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要　旨

透析液から分離される菌の起源を調べるために，人
工透析を行っている 6施設，5社の水処理装置・4社
の中央供給装置（稼働期間 1～8年）で，原水・RO

モジュール上流の RO1次（RO用水）・2次側（RO

水）・透析液に棲息する菌の種類と優占性を全菌検索
法（16SrRNA遺伝子の変性勾配電気泳動）で検討し
た．採取したすべての溶液に菌は複数種存在した．上
流側の菌種とその優占性が連続する下流側で保たれて
いたのは，RO水-透析液間で ETRFより上流で透析
液を採取した 3施設のみであった．他の 3施設ではこ
の間に ETRFが介在し，RO1次-2次間には ROモジ
ュール，また原水 -RO1次間にも何らかのろ過工程が
あった．その上流と下流の間で菌種は大きく異なり，
その優占の順位性も保存されなかった．一般に透析液
製造系全体の主要な汚染源は RO装置の上流からのリ
ークと想定されている．しかし今回の結果では，リー
クは仮にあったとしても主要な汚染源ではなく，各膜
ろ過工程の下流側で別の汚染が存在していると考えら
れた．

はじめに

人工腎臓用透析液はダイアライザーの半透膜，ある

いは HDF用補充液として UF膜を介して体内に流入
する．このため本来無菌医薬品であるべきものである．
しかし 1回の透析に 1人あたり 0.1トン以上と大量に
使用するために，各透析施設で調整しその管理責任も
負っている1）．この清浄化にはエンドトキシンリテン
ティブフィルター（ETRF）によるろ過1）と消毒の有
効性2）が知られている．しかし，この両者のみに過度
に依存すると ETRFや配管の劣化を早め，亀裂や変形
による密閉系の破綻が生じ，むしろ汚染状況が悪化す
る場合がある（複数の personal communications，第
39回 HDF研究会，2012年 9月 8日横浜）．
私共はこれまでに品質保証として透析施設での

GQP管理の可能性や，膜ろ過や消毒損傷菌といった
清浄化対策時の品質管理（細菌培養）について検討し，
科学的根拠を持って細菌汚染を制御する方法を探究し
てきた3～6）．この度，細菌生理学的手法と遺伝子学的
手法の二つの観点から透析液中に棲息する菌の特性を
捉えなおし，透析液の清浄化から品質の維持向上のた
めに必要となる情報の収集と整理を試み，なぜ血液透
析システムに汚染が生じるのか解析した．
この検討の一翼として細菌汚染の起源を掌握するこ
とは重要であり，透析液製造系のバイオバーデン部の
汚染がどこを起源としているものか，膜ろ過前後で菌
叢がどう変化するか遺伝子学的解析を行った．一般に
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透析液の汚染は，「ROは透析液製造工程において化
学汚染・生物学的汚染の両者においてもっとも低減率
の高い工程であり，原水汚染・リーク率に規定される
RO水の汚染は RO以降の汚染を規定するもっとも重
要な因子である．」1）とされ，RO装置の上流からのリ
ークが透析液製造系全体の主要な汚染源と想定されて
いる．そこで，菌の培養特性の影響を受けない全菌検
索法を用いて，透析施設で恒常的に透析用水を製造し
ている RO装置内の菌叢を観察した．

1　目　的

透析液製造用に実際に稼働している RO装置で，原
水側から菌がリークして透析用水を汚染する可能性が
あるか検討した．

2　方　法

維持血液透析療法を施行している 6施設（関東圏 2，
関西圏 4）で，1～8年稼働している 5社の人工透析用
RO装置（ジャパンウォーターシステム，JMS，ダイ
セル，東レメディカル，三菱レーヨンクリンスイ），4

社の中央供給装置（JMS，東レメディカル，日機装，
ニプロ）を対象とした．平成 24年 4月～8月の期間
の週の半ばに検討を行った．
透析用水および透析液の製造中に，RO膜の上流側
と下流側のそれぞれ複数個所から溶液を無菌的に 5L

採取し（図 1）直ちに冷蔵し検査施設（テクノスルガ・
ラボ，静岡）に輸送した．溶液中の菌をろ過回収し溶
菌して DNAを採取した後，菌種ごとに多型性を示す
16SrRNA遺伝子の可変領域を PCRで増幅した．この

PCR産物をホルムアミドで変性すると，塩基配列中
のグアニン・シトシン（GC）含量が多いほど二本鎖
DNA間の水素結合が開裂し三次元構造が変化するた
めに，尿素の濃度勾配を持つゲル上で電気泳動すると
異なる位置にバンドが展開される（変性勾配ゲル泳動
法，DGGE）．
この方法で観察しうるバンドは菌叢の中で少なくと
も 1％以上存在する優占性（プレドミナント）を示し，
異なる泳動位置にバンドが認められれば 16SrRNA遺
伝子の塩基配列の異なる別の菌種の存在を示してい
る7）．ゲル上に観察されたバンドの泳動距離および強
度を image J soft wareのGel Plotting Imageおよび His-

togramで解析した．さらに比較の目的で隣接する溶
液から得られたヒストグラムを重ねあわせ，同じ位置
のバンドに各施設の上流側の泳動距離の長いものから
順にマーク（a.～g.）し，各泳動でのマークしたバン
ドの強度の順位性が下流側で保存されているかを観察
し序列の維持を判定した．

