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研究要旨 

水道におけるクリプトスポリジウム等の耐塩素性病原微生物の検査は、水道原水 10L 中のわ

ずか 1 つを顕微鏡で検出する容易ではない検査が行われている。手順が複雑かつ熟練を要

する試験操作を伴い、検査結果は原水水質、検査手法、検査者の技量等により変動する

恐れがある。しかし、他の試験検査と異なり、外部精度管理が導入されておらず、日頃か

ら試験精度を把握している検査機関は少ないと推察される。本研究は、耐塩素性病原微

生物の検査における精度管理を例示し、精度管理の環境が向上することを目的とした。

河川表流水を水源とする某水道事業体では、検査技能の維持や精度の把握を目的とした

訓練が年１回実施されており、その内容は参考になると言えた。陽性コントロールは、

安価に頻回に使えるよう、Alexa594 標識した固定試料を用意した。試験精度を高めるた

め、陽性コントロールの取り扱い方法を統一した。施設間の比較には、同じ河川水試料

を試験試料として統一して使用した。陽性コントロールを計数した結果、変動係数は概

ね 20％以内であった。5 水道事業体の間で添加回収試験を行い、いずれも回収率は 50％
以上、変動係数も 20％以内と良好であった。5 事業体は同一水系で取水しており、信頼

性良く原水水質を共同監視できる体制が整っていると言えた。 
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A. 研究目的 

