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（研究計画ないし研究手法の概略）                                  E 

1. はじめに 

ノロウイルスに代表される水系感染性の病原微生物は，水環境中に広く存在し，ヒトのみ

ならず多くの動物にも感染することが知られている。親水活動や飲料水の摂取を介した病原

微生物のヒトへの水系感染リスクを解明し，制御していく上で，ヒト・動物由来の糞便汚染

を区別することは重要な課題となる。本研究では，高精度な糞便汚染源解析を可能にするこ

とを目的とし，複数の微生物遺伝子マーカーを併用した新しい糞便汚染評価手法の開発を試

みた。 

 

2. 研究方法 

2.1 研究試料の採取 

2013年7～10月に毎月1回の頻度で富士川（富士橋地点）の河川水（表流水）を採取した。

また，山梨県内の下水処理場において下水処理水（塩素消毒前の2次処理水）を採取した。採

取した試料は冷蔵状態で山梨大学内の実験室に輸送し，実験時まで冷蔵保存した。 

2.2 基本的な水質指標の測定 

 試料約10mLを用い，簡易水質分析計（HACH）によって濁度を測定した。また，必要に応

じて試料をLB Broth Base（Invitrogen）溶液で希釈し，クロモカルト・コリフォーム寒天培地

（Merck Millipore）を用いた培養法によって大腸菌群と大腸菌を測定した。 

2.3 モデル微生物の選定 

 濃縮操作条件の最適化の検討に用いる微生物遺伝子マーカーとして，F特異大腸菌ファージ

とヒトバクテロイデスを選定した。通常，濃縮法の最適化においては，モデル微生物を高濃

度で添加した試料を用い，添加した微生物量に対する回収された微生物量の割合から回収率

を算出し，異なる濃縮条件による回収率の差異が比較されることが多い。しかしながら，こ

の方法では，試料中に元々存在する微生物の多くが濁質と吸着していると考えられることか

ら，モデル微生物を用いて得られた回収率が必ずしも有効な値であるとは限らない。そこで，

本研究では，試料中に既知量の微生物は添加せず，元々存在する微生物を測定対象として実

験を実施した。 

F特異大腸菌ファージは，粒径などの性状がヒト腸管系ウイルス（ノロウイルスやエンテロ

ウイルスなど）と類似しており，培養法による測定が容易であることから選定した。さらに，

核酸としてRNAを有するF特異RNA大腸菌ファージは，塩基配列の相同性に基づいて分類され

る4種類の遺伝子群によって宿主特異性が異なることが報告されており，濃縮法の開発に続く

水環境中の糞便汚染源解析においても有効となることが期待される。バクテロイデスは，現

在，微生物遺伝子マーカーとして世界中で最も広く用いられている微生物であり，多くの宿
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主に特異的なものが知られているが，本研究ではヒトに特異的とされているバクテロイデス

