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研究成果の概要（和文）：大容量の唾液からの新型コロナウイルスの高感度検出法の開発に成功した。養殖マガ
キの新型コロナウイルス保有状況を調査することにより、日本では養殖マガキの喫食によって、新型コロナウイ
ルスに感染する可能性は極めて低いことを示した。ノロウイルスとは異なり、マガキが自然界における新型コロ
ナウイルスの感染環を担っている可能性も極めて低いことを示した。

研究成果の概要（英文）：Highly sensitive methods for the detection of SARS-CoV-2 from large volumes 
of saliva was successfully developed. By investigating the possession of SARS-CoV-2 in farmed 
oysters, we showed that the possibility of being infected with SARS-CoV-2 through consumption of 
farmed oysters in Japan is extremely low. Unlike noroviruses, it is also extremely unlikely that 
farmed oysters are responsible for the transmission of the SARS-CoV-2 in nature.

研究分野： 獣医学

キーワード： 新型コロナウイルス　高感度検出　唾液　マガキ

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
大容量の唾液からの新型コロナウイルスの高感度検出法を開発したことで、スクリーニングや高感度診断などに
も応用できる可能性を示唆した。開発した方法が自然感染個体の動物の口腔液内のウイルスに対しても使用でき
ることを証明し、開発した方法の高い汎用性を示した。養殖マガキが自然界において、新型コロナウイルスの感
染環を担っている可能性が極めて低いことが本研究結果から推測された。欧州からの先行研究は感染性を有しな
い遺伝子断片を検出し、食品からの新型コロナウイルス感染リスクを過大に評価している可能性を示唆した。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
グローバル化に伴う感染症の伝播が世界中で加速している。なかでも、新型コロナウイルス感染
症のパンデミックは人類の生存を脅かす重大な脅威である。パンデミック制圧のために、(1)高
感度・迅速・安全な検査法開発、(2)ワクチン開発（予防）、(3)治療法確立の 3 つが特に重要であ
る。本研究は(1)に焦点をあてた研究を行う。患者への採取負荷や採取者の感染リスクの高い鼻
咽頭スワブに代えて、唾液を用いた新型コロナウイルス検査に対する国内外のニーズが高まっ
ている。口腔粘膜、中でも特に舌上皮細胞に多くの新型コロナウイルスレセプター（ACE2）が
ある。それゆえ、新型コロナウイルスを含む唾液の飛沫は感染の重要なリスクファクターである。
上述の背景に加え、採取者の感染リスクが低い安全さ（鼻咽頭スワブ採取時に誘引されるくしゃ
みによる飛沫を浴びる恐れがない）・採取の簡便さが唾液をサンプルとするリアルタイム RT-
PCR のニーズが高い理由でもある。しかし、唾液中の新型コロナウイルス量は鼻咽頭スワブよ
りも少ないので、高感度化が重要である。 
 
国内外における下水のモニタリング検査から、新型コロナウイルスの検出が相次いでいる。患者
糞便から排出された新型コロナウイルスの水環境への放出が原因と推測される。患者糞便から
排出されたノロウイルスや A 型肝炎ウイルスは沿岸部で養殖されている二枚貝（カキやホタテ
など）の体内でろ過濃縮されることにより、ヒト-水環境-動物（二枚貝）間で感染環を構築し、
食中毒の発生原因となっている。同様に、患者糞便から水環境中への新型コロナウイルス排出を
起源として、ヒト-動物（二枚貝）間における感染環の成立が危惧される。しかし、実態は全く
不明なので、リスクを解明する必要がある。 
 
２．研究の目的 
新開発するウイルス濃縮検出法によって、唾液・食品などからの検査系を確立する。そのうえで、
二枚貝（特に養殖カキ）などの新型コロナウイルス調査を行う。新開発法は従来法よりも高感度
なので、より高精度な（偽陰性の少ない）実態調査が可能とする。本研究成果は新型コロナウイ
ルスに限らず、様々なウイルスの環境調査にも応用できる。唾液やうがい液の新型コロナウイル
ス検査を濃縮技術によって高感度化する発想は今までになかった。従来のように鼻咽頭スワブ
液の一部ではなく、本研究では採取サンプルの全量を用い、なおかつ微量なウイルスの濃縮検出
を行う。それゆえ、より高感度な診断が実現できる。同様に、二枚貝（特に養殖カキ）などから
の高感度検出を実現することで、 新型コロナウイルスの食品媒介性感染症（食中毒）としての
可能性の有無や環境動態の一端を解明する。新型コロナウイルスの根絶、あるいは新型コロナウ
イルスとの共存（制御）のどちらを目指すかという世界の意思決定に必要なリスク分析の基盤と
なる、科学的根拠となるデータを収集する。 
 
