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500 人程度の新型コロナウイルスの新規感染者が報告される中，私達の生活はウイルスと共存した新しい生活

様式への移行が進んでいます。本誌では，コロナウイルスについて，正しく理解するために最小限必要となる基

礎的知識を広く会員に提供する必要があると考え，8 号より緊急連載記事を企画しました。本連載は，コロナウ

イルスの感染状況や感染拡大防止に関して，分析化学的視点に基づき，正しく解釈していただくことを目的とし

ております。

この 11 号においては，下水中に存在するウイルス RNA を検出することで，地域の感染状況を把握する「下

水疫学調査」について紹介します。採取した下水試料から新型コロナウイルス RNA の検出例についても報告し

ています。会員皆様の理解の一助としていただければ幸いです。

下水中の新型コロナウイルスの分析

北 島 正 章， 原 本 英 司

1 は じ め に

2019 年 12 月に中国・武漢に端を発した新型コロナウ

イルス感染症（COVID19）の世界的感染流行は，

2020 年 7 月 21 日現在で，世界で 14562550 名の報告感

染者と 607781 名の死者が報告されている1)。COVID

19 の感染拡大は，世界各地においてヒトの健康や生命

のみならず社会経済活動にも甚大な損害を与えている。

COVID19 の病因である新型コロナウイルス（SARS

CoV2）の主な
でん

伝
ぱ

播経路はヒトヒト間での飛沫感染や

接触感染であるが，感染者の糞便中及び下水中から新型

コロナウイルス RNA が検出されることが報告されてい

る2)。下水道が普及している地域では，不顕性感染者も

含めたあらゆる新型コロナウイルス感染者の糞便中に排

出されるウイルスが下水処理場に集積する。そのため，

下水中の新型コロナウイルスを定期的に分析する「下水

疫学調査」（Wastewaterbased epidemiology の日本語

訳として著者らが考案し公的文書で初めて使用3)）によ

り，特定の地域における新型コロナウイルスの侵入，流

行状況，分子疫学及び流行収束を把握できる可能性があ

る2)。

著者らは，COVID19 の流行状況を把握する上での

下水疫学調査の重要性を世界に先駆けて提唱し2)，下水

等の環境試料中における新型コロナウイルスの存在実態

調査4)や，分析手法の開発5)等の研究に取り組んでい

る。本稿では，下水中の新型コロナウイルスの分析手法

とその適用事例について，著者らの研究成果を中心に紹

介する。

2 下水中における新型コロナウイルスの存在

実態と分析の意義

COVID19 患者の一部には下痢症を含む胃腸炎症状

が認められること及び新型コロナウイルスが腸管で増殖

する可能性が報告されている。また，数多くの研究によ

り，不顕性感染者を含む新型コロナウイルス感染者の糞

便中からウイルス RNA が検出されることが分かってき

ている6)～11)。

新型コロナウイルスについては，これまでに諸外国

（本原稿執筆時点で，オーストラリア12)，オランダ13)，

イタリア14)，スペイン15)，アメリカ16)）だけでなく国

内（詳しくは後述)4)からも下水からのウイルス RNA の

検出が論文として報告されてきている。これらの結果を

まとめると，未処理下水中のウイルス RNA 濃度は最大

で 1 L あたり 106 遺伝子コピー以上に達すること，処理

下水中からもウイルス RNA が検出されることがあり，

その濃度は最大で 1 L あたり 105 遺伝子コピー以上に達

することが報告されている。

新型コロナウイルスは不顕性感染を引き起こすことが

知られており，主に有症者のみを対象とする臨床検査で

は真の流行状況を把握することが困難であると言える。

一方で，下水調査では，感染者の症状の有無に影響を受

けず感染流行状況を評価することが可能である。過去に

は，ノロウイルス等の腸管系ウイルスの感染流行動向の

把握のためや，ポリオの根絶計画において公衆衛生的介
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図 1 著者らの論文5)で評価した 7 種類の下水中ウイルス濃縮法及びモデルコロナウイルス回収率

の算出法
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入の効果の判断材料として下水調査結果が活用された事

