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(57)【要約】
【課題】  原虫オーシストの生育活性を評価する方法と
して、オーシストの脱嚢性を、顕微鏡観察によることな
く簡便かつ正確に定量・評価するための方法を提供する
ものである。
【解決手段】  オーシストを含んだ供試試料を培養細胞
に接触させてから、脱嚢させ、さらに培養細胞の表面に
付着した感染性虫体の量を免疫学的な手法で検出・定量
することによって、供試試料中の脱嚢性を保持した、す
なわち生育活性があるオーシストの量を定量評価でき
る。
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【特許請求の範囲】
【請求項１】  メタノールもしくはエタノールを含んだ
アルコール溶液またはホルマリンを含んだ緩衝溶液で処
理した培養細胞に被検水を接触させ、３７±１℃で３０
分間～２時間保ち被検水中の原虫類のオーシストまたは
シストを脱嚢させ、脱嚢により生じたスポロゾイトを培
養細胞の表面に付着させ、培養細胞の表面に付着したス
ポロゾイトの量を酵素抗体法で検出・定量することを特
徴とする原虫類の生育活性評価方法。
【請求項２】  原虫類の量を計測する酵素抗体法に用い
る一次処理試薬として、検査対象の原虫類のスポロゾイ
トを検出可能な抗体もしくは該抗体をビオチンまたはフ
ルオレセインで標識した化合物を用い、さらには、原虫
類の量を計測する酵素抗体法に用いる一次処理試薬と二
次処理試薬の組み合わせとして、抗スポロゾイト抗体と
ペルオキシダーゼ架橋抗イムノグロブリン抗体、ビオチ
ン化抗スポロゾイト抗体とペルオキシダーゼ架橋ストレ
プトアビジン、ビオチン化抗スポロゾイト抗体とペルオ
キシダーゼ架橋ストレプトアビジン・ビオチン複合体、
ビオチン化抗スポロゾイト抗体とペルオキシダーゼ架橋
抗ビオチン抗体、フルオレセイン化抗スポロゾイト抗体
とペルオキシダーゼ架橋抗フルオレセイン抗体の中から
選ばれる化合物の組み合わせを用いることを特徴とす
る、請求項１に記載の原虫類の生育活性評価方法。
【発明の詳細な説明】
【０００１】
【発明の属する技術分野】本発明は、上・下水道分野に
おいて水系感染症の原因病原体の一種であるクリプトス
ポリジウムやジアルジア等の原虫類の検出方法に関す
る。本発明は被検試料中の生きている原虫類を簡便かつ
精度良く検出する方法に関する。
【０００２】
【従来の技術】最近、クリプトスポリジウム（Ｃｒｙｐ
ｔｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ）やジアルジア（Ｇｉａｒｄｉ
ａ）等の原虫による水系感染症の発生が上・下水道分野
をはじめとして世界的に大きな問題となっている（総説
として例えば、保坂三継（１９９８）「水系原虫感染症
－原因生物と流行発生－」，用水と廃水，第４０巻，第
２号，１１頁；金子光美（１９９８）「原虫類やその他
の病原性微生物の検出とその除去技術」，用水と廃水，
第１０巻，第４号，３２頁など）。当該原虫類は、環境
中においてスポロゾイト（ｓｐｏｒｏｚｏｉｔｅ）と呼
ばれる感染性虫体が、クリプトスポリジウムではオーシ
スト、ジアルジアではシストと呼ばれる胞子状の殻（以
下、代表してオーシストと称する）で包まれた形態で存
在しているため、塩素に対する抵抗性が高く、上・下水
道分野で汎用されている塩素消毒では消毒が困難とされ
ている（例えば、I. S. Campbell et al. (1982) Effec
t ofdisinfectants on survival of Cryptosporidium o
ocysts, Weterinary Record, Vol.111, p414など）。ま
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た、当該原虫は極めて少数個の飲用によって疾病を起こ
しうる危険な病原体であり、飲用水や食品の汚染に由来
した甚大な流行感染をも懸念されている。甚大な流行感
染の発生を未然に防ぐために原虫類を確実に駆除できる
消毒技術の開発が強く求められているが、対策技術を確
立するためには原虫類を生死を判別・定量する手法が必
