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研究成果の概要（和文）：水道水源として利用される表流水中のノロウイルスGIIとロタウイルスAの存在形態を
調査した。表流水試料を1カ所の浄水場において月に1回，21カ所の浄水場において9月及び1月の年に2回の頻度
で採取し，孔径10μm及び0.45μmのメンブレンフィルターでろ過することで，懸濁態と溶存態画分のウイルスを
リアルタイムPCR法を用いて定量的に検出した。ノロウイルスGII濃度は，懸濁態と溶存態画分で差は認められな
かったが，ロタウイルスA濃度は溶存態画分の方が有意に高かった。ロタウイルスAはノロウイルスGIIと比較し
て懸濁物質への親和性が低く，表流水中において溶存態画分に含まれる割合が多い可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to investigate the present forms of norovirus GII and 
rotavirus A in surface water used for drinking water production. Surface water samples collected at 
a drinking water treatment plant (DWTP) monthly for two years, from 2017 to 2019, were fractionated 
by filtration through 10- and 0.45-μm-pore-size membranes, and viruses present in suspended and 
dissolved forms were quantitatively detected by using a real-time PCR method. We also analyzed 
surface water samples from 21 DWTPs all over Japan twice a year (i.e. non-epidemic and epidemic 
seasons of gastroenteritis). Norovirus GII concentrations were comparable between suspended and 
dissolved forms, while rotavirus A was predominant in dissolved from, indicating that rotavirus A 
was less associated with suspended solids in the surface water samples compared to norovirus GII.

研究分野： 公衆衛生微生物学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまでに河川水や湖沼水等の表流水に含まれる病原ウイルスは調査されてきたが，ウイルスが細菌や粘土等の
懸濁物質に吸着しているのか，単独の粒子として存在しているのかは報告がなかった。水道原水として取水され
ている表流水を対象にして，感染性胃腸炎の主な原因ウイルスであるノロウイルスとロタウイルスがどのような
形態で含まれているのか調査した結果，ノロウイルスは細菌や粘土等の懸濁物質に良く吸着して存在し，ロタウ
イルスは単独の粒子として存在する割合が多いことがわかった。本研究により，ノロウイルスが表流水中におい
て感染性を保持しているメカニズムを解明するための重要な知見が得られた。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ヒトに感染すると，下痢，発熱，嘔吐，胃痛等の症状を引き起こすノロウイルス等の水中病
原ウイルスによる感染性胃腸炎の流行が，途上国のみならず我が国を含めた先進国においても
問題となっている。感染者の糞便中に高濃度で排出される病原ウイルスは，既存の下水処理プ
ロセスでは十分に除去・不活化することが困難であるため，下水処理放流水に含まれる形で表
流水や地下水等の水道水源を汚染している。その結果，国内においても小規模の水道を中心に
ノロウイルスやロタウイルスによる集団感染が発生している 1)。 
 水道水源における病原細菌及び原虫の汚染に対しては，一般細菌や大腸菌を用いた水質基準
の設定，及び「水道におけるクリプトスポリジウム等対策指針」によりそれぞれ対策が取られ
ているが，水中病原ウイルスについては汚染実態すら十分に明らかにされていないのが現状で
ある。水道水源流域における病原ウイルスの動態は，地域における感染症の発生状況によって
遺伝子型や株が季節的にまたはランダムに変化すること，及び水中においてウイルスが様々な
懸濁物質へ吸着することから，非常に複雑であり，理解が十分に進んでいない。これまでに，
水道原水中の濁度の上昇に伴い指標細菌やクリプトスポリジウム濃度が上昇することが報告さ
れているが 2)，表流水中の懸濁物質に吸着したウイルスに着目した調査研究はほとんど行われ
てこなかった。 
 
２．研究の目的 
 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採取し，感染性胃腸炎の主な原
因ウイルスであるノロウイルス及びロタウイルスの汚染レベル，及びそれらの季節変動を明ら
かにする。さらに，試料を孔径の異なるろ過膜で分画することにより，土粒子，藻類，細菌等
の懸濁物質が含まれる画分，及び 0.45 µm 以下の溶存態画分に含まれるウイルスを調査するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 表流水試料の収集 
 2017 年 6 月〜2019 年 3 月に河川水を取水する国内の浄水場 E において原水試料を月に 1 度
の頻度で採取した（N=22）。また，2017 年 9 月，2018 年 1 月，9 月，及び 2019 年 1 月に河川，
湖沼，ダムを水源とする国内 21箇所の浄水場 A〜Uにおいて，水道原水試料を収集した（N=84）。
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。 
 
