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研究成果の概要（和文）：　本研究では，高い塩素耐性を有するコクサッキーウイルスB5型を含む水系感染症を
引き起こす病原ウイルスの浄水処理性を詳細に評価することに成功した．また，病原ウイルスの凝集沈澱-急速
砂ろ過処理性及び凝集-膜ろ過処理性を評価する上での代替指標として，植物ウイルスの一種であるトウガラシ
微斑ウイルスが有効であることを明らかにした．加えて，実浄水処理場の原水及び処理工程水に含まれるトウガ
ラシ微斑ウイルスを対象とし，新規のウイルス濃縮法を適用することにより，凝集沈澱-急速砂ろ過処理，凝集-
膜ろ過処理を実施している実浄水処理場におけるウイルスの処理性を評価することに成功した．

研究成果の概要（英文）：　We evaluated the removal of representative human enteric viruses including
 free-chlorine-resistant virus, coxsackievirus B5, by coagulation, coagulation-rapid sand 
filtration, and coagulation-microfiltration, through laboratory-scale experiments, and confirmed 
that a plant virus, pepper mild mottle virus (PMMoV), appears to be a suitable surrogate for human 
enteric viruses for the assessment of the efficacy of coagulation-rapid sand filtration and 
coagulation-microfiltration to remove viruses. In addition, virus removal efficiency of 
coagulation-rapid sand filtration and coagulation-microfiltration at actual drinking water treatment
 plants were successfully evaluated by using a novel virus concentration method and PMMoV as a 
process indicator.

研究分野：水環境工学，水処理工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　水道原水中には多種多様な病原ウイルスが存在していることが明らかとなっている．このような状況の中で，
病原ウイルスによる水系感染症を制御していくためには，浄水処理における病原ウイルスの処理性を詳細に把握
し，適切な処理を施すことが重要となる．本研究では，消毒耐性ウイルスを含む代表的な病原ウイルスの物理的
な浄水処理性を明らかにしたと共に，病原ウイルスの代替指標としての植物ウイルスの有効性を明らかにした．
また，実浄水処理場におけるウイルスの処理性についても評価することに成功したことから，本研究で得られた
知見は，浄水処理による病原ウイルスの制御に寄与するものであると考えられる．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 近年の気候変動や人口増加に伴う世界的な水不足の顕在化により，水資源を質的・量的に安
定して確保することが困難な状況となっている．このような中で，健全な水循環を今後も持続
するためには，これまで使用されなかった劣化した水をも水道原水として利用（再利用）する
必要がある．このような原水は，社会的注目度の高いノロウイルスに代表される病原ウイルス
による汚染レベルも高いことから，浄水処理における病原ウイルスの処理性を詳細に把握した
上で，効果的且つ効率的な処理を施し，病原ウイルスによる水系感染症を制御していくことが
重要となる．その一方で，トリハロメタンに代表される消毒副生成物による健康影響が指摘さ
れ，水系感染症制御の観点から消毒剤注入量を容易に増加させることが困難な状況となってい
る．また，アデノウイルス 40型やコクサッキーウイルス B5型等，高い消毒耐性を有する特定
の遺伝子型の病原ウイルス（消毒耐性ウイルス）の存在も報告されていることから，凝集やろ
過等の物理的な浄水処理の重要性が再認識されてきている． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，組織細胞による培養が困難であることから，浄水処理性に関する知見がほとん
ど得られていないノロウイルス及びサポウイルスについて，野生ウイルスと構造的・抗原的に
等しいウイルス様粒子（Virus-Like Particles: VLPs）と VLPsの高感度定量法を併用することに
より，ウイルスの粒子としての物理的な浄水処理性を詳細に評価することを目的とした．また，
培養法及び感染性評価手法の確立に伴い，高い消毒耐性を有する遺伝子型であることが明らか
となったアデノウイルス 40 型，コクサッキーウイルス B5 型等の消毒耐性ウイルスについて，
感染性評価手法と遺伝子定量法を併用したアプローチにより，物理的除去と凝集剤による不活
化効果を区別した浄水処理性を詳細に評価することを目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1) VLPsの作製 
 本研究では，培養困難なヒトノロウイルス GI.4型の VLPsを，遺伝子組換えバキュロウイル
スとカイコ細胞を用いたタンパク質発現法により作製し，実験に使用した．また，VLPs の高
感度定量を目的に，PCR法にて定量可能な外来遺伝子（人工合成遺伝子）を封入した遺伝子封
入 VLPs の作製を試みた．作製した VLPs は，野生のヒトノロウイルス粒子と同じ外殻タンパ
ク質により構成されていることから，VLPs にキレート剤であるグリコールエーテルジアミン
四酢酸（EGTA）及び還元剤であるジチオトレイトール（DTT）を加えることにより，VLPsを
構成する外殻タンパク質のアミノ酸間のジスルフィド結合を切断し，VLPs の粒子構造を一時
的に崩壊した．ここに，人工合成遺伝子を添加した後，塩化カルシウム（CaCl2）を加え，アミ
ノ酸間のジスルフィド結合を再生（粒子構造の再合成）させることにより，人工合成遺伝子を
封入した遺伝子封入 VLPsの作製を試みた． 
 
