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研究要旨 

昨今、害畜駆除目的で捕獲された野生動物の肉を食用活用する動きが盛んに行われて
いる。しかし、衛生管理下で肥育されている家畜に比して、衛生環境が大きく異なる
野生動物は、家畜が感染する食中毒病原微生物以外にも食中毒の危害物質となりうる
有害細菌や、ウイルス、寄生虫など多くの有害微生物が含まれている可能性が高い。
事実、野生獣肉喫食による事例が報告されているが、家畜と異なり、寄生虫での危害
が目立つ。これは、他の動物とも接触する可能性が大きい自然環境での生育に大きく
寄与するものと考えられ、野生動物の大きな特徴である。野生動物はその広い生息環
境により各家畜では特異性のある寄生虫が一個体に多重感染している可能性があり、
喫食時の危害ばかりでなく、放牧場への侵入等により家畜への感染源となる可能性も
考えられるが、これまでに行われた疫学研究は調査地域にはばらつきがあり、地域差
も鑑みると十分とは言えない。 
 本研究では昨年から引き続き、国内各所の野生シカを対象にして、ジアルジア、住
肉胞子虫等の保有率、寄生虫密度を遺伝子検出にて算出した。住肉胞子虫については
昨年度の研究で新規に確立したニホンジカに適応したPCRによる定量的試験法を用い
て、北海道、本州、九州と調査地域を拡大した疫学調査を行った。これらの手法を用
い、全国各地の自治体の協力を得て採集した資料を地域、性別、年齢、季節などの各
分類において陽性率、寄生虫密度を遺伝子コピー数として比較検討した。その結果、
国内野生ニホンジカにジアルジア、および住肉胞子虫が感染していることが明らかに
なった。さらに住肉胞子虫については、前述の定量的試験法にて寄生虫密度を算出し
た結果、地域要因による密度の差が認められた。 
 本研究の成果は、新たな情報として消費者のための食肉汚染回避だけでなく解体、
加工従事者の感染防止に関する注意喚起をも観点に入れ、更に安全なガイドラインへ
改定する際に大きく貢献でき、また、放牧等の家畜肥育において、家畜の感染防御策
のための基盤情報として利用が期待できる。 
用いられる実験手法は、既に国立感染症研究所等から通知されている各種病原体検出
方法と同様であるため、将来的には各自治体管轄内の病原性寄生虫検出を各自で行う
ことが可能であると考えられる。また、本研究で新たに確立された検査法についても、
原理は従来の検査法と同等であるため、これまでの衛生検査同様に各自治体の検査機
関で行うことが出来る。得られた結果については、学術発表やシンポジウムでの発表、
論文投稿により国内だけでなく海外へも情報を発信し、周知と活発な情報交換による
深い相互理解を期待する。 
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A. 研究目的 

近年、多くの地域で野生鳥獣が個体

数調整されており、これらの肉を有効

活用する地域振興事業が行われている。

野生鳥獣はと畜場法の対象外であるこ

とから、個々に作成したガイドライン

に従って検査されてきたが、衛生環境

管理下にある家畜に比べ、野生鳥獣は

衛生面で大きく異なるため、家畜では

見られない病原微生物や危害物質に暴

露される可能性が大きい。国内ではこ

れまでにも野生獣肉の喫食による食中

毒例が既に報告されており、その病原

体も、細菌、ウイルス、寄生虫と広範

囲にわたっている。これらの事例を基

とした野生鳥獣の病原体保有状況の報

告から、家畜とは異なる病原微生物保

有が認められた。また、馬肉で事例を

出した住肉胞子虫も、ニホンジカでの

保有が報告されている。本研究代表者

はこれまで野生ジカにおけるジアルジ

アの調査を行っており、国内の数ヵ所

で 0%～18%という陽性率を確認してい

る。このように、家畜では特異性のあ

る寄生虫が野生動物では多重感染して

いる可能性があり、喫食時の危害に加

え、家畜への感染源となる可能性も考

えられる。しかしこれまでに行われた

疫学研究は、調査地域のばらつき、検

体数の数などの点からも十分でない。

そこで本研究では、更に広い範囲での

野生ジカにおける病原寄生虫の保有率

を明らかにすることを目的とした。本

研究代表者は、これまでの調査でシカ

試料採取ネットワークが既に構築され

ているため、効率的な進行が見込める

ことから本研究の発案に至った。 

まず、本研究においては、野生シカ

が保有している感染性危害性寄生虫の

保有状況を調査する。地域差や家畜と

の感染伝播等についても調査を進め、

二四季を通して調査を行うことにより、

季節性の有無や妊娠個体や幼獣も対象

として垂直感染動態や若齢による感染
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性の相違を確認する。 

・本研究の特色・独創的な点 

食肉の危害性微生物というと細菌と

ウイルスに注目しがちだが、野生動物

では寄生虫での危害が目立つ。これは、

他の動物と接触する自然環境での生育

によるものと考えられ、大きな特徴で

ある。その広域な生息行動は、一方の

家畜施設で発生した病原微生物を他方

へと伝播する可能性も孕む。危害性微

生物の中でも寄生虫に焦点を当てた本

研究は、野生動物の特徴を捉えており、

ジビエの安全性確保には不可欠な情報

となる点でも非常に重要である。 

・期待される成果 

本研究の成果は、これまでに各所で

作成されたガイドラインに新たな情報

として組み込み、消費者のための食肉

汚染回避だけでなく解体、加工従事者

の感染防止に関する注意喚起をも観点

に入れ、更に安全なガイドラインへ改

定する際に大きく貢献できると考えら

れる。また、今後のさらなる安全な野

生獣肉の食肉利用とその拡大に寄与し、

地域産業の振興を促すことで農林被害

の補填となるだけでなく各自治体の新

たな財源ともなりうる。家畜動物への

病原体伝播に関して野生動物が感染源

もしくはベクターとして関与する可能

性が明らかになれば、放牧等の家畜肥

育において、家畜の感染防御策のため

の基盤情報として利用が期待できる。 

本研究で用いられる実験手法は、各

自治体で行っている既存の各種病原体

検出方法と同様であり、既に国立感染

症研究所等から通知されているため、

将来的には各自治体管轄内で捕獲され

た野生動物の病原性寄生虫検出を各自

で行うことが出来、より早く情報を得

ることが出来ると考えられる。本研究

で得られた結果については、学術発表

やシンポジウムで発表の機会を持ち、

直接の周知と注意喚起に努め、また、

論文投稿により海外へも情報を発信す
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ることで、より広く貢献出来るものと

考えられる。 

 

B. 研究方法 

野生動物として本研究ではシカを用い

た。 

研究試料は、糞便、横隔膜、季節によ

っては妊娠個体の胎盤、胎仔を採取す

る。試料採取は各県の処理施設や猟師

の協力のもと行った。 

 

１．試料採取地域の決定 

１） 場所 

調査場所は、積極的に野生ジカの駆除

と食肉利用を行っている地域にサンプ

リング協力を依頼した。保有個体の統

計的比較解析に用いるため、一地域あ

たり 40~50 頭分の試料を採取し、雌雄

の偏りがないよう配慮した。また、こ

れまでに調査を行ってきた地域につい

ては、更に細かい地域での比較の為、

サンプリングを続ける予定である。 

２） 季節 

調査地域の決定と共に、各地において

年間を通して試料を採集し、季節変動

の確認を試みた。とくに、雌個体につ

いては、住肉胞子虫の垂直感染の確認

の為、繁殖期の妊娠個体は胎盤および

胎仔も採集した。 

 

２．遺伝子検出法と種同定 

１） ジアルジアの検出法 

国立感染症研究所による「ジアルジア

症・ジアルジア症等の原虫性下痢症」

に準拠して糞便中のジアルジア原虫を

濃縮した。濃縮原虫から QIAGEN mini 

stool kit を用いて核酸を抽出し、18S

リボソーム RNA を標的とした市販のジ

ア ル ジ ア 検 出 キ ッ ト ( 例 . 

Cycleave®RT-PCR Giardia (18S 

rRNA)Detection kit)に従い、RNA 逆転

写の後リアルタイム PCR を行う。Ct 値

から、検量線を基にオーシスト数を算

出する。陽性検体については、18S リボ
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ソーム RNA の塩基配列から、BLAST を用

いて相同性検索を行い、種同定を行う。

また、免疫染色した後、顕微鏡検査に

よって虫体を確認する。 

２） 住肉胞子虫の検出法 

厚生労働省暫定法：生食用馬肉中の 

Sarcocystis fayeri 検査法に準拠し、

陽性検体を検出した。種同定について

は、18S リボソーム RNA の塩基配列を解

析し、BLAST による相同性検索により決

定する。また、18S リボソーム RNA を標

的とした定量的 PCR 法によって検量線

をもとにブラディゾイド数を測定する。

顕微鏡検査によりシストとブラディゾ

イドを確認する。更に、本研究では厚

生労働省通知法の転用では検出しきれ

ないシカ特異的住肉胞子虫を検出およ

び定量する検査法を新規に確立した。

家畜動物を自然宿主に持つ種が検出さ

れた場合、可能であれば生息域近隣の

家畜施設の調査を検討し、野生ジカが

病原性寄生虫の感染源およびベクター

となる可能性を検討する。 

全ての危害性評価に関する実験は申請

者の所属機関である岩手大学農学部内

で行い、実験で使用した消耗品や廃棄

物はオートクレーブにて滅菌消毒の後

に廃棄する。申請者の所属部署である

共同獣医学科獣医公衆衛生学研究室は

特定病原微生物取り扱い区域およびＰ

２実験室を備え、原虫をはじめとする

各種病原微生物の遺伝子検出設備、培

養設備、また、分子生物学的・形態学

的手法において必要な実験器具・機器

等を備えている。 

  

３．統計的解析による比較検討 

上記の調査結果から、全国に分布する

ニホンジカでのジアルジア、住肉胞子

虫の保有率、特に人や家畜に対して毒

性の強い種に関する比較解析を行う。

主には、地域差、雌雄差、シカの種別

（エゾシカ、ニホンジカ等）、季節差に

ついて、各群の陽性率平均値を fisher
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の正確確立検定によって検討した。寄

生密度については各分類での中央値を

用い、雌雄差などは Mann–Whitney の U

検 定 を 、 三 群 以 上 の 比 較 で は

Kruskal-Wallis 検定により有意差を検

討することで、各群での寄生虫保有

率・寄生濃度の傾向を明らかにするこ

とを試みた。 

 

４．垂直感染についての調査 

 繁殖期の妊娠個体について、胎盤か

らの住肉胞子虫の検出を試みた。個体

間での感染虫密度の確認の為、検量線

からのブラディゾイド数の算出を試み

た。また胎盤での寄生を確認する為、

蛍光抗体で免疫染色し、蛍光顕微鏡下

で鏡検し、住肉胞子虫の垂直感染の有

無の確認を試みた。 

 以上の結果を全て統合し、寄生虫に

ついて、安全なジビエの供給に寄与す

るとともに、野生ジカの生息域に重複

する家畜施設については、家畜に対す

る感染症伝播の防疫策の基盤とした。 

 

C. 研究結果 

１．これまでの調査地域の整理と新た

な試料採取地域の決定 

１）場所 

上記については、害獣対策を精力的に

行っている地方自治体に研究協力を申

し出た結果、北海道、千葉県、三重県、

長崎県から試料提供を受けた。 

２）季節 

上記については、基本的には通年の依

頼を行ったが、実際には猟期の関係や、

通年狩猟許可の有無、季節柄の気候に

よる狩猟の困難さ等の諸条件により、

各県でばらつきが出た。 

現段階で計 325 頭分である。雌雄差は

全体で雌 129 頭、雄 135 頭、不明 4 頭

であり、おおむね偏りのない比率とい

える。 

 

２．遺伝子検出と種同定 
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（１）ジアルジアの検出 

上記については、研究計画書のとおり

に実験を行い、問題なく糞便中のジア

ルジア原虫の濃縮、核酸抽出、18S リボ

ソーム RNA を標的としたジアルジア属

原虫の検出ができた。その結果、京都

府と長崎県から１検体ずつ検出された。

これらの陽性検体について塩基配列を

解析したところ、G. intestinalis 

Assamblage A であり、ヒトへの危害性

を示し、幅広い宿主に感染する種であ

ることが分かった。 

このことは、野生ニホンジカが家畜で

あるウシと同種の寄生虫に感染するこ

と、ひいては、家畜に有害な病原体の

運び屋にもなる可能性を示唆する。 

以後、残りの試料についても同様に解

析を進め、統計解析を行う予定である。 

 

（２）住肉胞子虫の検出 

上記についても、研究計画書のとお

りに実験を行い、住肉胞子虫の核酸抽

出および住肉胞子虫由来の 18S リボソ

ーム RNA を検出、および定量すること

ができた。その結果、今回調査して地

域の全てでほぼ１００%の感染率であ

ることが分かった。 

 

（３）住肉胞子虫の定量法の確立 

ニホンジカの住肉胞子虫の検査法に

ついては、これまでウマに寄生する

Sarcocystis fayeri の検査法を転用す

るにとどまり、適応した定量的試験法

は確立されていなかった。そこで本研

究では、ニホンジカに感染する住肉胞

子虫が同定されていない現実を踏まえ

て、現在 NCBI に登録されている全ての

住肉胞子虫 Sarcocytsis 属を網羅的に

検出できる検査法の確立を試みた。標

的領域は住肉胞子虫の１８SrRNA の共

通領域とし、この配列の長さとプライ

マーペアの GC 含有率を考慮して、伸長

反応時間、アニーリング温度を決定し

た。定量的試験法については、定性的
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試験法と同様に 18SrRNA 遺伝子の共通

配列を標的とし、住肉胞子虫 18SrRNA

全長をライゲートしたプラスミドを用

いて陽性対照を調整した。プラスミド

を制限酵素で切断した後、リアルタイ

ムPCR法にて試験し、検量線を作成し、

決定係数 R2 値を確認した。試験法の安

定性と感度を確認するため、濃度の異

なる試料を試験し、融解曲線がシング

ルピークであることと、計測された Ct

値と試料濃度が高い相関性を示すこと

を確認した。 

 

