵子
金谷　潤一　　前西　絵美　　大石　和徳

Surveillance of Carbapenem-resistant Enterobacterales Infectious Diseases and 
������
��������!���������"�����������#����������
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Masanori WATAHIKI, Kaoru UCHIDA, Junko ISOBE, Keiko KIMATA,
Jun-ichi KANATANI, Emi MAENISHI, and Kazunori OISHI

目的：カルバペネム耐性腸内細菌目細菌
(carbapenem-resistant Enterobacterales, CRE) 感
染症は，メロペネムなどのカルバペネム系薬剤及
び広域β - ラクタム剤に対して耐性を示す腸内細
菌目細菌による感染症である．主に感染防御機能
の低下した患者や外科手術後の患者，抗菌薬を長
期にわたって使用している患者などに感染症を起
こす．肺炎などの呼吸器感染症，尿路感染症，手
術部位や皮膚・軟部組織の感染症，カテーテル関
連血流感染症，敗血症，髄膜炎，その他多様な感
染症を起こし，医療関連感染の原因となることも
ある．また，無症状で腸管等に保菌されることも
ある [1]． 
　国内では，2014 年 9月 19 日に CRE感染症が
感染症法に基づく感染症発生動向調査の 5類全
数把握疾患に追加された．
　2017 年 3 月 28 日に，厚生労働省健康局結核
感染症課長通知が発出され，地域における流行状
況を把握するために，CRE 感染症の届出があっ
た際には地方衛生研究所等での耐性遺伝子等の試
験検査が実施されることとなった．また，地域内
の医療機関等への情報提供を行うとともに必要に
応じた対策の実施が求められている [2]．
　ここでは富山県における 2020 年の患者発生動
向と，分離された CRE のβ - ラクタマーゼ遺伝
子保有状況について報告する．

材料と方法：
1．CRE感染症届出数
　2020 年 1 ～ 12 月に県内の医療機関から報告
された CRE 感染症について菌種別に集計した．
あわせて富山県および全国の過去 5年間の届出
数を集計した．

2．CREのβ - ラクタマーゼ遺伝子保有状況
　県内医療機関で分離された CRE13 株につい
て調査した．カルバペネマーゼ遺伝子 (IMP 型，
NDM型，VIM-2 型，KPC型，OXA-48 型 ) の検
出は PCR 法 [3] により行った．カルバペネマー
ゼ以外のβ - ラクタム耐性機序の確認のため，基
質特異性拡張型β - ラクタマーゼ (ESBL) 遺伝子
(TEM 型，SHV 型，CTX-M-1 型，CTX-M-2 型，
CTX-M-9 型 ) および AmpC β - ラクタマーゼ遺
伝子 (MOX型，CIT 型，DHA型，ACC型，EBC型，
FOX型 ) の保有状況についても調べた [4, 5]．

結果と考察：
1．CRE感染症届出数
　富山県内の過去 5年間の CRE 届出数を表 1に
示した．2020 年は 13件の届出であった．
　 菌 種 別 で は，Klebsiella aerogenes ( 旧 名：
Enterobacter aerogenes) と Enterobacter cloacae
が 各 4 株，Enterobacter sp. が 3 株，Klebsiella 
pneumoniae及び Enterobacter cloacae complex (E. 
roggenkampii) が各 1株であった ( 表 2)．

表１．CRE感染症の報告数（2016～ 2020年 )
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表２．富山県における菌種別CRE感染症届出状況（2020年）

2．CREのβ - ラクタマーゼ遺伝子保有状況
　県内の医療機関で分離された CRE 感染症患者
由来 13 株のカルバペネマーゼ遺伝子，ESBL 遺
伝子，AmpC β - ラクタマーゼ遺伝子の保有状
況を表 3 に示した．2020 年に分離された CRE
菌株からは，カルバペネマーゼ遺伝子は検出さ
れなかった．ESBL 遺伝子については SHV型が，
AmpCβ - ラクタマーゼ遺伝子については，2株
からそれぞれ EBC型及びDHA型が検出された．
　CRE のカルバペネム耐性はカルバペネマー
ゼの産生，あるいは外膜タンパクの変化を伴っ
たβ - ラクタマーゼの産生量の増加による．
Enterobacter属菌などは，染色体性の AmpC β -
ラクタマーゼの産生と膜の透過性低下よりカルバ
ペネム耐性を示すことが知られている． 
　CRE の中でもカルバペネマーゼを産生する腸
内細菌目細菌は，β - ラクタム剤以外の抗菌薬に
耐性となる場合も多く，予後が悪いと報告されて

いる．また，カルバペネマーゼ遺伝子のほとんど
がプラスミド上に存在していることが知られてお
り，腸内細菌目の他菌種に容易に伝播する可能性
がある．そのため，CRE として届出対象となっ
た菌株がカルバペネマーゼ遺伝子を保有するかど
うかを鑑別することは医療関連感染対策上重要で
ある [1]．
　CRE 感染症においては，カルバペネマーゼ産
生性の鑑別やカルバペネマーゼ遺伝子の型別の必
要性が増しており，CRE の発生動向には今後も
注視する必要がある． 
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富山県における 2020 年の病原微生物検出情報

磯部　順子　　内田　　薫　　木全　恵子　　金谷　潤一
綿引　正則　　前西　絵美　　大石　和徳

Pathogenic Bacteria Isolated in Toyama Prefecture, 2020

Junko ISOBE, Kaoru UCHIDA, Keiko KIMATA, Jun-ichi KANATANI,
Masanori WATAHIKI, Emi MAENISHI, and Kazunori OISHI

　当所では県内 10 か所の公的病院，4か所の富
山県厚生センター，富山市保健所，衛生研究所
を定点として病原細菌の検出情報を収集してい
る．2020 年 1 月から 12 月までの検出情報を菌
種別および材料別に集計した ( 図 1，表１)．病院
で分離された Staphylococcus aureusについては，
methicillin-resistant S. aureus（MRSA）の割合
を求めた．
　図１に菌種別の分離菌数を示す．Escherichia 
coliが 4,431 株（29.1%）でもっとも多かった．

次いで，S. aureusが 2,410 株 (15.8%)，コアグ
ラーゼ陰性 S. aureus 1,515 株 (10.0%)，Klebsiella 
pneumoniaeが 1,076 株 (7.1%) であった．
　検出材料別病原細菌の分離菌数を表１に示す．
分離菌数は尿から 6,563 株（43.1％）と最も多く，
続いて喀痰，気管吸引液および下気道の材料から
3,386 株（22.2%），血液から 2,280 株（15.0%）
の順であった．これらの材料からの分離菌数で全
体の約 8割を占めた．この傾向は昨年と同様で
あった．しかしながら，分離菌総数 15,220 株は，
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図１．菌種別病原細菌分離状況（2020）
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昨年の 17,519 株の 86.9％と減少傾向を示した．
とりわけ，咽頭および鼻咽喉では昨年比 47.9%
と分離菌数が顕著に減少した．
　以下に材料別の分離状況について報告する．

糞便：分離菌数は 831 株で，前年の 70.3％であっ
た．最も多かったのは E. coli 362 株であったが，
前年の 615 株のおよそ半数に減少した．E. coli
（EHEC/VTEC）は 28 株分離され，その内訳は
血清群 O157 が 15 株，O26 が 6 株，Og91 が 4
株，O103，O100，OgN1 各 1株であった（デー
タ未掲載）．次に多かったのは S. aureus 234株（う
ちMRSA105 株 44.9％）で，前年の 91％であっ
た．Campylobacterは 153 株で前年の 86.9％で
あった．このように上位３菌種はいずれも前年よ
り分離菌数が減少していた．

穿刺液：分離菌数は 360 株で前年の 101.1％
であった．穿刺液からの分離菌数は 2017 年
からわずかではあるが増加傾向が続いている．
Anaerobes，E. coli，methicillin-sensitive S. 
aureus（MSSA），コアグラーゼ陰性 S. aureusが
多く分離された．

髄液：分離菌数は 6株 ( 前年は 3株 ) であった．

血液：分離菌数は2,280株，前年の101.4％であっ
た．E. coli，コアグラーゼ陰性S. aureus，S. aureus（内
MRSA38.4％）が多く，これら３菌種で 87.4％
を占めた．

咽頭および鼻咽喉：分離菌数は 635 株で前年の
1,327 株から大きく減少した（47.9％）．分離
されたのは �������	
��	��������，Streptococcus 
pneumoniae，Streptococcus B の３菌種のみである．

喀痰，気管吸引液および下気道：分離菌数は
3,386 で前年の 4,436 株の 76.3％と大きく減
少した．S. aureusが 1,454（うち MRSA736 株
45.4％）と最も多く，Pseudomonas aeruginosa，S. 
pneumoniae，Klebsiella pneumoniae，�� 	��
�����
なども多く分離された．

尿：分離菌数は 6,563 株で前年の 97.3％であっ
た．E. coliの分離菌数は 3,127 株で最も多く，尿
からの分離菌数のおよそ半数（47.6%）を占めた．
Enterococcus　spp，S. aureus，K. pneumoniae， な
ども多く分離された．

陰部尿道頸管擦過 ( 分泌 ) 物：分離菌数は
1,159 で前年の 94.8％であった．昨年同様
Streptococcus,B ，Candida albicansが多く分離さ
れた．
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表１．材料別病原細菌分離状況（2020）
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表 2．月別・菌種の病原微生物検出状況（2020）
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富山県内で分離された溶レン菌の血清型および薬剤感受性
（2020 年）

磯部　順子　　内田　　薫　　前西　絵美　　綿引　正則
木全　恵子　　金谷　潤一　　柴山　直美 1　　堀江　妙子 1

柏木裕太郎 1　　竹島　亜実 1　　池辺　忠義 2　　大石　和徳

Serotypes and Antibiotic Susceptibilities of Clinical Hemolytic Streptococcal Isolates 
in Toyama Prefecture, 2020

Junko ISOBE, Kaoru UCHIDA, Emi MAENISHI, Masanori WATAHIKI, 
Keiko KIMATA, Jun-ichi KANATANI, Naomi SHIBAYAMA

