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研究要旨 

 平成 30 年度から継続して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（RVA）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．3 年間に渡る実態調査の結果，PMMoV は病原ウイルスよりも概ね高い濃

度で原水に含まれ，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．PMMoV はノロウイルス 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 も陽性だった．また，PMMoV は，ほとんどの試料において RVA よりも濃度が高

かったが，一部の試料では RVA の濃度の方が高かった．そ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，検出された RVA の多くは動物由来と考えられた．RVA の遺伝子型

を詳細に解析しヒト健康リスクを適切に評価することを目的として，RVA の遺伝子型特定領域

を高感度に増幅し，次世代シーケンサーを用いて解析する手法を新たに開発した．開発した手

法を都市・畜舎排水が含まれる原水試料に適用したところ，ヒトだけでなくウシやブタに由来

する複数の遺伝子型が検出され，それらが経時的に変化することが示された． 

 UF 膜ろ過処理を実施している国内の浄水場における PMMoV の処理性を評価した．その結

果，浄水場 C の UF 膜ろ過処理による PMMoV の除去率は 1.7–>2.6 log であり，除去率の平均

値は 1.9 log だった．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

度であったことから，実浄水場において PMMoV が 2 log 程度除去される場合には，水系感染症

ウイルスも同程度除去されるものと推察された． 

 ウイルス濃縮法を組み合わせた大容量の塩素処理実験を実施し，高い塩素処理耐性を有する

コクサッキーウイルス B5 型の 9 log 不活化に必要な塩素処理の CT 値は 40 mg-Cl2∙min/L 程度で

あることを明らかにした．これまでに調査対象とした浄水場 A，B，C においては，配水池出口

に至るまでに少なくとも 840–1,300 mg-Cl2∙min/L の CT 値が確保されていることから，塩素処理

により病原ウイルスの 9 log 不活化は達成されていると判断された． 

 多摩川，相模川の F 特異 RNA 大腸菌ファージ GI 型の塩素耐性を評価し，同種内の遊離塩素

耐性のばらつきを考慮した不活化モデルを作成した．GI 型野生株の 86％で，実験室株 MS2，fr

よりも塩素耐性が高かった．また，MS2 の 8 log 不活化が期待できる CT 値では，GI 型野生株

の全体不活化率が 5.3–5.6 log と算定された．環境水中のウイルスの消毒効果を推測する際は，

種内の遊離塩素耐性のばらつきを算入した不活化モデルを採用すべきである． 
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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，以下に

示す５つの研究タスクを実施した． 

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）の濃度変動調査 

2) 環境水中のロタウイルス A（RVA）遺伝子型

解析のための nested PCR アッセイの開発 

3) 実浄水場の UF 膜ろ過処理における PMMoV

の除去性評価 

4) 塩素処理における病原ウイルスの不活化特

性評価 

5) ウイルス種内の遊離塩素耐性分布幅を考慮

した不活化モデルの構築 

これら５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

濃度変動調査 

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．微生物分科会では，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の実態を明らかにすることを目的とし，

平成 30 年度から継続して表流水を水源とする国

内 21 箇所の浄水場において実態調査を行ってき

た．今年度は，胃腸炎の非流行期（2020 年 10 月）

および流行期（2021年1月）に原水試料を収集し，

感染性胃腸炎を引き起こすノロウイルス GII およ

び RVA，そして PMMoV の濃度を調査した． 

 

A2. RVA 遺伝子型解析のための nested PCR アッセ

イの開発 

これまでの実態調査において，PMMoV よりも

RVA 濃度が高い浄水場が数箇所確認された 2)．

RVA は遺伝的に多様であり，ウシやブタ等の動物

に由来する株も含まれる．これまでに，臨床試料

に含まれる RVA の遺伝子型を特定するために，

VP7（G 遺伝子型を決定），VP6（I 遺伝子型を決

定），および VP4（P 遺伝子型を決定）の一部を増

幅する PCR アッセイが開発されているが，検出感

度の面から環境試料への適用は困難だった．環境

試料からでも高感度に RVA 遺伝子型特定領域を

増幅する nested PCR アッセイを新たに開発し，取

得したアンプリコンを次世代シーケンサーを用

いて解析することで，原水試料に含まれる RVA の

遺伝子型分布を明らかにすることを目的とした． 

 