３．住肉胞子虫の定性法および定量法

を用いた実地疫学 

前述で確立した野生ニホンジカに適

応した定性的試験法および定量的リア

ルタイム PCR 法を用いて、国内野生ニ

ホンジカ試料の疫学解析を行った。そ

の結果、ほとんど全てが陽性であった。

定量的試験法で定量した結果、少ない

ものは 1×105 /g、多いものは 1000×105 

/g と 1000 倍の差が認められた。これら

の数値を、地域、性別、年齢でそれぞ

れ群に分けて解析したところ、地域間

でのシカ肉中の遺伝子コピー数（ブラ

ディゾイド定量値）を比較した結果、

長崎県での感染密度が有意に低いこと

が確認された。雌雄別に比較すると、

性別の二群における数値の分布に相違

は認められなかった。年齢別での比較

は、幼齢から年を経るごとに寄生虫密

度は上昇する傾向が認められたが、有

意差ではなかった。 

 

４．住肉胞子虫の腸管毒性 

 マウスを用いた腸管ループテストを

行った結果、１×106のブラディゾイト

を投与したループで腫脹が認められた。 

 

D. 考察 

Sarcocystis 属は世界中の多くの草食

動物に寄生する原虫であるが、ヒトに

対して食中毒を引き起こすことは知ら
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れていなかった。しかし、近年、我が

国で起こったウマ肉喫食事例により

Sarcocystis 属のもつ消化管毒性が初

めて知られるようになった。続いて、

2011 年にシカ肉の生食による有症苦情

事例が発生し、Sarcocystis 属が原因と

推察された。ジビエ産業が推進されて

いる昨今、こうした寄生虫性食中毒は

公衆衛生上の懸念事項となっている。

しかし、野生動物に関する Sarcocystis

属については顕微鏡検査による虫体発

見の報告にとどまり、疫学的情報が非

常に少ない。本研究では、国内野生ニ

ホンジカ筋肉中の Sarcocystis 属につ

いて疫学的情報を広く収集する遺伝学

的手法の確立と、その手法を用い、国

内 4 地域の野生ニホンジカに寄生する

Sarcocystis 属の統計学的解析に基づ

く疫学情報の収集、滋賀県内で発生し

た 有 症 事 例 検 体 に 寄 生 し て い た

Sarcocystis 属の遺伝学的解析、および

エ ゾ シ カ 妊 娠 検 体 を 供 試 し 、

Sarcocystis 属の垂直感染の有無につ

いて検討した。 

まず、厚生労働省の通知に基づく

Sarcocystis 属の遺伝学的検査法を用

いて国内野生ニホンジカ筋肉中の

Sarcocystis 属寄生の検査を試みたが、

非特異的な DNA 断片の増幅が多く認め

られたため、シカ肉を試料として用い

る場合には、現行の S. fayeri 検査法

で は 野 生 ニ ホ ン ジ カ に 寄 生 す る

Sarcocystis 属の感染判定が正しく行

えない可能性が考えられた。また、こ

の検査法の標的塩基配列は 18S rRNA 遺

伝子塩基配列の全長約 1,800 bp のうち

の、約 1,100 bp の領域であり、18S rRNA

遺伝子塩基配列内に存在する特異領域

を一部欠いていることから、塩基配列

解析による種同定も、正しく同定でき

ない可能性が示唆された。実際にシカ

肉について、本研究で設計した特異的

プライマーは現在NCBIに登録されてい

る Sarcocystis 種 21 種の 18S rRNA 遺
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伝子の全長領域である 1,800 bp を増幅

し、宿主であるニホンジカ由来の 18S 

rRNA 遺伝子を増幅することなく

Sarcocystis 属の 18S rRNA 遺伝子を増

幅することが確認された。また、顕微

鏡検査でのサルコシスト検出が困難な

微小なサルコシスト含む検体でも、検

体筋肉組織 10 g から Sarcocystis 属の

感染を判定することができる。 

本研究で行った野生ニホンジカ調査で

は、国内 4 地域とも Sarcocystis 属の

高率な寄生が確認された。このことか

ら、調査地域においては、野生ニホン

ジカ生息環境中の Sarcocystis 属生活

環が十分に保持されていると推察され

る。 

捕獲時の推定年齢が 1 歳の検体にも

高率に Sarcocystis 属が寄生している

ことが確認されたことから、垂直感染

の可能性が推測された。 

ノルウェーのアカシカから検出され

た Sarcocystis 属の報告から、野生ニ

ホンジカに寄生するSarcocystis属も1

種ではない可能性が示唆されたため、

種の遺伝学的同定には 18S rRNA 遺伝子

のプラスミドシークエンシングを行っ

た。 

18S rRNA 遺伝子塩基配列解析から、

国内 4 地域の野生ニホンジカには S. 

tarandi、S. elongata が共通して寄生

していることが判明した。 

千葉県のホンシュウジカ肉検体から

検出された S. pilosa は、リトアニア

の動物園で飼育されていたニホンジカ

から発見された新種で、ニホンジカ固

有種の可能性が高い。 

三重県のホンシュウジカ検体からは

S. silva と S. sp. HM050622 が同定さ

れた。S. sp. HM050622 は、 北海道(酪

農学園大学)のエゾシカの調査で登録

された種であるが、近年新種として登

録された S. truncata と 18S rRNA 遺伝

子塩基配列が 99%一致するため、同種で

はないかと考えられる。 
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長崎県のキュウシュウジカ検体から、

現在 NCBI に登録されている既存種の

18S rRNA遺伝子とは一致しないS. spp.

が検出された。九州地方に生息するキ

ュウシュウジカは、ニホンジカ亜種の

中でも、エゾシカおよびホンシュウジ

カと比較して形態的変異が大きいこと

が知られており、エゾシカおよびホン

シュウジカと異なった Sarcocystis 種

が寄生している可能性が推測される。 

今回 Sarcocystis 種に関して遺伝学

的同定を実施した野生ニホンジカ個体

は、計 10 個体であるが、ニホンジカに

寄生する Sarcocystis 属の種の多様性

および多様な種ごとの毒性解析の必要

性、また、それらが寄生する国内に分

布するニホンジカの亜種の多様性を鑑

みると、さらに多くの野生ニホンジカ

個体に寄生する Sarcocystis 種の調査

が必要である。 

 国 内 野 生 ニ ホ ン ジ カ 筋 肉 中 の

Sarcocystis 属の定量法については、こ

れまで顕微鏡検査でのシカ筋肉中サル

コシスト計数によって行われていたが、

この検査法では、計数者によってサル

コシストの計数に偏りが出ることが予

想された。そこで本研究では遺伝学的

手法から Real-time PCR 法を用いた

Sarcocystis 属の定量法を開発した。

Real-time PCR法の定量に用いる標準試

料は本来Sarcocystis属のみの単一DNA

溶液が望ましいが、Sarcocystis 属は筋

肉中に存在するため、シカ肉の組織断

片の混入は避けられない。単一の DNA

溶液が用いられない場合のスタンダー

ドには PCR アンプリコンを用いる方法

と、目的 DNA 断片をプラスミドに導入

したものを用いる方法があるが、本研

究では後者を用いた。作製した標準試

料を用いて実施した Sarcocystis 属の

Real-time PCR法にて算出された遺伝子

コピー数の差について R software を用

いた統計学的解析を行った。 

95%信頼区間に基づき、棄却検定を行
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ったところ、長崎県と他の地域間のみ

有意差が認められたが、顕微鏡による

観察においても長崎県の検体中のシス

トは他の地域に比べ、発見が困難であ

ることが多く、この結果は長崎県の検

体は他の 3 地域より感染が軽度である

可能性を補足する。しかしながら、

Sarcocystis属陽性率は98.7%と他の地

域と同程度の高い寄生率であった。ま

た、長崎県で同定された種のうち S. 

tarandiと S. elongataに分類されたの

は20個中 2個のプラスミドのみであり、

その他の 18 個のプラスミドはすべて

Sarcocystis spp.であった。以上のこ

とから、長崎県のシカ検体において、

Sarcocystis 属寄生率は高値であるが、

寄生密度が低値であることは、長崎県

でのみ遺伝学的に同定された S. spp.

の感染能力に関係していると推測され

る。高率な寄生率から、生活環は十分

に保持されていると示唆されるため、

他種と異なる条件は体内動態であると

考えられる。 

年齢別の遺伝子コピー数に有意差が

認められなかったことと、前述のシカ

胎仔において Sarcocystis 属の感染が

認められなかったことから、野生ニホ

ンジカは離乳後、草食を始めた直後に

スポロシストの暴露を受けていること

が考えられる。また、加齢ごとの遺伝

子コピー数の増加は認められなかった

ことから、Sarcocystis 属の寄生には宿

主免疫など、一定の感染抑制因子が働

いていると予想される。 

性別の遺伝子コピー数には有意差が

認められなかったことは、雌雄に

Sarcocystis 属の暴露回数および感染

抵抗力に雌雄差がないこと考えられる。

スポロシストの感染経路は経口摂取が

主であるため、常食している草や土壌

などに点在するスポロシスト数に地域

差がなければ、寄生密度には変化がな

いと考えられる。 

Sarcocystis 属は横隔膜に多く寄生し



15 
 

ているという報告があったため、千葉

県の骨格筋と横隔膜検体を用いて

Sarcocystis 属遺伝子コピー数を比較

したところ、この 2 群間での有意差は

認められなかった。元となった報告は

顕微鏡下でのサルコシスト計数による

もので、横隔膜は筋繊維の方向が一定

であり、また厚みも他の骨格筋と比べ

薄いことから、顕微鏡検査での発見が

容易であったと考えられる。通常、骨

格筋は扁平ではなく丸みを帯びており、

筋繊維の方向も一定ではないため、顕

微鏡による Sarcocystis 属の探索が困

難である。報告者は Sarcocystis 属を

見つけやすい条件が整っているシカ横

隔膜の観察を実施した結果、他の骨格

筋と比べ、多くのシストがいると判断

した可能性が考えられる。本研究で確

立した検査法は、筋肉試料 10 g を均一

化し、核酸抽出したものを使用してい

る た め 、 作 業 者 の 熟 練 度 に よ る

Sarcocystis 属検出率の偏りは最大限

取り除けると考えられる。 

本研究の疫学的解析から、国内野生

ニホンジカには Sarcocystis 属感染が

避けられないと推察された。食中毒性

が判明しているウマの食肉利用には加

熱、冷凍など予防対策が講じられてい

ることから、シカ肉の食肉利用の際に

も、十分なリスク管理を行うために危

害性予防対策が必要である。しかし、

対策の基となる国内野生ニホンジカに

寄生する Sarcocystis 属の食虫毒性解

析はいまだ行われていない。今後、本

研究で確立した遺伝学的解析法を用い

た 国 内 野 生 ニ ホ ン ジ カ に お け る

Sarcocystis 属の疫学的情報の蓄積と

並行し、国内野生ニホンジカに寄生す

る Sarcocystis 属の詳細な食中毒解析

が求められる。 

 

G. 研究発表（原著論文によるものに限

る。） 

国内  5 件 
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1. ジビエ(野生鳥獣肉)とくに野生シ

カ肉を汚染する住肉胞子虫の危害

性分析(第 27 回日本臨床寄生虫学

会大会) 

2. 住肉胞子虫 Sarcocystis 属由来の

下痢誘発性毒素 15kDa タンパク質

の病原性解析(第 159 回日本獣医学

会学術集会)、 

3. 国内野生ニホンジカに存在する

Sarcocystis spp.の疫学的調査お

よび遺伝学的解析(第 159 回日本獣

医学会学術集会) 

4. Sarcocystis 属における定量的

Real‐time PCR 法の確立と野生ニ

ホンジカにおける感染状況(第 37

回日本食品微生物学会学術総会) 

5. ニホンジカ寄生 Sarcocystis spp.

の宿主生息地域における疫学的相

違の解析(平成 28 年度獣医学術東

北地区学会 日本獣医公衆衛生学

会東北地区) 

 

（２） 海外  3 件 

1. The enterotoxicity analysis of 

Sarcocystis spp. parasitized 

in wild deer in Japan. (The 

Society of Toxicology's 56th 

Annual Meeting and ToxExpo) 

2. The enterotoxic activity of 

Sarcocystis fayeri actin 

depolymerizing facter (ADF). 

