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はじめに
• ヒトに寄生する原虫症として、アメー

バ赤痢(赤痢アメーバ症)、クリプトス
ポリジウム症及びジアルジア症が知ら
れている。

• これら原虫症は汚染した飲用水や食物
の摂取などで感染する水系感染症であ
る。

• 感染症新法で五類感染症に指定され、
それらの症例数は集計されている。

• 近年、我が国における赤痢アメーバ症
は増加傾向にあり、全国の報告数は
800症例を越えている。

• 都道府県別の報告数を見ると、東京都
が最も多く報告され、次いで、大阪府
が第2位になっている。

• クリプトスポリジウム症は過去に、9
千人規模のアウトブレイクがあった。
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図2 水系感染症の感染様式

目的

• 今年度も、昨年度に引き続き、淀川水系河川水が赤痢ア
メーバ原虫、クリプトスポリジウム原虫及びジアルジア
原虫によって汚染しているか否かを調査した。

• さらに、調査にあたって、検査法の改良も試みたので、
これらについても報告する。

材料と方法
• 検体の採水地点：

– 淀川の佐太西地点（庭窪取水口の上流）

– 淀川の枚方地点（天野川合流地点下流、枚方大橋下）

– 宇治川支流の背割堤地点(洛南浄化センター放流口下流、

淀川御幸橋下)

• 採水量：20～40L/回/1か所

• 病原体(シスト/オーシスト)の回収法：

– 遠心沈殿法

– 免疫磁気ビーズ法との併用又はショ糖液遠心浮遊法との併用

• 検査方法：

– 赤痢アメーバ原虫の検出：PCR及びホルマリンエーテル(MGL)法

– クリプトスポリジウム原虫の検出：ショ糖液遠心浮遊法、

RT-PCR及び蛍光抗体法

– ジアルジア原虫の検出：RT-PCR及びMGL法 Osaka
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採水場所

採水日 A.佐太西地点 B.枚方地点
C.背割堤地点

(宇治川）

平成26年５月10日 ○215（4L×5）F, P ○17（4L×5）F, P ○308（4L×5）F, P

5月27日 ○216（4L×5）F, P ○18（4L×5）F, P ○309（4L×5）F, P

6月7日 ○217（4L×5）F, P ○19（4L×5）F, P ○310（4L×5）F, P

6月24日 ○218（4L×5）P ○20（4L×5）P ○311（4L×5）F, P

7月12日 ○219（4L×5）P, FBR ○21（4L×5）P, FBR ○312（4L×5）P

7月22日 ○220（4L×5）P, FBR ○22（4L×5）P, FBR ○313（4L×5）P, FBR

8月８日 ○221（4L×5）P, FBR ○23（4L×5）P, FBR, ○30（20L）FBR ○314（4L×5）P, FBR

8月26日 ○222（4L×5）P, FBR ○24（4L×5）P, FBR ○315（4L×5）P

9月13日 ○223（4L×5）P, FBR ○25（4L×5）P, FBR ○316（4L×5）P, FBR

9月23日 ○224（4L×5）P, FBR ○26（4L×5）P, FBR, ○31(20L）FBR ○317（4L×5）P, FBR

10月10日 ○225（4L×5）P, FBR ○27（4L×5）P, FBR ○318（4L×5）P, FBR

10月23日 ○226（4L×5）P, FBR ○28（4L×5）P, FBR, ○32（20L）FBR ○319（4L×5）P, FBR

11月21日 ○33（20L）FBR 
○34（20L)FBFA

12月27日 ○227(20L）FBFA ○29（4L×5）BR, ○35（20L)FBFA ○320(20L)FBFA

平成27年1月27日 ○228(20L)FBFA ○36(20L)FBFA ○321(20L)FBFA

検体の合計 14 20 14

表1 検体の採水日、採水地点､採水量及び検査法

○付きの数字は検体番号（昨年度からの通し番号）
（）内は採集量、
検査法: F,ショ糖液遠心浮遊法；FBR, F＋ビーズ法＋RT-PCR；FBFA, F＋ビーズ法＋蛍光抗体法

採水(20～40L)

静置(1夜)

上清3/4を水流ポンプで破棄)