要不可欠である。
【０００３】原虫類は寄生性であるため、細菌、酵母、
カビなどの微生物のように栄養塩類を添加した培地では
培養できないため、培養法では原虫の生育活性を判定で
きない。原虫類の生死を評価する方法としてはバイタル
染色法、脱嚢試験法、動物実験法、培養細胞法等が考案
されている。
【０００４】バイタル染色は、複数種の蛍光色素でオー
シストを染色し、顕微鏡観察で染色の有無を観察・計数
する方法であり、例えばＤＡＰＩ［４’，６－ｄｉａｍ
ｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ  ｄｉｈｙ
ｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ  ｈｙｄｒａｔｅ］とＰＩ［ｐ
ｒｏｐｉｄｉｕｍ  ｉｏｄｉｎｅ］の２種類が用いられ
ている。感染性虫体を内包したオーシストはその生死に
拘わらずＤＡＰＩで染色され、一方、生きているオーシ
ストにおいてはＰＩをオーシストの外へ排出するため染
色されないという原理に基づく方法である。したがっ
て、これら２種類の蛍光色素で染色した後に顕微鏡観察
すれば、供試試料中のオーシスト全数（すなわちＤＡＰ
Ｉで染色される粒子数）と生存オーシスト数（すなわち
ＰＩで染色されない粒子数）を計測できる。
【０００５】脱嚢試験法は、上・下水道分野において最
も汎用されている原虫類の生死判別試験法である。当該
試験法は、生きているオーシストはある種の物理的ない
し化学的な処理をすると殻内部の感染性虫体が外殻を破
って出てくる現象（脱嚢）に着目し、脱嚢したオーシス
トの数を顕微鏡観察で計数する方法である。動物実験法
は、マウス等の小動物へ被検試料を経口的に接種し、１
週間から１ヶ月程度の間にわたって継続的に飼育し、排
泄された糞便から原虫類のオーシストを精製して顕微鏡
観察等で計測して被検試料中の生育活性のある原虫類濃
度を推定する方法、もしくは該小動物の消化器官を摘出
し、病理学的な観察によって発症の有無を判定し被検試
料中の生育活性のある原虫類濃度を推定する方法であ
る。
【０００６】動物実験法に代わる原虫類の検査方法とし
て培養細胞法が提案されている（例えば、公開特許公報
  特開２０００－２１４１６８；K. M. Woods et al.(1
995)“Development of a microtitere ELISA to quntif
y development of Cryptosporidium parvum in vitro”
 FEMS Microbiol. Lett., vol.128, p89 ）。これらの
方法は、原虫類のオーシストが培養細胞に寄生すること
ができ、さらに細胞内で増殖したオーシストを酵素抗体
法や免疫染色法などで検出できるという原理に基づく。
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【０００７】
【発明が解決しようとする課題】バイタル染色法と脱嚢
試験法は顕微鏡観察によらねば定量評価ができないた
め、操作の煩雑さ、効率の悪さ、データ精度の悪さ等の
欠点があり、また、動物実験法については、判定に長時
間を要することや小動物の個体差が結果に大きく影響す
ることに加え、動物保護の観点からも好ましい方法とは
いえない。
【０００８】一方、原虫類の生死を定量的に判別する方
法としては、培養細胞法が有望であるが、従来の方法
は、原虫類を接種した後の培養細胞をさらに数日間培養
しなければならないため、検査結果を得るのに数日を必
要とする。原虫類を接種した後の細胞培養を必要としな
い培養細胞法が考案されている（例えば、A. Joe et a
l. (1998) “Attachment of Cryptosporidium parvum s
porozoites to Human Intestinal Epithelial Cells” 
Infection and Immunity, vol.66, No.7, p3429）。し
かしながら、培養細胞へは精製した感染性虫体を接種し
なければならず、原虫類のオーシストの脱嚢工程および
感染性虫体の精製工程を経なければならない。また、検
出できる感染性虫体の数が１検査当たり１×１０5 から