1
, Taeko HORIE

1
, 

Yutaro KASHIWAGI, Ami TAKESHIMA
1
, Tadayoshi IKEBE

2
, and Kazunori OISHI

目的：A群溶血性レンサ球菌（溶レン菌）は，急
性咽頭炎，扁桃炎，膿痂疹など様々な感染症を引
き越すだけでなく，重篤な場合には．進行が早く
致命率の高い劇症型の疾患を引き起こすことが知
られている．感染症法では，本菌による咽頭炎は
5類感染症小児科定点把握疾患に，また，劇症型
溶レン菌感染症は，5類感染症全数報告疾患に位
置付けられる．これらの患者から分離される溶レ
ン菌は A群が最も多いが，近年では，B群や G
群の割合も増えている [1]．劇症型となる要因や
発生機序は未だ明らかではない．一方，A群溶レ
ン菌におけるマクロライド系やリンコマイシン系
薬剤に対する耐性株が近年増加傾向にあるため ,
その動向には注意が必要である [2]．
　当所では，衛生微生物技術協議会溶レン菌レ
ファレンスセンターの東海・北陸支部センターと
して，A群溶レン菌の血清型別や劇症型溶レン菌
感染症由来株の収集および疫学調査を実施してい
る．ここでは，2020 年に富山県内で分離された
A群溶レン菌の血清型別結果および劇症型溶レン
菌感染症の病原体サーベイランス結果について報
告する．

材料と方法：
（1）感染症発生動向調査による患者数
　2020 年 1 ～ 12 月に富山県で報告されたA群
溶レン菌咽頭炎および劇症型溶レン菌感染症の届
出数を集計した．

（2）A群溶レン菌の血清型別
　供試菌株は，2020 年に富山県内の 1医療機関
で患者から分離されたA群溶レン菌 7株につい
て，T血清型別を実施した．型別は「T型別用免
疫血清」（デンカ生研）を用いてスライド凝集反
応にて行った． 
（3）劇症型溶レン菌感染症由来株の病原体サー
ベイランス
　2020 年に富山県内で届出された劇症型溶レン
菌感染症は 9件であった．収集された 9株につ
いて，群別，T血清型別，菌種同定，emm遺伝子
型別，薬剤感受性試験を実施した．群別試験は，「ス
トレプト LA NX」( デンカ生研 ) を用いた．T血
清型別は，(2)A 群溶レン菌の血清型別と同様に
行った．菌種同定は，「API 20 STREP」( ビオメ
リュー ) を用いた．emm遺伝子型別および薬剤感
受性試験は，国立感染症研究所細菌第一部にて実
施した．調べた薬剤は，ペニシリンG(PCG)，ア
ンピシリン (ABPC)，セファゾリン (CEZ)，セフォ
タキシム (CTX)，メロペネム (MEPM)，バンコ
マイシン (VCM)，ダプトマイシン (DAP)，エリ
スロマイシン (EM)，クリンダマイシン (CLDM)，
EM/CLDM，リネゾリド (LZD)，シプロフロキサ
シン (CPFX)，ミノサイクリン (MINO) の 13 薬
剤である．

結果と考察：
（1）感染症発生動向調査による患者数

1. 富山市民病院　2. 国立感染症研究所細菌第一部
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　富山県における2020年のA群溶レン菌咽頭炎
の患者報告数は 3,330 人（定点あたり 114.83 人）
であり，定点あたりでみると 2019 年の 115.1 人
と同様であった．2018 年のそれ（77.86 人）と
比べると増加傾向にあり，今後も注目したい．
　2020 年の劇症型溶レン菌感染症の患者報告数
は9人であった．この報告数は，2018年の20人，
2019 年の 15 人に比べると半減している（図１）．
2017 年以前の報告数は 10人前後であったので，
このまま増加傾向が下がるのか，監視したい．

図１． 富山県における劇症型溶血性レンサ球菌感
染症報告数（2020）

（2）A群溶レン菌のT血清型別
　2020 年に分離された A群溶レン菌の T血清
型別結果を表 1に示した．分離されたのは 1月
（2株），2月（１株），3月（2株）と冬期間に多
い傾向であるが，例年は年間を通して分離され
る．分離された溶レン菌の T型は，T-3 型 (2 株，
28.6％ )，T-6 型 (1 株，14.3%) で，4 株が型別
不能 (57.1%) であった．全国では T-1 型の分離
割合が高いが，県内ではT-1の分離数は多くなく，
2020 年も T-1 に型別された株は認められなかっ
た．

（3）劇症型溶レン菌感染症由来株の病原体サー
ベイランス
　収集した劇症型溶レン菌感染症由来株 9株に
ついて，検査結果を表 2 に示した．群別の結
果，8/9（88.9%）株が A群，B群が１株であっ
た．A群 8株の血清型は，T-1 型 2 株，T-4 およ
び T-12 型各 1株であった．1株 (No.2) は菌種が
S. dysgalactiae subsp. equisimilisであったため，
T型別は行っていない．emm遺伝子型は，B群
については実施しないため，A群 8 株の型別を
行った．stG643.0，emm49.0 型がそれぞれ 2株，
emm3.93，emm6.0，emm12.0，emm81.0 が 各 1
株で，型の集積は認められなかった．
　薬剤感受性については，1株でMINO耐性，1
株で CPFX 低感受性であった．これら以外の 7
株は 13薬剤にすべて感受性であった．
　劇症型溶レン菌感染症の報告数は全国的にも増
加傾向にある．原因菌として A群溶レン菌が多
いが，G群溶レン菌も増加している．しかし，そ
の原因は明らかになっていない．今後も動向を注
視する必要があると考えられる．
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表１．富山県内の１医療機関で分離されたA群溶血性レンサ球菌の T血清型別結果（2020）

表 2．富山県で報告された劇症型溶血性レンサ球菌感染症の起因菌の T血清型別結果（2020）
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アルミナ精製による食品中グリホサートの逆相HPLC分析

中山恵理子　　山下　智富
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Eriko NAKAYAMA, and Tomohisa YAMASHITA

目的：グリホサートは世界で最も使用されている
含リンアミノ酸系の非選択性除草剤である（商品
名：ラウンドアップ等）．劇物ではないことから
ホームセンターなどで容易に入手可能であり，こ
れまでに中毒事件・事故の原因物質として複数の
報告例がある．
　グリホサートは紫外部吸収を持たず，蛍光発光
も示さないため，通常，誘導体化した後に蛍光
検出器付きHPLC により分析される．また，高
極性化合物であるため，HPLC測定に汎用される
ODS カラムでは夾雑物質との分離が難しく，イ
オン交換系などの高価なカラムが用いられてい
る．しかし，食品試料の場合，試験溶液に多量の
夾雑物質が残ることがあり，カラムの劣化が生じ
る場合がある．そのため，ODS 等の比較的廉価
なカラムを使用できる方が望ましいが，ODS カ
ラムを使用するためには，通常，夾雑物質を除去
する多段階の前処理操作が必要となる．そこで本
研究では，廉価で汎用性の高いODS カラムでの
分離測定が可能な，より迅速で簡便な精製法・測
定法を確立することを目標とした．それによって
分析のスループットを向上できるだけでなく，健
康危機管理の面でも有用といえる．
　今回，その精製手段としてリン酸基と結合する
性質を有するアルミナを利用した．この手法では，
グリホサートの代謝物であるアミノメチルリン酸
（AMPA）及び，同じく含リンアミノ酸系除草剤
であるグルホシネートも併せて検出可能であり，
その検討した成果を報告する．

材料及び方法：
1．試料：牛乳，オレンジジュース，コーヒー飲料，
ビール，ポタージュスープ(インスタント)，カレー
( レトルト )，中華丼の具 ( 冷凍食品 )，果実ソース，
醤油，焼き肉のたれ．

2．標準品及び試薬等

　標準品：グリホサート標準物質（TraceSure，
富士フイルム和光純薬㈱製），アミノメチルりん
酸標準物質（TRM，富士フイルム和光純薬㈱製），
グルホシネートアンモニウム標準品（残留農薬試
験用，富士フイルム和光純薬㈱製）．
　標準原液 (1000 mg/L)：各標準品 10 mg をメ
スフラスコに採取し，メタノール 5 ml 及び精製
水を加えた．超音波をかけて溶解し，精製水を加
えて 10 mL とした．
　なお，グルホシネートはアンモニウム塩をグル
ホシネートの濃度に換算せずに秤取し使用した．
　混合標準溶液の調製：上記の各標準原液を採取
して混合し，メタノール：水 (1:1) を用いて適宜
希釈し，調製した．
　検量線用標準液：混合標準溶液を適宜精製水で
希釈し，0.02 ～ 0.2 µg/mL の濃度に調製した．
　その他の試薬：0.1％クロロギ酸 9- フルオレニ
ルメチル（以下，FMOC）アセトニトリル溶液：
FMOC（ペプチド合成用，富士フイルム和光純薬
㈱製）100 mg をアセトニトリルで溶解し，100 
mL とした．
　0.05 mol/L　Na2B4O7 水溶液：四ほう酸ナト
リウム十水和物 1.9 g（特級，和光純薬工業㈱製），
を精製水に溶解し，100 mL とした．
　内部標準液：p- トルエンスルホン酸一水和物
（アミノ酸自動分析用，和光純薬工業㈱製）10 
mg を精製水に溶解し 50 mL とした（調製濃度：
200 mg/L）．
　40 mmol/L KH2PO4 溶液 (pH 2.5)：リン酸二
水素カリウム（特級，和光純薬工業 ( 株 ) 製）2.72 
g を採取し，精製水に溶解して 500 mL としたも
のをリン酸で pH 2.5 に調製した．
　1％ギ酸含有メタノール溶液：ギ酸（特級，和
光純薬工業㈱製）をメタノールで希釈し，調製し
た．
　1％ギ酸水溶液：ギ酸（特級，和光純薬工業㈱製）
を精製水で希釈し，調製した．
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　0.0005％ギ酸水溶液：1％ギ酸を精製水で希釈
し調製した．
　1%炭酸ナトリウム：炭酸ナトリウム（特級，
和光純薬工業㈱製）を精製水に溶解して調製した．
　その他，メタノール，アセトニトリルはHPLC
用を用いた．精製水は日本ミリポア ( 株 ) 製の超
純水装置Milli-Q Direct 8 で精製した水を使用し
た．
　固相抽出カラム：GLサイエンス社製 InertSep 
AL-N (100 mg/1 mL) は予めアセトニトリル及び
0.0005%ギ酸水溶液各2 mLで順次コンディショ
ニングして用いた．

