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Ａ．研究目的 

近年、害獣を食肉利用する地域振興事

業が盛んである。これまでの疫学調査

で、E型肝炎ウイルス、志賀毒素産生

大腸菌、サルモネラ、肝蛭、住肉胞子

虫等の保有が認められたが、細菌およ

び寄生虫については内臓の廃棄によ

り食中毒リスクを回避でき、E型肝炎

は遺伝子検出率（イノシシ 2.4％、シ
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研究要旨 
近年、害獣を食肉利用する地域振興事業が盛んである。これまでの疫学調査

で、E 型肝炎ウイルス、志賀毒素産生大腸菌、サルモネラ、肝蛭、住肉胞子
虫等の保有が認められたが、中でも住肉胞子虫 Sarcocystis 属は可食部位に
寄生し、シカでの陽性率が 100％であること、シカ肉の生食で食中毒が発生
したことから、ジビエ産業振興への障害となる。本研究では、シカ肉に寄生

する Sarcocystis spp.の腸管毒性と発現最小投与量の確認を目的として、ウ
サギ腸管ループ試験を行った。その結果、シカ由来 Sarcocystis spp.は昨年度
のウサギ腸管ループ試験では 105ブラディゾイト/ループ投与での液体貯留を
起こしたが、今年度の実験では、103から 106全ての投与量で液体貯留を起こ

さなかった。これは、用いた Sarcocystis 感染シカ肉サンプルが昨年度とは
異なる地域のものであったことから、Sarcocystis種の違いによるものと考え
られる。 
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カ 0.1％）を考慮すると深刻な食中毒

危害や経済損害には直結しない。しか

し住肉胞子虫は可食部位に寄生し、シ

カでの陽性率が 100％であること、シ

カ肉の生食で食中毒が発生したこと

から、ジビエ産業振興への障害となる。

はっきりと食中毒事例が認められた

ウマの S. fayeri と異なり、ジビエの

住肉胞子虫は詳細が不明なため届出

指定対象外であるが、馬肉に似た赤身

のシカ肉は半生や生食が好まれ、食中

毒リスクの高い状態で流通・提供され

ている。そのためこれらの毒性の解析

は、食中毒発生予防のためにも、本虫

による食中毒様症状発生時に正確に

対応するためにも早急な解決が求め

られる。本研究では、シカ肉に寄生す

る Sarcocystis spp.の腸管毒性と発現

最小投与量の確認を目的として、ウサ

ギ腸管ループ試験を行った。 

 

Ｂ．研究方法 

本研究の供試検体として，千葉に生息

する野生ニホンジカの骨格筋組織か

ら Sarcocystis 属シストを分離して用

いた。 

表面を PBS で湿らせた骨格筋を実体

顕微鏡下で観察し (図 1) ，精密ピン

セットを用いて約 50個のSarcocystis

属シストを 200 µL の PBS 中に回収

した。回収したシストを 4℃で 12 時

間保存した。その後，BioMasherⅡ 

(ニッピ) を用いてホモジナイズし，ブ

ラディゾイト懸濁液とした。10 µLの

ブラディゾイト懸濁液を同量の 0.4 

w/v%トリパンブルー溶液 (和光純薬) 

と混合し，ビルケルチュルク血球計算

盤ブライトライン (サンリード硝子) 

を用いて 1 mL当たりのブラディゾイ

ト数の算出とブラディゾイト色素試

験を行った。 

ブラディゾイト数の算出後，  106 

bradyzoites/500 μ L ， 105 

bradyzoites/500 μ L ， 104 

bradyzoites/500 μ L ， 103 

bradyzoites/500 μL に調整し，ウサ

ギ腸管ループ試験に用いた。 

供試したウサギ (日本白色種，熊谷重

安商店) は，13，14，17，21週齢，体

重 2.2 kg，2.7 kg，2.9 kg，3.0 kgで
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あった。48時間の絶食後，ミダゾラム 

(サンド) 0.3 mg/kg bw，メデトミジン 

(フジタ製薬) 0.2 mg/kg bw，ブトルフ

ァノール (Meiji Seika ファルマ) 0.3 

mg/kg bwを用いて鎮静後，アルファ

キサロン  (Jurox Pty Limited) 6.0 

mg/kg bwを用いて麻酔した。開腹し

て空回腸の血管周囲に幅約 4 cmの腸

管結紮ループを作製し，各ループに調

整したブラディゾイト懸濁液を 500 

µL，陽性対照として当研究室保有の組

換えウエルシュ菌毒素を 20 µg/loop

用量で 500 µL，陰性対照として PBS

を 500 µLずつ投与した。閉腹後，約

18 時間後にウサギをソムノペンチル 

(共立製薬) 100 mg/kg bwの静脈内投

与により安楽殺し，ループ内の液体貯

留を確認した。各ループの長さ (cm) 

と内容物重量 (g) を測定し，液体貯留

値 (Fluid accumulation Ratio，以下，

FA値) を以下の式で算出した。 

FA値 = (内容物重量) / (各ループの長

さ) 

また，各ループの腸管内腔粘膜面を実

体顕微鏡で観察した。 

（倫理面への配慮：本実験に用いたウ

サギは、鎮静、鎮痛を行ったのちに麻

酔をかけ、実験後には安楽殺を行って

いる。本研究における実験方法は本学

実験動物委員会にて倫理審査を受け、

承認されている。） 

 

Ｃ．研究結果 

ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 液 に よ る

Sarcocystis 属のブラディゾイト色素

試験結果の一例を図 2に示す。ここで

は，ブラディゾイトの辺縁が明瞭であ

り内部が色素により染まっていない

ものを非染色 (図 2a) ，ブラディゾイ

トの辺縁が不明瞭で内部が青紫色に

染まっているものを染色 (図 2b) と

判定した。 

 ウサギ腸管ループ試験に使用した

ブラディゾイト懸濁液の色素試験の

結果は，非染色率 100%であった。 

ウサギ腸管ループ試験に使用したブ

ラ デ ィ ゾ イ ト 量 は ， 2.7 × 106  

bradyzoites/loop ， 2.7 × 105 

bradyzoites/loop ， 2.7 × 104 

bradyzoites/loop ， 2.7 × 103 

bradyzoites/loopであった。 

腸管ループ試験の結果，FA値は，106 
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bradyzoites/loop で 0.051 ， 105 

bradyzoites/loop で 0.053 ， 104 

bradyzoites/loop で 0.033 ， 103 

bradyzoites/loop で 0.077，陰性対照

で 0.035，陽性対照で 0.20 であった 

(表 1，図 3a) 。いずれのサンプルにお

いても腸管内腔粘膜に充出血は見ら

れなかった (図 3b) 。 

 

Ｄ．考察 

千葉に生息する野生ニホンジカに寄

生する Sarcocystis 属シストを用いて

サギ腸管ループ試験を行った結果，

106 bradyzoites/loop ， 105 

bradyzoites/loop ， 104 

bradyzoites/loop ， 103 

bradyzoites/loop ( 全 て 非 染 色 率

100%) いずれのブラディゾイト数に

おいても液体貯留は示さなかった。 

昨年度に報告したとおり、4℃で 24時

間保存したウマ寄生 S. fayeri シスト

では最小量で 103 bradyzoites/loopで

液体貯留を示した。また，本学で行っ

た研究（未報告）によると，ウサギ腸

管ループ試験において北海道に生息

するエゾシカ寄生 Sarcocystis 属シス

ト 105 bradyzoites/loopで液体貯留を

示した  [Yamaguchi, 2018] 。これら

の結果を踏まえると，ニホンジカに寄

生する Sarcocystis 属はウマ寄生 S. 

fayeriよりも腸管毒性が低い可能性が

考えられる。さらに，ウマ寄生 S. 

fayeriシストで液体貯留を示したサン

プルにおいては粘膜面に充出血が認

められたことを昨年度に報告したが，

前述の先行研究での北海道のエゾシ

カ寄生 Sarcocystis 属シストで液体貯

留を示したサンプルでは腸管内腔粘

膜面に充出血は認められなかったこ

とから，エゾシカ寄生 Sarcocystis 属

は S. fayeri と異なる毒性を持つこと

が推察される。 

また，同先行研究において，ウサギ腸

管ループ試験で 105 bradyzoites/loop

で液体貯留を示したのは北海道に生

息するエゾシカ寄生 Sarcocystis 属シ

ストであり、本研究で使用した千葉に

生 息 す る 野 生 ニ ホ ン ジ カ 寄 生

Sarcocystis 属 シ ス ト で は 106 

bradyzoites/loop でも液体貯留を示さ

なかったことから，北海道の野生エゾ

シカ寄生 Sarcocystis 属と千葉の野生
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ニホンジカ寄生 Sarcocystis 属とで毒

