
はじめに
　クリプトスポリジウム（ ）は胞子虫類

に属し，従来，ウシ，ブタ，ネコ，ネズミなどの腸管内

寄生原虫として知られていたが， 年に初めてヒト

での感染例が報告された． 年代に入ってからは免

疫機能不全者での致死性下痢症の原因病原体として注目

され，さらに免疫機能正常者に対しては出血を伴わない

下痢症の原因となることが明らかとなった ）． 年代

中頃から水系汚染に伴う集団感染事例が報告され始め，

最大規模であったのは 年に米国ウィスコンシン州

ミルウォーキー市で 万人を超える住民がクリプトス

ポリジウムに感染し，数百名が死亡した事例である ）．

わが国で最初に報告された集団発生事例は， 年に

神奈川県平塚市の雑居ビルの受水槽汚染によって 人

余りの患者が発生した事例 ）で，次いで 年に埼玉

県越生町で町営水道が原因となって 人余りが下痢

を発症した事例 ）はよく知られている．

　クリプトスポリジウム症は 年 月から「感染症の

予防及び感染症の患者に対する医療に関する法律」（以

下，感染症法）において，五類感染症全数把握疾患に定

められており，診断した医師は 日以内に最寄りの保健

所へ届け出ることとなっている．調査開始以降，全国で

は平成 年末までに 人の届出 ）があったが，そのほ

とんどは 年（ 人）及び 年（ 人）に発生

した 件の集団感染事例からであり，それらを除く散発
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事例の届出は 人で，毎年 例前後の報告にとどまっ

ている ）．

　愛媛県内では， ， 年に上水道（浄水）から

クリプトスポリジウムが検出され，水道給水停止措置が

とられた事例が 件あったが，これまでにクリプトスポ

リジウム症の患者は報告されていなかった．

　 年 月下旬，高校の運動部員が寄宿する寮におい

て，複数の学生が下痢，腹痛等の症状を訴える集団発生

事例があった．調査の結果，有症者の便から腸管寄生性

原虫クリプトスポリジウムが検出され，遺伝子解析の結

果ヒトからの検出が稀な であ

ることが判明したので，その概要を報告する．

　

対象と方法
１　検査対象

　疫学調査は今治保健所で行った．有症者のうち，最初

に医療機関を受診した 名について 月 日に糞便を採

取し，細菌検査及びウイルス検査を実施するとともに，

名に原虫検査を行った．その後の追跡調査で判明した

有症者 名（初回検査 名を含む）及び無症状者 名に

ついては， 月 ， 日に糞便を採取し，原虫検査を行っ

た．原因究明のため，寮生が使用した水道水 箇所，井

戸水１箇所の計 箇所について， 月 日に蛇口から水

試料各 Lを採取し，原虫検査を行った．細菌検査は今

治保健所で，原虫検査及びウイルス検査は衛生環境研究

所で実施した．

２　クリプトスポリジウム検査

　糞便試料のクリプトスポリジウム検査は，病原体検

出マニュアル ）に従い患者便を遠心沈殿法（MGL変

法）で集嚢子後，蛍光抗体法でオーシストの確認を行っ

た．本法で陰性であった試料については，集嚢子後に免

疫磁気ビーズ法（IMS法）による濃縮・精製を追加し

て蛍光抗体染色を行った．IMS法は Dynabeads GC-

combo （DYNAL Biotech）を説明書に従って使用し，

蛍光抗体染色は分離精製後の試料 μlをスライドグラ

ス上で乾燥させ，EasyStain C+G FITC kit（BTF Pty 

Ltd）で染色後にDAPI（ ’, -diamino- -phenylindole）

染色を施した．顕微鏡観察には OLYMPUS BX を用

い，FITCの特異蛍光は B励起条件下で，DAPIは UV

励起条件下で行い，さらに微分干渉装置を用いて内部構

造の観察を行った．

　水試料については，「水道に関するクリプトスポリジ

ウムのオーシストの検出のための暫定的な試験方法につ

いて ｣（平成 年 月 日付け衛水第 号　厚生労働省

健康局水道課長通知）に基づき，浄水 Lを孔径 μm

のポリカーボネートフィルターで加圧濃縮したものを超

音波剥離し，IMS法で分離・精製した後，蛍光抗体法

で染色した．

３　遺伝子検査

　遺伝子型の同定は，QIAmp DNA Stool kitを用い

て便から直接 DNAを抽出後，Xiaoらの方法 ）に準

じ， S rRNA遺伝子を増幅する nested PCRを行っ

た． st PCRは約 bpの増幅産物を得るプライ

マー ’-TTCTAGAGCTAATACATGCG- ' 及び '

