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研究要旨 終末処理場の流入水から効率よく複数種の病原体を同時に
検出するために、対象病原体、リアルタイムPCR条件の検討を行った。対
象としたウイルスは、インフルエンザウイルス、RSウイルス、ライノウ
イルス、パラインフルエンザウイルス、ヒトコロナウイルス、パレコウ
イルス、ノロウイルス、アストロウイルス、サポウイルス、ロタウイル
ス、ヒトエンテロウイルス、アデノウイルスの12種類を選定した。1枚
のリアルタイムPCRプレートを用いて、6種類の病原体が1度に定量でき
る様にプレートをデザインした。また、1種類のコントロール試薬で12
種類全ての病原体の検量線が作成できるようにした。検査の結果、イン
フルエンザウイルス、RSウイルス、パラインフルエンザウイルスについ
ては、ほとんど検出することができなかったが、他の病原体については、
2.3×102GC／Lから3.4×107GC/Lの範囲で効率よく検出することができ
た。 

 
Ａ．研究目的 
我が国では、流行している病原体の把握

は、主に感染症発生動向調査により行われ
ている。定点把握疾患については、病原体定
点医療機関で採取された臨床検体から病原
体を検出し、その情報を元に流行している
病原体の把握を行っている。しかし、病原体
定点医療機関を受診した有症者を検査の対
象としていることから、不顕性感染者を含
めた感染症の全体像を把握することが困難
である。 

一方、終末処理場の流入水を調査するこ
とで、顕性、不顕性を問わずに感染者の存在
を把握できることが知られている。そこで、
本研究では、不顕性感染者を含めた感染症
の全体像を把握することを目的とし、終末
処理場の流入水を用いた病原体検出の検討
を行った。本年度は、検査手法の簡便化を図
るため、複数種の病原体の同時検出につい
て検討を行った。 
 
Ｂ．研究方法 
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1. 対象病原体 
対象とした病原体は呼吸器感染症の原因

ウイルスとして、インフルエンザウイルス
（A 型、B 型）、RS ウイルス（A 型、B 型）、
ライノウイルス（A 型、B 型、C 型）、パライ
ンフルエンザウイルス（1 型、2 型、3 型）、
ヒトコロナウイルス（HCoV-229E、HCoV-HKU1、
HCoV-NL63、HCoV-OC43）、パレコウイルスの
6 種類を選定した。さらに、腸管感染症の原
因ウイルスとして、ノロウイルス（GⅠ型、
GⅡ型）、アストロウイルス、サポウイルス、
ロタウイルス（A 群）、ヒトエンテロウイル
ス、アデノウイルスの 6 種類を選定した。
各プライマー及びプローブの合成及び
0.2ml の 96 穴リアルタイム PCR プレートへ
の固相はサーモフィッシャーサイエンティ
フィック社へ依頼した。1枚のリアルタイム
PCR プレートで 4 検体、6種類の病原体の検
査ができるようにデザインした（図 1）。 
 
2. リアルタイム PCR 
検体、RNA 抽出方法の選定及びリアルタイ

ム PCR は、各地方衛生研究所で行った。抽
出した RNA について、Prime Script RT 
Master Mix（TaKaRa Bio 社）を用い 37℃で
30 分、85℃で 5 秒の逆転写反応で cDNA を
合成した。得られた cDNA について、TaqPath 
BactoPure Microbial Detection Master 
Mix（サーモフィッシャーサイエンティフィ
ック社）を用いて、25℃2 分、85℃10 分、
95℃2 分のインキュベートを行い、95℃5 秒、
60℃30秒のPCR反応を40サイクル行った。
陽性コントロールは、Custom DNA control
（サーモフィッシャーサイエンティフィッ
ク社）を用いた。陽性コントロールを 10 倍
段階希釈し、1×10 gene copies/μl から 1
×103 gene copies/μl になるように調整
し、作成した検量線から流入水 1L 当たりの
ウイルスのゲノムコピー数（GC/L）を算出し
た。1 検体につき 2 回測定し、2 回とも遺伝
子の増幅が認められたものを陽性とし、そ
の平均値を算出した。 
 