性に相違がある可能性が考えられる。 

 その原因として，北海道の野生エゾ

シカ寄生 Sarcocystis 属と千葉の野生

ニホンジカ寄生 Sarcocystis 属の優勢

種の違いが考えられる。Irieらの報告

では，北海道の野生エゾシカ 65 頭に

寄生する Sarcocystis 属シストの種同

定を行った結果，95.4%のシカから S. 

tarandi-like，92.3%からは S. pilosa，

29.2%からは S. truncate-like のシス

トが同定された [Irie et al., 2019] 。

また，千葉と同じ本州である岐阜の野

生ニホンジカ 53 頭に対する調査では，

94.3%のシカからは S. japonica，

54.7%からは S. pilosa，41.5%からは

S. cf. trandiが発見された。このうち，

S. japonicaは前述の S. truncata-like

と同一の新種である  [Abe et al., 

2019] 。さらに，本研究室の研究（未

報告）では，北海道の野生エゾシカ寄

生 Sarcocystis 属シストの種同定を行

った結果 (n = 27) ，S sp. HM050622

が 48%，S. tarandiが 22%，S. pilosa

が 26%，その他が 4%であった。その

一方で，千葉の野生ニホンジカ寄生

Sarcocystis 属シストの種同定を行っ

た結果 (n = 17) ，S sp. HM050622が

47%，S. tarandiが 6%，S. pilosaが

47%であった [Hiroshima, 2018] 。こ

のように，北海道と本州，ひいては千

葉ではそれぞれのシカに寄生する

Sarcocystis 属の優勢種が異なること

が示唆され，これが毒性の表現型の相

違にも影響していると推察される。 

 今後は，この結果を踏まえると共に，

北海道をはじめとした他地域の野生

エゾシカ寄生 Sarcocystis 属の遺伝子

解析と腸管毒性解析を対応させた上

で，Sarcocystis属の種による毒性の違

いを明らかにしていくことが必要で

ある。 

しかし，日本国内のニホンジカには一

頭に複数種が混合感染していること

が大半であり，それぞれの種別の毒性

の相違を検討するのは極めて困難で

あ る 。 ゆ え に ， 今 後 シ カ 寄 生

Sarcocystis 属の毒性を解析する上で

は，シカの生息地域や亜種などの条件

を検討し，その条件下における

Sarcocystis 属の優勢種の割合と比較

し毒性の相違を明らかにできると考
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える。 

 

Ｅ．結論 

シカ由来 Sarcocystis spp.は昨年度の

ウサギ腸管ループ試験では 105ブラデ

ィゾイト/ループ投与での液体貯留を

起こしたが、今年度の実験では、103か

ら 106全ての投与量で液体貯留を起こ

さ な か っ た 。 こ れ は 、 用 い た

Sarcocystis 感染シカ肉サンプルが昨

年度とは異なる地域のものであった

ことから、シカ寄生 Sarcocystis 種の

中でも相違がある可能性が示唆され

る。しかしながら、ウマ寄生種の S. 

fayeriを用いた腸管ループテストの結

果と比較すると、シカ寄生Sarcocystis

属は S. fayeri より腸管毒性が低いこ

とが示唆された。 
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Ａ．研究目的 

近年、害獣を食肉利用する地域振興事

業が盛んである。これまでに、E型肝

炎ウイルス、志賀毒素産生大腸菌、サ

ルモネラ、肝蛭、住肉胞子虫等の保有

が認められたが、中でも住肉胞子虫は

研究分担者 

入江隆夫・宮崎大学研宮崎大学
農学部准教授 

研究要旨 
住肉胞子虫はジビエの可食部位である骨格筋に寄生し、シカでの陽性率が

100％であること、シカ肉の生食で食中毒が発生したことから、ジビエ産業
振興への障害となる。しかし、シカ肉に寄生する住肉胞子虫は毒性発現の機

序をはじめ、発症摂取量を含む詳細が不明なため、既に食中毒が発生してい

るにも関わらず届出指定対象外であり、毒性の解析には早急な解決が求めら

れる。同属であるウマ寄生性の S. fayeriは、既にはっきりと食中毒事例が認
められており、試料の入手がジビエであるシカよりも安定している。そのた

め、本研究では Sarcocystis 属原虫によって起こされる食中毒研究の一環と
して、ウマ寄生性の S. fayeriを用いて腸管毒性の発現機序、発現最小量を明
らかにすべく、腸管ループテストを行った。その結果、ウマ由来 Sarcocystis 
fayeri は、昨年度に確認された 103ブラディゾイトでの投与でのループ内液

体貯留を再現せず、102、101投与での液体貯留も認めなかったことから、S. 
fayeri のウサギに対する腸管毒性発現の最小ブラディゾイト数は 103と考え

られる。また、S. fayeriブラディゾイトは-80℃冷却だけでなく、-20℃冷却
でも腸管毒性を失った。トリパンブルー色素試験では 100%非染色であった
ため、S. fayeriの腸管毒性はブラディゾイトの生死とは直結しない機序によ
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可食部位に寄生し、シカでの陽性率が

100％であること、シカ肉の生食で食

中毒が発生したことから、ジビエ産業

振興への障害となる。しかし、シカ肉

に寄生する住肉胞子虫は毒性発現の

機序をはじめ、発症摂取量を含む詳細

が不明なため、既に食中毒が発生して

いるにも関わらず届出指定対象外で

ある。そのためこれらの毒性の解析は

早急な解決が求められる。同属である

ウマ寄生性の S. fayeri は、既にはっ

きりと食中毒事例が認められており、

試料の入手がジビエであるシカより

も安定している。そのため、本研究で

は Sarcocystis 属原虫によって起こさ

れる食中毒研究の一環として、ウマ寄

生性の S. fayeri を用いて腸管毒性の

発現機序、発現最小量を明らかにすべ

く、腸管ループテストを行った。 

 

Ｂ．研究方法 

本研究の供試検体として，カナダ産

ウマの骨格筋組織からSarcocystis属シ

ストを分離して用いた。 

表面を PBS で湿らせた骨格筋を実

体顕微鏡下で観察し (図 1) ，精密ピ

ン セ ッ ト を 用 い て 約 50 個 の

Sarcocystis 属シストを 200 µL の PBS

中に回収した。回収したシストを 4℃

および-20℃で 12時間保存した。その

後，BioMasherⅡ (ニッピ) を用いてホ

モジナイズし，ブラディゾイト懸濁液

とした。10 µLのブラディゾイト懸濁

液を同量の 0.4 w/v%トリパンブルー

溶液 (和光純薬) と混合し，ビルケル

チュルク血球計算盤ブライトライン 

(サンリード硝子) を用いて 1 mL当た

りのブラディゾイト数の算出とブラ

ディゾイト色素試験を行った。 

ブラディゾイト数の算出後，ブラデ

ィゾイト懸濁液をそれぞれ 105 

bradyzoites/500μL，103 bradyzoites/500 

μLに調整し，ウサギ腸管ループ試験

に用いた。また，4℃保存検体について

は最小発症量の検討を行うため，102 

bradyzoites/500μL，10 bradyzoites/500 

μL溶液も合わせて調整し試験を行っ

た。ブラディゾイト懸濁液を試料とし，

ウサギ腸管ループ試験を行った。供試

したウサギ (日本白色種，熊谷重安商

店) は，13，14，17，21週齢，体重 2.2 

kg，2.7 kg，2.9 kg，3.0 kgであった。
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48時間の絶食後，ミダゾラム (サンド) 

