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我が国で見られる寄生虫のうち、犬や猫を終宿主とする種には原虫類ではジ

アルジアやイソスポラ、トキソプラズマ、吸虫類では肺吸虫や横川吸虫、条虫類で

はマンソン裂頭条虫や瓜実条虫、多包条虫、線虫類では回虫類や鉤虫類、鞭

虫類、糞線虫類、犬糸状虫などの様々な種が知られている。これらの寄生虫の

なかには、ヒトへ感染し重篤な症状を引き起こす種や動物自身に強い病害を与

える種が含まれる。犬や猫は人間社会に最も身近な動物であり、ヒトと生活環境

を共有しているため、これらの動物が保有する寄生虫がヒトに感染することが危

惧される。 

近年、動物病院に来院する犬や猫  (以下、来院動物) の寄生虫の陽性率は

低下していると報告されている (Asano et al. 2004; Morishima et al. 2007)。しか

しながら、これらの動物は病気の治療や予防を目的に動物病院を訪れる動物で

あり、様々な感染症に対する予防獣医療を受けながら良質な環境で飼育されて

いるため、実際の感染リスクが過小に評価されている可能性がある。一方で、動

物病院への来院歴がない動物も多数存在するが、このような動物集団における

疾病の疫学情報は不明である。このため、疫学様相の現状を正確に理解するた

めには、来院動物以外の動物も母集団に含めて、より幅広い飼育形態の犬や猫

を調査する必要がある。 
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行政の動物愛護施設は、法律に基づいて野外で保護された動物  (以下、保

護動物) や飼い主から直接引き取った動物  (以下、引き取り動物 ) を収容する

施設である。保護動物は野外で生活していたため、野外の感染症汚染状況を反

映する動物であると考えられる (Meireles et al. 2004)。また、引き取り動物は飼

い主から直接引き取った飼育動物であるため、病気の治療や予防目的の来院

動物に比べて、様々な飼育形態の動物が含まれていると考えられる。そこで、本

研究では、動物愛護施設に収容された犬・猫を対象として、公衆衛生上重要な

トキソプラズマ  (Toxoplasma gondii) と小動物臨床上重要な犬糸状虫  

(Dirofilaria immitis) の、それぞれの感染様相の把握を目的とした研究を行っ

た。 

トキソプラズマは猫科動物を唯一の終宿主とし、ヒトを含めたほぼ全ての恒温

動物を中間宿主とする原虫である。本原虫は世界中に蔓延しており、ヒトでは世

界人口の約1/3が感染していると推測されている (Montoya & Liesenfeld 2004)。

ヒトや動物は、猫が排出したオーシストや中間宿主の組織内に形成されたシスト

を経口摂取すること、あるいはタキゾイトが胎盤移行することで感染する  (Dubey 

2009)。犬や猫のトキソプラズマ症は通常不顕性に経過するとされるが、ヒトでは

免疫能の低下によって発症することが知られている。トキソプラズマは細胞内寄

生原虫であり、骨組織や赤血球以外のあらゆる細胞・組織に感染能を持つため、
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中枢神経系に感染した場合は脳炎などの深刻な病害を引き起こすことがある。

HIV感染者ではこの問題が顕著であり、AIDSを発症したHIV感染者がトキソプラ

ズマ脳炎によって死亡する割合は米国では10%、欧州では30%、日本では8%前

後とされている (Hill et al. 2005; 矢野ら 2007)。一方で、健常者のトキソプラズ

マ感染が問題とならないのは、免疫系の働きによるものであるが、原虫は完全に

生体から排除されず、脳や筋肉内に抵抗型のシストを形成して終生感染が継続

する。このため、HIV感染による免疫不全患者や免疫抑制剤を使用している臓

器移植患者、抗癌剤を使用している担癌患者などは、免疫力の低下によってト

キソプラズマ症を再燃することがある。 

女性が妊娠中に初めてトキソプラズマに感染した場合、トキソプラズマは胎児

へ垂直感染し、先天性トキソプラズマ症を引き起こすことがある。妊娠中の女性

がトキソプラズマに初感染する割合は1%以下であるが、胎児への伝播率は15–

60%とされ、妊娠期が進むにつれて高まる (Hill et al. 2005; 矢野ら 2007)。胎

児が先天性トキソプラズマ症に罹患すると、死・流産や脈絡網膜炎、水頭症、脳

内石灰化、精神運動障害などの先天性障害を併って出生することがある。近年

の我が国における調査では、妊婦の10.3%が抗体陽性であり、妊娠中に初めてト

キソプラズマに感染する割合は0.25%と推定されている (Sakikawa et al. 2012)。 
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犬糸状虫は主として犬科動物を終宿主とする蚊媒介性のオンコセルカ科線

虫である。犬をはじめとする好適宿主においては、成虫が右心室と肺動脈に寄

生するため、感染犬は肺高血圧症から循環障害を生じ、更には大静脈症候群

や多臓器不全によって死に至ることがある (Simón et al. 2012)。犬糸状虫の宿

主域は広く、犬科動物以外にも猫やフェレット、ウサギ、クマ、アザラシ、オランウ

ータン、ペンギンなど40種以上の哺乳類・鳥類の自然感染が報告されている 

(早崎  2013)。さらに、犬糸状虫の幼虫はヒトに感染することがあるため、人獣共

通寄生虫症としても重要な疾病である。ヒトが犬糸状虫に感染した場合、肺に結

節性の病変を形成することが多いため、肺犬糸状虫症と呼ばれる。肺犬糸状虫

症では、肺動脈内で死滅した幼虫が塞栓し、肉芽腫が形成されることで、発咳や

血痰喀出、胸痛などの呼吸器症状を引き起こすことがある (Simón et al. 2012)。

肺犬糸状虫症の確定診断には病理組織診断が必要であり、また銭形陰影像と

呼ばれる肺犬糸状虫症に特徴的なレントゲン所見が肺癌や肺結核に類似して

いるため、病変部は外科的に切除されることが多く、肺犬糸状虫症は直接の病

害よりも医療過誤の原因として問題になる。また、犬糸状虫が心肺以外の皮膚

や腹腔内、子宮壁、乳房、眼等から検出されることがあり、これらは肺外犬糸状

虫症と呼ばれる。特に皮膚の犬糸状虫症では、感染蚊の刺咬部位に死滅幼虫

による肉芽腫が形成されるため、皮下の腫瘍と誤診されることが多い。犬糸状虫
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の人体寄生例は、日本、米国、南米、オーストラリアにおける報告が多い  

(Simón et al. 2012)。我が国では、1999年までに157例の肺犬糸状虫症と21例の

肺外犬糸状虫症が報告されており (影井  1999)、現在までの人体寄生例は200

例を超えると推定される。 
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 8 

2.1 はじめに 

 

トキソプラズマ症は、ヒトにおいては先天性疾患が最も重要な病害である。猫

はトキソプラズマの終宿主として感染源となるオーシストを糞便中に排出するため、

トキソプラズマの伝播経路における重要な動物である。猫のトキソプラズマ抗体の

陽性率は、アルバニアでは62.3% (Silaghi et al. 2014)、ラトビアでは51.6% 

(Deksne et al. 2013)、オランダでは18.2% (Opsteegh et al. 2012)、ポルトガルで

は35.8% (Lopes et al. 2008)、ハンガリーでは47.6% (Hornok et al. 2008)、メキシ

コでは21.8% (Besné-Mérida et al. 2008)、ブラジルでは15.7–40.0% (Meireles et 

al. 2004; Coelho et al. 2011)、中国では14.9% (Yu et al. 2008)、タイでは11.0% 

(Jittapalapong et al. 2007) と国や地域によって様々である。一方で、犬はトキソ

プラズマの中間宿主であるためオーシストは排出しないが、オーシストの機械的

な運搬宿主となる可能性が指摘されている (Frenkel & Parker 1996; Lindsay et 

al. 1997; Frenkel et al. 2003)。犬は臭気の強いものを好む習性があるため 

(Reiger 1979)、猫の糞を体に擦り付けるなどの行動をとることで、自身の被毛にト

キソプラズマのオーシストを付着させることがある。ヒト、特に小児では、このような

犬を撫でた後に、汚染された手を口に入れたり、その手で食物を食べたりするこ

とでトキソプラズマに感染すると推測される (Frenkel et al. 1995; Etheredge et al. 
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2004)。犬のトキソプラズマ抗体の陽性率は、猫と同様に地域によって差がある。

ポルトガルでは38.0% (Lopes et al. 2011)、スペインでは58.7% (Cabezón et al. 