を測定対象として選定した。 

2.4 陰電荷膜破砕型濃縮法による濃縮操作 

微生物遺伝子マーカ ーの濃縮法と し て， ウイ ルスと 原虫を同一試料から 同一操作で濃縮可

能な手法と し て開発さ れた陰電荷膜破砕型濃縮法1)を基に， 微生物遺伝子マーカーの最適濃縮

操作条件を検討し た。  

試料1Lに2.5M MgCl2 を 25mMと なるよう に添加し て十分に混合し た後， 陰電荷膜（ 混合セ

ルロース膜， Merck Millipore） で全量をろ過し た。 ろ過後の陰電荷膜をフ ィ ルタ ーホルダーか

ら 剥がし ， PET溶液（ 0.2g/L Na4P2O7･ 10H2O， 0.3g/L C10H13N2O8Na3･ 3H2O， 0.1mL/L Tween 

80） 10mLと フ ッ ト ボール型撹拌子を入れた遠沈管内で激し く 撹拌し て膜を破砕し た。 スポイ

ト を用いて懸濁液の全量を新し い遠沈管に移し 入れた後， PET溶液5mLを用いて同様の操作を

繰り 返し ， 計15mLの懸濁液を得た。 遠沈管を遠心（ 2,000×g， 10分， 4℃） し ， 上清を F特異大

腸菌フ ァ ージの濃縮液と し た。 沈渣にリ ン酸緩衝生理食塩水（ PBS（ －）） を添加し て撹拌し ，

ヒ ト バク テロイデスの濃縮液と し た。 濃縮操作条件と し て， 陰電荷膜の孔径（GS膜：0.22μm，

HA膜：0.45μm，AA膜：0.8μm）と直径（47mm，90mm），試料のろ過水量（直径47mmの

膜：400mL（GS膜）または500mL（HA膜，AA膜），直径90mmの膜：1,600mL（GS膜）または

2,000mL（HA膜，AA膜）），沈渣に添加するPBS（－）の液量（1mL，10mL）を変化させて実

験を行った。 

2.5 モデル微生物の定量 

濃縮操作前の試料および上清中のF特異大腸菌ファージの濃度は， Salmonella enterica 

serovar Typhimurium WG49を宿主菌に用いたプラック法によって定量した。沈渣中のヒトバク

テロイデスの濃度は，QIAamp DNA mini kit（Qiagen）を用いて抽出したDNAをテンプレート

とし，Thermal Cycler Dice Real Time System TP800（Takara Bio）を用いた定量PCRによって定

量した。プライマーと蛍光プローブは，ヒトバクテロイデスへの特異的が確認されているも

のを使用した2)。濃縮操作条件の比較には，F特異大腸菌ファージの場合は回収率（濃縮操作

前の試料中のファージ量に対する上清中のファージ量の割合），ヒトバクテロイデスの場合は

沈渣中への回収量から算出される試料中の濃度を用いた。なお，幾何平均の算出に際し，非

検出の試料に対しては検出下限値を考慮して妥当な数値を与えた。 

2.6 水道水源河川におけるバクテロイデスの存在実態の調査 

 2011年5月～2012年4月の1年間に国内の水道水源河川において採取し，試料100mLを直径

47mmのHA膜でろ過した状態で冷凍保存していたアーカイブ試料を用い，ヒト，ブタ3)および

反芻動物4)に特異的な3種類のバクテロイデスを定量PCRによって測定した。HA膜からのバク

テロイデスの濃縮操作は2.4節にしたがい，沈渣に添加するPBS（－）の液量は1mLとした。 

 

A（実験調査によって得られた新しい知見）                                        E 

3. 研究結果 

3.1 基本的な水質項目の測定結果 

 表1に示すように，河川水中の濁度は5～27 FAU、大腸菌群の濃度は530～770 CFU/mL、大

腸菌の濃度は1.8～6.4 CFU/mLであった。また，下水処理水中の濁度は3～6 FAU、大腸菌群の

濃度は790～5,900 CFU/mL、大腸菌の濃度は120～470 CFU/mLであった。これらの値は，平常
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時に観測され得る範囲内であり，以降の実験を実施する上で支障はないことが確認された。 

 

表1 基本的な水質項目の測定結果 

採取年月 
河川水  下水処理水 

濁度 
（FAU） 

大腸菌群 
（CFU/mL） 

大腸菌 
（CFU/mL） 

 濁度 
（FAU） 

大腸菌群 
（CFU/mL） 

大腸菌 
（CFU/mL） 

2013年7月 6 630 2.4  4 5,900 310 
2013年8月 5 720 1.8  4 790 120 
2013年9月 7 770 3.1  6 2,200 470 