(The Society of Toxicology's 

56th Annual Meeting and 

ToxExpo)  

3. UJNR Toxic Microorganisms 

Panel 12th International 

Symposium “Toxins, Pathogens, 

and Foods: Challenges and 

Opportunities for Public 

Health” May 16-18, 2017, US 

FDA Facilities, Laurel and 

College Park, MD 
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各地自治体からの野生ニホンジカ採取試料分類 
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研究要旨 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

近年、増え続ける野生鳥獣による獣害対策として捕獲された野生動物を新た
な資源として活用し、地方財源となり得る郷土色豊かな資源、ひいては 6 次産
業化を念頭に国産ジビエ産業が始まろうとしている。特に獣害被害を多大に受
けている地方自治体では、個体数管理が活発に行われているため、同時に資源
活用に対しても非常に積極的であるが、野生動物は家畜動物と異なり、肥育を
衛生管理されていないため、数々の病原性微生物を含む環境由来生物に暴露さ
れている可能性が高い。ところが、法律が定めるところの家畜でない野生動物
は、と畜場法の対象外であるためと畜場法に沿った衛生検査が行われないた
め、食肉としての安全性を保障するには至っていない。 
本研究ではこのような現状を受け、今後のジビエ衛生管理関連法規の制定に

貢献すべく、野生ニホンジカの疫学調査を行うため、国内各所のジビエ産業に
積極的な自治体からの試料提供協力を募った。これにより、北海道から宮崎県
までの計１０都道府県、６地方から、エゾシカ、ホンシュウジカ、キュウシュ
ウジカの 3 種類の試料が採集された。試料分類は、ジアルジア調査に用いる直
腸内容便、住肉胞子虫調査に用いる横隔膜または骨格筋の 3 種類であった。 
我が国のジビエ産業は、獣害被害が増えるにつれ、ますます振興が望まれる

方向にあるが、実際に全国的な流通を可能にするために衛生管理の段階になる
と様々な法規の関係で、生産自治体の中には検査に二の足を踏む自治体も存在
していた。また、行政と現場である捕獲狩猟者、解体施設管理者、加工業者と
の連携や、信頼関係が薄弱である自治体では、経済的問題や狩猟者の年齢をは
じめ、様々な要因において温度差が生じ、いかに行政がジビエ産業に積極的で
も、現場の協力が得られず、産業として成立するのが困難であることが分かっ
た。 
家畜のように生産段階での規定、衛生管理法が確立されているものについて

は、衛生検査の結果から風評被害を受けることは少ないが、生産、解体、加工
の段階で全ての規定が定められていない野生獣肉は、衛生面についての情報が
一般社会に深く浸透していない事もあり、小さな情報が大きな風評被害を呼ぶ
可能性が拭いきれない。このような不安を取り除くためにも、本研究の成果は、
これからの我が国のジビエ産業振興のために不可欠である数々のジビエ衛生
管理関連法規の制定に関して非常に重要な情報となり得る物である。 
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A. 研究目的 

近年、増え続ける野生鳥獣による獣害

への対策として我が国の各地方自治体で

は個体数管理を目的とした狩猟や捕獲が

行われている。このように捕獲された野

生動物を新たな資源として活用し、地方

財源となり得る郷土色豊かな資源、ひい

ては6次産業化を念頭に国産ジビエ産業

が始まろうとしている。特に獣害被害を

多大に受けている地方自治体では、個体

数管理が活発に行われているため、同時

に資源活用に対しても非常に積極的であ

るが、野生動物は家畜動物と異なり、肥

育を衛生管理されていないため、数々の

病原性微生物を含む環境由来生物に暴露

されている可能性が高い。ところが、法

律が定めるところの家畜でない野生動物

は、と畜場法の対象外であるためと畜場

法に沿った衛生検査が行われない。さら

に、と畜場での解体も許可されていない。

前述のとおり、野生動物は自然環境で成

育するため、家畜動物より多くの細菌、

ウイルス、寄生虫といった微生物に感染

し、中には病原性を保有する微生物も含

まれている可能性が高いにも関わらず、

法的規制によって家畜と同様の検査を受

けないため、食肉としての安全性を保障

するには至っていない。本研究の成果は、

これからの我が国のジビエ産業振興のた

めに不可欠である数々のジビエ衛生管理

関連法規の制定に関して非常に重要な情

報となり得る物である。我が国のジビエ

産業は、鳥獣被害対策の一環である面が

強いため、本研究成果も多少なり関連す

る衛生管理法規に及ぼされる影響は、現

在鳥獣被害を多く受け、その害獣を資源

活用化することを強く望む各自治体にこ

そ大きく現れる。そこで、本研究ではこ

れまでに鳥獣被害を多大に受け、未来の

ジビエ産業に積極的に取り組んでいる各
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自治体から試料提供を募り、国内の広い

地域から野生ニホンジカの試料を得た。 

 

B. 研究方法 

１．試料提供自治体の選出 

試料採取提供は主にこれまで野生鳥獣

被害を多く受けている自治体を選出した。

我が国では全国的にニホンジカによる獣

害被害を受けているが、その被害は森林、

および農地に分けられる。森林での被害

は主に日本アルプスをはじめ全国の山地

に起こっており、食害による自然景観破

壊、植林被害が多くを占めるが、そのよ

うなケースは、森の深い場所に少数の群

れで生息するため、狩猟自体が困難であ

り、一度の捕獲では確保できる数が限ら

れる。そのため、本研究の試料採取では、

遊牧地や牧草地、田畑など、狩猟のしや

すさと、群れの個体数が大きい地域・自

治体での試料採取を行った。試料採集協

力については、各自治体行政、猟友会に

依頼し、試料提供、及び採取協力を得た。 

 

２．採取方法 

研究代表者が各自治体行政機関と猟友

会を訪れ、研究内容を説明すると共に試

料採取協力を得た。次に、研究で使用す

る試料の部位、その目的、採取方法を説

明した。各自治体について、提供可能試

料を詳細に決定し、試料採取が出来てか

ら48時間以内に岩手大学農学部に冷蔵で

の送付を依頼した。個体識別については、

各自治体ともに、捕獲日、捕獲場所、性

別、年齢、体長、体重を出来る限り記載

した。採取は主に狩猟者が狩猟をした際

の解体時に行う。随時の試料採取および

送付が困難な自治体では、全国一斉捕獲

の際、研究代表者が捕獲に参加させて頂

き、現場での試料採取を行った。その試

料についても、捕獲日に冷蔵で岩手大学

農学部に送付した。 

 

３．採取試料部位 

本研究で用いた試料は研究対象に合わ
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せて3種類を採取した。ジアルジア、クリ

プトスポリジウム等水系感染性原虫の調

査試料は直腸内容物として糞便、住肉胞

子虫の調査試料には横隔膜または骨格筋

を採取した。糞便試料については外環境

由来のコンタミネーションを防ぐため、2

0 cm程度の長さを直腸ごと採取した。直

腸の両端は結紮することで完全に外気か

ら遮断した。横隔膜については、腹腔内

臓器を摘出した際に露出した部分を15 c

m2程度採取した。横隔膜の採取が困難で

あった場合は、大腿部の骨格筋を100 g

程度採取した。 

 

C. 研究結果 

１．試料提供自治体 

本研究の依頼により、北海道、千葉県、

三重県、長崎県から試料提供を頂けた。

地方としては、北海道、関東、近畿、九

州の6地方である。(表1.) 

 

２．採取試料数 

平成２７年度に本研究で採取できた試

料数は計325検体である。地方別の検体数

は、北海道155検体、近畿地方22検体、九

州地方122検体であった（表１）。 

 

３． 採取試料分類 

本研究で採取した試料は、季節、性別、

採取時期等がそれぞれ異なっている。採

取時期が判明しているものについては、

主には狩猟期である11月から3月に採取

したものが多く確認される（表２）が、

千葉県では6月から11月、三重県では3月、

10月の一斉捕獲期、長崎県では5月を除く

ほぼ年間と各自治体によって異なってい

る。また、夏季の狩猟については、ＦＳ

ＴＳＶ等を含むダニ刺咬の問題もあり、

狩猟を控える狩猟者が多く、試料採取の

頻度が低下している。北海道については、

狩猟のみでなく、養鹿場での肥育の後の

と殺解体の際の試料も多く含まれるため、

生息環境が大きく変化しないことを考慮

すると、試料採取時期の影響は大きくな
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いと推察されたことから、試料採取時期

の明記を不要とした。 

また、試料を採取した個体の雌雄差に

ついては各自治体で異なっていた（図１）。

雌雄の偏りについては、各自治体が個体

数管理の手段として捕獲を推奨している

ため、より効率的な管理のため、積極的

に雌個体の捕獲を推奨していることが原

因の一つと考えられる。 

 

４．部位別採取試料 

 本研究で使用する試料の部位は、標的

病原微生物により異なっている。クリプ

トスポリジウムおよびジアルジア等水系

感染性原虫の疫学調査については、直腸

内容中の糞便を試料とした。また、住肉

胞子虫の試料としては、筋肉組織を用い

た。住肉胞子虫については、寄生分布に

偏りがあるとの報告がある。光学顕微鏡

での組織切片検査によると、舌での寄生

が最も多く、次いで横隔膜および骨格筋、

最後に心筋組織の順でシスト数が減少す

ることが確認されているが、本研究では、

人への危害性を考慮し、主要な可食部位

を試料とすることを決定し、横隔膜また

は骨格筋の筋肉組織を採取した。 

 

D. 考察 

本研究では、合計述べ数325検体の試料

を採取することが出来た。北海道、本州、

九州の3つの島から採取できたことから、

それぞれの島を生息域とするエゾシカ、

ホンシュウジカ、キュウシュウジカの三

種の鹿からの試料を得られたということ

になる。採取分布としては、全国のなか

でも被害を大きく受けている地方自治体

から積極的な試料提供を得られた。しか

し、今回の研究協力が得られた背景には、

自治体行政と猟友会の密な信頼関係が強

く反映されていることが分かった。自治

体行政が害獣対策に頭を悩ませ、ジビエ

産業に踏み切る意欲はあるものの、現場

が整わない自治体が数多くある。家畜用

のと殺施設が使用できないため、野生動
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物の解体には独立した施設を利用する必

要があるが、この施設の建設費用は全て

が自治体行政で賄われるわけではない。

また、関係省庁からの費用も補助にとど

まり、大部分は事業者の負担となるため、

よほどの経済的余裕のある自治体でなけ

れば十分な数の施設を建設することが出

来ない現状であった。特にジビエ産業が

害獣被害対策の一つであることから推測

すれば、現在この問題に直面している自

治体は害獣被害により多大な経済的損害

を被っているため、野生動物を多く捕獲

できる自治体がジビエ産業で経済利益を

上げるという結果には安易に至らないた

め、現在でも野生動物の捕獲後は廃棄と

いうケースが非常に多くを占めている。

このような現状においても自治体行政と

狩猟者の関わりが非常に密であり、相互

に良い関係を保っている自治体のみで、

今回のような研究協力が達成された。自

治体を通じての依頼が猟友会等の狩猟者

へと届けられるため、猟友会と自治体行

政の関係がうまく成立していない自治体

では、たとえ自治体行政が非常に協力的

かつ研究結果を求めていても、猟友会の

同意が得られず協力を得られなかった自

治体も数多かった。また、野生動物から

の病原微生物の検出に付随するジビエの

風評被害を恐れ、調査協力を拒否する自

治体もまた少なくなかった。結果的に協

力が得られた自治体は、既にある程度の

ジビエ産業を進めており、加えて、行政

の取り組み、狩猟者との協力体制がうま

く連携されているところばかりであった。

また、狩猟者の年齢が大きく影響してお

り、高齢化の進行している猟友会では協

力を得られなかった。このような背景か

ら、我が国におけるジビエ産業の振興に

ついては経済的な問題が想定するより大

きな課題であることが分かった。 

今回の試料は全ての自治体について、4

8時間以内の冷蔵での送付を徹底したこ

ともあり、状態は良いものだった。研究

対象がウイルスや細菌である場合は、輸
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送時間での増殖･減少・死滅などが大きく

影響し、結果の信頼性が低下する恐れが

あるが、寄生虫を対象とする本研究では、

他の微生物に比べて安定性が高いため、

信頼性のある結果が得られる試料であっ

た。自治体によっては採集試料の雌雄比

が大きく違っているところもあった。こ

れについては、猟銃による捕獲、罠猟、

どちらの場合においても雌雄を選んで捕

獲することは難しいことと、全国的に個

体数管理の目的から雌個体を優先的に捕

獲する旨の通達が出されていることも関

係している。特に3月頃に行われる一斉捕

獲の際には、雌個体が妊娠している可能

性が非常に高いため、出産前に出来る限

り捕獲するという傾向が反映されたと考

えられる。各個体の年齢については捕獲

個体の体長、体重、雄個体であれば角を

参考に予想しているが、個体によっては

捕獲場所の関係で測定をする余地がなく、

試料を採取するのにとどまったため、年

齢が分からない個体も多かった。 

しかしながら、全国の自治体の協力に

より、状態の良い試料が採取できたこと

は、今後においても継続的に試料採取が

可能であり、信頼性のある研究成果を得

ることが期待できる。また、行政機関と

狩猟者との連携が何においても最も重要

であるため、研究協力を依頼する際には、

現場と行政の状況をよく把握しておくこ

とが肝要であることが分かった。 
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  地方   都道府県   検体数   

              

  北海道   北海道   155   

              

  関東   千葉   26   

              

  東海   三重   22   

              

  九州   長崎   122   

              

  合計       325   

  月   都道府県     
              
    北海道 千葉 三重 長崎   
              
  1 2     8   

  2 7     16   

  3 2   11 9   

  4   1   7   

  5 4 1   2   

  6 8 13   13   

  7 3 4   12   

  8 18 2   3   

  9 25 1   10   

  10 53 3 7 18   

  11 17 1   12   

  12 5     12   

  
時期不
明 

11   4     

              
  合計 155 26 22 122   

表 1．試料採取都道府県と検体数 

表２．試料採取時期 
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図１．検体分類（性別） 

図２．検体分類（年齢） 
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研究報告書 
 

代表研究者 山﨑朗子（岩手大学 農学部獣医公衆衛生学研究室） 
 

野生ニホンジカにおけるジアルジアの疫学調査 
 

研究要旨 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A. 研究目的 

ジアルジアは激しい下痢を引き起こす

消化管寄生性原虫で、強い塩素耐性を有

することから上水道処理の過程で消毒さ

れず、水道を介して広い範囲に感染する

ことで問題とされている。中でも、

Giaridia intestinalis は、多様な感染

性を有し、多くの哺乳類を宿主とすると

同時に感染源となることから、発生は集

団感染が多く、発展途上国のみならず、

先進国でも毎年のように発生している。

また、発生例の中では、飲料水からの一

ジアルジアは下痢を引き起こす消化管寄生性原虫で、強い塩素耐性を有するこ
とから上水道処理の過程で消毒されず、水道を介して広い範囲に感染することで
問題とされている。水道に関してはクリプトスポリジウムと同等に重要な病原微
生物である。中でも Giardia intestinalis は、ヒトにおいて最も重要な種であり、
発展途上国のみならず、先進国でも発生している。近年、日本では野生動物の増
加に伴い、餌を求めて山から下りてきた動物が人と接することが多くなった。ジ
アルジアの宿主となりうるこれらの野生動物が家畜動物と比べ遥かに広い範囲を
生活圏にしていることを考えると、野生動物個体数の増加によりジアルジア感染
源が人の生活用水の水源に接する機会が増えている状況であると言える。 
そこで本研究では、日本国内各地に分布する野生動物の糞便試料からジアルジ

