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研究成果の概要（和文）：本研究では，水道原水（表流水）に含まれるウイルスの存在形態を明らかにし，ウイ
ルスの検出状況と関連する医薬品を調査した。表流水試料を孔径10 μmおよび0.45 μm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に分画し，それぞれの画分に含まれる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。医薬品は，固相抽出により濃縮し，LC-MS/MS法により濃度を測定した。国内21カ所の浄
水場の原水試料では，ロタウイルスAおよびトウガラシ微斑ウイルスは溶存態画分に多く存在し，その濃度はカ
ルバマゼピンおよびスルファメトキサゾールの濃度と正に相関することがわかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, present forms of viruses in surface water used for drinking 
water production and pharmaceuticals associated with the occurrence of viruses were investigated. 
Surface water samples 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. Pharmaceuticals were concentrated with the solid-phase extraction and measured
 by using a LC-MS/MS method. Based on the analyses of raw water samples collected at 21 drinking 
water treatment plants all over Japan, we found that rotavirus A and pepper mild mottle virus were 
predominant in the dissolved fraction, and their concentrations were positively correlated with the 
concentrations of carbamazepine and sulfamethoxazole.

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
これまでに表流水に含まれるウイルスは，その多くが細菌や粘土等の懸濁物質に吸着していると考えられてきた
が，溶存態画分に多く含まれるウイルスも存在することがわかった。ヒトのふん便に高濃度で含まれるトウガラ
シ微斑ウイルスや小児における下痢症の原因として重要なロタウイルスはそれに該当し，水道原水における濃度
は下水汚染を示す化学物質マーカーであるカルバマゼピンやスルファメトキサゾールの濃度と正に相関してい
た。これまでに水中の病原ウイルスと医薬品の濃度の相関を報告した研究はほとんどなく，化学物質マーカーが
ウイルス汚染の評価にも有用であることを示す重要な知見が得られた。

※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 
 ヒトの腸管に感染すると，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日本を含めた先進国で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 1, 2)。その結果，国内においても簡易水道，貯水槽水道等の小規模の水道ではノロウ
イルスやロタウイルスによる集団感染がまれに発生している 3)。 
 水道において病原細菌および原虫のリスクは，水質基準の一般細菌や大腸菌，および「水道に
おけるクリプトスポリジウム等対策指針」によりそれぞれ管理されているが，ウイルスのリスク
は代替指標である一般細菌と大腸菌を用いて管理されているのが現状である。ウイルスのリス
クを適切に管理するためには，水道水源および浄水処理プロセスにおけるウイルスの挙動を理
解することが不可欠である。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，および水中において
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 4)，表流水中のウイルスの存在形態や関連する化学物質に着目した調査
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 カ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 GII およびロタウイルス A，ヒトのふん便に高濃度で含まれるト
ウガラシ微斑ウイルス（PMMoV）の存在形態を明らかにすることを目的とした。すなわち，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，および 0.45 μm以下の溶存態画分に含まれるウイルスの濃度を測定した。さらに，溶存態画
分に含まれるウイルスと類似した挙動を示すマーカーを明らかにするために，ヒト下水汚染を
示すマーカーとして提案されているカルバマゼピン（CBZ，抗てんかん薬），ヒトおよび畜産動
物に使用されるスルファメトキサゾール（SMX，抗菌薬），畜産や水産動物に使用されるスルフ
ァモノメトキシン（SMM，抗菌薬）を測定し，ウイルス濃度との関連を調べた。 
 
３．研究の方法 
(1) 表流水試料の収集 
 2019年 10月，2020年 1月，10月，2021年 1月，10月，および 2022年 1月に河川，湖沼，
ダムを水源とする国内 21 カ所の浄水場において，水道原水試料を収集した（N=126）。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) 試料の分画とウイルス遺伝子の測定 
 ウイルスの存在形態を明らかにするために，収集した水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 107 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 1)。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 5)，溶存態画分とした 1)。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。 
 マウスノロウイルス，ノロウイルス GII，ロタウイルス A，および PMMoV の RNA 濃度は，
既往のプライマー・プローブ 6–13)，RNA UltraSense One-Step Quantitative RT-PCR System（Thermo 
Fisher Scientific），および LightCycler 480 System II（Roche Diagnostics）を用いたリアルタイム RT-
PCR法により定量した。 
 
