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Ⅰ はじめに 

クリプトスポリジウム(Cryptosporidium)属の原虫はアピコンプレックス門の寄生

虫で、ヒトを含む多くの哺乳動物に感染する病原体として知られている 3）。クリプト

スポリジウム属は、極めて堅固なオーシストを持つことから、水や食物などの汚染物

を摂取することによって間接的に感染することが知られている 18）。 

豚のクリプトスポリジウム感染症に関する近年の分子疫学的研究によれば、いくつ

かの国々で感染の報告がある 2, 8）。これまでに、豚は、Cryptosporidium sp. Eire w65.5、

Cryptosporidium rat、および C. suis-like の各遺伝子型のほか、C. parvum、C. hominis、

C. suis、C. felis、C. meleagridis、C. muris、C. scrofarum(C. parvam pig genotype 

Ⅱと呼ばれた)7）、C. tyzzeri、など、いくつかの種に対して感染することが報告され

ている 9, 29）。これらの種のうち、豚に最も特異的に見られるのは C. suis および C. 

scrofarum である 7, 17）。豚のクリプトスポリジウム感染症による下痢の発症は、オー

シストの摂取量の程度に依存するとの研究報告もあるが 14）、病原性については現在の

ところ未解明である。 

日本の豚のクリプトスポリジウム感染の報告事例は他国と比較して少なく、過去に

は我々の報告を含む 3 報のみである。1 報告目は、クリプトスポリジウムのオーシス

トが検出されず 6）、2 報告目は、形態学的同定により C. parvum の感染が確認された

だけで、感染率は 33.2％であった 3）。近年、我々は制限断片長多型(RFLP)解析により、

養豚場の豚から検出した株を C. suis または C. scrofarum と同定し 27）、さらに感染

率が 23.7％であると報告した 28）。これらの結果は、豚のクリプトスポリジウム感染が

日本でも蔓延している可能性があることを示唆しているにも関わらず、日本の豚を対

象とした分子疫学的調査はこれまでに全く実施されていない。 

本報告では、養豚場におけるCryptosporidium spp. の分布状況を明らかにするため

の調査を実施し、豚のクリプトスポリジウム感染症の病原性の他、年齢と個体数の関

連について遺伝子学的に検討した。 

 

Ⅱ 材料および方法 

 １ 材料： 2010 年 1 月から 2011 年 1 月の間に、県内の 8 養豚場で糞便を採取し、糞便
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の種類を「正常」、「軟便」、「水様便」の 3 つに分類した。月齢ごとに、1 ヵ月未

満の哺乳豚 55 頭分、1～2 ヵ月齢豚 65 頭分、2～4 ヵ月齢豚 105 頭分、4～6 ヵ月齢豚

67 頭分、雌繁殖豚 36 頭分、雄繁殖豚 16 頭分の計 344 頭分を無作為に採材した。 

 ２ 方法：エーテル沈殿法による糞便1g当たりのオーシストのOPG算出 15, 22）：糞便1 g

を5 mL PBSに懸濁し、糞便懸濁液を二重ガーゼでろ過して15 mL 遠心分離管に入れ、

酢酸エチル2 mL を加えて30秒間振盪させた。1,700× g で10分間遠心後、上澄から順

に酢酸エチル、PBS、および沈殿物の3層に分離させた。上2層をデカントし、沈殿層を

PBSで100～200 µLに希釈した。この懸濁液を7.5 µLを12穴のスライドガラスに合計10

穴まで滴下後、乾燥させ、アセトンで固定した。免疫蛍光抗体染色後にスライドを蛍

光顕微鏡で観察した。400倍視野でスライド上のオーシストをカウントし、OPGを算出

した。不等分散のStudentのt検定により統計的有意水準を決定した。 

遺伝子抽出：OPG10,000を超える糞便材料の遺伝子を抽出した。QIAamp DNA Stool Mini 

Kit(ドイツQIAGEN社)を使用し、糞便約200 mgからゲノムDNAを抽出した。精製したDNA

は-20℃で保存した。 

18S rRNA遺伝子の遺伝子解析：Cryptosporidium spp.を同定するために、クリプトス

ポリジウム特異的プライマーを使って18SリボゾームRNA(18S RNA)遺伝子(約850bp)を

増幅した25）。1×PCR緩衝液、2 mM MgCl2、dNTP各200 µM、プライマー各0.5 µM、TaKaRa 

Ex Taq Hot Start Version(宝酒造)0.625 U、テンプレート25 µLについてnested PCR

により遺伝子を増幅した。陽性対照にC. parvum、HNJ-1株1）を用いた。QIAquick Gel 

Extraction(ドイツQIAGEN社)を使って PCR生成物を精製し、ABI 3130自動シークエン

サー(米国Applied Biosystems社)で両方向の配列分析を実施した。得られた遺伝子配

列は、ClustalWを日本DNAデータバンク(DDBJ, http://clustalw.ddbj.njg.ac.jp/top-j.html)

