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淀川水系河川水からの寄生原虫の検出 

及び検査法の改良の取り組み
公立大学法人大阪府立大学大学院 大西義博 

1. はじめに

ヒトに寄生する原虫症として、アメーバ赤痢(以下、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食物の摂

取などで感染する水系感染症であり、感染症新法で五類感染症に指定され、その症例

数は集計されている(1）。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、次いで大阪府が第 2 位になっている。また、クリプトスポリジウム症においては、

過去に 9 千人規模のアウトブレイクが起こった経緯がある(2）。 

水系感染症では、図 1 に示すように感染した患者や動物の糞便中に新たなシストや

オーシストなどの感染源が排出され、これらの不適切な処理があると、河川水の汚染

が引き起こされる。これに伴って、汚染した河川水の再利用によって新たな感染が広

がり、時に大規模な集団発生と言ったアウトブレイクが発生する。

この研究では、昨年度に引き続き、淀川水系の原水における赤痢アメーバ原虫とジ

アルジア原虫のシスト、及びクリプトスポリジウム原虫のオーシストによる汚染の有

無についての実態調査を行った。

 

図 1 水系感染症の発生メカニズム 
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2. 方法 

2.1 検体の採取 

 平成 26 年５月から平成 27 年１月まで、大阪府寝屋川市佐太西地点(庭窪取水場取水

口の上流）で計 14 検体、枚方市枚方地点(天野川合流点下流の枚方大橋下）で計 20 検

体、及び背割堤地点(宇治川支流、京都府洛南浄化センター放流口下流）で 14 検体、

淀川河川水を 20～40L ずつ／１ヶ所、延べ 48 検体を採取した。 

検体は昨年度と同じように、一晩静置後、上清の四分の三を水流ポンプで吸い上げ

て破棄した後、残りの５L を遠心操作によって、沈渣を回収した。遠心操作は昨年度使

用の 200ml 平底遠心管に換えて、50ml の尖底遠心管を使用して行い、2,500rpm で 10

分間遠心した。その後、20L 分の沈査、もしくは５等分して得た４L 分の沈渣(昨年度

から変更）として以下の検査に供した。 

 

2.2 検査方法 

2.2.1 赤痢アメーバ原虫の検出 

 赤痢アメーバ原虫検出用の検体(４L 分)は凍結保存後、凍結融解を 5 回施し、病原体

の DNA の抽出を QIAamp DNA Stool Mini Kit(Qiagen 社）によって行った。このキット

のマニュアル通りに行うと、6400 倍の希釈がかかることから、操作上の上清をすべて

回収して、最終的に蒸留水 34.75µl(PCR の１回分/50µl）にて DNA を回収した(3-5）。 

赤痢アメーバ原虫の DNA の検出は Tachibana らの方法(6）に準じて行った。Tachibana 

ら の 方 法 は primer と し て P11 （ 5’-ggaggagtaggaaagttgac-3’ ） と P12

（ 5’-ttcttgcaattcctgcttcga-3’）を用いた検出法であり、赤痢アメーバ原虫

Entamoeba histolytica の検出に広く使われている。但し、増幅回数は原法の 30cycles

から 40cycles に増やした(3-5）。 

また、PCR が陽性であった検体については、50%ショ糖液を用いた遠心浮遊法で上清

を回収し、ヨードヨードカリウム液で染色してシストを確認した。さらに、陽性バン

ドの PCR 増幅産物の DNA シーケンス解析は ABI 社の DNA アナライザー3130 を用いて行

った。 

昨年度においてアメーバ原虫のシストが検出された検体及び PCR で陽性バンドが認

められた検体について、使用する primer などを増やして解析し、原虫の種類の同定を

試みた。 

 

2.2.2 クリプトスポリジウム原虫の検出 

検体(４L 分)は砂の混入が多いため、50%ショ糖液遠心浮遊法によって砂を除去後、

オーシストを含む上清を回収し、免疫磁気ビーズ法によってクリプトスポリジウム原

虫(Cp）のオーシストを回収した。免疫磁気ビーズ法の検査キットは Dynabeads® 

Cp/G-comb or anti-Cp kit(Veritas 社）を用いた(ただし、４L の沈査の処理では、キ

ットの 10 分の一の試薬を用いて行った）。この方法で回収したものは凍結保存し、そ

の後凍結融解を 5 回施して、RNA を RNA 回収キット(NucleoSpin® RNA、 Macherey-Nagel

社製 TaKaRa 社）を用いて回収した。Reverse transcriptase real-time PCR(以下、RT-PCR）

は Cp 検出用キット(Cycleave® RT-PCR Cryptosporidium(18S rRNA) Detection Kit、

TaKaRa 社)を用いて、StepOnePlus(ABI 社)で測定した。判定は陽性対照の Ct 値を求め

て標準曲線を作成して行った。但し、StepOnePlus による自動化での Ct 値による標準
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曲線を求めることができなかったので、蛍光強度が 10 サイクル目から 10,000u、上昇