２×１０6 であり検出感度が極めて低いという欠点もあ
る。
【０００９】本発明では、原虫類の生育活性を評価する
従来技術が抱える前記の問題点を克服した、簡便、迅
速、高精度な原虫類の生育活性を評価する方法を提供す
ることを課題とする。
【００１０】
【課題を解決するための手段】衛生学的な見地からは、
オーシスト内部の感染性虫体が生きていたとしてもオー
シストの殻を破って出てこなければ（すなわち、脱嚢し
ない）、疾病を引き起こすリスクは低いため、脱嚢性の
程度を検出・定量すれば、生育活性を判断することがで
きる。
【００１１】生育活性がある原虫類のオーシストは脱嚢
すること、かつ、外殻を破ってでてきた感染性虫体は培
養細胞の表面に付着することに着目すれば、培養細胞の
表面に付着した感染性虫体を免疫学的な手法で定量検出
できる。さらに、原虫類のシストまたはオーシストを培
養細胞に接触させた後に当該シストまたはオーシストを
脱嚢させることができれば、培養細胞に接触させる前に
予め脱嚢処理や感染性虫体を精製することなく簡便に検
出することができる。すなわち、前記した課題は下記の
（１）～（２）によって解決できる。
【００１２】（１）メタノールもしくはエタノールを含
んだアルコール溶液またはホルマリンを含んだ緩衝溶液
で処理した培養細胞に被検水を接触させ、３７±１℃で
３０分間～２時間保ち被検水中の原虫類のオーシストも
しくはシストを脱嚢させ、脱嚢により生じたスポロゾイ
トを培養細胞の表面に付着させ、培養細胞の表面に付着
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したスポロゾイトの量を酵素抗体法で検出・定量するこ
とを特徴とする原虫類の生育活性評価方法。
【００１３】（２）原虫類の量を計測する酵素抗体法に
用いる一次処理試薬として、検査対象の原虫類のスポロ
ゾイトを検出可能な抗体もしくは該抗体をビオチンまた
はフルオレセインで標識した化合物を用い、さらには、
原虫類の量を計測する酵素抗体法に用いる一次処理試薬
と二次処理試薬の組み合わせとして、抗スポロゾイト抗
体とペルオキシダーゼ架橋抗イムノグロブリン抗体、ビ
オチン化抗スポロゾイト抗体とペルオキシダーゼ架橋ス
トレプトアビジン、ビオチン化抗スポロゾイト抗体とペ
ルオキシダーゼ架橋ストレプトアビジン・ビオチン複合
体、ビオチン化抗スポロゾイト抗体とペルオキシダーゼ
架橋抗ビオチン抗体、フルオレセイン化抗スポロゾイト
抗体とペルオキシダーゼ架橋抗フルオレセイン抗体の中
から選ばれる化合物の組み合わせを用いることを特徴と
する前記（１）に記載の原虫類の生育活性評価方法。
【００１４】本発明は、原虫類の感染性虫体がオーシス
トの殻を破って出てくる能力（すなわち、脱嚢性）を有
している場合に“生育活性”があると定義し、供試試料
中における脱嚢性を保持したオーシストの存在濃度や存
在比率を推定するための方法を提供するものである。ま
ず、以下の記載に先立ち、用語の説明を行う。
【００１５】・一次処理試薬：検査しようとする原虫に
結合する性質を有する化合物。
・一次処理溶液：一次処理試薬を含有する溶液。
・二次処理試薬：一次処理試薬に結合する性質を有する
化合物。
・二次処理溶液：二次処理試薬を含有する溶液。
・発色試薬：一次処理試薬もしくは二次処理試薬に付加
した酵素蛋白質の活性によって呈色反応を起こしうる化
合物。
【００１６】・発色溶液：発色試薬を含有する溶液。
つぎに、本発明における原虫類の検査方法のフローを図
１に示し、以下に詳述する。
（１）培養細胞の前培養工程：後述の脱嚢工程で必要な
量の培養細胞を確保し、脱嚢工程に供するための培養細
胞を調製する工程である。培養細胞の種類は、検査しよ
うとする原虫類が感染しうる細胞株であればよく、例え
ば、マウス由来ＢＡＬＢ／３Ｔ３3細胞株、ヒト由来の
ＢＴ－５４９細胞株、ヒト由来のＣａｃｏ－２細胞株、
ヒト由来のＨＣＴ－８細胞株、ヒト由来のＨＴ－２９細
胞株、ヒト由来のＨｓ－７００Ｔ細胞株、ヒト由来のＨ
Ｔ－１０８０細胞株、ヒト由来のＬＳ－１７４Ｔ細胞
株、ヒト由来のＨＣＴ－８、ヒト由来のＲＬ５９－２細
胞株、ウシ由来のＭＤＢＫ細胞株、イヌ由来のＭＤＣＫ
細胞株などを用いることができるが、ヒトに対して感染
