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研究成果の概要（和文）： 

 水のクリプトスポリジウム試験に FISH 法を併用し，試験精度および判別の容易性の向上を
図ると共に，FISH 法による生育活性の評価について検討を行った。実験に供した 3 種類のプ
ローブのうち，クリプトスポリジウム属を広く検出可能な 18S rRNA 遺伝子の領域を用いた
DIAG-CRYR1 プローブでは，良好な染色性が得られた。本プローブを用いた FISH 法は，現
行の公定法である蛍光抗体染色法および DAPI 染色法と併用することが可能であり，これらの
併用によって顕微鏡観察によるクリプトスポリジウムの判別の精度および操作性を著しく改善
できると考えられた。 

 FISH 法による生育活性の評価については，核酸の減衰と細胞の生死にはタイムラグがある
ことから，加熱して死滅させたオーシストの染色性も 100 時間程度は維持されたが，これを考
慮した上で，生育活性に関する有用な情報をえる手段として有効であった。 

 

研究成果の概要（英文）： 
 Fluorescence in situ hybridization (FISH) was applied for specific detection and 

distinction of Cryptosporidium oocysts by microscopic observation. High fluorescence was 

observed using the DIAG-CRYR1 probe targeting 18S rRNA partial sequences to 

distinguish Cryptosporidium spp from Cryptosporidium parvum HNJ-1 oocysts. 

Combining FISH with fluorescence antibody staining, DAPI, and differential interference 

contrast observation was valuable for easy differentiation of Cryptosporidium oocysts by 

microscopic observation. Determination of Cryptosporidium variability by FISH was 

conducted. Heat inactivated oocysts declined FISH stainability until 100 hours in both PBS 

and filtrated sewage. 
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各種水環境のクリプトスポリジウム汚染の
実態や，水処理･消毒による除去･不活化，水
環境から検出されたクリプトスポリジウム
の遺伝子型の PCR-シーケンス法での同定と，
遺伝子型データの汚染対策への利用につい
て研究を展開してきた。 

 これらの研究を通じて，公定法である蛍光
抗体染色法の問題点，すなわち，汚染源や人
への感染性に関する有力な情報となる遺伝
子型識別ができないこと，煩雑で精度が検査
者の経験に依存すること，水域対策での利用
価値が低いこと，について，改良の必要性を
強く感じていた。 

 水のクリプトスポリジウム試験法に関す
る研究の動向は，PCR 法をベースとして，遺
伝子型を解析する“定性的な”方法への展開
が見られる[Xiao et al., (2000)など]。申請者
らは，水域の汚染対策に役立てるために必要
な，クリプトスポリジウムの遺伝子型別の分
布を“定量的”に把握する必要があると考え，
個々のクリプトスポリジウムを顕微鏡下で
単離して，遺伝子型解析する方法を実用化し，
下水・河川水に適用した[Hashimoto et al., 

2006，Hirata and Hashimoto 2006]。しか
しながら，この方法は，水道事業体等でルー
チン的に用いるには煩雑で，新たな設備など
が必要となる。そこで，現行の公定法に容易
に組み込むことが可能で，定量的な方法で判
別性を高め，かつ遺伝子型の識別も可能であ
る“FISH 法”の併用を考え，本申請の研究
を計画した。 

 

２．研究の目的 

本研究では，クリプトスポリジウムの 18S 

rRNA 遺 伝 子 を 標 的 と す る
FISH(Fluorescence in situ hybridization)法
を用いて，水のクリプトスポリジウム検査法
を「容易･正確に」かつ「種や遺伝子型の判
別を可能に」することを目的とする。すなわ
ち，公定法の蛍光抗体染色に FISH 法を併用
し，でオーシストの DNA または RNA を特
異的に染色することで「クリプトスポリジウ
ム属の判別」さらには「遺伝子型の判別」が
できる試験法を実用化する。また，本法で河
川等の汚染調査を実施し，得られた遺伝子型
別の汚染状況を，GIS を利用して地理的な情
報と統合し，「汚染源対策など，水域の総合
的なクリプトスポリジウム対策へ利用」する
試みについても検討する。 

 

３．研究の方法 

研究①「クリプトスポリジウム属判別用 FISH
法の環境試料への適用」 
広くクリプトスポリジウム属に特異的なプ
ローブ(設計作成済み)を用いた FISH法の環
境試料への適用法に関する研究を行った。 
 