の初期設定パラメータ値を使用して、遺伝子型のヌクレオチド配列をアラインメント

した。DDBJのFASTAプログラムを使い、得られた当該部分の遺伝子配列のホモロジー検

索を行った。さらに、C. suis と C. scrofarumの混合感染を検証するために、18S rRNA

遺伝子の種特異的プライマーによるnested PCRを実施した5)。 

アクチン遺伝子の系統発生解析：18S rRNA遺伝子の配列解析により種が同定されたク

リプトスポリジウム分離株について、アクチン遺伝子座(約1,100 bp)の遺伝子配列解

析を実施した20）。増幅された生成物の遺伝子配列が得られた後、前述と同様にアライ

ンメントとホモロジー検索を実施した。 1,000のブートストラップ標本を使い、

Tamura-Neiの遺伝距離から産出した進化距離をもとに近隣接続アルゴリズムにより系

統樹を作成した。作成された系統樹はMEGA version 5ソフトウェアにより描画した 21）。 

 

Ⅲ 成 績 

Cryptosporidium spp.のオーシストは検査した全養豚場で検出された(表1)。感染率

は全材料の平均で32.6％、養豚場により4.9％から58.1％の範囲で検出された。月齢別

http://clustalw.ddbj.njg.ac.jp/top-j.html
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の感染率は、離乳後の豚で最も高く、年齢に伴って低下し、繁殖豚で最も低く検出さ

れた。OPGは感染率と同様のパターンを示し、離乳後の豚から最大数のOPGが検出され、

年齢に依存して低下し、繁殖豚で最も少なく検出された。糞便中に含まれたクリプト

スポリジウムのオーシストと糞便性状の関係を表2に示した。下痢を発症した豚では

OPGが比較的多く検出されたが、OPGと糞便性状の間に統計学的有意差は認められなか 

った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PCRおよびシークエンスによる分離株の同定：分離株のCryptosporidium spp.を同定す

るために、18S rRNA遺伝子のシークエンスによる遺伝子解析を実施した。その結果、

解析試料62検体のうち37検体はPCRで増幅された(表1)。37検体ともC. suis とC.  

scrofarumのみ同定され

たが、C. parvum を含む

その他の種は同定され

なかった。また、C. suis 

表2　糞便性状とクリプトスポリジウムの感染

正常便 221 56 (+) ＞1カ月齢豚 4.90 (4)

165(+) 1-2カ月齢豚 4.94 (10)

2-4カ月齢豚 4.56 (28)

4-6カ月齢豚 3.89 (8)

繁殖豚 3.92 (6)

軟便 89 40(+) ＞1カ月齢豚 4.21 (6)

49(-) 1-2カ月齢豚 5.00 (14)

2-4カ月齢豚 4.22 (12)

4-6カ月齢豚 3.93 （7)

繁殖豚 3.70 (1)

水様便 34 16(+) ＞1カ月齢豚 5.33 (5)

18(-) 1-2カ月齢豚 5.24 (7)

2-4カ月齢豚 4.07 (4)

合　　計 344 112(+)

232(-)

OPG：例数の平均を対数値

区　　分 Cryptosporidium検出
OPG (例数)

Cryptosporidium陽性検体例の年齢別の分類

　　　　　月　　齢
検体数

表1　8農場のクリプトスポリジウムの検出と遺伝子解析

哺乳豚 1-2カ月豚 2-4カ月豚 4-6カ月豚 繁殖豚 合計 遺伝子検出 分離株の同定

1 3/5 0/0 10/11 2/5 3/10 18/31 3 C. scrofarum  3株

(58.1％) (11)

