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Ⅰ．はじめに  

近年，諸外国と国内でクリプトスポリジウムの水系汚染による  

下痢症の集団発生が起こり，汚染源として，クリプトスポリジウ  

ム感染下痢症患者の糞便やクリプトスポリジウムに感染した牛，  

豚などの動物の糞便によって汚染された水道水や飲食物が指摘さ  

れている1■5）。また，海外渡航歴を有する下痢症患者の糞便からク  

リプトスポリジウムの検出される場合があり6），クリプトスポリ  

ジウムの高精度かつ迅速な試験方法を確立し，クリプトスポリジ  

ウムの二次感染と環境中への拡散を防止する必要がある。環境水  

中のクリプトスポリジウムの検査は，厚生省による「水道におけ  

るクリプトスポリジウム暫定対策指針」の暫定的な試験方法7）に  

従い実施されているが，水道原水の検査においては，水試料に緑  

藻類や自由生活原虫等の爽雑物が多く，蛍光抗体法で染色した標  

本を蛍光顕微鏡を用いて観察する際に，クリプトスポリジウムの  

オーシストと試料水中の非特異蛍光を発する藻類との鑑別が困難  

な場合があり，より精度の高い試験方法の開発が待たれている。  

蛍光抗体法以外の検出法としてPolymerase Chain Reaction  

（PCR）法を応用した検出法が報告されており，クリプトスポリジ  

ウムの各種遺伝子を標的嶺域としたプライマーが検討されてい  

る812）。   

本報では，クリプトスポリジウム感染下痢症患者発生時の診断  

や感染経路の解明に役立つ試験方法を確立する目的で，水試料中  

および糞便検体中のクリプトスポリジウムの検出にクリプトスポ  

リジウム特異的熱ショック蛋白の遺伝子（hsp70），およびクリプ  

トスポリジウのDNAのEco RI断片（CPRl）を標的嶺域とす  

るプライマーを用いたPCR法を適用し，膜濾過法で濃縮後アセ  

トン処理した水試料中，または下痢症患者のアセトン固定糞便検  

体中のクリプトスポリジウムの検出方法を検討したので報告する。  

Ⅱ．材料および方法  

1．水試料の調製   

濁度3．8，pH値7．5の河川水，または濁度0．0，pH値7．4の水道水  

1Lに対し，精製した来園定クリプトスポリジウムパルバム種の  

オーシスト（La－1isolate，WaterborneInc．，LA）1Ⅹ105個を  

添加して水試料とした。  

2．水試料中のオーシストの濃縮・精製   

厚生省の暫定対策指針に示された暫定的な試験方法7）に従って，  

加圧濾過法により水試料中のオーシストを濃縮し，孔径1．0〟m  

直径142mmのセルロース混合エステル製メンプレンフィルター  

（Toyo RoshiKaisya，Ltd．，Japan）上に捕捉された濃縮物を4  

℃の冷アセトンで一晩固定後，比重1．1dのパpコール（PharrnaCia  

Biotech AB，Sweden）・庶糖溶液を用いた密度勾配遠沈法でク  

リプトスポリジウムのオーシストを精製した。  一ヽ   

3．下痢症患者糞便検体中のオーシストの分離・精製   

抗酸染色法による糞便検査で．クリプトスポリジウムの感染が  

疑われた下痢症患者の糞便検体を0．8％食塩水で約10倍に希釈し，  

4℃の冷アセトンで一晩固定後，比重1．10のパーコール・庶糖溶  

液を用いた密度勾配遠沈法でクリプトスポリジウムのオーシスト  

を精製した。   

4．クリプトスポリジウムオーシスト数の算定   

水試料または糞便検体から精製した比重1．10以下の粒子を孔径  

1．OLLm，直径25mmのPTFE製メンプレンフィルター（Toyo Roshi  

Kaisha，Ltd．，Japan）上に捕捉し，クリプトスポリジウムのオー  

シストとジアルジアのシストの同時検出用間接蛍光抗体染色キッ  

トHYDROFLUOR Combo（EnSysInc．，NC）を用いて染色後，  

粒子の染色性をB励起条件下，落射型蛍光顕微鏡E8TE－FしDIC－  

CRP（Nikon Co．Ltd．，Japan）で観察し，さらに微分干渉装置を  

用いて粒子サイズの測定と微細構造の観察を行い，フィルター上  

のクリプトスポリジウムのオーシスト数を算定した。  ■、   

5．DNAの抽出  

Ⅰ．Labergeらの方法9）を一部改良してDNAを抽出した。すなわ  

ち，パーコール・庶糖浮遊法で精製した比重1．10以下の粒子をLy  

sisbuffer（1％Sarcosyl／10mM EDTA／120mM NaCl／25mM  

Tris，pH7．5）に懸濁させ，0．5mg／mlの濃度にProteinase K（Merc  

