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研究成果の概要（和文）：　本研究では，PCR法に加えて，ウイルスの外殻タンパク質の損傷を捉えることが可
能なPMAxx-Enhancer-PCR法を適用することにより，水道原水における病原ウイルスの存在実態を詳細に把握し
た．また，凝集-MF膜ろ過処理を実施している実浄水処理場における病原ウイルスの処理性と病原ウイルスの代
替指標として期待されているトウガラシ微斑ウイルスの処理性を比較することに成功した．加えて，金ナノ粒子
に遺伝子を複数結合させた遺伝子結合金ナノ粒子を用いることにより，PCR法にて高感度に定量可能な遺伝子封
入ウイルス様粒子（遺伝子封入VLPs）の作製に成功した．

研究成果の概要（英文）：　We investigated the occurrence of human enteric viruses in drinking water 
sources by using PCR and PMAxx-Enhancer-PCR which can detect damage to viral capsids. We then 
successfully evaluated the reduction efficiencies of a human enteric virus and pepper mild mottle 
virus, a potential surrogate for human enteric viruses to assess virus removal by 
coagulation-microfiltration, in an actual drinking water treatment plant employing 
coagulation-microfiltration. In addition, DNA-encapsulated virus-like particles that can be 
quantified by PCR were successfully constructed by using DNA-conjugated gold nanoparticles.

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
　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，水道原水における病原ウイルスの存在実態，並びに
実浄水処理場における病原ウイルスの処理性を詳細に把握し，効果的且つ効率的な処理を施すことが重要とな
る．本研究では，水系感染症を引き起こすことが知られている9種の病原ウイルスの水道原水における存在実態
を明らかにすると共に，代表的な浄水処理技術の一つである凝集-膜ろ過処理を実施している実浄水場における
病原ウイルスの処理性を明らかにすることに成功したことから，本研究で得られた知見は，水道水利用における
病原ウイルスのリスク管理・制御の枠組みの構築に資するものであると考えられる．

