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研究成果の概要（和文）：本研究では、胃腸炎ウイルスの糖鎖認識を活用した下水処理過程における胃腸炎ウイ
ルス制御方法を確立することを目的とした。平成２６年度には、糖鎖マイクロアレイを用いてノロウイルス粒子
が認識可能な糖鎖を検索した。平成２７年度には、ノロウイルス粒子の糖鎖認識プロファイルをもとにGD1a陽性
細菌を単離した他、HBGA陽性細菌を用いてノロウイルスの精密膜ろ過実験を行った。平成２８年度には、下水処
理過程におけるHBGA陽性細菌の動態を調査するためにHBGA合成遺伝子の同定を行った他、HBGAを認識するロタウ
イルスHAL1166株を用い、HBGA陽性細菌との共存状態での膜ろ過によるウイルス除去性能を評価した。

研究成果の概要（英文）：This study aims to find a new approach to control gastroenteritis viruses in
 wastewater treatment processes by taking advantage of glycan-recognition of viruses. Firstly, 
glycans that can be captured by norovirus particles were identified by glycan microarray. Based on 
the glycan microarray results, GD1a positive bacteria were isolated from environmental water 
samples. Microfiltration of norovirus in the presence of HBGA-positive bacteria was then performed. 
HBGA-producing genes were identified to track HBGA-positive bacteria in wastewater treatment 
processes. Finally, the removal of rotavirus HAL1166, which and recognize HBGA, with microfiltration
 membrane was investigated.

研究分野：衛生環境工学

キーワード： 胃腸炎ウイルス　ノロウイルス　糖鎖　相互作用　ノロウイルス吸着性細菌　膜分離

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 上下水道における衛生工学的管理の目的
の一つは、飲料やレクリエーション用途を含
む様々な形態の水利用を通じて感染性胃腸
炎等の水系感染症が発生する確率を一定値
以下に保つために、水中病原体の濃度を適正
な水準で制御することであると言い換えら
れる。現行では、大腸菌濃度等の衛生指標微
生物濃度を軸とした各種水質基準により水
中病原体濃度が制御されているが、それによ
って様々な病原体に起因する水系感染症の
発生が抑制されていることは疑いようのな
い事実である。かつて江戸末期から明治初期
に年間１０万人超の死者を度々出したコレ
ラ等による水系感染症の発生件数が、当時と
は比較にならないほど激減していることは
その証左と言えよう。それに対し、ノロウイ
ルスに代表される胃腸炎ウイルスは、向上し
た衛生環境及び発達した医療技術の恩恵を
享受しているはずの先進諸国においても、ほ
とんど制御不可能であるのが現状である。日
本国内におけるノロウイルス分離数の年次
推移は，2000年代前半以降急激に増加し，現
在では１年当たり 2000〜5000 件程度の分離
数が報告されている。先進国においてこれほ
どまでに胃腸炎ウイルス感染症が蔓延する
理由を明らかにし、有効な対応策を打ち出す
ことが現在強く求められている。 
 特に胃腸炎ウイルスの適正な制御が強く
求められている分野が、「下水処理水再利用」
である。下水処理水中の病原体濃度は、放流
前であれば「放流水の水質の技術上基準」、
放流後であれば「生活環境の保全に関する環
境基準」、再利用であれば「下水処理水の再
利用水質基準等マニュアル」による管理が求
められる。しかしながら、これらの各種水質
基準における衛生指標として用いられてい
る大腸菌もしくは大腸菌群は、ウイルスの指
標としては必ずしも適さないことが報告さ
れている（McQuaig et al., 2012. Appl. Environ. 
Microbiol., 78(18), 6423-6432）。また、ウイル
スの種や遺伝子型によって浮遊懸濁物質へ
の吸着特性が異なるため（da Silva et al., 2008. 
Environ. Sci. Tech., 42(24), 9151-9157）、ある特
定の指標ウイルスを下水処理水中の胃腸炎
ウイルス制御を目的として使用することに
も困難が伴う。理想的には、下水処理過程に
おける胃腸炎ウイルスの挙動を精査し、下水
処理水への流出特性を把握することが望ま
しいであろう。すなわち、下水処理再生水中
の胃腸炎ウイルス制御に関しては、個々の重
要なウイルスに関して下水処理過程におけ
る挙動特性を見極めた上で、下水処理水への
流出制御を講ずることが必要である。 
 研究代表者のグループは、胃腸炎ウイルス
の下水処理過程における挙動特性を考慮す
る上で非常に重要な知見をこれまでに得て
いる。すなわち、ノロウイルスは人の腸管上
皮細胞上に発現している血液型決定抗原
（Histo-blood group antigen: HBGA）と呼ばれ

