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研究成果の概要（和文）：上水道の残留塩素などによる消毒ではクリプトスポリジウムオーシストを不活化させ
ることができないため、オーシストは先進諸国においても集団下痢症の原因になっている。強固なオーシストか
らの核酸抽出工程では、凍結融解や酵素処理、核酸精製など、高額な抽出精製キットまたは煩雑な操作を必要と
するのが現状である。本研究では、免疫磁気分離（IMS）と界面活性剤抽出処理（SET）を併用したIMS-SET法に
よるDNA検出感度の評価および検討を行った。その結果、IMS-SET法を確立し、クリプトスポリジウム遺伝子検査
法の簡便・高感度化に成功した。

研究成果の概要（英文）：Cryptosporidium oocysts are encased in a robust wall that is extremely 
resistant to environmental stressors such as chlorine used to disinfect potable water. Standard 
procedures used to extract DNA from oocysts such as the freeze-thaw method with DNA purification kit
 are time-consuming and expensive. Therefore, we developed the surfactant extraction treatment (SET)
 that efficiently extracts DNA from the oocyst. Furthermore, we evaluated the ability of SET to 
detect DNA directly from immunomagnetic bead-oocyst conjugates. As a result, the rate of DNA 
amplification using immunomagnetic separation-SET (IMS-SET) was greater than that using the standard
 procedures.

研究分野： 資源環境工学
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１．研究開始当初の背景 
病原性原虫のクリプトスポリジウム

は宿主の体外では強固な殻を持つオー
シストとして存在し、オーシストの内部
には虫体（スポロゾイト）が存在してス
ポロゾイトが宿主への感染本体となる。
上水道の残留塩素など塩素による消毒
ではオーシストを不活化させることが
できないため、オーシストは先進諸国に
おいても集団下痢症の原因になってい
る。わが国でもクリプトスポリジウムに
よる水系感染や水道水からの検出が報
告されており、水道水の汚染防止および
感染防止のために様々な対策が検討さ
れている。 

クリプトスポリジウムの主な検出方法
は、厚生労働省の「水道における指標菌及
びクリプトスポリジウム等の検査方法に
ついて」に示されている蛍光抗体染色と微
分干渉観察による検鏡法である。しかし、
試料水中に存在する夾雑物の中から約 5 
µm と極めて微小なオーシストを顕微鏡で
検出、同定するには、熟練した技術が必要
である。また、検査に長時間を要し、多数
の検体を迅速に検査することが困難であ
ることから、正確で再現性が高く簡便な代
替検査方法が求められている。このような
条件を満たす検査方法として、これまでに
多数の遺伝子検査法が検討されており、
「水道に関するクリプトスポリジウム等
の検出のための検査方法の見直し等につ
いて」（平成 24 年 3 月 2 日付け健水発 0302
第 2～4 号 厚生労働省健康局水道課長）
にて、「水道における指標菌及びクリプト
スポリジウム等の検査方法について」（平
成 19 年 3月 30 日付け健水発第 0330006 号 
厚生労働省健康局水道課長通知）が一部改
正され、「遺伝子検出法」の追加が通知さ
れた。 
 
２．研究の目的 
近年、リアルタイム PCR 法および等温遺伝

子増幅法である LAMP 法は集団感染などにお
ける感染経路や汚染源の特定に活用されて
いるが、オーシストからの核酸抽出工程では、
凍結融解や酵素処理、核酸精製など、高額な
抽出精製キットまたは煩雑な操作を必要と
するのが現状である。陰イオン界面活性剤は
核酸抽出試薬としては優れていても核酸増
幅酵素の阻害作用が強い物質であるため、核
酸増幅工程の前に阻害物質を除去する必要
がある。本研究では、凍結融解および市販の
核酸精製キットを使わずに、界面活性剤のみ
を用いてオーシストから核酸を抽出する界
面活性剤抽出処理（Surfactant extraction 
treatment: SET）法の確立を目指し、核酸抽
出条件を検討した。 
現在のクリプトスポリジウム検査では、水

