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研究成果の概要（和文）：宿主菌による前培養後に次世代シーケンス(NGS)を行うことで感染力を有するF特異
RNAファージ(FRNAPH)種を網羅的に検出することができた。この手法を用いて下水試料から感染力を有する32の
FRNAPH種を検出することができた。さらに、消毒後に残存する消毒耐性が強い可能性があるFRNAPH種も特定する
ことができた。FRNAPH遺伝子群が検出されたブタの糞便試料を用いて本研究で開発した手法により検出した結
果、GIVに属するFIが多く検出された。このことから、環境水中においてFRNAPHのGIVに属するFIを検出すること
で、ブタ由来の微生物汚染の有無を確認できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：This study uses a novel method; i.e., culture combined with next-generation 
sequencing (IC-NGS) to investigate the diversity of infectious F-specific RNA bacteriophage (FRNAPH)
 strains. The IC-NGS results successfully reflected the infectivity of FRNAPHs by evaluating the 
relationship between IC-NGS results and the IC-PCR, which can detect infectious FRNAPH genotypes. A 
total of 32 infectious strains belonging to FRNAPH GI (nine strains), GI-JS (two strains), GII (nine
 strains), GIII (seven strains), and GIV (five strains) were detected in wastewater samples. The 
diversity of infectious FRNAPH strains in the disinfected samples indicates that certain strains are
 more resistant to chlorine and ultraviolet disinfection. The diversity of infectious FRNAPH strains
 in swine feces samples was also investigated using IC-NGS. FI was the most predominant strain of 
FRNAPH GIV in swine feces samples. These data suggest that FI is a promising new indicator of swine 
fecal pollution.

研究分野：水環境工学

キーワード： 大腸菌ファージ　次世代シーケンス　感染力　網羅的検出　F特異RNAファージ　微生物汚染源追跡　下
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
宿主菌を用いた前培養後にNGSを行う方法により、感染力を有する大腸菌ファージ種を網羅的に検出する方法を
開発することができた。NGSの研究の中で感染力の有無を考慮した事例は少ないことから、他のNGS関連の研究に
おいても応用できる手法となることが期待される。また、下水処理場の流入水や二次処理水においてどのような
FRNAPH種が存在しているか調査した研究は本研究成果が初である。さらに、ブタの糞便中に存在する感染力を有
したFRNAPH種を特定することができたことから、今後、環境水中における微生物汚染源の正確な特定に繋げ、水
質改善やリスクアセスメントを行なっていくことが可能であると考えられる。

※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 
人獣共通感染症とは、人と人以外の脊椎動物の両方に感染する細菌やウイルスなどの病原体
により生じる感染症のことである。畜産地域においては家畜から排出された病原体が環境水中
に流入され、下流域での水利用により人に感染することが懸念される。このような感染症を予防
するため、環境水中における微生物汚染を追跡して汚染源を正確に特定し、水質改善やリスクア
セスメントを行うことが必要である。 
大腸菌に感染するウイルスの大腸菌ファージは、環境水や下水処理場の流入及び放流水に多
く存在していることから、微生物汚染源追跡に多く用いられる。大腸菌ファージに属する F 特
異 RNAファージは、それぞれの遺伝子群によって人や家畜など、それぞれ由来が異なるとの報
告がなされている 1)。しかし、遺伝子群全体を汚染源追跡の対象としているため、汚染源の正確
な特定につながっていないのが現状である。もし、大腸菌ファージの遺伝子群に属する種を迅速
及び網羅的に検出することができれば、より正確な微生物汚染源を特定することが可能である
と考えられる。 
近年、試料中の遺伝子の塩基配列を高速に読み出すことが可能な次世代シーケンシング（Next 

