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研究成果の概要（和文）：本研究では、ノロウイルスの塩素消毒耐性獲得メカニズムを解明することを目的とした。そ
の結果、繰り返し遊離塩素に曝露することで、マウスノロウイルスの集団が塩素耐性を獲得することが可能であり、そ
れはある特定の株が優占することによって生じる現象であることが確認された。なお、本研究の成果は計３つの学会で
発表されたが、そのうち第５５回臨床ウイルス学会において本研究の先駆性が認められ、研究代表者は若手奨励賞を受
賞した。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study was to investigate the mechanism of acquiring free 
chlorine-resistance of noroviruses. As a result, it was confirmed that a population of murine norovirus 
acquired the relatively high resistance against free chlorine treatment by repeatedly exposing to free 
chlorine, owing to the dominance of free chlorine-resistant mutants in the population. Based on these 
results, the project leader was honored (Encouraging Award for Young Researchers) in the 55th Conference 
of Japanese Society of Clinical Virology.

研究分野：土木環境システム
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 発展途上国のみならず、衛生状態が比較的
良いとされる先進国社会においてもノロウ
イルスによる感染症が数多く発生している。
このことは、ノロウイルスが個人の衛生レベ
ルでの対処や地域社会における従来の上下
水道設備によっては制御しがたい性質を有
していることに起因すると考えられる。ノロ
ウイルスは感染者の糞便中に大量（糞便 1g
あたり 1010 粒子以上）に存在しているため、
先進諸国の都市部のように下水道が発達し
た地域では、生活排水に混入した状態で下水
処理場に流れ込む。しかしながら、ノロウイ
ルスの除去・不活化が下水処理場において十
分に行われず、水環境中に放出されているの
が現状である。水環境中に放出されたノロウ
イルスは、飲料水や養殖カキ、及びレクリエ
ーション水などを通して再び人に感染する
というライフサイクルを有していると考え
られている。従って、このサイクルを断切る
ためには、下水処理過程において十分に除
去・不活化を行うことが重要である。 
 下水処理場でのノロウイルス除去・不活化
において重要な役割を果たすのが消毒処理
である。下水処理場で施される消毒法には、
塩素系消毒剤による処理、紫外線照射、及び
オゾン処理等が存在するが、最も広汎に採用
されている方法は遊離塩素処理である。しか
しながら、ノロウイルスは大腸菌等の細菌と
比べて高い塩素耐性を有することが知られ
ており、下水処理過程において十分な不活化
処理が行われているとは言い難い。また、ノ
ロウイルスに塩素耐性をもたらす機構につ
いては、現段階で全く明らかにされていない
のが現状であることから、どのレベルの消毒
処理がノロウイルスの不活化において十分
であるかについても明確な回答は得られて
いない状況にある。 
 遊離塩素はノロウイルスの外殻タンパク
質（カプシドタンパク質）に直接作用して損
傷を与え得ることから、ノロウイルスの粒子
安定性に大きな影響を与えると考えられる。
従って、塩素処理を受けた際にノロウイルス
が感染能力を保持するためには、一定以上の
ウイルス粒子安定性が求められる。このウイ
ルス粒子安定性とは、粒子外殻を構成するカ
プシドタンパク質の構造的安定性であり、そ
れはカプシド遺伝子配列によって保存され、
遺伝子配列の変異により変化するものであ
る。すなわち、ノロウイルスは高い変異速度
と組換え頻度に代表されるウイルス学的性
質と、そこから派生するウイルス粒子自体の
物理化学的性質の進化による適応から成る
生存戦略を有していると考えられる。塩素消
毒を受けたノロウイルス集団のうち無傷で
あった一部が次の宿主に到達して増殖する
というサイクルを経ることにより、ウイルス
学的応答として遺伝子配列変異が生じ、その
結果として消毒耐性を獲得することは十分
に考えられる。言い換えると、ノロウイルス