3．装置
　HPLC装置：Waters製 Alliance  e2695_ e2475
を使用した．
　ホモジナイザー：( 株 ) 日音医理化機械製作所
製　ヒスコトロンを使用した．

4．測定用試料液の調製（図 1）
1）試料からの抽出及び精製
　グリホサートやグルホシネートは水への溶解性
が高いが，食品中のマトリックス成分と錯形成し
やすいという報告があることから [1]，抽出に際
しては高極性農薬の分析法（QuPPe Method）[2]
を参考にし，1%ギ酸含有メタノールと精製水の
(1:1) 混合溶媒を使用した．
　具体的には，食品試料 1 g に 1％ギ酸含有メタ
ノール溶液 10 mL を加え，精製水を加えて 20 
mL とし，混合した．固形食品の場合は，この
混合物をホモジナイザーで 2分間抽出処理した．
抽出液を遠心分離（6,000 rpm，5分間）した後，
上清（Ⓐ）を採取，精製水を加えて飲料類は 10倍，
加工食品は 100 倍に希釈し，誘導体化用試料液
とした（Ⓐ ’）．
2）誘導体化及び精製
　誘導体化については天川らの手法 [3] 及び水道
水質試験法，水質管理目標設定項目の検査方法別
添 22[4] を参考にした．
　誘導体化用試料液Ⓐ ’ 0.5 mL を 25 mL の有
栓試験管に採取し，0.05 mol/L Na2B4O7 水溶液
2 mL 及び 0.1％ FMOCアセトニトリル溶液 2.5 
mL を加えて混合した．室温で 20 分間静置して
誘導体化した後， 1%ギ酸水溶液を加えて混合し
た．その後，精製水を加えて希釈し，約 25 mL
とした（Ⓑ）．
　予めアセトニトリル及び 0.0005% ギ酸水溶液

各2 mLで順次コンディショニングした InertSep 
AL-N に，Ⓑ全量及び，試験管の内壁を 0.0005%
ギ酸水溶液 2 mL で洗浄した洗液も全て負荷し
た．
　次いで，固相カラムを精製水 10mL で洗浄し，
流出液は廃棄した．その後，カラム上部から 1%
炭酸ナトリウムを流し，溶出液 5 ml を採取した
（Ⓒ）．

図 1．前処理法の概要
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3）測定条件
Ⓒ 0.5 mL をバイアル瓶に採取し，内部標準液

20μ L及び移動相溶媒 0.5 mL を加えて混合し，
測定用試料液とした．
　測定用試料液を 10µL 注入し，表 1に示す測定
条件でHPLC測定を行った．

表１．測定条件

4）検量線の作成
　0.02 ～ 0.2 µg/mL の範囲で段階的に調製した
検量線用標準液を，それぞれ 0.5 mL 採取し，以
下試料溶液と同様に 2~3）の手順に従って処理し，
HPLC測定を行った．
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　得られたピーク面積を基に検量線を作成した．

結果と考察：
1．精製法の検討
　これまでに我々は，アルミナとリン酸基の相互
作用を利用した分離・分析手法を報告している
[5]．
既報では，アルミナが pHに依存してリン酸基を
持つ化合物を捕集および放出する性質を利用し
て，リン酸基を有する化合物を分離した．本研究
ではこの手法を応用して，FMOC誘導体化した
グリホサート，AMPA, グルホシネートをアルミ
ナ固相で精製することを計画した．そこで，精製
に適する条件を検討するため，前準備として市販
のカラムクロマトグラフ用活性アルミナ ( 和光純
薬工業㈱製 about 45µm) を用い，吸着・脱離挙
動を調べた．
1) 吸着条件
　無機リン酸イオンの活性アルミナへの吸着は
pH5 ～ 6 が最適で，pH4 ～ 7 で十分な吸着能力
があるとの報告 [1,7] がある．また，共存陰イオ
ンが , 酸化金属からなる吸着材へのグリホサート
の吸着を妨害すると報告されている [6]．これら
の報告から，次の２点が前処理において重要だと
判断した．
・吸着に適する pH条件に調整すること
・リン酸化合物のアルミナへの吸着効率を上げる
ため，希釈して共存成分の影響を低減化すること
そこで，本研究では，希釈操作を前処理に含める
とともに，吸着の最適 pH条件を探索した．
　まず活性アルミナが高濃度の FMOC誘導体化
グリホサートを吸着できるか確認するため，2.5
及び 5 μ g/mL 溶液（図 1に示した飲料類の処
理法を行った場合の試料中濃度 各々 500，1000 
μ g/g 相当）を 0.5 mL 採取し，図 1に示した手
順で FMOC 誘導体化し，1％ギ酸を加えて反応
停止した．( この状態で pH4.9 程度 ) その中へア
ルミナ約 100 mg を加え，穏やかに振とうし，農
薬濃度の減少の経時変化を測定した．測定結果を
図 2に示す．振とう後 5分以内に 99％以上のグ
リホサートおよびAMPA，90％以上のグルホシ
ネートがアルミナに吸着された．この結果は，ア
ルミナ 1 g は 25 µg のグリホサートを捕集する
のに充分量であることを表している．高濃度混入
試料の場合であっても，試料量を調節し，グリホ
サートの絶対量を 25 µg 未満にすれば対応可能
といえる．

図 2． 高濃度グリホサート等の吸着による減少量
経時変化
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　次に吸着に最適な pH 条件について検討した．
試験溶液については以下の通りに調製した．グ
リホサート，AMPA, グルホシネートの混合標準
溶液 1 µg/mL ( 試料中濃度 200 µg/g 相当 ) を
FMOC誘導体化．誘導体化後，反応停止のため
にギ酸溶液を添加し，その後精製水で希釈して
25mLとした．その際，反応停止のためのギ酸溶
液の添加量を変えることで pHを調整した．最終
的に pH値が 3.6，4.4，5.4，7.3，8.3 になるよ
う調整している．その結果，pH 3.6，4.4，5.4
では，グリホサート，AMPA，グルホシネート全
て 90％以上がアルミナに吸着された．pH7.3 で
はグルホシネートの吸着率のみが低下して 10％
を下回り，pH8.3 になるとさらにAMPAの吸着
率も低下して 60％程度になった．グリホサート
はpH8.3であっても90%以上が吸着された． (図
3)．以上の結果より，誘導体化後の溶液について
は pH値が 4 ～ 5 になるように調整することと
した．

図 3． pH 値と吸着後のグリホサート，AMPA，
グルホシネートの残存量比較
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2) 脱離条件
　グリホサート，AMPA，グルホシネートを吸着
したアルミナを含む試験溶液を遠心分離後，液相
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を可能な限り除去し，アルミナを残した．そこ
へ，pH6.2 ～ 11 の範囲で段階的に調整した水溶
液を加えて振とうし，水溶液中に脱離してきた対
象物質の濃度を測定した．測定結果を図 4に示
す．pH10.2（0.1% 炭酸ナトリウム水溶液）で
は 50%程度しか脱離されなかったが， pH11（1％
炭酸ナトリウム水溶液）とした場合には，グリホ
サート，AMPA，グルホシネートすべて 10 分で
80%以上が脱離した．よって，この条件が最適
であると判断し，本研究では，脱離にこの溶液濃
度を採用することとした．

図 4． pH値とグリホサート，AMPA，グルホシネー
トの固相からの脱離量比較
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3) 固相カラム
　精製処理を行うにあたり，固相のアルミナを計
量して使用するよりも市販の固相カラムカート
リッジを利用すれば迅速かつ操作が簡便である．
そこで，1～ 2) で検討した条件を基に，固相カ
ラムカートリッジでのグリホサート等の精製効率
について実験を行った．
　アルミナ固相は活性度によりA，B，Nの 3タ
イプがあり，充填量も 100 ～ 1000 mg 以上と幅
がある．Nタイプ 1710 mg の固相カラムに誘導
体化したグリホサート等を負荷したところ，吸着
したまま回収できなかった．そこで 100 ～ 500 
mg の充填量のカラムについて，タイプごとの精
製効率の差について，マトリックスを含まない混
合標準溶液を用いて確認を行った（表 2）．

　その結果，充填量 100 ～ 500 mg であればグ
リホサート等は概ね 90％以上回収できるが，充
填量が多くなるほど溶出されにくく，全てを回収
するには多くの溶媒量が必要だった．また，充填
量が多くなると，タイプA，Bの場合，アルミナ
自身が酸性・アルカリ性を示すことから，pH調
整が難しくなることが判明したが，充填量 100 
mg ではほとんど差はなかった．
　以上の結果を受け，充填量 100 mg の固相を用
いることとし，今回は中性 (N) タイプのものを採
用するものとした．この固相からの回収率につい
てオレンジジュースにグリホサート等の混合標準
液を添加した試料で確認したところ，同様の結果
を得ることができた．
　また，図 1の精製過程では精製水 10 mL によ
る洗浄操作を加えた．その理由は，リン酸基とア
ルミナとの吸着は酸性から中性条件においては比
較的強いことから，脱離の前に精製水で十分に洗
浄することにより，測定時に妨害ピークとして現
れるマトリックス成分をある程度除去することが
可能であったためである．