したサイクル数を Ct 値とし、解析に用いた。最終使用検査液量２µl あたりの RNA コピ

ー数を求め、希釈倍数(3×103 倍)を乗じた後、1 オーシストあたりの RNA コピー数 1.8

×104個で除して、検体４L あたりに含まれるオーシスト数を算出した。 

また、RT-PCR で陽性であった検体については、50%ショ糖液を用いた遠心浮遊法でも

オーシストの検出を行った。 

さらに、蛍光抗体法でも、市販の Cp/G 検出用キット(EasyStainTM、BTF 社製和光純

薬 KK）を用いて検出を試みた。先ず、淀川よ 20L の沈査を用いて、50%ショ糖液遠心浮

遊法を行い、さらにこの上清から免疫磁気ビーズ法でオーシストを回収したものを検

体とした。観察はバーチャルスキャンシステム蛍光顕微鏡(オリンパス社製）を用いて

行った。 

PCR 増幅産物の DNA シーケンス解析は ABI 社の DNA アナライザー3130 を用いて行っ

た。Cp 検出用キットに用いられている primer と TaqMan probe の DNA 配列は情報公開

さ れ て い な い の で 、 文 献 (7,8 ） を 参 考 に 合 成 し た primer （ Forward 

primer:5’-ggaagggttgtatttattagataaagaacca-3’ 、 Reverse primer: 

5’-ctccctctccggaatcgaa-3’）を用いて、蛍光強度が増加した検体について、PCR を

再度行い、検出バンドの DNA 配列を調べて解析した。 

 

2.2.3 ジアルジア原虫(Gi）の検出 

RT-PCR 用の RNA は、クリプトスポリジウム原虫用に回収したものを使用した。RT-PCR

による検出は Gi 検出用キット(Cycleave® RT-PCR Giardia(18S rRNA) Detection Kit、 

TaKaRa 社）を用いて行った。シスト数はクリプトスポリジウムのオーシストの算出法

と同じ方法で行った。また、RT-PCR で陽性であったものは、50%ショ糖液遠心浮遊法の

上清を用いて、ヨードヨードカリウム液で染色してから、シストの検出を試みた。 

 

2.2.4 土壌線虫の検出 

 糞線虫及び土壌線虫の検出は淀川河川水４L の沈査を用いて、濾紙培養法で行った。 

 

3. 結果及び考察 

3.1 赤痢アメーバ原虫の検出 

PCR で検査したすべての 36 検体(すべて淀川河川水４L 分の沈査、昨年度の２倍量）

において、陽性バンドは検出されなかった(図 2)。 

昨年度と今年度においては、患者の糞便由来の赤痢アメーバ原虫のシストが検出さ

れなかったことから、下水処理によってシストの除去が適確に行われていると判断さ 

れた。しかしながら、淀川水系の下水道普及率は、大阪市や京都市の都会ではそれぞ

れ 100%、99.5%と比較的に高いけれども、地方や山間部ではやや低い(9）。滋賀県全域

では 87.9%であり、奈良県の生駒市で 64%、宇陀市で 59.2%と低い普及率になっている。

さらに、三重県の下水道普及率は津市、名張市と伊賀市で、それぞれ 43.8%、26.1%、

と 18.7%とかなり低い状態である。このようなことから、淀川河川水が大阪府民などの

飲用水用に、淀川下流で取水されていることから、感染症のアウトブレイクが起こら

ないようにするためには下水道普及率のより一層の向上が望まれる。 
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図 2 赤痢アメーバ原虫の検出後の PCR 増幅産物のアガロース電気泳動像 
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図3 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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3.2 クリプトスポリジウム原虫の検出 

