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研究成果の概要（和文）：予め外来DNAを金ナノ粒子に修飾することにより、ノロウイルスVLPsにDNA封入するこ
とに成功した。作製したVLPsを用いた室内実験の結果、凝集－沈澱処理でのノロウイルスの除去率はPMMoVと同
程度であることが分かった。一方、実浄水場における調査の結果、凝集－沈殿－砂ろ過でのPMMoVの除去率は0.9
～2.7 logであった。従って、実浄水場におけるノロウイルスの除去率も0.9～2.7 log程度であると推察され
た。

研究成果の概要（英文）：DNA encapsulation in norovirus VLPs was successfully achieved by modifying 
foreign DNA onto gold nanoparticles in advance. Laboratory-scale experiments with the VLPs revealed 
that the removal of norovirus was comparable to that of PMMoV. Surveys at full-scale drinking water 
treatment plants showed that the removal of PMMoV during coagulation, sedimentation, and sand 
filtration processes was 0.9-2.7 logs, suggesting that the removal of native norovirus at the 
full-scale plants is expected to be 0.9-2.7 logs.

研究分野： 水道工学

キーワード： 土木環境システム　ウイルス　浄水処理
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で構築した手法は、いかなる「培養困難な水系ヒト感染性ウイルス」に対しても適用可能であるため、こ
れまで浄水処理性を調べることができなかった他の多くの培養困難な水系ヒト感染ウイルスの浄水処理性の評価
が可能となり、大きな波及効果が期待できる。本研究の成果は、実処理場の技術者にも大きなインパクトを与え
るとともに、ウイルスの水道水質基準への組み込みについての議論にも大きく貢献する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 ノロウイルスやサポウイルスは、近年その感染事例が世界的に年々増加していることより、社
会的に注目を集めている。さらには、定量に用いるポリメラーゼ連鎖反応（PCR）法の発展に伴
い、環境水, 下水, あるいは水道原水中からのこれらのウイルスの検出報告が相次いだことも、
社会的注目を大きくした一因となっている。 
 このように、社会的に大きく注目されているにも関わらず、わが国の水道水質基準にはウイル
スに関する基準がなく、制度の整備についての議論がようやく始まったところである。基準の策
定の際、現有の処理法にてその基準が達成可能である必要があるが（達成法のない基準値は設定
できない）、実浄水場におけるウイルスの処理性については知見がほとんどないのが現状である。
これは、環境水中における水系ヒト感染性ウイルス濃度が極めて低く、処理水（すなわち水道水）
中での濃度が検出下限値以下となるため、浄水処理にてどの程度の除去ができたのか（すなわち
除去率）を算定することができないからである。 
 通常、微生物（原虫, 細菌, ウイルスなど）を用いた室内水処理実験を行う際には、実験に先
立ち、対象微生物を培養し、大量のストックソリューションを作成する必要がある。ところが、
ノロウイルスやサポウイルスは、これまで多くの努力が払われてきたにも関わらず、未だ細胞を
用いた培養法が確立されておらず（2016年にノロウイルスが培養可能との論文が発表されたが、
その手法は極めて困難であり、現段階では通常の方法による培養は極めて難しいと考えられる）、
ウイルスの大量培養ならびに添加実験が極めて難しい状況にあるのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究は、浄水処理性が全く分かっていない「培養困難」な水系ヒト感染性ウイルスの
浄水処理性を、実浄水場におけるフィールド調査と室内実験を組み合わせることにより明らか
にするものである。本研究の大きな特徴は、培養困難なウイルスの外套タンパク粒子（VLPs）を
遺伝子組み換え技術により発現させ、そこに臨床医学分野にて開発が進む非ウイルスベクター
作製技術を応用して外来 DNA を封入することにより DNA 封入 VLPs を作製し、これを室内浄
水処理実験に用いることにより、培養に頼らないウイルスの浄水処理性の評価法を創造するこ
とにある。このようなアプローチによるウイルス浄水処理性の評価はこれまで世界的に例がな
く、極めてオリジナリティーの高いものである。 
 
３．研究の方法 
3.1 DNA封入 VLPsの作製 
 図 1に、DNA封入 VLPsの作製法を示す。 
(1)還元剤添加により、ノロウイルス VLPs をい
ったんバラバラにした。(2)一方、金－チオール
相互作用を利用して金ナノ粒子に外来 DNA を
修飾した複合体を作製した。(3)これらを混合し
たのち、塩化カルシウム添加により VLPsを再構
成した。 
 また、作製した DNA封入 VLPsの粒子形成状
態を確認するため、透過型電子顕微鏡にて観察
した。さらに、塩化セシウム平衡密度勾配遠心法
にて比重を測定し、VLPsへの遺伝子の封入を確
認した。 
 
