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要 旨 

 

感染性胃腸炎は世界的に重要な疾病であり、特に、発展途上国ではこの疾病のために

毎年多くの小児が死亡している。感染性胃腸炎の病因物質は様々であるが、ウイルスを

原因とする胃腸炎の占める割合が高い。胃腸炎を引き起こすヒト腸管系ウイルスの中で

も、ノロウイルスやロタウイルスは感染性が強く、ヒトからヒトへ簡単に広がるために、

現状では完全な予防は難しい。これらのウイルスに感染した胃腸炎患者は、排泄物とと

もに膨大な数のウイルスを排出する。排出されたウイルスが下水道等を通って微量なが

ら海域に流入した結果、海水をろ過する性質がある二枚貝の体内に蓄積されることが、

牡蠣のノロウイルス汚染の例で明らかになっている。本研究では、牡蠣以外の二枚貝、

そして、ノロウイルス以外のヒト腸管系ウイルスについても、同様に感染性胃腸炎の患

者を起源とする汚染経路が成立するか調べることを第一の目的とする。この経路で汚染

された二枚貝を浄化する試みが数多く行われているが、二枚貝の体内に蓄積されたウイ

ルスを不活化する、あるいは、体外へ吐き出させることは極めて困難である。従来の対

策とは一線を画した抜本的な対策として、ウイルスを蓄積しにくい二枚貝を選別して養

殖するアイディアを実現するために、牡蠣のノロウイルス蓄積量と糖鎖構造の関係を明

らかにすることを本研究の第二の目的とする。 

 初めに、二枚貝のウイルス汚染と周辺の感染性胃腸炎流行との関連性を明らかにす

るため、下水処理水が放流される河口域に自生する牡蠣およびイソシジミを採取し、体

内のノロウイルス量を測定した。その結果、牡蠣とイソシジミのどちらについても、体

内のノロウイルス量に季節的な変動が見られた。これらの二枚貝に含まれるノロウイル

ス量は、周辺地域からの下水中のノロウイルス量との有意な相関関係が認められた。一

方、二枚貝のウイルス量と感染性胃腸炎患者報告数には有意な相関がなく、医療機関か

らの報告では把握できない潜在的なノロウイルス感染者の存在が示唆された。これらの

感染者は無症状でウイルスを排出するため、二枚貝のウイルス汚染の排出源対策を難し

くする存在である。 

 二枚貝のノロウイルス汚染に関しては比較的多くの先行研究があるが、その他のヒ

ト胃腸炎ウイルスによる汚染については情報が少ない。そこで、ノロウイルスに次いで

患者報告数が多いロタウイルス（ここでは、A 群ロタウイルスを対象）について、二枚

貝の汚染の実態を明らかにした。ロタウイルスには現在、ワクチン（商品名：ロタリッ

クスおよびロタテック）が使用されているため、このワクチン株と区別して、ヒトに病
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気を引き起こすことができる野生株を調査した。その際、同一の牡蠣サンプルから、A

群ロタウイルスの全株とワクチン株の遺伝子をそれぞれ定量検出し、両者の差を野生株

の量とみなした。２年間の研究期間において、ロタリックス株は２年目のサンプルのみ

検出されたが、ロタテック株は１年目と２年目の両方で検出された。また、野生株とロ

タテック株は両者とも冬季にウイルス量が増加する傾向が見られた。このうち野生株に

ついては、牡蠣と下水に含まれるウイルス量に有意な相関関係があり、感染者由来のロ

タウイルス株が養殖牡蠣に効率的に蓄積されていた。 

 牡蠣の体内には、ノロウイルスが特異的に結合する糖鎖が発現していることが知ら

れている。同じロットの養殖牡蠣でもノロウイルス蓄積量に個体差があることから、ウ

イルスの蓄積が少ない牡蠣が発現している糖鎖の種類や量を明らかにし、同様の糖鎖構

造を有する牡蠣を選別して養殖することができれば、ノロウイルス汚染を著しく低減で

きる。そこでまず、牡蠣を水槽内でノロウイルス GI.7 株または GII.2 株に人為的に汚染

し、そのウイルス量が多い牡蠣および少ない牡蠣を選別し、その体内に発現している糖

鎖の種類と量をレクチンアレイ解析によって調べた。GI.7 株と GII.2 株のどちらもケー

スでも、牡蠣への蓄積量には個体間で 1000 倍を超える差が見られた。GI.7 株の蓄積が

多い牡蠣個体では，少ない個体に比べて４種類の糖鎖の発現量が有意に少なかった。一

方、GII.2 株の蓄積が多い個体では、９種類の糖鎖の発現量が有意に多く、ノロウイル

スに汚染されにくい牡蠣を選別するための重要な情報が得られた。 

 結論として、ノロウイルスだけでなくロタウイルスでも、二枚貝の汚染には、その

地域での感染性胃腸炎の流行が関与していた。無症状者も含めて感染性胃腸炎の流行の

把握や予防を確実に行うことが、二枚貝が生息する海域へのヒト腸管系ウイルスの流入

を減らし、二枚貝の安全性向上につながる。本研究ではまた、ウイルスに汚染されにく

い牡蠣を選別するための牡蠣体内の糖鎖構造に関する基礎的な情報を取得した。今後の

研究によって、糖鎖構造にもとづく牡蠣の選別が可能となれば、感染性胃腸炎の流行時

であっても安全な牡蠣が出荷できるようになる。この頑強な対策は、生牡蠣の安全性に

対する消費者の不安を払拭し、過去の食中毒事例の影響を受け続けている養殖業の振興

に貢献することが期待される。 
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第１章 序論 

 

１．１ 研究背景および目的 

 

感染性胃腸炎とは、ウイルスや細菌などの感染によって引き起こされる、下痢や嘔吐

症状を伴う感染症の総称である。感染性胃腸炎は世界的に重要な疾病の一つであり、ウ

イルス性の感染性胃腸炎は、例年ノロウイルスによるものが 8 割以上を占めている（国

立感染症研究所, 2020）。その他の原因ウイルスには、ロタウイルスやサポウイルスなど

が挙げられる。中でもノロウイルスは感染性が非常に強く、人間社会におけるノロウイ

ルス感染症の流行を完全に防止することは非常に難しい。 

 これらの胃腸炎の原因となる腸管系ウイルスは、ヒトへ感染すると主に小腸内で増殖

する。増殖したウイルスは感染者の嘔吐や下痢によって、吐瀉物や糞便を介して体外へ

排出され、生活排水とともに下水処理場へ送られる。下水処理場での消毒過程において

90%以上のウイルスは不活化・除去される（Kitajima et al., 2014）。しかしながら、現在

の技術では 100%ウイルスを除去することはできず、わずかながら残存したウイルスは

処理水と共に環境中へ放出されている。 

二枚貝は、餌となる有機懸濁物やプランクトンを体内へ取り込むため、大量の海水を

濾過する性質を持っている。その際に、海水中に微量に存在するウイルスもまた体内へ

取り込んでしまう。海水中のウイルス量は、人間社会での生活利用においては問題ない

ほどの非常に少ない量であるが（Grøndahl-Rosado et al., 2014）、二枚貝が海水をろ過す

る際にウイルスも体内に高濃度で蓄積されてしまう。この性質から、ウイルスを体内に

濃縮させた二枚貝による食中毒が問題視されている。二枚貝の腸管系ウイルス汚染に関

する国の基準や法律はないが、特に牡蠣に関しては、生食される機会が多いことから食

中毒事件の原因食品となりやすいため、多くの都道府県が自主的な検査を行っている

（野田, 2017）。また、牡蠣体内に蓄積されたウイルスを排出させるため、出荷前の牡蠣
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を清浄な海水中で一定期間浄化させる試みも行われている。しかし、牡蠣体内にはノロ

ウイルスが特異的に結合できる糖鎖が存在することから（Maalouf et al., 2011, 2010）、ウ

イルスが排出されにくく浄化が難しいことが明らかになっている。このように様々な対

策を講じているにもかかわらず、腸管系ウイルスに汚染された二枚貝による食中毒事件

を完全に防ぐのは難しい状況にある。二枚貝の安全性をより高めるには、これまでの対

策に加えさらに抜本的な汚染対策が必要である。 

本研究では、その汚染対策に役立つように、二枚貝の腸管系ウイルス蓄積特性や蓄積

メカニズムをより詳細に明らかにすることを目的とした。上述したように、二枚貝の腸

管系ウイルス蓄積の原因は、人間集団から排出され海域に流入するウイルスと、二枚貝

が本来有している海水のろ過および生物蓄積特性である。これらの問題に対し本研究で

は 3 つのテーマを設け、多角的な研究によって問題解決を目指した。人間集団から排出

されるウイルスの海域への流入に対しては、そのメカニズムをより詳細に解明し対策を

講じるため、腸管系ウイルスの中でも検出頻度の高いノロウイルスおよびロタウイルス

による二枚貝の汚染状況と、周辺地域の感染性胃腸炎流行状況との関係を調査した。ま

た、二枚貝のノロウイルス蓄積のメカニズムを解明するため、ノロウイルス蓄積に関与

しているといわれている牡蠣体内の糖鎖構造を調査し、ウイルス蓄積量によって構造や

発現量に違いが見られるかどうかを明らかにすることとした。 

 

１．２ 論文の構成 

 

図 1.1 に、本研究の構成を示す。第 2 章では、感染性胃腸炎やその原因ウイルス、胃

腸炎ウイルスによる二枚貝の汚染に関する既存の研究をまとめ、本研究の位置づけを示

した。第 3 章では、河口域に自生する二枚貝中のノロウイルス汚染状況を調査し、周辺

地域の感染性胃腸炎流行との関連性を明らかにした。第 4 章では、養殖牡蠣に蓄積した

ロタウイルスワクチン株および患者由来の野生株を定量的に検出し、ロタウイルス感染
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症の流行状況との関連性を調査した。第 5 章では、養殖牡蠣を人為的にノロウイルスに

汚染させ、ウイルス蓄積量の多い牡蠣および少ない牡蠣の体内に発現している糖鎖構造

を明らかにした。第 6 章では研究の総括として、本研究で得られた新たな知見と今後取

り組むべき課題について述べた。 

 

 

図 1.1 本研究の構成 
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第２章 既往の研究 

 

２．１ 感染性胃腸炎 

 

 嘔吐や下痢を引き起こす胃腸炎のうち、ウイルスや細菌、寄生虫などの感染が原因で

あるものの総称を感染性胃腸炎という。原因となる病原体は、細菌性のものでは病原性

大腸菌、カンピロバクター、サルモネラ菌など、ウイルスではノロウイルスやロタウイ

ルスなど、寄生虫ではクリプトスポリジウムやランブル鞭毛虫などが挙げられる。細菌

性の感染性胃腸炎は、食中毒事件などに起因する散発的な発生が多く、夏季に患者数の

増加傾向があるが明確なピークは見られないことが多い。ウイルス性の感染性胃腸炎の

流行期は冬季であり、例年 12 月～3 月頃に患者数のピークを迎える（図 2.1）。感染経

路としては、病原体に汚染された水や食品の摂取、感染者からの糞便や嘔吐物からの接

触感染が主である（Boone and Gerba, 2007; Boxman et al., 2009）。細菌や寄生虫が原因で

あった場合は、抗菌薬など病原体そのものに作用する治療法が存在することがあるが、

ウイルス性の場合は根本的な治療法がなく、対症療法に限られる。また、ロタウイルス

は 2012 年からワクチン（ロタリックス、ロタテック）が認可され、小児が接種を受け

ることができるが、ノロウイルス及び他の病原体については特異的な予防法はない

（Atmar et al., 2011）。さらに、ノロウイルスやロタウイルスの感染者の中には、胃腸炎

症状を引き起こさない無症候感染者が一定数存在することが明らかになっており（Qi et 

al., 2018）、本人が自覚しないままに感染を拡大させてしまうケースがある。実際に、無

症候感染者が関与したノロウイルス感染症の発生が国内外で報告されている（García et 

al., 2006; Ozawa et al., 2007）。このように、ワクチンなど特異的な予防法が無いこと、自

覚症状が無いまま周囲に感染を広げてしまうことなどから、ウイルスを初めとした感染

性胃腸炎の完全な予防は非常に困難である。先進国では医療が発展しているため、感染

性胃腸炎による死者は比較的少数であるが（Desai et al., 2012; Kowalzik et al., 2015）、医
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療や公衆衛生が未発達な発展途上国においては、胃腸炎が 5 歳未満の小児の死亡原因に

