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研究要旨 
 表流水を水源とする国内 21箇所の浄水場において原水試料を収集し，ノロウイルス GII，ロ
タウイルス Aおよびトウガラシ微斑ウイルス（PMMoV）の汚染実態を調査した。その結果，ノ

ロウイルス GII は，胃腸炎の非流行期に 10%の試料から検出され（濃度の幾何平均値：2.9 log 
copies/L），流行期は 48%で陽性だった（3.8 log copies/L）。ロタウイルス Aは，非流行期・流行
期に関わらず比較的高い検出率であり（それぞれ 67%，81%），濃度の幾何平均値はそれぞれ 3.8，

4.3 log copies/Lだった。PMMoVは，高頻度（81–95%）かつ高濃度（4.9–5.1 log copies/L）で表
流水試料に含まれ，病原ウイルスよりも濃度が概ね高かった。表流水を水源とする浄水場にお

けるウイルス除去指標として有用であることをサポートするデータが蓄積された。 

 凝集–MF膜ろ過処理を実施している国内の浄水場 Bにおける PMMoVの処理性を評価した。
その結果，ウイルスの除去率は 0.6–1.5 logであり，5回の採水において得られた平均値は 1.0 log
だった。この値は，浄水場 Bの凝集–MF膜ろ過処理を模した室内実験において得られた PMMoV

の除去率と同程度であったことから，実浄水場におけるウイルスの除去率を室内実験により再

現できることが示された。 
 2002–2018 年に富山県内の下水処理場の流入水，河川水中から検出されたコクサッキーウイ

ルス B3型（CVB3），CVB4，CVB5，エコーウイルス 11 型（E11）の野生株，およびそれぞれ
の基準株を用いて，遊離塩素，紫外線，およびオゾンによる処理性を評価した。その結果，基

準株からの遺伝的な変異に伴い遊離塩素耐性やオゾン耐性も株間で異なることが明らかになっ

た。遊離塩素では基準株と比して 2.3 倍，オゾンでは 2 倍程度高い耐性を有す株が存在した。
実験室株データを用いて遊離塩素及びオゾンによるウイルス不活化効率を推定する際は，実プ

ラントの除去率が過大評価される可能性が示された。 

 

A. 研究目的 
水道における病原ウイルスのリスク管理に資

するデータを蓄積し，指標ウイルスを用いたリス

ク管理方法を提案することを目的として，1) 水源

における病原ウイルスおよびトウガラシ微斑ウ

イルス（PMMoV）の濃度変動，2) 凝集–MF膜ろ

過処理における PMMoV の除去性，および 3) 遊
離塩素，紫外線，オゾン処理によるウイルスの不
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活化効率を調査した。これら３つのタスクの具体

的な目的・概要を以下に示す。 
 

A1. 水源における病原ウイルスおよび PMMoVの

濃度変動 
PMMoV はヒトの糞便中に高濃度で含まれ，下
水や下水処理水，河川水や地下水からも検出され

ることが報告され始めている植物ウイルスであ

るが 1)，水道水源における PMMoVの存在実態は
十分に把握されていないのが現状である。胃腸炎

の非流行期（2019 年 10月）および流行期（2020
年 1 月）に表流水を水源とする国内 21 箇所の浄
水場の原水試料を収集し，感染性胃腸炎を引き起

こすノロウイルスおよびロタウイルス，そして浄

水処理プロセスにおける指標ウイルスとして検

討している PMMoVによる汚染実態を明らかにす

ることを目的とした。さらに，上記のうち水源に

都市排水を含む 3箇所の浄水場においては，春季
および夏季にも原水試料を収集し，ウイルス濃度

の季節変動を調べた。 
 

A2．凝集‒MF 膜ろ過処理における PMMoV の除

去性 
これまでに室内実験において，代表的な物理的

処理である凝集沈澱–砂ろ過処理，MF膜ろ過処理，

凝集–MF膜ろ過処理，および UF膜ろ過処理にお
ける PMMoVの除去率と水系感染症ウイルスの除
去率の間に高い相関関係が認められた。また，

PMMoV の除去率は，水系感染症ウイルスの除去
率と同程度，あるいはやや低く 2, 3)，水系感染症ウ

イルスの凝集沈澱–砂ろ過処理性，膜ろ過処理性

を評価する上での挙動指標としての PMMoVの有
効性が示された。 
今年度は，これまでに構築したウイルス濃縮法

を適用することにより，凝集–MF膜ろ過処理を実
施している国内の浄水場における PMMoVの処理
性評価を実施した。また，実浄水場の処理工程水

を用いた凝集–MF 膜ろ過処理の室内添加実験を
実施し，室内実験の有効性を評価した。 

 

