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抄録

　国立保健医療科学院の短期研修「水道クリプトスポリジウム試験法に係る技術研修」は，水試料か

らのクリプトスポリジウム及びジアルジア試験法の習得を目的に平成１０年度に国立公衆衛生院（当

時）において開講され，平成２３年度で１４回目を迎えた．この研修は，水道におけるクリプトスポリジ

ウム等汚染に対応するための技術的知識，能力ならびに検査技術を習得して，地方において中心的役

割を担う人材を養成することを目的としている．研修は講義と実習からなり，実習は実技習得に重点

を置き，水試料の濃縮・精製方法，染色方法，微分干渉装置付蛍光顕微鏡による観察方法から構成さ

れている．最近では，研修の中にクリプトスポリジウム等の検査に導入されることとなった遺伝子検

出法を取り入れている．
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Abstract

　The technical training course of the detection methods for Cryptosporidium oocysts and Giardia cysts 
from water samples at The National Institute of Public Health started in 1999 and the 14th in the series 
was held in 2012. The aim of the course is to acquire technique knowledge, proficiency and 
competencies for performing the detection methods of Cryptosporidium and Giardia in drinking and 
source water and to train personnel with major roles in the local area. The course consists of lectures 
and practical training. Practical training is designed to focus on acquiring laboratory skills for detecting 
Cryptosporidium oocysts and Giardia cysts from water samples, including concentration of water 
samples, separation of the target microbes by means of sucrose gradient separation and 
immunomagnetic separation, immunostaining and differential interference optic (DIC microscopic) 
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Ⅰ．はじめに

　クリプトスポリジウムはコクシジウムに属する原虫の１

種で，消化管の上皮細胞に寄生し，ヒトの下痢症の原因と

なる．感染型であるオーシストはオーシスト壁に覆われ，

環境や消毒薬に抵抗性を示す．環境中にはオーシストが存

在する．この原虫によるヒトの感染症は欧米では１９７６年に

最初に報告され [１, ２]，１９８０年代には水系感染による集団
下痢症が注目された．耐塩素性であるクリプトスポリジウ

ムは，塩素消毒により微生物学的安全性が確保されてきた

水道水にとって，大きな脅威となっている．多くの水系感

染事例が世界中で報告されており，特に１９９３年には米国ミ

ルウォーキー市において，水道水を介して推計４０万人が感

染した史上最大の集団下痢症事例が発生した [３]．
　わが国においては，１９８６年に高知県で最初の症例が報告

され [４]，その後散発事例が発生した．１９９４年（平成６
年）に神奈川県平塚市の雑居ビルで簡易専用水道を介した

集団下痢症が発生し [５]，１９９６年（平成８年）には埼玉県
越生町の町営水道が汚染され，町民の約９,０００人が下痢症
を発症する大規模な集団発生があった [６]．これらの水道
関連事例の発生を受けて，厚生省（当時）は平成８年１０月

に「水道におけるクリプトスポリジウム暫定対策指針（以

下，暫定対策指針という）」[７] を策定するとともに，水道
水源の汚染状況を把握するために「水道に関するクリプト

スポリジウムオーシストの検出のための暫定的な試験方

法」[８] を提示した．この試験法は平成１０年６月に一部改
正され，さらに平成１９年３月には「暫定対策指針」が「水

道におけるクリプトスポリジウム等対策指針（以下，対策

指針という）」[９] に変更されて，「水道における指標菌及
びクリプトスポリジウム等の検査方法」[１０] の別添として
「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（以下，検査方法という）」が公表された．