おいて 25%以上を占めており（Fischer Walker et al., 2012; Liu et al., 2012）、積極的な研究

により胃腸炎のまん延を防ぐ必要がある。 

 

 

図 2.1 ノロウイルス感染集団発生事例数の月別推移 

（国立感染症研究所 IASR Vol. 38 p.1-3: 2017 年 1 月号より抜粋） 

 

２．２ 腸管系ウイルス 

 感染性胃腸炎を引き起こす病原体のうち、非細菌性の原因病原体は 1972 年まで特定

されていなかった。1972 年に、電子顕微鏡観察により胃腸炎患者の糞便中からウイル

スが発見され（Kapikian et al., 1972）、1993 年にはヌクレオチド配列の解析によりカリシ

ウイルス科に分類されることが明らかになった（Jiang et al., 1993）。このウイルスは、そ

の形状から SRSV（小型球状ウイルス）や、ウイルスの発見された感染性胃腸炎患者の
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発生地からノーウォークウイルスと呼ばれてきたが、2002 年に国際ウイルス命名委員 

会によってノロウイルスと命名された。ノロウイルスは現在 10 つの遺伝子群（GI~GX）

に分けられ、そのうち GI および GII が主にヒトの感染性胃腸炎の原因となるグループ

であり、さらに GI.1~GI.9 および GII.1~GII.27 の遺伝子型に分類されている（Chhabra et 

al., 2019）。感染性胃腸炎患者の糞便から分離されたウイルスのうち、90%以上をノロウ

イルス GII が占めており（国立感染症研究所, 2019）（図 2.2）、疫学的に非常に重要なウ

イルスである。さらに、以前は GII.4 がノロウイルス GII 感染症の 70%ほどを占めてい

たが（Siebenga et al., 2010）、2015 年に GII.17 の変異体による世界的な流行が起こって

からは（Lu et al., 2015; Matsushima et al., 2015; Medici et al., 2015; Parra et al., 2017）、GII.17

による感染症流行も増えてきている。 

 

 

図 2.2 2013～2016 年における日本の感染性胃腸炎患者から検出されたウイルスの 

報告数（国立感染症研究所 IASR Vol. 38 p.1-3: 2017 年 1 月号より抜粋） 

 

ノロウイルスの感染率は非常に強く、ヒト一人に感染を成立させるのに必要なノロウ

イルス粒子の数は、10~100 個程度であると言われている（Atmar et al., 2014）。またノロ

ウイルスは、現在のところヒトの体外での培養は非常に困難であり、ワクチンの開発へ

の大きな壁となっている。ノロウイルスの感染には外殻タンパク質（VLP）の構造が関
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連していることから、近年はノロウイルスの組み換え VLP を利用したワクチンの開発

が行われている（Bernstein et al., 2015; Kim et al., 2018）が、実用化には至っていない。

感染力が強く特異的な予防法もないことから、ノロウイルス感染症が経済および社会に

与える影響は大きく、ノロウイルスが関連する社会的コストを推定した研究では、全世

界で 444~834 ドルのコストがかかると見積もられている（Bartsch et al., 2016）。 

 感染性胃腸炎を引き起こすウイルスのうち、ノロウイルスに次いで検出数が多いのは

ロタウイルスである。ロタウイルスは、1973 年に急性胃腸炎患者の十二指腸粘膜から、

電子顕微鏡観察により発見された（Bishop et al., 1973）。ロタウイルスはその抗原性から

A~G 群の 7 種類に分けられ、主に A 群および C 群がヒトに感染する。さらに、ロタウ

イルスのゲノムは 11 の遺伝子分節に分けられ、それぞれについて遺伝子型が定められ

ている。ロタウイルス感染者の多くは小児であり、5 歳までのすべての小児は少なくと

も一度はロタウイルス感染による胃腸炎を経験している（Parashar et al., 2003）。 

ロタウイルスの遺伝子型は、以前は VP7 および VP4 の配列に基づいた型（G 型、P

型）を表記するのが一般的であり、ワクチン導入以前は、ロタウイルスの流行株は主に

G1P[8]、G2P[4]、G3P[8]、G4P[8]、G9P[8]の 5 種類がほとんどを占めていたという報告

もある。しかし、ロタウイルスは遺伝子再集合（リアソートメント）により、新たな遺

伝子型構成の株が生まれやすい性質がある。このため、2008 年に Rotavirus Classification 

Working Group (RCWG)により、全ゲノムの配列に基づく遺伝子型の表記法が提案され

た（Matthijnssens et al., 2008）。この新たな分類法で流行株を表記すると、Wa 遺伝子群

（G1-P[8]-I1-R1-C1-M1-A1-N1-T1-E1-H1）、 DS-1 遺伝子群（G2-P[4]-I2-R2-C2-M2-A2-N2-

T2-E2-H2）、AU-1 遺伝子群（G3-P[9]-I3-R3-C3-M3-A3-N3-T3-E3-H3）の 3 種類いずれか

の遺伝子型構成を有することが明らかになった。しかし、日本でのワクチン導入直後で

ある 2012 年には、前述の 3 種類とは異なる遺伝子型構成を持つ DS-1-like G1P[8]株（G1-

P[8]-I2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2）が検出された（Fujii et al., 2014）。また、2014 年に

は G8P[8]株（G8-P[8]-I2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2）（Kondo et al., 2017）、2015 年には
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DS-1-like G3P[8]株（G3-P[8]-I2-R2-C2-M2-A2-N2-T2-E2-H2）（Donato et al., 2015）の世界

的な流行が見られた。この 2 株は、それぞれウシロタウイルスの G8 型およびウマロタ

ウイルスの G3 株と近い配列を有しており（Kamiya et al., 2019）、ヒトロタウイルスに限

らずリアソートメントによる遺伝子組み換えが起こっていることが示されている。 

 ノロウイルスやロタウイルスなどの腸管系ウイルスは、感染者の体内で増殖し、糞便

や吐瀉物と共に体外に排出される。排出されたウイルスは生活排水と共に排水処理施設

へ送られるため、未処理排水中には多量のウイルスが存在している。未処理排水中のウ

イルスは、処理施設において塩素や紫外線などによって不活化され、ノロウイルスで

1~2 Log、ロタウイルスで 0~1 Log 減少することが明らかになっている（Kitajima et al., 

2014）。しかしながらウイルスを完全に除去することは不可能であり、残存したウイル

スは処理水と共に環境中へ流入している。実際に、多くの先行研究において海水や河川

水から腸管系ウイルスが検出されている（Gibbons et al., 2010; Gyawali and Hewitt, 2018; 

Mans et al., 2013; Sedji et al., 2018）。 

 

２．３ 二枚貝を原因とするウイルス性食中毒 

 

 日本におけるウイルス性の食中毒事件は、95%以上をノロウイルスが占めており、そ

の原因食品は、単一の食品では二枚貝が最も多い（厚生労働省, 2020）。これは二枚貝の

採餌行動である、多量の海水のろ過が関係している。二枚貝類は海水中のプランクトン

を主な餌としており、1 時間に 10~20L の海水をろ過していることが明らかになってい

る（Kobayashi et al., 1997）。その際に、海水中に含まれる病原性微生物も取り込まれ、

体内に濃縮・蓄積させてしまう。前述した通り、腸管系ウイルスの感染者は体外にウイ

ルスを排出し、排出されたウイルスは生活排水と共に海域に流入する。このことから、

二枚貝に蓄積されるウイルスはウイルスに感染したヒト由来であると考えられる。ヒト

がウイルスに感染し、排出されたウイルスが二枚貝に蓄積されるまでの経路を図 2.3 に
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示す。先行研究では、Ueki らが感染者、都市下水、養殖牡蠣から検出したノロウイルス

の塩基配列を調べ、90%以上一致していることを明らかにした（Ueki et al., 2005）。その

後も、多くの先行研究で環境水中と二枚貝中のノロウイルスの関連が示されている

（Medici et al., 2015; Nguyen et al., 2018; Pu et al., 2016）。また、牡蠣のノロウイルス蓄積

量は、感染性胃腸炎の流行期である冬季に増加する傾向があることが示されている

（Flannery et al., 2012）。 

 

 

図 2.3 ヒトの腸管系ウイルス感染および排出されたウイルスが二枚貝に 

蓄積されるまでの経路 

 

二枚貝の腸管系ウイルス汚染に関する研究の中で、最も多く取り上げられているの

がマガキ（Crassostrea gigas）であり（Grodzki et al., 2014; Nishida et al., 2003; Rajko-

Nenow et al., 2012; Rasmussen et al., 2016; Wang et al., 2008）、日本国外ではバージニアカ

キ（Crassostrea virginica）やポルトガルカキ（Crassostrea angulata）、スミノエガキ

（Crassostrea ariakensis）の研究も行われている（Choi and Kingsley, 2016; Montazeri et 
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al., 2015; Nappier et al., 2008）。マガキを初めとした牡蠣は世界的に生食される機会が多

く、腸管系ウイルスの食中毒事件でも報告数が多いため、研究対象として重要な二枚

貝であるといえる。さらに、牡蠣体内の消化器官である中腸腺の組織には、ノロウイ

ルスと結合する糖鎖が発現していることが明らかになり（Le Guyader et al., 2012; 

Maalouf et al., 2010）、二枚貝の中でも特にノロウイルスとの親和性が高いと考えられ

る。この糖鎖はヒトにノロウイルスが感染する際に結合するものと同一の構造であ

り、ノロウイルスと強い結合力があることから、一度ノロウイルスに汚染された牡蠣

は浄化されづらいことが示されている（Maalouf et al., 2011）。これまで一般的に用いら

れてきた、滅菌した海水中で牡蠣を飼育し浄化させる方法では、ノロウイルスを完全

に取り除くのに不十分であることが明らかになっている。新たな浄化方法として、加

熱（Araud et al., 2016）や紫外線、高圧処理（Kingsley et al., 2007）によりノロウイルス

を不活化させる方法が開発されている。 

 

２．４ まとめ 

 

 以上のように、二枚貝のウイルス汚染とそれに関連する感染性胃腸炎、また環境中

での胃腸炎ウイルスの動態については多くの先行研究が行われてきた。一方で、未だ

不明な点も多くあり、また二枚貝のウイルス汚染を完全に防止することはできていな

い。本研究では先行研究で得られていない新たな知見を得るため、ノロウイルスによ

る二枚貝の汚染状況と周辺地域の感染性胃腸炎流行状況との関係、ロタウイルス野生

株およびワクチン株による養殖牡蠣の汚染状況、二枚貝のノロウイルス蓄積に関与す

る糖鎖構造の解明を目的として研究を行った。 
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第３章 河口域に自生する二枚貝のノロウイルス汚染状況と周辺地域の感染症

流行状況との関係 

 

３．１ はじめに 

 