性があるクリプトスポリジウム・パルバム（Ｃｒｙｐｔ
ｏｓｐｏｒｉｄｉｕｍ  ｐａｒｖｕｍ）を検査する場
合、ヒト由来の細胞株、例えばヒト腸管内細胞由来のＨ
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ＣＴ－８を用いれば、培養細胞表面への感染性虫体の吸
着力が強いと考えられるため、感度よく検出・評価でき
る。細胞を培養するための培地組成、培養温度、湿度、
炭酸ガス濃度、培養時間等の培養条件は、用いようとす
る細胞株に応じて選定することができる。後述の脱嚢工
程で必要な量の培養細胞を確保するための細胞培養にお
いて用いる培養容器は、調製すべき培養細胞の量に応じ
て選定すればよく、培養容器表面への細胞の接着性を高
めるためにゼラチン、ポリ－Ｌ－リジン、コラーゲン等
で表面処理されていてもよい。増殖した培養細胞を常法
に従って回収して、細胞数を計数した後に新鮮な培地液
等で１０3 ～１０5 個／ｍｌとなるように細胞濃度を調
整し、１ウェルあたり１０3 ～１０5 個、好ましくは１
×１０4 ～５×１０4 個となるようマルチプレートへ分
注して、再び１～３日間程度培養して後述の固定操作に
備える。マルチプレートのサイズや規格は、検出工程で
用いようとする分光分析装置の規格に合わせて選定すれ
ば良く、９６穴マルチプレートを用いることが汎用的で
ある。また、マルチプレートは容器表面への細胞の接着
性を高めるためにゼラチン、ポリ－Ｌ－リジン、コラー
ゲン等で表面処理されていてもよい。培養を終えたマル
チプレートの各ウェルから培地液を除去し、後述の脱嚢
工程に供するために細胞を固定する。固定操作は、感染
性虫体が細胞内部に侵入することなく細胞表面に付着し
た状態を保持させるために、また、検出工程中の培養細
胞の剥離を防止するために、細胞を固定する工程であ
り、マルチプレートの各ウェルにメタノール等の有機溶
媒やホルマリンを添加した細胞固定液を分注し、５分間
～３時間、好ましくは１～２時間、静置した後に固定液
を除去し、さらに、ウェルをリン酸緩衝液やハンクス平
衡塩溶液等の緩衝液もしくは細胞培養用培地で１～数回
洗浄する。
【００１７】（２）原虫オーシストの脱嚢工程：本工程
は原虫オーシストを脱嚢させ、かつ脱嚢を経て産生した
感染性虫体を固定した培養細胞表面へ付着せしめる工程
であり、固定操作を終えたマルチプレートの各ウェル
に、原虫オーシスト濃度を測定したい水試料を分注し
て、所定時間培養することによって、原虫を培養細胞へ
付着させることができる。水試料は、好ましくは、培養
細胞用の培地を添加したり、培養細胞用の培地で希釈し
たり、遠心分離後に沈殿物を培養細胞用の培地に再懸濁
させたりすることによって、溶媒を培養細胞用の培地に
置換した方がよい。さらに、水試料中に雑菌の生存が懸
念された場合には、抗菌剤、防黴剤等を添加することが
できる。オーシストを含んだ水試料を分注した後、前記
した細胞培養条件下で３０分間～３時間程度、好ましく
は１～２時間程度培養する。培養後に各ウェルから培地
液を除去してから、細胞をリン酸緩衝液やハンクス平衡
塩溶液等の緩衝液もしくは細胞培養用培地で１～数回洗
浄する。
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【００１８】（３）検出工程：検出工程は、１）ブロッ
キング操作、２）一次処理操作、３）二次処理操作、
４）発色操作、５）分析操作の６つの単位操作からな
る。ブロッキング操作は、細胞やウェル内壁に対する一
次処理試薬や二次処理試薬等の非特異的な吸着を防止す
る工程であり、前述の脱嚢工程を終えたマルチプレート
の各ウェルにブロッキング液を分注して、３０分間以上
静置してから、ブロッキング液を除去する。ブロッキン
グ液は、細胞培養用培地、もしくは、ウシ血清アルブミ
ン等を溶解させた緩衝液等を用いることができる。さら
に、ブロッキング液は、Ｔｗｅｅｎ２０（商標）等の界
面活性剤を含んでいても良い。前工程において、血清成
分を含んだ細胞培養培地を用いた場合には、ブロッキン
グ操作を省略することもできる。
【００１９】一次処理操作は、検査したい原虫の感染性
虫体を検出可能な試薬（すなわち一次処理試薬）を含ん