はヒト体内での免疫圧力を受けているのみ
ならず、上下水道設備といった高度な社会資
本によって特徴付けられる文明社会に適応
していくために、その高い進化能力を発揮す
ることが可能であると考えられる。しかしな
がら、ワクチン等による医学的アプローチに
よって生じるウイルス学的応答については
多くの研究が行われてきているものの、上下
水道処理システムの存在により生じるウイ
ルス学的応答の解析は、全世界を見渡しても
全く行われていないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、ノロウイルスの塩素消毒耐性
獲得メカニズムを解明することを最終目的
とし、繰り返し塩素に曝露することでノロウ
イルス集団が塩素耐性を獲得することが可
能か否かを確認するための基礎的な研究を
行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、遊離塩素処理後のウイルスを
再培養させるテスト系と、遊離塩素処理を行
わずに希釈及び培養のみを行うコントロー
ル系を設定することにより、テスト系で生じ
た遺伝子変異が遊離塩素処理に起因するこ
とを確認することを試みた。 
 本研究では、ヒトノロウイルスと同じカリ
シウイルス科ノロウイルス属に属し、なおか
つ培養可能であるマウスノロウイルス
（murine norovirus: MNV）を使用した。MNV
培養細胞として RAW264.7細胞（マウスマク
ロファージ由来）を使用した。75 cm2フラス
コを用いてインキュベータ内（温度 37˚C、CO2

濃度 5%）で培養した。細胞密度が約 90％サ
ブコンフルエント状態に達したことを顕微
鏡で確認した後、細胞継代処理を行った。 
 フラスコ内に培養された RAW264.7細胞に
MNV を接種し、感染させた。その後インキ
ュベータ内（CO2濃度 5%、温度 37˚C）で 3
日～5 日程度培養し、細胞変性効果（CPE）
が現れたことを顕微鏡で確認した後、フラス
コごと凍結・融解処理を計 3 回繰り返した。
フラスコ内の培養液を 50 mL遠沈管に移し，
4˚C、10,000×g、30 分の条件で遠心分離を行
い、上清を採取して孔径 0.22 µmのメンブレ
ンフィルターでろ過を行った。ろ過後の培養
液を 2mLチューブに分注して、ウイルス懸濁
液を得た。 
 次亜塩素酸ナトリウム由来の遊離塩素に
より MNV を塩素処理したが、この際の初期
遊離塩素濃度は 100（mg /L）に設定し、処理
時間は 2 分とした。遊離塩素の中和には 1%
チオ硫酸ナトリウム溶液を用いた。 
 遊離塩素処理後の MNV の感染価を
RAW264.7 細胞を用いたプラーク法により定
量した。遊離塩素処理前後の感染価（PFU）、
をそれぞれ求め、感染価比の対数を取ること
で感染価対数減少値を求めた。さらに、遊離
塩素処理前後のマウスノロウイルスの遺伝



子数を定量 RT-PCRにより測定し、遊離塩素
塩素処理前後のウイルス遺伝子対数減少値
を算出した。コントロール系においては遊離
塩素処理前、テスト系においては遊離塩素処
理後の MNVを RAW264.7細胞で培養して個
体数を増加させた。以上の培養—遊離塩素処
理のサイクルを複数回繰り返した。 
 ウイルスゲノムの長さは原核細胞と比べ
て著しく短いとはいえ、MNVは 7400程度の
塩基長を有する。上述したように RNA ウイ
ルスは様々な変異個体の集合体として存在
していることから、配列解析は集団全体を対
象として行う必要がある。本研究では、ウイ
ルスゲノムの中から特に着目すべき領域を
選択し、PCRにより特異的に増幅後、様々な
変異が混在する PCR 産物の配列情報を解析
する。RNAウイルスの消毒剤耐性メカニズム
を議論する上でまず注意を払うべき遺伝子
領域は、消毒剤と最初に接触する場であるカ
プシドタンパク質をコードする遺伝子であ
る（〜1,700bp）（図１）。そこでMNVのカプ
シド遺伝子全長を増幅するプライマーを設
計し、カプシド遺伝子を取得するための
RT-PCR 系を構築した。当該遺伝子領域に関
し、塩素処理MNV集団及び塩素無処理MNV
集団について DGGEを行い、集団構成の変化
を調査した。さらに、遊離塩素処理を繰り返
し施した MNV 集団に対するアンプリコン解
析において特異的に見出された遺伝子配列
に関し、カプシド遺伝子の遺伝的多様度を算
出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．マウスノロウイルスの遺伝子構造． 

