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ま え が き

クリプトスポリジウム及びジアルジア（以下、クリプト

スポリジウム等と略記）感染症は，共に様々な家畜や

野生動物および人の腸管粘膜に寄生して下痢を発

症させる人獣共通伝染病である。これらの内で最も重

Cryptosporidium要視されているのが ，病原体

（以下、 パルブムと略記）であり，自然環境parvum C.

の中ではおよそ ～ μ の大きさの微少な類円4.5 5 m

形オーシストの状態で存在する 。このオーシストが

1 ,2) )

感染力を維持しており，これに暴露された様々な人

獣の糞尿が水資源を汚染し，オーシストの持つ塩素

消毒に対する抵抗性のために一般的な塩素処理で

は全てを殺滅することができず，水道水を介して人に

集団感染を引き起こすと考えられている 。

10 ,12) )

平成 年( )に埼玉県で起こった水系の大規模8 1996

集団感染事例を契機として，厚生労働省で定められ

た暫定対策指針 に基づき，各地方自治体でも本疾

13)

病に対する対策が迫られてきた。本疾病の試験方法

は「水道に関するクリプトスポリジウムのオーシストの

検出のための暫定的な試験方法」（以下、暫定試験

法と略記）によって通達されている 。その後，平成

11 ,13) )

年に「飲料水におけるクリプトスポリジウム等の検11

査結果のクロスチェック実施要領」（以下、クロスチェ

ック要領と略記） が通達され検査の精度管理に関

13)

する対応が要求されると共に，平成 年には暫定対13

策指針が一部改正され現在に至っている。

これらのことに対応して長崎県が実施してきた事業

の概略を表 に示した。即ち，平成 年より検査技1 9

術の習得を目的として，毎年研究員を研修に派遣す

る一方で，平成 年には備品の整備を完了した。さ11

らに，緊急時に対するクロスチェック体制の整備およ

び技術の維持を目的とした県内水道原水の汚染状

況調査を平成 年から平成 年にわたって実施し12 13

てきた。本調査の中ではクリプトスポリジウム等は検出

されなかったが，現在でも欧米はもちろん国内にお

いても本疾病に対する事故は絶え間がなく，対応が

逼迫している状況である。本報告では，国内外の汚

表１ 長崎県における水感染性微生物対策事業の経過

平成10年 3月 埼玉県衛生研究所に研究員2名を派遣

平成11年 3月 公衆衛生院主催水道クリプトスポリジウム試験法実習に研究員1名派遣

平成11年 9月 落射型蛍光顕微鏡装置の整備

平成12年 3月 暫定試験法に基づく備品の整備

平成12年8-10月 平成12年度クリプトスポリジウム検査の実施（本土地区10検体）

平成13年 1月 埼玉県衛生研究所に研究員1名を派遣

平成13年 6月 平成13年度クリプトスポリジウム検査の実施（離島地区10検体）

平成13年12月 公衆衛生院主催水道クリプトスポリジウム試験法実習に研究員1名派遣

平成14年 2月 埼玉県衛生研究所に研究員1名を派遣
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図 採水地点および河川名1

