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研究成果の概要（和文）： 
下水は健康状態に関わらず全てのヒトから排出されたウイルスを含むため、臨床研究よりも

集水域における胃腸炎ウイルスの真の流行状況および分子疫学を網羅的に把握することができ

ると考えられる。ここでは、これらノロウイルスに加え、比較的高濃度で検出されるアイチウ

イルスの下水および河川水中における存在状況ならびに遺伝的多様性を調ベる手法を開発した。 
 ノロウイルスを対象として、水試料中におけるウイルス遺伝子の存在状況を RT-PCR 法によ

り調べ、PCR 産物をクローニングすることにより、その塩基配列を決定することが可能であっ

た。結果として、下水および河川水のいずれについても、GI ノロウイルスのほうが GII ノロ

ウイルスよりも高頻度に検出された。GI ノロウイルスはこれまで考えられてきた以上にヒトの

間に広く感染していることが示唆された。選択的な検出手法の開発に関しては、ピコルナウイ

ルスの一種であるアイチウイルスについて、遺伝子型別に検出するプライマー、プローブを設

計した。アイチウイルスについても、ノロウイルスと同様の方法で多様性を調べたところ、非

常に多様なウイルス株が検出された。 
  以上より、当初からの目的であった、ウイルスの株ごとの検出手法の開発に成功した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Examining wastewater samples could be an effective approach to understand the actual 
prevalence and epidemiology of the viruses, since wastewater contains viruses shed from 
all populations, regardless of symptoms. In this study, we developed methodology and 
investigated the prevalence and genetic diversity of Norovirus and Aichivirus in 
wastewater.  
 Noroviruses were found abundantly in wastewater samples by RT-PCR methods, from 
which we succeeded in determining nucleic acid sequences by the cloning and sequencing 
method.  Norovirus GI was more frequently and abundantly found from river water 
samples than Norovirus GII. This result implies that Norovirus GI was more popular than 
expected from epidemiological result. Aichivirus was also tested with similar method and 
revealed to be more diverse than expected previously. 
 In conclusion, we successfully detected targeted viruses from wastewater.  
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１． 研究開始当初の背景 
ウイルス濃縮法の開発やウイルスの遺伝子

配列に関する知見が蓄積されてきたことから、

下水流入水や処理水からウイルスを定量でき

るようになってきた。ウイルス濃縮の回収率

は比較的安定しており、ウイルス遺伝子の増

幅反応に対する下水試料由来の阻害因子の除

去などが課題である。また、ウイルス遺伝子

を増幅後にクローニングすることによりウイ

ルス遺伝子を単離して増幅することが可能で

あり、その遺伝子配列を解析することが可能

である。 
 

２．研究の目的 
下水におけるウイルス発生状況を把握する

ためのウイルス測定法を開発することを試み

る。具体的には、下水中に含まれる全ウイル

ス数を把握するために幅広くウイルスを定量

する手法、特定のウイルスを排他的に測定す

る手法、さらには混在するウイルスを単離し

てそれぞれの遺伝子配列を決定する方法を開

発する。 
 

３．研究の方法 
 下水試料および多摩川の水試料を対象とし

て、RT－PCR 法によりノロウイルスおよび

アイチウイルスを定量した。 
 アイチウイルスおよびサポウイルスに対し

ては、効率的な増幅が可能となるようなプラ

イマーを設計した。また、アイチウイルス、

ノロウイルスに対しては、Nested RT－PCR 
により遺伝子を増幅したのち、Cloning 法を

用いて遺伝子を単離し、もともとの１試料か

ら８クローンを対象として、シーケンサーに

より遺伝子配列を決定した。 
 
４．研究成果 
 開発したプライマーにより、サポウイルス、

アイチウイルスは従来の方法よりも高い濃度

で環境試料からウイルスを検出できた。この

ことから、従来よりも広く属内のウイルスを

検出できる方法を開発することに成功したと

言える。 
 ノロウイルス GI および GII に対して、

Nested RT－PCRとCloning法により得られ

た塩基配列を系統樹解析した結果を図１およ

び図２にそれぞれ示す。 
ノロウイルス GI の多様性が目立つが、１

試料から複数の異なる塩基配列が得られてい

ることを示しており、多様なウイルスが水試

料から得られたことを示す。また、GI/4 が多

く検出されているが、疫学的にはほとんど注

目されていない株であり、今後、研究対象と

して非常に興味深い結果が得られた。 
 

 
図１ ノロウイルス GI の多様性 
 

 
図２ ノロウイルス GII の多様性 
 
また、アイチウイルスに対して同様に得ら

れた結果について、下水から得られた結果を

図３に、河川水から得られた結果を図４にそ

れぞれ示す。 
アイチウイルスについては、病原性がはっ

きりしないためにこれまで研究の蓄積が少な

かったが、水環境中に高濃度で含まれること

を見出し、その多様性を調べた。環境試料に

多様な遺伝子配列が得られていることから、

幅広くウイルスの保有者がいることが示唆さ

れた。今後はアイチウイルスをヒトの腸管系

ウイルスの存在を示す指標として用いること

を検討する。 
以上より、ウイルスの株ごとの検出手法の



開発に成功した。 
 

 
図３ 下水中のアイチウイルスの多様性 
 

 
図４ 河川水中のアイチウイルスの多様性 
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