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研究成果の概要（和文）：次世代シーケンシング法（NGS）を用いて水環境中の多種多様なウイルスを網羅的に同定す
る技術の開発を行った。流入下水を調査対象とし，試料の前処理手法，NGSによる塩基配列獲得手法，得られた配列デ
ータの解析方法についてそれぞれ検討し，実際にウイルスの検出・同定を行った。ノロウイルスの解析では既存の手法
より多くの遺伝子型の検出に成功し，また存在量の少ない遺伝子型も検出できることを示した。RNAウイルスのメタゲ
ノム解析では，下水中の大多数のウイルスが未同定であることが明らかとなった。また，これまで国内で検出例がない
ウイルスを含む11属の既知ウイルスが検出され，本手法の有用性が示された。

研究成果の概要（英文）：We investigated various viruses in water environment using next-generation sequenc
ing (NGS) technology. Component technologies such as pre-treatment of environmental samples, molecular tec
hnologies for sequencing and bioinformatic analysis of obtained sequence data were examined and developed.
 In genotyping of noroviruses in wastewater, we could detect various genotypes including minor types such 
as GII.2. In metagenomic analysis of RNA viruses, we found that most viruses in wastewater are unidentifie
d. We could detect viruses from 11 genera, some of which have not identified in Japan. These findings demo
nstrated that the developed methods for NGS analysis are very useful in identifying viruses in the environ
ment. 
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１．研究開始当初の背景 
新興病原ウイルスの早期発見・分離は感染

症の診断や治療に不可欠であることは言う
までもない。昨年の新型インフルエンザウイ
ルスの出現を見ても明らかなように，病原ウ
イルスは世界中で絶えず進化を繰り返し，新
たな感染症の流行を招いている。このような
状況において，新しく発生した感染症の原因
ウイルスを迅速に発見することは，感染症対
策を講じる上で最も重要な要素である。 
これまで未知の病原ウイルスは臨床検体

からの病原微生物同定の際発見されること
がほとんどであった。すなわち，個々の臨床
検体に対して可能性のある既知の病原微生
物の検出を試み，病原体の同定ができない検
体から偶然に発見されてきた。この手法は多
大な労力を必要とするため，新興病原ウイル
スの発見という観点では非常に効率が悪い。 
ほとんどの消化器感染症原因ウイルスは，

感染者の糞便と共に放出されたのち水や食
品などの外部環境を経由して次の感染者に
移動する。したがって，多数の感染者から放
出されたウイルスが集積する都市域下水中
のウイルスを網羅的に同定することで，未知
のヒト病原ウイルスを効率的に発見するこ
とが可能である。 
しかし，下水試料からの未知の病原ウイル

ス探索には技術的な限界がある。下水を対象
とした様々なウイルス調査はこれまでも行
われている。これらの調査では定量 PCR 法
を用いることが主流である。しかし，定量
PCR 法の増幅領域の塩基長は 100bp 程度と
非常に短く，また増幅領域中に検出用のプロ
ーブを設計する必要があるため，非常に保存
性の高い遺伝子領域にしか用いることがで
きない。さらに，個々のウイルスの存在量が
臨床検体と比較して非常に少ないことも下
水試料中のウイルス同定を妨げている。その
ため，環境調査では属レベルの検出・定量に
とどまっており，遺伝子型レベルの詳細な同
定や未知の病原ウイルスの探索を行う事は
不可能である。 
 
２．研究の目的 
本研究では，この技術的障壁を乗り越える

ため，次世代シーケンシング法（NGS）を用
いて水環境中の多種多様なウイルスを網羅
的に同定する技術の開発を行う。本技術は，
ヒト病原ウイルスに限らず幅広いウイルス
を検出対象とする。そのため，病原体の同定
のみならず水環境のウイルスライブラリを
構築することも可能であり，環境工学以外の
幅広い分野で活用することができる。 
 
３．研究の方法 
(1)下水中のノロウイルスの NGS 解析 
国内の A 下水処理場の流入下水 40ml をポ

リエチレングリコール沈殿法により濃縮し， 
RNA 抽出および逆転写反応を行った。
Nested-PCR 法によりノロウイルス GI 群お

よび GII 群のゲノム断片を増幅し，GS 
Junior を用いてノロウイルスの塩基配列を
得た。得た配列より OTU を作成し，その代
表配列を BLASTn 検索により同定した。 