だ一次処理溶液で処理する工程であり、前記した固定操
作後のウェル、もしくはブロッキング操作後のウェルに
一次処理溶液を分注し、所定時間反応させた後に一次処
理溶液を除去し、ウェルをリン酸緩衝液やハンクス平衡
塩溶液等の緩衝液もしくは細胞培養用培地で１～数回洗
浄する。一次処理試薬としては、ポリクローナル抗体、
モノクローナル抗体、レクチン等を使用することができ
る。検査したい原虫の感染性虫体を検出可能な一次処理
試薬は、ビオチン、ストレプトアビジン、フルオレセイ
ン、フルオレセインイソチオシアネート、アルカリフォ
スファターゼ、ペルオキシダーゼ等の化合物で標識され
ていてもよい。一次処理試薬を溶解させる溶媒として
は、一次処理試薬を変性させることなく、原虫との結合
を阻害せず、細胞やウェル内壁に対する一次処理試薬の
非特異的な吸着を引き起こさない性質であればいかなる
溶液も使用することができるが、前記したブロッキング
液を用いることが簡便である。
【００２０】二次処理操作は、一次処理試薬のみでは後
述する分析操作が不可能な場合について、一次処理試薬
を検出可能な試薬（すなわち二次処理試薬）を含んだ溶
液で処理する工程であり、前記した一次処理操作後のウ
ェルに二次処理溶液を分注し、所定時間反応させた後に
二次処理溶液を除去し、ウェルをリン酸緩衝液やハンク
ス平衡塩溶液等の緩衝液もしくは細胞培養用培地で１～
数回洗浄する。二次処理試薬としては、一次処理試薬の
性質に応じて選定すれば良く、一次処理試薬に対する抗
体やプロテインＡ、プロテインＧ、ビオチン、ストレプ
トアビジンを使用することができる。さらに、二次処理
試薬の結合状態をその結合量に応じて可視化・定量する
ためには、フルオレセイン、フルオレセインイソチオシ
アネート等の蛍光色素化合物もしくはアルカリフォスフ
ァターゼ、ペルオキシダーゼ等の酵素蛋白質で標識した
二次処理試薬を用いればよい。二次処理試薬を溶解させ
る溶媒としては、二次処理試薬を変性させることなく、
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7
一次処理試薬との結合を阻害せず、細胞やウェル内壁に
対する二次処理試薬の非特異的な吸着を引き起こさない
性質であればいかなる溶液も使用することができるが、
前記したブロッキング液を用いることが簡便である。な
お、一次処理試薬や二次処理試薬は独自に作成すること
もできるが、検査の再現性、特異性、汎用性等を鑑みた
場合に、市販のビオチン化抗体を一次処理試薬とし、市
販のストレプトアビジン－ペルオキシダーゼ複合体を二
次処理試薬として用いることが好ましく、さらに、スト
レプトアビジン－ビオチン－ペルオキシダーゼ複合体を
二次処理試薬として用いれば検出感度を高めることもで
きる。
【００２１】発色操作は、検査したい原虫に対する一次
処理試薬もしくは二次処理試薬の結合状態をその結合量
に応じて可視化するための工程であり、前記した一次処
理操作後のウェルもしくは二次処理操作後のウェルに発
色溶液を分注し、所定時間反応させた後に、後述の分析
操作に供する。但し、一次処理試薬もしくは二次処理試
薬に付加した標識化合物が蛍光色素化合物であって、該
蛍光色素化合物の発光強度を以て結合量を測定する場合
には、該発色操作を省略することができる。発色溶液
は、一次処理試薬もしくは二次処理試薬に付加した酵素
蛋白質に応じて選定した基質（例えば、アルカリフォス
ファターゼに対してはＯＮＰＰ［o-nitrophenyl phosph
ate］、ＰＮＰＰ［p-nitrophenyl phosphate］等が挙げ
られ、ペルオキシダーゼに対してはＡＢＴＳ［2,2’-az
ino-bis(3-ethylbenz-thiazoline-6-sulfonic acid］、
ＯＰＤ［o-phenylenediamine］、ＴＭＢ［3,3’，5,5’
-tetramethylbenzidine］等が挙げられる）を所定の緩
衝液に溶解したものを用いることができる。発色溶液を
分注する前に、基質を添加していない緩衝液でウェルを
洗浄するとよい。
【００２２】分析操作は、前記した発色操作後のウェル
における発色の程度を分光光度計または蛍光分光光度計
等の分析装置を用いて計測する工程であり、測定条件は