3.2 室内実験による DNA 封入ノロウイルス
VLPsと PMMoVの浄水処理性比較 
 白川浄水場（札幌）原水 4 Lに、DNA封入ノ
ロウイルス VLPs を 104.4 copies/mL, PMMoV を
104.6 copies/mLとなるように添加した。ここに凝
集剤としてポリ塩化アルミニウムを 1.08 mg-
Al/Lとなるように添加し、NaOHで pHを 7.0に
調整しつつ、急速撹拌（G値 200 s-1で 1分間）
と緩速撹拌 G値 20 s-1で 10分間）を行い、その
後 60 分間静置した。凝集剤添加前の試料と、静置後の上澄み液を採取し、ノロウイルス VLPs
と PMMoVの濃度を PCR法にて定量した。 
 
3.3 実浄水処理場における PMMoVの処理性の調査 
 凝集－沈殿－砂ろ過処理を行っている国内の 2 ヶ所の浄水場 A, B と、凝集－MF 膜ろ過処理



 

 

を行っている 2 か所の浄水場 C, D にて、原水と砂ろ過
水あるいはMF膜ろ過水を採取し、我々の研究グループ
で開発したナノセラム陽電荷膜法にて濃縮後に、PCR法
にて PMMoV濃度を定量した。 
 
４．研究成果 
4.1 DNA封入 VLPsの作製とその確認 
 作製した DNA 封入ノロウイルス VLPs を電子顕微鏡
で観察したところ、40 nm程度の径を持つ粒子が生成さ
れていることが確認された（図 2）。これは、野生のノロ
ウイルスの粒子径である 38 nmと同程度であった。また、
VLPs の中には金ナノ粒子が封入されていることも確認
でき、あらかじめ金ナノ粒子に修飾した外来 DNA も
VLPsに封入されている可能性が期待できた。 
 そこで、塩化セシウム平衡密度勾配遠心法によ
り封入作業後の試料の比重分布を調べたところ、
ELISA 法によりタンパクとして定量した VLPs に
は 2つのピーク（図 3, 赤丸）が存在することが分
かった。一方、PCR法により定量した DNAには 1
つのピークのみが確認され（黒菱形）、そのピーク
はタンパクとして定量した VLPs の 2 つのピーク
のうちの一方と比重が一致した。このことより、タ
ンパクとして定量した 2 つのピークのうち比重が
小さい方は DNA が封入されなかった中空の VLPs
であり、比重が大きい方はDNAが封入されたVLPs
であると判断された。すなわち、本研究で用いた手
法により、外来 DNAを VLPsに封入することが可
能であることが示された。 
 
4.2 室内実験によるDNA封入ノロウイルスVLPs
と PMMoVの浄水処理性比較 
 このようにして作製したDNA封入ノロウイルス
VLPsと PMMoVを用い、室内実験にて凝集沈澱処
理における除去率を調べたところ、DNA封入ノロウイ
ルス VLPs の除去率は、PMMoV の除去率と同程度で
あることが分かった（図 4）。 
 
4.3 実浄水処理場における PMMoV の処理性の調査
とノロウイルスの処理性の推定 
 国内の 4か所の浄水場にて PMMoVの処理性をそれ
ぞれ複数回調べたところ、凝集－沈澱－砂ろ過処理で
は 0.9～2.7 log、凝集－MF膜ろ過処理では 0.7～2.9 log
の除去率であった。3.2の検討より、ノロウイルスの凝
集－沈澱処理での除去率が PMMoVと同程度であった
ことから判断すると、凝集－沈殿－砂ろ過処理におけ
るノロウイルスの除去率も、0.9～2.7 log程度であるの
ではないかと推定された。 
 
4.4 本研究の結論 
1. 予め外来 DNA を金ナノ粒子に修飾することによ
り、ノロウイルス VLPs に DNA 封入することに
成功した。 

2. 作製した DNA 封入ノロウイルス VLPs を用いた
室内実験の結果、凝集－沈澱処理でのノロウイル
スの除去率はPMMoVと同程度であることが分か
った。 

3. 実浄水場における調査の結果、凝集－沈殿－砂ろ
過での PMMoVの除去率は 0.9～2.7 logであった。
従って、実浄水場におけるノロウイルスの除去率
も 0.9～2.7 log 程度であるのではないかと推察さ
れた。 
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