　検査方法では，クリプトスポリジウム同様にジアルジア

についても試験方法が示されている．ジアルジアは動物性

鞭毛虫の１種であり，ヒトに寄生するジアルジアはランブ

ル鞭毛虫とも呼ばれている．感染型であるシストはシスト

壁に覆われ，クリプトスポリジウムオーシスト（以下，

オーシストという）と同様に環境や消毒薬に抵抗性を示す．

ヒトが感染すると無症状の場合もあるが，軟便から水様便

を呈する下痢症の原因となることもある．

　平成８年の暫定対策指針により試験法が示されたことを

受けて，試験法および顕微鏡観察技能の習得に関する技術

研修に対する要望が非常に高まったことから，「水試料か

らのクリプトスポリジウム試験法実習」が国立公衆衛生院

（当時）において平成１０年度から開講された．受講対象者

は地方衛生研究所，保健所および水道事業体などの職員と

している．本研修は，単に受講生が必要な知識と技術を習

得するにとどまらず，本研修の受講生が地方におけるクリ

プトスポリジウム・ジアルジア対策の推進に重要な役割を

担うことが期待されている [１１]．さらに，本研修への参
加について，多くの機関から強い要望が出されている．

　本稿では，国立保健医療科学院において実施されている

短期研修，水道クリプトスポリジウム・ジアルジア試験法

に係わる技術研修を概説し，さらに，今後の課題について

述べる．

Ⅱ．研修の意義，目的

　「水試料からのクリプトスポリジウム試験法実習」では，

その目的を①耐塩素性微生物に関する知識を習得する，②

飲料水における耐塩素性微生物の問題を理解する，③試験

方法を理解し，操作法を習得する，④技術者に求められる

基本的能力と専門能力を向上させる，としている（表１）．

試験方法の基本的操作法を習得することは重要であるが，

研修の受講対象者を３年以上の微生物実務経験者としてい
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表１　研修の目的

概要項目

クリプトスポリジウムの生物学的特徴を習
得する　
ジアルジアの生物学的特徴を習得する

耐塩素性微生物に
関する知識の習得

飲料水の安全性確保と耐塩素性微生物の問
題を理解する　
試験法実施の意義と自らの役割を理解する　
過去の汚染事例を学習する　
対応法を理解する　
飲料水の安全性確保上の問題点を見出し，
解決する

飲料水における耐
塩素性微生物の問
題に対する理解

試験方法の工程を理解する　
試験方法の操作を理解し，習得する　
操作上の留意点を理解する　
顕微鏡操作及び写真撮影技術を習得する

試験方法に対する
理解と操作法の習
得

試験法を適切・確実に実施し，オーシスト
やシストを正しく判定する　
各ステップにおける操作法を適切に選択し，
効率的に実施する　
試験法の問題点を見出し，解決する

技術者に求められ
る基本的能力と専
門能力の向上



るため，試験方法における実践的な高度知識・技術の習得

にも力点を置いている．

　水試料からのクリプトスポリジウム等の試験法は，検査

手順の統一性よりも検査実績（回収率）を重視した方法で

あり，先述の「水道における指標菌及びクリプトスポリジ

ウム等の検査方法」[１０] においても，「回収率に一層の改
善が得られることが明らかな場合は，必要に応じて適宜，

部分的な変更や改良を加えても差し支えない．」と記載さ

れている．このため，水試料の性状等により使用する試験

法の内容の変更や操作方法の検討等を行い，それぞれの水

試料に適した操作方法を見出し，回収率を向上させるとと

もに，顕微鏡観察によりオーシストやシストの判定を行わ

なければならない．そのためには，クリプトスポリジウム

等の生物学的な知識や試験方法全般に関する知識と技術が

求められる．それぞれの施設において試験実施者を育成す

るためには，OJT（On-the-Job Training，職場内での訓練）
を活用することが重要である．しかし，人事異動や職員数

の減少あるいは試験方法の実施に経験と高度な技術を要す

るといった様々な理由により，OJTだけでは不十分となる
状況が生じている．そのため，Off-JT（Off the Job Training，
職場外での訓練）の重要性がますます増大している．

　国立保健医療科学院では保健衛生等に関するOff-JTを提
供する機関として位置づけられている．Off-JTの利点は，
それぞれの施設でのニーズに即した，OJTでは得られない
技術や知識・能力あるいは高度な技術や最新の情報および

知識を短時間で得られること，Off-JTの場において講師や
受講生と情報交換を行えることなどが挙げられる．本研修

では，水試料からのクリプトスポリジウム等の試験法の担

当者に求められる実践的な知識と操作手技が習得できるよ

うに研修内容を編成している．

　近年，職務遂行に必要な能力を明確に規定し，評価する

ためにコンピテンシーの概念が導入されている．本研修に

おいては，水試料からのクリプトスポリジウム等試験法に

関する知識と技術の習得に重点を置いているが，専門職と

して求められる能力を身につけることにも配慮している．

求められる能力としては，「新任時期における地域保健従

事者の現任教育に関する検討会報告書（平成１６年３月）」[１２] 
において示された基本的能力と専門能力を参考に設定して

いる（表２）．具体的には，水道水の微生物学的安全性確

保における耐塩素性微生物問題の重要性やクリプトスポリ

ジウム等の汚染の把握のための試験法の意義といった，責

任感，積極性，情報収集・調査研究能力及び健康危機管理
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表２　試験担当者に求められる能力