アの検出を試み、ジアルジアの分布についての疫学的調査を行うことにより、野
生動物に起因する生活用水汚染の危害性を検討した。 
 本研究の結果、国内野生ニホンジカにおいて初めてジアルジアの存在が明らか
になった。陽性検体を遺伝解析したところ、ヒトへの病害を示す G. intestinalis
が検出された。 
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次感染だけでなく、患者が泳いだプール

で感染した等、二次感染の例もある。特

に、子供や高齢者、免疫不全者にでは脅

威であり、死亡する可能性が高い。この

ことが、先進国、発展途上国を問わずジ

アルジアが大きな問題として取り上げら

れる理由のひとつであり、また、国際化

に伴う地球規模での人や物の移動の増加

が、輸入による感染拡大の一因となって

いる。 

近年、日本では野生動物の増加に伴い、

餌を求めて山から下りてきた動物が人と

接することが多くなった。ジアルジアの

宿主となりうるこれらの野生動物が家畜

動物と比べ遥かに広い範囲を生活圏にし

ていることを考えると、野生動物個体数

の増加によりジアルジア感染源が人の生

活用水の水源に接する機会が増えている

状況であると言える。これは、飲料水を

はじめとする家庭用水を媒介した水系感

染によるジアルジア症の集団発生が増加

する危険性を示唆している。そこで本研

究では、日本国内各地に分布する野生動

物の糞便試料からジアルジアの検出を試

み、ジアルジアの分布についての疫学的

調査を行うとともに、検出された原虫の

型を解析することにより、野生動物に起

因する生活用水汚染の危害性を検討する。

本研究においては、ヒトの生活用水の水

源近辺に接触する可能性のある野生動物

について、それらのジアルジアの保有状

況に加え各型の同定を行い、人に感染性

を持つ G. intestinalis の分布状況を解

析することにより汚染源の可能性を解析

する。試料採取は年間を通して行い、季

節変動など、環境の変化に伴う動態にも

着目する。 

これまで、ジアルジアについてはその

感染事例の規模に相反し、総括的な疫学

研究や、汚染源の特定について未だ解明

されておらず、対処については浄水施設

における消毒法にとどまる現状だが、塩

素消毒に抵抗性のある本病原体について

はいまだ効果は表れていない。本研究は、
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ジアルジアが自然界から人間の生活に侵

入する第一線を明らかにするものであり、

全国的に分布している野生動物を広範的

に疫学調査することで広大な生息域を持

つ野生動物が水源の汚染源になり得る可

能性を精査するという試みである。また、

汚染源の特定および汚染経路の解明は、

野生動物の行動規制・誘導等により水源

をいかにして汚染から守り、集団感染を

回避するかという防疫策の基盤となるほ

か、野生動物の腸内容物に触れる可能性

のある狩猟者、解体事業者を感染から守

るための規制にも非常に重要な情報とな

る。人獣感染症の中でも人の生活にとっ

て不可欠である水を媒介する感染性原虫

であることを鑑みると、日常生活、畜産

業、農業、をはじめとするすべての人間

生活に深く関係する水供給の面から、安

全な家庭用水・飲料水の供給に寄与する

という点でも本研究の意義は大きいと言

える。 

 

B. 研究方法 

１．試料からの核酸抽出 

国立感染症研究所による「ジアルジア

症・ジアルジア症等の原虫性下痢症」に

準拠して糞便中のジアルジア原虫を濃縮

する。 

 

１）糞便からの分離 

ポリプロピレン製栄研スピッツ管に糞

便 1 g を入れ、精製水または PBS を 10 ml

加え、15 分間程度静置する。滅菌済みの

綿棒の柄でよく撹拌する。ポリプロピレ

ン製漏斗に綿製ガーゼを四つ折りにして

浅く設置する。ガーゼの上から 500 円玉

強の大きさに精製水または PBS を滴下し

て湿らせる。新しい栄研スピッツ管にガ

ーゼをセットした漏斗を設置する。漏斗

の上から試料懸濁液をポリプロピレンス

ポイトで滴下していく。全て注ぎ終えた

ら、栄研スピッツ管を洗うように 5 ml

の精製水または PBS を加え、再びスポイ

トで漏斗に注ぐ。綿棒の柄でガーゼを巻
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き付けて漏斗の中で絞り、試料溶液を全

て集める（図３）。 

 

２）酢酸エチル法による精製 

試料懸濁溶液が入ったポリプロピレン

栄研スピッツ管に最終濃度 20 ％になる

ように酢酸エチルを加える。蓋を閉め、

よく混和するように撹拌する。均一に混

ざったら、ふたを一度開けて抜気する。

その後、1000×g で 5 分間、室温にて遠

心分離する。回転停止の際に沈査が浮き

上がることを防ぐため、ブレーキはオフ

に設定する。遠心分離後、試料溶液が沈

査、水溶媒層、有機溶媒層の３層に分か

れたことを確認したら、上部の２層の交

雑物をスポイトで吸引、またはデカンテ

ーションで除去する。その際、管壁につ

いた交雑物等は綿棒で拭い取る。タッピ

ングかボルテックスを用いて沈殿物をほ

ぐした後、2 ml 程度の精製水で洗う。1000

×g で 3 分間、室温にて遠心分離し、上

清を除去する。残った沈査を用いてゲノ

ム抽出を行った（図４）。 

 

３）沈査からの核酸抽出 

上記の操作で得られた沈査から核酸抽

出を最も効率よく行うため、凍結融解処

理を繰り返して沈査を破砕する。凍結は

液体窒素を用いて-196℃で行い、融解は

85℃で行う。凍結融解処理を 5 回行った

後、超音波処理を 5 分間かけ、最終濃度

10%の Protenase K 溶液で 56℃にて一晩

の消化を行う。処理後の沈査からの核酸

抽出は QIAGEN mini stool kit を用い、

プロトコルに準拠して抽出する。抽出し

た核酸は-20℃にて保存した。 

 

２．ジアルジア属の検出 

試料中のジアルジア属の検出にはリア

ルタイムPCR法を用いた。ジアルジア18S

リボソーム RNA を標的とした Cycleave® 

RT-PCR Giardia 18S rRNA Detection kit 

（Takara）を用いて、プロトコルに従っ

て逆転写リアルタイム PCR を行った。逆
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転写反応は、5×PrimerScript RT Master 

Mix を核酸試料と混和し（表３）、37℃に

て 15 分間で行った（表４）。逆転写反応

の後、得られた反応液を試料としてリア

ルタイム PCR を行った。2× Cycleave 

Reaction Mixture と Giardia 

Primer/Probe Mix を試料と混和して反応

溶液を調整し（表５）、プロトコルの反応

条件に従ってターゲット領域の遺伝子増

幅と検出を行った（表６）。得られた陽性

検体については、18S リボソーム RNA の

塩基配列の解析を外部委託し、その遺伝

子配列について National Center for 

Biotechnology Information（NCBI）の

Basic Local Alignment Search Tool 

（BLAST）を用いて相同性検索を行い、種

を同定した。 

 

C. 研究結果 

上記の方法に従い、糞便中のジアルジ

ア原虫の濃縮、核酸抽出、18S リボソー

ム RNA（18SrRNA)を標的としたジアルジ

ア属原虫の検出を行った。その結果、い

くつかの自治体からの試料中にジアルジ

ア属原虫特異的 18SrRNA 遺伝子の増幅が

確認された。各自治体によって陽性検出

率には相違があった。千葉県では 0 ％

（0/27）、静岡県 0 ％（7/45）、山梨県 0 ％

（0/40）、滋賀県 0 ％（0/23）、京都府

3.5 ％（1/29）、三重県 0 ％（0/25）、熊

本県 0 ％（0/7）、宮崎県 0 ％（0/5）、長

崎県 1.7 ％（1/58）という陽性率が確認

された。雌雄間では雄 0.7 ％（1/135）、

雌 0.8 ％（1/129）であった（表７）。こ

れらの陽性検体について塩基配列を解析

したところ、G. intestinalis が BLAST

による相同性検索で 100 ％の相同性を示

した（表７）。 

更 に 、 系 統 樹 解 析 の 結 果 、 G. 

intestinalis の Assamblage のうち、最

も ヒ ト で の 症 例 が 多 く 見 ら れ る

Assamblage A であることが分かった（図

４）。 
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D. 考察 

ジアルジアは、塩素に耐性を持つ水媒

介性の微生物である特性から、非常に大

きな規模の発症事例を特徴とする。人の

生活、ひいては生物の生命維持に欠かせ

ない水を媒介することにより、消毒以外

に回避する手段はないが、塩素消毒が有

効でないために完全に殺菌するには紫外

線照射以外の手段は現在のところない。

ところが、国内の住宅に水を供給するず

べての水道に紫外線殺菌を施すには費用

が掛かりすぎるため、現在は多くの水道

施設がジアルジア検出の際には紫外線殺

菌を施すという条件付き規制にとどまっ

ている。山間部の小さな集落では戸数の

少なさに応じて簡易水道が設置されてい

る。また、このような集落では私有地の

畑で小規模な農業を営んでいることが多

く、その際には自宅の井戸水や、川の水

などを使用している場合がほとんどであ

る。ニホンジカとの遭遇や被害が頻発す

る場所はまさに上記のような場所であり、

現に井戸の水をシカが飲んでいた、井戸

の周りにシカの糞が大量に落とされてい

る、などの訴えが多くあり、生活水の安

全性や衛生面での不安が自治体に寄せら

れていた。本研究は、ジビエとしての食

肉利用の安全性担保に関する研究から派

生した、野生動物によるヒトへの危害性

に焦点を当てている。 

これまで、我が国の野生ニホンジカか

らジアルジアの検出報告はなかった。と

ころが、本研究では、京都府と長崎県の

2 県から検出された。自治体によって試

料数が少ないことも原因の一つであると

考えられるが、少なくとも我が国の野生

ニホンジカにはジアルジアを保有してい

る個体がいることが証明された。今回検

出された種はヒトに対して病原性を持つ

ものであるため、陽性率は低いものの、

G. Intestinalis が幅広い種の宿主に感

染する特性を持つ事を考えると、シカか

ら各種の野生動物、家畜等への感染拡大

を経て、水源汚染に繋がる可能性を考慮
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する必要がある。 

雌雄別に解析したジアルジアの陽性率

に有意差は認められなかった。これまで、

家畜を対象としたジアルジアの調査では

年齢による影響を示したものが多かった

が、本研究結果での陽性個体はどちらも

若齢ではなく、成獣であることから、本

来ならば成長に伴う免疫力の向上により

排出される原虫がなんらかの原因により、

生残していると考えられる。一方、季節

による陽性率の変動は認められなかった。

このことに関しては、狩猟や捕獲による

試料採取にはどうしても法律で決められ

た猟期が関係してくるため、年間を通し

て満遍なく試料を採取することが難しい

ことから、正確な解析が叶わなかったこ

とが背景にある。また、夏季の狩猟では

SFTSV 陽性マダニやその他の衛生動物に

よる刺咬が増えるため、危険回避のため

に採取試料数が減ることなども関係する。

そのため、野生ニホンジカにおけるジア

ルジア陽性率の季節変動を確認するには、

上記のような背景の解決と四季を通して

満遍なく試料採取が行われることが必要

である。 

本研究では本州のホンシュウジカ、九

州のキュウシュウジカ由来の試料での調

査になったが、どちらの種についても検

出された種は同じものであったが、北海

道に生息するエゾシカではまた異なる結

果が出る可能性は大きい。今回の結果か

ら類推すると、宿主と地域の相違により、

陽性率には違いが反映されるが感染する

ジアルジアの種に関しては本州、九州で

違いはないことが考えられる。 

 

E. 結論 

本研究により、日本に生息する野生ニ

ホンジカには地域によってジアルジアに

感染している現状が明らかになった。そ

の陽性率には地域によって違いが確認さ

れたが、感染している種はどちらも、G. 

intestinalis Assamblage A であったこ

とから、本州、九州という土地柄、また、
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ホンシュウジカ、キュウシュウジカとい

う宿主の種の違いは影響しないことが分

かった。本種はヒトに対して病原性を持

ち、更に、広範囲の宿主に感染するため、

野生ニホンジカから他の野生動物、家畜、

などへと感染拡大し、水源汚染の元凶と

もなりうる可能性が示唆される。 

 

G. 研究発表 

学会発表（海外１件） 

UJNR Toxic Microorganisms Panel  

12th International Symposium  

“Toxins, Pathogens, and Foods: 

Challenges and Opportunities for 

Public Health” May 16-18, 2017,  

US FDA Facilities, Laurel and College 

Park, MD 
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図３．糞便試料からの原虫分離法 
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５×PrimerScript RT Master Mix 2 μl 

サンプル核酸溶液 1~5 μl 

RNase Free dH2O Up to 10 μl 

Reverse transcription 37℃ 15分間 

inactivation 85℃ 5秒間 

Cooling 4℃ Keeping 

５×PrimerScript RT Master Mix 2 μl 

サンプル核酸溶液 1~5 μl 

RNase Free dH2O Up to 10 μl 

Initial denaturation 95℃ 10秒間 

Denaturation 95℃ 5秒間 

Annealing 55℃ 10秒間 

Extention 72℃ 20秒間 

表３．ジアルジア逆転写反応液構成 

表４．ジアルジア逆転写反応条件 

表６．ジアルジアリアルタイム PCR 法反応条件 

表５．ジアルジアリアルタイム PCR 反応液構成 
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採取地域 
陽性率 

(陽性数/総個体数) 
種同定結果 

千葉 0.0 % (0/27)  
静岡(天城) 0.0 % (0/39)  

