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研究成果の概要（和文）：本研究は、沿岸域のプランクトンが環境からカキにノロウイルスを運んでいるという
仮説を立てて、その検証を行った。カキを養殖している松島湾内の複数地点において動植物プランクトンとカキ
を採取した。動物プランクトンと植物プランクトンを顕微鏡下の形態観察に基づいてソーティングし、それぞれ
からノロウイルス遺伝子を検出および定量した結果、一部サンプルからノロウイルスが高い濃度で検出された。
動物プランクトンの個体数の割合が高い地点のサンプルほど、ノロウイルス濃度が低下していた。また、カキ中
腸線のDNAメタバーコーディング解析を行い、カキが動物および植物プランクトンの双方を捕食していることも
確認された。

研究成果の概要（英文）：The dynamics of norovirus, one of the causative agent of infectious 
gastroenteritis, in the estuarine environment is not well understood. In this study, based on the 
hypothesis that planktons in seawater can be the important carrier of norovirus to oysters, field 
study was conducted. Norovirus GII RNA were detected from sorted zooplankton and phytoplankton 
samples, and oyster digestive tissues. The maximum concentrations of norovirus GII RNA were 3900 
copies/L in plankton samples, 58 copies/individual of zooplankton, and 2000 copies/g of oyster 
digestive tissues. DNA metabarcoding analysis indicated that oysters prey on zooplankton (phylums 
Cercozoa and Ciliophora) and phytoplankton (phylum Chlorophyta, and Ranthkea_octopunctata). 
Correlation of norovirus GII with some specific planktonic species (e.g., Rathkea_octopunctata, 
Sarsia_tubulosa) were found, implying the important roles of such species as potential norovirus 
carrier.

研究分野：環境水質工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
年間一千万人を超える感染性胃腸炎患者数を減少させるには、これまでのワクチンの開発による予防医学的な手
法だけでは不可能である。本申請プロジェクトにおけるノロウイルスのカキへの蓄積メカニズムの解明を突破口
として、様々な病原ウイルスの自然環境や社会環境での動態を把握し、社会的な取り組みによって感染性胃腸炎
流行のトリガーとなる食品や水の汚染を極力防止することが現状を打破するための非常に有効な手段と考える。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
本研究の目的は「ノロウイルスがなぜカキに蓄積するのか？」その謎に挑戦し、それを解き明か
すことにある。海域に排出されたノロウイルスがカキに蓄積するメカニズムは明らかになって
いない。ノロウイルス等の病原ウイルスは病原細菌と異なり、自然界で増殖できないことから、
自然界へ放出された後は自身の存続のため次のヒトへの感染を目指してじっと耐えている。そ
こに彼らの戦略があり、その戦略を解き明かすことがノロウイルスのカキへの蓄積メカニズム
を実証することに繋がると考えている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、ノロウイルスの海域での戦略について以下に示す２つの仮説を検証することを目
的とする。 
仮説（1）：ノロウイルスはシルトなどの無機質に吸着・浮遊し、海域の厳しい環境から自身を守
り、カキの食餌行動の際に自然に体内に取り込まれ蓄積する。 
仮説（2）：ノロウイルスは始めに海域の植物プランクトン表面に存在する多糖などの有機質に吸
着し、その後、動物プランクに摂取されるのをじっと待ち、最終的にカキがその動物プランクト
ンを摂取することで蓄積する。 
 
３．研究の方法 
(１) プランクトンおよびカキ試料の採取 
 カキを養殖している内湾の河口から沖に向か
った縦断方向に位置する２〜５地点において海
水 200～560 L に含まれる植物および動物プラン
クトン試料を採取用ネット（目合 0.1 mm および
目合 0.072 mm）をそれぞれ用いて採取した。植
物プランクトンの採集には、RIGO 社の短円錐型
動物プランクトン採取用ネット（目合 0.1mm、口
径 20cm、側長 50cm）と短円錐型植物プランクト
ン採取用ネット（目合 0.072mm、口径 20cm、側長
50cm）を用いた。調査は 2018 年 2月 8日，11月
6 日，12月 20 日，2019 年 2 月 4 日，2020 年 1月
23 日にそれぞれ行った。プランクトン採取時の
ばらつきを評価するため，各地点において濃縮試
料（約 40 mL）のレプリケートを 3～4本採取した。 
 また，2018 年 11 月以降の調査においては，５
地点のうち１地点で養殖カキも同じ日に採取し
た。カキ試料からは，ノロウイルスが蓄積される
ことが知られている中腸腺を取り出し，湿重量を
計量したのちに，定量 PCR によるノロウイルスの
検出および定量，そして DNA メタバーコーディン
グによるカキの食性解析のために冷凍保存した。 
 