A3. 実浄水場の UF 膜ろ過処理における PMMoV

の除去性評価 

これまでに，PMMoV を効果的に濃縮・回収可

能なウイルス濃縮法を構築・適用することにより，

実浄水場の凝集沈澱–砂ろ過処理，凝集–MF 膜ろ

過処理における PMMoVの処理性を評価すること

に成功した 3)．今年度は，UF 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． 

 

A4. 塩素処理における病原ウイルスの不活化特

性評価 

日本の水道原水中の水系感染症ウイルス濃度

（105 個/L 程度）4, 5)と WHO が示す飲料水中のウ

イルス許容濃度（10–5 個/L）を考慮した場合，浄

水処理により 10 log のウイルス低減が必要な場合

がある．凝集沈澱–砂ろ過処理，凝集–MF 膜ろ過

処理において期待されるウイルスの低減率は 1–2 

log 程度であることから，ウイルス低減の大部分

（最大 9 log）を後段の塩素消毒に依存することに

なる．水系感染症ウイルスの中で高い塩素処理耐

性を有することが知られているコクサッキーウ

イルス B5 型 6)を対象とし，ウイルス濃縮法を組

み合わせた大容量の塩素処理実験を実施するこ

とにより，コクサッキーウイルス B5 型の 9 log 不

活化に必要な塩素処理条件（CT 値；C: 遊離塩素

濃度 × T: 接触時間）を明らかにすることを目的

とした． 

 

A5. ウイルス種内の遊離塩素耐性分布幅を考慮

した不活化モデルの構築 

環境水中のウイルスの不活化率を推測する場

合，遊離塩素への感受性のばらつきを考慮するこ

とが重要と考えられるが，そのような不活化推測

モデルは提案されていない．下水処理水の影響を

受ける多摩川，相模川から 1 本鎖 RNA ウイルス

の 1 種である F 特異 RNA ファージ GI 型を単離
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し，実験室株と塩素耐性を比較した．また，GI 型

内の遊離塩素耐性のばらつきの情報を 1 次不活化

モデルに算入し，GI 型全体の不活化率が推測でき

るモデルを作成した． 

 

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

濃度変動調査 

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（5 L）を収集し

た．試料の採水は，2020 年 10 月および 2021 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．試料は，冷蔵状態で国

立保健医療科学院に輸送し，採水から 48 時間以

内に分析に供した． 

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に関す

る知見も蓄積するために，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 5)．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 の親水性混合

セルロースエステル膜（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 5)．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 5, 7)．回収したそれぞれの画分か

ら，NucliSENS mini MAG (bioMérieux)を用いてウ

イルス RNA を抽出・精製した． 

マウスノロウイルス，ノロウイルス GII，RVA，

および PMMoV 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 Diagnostics)を用い

たリアルタイム RT-PCR 法により定量した． 

 