例もあり，前述の理由から新型コロナウイルスに関して

も下水疫学調査が感染流行実態把握のための有用な知見

を提供する可能性がある。実際に，海外で実施された研

究の中には，下水疫学調査の結果より公衆衛生的介入

（ロックダウンや外出禁止命令）による COVID19 感

染拡大抑制効果を確認できたことを報告する研究事例も

ある2)。

3 下水中の新型コロナウイルスの分析法

3･1 ウイルス濃縮法

糞便中に排出された新型コロナウイルスは下水中で希

釈されるため，その検出のためには濃縮操作が必須とな

る。下水中のウイルス濃縮法として，これまでノロウイ

ルス等の腸管系ウイルスに対して多くの手法が開発され

てきており，ウイルス粒子が水中で主に負に帯電してい

ることを利用して陽・陰電荷膜への吸着により濃縮する

手法や，限外ろ過膜法，超遠心法，ポリエチレングリ

コール沈殿法等が開発されている17)。これまでに下水

から新型コロナウイルス RNA の検出に成功した事例で

は，これらの既存の濃縮法が使用されている2)。しか

し，これらの手法は，元々はノロウイルスなどのエンベ

ロープ（脂質と糖タンパクからなる被膜）を有しない腸

管系ウイルスの検出法として開発されたものであり，エ

ンベロープを有する新型コロナウイルスの回収率は不明

であった。これは，ウイルス粒子の構造がエンベロープ

の有無により大きく異なり，ウイルス濃縮法による回収

率がエンベロープの有無に大きく影響を受けるためであ

る。

そこで著者らは，オーストラリア・連邦科学産業研究

機構の Warish Ahmed 上級研究員らと共同で複数のウ

イルス濃縮法による下水中のコロナウイルスの回収率を

比較測定した5)。ここではその論文の概要を紹介した

い。ウイルス濃縮法による回収率測定実験に新型コロナ

ウイルスを使用するためには，非常に厳格な安全管理が

要求されるため，新型コロナウイルスと構造や形態が類

似したより安全性の高いモデルウイルスを使用するのが

現実的である。マウス肝炎ウイルス（Murine hepatitis

virus, MHV）は，新型コロナウイルスと同じベータコ

ロナウイルス属に属するウイルス（遺伝的に近縁）であ

り，ヒトに病原性を示さず比較的容易に取り扱えること

から，本研究では MHV を新型コロナウイルスのモデ

ルウイルスとして使用した。未処理下水に MHV を添

加し，図 1 に示す 7 種類のウイルス濃縮法（(A)～(G)）

で下水中の MHV を濃縮した。(A)～(C)の方法につい

ては，下水をろ過した精密ろ過膜から直接ウイルス

RNA を抽出し，(D)～(G)の方法については濃縮液か

らウイルス RNA を抽出した。RNA 抽出液中の MHV

の RNA 濃度を逆転写定量（リアルタイム）PCR 法で

測定し，各ウイルス濃縮法による MHV の回収率を算

出した。

本研究で評価した 7 種類の下水中ウイルス濃縮法に

よる MHV 濃縮回収率は，表 1 に示すような結果と

なった。

著者らは，本研究で評価したこれら 7 種類のウイル

ス濃縮法の利点，欠点及び改善の余地について，MHV



413

表 1 著者らの論文5)で評価した 7 種類の下水中ウイルス

濃縮法による MHV 濃縮回収率の順位

順位 方法
平均
回収率
（％)