到達目標能力

職場の使命や試験業務の重要性を正しく理解している．組織目標認知能力
責任感

基本的能力

試験業務に誠意を持って取り組み気概を持って遂行することができる．完遂能力

試験業務における自らの役割を理解し，関係者と協力して遂行する．役割認識能力
協調性

同僚，上司，関係者と意思疎通を図り，連携して試験業務を遂行する．相互理解能力

試験業務の目的を理解し，問題意識を持って遂行する．問題把握能力

積極性 試験業務における課題・問題点を抽出し，解決しようと前向きに取り組む．問題解決能力

自己啓発に努め，積極的に知識・技術の習得・向上に努める．自己開発能力

コスト意識を持ちながら試験業務を遂行する．コスト認識能力

効率性 試験業務の手順や効率性を考えて遂行する．手段選択能力

試験業務を決められた手順で遂行できる．業務遂行能力

試験業務に関する情報を検証し，事実を正確に理解できる．事実認識能力

理解力
試験業務に関する事実・情報を分類し，整理することができる．　分類能力

適切な方法を用いて情報を正確に収集することができる．情報収集能力

得られた情報を正確に分析し，総合的に捉える．分析能力

試験業務に関する事実や情報を上司に報告，相談する．権限認識能力
判断力

試験業務に関する判断を自ら行い，適切に対処できる．判断処理能力

試験業務に対する使命感を持ち，住民の信頼に応える．規範認識能力倫理観

水道水の耐塩素性微生物に関する課題に対応した企画・立案ができる．企画・立案能力

各職種共通
の専門能力専門能力

専門職として知識・技術を身につけ，業務に必要な情報を収集し，業務に役
立てる．情報収集・調査研究能力

試験業務に関する事業を円滑に運営することができる．事業運営能力

事業の対象者を適切に支援することができる．事業対象者支援能力

健康危機管理が必要な状況を理解し，発生時に迅速・適切に対処できる．健康危機管理能力

必要に応じて人的資源，社会的資源を適切に活用し，問題を解決できる．連携・調整・社会資源開発能力

事業の評価に主体的に参画することができる．事業評価能力



能力等の，試験実施者に求められる能力に関連した内容を

講義と実習に盛り込んでいる．

　我が国における水道水のクリプトスポリジウム汚染を監

視・制御するためには，専門的知識を有し，確定検査を実

施可能な試験者が各地域において複数名ずつ存在すること

が理想であるが，人事異動等の影響で確保が困難な状況に

ある．本研修には，このような課題を解決するための２つ

の役割が存在する．１つは，受講生がそれぞれの地域での

クリプトスポリジウム等の対策に実践的に取り組むことが

できるようになること，および検査体制の中核として活躍

することである．さらに，研修で得られた知識や習得した

技術は職場内あるいは地域の関連部署・機関へ伝達するこ

とで，その地域のクリプトスポリジウム等への対応ならび

に検査体制が確立・強化されていくことである．もう１つ

は，本研修は地方におけるクリプトスポリジウム等の対応

体制の支援に重要な役割を担っている．受講生が職場にお

いて異動することにより，知識や技術が十分に伝達されな

いことも実際に起きている．そのため，同一の職場から複

数回にわたり職員が受講生として参加していることも事実

である．このような場合には，新たに知識や技術を習得し

た受講生が継続的に対応に当たることを可能にしている．

Ⅲ．研修受講生の概要

　本研修には，毎年度１６～２３人（平均２１.５人）が受講し，
平成１０年から平成２２年度までの１３年間で２７９人に達した．

水道事業体からの受講生が最も多く１２６人（４５.２％）で，
地方衛生研究所がこれに次いで１１４人（４０.９％）となって
いる（表３）．受講生は北海道から沖縄まで１県を除く４６

都道府県から集まり，所属数は１３１機関となった．その内

訳は４６地方衛生研究所（３５道府県，１１市区），１６保健所

（６道府県，１０市），５２水道事業体，１６検査機関，その他１

機関であった（表４）．各機関からの参加は原則１人とし

ているが，受講生を複数年度にわたり参加させている機関

もあり，最高は９人で，１機関からの参加受講生数は平均

２.１３人となっている．
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表４　「水道クリプトスポリジウム試験法に係る技術研修」の受講者の地域別所属数