地点

記号

市町村名 河川名 保健所名

ａ 長与町 長与川 西彼

b 江迎町 嘉例川

c 佐々町 佐々川

d 川棚町 川棚川

e 諫早市 小ヶ倉ダム

f 口之津町 与茂作川

g 加津佐町 津波見川

h 西海町 油ノ木川

ｉ 琴海町 西海川

ｊ 湯江町 湯江川上流

ｋ 湯江町 湯江川下流

ｌ 新魚目町 小串第二水源

ｍ 小値賀町 赤尾水源

ｎ 勝本町 片山水源地

o 芦辺町 谷江川

ｐ 厳原町 佐須奈簡易水道

ｑ 上対馬町 大多羅川

ｒ 三尾野町 三尾野取水口

ｓ 岐宿町 一の河川

五島

県南

上五島

壱岐

対馬

県北

県央

県南

西彼s
r

q

p

on
m

l

kj
i

h

g f

e

d

c
b

a

s
r

q

p

on
m

l

kj
i

h

g f

e

d

c
b

a

染状況ならびに検査方法を基盤とした各種研究事例

をふまえて，今回および昨年度実施した汚染調査を

再評価するとともに今後の水道水感染性微生物に対

する事業および研究の方向性を考察する。

調 査 方 法

採水地点1

8 19 1 a長崎県下 県立保健所管内， 地点（図 ，

～ ）の水道水用取水域から採水し，採水時に気s

温，水温， ，透視度および浮遊物質量を測定しpH

た。指標微生物試験として糞便性大腸菌群，糞便性

連鎖球菌および嫌気性芽胞菌の検査を実施した。ク

リプトスポリジウム等試験は平成 年度実施の予備12

試験で検討した結果に基づいて改変した標準法に

準拠して実施した。

クリプトスポリジウム等試験法2

( ) 試料の採取1

以上を 用ﾎﾟﾘｴﾁﾚﾝ性採水容器で採取し，10L 10L

時間以内に試験に供試した。24

( ) オーシスト等の捕捉・濃縮（加圧ろ過法）2

原水 をφ ｾﾙﾛｰｽｱｾﾃｰﾄのﾒﾝﾌﾞﾚﾝﾌｨ10L 142mm

ﾙ ﾀｰを用いて全量加圧ろ過した後，容器内を

加 で洗浄し，同様にろ過した。検0.2%Tween80 PBS

水 分のろ過済みﾌｨﾙﾀｰに対して， ﾎﾟﾘﾌﾟﾛﾋﾟ5L 50ml

ﾚﾝ製ﾁｭｰﾌﾞ(以下、ﾎﾟﾘﾁｭｰﾌﾞ) 本につきφ ﾒ1 142mm

ﾝﾌﾞﾚﾝﾌｨﾙﾀｰ 枚づつの割合で入れ，ｱｾﾄﾝ を1 40ml

加え，すぐに攪拌振とうし，ﾌｨﾙﾀｰを完全に溶解した

後， ， 遠心分離した(ブレーキは使用3,000rpm 5min

しない)。上清をｱｽﾋﾟﾚｰﾀｰで吸引して捨て，同じ操作

を再度繰り返した。沈渣に約 の ％エタノー5ml 99.5

ルを加えて充分攪拌したのち，エタノールと等量の

を加えて攪拌し，さらに希釈水と等量の をPBS PBS

加えて攪拌した。最終的に で約 に遠沈管PBS 45ml

を満たして ， 遠心分離した後，上清3,000rpm 5min

を捨て，さらに沈渣をガラス棒等で丁寧にほぐした

後， 約 を加えてよく攪拌し， ，PBS 10ml 3,000rpm

遠心分離した(ブレーキは使用しない)。複数の5min

ﾌｨﾙﾀｰを検査する場合には，ﾌｨﾙﾀｰ毎に別々に操

作し，最終的に足し合わせた。

( ) オーシスト等の選択的な分離・精製（密度勾3

配遠沈法）

50ml PBSﾌｨﾙﾀｰ抽出後の ﾎﾟﾘﾁｭｰﾌﾞ残液に対し

を ： の割合で加え，超音波洗浄器を用いて 分1 3 5

間作動させ，液中の残査を分散させた。残液を攪拌

後，直ちに ショ糖液（比重 ）約 を加Percoll- 1.10 10ml

え ， 遠心分離した(ブレーキは使用し3,000rpm 5min
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ない)。遠心分離したﾎﾟﾘﾁｭｰﾌﾞから，ﾊﾟｽﾂｰﾙﾋﾟﾍﾟｯﾄを