濃縮手順・方法

1 C 65.7
下水に塩化マグネシウムを添加した後
に陰電荷膜でろ過

2 B 60.5 前処理なしの下水を陰電荷膜でろ過

3 D 56.0
下水を遠心した上澄みを限外ろ過膜ユ
ニット AmiconUltra15（分画分子
量 30 kDa）で濃縮

4 F 44.0 ポリエチレングリコール沈殿法

5 G 33.5 超遠心法

6 E 28.0
下水を遠心した上澄みを限外ろ過膜ユ
ニット CentriconPlus70（分画分子
量 10 kDa）で濃縮

7 A 26.7
塩酸を用いて下水を pH 4.0 に調整し
た後に陰電荷膜でろ過
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回収率だけでなく操作の容易さや汎用性，コスト等の観

点から体系的に整理し，濃縮手法選択にあたって参考と

なり得る一連の情報をまとめた。本研究で示した，下水

中のウイルス検出に適用された実績のある 7 種類のウ

イルス濃縮法による MHV 回収率の比較測定結果は，

下水中の新型コロナウイルスの濃縮法を選択する上で広

く参照されることが期待される。また，濃縮法によるウ

イルス回収率を考慮することにより，逆転写定量 PCR

法に基づくウイルス RNA の定量結果から下水中の新型

コロナウイルス RNA の濃度をより正確に逆算推定する

ことが可能となる。

3･2 ウイルス検出法

新型コロナウイルスの検出は主にリアルタイム PCR

法により行われており，国立感染症研究所や米国疾病予

防管理センター（Centers for Disease Control and

Prevention，CDC）等により多くの検出系が開発されて

いる。しかし，これらのリアルタイム PCR 法は，限ら

れた数・地域の感染者から同定された新型コロナウイル

スの遺伝子情報に基づいて開発されていることから，偽

陰性等の問題を解決し，世界標準となる手法の構築に向

けてさらなる研究が必要とされている。特に，下水をは

じめとする環境試料からの新型コロナウイルス遺伝子の

検出を行う際には，臨床検体に比べて存在濃度が低いた

めに非特異的増幅が起こりやすく，PCR 増幅産物の塩

基配列を解読し，偽陽性ではないことを確認することが

推奨される。

ウイルス RNA の検出法として，専用の機器を必要と

するリアルタイム PCR 法よりも簡便で実施が容易な

LoopMediated Isothermal Amplification（LAMP）法

等の手法の開発も望まれる。下水中の新型コロナウイル

スが感染力を有しているかどうかは現時点では不明であ

るため，感染力を判別できる手法の開発と適用が期待さ

れる。

4 国内における環境水中の新型コロナウイル

スの分析事例

4･1 分析対象試料

著者らは，下水および河川水中における新型コロナウ

イルス RNA の存在実態に関する国内初の環境調査を実

施し，論文として報告した4)。ここでは，その報告につ

いて分析手法を中心に紹介する。この研究では，分析対

象試料として，2020 年 3 月 17 日～5 月 7 日に山梨県内

において，下水処理場（処理方式：標準活性汚泥法）の

流入水と塩素消毒前の処理水（最終沈殿池流出水）を各

5 試料，河川水（当該下水処理場からは十分離れた地点）

を 3 試料，計 13 試料を採取した。本下水処理場では，

処理水は塩素消毒された後に放流されているが，本研究

では放流水は採取しなかった。

4･2 分析手順と方法

本研究で採取した試料と新型コロナウイルスの分析手

順を図 2 に示す。この図に示すように，2 種類のウイル

ス濃縮法と 6 種類の PCR 法を組み合わせて下水および

河川水中の新型コロナウイルス RNA の検出を試みた。

ウイルス濃縮法としては，陰電荷膜破砕型濃縮法18)と

陰電荷膜吸着直接 RNA 抽出法の 2 種類を用い，下水

流入水は 200 mL，塩素消毒前下水処理水は 5000 mL，

河川水は 3000～4000 mL をろ過濃縮（図 3）後，ウイ

ルス RNA を抽出した。陰電荷膜破砕型濃縮法では，

MgCl2 を終濃度 25 mM となるように添加した水試料を

陰電荷膜（孔径 0.8 nm，直径 90 mm，Merck）でろ過

後，誘出液中で膜を破砕してウイルスを回収し，遠心式

フィルターユニット（Centriprep YM50，Merck）を

用いて 0.42～9.55 mL に濃縮した。このウイルス濃縮

液から 140 nL を分取し，QIAamp viral RNA mini kit

（QIAGEN）を用いて 60 nL のウイルス RNA 抽出液を

得た。陰電荷膜吸着直接 RNA 抽出法では，陰電荷膜

破砕型濃縮法と同様に水試料をろ過した後，1/4 に切断

した膜から RNeasy PowerWater kit（QIAGEN）を用

いて 50 nL のウイルス RNA 抽出液を得た。その後，逆

転写反応によりウイルス RNA から cDNA を合成した。

PCR 法として，国立感染症研究所の検出マニュアル

に記載されているリアルタイム PCR 法（N_Sarbeco 系，

NIID_2019nCOV_N 系）と定性 PCR（ORF1a 系，S

protein 系)19)に加え，米国 CDC が推奨する 2 種類のリ

アルタイム PCR 法（CDCN1 系および CDCN2 系)20)

を使用した。リアルタイム PCR 法には Thermal Cycler

Dice Real Time System TP800（タカラバイオ）を使用

し，新型コロナウイルス RNA の濃度を定量した（図

4）。定性 PCR 法では，Nested PCR 後の PCR 産物を
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図 2 著者らの論文4)における試料採取と新型コロナウイルス

の分析手順

図 3 ウイルス濃縮法のろ過作業の様子

図 4 リアルタイム PCR 法の試薬調整作業の様子
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アガロースゲル電気泳動に供し，目的産物の生成を確認