(2) 使用したウイルスの培養及び定量法 
 本研究では，米国環境保護局（USEPA）の汚染物質候補リスト（Contaminant Candidate List 4: 
CCL4）に挙げられている水系感染症を引き起こす病原ウイルスとして，培養可能なアデノウイ
ルス 40型（AdV），コクサッキーウイルス B5型（CV），A型肝炎ウイルス IB型（HAV）を実
験に使用した．また，培養困難な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 1 型（MNV），病原ウイルスの代替候補ウイルスとして広く用いられている大腸菌
ファージ MS2 及び φX174 に加え，水道原水中に病原ウイルスよりも高濃度で存在することが
明らかとなったトウガラシ微斑ウイルス（PMMoV）を実験に使用し，病原ウイルスの浄水処
理性を評価する上での代替指標としての有効性を評価した． 
 AdV，CV，HAV，MNV，大腸菌ファージ，PMMoV は，それぞれ A549 細胞，BGM 細胞，
FRhK-4細胞，RAW264.7細胞，宿主大腸菌，宿主植物を用いて培養し，感染性評価手法及びリ
アルタイム定量 PCR法にて濃度を定量した． 
 
(3) 凝集沈澱–砂ろ過処理及び凝集–膜ろ過処理 
 本研究では，凝集沈澱‒砂ろ過処理及び凝集–膜ろ過処理の室内添加実験を実施することによ
り，ウイルスの処理性を詳細に評価した．精製した AdV，CV，HAV，MNV をそれぞれ 102‒3 
PFU/mLになるように，MS2及び φX174をそれぞれ 105‒7 PFU/mLになるように，また，PMMoV
を 103 lesions/mL になるように同時添加した環境水（浄水処理場原水）を実験原水とした．凝
集沈澱–砂ろ過処理においては，実験原水を硫酸バンド（alum），塩基度 50% 硫酸含有の既存
のポリ塩化アルミニウム（PACl: 50s），塩基度 70% 硫酸含有の PACl（70s），塩基度 70% 硫酸
無の PACl（70ns），塩基度 80% 硫酸無の PACl（80ns）のいずれかの凝集剤を用いて凝集沈澱
処理（凝集 pH 7，凝集剤添加濃度 1.08‒2.70 mg-Al/L，急速攪拌 1分，緩速攪拌 10分，静置 60
分）した後，上澄水を 120 m/dのろ速にて珪砂（有効径 0.6 mm，均等係数 1.27）を充填した
砂ろ過カラム（ろ層厚さ 10 cm）に通水した．原水（C0）及び砂ろ過水（C）のウイルス濃度
を定量することにより，凝集沈澱‒砂ろ過処理におけるウイルスの処理性を評価した．一方，凝
集–膜ろ過処理においては，実験原水を上述したいずれかの凝集剤を用いてインライン凝集（凝
集 pH 7，凝集剤添加濃度 0.54‒1.08 mg-Al，攪拌 1分）した後，親水性 PVDF膜（孔径 0.1 m）