(２) プランクトン試料の分類と核酸抽出 
 2018 年 11 月以降の調査においては，採取した
プランクトン試料を実態顕微鏡下で，動物，植物
プランクトンに形態学的にソーティングした。採
取したプランクトン濃縮試料 30〜100 μL にプ
ロセスコントロールとして100 μLのマウスノロウイルスS7-PP3株濃縮液（およそ108 copies）
を添加し，NucliSENS miniMAG（bioMérieux）を用いてキットのプロトコールに従い核酸を抽出
した。 
 
(３) カキ中腸腺試料からの核酸抽出 
 中腸腺試料 0.5 g を 2 mL スクリューキャップチューブに分取し，滅菌済みの 3.2 mm ステン
レスビーズ 1個，100 μLのマウスノロウイルス濃縮液，100 μLの 1 mg/mL proteinase K 溶
液および 800μLの滅菌超純水を加え，卓上型ビーズ式破砕機（ShakeMan, BMS-SMN01）を用いて
10 秒間破砕処理した。その後，サーモミキサーを用いて 300 rpm，60℃で 15分間インキュベー
トした。次にチューブを 3000×g，4℃で 5分間遠心分離し，およそ 1 mL の上清を採取した。こ
の上清試料（1 mL）から，NucliSENS miniMAG（bioMérieux）を用いてキットのプロトコールに
従い核酸を抽出した。 
 
(４) ノロウイルスの定量検出および遺伝子型解析 
 マウスノロウイルス，ノロウイルス GII の RNA 濃度は，既往のプライマー・プローブ 1–3)，RNA 
UltraSense One-Step Quantitative RT-PCR System (Thermo Fisher Scientific)，及び
LightCycler 480 System II (Roche)を用いたリアルタイム RT-PCR 法により定量した。リアル

図１．宮城県松島湾での調査地点 

図 2．宮城県松島湾での調査の様子 



タイム PCR 法によりノロウイルス GII 遺伝子が検出された試料に対しては，カプシド N/S 領域
を標的とした RT-PCR を行い 4)，塩基配列を解析することで遺伝子型を同定した。 
 
(５)次世代シーケンサによる微生物群集解析 
ノロウイルス遺伝子の検出用に抽出された核酸試料に対し、次世代シーケンシングを使用した
微生物群集解析を行った。16S rRNA 遺伝子の V3-V4 領域を対象としたユニバーサルプライマー
（341F [CCTACGGGAGGCAGCAG]/ 805R [GACTACCAGGGTATCTAATC]）、ならびに 18S rRNA 遺伝子の V4
領域を対象としたユニバーサルプライマー（3NDf [GGCAAGTCTGGTGCCAG] / V4.euk.R1 
[GACTACGACGGTATCTRATCRTCTTCG] ）を用いた。TaKaRa PCR Thermal Cycler Dice により (Takara 
Bio) 1st PCR を行い、2nd PCR では Nextera XT インデックスプライマー(Illumina, USA)を用
いた。PCR 産物は Agencourt AMpure XP PCR ビーズ溶液（Beckman Coulter）で精製した。2nd 
PCR 産物を混合して DNA ライブラリを作成後、Agilent 2100 バイオアナライザーにより遺伝子
濃度や純度を確認し、Illumina MiSeq（300bp × 2）によりシーケンシングを行った。取得した
fastaq.gz ファイルについて、16S rRNA では Quantitative Insights into Microbial Ecology
（QIIME）を用いた。V3-V4 配列のペアリングやキメラ配列を除去等を行い、RSV（Ribosomal 
Sequence Variant）から 97％の同一性で OTU（operational taxonomic unit）を取得した。分類
の割り当てには、Silva データベースを用いた。18S rRNA では、DADA2 パッケージにより RSV を
取得、PR2 を用いて 97％の同一性で OUT を割り当てた。解析には、統計ソフト Rを用いた。 
 