静岡（富士宮) 0.0 % (0/6)  
山梨 0.0 % (0/8)  
三重 0.0 % (0/13)  
京都 3.5 % (1/29) G. Intestinalis 
滋賀 0.0 % (0/12)  
長崎 1.7 % (1/58) G. intestinalis 
熊本 0.0 % (0/7)  
宮崎 0.0 % (0/5)  

合計 0.7 % (2/271)  

表７．野生ニホンジカにおけるジアルジア調査結果 

図４．陽性検体から同定されたジアルジア種の系統樹 
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厚生労働科学研究費補助金 

（食品の安全確保推進研究事業） 
 

研究報告書 
 

代表研究者 山﨑朗子（岩手大学 農学部獣医公衆衛生学研究室） 
 

野生ニホンジカにおける住肉胞子虫の検査法の確立： 

18SrRNA を標的にした新規定性的 PCR 法の確立 

研究要旨 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. 研究目的 

昨今、害獣駆除目的で捕獲された野

生鳥獣の肉をジビエとして食肉活用

する地域振興事業が盛んに行われて

いる。しかし、整った衛生管理下で肥

育・食肉加工されている家畜に比して、

成育環境・解体環境ともに大きく異な

る野生鳥獣は、家畜が通常保有する食

中毒病原性微生物以外にも食中毒誘

起因子となりうる有害細菌類や、ウイ

家畜に比べ、成育環境・解体環境ともに大きく異なる野生鳥獣は、家畜が通常
保有する食中毒病原性微生物以外にも食中毒誘起因子となりうる多くの有害微
生物に感染している可能性が高い。ところがこのような事実は世間一般的に認知
度が低く、野生獣肉喫食による事例は既に数件報告されている。その一つである
住肉胞子虫（Sarcocystis 属）は平成２１年頃から起こった生食用馬肉を原因食
品とした食中毒事例により全国的に広く知られ、新規病原性寄生虫の出現として
注意喚起されるに至った。にもかかわらず、近年、新たに報告された住肉胞子虫
による食中毒事例の原因が野生シカ肉の生食であったことは、一般社会における
野生獣肉に関する危害性認識の低さを顕著に表している。 
我が国の野生シカにおける住肉胞子虫については、北海道のエゾシカにおいて

96 ％、本州のホンシュウジカにおいて 90 ％という極めて高い保有率が報告され
たが、現行の顕微鏡検査では、熟練度の低い検査員では検出が難しく、全国的な
産業の振興を目指すジビエ産業の衛生管理法としては、より簡便で客観性の高い
検査法が求められる。これまでに使用されてきた、厚生労働省通知の Sarcocystis 
fayeri 検出法の転用では、ニホンジカ寄生性の住肉胞子虫の正しい検出ができな
いことを明らかにした。そのため、ニホンジカ寄生性の住肉胞子虫特異的な検出
法の候補として、新たな PCR 法を用いた定性的検査法を確立した。 
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ルス類、寄生虫類など多くの有害微生

物に感染している可能性が高い。事実、

野生鳥獣からは、サルモネラ、カンピ

ロバクター、ベロ毒素遺伝子陽性大腸

菌等の細菌類、Ｅ型肝炎ウイルス由来

遺伝子に加え鞭虫、回虫、鉤虫等の寄

生虫卵および住肉胞子虫、線虫、肝蛭

などの寄生虫類が検出されている(平

成 ２３～２５ 年度厚生労働科学研

究「野生鳥獣由来食肉の安全性確保に

関する研究 研究代表者：髙井伸二）。

これは、多種多様な動物との接触機会

が多い自然環境での成育に大きく寄

与するものと考えられ、野生鳥獣の大

きな特徴であるが、この観点からの野

生鳥獣肉喫食危害についてはこれま

でに十分な研究が行われていない。と

ころがこのような事実は世間一般的

に認知度が低く、野生獣肉喫食による

事例は既に数件報告されている。 

そ の 一 つ で あ る 住 肉 胞 子 虫

（Sarcocystis 属）は平成２１年頃か

ら起こった生食用馬肉を原因食品と

した食中毒事例により全国的に広く

知られ、これまでの家畜肉による食中

毒事例の主な原因とされてきた細菌

類やウイルス類に加えて新たに食中

毒を起こしうる新規病原性寄生虫の

出現として注意喚起されるに至った。

にもかかわらず、近年、新たに報告さ

れた住肉胞子虫による食中毒事例の

原因が野生シカ肉の生食であったこ

とは、一般社会における野生獣肉に関

する危害性認識の低さを顕著に表し

ている。 

住肉胞子虫は、主に草食性の哺乳類

を中間宿主に、肉食性の哺乳類を終宿

主に持つ二宿主性の原虫で、家畜では

ウマ、ウシ、ヒツジ、ブタなどが中間

宿主となる。ヒトへの感染は、中間宿

主の骨格筋組織に寄生したサルコシ

ストを摂食することにより成立する。 
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我が国の野生シカにおける住肉胞

子虫については、北海道のエゾシカに

おいて 96 ％、本州のホンシュウジカ

において 90 ％という極めて高い保有

率が報告され、食肉利用にあたって迅

速に対応すべき問題点となっている。

ところが、生食用馬肉で発見された住

肉胞子虫については事例後の調査に

より、Sarcocystis fayeri と種同定さ

れ、さらに、食中毒事例における喫食

検出量が 18SrRNA 遺伝子コピー数 1.2

×106～6.6×106 / g であったことから

食中毒危害の基準値が定められたの

に対して、同様に食中毒事例を起こし

たニホンジカ由来の住肉胞子虫につ

いては、これほどの高い陽性率であり

ながら、光学顕微鏡による組織切片の

検査にとどまり、遺伝的な種同定も、

食中毒発症基準も明確にされていな

い。その最も大きな理由は、ニホンジ

カに寄生する住肉胞子虫を検出する

方 法 は 、 厚 生 労 働 省 通 知 の 、

Sarcocystis fayeri 検出法を転用す

る以外になく、その正確性が確認され

ていないことである。 

本研究は、野生ニホンジカ由来住肉

胞子虫を特異的に検出できる方法の

確立を目的とし、まず、厚生労働省通

知の Sarcocystis fayeri 検出法の転

用の正確性を確認し、さらに、ニホン

ジカ寄生性住肉胞子虫の特異的検出

法の確立を試みた。 

 

B. 研究方法 

１．ニホンジカ肉試料の乳化 

厚生労働省暫定法：生食用馬肉中の 

Sarcocystis fayeri 検査法に準拠し、

国内の野生ニホンジカ由来の横隔膜

又は骨格筋から住肉胞子虫の核酸を

抽出する。全国から試料提供を受けた

野性ニホンジカの横隔膜、骨格筋から

脂肪、筋を除去し、筋肉繊維を 10 g
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切り出す。包丁などを用いてまな板の

上で細かく破砕し、ミンチ状にする。

PBS 30 ml と共にホモジナイザーカッ

プに入れ、5000 rpm で 1 分間ホモジナ

イズして均一の乳剤状にする。乳化し

た乳液を 200 μl 取り、1.5 ml マイク

ロチューブに取る（図５）。 

 

２．DNA の抽出精製 

乳液状となったシカ肉試料から

QIAamp DNA Mini Kit（QIAGEN 51304、

51306）を用いてプロトコルに準拠し

て核酸を抽出精製し、-20℃で保存す

る。 

 

３．網羅的 Sarcocystis 属 18S rRNA

遺伝子特異的プライマーの設計 

Sarcocystis 18S rRNA 遺伝子につい

て 、 現 在 National Center for 

Biotechnology Information(NCBI)に

登録されているSarcocystis種 21種、

Odocoileus virginianus 、 Homo 

sapiens、Bos taurus、Sus scrofa お

よび Equus caballus の哺乳類、反芻

獣の筋肉組織に寄生する可能性のあ

る Toxoplasma gondii と Trichinella 

spiralis の 18S rRNA 遺伝子塩基配列

を MEGA6 software を用いてマルチプ

ルアライメントを行い、保存領域と特

異領域を推定した(図 1)。続いて Snap 

Gene Software を用いて、Sarcocystis

属 18S rRNA 全長配列（約 1,800 bp）

を特異的に増幅できるSarcocystis属

18S rRNA 遺伝子特異的プライマー

Sarcocystis 18S FおよびSarcocystis 

18S R を設計した(図７)。 

プライマーに適合する反応条件を

設定し、定性的 PCR 法を用いて、て

Sarcocystis 属の遺伝学的検出を試み

た（表８、表９）。 

 

C. 研究結果 
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１．現行の厚生労働省通知 S. fayeri

検査法によるシカ肉材料の検査 

現行のS. fayeri定性的PCR法では、

用いた長崎県由来検体 1～6 のうち非

特異的な増幅が認められず、標的遺伝

子増幅である 1,100 bp 付近にバンド

が確認されたものは 1 のみであった

(図６)。2、5 および 6 は 1,100 bp 付

近にバンドが確認できるものの、非特

異的な増幅も認められた。3 および 4

は標的遺伝子と同程度の非特異的な

増幅が認められた。 

 

２．設計した Sarcocystis 属 18S 

rRNA 遺伝子特異的プライマーを用い

た定性的 PCR 法の実施 

設計した Sarcocystis 属 18S rRNA

遺伝子特異プライマーを用いて、野生

ニホンジカ供試検体由来の核酸抽出

液を試料として定性的 PCR 法を行い、

アガロース電気泳動を実施した結果、

約 1,800 bp 付近に単一のバンドが確

認された(図８)。 

 

D. 考察 

これまでに野生ニホンジカでの住

肉胞子虫調査はいくらか行われてき

たが、その全てが組織切片内のサルコ

シストの顕微鏡検査にとどまってい

る。顕微鏡検査で検出される住肉胞子

虫の判断基準は染色された虫体壁の

厚みや、虫体の大きさを判断すること

が大部分を占め、それ以上の解析には

限界がある。また、鑑別点を判断する

には熟練を要するため、誰もが診断を

出来る方法でないことに加え、検査者

の主観が反映される可能性も拭いき

れない。本研究では、今後食肉として

社会一般的に提供されることが強く

推進されている野生シカ肉の安全性

の担保に貢献するべく、食中毒危害性

の検査法として住肉胞子虫の検出法
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の確立を試みた。 

野生ニホンジカ肉の住肉胞子虫の

検出に厚生労働省暫定法：生食用馬肉

中の Sarcocystis fayeri 検査法を用

いたところ、非特異的な DNA 断片の増

幅が多く認められたため(図 2)、シカ

肉を試料として用いる場合には、現行

の S. fayeri 検査法では野生ニホンジ

カに寄生するSarcocystis属の感染判

定が正しく行えない可能性が考えら

れた。また、この検査法の標的塩基配

列は 18S rRNA 遺伝子塩基配列の全長

約 1,800 bp のうちの、約 1,100 bp

の領域であり、18S rRNA 遺伝子塩基配

列内に存在する特異領域を一部欠い

ていることから、塩基配列解析による

種同定も、正しく同定できない可能性

が示唆された。実際にシカ肉について、

本研究で設計した特異的プライマー

は 現 在 NCBI に 登録 さ れ て い る

Sarcocystis 種 21 種の 18S rRNA 遺伝

子の全長領域である 1,800 bp を増幅

し、宿主であるニホンジカ由来の 18S 

rRNA 遺伝子を増幅することなく

Sarcocystis属の18S rRNA遺伝子を増

幅することが確認された。また、顕微

鏡検査でのサルコシスト検出が困難

な微小なサルコシスト含む検体でも、

検体筋肉組織 10 g から Sarcocystis

属の感染を判定することができるた

め、従来の検査法と比較して、検査の

熟練度に関係なく、正確性の高い結果

が得られる検査法であると考えられ

る。 

 

E．結論 

本研究では、これまで確立されてい

なかった、野生ニホンジカに寄生する

住肉胞子虫を特異的に検出するPCR法

を確立した。食中毒危害性が想定され

る住肉胞子虫の検査はジビエ産業に

不可欠であるため、精度が高く迅速に
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スクリーニングが出来る本検査法は

今後のジビエの検査段階で非常に大

きな役割を果たす事が考えられる。 

 

G. 研究発表 

（１）国内  5 件 

①ジビエ(野生鳥獣肉)とくに野生シカ

肉を汚染する住肉胞子虫の危害性分

析(第 27 回日本臨床寄生虫学会大会)、

②住肉胞子虫 Sarcocystis 属由来の下痢

誘発性毒素 15kDa タンパク質の病原性

解析(第 159 回日本獣医学会学術集会)、

③国内野生ニホンジカに存在する

Sarcocystis spp.の疫学的調査および遺

伝学的解析(第 159 回日本獣医学会学

術集会) 

④Sarcocystis 属における定量的 Real‐

time PCR 法の確立と野生ニホンジカに

おける感染状況(第 37 回日本食品微生

物学会学術総会) 

⑤ニホンジカ寄生 Sarcocystis spp.の宿

主生息地域における疫学的相違の解

析(平成 28 年度獣医学術東北地区学会 

日本獣医公衆衛生学会東北地区) 
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図５．試料からの住肉胞子虫ゲノム抽出法 

図６．厚生労働省通知法を用いた検査結果 
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GeneAce SYBR qPCR Mix α 12.5 μl 

Primer Forward 0.25 μl 

Primer Reverse 0.25 μl 

サンプル核酸溶液 2.5 μl 

RNase Free dH2O 9.5 μl 

Total 25 μl 

condition temprature Time 

Initial denaturation 95℃ 10分間 

Denaturation 95℃ 30秒間 

Annealing 55℃ 30秒間 

Extention 72℃ 90秒間 

Final extention 72℃ 5分間 

Cooling 4℃ 保持 

図７．住肉胞子虫１８SrRNA 検出用プライマー配列 

表９．住肉胞子虫１８SrRNA 検出用定性 PCR 条件 

表８．住肉胞子虫１８SrRNA 検出用定性 PCR 反応液構成 

35 サイクル 
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図８．本研究で確立したニホンジカ用新規 Sarcpcystis 定性的試験法を用いた 
検査結果 
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厚生労働科学研究費補助金 