３．研究の方法 
1）唾液などからの新型コロナウイルス濃縮検出法の開発 
 研究代表者が食肉や環境水を対象として開発済の微量ウイルス濃縮法を唾液などからの新型コ
ロナウイルス濃縮検出用に応用する。鶏肉などから高感度なウイルス濃縮を実現するためには、
ウイルス捕捉の際に酵素を添加し、反応阻害物質を除去（消化）する必要がある。それゆえ、本
研究においても唾液などに含まれる反応阻害物質（インヒビター）を無効化できる物質を特定す
る。そのうえで、複数の新型コロナウイルスポリクローナル抗体から作製した免疫磁気ビーズに
よるウイルス粒子の濃縮と新型コロナウイルスの高感度な検出を実現する。市販の加熱不活化
済の新型コロナウイルス(American Type Culture Collection, VR-1986HK)を健康人の唾液・うが
い液に添加する。高率なウイルス捕捉を実現するために、最も性能の高い抗体、インヒビターを
無効化する物質の最適な反応条件を確定する。 
 
2）唾液などからの新型コロナウイルス濃縮検出法の性能評価 
従来の RNA 抽出法との結果比較により、1)で開発した微量ウイルス濃縮法の性能を評価する。 
 
3）食品などからの新型コロナウイルス高感度検出法の開発と性能評価 
食品（二枚貝）などを収集して検査する。 
 
4）高精度な分子疫学解析による新型コロナウイルスの環境動態解明 
陽性となった環境水・食品・患者由来サンプルに対し、全塩基配列解析を実施することで、新型
コロナウイルスの伝播経路および環境動態の一端を解明する。ヒト-環境-二枚貝間において、
SARS-CoV-2 感染環が成立しているか否かを解明する。 
 
４．研究成果 
新型コロナウイルス特異的なポリクローナル抗体（市販品 3 種類）を用いて、PBS（リン酸緩衝



液）に添加した新型コロナウイルス（加熱処理済の非感染性株）の簡易高感度な濃縮検出法の開
発を試行した。その結果、Anti-SARS-CoV-2 spike glycoprotein antibody - Coronavirus (ab272504), 
(ABCAM 社製)が 100 倍以上の濃縮効果が得られることを確認した。次に、健康人の唾液やうが
い液に同ウイルスを添加し、同様に簡易高感度な濃縮検出を試行した。しかし、唾液成分が反応
を阻害するためか、PBS とは異なり、濃縮効果は得られなかった。対策として、唾液成分を溶
解する効果が報告されている複数の物質を感作させる前処理工程を加えたうえで、上述の検出
法の改良を図った。しかしながら、濃縮効果の改善は認められなかった。抗体を用いたウイルス
濃縮は断念し、より安価に実施できる既存の PEG（ポリエチレングリコール）沈殿法を基盤と
して、濃縮法を再構築することとした。その結果、PEG 沈殿法に改良を加えることで、唾液か
らの新型コロナウイルスの簡易高感度な検出法の開発に成功した（以下「開発法 A」）（詳細は論
文投稿中）。唾液成分に起因すると推測される濃縮阻害は 2 つの前処理を行うことで解決できた
【(1)唾液へのセミアルカリプロテネースの室温 15 分感作。(2)粗遠心処理（4,000-12,000 g・5
分）。】。 
 
健康人の唾液に新型コロナウイルス（加熱処理済の非感染性株）を添加して開発法 A の検出限
界を決定した。その結果、汎用されている自動核酸抽出（以下「標準法」）と比較して、開発法
A は安定的に 100 倍程度の高感度な検出が可能であることが明らかになった。さらに、開発法 A
よりもウイルス粒子と PEG 複合体の肉眼確認が容易な磁気ビーズを用いた濃縮検出法（以下
「開発法 B」）を新たに考案し、同様に検出限界を決定した。その結果、開発法 B を用いても、
標準法よりも 100 倍程度の高感度な検出が可能であった。新型コロナウイルス感染症の 5 類感
染症指定に伴い、多数の臨床サンプル（感染者の唾液）の収集が困難になったが、入手可能であ
った臨床サンプルを用いて開発法 A を評価した。その結果、リアルタイム RT-PCR の Ct 値は低
下（検出したウイルス量の増加を意味する）したものの、標準法で偽陰性を示す低ウイルス量の
サンプルが陽性を示すほどの効果は得られなかった。期待よりも測定値が低かった理由として、
使用可能なサンプル量が本来用いる 20 ml の 10 分の 1 に相当する 2 ml 程度であったこと、臨
床サンプルには添加試験とは異なり、ウイルス粒子と RNA 断片が混在している可能性があるこ
とを推測した。）代替の性能評価として、ベトナム国立農業大学の協力を得て、ブタの口腔液 68
サンプルを各個体から 20 ml ずつ収集して、開発法 A を用いてアフリカ豚熱ウイルスの検出を
試みた。その結果、ウイルス検出率は標準法では 13.2%（9/68）であったのに対し、開発法 A で
は 33.8%（23/68）とウイルス検出率が 20％以上改善した（詳細は論文投稿中。プレプリントサ
ーバーにも投稿済。https://doi.org/10.1101/2024.01.13.575502）。開発法 A は動物の自然感染個
体から得た口腔液に対してもウイルス濃縮効果を示すことが分かった。開発法 A および開発法
B はウイルスの濃縮性能は優れているものの、煩雑であることや実験室内コンタミネーションの
リスクを高めることは否めない。それゆえ、これらの問題点を解決するために、自動化のための
産学共同研究を進めている。 
 
