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研究成果の概要： 
 エキノコックス終宿主動物の感染早期（感染後約 4 週間の虫卵排出前期）において宿主糞便

中に排出されるエキノコックス DNA の PCR 検出法を開発した。高感度プライマーの設計，

PCR 粗阻害物質除去など DNA 抽出法や反応条件を最適化し，その信頼性を検証したところ，

感染早期では DNA 検出率は 26〜73％と散発的であったが，宿主を駆虫して得られる駆虫後糞便

を検査することにより DNA 検出率は 100％となった。 
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１．研究開始当初の背景 
 エキノコックス（多包条虫）は北海道に

広く蔓延する人獣共通寄生虫であり，主に

野生動物間で維持されている。人は終宿主

の糞便中に排泄された虫卵を食べることに

より感染する。主な終宿主はキツネである

が，人との接触が多い犬もキツネと同様に

終宿主となり，人への感染源となる。近年

我々が行った飼育犬の調査では，4,768頭中

18頭（0.4％）に感染を確認した。さらに，北

海道から本州への移動犬において，2頭の感

染例が報告さており，動物の移動に伴うエ

キノコックスの本州への侵入・定着が危惧

されている。 

 この状況を受けて，感染症法が改正され，

2004年10月から獣医師によるエキノコック

ス感染犬の届け出制が施行された。厚生労

働省のガイドラインでは，エキノコックス

感染犬の届け出について，3つの基準が設け

られている。１）病原体の検出：虫体また

は片節を確認した場合。２）DNAの検出：虫

体または虫卵から多包条虫DNAを検出した

場合。３）抗原の検出：犬の糞便中にエキ

ノコックス成虫の排泄分泌物（抗原）を検
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出した場合。ただし，駆虫治療の結果、抗

原が不検出になったものに限る。 

 犬は，エキノコックスに感染してから1ヵ

月ほどして虫卵を出し始める。感染直後の1

ヵ月は虫体が未熟なため，虫卵は出てこな

い。上記のように，DNA検査は排出された虫

体あるいは虫卵を対象に検証されてきてお

り，この虫卵排出前の1ヵ月間におけるDNA

診断の有効性については検証されてこなか

った。この期間における診断で威力を発揮

するのが抗原の検出であるが，若干の偽陽

性反応が見られることから，たとえ，駆虫

治療の結果，抗原が不検出になったとして

も，感染の可能性が非常に高いと判断でき

るが，それのみで確定診断することはでき

ないのが現状である。 
 また，感染早期における確定診断の必要性
は，犬のエキノコックス検査依頼の理由から
も伺える。我々が行った犬の飼い主に対する
アンケート調査では，その検査依頼理由とし
て，「自分の飼い犬がネズミを食べたところ
を見たから」，あるいは，「放し飼いをして，
ネズミを食べた可能性があるから」などの理
由が多く含まれ，感染早期に診断を行う機会
は決して少なくない。したがって，感染早期
における確定診断法の確立は社会的急務で
ある。 
 
２．研究の目的 
 本研究は，エキノコックス感染犬の虫卵排
泄前期における確定診断法を確立し，現在施
行されているエキノコックス犬届け出制の
届け出基準を見直すことを目的とする。具体
的には，犬を用いた感染実験を行い，虫卵排
出前の期間に犬の糞便からエキノコックス
の DNA を検出できるかどうかを PCR 法により
検討するとともに，現行の診断法と比較する。
その際，糞便中に存在する PCR 阻害物質の除
去方法，感度および特異性の高いエキノコッ
クス特異プライマーの構築および PCRの方法
も比較検討する。さらに，より積極的な診断
法として，虫卵排出前の期間に駆虫を行い，
駆虫後の駆虫虫体の DNA検出の可能性につい
ても検討する。さらに，北海道で捕獲された
キツネ材料や海外共同研究者（Dr. Isaac G. 
K. Phiri, University of Zambia）がザンビ
アで採取する犬の糞便材料を用いて，糞便
DNA 検出の信頼性を検証する。 
 
３．研究の方法 
(1)糞便内DNA検出法の開発 
 これまでに報告された多包条虫特異的プ
ライマーのGC比をあげるなど，より感度が
向上するように新しく高感度プライマーを
構築して，糞便からのDNA検出に最も適した
プライマーを選別した。次に，糞便からの

DNA検出に適すると思われるPCR kitをいく
つか選定し，上記で選択したプライマーと
の組み合わせで，糞便からのDNA検出に最も
適したPCR kitを選別した。 
 
(2)糞便内PCR阻害物質除去法の検討 
 糞便中の多糖類や胆汁酸など，PCRを阻害
する様々な物質を除去する既知の手法と，
現在市販されている糞便内DNA抽出kitを比
較検討し，犬糞便からのDNA検出に最も適し
た方法を選別した。 
 
(3)感染実験 
 ビーグル犬を用いてエキノコックス成虫
の感染実験を行った。エキノコックスは感
染後最短で26日目から虫卵を排出すること
がわかっているので，実験供与犬は感染後3
週目（虫卵排出前）に安楽殺し，解剖検査
により感染虫体数を計測した。糞便は感染
前から終了日まで毎日採取し，糞便内抗原
検査と糞便内DNA検査を行って，両検査の信
頼性を評価した。 
 
(4)駆虫実験 
 ビーグル犬を用いてエキノコックス成虫
の感染実験を行い，感染後 2週目に駆虫薬・
プラジカンテルにより駆虫を行った。実験供
与犬は感染後 3週目に安楽殺し，解剖検査に
より感染虫体が駆虫されたことを確認した。
糞便を感染前から終了日まで毎日採取し，糞
便内抗原検査と糞便内 DNA 検査を行って，両
検査の信頼性を評価した。特に，駆虫後の材
料採取はこまめ（数時間ごと）に行い，駆虫
された虫体 DNAの糞便中への排出時期を特定
した。また，虫卵を含む便の糞食による検査
結果への影響を検証した。 
 