（食品の安全確保推進研究事業） 
 

研究報告書 
 

代表研究者 山﨑朗子（岩手大学 農学部獣医公衆衛生学研究室） 
 

野生ニホンジカにおける住肉胞子虫の検査法の確立： 

18SrRNA を標的にした新規定量的 PCR 法の確立 

研究要旨 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
A. 研究目的 

住肉胞子虫属は野生ニホンジカの生食

により食中毒事例を過去に起こしている。

この食中毒は、以前に生食用馬肉で発生

した事例と同様に住肉胞子虫をっ原因と

していた。しかし、生食用馬肉では危害

性基準が食肉 1 g あたり 10６遺伝子コピ

ーと算出されたのに対し、シカ肉では同

平成２１年頃から起こった生食用馬肉を原因食品とした住肉胞子虫
（Sarcocystis 属）食中毒事例と同様に、野生シカ肉の生食でも住肉胞子虫によ
る食中毒事例が発生している。 
我が国の野生シカにおける住肉胞子虫については、北海道のエゾシカにおいて

96 ％、本州のホンシュウジカにおいて 90 ％という極めて高い保有率が報告さ
れたが、生食用馬肉で発見された住肉胞子虫については、事例後の調査により食
中毒危害の基準値が定められたのに対して、同様に食中毒事例を起こしたニホン
ジカ由来の住肉胞子虫については、これほどの高い陽性率でありながら食中毒発
症基準も明確にされていない。 
前年度に、厚生労働省通知の S. fayeri 検査法を基に定量試験法を考案したが、

ウマと異なり、ニホンジカには S. fayeri が寄生しないことと、通知法は
Sarcocystis 属を網羅的に検出するものではないことから、エゾシカ、ホンシュ
ウジカ、キュウシュウジカの全てに適用する検査法ではないことが分かった。そ
こで本研究は、野生ニホンジカ由来住肉胞子虫を特異的に定量できる検査法を新
たに考案した。現在 NCBI に登録されている全ての Sarcocystis 属の 18SrRNA
遺伝子領域から共通領域を選出し、標的領域とした。標的領域に適応したプライ
マー配列を選び、そのプライマーに適合した遺伝子増幅条件と、陽性対照を作製
し、リアルタイム PCR 法を基とした定量法を確立した。 
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様の基準は提言されなかった。その理由

は、ニホンジカに寄生する住肉胞子虫の

定量的試験法が存在しなかった事に尽き

る。生食用馬肉における住肉胞子虫につ

いては、感染している住肉胞子虫が S. 

fayeri であることが明確にされたため、

S. fayeri を標的にした定性的、および

定量的試験を行うことで解決できたが、

ニホンジカ肉については感染種が明らか

になっていなかったため、S. fayeri 検

査法を転用するほかなく、正確性が補償

されたニホンジカ寄生性住肉胞子虫の特

異的定量法とは言えなかった。本研究で

は前項に引き続き、野生ニホンジカ肉に

おける網羅的な住肉胞子虫の定量的検査

法の確立を試みた。 

 

B. 研究方法 

１．プライマー領域の決定 

前項｢野生ニホンジカにおける住肉

胞子虫の検査法の確立：18SrRNA を標

的にした新規定性的 PCR 法の確立｣で

推定した Sarcocystis 属に特異的な

Sarcocystis 18S rRNA 遺伝子全長配列

のうち、1123 bp から 1247 bp(124 bp)

の領域を標的とするプライマー

Sarcocystis Real-time F お よ び

Sarcocystis Real-time R (表1)をSnap 

Gene software を用いて設計した。（図

９）。 

 

２．リアルタイム PCR 法の反応条件の

決定 

設計したプライマーにあわせてアニー

リング温度を決定し、標的遺伝子領域の

塩基数を増幅するのに適した伸張反応時

間を決定した。酵素は SYBR qPCR kit 

(GeneAce SYBR qPCR Mix α)を用い、プ

ロトコルに準拠して初期変性温度、反応

時間、伸張反応温度を設定した（表１０）。 

 

３．陽性対照の決定 

Sarcocystis 属 18S rRNA 遺伝子の定量

的 Real-time PCR 法に用いる標準試料候
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補 と し て 、 pMD20/N1_18S 

rRNA_SarcocystisI と pMD20/C3_18S 

rRNA_Sarcocystis を選出し、これらのプ

ラスミドに対して、BamHⅠと、EcoRV、

EcoRVとSalⅠの4種の制限酵素を同時に

用いて、2 種のプラスミドを切断するダ

ブルダイゼーションを行った。ダブルダ

イゼーション反応後の溶液に対してアガ

ロース電気泳動を行い、4,500 bp 付近の

バンドをメスを用いて切り出し、Nucleo 

spin(TaKaRa)を用いて直鎖状プラスミド

を精製した。直鎖状プラスミドを標準試

料として Real-time PCR を実施し、

StepOnePlus Real Time PCR 

System(Applied Biosystems)にて検量線

を作製した。（図１１、図１２）。 

 

C. 研究結果 

設計した Sarcocystis 属に特異的な定

量的 Real-time PCR 法用プライマーを用

いて定性的 PCR 法をおこなった。反応物

のアガロース電気泳動像では予測したサ

イズである120 bp付近に単一のバンドが

認められた(図１０)。 

定量的 Real-time PCR 法用スタンダー

ドとして作製し、得られた直鎖プラスミ

ド(4500 bp)を以下の計算式に当てはめ、

遺伝子コピー数を計算した。分子量（mw）

は、二本鎖 DNA プロダクトの長さ（4506 

bp）×330 daltons×2 nt/bp＝2.97×106 

daltons(g/mole)となり、分子量からコピ

ー数への変換は 2.97×106 g/mole÷アボ

ガ ド ロ 定 数 （ 6.023 ×

1023molecules/mole ） ＝ 4.93 × 10-18 

g/moleclue となった。これを 1 ng 当た

りに計算すると、直鎖プラスミド 1 ng 

=2.02×109 コピーとなった。スタンダー

ドを用いた融解解離曲線解析では単一の

ピークが確認された。101~108遺伝子コピ

ー検量線の r2は 0.998 であったので(図

12)、定量的試験の定量範囲は 101~108遺

伝子コピーに設定した。また、Ⅱ 2.で述

べたホモジナイズ後の試料には、30 ml

の懸濁液中に筋肉10 gが含まれているた
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め、測定したシカ筋肉由来抽出核酸 1 µl

中の遺伝子コピー数を 3,000 倍し、シカ

筋肉 1 g 当たりの Sarcocystis 属遺伝子

コピー数を算出した。 

 

D. 考察 

国内野生ニホンジ カ筋肉中の

Sarcocystis 属の定量法については、

これまで顕微鏡検査でのシカ筋肉中サ

ルコシスト計数によって行われていた

(23)が、この検査法では、計数者によ

ってサルコシストの計数に偏りが出る

ことが予想される。厚生労働省の通知

法はウマ寄生性の Sarcocystis fayeri

を対象とした試験法であり、ターゲッ

ト遺伝子およびプライマー領域はニホ

ンジカに寄生する Sarococystis 属の

配列と異なっていたため、野生ニホン

ジカ肉中の Sarcocystis 属の定量に同

法を転用することは出来ないことが分

か っ た 。 本 研 究 で 作 成 し た

Sarococystis 属を網羅的に定量する

Real-time PCR 法は、前項の定性的試

験法と同様、現在 NCBI に登録されてい

る Saroccystis 属全ての 18SrRNA 遺伝

子のうち、real-time PCR 法に適した

サイズの共通領域を増幅するものであ

る。Real-time PCR 法の定量に用いる

標準試料は本来 Sarcocystis 属のみの

単 一 DNA 溶 液 が 望 ま し い が 、

Sarcocystis 属は筋肉中に存在するた

め、シカ肉の組織断片の混入は避けら

れない。単一の DNA 溶液が用いられな

い場合のスタンダードには PCR アンプ

リコンを用いる方法と、目的 DNA 断片

をプラスミドに導入したものを用いる

方法があるが、本研究では後者を用い

た。 

 

E. 結論 

本研究では、これまで確立されてい

なかった、野生ニホンジカに寄生する

住肉胞子虫を特異的に定量する PCR 法

を確立した。今後、食肉として利用さ
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れる機会の増えるニホンジカの食肉衛

生管理の観点からは、食中毒危害性が

想定される住肉胞子虫の検査は不可避

であるため、精度が高く迅速に定量が

出来る本検査法は今後のジビエの検査

段階で非常に大きな役割を果たす事が

考えられる。 

 

G. 学会発表 

（１）国内  5 件 

①ジビエ(野生鳥獣肉)とくに野生シカ肉

を汚染する住肉胞子虫の危害性分析(第

27 回日本臨床寄生虫学会大会)、②住肉胞

子虫 Sarcocystis 属由来の下痢誘発性毒素

15kDa タンパク質の病原性解析(第 159 回

日本獣医学会学術集会)、③国内野生ニホ

ンジカに存在する Sarcocystis spp.の疫学

的調査および遺伝学的解析(第 159 回日本

獣医学会学術集会) 

④Sarcocystis 属における定量的 Real‐time 

PCR 法の確立と野生ニホンジカにおける

感染状況(第 37 回日本食品微生物学会学

術総会) 

⑤ニホンジカ寄生 Sarcocystis spp.の宿主

生息地域における疫学的相違の解析(平

成 28 年度獣医学術東北地区学会 日本

獣医公衆衛生学会東北地区) 
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Initial denaturation 95 ℃ 10 分間 

Denaturation 95 ℃ 30 秒間 

Annealing 55 ℃ 30 秒間 

  45 cycles 

表１０．定量的リアルタイム PCR 法反応条件 

図９．住肉胞子虫１８SrRNA 定量用プライマー配列 

図１０．住肉胞子虫１８SrRNA 定量用プライマー配列を用いた PCR の結果 
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図１１．野生ニホンジカ用新規定量的リアルタイム PCR 法による 
融解曲線 

図１２．野生ニホンジカ用新規定量的リアルタイム PCR 法の陽性対照 
による検量線 
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厚生労働科学研究費補助金 

（食品の安全確保推進研究事業） 
 

研究報告書 
 

代表研究者 山﨑朗子（岩手大学 農学部獣医公衆衛生学研究室） 
 

野生ニホンジカにおける住肉胞子虫の疫学調査： 

北海道、本州、九州に生息する各地の野生ニホンジカを対象とした疫学調査

研究要旨

住肉胞子虫属は種が非常に多く、世界中に分布しており、それぞれの種につ
いての感染宿主も異なっている。中間宿主となるのは概ね草食動物であるが、
ウマ、ウシ、ヒツジ、ブタ、ヤギなどの家畜動物にもシカなどの野生動物にも
広く感染する。基本的には住肉胞子虫は種ごとに優先宿主が決まっているが、
我が国の野生ニホンジカでは住肉胞子虫が混合感染している事が明らかにさ
れた。野生ニホンジカについては、獣害被害対策の一環としてジビエとしての
食肉利用が推進されているが、生食により食中毒事例を過去に起こしている。
この食中毒は、以前に生食用馬肉で発生した事例と同様に住肉胞子虫を原因と
していたが、生食用馬肉では危害性基準が食肉 1 g あたり 10６遺伝子コピーと
算出されたのに対し、シカ肉では同様の基準は提言されなかった。 
そこで、本研究では、国内で採取した野生ニホンジカの疫学調査を目的とし、

野生ニホンジカ肉における住肉胞子虫の定量的検査法を用いて、ニホンジカに
おける住肉胞子虫の陽性率および寄生密度について、様々な要因との関連解析
を行った。 
その結果、北海道由来のエゾシカ 89 検体には全て住肉胞子虫が感染してい

ることが分かった。その遺伝子コピー数は試料 1 g あたり、1×105から 1000
×105 と検体によって非常に大きな幅がある事がわかった。この結果は、生食
用馬肉で有症事例を起こした試料の～60×105 /gというコピー数と比較しても
決して少なくない。これらの検体ごとの差について、地域、性別、年齢の各要
因について解析したところ、地域、年齢で 1 個体あたりの遺伝コピー数が異な
っていたのに対し、性別は大きな差は認められなかった。 
本研究は、野生ニホンジカ由来住肉胞子虫の詳細な疫学解析を遺伝子情報に

基づいて行い、その結果から、ヒトへの危害性について検討した。ニホンジカ
に存在する住肉胞子虫を定量的に示した本研究結果は国内野生ニホンジカに
おける初の疫学研究報告として学術的に非常に大きな意義があるだけでなく、
ジビエ産業の振興が望まれる現状において、特に主要な部分を占めるシカ肉に
関するものであるため、ジビエの安全な食肉利用を目的とする今後の食用野生
獣肉衛生管理策を講ずるにあたって、多大な貢献が期待できる。 
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A. 研究目的 

住肉胞子虫属は種が非常に多くまた、

世界中に分布しており、それぞれの種に

ついての感染宿主も異なっている。中間

宿主となるのは概ね草食動物であるが、

ウマ、ウシ、ヒツジ、ブタ、ヤギなどの

家畜動物にもシカなどの野生動物にも広

く感染する。基本的には住肉胞子虫は種

ごとに優先宿主が決まっているが、我が

国の野生ニホンジカではまだ多くの点が

不明なままである。野生ニホンジカにつ

いては、獣害被害対策の一環としてジビ

エとしての食肉利用が推進されているが、

生食により食中毒事例を過去に起こして

いる。この食中毒は、以前に生食用馬肉

で発生した事例と同様に住肉胞子虫をっ

原因としていた。しかし、生食用馬肉で

は危害性基準が食肉 1 g あたり 10６遺伝

子コピーと算出されたのに対し、シカ肉

では同様の基準は提言されなかった。そ

の理由は、ニホンジカに寄生する住肉胞

子虫の定量的試験法が存在しなかった事

に尽きる。生食用馬肉における住肉胞子

虫については、感染している住肉胞子虫

が S. fayeri であることが明確にされた

ため、S. fayeri を標的にした定性的、

および定量的試験を行うことで解決でき

たが、ニホンジカ肉については感染種が

明らかになっていなかったため、S. 

