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 公共用水域の水質汚濁に係る環境基準において，「大腸菌群数」に代わり新たな衛生微生物

指標として「大腸菌数」へ見直しがなされ，本指標の変更に伴い新たな測定方法および環境基

準が令和4年4月から適用されることとなった．本稿では，測定データの信頼性および精度管理

を目的に，基準改正に伴う新しい大腸菌数の測定方法の適用に向け取り組んだ調査検討につい

て報告する．具体的には，新手法の工程に関する基礎的な検討，および，従来の大腸菌群数と，

新項目の大腸菌数の結果の比較から，水域河川毎における傾向や特性について解析を行った． 
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1.  はじめに 

  
公共用水域における水質汚濁に係る生活環境の保全に

関する環境基準1) に，ふん便汚染の指標として「大腸菌

群数」が設定されている．これは，公衆衛生上ふん便汚

染の指標として大腸菌の選択が妥当であるものの，基準

設定当時1971 (昭和46) 年 の培養技術では，大腸菌のみを

検出する技術がなかったためである．一方，この大腸菌

群数の測定方法は，環境中に広く存在するふん便由来で

はない土壌細菌なども計測されるため，過大評価となる

問題が指摘されていた2)．しかし，近年測定技術の進歩

により，簡便かつより的確にふん便汚染を捉える大腸菌

の培養技術が確立された．そのため「水質汚濁に係る環

境基準についての一部を改正する件」(2021年10 月環境

省告示第62 号) の公布 (2022年4月1日施行) 3) にて，より的

確なふん便汚染を捉える新たな衛生微生物指標として

「大腸菌群数」を「大腸菌数」へ見直すこととなった． 
 本稿は，環境基準の改正に伴う新たな指標となった大

腸菌数について，データの信頼性や基礎的知見の把握を

目的に，先行して取り組んだ分析手順の確立と，公共用

水域における状況について検討した内容を報告する． 
 
 

2.  新しい測定方法における分析手順の確立 

  
大腸菌群数から大腸菌数への環境基準の見直しに係る

変更に伴い，付表に記された測定方法は，特定酵素基質

培地法である．本法は，滅菌済みのろ過装置にて試料を

ろ過し，ろ過後のメンブランフィルターを培地の上に乗

せ，使用する培地に示されている温度・培養時間にて，

恒温器内で培養，規定時間後のコロニー数を計数し，大

腸菌数を算出する方法である．しかし，この特定酵素基

質培地法には，使用する培地や希釈水について詳細な記

載はない．そのため (1) 寒天培地，及び (2) 希釈水の種類

について，それぞれ比較検討を行い，正確に測定を行う

ための分析手順を確立した． 
 
(1) 特定酵素基質寒天培地 
 測定方法に準じて，記載される組成を有するまたは同

等以上の性能を有する特定酵素基質寒天培地には，XM-
G寒天培地およびクロモアガーECC寒天培地の2種類を

用いて比較を行った．これらの培地を候補選定した理由

は，XM-G寒天培地は現在業務で分析を行っている大腸

菌群数のBGLB培地と同じ社製で大腸菌群数との比較が

容易にできること，また，クロモアガーECC寒天培地は，

他の機関での使用歴に基づくことによる2, 4)．なお，特定

酵素基質培地法では，青色のコロニーが大腸菌数として

計測される (大腸菌以外の細菌は大腸菌群数とされるコ

ロニーで主に赤色を呈す) ． 
13地点の試料について，それぞれ2連で繰り返し試験

を行いその平均値を求めた．培地の種類別と大腸菌数の

比較検討例を図-1 および写真-1 に示す．地点によって

は若干差が見られたが，各培地間の大腸菌数は 5%有意

水準で有意な差は認められなかった．また，培養時間で

はXM-G寒天培地が 20 時間 ± 2 時間 に対し，クロモア

ガーECC寒天培地は 24 時間 である．したがって，測定
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に際して柔軟に適応できるよう勘案し，XM-G寒天培地

を採用することとした． 
  
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

図-1 培地の種類別による大腸菌数の結果(一部抜粋) 

 

 

 
 
 
 
 
（左：XM-G 寒天培地  右：ｸﾛﾓｱｶ゙ ｰECC 寒天培地） 

青色のコロニーが大腸菌 

 

写真-1 特定酵素基質寒天培地上のコロニーの様子 

 