0.3 mg/kg bw，メデトミジン (フジタ製

薬) 0.2 mg/kg bw，ブトルファノール 

(Meiji Seikaファルマ) 0.3 mg/kg bwを

用いて鎮静後，アルファキサロン 

(Jurox Pty Limited) 6.0 mg/kg bwを用い

て麻酔した。開腹して空回腸の血管周

囲に幅約 4 cm の腸管結紮ループを作

製し，各ループに調整したブラディゾ

イト懸濁液を 500 µL，陽性対照として

当研究室保有の組換えウエルシュ菌

毒素を 20 µg/loop用量で 500 µL，陰性

対照として PBSを 500 µLずつ投与し

た。閉腹後，約 18 時間後にウサギを

ソムノペンチル (共立製薬) 100 mg/kg 

bw の静脈内投与により安楽殺し，ル

ープ内の液体貯留を確認した。各ルー

プの長さ (cm) と内容物重量 (g) を

測 定 し ， 液 体 貯 留 値  (Fluid 

accumulation Ratio，以下，FA値) を以

下の式で算出した。 

FA値 = (内容物重量) / (各ループの

長さ) 

また，各ループの腸管内腔粘膜面を

実体顕微鏡で観察した。 

（倫理面への配慮：本実験に用いたウ

サギは、鎮静、鎮痛を行ったのちに麻

酔をかけ、実験後には安楽殺を行って

いる。本研究における実験方法は本学

実験動物委員会にて倫理審査を受け、

承認されている。） 

 

Ｃ．研究結果 

ト リ パ ン ブ ル ー 染 色 液 に よ る

Sarcocystis 属のブラディゾイト色素

試験結果の一例を図 3に示す。ここで

は，ブラディゾイトの辺縁が明瞭であ

り内部が色素により染まっていない

ものを非染色 (図 2a) ，ブラディゾイ

トの辺縁が不明瞭で内部が青紫色に

染まっているものを染色 (図 2b) と

判定した。 

 ウサギ腸管ループ試験に使用した

ブラディゾイト懸濁液の色素試験の

結果は， 4℃保存，-20℃保存の両方で

非染色率 100%であった（表２）。ウサ

ギ腸管ループ試験に使用したブラデ

ィゾイト量は，4℃保存で 1.0×103 

bradyzoites/loop  ， 1.0 × 102 

bradyzoites/loop ， 10 

bradyzoites/loop  ，-20℃保存で 2.0 

×105 bradyzoites/loop，2.0 ×  103 
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bradyzoites/loop であった。 

4℃保存シストを用いた腸管ループ試

103 bradyzoites/loop で 0.077，102 

bradyzoites/loop で 0.076 ， 10 

bradyzoites/loopで 0.055，-20℃保存

シ ス ト 投 与 個 体 で は 105 

bradyzoites/loop で 0.052 ， 103 

bradyzoites/loop で 0.074，陰性対照

で 0.067，陽性対照で 1.2であった (表

2，図 4a) 。いずれのサンプルにおい

ても腸管内腔粘膜に充出血は見られ

なかった (図 4b) 。 

 

Ｄ．考察 

4℃および-20℃で 12時間保存した S. 

fayeriシストから得たブラディゾイト

懸濁液を用いた色素試験において，い

ずれも非染色率 100%を示した。その

一方で，ウサギ腸管ループ試験におい

ては昨年度報告のとおり 4℃保存シス

トでは 103 bradyzoites/loop および

105 bradyzoites/loop で液体貯留を示

しかつ腸管内腔粘膜面に充出血が見

られた（昨年度研究報告）が，本研究

で は -20 ℃ 保 存 シ ス ト で は 103 

bradyzoites/loop お よ び 105 

bradyzoites/loop いずれにおいても液

体貯留は示さなかった。 

ブラディゾイトは感染性があると染

色液に抵抗性があり，感染性を失うと

染色液に抵抗がなくなると報告され

ている [Saito, 2012] 。実際に，原田

らの報告では，S. fayeriブラディゾイ

トの形態喪失をブラディゾイトの失

活，すなわち腸管毒性の失活とみなし，

そ の 温 度 条 件 を 検 討 し て い る 

[Harada et al., 2013] 。同様に，

Hondaらはシカ肉寄生 Sarcocystis属

ブラディゾイトの失活条件の検討を

ブラディゾイト色素試験を用いて行

っている [Honda et al., 2018] 。 

しかし，本研究では，昨年度報告のと

り、-20℃および-80℃保存シストでブ

ラディゾイト非染色率が 67%から

100%に保たれているにも関わらず，

いずれの温度においてもウサギ腸管

ループ試験で液体貯留を示さなかっ

た。その一方で，4℃保存シストではブ

ラディゾイト非染色率 80%から 100%

であったが 103 bradyzoites/loopおよ

び 105 bradyzoites/loopで液体貯留を

示した。以上の結果より，S. fayeriの
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腸管毒性はブラディゾイトの非染色

率に関わらず，冷凍処理によって毒性

を失う因子に起因することが示唆さ

れた。 

 また，図 4に示す 4℃保存シストを

用いた腸管ループ試験では、昨年度行

っ た 実 験 で は 4.1 × 105 

bradyzoites/loop (非染色率80%) ，4.1 

×  103 bradyzoites/loop (非染色率

80%) で液体貯留を示したのに対し，

本年度の試験においては 1.0×103 

bradyzoites/loop (非染色率 100%) ，

1.0 × 102 bradyzoites/loop (非染色

率 100%) ， 10 bradyzoites/loop (非

染色率 100%) で液体貯留を示さなか

った。これらの結果から，腸管ループ

試験における S. fayeri の最小発症量

は 103 bradyzoites/loopであることが

示唆された。しかしながら，この結果

はあくまでウサギ腸管ループ試験で

液体貯留が起こる最小発症量を示し

ている。ヒトが馬肉を食した際，S. 

fayeriブラディゾイトが小腸にたどり

着くまでに胃酸や酵素の影響を受け

るので，これを考慮して経口投与によ

る最小発症量の検討，あるいはシスト

を胃酸の pH 1 - 1.5下に置きペプシン

などの酵素を反応させるなど消化と

同等の条件下での検討も行う必要が

あると考える。 

また、前述のシカ寄生性 Sarcocystis

属を用いた同様の腸管ループ試験の

結果と大きく異なることから、シカ寄

生性 Sarcocystis 属が起こす食中毒と

S. fayeri が起こす食中毒は区別して

考える必要があると推察する。 

 

Ｅ．結論 

ウマ由来 SarcocystiS. fayeriは、昨年

度に確認された 103ブラディゾイトで

の投与でのループ内液体貯留を再現

せず、102、101投与での液体貯留も認

めなかったことから、S. fayeriのウサ

ギに対する腸管毒性発現の最小ブラ

ディゾイト数は 103と考えられる。 

S. fayeri ブラディゾイトは-80℃冷却

だけでなく、-20℃冷却でも腸管毒性

を失った。トリパンブルー色素試験で

は 4℃冷却保存ブラディゾイトと同様

に 100%非染色であったため、S. 

fayeriの腸管毒性はブラディゾイトの

生死とは直結しない機序によると考
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えられる。 
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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） 

（総括・分担）研究報告書 

 

住肉胞子虫による国産ジビエの食中毒リスク評価に関する研究 

（ H30-食品-若手-003） 

75 Superdex を用いた S. fayeri 由来水溶性タンパク質のゲルろ過結果（SDS-

PAGE 分離および腸管毒性発現フラクションのアミノ酸配列解析 

研究代表者 山﨑 朗子 岩手大学農学部助教 

 

 

Ａ．研究目的 

近年、害獣を食肉利用する地域振興事

業が盛んである。これまでの疫学調査

で、E型肝炎ウイルス、志賀毒素産生

大腸菌、サルモネラ、肝蛭、住肉胞子

虫等の保有が認められたが、中でも住

肉胞子虫は可食部位に寄生し、我が国

での野生ニホンジカでの陽性率がほ

ぼ 100％であることと、シカ肉の生食

で食中毒がすでに発生していること

研究分担者 

入江隆夫・宮崎大学研宮崎大学
農学部准教授 

研究要旨 
住肉胞子虫はジビエの可食部位である骨格筋に寄生し、シカでの陽性率が

100％であること、シカ肉の生食で食中毒が発生したことから、ジビエ産業振
興への障害となる。しかし、シカ肉に寄生する住肉胞子虫は毒性発現の機序

をはじめ、発症摂取量を含む詳細が不明なため、毒性の解析には早急な解決

が求められる。同属であるウマ寄生性の S. fayeriを用いて食中毒を起こす原
因物質の特定を試みた。これまでに 15kDa の分子量を持つアクチン脱重合
因子（ADF）が S. fayeriの腸管毒性因子として報告されていたが、昨年度の
研究にて、ADF以外のたんぱく質からも腸管毒性を起こす可能性を確認した
め、本研究にて、新たな腸管毒性候補たんぱく質の同定を試みた。その結果、