 
４．研究成果 
 遊離塩素への繰り返し曝露による MNV の
遊離塩素感受性が遷移する過程を感染価お
よび遺伝子量の変化により追跡した。テスト
系・コントロール系の両方において、サイク
ルを開始した直後は共に 4 log の感染価低下
が見られた。その後サイクル数を増加させた
際、コントロール系では Log reductionに大き
な差は生じなかったが、テスト系では Log 
reductionが低下する現象が見られた（図２）。
この Log reductionの値は、サイクルを１５回
繰り返すことによって 3.2 まで低下したが、
これは遊離塩素処理を繰り返し受けること
により、比較的高い塩素耐性を有する MNV
株が優占してきたためと考えられた。このよ
うな変化は定量 RT-PCRによる遺伝子の定量

では見られなかった（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．繰返し遊離塩素処理によるマウスノロ
ウイルスの感染価低下． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．繰返し遊離塩素処理によるマウスノロ
ウイルスの遺伝子数低下． 
 
 
 繰返し遊離塩素処理の過程で MNV 集団の
遺伝子型構成が変化していることを確認す
るために DGGEを行った（図４）。その結果、
遊離塩素処理を受けなかったコントロール
集団においては遺伝子構成の変化が見られ
なかったものの、繰返し遊離塩素処理を施さ
れた集団ではサイクルを重ねるに従って
DGGEプロファイルが変化していることが観
察された。この結果は、繰返し遊離塩素処理
によってある特定の遺伝子型の MNV が優占
したことを示唆している。 
 Log reductionが 3.3まで低下した１０回目
のサイクル後のサンプルについて、カプシド
タンパク質遺伝子配列を解析したところ、１
０カ所に変異が入っていることが確認され
た。このうち４カ所は同義変異であったが、
その他の６カ所は非同義変異であった（図
４）。特に N/S 領域において比較的多い非同
義変異（５カ所）が見られたことから、これ
らのアミノ酸変異がカプシドタンパク質の

 

 



安定性及び遊離塩素耐性に影響を与えたこ
とが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．遊離塩素繰返し暴露集団から得られた
変異株における非同義変異． 
 
 
 以上の結果は、遊離塩素への繰返し曝露に
より、比較的塩素耐性の高い MNV 集団が得
られることを示している。しかしながら、こ
のような現象が再現性を有しているか否か
については、同条件で繰返し実験を行うこと
で確認する他ない。そこで、新たな MNV 集
団に対して遊離塩素繰返し暴露実験を再度
行った。 
 図５には、１０回の遊離塩素繰返し暴露に
よる感染価格低下を示している。サイクル開
始時には 4 log 程度の感染価低下が見られて
いたが、１０回のサイクルにより 3.2 log程度
まで感染価低下幅は減少した（図６）。それ
に対し、遺伝子量の低下は１０回のサイクル
で見られなかった。これらの結果は１回目の
試行とほぼ同じであったことから、遊離塩素
への繰返し遊離塩素暴露により遊離塩素耐
性集団が得られる現象が再現されたと言え
る。 
 続いて、遊離塩素繰返し暴露前と１０サイ
クル後の MNV 集団から２０個の株をランダ
ムに単離し、それぞれからカプシドタンパク
質遺伝子の PCR産物を得た。その遺伝子配列
を解析したところ、ある特定の配列が遊離塩
素繰返し暴露後に優占していることが明ら
かとなった（図６）。この結果も、遊離塩素
への繰返し遊離塩素暴露によりある特定の
株が優占する現象が再現性あるものである
ことを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．繰返し遊離塩素処理によるマウスノロ
ウイルスの感染価低下（２回目の試行）． 

 
 
 

 
図６．遊離塩素繰返し暴露前と１０サイクル
後のマウスノロウイルス集団における遺伝
子型構成． 
 
 
 
 以上の成果より、遊離塩素への繰返し曝露
により、ノロウイルス集団が塩素耐性を獲得
することが可能であり、それはある特定の株
が優占することによって生じる現象である
ことが確認された。 
 なお、本研究の成果は計３つの学会で発表
されたが、そのうち第５５回臨床ウイルス学
会において本研究の先駆性が認められ、研究
代表者は若手奨励賞を受賞した。 
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