 第 2 章で述べたように、感染性胃腸炎は全世界で重要な疾患であり、感染性胃腸炎発

生状況の継続的なモニタリングは、大規模な流行の予防や対策を講じるのに効果的であ

る。現在日本では全国の小児科定点から感染性胃腸炎患者数が報告され、国立感染症研

究所の病原微生物検出情報（Infectious Agents Surveillance Report : IASR）として報告さ

れている。一方で、小児科定点での患者報告数には成人や無症状の感染者が数えられて

おらず、正確な流行状況が把握できていない可能性がある。 

 腸管系ウイルス感染者は、症状の有無にかかわらず体外にウイルスを排出しているこ

とから、生活排水が含まれる都市下水中には胃腸炎患者由来のウイルスが含まれている。

我々の研究グループでは、都市下水中に含まれるノロウイルス量を継続的にモニタリン

グし、周辺地域で報告された感染性胃腸炎患者数との関連性を調査した。その結果、下

水中のノロウイルス量は感染性胃腸炎の流行期である冬季に増加し、周辺地域の感染性

胃腸炎患者報告数とタイムラグなく有意に相関していることが示された（Miura et al., 

2016）。この結果から、下水中のノロウイルス量をモニタリングすることで、従来の小

児科定点からの報告数よりもより正確な流行状況を把握できる可能性がある。一方で、

この方法を下水道が未整備の地域で適用するのは困難である。発展途上国では下水道が

整備されていない地域が多く、感染性胃腸炎の重要度は発展途上国でより高いことから

も（Fischer Walker et al., 2012; Liu et al., 2012）、下水中のウイルスモニタリングに代わる

モニタリング方法が必要である。二枚貝には海水中のウイルスを取り込み体内に濃縮さ

せる特性があることから（Ueki et al., 2005）、上流域の人間集団から排出されたウイルス

を体内に蓄積できると考えられる。このことから、二枚貝中のウイルス量をモニタリン
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グすることで、周辺地域の感染症流行を把握することができるかもしれない。以上の背

景から、本研究では河口域に自生する二枚貝中のノロウイルス量を継続的に定量検出し、

その汚染実態を把握すること、また下水中のノロウイルス量や周辺地域の感染症流行状

況との関連性を明らかにすることを目的とした。 

 

３．２ 実験方法 

 

３．２．１ サンプリング方法 

下水処理水を受容する二枚貝生息地として、宮城県仙台市の七北田川河口に位置する

蒲生干潟を選定した。この河口付近には南蒲生浄化センターが位置し、河口から 16 km

上流の位置には、上谷刈浄化センターが存在する。仙台市南蒲生浄化センターは、仙台

市内の約 7 割（約 70 万人/100 万人）の人口を対象とした大規模な処理場であり、処理

方法は標準活性汚泥法である。その放流口は河口の外である一方で、上谷刈浄化センタ

ーは、処理人口約 37000 人と南蒲生浄化センターと比較して少ないが、処理水を七北田

川に直接放流している。処理方法は標準活性汚泥法に加え、凝集沈殿および急速ろ過法

を用いている。 

この蒲生干潟にどのような二枚貝が生息しているか事前に調査を行い、マガキ

（Crassostrea gigas）とイソシジミ（Nuttallia olivacea）を研究対象として選定した。その

後 2017 年 10 月中旬から 2019 年 3 月上旬まで、4 月から 10 月は月に一度、11 月から 3

月は隔週で牡蠣およびイソシジミを採取した。サンプリング地点の概要を図 3.1 に示

す。牡蠣は護岸に自生している個体を、イソシジミは潮間帯において砂の表面から 20

㎝程度手掘りして、それぞれ 20 個体ずつ採取を実施した。採取した二枚貝は実験室到

着後に中腸腺を摘出し、4 個体の中腸腺をまとめて 5 個のコンポジットサンプルとした。

中腸腺の処理の概要を図 3.2 に示す。また、同期間において 4 月から 10 月は週に一度、

11 月から 3 月は週に二度の頻度で、南蒲生浄化センターから未処理都市下水を 1L 採取
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した。下水および二枚貝サンプルは、分析開始まで−80℃で保存した。 

 

 

図 3.1 サンプリング地点概要（〇は牡蠣、□はイソシジミの採取地点を示す） 

 

 

図 3.2 二枚貝の中腸腺処理概要 

 

３．２．２ ウイルス濃縮・RNA 抽出 

下水中のウイルス回収においては、ポリエチレングリコール（PEG）沈殿法により濃

縮を行った。3.2g の PEG 6000（富士フィルム和光純薬株式会社）と 0.92g の塩化ナトリ
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ウム（関東化学）を 40mL の下水サンプルに加え、日本大学生物資源科学部の遠矢幸伸

教授より分与された、約 1.0 × 107copies のマウスノロウイルス（MNV）S7-PP3 株を内

部コントロールとして添加し、4℃で 12 時間攪拌した。続いて、4℃で 9000 × g・30 分

の遠心分離を行い、上清を除いて 1mL の滅菌超純水を加えてボルテックスで懸濁させ

た。懸濁液を 4℃で 10000×g・10 分遠心分離し、上清をウイルス濃縮液として回収した。

回収した濃縮液のうち、140μL を RNA 抽出に用いた。 

二枚貝からのウイルス抽出の手法は先行研究に従った（Pu et al., 2018）。アミラーゼ

（Sigma Aldrich）、リパーゼ（Sigma Aldrich）、プロテナーゼ K （Roche）をそれぞれ 6.3 

mg/L、6.3 mg/L、0.25 g/L となるように滅菌した超純水に溶解し、酵素溶液を作成した。

これら 3 種の酵素は、中性 pH を至適 pH 領域に含むものを用いた。各中腸腺サンプル

に 3.2 mm ステンレスビーズ（TOMY）2 個と酵素溶液 1 mL を加え、また下水サンプル

と同様に、内部コントロールとしてマウスノロウイルス S7-PP3 株を 1.0×107 copies 添加

した。その後、4,200 rpm，1 分間の細胞破砕 （Micro Smash-100, TOMY）を行い、さら

に、37℃1 時間、60℃15 分間インキュベートした。最後に 9,100×g,・12 分の遠心分離を

行い、上清をウイルス抽出液として全量回収した。ウイルス抽出液 500 μL に対して 500 

μL のクエン酸バッファー（pH 2.5, 400 mM）を添加した後、9,100×g,・12 分の遠心分離

を行い、その上清の全量を RNA の抽出に用いた。 

 下水サンプルからの RNA 抽出には QIAamp Viral RNA Mini Kit（QIAGEN）を、中腸

腺コンポジットサンプルからの RNA 抽出には NucliSENS miniMAG RNA extraction kit 

（bioMérieux）を用い、実験操作は付属のプロトコルに従った。 

 

３．２．３ 逆転写およびウイルスの定量 

 ウイルス RNA に対して、iScript Advanced cDNA Synthesis kit （BIO-RAD）を用いて

逆転写を行った。反応溶液の組成は、5×iScript advanced reaction mix 8 μL, iScript advanced 

reverse transcriptase 2 μL, ヌクレアーゼフリー水 10 μL, テンプレート RNA 20 μL とし
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た。反応には T100 サーマルサイクラー（BIO-RAD）を用いた。反応条件は付属のプロ

トコルに従った。 

 逆転写によって作製した cDNA を用いて、ノロウイルス GI、GII および MNV の定量

を行った。プライマー配列および反応条件は、それぞれ Kageyama ら（Kageyama et al., 

2003）、原ら（原 et al., 2009）、Hata ら（Hata et al., 2011）に従った。使用したプライマ

ーの配列を表 3.1 に示す。反応液の組成は、SsoAdvanced universal probes supermix 10μL、

cDNA 5μL、プライマー・プローブおよびヌクレアーゼフリー水 5µL の計 20µL とした。

The Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments（MIQE）

ガイドラインに従い、検出対象が一定の値まで増幅した際のサイクル数である Cq が 40

以下のサンプルを陽性とした（Bustin et al., 2009）。検量線の作成には、ターゲット配列

を含むオリゴ DNA の 10 倍希釈系列（101–105 copies/ウェル）の定量値を用いた。 

 

表 3.1 本研究で使用したプライマー配列 

 

 

３．２．４ 相関分析 

二枚貝中のウイルス量と周辺地域の感染性胃腸炎流行との関連性を明らかにするた

め、二枚貝と下水中のノロウイルス GI および GII のウイルス量、また宮城県仙台市の

感染性胃腸炎患者報告数を用いて相関分析を行った。感染性胃腸炎患者から二枚貝にノ
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ロウイルスが蓄積されるまでのタイムラグを考慮し、二枚貝採取日から 1～3 日前およ

び 1～3 日後の下水中ウイルス量と胃腸炎患者報告数を用いて相互相関分析を行った。 

 

３．２．５ 次世代シーケンス解析 

 二枚貝中および下水中のノロウイルス GII について、次世代シーケンシングにより遺

伝子型の調査を行った。ノロウイルス量に基づき、2018 年 1 月 31 日および 2018 年 4

月 18 日の下水処理サンプルと、2017 年 12 月 21 日、2018 年 4 月 18 日、2018 年 1 月 31

日の二枚貝サンプルを選択し解析に用いた。3.2.3 で作成した cDNA を鋳型とし、ノロ

ウイルスカプシドたんぱく質の N/S 領域のターゲット配列を nested PCR 法によって増

幅した。プライマーセットは Kageyama ら、Kojima らに従い、COG2F/G2SKR および

G2SKF/G2SKR を用いた。ターゲット配列の増幅、PCR 産物の複製およびインデックス

の付加、シーケンシングおよびデータ解析は FASMAC へ委託された。KAPA HiFi HotStart 

ReadyMix（）および COG2F/G2SKR を用いて 1st PCR を行い、得られた PCR 産物 1μL

を鋳型として、G2SKF/G2SKR を用いて 2nd PCR を行った。得られた PCR 産物 25μL を

AMPure XP ビーズ（Beckman Coulter）で精製し、溶出液 2μL を鋳型として PCR により

インデックス配列を付加した。得られたPCR産物25μLをAMPure XP ビーズで生成し、

アンプリコン溶出液 25μL を得た。アンプリコンは Miseq（illumina）を用いてシーケン

シングを行い、各サンプルの塩基配列データを得た。sickle ver 1.3（Joshi N.A., Fass J.N.）

を用いてクオリティフィルタリングを行い、Fastx toolkit ver 0.0.13.2（Hannon G.J.）によ

ってインデックスおよびプライマー配列を除去した。FLASH ver1.2.10（Magoč and 

Salzberg, 2011）によりペアエンドリードの結合を行い、USEARCH ver 8.0.1623_i86linux64

（Edgar, 2010）を用いて 97%以上の相同性を持つ配列を operational taxonomic unit（OTU）

にまとめた。得られた OTU の代表配列は、Norovirus Genotyping Tool Ver 2.0（Kroneman 

et al., 2011）によって遺伝子型を決定した。 
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３．３ 結果 

 