2010)、メキシコでは67.3% (Alvarado-Esquivel et al. 2014)、ブラジルでは26.9–

50.5% (Meireles et al. 2004; Langoni et al. 2013)、ナイジェリアでは25.0% 

(Kamani et al. 2010)、中国では10.0–40.3% (Yu et al. 2008; Yan et al. 2012; Li 

et al. 2012; Yang et al. 2013)、韓国では12.8% (Nguyen et al. 2012)、タイでは

9.4% (Jittapalapong et al. 2007) と報告されている。 

我が国における犬・猫のトキソプラズマ抗体の陽性率は、動物病院に来院した

猫では4.4–8.7% (Maruyama et al. 1998, 2003; Nogami et al. 1998; 相馬・齋藤  

2005)、犬では2.8–7.0% (相馬・齋藤  2008; 相馬ら 2015) と低い値である。しか

しながら、動物病院以外で得られた疫学情報が少ないため、実際のトキソプラズ

マの感染リスクをどの程度反映したものであるかを判断することは困難である。そ

こで本章では、公衆衛生学的な観点からヒトへのトキソプラズマ感染リスクを評価

することを目的に、東京都の収容犬・猫におけるトキソプラズマの感染状況につ

いて、現状と10年前を比較検討することで、感染様相の変化について考察した。 
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2.2 材料および方法  

 

2.2.1 調査地域  

調査地の東京都は、行政区分に従って23特別区と多摩地区の二つの地域に

分けた。23特別区は、東京都の東部に位置し、23の特別区から構成され、繁華

街や商業地区が多く、湾岸地域が含まれる。多摩地区は、東京都の西部に位置

し、30市町村から構成され、住宅地が多く、林間地域が含まれる。東京都環境局

による2013年の調査によれば、23特別区と多摩地区のみどり率*は、それぞれ

19.8%、67.1%であった (http://www.metro.tokyo.jp/INET/CHOUSA/2014/09/  

60o9t300.htm)。また、東京都は、ヒトと犬の密度が全国で最も高い地域である。

猫における正確な情報はないが、犬と同様に高い密度であると推測される。  

*みどり率 : 緑が地表を覆う部分に公園区域・水面を加えた面積が、地域全体に

占める割合。 

 

2.2.2 収容犬・猫の血液検体  

血液検体は、東京都動物愛護相談センターに収容された犬325頭および猫

337頭から採取した。そのうち、犬106頭と猫104頭の血液は2009年4月から2011

年3月にかけて採取し、残りの犬219頭と猫233頭の血液は1999年4月から2001
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年3月にかけて採取した。血液は各動物から無菌的に採取した後、1,000 × g で

15分間遠心分離して血清を採取し、検査時まで–30°Cで保管した。引き取り犬の

地域、性別、年齢、品種は、飼い主からの聞き取りにより記録した。飼い主が不

明であった保護動物の性別、年齢、品種は、愛護施設の獣医師の診察によって

記録し、地域は保護した場所を記録した。2009–2011年に収容された犬の67.0%

および猫の42.3%が、飼い主からの引き取り個体であった。各収容犬・猫は愛護

施設内では、それぞれ個別に飼育されていた。 

 

2.2.3 抗トキソプラズマ抗体検査  

各動物におけるトキソプラズマの感染は、トキソチェック®−MT‘栄研 ’ (栄研化

学) を用いたラテックス凝集反応  (マイクロタイター法) により、血清中の抗トキソ

プラズマ抗体を検出することによって確認した。検査手順は、はじめに96穴のU

字底マイクロタイタープレート  (ディスポUプレート 32100：村上サイエンス) の6

穴に付属の緩衝液を25 μLずつ分注し、予め付属緩衝液で16倍に希釈した被

験血清の2倍階段希釈系列  (16–1,024倍) を作製した。次に、付属のラテックス

乳液をよく振盪して均一な懸濁液とした後、1穴あたり25 μLを分注して、振盪機  

(マイクロ・ミキサー MX-4：三光純薬 ) にてよく混和した。各検体は、室温にて一

晩  (18時間以上 ) 静置した後、プレートリーダー  (テスト・リーディング・ミラー 
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220-16KD：三光純薬 ) を用いて凝集像を確認した。判定は添付の凝集像判定

基準に従い、最終血清希釈倍数値  (抗体価) が64倍以上を示したものをトキソ

プラズマ感染陽性とした。なお、検査は同一サンプルの希釈列を二列作製し、双

方の結果から判定を行った。 

 

2.2.4 統計学的解析  

地域  (23特別区  対  多摩地区)、性別  (雄  対  雌)、年齢  (5歳齢以下  対  6

歳齢以上)、品種  (雑種  対  純血種) ごとに、同一年度における各因子間  (例 : 

1999–2001年における、23特別区  対  多摩地区 ) および同一因子における年

度間  (例: 23特別区における、1999–2001年  対  2009–2011年) の抗体陽性率

を比較検討した。解析方法にはそれぞれ、JavaScript-STAR ver. 5.5.7jソフトウェ

ア (http://www.kisnet.or.jp/nappa/software/star/) を用いたFisherの正確確率検

定にて比較し、P 値0.05未満を有意差があるものと判定した。 

 

2.3 結果  

 

抗トキソプラズマ抗体陽性の犬および猫の抗体価の分布は、表2-1 に示した。 

また、地域、性別、年齢、品種別の犬と猫の抗体陽性率を、表2-2 と 表2-3 に 

http://www.kisnet.or.jp/nappa/software/star/


 13 

それぞれ示した。 

 

2.3.1 収容犬の抗トキソプラズマ抗体陽性率  

犬における全体の抗体陽性率は、2009–2011年では1.9% (2/106)、1999–

2001年は1.8% (4/219) であった。地域別にみると、23特別区の陽性率は2009–

2011年は3.3% (2/60)、1999–2001年は0.9% (1/108)、多摩地区では2009–2011

年は0%、1999–2001年は2.7% (3/111) であった。雌雄別にみると、雄の陽性率

は2009–2011年では0%、1999–2001年は0.8% (1/126)、雌は2009–2011年では

3.8% (2/53)、1999–2001年は3.2% (3/93) であった。年齢別にみると、5歳齢以

下の陽性率は2009–2011年では0%、1999–2001年は1.0% (1/98)、6歳齢以上は

2009–2011年では2.0% (2/98)、1999–2001年は2.5% (3/121) であった。品種別

にみると、雑種の陽性率は2009–2011年では0%、1999–2001年は2.0% (3/151)、

純血種は2009–2011年では2.8% (2/72)、1999–2001年は1.5% (1/68) であった。

年代や地域、性別、年齢、品種間に有意差は認められなかった (P >0.05)。 

 

2.3.2 収容猫の抗トキソプラズマ抗体陽性率  

猫における全体の抗体陽性率は、2009–2011年では6.7% (7/104)、1999– 

2001年は5.6% (13/233)  であった。地域別にみると、23特別区の陽性率は 
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2009–2011年では1.7% (1/60)、1999–2001年は2.5% (3/119)、多摩地区では

2009–2011年は13.6% (6/44)、1999–2001年は8.8% (10/114) で、両年代ともに

多摩地区の陽性率は23特別区に比べて有意に高かった (P <0.05)。雌雄別に

みると、雄の陽性率は 2009–2011年では 1.9% (1/52)、 1999–2001年は 4.5% 

(4/88)、雌は2009–2011年では11.5% (6/52)、1999–2001年は6.2% (9/145) であ

った。年齢別にみると、5歳齢以下の陽性率は2009–2011年では10.7% (3/28)、

1999–2001年は4.2% (6/142)、6歳齢以上は2009–2011年では5.3% (4/76)、

1999–2001年は7.7% (7/91) であった。品種別にみると、雑種にのみ陽性個体が

認められ、その陽性率は2009–2011年では7.1% (7/98)、1999–2001年は6.2% 

(13/210) であった。年代や性別、年齢、品種に有意差は認められなかった  (P 

>0.05)。 

 

2.4 考察  

 

犬や猫がヒトのトキソプラズマ症の感染源となり得るにも関わらず、近年の東京

都におけるそれらの感染状況については不明であった。本研究では、収容犬の

トキソプラズマ陽性率が2009–2011年では1.9%、1999–2001年は1.8%、収容猫の

陽性率は2009–2011年では6.7%、1999–2001年は5.6%であることを明らかにした。
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これらの成績から、この10年間における収容犬・猫のトキソプラズマ陽性率は殆ど

変化していないため、犬や猫のトキソプラズマ感染リスクは陽性率が平衡状態に

達するまで低下していると考えられる。また、検査対象の収容動物の多くは、元

は飼育動物であったことから、これらの結果は飼育犬や飼育猫の平均的なトキソ

プラズマ感染状況を表していると考えられる。猫のトキソプラズマ陽性率が犬より

も高かったことは、猫は犬に比べネズミや鳥などのトキソプラズマの中間宿主とな

る小動物を狩猟する本能が強いことが (Loss et al. 2013)、トキソプラズマの感染

機会を増加させたと推測される。犬や猫がトキソプラズマに曝露される機会は加

齢とともに増加するため、陽性率も同様に上昇すると考えられている (Lopes et 

al. 2011; Deksne et al. 2013)。しかしながら、本研究では有意差は認められなか

ったものの、2009–2011年の5歳齢以下の猫における陽性率は、6歳齢以上の猫

に比べ2倍以上高かった。抗体陽性猫のなかには1歳齢未満の幼猫は含まれて

おらず、また母猫からの移行抗体は通常、生後12週目までに消失することから、

移行抗体が影響しているとは考えにくい  (Omata et al. 1994; Dubey et al. 