(3) 医薬品の測定 
 2020年 10月，2021年 1月，10月，および 2022年 1月に収集した試料（N=84）は，固相抽出
－LC-MS/MS法により 3種の医薬品（CBZ，SMX，SMM）濃度を測定した。まず，PTFE膜およ
び MCE 膜でろ過した試料に，サロゲート（CBZ-d10，SMX-d4，SMM-d4）を添加した。次に，
全自動固相抽出装置（Aqua Trace ASPE899；GL Sciences）を用いて，200 mL の試料を固相（Oasis 
HLB，225 mg；Waters）に通水して濃縮した。超純水で固相を洗浄した後，窒素ガスで固相を乾
燥させ，5 mL のメタノールで溶出した。この溶出液を窒素ガスの吹きつけによって完全乾固さ
せた後，10%メタノール溶液で 0.5 mL に定容し，測定試料とした 14)。 
 試料の分離は，分離カラムに Acquity UPLC BEH C18（2.1 mm×100 mm；Waters）を使用し，
Agilent 1290 infinity II（Agilent Technologies）により行った。移動相は，A液が 0.1%ギ酸水溶液，



B液がメタノールとし，試料注入量は 20 µL とし
た。MS/MS は 3200 Qtrap（AB Sciex）を用い，正
イオンモードのエレクトロスプレーイオン化法
（ESI＋）で測定した。定量下限値は，CBZ が 0.25 
ng/L，SMX および SMM は 0.50 ng/Lだった 14)。 
 
４．研究成果 
(1) プロセスコントロールウイルスの回収率 
 国内 21 カ所の浄水場で採水された原水試料の
マウスノロウイルス回収率の幾何平均値は，>10 
μm 懸濁態画分が 0.07%，0.45–10 μm 懸濁態画分
が 0.62%，溶存態画分が 15%（範囲：1–80%）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，およびウイルス濃縮，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，ウイルス遺伝子の定量検
出結果が信頼できると判断した。 
 
(2) 水道原水中のウイルスの存在形態 
 胃腸炎の非流行期である 10月の採水試料では，
ノロウイルス GII は 5–10%の試料から検出された
（表１）。画分別の検出率は，>10 μm 懸濁態画分
が 0%，0.45–10 μm 懸濁態画分および溶存態画分
がそれぞれ 0–10%だった。一方で，流行期の 1月
の試料では，29–57%の試料で陽性だった。2021年
1月は，全国の水道原水試料からの検出率は 3年
間で最も低かった。このシーズンでは，新型コロ
ナウイルス感染症対策の影響により感染性胃腸
炎の流行がほとんど認められなかった。2021年 1
月を除いた流行期の試料では，ノロウイルス GII
の検出率は，>10 μm 懸濁態画分が 14–24%，0.45–
10 μm 懸濁態画分が 19–38%，溶存態画分が 38–
43%だった。また，ノロウイルス GII の検出濃度
の平均値は，>10 μm 懸濁態画分が 2.7–2.9 log10 
copies/L，0.45–10 μm 懸濁態画分が 3.6–3.7 log10 
copies/L，溶存態画分が 3.68–3.8 log10 copies/L であ
り，0.45–10 μm 懸濁態画分と溶存態画分で同程度
だった（図１）。 
 ロタウイルス A は，2021 年 1 月の試料を除い
て，胃腸炎の流行期である 1 月の方が 10 月と比
較して検出率が高い傾向が見られたが，非流行期
においても比較的高い検出率だった（52–76%）。
この原因としては，ヒトだけでなくウシやブタな
どの動物由来のロタウイルス A 株が水道原水試
料には含まれていた可能性が考えられた。ロタウ
イルス A の検出濃度は，ノロウイルス GII ほど流
行期と非流行期による違いが明白ではなく，溶存
態画分で 3.8–4.3 log10 copies/Lだった（図１）。懸
濁態画分からの検出濃度は，>10 μm が 2.9–3.4 
log10 copies/L，0.45–10 μm が 2.8–3.6 log10 copies/L
であり，ロタウイルス A は溶存態画分に多く含ま
れることが示された。 
 PMMoV は，採水時期によらず高い検出率であ
り，81–100%の試料から検出された。ノロウイル
ス GII の結果で新型コロナウイルス感染症対策の
影響が見られた 2021年 1月の試料でも 100%の試
料から検出され，検出濃度も他の時期と同程度で
あることから（図１），2021年 1月に収集した水
道原水試料は，他の試料と同様にふん便汚染の影響を受けていたことがわかる。PMMoV は，ロ
タウイルス A と同様に溶存態画分から最も高い濃度で検出された（4.8–5.5 log10 copies/L）。 
 3年間に渡って全国の水道原水試料の各画分に含まれるノロウイルス GII，ロタウイルス A，
PMMoV を調査した結果，ノロウイルス GII は懸濁物質に吸着して存在する割合も高いこと，ロ
タウイルス A と PMMoV は溶存態画分に含まれる割合が高いことが明らかになった。 