k KGaA，Germany）を添加後，液体窒素と65℃の温水を用いて  

凍結融解を10回繰り返した。さらに，凍結融解処理を行った試料  

溶液にProteinase Kを追加（0．5mg／ml）し，55℃の恒温槽中に一  

晩静置した。融解した試料中のDNAをフェノール・クロロフォ  

ルム法で抽出後，エタノール沈澱法で濃縮を行い，TE buffer  

（10mM Tris／1mM EDTA，pH8．0）に溶解して鋳型DNAとし  

た。   

6．PCR法によるクリプトスポリジウム特異的遺伝子の増幅   

クリプトスポリジウムのhsp70遺伝子13），またはCPRl領域lヰ）に  

特異的なそれぞれの合成プライマー（Tablel）89），Clonedph  

DNA Polymerase（StTatagene C】oning Systems，CA）および  

PCRNucleotideMix（BoehringerMannheimGmbH，Germany）  
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を用いてPCR溶液（Table2）を調製し，PCRSprintTemperature  

Cycling System（HYBAID Limited，UK）を用いてTable 3  

の反応条件で目的領域を増幅した。PCR増幅産物は，2％アガロー  

スゲルとTEAbuffer（40mMTris／2mMEDTA／19mM Acetic  

acid／pH8．1）を用いた電気泳動法で分離し，泳動ゲルをエチジウ  

ムブロマイドで染色し，増幅産物の塩基対数を調べた。PCR増幅  

の陰性対照として，下痢症と診断された生後24日齢の黒毛和種仔  

牛の糞便から分離・精製したランプル鞭毛虫のシストのDNAを  

用いた。  

7．DNATDNAハイプリダイゼーション   

アガロpスゲル中のhsp70プライマーによるPCR増幅産物は、  

キヤピラール法でナイロン膜 NYTRANO，2（Schleicher＆  

Schuell，Germany）に固定した後，今回新たに設計して合成し  

たジゴキシゲニン標識hsp70DNAプローブ（Tablel）との  

DNA－DNAハイプリグイゼーションを行なった。DNAプロープ  

の反応バンドは，化学発光基質CSPD（Boehringer Mannheim  

GmbH，Germany）によるChemi，1uminesence法で検出し，ル  

ミノ・イメージアナライザp LAS－1000（Fujifilm C0．，Japan）  

で画像解析を行った。  

Tablel．Primer and prot光for detection of CTWtO5POridiumpa”um gene．  

Target Primer  Sequence  Base  

reglOn OrprObe  （5一－3．）  position  

hsp70＊1 F－Pnmer AGCAATCCTCTGCCGTACAGG  
R－pnmer AAGAGCATCCTTGATCTTCT  

Probe  DIG－TTCTGCTCATCCTCACCCTTGTATTTCTCA  

CPRl＊2  F－pnmer GCCCACCTGGATATACACTTTC  
R－pnmer TCCCCCTCTCTAGTACCAACAGGA  

243ト2451  

3020－3001   

288ト2852  

527－548   

884－8（il  

′■  

＊1＝GenBankAccessionNo・Ul176l・＊2‥GenBankAccessionNo・M9574・DIG：Digoxlgenin・  

Table2．Reaction mixture for PCR－based detection of  

CりpJo甲Or∫d～〟椚クαm〟椚gene．  

Component of Amount per 

reaction mixture reaction（JJl）  

F－Primer（12．5pmol／LLl）  

R－Primer（12．5pmol／LLl）  

Template DNA 

lOX ReactionBu脆r  
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PPIDNAPolymeraSe（2．5U／LLl）  
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Table31CyclingparametersofPCRamplincationforCrypto5POridiumparvumgene．  