1995a)。また、5歳齢以下の猫の抗体価は高値  (256–1,024倍) である個体が多

かったことから、最近の感染や再感染が示唆される。一方で、抗体価の低かった

6歳齢以上の猫は、トキソプラズマの慢性感染であることが示唆される。このため、

詳細な原因は不明であるが、現在の東京都の猫におけるトキソプラズマ感染は、
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若齢個体の間で広く流行していると推測される。雌雄別の陽性率は、雌猫でや

や高い傾向が観察された。猫のトキソプラズマ陽性率に性差はないとする報告が

多いが (Maruyama et al. 1998, 2003; Nogami et al. 1998)、Besné-Mérida et al. 

(2008) は、雌猫で高い陽性率が認められる場合には、調査した雌猫の遺伝的

要因や性ホルモンによる影響を推測している。 

我が国における犬のトキソプラズマ陽性率は2.8–7.0% (相馬・齋藤  2008;  

相馬ら 2015)、猫では4.4–8.7% (Maruyama et al. 1998, 2003; Nogami et al. 

1998; 相馬・齋藤  2005) と報告されている。また、関東地方に限局した場合は、

犬の陽性率は1.7%、猫の陽性率は5.7%である (相馬・齋藤  2005, 2008)。本研

究における犬のトキソプラズマ陽性率は1.8–1.9%、猫では5.6–6.7%と、両動物種

ともに既報の値に類似するものであった。これらの疫学情報から、犬や猫のトキソ

プラズマ陽性率は低値で推移しているものの、ヒトの生活環境中には依然として

感染動物が存在していることから、現在でも一定のトキソプラズマ感染リスクがあ

ることが示唆される。 

猫のトキソプラズマ陽性率は地域によって様々であり、1つの国のなかにおいて

も差がある (Dubey 2009)。また、郊外や地方に住む猫は、都市部の猫に比べ、

トキソプラズマに感染しやすいとされる (Hornok et al. 2008)。本研究では、東京

都の郊外である多摩地区の猫におけるトキソプラズマの陽性率は、両年代ともに
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都市部である23特別区の猫に比べ有意に高かった。これは多摩地区の猫が、ト

キソプラズマの感染源となる中間宿主や感染猫、またはトキソプラズマのオーシス

トに汚染された土壌や水との接触頻度が高いことを示唆している。猫における地

域間の陽性率の差は、野外におけるオーシストの汚染状況や中間宿主となる小

動物の密度、猫の食習慣の違いによる可能性がある。実際に、飼育猫では屋外

への自由な移動や狩猟行動が、トキソプラズマ感染のリスク因子となっている  

(Afonso et al. 2010; Lopes et al. 2011; Opsteegh et al. 2012)。その他の要因とし

て、コンクリートの路上に糞便と共に排出されたオーシストは、直射日光に曝露さ

れて死滅したり (Yilmaz & Hopkins 1972)、雨などで容易に流されたりすると考

えられる。多摩地区は23特別区に比べて土壌や樹木の占める割合が多いため 

(67.1% 対  19.8%)、これがオーシストの生残に影響を与えている可能性も否定

できない。 

平成21年度における都内の飲食店の数は、23特別区では72,219件であるの

に対し、多摩地区では17,024件と大きな差がある。23特別区の猫は、人がゴミと

して排出した残飯を容易に確保できる環境にあるため、中間宿主となる小動物を

捕食する機会が少ないと推測される。このことも、23特別区の猫の陽性率が、多

摩地区の猫より低くなった要因の一つとなっている可能性がある。  
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猫と同様に犬のトキソプラズマ陽性率も都市部に比べ地方で高いことが報告

されている (de Brito et al. 2002; de Souza et al. 2003)。しかしながら、本研究の

犬の陽性率には地域間に有意な差は認められなかった。これは犬の陽性個体

数が少なかったため、地域差として表れなかったと考えられる。  

本研究では、東京都の収容犬・猫におけるトキソプラズマ陽性率が、この10年

間低値で推移していることを明らかにした。実験的には、トキソプラズマのシストを

摂取したほぼ全ての猫がオーシストを排出し、抗体が陽転することが報告されて

いる (Dubey & Frenkel 1972; Dubey & Thulliez 1989; Dubey et al. 1995b)。こ

のため、抗体陽性の猫は過去に多量のオーシストを排出し、ヒトの生活環境を汚

染していたと考えられる (Dubey 2009)。従って、多摩地区の人々は、猫の排泄

物に汚染された環境を通して、トキソプラズマに感染するリスクが23特別区の

人々よりも高いと考えられる。また、ヒトのトキソプラズマ感染における犬の役割は、

猫ほど重要ではないと考えられているが、コホート研究では猫よりも犬と接触して

いた小児の方が、トキソプラズマの感染リスクが高いことが報告されている  

(Frenkel et al. 1995; Etheredge et al. 2004)。従って、小児や妊娠女性、免疫抑

制状態にある人々は土壌や猫だけでなく犬に触れた後も、充分な衛生対策を行

う必要がある。 
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2.5 小括  

 

本研究によって、現在の東京都における収容犬・猫のトキソプラズマ陽性率は、

低値であることが明らかとなった。収容犬・猫の陽性率は10年前から変化してい

ないことから、都市部における犬・猫のトキソプラズマ感染リスクは陽性率が平衡

状態に達するまで低下していると考えられる。しかしながら、多摩地区の猫では

23特別区よりも有意に高い陽性率を示しており、この傾向は10年前と変化してい

ない。この成績は、多摩地区のような郊外では、一部に高い感染リスクが継続し

ている地域が存在していることを示唆している。多摩地区は、23特別区に比べて

自然環境が豊かであり、中間宿主となる動物の多様性や密度が高いため、これ

らの動物と猫との接触機会が多いことが高い陽性率の一因であると考えられる。

多摩地区に住む人々は、猫の排泄物に汚染された環境を通してトキソプラズマ

に感染するリスクが高いことから、衛生管理には注意を払う必要がある。また、猫

だけでなく犬にもトキソプラズマの陽性個体が認められ、犬はトキソプラズマの運

搬宿主となる可能性が指摘されているため、土壌や猫だけでなく犬に触れた後も、

充分な衛生対策を行う必要がある。 
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表2-1．東京都の収容犬・猫における抗トキソプラズマ抗体陽性率と抗体価の分布 

 

動物種 年代 検査数 陽性数 (%) 
陽性個体の抗体価 

1:64 1:128 1:256 1:512 1:1,024 

犬 1999–2001 219 4 (1.8) 0 2 0 0 2 

 2009–2011 106 2 (1.9) 0 1 1 0 0 

猫 1999–2001 233 13 (5.6) 5 5 1 0 2 

 2009–2011 104 7 (6.7) 0 1 3 2 1 
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表2-2．東京都の収容犬における因子別の抗トキソプラズマ抗体陽性率 

因子 
1999–2001  2009–2011 

検査数 陽性数 (%)  検査数 陽性数 (%) 

地域      

23特別区 108 1  (0.9)  60 2  (3.3) 

多摩地区 111 3  (2.7)  46 0  

性別        

雄 126 1  (0.8)  53 0  

雌 93 3  (3.2)  53 2  (3.8) 

年齢        

5歳齢以下 98 1  (1.0)  8 0  

6歳齢以上 121 3  (2.5)  98 2  (2.0) 

品種        

純血種 68 1  (1.5)  72 2  (2.8) 

雑種 151 3  (2.0)  34 0  

        

計 219 4  (1.8)  106 2  (1.9) 
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表2-3．東京都の収容猫における因子別の抗トキソプラズマ抗体陽性率 

因子 
1999–2001  2009–2011 

検査数 陽性数 (%)  検査数 陽性数 (%) 

地域      

23特別区 119 3  (2.5) a  60 1  (1.7) b 

多摩地区 114 10  (8.8) a  44 6 (13.6) b 

性別        

雄 88 4  (4.5)  52 1  (1.9) 

雌 145 9  (6.2)  52 6 (11.5) 

年齢 (歳)        

5歳齢以下 142 6  (4.2)  28 3 (10.7) 

6歳齢以上 91 7  (7.7)  76 4  (5.3) 

品種        

純血種 23 0   6 0  

雑種 210 13  (6.2)  98 7  (7.1) 

        

計 233 13  (5.6)  104 7  (6.7) 

a, b : Fisherの正確確立検定にて有意差あり (P < 0.05). 
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第3章 

 

 

収容犬における犬糸状虫の感染様相  
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3.1 はじめに 

 