B2. RVA 遺伝子型解析のための nested PCR アッセ

イの開発 

塩基配列データベース GenBank から RVA の遺

伝子型特定領域である VP7，VP6，および VP4 の

配列をそれぞれ 14〜33 配列取得し，アライメン

トを行った後，保存領域を対象に Primer 3 を用い

て増幅塩基長 209〜272 bp の 8 つのプライマーセ

ットを設計した．検討には，2019 年 4 月から 9 月

に掛けて毎月収集した水道原水試料（都市および

畜舎の排水を含む河川水，RVA 濃度 4.1〜5.5 log10 

copies/L）から濃縮・抽出した RNA試料を用いた．

次に，増幅が確認されたプライマーセットの外側

に，nested PCR の 1st PCR 用のプライマーを設計

し，水道原水試料（サンプルセット１：都市およ

び畜舎の排水を含む河川水，N = 12，サンプルセ

ット２：PMMoVよりもRVA濃度が高かった河川，

ダム，湖沼水，N = 19）に適用しながら検出感度

を評価した．Nested PCR の条件は，1st および 2nd 

PCR ともにアニーリング 55℃で 35 サイクルによ

る増幅を行うこととした． 

サンプルセット１から取得した VP7，VP6，お

よび VP4 のアンプリコン（N = 43）について，ア

ダプター配列を付加し，DNA ライブラリーを調整

したのち，FASMAC 社に MiSeq 解析を委託した．

得られた配列データは，CLC Genomics Workbench

を用いて Similarity スコア 97%で OTU クラスタリ

ングを行い，決定した OTU 配列について BlastN

で検索し，遺伝子型・近縁配列を特定した．また，

構築された OTU 配列について，参照配列ととも

に MEGA X を用いて系統解析を行った． 

 

B3. 実浄水場の UF 膜ろ過処理における PMMoV

の除去性評価 

これまでに構築したウイルス濃縮法を適用し，

浄水場 C の原水あるいは浄水処理工程水 4–2,000 

L における PMMoV の濃度を定量した．2020 年 7

月，10 月，2021 年 3 月に浄水場 C 内において原

水 4 L，凝集–繊維ろ過水（UF 膜ろ過前水）4 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 UF 膜ろ過水 1,000 L あるいは

2,000 L を，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，

膜に吸着したウイルスを脱着させるウイルス溶

出液として 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）350 mL を添加し，1 分
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間浸漬させた．この後，未使用のビーフエキス溶

液 150 mL をポンプを用いて膜に通水することに

より，ハウジング内のビーフエキス溶液と共に回

収した．この溶出操作を未使用のビーフエキス溶

液を用いて更に 3 回繰り返し，合計 2 L のビーフ

エキス溶液にウイルスを濃縮した（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，更にメンブレンフィルター（膜

孔径: 0.45 µm）にてろ過した（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．これを遠心

分離した後，上澄水 20 mL の pH を HCl にて 7.0

に調整し，更にメンブレンフィルター（膜孔径: 

0.45 µm）にてろ過した（二次濃縮[フロック]）．二

次濃縮後の試料（二次濃縮[上澄み]及び二次濃縮

[フロック]）の PMMoV 濃度を当該ウイルスに特

異的なプライマー及びプローブを用いたリアル

タイム定量 PCR 法で定量することにより，浄水場

C の原水，凝集–繊維ろ過水及び UF 膜ろ過水の

PMMoV 濃度を算出した．また，PMMoV 濃度か

ら浄水場 C における PMMoV の除去率（Log 除去

率（Log[C0/C]；C0: 原水の濃度，C: 処理後の濃度））

を算出した． 

 

B4. 塩素処理における病原ウイルスの不活化特性

評価 

病原ウイルスの中で塩素処理耐性が高いこと

が報告されているコクサッキーウイルス B5 型を

用いた室内実験を実施した．4 °C に調整した pH 7

の 0.01 M リン酸バッファーに，培養・精製したコ

クサッキーウイルスを 105 PFU/mL 程度になるよ

うに添加したものを実験原水とし，角型タンクに

70 L 添加した．ここに，初期塩素濃度が 0.9 mg-

Cl2/L 程度になるように次亜塩素酸ナトリウムを

添加し，直ちに 2 台の撹拌機（攪拌翼）を用いて

それぞれ 150 rpm にて攪拌した．塩素添加前の原

水及び塩素添加後の塩素処理水を経時的に採水

し，塩素処理水については，チオ硫酸ナトリウム

により残留塩素を中和した後，必要に応じてタン

ジェンタルフローUF 膜（分画分子量: 1,000 kDa）

を用いて 70 mL まで濃縮し，それぞれの試料の感

染性を有するコクサッキーウイルス濃度をプラ

ック形成法にて定量することにより，塩素処理に

おけるコクサッキーウイルスの不活化率（Log 不

活化率（Log[N0/N]；N0: 原水の感染性を有するコ

クサッキーウイルス濃度，N: 処理後の感染性を

有するコクサッキーウイルス濃度））を算出した．

なお，濃縮を実施した場合には，不活化率の算出

の際に濃縮による回収率（29%）を考慮した． 

 

