
クリプトスポリジウム等遺伝子検出法検討の必要性について 

 

 

１． 顕微鏡検出法の課題について 

「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（健水発第

0330006 号平成 19 年 3 月 30 日）では、クリプトスポリジウム等の検出方法は顕微鏡観察

による検出法が示されている。また、米国や英国においても、同様の顕微鏡観察を主体と

した検出法が用いられている。 

しかしながら、顕微鏡検出法は、その技術の習得に多大な時間を要し、また分析者の個

人差も生じやすいことから、迅速に検出可能で分析者の負担が尐なく、かつ再現性の高い

検出法の開発が課題となっていた。 

また、H20 年度の全国のクリプトスポリジウム検査の結果を見ると、多くの結果が不検

出となっているが、顕微鏡検出法の再現性を考慮に入れると、特に、水道原水の取水口か

ら上流部において下水処理水や畜産排水が含まれる場合において、原水中に含まれるクリ

プトスポリジウムが不検出という結果は過小評価の恐れが高い。 

顕微鏡検出法に準じる検出法としては PCR 法等の核酸増幅法が選択肢として考えられて

いる。これまでクリプトスポリジウムの検査法の検討の際にも取り上げられてきたが、DNA

の増幅が夾雑物に阻害されることがあることや 1個のクリプトスポリジウムが検出できる

技術に達していないこと等が課題として残されており、研究成果を待って評価されるべき

とされてきたところである。 

 

 

２． 遺伝子検出法検討の必要性について 

1) 遺伝子検出法の実用化状況 

クリプトスポリジウム等の核酸増幅法については既に多数の検出法が報告（Smith

ら、2009：総説）されてきた。核酸検出法は、医療分野・食品分野では既に実用化さ

れており、各種のウイルス性疾患の診断、遺伝子組み換え食品の検査、食料品等の産

地特定などで盛んに用いられている。さらに、環境分野でもレジオネラ属菌検査での

遺伝子検出法導入が果たされてきたところである（レジオネラ症防止指針第3版、（財）

ビル管理教育センター、平成 21 年）。 

これまで、環境試験には実用化されなかった理由としては感度及び核酸増幅の抽出

方法と阻害にあると推察される。具体的に示すと、核酸増幅反応では 5μL程度の核

酸抽出液が反応に用いられるが、現行の試料水（上水 20L、原水 10L）からの核酸抽

出液を 5μL程度にまで濃縮することは技術的に問題がある（濃縮操作による誤差が

大きくなる）。一方、50μL 程度にまで濃縮した核酸抽出液の一部を用いるとした場合、

クリプトスポリジウムの標的DNA量が尐ないことから検出感度の不足が生じることに
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ある。 

 

2) 水道における遺伝子検出法適用に向けた検討状況 

今般、厚生労働科学研究（「飲料水の水質リスク管理に関する統合的研究」（松井班））

において、クリプトスポリジウム及びジアルジアに関する遺伝子検出法の検討を行っ

てきた。その成果として、ゲノム DNA ではなく、rRNA を鋳型として逆転写から増幅反

応を行った結果、0.006 オーシストから検出可能とし、理論上、抽出試料の一部から

でも検出が可能となった（Inomata ら、2009）。また、オーシスト等の濃縮、精製工程

に磁気ビーズ法を適用することにより夾雑物が除かれ、精製度が高まり、阻害物質の

除去も達成された。 

RT-LAMP 法によるクリプトスポリジウム検査では、実際の河川試料から顕微鏡検出

法と同等あるいはそれ以上の検出が得られている（Inomata ら、2009）。ジアルジアに

ついても同様である（猪又ら、学会発表、松井班報告）。 

これらの検出法の改良によって、クリプトスポリジウムの検出法として遺伝子検出

法実用化に向けた課題が克服されつつあることから、今般、水道における微生物問題

検討会において、クリプトスポリジウム等検出法として遺伝子検出法が妥当か検討す

ることを提案する。 

 

 

(参考)遺伝子検出法と顕微鏡検出法の特徴の比較について 

顕微鏡観察による検出法は技術の習得に多大な時間を要し、また分析者の個人差も生じ

やすいことから、精度管理に課題がある。一方、遺伝子検出法において、遺伝子増幅は試

験の正確さがプライマープローブの設計に依存し、これを確認することに課題がある。２

つの検出法の特徴とその比較について詳細を別添のとおり列挙した。 
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（資料2-1別添１）

比較項目 顕微鏡検出法 遺伝子検出法 顕微鏡検出法と遺伝子検出法の長短

試料待機
1～2日の内に検査を終えないと、精度に
悪影響する恐れ

精製後は冷凍保存待機が可能 遺伝子検出法の方が保存期間長い

イニシャルコスト、
機器の品質との
関係

蛍光微分干渉顕微鏡は300万円程度
高解像を得るには高価な対物レンズを
必要とする

LAMP法の目視判定では特別な装置が
不要。リアルタイムPCRでは200万程度
の装置必要。
他の検査に使用できる機器が主で機器
の品質に価格の影響は少ない。

イニシャルコストは若干遺伝子検出法の方が安
い。
機器の品質との関係では遺伝子検出法の方が影
響少ない。

ランニングコスト
と試薬期限

蛍光試薬（EasyStain）が1回1812円（80
回145000円）で試薬の使用期限がある。
他にフィルターなど消耗品がある。

LAMPは1回2600円程度。Cp用が
62400/48回、ジアルジア反応も同額。他
に溶解液やチューブ消耗品等がある。試
薬は冷凍保存で安定。

大きな差は無いが、蛍光試薬は輸入、LAMP試薬
は国産。いずれの方法でも磁気ビーズに使用期限
がある。

検出の前処理
蛍光抗体染色に30分、封入を含めて1時
間弱

核酸抽出に1時間程度
いずれも並行処理可能だが、核酸抽出の方が労
力と習熟を要しない。

試料の使用量 全量 一部
遺伝子検出法では高感度検出を行うので、一部
検査で間に合う

追試
同じ標本を繰り返し観察するか、最初の
試料採取濃縮に戻って作業を行う。

同じ試料から実施可能
遺伝子検出法の方が同じ試料から実施することが
確実である。

確認
写真を撮影したり、クロスチェックを実施
する

増幅産物の解析を行う
遺伝子検出法は実績が少ないので、目的とする配
列の増幅を確認することが推奨される。

回収率
内部標準としてColorSeedを添加するこ
とで、濃縮段階からの回収率を求めるこ
とが可能

内部標準は容易ではなく回収率を求め
ることは困難。
外部標準を用意して、平行して処理を行
い、操作に間違いが無いことを確認する
のが現実的。

ColorSeedは内部標準により回収率を求めること
は可能だが10回分107,000円と高価なのが難。
遺伝子増幅反応の阻害の有無は、外部標準を用
意して別の反応チューブにより確認が可能。