用いて，ﾌﾗｯﾌ， 層， ショ糖液層上層部PBS Percoll-

を回収した。ﾎﾟﾘﾁｭｰﾌﾞに残った沈渣に約 倍量の4

を加えてよく攪拌した後，同じ操作を繰り返してPBS

１回目の回収液に加えた。藻類残査等の低比重の不

純物を除去するために２回回収液を ，3,000rpm

遠心分離した(ブレーキは使用しない)。上清をｱ5min

ｽﾋﾟﾚｰﾀｰで吸引除去し，適量の （約 )で再PBS 10ml

懸濁した後、 染色によく染まるように 分以内DAPI 5

の時間（ 分以上煮沸すると逆に に染まりにく5 DAPI

くなる，データ未掲載）煮沸処理し，脱嚢（ ℃で脱37

嚢しやすい）予防のために氷水等で急冷した。

4 DAPI( )蛍光抗体染色（直接蛍光抗体染色および

染色）

PBS 1 1.0に 分以上浮かべたﾒﾝﾌﾞﾗﾝﾌｨﾀｰ（孔径

μｍ，口径 ｾﾙﾛｰｽｱｾﾃｰﾄ製ﾒﾝﾌﾞﾚﾝﾌｨﾙﾀｰ）25mm

を，ﾌｨﾙﾀｰﾎﾙﾀﾞｰ（ ，ｱﾄﾞﾊﾞﾝﾃｯｸ）と共にﾏﾆﾎｰKG-25

ﾙﾄﾞろ過器（ 型，ｱﾄﾞﾊﾞﾝﾃｯｸ）に装着した。ｻﾝﾌﾟKM-6

ﾙをよく混和し，滅菌ｽﾎﾟｲﾄ( 用)を用いてﾒﾝﾌﾞﾗﾝﾌ2ml

ｨﾙﾀｰにのせ， で洗浄した後，さらにﾌﾞﾛｯｷﾝｸﾞﾊﾞPBS

ｯﾌｧｰ で洗浄した。ﾒﾝﾌﾞﾗﾝﾌｨﾙﾀｰをｽﾗｲﾄﾞｸﾞﾗｽに2ml

移し，直接蛍光染色液（ｳｵｰﾀｰﾎﾞｰﾝ） をのせ，0.1ml

湿潤箱中で ℃， 分間作用させ，終了 分前に37 30 5

染色液（ﾒﾀﾉｰﾙ に を溶解したDAPI 1ml DAPI2mg

保存液 μｌを に加えた混合液）DAPI 10 PBS50ml

を重層し， ℃で作用させた。染色終了後，ﾒ0.1ml 37

ﾝﾌﾞﾚﾝﾌｨﾙﾀｰをﾌｨﾙﾀｰﾎﾙﾀﾞｰに乗せ， で洗浄PBS

後， ， および ｴﾀﾉｰﾙ液を用いて，弱く30% 70% 90%

吸引しながらﾌｨﾙﾀｰ全面をゆっくりとろ過・脱水した。

温めておいたｽﾗｲﾄﾞｸﾞﾗｽの ・ｸﾞﾘｾﾘﾝ封入剤DABCO

37の上に，試料面を上にしてﾒﾝﾌﾞﾚﾝﾌｨﾙﾀｰを載せ，

℃， 分間保温した。ｽﾗｲﾄﾞｸﾞﾗｽを取り出し，ﾒﾝﾌﾞﾚ20

ﾝﾌｨﾙﾀｰ上面に封入剤約 μｌを滴下してｶﾊﾞｰｸﾞﾗｽ25

を掛け，ネイルエナメル等で封じた後，検鏡した。

( ) 顕微鏡観察5

光源は 励起を選択し， 倍の対物レンズを用B 20

いて， の特異蛍光（緑色）を示す５μｍ程度のFITC

粒子をスクリーニングした。粒子を発見した場合には

40 100 FITC倍～ 倍の対物レンズを用い，Ｂ励起（

の蛍光観察）， 励起（ の蛍光観察），及びUV DAPI

微分干渉装置を用いて粒子のサイズを測定し，染色

性や微細構造等を詳細に観察した。 パルブムC.