B5. ウイルス種内の遊離塩素耐性分布幅を考慮し

た不活化モデルの構築 

(1) F ファージの単離 

フィールド調査を多摩川，相模川にて実施し，

Salmonella enterica serovar Typhimurium WG49 をホ

ストとして用いたプラック法により Fファージを

検出した．滅菌済み爪楊枝を用いて現れたプラッ

クを単離した．単離された F 特異ファージは 750 

μL の 1 mM リン酸緩衝液に懸濁し，以降の操作ま

で 4 °C で保存した． 

 

(2) RT-qPCR による単離株の遺伝型タイピング 

プラック懸濁液 2 μL を 95 °C で 5 分間熱処理

し，RNA 抽出を実施した．次に，RNA 抽出物に

プライマー，プローブ 8)，逆転写酵素，Mastermix 

(Quantitect Probe RT-PCR kit (Qiagen))を加えて，

Singleplex One-Step RT-qPCR を実施した． 

単離株のすべてに対し GI のプライマーセット

を用いた RT-qPCR を実施した．RT-qPCR に供さ

れたサンプルの Threshold cycle (Ct) 値が 20 以下

の場合は，単離株のウイルス種が GI であったも

の 9)とみなした．遺伝型タイピングはすべて 1 連

で実施した． 

 

(3) 野生株ファージの塩素消毒試験 

遺伝型タイピングにより遺伝子型が GI 型と判

明した野生株（多摩川：18 株，相模川：17 株），

および GI 型の実験室株である MS2， fr を対象に，

遊離塩素消毒試験を実施した．なお，各株の消毒

試験は 2 連で実施した． 

 

(4) 反応速度定数の解析 

遊離塩素消毒によるウイルスの不活化速度は

以下に示す Chick-Watson モデルにフィッティン
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グした．確率密度関数のパラメータ推定，確率密

度の Kolmogorov-Smirnov 検定，赤池情報量基準

（AIC）の算出には R パッケージ“fitdistrplus”を

使用した 10)．なお本研究では，不活化速度定数 k

が従う確率分布について対数正規分布，ガンマ分

布の 2 種類を仮定した． 

不活化速度定数 kが 0 より大きい値をとり，対

数正規分布にしたがう場合，不活化速度定数の確

率密度関数は f(k)と表せる．また，全体不活化率

N/N0は以下となる． 

𝑁
𝑁଴

ൌ න
𝑁௭
𝑁௭,଴

∙ 𝑓ሺ𝑘ሻ𝑑𝑘
ஶ

଴
ൌ න 𝑒ି஼்௞

ஶ

଴
∙ 𝑓ሺ𝑘ሻ𝑑𝑘 

Nz/Nz0: 株 zの生残率 

CT: CT 値 (mg sec L−1) 

kz: 株 zの不活化速度定数 (mg−1 sec−1 L) 

 

