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要旨 

感染症の流行状況を把握する方法として、従来から感染症サーベイランス(患者、病原体)が用いられているが、近年、新たな手法として下

水サーベイランスが注目されている。今回、2020年 9月から 2025 年 3月までの約 5 年間にわたり、胃腸炎ウイルス(ノロウイルス等)の下水

サーベイランスを実施した。調査期間中、2か所の中継ポンプ場から流入下水を採水し、逆転写リアルタイム PCR(RT-qPCR)法を用いて胃腸

炎ウイルスを種類別に測定した。結果、下水から複数種類の胃腸炎ウイルスが検出され、検出頻度はウイルス種によって異なることが明らか

となった。 
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はじめに 

 感染性胃腸炎の主要な原因病原体となる胃腸炎ウ

イルスは、ノロウイルス、サポウイルス、アストロ

ウイルス、ロタウイルスと複数存在する 1)。これら

のウイルスは主に小児での感染例が多いが、成人に

も感染を引き起こすことが知られている。また、食

品衛生上も重要なウイルスであり、食中毒の原因と

して患者数が最も多い病原体の一つであることか

ら、より詳細な流行状況の把握が求められている 2-

3)。感染性胃腸炎は、感染症発生動向調査事業にお

いて定点把握疾患に指定されており、患者数の報告

は小児科定点医療機関から届出が行われている(以

下、患者サーベイランス)。さらに、小児科病原体

定点医療機関から感染性胃腸炎患者の検体が、基幹

病原体定点医療機関から感染性胃腸炎(ロタウイル

スに限る)の検体が提出され、当所にて原因病原体

の探索が実施されている(以下、病原体サーベイラ

ンス)。これらのサーベイランスは小児を中心とし

た患者報告や顕性感染により提出された検体に基づ

くものであり、成人例や不顕性感染例を十分に捉え

ることは難しい。 

これに対し、下水サーベイランスは症状の有無

および年齢に関係なく、感染者から排泄されたウイ

ルスを検出できることなどの特性を持つことから、

その有用性についてこれまでも報告されている 4)。 

当所では以前より、県内に設置された中継ポン

 

1）現：千葉県健康福祉部衛生指導課 2)現：千葉県市川保健所 3)現：千葉県夷隅保健所 

プ場 1 か所より流入下水を採水し、逆転写リアルタ

イム PCR(RT-qPCR)法を用いて胃腸炎ウイルスごと

に測定を行ってきた 5)。さらに 2020 年 9 月より採

水箇所を 2 か所に増設し、下水サーベイランス体制

の強化を図った。 

今回、2020 年 9 月から 2025 年 3 月までの期間

(以下、対象期間)に 2 か所の中継ポンプ場で採水さ

れた下水中の胃腸炎ウイルス遺伝子のコピー数を種

類別に測定した。 

 

材料と方法 

１．採水方法 

対象期間において、県内 2 か所のポンプ場(A、

B)で流入下水を月に 1 回採水した(55 回ずつ計 110

回)。採水した流入下水は保冷剤入りバッグに入れ

て搬入し、冷蔵で保管し速やかに前処理を行った。 

２．前処理、核酸抽出方法 

前処理方法は感染症流行予測調査事業検査術式

(令和元年度改訂)に準じて実施した。流入下水 500 

mL について粗濾過でゴミを除去し、1,920×g で 60

分間遠心した。上清を分取し、孔径 1 µm のシリン

ジフィルターで加圧濾過した。これに塩化マグネシ

ウムを最終濃度が 0.05 M になるように添加し、1.0 

N 塩酸で pH が 3.5 になるように調整した。その

後、孔径 0.45μm の陰電荷膜(ADVANTEC)を用いて

加圧濾過を行い、ウイルスを吸着させた。フィルタ
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ーをシャーレに回収し、ハサミで細断後、50 mL 遠