オーシストの場合には，蛍光抗体染色像又は微分干

渉像で明らかに縫合線が観察される場合，微分干渉

像でスポロゾイトが確認される場合， 染色の結DAPI

果、オーシスト中のスポロゾイトの核が明瞭に観察さ

れる場合に陽性と判定した。ジアルジアシストの場合

には，微分干渉像で表面が平滑なシスト壁，核，軸

糸（又は鞭毛），曲刺，中央小体等が観察される場

合， 染色の結果，シスト中の核が明瞭に観察さDAPI

れる場合に陽性と判定した。

その他の検査3

気温，水温， ，透視度および浮遊物質量の理pH

化学試験，糞便性大腸菌群，糞便性連鎖球菌およ

び嫌気性芽胞菌の微生物試験は上水試験法 に準

6)

拠して実施した。

調 査 結 果

県下の水道原水を用いたクリプトスポリジウム等試

験成績は全て陰性であった（表 ）。2

気温，水温， ，透視度および浮遊物質量の理pH

化学試験，糞便性大腸菌群，糞便性連鎖球菌およ

び嫌気性芽胞菌の微生物試験の成績に著変は認め

られなかった。

表 クリプトスポリジウム等検査成績一覧2

12 a-1 a-2 b c d e f g h i平成 年度

H12 7/17 7/24 8/21 8/21 9/19 9/19 10/17 10/17 10/24 10/24採水月日( )

37 30.5 28 28.8 24 21 23.3 23.2 24 26.2気温（℃）

32 29.58. 24.2 24.57. 19 22.57. 20.67. 21.77. 17.5 19.5水温（℃）

pH 8.4 2 7 2 7.5 2 2 3 7 6.8

cm 50 38 50 30 50 50 50 50 50 40透視度( )

SS mg/L 5 16 5 13 2.2 1.6 3.4 8 1.6 12.2( )

FC /dL NT NT 0 1700 170 2 13 27 130 130( )

※ ※ ※1 3 3

FSC /dL NT NT NT NT 40 2 350 110 130 240( )

※ ※ ※ ※ ※1 3 3 3 3

( ) < < < < < < < <CP /10ml NT NT 30 30 30 30 30 30 30 30※ ※ ※2 3 3

検査 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性Cry

検査 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性GL
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13 o p q r s平成 年度 ｊ ｋ ｌ ｍ ｎ

H13 5/29 5/29 5/31 5/31 6/4 6/4 6/5 6/5 6/7 6/7採水月日( )

27 27.5 19.0 22.1 22.5 24.0 18.9 19.5 23.5 23.0気温（℃）

19.1 23.3 19.5 20.0 19.5 22.5 15.7 12.8 18.0 21.5水温（℃）

pH 6.8 8.0 7.0 6.8 7.2 8.2 6.6 6.4 8.0 8.4

透視度( ) < < < < < < < < < <cm 3 0 3 0 3 0 3 0 2 5 2 5 5 0 5 0 2 5 25

SS mg/L 12.5 10.4 7.0 0.4 13.6 15.2 0.4 0.4 15.0 2.0( )

FC /dL 170 1,600 920 8 34 4 23 2 1,600 23( ) <

※ 1

FSC /dL 43 170 540 5 920 23 130 2 79 11( )

※ 1

CP /10ml 30 30 30 30 30 30 30 30 30 30( ) < < < < < < < < < <

※ 2

検査 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性Cry

検査 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性 陰性GL

1 MPN 2 3 not tested※ ： 法，※ ：ウエルシュ菌パウチ法，※ ：

略語； ：浮遊物質量， ：糞便性大腸菌群， ：糞便性連鎖球菌， ：嫌気性芽胞菌SS FC FSC CP

：クリプトスポリジウム，ＧＬ：ジアルジアCry

考 察

) 国内外の汚染状況(1

クリプトスポリジウムは 年に ミューリスが1907 C.

年に パルブムがマウスの胃腸から発見したの1912 C.

