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研究成果の概要（和文）：　本研究では，水系感染症を引き起こす主要な病原体の一つであるヒトサポウイルス
について，ヒトサポウイルスを増殖可能な汎用細胞を活用することにより，添加実験の実施に必要なヒトサポウ
イルス量を確保可能な高濃度精製ストック調製法を構築すると共に，浄水処理におけるヒトサポウイルスの感染
性の消長を定量的に評価可能な感染性評価手法を構築することに成功した．また，構築した手法を駆使すること
により，ヒトサポウイルスの浄水処理工程における動態，すなわち，凝集沈澱-砂ろ過処理，凝集-膜ろ過処理に
おける除去特性，塩素処理，オゾン処理における不活化特性を詳細に把握することに成功した．

研究成果の概要（英文）：　We produced purified solutions of human sapovirus containing virus 
concentrations high enough to conduct virus-spiking experiments, and developed an integrated cell 
culture-polymerase chain reaction assay to quantify the infectivity of human sapovirus, by applying 
an in vitro cell-culture system for human sapovirus. We then successfully evaluated the removal 
efficiencies of human sapovirus in coagulation-sedimentation-rapid sand filtration and 
coagulation-microfiltration as well as the inactivation efficiencies of human sapovirus in 
free-chlorine disinfection and ozone disinfection by applying the purified solutions of human 
sapovirus and the developed infectivity assay for human sapovirus.

研究分野：水環境工学，水処理工学

キーワード： 病原ウイルス　ヒトサポウイルス　マウスノロウイルス　トウガラシ微斑ウイルス　細胞培養増殖系　
ウイルス精製法　感染性評価手法　浄水処理

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　水道水を媒体とする病原ウイルスによる水系感染症を制御していくためには，浄水処理における病原ウイルス
の処理性を詳細に把握し，効果的且つ効率的な処理を施すことが重要となる．本研究では，水系感染症を引き起
こすヒトサポウイルスについて，ヒトサポウイルスの高濃度精製ストック調製法及び感染性評価手法を新たに構
築し，これらの手法を駆使することにより，ヒトサポウイルスの浄水処理性を世界に先駆けて詳細に把握するこ
とに成功した．従って，本研究で得られた知見は，ウイルスに関する水道水質管理の枠組みの構築に資するもの
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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 ヒトサポウイルス（HuSaV）は，ヒトノロウイルスと同じカリシウイルス科に属するウイルス
であり，幅広い年齢層に感染し，激しい嘔吐や下痢を伴う胃腸炎を引き起こす．また，水を介し
て伝播する水系感染症を引き起こすことから，水系感染症の主要な原因ウイルスの一つとして
世界保健機関の飲料水水質ガイドラインに挙げられている．しかしながら，HuSaV は，札幌の
児童福祉施設における集団食中毒で初めて「サッポロウイルス」として報告されてから 40年以
上が経過しているにも関わらず，ヒト体内以外での効率的な培養法，すなわち，入手・取り扱い
が容易な汎用細胞を用いた培養法が未確立であったことから，ウイルスの浄水処理性を把握す
る際に広く行われている添加実験を実施することが難しく，結果として，浄水処理性に関する知
見は全く得られていない状況にある．このような中で，2020 年に，公的機関から入手可能な汎
用細胞の一種であるヒト十二指腸癌由来細胞（HuTu 80細胞）を胆汁酸存在下で用いることによ
り，生体外で HuSaVを増殖できることが見出された． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，HuSaV を増殖可能な汎用細胞を活用することにより，添加実験の実施に必要な
HuSaV 量を確保可能な高濃度精製ストック調製法を構築すると共に，浄水処理における HuSaV
の感染性の消長を定量的に評価可能な感染性評価手法を構築し，これらを駆使することにより，
HuSaV の浄水処理工程における動態，すなわち，凝集沈澱–砂ろ過処理，凝集–膜ろ過処理にお
ける除去特性，塩素処理，オゾン処理における不活化特性を詳細に把握することを目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1) HuSaVの培養・精製法及び定量法 
 本研究では，HuTu 80細胞内での増殖が確認された HuSaV GI.1型を実験に使用した．HuSaV
は，宿主細胞である HuTu 80 細胞を用いて胆汁酸存在下で培養し，HuTu 80 細胞の培養日数，
HuSaVの接種量/濃度，HuSaVの培養日数等の条件を最適化した．この後，最適化した条件にて
培養した HuSaV の培養液を UF 膜にて精製することにより，培養液中に含まれる培地由来の有
機物成分を除去し，HuSaV の高濃度精製ストックを調製した．HuSaV 濃度の定量においては，
既存のリアルタイム定量 PCR 法に加え，汎用細胞を用いたウイルス培養とリアルタイム定量
PCR法による遺伝子定量を組み合わせた Integrated cell culture-PCR法（ICC-PCR法）を新たに構
築し，塩素処理，オゾン処理における HuSaVの感染性の消長を定量的に評価した．加えて，本
研究では，ヒトノロウイルスの代替として広く用いられているマウスノロウイルス 1型（MNV），
病原ウイルスの浄水処理性評価指標としての活用が期待されているトウガラシ微斑ウイルス
（PMMoV），水系感染症を引き起こす病原ウイルスの中で塩素処理耐性が高いとされているコ
クサッキーウイルス B5型（CV）を実験に使用した．MNV，PMMoV，CVは，それぞれの宿主
細胞/植物である RAW264.7 細胞，Nicotiana benthamiana，BGM 細胞を用いて培養した．ウイル
ス濃度の定量においては，既存のリアルタイム定量 PCR 法を用いた．また，CV については，
ICC-PCR法，あるいはプラック形成法を用いることにより，塩素処理，オゾン処理における CV
の感染性の消長を定量的に評価した． 
 