A3．ウイルス遺伝子型内の耐性分布幅を考慮した
遊離塩素，紫外線，オゾン処理の不活化評価 
消毒剤のウイルスに対する不活化効果は，これ

まで基準株を対象に評価されてきた 4–6)。ウイル

スは核酸変異率が極めて高い 7)ため，野生のウイ

ルス株は基準株と遺伝的に乖離しており，不活化

速度に差がある可能性がある。 USEPA の
Contaminant Candidate List 4 (CCL4)に掲載されて

いるエンテロウイルスの野生株を対象に，野生株

と基準株の消毒剤（遊離塩素，紫外線，オゾン）

への耐性の違い，および種内や遺伝型内での分布

幅を評価することを目的とした。 
 

B. 研究方法 

以下にタスクごとの研究方法の概要を示す。よ

り詳細な方法は，研究分担者による研究報告書を

参照されたい。 

 
B1．水源における病原ウイルスおよび PMMoVの
濃度変動 

(1) 試料の収集 
河川，湖沼，ダムを水源とする国内 21箇所の浄
水場の協力を得て，水道原水試料（10 L）を収集

した。試料の採水は，2019年 10月および 2020年
1月に実施し，計 42検体を収集した。対象は，国
内の主要な河川流域をカバーする北海道から九

州・沖縄地方の浄水場とした。21箇所のうち水源
に都市排水を含む 3 箇所の浄水場においては，
2019年 4月および 7月にも採水を行い，3ヶ月毎

の季節変動も調査した。試料は，地下水試料と同

様に冷蔵状態で輸送し，採水から 48 時間以内に
分析に供した。 

 
(2) 試料からのウイルス濃縮と RNA抽出 
病原ウイルスおよび PMMoVの汚染レベルを調

査することに加えて，ウイルスの存在形態を明ら

かにするために，試料を孔径の異なるろ過膜を用

いて分画し，懸濁態と溶存態画分に含まれるウイ

ルスを測定した 8)。すなわち，試料 1 Lにマウス
ノロウイルス S7-PP3株をおよそ 108 copies添加・
混合し，孔径 10 µm, 直径 90 mmの親水性 PTFE

膜（JCWP09025, Merck）でろ過し，回収したろ液
を孔径 0.45 µm, 直径 90 mm の MCE 膜
（HAWP09000, Merck）でろ過した。それぞれの膜

を回収し，>10 μmおよび 0.45–10 μm懸濁態画分
とした 8)。続いて，回収したろ液を陰電荷膜法に

より 10 mLまで濃縮し，溶存態画分とした 8, 9)。

回収したそれぞれの画分から，NucliSENS mini 
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MAG (bioMérieux)を用いてウイルス RNAを抽出・

精製した。 
 

(3) ウイルス遺伝子の定量検出 

マウスノロウイルス，ノロウイルス GII，ロタ
ウイルス A，およびトウガラシ微斑ウイルスの
RNA濃度は，既往のプライマー・プローブ，RNA 

UltraSense One-Step Quantitative RT-PCR System 
(Thermo Fisher Scientific)，および LightCycler 480 
System II (Roche)を用いたリアルタイムRT-PCR法

により定量した。 
 
B2．凝集‒MF 膜ろ過処理における PMMoV の除

去性 
(1) 使用したウイルスの培養および定量 

PMMoV pepIwate-Hachiman1 株，ヒトノロウイ

ルスの代替として広く用いられているマウスノ

ロウイルス I 型 CW1 株，水系感染症ウイルスの
代替として広く用いられている大腸菌ファージ

MS2をそれぞれ，Nicotiana benthamiana，RAW264.7
細胞，大腸菌を用いて培養し，実験に使用した。

QIAamp MinElute Virus Spin Kit（Qiagen）を用いて

ウイルスの RNA を抽出し，High Capacity cDNA 
Reverse Transcription Kit with RNase Inhibitor
（Applied Biosystems）を用いた逆転写反応により

cDNA を合成した。この後，合成した cDNA を，
TaqMan Universal Master Mix II, no UNG（Applied 
Biosystems），Distilled water，それぞれのウイルス