に通水した．原水（C0）及び膜ろ過水（C）のウイルス濃度を定量することにより，凝集‒膜ろ
過処理におけるウイルスの処理性を評価した． 
 
(4) 新規ウイルス濃縮法の構築と水道原水及び浄水処理水への適用 
 本研究では，水道原水におけるウイルスの存在実態の把握，並びに実浄水処理場におけるウ
イルスの処理性評価を目的に，ナノセラム陽電荷膜とタンジェンタルフローUF 膜を併用した
新規のウイルス濃縮法を検討した．後述する試料水を専用ハウジングに収容したナノセラム陽
電荷膜（孔径 2 m）に通水することにより，試料水中のウイルスを膜に吸着させた．通水後，
ハウジング内に残った試料水を破棄し，ここに，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，浸漬させた．この後，未使用のビーフエキス溶液 150 mL を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． 
 ウイルスを濃縮したビーフエキス溶液の pHを 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，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．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
加することにより，凝集フロックを溶解した後，pHを 7.0に調整することにより 20 mLまで精
製・濃縮した．これらの精製・濃縮試料をウイルス濃度の定量に供し，得られた結果を基に，
濃縮前の試料水中のウイルス濃度を算出した． 
 精製した PMMoVあるいは MNVを添加した水道原水，脱塩素水道水に上述した濃縮法を適
用し，PMMoV あるいは MNV の回収率を評価することにより，構築した濃縮法の有効性を評
価した．また，全国の複数の水道原水，並びに凝集沈澱–砂ろ過処理，凝集–膜ろ過処理を実施
している実浄水処理場の処理工程水に上述した濃縮法を適用することにより，水道原水におけ
るウイルスの存在実態を把握すると共に，実浄水処理場におけるウイルスの処理性を評価した． 
 
４．研究成果 
(1) VLPsの高感度定量 
 作製した VLPsの高感度定量を目的に，遺伝子封入 VLPsの作製を試みたところ，VLPsの粒
子構造の一時的な崩壊に必要な EGTA及び DTTの濃度，粒子構造の再合成に必要な CaCl2の濃
度に加え，各試薬との反応時間を最適化することにより，VLPs の分解・再合成が可能となっ
た．構築した VLPs の分解・再合成条件を基に，分解処理後の試料に 590 bp の人工合成 DNA
を添加し，再合成処理を行ったところ，VLPs の再合成が電子顕微鏡観察により確認された．
一方，再合成された VLPs を塩化セシウム密度勾配遠心法により分画・精製した後，人工合成
DNA の封入状態をタンパク質及び DNA の定量により確認したところ，VLPs 内への人工合成
DNAの明確な封入は確認できなかった．従って，遺伝子封入 VLPsの作製のためには，封入す
る遺伝子の長さや塩基配列の最適化といった更なる検討が必要であることが明らかとなった． 
 