非血性の水様下痢を呈するクリプトスポリジウ

ム症とジアルジア症は、糞便中に排出されたオ

ーシストとシストの経口摂取により糞口感染する。

いずれも塩素消毒に抵抗性があることから、水

道水を介した感染が生じて問題となる。国内で

は、クリプトスポリジウムによる集団感染が町水道

と貯水槽水道、ジアルジアは貯水槽水道におい

て発生している 1, 2)。海外でもクリプトスポリジウム

やジアルジアの水系集団感染が報告され、これ

ら耐塩素性病原微生物の対策は、水道水にお

ける課題の一つとなっている 3-6）。 

対策には国内でよく使われている急速ろ過以

外に、緩速ろ過、膜処理、紫外線処理と、これら

の組み合わせが用いられることがある 7）。ろ過の

性能が低下したり、ろ過池で濃縮された汚染が

水道水に入らないような、ろ過池の管理も必要と

する。病原体の検査はリアルタイムな結果を得る

ことができないので、濁度計でろ過池をリアルタ

イムに監視したり、丁寧なろ過の開始と終了、洗

浄の徹底といった対策が行われている。原水水

質の監視が定期的に行われている。 

水道のクリプトスポリジウム等検査法は、遺伝

子検査も可能だが、今なお顕微鏡検査を基本と

している 7）。単に蛍光抗体で緑色に染色された

粒子を、クリプトスポリジウムやジアルジアとして

計数するだけでは済まず、その前に複雑な濃縮、

精製の操作を経る必要がある。手順が複雑かつ

熟練を要する試験操作を伴い、検査結果は原

水水質、検査手法、検査者の技量等により変動

する恐れが高い。しかし、クリプトスポリジウム等

検査は、他の試験検査と異なり、外部精度管理

が導入されておらず、日頃から試験精度を把握

している検査機関は少ないと推察される。検査

に係る指針「別添３ 水道に関するクリプトスポリ

ジウム等の検出のための試験方法」には、「付録

１ 精度管理のためのオーシスト添加実験」の項

目があり、自主的な内部精度管理の実施が任さ

れている 7）。施設間で行われたものとして 10 年

以上前の記録になるが、利根川・荒川水系の水

道事業者により精度管理の実施例が報告されて

いた 8)。この中で当初のクリプトスポリジウム平均

回収率は 38％（8～80％）だったものが、翌年に

は平均 63％（43～78％）と向上しており、このよう

な取り組みを広く行うことが有用と考えられる。 

そのような取り組みが直近に行われた例と

して、河川表流水を水源とする某水道事業体

（以下、E 水道事業体）における技能訓練につ

いて報告する。E 水道事業体では検査技能の維

持や精度の把握を目的とした訓練が年１回実施

されていた。この訓練の延長として、同一水系で

取水している 5 事業体間での添加回収試験を

行い、検査結果を比較や共有できるものか、検

討した。 
 

B. 研究方法 

回収率算出用の陽性コントロールは、

Alexa594 標識のホルマリン固定クリプトスポリジ

ウムオーシストを使用した 9)。オーシストは

Cryptosporidium parvum 感染マウスの糞便より、

ショ糖浮遊法と塩化セシウム浮遊法で精製した。

0.1M 重炭酸ナトリウム緩衝液の 100μL に浮遊

した 105～106 個のクリプトスポリジウムを、

Alexa594 （ Alexa Fluor 594 carboxylic acid, 

succinimidyl ester、Invitrogen）と混合し、室温で

1 時間反応させることで標識した。過剰な色素を

精製水との遠心洗浄で除去し、 0.0005％ 
Tween80 を加えた 10％ホルマリンで固定した

後、冷蔵保管した。これを 0.0005％ Tween80 溶

液で約 150 個/200μL となるよう希釈したものを

以下、陽性コントロールとした。 

陽性コントロールは使用前に 1分間ボルテック

スミキサーを用いて攪拌し、同時に複数回分取

する際も、その都度攪拌を行った。陽性コントロ

ールの操作はその都度、使用したピペットの吸

入/吐出を繰り返し、チップを共洗いしてから必
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要量を分取した。 