(2) 試料の分画，ウイルス濃縮，RNA 抽出 
 病原ウイルス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を明らかにするた
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。すなわち，試料 1 L にプロセスコントロールとして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 の混合セルロースエステル（MCE）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。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 3)，溶存態画分とし
た。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。 
 
(3) ウイルス遺伝子の定量検出 
 マウスノロウイルス，ノロウイルス GII，及びロタウイルス A の RNA 濃度は，既往のプライ
マー・プローブ 4–9)，RNA UltraSense One-Step Quantitative RT-PCR System (Thermo Fisher Scientific)，
及び LightCycler 480 System II (Roche)を用いたリアルタイム RT-PCR 法により定量した。 
 
(4) ノロウイルスの遺伝子型解析 
 リアルタイム PCR 法によりノロウイルス GII 遺伝子が検出された試料に対しては，カプシド
N/S 領域を標的とした RT-PCR を行い 10)，塩基配列を解析することで遺伝子型を同定した。 
 
４．研究成果 
(1) マウスノロウイルスの回収率 
 毎月採水した浄水場 E の原水試料に添加したマウスノロウイルスは，⼀部は懸濁物質に吸着
し，>10 µm 及び 0.45–10 µm 懸濁態画分から検出されたが（それぞれ平均値は 0.21%，1.4%），
ほとんどは溶存態画分から検出された（平均値：29%，範囲：7.0–68%）。また，国内 21 箇所の

浄水場 A〜U の原水試料のマウスノロウイルス回収率の平均値は，浄水場 E の原水試料と同様

に，>10 µm 懸濁態画分が 0.57%，0.45–10 µm 懸濁態画分が 3.2%，溶存態画分が 33%（範囲：
11–67%）だった。このことから，分画におけるケーキろ過の影響が⼩さいこと，及びウイルス
濃縮，RNA 抽出，リアルタイム RT-PCR においてロスや阻害が⼩さいことが確認され，遺伝⼦



の定量検出結果が信頼できると判断した。 
 
(2) 浄⽔場 E の原⽔中ウイルス濃度 
 胃腸炎の非流行期である 6〜10 月の試料からはノロウイルス GII が散発的に検出され，流行

期の 11〜3 月の試料では毎月陽性となり，4 log10 copies/L を超える濃度が観測された（図１）。

すなわち，浄水場 E の原水（河川水）におけるノロウイルス GII 濃度は，上流域におけるノロ

ウイルス感染症の発生状況を反映して変動しており，これまでの報告 11)と同様の傾向だった。

3 つの画分のうち，最も濃度が高かったのは溶存態画分であるが，一部の試料（2017 年 9 月，

2018 年 1 月，2018 年 7 月の 3 試料）では，懸濁態画分の濃度が高い場合もあった。特に，水温

が高い（19.0〜27.0℃）6〜9 月の試料では，懸濁態として検出される割合が高い傾向が認めら

れ，ノロウイルス GII の水環境中動態に関して新たな知見が得られた。 
 ⼀⽅，ロタウイルス A は 1 年を通じて 4 log10 copies/L 以上の濃度で毎⽉検出された（図１）。
冬季から春先（4 ⽉）にかけて濃度が上昇しており，ヒト集団におけるロタウイルス感染症の
発⽣状況を反映していたが，患者の発⽣がほとんど報告されない⾮流⾏期でも検出されていた
ことから，ウシやブタなどの動物由来のロタウイルス株も原⽔試料には含まれていたと考えら
れた。また，ノロウイルス GII と異なり，溶存態画分に含まれるウイルス濃度の⽅が，懸濁態
画分よりも常に⾼かった（対応のある t 検定，P < 0.01）。 
 