3　結　果

すべての検体から DNAは採取され，16SrRNA遺伝
子が PCRで増幅された．DGGEによる展開で，どの
溶液にも複数の菌種・属が認められ菌叢を形成してい
ると考えられた．PCR産物の量から推定される菌数は
種ごとに異なり均一ではなかった．水系として同じ地
域にある施設が 2グループ（利根川水系，猪名川水
系）あったが，原水のパターンも施設間ですべて異な
った．
各施設で各々の溶液中の菌叢を比較すると，RO2

次（RO水）と透析液の採取部位の間に ETRFや UF

膜が設置されていなかった施設 A, B, Cでは，上流の
菌種とその優占性の序列で見た菌叢のパターンがその
まま下流側に保存され（図 2 a～cの Histogram 3）），
さらに下流側の透析液には新たな菌の存在も観察され
た．施設 D, Fではこの間で 1菌種のみ同じバンドが
観察され（図 2 d, fの Histogram 3）），施設 Eではま
ったく異なった．

RO1次 -2次の間を見ると，施設 C, Eでは菌叢がま
ったく異なり（図 2 c, eの Histogram 2）），施設 Bで
は 1菌種のみ同じバンドが観察され，上流での優占順
位が 6位のものが下流の 1位であった（図 2 bの His-

togram 2））．施設 A（図 2 aの Histogram 2））では，2

図 1　透析液製造系と採取部位の模式図
　4カ所より採取．①-②間には NFや loose RO，②-③間には
ROによる膜ろ過工程がある．③-④間で UFもしくは ETRF
の下流で採取した施設④と上流で採取した施設④’があった． 
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図 2　各施設の 16Sr RNA 遺伝子 PCR 産生物の変性勾配電気泳動と各レーンのバンドのヒストグラム解析
　個々の施設の原水・RO1次・RO 2次・透析液の泳動パターン，各レーンのバンド位置とその強度，さらに比較の目的で隣接する液から得ら
れたヒストグラムを重ねあわせ，同じ位置のバンドに上流の小さいものから順にマーク（a.～g.）した．各泳動でのマークしたバンドの強度の
順位性が保存されているか否かで，序列の維持を判定した．各採取部位の間にろ過工程があると，上流側の菌の優占性とその序列が保存されない．

図 2a　施設 Aの検体のうち④’はバンド強度が弱かった．隣接する上流―下流間でバンド位置が等しい
ものは，1）原水―RO1次：a.上流の 4位と下流の 2位，b.上流の 2位と下流の 8位．2）RO1次―2次：
c.上流の 3位と下流の 2位，d.上流の 10位と下流の 3位．3）RO2次―透析液：e.上流の 1位と下流の
1位，c.上流の 2位と下流の 6位，d.上流の 3位と下流の 7位であった．
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図 2b　施設 Bの検体のうち③，④’のバンド強度が弱かった．隣接する上流―下流間でバンド位置が等
しいものは，1）原水―RO1次：b.上流の 1位と下流の 6位，a.上流の 2位と下流の 1位．2）RO1次―2
次：b.上流の 6位と下流の 1位．3）RO2次―透析液：b.上流の 1位と下流の 2位，g., 2位と 5位，d., 3
位と 3位，f., 4位と 1位，c., 5位と 6位，e., 6位と 7位であった．
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図 2c　施設 Cの検体のバンド強度は全て均等であった．隣接する上流―下流間でバンド位置が等しい
ものは，2）RO1次―2次間にはなく，1）原水―RO1次：a.上流の 2位と下流の 1位，b. 4位と 5位，c. 1
位と 6位．3）RO2次―透析液：f.上流の 1位と下流の 1位，e. 2位と 3位，d. 3位と 6位であった．

MK ① ② ③ ④’  