2．添加回収試験
　他機関の報告例を参考にして検出目標濃度を設
定し，添加回収試験を実施した．
　天川らの報告 [3] では経口急性毒性を考慮し，
グリホサートとグルホシネートの同時分析におけ
る目標分析値を食品 1 g 当たり 100 µg としてい
る．そこで，本法における固形食品からの検出目
標値も 100 µg/g とすることにした．しかし，飲
料類については，100 mL 以上の量を一度に摂取
する場合もあることから，目標値を 10 µg/g と
した．
　添加試験を行うにあたり，加工食品などの固体
試料の場合，マトリックス成分が，AMPA やグ
ルホシネートのピークと重なって検出される傾向
が見られた．そこで，均質化処理後の試料溶液の
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表 2．固相ﾀｲﾌﾟと各農薬の溶出割合比較
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希釈倍率を上げ，誘導体化及び精製操作を実施し
たところ，食品の種類によっては一部重なりがあ
るものの，目標濃度の検出が可能となった .
　ウスターソースや焼き肉のたれなどの調味料類
については除去しきれないマトリックス成分が多
かったものの，食品性質上，一度に大量に摂取す
ることは無いと思われることから，固形食品と同
様の希釈倍率で試験操作を実施した．しかしなが
ら，醤油については AMPA，グルホシネートに
ついての 100 µg/g レベルの検出は難しく，C18
固相精製操作を加えても十分な効果が見られな
かった．

図5． 中華丼の具に混合標準溶液を添加グリホサート，グルホ
シネート各100 µg/g相当，AMPA 40µg/g相当検出
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図6． 牛乳に農薬製剤( ﾗｳﾝﾄ ｱ゙ｯﾌ ﾏ゚ｯｸｽﾛｰﾄﾞ )を添加
グリホサート49 µg/g相当検出
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　図 5，6に食品へグリホサート等の混合標準溶
液を添加した試料のクロマトグラムの例と，実際
の農薬製剤 ( ラウンドアップマックスロード）を
添加したクロマトグラムの例を示す．また，表 3
に食品への添加回収試験結果を示す．
　食品中に残留する農薬等に関する試験法の妥当
性評価ガイドラインに準じ，飲料類，固形食品各々
について，本法の妥当性評価試験を行った．その
際の添加濃度として，グリホサート，グルホシネー
トは検出目標濃度とした．AMPA はグリホサー
トの代謝物であることから，更に低濃度の検出が
必要になると思われ，他の 2種よりも低濃度の
添加を行った．

　2併行 5日間の添加試験を実施した結果，真度
[%]，併行精度 [RSD%]，室内精度 [RSD%] 全て
について妥当性評価ガイドラインの目標値を満た
していた．結果を表 4に示す．
　以上の結果から，本法は，緊急時対応の迅速分
析法として有効使用できると考える．

�

100 �g/g

表 3.　食品への添加回収試験結果
pHと各農薬の吸着量比較

表 4.　妥当性評価試験結果
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令和 2年度富山県水道水質検査精度管理調査結果（2020 年度）

村元　達也　　山下　智富　　堀井　裕子

Survey Results of Quality Assessment for Drinking Water in Toyama (2020)

Tatsuya MURAMOTO, Tomohisa YAMASHITA, and Yuko HORII

目的：富山県では，1996 年度より，県内の水質
検査機関における試験分析技術及び検査精度の向
上を図るため，県内検査機関を対象に，「富山県
水道水質検査精度管理実施要領」に基づく精度管
理事業を実施している．この事業において，当所
は配布検体の作製，参加機関から報告されたデー
タの集計及び解析並びに技術研修を担当してい
る．今回，2020 年度に実施した塩素酸，硬度の
精度管理事業の調査結果について報告する．

材料と方法：
(1)　検査項目：塩素酸，硬度
(2)　検体の配布年月日：2021 年 1月 19 日
(3)　参加機関：富山県内で水道水等の水質検査
を実施している検査機関で，水道事業者，水道用
水供給事業者，水道法第 20 条に規定する登録検
査機関及び地方公共団体の 19機関
(4)　配布検体：塩素酸測定用検体は，検体配布
前日に衛生研究所の水道水に，0.3(w/v)% チオ硫
酸ナトリウムを検体 500 mL につき 1 mL 加えた
後，塩素酸イオン標準液（1,000 mg/L：富士フ
イルム和光純薬株式会社製）を 0.15 mg/L 相当
になるよう添加して作製したもので，配布に際し，
塩素酸の濃度範囲は 0.06 ～ 0.6 mg/L であると
明示した．あらかじめ任意の 3本を抜き出して
塩素酸を測定したところ，そのビン間変動係数は
1.8% であった．また，検体配布 7 日後（2021
年 1 月 26 日），14 日後（2021 年 2 月 2 日）に
おいても塩素酸の濃度に変化はなく，配布検体間
の濃度のばらつきや測定日の違いによる測定値の
差は無視できる範囲であると考えられた．
　硬度測定用検体は，検体配布前日に衛生研究所
の水道水に，炭酸カルシウム（特級：富士フイル
ム和光純薬株式会社製）及び硝酸マグネシウム六
水和物（特級：富士フイルム和光純薬株式会社製）
を用いて調製したカルシウム及びマグネシウム標
準液（1,000 mg/L）を，それぞれ 20，10 mg/L

相当になるよう添加して作製した．配布に際し，
硬度の濃度範囲は 30 ～ 300 mg/L であると明示
した．あらかじめ任意の 3本を抜き出して硬度
を測定したところ，そのビン間変動係数は 2.3%
であった．また，検体配布 7日後（2021 年 1 月
26 日），14 日後（2021 年 2 月 2 日）において
も硬度の値に大幅な変化はなく，配布検体間の値
のばらつきや測定日の違いによる測定値の差は無
視できる範囲であると考えられた．
(5)　検査方法及び検査結果：検査は，当該検査
項目の検査担当者が，日常の検査業務と同じ方法
を用いて，5回の併行測定を行うこととした．こ
の 5回の併行測定値の平均値を求め，各機関の
測定値として解析を行った．
(6)　集計項目
変動係数（CV%）＝各機関の標準偏差／X ×100
誤差率（E%）＝（X－ X1）／ X1 ×100
範囲（R）＝｜最大値－最小値｜
Zスコア（Z）＝（X－ X2）／σ
X：各機関の測定値，X1：全機関の中央値，X2：
全機関の平均値，σ：全機関の標準偏差

結果と考察：
(1)　塩素酸
　塩素酸の精度管理には 16 機関が参加した．各
機関の測定値を大きさの順に並べて表 1に，ま
たその度数分布を図 1に示す．誤差率が中央値±
10%の範囲から外れる機関はなかった．16 機関
の測定値の平均値 ±標準偏差は 0.1550±0.0053 
mg/L であった．各機関内での併行測定における
室内変動係数は 0.0 ～ 3.8%，16 機関間の室間変
動係数は 3.4%であった．
　Xbar-R 管理図を図 2に示す．A及び Pの測定
値が平均値±2標準偏差の範囲（0.1444～0.1656 
mg/L）から外れた．範囲の上方管理限界値（UCL）
は 0.0082 mg/L であった．
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表 1．塩素酸　結果

図 1．塩素酸　ヒストグラム
　Z スコアの順位を図 3 に示す．Z スコアの評
価基準は，｜ Z ｜≦ 2 の場合を「満足」，2 ＜
｜ Z ｜＜ 3 の場合を「疑わしい」，3 ≦｜ Z ｜
の場合を「不満足」とした．A 及び P が「疑わ
しい」と評価された．「不満足」と評価される機
関はなかった．
　検査方法は，参加したすべての機関がイオンク
ロマトグラフ法（サプレッサ型）で測定し，検出
器として電気伝導度検出器を使用していた．検体
の保存及び試験開始までの期間について，すべて
の機関が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（検査方法告示）[1] に
準じ，適切に行っていた．
　標準原液は，すべての機関が市販の塩素酸イオ
ン標準液（1,000 mg/L）を使用し，検査方法告
示で規定される濃度範囲を超えない 4点以上の
濃度点を設定し，検量線を作成していた．ただし，
1機関（A）は原点を強制的に通過した検量線を
作成し，1機関（F）は濃度点の公比（隣り合う
2つの濃度点の濃度比）が 4を超える区間があっ
た．それぞれ誤差の原因となるため，是正される
ことが望ましい．

図 2．塩素酸　Xbar-R 管理図

図 3．塩素酸　Zスコアの順位
(2)　硬度
　硬度の精度管理には 19 機関が参加した．各機
関の測定値を大きさの順に並べて表 2に，また
その度数分布を図 4に示す．誤差率が中央値 ±
10%の範囲から外れる機関はなかった．19 機関
の測定値の平均値±標準偏差は 114.2±1.8 mg/L
であった．各機関内での併行測定における室内変
動係数は 0.0 ～ 2.8%，19 機関間の室間変動係数
は 1.6%であった．

表 2．硬度　結果
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図 4．硬度　ヒストグラム
　Xbar-R 管理図を図 5 に示す．r 及び s の測定
値が平均値 ±2 標準偏差の範囲（110.6 ～ 117.8 
mg/L）から外れた．範囲のUCL は 2.9 mg/L で
あった．

図 5．硬度　Xbar-R 管理図
　Zスコアの順位を図 6に示す．r 及び s が 2＜
｜ Z｜＜ 3となり，「疑わしい」と評価された．
3≦｜ Z｜となる機関はなかった．

図 6．硬度　Zスコアの順位

　参加した 19 機関が使用した検査方法は，誘導
結合プラズマ発光分光分析法（ICP-OES）が 1
機関，誘導結合プラズマ質量分析法（ICP-MS）
が 5 機関，イオンクロマトグラフ法（IC）が 5
機関，滴定法が 8機関であった．IC で測定した
5機関のうち，1機関（n）はノンサプレッサ型
を使用していた．測定方法間で測定値に有意差は
確認されなかったが，測定値が平均値 ±2標準偏
差から外れた 2機関及び RがUCLを超えた 2機
関（d及び n）は，いずれも ICP-MS 等の機器分
析法で測定していた．今回の精度管理検体は，カ
ルシウム，マグネシウムともに比較的濃度が高く，
機器分析法では検体を希釈して測定する機関が多
くみられたことから，滴定法に比べて誤差が生じ
やすかったと考えられた．
　検体の保存及び試験開始までの期間について，
すべての機関が検査方法告示に準じ，適切に行っ
ていた．
　標準原液は，機器分析法で測定したすべての機
関が市販のカルシウム及びマグネシウム標準液
（各 1,000 mg/L）を使用し，それぞれ検査方法
告示で規定される濃度範囲を超えない 4点以上
の濃度点を設定し，検量線を作成していた．1機
関（n）は，濃度点の公比が 4を超える区間があり，
是正の必要があった．
　試験操作について，すべての機関が検査方法告
示に準じた適切な方法で実施していた．機器分析
法で測定した 11機関のうち 6機関（a，d，l，n，
q 及び r）が，検体を 5～ 10 倍希釈し測定して
いた．

文　　献

１． 厚生労働省（2003），平成 15 年 7 月 22 日
厚生労働省告示第 138 号

－ 119 －



－ 120 －





� � � � �

�� 	


�abcdef�cd��b����d���c�����������f�������f������ ��e���!cde���

����"�e�������#������c�����$�%d��&�'dcd&���f ����������(��"�������d

��b�����)���!dcd����#�c�*#�+�,-.b��#"/� �01233�4�d5��� 367(5�+���0���e 4 44�+

0 +"�44c��d#�5�44d�����d��d�5�d5�0���e 4 44�+#d���d��#�+��&�0��6897(689:12e���

,�3�4�.d16868!4�;6<=98>?67:@(67@<

Aa'dcd�db�*�de�����e��dcd����e�#�������c�cd��b�����)�������d��!dcd

��!c�dcd�1b"0cd+dd������ �B��+� e��?����c���4���d�d4��#�d�$�4� �3 �

��4���b"0cd+d,�3�4�d �d�� �" �&�0���689:(689@1,��&b�.*,.b6868' 5;79=97>?96:6(96@91# d?