に特異的なプライマー・プローブと混合した後，

リアルタイム定量 PCR 装置（Applied Biosystems 
7,300，Applied Biosystems）に供することにより，

ウイルス濃度を定量した。 
 

(2) 実浄水場の浄水処理工程水へのウイルス濃縮

法の適用 
実浄水場における PMMoVの処理性を評価する
ため，これまでに構築したウイルス濃縮法を適用

し，浄水場 B の原水および浄水処理工程水 100–
2,000 Lにおける PMMoVの濃度を定量した。2018
年 5月，7月，11月，2019年 1月，7月に浄水場

B 内において原水 100–200 L，チオ硫酸ナトリウ
ムのインライン添加により残留塩素を中和した

前塩素処理水 100–200 L，マンガン接触ろ過水（凝

集–MF膜ろ過前水）100–400 L，および浄水（凝集

–MF膜ろ過水；膜材質: PVDF，膜孔径: 0.1 μm）

100–2,000 Lを，ポンプを用いて 4–6 L/minの初期
流束にて専用ハウジングに収容されたナノセラ

ム陽電荷膜（膜孔径: 2 μm）に通水した。通水後，

pH 9.5の 1.5%（w/w）ビーフエキス溶液（0.05 M
グリシン含有）合計 2 Lを用いてウイルスを回収
し，濃縮した（一次濃縮）。pHを HClにて 3.5に

調整した後，攪拌することにより，溶液中のビー

フエキスを凝集した。これを 2,500 × gにて 15分
間遠心分離することにより，上澄水と凝集フロッ

クを分離した。上澄水については，タンジェンタ

ルフローUF膜（分画分子量: 300 kDa）を用いて 20 
mL まで精製・濃縮した（二次濃縮[上澄み]）。一

方，凝集フロックについては，pH 9の 0.15 Mリ
ン酸バッファーを添加し，溶解した（二次濃縮[フ
ロック]）。二次濃縮[上澄み]試料および二次濃縮

[フロック]試料それぞれの PMMoV を定量するこ
とにより，浄水場 Bの原水，前塩素処理水，マン
ガン接触ろ過水，浄水の PMMoV 濃度を算出し，

除去率（Log 除去率（Log[C0/C]；C0: 処理前の
PMMoV濃度，C: 処理後の PMMoV濃度））を算
出した。 

 
B3．ウイルス遺伝子型内の耐性分布幅を考慮した
遊離塩素，紫外線，オゾン処理の不活化評価 

(1) エンテロウイルス株の分離 
2002–2018 年にかけて富山県内の下水処理場の
流入水，河川水中から分離したエンテロウイルス

Bを 30株（CVB3: 8, CVB4: 9, CVB5: 12, E11: 1）
用いた。各株の全ゲノム配列は，ディープシーケ

ンスにより決定した。 

 
(2) ウイルスの培養，精製，感染価測定 
分離株を BGM細胞により培養し，濃縮した後，

塩化セシウムを使用した等密度勾配遠心 10)によ

り精製した。感染価は，96穴プレートを用いた 5
連MPN法 11)により測定した。 

 
(3) 消毒試験 
本研究では，野生株に加え，CVB3，CVB5，E11

の基準株の計 33 株を消毒試験に供した。遊離塩
素およびUV254消毒試験は回分式で実施した。1試
験では，経時的に 4試料（初期濃度測定用を含め

る）を採取した。本試験を各消毒剤および各ウイ
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ルス株に対して 2連で実施した。遊離塩素試験で

は，初期遊離塩素濃度を 0.3 mg/L程度とした。全
ての試験において，試験終了時に遊離塩素濃度が

83%以上維持されていることを確認した。紫外線

照射には低圧水銀ランプを用いた。オゾン試験は

連続流式反応槽（Continuous quench flow system）
にて実施し，手法は Torii et al. under review（論文

発表 1））に従った。消毒試験では，ウイルス分散
媒として 10 mMリン酸緩衝液（pH 7.0）を使用し
た。水温は 22 ± 1 °Cであった。初期濃度は 5×103 