その他＊検査機関水道事業体保健所衛生研究所

０２１０３７北海道・東北

１２１００１２関東

０５８２８中部

００７４４近畿

０２６５５中国

０２５１３四国

０２９１９九州・沖縄

１１６５５１６４８合計

＊：国立機関

表３　「水道クリプトスポリジウム試験法に係る技術研修」の年度別受講者数

年　　度

合計（％）２３２２２１２０１９１８１７１６１５１４１３１２１１１０

受講者数

　所　属

１２２（４０.３）８１０９１２８５９８４８１１５１３　１２　　地方衛生研究所

２４（７.９）３０１１１３２３１３０１３２　　保健所

１（０.３）０００００１００００００００　　国立機関

１３９（４５.９）１３１０１３９１２１１９９１１１０１０１０７５　　水道事業体

１７（５.６）００００２３１３０２２３０１　　検査機関

　地　域

５３（１７.５）４４５５３３３５４５３４３２　　北海道・東北

６６（２１.８）２７４３７６４３２７７４６４　　関東

４７（１５.５）６２３４２２４６３４３３２３　　中部

２７（８.９）１１３１２２１３１２１２４３　　近畿

４９（１６.２）４１３４３３５３２４５３５４　　中国・四国

６１（２０.１）７５５５６７４３４１４３３４　　九州・沖縄

３０３（１００）２４２０２３２２２３２３２１２３１６２３２３１９２３２０　　合計



Ⅳ．試験法の概要

　水道原水や水道水中のオーシスト及びシストの有無なら

びに個数を監視することは，水道水を汚染したこれらの原

虫の感染リスクを推定し，あるいは水道原水中の汚染状況

を把握して，水道水の微生物学的安全性を確保することが

目的である．もしも汚染があれば適切な処置を施し，未然

に感染を防がなければならない．

　水試料のクリプトスポリジウム等の試験法は，採水，濃

縮，精製，染色および顕微鏡観察と計数の各段階から構成

されている（表５）[１０]．水試料からのクリプトスポリジウ
ム等の試験法は欧米でも実施され，米国のMethod １６２２およ
び１６２３や英国のthe Water Supply（Water Quality）（Amendment）
Regulations １９９９がある [１３-１５]．これらの試験法もわが国
の試験法と同様の段階を踏んでオーシストおよびシストを

検出する．しかし，各段階で使用する器材などはそれぞれ

国により異なり，経済的理由や試験法に対する考え方など

の違いが反映されている．

　わが国あるいは米国や英国などにおいて，水試料からの

クリプトスポリジウム等の検査は採用すべき試験法が定め

られている．しかし，試料の性状が多種多様で，具体的に

は砂や粘土質様濁質あるいは植物プランクトンなどの生物

が多い，あるいは各種排水が流入しているといった状況が

あり，オーシストやシストの回収率の向上や正確な判別の

ために試験法に記載された限られた範囲ではあるがそれぞ

れの試料の性状に見合った手法・操作や試薬・器具・器材

などを変更しなければならないことがある．そこで，実績

主義の立場が取られている [１６]．すなわち，試験実施者
は対象とする試料に合わせて試験法の内容を組み立て，そ

れを実施することが推奨されている．

　水試料からのクリプトスポリジウム・ジアルジア試験法

において，回収率を向上させ，汚染状況のより正確な数値

を得るためには，試験法の内容を覚え，技術を習得するだ

けでは不十分である．試験実施者は，それぞれの試薬・機

器や操作などの意義，原理，長所，短所を正しく理解し，

さらに応用に関する知識や技術が備わっていることが望ま

しい．実際にこの試験法は，試料中のオーシストおよびシ

スト数が非常に少ないために大量の水を対象とし，労力と

時間を要する．さらに夾雑物の中から少数の微粒子である

オーシストおよびシストを検出・確定するための高度な技

術と能力が要求される [１７-１９]．そのため，試料や試験過
程の様々な要因が回収率やオーシストやシストの判別・計

数に影響する．報告されている回収率に非常に幅があるの

はそうした実情を反映している [１７-１９]．

Ⅴ．研修

１．研修の概要

　研修は講義と実習で構成している．講義の内容は「原虫

汚染への行政対応」，「水道システムと水の安全性」，「原虫

汚染の実態」，「浄水処理における対応とモニタリング」，

「原虫の生物学的特性と水系感染」，「試験法の解説」と，

原虫の生物学的特性から飲料水の微生物学的安全性の確保

及び行政対応までの広い範囲に渡っている．こうした講義

において，耐塩素性原虫の公衆衛生上の問題，試験法実施

の使命及び意義，試験結果に基づく行政対応の重要性，汚

染や健康危機管理事項発生時の行政及び浄水場等での対応，

耐塩素性原虫に関する世界的状況，耐塩素性原虫及び試験

法等に関する情報収集の重要性等について学習する．これ

により，試験実施者に求められる基本的能力（責任感，積

極性，理解力及び判断力）及び専門能力（情報収集・調査

研究能力及び健康危機管理能力）に対する理解を深めるこ

とが期待される．また，近年では「遺伝子検査法の導入に
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表５　水試料からのクリプトスポリジウム・ジアルジア試験法の概要