犬糸状虫の成虫が寄生虫学的に確認されたのは、1845年のWrightによる報

告が最初である (Wright 1845)。我が国では、いつから犬糸状虫が存在していた

かは不明であるが、少なくとも1890年代の時点で、犬の間に蔓延していたことが

知られている (Railliet 1890; Janson & Tokishige 1892)。その後の継続的な調

査によって、全国の犬には高率に犬糸状虫が感染している実態が明らかにされ、

1990年代では31.6–62.8%の陽性率が報告されている (Uga et al. 1990; Tada et 

al. 1991; Hatsushika et al. 1992; Okamoto et al. 1995; Nogami & Sato 1997; 

Toma et al. 1998; 栗山ら 1999)。近年では、予防薬の普及によって犬糸状虫の

陽性率は大きく減少し、動物病院に来院した犬を対象に行なわれた全国規模の

調査では、犬糸状虫の陽性率は3.85%と報告されている  (小動物疾病発生状

況調査結果解析委員会  2002)。しかしながら、予防投薬を受けている来院犬を

対象とした疫学調査だけでは、実際の犬糸状虫の分布や感染リスクを正確に判

断することは困難である。 

犬糸状虫感染には、オカルト感染と呼ばれる、成虫が右心室に寄生している

にも関わらず末梢の血液中にミクロフィラリア  (mf) の寄生を認めない病態が知

られている。オカルト感染の原因について、Rawlings et al. (1982) は、4つのタイ
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プに分類している。すなわち、1) 未成熟虫の感染  (前顕性感染): 虫体が性成

熟に至っていないもの (感染から8ヵ月未満の時期)。2) 単性感染 : 雄成虫また

は雌成虫のみの感染であるもの。3) 薬物誘発性不妊 : マクロライド系をはじめと

した抗糸状虫薬により生殖機能に異常をきたし、mfの形成が見られないもの。ま

た、雌成虫の老化により、不妊となることも考えられる。4) 免疫介在性 : mfの体

表  (クチクラ) に対する抗体の関与により、mfが殺滅されるもの。 

オカルト感染犬の存在は、犬糸状虫感染検査のGold Standardの一つである

mf検査のみでは、本感染を正しく診断することができないことを意味している。オ

カルト感染は近年増加傾向にあると看做されているが (大石  2001)、その実態を

報告する文献は1991年以降見当たらず (Tada et al. 1991)、現状が充分把握さ

れているとは言い難い。 

犬糸状虫はヒトにも感染することがあるため、本症は小動物臨床だけでなく公

衆衛生上も重要な寄生虫症である。犬の犬糸状虫陽性率が高まれば、ヒトへの

曝露機会も増加することが予測されるため、正確な犬の犬糸状虫感染状況を把

握することが求められる。そこで本章では、犬糸状虫の感染リスクの現状を明らか

にすることを目的に、東京都動物愛護相談センターに収容された犬を対象に犬

糸状虫の感染状況の評価を行い、あわせて現状と10年前との比較を行うことで、

感染様相の変化について検討した。さらに、犬のオカルト感染の現状を評価する  
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ことを目的に、mfの保有状況について検討を加えた。 

 

3.2 材料および方法  

 

3.2.1 収容犬の血液検体  

血液検体は、東京都動物愛護相談センターに収容された犬200頭から採取し

た。そのうち100頭は2009年4月から2011年3月にかけて採取し、他の100頭は

1999年4月から2001年3月にかけて採取した。なお、犬糸状虫感染の正確な診

断が可能になるのは感染から8ヵ月以降であるため、成犬のみを検査対象とした。

血清の分離と保管法および犬の個体情報については、第2章の2.2.2 収容犬・

猫の血液検体に従った。 

 

3.2.2 ミクロフィラリア検査供試犬の血液検体  

2011年5月から6月にかけて、福島県から神奈川県へ移送された成犬123頭か

ら血液を採取した。血液1 mLを無菌的に採取し、ヘパリン添加チューブ (ベノジ

ェクト®真空採血管  VT-032H: テルモ) に注入して抗凝固処理を施した。その

後、1,000 × g で15分間遠心分離し血漿を採取して、検査時まで–30°Cで保管

した。残った血球成分は、mf検査に供試した。 



 

 27 

3.2.3 犬糸状虫抗原検査  

犬糸状虫感染は、Solo Step® CH (ノバルティス) を用いたイムノクロマトグラフ

法によって、血液中の成虫由来の排泄・分泌物を血清学的に検出することによ

って確認した。検査手順は、添付文書に従い付属のスポイトを用いてデバイス上

に3滴の被験血漿 /血清を滴下し、10分間静置した。その後、測定管理用対照ラ

インが青色に発色し、かつ検体ラインが赤色に発色したものを抗原陽性と判定し

た。測定管理用対照ラインのみが青色に発色したものは、抗原陰性と判定した。 

 

3.2.4 ミクロフィラリア検査  

Mf血症は、アセトン集虫法によって血液中のmfを寄生虫学的に検出すること

により確認した。はじめに、蒸留水90 mLにアセトン5 mL、0.5%メチレンブルー溶

液  5 mL、クエン酸ナトリウム0.2 gを加えてよく混合し、検査液  (以下、アセトン集

虫液 ) を作製した。次に、遠心管に被験血液  (血漿分離の際に残った血球成

分0.5 mL) とアセトン集虫液9.5 mLを加えて総量10 mLとした。血液とアセトン集

虫液をよく混和した後、250 × g で5分間遠心分離した。ピペットを使用して上清

9 mLを静かに除去した後、蒸留水9 mLを加えて再度250 × g で5分間遠心分

離した。上清9 mLを除去し、残った沈渣をよく撹拌してスライドグラス上に滴下  

(20 μL) し、22 × 24 mmのカバーグラスをのせて光学顕微鏡下でmfを確認した。 
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規定量でmfが認められなかった検体は、沈渣全量  (1 mL) を鏡検した。 

Mf検査と抗原検査のいずれか一方でも陽性であったものは、犬糸状虫感染

陽性と判定した。 

 

3.2.5 統計学的解析  

地域  (23特別区  対  多摩地区 )、性別  (雄  対  雌 )、品種  (雜種  対  純血

種) ごとに、同一年度における各因子間  (例 : 1999–2001年における、23特別区  

対  多摩地区) および同一因子における年度間  (例: 23特別区における、1999–

2001年  対  2009–2011年) の陽性率を比較検討した。解析方法にはそれぞれ、

JavaScript-STAR ver. 5.5.7jソフトウェア (http://www.kisnet.or.jp/nappa/ 

software/star/) を用いたFisherの正確確率検定にて比較し、P 値0.05未満を有

意差ありと判定した。 

 

3.3 結果  

 

3.3.1 収容犬の犬糸状虫陽性率  

全体の犬糸状虫陽性率は2009–2011年では23.0% (23/100)、1999–2001年

は46.0% (46/100) であった。2009–2011年の血清では、有意な陽性率の減少が
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認められた (P <0.01) (表3-1)。地域別に見ると、23特別区における2009–2011

年の陽性率は18.2% (10/55)、1999–2001年は46.0% (23/50)、多摩地区におけ

る2009–2011年の陽性率は28.9% (13/45)、1999–2001年は46.0% (23/50) であ

った。23特別区でのみ、年代による陽性率の有意な減少が認められた  (P 

<0.01)。雌雄別では、雄における2009–2011年の陽性率は24.0% (12/50)、1999–

2001年は46.0% (23/50)、雌における2009–2011年の陽性率は22.0% (11/50)、

1999–2001年は46.0% (23/50) であった。品種別では、雑種における2009–2011

年の陽性率は50.0% (16/32)、1999–2001年は58.5% (38/65)、純血種における

2009–2011年の陽性率は10.3% (7/68)、1999–2001年は22.9% (8/35) であった。

年代に関わらず、雑種の陽性率は純血種よりも有意に高かった (P <0.01)。 

 

3.3.2 オカルト感染の出現率  

福島県の成犬における全体の犬糸状虫陽性率は、38.2% (47/123) であった 

(表3-2)。また、mf検査と抗原検査の陽性率は、それぞれ25.2% (31/123)、37.4% 

(46/123) であった。犬糸状虫感染が陽性と判定された犬47頭のうち、抗原とmf

が共に陽性であった個体は30頭、抗原のみ陽性でmfは陰性であったオカルト感

染犬は16頭  (34.0%)、抗原は陰性でmfのみ陽性であった個体は1頭であった。 
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3.4 考察  

 