発色の性質に応じて選定することができる。また、前記
した発色操作を経ずに、一次処理試薬もしくは二次処理
試薬に付加した標識化合物が蛍光色素化合物であって、
該蛍光色素化合物の発光強度を以て結合量を測定する場
合には、分析に至適な溶液をウェルに分注した後に、蛍
光分光光度計等で吸光度を計測すればよい。
【００２３】ところで、前記した酵素抗体法において
は、分析結果としての吸光度と検査試料中の対象物（本
発明においては原虫のオーシストもしくは感染性虫体）
の濃度との間が必ずしも正比例の関係にならないことが
知られている。従って、吸光度から原虫類（オーシスト
もしくは感染性虫体）の濃度とを相関づけるための検量
線が必要となる。そこで、既知の濃度で原虫類（オーシ
ストもしくは感染性虫体）を含有している標準試料を、
複数の濃度段階に調製した一連の標準試料系列につい
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て、前記した（１）～（３）の検査工程を実施すること
で原虫類（オーシストもしくは感染性虫体）の濃度と吸
光度に関する検量線を得ることができる。また標準試料
に関する原虫類の濃度と吸光度との相関関係の数式化
は、試験結果に応じてふさわしい近似方法を選定すれば
よいが、例えば、一次線形近似、多項式近似、対数近
似、指数近似、累乗近似あるいは両逆数プロット解析な
どが挙げられる。当検量線に基づけば、複数の被検試料
中の原虫類濃度について定性的な判断ではなく、定量的
な評価ができる。
【００２４】
【実施例】（実施例１）濃度が既知のクリプトスポリジ
ウムのオーシスト懸濁液について本発明の定量評価を実
施し、オーシスト濃度と吸光度との相関関係を確認し
た。米国Ｗａｔｅｒｂｏｒｎｅ  Ｉｎｃ．より購入した
クリプトスポリジウム（パルバム種）のオーシスト懸濁
液（１×１０6 個／ｍＬ－リン酸緩衝液）を希釈液
（０．２％重炭酸ナトリウム、１０％ウマ血清、１ｍＭ
ピルビン酸ナトリウム、０．１ｇ／Ｌカナマイシン、１
ｍｇ／Ｌ葉酸、４ｍｇ／Ｌｐ－アミノ安息香酸、２ｍｇ
／Ｌパントテン酸、３５ｍｇ／Ｌアスコルビン酸を添加
したＲＰＭＩ１６４０培地からなる溶液）で希釈して、
１×１０2 ～１×１０4 個／０．１ｍＬの範囲で希釈系
列試料（以下、被検試料１という）を調製した。なお、
比較例として同様のオーシスト懸濁液を熱処理（１００
℃；５分間）して死滅させた後に前記希釈液にて１×１
０2 ～１×１０4 個／０．１ｍＬの範囲で希釈系列試料
（以下、被検試料２という）を調製した。
【００２５】脱嚢工程に供する培養細胞はヒト由来培養
細胞ＨＣＴ－８株（ＡＴＣＣ  ＃ＣＣＬ  ２４４）を用
いた。０．２％重炭酸ナトリウム、１０％ウマ血清、１
ｍＭピルビン酸ナトリウム、０．１ｇ／Ｌカナマイシン
を添加したＲＰＭＩ１６４０培地からなる維持培地にて
培養し、トリプシン処理で培養容器から回収し、細胞濃
度が２．５×１０5 個／ｍＬとなるように新鮮な増殖培
地に懸濁して、予めゼラチンでコートした９６穴マルチ
プレートに２００μＬずつ分注し、炭酸ガス培養器内で
２４時間培養した。培養後のマルチプレートの培地を除
去し、４％ホルマリンを添加したリン酸緩衝液からなる
固定液を１００μｌずつ分注して、室温で２時間反応さ
せて固定した。固定後の各ウェルより固定液を除去し、
リン酸緩衝液で３回洗浄した後、被検試料１または２を
各々１００μｌずつ分注し、炭酸ガス培養器内で９０分
間培養した。培養後の各ウェルより被検試料を除去し、
リン酸緩衝液で２回洗浄した。洗浄後の各ウェルに、１
％ウシ血清アルブミンと０．００２％Ｔｗｅｅｎ２０
（商標）を添加したリン酸緩衝液からなるブロッキング
液を１００μｌずつ分注して、室温で１時間反応させて
ブロッキングした。ブロッキング液を除去し、一次処理
溶液を３３μｌずつ分注して、室温で１時間反応させ
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9
た。一次処理溶液は、米国Ｗａｔｅｒｂｏｒｎｅ  Ｉｎ
ｃ．より購入したフルオレセイン標識抗体（商品名Ｓｐ
ｏｒｏ－Ｇｌｏ）を前記したブロッキング液で２０倍に
希釈した溶液を用いた。反応後の各ウェルから一次処理