手法ステップ

１．採水

１）セルロースフィルター－アセトン溶解法
２）親水性PTFEフィルター法
３）ポリカーボネート製メンブレンフィルター法
４）カートリッジフィルター法

２．濃縮

１）密度勾配遠沈法（浮遊法）
２）免疫磁性体粒子法（磁気ビーズ法）

３．オーシスト・シストの分離・精製

１）直接蛍光抗体染色法
　　（１）メンブレンフィルター法
　　（２）試験管内染色法
２）間接蛍光抗体染色法

４．蛍光抗体染色

１）蛍光顕微鏡による観察
　　（１）B励起光
　　（２）G励起光
　　（３）UV励起光
２）微分干渉顕微鏡による観察

５．顕微鏡観察

「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」より抜粋



向けて」を組み込み，今後導入される遺伝子検査の概要と

最新情報が学習できるようにしている．

　本研修の実習では，受講者が水試料の濃縮，精製，染色

までの一連の操作を確実に習得できるように，実習期間中

に３回実施できるようにカリキュラムを組んでいる（表

６）．こうした操作法の選択は，試験法の効率的実施，試

験法上の問題の抽出と解決，また，同じ操作を繰り返すこ

とでより確実に技術を習得することを目指している．さら

に，試験法における各段階では操作法に選択肢があるため，

一連の操作を複数回実習する中で受講生が操作法を選択し，

異なる方法を実施できるように考慮している．これにより，

受講生が自発的に各種操作法を体験できるように促し，各

自の職場において採用している操作法が適正であるか否か

を確認することも，普段採用していない操作法を実習する

ことができるようにしている．

　水試料からのクリプトスポリジウム・ジアルジア試験法

では，試料からのオーシストとシストの回収率を向上させ，

さらに顕微鏡観察により正しく判別・計数して，汚染状況

を可能な限り正確に把握することが重要である．そのため

には，各段階における試薬と機器，それらの操作に関する

詳細な説明を加え，留意すべきポイントを把握できるよう

にし，受講生がそれぞれの職場に戻ってから，試験法の対

象とする試料水に合わせた試験法を実施できるように実習

の内容を配慮している．研修中のデモンストレーションに

おいてこうしたポイントを段階ごとに紹介するとともに，

受講生が操作の実習中にポイントを確認しながら進められ

るように，それぞれの段階で説明を加えている（図１）．

　実習は受講生を４グループに分けて行っている．カリ

キュラムに従って，与えられた課題に対して各受講生が

個々に試験操作を実習することを基本としているが，グ

ループ毎に受講生間で意思疎通を図って調整しながら課題

の完遂とそれに伴う各自の責任を認識し，実習結果の情報

交換などを行うように配慮している．濃縮法と精製法は複

数の操作法が選択できるようにし，受講生個々の自主性が

発揮されるようにしている．

　研修期間の後半では，この数年にわたり全受講生を対象

に口頭試問を試行している．これは受講生の試験法への理

解度と技術的到達度を確認することが目的で，随時必要な

アドバイスを行っている．

２．濃縮法

　水試料中のオーシスト数あるいはシスト数は非常に少な

いため，大量の水試料をフィルターにより濃縮しなければ

ならない．「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」では，採水量を原水では１０L，水道水
では２０Lを標準とするとしている．水試料の濃縮法として，
「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」に準じて受講生がアセトン溶解法と親水性PTFE
メンブランフィルター法のいずれかを選択して実習できる

ようにしている．

　濃縮の段階ではオーシストやシストが多量の夾雑物と共

に存在しており，夾雑物の影響による回収率の低下を防が

なければならない [２０]．また，遠心による濃縮や洗浄を
行うため遠心操作を繰り返すが，遠心操作によるオーシス

トやシストのロスが生じることが判明している [１７]．そ
こで研修では，夾雑物の扱いや界面活性剤の効果 [２１]，
遠心操作の回数を可能な範囲で減らすこと，遠心機のブ

レーキのかけ方，上清の除去の仕方，沈渣の処理方法など

を説明している．

３．精製法

　「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」では，密度勾配遠沈法（Percol-ショ糖浮遊法）
と免疫磁性体粒子法（免疫磁気ビーズ法）が示されている．

試料の性状（濁度，夾雑物の量や質・種類），技術的要因

あるいは経済的理由などにより選定する方法が決まる．表
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 図１（a）　デモンストレーションの様子　　　　　　　　　　　　 図１（b）　実習の様子　　　　　