3. 実験結果の共有 
各地方衛生研究所で実施した実験結果は、

令和6年3月 13日に開催された第二回研究
班会議で共有された。 
 
Ｃ．研究結果 
1. リアルタイム RT-PCR 結果 
7 施設の地方衛生研究所から 12 種類全て

の病原体について、結果が得られた。2 施設
の地方衛生研究所については、今回使用し
た 0.2ml のリアルタイム PCR プレートが施
設が所有するリアルタイム PCR 装置に対応
していなかったため、検査結果が得られな
かった。得られた検査結果を表 1 に示す。

呼吸器感染症の原因ウイルスのうち、イン
フルエンザウイルス、RS ウイルス、パライ
ンフルエンザウイルスの 3 種類の病原体は、
ほとんどの地方衛生研究所で検出すること
ができなかった。ライノウイルス、ヒトコロ
ナウイルス、パレコウイルスについては、
2.3×102GC／L から 5.1×105GC/L の範囲で
比較的よく検出することができた。 
腸管感染症の原因ウイルスについては、

ロタウイルス以外で 1.0×103GC/L から 3.4
×107GC/L の範囲で効率よく検出すること
ができた。また、同一の RNA を使用して 12
種類のウイルスの検査を行うことから 1 回
の検査で使用する RNA は 120μl を要する。
1 回の RNA 抽出作業でおおよそ 60μl 程度
しか RNA が得られないため、ある程度希釈
して RNA を使用する必要がある。今回、RNA
を 5 倍又は 10 倍希釈で検査を行ったとこ
ろ、ほぼ問題なく検査可能であることが確
認された。 
 
Ｄ．考察 
2023 年の感染症発生動向調査による病原

微生物検出情報 1）では、インフルエンザウ
イルス（A 型及び B 型の合計）の検出数は
7881 件、RS ウイルスの検出数は 720 件、パ
ラインフルエンザウイルスの検出数は 449
件と多く検出されているが、流入水からは
ほとんど検出することができなかった。こ
れらのウイルスは流入水中に排泄されるウ
イルス量が少ないため、検出することが困
難と考えられる。今回使用したプライマー、
プローブの配列情報は公開されていないこ
とから、別のプライマー、プローブを用いた
検証が必要と考えられる。 
前述と同様 1)に感染性胃腸炎の患者から

検出されたウイルスは、ノロウイルスが
1376 件、アストロウイルスが 105 件、サポ
ウイルスが 251 件と良く検出されており、
流入水からもこれらのウイルスは高濃度で
検出することができた。今後、各ウイルスの
ゲノムコピー数から感染者数の推定や患者
から検出されたウイルスとの比較に使用さ
れることが期待される。しかし、ロタウイル
スについては、ほとんど検出することがで
きなかった。全国のロタウイルスを原因と
する感染性胃腸炎の患者報告数 2）は、2016
年に 5266 件をピークに減少しており、2023
年は 154 件と減少している。2020 年の 10 月
よりロタウイルスワクチンが定期接種にな
ったことにより患者数が減少したため、流
入水中に排泄されるウイルス量が減少した
ためと考えられる。 
今回我々は、1 枚のリアルタイム PCR プ

レートで 6 種類のウイルスの定量が可能で、
1 種類のコントロール試薬で各ウイルスに
ついて定量できるように簡便な検査系を作
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成することができた。 
 
Ｅ．結論 
今回検討した呼吸器感染症の原因ウイル

スの検査系において、インフルエンザウイ
ルス、RS ウイルス、パラインフルエンザウ
イルスについては、別のプライマー、プロー
ブを用いた検証が必要と考えられる。残り
のライノウイルス、ヒトコロナウイルス、パ
レコウイルス及び、6種類の腸管感染症の原
因ウイルスについては、今回使用した検査
系で十分使用できると考えられる。また、1
種類のコントロール試薬で 12 種類のウイ
ルスについて定量できるように簡便な検査
系を作成することができた。 
 