３．３．１ ノロウイルス定量結果 

 二枚貝からのノロウイルス定量結果を図 3.3 に示す。ノロウイルス GI の定量値は、

牡蠣およびイソシジミ中のどちらも、2017 年シーズンである 10 月から 2018 年 2 月ま

では大きな変動は無く、2~3 Log copies/g-中腸腺で推移していた。その後 3 月から 4 月

にかけて上昇し、4 月にはどちらも 3 Log copies/g-中腸腺を超えた。5 月から 7 月には一

度低下するが、8 月以降は再び上昇し、2018 年シーズンの 11 月上旬にピークに達した。

蓄積濃度は、2~4 Log  copies/g-中腸腺程度を示した。ノロウイルス GII の定量値は、

2017 年シーズンである 10 月から 12 月に近づくにつれて上昇を示し、1 月にかけて低

下した。3 月からは定量値がさら に上昇し、5 月に一度大きく低下するが、6 月および

7 月は 3 月と同程度の値で検出された。  8 月から 9 月は定量値が低下したが、2018 年

シーズン始めの 11 月には再び上昇し、本研究期間中で最も高い値を示した。蓄積濃度

は、1.5~5 Log copies/g-中腸腺程度を示した。ノロウイルス GII の陽性検体数は 2～5 個

で推移しており、ウイルス濃度の増減と陽性検体数の増減のタイミングは必ずしも一致

しなかった。またノロウイルス GII は、ノロウイルス GI と比較して陽性検体数が多か

った。 

 

３．３．２ 相関分析結果 

 二枚貝および下水中のノロウイルス濃度と感染性胃腸炎患者報告数との相関分析結

果を表 3.2 に示す。本研究期間においては、下水中のノロウイルス GI および GII 濃度

と、感染性胃腸炎患者報告数の間には有意な相関関係が見られなかった。牡蠣およびイ

ソシジミ中のノロウイルス GI は、いずれも下水中のノロウイルス GI と有意な相関が

見られなかった。一方で、イソシジミ中のノロウイルス GI は、感染性胃腸炎患者報告

数と 1 週のタイムラグで有意な負の相関関係にあった。牡蠣中およびイソシジミ中のノ



27 
 

ロウイルス GII 濃度は、下水中のノロウイルス GII 濃度と 0~2 週のタイムラグで有意な

正の相関関係が見られた。牡蠣中と下水中では 2 週のタイムラグで、イソシジミ中と下

水中ではタイムラグなしで相関係数が最大値を示した。一方で、牡蠣中およびイソシジ

 

図 3.3 牡蠣およびイソシジミ中のノロウイルス量定量結果． 

棒グラフはウイルスが検出された陽性検体数（N=5）、折れ線グラフは 

陽性検体中のウイルス量の平均値の Log 値、エラーバーは標準偏差を示す． 
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ミ中のノロウイルス GII 量のどちらも、感染性胃腸炎患者報告数とは有意な相関関係が

見られなかった。 

 

表 3.2 二枚貝中と下水中のウイルス量および感染性胃腸炎患者数の相関分析結果．

表中の数値は相関係数を、色を付けたセルは有意な相関があったことを、 

D は二枚貝採取日からのタイムラグ（週）を示す。 

 

 

３．３．３ 遺伝子型解析結果 

 下水中および牡蠣・イソシジミ中のノロウイルス GII の遺伝子型解析結果を図 3.4 に

示す。牡蠣中ではおよそ 80%、イソシジミ中ではおよそ 20~40%のノロウイルス GII が

遺伝子型を同定できた。2017 年 12 月の二枚貝サンプルでは、牡蠣中のノロウイルス GII

の 50%以上は GII.4 Sydney_2012 であり、さらに GII.17 が 25.3%を占め、他の遺伝子型

および遺伝子型が同定できないものは全体の 20%以下であった。イソシジミでは GII.4 

Sydney_2012 が 14.7%、GII.17 は 1.0%であり、80%以上は遺伝子型が同定できなかった。

2018 年 4 月の二枚貝サンプルでは、2017 年 12 月のサンプルから大きく遺伝子型の割合

が変化した。牡蠣中では GII.17 の割合が 46.6%を占め、GII.4 Sydney_2012 は 4.0%に減

少した。また、新たに GII.2、GII.21、GII.13 の割合が大きくなった。イソシジミ中では

GII.4 Sydney_2012 の割合は大きく変化しなかったが、GII.17 の割合は 7.7%とやや増加

し、牡蠣と同様に GII.2 や GII.21 の割合が大きく増加した。さらに、イソシジミ中では
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GII.4 Sydney_2012 とは異なる配列を持つ GII.4 other が同定された。2019 年 1 月の牡蠣

およびイソシジミサンプルでは、2018 年 4 月と同様に GII.17 が最も大きな割合を占め

ていた。牡蠣中では GII.4 Sydney_2012 の割合が 23.0%とやや増加したが、イソシジミ

では 15.5%とほとんど変化しなかった。また、牡蠣では GII.4 other や GII.2 が検出され、

GII.21 は牡蠣およびイソシジミの両方で検出されなかった。2018 年 1 月の下水中サン

プルでは、約 65%のノロウイルス GII 遺伝子型が同定され、最も割合が大きいのは GII.17

（30.1%）であった。続いて GII.2 が 15.4%、GII.4 Sydney_2012 が 14.3%、GII.13 が 4.9%

を占めていた。2018 年 4 月は、約 50%のノロウイルス遺伝子型が同定された。GII.4 

Sydney_2012 および GII.2 の割合は 1 月から変化せず、GII.17 の割合がやや減少し、GII.21

が新たに検出された。 

 

 

図 3.4 二枚貝および下水中に蓄積されたノロウイルス GII の遺伝子型同定結果． 

各凡例は全配列中でそれぞれの遺伝子型が占める割合を示している． 
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３．４ 考察 

 

 本研究では、下水処理水を受ける河口域に自生する二枚貝のノロウイルス汚染状況を

調査し、周辺地域の感染症流行との関係性を明らかにした。それぞれのウイルス量の最

高値は、ノロウイルス GI で 4.1 Log copies/g-中腸腺、ノロウイルス GII で 5.3 Log copies/g-

中腸腺であった。ノロウイルス GI の蓄積量はイソシジミ中の方が多く、ノロウイルス

GII は牡蠣の方が多かった。本研究における牡蠣中のノロウイルス量は、多くの先行研

究（Le Guyader et al., 2006; Lowther et al., 2018; Polo et al., 2016; Schaeffer et al., 2018）より

も高い値を示した。この要因としては、サンプリング地点の違いや季節的な影響、ウイ

ルス抽出法の違いなどが考えられる。イソシジミの属するマルスダレガイ目（Veneroida）

には、ヤマトシジミ（Corbicula japonica）やアサリ（Venerupis philippinarum/Ruditapes 

phlippinarum）、シナハマグリ（Meretrix pethechialis）などがあるが、これらのノロウイ

ルス汚染に関する研究は非常に少ない。Polo らの研究では、スペインのとある海域から

Mytilus galloprovincialis、Venerupis philippinarum、Venerupis decussata、Cerastoderma edule

の 4 種の二枚貝を採取し、A 型肝炎ウイルスおよびノロウイルスの定量を行った（Polo 

et al., 2015）。このうちマルスダレガイ目は Venerupis philippinarum および Venerupis 

decussata であるが、これらから定量されたノロウイルス量は GI と GII 共に 4 Log 

copies/g-中腸腺を超えており、我々の結果は先行研究で得られた結果を支持した。 

 二枚貝中および下水中のノロウイルス量と感染性胃腸炎患者報告数との相関分析の

結果、二枚貝中と下水中のノロウイルス GII には 1~3 週のタイムラグで有意な相関関係

が見られた。我々のグループの先行研究においても同様の傾向が示されており（Pu et al., 

2018）、二枚貝中のノロウイルス GII 量には下水中のウイルス量の変動が反映されてい

るのは明らかである。一方で、感染性胃腸炎患者報告数は、二枚貝中のノロウイルス GI

量と有意な負の相関関係にあった。日本国内では、感染性胃腸炎患者のほとんどはノロ

ウイルス GII 由来であることが知られている（厚生労働省, 2020）。感染性胃腸炎患者が
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増加し、ノロウイルス GII の排出量が増え、二枚貝中のノロウイルス量も同様に増加す

るにつれて、ノロウイルス GI の蓄積量が相対的に減少した可能性がある。一方で、ノ

ロウイルス GI とノロウイルス GII が同時に蓄積される場合において、どちらが優位に

蓄積されるのかは不明な点が多く、今後さらなる研究で検証していく必要がある。 

本研究期間においては、感染性胃腸炎流行期には非流行期と比較して下水中のウイル

ス量が有意に高くなった一方で、感染性胃腸炎患者報告数は明確な増加が見られなかっ

た。また、感染性胃腸炎患者報告数と下水中のノロウイルス量には有意な相関関係が見

られず、我々の先行研究とは異なる傾向であった（Miura et al., 2016; Pu et al., 2018）。下

水中のウイルス量から、人間集団からのノロウイルスの排出量は例年通りであったと考

えると、症状が無いか比較的軽症であったノロウイルス感染者が多かったことが推測さ

れる。このようなケースでは、下水中のウイルス量のモニタリングと同様に、医療機関

からの患者報告数よりもより正確に流行状況を把握できる可能性がある。 

 二枚貝および下水中に含まれるノロウイルス GII の関連性をより詳しく把握するた

め、次世代シーケンス解析によりノロウイルス GII 遺伝子型の同定を行った。2017 年

12月の二枚貝サンプルにおいては、GII.4 Sydney_2012が最も主要な遺伝子型であった。

GII.4 Sydney_2012 は、2015 年に GII.17 の新たな流行株が報告されるまで、ノロウイル

ス性の感染性胃腸炎における世界的な流行株であり（He et al., 2016; Leshem et al., 2013; 

Ruis et al., 2017; van Beek et al., 2013）、下水や二枚貝から同定された先行研究も数多くあ

る（Kazama et al., 2016; Nguyen et al., 2018; Victoria et al., 2016）。また、牡蠣中には GII.17

も多く含まれ、全体の約 1/4 を占めていた。GII.17 は 2014~2015 年シーズンの大流行に

おいて、新たな遺伝子型である GII.17 kawasaki 2014 が報告されてから、環境中での検

出事例が増加した（Mabasa et al., 2018; Medici et al., 2015; Pu et al., 2016; Rasmussen et al., 

2016; Thongprachum et al., 2018）。しかしながら、本研究で同定された GII.17 が kawasaki 

2014 であるかどうかは判定できなかった。2018 年 4 月には、牡蠣中のみで GII.17 の割

合が大幅に増加した。また牡蠣中とイソシジミ中では、新たに GII.2 と GII.21 が検出さ
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れた。GII.2 および GII.17 は胃腸炎流行において主流の遺伝子型ではないが、世界的に

胃腸炎患者の糞便からの検出報告がある（Hoa Tran et al., 2013; Khamrin et al., 2017; Lee 

et al., 2017; Thongprachum et al., 2017; Yahiro et al., 2015）。同日の下水中のノロウイルス

GII 遺伝子型は、二枚貝中と同様に GII.4 Sydney_2012、GII.17、GII.2、GII.21 が検出さ

れた。一方で、その割合は大きく異なっていた。ノロウイルスは遺伝子型によって牡蠣

への蓄積効率が異なっているという報告があり（Maalouf et al., 2011）、今回の遺伝子型

の効率については不明だが、下水中・牡蠣中・イソシジミ中の遺伝子型の割合がすべて

異なっていることから、蓄積効率の違いが大きく影響していると考えられる。 

 結論として、下水処理水を受容する水域の二枚貝の体内に蓄積されるノロウイルス量

には、下水中のノロウイルス量の変化が反映されており、下水中に無症候性の感染者か

らのウイルスが排出されているとすれば、医療機関の報告者数よりも正確に流行状況を

モニタリングできる可能性がある。また、周辺地域の感染症予防を推進することで、下

流域の二枚貝の安全性を向上させることにも繋がるため、水産や環境工学、公衆衛生な

ど、多くの分野で連携してさらなる研究を行う必要性がある。 
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第４章 養殖牡蠣のロタウイルス野生株およびワクチン株の汚染実態の解明 

 

４．１ はじめに 

 