添加回収試験における添加数を正確に求め

るため、陽性コントロールを 2 回ないし 5 回、計

数し、平均値を求めた。後述の添加試料の用意

と同時に、1.5mLチューブに約 150個/200μLを

分取し、蛍光染色試薬（EasyStain CG、

BioPoint、以下、染色試薬）を添加し染色し

た（4℃、1 晩）。孔径 1μm、直径 25mm の

親水 性 PTFE メンブレンフィルタ ー

（H100A025A、ADVANTEC）を、染色・観

察用フィルターとして使用した。このフィル

ターを減圧濾過ユニット（STU－11－SS, 
ADVANTEC）にセットし、染色済の陽性コン

トロールを吸引ろ過した。染色に用いたチュ

ーブには、洗浄と回収のため PBS を添加し、

ボルテックスミキサーで攪拌して、洗浄液を

繰り返し吸引ろ過した。チューブの洗浄操作

を計 5 回行い、減圧濾過ユニットのファンネ

ル内を PBS で洗浄した後、染色・観察用フィ

ルターを水系封入剤（EasyStain CG 付属品）

を用いてプレパラートに封入した。乾燥を防

ぐために、ネイルエナメルでカバーガラスの

四辺をシールした。蛍光微分干渉顕微鏡

（BX63, オリンパス）の倍率 200 倍（対物レンズ

20×）を使用して、B 励起光下で緑色蛍光を

発するオーシスト様粒子を陽性コントロール

として計数した。ばらつきを評価するため、

標準偏差は、Microsoft Excel 2016 上で stdev
関数を使用して求めた。変動係数は、標準偏

差を平均値で除して求めた。後述の添加回収

試験では、下記の式により試験者ごとの回収

率を算出した。 
回収率（％）＝（添加回収試験における検出

数／陽性コントロール平均値）×100 
t 検定は Microsoft Excel 2016 を使用して、

「t-検定: 等分散を仮定した 2 標本による検

定」を実施した。 
E 水道事業体におけるクリプトスポリジウム検

査の訓練には、日常的な検査をしていないが年

1 回の訓練はしている職員 8 名「訓練対象者」と、

現役の検査担当者 6 名「試験補助者」が参加し、

必要により試験補助者は訓練対象者に試験操

作方法を助言した。 

河川水（2021年10月21日採水、濁度2.5度、

あるいは 2021 年 11 月 18 日採水、濁度 1.3 度）

を複数のポリ容器に 10L ずつ採水し、陽性コント

ロールを 200μL（クリプトスポリジウム約 150個含

む）ずつ添加することで、添加回収試験を行った。

訓練は連続した 2 日に分けて行い、調製した試

料水は室温（約 20℃）で保管し、翌日の試験に

も使用した。 

クリプトスポリジウムの濃縮精製は、常法の

PTFE メンブレンフィルター濃縮、免疫磁気ビー

ズ精製で行った 10）。すなわち、試料水 10L を直

径 90mm、孔径 5μmの親水性 PTFE フィルター

（オムニポアメンブレンフィルター、メルク）でろ過

濃縮した。フィルター補足物を PET 液（精製水

1L 中、ピロリン酸ナトリウム 0.2g、エチレンジアミ

ン四酢酸 3 ナトリウム 0.3g、0.1g Tween80 の水溶

液）に懸濁し、遠心濃縮（1,100G×10 分）した。

沈渣から免疫磁気ビーズ法 （DynaBeads GC-

Combo, VERITAS） によりクリプトスポリジウムを

精製した。精製後のクリプトスポリジウムは 1.5mL

マイクロチューブに回収し、チューブ内で蛍光抗

体染色した（37℃ 30 分、または 4℃1 晩～）。ろ

過濃縮から染色までは、同日内に実施した。検

鏡を直ちに実施しない場合は冷蔵し、2 週間以

内に検鏡した。 

検鏡は、前述の陽性コントロールの計数と同

様に行った。蛍光微分干渉顕微鏡の倍率 200

倍及び 400 倍を使用して、B 励起光下で FITC

の緑色蛍光を発し、かつ G 励起光で Alexa594

の赤色蛍光を発するオーシスト様粒子を陽性コ

ントロールとして計数した。赤色蛍光のないクリ

プトスポリジウム様粒子は、微分干渉像あるいは

DAPI 染色像を観察し、河川水由来のクリプトス
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ポリジウムとして計数した。 

5 水道事業体間（A～E）の精度管理では、約

100～200 個/100μL となるよう陽性コントロール

を作成し、10mLずつ分注したものを各事業体に

配付した。河川水（2021 年 12 月 14 日採水、濁

度 1.9度）を各事業体が持参したポリ容器に採水

し、試料水とした。採水した試料水は冷暗所に

保管し、１週間以内に試験した。試料水 10L に

陽性コントロール 100μL を加え、各事業体の方

法で試験した （図 1 ） 。免疫磁気ビーズ

（Dynabeads GC-Combo, VERITAS）は、同一ロッ

トを使用した。事業体 B～E は、同日に陽性コン

トロールの計数と添加回収試験を行った。事業

体 A は日を変えて試験を行った際、同日に計数

した陽性コントロールの平均値を用いて、回収率

を計算した。 

 

C. 結果及び考察 

C1. E 水道事業体の訓練～添加回収試験 

試験補助者が代表して行った陽性コントロー

ルの計数は、平均値が 120～130 個、変動係数

が概ね 10%であった（表 1）。 

訓練として行った添加回収試験の結果は、試

験補助者、訓練対象者ともに回収率の平均値が

50％以上と良好であった（表 2）。試験補助者 4

名は、検査の担当年数が 1～4 年（平均 3 年）、

回収率が 45%～61%（平均 53%）で、例数は少

ないが経験年数と回収率の間に関連はなかった。

経験年数が短くとも、日常的にクリプトスポリジウ

ム検査を実施している職員については、一定の

試験精度が保たれていると考えられた。一方、

訓練対象者の回収率は 28%～87%（平均 56%）

と、回収率のばらつきが大きかったものの、平均

値は試験補助者 4 名の 53％と遜色なかった。変

動係数は試験補助者、訓練対象者、全体がそ

れぞれ、12％、39％、32％で、訓練対象者では、

日常的な検査から離れることで個人の技量の差

が結果に大きく影響すると考えられた。全体とし

ては、年 1回の訓練の成果として、技能が維持さ

れていると言えた。 

過去 10 年間の同訓練における回収率の推移

は、若干の変動はあるものの、訓練参加者全体

が 40～60％と概ね良好であった（図 2）。どちら

かと言えば、訓練対象者の回収率は、試験補助

者の回収率よりもやや低く、当然のこととして日

常的に検査を実施している職員の方が回収率

が高い傾向にあった。なお、同じ地点の河川水

を用いて訓練してきたが、それでも年によって回

収率の変動やばらつきは避けられないと考えら

れた。 

毎年１名程度のこととして、回収率が 0%にな

ることがあり、実際、参考までに併記した前回訓

練時の 1 名が 0％であった（表 2）。わずかなミス

で容易に失敗する試験であることを表していると

考えられた。訓練と精度管理の必要性を、改め

て指摘される内容であった。 

 