3.2.1 RT-PCR による検出  

今年度の RT-PCR の結果判定は Ct 値を求めて検討した。陽性対照の Ct 値より標準直

線 y=-1.8923x+45.28、R2=0.7206 を求めることができた。淀川河川水 27 検体(うち、4

検体は 20L の沈査）の内で、蛍光強度の増強が認められた 2 検体(いずれも検体量は４

L）の結果を表１に示した。検体 No.24 と No.313 のオーシスト数はそれぞれ 0.14 個と

1.15 個と計算された。しかしながら、RT-PCR 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。さらに、RT-PCR 増幅産物を再度 PCR(２回目)で増幅し

たところ、バンドが出現したが、このバンドについて DNA シーケンス解析をしたとこ

ろ、Aspergillus sp.(GQ980286.1）のそれと 99%(197/199）、一致した。Cryptosporidium 

parvum との相同性は 68.4%(124/181）と低かった。RT-PCR は RNA を検出するので、死

んでいるオーシストは検出されず、生きているオーシストしか検出されない。よって、

今年度に検査したすべての検体で生きているオーシストは検出されなかったと判断さ

れた。  

 

表１ クリプトスポリジウム原虫を検出する RT-PCR で蛍光強度の増強が認められ 
た検体における Ct 値及び計算されたオーシスト数 

 

 

検査 
年度 

検体 
番号 Ct 値 RNA コピー数

/2µl 
RNA 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) 

2014 24 45.6 0.89 2.67 0.14 

2014 313 40 6.92 20.76 1.15 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 クリプトスポリジウム原虫を検出する RT-PCR の増幅産物 

のアガロース電気泳動像 

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：  

背割り堤地点の検体 
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 
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陽性バンド 
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また、昨年度の RT-PCR で蛍光強度が増強された枚方地点で採水した No.７でもオー

シスト数が 1.44 個と再計算されたが、PCR 増幅産物の出現バンドの DNA シーケンス解

析では、 Bodomorpha sp.(HM36172.1）や Cercozoa sp.(HQ918178.1）のそれらと

98%(198/202）、一致した。また、Cryptosporidium parvum のそれとは全領域で

75.3%(152/202 ）、 forward primer 領 域 で 100%(30/30 ）、 TaqMan probe 領 域 で

88.6%(31/35）、reverse primer 領域で 100％(20/20）、それぞれ一致した。これらのこ

とから、検査に用いる領域が Aspergillus sp.、Bodomorpha sp.や Cercozoa sp.のそ

れらと極めて類似しているので、検査に際して交差反応性があることを留意して行う

ことが必要であり、今後はより特異性のある検査法の開発が望まれる。 

 

3.2.2 蛍光抗体法による検出 

さらに、クリプトスポリジウム原虫の検出を市販のキットを用いた蛍光抗体法でも

行った。淀川河川水 7 検体の 20L ずつの沈査から、50%ショ糖液遠心浮遊法でオーシス

トを集めたのち、免疫磁気ビーズ法でオーシストを回収したにもかかわらず、紛らわ

しい大型粒子(図 5b：検体 No.35 で、大きさは 13.2-38.7µm、図 5d:陽性対照の大きさ

は 6.4-8.4µm)や小形の粒子（データを示していないが、検体 No.228 で大きさは

2.8-5.3µm、陽性対照の大きさは 8.7-9.5µm）の蛍光が観察された。陽性対照の蛍光を

示すクリプトスポリジウム原虫のオーシスト(8.71µm、図 5e）は実際のオーシストの大

きさ(4-6µm）よりも大きく観察された。これはオーシストにピントが合っておらず、

蛍光がハレーションを起こしたためと考えられた。陽性対照のオーシストの大きさと

ほぼ同じもの(8.72-9.51µm）が No.228、No.35と No.321でそれぞれ2個(8.32、7.21µm）、

4 個(7.25-9.7µm）と 1 個(8.55µm）、それぞれ検出された。 

  蛍光抗体法の観察はバーチャルスキャンシステム蛍光顕微鏡(オリンパス社製）を用

いて行った。このシステムは 20 倍又は 40 倍の対物レンズで、全視野をスキャンし、

a:No.227 

d:Positive 
control 

c: No.320 b.No.35 

e: Cryptosporidium  
Oocyst(d の拡大図) 

図 5 蛍光抗体法での 

Cryptosporidium の オ

ーシストの検出結果 
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データを保存でき、いつでも再検討できる有利性がある。また、10µm サイズまで拡大