研究②「遺伝子型判別 FISH 法の設計と環境
試料への適用」 
クリプトスポリジウムの各遺伝子型ごとの
特有のプローブを設計，作成し，培養株での
実験を経た上で，検討①で得られた本法の環
境試料への適用方法などを基に，染色性に関
する実証実験を行った。 
 
研究③「下水・河川水の調査と水域対策への
利用」 
 ①，②で実用化した FISH 法を下水および
河川水に適用性を評価した。その基礎的な情
報として,下水等に暴露したオーシストの
FISH法による染色性とその経時変化につい
て検討した。 
 
４．研究成果 

3.1FISH 法の反応温度およびプローブ濃度の
検討 

 Table 1 に示した，クリプトスポリジウム属
に特異的な 18S rRNA 遺伝子の配列の一部に
相 補 的 な FISH 用 蛍 光 プ ロ ー ブ 2 種
(DIAG-CRYR1 および DIAG-CRYF1)および
C. parvum genotype 2 に相補的な FISH 用蛍光
プローブ 1 種(CRYG2)を用いて実験を行った。
また，ポジティブコントロールとして真核生
物共通プローブ(EUK)を，ネガティブコント
ロールとしてはそれぞれのプローブと同じ
塩基長の Nonsense プローブを用いた。 

 はじめに，これらのプローブによる FISH

法の反応条件を検討するために，本プローブ
で推奨される条件(製造メーカーの推奨条
件：反応温度37℃，プローブ濃度50ng･220μl-1)
で実験を行った。 

 この反応条件では，クリプトスポリジウム
属検出用のプローブのうち DIAG-CRYR1 を
用いた場合にはオーシスト内部のスポロゾ
イトに顕微鏡観察で容易に識別可能な強い
赤色の発光が観察された (Fig. 1)。一方，
DIAG-CRYF1 プローブについては，顕微鏡下
でようやく識別可能な程度の弱い発光が認
められたものの，顕微鏡観察上実用的な染色
性は認められなかった。遺伝子型識別を目的
として設計した，C. parvum genotype 2 に特異
的な配列を有する CRYG2 を用いた場合，こ
の反応条件では染色が認められなかった。コ
ントロール用プローブについては，ポジティ
ブコントロールとして用いた真核生物共通
の EUK プローブでは強い発光が認められ，
ネガティブコントロール用プローブは発光
が認められなかった。 

 より良好な反応条件について検討するた
めに，ハイブリダイゼーションの反応温度を
変化させた場合について検討を行った(Table 

2)。ハイブリダイゼーションの反応温度は一
般に高いほど非特異的な結合が増加する反
面，プローブと標的配列との結合の可能性も



 

 

高くなり，結果として発光は強くなる。反応
温度を 40 および 45℃と上昇させて同様に実
験を行ったものの，37℃の条件で良好な染色
性を得られなかったCRYF1およびCRYG2の
染色性を改善することはできなかった。また，
温度条件を 30℃，25℃と低く設定した場合で
も，37℃の条件で良好な染色性が確認された
CRYR1 の染色性を損なうことはなかった。次
いで，プローブの濃度を 100ng･220μl-1 と倍量
にして，ハイブリダイゼーションの反応温度
を 45℃で実験を行ったが，いずれのプローブ
も染色性に変化は認められなかった(Table 3)。 

 これらのことから，本研究で用いた 3 種類
のプローブのうち，今回試験した条件で実用
可能なプローブは，クリプトスポリジウム属
を広く検出することが可能な DIAG-CRYR1

であり，プローブ濃度 100ng･μｌ-1，反応温度
は正確性を考慮して 25℃を用いることが最
適であった。 

3.2.DAPI 染色および蛍光抗体染色との併用 

 最も良好な染色性が認められたクリプト
ス ポ リ ジ ウ ム 属 識 別 用 の プ ロ ー ブ ，
DIAG-CRYR1 を用いて，FISH 法と蛍光抗体
染色および DAPI 染色の 3 つの染色法の併用
について検討した。FISH 法の反応条件は，プ
ローブ濃度は反応液 220μl 中で 100ng，反応
温度 25℃とした。 