Targetregion（sizeofPCRproduct）  
Reaction  
Step   hsp70（590bp）  cpRl（358bp）  

Denaturation  94Oc，7minutes  

Denaturation  94Oc，45seconds  

Annealing  55Oc，30seconds  

Extension  720c，45seconds  

Extension  72Oc，7minutes  

940c，7minutes  

940c，60seconds  
450c，60seconds  
720c，60seconds  
72Oc，2minutes  
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Im 結 果  

1．PCRプライマーセットの比較   

精製したクリプトスポリジウムのオーシスト（La－1is。1ate）  

から抽出したDNAを鋳型として．hsp70またはCPRlプライマー  

によるPCR増幅の特異性を検討した結果，hsD70プライマーによ  

る増幅産物には理論値590bpの単一バンドが認められたが，CPR  

lプライマーによる増幅産物には理論値358bpのほか複数のバン  

ドが認められた。陰性対照のジアルジアのシストのDNAを鋳型  

とすると，hsp70プライマーによる増幅では，590bpの弱いバン  

ドの他，複数の弱いバンドが認められた。また，CPRlプライマー  

による増幅では，358bpのバンドは認められず，他の複数のバン  

ドが認められた（Fig．1）。hsp70プライマーよる増幅産物のDNA－  

DNAハイプリグイゼーションで，La－1is01ateから抽出したDNA  

を鋳型とした増幅産物の590bp断片は，hsp70DNAプローブと  

特異的に反応した。陰性対照のランプル鞭毛虫のシストから抽出  

したDNAを鋳型とした増幅産物は，hsp70DNAプローブと反応  

しなかった（Fig．2）。  

hsp70  CPRI  

MIM21 2  3 4 M2 M1 

100個から抽出したDNAと同税590bpの単一バンドが認められ  

た。また，アガロースゲルのエチジウムブロマイド染色で，アセト  

ン固定オーシストと生オーシストでは増幅産物590bpのバンドの  

染色強度に差違は認められなかった。アセトン固定オーシスト  

10個のDNAでは590bpのバンドが明瞭に認められたが，アセト  

ン固定オーシスト1個のDNAでは認められなかった（Fig．3A）。  

DNA－DNAハイプリグイゼーションの結果アセトン固定オーシ  

スト100個または10個のDNAは，生オーシスト100個のDNAと  

同様に590bpのバンドが特異的に反応し，アセトン固定オーシス  

ト1個のDNAでは反応バンドが認められなかった（Fig．3B）。  

MIM212 3 4   

bp  

■・590  

一ヽ  

■●・590   

bp  bp  

Fig．3，Detection of specific hsp70 genein DNA from  

aceton－fixed oocysts of c，ParVum（A）Ethidium bromide－  
stainedamplificationproductsobtainedwithhsp70primers．  

（B）Southern blot of the gelin panelA hybridized with  

DIGrlabeled hsp70 DNA probe．Ml：DIGrlabeled size  
maI－kers．M2：Non－1abelsize markers，1：ViablelOO  

cocysts．2：Aceton－fixedlOO∝〉CyStS．3：AcetonrfixedlO  
00CyStS．4：Aceton－fミⅩedloocyst・  

3．アセトン処理した水試料中のクリプトスポリジウムの検出  

クリプトスポリジウムのオーシスト（La－1isolate）を添加し  

た河川水，または水道水の膜濾過濃縮後アセトン処理した試料中  

のDNAのhsp70プライマーによるPCR増幅産物は，陽性対照の  

アセトン固定クリプトスポリジウムのオーシストのDNAと同伊、  

アガロース電気泳動ゲルのエチジウムブロマイド染色で理論値  

590bpの単一バンドが認められた（Fig・4）。  

M   12   3  

590一事   

■－358  

Fig．1．Ethidiumbromide－Stainedagarosegelelectrophoresis  
of amplification Droducts obtained with hsp70 or CPRl 
primers．Ml：DIGrlabeled size markers，M2：Non－1abelsize  
markers．1＆3：DNA from viable cysts of G．lamblia．2＆  
4：DNA from viable occystsof c．parvum 