した。

4･3 分析結果

各試料に対し，2 種類のウイルス濃縮法と 6 種類の

PCR 法の組み合わせによる 12 種類の検出法（3 月 17

日に採取した下水は陰電荷膜破砕型濃縮法による 6 種

類のみ）を適用した結果，4 月 14 日に採取した塩素消

毒前下水処理水 1 試料から 2400 遺伝子コピー/L の濃

度で新型コロナウイルス RNA が検出された。陽性反応

が得られた検出法は，陰電荷膜破砕型濃縮法と N_Sar-

beco 系リアルタイム PCR 法の組み合わせによるもの

で，それ以外の 11 種類の検出法では陽性反応は得られ

なかった。陽性反応を示した試料中のウイルス RNA 量

は，逆転写リアルタイム PCR 法による検出限界値を僅

かに上回る値であった。特に低濃度域ではウイルス

RNA 定量値が変動しやすいため，今回非検出となった

検出法においても，検出限界値未満の濃度でウイルス

RNA が存在していた可能性がある。

陽性反応が非特異的な PCR 増幅に由来するものでは

ないことを確認するため，陽性反応を示したリアルタイ

ム PCR 反応液から PCR 産物を回収し，サンガー法を

用いたダイレクトシーケンシングにより PCR 産物の塩

基配列を解読することで，新型コロナウイルスに由来す

る塩基配列が特異的に PCR 増幅されていることを確認

した。また，検出作業中の実験室内汚染による偽陽性の

有無を判別可能とするため，N_Sarbeco 系において検

量線を作成する際に使用した標準試料には新型コロナウ

イルスに由来しない外部塩基配列を挿入しており，当該

試料からはリアルタイム PCR 法によって外部塩基配列

が増幅されないことを確認した。さらに，ダイレクト

シーケンシングによる塩基配列解読結果からも外部塩基

配列は確認されなかった。これらの結果により，本研究

で得られたリアルタイム PCR 陽性反応は，塩素消毒前

下水処理水中に存在した新型コロナウイルス RNA に由

来するものであると判断した。

塩素消毒前下水処理水から新型コロナウイルス RNA

が検出されたものの，リアルタイム PCR 法は感染力の

有無にかかわらずウイルス RNA を検出する手法である

ため，検出されたウイルス RNA が感染力を有するウイ

ルスに由来していたかどうかは不明である。

下水流入水 5 試料と河川水 3 試料からは，塩素消毒

前下水処理水から陽性反応が得られた 4 月 14 日に採取

した流入水も含め，12 種類の検出法の組み合わせのい

ずれを用いた場合にも新型コロナウイルス RNA は検出

されなかった。下水流入水から新型コロナウイルス

RNA が検出されなかった原因として，膜の目詰まりを

避けるため，塩素消毒前下水処理水（5000 mL）に比べ

て下水流入水（200 mL）ではろ過水量が少なく，また，

ウイルス濃縮液量も十分に減容できなかったため，検出

下限値（下水流入水：4000～82000 遺伝子コピー/L，

塩素消毒前下水処理水：140～2500 遺伝子コピー/L，

いずれも検出効率を 100 ％ と仮定した場合）に大きな

差があったことが考えられる。また，下水流入水と塩素
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消毒前下水処理水はほぼ同時刻に採取したため，下水処

理工程での水理学的滞留時間は考慮されておらず，ウイ

ルス RNA 濃度の時間変動による影響を受けていた可能

性も考えられる。新型コロナウイルスはヒト等の宿主動

物の体内以外では増殖不可能であるため，下水処理工程

でウイルスの増殖が生じた可能性はない。

河川水は塩素消毒前下水処理水と同程度の検出下限値

であったが，本論文研究では測定していない下水放流水

や浄化槽排水等に仮に新型コロナウイルス RNA が含ま

れていた場合でも，河川流量による希釈の影響で検出さ

れなかったものと推察される。

山梨県内における COVID19 累計感染者数は，調査

を開始した 3 月 17 日時点では 2 名であったが，その後

増加し，塩素消毒前下水処理水から新型コロナウイルス

RNA が検出された 4 月 14 日における累計感染者数は

36 名（人口 10 万人あたり 4.4 名）であり，県内での感

染流行がピークを迎えている時期であった22)。この数

値は，下水処理場の処理区域内の居住者数に対応したも

のではなく，また，処理区域を越えての人の移動等も考

慮されていないことに留意する必要はあるが，臨床デー

タ（いわゆる PCR 検査）から把握されている感染者数

が少ない国内の非流行地域においても，下水中から新型

コロナウイルス RNA を検出できることが示された。今

後，下水試料中の新型コロナウイルス RNA 検出感度を

向上させることで，下水流入水からの検出も可能になる

ことが期待される。

5 今後への期待

著者らは，下水中のウイルス検出に適用された実績の

ある 7 種類のウイルス濃縮法による MHV 回収率の比

較測定を実施するとともに，現在世界各国で精力的な取

り組みが始まっている「下水疫学調査」を国内で初めて

実施し，COVID19 感染流行ピーク時に採取した下水

試料から新型コロナウイルス RNA の検出に成功した。

今後は，これらの研究で使用した分析法を含む様々な方

法を対象に，新型コロナウイルス検出への有効性を評価

し，標準的な分析法を確立することが求められる。さら

に，その標準法を用いることで，国内外の様々な地域を

対象とした下水中の新型コロナウイルス RNA の存在実

態調査を実施し，将来起こり得る第 2 波以降の感染流

行に備え，下水疫学調査の COVID19 流行状況監視へ

の活用が期待される。
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