残り1/4を遠心沈殿

沈殿物を５等分４L分
又は20L分全部

図４ 検査の流れ

用いる遠沈管の変更
平底(200ml)→尖底(50ml)

昨年度からの改良点(赤字)

4L分の沈渣→そのまま濾紙培養法
4L分の沈渣→そのまま凍結保存→PCR用（赤痢アメーバ原虫検出、P）
4L分の沈渣→ホルマリン液で固定

→ (35%→) 50％ショ糖液で遠心浮遊法(F)で回収
→ MGL法に使用(赤痢アメーバ原虫検出

4本分の沈渣→F→ビーズ法による回収(B)＋RT-PCR（FBR)
（クリプトスポリジウム原虫(C)又はジアルジア原虫の検出

20L分の沈渣→F+B→RT-PCR又は蛍光抗体法(FBFA)（Cの検出）

用いる50%ショ糖液は
濾過滅菌して使用

(1) 赤痢アメーバ原虫の検出

• Polymerase chain reaction(ＰＣＲ)での

ＤＮＡの検出
– DNAの回収：QIAamp DNA Stool Mini Kit(Qiagen社)を使用

• 方法:：添付のマニュアルに準じて行った。

ただし、抽出にあたっては操作上のすべての上清を

用いて行い、最終産物は滅菌水34.75µl（PCR1回

分量）にて回収した。

– Tachibanaらの方法(1991)（増幅産物：100 bp）

• Primer：P11 (5’-ggaggagtaggaaagttgac-3’)と

P12 (5’-ttcttgcaattcctgcttcga-3’)を使用

• 温度設定など：

Denaturation  94℃1分、Annealing 59℃90秒

Elongation  72℃90秒で40 cycles(原報では30cycles)

• シストの検出：MGL法＋ヨードヨードカリウム液染色

サンプル
200mg

+エタノール200µl

上清200µl
+AL200µl
+proteinaseK15µl
70℃10分

+阻害物質除去用
錠剤1錠

上清1.2ml回収

ASL液1.4ml
95℃5分

AE200µlで
DNAを回収

洗滌(AW1+AW2)

0.2/1.6=1/8

1.2/1.6=3/4

0.2/1.2
=1/6

0.2/0.2

6400倍
の希釈が
かかる

PCRで5µl使用 5/200

図５ DNAの回収方法

上清すべて
回収

上清すべて
使用

DW34.75µl
で回収
(PCR1回分)

今回
河川水４Ｌの
沈渣のすべて

• PCRでＤＮＡの検出

– DNAの回収：QIAamp DNA Stool Mini Kit(Qiagen社)を使用

• 方法:：添付のマニュアルに準じて行った。

ただし、抽出にあたっては操作上のすべての上清を

用いて行い、最終産物は滅菌水34.75µl（PCR1回

分量）にて回収した。

– Tachibanaらの方法(1991)（増幅産物：100 bp）

• Primer：P11 (5’-ggaggagtaggaaagttgac-3’)と

P12 (5’-ttcttgcaattcctgcttcga-3’)を使用

• 温度条件など：

Denaturation  94℃1分、Annealing 59℃90秒

Elongation  72℃90秒で40 cycles(原報では30cycles)

• シストの検出：MGL法＋ヨードヨードカリウム液染色
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図6 赤痢アメーバ原虫の検出結果：
PCRによる結果

検査した36検体のすべてでバ
ンドは検出されなかった。

M： Marker
No.17~28：枚方地点の検体
No.215~226：佐太西地点の検体
No.308~319：背割り堤地点の検体
PC: Positive control

M    17      18     19       20       21     22      23       24       25       26       27       28       215    216     217 PC       

M    218       219    220    221     222   223   224    225      226     308     309    310     311    312     313     PC    

