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研究要旨 東京都内2か所の下水処理場で採取された下水の分画（粗遠
心後の上清と沈渣成分）からの新型コロナウイルス（SARS-CoV-2）の検
出とウイルス分離を試みた。その結果、放流水からはSARS-CoV-2遺伝子
は検出されず、流入下水の粗遠心後の沈渣分画から効率的に検出された。
VEROE6/TMPRSS2細胞を使用しSARS-CoV-2分離を試みた結果、全ての検体
からSARS-CoV-2は分離できなかった。本研究結果から、流入下水の粗遠
心後の沈査分画から効率的にSARS-CoV-2遺伝子が検出されるが、SARS-
CoV-2分離は困難であり、下水道を通じた環境への拡散はないと推察さ
れた。 

 
Ａ．研究目的 

近年、世界各地の下水試料から、SARS-
CoV-2 RNAの検出報告がなされている。我
が国においても、東京都を含む下水におけ
る複数の地域での検出報告がある。今回、
2020年6月から8月（都内の感染者報告：54
人～236人）に、東京都内の2か所の水再生
センターで採取された下水（流入下水、放流
水）について、粗遠心後の上清と沈査から核
酸RNAを抽出し、リアルタイムPCRにより
SARS-CoV-2遺伝子を検出するとともに、
Vero系細胞であるVeroE6TMPRSS2細胞
を用いてSARS-CoV-2の分離培養を試みた。 
 
Ｂ．研究方法 
1. 材料と方法 

流入水は 6 月 30 日～8 月 26 日に計 9 回
（500ｍL を 2 本）採取し、放流水は 7 月 8
日～8 月 19 日に計 4 回（500ｍL を 2 本採
取）採取した。採取場所は、下水処理場 S
（10 区からの下水を処理し、東京湾に放流
する）と、下水処理場 O（7 区からの下水を
処理し、神田川へ放流する）である。各下水
処理場では流入水および放流水を採取した。

なお、検体は無菌のプラスチックボトルで
採取し、分析まで-20℃にて冷凍保管した。 
2. 下水からの核酸抽出法 

下水検体は、陰電荷膜吸着法と Solid 沈
殿法の 2 つの手法で濃縮した（図１）。すな
わち、各検体 400ｍL を 3,000rpm30 分間
の遠心後、上清分画（S）と沈渣に分けた。
S 分画については、孔径 1.0μm のプレフィ
ルターを通した後、孔径 0.45nm の陰電荷
膜吸着法で濃縮した。検体の pH は 2N HCl
で pH 3.5 に維持し、吸着したウイルスは牛
肉エキス溶液で溶出し、３ｍL のうち 1/3 量
を QIAamp viral RNA mini kit（QIAGEN）
を用いて RNA 抽出した。 
遠心処理で得られた沈渣２ｍL について

は C-Solid 分画とし、そのうちの 800μL を
ISOIL for RNA（ニッポンジーン）を用い
て RNA 抽出した。 
3. SARS-CoV-2 の検出 

S 分画および C-Solid 分画それぞれから
抽出した RNA を材料とし、SARS-CoV -2 
Direct Detection RT-qPCR Kit（TaKaRa）
を使用し、リアルタイム PCR を実施した。
また、定量用コントロールは、Takara 
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SARS-CoV-2 ポジティブコントロール 
(RNA)（製品コード RC351A）を使用し、
AccuPlex ™  SARS-CoV-2 Reference 
Material Kit（seracare Life Science 社）を
定量値の調整で使用した。 

サ ー マ ル サ イ ク ラ ー は 、 12K
（Thermofisher Scientific 社）を用い、
50 ℃30 分→95℃5 分→95℃15 秒 60℃60
秒×45 サイクルの条件で反応させた。なお、
本検査の検出限界は 5 コピー/反応であり、
L 当たりに換算すると 500 コピーとであっ
た。 
全ての PCR 分析では 2 回陽性を陽性と

判定した。陽性の基準として、検出感度未満
でも明確な陽性曲線の出現があった場合に
は陽性と判断した。また、コンタミネーショ
ン防止策として、試薬調整、検体抽出、遺伝
子増幅の全ての工程を別の実験室で実施し
た。 
下水の抽出コントロールとしてトウガラ

シ微斑ウイルス（PMMoV）RNA をターゲ
ットとし、QuantiTect Probe RT-PCR Kit
（Qiagen 社）によるリアルタイム PCR 法
により定量した。なお、陽性コントールは
SIGMA 社に委託合成した。 
4. SARS-CoV-2 の分離 
 BSL3 実験室内で、S 分画 100μL および
C-Solid 分画 160μL を VeroE6/TMPRSS2
細胞に接種した。1 週間培養し、顕微鏡下で
細胞変性効果（CPE）観察を行い、培養液
30μL を新しい細胞に接種した。この過程
を３週間実施した後、上清を SARS-CoV -2 
Direct Detection RT-qPCR Kit（TaKaRa）
を使用して、ウイルスの検出を試みた。な
お、分離観察中にカビ等が出現した場合に
は、0.22μｍのフィルター濾過を実施し、細
胞継代を継続した。 
 