表６　研修の内容

１．　開講式、オリエンテーション
２．　講義
３．　河川水からの検出のデモンストレーションおよび演習
４．　顕微鏡操作法実習
５．　添加回収実験
６．　河川水からの検出
７．　作製標本の評価
８．　遺伝子検査法のデモンストレーションおよび演習



流水を試料とする場合は夾雑物が多いために，精製が不可

欠である．本研修では，Percol-ショ糖浮遊法と免疫磁気
ビーズ法をいずれもデモンストレーションで受講生に示し

ている．実際の実習においては，受講生が２法を選択して

実施できるようにしている．

　免疫磁気ビーズ法は特異性が高く，概して浮遊法よりも

回収率が高いとされている [２２, ２３]．浮遊法に比較して作
製した標本中の夾雑物が少なく，観察が容易に行えるとい

う利点もある．また，操作も比較的簡単であるため，検査

担当者による実施が容易である．しかし，試料中の夾雑物

の量や質・種類，その他の条件によっては抗原抗体反応や

ビーズ・（オー）シスト複合体の回収を阻害し，特に鉄様微

粒子が存在したり，適切なpHから外れたりすると回収率
が低下することが報告されている [２２, ２４, ２５]．高濁度の
試料では浮遊法の回収率が良いとの報告もある [２３, ２６]．
研修ではこうした事項を含め，免疫磁気ビーズ法とPercol-
ショ糖浮遊法の操作方法および回収率を低下させないため

のポイントなどを紹介している．

　さらに，夾雑物が非常に多い高濁質試料を想定して，実

習ではPercol-ショ糖浮遊法と免疫磁気ビーズ法を組み合
わせた精製法も実施している．この方法は，両法の欠点を

補い，利点を補完しており，回収率を向上させることがで

きる [２７]．こうした実習を通じて，実際の試験において
応用されることが期待される．

４．染色法

　オーシストやシストを特異的に染色するために抗原抗体

反応に基づいた染色法（蛍光免疫染色法）が推奨されてい

る．そこで，抗原抗体反応に関する基礎的知識に関する講

義を行い，操作法を実習する．オーシストやシストのロス

を防ぎ [２８]，内部構造の観察を可能にするために，染色
はメンブランフィルター上で実施することを推奨しており，

フィルターの種類はセルロースアセテートフィルターと親

水性PTFEメンブランフィルターを採用している．セル
ロースアセテートフィルターでは染色後に脱水操作が必要

であり，この操作にある程度の訓練を要するとともにやや

煩雑であることから，最近では操作が容易なPTFEフィル

ター上での染色を中心にした実習を行っている．

　フィルター上で染色を行う場合には，フィルターに試料

を載せ過ぎない，乾燥させない，染色液の洗浄を十分に行

うなどといった点に留意するように実習する．こうした留

意点は顕微鏡観察を確実に行い，延いては正しく判定する

ことにつながることから，染色操作上の重要なポイントと

なる．

５．顕微鏡観察法

　水試料からのクリプトスポリジウム等試験法は，図２に

示すとおり，水試料中のオーシストとシストを顕微鏡によ

る観察に基づいて判別した上で計数するため，顕微鏡観察

は最も重要な部分を占めている．このオーシストあるいは

シストを正しく判別できるかどうかは検査担当者の能力に

依存している [２９]．米国の公定法（Method １６２２および
１６２３）では，免疫磁気ビーズ法で精製されたオーシストと

シストをスライドグラスに乾燥固着させ，特異蛍光抗体と

DAPIによる核の染色により確定するとしている．これに
対して，日本の試験法では染色をメンブランフィルター上

で行い，特異蛍光抗体とDAPIによる染色に加えて微分干
渉装置による内部構造の観察により確定することが求めら

れている．そのため，形態観察を確実に行う必要があり，

検査担当者の高い能力が要求される．

　顕微鏡は微生物の検査や研究を行う施設に設備されてい

る一般的な装置であるが，その操作方法を熟知している技

術者や研究者は極めて少ないといっても過言ではない．と

ころが，水試料からのクリプトスポリジウム等試験法に用

いる「微分干渉装置付蛍光顕微鏡」は，非常に特殊で操作

法を熟知して観察することが求められる．

　微分干渉装置は，無染色で細胞などの微細構造を観察す

るのに適している．しかし，適切な観察像を得るためには

光学素子の調整が不可欠であるため，その習得に多くの時

間を要し，研修では重点的に実習している．Ⅴ．４．で述

べたように，染色・観察に用いるPTFEフィルターでは特
有の縞模様が観察される．さらに，オーシストやシストが

メンブランフィルター上にあるために標本が厚くなり，観

察像が悪影響を受けて微分干渉装置付顕微鏡本来の観察像
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図２　実習において受講生が撮影したオーシストおよびシストの写真の１例．
（a）水試料から捕捉されたメンブランフィルター上のクリプトスポリジウムオーシスト（微分干渉像）
（b）同ジアルジアシスト　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　