M    314    315    316    317    318    319     PC    

100 bp

100 bp

100 bp

陽性バンド

陽性バンド

陽性バンド

(2) クリプトスポリジウム原虫(Cp)の検出

• Reverse transcriptase real-time PCR(RT-PCR)による

RNAの検出：

– RNAの回収：

• (35%→)50%ショ糖液遠心浮遊法（濾過滅菌）での上
清の回収回収時、(7倍→)20倍量の蒸留水で遠心洗滌

• 免疫磁気ビーズ法によるオーシストの回収(4L分の沈査
ではキットの1/10の試薬で行った。）

Dynabeads Cp/Gi-comb or anti-C kit

• RNAの抽出：カラムを使ったキットを使用

Nucleo Spin RNA  抽出 キット

– 検査：

• 機器：ABI社StepOnePlusを使用

• クリプトスポリジウム原虫(Cp)検出用キット(Takara
社）を使用

Cycleave RT-PCR Cp(18S rRNA) Detection Kit

• 方法:キットの説明書通り

Denaturation  95℃10秒、

Denaturation  95℃5秒、Annealing 55℃10秒

Elongation  72℃20秒で50 cycles

• 判定法：増加蛍光強度の増加分→Ct値を求めて判定

• オーシストの検出：

– 50%ショ糖液による遠心浮遊法

– 蛍光抗体法

4L又は20L
の沈渣

50%ショ糖液遠心浮遊法

上清回収

20倍量の蒸留水で洗滌

免疫磁気ビーズ法で
オーシストを回収

カラムによるRNA抽出

RT-PCR

Ct値を求めて判定

図7
Cpの検出方法

図8 ビーズ法で回収した検体から抽出した
RNAを用いたRT-PCRの結果

陽性コントロールの結果 サンプル(27検体)の結果

図9 Cp検出用キットを用いたRT-PCRにおける
Ct値の求め方

陽性コントロール（ DNAコピー
数20個）での反応曲線

増加した蛍光強度

10サイクル目から蛍
光強度が10,000u上
昇したサイクル数を
Ct値とした。

Ct値=31.4

y = -1.8923x + 45.28

R² = 0.7206
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図10 クリプトスポリジウム原虫を検出する

RT-PCRにおける陽性対照のCt値を用い

た標準曲線（2013年度の成績も含む)
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表2 Cp検出用キットで蛍光強度の増強が認め
られた検体におけるオーシスト数

検出
キット名

検体
番号

Ct値
DNAコピー数

/2µl

DNAコピー数
/4L       

×103

計算された
オーシスト数/4L

(1.8×104/オーシスト)

Cp 24 45.6 0.89 2.67 0.14

313 40 6.92 20.76 1.15

枚方地点
8月26日採水
No. 24
Ct値=45.6

背割堤地点
7月12日採水
No. 313
Ct値=40

検 体 No.24 で
オーシスト数が
0.14 個 、 検 体
313でオーシス
ト数が1.15個と
計算された。 27検体のすべてのRT-PCRの増幅産物

でバンドが検出されなかった。

図11 クリプトスポリジウム原虫検出用の
RT-PCR増幅産物の電気泳動像の結果

M： Marker
No.21~33：

枚方地点の検体
No.219~226：

佐太西地点の検体
No.313~319：

背割堤地点の検体
PC: Positive control

M     21    22    23    24    25    26     27    28     30    31    32    33    219   220   221   PC    

M     222   223   224   225  226   313  314  316   317  318   319   29    PC    

500 bp

500 bp

陽性バンド

陽性バンド

(3)ジアルジア原虫(Gi)の検出

4L又は20L
の沈渣

50%ショ糖液遠心浮遊法

上清回収

20倍量の蒸留水で洗滌

免疫磁気ビーズ法で
シストを回収

カラムによるRNA抽出

RT-PCR

Ct値を求めて判定

• RT-PCRによるRNAの検出：

– RNAの回収：

• (35%→)50%ショ糖液遠心浮遊法での上清の回収

回収時、（7倍→）20倍量の蒸留水で遠心洗滌

• 免疫磁気ビーズ法によるシストの回収(4L分の沈査で
はキットの1/10の試薬で行った。)

Dynabeads Cp/Gi-comb kit

• RNAの抽出：カラムを使ったキットを使用

Nucleo Spin RNA  抽出用キット

– 検査：

• 機器：ABI社StepOnePlusを使用

• ジアルジア原虫(Gi)検出用キット(Takara社）を使用

Cycleave RT-PCR Gi(18S rRNA) Detection Kit

• 方法:キットの説明書通り
Denaturation  96℃30秒、
Denaturation  96℃10秒、
Annealing & Elongation  60℃20秒で50 cycles