検出の労力
1試料の観察に10～30分程度、あるいは
それ以上時間を要する

1試料に5分程度か 核酸増幅は複数を並行して反応させることが可能

迅速性
精製なしの蛍光染色に限れば早いが、
通常の作業を行うと1日を要する

精製なしの試験は行えないので、必ず通
常の作業を行い、1日を要する

核酸増幅は複数を並行して反応させることが可能

検出の熟練 顕微鏡観察に習熟を要する 核酸の取り扱いに習熟を要する それぞれの熟練を要する

夾雑物の影響 受ける 受ける
夾雑物が多ければいずれも検出精度感度が低下
する

生存性

観察時点の活性は問われないが、浮遊
法では活性がないと、回収されない恐れ
がある。ホルマリン等の固定処理により
検査時期を遅らせることが行われるが、
付着などによる回収率低下が気になる。

核酸が分解されずに残っていることが必
要で、ある程度の活性を有したものを検
出することになる。ホルマリン固定した試
料は検査に不適当。

浮遊法による回収はいずれの検査法でも影響を
受ける。磁気ビーズのみの精製を行うと、顕微鏡
検査は生死関係なく検出が可能となる。遺伝子検
査がより強く活性の影響を受けることになる。

定量性 数として表現する
定量PCR法であれば数として表現でき
る。LAMP法ならMPN法の実施が必要。

顕微鏡検出法では数として表現できるが、回収率
や判定の問題から定量性がよいとは限らない。一
方、核酸試験法はオーシストの活性の影響を受け
る可能性がある。

定性性 熟練度に依存する傾向 定性的な検出は可能
数が多ければいずれの試験においても安定する
が、負担を減らすために試料の量は減らすには、
高感度な検出系が望ましい

顕微鏡検出法と遺伝子検出法の特徴（長所・短所）
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平成 21 年度厚生労働科学研究 （健康安全・

危機管理対策総合研究事業） 

飲料水の水質リスク管理に関する統合的研究 

（微生物分科会） 

 

研究代表者 松井佳彦（北海道大学大学院工

学研究科） 

研究分担者 泉山信司（国立感染症研究所寄

生動物部）、遠藤卓郎（国立感染症研究所細菌

第一部）、秋葉 道宏（国立保健医療科学院水

道工学部）、松下 拓（北海道大学大学院工学

研究科） 

研究協力者 岸田直裕（国立保健医療科学院

水道工学部）、片山浩之（東京大学大学院工学

研究科）、森田重光（麻布大学生命・環境科学

部）、浅見吉之、大谷喜一郎、勝山志乃（神奈

川県内広域水道企業団）、猪又明子（東京都健

康安全研究センター環境保健部）、黒木俊郎、

稲田貴嗣（神奈川県衛生研究所）、溝口智子

（（財）岐阜県公衆衛生検査センター生物臨床

検査課）、百田隆祥（栄研化学（株）生物化学

研究所）、碓井圭名子（タカラバイオ（株）製

品開発センター）、大内一敏（東洋濾紙（株）

技術センター） 

 

 

研究要旨 

水道水の微生物学的な安全性は凝集沈殿ろ

過と塩素消毒により担保されてきた。クリプ

トスポリジウム等の耐塩素性病原微生物の混

入による大規模な水系集団感染の経験を契機

として、塩素消毒に大きく依存する微生物対

策を改めて見直すことが求められている。 

一般細菌に置き換わる指標としての従属栄

養細菌測定が開始され、全国の測定値が徐々

に明らかになりつつある。一般細菌に比べて

高感度な試験が可能となったことで，不検出

ではない、有意な測定値が得られている。 

ウイルスではノロウイルス、インフルエン

ザウイルスの処理性を検証し、水道の安全性

を確認した。 

耐塩素性病原微生物対策として、試料水の

濃縮方法、クリプトスポリジウムならびにジ

アルジアの迅速遺伝子検査法を開発した。

rRNA の逆転写によってクリプトスポリジウ

ムの高感度検出が可能となり、実用化に向け

ての道が開けた。一方、クリプトスポリジウ

ム等検査が定期的に行われているが、検出状

況を公表している 197 水道事業体中、24事業

体（13％）において原水からの検出を確認し

た。畜産排水処理施設に着目し，病原性原虫

の流出傾向を調査したところ、処理施設への

流入水中のクリプトスポリジウム濃度は

24,000～960,000 oocysts/L，ジアルジア濃度

は 3,900～810,000 cysts/L であり，検出率・

濃度とも高かった。排水処理による両原虫の

除去は平均で 2-3 log 程度であったが，処理

に不良が生じると原虫の除去性能が著しく低

下した。 

 

Ａ．研究目的 

微生物分科会では水道の微生物汚染に係る

諸問題、すなわち従属栄養細菌、腸管系ウイ

ルス、そして耐塩素性病原微生物を包括的に

検討し，水道の微生物学的な安全性確保と向

上を目指している。 

平成20年4月より従属栄養細菌数の測定は

水質管理目標設定項目に追加された。従属栄

養細菌を一般細菌に代わる指標として活用す

るには、現状を明らかにし、活用方法の整理

と実践が必要と考える。 

腸管系ウイルスでは現行の浄水処理によっ

て十分に不活化されることを示すことが、安

全・安心につながる。ヒトノロウイルスは，

未だ効率的な細胞培養系が確立されていない

ため，培養可能な病原性ウイルス（マウスノ

ロウイルス）との比較から現行の処理による

除去性能（log removal）を求めた。トリイン

フルエンザウイルスは腸管で増殖して鳥間で

の水を介した糞口感染が指摘されることから、

水道におけるインフルエンザウイルスの処理

性について確認を行った。 

（資料 2-1 別添 2） 
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クリプトスポリジウム等の耐塩素性病原微

