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研究成果の概要（和文）： 
 水域生態系において懸濁物質がウィルスの感染に与える影響を、ウィルスの吸着・遊離過
程に着目し、野外調査および室内実験を用いて評価を行った。その結果、懸濁物質の中で
も鉱物粒子のウィルスの吸着能が高く、これらの堆積物がウィルスのリザバーとなってい
ることを明らかにした。さらに、環境水中および堆積物中からウィルスを定量的に検出す
る手法を確立した。 
研究成果の概要（英文）： 
In order to contribute to a better understanding of viral dynamics in aquatic ecosystems, this study 

examined effect of suspended matter and its sediment on viral infection in aquatic environments. We 
revealed that mineral particles could attach to virus and its sediments could be reservoir of virus in 
aquatic environments. Novel quantification methods of virus from environmental water and sediment 
were also established. 
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１． 研究開始当初の背景 
ウィルスは自然環境水中で105-109/mLも存

在し、ウィルス感染は水域生物の重要な死亡
要因となっている。その結果、生態系の生物
群集組成や物質循環を駆動する重要な要因
であることが明らかとなってきた（Suttle 
2007 in Nature Reviews）。さらに、近年コ
イヘルペスウィルス(KHV)病などの新興感染
症が、野生個体の大量死を引き起こすという

現象も報告されており、水域生態系でのウィ
ルス感染症拡大のメカニズムや動態を明ら
かにすることが急務となっている。 
KHV 感染症は 2003 年から 2004 年にかけて

霞ヶ浦や琵琶湖をはじめとする自然水域に
広がり、それぞれ 1000ｔ、10 万匹以上のコ
イの死亡が確認された。当初の大量死からは
状況が改善してはいるものの現在でも毎年
KHV の発生が確認されている。また、KHV 感
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染症によるコイの死亡は冬に終息するにも
かかわらず次の年の春に再び発生すること
から、ウィルスは一定期間水域生態系で生残
していることが考えられる。KHV の水中での
生残時間はわずか数日であるという報告
(Ilouze et al. 2006)がある一方で、我々の
予備的調査では環境水中に KHVが存在するこ
とが示唆されていたことから、KHV は堆積物
や懸濁物質など水以外の場所で生残し続け、
ある環境下で水中に供給されている可能性
が考えられる。ウィルス粒子の表面が負の電
荷を帯びているという事実は、環境中におい
て正の電荷を持つ懸濁物質がウィルスを吸
着させているという考えを支持するもので
ある。さらに pH の変化は、ウィルス粒子の
電荷に変化を与え吸着物質からの遊離を促
すことが知られ、このような水質変化は KHV
病をはじめとするウィルス感染症が起こり
やすい環境を作っている可能性がある。 

 

２．研究の目的 
本研究では、懸濁物質（ここでは堆積物を含
む）がウィルスの動態に与える影響を評価す
るために、KHV およびλファージをモデルウ
ィルスとして用い、以下の点を明らかにする
ことを目的とした。 
(1)懸濁物質からのウィルス検出法の確立
(2)環境水中における懸濁物質のウィルスの
分布 
(3)懸濁物質がウィルスの生残性(消失過程)
に与える影響 
(4)pH の変化が懸濁物質からのウィルス遊離
と感染に与える影響 
 
３．研究の方法 

環境中のウィルスのほとんどが未知の種
類であり、その動態はほとんど分かっていな
い。そのため、塩基配列が既知の KHV を用い
て、環境水および堆積物中からのウィルス
DNA の定量的な検出手法の確立を行った。 

次に、KHV の自然環境中での分布を明らか
にするため、これらの手法を用いて河川、琵
琶湖およびその内湖の水、懸濁物質（主にプ
ランクトン、鉱物粒子）および堆積物から KHV
の検出を行い、これらの質とウィルスの数と
の関係の解析を行った。 
さらに、ウィルスの吸着と遊離に与える要

因を明らかにするため、環境水中のウィルス
量との pH や懸濁物質量などの水質との関係
解析を行った。これらの結果から、有機物量
との関係が示唆されたため、異なる質の湖底
堆積物に KHV を添加する室内実験によって、
有機物が KHVの遊離に与える影響を評価した。
また、野外調査から懸濁態の鉱物粒子がウィ
ルスの吸着能が高いことが明らかになった
ため、粒子サイズがウィルスの吸着能に与え
る影響を室内実験において評価した。 