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 

ノロウイルス GII は，胃腸炎の非流行期（2020

年 10 月）に 2 試料の溶存態画分からのみ検出さ

れ（検出率は 10%），濃度は 3.2–4.1 log10 copies/L

だった．胃腸炎の流行期（2021 年 1 月）には 24%

の試料から検出され，濃度の幾何平均値は 3.8 

log10 copies/L だった．2021 年 1 月は，3 年間で最

も検出率が低く（2019 年 1 月：62%，2020 年 1 月：

48%），濃度の幾何平均値も最も低かった．この理

由としては，新型コロナウイルス感染症対策の結

果，水源流域におけるノロウイルスによる感染性

胃腸炎の患者数も減少し，原水に含まれるノロウ

イルス濃度が低減したことが挙げられる．実際に，

2020–2021 年冬季は，ノロウイルスやロタウイル

スの検出報告数が全国的に過去最低のレベルと

なっていた 11)． 

RVA 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が（それぞれ，76，

67%），流行期の検出率はノロウイルス GII と同様

に 3 年間で最も低かった（2019 年 1 月：76%，2020

年 1 月：81%）．しかしながら，濃度の幾何平均値

はこれまでと同程度であり（4.4 log10 copies/L），

非流行期においても比較的高かったことから（3.9 

log10 copies/L），収集した原水試料には季節によら

ずウシやブタ等の動物由来の RVA 株も含まれて

いたことが考えられた． 

PMMoV は，胃腸炎の非流行期・流行期に関わ

らず，全ての原水試料に高濃度（4.8–5.5 log10 

copies/L）で含まれていた．これまでの調査におけ

る検出率および濃度の幾何平均値は，平成 30 年

度は 86–100%および 4.8–5.4 log10 copies/L，令和元

年度は 81–95%および 4.9–5.1 log10 copies/L であり，

3 年間における調査結果の再現性が高いことが確

認された．また，PMMoV の濃度は，懸濁態より

も溶存態画分の方が 1 log10 程度高く，大部分が溶

存態画分に含まれていたことも，これまでの調査

結果と同様の傾向だった． 

PMMoV とノロウイルス GII または RVA の濃度

の関係を調べるために，2018 年 1 月以降に採水さ

れたすべての試料（N = 147）について濃度をプロ

ットした（図１）．その結果，PMMoV は，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 RVA に対しては，大部分の

試料で PMMoV の方が高い濃度で検出されたが，

一部の試料では RVA の濃度が高かった．このよう

な試料が採水された浄水場は，3 年間の調査で 7

箇所に限られており，特徴として水源上流域に都

市が含まれていなかった．このことから，リアル

タイム RT-PCR によってこれらの試料から検出さ

れた RVA 株の多くは動物由来と考えられた．

PMMoV がヒト病原ウイルスよりも高濃度で原水

に含まれるという指標ウイルスに求められる条

件をさらに検証するために，環境試料を対象とし

た RVA 遺伝子型解析手法を新たに開発した． 

 

C2. RVA 遺伝子型解析のための nested PCR アッセ

イの開発 

(1) VP7，VP6，および VP4 遺伝子を対象としたプ

ライマーの設計 

2019 年 4 月から 9 月に掛けて毎月収集した水

道原水試料から濃縮・抽出した RNA 試料を用い

て，RVA の遺伝子型特定領域を対象に設計した 8

つのプライマーセットを試験した．その結果，ヒ

ト RVA の VP7，ヒトおよび動物の VP6，ヒト RVA

の VP4 の 4 つで増幅が確認された．この 4 つのプ
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ライマーセットの外側に 1 st PCR 用のプラマーセ

ットを設計し，nested PCR アッセイとした．すな

わち，ヒトの VP7 について A および B，ヒトの

VP6 について C，動物の VP6 について D，ヒトの

VP4 について E および F の計 6 つの nested PCR

アッセイを開発した． 

 

(2) 検出感度の評価 

開発した 6 つの nested PCR アッセイの検出感度

をサンプルセット１（都市および畜舎の排水を含

む河川水）を用いて調べた結果，A を除いた B〜

F の 5 つのアッセイで増幅が認められた．RVA に

よる胃腸炎の流行のピーク時を含み，濃度が最も

高い 4〜6 月の試料では，B〜F のアッセイすべて

で増幅が確認された．また，C，D，E のアッセイ

では，全ての試料からアンプリコンを得ることに

成功した． 

次に B〜F のアッセイの検出感度をサンプルセ

ット２（PMMoV よりも RVA 濃度が高かった試

料：畜舎や集落の排水を含む河川，ダム，湖沼水）

を用いて試験した結果，それぞれのアッセイで増

幅が認められた．RVA 濃度が最も低い試料（2.9 

log10 copies/L）でも B〜E の 4 つのアッセイで増

幅が確認され，リアルタイム RT-PCR と同程度の

検出感度だった．しかしながら，次に濃度が低い

2 試料（3.0 および 3.6 log10 copies/L）では，全て

のアッセイで増幅されなかった．当該試料では，

プライマーとミスマッチがある RVA 株が含まれ

ていた可能性が考えられた． 

 