表１．国内 21浄水場原水のそれぞれの画分か
らのウイルス検出率 

 
 

 
図１．国内 21浄水場原水のそれぞれの画分か
らのウイルス検出濃度の平均値（エラーバー
は，標準偏差を示す） 

採水月 >10 μm 0.45–10 μm <0.45 μm
懸濁態 懸濁態 溶存態

ノロウイルスGII
2019/10 0 10 5 10
2020/01 24 19 38 48
2020/10 0 0 10 10
2021/01 0 10 19 29
2021/10 0 5 0 5
2022/01 14 38 43 57
ロタウイルスA
2019/10 19 33 62 67
2020/01 62 71 81 81
2020/10 19 71 67 76
2021/01 24 57 71 71
2021/10 10 48 48 52
2022/01 29 48 76 76
PMMoV
2019/10 33 38 81 81
2020/01 71 71 95 95
2020/10 67 90 90 100
2021/01 57 90 100 100
2021/10 33 76 76 81
2022/01 43 71 95 95
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(3) 水道原水中のウイルスと関連する医薬品 
 予備検討として 2019 年度に収集した原水試料
（N=42）を用いて，ヒト下水汚染を示すマーカー
である CBZ を測定したところ，0.29–9.3 ng/L の
濃度で検出され，2019年 10月よりも 2020年 1月
の方が濃度が高い傾向が見られた（P<0.05，ウィ
ルコクソンの符号付き順位検定）。また，PMMoV
濃度と関連を調べたところ，PMMoV と CBZ 濃度
との間に正の相関が認められた（R=0.56，
P<0.01）。この予備検討結果を踏まえて，2020 お
よび 2021年度は，CBZ に加えて，ヒト・動物用
医薬品である SMX および動物用医薬品の SMM
を測定し，2年間の再現性を検証することとした。 
 2020 年 10 月および 2021 年 1 月の試料では，
CBZ および SMX は，81–90%の試料からそれぞれ
最大 21，42 ng/L の濃度で検出された（表２）。
SMM は，24–29%の試料から最大 10 ng/L の濃度
で検出された。溶存態画分のロタウイルス A およ
び PMMoV 濃度と CBZ および SMX 濃度との間には，それぞれ有意な正の相関が認められ（R＝
0.6–0.8，P<0.01），排出源から浄水場取水地点までの表流水中において挙動が類似している可能
性が示された。 
 2021年 10月および 2022年 1月の試料からは，CBZ と SMX の検出率は 86–95%，それぞれの
濃度の最大値は 20，40 ng/L であり，2020年度と同様の傾向だった（表２）。SMM は，10–33%
の試料において最大 6.0 ng/L の濃度で検出された。溶存態画分の PMMoV 濃度と CBZ および
SMX 濃度との間には，それぞれ有意な正の相関が認められ（R＝0.6–0.8，P<0.01），再現性が確
認された。 
 以上の結果から，溶存態画分に含まれる割合が多いロタウイルス A と PMMoV は，下水や畜
産排水等の排出源から浄水場取水地点までの表流水中において下水汚染マーカーとして提案さ
れている医薬品と同様に流下している可能性が示唆された。 
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