道原水を試料として採水し、減圧ろ過および
免 疫 磁 気 分 離 （ Immuno-magnetic 

separation：IMS）を用いて試料水中のオー
シストを分離濃縮している。本研究では、ク
リプトスポリジウム遺伝子検出工程の簡
便・高感度化を目指し、IMS と SET を併用し
た IMS-SET 法による DNA検出感度の評価およ
び検討を行った。 
 
３．研究の方法 
(1) 核酸の精製  
任意の濃度の Cryptosporidium parvum の

オーシスト（Iowa 株，Waterborne 社）から
凍結融解処理（－80℃, 37℃, 5 回）と核酸
精製キット（DNeasy Blood & Tissue Kit，
Qiagen 社）によって抽出・精製した核酸溶液
を陽性対照とした。 
 
(2)界面活性剤抽出処理法（SET 法） 
オーシストを陰イオン界面活性剤 sodium 

dodecyl sulfate（SDS）濃度 0.1%に調製した
SDS 溶液に投入後、核酸抽出工程として加熱
処理（90℃, 15 分間）を行った。SDS による
遺伝子増幅阻害を抑制するために非イオン
界面活性剤 Tween 20 の濃度 5％の遺伝子増幅
試薬を調製し、リアルタイム PCR を行った。 
 
(3)リアルタイム PCR および逆転写反応 
DNA の検出はクリプトスポリジウム 18S 

rRNA 遺伝子に特異的なプライマーセットと
TaqMan プローブ（Miller et al., 2006）、遺
伝子増幅用試薬（FastStart Essential DNA 
Probes Master mix, Roche Diagnostics 社)、
リアルタイム PCR システム（LightCycler 
Nano, Roche Diagnostics 社）を用いて行っ
た。また、RNA の検出は逆転写反応用試薬
PrimeScript RT Master Mix Kit（タカラバ
イオ）を用いて Reverse transcription-PCR
（RT-PCR）法で行った。 
 
(4)IMS-SET 法 
図 1 は免疫磁気分離（IMS）と SET を併用

した IMS-SET 法の工程フローである。クリプ
トスポリジウムに特異的な免疫磁気ビーズ
（Dynabeads anti-Cryptosporidium，Thermo 
Fisher Scientific 社）を用いて試料水中の
オーシストを濃縮した。その後、SET 法を用
いて、オーシストが結合している磁気ビーズ
から直接核酸を抽出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 1 IMS-SET 法の工程フロー 



４．研究成果 
本研究では、オーシストからの核酸抽出工

程の簡略化および高感度検出を目的とし、
SET 法によるクリプトスポリジウム 18S rRNA
遺伝子の抽出条件を検討した。オーシスト 1
個当たりの 18S rRNA のコピー数は明らかに
なっていないが、rDNA よりも格段に多く存在
しているため、18S rRNA を指標にすることで
オーシストを高感度に検出できる。我々は試
料水中のオーシスト１個を再現性よく検出
するため、18S rRNA 遺伝子を標的とし、rRNA 
については逆転写 PCR（RT-PCR）法を用いた。 
界面活性剤を逆転写（RT）試薬または PCR

試薬に添加し、核酸増幅に及ぼす影響を評価
した。それぞれの Ct（Threshold Cycle）値
を表 1 に示した。オーシスト濃度は RT 試薬
中 1個になるように調製した。RT および PCR
両反応ともに Tween20 濃度 5％では阻害され
なかったが、SDS 濃度 0.01％における両反応
は影響を受けた。RT は反応阻害によって Ct
値（38.0）が増加し、PCR は完全に阻害され
て不検出（ND）であった（表 1）。 
 
表1 界面活性剤がRTまたはPCRに及ぼす影
響 

 