• 判定法：増加蛍光強度の増加分→Ct値を求めて判定

• シストの検出：

– MGL法

図12 Giの検出方法

図13 ビーズ法で回収したジアルジアのシスト
から抽出したRNAを用いたRT-PCRの結果

陽性コントロールの結果

サンプル(26検体】の結果
y = -1.7415x + 43.45

R² = 0.7657
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55
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図14 ジアルジア原虫を検出するRT-PCRにおけ

る陽性対照のCt値を用いた標準曲線

（2013年度の成績も含む)
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検出
キット名

検体
番号

Ct値
DNAコピー数

/2µl

DNAコピー数
/4L       

×103

計算された
シスト数/4L

(1.6×103/シスト)

Gi 24 45.5 0.286 0.85 0.54

30 46.6 0.442 1.32 0.83

表3 Gi検出用キットで蛍光強度の増加が認められた検体
におけるシスト数

枚方地点
8月26日採水
No. 24
Ct値=45.5

枚方地点
8月8日採水
No. 30
Ct値=46.6

M： Marker
No.21~33：

枚方地点の検体
No.219~226：

佐太西地点の検体
No.313~319：

背割堤地点の検体
PC: Positive control

図15 ジアルジア原虫検出用のRT-PCR  
増幅産物の電気泳動像の結果

26検体のすべてのRT-PCRの増幅産物
でバンドが検出されなかった。

M     21    22    23    24    25    26     27     28     30     31     32     33   219   220    PC

500 bp

500 bp

陽性バンド

陽性バンド

M    221  222  223  224  225  226  313  314  316  317  318  319     PC    

結果

• 赤痢アメーバ原虫のPCRによる検出

– 河川水36検体(すべて4L)からは原虫は検出されなかった。

• クリプトスポリジウム原虫のRT-PCRによる検出

– 河川水27検体中（4L、うち4検体は20L）1検体
(No.313、4L)からオーシストが1.15個、検出された。

– ただし、RT-PCRの増幅産物のアガロース電気泳動では、
陽性バンドは検出されなかった。

• ジアルジア原虫のRT-PCRによる検出

– 河川水26検体（4L、4検体は20L)からは原虫は検出され
なかった。

考察
• 今回、PCR及びRT-PCRによって三種類の病原体の検出を試

みたが、検体27検体中1検体にクリプトスポリジウムのオー
シストが検出された。

• 問題点：
→用いたRT-PCRのキットでは、ターゲットが原虫の

RNAであることから、RNAの抽出時には、RNAが分解さ
れやすいことから特別な注意が払われるべきと考えられる。

→また、ターゲットの18S rRNA遺伝子は近縁種と類似の配
列を保持している(昨年度の追加実験、図16)ので、今回の
様に免疫磁気ビーズ法などで病原体を精製してからの検査
が必要であると考えられた。

→河川水は雨水によってかなり希釈されていると考えられる
ものの、患者の糞便の処理などが効果的に行われていると
考えられた。

Forward primer部分

TaqMan probe部分

図16 RT-PCRで増幅されていると考えられるクリプトスポリジウム原虫
のDNA配列(昨年度の追加実験)

昨年度の検体

Reverse Primerの部分

TaqMan probe部分の続き
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考察
• 今回、PCR及びRT-PCRによって三種類の病原体の検出を試

みたが、検体27検体中1検体にクリプトスポリジウムのオー

シストが検出された。

• 問題点：

→用いたRT-PCRのキットでは、ターゲットが原虫の

RNAであることから、RNAの抽出時には、RNAが分解さ

れやすいことから特別な注意が払われるべきと考えられる。

→また、ターゲットの18S rRNA遺伝子は近縁種と類似の配

列を保持している(昨年度の追加実験、図16)ので、今回の

様に免疫磁気ビーズ法などで病原体を精製してからの検査

が必要であると考えられた。

→河川水は雨水によってかなり希釈されるものの、患者の糞

便の処理などを徹底する必要があると考えられた。

(4) その他

平成26年6月7日に採取した検体N0.19から
検出されたコクシジウム（Isospora sp.?)の
オーシスト
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