昨年度の研究で 15kDa タンパク質（ADF）よりも強い腸管毒性を示した新
規タンパク質は putative Histamine releasing Factor（pHRF）と相同性が
高く、Sarcocystisに引き起こされる腸管毒性にヒスタミンの関与が示唆され

 



16 
 

から、ジビエ産業振興への障害となる。

しかし、シカ肉に寄生する住肉胞子虫

は毒性発現については詳細が不明な

ため、既に食中毒が発生しているにも

関わらず届出指定対象外である。ゆえ

に、これらの毒性の解析は早急な解決

が求められる。同属であるウマ寄生性

の S. fayeri は、既に食中毒危害性を

認められており、試料の入手が安定し

ているため、本研究では Sarcocystis

属原虫によって起こされる食中毒研

究の一環として、ウマ寄生性の S. 

fayeriを用いて食中毒を起こす原因物

質の特定を試みた。これまでに 15kDa

の分子量を持つアクチン脱重合因子

（ADF）が S. fayeri の腸管毒性因子

として報告されていたが、昨年度の研

究にて、ADF 以外のたんぱく質から

も腸管毒性を起こす可能性を確認し

た（昨年度報告書）。今年度の研究にて、

新たな腸管毒性候補たんぱく質の同

定を試みた。 

 

Ｂ．研究方法 

本研究の供試検体として，カナダ産ウ

マの骨格筋組織からゲル濾過クロマ

トグラフィー法に用いる S. fayeri シ

ストを 1000 個回収した。回収したシ

ストを-80℃で凍結し，37℃に保温し

た恒温水槽で解凍した。この一連の凍

結融解操作を計 5回繰り返した。解凍

後，BioMasherⅡ (ニッピ) を用いて

ホモジナイズし，14,000 × g，4℃，

5分間の条件で遠心分離し上清を回収

した。回収した上清中に白い浮遊物が

見られる場合，Minisart SRP 15 

(sartorius stedim biotech) で濾過し

た。回収した上清をサンプル溶液とし

てゲル濾過クロマトグラフィーを行

った。クロマトグラフィーの流路は以

下のように設定した。ペリスタポンプ 

(ATTO) を用いてサンプル溶液とバ

ッファーを汲み上げ，Superdex 75 

increase 10/300 GL (GEヘルスケア) 

を用いて分画し，分画溶液の吸光度を

BIO-MINI UV MONITOR (ATTO) 

お よ び DIGIMINI RECORDER 

(ATTO) を用いて測定し，CHF100AA 

FRACTION COLLECTOR 

(ADVANTEC) を用いて一定用量ご

とにフラクションとして回収した。フ

ラクション回収はサンプル溶液を汲
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み上げ終えてから 30 分後に開始し，

2 分 30 秒ごとに回収フラクションを

切り替えた。流速は 0.2 mL/minとし

た。PBSにて流路全体を平衡化し，サ

ンプル溶液を汲み上げたのちに PBS

を汲み上げ続けフラクションを回収

した。UVモニターで測定した吸光度

の値を基にフラクションを選び出し，

Sodium dodecyl sulfate- 

Polyacrylamide Gel Electrophoresis 

(SDS-PAGE) でタンパク質を確認し

た。また，SDS-PAGEにて 15 kDa付

近にバンドが確認されたフラクショ

ンについては，Western Blotting で

ADFを確認した。ADFの陽性対照に

は当研究室保有の組み換え S. fayeri 

ADF (分子量 17.2 kDa) を使用した。 

フラクション溶液 10 µL に Novex® 

Tris-Glycine SDS Sample Buffer (2

×) を等量加え，さらに 1 M DTT (和

光純薬) 1 µLを添加した後，100℃，3

分間加熱した。この処理液をサンプル

として 10 µL を 15％ポリアクリルア

ミドゲルのレーンに注入し，3 µLを別

の 15％ポリアクリルアミドゲルのレ

ーンに注入した。その後，ゲル 1枚当

たり 20 mAで，80分間通電した。電

気泳動槽にはラピダス・ミニスラブゲ

ル電気泳動槽 (ATTO) を使用し，電

源装置はmy Power 300 (ATTO) を使

用した。15％ポリアクリルアミドゲル

および泳動バッファーの組成は以下

のとおりである。 

 

10× SDS-PAGE Buffer 

   Tris (USB)  30.25 g 

   Glycine (和光純薬)  144.1 g 

   Sodium dodecyl sulfate (SDS : 和

光純薬)  10 g 

   MilliQ水 800 mL 

MilliQ水で全量を 1 Lに調製し，使用

時にMilliQ水で 10倍希釈した。 

 

15％ ポリアクリルアミドゲル 

  分離ゲル（15 mL） 

   MilliQ水 3.5 mL 

   30 ％  Acrylamide-0.8 ％ 

Bisacrylamide 7.5 mL 

   1.5 M Tris (pH 8.8)  3.75 mL 

   10％ SDS 150 µL 

   N,N,N,N-

Tetramethylethylenediamide 
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(TEMED : 和光純薬)  22.5 µL 

   20 ％  Ammonium persulfate

 60 µL 

 

  濃縮ゲル（7 mL） 

   MilliQ水 3.98 mL 

   30 ％  Acrylamide-0.8 ％ 

Bisacrylamide 1.16 mL 

   0.5 M Tris  (pH 6.8)  

1.75 mL 

   10％ SDS 70 µL 

   TEMED (和光純薬)  7 µL 

   20 ％  Ammonium persulfate

 35 µL 

 

30 ％  Acrylamide-0.8 ％ 

Bisacrylamide (300 mL) 

   Acrylamide (和光純薬)  90 g 

   Bisacrylamide (和光純薬)  2.4 g 

   MilliQ水 200 mL 

MilliQ水で 300 mLに調製した。 

 

1.5 M Tris (pH 8.8) (1 L) 

   Tris (USB)  181.7 g 

   MilliQ水 800 mL 

MilliQ 水に Tris を溶解させたのち，

塩酸 (和光純薬) で pH 8.8 に調製し

た。その後MilliQ水で１Lに調製し，

121℃，15分間の条件で高圧蒸気滅菌

を行った。 

 

0.5 M Tris (pH 6.8) (1 L) 

Tris (USB)  60.6 g 

   MilliQ水 800 mL 

MilliQ 水に Tris を溶解させたのち，

塩酸 (和光純薬) で pH 6.8 に調製し

た。その後MilliQ水で１Lに調製し，

121℃，15分間の条件で高圧蒸気滅菌

を行った。 

20％ Ammonium persulfate 

   Ammonium persulfate (和光純薬)  

0.1 g 

   MilliQ水 500 µL 

上記試薬を 1.5 mLチューブ内で混合，

ボルテックスミキサーを用いて完全

に溶解した。使用直前に調製した。 

電気泳動後のゲルは 10 µL のサンプ

ルを注入したものを Coomassie 

Brilliant Blue (CBB) 染色用とし，3 

µL のサンプルを加えたものを

Western Blotting用とした。分子量マ

ーカーとして，3 µL の All Blue 
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Precision Plus Protein Standards 

(BioRad) を泳動ゲルの両端のレーン

に加えた。CBB 染色用ゲルは泳動終

了後RO水に浸漬し 10分間振盪した。

この操作を 2回繰り返し，ゲルを洗浄

した。洗浄したゲルは CBB Stain One 

Super (ナカライテスク) で 30分間染

色した。染色したゲルは一晩 RO水に

浸漬して脱色を行った。 

Western Blotting 用 の ゲ ル は

Blotting Buffer Bに浸漬した。クリア

ブ ロ ッ ト ・ P 膜 (Polyvinylidene 

Difluoride membrane: PVDFメンブ

レン: ATTO) を 20 秒間メタノール 

(和光純薬) に浸漬し，その後 Blotting 

Buffer Bに浸漬した。CB-06Aアブソ

ーベントペーパー (濾紙: ATTO) を 3

枚重ね，Blotting Buffer A，および C

に浸漬した。Blotting Buffer Aに浸漬

した濾紙，PVDF メンブレン，ゲル，

Blotting Buffer C に浸漬した濾紙の

順に AE-6688 ブロッティング装置 

(ATTO) の陽極 (下部電極) に積み重

ね，陰極 (上部電極) をセットし，ゲ

ル 1枚当たり 100 mA，60分間通電し

た。通電後，PVDFメンブレンを 10% 

Skim milkに浸漬，一晩 4℃で保存し

ブロッキングを行った。各 Blotting 

Bufferの組成，ブロッキング液である

10% Skim milk の組成は以下のとお

りである。 

 