fayeri 検査法を転用するほかなかった。

本研究者達は本研究前項にて野生ニホン

ジカ肉における住肉胞子虫の定性的試験

法および定量的検査法を確立した。野生

シカ肉では未だ住肉胞子虫の食中毒危害

性基準が明らかにされる以前に、一個体

における感染密度すら分かっていない。

そこで、本研究では、国内で採取した野

生ニホンジカの疫学調査を目的として、

前項で確立した定性的・定量的試験法を

用い、国内の野生ニホンジカにおける住

肉胞子虫の陽性率および寄生密度につい

て、様々な要因との関連解析を行った。 

 

B. 研究方法 
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１．試験検体 

北海道、千葉県三重県、長崎県で採取

された野生ニホンジカの検体を供試した。 

 

２．遺伝学的検査法 

試料からの核酸抽出は、厚生労働省暫

定法：生食用馬肉中の Sarcocystis 

fayeri 検査法に準拠して行った。検査法

は、前項で確立した新規定性的検査法、

および定量的検査法を用いて行った。各

検体試料について試料中の住肉胞子虫を

定量し、作製したスタンダードを用い、

StepOnePlus Real Time PCR 

System(Applied Biosystems)を使用して

野生ニホンジカ筋肉 1 g あたりの

Sarcocystis 属 18S rRNA 遺伝子コピー数

を算出した。 

 

３．住肉胞子虫のシークエンス解析法 

PCR により得られた反応物を用いて、ア

ガロース電気泳動を行い、1,800 bp のバ

ンドを確認した後、バンド部分のアガロ

ースゲルを切り出し、Nucleo 

spin(TaKaRa)を用いて増幅産物を精製し

た後、in-fusion cloning 反応により、

遺伝子クローニング用ベクターである

T-vector pMD20(TaKaRa)に導入した。反

応液と PCR 反応物を混合後、50℃、15 分

間インキュベートしたのち、直ちに氷上

で急冷した。5 µlの in-fuision 反応液

を 50 µlの大腸菌 DH5α(TaKaRa)懸濁液

に加えて、42℃、45 秒間インキュベート

した。続いて 900 µlの SOC 液体培地(BD)

を添加し、37℃、1時間インキュベート

した後、終濃度 100 µg/mlアンピシリン

含有 LB 寒天培地(BD)に播種した。培養大

腸菌コロニーを確認した後に、単コロニ

ーを 10 ml の終濃度 100 µg/mlアンピシ

リン含有 LB 培地(BD)に接種し、37℃、一

晩培養した後に innu PREP Plasmid MIDI 

Direct Kit(analytikjena)を用いてプラ

スミド溶液(以下 pMD20/18S 

rRNA_Sarcocystis)を精製した。 

精製した pMD20/18S rRNA_Sarcocystis
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をサンプル DNA とし、ABI3500(Applied 

biosystems)を用いて 18S rRNA 遺伝子全

長の塩基配列を決定した。PCR により得

られた反応物に、3 M sodium 

acetate(TaKaRa)と、125 mM EDTA(和光純

薬)をそれぞれ 1 µlずつ添加した後、

99.8%エタノール(和光純薬)を25 µl加え、

混和し、15,000 rpm、30 分間、4℃の条

件で遠心分離した。その後、上清を捨て

70%エタノールを 70 µl加え、再び 15,000 

rpm、5 分間、4℃の条件で遠心分離後、

上清を取り除き 20 分間室温に静置、風

乾した。沈殿した DNA に 15 µlの Hi-Di

ホルムアルデヒドを加え溶解後 96℃、5 

分間インキュベートし直ちに氷上に静置

した。その後、溶液をシークエンス用

96-well プレート(Applied biosystems) 

に移し、シークエンサー(ABI3500、

Applied Biosystems)にて塩基配列を取

得した。得られた塩基配列について NCBI

の Basic Local Alignment Search 

Tool(BLAST)を用いて相同性検索を行っ

た。また、同様の塩基配列を既存の

Sarcocystis 属 18S rRNA 遺伝子塩基配列

と比較するため、クリスタル Wを用いて

マルチプルアライメントを行った後、最

尤法を用いて系統樹を作製した。  

 

４．統計的手法による疫学的解析 

国内野生ニホンジカ肉検体 1g 当たり

のSarcocystis属 18S rRNA遺伝子コピー

数を用いて、地域別、年齢別、性別、部

位別に分散分析を行った。統計解析には

R software を用いた。正規性検定は、

Kolmogorov-Smirnov検定(以下K-S検定)、

分散性検定は F検定、Bartlett 検定を用

いた。続いて検定された正規性、分散性

に従って分散分析検定法を選出した。 

 

C. 研究結果 

１．国内野生ニホンジカににおける

Sarcocystis 属の陽性率 

この定性的遺伝学的検査法を用いて国

内各地から採取した野生ニホンジカ供試
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験検体を検査した結果、三重県では

100%(17/17：陽性検体数/試験検体数)、

北海道では 100%(114/114)、長崎県では

98.7%(76/77)、千葉県では 97.9%(47/48)、

滋賀県の検体では 100%(4/4)の割合で陽

性が確認された（表１１）。 

 

２．国内野生ニホンジカに寄生する

Sarcocystis 種の遺伝学的同定 

国内野生ニホンジカ筋肉検体から得ら

れた Sarcocystis 種のプラスミド群と、

既知のSarcocystis種 21種について18S 

rRNA 遺伝子塩基配列に基づき、系統樹を

作製した(図１３)。長崎県では S. 

tarandi、S. elongata と相同性が 99%の

ものと、既存種との相同性が 97%以下で

ある S. spp.が検出された。千葉県の検

体から得られたプラスミド群は、S. 

pilosa、S. tarandi および S. elongata

と一致するグループが検出された。北海

道の検体から得られたプラスミド群は、

S. tarandi、S. elongata と相同性が 99%

一致した。三重県の検体から得られたプ

ラスミド群は S. truncata、S. sp. HM0506、

S. silva、S. tarandi および S. elongata

との相同性が 99%であった（図１４）。 

 

３． 国内野生ニホンジカ筋肉寄生

Sarcocystis 属 18S rRNA 遺伝子コピー数

の測定 

検量線を用いて算出した筋肉組織 1 g

当たりの遺伝子コピー数は、検体全体で

104～109コピー/g であった。北海道では、

中央値 3.4×107コピー/g、平均 1.3×108

コピー/g、千葉県では中央値 1.8×108コ

ピー/g、平均値 5.4×108コピー/g、三重

県では中央値 3.8×107コピー/g、平均値

2.1×108コピー/g、長崎県では中央値4.6

×106 コピー/g、平均値 2.9×107 コピー

/g であった(図１５、１６)。また、年齢

別では、1 歳群では中央値、6.4×107 コ

ピー/g、平均値 2.97×108 コピー/g、2

歳群では中央値、8.32×108コピー/g、平

均値 1.09×108コピー/g、3 歳群では中央
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値、1.6×107コピー/g、平均値 1.2×108

コピー/g、4 歳群では中央値、1.13×107

コピー/g、平均値 5.22×107コピー/g、5

歳以上群では中央値、1.06×107コピー/g、

平均値 2.28×108 コピー/g であった(図

１７)。性別では、雌個体群では中央値

1.5×107 コピー/g、平均値 9.72×107 コ

ピー/g、雄個体群では中央値 2.98×107

コピー/g、平均値 4.55×108コピー/g と

なった(図１８)。部位別では、横隔膜群

では中央値4.12×108、平均値8.35×108、

骨格筋群では中央値 1.09×108、平均値

6.12×108となった(図１９)。 

 

４．国内野生ニホンジカ筋肉寄生

Sarcocystis 属 18S rRNA 遺伝子コピー数

を用いた寄生密度の統計的手法による疫

学的解析 

Sarcocystis 属 18S rRNA 遺伝子コピー

数についてR softwareを用いた統計学的

解析を行った。国内 4 地域から得られた

野生ニホンジカ検体中の Sarcocystis 属

遺伝子コピー数について正規性検定であ

る K-S 検定を行ったところ、長崎県は

p-value =2.2×10-16、千葉県は p-value 

=5.55×10-16 、 三 重 県 は

p-value=2.22×10-16 、 北 海 道 は

p-value=4.44×10-16 であった。4 地域群

間における分散の比較のため、F 検定を

拡張した Bartlett 検定を選択して分散

性を検定したところ、p-value=2.2×10-16 

であった。K-S 検定による正規性、

Bartlett 検定による分散性の検定結果

から、Kruskal-Wallis 検定を選択し、4

地域間における Sarcocystis 属遺伝子コ

ピー数の分散分析を行った。その結果、

p-value=1×10-9であった。さらに、ポス

トホックテストとして、Scheffe 検定を

用いた多重比較検定を行った。その結果、

各地域間における Sarcocystis 属遺伝子

コピー数は、長崎県と他地域間のみで

p-valueが0.05以下となった（図１６）。 

次 に 捕 獲 ニ ホ ン ジ カ 年 齢 別 の

Sarcocystis 属遺伝子コピー数を比較し
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た。各年齢群における Sarcocystis 属遺

伝子コピー数の正規性を K-S 検定により

検 定 し た 結 果 、 1 歳 群 は

p-value=2.2×10-16 、 2 歳 群 は

p-value=2.2×10-16 、 3 歳 群 は

p-value=3.33×10-16 、 4 歳 群 は

p-value=2.6×10-16 、 5 歳 以 上 群 は

p-value=2.8×10-16、であった。3群間以

上の比較であることから、F 検定を拡張

した Bartlett 検定を選択して年齢別に

分類した 5 群間での Sarcocystis 属遺伝

子コピー数の分散性を検定した結果、

p-value=0.012 となった。K-S 検定の正規

性、Bartlett 検定による分散性の検定結

果から、Kruskal-Wallis 検定を選択して

各年齢群間における Sarcocystis 属遺伝

子コピー数の分散分析を行った。その結

果、シカの年齢のいずれの群間でも

p-value=0.2 となった（図１７）。 

性別ごとの Sarcocystis 属遺伝子コピー

数について、雌雄群での正規性を K-S 検

定 に よ り 検 定 し た 結 果 、 雌 は

p-value=5.55×10-16 、 雄 は

p-value=9.99×10-16であった。分散性に

ついては F 検定を用いた。その結果、

p-value=0.0024 であった。F 検定による

分散性の検定結果から、Mann-Whitney 検

定 を 選 択 し 、 雌 雄 群 間 に お け る

Sarcocystis 属遺伝子コピー数の分散分

析を行った。その結果、p-value=0.12 と

なった（図１８）。 

ウマ寄生 Sarcocystis 属は横隔膜に多く

寄生するとされていた(19)ことから、横

隔 膜 と そ の 他 の 骨 格 筋 に お け る

Sarcocystis 属遺伝子コピー数を比較し

た。K-S 検定を用いて横隔膜由来群とそ

の 他 の 骨 格 筋 由 来 群 に お け る

Sarcocystis 属遺伝子コピー数の正規性

を 検 定 し た 結 果 、 骨 格 筋 は

p-value=2.22×10-16 、 横 隔 膜 は

p-value=2.22×10-16であった。分散性検

定 に は F 検 定 を 用 い た 結 果 、

p-value=0.0067 であった。K-S 検定の正

規性、F 検定による分散性の検定結果か
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ら、Mann-Whitney 検定を選択し、横隔膜

由来群とその他の骨格筋由来群における

Sarcocystis 属遺伝子コピー数の分散分

析を行った。その結果、p-value=0.68 と

なった（図１９）。上記より、95%信頼区

間においては、長崎県と他の地域間のみ

遺伝子コピー数に有意差があると採択さ

れ、性別、年齢および寄生部位に関して

は遺伝子コピー数に有意差がないと示さ

れた。 

 

D．考察 

本研究で行った野生ニホンジカ調査で

は、国内 4 地域とも Sarcocystis 属の高

率な寄生が確認された。このことから、

調査地域においては、野生ニホンジカ生

息環境中の Sarcocystis 属生活環が十分

に保持されていると推察される。 

捕獲時の推定年齢が 1 歳の検体にも高率

に Sarcocystis 属が寄生していることが

確認されたことから、垂直感染の可能性

が推測された。 

ノルウェーのアカシカから検出された

Sarcocystis 属の報告から、野生ニホン

ジカに寄生する Sarcocystis 属も 1 種で

はない可能性が示唆されたため、種の遺

伝学的同定には18S rRNA遺伝子のダイレ

クトシークエンシングではなく、プラス

ミドシークエンシングを行った。 

18S rRNA 遺伝子塩基配列解析から、国内

4地域の野生ニホンジカにはS. tarandi、

S. elongata が共通して寄生しているこ

とが判明した。 

 千葉県のホンシュウジカ肉検体から検

出された S. pilosa は、リトアニアの動

物園で飼育されていたニホンジカから発

見された新種で、ニホンジカ固有種の可

能性が高い。 

三重県のホンシュウジカ検体からは S. 

silvaとS. sp. HM050622が同定された。

S. sp. HM050622 は、 北海道(酪農学園

大学)のエゾシカの調査で登録された種

であるが、近年新種として登録された S. 

truncata と 18S rRNA 遺伝子塩基配列が
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99%一致するため、同種ではないかと考え