 第 2 章で述べたように、ロタウイルスは感染性胃腸炎の主要な原因ウイルスであり

（Troeger et al., 2017）、2006 年にはグラクソ・スミスクライン社およびメルク・アンド・

カンパニー社によってワクチン (Rotarix, RotaTeq) が開発された（Ruiz-Palacios et al., 

2006; Vesikari et al., 2006）。Rotarix および RotaTeq はどちらも経口生ワクチンであり、接

種を受けた乳幼児の体内ではワクチン由来のロタウイルス株が増殖する。増殖したロタ

ウイルスは糞便中に排出され、生活排水と共に水環境中に流入する可能性がある。 

 我々の先行研究では、養殖牡蠣中および下水中のロタウイルス A（RVA）をリアルタ

イム PCR で定量的に検出し、周辺地域のロタウイルス感染症流行との関連性を調べた

（Ito et al., 2019）。養殖牡蠣中の RVA 量は、ロタウイルス感染症の流行期として知られ

ている冬季に増加する傾向が見られた。しかし、牡蠣中の RVA 量は、下水中の RVA 量

と周辺地域の感染者数のどちらにも有意な関連性がなかった。その原因として、我々が

先行研究で調査した RVA には野生株とワクチン株の両方が存在していることが挙げら

れる。我々が用いたプライマーセットは RVA を網羅的に検出するように設計されてお

り（Pang et al., 2004）、感染者由来である野生株 RVA と RVA ワクチンを区別することが

できない。野生株の水環境中での動態や感染症との関連性をより正確に解明するために

は、ワクチン株の挙動を把握する必要がある。 

 本研究では、養殖牡蠣および都市下水中の Rotarix および RotaTeq 株をリアルタイム

PCR によって定量的に検出し、全 RVA の定量値から差し引くことで野生株 RVA のみの

ウイルス量を明らかにした。また、調査地域の医療機関から報告されたロタウイルス検

出者数と、牡蠣または下水中の野生株 RVA とワクチン株との相関分析を行い、周辺地

域の流行との関連性を調査した。 
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４．２ 実験方法 

 

４．２．１ サンプリング方法 

 研究対象地として、東北地方の牡蠣養殖が盛んに行われているとある湾を選定した。

サンプリング地点の模式図を図 4.1 に示す。この湾に流入する主要河川には、河口の 1.8 

km 上流に下水処理場が存在し、その処理人口は約 10000 人、処理方法はオキシデーシ

ョンディッチ方式（活性汚泥を浅い水路で巡回させる方式）であった。2014 年 9 月 24

日から 2016 年 7 月 28 日まで、河口から 3.2 km 離れた地点より、浄化処理前の養殖牡

蠣を毎週 9 個体ずつ採取した。また、2014 年 9 月 24 日から 2016 年 4 月 28 日まで、週

に 1 度の頻度で未処理都市下水を 1L 採取した。養殖牡蠣サンプルは冷蔵で実験室まで

運ばれ、中腸腺の摘出処理を行った。下水及び中腸腺サンプルは、分析開始まで−80℃

で保存された。 

 

 

図 4.1 サンプリング地点模式図 

 

４．２．２ ウイルス濃縮・RNA 抽出 

下水中のウイルス回収においては、ポリエチレングリコール（PEG）沈殿法により濃

縮を行った。3.2g の PEG 6000（富士フィルム和光純薬株式会社）と 0.92g の塩化ナトリ
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ウム（関東化学）を 40mL の下水サンプルに加え、日本大学生物資源科学部の遠矢幸伸

教授より分与された、約 1.0 × 107copies のマウスノロウイルス（MNV）S7-PP3 株を内

部コントロールとして添加し、4℃で 12 時間攪拌した。続いて、4℃で 9000 × g・30 分

の遠心分離を行い、上清を除いて 1mL の滅菌超純水を加えてボルテックスで懸濁させ

た。懸濁液を 4℃で 10000×g・10 分遠心分離し、上清をウイルス濃縮液として回収した。

回収した濃縮液のうち、140μL を RNA 抽出に用いた。 

牡蠣からのウイルス抽出の手法は先行研究に従った（Pu et al., 2018）。アミラーゼ

（Sigma Aldrich）、リパーゼ（Sigma Aldrich）、プロテナーゼ K （Roche）をそれぞれ 6.3 

mg/L、6.3 mg/L、0.25 g/L となるように滅菌した超純水に溶解し、酵素溶液を作成した。

これら 3 種の酵素は、中性 pH を至適 pH 領域に含むものを用いた。各中腸腺サンプル

に 3.2 mm ステンレスビーズ（TOMY）2 個と酵素溶液 1 mL を加え、また下水サンプル

と同様に、内部コントロールとしてマウスノロウイルス S7-PP3 株を 1.0×107 copies 添加

した。その後、4,200 rpm，1 分間の細胞破砕 （Micro Smash-100, TOMY）を行い、さら

に、37℃1 時間、60℃15 分間インキュベートした。最後に 9,100×g,・12 分の遠心分離を

行い、上清をウイルス抽出液として全量回収した。中腸腺 3 個より得られた抽出液を混

合し、1 週あたり 3 つのコンポジットとした。ウイルス抽出液 500 μL に対して 500 μL

のクエン酸バッファー（pH 2.5, 400 mM）を添加した後、9,100×g,・12 分の遠心分離を

行い、その上清の全量を RNA の抽出に用いた。 

 下水サンプルからの RNA 抽出には QIAamp Viral RNA Mini Kit（QIAGEN）を、中腸

腺コンポジットサンプルからの RNA 抽出には NucliSENS miniMAG RNA extraction kit 

（bioMérieux）を用い、実験操作は付属のプロトコルに従った。 

 

４．２．３ 逆転写およびウイルスの定量 

 ウイルス RNA に対して、iScript Advanced cDNA Synthesis kit （BIO-RAD）を用いて

逆転写を行った。反応溶液の組成は、5×iScript advanced reaction mix 8 μL, iScript advanced 
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reverse transcriptase 2 μL, ヌクレアーゼフリー水 10 μL, テンプレート RNA 20 μL とし

た。反応には T100 サーマルサイクラー（BIO-RAD）を用いた。反応条件は付属のプロ

トコルに従った。 

 逆転写によって作製した cDNA を用いて、ロタウイルス A 群（RVA）、ロタリックス

およびロタテックの定量を行った。プライマー配列および反応条件は、RVA の定量は三

浦ら（Miura et al., 2018）、ロタリックスおよびロタテックの定量は Gautam ら（Gautam 

et al., 2014）に従った。使用したプライマーの配列を表 4.1 に示す。 

 

表 4.1 本研究で使用したプライマー配列．{C}は AP-dC （G-clamp）を、“C”は C-5 

propynyl-dC を示す． 

 

 

反応液の組成は、SsoAdvanced universal probes supermix 10μL、cDNA 5μL、プライマ

ー・プローブおよびヌクレアーゼフリー水 5µL の計 20µL とした。The Minimum 

Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments（MIQE）ガイドライ

ンに従い、検出対象が一定の値まで増幅した際のサイクル数である Cq が 40 以下のサ

ンプルを陽性とした（Bustin et al., 2009）。検量線の作成には、ターゲット配列を含むオ
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リゴ DNA の 10 倍希釈系列（101–105 copies/ウェル）の定量値を用いた。RVA の定量値

からロタリックスおよびロタテックの定量値を差し引くことで、ロタウイルス感染者由

来の野生株 RVA のウイルス量を求めた。 

 

４．２．４ 相関分析 

 養殖牡蠣中のウイルス量と周辺地域のロタウイルス感染症流行との関連性を明らか

にするため、養殖牡蠣と下水中の野生株 RVA、ロタリックスおよびロタテックのウイル

ス量、また調査対象地域のロタウイルス検出者報告数を用いて相関分析を行った。ロタ

ウイルス感染者から養殖牡蠣にロタウイルスが蓄積されるまでのタイムラグを考慮し、

牡蠣採取日から 1～7 日前および 1～7 日後の下水中ウイルス量とウイルス検出者報告

数を用いて相互相関分析を行った。下水や牡蠣からウイルスが検出されなかったケース

を考慮し、（a）ウイルスが検出された週のデータのみを用いた相関分析と、（b）非検出

であった週に検出限界値の 1/2 を代入した相関分析の 2 通りを行い、結果の比較を行っ

た。 

 

４．３ 結果 

 

４．３．１ 養殖牡蠣および下水中のウイルス定量結果 

 養殖牡蠣および下水からの野生株 RVA、ロタリックスおよびロタテックの定量結果

を図 4.2 に示す。牡蠣中の野生株 RVA およびロタテックは両シーズンの冬季に検出さ

れたが、ロタリックスは 2016 年のみ検出された。各ウイルスの牡蠣中の陽性率は、野

生株 RVA が 54%、ロタリックスが 14%、ロタテックが 31%であった。全シーズンを通

じた牡蠣中のウイルス量の最高値は、野生株 RVA が 5.4 log10 copies/g-中腸腺、ロタリッ

クスが 4.2 log10 copies/g-中腸腺、ロタテックが 4.2 log10 copies/g-中腸腺であった。下水に

おいては、野生株 RVA は牡蠣中の同程度のウイルス量、検出頻度で両シーズン検出さ
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れた。ロタテックは両シーズン検出されたが、2015-2016 シーズンの検出頻度は牡蠣中

に比べて低かった。また、ロタリックスは前シーズンを通じて下水から検出されなかっ

た。各ウイルスの下水中の陽性率は、野生株 RVA が 57%、ロタテックが 35%であった。

全シーズンを通じた下水中のウイルス量の最高値は、野生株RVAが 6.3 log10 copies/mL、

ロタテックが 3.5 log10 copies/mL であった。 

 

図 4.2 養殖牡蠣中の野生株 RVA およびワクチン株定量結果．折れ線グラフは陽性検

体中のウイルス量の平均値の Log 値、エラーバーは標準偏差を示し、白抜きのマーカ

ーは牡蠣中のウイルス量、黒塗りのマーカーは下水中のウイルス量を表している． 

 

４．３．２ 相関分析結果 

 牡蠣中および下水中のウイルス量、ロタウイルス感染者報告数の相関分析結果を表

4.2 に示す。なお、ロタリックスは下水から検出されなかったため、分析を省略した。

方法（a）の分析では、牡蠣中と下水中の野生型 RVA 量において、-6~0 週間のタイムラ
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グで有意な相関関係が見られた。一方で、牡蠣中と下水中のロタテックには有意な相関

関係が見られなかった。また、牡蠣中と下水中の野生株 RVA およびロタテックのいず

れも、周辺地域のロタウイルス検出者報告数とは相関関係が見られなかった。方法（b）

の分析では、牡蠣中と下水中の野生型 RVA 量において、-4~0 週間のタイムラグで有意

な相関関係が見られた。また、ロタテックについては、1~7 週のタイムラグでロタウイ

ルス検出者報告数と有意な相関関係にあった。 

 

表 4.2 養殖牡蠣中と下水中のロタウイルスとロタウイルス検出者数との相関分析の

結果．（a）は非検出のデータを除外し、（b）は非検出のデータに定量限界値の 1/2 を

代入して分析を行った結果である．表中の数値は相関係数を、色付きのセルは有意な

相関があったことを示す． 
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４．４ 考察 

 

