
東京大学・大学院工学系研究科（工学部）・教授

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０１

基盤研究(A)（一般）

2023～2020

水の微生物学的安全性の確立に向けた革新的ウイルス指標群の網羅的活用

Comprehensive utilization of innovative virus indicators for microbial water 
safety

００３０２７７９研究者番号：

片山　浩之（KATAYAMA, HIROYUKI）

研究期間：

２０Ｈ００２５９

年 月 日現在  ６   ５ １５

円    34,500,000

研究成果の概要（和文）：エンテロウイルスの不活化は、遺伝子型によって異なり、遊離塩素による不活化では
遺伝子型ごとの差が最大15倍あったが、UV不活化は1.3倍以内だった。遊離塩素はカプシドタンパク質を標的と
し、水質の影響は少ない。特定のウイルス指標としてFRNAファージ、PMMoV、crAssphageが有用であり、特に
FRNAファージは感染性指標として適している。SARS-CoV-2の廃水中検出にはカプシド完全性RT-qPCRが効果的
で、5検体が陽性であった。

研究成果の概要（英文）：The inactivation of enteroviruses varies by genotype, with free chlorine 
inactivation showing up to a 15-fold difference among genotypes, while UV inactivation differences 
were within 1.3-fold. Free chlorine targets capsid proteins and is less influenced by water quality.
 Specific virus indicators such as FRNA phages, PMMoV, and crAssphage are useful, particularly FRNA 
phages as indicators of infectivity. Capsid-integrity RT-qPCR is effective for detecting SARS-CoV-2 
in wastewater, with five samples testing positive.

研究分野：環境工学

キーワード： ウイルス　下水疫学　微生物起源解析　指標微生物　リスク評価

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
水の微生物学的安全性の確保のためには、水中ウイルスの制御が中心的課題となっている。本研究では、水中ウ
イルスを直接的に測定する手法とともに、安全性を評価するための様々な指標の測定を組み合わせたリスク管理
に向けた総合的な研究を実施した。また、新型コロナウイルスに対し、測定法を開発し、水中ウイルスの測定か
ら得られる情報を社会に向けて発信する試みを実施し、水中ウイルス測定結果が感染流行状況を反映しているこ
とを示し、ついては公衆衛生のリスク管理に役立つことを示すことができた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

水中微生物の専門家は他の指標等による管理を提唱しており、特にウイルスに対して

は大腸菌ファージをはじめとして多くの指標が提案されてきている。世界保健機関

（WHO）からは、飲料水水質ガイドライン、Guidelines for safe recreational water 

environments、Potable reuse：Guidance for producing safe drinking-waterなどが発行されて

いるが、ウイルスに対するリスク管理が不十分であることから、大腸菌ファージを指標

として推奨する動きがある。水中ウイルスの感染リスクを制御するための研究と社会実

装が両輪として進んでいる状況である。ただし、日本においては社会実装に向けた動き

は乏しい。 

また、クリプトスポリジウムなどの原虫類に対しては、特に水道において問題視され

て対策が取られている（水道におけるクリプトスポリジウム等対策指針、2007年、厚生

労働省）が、対策の有効性についても定量的な議論はなされておらず、現在のリスクレ

ベルは不明である。特に、原水のクリプトスポリジウム濃度について何も情報をインプ

ットしない現行の一律の対策は効率的とは言えず、リスク管理に基づく対策が望まれる。 

1990年代から PCRをはじめとする分子生物学的手法によるウイルス測定法が開発さ

れ、ウイルス濃縮法、精製法、定量法、定量阻害の評価方法、感染性の評価方法、ある

いは次世代シーケンシング法など、多くの計測手法が開発されてきた。また、それに伴

い、遺伝子型別 FRNAファージやトウガラシ微斑ウイルス（PMMoV）など、ウイルス

の挙動をモニタリングするための有力な指標も見つかってきており、ツールボックスが

充実してきている。一方でそれらが生きているのかいないのかに関する識別は難しく、

情報が限られているケースが増えている。培養法に基づく研究は指標論を展開するため

の根拠となるデータを蓄積する必要がある。 
 
 
 
