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研究成果の概要（和文）：食料循環の中で、原虫感染症はウイルス、細菌感染症等とともに、動物由来の食料の
生産性を著しく低下させてきた。本研究では、食料循環の観点から畜産動物に由来する食肉の食料生産を阻害す
る原虫感染症に焦点を当て、北海道を含めた我が国の畜産現場及び国外のフィールドにおける分子生物学及び病
理学的疫学解析、動物モデルによる感染実験、原虫共生ウイルスによる原虫感染地域の同定系の確立を行うこと
により、食物に関わる家畜及び野生動物、微生物の生命活動の研究と、それを育む自然環境を長時間軸での物質
循環システムとして捉えなおす農林水産生態の解析を行った。

研究成果の概要（英文）：In the food circulation, the production of food derived from livestock is 
decreased significantly by protozoan diseases with viral or bacterial ones. This study was focused 
on the protozoan diseases which inhibit food production of livestock meat in the food circulation. 
We analyzed molecular biology and pathogenic epidemiology in the field in Japan and foreign 
countries. The animal infectious experiments, detection system of parasite infection countries by 
using the parasite symbiotic viruses have been performed. We have studied lives of livestock, wild 
animals, and microbes, and agricultural ecology as a substance circulation of environment essential 
for them for a long time.

研究分野：獣医微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
食料循環に大きな影響を与えるクリプトスポリジウムにおいて、いまだ集団感染が発生した際に詳細に発生源を
特定することができるサブタイピング遺伝子が同定できていなかった。本研究ではこの問題を解決へと導くた
め、病原性との関連の可能性がある原虫共生ウイルスの解析と家畜及び野生動物からの原虫遺伝子の検出を行っ
た。その科学的意義と人獣共通感染症としての社会的、公衆衛生上の重要性を鑑みても、本研究の必要性は高
く、フィールドから実験室への解析に移行させる独創的なものであり、社会的意義の高い研究である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

我々は、太陽、水、耕地を利用し、循環する自然を巧みに使いながら持続的に再生する食料生

産を行ってきた。このような食料循環の中で、原虫感染症はウイルス、細菌感染症等とともに、

動物由来の食料の生産性を著しく低下させてきた。昨今の BSE、鳥インフルエンザ、口蹄疫によ

る国際的な問題の露見と我が国における畜産業の甚大な被害を鑑みるに、感染症による食料生

産の低下、すなわち食料循環の遮断は、畜産動物への直接的な感染による生産効率の低下だけで

はなく、風評被害による食料流通の停滞や国際的な食料安全保障の問題等にまで影響を及ぼす。 

 

２．研究の目的 

本研究では、食料循環の観点から畜産動物に由来する食肉の食料生産を阻害する原虫感染症

に焦点を当て、北海道を含めた我が国の畜産現場及び国外のフィールドにおける分子生物学及

び病理学的疫学解析、動物モデルによる感染実験、原虫共生ウイルスによる原虫感染地域の同定

系の確立を行うことにより、食物に関わる家畜及び野生動物、微生物の生命活動の研究と、それ

を育む自然環境を長時間軸での物質循環システムとして捉えなおす農林水産生態の解析を行う

ことを目的とする。 

 

３．研究の方法 

（１） フィールドにおける原虫の分子疫学解析 

① 国内外のフィールド（北海道、山形県、福島県、岐阜県、愛知県、兵庫県、福岡県、鹿児島

県、宮崎県、トルコ、バングラデシュ、フィリピン）のウシ、ヒツジ、山羊の糞便サンプル

及び、鶏、野生コウモリの腸管サンプルを採取し、DNAを抽出する。 

② コクシジウムであるアイメリア及びクリプトスポリジウムのSSU rRNA及びGP60遺伝子を

増幅させるプライマーセットを用いて、Nested PCRにより虫体の種判別を行い、系統樹を作

製する。 

 

（２） 原虫共生ウイルスの分子疫学解析による宿主の原虫感染地域の同定系の確立 

① ウシの糞便サンプルより精製したクリプトスポリジウムのオーシストを脱殻し、スポロゾ

イト（虫体）を放出させ、ここから RNA抽出を行う。原虫に共生しているウイルスである

CSpV1は RNA dependent RNA polymerase（RdRp）と Capsid protein（CP）の２つの遺伝子で

構成されていることから、これら２つの遺伝子を基にして RT-PCRを行い、陽性のサンプル

については遺伝子同定を行う。 

② CSpV1の系統樹を作製することで、宿主動物が原虫に感染した地域の詳細な解析を行う。 

 