Generation Sequencing; NGS）が環境分野に導入され、その塩基配列の情報から環境中に存在する
多くの生物が検出された。この NGSを用いることで、環境水や下水処理場に存在する大腸菌フ
ァージの種を迅速及び網羅的に検出することが可能であると考えらえる。しかし、NGS により
読み出される遺伝子情報には限界があるため、試料中で多くの割合を占める生物らが検出され
る。環境水や下水処理場の試料中には多くの生物種（藻類、細菌類など）が含まれており、これ
らの遺伝子量と比べて大腸菌ファージの遺伝子量は極めて少ない。このことから、試料から NGS
により大腸菌ファージ種を検出するためには適切な前処理が必要である。さらに、NGS により
えられる遺伝子情報は、試料中の生物の遺伝子をターゲットとしていることから、大腸菌ファー
ジ種の感染力の有無に関係なく検出してしまう。そのため、下水処理場の放流水を試料として用
いた場合、放流前の消毒処理により不活化された大腸菌ファージ種まで検出してしまう可能性
が考えられる。そのため、消毒処理から感染力を失った大腸菌ファージ種を区別して測定する手
法を開発する必要がある。 
 
２．研究の目的 
本研究では、（１）NGSを用いた感染力を有する大腸菌ファージ種の網羅的検出手法を開発し、
（２）環境水および下水処理場における大腸菌ファージ種を用いた微生物汚染源の追跡を目指
した。NGS を用いて生物種を検出する多くの研究では、感染力の有無を考慮していない。そこ
で、感染力の有無を区別する新たな前処理方法を提案し、検出手法を開発することを目的とした。
この手法を用いて環境水へ流入する排出源に存在する大腸菌ファージ種を網羅的に検出するこ
とで、大腸菌ファージ種を用いた微生物汚染源追跡が可能になると考えられる。 
 
３．研究の方法 
（１）NGSを用いた感染力を有する大腸菌ファージ種の網羅的検出手法を開発 
大腸菌ファージとして、それぞれの遺伝子群によって人や家畜など、それぞれ由来が異なるこ
とが報告されている F特異 RNAファージ（F-specific RNA bacteriophage; FRNAPH）を対象とし
た。感染力を有する FRNAPH 種の網羅的検出を目的に、遺伝子量の確保と感染力の失った
FRNAPH種を区別するため、試料中の FRNAPH種を宿主菌による前培養により高濃度に増殖さ
せ、NGSを行う方法を試みた。用いた試料としては、採水日が異なる試験水（下水処理水）①と
②に高濃度に培養した FRNAPHを添加させた添加原水①と②（初期濃度 107–109 MPN/L）、また、
その添加原水①と②をそれぞれ用いて塩素と紫外線消毒実験を実施し得た試料の塩素①と②お
よび紫外線①と②を用いた。塩素①と②の残留遊離塩素濃度からの Ct 値はそれぞれ 24、20 
mg‧min/Lであり、紫外線①と②の紫外線照射量はそれぞれ 61、56 mJ/cm2であった。前述した合
計 6個の試料を宿主菌であるWG49を含む液体培地に添加し、37℃で 24時間培養して試験水中
および消毒後に残存する感染力を有した FRNAPH種を増殖させた。宿主菌を取り除くため、2000 
rpm、4℃で 10 分間遠心分離し、その上澄液を 0.45μm のメンブレンフィルターでろ過した。そ
の後、AmiconUltra-15を用いて培地成分を取り除き、RNase ONE（Promega）にて浮遊 RNAを分
解した。前処理した試料からの RNA抽出は QIAamp Viral RNA Mini QIAcube Kit（Qiagen）およ
び QIAcube（Qiagen）にて行った。抽出した RNAは Ribo-Zero rRNA Removal Kit（Illumina）を
使用してバクテリア由来の rRNA を除去・精製した後、TruSeq Stranded mRNA Library Prep Kit
（Illumina）を使用してライブラリ調製を行った。ポリ A鎖を有しない FRNAPH の RNAは、ラ
イブラリ調製の最初の段階に行われる mRNA 精製プロセスにより取り除かれてしまうため、こ
のプロセスを省略して次の段階である断片化プロセスから実施した。調製したライブラリを 1%
のアガロースゲル電気泳動（E-Gel EX Agarose Gel，Invitrogen）に供して 300–650 bpのバンドを
切り出し、MonoFas DNA Purification Kit（GL Sciences）を使用して切り出し産物の精製を行った。
精製した cDNAの濃度を Qubit Fluorometer（Invitrogen）により定量し、その濃度から 4 nMにプ
ーリング後、v3 reagent kitを用いて次世代シーケンサーのMiseq（Illumina）に供した。得られた
シーケンスは Galaxy platform (https://galaxy.dna.affrc.go.jp)にて、Trimmomaticによるトリミングと
FastQCによるクオリティチェックを行い、Trinityによる de novo assemblyを行って contig（得ら
れたシーケンスの断片配列を重ね合わせ連結させた配列）を得た。得た contigは NCBIの塩基配