られる。 

長崎県のキュウシュウジカ検体から、現

在 NCBI に登録されている既存種の 18S 

rRNA 遺伝子とは一致しない S. spp.が検

出された。九州地方に生息するキュウシ

ュウジカは、ニホンジカ亜種の中でも、

エゾシカおよびホンシュウジカと比較し

て形態的変異が大きいことが知られてお

り、エゾシカおよびホンシュウジカと異

なった Sarcocystis 種が寄生している可

能性が推測される。 

今回 Sarcocystis 種に関して遺伝学的

同定を実施した野生ニホンジカ個体は、

計 10 個体であるが、ニホンジカに寄生す

る Sarcocystis 属の種の多様性および多

様な種ごとの毒性解析の必要性、また、

それらが寄生する国内に分布するニホン

ジカの亜種の多様性を鑑みると、さらに

多くの野生ニホンジカ個体に寄生する

Sarcocystis 種の調査が必要である。 

 国 内 野 生 ニ ホ ン ジ カ 筋 肉 中 の

Sarcocystis 属の定量法については、こ

れまで顕微鏡検査でのシカ筋肉中サルコ

シスト計数によって行われていたが、こ

の検査法では、計数者によってサルコシ

ストの計数に偏りが出ることが予想され

た。そこで本研究では遺伝学的手法から

Real-time PCR 法を用いた Sarcocystis

属の定量法を開発した。Real-time PCR

法の定量に用いる標準試料は本来

Sarcocystis 属のみの単一 DNA 溶液が望

ましいが、Sarcocystis 属は筋肉中に存

在するため、シカ肉の組織断片の混入は

避けられない。単一の DNA 溶液が用いら

れない場合のスタンダードには PCR アン

プリコンを用いる方法と、目的 DNA 断片

をプラスミドに導入したものを用いる方

法があるが、本研究では後者を用いた。

作製した標準試料を用いて実施した

Sarcocystis 属の Real-time PCR 法にて

算出された遺伝子コピー数の差について

R software を用いた統計学的解析を行っ

た。 
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95%信頼区間に基づき、棄却検定を行った

ところ、長崎県と他の地域間のみ有意差

が認められたが、顕微鏡による観察にお

いても長崎県の検体中のシストは他の地

域に比べ、発見が困難であることが多く、

この結果は長崎県の検体は他の 3 地域よ

り感染が軽度である可能性を補足する。

しかしながら、Sarcocystis 属陽性率は

98.7%と他の地域と同程度の高い寄生率

であった。また、長崎県で同定された種

のうち S. tarandi と S. elongata に分類

されたのは20個中2個のプラスミドのみ

であり、その他の 18 個のプラスミドはす

べて Sarcocystis spp.であった。以上の

ことから、長崎県のシカ検体において、

Sarcocystis 属寄生率は高値であるが、

寄生密度が低値であることは、長崎県で

のみ遺伝学的に同定された S. spp.の感

染能力に関係していると推測される。高

率な寄生率から、生活環は十分に保持さ

れていると示唆されるため、他種と異な

る条件は体内動態であると考えられる。

性別の遺伝子コピー数には有意差が認め

ら れ な か っ た こ と は 、 雌 雄 に

Sarcocystis 属の暴露回数および感染抵

抗力に雌雄差がないこと考えられる。ス

ポロシストの感染経路は経口摂取が主で

あるため、常食している草や土壌などに

点在するスポロシスト数に地域差がなけ

れば、寄生密度には変化がないと考えら

れる。 

Sarcocystis 属は横隔膜に多く寄生し

ているという報告があったため、千葉県

の 骨 格 筋 と 横 隔 膜 検 体 を 用 い て

Sarcocystis 属遺伝子コピー数を比較し

たところ、この 2 群間での有意差は認め

られなかった。元となった報告は顕微鏡

下でのサルコシスト計数によるもので、

横隔膜は筋繊維の方向が一定であり、ま

た厚みも他の骨格筋と比べ薄いことから、

顕微鏡検査での発見が容易であったと考

えられる。通常、骨格筋は扁平ではなく

丸みを帯びており、筋繊維の方向も一定

で は な い た め 、 顕 微 鏡 に よ る
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Sarcocystis 属の探索が困難である。報

告者は Sarcocystis 属を見つけやすい条

件が整っているシカ横隔膜の観察を実施

した結果、他の骨格筋と比べ、多くのシ

ストがいると判断した可能性が考えられ

る。本研究で確立した検査法は、筋肉試

料 10 g を均一化し、核酸抽出したものを

使用しているため、作業者の熟練度によ

る Sarcocystis 属検出率の偏りは最大限

取り除けると考えられる。 

E．結論 

本研究は、野生ニホンジカ由来住肉胞

子虫の詳細な疫学解析を遺伝子情報に基

づいて行い、ヒトへの危害性について検

討した。ニホンジカに存在する住肉胞子

虫を定量的に示した本研究結果は国内野

生ニホンジカにおける初の疫学研究報告

として学術的に非常に大きな意義がある

だけでなく、ジビエ産業の振興が望まれ

る現状において、ジビエの安全な食肉利

用を目的とする今後の食用野生獣肉衛生

管理策を講ずるにあたって、多大な貢献

が期待できる。 

 

G. 学会発表 

（１）国内  5 件 

①ジビエ(野生鳥獣肉)とくに野生シカ肉

を汚染する住肉胞子虫の危害性分析(第

27 回日本臨床寄生虫学会大会)、②住肉胞

子虫 Sarcocystis 属由来の下痢誘発性毒素

15kDa タンパク質の病原性解析(第 159 回

日本獣医学会学術集会)、③国内野生ニホ

ンジカに存在する Sarcocystis spp.の疫学

的調査および遺伝学的解析(第 159 回日本

獣医学会学術集会) 

④Sarcocystis 属における定量的 Real‐time 

PCR 法の確立と野生ニホンジカにおける

感染状況(第 37 回日本食品微生物学会学

術総会) 

⑤ニホンジカ寄生 Sarcocystis spp.の宿主

生息地域における疫学的相違の解析(平

成 28 年度獣医学術東北地区学会 日本

獣医公衆衛生学会東北地区) 
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表 11．地域別国内野生ニホンジカの Sarcocystis 属寄生率 
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図１３．BLAST による 98 ％以上を示した相同性検索結果 
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図１４．野生ニホンジカにおける住肉胞子虫の地域分布 
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図１５．野生ニホンジカにおける住肉胞子虫遺伝子コピー数の分布（全体） 
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図１７．野生ニホンジカにおける住肉胞子虫遺伝子コピー数の分布（年齢） 

図１６．野生ニホンジカにおける住肉胞子虫遺伝子コピー数の分布（地域） 
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図１８．野生ニホンジカにおける住肉胞子虫遺伝子コピー数の分布（性別） 
 

図１９．野生ニホンジカにおける住肉胞子虫遺伝子コピー数の分布（部位） 
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野生ニホンジカにおける住肉胞子虫の食中毒性検査： 

マウスを用いた腸管ループテスト 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. 研究目的 

住肉胞子虫属は馬肉生食での大規模な食

中毒事例に引き続き、野生ニホンジカの生食

でも有症苦情事例を起こしている。消化器症

状からの原因食品中の住肉胞子虫の発見に

基づき、住肉胞子虫が原因として特定され、

厚生労働省から検査法についての通知が出

された。ウマ寄生の住肉胞子虫である

Sarcocystis fayeri については、その後の

住肉胞子虫（Sarcocystis 属）は平成２１年頃から起こった生食用馬肉を原因
食品とした食中毒事例により全国的に広く知られ、新規病原性寄生虫の出現とし
て注意喚起されるに至った。馬刺しの食中毒事例を引き起こした S. fayeri の病
原症状は、下痢と嘔吐を主徴とする。下痢毒性については、S. fayeri を用いた in 
vivo、in vitro 試験によって腸管毒性の再現および機序の解明が試みられている
が、野生ニホンジカに寄生する住肉胞子虫については、有症苦情事例の原因とな
ったシカ肉に住肉胞子虫を確認したという現象にとどまり、下痢毒性の直接的な
検証は行われていない。我が国の野生シカにおける住肉胞子虫については、北海
道のエゾシカにおいて 96 ％、本州のホンシュウジカにおいて 90 ％という極め
て高い保有率が報告されたが、生食用馬肉で発見された住肉胞子虫については、
事例後の調査により食中毒危害の基準値が定められたのに対して、同様に食中毒
事例を起こしたニホンジカ由来の住肉胞子虫については、これほどの高い陽性率
でありながら食中毒発症基準も明確にされていない。 
本研究では、野生ニホンジカから分離した住肉胞子虫Sarcocystis so.を用いて、

マウスの腸管ループ試験によって腸管毒性の確認を試みた。その結果、ICR マウ
スの空回腸にて作製したループにつき、1×106ブラディゾイトの投与でループ内
著類医が認められたことから、野生ニホンジカに寄生する Sarcocystis sp.も S. 
fayeri と同様に下痢症状を誘発する可能性が考えられた。 
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調査により、生食用馬肉では危害性基準が食

肉 1 g あたり 10６遺伝子コピーと算出された。

また、ブラディゾイトを用いた研究により、

冷凍または過熱処理により虫を死滅させる

ことができるため、冷凍処理を施す事によっ

て生食用馬肉を出荷できることまでが策定

された。ところが、同様に有症苦情事例を出

したシカ肉の住肉胞子虫については、未だに

公的な検査法および毒性確認は行われてい

ない。そこで本研究では、野生ニホンジカに

寄生する住肉胞子虫 Sarcocystis sp.の無毒

化、および毒性の失活方法の確立を目的とし

て、シカ肉に寄生している Sarcocystis sp.

について腸管毒性の有無を検討した。 

A. 研究方法 

ニホンジカの試料検体肉から住肉胞子虫

のシスト５０程度を採取し、PBS に浮遊させ、

バイオマッシャーII を用いて破砕してブラデ

ィゾイト浮遊液を調整した。ダイテストによ

り、生存ブラディゾイトを計測したところ、

８９%であった。マウスは ICR マウス(13 週齢、

♂ 42g BW)を使用した。実験動物規則に従い、

麻酔の後、回復して空回腸部分を露出させ、

絹糸で結紮してループを作製した。１ループ

あたり 1.0x104、1.0x106 ブラディゾイトを投与

し、陰性対象として PBS、陽性対照として、

ウェルシュ菌毒素を用いた。全ての溶液につ

いて 100ul ずつ投与し、ループを腹腔内に納

めた後、閉腹した。麻酔が覚醒するのを待っ

てから 18 時間の後、安楽殺を行い、開腹し

てループを確認した。 

 

B. 研究結果 

18 時間後、ループテストを行ったマウス

の生存を確認し、開腹した。その結果、陰性

対象には変化が認められず、ブラディゾイト

投与ループに腫脹が認められた。しかし、1.0

×104 ブラディゾイト投与ループには腫脹は

認められず、1.0x106 ブラディゾイト投与マウ

スにのみループの腫脹が認めらた。ループ内

に貯留した内容物の対比ループ長を FA（Fluid 

Accumlation）値で示したところ、陰性対象の

0.01 に対し 0.13 と 13 倍の値であった。腸管

内貯留物と腸管内膜を観察したところ、非炎

症性非出血性であった（図２０）。 
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C. 考察 

Sarcocystis属は世界中の多くの草食動物

に寄生する原虫であるが、ヒトに対して食中

毒を引き起こすことは知られていなかった。

しかし、近年、我が国で起こったウマ肉喫食

事例により Sarcocystis 属のもつ消化管毒

性が初めて知られるようになった。続いて、

2011 年にシカ肉の生食による有症苦情事例

が発生し、Sarcocystis 属が原因と推察され

た。しかしながら、野生シカ肉に寄生する住

肉胞子虫の毒性については、馬肉での食中毒

事例と類似した症状であることと、同属の寄

生虫が存在していたという現象論にとどま

り、実質的な検証が行われていなかった。本

研究で示した腸管ループテストは、シカ肉か

らのシストの単離および回収をすることで

出来る限りシカ肉内に生存すると考えられ

る他の微生物を相対的に減らし、破砕により

ブラディゾイトを遊離させた際に、作業中の

処理によるブラディゾイトの損傷を確認す

るためにダイテストを行う事によって、住肉

胞子虫の活性ブラディゾイトのみによる in 

vivo 試験に限りなく近づけた。本研究結果

により、これまでは｢馬肉での食中毒事例か

ら類推できる住肉胞子虫寄生シカ肉による

食中毒症状｣であったものを、シカ肉寄生性

住肉胞子虫が持つ腸管毒性に引き起こされ

る食中毒と言える。しかし、本研究の前項疫

学調査で明らかになったとおり、国内には数

種の住肉胞子虫が混在して分布しているた

め、種によって腸管毒性の有無、または強弱

が異なる可能性がある。本研究では、ブラデ

ィゾイトという一つの大きなくくりでの腸

管毒性として証明されただけに過ぎず、この

毒性がどのような分子機序で活性するのか、

ひいてはどのように無毒化されるのかにつ

いてはまだ多くの不明な点が残されている。

将来的な目標として、安全なシカ肉の供給を

目指すため、更なる腸管毒性の機序の解明と

無毒化および失活化の方法を確立すること

が必要であると考えられる。 

 

D. 結論 

S. fayeri 感染馬肉と同様に Sarcocystis 

sp.感染シカ肉の生食によって起こされる胃

腸炎症状について、マウスを用いた腸管ルー
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プテストによる証明を試みた。その結果、１

ループあたり 1×106 のブラディゾイトを投

与したマウスでループの腫脹が認められた。

このことから、S. fayeri 同様に、シカ肉に

寄生する Sarcocytis sp.も腸管毒性がある

ことが初めて示された。 

 

G. 学会発表 

（２）海外  2 件 

①The enterotoxicity analysis of Sarcocystis spp. 

parasitized in wild deer in Japan. (The Society of 

Toxicology's 56th Annual Meeting and ToxExpo) 

②The enterotoxic activity of Sarcocystis fayeri actin 

depolymerizing facter (ADF). (The Society of 

Toxicology's 56th Annual Meeting and ToxExpo)
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図２０．野生ニホンジカから採取された住肉胞子虫ブラディゾイトを 
用いた腸管ループテスト 
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