とやや異なるものとなる．そのため，夾雑物やフィルター

の妨害を受けてもなお，適切な操作により観察することで

オーシストやシストを正しく判別することが求められる．

　本研修では，受講生２～３人に１台の顕微鏡を準備し，

実習時間内にできる限り長い時間を顕微鏡観察に費やすこ

とができるように努めてきている．顕微鏡の構造から始ま

り，蛍光顕微鏡の励起光の選択，対物レンズの選択，ケー

ラー照明法，被写界深度，標本の観察時の視野とステージ

の移動などを説明する．さらに，受講生の標本の観察実習

中には講師がマンツーマンで操作法を説明するとともに，

受講生の操作法への理解度を確認する．

　平成１４年からはデジタルカメラが装備された顕微鏡を使

用するようになった．写真撮影が格段に容易になり，写真

撮影技術の実習が追加された．受講生には，観察したオー

シストとシストを撮影し，写真を提出することを必修の課

題としている．実習の最終日には，講師が写真を１枚ずつ

講評する．これにより受講生の顕微鏡操作，観察，写真撮

影を含む総合的な顕微鏡観察技術の習得達成度の確認が可

能となった．すなわち，オーシストやシストの特徴を捉え

た写真を撮影するためには，それぞれの特徴を理解してい

るとともに，顕微鏡の操作とデジタルカメラによる撮影技

術を習得していなければならない．提出された写真により

それらを評価することができ，受講生自身も写真の客観的

評価により技術の習得度を認識できるようになった．提出

された原虫の写真はCDあるいはDVDに記録し，研修最終
日に受講生全員に配付している．

　写真撮影技術は観察記録を残す上で必須である．水試料

からオーシストあるいはシストを疑う粒子が検出された場

合に，専門家に電子メールで写真を送付すれば，意見を迅

速に得ることも可能となる．水道水などからクリプトスポ

リジウム等が検出された場合に，できるだけ短時間に確定

して，対応策を講じなければならない．写真による確定判

断に際しては，オーシストやシストの特徴が的確に写真に

記録されていなければならず，こうした観点からも，写真

撮影技術の習得は重要である．

６．精度管理

　水試料からのオーシストとシストの回収率は様々な要因

の影響を受ける．回収率の確認作業は，採用している試験

法の信頼性を把握するために重要である [１６]．さらに，
前述したように試験法は実績を重視するため，事前に評価

することを条件に，各段階で使用する試薬や器材，操作方

法を置き換えることが認められている．「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」には精度

管理法として「精度管理のためのオーシスト添加実験」が

記載されており，本研修では，実際に添加回収実験を行う

ことで精度管理に関する手法を身につけるようにしている．

Ⅵ．受講生の技術習得度の評価

　水試料からのクリプトスポリジウム等の検出のための試

験法を実施するに当たり必要とされる知識及び操作手技を

設定し（表７），研修期間中に各研修受講生に対して口頭

試問により習得度の評価を行っている．各項目は４点評価
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表７　口頭試問の対象と期待されるレベル