98199::C8DE<F<6F68DFED6@

Ga� �d� b��d����ed2�'���"�e���� d��ed��������(��"����d�% ��!dcd�1

b�� �0d#�ed + �d4�+*��+"d 3*��d(-���e 4 44�+b��3�4�-� ��d�*=-0*>,ee�� �+ f�+d�

/f"�+�#�d�&�0����- 0�+��d �1H�44d��6868' 57;7@=F:>?:F:D(:F@F1# d?981989<C%15�44d��168681

8D18<@

Ia!��� ��b�� c��,d�������  ��)�b�!dcd���d���)��1233�4� 3e���� �#��

��#�4�d5�0���d4d0��d � �5�44d���d�4 ee��d4��d �1-�#,����6869$�f9@1# d?9819999C

0�#19F<<6

Ja�d� cd����*�de���bcd��e�����b�����)���b�d% ��!dcd��*�# b1.�4�d0�d5�

�0d#�ed + �" 3�d4����d�+d�3�4�d �d�&�0��?b4��f�"0c���#&�0����0 ���#3�5���688:(

689<1,��&,�3�4�.d6869*0�;98E?E<8(E<<1# d?981989<C%1d%d#1686918618<D

KaL��#��/��������������&����"3 �#��M����bN�$�d�d�.��-���� ��2�� c��

*N�*+e�d#�b�/�*e0 3 ��*����M��5'�����4��/���ed++d���c�4 �/���d���+�-�

� c����� �4 �����.��������+-.�.�e��b�.d�)���,�/d������/��5�������eed��

NN��d+�"��� -N�&�"�d��c�b��+�"�c��&���d�d� ��/�N�#c��db'��4/���*�

�)��#�&��'� ��d&-�!dcd� ��d4��� �N&�b���&��b�5�� 5�N�b��4c�� 5�N-�bed�c

*������c-H�H�+�����+����Nd�#���H.�b ���'�H�H�� �2��d�%��*��d+#d�de ,�

Md�����33&��� ++�.��c�-�����#����e1b�� �"0�#d��df��d � 3��e�d�d��0���e 4 44�+

e��d�d�d d� �c� e����� -�H98C97 0��d #?$d�#d�� 3� e �c� -b2�2'*.2 -� %�4�1

�d4�  ����de6869*0�9;D=F>?:7@1# d?98177D8Ced4�  ����deD8F8:7@

Oa�� ++�.��������&��L���#��/�����4d�2��-���� ��2�$�d�d�.��� c��*N�

����d4c���������bd���5d�4c&'�*e0 3 ��*���N���44db��d� � /�����#d+� ������

���4��/���ed++d�����d++�&��c��/��c�4 �/���d���+�-��  ���� �4 �����.����

��.��d���d���+b.���+-.�.�e��b�/�++ )�"��/� ���� 0 �+ �����eed��NN�

�d+�"��� -N�&�"�d��c�b���++���&.��+�"�c��&��� +�&�� ��� 5�&���d�d� ��/�

N�#c��db'�N����b�N� ��2�N�00����4����d�/*���#P�� 5�N��4/���*���������

－ 121 －



�)��#�&��'� ��d&-�'� "d� ����'�!dcd��!+d5�d��N�.�-����d��-d+dc5d+d��-�����

����3�d2�b�c�b��b�5�� 5�N�b�5�+�4���b4 ��&*�b4 ���&�b��c��$�b��4c�� 5�N-�

M �� 'b�b� 4�"Q��*�b)���c ���.������c-H�Nd�#���H.�H���c�de .$�/ ��f���*/�

�d+#d�de ,���"3 �# �1/+ f�++��#4�0���5�d)  3�� �"0�(0�4d3d4d�5�d5�0���e 4 44�+

#d���b���5�d++��4��e ��4 ����d��d��-�H98C97?�c�0���e 4 44�+b�� �"0���0+�4�e���

��##d��df��d �2�de��d �=-b2�2'*.2>-� %�4�1�d4�  ����de6869*0�6;D=F>?:F61# d?981

77D8Ced4�  ����deD8F8:F6

RaS�c������ �d� b�!dcd��'���e������ ��cd'�,e�d��ed��'dcde���b�!��#�

b�����*�$���cde���,e���)�������#��1-���e 4 44�+�� �"0�(0�4d3d4 0 � 0c�� 4"�d4

�4�d5d�"d�d����+���d�(9��4�0� �� 4d���#�d���F(#�3d4d���0��d���1-�#d���,�3�4�.d&6869

��"9;F8=E>?F<8(F<71# d?98198D:C,'$188888888888878<8

Ta����d��*�de���bcde�#���� �d'���e��dcd��b�����)�����#�������c�cd

��!c�dcd������d��!dcd�1,�4����d�4 �����d��+"0cd+d4����#4c�++����d�

0��5���d �d�&�0���689<(689:1b�B��+��+�c6869��";9@=6>?9D:(9DD1# d?98198:9Cb�6988F

98aS�� *���)��%d���d"�%de���$���d��b���e��d,�b�d� ����e�cd� b�� �d����

��!dcd����e�e � �1-� + ���#5d��+4+�����4� 3�5����4�����0d��� �""�#� e�

4 � ��5d��6d��c� +#�����#0 0�+��d �1&,�3�4��c�e �c��6869&�+;6:=:>?999D(99691# d?981989<C

%1%d�416869187188:

99a��� ��e������"�'��c�����$�%d"���!dcd��'��de���2�����c�cdb��cdf��1

,�5�d5�0���e 4 44�+#d����33�4��#�c�3���+ ��4 e�d���!H,.(9D0��d���1&,�3�4�

�c�e �c��6869&�+;6:=:>?998@(99991# d?981989<C%1%d�41686918F188F

96aUVWXYZ[\]Y^_`g]YhijkYlmno]YpqrstYuivwYxyz{|Yi

}~�Yy ��Y���gY�i �Y�y��Y���]Y����Y��X]Yz��_]Y��

��Y����Y�i �Y�y ¡Y¢£¤ Y¥} ¦Y§i¨�Y©iª«¬ ®¯æY°z¦

±Y²³W´Yµ¶·¸ ¹ ¯kYº�»wY¥i¼½Y¾¿ªÀYÁ¥XÂY¢ÃÄÅ1Æ¢ÇÈÉÊ

ËÌÍÎÏÐÑÒÓÔÕÖ×Ø�!H,.(9DaÙÚÛÜÝÞßàØ6868á7â78ãäEâ9@ãa1,*b�6868;