 
図１．浄水場 E の原水におけるノロウイルス GII 及びロタウイルス A 濃度の季節変動 

（ND：不検出，LODd 及び LODs：溶存態及び懸濁態の検出下限値） 
 
(3) 国内 21 浄水場の原水中ウイルス濃度 
 胃腸炎の⾮流⾏期である 2017 年 9 ⽉の試料では，ノロウイルス GII は 0.45–10 µm 懸濁態画
分から最も⾼い頻度で検出され（29%），各画分の合計濃度の幾何平均値は 3.2 log10 copies/L だ
った（表１）。この傾向は 2 年⽬にも認められ，2018 年 9 ⽉の試料は懸濁態画分からのみ検出
され，濃度の幾何平均値は 2.9 log10 copies/L だった。胃腸炎の流⾏期には，ノロウイルス GII
の検出率が増加し，2018 年 1 ⽉の試料で 81%，2019 年 1 ⽉の試料で 62%だった。濃度の幾何
平均値も 1.0〜1.7 log10 増加し，4.2〜4.6 log10 copies/L だった（表１）。2018 年 1 ⽉の試料は，⾮
流⾏期と同様に 0.45–10 µm 懸濁態画分の検出率が最も⾼く（67%），溶存態画分の濃度と差が
認められなかった（対応のある t 検定）。 
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表１．全国 21 箇所の浄水場原水中のノロウイルス GII 濃度 

 
>10 µm 

懸濁態画分 

0.45–10 µm 

懸濁態画分 
溶存態画分 合計 

2017 年 9 月     

濃度 [log10 copies/L] 2.9±0.3 2.6±0.5 3.7±0.3 3.2±0.7 

検出率 [%] 9.5 29 14 48 

2018 年 1 月     

濃度 [log10 copies/L] 3.7±0.5 4.0±0.7 4.6±0.4 4.6±0.6 

検出率 [%] 43 67 57 81 

2018 年 9 月     

濃度 [log10 copies/L] 3.2 2.8±0.6 — 2.9±0.6 

検出率 [%] 4.8 24 0 24 

2019 年 1 月     

濃度 [log10 copies/L] 3.1±0.6 3.2±0.6 4.3±0.4 4.2±0.5 

検出率 [%] 14 48 52 62 
 
 

表２．全国 21 箇所の浄水場原水中のロタウイルス A 濃度 

 
>10 µm 

懸濁態画分 

0.45–10 µm 

懸濁態画分 
溶存態画分 合計 

2017 年 9 月     

濃度 [log10 copies/L] 3.9±0.7 3.7±0.6 4.7±0.4 4.8±0.5 

検出率 [%] 76 76 90 95 

2018 年 1 月     

濃度 [log10 copies/L] 4.2±0.8 4.2±1.0 4.9±0.7 5.1±0.7 

検出率 [%] 62 81 86 86 

2018 年 9 月     

濃度 [log10 copies/L] 3.3±0.6 3.2±0.5 4.4±0.6 4.3±0.7 

検出率 [%] 38 81 71 81 

2019 年 1 月     

濃度 [log10 copies/L] 3.4±0.4 3.7±0.5 4.6±0.6 4.7±0.6 

検出率 [%] 43 67 76 76 
 

 ロタウイルス A は，胃腸炎の流⾏期・⾮流⾏期に関わらず⾼い頻度で検出された（76〜95%，
表２）。流⾏期の濃度の幾何平均値（4.7〜5.1 log10 copies/L）は⾮流⾏期（4.3〜4.8 log10 copies/L）
よりも⾼く，ヒト集団から排出されたロタウイルス A 株による⽔源の汚染を⽰していた。また，
⾮流⾏期の濃度も⽐較的⾼かったことから，収集した表流⽔試料には動物由来のロタウイルス
A 株も含まれていたことが考えられた。それぞれの画分に検出されたロタウイルス A 濃度を⽐
較すると，ノロウイルス GII とは異なり，懸濁態よりも溶存態画分の濃度が有意に⾼かった（対
応のある t 検定，P < 0.01）。すなわち，表流⽔中においてロタウイルス A は，フリーで或いは
溶存有機物と吸着して存在する割合が多いことが全国的な傾向としても⽰された。 
 
(4) ⽔道原⽔から検出されたノロウイルス GII の遺伝⼦型 
 2017–2018 年（調査 1 年⽬）の流⾏期に検出されたノロウイルスGIIの遺伝子型は，GII.4 Sydney 



2012 が最も多く，続いて GII.2 及び GII.17 だった。また，翌年の 2018–2019 年の流⾏期も
2017–2018 年と同様に GII.4 Sydney 2012 が優占していた。この傾向は，全国の胃腸炎患者から

分離されたノロウイルスの遺伝子型分布 12)とも同様であり，濃度の季節変動データに加えて，

水道水源流域における感染者の発生状況を反映して水道原水にノロウイルスが含まれることを

示す結果が得られた。 
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