-CCCTAATCCTTCGAAACAGGA- ' を使用した．

PCR反応液は， μl中に × AmpliTaq Gold buffer，

.  mM dNTP，  mM MgCl ，  nMプライマー，

.  U AmpliTaq Gold DNA polymerase （Applied 

Biosystems），鋳型 DNA μlを含むように調製した．

PCR反応には GeneAmp PCR system （Applied 

Biosystems）を使用し， ℃ 分間の後， ℃ 秒，

℃ 秒， ℃ 秒を 回繰り返し，最後に ℃

分間の伸長反応を行った． nd PCRは - bpの

増幅産物を得るプライマー '-GGAAGGGTTGTAT

TTATTAGATAAAG- ' 及び '-AAGGAGTAAGG

AACAACCTCCA- ' を使用し， st PCRの増幅産物 

μ lを鋳型とするほかは， st PCRと同じ組成の反応

液及び PCR条件で行った．

　PCR 増 幅 産 物 は QIAquick PCR purification kit

（QIAGEN）で精製後，Cy .  dye terminator cycle 

sequencing kit（Visible Genetics）を用いてサイクル

シークエンス反応を行い，Gene Rapid x （Amersham 

Pharmacia Biotech）により増幅産物の塩基配列を決定

した．相同性検索には NCBIの Blastを使用し，塩基

配列の解析にはシークエンスエディタとして GeneDoc 

Ver . （Nicholas et al.）を，マルチプルアラインメ

ントの作成には Clustal X（Thompson et al.）を使用

した．



結　果
１　経緯

　 年 月 日，愛媛県内の医療機関から保健所に，

下痢・腹痛等の症状を呈した高校の寮生 名を診察した

との通報があった．保健所で調査を実施したところ，高

校の運動部員が寄宿する寮において，寮生 名中 名

が， 月 ～ 日にかけて下痢，腹痛などを発症して

いたことがわかった（図 ）．有症者の主な症状は，下

痢 %，腹痛 %，嘔吐 %，頭痛 %であった（表

）．数回の下痢のあと腹痛が数日続く例が比較的多く，

中には下痢が 日間続く重症例もあったが，数日の腹痛

のみで終わるなどの軽症例が / を占めた．所属するク

ラブによって発症率に差があり，野球部員 名中 名

（ ％），サッカー部員 名中 名（ %）で，野球部員

の発症率が有意に高かった．寮生以外の生徒からは同様

の有症者は認められなかった．

　病原体検索のため， 日に医療機関を受診した 名の

検便を直ちに実施し，細菌検査，ウイルス検査，原虫検

査を行った．その結果，原虫検査が可能であった 名中

名から腸管寄生性原虫クリプトスポリジウムが検出さ

れた．そこで，同原虫による集団下痢症の可能性を念頭

に， 月 ， 日両日の在寮者 名（初回検査 名を含

む有症者 名，無症状者 名）についてクリプトスポリ

ジウム検査を実施したところ，有症者 名中 名（うち

名は初回検査陽性者）からクリプトスポリジウムが検

出され，無症状者 名（寮生 名，寮管理人 名）からは

同原虫は検出されなかった（表 ）．

　なお， 日の検便で 名中 名から大腸菌 O （ベロ

毒素陰性）が検出されたが，便の性状，患者の症状など

から，保健所では今回の集団感染をクリプトスポリジウ

ムによるものと判断し，以後の対応を行った．

２　疫学調査

　寮生は，高校，練習場，寮をマイクロバスで移動する

共同生活を送っており，食事はすべて共通であった．朝

食及び夕食は寮に隣接する施設 A，昼食は施設 Bを利

用していたが，両施設とも寮生以外の利用者から有症苦

情等の情報は寄せられなかった．共通の食生活を送って

いる寮生のなかで野球部員の発症率が有意に高いことか

ら，食事を介した感染の可能性は低いと判断した．飲料

水は，部活動中は学校（貯水槽あり）及び練習場の水道

水を未処理のまま水出し麦茶として直接飲用し，入浴は

施設 Aで井戸水を使用した風呂を利用していた．水系

感染の有無を確認するため，学校水道水（貯水槽あり），

寮水道水（貯水槽あり），施設 A調理場水道水（水道直

結），施設 A風呂用井戸水の ヶ所についてクリプトス

ポリジウム検査を実施したが，すべて陰性であった．な



お，練習場及び施設 Bは貯水槽がない水道直結であり，

施設 A水道水と同じ水質と考えて検査は実施しなかっ

た．以上の調査結果から，今回の事例は食事や水道を介

した感染ではなく，何らかの原因で寮生に拡がった施設

内の二次感染による集団下痢症と推察された．

　寮生の生活状況をさかのぼって調査したところ，発症

約 週間前の 月 ～ 日の盆休み期間中は寮生全員が

全国各地に帰省していた．寮内に同病原体が持ち込まれ

た原因の一つとして，盆休み中の帰省先で寮生が感染し，

帰寮後の寮生活で感染が拡がった可能性が推察された．

３　遺伝子解析結果