沈管に回収した。3％beef extract 10 mL を加え 50 倍

濃縮し、3 分間ボルテックス処理後、陰電荷膜に吸

着したウイルスを溶出させ回収し、検体とした。核

酸抽出は QIAamp Viral RNA Mini Kit  (QIAGEN)を

用いて行った。 

３．胃腸炎ウイルス検査方法 

抽出した核酸について PrimeScript RT reagent 

Kit(TaKaRa)を用いて逆転写反応を行った。作成し

た cDNA を鋳型として、ノロウイルス GI(以下、

NoV GI)、ノロウイルス GII(以下、NoV GII)、サポ

ウイルス(以下、SaV)、アストロウイルス(以下、

AstV)、A 群ロタウイルス(以下、RVA)、C 群ロタ

ウイルス(以下、RVC)の逆転写リアルタイム PCR

反応を実施し、定量した。試薬は TaqMan Universal 

PCR Master Mix(Applied Biosystems)、各種ウイル

スに特異的なプライマー、プローブを使用した(表

1)。機器は Step One Plus(Applied Biosystems)を使

用し、表 1 に示した反応条件で実施した。 

スタンダード DNA は NoV GI(accession number：

NC001959)、NoV GII(AB447453)、AstV(L23513)、

RVA(DQ838650)、RVC(X77258)の塩基配列を元に

表 1 のプライマー、プローブが反応する領域を株式

会社ファスマックに合成依頼し、作成した。SaV は

国立感染症研究所から配布されたスタンダードを用

いた。 

４．内部標準 

トウガラシ微斑ウイルス(以下、PMMoV)はピー

マンやトウガラシに感染する植物ウイルスであり

11)、ヒトへの健康影響はないものの、糞便中に高コ

ピー検出されることが知られている 12)。また、下

水中でも常に一定の遺伝子コピー数で推移する傾向

があり、先行研究では新型コロナウイルスの下水検

査において内部標準としての有用性が示されている

13)。この研究では PMMoV と新型コロナウイルス間

の相関が前提とされており、この相関を基に測定手

法の信頼性が担保されている。一方で、PMMoV と

胃腸炎ウイルスごとの相関は明らかにされておら

ず、個々の検査の適否については困難である。そこ

で、本報告では下水中 PMMoV の定量値

(copies/mL)を測定し、相対標準偏差(RSD)を算出

した 14)。定量値は対数表記で評価し、RSD が 10 未

満で「ばらつきなし」と判断し、この基準を胃腸炎

ウイルス全体の測定手法の信頼性を担保するための

独自指標として設定した。      

なお、PMMoV の検査は One Step PrimeScript™ 

III RT-qPCR Mix with UNG(TaKaRa)を使用したリア

ルタイム PCR で、プライマーは PMMV-FP1-rev、

PMMV-RP1、プローブは PMMV-Probe1 を使用した

15)。機器は QuantStudio5(Applied Biosystems)を使用

した。PCR 条件は、One Step PrimeScript III RT-

qPCR Mix, with UNG(2×)10 μL、20 μM プライマー

各 0.2 μL、5 μM プローブ 0.8 μL、ROX Reference 

Dye II(50 ×)0.1 μL、RNase free water 3.7 μL、RNA 5 

μL の総量 20 μL とし、25℃10 分、52℃5 分、

95℃10 秒を 1 サイクル、95℃5 秒、60℃30 秒を 45

サイクル実施した。スタンダードは「環境水を用い

た新型コロナウイルス監視体制を構築するための研

究」研究班で配布されたスタンダード

RNA(accession number:M81413)を使用した。  

 

 結果 

内部標準として、対象期間における PMMoV の定

量値の相対標準偏差(RSD)を算出した。A ポンプ場

で 4.36、B ポンプ場で 6.37 となり、いずれも 10 未

満であった。このことから「ばらつきなし」と判断

し、本報告におけるデータの信頼性が担保されてい

るものと判断した(図 1)。 

対象期間において NoV GI、NoV GII、SaV、

AstV、RVA が A ポンプ場と B ポンプ場のどちらの

下水からも検出された。NoV GI は A、B ポンプ場

ともに 81.8％の検出頻度であった。NoV GII は A

ポンプ場で 90.9％、B ポンプ場で 96.4％と高頻度

で、対象期間でほぼ継続的に検出された。SaV も高

頻度で検出され、A ポンプ場で 92.7％、B ポンプ場

で 98.2％であった。AstV は A ポンプ場で 63.6％、

B ポンプ場で 74.5％と NoV GI、NoV GII、SaV に比

べ検出頻度は低かった。RVA は A ポンプ場で

25.5％、B ポンプ場で 49.1％と他のウイルスに比較

項目 プライマー/プローブ 反応条件 参考文献

NoV GI COG1F

COG1R

RING1-TP(a)