– 105 MPN/mLであった。 
 

C. 結果及び考察 

以下にタスクごとの研究結果の概要を示す。よ

り詳細な結果は，研究分担者による研究報告書を

参照されたい。 

 
C1．水源における病原ウイルスおよび PMMoVの
濃度変動 

(1) 全国 21箇所の浄水場原水中のウイルス濃度 
ノロウイルス GIIは，胃腸炎の非流行期（2019
年 10月）に 0.45–10 μm懸濁態画分および溶存態

画分から検出され（検出率はそれぞれ 10%，5%），
濃度はそれぞれ 2.1–3.4，3.2 log copies/L だった。
胃腸炎の流行期（2020年 1月）には，48%の試料

から検出され，濃度の幾何平均値は 3.8 log 
copies/L だった。非流行期と比較して，検出率お
よび濃度が高かったが，平成 30 年度の調査結果
12)よりも小さくなっていた。2019–2020年冬季は，
ノロウイルスによる胃腸炎患者数が全国的に少

ないこと 13)が原因として考えられた。ノロウイル

ス GIIが検出された画分は，溶存態画分が多かっ
たが，濃度は 0.45–10 μm懸濁態画分と同程度だっ
た。 

ロタウイルス Aは，胃腸炎の非流行期・流行期
に関わらず比較的高い頻度で検出された（それぞ

れ，67，81%）。流行期の濃度の幾何平均値（4.3 log 

copies/L）は非流行期（3.8 log copies/L）よりも高
く，ヒト集団から排出されたロタウイルス A株に
よる水源の汚染を示していた。また，非流行期に

おいても濃度が比較的高かったことから，収集し

た表流水試料にはウシやブタなどの動物由来の

ロタウイルス A 株も含まれていたことが考えら

れた。それぞれの画分に検出されたロタウイルス

A濃度は，懸濁態よりも溶存態画分が有意に高か

った（対応のある t検定，P < 0.01）。すなわち，表
流水中においてロタウイルス Aは，フリーで或い
は溶存有機物と吸着して存在する割合が多いこ

とが示された。 
PMMoV は，胃腸炎の非流行期・流行期に関わ
らず，水道原水として取水された表流水試料に高

頻度（81–95%）かつ高濃度（4.9–5.1 log copies/L）
で含まれていた。また，PMMoV の濃度は，ロタ
ウイルス A と同様に懸濁態よりも溶存態画分の

方が有意に高かった（対応のある t検定，P < 0.01）。 
PMMoV とノロウイルス GII またはロタウイル
スAの濃度の関係を調べるために，2019年10月，

2020年 1月を含めて 2018年 1月以降に採水され
たすべての試料（N = 105）の濃度をプロットした
（図１）。その結果，PMMoVは，水道水源におい

てノロウイルス GIIよりも濃度が高く，ノロウイ
ルス GIIが陽性だった試料はすべて PMMoVが陽
性だった。一方でロタウイルス A に対しては，

PMMoV が概ね高い濃度で検出されたが，一部の
試料では胃腸炎の非流行期・流行期に関わらずロ

タウイルス Aの方が濃度が高かった。これらの試

料が採水された水源上流域には都市が含まれな

いため，リアルタイム RT-PCR で検出されたロタ
ウイルス A株の多くは動物由来と考えられた。今

後，遺伝子型を解析し，ヒト／動物由来株の存在

比など，これまで報告が皆無だった水道水源で検

出されるロタウイルス A 株に関する情報を蓄積

する必要がある。 
 

(2) 3箇所の浄水場原水中のウイルス濃度変動 

21箇所の浄水場のうち，水源に都市排水を含む
3 箇所の浄水場においては，ウイルス濃度の 3ヶ
月毎の季節変動も調査した。懸濁物質に吸着した

ウイルスを分画する操作を行った場合と行わな

かった場合について，ノロウイルス GII，ロタウ
イルス A，PMMoV濃度を測定した（図２）。一部

の濁度が高かった試料では，分画を行わなかった

場合に，マウスノロウイルス回収率が低く，また

ロタウイルス A および PMMoV の濃度が低く測

定される傾向が確認された。3箇所の浄水場 I，J，
N における分画を行った場合の PMMoV 濃度は，
それぞれ 5.4–5.9，5.7–6.2，5.7–6.4 log copies/Lで