(2) 希釈水の種類 
 希釈水は，滅菌ペプトン水，滅菌リン酸塩緩衝希釈水，

滅菌生理食塩水のいずれかと記載されている．XM-G寒
天培地を用い，河川水5試料に対する3種類の希釈水の差

について比較検討した．各希釈水の種類による大腸菌数

の結果は図-2 に示すとおりである．これらのデータを

元に希釈水の3種類に対して分散分析を行った結果，有

意差は認められなかった．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  

図-2  希釈水の種類別による大腸菌数の比較 

 
さらに，分析手順上のメリット・デメリットについて

列挙した比較では，表-1 に示すように，滅菌ペプトン

水は保存期間が短く，滅菌生理食塩水は常時調製が必要

となる．一方，滅菌リン酸塩緩衝希釈水は高濃度溶液を

作製できる上に保存期限も長く，コスト面や時間的な効

率性において優れていると考えられた．よって，滅菌リ

ン酸塩緩衝希釈水を使用することとした． 
 

表-1 希釈水の比較 

 

 メリット デメリット 

滅菌 

ペプトン水 
－ 

・保存期間が短い 

・測定時に毎回溶液調

製とpH調整が必要 

滅菌リン酸塩

緩衝希釈水 

・長期保存可能 

・高濃度溶液を調製し

使用時に希釈できる 

・高濃度溶液の調製時

のみpH調整が必要 

滅菌生理 

食塩水 
・試薬の入手が容易 

・測定時に毎回溶液調

製が必要 

 
 

3.  公共用水域における大腸菌数測定 

 

(1) 新指標への改正による課題 

新しい指標となる大腸菌数の測定の特定酵素基質培地

法は，これまでの大腸菌群数の測定方法のブリリアント

グリーン・乳糖胆汁ブイヨン培地最確数法と全く異なる

分析法である．さらに，これまでの最確数法による単位 
MPN/100mLは，大腸菌数に用いる単位 CFU (Colony 
Forming Unit：コロニー形成単位) / 100mL に変わり，

発育したコロニー (集落) 数を数えて算出する (写真-2)．  
 
 
 
 
 
 
 
（左：大腸菌数測定   右：大腸菌群数測定） 

 

写真-2 測定方法の違いによる結果の様子 

 
そのため環境省は，新指標の設定に際して，水道での

利用を考慮した新たな大腸菌数の基準も設定している 
(表-2)．すなわち，大腸菌群数と大腸菌数は異なるため，

河川や湖沼 (ダム) 等の公共用水域の水質測定における

新しい指標 (分析項目) および測定方法の変更は，これま

での測定結果値と異なる数値を示す．また，本培地法は，

試料中の菌数が多い場合，適切な範囲に計測数が収まる

よう定められているため5)，あらかじめ予測して希釈を

行わなければならない．このように，既存の数値データ

との関連性や分析手順 (希釈倍率など) への対応が課題で

あり，新しい基準値への改正による測定結果の判断は，
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一層注視が必要となる．すなわち，正確な水質データを

測定し管理するためには，事前に既存データとの関係を

把握することが，分析において信頼性や精度を担保する

上で非常に重要と考える． 
 

表-2 大腸菌数及び大腸菌群数の環境基準値 
 

類型 
新指標 

大腸菌数*1 
(CFU/100mL) 

旧指標 
大腸菌群数 

(MPN/100mL) 
湖沼 AA 
河川 AA 20 *2  以下 50  以下 

湖沼 A 
河川  A 300  以下 1,000  以下 

河川  B 1,000  以下 5,000  以下 

*1： 大腸菌数にかかる基準値については，90%水質値とする． 
*2：水道１級を利用目的としている地点については，大腸菌数 

100 CFU/100mL以下とする (環境省水・大気環境局水環境課 の
表をもとに一部改変)． 

 

(2)   大腸菌群と大腸菌の関係 
 最初に，大腸菌群と大腸菌の関係について概要を述べ

る．大腸菌群とは，飲料水における環境衛生管理上の汚

染指標菌として提案された．これは細菌分類学上の菌名

ではなく，衛生学・衛生細菌学における定義であり，乳

糖を分解してガスを産生する好気性又は通性嫌気性のグ

ラム陰性桿菌 (無芽胞) の総称である．その中には

Escherichia をはじめ，これら性状を持有する細菌群 

Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter など大腸菌以外の細菌 (主
に土壌細菌群等) も多数含まれ，この細菌群を最確数法

により算出した細菌数を大腸菌群数とする．一方，特定

酵素基質培地法では，大腸菌群数として計数される細菌

群のうち，大腸菌が特異的に持つ酵素βグルクロニダー

ゼにより青色の大腸菌コロニーを形成することから, そ

れらを計数する方法である．図-3 には，ふん便指標に

おける大腸菌と大腸菌群の関係を示す． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図-3 大腸菌と大腸菌群の関係 