列データベース（nt）を用いた BLASTn解析（Ver. 2. 7. 1+）により相同性が一番高かった種を同
定した（E-value：<10−3）。さらに、BLASTn解析により得た結果をMEGAN（Ver. 6. 12. 0）によ
り分類した。 

NGSにより得た FRNAPH種の検出結果に感染力が反映されているかを検討するために、NGS
に用いた同じ試料を IC-PCR2)による FRNAPH遺伝子群の定量結果（感染力を反映する）と、PCR3)

を用いた FRNAPH遺伝子群の遺伝子定量結果（感染力の有無に関係なく対象遺伝子を検出）と
比較した。 
 
（２）環境水および下水処理場における大腸菌ファージ種を用いた微生物汚染源の追跡 
動物糞便試料として、2019年 10月から 12月の間に、ウシ（3試料）、ブタ（10試料）、イヌ
（3試料）、ネコ（3試料）およびニワトリ（12試料）の糞便を採取した。また、食肉加工工場の
浄化槽流入水（屠畜場排水）試料として、ブタ（4試料）とニワトリ（2試料）の屠畜場排水を
採取した。動物糞便試料 4–7 gを 20 mLの PBSで懸濁させ、1 μmのメンブレンフィルター（ガ
ラスファイバー）でろ過し、FRNAPH の宿主菌（WG49）を含んだ培地と混合培養後、PCR3)に
より感染力を有した FRNAPH 遺伝子群を検出した。屠畜場排水試料中の感染力を有する
FRNAPH 遺伝子群の濃度は、IC-PCR 2)により定量した。また、FRNAPH 遺伝子群が検出された
ブタの糞便試料 4つ（ブタ 1、ブタ 2、ブタ 3、ブタ 4）を用いて、（１）で開発した、感染力を
有する FRNAPH種の網羅的検出手法により遺伝子群に属する種を同定した。 
 
４．研究成果 
（１）NGSを用いた感染力を有する大腸菌ファージ種の網羅的検出手法を開発 
宿主菌による前培養により高濃度に増殖させ、NGS を行うことで、検出結果に感染力が反映
されるかを検討するために、NGSにより FRNAPH種に同定された contig数を遺伝子群別に整理
し、その存在割合の結果と、IC-PCRによる感染力を有する FRNAPH遺伝子群の定量結果（感染
力を反映している）からの存在割合および、PCRによる FRNAPH遺伝子群の遺伝子定量結果（感
染力を反映していない）からの存在割合と比較した（図 1）。なお、存在割合の算出には、NGS
は FRNAPH種に同定された contig数、IC-PCRと PCRはそれぞれの濃度（MPN/L、copies/L）を
用いた。NGSによる存在割合の結果は感染力が反映されていない PCRの結果と比べて感染力が
反映されている IC-PCRの結果と類似していた（図 1）。PCRによる結果では、全ての試料で GII
遺伝子群が 97%以上の存在割合で存在しており、その他の遺伝子群と比べて 30–1000 倍以上濃
度が高かった。 