生物対策ではモニタリングシステムの拡充に

向けた濃縮方法と検出方法の開発検討を進め

ている。平成 19 年４月に適用となった指針

で浄水を毎日 20リットル以上採水して 14日

間の保存が推奨されているが、試料水そのも

のの保存には場所を要することから、水試料

の濃縮とその保存方法について提案した。こ

こでは連続的に採水することで水質変化に対

応したり、濃縮物として保存することで保存

を容易にした。さらに浄水だけでなく原水試

料の濃縮方法についても新たに検討を始めた。 

現行の指針におけるクリプトスポリジウム

等検査法は顕微鏡を主体とする検査法である

が，顕微鏡検査に比べて複数の試料を一括し

て処理が可能となる遺伝子検査法に期待が寄

せられている。クリプトスポリジウム等に関

しては排出源対策が重要であることから、相

模川下流域及び社家取水口で検出されたクリ

プトスポリジウムの型別判定を行い、併せて、

畜産施設からのオーシストの排出状況を調査

した。 

 

Ｂ．研究方法 

B1 従属栄養細菌の指標性に関する研究 

従属栄養細菌検査について、神奈川県内広

域水道企業団の水源である酒匂川の河川水を

用いて実施した。また、全国各地における従

属栄養細菌の検出状況については各地の水道

事業体がインターネット上で公表している水

質検査結果を集計した。低濃度の残留塩素が

存在する状況での従属栄養細菌増殖（リグロ

ース）の可能性については、実験的に低濃度

の残留塩素を保持した環境を作り、滞留水（保

存水）における従属栄養細菌の挙動を追跡し

た。 

 

B2 腸管系ウイルスに関する研究 

ヒトノロウイルスは細胞培養形が確立され

ていないことから，PCR によるマウスノロウ

イルスの評価系を応用して塩素に対する耐性

の評価を行なった。また、凝集･沈殿･ろ過に

よる除去は、ヒトノロウイルスの外套タンパ

ク粒子（rNV-VLPs：バキュロウイルス-昆虫

細胞で発現させたもの）を用いた添加実験に

より評価した。あわせて、大腸菌ファージ Q

βならびに MS2 を用いて除去を求め、外套タ

ンパク粒子で得られた結果との比較した。イ

ンフルエンザウイルスはヒトインフルエンザ

（H1N1 季節性）ならびにトリインフルエンザ

（H5N3）を使用した。 

 

B3 耐塩素性病原性微生物の研究 

浄水試料の濃縮･保存を可能とする新規ろ

過方法として、酸溶解性の粒状ハイドロキシ

アパタイトを用いたケーキろ過フィルターを

開発し、性能評価を行った。試料水として国

立感染症研究所内の水道蛇口水、神奈川県内

広域水道企業団綾瀬浄水場計器室の浄水を使

用した。ろ過水中に既知濃度の 3μm蛍光ビー

ズ、あるいはホルマリン固定オーシストを添

加し、回収率を評価した。実地検証例として

神奈川県内の 2 つの水道事業体、Ａ市；河川

表流水を原水 15500m3/日浄水場、Ｂ市：深井

戸を水源とする浄水場の協力を得た。Ａ市で

は 20Ｌ、60Ｌ、及びＢ市では 24 時間の連続

濃縮を行った。一方、原水濃縮法としての応

用には相模川河川水を用いて、ろ過水量等を

確認した。原水適用装置モデルは、浄水用 37

ｍｍサンプリングユニットではなく、90ｍｍ

径のフィルターホルダーにろ紙と粉体を使用

した。 

オーシストからの核酸抽出は以下の手順で

行った。 

 

試料を濃縮 

↓ 

免疫磁気ビーズ法による精製 

（塩酸解離を行わず、次の核酸抽出に進む） 

↓ 

凍結融解を繰り返し、オーシスト等を破壊 

↓ 

－5－



 3 

Proteinase K を添加し反応（～60℃） 

↓ 

超音波処理 

（オーシスト等の破壊を徹底） 

↓ 

再加熱で溶解を徹底（～75℃） 

↓ 

95℃で 5 分間の熱処理 

（Proteinase K を失活） 

（LAMP 法ではここで急冷） 

↓ 

遠心後、上清を遺伝子検査に使用 

↓ 

遺伝子増幅反応 

↓ 

判定 

 

図 遺伝子抽出手順を中心とした遺伝子検

査法の流れ 

 

RT-LAMP 法の感度試験では、核酸抽出液

（600 個/ 5μL）を 10 倍毎の連続希釈濃度で

0.00006 個/ 5μL まで調整し，各濃度段階に

ついて２連の RT-LAMP 反応を行った。 

 検鏡法と RT-LAMP 法による環境水からの

クリプトスポリジウム検出を比較した。環境

水 20L を定法に従いフィルター濃縮した。濃

縮液を２等分し，それぞれ免疫磁気ビーズに

よる精製を行った。一方を定法に従い検鏡法

で，他方を核酸抽出に使用した。濃縮液の沈

渣量が多い場合には，沈渣を２～３等分し，

それぞれを免疫磁気ビーズで精製した。全て

の環境水試料は磁気ビーズ精製後-20℃で冷

凍保存し，後日まとめて核酸抽出を行った。

核酸抽出液 20μL より 5μL を RT-LAMP に

使用した。 RT-LAMP により陽性となった増

幅産物は電気泳動を行い，バンドパターンの

異同により増幅産物がクリプトスポリジウム

等であることを確認した。併せて、定量 PCR

の反応系の構築を行なった。 

全国のクリプトスポリジウム等検出状況は、

インターネット上で公表している 197 水道事

業体の測定値を集計し、その解析を試みた。

相模川水系のクリプトスポリジウムの遺伝子

型別では、サンプルを中空糸膜＋遠心分離法

で濃縮し、ＤＮＡを精製した後、ＰＣＲ法で

解析対象遺伝子（18SrDNA、hsp70）を増幅し、

既知のクリプトスポリジウム遺伝子配列情報

に基づいて、クリプトスポリジウムの種及び

株を同定した。養豚施設の汚染実態調査では、

養豚舎内に排泄された糞便と母豚の直腸便を

FEA 法により検査し。また、試料の一部から

磁気ビーズ法によりクリプトスポリジウム等

を精製し、18S rDNA 遺伝子の配列に基づく型

別を実施した。畜産施設の排水処理評価では、

畜産流入排水は 2L、畜産排水処理水は 10 L

からクリプトスポリジウム等の検出を試みた。

なお，調査対象施設では畜舎排水は活性汚泥

法で処理がなされていた。施設への流入排水

は遠心濃縮、排水は中空糸限外ろ過膜で加圧

ろ過濃縮した。超音波処理後にショ糖密度勾

配遠心法で精製したオーシストをセルロース

フィルター上で蛍光抗体染色し、定法に従い

顕微鏡で計数した。 

 