Histogram　1）原水‒RO1次

Histogram　2）RO1次‒2次

Histogram　3）RO2次‒透析液
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図 2d　施設 Dの検体のうち④のバンド強度が弱かった．隣接する上流―下流間でバンド位置が等しい
ものは，1）原水―RO1次間にはなく，2）RO1次―2次：a.上流の 1位と下流の 4位，b.上流の 4位と
下流の 2位．3）RO2次―透析液：a.上流の 4位と下流の 6位であった．
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図 2e　施設 Eの検体のうち③のバンド強度が弱かった．隣接する上流―下流間でバンド位置が等しいも
のは，1）原水―RO1次：a.上流の 3位と下流の 1位 dのみで，2）RO1次―2次，3）RO2次―透析液間に
はなかった．
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図 2f　施設 Fの検体のバンド強度は全てほぼ均等であった．隣接する上流―下流間でバンド位置が等し
いものは，1）原水―RO1次：c.上流の 1位と下流の 3位，a. 2位と 2位，b. 3位と 5位．2）RO1次―2
次：e.上流の 1位と下流の 2位，a. 2位と 1位，d. 4位と 4位，b. 5位と 3位．3）RO2次―透析液：a.上
流の 1位と下流の 4位であった．
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菌種上流で観察されたバンドが下流でも観察された．
しかしこれらは上流での優占順位が 3位と 10位のも
のであり，1，2，4～9位のものは下流では観察されて
いない．かつ下流側でこの 2菌種より優占性の序列が
高い菌種もあり，上流側の菌叢のパターンが下流側に
保存されていなかった．施設 D（図 2 dの Histogram 

2））でも 2菌種同じバンドが観察されたが，優占順位
が上流で 1位のものが下流では 4位，上流の 4位が下
流では 2位へと下流側での優占性が逆転した．さらに
上流の 2，3位のものは下流では観察されなかった．
施設 Fでは 4菌種（e. a. d. b.）が上流と下流で重複し
ていた（図 2 fの Histogram 2））．しかしこれも上流の
1位と下流の 2位，上流の 2位と下流の 1位，上・下
流の 4位，上流の 5位と下流の 3位と優占性の序列の
逆転が認められ，さらに上流側にある菌種で下流側で
は観察されないものもあり，菌叢のパターンとしては
完全な一致を見ていなかった．
同様に原水 -RO1次の間で，施設 Dでは菌種がま
ったく異なり，施設 Eでは 1菌種のみ同じバンドが
観察された．施設 A, Bでは 2菌種，施設 C, Fでは 3

菌種同じバンドが観察されたが上流の優占性が下流側
に保存されていなかった（図 2 a～fの Histogram 1））．

4　考　察

今回の結果で，ROモジュール 1次（上流）側の菌
種の優占性とそのパターンが ROモジュールの 2次
（下流）側では保存されていなかった．毎時数百リッ
ター単位で精製されている RO水に，上流から菌が漏
れて直接混入しているのではない，つまり，ROモジ
ュールからの連続的なリークが下流側の汚染に直接影
響していないことが実証された．
一般に，透析液製造系全体の主要な汚染源は RO装

置の上流からの透過・漏出である，と想定されてい
た1）．逆浸透圧で水分子のみを透過させる RO膜であ
ってもモジュールとして運転させた場合，時間の経過
とともに膜自体の劣化やケーキ層・ゲル層形成による
ファウリングで菌が透過する可能性は否定できない8）．
たしかに，飲料用や灌漑用の淡水化プラントのように
大量に水を精製する場合でも，ROモジュールの上流
とは別の微生物が下流では優占化していたとの報告は
ある9）．しかし，透析液製造系全体の汚染の起源を明
らかにするためには，「人工透析用の RO装置」で，

「各メーカーの汎用機種」を「実際に稼働している状
態」で検討する必要があった．
今回の検討で，施設 Fの RO装置では，上流側の 4

菌種が下流側でも観察された．しかし優占順位が下流
側で逆転するケースや下流側では観察されない優占種
があり，施設 A～Cの RO水-透析液間で見られるよ
うな優占性の保存は認められなかった．ROモジュー
ルの 1次側に未使用の RO水を戻し再利用するための
再循環回路があり，その流入路と ROモジュールの 1

次側との間から採取したものと考えられる．
このケースを含め，上流からリークしたもののうち
水の性状の違いが菌ごとの指向性に反映し優占種の差
となった可能性は否定できない．しかし，溶液として
差の大きい純水と糖加リンゲル液である透析液の間で
も，ろ過工程がなければ形成されている菌叢の優占性
は保存されていた．また今回検討した DGGEは培養
を必要としない全菌検出法のため，いわゆる生存はし
ているが培養できない菌（VNC）も観察結果に含まれ
ている．しかし，いわゆる PCRバイアスと言われる
16SrRNA遺伝子の増幅効率の種差を勘案する必要が
ある7）．以前パルスフィールド法で RO装置内の菌を
検討し，ROモジュールの上流と下流では同一の菌株
が観察されず，少なくとも主要菌叢は異なり連続性が
ないことを報告した10）．今回の検討はその結果の再現
となった．
これまでも透析液製造系内に棲息する菌の汚染源と
伝播経路の解析を行い，その汚染の多くは人為的な作
業11, 12）や交換部品などの器機表面に付着10, 13）している
ものが起源であることを報告してきた．今回の結果も
RO装置の下流側で新たな異なる菌の存在が確認され，
上流側とは別の汚染が起きていると推測された．RO

水や透析液が流れる配管やタンクの壁面の菌の関与が
考えられ，消毒時や消耗品交換などの予防的メンテナ
ンスの無菌操作化や，それを規定する SOP14） の管理
が重要となると考えられた．
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