MIM21 2  

bp   

bp  

■●590  ■－590  

obtained with hsp70 primers and hybridizing with DIG－  
1abeled hsp70DNA probe．Ml：DIG－1abeled size markers・  
M2：Non－1abelsize markers．1：DNA from viable cysts  
of G．lamblia．2：DNA from viable00CyStS Of C．parvum・   

Fig．4Ethidiumbromide－Stainedagarosegelelectrophoresis  
of amplification products obtained with hsp70primers・  
M：Non－1abelsizemarkers．1：DNAfromC．parvumoocysts  
inriverwater．2＝DNAfromC・PaTWmO∝yStSindrinking  
water．3：DNA from aceton－fixed C．parvum00CyStS for  
rx）Sitive contr01．  

2．アセトン固定オーシストから抽出したDNAの反応性   

hsp70プライマーを用いたPCR増幅で，Larlisolateのアセト  

ン固定オーシスト100個から抽出したDNAは，生のオーシスト  
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4．アセトン固定した糞便検体中のクリプトスポリジウムの検出   

蛍光抗体法染色法と微分干渉観察法でクリプトスポリジウムの  

オーシスト数を算定した結果，糞便1mg中の数は，検体1で40個，  

検体2で1000個，検体3で2個であり，検体2で最も多かった。  

検体1と検体2から精製した粒子のDNAのhsp70プライマーに  

ょる増幅産物は，陽性対照の生のクリプトスポリジウムパルバ  

ムのオrシスト（Larlisolate）のDNAと同様，アガロース電気  

泳動法で理論値590bpの単一バンドが認められた。また，オーシ  

スト数の多い検体2はオーシスト数の少ない検体1に比べ，590  

bpのバンドの強度が強かった。オーシスト数の最も少ない検体  

3は，590bpのバンドは認められず，約340bpのバンドが認められ  

た（Fig．5A）。DNA－DNAハイプリグイゼーションの結果，アガロー  

ス電気泳動法で認められた検体1と検体2の590bpのバンドは，  

陽性対照と同様，hsp70DNAプロープと特異的に反応した。検  

体3で認められた約340bpのバンドは反応しなかった（Fig．5B）。  

M1M21 2 333 4  

のオーシストからクリプトスポリジウム特異的遺伝子を検出する  

方法を検討した。その結果，アセトン処理した演縮水試料とアセ  

トン固定糞便検体から抽出したDNAから，1回のPCRでクリプ  

トスポリジウム特異的hsp70遺伝子を検出することが出来た。  

DNA－DNAハイプリグイゼーションに用いた新規設計のhsp70  

DNAプローブは，クリプトスポリジウム特異的hsp70プライマー  

によるPCR増幅産物の590bpと特異的に反応したことから，特異  

性に優れ血∫血毎占rJdgエロ／加法によるCりゃわ甲Or∫dJ〃椚クdⅣ〟∽の  

直接検出のためのDNAプロープとしても有用と考えられる。   

蛍光抗体染色法による検査でクリプトスポリジウム陽性の下痢  

症患者糞便検体3例中1例で，hsp70プライマーによるPCR増幅  

産物のサイズが理論値590bpではなく約340bpであった理由は不  

明であるが，hsp70DNAプローブと反応しなかったことから，  

パルバム以外の種であった可能性あるいは糞便検体中の因子に  

よってPCR増幅が阻害された可能性が考えられさらに検討が必  

要である。  

Ⅴ．まとめ  

アセトン処理した濾縮水試料，およびアセトン固定した下痢症  

患者の糞便検体から，1回のPCRでクリプトスポリジウム特異  

的熱ショック蛋白の遺伝子（hsp70）を検出することが出来た。  

また，クリプトスポリジウム特異的hsp70遺伝子検出用の合成  

DNAプローブが完成した。従来の蛍光抗体染色法と今回のPCR  

法を組み合わせた試験方法は，クリプトスポリジウム感染下痢症  

患者発生時の診断や感染経路解明に役立つと思われる。  
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Ⅳ．考 察  

水試料軋または下痢症患者糞便中のクリプトスポリジウムの  

検出方法として，蛍光抗体染色法や抗酸染色法が適用されている  
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