(3) 配列解析 

サンプルセット１から取得した VP7，VP6，お

よび VP4 のアンプリコンを次世代シーケンサー

を用いて解析した結果，ヒトおよび動物に由来す

る複数の遺伝子型が検出された．図２には，一例

として VP7 のアンプリコンについて構築された

OTU 配列に基づく系統樹を示した．VP7 の塩基配

列によって決定される G 遺伝子型としては，ヒト

では G8，G3，G2 の 3 つの遺伝子型が検出され，

動物ではブタの G5 および G4，ウシの G6 および

G10 が検出された． 

表１には，VP4 のアンプリコン解析によって特

定された P 遺伝子型の検出割合を 2019 年 4 月か

ら 2020 年 3 月に採水された試料別に示した．ヒ

トの野生株としては，P[8]，P[6]，P[4]，P[9]の 4 つ

の遺伝子型が，ワクチン株としては，RotaTeq に

由来する P[5]および P[8]の遺伝子型が検出された．

ヒト RVA 株の配列に基づき設計したプライマー

セットであるが，P[6]のブタ，P[5]のウシに近縁な

配列も検出された．検出頻度が最も高かった遺伝

子型は，国内においてヒトでの流行が認められて

いる P[8] 12)であり，12 月および 3 月を除いた 10

試料において 22〜100%の配列割合で検出された．

VP6 のアンプリコン解析では，ヒト，ブタ，ウシ

に加えて，ウマの I 遺伝子型も検出された． 

以上のように，VP7，VP6，および VP4 を対象

に新たに開発したnested PCRアッセイと次世代シ

ーケンス解析を組み合わせることによって，水道

原水に含まれる RVA の実態が明らかになった．す

なわち，都市および畜舎の排水が含まれる原水に

は，遺伝的に多様な RVA 株が含まれており，ヒト

に由来する野生株およびワクチン株，動物ではブ

タ，ウシ，ウマに由来する株が検出され，それら

が経時的に変化していた．本手法を用いて，

PMMoV よりも RVA 濃度が高かった試料（サンプ

ルセット２）を解析することで，遺伝子型の検出

割合に基づきヒト健康リスクを適切に評価する

こと，および PMMoV の指標ウイルスとしての有

用性をさらに検証することが可能となる．次年度

は，上記に取り組む予定である． 

 

C3. 実浄水場の UF 膜ろ過処理における PMMoV

の除去性評価 

浄水場 C 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）．原水におけ

る PMMoV 濃度は 100.3–1.3 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濃度で

存在していることが明らかとなった．また，凝集

–繊維ろ過水における PMMoV 濃度は 10−0.9–0.7 

copies/mL となり，いずれの採水日においても原水

と比べて濃度の低減が確認された．従って，凝集

–繊維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，0.6–1.1 

log（平均: 0.7 log）であった．UF 膜ろ過水（浄水）

における PMMoV 濃度は 10<−3.5–−1.3 copies/mL とな

り，凝集–繊維ろ過水（UF 膜ろ過前水）に比べて

濃度の低減が確認された．従って，UF 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．
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また，得られた除去率は，1.7–>2.6 log（定量下限

値以下であった試料を除いた平均: 1.9 log）であり

（凝集–繊維ろ過後と UF 後の差），昨年度までに

報告した凝集沈澱–砂ろ過処理及び凝集–MF 膜ろ

過処理における PMMoV の除去率（平均: 1.6 log

及び 1.0 log）に比べて高い値であった．これまで

に実施した UF 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

率と同程度であったことから 13)，PMMoV が UF

膜ろ過処理により 2 log 程度除去される浄水場 C

においては，水系感染症ウイルスも同程度除去さ

れるものと推察された． 

 