(2) 凝集沈澱–砂ろ過処理，凝集–膜ろ過処理 
 本研究では，凝集沈澱–砂ろ過処理，凝集–膜ろ過処理の添加実験を実施することにより，HuSaV
の除去特性を評価した．また，上述した処理における HuSaVの除去率と MNV及び PMMoVの
除去率を比較した． 
 凝集沈澱–砂ろ過処理においては，培養・精製した HuSaVを 105‒6 copies/mL，培養・精製した
MNV 及び培養した PMMoV を 107‒8 copies/mL になるように同時添加した環境水（凝集沈澱‒砂
ろ過処理を実施している実浄水場にて採水した水道原水，実験終了時まで水温を約 20 ºC に維
持）を原水とし，プラスチック製角型ビーカーに 2 L添加した．ここに，凝集 pHを 7.0に調整
するため，原水に予め HCl あるいは NaOH を添加した後，凝集剤としてポリ塩化アルミニウム
（PACl）を 0.54–5.40 mg-Al/Lになるように添加した．これを攪拌翼を用いて G値 200 s-1にて 1
分間急速攪拌，20 s-1にて 10分間緩速攪拌し，60分間静置した．この後，静置後の上澄み水 1.5 
Lを用いて，急速砂ろ過処理を実施した．上澄み水をマグネティックスターラーを用いて 200 rpm
にて攪拌しながら，ポンプを用いて 120 m/d の定流速にて珪砂（有効径 0.6 mm，均等係数 1.3
以下）を充填した単層砂ろ過ミニカラム（充填厚さ 10 cm）に通水した．原水及び急速砂ろ過処
理水を採取し，それぞれの試料水中のウイルス濃度を PCR 法にて定量することにより，凝集沈
澱‒砂ろ過処理におけるウイルスの除去率（Log 除去率（Log[C0/C]；C0: 原水のウイルス濃度，
C: 処理後のウイルス濃度））を算出した． 
 凝集–膜ろ過処理においては，培養・精製した HuSaVを 105‒6 copies/mL，培養・精製したMNV
及び培養した PMMoVを 107‒8 copies/mLになるように同時添加した試料水（凝集‒MF膜ろ過処
理を実施している実浄水場にて採水した凝集‒MF膜ろ過前水，実験終了時まで水温を約 20 ºCに