Ｃ．研究結果および考察 

C1 従属栄養細菌の指標性に関する研究 

酒匂川の河川水を取水する飯泉取水管理事

務所で平成17年8月より平成20年12月まで

1回/月の頻度で行った41回の試験結果より、

同時に測定した他の項目と比較したところ、

図 インターネット上で公開された従属栄養

細菌の検出状況（試料総数 6888） 
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従属栄養細菌は、一般細菌（正）、水温（正）、

濁度（正）等と有意な関係が認められた。幾

何平均値で比較すると、従属栄養細菌は一般

細菌の約 28 倍の菌数が得られた。浄水処理工

程でも一般細菌より多くの菌数が検出された。 

 全国的な検出状況はインターネット上で公

表されている測定値を調査した。従属栄養細

菌が水質管理目標設定項目となった平成 20

年 4 月以降、多くの水道事業体で試験が行わ

れ、一部の結果は公開されている。その結果

を集計したのが図 1 である。浄水場出口、給

水栓などの浄水系試料では 100cfu/ml 未満が

その大半を占めるが、最高値は 5900cfu/ml

であった。水質管理目標項目の目標値

(2000cfu/ml)を超えた報告はこの 1 例のみで

あった。 

 十分塩素と接触した水道水を遊離残留塩素

濃度を下げた状態で保存し、従属栄養細菌の

リグロースが起こるか実験した。さらに誤接

続等による汚染が生じた場合を想定し、低残

留塩素状況下、あるいは塩素濃度は水質基準

内ではあるが消毒に不利な場合の条件（高ｐH

値、濁質含有）についても検討した。具体的

には、試料の遊離残留塩素をチオ硫酸ナトリ

ウム溶液で遊離残留塩素を減らし、0.1、0.05、

0.0mg/L とし、その後、時間経過とともに減

少する残留塩素濃度を次亜塩素酸ナトリウム

溶液を添加して保持した。その結果 0.05mg/L

でも残留塩素が存在する場合には、極微量の

原水を添加した場合を含めて、ｐH7.2 前後で

もｐH8.0 でも 10 日以内には従属栄養細菌の

顕著な増殖は認められなかった。しかし、濁

度 0.17 度を含む試料水で同様の実験を行っ

たところ、0.1、0.05mg/L の残留塩素では従

属栄養細菌の増殖が認められ、残留塩素濃度

が低下するほど増殖は早期に見られた。 

 

C2 腸管系ウイルスに関する研究 

 ノロウィルスに類縁のマウスノロウィルス

を用いてウイルスの塩素耐性を評価した。そ

の結果、3mg/L・min の遊離塩素消毒により

99.99% (4log)以上不活化することを明らか

にした。一方、塩素消毒におけるノロウィル

ス GII とマウスノロウィルスの遺伝子残存率

が同程度であったことから、ノロウィルス

GII も 3mg/L・min の遊離塩素消毒により

99.99% (4log)以上不活化することが期待さ

れた。実務的には、最低 0.1mg/L の遊離塩素

濃度（水道法）を保った配水システムにおい

ては 30 分間の接触で 99.99% (4log)以上のノ

ロウィルス不活化が期待できるものと評価さ

れた。 

凝集処理における rNV-VLPs の除去は、凝集

剤添加濃度 40 mM-Al or -Fe において、0.7–

1.2 log であり、凝集剤として PAC（pH 6.8）

および塩化第二鉄（pH 5.8）を用いた場合に

l log 以上の除去が得られ、硫酸バンド（pH 

6.8）を用いた場合の除去よりも高かった．ま

た、凝集沈澱–急速砂ろ過処理においては、凝

集剤として PAC（pH 6.8）および塩化第二鉄

（pH 5.8）を用いた場合に約 3 log 以上の除

去が得られた。このとき、MS2 の除去は、

rNV-VLPs の除去よりも高かったため、MS2 が

ヒトノロウイルスの代替指標とはならないと

考えられた。一方、Qb の除去は、rNV-VLPs

の除去と同程度、あるいはそれよりも低いこ

とから、MS2 に比べては指標性が高いと考え
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塩化第二鉄 (pH 6.8)

図1. 凝集沈澱－砂ろ過処理後のウイルスの除去率
比較, いずれも凝集剤添加濃度は40 M-Al or Fe
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られた。ただし、個々の処理単位における Qb

と rNV-VLPs の処理性が異なったことから、Qb

がヒトノロウイルスの最適な代替指標とはな

らないものと判断された。 

 インフルエンザウイルスの塩素消毒、モノ

クロラミン、紫外線による不活化を、細胞へ

の感染性を指標として評価した。H1N1 型は

0.1mg/Lの 30秒間の接触時間で4-log以上の

不活化が得られた。これは文献に報告されて

いるトリインフルエンザ（H5N1）消毒と遜色

ない結果と考えられた（Rice ら、2007）。H1N1

型のモノクロラミン消毒では 0.4mg/L の 10

分間の接触時間で 2-log 以上が不活化された。

H1N1 型ならびに H5N3 型の紫外線消毒では、

4mWs/cm2の線量で2-log以上が不活化された。

以上の結果、インフルエンザウイルスが他の

ウイルスと比較して、消毒処理に高い耐性を

持つことは無かった。 

 

C3 耐塩素性病原微生物の研究 

ろ過水量の向上と有機溶媒を用いないろ過

回収方法として酸溶解性ハイドロキシアパタ

イト粒子を用いたケーキろ過濃縮方法を開発

した。35mm 程のプラスチック製使い捨て容器

にアパタイト1gを充填したケーキろ過で200

～600L 程度の水道水を通水することが可能

であった。蛍光ビーズ、あるいはオーシスト

で 90％以上の回収率が得られた。綾瀬浄水場

の浄水では 400L 程度のろ過が実用的な範囲

と思われた。神奈川県内の２つの水道事業体

の協力のもとで実施した試験でも、期待通り

のろ過結果を得た。なお、この実地試験では

濃縮量と所要時間の関係及び濃縮産物の検鏡

結果などから浄水処理上の課題も判明し、ろ

過施設における凝集剤の未使用の実態とアル

ミニウム濃度の管理の関係、ろ過池の管理の

重要性を改めて認識した。 

図 直径35mm程のプラスチック製使い捨

て容器を用いて作成した酸溶解性アパタ

イト粒子によるケーキろ過濃縮ユニット 

図 塩素消毒によるインフルエンザウイ

ルス（H1N1）の不活化 
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クリプトスポリジウム等の迅速遺伝子検査

