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研究成果の概要（和文）：平成２８年度は、水中病原ウイルスの感染性を評価するための新規手法を開発するた
めに、ウイルス感染初期に発現する細胞応答に着目した。その結果、本研究で試験したウイルス濃度の範囲内で
あれば、サンプル接種後12時間以内に感染性エンテロウイルス７１型（EV71）を検出することが可能であった。
平成２９年度には、感染性ウイルスの早期検出に与えるウイルス多重感染の影響を評価した。その結果、EV71の
増殖によりアデノウイルス40型の検出が阻害されることが示された。以上の結果から、水サンプル中に複数種の
ウイルスが存在する場合には、特にエンテロウイルスについて増殖を抑制させることが必要であると考えられ
た。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to develop a novel method to detect infectious enteric 
viruses in water samples. In the first year, cellular responses, including apoptosis, in the early 
stage of enteric virus infection with human cultivated cells were investigated as possible indicator
 for the virus detection. As a result, it was shown that infectious enterovirus 71 (EV71) was 
possible to detect within 12 hours when the concentration in a inoculated sample was high enough. In
 the second year, the effect of multiple virus infection with host cells on the early detection of 
infectious viruses was investigated. As a result, the detection of adenovirus 40 (AdV40) was 
significantly inhibited by the co-infection of EV71. This result implies that the inhibition of EV71
 growth is necessary when AdV40 is a target virus in water samples.

研究分野： 環境水質工学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
下水処理再利用において生じる水系感染症
リスクの制御は、大腸菌群の水中濃度基準値
を遵守することにより行われている。しかし
ながら、指標細菌により細菌以外の病原体、
特にウイルスによる水系感染症リスクの制
御が可能かについては異論が多く、大腸菌フ
ァージなど代替指標に関する研究も進んで
いる。しかしながら、下水処理再生水中の制
御対象病原体であるノロウイルスやロタウ
イルスなどのヒト病原ウイルスに関し、感染
性を保持している”生きた”ウイルスの水中濃
度を正確且つ迅速に評価する技術は存在し
なかった。 
そこで本研究では、免疫応答やプログラム
細胞死の一種であるアポトーシス等、ウイル
ス感染における細胞応答（図１）に着目し，
感染性エンテロウイルス検出手法に適用可
能な細胞応答遺伝子を同定することを試み
た。研究代表者による先行研究において、PV1
感染に対する細胞応答遺伝子の発現が網羅
的に解析されているが、その中でイオンチャ
ネルである KCNJ4 の遺伝子発現が PV1 感染
により有意に変動することが示された。そこ
で本研究では、組織細胞に PV1 接種を施した
場合の KCNJ4 遺伝子発現量の経時変化を解
析した他、アポトーシスを誘導する重要因子
であるカスパーゼの定量を行い、KCNJ4 の発
現とアポトーシスの関係性について調査し
た。 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

図１．ウイルス感染時の細胞応答 
 
 
また、環境水中の感染性ウイルスを検出す
るための手法として細胞培養法と PCR 法を
組み合わせた Integrated cell culture-PCR
（ICC-PCR）法が開発されてきたが、上記の
細胞応答はこの手法におけるウイルス検出
結果に影響を与える可能性が存在した。従来
から感染性ウイルスの検出に用いられてき
た細胞培養法では、感染性ウイルスの検出ま
でに数日以上要する他、細胞変性効果
（Cytopathic effect: CPE）を生じないウイルス
には適用できない等の問題があったが、
ICC-PCR 法では 24 時間程度で検出可能であ
り、また CPE を呈さないウイルスにも適用可
能である。また、ICC-PCR 法には標的ウイル
スを培養細胞で増殖させる過程が含まれる