 本研究では、養殖牡蠣および下水から RVA ワクチン株（ロタリックスおよびロタテ

ック）を定量的に検出し、周辺地域の感染症流行との関係性を調査した。先行研究では、

シーケンシングによって糞便や環境水からワクチン株が検出されている。Yen らの報告

によれば、RVA ワクチンの接種を受けた小児の 21.4%が、接種後 3~9 日間糞便中にワク

チン株を排出していた（Yen et al., 2011）。さらに、Bucardo らは下水サンプルからロタ

ウイルスの VP7 遺伝子を検出し、ワクチン株 RotaTeq-WI79-4 と 98％の配列類似性を示

した（Bucardo et al., 2011）。これらの研究から、環境中に存在する RVA ワクチン株はヒ

ト由来であると考えられる。本研究はこの仮説を支持するだけではなく、牡蠣および環

境中のワクチン株の時間的変動を定量的に明らかにし、水環境におけるワクチン株の動

態に対する理解をさらに深めた。 

 野生型 RVA とロタテックは両シーズンで牡蠣から検出されたが、ロタリックスは

2014–2015 シーズンでは検出されなかった。さらに、下水からのロタテックの検出率は

牡蠣と比較して低く、ロタリックスは下水から全く検出されなかった。グラクソ・スミ

スクライン株式会社および MSD 株式会社より提供された RVA ワクチン接種者数のデ

ータによれば、2014-2015 シーズンの RVA ワクチン接種者数は、2015-2016 シーズンと

有意差はなかった。したがって、ロタリックスとロタテックの検出傾向の違いは、日本

におけるロタリックスとロタテックの使用方法の違いに起因する可能性がある。ロタリ

ックスは 24 週齢まで乳児に 2 回接種され、ロタテックは 32 週齢まで 3 回接種される。

日本では、乳児の離乳は約 20〜24 週齢で開始される。離乳食を与えられた乳児の糞便

は、成人の糞便と同様にトイレへ流され、下水に流入する。このことから、ロタテック

はロタリックスよりも下水へ流入する機会が多いと考えられる。また、ロタリックスお

よびロタテックは、下水から検出されなかった場合でも牡蠣から検出された。この結果
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から、下水中の RVA ワクチン株濃度は定量 PCR の検出限界以下であり、牡蠣の生物濃

縮作用により検出率が上がったと考えられる。 

 牡蠣中での野生株 RVA、ロタリックスおよびロタテックの陽性率は、それぞれ 54、

14、および 31％であった。牡蠣から RVA ワクチン株を定量的に検出した先行研究はな

いため、我々の結果を先行研究と比較するのは困難である。しかし、野生株 RVA の陽

性率は、ブラジル（19%）（Rigotto et al., 2010）およびタイ（13%）（Kittigul et al., 2015）

で実施された先行研究の RVA すべての検出率よりも高かった。この違いは、サンプリ

ング地域、調査時期、または検出法の違いに影響を受けた可能性がある。特に、我々の

用いた牡蠣からのウイルス抽出法は、アミラーゼを用いた牡蠣由来の有機物の分解と、

クエン酸バッファーによる不純物の効率的な沈殿により、工程法の 6.7 倍の効率でウイ

ルスを抽出することが可能である（Ito et al., 2013）。一方で、下水中の野生型 RVA およ

びロタテックの陽性率は、それぞれ 57%および 35%であった。この値は、RVA すべて

を対象とした先行研究での報告と近い値であった（Fumian et al., 2010; Hassine-Zaafrane 

et al., 2015）。 

 2015-2016 シーズンにおける牡蠣中のワクチン株の割合は、前のシーズンよりも著し

く高かった。この理由として、両シーズンにおけるロタウイルス検出者数の違いが挙げ

られる。2015-2016 シーズンの検出者はわずか 12 人であり、2014-2015 シーズン（80 人）

よりも明らかに少なかった。野生株 RVA の排出源はロタウイルスに感染した胃腸炎患

者であるとため、この検出者数の差が割合の差に影響したと考えられる。対照的に、下

水に含まれるワクチン株の割合は、全シーズンを通じて 10%未満であった。この結果か

ら、ワクチン株が野生株より高い生残性、安定性および牡蠣体内への親和性を有してい

ることが示唆されたが、現段階では不明な点が多く、さらなる研究によって明らかにす

る必要がある。 

 本研究ではさらに、牡蠣と下水に含まれるロタウイルスと、ロタウイルスに関連する

胃腸炎の症例数との関係を特定するため、相関分析を行った。下水における野生型 RVA
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とロタウイルス検出者の間には有意な相関関係がなく、検査を受けていない無症候性の

ロタウイルス感染者が存在していることが示唆された（Paul et al., 2014; Phillips et al., 

2010）。Ruggeri らは、ロタウイルスの入院患者における RVA 検出の季節的傾向は下水

とは異なり、無症候性の感染者における RVA の循環を示唆していると報告しており

（Ruggeri et al., 2015）、本研究ではこの報告を支持する結果が得られた。牡蠣中と下水

中の野生株 RVA は、ノロウイルスでの分析結果と同様に、方法（a）を使用した場合は

-6〜0 週間のタイムラグで（p <0.05）、方法（b）を使用した場合は-4〜0 週間のタイムラ

グで有意な相関が見られた（Pu et al., 2018）。この結果から、症候性および無症候性のロ

タウイルス感染者から排出された野生株 RVA は、下水システムおよび水環境を通じて

牡蠣に到達するまで、最大で 6 週間ほどの時間を要することが示された。牡蠣中のロタ

テック量は、方法（a）および（b）のどちらでも下水中のロタテックとは相関関係にな

かった。一方で、前述したようにロタテックは野生株よりも効率的に蓄積されている可

能性があり、この矛盾を解決するためにはさらなる分析が必要である。 

 結論として、本研究では、ロタウイルスワクチン株の定量的な検出により、RVA 全体

を検出するだけでは得られない野生株 RVA の動態に関するより詳細な情報を提供でき

た。牡蠣中の野生株 RVA は下水中の RVA と相関関係にあったことから、牡蠣中の野生

株を監視することにより、より安全な牡蠣を消費者に提供するだけでなく、無症候性を

含むロタウイルス感染の流行をより正確に把握することができる。また、野生株 RVA と

ロタウイルスワクチン株は、87 の牡蠣サンプル（37％）と 23 の下水サンプル（30％）

から同時に検出されており、牡蠣および下水由来のロタウイルス感染者の体内で、野生

株とワクチン株の遺伝子再集合（リアソートメント）が起こる可能性がある。モニタリ

ングの際には、遺伝子再集合によって生成された新たな配列の RVA 株に特別な注意を

払う必要がある（Donato et al., 2012; Jere et al., 2017; Rose et al., 2013）。 
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第５章 牡蠣のウイルス蓄積能力の個体差およびウイルス蓄積に関係する糖鎖

構造の探索 

 

５．１ はじめに 

 

 我々のグループの先行研究では、2 年間にわたって養殖牡蠣中のノロウイルス量をモ

ニタリングし、その季節的変動を明らかにした（Pu et al., 2018）。その結果、全体的な傾

向としては冬季にノロウイルス量が増加する傾向が見られたが、個体ごとのウイルス蓄

積量には個体差が見られた。先行研究に用いられた養殖牡蠣サンプルは、とある海域の

同じ牡蠣養殖棚から同時に採取されたものであり、周囲のウイルス量や物理的条件はほ

とんど同じであると考えられる。前述したように、牡蠣のウイルス蓄積に糖鎖が関与し

ていることから、牡蠣体内へのウイルス蓄積量の個体差は、体内に発現している糖鎖の

構造や量の違いが影響しているという仮説が立てられる。 

 牡蠣の体内に発現している糖鎖とノロウイルスとの結合に関する先行研究は多く

（Langlet et al., 2015; Li et al., 2015; Maalouf et al., 2011, 2010）、少しずつそのメカニズム

が解き明かされつつあるが、牡蠣個体それぞれの個体差に着目して研究を行った例はな

い。これまで牡蠣のノロウイルス汚染については、海域に流入するウイルスを減少させ

るか、蓄積されたウイルスを不活化させる方法での対策が多かったが、未だほぼ確実に

ウイルス汚染を防ぐ方法は確立されていない。しかし、ウイルスを蓄積しづらい牡蠣が

存在しているのであれば、これまでの方法と組み合わせることで、養殖牡蠣の安全性を

さらに向上させることが可能である。 

 本研究では、養殖牡蠣を人為的にノロウイルスに汚染させる実験を行い、その蓄積量

に個体差が見られるかどうかを明らかにする。さらに、ウイルスの蓄積量が多い個体と

少ない個体について、体内の糖鎖構造に差が見られるかどうかを糖鎖構造解析により調

査する。 
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５．２ 実験方法 

５．２．１ 養殖牡蠣のウイルス汚染実験 

 ウイルス汚染実験の養殖牡蠣サンプルは、東北地方太平洋沿岸のとある海域で養殖さ

れたマガキ（Crassostrea gigas）を、各遺伝子型についてそれぞれ 20 個用いた。汚染さ

せるノロウイルス株は、宮城県保健環境センターに保存されていた、胃腸炎患者の糞便

から分離されたノロウイルス GI.7 株および GII.2 株を用いた。ろ過海水それぞれ 175L

に約 106 copies/mL のノロウイルス GI または GII 溶液を 62.5mL 添加し、飼育に用いた。

200L パンライト水槽に各ウイルス添加ろ過海水と牡蠣個体を 20 個ずつ入れ、餌として

Chaetoceros gracilis を 109 cell 加えた。エアレーションを行いながら 24 時間ごとに換水

および餌の添加を実施し、計 72 時間の飼育を行った。飼育後回収した牡蠣は直ちに殻

を外し、中腸腺を摘出した。摘出した中腸腺は氷上で冷却しながら実験室へ運ばれ、ウ

イルスの定量用サンプルとして 0.5 g の中腸腺を取り分けた。各中腸腺サンプルは、分

析開始まで−80℃で保存された。 

 

５．２．２ ウイルス濃縮および RNA 抽出 

牡蠣からのウイルス抽出の手法は先行研究に従った（Pu et al., 2018）。アミラーゼ

（Sigma Aldrich）、リパーゼ（Sigma Aldrich）、プロテナーゼ K （Roche）をそれぞれ 6.3 

mg/L、6.3 mg/L、0.25 mg/L となるように滅菌した超純水に溶解し、酵素溶液を作成し

た。これら 3 種の酵素は、中性 pH を至適 pH 領域に含むものを用いた。各中腸腺サン

プル 0.5 g に対し、3.2 mm ステンレスビーズ（TOMY）2 個と酵素溶液 1 mL を加え、内

部コントロールとしてマウスノロウイルス S7-PP3 株を 1.0×107 copies 添加した。その

後、4200 rpm，1 分間の細胞破砕 （Micro Smash-100, TOMY）を行い、さらに、37 ℃1

時間、60 ℃15 分間インキュベートした。最後に 9100 ×g,・12 分の遠心分離を行い、上

清をウイルス抽出液として全量回収した。中腸腺 3 個より得られた抽出液を混合し、1
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週あたり 3 つのコンポジットとした。ウイルス抽出液 500 μL に対して 500 μL のクエン

酸バッファー（pH 2.5, 400 mM）を添加した後、9100×g,・12 分の遠心分離を行い、その

上清の全量を RNA の抽出に用いた。RNA 抽出には NucliSENS miniMAG RNA extraction 

kit （bioMérieux）を用い、実験操作は付属のプロトコルに従った。 

 