期待される主なレベル対象項目

試験法の特徴を述べることができる．プロセス手順の理解

試験法の手順を述べることができる．

試験法全般における留意点を述べることができる．

試験法全般における回収率を上げるための留意点を述べることができる．

濃縮・精製法の種類と特徴を述べることができる．濃縮・精製法の理解

各濃縮・精製法の手順を述べることができる．

濃縮・精製法の操作上の留意点を述べることができる．

濃縮・精製法における回収率を上げるための留意点を述べることができる．

染色技術・標本作製法の種類と特徴を述べることができる．染色技術・標本の作成　　

染色技術・標本作製法の操作上の留意点を述べることができる．

染色技術・標本作製法における回収率を上げるための留意点を述べることができる．

蛍光顕微鏡・微分干渉装置の特徴を述べることができる．蛍光・微分干渉像観察のセッティング

蛍光顕微鏡・微分干渉装置の操作上の留意点を述べることができる．

蛍光顕微鏡・微分干渉装置の応用的操作を述べることができる．

ケーラー照明の特徴を述べることができる．ケーラー照明

ケーラー照明の操作上の留意点を述べることができる．

ケーラー照明の応用的操作を述べることができる．

（オー）シストの形態的特徴を述べることができる．クリプトスポリジウム・ジアルジアの写真撮影

（オー）シストの鑑別点を述べることができる．

（オー）シストの写真撮影上の留意点を述べることができる．



とし，全項目の平均点を算出している．

　口頭試問とは別に，前述のように，全受講生は顕微鏡観

察したオーシスト及びシストを写真撮影し，提出すること

になっており，提出された写真は研修最終日にスライドプ

ロジェクターで投影し，全受講生の前で講師が講評を行う．

受講生は自分が提出した写真に加え，他の受講生の多くの

写真の評価を視聴することで，形態観察の仕方とそれに必

要な顕微鏡の操作，写真撮影の技法などを復習することが

できる．一方，講師は個々の受講生が習得すべき知識や技

術の習得度を，提出された写真を介して確認することがで

きる．

Ⅶ．受講生からの研修に対する評価

　本研修では，研修修了時に受講生を対象に研修内容に対

するアンケート調査を実施しているが，本研修は受講生か

ら全体的に高い評価を得ている．平成２３年度の研修では，

満足度に関して「とても良かった」，「概ね良かった」，「ど

ちらかというと良かった」，「良くなかった」という項目の

うち，「とても良かった」と回答した受講生が約７０％，「概

ね良かった」と回答した受講生が約３０％であり，同様のア

ンケート調査を実施している他の研修と比較しても高い満

足度が得られている．また，個別意見としても「最先端の

情報，最高峰の指導の下，基本から研修を受けられたのが

よかった．」，「演習で（顕微鏡の）微分干渉像の写真の撮

り方を覚えられたことは収穫だった．また，一連の操作手

順を再度確認できて，研修に参加した甲斐があった．」，

「実践的で即役立つ内容になっており，他県，他施設の状

況も理解することができた．」等の肯定的な意見が多く出

ており，日常業務に役立つ実践的な研修が行われているこ

とが確認できる．

Ⅷ．今後の課題

　水道水の微生物学的安全性の確保のために，水道事業に

もHACCPの概念が導入され，ハザードとしての原水の汚
染状況を正確に把握することが大前提となっている．その

ため，クリプトスポリジウム等の試験法による検査の需要

が一層高まっており，それに応えられる検査技術の普及と

定着が求められている．新たに遺伝子検査法が提案されて

いるが，水試料からのクリプトスポリジウム・ジアルジア

試験法は，今後も顕微鏡観察による方法が基本であること

に変わりはない．この試験法の各段階である「濃縮・精製

技術」，「染色技術」，「技術を要する顕微鏡操作」および

「顕微鏡を用いた観察手法」を多くの受講生が習得し，彼

らがそれぞれの地域においてさらに技術を伝達・普及させ

ていくことが本研修の使命である．こうした検査体制を維

持・向上させるために，本研修が果たすべき役割は大きい．

　前述したように水試料からのクリプトスポリジウム・ジ

アルジア試験法は実績主義を重視する試験法であるため，

対象とする試料に適した試薬，機器・器材を組み合わせ，

微分干渉装置付蛍光顕微鏡で観察して判別・計数しなけれ

ばならない．こうした試験法の選択の決定や試験の工程中

の問題点の解決，あるいは顕微鏡観察による判定などに対

して，研修後も支援することができれば，本研修がこれま

で以上に重要な役割を果たすことになると思われる．

　水道水を介したクリプトスポリジウム症あるいはジアル

ジア症の発生は，健康危機管理上の重大な問題である．本

研修は，水試料からのクリプトスポリジウム・ジアルジア

試験法に関する知識と技術の習得を主な目的としながら，

受講生が地域においてクリプトスポリジウム・ジアルジア

対策に取り組みながら，検査体制の中核として活躍できる

ようにすることも，その役割として担っている．中核とな

るためには，受講生は単に試験法に関する知識や操作技術

を習得するにとどまらず，地域保健行政に関連した幅広い

能力が求められる．したがって，今後は試験担当者に求め

られるコンピテンシーの理解と向上を目的として，基本的

能力及び専門能力に関連した幅広い内容を講義ならびに実

習に加えることを検討しなければならない．

　水試料からのクリプトスポリジウム・ジアルジアの遺伝

子検出法は，試験法として今後本格的に導入され，日常的

に実施される検査として普及・定着する可能性がある．本

研修では，これまでのところデモンストレーションにより

操作を紹介し，また短時間の実習が行われているのみであ

るが，今後は顕微鏡観察操作と同様に，本格的な実習を行

い，受講生の技術向上に努める必要があるだろう．
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