※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 
 ノロウイルスに代表される病原ウイルスによる感染症は，先進諸国においても未だ大きな問
題となっている．実際に，ノロウイルスによる感染症に限定した場合であっても，胃腸炎発症者
数は世界全体で年間 7 億人，経済的損失は年間 600 億ドルにも上ることが試算されている．ま
た，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低水質の環境水や排水をも新たな水道原水として利用
（再利用）する必要がある．このような水は，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，すなわち，物理的処理における除去特性，並びに消毒
処理における不活化特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，水道水由来の
病原ウイルスによる感染症（水系感染症）を制御していくことが重要となる． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，水道原水における病原ウイルスの存在実態，並びに実浄水処理場における病原ウ
イルスの処理性を詳細に把握すると共に，培養困難なノロウイルスについて，水道原水中に優占
的に存在する複数の遺伝子型・株のノロウイルスのウイルス様粒子（VLPs）を人工的に作製し，
VLPsの高感度定量法と併用することにより，遺伝子型，更には株の差異にまで踏み込んだノロ
ウイルスの物理的な浄水処理性を，培養法に頼ることなく詳細に評価することを目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1) 水道原水中のウイルス濃度の定量 
 本研究では，水道原水におけるウイルスの存在実態を把握するため，ナノセラム陽電荷膜とタ
ンジェンタルフローUF膜を併用したウイルス濃縮法を適用し，水道原水中のウイルス濃度を定
量した．全国 10カ所の実浄水処理場において採水した水道原水各 40 Lを，ポンプを用いて 5‒6 
L/min の初期流束にて専用ハウジングに収容されたナノセラム陽電荷膜（膜孔径 2 m）に通水
することにより，水道原水中の負に帯電したウイルスを正に帯電した陽電荷膜に吸着させた．通
水後，ハウジング内に残った水道原水を破棄し，ここに，膜に吸着させ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，1分間浸漬させた．この後，未使用のビーフエキス溶液 150 mLをポンプを用いて膜
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（2 回目の溶出時の浸漬時間は 15 分，3 回目
及び 4 回目の溶出時の浸漬時間は 30 分），合計 2 L のビーフエキス溶液にウイルスを濃縮した
（一次濃縮）． 
 ウイルスを濃縮したビーフエキス溶液の pH を HCl にて 3.5 に調整した後，撹拌子を用いて
400 rpmにて 30分間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 2,500 × g
にて 15分間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た．上澄水については，
タンジェンタルフローUF膜（膜材質 再生セルロース，分画分子量 300 kDa）を用いて 20 mLま
で精製・濃縮し，更にメンブレンフィルター（膜材質 酢酸セルロース，膜孔径 0.45 m）にて
ろ過した（二次濃縮[上澄み]）．一方，凝集フロックについては，pH 9.0の 0.15 Mリン酸バッフ
ァーを添加し，マルチシェイカーを用いて 160 rpmにて 10分間振とうすることにより，凝集フ
ロックを溶解した．これを 4,000 × gにて 10分間遠心分離した後，上澄水の pHを HClにて 7.0
に調整することにより 20 mLまで精製・濃縮し，更にメンブレンフィルター（膜材質 酢酸セル
ロース，膜孔径 0.45 m）にてろ過した（二次濃縮[フロック]）．二次濃縮後の試料水（二次濃縮
[上澄み]及び二次濃縮[フロック]）中のウイルス濃度を定量し，得られた結果を基に，濃縮前の
水道原水中のウイルス濃度を算出した． 
 ウイルス濃度の定量においては，リアルタイム定量 PCR 法に加え，ウイルスの外殻タンパク
質の損傷を捉えることが可能なViability-PCR法の一種である PMAxx-Enhancer-PCR法を用いた．
二次濃縮後の試料水に，DNA/RNAに対して高い親和性を持つ光反応性色素であるプロピジウム
モノアジド（PMA）の改良高純度試薬である PMAxx（最終濃度 200 M）及び PMAの反応向上
試薬である PMA Enhancer for Gram Negative Bacteria（最終濃度 1X）を添加し，室温・暗所にて
緩やかに攪拌しながら 10分間インキュベートした．これを PMA-Lite LED光照射装置に供する
ことにより，強い可視光を 15 分間照射し，PMAxx から生じるナイトレンラジカルとウイルス
DNA/RNAを反応させた．この後，PCR法を実施することにより，ウイルスの外殻タンパク質の
損傷が無いウイルスのみを選択的に定量した． 
 
(2) 実浄水処理場の処理工程水中のウイルス濃度の定量 
 本研究では，凝集–MF 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
評価するため，前述したナノセラム陽電荷膜とタンジェンタルフローUF膜を併用したウイルス
濃縮法を適用し，原水及び凝集–MF 膜ろ過処理水中のウイルス濃度を定量した．実浄水場内に



おいて，原水 4–80 L，あるいはチオ硫酸ナトリウムのインライン添加により残留塩素を中和し
た凝集–MF膜ろ過処理水 100–1,000 Lを，ポンプを用いて 4–5 L/minの初期流束にて専用ハウジ
ングに収容されたナノセラム陽電荷膜に通水した．この後，前述した手順により，ウイルスの回
収・精製・濃縮を実施した．原水及び凝集–MF 膜ろ過処理水の二次濃縮後の試料水（二次濃縮
[上澄み]及び二次濃縮[フロック]）中のウイルス濃度を定量し，得られた結果を基に，濃縮前の
原水中及び凝集–MF 膜ろ過処理水中のウイルス濃度を算出した．また，実浄水場におけるウイ
ルスの低減率（Log 除去率（Log[C0/C]；C0: 原水のウイルス濃度，C: 処理水のウイルス濃度））
を算出した． 
 