法の開発では、RT-LAMP 法、Cycleave 法なら

びに Universal Q プローブ法による RT-PCR

の高感度検出系を確立した。RT（逆転写反応）

を行わなかった従来のLAMP法検出には1本の

反応チューブに全ての試料を使用することが

必要であったが，コピー数が多い rRNA を標的

とした RTにより、理論上 0.006 オーシストか

らの検出が可能となった。一方、ジアルジア

は rDNA 遺伝子のコピー数が多かったことか

ら RT 反応無しでも高感度検出が可能であっ

た。RT反応による高感度化は他の遺伝子検査

法でも同様のことで，RT-LAMP 法に習い、高

感度な 2つの qRT-PCR 法を開発することがで

きた。簡便な定性試験に利便性が期待される

LAMP 法とは異なり、定量 PCR では必要に応じ

オーシスト・シスト数を求めることが可能と

なる。実際の河川試料を用いた場合において

RT-LAMP 法により得られた結果の検証として

増幅産物の解析を行い、何れも特異的な増幅

であったことを確認した。 

 現在、ホームページ上でクリプトスポリジ

ウムの検出状況を公表している水道施設は

197 事業体にのぼる。水源は表流水から地下

水まで様々であるが、このうちクリプトスポ

リジウムを検出した事業体は 24 事業体

（13％）に留まり（最大値は 37オーシスト/20 

L）、報告の事業体が試験に熟練した施設に偏

る傾向が伺えることから改めて外部精度管理

システムの必要性を検討する時期にあるもの

と考える。なお、浄水から検出されている事

例はなかったことを付記する。 

相模川水系のクリプトスポリジウムの遺伝

子型別では，社家取水口でブタ、ウシ、ヒト

型の塩基配列が確認された。また、右岸から

流入する小鮎川、中津川からはブタ型が、左

岸から流入する貫抜川からはウシ型とヒト型

が確認された。社家取水口では複数の型が確

認されたが、過去の調査でクリプトスポリジ

ウムが高濃度検出されているのは右岸側から

流入する小鮎川と中津川であるので、社家取

水口で検出されているクリプトスポリジウム

はブタ型が多いと推測され、また、小鮎川と

中津川で検出されているクリプトスポリジウ

ムは上流の豚舎が排出源と考えられた。 

養豚施設の調査からは 2 ヶ月齢のブタから

クリプトスポリジウムが検出され、rRNA 遺

伝子の一部配列の 97％が一致したことから、

遺 伝 子 型 は pig genotype II お よ び

Cryptosporidium suis（要精査）と考えられ

た。いずれの遺伝子型もヒトからの検出例が

報告されている。ジアルジアは 2～6 ヶ月齢

の 子 ブ タ か ら 検 出 さ れ 、 遺 伝 子 型 は

Assemblage E であることを、 rRNA 遺伝子

の一部配列から（100％一致）確認した。

Assemblage E は主に有蹄類を宿主とするも

のであるが、ヒトからの検出例も報告されて

いる。 

畜産排水処理施設を調査した結果、流入排

水中のクリプトスポリジウムオーシスト濃度

は 24,000～960,000 oocysts/L、ジアルジアシ

スト濃度は 3,900～810,000 cysts/L であり、

検出率・濃度とも高かった。畜産排水および

処理水中濃度から排水処理による両原虫の除

去を算出したところ、平均で 2-3 log 程度除

去されることがわかったが，汚泥のバルキン

グ（膨化：汚泥が沈降しにくくなり、上澄水

が得にくくなる現象）が生じて処理に支障を

きたすと、原虫の除去が著しく低下すること
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図 RT-LAMP の検出感度 
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を確認した。家畜密度の高い流域において取

水を行う場合、下水同様、畜産由来の原虫汚

染について注意を払う必要があることが示さ

れた。 

 

平成19年度調査結果

採取日
社家 小鮎川 貫抜川 中津川
吸水井 第二鮎津橋 鮎津橋

採取量(L) 370 240 300 220
ｸﾘﾌﾟﾄｽﾎﾟﾘｼﾞｳﾑ
検鏡法測定結果

0個/10L 0個/10L 1個/10L 3個/10L

遺伝子解析結果 ブタ・ウシ 不検出 ウシ・ヒト ブタ

ジアルジア 1個/10L 0個/10L 0個/10L 0個/10L

採取日
社家 小鮎川 貫抜川 中津川
吸水井 第二鮎津橋 鮎津橋

採取量(L) 210 140 150
ｸﾘﾌﾟﾄｽﾎﾟﾘｼﾞｳﾑ
検鏡法測定結果 8/10L 18個/10L 2個/10L

遺伝子解析結果
ブタ・ウシ・

ヒト
ブタ ブタ

ジアルジア 2個/10L 10個/10L 5個/10L

平成20年度調査結果

2月9日 2月12日 2月16日

採水地点

採取量(L) 300 330 510
ｸﾘﾌﾟﾄｽﾎﾟﾘｼﾞｳﾑ
検鏡法測定結果 1個/10L 未実施 0個/10L

遺伝子解析結果 ブタ 不検出 ブタ・その他

ジアルジア 0 未実施 0

社家吸水井

平成20年2月27日

平成19年7月25日

流量が僅かで
あった為未実施

採水地点

平成21年
採取日

 

 

Ｅ．結論 

従属栄養細菌の指標性に関する研究 

従属栄養細菌は、一般細菌、水温、濁度と

の相関が認められた。一般細菌と比較すると、

水温との関係は弱く、また菌数も浄水処理工

程で多く検出されることから、水温の影響を

強く受けない感度の高い指標と考えられた。 

 全 国 的 な 浄 水 系 試 料 の 検 出 状 況 は

100cfu/ml 未満がその大半を占めたが、最高

値は 5900cfu/ml であった。 

 水道水の残留塩素濃度を下げた状態で保存

し、従属栄養細菌を監視したところ 0.05mg/l

でも残留塩素が存在する場合には、従属栄養

細菌の顕著な増殖は認められなかった。しか

し、濁度 0.17 度の沈殿処理水を試料として同

様の実験を行ったところ、0.1、0.05mg/l の

残留塩素を含んでいても従属栄養細菌の増殖

が認められた。 

 