あり，共通して冬季に最高値となるものの変動の
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幅は最大で 0.5 logと小さかった。以上の結果から，

PMMoV は，水系感染症ウイルスと処理性が類似
しているという微生物分科会のこれまでの研究

成果と共に，ウイルス除去指標として有用である

ことをサポートする結果が得られた。 
 

C2．凝集‒MF 膜ろ過処理における PMMoV の除

去性 
(1) 実浄水場における PMMoVの処理性 
浄水場 B において上述した濃縮法を適用し，

PMMoVの処理性を評価した（図３）。PCR法にて
評価した原水における PMMoV 濃度は 100.4–2.1 
copies/mLとなり，濃縮との組み合わせにより定量

可能な程度の高濃度で PMMoVが存在しているこ
とが明らかとなった。また，前塩素処理水及びマ

ンガン接触ろ過水における PMMoV濃度はそれぞ

れ 100.3–2.1 copies/mL，10-0.1–1.7 copies/mLとなり，
原水と比べて濃度の低減は確認されなかった。本

研究で PMMoV の定量に用いた PCR 法は，ウイ

ルス粒子内部の遺伝子の一部を検出・定量の標的

としていることから，前塩素処理及び塩素添加を

伴うマンガン接触ろ過処理においてウイルスが

不活化した場合であっても標的の遺伝子の一部

が残存していれば検出・定量されるため，これら

の処理におけるウイルスの不活化効果を過小評

価している可能性がある。従って，PCR法にて評
価された前塩素処理及びマンガン接触ろ過処理

における除去率（低減率）の解釈には注意が必要

である。一方で，マンガン接触ろ過処理による

PMMoV 濃度の低減が確認されなかったことから，
マンガン接触ろ過処理によるウイルスの物理的

な除去効果は期待できないものと推察された。こ

れに対し，浄水，すなわち，凝集–MF膜ろ過水に
おける PMMoV濃度は 10-1.1–0.6 copies/mLとなり，

マンガン接触ろ過水（凝集–MF膜ろ過前水）に比
べて濃度の低減が確認された．従って，凝集–MF
膜ろ過処理はウイルスの除去に有効であること

が示された。また，得られた除去率は，0.6–1.5 log
（平均: 1.0 log）であった（図４；マンガン後とMF
後の差）。 

二次濃縮後の試料に人工的にマウスノロウイ

ルス及び MS2 を添加し，滅菌蒸留水に添加した
場合との PCR 法による定量結果を比較すること

により，PCR阻害性（遺伝子抽出工程・逆転写反

応・PCR反応における阻害性）を評価した。二次

濃縮[フロック]の試料においては，添加したマウ
スノロウイルス及び MS2 の定量効率は，滅菌蒸
留水に添加した場合（定量効率: 100%）に比べて

幾分低下したものの，30–60%程度の値となった。
一方，二次濃縮[上澄み]の試料においては，添加し
たマウスノロウイルス及び MS2 の定量効率は，

二次濃縮[フロック]の試料に添加した場合に比べ
て大きくなり，50–80%程度の高い値となった。以
上の結果から，本研究においては，PMMoV 濃度

の定量における阻害の影響は小さく，上述した浄

水場 B における PMMoV 濃度の定量結果，更に
は，評価された PMMoVの除去率は妥当であると

判断した。 
 

(2) 実浄水場における水系感染症ウイルスの処理

性の推定 
上述したように，計 5回の採水において得られ
た除去率の平均値（図４；マンガン後とMF後の

差）は 1.0 logとなった。また，これまでに実施し
た凝集–MF 膜ろ過処理の室内実験において，
PMMoV の除去率は，水系感染症ウイルスの除去

率と同程度，あるいはやや低かったことから 2)，

PMMoV が凝集–MF 膜ろ過処理により 1.0 log 除
去される浄水場 Bにおいては，水系感染症ウイル

スは少なくとも 1.0 log 程度除去されるものと推
察された。一方で，浄水場 Bにおける物理的処理
（凝集–MF膜ろ過処理）によるウイルスの除去率

は 1 log程度であり，昨年度報告した凝集沈澱–砂
ろ過処理を実施している浄水場 A の場合と同様
に，水道水の微生物学的安全性の確保においては，

塩素処理に大きく依存していることが確認され

た。従って，塩素処理における水系感染症ウイル

スの処理性の詳細な把握，並びに，物理的処理に