(3) 高感度に定量可能な VLPsの作製 
 本研究では，培養困難なノロウイルス GI.4型の VLPsを実験に使用し，VLPs内部に人工合成
遺伝子を結合させた遺伝子結合金ナノ粒子を封入することにより，高感度に定量可能な VLPsの
作製を試みた．VLPsに還元剤であるジチオトレイトール（DTT）及び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）を添加し，室温にて 30分間インキュベートすることによ
り，VLPsを構成するタンパク質のアミノ酸間のジスルフィド結合を還元（切断）し，VLPsの粒
子構造を一時的に崩壊させた．ここに，リアルタイム定量 PCR 法にて定量可能なチオール化し
た人工合成遺伝子（人工合成 DNA）を金ナノ粒子（粒子径 5 nm）に結合させた遺伝子結合金ナ
ノ粒子を添加し，UF膜（膜材質 再生セルロース，分画分子量 12–14 kDa）を用いた透析による
精製を実施した後，塩化カルシウム（CaCl2）を添加し，室温にて 1 時間インキュベートするこ
とにより，アミノ酸間のジスルフィド結合を再形成させ，VLPsの粒子構造を再構成させた．こ
の後，核酸分解酵素であるベンゾナーゼを添加し，室温にて 1時間インキュベートすることによ
り，VLPs の内部に封入されなかった余剰の外来遺伝子及び VLPs の表面に吸着した外来遺伝子
を分解した．この後，塩化セシウムを用いた平衡密度勾配遠心法を 4 ºCにて実施し，VLPs，遺
伝子封入 VLPs，人工合成遺伝子を比重の差により分画すると共に，分画した各画分の VLPs 濃
度，遺伝子濃度をそれぞれ ELISA，PCR法にて定量することにより，VLPs内部への遺伝子封入
状態を確認した． 
 
４．研究成果 
(1) 水道原水における病原ウイルスの存在実態 
 感染性胃腸炎の流行期とされる冬季に採水した全国 10カ所の水道原水におけるアデノウイル
ス（AdV），アストロウイルス（AstV），ヒトノロウイルス GI（HuNoV GI），ヒトノロウイルス
GII（HuNoV GII），ヒトサポウイルス（HuSaV），E型肝炎ウイルス（HEV），エンテロウイルス
（EV），パレコウイルス（PeV），A 型肝炎ウイルス（HAV），ロタウイルス（RV），並びにトウ
ガラシ微斑ウイルス（PMMoV）の濃度を PCR法にて評価したところ，AstV，HuNoV GII，RVの
陽性率が高く，RV については，採水した 10 カ所の水道原水の内，7 カ所で濃度が PCR法にお
ける定量下限値を上回り，陽性となった（陽性率 70%）．また，対象とした病原ウイルスの中で，
RVの陽性率が最も高く，陽性となった試料水中の RV濃度は 102.3–3.3 copies/Lであった（図 1）．
HuNoV については，遺伝子グループ間で陽性率に差異が見られ，HuNoV GI の陽性率は 20%で
あったのに対し，HuNoV GIIの陽性率は 60%であった．一方，PMMoVについては，採水した 10
カ所の水道原水全てにおいて濃度が PCR 法における定量下限値を上回り，陽性となった（陽性
率 100%）．また，陽性となった試料水中の PMMoV濃度は 105.2–6.5 copies/Lであった（図 2）． 
 PCR 法にて陽性となった水道原水について PMAxx-Enhancer-PCR 法を適用したところ，PCR
法単独にて定量された RV は全て定量下限値以下となった（図 1）．従って，PCR 法単独にて定
量されたロタウイルスは，感染性を有する完全体の状態ではなく，PMAxx がウイルス粒子内部
まで透過可能な状態，すなわち，ウイルス粒子を構成する外殻タンパク質の損傷により感染性を
失った状態で水道原水中に存在している可能性が示唆された．PCR 法単独にて定量された
HuNoV GIについても，PMAxx-Enhancer-PCR法を適用したところ，全て定量下限値以下となっ
た．従って，HuNoV GI は，RV の場合と同様に，外殻タンパク質の損傷により感染性を失った
状態で水道原水中に存在している可能性が示唆された．一方，HuNoV GIIについては，幾つかの
水道原水において，PMAxx-Enhancer-PCR 法を適用した場合に得られた濃度が PCR 法単独の場
合に得られた濃度と同程度の値となった．従って，HuNoV GIIは，HuNoV GIとは異なり，PMAxx
がウイルス粒子内部に透過できない状態，すなわち，外殻タンパク質の損傷が無い状態で水道原
水中に存在している場合があることが示唆された．PMMoVについては，全ての水道原水におい
て，PMAxx-Enhancer-PCR 法を適用した場合に得られた濃度が PCR 法単独の場合に得られた濃
度と同程度の値となった（図 2）．従って，PCR法単独にて定量された PMMoVは，外殻タンパ
ク質の損傷が無い状態で水道原水中に存在しているものと考えられた． 
 研究対象とした全国 10カ所の水道原水においては，PMMoVは，PCR法のみならず，PMAxx-
Enhancer-PCR 法を適用した場合であっても，定量対象としたいずれの病原ウイルスよりも 100
倍以上高い濃度で存在していることが明らかとなった．従って，PMMoVは，水道原水における
病原ウイルス汚染を評価するための指標ウイルスとして有効であることが示唆された． 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) 実浄水処理場における病原ウイルスの処理性 
 水道原水において高頻度に検出された RV を対象とし，凝集–MF 膜ろ過処理を実施している
実浄水処理場における RVの低減率を PCR法にて評価したところ，2.0 log以上（3回の採水は全
て定量下限値以下）の低減率が得られることが明らかとなった．一方，PMMoV の低減率は 2.3 
± 0.6 log（3回の採水の平均値）であり，RVの低減率と同程度，あるいは低い値となった．従っ
て，PMMoVは，凝集–MF膜ろ過処理を実施している実浄水場における RVの処理性を評価する
ための指標ウイルスとして有効であることが示唆された． 
 