 
(2)下水中の RNA ウイルスの NGS 解析 
国内の A 下水処理場で採取した流入下水 2 

L を 3 段階の膜濾過により濃縮したのち，超
遠心分離によりウイルス濃縮液を得た。ウイ
ルスゲノム以外のRNAをRNase処理により
除去したのち RNA を抽出し，DNase 処理に
より DNA を除去した。次に，一本鎖 RNA
ウイルスゲノムのみを非特異的に逆転写お
よび増幅して下水ウイルスライブラリを作
成し，ライブラリ中の RNA ウイルスの塩基
配列を GS Junior を用いて取得した。得た配
列は BLASTn を行うことでウイルスを同定
した。 

 
４．研究成果 
(1)下水中のノロウイルスの NGS 解析 

NGSにより得たOTUの代表配列とノロウ
イルス遺伝子型の代表配列で作成した系統
樹を図１（GI 群）および図２（GII 群）に示
す。得られた全 6 個の OTU のうち，OTU1.3
（1,471 リード）は GI.6 型，OTU1.5（11,158
リード）は GI.14 型，OTU3.1（9,714 リー
ド）は GII4 型，OTU3.4（30 リード）は GII.2
型とそれぞれ判定された。また，どの標準配
列とも相動性が低い OTU1.1，OTU1.6，
OTU3.2，OTU3.3 について解析した結果，
これらは遺伝子増幅等により産生されたキ
メラ配列である可能性が高いと判定された。 

NGS を用いることにより，従来の遺伝子
型同定手法では検出できないと考えられる
ノロウイルス GII.2 型のような存在比率の非
常に少ない遺伝子型の検出に成功した。また，
ノロウイルス GI 群，GII 群共に主要な OTU
同士の組み替えであるキメラ配列が検出さ
れた。このように，属する配列が少ない OTU
全てが下水中の相対的な存在割合の低いウ
イルスに由来するとは言えないため，キメラ
かどうかの判定は必須であると言える．また，
OTU3.3 のように，BLAST 検索により近縁
な塩基配列が存在しないが，キメラである可
能性も高くない配列も得られた．このような
配列を持つウイルスが試料中に存在してい
たかは，臨床検体や他の環境試料から同じ配
列を持つウイルスが検出されたかどうかを
確認する必要がある． 
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図１ 検出されたノロウイルス GI 群 
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図２ 検出されたノロウイルス GII 群 

 
(2)下水中の RNA ウイルスの NGS 解析 

NGS 解析により，55,311 本のウイルス由
来の塩基配列を取得することができた。その
ほとんどはデータベース上に近縁な配列が
存在せず，下水中には未同定のウイルスが非
常に多いことが確認された。既知のウイルス
由来と判定された塩基配列（1,151 リード）
を属レベルで分類すると 11 種類におよんだ。
もっとも配列数が多かった種はトウガラシ
微斑ウイルスであった。このウイルスは近年
ヒトの糞便による汚染の指標として提案さ
れており，日本においてもこのウイルスが有
用であることが示された。ヒトに感染するウ
イルスでは Aichivirus A ， Norovirus，
Mamastrovirus 1 などが検出された。また，
これまで国内では報告例のないウイルスも
数多く検出された。例えば Cosavirus 属はヒ
ト病原ウイルスの可能性があると指摘され
ており，東南アジアや南アジアでは検出例が
あるが，国内では本研究が初である。また，
アメリカやネパールの下水から検出され，新
た な ウイル ス として 提 案され て い る
Picalivirus や Niflavirus も検出され，これら

のウイルスは日本にも存在していることが
示された。 
このように，RNA ウイルスに限定した

NGS 解析行うことで，1 試料から同時に多数
のウイルスが同定できることが示された。
Cosavirus のように検出を想定していなかっ
たウイルスを検出することができるのが，今
回用いたメタゲノム解析の大きな特徴であ
る。本研究で開発した手法は，ヒト病原ウイ
ルス，特に新興・再興感染症を引き起こすよ
うなウイルスを検出するのに適していると
考えられる。 

 
表１ 検出された RNA ウイルス 

Genus No. of Reads
Tobamovirus 590
Kobuvirus 122
Norovirus 91
Unclassified Partitiviridae 87
Mamastrovirus 54
Potyvirus 46
Betacryptovirus 27
Carlavirus 22
Potexvirus 2
Cosavirus 1
Levivirus 1
Sapovirus 1
others 107  
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