2 3/5 3/6 10/12 6/15 2/11 24/49 7 C.suis  3株、C. scrofarum  3株

(49.0％) (14) Mix 1株

3 5/14 14/17 9/10 1/11 0/8 29/60 12 C.suis  6株、C. scrofarum  4株

(48.3％) (15) Mix 2株

4 2/13 8/11 3/7 0/10 1/3 14/44 5 C.suis  1株、C. scrofarum  2株

(31.8％) (7) Mix 2株

5 0/4 1/6 5/10 4/9 0/5 10/34 4 C.suis  2株、C. scrofarum  1株

(29.4％) (7) Mix 1株

6 2/13 5/25 2/5 － 1/12 10/55 4 C.suis  1株、C. scrofarum  1株

(18.2％) (6) Mix 2株

7 0/0 0/0 5/30 0/0 0/0 5/30 0

(16.7％) (0)

8 0/1 - 0/20 2/17 0/3 2/41 2 C. scrofarum  2株

(4.9％) (2)

15/55 31/65 44/105 15/67 7/52 112/344 37 C.suis  13株、C. scrofarum  16株

(27.3%） (47.7％) (41.9％) (22.4％) (13.5％) (32.6％) (62) Mix 8株

OPG 5.00 5.02* 4.51 3.91 3.89

OPG：対数値

Mix：C.suisとC. scrofarum検出

*：2-4カ齢月、4-6カ月齢　p＜0.01

合　計

農場No.

表3　月齢別のクリプトスポリジウム種の感染

月齢別 Mix (C.suis  + C. scrofarum)

＞1カ月齢豚 3 2 0 1

1-2カ月齢豚 11 6 4 1

2-4カ月齢豚 15 5 3 7

4-6カ月齢豚 7 0 0 7

繁殖豚 1 0 1 0

合　計 37 13 8 16

C. scrofarumC.suis総株数
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と C. scrofarum の混合感染が8検体に認められた。全検体で検出されたC. suis およ

びC. scrofarum の部分配列は、報告された C. suis のKC481228、 C. scrofarumの

KC481229株と遺伝子配列が一致した。これら2種の月齢別感染率を表3に示した。C. 

suis は哺乳豚と1～2カ月齢豚で多数検出された。混合感染を含むC. scrofarumの感染

は、2ヵ月齢豚で増加し、4～6ヵ月豚では同定された全ての分離株がC. scrofarumであ

った。 

アクチン遺伝子のシークエンス系統発生解析：18S rRNA遺伝子のシークエンスにより

種が同定された標本を用いて、アクチン遺伝子の解析を試みた。その結果、10検体で

増幅された。遺伝子が増幅された株は、農場No.2の分離株3例、農場No.3で3例、農場

No.4はC. suis の1例であった。農場No.2の2例と農場No.3の1例はC. scrofarumであっ

た。シークエンス後に、農場No.3および農場No.4のC. suisの全ての分離株は過去のデ

ータ(accession No.F012373)と遺伝子配列が一致したが、農場No.2の分離株はいずれ

も、accession No.EF012373

と1 bpずつ異なった。さら

に、農場 No.2および農場

No.3 か ら 採 取 さ れ た C. 

scrofarum の全分離株は、

過 去 の デ ー タ (accession 

No.EF012374)と 2カ所塩基

配列が異なった。系統発生

樹を図1に示した。本報告で

確 認 さ れ た C. suis

（accession No. AB852579）

およびC. scrofarum 

（accession No. AB852580） 

の2種の変異型は、それぞれ 

既知のC. suis およびC. scrofarumに由来と同じクレードを構成した(図1)。 

 

Ⅳ まとめと考察 

本報告の豚のクリプトスポリジウム感染の感染率は全平均で32.6％であった。これ

までに、世界各地の豚の感染率はオーストラリア西部で6.03％、スペイン北東部で

22.5％、デンマークでは雌繁殖豚16％、肥育豚31％、離乳直後の豚100％と報告されて

いた10, 14, 16, 19, 24, 29）。他国のデータと比較すると、日本の豚の感染率は特に高くなか

った。感染率の差違は、検査豚の月齢、診断方法、ブタの管理体制など、いくつかの

要因が寄与していると考えられている 10）。そのため、本報告で養豚場間の感染率の差

違(58.1～4.9％)は、敷料などの汚染資材、感染豚の糞便の処理対策など、養豚場の衛

C. andersoni AF382352

52 C. hominis AF382337

C. tyzzeri JQ073410

C. parvum AF382338

C. meleagridis AF382351

C. wrairi AF382348

C. fayeri AF382345

C. suis AB852579 (農場No.2)

C. suis EF012373

C. suis (農場No.3, 4)

C. canis AF382340

C. felis AF382347

C. scrofarum EF012374

C. scrofarum AB852580 (農場No.2, 3)

C. bovis AY741307

C. xiaoi GU553017

C. baileyi AF382346

C. galli AY163901

C. serpentis AF382353

C. muris AF382350
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図1　C. suis  とC. scrofarumおよびその他のクリプトスポリジウム種の系統樹

　　　同定されたC.suis種後の番号は受入番号。目盛りはヌクレオチド1個あ

　　　たりの塩基置換数、枝上の数字はブートストラップ値（>1,0000）
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生環境に起因すると推察されたが、その根拠は検討されていなかった。 