維持）を原水とし，プラスチック製角型ビーカーに 500 mL添加した．ここに，凝集 pHを 7.0に
調整するため，原水に予め HClあるいは NaOH を添加した後，凝集剤として PACl を 0.27‒1.08 
mg-Al/L になるように添加した．これを攪拌翼を用いて G 値 200 s-1にて 1 分間急速攪拌した後
（膜ろ過処理終了時まで急速攪拌を継続），ポンプを用いて 1.0 m/d の定膜ろ過流束，並びに定
クロスフロー流速（膜ろ過流量の 2倍の流量）にてペンシル型MF膜モジュール（材質 PVDF，
膜孔径 0.1 m）に通水した．原水及び MF 膜ろ過処理水を採取し，それぞれの試料水中のウイ
ルス濃度を PCR法にて定量することにより，凝集‒膜ろ過処理におけるウイルスの除去率（Log
除去率（Log[C0/C]；C0: 原水のウイルス濃度，C: 処理後のウイルス濃度））を算出した． 
 
(3) 塩素処理，オゾン処理 
 本研究では，塩素処理，オゾン処理の添加実験を実施することにより，HuSaV の不活化特性
を評価した．また，上述した処理における HuSaVの不活化率と CVの不活化率を比較した． 
 塩素処理においては，培養・精製した HuSaVを 102‒3 MPN/mL，あるいは培養・精製した CV
を 104‒5 MPN/mLになるように添加した 0.01 Mリン酸バッファー（pH 7.0，実験終了時まで水温
を約 20 ºCに維持）を原水とし，ガラス製三角フラスコに 300 mL添加した．ここに，次亜塩素
酸ナトリウムを初期遊離塩素濃度が 0.2 mg-Cl2/L程度になるように添加した後，直ちにスターラ
ーを用いて 200 rpmにて攪拌した（塩素処理終了時まで攪拌を継続）．原水及び塩素添加後の塩
素処理水を採水し（塩素処理水については，採水後直ちにチオ硫酸ナトリウムを添加することに
より残留塩素を中和），それぞれの試料水中の感染性を有するウイルス濃度を ICC-PCR法にて定
量することにより，塩素処理におけるウイルスの不活化率（Log不活化率（Log[N0/N]；N0: 原水
の感染性を有するウイルス濃度，N: 処理後の感染性を有するウイルス濃度））を算出した． 
 オゾン処理においては，培養・精製した HuSaVを 102‒3 MPN/mL，あるいは培養・精製した CV
を 104 PFU/mLになるように添加した 0.01 Mリン酸バッファー（pH 7.0，実験終了時まで水温を
約 20 ºCに維持）を原水とし，ガラス製三角フラスコに 300 mL添加した．ここに，予め作製し
た高濃度オゾン溶液を初期オゾン濃度が 0.2 mg-O3/L程度になるように添加した後，直ちにスタ
ーラーを用いて 400 rpmにて攪拌した（オゾン処理終了時まで攪拌を継続）．原水及びオゾン添
加後のオゾン処理水を採水し（オゾン処理水については，採水後直ちにチオ硫酸ナトリウムを添
加することにより残留オゾンを中和），それぞれの試料水中の感染性を有するウイルス濃度を
ICC-PCR 法，あるいはプラック形成法にて定量することにより，オゾン処理におけるウイルス
の不活化率（Log 不活化率（Log[N0/N]；N0: 原水の感染性を有するウイルス濃度，N: 処理後の
感染性を有するウイルス濃度））を算出した． 
 いずれの処理においても，必要に応じて，ガラス製角型メディウム瓶に原水を 1,000 mL添加
した実験（実験手順は，上述したガラス製三角フラスコに原水を 300 mL 添加した実験と同様）
も実施した．所定の接触時間到達後，直ちにメディウム瓶内の 1,000 mLの塩素/オゾン処理水に
チオ硫酸ナトリウムを添加し，残留塩素/オゾンを中和した後，UF膜を用いて 10 mLまで濃縮し
（100倍濃縮），原水及び濃縮水中の感染性を有するウイルス濃度を定量することにより，Log不
活化率を算出した． 
 