F9?9@@å9D8

97almno]Yi}~�YUVWXYZ[\]Y^_`g]YhijkYz��_]Yy ��Y��

��Y�y ¡Y¢£¤ Y¥} ¦Y§i¨�Y©iª«¬ ®¯æY°z¦±Y²³W´Yµ¶·

¸Y¹ ¯kYº�»wY¥i¼½Y¾¿ªÀYÁ¥XÂY¢ÃÄÅçÆ¢Ç�ÌÍÎÏÐÑÒÓÔÕÖ

×èéêëÙÑÒÓÔìíÝÞ1,*b�6869;F6?@Få@E

9Fa�c������d�% ��� �d������e�����������f�������f������ ��e���$�%d��&�

!cde�������"�e���*f�b����c�����'dcd&���f ����!c�dcd��b���b�!dcd��

�c�*#�+�,-.b��#"/� �0?.d��df��d ���#H��d��d � 3b�� �"0���#-���e 4 44�+b��3�4�

-� ��d� * �+�#� 3îïðñòïóôóôôõö÷øñõùóøúûñb���d�, +���# $� e *#�+�-��d����d�c

,�5�d5�-���e 4 44�+.d���d�&�0��1$� ����++,�3�4��d4� fd +16869;99?<9:E:7

－ 122 －



9Ea,��e 4cd��,����d'�b�����bcde�#���!f�4cd�����d���d��d��� ed��)���

��������������cde�*�b��d2���������. d�����d�4cd��b��#���'�����)���

�����4cd������e �d���d���d��� �d����,cd��)���$�%d��)���� � d,�!dcd�1

���+�����edd ��e ����4c�d4�+,�����3� e �c�-cd+d00d��d�����d�d��,��d����

d�� "�e�-��3�4�����&�0���d����4c689D1&0�&,�3�4�.d16869��"6F;:F=7>?6EEå6E@

9<a���]Y�y��Y�i �Y��X]Y���gY����Y����ØÆ¢ÇüýþÿßaY�

z¦]Y®zg�Yff� �Y����Y�[�ºØÆ¢°	
ß	
�abaYc�dÀYeif�¸ØÆ

¢Ç��ý����aY�i¦]ØÆ¢ÇÌz�ý�������ßaYi�~kY��`g]Y���

]ØÆ¢Ç���ý����aY��Y ��X]ØÆ¢Ç�ý�
¡baçÆ¢ÇÈÉÊË!ã"Ù#

æØ689Da$%&ý'()*+=,*b�> 6868;F9�9@

9:a����cd�d��S4cd#����������d&���� ���de�����, f�&�!dcd��� ���d��

b��d��4cd��� �d����� �dcde���b��d"�e��1� +�4�+��d#���d3d4��d � 30���d��d +���#

3� e �c�� e�4c 30��d���)d�c*�d��d3  #0 d �d��d�� "�e�-��3�4�����&�0���d�

689@1&0�&,�3�4�.d6868;:F?@Eå@<

9@a��)�c���������cd�d������e � ��S4cd#���' #������#���$���#���*f�

��*�� ��!dcd����d� bcdf�"�e���bcd� ed"��1b�f�"0�4����d�� 3,-û,�- ����

�d��fd0���d��0�de��3 �.'* �.���4d��1&0� &,�3�4�.d6869���791# d?981:@@7C

" ���1&&,.168681D6<

9Dab��de���d��,)���(� cd��)�'�$���cdb����d������ ����b����d�������)���

'dd���� ��*��d��'����� '1/ +# ��� 0���d4+�(�#%�5����# b 0� ��d� d�#�4�� �� ��

���d���(0�4d3d4,�/ ��0 �����d���5����4�����0d��� �""�#� e�(��+���#4 � ��5d��

d�3�4�d ��f��3�d+� d�#�4�0� ��4�d5����df #d���#+ded�� d� 0cd+d4d�3d+����d �d�+���1

�d4� fd +,ee�� +1=6868>1<F?77åE9

68a���d��4cdb�� cd��)���bcde %de���$���cdb���� ������d��$���e�*���� 

$�'���"�e�2�����d����%de�b�Nde ���2fdc������"�)�b�� �d��)�b�b�d% �1

*��+"d 3�c�$��4�d � 3�c�N"e0c 4"�d4�c �d e��d��d�dHd��bb��e���S�����+���#

���d � �/� )�c��0�4d�",�Hd�� ��# �Hd��+��4�,�Hd5 1Hd���16868*��9<;96=@>?@D<

69a���d���de�������e�#���$�%dd�����d��4cdb�bcde %de���$���cdb�� �d��)�

b���#b�d% �1*4�d5��d � 30+���+��(#��d5�#�� )�c3�4� ���4�0� �/ d��c��5���3�5��)d�c

�c� ef 4"� 0��d�"�#� e�5d��d�3�4�d �1*��d5d��+��16868!4�;9@6?98FD6<

66a� �ddb�,��e 4cd������"�e��1,��4�d5��d ��d���d4 3)����f ���5d��f" � ��

#����ed��#f"�4 ��d�� �.���4c3+ ) "��e1�������16868;9@<?99<6D9

67a��)��%d������� cd������#���S�� *��d"�%de�����)�� ��$���d��� cd#�

���de�������e�#���b���e��d,����d��� �d��������e�e � �1����eddfd+d�"

 3�!H,.(9D#�0��# ��c�5d��++ �#�� ��# ���d��#�+���#"e0� e��d40��d���1-N b

!��16868.�4D;9E=96>?�86F7ED:

－ 123 －



6Fab���e��d,�� �d���������d������� cd��$���d����)��%d��S�� *��d"�%de�

��������d����)��dcd����)�� ������� ��bcdf�"���!��#�������e�e � �1

� �d� �d�� 35d��++ �#f"��(-��4���##�4dd �e��d��� 4 ��d���2��! �c���0"3 �

�0��d���)d�c�!H,.(9D1&,�3�4��c�e �c��16868.�4;6<=96>?976Få976:

6Ea���d���de��������N�� cd#���!��)����dcd��$���cdb�b�d% ��b�� ��

b����d����)��%d��S�� *��d"�%de���$���d��b���e��d,���e�e � ��� �d����

�125�+���d �  3b*�b(� H(6 ������+d�d�� ���df #d� �d�� � 5�d4�+��� e��d�d 5d��

0 �d��b*�b(� H(60d��0� ��d�1Hd� +&16869&��96;9@=9>?9<

6<a� cd��)������d��4cdb���� ��,)���(� cd��)�'����d����� ���$�%dd��

!e���'�bcdf�e�����������f�b�2��)���,�����d��b��de � b�-c���c���)df  �

b�����#�b���e�#�b�$���cdb�� �d��)�b�'�����'�bcde %de�����#b�d% �1*

cd�c+" ���������# 5�44d�d� 5d�� ���d� N�9<e@(f��# 5�44d�� 3 � �5��� 3�5�� )d�c

�c� ef 4"� 0��d�"�#� e�1-N b-��c �16869$�f7;9:=6>?�988@@ED1# d?98197:9C% ����+100��1

988@@ED

6:a� �ddb��d��� $�,��e 4cd������ ������"�e� ������"�e� �1,e0�4� 3�c�

����� ����d�"d�$����c+ �d���SH6EF���#!� ��b�4�0�dfd+d�d�*e ��� B�4�d�5d���E

 ��c�-��#d4�d � 3�c�!5���++,��4�d5��d �233d4d��4"12�5d� �b4d��4c� +16869���6;EE

=E>?79E<å79<F

6@a��X]YZ0 1Y^_`g]Y�i �Y2®¦]Y�y��Y345æY����Y67�«Y

���]YÒÛ88êëÙ9_:;<ý=�>?Ùìí@ìíAÙBCçãD&ý'EF 6868 7:=6>?

<9å<@

6Da�y��Y���]Y¢GHgYI®�X]YJyKLYMN�]Y^O�PQYiRSTYU V

WYz¥XYZY[\ºY�z]]ç^_c`ghijklmnopq?rs(tuÙvg=Ùwxçã

£a?ayzEFç6868çF@=98>?E9EåE66

78a�de�����N��������cd�d��, f�&�!c�dcd��," #�b1/+ f�+#d��df��d �  3

�0d#�ed4(��+���#bcd��� Bd�6��4 #d��0c����e ������� ��������d5�{öô|ñðúô|úûôó-ú1b4d

��06868&�+9<;98=9>?99:7@1# d?981987@CF9ED@(868(<@F<6(D

79a������.�$�%d" cdb�����"�e�$�/ � ��� "�e�b��������d&�, f�&�����cd�d

��b���� ��*�����"�b�'���e���b1bd���� +5�#4c���4���d�d4 3��f����#�f��f��

f�4���d�+fd ���  +d�&�0������#f"9<b��'*�e0+d4 ��.���4d��1b4d��016868&�+

66;98=9>?96F8<1# d?981987@CF9ED@(868(<@D77(�

76a����(��# ��!c������� �dcd'�� cd#���,)�f�4cd���d��������'���d��

�de�������#�����e����d����4cd"�*�� �d��,�����db�bcd��dcdb�����%de�&1*�

d����+�f ��� �"��#" ��c�#���4�d �e��c #3 ������ � Bd���d4{öô|ñðúô|úûôó-úd�5�����f+�

�d������� � Bd�����4����d����#�+�4�d5�����3 �2�2�(0�4d3d4d +��d �1,��&$  #

�d4� fd +16868.�46;77F?98@@761# d?981989<C%1d%3  #ed4� 16868198@@76

－ 124 －



�} ~


�aþÿ|�é��µ©�Yþÿ��é����êY���]Yy ��Y�z��

����u��a�k���������tþÿ�������VÙ�æÏ�ÑÒÓÔ����Ùwx

@Ì�hÑÒÓÔ= >¡����¢£È¤Êi¥¦@§¨þÿ ì©bª «¬ÛÏÑÒÓÔÉ®�¯

ÑÒÓÔæ°8±²³]£�´µ¶ÏÑÒÓÔ`ghi����¢£·Ù¸g¹º�6á»ì©+¼½Y

079(7E=6868>

Aaþÿ|�é��¾¿¦Yþÿ��é�y ��Y¢£¤ 

VÀþÿ¢£u�ã£ÁÂþÿ¢£ÃÄÅÆþÿ¢£ ÑÒÓÔÇÕÖ×ÈÉÊË¢£ÌÍ�$%=

ÑÒÓÔÎ�ÏÐÑ�ÈrsÈ¸ÒÓÔÕÒÔÓ�°Ñ¬��Ö×(tuÙ¢£¹º�6á»ÅÆþÿ¢

£ØÙ+¼½Ø6868a

Gaþÿ|�é��ÚÛªYþÿ��é�® Ü|YÝµ ÞªYßà áâY�ã �Y�ä ¦ÃY

xyz á�Yµi ¦XYåç èéY�i ��Yêz ��Y®i ë9Y�ì í]Y�z îY

�i 
Yy ��

VÀþÿ¢£u�ã£ÁÂþÿ¢£ÃÄÅÆþÿ¢£ ÌïðñïÕÖ×ÈÈòËóÌôÁõöÇ¢£

÷øþÿÌÍ�ù×ú=û6Uüý×þÿØb$�baÙÈÉÈ�òË¢£þÿ¹º�6á»ÅÆþÿ¢£Ø

Ù+¼½Ø6868a

Iaþÿ|�é�êyáÞYì©þÿé�¢i�ffYþÿ��é����Y��X]Y�£�Y��

g	Y	i
�¬Y¥if�]YaibffY¾���Y��c§]Y�deÂY¶�if���ð��

��99��Ø��üýþÿß�®üý��ßaÈË�NH*�»���®ì]�z�u�gÈ�òËþÿ

�ý���zþÿ���� ÌïðñïÕÖ×�®�a�kÛÉ÷øþÿÌÍ�Dö`�ÕÖ×Ù$%

×ÙÝÞ�u�® v!8Ô"ÜÙÄ#Ùi$Ùþÿ¹º�6á»%&ðþÿì©+¼½Y01<:å:D=6868>

Jaþÿ|�é��z]]Yþÿì©é��y��Yþÿ��é����]Y¢GHgYI®�X]YJ

yKLY�' (Y�[g�Y�[)*Ycyª+Y},»-Y��Z.êY6ç���lmnop×Ù

ÕÖ/�tÙi$Ùrsð01Ô(tuÙ¢£

�ý���zþÿ���� 
¡2�ð3Ã��ÈÉ%4ÌÍ��567ÈÉÊËlmnop×ÈÉÈ

�òË(tð8:�uÇÙüý���uÙ¢£Ùi$Ùþÿ¹º�6á»%&ðì©+¼½Y01E@å<E=6868>

Kaþÿ|�é��z]]Yþÿì©é��y��Y�£ 9Y��:]Y^O�PQYiRSTYþÿ

��é���X�]Y�rã;gY���]Y<zc�]Y=�>�Y?�Wk|Y�¥@AY[ \º�

B6��Ù^_cÈÉÊËlmnoprs(tCÒ±pÒ�DE

�ý���zþÿ���� 
¡2�ð3Ã��ÈÉ%4ÌÍ��567ÈÉÊËlmnop×ÈÉÈ

�òË(tð8:�uÇÙüý���uÙ¢£Ùi$Ùþÿ¹º�6á»%&ðì©+¼½Y01<<å:E=6868>

Oaþÿ|�é��z]]Yþÿì©é��£ 9Y�y��Y^O�PQY��:]Yþÿ��é��

��]Y��X�]Y�rã;gY?�Wk|Y6zX]Y[ \ºY=�>�Y ���wY�¥@A�

lmnopq?(t�»Ù2FÈ¤ÊiGZíX

�ý���zþÿ���� 
¡2�ð3Ã��ÈÉ%4ÌÍ��567ÈÉÊËlmnop×ÈÉÈ

�òË(tð8:�uÇÙüý���uÙ¢£Ùi$Ùþÿ¹º�6á»%&ðì©+¼½Y01@Få997=6868>

－ 125 －



Raþÿ|�é��z]]Yþÿì©é���H¬Y^O�PQY�£ 9Y�y��Y��:]YiR

STYþÿ��é���X�]Y�IÞJY�rã;gYK��ýY�LM�Y���]Y=�>�Y®

¿��YN¥`�]Y?�Wk|Y[ \ºY�IÞJYO®SºY®� ºYP eKY�B6��Ùü

ý���®�z�tCÒ±pÒ�DE

�ý���zþÿ���� 
¡2�ð3Ã��ÈÉ%4ÌÍ��567ÈÉÊËlmnop×ÈÉÈ

�òË(tð8:�uÇÙüý���uÙ¢£Ùi$Ùþÿ¹º�6á»%&ðì©+¼½Y0199Få9@E

=6868>

Taþÿ|�é�Q®`�]Yþÿì©é���RSY��>ffYþÿ��é�^®gTY��T|]Y

6�:]Y,0UVY¢�»-Y�ig�]YW¥>�Y¢yX]Y�Y]Y¦�`�Y���]Y�

�X]Yx�ZgY�[ \Y2i]]Y6^_]Y�i�]Y�}Ø2Yì�X�]YN¥`�]Y�

i`gYEìU9Yhij�Y�¥@AY�¢U]Yßk¦]Y�=·�Y�¢XlZYk�m�Y¢i

�nY�roÂYpdg�Y2®M�Yì¾:kYqrºgY��RSYs}t=Yu®v�Y©4Þ=Y

wxc�]YÌ�y[Y�r�AY��>ff�{öô|ñðúô|úûû-,ñðïúúÙz{uÙ|À

�ý���zþÿ���� DöÙ2�|	÷øþÿÌÍ�Dö�ÙD�:}?Ùz{uÙ|ÀÙi$

Ùþÿ¹º�6á»%&ðþÿì©+¼½Y0167å7F=6868>

98aþÿ|�é�~��K�ì©þÿé���¯�Yþÿ��é�� ~º 6zX]Y�¥S�Y ��

�wY�µ��Y�i�wY�£ 9Y¢��9YN�9=Y�£t�YI�(g Y�Y]Y^®��

]Y6��]Y[�>�Y6�:]Y� �]Y2®M�Y�£*�Y�¢�ÅYqz�¬YÛ�¦TY

ì£ ]Y6êb�Y�£X�Y��X]Y���gY2®¦]Y���]Y����Y��g	Y¾i

�9Y�¢��Y�i{¿Y3[�gY�� TY	i
�¬Y�i�]Y�L��Y�z��YÝ��

]Y�S�Y��H�Yä%�ÅYßiffgY�¥�MY�i�]Y�®â]Y im�Y�¥ ¡Y

¢¢`gYz�£�Y6yPS]Y� Z�Yz4 ¤YÁr�ºY�£¥AY¦ §�YÄc g]Y

^®�?QY�i
|Y¨¾©gY¢£ª]Y«i¬ºY§%�gYßi�XgY� �gY3ÝY]Y

¶igY�®J¯Y®æ°]Yvz±gY}4U�jYs�+�Yì�s�Ys�Q�YqrºgYN

¥`�]Y«��]Y²³´]Yµ¶i£TY�}��]Y·�S�Y«¥ zY¸�]]

�ý���zþÿ����ØDöÙ2�|	÷øþÿÌÍaDö`�õ¹º=?Ù��»Òp�ÔÙi

$Ùþÿ =E78äº�6á»%4þÿ+¼½ 09FåF@Ø6868a

¼ ½ ¾ � � ¿

�a�y��Y���]Y�����Æ¢ÇÙlmnop×ÈÉÈÉÊËüýþÿßÙGZíX@�ÀÁ

ÂYÃDFÄã£ÕÖ×zE%EðzËÅÆEY��wÇÈYº�61F19<ä9@Ø��¢É��f¢ÉÊga

Aa
p¦]Y6�@½Y¢£ §Y��Ë�YÌz���ÍÎ�-N�(ÏÐ³Ñ»()uÈËÒÃÓÒ

n�ìÞYÃ@8ÄìÞ!zÔÕEYÖ×°Yº�61E167å6FØØÙ¢Éa

Ga
p¦]Y6�@½Y¢£ §Y��Ë�YÌz���ÍÎ�-N�uÈËÒÃÓÒn�ìÞYã£ì

Þ!zEÃ<DáEYpqr°Yº�61D19<å9@Ø��f¢Éa

Ia¢Ý¦ÆY2z�9�úÚÝÛÜ7.°���`Sg�i-.�bÝ#d�Ñ°Ù#d�-.�bÎ�"Þ

�ßÈË#dàÙá6Yã£ìÞ!zEÃ<DáEYpqr°Yº�61D19<å9@Ø��f¢Éa

－ 126 －



Jalmn ;YâãW]�ßÓ�Óäû×6Í�åç@Ôèi|éê×ëhÙ6Ìý�ìYÃF:Äã£

íÔÔ���î�ßzEYº�61D16Eå6<Ø��f¢Éa

Ka�[gï]�vÃ��ðñõÙò�|é'()óôõ98á�@Ùö÷õYº�6á»��üýþÿß

�V�øE�ð���� 	
*+�z�EY�ù°Yº�6198ç@åDØ½Ù¢Éa

Oaú�a¸YN�ûï¥Y�ü]Y
p¦]Ø9DýþaYÿ�üþ6:p�º�ffá» ��ffÐ^_�

ÖÈ�òË�VØ��tYÃE:Ä�Vüý!zÊË�øEáEYº�61991Då98ØØ�¢Éa

Ray ��Yi}~�YUVWXYZ[\]Y^_`g]YhijkYlmno]Y�µ +Yz��

_]Y�����Æ¢ÇÈÉÊËÌÍÎÏÐÑÒÓÔÕÖ×Ø�!H,.(9DaÙ�zßàä6868á7â78

ãõEâ9@ã��Ù�@$ä ÃF@Ä���5üýzEYº�619919:å67ØF�¢Éa

Ta�¾¿¦Yy ��Y��t�Y¢£¤ �ÌÍÎÏÐÑÒÓÔ-��(tÈÉÊË�'*	)�õÈ

ËDÍ
��áabYÃ<:Äã£¥¦(tÁzEzËcEYº619919Då66Ø��f¢Éa

98aZ[\]Y����Yy ���Æ¢ÇÈÉÊËÛÏÑÒÓÔÙì]�zçº�6á»��>�}?

þÿEþÿ£�EYº�619916EØ��f¢Éa

99ai}~�YdeYfzÆ�Ys�§Y~�UY���¬Yx¢>wY�ÃK�Y�����E�Ù

�=�¡�?ÕÖ×ÈÉÊËûÄÍç¥¦ôBCYÃ6FÄã£����zEzËcEYpqr°Yº

�619619Då68Ø��f¢Éa

96ag�
�Y�4�2YW[�>Y¢æ�?YR£��Y��`gY�i¿ÛYZ[\]Y����Y

3,�9Yì¾�áY¾iª YyGWÂ�«¬d-b}�`�>���}�ÙB=@}��Ñ�Ò�

ÏÓ@��Ùvg=Y}��Ñ�ÒþÿE6868á»8�¯mÑÜYº�71916<Ø��f¢Éa

97a�¥ªXY�i1gY���]Y�� g]YUVWX�ß�Í���Bß��� ÙÑÒÓÔÕÖ

×Ö×	vóôÈ!ËØ��t�®ÕÖ×ÈÉçÃEFÄÆ¢Ç�5üýzEYÆ¢°Yº�7161E

9FaUVWXYZ[\]YhijkY^_`g]Ylmno]Yxyz{|YpqrstYuivwY

y ��Yi}~�Y�µ +Y���gY�i �Y�y��Y���]Y����Y��X]Y

z��_]Y����Y����Y�i �YÆ¢Ç�!H,.(9D�zþÿßÓ�°�Æ¢ÇÈÉÊË

�!H,.(9D(t@�zÉ®ÚÛÜÝÞßàçº�6á»��üýþÿß�V�øE �ð����

&ý'�EYÆ¢Ç"c°Yº�7171EØ��f¢Éa

9EaUVWXYZ[\]YhijkY^_`g]Ylmno]Yxyz{|Y����Yy ���Æ¢

ÇÈÉÊË6868áÕÖ×£ý#¤�tÈ$h�çº�6á»��üýþÿß�V�øE �ð��

��&ý'�EYÆ¢Ç"c°Yº�7171EØØÙ£�a

9<a^_`g]Yy ���(t%Ôµ&�8Ô"ÜÑBÈË(×'(Í)Ùa*!È$h�çº�6

á»��üýþÿß�V�øE �ð����&ý'�EYÆ¢Ç"c°Yº�7171EØ��f¢Éa

9:aZ[\]çÆ¢ÇÈÉÊË >¡ÑÒÓÔ()óô1º�6á»��üýþÿß�V�øE �ð�

－ 127 －



���&ý'�EYÆ¢Ç"c°Yº�7171EØ��f¢Éa

9@almno]Yi}~�YUVWXYZ[\]Y^_`g]YhijkYz��_]Yy ��Y��

��Y�y ¡Y¢£¤ Y¥} ¦Y§i¨�Y©iª«¬ ®¯æY°z¦±Y²³W´Yµ

¶·¸Y¹ ¯kYº�»wY¥i¼½Y¾¿ªÀYÁ¥XÂY¢ÃÄÅçÆ¢Ç�ÌÍÎÏÐÑÒ

ÓÔÕÖèéêëÙÑÒÓÔìíÝÞ1º�6á»��üýþÿß�V�øE �ð����&ý'