2013年10月 27 530 6.4  3 2,100 160 
 

3.2 F特異大腸菌ファージの回収率の測定結果 

 陰電荷膜の孔径と直径を変化させてF特異大腸菌ファージの回収率を測定した結果を図1に

示す。最も孔径が小さいGS膜（孔径0.22μm）を用いた場合，膜の直径およびろ過水量に関わ

らず，河川水から平均25%前後の回収率（直径47mm：26.8%，直径90mm：24.0%）が得られ

た。下水処理水からも平均20%以上の回収率（直径47mm：21.0%，直径90mm：21.8%）が得

られており，水試料一般に対して有効となる濃縮操作条件であることが示唆された。HA膜

（孔径0.45μm）を用いた場合，直径47mmの膜からはGS膜と同等の回収率（平均20.6%）が

得られたものの，直径90mmの膜からの回収率は平均5.3%と低い値であった。膜の単位面積あ

たりのろ過水量はいずれの直径の膜でも同程度であったため，膜へのファージの吸着率に大

きな差があったとは考えにくく，測定試料数を増加させてより詳細に検討する必要があると

言える。一方，孔径0.8mmのAA膜からの回収率が低かった点については，吸着率の低下の可

能性によって説明することが可能であると考えられる。 
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図1  陰電荷膜の孔径と直径を変化させた場合のF特異大腸菌ファージの回収率の測定結果

（n = 4） 
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3.3 ヒトバクテロイデスの回収率の測定結果 

 図2に示すように，定量PCRで測定したヒトバクテロイデスの濃度は，濃縮操作条件によっ

て変動し，河川水で平均103.6～105.4 copies/L，下水処理水で平均105.6～106.6 copies/Lであった。

陰電荷膜の直径とろ過水量を増加させることによるヒトバクテロイデス濃度の顕著な上昇効

果は見られなかった。河川水から得られた沈渣へのPBS（－）の添加量を変化させた場合にお

いては，添加量が10mLよりも1mLの試料の方がヒトバクテロイデス濃度が低くなる傾向にあ

り，濃縮倍率が10倍高くなることによるDNA抽出効率あるいは定量PCRの反応効率の低下が

生じている可能性が示唆された。しかしながら，この傾向は下水処理水の場合には顕著では

なく，濃縮操作条件が定量値に及ぼす影響については今後より詳細に検証する必要がある。 

 F特異大腸菌ファージとヒトバクテロイデスの両方の微生物遺伝子マーカーの回収率あるい

は濃度の測定結果を勘案すると，F特異大腸菌ファージに対して安定して高い回収率を示す点

から，GS膜（孔径0.22μm）を用いることが最適であると判断できる。また，HA膜（孔径

0.45μm）も濃縮操作条件によってはGS膜と同程度の効率での検出が可能であり，GS膜より

もより多量のろ過が可能なことから，HA膜を用いた濃縮操作も有効となることが期待される。 
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B）下水処理水 
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図2 陰電荷膜の孔径と直径，沈渣へのPBS（－）の添加量を変化させた場合のヒトバクテロ

イデスの回収率の測定結果（n = 3） 

 

3.4 水道水源河川からのバクテロイデスの検出結果 

 各宿主に特異的なバクテロイデスのうち，反芻動物バクテロイデスが88.6%（62/70）と最も

高い陽性率で検出され，ブタバクテロイデスが61.4%（43/70），ヒトバクテロイデスが38.6%

（27/70）の陽性率を示した。調査対象地点の上流域はウシやブタの飼育が盛んな地域として

知られており，反芻動物とブタに特異的なバクテロイデスが高い割合で検出された本研究の

結果と整合性のあるものであった。図3に示すように，各バクテロイデスの濃度は104～107 

copies/L程度であり，冬期に上昇する傾向が認められた。これは，冬期の河川流量の減少に起

因するものと推察された。夏期に採取した1試料から非常に高濃度（5.8×109 copies/L）でヒト

バクテロイデスが検出されており，突発的な非常に強いヒト糞便汚染を受けていたことが示

唆された。 
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図3 水道水源河川からのヒト，ブタおよび反芻動物バクテロイデスの測定結果 

 

4. まとめ 

 本研究では，複数の微生物遺伝子マーカーの検出に最適な濃縮操作条件を実験的に決定し

た。また，3種類のバクテロイデスを測定対象とし，水道水源河川における糞便汚染の実態を

定量的に明らかにすることができた。本研究で得られた成果は，今後の水環境の保全につな

がり得るものであり，さらなる研究の進展が期待される。 
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