４．研究成果 
(1) HuSaVの高濃度精製ストックの調製及び感染価評価 
 HuSaV の培養条件を最適化し，HuSaV を HuTu 80 細胞を用いて胆汁酸存在下で 10 日間培養
することにより，HuSaVの高濃度培養液が得られた．また，高濃度培養液を UF膜にて精製する
ことにより，添加実験の実施が可能な約 109 copies/mLの HuSaVの高濃度精製ストックを調製す
ることに成功した．また，試料水中の HuSaV濃度が 104 copies/mL以上であれば感染価の評価が
可能な ICC-PCR法を構築することに成功した． 
 
(2) 凝集沈澱‒砂ろ過処理，凝集‒膜ろ過処理における HuSaVの除去特性 
 調製した高濃度精製ストックを適用し，凝集沈澱‒砂ろ過処理における HuSaV の除去性を評
価したところ，除去率は 1.6‒3.7 log であった（図 1）．HuSaV の除去率と原水に同時添加した
MNV及び PMMoVの除去率を比較したところ，HuSaVの除去率は，MNV及び PMMoVの除去
率と同程度であり，HuSaV と MNV，HuSaV と PMMoV の除去率の間には強い正の相関関係が
認められた（図 1）．従って，MNV及び PMMoVは，凝集沈澱‒砂ろ過処理における HuSaVの除
去性を把握する上での代替指標となることが示唆された． 
 凝集‒膜ろ過処理における HuSaVの除去性を評価したところ，除去率は 1.2‒>4.3 logであった
（図 2，定量下限値以下である 3.5 log 以上の値は除外）．また，HuSaV の除去率と MNV 及び
PMMoVの除去率を比較したところ，HuSaVの除去率の方がMNV及び PMMoVの除去率に比べ
て高く，HuSaVとMNV，HuSaVと PMMoVの除去率の間に強い正の相関関係が認められた（図
2）．従って，MNV及び PMMoVは，凝集‒膜ろ過処理における HuSaVの除去性を把握する上で
の安全側の代替指標となることが示唆された． 
 
(3) 塩素処理，オゾン処理における HuSaVの不活化特性 
 調製した高濃度精製ストック，並びに構築した ICC-PCR法を適用し，塩素処理における HuSaV
の不活化性を評価したところ，CT値（遊離塩素濃度 × 接触時間）0.02 mg-Cl2∙min/Lにおける不



活化率は 3.8‒4.0 logであった．一方，CVについては，ICC-PCR法にて評価した不活化率は，CT
値 0.4 mg-Cl2∙min/Lにおいて 1.3 logに留まった．従って，HuSaVの塩素処理耐性は，水系感染症
を引き起こす病原ウイルスの中で塩素処理耐性が高いとされる CV に比べて著しく低いことが
明らかとなった．以上の結果から，実際の浄水場で実施されている塩素処理により，HuSaVの 4 
logの不活化は十分に達成可能であることが示唆された． 
 オゾン処理における HuSaVの不活化性を評価したところ，CT値（残留オゾン濃度 × 接触時
間）0.4–0.7 mg-O3∙s/Lにおける不活化率は 3.8‒4.4 logであった．また，CVについては，プラッ
ク形成法にて評価した不活化率は，CT値 0.5–1.0 mg-O3∙s/Lにおいて 3.5‒4.7 logであった．従っ
て，HuSaVのオゾン処理耐性は，CVと同程度であることが明らかとなった． 
 

図1. 凝集沈澱–砂ろ過処理におけるHuSaV,
MNV, PMMoVの除去率
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図2. 凝集–膜ろ過処理におけるHuSaV, MNV,
PMMoVの除去率 (定量下限値以下の値は除外)
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