溶液を除去し、リン酸緩衝液で３回洗浄した後、二次処
理溶液を３３μｌずつ分注して、室温で１時間反応させ
た。二次処理溶液は、米国Ａｍｅｒｓｈａｍ－Ｐｈａｒ
ｍａｃｉａ  Ｂｉｏｔｅｃｈ社より購入した抗フルオレ
セイン抗体（ペルオキシダーゼ標識物）を前記したブロ
ッキング液で３００倍に希釈した溶液を用いた。反応後
の各ウェルから二次処理溶液を除去し、リン酸緩衝液で
３回洗浄し、過ホウ酸ナトリウム添加リン酸クエン酸緩
衝液（米国Ｓｉｇｍａ社より購入）で１回洗浄した後、
発色溶液を１００μｌずつ分注して、室温で１時間反応
させて発色させた。発色溶液は、ＯＰＤ［o-phenylened
iamine dihydrochloride］（米国Ｓｉｇｍａ社）を発色
試薬として０．４ｍｇ／ｍｌとなるように過ホウ酸ナト
リウム添加リン酸クエン酸緩衝液（Ｓｉｇｍａ）に溶解
したものを用いた。発色反応後のマルチプレートは、マ
イクロプレートリーダー（バイオラド社製  モデル５５
０）を用いて、波長５９５ｎｍをリファレンスとして波
長４５０ｎｍの吸光度を測定した。
【００２６】結果を図２に示す。図２においては、被検
試料１に関する評価結果を実施例として白丸（○）印で
示し、被検試料２に関する評価結果を比較例として黒丸
印で示した。縦軸は、原虫の添加量が無い場合の吸光度
を０％とし、最も吸光度が高かった１×１０4 個に関す
る実施例の吸光度を１００％とした時の相対値を示して
いる。本図より明らかなように、比較例においては添加
量を高めても吸光度は高まることがなかったことから、
熱処理によって死滅した原虫について検出できない。こ
れに対して、実施例においては原虫の添加量に応じて吸
光度が高まったことから、生存した原虫濃度に依存した
検出定量ができることは明らかである。また、図２に基
づけば吸光度と原虫濃度との関係を数式化でき、それに
基づいて原虫濃度が未知の水試料について定量評価でき
る。
【００２７】（実施例２）既知の濃度のクリプトスポリ
ジウムのオーシスト懸濁液について本発明の定量評価を
実施し、従来技術に比して検出感度が高いことを確認し
た。米国Ｗａｔｅｒｂｏｒｎｅ  Ｉｎｃ．より購入した
クリプトスポリジウム（パルバム種）のオーシスト懸濁
液（１×１０6 個／ｍＬ－リン酸緩衝液）を希釈液
（０．２％重炭酸ナトリウム、１０％ウマ血清、１ｍＭ
ピルビン酸ナトリウム、０．１ｇ／Ｌカナマイシン、１
ｍｇ／Ｌ葉酸、４ｍｇ／Ｌｐ－アミノ安息香酸、２ｍｇ
／Ｌパントテン酸、３５ｍｇ／Ｌアスコルビン酸を添加
したＲＰＭＩ１６４０培地からなる溶液）で希釈して、
１×１０2 ～１×１０4 個／０．１ｍＬの範囲で希釈系
列試料（以下、被検試料３という）を調製した。
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【００２８】脱嚢工程に供する培養細胞はヒト由来培養
細胞ＨＣＴ－８株（ＡＴＣＣ  ＃ＣＣＬ  ２４４）を用
いた。０．２％重炭酸ナトリウム、１０％ウマ血清、１
ｍＭピルビン酸ナトリウム、０．１ｇ／Ｌカナマイシン
を添加したＲＰＭＩ１６４０培地からなる維持培地にて
培養し、トリプシン処理で培養容器から回収し、細胞濃
度が２．５×１０5 個／ｍＬとなるように新鮮な増殖培
地に懸濁して、予めゼラチンでコートした９６穴マルチ
プレートに２００μＬずつ分注し、炭酸ガス培養器内で
２４時間培養した。培養後のマルチプレートの培地を除
去し、４％ホルマリンを添加したリン酸緩衝液からなる
固定液を１００μｌずつ分注して、室温で２時間反応さ
せて固定した。固定後の各ウェルより固定液を除去し、
リン酸緩衝液で３回洗浄した後、被検試料３を各々１０
０μｌずつ分注し、炭酸ガス培養器内で９０分間培養し
た。培養後の各ウェルより被検試料を除去し、リン酸緩
衝液で２回洗浄した。洗浄後の各ウェルに、１％ウシ血
清アルブミンと０．００２％Ｔｗｅｅｎ２０（商標）を
添加したリン酸緩衝液からなるブロッキング液を１００
μｌずつ分注して、室温で１時間反応させてブロッキン
グした。ブロッキング液を除去し、一次処理溶液を３３
μｌずつ分注して、室温で１時間反応させた。一次処理
溶液は、米国Ｗａｔｅｒｂｏｒｎｅ  Ｉｎｃ．より購入
したフルオレセイン標識抗体（商品名Ｓｐｏｒｏ－Ｇｌ