RING1-TP(b)

NoV GII COG2F

COG2R

ALPF

RING2AL-TP

SaV SaV124F

SaV1F

SaV5F

SaV1245R

SaV124TP

SaV5TP

AstV HuAstVf2240

HuAstVf2140

HuAstVf2239T4

HuAstVr4123

HuAstV/1-8/TP

RVA RotaA.fwd1

RotaA.fwd2

RotaA.rev1

RotaA.rev2

RotaA.probe1

RotaA.probe2

RVC CRV7F

CRV7R

CRV7

10)

50℃ 2min⇒95℃ 10min⇒

(95℃ 15sec⇒56℃ 1min)×45 cycles

50℃ 2min⇒95℃ 10min⇒

(95℃ 15sec⇒56℃ 1min)×45 cycles

50℃ 2min⇒95℃ 10min⇒

(95℃ 15sec⇒56℃ 1min)×45 cycles

50℃ 2min⇒95℃ 10min⇒

(95℃ 15sec⇒56℃ 1min)×45 cycles

50℃ 2min⇒95℃ 10min⇒

(95℃ 15sec⇒60℃ 1min)×40 cycles

50℃ 2min⇒95℃ 10min⇒

(95℃ 15sec⇒60℃ 1min)×40 cycles

6)

6)

7)

8)

9)

表 1.使用したプライマー /プローブ、反応条件  
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し検出頻度が低く、対象期間において下水からの検

出は断続的であった(表 2、図 2-1、図 2-2)。RVC

は A ポンプ場において 2024 年第 36 週の 1 検体の

みから検出された。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RSD:4.36 

RSD:6.37 

図 1.下水中の PMMoV コピー数  

(上：A ポンプ場 下：B ポンプ場) 

 

表 2.下水からの胃腸炎ウイルス(RVC 除く)の検出頻度  

NoV GI NoV GII SaV AstV RVA

Aポンプ場 45(81.8%) 50(90.9%) 51(92.7%) 35(63.6%) 14(25.5%)

Bポンプ場 45(81.8%) 53(96.4%) 54(98.2%) 41(74.5%) 27(49.1%)

(A、Bポンプ場ともに採水回数55回)
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図 2-1.下水中のウイルスコピー数  (上：NoV GI、中：NoV GII、下：SaV) 
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まとめ 

下水から胃腸炎ウイルスを検出できたことから、

胃腸炎ウイルスを網羅的に捕捉する下水サーベイラ

ンスは、現行の病原体サーベイランスを補完する極

めて有用な手段になり得ると推察された。県内の胃

腸炎ウイルスの流行状況をより精度高く捉えるため

には、採水頻度を増やすことや採水箇所の増設が有

用と考える。 

またワクチンの効果等の評価の必要性に言及さ

れている RVA においては 16-17)、より詳細な情報を

得られる遺伝子型解析が有用な手段になり得ると推

察された。遺伝子型解析については、ゲノムの組換

えを起こして流行すると言われている NoV などに

対しても有用と考えられる 18)。このため、下水サー

ベイランスにおいて各ウイルスの遺伝子型解析を実

施することは極めて重要であると考える。 

 

 

 

 

 

 下水サーベイランスは、従来の感染症サーベイラ

ンス体制、特に病原体サーベイランスを補完する手

法としての活用が期待される。下水サーベイランス

の有用性を評価するためには、今後も継続して胃腸

炎ウイルスの下水サーベイランスを実施するととも

に、効果的な下水サーベイランス体制の構築に向け

て検討を進めていきたい。 
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図 2-2.下水中のウイルスコピー数  (上：AstV、下：RVA) 
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