る糖鎖を認識することが報告されているが、
この HBGA に良く似た糖鎖を細胞外に保持
する腸内細菌が存在し、これらの腸内細菌が
HBGA 様糖鎖を介してノロウイルスを特異
的に捕捉しているという事実である（Miura et 
al., 2013. J. Virol., 87(17), 9441-9451）。腸内細
菌種は糞便中の細菌及び活性汚泥細菌の重
要な構成種であることから、我々が見出した
事実は、糖鎖認識様式によって下水処理過程
における胃腸炎ウイルスの挙動が大きく異
なることを予見させるものである。しかしな
がら、この「胃腸炎ウイルスの糖鎖認識様式」
は、本研究開始当初においては十分に解明さ
れていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、胃腸炎ウイルスと活性汚泥細
菌由来糖鎖間の特異的相互作用に着目し、網
羅的解析により得られたグライコミクス情
報を活用して、下水処理過程における全く新
しい胃腸炎ウイルス制御方法を確立するこ
とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、代表的な胃腸炎ウイルスとし
てノロウイルスに着目し、ノロウイルスの複
数遺伝子型に関する糖鎖認識様式の網羅的
解析を糖鎖マイクロアレイを用いて行った。
続いて、糖鎖マイクロアレイ解析により見出
された糖鎖を保持する細菌を下水中から単
離することを試みた。単離の際には、下水処
理場から得られたサンプルを抗糖鎖抗体及
び蛍光標識二次抗体で処理後、セルソータに
投入し、蛍光標識された菌体を単離した。単
離された細菌株については、16s rRNA遺伝子
解析による属同定を行った。 
 また、細菌とウイルス間の特異的相互作用
が膜ろ過によるウイルス除去効率に影響を
与えることを示すために、２つの実験を行っ
た。１つはHBGA陽性細菌であるEnterobacter 
sp. SENG-6、及びリポ多糖中に B型抗原を有
する Escherichia coli O86を用いたノロウイル
スの精密膜ろ過実験である。これらの菌株と
ノロウイルスの混合液を精密膜によりろ過
し、ろ液中のノロウイルス粒子を ELISAによ
り検出した。２つ目は、トリプシン処理を施
すことで HBGA 認識能を発現するロタウイ
ルスHAL1166株を用いた膜ろ過実験である。
トリプシン処理 HAL1166 株と非トリプシン
処理 HAL1166 株をそれぞれ Enterobacter sp. 
SENG-6と混合し、0.2µm PTFE膜を用いてク
ロスフローろ過を行った。 
 
４．研究成果 
 研究初年度である平成２６年度には、まず
糖鎖マイクロアレイを用いて、ノロウイルス
粒子が認識可能な糖鎖を検索した。その結果、
遺伝型GII.4ではHeparin系GAG、GM3、GM1a
及び Gb4で、GII.6では Heparin、GM1a、GT1a
及び Forssman antigen で有意なシグナルが検



出された。このうちGII.4へのGM1aとGb4、
GII.6へのHeparin、GM1a、GT1a及び Forssman 
antigenの吸着は、これまでに吸着親和性に関
する報告が行われていないものであった。 
 統合計算化学システム MOE を用いて
Heparin及び HBGAのノロウイルス外殻タン
パク質に対する相互作用解析を行ったとこ
ろ、GII.4に対しては、A抗原よりも Heparin
の方が吸着親和性が高いという結果であっ
た。GII.6 との相互作用に関しては、Heparin
は鎖の長さが 4糖以上で、かつ正荷電を有す
る領域に強い親和性を有することが示唆さ
れた。 
 研究２年目である平成２７年度は、研究初
年度に得られたノロウイルス粒子の糖鎖認
識プロファイルをもとに、複数の遺伝子型の
ノロウイルス粒子への結合が認められた
GD1aに着目し、GD1a陽性細菌を単離するこ
とを試みた。単離の際には、下水処理場から
得られたサンプルを抗 GD1a抗体及び蛍光標
識二次抗体で処理後、セルソータに投入し蛍
光標識された菌体を単離した。その結果、計
２５６株が単離され、そのうち１３株が実際
に GD1aを保持していることをドットプロッ
ト法により明らかにした。得られた１３株か
ら菌体外糖鎖を抽出してウェスタンブロッ
ティングを行ったところ、３株から GD1aが
検出された。この３株のうち２株は
Aeromonas 属、１株は Stenotrophomonas 属で
あった。これらの結果は、非常に少数ではあ
るが GD1aを保持する細菌が環境中に存在す
ることを示している。 
 また、これまでに得られている HBGA陽性
細菌である Enterobacter sp. SENG-6、及びリ
ポ多糖中に B型抗原を有する Escherichia coli 
O86を用い、ノロウイルスの精密膜ろ過実験
を行った。ノロウイルス粒子の直径は精密膜
の孔径より十分に小さいため、精密膜による
除去率は著しく低いが、Enterobacter sp. 
SENG-6 が共存した場合において除去率が有
意に上昇した。また Escherichia coli O86に関
しても、細胞外物質を除去しリポ多糖が露出
した状態にしてノロウイルスと混合した場
合において、ノロウイルス除去率が有意に上
昇した。これらの結果は、ノロウイルス吸着
性糖鎖である HBGA によりノロウイルスが
菌体に捕捉されることで、精密膜ろ過による
除去が可能であることを示している。 
 平成２８年度には、下水処理過程における
HBGA 陽性細菌の動態を調査するために、
HBGA 合成遺伝子を同定することを試みた。
HBGA 陽性細菌である Enterobacter sp. 
SENG-6 の全ゲノムを解析し、さらにプロテ
オーム解析を行った。その結果、全ゲノム配
列よりEnterobacter sp. SENG-6はEnterobacter 
cloacae に属する株であることが判明した他、
約 20kDa の分子量を有するタンパク質が
HBGA を保持する糖タンパク質候補として
挙げられた。この遺伝子を標的とした定量
PCR系を構築し、生物処理槽中の当該遺伝子

量を追跡することが可能となった。また、ト
リプシン処理を施すことにより HBGA と結
合するロタウイルス HAL1166 株を用い、
HBGA 陽性細菌との共存状態での膜ろ過に
よるウイルス除去性能を評価した。その結果、
HBGA陽性細菌存在下においては、ろ液中の
トリプシン処理 HAL1166 株の濃度が経時的
に減少したのに対し、非トリプシン処理
HAL1166株の場合には、経時的な減少は明確
に得られなかった。これらの結果は、HBGA
陽性細菌とウイルス粒子間の特異的相互作
用により、膜ろ過によるウイルス除去を効率
的に行うことが可能であることを示してい
る。 
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