腸管系ウイルスに関する研究 

 遺伝子組換えバキュロウイルスとカイコを

用いたタンパク質発現法により発現させた

rNV-VLPs は凝集沈澱–急速砂ろ過処理におい

て、凝集剤として PAC（pH 6.8）および塩化

第二鉄（pH 5.8）を用いた場合に約 3 log 以

上の除去が得られた。Qβの除去は、rNV-VLPs

の除去と同程度、あるいは低かったため、MS2

に比べて指標性があると考えられるものの

個々の処理単位の凝集沈澱処理、急速砂ろ過

処理におけるQβとrNV-VLPsの処理性が異な

ったことから、Qβであってもヒトノロウイル

スの最適な代替指標とはならないことに注意

が必要である。 

ノロウイルスの塩素消毒による不活化の評

価を行い、最低 0.1mg/L の遊離塩素濃度（水

道法）を保った配水システムにおいては 30

分間の接触で 4log 以上の不活化が期待でき

るものと評価された。 

インフルエンザウイルスの消毒を、細胞へ

の感染性を指標として評価した結果、インフ

ルエンザウイルスが他のウイルスと比較して、

消毒処理に高い耐性を持つことは無かった。 

 

耐塩素性病原微生物の研究 

簡便で効率的なクリプトスポリジウム等原

虫類の試験のためのサンプル濃縮に、ハイド

ロキシアパタイト粒子のろ過濃縮法を開発し、

所定のろ過性能が得られた。ケーキフィルタ

ーを大容量向けに大型化することで原水にも

適用可能であることを確認した。 

全国的なクリプトスポリジウム等検出状況

を調査した結果、クリプトスポリジウムの検

出を報告している事業体は 24 事業体であり、

13％に過ぎなかった。検出状況は予想以上に

低く個々の試験機関における精度管理の必要

性が指摘されるものと判断された。 

免疫磁気ビーズによるクリプトスポリジウ

ムオーシストの分離・精製と組み合わせた

RT-LAMP 法により、検鏡法よりも高感度にク

リプトスポリジウムを検出することが可能と

なった。ちなみに、ジアルジアは通常の（DNA
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を標的とした）LAMP 法でも十分な感度が確保

されていた。今回の改良により、クリプトス

ポリジウムの遺伝子検査は抽出試料の一部よ

り１反応（チューブ）で１個のオーシスト・

シストが検出可能となり、実用に向けての道

が開けた。LAMP 法とは別に、Cycleave 法なら

びに Universal QProbe 法を用いた高感度な

RT-PCR 法を構築した。 

社家取水口で検出されるクリプトスポリジ

ウムは、人への感染報告が少ないブタ型が多

いと推定されたが、同時に人への感染リスク

の高いヒト型やウシ型も検出された。畜産施

設の汚染状況の調査からは依然として多量の

クリプトスポリジウムのオーシストおよびジ

アルジアのシストが排出されている現状が確

認された。畜産排水処理では両原虫が平均で

2-3 log 程度除去されていたが、汚泥のバル

キングが生じると、原虫の除去が著しく低下

した。病原性原虫は現行の排水規制では規制

対象となっていないことから、家畜密度の高

い流域において取水を行う場合、畜産由来の

原虫汚染について注意を払う必要があること

を改めて認識した。 
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We describe a novel assay for simple, rapid and high-sensitive detection of Cryptosporidium

oocysts in water samples using a reverse transcription-loop-mediated isothermal amplification

(RT-LAMP). The assay is based on the detection of 18S rRNA specific for Cryptosporidium oocysts.

The detection limit of the developed RT-LAMP assay was as low as 6 £ 1023 oocysts/test tube,

which theoretically enables us to detect a Cryptosporidium oocyst and perform duplicated tests

even if water samples contain only one oocyst. The developed RT-LAMP assay could more

sensitively detect Cryptosporidium oocysts in real water samples than the conventional assay

based on microscopic observation.

Key words | Cryptosporidiosis, Cryptosporidium, LAMP, oocysts, RT-LAMP

INTRODUCTION

Members of the genus Cryptosporidium are protozoan

parasites that can cause the gastrointestinal disease cryptos-

poridiosis (O’Donoghue 1995). Cryptosporidiosis remains a

public health concern, as demonstrated by continued out-

breaks of this disease (Nichols 2008). Waterborne cryptos-

poridiosis is particularly important becauseCryptosporidium

oocysts are resistant to disinfectants (such as chlorine)

commonly used for water treatment (Peeters et al. 1989;

Carpenter et al. 1999). Waterborne outbreaks have been

reported in not only developing countries but also developed

countries. The most notorious outbreak occurred in Milwau-

kee, Wisconsin in 1993 where more than 400,000 suspected

and 5,000 confirmed cases of clinical cryptosporidiosis

(MacKenzie et al. 1995;Cicirello et al. 1997;Corso et al. 2003).

doi: 10.2166/wst.2009.599
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Although detection of Cryptosporidium oocysts in water

samples was traditionally carried out using either direct

microscopic visualization of oocysts by staining techniques

and fluorescent antibodies or enzyme immunoassays or cell

culture, these detection methods are labor-intensive, require

a large number of oocysts for positive detection and are not

suitable for high-throughput processing of samples

(Ramirez & Sreevatsan 2006). Instead of these conventional

methods, molecular (nucleic acid based) techniques have

been developed for rapid detection of Cryptosporidium

oocysts from water samples. Most molecular techniques are

based on polymerase chain reaction (PCR) (Monis & Saint

2001; Hirata & Hashimoto 2006; Masago et al. 2006). PCR is

sometimes combined with cell culture (cell culture-PCR)

(Di Giovanni et al. 1999). However, these techniques

require a high precision instrument (thermal cycler) to

amplify target nucleic acids and elaborate methods such as

gel electrophoresis for detection of amplified products.

Therefore, simpler detection techniques are strongly needed

for the routine detection of Cryptosporidium oocysts in

drinking water treatment plants, bathing facilities, and

wherever water quality monitoring is needed.

Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) is a

novel nucleic acid amplification technique that relies on an

autocycling strand displacement DNA synthesis performed

by the Bst DNA polymerase large fragment (Notomi et al.

2000). A large amount of DNA can be synthesized in a short

time (15–60 min). LAMP enables nucleic acid amplification

under isothermal conditions ranging from 60 to 658C, and

therefore, LAMP can be performed using a simple incubator

or a water bath instead of a thermal cycler (Tani et al. 2007).

Furthermore, gel electrophoresis is not needed because the

LAMP method synthesizes a large amount of DNA so that

the products can be detected by simple turbidity (Ohtsuka

et al. 2005). Thus, LAMP is faster and simpler to perform

than PCR. Recently, we have developed the LAMP assay for

rapid detection of Cryptosporidium oocysts (Momoda et al.

2009). The detection limit of the assay was 0.8 oocysts/

LAMP test tube, and the sensitivity of the assay was enough

to detect even one oocyst. However, it is too difficult to

extract and concentrate all target DNA to one test tube

because the sample volume of the LAMP assay is usually

only 5mL. Therefore it is necessary to develop a more

sensitive assay to obtain stable results even if only one

oocyst exits in water samples. To increase the sensitivity, we

focused on rRNA in Cryptosporidium oocysts because the

number of target (18S) rRNA is much greater than that of

target rDNA. We were not sure of the amount of ribosomes

in a Cryptosporidium oocyst, but expected a large quantity

of rRNA. At least some bacterial cells have several thousand

of ribosomes per cell (Fegatella et al. 1998), and approxi-

mately 80 percent of the total RNA in rapidly growing

mammalian cells (e.g., cultured HeLa cells) is rRNA

(Lodish et al. 2000). Moreover detection of nucleic acid

sequences would theoretically be a good indicator of which

cells are living, since the nucleic acid in a dead cell in a fresh

water environment is likely to be degraded by endogenous

and environmental nucleases within a relatively short

turnover time (Paul et al. 1989).

In this study, we developed a one-step reverse-

transcription LAMP (RT-LAMP) assay for rapid and high-

sensitive detection of Cryptosporidium oocysts, and applied

the assay to the detection from real water samples collected

from surface water and ground water.

METHODS

RT-LAMP assay

The RT-LAMP assay was performed in 25mL of the total

reaction mixture with a Loopamp DNA amplification kit

(Eiken Chemical Co., Ltd., Tokyo, Japan) containing 5 pmol

(each) of outer primers CryF3 and CryB3, 20 pmol (each) of

loop primers CryLF and CryLB, 40 pmol (each) of inner

primers CryFIP and CryBIP, 1.5U of reverse transcriptase

(Roche) and 5mL of extracted RNA samples. Sequences of

these primers are shown in Table 1. The reaction mixture

was incubated at 638C for 60 min, and turbidity was

continuously monitored using a Loopamp real-time turbi-

dimeter (LA-320C; Eiken Chemical CO., LTD., Tokyo,

Japan). Positive and negative controls for the RT-LAMP

reaction were included in every reaction. The positive

control was made of RNA with an artificial sequence, which

enables one to distinguish the RT-LAMP products between

the artificial sequence and the real Cryptosporidium

sequence by banding patterns on the gel after electro-

phoresis. The artificial sequence had all primer sequences
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and the Eco RI restriction enzyme site. After an oligo

DNA synthesis of the artificial sequence with a T7 RNA

polymerase binding site, the positive control was made by

using the T7 RNA polymerase (Stratagene). The negative

control was the pure water included in the kit.

RNA extraction

Immediately after five freeze (2808C) and thaw (378C)

cycles, the sample solution including Cryptosporidium

oocysts was incubated at 608C for 30 min using a heat

block with the solution for nucleic acids extraction (TE:

20 mM, NaCl: 0.1%, TrironX-100: 2 mM, DTT: 0.2mg/mL,

Proteinase K: 6 mAnson-U/mL). After that, the sample

solution was sonicated for 2 min and incubated at 758C for

10 min. Then, the solution was incubated at 958C for 5 min

to deactivate Proteinase K. Finally, the extracted RNA

solution was immediately cooled down with ice.

Sensitivity test of RT-LAMP assay

Cryptosporidium parvum oocysts (H8 strain, Yagita et al.

2001) which was maintained in our laboratory by passages

in infected mice were used for a sensitivity test of the

RT-LAMP assay. Oocysts were purified from the feces by a

combination of discontinuous density sucrose gradient

centrifugation and cesium chloride gradient centrifugation

and enumerated with a hemacytometer. The RNA of

purified and enumerated oocysts was extracted, and used

as template RNA. The template RNA was prepared as

10-fold serial dilutions to obtain final concentrations of

6 £ 1025–102 oocysts/5mL. Then, the RT-LAMP assay was

performed in duplicate for each diluted sample.

Detection of Cryptosporidium oocysts in real water

samples by conventional microscopic observation and

RT-LAMP

Twenty-two surface water samples and nine ground water

samples were collected in two Japanese area (Tokyo

Metropolitan, Miyagi prefecture). Twenty liters of water

samples were concentrated to 5 ml by vacuum filtration

with 5mm polytetrafluoroethylene (PTFE) membrane filters

(90 mm diameter, Omnipore, Millipore). Typically between

1 to 3 filters, or a maximum 10 filters were required to

process the entire 20 L sample. Half the volume of

concentrated sample solution, namely 2.5 ml of the con-

centrate which was equivalent to 10 L of water sample, was

used for conventional assay based on microscopic obser-

vation, and the other half volume was used for the RT-

LAMP assay.

The conventional assay was performed by Japanese

standard method for detection of Cryptosporidium in water

supply systems (Ministry of Health, Labour & Welfare

2007). After purification through immunomagnetic separ-

ation (IMS) (Dynabeads GC Combo, Invitrogen), Crypto-

sporidium oocysts were separated from magnetic beads

using hydrochloric acid, and fixed on a membrane filter.

The fixed sample was stained with EasyStain antibody stain

(BTF), and observed using an epifluorescent and differential

interference contrast microscope.