４．研究成果 
(1) 採取したプランクトン試料 
 形態学的ソーティングの結果，採取用ネットの目合（0.1 mm および 0.072 mm）の違いに依ら
ず、動植物プランクトンが混在した形で採取されていることが確認された。ただし、割合として
は、0.072 mm 目合ネットの方が植物プランクトンの個体数の割合が全体的に高まっていた。 
 
(2) プランクトンおよびカキ中腸腺試料からのノロウイルス検出 
 核酸抽出時にプランクトン濃縮試料に添加したマウスノロウイルスの回収率は 1〜176%であ
り、幾何平均値は 39%だった。一部ではマウスノロウイルスの RNA 抽出効率が低い（<10%）試料
も見られたが、試料数としては全体の 8.1%だった。それ以外の試料については、RNA 抽出および
リアルタイム RT-PCR においてロスや阻害が小さいことが確認され、遺伝子の定量検出結果が信
頼できると判断した。 
 ノロウイルス GII は、2018 年 2 月、2018 年 12 月、2019 年 2 月のプランクトン濃縮試料（採
取用ネットの目合 0.1 mm および 0.072 mm）から検出された（表１）。2018 年 2 月および 12月
は、採取したすべての地点で陽性であり、濃度は海水 1 L あたり最大で 3900 copies/L だった。
当該試料は河口地点で採取されており、これまでに報告されている河川水中のノロウイルス GII
濃度の範囲だった。2018 年 2 月は、当該試料を含めて 3 地点からノロウイルス GII の遺伝子型
判別のための PCR 産物が取得でき、塩基配列を解析した結果、すべて GII.4 Den Haag 2006b 亜
型だった。2018 年 11 月および 2020 年 1 月の濃縮試料は不検出であり、その原因として当該流
域においてノロウイルスによる感染性胃腸炎がほとんど発生していない時期だったことが考え
られた。 
 顕微鏡で分類した動物および植物プランクトン試料の一部からは、ノロウイルス GII が検出
され、濃度は最大で 58 copies/個体だった。分類した動物および植物プランクトン試料からは
初めての検出報告となるが、ノロウイルスがプランクトンの表面に吸着しているのか、動物プラ
ンクトンに捕食されているのかは、今後明らかにすべき課題である。カキ中腸腺試料は、2018 年
11 月を除いて、60〜80%の個体からノロウイルス GII が検出され、濃度は最大で 2000 copies/g
だった。 
 

表１．ノロウイルス GII の検出数（上段）と検出濃度（下段）* 
採取月 採取用ネット

（目合 0.1 
mm） 

採取用ネット
（目合 0.072 
mm） 

分類した動物
プランクトン 

分類した植物
プランクトン 

カキ中腸腺 

2018 年 2月 4/4 
1.9〜3900 

4/4 
40〜400 

− − − 

2018 年 11 月 0/5 
− 

0/5 
− 

1/5 
31 

0/5 
− 

不検出 

2018 年 12 月 5/5 
3.6〜250 

5/5 
9.4〜380 

1/5 
0.19 

1/5 
14 

60% 
40〜1300 

2019 年 2月 0/2 
− 

1/2 
315 

1/2 
58 

2/2 
1.8〜16 

60% 
93〜2000 

2020 年 1月 0/5 
− 

0/5 
− 

0/5 
− 

0/5 
− 

80% 
43〜1700 

検出濃度は、採取用ネットの濃縮試料は copies/L、分類された動物およびプランクトン試料：copies/個体、



カキ中腸腺試料：copies/g として示した。 
 
(3) 動物および植物プランクトンの割合と
ノロウイルス濃度の関係 
 サンプル中の動物および植物プランクト
ンの個体数を形態学的に定量した結果、動物
プランクトンの個体数の割合が高いサンプ
ルほどノロウイルス濃度が低下している有
意な負の相関が５調査地点中３地点で観察
された（図３）。動物プランクトン－植物プ
ランクトン間で食物連鎖を経る中で、ノロウ
イルス濃度が増加すると仮説を立てて調査
を行っていたが、仮説とは対照的な結果とな
った。生物濃縮の経路には食物連鎖中の捕食
‐被食関係による生物濃縮（間接濃縮）のほ
かに、物質を経口・経皮から直接摂取する生
物濃縮（直接濃縮）が存在する。直接濃縮の影
響により、体長や体重の小さい生物の分類群
ほど、体内の重金属濃度が増加する現象も報
告されている。この現象は、体が小さい生物ほ
ど比表面積（表面積/体積）が相対的に大きく、経皮の直接濃縮による物質の摂取速度が高まる
ために起こると考えられる。本研究においてはこれまで直接濃縮による影響を考慮していなか
った。しかし調査の結果から、動物プランクトン‐植物プランクトン間においては、直接濃縮の
影響が大きく、ノロウイルス濃度が減少している可能性が示された。 
  
