
大容量の淀川水系河川水からの
病原性原虫類の検出
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平成29年3月22日

276

378

429
465

520

610

698

752
801

871

786

843

814

932

1047

1134

1109

0

200

400

600

800

1000

1200

1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2013 2015

症
例

数

年度
アメーバ赤痢 クリプトスポリジウム病 ジアルジア症

図1 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の年度別届出症例数

• ヒトに寄生する原虫症として、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の摂取で感染
する水系感染症であり、しかも汚染した食物
の摂取でも感染する食品由来感染症である。

• また、これら感染症は1999年に施行された
「感染症の予防及び感染症の患者に対する医
療に関する法律」いわゆる感染症新法で五類
感染症に指定され、これら症例は届けられて、
図1のように集計されている。

• 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1,000症例を越
えている。

• また、クリプトスポリジウム症は2002年、
2004年及び2014年に集団発生（アウトブ
レイク）があった。さらに、汚染した水道水
の摂取によっては、1994年に神奈川県平塚
市 (461 名 ) 、 1996 年 に は 埼 玉 県 越 生 町
（8812名）で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

水系感染症では、図２の
ように、ヒトや動物が感染
すると、患者や動物の糞便
に病原体が排泄される。排
泄された病原体が適切に処
理されない場合は、河川水
の汚染に繋がり、フィード
バック的に感染の拡大をも
たらす。

※丸印面積は、人口規模に比例

図3 大都市の主要取水地点
と上流都市の関係
出典：財団法人琵琶湖・淀川水質保全機
構
https://www.yodogawa.kkr.mlit.go.jp/kn
ow/data/problem/01/a.html

一方、淀川水系河川水は
大阪府民の水道水の原水と
して利用されているが、図
３のように、淀川の取水地
点上流には約150万人の大
都市である京都市があり、
他の河川に比較して水道水
の原水としては汚染リスク
が高い状況にある。

図４ 琵琶湖・淀川水系の取排水のしくみ
出典：財団法人琵琶湖・淀川水質保全機構
https://www.yodogawa.kkr.mlit.go.jp/know/data/problem/01/a.html

背割り堤

佐多西

枚方

平成25年度及び平成26年度に、淀川
水系河川水から赤痢アメーバ原虫、クリ
プトスポリジウム原虫及びジアルジア原
虫の検出を試みて、これら原虫による河
川水の汚染実態調査を行った。しかしな
がら、検出に使用した河川水の量が２-
５Lと少量であったことから、本年度は
大容量の検体20Lを用いて検査すること
とした。

合わせて、糞便による淀川水系河川水
の汚染実態についても、大腸菌群数を指
標にして評価することを試みた。

河川水の採取地点は図４に示した背割
り堤地区（宇治川支流）、枚方地区（枚
方大橋)及び佐多西地区である。

目的
採取日 採取地点 検体番号

2016年5月17日 背割堤 351
5月17日 枚方 51
5月17日 佐太西 251
6月21日 背割堤 352
6月21日 枚方 52
6月21日 佐太西 252
7月19日 背割堤 353
7月19日 枚方 53
7月19日 佐太西 253
8月23日 背割堤 354
8月23日 枚方 54
8月23日 佐太西 254
9月26日 背割堤 355
9月26日 枚方 55
9月26日 佐太西 255

表１ 検体の採取日、採集地点及び検体番号

採取日 採取地点 検体番号

10月17日 背割堤 356

10月17日 枚方 56

10月17日 佐太西 256

11月14日 背割堤 357

11月14日 枚方 57

11月14日 佐太西 257

12月19日 背割堤 358

12月19日 枚方 58

12月19日 佐太西 258

2017年1月14日 背割堤 359

1月14日 枚方 59

1月14日 佐太西 259
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採水(20L)

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
（尖底遠心管50mlを使用）

RNAの回収・精製→逆転写反応

図５ 検査の流れ

50％ショ糖液で遠心浮遊法で回収

定量的リアルタイム PCR
(RT-PCR)によるCp or Gi の検出(定量的)

免疫磁気ビーズ法による
クリプトスポリジウム原虫(Cp)のオーシスト

とジアルジア原虫(Gi)のシストの回収

アガロース電気泳動 or PCRによる検証

RNAの回収・精製→逆転写反応

PCRによる
赤痢アメーバ原虫
の検出(定性的)

免疫磁気ビーズ法による
CpのオーシストとGiのシストの回収後
の残渣（赤痢アメーバ原虫のシスト）

河川水100µl

デゾキシコレート培地に播種

25℃で24時間培養

赤いコロニー=大腸菌群数

赤字はH28年度
の追加項目

結果(1)クリプトスポリジウム原虫の検出

図６ 定量的リアルタイム PCR(RT-PCR)による
クリプトスポリジウム原虫の検出

A: positive or 
negative controls

B: samples

M 251 255 256 257 259 56258 51 53 53 54 56 PC252 253 254

M 57 352 353 354 355 P10356 357 358 359 C P1 PC58 59 351

図７ クリプトスポリジウム原虫の検出：
RT-PCRの増幅産物をアガロース電気泳動
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300bp→
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結果(2)ジアルジア原虫の検出

図８ 定量的RT-PCR によるジアルジア原虫の検出

A: positive or 
negative controls

B: samples
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図９ ジアルジア原虫の検出
A: Positive control による標準曲線、 B: 検体番号No.351の反応曲線