(5)北海道の犬・猫材料の利用 
 犬・猫のエキノコックス検査（虫卵検査
および糞便内抗原検査）を行っている環境
動物フォーラム(FEA)から，糞便内抗原検査
陽性となった動物の糞便（駆虫前後の糞便
を含む）を提供してもらい，糞便内DNA検出
法によるエキノコックス特異的DNAの検出
を検証した。材料を提供してもらう飼い主
には，糞便材料を研究に用いることへの合
意を事前に取り，DNA検査結果を通知した。 
 
(6)キツネ材料の利用 
 疫学調査のために野外で採取した糞便に
ついて，表面洗浄液中に存在するDNAから糞
主動物の特定を行った。同材料(表面洗浄
液)を用いて，開発した糞便内DNA検出法に
よる検査を行い，糞便内DNA検査の有用性を
検討した。 
 
(7)ザンビアの犬材料の利用 



 

 

 ザンビアでは多包条虫の流行は見られな
いが，犬において多包条虫と近縁の単包条
虫や各種テニア属条虫，さらに，日本では
あまり流行していない多様な寄生虫症が流
行している。そこで，ザンビアの犬糞便材
料を用いて，虫卵検査によるテニア科条虫
の流行状況の検査を実施し，虫卵DNA解析に
よる流行テニア科条虫種の解析を行い，DNA
検査の信頼性を評価した。 
 
(8)感染早期における確定診断法の確立 
 本研究で得られたデータを基に，糞便内抗
原のみ陽性を示す個体に対する DNA検出の有
効性を総合的に評価した。 
 
４．研究成果 
(1)糞便内DNA検出法の開発 
 多包条虫やその近縁種のミトコンドリア
Cytochrome c Oxidase Subunit I (COI) 領
域の遺伝子情報が多いことから，COI領域に
着目し，多包条虫のPCR診断に用いる特異的
プライマーEmSP1-A/Bを構築した。しかしな
がら，特異性に若干の問題が認められたた
め，G/C比を上げて改善したプライマー
EmSP1-A'/B'を作成し，また，Hot start法
をPCRに導入することによりPCRの感度と特
異性を向上させた。 
 
(2)糞便内PCR阻害物質除去法の検討 
 各種糞便内PCR阻害物質除去法を検討し
た結果，Qiagen DNA Stool Mini Kitが犬糞
便からの阻害物質の除去に最も効果的であ
ることがわかった。 
 
(3)感染実験および駆虫実験 
 11頭のビーグル犬に原頭節を投与し、感
染後3週目まで経時的に採取した糞便から
DNAを抽出し、PCRを行ったところ、エキノ
コックスDNA検出率は26〜73％と散発的で
あり，虫卵排泄前においてはおおむね半数
の検体においてDNAが検出できないがわか
った（図1）。 

 
 虫卵排泄前におけるDNA診断の信頼性を
向上させる目的で，6頭の感染犬に対して感
染後14日目に駆虫薬プラジカンテルを投与
し駆虫後の糞便を検査したところ，全頭か
らDNAが検出され，駆虫と組み合わせたDNA

検出の有用性が確認された（図2）。この駆
虫と組み合わせたDNA検査法はヨーロッパ
など北方圏における多包条虫流行地および
全世界的に分布する単包条虫流行地におい
て強力な診断法および疫学ツールとなるこ
とが期待される。 

 
 また，経口的に投与した虫卵が犬の糞便
中に出てくることがわかり，糞食による虫
卵検査およびDNA検査の誤判定の可能性を
確認した。 
 
(4)北海道の犬・猫臨床材料への応用 
 臨床検査において，虫卵検査陰性で糞便
内抗原検査陽性となった猫が３例見つかっ
たので，それらの猫の駆虫後の糞便につい
て，糞便内DNA検査（駆虫後糞便DNA検査）
を実施したところ，すべて陰性となった。
これらの猫については糞便内抗原検査が偽
陽性反応を示したと判定した。 
 
(5)キツネ野外材料への応用 
 野外で270個の糞便を採取し，表面洗浄液
中に存在するDNAから糞主動物の特定を行
った。結果，209検体がキツネの糞便で，こ
のうち，27検体で虫卵検査が陽性であった。
これらついて表面洗浄液中のエキノコック
スDNAを検査したところ，22検体のみ陽性を
示し，感染固体の糞便であってもDNAが検出
されない例が約2割みられた。なお，虫卵検
査陽性の27検体はすべて糞便内抗原検査陽
性であった。 
 
(6)ザンビアの犬材料の利用 
 ザンビアでは流行するテニア科条虫種が
わからない。そこで，ザンビア各地の犬か
ら採取した直腸便540検体について，虫卵検
査を実施し，虫卵DNA検査を実施したところ，
虫卵陽性71検体中60検体でテニア科虫卵の
由来種が判定できた。これらの材料につい
ては糞便そのものからのDNA抽出は行わな
かったが，虫卵検査で虫卵を検出し，分離
した虫卵からDNAを抽出して検査すること
によって，テニア科条虫種の判定を含む高
精度な検査が行えることを確認した。 
 
(7)まとめ 
 本研究により，糞便内虫卵DNA検査および
駆虫後糞便DNA検査がエキノコックス終宿
主の検査に有用であることが示さた。これ



 

 

らの検査方法を感染犬届け出基準に組み入
れるためには，今後，臨床材料による検討
数を増やす必要がある。 
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