（３） 感染動物モデルでの電子顕微鏡解析 

クリプトスポリジウム原虫は腸管粘膜上皮との間に陥入膜構造である feeder organelle を形成

するが、その微細構造の立体的形状には不明な点が多い。オスミウム浸軟法を用いて feeder 

organelleの微細構造を立体的に検討した。 

① SCIDマウスに C. parvumを感染させて 2週間後、腸管組織を採取して 0.5% Paraformaldehyde

（PFA）・0.5% Glutaraldehyde（GA）・0.1 M phosphate buffer（PB）で 30分間浸漬固定した。 

② 一部の組織は 2% GA・0.1 M PB および 1%四酸化オスミウム（OsO4）溶液で後固定し、

L.R.White樹脂包埋後に超薄切片を作製して透過電顕観察した。 

③ 一部の組織は浸漬固定後、ただちに 1% OsO4溶液で後固定し、氷晶防止処置後に凍結割断

した。 

④ 0.1% OsO4溶液でオスミウム浸軟し、導電染色・凍結乾燥した試料を走査電顕観察した。 



４．研究成果 

（１） フィールドにおける原虫の分子疫学解析 

国内外のフィールド（北海道、山形県、福島県、岐阜県、愛知県、兵庫県、福岡県、鹿児島県、

宮崎県、トルコ、バングラデシュ、フィリピン）のウシ、ヒツジ、山羊の糞便サンプル及び、鶏、

野生コウモリの腸管サンプルを採取し、DNAを抽出し、アイメリア及びクリプトスポリジウム

の分子系統樹の作製を行った。 

日本各地におけるクリプトスポリジウムの遺伝子の詳細な解析はこれまで行われてこなかっ

た。今回、SSU rRNA及びGP60遺伝子の分子系統樹解析により、ウシでのクリプトスポリジウム

感染の約8割がCryptosporidium parvumであることがわかった。また、ごく数例のウシの糞便サン

プルからC. bovis, C. ryanaeも検出された。C. parvumについてサブタイピングを行った結果、3種

の日本で報告の無かったサブタイプを同定することに成功した。本研究成果は日本で初めて行

われたクリプトスポリジウムの大規模な分子疫学調査であり、我が国のクリプトスポリジウム

対策に重要な知見を提供する。 

また、トルコ、バングラデシュ、フィリピンの畜産動物、野生動物について、日本のサンプル

と同様の方法でクリプトスポリジウムの分子疫学解析を行った。特に、トルコについては、初め

ての大規模な分子疫学調査であり、各国のクリプトスポリジウム対策に重要な知見を提供した。 

 

（２） 原虫共生ウイルスの分子疫学解析による宿主の原虫感染地域の同定系の確立 

日本各地のウシの糞便サンプルから抽出したクリプトスポリジウムに共生しているウイルス

である CSpV1 の RdRp の分子系統樹解析を行った。この結果、北海道のサンプルと本州以南の

サンプル由来の CSpV1は別のクレードに分かれることが明らかとなった。このことは、原虫の

DNA ゲノムと比べてウイルスゲノムの RNA のほうが変異が入りやすいことが原因ではないか

と推測される。これらの研究成果は、原虫共生ウイルスを用いることで原虫の宿主であるウシの

原虫感染地域の同定につながったことから、新しい原虫感染地域の同定系の確立に成功した。 

 

（３） 感染動物モデルでの電子顕微鏡解析 

透過電顕観察では feeder organelle

を構成する膜成分は、中心部では同心

円状を成すが（cFo）、傍中心部では基

底膜と垂直に配列し（vFo）、辺縁部で

は散在性の小管小胞構造をとってい

た（rFo）。走査電顕観察により、cFo

はドーム状、vFoはリング状、rFoは

ネットワーク状の膜構造と対応し、そ

れぞれの部位が互いに連続すること

が示された（右図; Bochimoto et al.）。 

管状ネットワーク構造は細胞内膜

輸送により適した形状であるため、本

結果は feeder organelleにおける機能的サブコンパートメントの存在を世界で初めて提示する。 
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