水環境中に存在するノロウイルスや A 型肝炎ウイルス（主に下水由来）を生物濃縮し、人へ健
康被害を与えていることが明らかになっている二枚貝であるマガキは、新型コロナウイルスに
対しても同じ働きを有している可能性がある。それゆえ、開発法 A を用いて、養殖マガキに対
して、新型コロナウイルスの検査を行った。まず、マガキ中腸線への添加試験の結果、開発法 A
によって、少なくとも 10-100 倍以上の濃縮効果が得られることを確認した。次に京都市内のス
ーパーマーケットで養殖マガキを購入し、中腸線に対して検査を行った。その結果、145 サンプ
ルすべてが新型コロナウイルス陰性であることを確認した。調査期間中（2021 年 10 月から 2022
年 4 月）は日本を含む全世界でオミクロン変異体の流行があったが、すべてのサンプル（養殖マ
ガキ中腸線）から新型コロナウイルスは検出されなかった。すべてのサンプルに内部陽性対照と
して添加した PEDV（豚コロナウイルス）はすべてのサンプルから予想どおり検出されたことか
ら、正しい手技によって調査が行われたことは明白であった。予想に反して、新型コロナウイル
ス陽性検体を得られなかったことから、伝播経路および環境動態の一端を解明するために計画
していた、全塩基配列解析は実施しなかった。 
 
本研究の結果から、新型コロナウイルス粒子は養殖マガキの中腸線内に生残しない（あるいは生
残するとしても、その期間は極めて短い）、つまり、養殖マガキの喫食によって、新型コロナウ
イルスに感染する可能性は極めて低いことが示唆された。マガキが自然界において、新型コロナ
ウイルスの感染環を担っている可能性も極めて低いことが本研究結果から推測された。欧州の
研究者から二枚貝から新型コロナウイルスの遺伝子を検出したとの報告がされているが、いず
れもウイルス粒子と遺伝子断片を区別することなく、中腸線乳剤から RNA を抽出したうえでリ
アルタイム RT-PCR 検査を行っている（参考文献 1, 2）。これらの先行研究は、遺伝子断片を除
去し、濃縮したウイルス粒子からの遺伝子検出を行った本研究とは手法が異なる。また、現時点
でマガキの喫食による新型コロナウイルス感染の報告は全く無い。それゆえ、欧州からの先行研
究は感染性を有しない遺伝子断片を検出し、食品からの新型コロナウイルス感染リスクを過大
に評価している可能性が示唆された。（この点を明確にするための、－80℃保存したマガキの中



腸線サンプルを用いて、開発法 A と欧州で広く使用されている検査法との比較検証を継続して
いる。） 
 
調査開始時点では新型コロナウイルスの環境動態はほとんど不明だった。現在では、新型コロナ
ウイルスはミンク、げっ歯類（ハムスター）、猫科動物をはじめとする様々な動物とヒトの間で
動物種を越えた感染環を成立させていること、さらには人から動物へ伝播する逆人獣共通感染
症の特性を有することが明らかになっている。（参考文献 3-5）。人類が根絶に成功した病原体は
天然痘ウイルスと牛疫ウイルスのみであり、この 2 つの病原体はいずれも単一宿主（前者は人、
後者は牛）の間のみで感染環を成立させている。有史以来、人と多種動物の間で感染環を成立さ
せる人獣共通感染症の根絶例は無いため、新型コロナウイルスの根絶は現時点では不可能であ
り、共存（制御）を図ることが現実的な対策であることが示唆される。一方で、新型コロナウイ
ルスは他のコロナウイルスと同様に、環境中では速やかに感染性を喪失することから、食品から
の伝播が起こる可能性は極めて低いことが本研究などから明らかになってきた。新型コロナウ
イルスの発生源調査に際して WHO-中国合同調査（2021 年、参考文献 6）が報告した 4 つの仮
説（1. 野生動物から人への直接伝播説、2. 野生動物から家畜動物を介した人への伝播説、3. 食
品発生源説、4. 研究機関からの漏出説）のうち、食品発生源説については再検証が必要である
ことが示唆された。 
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