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研究成果の概要（和文）：下水中のヒト腸管系ウイルスの存在は人間社会におけるウイルスのヒトへの感染状況
を端的に示していることから，下水中のヒト腸管系ウイルスを効率的かつ網羅的に検出する手法の確立した。そ
の結果，本手法を適用しない場合と比べて40-1000倍の効率でヒトウイルス遺伝子を検出することが可能であっ
た。また，未分類ウイルスとして，これまで日本では検出報告のない6種が検出された。本手法を用いること下
水中のヒトウイルスゲノムを効率的に検出できるようになり，これまで報告数が少ないヒト腸管系ウイルスや未
分類ウイルスを含め人間社会に存在する種々なウイルスの網羅的検出が可能になった。

研究成果の概要（英文）：The presence of human enteric viruses in sewage reflects the occurrence of 
infectious gastroenteritis in human population. To enhance efficiency of detecting human viruses in 
sewage, a detection method targeting human enteric viruses in sewage was developed. As a result, the
 rates of the human virus genome obtained from the developed method (targeted human viruses.) was 
40-1000 times higher than that obtained from a method which targeted all virus genomes. Six 
unclassified viruses were detected, which have not been reported in Japan. This method succeeded in 
detecting human virus in sewage efficiently, and will be helpful to understand the distribution of 
enteric viruses including rare and unclassified viruses in human population.

研究分野：環境工学
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  １版



１．研究開始当初の背景 
	 下水中のヒト腸管系ウイルスの存在は，人
間社会における感染状況（顕性・不顕性感染）
を反映している．ノロウイルスをはじめ，主
なヒト腸管系ウイルスの存在については，胃
腸炎患者サーベイランスや下水からの検出状
況の報告によって明らかになりつつある．し
かしながら，気候変動によるウイルスの生態
変化やグローバル化による輸入感染症により，
新たなウイルスや日本においては感染症の発
生がゼロとなっていたウイルスが検出される
可能性は高い．従って，将来このようなウイ
ルスについても監視し，複数のウイルスにつ
いてその動態や感染状況を把握する必要が生
じると考えられる．この様な状況に対応する
為には，現在ウイルスの検出や同定に広く用
いられている PCR法やシーケンシング法（サ
ンガー法）に替わる新たな手法が必要となる．
つまり，ウイルスを個別に検出する（多大な
労力を要する）のではなく，複数ウイルスを
同時に検出・同定する手法が求められる．そ
こで本研究では，複数ウイルスを同時に検出・
同定可能な次世代シーケンシング（NGS）を
用いる． 
	 NGSは１回の解析で膨大な塩基配列を読み
取ることが可能であるため，複数ウイルス（お
よび種）の塩基配列を同時に決定可能である．
NGSは近年ウイルス学でも広く用いられるよ
うになり，下水のメタゲノミック解析（網羅
的同定）についての報告もある 1)．この報告に
よると下水に占めるウイルスの存在量は少な
く，さらに，検出したウイルスの多くが大腸
菌ファージ（82％）であり，ヒトに感染するウ
イルスは極めて存在量が少ない（1％）事がわ
かっている 1）．したがって，次世代シーケン
シングを用いてヒト腸管系ウイルスを網羅的
に検出する為には，大腸菌ファージのゲノム
を排除して，より多くのヒトウイルスゲノム
（試料が下水であるという特色からその多く
はヒト腸管系ウイルス）を NGSに供する事が
重要となる．  
 
２．研究の目的 
	 下水中に存在するウイルスの中で大きな割
合を占める大腸菌ファージのゲノムを排除し
て，より多くのヒトウイルスゲノムを NGSに
て検出する．これまで報告されているヒト腸
管系ウイルスの多くは１本鎖（+）RNA ウイ
ルスであり，ゲノムの 3’末端にポリ A鎖を有
する．一方，大腸菌ファージゲノムはポリ A
鎖を有さない．これらの特徴を利用し，ポリ
A鎖を有する１本鎖（＋）RNAウイルスのみ
を NGSに供することで，ヒト腸管系ウイルス
を網羅的に検出する手法の確立を目指した． 
 
３．研究の方法 
	 ポリ A鎖を有する１本鎖（＋）RNAウイル
スのみを NGS に供することでヒト腸管系ウ
イルスを網羅的に検出する手法を確立するた
め，次の 2課題を設けた. 