 FISH 法ののち，蛍光抗体染色と DAPI 染色
を施したC. parvumオーシストの写真をFig. 2

に示す。蛍光抗体染色(a)ではオーシストに特
徴的な辺縁が強調されたアップルグリーン
の染色が確認されるものの，微分干渉像(b)

ではクリプトスポリジウムの判別の基本と
なるスポロゾイト様の構造が識別できるが，
判別は容易ではなかった。さらに DAPI 染色
(c)を重ねるとスポロゾイトの核部分が染色
され，その大きさや形態などがクリプトスポ
リジウム判別の一助となった。 

 現行の試験方法では，主に Fig. 2 (a)～(c)の
3 点によってクリプトスポリジウムオーシス
トの判別を行う。このうち，蛍光抗体染色は
クリプトスポリジウムオーシストを識別す
るためには非常に有用な手法ではあるが，共
存する藻類との交差染色や藻類の自家蛍光 3, 

10)などもあり，機械的に染色性によって識別
することはできず，非特異的に染色されたそ
の他の生物性・非生物性の粒子と識別を行う
必要がある。DAPI 染色については，核酸を
特異的に染色するものであり，クリプトスポ
リジウムについての特異性は全くない。また，
微分干渉像の観察は検査者の経験や主観的
な要素，さらには夾雑物など検鏡用試料のコ
ンディションなどが大きく影響する。このよ
うに，クリプトスポリジウムの試験の正確性
は，最終的にはこの顕微鏡観察の正確性に大
きく依存しており，検査結果の妥当性はもち
ろんのこと，検査者にかかる負担や検査者の

養成についても大きな問題点となっている。 

 本研究では Fig. 2 (d)に示すように，蛍光抗
体染色および DAPI 染色に FISH 法を併用す
ることで，スポロゾイト内のクリプトスポリ
ジウムに特異的な配列のRNAが染色されて，
G 励起で観察すると赤色の発光が観察された。
現行の試験方法にFISH法を付加することで，
オーシスト壁の抗原性(抗体の特異性)および
内部･外部の形態の特異性に加えて，遺伝子
の特異性と言う観点からのクリプトスポリ
ジウムの判別が可能になった。このことは，
水のクリプトスポリジウム検査法のオーシ
スト判別の精度を著しく向上させることに
なる。また，新たに FISH 法の工程が加わる
ことで，検査に要する時間は増加するものの，
その結果によっては，水道の給水停止などの
大きな措置につながるクリプトスポリジウ
ムオーシストの判別を，染色性と外部および
内部形態で判定しなければならないという，
検査者に係る大きな負担を，FISH 法による染
色性という一つの客観的な結果を加えるこ
とによって軽減するものでもある。 

 水のクリプトスポリジウム検査に FISH 法
を取り入れることについては，フローサイト
メトリーを用いた検査の自動化を試みる検
討などがなされている[Deere et.al., 1998]。ま
た，[Taguchi et.al, 2006]は，クリプトスポリジ
ウムオーシストを顕微鏡観察に用いるフィ
ルターにろ過した上で，フィルター上で FISH

法を施す方法について検討している。この方
法ではフィルターとプローブの非特異的な
結合によるバックグラウンドなどによって，
使用できるフィルターが PTFE メンブランフ
ィルターに限られてしまい，水のクリプトス
ポリジウム試験に多用され，顕微鏡観察での
検出率も良好なセルロースアセテートメン
ブランフィルターが使用できない。また，現
行法との併用について，顕微鏡観察や操作
性・識別性の向上に関する実際の現場での検
査を考慮した検討がなされていないなど，現
場でのルーチンの検査に用いるには検討す
べき点があった。本研究で示した方法では，
現行の方法に容易に付加することが可能で，
蛍光抗体染色法でのクリプトスポリジウム
試験を実施するための機器・機材をそのまま
利用して，FISH 法にかかる 3 時間程度の操作
と，汎用のハイブリダイゼーションオーブン
を新たに導入するだけで実施することが可
能である。このように容易に付加できる FISH

法を併用することで，水からのクリプトスポ
リジウム試験の精度の向上と同定識別の簡
便性の向上に大きく役立つものと考えられ
る。さらには，今後の展開として，画像解析
技術と併用することで，試験の容易化や判別
の精度向上に寄与することも可能であると
考えられる。 