Blotting Buffer A (100 mL) 

   Tris 3.63 g 

   メタノール 5 mL 

   MilliQ水 95 mL 

 

Blotting Buffer B (100 mL)  

   Tris 0.3 g 

   メタノール 5 mL 

   MilliQ水 95 mL 

 

Blotting Buffer C (100 mL) 

   Tris 0.3 g 

   6-アミノヘキサン酸  0.525 g 

   メタノール 5 mL 

   MilliQ水 95 mL 

 

10% Skim milk (100 mL) 

   Skim milk (BD)  10 g 

   PBS 100 mL 
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 ブロッキング処理をした PVDF メ

ンブレンと抗体を反応させ，ADF を

検出した。一次抗体は 3％ Skim milk

で 1000倍に希釈したウサギ由来抗 S. 

fayeri rADF IgG 抗体を使用した。

PVDF メンブレンを抗体希釈液に浸

漬し，室温で1時間振盪し反応させた。

反応終了後，十分量の PBS-0.1% 

Tween-20にPVDFメンブレンを浸漬

し，5 分間振盪し洗浄した。これを 3

回繰り返した。二次抗体は，3％ Skim 

milkで 5000倍に希釈した HRP標識

ヤギ由来抗ウサギ IgG IgG 抗体 

(Invitrogen) を使用した。PVDFメン

ブレンを抗体希釈液に浸漬し，室温で

1時間振盪し反応させた。反応後は一

次抗体反応後と同様に洗浄した。検出

に は 3,3 ′ -Diaminobenzidine 

tetrahydrochloride (DAB: SIGMA) 

を基質とした DAB 発色液を用いた。

発色液に PVDFメンブレンを浸漬，バ

ックグラウンドに注意しながら5分間

振盪し，ADFを検出した。抗体希釈液

の 3％ Skim milk，洗浄液の PBS-

0.1％ Tween-20，発色液の DAB発色

液の組成は以下のとおりである。 

 

3％ Skim milk (100 mL) 

   Skim milk (BD)  3 g 

   PBS 100 mL 

 

PBS-0.1% Tween-20 

   Polyoxyethylene (20) Sorbitan 

Monolaurate (和光純薬)  5 

mL 

   PBS 4995 mL 

 

DAB発色液 

   3,3 ′ -Diaminobenzidine 

tetrahydrochloride (DAB : SIGMA)  

25 mg 

   PBS 50 mL 

   30％ Hydrogen peroxide solution  

(H2O2 : SIGMA)  5 µL 

DAB を PBS で遮光下にて溶解させ，

使用直前に H2O2を加えた。 

前述で得たフラクションのうち，

SDS-PAGE でバンドが確認されたフ

ラクション (17-45) を分子量ごとに

>37 kDa (17-24) ，15-50 kDa (25-

30) ，15 kDa (31-38) ，<15 kDa  (39-

45) の 4つの分画に分けた。それぞれ
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の分画の濃度は NanoDrop One を用

いて測定した。以上のサンプルを用い

て，前述と同様の試験方法でウサギ腸

管ループ試験を行った。 

腸管ループ試験で液体貯留が見られ

た分画において，共通して含まれる約

19～26 kDaの分画について，それぞ

れ nano-LC/MS/MS によりタンパク

質同定を岩手大学農学部応用生物化

学科山下哲郎教授に委託した。 

  （倫理面への配慮：本実験に用いた

ウサギは、鎮静、鎮痛を行ったのちに

麻酔をかけ、実験後には安楽殺を行っ

ている。本研究における実験方法は本

学実験動物委員会にて倫理審査を受

け、承認されている。） 

 

Ｃ．研究結果 

タンパク質分画中にUVモニターにて

吸光度を測定した結果，測定開始から

約 6分後からピークが現れた (図 5) 。

SDS-PAGE (CBB 染色) にてタンパ

ク質分画の状態を確認した結果，フラ

クション 17 からタンパク質が確認さ

れた (図 6) 。このうち，フラクション

32 から 38 は抗 S. fayeriADF 抗体に

よる Western Blotting に反応した 

(図 7) 。この結果に基づき，全体のタ

ンパク質分画 (フラクション 17-45) 

をそれぞれ，>37 kDa分画 (17-24) ，

15～50 kDa分画 (25-31) ，15 kDa分

画 (32-38) ，＜15 kDa 分画 (39-45) 

に分け，腸管ループ試験に用いた。ま

た，各分画のタンパク質濃度は 3.71 

mg/mL (>37 kDa) ，1.18 mg/mL (15

～50 kDa) ，0.336 mg/mL (15 kDa) ，

0.0650 mg/mL (<15 kDa) であった。 

S. fayeri シスト抽出タンパク質分画

投与における FA 値は，0.080 (＞37 

kDa) ，0.30 (15～50 kDa) ，0.20 (15 

kDa) ，0.070 (＜15 kDa) であった 

(表 3、図 8a) 。実体顕微鏡で腸管内腔

粘膜を観察した結果，腸管内腔粘膜に

充出血は見られなかった (図 8b) 。 

腸管ループ内に液体貯留が見られた，

15～50 kDa分画および 15 kDa分画

において，共通して両分画に含まれる

約 19 kDa，および約 26 kDa のタン

パク質  (図 9) についてそれぞれ

nano-LC/MS/MSによりタンパク質同

定を行った。このうち約 19 kDaのタ

ン パ ク 質 は 相 同 性 検 索 の 結 果
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putative histamine-releasing factor 

(Score : 31，Mass : 19274) ，約 26 

kDa のタンパク質はウマ由来の

Carbonic anhydrase (Score : 515，

Mass : 29778) であった（図 10）。 

 

Ｄ．考察 

ゲル濾過クロマトグラフィーにより

得られた各フラクションについて，

SDS-PAGE でタンパク質分画の状態

を確認した結果，フラクション 17 か

らタンパク質バンドが確認された。こ

のうち，フラクション 32から 38には

抗 ADF 抗体を用いたウェスタンブロ

ッティングに反応し，ADF が含まれ

ていたことがわかった。この結果に基

づき，>37 kDa分画，15～50 kDa分

画，15 kDa分画，＜15 kDa分画の 4

分画に分けた。 

各分画を用いたウサギ腸管ループの

結果，15～50 kDa分画および 15 kDa

分画に液体貯留が見られた。このこと

から，従来報告されてきた ADF 以外

にも 15～50 kDa分画に腸管毒性因子

が含まれる可能性が示された。 

また，液体貯留を示した 15～50 kDa

分画および 15 kDa分画を投与した腸

管ループの内腔粘膜には充出血は認

められなかった。一方で，昨年度報告

したとおり、ブラディゾイト懸濁液を

投与した腸管ループにおいては腸管

内腔粘膜において充出血を示した（昨

年度報告書）。このことから，15～50 

kDa分画および 15 kDa分画単独で液

体貯留は起こすが充出血は引き起こ

さないこと，つまり腸管内腔粘膜の出

血を誘発するには S. fayeri ブラディ

ゾイトに含まれる複数の腸管毒性因

子が関与する可能性が考えられる。ま

た，本研究で液体貯留を示さなかった

>37 kDa 分画，<15 kDa 分画に関し

ても，単独では液体貯留を示さなくて

も他の因子と組み合わされることで

腸管毒性の増強や出血の誘発が起こ

る可能性があるので，今後は複数の分

画を組み合わせた上での毒性の変化

を明らかにする必要がある。 

 液体貯留が見られた 15～50 kDa分

画および 15 kDa分画において，共通

して含まれる約 19 kDa，および約 26 

kDa のタンパク質についてそれぞれ

タンパク質同定を行った。このうち，
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約 19 kDa のタンパク質は putative 

histamine-releasing factor  (ヒスタ

ミン遊離因子) ，約 26 kDaのタンパ

ク 質 は ウ マ 由 来 の Carbonic 

anhydrase と同定された。後者は S. 