参考文献 
1）国立感染症研究所ホームページ IASR 速
報集計表(https://www.niid.go.jp/ 
niid/ja/iasr-table/1493-iasrtv.html） 
2）国立感染症研究所ホームページ IDWR 速
報データ（https://www.niid.go.jp/ 
niid/ja/data.html） 
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A：呼吸器感染症の原因ウイルス検査⽤プレート
B：腸管感染症の原因ウイルス検査⽤プレート

図1 デザインしたPCRプレート

（A）

（B）

Flu A/B RS A/B Rhino A-C ParaFlu 1-4 Parechovirus
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

10^3 A
10^2 B
10^1 C
NC D
sample1 E
sample2 F
sample3 G
sample4 H

呼吸器感染症の原因ウイルス
Corona

NV-G1/G2 Astro（pool) Sapo(pool) RotaA pool
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

10^3 A
10^2 B
10^1 C
NC D
sample1 E
sample2 F
sample3 G
sample4 H

腸管感染症の原因ウイルス
Adenoentero
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R5.7.3_Promega ND ND 2.3E+02 ND ND 5.1E+05 1.8E+05 3.8E+07 6.6E+03 ND 6.3E+05 3.9E+05
R5.7.3_PEG ND ND 3.3E+03 ND ND 4.7E+05 2.7E+05 1.9E+07 ND ND 4.0E+04 5.5E+05
R5.12.4_Promega ND ND 8.1E+02 ND 6.1E+03 2.0E+03 1.9E+05 4.5E+04 2.2E+05 ND 6.4E+04 1.7E+05
R5.12.4_PEG ND ND ND ND ND 3.6E+04 1.2E+05 1.0E+04 8.9E+03 ND 3.0E+04 5.9E+04
R5.12.18_Promega ND ND 3.9E+02 ND 2.6E+03 4.0E+03 4.1E+05 5.5E+06 4.8E+04 ND 1.5E+05 6.6E+05
R5.12.18_PEG ND ND 1.1E+03 ND ND 3.4E+04 3.0E+05 1.3E+06 4.6E+03 ND 6.8E+04 2.5E+05
R6.2.5_Promega ND ND ND ND ND ND 4.0E+06 2.7E+07 1.8E+06 4.7E+03 1.8E+04 2.1E+05
R6.2.5_PEG ND ND ND ND ND 4.6E+03 1.4E+06 9.6E+06 8.4E+04 ND 1.7E+04 1.3E+05
12-2（希釈なし） ND ND 3.0E+04 ND 1.5E+03 7.6E+03 3.0E+05 5.3E+06 8.2E+05 1.5E+02 1.7E+04 8.9E+05
12-2（10倍希釈） ND ND 3.0E+03 ND 2.7E+02 1.2E+03 8.9E+04 1.4E+06 2.4E+05 5.7E+02 3.8E+03 1.0E+05
1-5（希釈なし） 1.6E+03 ND 2.0E+04 ND 1.2E+03 2.2E+03 1.4E+06 5.1E+06 9.0E+05 2.8E+03 3.3E+03 6.8E+04
1-5（10倍希釈） 1.8E+02 ND 2.0E+03 ND 4.2E+02 8.1E+02 1.9E+05 7.2E+06 1.3E+05 4.7E+03 1.4E+07 5.9E+03
12月-1沈査（希釈なし） ND ND ND ND ND ND 5.4E+03 7.1E+04 1.8E+04 ND ND 1.4E+05
12月-1沈査（10倍希釈） ND ND ND ND ND ND 8.5E+04 6.9E+05 2.4E+05 ND ND 3.0E+03