本研究で、2009–2011年の収容犬における犬糸状虫の陽性率が、23.0%と高

い値で推移していることが判明した。10年前の1999–2001年の結果  (46.0%) に

比べると陽性率は半減したとはいえ、この結果は現在も依然として犬糸状虫の感

染リスクは存在しており、予防をしていない犬では犬糸状虫症を発症する危険性

が高いことを示している。今回得られた成績は、陽性率が数%と見做されている

動物病院へ来院した犬の成績と大きく乖離していた。これは、動物病院に来院

する犬の多くは、犬糸状虫症の予防を受けているために、その感染の可能性が

低い犬を多く含んでいることが原因であると考えられる。このため、来院犬のみを

対象にした疫学調査では、犬糸状虫の感染リスクを過小評価しているものと考え

られる。また、調査対象とした収容犬の多くは飼い主から引き取られた個体であ

ったことから、今回得られた成績は非来院犬と同等の犬糸状虫感染状況を表し

ていると考えられる。 

全体の犬糸状虫陽性率は、1999–2001年の46.0%から2009–2011年の23.0%

へと有意に減少していた。この10年の間に様々なタイプの犬糸状虫症予防薬が

上市され、広く飼育犬に使用されるようになったことが、陽性率減少の大きな要

因である考えられる。陽性率の減少は、23特別区と多摩地区の両地域で確認さ
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れたが、とりわけ23特別区における変化が顕著であった。これは、23特別区は多

摩地区に比べ自然環境が少なく、媒介蚊の生息できる環境が限られ、蚊の密度

が低いためと推測される。一方で、純血種の陽性率が22.9% (1999–2001年) か

ら10.3% (2009–2011年) へと半減したのに対し、雑種の陽性率は58.5% (1999–

2001年) から50.0% (2009–2011年) と大きな変化が見られなかった。これは、雑

種犬は屋外などの蚊に曝露されやすい環境で飼育されていること、また飼育環

境や予防薬の使用状況がこの10年間で変化がないことを示唆している。 

参照として、本研究における結果を、日本と同緯度にある地域の犬の犬糸状

虫陽性率と比較を行った。各国の犬糸状虫陽性率は、韓国では 6.9–20.9% 

(Song et al. 2010; Jung et al. 2012)、中国では1.17% (Xia et al. 2011)、ポルトガ

ルでは3.6–8.9%(Cardoso et al. 2012)、ギリシャでは34.13% (Founta et al. 1999)、

米国では1.0–12.5% (Lee et al. 2010) と報告されている。このように、犬糸状虫

の陽性率は国毎の差が大きいものの、日本では現在でも犬糸状虫が広く流行し

ていることが分かる。 

犬糸状虫の陽性率が38.2%という状況下におけるオカルト感染の出現率は、

34.0%であった。このため、mf検査だけでは本症を診断できない感染犬が、全体

の1/3を占めている現状が明らかとなった。既報のオカルト感染の出現率は10–

83% (平均39%) とされ、調査地によって大きな差が見られる  (大石  1990)。犬
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糸状虫の陽性率が5–10%の状況下におけるオカルト感染の出現率は平均

68.5%、21–24%では平均36.5%、59–60%では平均27.0%と、陽性率の低い地域

程、オカルト感染の出現率が高い傾向にある。 

Mf血症を呈していないオカルト感染犬を診断するためには、mf検査以外の方

法で診断する必要がある。現在、最も有効な検査法は、血液中に循環する成虫

由来の排泄・分泌物を血清学的に検出する方法である。抗原検査は感度ならび

に特異度が高い検査法である。そこで、本調査においてもmf検査と同時に、イム

ノクロマトグラフ法による抗原検査を実施した。しかしながら、一部の感染犬では

mfが寄生していたにも関わらず、抗原陰性となる稀有な個体が観察された。同

様の事例は諸外国でも報告されており、アルゼンチンでは、犬糸状虫の陽性率

が1.8%という状況下では、mf陽性犬の22%が抗原検査で陰性であったと報告さ

れている  (Vezzani et al. 2008)。また、ポルトガルでも、犬糸状虫の陽性率が

15.1%の時、mf陽性犬の45.6%は抗原陰性であったと報告されている  (Alho et 

al. 2014)。この原因としては、成虫の寄生数が5隻未満と少数であった可能性や、

検査に使用した捕捉抗体以外の抗体によって成虫抗原が既に被覆されていた

可能性が考えられる (Wong & Thomford 1991; Martini et al. 1996; Klotins et 

al. 2000; Atkins 2003)。 
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このように、犬糸状虫検査のGold Standardとされるmf検査でも、診断不可能

な感染犬が高率に存在する現状が明らかとなった。予防薬の普及によって、犬

糸状虫の感染率が今後さらに低下すれば、感染機会の減少により少数寄生や

単性寄生の割合が増加し、mf検査や抗原検査で偽陰性となる頻度が増加する

ことが予測される。従って、今後はより感度と特異度の高い検査法の開発が望ま

れる。 

 

3.5 小括  

 

本研究では、2009–2011年の犬の犬糸状虫陽性率  (23.0%) は、1999–2001

年の値  (46.0%) に比べて半減したものの、東京都の収容犬には現在でも高率

に犬糸状虫が感染している現状を明らかにした。疫学的な解析結果から、犬と

蚊の間では現在もなお犬糸状虫の感染環が維持されており、都市部でも犬糸状

虫の感染リスクは高く、依然として流行が継続していること、特に雑種犬では、10

年前からの高い感染リスクに変化がないことが明らかとなった。また、大都市の収

容犬における犬糸状虫の疫学様相の変遷を評価したのは、本研究が初めてで

ある。 
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犬糸状虫に感染している犬の1/3が、オカルト感染状態にある現状を明らかに

した。さらに、31頭中1頭だけではあるが、mfが寄生していたにも関わらず抗原検

査で偽陰性となった個体を認めたことから、現行の検査法の問題点と新たな検

査法の必要性を示すことができた。 
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表3-1．東京都の収容犬における因子別の犬糸状虫陽性率 

因子 
1999–2001  2009–2011 

検査数 陽性数 (%)  検査数 陽性数 (%) 

地域      

23特別区 50 23  (46.0) a  55 10  (18.2) a 

多摩地区 50 23  (46.0)  45 13  (28.9) 

性別        

雄 50 23  (46.0) b  50 12  (24.0) b 

雌 50 23  (46.0) c  50 11  (22.0) c 

品種        

純血種 35 8  (22.9) d  68 7  (10.3) e 

雑種 65 38  (58.5) d  32 16  (50.0) e 

        

計 100 46  (46.0) f  100 23  (23.0) f 

a, d, e, f : Fisherの正確確立検定にて有意差あり (P < 0.05). 

b, c : Fisherの正確確立検定にて有意差あり (P < 0.01). 
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表3-2．犬の犬糸状虫陽性率と成虫抗原およびミクロフィラリア (mf) の検出状況 

†: オカルト感染、 +: 陽性、 –: 陰性 

性別 検査数 陽性数 (%) 

検査成績 

抗原 (+) / 

Mf (+) 

抗原 (+) / 

Mf (–) † 

抗原 (–) / 

Mf (+) 

雄 76 29 (38.2) 20 8 1 

雌 47 18 (38.3) 10 8 0 

計 123 47 (38.2) 30 16 1 
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第4章 

 

 

宿主血清中の犬糸状虫遊離型DNAの解析  
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4.1 はじめに 

 

犬糸状虫感染は、血液中に循環するmfを寄生虫学的に検出すること、または

虫体抗原をイムノクロマトグラフ法や酵素標識抗体法によって血清学的に検出

することで診断される (Simón et al. 2012)。Mf検査は血液中のmfを鏡検によっ

て直接検出する方法であるため、低密度のmf血症犬や前章で述べたオカルト感

染  (無mf血症 ) 犬を診断することはできない。また、抗原検査は主に成虫由来

の排泄・分泌物を検出するため、幼虫寄生期や成虫の寄生数が5隻未満となる

少数寄生例を診断することは難しい (Wong & Thomford 1991; Martini et al. 

1996; Klotins et al. 2000; Atkins 2003)。前章においては、実際に上述の検査

法では犬糸状虫の診断が困難である実例を提示し、新たな検査法が必要である

ことを示した。 

これまで、宿主の血液中にはmfと成虫抗原以外の虫体由来物質が存在する

かについては不明であったが、1990年代以降から、ヒトの糸状虫感染者の血漿 /

血清中に虫体由来の遊離型DNA (cell-free DNA; 以下、cfDNA) が存在する

ことが報告されるようになった (Lizotte et al. 1994; Furtado et al. 1997; Lucena 

et al. 1998; Cox-Singh et al. 1999, 2000; Fischer et al. 2000; Albers et al. 2014)。

cfDNAとは、細胞から遊離した状態で血液や尿、唾液などの体液中に存在する
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核酸断片である (Kato-Hayashi et al. 2015)。ヒトの医療では、cfDNAが腫瘍の

診断 /予後判定や胎児の出産前診断  (例 : ダウン症候群やエドワーズ症候群、

パトウ症候群 )、女性レシピエントにおける男性ドナー由来の臓器との拒絶反応

診断、外傷患者における急性呼吸窮迫症候群や急性肺障害の予後判定のマ

ーカーとして有用視されている (Chan et al. 2003; Butt & Swaminathan 2008; 

Schwarzenbach et al. 2011)。寄生虫分野におけるcfDNAの報告は、赤痢アメー

バ Entamoeba histolytica (Parija & Khairnar 2007; Khairnar & Parija 2008)、マ

ラリア原虫類  Plasmodium spp. (Mharakurwa et al. 2006; Nwakanma et al. 