PCR による結果で GII の存在割合が極端に高かったのは、他の遺伝子群は PCR による濃度
（copies/L）が IC-PCR による濃度（MPN/L）より 1–100 倍高かったが、GII は 1000–100,000 倍
高かったことが原因である。IC-PCR は感染力を反映するが PCR は感染力を反映しないため、
NGS で用いた試料中で GII は他の遺伝子群と比べて感染力を有しない状態で多く存在（PCR に
より検出された GII 遺伝子の 99.9–99.999%は感染力を有していない）していることが考えられ
る。そのため、もし NGSによる結果に感染力が反映されていなかった場合には、PCRの結果と
同様に GIIの存在割合が他の遺伝子群と比べて極端に高かったことが推測される。しかし、NGS
による結果では GIIの存在割合が他の遺伝子群と比べてそれ程高く無く、感染力を反映している
IC-PCRの結果と類似していた。このことから、宿主菌を用いた前培養を行うことで、NGSによ
り試料中の感染力を有する FRNAPH種を検出することができたと考えられる。 

 

 

図1 NGS、IC-PCR、PCRによる検出結果から算出した試料中におけるFRNAPH遺伝子群の存

在割合 
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（２）環境水および下水処理場における大腸菌ファージ種を用いた微生物汚染源の追跡 
動物糞便試料における感染力を有した FRNAPH 遺伝子群の検出結果では、ブタの糞便のみ

GIV が 60%の陽性率で検出された（表 1）。ブタの屠畜場排水では、GII 以外の遺伝子群（GI、
GIII、GIV）が全ての試料で検出（100%）された。ニワトリの屠畜場排水では、GIと GIIが 50%、
GIII と GIV が 100%の陽性率で検出された。ブタの屠畜場排水で検出された感染力を有した
FRNAPH遺伝子群の濃度は（図 2）、GIが 3.0–5.0 log(MPN/L)、GIIIが 2.6–4.4 log(MPN/L)、GIV
が 5.0–>8.0 log(MPN/L)であり、GIVが最も高かった。 

FRNAPH遺伝子群の中で GIと GIVは動物由来であり、GIIと GIIIは人由来であることが報告
されている 1)。本調査結果、GIVはブタの糞便から高い陽性率で検出されたことと、ブタの屠畜
場排水中に他の遺伝子群と比べて高濃度で存在していたことから、動物の中でもブタ由来の可
能性が高いことが示された。既往の研究で、下水処理場の流入水では、他の遺伝子群と比べて GII
と GIII が高濃度で検出されることが報告されているが 1)、本調査と同じ地域の下水処理場にお
いて GIVが GII および GIII と同程度の濃度で検出されたことが報告されている 3)。この原因と
して本調査結果から、この地域の下水処理場の流入水にはブタ由来の排水が多く混入している
可能性が示唆された。 
 
 
表 1 動物糞便および屠畜場排水における感染力を有した FRNAPH遺伝子群の検出結果 

 
 
 
 

 
図 2 ブタの屠畜場排水中に存在する感染力を有した FRNAPH遺伝子群の定量結果 

 
 
 
表 2に、FRNAPH遺伝子群が検出されたブタの糞便試料 4つ（ブタ 1、ブタ 2、ブタ 3、ブタ

4）における感染力を有する FRNAPH種の網羅的検出結果を示す。GIVが検出されたブタの糞便
試料 4つ全てにおいて他の遺伝子群に属する種も検出されたが、GIVに属する FIがその他の種
と比べてより多く検出された。従って、ブタの糞便中には GIVに属する FIが感染力を有して存
在している可能性が高いことが確認された。このことから、環境水中において FRNAPHの GIV
に属する FIを検出することで、ブタ由来の微生物汚染の有無を確認できる可能性が示唆された。 
 
 

陽性試料数（陽性率）

試料数 GI GII GIII GIV

糞便

ウシ 3 0（0） 0（0） 0（0） 0（0）

ブタ 10 0（0） 0（0） 0（0） 6（60）

イヌ 3 0（0） 0（0） 0（0） 0（0）

ネコ 3 0（0） 0（0） 0（0） 0（0）

ニワトリ 12 0（0） 0（0） 0（0） 0（0）

屠畜場排水

ブタ 4 4（100） 0（0） 4（100） 4（100）

ニワトリ 2 1（50） 1（50） 2（100） 2（100）
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表 2 ブタの糞便試料における感染力を有した FRNAPH種の検出結果 
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