 
(3)  検討方法 

検討試料は，ふん便汚染の新しい指標の適用に鑑みて，

近畿管内の各水系の河川・湖沼水を用いた．調査地点は

大腸菌群数と比較できるよう主に環境基準地点を選定し

た．また，大腸菌数が分析項目に含まれない河川類型の

地点も水系全体を俯瞰するための有用なデータとして蓄

積し，知見として活用するために含めた．延べ地点数は

76地点である．表-3 に示すように，2021年4月～2022
年3月に実施し，総計197 試料を測定した (なお，諸事情

により生物活性の高い夏季のデータが取れなかったこと

は今後の課題とする)．  
測定方法は，前章で検討し確立した分析手順に則り，

大腸菌群数と新指標の大腸菌数について，量的な関係や

比較検討を行い，それらの結果について考察を試みた． 
  

表-3 対象測定試料数 
 

月 4 5 6 7 10 11 12 1 2 3 
湖沼AA 2 0 2 4 3 0 22 0 1 40 
湖沼  A 3 4 0 0 1 0 5 1 1 2 
河川AA 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 
河川  A 5 8 11 1 8 6 14 6 17 21 
河川  B 2 3 2 1 2 1 8 2 8 8 
河川  C 0 0 3 3 0 0 0 0 0 0 

 
(4)  湖沼における結果および考察 
湖沼のAA類型 (n=74) とA類型 (n=17) を対象に実施した

結果を図-4に示す．当該管内水系におけるAA類型は主

に琵琶湖であり，A類型はダム湖が対象である． 
図より，これまで大腸菌群数を指標とした湖沼AA類

型 (琵琶湖) では，環境基準値を超過していた地点の多く

が，大腸菌数を指標とすることで，全て環境基準値 (100 
CFU/100mL 以下) を満たすことが明らかとなった．すな

わち，近畿の水道水源である琵琶湖では，これまで大腸

菌群数が高い値を示していたが，それらはふん便汚染に

よるものではなく，多くがふん便由来ではない細菌や土

壌細菌によるものと考えられた．また，湖沼Aの猿谷ダ

ム，大滝ダムでも同様に大腸菌数は低い値を示し，環境

基準に照らし合わせると満足することが示された．  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図-4 湖沼AA類型及びA類型における大腸菌数及び大腸

菌群数の比較 

1.0E+00

1.0E+01

1.0E+02

1.0E+03

1.0E+04

1.0E+00 1.0E+01 1.0E+02 1.0E+03 1.0E+04 1.0E+05 1.0E+06

大
腸
菌
数
(C
FU
/1
00
m
L)

大腸菌群数 (MPN/100mL)

湖沼AA類型及び A類型

湖沼AA（琵琶湖）

湖沼A（猿谷ダム）

湖沼A（大滝ダム）

一般部門（活力）：No.15

3



洗
堰
下

渡
月
橋

宮
前
橋

木
津
川
御
幸
橋

鷺
打
橋

伊
賀
上
野
橋

岩
倉
橋

島
ヶ
原
大
橋

笹
瀬
橋

家
野
橋

土
師
橋

音
無
瀬
橋

波
美
橋

由
良
川
橋

府
市
場

大
川
橋

船
戸

恋
野
橋

藤
崎
井
堰

熊
野
大
橋

加
茂
恭
仁
大
橋

(5) 河川における結果および考察 

河川における大腸菌数と大腸菌群数との関係を図-5 
に示した． B類型とC類型では高い正の相関 (r = 0.8202) 
がみられ，汚濁が進むほど両者の関係には一定の相関が

見られることを示唆している．一方，A類型 (n=97，AA
類型を除く) の大腸菌数と大腸菌群数の全データのプロ

ットは相関が低く，明確な特徴や関係が見られなかった．  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