fayeriシストを摘出する際に馬肉から

混入したものと考える。 

 ヒスタミン遊離因子 (HRF) は，あ

る種の IgE 抗体 (IgE+) が特定のア

レルギー患者由来好塩基球を活性化

し，ヒスタミン遊離や IL-4 / IL-13な

どのサイトカインの産生を誘導する 

[Kashiwakura, 2016] 。このことから，

S. fayeriの腸管毒性は HRFに惹起さ

れるヒスタミン遊離やサイトカイン

に起因する可能性が考えられる。この

作用が S. fayeri により誘発されてい

ることを確かめるには，腸管ループ陽

性の腸管内腔粘膜の組織切片から好

塩基球やマスト細胞の増加・遊走を確

認する必要がある。 

また，今後は HRF の組み換えタンパ

ク質を作製し，それを用いた詳細な腸

管毒性解析を行う必要がある。さらに，

ウサギ腸管ループ試験でヒスタミン

阻害剤を用いた抑制試験を行うこと

で，HRF によるヒスタミン遊離が S. 

fayeriの腸管毒性に関与しているかに

ついても検討する必要がある。また，

前述のように，S. fayeriの腸管毒性は

複数の腸管毒性因子が関わる可能性

が考えられることから，HRF あるい

は ADF 単独とこれらを合わせた場合

の腸管毒性の違いを明らかにする必

要がある。 

 

Ｅ．結論 

ADF 以外に約 19 kDa のタンパク質 

(putative histamine-releasing 

factor) も腸管毒性因子の可能性があ

ることがわかった。 今後は，今回新

たに発見された HRF に関する詳細な

腸管毒性の解析を進めると同時に，

Sarcocystis 属の種の違いによる腸管

毒性の違いに関しても着目して研究

を進め，ウマやシカ肉喫食の際の食中

毒防止に努める必要があると考える。 

昨年度の研究で 15kDa タンパク質

（ADF）よりも強い腸管毒性を示した

新 規 タ ン パ ク 質 は putative 

Histamine releasing Factor（pHRF）

と相同性が高く、Sarcocystisに引き起
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こされる腸管毒性にヒスタミンの関

与、つまりアレルギー症状である可能

性が示唆された。 

 

【参考文献】 

Kashiwakura J, Ando T and 

Kawakami T. (2016). Role of 

Histamine-releasing Factor in 

Allergic Inflammatory Reactions. 

Yakugaku Zasshi. 137 (5) 517-521. 

(in Japanse). 
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fayeriの腸管毒性解析) 

４．平成３０年度岩手大学農学部附属
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28日、岩手大学農学部総合教育研究棟
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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） 

（総括・分担）研究報告書 

 

住肉胞子虫による国産ジビエの食中毒リスク評価に関する研究 

（ H30-食品-若手-003） 

ウマ由来 S. fayeri シストが保有する各種タンパク質への冷却影響に関する研

究 

研究代表者 山﨑 朗子 岩手大学農学部助教 

 

 

Ａ．研究目的 

近年、害獣を食肉利用する地域振興事

業が盛んである。これまでの疫学調査

で、E型肝炎ウイルス、志賀毒素産生

研究分担者 

入江隆夫・宮崎大学研宮崎大学
農学部准教授 

研究要旨 
住肉胞子虫はジビエの可食部位である骨格筋に寄生し、シカでの陽性率が

100％であること、シカ肉の生食で食中毒が発生したことから、ジビエ産業振
興への障害となる。しかし、シカ肉に寄生する住肉胞子虫は毒性発現の機序

が不明なため、早急な解決が求められる。同属であるウマ寄生性の S. fayeri
を用いて食中毒原因物質の特定を試みた。これまでに 15kDa の分子量を持
つアクチン脱重合因子（ADF）が S. fayeriの腸管毒性因子として報告されて
いたが、昨年度の研究にて、ADF 以外にも putative Histamine releasing 
factor (pHRF)が新たな腸管毒性候補たんぱく質として推定された。今年度の
研究では、4℃、‐20℃、‐80℃の保存温度の違いによって Sarcocystis属の
ブラディゾイドが腸管毒性を失うことを確認したため、本研究項目では、保

存温度によって変化する腸管毒性と Sarcocystis 属原虫由来の腸管毒性たん
ぱく質との関連性を確認することを目的とした。その結果、4℃、-20℃、-80℃
の３条件でブラディゾイトを処理した後、含有される水溶性タンパク質を

SDS-PAGE で分離したところ、15kDa(ADF)に比べ、19kDa(pHRF)の温度
依存的なバンド濃度の低下が著しかった。pHRFはこれまでに腸管ループ試
験で供試された 15kDa分画にも含まれていたため、Sarcocystisによる腸管
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大腸菌、サルモネラ、肝蛭、住肉胞子

虫等の保有が認められたが、中でも住

肉胞子虫は可食部位に寄生し、我が国

での野生ニホンジカでの陽性率がほ

ぼ 100％であることと、シカ肉の生食

で食中毒がすでに発生していること

から、ジビエ産業振興への障害となる。

しかし、シカ肉に寄生する住肉胞子虫

は毒性発現については詳細が不明な

ため、既に食中毒が発生しているにも

関わらず届出指定対象外である。ゆえ

に、これらの毒性の解析は早急な解決

が求められる。同属であるウマ寄生性

の S. fayeri は、既に食中毒危害性を

認められており、試料の入手が安定し

ているため、本研究では Sarcocystis

属原虫によって起こされる食中毒研

究の一環として、ウマ寄生性の S. 

fayeriを用いて食中毒を起こす原因物

質の特定を試みた。これまでの報告で

15kDa の分子量を持つアクチン脱重

合因子（ADF）が S. fayeri の腸管毒

性因子として報告されていたが、昨年

度の研究にて、ADF 以外のたんぱく

質からも腸管毒性を起こす可能性を

確認した（昨年度報告書）。このたんぱ

く質はアミノ酸シークエンシング解

析 に よ り putative Histamine 

releasing factor (pHRF)と同定された。

今年度の研究では、4℃、‐20℃、‐

80℃の保存温度の違いによって

Sarcocystis 属のブラディゾイドが腸

管毒性を失うことを確認した。本研究

項目では、上記のように保存温度によ

って変化する腸管毒性と腸管毒性た

んぱく質との関連性を確認すること

を目的とした。 

 

Ｂ．研究方法 

本研究の供試検体として，カナダ産ウ

マの骨格筋組織から Sarcocystis 属シ

ストを分離して用いた。と同様の方法

で S. fayeriシストを 50個回収し，回

収したシストを 4℃，-20℃，-80℃で

それぞれ 12 時間保存した。その後，

前述と同様の方法でシスト由来水溶

性成分を回収し，得られたタンパク質

溶液を用いて前述と同様に SDS-

PAGEを行い，タンパク質を確認した。

SDS-PAGE 泳動後のゲルは 2D-銀染

色試薬・Ⅱ (コスモバイオ) を使用し

て以下の手順で染色した。泳動後のゲ
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ルを固定液Ⅰに浸漬して 10 分振盪し，

次いで固定液Ⅱに浸漬して 15 分振盪

した。その後，前処理液に浸漬して 10

分振盪し，これを捨てて MilliQ 水で

5分間洗浄した。洗浄後，銀染色液を

注いで 15分振盪した後，MilliQ水で

2分洗浄を 3回行い，現像液に浸漬さ

せて振盪した。適度の染色像が得られ

たら停止液 10 mLを注いで 5～10分

振盪し，その後Milli-Q水で十分洗浄

した。固定液Ⅰ，固定液Ⅱ，前処理液，

銀染色液，現像液の組成は以下の通り

である。また，固定化剤，前処理剤，

染色液 A，染色液 B，現像原液，停止

液は前述のキット中のものを使用し

た。 

 

固定液Ⅰ (200 mL) 

   メタノール 100 mL 

   酢酸 (和光純薬)  20 mL 

MilliQ水を加え 200 mLに調整した。 

 

固定液Ⅱ (200 mL) 

   メタノール 60 mL 

   酢酸 20 mL 

   固定化剤 10 mL 

MilliQ水を加え 200 mLに調整した。 

 