Ct 値（平均 ± SD）（n=2） 

SDS Tween 20 

0.001% 0.01% 0.1% 5% 

RT 30.0 ± 0.0 38.0 ± 0.3 ND 29.8 ± 0.0 

PCR 29.2 ± 0.0 ND ND 29.1 ± 0.5 

 
SDS 濃度 0.01％の RT および PCR 試薬を用

いて、反応阻害における Tween20 の添加効果
を評価した結果、両反応ともに Tween20 によ
る阻害抑制効果が確認された（データ掲載な
し）。次に、RNA 抽出への SET 法の応用を試み
た。SDS 濃度 0.1％でオーシストから核酸を
抽出し、RT-PCR 法を用いて Tween20 の添加効
果を評価した。Tween20 未添加では 18S rRNA
の増幅は検出されなかったが、添加によって
SDS による阻害は抑制された（表 2）。RT 試薬
中の SET 産物濃度は 10％、SDS 終濃度は
0.01％であった。 
 

表 2 SET 法を用いたオーシスト RNA 検出 

  

 

Ct 値（平均 ± SD）（n=2） 

Tween 20 

0% 5% 

SET 産物 

10% 

SDS 

0.01% 

 

ND 

 

28.6 ± 0.3 

 
SET 法による Ct 値（28.6）は陽性対照の

Ct 値（29.8）とほぼ同じであったことから、
SET法の工程では 18S rRNA の回収ロスが生じ
ていないことが示された。 

IMS と SET を併用した IMS-SET 法の確立を
目指し、免疫磁気ビーズが SET 法に及ぼす影
響を評価した。その結果、免疫磁気ビーズは
PCR 阻害作用を示さず、通常の SET 法と同様
に Tween20 の添加によって PCR阻害を抑制で
きることがわかった。また、IMS-SET 法を用
いてオーシスト（105 個）の分離および DNA
検出性能を評価した結果、遠心分離法および
凍結融解、核酸精製キットを用いた方法と同
程度の性能であることがわかった（表 3）。 
 
表 3 IMS-SET 法を用いたオーシストの分離
および DNA 検出 

オーシスト分離法 

および DNA 抽出法 

Ct 値（平均± SE）（n=4） 

Tween 20  

0% 5% 

IMS-SET 

SD-SET 

SD-F/T-Kit 

ND 

ND 

25.6 ± 0.0 

25.3 ± 0.0 

25.3 ± 0.1 

25.7 ± 0.0 

SD：遠心分離，F/T：凍結融解，Kit：核酸精
製キット 
 
静岡市水道水源の興津川取水口付近の表

層水 10 L にオーシスト 105個を添加して汚染
水試料を調製した。IMS-SET 法を用いてオー
シスト DNA の検出感度を検討した結果、DNA
の回収率は 60％であった。また、蒸留水 10 L
からの回収率は 80％であった（図 2）。 
 
 

 
 
 
 
 

10mL-DW  10L-DW 10L-River  (n=3) 
 

図 2 IMS-SET 法によるオーシスト汚染試料
からの DNA 検出 
DW:蒸留水，River：河川表層水 
 
環境水に含まれている微細粒子や溶解物

質は IMSの分離能低下および PCR阻害を引き
起こすことが報告されている（Fontaine et 
al., 2003）。よって、河川表層水からの回収
率が蒸留水に比べて 20％減少したのは、表層
水由来の物質が原因であると考えられる。オ
ーシスト 100個を添加した貯留池表層水 15 L
を用いて IMS の性能を評価した結果、オーシ
スト回収率は 44％であった(Ehsan et al., 
2015)。本実験結果と同様に環境水からのオ
ーシスト回収時に大きなロスが生じていた。 
本研究によって、IMS-SET 法を確立し、ク

リプトスポリジウム検出の簡便・高感度化に
成功した。しかし、IMS に影響を及ぼす物質
の特定およびその対策技術の開発が今後の
課題として残されている。 
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