1976が最初であるが，人で感染が確認されたのは

年になってからである。それから 年までは世界1981

で 症例しか確認されていないほど希少な感染症で8

あったが， 年に米国 が の重症下痢1982 CDC AIDS

患者に本症を多く見つけ，有効な治療薬がないこと

を報告して以来にわかに注目を浴びだし，下痢症の

重要な病原体であることが判明した 。

5)

水道水による集団感染は 年頃から英国や米1983

国で次々と報告されるようになった 。 年の米

10)
1993

国ウィスコンシン州ミルウォーキー市における 万人40

規模の集団感染例に代表されるように，今や水系感

染の原因体として最もポピュラーな感染性原虫とな

り，各国で様々な対策がとられるようになった。

日本では 年の神奈川県平塚市 ， 年1994 1996
8)

の埼玉県越生町の集団感染 が有名であるが，後者

9)

を契機として通知された厚生省の暫定対策指針 に

13)

より各地方自治体で様々な対応がなされてきた。

年（平成 年） 月現在で検出された原水ま1999 11 7

たは浄水におけるクリプトスポリジウム等検出状況は

全国で 件に上り， 件の給水停止措置がとられて51 6

いる （表 ）。

13) 3

最近では 年に愛媛県でとられた給水停止事2001

例があるが感染患者は報告されていない。しかし，本

年（ 年 月）になって兵庫県でクリプトスポリジウ2002 2

ムを原因とする 人の集団感染事例が報告されて129

おり，新しい展開を見せている。発症から 週間ほど1

前に実施された北海道修学旅行中の感染が最も疑

われているが原因物質は特定されていない。次いで

報告された札幌市と室蘭市の事例を含め，全て北海

道管内での汚染が疑われており，原因や感染経路が

調査されている状況である。

表 水道におけるクリプトスポリジウム等検出状況と対応の事例（厚生労働省調べ一部改変， 現在）3 1999.7

原水（浄水） 給水停止 都道府県 浄水

年度 検出件数 件数 市町村 種別 処理方法 備 考

埼玉県越生町 上水道 急速ろ過 浄水より検出，感染者 人8 1 1 8,800

鳥取県鳥取市 簡易水道 塩素処理 原水より検出，感染者なし19 2

兵庫県山崎町 簡易水道 塩素処理 原水より検出，感染者なし9

福井県永平寺町 簡易水道 急速ろ過 原水浄水より検出，感染者なし23 2

兵庫県夢前町 簡易水道 塩素処理 原水より検出，感染者なし10

山形県朝日村 上水道 塩素処理 浄水より検出，感染者なし11 8 1

51 6合計
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年 月現在，長崎県においてクリプトスポリジ2002 3

ウムの検出は報告されておらず平成 年度12-13

( )の調査でも検出されなかったが， 年2000-2001 1997

の厚生労働省の調査ではジアルジアが検出されてい

ることもあり ，潜在的な汚染は否定できない。また，

13)

今後北海道のような事例が我が県で生ずる可能性も

容易に推測でき，このような事故に対し迅速に対応

するためには，汚染地域の掌握が最も重要なポイント

であると考えられる。以上のことから，環境水に対する

汚染調査は，今後も続けていくべきことは明らかであ

る。

( ) 検査方法の進歩と展開2

河川水や下水，水道水などに含まれるクリプトスポ

リジウムの微量なオーシストを検出するのは容易では

ASTM AmericanSociety forない。米国における （

）法は，カートリッジフィルターTesting and Materials

濃縮－ 密度勾配精製－ 蛍光抗体染色である が，

7)

ら の水道原水を用いた汚染調査によるLeChevallier
3)

と，その回収率は濁度 の水においてクリプト150NTU

スポリジウムで ，ジアルジアで であった。他42% 48%

の報告においても各工程ごとの回収率はろ過の段階

で ，フィルターからの誘出の段階で ，88-99% 16-78%

ショ糖浮遊遠心法の段階で であり，抗体染色66-77%

を含む全ての工程では とかなり不安定でかつ9-59%

低い値をとるとされている 。また， らが用い

5)
Hansen

たメンブレンフィルター濃縮－ 密度勾配精製－ 蛍光

抗体染色法においても ～ ％ にすぎない。18.6 34.3
4)

暫定試験法は，米国の 法を一部改変したASTM

方法であるが，その中で示されている標準法は

らの方法 に近い。平成 年度に実施したHansen 12
4)