して観察でき、オーシストのサイズも計測が可能である。しかしながら、今回使用し

た蛍光抗体染色キットはクリプトスポリジウム原虫のオーシストだけでなく、真菌な

どの胞子も染色されたので、鑑別が極めて困難であった。さらに、この蛍光抗体法は

クリプトスポリジウム原虫のオーシスト壁を染色するので、死んでいるオーシストも

染まってくる。RT-PCR との併用が必要であると考えられたが、今回は併用して行わな

かった。 

 

3.3 ジアルジア原虫の検出 

 ジアルジア原虫検出用のキットを用いた RT-PCR でも、クリプトスポリジウム原虫の

検出時と同様にして Ct 値を求めて結果を評価した。陽性対照の Ct 値から標準直線

y=-1.7416x+43.45、R2=0.7657 が求められた(図６）。淀川河川水 26 検体中２検体で蛍

光強度が増加した。結果を表２及び図７に示した。これらの２検体はシスト数がそれ

ぞれ 0.83 個と 0.54 個と計算され、シスト数が 1 個以下であることから両者ともオー

シストは検出されなかったと評価された。 

 

 

表 2 ジアルジア原虫を検出する RT-PCR で蛍光強度の増強が認められた検体 

のシスト数 
 

検査
年度 

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     

1.6×103/シスト 

2014 24 45.5 0.44 1.33 0.83 

2014 30 46.6 0.29 0.86 0.54 

 

y = -1.7415x + 43.45 

R² = 0.7657 
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図6 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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また、昨年度の検体 No.206 でシスト数が 80.1 個と再計算されたが、この検体には 

Eimeria sp.のオーシストが検出されていたことから交差反応によるものと考えられた

(昨年度の成績）。本年度は免疫磁気ビーズ法を使用したことで、Eimeria sp.や
Isospora sp.のオーシストの混入を防ぐことができ、これらによる交差反応を防げた

と考えられた。 

 

3.4 土壌線虫の検出 

 検査した 37 検体中 19 検体(51.4%）で土壌線虫が検出された。 

昨年度に検出した土壌線虫の同定を試みたが、種を確定することができなかったた

め、今年度は、土壌線虫の同定を行わなかった。 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

    

  

 

図 7 ジアルジア原虫を検出する RT-PCR の増幅産物のアガロース電気泳動像 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

図 8 枚方地点で採水した検体 No.19 から検出された 

Isospora sp.のオーシスト 

M, Marker;No. 21-33, 枚方地点の検体; 佐太西地点の検体； 
No.313-319,背割り堤地点の検体;PC, Positive control. 

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     
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5．その他  

ショ糖液遠心浮遊法で検体 No.19 から Isospora sp.のオーシストが検出された。こ

のオーシスト内にはスポロシストが２個、観察された(図８）。一方、昨年度に検出さ

れた Eimeriaのオーシストでは４個のスポロシストが観察された。前者はペット由来、

後者はニワトリかウシ由来と考えられた。 

 

4. まとめ 

1．赤痢アメーバ原虫の検出： 

淀川河川水 36 検体(すべて４L 使用）について PCR よって検査したが、赤痢アメー

バ原虫は検出されなかった。 

2．クリプトスポリジウム原虫の検出： 

淀川河川水 27 検体(４L、うち４検体は 20L）について RT-PCR でクリプトスポリジ

ウム原虫（生きているもの）を検査し、1 検体でオーシスト数が 1.15 個と計算さ

れたが、これは非特異的反応によるものと判断された。 

また、蛍光抗体法では、淀川河川水 7 検体(すべて 20L）中、3 検体でそれぞれ２

個、４個と１個ずつ、オーシスト様粒子が検出されたが、確定には至らなかった。。 

3．ジアルジア原虫の検出： 

淀川河川水 26 検体について RT-PCR で検査したが、ジアルジア原虫(生きているも

の）は検出されなかった。 

 

5. 今後の課題 

PCR、RT-PCR 及び蛍光抗体法の検査法は赤痢アメーバ原虫、クリプトスポリジウム原

虫とジアルジア原虫の検出に用いられるが、それぞれの検査法の特異性と交差反応性

に留意して検査する必要があると考えられた。 

また、淀川は随時、流れがあり、たとえ淀川が糞便で汚染したとしても、かなり希

釈されることから、検体量をより多く採取して行う必要があるとも考えられた。 
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