 
４．研究成果 
(1)堆積物および環境水からのウィルスの定
量・検出手法の開発 
環境中に存在するウィルス量は、感染個体

の組織内に比べ非常に微量であるため、検出
にはウィルスの濃縮が不可欠である。一方、
濃縮過程での回収率はサンプルごとに大き
く異なる。これまで、環境水や活性汚泥、土
壌中からのウィルスの検出手法は数多く開
発されてきたが、回収率を考慮し、定量的に
検出する手法は確立されていなかった。本研
究では、定量 PCR を用いて既知量のλファー
ジを添加し回収率を推定することで環境水
および堆積物から定量的にウィルス DNAを検
出する手法を確立することに成功した（論文
①、⑤）。これらの定量法は、他のウィルス
にも適用可能と考えられ、すでに環境水から
は別の魚病ウィルス(コイヘルペスウィルス
１、コイヘルペスウィルス２)の検出にも成
功している。また、ビーズビーターなどを使
用せず非破壊的な濃縮法を用いているため、
感染力を保持したウィルスの検出にも応用
できる可能性があり、今後環境中でのウィル
スの動態や生態解析に役立つことが期待で
きる。 
(2)環境水中における懸濁物質および堆積

物のウィルスの分布 
2008 年 11 月に琵琶湖内湖の伊庭内湖にお

いて、プランクトンネット NXX17 で主に動物
プランクトンと植物プランクトンを含む懸
濁物質を採取し、KHV の検出・定量を行った。
その結果、８サンプル中 7 サンプルから KHV
が検出され、プランクトンに KHV が吸着ある
いは含有されていることが示唆された。検出
された KHV 量は Rotifera（ワムシ類）の数と
正の相関がみられた（論文③）。 
さらに、琵琶湖の堆積物中から KHV の検出

を試みた結果、検出定量に成功した。堆積物
中の KHV 濃度は最大 3.3 × 105/kg であり、
これは体積当たりの水中 KHV 濃度(virus/L)
の 1222 倍であった。このことから、堆積物
が KHVのリザバーとなっていることが示唆さ
れた（論文①）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 堆積物中と水中 KHV 濃度の比較 

(Honjo et al. 2012 改変) 



 

 

琵琶湖および伊庭内湖において 2009 年 4
月から 2010 年 6 月に水中および堆積物中の
KHV の検出・定量を行った。その結果、主に
砂利を含む堆積物からの検出率は全体的に
低い傾向が見られた。一方、泥を多く含む堆
積物は年間を通して高頻度で検出される場
所と全く検出されない場所に区別された。こ
のことから KHVの分布は堆積物中の鉱物粒子
のサイズだけでなく、堆積物に含まれる物質
や他の環境要因にも影響されることが示唆
された。 
(3) 懸濁物質がウィルスの生残性(消失過
程)に与える影響 

ウィルスの生残性を評価するため、KHV の
感染力を定量的に測定する方法としてプラ
ークアッセイおよびTCID50による検出方法の
確立を試みた。コイの培養細胞(CCB 株)を用
いて、培地の最適化、および環境水、懸濁物
質や堆積物に含まれるバクテリアやカビな
どの夾雑物の除去条件の最適化の結果、環境
水およびコイ飼育水中の KHVの感染力価測定
に成功した。本研究では、堆積物や懸濁物質
中の感染性 KHV の定量法確立には至らず、生
残性に与える影響の評価は今後の課題とし
て残った。とくに、堆積物や懸濁物質中のバ
クテリアやカビなどの除去が達成されるこ
と、さらに感受性の高い細胞を用いた培養系
の確立が今後の課題であることが明らかに
なった。 
(4)吸着および遊離に与える要因 

①吸着に関して 
田んぼの代掻きにより発生した鉱物粒子

を多く含む濁水に、KHV およびλファージを
添加し、水および懸濁物質のウィルス量を測
定し、ウィルスの吸着の有無を確認した。そ
の結果、いずれのウィルスも懸濁物質から約
106/g のウィルスが検出されたが、これは水
中添加量の 1.3-8.5%であった。このことから、
ウィルスは濁水中の鉱物粒子に吸着し、その
堆積物に高濃度に濃縮される一方、水中濃度
の変化にはあまり寄与しないことが示唆さ
れ、懸濁物質が水環境中でウィルスのリザバ
ーとして動態に影響を与えていることを室
内実験からも確かめられたと言える。また、
代掻きなど人間活動がウィルスの動態に影
響を与えている可能性を示唆する新たな知
見である。 

次に、懸濁物質が沈殿した結果としての堆
積物に着目し、琵琶湖から採取した質の異な
る堆積物に KHVを吸着させる室内実験を行っ
た。その結果、砂利に比べ泥がウィルスをよ
く吸着させることが明らかとなり、野外調査
と一致する結果を得た。 

②遊離に関して 
琵琶湖の野外調査データをもとに水中 KHV

量と水質の関係を解析した結果、KHV 量は濁
度とクロロフィル量、バクテリア数と正の相

関があることが分かった。一方、pH との関係
は見られなかった（論文⑥）。そこで、遊離
に与える要因として有機物量に着目し、琵琶
湖堆積物に吸着させた KHV が beef extract
の有無で遊離する量を室内実験にて確かめ
た。その結果 beef extract の存在下で泥か
ら水中へ遊離するウィルス量が約 100倍にな
ることが明らかになり、水中の有機物濃度が
ウィルスの遊離に影響を与えることが示唆
された。 
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