(4) カキ中腸線試料ならびに海水プランクトン試料中の微生物叢 
カキ中腸線試料中の真核微生物について、リード数が 0.1%以下の RSV およびカキ由来
RSV(Crassostrea_gigas)を取り除き解析した結果、395 の RSV が検出され、データベースとの照
合により 75 種が割り当てられた。その中には、動物プランクトンである Cercozoa 門や
Ciliophora 門、植物プランクトンである Chlorophyta 門が検出された（図４）。カキが海水中の
プランクトンを捕食していることを示唆する結果である。カキ中腸線試料と海水プランクトン
試料において、共通する真核微生物 RSV を抽出した。その結果、Rathkea octopunctata、Crustacea 
XX sp、 Chlamydomonas noctigama の 3種が検出された。Rathkea octopunctata と Crustacea 
XX sp は、海水において多く存在していた種であった。一方で、Chlamydomonas noctigama は、
いずれのサンプルでも希少種であった。プランクトン試料とカキ中腸線試料において重複して
いた真核生物は 3種のみであり、カキ中腸線試料から抽出された Cercozoa 門と Ciliophora 門、
Chlorophyta 門の真核生物の多くが、海水中には存在しなかった。その要因の一つとして、海水
プランクトン試料中において検出された真核生物は、カキ中で検出された真核生物よりサイズ
が大きいということが挙げられる。プランクトンネットにてプランクトン試料を採取する際に、
カキに捕食されるサイズの小さなプランクトンを採取できていなかった可能性がある。 
カキ中腸線内における環境と海水中における環境は異なり、カキ中腸線内で検出された真核
生物は、陸域土壌や河川氾濫原で検出される真核生物が多く存在していた。例えば、カキ中腸線
内で検出された Cercozoa 門は土壌表層中でも観測され、実際にカキ中腸線内の微生物群集は、
河川氾濫原で採取した土壌試料の微生物群集と比較的高い類似性を示していた。カキは元来干
潟にも生息する生物であり、氾濫原や沿岸湿地の底泥などと微生物群集が類似する可能性を示
唆している。また、細菌叢に関しては、Bacteoidetes 門の細菌、Vibrio 属の細菌などのヒトの
腸内細菌および病原細菌などがカキ中腸線内において優勢な細菌種であった。 
 
(5)微生物叢とノロウイルスと関係 
試料に含まれるノロウイルス濃度と RSV の存在比に対して、スピアマンの順位相関解析を行い、
ノロウイルスと相関の高い RSV を検出した。カキ中腸線試料、海水プランクトン試料ごとにスピ
アマンの順位相関解析を行い、p 値が 0.05 以下、かつノロウイルス濃度と正の相関をもつ種を
表 2 に示した。海水プランクトン試料において相関の高かった Rathkea_octopunctata および
Sarsia_tubulosa は Mollusca 門で、海水プランクトン試料中における存在比が高かったプラン
クトンである。また、海水プランクトン試料では、Arthopoda 門の動物プランクトンである
Corycaeus_speciosus ともノロウイルスは正の相関を示した。カキ中腸線試料においてノロウイ
ルス濃度と正の相関を示したものは見られなかったが、以上のような Rathkea_octopunctata や
Sarsia_tubulosa などのプランクトン種がノロウイルスのキャリアとして水中を浮遊している
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可能性がある。 
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図４．カキ中腸線内の真核微生物（上図）ならびに細菌（下図）遺伝子についての系統

樹解析。真核微生物では、カキ由来 DNAを除き、上位 20の RSV（存在比合計は

47.5%）を対象とした。細菌では上位 30（存在比合計は 48.5％）を対象とした。 

 

表２.スピアマンの相関解析による、海水試料中でノロウイルスと相関性の高い真核生

物の種 

Species name 相関係数 p値 

Rathkea_octopunctata(S) 

Sarsia_tubulosa(S) 

Corycaeus_speciosus(S) 

0.51 

0.50 

0.45 

0.014 

0.015 

0.031 
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