前処理液 (200 mL) 

   メタノール 100 mL 

   前処理剤 10 mL 

MilliQ水を加え 200 mLに調整した。 

 

銀染色液 (200 mL) 

   染色液 A 10 mL 

   染色液 B 10 mL 

染色液 Aに染色液 Bを混合後，MilliQ

水を加え 200 mLに調整した。 

 

現像液 (200 mL) 

   現像原液 10 mL 

MilliQ水を加え 200 mLに調整した。 

 

Ｃ．研究結果 

S. fayeri ブラディゾイト抽出水溶性

タンパク質のうち，特に液体貯留を示

した分画に含まれるタンパク質への

温度影響を調べるため，4℃，-20℃，

-80℃でそれぞれ 12 時間保存した S. 

fayeriシストから抽出した水溶性タン

パク質を用いて SDS-PAGE を行った 

(図 11) 。ここで，液体貯留を示した
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19～26 kDa の分画に着目すると，-

20℃および-80℃保存シストは 4℃保

存シストよりバンドが薄かった。 

 

Ｄ．考察 

S. fayeri シスト抽出水溶性タンパク

質の温度による影響を調べるため，

4℃，-20℃，-80℃でそれぞれ 12時間

保存した S. fayeri シストから抽出し

た水溶性タンパク質について SDS-

PAGEを行った。ここで，液体貯留を

示した 15kDa分画、19～26 kDaの分

画に着目すると、19～26 kDaの分画

では-20℃および-80℃保存シストで

4℃保存シストよりバンドが薄くなっ

た。一方，ADFについては異なる温度

条件下でのバンドの濃度に違いは認

められなかった。これは，前年度報告

したとおり、冷凍保存シストを用いた

腸管ループ試験で腸管毒性が失われ

た結果への関与を推察させる。このこ

とから，S. fayeriの腸管毒性は冷凍に

より失活する因子に起因することが

示唆された。今後は該当のタンパク質，

特に HRF について抗 HRF 抗体を作

製し，それを用いたWestern Blotting

でより詳細な温度による影響の解析

を行う必要がある。 

 

Ｅ．結論 

in vivo 試験での腸管ループ試験にて

結果が分かれた 4℃、-20℃、-80℃の

３条件でブラディゾイトを処理した

後、含有される水溶性タンパク質を

SDS-PAGE で分離したところ、

15kDa(ADF)に比べ、19kDa(pHRF)

の温度依存的なバンド濃度の低下が

著しかった。pHRFはこれまでに腸管

ループ試験で供試された 15kDa 分画

にも含まれていたため、Sarcocystisに

よる腸管毒性の主原因についてさら

に検討する必要がある。 

 

Ｆ．健康危険情報 

Ｇ．研究発表 

1.  論文発表 

2.  学会発表 

１．（第 162回日本獣医学会学術集会、

令和元年度 9月 10-12日、筑波国際会

議場、ウマ寄生 Sarcocystis fayeriの 

腸管病原性解析 公衆衛生学分科会

奨励賞） 
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２．（第 65回日本寄生虫学会・日本衛

生動物学会北日本支部合同大会、令和

元年度 10 月２６日、岩手大学、ウマ

寄生 Sarcocystis fayeriの腸管病原性

解析 ） 

３．(2019 年度東北地区獣医師大会・

2019 年度獣医学術東北地区学会、令

和元年度１０月１０日、郡山ビューホ

テルアネックス、ウマ寄生Sarcocystis 

fayeriの腸管毒性解析) 

４．平成３０年度岩手大学農学部附属

動物医学食品安全教育研究センター

（FAMS）成果発表会、2019 年 2 月

28日、岩手大学農学部総合教育研究棟

（５号館）７番教室，スペース C、合

計参加者数、岩手大学農学部附属動物

医学食品安全教育研究センター

（FAMS）主催、平成３０年度の事業

内容報告 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

  （予定を含む。） 

 1. 特許取得 

2. 実用新案登録 

3.その他 
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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） 

（総括・分担）研究報告書 

 

住肉胞子虫による国産ジビエの食中毒リスク評価に関する研究 

（ H30-食品-若手-003） 

Sarcocystis属の細胞毒性実験（ブラディゾイト、由来タンパク質、組換

えADF） 

研究代表者 山﨑 朗子 岩手大学農学部助教 

 

  

研究要旨 

住肉胞子虫はジビエの可食部位である骨格筋に寄生し、シカでの陽性率が

100％であること、シカ肉の生食で食中毒が発生したことから、ジビエ産業

振興への障害となる。しかし、シカ肉に寄生する住肉胞子虫は毒性発現の機

序が不明なため、早急な解決が求められる。同属であるウマ寄生性のS. fayeri

を用いて食中毒原因物質の特定を試みた。これまでに、シストから遊離した

ブラディゾイトの温度変化による腸管毒性の影響、虫体由来のたんぱく質に

よる下痢毒性の発現をウサギを用いた腸管ループ試験で確認したが、分子レ

ベルでの機序についてはまだ詳細が分かっていない。そのため、本研究では、

これまで in vivoで腸管毒性が確認された要因について、in vitroでの反応の

確認を試みた。その結果、Sarcocystis原虫を用いたマクロファージ刺激試験

では、冷凍シスト、凍結融解シスト、組換え S. fayeri ADFの全てで有意な

TNF-αの誘導が認められた。純粋タンパク質である組換え ADFでの刺激よ

りも他のタンパク質を含む冷凍シスト、凍結融解シストでの TNF-α 誘導量

が多かったことは、pHRFによる毒性発現の関連を示唆する。 



32 
 

 

 

Ａ．研究目的 

近年、害獣を食肉利用する地域振興事

業が盛んである。これまでの疫学調査

で、E型肝炎ウイルス、志賀毒素産生

大腸菌、サルモネラ、肝蛭、住肉胞子

虫等の保有が認められたが、中でも住

肉胞子虫は可食部位に寄生し、我が国

での野生ニホンジカでの陽性率がほ

ぼ 100％であることと、シカ肉の生食

で食中毒がすでに発生しているが、シ

カ肉に寄生する住肉胞子虫の毒性発

現機序については不明な点が多い。既

に食中毒が発生しているにも関わら

ず届出指定対象外であるため、これら

の毒性の解析は早急な解決が求めら

れる。同属であるウマ寄生性の S. 

fayeriは、既に食中毒危害性を認めら

れており、試料の入手が安定している

ため、本研究では Sarcocystis 属原虫

によって起こされる食中毒研究の一

環として、ウマ寄生性の S. fayeri を

用いて食中毒を起こす原因物質の特

定を試みた。これまでに、シストから

遊離したブラディゾイトの温度変化

による腸管毒性の影響、虫体由来のた

んぱく質による下痢毒性の発現をウ

サギを用いた腸管ループ試験で確認

したが、分子レベルでの機序について

はまだ詳細が分かっていない。そのた

め、本研究では、これまで in vivo で

腸管毒性が確認された要因について、

in vitroでの反応の確認を試みた。 

 

Ｂ．研究方法 

本研究の供試検体として，カナダ産ウ

マの骨格筋組織から Sarcocystis 属シ

ストを分離して用いた。 

Sarcocystisによる細胞毒性について、

Fayerら、Nakamuraらの以前の報告

に従い、TNF－α分泌誘導実験をマウ

スマクロファージ細胞を用いて行っ

た。RAW264.7細胞を D-MEM培地で

培養し、無血清培地に交換した後、12

時間のインキュベートを行ってから

各ウェルに冷凍シスト破砕液 (MOI = 

0.70)、-80℃ 凍結と 37℃ 融解を 5回

繰り返した凍結融解シスト  (0.33 

mg/mL)、本研究室保管の組み換え S. 

fayeri ADF (1 μg/mL)を添加した。陰

性対照は、無血清培地 D-MEM、対照

研究分担者 

入江隆夫・宮崎大学研宮崎大学
農学部准教授 
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には LPS（100 ng/mL)を用いた。4時

間の培養後、RNAを抽出し、リアルタ

イム PCRにて TNF-αのmRNA量を

定量した 

 