12月-1上清濃縮物 ND ND ND ND ND ND 1.6E+05 8.6E+05 3.2E+04 3.4E+01 8.5E+03 4.3E+03
12月-2沈査（希釈なし） ND ND ND ND ND ND 1.1E+03 3.1E+04 4.5E+03 ND ND ND
12月-2沈査（10倍希釈） ND ND ND ND ND ND 4.3E+03 5.1E+04 9.8E+03 ND ND ND
12月-2上清濃縮物 ND ND 1.2E+04 ND ND ND 2.0E+05 9.1E+05 7.2E+04 4.7E+04 6.3E+03 1.3E+04
1月-1上清濃縮物 ND ND ND ND ND ND 5.1E+05 1.2E+06 6.6E+04 2.2E+03 4.7E+03 3.1E+03
1月-2上清濃縮物 ND ND ND ND ND 2.6E+03 1.1E+06 2.6E+06 3.6E+04 1.1E+05 2.1E+03 2.8E+03
K-11　2023年11月採水 ND ND 3.6E+02 ND ND 1.3E+03 1.2E+05 2.6E+06 8.6E+05 ND 3.9E+04 1.5E+05
T-11　2023年11月採水 ND ND 8.2E+03 ND ND 5.2E+02 1.3E+05 1.5E+05 2.2E+06 ND 8.5E+04 1.1E+05
K-21　2024年1月採水 ND ND 4.4E+02 ND 1.8E+03 5.1E+02 1.2E+06 3.0E+06 1.6E+06 ND 1.6E+04 1.4E+05
T-21　2024年1月採水 ND ND ND ND 1.2E+03 2.5E+02 1.6E+06 5.4E+06 6.5E+06 1.1E+02 1.2E+04 5.5E+06
12月採水検体（希釈なし） ND ND ND ND ND 2.1E+05 2.6E+05 2.3E+07 5.6E+05 ND 3.5E+05 4.0E+05
12月希釈検体（5倍希釈） ND ND ND ND ND 3.1E+05 4.0E+04 3.4E+07 5.9E+05 ND 4.3E+05 4.5E+05
2月採水検体（希釈なし） ND ND ND ND 1.6E+04 2.5E+04 3.0E+06 4.9E+06 6.0E+05 ND 1.3E+05 7.8E+04
2月希釈検体（5倍希釈） ND ND ND ND 2.3E+04 ND 3.5E+06 6.9E+06 6.5E+05 ND 1.8E+05 1.0E+05
2023年11月 ND ND ND 1.5E+02 ND ND 2.8E+03 3.8E+03 3.7E+04 ND 6.2E+02 1.1E+04
2023年12月 ND ND ND ND 2.9E+02 ND 7.5E+04 8.4E+06 2.7E+05 ND 5.0E+03 2.3E+03
2024年1月 ND ND ND ND 6.9E+02 ND 6.8E+04 1.7E+06 1.3E+05 ND 8.7E+02 2.4E+03
2024年2月 ND ND ND ND 1.1E+02 ND 8.8E+04 4.3E+04 6.9E+04 ND 5.8E+02 1.0E+03
20240208_1_PowerSoil×5 ND ND ND 4.3E+03 2.3E+03 ND 1.7E+04 2.9E+04 1.8E+04 ND ND ND
20240208_1_PowerSoil×10 ND ND ND 6.9E+03 ND ND 4.4E+04 6.3E+04 2.2E+04 ND ND ND
20240208_1_TNA×5 ND ND 2.1E+03 4.9E+04 2.2E+04 ND 3.2E+06 4.5E+06 5.6E+06 ND 1.5E+04 2.0E+04
20240208_1_TNA×10 ND ND 1.3E+04 3.6E+04 1.8E+04 ND ND 4.7E+06 5.4E+06 ND 4.4E+04 7.6E+03

ND:測定限界以下

A

B

表1　流入水中の各ウイルスのゲノムコピー数（GC/L）

呼吸器感染症の原因ウイルス 腸管感染症の原因ウイルス
地方衛生
研究所
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