おけるウイルス除去の高度・高効率化に向けた取

り組みの重要性が再確認された。 
 

C3．ウイルス遺伝子型内の耐性分布幅を考慮した
遊離塩素，紫外線，オゾン処理の不活化評価 
各株の 4 log 不活化に必要な遊離塩素 CT 値は

CVB3，CVB4，CVB5 では 0.5－2.4 ㎎・min/L の
範囲であったが，E11 は 0.5 ㎎・min/L 以下であ
り，コクサッキーB型が塩素に耐性が高いことが

示された。エンテロウイルス全体では，4 log不活
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化に必要な遊離塩素CT値が 0.14–2.4 mg･min/Lで

あり，株間で最大 17倍以上の差が観察された。ま
た，遊離塩素耐性が高いことで知られる CVB5に
関して，基準株より 2.3 倍耐性の高い野生株の存

在も明らかになった。また，遊離塩素耐性は CVB5 
> CVB3 ≈ CVB4 > E11であり，塩素耐性が遺伝子
型に依存することが示唆された。一方で，4 log不

活化に必要な UV254線量は 23–30 mJ/cm2と，互い

に最大 1.3 倍程度の差であり，分布幅は遊離塩素
より小さかった。4log不活化に必要なオゾンのCT

値は塩素に比べて非常に小さく，0.10–0.45 mg･
sec/Lで，エンテロウイルス内で 4.5倍程度の差が
あった。以上から，多様なウイルスが含まれる環

境水を消毒する際には，特に，遊離塩素において，

耐性分布幅を算入した不活化予測モデルを使用

する必要がある。 

 
E. 結論 
ウイルスの表流水中存在形態に着目して，全国

の水道水源における病原ウイルスおよび PMMoV
濃度を調査した。その結果，ノロウイルス GIIが
胃腸炎の非流行期は 10%の試料から検出され（濃

度の幾何平均値：2.9 log copies/L），流行期は 48%
の試料で陽性だった（3.8 log copies/L）。ロタウイ
ルス Aは，非流行期・流行期に関わらず比較的高

い検出率であり（67，81%），濃度の幾何平均値は
それぞれ，3.8，4.3 log copies/L だった。PMMoV
は，高頻度（81–95%）かつ高濃度（4.9–5.1 log 

copies/L）で含まれており，病原ウイルスよりも濃
度が概ね高かった。PMMoV は，都市排水を含む
水源において濃度の季節変動が小さかった。以上

の結果から，PMMoV は表流水を水源とする浄水
場のウイルス除去指標として有用であることを

サポートするデータが蓄積された。 

浄水場 B において，PCR法にて評価した凝集–
MF膜ろ過処理による PMMoVの除去率は 0.6–1.5 
logであり，除去率の平均値は 1.0 logであった。

この値は，浄水場 Bの凝集–MF膜ろ過処理を模し
た室内実験において得られた PMMoVの除去率と
同程度であったことから，実浄水場におけるウイ

ルスの除去率を，室内実験により再現できること

が示された。 
水環境中に存在するエンテロウイルスの遺伝

子型内では，UV254 耐性に大きな違いは見られな

かった一方で，遊離塩素やオゾンの耐性は大きく

異なることが明らかになった。実際の水環境中に

は多様なウイルスが含まれるため，その耐性分布

幅を算入した不活化予測モデルを使用する必要

がある。 
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図１．水道原水中の病原ウイルスと PMMoV濃度の関係。2018年 1月から 2020年 1月に採水された合
計 105試料のデータをプロットした。 

 
 
 

 
 

図２．水道原水中の病原ウイルスと PMMoVの濃度変動。A: 各試料からのマウスノロウイルス回収
率，B〜D: 浄水場 I，J，Nにおけるウイルス濃度。NoV GII: ノロウイルス GII，RVA: ロタウイルス
A。 
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図３．浄水場 Bの各処理工程水におけるトウガラシ微斑ウイルス濃度 

 
 
 

 
図４．浄水場 Bにおけるトウガラシ微斑ウイルスの除去率。各値は 5回の採水の平均値を示した。 
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