3.3 加熱および非加熱オーシストの染色性 



 

 

 FISH 法ではプローブと相補的な細胞内の
RNA を特異的に検出する。細胞が死滅し，
RNA が減少すれば染色性は低下することか
ら,細胞の生育活性の評価に用いることが可
能であり，クリプトスポリジウムオーシスト
の生育活性を評価するための検討もなされ
ている [Smith et.al., 2004, Vesey, et.al., 

1998]。 

 本研究では，クリプトスポリジウムオーシ
ストの生育活性評価の実環境の試料への適
用を視野に，下水あるいは PBS 中に懸濁させ
たウムオーシストを一定時間毎に FISH 法で
染色し，その染色性の変化を調べた。 

 経過時間毎の FISH 法での染色性の変化を
Fig. 3 に示した。ここでは，強い赤色蛍光が
観察されたものを FISH 法で染色されたと定
義し，染色されたオーシストの割合を染色率
として示した。 

 実験開始時点では，生存オーシストおよび
死滅オーシストの両者ともに，すべてのオー
シストから強い蛍光が観察された。生存オー
シストを用いた系では，PBS に懸濁させた場
合には 144 時間経過後でも染色性に変化は認
められなかったものの，下水に懸濁させた系
では染色性が低下して，144 時間後には 24%

のオーシストしか染色されなかった。本研究
で用いた下水は，顕微鏡下での識別を容易に
するために，孔径 0.22μm のメンブランフィ
ルターでろ過滅菌したものであるが，クリプ
トスポリジウムオーシストの FISH 法による
染色性が低下し，下水中で徐々に不活化が進
行することが示された。 

 85℃で 30 分間加熱して死滅させたオーシ
ストを用いた系においても，死滅直後(実験開
始時)にはすべてのオーシストが染色された。
また，24 時間後においても，PBS 中に懸濁さ
せた系では 8 割が，下水中に懸濁させた系で
も 7 割が染色された。一方，100 時間を超え
ると下水，PBS 両系ともに染色性はほとんど
失われた。 

 RNA は細胞の死滅後，徐々に分解されるこ
とから，FISH 法の染色性が細胞の生死を示す
と考えられるが，本研究で示すようにオーシ
ストの加熱による死滅と RNA の減衰にはタ
イムラグがあり，死滅直後のオーシストを生
存と判定する可能性が考えられる。同様のこ
とが PBS 中での FISH 法の染色の変化を調べ
た報告でも示されており[Smith et.al., 2004]，
この特性を十分に考慮する必要はあるが，

FISH 法は現行の試験方法ではほとんど評価
することのできなかった生育活性について，
限定的ではあるが情報を得ることが可能で
あり，本法を併用することで，クリプトスポ
リジウムの識別性の向上だけでなく，生育活
性に関する情報をも得ることができる。 

3.4 現行の試験方法との併用 

 本研究で用いたクリプトスポリジウムの
検出用の 3 種類のプローブのうち，良好な染
色性を得ることができた DIAG-CRYR1 は
GenBank のデータベース検索では，ヒトへの
感染性を有さない C. muris や C. andersonii な
どの大型種を除いたクリプトスポリジウム
属に広い相補性を示している[平田，2006]。
また，DIAG-CRYR1 は，C. parvum について
は，登録してあるそのほとんどと相補性を有
しており，人獣共通に感染するとされる C. 

parvum genotype 2 については登録されている
そのすべてに相補性を示していた[平田，
2006]。さらには，本プローブと同一の配列を
プライマーセットとした semi-nested PCR 法
で，河川および下水から単離したクリプトス
ポリジウムを検査した場合に，C. parvum 

genotype 1 ， C. parvum genotype 2 ， C. 