RNA extraction was performed while Cryptosporidium

oocysts were captured by magnetic beads. After the washing

step in a 1.5 ml tube, the Cryptosporidium and beads

complex were subjected for RNA extraction in a 20ml

solution. Then, the RT-LAMP assay was performed for the

extracted RNA samples. To confirm the results, 1mL

Table 1 | Primer oligonucleotides used for RT-LAMP

Primer name Sequence (50 ! 30) Locationp Reference

CryFIP TACTTAACTC ATTCCAATTA GAAAACCCAG GGAGGTAGTG ACAAG 502 Momoda et al. 2009

CryBIP ATAAACCCCT TTACAAGTAT CAATTTATAC GCTATTGGAG CTGG 502

CryF3 GCGCAAATTA CCCAATCC 413

CryB3 ACTACGAGCT TTTTAACTGC 611

CryLF CCAAAAAGTC CTGTATTG 477

CryLB GAGGGCAAGT CTGGTG 528

pCorresponding nucleotide position of Cryptosporidium parvum 18S rRNA gene (Accession No. L16996) of the 50 end.
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aliquots of RT-LAMP products of positive samples were

electrophoresed on a 2% agarose gel in Tris-borate-EDTA

buffer (TBE buffer), followed by staining with ethidium

bromide and visualization on a UV transilluminator.

RESULTS AND DISCUSSION

Sensitivity of RT-LAMP assay for the detection of

Cryptosporidium oocysts

Figure 1 shows sensitivity test results for the developed RT-

LAMP assay using 10-fold serial dilution of template RNA

extracted from Cryptosporidium parvum oocysts. Threshold

time (Tt), which is defined as the time at which the

differential calculation value, exceeds 0.07, increased with

the decrease in the template RNA concentration. The Tt

value of each diluted sample is listed in Table 2. Tt values

were unstable when oocysts concentration was 6 £ 1024

oocysts/LAMP test tube or less. When the concentration

was 6 £ 1025, one turbidity curve did not increase. On the

other hand, Tt values were stable in duplicated tests when

the concentration was 6 £ 1023 oocysts/LAMP test tube or

more. Therefore, we judged the detection limit that shows

reproducible results to be 6 £ 1023 oocysts/LAMP test

tube. This value is much less than the detection limit by

normal LAMP assay. In our previous study, the detection

limit of the LAMP assay was investigated by almost the

same method, and the limit was shown as 0.8 oocysts/

LAMP test tube. Thus, we succeeded in improving in

sensitivity for the detection of Cryptosporidium oocysts.

Evaluation of RT-LAMP assay for the detection of

Cryptosporidium oocysts in water samples

Table 3 shows the detection results of Cryptosporidium

oocysts in real water samples. Two out of 31 water samples

were positive in conventional microscopic observation, and

these two samples were positive in the RT-LAMP assay, too.

Hence, false-negative results were not observed in the

RT-LAMP assay. However, 5 more samples were positive in

Figure 1 | Detection limit of the RT-LAMP assay for the detection of Cryptosporidium oocysts using 10-fold serial dilution of template RNA extracted from Cryptosporidium parvum

oocysts.

Table 2 | Tt values of each diluted sample in the RT-LAMP assay

RNA concentrationp

(oocysts/LAMP test tube)

Tt value

(min)

Standard

deviations

6 £ 102 19.8, 19.8 0.00

6 £ 101 21.3, 21.2 0.07

6 £ 100 22.5, 22.6 0.07

6 £ 1021 24.3, 24.3 0.00

6 £ 1022 27.4, 27.1 0.21

6 £ 1023 31.3, 32.3 0.71

6 £ 1024 39.4, 33.2 4.38

6 £ 1025 39.0, N.D.† –

pRNA concentration is converted to oocysts concentration in a LAMP test tube.
†Not detected.
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the RT-LAMP assay. Firstly, false-positive results by

contamination of positive control in the RT-LAMP assay

were considered as the reason. However, it was found

by electrophoresis that the contamination did not occur,

and RT-LAMP products of these five samples were

amplified nucleic acid of Cryptosporidium oocysts as

shown in Figure 2. Secondly, decreased sensitivity can be

caused by failure to separate all oocysts from magnetic

beads, insufficient staining and incomplete detection

by microscopic examination. Because of these reason,

Cryptosporidium oocysts would be more sensitively

detected in the RT-LAMP assay than the conventional

microscopic observation.

CONCLUSIONS

We successfully developed a one-step RT-LAMP assay for

the rapid and highly sensitive detection of Cryptosporidium

oocysts. The detection limit is as low as 6 £ 1023

oocysts/test tube. Even if water samples contain only one

Cryptosporidium oocyst, the oocyst can be detected using

the developed RT-LAMP assay. Additionally, duplicated

tests are possible in this assay. The RT-LAMP assay

sensitively detects Cryptosporidium oocyst in real water

samples. Use of the RT-LAMP assay instead of conventional

assay based on microscopic observation will greatly

decrease the labor needed for the detection of Cryptospor-

idium oocyst.
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Table 3 | Detection results of Cryptosporidium oocysts in real water samples by

conventional microscopic observation and RT-LAMP

Sample No. Sample type

Microscopic

observation1p RT-LAMPp

1 Surface water 2 þ

2 Surface water 2 2

3 Shallow well water 2 2

4 Shallow well water 2 2

5 Surface water 2 2

6 Surface water 2 2

7 Surface water 2 2

8 Surface water 2 2

9 Surface water 2 2

10 Spring water 2 2

11 Spring water 2 2

12 Surface water 2 2

13 Spring water 2 2

14 Spring water 2 2

15 Surface water 2 2

16 Surface water 2 2

17 Surface water 2 2

18 Surface water 2 2

19 Surface water 2 2

20 Surface water 2 2

21 Surface water 2 þ

22 Surface water 2 þ

23 Surface water þ þ

24 Surface water 2 þ

25 Surface water 2 þ

26 Surface water þ þ

27 Surface water 2 2

28 Shallow well water 2 2

29 Shallow well water 2 2

30 Surface water 2 2

31 River-bed water 2 2

p þ , Positive; 2 , Negative.

Figure 2 | Analysis of RT-LAMP products of positive samples by agarose gel

electrophoresis. aPositive control for the RT-LAMP assay made of RNA with

an artificial sequence. Electrophoretic pattern of this positive control is

different from real Cryptosporidium oocysts. If the electrophoretic pattern

of samples is the same as lane 1, it is an evidence of contamination by the

positive control. bPositive control for electrophoresis which derives from

nucleic acid of real Cryptosporidium oocysts. This positive control is not

used in LAMP reactions.
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