Ｃ．研究結果 

刺激培養後、RAW264.7 細胞から

RNAを抽出し、リアルタイム PCRに

て TNF-αの mRNA 量を定量した結

果、冷凍シスト、凍結融解シストの刺

激によって、陰性対照より有意に高い

TNF-αの mRNA 増幅が認められた。

中でも冷凍シストは陽性対照と同等

の TNF-α発現誘導を示した。また、

凍結融解シストでも有意な TNF-α発

現誘導を確認した（図 12）。 

 

Ｄ．考察 

Sarcocystis 原虫を用いたマクロファ

ージ刺激試験では、冷凍シスト、凍結

融解シスト、組換え S. fayeri ADFの

全てで有意な TNF-α の誘導が認めら

れた。そのことから、ブラディゾイト

としての活性を失ったタンパク質レ

ベルでも TNF-α 産生が誘導されてい

ることを示唆する。しかし、組換え S. 

fayeri ADF では陰性対照と比較して

有意に TNF-αmRNA 量は上昇した

ものの、他のサンプルに比べると低値

を示した。しかし、in vivo試験で確認

された『冷凍シスト破砕液ではウサギ

腸管ループに液体貯留を示さない』結

果と考察すると、TNF-αの産生、刺激

により下痢が引き起こされるとは考

えにくく、純粋タンパク質である組換

え ADF での刺激よりも他のタンパク

質を含む冷凍シスト、凍結融解シスト

でのTNF-α誘導量が多かったことは、

前出の pHRF による毒性発現の関連

を示唆する。そのため、HRFの生体お

よび細胞に対する作用を解明する必

要がある。本研究では、既出の

Sarcocystis による細胞毒性に関する

Fayer らの報告にならい、TNF-αを

ターゲットとした解析を行ったが、こ

れまでに我々が得た in vivo試験の結

果や、今回の in vitro試験で得た結果

から考察すると、TNF‐α以外のサイ

トカイン等細胞分泌物質についても

検証する必要があり、純粋な HRF を

用いた生体試験、細胞刺激実験が次の

課題となる。また、ヒトへのリスク解
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明に近づけるため、ヒトマクロファー

ジU937細胞を用いたサイトカイン実

験系を構築することも必要である。 

 

Ｅ．結論 

Sarcocystis 原虫を用いたマクロファ

ージ刺激試験では、冷凍シスト、凍結

融解シスト、組換え S. fayeri ADFの

全てで有意な TNF-α の誘導が認めら

れた。純粋タンパク質である組換え

ADF での刺激よりも他のタンパク質

を含む冷凍シスト、凍結融解シストで

の TNF-α 誘導量が多かったことは、

pHRF による毒性発現の関連を示唆

する。 

 

【参考文献】 

Fayer R. et al. J Parasitol. 1988 

Aug;74(4):660-4. 

 

Nakamura Y. et al. Vet Parasitol. 

1999 Sep 1;85(4):235-43. 

 

Ｆ．健康危険情報 

Ｇ．研究発表 

1.  論文発表 

なし 

2.  学会発表 

第 163回日本獣医学会学術集会、令和

2年度 9月 14-30日、山口大学（Web

開催） 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

  （予定を含む。） 

1. 特許取得 

2. 実用新案登録 

3.その他 
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図 1 ウマ筋肉組織中のシスト (8倍拡大像) 
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図 2 Sarcocystis属ブラディゾイトのトリパンブルー色素試験 

(a) 非染色 (筋組織より摘出直後) ，(b) 染色 (摘出後-20時間 60時間保存後) 

 

(a) (b) 
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図 3 シカ寄生 Sarcocystis属シスト破砕液を用いた腸管ループ試験の結果 
(a) 腸管全体像， (b) 腸管内腔粘膜 

T1: 103 bradyzoites/loop，T2: 104 bradyzoites/loop，T3: 105 bradyzoites/loop，T4: 106 bradyzoites/loop，PC: 組み換えウェルシュ菌毒素 
20 μg/loop，NC: PBS 
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図 4 ウマ寄生 S. fayeriシスト破砕液を用いた腸管ループ試験結果 (-20℃保存シスト，4℃保存シスト)  

(a) 腸管全体像， (b) 腸管内腔粘膜 

T1: -20℃保存シスト・103 bradyzoites/loop，T2: -20℃保存シスト・105 bradyzoites/loop，T3: 4℃保存シスト・101 bradyzoites/loop，T4: 

4℃保存シスト・102 bradyzoites/loop，T5: 4℃保存シスト・103 bradyzoites/loop，PC: 組み換えウェルシュ菌毒素 20 μg/loop，NC: PBS 
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図 5 UVモニターで計測したゲル濾過クロマトグラフィーによるタンパク質分画 
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図 6 S. fayeriブラディゾイト由来タンパク質のゲル濾過クロマトグラフィーによる分画の SDS-PAGE像 (フラクション 16-45) 
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図 7 S. fayeriブラディゾイト由来タンパク質ゲル濾過分画 (32-40) を用いた抗 ADF抗体によるWestern Blotting像 

 (一次抗体：ウサギ由来 S. fayeri rADF IgG抗体) 
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図 8 S. fayeriブラディゾイト由来タンパク質ゲル濾過分画を用いた腸管ループ試験の結果 
(a) 腸管全体像， (b) 腸管内腔粘膜 

T1: > 37 kDa分画 (フラクション 17-24) ，T2: 15～50 kDa分画 (25-31) ，T3: 15 kDa分画 (32-38) ，T4: < 15 kDa分画 (39-45) ，
PC: 組み換えウェルシュ菌毒素 40 μg/loop，NC: PBS 

 

NC 

(a) (b) 
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図 9 S. fayeriブラディゾイト由来タンパク質ゲル濾過分画の SDS-PAGE像 (15～50 kDa分画，15 kDa分画 フラクション 26-40)  
2つの分画間にまたがって存在する約 26～19 kDaのタンパク質 (赤枠) について nanoLC-MS / MSを用いたアミノ酸シークエンシ

ングを行った  

ADF 
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図 10 Nano-Pro LC/MS-MSによる腸管毒性発現フラクションのアミノ酸配列解析結果 
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図 11 S. fayeriブラディゾイト由来タンパク質の温度による影響 (SDS-PAGE)  
レーン 1 : 4℃保存シスト，レーン 2 : -80℃保存シスト，レーン 3 : -20℃保存シスト 
赤枠は腸管ループ試験で液体貯留を示した分画に含まれていたタンパク質を示す 
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図 12  Sarcocystis属のブラディゾイト、由来タンパク質、組換え ADFを用いた細胞刺激によ

る TNF‐αの産生 
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表 1．シカ由来 Sarcocystis sp. の腸管毒性発現最少投与量の検討 

 
検体 

保存温度 
(℃) 

保存時間 
（時間） 

ブラディゾイト数 

(/loop) 

非染色率 

(%) 
FA値 

シカ由来シスト 
(Sarcocystis sp.) 

4 12 

106 

100 

0.05 

105 0.05 

104 0.03 

103 0.08 

4 48 105 94.3 0.29 

-80 72 105 0 0.08 

陰性対照 PBS 0.04 

陽性対照 ウェルシュ菌毒素 20 μg /loop 0.20 

灰色のセルは昨年度の実験結果を比較として示す。 
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表 2．ウマ由来 S. fayeri の腸管毒性発現最少投与量の検討、および-20℃冷却の影響 
  

検体 
保存温度 

(℃) 
保存時間 
（時間） 

ブラディゾイト数 
(/loop) 

非染色率 
(%) 

FA値 

ウマ由来シスト 

(S. fayeri) 

4 12 

101 

100 

0.06 

102 0.08 

103 0.08 

4 24 
103 

80 
0.58 

105 0.67 

-20 12 
103 

100 
0.07 

105 0.05 

-80 
24 

103 
67 

0.04 

105 0.04 

72 105 0 0.01 

陰性対照 PBS 0.07 

陽性対照 ウェルシュ菌毒素 20 μg /loop 1.2 

灰色のセルは昨年度の実験結果を比較として示す。 
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表 3 S.fayeriシスト抽出タンパク質のゲル濾過クロマトグラフィー分画を用いたウサギ腸管ループ試験結果 
 

検体 フラクション No. 分子量 (kDa) FA値 

T1 17-24 >37 0.080 

T2 25-31 15～50 0.30 

T3 32-38 15 (ADF) 0.20 

T4 39-45 <15 0.070 

陰性対照 PBS 0.075 

陽性対照 ウェルシュ菌毒素 40 μg /loop 0.42 
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