2009; Buppan et al. 2010)、住血吸虫類  Schistosoma spp. (Pontes et al. 2003; 

Sandoval et al. 2006; Enk et al. 2012; Hussein et al. 2012; Xu et al. 2012; 

Wichmann et al. 2013; Lodh et al. 2013; Kato-Hayashi et al. 2015)、バンクロフト

糸状虫  Wuchereria bancrofti (Furtado et al. 1997; Lucena et al. 1998)、マレー

糸状虫  Brugia malayi (Lizotte et al. 1994; Cox-Singh et al. 1999, 2000; 

Fischer et al. 2000; Albers et al. 2014) における報告はあるが、犬糸状虫での

報告はない。 

そこで本章では、現状の問題点を解決する、新たな検査法開発について検討

することを目的に、宿主の血清中における犬糸状虫cfDNAの存在を証明すると

共に、分子生物学的診断法への応用の可能性について検討した。  
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4.2 材料および方法  

 

4.2.1 犬の血液検体  

2012年8月から9月にかけて、抗原検査  (イムノクロマトグラフ法 )、mf検査  (ア

セトン集虫法 ) および剖検にて犬糸状虫感染の有無を確認した青森県の犬12

頭の血清を供試した。内訳は、mf陽性の感染犬  (以下、mf陽性犬) 8頭、mf陰

性の感染犬  (以下、mf陰性犬 ) 4頭であった。Mf陽性犬の抗原検査では、7頭

が抗原陽性、1頭は陰性であった。Mf陰性犬は、3頭が抗原陽性、1頭は陰性  

(剖検にて虫体を確認 ) であった。また、抗原検査とmf検査によって、犬糸状虫

の感染が陰性と判定された犬4頭の血清を、陰性対照に用いた。血清の分離と

保管法については、第2章の2.2.2 収容犬・猫の血液検体に従った。 

 

4.2.2 犬糸状虫成虫の培養  

安楽死した犬の右心室と肺動脈から、注意深く犬糸状虫の成虫  (雌成虫28

隻、雄成虫 50隻 ) を回収した。虫体の培養液はハンクス液にペニシリン 100 

IU/mL、ストレプトマイシン100 μg/mL、1％D-グルコースを添加したものを使用し

た。はじめに虫体をハンクス液のなかで丁寧に3回洗浄した後、雌雄を分けて500 

mLの培養液で、37°Cで培養した (以下それぞれ、雌成虫培養液、雄成虫培養
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液 )。培養24時間後、雄成虫培養液から培養液のみを回収し、DNA抽出時まで

–30°Cで保存した。一方、雌成虫培養液は、産出されたmfや虫体細胞成分を取

り除くために、孔径 0.45 μmのフィルターで培養液を濾過し、DNA抽出時まで   

–30°Cで保存した。 

 

4.2.3 DNAの抽出  

血清および培養液の検体は、2,000 × g で5分間遠心分離し、上清の100–

200 uLを一つ穴のホールグラスに取り、mfの混入がないことを光学顕微鏡下で

確認した後、血清は100 μL、培養液は200 μLをDNA抽出用の検体とした。DNA

の抽出は、DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN Sciences, Germantown, MD, 

USA) を用いて行った。方法は添付文書の「血液あるいは体液からのDNA精製

プロトコール」に従い、DNAは50 uLの付属のBuffer AE中に溶出した。 

 

4.2.4 Nested-PCR法による遺伝子の増幅  

抽出したDNAを用いて犬糸状虫の遺伝子を検出するために、犬糸状虫のミト

コンドリア チトクローム c遺伝子  (co1) の部分配列を対象にしたnested-PCR法

を実施した。1st PCR用プライマーには、Dirofilaria 属を含めたオンコセルカ科

糸状虫のco1部分領域  (689 bp) を特異的に増幅するCOIintF (5′-TGATTGGT 
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GGTTTTGGTAA-3′) およびCOIintR (5′-ATAAGTACGAGTATCAATATC-3′) 

を用いた (Casiraghi et al. 2001)。2nd PCR用プライマーには新規に設計した、

同領域  (502 bp) を特異的に増幅するDF1F (5′-TGAACTTTTTATCCTCCT 

TTGAGTG-3′) およびDF1R (5′-TATACATATGATGACCCCAAACAG-3′) を

用いた。 

PCRは、10× Ex Taq Buffer (TaKaRa) を2.5 μL、2.5 mMのdNTP Mixtureを

4.0 μL、10 μMの 各プライマーを1.0 μL、TaKaRa Ex Taq DNA Polymerase 

(TaKaRa) を0.2 μL (1 U) およびDNA Templateを1 μL加えて、蒸留水で最終

容量を25 μLとした溶液中で反応を行った。1st PCRは、94°Cで2分間熱処理した

後、94°Cで30秒間の熱変性、53°Cで30秒間のアニーリングおよび72°Cで1分間

の伸長の工程を1サイクルとして計35サイクル行い、最後に72°Cで10分間の最終

伸長反応を行った。2nd  PCRは、1st PCR産物を蒸留水で10倍に希釈した物を

1.0 μL使用して、アニーリング温度を56°Cにし同反応条件で計35サイクル行った。 

 

4.2.5 電気泳動  

Tris-acetate-EDTA (TAE) Bufferを  Mupid®-2plus電気泳動槽  (Advance) 

に入れた後、1.5% アガロースゲル  (Lonza) を泳動槽に設置した。PCR産物   

20 μLに対して4.0 μLの6× Loading Buffer Dye (TaKaRa) を混和し、そのうちの
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20 μLをゲルの穴内に注入した。また、DNAサイズマーカーは、100-bp DNA 

Ladder (TaKaRa) を 5 μl 使用した。100V で約30分間電気泳動し、1.0 μg/mL

の臭化エチジウム溶液で15分間染色した後、紫外線ゲル撮影装置  (Atto) を用

いてゲルの写真を撮影して、増幅産物の有無を確認した。 

 

4.2.6 ダイレクトシークエンス法によるDNA塩基配列の決定  

PCRにより増幅シグナルが認められた検体について、電気泳動後のゲルから

目的とする塩基長のPCR増幅産物バンドを切り出し、1.5 mL尖底プラスチックチ

ューブに入れた。ゲルの入ったチューブを95°Cで10分間加熱し、アガロースゲル

が完全に融解したことを確認した後、2.0 μL (2 U) のThermostable β-Agarase 

(ニッポン・ジーン) を加えて50°Cで10分間保温し、DNA溶液を作製した。シーク

エンス反応は以下の通りに行った。 

0.2 mLのPCR用尖底マイクロチューブにDNA溶液を2.5 μL、2 pMのDNAシー

クエンス用プライマーを1.0 μL、5× Sequencing Bufferを2.0 μL、およびBigDye 

(Applied Biosystems) を0.5 μL加えて充分混和した後、蒸留水で全量を10 μL

に調整した。 
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サイクルシークエンス反応は、96°Cで1分間熱処理した後、96°Cで30秒間の

熱変性、50°Cで15秒間のアニーリングおよび60°Cで4分間の伸長反応を 1サイ

クルとして、 計25サイクル行った。サイクルシークエンス反応終了後、反応液全

量を1.5 mL尖底プラスチックチューブに移した。反応液にエタノール沈澱溶液と

して95%エタノールを50 μLと3M 酢酸ナトリウム (pH 5.2) を2.0 μL加えてボルテ

ックスで十分撹拌した後、室温で15分間静置した。20,000 × g で20分間遠心分

離した後、上清を除去し、70%エタノールを250 μL加え、さらに20,000 × g で5分

間遠心分離した。再度上清を除去し、10分間室温で静置、乾燥させた。完全に

乾燥したことを確認した後、本学部付属の総合研究所に塩基配列の解析を依

頼した。 

 

4.2.7 遺伝子解析  

増幅産物のシークエンスデータは、Basic Local Alignment Search Tool 

(BLAST) にてGenBank上に登録されている既知の塩基配列と比較した。 
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4.3 結果  

 

犬血清の検討では、mf陽性犬の全頭から犬糸状虫DNAが検出されたが、 

いずれのmf陰性犬からも犬糸状虫DNAは検出されなかった  (表4-1)。また、 

陰性対照の非感染犬からは、非特異産物の増幅は認められなかった。 

一方、雌成虫の培養液から犬糸状虫DNAが検出されたが、雄成虫の培養液

からは検出されなかった。 

増幅産物のDNAシークエンス解析では、mf陽性犬の血清および雌成虫の培

養液から検出されたDNAは、いずれも犬糸状虫と99–100%の相同性を示した 

(KF692101、KC107805、EU159111)。 

 

4.4 考察  

 

本章では、はじめに犬の血清中における犬糸状虫由来のcfDNAの存在につ

いて検討した。血液中には犬糸状虫のmfが多数循環していることから、犬糸状

虫由来のcfDNAの存在を証明するためには、血液中の虫体細胞成分や虫体の

残骸と区別する必要がある。McCarthy et al. (1996) は、mf血症を呈したバンク

ロフト糸状虫感染者の血漿では、PCRによる虫体DNAの検出感度は全血検体よ
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りも低いことを報告している。彼らの研究では、全血から虫体DNAが確認された

18人のうち、血漿でも虫体DNAを確認できたのは5人のみで、血漿中に存在する

虫体DNAは虫体の細胞に関連したものである可能性が高く、例え虫体DNAが

存在しても普遍的に遊離した状態で循環しているものではないと考察している。

一方で、Furtado et al. の研究グループ (Furtado et al. 1997; Lucena et al. 