 
課題１.１本鎖（＋）RNAを有するヒト腸管系

ウイルスゲノム増幅手法の確立 
課題2.下水中のヒト腸管系ウイルスの網羅的

検出 
 
	 課題１については，モデルウイルスを用い
て，考案した下記 2 手法（手法１および手法
２）を比較検討し，手法の確立を目指した．ウ
イルスの同定にはゲノムの一部の情報で可能
であるが，種の同定や新規ウイルスの発見に
は，全塩基長を得ることが望ましい．従って，
2 手法について下記の検証 1 及び 2 について
比較検討を実施した． 
 
手法 1．オリゴ dTプライマーを用いたゲノム

全塩基長の増幅 
手法 2．ランダムプライマーを用いた RNAウ

イルスゲノムの増幅 
 
検証 1．ウイルスゲノム全塩基長増幅のカバ

ー率 
検証 2．増幅産物の NGSへの適用性 
 
	 課題 2 については，課題 1 で確立した手法
を用いて，実際に採水時期の異なる 2 つの流
入下水中（2016年 1月と 3月）のヒト腸管系
ウイルスの網羅的検出を試みた．また，確立
した手法の効果を検証するために，全てのウ
イルスゲノムを対象に検出した場合とのヒト
ウイルス検出割合を比較した． 
 
４．研究成果 
	 課題 1 の検証 1 の結果として，手法１では
モデルウイルスゲノムの 3’末端近傍のみが増
幅され，全塩基長をカバーした増幅産物を得
ることができなかった．一方，手法 2 におい
ては全塩基長をカバーした増幅産物を得るこ
とができた．検証2については，手法1は polyA
鎖が NGS で得られる配列のクオリティを下
げ，且つ得られる配列数を減少させているこ
とが示唆されたが，手法 2 ではこれら問題は
見られなかった．検証 1 および検証 2 の結果
より，手法 2によって 1本鎖（＋）RNAを有
するヒト腸管系ウイルスゲノムを増幅するこ
とが適当であると考えられた． 
	 課題 2 の結果として，図 1に手法 2 を用い
た場合と，手法 2 を適用せずに全ウイルスゲ
ノムを対象とした手法でメタゲノム解析をお
こなった結果を示す．メタゲノム解析で得た
全リード数に対するヒトウイルスゲノムリー
ド数の割合が，2016年 1月および 3月に採水
した下水試料において，それぞれ 0.2%から 8%
および，0.004%から 5.3%に増加した．すなわ
ち，40-1000倍の効率でヒトウイルスゲノムを
検出することが可能であった．また，全ウイ
ルスリード数に対するヒトウイルスの割合に
ついては，43%から 74%および 4%から 62%に
増加した． 

 



 
次に，表 1 に本手法により検出されたウイ

ルスの分類とその配列数を示す．下水試料か
ら最も多く検出されたウイルスは Norovirus 
であり，同サンプルからはリアルタイム PCR
法によっても高濃度（下水中に 104 copies/mL） 

で Norovirus が検出された．Mamastrovirus に
ついては 3 種が検出されたが，Mamastrovirus 
6 は Human astrovirus MLB1 に分類され，
Mamastrovirus 8 は Human astrovirus MLB2に
分類された．これらは近年新たな系統として
報告されており，日本においても感染者数の
増加が推測された．また，未分類ウイルスと
して，これまで日本では検出報告のない
Lavierivirus UC1, Micalovirus SF1, お よ び
Marine RNA virus SF-2と，我々の研究グルー
プの報告 2)以外に日本では検出報告の無い
Marine RNA virus SF-1，Picalivirus C および
Niflavirusが検出された． 

2016年 3月の試料から得た Norovirus（図 2
ｂ）の配列を Norovirus の各遺伝子型/亜型の
代表的な参照配列にマッピングしたところ，
得た配列はノロウイルス遺伝子群 II遺伝子型
17（GII.17）の Kawasaki308（23,047配列）strain
と GII.4の Sydney2012 variant（1,213配列）で
あ る こ と が わ か っ た ． ま た ， GII.17 
Kawasaki308（accession number: LC037415）に
ついては全塩基長の 96％を得ることができた
（図 2）． 
これらの結果から，本手法を用いることで，

下水中の相対的存在濃度が低いウイルスゲノ
ムを効率的に検出できるようになり，これま
で報告数が少ないヒト腸管系ウイルスや未分
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図 2	 ノロウイルス参照配列（accession 

number: LC037415）へのマッピング 

表 1	 流入下水試料から検出されたウイル
スゲノムの分類と配列数 

（配列数の多い上位 15ウイルス） 

 
図 1	 流入下水中（2016年 1月および 3月 

採水）のウイルスメタゲノム解析で得 
た配列の分類 
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類ウイルスを含め，人間社会に存在する種々
なウイルスの検出が可能と考えられた．さら
に，配列数が多く得られれば，正確な遺伝子
型レベルでの同定や，全塩基長の推定が可能
であると考えられた． 
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