A B

Ct値=47

→シスト数=1.16個

M 251 255 256 257 258 56259 51 52 53 54 55 P10252 253 254

M 57 352 353 354 355 P1356 357 358 359 P10２

C
P10 C58 59 351

図10 ジアルジア原虫の検出：
RT-PCRの増幅産物のアガロース電気泳動

100bp→

200bp→

200bp→

100bp→
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結果(３)アメーバ原虫の検出

図11 アメーバ原虫の検出(定性的)：
PCRの増幅産物のアガロース電気泳動

結果：
PCRで淀川水系河
川水の27検体中25
検体から陽性バン
ドが検出された。

M 251 255 256 257 258 56259 51 52 53 54 55 PC252 253 254

M 57 352 353 354 355 356 357 358 359 PC58 59 351

100bp→

100bp→

200bp→

200bp→

採取日
採取
地点

検体
番号

降水量
積算値

大腸菌群数

( cfu/100ml)
2016年

5月17日 背割堤 351 60.5 58,333
5月17日 枚方 51 235.5 59,667
5月17日 佐太西 251 272.0 74,667
6月21日 背割堤 352 42.5 33,667
6月21日 枚方 52 150.0 118,667
6月21日 佐太西 252 174.5 34,000
7月19日 背割堤 353 0.5 9,333
7月19日 枚方 53 0.5 7,000
7月19日 佐太西 253 0.5 43,667
8月23日 背割堤 354 0.5 700
8月23日 枚方 54 1.0 1,633
8月23日 佐太西 254 1.0 900
9月26日 背割堤 355 25.5 6,000
9月26日 枚方 55 102.5 9,667
9月26日 佐太西 255 117.0 9,000

結果（４）大腸菌群数の検出

採取日
採取
地点

検体
番号

降水量
積算値

大腸菌群数
( cfu/100ml)

10月17日 背割堤 356 59.0 54,667
10月17日 枚方 56 179.0 56,000
10月17日 佐太西 256 193.0 5,667
11月14日 背割堤 357 1.0 833
11月14日 枚方 57 2.5 2,933
11月14日 佐太西 257 2.5 1,467
12月19日 背割堤 358 0.5 2,567
12月19日 枚方 58 0.5 1,667
12月19日 佐太西 258 0.5 2,933

2017年

1月14日 背割堤 359 0.5 33
1月14日 枚方 59 2.0 567
1月14日 佐太西 259 2.0 567

表２ 降水量の積算値と大腸菌群数

背割り堤の降水量は大津＋信楽、枚方の降水量は園部+京都+大津+信楽＋
京田辺＋上野、佐多西の降水量は園部+京都+大津+信楽＋京田辺＋上野＋
枚方、各地点の1時間ごとの計測値の24時間積算値(mm)で表した（ただし、検
体採取前24時間が晴れの場合は、降水量積算値を便宜上0.5mmとした）。

y = 0.5491x + 3.2886
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図12 検出した大腸菌群数と降水量との関係
A: 検査したすべての検査成績、B: 晴れの日を除いた時の検査成績、
晴れの日は便宜上、降水量を0.5mmとして計算した。

A

晴れの日

まとめ
• 平成28年5月17日から平成29年1月14日に採取した大容量（２０L)の淀川水系河

川水27検体からクリプトスポリジウム原虫、ジアルジア原虫及び赤痢アメーバ原虫
の検出を試みた。

• クリプトスポリジウム原虫はサイクリングプローブ法を用いた定量的RT-PCRで
検出されなかった。

• ジアルジア原虫については、背割り堤(宇治川支流)から採取した淀川水系河川水
No.351から1.16個のシストが定量的RT-PCRで検出された。

• 赤痢アメーバ原虫が淀川水系河川水27検体中25検体からPCRで検出された(定性
的)。

• 現在、いずれの原虫の検出でもSybergreenを用いた定量的RT-PCRも検討中で
ある。

• また、糞便による汚染の有無について、大腸菌群数を指標に検討した。

• 淀川水系河川水100mlあたり、33～118,667cfuの大腸菌群数が検出された。
検出される大腸菌群数は降水量と正の相関を示した。

• 晴れの日でも、43,667cfuと比較的多い大腸菌群数が検出された日があった。

今後の課題
１．今回も、サイクリングブローブ法の定量的RT-PCRを行ったが、反応当初から

蛍光強度が高く、反応液中に反応阻害物質の混入が考えられた。
→阻害物質の除去については今後の課題である。

２．今回も、水系感染症であるクリプトスポリジウム原虫、ジアルジア原虫及び赤痢
アメーバ原虫の検出を試みたが、陽性や陰性の判定に困難を極めた。

→検査キットやPCR用プライマーの特異性ついての再検討が必要と考えられる。

３．今回検査した3種類の原虫類は、大腸菌に比して比較的大型であることから、大
腸菌よりも容易に下水処理水から除去でき、河川水の汚染を排除できるものと考
えられる。

→大腸菌群数を指標にすることで、これら原虫による河川水の汚染度を把握できる
ものと考えられる。

４．ただ、大腸菌群が0.1mg/lの塩素濃度で5分ほどで死滅するのに対して、これら
原虫は塩素消毒に比較的抵抗性を示すと考えられている。

→このことから、下水処理法の改良が必要であると考えられ、塩素消毒の時間の延
長が必要であると考えられる。
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