５．２．３ 逆転写およびウイルス定量 

 ウイルス RNA に対して、iScript Advanced cDNA Synthesis kit （BIO-RAD）を用いて

逆転写を行った。反応溶液の組成は、5×iScript advanced reaction mix 8 μL, iScript advanced 

reverse transcriptase 2 μL, ヌクレアーゼフリー水 10 μL, テンプレート RNA 20 μL とし

た。反応には T100 サーマルサイクラー（BIO-RAD）を用いた。反応条件は付属のプロ

トコルに従った。 

 ノロウイルス GI、GII および MNV の定量を行った。プライマー配列および反応条件

は、それぞれ Kageyama ら（Kageyama et al., 2003）、原ら（原 et al., 2009）、Hata ら（Hata 

et al., 2011）に従った（表 3.1 参照）。反応液の組成は、SsoAdvanced universal probes supermix 

10μL、cDNA 5μL、プライマー・プローブおよびヌクレアーゼフリー水 5µL の計 20µL

とした。The Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments

（MIQE）ガイドラインに従い、検出対象が一定の値まで増幅した際のサイクル数であ

る Cq が 40 以下のサンプルを陽性とした（Bustin et al., 2009）。検量線の作成には、ター

ゲット配列を含むオリゴ DNA の 10 倍希釈系列（101–105 copies/ウェル）の定量値を用

いた。 

 

５．２．４ 糖タンパク質抽出 

 各サンプルのウイルス定量値に基づき、ウイルス蓄積量の多いサンプルおよび少ない

サンプルを 3 個体ずつ、計 12 個体のサンプルを選定した。選定したサンプルから、糖

鎖を含む糖タンパク画分の抽出を行った。抽出手法は Maalouf らを参考に、中腸腺の重
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量に応じて若干の改変を加えた（Maalouf et al., 2010）。保存されていた各中腸腺サンプ

ルにステンレスビーズ 1 個と 0.8mL のリン酸緩衝生理食塩水（PBS, pH7.4）を加え、

Micro Smash-100（TOMY）で 4200 rpm・1 分間の細胞破砕を行った。破砕液を 95℃で

10 分インキュベートした後、4℃で 13000×g・7 分の遠心分離を行い、上清を糖タンパ

ク抽出液として回収した。各抽出液は、Qubit™ Protein Assay Kit（Life Technologies,）を

用いてタンパク質濃度を測定し、40μg/mL となるように PBS で希釈した（Maalouf et al., 

2010）。 

 

５．２．５ 糖鎖構造解析 

 牡蠣から抽出した糖タンパク画分中に含まれる糖鎖の構造は、Lectin Array 95

（RayBiotech）を用いた、95 種類のレクチンアレイ解析によって明らかにした。レクチ

ンは、特定の糖鎖構造を認識して結合するタンパク質の総称である。使用したレクチン

の情報と認識する糖鎖構造を表 5.1.1 および表 5.1.2 に示す（RayBiotech, 2018）。分析

においては各サンプルを 100μL 用い、アレイによる分析およびデータ解析はフナコシ

株式会社に委託した。各サンプル中の糖タンパク質へビオチンを付着させ、続いてビオ

チンへの親和性が非常に高い標識ストレプトアビジンを結合させて、標識物質の蛍光強

度を測定することで各レクチンに認識される糖鎖構造の存在量を明らかにした。蛍光測

定においてはサンプルを加えない陰性対照系列を作成し、糖鎖に由来しないバックグラ

ウンド蛍光の強度を測定して、各サンプルの蛍光強度測定値から差し引いた。それぞれ

のレクチンの蛍光強度測定結果は、ウイルス蓄積量の多い 3 サンプルおよび少ない 3 サ

ンプルの平均値を算出し、有意水準 5%で有意差検定を行った。 
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表 5.1.1 レクチンアレイに用いたレクチンの情報および認識する糖鎖構造. 
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表 5.1.2 レクチンアレイに用いたレクチンの情報および認識する糖鎖構造. 

 

 

５．３ 結果 

 

５．３．１ 汚染実験によるウイルス蓄積量の定量結果 

 汚染実験に用いた海水の水温は、飼育期間中 7.5~11.4℃の間で推移していた。ノロ

ウイルス GI および GII の定量結果を図 5.1 に示す。ノロウイルス GI はすべてのサン
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プルで検出された。定量値の最高値は 6.8 copies Log/g-中腸腺、最低値は 3.5 copies 

Log/g-中腸腺であり、およそ 2300 倍の差が見られた。ノロウイルス GII は、GI と同様

にすべてのサンプルで検出された。定量値の最高値は 6.8 Log copies /g-中腸腺、最低値

は 3.2 Log copies/g-中腸腺であり、およそ 3600 倍の差が見られた。それぞれの標準偏

差は、ノロウイルス GI が 0.7 Log、GII が 1.1 Log であり、ノロウイルス GII の方が蓄

積量のばらつきが大きかった。定量結果をもとに、糖鎖構造解析に用いるサンプルを

各遺伝子型 6 個体ずつ選定した。選定したサンプルの定量値は、ノロウイルス GI がそ

れぞれ 6.8 Log copies/g-中腸腺、6.8 Log copies/g-中腸腺、6.7 Log copies/g-中腸腺、3.5 

Log copies/g-中腸腺、5.4 Log copies/g-中腸腺、5.5 Log copies/g-中腸腺、GII がそれぞれ

6.8 Log copies/g-中腸腺、6.8 Log copies/g-中腸腺、6.8 Log copies/g-中腸腺、3.7 Log 

copies/g-中腸腺、3.7 Log copies/g-中腸腺、3.2 Log copies/g-中腸腺であった。 

 

 

図 5.1 汚染実験によりノロウイルスを蓄積させた養殖牡蠣中のウイルス定量結果． 
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５．３．２ 牡蠣体内の糖鎖構造解析結果 

 レクチンアレイによる糖鎖構造解析結果を図 5.2.1～5.2.15 に示す。ノロウイルス

GI を蓄積させた牡蠣の糖鎖構造解析結果は、95 種のうち 4 種のレクチン（BPA、

DSA、GAL1-S、HMA）の反応強度に有意差が見られた。いずれもノロウイルス GI を

多く蓄積した牡蠣でレクチンとの反応強度が低く、体内の特定の糖鎖構造が少ない牡

蠣の方がウイルスを多く蓄積しているという結果が示された。ノロウイルス GII を蓄

積させた牡蠣の糖鎖構造解析結果では、9 種のレクチン（DSA、ECA、LcH A、PNA、

PSA、SHA、SNA-1、VFA、VRA）の反応強度に有意差が見られた。いずれもノロウ

イルス GII を多く蓄積した牡蠣でレクチンとの反応強度が高く、特定の糖鎖構造が多

い牡蠣の方がウイルスを多く蓄積していた。 

 

５．４ 考察 

 

 本研究では、人為的なノロウイルス汚染実験により、同じ条件下で複数の牡蠣にウ

イルスを蓄積させ、個体差があるかどうかを明らかにした。ノロウイルスを添加した

海水で牡蠣を人為的に汚染させる実験は、多くの先行研究で行われている（Maalouf et 

al., 2011, 2010; Ueki et al., 2007; Ventrone et al., 2013; Wang et al., 2008）。Maalouf らの研究

においては、ノロウイルス GI.1、GII.3、GII.4 株を含む糞便懸濁液を接種した海水中

で、養殖牡蠣を 24 時間飼育し汚染させる実験が行われた。その結果、GI.1 および

GII.3 では 6.0~7.0 Log copies/g-中腸腺、GII.4 では 1.0～4.0 Log copies/g-中腸腺の定量値

が得られた（Maalouf et al., 2011）。Ventrone らの研究でも同様に、GI.1 および GII.3 株

を含む糞便サンプルを海水に接種し、1~9 日養殖牡蠣を汚染させる実験が行われてい

る。得られた定量値は GI. 1 で 3.7~5.1 Log copies/g-中腸腺、GII.3 で 4.6~5.7 Log 

copies/g-中腸腺であった（Ventrone et al., 2013）。本研究で得られた定量値は、GI.3 で 
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図 5.2.1 ウイルス高蓄積および低蓄積牡蠣の体内の糖鎖構造解析結果.High はウイ

ルス量が多かったことを、Low は少なかったことを示す.グラフは蛍光強度を示し、

高いほどレクチンに認識される糖鎖が多く存在したことを表している． 

蛍
光
強
度
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蛍
光
強
度
 

図 5.2.2 ウイルス高蓄積および低蓄積牡蠣の体内の糖鎖構造解析結果.High はウイ

ルス量が多かったことを、Low は少なかったことを示す.グラフは蛍光強度を示し、

高いほどレクチンに認識される糖鎖が多く存在したことを表している． 



63 
 

 

蛍
光
強
度
 

図 5.2.3 ウイルス高蓄積および低蓄積牡蠣の体内の糖鎖構造解析結果.High はウイ

ルス量が多かったことを、Low は少なかったことを示す.グラフは蛍光強度を示し、

高いほどレクチンに認識される糖鎖が多く存在したことを表している． 
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図 5.2.4 ウイルス高蓄積および低蓄積牡蠣の体内の糖鎖構造解析結果.High はウイ

ルス量が多かったことを、Low は少なかったことを示す.グラフは蛍光強度を示し、

高いほどレクチンに認識される糖鎖が多く存在したことを表している． 
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図 5.2.5 ウイルス高蓄積および低蓄積牡蠣の体内の糖鎖構造解析結果.High はウイ

ルス量が多かったことを、Low は少なかったことを示す.グラフは蛍光強度を示し、

高いほどレクチンに認識される糖鎖が多く存在したことを表している． 
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図 5.2.6 ウイルス高蓄積および低蓄積牡蠣の体内の糖鎖構造解析結果.High はウイ

ルス量が多かったことを、Low は少なかったことを示す.グラフは蛍光強度を示し、

高いほどレクチンに認識される糖鎖が多く存在したことを表している． 
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図 5.2.7 ウイルス高蓄積および低蓄積牡蠣の体内の糖鎖構造解析結果.High はウイ

ルス量が多かったことを、Low は少なかったことを示す.グラフは蛍光強度を示し、

高いほどレクチンに認識される糖鎖が多く存在したことを表している． 
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図 5.2.8 ウイルス高蓄積および低蓄積牡蠣の体内の糖鎖構造解析結果.High はウイ

ルス量が多かったことを、Low は少なかったことを示す.グラフは蛍光強度を示し、

高いほどレクチンに認識される糖鎖が多く存在したことを表している． 
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図 5.2.9 ウイルス高蓄積および低蓄積牡蠣の体内の糖鎖構造解析結果.High はウイ

ルス量が多かったことを、Low は少なかったことを示す.グラフは蛍光強度を示し、

高いほどレクチンに認識される糖鎖が多く存在したことを表している． 
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図 5.2.10 ウイルス高蓄積および低蓄積牡蠣の体内の糖鎖構造解析結果.High はウイ

ルス量が多かったことを、Low は少なかったことを示す.グラフは蛍光強度を示し、

高いほどレクチンに認識される糖鎖が多く存在したことを表している． 
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図 5.2.11 ウイルス高蓄積および低蓄積牡蠣の体内の糖鎖構造解析結果.High はウイ

ルス量が多かったことを、Low は少なかったことを示す.グラフは蛍光強度を示し、

高いほどレクチンに認識される糖鎖が多く存在したことを表している． 

蛍
光
強
度
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図 5.2.12 ウイルス高蓄積および低蓄積牡蠣の体内の糖鎖構造解析結果.High はウイ

ルス量が多かったことを、Low は少なかったことを示す.グラフは蛍光強度を示し、

高いほどレクチンに認識される糖鎖が多く存在したことを表している． 

蛍
光
強
度
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図 5.2.13 ウイルス高蓄積および低蓄積牡蠣の体内の糖鎖構造解析結果.High はウイ

ルス量が多かったことを、Low は少なかったことを示す.グラフは蛍光強度を示し、

高いほどレクチンに認識される糖鎖が多く存在したことを表している． 

蛍
光
強
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図 5.2.14 ウイルス高蓄積および低蓄積牡蠣の体内の糖鎖構造解析結果.High はウイ