(3) VLPs内部への遺伝子封入 
 VLPs内部に封入可能であることが確認された金ナノ粒子を用い，金ナノ粒子に人工合成遺伝
子を結合させた後，遺伝子結合金ナノ粒子を VLPs内部に封入することにより，金ナノ粒子を介
した VLPs 内部への外来遺伝子の封入を試みた．なお，金ナノ粒子にチオール化した人工合成
DNA を結合させたところ，金ナノ粒子 1 粒子当たり 5 個程度の人工合成 DNA の結合が確認さ
れた．粒子構造を一時的に崩壊させた VLPs に，遺伝子結合金ナノ粒子を 5：1 の個数比で添加
し，粒子構造の再構成処理を実施した後，VLPs溶液を平衡密度勾配遠心法にて分画したところ，
中空の VLPsの比重（1.28 g/cm3）に比べて大きな比重（1.33 g/cm3：1粒子の VLPs内部に金ナノ
粒子が 1粒子封入された場合の比重の計算値と一致）の画分において VLPs量の増加が確認され
た（図 3）．また，当該画分における DNA量の明確な増加も確認された（図 3）．従って，金ナノ
粒子を介することにより，VLPs内部に外来遺伝子を封入できることが明らかとなり，結果とし
て，リアルタイム定量 PCR法にて定量可能な遺伝子封入 VLPsの作製に成功した．また，VLPs
内部への封入に成功した遺伝子結合金ナノ粒子は，1粒子当たり 5個程度の人工合成 DNAが結
合していることから，VLPs内部に 1個の遺伝子を封入させた場合に比べて VLPsの検出感度を
約 5倍向上できるため，作製に成功した高感度に定量可能な遺伝子封入 VLPsを浄水処理の室内
添加実験に用いることにより，これまでの中空の VLPs と ELISA による定量では実現できなか
った，実際の水道原水中のノロウイルス濃度に近い条件下における自由度の高い添加実験の実
施が可能となるものと判断された． 
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図2. 水道原水中のPMMoVの定量結果
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