1998) は、mf血症および無mf血症を呈したバンクロフト糸状虫感染者の血漿か

ら虫体DNAを高率に検出しており、血液中にはバンクロフト糸状虫由来の

cfDNAが存在することを示唆している。同様の報告は、マレー糸状虫感染者を

対象にした研究においても報告されている (Lizotte et al. 1994; Cox-Singh et al. 

1999, 2000; Fischer et al. 2000; Albers et al. 2014)。本研究では、DNA抽出材

料に血清を使用し、mfの混入がないことを光学顕微鏡下で確認していることから、

mf陽性犬の血清から検出された犬糸状虫のDNAは、cfDNAであると考えられる。

過去の糸状虫類の cfDNA研究では、寄生虫の核DNAが用いられてきたが 

(Lizotte et al. 1994; McCarthy et al. 1996; Furtado et al. 1997; Lucena et al. 

1998; Cox-Singh et al. 1999, 2000; Fischer et al. 2000; Albers et al. 2014)、本

研究では、1細胞中におけるミトコンドリアDNAは核DNAよりもコピー数が多く、血

清中にも多くの細胞外ミトコンドリアDNAが存在することに着目し (Mehra et al. 
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2007)、犬糸状虫のミトコンドリアDNAを標的に行った。その結果、犬の血清から

糸状虫類のミトコンドリアDNAを初めて検出することができた。 

Mf陽性犬の全頭から犬糸状虫のcfDNAが検出された一方で、雌雄の成虫寄

生が確認されているmf陰性犬からはcfDNAは全く検出されなかった。このため、

犬糸状虫のcfDNAは、成虫よりもmfに関連したものであると考えられる。そこで、

本仮説を検証することを目的に、雌雄を分別して培養した成虫培養液を使った

cfDNAの検討を行った。その結果、雌成虫の培養液からのみcfDNAが検出され

た。今回培養に用いた雌成虫はmfを産出していたことから、cfDNAの主たる由

来はmfであり、雄成虫はcfDNAの産生に関与していないと考えられる。 

バンクロフト糸状虫やマレー糸状虫感染者では、mf血症の有無に関わらず

cfDNAが検出されているが、犬糸状虫感染犬ではmf血症を呈した個体でのみ

cfDNAが検出された。バンクロフト糸状虫やマレー糸状虫では、mf以外の発育

期の虫体からもcfDNAが放出されていた可能性が考えられる。一方、日本住血

吸虫を単性または雌雄を混合して実験的に感染させたウサギでは、日本住血吸

虫のcfDNAは主に虫卵に由来し、単性の成虫感染  (虫卵排泄のない成虫寄

生) ではcfDNAを検出できないことから、寄生虫によっては、cfDNAの由来は成

虫ではなく虫卵であるとする研究もある (Xu et al. 2012)。 
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宿主の血清中に存在する犬糸状虫のcfDNAを検出できたのは、mf陽性犬の

みであったことから、犬糸状虫のcfDNAを診断マーカーとして利用する分子生物

学的診断法は、mfの存在に依存にした限界があることが判明した。このため、感

染犬の1/3を占める、mf血症を呈さないオカルト感染犬を診断することは難しいと

思われる。その一方で、cfDNAが検出された個体の中にはmfが寄生していたに

も関わらず、抗原が検出できなかった犬も存在したことから、少数寄生のために

抗原検査で偽陰性になりやすい感染に対しては、cfDNAの検査が補助診断とし

て応用できる可能性が示唆された。 

 

4.5 小括  

 

本研究により、犬糸状虫感染犬の血清中には犬糸状虫のcfDNAが存在する

ことを初めて明らかにした。犬糸状虫cfDNAは、mf陽性犬の血清とmfを産出して

いた雌成虫の培養液から検出されたが、雄成虫の培養液からは検出されなかっ

た。従って、感染犬の血清中における犬糸状虫cfDNAの由来は主としてmfであ

り、成虫に由来するcfDNAの占める割合は少ないことが示唆された。これらの所

見から、cfDNAを利用した分子生物学的診断法は、mfの存在に依存にした限

界があることが判明した。その一方で、cfDNAが検出された個体の中にはmf陽
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性 /抗原陰性であった犬も含まれていたことから、少数寄生のために抗原検査で

偽陰性となるような感染に対しては、cfDNAの検査が補助診断として応用できる

可能性が示された。 
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表4-1．Nested-PCRによる犬糸状虫感染犬と非感染犬の血清および犬糸状虫の成虫培養液に 

おける犬糸状虫DNAの検出結果 

Mf: ミクロフィラリア、 +: 陽性、 –: 陰性 

 

 犬血清  犬糸状虫培養液 

 Mf陽性感染 Mf陰性感染 非感染  雌成虫 雄成虫 

Nested-PCR結果 + − −  + − 

(陽性数/検査数) (8/8) (0/4) (0/4)    
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第5章 
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犬や猫を終宿主とする寄生虫のなかには、ヒトへ感染し重篤な症状を引き起こ

す種や動物自身に強い病害を与える種が存在する。近年、動物病院に来院す

る犬や猫では、寄生虫の陽性率は低下しているとされているが、これらの動物は

予防獣医療を受けながら良質な環境で飼育されているため、実際の感染リスクが

過小に評価されている可能性がある。また、家庭で飼育されている犬・猫のなか

には来院歴のない動物も多数存在するため、そのような動物における寄生虫の

感染実態は不明である。従って、犬・猫の寄生虫感染の疫学を正確に理解する

ためには、来院動物以外も母集団に含めて評価する必要がある。本研究では、

東京都の動物愛護相談センターに収容された犬・猫を対象に、公衆衛生上重

要なトキソプラズマ  (Toxoplasma gondii) と小動物臨床上重要な犬糸状虫  

(Dirofilaria immitis) の感染様相の把握を目的とした研究を行った。 

 

5.1 収容犬・猫におけるトキソプラズマの感染様相  

 

動物病院に来院した犬・猫のトキソプラズマ陽性率は数%と報告されているが、

動物病院以外での疫学情報が少ないため、飼育環境中の感染リスクを正確に

反映したものであるかを判断することは難しい。そこで本章では、公衆衛生学的

な観点からヒトへのトキソプラズマ感染リスクを評価することを目的に、東京都の動
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物愛護相談センターに収容された犬・猫を対象に現在と10年前のトキソプラズマ

感染状況を比較することで、感染様相の変化について検討した。  

東京都動物愛護相談センターにて収容された犬の血清325検体および猫の

血清337検体を検査した。犬血清106検体および猫血清104検体は2009–2011

年に、犬血清219検体および猫血清233検体は1999–2001年に採取した。また、

2009–2011年に収容された犬の67.0%および猫の42.3%は、飼い主からの引き取

り個体であった。トキソプラズマ感染の有無は、ラテックス凝集反応による血清中

の抗トキソプラズマ抗体の検出によって確認した。犬における全体の陽性率は、

2009–2011年では1.9%、1999–2001年は1.8%であった。地域別にみると、23特別

区では2009–2011年は3.3%、1999–2001年は0.9%、多摩地区では2009–2011年

は0%、1999–2001年は2.7%であった。品種別にみると、雑種の陽性率は2009–

2011年では0%、1999–2001年では2.0%、純血種は2009–2011年では2.8%、

1999–2001年は1.5%であった。年代や地域、品種の陽性率に有意差は認められ

なかった  (P >0.05)。猫における全体の陽性率は、2009–2011年では6.7%、

1999–2001年は5.6%であった。地域別にみると、23特別区では2009–2011年は

1.7%、1999–2001年は2.5%、多摩地区では2009–2011年は13.6%、1999–2001

年は8.8%であった。多摩地区の陽性率は、年代に関わらず23特別区に対して

有意に高かった (P <0.05)。品種別にみると、雑種にのみ陽性個体が認められ、
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その陽性率は2009–2011年では7.1%、1999–2001年では6.2%であったが、純血