ルス量が多かったことを、Low は少なかったことを示す.グラフは蛍光強度を示し、

高いほどレクチンに認識される糖鎖が多く存在したことを表している． 

蛍
光
強
度
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図 5.2.15 ウイルス高蓄積および低蓄積牡蠣の体内の糖鎖構造解析結果.High はウイ

ルス量が多かったことを、Low は少なかったことを示す.グラフは蛍光強度を示し、

高いほどレクチンに認識される糖鎖が多く存在したことを表している． 

蛍
光
強
度
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3.5~6.8 Log copies/g-中腸腺、GII.2 で 3.2~6.8 Log copies/g-中腸腺と、先行研究と比較し

てより高い値が得られた。この原因としては、水温を初めとした実験条件の違いや用

いたノロウイルスの遺伝子型の違い、また水中に接種したノロウイルス濃度の違いな

ど、様々な要因が考えられる。さらに、本研究で用いられたウイルス抽出法および

RNA 抽出法は、我々のグループの先行研究で改良されたより検出感度の高い独自の方

法である（伊藤ら, 2013）。この改良法により、ウイルスの回収や検出における阻害が

少なく、より効率的にウイルスを定量できた結果、高い定量値が得られた可能性があ

る。また飼育時間を比較すると、先行研究の 1~9 日に対し本研究は 72 時間と大きく差

があるが、先行研究の 9 日汚染された牡蠣サンプルよりも高い定量値が得られたこと

から、牡蠣の飼育期間はウイルス量に与える影響が小さいと考えられる。 

 また、本研究では 1 つの遺伝子型につき 20 個体の牡蠣を用いて、同条件でノロウイ

ルスに汚染させた際に個体差が見られるかどうかを明らかにした。各個体のノロウイ

ルス GI.3 および GII.2 の蓄積量には有意な個体差が見られ、最も蓄積量の多い個体と

少ない個体では 1000 倍以上の差があった。各牡蠣個体の剥き身重量および中腸腺重量

とウイルス蓄積量には関連がなく、蓄積量の個体差は個体の大きさや成長度合いに依

存しないことが明らかになった。本研究のように牡蠣のウイルス蓄積能力の個体差に

着目した研究は前例がなく単純比較は難しいが、牡蠣から検出したウイルス量に 1000

倍以上の有意差が見られる先行研究はなかった。一方で、同じ海域で採取された牡蠣

の中でも、ノロウイルスが検出される個体とされない個体がある先行研究は多くある

（Kittigul et al., n.d.; Le Guyader et al., 2008; Lowther et al., 2018; Nguyen et al., 2018; 

Nishida et al., 2007）。自然海域でのウイルス蓄積については潮流などの気象条件が関係

しているため、個体差の要因が牡蠣のウイルス蓄積能力の差であると断言はできない

ものの、原因の一端を担っている可能性がある。 

 95 種のレクチンアレイ解析により、ノロウイルス蓄積量の少ないおよび多い牡蠣の

有する糖鎖構造には有意な差があることが明らかになった。ノロウイルス GI 蓄積サン
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プルにおいて差が見られたレクチン（BPA、DSA、GAL1-S、HMA）の認識する糖鎖構

造は、Galβ3GalNAc、N-アセチル-D-グルコサミン（GlcNAc）2-4、LacNAc 側鎖、N-ア

セチルノイラミン酸（Neu5Ac）および N-アセチルガラクトサミン（GalNAc）であ

る。LacNAc は細胞表面に発現する主要な糖構造の一つであり、組織血液型抗原

（HBGA）やルイス抗原など様々な抗原の一部を構成している（Hakomori, 2000; 

Watkins, 1995）。また、GlcNAc や GalNAc、Neu5Ac も HBGA の構成要素の一つであ

り、多くの先行研究における牡蠣の中腸腺には HBGA が発現しているという報告を支

持する結果が得られた。特に GalNAc は、A 型 HBGA を構成する糖類の一つであり、

ノロウイルス GI.7 は A 型 HBGA を認識して結合することが明らかになっている

（Shanker et al., 2014）。しかしながら、本研究では牡蠣体内の糖鎖量が少ないほど、ノ

ロウイルス GI.7 の蓄積量が多いという結果が得られた。これは多くの先行研究とは異

なる結果であり、牡蠣のノロウイルス汚染実験や糖鎖へのウイルス結合実験のみでは

得られない情報である。 

 ノロウイルス GII 蓄積サンプルにおいては、9 種類のレクチン（DSA、ECA、LcH 

A、PNA、PSA、SHA、SNA-1、VFA、VRA）において差が見られた。これらのレクチ

ンが認識する糖鎖構造は、(GlcNAc)2-4、Galβ4GlcNAc、α マンノースおよび α グルコ

ース、Galβ3GalNAc、N-アセチルガラクトサミン、NANAα(2,6)GalNAc およびラクト

ース、a-ガラクトース である。GlcNAc や GalNAc、Neu5Ac など、GI と同様に HBGA

および A 型 HBGA を構成する糖鎖が含まれており、本研究で用いた GII.2 は A 型

HBGA のみを認識できるという先行研究の報告を支持する結果となった（Shanker et 

al., 2014）。一方で、Galβ4GlcNAc や Galβ3GalNAc、NANAα(2,6)GalNAc など、HBGA

とは異なる糖鎖構造も含まれていた。これらはタンパク質に結合する O-結合型糖鎖お

よび N-結合型糖鎖を構成する糖鎖構造であり、生体内の様々な機能に関与している。

しかし牡蠣の O-結合型糖鎖および N-結合型糖鎖の機能はいまだ解明されておらず

（Staudacher, 2015）、さらなる研究が必要である。 
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 結論として、本研究で得られた結果から、牡蠣個体のウイルス蓄積量には個体差が

あり、その体内に発現している糖鎖の構造や発現量にも差があることが示された。ウ

イルス蓄積量の少ない個体を選別して養殖できれば、より安全性の高い牡蠣の出荷お

よび提供に貢献することが出来る。実用化へ向けて、低蓄積性の牡蠣の選別法につい

てより詳細な研究が必要である。 
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第６章 結論および提言 

 

 本研究では、二枚貝のヒト腸管系ウイルス汚染の新たな対策を講じるために、ウイ

ルスの蓄積特性や蓄積メカニズムをより詳細に明らかにすることを目的とした。本研

究で得られた結果は以下のとおりである。 

・河口域に自生する二枚貝中のノロウイルス量には周辺地域の都市下水におけるノロ

ウイルス量の変動が反映されており、二枚貝中のノロウイルス量をモニタリングする

ことで、感染性胃腸炎患者報告数には含まれていない無症状・軽症の感染者を含めた、

より正確な感染性胃腸炎流行状況を把握できる可能性がある。 

・ロタウイルスワクチン株の検出により牡蠣中および下水中の野生株 RVA 量を明らか

にした結果、牡蠣中と下水中の野生株 RVA 量には有意な相関関係が見られ、ロタウイ

ルスの環境中での動態に関して、全 RVA の定量検出だけでは得られなかった新たな情

報を得ることが出来た。 

・養殖牡蠣を人為的にノロウイルス GI および GII で汚染させる実験を行った結果、牡

蠣体内へのウイルス蓄積量には 1000 倍以上の個体差が見られ、さらにウイルス蓄積量

の多い個体と少ない個体の体内に発現している糖鎖構造を解析すると、特定の糖鎖構

造の発現量に有意な差が見られた。 

 以上の結果から、二枚貝の腸管系ウイルス汚染には腸管系ウイルスによる感染性胃

腸炎の流行が深く関与していることは明白である。モニタリングおよびサーベイラン

スにより、感染性胃腸炎の流行状況の把握や予防を確実なものにして、人間社会から

のウイルスの排出をコントロールすることが、二枚貝の腸管系ウイルス汚染の防止に

貢献すると考えられる。 

 また、実際にウイルスの蓄積量が少ない牡蠣個体が存在したことから、ウイルス低

蓄積性の牡蠣のみを選択して養殖するという対策手法も考えられる。腸管系ウイルス
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の排出量コントロールだけでは完全にウイルス汚染を防ぐのは難しいとしても、より

ウイルスが蓄積しづらい牡蠣の選択的な養殖と組み合わせることで、養殖牡蠣の安全

性をさらに高めることができる。 

 一方で、本研究を通じ、今後さらなる研究により解明すべき点もいくつか明らかに

なった。牡蠣へのノロウイルスの蓄積については、季節性や周辺地域の感染症流行と

の関係性、ノロウイルスに結合できる糖鎖や牡蠣体内の糖鎖構造など、汚染源や汚染

のメカニズムなどが少しずつ解明されてきている。しかし、牡蠣のウイルス汚染につ

いては、これまで調査された人間からのウイルス排出や糖鎖以外にも、微生物や RNA

の物理的性質などの要因が関連していることが明らかになりつつある。微生物につい

ては、体表にノロウイルスの結合できる HBGA を発現させている腸内細菌の存在が報

告されており（Miura et al., 2013）、実際に体表面にノロウイルスが吸着されているこ

とが示されている。一方で、このような細菌が牡蠣体内に存在するか、また牡蠣のウ

イルス汚染において何らかの役割を果たしているかは未だ解明されておらず、今後の

研究において明らかにする必要がある。RNA の物理的性質については、ウイルス RNA

と二枚貝の組織間において静電性・疎水性の非特異的相互作用が働いていることが示

唆されており（Dika et al., 2011; Langlet et al., 2008）、HBGA を初めとした糖鎖による

ノロウイルスとの結合以外の影響も考慮する必要がある。現在、ノロウイルスと牡蠣

の結合能力を調査した先行研究の多くで、ウイルスの外殻構造のみである VLP が用い

られており、Langlet らはノロウイルスの結合能力を正確に調査するには、VLP を用い

た実験では不十分であると指摘している（Langlet et al., 2015）。VLP は外殻構造に由来

するノロウイルスの抗原性に関する研究においては有用なツールであるが、牡蠣のウ

イルス汚染については、完全なウイルス粒子を用いた研究を更に行うべきである。 

 また、二枚貝のノロウイルス以外による汚染については研究例が少なく、汚染のメ

カニズムなどについてはノロウイルスよりも不明点が多い。本研究では下水および牡

蠣からロタウイルス株を定量的に検出したが、これは初めての試みであり、他にワク
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チン株の環境中での濃度や動態を調査した研究はない。ロタウイルスは非常に遺伝子

組み換えが起こりやすい特性を持つことから、ワクチン株をはじめとした様々な株の

環境中での挙動に関する研究を推進し、多くの知見を集めて新たな型の発生に備える

必要がある。ロタウイルスをはじめとした他の腸管系ウイルスは、ノロウイルスほど

食中毒事件や感染性胃腸炎の原因として検出されないため、研究対象になりにくい側

面がある。しかし、新たな株の発生や大規模な流行に備え、継続的なモニタリングや

物理的・化学的な性質について研究を行うべきである。また、本研究で示されたよう

に、二枚貝中のウイルス蓄積特性を感染症モニタリングに活用できる可能性がある。

このことから、ノロウイルス以外についても二枚貝への蓄積特性について積極的に研

究に取り組む必要があると考える。 

 総括として、本研究では二枚貝のウイルス蓄積特性について調査し、その防止と対

策を講じるに有効な新たな知見を得ることが出来た。一方で、より安全な二枚貝の生

産を実現するため、今後取り組むべき課題も明らかになった。これらの成果にもとづ

いた今後の研究によって、感染性胃腸炎流行のコントロールおよび二枚貝のウイルス

汚染の抑止を実現することで、二枚貝の安全性に対する消費者の不安が払拭され、過

去の食中毒事例の影響を受け続けている二枚貝（特に牡蠣）の養殖業の振興が期待さ

れる。 
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