 
２．研究の目的 

指標論としては、水中ウイルスに対する大腸菌の有用性に対する限界を指摘する研究

の集大成として、存在指標と挙動指標の分離が謳われた（IAWPRC Study Group on Health 

Related Water Microbiology, Wat. Res., 1991）。その後、起源解析（Microbial Source Tracking, 

MST）の研究が盛んになり、糞便汚染の排出動物の特定する手法などが数多く開発され

た。 

存在指標の役割をさらに糞便汚染指標と微生物の到達の二つに分け、指標には、1）

糞便汚染を示す、2）病原微生物の移動を示す、3）病原微生物が除去・不活化されたこ

とを示す、という 3つの役割がある。大腸菌は病原細菌に対してそのすべての役割を果

たしてきたため、大腸菌がいなければ安全、という単純化された指標として用いられて

きた。ウイルスに対してはそのような単純な指標は存在しないことがこれまでの研究で

明らかになってきており、3つの役割を様々な指標によって分担しながら丁寧に水の安

全性を確保していく必要がある。さらに、近年は分子生物学的手法により遺伝子を検出

することが一般的になってきたため、検出されたものが生きているのかいないのかにつ

いて、情報が欠落するようになってきている。この点についても十分に注意を払う必要

があると考え、それを指標の第 4の役割とする。ウイルスの感染性については、Viability 



(RT-) qPCR法による測定が提案されている。その有用性について、指標論の中に位置づ

けて検討する必要がある。 

水処理、リスク管理の観点から、ウイルス指標を活用するステージを想定し、その際

に必要な具体的な測定項目を提案することを目的とする。その際、現在のウイルス指標

に足りないものについても検討を行い、新規ウイルス指標を開発する。 

 

３．研究の方法 

 消毒法について： 

 水の消毒においてウイルスがどの程度不活化するのか、また、それをどのように保

証するのが妥当であるか、との観点から、塩素消毒を中心に評価した。対象としてはコ

クサッキーB5 ウイルスが最も塩素体制が高いため、主たる対象とした。比較として、

紫外線消毒、オゾン消毒を用いた。また、様々な種類の浄水処理を施した資料を対象と

して塩素消毒の効果に水質が与える影響についても評価した。 

 ウイルス指標について： 

FRNAファージや crAssファージについて、微生物の起源解析に有用な情報を得るた

めの検討を行った。また、FRNAファージの遺伝子型別の定量法の開発を行い、膜吸着

培養 PCR法を確立した。 

新型コロナウイルスについて： 

研究期間中に流行が始まった新型コロナウイルスについて、従来の測定法ではうまく

検出できなかったため、新たに PEG沈殿法など様々な手法を組み合わせて検討した。 

 

４．研究成果 

 