種との間に有意差は認められなかった (P >0.05)。 

本研究によって、現在の東京都では、愛護施設に収容された犬・猫のトキソプ

ラズマ陽性率は、低値であることが明らかとなった。収容された犬・猫の陽性率は

10年前から変化していないことから、都市部における犬・猫のトキソプラズマ感染

リスクは、陽性率が平衡状態に達するまで低下していると考えられる。しかしなが

ら、多摩地区の猫では23特別区より有意に高い陽性率を示しており、この傾向は

10年前と変化していない。この結果は、多摩地区のような郊外では、現在でもトキ

ソプラズマの高い感染リスクが継続している地域が存在していることを示唆してい

る。多摩地区は、23特別区に比べて自然環境が豊かであるため、猫から排出さ

れたオーシストが生残しやすく、また中間宿主となる小動物の多様性や密度も高

いことから、猫はトキソプラズマに感染する機会が高いことが一因であると考えら

れる。このため、多摩地区に住む人々は、猫の排泄物に汚染された環境を通し

てトキソプラズマに感染するリスクが高いため、充分な衛生対策を行う必要がある。 

 

5.2 収容犬における犬糸状虫の感染様相  

 

犬糸状虫は、犬に対して重篤な循環器障害をもたらす線虫であるばかりでなく、  
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その幼虫は稀にヒトにも感染することが知られている。従って、犬の犬糸状虫陽

性率が高まれば、ヒトへの感染機会も増加することが予測されるため、犬糸状虫

症は小動物臨床だけでなく公衆衛生上も重要な寄生虫症である。そこで本章で

は、犬糸状虫の感染リスクの現状を明らかにすることを目的に、東京都の動物愛

護相談センターに収容された犬を対象に犬糸状虫感染状況の現在と10年前と

の比較を行うことで、感染様相の変化について検討した。 

東京都動物愛護相談センターに収容された犬の血清200検体を対象に検討

した。そのうち100検体は2009–2011年に、残りの100検体は1999–2001年に採取

した。なお、犬糸状虫感染の正確な診断が可能になるのは感染から8ヵ月以降で

あるため、成犬のみを検査対象とした。犬糸状虫感染の有無は、イムノクロマトグ

ラフ法によって血液中に循環する成虫由来の排泄・分泌物を血清学的に検出

することによって確認した。全体の犬糸状虫陽性率は2009–2011年では23.0%、

1999–2001年は46.0% (P <0.01) であった。地域別にみると、23特別区の陽性

率は2009–2011年では18.2%、1999–2001年は46.0% (P <0.01)、多摩地区は

2009–2011年では28.9%、1999–2001年は46.0%であった。品種別にみると、雑種

の陽性率は2009–2011年では50.0%、1999–2001年は58.5%、純血種は2009–

2011年では10.3%、1999–2001年は22.9%であった。年代に関わらず、雑種の陽

性率は純血種よりも有意に高かった (P <0.01)。 
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本研究によって、東京都においても依然として犬糸状虫の感染リスクが高いこ

とが明らかとなった。この所見は、陽性率が数%と見做されている動物病院に来

院する犬の疫学情報と大きく乖離している。動物病院で得られた情報は、母集

団に犬糸状虫の予防投薬を受けているために、その感染の可能性が少ない犬

を多く含むため、実際の犬糸状虫の感染リスクを過少評価しているものと考えら

れた。10年前に比べると、犬糸状虫の陽性率は半減したが、2009–2011年の時

点でも収容犬の23.0%に犬糸状虫の感染が認められており、特に多摩地区や雑

種の犬では、その陽性率はそれぞれ28.9%、50.0%と、より高値を示した。また、

2009–2011年の雑種の陽性率は、10年前の1999–2001年と比べて大きく変化し

ていないことが、本研究により明らかとなった。雑種の陽性率が純血種に比べ有

意に高い理由として、雑種犬は屋外飼育されることが多く、媒介蚊に曝露される

機会が多いことが原因として考えられる。 

犬糸状虫感染には、犬糸状虫検査のGold Standardとされるmf検査では診断

不可能な、オカルト感染と呼ばれる血液中にミクロフィラリア (mf) が認められな

い病態  (無mf血症 ) が知られている。我が国の犬におけるオカルト感染の状況

は、1991年の滋賀県の収容犬における25.2%の報告を最後に、現状は不明であ

る。そこで、オカルト感染の現状を評価することを目的に、犬のmfの保有状況に

ついて検討した。Mf検査にはアセトン集虫法、抗原検査にはイムノクロマトグラフ
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法を用い、2011年5月から6月にかけて保護された福島県の成犬123頭を対象に

調査した。Mf検査と抗原検査のいずれか一方でも陽性であったものは、犬糸状

虫感染陽性と判定した。犬糸状虫の陽性率は、全体で38.2%であった。Mf検査

および抗原検査の陽性率はそれぞれ、25.2%、37.4%であり、mf検査では診断

不可能なオカルト感染の出現率は34.0%と高値である現状が明らかとなった。さ

らに、mf陽性でもイムノクロマトグラフ法で抗原陰性となる病態が1頭の犬に認め

られたため、犬糸状虫検査における新たな問題点が抽出された。  

 

5.3 宿主血清中の犬糸状虫遊離型DNAの解析  

 

犬糸状虫の感染は、血液中に循環するmfを寄生虫学的に検出すること、また

は虫体抗原を血清学的に検出することで証明される。Mf検査は血液中のmfを

鏡検によって直接検出する方法であるため、低密度のmf血症犬や前章で述べ

たような無mf血症のオカルト感染犬を診断することはできない。また、抗原検査

は主に成虫由来の排泄・分泌物を検出するため、少数寄生例や幼虫寄生期を

診断することは難しい。近年、一部の寄生虫症において虫体由来の核酸断片  

(遊離型DNA；cfDNA) が、宿主の血液中に存在することが報告されており、そ

の検査に対する有用性に注目が集まっている。そこで本章では、現状の問題点
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を解決する新たな検査法について検討することを目的に、宿主血清中における

犬糸状虫のcfDNAの存在を証明すると共に、分子生物学的診断法としての可

能性について検討した。 

本研究には、mf検査、抗原検査および剖検により犬糸状虫感染の有無が確

認された自然感染犬12頭  (mf陽性8頭、mf陰性4頭 ) と非感染犬4頭の血清お

よび犬糸状虫の成虫を雌雄に分別して培養した培養液  (雄成虫培養液、mf産

出雌成虫培養液) を用いた。供試犬の抗原検査では、mf陽性犬のうち7頭が抗

原陽性、1頭は抗原陰性、mf陰性犬は3頭が抗原陽性、1頭は抗原陰性  (剖検

にて虫体を確認) であった。全ての検体は、DNA抽出直前にmfの混入がないこ

とを鏡検にて確認した。犬糸状虫DNAの検出には、mtDNA cyt c遺伝子の部分

領域を標的にnested-PCR法を行った。その結果、mf陰性犬と非感染犬の血清

からは虫体DNAは確認されなかったが、全頭のmf陽性犬の血清から虫体DNA

が確認された。また、成虫培養液では、mfを産出していた雌成虫の培養液から

のみ虫体DNAが検出され、雄成虫の培養液からは検出されなかった。 

本研究により感染犬の血清中から犬糸状虫由来のDNAが検出され、cfDNA

の存在が初めて確認された。cfDNAがmf陽性犬の血清とmfを産出していた雌

成虫の培養液からのみ検出されたことから、犬糸状虫のcfDNAの由来は主とし

てmfであり、成虫に由来するcfDNAの可能性は低いことが示唆された。これらの
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所見から、犬糸状虫のcfDNAを検出できるのはmf陽性犬であり、cfDNAを利用

した分子生物学的診断法にはmfの存在に依存にした限界があることが判明した。

一方で、cfDNAが検出された個体のなかにはmf陽性 /抗原陰性であった犬も含

まれていたことから、少数寄生のために抗原検査で偽陰性になりやすい感染に

対しては、cfDNAの検査が補助診断として応用できる可能性が示された。  

 

本研究では、東京都の動物愛護相談センターに収容された犬・猫におけるト

キソプラズマと犬糸状虫感染の現状を明らかにした。東京都におけるトキソプラズ

マの感染リスクが低い一方で、犬糸状虫の感染リスクは現在も高いことが明らかと

なった。さらに、現行の犬糸状虫診断法における限界の実例を示すことで、新た

な診断法開発の必要性を示すことができた。また、宿主の血清中には犬糸状虫

のcfDNAが循環しており、その主たる由来がmfであることを明らかにした。これら

の結果は、犬糸状虫感染における新たな診断法としてのcfDNA検出の特性と限

界を示し、寄生虫症の病態解明研究の発展に関わるcfDNAの基礎的知見を提

供するものであると思われる。 
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