回収率の成績 は， らの成績をよく反映して

19) Hansen

おり，水濁質の影響を強く受けているがために生じた

ものであると考えられる。

年に報告された米国の は前記1999 Method1622

法の中で，密度勾配精製を免疫磁気ビーズASTM

精製に改変したものである 。小野ら は， 年

14 20) ) 2001

の汚染調査で， をそのまま適用した場Method1622

合には環境水中の藻類や微生物の混入が高い水で

は回収率は低く，独自にいくつかの改良を加えた上

で応用していると報告した。

以上のことから，環境水からのクリプトスポリジウム

検出における精度の高い方法の確立は，世界的にも

困難を極めていることが容易に推察され，今後も探求

されるべき課題であることは言うまでもない。また，様

々な標準法や公定法が提出された場合でも，マニュ

アル通りに実施すればよいというものではなく，必ず

回収試験により追試を行い試験法に対する独自の評

価を追求した上で実施されなければならない。

( ) 新しい取り組み3

クリプトスポリジウムに関する最近の研究は，病原

体の感染性及び系統発生学的分類についてのもの

が多く見受けられる。前者は脱嚢法や 染色DAPI/PI

法などの生育活性値の評価方法 及び 法

15) RT-PCR

が用いられ，後者では主に といった

16 17 ,21) ) )PCR-RFLP

遺伝学的技術によりアプローチしている。

感染性について，我が国ではあまり議論がなされ

ていない。公定法により水道水からクリプトスポリジウ

ム等のオーシストが検出されれば，全て給水停止とい

う行政措置を採らなければならない。この措置により

生ずる住民生活への影響は計り知れず，行政の責任

は非常に大きいものがある。現行の公定法はクリプト

スポリジウムの病原性あるいは感染性の保持を分別

できる方法ではないことをよく理解した上で行政措置

を採ることが必要であると考えられる。また，国際的に

は煮沸勧告措置が主体である国がほとんどであるこ

とからも 今後の状況をふまえて検討していくべきで

13)

あると考える。

一方で，分類学上クリプトスポリジウムはほ乳類一

般に寄生する パルブムだけでなく，齧歯類と反芻C.

類に寄生する ミューリス，家猫に寄生する フェリC. C.

ス，鳥類に寄生する ベイレイと メリアグリディスおC. C.

よび爬虫類に寄生する サーペンティス等が存在すC.

ることが知られている 。現在の蛍光抗体染色法で

５) ),17

は パルブムに絶対特異的であるという保証は乏しC.

く，交差反応により人に感染性のない種を検出する

可能性は否定できない 。 ミューリスオーシスト（パ

５) C.

ルブムや他の種よりも直径が大きい）以外は形態学

的に分別することは困難であると考えられている 。

５) ),17

また，正常人に感染性を持つ種は パルブムであC.

ると考えられており，遺伝的に人の糞便由来である人

型と牛の糞便由来である牛型に分けられている 。

21)

現在のところでは，環境水からの検出感度が低いこと

から汚染調査への応用は難しいが，感染事故が起こ

った場合， による糞便からの検出は比較的容易PCR

であり，疫学調査に応用することが可能であると考え

られる。

しかしながら，前述した人に感染性がないとされて

いる種においても 患者やハイリスク患者においHIV

ては病原性を示した例が報告されていることも忘れて

はならない 。

18)
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以上のようなことから，今後行政対応に関する考え

方を議論していく一つの手法として といった遺PCR

伝学的な検索方法を検討することも必要であると考

えられる。

お わ り に

以上述べてきたように，水道水におけるクリプトスポ

リジウム対策は検査部門においても様々な問題をは

1996らんでおり今後もかなりの困難が予想される。

年の越生の事件以来患者発生事例は報告されてい

ないため行政対応も空回りしていた感が否めなかっ

たが，今年の兵庫県の事例により集団感染の原因と

なることが明確に再確認されたと考えられる。本事例

の調査結果次第では，今後指針の改正等，さらなる

展開が予想され，より明確な対応が要求されることも

考えられる。最新の情報や技術に遅れることなく，か

つ行政との綿密な連絡を怠らないように，今後も検査

技術の確保ならびに向上に努めたい。
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