ｏ）を前記したブロッキング液で２０倍に希釈した溶液
を用いた。反応後の各ウェルから一次処理溶液を除去
し、リン酸緩衝液で３回洗浄した後、二次処理溶液を３
３μｌずつ分注して、室温で１時間反応させた。二次処
理溶液は、米国Ａｍｅｒｓｈａｍ－Ｐｈａｒｍａｃｉａ
Ｂｉｏｔｅｃｈ社より購入した抗フルオレセイン抗体
（ペルオキシダーゼ標識物）を前記したブロッキング液
で３００倍に希釈した溶液を用いた。反応後の各ウェル
から二次処理溶液を除去し、リン酸緩衝液で３回洗浄
し、過ホウ酸ナトリウム添加リン酸クエン酸緩衝液（米
国Ｓｉｇｍａ社より購入）で１回洗浄した後、発色溶液
を１００μｌずつ分注して、室温で１時間反応させて発
色させた。発色溶液は、ＯＰＤ［o-phenylenediamine d
ihydrochloride］（米国Ｓｉｇｍａ社）を発色試薬とし
て０．４ｍｇ／ｍｌとなるように過ホウ酸ナトリウム添
加リン酸クエン酸緩衝液（Ｓｉｇｍａ）に溶解したもの
を用いた。発色反応後のマルチプレートは、マイクロプ
レートリーダー（バイオラド社製  モデル５５０）を用
いて、波長５９５ｎｍをリファレンスとして波長４５０
ｎｍの吸光度を測定した。
【００２９】結果を図３に示す。被検試料３に関する本
発明の評価結果を実施例として○印で示した。また、従
来法（A. Joe et al. (1998) “Attachment of Cryptos
poridium parvum sporozoites to Human Intestinal Ep
ithelial Cells” Infectionand Immunity, vol.66, N
o.7, p3429）として報告されている評価結果を比較例と
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して黒三角印で示した。なお、比較例においては、予め
精製した感染性虫体を培養細胞へ接種する方法である。
本実施例では検出限界を明確にするために、実施例およ
び比較例のそれぞれの計測結果に基づいて算定した飽和
吸光度を１００％とし、原虫類を添加しなかった場合の
吸光度を０％とした時の相対値を算出して比較した。図
３では横軸に原虫オーシスト添加量を、縦軸に前記した
吸光度の相対値をプロットした。図より明らかなよう
に、比較例においては１０4 から１０8 個の範囲、特に
１０5 から１０7 個の範囲で定量検出できる可能性があ
る。これに対し、実施例においては１０2 から１０5 個
の範囲で定量検出できた。よって本発明では検出限界の
上限値は従来法よりも３桁低いものの、下限値が従来法
に比べて２桁低いことから、本発明によって検出感度が
１００倍高くすることができた。さらに、従来法で必須
であった前処理工程、すなわち、培養細胞へ原虫を接種
するに先だって脱嚢とそれに続く感染性虫体を精製する
工程を省いても感度よく生育活性を評価することができ
た。
【００３０】
【発明の効果】本発明によれば、供試試料中の生育活性
のある原虫オーシストの濃度を容易に定量評価できる。*

12
*原虫汚染が懸念される河川水や湖沼水など自然水につい
ては、混入濃度が低い場合には凝集沈澱やろ過分離など
によって濃縮した試料を調製すれば、当該試料中の生育
活性のある原虫オーシストの濃度を容易に定量評価でき
る。
【００３１】また、原虫汚染が懸念される汚泥や糞尿に
ついては、好適な方法によって原虫オーシストを分離・
抽出した試料を調製すれば、当該試料中の生育活性のあ
る原虫オーシストの濃度を容易に定量評価できる。さら
に、本発明によれば、上・下水道分野や食品産業分野等
で開発が進められている消毒技術を始めとした種々の原
虫対策技術の性能を評価することができる。
【図面の簡単な説明】
【図１】図１は、本発明における原虫類の検査方法のフ
ローを示す。
【図２】図２は、既知濃度のクリプトスポリジウムのオ
ーシスト懸濁液についての本発明の定量法による評価結
果であり、オーシスト濃度と吸光度の相関関係（検量
線）を示す。
【図３】図３は、従来技術に比較した本発明に係る定量
法の高い検出感度を示す。

【図１】 【図２】
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