図-5 河川類型別 (AA類型及びA類型，B類型及びC類型)
における大腸菌数及び大腸菌群数の比較 

 
調査地点が多いA類型の河川は，各々で調査月，調査

回数が異なるため，全データではバラつき，明確な傾向

が捉えられないと思われる．そこで，大腸菌数と大腸菌

群数との関係を，各月における散布図の比較検討に加え

て，調査地点間の特性を包括的に理解するため，階層的

クラスター分析 (正規化あり，ユークリッド距離・ウォ

ード法) を行った．また，大腸菌数と大腸菌群数との関

係は，湖沼や河川B, C類型を踏まえ，大腸菌群数は多い

が大腸菌数は低い，大腸菌群数も多く大腸菌数も多い，

どちらの関係も見られない等に分かれることが予想され

たため，クラスター数が 3 程度になるようカットオフポ

イントを決定した．以下は，最も多くデータが得られた

2022年3月 (n = 21) の結果である． 
階層的クラスター分析の結果，デンドログラム (樹形

図) は図-6 のように示され，調査地点は 3 つのクラスタ

ーに分類された．これらを散布図に反映したものが図-7 

である．3月の結果において宮前橋と島ヶ原大橋は，異

なるグループとして分類されたが，別の月でも同様に他

の調査地点と分かれる傾向がみられた． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図-6 地点別クラスター分析結果 (3月) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図-7 大腸菌数と大腸菌群数の関係 (3月) 
 

宮前橋は，桂川下流の地点で淀川三川合流の手前に位

置し，本検討でも最も測定回数が多い地点である．この

地点は，大腸菌数が多い月と少ない月が季節に関係なく

混在する等，他のA類型とは異なる特徴を示すことも明

らかとなった．この挙動の原因には，地点の上流に京都

市内から流れる多くの支川が流入し，また，それらは典

型的な都市河川で水質が汚濁していることに起因すると

考えられた．実際に京都市のデータ6) によると，西高瀬

川や鴨川の大腸菌数は高濃度で観測されることもあるた

め，これらの混入によっては宮前橋での大腸菌数の濃度

にも影響すると示唆された． 
一方，島ヶ原大橋は，これまでも大腸菌群数が非常

に高い濃度を示し，新基準の大腸菌数も環境基準を超え

る．本地点は木津川の中間地点に位置し，山間地を利用

した家畜業 (養豚，牛，養鶏) が行われている．ここでは

家畜排泄物の積極的な利用に力を入れており，堆肥原料

として水田土壌作りや有機栽培等に使用している7)．ま

た，当地域での汚水処理人口普及率の内訳を見ると下水
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道や農業集落排水施設がそれぞれ約20%と低く，半数は

合併処理浄化槽である8~10)．したがって，大腸菌数は汚

水処理形態や面源負荷等の要因が影響したと考えられた．  
すなわち，この分類された結果の解析では，外れ値と

なりやすい地点は，(1) 汚濁した流入支川の影響を受け

る場所，(2) 下水道の未整備等によるふん便汚染が流入

しやすい場所，(3) 家畜や野生動物のフン，堆肥などの

影響を受けやすい場所であることがわかった． 
以上より，新たな指標の大腸菌について，散布図を作

成し階層的クラスター分析を組み合わせることで，その

特徴をより明確に理解し要因等を考察することができた． 
 

 

4.  まとめ 

 

 基準改正に伴う新しい大腸菌数の測定方法の適用に向

け，測定データの信頼性および精度管理を目的に，分析

手順の確立と，近畿管内の水系における地点の大腸菌数

と大腸菌群数について，その傾向や特性について検討を

行った． 
 分析手順の確立では，培地や試薬の検討を通じて，コ

ロニー計測などの技術経験を積むことができた．さらに，

新しい指標への先行的な取り組みによって，試料に含ま

れる菌種の組成や環境条件等により細菌数の挙動が異な

るケースも散見されたものの，各調査測定地点の過去の

データより，希釈倍率をおおよそ推定できることが示唆

された． 
大腸菌数と大腸菌群数との関係の検討では，湖沼はこ

れまで土壌細菌等による影響によって正しくふん便汚染

が計測できなかったことが明らかとなった．また，近隣

に下水道未整備地域や酪農地域など大腸菌汚染の要因が

考えられる河川では，新しい指標によってより明確な汚

染実態の把握が期待できる．さらに，未知の試料につい

ても，試料が採取される地点の河川類型や，河川を取り

巻く条件 (土地利用や汚水処理形態等) から，大腸菌数の

範囲についておおよその希釈倍率等の設定が可能である

と思われる．大腸菌数の年間調査結果は，年12回の測定

値のうち，最大値１つを除外できる90%値評価とされて

いる．今回は生物活性の高い夏季のデータを取得できな

かったものの，得られた測定結果は，河川の水質汚濁に

関するデータとして有効な判断材料になり，水辺環境の

保全における他の項目との考察や解析，また，排水対策

などの河川行政への基礎検討資料として貢献できると思

われる．今後も新しい環境基準の指標データの蓄積をし

ていくとともに，他の水質項目との関係についても解析

し，測定精度の管理，および，測定値の代表性など，水

環境における幅広い知見を得ることに努めていきたい． 
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