ことから、感染性ウイルスと不活化ウイルス
を区別することができない PCR 法の弱点が
克服されている。しかしながら、ウイルス感
染時のアポトーシスを含む細胞応答により
ウイルス増殖が抑制されると、ICC-PCR によ
る感染性ウイルスの検出が阻害される可能
性がある。そこで本研究では、特に水由来サ
ンプル中に複数種のウイルスが存在する場
合を想定し、ウイルスの多重感染及び細胞応
答が ICC-PCR 法による感染性ウイルスの検
出に与える影響を評価することを試みた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、実験室内で培養可能な組織細
胞の自然免疫機構に着目し、感染性を有する
ウイルスを検出する技術を開発することで、
下水再生利用におけるウイルス感染リスク
の正確な評価を実現することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ウイルス感染時のイオンチャネル遺伝
子発現プロファイル 
 組織細胞としてヒト小腸上皮細胞 INT407
細胞を、テストウイルスとしてポリオウイル
ス１型ワクチン株 LSc（以下 PV1）を使用し
た。24 well plate で培養した INT407 に PV1
を接種し，37˚C、5%CO2下でインキュベート
を行った．その後，細胞から total RNA を抽
出し，逆転写反応によって cDNA を合成後、
KCNJ4 遺伝子増幅用プライマーを用いてリ
アルタイム定量 PCR を行い，mRNA 発現量
を測定した．KCNJ4 遺伝子発現量は、ハウス
キーピング遺伝子である GDPH 遺伝子の発
現量との相対量を、PV1 を接種した細胞と接
種していない細胞について比較した。ウイル
ス感染時のアポトーシス検出に関しては、96 
well plate で培養した INT407 に PV1 を接種し
し、アポトーシス検出キットを用いてカスパ
ーゼ活性を経時的に測定した。 
（２）ウイルス多重感染が ICC-PCR による感
染性ウイルス検出に与える影響 
 試験に用いる培養細胞として Buffalo Green 
Monkey 腎細胞由来継代細胞（BGM 細胞）を
使用し、試験ウイルスはエンテロウイルス 71
（EV71）とアデノウイルス 40（AdV40）を
用いた。25cm2フラスコに 80％コンフルエン
トで播種した BGM 細胞に EV71 と AdV40 を
単独もしくは混合して接種し、ウイルス接種
後 1、8、24、48、及び 72 時間後に培養上清
を採取した。得られた培養上清から遺伝子を
抽出し、EV71 及び AdV40 由来の遺伝子を標
的とした定量 PCR によってそれぞれのウイ
ルス由来遺伝子量を測定した。接種したウイ
ルスの濃度は、１宿主細胞あたりに接種した
ウイルス感染価である Multiplicity of infection
（MOI）で 10-3もしくは 10-5となるように調
整した。 
 
４．研究成果 
（１）ウイルス感染時のイオンチャネル遺伝
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子発現プロファイル 
 KCNJ4 遺伝子の発現量の相対比を図２に
示した。KCNJ4 遺伝子はそれぞれ感染後 6 時
間後に発現量が増加した。特に、102 PFU/well
（1well に対して PV1 を 1PFU 接種）という
低い濃度の条件において発現量が顕著に上
昇した。どのウイルス濃度においても感染後
６時間付近で最も発現量が上昇しており，少
なくとも４倍（Log2 値 2.0）以上の相対比を
得た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．KCNJ4 遺伝子発現量相対比の経時変化 
 
 
カスパーゼ発現量の積算値を図３に示した．
カスパーゼ発現量の積算値は，ウイルス濃度
への依存性は高くないものの、感染後 3 時間
から 4 時間にかけて顕著に上昇していること
から，その前後でアポトーシスが誘導されて
いると考えられた．図２の結果と比較すると，
カスパーゼの急激な発現上昇の後，KCNJ4 遺
伝子の発現上昇のピークが観察される．
KCNJ4 はカリウムイオンの恒常性に関わる
ことが知られており，ウイルスが細胞に感染
した後のイオン交換に KCNJ4 が関与してい
ることが示唆された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図３．カスパーゼ発現量(積算値) 
 
 
（２）ウイルス多重感染が ICC-PCR による感
染性ウイルス検出に与える影響 
図４に EV71 と AdV40 を単独もしくは混合
接種した際のウイルス遺伝子増幅に関する
グラフを示した。MOI = 10-3での AdV40 由来
の DNA 量（図４A）は、単一感染と比較した
場合、8 hours post infection（hpi）から徐々に

増殖に差が表れ、72 hpi ではコピー数の差が
100 倍以上となる顕著な変化が見られた。
MOI = 10-5での AdV40 由来の DNA 量は、単
一感染と比較した場合、ゆっくりではあるが
遺伝子量に差が表れ、こちらも 72hpi では 10
倍以上の差が見られた。反対に、EV71 に関
しては、ウイルス濃度や混合接種の条件に関
わらず単独接種の場合と同レベルのウイル
ス遺伝子増幅が見られた。ICC-PCR 法を環境
水サンプルに適用する場合、サンプル接種後
24 時間後に培養上清を分析することから、今
回の結果のように 24hpi でのウイルス増殖が
抑制される場合にはウイルスの過小評価に
繋がり得ると言える。 
以上の結果より、ICC-PCR 法により水中の
感染性アデノウイルスを検出する場合には、
共存する可能性のあるエンテロウイルスの
増殖を抑制する必要があると言える。 
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図４．BGM 細胞培養上清中のウイルス由来
遺伝子濃度．A，C）AdV40、 B，D）EV71  
（H：AdV40 接種, E：EV71 接種, M：同時接
種） 
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