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【背景・目的】

  クリプトスポリジウムは世界中に広く分布しており、種々の動物の消化管に寄生し、ヒトに重篤な下痢症を引き起こす原虫として知られている。本原虫のオーシストは浄水処理で用いられる塩素等の消毒剤に対して高い抵抗性を持つために、水道を介した水系感染に注意を払う必要があり、浄水処理の徹底や原水の汚染状況の把握が重要視されている。現行のクリプトスポリジウムの検査法では、顕微鏡観察によってオーシストの判定・計数を実施しているが、技術の習得に多大な時間を要し、また判定に個人差が生じる可能性も指摘されることから、迅速に検出可能で分析者の負担が少なく、かつ再現性の高い検査法の導入が強く求められている。
そこで本研究では、このような条件を満たす検査法として遺伝子検査法に着目し、水道におけるクリプトスポリジウム検査に導入可能な実用的な検査系を確立することを目的とした。
【方法】

  クリプトスポリジウムの18S rRNA遺伝子を対象として、Universal QProbe RT-PCR法、ABC-RT-PCR法等の各遺伝子検査法に適したプライマー・プローブの設計を行い、感度試験に供した。その後、河川水試料を用いて、実試料中のクリプトスポリジウムオーシストの検出・定量を試みるとともに、従来の顕微鏡観察法との比較を行った。
  感度試験には、感染動物から分離・精製したクリプトスポリジウムオーシストを用いた。血球計算盤を用いて濃度測定を実施した後、段階希釈を行い、各遺伝子検査法の定量感度を調査した。試験は全て3連で実施した。

  河川水試料への適用性の検討では、平成21年度冬期において利根川本川および1次、2次支川より計14検体の河川水を採取して実験に供した。親水性PTFEメンブレンフィルター法によって、河川水10Lを約10mLまで濃縮した後、免疫磁気ビーズ法による精製・濃縮操作により約110μLまで濃縮し、濃縮試料の半量（約55μL）を遺伝子検査法に供し、残りの半量を顕微鏡観察法に供した。
【結果および考察】

  各遺伝子検査法を用いて感度試験を実施した結果、何れの方法においても反応チューブあたりオーシスト10-3～10-4個に相当する極めて少ない遺伝子抽出試料から安定した検出・定量が可能であることを確認した。このことは、水試料を極度に濃縮することなく、クリプトスポリジウムを検出可能であることを示しており、極めて高感度の実用的な検査系を構築することに成功した。次に、構築した各遺伝子検査法を河川水試料に適用した結果、何れの方法による定量値も顕微鏡観察による計数値と概ね一致し、河川水試料中のクリプトスポリジウムオーシスト濃度を定量可能であった。今後は湖沼水等も含めたより多くの試料に対して遺伝子検査法を適用し、実績を積むことが重要であると考えられる。