(2) 凝集沈澱–砂ろ過処理及び凝集–膜ろ過処理におけるウイルスの処理性 
 高い紫外線耐性を有する AdV，高い塩素耐性を有する CVに加え，感染性評価手法が確立さ
れている HAV，MNVについて，感染性評価手法であるプラック形成法と PCR法を併用するこ
とにより，物理的除去と凝集剤による不活化効果を区別した凝集沈澱処理性を評価した．凝集
剤として PACl を用いた場合，AdV，CV，MNV については，凝集剤による不活化は確認され
なかった．一方，HAV については，PACl により不活化された可能性が示唆されたことから，
物理的除去のみならず，凝集剤による不活化効果が処理性に寄与しているものと考えられた． 
 凝集沈澱‒急速砂ろ過処理の室内添加実験における上述したウイルスの除去性を PCR 法にて
評価したところ，使用する原水によって除去率は異なるものの，いずれのウイルスについても
約 2 log の除去率が得られた．また，凝集剤の種類がウイルスの除去性に影響することが確認
され，凝集剤として PAClの 70ns及び 80nsを用いた場合に高い除去率が得られることが明らか
となった．一方，凝集–膜ろ過処理の室内添加実験においては，凝集剤添加濃度を最適化するこ
とにより，いずれのウイルスについても 4 log以上の高い除去率が得られた．また，凝集沈澱‒
急速砂ろ過処理の場合と同様に，凝集剤として PAClの 70ns及び 80nsを用いた場合に高い除去
率が得られることが明らかとなった．以上の結果から，塩基度が高く，硫酸を含まない PACl
を凝集処理に用いることにより，後段の砂ろ過処理，膜ろ過処理におけるウイルスの除去率を
向上できることが示された． 
 凝集沈澱‒急速砂ろ過処理及び凝集–膜ろ過処理における AdV，CV，HAV，MNVの除去率と
代替指標候補ウイルスである MS2，φX174，PMMoV の除去率を比較したところ，PMMoV の
除去率と AdV，CV，HAV，MNV の除去率の間に高い相関関係が認められたと共に，PMMoV
の除去率は，AdV，CV，HAV，MNV の除去率と同程度，あるいはやや低い除去率であったこ
とから（図 1及び図 2），PMMoVは，病原ウイルスの凝集沈澱‒急速砂ろ過処理性及び凝集–膜
ろ過処理性を評価する上での代替指標として有効であることが示された．一方，これまで代替
指標候補として広く使用されてきたMS2については，病原ウイルスの除去率に比べて高い除去
率となる傾向が確認されたことから，代替指標としては適さない可能性が示唆された． 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 水道原水におけるウイルスの存在実態及び実浄水処理場におけるウイルスの処理性 
 水道原水におけるウイルスの存在実態の把握，並びに実浄水処理場におけるウイルスの処理
性評価を目的に，ナノセラム陽電荷膜とタンジェンタルフローUF 膜を併用した新たなウイル
ス濃縮法を構築した．構築した濃縮法を濃度既知のウイルスを添加した水道原水，脱塩素水道
水に適用したところ，いずれの試料水においてもウイルスを効果的に濃縮・回収可能であるこ
とが明らかとなった．特に，病原ウイルスの物理的な浄水処理性を評価する上での代替指標と
しての有効性が示された PMMoVを濃縮する場合においては，2,000 Lの脱塩素水道水を 20 mL
に濃縮する場合においても，PCR 法によるウイルス定量の際に問題となる PCR 阻害物質をほ
とんど濃縮することなく PMMoVを選択的に濃縮・回収可能であることが明らかとなった． 
 構築した濃縮法を適用し，全国 10カ所の水道原水におけるノロウイルス，サポウイルスを含
む病原ウイルス 7種，並びに PMMoVの存在実態を評価したところ，対象とした水道原水にお
いては，PMMoVが病原ウイルスに比べて 10–100倍程度高い濃度で存在していることが明らか
となった．この結果を踏まえ，水道原水中に高濃度で存在する PMMoVを対象とし，凝集沈澱
–砂ろ過処理，凝集–膜ろ過処理を実施している実浄水処理場における PMMoVの除去性を PCR
法にて評価したところ，凝集沈澱–砂ろ過処理においては 1.6 ± 0.2 log（6回の採水の平均値），
凝集–膜ろ過処理においては 1.3 ± 0.4 log（3回の採水の平均値）の除去率が得られることが明
らかとなった．上述したように，実浄水処理場を模した室内添加実験においては，PMMoV の
除去率は，AdV，CV，HAV，MNV の除去率と同程度，あるいはやや低い除去率であったこと
から，凝集沈澱–砂ろ過処理，凝集–膜ろ過処理を実施している実浄水処理場において，PMMoV
がそれぞれ 1.6 log，1.3 log除去された場合には，高い消毒耐性を有する AdV，CVを含む病原
ウイルスについてもそれぞれ 1.6 log，1.3 log程度の除去率が得られるものと推察された． 
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