C2. 5 水道事業体の添加回収試験 

陽性コントロールの平均値は、5 事業体全体

で 157 個（変動係数 15％）であった（表 3）。130

～170 個と若干幅があったものの、全体と各事業

体の間に有意差はなかった（p>0.05、t検定）。変

動係数はいずれも 20％以内と、有機物の一般

的な精度管理において良好と判断される±20%

の範囲内に収まっていた。 

統一された同時採水の河川水試料ではあっ

たが、試験時に確認した濁度は、1.4 から 2.3 と 1

度近い差が生じ、平均濁度 1.9、変動係数 21％

であった（表 4）。 

全試験者における回収率は、50％～99%の

範囲にあり、平均回収率 78％、標準偏差 14、変

動係数 18％であった（表 3、図 3）。回収率の変

動は濁度の変動と遜色なく、難しい検査としては、

良く揃っていると言えた。回収率は最大2倍の開

きがあったものの、全ての試験者が概ね 50%以

上の回収率を得ており、回収率の平均（Ｎ＝15）
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78％は良好であった。 

事業体別の平均回収率は 63％～95%で（図

4）、事業体間に有意差はなかった（p>0.05、t 検

定）。 

なお、添加回収試験に用いた統一試料の河

川水から、元の河川水試料に由来するクリプトス

ポリジウムが 1～14 個検出された（表 3）。こちら

は当初の目的外だったが、計数値が大きく変動

しており、採水の偶然による変動が生じやすいこ

と、顕微鏡下の目視による判断の難しさが反映さ

れたと考えられた。複数の検査者で判断したり

（クロスチェック）、別の原理の検査（遺伝子検査

等）で補うといった工夫が対策として考えられた。 

成書には、「回収率が 30％以下の場合や、ば

らつきが大きい場合には、試験操作ごとのチェッ

クを行い、精度の向上を図る」と記載されている

10）。本研究における添加回収試験の結果は、こ

の成書の基準を達成していた。まず、全ての試

験者が概ね回収率 50%以上であった。全試験

者の変動係数 18％については、添加した陽性コ

ントロールの変動係数が 15％、濁度の変動係数

21％を考慮すれば、ばらつきは大きくないと言え

た。一方、回収率の範囲は最大と最小で 2 倍の

開きがあり、常に回収率にこの程度の差が生じる

可能性に留意する必要があると考えられた。 

 

D. 結論 

訓練の結果、検査技術の維持を確認できた。

しかし、クリプトスポリジウム検査は煩雑な作業を

要し、変動することがあり、定期的な訓練の必要

性を改めて認識した。陽性コントロールと河川水

試料を統一し、5 事業体間の添加回収試験を行

い、回収率は概ね 50％以上と良好であった。試

験者や事業体の間で特段の問題はなく、検査結

果の共有と比較が可能と考えられた。 
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図 1 試験操作フロー（5水道事業体分） 

表 1 陽性コントロール計数結果 

手順 事業体： A B C D E

濃縮工程

ろ過
親水性PTFEフィルター

（５μm）による吸引ろ過

親水性PTFEフィルター

（５μm）による吸引ろ過

親水性PTFEフィルター

（５μm）による吸引ろ過

親水性PTFEフィルター

（５μm）による加圧ろ過

親水性PTFEフィルター

（５μm）による吸引ろ過

↓ ↓ ↓ ↓ ↓
縣濁物回収 ラグビーボール型PTFE攪拌子 ラグビーボール型PTFE攪拌子 ラグビーボール型PTFE攪拌子 ラグビーボール型PTFE攪拌子 ラグビーボール型PTFE攪拌子

↓ ↓ ↓ ↓ ↓
遠心分離 冷却遠心分離（1100G×11min) 冷却遠心分離（1050G×10min) 冷却遠心分離（1050G×10min)

遠心分離（3000RPM×10min）

(約1600G相当)
冷却遠心分離（1100G×10min)