消毒によるエンテロウイルスの不活化動態は、多くの場合、ある遺伝子型の単一実験

室株を用いて研究されている。エンテロウイルスの環境変異株は、対応する実験室株と

は遺伝的に異なるが、この遺伝的差異が不活化にどのように影響するかは十分に理解さ

れていない。ここでは、9 種類のコクサッキーウイルス B3（CVB3）、10種類のコクサ

ッキーウイルス B4（CVB4）、および 2種類のエコーウイルス 11（E11）について、遊離

塩素と紫外線照射（UV）による不活化動態を評価した。遊離塩素による不活化動態は、

遺伝子型依存性（すなわち、感受性：CVB5＜CVB3::CVB4＜E11）および遺伝子群依存

性であり、試験したウイルス間で最大 15倍の差が認められた。対照的に、UV不活化動

態にはわずかな（最大 1.3 倍）差異しか認められなかった。UV による不活化は主にゲ

ノムのサイズと組成に依存し、これは試験したすべてのウイルスで同様であった。一方、

遊離塩素はウイルスカプシドタンパク質を標的としており、これはジェノグループや遺

伝子型によって決定的な違いを示した。最後に、観察された不活化速度定数のばらつき

を拡張 Chick-Watson モデルに統合し、エンテロウイルスコンソシアムの全体的な不活

化を推定した。その結果、不活化速度定数の分布と各遺伝子型の存在量が、エンテロウ

イルスコンソシアムの不活化率を正確に推定するために不可欠なパラメータであるこ

とが明らかになった。 

塩素消毒は、飲料水処理施設において病原性ウイルスを不活性化するために一般的に

適用されている。しかし、ウイルスの塩素消毒における水質の役割については十分に検

討されていない。本研究では，厳格な濁度管理（0.14 NTU以下）のもと，国内 4カ所の



浄水場から 12 カ月間にわたって採取した実水を用いて，遊離塩素によるコクサッキー

ウイルス B5（CVB5）の不活化効率を検討した。その結果、CVB5の塩素消毒は水質の

影響を受けない可能性があることがわかった。日本の濁度管理は塩素消毒の効率制御に

間接的な役割を果たしている可能性がある。 

現在までに、糞便汚染の発生源特異的な指標となりうる微生物がいくつか提案されて

いる。バクテロイデス属の 16Sリボソーム RNA遺伝子マーカーは、水環境における優

位性と発生源特異性から、最も広く適用されている。F特異的バクテリオファージ（FPH）

サブグループ、特に FRNAファージ遺伝子群は、汚染源特異的なウイルス指標として知

られている。これらは培養ベースと分子アッセイの両方で定量できるため、環境中のウ

イルス不活化を推定する指標としても有用である。ペッパー・マイルド・モットル・ウ

イルス（PMMoV）と crAssphageは、ヒトの糞便中に頻繁に存在するため、ヒトに特異

的なウイルス汚染の指標としても有用である可能性がある。本研究では、市営および養

豚場からの排水の影響を受けた 5地点で採取した 108の表流水サンプルを用いて、FPH

サブグループ、PMMoV、crAssphage の感染源特異的な糞便汚染およびウイルス不活化

の指標としての適用性を評価することを目的とした。FPH サブグループ、PMMoV、

crAssphage の宿主特異性を、Bacteroidales 属の 16S リボソーム RNA 遺伝子マーカーな

どの他の微生物指標とともに主成分分析（PCA）で評価した。FRNAファージゲノグル

ープの生存率（感染性指標）は、感染性に基づくアッセイと分子アッセイによって決定

された数を比較することによって推定された。PCAは全情報の 58.2%を説明し、微生物

をブタおよびヒトの糞便汚染に関連すると考えられるグループとその他のグループの3

つに分類した。ブタ糞便汚染に特異的な微生物として、Genogroup IV（GIV）-FRNAフ

ァージの感染性遺伝子と遺伝子が、ヒト糞便汚染に特異的な微生物として、GII-FRNA

ファージと crAssphage の遺伝子が同定された。しかし、PMMoV、感染性 GI-FRNA フ

ァージ、FDNAファージはヒトおよびブタの糞便汚染に特異的ではないことが示唆され

た。FRNAファージの遺伝子群、特に GIV-FRNAファージは、日本の暖かい時期（7月

から 11月）に高い不活性化を示した。複数の FRNAファージ遺伝子群や他のウイルス

の感染力指数を比較することで、自然環境や水処理によるウイルスの不活性化について

さらなる知見が得られる可能性がある。 

重症急性呼吸器症候群コロナウイルス 2（SARS-CoV-2）のゲノムは世界中の廃水から

検出されている。本研究の主な目的は、廃水中のインタクトな SARS-CoV-2を選択的に

検出するためのカプシド完全性 RT-qPCR の適用性を検討することである。3 種類のカ

プシド完全性試薬、すなわちエチジウムモノアジド（EMA、0.1-100 μM）、プロピジウ

ムモノアジド（PMA、0.1-100 μM）、およびシスジクロロジアミンプラチナ（CDDP、

0.1-1000 μM）を、SARS-CoV-2の代用として用いたマウス肝炎ウイルス（MHV）の異

なる形態（フリーゲノム、インタクト、熱不活化を含む）に対する効果について試験し

た。100μM 濃度の CDDP が、RT-qPCR（CDDP-RT-qPCR）による感染性 MHV の選択

的検出のための最も効率的な試薬として同定された。CDDP-RT-qPCR 法と RT-qPCR 法

単独を比較し、首都圏で採取された 16 検体の生排水から SARS-CoV-2 を検出した。

CDDP-RT-qPCR法では 5検体が SARS-CoV-2陽性であった。 
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