Ｃ．研究結果 
1. 下水からの SARS-CoV-2 検出 
下水処理場 S では 7/22-8/26 の流入下水

7 サンプルの C- Solid 検体から SARS-CoV-
2 遺伝子が検出されたが（表１、S 分画から
は検出されなかった（表２）。同様に下水処
理場 O では 7/22-7/29 の 2 サンプルの C-
Solid 分画から SARS-CoV-2 遺伝子が検出
されたが、S 分画からは検出されなかった。
また、放流水からは全ての S 分画および
Solid 分画から SARS-CoV-2 遺伝子は検出
されなかった。 

PMMoV RNA については、流入水の C-
Solid では平均 106コピー/L で、S 分画では
107 コピー/L と S 分画の方が定量値が高い
傾向にあった（表１、２）。一方、放流水の
C-Solid 分画では 104～105 コピー/L、S 分
画では 106～107コピー/L と、流入水よりは
低く、同様に S 分画の方が多い傾向があっ

た。 
 

2. 下水からの SARS-CoV-2 の分離 
全ての沈渣および上清全てから SARS-

CoV-2 特有の CPE は認められず、リアルタ
イム PCR でも確認したが、SARS-CoV-2 は
分離されなかった。 
 
Ｄ．考察 
日本における下水からの SARS-CoV-2 遺

伝子の検出は複数報告されている。
Kitamura ら(Sci Total Environ. 2021)は、
Solid 分画から SARS-CoV-2 遺伝子の検出
が可能であることを報告している。本研究
では彼らの方法に準じて、検査を実施した。
その結果、粗遠心後の S 分画からの SARS-
CoV-2 遺伝子検出頻度は著しく低いのに対
し、C－Solid 分画において SARS-CoV-2 遺
伝子が多くの検体で検出された。しかしな
がら、Kitamuraらが報告する検出量よりも
やや少なく、ウイルス量としては全て＜
500copies/L であった。 
その理由としては、採取物の違い、抽出試

薬や定量補正の違い等が考えられた。また、
同じ抽出物からの複数回の実施で、陽性で
あったり陰性となったりする検体があり、
リアルタイム PCR による検出感度ギリギ
リの検体である検体が複数あった。 
 SARS-CoV-2 の分離に最も適している
VeroE6/TMPRSS2 細胞によるウイルス分
離を試みた結果、全ての検体から SARS-
CoV-2 分離は出来なかった。一般にリアル
タイム PCR 検査で Ct 値 30 以上の臨床検
体からのウイルス分離は困難であることが
報告されている。環境サンプルと臨床サン
プルを一概に比較はできないが、多くの流
入下水については、100 倍濃縮し Ct 値 40
前後であったことから、１ｍL 当たりに換
算すると臨床検体のCt値30検体より16Ct
値程度薄い計算になる。 

このことは、遺伝子は検出されていても、
流入下水中の SARS-CoV-2 の分離は不可能
に近いことを示している。WHO の報告で
は、糞便や尿中の SARS-CoV-2 の生存性を
示す論文は限られており、大腸から出た
SARS-CoV-2 は急速に不活化されるとして
いる。我が国では、放流水はさらに 0.1% 
sodium hypochlorite で処理されるため、環
境への SARS-CoV-2 の拡散の心配は著しく
低いものと考えられる。 
 東京都内における SARS-CoV-2 感染者数
は現在も多く報告されており、下水の有用
性の検討には、今後も継続的な調査・研究が
必要である。一方で、本検査では 100 倍濃
縮後に遺伝子の増幅操作を行うため、十分
なコンタミネーション対策や、統一した抽
出試薬や検査試薬が必要であり、全国的に
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画一的な地衛研等の検査マニュアル等の作
成が望まれる。 
 
 
Ｅ．結論 

東京都における下水からの SARS-CoV-2
の検出を試みた。結果、粗遠心後の上清分画
より沈渣分画において SARS-CoV-2 遺伝子
が検出された。しかしながら、検出量は少な
く、ウイルス量としては全臨床検体と比べ
て著しく少なかった。さらに、 SARS-CoV-
2 の 分 離 に 最 も 適 し て い る
VeroE6TMPRSS2 細胞によるウイルス分
離を試みた結果、全ての検体から SARS-
CoV-2 分離は出来なかった。 

 
Ｆ．健康危険情報 
なし 
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図１ 下水試料からのSARS-CoV-2検査
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表1 流入下水（C-Solid分画）からのSARS-CoV-2検出結果
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表２ 流入下水（S分画）からのSARS-CoV-2検出結果
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