C4. 塩素処理における病原ウイルスの不活化特性

評価 

コクサッキーウイルス B5 型の 9 log 不活化に必

要な塩素処理条件を明らかにするため，70 L の大

容量での室内実験を実施した．塩素処理における

コクサッキーウイルスの不活化率を図４に示す．

濃縮法と組み合わせることにより，最大 9.5 log 以

上のコクサッキーウイルスの不活化率が確認さ

れ，9 log 不活化に必要な CT 値は 40 mg-Cl2∙min/L

程度であることが明らかとなった． 

これまでに PMMoVの除去性を評価した浄水場

A（凝集沈澱–砂ろ過処理によって 1.6 log の除去

率），B（凝集–MF 膜ろ過処理によって 1.0 log の

除去率），C（UF 膜処理によって 1.9 log の除去率）

においては，配水池出口に至るまでに少なくとも

それぞれ 920，840，1,300 mg-Cl2∙min/L の CT 値が

確保されていることから，物理的処理の後段で実

施されている塩素消毒によって病原ウイルスの 9 

log不活化は達成されていると判断された．また，

上述したように，これらの浄水場においては，1 

log 以上のウイルス除去が期待できることから，

浄水処理全体で 10 log の病原ウイルス低減が達成

されているものと判断された． 

 

C5. ウイルス種内の遊離塩素耐性分布幅を考慮し

た不活化モデルの構築 

(1) 遊離塩素消毒試験 

実験室株 MS2，fr と多摩川，相模川で単離され

た GI タイプの野生株計 35 株の消毒試験を行い，

算出した各株の 4 log の不活化に必要な CT 値を

図５に示す．相模川の GI 株の不活化速度定数は，

多摩川の GI 株より有意に低かった（Wilcoxon 順

位和検定: P < 0.05）． 

対数正規分布とガンマ分布でいずれがより実

験で得られた分布に近しいかを AIC により判断

した．多摩川では，対数正規分布，ガンマ分布を

仮定した際の AIC はそれぞれ，−107.4，−106.9 で

あった．相模川ではそれぞれ，−113.8，−113.2 であ

った．したがって，いずれの河川においても対数

正規分布の方がより適合することが示唆された． 

不活化速度定数が対数正規分布にしたがう際

のパラメータは，多摩川，相模川でそれぞれ(μ, 

σ) = (−2.18, 0.15), (−2.33, 0.07)と推定された．なお，

Kolmogorov-Smirnov 検定における P 値が両者と

も 0.05 以上であり，対数正規分布に従い得ること

が示唆された． 

 

(2) 耐性分布幅が種の全体不活化率の推定に及ぼ

す影響 

4 log，8 log 不活化に必要な CT 値は，それぞれ

90，197（多摩川），98，201（相模川）mg sec L−1

と予測された．GI 種の実験室株である MS2 の不

活化率に基づいた水質管理は，環境中の多様な GI

種の不活化を過大評価することが示唆された．ま

た，その乖離は想定する不活化率が高いほど大き

くなることが示唆された．実際の環境サンプルの

不活化率の推測の際には，種内の遊離塩素耐性の

ばらつきに関する情報を算入すべきである． 

 

E. 結論 

ウイルスの表流水中存在形態に関する情報も

収集しながら，平成 30 年度から継続して全国の

水道水源における病原ウイルスおよび PMMoVの

汚染実態を調査した．3 年間に渡る実態調査の結

果，ノロウイルス GII が陽性だったすべての試料

では，PMMoV も陽性であり，かつ PMMoV 濃度

が高かった．PMMoV は，ほとんどの試料におい

て RVA よりも濃度が高かったが，都市排水が含ま

れないと考えられる一部の水源では，RVA の濃度

の方がわずかに高かった．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． 

RVA の遺伝子型特定領域（VP7，VP6，VP4）を

高感度に増幅する nested PCR アッセイを開発し
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た．RVA 濃度が低い原水試料でも増幅が確認され，