�EYÆ¢Ç"c°Yº�7171EØ��f¢Éa

9Dalmno]Yy ��çÆ¢ÇÈÉÊËÒ�+Ó,�-Ù#æóôØ6868C698�.�açº�6á»

��üýþÿß�V�øE �ð����&ý'�EYÆ¢Ç"c°Yº�7171EØØÙ£�a

68a��X]��ð��ÈÉÊËD�:£ýóô@>�ð$%}?()óôYº�6á»��üýþÿ

ß�V�øE �ð����&ý'�EYÆ¢Ç"c°Yº�7171EØ��f¢Éa

69a�y���Æ¢ÇÈÉÊË6868áÙD�:£ýóô@>�ð$%}?()óôYº�6á»��üý

þÿß�V�øE �ð����&ý'�EYÆ¢Ç"c°Yº�7171EØØÙ£�a

66a�i ��ÁÂ�ÁÕÖ`ëèi'.�(E/�Ï0/0p��í�1<ý�>?`	?��hi6×ìY

º�6á»��üýþÿß�V�øE �����&ý'�EYÆ¢Ç"c°Yº�7171EØ��f¢Éa

67a�4�2Yg�
�YW[�>YR£��Y��`gY�i¿ÛYZ[\]Y����Y3,�9Y

ì¾�áY¾iª YyGWÂ�°2«¬d-b̀ �>���}�`ghi«¬ÛÏÑÒÓÔ34uÈ�

òË(ÔYã£õzEÃ9F9áEYº�71716<Ø��f¢Éa

5 678½9:;8<=>?¿

�a'@

�y ��

��üýþÿß�V�øE�ð����x�o

º�6á@âEã

Aa'@


p ¦]

�A��u� ã£�5üý�E �5üýÌÍB�é�o

º�7á6â9<ã

C D E F G H

IJKLM NOPQRSTU IJQ

#d�Ñ°ÙÝV�u Æ¢Ç ¢Ý¦Æ

WX

BYÃE7FFF9FZ
Ø=E6Eá@â67ãa

Öb*�b(� H(6ÔÎÒ�Ö×
VÀ�zu�Æ¢
�zðÆ¢Ç

6ç[ÂY�  ªY
����Y�çaªY
�¾¿¦Y¢£¤ Y
+�à��Yy ��

B\6869]8E<F67
Øº�7á7â78ãa

－ 128 －



^_`ghijFklmnop

zF =E78áEâ78ã

Øþôa

� qÙrsûtuYÆ¢Çüýþÿßá+ØvÝ�á+¹@hwçaÈxyòË��tþÿ+¼¹È��

�z{ÔÌ|`F$Ëç

Øá+·Ùxya

A á+uY}ßÙ~{ÔÍÙ+¼½��ZY�tþÿÙEbÇu����tþÿ+¼¹�iu�ÍÙ¹

ÈxyòË�Ù@òËç�ÍÙ¹uYÿFxyÕ\�®zE£�ÇÈ$h�xyòËç

Ørs��a

G á+Ùrséu%�@��}ß� @òËç��Y �éuqÙ�Z�Ôhç

ØrsÙ���a

I � uYçÈF$Ë��{�È�è��tþÿ+¼Ù%sØvÝ�%s¹@hwça`DE�YßxÙ

���®��`'ÊiuY�Ù%s`Ï]�×�®��'ÈZYá+Å EÈ�)òË�Ù@òËç

Ø%sÙÈìÇa

J %su�£�Ù�ÙÈ�ZY�ÙÈì�®�_u«�Ù@ÉZ@òËçrséuÈì`���Yá+

Å EÈ%s`�)òËç

Øá+Å EÙín�®Í)a

K á+Å EÙín�®Í)uY«Ù@ÉZ@òËç

Ø�aá+Å EuYÅ x�®Å ÈZÄEòËç

ØAaá+Å EuY�)��i%s`�t�Y�còËç

ØGaá+Å EuY£rsût�®��{�ÈëÔh%sÈ$h�Y���®ÈëéÙÝºÔY`r

séÈ�$Ëq@���Ëç

ØIaá+Å EuY�c�i��tþÿ+¼¹Ù%sÈY���¹�®�ÍÙ¹Ç`2.i�%sØ��

'a`Å Y�bxY«x�®ßxÈÄ��Y���®��`'ÊËç

ØJa�tY�c�z{ÔÌ|È$h�uYá+Å E��ø�Y�F��Ë�Ù@òËç

Ø��a

O ��uY�éÙ� @òËç��u¡¢ÙX@�Y��
ÈÉÊË\£�¤�Ù¥2Y¦§�®¨©

u%�@��ª$Ôhç

Ø�Ùÿa

R £rsûtÈF$ÙÔhÌ|È$h�uYá+Å E��øÙ�Yßx�F$Ëç

Ø«ga

T qÙûtuY=E78áEâ78ãêë«gòËç

È ì

% ¬

% �

� +

� 

� _

®¯áÈ�iËÁ��iþÿ+¼`%4ôÈ�@$i�ÙY®¯Ù�æ�æ

��iþÿ+¼`%4ôÈ�@$i�Ù�iu°@$Ù~ªÈ�òË�±Ù

þÿ+¼`%&ôÈ�@$i�Ù

Ì�h²àYÌ�hÊË�Ëhux³�Ë´Õ`+¼òË�Ù

%�È�@$µÔh¶·ôþÿ��è��YÌ�hÌØ�x³�Ë*+`+

¼òË�Ù

v¸éÔ�ËhuSgx³Ù�Ë��´bY¹ºÇ�Y»¼@��½��É

¾z{Ù�Ë�Ù

－ 129 －



^_`ghijFkl¿ÀÁÂ

zF =E78áEâ78ã

Ã� º�ffáEâ97ã

Ä ÅÆijlÇ

� �éu%�@��}ß� È�ËçiÈ�Y �éuqÙ�Z�Ôhç

A %suY%�@���d4�  3� � �#`gh�DEòËçÉÊÈ�ªY�é�® �éÙ²p`

�\�»yòËç«ÈËÌ�_`�\�»yòËç}ß� v±Ù �éu²pÙÍÈýZ`(»

Øì�6Î �¬ 9a�YÏÐÈßq`�\�»yòËç

Ñ ÒÓÙÄE@»y�u

�Ô�®ÕÖ×Ù«ÈYÁØ`»yòËçÙÚÙÄEuÛ`@òË�Y%��®�+ÙÄE`ÜÝ@

���hçÉuÈÚÞ`»yòËçà)�uß8Ñ�×������ß�Y�u`9æà$�ÊËç

á �	�®â}ÙÄE@»y�u

�Ô�®ÕÖ×Ù«ÈY{ã`»yòËçÙÚuYäþôåYäuÌ$Èå@hèià)�u(ÊàÈ

h�ÔZ½�)òç�h�çèéêëìíîìïðìñòìÚÞÙ�È»yòËçà)�uß8Ñ�

×������ß�Y�u`9æà$�ÊËç

ó ôõÙÄE@»y�u

{ãuÔ¾Yh�ÔZÙÚ`½�)òç�_u%�@��öEìçèéêëìíîìïðÙ�@ò

ËçÈ÷Zu�`9æ�ÊYà)�uæøÈß8Ñ�×�»�YÎÏ�=�>Y£\Y@½�ø$Ëç�

h�ñò@ÚÞ`%��®�+@ËÌ�u�»yòËç

G %su�\�½�Ø{ãu9ùíØ9æFEút»aY£\u6ùíØ9û�m66úüF:æt»aa@

�YGý×Y�|þpÿêh@òËç

�ff�u��ÙÎ�í=Y>@��n±=ç>̀ �gòËç

�\É®¯úu%�@����@òËç¯úu�g¯ú`ghY�È÷ZÙØYa�6¯�ÙØça

u��@òËç

	
uV�ôÈag���hË�Ù`�g�Y¯ú@	
Ù�u��Ôû�Ô`�$bBòËçi

È�Y»ZØcYdÔYau�bºe��`ghY»Z@¯úÙ�uÔû�Ô`B�Ôhç

#¢'pY±�ýuæ�æÐ@òËç

Ò��Ñ�ÈòË74uÔ�ÒÓ`f×@òËç

\úÙ+��¬ÇÙ½uYvÝÙ@ÉZ@òËç

Ñ �ª�®�ép

�\��ªuY�bºe��Ø�úa9F̄ Ò�¬ç

�épuY�bß8Ñ���Ø�úa96̄ Ò�¬YE\úÈ�$Ëq@`§£@òËç�é@�éÙ

�u6\ú�ÊY9æÈF�ì»yòËç6æÈ�iË74u6æþ`�����ßç

�\��ª�®�ép@�È������"96̄ Ò�¬ç

�ªuY	ýÙø\ú`�\ú@òËç���Ød�Y 3Y��#Yf��)���ÔYau6\ú@òËç

á £\�®\�
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