顕微鏡観察下でクリプトスポリジウム感染豚の糞便中のOPGを算出した。2ヵ月齢豚

未満のOPGは比較的高かった。これらの結果は、過去に報告された結果と一致した 5）。

日本では、豚のクリプトスポリジウム感染症に関する報告は数少なく、2001年が33.2％、

2013年で23.7％と報告されている4, 28）。本報告の結果は過去の報告とほぼ一致したこ

とから、日本の豚におけるクリプトスポリジウムの感染は広く伝播しており、感染率

は高いと考えられた。 

近年、豚の下痢は、クリプトスポリジウム・オーシスト脱落数と関連した報告14）や

下痢の発症率と糞便中のクリプトスポリジウム･オーシストとの間に有意な相関は認

めない報告もある13, 29）。本報告では検査対象数が少ないため、他の下痢性病原体との

関連を調査できなかったが、下痢の発症豚では、正常便や軟便と比較してオーシスト

脱落率が高い傾向があり、その点で過去の見解を追認できると考えられた。 

本報告は、18S rRNA遺伝子のシークエンスによって、分離株をC. suis または C. 

scrofarumと同定されたが、全試料を増幅させることはできなかった。本例の様に原因

不明の遺伝子増幅失敗に関する報告があり 29）、その原因として、糞便中にPCR増幅阻害

因子が含まれているか、保存糞便の状態により精製中に原虫のDNAが失われてしまう可

能性を考える必要があった。 

現在までに、本報告の2種を除き、C. parvum、C. andersoni、C. felis など、いく

つかの種が日本の動物から検出されている 11, 12, 26）。しかし本研究では、C. suis と C. 

scrofarum の2種しか検出されなかった。従って、他種が豚に感染する可能性は低いと

考えられた。本報告では、C. suisは比較的若齢豚に多く感染し、C. scrofarum は2

ヵ月齢豚以上に多く感染した。従って、C. suisの感染は月齢に依存し、月齢が進むに

つれて、C. scrofarumとの混合感染に移行する可能性が考えられた。月齢に特異的な

易感染性は、近年報告されている他の知見を追認するものと考えられた 5）。 

いくつかの分離株でアクチン遺伝子座のシークエンシングを実施した。その結果、

C. suis および C. scrofarum の変異型が、農場No.3および農場No.2で検出された。

日本で豚のCryptosporidium spp.の変異型が検出されたのは初めてのことである。農

場No.3および農場No.4から検出されたC. suis の分離株の配列は他国で検出されたも

の(ノルウェーの分離株に由来 EF012373)と一致したので、その変異型は、既知のC. 

suis に由来すると考えられた。一方、同定されたC. scrofarum の分離株は全て、変

異型であったため、このタイプが日本に広がっていると考えられた。しかし、日本の

豚のクリプトスポリジウムのアクチン遺伝子の特性を評価するためには、さらに例数

を増やして検討する必要があった。本報告では日本の豚におけるクリプトスポリジウ

ム感染の感染率を調査し、分離株の遺伝子解析を実施した結果、日本の豚にクリプト

スポリジウムの感染が広がっていたこと、他の諸国の分離株とは異なる変異型が存在

していたことが明らかとなった。しかし、クリプトスポリジウム感染豚と月齢特異性、
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下痢の病原性との関連性をより正確に評価するためには、さらに、広域で大規模な疫

学的遺伝子型解析を実施する必要があると考えられた。 

最後に、クリプトスポリジウムの遺伝子診断にご協力いただきました（独）農業・

食品産業技術総合研究機構 動物衛生研究所の松林誠先生、芝原友幸先生、大阪市立環

境科学研究所の阿部仁一郎先生、埼玉県衛生研究所の山本徳栄先生、近真理奈先生に

深謝いたします。 
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