　有症者のうち，検査を実施した 名中 名からクリ

プトスポリジウムが検出され，そのうちの 名は集嚢

子後の希釈液に大量の原虫が見られたが，残りの 名

は IMS法による濃縮・精製後に数個の原虫が見られる

のみで便中への排出は極めて少量であった．この 件に

ついて S rRNA遺伝子を増幅する nested PCRを行

い遺伝子型の決定を試みたが，増幅産物が得られたの

は排出量の多かった 件のみであった．この 件につい

て塩基配列を決定し，データベースと比較したところ，

 （AF ）と %一致し

（図 ），今回の事例は本原虫による極めて稀な集団感染

事例と考えられた．

　本原虫が検出された 名の症状を比較すると，便中に

多量の排出が見られた 名は症状が重く，１日 回の下

痢と腹痛，吐き気，頭痛で臥床し，腹痛が第 病日まで

続いた．一方，便への排出が少なかった 名は比較的症

状が軽く，腹痛のみが第 病日まで続いた症例と，悪寒

を 日だけ訴えた症例であった（表 ）．

　

考　察
　クリプトスポリジウム患者の病原体診断は感染症法で

は「鏡検による原虫（オーシスト）の証明による病原体

の検出」となっており，通常，遠心沈殿法やショ糖浮遊

法により集嚢子操作を行い，蛍光抗体法，抗酸染色，ネ

ガティブ染色などの染色標本を作製する方法が用いられ

ている．しかしながら，集嚢子操作のみでは夾雑物が除

去されず，その後の鏡検が困難な場合がある．オーシ

ストの分離精製過程で IMS法を加えることで，水検体

だけでなく糞便検体からでも検出率が高くなることは報

告 - ）されているため，今回は IMS法を組み合わせて

行った．今回の事例においても，MGL変法の集嚢子操

作だけでは，有症者 名中オーシスト量が非常に多かっ

た 名（検出率 %）のみ検出可能であったが，MGL変

法と IMS法を組み合わせたことにより， 検体（検出率

％）から検出し，検出率が向上した．クリプトスポ

リジウムは病原性が高く，オーシストを 個程度摂取

しただけで感染することがある , ）．また，クリプトス

ポリジウム患者（ ）は急性期には ～ /g

のオーシストを排出し，症状が消失した後も暫減しなが

ら ～ ヶ月排出し続ける ）．症状消失後のオーシスト

排出期間が長期間に及ぶこと，ごく少数のオーシストで

発病の可能性があること等を考慮すると，クリプトス

ポリジウム患者発生後の 次感染を防ぐためにはできる





だけ検出感度の高い検査法を選択する必要があると考え

る．

　クリプトスポリジウム属は多数の種が報告されてお

り，この中で， ， ， ，

， ， はヒトに対して病原性が確認さ

れている , ）．免疫機能が正常なクリプトスポリジウム

症患者から検出される遺伝子型は，  （ヒト型）

及び  （ウシ型）が大部分を占めている - ）．

一方，今回の事例から検出された  はクリ

プトスポリジウムの七面鳥型として知られており，ニ

ワトリやオウムなどから検出され広く鳥類を宿主とす

るが，免疫機能が正常なヒトからも少数ながら検出さ

れており，ヒトへの病原性が明らかになっている ）．し

かしながら，集団感染事例については， ，

が多く，これまでに国内で発生した 件中 件は

 で， 件は が原因であった ）．世

界的にも同様の傾向があり，集団発生事例からの多く

は ， であると報告されており．

が原因となった集団感染事例は世界的にもほ

とんど知られていない．

　今回の事例では，調査の初期にクリプトスポリジウム

が検出されたことから，当該原虫を念頭に置いた調査及

び衛生指導を実施し，結果的にその後の感染拡大はみら

れないまま事態は終息した．しかし，有症者からの検出

率が ％と低いこと， 名中 名は便への排出量が極め

て少なかったこと等，過去に報告されたクリプトスポリ

ジウムによる集団感染事例とは異なる点が多い．これが，

本遺伝子型の特徴であるのか，クリプトスポリジウム以

外の他の病原体の関与によるものかは，今回の事例で明

らかにすることはできなかった．しかし，集団下痢症事

例から稀な遺伝子型である が検出された

今回の事実を踏まえ，当該原虫の存在を念頭に置いた検

査体制を整備することで，今後，本原虫のヒトへの病原

性等についてより詳細な知見が得られることを期待した

い．

　

まとめ
１　 年 月下旬，高校の運動部員が寄宿する寮にお

いて，複数の学生が下痢，腹痛等の症状を訴える集団

発生事例があった．有症者 名中 名（検出率 ％）

からクリプトスポリジウムを検出した．

２　遺伝子増幅が可能であった 件について S 

rRNA 遺伝子領域の塩基配列を決定したところ，

（AF ）と %一致し

た．

３　寮生が使用した飲料水等からクリプトスポリジウム

は検出されず，感染源は特定されなかった．

４　 が原因となった集団感染事例はほとん

ど知られていないが，本遺伝子型もヒトに対する集団下

痢症の起因病原体となる可能性が示唆された．
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