（不活化）

分離・精製工程 免疫磁気ビーズ法 免疫磁気ビーズ法 免疫磁気ビーズ法 免疫磁気ビーズ法 免疫磁気ビーズ法

染色工程

（染色準備） PTFEフィルター上に滴下

ｐH調整 NaOHによる中和 NaOHによる中和 NaOHによる中和 NaOHによる中和

↓ ↓ ↓ ↓
透過性向上

クロロホルム・メタノール（2：1）処理

（室温　10分）
煮沸（５分） 煮沸（４分） 煮沸（２分） 煮沸（4分）

↓ ↓ ↓ ↓ ↓
染色液滴下 DAPI滴下 FITC・DAPI滴下 FITC滴下 FITC滴下 FITC・DAPI滴下

↓ ↓ ↓ ↓ ↓
染色

支持体（ろ紙）上で反応

（室温、５分）

マイクロチューブで反応

（室温、30分／冷蔵、１晩））

マイクロチューブで反応

（37℃、30分／冷蔵、１晩）

フィルター上で反応

（冷蔵、１晩）

マイクロチューブで反応

（冷蔵、１晩）

↓ ↓ ↓
（染色液滴下） FITC滴下 DAPI滴下 DAPI滴下

↓ ↓ ↓
（染色）

支持体（ろ紙）上で反応

（室温、３０分）

マイクロチューブで反応

（室温、５分）

フィルター上で反応

（室温、５分）

標本作製

（作成準備）
支持体（ろ紙）とPTFEフィルター上に

滴下
PTFEフィルター上に滴下 PTFEフィルター上に滴下

↓ ↓ ↓
染色液除去 Fixing Bufferを滴下・吸引除去 Fixing Bufferを滴下・吸引除去 milli-Q水を滴下・吸引除去 PBSを滴下・吸引除去 PBSを滴下・吸引除去

↓ ↓ ↓ ↓ ↓
標本化 スライドグラスに乗せる スライドグラスに乗せる スライドグラスに乗せる スライドグラスに乗せる スライドグラスに乗せる

添加確認実施日 1本目 2本目 3本目 4本目 5本目 平均値 標準偏差 変動係数
（％）

2021年10月21日 111 118 136 126 128 124 9.602 7.76
2021年11月18日 125 130 111 137 149 130 14.100 10.81



52 
 

 
 
 

 
 
 
 
 

 
  

表 2 クリプトスポリジウム技術維持訓練、各試験者の回収率 

検査日 陽性コントロール添加数 試験者 ブランク年数 試験補助者の
在職年数

検出数(個) 回収率（％） 前回回収率(％) 対 試験補助者
平均回収率(％)

130 A 4年 - 45 34.6 62.7 64.8

130 B 8年 - 47 36.2 82.4 67.7

130 C 17年 - 79 60.8 42.2 113.7

130 D 7年 - 94 72.3 59.4 135.3

130 E 13年 - 68 52.3 26.6 97.9

130 F 1年 - 36 27.7 84.3 51.8

130 G 2年 - 100 76.9 72.5 144.0

130 H 5年 - 113 86.9 28.3 162.7

124 I 試験補助者 3 70 56.5 62.3 -

124 J 試験補助者 4 75 60.5 60.8 -

124 K 試験補助者 1 64 51.6 0.0 -

124 L 試験補助者 4 56 45.2 92.5 -

11月18日

11月19日

10月21日

図 2 クリプトスポリジウム技術維持訓練 回収率の推移（2012～2021年） 

訓練参加者数 ※2016年度及び2020年度は訓練を実施せず　

年度 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
訓練対象者 6 7 9 5 - 10 10 6 - 7
試験補助者 0 2 4 1 - 3 3 5 - 5

47.6 55.3 44.6 44.2 53.1 53.9 55.1 
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表 4 5水道事業体の添加回収試験に用いた統一河川水試料の濁度分布 

表 3 5水道事業体の添加回収試験（試験者別一覧） 

A-1 A-2 A'-1 A'-2 B-1 B-2 B-3 C-1 C-2 C-3 D-1 D-2 E-1 E-2 E-3
全試験

者
平均

平均コントロール添加数 個 157.0 157.0 131.0 131.0 169.2 169.2 169.2 169.6 169.2 169.6 135.6 135.6 162.2 162.2 162.2 156.7

コントロール計数値 個 147 136 107 95 124 135 84 167 167 148 78 94 124 110 136 123.5

コントロール回収率 ％ 93.6 86.6 81.7 72.5 73.3 79.8 49.6 98.5 98.7 87.3 57.5 69.3 76.4 67.8 83.8 78.4
クリプト（試料由来） 個/10L 1 3 5 5 6 6 1 9 8 12 3 2 14 9 10 -
ジアルジア（試料由来） 個/10L 0 5 0 0 0 0 0 1 7 0 0 0 3 0 0 -

実施事業体・試験者

実施事業体 A A' B C D E 平均

採水日 -

試験日 12/20 12/21 12/15 12/16 12/16 12/14 -

濁度（試験実施時） 1.4 1.6 1.6 2.3 2.0 2.3 1.9

12/14
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図 3 5水道事業体の添加回収試験（試験者別一覧、表 3再掲） 

図 4 5水道事業体の添加回収試験（事業体別平均と変動係数） 


	C1.　E水道事業体の訓練～添加回収試験
	C2.　5水道事業体の添加回収試験
	D.　結論
	E.参考文献
	F.研究発表