リアルタイム RT-PCR と同程度の感度だった．ア

ンプリコンを次世代シーケンサーを用いて解析

した結果，ワクチン株である RotaTeq に由来する

配列も含め，ヒトおよび動物に由来する複数の遺

伝子型が検出された．本手法を PMMoV よりも

RVA の濃度が高かった水道原水試料に適用する

ことで，水源における RVA 汚染実態の理解が進

み，PMMoV の有用性がさらに示されることが期

待される． 

浄水場 C において，PCR 法にて評価した UF 膜

ろ過処理による PMMoV の除去率は 1.7−>2.6 log

であり，定量下限値以下であった試料を除いた除

去率の平均値は 1.9 log であった．PMMoV が UF

膜ろ過処理により 2 log 程度除去される浄水場 C

においては，水系感染症ウイルスも同程度除去さ

れるものと推察された． 

高い塩素処理耐性を有するコクサッキーウイ

ルス B5 型の 9 log 不活化に必要な塩素処理の CT

値は 40 mg-Cl2∙min/L 程度であることが明らかと

なった．本研究でこれまでに対象とした浄水場 A，

B，C においては，塩素消毒として配水池出口に至

るまでに少なくとも 840–1,300 mg-Cl2∙min/L の CT

値が確保されていることから，塩素処理により病

原ウイルスの 9 log 不活化は達成されていると判

断された．また，浄水処理全体で 10 log の病原ウ

イルス低減が達成されているものと判断された． 

塩素処理済み 2 次処理水が流量の多くを占める

多摩川，相模川にて F 特異 RNA ファージ GI 型株

を単離し，遊離塩素消毒試験を実施した．その結

果，(i) 多摩川では，野生株 18 株中の 13 株，相模

川では 17 株すべてで塩素耐性は，実験室株 MS2

と比べて有意に高かった．また，(ii) 実験室株 MS2

の 8 log 不活化が期待できる CT 値で，多摩川，相

模川に存在する GI 型ファージを消毒した場合，

全体不活化率は，それぞれ 5.6 log, 5.3 log にとど

まることが推測された．したがって，実験室株

MS2 に基づく不活化効果の推定では，実際の不活

化率を 2.4–2.7 log 程度過大評価する可能性がある．

一般に，ウイルスの消毒効果を議論する際に実験

室株を用いた実験の知見が用いられることを考

慮すると，実際の環境サンプルの不活化率の推測

の際には，種内の遊離塩素耐性のばらつきに関す
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表１．RVA VP4 のアンプリコン解析によって特定された P 遺伝子型の検出割合[%] 

採水 

年月 

P[8] 

Human 

P[5] 

RotaTeq 

P[6] 

Porcine 

P[8] 

RotaTeq 

P[6] 

Human 

P[4] 

Human 

P[9] 

Human 

P[5] 

Bovine 

Undeter

mined 

2019/4 96.8 0 0 0 0 2.0 1.3 0 0 

5 97.8 0 0 0 0 0 1.8 0 0.4 

6 73.4 19.3 0.6 0 0 2.1 0 3.7 1.0 

7 31.1 32.2 34.6 0 0 0 0 0 2.0 

8 100 0 0 0 0 0 0 0 0 

9 42.2 0 54.5 2.9 0 0 0 0 1.6 

10 86.4 0 2.14 0 1.4 0 0 0 3.8 

11 89.1 0 10.9 0 0 0 0 0 0 

12 0 0 66.7 0 0 0 0 0 33.3 

2020/1 22.2 64.4 12.1 0 0 0 0 0 1.3 

2 53.2 0 45.2 0 0 0 0 0 1.6 

3 0 84.9 8.4 0 0 0 0 0 6.7 
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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 2021 年 1 月に採水された合

計 147 試料のデータをプロットした． 
 
 
 
 

 
 

図２．RVA VP7 のアンプリコンについて構築された OTU 配列に基づく系統樹．●：サンプルの OTU
配列を含む．“x” sample はその枝に x 個のサンプル OTU 配列が含まれることを意味する． 
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図３．浄水場 C の各処理工程水における PMMoV 濃度 
 

 
 

図４．塩素処理におけるコクサッキーウイルスの不活化特性．白抜きの値は定量下限値以下であった

ため，定量下限値をプロットした． 
 

 
 

図５．多摩川，相模川で検出された F 特異 RNA 大腸菌ファージ GI 株の 4 log CT 値．各河川の野生株

は黒丸，実験室株 MS2 を長破線，fr を短破線で表示した． 
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