meleagridis など，人に固有あるいは人獣共通
に感染するクリプトスポリジウムを幅広く
検出できることが報告されている[Hashimoto 

et.al., 2006]。このように，本プローブはクリ
プトスポリジウム属を広く特異的に検出で
きる可能性があることが，遺伝子情報データ
ベースおよび実際の環境分離株の PCR によ
る 検 出 に よ っ て 実 証 さ れ て い る 。
DIAG-CRYR1 プローブを用いた FISH 法と蛍
光抗体染色法の併用は，現行では主に形態観
察と抗体の特異性に依存していたクリプト
スポリジウム試験を，属レベルではあるが，
遺伝子レベルでの判別を可能にし，さらには
限定的ではあるが，生育活性に関する情報を
得るためのツールともなる。このことは，ク
リプトスポリジウムの試験を実施する上で
大きな問題であった，顕微鏡観察による形態
の判別という，検査者の主観的要因が大きく
関与する判別の手法に，遺伝子の一致性とい
う客観的な基準を与えることになり，判別の
容易化と精度向上，それに付随して検査者の
負担の軽減や検査者の養成する上での問題
を大きく改良すると考えられる。さらには，
生育活性に関する情報についても限定的な
ものではあるが得ることができる。 



 

 

 クリプトスポリジウムには宿主特異性の
異なる様々な遺伝子型が存在することが明
らかになっており[Yagita et.al., 2001]，それぞ

れの遺伝子型を識別して検出できる FISH 用
プローブを用いれば，容易に水試料中の遺伝
子型ごとのクリプトスポリジウムの分布を
知ることができる。本研究では遺伝子型の識
別を試みるために，C. parvum genotype 2 に特
異的な配列に相補的な CRYG2 プローブを用
いて検討を行った。本プローブの配列は
GenBank デ ー タ ベ ー ス よ り C. parvum 

genotype 2 (GenBank Accession: AB089290)に
特異的であることが確認され，供試クリプト
スポリジウム株である，C. parvum HNJ-1 

genotype 2 についても本配列を有しているこ
とが PCR-シーケンス法によって確認されて
いる[Hashimoto et.al., 2006]。しかしながら，
今回検討した条件では本プローブでは C. 

parvum HNJ-1 genotype 2 オーシストを実用的
なレベルで染色することはできなかった。こ
のような遺伝子型識別用のプローブを用い
た FISH 法は，水試料のクリプトスポリジウ
ムの遺伝子型ごとの分布などの汚染源に関
する情報や，検出されたクリプトスポリジウ
ムのヒトへの感染性に関する情報などを得
ることができ，水のクリプトスポリジウム対
策の極めて重要なツールとなりうると考え
られることから，プローブの標的とする遺伝
子配列の位置を変更するなどの改良を行 

い，遺伝子型識別のできる FISH 用プローブ
を作成することは極めて重要である。 
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Probes Sequences Target organisms

EUK 5'-ACCAGACTTGCCCTCC-3' Universal for Eukaryotes

DIAG-CRYR1 5'-CCAATCTCTAGTTGGCATAG-3' Cryptosporidium spp.

DIAG-CRYF1 5'-GCTCGTAGTTGGATTTCTGTTAA-3' Cryptosporidium  spp.

DIAG-CRYG2 5'-TAAAATATATAGTAATATGAATTATGTT-3' C. parvum  genotype 2

Table 1 Tested FISH probe sequences

 

25℃ 30℃ 37℃ 45℃
EUK N.T +++ +++ +++ 27

DIAG-CRYR1 ++ ++ ++ ++ 33

DIAG-CRYF1 + + + + 39

DIAG-CRYG2 - - - - 37

Non sense - - - - -

+++: High fluorescence intensity

++: Medium fluorescence intensity (can be easily identified under the microscope)

+: Weak fluorescence

-: No fluorescence

Probes

Table 2 Hybridization temperature and fluorescence intensity
Hybridization temperature Caluculated

optimal temp (℃)

 

50 100

EUK +++ +++

DIAG-CRYR1 ++ +++

DIAG-CRYF1 + +

DIAG-CRYG2 - -

Non sense - -

-: No fluorescence

Probe concentration (ng･220μｌ
-1

)
Probes

Table 3 Probe concentration and fluorescence intensity

+: Weak fluorescence

++: Medium fluorescence intensity (can be easily

identified under the microscope)

+++: High fluorescence intensity

 

 

Fig.1 Photographs of FISH stained C. parvum HNJ1 

      oocysts (×200) 

 a: Differential interference contrast observation 

 b: Rhodamine fluorescence observation 

 

a b 

a b 

d c 

Fig.2 Combination of fluorescent antibody stain  

      and FISH (×1,000) 

a: anti-Cryptosporidium monoclonal antibody (FITC) 

b: Differential interference contrast 

c: DAPI 

d: FISH (Rhodamine) 


